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摘要：【目的】了解志贺菌中成簇的规律间隔短回文重复序列(Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats, CRISPR)的分布及其与毒力和耐药的关系，并分析志贺菌中插入序列IS600对
CRISPR相关蛋白基因cse2 mRNA表达水平的影响。【方法】利用课题组前期设计的引物PCR扩增志贺菌

的3个CRISPR位点、CRISPR相关蛋白基因cse2、耐药基因和毒力基因；改良Kirby-Bauer (K-B)纸片法进

行药敏试验；台盼蓝计数试验检测细菌毒力；Real-time PCR检测志贺菌中cse2基因mRNA表达水平。分

别分析志贺菌中CRISPR/Cas系统与耐药基因、耐药表型、毒力基因、毒力表型的关系；了解IS600对
CRISPR相关蛋白基因cse2 mRNA表达水平的影响。【结果】志贺菌中CRISPR1位点阴性细菌的毒力强；

插入序列IS600使cse2 mRNA表达水平降低。【结论】志贺菌中存在CRISPR1、2、3位点；CRISPR1位点

与毒力有关；插入序列IS600对cse2 mRNA表达水平有影响。
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志贺菌属是人类细菌性痢疾(简称菌痢)的病

原体，菌痢是全球最严重的肠道感染性疾病之

一，主要流行地区为发展中国家 [ 1 ]。在自然界

中，细菌可通过基因水平转移(Horizontal gene

transfer, HGT)的方式获取外源基因，从而更好地

适应外界环境压力 [2 ]。随着抗生素的广泛应用，

志贺菌中出现耐药菌甚至多耐药菌，细菌的毒力

也有所增强，对人类健康的威胁也随之增大。

成簇的规律间隔短回文重复序列(Clustered

regularly interspaced short palindromic repeats,

CRISPR)和CRISPR相关蛋白(CRISPR-associated,

Cas)一同构成的CRISPR/Cas系统是细菌抵御质粒

和噬菌体等其他外源基因元件入侵、限制基因水

平转移的免疫系统，分布于大多数古细菌和超过
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一半的细菌基因组中[3]。细菌耐药性的获得和致

病力的增强可通过HGT介导[4]，且已知参与HGT

的基因大多数与细菌的耐药和致病性有关。因此

我们猜测CRISPR/Cas系统可通过某种机制与细菌

的耐药性和致病力之间建立联系。插入序列

(insertion sequence, IS)是染色体的特殊组成部分，

是最简单的转座子[5]，可在染色体上转移，或在

不同染色体间跳跃。 I S可携带耐药基因发生

HGT，IS的插入能使基因产生突变从而影响基因

的表达。本课题组郭向娇 [ 6 ] 发现部分志贺菌

CRISPR相关蛋白基因cse2中存在IS600，在此基

础上本研究欲进一步分析IS600对CRISPR相关蛋

白基因cse2 mRNA表达的影响。

1    材料和方法

1.1    菌株和细胞

临床分离志贺菌33株，其中福氏志贺菌21株，

宋内志贺菌10株，痢疾杆菌2株。药敏试验标准质

控菌：大肠杆菌ATCC 25922，购于中国普通微生物

菌种管理保藏中心。Hela细胞为本实验室保存。

1.2    试剂

药敏纸片购自杭州天和微生物生物试剂有限

公司；PCR所需试剂均购自上海生工生物工程有

限公司；细菌DNA小量提取试剂盒购自上海莱枫

生物科技有限公司；细菌基因组RNA提取试剂盒

购自北京康为世纪有限公司；PrimeScriptTMRT

reagent Kit with gDNA Eraser、SYBR® Premix Ex

TaqTMII和DL2000 DNA Marker购自日本TaKaRa；

无支原体优级胎牛血清购自杭州四季青生物工程

材料有限公司；R P M I 1 6 4 0培养基购自美国

GIBCO公司；MH (A)培养基和琼脂粉购自德国

S i g m a公司；胰蛋白胨和酵母浸粉购自英国

Oxoid公司；琼脂糖为BIOWEST公司进口分装；

其余常规试剂均为国产分析纯级别。

1.3    主要仪器和设备

德国SensoQuest公司LabcyCler basic PCR仪；

美国应用生物系统公司ABI Fast7500实时荧光定

量PCR系统；上海Heal Force公司CO2恒温培养箱；

日本Nikon公司ECLIPSE TS100-F倒置显微镜。

1.4    CRISPR位点、耐药基因、毒力基因和CRISPR

相关蛋白基因cse2检测

以试剂盒提取的志贺菌基因组DNA为模板，

PCR扩增CRISPR位点、耐药基因、毒力基因和

CRISPR相关蛋白基因cse2。引物为本课题组前期

设计并保存，引物序列见表1。扩增体系为25 μL，

其中12.5 μL 2×Taq PCR Master Mix，8.5 μL ddH2O，

浓度为5 pmol/μL的上、下游引物各1 μL，DNA模板

2 μL。反应条件： 94 °C 5 min；94 °C 45 s，退火60 s

(退火温度见表1)，72 °C 45 s，32个循环；72 °C

10 min。取5 μL PCR扩增产物进行2%琼脂糖凝胶

电泳，凝胶成像仪观察并记录结果。CRISPR位点

扩增产物送上海生工生物工程股份有限公司测

序，测序结果经CRISPR Finder软件分析CRISPR

位点的重复序列和间隔序列。

1.5    药敏试验

采用改良Kirby-Bauer (K-B)纸片法进行药敏

试验，每株细菌重复3次，取平均值。参照CLSI

指南[9]进行判断。大肠杆菌ATCC25922为药敏试

验标准质控菌。根据抗生素的分子结构及作用机

制将其分类，将3类及3类以上抗生素耐药的细菌

定义为多重耐药菌(Multi-drug resistance, MDR)。

1.6    台盼蓝计数试验

细菌过夜培养至适宜浓度与Hela细胞共培养[10]。

分别吸取30 μL细胞悬液与台盼蓝染液混匀，染色

2–5 min，将20 mL混合液体注入血细胞计数板，活

细胞无法被染色，死亡细胞由于细胞膜破裂被染

成蓝色。计算200个细胞中死亡细胞数(公式1)。
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Hela细胞死亡率=(死亡细胞数/200)×100%  公式(1)

1.7    Real-time PCR检测cse2 mRNA表达水平

按照康为世纪细菌RNA提取试剂盒说明书提

取细菌RNA，根据TaKaRa PrimeScriptT M  RT

reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time)试

剂盒说明书将基因组RNA逆转录成cDNA。委托

上海生工生物工程有限公司根据NCBI中Shigella

sonnei Ss046基因组中cse2序列设计引物，设计目

的基因cse2引物，以16S rRNA为内参基因，序列

如表2所示。按照TaKaRa SYBR® Premix Ex

TaqTMII试剂盒说明书配制反应体系，设置ABI

Fast7500仪器参数后进行Real-time PCR实验。

表1.  CRISPR位点、耐药基因和毒力基因的PCR引物序列及信息

Table 1.  Primers of CRISPR loci,drug resistance genes and virulence genes for PCR amplification

Genes Sequence (5′→3′) Size/kb Tm/°C Reference

CRISPR1 F: AGCGACTAACTGGAATCTTG 0.7 56 [6]

R: CAATCTGGCTACTGGAAGTG

CRISPR2 F: CGATCCAGAGCTGGTCGAATG 1.0 56

R: AGTGCTCTTTAACATAATGGGATG  

CRISPR3 F: TTGTYAGGTAGGTTGGTGAAG 0.7 56

R: GCGAAGAGAAAGAACGAGTA  

cse2 F: GCCCAGCGGATACGGATAAA 1.6/0.4 55

R: ACGGATGGATTTCGCCTGTT  

cat F: CAATGAAAGACGGTGAGC 0.3 52 [7]

R: ACAAACGGCATGATGAAC  

sμL2 F: CCTGTTTCGTCCGACACAGA 0.4 55

R: GAAGCGCAGCCGCAATTCAT  

blaCTX F: GGTTAAAAAATCACTGCGTC 0.8 56

R: TTGGTGACGATTTTAGCCGC  

ipaH F: TGGAAAAACTCAGTGCCTCT 0.4 55 [8]

R: CCAGTCCGTAAATTCATTCT  

ial F: CTG GAT GGT ATG GTG AGG 0.3 52

R: GGAGGCCAACAATTATTTCC  

virA F: CTGCATTCTGGCAATCTCTTCACATC 0.2 58

R: TGATGAGCTAACTTCGTAAGCCCTCC  

icsA F: GTTCGTCAAATGTCGGTCAG 1.0 55

R: TCCAGCGTATGGTTGGGTAG  

icsP F: TTCTTTGTACTTGCACTTTG 0.8 52

R: TGTAATTTCTGGAGCCTTCT  

ipaBCD F: GCTATAGCAGTGACATGG 0.6 52

R: ACGAGTTCGAAGCACTC  
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2    结果和分析

2.1    基因扩增结果

2.1.1    CRISPR位点的分布：以33株志贺菌的基

因组DNA为模板，PCR扩增CRISPR1、CRISPR2

和CRISPR3位点，目的基因电泳条带大小依次为

700、1000、700 bp，见图1。由于菌株间隔序列

数目差异可能会导致扩增产物长度有差异。33株

细菌中CRISPR1、CRISPR2、CRISPR3位点阳性

率分别为93.94% (31/33)、90.91% (30/33)、78.8%

(26/33)。

将PCR产物送上海生工生物工程有限公司测

序，结果通过CRISPR Finder软件分析。志贺菌中

CRISPR1和CRISPR2位点拥有相同的重复序列

5′-CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAAC-3′；

CRISPR3位点的重复序列为5′-GTTCACTGCCGT

ACAGGCAGCTTAAAAAT-3′。部分细菌的重复

序列存在个别碱基的差异。33株志贺菌的3个CRISPR

位点所携带的间隔序列数目均较少，CRISPR1位

点携带的间隔序列最多3条；CRI SPR2和CRISPR3

位点最多2条，结果如表3所示。

2.1.2    毒力基因和耐药基因的分布：以33株志贺

菌的DNA为模板，PCR扩增ipaH、ial、ipaBCD、

virA、icsA、icsP等6种毒力基因和耐药基因cat、sul2、
blaCTX。结果如表4所示，耐药基因检出率由高到

低为sul2 (66.7%)，blaCTX (57.6%)，cat (54.5%)。

毒力基因ipaH和ial阳性率最高，均为100%；其次

为icsA、virA、icsP、ipaBCD，阳性率依次为87.88%、

84.85%、84.85%、75.76%。

2.1.3    CRISPR相关蛋白基因cse2的分布：33株志

贺菌中，未检出cse2的细菌有2株，31株志贺菌中

存在cse2基因，其中无IS600的有12株，有IS600的

有19株。

  2.2 药敏试验结果

采用改良Kirby-Bauer(K-B)纸片法进行5种抗

生素药敏试验。抗生素类别为β-内酰胺类、四环

素类、氯霉素类、喹诺酮类和磺胺类。检测结果

如表5所示，复方新诺明耐药率最高，达81.82%；

其次为四环素(72.73%)、氨苄西林(42.42%)、氯霉

表2.  RT-PCR引物设计

Table 2.  Primers of RT-PCR

Genes Sequence (5′→3′) Size/kb

16S rRNA F: TGATCCTGGCTCAGATTGA 0.8

R: TTTACGGCGTGGACTACC

cse2 F: GAGGAATTGCAGGAGAAACG 0.2

R: TGATACGCCACTCAGGTTCA

图 1.  CRISPR位点的PCR鉴定

Figure 1.   PCR amplification of CRISPR loci. M:
DL2000 marker; 1–2: CRISPR1; 3–4: CRISPR2; 5–6:
CRISPR3.

表3.  33株志贺菌中CRISPR位点检出率及间隔序列
数目

Table 3.  Positive rate and spacer number of CRISPR
loci in 33 Shigella strains

CRISPR Spacer number Strain number Positive rate/%

CRISPR1 0 2 93.94

2 19

3 12

CRISPR2 0 15 90.91

1 10

2 8

CRISPR3 0 7 78.80

1 2

2 24
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素(30.30%)、诺氟沙星(12.12%)。

2.3    台盼蓝计数试验

本研究建立Hela细胞模型以分析志贺菌毒

力。用志贺菌侵袭Hela细胞，通过台盼蓝细胞计

数实验观察志贺菌对Hela细胞的致死作用。33株
志贺菌台盼蓝计数实验结果显示Hela细胞的死亡

率范围为3.0%–42.5%。

2.4    CRISPR位点与耐药的关系

2.4.1    CRISPR位点与耐药表型的关系：多耐药

MDR的判定标准为细菌对3类或3类以上抗生素耐

药。分析C R I S P R位点与多耐药表型的关系。

CRISPR1、CRISPR2、CRISPR3位点、IS600和多

耐药表型之间的分布差异无统计学意义。

2.4.2    CRISPR位点与耐药基因的关系：分析

CRISPR位点与耐药基因cat、sul2、blaCTX的关联

性。未发现CRISPR位点与耐药基因相关。

2.5    CRISPR位点与毒力的关系

2.5.1    CRISPR位点与Hela细胞死亡率的关系：

分析CRISPR位点与Hela细胞死亡率关系。结果如表6

所示：CRISPR1位点阴性细菌的死亡率高于该位

点阳性细菌，差异有统计学意义(P<0.05)。未发现

CRISPR2和CRISPR3位点与Hela细胞死亡率有关。

2.5.2    CRISPR位点与毒力基因的关系：分别分

析CRISPR1、CRISPR2、CRISPR3位点与毒力基

因ipaBCD、virA、icsA、icsP的关系，未发现相关。

2.6    IS600对cse2 mRNA表达水平的影响

志贺菌的目的基因cse2和内参基因16S rRNA

的扩增曲线如图2所示，从左至右，前一簇是内参

基因16S rRNA扩增曲线，曲线走向一致，有重合

现象，说明不同菌株或同一菌株中16S rRNA mRNA

表达量很稳定，内参基因选择正确。后面是目的

基因cse2的扩增曲线，曲线走向一致，却很少重

合，说明不同细菌或同一细菌中cse2 mRNA表达

量有差异。从扩增曲线可知，目的基因cse2 mRNA

表达量低于内参基因16S rRNA。

目的基因和内参基因的溶解曲线均呈单峰，

未检测到引物二聚体和其他非特异性扩增的荧光

信号，表明引物特异性较好。如图3所示：目的基

因cse2 (右)的熔点峰出现在(81.0±0.5) °C，内参基

表4.  志贺菌耐药基因和毒力基因检测结果

Table 4.  Distribution of drug resistance genes and virulence genes in Shigella

Genes
Drug resistance genes Virulence genes

cat sul2 blaCTX ipaH ial ipaBCD virA icsA icsP

Positive number 18 22 19 33 33 25 28 29 28

Positive rate/% 54.5 66.7 57.6 100.0 100.0 75.8 84.8 87.8 84.8

表5.  33株志贺菌药敏试验结果

Table 5.  Antimicrobial susceptibility test of 33 Shigella
strains

Antibiotics/% AM TE SXT NOR CL

R 42.42 72.73 81.82 12.12 30.30

I 6.06 3.03 0.00 6.06 0.00

S 51.52 24.24 18.18 81.82 69.70

Total/% 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

R%: resistance; I%: intermediate; S%: susceptible; AM: ampici
llin; TE: tetracycline; SXT: sulfamethoxazole; NOR: norfloxac
in; CL: chloramphenicol.

表6.  志贺氏菌CRISPR位点与Hela细胞死亡率分析

Table 6.  Relationship of CRISPR loci and Hela cell
death rate in Shigella

Genes
Death Rate/%

t value P
Positive Negative

CRISPR1 13.94±9.13 28.00±5.66 2.132 0.041

CRISPR2 14.15±9.21 21.16±12.49 1.225 0.230

CRISPR3 13.63±7.98 19.07±13.86 1.357 0.184

IS600 12.84±7.60 17.43±11.42 1.386 0.176
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因16S rRNA熔点峰范围为(78.0±0.5) °C，与理论

值相符，表明目的基因cse2和内参基因16S rRNA

扩增正常。

通过实时荧光定量RT-PCR获得志贺菌目的基

因和内参基因的Ct值。采用相对定量的方法，按

公式(2)计算cse2的相对表达量F。

F=2–[目的基因平均Ct值–内参基因平均Ct值] 公式(2)

每1株细菌的目的基因cse2和内参基因16S

rRNA的平均Ct值由ABI Fast7500仪器自动给出，

每个基因的Ct值均为15–36，符合扩增规律。依据

分组情况分析cse2的mRNA相对表达水平，总结

如表7所示，统计量t′=–3.551，P=0.004，小于检

验水准α=0.05。有IS600组cse2的mRNA相对表达

水平为1.76×101，无IS600组cse2的mRNA相对表

达水平为1.07×106。IS600的插入使CRISPR相关蛋

白基因cse2 mRNA相对表达水平下降。

3    讨论

3.1    志贺菌中CRISPR分布

CRISPR/Cas系统存在于46%细菌和84%古细

菌基因组中。一个基因组中可存在多个CRISPR位

点，詹氏甲烷球菌的CRISPR位点多达18个[11]。由

于所含重复序列和间隔序列数目不同，CRISPR位

点的大小会有差异，至今发现间隔序列数目最多

的菌株是赭黄嗜盐囊菌DSM 14365，有587个重复

序列[12]。根据CRISPR Database及以往的研究[13]，

图 2.  内参基因和目的基因扩增曲线

Figure 2.   Amplification curve of housekeeping gene and target gene.

图 3.  内参基因和目的基因溶解曲线

Figure 3.   Melt curve of housekeeping gene and target
gene.

表7.  cse2的mRNA相对表达水平

Table 7.  Relative expression of cse2 mRNA

Group Relative expression of cse2 mRNA(x±s)

cse2=400 bp (n=12) 1.07×106±1.41×106

cse2=1600 bp (n=19) 1.76×10±3.75×10

tˊ value –3.551

P 0.004
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志贺菌中存在3个确定的CRISPR位点，分别为

CRISPR1、CRISPR2和CRISPR3。CRISPR1位点

位于基因iap/cysD-cysH之间，其后紧连着cas2-cas1-

cas6e-cas5-cas7-cse2-cse1-cas3基因簇，属于I-E型

CRISPR/Cas系统。距CRISPR1位点10 kb左右、位

于基因ygcE-ygcF之间的CRISPR2与CRISPR1位点

拥有相同的重复序列，CRISPR3位点则有一套单

独重复序列，该位点位于clpA和infA基因之间，附

近未发现cas基因。

本研究 33株临床分离志贺菌中均能检出

CRISPR1、2、3位点，检出率依次为93.94%、

90.91%、78.8%。志贺菌CRISPR位点测序结果经

CRISPR Finder软件分析均为CRISPR位点。33株

志贺菌的两类重复序列均有部分碱基差异，存在

重复序列退化现象。不同的CRISPR位点携带的间

隔序列数目可能不同；相同CRISPR位点携带的间

隔序列数目也可能不同。Horvath等[14]在嗜热链球

菌发现C R I S P R 1位点携带的间隔序列数目为

2–51个，本研究所检测的志贺菌中CRISPR1位点

携带的间隔序列数目仅为1–3个；且CRISPR2和

CRISPR3中间隔序列也较少。已有学者对不同细

菌的间隔序列数目进行探究：Qiu等[15]指出一些细

菌为了获取编码抗生素或毒力因子有利基因而沉

默CRISPR/Cas系统，这样细菌所携带的毒力因子

将增多；García等[16]从另一个角度探讨毒力因子

与重复序列的关系，肠共生大肠杆菌携带的重复

序列数目较肠致病大肠杆菌多，且毒力因子多的

细菌携带的重复序列少。重复序列与间隔序列组

成的R-S单元是CRISPR位点的重要组成成分，重

复序列的数目与间隔序列数目相关。基于前人的

研究结果可以推论属于病原菌的志贺菌的毒力因

子较其他共生菌多，其携带的间隔序列数目少。

也可从进化的角度考虑，志贺菌是普通大肠杆菌

通过获得毒力质粒后逐渐进化发展为病原菌[17]，

且大肠杆菌的间隔序列周转较其他细菌低[18]，有

生物信息学的分析结果表明，相对于其他快速进

化的CRISPR/Cas系统，I-E型的CRISPR/Cas系统

进化速度十分地缓慢 [ 1 9 ]，C R I S P R序列可在

103–105年间保持不变，且在漫长的进化过程中

CRISPR序列不是逐渐改变，而是罕见地会有间隔

序列的变化[20]，这与快速连续进化的免疫防御系

统的功能不相符，志贺菌中可能也存在此现象，

因此间隔序列数目较少。同时cas基因编码产物

Cas蛋白是CRISPR/Cas系统发挥作用的关键成

分，大肠杆菌中IS在移动或者失活cas基因中发挥

作用[21]，IS600插入cse2基因可使其表达水平降

低，进一步可能使CRISPR/Cas系统功能减弱甚至

沉默。

3.2    志贺菌中CRISPR位点与毒力

本研究选择了6种毒力基因，侵袭性质粒抗原

ipaH基因，同时位于细菌质粒或染色体基因组

中，常被用于志贺菌分子诊断[22]，可以避免志贺

菌大质粒或部分基因丢失而产生细菌鉴定假阳性

结果。本研究33株志贺菌中ipaH基因和ial基因携

带率均为100%，间接反映ipaH基因用于志贺菌分

子诊断的可靠性。其余ipaBCD、icsP、virA、icsA

检出率也较高，与文献报道的ipaH (100%)[23]、ial

(99.1%)、virA[24](73.3%)结果相近。除ipaH位于基

因组和质粒上外，其余ipaBCD、virA、icsP、ial、icsA

均是位于质粒上的毒力基因，属于可移动的遗传

元件，可在细菌间移动，位于质粒上的毒力基因

也随之移动，当细菌接受新的质粒时可能会将外

源片段上的某些毒力基因整合到自身基因组中，

使细菌毒力增强。

本研究分析毒力基因与Hela细胞死亡率未发

现相关性，这与其他学者的结果不同，Bikard等[25]

指出CRISPR/Cas系统可干扰细菌获取毒力基因。

对肺炎链球菌荚膜编码基因的研究发现CRISPR干
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扰作用可以阻碍菌体获得毒力。考虑由于本实验

室采集保存的菌株均为临床分离，毒力较高，毒

力基因携带率高；所选择的毒力基因种类少，因

此未能发现二者关联。

基因水平转移可使细菌获得外源基因，但并

不是所有的外源基因都会对细菌的生存有利，因

此细菌在进化过程中发展了一系列防御机制以抵

御外源基因入侵，维持自身基因结构的稳定，

CRISPR/Cas系统就是其中重要的防御机制之一。

Jiang等[26]发现当细菌中转入有益的外源基因时，

CRISPR基因功能会缺失，使细菌通过基因水平转

移获得某些新性状；而当转入基因对细菌的生存

构成威胁时，细菌会上调表达CRISPR，将不利基

因拒之门外。本研究发现携带CRISPR1位点的志

贺菌侵染Hela细胞，细胞死亡率较无该位点的

低，即无CRISPR/Cas系统的菌株毒力较强。考虑

CRISPR/Cas系统是细菌抵御外源遗传物质入侵的

机制之一，该位点缺失时，外源基因易于整合入

细菌基因组，使细菌获得可移动遗传元件所携带

的例如耐药基因、毒力基因或者其他一些可获得

的细菌表观性状。CRISPR/Cas系统的存在使毒力

基因不能进入细菌，从而影响细菌的毒力，对

Hela细胞的致死能力弱。这与Louwen等[27]的研究

结果相似，CRISPR序列较短或完全缺失的空肠弯

曲菌强毒株可造成严重的胃肠炎和感染后严重并

发症，说明CRISPR的缺失导致细菌毒力增强。

CRISPR/Cas系统除了通过直接影响毒力因子的获

得而提高细菌毒力；还可以通过Cas蛋白调节宿主

自身基因功能而影响细菌毒力。Westra等[28]在研

究CRISPR/Cas系统与空肠弯曲菌毒性关系时发

现，在缺失CRISPR位点的情况下，只要Cas9能表

达就可以与tracrRNA和scaRNA形成蛋白复合物，

该复合物与blp基因的mRNA互补结合后，激活

Cas9或其他核酶降解该mRNA，进而blp基因产

物、位于细菌表面的BLP蛋白减少，宿主TLR2样

受体识别位点减少从而降低宿主免疫反应，即细

菌毒力增强。因此，除了CRISPR位点外，cas基

因对于细菌毒性增强也具有重要作用，本研究未

发现CRISPR2、CRISPR3位点对Hela细胞死亡有

影响，考虑为CRISPR1位点较其他CRISPR位点而

言，距离cas基因簇近，易于发挥生物学功能。

3.3    志贺菌中CRISPR位点与耐药

本研究通过改良Kirby-Bauer (K-B)纸片法检

测33株志贺菌对氨苄西林、四环素、复方新诺

明、诺氟沙星和氯霉素的耐药率分别为42.42%、

72.73%、81.82%、12.12%和30.30%。与夏昕等[29]2015

年报道的湖南省福氏志贺菌对氨苄西林、四环

素、复方新诺明、诺氟沙星耐药率有异，考虑为

分离地点和分离时间差异所造成。细菌耐药性的

产生主要通过2种方式：一是自身耐药性的产生，

即在抗生素的选择压力下，带有耐药基因的突变

株才能生存下来；二是HGT，不同的物种或同一

物种的不同菌株通过可移动遗传元件例如质粒、

噬菌体等获得耐药基因、耐药性。耐药基因的

HGT是细菌产生耐药的主要方式之一，CRISPR/Cas

系统作为细菌抵御外源基因入侵的免疫系统，二

者之间是否存在关联？目前对于二者的关系尚不

明确，Palmer等[30]对粪肠球菌研究发现CRISPR/Cas

系统缺失的细菌多为多耐药菌。Touchon等[31]研究

结果与Kelli相反，即使CRISPR/Cas系统存在，大

肠杆菌也能发展成为MDR。本课题组王琳琳等[7]

检测59株志贺菌的CRISPR/Cas系统并分析该系统

与耐药基因和耐药表型的关系，发现均无统计学

意义。本研究对33株志贺菌的CRISPR/Cas系统和

耐药基因的分布进行研究，尚未发现CRISPR/Cas

系统与耐药基因有关；分析CRISPR/Cas系统与志

贺菌多耐药表型关系，也未发现二者相关。临床

分离细菌面临巨大的抗生素选择压力，细菌为了
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生存通过多种方式使CRISPR/Cas系统失活[32]例如

丢失了完整的CRISPR系统、cas基因中含有转座

元件、缺失或替换了单核苷酸使cas基因功能丧

失、丢失与接合质粒匹配的间隔序列。本研究中

志贺菌CRISPR1位点中存在插入序列IS600使该系

统功能缺失，且细菌能在抗生素选择压力下存

活，那么志贺菌中检测出的CRISPR位点可能是功

能不完整的。

3.4    基因与表型不一致

本研究分别分析了CRISPR位点与毒力基因、

毒力表型、耐药基因、耐药表型的关系，结果发

现CRISPR1位点与毒力表型相关，与毒力基因无

关，出现了基因与表型结果不一致的现象。这与

高旭等[33]研究结核分枝杆菌结果相似，80株氧氟

沙星耐药菌中有15株未发现已知gyrA或gyrB耐药

决定区的基因突变。考虑为基因检测敏感度较

低，达不到表型检测的敏感度，例如表现为表型

耐而未检测出该耐药基因，即出现导致表型与基

因检测结果不一致。另一个可能的机制是表型是

一个复杂过程，由多基因、多蛋白参与，只检测某

一个环节中的某一个基因不具有很好的代表性。

3.5    IS600对cse2 mRNA表达水平的影响

cse2属于亚型特异性Cas蛋白，属于I型CRISPR/

Cas系统，是Cascade蛋白复合物的重要组成部分。

大肠杆菌中的Cascade蛋白复合物大小为405 kDa，

外形类似“海马”[34]，是由Cse1、Cse2、Cas7、Cas5、

Cas6e按1∶2∶6∶1∶1的比例组成的。Cse2位于

该复合物中间，Cse2的功能就是稳定靶标DNA，

增加Cascade与靶标DNA的亲和力，在外源DNA

降解阶段起作用。本课题组前期发现相同的引物

扩增志贺菌基因组cse2基因出现2种不同的电泳条

带[6]，一类为400 bp，另一类为1600 bp。将PCR

产物进行测序分析，1600 bp较400 bp多的1200 bp

为插入序列 IS600，通过与全基因组测序细菌

Shigella sonnei Ss046比对发现，IS600插入位点在

cse2基因中间，将cse2分为2个部分。IS的插入位

置不同对基因表达产生不同的影响，大多数情况

下IS的插入对基因是无害的。如果IS的靶位点在

某个基因的转录子内，将导致转录子的下游基因

表达受阻，基因失活[35]；王颖芳[5]发现在外界头

孢菌素压力下，ISEcp1可转座插入到blaCTX-M上

游，为blaCTX-M表达提供所需要的启动子，使其高

表达从而导致细菌对各种头孢菌素耐药。本研究

通过Real-time PCR技术检测插入序列IS600对

CRISPR相关蛋白基因cse2 mRNA表达的影响。结

果表明，插入序列IS600的插入使cse2基因相对表

达水平降低了5个数量级(105)，推测其进一步可能

对CRISPR/Cas系统的功能产生影响。
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Role of CRISPR/Cas systems in drug-resistance and virulence and the
effect of IS600 on the expression of cse2 in Shigella

Lijuan Hong1, Bing Zhang1, Guangcai Duan1,3 *, Wenjuan Liang1,3, Yingfang Wang2,
Shuaiyin Chen1, Haiyan Yang1, Yuanlin Xi1
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2 Department of Preventive Medicine, Henan University of Science and Technology, Luoyang 471003, Henan Province, China
3 Henan Innovation Center of Molecular Diagnosis and Laboratory Medicine, Xinxiang Medical University, Xinxiang 453003,
Henan Province, China

Abstract: [Objective] To analyze the relationship between CRISPR/Cas system and drug- resistance, virulence. To
investigate the effect of IS600 on the expression of CRISPR associated gene cse2 in Shigella. [Methods] CRISPR
loci, CRISPR associated gene cse2, drug-resistant genes and virulent genes were detected by PCR in 33 Shigella
strains; Trypan Blue counting test was used to detect bacterial virulence; Real-time PCR was used to detect relative
mRNA expression of cse2; susceptibilities of Shigella strains were tested by agar diffusion method. Furthermore, we
analyzed the relationship between CRISPR loci and drug- resistant genes, virulent genes. The effect of the IS600 on
the expression of CRISPR associated gene cse2 was investigated. [Results] The mortality of Hela cells infected by
Shigella with CRISPR1 loci was significantly lower (P<0.05) than those infected by Shigella without CRISPR1. The
mRNA expression level of cse2 in group with IS600 was significantly (P<0.05) lower than that in group without
IS600. [Conclusions] CRISPR loci were widely present in Shigella. Shigella without CRISPR1 has a higher
pathogenicity. Due to the insertion of IS600, the mRNA expression level of cse2 was decreased in Shigella.
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