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CRISPR-Cas 系统调控细菌生理功能的机制研究进展 
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摘  要：CRISPR-Cas 系统是存在于部分细菌和绝大部分古细菌中的一种获得性免疫防御系统，

使细菌在外源性基因入侵时具有免疫防御能力。此外，CRISPR-Cas 系统对细菌自身生物膜的形

成、耐药性、毒力等生理功能都有调控作用，这对于研究人员进行相关研究有着重要意义。本文

以细菌 CRISPR-Cas 系统及其发挥免疫防御作用的相关研究为基础展开论述，重点阐述该系统对

细菌生理功能的调控作用，并对其应用前景进行了展望，以期为进一步研究细菌耐药性和致病性

提供新思路。 
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Advances in the mechanism of CRISPR-Cas system for  
regulating bacterial physiological function 
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Abstract: CRISPR-Cas system is an acquired immune defense system that is found in some bacteria 
and most of the ancient bacteria. It makes the bacteria immune defense against the invasion of 
exogenous genes. In addition, CRISPR-Cas system plays a regulatory role in the formation of bacterial 
biofilm, drug resistance, virulence and other physiological functions, as well as in scientific research. 
According to this, we discussed the bacterial CRISPR-Cas system and its related research on the 
immune defense. Moreover, we described the regulatory function of this system in physiological 
function of bacterial and its future application, to provide a new idea for further study on bacterial 
resistance and pathogenicity. 
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细菌基因组中规律成簇的间隔短回文重复序

列(Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats ， CRISPR) 及 附 属 的 蛋 白 质 (Cas) 组 成 了

CRISPR-Cas 系统[1]。它的发现，最初源于人们对

大肠杆菌 K-12 的酸性磷酸酶基因(AphA)进行研究

时，发现一段存在于 AphA 的编码区附近且由简单

重复序列(24−37 bp)组成的特殊 DNA 序列，但当时

并没有得到研究者们的广泛重视[2]。随后，相似且

广泛存在于细菌和古细菌基因组的结构序列也被

研究者们发现，除此之外发现在单个重复序列之

间还插入了其他序列，被称之为间隔序列。这种间

隔序列片段的长度相似且具有回文结构，这样规

律成簇的间隔短回文重复序列被命名为 CRISPR 序

列[3]。该序列及相关的 Cas 蛋白共同组成了存在于

细菌和古细菌中的 CRISPR-Cas 系统。当外源 DNA

入侵细菌时，细菌和古细菌识别入侵的 DNA 后，

以 CRISPR 序列为模板转录出 RNA 来阻止外源

DNA 的入侵。间隔序列可以识别并结合特定的噬

菌体 DNA 序列，Cas 核酸酶将入侵的 DNA 进行切

割使其降解，因此称为细菌的获得性免疫防御[4]。 

1  细菌 CRISPR-Cas 系统的基本结构 

CRISPR-Cas 系统是一段特殊的 DNA 重复序

列，主要由用于切割目的基因的 cas 基因组成，其

中 cas 基因又分为 cas1、cas2、cas9 等多种基因类

型以及用于识别特异序列的识别序列组成。识别

序列中包含了前导序列(Leader)、重复序列(Direct 

repeats)、间隔序列(Spacers) (图 1)。CRISPR 序列

中，间隔序列将重复序列分割开来形成许多不连

续的重复序列，并且大部分的重复序列都有回文

结构和稳定的二级结构。因物种之间的差异，

CRISPR 序列中重复序列的数量也有所不同[5]。细

菌 CRISPR-Cas 系统广泛分布于基因组的不同区

域，但大多数情况下存在于染色体上，仅少数存

在于质粒中[6]。 

2  细菌 CRISPR-Cas 系统的结构分型及主
要成分的功能 

根据 CRISPR-Cas 系统中 cas 基因种类的多样

性(表 1)以及 Cas 蛋白作用机理的不同，通常将该系统

划分为 3 种不同的类型：Type I、Type II 和 Type III。 

 

 
图 1  细菌 CRISPR-Cas 系统结构[5-6] 

Figure 1  Bacteria CRISPR-Cas system structure[5-6] 

 

表 1  细菌 CRISPR-Cas 系统 Cas 家族分类 
Table 1  The classification of Cas family in bacteria CRISPR-Cas system 

类型 

Type 

Cas 家族种类 

Cas family type 

标志基因 

Marker gene 

I 型 Type I[7] Cse1、Cse2、Cas3、Cas5、Cas6、Cas7、Cas8、Cas6e、Cas6f、Cas8c、Cas8b cas3 

II 型 Type II[8-9] Cas1、Cas2、Csn2、Cas4、Cas9 cas9 

III 型 Type III[10-11] Cas6、Cas10、Csm2、Csm3、Csm4、Csm5、Csm6、Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、Cmr6 cas6、cas10 
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其中 Type II (CRISPR-Cas9)结构最为简单，研究最

为深入[12]。 

三种类型中，I 型系统比较复杂，存在于大部分

的细菌和古细菌中，该系统发生作用时需要多种 Cas

蛋白，其中 Cas3 蛋白在 CRISPR 系统的功能作用中

起 至 关 重 要 的 作 用 。 Caseade (CRISPR-assoicated 

complex for antiviral defense)-crRNA 复 合 物 在

ATP、二价镁离子的参与下，外源 DNA 被结合在

特定的靶位点，随后 Cas3 核酸酶将外源 DNA 进行

切割，使其降解[7]。 

III 型 CRISPR 系统主要存在于古细菌中，系统

较为复杂，主要有 A、B 两种类型，两种类型均需

要多个 Cas 核酸酶才能切割目的 DNA，此类型

CRISPR 系统中 Cas6 蛋白有重要的作用，主要参与

crRNA 的成熟，Cas6 核酸酶与 crRNA 结合并识别

入侵的 DNA，将目标 DNA 降解[10]。 

相 比 I 、 III 型 CRISPR-Cas 系 统 ， II 型

CRISPR-Cas 系统发挥免疫防御作用仅需 Cas9 蛋白

参与即可，且易与 I、II 型免疫防御系统区分，

cas9 基因作为该系统的一个标志性元件，专一性

地与 CRISPR 位点相联系。基于 cas 基因的多样

性，Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统又可以进一步细分为

A、B、C 三种类型[8]。在 C 型 CRISPR 系统中主要

有 cas9、cas1 和 cas2 基因以及 CRISPR RNA 

(crRNA)和反式激活 crRNA (tracrRNA)。然而在 A

型和 B 型的 CRISPR 系统中还分别有相关的附加信

号基因 csn2 或是 cas4。C 型 CRISPR 系统中的 cas9

核酸内切酶行使 DNA 的切割功能；tracrRNA 是

一段非蛋白编码 RNA，作为 CRISPR-Cas9 系统的

第二个重要组成成分，crRNA 的成熟以及随后

DNA 的剪切就依靠该结构发挥作用[9]；crRNA 用

于捕获外源 DNA 序列，CRISPR-Cas9 系统中的间

隔序列就存在于该结构中。当外源 DNA 进入细菌

或古细菌机体内时，它们会特异性地识别并将外

源 DNA 插入到前导序列和重复序列之间。当然外

源 DNA 的插入也并不多是随机插入的，需要间隔

序列随后的一段保守核苷酸序列即间隔序列临近

基序——PAM (Protospacer adjacent motif)结构帮

助 Cas9 确定切割位点，以便随后的 Cas9 蛋白行

使切割、剪切的功能(各成分及功能如表 2 所示)，

因此研究中将其改造为人工核酸内切酶基因编辑

系统[13]。 

基于此，我们课题组以广西巴马小型猪为研

究载体，利用 CRISPR-Cas9 为研究工具开展引导

RNA 的筛选，进行瓦登伯格氏综合症(Waardenburg 

syndrome，WS)小型猪 MITF (Microphthalmia- 

associated transcription factor)小眼相关转录基因

缺失模型的构建，构建了一个高效引导 RNA 快 

 

表 2  细菌 CRISPR-Cas 系统主要成分及其功能 
Table 2  Main components and their functions of bacteria CRISPR-Cas system 

主要成分 

Main ingredients 

结构特点 

Structural features 

功能 

Functions 

Cas3 蛋白 Cas3 Protein HD 功能域 切割 DNA[7] 

Cas6 蛋白 Cas6 Protein PDB、2XLJ 参与 crRNA 的成熟[10,14] 

Cas9 蛋白 Cas9 Protein 含 4 种 Rucv 核酸酶和一种 HNH 核酸酶 识别、切割、产生 crRNA[15-16] 

Cas10 蛋白 Cas10 Protein 聚合酶和环化酶类功能域 切割 ssDNA[14] 

反式激活 RNA tracrRNA 非蛋白编码的 RNA 促进 crRNA 的成熟[9] 

CRISPR 成熟 RNA crRNA 含前导区和一系列重复-间隔-重复序列 捕获外源 DNA[9,17] 

间隔序列临近基序 PAM 紧随间隔序列后的 NGG 序列 帮助 Cas9 核酸酶确定切割位点[13] 

前导序列 Leader 长度 100−500 bp，不保守，含转录起始位点 启动 CRISPR 重复序列转录[11] 

重复序列 Direct repeats 位于两重复序列间，来自于噬菌体或质粒 使细菌获得对应噬菌体或质粒的免疫防御能力[18]

间隔序列 Spacers 位于 23−55 bp 之间，序列多样性呈部分回文对称结构 识别并结合特定的噬菌体 DNA 序列[19-20] 
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速筛选的平台，实现了大动物中利用 CRISPR-Cas9

进行基因组定点插入进行基因编辑的可行性[21]。

该研究成果也体现了利用 II 型 CRISPR-Cas 系统实

现了目的基因特定位点的基因断裂，为该系统用

于基因组的定点编辑奠定了基础。 

3  细菌 CRISPR-Cas 系统的免疫识别及防
御机理 

细菌 CRISPR-Cas 系统发挥免疫防御时以Ⅱ型

防御系统最为广泛，该系统中 Cas9 核酸酶以向导

RNA 为靶标，然后通过碱基互补配对的方式去识

别外源 DNA[22]。当外源基因进入细菌后，细菌通

过识别特异的 PAM 序列，将外源 DNA 加工成大小

合适的间隔序列，插入到 CRISPR 序列中。此时

CRISPR 介导免疫需要 crRNA 和 tracrRNA 互补配

对，激活 RNase III 和 Csn I，对 CRISPR RNA 进

行剪切，使之成为成熟的 crRNA[17]。Cas9 蛋白包

含 4 种 Rucv 核酸酶(Rucv I−IV)和一种 HNH 核酸

酶。Rucv I 和 HNH 核酸酶主要降解目标 DNA。随

后 Cas9 识别目标基因中的 PAM 序列，crRNA 识别

与 PAM 互补的 DNA 序列。继而，Cas9 蛋白中的

核酸酶行使切割功能，导致靶位点的切割，基因

组双键断裂[15-16](图 2)。 

相关研究不仅剖析了是否该防御系统会将自

身内部基因剪切而降解，还对它是如何识别自己

和异己成分的机制进行了研究与分析。Marraffini

等[23]通过构建表皮葡萄球菌 CRISPR 位点的间隔重

复序列以及该序列上下游各 200 个碱基对的 pC194

重组质粒 pCRISPR (wt)，而后再转染 CRISPR 缺失

型及野生型细胞，结果表明 crRNA 的非间隔序列

成分与重复序列的碱基配对不完全或特定位点个

别碱基配对失配，可导致 crRNA 干扰细菌自身的

基因组。由此可见，crRNA 和 CRISPR DNA 重复

序列之间的碱基配对可阻止自身免疫的发生，同

时也证明了 crRNAs 介导了细菌对于自己和异己成

分的免疫[24]。 

 
 

 
 

图 2  II 型 CRISPR-Cas 系统免疫防御机制[15-16] 
Figure 2  The immune prevention mechanism of type II CRISPR-Cas system[15-16] 
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4  细菌 CRISPR-Cas 系统对细菌生理功能
的调控 

4.1  细菌 CRISPR-Cas 系统对细菌耐药性的调

控作用 

细菌耐药性(Resistance to drug)又称抗药性，

指细菌对于抗菌药物作用的耐受性，耐药性一旦

产生，药物的杀菌作用就明显下降。细菌耐药性

的产生大多是由像转座子、质粒等可移动元件的转

移获得，编码这些可移动元件的基因作为耐药基

因。耐药基因的水平转移(Horizontal gene transfer，

HGT)使细菌产生耐药性，也是细菌产生耐药性的

主要原因[25]。细菌 CRISPR 系统赋予了它们对外源

入侵基因的获得性免疫防御能力，这种获得性免

疫防御作用限制了耐药基因的水平转移，从而使

细菌对抗菌药物产生一定的抵抗作用[26]。 

Sampson等[27]对弗朗西斯菌所含的CRISPR-Cas9

系统研究发现，该系统可通过调节该菌的胞膜渗

透性使其产生相应耐药性。其他种属细菌中也有

很多关于细菌耐药性与 CRISPR-Cas 系统关系的研

究，例如对于金黄色葡萄球菌的研究中发现，

CRISPR-Cas 系统能够限制细菌耐药基因的水平转

移，且有阻止耐药基因在葡萄球菌之间传播的作

用[28]；Burley 等[29]对于粪肠球菌中的 CRISPR 相关

的蛋白基因 cas3、cas1 检测发现，cas3 或 cas1 的

存在与该菌多重耐药的获得关系相反。  

不难发现，CRISPR-Cas 系统与某些细菌维持

耐药性且稳定存在或遗传有潜在相关性，对细菌

耐药性有重要影响作用。基于 CRISPR-Cas 系统耐

药性方面的研究，研究者可构建出能表达细菌

CRISPR-Cas 免疫系统的活性质粒，以深入研究细

菌耐药基因水平转移。除此之外，若能将表达细

菌 CRISPR-Cas 免疫系统的活性质粒通过载体转入

细菌中特异性地剪切致病性和耐药性基因，从而

选择性地失活细菌的有害基因，一定能对细菌的

耐药性研究提供崭新平台[30]。不仅如此，细菌耐

药性研究也应从细菌耐药基因的水平转移方面入

手。刘五高等[31]基于嗜热链球菌 LMD-9 菌株上有

完整的 CRISPR-Cas 系统组件，并有阻止噬菌体和

质粒入侵自身系统的功能。利用 PCR 技术分三段

扩增嗜热链球菌 LMD-9 的 CRISPR-Cas 基因序列，

并依次接入 pACYCDuet-1 质粒，成功构建了细菌

CRISPR-Cas 免疫系统质粒，将该质粒再转入嗜热

链球菌，质粒中的 gRNA 就可特异性地剪切致病性

和耐药性基因，为今后用于细菌耐药基因水平转

移打下了基础。 

4.2  细菌 CRISPR-Cas 系统对细菌毒力的调控

作用 

细菌的毒力是细菌的重要生物学特性，在细

菌致病过程中发挥非常重要的作用。细菌的毒力

基因可以编码在质粒、致病岛或噬菌体上，如化

脓性链球菌、棒状杆菌、肉毒梭菌、霍乱弧菌、

链球菌和金黄色葡萄球菌等均含有编码毒力因子

的基因[32]。CRISPR-Cas 系统与细菌的毒力密切相

关，且对细菌的毒力有调控作用，相关研究近年

来层出不穷。 

Nozawa 等 [33] 研 究 发 现 化 脓 性 链 球 菌 中 的 

CRISPR-Cas 系统可以使噬菌体毒力基因转入，从

而使这些菌株有了相应的致病性。空肠弯曲菌编

码 II 型 CRISPR-Cas 系统，在缺失 CRISPR 位点

的菌株中表达 Cas9 蛋白能增强细菌毒力，这表明

Cas9 蛋白能独立于 CRISPR 转录子发挥功能。此

外，空肠弯曲菌的 Cas9 突变株在感染人源细胞时

其运动能力增强，而细胞毒性减弱[34]。Bikard 等[35]

研究发现 CRISPR-Cas 系统的干扰作用可以阻断人

肺炎链球菌体内毒力的获得。因干扰作用的存在

导致含有荚膜基因(肺炎链球菌的毒力基因)的质粒

进入无毒菌株而受阻，不含荚膜基因的无毒菌株

因此不能变为含荚膜基因的有毒菌株，最终抑制

了毒力株的出现。CRISPR-Cas 系统也可干扰细菌

获取毒力基因，对细菌毒力有双重调控作用，原

噬菌体序列与细菌的 CRISPR 间隔序列存在着不兼

容性，会相互排斥，CRISPR-Cas 系统此时可在抵
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抗毒性噬菌体过程中干扰毒力因子在致病菌之间

的传播。噬菌体之间的相互作用也是构成细菌毒

力的一个重要因素，噬菌体的感染同时也是细菌

具有毒力的重要因素[36]。 

大多数致病菌均含有 CRISPR-Cas 系统，通过

对多种致病菌 CRISPR 序列及毒力编码基因的研

究，表明尤其以 Type II CRISPR-Cas 系统中的 cas9

基因在细菌毒力调节过程中起至关重要的作用[36]。 

目前关于 CRISPR-Cas 系统与致病菌的毒力基

因共同进化关系的探究仍有欠缺。因而，本课题

组预以四川多地区的弯曲菌分离株为研究对象，

针对其所含 CRISPR-Cas 系统、毒力基因的检测并

聚类分析与比对，以探究弯曲菌中 CRISPR-Cas 系

统与其毒力基因的共同进化关系。相信结合相关

研究及实验条件的不断优化能为弯曲菌所含毒力

基因与 CRISPR-Cas 系统的共同进化及调控关系提

供基础数据。 

4.3  细菌 CRISPR-Cas 系统对细菌生物膜形成

的调控作用 

在生物膜形成方面，CRISPR-Cas 系统通过部

分碱基互补配对机制进行基因调控，这一结论在

铜绿假单胞菌生物膜形成的研究中得到证实[37]。

Zegans 等[38]发现噬菌体 DMS3 感染铜绿假单胞菌

产生的溶原性细菌无法形成完整的生物膜，还发

现其生物膜形成受抑制需要宿主体内 CRISPR 的存

在。此外，另有研究表明，CRISPR 特异性插入序

列是抑制铜绿假单胞菌生物膜形成所必需的，因

该特异性插入序列转录形成反义 RNA，沉默铜绿

假单胞菌的生物膜形成基因，从而也就抑制了生

物膜的形成[39]。 

生物膜性能的改变会导致细菌膜的渗透性改

变，从而会使细菌的毒力、耐药性、致病性都有

所改变。可见，CRISPR-Cas 系统对细菌生物膜的

形成方面有重要的调节作用。基于此，可以构建

表达细菌 CRISPR-Cas 免疫系统的活性质粒转入细

菌，特异性地插入参与生物膜形成的序列中而抑

制细菌生物膜的形成，以影响其多种性能。 

5  结语与展望 

综上所述，细菌 CRISPR-Cas 系统在细菌耐药

基因水平转移、生物膜形成、致病性调控等方面

均具有调控作用。从近几年相关研究成果来看，

主要研究方向趋向于 CRISPR-Cas 系统与细菌生理

功能的相关性、基于该系统改造的 CRISPR-Cas9

基因组编辑技术的应用与研究。实际上，基于细

菌 CRISPR-Cas 系统衍生的基因组编辑技术及生理

功能探究，均源于对细菌基因组中 CRISPR 基因

(如间隔序列的溯源、CRISPR 序列的插入或缺失)

与其毒力、耐药、生物膜形成基因的相关性研究

分析，以及人为构建的具有活性的 CRISPR-Cas 质

粒转入真核细胞或原核基因组中而实现的基因组

定点插入、缺失等。 

目前，多数研究所涉及的仍是 CRISPR-Cas 系

统衍生的基因组编辑技术在真核细胞领域的研

究，如基因治疗、疾病模型构建、植物学研究、

昆虫学研究等方面，而在细菌领域内的应用略显匮

乏，这或因与细菌所含内源 CRISPR-Cas9 系统的

活性不同、外源引入的 CRISPR-Cas9 系统对其宿

主的天然免疫防御能力的干扰作用有差异，以及许

多细菌本身缺乏 NHEJ (Nonhomologous end joining)

机制或虽存在该机制但不能有效地将经 Cas9 蛋白

诱导下断裂的 DNA 双链修复，进而影响到对细菌

基因组的编辑等因素有关。但真核细胞领域的研

究策略同样能指引研究者在细菌学领域开展相关

研究，如进行 CRISPR 抗菌剂、基因抑制、缺失等

方面的研究[40-41]。 

随着生物信息学的不断发展，研究者在更多的

生物基因组中寻找到了 CRISPR-Cas 系统的存在，

而且还做了大量的相关研究。如 Burstein 等[42]通过

对酸性矿井废水中的纳米古生菌的基因组分析发

现了新的 CRISPR 系统，该新系统中含有两种新的

蛋白 CasY 以及 CasX，研究结果扩充了研究者对于

CRISPR 系统的认知领域；贺金荣等[43]对鼠疫菌菌株

中 CRISPR 位点间遗传多态性进行分析，为鼠疫菌



张博等: CRISPR-Cas 系统调控细菌生理功能的机制研究进展 3051 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

的起源、传播、进化研究奠定了基础；Zhang 等[44]

利用 CRISPR-Cas9 技术激活链霉菌中沉默的基因

簇，促使细菌细胞制造这些基因簇编码的天然产

物，为实现新型抗菌药物的研发打下基础；程希等[45]

基于沙门氏菌中的 CRISPR 而建立的一种新型鉴定

及显示细菌基因组 CRISPR 的方法，为搜寻致病菌

中 CRISPR 及其它重复序列的相关研究提供了支

持。回首诸多研究，而今研究者可以预见的是随着

细菌 CRISPR-Cas 系统研究的不断深入，必将给研

究病原微生物的分类、生物学功能、基因溯源带

来新的启发，以便为更好地应用于筛选与控制耐

药菌株、生物医药的研发奠定基础，应用前景将

是大放异彩。 
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