
近年来在细菌中发现的成簇规律间隔短回文重

复序列（CRISPR）能抵御外源遗传物质入侵［1］。

CRISPR系统包括重复序列、间隔序列和前导序列，

间隔序列是核心，呈现多态性，能反映曾经入侵细菌

的外源遗传物质，在不同菌株间分布不同［2］。

CRISPR有免疫记忆和防御功能，当外源基因第一次

入侵细菌时，CRISPR 识别和整合前间隔序列

（protospacer），形成新的间隔序列，当外源基因再次

侵袭时，CRISPR识别外源基因、转录间隔序列和部

分 重 复 序 列 ，crRNA 与 trans-activating crRNA

（tracrRNA）、Cas 蛋白结合形成复合体，破坏入侵的

外源基因［3］，细菌CRISPR可识别与间隔序列相同的
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志贺菌中成簇规律间隔短回文
重复序列的分子分布特征

薛泽润 王颖芳 段广才 杨海燕 郗园林 王鹏飞 王琳琳 郭向娇

【摘要】 目的 探索志贺菌中成簇规律间隔短回文重复序列（CRISPR）的分布。方法 共选

择志贺菌分离株52株，其中河南41株，江西6株，北京5株。利用PCR扩增志贺菌的4个CRISPR

位点（S1、S2、S3、S4），产物送测序，分析CRISPR的重复序列和间隔序列。结果 志贺菌的 4个

CRISPR位点阳性率分别为33. 69%（S1）、50.00%（S2）、82.69%（S3）和73.08%（S4）；S1和S3包括2

种亚型，S2有3种亚型，S4包括4种亚型。2004年前分离的河南分离株中检出S1位点，2004年后

分离的菌株中均未检出该位点；S2、S3和S4在两组的分布没有差异。结论 志贺菌各CRISPR位

点含有不同亚型，河南分离株S1的分布与细菌分离时间有关，而S2、S3 及S4和分离时间无关。
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【Abstract】 Objective To detect the molecular characteristics of Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeat （CRISPR） in Shigella and to analyze the distribution of
CRISPR related to the time of isolation. Methods Of the 52 Shigella strains，41 were isolated from
Henan，6 from Jiangxi and 5 isolated from Beijing. Both CRISPR locus of S1，S2，S3 and S4 in
Shigella were detected by polymerase chain reaction（PCR）. The PCR products were sequenced and
compared. Results The positive rates of CRISPR locus in Shigella were 33.69%（S1），50.00%（S2），
82.69%（S3）and 73.08%（S4），respectively. Two subtypes were discovered in S1 and S3 locus. Three
subtypes were discovered in S2 locus. Four different subtypes were discovered in S4 locus. The
isolates from Henan strains were divided into two groups by the time of isolation. Distributions of S1
were different，before or after 2004，on Shigella. S1 could not be detected after 2004. There were no
statistical differences of S2，S3 and S4 in two groups. Conclusion Different CRISPR subtypes or
Shigella were discovered. A significant correlation was noticed between the CRISPR S1 related to the
time of isolation but not between S2，S3 or S4 on the time of isolation.
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外源遗传物质，并启动免疫防御。志贺菌能导致细

菌性痢疾（菌痢）［4］。菌痢是全球都存在的公共卫生

问题，尤其对发展中国家造成重大危害，在我国属于

乙类传染病，发病率居我国甲乙类传染病第3位，是

传染病控制的重点［5］。按血清分型志贺菌分为4群：

福氏、宋内、痢疾和鲍氏。发达国家流行的主要是宋

内志贺菌，而我国以福氏志贺菌为主［6］。我国

CRISPR相关研究较少［7］，探索志贺菌中CRISPR的

分子流行病学特征具有重要意义。

材料与方法

1. 菌株：52株志贺菌均为河南省分子医学重点

实验室收集保存，1996年江西分离株6株，均为福氏

志贺菌。河南分离株 41株（福氏志贺菌 28株、宋内

志贺菌 11 株、痢疾志贺菌 2 株），其中 1998 年 2 株，

1999年 1株，2000年 6株，2001年 7株，2003年 2株，

2004年 3株，2005年 3株，2006年 5株，2007年 2株，

2008年10株。2013年北京分离株5株，均为福氏志

贺菌。

2. 试剂：诊断血清购自卫生部兰州生物制品研

究所。胰蛋白胨、酵母浸粉（英国Oxoid公司）。细

菌基因组DNA提取试剂盒、PCR相关试剂和100 bp

DNA Ladder购于上海莱枫生物科技有限公司。

3. 引物：从 GenBank 和 CRISPR Database 数据

库中查询志贺菌CRISPR基因相关序列，S1、S2、S3、

S4为CRISPR Database数据库中已经发现的志贺菌

CRISPR位点，选择保守序列，利用Primer 5.0设计引

物，引物合成由生工生物工程（上海）股份有限公司

完成（表1）。

4. PCR 反应：以细菌基因组 DNA 为模板进行

PCR 扩增，扩增体系：三蒸水 19 μ l，2×Taq PCR

Master Mix 25 μl，上下游引物各1 μl，模板DNA 4 μl，

共50 μl。反应条件为94 ℃ 5 min；94 ℃ 60 s，56 ℃

45 s，72 ℃ 60 s，32 个循环；72 ℃ 10 min。取 5 μ l

PCR 产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像仪

观察结果并照相。

5. 核酸序列分析：PCR产物由生工生物工程（上

海）股份有限公司进行测序，用CRISPR Finder对志

贺菌的CRISPR进行比对。

6. 统计学分析：用SPSS 17.0软件进行统计学检

验，P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 志 贺 菌 CRISPR 位 点 分 布 ：志 贺 菌 4 个

CRISPR位点的阳性率分别为 33. 69%（S1）、50.00%

（S2）、82.69%（S3）和 73.08%（S4）；每个 CRISPR 位

点有 1～3个间隔序列，S1和 S2仅在个别菌株有重

复序列退化，在2株志贺菌发现了新的S3重复序列，

S4的间隔序列呈现多态性，有4种不同模式（表2）。

2. 志贺菌中 CRISPR 的重复序列和间隔序列：

志贺菌 CRISPR 按照重复序列和间隔序列分成 11

组，其中S1包括2种亚型，S2包括3种亚型，S3包括

2种亚型，S4包括4种亚型（表3）。

3. 志贺菌 CRISPR 与菌株分离时间的关系：河

南分离株以分离时间M（2004 年）作为界点分组，

2004年及以前分离株 21株，为A组；2004年以后分

离株20株，为B组。A组包括14种CRISPR亚型，共

获得 95个间隔序列；B组包括 7种CRISPR亚型，共

获得 68个间隔序列。6株江西分离株的CRISPR亚

型：0110 型 2 株，0111 型 1 株，0011 型 1 株，1111 型 1

株，0002 型 1 株。5 株北京分离株的 CRISPR 亚型：

0110型2株，0010型1株，0112型1株，0114型1株。

2004年前后分离的河南志贺菌S1分布差异有

统计学意义（P＜0.05），2004年后分离的菌株中均未

检出该位点；S2、S3 和S4在两组中的分布差异无统

计学意义（表4）。

讨 论

CRISPR偕同Cas蛋白发挥免疫抑制作用，已有

研究显示，志贺菌中广泛存在Cas1和Cas2蛋白［8］，

提示志贺菌中可能存在CRISPR系统。间隔序列与

噬菌体、质粒等外源基因具有同源性［1］，记录了外源

基因入侵细菌的过程，能反映细菌的进化史。本研

究在志贺菌中发现了不同的 CRISPR 亚型，提示曾

入侵的外源基因不同，发现志贺菌 CRISPR 各位点

的间隔序列较少，以1～2个为主。相对于大肠埃希

表1 志贺菌CRISPR系统相关引物

引物

S1

S2

S3

S4

上游(5′～3′)

ATTAGTCGGCGTAAGAAAGA

TTGTYAGGTAGGTTGGTGAAG

ATCTCTGCTAACACCAACTAC

AGCGACTAACTGGAATCTTG

下游(5′～3′)

GAACAGCGTGATTATGGATG

GCGAAGAGAAAGAACGAGTA

CTACGACCCTGAATGGAATC

CAATCTGGCTACTGGAAGTG

扩增产物(bp)

609

722

715

711

退火温度(℃)

56

56

56

56
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表2 志贺菌中 CRISPR位点的分子分布

表3 志贺菌CRISPR的重复序列和间隔序列

CRISPR

S1-1

S1-2

S2-1

S2-2

S2-3

S3-1

S3-2

S4-1

S4-2-1

S4-2-2

S4-2-3

重复序列

核苷酸序列

ATGCTGGCGCATCTTATCCAGCCTACGGTT
GCTCTCCAGCAGC

ATGCTGGCGCATCTTATCCAGCCTACGGTT
GCTCTCC

GTTCAGTTCACTGCCGTACAGGCAGCTTAAAAATAAAAAT

CTGCCGTACAGGCGGCTTAAAAATAAAAAT

AGTTCAAGTTCACTGCCGTACAGGCAGCT

TTTGTAGGCCTGATAAGACGCGCCAGCTC
GCATCAGGC

GAACGCCTTATCCGGCCTACGGCTCGGATT

CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAAC

CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAC

CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAC

CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAC

bp

40

37

29

24

23

39

30

27

29

29

29

间隔序列

核苷酸序列

CGGGTTGGATAAGGCGTTTATGCCGCATCCGACAGCTATCGCCGGAT
GCG

GGCGGCCGGGTTGGATAAGGCGTTGATGCCGCATCCGACAGCTATCGCCG
GATGCG

1. CGACGGGGTGCGGTAAAACCTTTGCGAACGC

2. TCACAGGTAACATACTCCACCCGCCCACCAT

1. CGACGGGCTGCGGAAAAACCTTTGCGAACGCGTTCAGTTCA

2. TCACAGGTAACATACTCCACCCGCCCACCATGTTCAGTTCA

TAAAAATTGCCGCGGATCCTGTCTGCCAATAATGACA

TCCGGGTGCCGGATGCAGCGTGAACGCCTTATCCGGCCTACGGCTCG
GA

GGAAGGCTGAAAAAAACCCCCCACCTCCCATCCAGGTCCGGGAGGC
GGATGCAACGG

1. TCTAAGTGATATCCATCATCGCATCCAGTGCGCC

2. TCTTACTGCTTGGTATGCGGAATCACACCCTGAA

1. TTACTGCTTGGTATGCGGAATCACACCCTGAA

2. TGTACGCGGCGAGTTTTAGCGACAGGTCATCC

3. GGGGCGATCAATTGAGCCGTACTTTTCTGAAA

1. TTACTGCTTGGTATGCGGAATCACACCCTGAA

2.CCTGACGCGCCGCAGTATTTATCTGCTCTGGC

3. GGGTGCGTGTGGCTGCCAGTGCCGGAGAACGG

1. AAAACCAAACTTCTCCATAAATTCCATAGCCG

2. GAGTCTATCAGCGACACTACCGGCAATAGCGA

3. CTATAGCGCCACGTTCCGAGCGCTGCGAGCTG

4. GCATCCATGCCGACGCCTTTACGTGTGCGGGG

5. GCGCGAATTTGTGCGCATGGGGCGCATTTTTGG

6. ACGATGGCGATGCGTGAGAAAGGGGGTCGATA

7. AGTTCGCTGAGTAGCCTTTTTTCTGTGCCTAA

8. GAGGTGGCAATACGCGTAGATCATTTGGTCGT

9. CAAAATATTACGAGCTTCGTCAGGCCATGGAC

bp

50

53

31

36

37

49

57

34

32

32

32/33

注： 表示没有CRISPR位点， 代表重复序列， 代表间隔序列，不同颜色代表不同的重复序列和间隔序列
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菌，志贺菌含有的间隔序列较少，可能与志贺菌的生

存环境有关，志贺菌多寄生于人的结肠和直肠黏膜，

环境中噬菌体较少［9］。4个CRISPR位点在志贺菌中

均被检出，但是不同位点的CRISPR阳性率不同，提

示志贺菌不同的CRISPR位点其在获取间隔序列的

能力上有差异，其在免疫防御的作用和地位也不同，

深入研究间隔序列有助于更深刻地理解细菌的进化

机制。

河南分离的福氏志贺菌S1在时间分布上有差

异，2004 年以后分离的菌株中均未检出该位点，可

能是与S1的间隔序列同源的外源基因对志贺菌的

危险降低，细菌通过删除一些相对古老和无用的间

隔序列，保证细菌基因组长度的稳定；此外，志贺菌

多寄生于人的结肠和直肠黏膜，其生存环境中噬菌

体较少，而抗生素对其的威胁更大，相关研究表明细

菌的耐药程度和 CRISPR 位点呈负相关，同时

CRISPR能限制耐药基因在细菌间的传播［10］。随着

噬菌体的危害降低和抗生素威胁的增加，志贺菌通

过丢失 CRISPR 位点以降低其对外源基因的抑制，

从而有利于耐药基因通过水平转移在细菌间扩散。

而 S2、S3和 S4没有差异，说明志贺菌中CRISPR各

位点的稳定程度不同，有些 CRISPR 位点的间隔序

列相对稳定，而有些进化较快。相对于分离时间较

早的志贺菌，分离时间较晚菌株含有的间隔序列更

少，提示志贺菌随着时间的推移会丢失一些间隔序

列，与其生活的环境密切相关。由于本研究的菌株

较少，有一定的局限性。
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表4 河南福氏志贺菌CRISPR在时间分布上的差异

菌株分离时间

2004年及以前

2004年后

χ2/P值

注：a Fisher确切检验

S1

有

6

0

-/0.005a

无

7

15

S2

有

5

8

0.619/0.431

无

8

7

S3

有

9

13

-/0.372a

无

4

2

S4

有

9

10

-/1.000a

无

4

5
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