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成簇规律间隔短回文重复序列（CRISPR）与细菌横向基

因转移密切相关，能够识别和处理噬菌体、质粒等外源遗传

物质，并防御基因水平转移［1］。CRISPR发现于大肠埃希菌

基因组中［2］，接着在其他原核生物中也发现了类似结构，

2002 年 Jansen 等［3］将 此 类 基 因 序 列 命 名 为 CRISPR。

CRISPR及其相关蛋白（Cas蛋白）一起发挥免疫抑制作用，

近年来CRISPR/Cas系统的结构特征及其功能和作用机制引

起了人们的高度重视。

抗生素有效地控制了细菌感染，但是随着抗生素滥用

和细菌适应，细菌耐药日益严重，已成为严重的公共卫生

问题。2014年 4月 30日WHO发布《Antimicrobial Resistance：
Global Report on Surveillance 2014》，报告收集了全球细菌耐药

情况，强调目前细菌耐药已经对公共卫生构成重大威胁，不

再是一种预测。2013年美国疾病预防控制中心（CDC）发布

了《Antibiotic Resistance Threats in the United States，2013》。我

国耐药现状同样不容乐观，2013年的细菌耐药监测中发现，

耐药性持续增长，多重耐药和广泛耐药菌株在某些地区已经

严重威胁大众健康［4］。

除了制定公共卫生政策和规范合理用药，探讨细菌耐药

机制能更好地揭示耐药形成原因，从根本上解决耐药。

CRISPR系统的结构和功能与细菌耐药密切相关，深入分析

两者的关系有助于更好地理解细菌耐药机制。

1. CRISPR的结构特点：CRISPR由重复、间隔和前导序

列组成。重复序列由 20～50 bp组成，具有回文结构。同一

个物种内相同CRISPR位点的重复序列相对保守，不同细菌

具有相似的重复序列，推测重复序列能在不同微生物间转

移［5］。间隔序列与重复序列大小相近，将重复序列隔开。研

究发现，有的间隔序列与噬菌体、质粒等外源基因具有同源

性［1］，间隔序列处在动态变化中，呈现多态性，能反映曾经入

侵细菌的噬菌体、质粒等外源遗传物质，甚至包含微生物生

态学和地理学信息［6］。重复序列和间隔序列组成CRISPR的

基序，CRISPR以基序为单位转录成RNA发挥作用［7］。前导

序列位于CRISPR的5′端，与重复序列相连，富含AT碱基，长

约300～500 bp，在同一物种内相对保守，新的间隔序列一般

加在前导序列与第一个重复序列之间［1］。Cas蛋白基因位于

CRISPR 序列附近，是一类较大的多态性家族，目前发现有

cas1～cas10等多种类型［8］，其中 cas1和 cas2基因存在于每个

CRISPR位点中，被认为是CRISPR系统鉴定的分子标记［9］。

研究发现，Cas蛋白在CRISPR介导的免疫干扰中起到重要作

用，它可能具有核糖核酸酶、解旋酶、聚合酶等功能，与DNA

重组和修复、插入序列获得、重复序列维持等有关［10-11］。

Makarova等［12］发现在不同菌种间存在着相似的 cas基因，预

测 cas基因能发生水平转移。根据Cas蛋白可以将CRISPR

分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 3 种类型，其各自的标志 Cas 蛋白分别是

Cas3［13］、Cas9［14］和Cas10［15］。

2. CRISPR的作用机制：CRISPR具有免疫记忆功能，能

抵抗噬菌体、质粒等外源遗传物质入侵［16］。现有研究推测

CRISPR的作用机制分为3个阶段：获得新的间隔序列、表达

crRNA、免疫干扰［17］。当噬菌体、质粒首次侵袭细菌时，

CRISPR 有选择地截取和保留前间隔序列（protospacer）［18］，

并将其整合到CRISPR形成新的间隔序列，当噬菌体、质粒再

次侵袭时，间隔序列和部分重复序列被转录成 crRNA［19］，与

trans-activatingcr RNA（tracrRNA）、Cas蛋白结合在一起形成

复合体，识别外源 DNA 并进行切割，破坏入侵的噬菌体和

质粒。

3. CRISPR/Cas9基因编辑技术：基于CRISPR系统的功

能和作用机制，CRISPR/Cas9已经发展为一种全新的人工核

酸内切酶，可以进行基因编辑。相对于一、二代人工核酸内

切酶，CRISPR/Cas9价格更低，制作更简便，效果更显著，且

能对任何包含PAM（protospacer adjacent motifs）的NGG位点

进行编辑［20］。Jinek 等［21］最先利用CRISPR/Cas9作用外源目
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标 DNA，为后来 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑提供了理论

基础。2013 年初，Cong 等［22］第一次报道了 CRISPR/Cas9 基

因编辑技术在人293T细胞的应用，目前改造的CRISPR/Cas9

基因编辑技术已经成功应用于人类、动物、寄生虫、细菌和植

物等多种细胞研究。

4. CRISPR与细菌耐药的关系：细菌耐药形成的机制主

要包括基因水平和蛋白水平的改变［23］。在基因水平，细菌可

以通过自身染色体突变、质粒转移、整合子介导等方式增强

对抗生素的抵抗。染色体突变是细菌在高耐药环境下进行

调整，具有种属特异性，可代代相传；耐药质粒可以在不同细

菌之间转移，使细菌快速获得耐药基因；整合子能捕获外源

耐药基因，通过转座子和结合质粒传播耐药基因。在蛋白质

水平，细菌产生水解酶、修饰酶、灭活酶和钝化酶，改变抗生

素靶位、调节主动外排系统、降低抗菌药物渗透性、产生拮抗

剂等方式增强细菌耐药性。

CRISPR对于了解细菌耐药谱型尤其是细菌横向基因转

移情况具有重要意义。有趣的是缺少CRISPR的菌株更易获

得耐药基因，从而有利于其在临床环境中生存，但是缺少

CRISPR使其更易受到噬菌体攻击。

（1）Cas蛋白与耐药：Cas蛋白是CRISPR发挥作用的关

键所在，CRISPR只有转录出RNA与Cas蛋白结合才能发挥

作用；Cas蛋白具有核糖核酸酶、解旋酶、聚合酶的功能，与

DNA重组和修复、插入序列获得、重复序列维持等有关［10-11］。

宋春花等［24］第一次提出了Cas蛋白和细菌耐药存在联

系，通过敏感志贺菌和耐多药大肠埃希菌结合转移实验，将

敏感志贺菌诱导成耐多药株，敏感株与耐多药株双向电泳图

谱分析发现 7个差异蛋白，其中Cas蛋白为耐多药株新出现

的蛋白，推测其在耐多药机制中起调节作用，能调控耐药基

因的表达，从而导致细菌出现耐多药。其课题组随后对196

株志贺菌的 cas1 和 cas2 基因进行 PCR 扩增，均出现目的条

带；测序显示，序列有一定程度的差异，并且其差异和志贺菌

的耐药程度存在关联，志贺菌的 cas1（b）基因突变菌株与未

突变株相比，耐药性增强，提示 cas1（b）基因突变可能是引起

耐药程度不同的原因之一［25］。Casl蛋白作为CRISPR系统的

通用标记蛋白，具有DNA特异性核酸内切酶的功能，Cas2蛋

白作为第二标记蛋白，是金属离子依赖性的核酸内切酶，

Casl和Cas2对外源遗传物质进行加工，形成间隔序列并整合

到CRISPR位点，与耐药基因在细菌间的转移密切相关。

最近Sampson等［26］关于弗朗西丝菌的研究显示，Cas9蛋

白能增强细菌的耐药性，通过调控脂蛋白以保护细菌包膜的

通透性和完整性，减少抗生素危害。当编码Cas9蛋白的基

因发生突变时，弗朗西丝菌的耐药性降低，对多粘菌素B等

抗生素的敏感性增强，不利于细菌存活。Cas9蛋白通过调节

细菌包膜，增强细菌耐药和毒力水平，逃避宿主的非特异免

疫。Cas9是CRISPR人工核酸内切酶的关键所在，破坏外源

遗传物质，保护细菌不受噬菌体侵害，Cas9蛋白能增强细菌

耐药性也验证了其在细菌中的重要作用。

目前关于Cas蛋白和细菌耐药的研究均从单个Cas蛋白

出发，未考虑整个CRISPR系统，故进一步的研究应将重点放

在整个CRISPR系统上。

（2）CRISPR的生物学功能与耐药：上述研究是基于Cas

蛋白对耐药的调控，提出Cas蛋白能帮助细菌抵御抗生素破

坏，有利于细菌耐药形成；但另外一些基于CRISPR抵御基因

的生物学功能研究却得出相反的结论。

细菌要在外环境中生存就要不断进化，从基因水平上

看，细菌从外环境中获得新基因从而出现新表型，以应对环

境压力。耐药基因水平转移是细菌增强耐药的主要方式之

一，例如质粒、转座子、整合子和基因岛等可移动遗传因子介

导的在细菌种内和种间通过转化、转导、接合等方式获得和

传播耐药性的方式［27］。但是仅有少数基因能通过水平转移

给细菌提供优势基因，因此细菌也进化了一系列抑制基因水

平转移的机制，从而让细菌有选择地进行基因水平转移，

CRISPR系统能抑制基因水平转移，避免有害基因入侵。

一项关于粪肠球菌的研究中，在 48 株粪球肠菌中，16

株拥有完整 CRISPR 位点的粪肠球菌缺少耐药基因；而 22

株耐多药粪肠球菌中均不含 CRISPR 位点［28］。Burley 和

Sedgley［29］收集了分离自牙髓、口腔的获得性耐药粪肠球菌，

分析其CRISPR位点和耐药性的关系，结果显示，耐药性高

的粪肠球菌缺少CRISPR位点，此外他们还发现CRISPR和

细菌毒力存在一定关系。

Marraffini和Sontheimer［16］在金黄色葡萄球菌CRISPR的

研究中发现，CRISPR能限制基因水平转移并能阻止耐药基

因在致病菌之间传播。但是另一项大肠埃希菌的研究并未

发现CRISPR与细菌耐药有关，同时CRISPR并不能阻止耐

药基因在大肠埃希菌中的转移［30］。

国内一项关于粪肠球菌耐药性与CRISPR关系的研究中

也发现，兽医临床分离株的粪肠球菌CRISPR位点与耐药表

型之间存在负相关，但与耐药基因并不相关［31］。

CRISPR最主要的功能是在微生物识别和处理噬菌体、

质粒等外源遗传物质的作用，有效地防御基因水平转移［1］。

但耐药基因对细菌自身来说是有利基因，现有研究还不能确

认CRISPR与耐药的关系。

（3）CRISPR 间隔序列与耐药：间隔序列是 CRISPR 的

核心，是区分不同 CRISPR 的分子靶标，间隔序列与噬菌

体、质粒等外源基因具有同源性，当含有与间隔序列相同

的外源遗传物质入侵细菌时，可被细菌识别，启动防御体

系使之沉默［1，18，32］。

在肺炎链球菌之中包含特定间隔序列的CRISPR位点能

有效阻止毒力基因和耐药基因的转移［33］。此外，基于间隔序

列多态性对沙门菌进行分型已初步完成，有研究表明，不同

CRISPR 亚型的沙门菌耐药性不同，相同类型 CRISPR 亚型

沙门菌的耐药谱一致［34］。

Guo 等［35］已经检测并分析了志贺菌 CRISPR 的间隔序

列，目前正在进一步深入研究，分析与耐药相关的间隔序列，

同时还探索了间隔序列和细菌毒力的关系。

（4）高耐药环境对 CRISPR 的影响：“物竞天择，适者生
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存”，达尔文的“进化论”表明了环境对物种的重要作用，自

1928年首次发现青霉素，感染性疾病得到了有效治疗与控

制。但是近年来由于全世界广泛使用抗生素，在抗生素压力

下，细菌的CRISPR也会相应改变，有研究显示，在高毒力和

高抗生素的环境下肺炎链球菌会丢失CRISPR位点，同时丢

失CRISPR位点的菌株更容易在抗生素压力下生存，耐药基

因对于细菌来说是优势基因，在抗生素的压力下，细菌通过

丢失CRISPR以减少其抵抗外源基因的作用，使耐药基因能

转移至细菌内，有利于细菌存活［33］。

（5）CRISPR人工核酸内切酶与耐药：目前，基于改造的

CRISPR/Cas9基因编辑技术已经成功应用在人类多种细胞、

动物、寄生虫、细菌和植物。在对抗耐药基因方面，Citorik

等［36］构 建 了 包 含 CRISPR 靶 向 序 列 的 β- 内 酰 胺 酶 1

（NDM-1，帮助细菌对抗β-内酰胺类抗生素）和超广谱β-内
酰胺酶（SHV-18，与细菌多耐药相关）质粒，同时构建包含

CRISPR系统的质粒和噬菌体载体，将其转入细菌。这一改

造使得CRISPR能破坏相关耐药基因，使耐药菌重新对抗生

素敏感，从而杀死细菌。目前的抗生素一般是广谱药，除了

致病菌，对其他有益菌造成一定的损害，并加剧细菌耐药。

CRISPR核酸内切酶针对特定的致病菌，能靶向特定的耐药

基因，限制有害基因在微生物间的转移和流行。

（6）CRISPR介导的噬菌体治疗细菌感染：噬菌体治疗是

很有前景的抗生素治疗替代方案，早在 1919人们就开始尝

试研究噬菌体治疗细菌感染，近年来随着抗生素的广泛使

用，耐药情况越来越严重，科学家重新重视了对噬菌体治疗

细菌感染的研究。噬菌体在治疗细菌感染有许多独特的优

势，包括“动态”治疗、特异性强、更新较快、副作用小、无残

留、周期短、成本低等；但是噬菌体治疗也存在一些劣势，例

如给药途径、抗原性、内毒素、体内存活时间、剂量与效果等

方面的问题［37］。虽然CRISPR能抵抗噬菌体感染，但是噬菌

体可以通过基因突变进行逃避［38-39］；此外基因组重组在噬菌

体中广泛存在，这也会干扰CRISPR的防御功能；噬菌体还可

以可通过编码抑制物［40］，从而抑制 crRNA 或 Cas 蛋白的功

能。随着CRISPR作用机制的阐明，噬菌体治疗细菌感染的

劣势有可能逐步解决。
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