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CRISPR-Cas技术在抗菌剂中的开发、机遇和挑战
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摘要：抗菌剂耐药是临床一线面临的重要问题，目前尚无有效控制的治疗方式。临床中每年因抗菌剂

耐药造成的死亡逐年增加。尽管新型抗菌剂不断更新换代，然而近年来抗菌剂针对耐药菌的疗效显著

下降，大大增加了医疗负担，亟需开发靶向性强、精确度高、价格合适的新型抗菌剂。CRISPR-Cas技
术作为基因编辑的新星，为新型抗菌剂的开发提供了技术保障，CRISPR-Cas技术具有高度可编辑性，

可针对不同耐药菌的不同作用机制设计特异性、个性化的基因探针，实现耐药菌的高精确度的靶向杀

伤，而不影响体内正常菌群，从而实现靶向杀菌的效果。本文就CRISPR-Cas技术在新型抗菌剂中的作

用和机制进行综述，为新型抗菌剂的研发提供参考和理论依据。
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Abstract: Antimicrobial resistance (AMR) is an important crisis in the frontline of clinical practice.
Currently, no effective treatment can control the AMR. The number of deaths caused by AMR in clinical
practice is increasing year by year. Although new antibacterial agents are constantly updated, the efficacy of
antibacterial agents against drug-resistant bacteria has declined significantly in recent years, greatly increasing
the medical burden. Therefore, there is an urgent need to develop new antibacterial agents with precise
targeting, high accuracy, and affordable prices. As a rising star in gene editing, CRISPR-Cas provides technical
support for the development of new antibacterial agents. The CRISPR-Cas system is highly editable and can
design specific and personalized gene probes for different mechanisms of action in drug-resistant bacteria.
High-precision targeted killing of drug-resistant bacteria without affecting the normal flora in the body is the
main purpose to achieve targeted sterilization effects. This review mainly focused on the role and mechanism
of CRISPR technology in new antibacterial agents, providing reference and theoretical basis for the
development of new antibacterial agents.
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抗菌剂耐药(antimicrobial resistance，AMR)是
现代医学的重要议题[1]。粪肠球菌、金黄色葡萄球

菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞

菌和肠杆菌等是最易导致AMR和医院获得性感染

的细菌种属[2]。然而由于广谱抗菌剂的滥用引起的

AMR加大了院内感染治疗的难度。AMR的感染途

径分为内源性感染、获得性感染和适应性感染。

耐药菌可以通过降低细胞间抗菌剂的浓度达到耐

药，另外也有耐药菌可以在抗菌剂的作用下通过

改变基因表达来实现耐药[3]。质粒、转座子等可移

动基因元件可以有效募集耐药相关基因，从而实

现耐药菌在易感人群中的快速传播导致获得性耐

药[4]。因此，从生物医学的角度研发具有治疗潜力

的新型抗菌剂来预防、控制和治疗AMR受到广泛

关注。

然而针对AMR的新型抗菌剂的研发也面临着

重重困难。首先，长期抗菌剂的应用对人体正常

的菌群环境造成巨大影响，在杀死致病菌的同时

正常菌群也会受到破坏，从而破坏人体内环境稳

态；其次，新型抗菌剂的研发和应用需要前期大

量的经济投入，然而其使用场景较少；另外，

AMR往往是多重耐药菌的感染，很难通过单一的

抗菌剂治疗。因此，寻找性价比高、治疗效果

好、靶向性强的新型抗菌剂是目前亟需解决的

问题。

1 CRISPR-Cas技术的出现及背景

CRISPR-Cas技术是原核生物为适应外界环境

而产生的一种基因组防御机制，其通过识别并靶

向消灭外源病毒、噬菌体或其他可移动基因元件

相关的核酸序列来抵御外来基因的入侵[5]。

CRISPR-Cas技术的防御机制通常由以下部分

组成。(1)适应阶段：宿主捕获入侵的核酸片段并

将其整合到CRISPR序列中。(2) crRNAs(CRISPR
RNAs)的加工和成熟：当相同的核酸片段再次入侵

宿主，CRISPR序列被激活并产生大量前体crRNA
(pre-crRNA)，pre-crRNA被RNA酶切割形成成熟的

crRNA。(3)干预阶段：成熟的crRNA引导并募集

Cas蛋白形成复合体并介导靶向切割入侵的核

酸[6]。CRISPR-Cas技术分为两大类、六种亚型，

其中一类(包括Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型)结构更复杂，含有多

个Cas蛋白参与外源DNA的识别和切割过程；而二

类(包括Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ型)结构更简单，由单个多结构

域酶进行识别和切割[7]。随着技术的进步，研究发

现，Ⅱ型CRISPR-Cas技术可以进行位点特异性的

切割噬菌体DNA，其切割过程依赖于Cas9蛋白，

且反式激活crRNA(tracrRNA)是crRNA成熟的必要

条件[8]。有研究表明，Cas9是一种DNA内切酶且其

特异性由crRNA和tracrRNA组成的双RNA引导结构

决定[9]。因此，只需依据需要切割的核酸序列设计

特定的向导RNA即可实现有效的基因编辑。这种

只需要设计特异性的sgRNA靶向Cas9蛋白即可实

现基因编辑的手段大大丰富了基因编辑的可操作

性，Cas9也因此成为最受欢迎的基因编辑工具。

CRISPR-Cas具有高度的可编辑性，可以切割

位点特异性双链DNA，使其能够快速适应各种基

因编辑过程[10]。源自化脓性链球菌的典型Cas9蛋
白是第一个被用于基因编辑的Cas核酸酶，由于其

具有高度特异性和酶切活性，是目前使用最广泛

的基因编辑工具[11]。Cas9与crRNA-tracrRNA复合

物或sgRNA结合形成具有识别和切割活性的核酸

酶，通过修饰crRNA的5′端20 nt的引导序列，能够

与DNA靶点进行标准碱基配对。而靶向结合还

依赖于位于DNA非靶标链上的PAM序列，PAM
位于靶标位点的下游，PAM被识别后导致靶DNA
的局部解旋，并引导gRNA与DNA的目标链以5′-3′
方向的方式从目标位点的PAM近端开始碱基配

对，从而引起Cas9的构象变化并激活核酸酶结

构域。Cas9随后在PAM序列上游3个核苷酸处切

割双链DNA，将Cas9核酸酶引导至目的基因的

切割位点，从而实现靶向、精确和特异性的基

因编辑。

2 CRISPR-Cas技术的分类

随着CRISPR-Cas技术的发展，一些其他的基

因编辑工具也陆续被开发并在基因编辑领域大放

异彩。Cas12a是一类由RNA导向的Ⅴ型核酸内切

酶，是继Cas9之后被发现的同样具有强大基因编

辑功能的工具酶。与Cas9不同的是，Cas12a不需要

通过tracrRNA发挥作用，而是通过识别crRNA中特

定的TTTV(V=G、C、 A) PAM模序发挥作用[12]。

Cas12a产生的交错末端较Cas9切割产生的钝端在整
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合特定DNA序列至特异靶点中更具优势。更重要

的是，Cas12a可以分离crRNA的序列来产生其自身

需要的crRNA，这种能力使其在复杂的基因编辑过

程中更具优势[13]。此外，有研究发现，由于Cas12a
具有横向切割活性，不论其靶向的目标是什么，

均可以任意切割周围的单链DNA，Li等[14]依据该

特性开发了一种HOLMES工具用于快速检测感

染。Cas12a已经被证明是一种高效的核酸内切酶，

可以有效地与Cas9的功能互补[15]。

Cas13是一种基于RNA编辑的新型基因编辑技

术，是目前已知的特定靶向RNA的CRISPR基因编

辑技术 [16 ]。作为一种RNA引导的RNA核酸内切

酶，Cas13由两个HEPN结构域组成，它们共同形

成RNA核酸内切酶的活性中心，负责与靶RNA结
合后催化RNA裂解[17]。目前，Cas13的亚型包括

Cas13a[18,19]、Cas13b[20]、Cas13c[21]、Cas13d[1]、
Cas13X[22]和Cas13Y[22]。Cas13在体外有一个奇异的

特性，一旦与靶RNA结合被激活，它不仅能通过

其HEPN结构域特异性切割靶RNA，还可以无差别

地切割周围存在的RNA，这种效应被称为反式切

割，且已经被用来开发快速、高灵敏度的核酸检

测方法，2019年冠状病毒病大流行进一步推动了

这种方法的发展[23-28]。相对于传统的RNAi技术，

Cas13介导的RNA降解和基因敲除具有更高的敲除

效率和特异性，从而实现了在各种生理和病理情

况下均可应用Cas13干预的潜在治疗方法[29,30]。

3 CRISPR-Cas技术在耐药菌基因编辑中的

作用机制

明确耐药菌的发病机制对开发新型抗菌剂至关

重要。有研究证实，细菌耐受抗生素的杀伤作用

主要有以下几种方式：使用外排泵从细胞中消耗

抗生素；使用特定的酶来降解或使抗生素失活；

修饰细胞功能来抑制细胞与抗生素的互作[31]。有

研究报道，遗传物质变异可能是细菌耐药的重要

机制，并以铜绿假单胞菌为例提出了基于其遗传

信息设计CRISPR抗菌剂的可行性和临床治疗潜

能[32]。通常来说，质粒通过独有募集耐药基因的

方式启动复制过程。这种方式可以有效地在宿主

基因组DNA的复制过程中插入耐药基因片段，从

而实现细菌株的广泛耐药；而噬菌体在细菌感染

生命周期中可以通过直接感染细菌病转移含有耐

药基因的遗传信息。研究表明，非人类相关的病

毒基因组是抗生素耐药基因的巨大储存库[33]。另

外，转座子可以通过转座酶或重组酶整合并移动

到细胞内不同的基因组位点[34]。以上研究表明，

耐药基因具有变异率高、传播快速、宿主易感性

的特点。因此，使用CRISPR-Cas技术靶向识别并

切割细菌DNA或抑制关键耐药基因的表达是攻克

细菌耐药的重要手段。

目前，文献报道了CRISPR-Cas技术在耐药菌

基因编辑中的三种主要机制，包括双链染色体切

割、全长RNA降解和靶向抑制目标细菌中耐药基

因表达[35,36]。Gomaa等[37]尝试使用CRISPR-Cas9核
酸酶技术通过靶向整个基因组的不同位置来诱导

特异性染色体DNA双链断裂的方式有效杀死细

菌。值得注意的是，诱导质粒DNA断裂不会导致

宿主细菌死亡，但可以特异地消除目标菌群的

耐药性。另外，也有学者提出使用CR ISPR -
Cas13技术靶向细菌的RNA来调控细菌耐药的问

题，由于具有ssRNA反式切割活性，CRISPR-
Cas13可以在靶向细菌耐药RNA片段的同时降解

周围的非靶向RNA来达到抑制细菌生长的效

果 [38]。另外，CRISPR-Cas抗菌剂相关的研究也

表 明 ， 相 较 于 传 统 的 R N A i技 术 ， 优 化 的

CR I S P R干扰技术的抗菌效果更加优异、高

效[39]。CRISPR干扰技术最初来源于一种催化活性

不高的Cas9蛋白，该蛋白质的作用机制是通过转

录阻断的方式抑制RNA的转录过程。该方法可以

用于抑制抗菌剂耐药基因和致病性相关基因的

表达 [ 40 ]。这些有关抗菌剂耐药的研究大多数倾

向于CRISPR-Cas技术在耐药菌的抗菌剂开发中

更具研究与应用价值。有研究表明，基于

CRISPR-Cas技术可以通过两种途径实现抗菌效

果：诱导细菌死亡或开发靶向抗菌素耐药基因

的质粒 [ 4 1 ]。CRISPR-Cas技术的抗菌结局由目标

DNA的位置决定，如果CRISPR-Cas技术靶向切割

染色质DNA序列可导致目标细菌死亡，则靶向质

粒结合序列会导致质粒从宿主细胞中消除[42,43]。因

此，研究CRISPR-Cas技术抗菌剂的传递机制是至

关重要的，因为CRISPR-Cas技术能够干预目标人

群中的几乎所有病原微生物。
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4 基于CRISPR-Cas技术新型抗菌剂的开发

与应用

CRISPR-Cas技术新型抗菌剂的开发依赖于载

体的介导。具有良好生物学相容性和低免疫原性

的载体是构建CRISPR-Cas技术新型抗菌剂的基

础。噬菌体、生物纳米材料和质粒是针对耐药菌

设计的三种主流CRISPR-Cas载体。

4.1 噬菌体递送

噬菌体是目前最有效的药物递送手段之一，通

过基因修饰的手段整合CRISPR靶向的耐药菌基因

到噬菌体基因组中，使用噬菌体入侵细菌并将整

合基因组注入细菌中，这是噬菌体递送遗传物质

的主要方式[44]。有研究显示，基于CRISPR技术的

工程化噬菌体可以有效降低细菌耐药，因此，设

计搭载靶向耐药菌的CRISPR抗菌剂工程化噬菌体

是治疗AMR的重要研究方向之一[45]。另外，随着

研究的不断深入，噬菌体模型也随之不断改进。

有研究证实，fSABov等噬菌体载体能够更好地递

送靶向耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(methicill in
resistant staphylococcus aureus，MRSA)感染的

CRISPR-Cas9技术来治疗MRSA[46]。这种噬菌体载

体的成功优化依赖于从噬菌体基因组中去除主要

毒力基因，从而显著降低噬菌体对外周血单核细

胞的细胞毒性。此外，该研究还进一步证实了可

以通过增强噬菌体尾部纤维蛋白有效扩大fSABov
载体的宿主范围。此外，一些研究还改进了细菌

遗传移动元件的适用性，通过改善两种CRISPR-
Cas9抗菌技术(CRISPR-Cas9杀菌技术和CRISPR-
dCas9毒力阻断技术)来替换链球菌致病性相关基

因，使其衣壳形态发生改变并可以提供额外约

30 kb的包装空间，从而可以有效插入具有更强抗

菌效应的CRISPR-Cas9片段，来进一步消除细菌可

能因变异而引起的耐药性[47]。然而，噬菌体递送

也存在一些问题：首先，噬菌体递送只能入侵相近

的宿主细菌；其次，递送CRISPR-Cas较适用于外部和

表面细菌感染。因此，如何改进噬菌体载体使其应用

范围更广、更安全，具有重要研究意义。

4.2 生物纳米材料递送

生物材料的快速发展为CRISPR-Cas技术新型

抗菌剂的开发提供了新的思路。生物纳米材料具

有毒性低、免疫原性低、降解速度可控、可修饰

等优点，可依据需求进一步改性使其更加符合临

床和实验室相关应用。目前，有关递送CRISPR-
Cas的生物纳米材料主要包括：纳米颗粒、脂质

体、水凝胶、纳米乳剂、生物纤维素等，其中针

对纳米颗粒的相关研究较为深入[48]。一般来说，

基于纳米颗粒制备的抗菌剂通过以下两方面发挥

抗菌作用：改变细菌膜电位和完整性或通过纳米

颗粒催化产生活性氧(reactive oxygen species，
ROS)诱导细菌死亡[49]。纳米颗粒体积小而且具有

较大的面积/体积比。这一方面增强了其与胞内物

质的反应性，使其可以高效地消灭细菌；另一方

面，纳米级的尺寸能够深入细菌内部各个细胞器

并破坏其成分，从而有助于提高抗菌活性[50]。另

外，纳米颗粒的优势在于可以通过修饰颗粒表面

识别分子来改进纳米颗粒的性能，如通过插入相

关耐药菌的识别蛋白使它们能够特异性地识别和

结合细菌膜上的受体，从而可以设计针对不同种

类耐药菌具有高杀伤性或高选择性的纳米颗粒，

避免多重耐药的产生[51]。纳米颗粒在免疫原性、

表面功能化、生物相容性和安全性方面优于病毒

载体。有研究表明，通过纳米颗粒递送pH敏感性

的sgRNA-I/L@ZS可以有效靶向杀灭鲍曼不动杆

菌，且该纳米递送系统具有良好的生物相容性和

不良反应低的优点，具有一定的临床应用前

景[52]。纳米颗粒不仅可以用来递送抗菌药物，也

可以用于递送蛋白质、DNA、RNA等遗传物

质[53]。由于内环境中血清蛋白吸附、吞噬细胞的

吞噬和摄取、酶类降解等过程的存在，遗传信息

的递送在体内十分受限，限制了基因疗法在体内

治疗中的应用。而纳米颗粒等递送系统不仅可以

为遗传信息的递送提供保护，经过改性的纳米颗

粒还具有更强靶向性、穿透血脑屏障、降解时间

可控等优点，在递送CRISPR-Cas抗菌剂中发挥重

要作用[54,55]。尽管CRISPR-Cas技术具有靶向敲除

耐药基因的潜力，然而由于体内免疫系统的存在

十分容易被免疫系统清除或被生物活性酶类降

解。目前针对该缺点已经开发了许多基于纳米颗

粒介导的CRISPR-Cas9抗菌剂递送技术，其中包括

Cas蛋白和 sgRNA编码质粒、Cas9 mRNA和

sgRNA，以及Cas9蛋白和sgRNA复合物[56]。纳米
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颗粒的修饰和改性对其靶向和释放能力十分重

要。有研究报道，可以通过对纳米颗粒进行化学

修饰，以添加稳定Cas9和gRNA的官能团，既能保

护其不被体内酶类降解并具有高靶向特异性[57]。

此外，纳米颗粒表面还可以与细胞穿透肽(增强细

胞摄取)或核定位信号肽(用于内部递送)偶联。支

化聚乙烯亚胺已被用于与spCas9形成纳米复合物，

并促进纳米复合物与耐药菌细胞壁之间的传递和

结合 [ 5 8 ]。有研究建立了基于脂质纳米颗粒的

CRISPR-Cas抗菌剂递送纳米技术，通过递送合适

的敲除基因并且具有碱基替换性能，一方面防止

细胞内酶切割使其活性丧失，另一方面大大降低

了细胞毒性，在预防HBV感染中发挥了重要作

用[59]。另外，基于金属材料的纳米颗粒也被开发

用于递送核糖核蛋白(ribonucleoprotein，RNP)复合

物。研究报道，聚合Cas9和gRNA纳米复合物(Cri-
纳米复合物)通过改变mecA基因可以有效抑制耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌的生长[58]。尽管纳米颗粒

在递送CRISPR-Cas抗菌剂中发挥重要作用，然而

如何提升其靶向性、降低细胞毒性反应和免疫原

性仍然面临困难，需要更多的研究进行探索。

4.3 质粒递送

质粒序列是稳定且高度可编辑的，目前有较多

分子生物学基因编辑工具可以将质粒构造为相对

简单有效的细菌基因编辑工具。可以有效递送

CRISPR-Cas技术的质粒包括共轭质粒、信息素响

应质粒和靶向抗菌质粒，尽管质粒的应用较为广

泛，然而质粒递送仍然存在递送效率较低的问

题。共轭质粒具有环状的基因序列，能够通过结

合的过程从一个细菌转移到另一个细菌中[60]。共

轭质粒包含其自身转移所需的遗传信息，也可以

将非共轭质粒与合适的oriT位点共同转移[61]。研究

表明，利用这种转移机制可以实现CRISPR-Cas技
术在不同细菌之间的传递[62,63]。因此，基于质粒传

递CRISPR-Cas抗菌剂的研究相继开展。信息素响

应质粒具有天然高结合频率的特性，具有无需抗

生素选择即可在肠道内渗透和繁殖的能力，在通

过细菌素介导生物活性中具有显著优势[64,65]。一项

研究利用信息素响应质粒pPD1在体内和体外靶向

干预多重耐药粪肠杆菌，研究通过将体外模型与

体内肠道小鼠实验进行对比，发现CRISPR-Cas技

术能够有效阻断目标质粒在肠道小鼠模型中的传

播，同时在体外实验中具有较低的抗质粒活性，

这些差异可能与在体内环境中影响CRISPR-Cas技
术活性的几个变量有关，如浮游生物与生物膜的

生活方式、供体与受体比例和取样时间点的不同

等[66]。靶向抗菌质粒可以成功转染与CRISPR-Cas
技术密切相关的革兰氏阴性肠杆菌科和大肠杆

菌，靶向抗菌质粒通过识别细菌DNA序列与gRNA
序列相匹配的细菌进而发挥杀菌作用[67]。因此，

使用质粒作为递送CRISPR的工具在基因工程编辑

领域具有重要研究意义。在结合过程中供体菌株

以单链DNA的形式提供质粒，随后质粒在受体细

菌中以宿主特异性修饰的方式进行互补配对。这

种方式有助于将质粒广泛转移和播散到不同的细

菌菌种中，而无须事先明确这些细菌的具体特

征。质粒递送的另一个优点是与多种细菌兼容，

不像噬菌体那样受受体-配体识别的限制[68,69]。

5 CRISPR-Cas新型抗菌剂的前景、限制与

进展

对于临床医务工作者来说，由多重耐药或更严

重的广泛耐药细菌引起的严重感染尚无可靠治疗

方式，往往只能通过更高级的抗生素治疗，然而

治疗效果差强人意[70]。抗菌剂耐药可由外在机制

或获得性机制引起，为了解决抗菌素耐药的问

题，耐药机制已经开发了许多方法进行干预，包

括研发一些调节耐药机制的药物，抑制细菌内部

遗传分子的信号转导，干扰耐药菌的毒力以及改

变细菌毒素和毒力蛋白等来扼制抗菌素耐药[71]。

然而，近年来，现有抗菌剂针对耐药菌的疗效显

著下降，且新药的研发速度相应放缓[72]。尽管临

床迫切需要新的抗菌剂来治疗日益严重的耐药菌

感染，但由于临床试验费用的增加、审批标准的

提高以及低经济回报等多种因素，许多制药公司

已放弃新型抗菌剂的研发[73]。

CRISPR-Cas技术的高特异性和可重编程性可

以通过靶向耐药菌体内特定基因克服抗菌素耐药

的问题，因此基于CRISPR-Cas技术开发新型抗菌

剂是解决抗菌剂耐药的重要手段 [ 7 4 ]。尽管基于

CRISPR-Cas新型抗菌剂临床应用的监管和伦理问

题尚未在相关研究中提出，但CRISPR-Cas技术的
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相关临床使用已经引起了一些关注。在人细胞系

的大规模基因组测序中发现CRISPR-Cas脱靶突变

的风险会对人类健康造成不利的影响[75]。另外，

考虑到基于CRISPR-Cas的新型抗菌剂在临床中的

应用，在抗菌剂设计的早期阶段通过优化gRNA靶
向系统和提升递送载体的准确度和靶向细菌的特

异性来解决这些潜在影响是至关重要的 [ 7 6 ]。此

外，需要重点评估CRISPR-Cas新型抗菌剂释放到

外部环境中的潜在风险，并应执行更加严格的使

用规章和废弃物处理制度，让医务人员和普通民

众参与和接受相关教育，并更新与CRISPR基因编

辑工具有关的立法准则，以确保该技术安全地在

临床中使用。

尽管存在使用限制，由于CRISPR-Cas抗菌剂

的递送方式广、靶向性强、杀菌效率高、低成本

等优势，越来越多基于CRISPR-Cas技术开发的抗

菌剂被相继报道，其中有关噬菌体递送和新型生

物材料递送受到广泛关注。研究报道，组织工程

化噬菌体作为载体递送特异靶向大肠杆菌的

CRISPR-Cas抗菌剂具有广泛应用前景，被称为

SNIPR001的四种互补噬菌体的组合在小鼠模型和

小型猪模型中都表现出良好的抗大肠杆菌的效

能。目前SNIPR001正在临床开发中，用于选择性

杀死大肠杆菌[77]，该抗菌剂的研发为临床应用提

供了新的思路。新型生物材料的研发目前主要聚

焦于如何降低材料的免疫原性，提高载药量及递

送效率等方面[78,79]。因此设计更加优秀的工程化载

体可能是突破使用限制的关键。目前进入临床应

用阶段的CRISPR-Cas抗菌剂相关研究较少。

NCT05143593、NCT04535648、NCT04178382、
NCT04074369、NCT03342547等几项临床研究都

处于募集患者的阶段。总体来说，CRISPR-Cas抗
菌剂领域仍处于发展阶段，从临床角度进一步开

发安全有效的CRISPR-Cas抗菌剂具有广泛应用

前景。
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