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嗜盐古菌中Ⅰ⁃B亚型CRISPR⁃Cas系统的分子机制和应用
进展
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（武汉大学 生命科学学院，湖北 武汉 430072）

摘要：嗜盐古菌是一类应用前景广阔的微生物资源，但由于缺乏高效灵活的遗传操作工具，限制了这类生物在科学研究和

工业生产方面的应用。CRISPR⁃Cas系统存在于绝大多数古菌中，应用其内源性 CRISPR⁃Cas系统进行遗传操作是一种兼具

可行性和简便性的策略。近年来，人们对Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统的研究已从模式古菌沃氏富盐菌（Haloferax volcanii）拓

展到其他嗜盐古菌中。本文总结了Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统的分子机制，并介绍了利用这种内源性 CRISPR⁃Cas系统在嗜

盐古菌中进行遗传操作的研究进展。

关键词：嗜盐古菌；CRISPR⁃Cas系统；Ⅰ⁃B亚型

中图分类号：Q93 文献标志码：A 文章编号：2096⁃3491（2021）05⁃0435⁃08

Recent progress on molecular mechanisms and application of the type Ⅰ⁃B
CRISPR⁃Cas system in haloarchaea

ZHANG Jia，WU Yi，TANG Bing，TANG Xiaofeng *

（College of Life Sciences，Wuhan University，Wuhan 430072，Hubei，China）

Abstract：Haloarchaea are a kind of biological resources with broad application prospects. However，due to the lack
of efficient and flexible genetic manipulation tools，the application of these organisms in scientific research and industrial
production is restricted. CRISPR⁃Cas system is present in the majority of archaea. Therefore，harnessing their endoge⁃
nous CRISPR⁃Cas machineries for genetic manipulation is a feasible and convenient strategy. In recent years，research on
the type Ⅰ⁃B CRISPR⁃Cas system has expanded from the type archaeon Haloferax volcanii to other haloarchaea. In this
paper，we summarize the recent progress on the molecular mechanisms of the type Ⅰ⁃B CRISPR⁃Cas system，which has
been successfully used for genetic manipulation in some haloarchaea.
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0 引 言

嗜盐古菌是一类存在于高盐环境中的极端微生

物。由于它们能够产生在高温和高离子强度下保持

催化活性的酶、可降解塑料组分聚 β⁃羟丁酸（PHB）
和聚羟基脂肪酸酯（polyhydroxyalkanoates，PHA）、

类胡萝卜素等多种能被应用在工业生物技术中的产

物，一直备受科学界的关注［1］。然而，由于嗜盐古菌

细胞膜和细胞壁的特性、胞内高盐环境、染色体多倍

性及其特有的核酸代谢途径，嗜盐古菌中的遗传操

作一直受到限制，制约了这类生物在科学研究和工

业生产方面的应用［1］。
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外来可移动遗传元件（mobile genetic elements，
MGEs）如病毒核酸的入侵通常是有害的并且可导

致 细 胞 死 亡 。 CRISPR（clustered regularly inter⁃
spaced short palindromic repeats）是原核生物中成簇

存在的具有规律间隔的短回文重复序列，Cas蛋白

（CRISPR ⁃ associated protein）能 在 CRISPR RNA
（crRNA）的引导下结合并切割MGEs，二者构成了

原核生物中 RNA指导的获得性免疫系统，其中起指

导 作 用 的 crRNA 又 称 引 导 RNA（guide RNA，

gRNA）［2］。基因组已测序的所有古菌中，约有 90%
的古菌含有 CRISPR/Cas系统，但只有少数古菌中

的 CRISRP⁃Cas系统得到了充分研究［3］。

1 嗜盐古菌简介

1. 1 嗜盐古菌的分类学地位

Woese等［4］提出，地球上所有细胞形式的生命

可以分为三个域——细菌域（Bacteria）、古菌域（Ar⁃
chaea）和真核生物域（Eukarya）。由于古菌经常生

活在高温、高盐或厌氧等极端环境中，人们根据它们

不同的生存环境和生理特征，将古菌分为极端嗜盐

古菌、极端嗜热古菌和厌氧产甲烷古菌等生理类群。

嗜盐古菌属于古菌域中的广古菌门（Euryarchaeota）
盐古菌纲（Halobacteria）盐古杆菌目（Halobacteria⁃
les）盐古杆菌科（Halobacteriaceae）［5］。

1. 2 嗜盐古菌的生理特性

嗜盐古菌是好氧异养型微生物，大多数嗜盐古

菌需要在 1. 7~2. 5 mol/L NaCl浓度下生长和维持

细胞结构稳定［6］。在嗜盐古菌的细胞壁中，富含酸

性氨基酸（如天冬氨酸和谷氨酸）的糖蛋白的羧基和

细胞壁中的硫酸基团都能与胞外高浓度的钠离子结

合，帮助维持细胞壁稳定。嗜盐古菌主要通过在胞

内积累与胞外 NaCl浓度相当的 KCl，以保持胞内外

渗透压平衡。

1. 3 嗜盐古菌的遗传学特征

目前人们研究过的嗜盐古菌如盐沼盐古杆菌

（Halobacterium salinarum）、地中海富盐菌（Halofer⁃
ax mediterranei）、沃氏富盐菌（Haloferax volcanii）
和西班牙盐盒菌（Haloarcula hispanica）都是多倍

体［7］。嗜盐古菌中染色体拷贝数受到生长周期和环

境因素的调节，对数生长期的染色体拷贝数高于稳

定期［8］。多倍性对于嗜盐古菌生物进化方面的优势

已被实验证明，包括同源重组带来的低突变率、对 X
射线辐射和干燥的高耐受性。沃氏富盐菌能够在不

施加选择压力的情况下发生基因转变（gene conver⁃
sion），使每个基因组拷贝保持一致性。多倍性的另

一个优势是使得嗜盐古菌在岩盐沉积物和类似的极

端干燥环境中生存下来。还有研究发现，沃氏富盐

菌将基因组 DNA作为遗传物质和磷酸盐多聚物的

储存形式。磷酸盐的稳定储存被认为是生物进化早

期DNA出现的一种驱动力［8］。

2 CRISPR⁃Cas系统简介

2. 1 CRISPR⁃Cas系统的组成

已测序的大多数古菌（约 90%）和部分细菌（约

40%）的基因组中至少存在一个 CRISPR基因座，詹

氏甲烷热球菌（Methanocaldococcus jannaschii）中存

在 18个 CRISPR基因座，是目前报道的拥有最多

CRISPR基因座的原核生物［9］。本实验室在鱼酱碱

线菌（Natrinema gari）J7⁃2的基因组中也发现了 3个
CRISPR基因座［10］。每个 CRISPR基因座包含一系

列被可变序列间隔开的重复序列（repeat），每个可变

序列对应入侵的MGEs上的一个片段。这些可变序

列，称为间隔序列（spacer），形成了对继往感染的遗

传记录，为细胞在同样的MGEs再次入侵时提供保

护。CRISPR序列附近通常有多个保守的蛋白质编

码基因，在 CRISPR介导的免疫过程的不同阶段发

挥作用，命名时通常冠以“Cas”的前缀［2］。

2. 2 CRISPR⁃Cas系统的分类

在 CRISPR⁃Cas系统中，RNA指导的 DNA或

RNA切割是通过效应复合体实现的，后者由一段引

导 RNA（CRISPR RNA，crRNA）和一系列 Cas蛋白

（Class 1，1 类）或 具 有 多 结 构 域 的 单 个 Cas 蛋 白

（Class 2，2类）组成。在这两大类系统中，根据切割

靶核酸的特征性蛋白，可将其各自分成以下类型：1
类 CRISPR ⁃Cas系统包括Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型，2类

CRISPR⁃Cas系统包含Ⅱ型、Ⅴ型和Ⅵ型。根据不

同类型中 CRISPR⁃Cas位点的组成，又可将其分为

几种亚型。CRISPR⁃Cas系统的最新分类包括两大

类、6种类型和 33种亚型［11］。Ⅰ型 CRISPR⁃Cas系
统包含最多的亚型（Ⅰ⁃A~Ⅰ⁃G），是在细菌和古菌

中分布最广的获得性免疫系统。其中，Ⅰ⁃B亚型

CRISPR⁃Cas系统占的比例最高。在Ⅰ型 CRISPR⁃
Cas系统中，只有Ⅰ⁃B亚型保留了原始的 cas基因组

成（cas1⁃cas2⁃cas3⁃cas4⁃cas5⁃cas6⁃cas7⁃cas8），其他亚

型则发生了部分基因丢失和重排。根据 Cas8b蛋白

家族的种类，可以将Ⅰ⁃B亚型分为三个主要分支：

Cas8b1（Hmari）、Cas8b2（Tneap）和 Cas8b3（Myx⁃
an）。在Ⅰ⁃C~Ⅰ⁃G亚型中，cas基因以单个操纵子

的形式表达；而在Ⅰ⁃A和Ⅰ⁃B亚型中，不同的 cas基
因组成两个或两个以上的操纵子，提示其表达调控
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将 更 为 精 密 。 根 据 2015 年 统 计 的 结 果 ，在 含 有

CRISPR⁃Cas系统的微生物中，约有 30%的古菌和

15%的细菌含Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统［12］。目

前，全基因组经过测序的嗜盐古菌大多含Ⅰ⁃B亚型

CRISPR⁃Cas系统。

2. 3 CRISPR⁃Cas系统的工作原理

CRISPR⁃Cas免疫系统分三个阶段起作用：适

应（adaptation）、表 达（expression）和 干 扰（interfer⁃
ence）［2］（图 1）。① 在适应阶段，Cas整合酶复合体

将一段MGEs来源的核酸片段作为新的 spacer整合

到 CRISPR阵列中，在这个过程中 repeat序列也会

发生复制。② 在表达阶段，由前导序列（leader）中

的启动子元件起始 CRISPR基因座的转录，产生的

前体转录本（pre⁃crRNA）在 repeat区域发生切割，形

成加工后的 CRISPR RNAs（crRNAs），每个成熟的

crRNA包含一个完整的 spacer和部分 repeat序列。

成熟的 crRNA与 Cas蛋白结合，形成效应复合体

（effector complex）。③ 在干扰阶段，由效应复合体

中的 crRNA 通过碱基互补配对识别再次入侵的

MGE上的一个特定位点，触发 Cas酶对外源核酸的

靶向切割。

Ⅰ型中的效应复合体称为 Cascade（CRISPR ⁃
associated complex for antiviral defense），由 crRNA
和多个 Cas蛋白组成［13］。Cascade定位到靶 DNA上

后，就会招募Ⅰ型系统的特征性核酸酶 Cas3进行

DNA切割［14］。Cas3蛋白的 N端含有 HD型磷酸水

解酶/核酸酶结构域，C端延伸区中包含保守的 SF2
解旋酶结构域。体外实验证明 Cas3具有单链 DNA
刺激的 ATP酶活性、核酸酶活性和 DNA解旋酶活

性（方向为 3'⁃5'）。研究者们推测 Cas3对双链 DNA

分子的切割是通过先切割第一链，再切割游离出来

的第二链的方式进行的［14］。

通过储存入侵者的序列来编码产生特定的

gRNA，CRISPR⁃Cas系统面临一个潜在的致命因

素：CRISPR阵列中编码 gRNA的 DNA（即间隔序

列），与 gRNA间也存在广泛的互补配对。如果没有

另外的识别机制，每个间隔序列也有可能被判定为

先前的入侵者，导致基因组被攻击。此外，如果

CRISPR系统错误地获取了对宿主 DNA的免疫记

忆，也会伴随着自身免疫的风险。因此，在编码

CRISPR⁃Cas系统的微生物中，无论是适应阶段还

是干扰阶段，都应有特定的识别机制，以区分“自我”

和“非我”。

研究者将天然 CRISPR阵列中的间隔序列在数

据库中比对后发现，同一生物获取的不同间隔序列

的原间隔序列（protospacer）附近存在一个相似度极

高的区域（一般是 2~5个核苷酸），命名为原间隔序

列邻近基序（protospacer⁃adjacent motifs，PAMs）［15］。

效应复合体在检查 gRNA与靶分子的互补性之前，

首先扫描 DNA上是否存在 PAM。能与 gRNA完全

互补配对但缺少 PAM的序列不会被核酸酶攻击。

CRISPR阵列中间隔序列两侧的重复序列上缺乏可

被效应复合体识别的 PAM，从而有效避免自身免

疫。因此，PAM是 CRISPR⁃Cas系统靶向作用发生

的“闸门”。几乎所有 CRISPR系统中核酸酶功能的

激活都需要某种形式的 PAM。然而，不同的 Cas核
酸酶识别的 PAM在序列、长度、复杂性、方向性、与

靶点的距离等方面差别很大。而且，有研究表明，适

应阶段和干扰阶段识别的 PAM并不相同［16］。

3 Ⅰ⁃B亚型CRISPR⁃Cas系统相关机制研究

近 年 来 ，研 究 者 围 绕 嗜 盐 古 菌 中Ⅰ ⁃B 亚 型

CRISPR⁃Cas系统的工作原理，对适应、表达和干扰

三个不同阶段的相关分子机制进行了探索，为后续

应用奠定了理论基础。

3. 1 干扰作用发生的必需条件

干扰作用，即 CRISPR系统对核苷酸序列进行

特异性识别和切割，是与 CRISPR⁃Cas技术应用直

接相关的一环。Fischer等［17］发现 Natrinema gari J7
⁃2中的Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统有 7个不同的

PAM，当原间隔序列上游存在这样的 PAM时才能

触发靶向 DNA切割。这是已研究的 CRISPR⁃Cas
系统中可识别 PAM最多的系统。

种子序列（seed sequence）是指原间隔序列上

PAM近端的序列，通常为 7~12 bp，该区域内间隔

图 1 CRISPR⁃Cas系统工作原理

Fig. 1 Mechanism of CRISPR⁃Cas system
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序列与原间隔序列间的碱基必须严格配对，才能触

发干扰作用。Maier等［18］的研究表明，沃氏富盐菌中

能被靶向切割的 DNA片段需与间隔序列 5'端的前

10个核苷酸匹配（允许在第 6位发生错配）。

除了对原间隔序列上 PAM和种子序列的要求，

干扰作用的实现还依赖于 crRNA的组成。嗜盐古

菌中每个成熟的 crRNA包含中间的间隔序列和两

端被切割后的重复序列，分别称为 5'柄（handle）和 3'
柄（handle）［18］。研究者探究了沃氏富盐菌中不同

crRNA变异体介导干扰反应的活性［19］，结果表明，

3’柄存在缺失或突变的 crRNA依然能够触发干扰

反应，而对 5’柄进行改造则会使 crRNA完全丧失介

导干扰的能力。还有研究发现，在西班牙盐盒菌中，

当间隔序列长度大于 30 bp时，能观察到有效的干扰

作用；而当间隔序列长度缩短到 30 bp以下时，干扰

作用显著减弱直至完全丧失［20］。

在Ⅰ型 CRISPR⁃Cas系统的干扰阶段，Cascade
复合体中的 crRNA与靶 DNA发生碱基互补配对时

形成 R环（R⁃loop），进而对外源 DNA上的靶位点进

行识别。Cascade对靶序列的识别是以方向性地（从

PAM序列起始）形成 R环拉链（R⁃loop zipping）的方

式进行的［21］。一旦遇到错配，R环延伸终止，并以长

度依赖的方式瓦解。R环如果一直延伸到原间隔序

列的末端，则会被锁定，触发 Cas3核酸酶/解旋酶介

导的DNA降解，而不再进行校正阅读。

综上所述，在嗜盐古菌的 CRISPR⁃Cas系统中，

触发成功的干扰作用需要具备如下几个要素：① 可

移动遗传元件上含有能被效应复合体识别的 PAM
和种子序列；② 包含 5'柄、3'柄（部分或完全）和一定

长度间隔序列的 crRNA；③ 效应复合体与原间隔序

列间形成稳定的 R环。

3. 2 crRNA的生物合成机制

在Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统中，由 Cas6蛋白

将 pre⁃crRNA加工成单个 crRNA分子。研究者确

定了地中海富盐菌中 Cas6的切割位点和 CRISPR
序列的转录起始点，发现 Cas6对 pre⁃crRNA的加工

能力从对数早期到稳定期逐步提高，成熟 crRNA的

形成主要是在稳定期［22］。除了 Cas6外，其他 Cas蛋
白也会影响 crRNA的产生和稳定：缺失 Cas1、Cas3
或 Cas4蛋白会导致 CRISPR前体转录本减少，进而

降低成熟 crRNA的含量；而 Cas5和 Cas7蛋白对于

稳定成熟的 crRNA至关重要。

根据现有研究，在嗜盐古菌的Ⅰ⁃B亚型 CRIS⁃
PR⁃Cas系统中，CRISPR前体转录本（pre⁃crRNA）
是组成型表达，Cas1、Cas3和 Cas4蛋白与其在细胞

中稳定存在相关；而 Cas6对 pre⁃crRNA的加工呈现

出生长周期依赖性，其内在的调控机制不明；加工成

熟的 crRNA需与 Cas5和 Cas7蛋白结合，避免被核

酸酶降解。

3. 3 适应发生的条件和过程

CRISPR⁃Cas系统通过获取外源 DNA片段作

为新的间隔序列，建立对入侵者的适应，当外来核酸

再次入侵时，通过序列配对介导靶向干扰。作为

CRISPR⁃Cas系统发挥功能的基础，该系统如何获

取新的间隔序列及 CRISPR阵列的起源，一直是困

扰科学家的难题。

少数 CRISPR⁃Cas系统只需要 Cas1和 Cas2蛋
白完成适应过程，但大部分系统发生适应还需要

Cas4蛋白作为辅助因子，Cas4蛋白在这一过程中所

起的作用不明［23］。最新研究显示，Ⅰ型系统的适应

复合体是通过分阶段组装的方式发挥作用的［24］。在

第一阶段，Cas4与 Cas1组装形成稳定的复合体，对

protospacer进行加工；在第二阶段，由于 Cas1⁃proto⁃
spacer复合体与 Cas2结合的亲和力更强，Cas2通过

竞争性结合取代 Cas4，形成 Cas1⁃Cas2⁃protospacer
三元复合体，完成后续整合过程。

目前，在很多实验室菌株中难以观察到 CRIS⁃
PR⁃Cas系统对纯化病毒的有效适应现象，限制了人

们对该过程发生机制的研究。西班牙盐盒菌中Ⅰ⁃B
亚型 CRISPR 系统是继嗜热链球菌（Streptococcus
thermophilus）的Ⅱ⁃A型系统之后第二个表现出对纯

化病毒高效适应的天然系统［25］。被病毒HHPV⁃2感
染后，西班牙盐盒菌能够从病毒基因组上有选择地

获取间隔序列。在Ⅰ⁃B亚型 CRISPR系统中，适应

的发生除了需要 Cas1、Cas2和 Cas4蛋白，还需要

Cas3和至少部分 Cascade中的蛋白，且要求宿主的

CRISPR阵列中存在一个能与病毒序列部分或完全

匹配的间隔序列。同时，为了避免获取自身的 DNA
片段，嗜盐古菌中还存在着相应的识别机制。在完

全匹配的目标序列上游，还需要一个功能性 PAM才

能启动适应过程，该机制称为引发适应（priming ad⁃
aptation）［26］。

引发适应是间隔序列获取的主要途径，至少是

对于分布最广的Ⅰ型系统而言。引发适应是由一段

与外源 DNA完全或部分配对的 crRNA指导的，研

究 者 对 于 该 过 程 中 起 指 导 作 用 的 crRNA（引 发

crRNA）的可塑性进行了研究［20］。在西班牙盐盒菌

中，3'柄完全去除并不影响引发适应，但严重削弱了

crRNA的稳定性和干扰作用；而 5'柄上邻近 spacer
的 6个核苷酸是引发适应必需的保守序列。
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在验证适应发生条件的同时，研究者还对该阶

段中间隔序列整合的分子机制进行了解析。在新的

spacer 整 合 到 CRISPR 阵 列 上 时 ，邻 近 前 导 序 列

（leader）的 repeat被准确复制。据此，人们猜测在细

胞中存在控制 repeat长度的“分子标尺”［3］。研究人

员在西班牙盐盒菌中发现，对 30 bp的重复序列进行

精确复制时需要两个位于重复序列中间的保守基序

AACCC和 GTGGG［27］。AACCC基序定位在 leader
⁃repeat接合位点的下游~10 bp处，这里通常是重复

序列复制起始的地方。重复序列复制终止序列通常

与 GTGGG基序相隔一定的距离，可能是作为分子

标尺的锚点。改变这两个基序间的距离将使复制产

生的重复序列长度发生变异。获取复合体可能是通

过识别这些重复序列中间的元件，来决定间隔序列

整合时复制的重复序列DNA的长度。

尽管已有研究证实间隔序列的大小是由适应复

合体的结构决定的，天然 CRISPR阵列中的间隔序

列长度并不完全相同［28］。研究者在西班牙盐盒菌的

Ⅰ⁃B亚型 CRISPR系统中探究了这种异质性的成

因［29］。在病毒感染后，菌株获取的 37，957个新的间

隔序列间存在显著的大小差异，这种差异表现出序

列依赖性。spacer 3'端（PAM远端）的第三位核苷酸

偏好胞嘧啶，突变原间隔序列上的这一位点将改变

最终间隔序列的大小。另外，由 PAM不准确识别引

起的 spacer 5'端（PAM近端）滑动也会改变间隔序列

的大小。上述结果表明，PAM⁃protospacer序列的两

端都存在不同程度的核苷酸选择性，在一定程度上

对适应复合体的结构标尺进行微调，共同决定间隔

序列的大小。

到目前为止，嗜盐古菌中Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃
Cas系统发生适应的条件和过程已基本研究清楚。

适应的发生需要两步组装的适应复合体（Cas1 ⁃
Cas4/Cas2）、Cas3和效应复合体 Cascade（或其中部

分蛋白），在 PAM下游能与引发 crRNA配对的原间

隔序列的作用下启动间隔序列的加工、捕获和整合

过程。在间隔序列整合阶段，由重复序列中的保守

基序介导其自身的准确复制，而 PAM⁃protospacer
两端的序列将影响整合的间隔序列的长度。

在嗜盐古菌的Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统中，

适 应 和 干 扰 反 应 均 需 要 成 熟 crRNA 的 参 与 ，而

crRNA的加工成熟主要是在稳定期，说明 CRISPR⁃
Cas系统的活性也随着稳定期的到来而提高。对

此，可以作出如下猜测：在对数生长期，细胞代谢旺

盛，抵抗噬菌体侵染的能力最强，而在这个时期高表

达 CRISPR⁃Cas系统对其而言是巨大的代谢负担，

不利于细胞快速生长分裂；而进入稳定期后，菌体密

度达到最大，细胞活力下降，有害代谢产物积累，易

受噬菌体侵染，此时大量成熟的 crRNA与 Cas蛋白

结合形成效应复合体，为宿主提供有效的免疫保护。

4 Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统在遗传操作中的

应用

4. 1 基因编辑

应用内源性 CRISPR⁃Cas系统进行基因编辑的

简 便 性 在 于 ，只 需 要 在 细 胞 中 表 达 特 定 的 引 导

RNA，而不需要额外表达 Cas蛋白，避免了异源表达

蛋白带来的细胞毒性。图 2显示了应用嗜盐古菌的

CRISPR⁃Cas系统进行基因编辑的原理［30］。采用的

基因编辑质粒（pGE）包含一小段人造 CRISPR序列

和不含靶序列的供体 DNA。细胞接受质粒后会走

向两种命运：野生型细胞的染色体会成为 CRISPR
攻击的对象，造成细胞死亡；而位点发生变异的细胞

将免受 CRISPR攻击，存活下来成为平板上的转化

子。在突变体中，供体DNA序列替换了原来基因组

位点的 DNA序列，从而定向引入基因敲除、基因敲

入和基因原位标记。

在不同的嗜盐古菌中应用上述原理进行基因组

编辑时显示出不同的效果。在沃氏富盐菌中利用其

Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统敲除一个与色素生成相

关的非必需基因 crtI后，CRISPR⁃Cas系统介导的自

靶向作用不能诱导靶位点发生预期变异［31］。而在另

一种同为多倍体嗜盐古菌西班牙盐盒菌中，由Ⅰ⁃B
亚型 CRISPR⁃Cas系统介导的自靶向显示出较高的

细胞毒性，能有效诱发同源重组，在绝大多数的转化

子中实现精确的基因编辑［32］。

两种嗜盐古菌对于 CRISPR介导的自靶向作用

显示出不同的耐受性，可能与其染色体多倍性的差

异有关。在对数生长期，沃氏富盐菌中的染色体高

达 18个拷贝，而同样时期的西班牙盐盒菌中染色体

只有 8个拷贝［32，33］。在染色体拷贝数较高的嗜盐古

菌内，大量存在的自身模板将介导有效的DNA重组

修复，和 CRISPR⁃Cas系统介导的自靶向作用相互

抵消，难以实现外源模板与原基因组序列间的替换。

因此，在对多倍体嗜盐古菌进行基因编辑时，需结合

其染色体多倍性的情况调整具体方案。

4. 2 基因表达调控

CRISPR⁃Cas系统已被开发为基因沉默工具，

称 为 CRISPR 干 扰（CRISPR interference，CRIS⁃
PRi）。在这项技术中，效应复合体在 crRNA的指导

下结合到特定位点（如启动子）上，对 RNA聚合酶形

成空间位阻，从而抑制基因表达［2］。随着古菌分子
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生物学研究的发展，迫切需要类似的转录调控工具

来验证必需基因的生物学功能。嗜盐古菌沃氏富盐

菌中的研究表明，在敲除 cas3和 cas6b基因的菌株

中，其Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统能介导有效的转

录抑制［34］。该抑制效果与靶位点的选择有关，靶向

启动子区域时的抑制效果优于靶向开放阅读框，靶

向模板链时的抑制效果优于靶向编码链。质粒和染

色体上的基因、单顺反子或者是操纵子的一部分，都

可以成为调控的对象。

5 总结和展望

目前，嗜盐古菌中Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统

的分子机制已得到了较为全面的解析。Ⅰ⁃B亚型

CRISPR⁃Cas系统作为自然界中分布最广的 CRIS⁃
PR⁃Cas系统，其分子机制的研究成果将更加具有普

遍性和代表性。

Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统作为遗传操作工具

有两大突出优势：（1）更多的可识别 PAM。PAM的

要求常常限制了基因编辑位点的选择，嗜盐古菌中

的 Cascade复合体能识别多个 PAM（如沃氏富盐菌

中的 Cascade能识别 7个 PAM），在位点的选择上有

更高的灵活性。（2）更低的脱靶效率。与应用最为广

泛的 CRISPR/Cas9系统相比，Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃
Cas系统的引导 RNA与靶位点间存在更长的配对

区域，从而具备更高的靶点特异性，有效降低脱靶效

率。因此，无论是应用在编码这类系统的生物（如嗜

盐古菌）中，还是作为外源性 CRISPR⁃Cas系统应用

在其他生物中，Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统都是极

具应用潜力的遗传操作工具。

应该指出的是，Ⅰ⁃B亚型 CRISPR⁃Cas系统的

作用机制中还有一些重要问题有待解决。例如，适

应阶段和干扰阶段分别有哪些 Cas蛋白参与并采取

何种方式对 PAM进行识别？效应复合体与靶分子

形成 R环后如何招募 Cas3蛋白对靶 DNA进行降

解？既然引发适应需要一段与外源 DNA完全或部

分匹配的 crRNA，那么 CRISPR阵列中的第一个间

隔序列如何被获取？对这些问题的进一步研究及合

理解释将深化人们对 CRISPR⁃Cas系统的认识并促

进其在基因编辑方面的应用。
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