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摘要: 近年来ꎬ细菌耐药性问题在全球范围内日益严重ꎬ世界各地不断出现各种新型耐药基因及“超级细菌”ꎬ以此形成的细

菌耐药性污染已成为威胁全球公共卫生与环境安全的重大问题ꎮ 目前除了在管理上规范合理用药和限制抗生素排放ꎬ应探

讨抵御细菌耐药的分子机制ꎬ有效地从根本上遏制细菌耐药的产生ꎮ CRISPR 系统作为一种天然免疫系统ꎬ可用来对抗入侵

的外源性遗传物质ꎬ其结构和功能与细菌耐药及毒力因素密切相关ꎬ深入分析两者的关系有助于更好地理解细菌耐药机制ꎬ
为防治细菌耐药提供了新的方向ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: In recent years, the global problem of bacterial resistance is growing. The propagation and proliferation
of the bacterial drug resistance has become a major problem in a serious threat to global public health and environ￣
mental safety, and meanwhile new types of resistance genes and “Super Bacteria” are continuously worldwide e￣
merging. In addition to regulating the rational use of drugs and limiting antibiotic discharge policies, the stepwise
entry on the way of fundamental prevention of bacterial resistance is understanding the mechanism of bacterial re￣
sistance. CRISPR system is a kind of natural immune system in bacteria, which can be used against exogenous
DNA, and therefore, the structure and function of CRISPR is closely related to bacterial resistance. The in￣depth a￣
nalysis of the relationship between CRISPR and bacterial resistance will contribute to a significative understanding
of the mechanisms of bacterial resistance, and will provide a new strategy to prevent bacterial resistance.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: antibiotics; CRISPR/Cas; bacterial resistance; horizontal transfer; virulence gene



２　　　　 生 态 毒 理 学 报 第 13 卷

　 　 目前环境中耐药细菌及基因普遍传播ꎬ引起细

菌耐药污染问题受高度重视ꎬ各界学者对环境中细

菌耐药的研究也日益增多ꎮ 细菌耐药主要由质粒、
整合子等可移动遗传元件转移获得进而传播扩散ꎬ
且毒力或耐药基因可能通过水平转移到致病菌上ꎬ
甚至会引起新型传染病的暴发和流行ꎬ由此产生的

“超级”耐药菌时刻威胁着人类健康ꎮ 面对外源遗

传物质(如噬菌体和质粒)的侵入ꎬ细菌自身进行抵

御形成一个针对这些外源遗传物质入侵的免疫系

统ꎬ成簇的规律间隔的短回文重复序列 (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats,
CRISPR)及相关基因(CRISPR￣associated, Cas)组成的

系统(CRISPR/Cas)具有一类独特的结构ꎬ大多分布

于细菌和古细菌基因组中[1]ꎮ 早期 Moineau 教授在

Nature 期刊上发文提到ꎬ一些细菌将携带抗性基因

的核酸片段重组到基因组中ꎬ导致细菌丧失接受质

粒嵌入的特性ꎬ意味着细菌获得了对耐药基因的免

疫能力ꎬ可以抵御细菌耐药性ꎮ 总言之ꎬCRISPR 系

统建立了一套特异性的防御体系ꎬ能够有效防御外

源遗传物质的侵入ꎬ确保本身遗传信息的完整性ꎮ
当前针对 CRISPR/Cas 系统如何防御细菌耐药

的研究尚少ꎬMarraffini 等[2￣3] 发现通过靶向 DNA
CRISPR 系统干扰某特定葡萄球菌耐药基因水平转

移ꎬ限制耐药致病菌的传播扩散ꎬ但其机制尚不清

楚ꎬ现 CRISPR/Cas 进化对水平基因转移有抑制作

用的直接证据尚且缺乏[4]ꎮ 值得关注的是研究发现

为了在环境压力影响下生存的一些缺少 CRISPR 系

统的菌株更容易获得耐药基因ꎬ并且缺少 CRISPR
系统会导致细菌更容易受到噬菌体的攻击ꎬ这一矛

盾体现在不同种类的细菌中 CRISPR 系统与细菌耐

药性的关系千差万别ꎮ

１　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统简介及作用机制

CRISPR/Cas 系统大致由 CRISPR、前导序列以

及 Cas 蛋白三部分共同构成(图 1)ꎮ CRISPR 由多个

重复序列(Repeat)和间隔序列(Spacer)组成ꎮ 其中前

导序列与重复序列相连ꎬ可以识别新的间隔序列ꎬ启
动前￣crRNA(CRISPR RNAs)的转录ꎮ Cas 基因家族

� 具有多种基因亚型ꎬ位于 CRISPR 位点附近ꎬ用于编

码 CRISPR 的相关蛋白质ꎬ且通过 tracrRNA (trans￣
activating crRNA ) 将 crRNA 前体修饰为成熟的

crRNA 并与 crRNA 协同作用ꎬ共同构筑细菌的免疫

屏障ꎮ CRISPR 的间隔序列在相同或者不同菌种间

都会存在差异ꎬ并且多样性较高[5￣6]ꎮ
Cas 基因作为 CRISPR 相关蛋白基因ꎬ一般来

� 说每种 CRISPR/Cas 系统包含 4 ~ 10 个 cas 基因ꎬ串
� 联排列成 cas 基因簇[7]ꎮ 由于不同的获取形式、来源

� 等使间隔序列具有多态性ꎬCRISPR/Cas 系统由多个

Cas 蛋白串联构成的复合体来产生免疫性ꎮ 由于

� Cas 基因数量和序列的不同ꎬCas 蛋白具有多种差异

� 类型ꎮ CRISPR/Cas 一般分为 3 个类型:系统 I、II 及

III [8￣10]ꎮ 截止 2016 年的统计ꎬ在古细菌和细菌中发

图 １　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 的组成结构

Fig. 1　 The composition structure of CRISPR/Cas

表 １　 ＣＲＩＳＰＲ 系统在微生物中的分布

Table 1　 Distribution of CRISPR system in microorganisms

菌株

(Strains)
CRISPRs

携带 CRISPRs 的菌株

(Strains with CRISPRs)

未检测到 CRISPRs 的菌株

(Not detected CRISPRs strains)

古细菌 (Archaea) 232 870 202 30

细菌 (Bavteria) 6 782 8 069 3 059 2 065

总共 (Total) 7 014 8 939 3 261 2 095
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现 8 939 种不同的 CRISPR 系统ꎬ约 45.1% 的细菌内

含有 CRISRP 系统(表 1)ꎮ CRISPR/Cas 系统作为抵

御外界的免疫系统ꎬ可从侵入的外源遗传物质中插

入新的间隔序列ꎬ当同一外源基因再次入侵时ꎬ会靶

向裂解外源基因ꎬ从而抵抗噬菌体感染、限制质粒的

接合转移等ꎬ为细菌提供特异性的免疫屏障[11￣13]ꎮ
CRISPR/Cas 免疫系统作用机制分三步(图 2):

(1)适应阶段ꎬ主要获取 CRISPR 间隔序列ꎮ CRISPR
系统会在前导序列与第一段重复序列之间插入一段

与外源性基因片段(原间隔序列 protospacer)同源的

短 DNA 片段ꎬ每一次插入都会伴随重复序列的复

制ꎬ形成新的重复间隔单元[14￣15]ꎮ(2)表达阶段ꎬ主要

是 crRNA 前 体 的 转 录 与 crDNA 的 加 工 阶 段ꎮ
CRISPR 将会被转录成一段长链的 CRISPR RNA
(crRNA)前体(pre￣)ꎬ并且这一前体在重复序列处将

会被剪切ꎬ随后被 Cas 内切酶加工成小 crRNAꎮ 与

� Cas 蛋白结合形成 Cas/crRNA 作用复合体[16]ꎮ(3)干
� 扰阶段ꎬ最后阶段靶向定位与裂解外源性基因ꎮ

crRNA 作为 Cas/crRNA 作用复合体的导向ꎬ配合寻

找同源的外源 DNA 靶标ꎬ如果 crRNA 与前间区序

列完成互补配对ꎬ靶标将被作用的复合体降解ꎮ

图 ２　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 免疫系统的作用机制

Fig. 2　 The mechanism of CRISPR/Cas immune system

　 　 基因组编辑技术用于编辑已知的 DNA 序列ꎬ
通过增加、删除基因来实现基因功能的激活或者抑

制ꎬ其中 CRISPR/Cas 技术是继锌指核酸酶 (ZFN)、
ES 细胞打靶和 TALEN 等技术后用于定点构建基

因敲除的最新基因编辑技术方法ꎬ且有效率高、速度

快及定位精确的特点ꎬ目前该技术成功应用于人类

细胞、斑马鱼、小鼠以及细菌的基因组精确修饰ꎮ 在

医疗方面主要以 CRISPR/Cas9 作为“基因剪刀”用

于基因编辑ꎮ 目前有学者研究发现 CRISPR 系统能

够限制质粒的接合转移从而抑制耐药的产生及传播

扩散ꎮ 然而对于 CRISPR 系统与细菌耐药及毒力的

调节机制方面的研究尚少ꎬ且研究结论也不尽相同ꎮ

２　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 与细菌耐药的关联

目前ꎬCRISPR 系统已广泛应用在细菌、斑马

鱼、鼠和人等基因组的修饰编辑中ꎬ尤其对 CRISPR/
Cas 与耐药的关系的研究逐渐深入ꎮ 近几年来ꎬ抗
生素的残留作为环境压力影响环境中耐药基因的产

生、传播与扩散ꎬ微生物为了利于生存通过水平转移

等方式获得耐药性ꎬ从而增加细菌的生存优势ꎬ这些

耐压基因在环境菌群中的进一步传播对公众健康造

成了严重的威胁ꎬ并且研究发现这些环境中大多数

耐药细菌缺少 CRISPR/Cas 系统ꎮ 少数耐药菌株含

有 CRISPR/Cas 系统ꎬ这可能是由于间隔序列相应

靶序列即原间隔序列发生突变ꎬ或者基因重组导致

间隔序列丢失ꎬ导致 CRISPR/Cas 系统失效ꎬ该失效

的系统与耐药基因得以共存ꎮ 研究推测在抗生素选

择长期压力下ꎬ细菌为了平衡适合度代价ꎬ细菌优先

获得耐药基因ꎬ保证其生存ꎮ 然而无外界环境压力

或压力较低时ꎬCRISPR/Cas 系统可抵抗外源基因的

侵入进行免疫防御ꎬ保证细菌自身遗传物质的完整

及稳定性ꎮ
目前ꎬ研究人员把靶向特定耐药基因(例如编码

抗 β￣内酰胺类抗生素的 NDM￣1、SHV￣18 基因)序列

的 gRNAꎬ通过构建的 2 种载体(如携带 CRISPR 元

件的基因工程菌或注入 CRISPR 基因的噬菌体颗

粒)将其导入细菌中ꎬ对含有的耐药性和致病性的基

因进行定位剪切ꎬ使其失活ꎬ进而使携带有害基因的

细菌死亡ꎮ Bikard 等[17]构建了以受体菌上一段耐药

基因为靶标的 CRIPSR 元件ꎬ将携带此元件的质粒

转入受体菌后导致了细菌的死亡ꎮ 近期ꎬ有学者通

过利用 CRISPR 系统的免疫抵御机制ꎬ能够特异性

地去除几乎所有携带 NDM￣1 的细菌ꎬ并且成功地

靶向了另一种编码 SHV￣18 的抗性基因和肠道出血

性大肠杆菌中的一个毒力因子[18]ꎮ 此外ꎬ基于遗传

标记技术ꎬ有研究已经证实利用 CRISPR 系统可以

从混合菌群中特异性去除某种细菌ꎬ由此为“微生

物组编辑”的应用开辟了一种新思路和方法ꎮ Alex
等[19]对铜绿假单胞菌中 CRISPR/Cas 系统发育分布

的研究发现ꎬCRISPR/Cas 系统能够获取耐药基因ꎬ
在重塑辅助基因组分布方面具有重要作用ꎮ 我国学

者薛泽润[20]对志贺菌中 CRISPR 的分布及结构分析

发现ꎬCRISPR 系统在志贺菌中是普遍存在的ꎻ不同

时间分离出的志贺菌中 CRISPR 位点间隔序列分布

存在一定差异ꎬ且发现 Cas2 基因的这种差异与志贺
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� 菌的耐药程度具有一定相关性ꎮ 王琳琳等[21]对志贺

菌 CRISPR/Cas 系统的研究发现ꎬ多重耐药的志贺

菌中ꎬCRISPR 系统中的间隔序列数目均较少ꎬ且
CRISPR/Cas 系统中发现多种插入序列ꎬ同时发现

CRISPR 间隔序列数目较少而相应携带耐药基因的

数量却较多ꎬ经过接合转移诱导细菌耐药后ꎬ相关的

Cas 基因碱基发生突变ꎬ充分证明志贺菌的耐药性与

� CRISPR 系统中重复序列的变异和间隔序列的多样性

有关ꎮ 此外ꎬ蔡银强等[22]对沙门菌中的 CRISPR 系统

与耐药性的研究发现ꎬ该菌种存在 2 个稳定的

CRISPR 位点ꎬ沙门菌利用它们能够抵御外源遗传物

质的入侵ꎬ同时还可介导本身表型改变及基因亚类

的进化ꎮ Zhang 等[23]经无抗生素压力传代 90 次后ꎬ
多数 志 贺 菌 CRISPR3 位 点 的 结 构 发 生 改 变ꎬ
CRISPR3 位点与 cas 基因可能存在共进化ꎬ其中部分

� 志贺菌对抗生素的敏感表型有不同程度的增加ꎮ 近

期 Kang 等[24]利用基因编辑手段将基于聚合衍生化的

CRISPR 纳米复合物用于靶向细菌病原体和抗生素

抗性ꎬ取得了一定效果ꎮ Müller 等[25] 利用 CRISPR/
Cas9 与 DNA 图谱结合的手段鉴定单质粒上的抗生

素抗性基因ꎮ 综上所述ꎬCRISPR 系统与细菌耐药

间存在直接关系ꎬ为以后防止细菌耐药提供了重要

参考ꎮ
２.１　 CRISPR/Cas 对耐药转移传播的影响

细菌耐药以水平转移方式为主的基因相互传

递ꎬ导致细菌耐药性的传播扩散[26￣27]ꎮ 之前有研究

对强毒的 MRSA USA300 菌株进行测序分析ꎬ发现

细菌 CRISPR 位点中的间隔序列是由基因的水平转

移获得的ꎬ外源遗传物质如质粒 DNA 的基因序列

整合到 CRISPR 位点ꎬ重新获得新的间隔序列从而

产生耐药性ꎮ 此外ꎬPalmer 和 Gilmore[28]对多重耐药

的肠球菌的 CRISPR 系统分析发现ꎬ多耐药肠球菌

均缺 乏 CRISPR/Cas 系 统 元 件ꎬ 暗 示 细 菌 中 的

CRISPR/Cas 系统可能对阻碍耐药传递具有重要作

用ꎮ 另外对非致病的表皮葡萄球菌的研究发现ꎬ大
多数菌株缺乏 CRISPR 序列ꎬ而从临床环境分离的

RP62a 表皮葡萄球菌株含有 CRISPR 序列ꎬ可在一

定程度上抵御外源性基因的入侵[29]ꎮ 进一步研究间

隔序列是否能阻止质粒向 RP62a 表皮葡萄球菌转

移ꎬMarraffini 等[2]研究者将金黄色葡萄球菌中携带

β￣内酰胺质粒 pG0400 的相关核苷酸内切酶位点基

因沉默ꎬ产生突变型 pG0ꎬ之后将野生型及突变型

pG0 均转入 2 种表皮葡萄球菌ꎬ结果发现转到没有

CRISPR 结构的菌株中的这 2 种质粒的接合效率相

近ꎬ这说明 CRISPR 系统可以限制从金黄色葡萄球

菌转移至表皮葡萄球菌的抗性质粒接合转移ꎬ该影

响机制由靶 DNA 直接介导ꎬ其特异性取决于间隔

序列与质粒序列的一致性ꎬ表明细菌中 CRISPR 序

列可通过阻碍水平转移来抵御细菌耐药性的传播扩

散ꎮ 这种平衡发生于 CRISPR/Cas 系统的免疫抵御

机制与耐药基因水平转移之间ꎬ基于 CRISPR 系统

主要抑制基因在细菌间转移的功能ꎬCRISPR 系统

可以更清楚了解细菌耐药谱型ꎬ明确细菌基因的水

平转移情况ꎬ通过对其结构的修饰了解限制耐药菌

株传播的分子响应ꎬ为有效防控耐药细菌的传播扩

散提供新的思路ꎮ
２.２　 CRISPR/Cas 对致病性毒力基因的控制

CRISPR 系统在免疫防御过程中遇到外源性基

因产生新间隔序列可能导致细菌毒力的改变ꎮ 其中

细菌获得毒力和产生致病性一般主要通过噬菌体感

染引起ꎬ如具有致病性的菌株霍乱弧菌、链球菌和金

黄色葡萄球菌等均含有编码毒力因子的温和噬菌体

基因ꎬ同时发现这些细菌的 CRISPR 间隔序列与噬

菌体 序 列 之 间 产 生 相 互 排 斥ꎬ 表 明 细 菌 中 的

CRISPR 免疫系统可以通过抵御具有毒性的噬菌体

入侵ꎬ干扰毒力因子在细菌间传播ꎮ 最近ꎬ Yang
等[30]对 32 株金黄色葡萄球菌中确定的 CRISPR 位

点分析发现ꎬCRISPR/Cas 系统可限制细菌毒力因素

的传播扩散ꎮ 之前有研究构建了靶标为荚膜基因的

肺炎链球菌 CRISPR 系统的感染模型ꎬ荚膜基因是

肺炎链球菌的毒力基因ꎬ结果发现ꎬCRISPR 系统防

御干扰有效抑制了携带荚膜基因的质粒进入无毒菌

株ꎬ从而避免携带有毒力基因的菌株向无毒菌株的

水平转移ꎬ抑制了毒力株的产生[17]ꎮ 而 Nozawa
等[31]对链球菌中 CRISPR/Cas 系统的分析发现ꎬ
CRISPR 通过使噬菌体介导的毒力基因的转入ꎬ导
致了这些菌株产生致病性ꎬ进一步对 13 株化脓性链

球菌基因组测序ꎬ发现部分菌株 CRISPR/Cas 系统

中缺失 cas 基因ꎬ部分 CRISPR 位点的间隔序列与其

他研究菌株间存在差异ꎬ暗示了噬菌体基因的高感

染率可能与 CRISPR/Cas 系统的特异性有关ꎮ Yosef
等[32]研究空肠弯曲菌强毒株的 CRISPR 系统ꎬ分析

发现其 CRISPR 序列较短或完全缺失与细菌毒力增

强息息相关ꎬ可导致严重肠道炎和感染后严重的并

发症ꎮ 同样ꎬ对肠球菌 CRISPR 结构的研究发现

cas1 基因的缺失会导致致病岛的增多[32]ꎮ 此外ꎬ有
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� 研究发现 CRISPR/Cas 系统可以降低细菌的毒力ꎬ
其主要利用反义 RNA 作用影响免疫原性膜蛋白的

表达ꎬ只是该毒力调节作用所需的 RNA 分子在不

同细菌间千差万别[33]ꎮ
通过对多种致病菌 CRISPR 序列及毒力编码基

因的大量研究发现ꎬCas9 基因是 CRISPR/CAS 系统

中细菌毒力调控的关键因子[8,34]ꎮ 鉴于之前的研究

启示ꎬ原理上如果生产一种 CRISPR 元件以毒力或

抗性基因作为靶标的基因药物ꎬ它不仅能杀灭携带

靶标的耐药菌株或者致病菌ꎬ还能防止耐药或毒力

基因的传播扩散ꎬ从而预防致病菌的大规模感染ꎬ同
时也能治疗被致病菌感染的人群ꎮ 基于假设ꎬ研究

者们构建了 2 种不同的载体保证 CRISPR 元件进到

细菌中ꎬ即基因工程菌质粒上携带着 CRISPR 基因ꎬ
以及噬菌体颗粒结合细菌并具有 CRISPR 基因ꎬ研
究成功将携带 CRISPR 基因的这 2 种载体转移到耐

药菌群中ꎬ并随后将 CRISPR 元件转移到一种受感

染的大蜡螟(waxworm)幼虫体内ꎬ结果促进了幼虫

的生存ꎮ 目前研究人员正在将此方法用于小鼠测

试ꎬ预想这一方法可治疗感染或是有针对性地除去

患者体内有害的细菌[18]ꎮ 目前这种设想还存在着诸

多需要解决的问题ꎬ但如果设计成功ꎬ那么这种药物

所具有的高度特异性可完全替代其他抗菌剂[35]ꎮ
目前研究发现通过利用 CRISPR/Cas9 在细胞

DNA 中的突变抑制病毒复制ꎬ仍会有些突变会促进

病毒产生耐药性ꎬ因此 CRISPR/Cas9 抗病毒疗法靶

向多个病毒 DNA 区域显得非常重要ꎮ Wang 等[36]

研究发现当通过靶向疗法杀灭许多病毒时ꎬ总会有

一些病毒逃脱 CRISPR/Cas9 的杀灭作用产生耐性ꎬ
对逃脱的病毒 RNA 进行测序ꎬ意外发现大部分的

病毒突变都位于 Cas9 促进 DNA 断裂的位点附近ꎬ
导致 cas9 无法进行序列的识别ꎬ因此面对这些耐药

� 性病毒的持续复制ꎬCRISPR/Cas9 技术用于抵御病

毒的感染ꎬ仍需克服一些限制ꎬ如利用 CRISPR/Cas9
或除 Cas9 以外的其他酶类来靶向作用多个位点ꎮ
另外ꎬ有研究表明 CRISPR/Cas 系统可以专门针对

和切割保守区域的乙肝病毒基因组ꎬ从而导致病毒

基因表达和复制的鲁棒抑制[37]ꎮ Van Diemen 等[38]

研究人员发现 CRISPR/Cas9 编辑能够高效地破坏

人巨细胞病毒 HCMV 复制ꎬ并且研究组设计出多种

gRNA 能够降低导致唇疱疹和疱疹性角膜炎的 1 型

单纯疱疹病毒 (HSV￣1)的复制ꎬ当将其中的 2 种

gRNA 组合使用ꎬ同时靶向 2 种必需基因时ꎬ能够完

全抑制 HSV￣1 复制ꎮ 基于目前的研究成果ꎬCRISPR/
Cas9 技术应用于人类疾病的治愈指日可待ꎮ
２.３　 CRISPR/Cas 对细菌生物膜的影响

无论是工业、临床还是生态环境系统中ꎬ细菌生

物膜作为细菌的主要生长型ꎬ常常导致一些顽固的

细菌感染ꎮ 其中细菌群体感应是生物膜表型的主要

表达方式ꎮ 狭小的细胞间隙ꎬ为基因在细菌间的水

平转移提供了理想的环境ꎮ 一般自然条件下ꎬ微生

物有 2 种生长状态:浮游和生物膜ꎬ细菌形成生物

膜ꎬ细菌群体感应会提高抗生素的耐受性[39]ꎮ 研究

表明抗生素的外界压力下细菌易形成生物膜ꎬ增加

胞外多糖的含量ꎬ同时影响稳定细菌生物膜的三维

结构[40]ꎮ Zegans 等[41]发现宿主体内 CRISPR 系统的

存在对生物膜形成具有抑制作用ꎬ同时降低了细菌

群聚运动能力ꎬ且 cas 基因的亚类ꎬ如 cas1 可编码整

� 合酶ꎬ 可能参与新噬菌体 DNA 序列入侵细菌

CRISPR 系统的过程ꎬ因此影响了细菌生物膜的形

成及群聚运动等生理反应ꎮ CRISPR 介导的细菌生

物膜的形成和群聚运动能力是限制噬菌体在细菌间

传播的重要机制ꎬ即被噬菌体感染的细菌将自己从

生物膜及其他群体行为中隔离ꎬ这在防预细菌致病

性大范围感染方面起重要作用ꎮ Palmer 等[42]的研究

表明ꎬ铜绿假单胞菌生物膜的形成与 CRISPR 特异

性插入序列有关ꎬCRISPR/Cas 系统的存在抑制了细

菌生物膜的形成ꎬ推测该特异性插入序列转录形成

反义 RNAꎬ从而导致其生物膜的形成受到抑制ꎬ这
说明 CRISPR/Cas 系统可调节细菌生物膜形成ꎮ

另外ꎬ细菌被巨噬细胞吞噬后ꎬ吞噬体中的多种

抗菌物质及固有免疫反应对其均具有杀伤作用ꎬ而
该菌株 CRISPR/Cas 系统中的 cas9、 tracrRNA 等作

� 为调节因子ꎬ使其逃避宿主的抗菌作用ꎮ 之前研究

人上皮细胞模型发现 cas9 基因在脑膜炎奈瑟菌吸

� 附于宿主细胞表面并侵入宿主细胞的过程中承担重

要角色[43]ꎮ 另外ꎬcas9 基因的存在对空肠弯曲菌吸

� 附入 侵 宿 主 结 肠 上 皮 细 胞 也 同 样 关 键ꎬ 表 明

CRISPR/Cas 系统在细菌感染宿主过程中发挥重要

作用ꎮ

３　 展望

CRISPR/Cas 系统更新了对细菌功能调节的认

识ꎬ为防治细菌耐药的提供了新的方向ꎬ为医疗行业

有效免疫治疗提供手段ꎮ 目前针对 CRISPR 系统的

应用正如火如荼地进行中:间隔序列显现了细菌与

噬菌体等外源 DNA 的相互过程ꎬ根据 CRISPR 位点
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中间隔序列的组成和排列顺序ꎬ可以用来对细菌分

型ꎮ CRISPR 位点间隔序列的多态性反映出细菌的

进化历程ꎬ可用于研究不同细菌之间的亲缘关系ꎮ
目前已有研究者利用这一特性对炭疽芽胞杆菌、一
些芽胞杆菌等进行分型与鉴别[44]ꎻCRISPR/Cas9 作

为“基因剪刀”是目前一种热点的基因组定点编辑

技术ꎬ该技术成功应用于微生物、斑马鱼和小鼠等动

物以 及 人 类 细 胞 的 基 因 组 的 精 确 修 饰ꎻ 利 用

CRISPR 系统的免疫干扰功能抵御噬菌体ꎬ目前已

将其利用到抵御噬菌体对嗜热链球菌的破坏ꎮ 在近

期的一项重大研究上已使用 CRISPR/Cas9 工具剪

切掉 CD163 基因中与猪蓝耳病病毒感染有关的小

部分片段ꎬ培育出多头转基因猪ꎮ 对这些猪细胞的

检测发现ꎬ其对 2 种能引起猪繁殖与呼吸综合病症

的子病毒具有完全抵抗力ꎬ从而能阻止感染和传

播[45]ꎮ 利用 CRISPR/Cas 系统控制耐药基因在细菌

水平转移、细菌基因组编程应用、细菌的新表型获

得ꎬ为以后分子生物领域研究提供重要的基因工具ꎮ
CRISPR 系统越来越受关注成为广大学者的研究对

象ꎬ并且 CRISPR 系统研究已取得了显著成果ꎬ利用

CRISPR 技术对病原微生物的改造ꎬ对病毒感染的

抑制ꎬ对人类感染性疾病的防治有重大意义ꎬ未来

CRISPR 系统会在人类健康和医学发展方面将给我

们更多惊喜ꎮ

通讯作者简介:毛大庆(1970￣)ꎬ男ꎬ理学博士ꎬ副教授ꎬ主要研

究方向为耐药基因的人体健康效应ꎬ发表学术论文 50 余篇ꎮ
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