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CRISPR-Cas 系统与细菌和噬菌体的共进化 
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摘要: 细菌在适应噬菌体攻击的过程中, 进化了多种防御系统, 噬菌体在细菌的选择压力下, 也在不断进化反 

防御策略, 双方的这种进化关系与发生机制一直尚不完全清楚。近年在细菌和古细菌中发现一种新的免疫防御

系统, 即 CRISPR-Cas(clustered regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR-associated system)系统。

在对其功能和作用机制深入研究的同时, 也不断地揭示了细菌和噬菌体之间的共进化关系。为此, 文章在介绍

原核细胞中 CRISPR-Cas 系统介导的免疫机制基础上, 重点综述了 CRISPR 系统在细菌和噬菌体进化中的作用。 
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CRISPR-Cas system and coevolution of bacteria and phages 
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Abstract: In response to the challenge from phages, bacteria evolve a number of defense systems against phage invasion. 

Meanwhile, the phages evolve multiple counter-defense mechanism as well under the selection pressure from bacteria. The 

evolution relationship between bacteria and phages, as well as the functional mechanism, still remains to be uncovered. A 

novel immune system, CRISPR-Cas system, has been found in bacteria and archaea recently. With deeply research of the 

function and mechanism of CRISPR-Cas system, the coevolution relationship between bacteria and phages is becoming 

clear. In this review, the mechanism of CRISPR-Cas system-mediated immunity in prokaryotes is introduced. In particular, 

the progress on the role of CRISPR in the coevolution of bacteria and phage is reviewed. 
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众所周知, 烈性噬菌体不感染细菌, 它就不能

繁殖, 如果细菌成功地被烈性噬菌体感染, 细菌则

不能存活。在生物圈中, 细菌与噬菌体的相互作用

是一种捕食与被捕食关系, 细菌的生存显然是对噬

菌体选择压力的反应。细菌对来自噬菌体的攻击已

进化了多种防御机制, 如吸附抑制, DNA 注入抑制

和流产感染, 以及限制-修饰系统等[1]。从进化角度

来看, 细菌通过这些机制防御噬菌体的攻击, 而噬

菌体也进化其相应策略以逃避宿主的防御, 这样就

产生了细菌和噬菌体之间永不休止的战争, 其结果

是双方得到了共进化, 然而, 双方的这种进化关系

与其发生机制一直未得到清楚阐明。 

最近, 在原核细胞中发现的 CRISPR(Clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats), 从先

期的利用生物信息学对 CRISPR 系统的分析预测, 

到实验证实此系统的防御外来 DNA 功能, CRISPR

系统引起了科学工作者的极大关注。最新的研究资

料表明, CRISPR系统在参与原核细胞适应性免疫同
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时, 在细菌和噬菌体之间的进化中起着重要作用。

为此, 本文就 CRISPR 系统在细菌和噬菌体进化中

的作用研究现状做以综述。 

1  CRISPR-Cas系统 

1.1  CRISPR结构 

CRISPR 是一个特殊的 DNA 重复序列家族, 广

泛分布于细菌和古细菌基因组中[2~6]。CRISPR 位点

通常由短的高度保守的重复序列(repeats)组成 , 重

复序列的长度通常 21~48 bp, 由于具有回文序列 , 

可以形成发卡结构, 重复次数最高可达 250次[6]。重

复序列之间被 26~72 bp间隔序列(spacer)隔开, 间隔序

列长度与细菌种类和 CRISPR位点有关[7] (图 1)。在一

个原核细胞基因组中通常存在 1 至几个 CRISPR 位

点[5], 例如在Methanocaldococcus jannaschii 的染色

体上已鉴定出 18个不同的 CRISPR位点, 差不多占

整个染色体的 1%[8]。CRISPR 位点通常定位在原核

细胞染色体上, 个别出现在质粒中[9]。CRISPR的间

隔序列与噬菌体或质粒序列存在有同源性[10~12], 甚

至有一些间隔序列与噬菌体基因组序列同源性为

100%[13], 这表明间隔序列来源于噬菌体基因组。 

1.2  Cas家族 

在CRISPR位点附近, 存在一系列CRISPR相关 

(CRISPR-associated, Cas)基因(图 1)。cas基因根据其

保守程度可分为核心 cas基因, 亚型特异性 cas基因[3], 

和RAMP (repeat -associated mysterious proteins)组件

基因[14, 15]。cas基因定位在 CRISPR位点附近, 是一

个较大的多态性家族, 编码的蛋白具有核酸相关的

功能域[3, 4, 16]。目前发现有 6个核心 cas基因[17, 18]。

另外, 在 CRISPR 位点的第一个重复序列的上游定

位有 CRISPR 前导序列(leader sequence), 其功能作

为启动子[5]。最新研究表明, 与高度可变的间隔序列

不同的是, 重复序列, 前导序列和 cas基因之间共进

化 , 从而构成一套保守且完整的系统 [7], 而且 , 

CRISPR 的重复序列, 前导序列, 以及 cas 基因共同

决定 CRISPR 的亚型[3]。基于 CRISPR 间隔序列与

噬菌体或质粒序列的同源性[10~12], 已证实 CRISPR

和 cas基因赋予宿主细胞针对外源 DNA免疫[19, 20]。 

1.3  CRISPR-Cas系统的生物学功能 

CRISPR-Cas 系统的生物学功能开始是通过计

算机分析细菌和古细菌的基因组序列被发现的, 之

后得到了实验证实。对 CRISPR 间隔序列的多样性

分析发现, 一些间隔序列明显来自于染色体外 DNA

组分[10~12]。Mojica和他的同事分析了众多细菌和古

细菌的 4 500 个间隔序列发现, 有 88 个间隔序列与

已知的噬菌体和质粒序列相同[11]。实验发现在嗜热

链球菌(Streptococcus thermophilus)中产生的自发抗

噬菌体突变株(BIM)通常在前导序列的下游掺入间

隔序列, 改变CRISPR位点, 掺入的序列明显与挑战

宿主菌的噬菌体序列相同, 进而证实了间隔序列起

源于原核细胞染色体外噬菌体 DNA[19, 20]。为了证实

CRISPR是否影响菌株的噬菌体抗性, Barrangou等[19]

通过基因工程手段改变间隔序列的碱基序列, 证实了

间隔序列的掺入能够提供宿主新的噬菌体抗性, 相反, 

删除间隔序列能使噬菌体抗性丢失, 同时发现 Cas 蛋

白也与噬菌体抗性的获得有关。间隔序列干扰质粒结

合和转化的证据在表皮葡萄球菌(Staphylococcus epi-

demidis)实验中得到了证实[21]。由此可见, CRISPR-Cas

系统赋予原核细胞针对外源 DNA 免疫, 其中, 间隔

序列提供该系统的特异性。 

1.4  CRISPR-Cas系统作用机制 

到目前为止, 虽然对 CRISPR-Cas 系统的详细

作用机制尚未得到完全阐明, 但已基本明确了它的

作用机制的整个过程。CRISPR-Cas系统的作用机制

大体可分为 3 个不同阶段[22]: 在噬菌体侵入的起始

阶段, Cas蛋白复合物靶向并裂解噬菌体基因组中短

的原型间隔序列(proto-spacer), (与 CRISPR 间隔序

列同源的噬菌体基因序列 [20, 23]), 这些原型间隔序 

 

 
 

图 1  CRISPR 位点结构 
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列接下来整合到宿主基因组中的 CRISPR 位点的 5′

端 [19]。然后这些短的掺入的间隔序列被转录成

crRNAs(CRISPR RNAs), crRNAs中除含有间隔序列

转录物外, 还含有间隔序列两侧部分重复序列的转

录产物[24]。在此过程中, 是所有的间隔序列被转录, 

还是最近新掺入的间隔序列被转录至今尚不清楚。

最后阶段是靶向和干扰侵入的噬菌体DNA序列, 这

个过程仍需 Cas 蛋白复合物参与[25]。当宿主再被噬

菌体感染时, crRNAs作为模板靶向噬菌体的原型间

隔序列[24]。在此过程中, 因为 CRISPR 结构中也含

有噬菌体起源的间隔序列, 那么这个系统是如何避

免靶向、降解 CRISPR中的间隔序列呢？事实上, 这

取决于靶向的 DNA序列中是否含有 CRISPR的部分

重复序列, 如果含有这部分序列, crRNAs 与之通过碱

基配对结合后, 将被保护, 反之, 被干扰降解[26]。 

CRISPR-Cas 系统作为原核细胞的适应性免疫

系统[27], 不但具有真核细胞的特异性[22]和记忆性[26], 

而且还具有原核细胞特有的可遗传性[17]。 

2  噬菌体促使细菌 CRISPR位点高度变异 

在宿主防御噬菌体攻击中, 针对自然界中庞大

的噬菌体种群, 细菌进化了 CRISPR 介导的适应性

免疫。这种免疫功能的发挥恰是源于 CRISPR 位点

的动态性变化。 

2.1  CRISPR位点插入新的间隔序列 

CRISPR 的间隔序列是高度可变的区域, 即使在

亲缘关系很近的菌株中也高度可变, 迅速进化[13, 28]。

生物信息学和实验证据都表明, 当噬菌体挑战宿主

菌后, 新的间隔序列加到 CRISPR 位点最靠近前导

序列的一端 , 在菌株间具有特异性 , 而对于远离

CRISPR 前导序列的下游端保留的间隔序列, 在同

一种的不同菌株间通常是相同的[12, 13, 20]。可见细菌

通过插入新的间隔序列得以迅速进化, 从而抵抗局

部噬菌体感染和外来 DNA的水平转移。这一假设已

得到了充分的实验证实[18, 20]。 

2.2  重复序列-间隔序列单元被删除 

研究发现, 在宿主 CRISPR 位点中重复序列与

间隔序列构成的单元经常被删除[6, 12, 13, 20],删除的单

元主要是处在 CRISPR 3′端相对保守的间隔序列 , 

已证实那是宿主以前曾被感染的噬菌体的基因组序

列[20]。这样的删除可能是在 CRISPR 的重复序列间

发生了同源重组所致[29]。重复序列-间隔序列单元的

删除可能有助于限制 CRISPR 位点的大小, 限制转

录长度[13, 20], 可以使 CRISPR 位点得到迅速进化。

人们也偶尔发现重复序列-间隔序列单元能复制[6]。 

2.3  CRISPR重复序列的转移 

在分类地位上相距较远的一些菌株中, 它们的

CRISPR 含有非常相似的重复序列, 可能是在他们

之间发生了横向基因转移[3,4,15,16], 并且这些横向基 

因转移主要由质粒, 巨大质粒(megaplasmids)和前噬

菌体介导[4, 30]。Sebaihia等[31]在 Clostridium difficile 

的前噬菌体中也发现有 CRISPR 结构, 由此推断噬

菌体可能利用 CRISPR限制竞争噬菌体的传播。 

3  噬菌体在 CRISPR抗性压力下突变 

虽然 CRISPR 位点提供有效的噬菌体抗性, 但

一些噬菌体可以继续感染已获得免疫的宿主细胞。研

究发现这一现象的产生, 主要与噬菌体基因组的特

定位点突变有关。 

3.1  原型间隔序列突变 

CRISPR 选择压力能够导致噬菌体基因组中原

型间隔序列特异性突变[20]。事实上, 在原型间隔序

列中, 单一核苷酸改变就能使噬菌体逃避 CRISPR

编码的抗性[19]。另一方面, 噬菌体也可以通过删除

单一核苷酸而改变被靶向的序列, 这些突变经常影

响氨基酸序列, 但不影响噬菌体的增殖[20]。在自然

环境中, 噬菌体种群广泛存在有基因组重组现象, 这

可能是宿主的 CRISPR抗性影响了噬菌体突变[25]。 

3.2  原型间隔序列毗邻基序突变 

在噬菌体基因组的原型间隔序列的附近存在有

保守序列, 被称之为原型间隔序列毗邻基序(Proto- 

spacer adjacent motif, PAM)。当 PAM产生突变时, 即

使原型间隔序列中存在与 CRISPR 中相同的序列, 

它们也可以逃避 CRISPR产生的抗性[20]。如在嗜热

链球菌(S. thermophilus)中分析原型间隔序列附近的

噬菌体序列发现, 在原型间隔序列附近存在有基序

AGAAW[13, 20]。AGAAW 基序定位在原型间隔序列

下游, 碱基数量通常不超过 10个核苷酸[13]。  
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Horvath和 Barrangou推断, 噬菌体逃避 CRISPR- 

Cas 系统的限制可能还存在其它策略, 如噬菌体编

码产生抑制物, 干扰宿主产生干扰 RNA 或干扰 Cas

蛋白的功能[27]。 

4  CRISPR 与细菌和噬菌体动态相互作用 

关系 

噬菌体和宿主之间的群落动态关系比较复杂。用

常规研究方法探索其本质关系存在较大困难, 其原

因主要是由于自然界中的微生物种类比较复杂, 而

且多数种类未能在实验室中得到培养。近年发展起

来的宏基因组技术为研究微生物的群落动态关系提

供了一种有效方法, 并有力地促进了细菌和噬菌体

动态相互作用关系的研究, 进而使我们对CRISPR在

细菌和噬菌体的种群进化中的作用有了一些了解。 

4.1  CRISPR与细菌-噬菌体相互作用史 

Kunin 等[32]分别采集得到美国和澳大利亚的生物

反应器中的活性污泥样品, 重点考查了其中的优势微

生物种群 CAP(Candidatus Accumulibacter phosphatis)

的基因组序列变化。对其完整基因组的测序分析结

果表明, 测序的 48 个位点序列变化都非常小, 而

CRISPR 位点的序列变化却非常大。而且 , 在

CRISPR位点中,  来自两个样品中的两个 CAP种群

之间不存在有共同的间隔序列。他们认为 CAP基因

组中的多数序列差异非常小, 使他们在遗传上具有

相同性 , 这是由于 CAP 的广泛传播的缘故 , 而

CRISPR 位点的迅速变化则是 CAP 暴露到局部噬菌

体所致, 因为他们测序来自美国生物反应器中的噬

菌体宏基因组发现, 在 CAP的 CRISPR中有 11个间

隔序列与噬菌体基因组片段相匹配。在对 Sulfolobus 

islandicus 的 CRISPR 和纺锤形病毒(SSV)基因组的

比较分析中也发现了类似结果, 即宿主 CRISPR 中

的间隔序列明显来自于局部环境中的噬菌体基因组

序列[33]。 

在 Leptospirillum 与噬菌体共存的自然环境中, 

分析来自 Leptospirillum基因组中 CRISPR位点的间

隔序列时发现, 在 37个不同的 CRISPR中含有 6 044

个间隔序列, 其中 2 348个是完全不同的, 而且多数

间隔序列能与噬菌体的基因片段相匹配[34], 这表明

Leptospirillum种群曾受到多种噬菌体的攻击。新近, 

Sorokin 等 [35]在分析海洋宏基因组数据库中的

CRISPR 时发现, CRISPR 位点保留记录了特定海洋

区域中的噬菌体种群。总之 , 这些研究均表明 , 

CRISPR 位点在参与宿主噬菌体抗性的同时, 也留

下了细菌和噬菌体在自然环境中曾经斗争痕迹。 

4.2  CRISPR与细菌-噬菌体相互作用的群落动力学 

Tyson和 Banfield采用宏基因组技术, 测序了两

个分别得到的生物膜群落样品中的基因组序列, 并

将每个样品的序列数据组装成优势种 Leptospirillum

的基因组[36]。通过比对分析多个相近的基因组发现, 

CRISPR 位点呈现广泛的多样性。在两个群落的

CRISPR 位点中, 远离前导序列端有相同的间隔序

列。在位点的中部, 每个群落内的相近个体含有共

同的间隔序列, 但在两个群落中却不同。而靠近前

导序列端的间隔序列对于每个群落不仅特有, 而且

在每个群落内的不同个体中也具有多态性。  

Karginov和Hannon [7]对上述研究做了进一步分

析, 他们认为在一个群落中远离前导序列端普遍存

在的旧的间隔序列 , 可能是通过周期选择(periodic 

selection)将其固定下来。而在群落内的每个个体中, 

靠近前导序列端的间隔序列具有广泛的多样性, 说

明宿主细胞可能对某种噬菌体具有不同的易感性。

当一个新的基因型噬菌体感染宿主噬菌体会导致多

数个体裂解, 但能够捕获并掺入相应间隔序列的那

些个体便会获得抗性, 也会迅速得到一种选择优势

存活下来。CRISPR位点在紧密相关个体中具有的高

度可变性, 可能是宿主应答不断迅速进化的众多噬

菌体挑战的结果。 

5  结 语 

如上所述, 从 CRISPR 系统在细菌中分布的广

泛性和多样性可以看出, CRISPR位点是细菌在漫长

的进化中不断形成的, 也说明 CRISPR 免疫防御系

统在原核细胞中可能是最原始的免疫系统之一[15]。另

一方面, 新的间隔序列插入到CRISPR序列中, 不但

记录了宿主曾遭遇噬菌体攻击的历史, 更重要的是

增加了 CRISPR 的多样性和防御系统的特异性。由

此可见, 宿主细菌产生的这种特异性防御功能, 是

在适应噬菌体攻击过程中形成的, 也就是说, 噬菌

体是驱使细菌进化的有效动力。然而, CRISPR免疫
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防御系统同时也促进了噬菌体的进化, 即噬菌体通

过原型间隔序列和 PAM的突变, 逃避 CRISPR免疫

防御系统的限制。 

尽管对细菌与噬菌体的种群动态关系有了一些

了解, 但由于可用的噬菌体基因组数据还不充分[37], 

而且, 噬菌体的基因组呈现典型的模块化和镶嵌化, 

在自然环境中的变异迅速[38~40], 环境中的整个噬菌

体种群大约每隔几天就要更新一次[41], 这就大大地

增加了人们对两者种群动态关系的研究难度。 

CRISPR 位点除了它的防御功能外, 在一些细

菌中似乎具有其它功能。如, 在鉴定的两个相关的

Thermotoga 菌的基因组中, 有许多大的转位发生在

CRISPR 位点[42]。最近实验表明, 在嗜热链球菌中, 

原来可产生表面多糖(EPS)的敏感菌株经过噬菌体

感染形成的噬菌体不敏感突变株(BIM)失去了 EPS

产生能力[43]; 在 P. aeruginosa中, 当 P. aeruginosa被

噬菌体 DM33 感染产生溶源性后, 便失去形成生物

膜和集群移动(Swarming motility)行为, 研究发现这

两种行为的丢失与 CRISPR 位点有关 , 因为干预

CRISPR或几个 cas基因可恢复这两种行为[44]。这些

现象与 CRISPR 系统介导的防御功能的联系有待进

一步研究证实。 
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