
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2023, 58(9): 2560−2568

CRISPR/Cas系统在抗细菌感染领域的应用现状与进展
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摘要: CRISPR/Cas基因编辑技术是 21世纪分子生物学领域的一次重大突破, 该技术的便捷性、通用性、靶向性

将其应用的范围推向各个领域。在目前细菌耐药形势严峻、耐药菌检测手段局限、抗感染药物研发缓慢的全球大背

景下, CRISPR/Cas基因编辑技术为抗细菌感染领域的发展提供了一些新的思路。一方面, CRISPR/Cas基因编辑技

术有助于对细菌功能研究的展开, 起到工具箱的作用, 如利用Cas蛋白和外源修复系统实现高效、精准的基因编辑, 

nCas蛋白和脱氨酶系统实现无模板、单碱基精准编辑, dCas蛋白和反转录酶实现免修复基因编辑, 以及dCas蛋白和

改造后的 sgRNA实现基因表达水平调控、基因功能解析。另一方面, 它特异性识别基因、靶向切割DNA的特点可

用于病原体检测、消除耐药菌及耐药基因, 有望成为临床诊断和治疗的新策略。
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Current advances of CRISPR/Cas system in antibacterial field
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Abstract: A breakthrough in molecular biology for the twenty-first century is CRISPR/Cas gene editing, 

which has been used in a variety of fields due to its simplicity, adaptability, and targeting. Given the current global 

challenge of severe bacterial resistance, difficulties in detecting antimicrobial resistance, and slow development of 

antimicrobial drugs, CRISPR/Cas gene-editing technology offers a promising avenue for the development of 

antibacterial treatments. On the one hand, CRISPR/Cas gene editing technology helps advance the study of 

bacterial functions and serves as a toolbox. For instance, Cas proteins and exogenous repair systems enable 

efficient and precise gene editing, nCas proteins and deaminase systems facilitate template-free and single base 

precision editing, dCas proteins and reverse transcriptase allow for repair-free gene editing, and dCas proteins and 

modified sgRNA enable gene expression level regulation and gene function analysis. On the other hand, its specific 

gene recognition and targeted DNA cleavage characteristics can be used for pathogen detection, elimination of 

drug-resistant bacteria and genes, and hold promise as a new strategy for clinical diagnosis and treatment.
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规律成簇间隔短回文序列 (clustered regularly 

interspaced short-palindromic repeat, CRISPR)/CRISPR

相关核酸内切酶 (CRISPR-associated endonuclease, 

Cas) 系统是细菌和古细菌的一种适应性免疫系统, 在

大约 50%的细菌和几乎所有的古菌, 甚至在 0.4%的噬

菌体中都有发现 [1,2]。CRISPR/Cas 系统是由相邻的

两部分组成, 一部分是含有多个Cas基因的操纵子, 另

一部分是一段非编码的 CRISPR RNA (crRNA) [3]。

CRISPR/Cas 系统可以靶向切割外源侵入的 DNA, 保
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护微生物免受噬菌体和外来质粒的侵袭, 保护遗传物

质的完整性。

下面将对CRISPR/Cas系统的发现史、分类、作用

机制及应用领域进行阐述。

1 CRISPR/Cas系统的历史、分类、作用机制 

1.1　CRISPR/Cas系统的历史　 

CRISPR 序列的报道最早在 1987 年 , Nakata 研究

组在大肠杆菌中发现一组有规律间隔的重复序列, 此

后相似结构的重复序列陆续被报道发现, 但具体的功

能仍不清楚[4]。直到 2005年, CRISPR序列中的间隔序

列被Mojica研究组和 Pourcel研究组[5,6]发现可匹配上

噬菌体序列且携带有噬菌体同源间隔序列的菌株不会

被对应的噬菌体感染, CRISPR/Cas系统逐渐与细菌免

疫功能产生了联系。在随后的 2007 年 , 嗜热链球菌

CRISPR序列中特定间隔序列改变影响细菌对噬菌体

的抗性, 证实CRISPR序列参与细菌的获得性免疫[7]。

2008年, CRISPR/Cas系统切割 DNA的分子作用机制

被报道—Cas蛋白复合体 Cascade在 crRNA 的引导下

切割DNA[8]。自此, CRISPR系统的神秘面纱被逐渐揭

露, 细菌的特异性免疫功能颠覆了人们对微生物的传

统认知。

CRISPR/Cas系统时代的到来是在实现体内外基

因编辑之后。Emmanuelle与 Jennife的研究组[9]合作在

2012 年首先实现了 CRISPR/Cas 系统的体外编辑 , 利

用 Cas9 蛋 白 和 反 式 激 活 crRNA (trans-activating 

crRNA, tracrRNA)、crRNA 组成的向导 RNA (guide 

RNA, gRNA), 成功靶向切割体外DNA, 两人因此获得

了 2020年诺贝尔化学奖。而张峰团队[10]在 2013年利

用化脓性链球菌的CRISPR/Cas9系统首次完成了体内

基因编辑, 此后CRIPSR/Cas基因编辑技术风靡全球。

1.2　CRISPR/Cas系统分类　 

近年来 , 随着在各类细菌、古细菌、噬菌体中的

CRISPR/Cas 系统的研究 , CRISPR/Cas 系统的数量和

种类大幅增加, 根据Cas蛋白组成差异、效应器中蛋白

组合序列可将CRISPR/Cas系统分为两大类, 第一大类

的特点是由多个 Cas蛋白复合物组成的生物效应器, 

其中能够发挥 DNA 切割功能的是 Cas 蛋白与 crRNA

复合体, 目前第一大类有 I、III、IV型, 可细分为 16个亚

型[11]。而第二大类系统所涵盖的 II、V、VI 型可分为

17个亚型, 不同于第一大类的是, 第二大类的效应器

是单一的多结合域的蛋白质, 目前在基因编辑领域广

泛应用的Cas9、Cas12、Cas13都属于第二大类[11]。

1.3　CRISPR/Cas系统的作用机制　 

CRISPR/Cas系统特异性免疫机制包括 3个阶段, 

分 别 是 适 应 (adaption)、合 成 (biogenesis) 和 干 扰 

(interference)。 以 现 在 应 用 最 多 的 嗜 热 链 球 菌

CRISPR/Cas9 系统为例 , 它包括 CRISPR 序列、编码

Cas 蛋白的操纵子、编码 tracrRNA 的序列 (图 1)。

CRISPR序列包括重复的短回文序列 (repeats) 和重复

序列之间的特异间隔序列 (spacer); 编码Cas蛋白的操

纵子可表达Cas9、Cas1、Cas2、Csn2四个Cas蛋白。当

病毒激活细菌适应性免疫后, 细菌通过Cas蛋白Cas1、

Cas2、Csn2识别入侵病毒DNA中的 protospacer序列并

将这一段序列整合到CRISPR序列中形成 spacer, 获得

该入侵核酸的识别码; 在 crRNA识别过程中, CRISPR

序列和 tracrRNA 序列被转录成相应的 crRNA 前体 

(precursor CRISPR RNA, pre-crRNA) 和 tracrRNA, 这

两种RNA序列通过互补杂交后再被Cas9和RNase III

修饰成含有特异性 spacer的 crRNA, 从而形成 crRNA、

tracrRNA、Cas9的复合物, 当病毒再次入侵时, crRNA

通过序列互补识别入侵核酸的 protospacer, 将复合物

引导至目标靶点。最后, Cas9蛋白与 protospacer下游

的 PAM (proto-spacer adjacent motifs) 序列结合 , 在

PAM序列上游 3个碱基的位置切割DNA, 达到消灭入

侵核酸的目的[9]。

Cas9 蛋白在 crRNA 的引导下能特异性靶向切割

外来的 DNA 序列 , 这种特性让 CRISPR/Cas9 系统在

crRNA引导下, 切割任意目标位点实现基因编辑。目

前基因编辑的 CRISPR/Cas9 系统主要包括 Cas9 蛋白

和单向导 RNA (single-guide RNA, sgRNA), sgRNA 由

tracrRNA 和 crRNA 两部分组成。sgRNA 通过序列互

Figure 1　 Specific immunity mechanism of Streptococcus 

thermophilus CRISPR/Cas system. CRISPR: Clustered regularly 

interspaced short-palindromic repeat; Cas: CRISPR-associated 

endonuclease
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补识别 protospacer, 引导Cas9蛋白精准定位至下游的

PAM序列, 切割目的核酸造成双链断裂 (double-strand 

break, DSB), 宿主通过非同源末端连接或同源修复模

板的方式修复DSB, 实现基因插入或敲除[10]。

2 CRISPR/Cas系统在细菌领域的应用 

2.1　CRISPR/Cas 基因编辑工具箱在细菌中的应用

2012年CRISPR/Cas系统被证明可以进行基因编

辑后, 分子生物学开启了CRISPR/Cas系统基因编辑时

代。CRISPR/Cas技术如同一个基因编辑工具箱, 包含

多种基因编辑工具, 可应用于细菌领域的各个方面。

基于 Cas 蛋白切割特性的 CRISPR/Cas 基因编辑技术

可实现细菌基因的敲除、插入、点突变; 基于Cas蛋白的

变体 nCas (nickase Cas, partially dead) 蛋白的CRISPR/

Cas基因编辑技术可实现无模板、单碱基精准编辑; 基

于失去核酸酶活性的 dCas (dead Cas) 蛋白的CRISPR/

Cas基因编辑技术可实现无模板基因编辑、基因表达

水平调控、基因功能解析等。

2.1.1　基于 CRISPR/Cas 系统的细菌基因编辑技

术 　细菌作为生物生产的重要平台, 如生产次级代谢

产物[12]、重组蛋白[13]和生物燃料[14]等, 对细菌基因进行

改造有助于释放生产潜力, 因此设计合适的CRISPR/

Cas 基因编辑工具尤为重要。基于 CRISPR/Cas 系统

的细菌基因编辑技术通常将Cas蛋白、sgRNA、重组酶

系统构建到外源的质粒上, 将外源质粒导入细菌, 通过

sgRNA 上的 spacer靶向切割目的基因造成双链断裂, 

然后重组酶系统利用外源模板实现同源重组, 最终达

到敲除、敲入的目的。在被发现的 CRISPR/Cas 系统

中, 应用最广泛的是化脓链球菌的CRISRP/Cas9系统, 

研究人员将它和外源性的DSB修复方式进行组合, 同

时又对Cas9蛋白结构进行改造, 以获得更高效、更精

准、更简洁的基因编辑工具。目前, 常用的修复方式是

利用噬菌体衍生的重组酶系统提高基因编辑的成功

率, 最早使用的重组酶是 λ Red噬菌体重组酶系统[15], 

后来又筛选出谷氨酸棒状杆菌的 RecT (recombinase 

T) 重组酶系统[16]。此外 , 化脓链球菌的 Cas9 蛋白 

(Streptococcus pyogenes Cas9, SpCas9) 的变体 SpG, 消

除了 PAM位点的要求, 提高了基因编辑的灵活性[17]。

除了Cas9蛋白, 后来发现的Cas12a蛋白也有基因编辑

的能力, 它通过识别富含T的序列 5'-TTTV, 在PAM的

远端位点发挥切割作用, 虽然只有一个核酸酶结构域

RuvC, 但是具有独立的 RNase活性, 并且在发挥切割

功能时只需要 crRNA引导, 在靶点处形成交错的双链

断裂, 更有利修复[18], 但它的切割活性较弱[19]。所以, 

研究者可以在系统评估Cas9和Cas12a的特点后, 根据

不同菌株特点使用不同类型的CRISPR/Cas系统, 来实

现基因编辑的目的。

2.1.2　基于CRISPR/Cas系统的免修复编辑技术 　由

于CRISPR/Cas技术对细菌必要基因进行编辑可能会

影响细菌基本的生理功能 , 甚至无法存活。在修复

DSB时使用的DNA模板可能会在基因编辑过程中导

致细菌基因组中某些序列被意外改变。为了细菌的基

因能够在完成编辑后稳定表达且其他基本生理功能不

受影响, 科研人员在CRISPR/Cas系统基础上研发了不

需要使用外源性模板的DNA免修复编辑技术, 碱基编

辑器 (base editing, BE) 是其中之一, 该技术提出的初

衷是在不造成目标基因组受损的情况下, 利用改造后

的脱氨酶完成精准的基因编辑[20]。

目前的研究主要有胞苷碱基编辑系统 (cytidine 

deaminase-mediated base editing, CBE) 和腺苷碱基编

辑 系 统 (adenine deaminase-mediated base editing, 

ABE), 它们设计思路是诱导外源性质粒在细菌内表达

nCas蛋白、脱氨酶和 sgRNA, 缺乏核酸酶活性的 nCas

蛋白在 sgRNA的引导下结合在DNA靶点处解离局部

双链, 在没有外源性DNA模板、不造成DNA双链断裂

的情况下, 通过脱氨酶在靶点将一对碱基转换成另一

对碱基—CBE系统实现碱基C到T的替换, ABE系统

实现A到G的替换[21,22]。CBE系统已经广泛应用在真

核生物和一部分细菌的基因编辑, 但是ABE系统应用

主要还是在真核生物中。在链霉菌中, Tong和 Chris‐

topher 的团队[23]开发了 Cas9n:sgRNA 为递送系统的

CRISPR-BEST 基因编辑平台 , 其中包含胞苷脱氨酶

rAPOBEC1 的 CRISPR-cBEST 和腺苷脱氨酶 ecTadA

的 CRISPR-aBEST两个系统, 在实验中表现出了很低

的脱靶率。在大肠杆菌中, Banno等[24]把胞苷脱氨酶

PmCDA1 融合到核酸酶缺陷型 CRISPR/Cas9 系统中 , 

实现了将 C 转化为 T 的特异性点突变。季泉江团

队[25-27]不仅利用胞苷脱氨酶 rAPOBEC1开发了鲍曼不

动杆菌、假单胞菌、肺炎克雷伯菌的CBE系统, 他们还

将腺嘌呤脱氨酶 ABE7.10 和 spCas9 D10A 蛋白结合 , 

开发出大肠杆菌和金葡菌的 ABE 系统[28]。除了作用

在 DNA, 张峰团队[29]将部分失活的 CRISPR/Cas13 系

统和腺嘌呤脱氨酶 ADAR2 结合 , 开发出 RNA 碱基

编辑工具—用于 C 到 U 的转换 (RNA editing for 

specific C to U exchange, RESCUE)。

随着 Cas蛋白和脱氨酶的新组合不断被开发, 可

编辑目标从 DNA拓展到 RNA, CRISPR/Cas碱基编辑

技术在细菌中的适用范围不断扩大, 但是细菌的生理

代谢活动是受到多基因控制的, 因此开发一个能有效、

系统地对多个基因同时进行原位编辑的工具是必要

的。最近有一款乳酸乳球菌的多位点碱基编辑器—
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CRISPR-脱氨酶辅助碱基编辑器 (CRISPR-deaminase-

assisted base editor, CRISPR-DBE) 被开发出来, 并且它

的基因编辑效率高于单碱基编辑[30], 可见多位点碱基

编辑器的开发是CRISPR/Cas系统基因编辑工具的前

进方向之一。

BE虽然是一种强大的基因编辑工具, 但它只能进

行单核苷酸的替换, 不能进行大片段的基因插入与敲

除, 这就限制了它在免修复基因编辑中的应用范围。

柳暗花明的是, 研究人员根据另一种缺少核酸酶活性

的 dCas 蛋白设计了一套新的基因编辑系统—引物编

辑器 (prime editing, PE), 该系统通过 dCas9 蛋白与逆

转录酶的复合体在引物编辑向导 RNA (prime editing 

guide RNA, pegRNA) 的引导下, 到达基因靶点处后切

割 DNA 的一条链 , 然后反转录酶利用 RT 模板 (RT 

template, RTT) 进行反转录, 实现碱基转换和基因的插

入、敲除、突变[31]。PE 已在动植物细胞中实现了无

DSB、无模板编辑[32,33], 如在HEK293T细胞中, PE系统

可以实现插入、敲除等多碱基编辑和靶向单碱基替换, 

并且它脱靶率低于CRISPR/Cas9系统, 单碱基编辑效

果又优于BE系统[31]。虽然PE在真核生物中表现出良

好的效果, 但在细菌中的研究进展缓慢, 最近的一项研

究表明, PE系统在大肠杆菌中使用时, 在宿主细胞内

表现出极高的保真度, 但是编辑效率随着插入或敲除

基因片段大小的增加而急剧下降[34]。PE提供了一种

细菌基因编辑的新方法, 可以用来解决 CRISPR/Cas9

系统造成的细胞毒性和脱靶的问题。

除了BE/PE系统外, 2020年出现了一款基于转座

子设计的霍氏双歧蓝细菌 CRISPR 相关转座酶 

(Scytonema hofmanni CRISPR-associated transposase, 

ShCAST) 系统, ShCAST系统由一种来自霍氏双歧蓝

细菌 (Scytonema hofmanni) 的 Tn7 转座子、一种 V 型

Cas蛋白 (Cas12k) 和 sgRNA组成, 该系统通过双质粒

系统发挥作用, 一个质粒用于表达由转座子酶、Cas蛋

白和 sgRNA组成的复合物, 另一个携带有目的基因的

转座子序列, 当复合物定位在靶点处时, 转座子酶在

PAM 序列下游 60～66 bp处插入目的基因, 它成功地

将一段 2.5 kb 的片段插入到大肠杆菌基因组中的靶

点位置 [35], 2022 年 , ShCAST 系统成功将 30 kb 的超

长序列插入到奥奈达希瓦氏菌 MR-1 (Shewanella 

oneidensis MR-1) 的基因组中[36]。虽然现在 ShCAST

系统只能插入不超过 30 kb的序列, 插入位点受到转座

子位点限制, 并且其脱靶率较高等[36], 但是它也提供了

一种无须使用同源重组修复机制的基因编辑的新方

法。除了基因编辑之外, ShCAST系统还可以进行高

通量分析细菌的基因型与表型的关系, 在此基础上开

发的特异性位点转座子辅助基因工程 (site-specific 

transposon-assisted genome engineering, STAGE) 平台 , 

对临床耐药铜绿假单胞菌的抗性相关基因进行了鉴

定, 其中又新发现了 rsmA、dksA、hptB和 ampDh2四个

与亚胺培南、头孢他啶抗性相关基因[37]。总之 , 

STAGE不仅具有基因编辑的潜力, 还是一种高通量筛

选鉴别基因型表型可靠、有效的工具。

2.1.3　基 于 CRISPR/Cas 工 具 箱 的 基 因 调 控 技

术 　CRISPR/Cas9基因编辑技术可以根据需要敲除或

插入目的基因, 对细菌进行基因改造后的应用是一劳

永逸, 但是由于DSB、过表达引起的细胞毒性, 不能适

应于大部分细菌中[38]。由上文得知, BE/PE系统中的

dCas9 蛋白结合到基因组的靶点位置时 , 不能切割

DNA或者只能切割单链[39], 在此基础上, 可以利用该

特点设计出调控细菌转录水平的工具, 以达到了解、运

用细菌的目的。

CRISRP/Cas系统调控细菌转录水平的研究, 主要

有抑制基因表达的 CRISPR (CRISPR interference, 

CRISPRi) 系统和激活基因表达的 CRISPR (CRISPR 

activation, CRISPRa) 系统。CRISPRi/a 系统构成相对

简单, 只需诱导外源性质粒表达 dCas9蛋白和 sgRNA

两部分, CRISPRi系统通过 dCas9蛋白在 sgRNA 引导

下靶向结合目的DNA, 利用物理隔离的方式阻止RNA

聚合酶的延伸 , 起到抑制转录起始或延伸的作用[40]。

而 CRISPRa 系统在 dCas9 蛋白与 sgRNA 组成的复合

体的基础上对 sgRNA 进行修饰 , 增加 RNA 结合酶 

(RNA binding proteins, RBPs) 位点, 通过 RBPs募集转

录 激 活 因 子 激 活 RNA 聚 合 酶 (RNA polymerase, 

RNAP) 实现靶向转录激活的作用[41]。

CRISPRi系统在细菌中应用比较广泛, 不仅可以

控制生物反应器合成正丁醇、萜类化合物、聚羟基链烷

酸酯等工业产品, 同时还可以通过抑制不同基因实现

多基因转录水平的控制[42,43]。除此之外, CRISPRi系统

还可以检测细菌基因功能 , 与传统的转座子测序 

(transposon sequencing, Tn-seq) 研究相比, CRISPRi-seq

建库简单、靶向基因范围广, 可检测细菌全基因在不同

条件下表达情况[44,45]。而CRISPRa由于缺乏有效的基

因转录激活因子, 导致它在细菌的应用发展缓慢, 最初

是针对 dCas9蛋白进行改造, 如利用RNAP结合 σ因子

启动转录的机制, 将 dCas9 蛋白与 RNAP 酶的ω亚基

结合来激活转录[46], 之后又将细菌增强子结合蛋白 

(bacterial enhancer binding protein, bEBP) 与 dCas9 复

合体结合后, 通过识别 σ54增强转录水平[47]。后来又

有针对于 sgRNA的研究, 在 2018年, sgRNA被改造成

支架RNA (scaffold RNA, scRNA) 后, 通过识别转录因
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子SoxS实现基因的转录激活[41]。最近, 一个筛选细菌

CRISPR/Cas转录激活因子的系统被开发出来[48], 并通

过该系统研发出了一种新型CRISPRa激活剂—dCas9-

AsiA, 它在与不同启动子结合后, 能够激活基因表达

超过 200倍。总之, 随着 CRISPRa/i技术越来越成熟, 

可以利用二者选择性激活和抑制的特点实现基因的程

序化表达, 能帮助研究者更好地控制细菌代谢过程。

至此, CRISPR/Cas系统像一条线把之前联系甚少

的事物连接到了一起, 如利用脱氨酶和反转录酶建立

起BE/PE系统, 利用转座子系统建立的 ShCAST系统, 

利用 dCas蛋白建立起调控细菌转录水平的CRISPRi/a

系统等。CRISPR/Cas系统不仅是一种基因编辑的新

方法, 更是一种解决问题的新思路, 可以让研究者更充

分地运用以往的研究, 利用不同的CRISPR/Cas系统与

不同的组分相结合, 开发出更适合了解、改造细菌的

工具。

2.2　CRISPR/Cas作为防治耐药菌的潜力手段　 

抗生素的不合理使用引起耐药菌种类和耐药机制

不断更新, 新型有效的抗菌药物研发缓慢, 导致细菌耐

药已经成为全球的公共卫生安全问题之一。2017年

世界卫生组织发布了新型抗生素研发重点病原体清

单, 用以指导新的抗菌药物的研发, 因为细菌耐药性、

毒力特征不同, 在临床上以肠杆菌属、金葡菌等为代表

的 ESKAPE (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp.) 病原菌

最为棘手[49], 因此急需新的有效的治疗方法。除此之

外, 清楚耐药菌种类、耐药机制对于治疗事半功倍, 但

是现在如纸片法、肉汤稀释法、PCR技术、质谱法等诊

断方法需要时间、设备成本, 不能做到现场快速诊断, 

尤其在治疗脓毒血症时不能及时甄别病原菌常导致病

情延误[50]。

CRISPR/Cas 系统的特异性识别、切割 DNA 的特

点提供了一种治疗、诊断耐药菌的新方向, 在治疗细菌

感染时能做到传统抗生素做不到的靶向消灭目的病原

菌不损害原有的微生物群落, 还可以破坏耐药基因、恢

复细菌对现有抗生素的敏感性, 有望缓解目前细菌耐

药和新药研发缓慢的问题。此外, 在诊断病原菌类型

时可以做到又快又准, 降低临床检测的时间、经济成

本, 减少抗生素治疗细菌感染的盲目性, 如下文即将提

到的 TB-QUICK、SHERLOCK 系统。CRISPR/Cas 系

统为基础研发的抗菌剂在消除、抑制细菌方面有着很

大潜力, 虽大多还停留在实验阶段, 但它仍是解决细菌

耐药的一个突破点。

2.2.1　耐药基因、耐药菌的消除和治疗 　在同一环境

中 , 耐药基因 (antibiotic resistance genes, ARGs) 往往

在细菌之间通过转导、转化或接合等方式传播, 从而导

致大面积的细菌耐药。2021年, 通过预测已知ARG的

传播潜力, 发现 β-内酰胺类、磺胺类、氨基糖苷类和四

环素类耐药基因更容易在革兰阴性菌中进行传播, 从

而引起细菌高度耐药, 其中肠杆菌科的耐药基因交换

最为频繁[51], 所以消除耐药基因可以降低耐药菌的产

生。CRISPR/Cas系统要发挥作用, 首要解决的是将改

造后的CRISPR/Cas系统送入细菌内, 实验室常用电转

化的方式递送, 通过高压电脉冲送入细菌内, 除此之

外 , 还有将 CRISPR/Cas 系统插入到噬菌体的基因组

中, 通过病毒感染传递, 以及通过细菌的接合转移递送

含有CRISPR/Cas系统的质粒。下面将结合递送方式

阐述CRISPR/Cas系统实现耐药基因及耐药菌的消除。

2019年, 细菌作为供体携带能表达Cas9基因的质

粒—pMBLcas9-sgRNA, 成功消除了受体菌中的mcr-1

质粒[52]。2020年, 一种质粒介导的新型 CRISPR/Cas9

系统—pCasCure, 通过电转化进入到临床分离的耐碳

青霉烯的肠杆菌科 (Carbapenem-resistant Enterobacte‐

riaceae, CRE) 中, 有效地消除几种流行的携带碳青霉

烯类耐药基因的质粒, 如携带 blaKPC、blaOXA-48、blaNDM的

质粒[53]。向环境中引入携带 CRISPR/Cas系统的细菌

也可以实现消除耐药基因的作用, 接合质粒TP114与

CRISPR/Cas9 系统进行组合 , 以可接合型工程菌 

(conjugative probiotic, COP) 作为质粒载体, 通过细菌

间的接合转移成功消除了小鼠肠道中超过 99.9%耐氯

霉素的菌株[54]。

CRISPR/Cas系统不仅可以用于消除耐药基因, 还

能通过靶向染色体和质粒上的基因发挥特异性杀菌作

用[55,56], 含有CRISPR/Cas系统的质粒通过电转化的方

式递送到细菌内, 再通过诱导剂诱导外源性 pCasA-E、

pCas3 表达 , 携带目的基因 spacer 的 pCRISPR 质粒合

成 gRNA 引导 Cas蛋白切割目的基因, 可以在有大量

基因组高度同源不同菌株的菌液中杀死目的菌株[57]。

通常在人体中有大量的共生菌参与生理活动、维持机

体稳态, 在肠道菌群中耐药基因传播是普遍存在的, 由

于大多数抗生素缺乏特异性, 大剂量的使用一定会破

坏正常菌群, 从而又引起肠道菌群紊乱[58]。在住院的

患者中, 接受长期抗菌治疗导致的艰难梭菌 (Clostridium 

difficile) 感染引起的急性腹泻非常常见, 继续使用抗

生素治疗又会导致艰难梭菌耐药, 引起腹泻反复, 所以

保护共生菌、消除致病菌是治疗的关键。目前, 通过噬

菌体携带CRISPR序列利用艰难梭菌内源性CRISPR/

Cas系统, 在不影响其他正常菌群的情况下, 成功消除

了小鼠肠道内艰难梭菌和耐药基因[59]。除对肠道菌群
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的研究外, 噬菌体还将化脓链球菌CRISPR/Cas9系统

和 CRISPR序列导入细菌内, 成功杀死了小鼠皮肤模

型中携带耐药基因的金葡菌, 而正常定植的金葡菌没

有受到牵连[60]。

2.2.2　 病 原 菌 诊 断 技 术 　最 初 结 核 分 枝 杆 菌 

(Mycobacterium tuberculosis) 可根据CRISPR序列进行

分型, 在 PCR技术基础上建立的 Spoligotyping (Spacer 

OLIGOnucleotide TYPING) 平台可以通过 CRISPR 序

列 , 甄别出与牛支原体 (Mycoplasma bovis) 混合的结

核分枝杆菌, 这是传统方法做不到的[61], 此后相继出现

了鼠疫耶尔森氏菌 (Yersinia pestis)、化脓性链球菌 

(Streptococcus pyogenes)、铜绿假单胞菌 (Pseudomonas 

aeruginosa) 种属鉴定的技术模型[62]。2021年, 报道了

一种用于诊断结核分枝杆菌的方法—TB-QUICK, 该

方法将环介导等温扩增 (loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP) 技术与 CRISPR/Cas12b 系统进

行组合, 通过CRISPR/Cas系统结合并识别扩增后的靶

基因 IS6110, 再利用侧流检测 (LFT-lateral flow test) 反

馈结果, 实现快速精准识别[63]。Gootenberg和张峰的

团队[64]在Cas13a蛋白可以切割RNA的基础上建立了

SHERLOCK (sperific high sensitivity enzymatic reporter 

unlocking) 检测平台, 成功鉴别出具有碳青霉烯酶基

因和NDM-1基因的肺炎克雷伯菌临床分离株, 该平台

具有灵敏度高、特异性强、成本低的优点。在第二年, 

SHERLOCK平台进行优化升级, 将Cas13与Csm6 (一

种 CRISPR 系 统 辅 助 因 子) 结 合 , 得 到 了 SHER‐

LOCKv2, 检测的灵敏度提高了 3.5倍, 新平台的重复

利用率高、检测限更低并且可以用试纸观察结果[65]。

此外, 还有一款 CRISPR/Cas12a为基础设计的生物传

感器, 可以检测食物中的沙门氏菌, 检测时间短、迅速、

检测线灵敏、结果特异性高, 十分有希望发展为临床病

原菌新的检测技术[66]。

由此看来, CRISPR/Cas系统可塑性极强, 具有治

疗、预防、检验的潜力, 可以根据它的特点改进现在的

技术手段, 使之更快地实现临床价值。

3 总结与展望 

在CRISPR/Cas技术出现之前的细菌基因编辑如

自杀质粒虽然成本低、可以大范围破坏基因, 但是效率

很低、假阳性率高、筛选难度高[67]; λ-red重组虽然效率

高于自杀质粒, 但是需要外源性重组酶、抗性标记基因

难清除[67]; ClosTron方法目前只在梭状芽孢杆菌中进

行了测试, 而且成本高[67]。CRISPR/Cas9 技术在基因

编辑时可以做到精准、高效、便捷, 极大节约了时间、经

济成本, 降低了准入门槛, 让基因编辑这项技术实现了

“平民”化[67]。限制 CRISPR/Cas系统应用的主要问题

有脱靶效应、递送系统和细胞毒性。在基因编辑中, 脱

靶是必须解决的问题, 现在可以通过对 gRNA的GC含

量、长度、磷酸骨架进行修饰, 或改造Cas蛋白, 或改良

CRISPR系统递送方法去降低脱靶的概率[68]。最近发

现的由噬菌体基因编码合成的抗CRISPR蛋白可以准

确高效地调节CRISPR/Cas系统的活性, 减少脱靶后的

影响, 如李斯特菌的噬菌体编码的AcrIIA2和AcrIIA4

蛋白可以降低化脓性链球菌 Cas9的活性[69]。2021年

报道了一种基于靶向抗菌质粒 (targeted-antibacterial-

plasmids, TAPs) 的抗菌方法 , 并设计了一种算法—

CSTB (Crispr Search Tool for Bacteria,https://cstb.ibcp.fr.) 

可以提高CRISRP/Cas系统靶向的精准度[70]。

CRISPR/Cas系统起效的关键是设计合适的递送

系统 , 噬菌体作为常见的递送系统 , 可以将 CRISPR/

Cas系统导入到宿主细菌中, 达到杀灭病原微生物及

消除耐药基因的目的, 但细菌也会对噬菌体产生耐受

降低递送效率[56]。用携带有多质粒系统的细菌植入可

以更有效地解决环境中耐药菌, 但质粒的不相容性导

致细菌不容易携带多个质粒系统, 甚至会影响目标质

粒进入耐药菌中[71], 因此如何提高递送的效率仍需继

续探索。

CRISPR/Cas系统的过表达和造成的DSB是引起

细胞毒性的主要原因[67], 目前出现了很多的解决方法, 

如前文讲的 PE/BE 系统、ShCAST 系统、CRISPR/

Cas12a 系统、CRISPRi/a 调控等。虽然在一定程度上

缓解了细胞毒性, 但缺点如无法进行大片段编辑、适应

范围窄等依然存在, 至今仍缺少一种完美解决的方法。

总之, 在大自然长期的进化筛选中, 研究者发现了

细菌特异性免疫系统—CRISPR/Cas系统, 古人云: “师

夷长技以制夷”, 它不仅可以用于细菌的基因编辑, 还

可以用于代谢工程、耐药菌防治等, 但缺陷仍是存在

的, 如脱靶、毒性等, 需要继续深入研究, 相信终有一天

研究者可以灵活应用在每一个领域。
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