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摘要：为了更好地适应环境，原核生物可通过水平基因转移的方式获取外源基因(来自噬菌体、质粒或其

他物种基因组)。在获取外源基因的同时，原核生物也面临着 “自私基因”入侵的风险。因此，原核生物

需建立相应的机制选择性地摄取或降解外源DNA，从而防范基因转移带来的潜在危害。近年来，人们在

原核生物中发现了由小RNA介导降解DNA的防御外源基因入侵的适应性免疫。在免疫防御过程中，首先

外源DNA部分片段整合至细胞自身基因组上成簇出现的重复序列(CRISPR)上；然后表达并加工成熟的

CRISPR  RNA和相关Cas蛋白形成CRISPR/Cas复合体降解再次入侵的外源DNA。本文在简介

CRISPR/Cas系统的基础上，重点探讨近年来关于大肠杆菌中I-E型CRISPR/Cas系统作用机制和调控机制

的研究进展。
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生物可通过水平基因转移(horizontal  gene
transfer, HGT)的方式从其它物种基因组、噬菌体

或质粒上获取外源基因，从而更好地应对外界环

境压力[1-3]。例如，在许多细菌和古菌基因组上存

在一套保守的和外源DNA摄取相关的基因，它们

可编码一套用于组装DNA摄取装置的蛋白，从而

主动地将外源DNA摄入细胞并整合至其基因组

上[4]。然而，并非所有的外源DNA都有利于它们

的生存竞争。例如，经噬菌体病毒DNA感染的细

菌和古菌往往最终被杀死或裂解。

为抵御病原体入侵，真核生物进化出了一套

依赖免疫球蛋白的适应性免疫(adaptive immunity)
机制。长期以来，人们认为原核生物中不存在适

应性免疫机制。近年来，人们在原核生物基因组

中发现成簇出现的规律间隔的短回文重复序列

(CRISPR,  clustered  regularly  interspaced  short
palindromic repeats)，在相关Cas (CRISPR associated)
蛋白的介导下它的转录产物可特异地识别曾入侵

宿主菌的外源DNA并将其降解[5,6]。CRISPR/Cas系
统不仅能够防御噬菌体侵染，还能阻止单链形式

进入受体菌的转化DNA和接合DNA的入侵[7-9]。这

种RNA介导的适应性免疫方式能阻断目前已知的
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几乎所有类型的水平基因转移方式。本文在简要

介绍CRISPR/Cas系统的结构、分类和作用阶段的

基础上，重点阐述Ⅰ型CRISPR/Cas系统的作用机

制和调控机制。

1    CRISPR/Cas的结构、分类和作用
阶段

CRISPR由不连续的重复序列(repeat)、长度相

似的间隔区序列(spacer)和前导序列(leader)所组

成。外源DNA上与CRISPR序列的间隔区相匹配

的序列被称作原型间隔区(protospacer)[6]。CRISPR
序列的转录产物crRNA(CRISPR RNA)经剪切形成

小RNA后与其上游保守基因编码的Cas蛋白形成

核酸蛋白复合体(CRISPR-associated  complex  for
antiviral defence, Cascade)，识别并降解通过水平

基因转移进入宿主菌的外源DNA[6]。

C R I S P R / C a s系统主要存在3种基本类型

(Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型)，其中cas1是CRISPR/Cas系

统的特征基因[10]。Ⅰ型CRISPR/Cas系统广泛存在

于细菌和古菌中，主要标志是一个N端含HD磷酸

水解酶结构域和C端含DExH解旋酶结构域的

Cas3蛋白[10]。基于cas基因和CRISPR重复序列的

系统进化特征，Ⅰ型CRISPR/Cas (CRISPR/Cas3)

系统可分为6个亚型(A–F)，其中大肠杆菌CRISPR/

Cas系统为Ⅰ-E型[10-11]。Ⅱ型CRISPR/Cas系统仅在

细菌中发现，其最主要标志是一个具多重功能的

大分子蛋白Cas9[10]。CRISPR/Cas9系统已广泛应

用于包括哺乳动物在内的许多物种的基因组工程

中[12]。Ⅲ型CRISPR/Cas系统仅在古菌中发现，由

CRISPR特异性内切核酸酶Cas6和预测参与靶标

DNA干涉的Cas10等蛋白组成[10]。

CRISPR/Cas系统免疫防御来自噬菌体或质粒

的外源DNA入侵机制分为3个阶段：适应(adaptation)、
表达(expression)和干涉(interference) [ 1 0 ]。在

CRISPR/Cas系统的适应阶段，Cas1-Cas2组成的整

合酶将来自外源DNA的原型间隔区域序列整合至

基因组CRISPR序列相应位置中 [ 1 3 ]。各类型的

CRISPR/Cas系统在表达和干涉阶段存在较大差

异。在crRNA成熟过程中，Cas6同源蛋白加工

Ⅰ型和Ⅲ型CRISPR/Cas系统中crRNA，而Ⅱ型

CRISPR系统中Cas9和RNase Ⅲ加工crRNA；在与

靶DNA相结合过程中，Ⅰ型和Ⅲ型CRISPR系统

中crRNA与多个蛋白组成复合体与靶DNA相结

合，而Ⅱ型CRISPR系统中crRNA与单个蛋白

(Cas9)组成复合体；在靶DNA切割识别方面，

Ⅰ型和Ⅱ型CRISPR系统均通过原型间隔区邻近区

域上一个3–5核苷酸组成的基序 (p ro tospace r
adjacent  motif,  PAM)识别靶标DNA，而Ⅲ型

CRISPR系统中未见类似保守基序的报道[10]。大肠

杆菌中Ⅰ-E型CRISPR/Cas系统是目前研究最透彻

的CRISPR/Cas系统。后文中，作者将重点阐述其

作用机制和调控机制。

2    Ⅰ-E型CRISPR/Cas系统的作用机制

Ⅰ-E型CRISPR/Cas系统由CRISPR序列和

Cas蛋白(Cas1-3和CasA-E)组成，Cas1和Cas2蛋白

通过识别位于靶标DNA原型间隔区3′端PAM基序

(通常为CTT)，进而将原型间隔区DNA片段整合

到自身CRISPR的重复序列之间，形成新的间隔

区[11,13]。当再次遭受类似外源DNA入侵时，大肠

杆菌表达cas基因和CRISPR序列：cas基因转录并

翻译成相关的Cas蛋白，其中包括Cas1-3和CasA-
E(又称作Cas1、Cas2、Cas7、Cas5e和Cas6e)；
CRISPR转录为前体crRNA(pre-crRNA)(图1)[10]。

前体crRNA经核酸酶CasE(Cas6e)加工后形成成熟

的crRNA[14]。与成熟crRNA继续结合的CasE招募

CasA-D形成Cascade复合体[15]。在Cas3的介导下，

Cascade与再次入侵的外源DNA上原型间隔区相结

合并在PAM位点附近切割靶标DNA，从而导致靶

标DNA降解(图1)[15]。

通过X射线分析，人们解析了Cascade复合体
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的结构[15]。它由1个CasE、5个CasC、2个CasB、

1个CasD、1个CasA和1个crRNA组成(图1)。
Cascade复合体呈海马形状，由头部、骨架部分和

尾部三部分组成：头部由CasE与crRNA3’端茎环

(stem-loop)组成，骨架部分由5个CasC单体与

crRNA中部(belly)的引导序列组成，尾部由5’端源

自CRISPR重复区的8碱基核苷酸手柄(handle)与
CasA和CasD组成(图1)[15]。在头部和骨架部分组装

时，CasE为最前端CasC提供结合位点；在骨架部

分和尾部组装时，CasD终止CasC在crRNA尾部延

伸[15]。除CasC外，CasE同时也与CasB相互作用。

虽然CasB不与crRNA直接作用，但是CasB形成的

二聚体两侧均带正电，暗示它可能在稳定被结合

和置换的靶标DNA方面发挥作用 [ 1 5 ]。目前，

Cascade复合体与靶标DNA相结合的结构未见报

道，因此CRISPR如何通过PAM基序识别靶标

图1.  Ⅰ-E型CRISPR/Cas系统的作用机制
[6]

Figure 1.  The action mechanism of the type Ⅰ-E CRISPR/Cas system (partially adapted from the reference [6]).
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DNA以及Cascade复合体中crRNA如何介导Cas3切
割靶标DNA等关键问题仍有待进一步探索。

3    Ⅰ-E型CRISPR/Cas系统的调控机制

在大肠杆菌Ⅰ-E型CRISPR/Cas系统转录起始

阶段，cas3、casA-E-cas1,  2和CRISPR分别由

Pcas3、Pcas和PCRISPR3个启动子所转录 [16]。其中

Pcas3为组成型启动子，Pcas和PCRISPR上均存在阻遏

蛋白H-NS的结合位点[16]。此外，Pcas上还存在转

录激活蛋白LeuO和全局调控因子cAMP-CRP

(cAMP activated global transcriptional regulator)的

结合位点[17-18]。

DNA结合蛋白H-NS(histone-like  nucleoid
structure protein)可与启动子附近富含AT的DNA序

列相结合，并在DNA上招募其它H-NS分子，使得

成串相连的H-NS在DNA上形成核酸蛋白复合体，

从而改变相应区域启动子的二级结构，阻止

RNA聚合酶与该区域启动子结合，进而抑制相关

基因转录[19]。LeuO是CRISPR/Cas系统表达的激活

因子，它可与Pcas上游序列结合，其结合区域与H-

NS结合区域部分重合(图2)[17]。通常，LeuO编码

基因受H-NS抑制作用无法表达。过量表达LeuO可

解除H-NS对Pcas的阻遏作用，从而激活CRISPR/Cas
系统表达[17]。BglJ和RcsB组成的异源二聚体是一

个多向转录调节因子，可协同或拮抗全局调控因

子( 如CRP、LeuO和H-NS)的转录调控作用[20]。通

过持续地表达BglJ从而增加BglJ-RcsB，可提高

LeuO编码基因的转录表达，从而激活CRISPR/Cas
系统的启动子Pcas(图2)[21]。 H-NS和LeuO的相对表

达水平决定了同时受二者调控基因表达的开启与

关闭。例如：在大肠杆菌指数生长时期，H-NS相
对表达量较高，抑制LeuO表达，导致相关基因的

表达下调；进入稳定生长期后，H-NS表达量逐渐

降低，而LeuO表达量则持续升高，导致相关基因

的表达上调[22]。然而，目前尚不清楚进入稳定生

长期之后，CRISPR/Cas系统组分基因的转录表达

是否因H-NS和LeuO相对表达量变化而被激活。

部分因子可在不依赖H-NS的条件下调控

CRISPR/Cas系统。CRP是环磷腺苷(cAMP)的受体

蛋白，可负调控CRISPR/Cas系统[18]。增加葡萄糖

浓度可降低细胞内cAMP水平，导致cAMP-CRP浓

图2.  Ⅰ-E型CRISPR/Cas系统的转录调控机制

Figure 2.  The mechanism of the transcriptional regulation of the type Ⅰ-E CRISPR/Cas system.
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度随之降低，从而解除cAMP-CRP对Pcas的抑制作

用，提高CRISPR/Cas的表达水平，增强宿主菌对

P1噬菌体感染的免疫能力[18]。在大肠杆菌Pcas上存

在CRP结合位点，它与LeuO结合位点部分重合(图
2)[18]。或许，CRP可与激活因子LeuO竞争Pcas上结

合位点，从而阻遏CRISPR/Cas系统表达 [ 1 8 ]。

BaeSR双组分调控系统(two-component  BaeSR
regulatory system)由定位在细胞膜上的组氨酸激酶

(histidine kinase)BaeS和胞浆中与DNA结合的反应

调节因子(DNA-binding response regulator)BaeR组

成[23]。在膜压力(membrane stress)作用下，活化的

BaeS导致BaeR磷酸化，从而激活相关基因转

录[24]。膜压力通过BaeSR双组分调节系统可不经

H-NS激活CRISPR/Cas系统(图2)[25]，但相关调控

机制仍不清楚。

4    展望

真核生物免疫球蛋白介导的适应性免疫系统

主要通过抗体抗原特异结合的方式识别进入的病

原体，而原核生物中CRISPR介导的适应性免疫则

主要通过RNA与DNA序列匹配的方式识别入侵的

外源DNA。前者无需其它大分子介导，通过免疫

球蛋白分子上的抗原结合簇与抗原分子上的抗原

决定簇相互吸引实现抗原抗体的识别；而后者需

通过C a s蛋白和P A M基序实现 c r R N A与靶标

DNA的识别。通常情况下真核生物的适应性免疫

系统处于未激活状态，当宿主受病原体侵染时该

免疫系统被激活。类似的，大肠杆菌中Ⅰ-E型

CRISPR/Cas系统因H-NS的阻遏作用处于关闭状

态，然而目前仍然不清楚何种自然条件下该

CRISPR/Cas系统可解除H-NS的阻遏作用，从而发

挥其功能。大肠杆菌进入稳定生长期后，随着营

养物质的匮乏，CRISPR/Cas系统的阻遏蛋白H-
NS表达水平逐渐降低，而激活蛋白LeuO的表达水

平却逐渐增高。笔者曾在自然条件下质粒入侵稳

定生长期大肠杆菌的分子机制方面开展了大量工

作[26-29]。或许，随着H-NS表达的降低和LeuO表达

的增高，在某种自然条件下稳定生长期的大肠杆

菌中CRISPR/Cas系统可被激活，用于防御外源质

粒DNA的入侵。另外，葡萄糖浓度增加导致cAMP-
CRP浓度降低或膜压力通过BaeSR双组分系统也

可激活CRISPR/Cas系统，但这两种CRISPR/Cas系
统激活的方式却并不依赖H-NS。这些不解除H-
NS阻遏的条件下CRISPR/Cas系统激活的机制仍有

待进一步探索。
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Advances in molecular mechanisms of adaptive immunity
mediated by type Ⅰ-E CRISPR/Cas system - A review

Dongchang Sun, Juanping Qiu*

Department of Biology Engineering, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, Zhejiang Province, China

Abstract: To better adapt to the environment, prokaryocyte can take up exogenous genes (from bacteriophages, plasmids or

genomes  of  other  species)  through  horizontal  gene  transfer.  Accompanied  by  the  acquisition  of  exogenous  genes,

prokaryocyte is challenged by the invasion of ‘selfish genes’.  Therefore, to protect against the risk of gene transfer,

prokaryocyte needs to establish mechanisms for selectively taking up or degrading exogenous DNA. In recent years,

researchers discovered an adaptive immunity, which is mediated by the small RNA guided DNA degradation, prevents the

invasion of exogenous genes in prokaryocyte. During the immune process, partial DNA fragments are firstly integrated to

the clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) located within the genome DNA, and then the

mature CRISPR RNA transcript and the CRISPR associated proteins (Cas) form a complex CRISPR/Cas for degrading

exogenous DNA. In this review, we will first briefly describe the CRISPR/Cas systems and then mainly focus on the recent

advances of the function mechanism and the regulation mechanism of the type I-E CRISPR/Cas system in Escherichia coli.
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