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摘   要：细菌多重耐药是医药健康、农林牧渔、生态环境等多领域共同面临的全球性挑战。抗生

素耐药基因跨物种跨区域传播是导致细菌多重耐药形成的重要原因。然而，目前尚无有效方案解

决日益严峻的细菌多重耐药问题。由规律成簇间隔短回文重复序列和与之相关的蛋白组成的

CRISPR-Cas 系统，可靶向切割进入细菌的外源核酸，具有防控耐药基因转移导致细菌多重耐药的

应用潜力。文中在简要介绍 CRISPR-Cas 系统作用机制的基础上，着重讨论近年来以质粒、噬菌体、

纳米粒子等载体传递 CRISPR-Cas 工具消减耐药基因的研究进展，进而展望该研究领域的发展趋

势，为防控细菌多重耐药性提供新的思考方向。 

关键词：多重耐药性；耐药基因；水平基因转移；CRISPR-Cas 系统  
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Abstract: Bacterial multi-drug resistance (MDR) is a global challenge in the fields of medicine and 

health, agriculture and fishery, ecology and environment. The cross-region spread of antibiotic 

resistance genes (ARGs) among different species is one of the main cause of bacterial MDR. However, 

there is no effective strategies for addressing the intensifying bacterial MDR. The CRISPR-Cas system, 

consisting of clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR 

associated proteins, can targetedly degrade exogenous nucleic acids, thus exhibiting high application 

potential in preventing and controlling bacterial MDR caused by ARGs. This review briefly introduced 

the working mechanism of CRISPR-Cas systems, followed by discussing recent advances in reducing 

ARGs by CRISPR-Cas systems delivered through mediators (e.g. plasmids, bacteriophages and 

nanoparticle). Moreover, the trends of this research field were envisioned, providing a new perspective 

on preventing and controlling MDR. 

Keywords: multi-drug resistance; antibiotic resistance genes; horizontal gene transfer; CRISPR-Cas system 

 
 

细菌多重耐药性  (multi-drug resistance, 

MDR) 是指细菌对多种作用机制不同的抗菌药

物产生的耐药性[1-2]。部分多重耐药细菌能耐受

几乎所有的抗生素，被称为“超级细菌”。多重

耐药菌的快速传播给全球公共卫生和临床医学

带来巨大挑战。水平基因转移 (horizontal gene 

transfer, HGT) 可促进遗传物质在不同细菌之间

的交流，是细菌形成多重耐药性的重要原因[3]。

临床医学、畜禽养殖和生态环境的调查结果均

表 明 抗 生 素 耐 药 基 因  (antibiotic resistance 

genes, ARGs) 水平转移 (尤其是质粒介导的耐

药基因水平转移) 促进了多重耐药性跨区域跨

种群传播 [3]。例如，从全球不同区域的人、动

物和环境分离的多种耐药菌中均鉴定出含降解

所有 β-内酰胺类抗生素的 blaNDM-1 基因的耐药

基因簇，序列分析表明不同来源的含 blaNDM-1

的耐药基因簇高度同源，提示耐药基因通过水

平基因转移在不同宿主中传播[3-4]。环脂肽类抗

生素多粘菌素被称为抵御多重耐药菌的“最后

一道防线”[5]，然而，近年来研究表明多粘菌素

耐药基因 mcr-1 已在全球范围内扩散[6]。转化、

接合和转导是水平基因转移的主要方式[7]。自

然条件下，具备自然转化能力的细菌在膜蛋白

的介导下可主动摄取裸露的外源 DNA[8]。在接

合过程中，性伞毛介导供体细菌将接合质粒

DNA 导入受体细菌。在转导过程中，噬菌体吸

附宿主细菌后将自身遗传物质注入细菌体内。 

虽然细菌多重耐药问题日益突显，但是应

对该问题的有效方法仍十分缺乏。新抗生素开

发曾是应对细菌耐药问题的主要手段，然而新 
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抗生素开发存在研发周期长、成本高、成功率

低等问题，难以应对细菌多重耐药性发展速度

过快的挑战。质粒是耐药基因转移的重要载体，

一些自然环境因素 (如高盐度、高温、厌氧环

境等) 和理化因子 (如溴化乙锭、十二烷基硫

酸钠、结晶紫等) 通过影响质粒的稳定性限制

耐药基因的传播 [9-11]。但自然环境因素或理化

因子抑制耐药性传播存在质粒消除率低、生物

毒性等问题，难以应用于医学临床和畜禽养殖

业。细菌中广泛存在由规律成簇间隔短回文重

复序列  (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats, CRISPR 序列) 和与之相关

的蛋白 (CRISPR-associated protein, Cas 蛋白)

组成的 CRISPR-Cas 系统，它在细菌免疫防御

的过程中发挥重要作用，可靶向切割外源 DNA

或 RNA[12-13]。经改造的 CRISPR-Cas 系统已广

泛应用于微生物和动植物基因组编辑。作为一种

新型基因编辑工具，近年来人们将 CRISPR-Cas

系统应用于防控多重耐药菌[14-24]。本文在简要

介绍 CRISPR-Cas 系统作用机制的基础上，阐

述以质粒、噬菌体和纳米脂质体为载体利用

CRISPR-Cas 系统消减耐药基因和耐药质粒的

研究进展，并结合笔者自身的研究探讨今后利

用 CRISPR-Cas 系统防控细菌多重耐药的研究

思路。 

1  CRISPR-Cas 系统的结构与作用

机制 

CRISPR-Cas 系统由 CRISPR 阵列和编码 Cas

蛋白的一组基因组成[12]。其中，CRISPR 阵列由

前导序列、重复序列和间隔序列组成，其转录

产物在相关蛋白加工后形成成熟 crRNA，与 Cas

蛋白结合形成的核酸-蛋白复合体识别并降解

DNA 或 RNA[25]。 

根据效应蛋白的数量，CRISPR-Cas 系统可

分为 Class 1 和 Class 2 两大类。Class 1 利用多

蛋白效应复合物降解核酸，可进一步分为Ⅰ型、

Ⅲ型和Ⅳ型；Class 2 则利用单蛋白效应复合物

降解核酸，可进一步分为Ⅱ型、Ⅴ型和Ⅵ型[13]。

CRISPR-Cas 系统作用机制可分为 3 个阶段：新

的间隔序列的获得与整合 (适应，adaptation)、

crRNA 和 Cas 蛋白的生成 (表达，expression)

及 crRNA 引导的核酸靶向切割  ( 干扰，

interference)[26]。在干扰阶段，CRISPR 阵列转

录加工后的产物 (成熟 crRNA) 与 Cas 蛋白结

合成核酸-蛋白复合体，该复合体寻找核酸中与

crRNA 互补的序列，导致识别位点附近核酸被

降解[27]，这种特异性使得 CRISPR 系统逐渐被

开发应用于消除特定耐药基因，从而防控耐药

基因转移导致的耐药问题[28]。目前，人们已利

用Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅵ型 CRISPR-Cas 系统开发消

除耐药基因的遗传操作工具[18,29-30]。 

Ⅰ型 CRISPR-Cas 系统是 Class 1 类的典型

代表，其标志蛋白为含有磷酸水解酶结构域和解

旋酶结构域的 Cas3 蛋白[31]。Ⅰ型 CRISPR-Cas

系统编码的蛋白 Cas1 和 Cas2 介导适应过程，

它们将外源 DNA 片段整合至自身前导序列和

CRISPR 第一个重复序列之间，从而形成一个新

的间隔区 (spacer)；在表达阶段，CasE 蛋白将

前体 crRNA (pre-crRNA) 加工成成熟 crRNA 并

与一组 Cas 蛋白 (cascade) 结合成复合体，该复

合体引导 Cas3 蛋白切割外源靶序列[32] (图 1A)。 

Class 2 类的Ⅱ型 CRISPR-Cas9 系统广泛应

用于包括动植物在内的生命体基因编辑中，其

标志蛋白为含有 2 个结构域 HNH 和 RucV 的

Cas9 蛋白[33]。在Ⅱ型系统中，前 crRNA 与反

式 crRNA (tracrRNA) 部分互补形成双链，被称

为小导向 RNA (small guide RNA，sgRNA)，通过

Cas9 蛋白维持该结构的稳定性，宿主 RNase Ⅲ
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将前 crRNA 加工成包含单个间隔序列的单元 

(crRNA)[34]。这种 sgRNA 与 Cas9 形成的复合物

在 DNA 上寻找相应候选识别位点的毗邻基序 

(protospacer adjacent motif, PAM)，并在其附近

的靶序列上切割核苷酸引起双链断裂  (double 

strand break, DSB)[34] (图 1B)。通过引入同源重

组修复模板修复双链断裂，可实现编辑目标基

因的目的[35]。 

相较于同为 Class 2 类的Ⅱ型 CRISPR-Cas

系统，Ⅵ型 CRISPR-Cas 系统则更为简单。以

CRISPR-Cas13 为例，效应蛋白 Cas13 既可将前

crRNA 加工为成熟 crRNA，又可携带单个

crRNA 寻找互补的靶标位点 [36]。不同的是，

Cas13 存在 2 个 HEPN (higher eukaryotes and 

prokaryotes nucleotide-binding) 结构域，由 RNA

引导并发挥非特异核酸酶的作用降解单链 RNA 

(single stranded RNA, ssRNA)[37] (图 1C)。 

CRISPR-Cas 系统可通过靶向消除耐药基

因恢复宿主菌对抗生素的敏感性，因此在防控

由耐药基因导致细菌耐药方面具有应用潜   

力[25,38]。将 CRISPR-Cas 系统高效地运输至微生

物体内是利用该系统防控细菌耐药性需解决的

主要问题[39]。目前主要的递送载体包括质粒、

噬菌体和纳米粒子等。本文将分别介绍近年来

基于上述载体开发的用于防控耐药基因转移的

CRISPR-Cas 系统 (表 1)。 

2  基于质粒载体的 CRISPR-Cas 系统

防控耐药基因转移研究 

根据水平转移的特性，质粒可分为非接合

型和接合型质粒。非接合型质粒无需供体菌介

导，可通过自然转化的方式进入宿主菌。在自

然条件下，接合型质粒通过自身编码的Ⅳ型分 

 

 
 
图 1  Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅵ型 CRISPR-Cas 系统作用机制[32,35] 

Figure 1  The mechanism of type Ⅰ, Ⅱ and Ⅵ CRISPR-Cas systems[32,35]. (A) In type Ⅰ system, the 

crRNA bound by cascade complex guides Cas3 to degrade target DNA. (B) In type Ⅱ  system, the 
pre-crRNA and tracrRNA are partially complementary to form a double-stranded structure, whose the 
stability is maintained by Cas9 protein. The complex formed by Cas9 and sgRNA processed by RNase Ⅲ 
searches for the PAM site on the DNA, and cuts the nucleotide on the nearby target sequence to cause a DSB. (C) 
In type Ⅵ system, the Cas13 not only processes the pre-crRNA into a mature crRNA, but also guides a single 
crRNA to find complementary target sites, then plays the role of non-specific RNase to degrade ssRNA. 
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泌系统从供体菌进入受体菌[40]。人们通过在质

粒载体上整合编码 CRISPR-Cas 系统或其部分

组件的序列，使得 CRISPR-Cas 系统靶向并切

割耐药基因，从而降低耐药菌对抗生素的抗性。 

2.1  非接合质粒介导的CRISPR-Cas系统防

控耐药基因转移研究 
CRISPR-Cas9 系统最先被应用于耐药菌中

耐药基因的消除。Bikard 等利用非接合质粒

pCEP将化脓性链球菌 (Streptococcus pyogenes) 

SF370 的 CRISPR01 序列转入肺炎链球菌

(Streptococcus pneumoniae) R6，该序列包含可转

录 tracrRNA 的 DNA、包括 cas9 在内的 4 个 cas

基因以及若干重复-间隔单元，该间隔序列生成

的 crRNA 能够靶向至 S. pneumoniae 染色体上

的耐药基因，杀死携带该耐药基因的宿主菌[30] 

(图 2A-i)。此后有研究者利用一种只包含可转录

Cas9 和 tracrRNA 序列的简化质粒抵抗首次发现

含 mcr-1 耐药基因的 IncI2 类质粒 pHNSHP45

对受体菌的接合过程 [5]。接合是细菌基因转移

的重要方式，临床环境中耐药基因的传播主要

通过接合发生[41]。当受体菌含有该质粒时，其

转录形成的靶向 mcr-1 的 sgRNA 即可引导 Cas9

蛋白切割靶标位点，降低 pHNSHP45 对受体菌

的接合效率[5] (图 2A-v)。由质粒介导的耐碳青

霉烯肠杆菌是临床上常见的耐药菌，而这些质粒

上通常还携带着其他耐药基因 (如 mcr-1)[42-43]，

治疗这类耐药菌引起的感染性疾病十分困难。

pCasCure 系统可被用于去除含碳青霉烯酶等

耐药基因的质粒，从而恢复耐药菌的对碳青霉

烯等抗生素的敏感性。将携带 pCasCure 系统

的质粒载体导入耐碳青霉烯类肠杆菌中，利用

阿拉伯糖诱导 Cas9 表达并使其靶向至耐药质

粒的复制子序列，可以有效去除携带 blaKPC 的

IncN 质粒、携带 blaOXA-48 的 pOXA-48 质粒、

携带 blaNDM 的 IncX3 质粒等，提高了利用

CRISPR-Cas 系统防控耐药的广谱性，对临床分

离的包括克雷伯氏菌 (Klebsiella pneumoniae)、

大肠杆菌  (Escherichia coli) 和霍氏肠杆菌 

(Enterobacter hormaechei) 在内的耐碳青霉烯

类肠杆菌有较好的治疗效果[16] (图 2A-iv)。 

导向 RNA (gRNA) 赋予 CRISPR-Cas 系统

序列靶向特异性的重要特点，增加 gRNA 的拷

贝数可以显著提高 CRISPR-Cas 系统的活性。

Valderrama 等在表达 gRNA 的 DNA 片段两侧添

加靶位点上下游同源臂序列，当另一个质粒上

诱导表达的 Cas9 切断靶标耐药基因后，含有同

源臂的表达 gRNA 的 DNA 片段将作为模板修

复这一缺口，实现表达 gRNA 的 DNA 片段拷

贝数的指数增加[20]。体外实验表明，这种驱动

gRNA 表达的系统 (Pro-AG) 能更有效地破坏

含有抗性基因的高拷贝质粒，不仅能消除目标

序列或携带耐药基因的质粒，而且具有精确编

辑目标基因的潜力[20] (图 2A-iii)。 

原核生物中普遍存在 CRISPR-Cas 系统，可

利用其内源性 CRISPR-Cas 系统防控耐药基因转

移。临床上引起下呼吸道感染的重要病原菌铜绿

假单胞菌  (Pseudomonas aeruginosa) 的耐药水

平普遍较高，在该菌中导入含有靶向抗性基因

的间隔序列与编辑模板的质粒，其转录形成的

crRNA引导P. aeruginosa内源性Ⅰ-F CRISPR-Cas

系统去除抗性基因或质粒，降低了该菌对抗生

素的耐受水平[22] (图 2A-ii)。该技术不仅在降低

临床上病原菌的耐药性方面具有应用前景，而

且在临床分离获得的病原菌的遗传操作、关键

耐药基因鉴定等方面具有重要应用价值[22]。 

2.2  接合质粒介导的CRISPR-Cas系统防控

耐药基因转移研究 
自然条件下，非接合质粒仅能通过自然转化

的方式进入细菌。然而非接合质粒的自然转化效

率通常较低，极大地限制了以非接合质粒为载体 
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表 1  利用 CRISPR-Cas 系统消减耐药基因的策略 
Table 1  Strategies to reduce drug resistance genes by CRISPR-Cas system 

Vector type CRISPR 

system 

Main feature Disadvantage In vitro/in vivo References 

Non-conjugative 

plasmids 

Type Ⅱ Kill the identified host Lack of host 

competitiveness 

In vitro and in 

vivo (mouse gut) 

[30] 

Simple plasmid construction Spacer mutation In vitro [5] 

Targeting on replicon; wide range of 

therapeutic strains 

 In vitro [16] 

High editing efficiency Delivery system to be 

developed 

In vitro [20] 

Type Ⅰ-F Single editing plasmid; identify key 

resistance genes 

Limited application host In vitro [22] 

Conjugated 

plasmids 

Type Ⅱ Eliminate various mcr-1-harbouring 

plasmids 

Low transformation 

efficiency 

In vitro [44] 

Repair dsDNA break, reduce survival stress Narrow repair range In vitro [21] 

High conjugation efficiency with 

Enterococcus faecalis in vitro, stable 

transmission 

Low frequency of in vivo 

conjugation 

In vivo (mouse 

intestine) 

[19] 

Inhibit the transcription of ARGs; wide 

transferred hosts 

Editing efficiency depends 

on transfer efficiency 

In vitro [45] 

Phage Type Ⅱ Kill ARG-carrying host selectively; no 

phage copies after infection 

Large demand for phages; 

hosts easy to mutate under 

phage selective pressure 

In vitro and in 

vivo (mouse skin) 

[14] 

High selectivity; activation of plasmid 

toxin-antitoxin systems to kill bacteria 

Narrow host range In vivo (large wax 

moth experiment) 

[15] 

Curing ESBL mutants Excluding CTX-M type In vitro [46] 

Increased host range Reduced cutting effect In vitro and in 

vivo (mouse skin) 

[47] 

Type Ⅰ Targeting multiple sites simultaneously 

and reducing off-target 

Narrow host range of 

single phage 

In vitro [29] 

Type Ⅵ Targeting RNA and activating Cas13a to 

degrade mRNA nonspecifically and 

efficiently 

Restricted by phage host 

range and phage capsid 

packaging efficiency 

In vitro and in 

vivo (large wax 

moth experiment) 

[18] 

Nanoparticle Type Ⅱ Cas9 persistence leads to delivery and 

targeting efficiency 

Delayed release of Cas9 

and sgRNA 

In vitro [17] 

 

递送 CRISPR-Cas 系统消减耐药基因的应用。接

合质粒能通过细胞接触将 CRISPR-Cas 系统从供

体菌传递给受体菌，获得接合质粒的受体菌可进

一步将 CRISPR-Cas 系统传递至其他受体菌，极

大地拓展了利用 CRISPR-Cas 系统消减耐药基因

的应用范围。例如，Wang 等将可表达 Cas9 与

sgRNA 的 DNA 片段构建至接合质粒 pMBLcas9，

并以约 10–1的接合效率转移至临床分离的携带不

同 mcr-1 质粒的大肠杆菌中，成功消除了多种耐

药质粒[44] (图 2B-iii)。 

传递效率是限制 CRISPR-Cas 系统临床应

用的主要因素，提高质粒接合效率可拓展

CRISPR-Cas 系统防控耐药基因转移的应用前

景。粪肠球菌 (Enterococcus faecalis) 是哺乳动物

肠道内的主要菌群，信息素应答质粒 (pheromone- 

responsive plasmids, PRPs) 是 E. faecalis中普遍 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1438 

 

 
 

图 2  利用质粒载体传递 CRISPR-Cas 系统防控耐药的策略 
Figure 2  Strategies for preventing and controlling ARGs by using plasmid vectors to deliver CRISPR-Cas 
systems. (A) Using non-conjugating plasmid vectors to deliver the CRISPR-Cas system. (i) Using a 
non-conjugating plasmid pCEP to transfer the CRISPR01 sequence containing Streptococcus pyogenes SF370 to 
Streptococcus pneumoniae R6, Cas9 targets the ARG on the chromosome of Streptococcus pneumoniae, causing 
host cell death. (ii) The non-conjugating plasmid containing the spacer sequence of the targeted ARG and the 
editing template are introduced into pathogenic Pseudomonas aeruginosa, and the mature crRNA guides the 
endogenous I-F CRISPR-Cas system to remove the ARG to reduce the level of antibiotic resistance. (iii) The 
pro-AG system inserts gRNA and its upstream and downstream fragments into the target position while destroying 
ARG, so that the number of gRNAs increases exponentially and improves the editing efficiency. (iv) The 
pCasCure plasmid can be targeted to the replicon region of carbapenem-resistant plasmids, which improves the 
broad spectrum of the CRISPR system. (v) The recipient bacteria containing the CRISPR-Cas9 plasmid that can 
target the mcr-1 gene can resist the conjugation process of pHNSHP45 from the donor bacteria. (B) Using 
conjugative plasmid vectors to deliver the CRISPR-Cas system. (i) The CRISPR-Cas9 system and repair template 
are fused into the same conjugative plasmid to reverse the carbapenem resistance of the pathogen Shewanella. (ii) 
Using conjugative plasmid to deliver CRISPRi, dCas9 loses DNA cleavage activity and is guided by sgRNA to the 
ARG promoter to block its transcription. (iii) The conjugative plasmid pMBLcas9 that expresses Cas9 and sgRNA 
can eliminate a variety of mcr-1 carrying plasmids in clinically isolated E. coli. 



 
 

王晨羽 等/利用 CRISPR-Cas 系统防控细菌耐药性的研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1439

 

存在的接合质粒，不含接合质粒的受体菌可分

泌信息素，诱导携带接合质粒的供体菌合成一

种蛋白质粘附素，促进供体菌和受体菌的聚集，

从而提高信息素应答质粒的接合效率[48]。在信

息素应答质粒上整合靶向红霉素抗性基因的

CRISPR-Cas9 系统，可有效消除小鼠肠道内多

重耐药 E. faecalis 的红霉素抗性基因[19]。 

靶向基因组上抗性基因的 CRISPR-Cas 系

统会造成染色体双链 DNA 断裂，诱发细菌应

激反应，从而增强其抗逆性[49]。为了避免消减

耐 药 基 因 时 诱 发 耐 药 菌 应 激 反 应 ， 可 在

CRISPR-Cas 系统切割靶标基因的同时引入修

复模板，从而降低耐药菌的生存胁迫。基于该

策略，人们通过接合质粒载体导入 CRISPR-Cas

系统，成功逆转希瓦氏病原菌基因组上的碳青

霉烯类基因的抗药性[21] (图 2B-i)。CRISPR 干

扰 (CRISPR interference, CRISPRi) 是一种将丧

失 DNA 切割活性的 dCas9 引导至靶标 DNA 序

列，从而沉默基因转录的技术[50]。利用 CRISPRi

技术降低耐药基因的表达，也可实现在降低耐

药基因表达水平的同时不对宿主菌产生生存

胁迫。例如，通过 sgRNA 将 dCas9 引导至耐

药基因的启动子区，可阻遏 RNA 聚合酶与启

动子的结合，干扰耐药基因转录[51] (图 2B-ii)。

在 CRISPR-Cas 系统编辑精确性的研究中发现，

单链 RNA 容易识别基因组上与靶标序列相似

的序列，导致严重的脱靶效应，在靶标序列以

外切割 DNA 造成基因组损伤[52-53]。利用携带

转座子的接合质粒，Peters 等将组成 CRISPRi

系统的遗传元件整合至不同细菌  (特别是缺

乏遗传操作工具的耐药菌) 的基因组上，从而

在不损伤基因组的前提下干扰耐药基因的表 

达[45]。此外，CRISPRi 技术还可用于分析微生

物抗药性与敏感性。 

3  基于噬菌体载体的 CRISPR-Cas

防控耐药遗传元件研究 

相比质粒载体，噬菌体载体不仅具有较强

的侵染宿主菌的能力，而且可以携带更大的

DNA 片段，可导入编码多蛋白的 CRISPR-Cas

系统。此外，经噬菌体蛋白包裹的核酸较稳定，

不易被降解。因此，噬菌体载体也被应用于利

用 CRISPR-Cas 系统防控耐药基因转移。 

3.1  噬菌体介导的利用Ⅱ型 CRISPR-Cas 

系统防控耐药研究 
噬菌体是替代抗生素进行抗菌治疗的重要

手段[52]。但是噬菌体疗法同样可能引起宿主对

噬菌体的耐受性。为了提高噬菌体疗法的有效

性，人们将 CRISPR-Cas 系统整合至噬菌体基

因组，以噬菌体为载体递送靶向耐药基因的

CRISPR-Cas 系统，拓展噬菌体的应用范围[54]。

用噬菌体衣壳包裹携带 CRISPR-Cas9 的 DNA

片段，经改造的噬菌体可以在混合菌群中仅

消除病原菌或耐药质粒，但不影响其他种群，

从而达到选择性调节细菌种群的目的 [14-15]  

(图 3-i)。携带超广谱 β-内酰胺酶 (ESBL) 的耐

药质粒可在细菌群落中广泛传播，该耐药基因

的突变体数量多达 1 000 种[46]。因此，防控该类

耐药基因转移十分困难。以噬菌体为载体，将基

于 β-内酰胺酶突变体保守序列设计的 sgRNA 和

Cas9 导入目标菌株，成功实现病原菌中 200 多

种 β-内酰胺酶基因突变体均丧失活性，使得耐

药菌对 β-内酰胺类抗生素恢复敏感性[46]。 

传统噬菌体载体的有效性和安全性仍存在

不足，近年来开发的新一代噬菌体载体可增加

其侵染宿主的范围和安全性。噬菌体编码的尾

部纤维蛋白与宿主细胞上的受体发生反应而使

噬菌体产生宿主特异性，因此将溶原噬菌体的尾

部纤维蛋白延长即可扩大侵染宿主的范围[47]。 
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细菌体内某些毒力基因通常位于可移动元

件中，这些基因能整合到溶原噬菌体基因组上，

进而转移到其他宿主菌中，毒力基因簇所产生

的毒素会对人和动物的健康产生危害[56]；因此，

去除细菌的毒力基因可避免这些基因水平转移

从而提高噬菌体载体的安全性[57]。 

3.2  噬 菌 体 介 导 的 利 用 Ⅰ 型 和 Ⅵ 型

CRISPR-Cas 系统防控耐药研究 
因为噬菌体能携带更大的 DNA 片段，所以

它不仅可整合单效应蛋白介导的 CRISPR-Cas

系统，而且适用于导入多效应蛋白介导的

CRISPR-Cas 系统。Yosef 等利用溶原噬菌体包

裹含 6 个 cas 基因和多个靶向至 ndm-1 和

ctx-M-15 抗性基因间隔区的Ⅰ型 CRISPR-Cas3

系统，此溶原噬菌体可选择性地破坏耐药质粒，

使宿主菌恢复对多种抗生素的敏感性 (图 3-ii)；

随后用携带相同 CRISPR-Cas3 系统的裂解噬菌

体侵染并裂解仍携带耐药质粒的病原菌。该技

术不仅选择性地消除了耐药菌携带的耐药基

因，而且显著增强了抗生素敏感菌的生长优势，

从而达到富集敏感菌的目的[29]。 

与靶向 DNA 的Ⅰ型和Ⅱ型 CRISPR-Cas 系

统不同，Ⅵ型 CRISPR-Cas 系统可以靶向切割

RNA[36]。利用噬菌体载体，可将靶向至 RNA

的 Cas13a 蛋白应用于防控耐药菌。经噬菌体衣

壳 包 裹 的 靶 向 至 碳 青 霉 烯 酶 基 因 的 表 达

CRISPR-Cas13a 的 M13 噬菌体侵入宿主后，

crRNA-Cas13a 蛋白复合物与被靶向的 RNA 序

列结合后发生构象变化，crRNA 和靶 RNA 形

成的双链结构促使 Cas13a 蛋白的 HEPN1 结构

域转变成 HEPN2 结构域，从而激活 Cas13a 的

催化活性切割靶 RNA，这种切割活性将非特异

性裂解任何 ssRNA[58]，最终导致宿主细胞死亡，

从而选择性地杀死含有目标耐药基因的细菌[18] 

(图 3-iii)。当 ARG 位于质粒上时，由噬菌体包

裹的 CRISPR-Cas9 只能介导质粒 DNA 的降解， 
 

 
 

图 3  利用噬菌体载体传递 CRISPR-Cas 系统防控耐药的策略[15,18] 
Figure 3  Strategies for preventing and controlling ARGs by using phage vectors to deliver CRISPR-Cas 
systems[15,18]. (i) The phage capsid wraps up the CRISPR-Cas9 DNA fragments, which only eliminates 
pathogenic bacteria or ARG-carrying plasmids in the mixed flora, but does not affect other populations. (ii) 
Type Ⅰ  CRISPR-Cas3 system is encapsulated by lysogenic bacteriophages, which selectively destroys 
ARG-carrying plasmids and restores host sensitivity to multiple antibiotics. (iii) After the M13 phage expressing 
CRISPR-Cas13a invades the host, crRNA recognizes the target RNA, activates the non-specific RNase activity of 
Cas13a and finally leads to the death of the host cell. 
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不 会 导 致 细 胞 死 亡 ； 而 由 噬 菌 体 包 裹 的

CRISPR-Cas13a在识别到质粒上的目标 ARG后

则表现出很强的杀菌活性[18]。 

4  基于纳米粒子载体的 CRISPR-Cas

防控耐药研究 

纳米粒子 (nanoparticle) 载体一般是指由高

分子聚合物或无机材料制备而成的处于纳米尺

度的载体，其体积极小，具有极强的生物膜穿

透能力。抗菌药物能被纳米颗粒包裹至聚合物

载体中，在体内以较高溶解度释放并发挥杀菌

作用[59]。DNA 经无机纳米粒子 (如脂质体和阳离

子聚合物等) 包裹或吸附后可克服细胞外界的屏

障，通过胞吞进入细胞内并释放，这种方法为治

疗药物传输至体内提供了新的思路[60]。例如，利

用脂质体纳米粒子包裹 CRISPR-Cas9 的技术可 

在动物模型中明显抑制肿瘤细胞的生长[61]。聚乙

烯亚胺 (polyethylenimine, PEI) 是一种阳离子聚

合物，它能有效地将 DNA 分子凝聚成带正电荷

的纳米粒子，不仅具有较高的转染效率，而且能

保护 DNA 免受核酸酶降解[62]。CRISPR-Cas 系统

靶向细菌耐药基因的纳米粒子递送系统目前报

道较少。Kang 等将 S. pyogenes 的 Cas9 蛋白与分

支式 PEI (branched PEI, bPEI) 共价修饰，并与靶

向至 mecA 的 sgRNA 组装成纳米大小的复合物，

从而实现靶向切割耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 

(methicillin-resistant Staphylococcus aureus, 
MRSA) 基因组上耐药基因 (图 4)，被 bPEI 修饰

后的 Cas9 蛋白能较长时间保持其核酸酶活性，

进一步提高对双链 DNA 的裂解效率[17]。 

利用纳米粒子传递 CRISPR-Cas 复合物仍

需解决如何精准定位和高效组装两个关键问

题。在哺乳动物细胞中，由纳米材料组装的 

 

 
 
图 4  利用纳米粒子载体传递 CRISPR-Cas 系统防控耐药的策略[17] 
Figure 4  Strategies for preventing and controlling ARGs by using nanoparticle vectors to deliver 
CRISPR-Cas systems[17]. Cas9 protein of Streptococcus pyogenes was covalently modified with bPEI and 
assembled into nano-scale sized complexes with sgRNA targeting mecA, thus achieving the function of 
cutting ARGs from the MRSA genome. 
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CRISPR 系统可能会将质粒 DNA 随机整合到

宿主基因组上，增加了脱靶效应和插入突变

的风险 [63]。传递 Cas9/sgRNA 核糖核蛋白复合

物 (ribonucleoprotein complexes, RNPs) 可直接

进行基因编辑，脱靶效应减弱和免疫原性降  

低[64]；然而 Cas9 蛋白体积大，sgRNA 的负电

荷较高，在组装和递送的过程中难以保护 RNPs

免受退化或变性的干扰，因此使用这种非病毒

载体传递 RNPs 的方法仍然具有挑战性[65]。虽

然以纳米粒子优化 CRISPR-Cas 系统进行细菌

耐药性治疗的方法已取得巨大进展，但实现其

安全性和高效性还需进一步研究[65]。 

5  总结与展望 

耐药基因导致的细菌多重耐药问题日趋严

重，遏制细菌多重耐药的技术仍十分匮乏。

CRISPR-Cas 系统能特异识别并靶向切割携带

耐药基因或其转录产物的遗传元件，具有防控

细菌多重耐药的应用前景。近年来，人们以质

粒、噬菌体、纳米粒子等载体将不同类型的

CRISPR-Cas 系统导入耐药菌中，通过靶向消减

耐药菌中耐药质粒、耐药基因或其转录产物等

方式降低细菌耐药水平，在利用 CRISPR-Cas

系统防控细菌多重耐药方面取得了长足的进

展。然而，上述方法均需将生物大分子 (核酸

或蛋白与核酸的复合物) 递送至细菌体内，不

仅存在导入困难的问题，而且进入的生物大分

子易被细菌胞内蛋白酶或核酸酶降解。因此，

将这些技术应用于医学临床、畜禽养殖或生态

环境仍存在较大挑战。 

细菌中普遍存在内源 CRISPR-Cas 系统，

利用小分子化合物或理化因子激活细菌内源

性 CRISPR-Cas 系统可能为防控耐药基因转移

导致的细菌多重耐药问题提供新的思考方向。

明确 CRISPR-Cas 系统的调控机制并鉴定相关

的调控靶标蛋白是开展上述工作的基础和前

提。在大肠杆菌中，类似组蛋白的拟核结构蛋

白 H-NS 沉默 CRISPR-Cas 系统，转录因子

LeuO 可通过拮抗 H-NS 的转录沉默作用激活

CRISPR-Cas 系统[66-67]。近年来，笔者团队揭示

了大肠杆菌 CRISPR-Cas 系统新的调控机制，

H-NS的同源蛋白 StpA可激活内源 CRISPR-Cas

系统防御经自然转化进入大肠杆菌的耐药质 

粒[68]。以 H-NS、LeuO 或 StpA 为分子靶标筛

选可激活 CRISPR-Cas 系统的小分子或理化因

子，将不仅为解决大肠杆菌多重耐药问题提供

新的防治手段，而且为其他细菌中防控多重耐

药提供新的研究范式。 
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