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艰难梭菌CRISPR-Cas系统的基因组结构
及其与噬菌体的关系*
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【摘要】 目的 CRISPR-Cas系统是细菌和古生菌基因组中的一种适应性免疫防御系统,可保护其免受噬菌体、质粒等

外源DNA的入侵,阻止基因的水平转移,从而维护自身基因组的稳定。本研究旨在分析艰难梭菌基因组中CRISPR-
Cas系统的基因结构,以探讨其在防御噬菌体感染等方面的作用。 方法 从Nucleotide数据库中下载艰难梭菌全基因

组信息,利用CRISPR-CasFinder软件鉴定基因组中的CRISPR-Cas系统,通过 MEGA、BLAST等软件进行cas1基因及

重复序列分析并确定间隔序列同源信息;采用PHASTER软件预测基因组中的前噬菌体含量,分析其与间隔序列数量

之间的关系。 结果 100株艰难梭菌中有96株(96%)含有完整的CRISPR-Cas系统,共含703个确定CRISPR阵列

和204个cas基因簇,CRISPR-Cas系统全部为I-B型;重复序列共26种,保守性较高,19种可形成茎环结构,32.3%的间

隔序列与噬菌体、质粒同源,间隔序列与前噬菌体数量之间存在负相关关系(r=-0.4759,P<0.01)。 结论 艰难梭

菌CRISPR-Cas系统的携带率和株均携带数量均高于多数其他临床常见病原菌,且系统基因结构完整;该菌的CRISPR-
Cas系统中靶向噬菌体的间隔序列数量多,有助于抵御噬菌体的侵袭,从而对开发噬菌体治疗法带来一定困难。
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【Abstract】 Objective The
 

CRISPR-Cas
 

system
 

is
 

an
 

adaptive
 

immune
 

defense
 

system
 

in
 

the
 

bacterial
 

and
 

archaeal
 

ge-

nomes
 

that
 

protects
 

it
 

from
 

the
 

invasion
 

of
 

exogenous
 

DNA
 

such
 

as
 

phages
 

and
 

plasmids,preventing
 

the
 

horizontal
 

trans-
fer

 

of
 

genes,and
 

thus
 

maintaining
 

the
 

stability
 

of
 

its
 

own
 

genome.
 

The
 

aim
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

analyze
 

the
 

gene
 

structural
 

features
 

of
 

the
 

CRISPR-Cas
 

system
 

in
 

the
 

C.
 

difficile
 

genome
 

and
 

explore
 

its
 

role
 

in
 

the
 

defense
 

against
 

phage
 

infection.
 Methods The

 

genomic
 

sequence
 

of
 

100
 

C.
 

difficile
 

strains
 

was
 

downloaded
 

from
 

the
 

Nucleotide
 

database,CRISPR-
CasFinder

 

was
 

used
 

to
 

identify
 

CRISPR-Cas
 

system
 

distribution
 

in
 

the
 

genome,and
 

cas1
 

gene,repeat
 

sequence
 

and
 

spacer
 

homology
 

information
 

were
 

analyzed
 

through
 

MEGA,BLAST
 

and
 

RNAfold
 

softwares;PHASTER
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

prophage
 

content
 

in
 

the
 

genome,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

number
 

of
 

prophages
 

and
 

spacers
 

was
 

analyzed
 

. Re-
sults Among

 

the
 

100
 

strains
 

of
 

C.
 

difficile,96
 

strains
 

(96%)
 

contained
 

the
 

complete
 

CRISPR-Cas
 

system,3
 

strains
 

(3%)
 

only
 

contained
 

“orphan
 

CRISPR
 

arrays”,1
 

strains
 

(1%)
 

only
 

contained
 

questionable
 

CRISPR
 

arrays.
 

A
 

total
 

of
 

703
 

confirmed
 

CRISPR
 

arrays,872
 

questionable
 

CRISPR
 

arrays
 

and
 

204
 

cas
 

gene
 

clusters
 

were
 

found.
 

Some
 

CRISPR
 

ar-
rays

 

were
 

located
 

in
 

prophage
 

regions.
 

The
 

CRISPR-Cas
 

systems
 

were
 

all
 

of
 

type
 

I-B.
 

The
 

phylogenetic
 

classification
 

of
 

the
 

cas1
 

gene
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

CRISPR-Cas
 

system
 

typing.
 

There
 

were
 

26
 

unique
 

repeates,highly
 

conserved,and
 

19
 

species
 

could
 

form
 

stem-loop
 

structures.
 

Thirty-two-point-three
 

percent
 

of
 

spacers
 

targeted
 

phages
 

and
 

plasimads,and
 

some
 

spacers
 

could
 

match
 

both
 

mutiple
 

phages
 

or
 

plasmids.
 

There
 

was
 

a
 

negative
 

correlation
 

between
 

the
 

number
 

of
 

spac-
ers

 

and
 

prophages(r=-0.4759,P<0.0001). Conclusion Both
 

the
 

carrying
 

rate
 

of
 

the
 

C.
 

difficile
 

CRISPR-Cas
 

system
 

and
 

the
 

average
 

number
 

of
 

carriers
 

per
 

strain
 

were
 

much
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

most
 

other
 

clinically
 

common
 

patho-

gens,and
 

the
 

system
 

gene
 

structure
 

is
 

complete.
 

The
 

large
 

number
 

of
 

spacer
 

sequences
 

targeting
 

phages
 

in
 

its
 

CRISPR-
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Cas
 

system,which
 

helps
 

to
 

resist
 

phage
 

invasion,and
 

thus
 

brings
 

some
 

difficulties
 

in
 

developing
 

phage
 

therapy
 

strategies.
【Key

 

words】 Clostridioides
 

difficile;CRISPR-Cas;genetic
 

structure;phage

  艰难梭菌(Clostridioides
 

difficile)属于梭状芽孢

杆菌属,为严格厌氧革兰阳性杆菌,广泛分布于环境、
人体和动物肠道中,过去曾误认为该菌为人肠道正常

菌群成员,现公认为是医源性腹泻重要的病原体。肠

道正常菌群可抑制艰难梭菌的芽胞发芽和繁殖体形

成,当机体免疫力下降或大量使用抗生素导致菌群失

调时,艰难梭菌会大量增殖,引起腹泻、伪膜性肠炎等

疾病(Clostridioides
 

difficile
 

infection,CDI),甚至危

及生命[1-2]。
成簇规律间隔短回文重复序列(clustered

 

regu-
larly

 

interspaced
 

short
 

palindromic
 

repeats,CRISPR)
是一种适应性免疫防御系统,广泛分布于古生菌和细

菌的基因组中,可保护原核生物免受噬菌体等外来可

移动遗传元件的入侵[3]。CRISPR-Cas系统的免疫防

御过程分为适应、表达和干扰3个阶段。完整的系统

的基因结构由CRISPR阵列、cas基因簇和前导序列

三部分组成。CRISPR阵列由直接重复序列(direct
 

repeats,DR)和间隔序列(spacers)组成间隔排列而

成,其侧翼或两翼一般存在由多个CAS蛋白相关基因

组成的cas基因簇;前导序列(Leader
 

sequence,LS)位
于阵列上游,可能具有启动子的功能[4]。

肠道中存在大量的噬菌体,与肠道菌群相互作用

维持肠道的微生态平衡,其中多种噬菌体可感染艰难

梭菌。资料表明,噬菌体可以介导艰难梭菌基因表达

的改变,影响毒力等相关表型,尤其是毒素的产生[5]。
肠道细菌在噬菌体长期选择性压力作用下,能够进化

出多种机制抵御噬菌体的侵袭,如DNA注入阻滞、吸
附抑制、限制-修饰系统、CRISPR-Cas系统以及流产感

染等[6]。艰难梭菌对多种抗生素耐药,故常导致抗生

素相关性腹泻(antibiotic-
 

associated
 

diarrhea),在全

球艰难梭菌耐药越来越严重的情况下,其治疗更加困

难。Meader等[7]试图通过噬菌体代替抗生素治疗

CDI,但如上所 述,如 果 艰 难 梭 菌 进 化 出 抵 御 外 源

DNA入侵的机制,则会给该方案带来一定的阻碍。
本研究拟对艰难梭菌CRISPR-

 

Cas系统的基因

结构组成及其与前噬菌体的关系进行分析,以期了解

该菌的特性及感染机制,为噬菌体抗菌治疗的可行性

提供参考。

材料与方法

1 材料

100株艰难梭菌的全基因组序列及基因注释等信

息下 载 自 Nucleotide数 据 库(https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/nucleotide/)。

2 方法 
2.1 CRISPR-Cas 系 统 的 查 找  艰 难 梭 菌 中

CRISPR-Cas系统的查找通过CRISPRCasFinder(ht-
tps://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFind-
er/Index)在线软件完成,收集CRISPR基因座,cas基

因簇的位点、方向及分型等信息。

2.2 cas基因的分析 根据鉴定出的cas基因位点信

息,利用DNAStar软件中的EditSeq截取相应cas基

因序列,通过MEGA7.0软件以ClustalW算法对所得

序列进行比对分析并构建系统发育树。

2.3 重复序列的分析 使用BlastN将确定CRISPR
基因座中完全相同的重复序列去除,通过 MEGA7.0
软件以ClustalW算法对不同类型的重复序列进行序

列比对,利用RNAfold在线软件预测其二级结构和最

小自由能(MFE)。

2.4 间隔序列的分析 收集所有确定CRISPR基因

座中的间隔序列,间隔序列的靶向分析通过BlastN完

成,同源标准是覆盖率(Cover)和一致率(Identity)均

>85%,分类整理其靶向的噬菌体、质粒等来源信息。

2.5 前噬菌体的查找 通过PHASTER在线软件进

行艰难梭菌基因组中前噬菌体的预测,采纳所有得分

>90的结果。

2.6 统计学分析 利用GraphPad
 

Prism
 

8.0.2软件

进行统计学分析。间隔序列与前噬菌体数量之间的相

关性分析采用Spearman秩相关检验,P
 

<0.05为差

异有统计学意义。

结 果

1 艰难梭菌CRISPR-Cas系统的分布情况

本研究纳入分析的艰难梭菌共计100株,均具有

完整的基因组结构信息。结果显示96株艰难梭菌

(96%)含有完整CRISPR-Cas系统,99株(99%)至少

含有1个确定CRISPR阵列。菌株Z31、Cd8和Cd11
仅含“孤儿CRISPR阵列”,即无cas基因簇。在艰难

梭菌的染色体中共检测出确定CRISPR阵列703个,
可疑CRISPR阵列872个,cas基因簇204套,所有cas
基因簇皆为I-B型。单个菌株中确定CRISPR阵列最

多达11个,可疑CRISPR阵列可达18个。大多数菌

株含2套或3套cas基因簇。艰难梭菌CRISPR-Cas
系统的整体携带率高。大多数质粒中无或仅含有1个

可疑CRISPR阵列,无cas基因簇。在艰难梭菌BI1
 

plasmid2中发现了5个确定CRISPR阵列,13个可疑
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CRISPR阵列和1套I-B型cas基因簇。本研究仅针

对染色体中的确定CRISPR-Cas系统进行分析。

2 cas基因簇的结构及cas1基因系统进化分析

100株艰难梭菌中96株含有cas基因簇,所有cas
基 因 簇 皆 为I-B 型。本 研 究 中 艰 难 梭 菌 完 整 的

CRISPR-Cas系统有43种不同的基因排列方式,基因

结构图如图1所示。

图
 

1 艰难梭菌I-B型CRISPR-Cas系统基因结构图

Fig.1 The
 

genetic
 

structure
 

of
 

C.
 

difficile
 

Type
 

I-B
CRISPR-Cas

 

system

12株(12.5%)含1套cas基因簇,60株(62.5%)
含2套cas基因簇,24株(25%)含3套cas基因簇。
所有cas基因簇的排列组合方式有5种,分别为:cas3-
cas5-cas7,cas3-cas5-cas7-cas6,cas2-cas1-cas4-cas3-

cas3-cas5-cas7-cas8b-cas6,cas2-cas1-cas4-cas3-cas5-
cas7-cas8b-cas6 和 cas2-cas1-cas4-cas3-cas5-cas7-
cas6。在 cas2-cas1-cas4-cas3-cas5-cas7-cas6 中,cas4
和cas3中间被一个CRISPR阵列分隔开。多数cas
基因簇附近有CRISPR阵列。在仅含有可疑CRISPR
阵列的菌株 MAR286中也发现有cas基因的存在。
对所有cas1基因进行序列比对分析,cas1基因可被分

为两种类型,长度分别为981
 

bp和999
 

bp,每种类型

内基因高度保守,序列一致性达100%。基于cas1基

因构建的系统发育树如图2所示,cas1基因位于两个

进化枝上,与CRISPR-Cas系统的型别一致。

图
 

2 基于艰难梭菌cas1基因构建的系统发育树

Fig.2 The
 

phylogenetic
 

tree
 

of
 

C.
 

difficile
 

base
 

on
 

cas1
 

gene

3 重复序列的分析

100株艰难梭菌中共发现确定CRISPR阵列703
个,去掉相同的重复序列后共计26种,长度为28~31

 

bp,多数为29
 

bp,序列比对结果如图3所示。多数重

复序列在5'端和3'端具有保守区。重复序列在同一

型别内保守性较高。同一CRISPR阵列内重复序列

高度保守,序列间仅有1~3个碱基的差异。在干扰阶

段,重复序列转录成RNA并形成二级结构发挥作用,
使用RNAfold在线软件预测26种重复序列的RNA
二级结构和最小自由能,其中19种重复序列能够形成

稳定的茎环结构(图4)。最小自由能最高为-0.1
 

kcal/mol,最低为-4.5
 

kcal/mol。

4 间隔序列的分析

703个确定CRISPR阵列中含有的间隔序列数量

共计9711条,单个CRISPR阵列含有的间隔序列数量

最高为45个,最低为4个,平均14个。剔除其中完全

相同的序列后共有2
 

127种,序列长度在24~61
 

bp
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之间,且多为37
 

bp。结构完整的cas基因簇附近的

CRISPR阵列含有较高数量的间隔序列(图5)。为了

确定间隔序列的来源信息,对上述2
 

127种间隔序列

进行BlastN检索,结果显示有108种(5%)靶向噬菌

体,215种(10.1%)可同时靶向噬菌体和非自身细菌

基因组,113种(5.3%)靶向质粒,30种(1.4%)可同时

靶向质粒和非自身细菌基因组,135种(6.3%)同时靶

向噬菌体和质粒,83种(3.9%)可同时靶向噬菌体、质
粒和非自身细菌基因组,3种(0.1%)靶向噬菌体或质

粒,247种(11.6%)靶向非自身细菌基因组,35种

(1.6%)靶向自身细菌基因组的非CRISPR阵列。此

外,在所设的同源标准下,有1
 

158种(54.4%)间隔序

列未检索到任何与之同源的序列。其中,部分间隔序

列可同时与多个噬菌体或质粒同源,例如间隔序列

AGAGCAGATGTCTGGTGTTTTGGATTCCCATG
 

TCAAG 靶 向 12 种 噬 菌 体,CTAACTTGTTTC-
CCTCTAAAGCGTGTTTAGTAGG 靶 向 16 种 质

粒。与间隔序列同源的噬菌体和质粒多与梭菌属有

关,也有部分噬菌体来源于大肠埃希菌。

图
 

3 26种重复序列的比对结果

Fig.3 Alignment
 

results
 

of
 

26
 

repeat
 

sequences

5 间隔序列与前噬菌体数量的相关性分析

对100株艰难梭菌通过PHASTER软件进行前

噬菌体预测,共预测到115个前噬菌体,每株细菌前噬

菌体数量在0~4个不等,菌株DSM29688含量最高,
为4个。用Spearman秩相关检验进行间隔序列数量

与前噬菌体数量之间的相关性分析,两者之间存在负

相关关系(r=-0.4759,P<0.01)(图6)。表明

CRISPR-Cas系统在一定程度上可限制噬菌体侵袭细

菌。

图
 

4 部分重复序列的二级结构模型及最小自由能(MFE)
Fig.4 Secondary

 

structure
 

and
 

MFE
 

of
 

partial
 

repeats

图
 

5 cas基因簇附近CRISPR阵列中间隔序列的分布

Fig.5 Distribution
 

of
 

spacer
 

sequences
 

in
 

the
 

CRISPR
 

array
 

near
the

 

cas
 

gene
 

cluster

图
 

6 艰难梭菌间隔序列数量与前噬菌体数量之间的关系

Fig.6 The
 

relationship
 

between
 

the
 

number
 

of
 

spacer
 

sequences
and

 

prophages
 

in
 

C.
 

difficile

讨 论

CRISPR-Cas系统是在细菌和古生菌中发现的一

种获得性免疫系统,能特异性地抵御噬菌体、质粒等外

来核酸的入侵[8]。由于Cas9等核酸酶作为基因编辑
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技术的广泛应用,CRISPR-Cas系统和Cas蛋白的比

较基因组学、生化结构和生物学功能等在过去十年中

得到了广泛研究。
本研究通过对100株艰难梭菌基因组分析发现,

99%的菌株携带确定CRISPR阵列,携带率显著高于

葡萄球菌(44.6%)[9]、沙雷菌(21.59%)[10]、铜绿假单

胞菌(60.33%)[11]和不动杆菌(21.3%)[12]等常见病

原菌,也显著高于细菌的平均比例(48%)[13]。单个艰

难梭菌菌株中确定CRISPR阵列的数量也非常高,平
均达7个。本研究共检测出703个确定CRISPR阵

列,其中115个位于前噬菌体区域,定位于前噬菌体内

的CRISPR阵列可能在预防相关竞争性噬菌体感染

方面发挥作用[14]。在不同的菌株中还发现了一些几

乎相同的 CRISPR阵列,这可能是位于前噬菌体的

CRISPR基因座由于噬菌体的溶源性转换通过水平基

因转移在菌株之间传播。艰难梭菌通过CRISPR阵

列在不同菌株之间的转移不断丰富自身间隔序列的多

样性,有利于在富含噬菌体的肠道环境里生存[15]。

CRISPR-Cas系统的分型对于确定微生物基因组

中CRISPR阵列的起源和进化至关重要,目前已发现

2类7(Ⅰ~Ⅶ)型,其中Ⅰ型又分为7个亚型,I-C、I-E
和I-F亚型多存在于细菌基因组,I-A、I-B和I-D亚型

则常见于古生菌。本组艰难梭菌的CRISPR-Cas系统

均为I-B型,与Boudry等的研究相符[15]。作为一种

真细菌,却富含常见于古生菌中的CRISPR-Cas系统,
加之I-B含有多个独立的CRISPR阵列,故推测艰难

梭菌CRISPR-Cas系统可能是自古生菌中转移并经过

独立进化而形成[16]。
本研究显示96%的艰难梭菌含有cas基因簇,显

著高于数据库中细菌cas基因簇的平均携带率(39.
65%)[17]。大多艰难梭菌含有2套以上独立的cas基

因簇。结构完整的cas基因包括CRISPR用于干扰的

基因(cas6、cas8、cas7、cas5、cas3),以及用于获取间隔

序列的基因(cas1、cas2、cas4)。结构不完整的cas基

因簇由cas3、cas5、cas7、cas6基因等组成,结构不完整

使其失去了获取间隔序列的能力,仅可能在CRISPR
发挥功能时起辅助作用[18]。此外,完整的cas基因簇

附近 的 CRISPR 阵 列 含 有 最 多 间 隔 序 列,表 明

CRISPR-Cas系统结构的完整性对于其发挥防御作用

必不可少。
重复序列和间隔序列相间排列组成CRISPR阵

列。重复序列在同种型别CRISPR-Cas系统内具有保

守性,具有回文结构,在干扰阶段形成二级结构发挥作

用。间隔序列高度多变,一般与噬菌体、质粒等可移动

基因元件同源,故认为间隔序列是细菌在过去与外来

入侵者相遇后的“免疫记忆”。本研究共发现26种重

复序列,序列比对分析显示重复序列之间保守性较高,
其中19种可形成茎环结构。703个确定CRISPR基

因座中共有2127种间隔序列,约半数间隔序列与噬菌

体、质粒等同源(靶向)。部分间隔序列可同时靶向多

种噬菌体或质粒,例如CTAGAATTAGAACTCAT-
TATTAAAACCATTCTTGCAAG靶向5种不同噬

菌体的门户蛋白,而 ATGTTCACATTGACAGCT-
CAAGATAAACATGGAATT 靶 向 8 种 噬 菌 体 的

DNA甲基化酶,均导致这些噬菌体无法在艰难梭菌细

胞内生存。另有35种间隔序列靶向自身细菌基因组,

CRISPR-Cas系统此时则可能发挥基因调控的功能。
有研究在产单核细胞李斯特菌中发现了一种I-A型

CRISPR阵列转录产物rliB,经修饰后可控制与细菌

毒力相关的feoB基因的表达[19-20]。对间隔序列数量

与前噬菌体数量进行相关性分析显示,两者之间呈负

相关关系。Wheatley等[21]报道在铜绿假单胞菌中具

有活性CRISPR-Cas系统的菌株中前噬菌体的含量会

相应减少,证明CRISPR-Cas系统可限制噬菌体侵袭

细菌。
近年来,由于高毒力、耐药菌株的出现,艰难梭菌

感染(CDI)已对全球公共卫生造成严重威胁,由于艰

难梭菌对大多数抗生素具有天然抗性,目前可用于治

疗CDI的抗生素仅限于万古霉素和非达霉素等,且抗

生素治疗并不能彻底清除细菌,反而会加剧肠道菌群

失调导致反复感染,因此迫切需要寻求能够控制和治

疗CDI的替代疗法。艰难梭菌噬菌体已被证明是一

种新的治疗策略,理论上该方法能在不破坏肠道微生

物群的情况下能达到预防和控制CDI的目的。目前

已有单噬菌体、噬菌体混合物和噬菌体衍生品等用于

治疗CDI的报道[5]。本研究显示艰难梭菌基因组中

存在大量完善的CRISPR-Cas系统,这些系统可能有

助于其抵御噬菌体侵袭,因此应用噬菌体治疗会存在

较大障碍,据此建议在开发噬菌体相关疗法时应充分

考虑如何避免艰难梭菌基因组中CRISPR-Cas系统的

防御机制给治疗带来的干扰,以提高治疗的有效性。
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