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摘  要：CRISPR/Cas 系统是细菌的一种获得性免疫系统，也是合成生物学等领域的重要基因编辑技术。然而，目前人

们对乳酸菌 CRISPR/Cas 系统的解析及其应用开发依然有所不足。本研究对此前分离得到的益生菌新菌株植物乳植杆

菌(Lactiplantibacillus plantarum)TCCC11824 及另外 12 株同种属益生菌的 CRISPR/Cas9 系统进行分析。结果发现：13

株植物乳植杆菌的 CRISPR 系统类型均为 Type ⅡA 型，在 CRISPR 序列侧翼具有特征性的 Cas9 及 Cas1、Cas2 和

Csn2。预测到 tracrRNA 位于 Cas9 与 Cas1 之间，但重复序列彼此有所不同，可以形成 5 个或 7 个碱基的稳定的二级结

构。其中 8 株植物乳植杆菌 CRISPR 序列中的 spacer 序列可以一共靶向 12 种噬菌体。植物乳植杆菌 Cas9 蛋白识别最

高效的 PAM 序列为 CC。本研究有助于了解乳酸菌进化过程中抵御外源遗传基因侵染的机制，并为其高效基因编辑系

统的开发奠定基础。 
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Abstract：The CRISPR/Cas system is an acquired immune system of bacteria and has been an important gene editing tech-

nology in the field of synthetic biology. However，at present，the analysis and application of CRISPR/Cas system of lactic 

acid bacteria remain insufficient. This study analyzed the CRISPR/Cas9 system of Lactiplantibacillus plantarum

TCCC11824，a novel probiotic strain isolated in our previous study，and 12 other strains of the same genus. The results 

showed that the CRISPR system types of the 13 strains of L. plantarum were all Type ⅡA，with characteristic Cas9，Cas1，

Cas2 and Csn2 genes flanking the CRISPR sequence. The tracrRNA was predicted to be located between Cas9 and Cas1，

while the repeats differed from each other and could form a stable secondary structure of 5 or 7 bases. Among them，the 

spacer sequences in the CRISPR sequences of 8 strains of L. plantarum could collectively target a total of 12 phages. The 

most efficient PAM sequence for L. plantarum Cas9 protein recognition was CC. This study helps to understand the mech-

anism of lactic acid bacteria to resist genetic infection during the evolutionary process，and lays a foundation for the devel-

opment of efficient gene editing systems. 
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分子生物学和高通量测序技术的发展使人类能

够更高效且更便捷地获得某种生物的基因组信息。

目前人类已经完成了上千种、上万株乳酸菌的全基因

组测序，但是如何更精确地解读乳酸菌全基因组信息

以及如何优化乳酸菌的益生功能是目前乳酸菌基因

组学研究的重要任务。 

CRISPR(clustered regularly interspaced short pal-

indromic repeat ，规 律 间 隔 成 簇 短 回 文 重 复 序

列)/Cas(CRISPR associated protein，CRISPR 关联性

蛋白质)系统是细菌用来抵御外来遗传物质(如噬菌

体、质粒等)的侵入损害的获得性免疫系统[1-3]。该系

统包含 CRISPR 序列和 Cas 蛋白，其中重复序列

(direct repeat，DR)和间隔序列(spacer)交替排列构成

CRISPR 序列，而 Cas 则是一种具有核酸内切酶活性

的蛋白质，可以利用 CRISPR 序列中间隔序列对应的

RNA 指引，识别并且切割特定的、与其序列互补的

DNA 链[4]。CRISPR序列在前导区的调控下会转录生成

pre-crRNA 和与 pre-crRNA 序列互补的 tracrRNA
[5-6]，

二 者 互 补 结 合 形 成 双 链 RNA(dsRNA)区 域 ，被

RNase Ⅲ酶在 Cas 蛋白存在的条件下加工至成熟，

最后与细菌自源性 Cas 核酸酶结合成为复合体[7]。对

于 TypeⅡ型系统，外源 DNA 被 Cas9 蛋白识别的同

时与 crRNA 配对结合，从而被靶向结合并破坏，细菌

被保护免受进一步侵蚀[8]。切割下来的序列成为间隔

序列被储存在 CRISPR 序列中，用于下一次免疫过程

中识别入侵 DNA 序列。因此，对乳酸菌 CRISPR/Cas

系统进行全面深入的探究，可以解析其在进化过程中

防御外源遗传物质(如噬菌体、质粒等)侵染的机制。

同时，随着 CRISPR/Cas 系统的机制和功能的日益清

晰，该系统已成为基因编辑及合成生物学研究的热门

技术。然而，目前人们对于乳酸菌的 CRISPR/Cas 系

统缺乏深入且全面的了解，致使其在乳酸菌的基因编

辑应用中还存在很多限制。 

植物乳植杆菌(Lactiplantibacillus plantarum)是

乳酸菌的一种，广泛存在于发酵食物及肠道中。在发

酵过程中，植物乳植杆菌可以将食品中的糖分转化为

乳酸，同时产生多种有益人体健康的活性代谢产物，

从而改善食品的营养价值，并且延长食品的保存时

间。在肠道中，植物乳植杆菌有助于分解食物中的纤

维和其他难以消化的物质，促进消化吸收，调节肠道

菌群的平衡及免疫系统，并具有降低胆固醇[1]、抗氧

化[2]等促进健康的作用，因此被视为一类重要的益生

菌。在前期研究中，本课题组筛选获得了一株具有优

良益 生 功 效 的 植 物 乳 植 杆 菌新菌 株 TCCC11824 

(CGMCC NO. 8198) ，并 完 成 了 其 基 因 组 测 序

(GenBank NO. CP169649)。然 而 ，目 前 对 该 菌 株

CRISPR/Cas 系统的分子特征及其与植物乳植杆菌其

他菌株之间的异同之处尚属未知。鉴于此，本研究对

TCCC11824 等 13 株不同的植物乳植杆菌菌株的

CRISPR 系统进行比较分析，以期揭示更多关于益生

菌免疫进化方面的新信息，同时为后续适用于植物乳

植杆菌的 CRISPR/Cas 基因编辑系统的创建提供基

础理论。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

NCBI Genbank数据库中已公布全基因组序列的

12 株植物乳植杆菌，包括植物乳植杆菌 FLPL05 

(NZ_CP046119.1) 、植 物 乳 植 杆 菌 IYO2065(NZ_ 

AP028145.1)、植物乳植杆菌 L55(NZ_CP110536.1)、

植物乳植杆菌 LPT52(NZ_CP090819.1)、植物乳植杆

菌 MSJK0048(NZ_CP136670.1) 、植 物 乳 植 杆 菌

NCHBL-004(NZ_CP141596.1) 、植 物 乳 植 杆 菌

SRCM103473(NZ_CP035224.1) 、植 物 乳 植 杆 菌

UNQLp11(NZ_CP031140.1)、植物乳植杆菌 VHProbi 

M25(NZ_CP142771.1)、植物乳植杆菌 WLPL21(NZ_ 

CP122378.1) 、 植 物 乳 植 杆 菌 ZDY04(NZ_ 

CP122406.1) 和 植 物 乳 植 杆 菌 ZDY2013(NZ_ 

CP065160.1)，以及由本实验室前期筛选鉴定并完成

基因组测序的自主知识产权菌株(授权发明专利号为

ZL201310491340.4 和 ZL202110166286.0)植物乳植

杆菌 TCCC11824(CGMCC NO. 8198)。 

1.2 方法 

1.2.1 CRISPR/Cas 系统类型预测 

应 用 CRISPR-Cas++(https://crisprcas.i2bc.paris-

saclay.fr/CrisprCasFinder/I ndex)网站和 CRISPRdisco

软件寻找 13 株植物乳植杆菌基因组中 CRISPR 和

Cas 的方位，并确定 CRISPR/Cas 系统的类型。 

1.2.2 TracrRNA 位置预测 

tracrRNA 在 CRISPR 基因座内的位置并不保 

守[9]，经初步分析，本研究用到的 13 株植物乳植杆菌

的 CRISPR/Cas 系统均属于 Type ⅡA 型。对于 Type 

Ⅱ型 CRISPR 系统而言，tracrRNA 出现在 4 个典型
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位置，分别为：Cas9 的上游、Cas9 和 Cas1 之间以及

CRISPR 序列的上下游。将 DR 序列与这 4 个位置的

序列进行正向、反向比对，筛选出配对碱基数最多的

位置，将该位置的序列挑选出来，应用 Promoter 2.0 

prediction server (http://www.cbs.dtu.dk/services/Pro-

moter/)进 行启动子 的寻找，应 用 ARNold(http:// 

rna.igmors.u-psud.fr/)进行终止子的寻找，其结果可以

确定 tracrRNA 的方向。最后，将方向预测结果和

CRISPR 基因座预测结果绘制成示意图。 

1.2.3 重复序列的二级结构分析 

因为重复序列具有不完全回文性质，所以重复序

列可能形成稳定的发夹二级结构[4,10]。应用在线软件

RNAalifold(http://nibiru.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/ 

RNAWebSuite/RNAalifold.cgi)分析其二级结构，选择

最小自由能法(minimum free energy，MFE)计算，剩余

选项选择默认，以评估其形成的二级结构的稳定性。 

1.2.4 Spacer 序列对噬菌体的靶向情况分析 

当细菌被外来遗传物质入侵时，CRISPR/Cas 系

统起到识别并剪切外来遗传物质的作用，其中被切割

下来的序列(原间隔序列)，就被作为新的间隔序列插

入 CRISPR 序列中。应用 CRISPR target(http://  

bioanalysis.otago.ac.nz/CRISPRTarget/crispr_analysis. 

html) 的 噬 菌 体数据库，查找与 植 物 乳 植 杆 菌

CRISPR/Cas 系统中的间隔序列预期匹配的原间隔序

列，最多允许 3个错配，并将结果绘制成热图。 

1.2.5 PAM 序列分析及对结果的可视化 

应 用 CRISPR target(http://bioanalysis.otago.ac. 

nz/CRISPRTarget/crispr_analysis.html)分析原间隔序

列附近 10 bp 长度的碱基序列，应用 weblogo(http:// 

weblogo.berkeley.edu/logo.cgi)进行可视化分析，从而

初步分析出植物乳植杆菌 Cas9 蛋白对 PAM(proto-

spacer adjacent motif)序列识别的偏好。 

2 结果与分析 

2.1 植物乳植杆菌的 CRISPR基因座结构 

13 株植物乳植杆菌的 CRISPR 序列见表 1。本研

究涉及的 13 株植物乳植杆菌均只有 1 个已证实的

CRISPR 系统，均存在 4 种 Cas，分别为 Cas9、Cas1、

Cas2、Csn2，位于 CRISPR 序列侧翼，表明这 13 株植

物乳植杆菌的 CRISPR/Cas 系统的类型全部为 Type 

ⅡA 型。CRISPR 序列的长度在 168～1 188 bp 之间，

间隔序列的数目在 2～17 个之间。间隔序列长度为

30 bp 或 60 bp(存在于植物乳植杆菌 IYO2065 中)。

13 株植物乳植杆菌 tracrRNA 的方向预测结果表明，

其 tracrRNA 均位于植物乳植杆菌的 CRISPR/Cas 系

统中的 Cas9 序列与 Cas1 序列之间，与 Cas 转录方向

和 CRISPR 转录方向相反。tracrRNA 区与 repeat 区

的配对数高达 34 bp，占 repeat 序列的绝大多数

(94.44% )。此外，分析还成功预测了 tracrRNA 的启

动子与终止子，但准确序列尚需进一步通过 RNA 深

度测序加以验证。将已预测的 CRISPR/Cas 系统和

tracrRNA绘制成图，如图 1所示。 

2.2 对重复序列二级结构的预测 

  重复序列会转录成拥有特殊结构的非信使 RNA

以发挥生理功能。重复序列有其特殊性，转录成的

RNA 能够形成茎环结构，其茎长度在 4～8 个碱基之

间。使用 RNAalifold 预测重复序列的 RNA 二级结

构，评估植物乳植杆菌 CRISPR 重复序列形成稳定二

级结构的可能性，结果如图 2 所示，共预测出 2 种二

级结构。 

表 1 13株植物乳植杆菌的 CRISPR序列 

Tab. 1 CRISPR sequence of 13 L. plantarum strains 

菌株 CRISPR长度/bp Spacer数量 DR长度/bp DR序列 

L. plantarum TCCC11824 1 091 16 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum SRCM103473 168 2 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum UNQLp11 234 3 36 GTTCTAAACCTGTTTGATATGACTACTATTCAAGAC 

L. plantarum LPT52 564 8 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum ZDY2013 1 025 15 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum VHProbi M25 498 7 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum NCHBL-004 1 092 16 36 GTTCTAAACCTGTTTGATATGACTACTATTCAAGAC 

L. plantarum MSJK0048 696 10 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum IYO2065 1 188 17 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum ZDY04 1 026 15 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum WLPL21 1 026 15 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum FLPL05 1 026 15 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 

L. plantarum L55 1 092 16 36 GTCTTGAATAGTAGTCATATCAAACAGGTTTAGAAC 
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图 1 植物乳植杆菌的 CRISPR基因座结构 

Fig. 1 CRISPR locus structure of L. plantarum 

 

图 2 重复序列的 RNA二级结构 

Fig. 2 Secondary structure of repeated RNA 

图 2 中左图的二级结构对应植物乳植杆菌菌株

为：MSJK0048、VHProbi M25、IYO2065、WLPL21、

ZDY04 、FLPL05 、L55 、LPT52 、ZDY2013 、SRCM 

103473、TCCC11824，最小自由能为-3.35 kJ/mol，茎

长度为 7 个核苷酸序列。图 2 中右图的二级结构对应

菌 株 为 植 物 乳 植 杆 菌 UNQLp11 、植 物 乳 植 杆 菌

NCHBL-004，最小自由能为-3.35 kJ/mol，茎长度为 5

个核苷酸序列。这两种二级结构均稳定。 

2.3 间隔区对噬菌体的靶向情况分析 

间隔区序列(spacer)通常来源于外来遗传物质，

在细菌行使免疫功能的过程中，Cas9 蛋白(Type Ⅱ

型 CRISPR/Cas 系统)会在识别特定序列后将其剪切

下来，并插入自己的 CRISPR 序列中。为了探究这些

植 物 乳 植 杆 菌 可 能遭受 过 的 噬 菌 体 侵 染 ，使 用

CRISPRTarget 的噬菌体数据库对 13 株植物乳植杆 

菌 CRISPR 序列中的间隔序列进行分析，结果如图 3

所示。 

 

图 3 植物乳植杆菌间隔序列对噬菌体的靶向情况 

Fig. 3 Targeting situation of L. plantarum 

在错配 3个以内的条件下，图 3 中每个菌株都有

靶向的噬菌体，8 株植物乳植杆菌共靶向 12 种噬菌

体，剩余 5 株在错配 3个以内的条件下没有靶向噬菌

体。靶向噬菌体种类最多的菌株是植物乳植杆菌

LPT52，可以靶向 Bromius、Bacchae、Lpa804 等 8 种

噬菌体。 

2.4 植物乳植杆菌 Cas9蛋白识别 PAM序列的预测 

PAM 序列是位于目标 DNA 上与 CRISPR/Cas

系统识别和切割密切相关的一段特定短序列，通常紧

邻被靶向的 DNA 区域。PAM 序列是 Cas 蛋白识别

目标 DNA 的重要标志。PAM 序列的存在增加了

CRISPR/Cas 系统识别目标核酸的特异性和准确性，

使 Cas 蛋白能够更精准地找到并切割外来入侵核酸，
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而不会对宿主细胞自身的其他正常 DNA 序列进行

非特异性切割。本研究分析结果显示：在这些植物乳

植杆菌的原间隔序列的 5′端和 3′端附近均发现有

PAM 序列，长度为 2 个或者 3 个碱基，其中 5′端的

PAM 序列偏好 CCN(图 4 上)，3′端 PAM 序列偏好

CC(图 4 下)，因此推测植物乳植杆菌 CRISPR 系统

识别效率最高的 PAM 序列为 CC。 

 

 

图 4 植物乳植杆菌 CRISPR系统识别 PAM分析 

Fig. 4  PAM recognition analysis of CRISPR system in 

Lactiplantbacillus plantarum 

3 讨 论 

研究[11-13]显示，至少在 46% 的细菌基因组以及

84% 的古细菌基因组中都存在 CRISPR/Cas 系统。

CRISPR 序列和 Cas 蛋白共同完成细菌免疫功能，外

源间隔序列在被捕获后由 Cas1—Cas2 复合物整合到

CRISPR 序列中，每个间隔序列均由重复序列分隔 

开[14]，间隔序列体现入侵者的特定遗传信息。当宿主

再次遭遇相同的外源遗传物质侵入感染时，CRISPR

序列可以更快地识别相同入侵者，并引导 Cas 破坏入

侵者序列，使其免疫作用再次被成功发挥。此过程需

要宿主 CRISPR 的 间 隔 区 序 列参与 。间 隔 区 在

CRISPR 基因座上的排列顺序对应着进化时间，新获

取的间隔区序列总是被整合到 CRISPR 位点的前导

序列和第一个重复单元之间[11]。由此可以推断：间隔

区的位置可以代表它们被获取的先后顺序，在一定程

度上也反映细菌受到外来遗传物质侵染的顺序，这也

为细菌提供了一种基于独特基因座的分型方法[15]。 

Cas 在不同的免疫阶段中体现出不同类型的酶

活性，例如核酸酶活性、解旋酶活性和聚合酶活性

等。通常将 CRISPR/Cas 系统分为两大类(Class1 和

Class2)、6 种类型(Type Ⅰ—Type Ⅵ)。Class1 系统

通过多种 Cas 蛋白复合物参与降解外源遗传物质，包

括 Type Ⅰ型、Type Ⅲ型、Type Ⅳ型。Class2 系统通

过使用单个大 Cas 蛋白执行相同的功能，包括 Type 

Ⅱ型、Type Ⅴ型、Type Ⅵ型。这种分类分型方法的

依据是干扰阶段起作用的 Cas 蛋白的不同。本研究

揭示植物乳植杆菌的 CRISPR/Cas 系统属于 Type Ⅱ

型，而Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统具有结构简单紧凑和较

为清晰的遗传背景的优点，在基因编辑工具中被广泛

应用[16]。 

目前，CRISPR-Cas 基因编辑系统应用广泛的

Cas9 蛋白，大部分来源于酿脓链球菌等非乳酸菌微

生物基因组中，在乳酸菌中的应用效率普遍不高，这

就使基于 CRISPR/Cas 的基因编辑系统在乳酸菌中

的应用受到很大限制。而事实上，乳酸菌基因组上同

样含有丰富的 CRISPR-Cas 资源，对乳酸菌自源性

CRISPR/Cas 系统进行深入预测并基于预测结果开发

适合乳酸菌的 CRISPR/Cas 基因编辑系统，对乳酸菌

遗传改良具有重要的应用价值。但是，不同乳酸菌的

CRISPR/Cas 类型及特征会存在明显差异。目前，已

有嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)、清酒乳

杆菌(Lactobacillus sakei)、加氏乳杆菌(Lactobacillus 

gasseri)、卷曲乳杆菌(Lactobacillus crispatus)、乳酸

片球菌(Pediococcus acidilactici)等若干种乳酸菌的

CRISPR/Cas 系统被表征解析，但对植物乳植杆菌的

CRISPR/Cas 系统的研究还相对较少[15]。本研究对 13

株不同植物乳植杆菌的 CRISPR 系统进行了较为系

统的分析，预测了 tracrRNA 位置，并对 PAM 序列进

行了初步预测，为开发适用于植物乳植杆菌等乳酸菌

基因编辑的 CRISPR/Cas9 系统提供了重要理论基

础，为基于益生菌及肠道微生物的合成生物学研究给

予了新的理论依据，且为解决乳酸菌工业发酵中噬菌

体侵染这一产业难题提供了重要的理论思路。 
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