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食源性致病菌耐药性与成簇的规律间隔短回文 
重复序列系统关联性研究进展 

金姗姗, 王义哲, 赵喜红* 
(武汉工程大学环境生态与生物工程学院, 武汉  430205) 

摘  要: 近年来, 随着对抗生素的滥用, 食源性致病菌的耐药性问题日趋严重。目前除了从管理上规范抗生素

的使用, 对规律间隔短回文重复序列系统(clusterd regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)与耐

药性相关研究也在持续进行。CRISPR-Cas 作为一种天然免疫机制, 因为其独特的免疫作用机理, 目前常被用

以基因编辑、耐药性等方面研究。本文对 CRISPR-Cas 系统进行简要介绍, 从其结构、原理以及目前的研究趋

势对不同菌株间 CRISPR 系统与耐药性、毒力因素进行相关总结, 为防治食源性致病菌引起的食品安全问题

提供新思路。 
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food-borne pathogens and the clusterd regularly interspaced  
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ABSTRACT: In recent years, with the abuse of antibiotics, the drug resistance of food-borne pathogens has become 

increasingly serious. At present, in addition to regulating the use of antibiotics in management, research on clusterd 

regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and drug resistance is also continuing. As a natural 

immune mechanism, CRISPR-Cas is often used for research on gene editing, drug resistance, etc. because of its 

unique immune mechanism. This paper gave a preliminary introduction to the CRISPR-Cas system, and summarized 

the CRISPR system, drug resistance and virulence factors among different strains from its structure, principle and 

current research trends, which was beneficial to provide new ideas for preventing food safety problems caused by 

foodborne pathogenic bacteria. 
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1  引  言 

自从 1928 年抗生素被发现以来, 它已经彻底改变了

现代人类医学。广泛使用和滥用抗生素的一个直接后果就

是, 微生物对大多数抗生素产生复杂的耐药机制。目前食

源性致病菌引起的食品安全问题日益严重, 大部分食源性

致病菌出现了程度不等的耐药情况, 使得食源性致病菌有

关的食品安全问题趋于严峻态势[1]。由于主要制药公司的

部门投资减少, 正在开发的新抗生素药物数量急剧下降, 
现在比以往任何时候都更迫切需要替代抗生素药物, 以克

服耐药性的全球卫生危机[2]。 
食源性致病菌通过被污染的食品、水源等进入人体, 

通过克服胃酸、胆汁、粘膜进入生理屏障从而对人体产生

感染, 使得人或动物患病。并且抗生素从原理上来讲, 无
法完全分辨有益微生物与食源性致病微生物, 导致体内菌

群失调, 这也在一定程度上会出现大量耐药基因[3]。 
研究发现细菌和古细菌中存在一种抵抗外源遗传物

质入侵的序列, 其被命名为成簇的规律间隔短回文重复序

列(clusterd regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR), 直到目前, CRISPR-Cas 系统已经发展到在众多

学科中拥有多种应用, 包括在基因编辑、基因组工程和治

疗遗传疾病方面的应用[4]。70%的细菌、古细菌(表 1)[5]拥

有这种抵御外来入侵噬菌体、病毒、质粒的机制, 成簇的

规律间隔短回文重复序列由相同的重复序列(direct repeats, 
DR)与间隔序列(spacer, S)交替构成; 除此以外, 还包括前

导序列(proto-spacer adjacent motifs, PAMs)和 cas基因组(图
1), 作用分别为引导核酸剪切酶进入指定剪切位置和核酸

酶的表达基因, 对复合体实行免疫作用[6‒8]。cas 基因目前

也是作为划分 CRISPR 类型的一大标准, CRISPR-Cas 系统

存在Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型, 而这 3 种类型的系统依赖于 cas1 与

cas2 2 个基因, 它们功能在于将外源基因整合至自身间隔

序列中发挥剪切效应[9,10]。这 3 种类型的特征基因分别是

cas3、cas9、cas10, 目前Ⅱ型 CRISPR-Cas9 系统凭借操作

简单、成本低的剪切结合方式, 其基因编辑效率远远高于

锌指核酸内切酶(zinc finger nucleases, ZFN)和类转录激活

因 子 效 应 物 核 酸 酶 (transcription-like activator effector 
nuclease, TALEN)编辑手段, 成为运用范围最广的第三代

基因编辑手段[11]。另外, 基于 CRISPR-Cas12 与 CRISPR 
-Cas13 为基础的检测手段, 可以快速检测新型冠状病毒

(COVID-19)[12], 若是将此技术应用于食源性致病菌的检

测中, 具有良好的应用前景。目前耐药基因广泛存在于不

同食源性致病菌中, 基于 CRISPR-Cas 系统溯源性情况, 
验证存在阻碍基因水平转移(horizontal gene transfer, HGT)
的现象[13,14]。尽管具有阻遏效应, 但是相同的耐药基因还

是会出现在不同菌种的基因序列中[15], 对于不同菌种间相

同耐药基因溯源问题, 目前也值得进行深入研究。 
目前, 有实验证明, CRISPR-Cas 系统能够产生细菌对

噬菌体的抗性, 阻止自身自然转化和一些外源毒力基因的

获取[16]。说明 CRISPR-Cas 系统对毒力和耐药性存在一定

情况的干扰, 阻碍耐药基因的获取。本文通过对耐药性与

CRISPR 系统初步探索, 总结了解食源性致病菌耐药性与

CRISPR-Cas 系统之间的关系, 有助于解决食源性致病菌

引起的食品安全问题, 对于研究食品安全快速检测技术也

提供了一定的研究思路。 

 
表 1  CRISPR 系统在微生物中的分布情况 

Table 1  Distribution of CRISPR system in microorganisms 

 菌株/个 CRISPRS/个 携带 CRISPRs 的菌株/个 未检测到 CRISPRs 的菌株/个 

细菌 232 870 202 30 

古细菌 6782 8069 3059 2065 

总共 7014 8939 3261 2095 

 
 

 
 
 

图 1  CRISPR-Cas 系统结构 
Fig.1  CRISPR-Cas system structure 
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2  食源性致病菌 CRISPR-Cas 系统与耐药性的

研究 

2.1  食源性致病菌耐药原理 
食源性致病菌在不同抗生素药物胁迫下, 会产生不

同的耐药机制, 从目前研究来讲, 大部分食源性致病菌主

要的耐药机制在于靶点突变、主动外排系统、细胞膜通透

性改变和质粒介导耐药等[17‒19]。从耐药机制出发, 探讨致

病菌制毒原理也是一条重要的分析途径。 
首先是药物靶位改变, 每类药物都有特异性的作用

靶点, 以达到抑菌作用。例如氟喹诺酮类抗生素对革兰氏

阳性阴性菌的靶位是不同的, 革兰氏阳性细菌靶点为回旋

酶 (gyrase), 其 次 革 兰 氏 阴 性 靶 点 为 拓 扑 异 构 酶 Ⅳ 
(topoisomerase IV)。例如金黄色葡萄球菌对甲氧西林产生

耐药, 通常是金黄色葡萄球菌获得了葡萄球菌染色体 mec
基 因 盒 原 件 (staphylococcal cassette chromosome mec, 
SCC-mec)从而产生了对甲氧西林的耐药, 并且目前研究发

发现, 与 mecA 具有 70%同源性的 mecC 基因也对甲氧西林

耐药。而且相比含有 mecA 的金黄色葡萄球菌, 其含有

mecC 的金黄葡菌株对苯甲异噁唑青霉素敏感性要高,但是

对头孢西丁的耐受性更强[20]。 
在长期演变过程中 , 细菌为了更好适应外界条件 , 

自然而然演变进化出一系列主动外排系统, 用来排出体

内各种有害物质, 降低和消除药物对自身的影响。主动

外排系统 , 其是细菌主要的多重耐药调控机制 , 可细分

为 5 个家族: 易化子超家族(major facilitator super family, 
MFS)、ATP 结合盒超家族(ATP-binding cassette, ABC)、
小多重耐药家族(small multidrug resistance, SMR)、多药

和有毒化合物外排泵超家族(multidrug and toxic comp 
ound extrusion, MATE)[21]、耐药结节细胞分化超家族

(resistance -nodulation-divisi-on, RND)[22‒25], 除了 ABC
超家族可以以水解 ATP 作为能量, 其余家族以质子驱动

能力作为能量, 并且 SMR 家族仅仅存在于部分革兰氏

阳性菌种。例如在家族的 AcrAB-TolC 是主要的外排泵

之一, 它由周质蛋白 AcrA、外转运蛋白 AcrB 和外膜通

道蛋白 TolC 构成 [26]。 
细胞膜通透性降低, 通常细胞膜膜外通透性控制蛋

白(outer membrane protein, Omp)表达异常出现细菌耐药性
[27]。部分沙门氏菌对氟喹诺酮类药物产生抗性, 原因在于

MarA或 SoxS基因的表达, 激活micF的转录, 阻断了 ompF
药物通道 mRNA 的表达, 减缓其翻译并使其降解, 从而使

得沙门氏菌产生一定耐药性[17]。在大肠杆菌中, ompF 基因

缺失菌株相比于标准菌株, 前者耐药性显著高于普通标准

菌株[28]。 
最后一个为质粒介导耐药。目前对于质粒介导耐药已

经广泛发生在链球菌属中, 导致耐药性大幅度提升, 并且

使问题变得越来越棘手, 并且携带 mcr-1 和 NDM-5 耐药基

因的大肠杆菌质粒已经在临床感染中出现(图 2)[29]。目前

已经发现氨基糖已酸转移酶变异基因可以使得诺氟沙星和

环丙沙星发生一定程度的乙酰化[30], 从而导致抗生素的失

效, 并且目前也发现部分肠杆菌属的食源性致病菌的质粒

中存在乙酰化基因。 

2.2  CRISPR-Cas 系统与耐药性的相关研究 
自从 CRISPR 系统相关研究发展以来, 对其延展性的

研究从未停歇, 就像现在 CRISPR-Cas 系统与耐药性相关

研究也成为一研究热点。针对这一系列问题的研究, 目前

国内外实验室均对其进行了很多相关性实验, 也得出了很

多关键性的结果。例如, 徐桐桐等[31]通过向导 RNA(sgRNA)

对Ⅱ型 CRISPR-Cas9 系统介导, 使得其对 Kan 耐药基因水

平转移完全抑制 , 抑制耐药基因转移效率最低限度可达

88.08%, 通过对 sgRNA 的相关介导, 可以对食源性致病菌

耐药基因水平转移进行抑制。 

Vosik等[32]通过对美国本土沙门氏菌进行 CRISPR和

多位点序列分型(multilocus sequence typing, MLST)比对, 
耐药分析发现分离株对四环素类抗生素 (占分离株的

58%), 氨苄青霉素(50%), 链霉素(占 43%)和对增强素的

中度或完全耐药(占 45%)表现出抗药性, 说明食源性致病

菌耐药率逐渐上升 , 但是市面上抗生素有限 , 所以耐药

趋势目前来说十分严峻。对志贺菌株进行 CRISPR 系统筛

查, 发现 95%的志贺氏菌包含可信的 CRISPR 结构, 对于

包含这些结构的志贺氏菌 , 它们的多重耐药率可达到

53.33%, 并且其间隔序列的多样性与重复序列的保守状

态与耐药性之间存在一定关联[33]。张冰[34]在实验研究中

发现, 通过电转导入耐药基因的志贺菌 CRISPR系统并没

有产生较大变化 , 或者是单核苷酸多动态性变化 , 并且

发现在高浓度氯霉素作用下, 会激活志贺氏菌外排泵蛋

白使其出现耐药性, 但这种变化并不会影响志贺氏菌的

CRISPR 系统。拥有 CRISPR 系统的大肠杆菌耐药性相对

来说也比较高, 实验发现, 包含 CRISPR 系统的大肠杆菌

对土霉素(97.7%)、磺胺-6-甲氧嘧啶(96.9%)、强力霉素

(90.0%)、阿莫西林(83.1%)和利福平(83.8%)均体现出较强

的耐药性[35]。CRISPR 阳性的大肠杆菌菌株的多重耐药率

明显高于阴性菌株 , 侧面反映出 , 在大肠杆菌中可能频

繁出现不同菌株间的耐药基因水平转移现象, 并且这一

转移过程并没有被 CRISPR-Cas 系统干扰, 所以才会出现

多重耐药的 CRISPR 阳性菌株 [36]。总体来说 , 存在

CRISPR 序列的菌株, 基本都会出现较高的多重耐药性的

情况, 对于此类多重耐药菌株的出现原因与 CRISPR之间

关系也值得深入研究探讨。 
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图 2  大肠杆菌质粒携带 mcr-1 和 NDM-5 耐药基因 
Fig.2  Escherichia coli plasmid carrying mcr-1 and NDM-5 resistance genes 

 
另外, 除了探究食源性致病菌 CRISPR 与耐药性之间

的关系, 也有研究利用 CRISPR-Cas9 降低食源性致病菌的

抗生素耐药率。董海思[36]研究针对质粒介导耐药大肠杆菌

的情况, 利用CRISPR-Cas9基因敲除技术, 对大肠杆菌中多

重耐药质粒中的 cfr 基因进行敲除, 结合效率为 0.22%; 通
过同源重组不依赖宿主菌的接合效率可达 1.43%。通过对金

黄色葡萄球菌实验发现, 当 CRISPR 系统完整并且存在 cas
基因簇时, 耐药基因 mecA 的水平转移现象会大幅度受到抑

制, 可以有效降低金黄色葡萄球菌的耐药率问题[37], 说明

cas 基因在金黄色葡萄球菌中对降低耐药性有一定影响。但

是在大肠杆菌中, cas 基因在 CRISPR 阳性和阴性菌株中并

无明显差异, 并且耐药质粒可以在 CRISPR 阳性菌种中传 
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播[38]。对于志贺氏菌来讲, 其耐药性与毒力作用, 在一定情

况中与CRISPR在统计学研究方面存在一定关系[39], 并且发

现是由多个 CRISPR 系统协同作用而发生的, 相比于肺炎链

球菌的 CRISPR 系统阻止毒力因子摄入, 目前志贺氏菌

CRISPR 与毒力作用之间的关系还需要进一步深入研究。 
关于降低食源性致病菌耐药性相关研究, 业内也做

了相当多的努力。例如姚文晔[40]构建异丙基硫代-β-D-半乳

糖 苷 (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, IPTG) 诱 导

sgRNA 单质粒表达系统, 进行一些优化使得大肠杆菌重新

对抗生素出现了敏感性反应, 最大特异性清除耐药基因效

率可达倍。虽然利用 CRISPR-Cas9 进行耐药基因修正具有

高效率, 但是 sgRNA 的不稳定性也增加了基因敲除成功

的困难, 如果可以克服 sgRNA 不稳定因素, 可以更为有效

地降低食源性致病菌的耐药率, 从而降低致病微生物所带

来的耐药风险。此外, 当 CRISPR 系统对食源性致病菌造

成压力时, 细菌也会自我进化突变, 逃避来自 CRISPR 的

切割压力, 通常是来自原间隔序列 20 bp 和前导序列的突

变使得核酸切割酶无法正确识别剪切位点, 从而产生耐药

基因逃避现象[41]。而且还发现含有 CRISPR 的温和噬菌体

与裂解性噬菌体共同注入至食源性致病菌 CRISPR 中, 会
恢复耐药株对抗生素的敏感性。运用噬菌体降低食源性致

病菌耐药率的手段, 目前也值得深入研究。 

2.3  CRISPR-Cas 对致病性毒力基因的控制 
食源性致病菌通常获得毒力基因来源于外源噬菌体

和病毒等方式, 例如在致病性金黄色葡萄球菌、肠炎沙门

氏菌基因组中会发现毒力因子编码基因和温和噬菌体的基

因[42]。间隔序列可以防御外来遗传物质的入侵, 所以在一

定程度上会阻止毒力因子的获取, 干扰毒力因子在致病菌

之间进行传播。Yang 等[43]研究中, 揭露了金黄色葡萄球菌

08BA02176 和 MSHR1132 的 5 个间隔序列与来自噬菌体或

质粒的外源遗传序列同源, 甚至含有与某些噬菌体含有编

码 PVL 毒素的 lukPV 基因的部分基因组相同的间隔序列。

除此以外, Ido 等[44]发现空肠弯曲菌强毒性菌株如果缺失

CRISPR 序列或是存在较短 CRISPR 序列, 其自身则会增

强毒性, 另外发现如果 CRISPR 系统中缺失 cas1 基因簇, 
则肠球菌毒性会增强, 导致致病岛增多。CRISPR 降低食源

性致病菌毒力的原因在于可以利用反义 RNA 作用影响免

疫原蛋白膜的表达, 不过此原理中的 RNA 在不同食源性

致病菌中千差万别, 并没有统一的反义 RNA[45,46]。通过对

CRISPR-Cas9 的了解, 发现了 cas9 基因簇是食源性致病菌

降低毒力因素的关键, cas9 在毒力方面的独特作用已经被

提出[47], 并且 cas9如何共同决定毒力的分子基础已经被揭

示。cas 操纵子包含至少 3 个基因(cas9、cas1、cas2)(图 3A), 
基于 csn2 和 cas4 基因型分别出现在Ⅱ-A 和Ⅱ-B 型中; 其中

处理过的 crRNA和较短版本的 tracrRNA, 很可能是由处理

较长 tracrRNA或来自第 2个启动子的转录而产生的(图 3B), 
最终负责与目标DNA的相互作用; tracrRNA与转录目标有

很多相似的同源性, 导致转录 RNA 出现被降解的可能(图
3C)[48]。总的来说, CRISPR-Cas9 应用范围十分广泛, 对于

降低食源性致病菌毒力因素, 降低致病菌耐药性至关重

要。对于耐药基因和毒力基因溯源性问题进行研究, 可以

从根本上抑制致病菌带来的食品安全健康问题。 

 

 
 
 

图 3  II 型 CRISPR-Cas 系统的双重功能 
Fig.3  The dual functions of Type II CRISPR-Cas system 
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3  讨论与展望 

食源性致病菌所带来的食品安全健康问题, 轻则腹

泻呕吐, 重则危及到生命。食品安全一直是我国民生问题

中的重中之重, 随着对 CRISPR-Cas 系统的不断深入了解, 
也对食源性致病菌的耐药性和毒力因素有了清晰的认识和

研究。通过 Cas9 相关基因手段可以从根本上解决毒性问

题, 降低伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、副溶血性弧菌

所带来的食品安全问题。目前来讲, 国内外对 CRISPR 分

型相关研究并没有一个标准的研究结构和数据分析库, 所
以急需一种基于 CRISPR-Cas 分型的基因数据库, 依靠这

个数据库可以分析统计致病菌相关耐药性关系和致病毒力

岛等, 并且相关致病菌耐药基因数据库的建立也逐渐提上

议程。借助于 CRISPR-Cas9 等相关编辑手段可以完成对耐

药基因和毒力基因的敲除改造, 并且随着对 CRISPR 系统

不断深入探究, 目前也新发现了基于 CRISPR-Cas12[49]和

Cas13[50]为基础的快速检测手段, 目前也应用于对新冠病

毒检测研究, 这也为食源性致病菌快速检测技术提供了新

思路, 为食品安全相关研究奠定了基础。 
总的来说, CRISPR 系统作为一种细菌自身必要系统, 

在食源性致病菌中起着关键作用。在不同食源性致病菌中, 
CRISPR-Cas 系统有着不一样的耐药性、毒力因素结果。所以

需要充分探究 CRISPR 系统在进化中起到的关键性影响, 就
目前研究表明, 在不同菌株中, CRISPR-Cas 系统或多或少会

起到一些积极和消极的影响, 最主要的是 CRISPR-Cas 系统

对基因水平转移的影响, 抑制或促进耐药基因在同菌株间的

水平转移。目前对于 CRISPR 与耐药性关系方面也具有一定

研究潜力 , 还有许多未知领域需要发掘 , 相信随着对

CRISPR-Cas 系统的逐渐研究, 其应用领域也会越来越广。 
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