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摘要 目的　为了探究CRISPR-Cas系统的靶标特点。方法　运用了包括BALST在内的多种生物信息学分析技术和方法对

洋山港宏病毒组数据进行了分析。结果　洋山港宏病毒组数据集中共有25 391条双链DNA病毒序列，其中238条序列上的

265个开放读码框（ORF）与 134条规律间隔短回文重复（CRISPR）间隔序列产生了 315个匹配。经注释后获得了 128个

ORF 和 135 个匹配的功能信息，占比前 5 位的依次为终止酶 （terminase）、衣壳蛋白 （capsid protein）、门蛋白 （portal 

protein）、肽酶（peptidase）和DNA甲基化转移酶（DNA methyltransferase）。匹配多在病毒特定功能基因的保守域或关键结

构域中。这表明，CRISPR-Cas系统发挥免疫功能时表现出针对病毒特定基因、功能和结构域的靶标特异性。此外，属于

Class 1门类下的Type_I型系统的CRISPR-Cas间隔序列匹配数量远高于其他类型系统，占总数的89.0%。结论　本文的研究

结果揭示了CRISPR-Cas系统的靶标偏好，增进了对其的认识，为更好地理解病毒-宿主免疫互作机制提供了新的证据和

线索。
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海洋环境中，病毒感染和裂解造成了约 40%

原核细胞生物的死亡［1-2］。为应对病毒侵染而产生

的生存压力，原核宿主进化出了多样的防御系统，

例如，限制性修饰系统（restriction-modification）、

流产感染（abortive infection）［3］以及规律间隔短回

文重复 （CRISPR） 系统。在这些防御系统中，

CRISPR-Cas系统是最具适应性和特异性的，在细

菌和古菌中作为后天免疫系统对抗病毒，以及诸如

质粒等其他外源性可移动遗传元件 （mobile 

genetic elements）［4］。目前，CRISPR系统可针对特

定DNA或RNA区域进行核酸酶切割的特点已成功

应用于特异性编辑动植物基因组。CRISPR基因座

有CRISPR相关（Cas）基因和一个或多个CRISPR

阵列（array）组成，该序列阵列由不同的间隔序

列 （spacer） 和高度保守的重复序列 （repeat） 组

成。正是这些多变的间隔序列使得CRISPR系统具

有适应性以及特异性免疫机制。间隔序列是噬菌体

或病毒DNA同源序列的片段，在可移动遗传元件

中被称为原间隔序列（protospacer），长度通常在

26~70 bp。每个间隔序列两侧都有相同的重复序

列，重复序列可形成发夹二级结构［5］。在完整的

CRISPR阵列中，间隔序列的数量2~200不等。

CRISPR系统发挥免疫功能时包含了 3个不同

的作用阶段，适应阶段、表达阶段和干扰阶段［6-7］。

在适应阶段，来自病毒或质粒等外源DNA片段作

为新的间隔序列被整合到CRISPR阵列中。在表达

阶 段 ， CRISPR 阵 列 先 转 录 为 长 的 RNA 序 列  

（pre-crRNA），再进一步加工产生成熟的短的RNA

序列 （crRNA）。进入干扰阶段后，crRNA 与 Cas

蛋白形成 CRISPR 核糖核蛋白 （crRNP） 复合物，

特异性靶向同源的病毒或质粒核酸序列并对其进行

切割。与其他免疫机制类似，CRISPR 系统具有
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Cas蛋白序列、基因组成和基因组位点结构的多样

性。因此根据在效应阶段是否有多个 Cas 蛋白参

与，CRISPR-Cas系统被分为Class 1和Class 2两个

大的门类 （class）、6 个类型 （type）、44 个亚型

（subtype）［8］。

Wu 等［9］ 在 对 洋 山 港 （Yangshan Harbor，

YSH）水体进行CRISPR系统间隔序列靶标分析时

发现，部分间隔序列靶定在病毒序列的DNA甲基

化转移酶上，表现出一定的靶向偏好。为了进一步

探索CRISPR间隔序列对某一特定病毒基因的靶标

偏好是特例还是代表了一种普遍现象，本文首先建

立了公开数据库中原核生物基因组中含有的

CRISPR间隔序列数据库，并基于对洋山港水体宏

病毒组原间隔序列的靶标分析，以探寻海洋环境中

CRISPR间隔序列的靶标特异性和多样性。

1　材料与方法

本文利用原核细胞间隔序列集对洋山港宏病毒

组进行CRISPR-Cas系统间隔序列靶标分析，各步

骤处理分析流程见图1。

1.1　病毒序列的鉴定

本课题组前期工作已构建洋山港（海水样品采

集点见图S1，采样点海水理化指标见表S1）宏病

毒组数据库［9］。运用软件Cenote-Taker2［10］对拼接

后长度大于1 000 bp的序列进行病毒序列的鉴定和

提取。

1.2　间隔序列集的构建

从NCBI数据库（下载地址：ftp://ftp.ncbi.nlm.

nih. gov/genomes/all/） 中 原 核 生 物 所 携 带 的

CRISPR-Cas系统中获得了 720 391条CRISPR间隔

序列。对这些间隔序列进行长度筛选 （小于       

100 bp）及去除冗余后，构建包含 396 108条序列

的间隔序列数据集。

1.3　CRISPR间隔序列的靶标分析

以获取的非冗余间隔序列集作为BLAST查询

序列，对洋山港宏病毒组数据库进行 BLAST

（identify≥90%， coverage≥90%）［11］ 扫描获得匹配

（hits）以确定间隔序列所靶标的病毒序列及开放读

码框（ORF）。

1.4　病毒基因的功能注释与分类

运用 Batch CD-Search Tool （默认参数）［12］对

间隔序列匹配到的病毒蛋白序列进行功能注释，而

后对所注释的蛋白质功能进行归纳，汇总间隔序列

靶标病毒基因的主要功能类群。

1.5　原核宿主预测及CRISPR系统的分型

基于BLAST获得的间隔序列与原间隔序列的

匹配信息，确定细菌（或古菌）的基因组序列，并

Fig. 1　Computational pipeline for Yangshan Harbor spacer targeting analysis
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与公开数据库进行比对得到原核宿主的生物学分类

地位。同时，运用在线软件CRISPRCasTyper （默

认参数）［13］对所有包含了可与病毒序列产生匹配

的间隔序列宿主基因组内CRISPR-Cas系统进行分

型分析。本文所用分析软件及参数详见表S2。

2　结 果

2.1　病毒序列鉴定

经 Cenote-Taker2 鉴定，有 25 391 条序列被注

释为双链DNA病毒。这些病毒分为11个纲、14个

目、21 个科。其中，被注释为“有尾噬菌体目

（Caudovirales）”的序列有21 480条，约占所有可

分类序列的 84.6%；余下包括“藻类病毒目

（Algavirales）”在内的感染真核宿主病毒序列及

其他暂无分类学地位病毒序列共 3 911条（图 2）。

选取所有原核生物病毒序列进行后续分析。

2.2　间隔序列靶标分析

经BLAST扫描后，共有134个间隔序列与238

条病毒序列产生了315个“间隔序列-原间隔序列”

间的匹配（表S3），并显示出“一对多”的靶标特

点（图3）。从图3a可以看出共有60个间隔序列呈

现“一对多”的匹配特点，编号为 352826的间隔

序列与 16个来自不同病毒序列的ORF均产生了匹

配（图3b）。

此外，靶标分析显示在宿主与其噬菌体间也存

在 着 “ 一 对 多 ” 的 特 点 （图 4）。 源 自 宿 主

Methylomicrobium agile （ATCC35068） 基 因 组

CRISPR阵列上的第2个、第35个、第37个以及第

52 个 间 隔 序 列 分 别 与 编 号 为 k_141_215877、        

k_141_252123、k_141_543810和k_141_446164的4

条病毒序列产生了匹配。这意味着该宿主近期对来

自属于长尾病毒科的某一噬菌体建立了免疫，并在

其进化早期曾连续遭受来自属短尾病毒科病毒和暂

未分类地位病毒的侵染。

这些匹配上的间隔序列来自细菌宿主的有127

个，古菌宿主的则为 7 个。间隔序列靶标的序列

中，共有 238条序列被注释为双链DNA病毒，包

括 107条长尾噬菌体科（Siphoviridae）病毒序列、

63 条短尾噬菌体科（Podoviridae）病毒序列、28

条肌尾噬菌体科（Myoviridae）病毒序列、3 条埃

凯曼病毒科 （Ackermannviridae） 病毒序列、9 条

未分类有尾噬菌体目 （unclassified Caudovirales）

病 毒 序 列 以 及 28 条 未 分 类 双 链 DNA 病 毒

（unclassified dsDNA virus）序列（表S4）。

Fig. 2　The taxonomic composition of dsDNA viral contigs in YSH virome displayed by Krona［14］
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Fig. 3　Spacers matched virome ORFs in one-to-many models
The same colored links denote spacer and viral ORFs matching pairs assigned by BLSATn.

Fig. 4　Prokaryotic genome matched viral contigs in one-to-many models
(a) Genome map of CRISPR-Cas system in prokaryotic host. The sticks in CRISPR array represented the different spacer sequences, and the spacers 

that matched with the viral sequence in (b) were represented by the same color. (b) Partial genome maps of viral contigs. The black parts were where 

spacers matched with protospacers, and bases in black were mismatch sites.
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所有的被间隔序列靶标到的 265 个病毒 ORF

中，共有 128 个 ORF 可被注释，约占总数的

48.3%。经 eggNOG［15-16］比对后，112 个 ORF 被分

到 14 个功能类群中（图 5，表 S4）。在该分类中，

类群“X （mobilome） ”数量最多，占总数的

44.6% （50/112） ， 类 群 “L （replication， 

recombination and repair） ”和类群“S （function 

unknown）”数量相同，各约占总数的16.1% （18/

112）， 类 群 “M （cell wall/membrane/envelope 

biogenesis） ”次之，约占总数的 8.9% （10/112）；

余下功能类群总数占比均小于 2%。结果表明，间

隔序列特异性靶标病毒特定功能类群的基因以发挥

CRISPR-Cas系统的免疫功能。

在所有的“间隔序列-原间隔序列”匹配对中，

共有 135 个匹配可被注释，占总数的 42.9% （图

6）。同时，这些匹配中的ORF又可被概括为两个

大 的 功 能 群 。 第 一 类 为 参 与 病 毒 DNA 复 制

（replication） 、 转 录 （transcription） 、 修 饰

（modification） 的酶，包括 DNA 解旋酶 （DNA 

helicase）、DNA聚合酶（DNA polymerase）、DNA

甲基化转移酶（DNA methyltransferase）等；第二

类 则 与 病 毒 颗 粒 组 装 （packing） 和 熟 化

（maturation） 有 关 ， 例 如 ， 终 止 酶 （phage 

terminase）、门蛋白 （portal protein）、衣壳蛋白

（phage capsid protein）、尾蛋白（phage tail protein）

及少数其他功能蛋白共计73种（表S5、S6）。

在将“间隔序列-原间隔序列”匹配对与病毒

功能基因的保守域（conserved domain）［12，17］比较

后发现 72个匹配的匹配位点在其对应病毒功能基

因的保守域内，约占可注释匹配的53.3%。这一趋

势在某些病毒功能基因中则更为明显，例如，在

14个靶标至“衣壳蛋白”的匹配中，有 12个靶标

位点位于其保守域内；在 19 个靶标为“终止酶”

的匹配中，有 12 个靶标位点位于其保守域

内（图6）。

针对间隔序列靶标最高的终止酶，本文对其匹

配位点又进行了更为细致的分析。结果发现，所有

被靶标的终止酶分为 6个超家族（superfamily）即

“Terminase_1”、“Terminase_2”、“Terminase_3”、

“Terminase_6” 、 “Terminase_GpA” 和 “17_

Superfamily” ， 并 以 “Terminase_3” 和

“Terminase_6”为主（图7）。

Fig. 5　Function classes of the viral ORFs targeted by spacer sequences
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同 时 ， 值 得 注 意 的 是 ， 除 编 号 为 k141_

180474_1的ORF因长度较短无法鉴别外，其余 17

个终止酶的匹配位点均出现在了终止酶大亚基

（TerL）中（表1）。

2.3　宿主及CRISPR分型分析

315个间隔序列-原间隔序列间的匹配中，共有

来自 102 个原核 CRISPR 阵列的 134 个间隔序列，

其中7个来自古菌宿主，95个来自细菌宿主。在这

Fig. 7　Gene functional domain clusters of viral terminase superfamilies，targeted by spacer sequences
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7 个古菌中有 6 个为泉古菌门（Crenarchaeota）下

的热变形菌 （Thermoprotei） 以及一个广古菌门

（Euryarchaeota）下的甲烷杆菌（Methanobacteria）；

而 在 细 菌 中 占 比 最 多 的 门 类 为 变 形 菌 门

（Proteobacteria），所占比例约为 49.5% （47/95），

余下主要细菌门类及其占比分别为：放线菌门

（Actinobacteria） 约占 26.3% （25/95）、厚壁菌门

（Firmicutes） 约 占 13.7% （13/95）、 梭 杆 菌 门

（Fusobacteria）约占 4.2% （4/95）以及少数其他门

类细菌约占6.3%（6/95）。

基于Cas及其同源蛋白和重复序列的比对，对

102个原核宿主中的CRISPR-Cas基因座进行分析。

除了20个原核宿主因基因组不完整未能找到Cas基

因簇外，其余82个原核宿主基因组内CRISPR-Cas

系统均被确认并对其进行了分型分析（表S7）。分

型结果表明，CRISPR-Cas系统门类、类型和亚型

的分布趋势明显 （图 8）。值得注意的是，属于

Class 1 门类下的 Type_I 型系统的数量要远高于其

他类型系统，占总数的 89.0% （73/82）。在这些

Type_I 型系统中，Type_I-E 亚型多达 39 个，且分

布最为广泛。在细菌和古菌群中，Class 1 类系统

均比Class 2类系统更丰富。

Table 1　Targeting sites of viral terminase

Taxonomy

Siphoviridae

Siphoviridae

Siphoviridae

Siphoviridae

Siphoviridae

Siphoviridae

Siphoviridae

Siphoviridae

Siphoviridae

Podoviridae

Podoviridae

Podoviridae

Podoviridae

Podoviridae

Podoviridae

Podoviridae

Myoviridae

Myoviridae

Viral ORF

k141_596607_3

k141_286952_1

k141_528984_1

k141_639286_1

k141_426567_6

k141_845476_3

k141_607271_2

k141_10171_3

k141_116680_1

k141_900011_14

k141_854317_6

k141_882069_1

k141_285366_1

k141_341526_10

k141_180474_1

k141_427942_1

k141_435647_2

k141_1080176_84

Superfamily

Terminase_3

Terminase_1

Terminase_GpA

Terminase_6

Terminase_3

Terminase_GpA

Terminase_GpA

Terminase_6

Terminase_6

Terminase_2

Terminase_3

Terminase_3

Terminase_3

Terminase_6

Terminase_6

Terminase_3

17_Superfamily

Terminase_6

Subunit

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

TerL

—

TerL

TerL

TerL

Fig. 8　Diversity of the types and subtype of CRISPR-Cas system identified in the archaeal and bacterial phyla with 
protospacer matching



李聪，等：洋山港宏病毒组分析揭示CRISPR-Cas系统病毒靶标序列的特异性2023；50（2） ·365·

3　分析与讨论

3.1　方法

CRISPR-Cas系统是原核宿主在抵抗外源性遗

传物质中发挥重要作用的获得性免疫系统，在其系

统基因座中所包含的病毒片段是系统抵抗外源性遗

传物质反复侵入的“免疫记忆”［18］。本研究基于原

核生物基因组间隔序列集反向搜索洋山港水域表层

水中的病毒，这一方法对于病毒宿主进行预测可在

宿主科（family）水平达到97%的准确性［11］。通过

该方法为 238 条病毒序列确定了其对应的原核宿

主，这些宿主绝大多数为海洋环境中常见的细菌，

仅有少量的海洋古菌。推其原因，这可能与公共数

据库中关于古菌基因组特别是全基因组数量较少有

关。在今后类似的研究工作中应及时更新间隔序列

数据集，特别是来自古菌宿主中的间隔序列集以扩

大对病毒-宿主间互作关系的认识。同时，仅在唯

一一条真核藻细胞病毒（Mimiviridae）序列上发现

其存在与间隔序列产生潜在匹配的片段。这表明借

助间隔序列与原间隔序列匹配可真实反映自然环境

下病毒与其原核宿主的侵染关系。

3.2　CRISPR靶标特异性

原间隔序列是病毒基因上的一小段核酸片段，

作为间隔序列被整合到CRISRP阵列中。在Type_I

型和Type_II型CRISPR-Cas系统中，被称为原间隔

序列相邻基序 （protospacer adjacent motif，PAM）

的序列对间隔序列的获取极为重要［5，19］。然而，

考虑到PAM长度及序列多样性，在一个病毒的基

因组中可能存在着成百上千个潜在的 PAM 位点。

因此，虽然PAM在确定CRISPR-Cas系统靶标基因

的选择上发挥了作用，但具体是什么确定了具体基

因的选择及在CRISPR阵列上的保留仍然是不确定

的。借助所发现到的对于病毒宏基因组中特定功能

基因的选择，可以成为原核宿主在面对生存压力时

有效免疫最简单的解释。在原核宿主基因组中发现

的CRISPR间隔序列成功降低了病毒感染和裂解对

细菌和古菌种群的影响。本研究中的相关数据也提

供了那些对病毒侵染和裂解原核宿主过程中至关重

要基因的证据。

间隔序列与病毒 ORF 能够以一对多或多对一

的方式产生匹配，即部分CRISPR-Cas系统针对多

个不同的病毒产生免疫或多个不同的CRISPR-Cas

系统针对单一病毒个体的特定基因发挥免疫功能。

第一种情况下间隔序列针对多个不同的基因所共有

的片段进行靶标，这一方式提升了CRISPR-Cas系

统的免疫范围。而在后一种情况下，某一特定功能

类群的病毒基因似乎被CRISPR-Cas系统高度针对，

这些被“过度”靶标的ORF也表明了它们对病毒

复制至关重要，因此成为了原核宿主CRISPR免疫

的特异性靶点。

在CRISPR阵列上处于不同位置的间隔序列代

表着宿主第一次识别并切割获取原间隔序列的先后

时间［18］。在目前已知的所有类型CRISPR中，最新

获得的间隔序列总是被插入整合至CRISPR阵列的

最前端，即紧邻 Leader 序列的第一个间隔序列位

点［20］。这样的排列方式保证了针对近期侵染原核

宿 主 噬 菌 体 的 间 隔 序 列 将 被 优 先 转 录 成 为          

Pre-crRNA，在被加工后参与Cas蛋白形成CRISPR

核糖核蛋白聚合物参与免疫活动。由于 CRISPR-

Cas系统的可遗传性［5，18］，处在CRISPR阵列上远

离Leader端的那些间隔序列可能“继承”其母细胞

（mother cell）。连续多次识别并获得源自不同病毒

的原间隔序列并将其整合在CRISPR阵列之中意味

着原核宿主曾在较短的时间内接连遭受侵染并成功

建立获得性免疫。

噬菌体终止酶是一类多功能的寡聚蛋白，广泛

存在于各种双链DNA病毒中［21］。在噬菌体裂解周

期中，DNA的包装是一个极为重要的过程，末端

酶通过切断DNA连接体以启动DNA包装过程，并

为整个过程提供大量动力ATP以驱动DNA压缩至

狭小的头部衣壳蛋白中［22-23］。TerL 亚基作为终止

酶的关键亚基具有ATP酶、核酸内切酶和DNA解

旋酶活性，DNA包装驱动需要核酸酶活性将噬菌

体基因组进行剪切，其切割活性的发挥高度依赖于

ATP酶供能，核酸酶或ATP酶任意缺失或突变均不

能表现功能活性。门蛋白同样也参与到DNA包装

过程中，不仅影响了包装效率同时也决定了进入衣

壳蛋白中病毒基因组的大小，也能保证包装极性，

防止DNA从衣壳蛋白中逸出［23］。衣壳蛋白作为外

壳，对压缩进入其中的核酸起保护作用。因此，针

对参与病毒包装过程重要阶段的相关功能基因的特

异性靶标，保证了对噬菌体复制的“致命”打击。

同时，TerL广泛分布于各类有尾噬菌体中［21］，特

异性的靶标这一特定亚基意味着可为宿主提供高效

广泛且长效的免疫保护。

为何CRISPR-Cas系统的间隔序列倾向于靶标

在此阶段发挥作用的病毒功能基因？我们认为这可

能与宿主在对于容忍病毒侵染和抵抗病毒入侵之间
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选择有关。宿主和病毒之间的竞争在无时无刻地进

行着［24］，在这场“竞赛”中宿主需要不断提升自

己的抵抗力，而病毒则需要不断提升入侵的能力。

除了常见的排斥型抵抗——对外源性DNA进行靶

向裂解（例如 CRISPR-Cas 系统、R-M 系统），也

存在着另一种抵抗机制，“接纳性免疫”［25］。原噬

菌体整合到宿主的基因组中，此时宿主进入溶原

态；溶原体抑制体内噬菌体DNA的转录，进而使

得噬菌体DNA无法表达，从而产生针对特定噬菌

体的同源病毒重复感染的抵抗力。噬菌体在将

DNA整合到宿主基因组上时可能会造成宿主基因

的突变。而这种突变方式是宿主的一种进化动力，

以此丰富宿主基因的多样性。无论是温和噬菌体还

是烈性噬菌体，它们的最终目的是要在宿主体内完

成DNA的复制，以及衣壳蛋白的合成。而对于噬

菌体而言，一旦装配阶段受阻，则无法形成具有侵

染能力的噬菌体，也意味着无法行使生物功能，进

而被宿主“囚禁”在其体内，最终被分解成单个的

核苷酸以及氨基酸被宿主重新利用。这样的方式对

宿主而言是最“经济”的，被噬菌体所掠夺的参与

生命活动的“原材料”最终都留在了自己体内。因

此，宿主采取这样的方式进行免疫的同时也在利用

入侵的噬菌体。同时，不释放病毒意味着对同一种

群中的其他宿主细胞提供了保护。

DNA甲基化转移酶作为原核生物限制性修饰

系统的重要组成部分也出现在了间隔序列靶标功能

基因的高频匹配中。对于病毒DNA甲基化转移酶

的特异性靶标可以看作一个典型的原核宿主“协同

免疫”。在同时拥有限制性修饰系统和CRISPR-Cas

系统的宿主中，当携带编码DNA甲基化转移酶的

病毒入侵时，病毒通过对自身基因的甲基化来躲避

限制性修饰系统的免疫［26］；但是，若在病毒在向

宿主体内注射DNA时，CRISPR-Cas系统将迅速对

病毒基因组上的DNA甲基化酶基因进行免疫识别

并切割，使病毒无法对自身基因组甲基化修饰，宿

主的限制性修饰系统将彻底清除残余的病毒DNA

片段，以保证免疫效果。

此外，CRISPR间隔序列所靶标的ORF中超过

40%已确定其功能，这表明与非靶向基因相比，被

CRISPR所靶标的基因更有可能具有确定的功能作

用。余下未知功能CRISPR的靶标基因一直以来被

认为是病毒遗传的“暗物质 （dark matter） ”［27］，

但可以肯定的是这一类被CRISPR所靶标的未知病

毒暗物质基因可能在病毒侵染和裂解过程中发挥重

要作用。

同时本文发现，在所有产生匹配的238条双链

DNA 病毒序列中有 210 条序列属于有尾噬菌体病

毒，但是仅有5个间隔序列靶标在了编码噬菌体尾

纤维蛋白的基因上，这一频率低于预期。尾纤维蛋

白结构相对简单，在编码水平上选择压力小，也意

味着编码尾纤维蛋白的基因具有较高的多样性。事

实上，噬菌体尾纤维基因不仅是多变的，同时还可

以通过逆转录因子进行靶向突变，以扩大病毒宿主

范围［28-29］。也许正是这样的原因使得CIRPSPR-Cas

系统放弃了以此类基因为主要靶标对象，转而选择

其他基因。

值得一提的是，与非保守域相比某些病毒功能

基因的保守域更容易被CRISPR间隔序列所靶标，

对于这一现象本文认为，相较于非保守域，病毒功

能基因的保守域不易发生基因突变，使间隔序列可

为原核宿主提供长效的保护［19］。同时，病毒功能

基因的保守域广泛存在于不同的病毒种群中，例如

终止酶大亚基中的核酸内切酶结构域和 ATP 酶结

构域，针对病毒功能基因保守域特异性靶标可为宿

主提供较大的免疫范围。无论是扩大免疫范围还是

延长免疫的时长，CRISPR-Cas系统针对病毒功能

基因保守域的特异性免疫对于原核宿主而言是一种

十分“实惠”的选择，这样的选择将大大降低因频

频获取新的间隔序列来保证免疫效果所带来的负

担，即因新的间隔序列增加而导致CRISPR阵列长

度的增加。

3.3　CRISPR-Cas系统在宿主中的分布

在通过CRISPR靶标而确定的 102个原核宿主

中有 20个由于基因组信息不完整未能对其所携带

的 CRISPR-Cas 系统进行分型，余下 82 个宿主的

CRISPR-Cas 系统均得以分型确认［8］。结果表明，

CRISPR-Cas系统在细菌及古菌中的分布是不均匀

的，特定的CRISPR-Cas系统门类、类型和亚型在

分布上呈现出了明显的趋势。例如，Class 2 门类

下的 Type_II 型、Type_V 型只存在于细菌宿主中

（本次研究结果中并未发现Type_VI型系统）。出现

这一现象的原因可归因于 RNaIII 酶在古菌中的缺

失，RNaIII 是一种广泛存在于细菌中的核糖核酸

酶，负责Type_II型和Type_V型系统及其亚型的前

crRNA （pre-crRNA，加工成熟后引导 Cas 蛋白定

位至免疫靶点）处理。而 Type_I 型系统在宿主中

的分布最为广泛，尤其是对 Type_I-E 亚型的分析

表明，相较于其他CRISPR-Cas系统，Type_I-E亚
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型的系统进化十分缓慢，其CRISPR阵列可在103~

105年内保持不变［30］。这一研究结果将帮助人们更

好地理解为何CRISPR-Cas系统的间隔序列更多的

靶标在了病毒功能基因的保守域中。即缓慢的进化

意味着更少的机会获得新的间隔序列，这就要求现

有的间隔序列应尽可能的在较长的时间内发挥免疫

作用，因此在不易产生突变的病毒功能基因保守域

似乎是个很好的选择。本研究发现，I型系统的数

量远高于其他型系统，除病毒种类及其相对丰度在

一定程度上可能会影响其差异外，其他特点还有以

下几点。a. I型系统是一种较为活跃的CRISPR-Cas

系统。该型系统具有较高的获取新的间隔序列的频

率（包括直接识别MGE上的原间隔序列和在已失

效的原间隔序列上识别新的原间隔序列），保证可

对宿主提供及时有效的免疫保护［19］。b. I型系统对

于间隔序列与原间隔序列间的错配容忍度较高。与

其他型系统，特别是 II型系统相比，I型系统对于

原间隔序列及间隔序列间发生错配后仍可免疫的容

忍度较高，只需保证原间隔序列上的“种子片段”

（seed sequence）未发生突变即可完成对原间隔序

列的识别及引导 Cas 蛋白对 MGE 进行免疫作

用［31-32］。c. I型系统是一种由早期自适应免疫系统

（ancestral adaptive immunity system）进化而来且高

度分化的CRISPR-Cas系统。I型系统的进化源头为

早期自适应免疫系统，经过长期演化，逐渐形成了

I型以及 III型系统；同时，由于结构简单（相较于

III型系统而言，I型系统Cas基因簇较短）个别Cas

蛋白的加入就可使 I型系统分化成为不同亚型灵活

地为原核宿主提供免疫保护［33］。d. I型系统的类转

座子结构帮助其水平转移。在 I 型系统 Cas1 以及

Cas2 串联基因的两端有 TIRs （terminal inverted 

repeats）结构，这种典型的转座子结构帮助其在原

核宿主间可广泛地进行水平转移［25］。显然，灵活

多变的免疫机制，具有可传播的特性和长期以来的

进化选择，使得 I型系统在原核宿主中得以广泛分

布。这一结果与Makarova等［8］关于现有数据库中 

CIRSPR-Cas系统分布的研究结果相一致。

4　结 论

本研究基于公共数据库中 CRISPR 间隔序列

集，对洋山港港区表层水宏病毒组进行间隔序列-

原间隔序列的匹配分析，结果表明特定的病毒功能

基因被CRISPR-Cas系统特异性的靶标。这些被靶

标的基因在宿主与病毒间的“军备竞争”中表现出

了病毒群体的遗传“缺陷”。还发现，间隔序列可

以识别自然环境中病毒群体中最为重要的基因及其

最为重要的片段（保守域）。这些基因或功能域可

用于进一步探索CRISPR-Cas系统以及病毒与宿主

的共进化机制。此外，基于 anti-CRISPR蛋白的结

构 及 功 能 特 点 ， 推 测 anti-CRISPR 是 伴 随 着

CIRSPR-Cas 系 统 的 形 成 而 形 成 。 同 时 随 着

CRISPR-Cas进化分化，anti-CRISPR也朝着亚型特

异性的方向进行分化。
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Graphical abstract

Abstract　 Objective  Since the first discovery that CRISPR-Cas system provides adaptive immunity of 

prokaryotic hosts to virus and other mobile genetic elements (MGEs). Numerous studies yielded vital insights into 

the immune mechanisms, and CRISPR-Cas system has been wildly utilized in gene editing and related research 

efforts. In the three major immune stages—adaptation, expression and maturation, interference spacer sequences 

play important roles separately. Although PAM (protospacer adjacent motif) determines the identification of 
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targeted genes by CRISPR-Cas system, what drives the selection of specific genes and reservation on the CRISPR 

array remains uncertain. To explore the targeting characteristics of CRISPR-Cas systems, the virome of Yangshan 

harbor surface water and the CRISPR-Cas spacers available in public datasets were subjected to analysis. 

Methods  Based on BLAST searching, viral sequence identification, gene function prediction, and gene 

conserved domain annotation, the final analysis results were obtained. Results  As a result, 25 391 double-

stranded DNA viral sequences were identified in the virome; 265 open reading frames (ORFs) were predicted for 

238 sequences, and 134 CRISPR-Cas spacer sequences yielded 315 viral hits. 128 viral ORFs and 135 hits were 

functionally annotated, and the top 5 hits including terminase, capsid protein, portal protein, peptidase, and DNA 

methyltransferase. The matching of spacer (host)-protospacer (virus) often occurred in conserved domains or key 

structural domains of viral functional genes. Meanwhile, the number of CRISPR-Cas spacer sequence matches for 

Type_I systems under the Class 1 was much higher than that for other types of systems, accounting for 89.0% of 

the total. The results show that the CRISPR system will specifically identify and act on key functional genes of 

the virus. Conclusion  The results of this study reveal the targeting specificity of the CRISPR-Cas system, 

showing new insights and providing new evidence for a better understanding of the mechanisms of virus-host 

immune interactions.
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