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摘　要 ：CRISPR-Cas 系统是近年来在细菌和古菌中发现的一种获得性免疫防御系统。利用这种系统，细菌

和古菌可以有效地识别并且降解入侵的核酸。在此过程中，细菌和古菌需要产生一种非编码核酸——

crRNA，并且在 crRNA 的引导下，由多种 Cas 蛋白一起协同工作，共同实现对外源核酸的捕获和清除。基

于近几年的研究进展，现对 crRNA 的产生和干扰机制进行了综述，同时对今后的研究方向进行了展望。
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Molecular mechanism of crRNA biogenesis 
and interference in CRISPR-Cas system

ZHAO Hong-Tu, WANG Yan-Li*
(Key Laboratory of RNA Biology, Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract: CRISPR-Cas system has been recognized as an adaptive immune system in bacteria and archaea recently. 
Using this system, prokaryote could target and degrade invading nucleic acids effectively. During this process, a 
novel kind of non-coding RNA–crRNA is generated and required by guiding multiple Cas proteins working together 
to capture and eliminate foreign DNA or RNA. Based on achievements in recent years, we review the mechanism of 
crRNA biogenesis and interference, and propose the future research interests in this field.
Key words: CRISPR-Cas; crRNA; Cas6; Cas9; Cascade

王艳丽，博士，中国科学院生物物理研究所百人计划研究员、中科院

优秀百人、国家优秀青年基金获得者。综合结构生物学、微生物学、生物

化学、分子生物学等研究方法研究小分子 RNA 或 DNA 介导的抗病毒或质

粒的分子机理，包括：(1)CRISPR/Cas 系统在细菌抵御病毒入侵中的作用

机理；(2) 具有调控功能的非编码 RNA 在基因的表达调控中的作用机制。

在 Cell、Nature、PNAS、Nature Structural & Molecular Biology 等知名期刊

上发表论文多篇。

细菌和古菌作为生物体两个非常基本的种类，

在长期的生存进化中时刻面临着像噬菌体和质粒等

外源基因侵入的威胁。近些年来，人们逐步发现细

菌和古菌中存在着一种专门针对于此的防御系统，

并且命名为 CRISPR-Cas 系统 [1-3]。之所以这样命名

主要是基于该系统的基本构成，一是在细菌和古菌

的基因组中，一些短小的重复序列 (repeat) 排列成
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簇，互相之间被一些序列高度可变的间隔序列

(spacer) 分隔开来，形成 CRISPR (clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats，规律成簇的间

隔短回文序列 ) 位点，其中的 spacer 序列来自于大

量已知的噬菌体病毒、质粒、转座子等；二是在

CRISPR 位点的附近，通常具有相关的 cas 基因，

可编码一系列 Cas 蛋白，众多的 Cas 蛋白中包括核

酸酶、解旋酶以及其他核酸结合蛋白等，这些蛋白

在 CRISPR-Cas 系统发挥免疫功能的不同阶段分别

发挥重要的作用 [1,4]。

概括起来，CRISPR-Cas 系统主要分为 3 个阶

段来发挥功能，第一阶段是 spacer 序列的获取阶段，

当外源基因进入细胞内时，在相关蛋白 ( 主要是

Cas1 和 Cas2) 的辅助下，细菌和古菌选择外源基因

上的一些片段即 proto-spacer 序列，然后将其整合

进自身基因组上的特定 CRISPR 位点，并且插入到

repeat 序列之间，从而获取了新的 spacer 序列；第

二阶段是 crRNA 的产生阶段，即 CRISPR 位点相

关序列发生转录得到 pre-crRNA( 前体 crRNA)，之

后 pre-crRNA 被 一 些 特 定 的 核 酸 酶， 如 Cas6、
RNaseIII 等进一步剪切加工得到 crRNA ；第三阶段

是 crRNA 的干扰阶段，即 crRNA 和相关 Cas 蛋白

结合形成 crRNP 复合物，然后在 crRNA 的介导下特

异性识别并且降解入侵的基因，从而起到防御

作用。

根据不同物种中 cas 基因的分布以及所编码的

Cas 蛋白的多样性，目前 CRISPR-Cas 系统主要分

为 3 种类型，即 I 型、II 型、III 型，并且进一步细

分为 12 种亚型 [1]。其中，I 型、II 型、III 型分别具

有各自的特征 Cas 蛋白：I 型系统的特点是具有

Cas3 蛋白，Cas3 蛋白同时具有解旋酶和核酸酶的

活性，在 I 型系统中负责在干扰阶段对外源核酸序

列进行剪切；II 型系统的特点是具有 Cas9 蛋白，

该蛋白是一种 RNA 介导下的 DNA 内切酶，在 II
型系统中既参与 crRNA 的产生，也负责剪切外源

核酸序列；III 型 CRISPR-Cas 系统的特点是具有

Cas10 蛋白，该蛋白目前的准确功能和机制尚不清

楚 [5-6]。2015 年，Makarova 等 [7] 通过生物信息学分

析预测除上述 3 种类型外，还存在 IV 型和 V 型

CRISPR-Cas 系统，分别具有特征 Cas 蛋白 Csf1 和

Cpf1，不过该结果还需要实验的进一步验证。基于

目前的研究现状，本文中分别对 I 型、II 型、III 型
CRISPR-Cas 系统中 crRNA 的产生和干扰机制进行

介绍和综述。

1　I型CRISPR-Cas系统中crRNA的产生和干

扰机制

I 型系统共包括 I-A 到 I-F 等 6 种亚型，总体

来看，除了 I-C 亚型中由于不含有 Cas6，而是由

Cas5 负责之外，I 型系统中 crRNA 的产生主要通过

Cas6 对 pre-crRNA 的 剪 切 加 工 来 实 现 [8-9]。 在

crRNA 产生的过程中，首先 CRISPR 位点转录形成

较长的 pre-crRNA，由多段 spacer 和 repeat 序列间

隔排列而成，其中 repeat 序列由于具有回文序列。

因此，常常形成 stem-loop ( 茎环 ) 结构，然后 Cas6
作为一种特异的 RNA 内切酶将会识别并且结合在

repeat 序列的 stem-loop 区域，同时，在 stem-loop
结构的 3´ 端之后进行剪切，从而产生成熟的 crRNA。
crRNA 的 5´ 端和 3´ 端为 repeat 序列，中间为 spacer
序列，其中 3´ 端的 repeat 序列通常形成稳定的

stem-loop 结构 ( 图 1)。
目前 I 型系统中已有多个 Cas6 的功能和结构得

A：PaCsy4和crRNA stem-loop的复合物结构(PDB：2XLK)；B：TtCse3和crRNA stem-loop的复合物结构(PDB：2Y8W)； 
C：EcCasE和crRNA stem-loop的复合物结构(PDB：4U7U)；D：PfCas6和crRNA 3'端的复合物结构(PDB：3PKM)

图1  已解析的Cas6结合crRNA的晶体结构
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到研究，包括 PaCsy4 (I-F 亚型，来自 Pseudomonas 
aeruginosa)、EcCasE (I-E 亚 型， 来 自 Escherichia 
coli) 和 TtCse3 (I-E 亚型，来自 Thermus thermophilus)
等，通过这些研究，Cas6 识别和剪切 pre-crRNA 的

机制也有了较为清晰的阐释 [10-14]。尽管在一级序列

上相似度较低，这些 Cas6 蛋白在三维结构上还是

有比较保守的特征，主要表现在它们均含有 1~2 个

ferredoxin fold 结构域，该结构域通常由 αβαββαβ
的二级结构组成，由 4 个 β 折叠构成了一个反平行

的 β 片层，由于该结构域被预测可以结合 RNA，因

此，也被称作RRM (RNA recognition motif)结构域 [15]。

此外，这些 Cas6 蛋白中通常还包括一些其他的

RNA 结构元件，如 EcCasE 和 TtCse3 中的 β6-β7 
hairpin 以及 PaCsy4 中的 Arg-rich helix 等，具有非

常明显的正电荷区域，结合在 stem-loop 区域的

major groove ( 大沟 ) 中，从而紧紧锚定住 crRNA[11,14,16]。

生化实验也证实这些 Cas6 和 crRNA 通常具有很高

的亲和力 ( 解离常数 Kd 值可达到 nmol/L~pmol/L
级 )[12,14]。 

从作用机制上来讲，Cas6 对 pre-crRNA 的剪

切采用的是酸碱催化机制，Cas6 活性位点处某个残

基作为碱，与锚定的核苷酸 2´ 羟基的质子结合，促

使磷酸环化，而另一个残基作为酸，提供质子，使

磷酸二酯键断裂，生成产物 crRNA[8-9,11]。虽然不同

的 Cas6 之间活性位点和催化残基并不保守，但组

氨酸作为一种良好的质子供体和受体常常出现在活

性位点中 [9-10,14,17]。此外，I 型系统中的 Cas6 在酶促

反应中的转化速率 (turnover rate) 普遍都很低，如

PaCsy4、EcCasE 和 TtCse3 等均为单转化酶 (single-
turnover enzyme)，这些 Cas6 在完成对 pre-crRNA
的切割后仍然会继续结合在产物 crRNA 上，并且

参与后续 crRNP 复合物的形成 [12,14]。

I 型系统中，crRNA 生成之后就会和多个 Cas
蛋白一起形成巨大的 Cascade 复合物，然后识别细

胞内的外源基因并且招募 Cas3 蛋白对其进行剪切，

从而起到干扰作用 [1]。Cascade 复合物通常由 Cas6、
Cas5、Cas7 以及其他一些亚基围绕 crRNA 组成，

其中某些亚基，如 Cas7 通常还具有多个拷贝。2008
年，通过生化实验该复合物首先在 Escherichia coli 
K12 中被发现和鉴定 [10]，之后 2011 年，在 Pseud-
omonas aeruginosa 中也发现了类似的复合物 [18]。不

过目前有关 Cascade 复合物的结构和功能研究主要

是围绕 E.coli Cascade 进行的。E.coli 中 Cascade 复

合物相对分子质量约为 405 k，由 5 种 Cas 蛋白

(Cse1、Cse2、Cas5、Cas7、Cas6) 按照 1:2:1:6:1 的

比例关系和 1 条 crRNA 一起组装形成，其中

crRNA 的 5´ 端为 8 nt 的 repeat 序列，3´ 端为 21 nt
的 repeat 序列，形成 stem-loop 结构，中间则是 32 
nt 的 spacer 序列，负责识别和配对结合目标 DNA
上的 proto-spacer 序列。由于目标序列通常为 dsDNA 
( 双链 DNA)，因此，crRNA 和 dsDNA 之间会形成

R-loop 的结构 [19]。需要指出的是，目标 DNA 上靠

近 proto-spacer 的 PAM 序列 (proto-spacer adjacent motif, 
PAM) 对于 Cascade 正确识别和结合目标 DNA 是必

需的，虽然 PAM 序列通常只有 2~5 nt ( 以 E.coli K12
为例，通常是 5´-ATG-3´)，但对于后续 crRNA 和

proto-spacer 的配对结合却是必需的。功能实验已经

证实，突变 PAM 序列将使 E.coli 无法正确识别和

降解含有 proto-spacer 序列的外源质粒，而目前研

究发现 Cascade 中的 Cse1 负责识别 PAM 序列 [20-21]。

此外，spacer 序列中的 1~5 位和 7~8 位对于 crRNA
和 proto-spacer 序列的配对结合也十分关键。EMSA 
( 凝胶迁移实验 ) 证实突变其中的任何一位都会明

显降低 crRNA 和 dsDNA 的亲和力，而突变 spacer
序列其他位置的核苷酸则对亲和力没有明显影响，

也因此 1~5 位和 7~8 位也被称为 seed 序列 [20]。

2014 年，利用 X 射线晶体学，E.coli 中 Cascade
复合物的原子分辨率结构得到解析 ( 图 2A)。从结

构中可以看到，crRNA 的 3´ 端 repeat 序列被 Cas6
蛋白锚定，而 5´ 端 repeat 序列则形成一个弯曲的钩

状，结合在由 Cas5、Cse1 以及 Cas7 形成的“口袋”

中，spacer 序列沿着由 6 个 cas7 所形成的骨架排列，

碱基指向外侧，方便和底物 DNA 的配对结合 [16, 22-23]。

有趣的是，spacer 序列中第 6、12、18、24、30 位

碱基由于发生翻转和 Cas7 形成相互作用，因而不

参与配对 [16,22-23]。此外，2014 年，Cascade 和 dsDNA
的冷冻电镜结构也得到解析，从结构中可清晰地观

察到 dsDNA 结合在 Cse1 上 [24]。

在 Cascade 复合物结合目标 DNA 后，Cas3 被

招募并且进行剪切，该蛋白通常由 N 端核酸酶结构域、

解旋酶结构域和 C 端结构域组成，同时具备解旋酶活

性和 3´ 到 5´ 端的 DNA 酶活性，其中 DNA 酶活性为

金属离子依赖性而解旋酶活性为 ATP 依赖性 [2,25]。

2014 年，来自于 Thermobifida fusca 和 Thermobaculum 
terrenum 的两种 Cas3 晶体结构得到解析，准确定

位了核酸酶和解旋酶的活性位点，初步分析了 Cas3
降解底物 DNA 的结构机理 [26-27]。此外，在 2014 年

利用负染电镜技术还初步分析了 E.coli 中 Cascade、
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DNA 和 Cas3 的结合与作用方式 [24]。

2　II型CRISPR-Cas系统中crRNA的产生和干

扰机制

对于 II 型 CRISPR-Cas 系统来说，首先基因组

中 CRISPR-Cas 位点上编码的 Cas 蛋白的种类相对

于 I 型和 III 型系统要少得多，基本上只有 4 种，即

Cas1、Cas2、Csn2 和 Cas9，不具有 Cas6，而且其

中 Cas1、Cas2 和 Csn2 主要在 spacer 获取阶段发挥

作用，并不参与 crRNA 的产生和干扰阶段，因此，

II 型系统中 crRNA 的产生依赖于一种完全不同的机

制 [28]。另外，II 型系统中 CRISPR 位点附近还具有

一段独特的 tracrRNA (transactivating crRNA，反式激

活 crRNA) 区域，在 CRISPR locus 转录生成 pre-
crRNA 的 同 时， 该 区 域 会 转 录 出 tracrRNA ，
tracrRNA 中含有一段和 pre-crRNA 中 repeat 互补的

序列，长度为 25 nt，从而使 pre-crRNA 和 tracrRNA
形成了一段双链区域，而此时细菌中自身表达的

RNase III 将会识别并且作用于该区域。同时，Cas9
蛋白此时也会协助参与进来，保证 RNase III 能够

正确地进行剪切。而在 RNase III 完成初步加工后，

crRNA 和 tracrRNA 仍旧和 Cas9 紧密结合在一起，

此时 crRNA 上的 spacer 区域 5´ 端会被另一种核酸

酶进一步切割直至 spacer 区域变为 20 nt，从而形

成成熟的 crRNA[29-30]。

在 crRNA 的干扰阶段，II 型系统中主要由

crRNA、tracrRNA 和 Cas9 一起组成了 crRNP，进

而识别并且切割目标 DNA。2012 年，Jinek 等 [31]

通过合作研究，在 Streptococcus pyogenes 中发现

Cas9 具有 DNA 内切酶的活性，且同时需要 crRNA
和 tracrRNA 两种 RNA 的引导才能正确切割 DNA。

Cas9 上具有两个核酸酶结构域，分别是 HNH 结构

域和 RuvC 结构域，两个结构域分别切割 DNA 上

的两条链，进而产生一个双链缺口 (double strand 
break, DSB)。同时，如果采用人工合成的一种

sgRNA (single guide chimeric RNA)，其中包含 crRNA
和 tracrRNA 上的关键序列，就可以替代这两种

RNA 来正确引导 Cas9 识别，并且切割 DNA[31]。另

外，与 I 型系统中类似，PAM 序列对于 II 型系统

中 Cas9 对目标 DNA 的切割也是必需的 [31]。上述

发现初步揭示了 Cas9 的工作机理，为后续的结构

生物学研究以及在基因编辑 (gene editing) 上的应用

提供了线索。

随后，从 2013 年至 2014 年，相继有 3 个实验

室分别报道了 apoSpyCas9、SpyCas9-sgRNA-ssDNA、

SpyCas9-sgRNA-partial dsDNA 的结构 ( 图 2B)，阐

述了Cas9识别 sgRNA和目标DNA的结构机理 [32-34]。

比较前两个结构发现，Cas9 在结合 sgRNA 前后发

生了明显的构象变化，从紧凑的自抑制状态下

(auto-inhibited conformation) 的结构变为较为开放式

的结构，在结构域中间形成了结合 sgRNA 和目标 
DNA 的孔道；同时，Cas9 和 sgRNA 之间形成了大

量的序列特异性的识别和相互作用，其中 Cas9 中

的一段保守的 Arg-rich helix 对于 sgRNA 和目标 
DNA 的识别十分重要 [33-34]。而在第三个结构中则

直接观察到了 Cas9 识别 PAM 序列的方式，此处采

A：I型系统中Cascade复合物结构(PDB：4U7U)；B：II型系统中Cas9复合物结构(PDB：4UN3)；C：III型系统中Cmr复合物

结构(PDB：3X1L)
图2  已解析的干扰阶段形成的crRNP复合物的晶体结构
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用的 PAM 序列为 5´-TGG-3´，Cas9 C 端结构域中

第 1333 和第 1335 位精氨酸的侧链分别和 PAM 序

列中保守的第二位 G 和第三位 G 的碱基形成氢键

相互作用；进一步的生化实验则证实，突变任何一

位都会显著降低 SpyCas9-sgRNA 和目标 DNA 的结

合能力 [32]。 

3　III型CRISPR-Cas系统中crRNA的产生和

干扰机制

和 I 型系统类似，III 型系统中 crRNA 的产生

也依赖于 Cas6 对 pre-crRNA 的剪切，不过具体机制

与 I 型系统又不尽相同。通过对 Pyrococcus furiosus
中 Cas6 识别和剪切过程进行研究可以发现，首先，

与 I 型系统中 repeat 序列形成 stem-loop 结构不同，

Pyrococcus furiosus 中 repeat 序列没有形成稳定的二

级结构。进一步研究发现，PfCas6 通过自身两个

ferredoxin fold 结构域之间的正电荷区域结合 repeat
序列中的 2~10 位，然后结构另一侧的活性中心在

22~23 位之间进行剪切，得到两端均有 repeat 序列

的中间产物，接下来该中间产物 3´ 端的 repeat 序列

被一种未知的核酸外切酶去除，最终得到由 5´ 端
repeat 序列和 spacer 序列构成的成熟的 crRNA，进

入到下一步的干扰阶段 [35-37]。

与 I 型系统类似，III 型 CRISPR-Cas 系统在干

扰阶段也需要多个 Cas 蛋白围绕 crRNA 形成相对

分子质量很大的 crRNP 复合物，用于识别和降解外

源核酸。不过和 I 型系统不同的是，Cas6 不再参与

crRNP 复合物的组装。从分类上说，III 型系统分为

III-A 和 III-B 两个亚型，在 III-A 亚型中，crRNP
复合物由 Csm1-Csm5 组装形成 (Csm 复合物 )，而

在 III-B 亚型中，crRNP 复合物则是由 Cmr1~6 组装

形成 (Cmr 复合物 )[1]。

一方面，针对 III-A 亚型的相关研究来说，

2008 年，Marraffini 和 Sontheimer[38] 首先报道了在

Staphylococcus epidermidis 中有关 Csm 基因参与的

干扰机制的研究，发现其可以阻止外源质粒的进入。

之后多个实验室分别对不同物种中的 Csm 复合

物开展了研究。2013 年，Hatoum-Aslan 等 [39] 和

Rouillon 等 [40] 分别从 Staphylococcus epidermidis 和
Sulfolobus solfataricus 中分离纯化出了 Csm 复合物，

发现 Csm 复合物采取了一种类似于 Cascade 复合物

的组装方式，其中 Csm3 含有多个拷贝，形成 Csm
复合物的骨架结构。不过，Rouillon 等 [40] 在体外的

生化实验中却并没有观察到 Csm 复合物具有 DNA

酶的活性，这也带来一种猜测，即 Csm 复合物是

否需要进一步招募其他核酸酶才能剪切 DNA。

2014 年，Staals 等 [41] 和 Tamulaitis 等 [42] 又分别对

Thermus thermophilus 和 Streptococcus thermophilus
中的 Csm 复合物进行了研究，其中 Tamulaitis 等 [42]

发现 StCsm 复合物中的 Csm3 蛋白具有 RNA 内切

酶的活性，可以在结合的底物 RNA 上每隔 6 nt 的
位置进行剪切；而 Staals 等 [41] 同时也发现 TtCsm
复合物可以结合与 crRNA 序列互补的 ssRNA，并

且在间隔 6 nt 的位置进行切割。2015 年，Numata
等 [43] 解析了 M. jannaschii 中的 Csm3-Csm4 复合物

晶体结构。同年，Jung 等 [44] 解析了 T. onnurineus
中的 Csm1 的晶体结构，并且通过生化试验发现

Csm1 是一种金属离子依赖型的特异性降解 ssDNA 
( 单链 DNA) 的核酸酶，提示其可能在干扰阶段发

挥重要功能。2015 年，Marraffini 实验室通过体内

和体外实验证实，Csm 复合物既可以切割 DNA( 通
过 Csm1)，也可以切割 RNA( 通过 Csm3)[45]。

另一方面，针对 III-B 亚型来说，2009 年，

Terns 实验室首次从 Pyrococcus furiosus 中分离和鉴

定出了 Cmr 复合物，并且通过生化实验发现 Cmr
复合物可以切割与 crRNA 序列互补的 RNA[46]。

2012 年，White 实验室也在 S. solfataricus 中纯化出了

Cmr 复合物，稍有不同的是该复合物中还包括了

Cmr7[47]。2013 年，Staals 等 [48] 在 Thermus thermophilus
中分离纯化出了 Cmr 复合物，并且借助电镜技术解

析了该复合物低分辨率的结构。同时，Spilman 等 [49]

也解析了 Pyrococcus furiosus 中 Cmr 复合物结合底

物 RNA 的冷冻电镜结构，分析这两个结构发现：

Cmr 复合物采取了一种类似于 I 型系统中 Cascade
复合物的外形和组装方式，其中 Cmr4 和 Cmr5 具

有多个拷贝，形成 Cmr 复合物的骨架；而 Cmr2-
Cmr3 和 Cmr1-Cmr6 分别位于复合物的两端。之后

利用结构和生化手段，多个实验室均发现了 Cmr4
是 Cmr 复合物中的催化亚基，负责切割底物 RNA；

同时，由于 Cmr4 在 Cmr 复合物中含有 4 个拷贝。

因此，Cmr4 采取了一种和前面提到的 StCsm 复合

物中的 Csm3 类似的剪切 RNA 的方式，即在底物

RNA 和 crRNA 互补的区域每隔 6 nt 的位置进行剪

切 [50-53]。2015 年，有关 Cmr 复合物结构的研究取

得了重要的进展。Numata 实验室利用来自 P. 
furiosus 中 的 Cmr2-Cmr3 和 来 自 A. fulgidus 中 的

Cmr4-Cmr5-Cmr6 重组了一个 chimeric Cmr 复合物，

并且解析了该复合物的高分辨率晶体结构 ( 图 2C)，



赵宏图，等：CRISPR-Cas系统中crRNA产生及干扰机制的研究第5期 589

由于复合物中添加了 ssDNA 作为底物 RNA 的类似

物，因此，在结构中直接观察到了 crRNA 和

ssDNA 的结合和配对状态，证实了之前生化实验中

发现的 Cmr4 对底物 RNA 的剪切方式，即在 crRNA
和底物 RNA 形成的双链区域每隔 6 nt 的位置发生

剪切 [54]。之后，Doudna 实验室通过冷冻电镜手段

分别解析了 Thermus thermophilus 中的 Cmr 复合物

不结合和结合底物 RNA 状态下的高分辨率结构，

从结构中得到了类似的发现 [55]。

4　总结与展望

虽然细菌基因组中具有 CRISPR 位点这种现象

1987 年就已经被发现，但是长时间内并没有引起人

们的重视 [56]。直到 2005 年，多个研究组发现

CRISPR 位点中的 spacer 序列和一些噬菌体和质粒

中的基因序列高度相似，同时 cas 基因也被鉴定出

来，人们开始逐步意识到这有可能是细菌的一种特

有免疫机制，而这种猜想也在后续的实验中得到证

实 [57-59]。随后几年，人们逐渐在不同的细菌和古菌

中发现了 CRISPR-Cas 系统的存在，利用生物信息

学、遗传学、生物化学以及结构生物学等不同的手

段，开展了大量的研究。在此基础上，学界将

CRISPR-Cas 系统的作用过程分为了 3 个阶段，即

spacer 序列的获取阶段、crRNA 的产生阶段和

crRNA 的干扰阶段。同时，依据后两个阶段中参与

的 Cas 蛋白种类和机制的不同，将 CRISPR-Cas 系
统分为了 I 型、II 型和 III 型。

总的来说，在 crRNA 的产生阶段，主要通过

Cas6 或者 RNaseIII 识别和剪切加工 pre-crRNA 来

得到成熟的 crRNA。其中 Cas6 作为一类特异性识

别 repeat 序列的 RNA 内切酶，负责了大部分 I 型
和 III 型系统中 pre-crRNA 的剪切加工，但是，I 型
和 III 型系统中的 Cas6 功能和机制又略有差异。在

I 型系统中，Cas6 蛋白通常会结合在 repeat 序列的

stem-loop 区域，与 pre-crRNA 及 crRNA 都具有很

高的亲和力，在完成剪切后，Cas6 仍旧结合在产物

crRNA 上并且参与 Cascade 复合物的形成；而在Ⅲ

型系统中，首先 repeat 序列没有稳定的二级结构，

因此，Cas6 采取了一种不同的结合和剪切 pre-
crRNA 的方式，即 Cas6 结合在 repeat 序列的 5´ 端
而在靠近 3´ 端的区域进行剪切；其次，crRNA 的

产生过程还需要某些 RNA 外切酶的进一步加工进

而去除掉 3´ 端的 repeat 序列，目前该 RNA 外切酶

的种类和性质仍然未知，因此，未来的研究可能需

要重点关注。

有关 crRNA 的干扰机制，目前研究最为清楚

的是 II 型系统。通过生物化学和结构生物学研究，

现在对于 Cas9 如何装载 crRNA 和 tracrRNA，Cas9
如何识别 PAM 序列，Cas9 如何切割底物 DNA 等

问题都已经有了较为明确的答案。也正是由于 Cas9
功能强大且机制清楚，因此在基因编辑中已经得到

了广泛的应用，且具有进一步提升和改造的空间。

对于 I 型系统来说，crRNA 的干扰过程需要

Cascade 首先正确识别和结合目标 DNA，然后招募

Cas3 进行降解。通过 Cascade 高分辨率结构的解析，

目前对于 Cascade 的组装和结合 DNA 的方式都有

了较为清楚的解释，但还有一些问题需要回答：首

先，Cascade 在生理状态下的底物是含有 PAM 序列

的 dsDNA，而 Cascade 中 Cse1 识别 PAM 序列的具

体分子机制目前尚不清楚，这将是今后研究的重点；

其次，Cascade 是如何招募 Cas3 对 DNA 进行剪切

的问题，虽然之前的电镜研究提供了一些线索，但

还不能很好地解释这一过程。

对于 III 型系统的干扰过程，目前通过生化和

结构生物学手段对多个物种的 Csm 复合物 (III-A 亚

型 ) 和 Cmr 复合物 (III-B 亚型 ) 开展了研究，对它

们的组装方式和干扰机制有了初步的了解。首先，

和 Cascade 复合物不同，Csm 和 Cmr 复合物在干扰

外源核酸的过程中没有识别 PAM 序列的机制，同

时，识别的底物类型既有 RNA，也有 DNA ；其次，

Cascade 复合物需要招募 Cas3 降解底物 DNA，Csm
和 Cmr 复合物则是通过自身某些亚基的核酸酶活性

(Csm3 以及 Cmr4) 来对底物进行切割，而且切割位

点呈现出 6 nt 的间隔分布。最近的研究揭示出 Csm
复合物既可以切割 RNA，也可以切割 DNA，但由

于目前还没有高分辨率的 Csm 复合物的结构信息，

因此，具体的分子机制还有待进一步阐明。

总体来看，近些年有关 CRISPR-Cas 系统中

crRNA 的产生和干扰机制的研究取得了重要的进

展，展示了原核生物中同样存在着纷繁复杂的 RNA
干扰现象。同时，Cas9 的发现也为高等生物中基因

编辑和改造提供了新的工具和方法，得到了广泛的

应用，但是有关 I 型和 III 型系统中 crRNP 复合物

介导的干扰过程还有许多机制上的问题需要回答。

此外，目前已经发现一些细菌和古菌中同时存在着

多种类型的 CRISPR-Cas 系统，如 Pyrococcus furiosus
中同时存在着 III-B、I-A 和 I-B 三种亚型，Sulfolobus 
solfataricus 中具有着 I-A 和 III-B 两种亚型，而 Thermus 
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thermophilus 中也同时具有 I-E、III-A 和 III-B 等三

种亚型，这将导致细菌和古菌中将产生多种类型和

长度的 crRNA 以及多种 crRNP 复合物，那么这些

不同类型的 CRISPR-Cas 系统之间将如何协调分工

来实现对外源核酸的防御功能，这也是一个值得关

注的问题 [48,60-61]。随着研究的不断积累和实验技术

手段的发展，对以上这些问题的回答将促进对

crRNA 的产生和干扰机制的理解，并为相关生物技

术的开发和应用奠定基础。
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