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摘要 人工设计合成规律成簇的间隔短回文重复( CＲISPＲ)
序列特异性引物，将从临床分离的大肠埃希菌株作为模板，

采用 PCＲ扩增方法筛选含有 CＲISPＲ系统的大肠埃希菌;利
用噬菌斑法从医院未经消毒处理的污水中分离大肠埃希菌

噬菌体，经过 PEG沉淀的方法浓缩得到高滴度的噬菌体，再
用该筛选噬菌体感染上述含有 CＲISPＲ 的大肠埃希菌以筛
选耐受该噬菌体的大肠埃希菌菌株。最后从 70 株大肠埃希
菌中筛选到 42 株含有 CＲISPＲ 序列的菌株，然后采用噬菌
斑法分离到 1 株大肠埃希菌 E． coli 147-30 的裂解性噬菌体
IME-EC1，在此基础上利用 E． coli 147-30 筛选到 1 株耐受噬
菌体 IME-EC1 的大肠埃希菌菌株，命名为 E． coli 147-30Ｒ1。
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规律成簇的间隔短回文重复( clustered regularly
interspaced short palindromic repeats，CＲISPＲ ) 是细
菌内存在的专门针对噬菌体及质粒等外源基因的获

得性免疫系统［1］，这种抗性作用的发挥类似于真核

生物中的 ＲNA干扰作用。在噬菌体治疗过程中，细
菌往往会对噬菌体产生耐受，导致耐受噬菌体的菌

株出现。关于噬菌体耐受菌株的筛选，国内外已有
较多的研究［1 － 2］，如通过筛选嗜热链球菌抗噬菌体

突变株来提高发酵酸奶的生产性能，以及通过筛选

噬菌体耐受菌来研究细菌耐受噬菌体的机制。该研

究通过 PCＲ方法筛选含有 CＲISPＲ系统的大肠埃希
菌，以含有 CＲISPＲ 系统的大肠埃希菌为指示菌分
离噬菌体，进而在人为条件下筛选出耐受噬菌体的

大肠埃希菌，拟利用这些细菌分析噬菌体和 CＲSIPＲ
系统之间的关系，为进一步了解 CＲISPＲ 的作用特
点和提高噬菌体治疗效果提供依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 临床分离的 70 株致病性大肠埃希菌来
自于军事医学科学院附属 307 医院检验科，用于分
离噬菌体以及筛选噬菌体耐受株; PCＲ试剂盒购自
北京全式金生物技术有限公司; 胶回收试剂盒购自

天津宝瑞生物技术有限公司; LB 培养基: 胰蛋白胨
10 g，酵母提取物 5 g，氯化钠 10 g，用蒸馏水定容至
1 L，调至 pH 7． 0，121 ℃下高压灭菌 20 min。固体
LB 培养基需添加 1. 5%琼脂粉，半固体 LB 培养基
需添加 0. 75%琼脂粉。SM 缓冲液: 氯化钠 5． 8 g，
硫酸镁 2. 0 g，pH 7． 5，1 mol /L Tris-HCl 50 ml，2%明
胶 5 ml，加水至 1 L;化学试剂均为国产分析纯; 2720
型 PCＲ 仪( ABI 公司) ; DYY-6C 电泳仪 ( 北京六一
仪器厂) ; BIO-ＲAD Gel Doc XＲ凝胶成像系统。
1． 2 含有 CＲISPＲ 系统大肠埃希菌的筛选 根据
CＲISPＲ database( http: / / crispr． u-psud． fr /crispr / ) 公
布的 E． coli 菌株的 CＲISPＲ 序列特征，利用网站中
FlankAlign 选项的 Flanking sequence Alignement
Tool，分别选取 200 bp 长度的大肠埃希菌 CＲISPＲ
序列 right flanking sequence 和 left flanking sequence，
按照同源性比对结果将其分为 15 个组，将每组对应
的序列导入到 CLC软件里，分别得到一个 consensus
序列，利用 NCBI网站上的 primer-blast功能，设置各
种参数，经过引物特异性检测，只有 4 对引物符合要
求。P10 ( F: TACCGTTGGTGAAGGAGCTG，Ｒ: TTC-
CGGTGGATTTGGATGGG) 、P13( F: TTGAGTTTCAGA
CCTGGGGC，Ｒ: TGCTACCGTTGGTGAAGGAG ) 、P14
( F: CTGGGAGTTCTACCGCAGAG，Ｒ: CCCCGGAG-
TATTTGGATGGT ) 、P15 ( F: GGAAAATGGGAGCT-
GGGTGT，Ｒ: ACCTGGGGAGAAAACAGACG) 。采用
PCＲ法对供试菌株进行 CＲISPＲ 序列扩增，反应体
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系参照 PCＲ 试剂盒使用说明，回收 PCＲ 产物并测
序。
1． 3 相关噬菌体的分离 以含有 CＲISPＲ 的菌株
E． coli 147-30 为指示菌，于军事医学科学院附属 307
医院污水处理处收集未经消毒处理的污水，12 209
r /min离心 2 次，每次 10 min以除去固体杂质，收集
上清液;用 0. 22 μm 滤器过滤除菌，取 4 ml 滤液加
入 2 ml经高压灭菌的 3 × LB培养基中，接种 500 μl
过夜培养的宿主菌 E． coli 147-30，混合均匀后置于
摇床内，37 ℃过夜培养。12 209 r /min 离心 10 min
收集上清液，0. 22 μm滤器过滤，滤液即为含有噬菌
体的原液。
将噬菌体原液 10 倍梯度稀释，分别取各梯度噬

菌体稀释液 100 μl 和 500 μl 对数期的宿主菌混合
均匀后，室温放置 10 min以使其充分吸附后加入 45
℃上层半固体培养基 5 ml，混合均匀，然后倾倒入固
体培养基平板上，凝固后置于 37 ℃培养，观察噬菌
斑的出现。用无菌枪头从噬菌斑分布均匀的平板上
挑取单个噬菌斑，加入到对数期的宿主菌中，置于

37 ℃摇床中培养 6 h，12 209 r /min 离心 10 min，
0. 22 μm 滤器过滤，滤液置于 4 ℃保存。重复以上
步骤 3 ～ 4 次，以得到大小和形态保持一致的噬菌
斑。
噬菌体形态的电镜观察: 将保存在 SM 缓冲液

中的噬菌体滴在覆有碳膜的铜网上，室温晾干后用

滤纸吸去未经吸附的溶液; 滴一滴磷钨酸( PTA) 染
色 2 min，用滤纸吸去多余的液体; 室温干燥后用
HITACHI HT7700 型透射电子显微镜进行观察，记
录噬菌体颗粒的形态和大小。
1． 4 大肠埃希菌噬菌体耐受株的筛选 采用 PEG
沉淀的方法［3］浓缩噬菌体 IME-EC1 以使其达到一
个较高的滴度( 约 1010 PFU /ml) ，大肠埃希菌噬菌体
耐受株的筛选参照文献［4 － 5］报道，具体方法简述如

下:将过夜培养的宿主菌进行 10 倍梯度稀释，然后
分别取各梯度稀释液 100 μl 分别与 100 μl 噬菌体
悬液( 1010 PFU /ml) 混合均匀，吸附 10 min后加入到
45 ℃上层半固体培养基中，混合均匀，然后倾倒入
固体培养基平板上，凝固后置于 37 ℃培养 24 h 至
单克隆出现。
随机挑取平板上产生的单克隆，加入到 5 ml 经

高压灭菌的 LB液体培养基中，置于 37 ℃中过夜培
养，采用点滴法［6］来鉴定单克隆对噬菌体是否产生

了真正的耐受以及耐受能否稳定的保持到下一代细

菌，具体步骤为:将培养至对数期的敏感菌和耐受菌

分别加入到融化的半固体 LB 培养基中，待凝固后，
取 2 μl的噬菌体原液滴在双层平板上，待平板晾干
后倒置于 37 ℃培养观察噬菌斑的有无。敏感菌的
平板上能够产生比较透亮的噬菌斑，而耐受菌的平

板上，由于耐受菌对噬菌体不再敏感，则不会产生噬

菌斑。

2 结果

2． 1 含有 CＲISPＲ 系统大肠埃希菌的筛选 采用
菌落 PCＲ 的方法，分别采用 4 对人工设计的
CＲISPＲ特异性引物对 70 株大肠埃希菌的 CＲISPＲ
序列进行扩增，结果从 70 株供试菌株中检测到 42
株大肠埃希菌中含有 CＲISPＲ 序列，见表 1。选择其
中 1 株大肠埃希菌( E． coli 147-30) 用于后续相关噬
菌体的分离以及噬菌体耐受菌筛选实验。见图 1。
设计的 4 对特异性引物中，有 3 对引物( 10、13、15 )
扩增出 CＲISPＲ 序列。将 E． coli 147-30 的 PCＲ 产
物直接进行序列分析，结果显示该 3 对引物扩增的
序列互相重叠，可以拼接成一个较长的 contig 序列，
用 CＲISPＲ database 网站 ( http: / / crispr． u-psud． fr /
crispr / ) 中 CＲISPＲ Finder功能分析该 CＲISPＲ 序列
结构特征，显示该位点共有 18 个重复单元，其中重
复序列长为 29 bp，序列为 CGGTTTATCCCCGCTG-
GCGCGGGGAACAC，间隔序列长为 32 bp，见表 2。

图 1 E． coli 147-30 的 CＲISPＲ序列扩增结果
M: Trans2K Marker; 1、2、3、4 分别为引物 10、13、14、15; 5:阴性对照

2． 2 相关噬菌体的分离 以含有 CＲISPＲ 的菌株
E． coli 147-30 为指示菌，于军事医学科学院附属医
院未经消毒处理的污水分离到 1 株噬菌体，命名为
IME-EC1，噬菌斑的大小不均一，如针孔状并且透
明，见图 2。纯化后的噬菌体 IME-EC1 经负染后在
透射电镜下的形态见图 3。该噬菌体呈蝌蚪形，具
有典型的二十面体结构，头部宽约 70 nm，长约 100
nm，尾部长约 115 nm，尾部底端具有数根尾丝，属于
肌尾噬菌体科。
2． 3 大肠埃希菌噬菌体耐受株的筛选 采用 PEG
沉淀的方法浓缩噬菌体 IME-EC1，滴度约为 1010

PFU /ml。用浓缩得到的高滴度噬菌体筛选得到了
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表 1 CＲISPＲ 序列在大肠埃希菌中的分布情况

菌株编号
引物

10 13 14 15
菌株编号

引物

10 13 14 15
E． coli 147 － 1 E． coli 147 － 37 +
E． coli 147 － 2 + + E． coli 147 － 38
E． coli 147 － 3 + E． coli 147 － 39 +
E． coli 147 － 4 E． coli 147 － 40
E． coli 147 － 5 E． coli 147 － 41 +
E． coli 147 － 6 E． coli 147 － 42 + +
E． coli 147 － 7 E． coli 147 － 43 +
E． coli 147 － 8 E． coli 147 － 44
E． coli 147 － 9 E． coli 147 － 45 + + +
E． coli 147 － 10 E． coli 147 － 46 + + + +
E． coli 147 － 11 + E． coli 147 － 47 + + + +
E． coli 147 － 12 + + E． coli 147 － 48 + +
E． coli 147 － 13 E． coli 147 － 49 + +
E． coli 147 － 14 E． coli 147 － 50 +
E． coli 147 － 15 + + + E． coli 147 － 51 + + +
E． coli 147 － 16 E． coli 147 － 52 +
E． coli 147 － 17 E． coli 147 － 53
E． coli 147 － 18 + + E． coli 147 － 54 + + + +
E． coli 147 － 19 E． coli 147 － 55 + +
E． coli 147 － 20 + + E． coli 147 － 56 + +
E． coli 147 － 21 + E． coli 147 － 57 +
E． coli 147 － 22 E． coli 147 － 58 + +
E． coli 147 － 23 E． coli 147 － 59 + +
E． coli 147 － 25 + + + E． coli 147 － 60
E． coli 147 － 26 + + E． coli 147 － 61 + +
E． coli 147 － 27 E． coli 147 － 62 + + + +
E． coli 147 － 28 E． coli 147 － 63 + +
E． coli 147 － 29 + + E． coli 147 － 64 + + +
E． coli 147 － 30 + + + E． coli 147 － 65 + +
E． coli 147 － 31 E． coli 147 － 66 +
E． coli 147 － 32 E． coli 147 － 67
E． coli 147 － 33 + + + E． coli 147 － 68 + + + +
E． coli 147 － 34 E． coli 147 － 69 + + +
E． coli 147 － 35 E． coli 147 － 70 + +
E． coli 147 － 36 E． coli 147 － 71 + +

表 2 E． coli 147-30 的 CＲISPＲ序列相关信息

重复单元编号 间隔序列

1 ACGCGCGTACCGGATCGCGGACAACAAATTGC
2 TTGCTGAAAAAGAAGGCTCCGGCGTTATCAGT
3 TAGTTAACTTTTAGACAGAATATCCGTGTACC
4 GGTTTTACAAGCTTAAATGATTTTAAATTTTG
5 AACTGGATTCTGCTCTAATTATTACATCATCG
6 TTTGCTACCCGCTCAAAACCGCCGATTCGCGT
7 TCGGCCAGCGTCCAGGCTGGCACCCGATATTC
8 CTGCCGACTGACCGCCGACGCTTTCGCGTTAA
9 CGTTTTTGCCGGGTTTATTTTAAAACCGGAGC
10 GGAATATCGTTGCGCTAAAAGAGATTCTGGGC
11 CCTGGTGTTGTCTGTTTCGTGACGCTCGGTAA
12 CTATAATTTGTTTTTGCACCACTGTACCTCGT
13 TCTTCGGGCGCGCGTTTTCGCAGACCAGCGAT
14 GTTACGCTGCCTGAATATCGCAATTCCCCTGA
15 TGCATATCAGATGGGCACTGCTGATTGGAGAA
16 ATTAAATTTTGCAGGTAGCTGTTATCCGTGTC
17 CGATTCCTCGTAGCTGCCACTCGACTGAAAGC
18 GTCGCCTGTTCAACTTTAAACGGCTCAAACCA

图 2 噬菌斑的形态

图 3 噬菌体在电镜下的形态 × 40 000

大肠埃希菌噬菌体耐受菌，采用点滴法鉴定筛选得

到的耐受菌，见图 4。由于 147-30Ｒ1 对噬菌体产生
了耐受性，所以平板上没有发现透亮的噬菌斑。选
用其中 1 株噬菌体耐受菌( 命名为 147-30Ｒ1 ) 用于
后续实验的研究。147-30Ｒ1 在连续培养数代以后
能够继续稳定保持对噬菌体 IME-EC1 的耐受。

图 4 点滴法鉴定噬菌体耐受菌
A:敏感菌 E． coli 147-30; B:耐受菌 E． coli 147-30Ｒ1

3 讨论

在细菌和古细菌中广泛存在 CＲISPＲ-Cas 获得
性免系统是新发现的一个机制，该机制能够限制相

应噬菌体、质粒等外源 DNA 的入侵。研究［1］表明
CＲISPＲ系统能够为 Streptococcus thermophiles 提供
抵抗噬菌体感染的获得性免疫，显示了间隔序列和
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噬菌体基因组序列之间存在同源性。在噬菌体、质
粒等外源性 DNA入侵的过程中，新的重复序列( re-
peats，Ｒ) －间区序列( spacers，S) 片段被获得并被插
入到前导序列和原来第一个重复序列之间，从而使

宿主获得抵抗相应噬菌体、质粒等再次入侵的获得
性免疫能力。目前，CＲISPＲ系统作为一种能够抵御
噬菌体感染的防御机制，对其作用的其他分子作用

机制并不十分了解。
为了更清楚的研究细菌耐受噬菌体现象和

CＲISPＲ 系统之间的相互关系，根据 CＲISPＲ data-
base数据库中已经公布的大肠埃希菌的 CＲISPＲ 序
列的信息，依据其 Flanking sequence 的同源性比对
结果设计了 4 对特异性的引物，对 4 对引物筛选出
的 CＲISPＲ 序列进行分析发现，4 对引物所扩增的
CＲISPＲ序列其实是一个 CＲISPＲ位点，但是由于菌
株自身的差异导致其与每条引物结合的特异性不

同，所以才会出现有些引物呈阳性，有些引物为阴性

的结果，这与后期序列分析结果吻合。首先从本实
验室保存的细菌库中成功筛选到 42 株含有 CＲISPＲ
序列的大肠埃希菌，然后又以含有 CＲISPＲ 序列的
大肠埃希菌为指示菌分离得到了相应的噬菌体

IME-EC1，成功筛选了含有 CＲISPＲ序列的噬菌体耐
受菌，为后续研究 CＲISPＲ 系统与细菌耐受噬菌体
现象之间的相互关系打下了基础。在噬菌体 IME-
EC1 的培养过程中，发现在平板上产生的噬菌斑的
大小常不均一，这可能与培养基 pH、琼脂浓度、宿主
菌的浓度、培养温度、培养时间有关，即使是在同一
培养条件下、同一平板上的噬菌斑大小也常不一致。
另外，已经完成了对噬菌体敏感菌 E． coli 147-30 和
耐受菌 E． coli 147-30Ｒ1 的全基因组测序，以分析噬

菌体耐受菌中 CＲISPＲ 系统的序列特征，期望从分
子机制上解释噬菌体耐受菌出现的原因，相关的生

物信息学分析工作正在进行。
总之，成功建立了筛选含有 CＲISPＲ 序列的大

肠埃希菌的方法，从 70 株大肠埃希菌中筛选到 42
株含有 CＲISPＲ序列的细菌，筛选率达到 60%。序
列分析显示筛选的 E． coli 147-30 大肠埃希菌中所
含有的 CＲISPＲ序列在数据库中是独特的，这也丰
富了大肠埃希菌中 CＲISPＲ序列的信息资源。同时
筛选到含有 CＲISPＲ 序列的噬菌体耐受菌，敏感菌
和耐受菌中所含有的巨大的序列信息对以后更加深

入的研究细菌耐受噬菌体的现象提供了基础数据。
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Screen for the phage-resistant bacteria containing CＲISPＲ sequences
Hua Yuhui1，2，Huang Yong2，Zhang Zhiyi2，et al

( 1Anhui Medical University，Hefei 230032; 2State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity，
Beijing Institute of Microbiology and Epidemiology，Beijing 100071)

Abstract By using PCＲ method with primers specific to CＲISPＲ sequences，clinical isolates of pathogenic Esche-
richia coli strains were screened for the presence of CＲISPＲ system． The resultant CＲISPＲ E． coli strain was used
for screening phages from hospital sewage by plaque methods． The purified phage through PEG precipitation was
then used to infect the original CＲISPＲ E． coli strain for screening of the phage-resistant E． coli strains． As a result，
42 pathogenic E． coli strains containing CＲISPＲ were identified from 70 strains and one lytic phage IME-EC1 was i-
solated． By infecting E． coli 147-30 with phage IME-EC1，a phage-resistant E． coli strain designated as 147-30Ｒ1
was identified．
Key words CＲISPＲ system; Escherichia coli; phage; phage resistance

·638· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Jun; 49( 6)


