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摘要：【目的】通过对酸性矿山环境中嗜酸硫杆菌属(Acidithiobacillus)、脱硫弧菌属(Desulfovibrio)、钩

端螺旋菌属(Leptospirillum)、硫化杆菌属(Sulfobacillus)、酸原体属(Acidiplasma)和铁质菌属(Ferroplasma)

的 100 株冶金微生物基因组中 CRISPR-Cas 系统的结构特征和同源关系进行生物信息学分析，在基因组

水平上解析冶金微生物基于 CRISPR 系统对极端环境的适应性免疫机制。【方法】从 NCBI 网站下载基

因组序列，采用 CRISPR Finder 定位基因组中潜在的 CRISPR 簇。分析 CRISPR 系统的组成结构与功能：

利用 Clustal Omega 对重复序列(repeat)分类；将间隔序列(spacer)分别与 nr 数据库、质粒数据库和病毒

数据库比对，获得注释信息；根据 Cas 蛋白的种类和同源性对酸性矿山环境微生物的 CRISPR-Cas 系统

分型。【结果】在 100 株冶金微生物基因组中共鉴定出 415 个 CRISPR 簇，在 176 个 cCRISPR 簇中共有

80 种不同的重复序列和 4147 条间隔序列。对重复序列分类，发现 12 类重复序列均能形成典型的 RNA

二级结构，Cluster 10 中的重复序列在冶金微生物中最具有代表性。间隔序列注释结果表明，这些微生

物曾遭受来自细菌质粒与病毒的攻击，并通过不同的防御机制抵抗外源核酸序列的入侵。冶金微生物细

菌的大部分 CRISPR-Cas 系统属于 I-C 和 I-E 亚类型，而古菌的 CRISPR-Cas 系统多为 I-D 亚类型，两

者基于 CRISPR-Cas 系统的进化过程中存在显著差异。【结论】酸性矿山环境微生物的 CRISPR 结构可

能采用不同免疫机制介导外源核酸序列与 Cas 蛋白的相互作用，为进一步揭示极端环境微生物的适应性

进化机理奠定了基础。 

关键词：酸性矿山环境，CRISPR-Cas 系统，重复序列，间隔序列，适应机制 

 



1986 Shanshan Huang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(9) 

actamicro@im.ac.cn 

 

酸性矿山排水(acid mine drainage，AMD)是硫

化矿物在表生条件下，与水、大气和微生物等相

互作用而形成的典型陆地特殊水生生境[1]。酸性矿

山环境的典型特征是 pH 值低至 3 以下，铁、铜、

铅、锌等重金属阳离子以及硫酸根阴离子含量超

标[2]，对矿山周边生态环境造成严重污染，导致生

物多样性急剧降低，给人类健康带来危害[3]。 

在这种寡营养极端环境中，仍有多种嗜酸性

微生物存在，并在铁、硫等元素的地球化学循环

过程中扮演着重要角色。例如典型的嗜酸硫杆菌

属(Acidithiobacillus)，该属中的嗜酸氧化亚铁硫杆

菌 A. ferrooxidans 能够将体系中的亚铁离子、单质

硫和无机硫化合物(inorganic sulfur compounds，

ISCs)快速氧化并获取能量，有关其铁硫代谢系统

和氧化金属硫化矿物的动力学模型已被广泛研  

究[4–6]。钩端螺旋菌属(Leptospirillum)中的嗜铁钩

端螺旋菌 L. ferrooxidans 是 AMD 环境中通过氧化

亚铁获取能量的优势菌群[7–8]，而革兰氏阴性的脱

硫弧菌属(Desulfovibrio)和革兰氏阳性的硫化杆菌

属 (Sulfobacillus)在 硫代谢 过程 中发 挥着 重要 作

用。此外，酸性矿山环境中的嗜酸古菌也被广泛

报 道 ， 如 酸 原 体 属 (Acidiplasma) 和 铁 质 菌 属

(Ferroplasma)[9–10]常作为群落的优势物种参与含

铁硫化矿的氧化溶解过程。 

成簇规律的间隔短回文重复序列 (clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats，

CRISPR)是微生物应对入侵外源核酸序列进化形

成的特殊防御结构[11]。据估计，这种结构普遍存

在于约 45%的细菌基因组以及 90%的古菌基因组

中[12]。微生物能够利用特异性的识别方式，靶向

定位并降解入侵的质粒、噬菌体或其他核酸序列，

其防御机理与真核生物的 RNA 干扰作用(RNA 

interference，RNAi)有所类似[11]。 

CRISPR 簇主要由前导序列(leader sequence)、

重复序列(repeat)和间隔序列(spacer)构成，CRISPR

相关(CRISPR-associated，Cas)蛋白经常存在于其

侧翼区域中，它们共同构成 CRISPR-Cas 系统[13]。

前导序列是一段位于 CRISPR 结构 5′端上游、长

度约为几百个碱基的 AT 富含区域，可能作为

CRISPR 转录的启动子(promoter)，或作为识别位

点帮助获取新的 spacer 序列[14]。重复序列具有高

度保守性，长度一般为 23–50 bp，在不同基因组

中数量差异较大，其中存在着短回文序列，与 RNA

二级结构的形成有关[15]。对于其作用机制，当重

复序列形成以“环”为主的二级结构，转录过程中

间隔序列通过单个“repeat-spacer”结构单元与外源

DNA 或 RNA 发生交互作用，在该过程中，重复

序列可能介导外源遗传物质与 Cas 编码蛋白的偶

联切割作用；当重复序列形成以“茎”为主的二级

结构，间隔序列可能通过相邻两个重复序列互补来

完成与外源 DNA 或 RNA 的相互作用[15]。间隔序列

具有高度特异性，长度为 17–84 bp 不等，研究表

明这些插入短片段多来自于外源组分，只有极少

数是自身 DNA 复制产生的[16]。Cas 蛋白具有核酸

酶、解螺旋酶和整合酶等多种酶的活性，能够帮

助识别并降解外源遗传物质[17]，是系统发挥作用

不可或缺的重要组成部分。根据 cas 基因的系统

发育树信息与比较基因组分析，CRISPR-Cas 系统

主要分为 Type I 型(标志性蛋白-Cas3)、Type II 型

(标志性蛋白-Cas9)和 Type III 型(标志性蛋白-Cas10)

三种类型，并进一步分为 I-A、I-B、I-C、I-D、I-E、

I-F、II-A、II-B、III-A 和 III-B 等亚类型[17]。 

有关原核生物 CRISPR 结构的研究主要集中

于 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 和 嗜 热 链 球 菌
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(Streptococcus thermophilus)等，如对大肠杆菌 I-E

型 CRISPR-Cas 系统免疫机制的研究有助于对其

耐药性提供应对策略[18]，对嗜热链球菌 CRISPR

结构的检测则可能为生物发酵工业中的噬菌体污

染提供新的解决方案[19]。而酸性矿山作为极端微

生物研究的模式系统，为原核生物 CRISPR 簇的

研究提供了一个天然场所。大量单菌基因组数据

随着高通量测序技术的快速发展而涌现，为在分

子水平上深入解析微生物对极端环境的适应机制

提供了可能。本文以 AMD 环境典型菌属的 100

株 冶 金 微 生 物 基 因 组 为 研 究 对 象 ， 通 过 对 其

CRISPR-Cas 系统的结构与功能进行分析，解析嗜

酸微生物基于 CRISPR 系统与外源核酸序列的相

互作用以及对极端环境的适应性免疫机制。 

1  材料和方法 

1.1  基因组的下载 

从 NCBI 网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)下

载酸性矿山环境典型菌属的 100 株微生物基因组

序列。其中嗜酸硫杆菌属 35 株，脱硫弧菌属 17

株，钩端螺旋菌属 24 株，硫化杆菌属 16 株，酸

原体属 5 株，铁质菌属 3 株。 

1.2  CRISPR 簇的鉴定 

通过 CRISPR Finder (https://crispr.i2bc.paris- 

saclay.fr/Server/)[20] 对 Complete 基 因 组 序 列 和

Draft 基因组序列(排除拼接质量较差、参考价值低

的基因组序列)重叠群(contig)进行 CRISPR 预测，

包 括 confirmed CRISPR (cCRISPR) 簇 和

questionable CRISPR (qCRISPR)簇，筛选并获得

cCRISPR 信息(repeat 序列、spacer 序列和侧翼   

序列)。 

1.3  重复序列的分类 

采用 Clustal Omega (default transition matrix：

Gonnet，gap opening penalty：6 bits，gap extension：

1 bit)对重复序列进行多重序列比对和系统发育树

构建[21]，根据比对结果与进化距离将重复序列分

类。利用 WebLogo(http://weblogo.threeplusone.com/)

在线软件对同一类别的同向重复序列进行差异性

分析[22]，基于 RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/ 

cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi)完成代表性重

复序列 RNA 二级结构的预测[23]。 

1.4  间隔序列的注释 

构建本地 NCBI-nr 数据库，基于 Blast 对间隔

序列进行注释。在此基础上，从 NCBI 数据库中

筛选质粒和病毒序列，构建质粒数据库(Refseq 基

因组 18598 个)和病毒数据库(Refseq 基因组 12144

个 ) ， 利 用 BLASTn (-gapopen 10-gapextend 

2-penalty-1-reward 1-word_size 7-evalue 0.01)[24]将

间隔序列分别与上述数据库进行比对。剔除与自

身匹配的情况，筛选满足下列条件的结果：覆盖

率≥0.5，相似率≥0.85，e-value≤0.01。根据公式

(1)对比对结果打分，选取得分最高的注释信息[25]。 

得分=3×覆盖率+相似率          公式(1) 

1.5  Cas 蛋白的鉴定与分类 

通过 BLASTx 分别将 cCRISPR 结构上游与下

游约 10000 个碱基的区域与本地 Cas 蛋白数据库

进行比对，鉴定 Cas 蛋白的种类，对 AMD 环境微

生物的 CRISPR-Cas 系统分型。 

2  结果和分析 

2.1  典型嗜酸菌 CRISPR 簇分布概况 

在 100 株嗜酸微生物基因组中共鉴定出 415 
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个 CRISPR 簇(附表 1，http://journals.im.ac.cn/html/ 

actamicrocn/2020/9/20200916.htm)，其中 176 个

cCRISPR 簇分布于 73 株微生物基因组中，239 个

为仅有 2 或 3 个重复序列的 qCRISPR 簇。

Acidithiobacillus 属的 35 株菌中，17 株菌的基因

组中鉴定出 cCRISPR 簇，而 Acidiplasma 属的 5

株菌均具有 cCRISPR 簇，在其他 4 个属中 65%以

上的菌株具有 cCRISPR 结构。这表明 AMD 环境

不同属种间嗜酸菌的 CRISPR 簇分布是不均匀的，

Acidiplasma 属的菌株具有较多 cCRISPR 簇，平均

4.8 个，其次是 Sulfobacillus 属(2.9 个)，而其他属

内的菌株平均具有 1–2 个 cCRISPR 结构。 

在 cCRISPR 簇中共存在着 4147 条间隔序列，

长度从 15 bp 到 54 bp 不等。不同属种菌株的间隔

序列数量与其 cCRISPR 簇数量不成正相关。例如，

Acidithiobacillus 属和 Sulfobacillus 属分别具有 40

多个 cCRISPR 簇，平均每个 cCRISPR 簇中含有

10 条间隔序列，而 Ferroplasma 属的 4 个 cCRISPR

簇中平均每个具有超过 40 条间隔序列。在含有 

cCRISPR 结构的菌株中，超过 50% (40/73)的菌株

间隔序列低于 40 条，有 5 株菌拥有超过 150 条间

隔序列，分别是 Desulfovibrio termitidis HI1、

Leptospirillum rubarum Leptoll 、 Acidiplasma 

aeolicum V、Acidiplasma aeolicum VT 和 Ferroplasma 

acidiphilum Y。由于间隔序列主要来自于宿主获取

的外源遗传物质，推测这几株菌可能与外源核酸序

列发生过比较频繁的相互作用，并与同种其他菌株

在基因组水平上具有较大的潜在进化差异[16]。 

2.2  典型嗜酸菌重复序列的分类 

在 176 个 cCRISPR 簇中共发现了 80 种不同

的重复序列，可分成 33 个类别(cluster)，12 个类

别(命名为 Cluster 1–12)中涵盖了 51 条重复序列

(表 1)，来自不同属的 66 株菌种。其中 Cluster 10

中的重复序列来自于 21 个菌株，在嗜酸菌中分布最 

 

表 1.  12 个最大的 CRISPR 重复序列类别 

Table 1.  The top 12 largest clusters in CRISPR repeat clusters 

Cluster 
Repeats numbers  
(Spacers numbers,  
Species numbersa) 

Representative repeat sequence (5→3) Genus included 
CRISPR-Cas 
system subtype

Cluster 1 4 (135, 7) GTCGTCCCCGCGTGCGCGGGGGAAAACC Acidithiobacillus NA 

Cluster 2 4 (51, 5) GTCTGCCCTGCACGCGCAGGGATGAAAGG Acidithiobacillus NA 

Cluster 3 3 (130, 4) GTCTTAATCCCTTATTGATCAGGGCAATGATTCCTAC Acidithiobacillus Ⅲ-A, Ⅲ-B 

Cluster 4 7 (588, 10) GTCGCCCCCCACGCGGGGGCGTGGATTGAAAC Desulfovibrio I-C 

Cluster 5 6 (559, 13) GTTTGTAGCCTACCTATGAGGAATTGAAAC Sulfobacillus Ⅲ-B 

Cluster 6 3 (21, 2) GGTCCATCCCCGCGTGTGCGGGGGAAAC Sulfobacillus I-E 

Cluster 7 3 (99, 3) CTTCTCAATCGCCTACGCGGCGATAAAC Acidithiobacillus, 
Desulfovibrio 

I-F 

Cluster 8 4 (110, 5) GAAACACCCCCACATGCGTGGGGAAGAC Acidithiobacillus, 
Leptospirillum 

I-E 

Cluster 9 3 (70, 5) GTCTCCCGGCACTAACCTGTCGGGAGTGGATTGAAAC Acidithiobacillus, Sulfobacillus I-C 

Cluster 10 7 (1118, 21) GTATTCCCCACGTTCGTGGGGATGAACCG Acidithiobacillus, 
Desulfovibrio, Leptospirillum 

I-E 

Cluster 11 4 (815, 6) GTTAAAATAGAACCTTAATAGGATTGAAAG Acidiplasma, Ferroplasma I-D 

Cluster 12 3 (58, 2) GTTTCAATTCCTCATAGGTAGGCTACAAAC Sulfobacillus, Ferroplasma NA 
a: Number of microorganisms with repeats in this Cluster; NA: not accessible. 
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为广泛。12 个 Cluster 中的代表性重复序列均能形

成典型的茎环状二级结构(图 1)，在系统行使免疫

功能时发挥作用，且茎(结构化区域)和环(非结构

化区域)的大小和功能存在差异。结构化区域对维

持 RNA 二级结构的稳定性起着关键作用，茎部的

长度和 G-C 碱基对的分布不同，导致最小自由能

MFE 不同，MFE 值的降低意味着二级结构趋向于

稳定[15]。环形区域对于识别目标 DNA 并与相应

Cas 蛋白结合非常重要，体现 CRISPR 结构的免疫

功能[17]。此外，重复序列一般都具有共同的保守 3GA 

AA(C/G)末端[15]，本研究进一步证实了这一观点。 

大部分 Cluster 的重复序列可以形成形状相似

的保守哑铃状 RNA 二级结构(图 1)，中间是一个

“茎”，在两极各有一个“环”，“茎”的长度通常为 6–   

7 bp。Cluster 9 中重复序列 RNA 二级结构的“茎”

主干长度为 9 bp，即以“茎”为主的茎环结构，推

测在转录过程中，间隔序列对入侵核酸序列的防

御作用可能通过相邻的 2 个重复序列互补来实现。

而 Cluster 11 中来自不同古菌属种 CRISPR 重复序

列所形成的二级结构，“茎”的长度仅有 3 bp，即

以“环”为主的茎环结构，推测间隔序列通过单个

“repeat-spacer”单元与外源核酸序列发生相互作

用，重复序列可能在转录过程中发挥介导外源遗

传物质与 Cas 蛋白偶联切割的作用。另外，Cluster 

3、5、12 中重复序列所形成的二级结构，在茎的

一端有 2 个环，茎与环依次形成，其 MFE 值都较

高，不如哑铃状二级结构稳定。特别的，在 Cluster 

1、3、9 中重复序列茎部区域存在补偿性的 G-U

碱基对，这是 RNA 二级结构的典型特征。Kunin

等发现 CRISPR 结构中重复序列能够形成比随机

序列更加稳定的二级结构[15]，稳定的二级结构有 

利于 CRISPR-Cas 系统发挥免疫功能。本研究中

AMD 环境的细菌往往比古菌形成更为稳定的重

复序列二级结构，表明其 CRISPR-Cas 系统与外源

入侵核酸序列相互作用的免疫机制存在差异。 

重复序列分类结果表明，同属内菌株的重复序

列能够分布于不同类别中，形成不同的 RNA 二级结

构 ， 如 Acidithiobacillus 和 Sulfobacillus 。

Acidithiobacillus 广泛存在于矿坑水、沉积物和生物

膜等环境中[26]，而 Sulfobacillus 在 pH 0.8–1.4，27– 

32 °C 环境中约占微生物群落的 6%–8%[27]，其基于

CRISPR-Cas 系统发挥核酸免疫作用来适应环境变

化时可能具有多样性。此外，不同属菌株的重复序

列可分布于同一类别中，表现出较高的同源性，如

Cluster 12 中的重复序列来自细菌 Sulfobacillus 与古

菌 Ferroplasma，研究表明这两个属的菌株可能在极

端条件下协同参与矿物的氧化性溶解过程[26]，推测

菌株的亲缘关系和 CRISPR 同源性不是直接对应的，

可能与 CRISPR 结构序列的水平基因转移有所关联[28]。 

2.3  典型嗜酸菌间隔序列的注释 

2.3.1  nr 数据库比对结果：通过比对，有 538 条

间隔序列在 nr 数据库匹配的物种注释信息为同种

内的其他菌株，尤其是细菌的间隔序列，可以推

测，细菌属内的菌株之间可能存在着相互作用关

系。例如，菌株 Leptospirillum sp. Group  CFⅡ -1

广泛“攻击”了同属内的 14 个不同菌株，其中大部分

菌株的 CRISPR-Cas 系统结构高度相似，推测这些

微生物在抵御外源核酸序列入侵过程中实现了共演

化，且细菌可能利用间隔序列来识别其他同种属菌

株，使自身能够更好地适应寡营养极端生境[14]。 

2.3.2  质粒数据库比对结果：共有 111 条间隔序

列与质粒数据库相匹配，且这些质粒均来自于细

菌。基于细菌目的分类单元进行统计，主要组成

为：Desulfovibrionales (Desulfovibrio vulgaris 
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图 1.  12 个最大的 CRISPR 重复序列类别 

Figure 1.  The top 12 largest clusters in CRISPR repeat clusters. Dots denote individual strain, square represents 
Acidithiobacillus, triangle represents Desulfovibrio, round represents Leptospirillum, trapezium represents 
Sulfobacillus, rhombus represents Acidiplasma, pentagon represents Ferroplasma. The strains that belong to the 
same cluster are in the same circle, and clusters are indicated by circles together with their sequence logos and 
sample secondary structures where applicable. 
 

Hildenborough)，27 条间隔序列 (均来自于菌株

Desulfovibrio vulgaris RCH1 的一个 CRISPR 簇)；

Rhizobiales，14 条间隔序列；Mycoplasmatales，8

条间隔序列(图 2-A)。结合 nr 数据库的注释结果：

菌株 Desulfovibrio vulgaris Hildenborough 位于同

一 CRISPR 簇的 27 条间隔序列注释信息为菌株

Desulfovibrio vulgaris RCH1 的质粒，表明在进化

过程中这两株菌之间可能存在相互“攻击”。以上

注释结果表明，相比古菌和真核生物质粒，AMD

环境嗜酸菌可能更容易遭受来自细菌质粒的攻

击。一些细菌与这些嗜酸菌处于相似环境中，如

分布于酸性矿山环境的 Acidiphilium cryptum JF-5

以 及 从 酸 性 土 壤 分 离 出 的 Acidobacteriaceae 

bacterium SBC82，这为其质粒的攻击行为提供了

潜在机会。此外，一些细菌常见于农田或分离自

大豆根瘤、水稻茎部，如 Burkholderia Gladioli 

BSR3，推测酸性矿山排水流经矿区周边农田时，

嗜酸菌会遭受某些寄生于植物细菌质粒的攻击。 

2.3.3  病毒数据库比对结果：通过计算，91 条间

隔 序列的注释结果满足筛选标准。根据 ICTV 

(International Committee on Taxonomy of Viruses 

Classification)，有 85 条间隔序列的注释信息能分
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类至病毒的科(图 2-B)，主要为：38 条间隔序列

注释信息为 Siphoviridae；7 条间隔序列注释信息

为 Myoviridae ； 2 条 间 隔 序 列 注 释 信 息 为

Podoviridae。其中 Siphoviridae 给乳制品发酵工

业造成污染，且这三类噬菌体颈部亚基的三维结

构相似[29]，对其侵染微生物可能具有重要作用。

属于 Siphoviridae 的部分噬菌体分离自污水中，

如 Mycobacterium phage Adawi，为其对酸性矿山

排水中微生物的侵染提供了可能。50.5%符合筛

选标准 的 间隔序列 (46/91)来 自 Acidiplasma 和

Ferroplasma，推测古菌更易与环境中的病毒发生

相互作用。此外，菌株 Acidiplasma cupricumulans 

BH2 和 Acidiplasma cupricumulans JCM 13668 多

条位于同一 CRISPR 簇的间隔序列均具有相同的

注释信息，推测这 2 株菌应对病毒攻击的防御机

制可能比较相似。 

2.4  典型嗜酸菌 CRISPR 系统的基因结构与分型 

Makarova 等[17]基于 cas 基因的结构顺序和特

点，提出将 CRISPR-Cas 系统主要分为 Type I、Type 

II、Type III 三种类型以及多种亚类型。而嗜酸氧

化 亚 铁 硫 杆 菌 Acidithiobacillus ferrooxidans 

ATCC23270 的 CRISPR-Cas 系统不含 Cas1、Cas2

蛋白，没有其他分类特征被定义为 Type U[17]。对

109 个存在 cas 基因的 cCRISPR 系统分型，共有   

7 种不同亚类型及 Type U (图 3)。Type I 型

CRISPR-Cas 系统广泛分布于不同属菌株基因组

序列中，少数菌株具有 Type Ⅲ型分类系统，均不

含 II 型 CRISPR-Cas 系统。 

细菌属菌株 CRISPR-Cas 系统主要的亚类型属

于 Subtype I-C 和 I-E，其中 Acidithiobacillus 属菌

株 CRISPR-Cas 系统类型最为多样，包括 Type U

和 I-C、I-E、I-F、Ⅲ-A、Ⅲ-B 这些亚型。具有Ⅰ-E

型 CRISPR-Cas 系统的 5 株菌均从铜矿中分离出

来，此亚型对于其适应重金属离子的极端环境可

能 具 有 重 要 意 义 。 值 得 注 意 的 是 ， 菌 株

Acidithiobacillus ferrivorans YL15 具有两类

CRISPR-Cas 系统，推测其Ⅲ-B 型 CRISPR-Cas 系

统 靶 向 并 降 解 外 源 D N A 序 列 ， 而 Ⅰ- F 型

CRISPR-Cas 系统能够靶向定位并降解入侵的

DNA 和 RNA 序列[30]，这表明菌株基于 CRISPR  

 

 
 

图 2.  来自于质粒(A)和病毒(B)的间隔序列物种分布图 

Figure 2.  The distribution of spacers from plasmid (A) and virus (B). 
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系统对极端环境的适应过程中进化出多种免疫机

制 。 D e s u l f o v i b r i o 属 菌 株 具 有 一 个 I - F 型

CRISPR-Cas 系统，其余均为 I-C 和 I-E 亚类型。

此属是中度嗜酸的硫酸盐还原菌(sulfate reducing 

bacteria，SRB)，在极低 pH 条件下，能够代谢硫

酸盐产生 H2S 溢出体系以调节酸度保护自身[27]。

研究表明，常用于发酵的 48 株醋酸菌大部分

CRISPR-Cas 系统为 Subtype I-C 和Ⅰ-E[31]，推测

这两种亚类型对于菌株适应酸性环境具有关键作

用。同种不同菌株的 I-C 亚型 CRISPR 结构之间，

cas 基因排列呈现多样性，如 Desulfovibrio vulgaris 

Hildenborough 的 CRISPR-Cas 系统中 cas 基因排

列顺序为 cas3-cas5-cas8c-csd3-cas1 (图 3)，而

Desulfovibrio vulgaris RCH1 的为 cas3-cas5- 

csd1-cas1，推测在应对不同外源核酸序列入侵过

程中 Cas 编码蛋白的作用机制具有一定差异，这

与文献报道一致[32]。并且为 I-C 亚型的 CRISPR

簇大小均在 1800 bp 以上，重复序列同源性较高，

属于 Cluster 4，这表明 I-C 亚型 CRISPR-Cas 系统

在本属细菌抵御外源核酸过程中发挥着重要作

用。Leptospirillum 属菌株的 CRISPR-Cas 系统亚

型只包含 I-E，其中有 7 株菌 CRISPR-Cas 系统的

重复序列与 cas 基因排列顺序均一致，且都分离

自美国 Iron Mountain 的里士满矿山(pH 0.3–0.7，

30–50 °C)[27]，表明这几株嗜温细菌在适应极低 pH

环境防御入侵核酸序列时可能形成了相同的免疫

体系。Sulfobacillus 属中存在多种类型 CRISPR-Cas

系统，包括 I-C、I-E、Ⅲ-A 和Ⅲ-B 亚型。彼此相

似 的 c m r 基 因 排 列 于 菌 株 S u l f o b a c i l l u s 

thermosul f idooxidans  CBAR-13 的Ⅲ -B 型

CRISPR-Cas 系统中(图 3)，推测可能是通过水平

基因转移获取并且与上游间隔序列共同构成抵抗 
 

 
 

图 3.  100 株冶金微生物基因组中鉴定出的 8 种 CRISPR-Cas 系统分类和分布情况 

Figure 3.  Classification and distribution of 8 types CRISPR-Cas system identified in genomes of 100 bioleaching 
microorganisms. The distance between arrows represents the relative position of genes, and the length of arrows 
represents the relative size of genes. 
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外源病毒核酸序列的防御体系[33]。 

在古菌 Acidiplasma 和 Ferroplasma 中，除菌

株 Ferroplasma acidarmanus fer1 具有一个 I-B 型

CRISPR 结构，其余 CRISPR-Cas 系统均属于 I-D

亚类型。据报道，菌株 Ferroplasma acidiphilum Y

的 I-D 型 CRISPR-Cas 系统与Ⅲ型 CRISPR-Cas 系

统具有相似性，推测其重序列形成的二级结构能

够被 Cas6 蛋白识别并于 3端断裂[34]。这两种亚类

型在 4 个细菌属中未见分布，在对极端酸性矿山

环境适应过程中，古菌可能进化出了独特的防御

体系，这为深入研究 AMD 环境古菌的适应性免疫

机制提供了思路。 

3  讨论 

自 Haft[35]等首次命名了 CRISPR 并发现了与

其作用相关的基因后，该系统愈加受到人们的广

泛关注，其对外源序列的抵抗作用主要包括适应、

表达和干扰 3 个阶段[13]。同时越来越多的 CRISPR

信息随着细菌和古菌全基因组序列的陆续报道而

涌现出来，如对 5 株极端嗜盐古菌 CRISPR 结构

的分析显示，30 bp 长重复序列可形成两类不同的

RNA 二级结构，可能对介导外源核酸序列与 Cas

蛋白的相互作用具有重要意义[36]。CRISPR-Cas 系

统演变迅速，并逐渐发展成为强有力的基因编辑

工具，例如 CRISPR-Cas 9 系统被广泛应用于改造

基因组的结构和功能[13]。而对极端酸性矿山环境

中典型微生物 CRISPR 结构的研究，将有助于对

细菌与古菌的适应性机制研究与菌种改造提供新

思路。 

本文在极端酸性矿山环境典型属的 100 株菌

中共鉴定出 176 个 cCRISPR 簇，在大部分细菌基

因组中，普遍含有 1–2 个小 cCRISPR 簇，古菌 

Acidiplasma 菌株平均具有超过 4 个 cCRISPR 簇，

Ferroplasma 属菌株的 4 个 cCRISPR 簇则平均分

布有较多(40 余条)间隔序列。对重复序列进行分

类后，发现同属菌株具有不同类别的重复序列，

形成多种 RNA 二级结构发挥免疫功能，揭示了

其基于 CRISPR 系统抵抗外源入侵核酸序列时

可能具有多态性。而同源性较高的重复序列能够

广泛分布于不同属菌株中，其防御系统可能有所

类似，能够有效抵御外界干扰并且维持自身基因

组的稳定性。CRISPR-Cas 系统分类结果表明，

在 51 株能够鉴定出 CRISPR-Cas 系统类型的微

生物基因组中，10 株菌同时具有 2 套不同类型

的 cas 基因，可能在应对不同核酸序列入侵时分

别发挥免疫作用。对大肠杆菌 CRISPR 簇的研究

表明重复序列与 cas 基因之间具有一致性[18]，本

研究中属于相同亚型 CRISPR 结构的重复序列

往往分类至同一 Cluster 中，推测重复序列与相

应的 cas 基因可能有一定的结合偏嗜关系，对于

CRISPR 系统免疫功能的发挥具有重要作用，二

者之间可能存在着密切的功能联系与协同进化

关系。 

在 微 生 物 对 环 境 的 漫 长 适 应 过 程 中 ，

CRISPR 簇与质粒、病毒 DNA 等实现了“共进

化”[16]。据报道，在 51 株产甲烷古菌的 CRISPR

簇中，一些 GC 含量为 30%−35%的嗜热菌普遍

具有大量间隔序列，可能遭受了频繁的外源组分

攻击 [25]。本文对间隔序列的同源性分析结果表

明，古菌 Acidiplasma 和 Ferroplasma 有 46 条间

隔序列与病毒数据库相匹配。AMD 环境细菌的

基因组 GC 含量普遍高于 50%，而古菌基因组的

GC 含量为 33%−38%，且无细菌细胞壁的肽聚糖

结构，其热稳定性较差且不如细菌细胞壁坚韧，
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故外源组分可能更易进攻成功[10]。此外，这些古

菌基因组中分布有其他 4 个细菌属种不具有的

I-B 型和 I-D 型 CRISPR-Cas 系统，其在抵御外  

源入侵核酸序列时，可能进化形成了独特的防御

机制。 

总之，本研究对酸性矿山环境典型细菌与古

菌 CRISPR-Cas 系统的结构与功能进行了生物信

息学分析，增进了对嗜酸微生物基于 CRISPR-Cas

系统维持自身遗传稳定性的认识，有助于进一步

揭示微生物对极端环境的适应性进化机制。 
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Adaptive immunity mechanisms of microorganisms in extreme 
acid mine environment based on CRISPR system 

Shanshan Huang1, Liyuan Ma1,2*, Hongmei Wang1,3, Xueduan Liu2 
1 School of Environmental Studies, China University of Geosciences, Wuhan 430074, Hubei Province, China 
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3 State Key Laboratory of Geobiology and Environmental Geology, China University of Geosciences, Wuhan 430074, Hubei 

Province, China 

Abstract: [Objective] To investigate the adaptive mechanism of bioleaching microorganisms to extreme environment 
based on CRISPR system at the genomic level, bioinformatic analyses were performed on the structural characteristics and 
homology of CRISPR-Cas system in genomes of 100 species from genera (Acidithiobacillus, Desulfovibrio, Leptospirillum, 
Sulfobacillus, Acidiplasma and Ferroplasma) in acid mine environment. [Methods] We downloaded genome sequences 
from NCBI website and identified potential CRISPR arrays by using CRISPR Finder. The composition, structure and 
function of each CRISPR system were analyzed, where repeats were classified by Clustal Omega and spacers were aligned 
and annotated according to nr database, plasmid database and viral database, respectively. The CRISPR-Cas system of 
microorganisms in acid mine environment was classified based on the types and homology of Cas proteins. [Results] 
Among the genomes of 100 bioleaching microorganisms, we found 415 CRISPR arrays. There were 80 different repeats 
and 4147 spacers in 176 confirmed CRISPR arrays. All the 12 types of repeat sequences in each cluster could form typical 
RNA secondary structure and the sequence of cluster 10 was the most representative one among all the bioleaching 
microorganisms. The annotation results showed that these microorganisms have been attacked by bacterial plasmids and 
virus, and have resisted the invasion of foreign nucleic acid sequences through different defense mechanisms. Most of the 
CRISPR-Cas systems of bioleaching bacteria belong to I-C and I-E subtypes, while most of the CRISPR-Cas systems of 
archaea belong to I-D subtype. There are significant differences between them in the evolution process based on the 
CRISPR-Cas system. [Conclusion] The CRISPR structure of acid mine environment microorganisms may mediate the 
interaction between foreign nucleic acid sequence and Cas protein based on different immune mechanisms, which provides 
a foundation for further revealing the adaptive evolution mechanism of extreme environment microorganisms. 

Keywords: acid mine environment, CRISPR-Cas system, repeat, spacer, adaptive mechanism 
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