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На сегодняшний день неоспоримым является тот 
факт, что главный вклад в эволюцию геномов прока-
риот вносит горизонтальный перенос генов. Между 
тем, приобретение нового чужеродного генетическо-
го материала может быть позитивным, негативным 
или нейтральным [26]. У прокариот существуют 
механизмы как «поощряющие» приобретение ге-
нетической информации (конъюгация, рекомбина-
ция, трансформация и др.), так и системы защиты, 
ограничивающие горизонтальный перенос (системы 
рестрикции-модификации, сахар-неспецифические 
нуклеазы, абортивная инфекция и др.) [14, 30]. 

Кроме того, в защите от внедрения бактериофа-
гов и конъюгативных плазмид в клетки прокариот 
участвуют недавно обнаруженные кластрированные, 
равномерно удаленные друг от друга короткие палин-
дромные повторы – CRISPR (от Сlustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats). CRISPR, впер-
вые обнаруженные в 1987 году [15], сейчас найдены 
в секвенированных геномах 91,0 % архей и 45,0 % 
бактерий [9]. Между тем этот новый уникальный 
механизм «иммунитета» прокариот остается еще 
до конца невыясненным и требует более детального 
рассмотрения.

Строение CRISPR
Типичная CRISPR-система представляет собой 

кассету, состоящую из коротких уникальных участ-
ков – спейсеров размером 27–72 п.н. и разделяю-
щих их строгих палиндромных повторов размером 
24–47 п.н. (рисунок, а) [23, 24]. В одной CRISPR-
кассете число повторов может доходить до несколь-
ких сотен (у Verminephrobacter eiseniae 249 повто-
ров), которые всегда идентичны, однако один или 
несколько последних могут отличаться. Повторы 

CRISPR-последовательностей высококонсервативны 
в пределах одного вида. Наличие коротких (5–7 п.н.) 
палиндромов обеспечивает возможность формирова-
ния вторичной структуры «стержень-петля» зрелой 
crRNA (CRISPR-RNA) [18]. Спейсерные последо-
вательности уникальны. Около 40 % обнаруженных 
спейсеров имеют гомологию с известными последо-
вательностями, представленными в GenBank, из них 
75 % гомологичны нуклеотидным последователь-
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Строение и функционирование CRISPR: 
а – строение CRISPR/cas-системы; б – клетки, не несущие спейсеров 
фагового происхождения, погибают при заражении фагом, а клетки,  

содержащие в CRISPR-локусе соответствующую фагу  
последовательность (на рисунке отмечена звездочкой),  

выживают; в – возможная модель работы системы CRISPR [по 28]
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ностям бактериофагов и 20 % – плазмид [3]. Часть 
остальных спейсеров гомологична генам, имеющим 
внехромосомное происхождение, или расположен-
ным в потенциально перемещенных участках ДНК 
из неродственных организмов. Однако подавляющее 
большинство спейсеров не имеют гомологии с из-
вестными нуклеотидными последовательностями, и 
это может говорить об огромном разнообразии бак-
териофагов в природе [3]. 

На 5’-конце CRISPR граничат с АТ-богатыми 
участками, получившими название лидерной по-
следовательности длиной до 550 п.н. [28]. Лидерные 
последовательности могут служить промоторами 
для транскрипции множества CRISPR [10]. Также 
считается, что эта последовательность участвует во 
встраивании новых спейсеров [1]. 

Вблизи CRISPR были обнаружены последо-
вательности, получившие название cas генов (от 
CRISPR-associated genes) (рисунок, а). Детальный 
биоинформативный анализ белков, биосинтез кото-
рых кодируют cas гены, показал их принадлежность 
к 25 различным семействам [10, 16, 21], но общим 
для них является содержание РНК- или ДНК-свя-
зывающих доменов, типичных для нуклеаз, хеликаз, 
полимераз [21]. Молекулярные функции CAS белков 
были предсказаны на основе анализа их аминокис-
лотных последовательностей [21], эффектов инакти-
вации [1, 4] или структурном сходстве [8]. CRISPR в 
комбинации с CAS белками формирует систему CASS 
(от CRISPR associated system) [10, 16]. Наиболее ча-
сто встречаются от 2 до 6 cas генов, при этом cas1 
является универсальным маркером CRISPR/Cas си-
стемы. Белок CAS1 относится к металлозависимым 
эндонуклеазам ДНК без определенной специфично-
сти к последовательности [31]. СAS2-специфическая 
эндорибонуклеаза [2]. Ген сas3 кодирует белок, со-
стоящий из нуклеазного и хеликазного доменов [21]. 
D.Han и G.Krauss показана способность нуклеазного 
домена белка CAS3 у Sulfolobus solfataricus к гидро-
лизу двуцепочечных ДНК или РНК [12]. CAS4 явля-
ется recB-подобной нуклеазой [20]. Интересным яв-
ляется тот факт, что у нескольких бактерий cas4 ген 
объединен с cas1, а у других ген cas2 с cas3, что, воз-
можно, свидетельствует о совместной функции бел-
ков, кодируемых этими генами [26]. Белки CAS5 и 
CAS6 относятся к семейству RAMP (repeat associated 
mysterious protein) с предсказанной возможностью 
связывания и разрезания РНК [5, 8, 21]. В зависи-
мости от состава генов и последовательностей по-
второв все системы CRISPR разделяются на 8 под-
семейств: Ecoli, Ypest, Nmeni, Apern, Tneap, Hmani, 
Mtube, Dvulg [10].

Механизм действия CRISPR/CAS
Молекулярный механизм защиты CRISPR/Cas-

системы еще мало изучен. В нем, как правило, выде-
ляют три отдельные стадии: адаптация, или иммуни-
зация, – приобретение коротких последовательностей 
чужеродных нуклеиновых кислот в качестве новых 
спейсеров; экспрессия CRISPR – формирование зре-

лых crRNA; интерференция – узнавание чужеродной 
ДНК/РНК и ее разрушение (рисунок, в) [26].

В работах R.Barrangou et al. доказано, что 
в ответ на инфицирование фагами Streptococcus 
thermophilus приобрел специфическую устойчивость 
[1]. Резистентность к фагам была обусловлена по-
явлением новых спейсеров в системе CRISPR, ко-
торая полностью идентична инфицирующим фагам. 
Экспериментально показано, что приобретение но-
вых спейсеров осуществляется со стороны лидерной 
последовательности [19]. Предполагается, что лидер-
ная последовательность содержит сайты связывания 
CAS белков. Поскольку новые спейсеры внедряют-
ся преимущественно в 5’-обла сти системы, CRISPR 
представляет собой хронологическую запись взаи-
модействий бактерии с мобильными генетическими 
элементами [26]. Это свойство CRISPR может быть 
использовано для типирования, выяснения проис-
хождения и географического распространения штам-
мов при эпидемиологических исследованиях, так как 
для штаммов, выделенных на различных территори-
ях, характерны взаимодействия с различными бакте-
риофагами [17, 27, 30].

Процесс распознавания и интеграции новых 
спейсеров в настоящее время недостаточно изучен. 
Считается, что важную роль в процессе адаптации 
играют так называемые мотивы, смежные с прото-
спейсером, или PAM (от proto-spacer adjacent motif) 
[25]. Прото-спейсером называют последователь-
ность в фагах или плазмидах, гомологичную спей-
серу. Предшественники спейсеров выбираются по-
сле узнавания PAM. Эти мотивы, характерные для 
последовательностей фагов и плазмид, отсутствуют 
в геноме бактерии, что позволяет отличить ДНК хо-
зяина от ДНК чужеродного агента. Мутации в РАМ 
вирусов или плазмид приводят к потере устойчиво-
сти бактерий к этим патогенам, несмотря на сохра-
нение последовательности вставки в CRISPR [26]. 
Однако в CRISPR/Cas-системах, воздействующих на 
РНК, эти мотивы могут отсутствовать. До сих пор 
экспериментально не установлено какие cas гены 
участвуют в захвате и встраивании новых спейсеров. 
Предполагается участие генов cas1 и cas4 в этих про-
цессах [25]. Кроме того, инактивация гена cas7 при-
водит к потере бактериями способности приобретать 
новые спейсеры [13].

Экспрессия системы CRISPR выражается в 
транскрипции предшественника crRNA (pre-crRNA), 
которая далее подвергается процессу «созревания» и 
превращения в crRNAs, которые служат регулятор-
ными последовательностями.

Транскрипция CRISPR начинается с лидер-
ной последовательности и содержит все повторы и 
спейсеры этой CRISPR-структуры, так называемая 
pre-crRNA (от poly-spacer precursor crRNA). Далее 
происходит связывание pre-crRNA с комплексом 
CAS белков Cascade (от Cas-complex for anti-virus 
defense). Нуклеазы этого комплекса Cascade (предпо-
ложительно CAS2) разрезают транскрипт на зрелые 
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crRNA. Зрелые crRNA длиной 39–45 нуклеотидов, 
содержат одну последовательность спейсера, а также 
8–9 нуклеотидов повтора на 5’-конце, и более гетеро-
генный фрагмент части повтора на 3’-конце [11, 21]. 
Эти части повторов необходимы для формирования 
структуры стержень-петля. Кроме того, фланкирую-
щие повторы играют важнейшую роль в способности 
отличать чужеродную от собственной ДНК [22]. 

Интерференция чужеродной ДНК или РНК обе-
спечивается за счет взаимодействия crRNA и ком-
плекса Cascade, crRNA комплементарно узнают по-
следовательность протоспейсера, а CAS белки обе-
спечивают ее разрушение. Проведенные эксперимен-
ты по получению мутантных бактерий с различным 
содержанием CAS белков позволили предположить 
ключевую роль белка CAS3, так как введение в ге-
ном этого гена заметно уменьшало чувствительность 
бактерий к фагам [4]. 

Важным остается вопрос, почему не происходит 
разрезание непосредственно самой системы CRISPR, 
несмотря на комплементарность последовательно-
сти. Последние исследования показали, что важную 
роль в этом играет часть повтора, фланкирующая 5’-
конец crRNA. При этом решающую роль играет на-
личие или отсутствие комплементарности ключевых 
нуклеотидов их участков. Если участок не компле-
ментарен, что наблюдается для последовательностей 
чужеродных агентов, нуклеиновая кислота подвер-
гается разрушению. В случае комплементарности с 
ДНК хозяина, части повторов имеют полное соответ-
ствие, поэтому разрезание не происходит [22]. 

CRISPR у возбудителей особо опасных ин-
фекций

Как отмечалось выше, CRISPR обнаружены в ге-
номах практически половины известных видов бак-
терий. Для нас, в первую очередь, интересна распро-
страненность CRISPR-структур среди возбудителей 
особо опасных инфекций. Согласно данным, пред-
ставленным в CRISPRdb [9], CRISPR-структуры 
присутствуют в геноме возбудителей чумы, холеры 
и туляремии (таблица), а у возбудителей сибирской 
язвы, бруцеллеза и мелиоидоза обнаружены CRISPR-
подобные структуры, содержащие несколько повто-
ров и спейсеров, но не связанные с CAS белками. 
Следует отметить, что в CRISPRdb представлены 
только штаммы, геномы которых частично или пол-
ностью секвенированы и представлены в базе дан-
ных GenBank, поскольку поиск CRISPR на данный 
момент осуществляется в основном с помощью био-
информативных методов. 

Наиболее изучены CRISPR у Yersinia pestis, в 
геноме которой обнаружены три таких структуры, 
причем с одинаковыми последовательностями по-
второв. Данные по сравнению структуры и органи-
зации спейсеров используются при исследовании 
филогенетических отношений штаммов, поскольку 
было показано, что наличие идентичных спейсерных 
последовательностей в аллелях CRISPR указыва-
ет на наличие общего предка и не является резуль-

татом независимых событий [7]. Исследованные с 
помощью MLVA филогенетические связи штаммов 
Y. pestis были подтверждены данными анализа по-
следовательностей CRISPR-локуса [27]. Кроме того, 
CRISPR-система Y. pestis (YPa) часто используется в 
качестве VNTR-маркера при типировании штаммов 
чумного микроба [7].

Что касается возбудителя холеры, то CRISPR/
Cas-система не выявлена у штаммов Vibrio cholerae 
N16961, M66-2, MJ-1236 эльтор биоваров, но обна-

Наличие CRISPR-системы в геномах возбудителей  
особо опасных инфекций, представленных в CRISPRdb [9]  

(с небольшими модификациями)

Вид, штамм
Структуры, 
подобные 
CRISPR

CRISPR

Bacillus anthracis str. Ames Ancestor 2 -

Bacillus anthracis str. A0248 3 -

Bacillus anthracis str. Ames 2 -

Bacillus anthracis str. CDC 1 -

Bacillus anthracis str. Sterne 2 -

Brucella abortus biovar 1 str. 9-941 - -

Brucella abortus S19 - -

Brucella melitensis biovar Abortus 2308 - -

Brucella melitensis 16M 1 -

Brucella melitensis ATCC 23457 1 -

Brucella suis 1330 - -

Brucella suis ATCC 23445 - -

Burkholderia mallei ATCC 23344 - -

Burkholderia mallei NCTC 10229 - -

Burkholderia mallei NCTC 10247 - -

Burkholderia mallei SAVP1 - -

Burkholderia pseudomallei MSHR346 - -

Burkholderia pseudomallei 668 - -

Burkholderia pseudomallei 1106a 1 -

Burkholderia pseudomallei 1710b 1 -

Burkholderia pseudomallei K96243 3 -

Francisella tularensis subsp. tularensis FSC 198 - -

Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU S4 - -

Francisella tularensis subsp. tularensis WY96-3418 - -

Francisella tularensis subsp. novicida U112 2 2

Francisella tularensis subsp. holarctica FTA - -

Francisella tularensis subsp. holarctica OSU18 - -

Francisella tularensis subsp. mediasiatica FSC147 - -

Vibrio cholerae biovar eltor M66-2 - -

Vibrio cholerae biovar eltor (Mozambique) MJ-1236 - -

Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 - -

Vibrio cholerae O1 classic O395 - 1

Yersinia pestis Antiqua 1 3

Yersinia pestis biovar Microtus str. 91001 - 2

Yersinia pestis CO92 - 3

Yersinia pestis KIM 1 3

Yersinia pestis Nepal516 - 3

Yersinia pestis Pestoides F - 3
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ружена у V. cholerae O395 классического биовара. 
CRISPR у этого штамма расположена на второй хро-
мосоме и состоит из 40 повторов и 39 уникальных 
спейсеров. Длина последовательностей повторов 
равна 28 п.н. Они имеют высокую степень гомоло-
гии с последовательностями повторов некоторых 
других бактерий (Klebsiella pneumoniae, Clostridium 
tepidum). Перед областью CRISPR в геноме V. chol-
erae О395 расположены восемь cas генов (cas1, cas2, 
cas3) и пять подтип-специфичных генов Escherichia 
coli (cse1, cse2, cse3, cse4, cse5е) [6]. 

В заключение хотелось бы подчеркнуть, что как 
широкое распространение CRISPR-системы во мно-
гих бактериях и археях, так и их огромное разноо-
бразие указывает на то, что она может быть одной из 
самых древних «антивирусных» оборонных систем 
в микробном мире. И, несмотря на огромное количе-
ство вопросов, касающихся механизма действия этой 
системы и роли различных CAS белков, которые все 
еще остаются без ответа, уже сейчас очевиден при-
кладной аспект использования системы CRISPR. 
Так, эти структуры уже широко применяются для 
типирования штаммов Y. pestis. Это говорит о том, 
что обнаружение и изучение распространенности 
CRISPR-систем у других возбудителей особо опас-
ных инфекций на большой выборке штаммов также 
может открыть возможность использования CRISPR в 
типировании и выяснении географического происхо-
ждения штаммов. Кроме того, дальнейшее изучение 
структуры и функций CRISPR позволит определить 
возможность их использования для ограничения рас-
пространения нежелательных мобильных генетиче-
ских элементов при проведении генно-инженерных 
работ.
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