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CRISPR/Cas – адаптивная иммунная система бактерий и архей. Начиная с 2012 г., когда была реализована первая 
возможность использования системы CRISPR/Cas для редактирования генома, число исследований в этой области 
стремительно растет. На сегодняшний день редактирование, целью которого является модификация конкретных 
участков геномов различных организмов, рассматривается как одна из ключевых методологий современной биоло-
гии. Данный обзор посвящен истории открытия, классификации, структуре и механизмам работы CRISPR/Cas-систем, 
а также стратегиям CRISPR/Cas-редактирования геномов различных видов бактерий. 
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CRISPR-Cas is the adaptive immune system of bacteria and archaea. Since 2012, when the first opportunity to use the 
CRISPR/Cas system for genome editing was realized, the number of studies in this area has been growing rapidly. Today, 
genomic editing to modify specific regions of the genomes of various organisms is considered one of the key methodologies of 
modern biology. This review is devoted to the history of discovery, classification, structure, operational mechanisms of CRISPR-
Cas systems and strategies for editing the genomes of various bacterial species using this technology.
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Краткая история открытия CRISPR/Cas-систем

В 1987 г. группа ученых под руководством Atsuo Nakata 

(Osaka University, Япония), изучая геном бактерии Escherichia 

coli, обнаружила необычные последовательности, cостоящие 

из набора повторяющихся палиндромных фрагментов, раз-

деленных уникальными участками [1]. 

В начале 1990-х гг. испанский исследователь Francisco 

Mojica (University of Alicante, Испания) установил наличие по-

вторяющихся последовательностей в геномах архей. По 

своей структуре эти последовательности оказались похожи 

на те, что были открыты японскими учеными [2]. На основа-

нии этого наблюдения Mojica сделал вывод, что последова-

тельности могут участвовать в реализации важных для ми-

кроорганизмов функций, и назвал их SRSR (Short Regularly 

Spaced Repeats). Позже по его же предложению их переиме-

новали в CRISPR (Clustered Regularly Short Palindromic 
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Repeats; кластеризованные, регулярно разделенные, корот-

кие палиндромные повторы). В 2005 г. Mojica сообщил о том, 

что изучаемые последовательности совпадают с фрагмен-

тами геномов бактериофагов [3]. Это послужило основой 

для предположения, что наличие повторяющихся последова-

тельностей в геномах микроорганизмов может быть связано 

с работой «иммунной системы» бактерий и архей. Другая 

группа, работающая независимо, примерно в то же время 

опубликовала аналогичные результаты [4].

В 2002 г. исследовательская группа из Голландии обнару-

жила группу генов, примыкающую к CRISPR-локусу, за счет 

чего данные гены были названы cas (CRISPR-associated 

genes) [5]. 

В 2005 г. Alexander Bolotin (French National Institute for 

Agricultural Research, Франция), изучая геном бактерии 

Streptococcus thermophilus, выявил ранее не описанный ген 

cas, кодирующий большой белок с нуклеазной активностью, 

который теперь известен как Cas9. Кроме того, было обна-

ружено, что спейсеры, гомологичные вирусным генам, 

имеют общую последовательность на одном из концов. Эта 

последовательность (PAM, protospacer adjacent motif, приле-

гающий мотив протоспейсера) необходима для распознава-

ния нуклеазой конкретного участка вирусной ДНК [6].

В 2005 г. группа под руководством Eugene Koonin (US 

National Center for Biotechnology Information, США) предложи-

ла в качестве иммунного CRISPR-механизма РНК-

интерференцию [7].

В 2007 г. Philippe Horvath (Danisco France SAS, Франция) и 

коллеги экспериментально показали, что CRISPR действи-

тельно является частью адаптивной иммунной системы бак-

терий. Они продемонстрировали, что при включении в 

CRISPR-кассету новых фрагментов фаговой ДНК бактери-

альные клетки S. thermophilus становятся невосприимчивы-

ми к фагам, в геномах которых присутствуют идентичные 

последовательности [8]. Кроме того, они показали, что един-

ственного белка Сas9 достаточно для осуществления про-

цесса интерференции.

В 2008 г. John van der Oost (University of Wageningen, 

Нидерланды) et al. в своем исследовании показали, что 

спейсерные последовательности в геноме E. coli транскри-

бируются в малые РНК, называемые криспрРНК (crRNA), 

которые направляют белки Cas к определенным ДНК-

мишеням [9].

В том же году Luciano Marraffini и Erik Sontheimer 

(Northwestern University, США) продемонстрировали, что ми-

шенью для CRISPR-системы является ДНК [10].

В 2010 г. Sylvain Moineau (University of Laval, Канада) и его 

коллеги показали, что CRISPR-Cas9 продуцирует двухцепо-

чечные разрывы в конкретном месте ДНК-мишени в непо-

средственной близости от сайта PAM [11]. Они также под-

твердили, что Cas9 является единственным белком-нуклеа-

зой в системе CRISPR-Cas9. Это отличительная особенность 

систем CRISPR II типа, в которых интерференция осущест-

вляется при участии одного большого белка в сочетании с 

криспрРНК. 

В 2010–2011 гг. Emmanuelle Charpentier (Umea University, 

Швеция, и University of Vienna, Австрия) и Jörg Vogel обнару-

жили недостающий компонент CRISPR-механизма, а именно 

короткую РНК, которую они назвали транс-активирующей 

CRISPR-РНК (тракрРНК, tracrRNA) [12, 13]. Они же показа-

ли, что тракрРНК образует дуплекс с криспрРНК и что имен-

но этот дуплекс и направляет нуклеазу Cas9 к определенной 

мишени.

В 2011 г. Virginijus Šikšnys (Vilnius University, Литва) и его 

коллеги клонировали весь локус CRISPR-Cas из 

S. thermophilus (система типа II), экспрессировали его в 

E. coli и показали, что наличие приобретенного локуса обе-

спечивает невосприимчивость к определенным плазмидам 

[14]. Это позволило предположить, что системы CRISPR 

являются автономными модулями, и подтвердило, что все 

необходимые компоненты системы типа II были уже извест-

ны. В 2012 г. Virginijus Siksnys и его группа продемонстри-

ровали возможность перепрограммирования Cas9 путем 

изменения последовательности криспрРНК [15]. К анало-

гичным выводам пришли Emmanuelle Charpentier и Jennifer 

Doudna (University of California, США), которые также сооб-

щили, что криспрРНК и тракрРНК могут быть слиты вместе 

для создания единой гидовой РНК, что еще больше упро-

щает систему [16].

Таким образом, именно 2012 г. является началом отсчета 

для возможности использования систем CRISPR/Cas как 

биотехнологического инструмента.

Cтруктура и механизм работы CRISPR/Cas-систем

CRISPR/Cas – адаптивная иммунная система бактерий и 

архей – представлена CRISPR-локусом, экспрессирующим 

некодирующие РНК, и генами cas (CRISPR-associated), коди-

рующими Cas-нуклеазы, обеспечивающие гидролиз целе-

вой ДНК [17].

CRISPR-локус состоит из лидерной последовательности, 

задающей направление транскрипции CRISPR-кассеты, ко-

ротких палиндромных повторов и участков уникальной 

ДНК – спейсеров, гомологичных последовательностям чуже-

родных ДНК (протоспейсерам), обеспечивающих специфич-

ность действия системы [8] (рис. 1).

Лидерные последовательности, ответственные за регуля-

цию транскрипции CRISPR-кассет и, следовательно, за 

функционирование всей CRISPR/Сas-системы, представле-

ны AT-богатыми участками (длиной 400 п.н.), которые не 

содержат открытых рамок считывания [5, 19]. 

CRISPR-кассеты – участки геномов, содержащие CRISPR-

повторы, разделенные спейсерами. Повторы имеют частич-

ную симметрию, благодаря которой при транскрипции их 

концы могут комплементарно взаимодействовать, образуя 

устойчивые вторичные структуры – шпильки [20], играющие 

важную роль при взаимодействии с Сas-белками [21]. 

Спейсеры, как правило, имеют одинаковый размер (30–40 

п.н.) и комплементарны выборочным участкам вирусных и 

плазмидных геномов [3, 4, 6]. 

Рис. 1. Схема системы CRISPR/Cas: CRISPR-кассета представле-

на повторами (черные прямоугольники), разделенными уни-

кальными спейсерами (шестиугольники зеленого цвета); крас-

ным цветом обозначены cas-гены, синим – лидерная последо-

вательность CRISPR-кассеты ([18] с модификациями).

cas-гены CRISPR-кассета

Лидерная
последовательность
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В непосредственной близости от CRISPR-кассет находят-

ся локусы cas-генов. Кодируемые ими Сas-белки содержат 

функциональные домены, обеспечивающие различные взаи-

модействия белков с нуклеиновыми кислотами, что способ-

ствует реализации молекулярных механизмов адаптивного 

иммунитета [22]. 

Работу систем CRISPR-Cas можно разделить на три этапа 

(рис. 2): адаптация – процесс, в результате которого форми-

руются новые спейсеры; экспрессия криспрРНК (от англ. 

crisprRNA) – транскрипция прекрРНК с последующим про-

цессингом коротких криспрРНК, нацеленных на определен-

ную мишень в чужеродной ДНК, и интерференция – процесс 

деградации ДНК [8] или РНК [23], содержащей протоспей-

сер, комплементарный спейсеру [24].

В процессе адаптации осуществляется выбор нового 

спейсера и его интеграция в CRISPR-кассету. Маркером 

протоспейсера в чужеродной ДНК является короткий при-

легающий мотив – PAM [25], позволяющий CRISPR/Cas-

системе бактерий отличить собственную ДНК от чужерод-

ной. Например, в системах CRISPR/Cas второго класса типа 

IIA к 3’-концу протоспейсера прилегает мотив NGG (реже – 

NGA, где N – любой нуклеотид). 

Следующим этапом является транскрипция CRISPR-

локуса, в результате которой образуется длинная некодиру-

ющая пре-криспрРНК, в состав которой входят множествен-

ные повторы и спейсеры. В результате процессинга первич-

ного транскрипта образуются короткие зрелые криспрРНК, 

каждая из которых содержит один спейсер, фланкирован-

ный фрагментами повторов. Так, зрелые криспрРНК 

Streptococcus pyogenes содержат 20 нуклеотидов спейсера, 

расположенных с 5’-конца, и 19–22 нуклеотидов повтора на 

3’-конце [12].

В ходе третьего этапа, интерференции, зрелая криспрРНК 

вместе с белками Cas формирует эффекторный комплекс, 

который распознает последовательность протоспейсера в 

чужеродной ДНК или РНК за счет образования комплемен-

тарных пар между мишенью и спейсером криспрРНК. 

Узнавание ДНК-мишени приводит к ее разрезанию и последу-

ющей деградации. При этом нуклеазная активность обеспечи-

вается либо непосредственно эффекторным комплексом, 

либо за счет привлечения дополнительных Cas-белков [26].

Классификация CRISPR/Cas-систем

Современная классификация систем CRISPR/Cas, осно-

ванная на составе белков эффекторного комплекса, а также 

способе генерации криспрРНК, включает в себя шесть типов 

систем CRISPR/Cas (I–VI) и тридцать три подтипа, объеди-

ненных в два класса [28]. К первому классу относятся систе-

мы CRISPR/Cas с мультибелковыми эффекторными ком-

плексами (типы I, III и IV), в системах второго класса эффек-

торный комплекс состоит из одного белка (типы II и V и VI). 

Внутри каждого класса выделяют несколько типов, для кото-

рых характерно присутствие в составе эффекторного ком-

плекса ключевого белка, который отсутствует в системах 

других типов [29, 30]. Каждый тип дополнительно подразде-

ляют на несколько подтипов. Подтипы принято обозначать 

римской цифрой I и буквой латинского алфавита.

К первому классу относят системы I (характерной чертой 

является наличие гена cas3) и III (ген сas10) типов [29, 30]. 

Кроме того, выделяют функционально не охарактеризован-

ный IV тип систем CRISPR/Cas (ген csf1) [30]. 

Ко второму классу относят системы II (ген сas9), V (ген 

сas12) и VI (ген сas13) типов [29–32]. В системах второго 

класса эффекторный комплекс представлен единственным 

мультидоменным белком [30]. Системы CRISPR-Cas II типа 

являются одними из наиболее изученных. Характерной чер-

той данного типа является наличие нуклеазы Cas9 – мульти-

доменного белка, который образует вместе с криспрРНК 

эффекторный комплекс и расщепляет ДНК-мишень, а также 

участвует в процессе адаптации [33–35]. 

 Стратегии CRISPR/Сas-редактирования геномов 

бактерий

Современный подход редактирования геномов бактерий 

в большинстве случаев основан на использовании програм-

мируемых нуклеаз из CRISPR/Cas-систем 2-го класса, пре-

жде всего нуклеазы Cas9 (II типа) из S. pyogenes (spCas9), 

которые в комплексе с направляющей (гидовой) РНК (гРНК) 

распознают мишень ДНК, фланкированную специфической 

последовательностью PAM, и вносят двухцепочечный раз-

рыв в последовательность ДНК, точно соответствующую 

гРНК [13, 36]. 

Матрица для гомологичной рекомбинации обычно пред-

ставлена последовательностью, которая содержит модифи-

кации сайта-мишени (например, мутации в PAM), а также 

фланкирующие участки ДНК (плечи, гомологичные редакти-

руемой последовательности, необходимые для осуществле-

ния рекомбинации). Разрыв ДНК-мишени нуклеазами систе-

мы CRISPR-Cas9 без редактирования чаще всего приводит к 

гибели бактериальных клеток, что позволяет фактически ис-

CRISPR-
адаптация

CRISPR-
интерференция

Экспрессия
криспр-РНК

Рис. 2. Схема функционирования систем CRISPR/Cas ([27], с 

модификациями). Три основные функции CRISPR/Cas-систем: 

адаптация – встраивание новых спейсеров в CRISPR-кассету, 

экспрессия – созревание криспрРНК, интерференция – распоз-

навание и деградация чужеродной ДНК или РНК.
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пользовать этот феномен для селекции тех бактерий, у кото-

рых произошла рекомбинация [36]. После внесения двухце-

почечного разрыва редактирование генома бактерий может 

быть осуществлено посредством гомологичной рекомбина-

ции или, в некоторых случаях, негомологичного присоедине-

ния концов (NHEJ, non-homologous end joining) [36, 37]. 

Впервые возможность CRISPR/Сas-редактирования гено-

мов прокариотических организмов была продемонстрирова-

на на примере Streptococcus pneumoniae и E. coli [38], после 

чего методология начала активно применяться для решения 

различных исследовательских задач, связанных с редакти-

рованием геномов других видов бактерий. Существующие 

стратегии редактирования варьируют в зависимости от ис-

пользуемой нуклеазы, механизма рекомбинации, типа ДНК-

матрицы для рекомбинации и количества используемых 

плазмид. Несмотря на это разнообразие, опубликованные 

алгоритмы работы могут быть отнесены к одной их трех раз-

личных стратегий, выбор которой обусловлен типом матри-

цы, используемой для рекомбинации [36]. 

Первая стратегия связана с использованием линейной 

ДНК в качестве матрицы для рекомбинации, а также гете-

рологичной ДНК-рекомбиназы фагового происхождения 

(рис. 3A). 

Данная стратегия подразумевает первоначальную транс-

формацию бактериальной клетки плазмидой, содержащей 

систему для осуществления рекомбинации, затем индукцию 

экспрессии рекомбиназы и, наконец, совместную трансфор-

мацию линейной матрицы ДНК (часто короткого олигонукле-

отида, но иногда и двухцепочечного фрагмента ДНК) и 

плазмиды, или нескольких плазмид, кодирующих Cas-

нуклеазы и гидовую РНК. Одним из ключевых требований 

при этом является наличие гетерологичной рекомбиназы, 

которая обеспечивает эффективную рекомбинацию в инте-

ресующем штамме. На сегодняшний день в исследователь-

ской практике используются несколько рекомбиназ. 

Например, в самой первой работе, посвященной редактиро-

ванию генома E. coli с помощью нуклеазы spCas9, авторы 

использовали рекомбиназу системы λ-Red, чтобы внести 

изменения в геном с использованием линейной двухцепо-

чечной матрицы ДНК [38]. Впоследствии системы λ-Red ис-

пользовались для редактирования геномов других бактерий 

(Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae), где для осу-

ществления рекомбинации был необходим только β-белок 

системы λ-Red [39]. Для внесения точечных мутаций с высо-

кой эффективностью в геномы некоторых грамположитель-

ных бактерий (Lactobacillus reuteri) также использовались 

Рис. 3. Различные стратегии CRISPR/Cas-редактирования бактериальных геномов: A. CRISPR/Cas-редактирование путем рекомби-

нации с использованием линейной ДНК-матрицы и последующей селекцией Сas-нуклеазой. Бактериальную клетку последова-

тельно трансформируют сначала плазмидой, кодирующей гетерологичную рекомбиназу (Rec), и после индукции ее экспрессии 

линейной ДНК-матрицей и плазмидой, кодирующей Сas-нуклеазу. Б. CRISPR/Cas-редактирование путем рекомбинации с исполь-

зованием плазмидной матрицы (RT) и гетерологичной рекомбиназы (или без нее). Матрица для рекомбинации может быть локали-

зована в составе плазмиды, несущей компоненты CRISPR/Cas-системы, или в составе отдельной плазмиды. В. CRISPR/Cas-

редактирование путем негомологичного присоединения концов (NHEJ). В зависимости от штамма в состав плазмидного вектора с 

компонентами CRISPR/Cas-системы, трансформируемого в бактериальную клетку, могут быть включены гены ku и/или ligD ([36], с 

модификациями).
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рекомбиназы RecT [40]. Однако необходимо учитывать, что 

рекомбиназы RecT должны быть получены только из род-

ственных для бактерии фагов. Кроме того, помимо функцио-

нально активной рекомбиназы, эффективность трансфор-

мации штамма должна быть достаточно высокой, чтобы по 

крайней мере в одной бактериальной клетке, трансформи-

рованной линейной ДНК-матрицей и плазмидами с компо-

нентами CRISPR-Сas, произошла успешная рекомбинация. 

CRISPR/Cas-редактирование с использованием линейных 

ДНК-матриц можно достаточно эффективно применять для 

внесения в геном точечных мутаций и небольших делеций, 

однако в случае необходимости получения более крупных 

делеций эффективность редактирования при таком подходе 

сильно снижается [41].

Вторая стратегия подразумевает использование в каче-

стве матрицы для рекомбинации плазмидную ДНК (рис. 3Б). 

При этом матрица для осуществления рекомбинации содер-

жится либо на той же плазмиде, что и компоненты системы 

CRISPR/Cas, либо на отдельной плазмиде. Для осуществле-

ния рекомбинации могут быть использованы как гетероло-

гичные рекомбиназы (например, система λ-Red) [39, 42], так 

и собственные механизмы рекомбинации бактериальных 

клеток. Например, внесение точечной мутации в ген lacZ 

E. coli с помощью нуклеазы spCas9 и плазмиды c матрицей, 

содержащей гомологичные плечи (размером примерно 

1000 п.н.), происходило без гетерологичной рекомбиназы с 

помощью RecA-зависимого механизма гомологичной реком-

бинации [43]. Тем не менее в другом исследовании, посвя-

щенному редактированию генома E. coli, авторы констатиро-

вали, что гетерологичная рекомбиназа все-таки необходима 

при использовании плазмидой матрицы, однако в этом слу-

чае осуществлялась вставка целого гена [44]. Помимо 

E. coli, с использованием плазмидой матрицы без гетероло-

гичной рекомбиназы также удалось успешно провести ре-

дактирование геномов и других микроорганизмов – пред-

ставителей родов Bacillus [45], Clostridium [46], Lactobacillus 

[40, 47], Pseudomonas [48], Streptomyces [49] и Staphylococcus 

[50]. Несомненно, использование эндогенного механизма 

для гомологичной рекомбинации упрощает процесс редак-

тирования, поскольку для этого требуется использование 

только одного или двух плазмидных векторов, содержащих 

матрицу для рекомбинации и компоненты системы CRISPR-

Сas. Однако этот механизм может отсутствовать или быть 

недостаточно активен у некоторых бактерий, что потребует 

идентификации рекомбиназ, функционирующих у конкрет-

ного вида бактерии, и использования гетерологичных ре-

комбиназ [36]. 

Третья стратегия CRISPR/Cas-редактирования подразу-

мевает модификацию геномов бактерий путем негомологич-

ного соединения концов ДНК (NHEJ) – основного способа 

репарации двухцепочечных разрывов ДНК, вызванных си-

стемой CRISPR-Cas (рис. 3B). Такой подход может быть до-

статочно эффективным для введения мутаций, обусловли-

вающих снижение жизнеспособности клетки. У бактерий 

реализация механизма NHEJ связана с двумя белками: Ku и 

LigD. Белок Ku связывает, а белок LigD лигирует концы раз-

резанной ДНК, что часто приводит к неспецифическим му-

тациям, вставкам или делециям [37]. В одной из работ Sun et 

al. [51] достигли частоты NHEJ 70% путем трансформации 

штамма Mycobacterium smegmatis, несущего функциональ-

ные копии генов ku и ligD, плазмидой, кодирующей нуклеазу 

Cas12a из Francisella tularensis (FnCas12a) и гидовую РНК. 

Tong at al. [52] показали, что возможно генерировать раз-

личные делеции в штамме Streptomyces coelicolor, несущем 

функциональный ген ku, путем введения гена ligD из близко-

родственного Streptomyces carneus. Li et al. [53] генерирова-

ли небольшие делеции и, относительно редко, крупные де-

леции путем трансформации S. coelicolor без функциональ-

но активного механизма NHEJ плазмидой, содержащей 

гены ligD и ku, а также ген, кодирующий FnCas12a и гидовую 

РНК. Однако стоит отметить, что только четверть прокариот, 

по различным оценкам, кодируют белки Ku [54]. Кроме того, 

гиперэкспрессия генов ligD и ku может быть цитотоксична 

для бактерий [53] и приводить к мутациям вне мишени из-за 

репарации спонтанных разрывов двухцепочечной ДНК. 

Наконец, экспрессия этих генов может не приводить к деле-

циям [43]. В целом необходимы дополнительные исследова-

ния, использующие эту стратегию, чтобы полностью реали-

зовать ее потенциал для редактирования бактериальных 

геномов. 

Необходимо отметить, что в настоящее время не суще-

ствует преобладающей стратегии по редактированию бакте-

риальных геномов и выбор методологии, скорее всего, за-

висит от непосредственно поставленной исследовательской 

задачи, целевого местоположения мутаций и используемого 

вида и штамма бактерий.

Поскольку программируемое расщепление ДНК и редак-

тирование генома E. coli впервые было показано с использо-

ванием нуклеазы spCas9 (Cas9) [16, 38], то именно эта нукле-

аза наиболее часто использовалась в экспериментах по ре-

дактированию геномов других бактерий. Эту тенденцию ча-

стично можно объяснить тем, что spCas9 представляет собой 

одну из первых хорошо охарактеризованных односубъеди-

ничных эффекторных нуклеаз (для осуществления двухцепо-

чечного разрыва ДНК требуется только экспрессия Cas9 и 

гидовой РНК) с относительно простой последовательностью 

PAM и стабильной экспрессией в клетках различных организ-

мов. Однако избыточная экспрессия spCas9 может быть ци-

тотоксичной для бактериальных клеток, что создает потенци-

альный барьер для широкого использования данной нуклеа-

зы с целью геномного редактирования. Так, в одном из ис-

следований было показано, что избыточная экспрессия ката-

литически неактивной формы spCas9 (dCas9) в E. coli стала 

причиной аномальной морфологии и снижения скорости 

роста бактериальных клеток, что предположительно указы-

вает на то, что цитотоксичность spCas9 может быть связана 

не только с нуклеазной активностью [55]. В другом исследо-

вании было показано, что экспрессия spCas9 без гидовой 

РНК в Corynebacterium glutamicum приводила к отсутствию 

роста бактериальных колоний, таким образом, spCas9 может 

быть цитотоксичным сам по себе [56].

В настоящее время рассматривается несколько подходов 

для решения проблемы цитотоксичности spCas9. Одним из 

них является использование индуцибельных систем экс-

прессии spCas9, чтобы гарантировать отсутствие мишень-

зависимой гибели клетки в отсутствии индуктора [57]. В 

одной из работ авторы получили конструкцию, в которой 

перед геном spCas9 находился индуцируемый маннозой 
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промотор, чтобы минимизировать внесение разрывов в ДНК 

Bacillus subtilis до того, как трансформированные клетки 

будут высеяны на питательную среду с маннозой [45]. В дру-

гом исследовании было показано, что экспрессия spCas9 

под контролем индуцируемого тетрациклином промотора 

приводит к значительно более эффективному редактирова-

нию генома Clostridium acetobutylicum, чем в случае консти-

тутивной экспрессии spCas9 [57]. 

В случае мутации одного из каталитических остатков 

spCas9 нуклеаза становилась способной разрезать только 

одну нить ДНК и получила название «никаза» (nCas9) [13]. 

Однако на сегодняшний день требуется проведение допол-

Таблица. Примеры редактирование геномов бактерий с использованием систем CRISPR-Cas

№ Штамм Нуклеаза
Система 

рекомбинации
Матрица для 

рекомбинации
Тип модификации генома Ссылки

1 Bacillus subtillis 168 SpCas9 – Плазмида

Делеция, замена нуклеотида 
(SNP)

[45]

Делеция, вставка, SNP [68]

2 Bacillus smithii ET 138 SpCas9 – Плазмида Делеция, вставка, SNP [69]

3 Bacillus licheniformis DW2 nCas9 – Плазмида Делеция, вставка [70]

4 Cl. acetobutylicum ATCC 824
nCas9

– Плазмида
Делеция [71]

SpCas9 Делеция, вставка, SNP [57]

5 Cl. beijerinckii NCIMB 8052 nCas9 –

Плазмида Делеция [71]

Отсутствует 
(редактирование оснований)

C-T мутация [65]

6 Clostridium cellulolyticum H10 nCas9 – Плазмида Делеция, вставка
[72]

7

Clostridium difficile R20291
SpCas9

– Плазмида

SNP [73]

Cl. difficile 630
Делеция, вставка [74]

Cas12a Делеция [59]

8 Clostridium ljungdahlii DSM 13528 SpCas9 – Плазмида Делеция [46]

9

C. glutamicum ATCC13032

Cas12a

RecT Одноцепочечный олигонуклеотид SNP
[56]

C. glutamicum B1

C. glutamicum B226

C. glutamicum ATCC13032 –

Плазмида Делеция, вставка

Двухцепочечная линейная ДНК 
или плазмида

Делеция [75]

10
Corynebacterium acetoacidophilam B230

Cas12a RecT Одноцепочечный олиго-нуклеотид SNP [56]
C. acetoacidophilam B299

11 Corynebacterium pekinense B3 Cas12a RecT Одноцепочечный олигонуклеотид SNP [56]

12 Corynebacterium crenatum B6 Cas12a RecT Одноцепочечный олигонуклеотид SNP [56]

13

E. coli MG1655

SpCas9 λ-Red
Одноцепочечный олигонуклеотид

SNP [38]

вставка, делеция, SNP [76]

Плазмида вставка, делеция, SNP [42]

nCas9 – – Делеция [77]

Cas12a λ-Red
Одноцепочечный олигонуклеотид Делеция, SNP

[60]
Двухцепочечная линейная ДНК Замена гена

E. coli BW25113 dCas9 –
Отсутствует (редактирование 

оснований)
C-T мутация [62]

14 E. aerogenes IAM1183 SpCas9 λ-Red Двухцепочечная линейная ДНК Делеция [78]

15

K. pneumoniae KP_1.6366

nCas9 –
Отсутствует (редактирование 

оснований)
C-T мутации

[64]SpCas9 λ-Red

Одноцепочечный олигонуклеотид
Делеция

Двухцепочечная линейная ДНК

Плазмида

Делеция, вставка

K. pneumoniae 
KP_3744 Делеция

K. pneumoniae KP_5573 nCas9 –
Отсутствует (редактирование 

оснований)
C-T мутация
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нительных исследований, чтобы понять механизм редакти-

рования генома с помощью nCas9 и исследовать возмож-

ности по улучшению редактирования с ее использованием.

Другой альтернативой spCas9 является использование ну-

клеаз типа V-A, Cas12a. Эти нуклеазы обладают существен-

ными различиями по сравнению с Cas9, такими как распозна-

вание T-богатого PAM или образование 5’-липкого конца при 

разрезании ДНК [58]. Jiang et al. описали случай неудачной 

попытки трансформировать клетки C. glutamicum плазмид-

ным вектором для экспрессии spCas9 или nSpCas9, в то 

Таблица. Примеры редактирование геномов бактерий с использованием систем CRISPR-Cas (окончание)

16 Lactobacillus brevis ATCC367 SpCas9 RecE/T Плазмида Делеция [79]

17 Lactobacillus casei LC2W nCas9 – Плазмида Делеция, вставка [80]

18
Lactobacillus lactis MG1363 SpCas9 – Плазмида Делеция [47]

L. lactis NZ9000 SpCas9 RecT Одноцепочечный олигонуклеотид SNP, делеция, вставка [81]

19

Lactobacillus plantarum WCFS1

SpCas9

RecE/T
Двухцепочечная линейная ДНК 

или плазмида
Делеция, вставка [79]

RecT ss oligo SNP
[40]

L. plantarum WJL

– Плазмида SNP, делецияL. plantarum NIZO2877

20 L. reuteri 6475 SpCas9 RecT Одноцепочечный олигонуклеотид SNP [82]

21 Methylococcus capsulatus Bath
SpCas9

– Плазмида SNP [83]
nCas9

22 M. smegmatis mc2155 Cas12a
– Отсутствует (NHEJ) [51]

gp60, gp61 Одноцепочечный олигонуклеотид SNP, делеция, вставка [60]

23

P. aeruginosa PAK

SpCas9 λ-Red

Плазмида Делеция, вставка

[63]
P. aeruginosa PAO1

Делеция
Одноцепочечный олигонуклеотид

Двухцепочечная линейная ДНК

nCas9 –
Отсутствует 

(редактирование оснований)
C-T мутация

24
Pseudomonas fluorescens 
GcM5-1A

nCas9 –
Отсутствует (редактирование 

оснований)
C-T мутация [63]

25 Pseudomonas putida KT2440 SpCas9

λ-Red Плазмида Делеция, вставка, SNP [84]

Redβ Одноцепочечный олигонуклеотид Делеция, SNP [39]

Ssr Одноцепочечный олигонуклеотид Делеция, SNP [41]

– Плазмида Делеция [48]

26 Pseudomonas syringae DC3000 nCas9 –
Отсутствует (редактирование 

оснований)
C-T мутация [63]

27 Streptomyces albus J1074 SpCas9 – Плазмида Делеция [85]

28

S. coelicolor A3
SpCas9

–

Отсутствует (NHEJ) Делеция
[52]

Плазмида Делеция, SNP

S. coelicolor M145
Плазмида

Делеция, SNP [49]

Cas12a
Делеция

[53]
Отсутствует (NHEJ) Делеция

29 Streotpmyces lividans 66 SpCas9 – Плазмида Делеция [85]

30 Streptomyces hygroscopicus SIPI-KF Cas12a – Плазмида Делеция [53]

31 Streptomyces pristinaespiralis HCCB10218 SpCas9 – Плазмида Делеция [49]

32
Streptomyces viridochromogenes 
DSM 40736

SpCas9 – Плазмида Делеция [85]

33

Staphylococcus aureus ATCC 29213

SpCas9

EF2132 Одноцепочечный олигонуклеотид Делеция, SNP [86]

S. aureus RN4220

– Плазмида

Делеция, вставка, SNP

[50]S. aureus Newman
Делеция

S. aureus USA300

34
S. pneumoniae crR6

SpCas9 – Двухцепочечная линейная ДНК SNP [38]
S. pneumoniae R6_8232.5

35 Tatumella citrea DSM 13699 SpCas9 λ-Red Плазмида Делеция [42]

36 Yersinia pestis KIM6+ Cas12a λ-Red Одноцепочечный олигонуклеотид SNP [60]
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время как плазмида с нуклеазой Cas12a из Francisella novicida 

(FnCas12a) была успешно использована для трансформации 

с последующим редактированием [54]. Впоследствии нуклеа-

за Cas12a также была использована как совместно с гетеро-

логичной рекомбиназой, так и без нее для осуществления 

делеций, вставок и введения мутаций в геномы некоторых 

других видов бактерий [56, 59, 60]. В целом нуклеаза Cas12a 

может являться удобным инструментом для эффективного 

геномного редактирования, хотя необходимо проведение до-

полнительных исследований для более полного понимания 

преимуществ и ограничений использования данной нуклеазы. 

Недавно был разработан альтернативный подход для ре-

дактирования геномов, подразумевающий использование 

модифицированных нуклеаз, называемых редакторами ос-

нований. Редакторы оснований, как правило, содержат хи-

меры dCas9 или nCas9 и домена цитидин-деаминазы и пре-

образуют цитидины в урацилы на нецелевой цепи в опреде-

ленном участке рядом с PAM [61]. Редакторы оснований 

были использованы для редактирования бактериальных ге-

номов E. coli [62], Pseudomonas aeruginosa [63], K. pneumoniae 

[64] и Clostridium beijerinckii [65] с целью внесения точечных 

мутаций или вставки преждевременных стоп-кодонов. Метод 

с использованием редакторов оснований достаточно прост, 

поскольку он требует трансформации только одной плазми-

ды, содержащей модифицированную нуклеазу и гРНК. 

Еще одна стратегия для решения проблемы цитотоксич-

ности spCas9 заключается в использовании эндогенной 

CRISPR-Cas-системы бактериального хозяина. По предва-

рительной оценке, до половины всех видов бактерий могут 

содержать эндогенные системы CRISPR-Cas [66], и исполь-

зование этих систем может обеспечить эффективное редак-

тирование без необходимости экспрессии гетерологичной 

нуклеазы [67]. Однако чтобы использовать эндогенные си-

стемы для редактирования геномов, они должны быть до-

статочно хорошо охарактеризованы, включая идентифика-

цию PAM и обеспечение активной экспрессии генов cas. 

В таблице представлены примеры CRISPR/Сas-

редактирования геномов различных видов бактерий.

В заключение необходимо подчеркнуть, что для осущест-

вления редактирования генома бактерий с помощью систе-

мы CRISPR/Сas необходимо соблюдение ряда условий: во-

первых, бактерия должна быть культивируемой, кроме того, 

эффективность трансформации в интересующем штамме 

должна быть достаточно высокой, чтобы обеспечить достав-

ку как компонентов CRISPR/Сas, так и компонентов, необхо-

димых для гомологичной рекомбинации. В связи с этим ис-

пользование эффективных рекомбиназ, а также регулируе-

мых промоторов в интересующем штамме может способ-

ствовать повышению эффективности геномного редактиро-

вания с помощью CRISPR/Сas. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Новые эффективные вакцины против болезни Лайма

Болезнь Лайма вызывается Borrelia burgdorferi, бактерией, передаю-

щейся через укус зараженного клеща. Единственной профилактиче-

ской мерой, доступной в настоящее время людям, является «руковод-

ство» по предотвращению укусов клещей. Неэффективность этой 

стратегии подтверждается оценкой 300 000 диагностированных случа-

ев болезни Лайма, которые происходят ежегодно в Соединенных 

Штатах, наряду с более чем 100 000 в Европе.

Ранняя диагностика и лечение могут бороться с инфекцией, однако, 

если ее не лечить, возрастает риск того, что инфекция может распро-

страниться на суставы, сердце и нервную систему. Даже те, кто был 

успешно диагностирован и вылечен, могут быть повторно инфицирова-

ны, если укушены снова. Авторы этого нового документа использовали 

обсуждения на совещании в Центре Банбери для определения наибо-

лее перспективных новых стратегий противодействия инфекции. «Мы можем представить разработку стратегий гибридных 

вакцин, направленных как на микроба-нарушителя, так и на его переносчика клещей для предотвращения болезни Лайма», 

– сказала доктор Мария Гомес-Солецки, ведущий автор статьи и исследователь Университета Теннесси. «Это двусторонний 

подход». В дополнение к описанию новых научных подходов авторы рассматривают социальные последствия новой вакци-

ны. «Вакцинация от болезни Лайма – это личный выбор человека», – отмечают авторы. «Концепция личной иммунизации 

против незаразной болезни против широко распространенной вакцинации для предотвращения распространения заразной 

инфекции должна быть частью общественного просвещения и обсуждения». Доктор Ребекка Лешан, исполнительный ди-

ректор Центра Банбери, отмечает, что предыдущее совещание по усовершенствованной диагностике уже имело серьезные 

последствия с одобрением FDA ряда тестов, которые вносят ясность в поле. По ее словам, результаты последних встреч 

продолжают определять правильный курс действий.

New effective vaccines for Lyme disease are coming – Outbreak News Today [Electronic resource]. 

URL: http://outbreaknewstoday.com/new-effective-vaccines-for-lyme-disease-are-coming-82130/


