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　　摘要：运用生物信息学方法初步分析ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９和Ｃｐｆ１在苹果中的整体适用性特征，以期为苹果基因组编辑
和ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ在苹果研究中的推广使用提供一定的参考和便利。结果表明，苹果染色体中有数量可观的 ＰＡＭ，平
均间隔７ｂｐ碱基有１个５′－ＮＧＧ、间隔３ｂｐ有１个５′－ＴＴＮ；也就是说５′－ＴＴＮ比５′－ＮＧＧ的出现频率高。ＳｐＣａｓ９、
ＦｎＣｐｆ１分别有２９．０％、２６．９％的作用位点几乎覆盖了所有染色体基因，个别不能被ＳｐＣａｓ９识别的基因能被ＦｎＣｐｆ１识
别，反之亦然。苹果的ＣＲＩＳＰＲ靶序列有大量重复，单一靶序列被视为能被 Ｃａｓ蛋白特异识别并有效编辑。在靶序列
长度为２０ｎｔ时，９９．５％的染色体基因可至少被其中１种Ｃａｓ蛋白编辑，分别具有不同的可编辑度搭配；其中的２３７个
基因只能被１种Ｃａｓ蛋白编辑，填补了另一种Ｃａｓ蛋白留下的编辑空白，另有２２０个染色体基因（０．５％）不能被任一
种Ｃａｓ蛋白编辑，即２种Ｃａｓ蛋白同时留下编辑空白，没有互补。
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　　苹果（Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ）是世界上主要果树作物
之一，其产量和质量易受生物和非生物胁迫的影

响［１］。因此，了解抗逆性相关基因的功能及调控规

律，对培育抗逆性强的品种至关重要［２］。与其他作

物相比，果树具有高度杂合的多倍体基因组且繁育

周期长，导致传统的育种研究进展缓慢［３］；而随着

基因组测序工作的完成，对其基因结构、基因通路

和基因功能的认识为基因编辑奠定了基础［４］。高

效、易用、省时、低成本的基因编辑技术是赋予果树

重要经济性状的捷径。常间四文重复序列丛集关

联蛋白［ＣＲＩＳＰＲ（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔ）－Ｃａｓ（ＣＲＩＳＰＲ －ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ）］系统具备以上优势，在研究生物多种类的
精确分子机制方面具有极高的应用价值［５］。

当前，基因组编辑技术主要集中在第 ２类

ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系统［６］；它可以使用单个效应蛋白剪

切 ＤＮＡ，包括Ⅱ型、Ⅴ型、Ⅵ型［７］。其中，Ⅱ型的
Ｃａｓ９及其失去剪切活性的衍生品 ｄＣａｓ９被广泛应
用于多种生物体的基因组操作，包括靶向基因干

扰、转录激活抑制、表观遗传修饰及目标碱基对转

换［８－９］。经典的 Ｃａｓ９蛋白须识别衔接在靶序列
（＋）３′端形如 ５′－ＮＧＧ的前间隔序列邻近基序
（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ－ａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ，ＰＡＭ，＋），并在 ＰＡＭ
上游第３个碱基处切割双链，形成平头末端；在人类
基因组中约平均间隔８ｂｐ就会有１个５′－ＮＧＧ［１０］。
不同于此，Ⅴ型的Ｃｐｆ１（Ｃａｓ１２ａ）要识别毗邻在靶序
列（＋）５′端形似５′－ＴＴＮ的 ＰＡＭ（＋），并在 ＰＡＭ
下游的同向链（＋）第１８、互补链（－）第２３碱基处
交错切割，形成有５个突出碱基的黏性末端［１１］。作

为新型且更小的 ＣＲＩＳＰＲ效应蛋白，Ｃｐｆ１的开发利
用有利于突破和克服Ｃａｓ９在使用中的一些限制，尤
其是拓宽了ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系统的识别范围，使之能
更有效地编辑富含ＡＴ碱基的基因组［１２］。

ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９已被大量使用在植物基因功能
分析及育种研究中［１３－１５］，其中包括多种果树［１４］。

有关苹果的几项研究，依次是首次利用 ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓ９敲除内源 ＰＤＳ（ｐｈｙｔｏｅｎｅｄｅｓａｔｕｒａｓｅ）基因［１６］，

高效传送ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９核糖核蛋白到苹果原生质
体操纵ＤＩＰＭ１（ＤｓｐＡ／Ｅ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＭ．×
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ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）、ＤＩＰＭ２和ＤＩＰＭ４基因［１７］，优化ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓ９的应用条件并敲除 ＰＤＳ和 ＴＦＬ１（ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｆｌｏｗｅｒ）基因［３］，运用 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９敲除 ＤＩＰＭ４基
因的同时又减少外源 ＤＮＡ的残留［１８］。相对地，

ＣＲＩＳＰＲ－Ｃｐｆ１的技术特点更加鲜明，但在２０１６年
首次应用于水稻和烟草后［１９］，在植物基因组项目中

使用的报道较少，目前还未见于果树研究［２］。

已有的研究结果表明，ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系统可实
际应用于苹果基因编辑，但只关注了少数几个基

因，且仅限于使用ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９。本研究对苹果全
基因组序列进行初步分析，尝试探索 ２种流行的
ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系统，即 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９和 ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃｐｆ１，在苹果基因组编辑中的整体适用性，首次从
ＰＡＭ的数量和频率、靶序列的重复和分布及 ２种
Ｃａｓ蛋白的互补等几个方面开展讨论，并形成 ＰＡＭ
位点和靶序列信息库，以期为苹果基因组编辑和

ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系统在苹果研究中的推广使用提供一
定的参考和便利。

１　材料与方法

１．１　数据获取
苹果全基因组代表性数据 ＡＳＭ２１１４１１ｖ１下载

自ＮＣＢＩ网站［２０］，１７条染色体（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ｃｈｒ）和
１条线粒体（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ，ｍｔ）的 ＤＮＡ序列以
ＦＡＳＴＡ格式分别存储在文本文件中；所有下载的
ＤＮＡ都只有单链（＋）。相应的基因文件也从 ＮＣＢＩ
网站下载，其中以列表形式记录基因在ＤＮＡ序列上
的起止位点等信息。最新发布在 ＮＣＢＩ网站上的苹
果基因组数据 ＡＳＭ４１１５３８ｖ１质量更高［２１］，但相应

的基因信息不够完善，只在本研究中作对比和补

充。在诸多ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系统中，效应蛋白 ＳｐＣａｓ９
［化脓性链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ，Ｓｐ）］和
ＦｎＣｐｆ１［弗郎西斯菌（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａｎｏｖｉｃｉｄａ，Ｆｎ）］识别
的 ＰＡＭ较有代表性，分别为 ５′－ＮＧＧ和 ５′－
ＴＴＮ［１０－１１］；本研究围绕这２种典型的ＰＡＭ，尝试使用
个人计算机分析苹果全基因组。

１．２　ＰＡＭ计数和间距计算
对苹果各 ＤＮＡ序列出现的 ５′－ＮＧＧ或

５′－ＴＴＮ计数，并记录中间碱基在ＤＮＡ序列上的位
点作为 ＰＡＭ位点；还需要同时累计 ５′－ＣＣＮ或
５′－ＮＡＡ，以实现对互补链的搜索。计数期间，单独
计算Ｎ所代表的各种碱基占比，并用ＰＡＭ位点数量
与ＤＮＡ长度的比值表示序列的 ＰＡＭ密度。除线粒

体外，合计染色体ＤＮＡ的各项数据以考量全基因组。
同样地，分别计算各 ＤＮＡ序列和全基因组的

ＰＡＭ出现频率。将每２个相邻 ＰＡＭ位点之差作为
间距（用字母ｄ表示），其意义为间隔 ｄ个碱基对存
在１个 ＰＡＭ，代表 ＰＡＭ的出现频率；并累计每个 ｄ
的出现次数（用字母ｎ表示），再把全部 ｄ升序排列
（以ｔ为排列序号），记录不同 ｄ的数量（用字母 ｍ
表示）。ＰＡＭ 出现频率的均值（ｄｍｅａｎ）和中值
（ｄｍｅｄｉａｎ）计算如下：

ｄｍｅａｎ＝∑
ｍ

ｉ＝１
ｄｉｎｉ ∑

ｍ

ｉ＝１
ｎｉ；若∑

ｔ

ｉ＝１
ｎｉ≥∑

ｍ

ｉ＝１
ｎｉ ２＞∑

ｔ－１

ｉ＝１
ｎｉ，ｄｍｅｄｉａｎ＝ｄｔ。

１．３　计算剪切位点
在ＤＮＡ序列上从５′－ＮＧＧ前溯３个碱基或从

５′－ＣＣＮ后推３个碱基，获得Ｃａｓ９剪切位点。通过
判断剪切位点是否处于基因的起止位点之间，将对

应的ＰＡＭ位点划入相应的基因范畴；不属于任何基
因范畴的ＰＡＭ位点不做标记。

依据Ｃｐｆ１的剪切特征，在 ＤＮＡ序列上从５′－
ＴＴＮ后推１８个碱基或从５′－ＮＡＡ前溯２３个碱基，
获得同向剪切位点，用来判断相应的ＰＡＭ位点是否
属于同向链基因；从５′－ＴＴＮ后推２３个碱基或从
５′－ＮＡＡ前溯１８个碱基，获得逆向剪切位点，用来
判断相应的ＰＡＭ位点是否属于互补链基因。
１．４　靶序列的截取

根据２种 ＰＡＭ的特点，在 ＤＮＡ序列上分别截
取长度为 ２０ｎｔ（不含 ＰＡＭ）的靶序列（ｔａｒｇｅｔ），用
ＰＡＭ位点命名，以ＦＡＳＴＡ格式储存；ＰＡＭ在互补链
上的，还需要按照碱基配对原则转换碱基并逆序。

对具有同种ＰＡＭ的靶序列进行重复性搜索，找到单
一序列（ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ）和相同序列簇（ｃｌｕｓｔｅｒ）；簇中的
ＰＡＭ位点有属于染色体基因的计１分，有属于染色
体基因间隔的计２分，有属于线粒体基因的计４分，
有属于线粒体基因间隔的计８分，４种分值任意组
合可将所有簇归入１５个重复类（用 ｒｅｐｅａｔＮ命名，
Ｎ为不大于１５的正整数）。重点关注靶序列单一且
属于基因范畴的ＰＡＭ位点，其数量与基因长度的比
值表示基因的可编辑度；按照“基因 ＩＤ－ＰＡＭ位
点－靶序列”的模式建立简易信息库，找到可编辑
度最高和最低的基因。

１．５　程序实现
以上操作已被整合到几个 Ｐｅｒｌ脚本中，并尽量

优化算法降低时间复杂度和空间复杂度［２２］。其中，

为避免耗费大量时间，在判断ＰＡＭ位点是否影响基
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因时，用数组模拟ＤＮＡ序列，数组索引表示位点，基
因区间内的数组元素由基因ＩＤ填充，其他为未定义
（ｕｎｄｅｆ）值；当剪切位点对应的数组元素为基因 ＩＤ
时，将ＰＡＭ位点划入此基因范畴。为避免占用大量
内存空间导致程序卡顿，在搜索重复靶序列时，把

总文件分割成大小合适的几个子文件，使用散列快

速剔除子文件内的相同序列；然后利用每个子文件

中序列唯一的特点，使用散列剔除子文件间的相同

序列，最终合并成没有重复序列的总文件。

２　结果与分析

２．１　ＰＡＭ含量分析
苹果基因组（ＡＳＭ２１１４１１ｖ１）中５′－ＮＧＧ总量

为４８３６８２２３，ｃｈｒ１５的数量最多（４１７９０８３），ｃｈｒ０１
的最少（２２９１３４６），各染色体间差异较大；再结合
序列长度估算序列的 ＰＡＭ密度，基因组是０．０７４，
ｃｈｒ１０最高（０．０７８），ｃｈｒ０６最低（０．０６９），相差不大
（表１）。在基因组中，ＣＧＧ、ＧＧＧ、ＡＧＧ和 ＴＧＧ在
ＮＧＧ总量中的比例分别为１１．９％、２１．４％、３０．４％、
３６．３％（图１－Ａ）；在各染色体中的比例与此一致，
略有微小波动（表１）。线粒体中的５′－ＮＧＧ含量
为 ４６４６８，但密度达到０．１１７，高于基因组最高值；
ＣＧＧ、ＧＧＧ、ＡＧＧ和 ＴＧＧ的比例分别为 １９．２％、

２５９％、３０．２％、２４．７％，与基因组中的同项数据也
有明显差异（图１－Ｂ）。

基因组中５′－ＴＴＮ的总数为１２７６３５１５４，同样是
ｃｈｒ１５最多（１１０９２９７４），ｃｈｒ０１最少（５９０２１３４）；估
算基因组的密度是 ０．１９４，依然是 ｃｈｒ１０最高
（０２０６），ｃｈｒ０６最低（０．１８０），两者比较接近（表
２）。在基因组中，ＴＴＣ、ＴＴＡ、ＴＴＧ和 ＴＴＴ在 ＴＴＮ总
量中的比例分别为１９．６％、２１．２％、２２．２％、３７．０％
（图１－Ｃ）；同样，在各染色体中的比例与此一致
（表２）。线粒体中５′－ＴＴＮ含量为６９２９６，密度只有
０．１７４６，低于基因组最低值；ＴＴＣ、ＴＴＡ、ＴＴＧ和 ＴＴＴ
的比例分别为２８．４％、１８．７％、２０．７％、３２．２％，与
基因组中的同项数据也差异明显（图１－Ｄ）。

作为对比，另一基因组数据（ＡＳＭ４１１５３８ｖ１）的
５′－ＮＧＧ密度为０．０８４，ＣＧＧ、ＧＧＧ、ＡＧＧ和 ＴＧＧ的
比例分别为 １１．７％、２１．５％、３０．６％、３６．３％；５′－
ＴＴＮ的密度为０．２１９，ＴＴＣ、ＴＴＡ、ＴＴＧ和 ＴＴＴ的比例
分别是１９．６％、２１．２％、２２．４％、３６．８％。使用２个
不同版本的基因组数据计算出的结果很接近，特别

是ＮＧＧ和 ＴＴＮ的构成比例几乎完全一致，可以用
同一组饼状图表示（图１－Ａ、图１－Ｃ）。
２．２　ＰＡＭ出现频率

在苹果基因组（ＡＳＭ２１１４１１ｖ１）中，相邻５′－

表１　苹果基因组中的５′－ＮＧＧ

染色体
Ｌｓｅｑ
（ｂｐ）

ＮＮＧＧ ＮＮＧＧ／Ｌｓｅｑ
ＰＣＧＧ
（％）

ＰＧＧＧ
（％）

ＰＡＧＧ
（％）

ＰＴＧＧ
（％）

ｄｍｅａｎ
（ｂｐ）

ｄｍｅｄｉａｎ
（ｂｐ）

ｄｍａｘ
（ｂｐ）

ｃｈｒ０１ ３２７０９６４８ ２２９１３４６ ０．０７０ １２．０ ２１．４ ３０．４ ３６．２ １１．８３８ ７ ７６０

ｃｈｒ０２ ３７６３１７５５ ２８４６３６１ ０．０７６ １２．０ ２１．４ ３０．３ ３６．４ １２．０６５ ７ １０６９

ｃｈｒ０３ ３７６９０４７１ ２７５７３２５ ０．０７３ １１．８ ２１．５ ３０．３ ３６．４ １２．０９２ ７ ９９９

ｃｈｒ０４ ３２３５７１５４ ２３４４２７０ ０．０７２ １１．９ ２１．４ ３０．４ ３６．２ １１．９７９ ７ ６２９

ｃｈｒ０５ ４８０６８８５１ ３４６２９５６ ０．０７２ １１．９ ２１．４ ３０．４ ３６．４ １１．９７５ ７ １０４５

ｃｈｒ０６ ３７２３１１６６ ２５５７２２５ ０．０６９ １１．８ ２１．４ ３０．５ ３６．３ １１．９４８ ７ ６４１

ｃｈｒ０７ ３６７３８６９２ ２８０５２３６ ０．０７６ １２．０ ２１．５ ３０．２ ３６．３ １２．００６ ７ １３４７

ｃｈｒ０８ ３１６６６３０３ ２４２６９２９ ０．０７７ １２．１ ２１．４ ３０．４ ３６．１ １１．９８０ ７ ４８２

ｃｈｒ０９ ３７６７６７５４ ２７４４７２５ ０．０７３ １１．９ ２１．５ ３０．４ ３６．２ １１．９６４ ７ ９８７

ｃｈｒ１０ ４１８４１６０５ ３２５４９７４ ０．０７８ １１．９ ２１．５ ３０．３ ３６．３ １２．０３８ ７ ９５２

ｃｈｒ１１ ４２９２５０７５ ３０５０８２２ ０．０７１ １１．７ ２１．４ ３０．４ ３６．５ １２．１０５ ７ ８４２

ｃｈｒ１２ ３３１３４０７１ ２４７１０７５ ０．０７５ １１．９ ２１．４ ３０．４ ３６．３ １２．０７８ ７ １１０５

ｃｈｒ１３ ４４４３７４５９ ３２３２３２１ ０．０７３ １１．６ ２１．４ ３０．７ ３６．３ １１．８２２ ７ ６７０

ｃｈｒ１４ ３２５６０２３１ ２３３２５１８ ０．０７２ １１．８ ２１．４ ３０．５ ３６．３ １２．０９９ ７ １０１２

ｃｈｒ１５ ５５０８０３６１ ４１７９０８３ ０．０７６ １１．９ ２１．４ ３０．２ ３６．４ １２．０３５ ７ １００２

ｃｈｒ１６ ４１４４１５８１ ３０４４５８１ ０．０７３ １１．６ ２１．５ ３０．６ ３６．３ １１．８４７ ７ ６２７

ｃｈｒ１７ ３４８１７０４８ ２５６６４７６ ０．０７４ １１．８ ２１．５ ３０．４ ３６．３ １２．１００ ７ ８５５

　　注：Ｌｓｅｑ为序列长度；ＮＮＧＧ为５′－ＮＧＧ的数量；ＮＮＧＧ／Ｌｓｅｑ表示ＰＡＭ密度；ＰＮＧＧ表示各ＮＧＧ在总数中的占比；ｄｍｅａｎ为间距平均值；ｄｍｅｄｉａｎ为间

距中值；ｄｍａｘ为间距最大值。
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表２　苹果基因组中的５′－ＴＴＮ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
Ｌｓｅｑ
（ｂｐ）

ＮＴＴＮ ＮＴＴＮ／Ｌｓｅｑ
ＰＴＴＣ
（％）

ＰＴＴＡ
（％）

ＰＴＴＧ
（％）

ＰＴＴＴ
（％）

ｄｍｅａｎ
（ｂｐ）

ｄｍｅｄｉａｎ
（ｂｐ）

ｄｍａｘ
（ｂｐ）

ｃｈｒ０１ ３２７０９６４８ ５９０２１３４ ０．１８０ １９．８ ２１．２ ２２．４ ３６．６ ４．５９６ ３ ７３０

ｃｈｒ０２ ３７６３１７５５ ７５６９３９６ ０．２０１ １９．５ ２１．３ ２２．１ ３７．１ ４．５３７ ３ ５２６

ｃｈｒ０３ ３７６９０４７１ ７３８０５３５ ０．１９６ １９．４ ２１．３ ２２．１ ３７．２ ４．５１８ ３ ５７６

ｃｈｒ０４ ３２３５７１５４ ６１７２８４８ ０．１９１ １９．６ ２１．２ ２２．２ ３７．０ ４．５５０ ３ ８６５

ｃｈｒ０５ ４８０６８８５１ ９０９６００２ ０．１８９ １９．７ ２１．１ ２２．４ ３６．９ ４．５６０ ３ ６０３

ｃｈｒ０６ ３７２３１１６６ ６６９４２２０ ０．１８０ １９．６ ２１．３ ２２．３ ３６．７ ４．５６５ ３ ５６９

ｃｈｒ０７ ３６７３８６９２ ７４２８２２８ ０．２０２ １９．５ ２１．２ ２２．１ ３７．１ ４．５３４ ３ １０２２

ｃｈｒ０８ ３１６６６３０３ ６３９４９５７ ０．２０２ １９．６ ２１．２ ２２．２ ３７．１ ４．５４７ ３ ７３８

ｃｈｒ０９ ３７６７６７５４ ７２０７５１８ ０．１９１ １９．７ ２１．３ ２２．２ ３６．９ ４．５５６ ３ ６０８

ｃｈｒ１０ ４１８４１６０５ ８６２６４５５ ０．２０６ １９．５ ２１．３ ２２．１ ３７．１ ４．５４２ ３ ９０７

ｃｈｒ１１ ４２９２５０７５ ８１８５６３３ ０．１９１ １９．４ ２１．３ ２２．１ ３７．２ ４．５１２ ３ ３８７

ｃｈｒ１２ ３３１３４０７１ ６５９０９４８ ０．１９９ １９．５ ２１．３ ２２．１ ３７．１ ４．５２９ ３ ５８４

ｃｈｒ１３ ４４４３７４５９ ８３０５９００ ０．１８７ １９．８ ２１．２ ２２．６ ３６．４ ４．６０１ ３ ９５５

ｃｈｒ１４ ３２５６０２３１ ６２４６７７４ ０．１９２ １９．５ ２１．３ ２２．０ ３７．２ ４．５１８ ３ ７４９

ｃｈｒ１５ ５５０８０３６１ １１０９２９７４ ０．２０１ １９．４ ２１．４ ２２．１ ３７．１ ４．５３４ ３ ５７７

ｃｈｒ１６ ４１４４１５８１ ７８６９９１１ ０．１９０ １９．７ ２１．１ ２２．５ ３６．６ ４．５８４ ３ ５１２

ｃｈｒ１７ ３４８１７０４８ ６８７０７２１ ０．１９７ １９．５ ２１．３ ２２．０ ３７．２ ４．５２０ ３ ３３８

　　注：Ｌｓｅｑ为序列长度；ＮＴＴＮ为５′－ＴＴＮ的数量；ＰＴＴＮ表示各ＴＴＮ在总数中的占比；ｄｍｅａｎ为间距平均值；ｄｍｅｄｉａｎ为间距中值；ｄｍａｘ为间距最大值。

ＮＧＧ的间距最小为１ｂｐ，出现次数最多（图２－Ａ）；
最大为 １３４７ｂｐ，出现在 ｃｈｒ０７的 １９０６５７４０～
１９０６７０８７位点间（表１）。间距中值是７ｂｐ，表示平
均约间隔７ｂｐ碱基就有１个５′－ＮＧＧ，也说明半数以
上的间距不大于７ｂｐ；间距均值为１２．０ｂｐ，是受到最
大值的影响而产生了偏移（图２－ａ）。各染色体情况
与此高度一致（表１）。而在线粒体中，间距中值和均

值分别为５、８．５ｂｐ，与基因组完全不同（图２－ｂ）。
基因组中，相邻５′－ＴＴＮ的间距最小为１ｂｐ，出

现次数最多（图 ２－ｃ）；最大为 １０２２ｂｐ，出现在
ｃｈｒ０７的２６８３１１５３～２６８３２１７５位点间（表２）。间
距中值是３ｂｐ，表示平均约间隔３ｂｐ碱基就有１个
５′－ＴＴＮ，也说明半数以上的间距不大于３ｂｐ；受最
大值影响，间距均值是４．５ｂｐ（图２－ｃ）。同样，各
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染色体情况与此一致（表２）。线粒体的间距中值和
均值分别为４、５．７ｂｐ，也与基因组完全不同（图２－
ｄ）。使用另一版本的基因组数据（ＡＳＭ４１１５３８ｖ１）
计算，可得出类似的结果：５′－ＮＧＧ的间距中值和

均值分别为７、１１．９ｂｐ，５′－ＴＴＮ的间距中值和均值
分别为３、４．５ｂｐ；所展示出的变化趋势也可以绘成
同样的图像（图２－ａ、图２－ｃ）。

２．３　ＰＡＭ的基因归属
在苹果基因组中，２９．０％的５′－ＮＧＧ和２６．９％

的５′－ＴＴＮ能影响到基因，基本覆盖了全部４３４６４
个基因（表３）。其中，ｃｈｒ０６上 ＩＤ为１１４８２５４４８的
基因含 ５′－ＮＧＧ最多，有 １４６２０个；ｃｈｒ１６的
１１４８２２３９１（表 示 基 因 ＩＤ，下 同）和 ｃｈｒ０９的
１１４８２７２０８基因不含５′－ＮＧＧ。ｃｈｒ０６的１１４８２５４４８
基因含 ５′－ＴＴＮ最多，有 ３６０６９个；ｃｈｒ１６的
１０８１６９７８６、 ｃｈｒ１２ 的 １０８１７４９５７、 ｃｈｒ１１ 的

１０８１７４６９６、ｃｈｒ０２的１１４８２３８３２、ｃｈｒ０３的１１４８２４２８９
和１０８１７１５０５基因都不含５′－ＴＴＮ。

在线粒体中，１５．６％的５′－ＮＧＧ能作用于全部
７０个基因，１３．５％的５′－ＴＴＮ覆盖了９８．６％的基因
（表３）。其中，ＩＤ为１３６３０１９４的基因含５′－ＮＧＧ
最多，有１１８６个；１３６３０２３９（１２１８９２～１２１９１３位
点）和１３６３０２２９基因含５′－ＮＧＧ最少，只有５个。
１３６３０１９４基因含 ５′－ＴＴＮ最多，有 １３３７个；
１３６３０２３９基因（１２１８９２～１２１９１３位点）不含５′－
ＴＴＮ。与各染色体相比，线粒体中属于基因间隔的
ＰＡＭ占比明显更大（表３）。
２．４　靶序列的重复簇

苹果的ＣＲＩＳＰＲ靶序列有大量重复，共计１５种
重复簇（表４）。其中，重复序列只属于染色体基因

表３　带有５′－ＮＧＧ或５′－ＴＴＮ的基因在苹果中的分布

序列

名称

基因数量

（个）

带有

５′－ＮＧＧ
的基因数量

（个）

带有５′－
ＴＴＮ的基因
数量

（个）

属于基因

范畴的

５′－ＮＧＧ
在总量中的

占比（％）

属于基因

范畴的

５′－ＴＴＮ
在总量中

的占比（％）

ｃｈｒ０１ ２０４８ ２０４８ ２０４８ ２７．４ ２５．４
ｃｈｒ０２ ２７２３ ２７２３ ２７２２ ３２．６ ３０．３

ｃｈｒ０３ ２５２７ ２５２７ ２５２５ ２９．９ ２８．２
ｃｈｒ０４ ２１５８ ２１５８ ２１５８ ２９．４ ２７．２
ｃｈｒ０５ ３０９７ ３０９７ ３０９７ ２９．２ ２７．５

ｃｈｒ０６ ２０７４ ２０７４ ２０７４ ２６．０ ２４．２
ｃｈｒ０７ ２６４８ ２６４８ ２６４８ ３１．７ ２９．４
ｃｈｒ０８ ２１１３ ２１１３ ２１１３ ２９．７ ２７．６

ｃｈｒ０９ ２６０１ ２６００ ２６０１ ２９．５ ２７．９
ｃｈｒ１０ ２９９８ ２９９８ ２９９８ ２８．９ ２７．０

ｃｈｒ１１ ２７１７ ２７１７ ２７１６ ３０．９ ２８．７
ｃｈｒ１２ ２２７３ ２２７３ ２２７２ ２９．０ ２６．８
ｃｈｒ１３ ２４５１ ２４５１ ２４５１ ２３．９ ２２．２

ｃｈｒ１４ ２１５９ ２１５９ ２１５９ ２８．４ ２５．７
ｃｈｒ１５ ３８９４ ３８９４ ３８９４ ２９．４ ２７．１
ｃｈｒ１６ ２４６７ ２４６６ ２４６６ ２５．８ ２３．９

ｃｈｒ１７ ２５１６ ２５１６ ２５１６ ３０．７ ２８．２
基因组 ４３４６４ ４３４６２ ４３４５８ ２９．０ ２６．９

线粒体 ７０ ７０ ６９ １５．６ １３．５

的簇划入 ｒｅｐｅａｔ１，只属于染色体基因间隔的为
ｒｅｐｅａｔ２，只属于线粒体基因的为 ｒｅｐｅａｔ４，只属于线
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粒体基因间隔的为 ｒｅｐｅａｔ８，ｒｅｐｅａｔ１５是重复的靶序
列同时出现在上述 ４个区域中。可以发现，带有
５′－ＮＧＧ的靶序列，染色体基因的６４８条与线粒体
基因中的６２０条重复；带有５′－ＴＴＮ的靶序列，染色
体基因中的１０３８条与线粒体基因中的９６６条重复
（表４，ｒｅｐｅａｔ５、７、１３、１５）。只属于染色体基因的，带

有５′－ＮＧＧ的重复靶序列共有３８８３５８３条，带有
５′－ＴＴＮ的重复靶序列共有 ８４７１４９６条（表 ４，
ｒｅｐｅａｔ１、３、５、９、７、１１、１３、１５括号中的数字）；而在线
粒体基因中，这 ２个数值分别为 ９８０、１０８７（表 ４，
ｒｅｐｅａｔ４、５、６、１２、７、１３、１４、１５括号中的数字）。

表４　苹果靶序列的数量

重复簇

类别

带有５′－ＮＧＧ的靶序列数量 带有５′－ＴＴＮ的靶序列数量

ｃｈｒＩ ｃｈｒＯ ｍｔＩ ｍｔＯ ｃｈｒＩ ｃｈｒＯ ｍｔＩ ｍｔＯ

ｒｅｐｅａｔ１ １８７５６８３
（１８７５６８３）

０ ０ ０ ４０２３２６０
（４０２３２６０） ０ ０ ０

ｒｅｐｅａｔ２ ０ ６３４４８２１
（６３４４８２１）

０ ０ ０ １７１１６３９２
（１７１１６３９２）

０ ０

ｒｅｐｅａｔ４ ０ ０ ６７０（６７０） ０ ０ ０ ７５１（７５１） ０

ｒｅｐｅａｔ８ ０ ０ ０ ７３７（７３７） ０ ０ ０ １０５４（１０５４）

ｒｅｐｅａｔ３ ２６８７８５８
（２００７４４６）

１０６６７６８８
（１０２２７４２３）

０ ０ ６２５０４９１
（４４４７３５２）

２６８７５１９２
（２５７２４０３５）

０ ０

ｒｅｐｅａｔ５ ４３４（６３） ０ ４２９（５６） ０ ６９９（１４６） ０ ６８５（１２２） ０

ｒｅｐｅａｔ６ ０ １６１６（４２４） １４９４（２０８） ０ ０ ２５６９（８４７） ２１８３（１７４） ０

ｒｅｐｅａｔ９ １３７１（１８３） ０ ０ １２９９（５０） ２１７８（２６１） ０ ０ ２１０８（１２２）

ｒｅｐｅａｔ１０ ０ ７１９９（１９６６） ０ ６３３８（３８８） ０ １３６７８（４３５７） ０ １１５８３（６９３）

ｒｅｐｅａｔ１２ ０ ０ １１０（１２） １０４ ０ ０ １９１（３０） １７７（２）

ｒｅｐｅａｔ７ １９２（５８） ２２６（１０５） １６６（２２） ０ ２９０（１１３） ３１５（１３４） ２３４（１０） ０

ｒｅｐｅａｔ１１ ５５２（１４６） ６５３（２８８） ０ ４７２（２７） １１１９（３６０） １３６１（７１３） ０ ８９５（４３）

ｒｅｐｅａｔ１３ １１（２） ０ １２（４） １０ ３３（４） ０ ３１ ３１

ｒｅｐｅａｔ１４ ０ ４２（２３） ３０（２） ３３（６） ０ ９１（５３） ６０ ７９（３０）

ｒｅｐｅａｔ１５ １１（２） １６（９） １３（６） １４（５） １６ ２８（２２） １６ ２１（７）

单一序列 ９４３６６５９ １７３４１９１２ ４３４４ ３０１９１ ２４０８３８７８ ４９２５４０７８ ５２２０ ４３９７１

　　注：ｃｈｒＩ表示染色体基因区域；ｃｈｒＯ表示染色体基因间隔区域；ｍｔＩ表示线粒体基因区域；ｍｔＯ表示线粒体基因间隔区域；括号中的数字表

示同一区域内重复靶序列的数量。

２．５　基因可编辑度
在苹果各染色体中，带有５′－ＮＧＧ的单一靶序

列数量为２６７７８５７１，其中属于基因的有９４３６６５９，
其余都处于基因间隔中；带有５′－ＴＴＮ的单一靶序
列数量为 ７３３３７９５６，属于基因的有 ２４０８３８７８
（表４）。ＳｐＣａｓ９对 ｃｈｒ０４上的１０３４３２８０５基因有最
高的可编辑度，为 ０．２２６，含有 ＰＡＭ 最多的
１１４８２５４４８基因的可编辑度仅为０．０２０（图３）；另有
３７２个基因的可编辑度为０。ＦｎＣｐｆ１对 ｃｈｒ０８上的
１１４８２６６８１基因有最高的可编辑度，为０．３４４，含有
ＰＡＭ最多的１１４８２５４４８基因的可编辑度仅为０．０４９
（图３）；另有３０５个基因的可编辑度为０。

在线粒体中，带有５′－ＮＧＧ的单一靶序列数量
为３４５３５，属于基因的有４３４４；带有５′－ＴＴＮ的单
一靶序列数量为 ４９１９１，属于基因的有 ５２２０

（表４）。ＳｐＣａｓ９对１３６３０２３９基因（１２１８９２～１２１９１３
位点）可能有最高的可编辑度，为０．２２７，含有 ＰＡＭ
最多的１３６３０１９４基因的可编辑度为０．０９２（图３）；
有４个基因的可编辑度为 ０。ＦｎＣｐｆ１对 １３６３０２１６
基因可能有最高的可编辑度，为 ０．２２４，含有 ＰＡＭ
最多的１３６３０１９４基因的可编辑度为０．０９５（图３）；
有６个基因的可编辑度为０。
２．６　Ｃａｓ蛋白的编辑互补

苹果中的大多数基因可同时被２种Ｃａｓ蛋白编
辑，分别具有不同的可编辑度搭配（图３）。可编辑
度为０的基因在全部基因中的占比较小，在各 ＤＮＡ
序列上均有分布；其中，ｃｈｒ０４上的数量最多，有６６
个不能被 ＳｐＣａｓ９编辑、有６２个基因不能被 ＦｎＣｐｆ１
编辑（图４）。经过筛选，共有２３７个（０．５％）染色体
基因、２个（２．９％）线粒体基因能被１种Ｃａｓ蛋白编
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辑，填补了另一种 Ｃａｓ蛋白留下的编辑空白（图４，
ｐａｒｔⅠ、ｐａｒｔⅢ）；共有２２０个染色体基因（０．５％）、４
个（５．７％）线粒体基因不能被任一种 Ｃａｓ蛋白编

辑，即２种 Ｃａｓ蛋白同时留下编辑空白，没有互补
（图４，ｐａｒｔⅡ）。

３　讨论

作为重要的基因编辑工具［２３］，ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系
统在苹果基因组中有较好的整体适用性，主要表现

在３个方面。一是有数量可观的 ＰＡＭ分散在苹果
ＤＮＡ序列的各个角落，出现频率很高，平均间隔很
短。二是Ｃａｓ蛋白的作用位点几乎覆盖了所有基
因，个别不能被 ＳｐＣａｓ９识别的基因却含有 ＦｎＣｐｆ１
的识别位点，反之亦然。三是拥有单一靶序列的基

因占大多数，９９．５％的染色体基因和９４．３％的线粒
体基因都能至少被其中１种 Ｃａｓ蛋白编辑。苹果
ＤＮＡ序列的测序结果表明，ＡＴ碱基的含量高于 ＣＧ
碱基［２０－２１］，导致 ５′－ＴＴＮ的数量远超 ５′－ＮＧＧ、
５′－ＴＴＮ的出现频率更高、带有５′－ＴＴＮ的单一靶

序列数量更多，也就是说Ｃｐｆ１在苹果基因编辑中有
更大的可挖掘潜力。

各染色体的ＰＡＭ密度、组成和出现频率几乎一
致，可视作苹果基因组的整体特征之一。虽然也存

在于苹果细胞中，但线粒体通常被认为是有益的共

生生物［２４］，其ＤＮＡ不被计入基因组；这一点在本研
究中也有突出体现，即与染色体的同项数据相比，

线粒体都有明显差异。目前，对苹果线粒体基因的

编辑还未见报道，其操作过程是否与基因组相同还

需要更深入的研究验证，在本研究中仅是预测性的

初步探讨；且线粒体 ＤＮＡ体量小、基因少［２０］，对基

因组编辑的影响不大，在特定环境中可不做考虑。

叶绿体也有类似情况［２５］，可在条件成熟时进一步研

究讨论。
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已有的测序结果含有未知碱基，在数亿碱基的

苹果ＤＮＡ序列中比例微小，对多项计算结果的影响
可忽略不计［２０－２１］。但如果２个ＰＡＭ之间存在未知
碱基且结合上下游无法判断是否存在另一个 ＰＡＭ，
就在确定ＰＡＭ频率时摒弃这２个 ＰＡＭ的间距，避
免出现超长间距的同时，也保证了是在计算相邻２
个ＰＡＭ的间距。对比人类基因组取间距中值作为
ＰＡＭ的出现频率，本研究也采用了同样的取值方
法；苹果基因组平均间隔７ｂｐ碱基就有 １个 ５′－
ＮＧＧ，频率高于人类基因组的８ｂｐ［１０］。

一般，判断ＰＡＭ是否属于基因依据的是其位点
是否在基因起止位点间，临近基因边缘的ＰＡＭ就有
可能实际作用到了间隔区。不同于此，本研究将判

断依据改进为剪切位点是否在基因起止位点间，既

避免了上述问题，也充分挖掘了隐藏的基因 ＰＡＭ。
在此基础上截取的靶序列都具有明确的基因归属。

靶序列的长度按常规被设定为２０ｎｔ，初步分析了因
序列重复导致的脱靶情况；根据序列越短重复率越

高的共识，可适当增加靶序列的长度提高基因的可

编辑度。此外，脱靶的原因还包括相似匹配和种子序

列的长度［１１］，可在未来的研究中做更深入的分析。

基因可编辑度与单一靶序列的数量成正比，与

基因自身的长度成反比，表示的是单位长度内含有

的备选靶序列密度。可编辑度为０的基因，小部分
是因为不含有ＰＡＭ，大多数是在屏蔽了重复靶序列
后，备选数量为０。本研究采用了较严格的屏蔽标
准，凡是在苹果ＤＮＡ序列中出现的重复靶序列均计
入重复簇；重复簇的类别划分较细，１５个类别涵盖
了靶序列所在４个区域的所有搭配，方便在试验设
计时有侧重地取舍。在苹果全部基因中，２种 Ｃａｓ
蛋白都有占比很小的编辑盲区，ＦｎＣｐｆ１要好于
ＳｐＣａｓ９。盲区重叠的部分所含的２２４个基因不适宜
使用这 ２种 Ｃａｓ蛋白编辑，可考虑换用识别不同
ＰＡＭ的其他 Ｃａｓ蛋白；其中超过半数的基因（１３９
个）编码多种ＲＮＡ，通常在实际研究中较少涉及到。

在Ｐｅｒｌ脚本的帮助下，各步骤的运算结果都在
文本文件中详细列表构成了信息库，可直接打开查

询感兴趣的信息；也可导入数据库加以专业化的管

理和维护，成为网络服务平台的构建基础，这是开

展下一步研究的一个重要方向。
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西藏牦牛肠出血性大肠杆菌ＨＰＩ基因调查及耐药性分析
卢姊豪，贡　嘎，常　攀，武　琦，李天骄，吴　丹，罗润波，索朗斯珠

（西藏农牧学院动物科学学院，西藏林芝８６００００）

　　摘要：为明确西藏牦牛源肠出血大肠杆菌强毒力岛（ＨＰＩ）基因以及ＥＳＢＬｓ耐药基因携带情况，复壮笔者所在实验
室保存的１４株牦牛源肠出血性大肠杆菌，采用麦康凯培养基和伊红美蓝培养基进行筛选，镜检确定复壮成功后，应用
ＰＣＲ方法检测ＨＰＩ携带情况，并对ＨＰＩ相关毒力基因进行克隆与序列分析，测序结果同时采用Ｋ－Ｂ纸片法对被检菌
株进行药敏试验和ＥＳＢＬｓ表型检测，最后应用ＰＣＲ方法进行ＥＳＢＬｓ耐药基因检测。结果显示，１４株被检菌株中 ＨＰＩ
标志性基因ｆｙｕＡ的携带率最高，达４２．８６％（６／１４），其次分别为 ｙｂｔＡ、ｉｒｐ２和 ｉｒｐ８基因，携带率均为２１．４３％（３／１４），
ｉｒｐ３携带率为１４．２％（２／１４），而未检测到ｉｒｐ５阳性基因。分离菌株对青霉素、苯唑西林、氨苄西林、头孢氨苄、头孢唑
林、头孢拉定、阿米卡星的耐药率均≥５７．１４％，对派拉西林、羧苄西林、头孢他啶、环丙沙星耐药率均 ≥２１．４３％，并存
在多种耐药现象，耐药谱集中在３～１０耐，其中６耐菌株最多，有５株，其次为８耐３株、７耐２株，１０耐、９耐、５耐和３
耐均１株。对被检菌株进行１４种ＥＳＢＬｓ类基因检测，结果发现被检菌株只携带１种ＥＳＢＬｓ类基因，为ｂｌａＴＥＭ基因，携

带率２１．４３％（３／１４）。综上，西藏牦牛源肠出血性大肠杆菌中存在ＨＰＩ基因。对常用抗菌药产生较高的耐药性并存
在多种耐药现象，但对ＥＳＢＬｓ类药物具有较高的敏感性。
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　　目前，出血性大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥＨＥＣ）是６种大肠杆菌中重要的食
源性病原菌，给食品健康带来前所未有的挑战。牛

源ＥＨＥＣ是引起人类大肠杆菌病的主要来源之一。
据报道，国外健康牛以及牛肉中分离出 ＥＨＥＣ（Ｏ４６
血清型）并给人类健康带来一定的危害［１－２］。赵燕

娟等２０１９年从西藏牦牛体内分离鉴定出牦牛源肠
出血性大肠杆菌并确定主要毒力基因为 ｅｈｘＡ［３］，提
示西藏牦牛群中确实存在肠出血性大肠杆菌。

强毒力岛（ｈｉｇｈｐａｔｈｏｇｅｎｉｔｉｃｉｔｙｉｓｌａｎｄ，ＨＰＩ）也称
为耶尔森菌强毒力岛。它的核心基因主要有６种，
分别为 ｆｙｕＡ、ｉｒｐ２、ｉｒｐ８、ｉｒｐ５、ｙｂｔＡ和 ｉｒｐ３组成，其中
ｉｒｐ２和ｆｙｕＡ是 ＨＰＩ基因簇的核心基因［４］。耶尔森

菌强毒力岛在大肠杆菌和耶尔森菌之间进行水平

传播的相关报道很多，并与致病性大肠杆菌的毒力
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