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Введение. Современные методы биоинформатики позволяют проводить поиск и анализ функционально 
важных участков в геноме. Одними из таких участков в геноме бактерий являются локусы CRISPR/Cas-
систем, выполняющих роль «адаптивной иммунной защиты» от чужеродных нуклеиновых кислот. Поиск 
и анализ структур CRISPR/Cas-систем в геномах плазмид и фагов предоставляет новую информацию об 
эволюции данных систем в бактериальных хозяевах.
Цель исследования: поиск структур CRISPR/Cas-систем в геноме плазмиды pCT281 штамма Bacillus thuring-
iensis subsp. chinensis CT-43 при помощи методов биоинформатики. 
Материалы и методы. Материалом для исследования являлся геном плазмиды pCT281 штамма B. thuringiensis 
subsp. chinensis CT-43, загруженный из базы данных RefSeq. Для идентификации cas-генов была использована 
программа MacSyFinder (ver. 1.0.5). Детекция CRISPR-кассет проводилась при помощи трёх приложений: CRIS-
PRFinder, PILER-CR, CRISPR Recognition Tool (CRT). Консенсусная структура повторов получена в WebLogo 3.
Результаты и обсуждение. В плазмиде pCT281 был выявлен один локус CRISPR/Cas-системы типа I-C. В данном 
локусе были идентифицированы две CRISRP-кассеты, между которыми расположена последовательность 
из четырёх cas-генов. В первой CRISPR-кассете зафиксированы последовательности 10 спейсеров размером 
от 32 до 35  пар нуклеотидов (п.  н.) и 11  повторов (32  п.  н.). Во второй CRISPR-кассете обнаружены 
последовательности 5 спейсеров (33–53 п. н.), разделённых шестью повторами по 32 п. н.
Выводы. Используемые биоинформационные методы позволяют эффективно проводить поиск структур 
CRISPR/Cas-системы в мобильных элементах генома. Наличие CRISPR-кассет и cas-генов в плазмиде pCT281 
может свидетельствовать о возможной передаче CRISPR/Cas-системы от бактериальной хромосомы 
данной плазмиде. Выявленные спейсерные последовательности CRISPR-кассет предоставляют информацию 
о фагах, с которыми данная бактерия встречалась. 
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Background. CRISPR/Cas systems loci are one of the functionally important patterns in bacterial genome which perform 
the role of “adaptive immune defense” from foreign nucleic acids. The study of CRISPR/Cas systems structure in genomes 
of plasmids and phages provide new information about the evolution of this systems in bacterial hosts.
Aims. A search of CRISPR/Cas systems structures in pCT281 plasmid from Bacillus thuringiensis subsp. chinensis strain 
CT-43 using bioinformatic methods.
Materials and methods. Search studies using bioinformatics methods were performed with the genome of pCT281 
plasmid of B. thuringiensis subsp. chinensis strain CT-43 from the RefSeq database. To search for the CRISPR/Cas sys-
tem structure MacSyFinder (ver. 1.0.5) and three combined algorithms were used: CRISPRFinder; PILER-CR; CRISPR 
Recognition Tool (CRT). The consensus repeat sequence was generated in WebLogo 3.
Results and discussion. In pCT281 plasmid we detected one locus of CRISPR/Cas system of the type I-C which contains 
2 CRISPR-cassettes and 4 cas-genes located between them. The CRISPR-cassette 1 includes 10 spacers from 32 to 35 
bp and 11 repeats 32bp in length. 5 spacers (33–35 bp) separated by 6 repeats 32 bp in length were detected in the 
CRISPR-cassette 2. 
Conclusions. The bioinformatic methods used in this study enable to conduct a search of CRISPR/Cas systems structures 
in plasmid genomes. The presence of the CRISPR-Cas locus in pCT281 plasmid confirms a possible transfer of this system 
from the nucleoid to this plasmid. The detected spacers provide information about phages this bacteria was encountered.
Key words: CRISPR/Cas-system, Bacillus thuringiensis subsp. chinensis CT-43, pCT281 plasmid, bioinformatic 

methods
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ВВЕДЕНИЕ

Методы биоинформатики всё шире применяются 
в различных областях биологии и медицины: при 
анализе данных высокопроизводительного секвени-
рования геномов, для предсказания пространствен-
ной структуры белков, при изучении фенотипических 
признаков организмов и т. д. Сегодня для решения 
конкретной биологической задачи уже рутинными 
процедурами стали обращение к базам данных ну-
клеотидных и белковых последовательностей, ис-
пользование компьютерных программ для обработки 
биологических данных [7]. Особенно активно ведутся 
исследования в области фундаментальной природы 
генетических свойств бактерий [14]. 

Грамположительные спорообразующие бакте-
рии вида Bacillus thuringiensis (Bt) обладают способ-
ностью продуцировать инсектицидные белки (также 
именуемые δ-эндотоксинами или Cry-токсинами) в 
виде кристаллических включений. Эти эндотокси-
ны оказались эффективными против многих видов 
насекомых, являющихся вредителями растений 
или переносчиками таких болезней человека, как 
лихорадка денге и малярия. Бактерии вида Bt также 
обладают уникальными свойствами, обеспечиваю-
щими выживание в различных стрессовых условиях, 
в том числе при встрече с чужеродными вирусными 
(бактериофагами) и плазмидными агентами [17, 
18]. Последнее является особенно интересным, по-
скольку в хромосоме штаммов Bt, представленных 
в базах данных CRISPRdb (http://crispr.u-psud.fr/
crispr/CRISPRdatabase.php) и CRISPI (http://crispi.
genouest.org), не было найдено системы CRISPR/
Cas, являющейся одним из механизмов иммунной 

защиты бактерий от чужеродных нуклеиновых 
кислот [11, 19]. 

За последние несколько лет были открыты мо-
лекулярные механизмы функционирования CRISPR/
Cas-систем (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats/CRISPR-associated proteins, или 
короткие палиндромные повторы, регулярно распо-
ложенные группами с CRISPR-ассоциированными бел-
ками) представляющих собой набор повторяющихся 
последовательностей (repeat) длиной 21–48  пар 
нуклеотидов (п.  н.), разделённых уникальными 
сайтами – спейсерами (spacer), комплементарными 
участкам фагов и плазмид, к которым данная бакте-
рия имеет иммунитет [4, 9, 20]. Функционирование 
CRISPR-локусов обеспечивается набором cas-генов, 
организованных в адаптационный и эффекторный 
функциональные модули, кодирующие субъединицы 
соответствующих комплексов. Адаптационный бел-
ковый комплекс добавляет новые спейсеры в CRISPR-
кассету. Эффекторный комплекс осуществляет рас-
познавание и уничтожение чужеродных генетических 
элементов. На основании организации эффекторного 
комплекса CRISPR/Cas-системы разделяют на два 
класса, пять типов и шестнадцать подтипов. Первый 
класс является самым распространённым (около 
90  % от всего разнообразия CRISRP/Cas-систем) и 
включает CRIPSR/Cas-системы, имеющие мульти-
белковый эффекторный комплекс. На основании его 
сигнатурных субъединиц (Cas3, Cas10, Csf1) первый 
класс разделён на три типа (Типы I, III, IV). У CRISPR/
Cas-систем второго класса (Типы II, V) эффекторный 
комплекс состоит из одного мультидоменного белка: 
Cas9 – у типа II, Cpf1 – у типа V [13]. Изучение разноо-
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бразия CRISPR-Cas локусов и механизмов их функци-
онирования лежит в основе разработки технологий 
направленного редактирования геномов прокариот 
и эукариот [8]. Поиск и анализ структур CRISPR/Cas-
систем в геномах плазмид и фагов является новым 
направлением в исследовании генетической природы 
формирования и развития данных систем в геноме 
бактерий.

Целью данной работы был поиск структур 
CRISPR/Cas-систем в геноме плазмиды pCT281 
штамма Bacillus thuringiensis subsp. chinensis CT-43 при 
помощи методов биоинформатики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования стал геном плазми-
ды pCT281 (NC_017203) штамма Bacillus thuringiensis 
subsp. chinensis CT-43 (NC_017208.1), загруженный 
из базы данных RefSeq. Бактериальный штамм был 
выделен в Китае и классифицирован как новый 
подвид B. thuringiensis subsp. сhinensis CT-43 [12]. Его 
геном представлен кольцевой хромосомой длиной 
5 486 830 пар оснований, кодирующих 6 105 белков. В 
цитоплазме штамма выявлено 10 кольцевых плазмид, 
самой крупной из которых является плазмида pCT281 
c размером генома 281 231 пар нуклеотидов (п. н.). 
В данной плазмиде обнаружено четыре ICP-гена: 
cry1Aa3 (CT43_P281270), cry1Ia14 (CT43_P281271), 
cry2Aa9 (CT43_P281278) и cry2Ab1 (CT43_P281265), 
– и один вегетативный ген инсектицидного белка 
vip3Aa10 (CT43_P281262).

Биоинформационный поиск элементов CRISPR/
Cas-систем был проведён с использованием ранее 
разработанного алгоритма, адаптированного для 
детекции данных структур в геноме плазмид [1]. 
Идентификацию CRISPR-ассоциированных генов 
проводили через белковый профиль исследуемого ге-
нома при помощи программы MacSyFinder (ver. 1.0.5), 
осуществляющей поиск гомологичных последова-
тельностей на базе программных пакетов HMMER 
(ver. 3.1) и makeblastdb (ver. 2.7.1) [2]. Для детекции 
и анализа структуры CRISPR-кассет использовали 
три приложения, основанные на разных алгоритмах 
поиска: CRISPRFinder; PILER-CR; CRISPR Recognition 
Tool (CRT) [3, 6, 10]. Выравнивание последователь-
ностей межспейсерных повторов и получение их 
консенсусной структуры было сделано в приложении 
WebLogo 3 [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При помощи использованных программ-
ных средств в плазмиде pCT281 штамма Bacillus 
thuringiensis subsp. chinensis CT-43 был выявлен один 
локус CRISPR/Cas-системы, отнесённой к типу  I 
подтипу  C. Впервые данный подтип систем был 
структурно и функционально охарактеризован у 
Bacillus halodurans [15]. Субъединицы адаптационного 
комплекса систем подтипа I-C кодируются генами 
cas1, cas2, cas4. В состав эффекторного комплекса 
входят продукты генов cas3, cas5d, cas7c, cas8c [13]. 
Размер найденного CRISPR-Cas локуса составил 
9303 п. н. Было обнаружено две CRISPR-кассеты, лока-
лизованные в позициях 175403–176089 п. н. (CRISPR-

кассета 1) и 183063–183424 п. н. (CRISPR-кассета 2). 
Между ними расположена последовательность cas-
генов: cas3, cas5d, cas8c и cas7c. Генов адаптационного 
модуля, обеспечивающего приобретение новых спей-
серов, в исследуемой плазмиде обнаружено не было. 

В результате программного поиска были выявле-
ны 11 межспейсерных повторов по 32 п. н. в первой 
CRISPR-кассете. Во второй CRISRP-кассете обнаружено 
6 повторов также по 32 п. н. (рис. 1). Между череду-
ющимися повторами в CRISRP-касссете 1 были иден-
тифицированы 10 спейсерных последовательностей 
с варьирующими размерами длин – от 32 до 35 п. н. 
В CRISRP-кассете 2 было идентифицировано 5 спей-
серных последовательностей (33–35 п. н.) (табл. 1). 

Рис.  1.  Консенсусная последовательность повторов в 
CRISPR-кассете  1 (I) и CRISRP-кассете  2 (II) 
плазмиды pCT281 штамма Bacillus thuringiensis 
serovar chinensis CT-43.

Fig. 1.  The consensus repeat sequence in the CRISPR-cassette 1 (I) 
and CRISRP-cassete 2 (II) of pCT281 plasmid from Bacillus 
thuringiensis serovar chinensis strain CT-43.

В 2017 году была опубликована работа L.E. Navas 
et  al. по анализу организации плазмиды pFR260 
(KX258624.1) из дикого штамма Bacillus thuringiensis 
INTA Fr7-4. В данной плазмиде был обнаружен ло-
кус CRISPR/Cas-системы типа I-C. В локусе найдено 
3 CRISPR-кассеты и 9 cas-генов: 3 гена адаптационного 
модуля (cas1, cas2, cas4) и 6 генов эффекторного модуля 
(cas3, cas8c, cas5d и три копии гена cas7c), характерных 
для систем данного типа. CRISPR-кассета 2 содержит 
10 повторов, разделённых 9 спейсерами по 33 п. н. 
Описание структуры повторов и спейсеров в данной 
кассете, а также информация об организации двух 
других CRISPR-кассет не были приведены. В работе 
также сообщалось о том, что гомологичная после-
довательность cas-генов была найдена в плазмидах 
ещё двух штаммов: pBT1850294 (NZ_CP014284.1) из 
B. thuringiensis Bt185 и pBTHD521-5 (NZ_CP010111.1) 
из B.  thuringiensis serovar indiana HD521 [16]. Одна-
ко структуры CRISPR-локусов в этих плазмидах не 
были описаны. Опубликованные данные по анализу 
структур CRISPR/Cas-систем в других плазмидах из 
B. thuringiensis к настоящему времени отсутствуют в 
известных базах данных научных публикаций. 

Согласно полученным результатам, отрабо-
танный биоинформационный алгоритм позволяет 
проводить поиск и анализ CRISPR/Cas-систем в 
геномах плазмид и фагов, связанных со штаммами 
вида B.  thuringiensis, а также рода Bacillus. Наличие 
в плазмиде pCT281 структур CRISPR/Cas-системы 
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может свидетельствовать о возможной передаче 
функции защиты бактерии от фаговой и плазмидной 
ДНК данной плазмиде. Также можно предположить, 
что CRISPR/Cas-система может горизонтально пере-
даваться при помощи плазмид другим видам бакте-
рий. Полученные данные о наличии локусов CRISPR/
Cas-системы в плазмидах важны для понимания роли 
мобильных элементов генома в эволюции штаммов 
Bacillus thuringiensis. Данная информация является 
важной для разработки платформы таргетной фаго-
вой терапии инфекционных заболеваний, вызывае-
мых патогенными типами бактерии.

ВЫВОДЫ

1. Используемые биоинформационные методы 
и разработанный алгоритм поиска позволяют 
выявлять структуры CRISPR/Cas-систем в геномах 
бактерий, а также в геномах плазмид и фагов.

2. Наличие CRIPSR-кассет и cas-генов в плазмиде 
pCT281 может свидетельствовать о возможной 
передаче локуса CRISPR/Cas-системы от бактериаль-
ной хромосомы данной плазмиде, а также о горизон-
тальной передаче CRISPR/Cas-систем в бактериаль-
ных сообществах.

3. Расшифрованные спейсерные последова-
тельности CRISPR-кассет в исследуемой плазмиде 
предоставляют информацию о протоспейсерах фагов 
и чужеродных плазмид, к которым данный бактери-
альный штамм имеет устойчивость. 
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