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　 　 【摘要】 　 工程菌,即改造的肠道微生物,合成生物学利用各类编辑工具和回路设计控制其行为,
对机体产生特定的影响,从而在代谢性疾病的治疗中精准发挥作用。 对于代谢性疾病,包括糖尿病、
肥胖、高脂血症、高尿酸血症、高氨血症及苯丙酮尿症,已有研究成功构建相关工程菌,通过分泌特定

的治疗因子,能够针对疾病的发病机制对机体产生有益影响,有少量研究已进入临床试验。
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【Abstract】 　 Engineering

 

bacteria,
 

that
 

is,
 

modified
 

intestinal
 

microorganisms,
 

use
 

various
 

editing
 

tools
 

and
 

circuit
 

design
 

to
 

control
 

their
 

behavior,
 

and
 

have
 

a
 

specific
 

impact
 

on
 

the
 

body,
 

so
 

as
 

to
 

play
 

a
 

pre-
cise

 

role
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

metabolic
 

diseases.
 

For
 

metabolic
 

diseases,
 

including
 

diabetes,
 

obesity,
 

hyper-
lipidemia,

 

hyperuricemia,
 

hyperammonemia
 

and
 

phenylketonuria,
 

related
 

engineering
 

bacteria
 

have
 

been
 

successfully
 

constructed.
 

By
 

secreting
 

specific
 

therapeutic
 

factors,
 

engineering
 

bacteria
 

can
 

have
 

beneficial
 

effects
 

on
 

the
 

body
 

according
 

to
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

diseases.
 

A
 

small
 

number
 

of
 

studies
 

have
 

entered
 

clinical
 

trials.
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1　 工程菌

工程菌,经合成生物学改造的新型微生物,选择

合适的底盘菌株,利用生物元件,设计基因路线,改
造其成为能持续在特定部位,表达目标因子,发挥特

定作用或者参与宿主代谢的菌株。
 

首先,底盘菌株是非致病性、易于遗传操作的,
最理想的是天然适用于要发挥作用的部位。 既往研

究中,学者将健康个体微生物群的天然细菌菌株用

于治疗患者,包括乳酸菌、大肠杆菌等,实践检验可

知,在工程菌的构建开发中这些菌株是合适的底盘

选择[1] 。 改造过程主要利用两大手段,一为编辑工

具,二为回路设计。 构建工程菌常用的肠道微生物,
均已有相对成熟的编辑工具。 如:改造乳酸杆菌时,

常使用 pWV01、 pSH71、 pAMβ-1 等穿梭质粒[2-3] 。
工程菌基因回路的工作机制可简单概括为:感应元

件感应信号,开启下游相应开关,计算元件处理信

号,操控细菌行为,报告元件则主要为下游目的蛋白

的表达。
相较于传统药物,工程菌的优势明显。 一是可

产生多种治疗因子,治疗一种或多种疾病;二是只出

现在病灶组织附近,可实现用量的最小化,减少副作

用;三是能持续地产生,相当于延长作用时间,产生

更优疗效[4] 。
2　 工程菌与代谢性疾病

2. 1　 工程菌与糖尿病　 糖尿病的治疗是涉及饮食、
运动、血糖监测、糖尿病自我管理教育和药物治疗在
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内的综合性策略。 在药物治疗上,2 型糖尿病的药

物主要有磺脲类、格列奈类、二肽基肽酶Ⅳ抑制剂、
双胍类、噻唑烷二酮类、α-糖苷酶抑制剂、钠-葡萄糖

共转运蛋白 2 抑制剂和胰岛素;1 型糖尿病的药物

除了传统的口服药物和胰岛素外,胰岛移植、免疫治

疗也有不俗疗效[5] 。 与上述药物相比,新兴的工程

菌治疗的针对性强、副作用小,可避免注射引起的疼

痛,也具有极大的应用优势。
1 型糖尿病是由自身免疫反应所致的生产胰岛

素细胞被破坏而引起的。 针对发病机制,抗原特异

性方法在有效安全恢复免疫耐受方面有极大潜力,
而口服蛋白抗原是诱导耐受性的首选方法。 研究者

设计了一种用于治疗 1 型糖尿病的人肠道乳酸球菌

菌株。 经修饰的乳酸球菌能够分泌完整的胰岛素原

自身抗原和具有生物活性的免疫调节细胞因子白细

胞介素-10( Interleukin-10,IL-10),与低剂量非特异

性免疫调节剂抗 CD3 进行联合给药治疗。 结果显

示,与对照组相比,实验组 59%的非肥胖糖尿病小

鼠的自身免疫性糖尿病得到稳定恢复[6] 。 在另一

项研究中,研究者将乳酸球菌构建成含有表达人

GAD65370-575 自身抗原和抗炎细胞因子 IL-10 的质

粒。 将其口服给药于新近发病的非肥胖糖尿病小

鼠,在治疗的前 4
 

d 还给予全身性的低剂量抗 CD3。
结果显示,治疗后的小鼠显示出 67% 的糖尿病逆

转,并在治疗终止后保持 8 周。 由此可知,所构建工

程菌的使用恢复了 1 型糖尿病患者对 β 细胞特异

性抗体的免疫耐受[7] 。
胰高血 糖 素 样 肽-1 ( glucagon-like

 

peptide-1,
 

GLP-1)可调节葡萄糖代谢平衡。 有研究表明,其全

长形式 GLP-11-37 可刺激大鼠和人肠上皮细胞向胰

岛素分泌细胞转化。 在 Duan 等[8] 的研究中,将加

氏乳酸杆菌 ATCC
 

33323( L) 转化为分泌 GLP-11-37

的菌株。 实验结果显示:饲喂 GLP-11-37 分泌细菌的

糖尿病大鼠的胰岛素水平显著升高,葡萄糖耐受性

显著增强
 

。 另有研究者将分泌 GLP-11-37 的细菌应

用于链脲佐菌素诱导的 1 型糖尿病大鼠,结果显示:
饲喂 50

 

d 后的糖尿病大鼠与对照组相比,有更高的

胰岛素水平和糖耐量[9] 。 此外,含 GLP-1 的乳酸球

菌也用于 2 型糖尿病的治疗中[10] 。 携带编码

GLP-1 质粒载体的工程乳酸杆菌被口服给药于

Zucker 糖尿病肥胖大鼠,胰腺 β 细胞系 HIT-T15 的

胰岛素分泌被显著刺激,并且在给药后 2 ~ 11
 

h 内

血糖水平降低。 虽然用于治疗糖尿病的细菌工程在

动物模型方面取得了很大进展,但目前报道的临床

试验很少。
2. 2　 工程菌与肥胖　 由各项研究可知,适当改变肠

道微生物群可能是长期预防和治疗肥胖的新策略。
改善肠道微生物群的一种潜在策略是,加入基因改

造的细菌,表达治疗因子,增加饱腹感和对脂肪引发

的负反馈信号的敏感性。
N-酰基乙醇酰胺 ( N-acylethanolamides, NAEs)

是已知的饱腹感分子,N-酰基磷脂酰乙醇胺( N-ac-
yl-phosphatidylethanolamines,NAPEs) 是它的前体物

质,肠道中 NAPEs 的生物合成可以减少食物摄入

量[11] 。 据观察,在肥胖个体中 NAPEs 的产生减少。
Chen 等[12] 开发了一种表达 NAPEs 的大肠杆菌

Nissle1917( EcN) 菌来补偿这种减少。 改造后的

EcN 在拟南芥中获得了表达At1g78690 基因的质粒,
该基因编码一种 N-酰基转移酶,可催化 NAPEs 的

合成。 在喂食高脂饮食的小鼠中,以 5×1012
 

CFU / L
饮用水的量添加该工程菌 8 周,与对照组小鼠相比,
实验组小鼠的体重增加量和脂肪堆积减少。 给药结

束后,改良 EcN 的这种调节作用维持了 6 周,这表

明活性合成菌疗法在肥胖症的治疗中有希望。
2. 3　 工程菌与高脂血症　 高脂血症可引发冠心病、
脑血管病及胰腺炎等多种疾病,降脂对这些相关疾

病的治疗至关重要,临床上主要依靠生活方式干预

和口服调脂药物进行控制。
研究表明,改造后的乳杆菌分泌 GLP-1 可整体

上改善胆固醇代谢,显著降低大鼠血清中的低密度

脂蛋白-胆固醇和甘油三酯,载脂蛋白 apoB-48 水平

也得到显著降低[13] 。 吡咯喹啉醌( pyrroloquinoline
 

quinone,PQQ)是一种强效抗氧化剂化合物,EcN 可

用于在机体内分泌输送 PQQ。 在体内结肠短链脂

肪酸( short-chain
 

fatty
 

acid, SCFAs) 水平的升高与

PQQ 紧密相关,PQQ 和 SCFAs 联合作用可改善高脂

血症[14] 。 Somabhai 等[15] 通过将果糖脱氢酶( fruc-
tose

 

dehydrogenase,FDH)和甘露醇脱氢酶( mannitol
 

dehydrogenase,MTLK)分别与运动发酵单胞菌( Zy-
momonas

 

mobilis) 编码的葡萄糖转运蛋白 GLF 结

合,对产生 PQQ 的 EcN 进行基因修饰,使其在肠道

中将果糖转化为 5-酮果糖和甘露醇。 结果发现,小
鼠体内的 SCFAs 和 PQQ 均出现上升,显著抑制了肝

脏甘油三酯和胆固醇水平的升高,也表明可抑制肝

脏脂肪变性的形成。
2. 4　 工程菌与高尿酸血症　 临床常用的降尿酸药
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物主要通过减少嘌呤产生和增加尿酸的排泄发挥作

用,但药物使用有限制、疗效不如人意或存在一定副

作用,而工程菌在增加尿酸排泄方面展示了很好的

疗效。
研究者利用重组技术,将短乳杆菌的 S 层蛋白

信号肽基因引入 UOX 基因的 N 端,该基因是指导尿

酸酶细胞外分泌的信号肽基因。 因此,在肠内定居

的表达尿酸酶的工程菌可分泌内源性尿酸酶[16] 。
肠道中的尿酸酶可将尿酸转化为尿囊素后随粪便排

出,既能降低肠道内尿酸重吸收回血液的水平,也促

进尿酸的排泄。 结果显示,表达尿酸酶基因的重组

大肠杆菌在高尿酸血症大鼠肠道中定植,相较于对

照组,该组大鼠血清尿酸水平显著降低,排泄物中尿

囊素含量显著升高。 结合大鼠的饮水量、摄食量、体
重变化、嗜酸性粒细胞计数和肠道组织病理学结果

分析可知,对高尿酸血症模型大鼠予重组尿酸酶基

因大肠杆菌工程菌灌胃未对其造成机体损害,均正

常生长。
2. 5　 工程菌与高氨血症　 高氨血症是由于参与尿

素循环的酶和转运蛋白的缺陷导致血液中氨含量过

高。 口服益生菌瑞士乳杆菌 NS8 菌株可缓解高氨

血症大鼠的认知下降和焦虑样行为,这表明用肠道

菌群从肠道中去除氨可作为高氨血症的潜在治疗方

法[17] 。
Shen 等[18]采用改造的菌群( ASF)治疗高氨血

症性脑病和神经毒性,ASF 是由 8 种肠道共生物组

成的联合体,ASF 的定殖能建立新微生物群,导致脲

酶活性和氨生成的降低。 将 ASF 移植到肝损伤小

鼠模型中,成功地降低了血氨水平,并改善了其存活

率和行为表现。 Kurtz 等[19] 改造 EcN,以产生能将

氨显著转化为 I-精氨酸的益生菌菌株 SYNB1020。
在该菌株中,编码负调节因子的基因 thyA 和 argR
被删除,以激活参与精氨酸生物合成和运输的几个

基因的转录。 此外,编码反馈抗性 N-乙酰谷氨酸合

酶的基因 argA215 被整合到基因组中以增强精氨酸

的生 物 合 成。 在 高 氨 血 症 小 鼠 模 型 中, 用

SYNB1020 可降低血氨水平并提高存活率至 50%。
该菌株被进一步推进到 1 期临床研究,并显示出剂

量依赖性活性。 最近,SYNB1020 已进入 1b / 2a 临

床试验阶段, 测试其安全性、 药效学和耐受性

(NCT03447730)。
2. 6　 工程菌与苯丙酮尿症 　 苯丙酮尿症( Phenyl-
ketonuria,PKU)是一种由苯丙氨酸羟化酶( Pheny-

alanine
 

hydroxylase,PAH) 缺陷引起的氨基酸代谢

病。 苯丙氨酸解氨酶 ( phenylalanineammonialyase,
PAL)

 

和 L-氨基酸脱氨酶(L-amino
 

acid
 

deaminase,
 

LAAD)能将苯丙氨酸转化,这两种酶有可能应用于

PKU 的治疗。
在一项研究中,携带 PAL 的工程罗伊乳酸杆菌

可降低 PKU 小鼠模型的血苯丙氨酸,且工程菌在治

疗后 8 个月从肠道中消失[20] 。 最近,有研究者将

PAL 和 LAAD 引入 EcN,构建出工程菌 SYNB1618,
被编程的益生菌株可分泌 PAL、LAAD 这两种在肠

道缺氧条件下被激活的酶。 与对照组相比, 用

SYNB1618 口服治疗 PKU 小鼠模型的血苯丙氨酸降

低 38%。 此外,给健康食蟹猴服用 SYNB1618 后,发
现其抑制了饮食诱导血苯丙氨酸的增加[21] 。 Crook
等[22]证明了在 PKU 的小鼠模型中使用工程 EcN 菌

株可使血苯丙氨酸降低达 50%,同时发现编码 PAL
的活性在体内是稳定的,工程菌的基因组或质粒没

有发生重大变化。 这种治疗目前正在临床试验

(NCT03516487)中,研究其安全性及药理学动力学,
以确定在人体内的有效剂量[23] 。
3　 工程菌应用的安全性

在安全性方面,目前选择的底盘菌株属于无毒

菌株,体内应用时是无害的。 重组 DNA 在染色体上

的稳定整合是最简单的减少基因流的方法,或是依

靠基于复制的条件起源的相互依赖的宿主-质粒平

台和缺陷生长等[24] 。 此外,工程菌必须有自己的遏

制策略,现有的生物封闭技术多数基于营养缺陷设

计。 在大肠杆菌菌株中插入特定的氨酰-tRNA 合成

酶,重新分配 UAG 来编码非标准氨基酸,将其整合

到必需蛋白的功能区,缺乏时因其不能用天然化合

物补充,工程菌株生存的必需基因无法表达,不能存

活[25] 。 另有封闭技术采用宿主细胞的功能元件,弥
补工程菌株的基因缺陷,使其只能在特定宿主细胞

中存活。 有研究探讨了开发工程菌作为药物的监管

考虑因素,提供评估其药代动力学和药效学特性的

策略,并考虑工程微生物的可制造性以及支持患者

需求的配方和剂量[26] 。 已有相关项目进入临床试

验,但仍须进一步的研究来检验保障其安全性。
4　 小结

工程菌作为一种新兴治疗手段,在研究者们的

探索单中占有一席之地。 上述代谢性疾病中,都已

在动物水平上构建工程菌并带来可见疗效,有项目

已进入临床试验。 工程菌,不仅在治疗上更具精准
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性,且可用于疾病诊断及病情监测,若能通过进一步

的研究解决改造环节中的生物安全问题,在未来将

有更大的发展,更多地应用于临床诊疗。
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