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[摘要] 目的 利用小鼠对2株大肠埃希菌工程菌Nissle1917和BW25113在肠道的定植能力与定植效率进行评价，
以筛选出肠道定植效率高的菌株，为后续利用成簇的规律性间隔的短回文重复序列 （clustered regularly
interspersed short palindromic repeats，CRISPR）及其相关蛋白（CRISPR associated protein，Cas）系统的工程
菌消减体内耐药菌的研究奠定基础。方法 每株工程菌的实验共取70只18～20 g的ICR小鼠，雌雄各半，操作时小
鼠区分性别并随机分为7个处理组，每组10只（6只实验，4只对照）。实验组灌胃2×1010个工程菌共200 µL，对照
组灌胃等体积的PBS。灌胃后1、3、6、12、24、48、72 h分别取小鼠的肠系膜淋巴结、胃、回盲部、结肠组织及
内容物，分别采用平板划线、荧光镜检和PCR法检测工程菌，比较Nissle1917和BW25113这2菌株在小鼠体内的定
植能力与效率。结果 灌胃后前6个时段（1、3、6、12、24、48 h）中，3种方法检测到2株菌在胃、回盲部、结
肠组织有定植，淋巴结未检到目标菌株；而72 h有且仅有Nissle1917菌定植于回盲部和结肠组织，Nissle1917和
BW25113两株菌的定植效率分别为100%和0。结论 Nissle1917菌定植效率高于BW25113菌，且能较长时间定植于
回盲部和结肠组织，提示其可作为防控耐药基因传播用CRISPR系统的备选载体菌。
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[ABSTRACT] Objective The colonization ability and efficiency of two Escherichia coli (E. coli)-engineered
strains, Nissle1917 and BW25113, in the intestine were evaluated in mice, we aimed to screen out strains for
subsequent research on clustered regularly interspersed short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-
associated protein (Cas) system-engineered bacteria to eliminate drug-resistant bacteria via high intestinal
colonization efficiency. Methods Seventy ICR mice (18 – 20 g), half male and half female, were randomly
divided into 7 treatment groups by gender, with 10 mice in each group (6 for experiment and 4 for control).
The experimental group was gavaged with 2×1010 of the engineered strains at a final volume of 200 µL, and
the control group was gavaged with an equal volume of PBS. At 1, 3, 6, 12, 24, 48, and 72 hours after gavage,
the mesenteric lymph nodes, stomach, ileocecal and colonic tissues, and intestinal contents of the mice
were removed. The two E. coli strains were detected using plate inoculation, fluorescence microscopy, and
PCR amplification to compare their in vivo colonization ability and efficiency. Results At 1, 3, 6, 12,
24, and 48 hours after gavage, both E. coli strains had colonized in the stomach, ileocecal and colonic
tissues as detected using the three methods, and no leakage of E. coli fluid from the lymph nodes was
observed; at 72 hours, only Nissle1917 colonized in the ileocecal and colonic tissues, comparing the
colonization efficiency of the two E. coli strains, that of Nissle1917 was 100% and that of BW25113 was 0 at
72 hours. Conclusion Nissle1917 has a higher colonization efficiency than BW25113 and can colonize in the
mucosal surface of ileocecal and colonic tissues for a long time, suggesting that it can be used as a carrier
for the CRISPR system to prevent and control drug resistance gene transmission.
[Keywords] CRISPR engineered Escherichia coli; Intestinal colonization capacity; Colonization

efficiency; ICRmouse

近十多年来抗生素的滥用使环境、动物及人体内

出现大量耐药基因，造就了多重耐药菌甚至超级细菌，

这一方面使抗生素的选择越来越受限，另一方面也导

致宿主和环境之间作用模式发生改变［1-2］。成簇的规

律性间隔的短回文重复序列 （clustered regularly
interspersed short palindromic repeats，CRISPR）及其相

关蛋白（CRISPR-associated protein， Cas）系统原本是

细菌中的一种适应性免疫系统，由CRISPR序列及多样

化的Cas蛋白组成，主要通过Cas蛋白特异性识别切割

外源基因获得免疫能力，进而阻止外源基因水平转

移［3-4］。基于这种能力，CRISPR/Cas系统在后基因组

时代成为了基因编辑和基因治疗的通用工具。对细菌

的基因工程而言，引入外源性CRISPR/Cas系统可以在

实现细菌自身基因组编辑的同时，催生出各种优良性

状的细菌并进行高效地工程菌育种［5］。其主要机制是

利用质粒转染 （类似遭受外源 DNA 入侵） 时，

CRISPR/Cas系统启动转录表达，CRISPR转录为前体

crRNA，再经核酸酶 CasE加工后形成成熟的 crRNA，

此时 crRNA/CasE复合体中的 CasE招募 CasA-D形成

Cascade复合体。在 Cas3的介导下，Cascade与外源

DNA上原型间隔区相结合，并在PAM位点附近切割靶

标DNA，从而导致靶标DNA降解，这种作用的结果是

CRISPR/Cas系统可以通过限制质粒的接合和转移而抑

制耐药菌的产生和扩散［6］，以及通过识别切割靶标即

抗生素耐药基因/毒力基因而恢复细菌对抗生素的敏感

性［7］。因此，CRISPR/Cas系统可以通过沉默耐药基因

抑制细菌耐药性，这可能成为一种有前景的根除耐药

菌的方法［8］。
大肠埃希菌（Escherichia coli，E.coli）作为一种构

造简单的原核生物，以其遗传背景清晰、易于培养、

生长繁殖快速、在肠道中易成为优势菌等优点成为如

今肠杆菌科原核工程菌的代表性菌株［9］。目前，将

CRISPR/Cas系统整合到大肠埃希菌的基因组上具有可

行性，而且用CRISPR/Cas系统靶向切割耐药基因的体

外实验已有较多报告，但体内实验的研究仍然是空白。

因此，如果能制备出CRISPR工程菌，在解决定植能力
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和定植效率的基础上，利用其能生长成优势菌的特性

来消减体内耐药菌，那么CRISPR/Cas系统将可能成为

未来耐药性生物防治的最佳选择。在评价CRISPR/Cas
系统的体内切割编辑与消减耐药基因的作用之前，本

课题组自行构建了带有CRISPR/Cas系统的大肠埃希菌

工程菌Nissle1917和 BW25113，然后以小鼠作为研究

对象，通过灌胃的方式建立 2种工程菌定植的实验模

型，最后以肠道内容物（粪便）及组织标本为检测样

本，参考文献［10-12］，分别采用平板培养法、实时

荧光定量 PCR法、绿色荧光蛋白（green fluorescent
protein，GFP）标记法来观察工程菌在体内的黏附定植

情况（这既是检测细菌在小鼠体内的定植能力与定植

效率的方法，也是工程菌种筛选的关键环节［13］），通

过评价定植效率为该工程菌的临床应用提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 试剂、仪器
试剂包括Green Taq Mix DNA聚合酶（Vazyme，货

号 7E49010）， DNA Marker DL2000 （TaKaRa，货号

AJG1332A）， LB 培养基 （青岛海博，肉汤货号

20200102， 琼 脂 货 号 20201218）， 氨 苄 青 霉 素

（ampicillin，AMP）（上海泽衡，货号 A818BA0026），
50×TAE Buffer（上海生化，货号B548101-0500），PBS
（浙江吉诺，货号 B2004Y-25），葡萄糖（国药集团，

分析纯，货号 20201105）。仪器包括荧光显微镜

（Leica DM2500）， PCR 仪 （EasyCycler Gradient 96），
分 析 天 平 （Sartorius， MSE2258-00TU）， 电 泳 仪

（BIO-RAD SD），凝胶成像系统（BIO-RAD XRS）。
1.2 实验菌株的来源、遗传改造的过程

用于本实验的大肠埃希菌BW25113的亲本菌来自

E. coli K12株，保留了 K12中的Ⅰ型 CRISPR/Cas系
统［14］，即含有CRISPR阵列和8个Cas蛋白，其所携带

的 pGLO质粒本身带有编码GFP的基因和Amp抗性基

因，以及参与 GFP表达的基因调控系统，这是本实

验所用工程菌的基本组成元件。其中，pGLO质粒

上的 GFP基因经钙转化后在阿拉伯糖诱导下方能

启动表达，由于体内环境中阿拉伯糖启动子可能

存在泄露表达，进而影响功能基因的表达，因此将

原阿拉伯糖启动子（pGLO-araC-GFP）替换成 J23100
组成型启动子，该启动子与pGLO载体通过连接酶作用

后得到pGLO-J23100-GFP新质粒，钙转化后该质粒成

为Nissle1917菌株的部分元件。2株菌的质粒图谱如图

1所示。Nissle1917菌株亲本虽自身没有自然携带

CRISPR系统，但它是一株能定植于宿主肠道，对免疫

疾病和胃肠道功能障碍有很好的治疗作用，并能繁殖

成为肠道优势菌的益生菌。因此本研究选用BW25113
和Nissle1917作为载体菌，构建出 pGLO-J23100-GFP
质粒，通过钙转化实验得到工程菌，作为评价体内定

植能力与效率的工具，由此结果来评价带有CRISPR/
Cas系统的优势大肠埃希菌工程菌在体内消减耐药性的

可能性。

2株工程菌均由浙江工业大学孙东昌课题组构建完

成，构建成功后进行了体外荧光检测，检测过程如下：

在处于对数生长期、5×1010 CFU/mL的工程菌原液中加

入PBS（pH 7.0），稀释至2×1010 CFU/mL后，将原液及

稀释液制片置于荧光显微镜下观察。体外测试合格后

的菌株进入体内试验阶段，根据研究目的最终筛选出

定植能力强的菌株。

1.3 实验动物与分组
SPF级 ICR小鼠，6～8周龄，雌雄各半，体质量

为 18～20 g，购自浙江省实验动物中心［SCXK（浙）
2019-0002］，质量合格证号为20220609Abzz0100018587
和 20220720Abzz0100018329。 将 上 述 2 株 工 程 菌

Nissle1917、BW25113分别给小鼠灌胃，依据GFP发光

特性及Amp抗性特征，分别采用平板划线、荧光镜检

和PCR法检测工程菌定植情况，从而比较 2株工程菌

在小鼠体内的定植能力和定植效率。每一株工程菌定

植实验均需使用 70只小鼠，按 1、3、6、12、24、48
和 72 h等 7个时间点进行灌胃的实验方案将它们随机

分为 7组，每组 10只，其中实验组 6只，对照组 4只，

每组雌雄数相等，每次单性别7组小鼠经过2 d的适应

期后进入正式实验阶段。动物实验在浙江省实验动物

中心（杭州医学院实验动物中心）屏障系统动物房

［SYXK （浙） 2019-0011］ 进行，饲养环境温度为

（23±3）℃，相对湿度维持在 40%~70%，光照保持明/
暗 12 h交替，用 60Co辐照的全价营养饲料喂养，自由

进食饮水。动物实验方案经浙江省实验动物中心实验

动物福利伦理委员会批准 （No. ZJCLA-IACUC-
20130001），取样前采用CO2麻醉，动物实验全程及相

关措施符合动物伦理。

1.4 大肠埃希菌选择性培养基制备
配制Amp溶液：称取1 g氨苄青霉素粉末置于15 mL

塑料离心管中，加入 10 mL去离子水充分混合使其溶

解；用 0.22 µm的滤膜过滤除菌后，将等份试样装于
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EP管内，在－20 ℃条件储存。Amp+ LB固体培养基：

依照培养基说明书（胰蛋白胨 10.0 g/L，酵母浸粉

5.0 g/L，氯化钠 10.0 g/L，琼脂 15.0 g/L）称取适量 LB
营养琼脂培养基倒入锥形瓶，加入对应量蒸馏水，置

于高温高压灭菌锅中 121 ℃ 20 min。灭菌后待冷却至

60 ℃以下加入Amp母液，使用质量浓度为 100 mg/L，
倒入无菌平皿，待凝固后将平板置于4 ℃保存备用。

1.5 饲料荧光干扰的排除
选取依照国家标准生产的商品化的小鼠饲料，研

磨至粉末状后取少量，滴加PBS后制片；同时用纯净

水配制 10%葡萄糖水，在荧光显微镜下观察饲料和葡

萄糖水的荧光情况，以此检验饲料是否会对本实验工

程菌的荧光观察造成干扰。

1.6 大肠埃希菌工程菌在小鼠体内定植方法的建立
实验前小鼠禁食 48 h（给予 10%葡萄糖水代替饲

料供能），然后将用于定植研究的处于对数生长期的大

肠埃希菌 5×1010 CFU/mL用PBS稀释至 2×1010 CFU/mL，

以200 µL剂量灌胃于实验组小鼠；对照组小鼠同时灌

胃相同体积的 PBS。以灌胃后 1、3、6、12、24、48、
72 h为时间节点对小鼠进行CO2麻醉后断颈处死，切开

腹部皮肤及肌层后，自胃起到结肠止，按顺序进行取

样。分别用灭菌手术剪、镊子、牙签等取出小鼠的肠

系膜淋巴结及胃、回盲部、结肠组织和内容物，用作

后续检测定植的样品。

1.7 平板划线法检测工程菌定植
肠系膜淋巴结及胃、回盲部、结肠内容物称重后

加入少量灭菌PBS稀释，淋巴结需匀浆处理。在酒精

灯下用已灭菌处理的接种环蘸取稀释液，划线接种至

Amp+ LB固体培养基中，将平板置于 37 ℃生化培养箱

中培养过夜，观察平板上菌落生长情况。于不同时间

节点，比较工程菌Nissle1917和BW25113在小鼠体内

各部位的存在状况。

1.8 荧光镜检法检测工程菌定植
肠系膜淋巴结加入灭菌 PBS匀浆，胃、回盲部、

注：J23100，组成型启动子；RBS，核糖体结合位点；GFP，绿色荧光蛋白表达基因（荧光报告系统元件）；Promoter，基因启动子；AmpR，
氨苄青霉素抗性筛选标记基因；araC，ara操纵子调节蛋白。
Note：J23100，constitutive promoter；RBS，ribosome binding site；GFP，green fluorescent protein expression gene（fluorescent reporter
system element）；Promoter，gene promoter；AmpR，ampicillin resistance selection marker gene；araC，ara operon regulatory protein.
图1 大肠埃希菌I型CRISPR-Cas系统结构示意（A）以及Nissle1917菌株中pGLO-J23100-GFP质粒图谱（B）和BW25113菌株中

pGLO-araC-GFP质粒图谱（C）
Figure 1 Structure of the E. coli I CRISPR-Cas system (A), plasmid profile of pGLO-J23100-GFP in Nissle1917 (B), and plasmid

profile of pGLO-araC-GFP in BW25113 (C)
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结肠部位组织用PBS稍稍冲洗，除去黏附在组织壁上

的残留内容物，减少组织上的干扰荧光。用眼科镊、

眼科剪取下相应的组织，手术刀刮取黏膜黏液后，平

铺在载玻片上，平均厚度 50 µm～1 mm，置于具有适

当滤光片的荧光显微镜下，在波长470 nm的激发光下

观察组织部位GFP标记的工程菌，利用LAS Core图像

分析软件处理保存图片。根据灌胃时长，比较组织黏

膜表面工程菌Nissle1917和BW25113的黏附情况，初

步判断工程菌在体内的定植时长及部位，以此评价菌

株定植能力。

1.9 PCR法检测工程菌的存在
组织样品通过加热煮沸法使得细菌细胞破裂，蛋

白质热变性沉淀释放出DNA，以此作为DNA模板；由

于 2株工程菌的质粒都携带 GFP基因，因此根据

GenBank（登录号U55763）中报告质粒GFP基因序列

设计出能扩增其条带的特异性上下游引物序列：GFP-
F为 5’-TTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGAT- 3’，GFP-
R为 5’-TTATTTGTAGAGCTCATCCAT- 3’，扩增片段

长度为 750 bp，引物由上海生工合成。PCR反应体系

（10 µL）：2×Green Taq Mix 5 µL，上下游引物各0.5 µL
（10 µmol/L），DNA模板 0.5 µL，ddH2O 3 µL。PCR扩
增条件：95 ℃预变性5 min；95 ℃变性30 s，55 ℃退火

15 s，72 ℃延伸 2 min，30个循环；72 ℃延伸 7 min。
通过1%琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物。

2 结果

2.1 灌胃前工程菌的检测与鉴定
体外检测结果发现：构建的 2株工程菌原液与稀

释液均能在荧光镜检下发出绿色荧光（图 2A、2B），
稀释液在荧光显微镜下放大一定比例后能看见绿色短

杆状菌体（图 2C），这表明工程菌体外测试合格，之

后可进入体内实验阶段。

2.2 饲料荧光排除及替代方法确定
对饲料及 10%葡萄糖水进行荧光镜检，发现饲料

均存在明显的绿色、红色和蓝色荧光（图2D～F），而

配制的 10%葡萄糖水未发现任何荧光（图 2G），因此

在实验禁食过程中选用 10%葡萄糖水代替饲料给小鼠

供能，维持小鼠正常生理活动。

2.3 平板划线法检测工程菌定植
将提取的肠系膜淋巴结、胃、回盲部、结肠内

容物稀释液划线接种至 Amp+ LB固体培养基并培养

24 h，平板上出现了圆形的乳白色菌落，表面光滑、

湿润且带光泽，边缘干净整齐［15］。1、3、6、12 h
这 4个时段下，Nissle1917与 BW25113这 2株菌主要

注：A，工程菌原液（×100）；B~C，工程菌稀释液（B，×100；C，×1 000）；D~F，饲料（D，绿荧光；E，红荧光；F，蓝荧光）（×200）；G，
10%葡萄糖水（×200）。
Note: A, Stock solution of engineered bacteria (100×); B-C, Dilution solution of engineered bacteria (B,×100; C, ×1 000); D-F, Green, red and
blue fluorescence in diet (×200); G, Fluorescence in 10% glucose water (×200)
图2 工程菌原液和稀释液以及饲料和10%葡萄糖水的荧光检测结果
Figure 2 Fluorescence in stock solution and dilution solution of E. coli engineered bacteria as well the diet and 10% glucose

water
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在平板上标记的胃、回盲部和结肠部位有菌落生长，

且长菌现象差异不明显。但 2株菌在 24、48、72 h
这 3个时间段中，平板上菌落生长现象出现变化

（图 3）：灌胃 24 h时 BW25113菌在胃、回盲部和结

肠部位长菌，而Nissle1917菌仅在回盲部和结肠部位

长菌；灌胃 48 h时 2株菌均在回盲部和结肠部位长

菌，胃部已无菌落生长；灌胃 72 h 时有且仅有

Nissle1917菌在回盲部和结肠部位长菌；除此之外，

肠系膜淋巴结匀浆后在Amp+平板划线，均没有出现

细菌生长。

2.4 荧光镜检法检测肠道组织工程菌黏附
为了更直接寻找工程菌，用荧光显微镜观察胃肠

道组织标本，发现灌胃后1、3、6、12 h前4个时段下

Nissle1917与BW25113菌均能在胃、回盲部和结肠组

织上观察到细菌黏附且差异不明显。但 2株菌在 24、
48、72 h后 3个时间段下细菌黏附现象出现变化（图

4）：灌胃24 h，2株菌在回盲部、结肠组织上都能看到

明显的细菌黏附；灌胃48 h，虽然2株菌在回盲部及结

肠组织均观察到细菌黏附，但相同视野下Nissle1917
菌能看到 90%左右的菌呈点状连片密集地黏附在组织

上，而BW25113菌仅出现1～2个零星黏附菌点，反映

出当下BW25113菌在盲结肠段存在情况已不明朗；灌

胃72 h，仅观察到Nissle1917菌在回盲部、结肠组织上

有片状、密集的细菌黏附，而BW25113菌未发现在任

何组织上有细菌黏附现象。

2.5 PCR法验证工程菌的定植
组织样品经沸水裂解后直接用作DNA模板；利用

特异性引物扩增GFP基因，以灌胃前的工程菌菌液作

为PCR结果的阳性对照。为比较 2株工程菌在灌胃较

长时段后盲结肠组织中是否仍有存在，选取了 24 h、
48 h、72 h这3个时段的实验小鼠回盲部及结肠组织进

行 PCR。PCR产物的电泳结果如图 5所示：实验组

DNA电泳出现目的条带（750 bp处）且较为清晰，阴

性对照组无条带显示。

结合工程菌 Nissle1917、BW25113的 PCR电泳结

果对比分析发现：24 h时的回盲部及结肠组织中都扩

增到2株菌的目的条带；48 h时的回盲部及结肠部位扩

增到Nissle1917菌的目的条带，而BW25113菌的目的

条带仅在回盲部扩增到；72 h时的回盲部、结肠组织

中仍能扩增到Nissle1917菌目的条带，但无法扩增到

BW25113菌目的条带。由此说明灌胃 72 h后，小鼠回

盲部及结肠组织中有 Nissle1917 菌存在而没有

BW25113菌。此外，肠系膜淋巴结及胃组织的PCR结
果均未产生2个菌株的目的条带。

2.6 2株工程菌定植能力和定植效率的比较
通过在 1、3、6、12、24、48、72 h这 7个时间节

注：A~C依次为灌胃后24 h、48 h、72 h的Nissle1917菌；D~F分别为灌胃后24 h、48 h、72 h的BW25113菌；1、2、3为工程菌实验组，4、5
为PBS对照组；同一平板左上、右上、左下、右下依次为肠系膜淋巴结、胃、回盲部、结肠。
Note: A-C, Nissle1917 at 24, 48, and 72 h after gavage, respectively；D-F, BW25113 at 24, 48, and 72 h after gavage, respectively ; 1, 2, and 3 are
engineered E. coli experimental groups; 4 and 5 are the PBS control groups; from the left to the right, and from the top to the bottom on the
same plate: mesenteric lymph nodes, stomach, ileocecal and colon tissues.
图3 Amp+平板检测2株工程菌在小鼠体内各部位的定植情况
Figure 3 Amp+ plate detection of the colonization of two E. coli strains inmouse tissues
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点分别采用以上 3种方法对胃肠道及肠系膜淋巴结部

位2株工程菌的定植能力比较，可以看出Nissle1917菌
在1～72 h胃肠道中都有定植，而BW25113在1～48 h胃
肠道有定植，72 h时胃肠道无定植，提示Nissle1917菌

的定植能力强于BW25113。对肠系膜淋巴结部位进行

检测，发现各时段下都不存在工程菌定植，说明实验

过程中工程菌并未在该部位造成外漏，表明小鼠肠系

膜淋巴结作为肠道免疫系统能起到较好的保护作用。

注：A， 灌胃后24 h回盲部Nissle1917；B， 24 h结肠Nissle1917；C， 24 h回盲部BW25113；D， 24 h结肠BW25113；E， 48 h回盲部
Nissle1917；F， 48 h 结肠 Nissle1917；G， 48 h 回盲部 BW25113；H， 48 h 结肠 BW25113；I， 72 h 回盲部 Nissle1917；J， 72 h 结肠
Nissle1917；K， 72 h回盲部BW25113；L， 72 h结肠BW25113。箭头示黏附的发光的细菌。
Note: A, Nissle1917 in the ileocecal area at 24 h; B, Nissle1917 in the colon at 24 h; C, BW25113 in the ileocecal area at 24 h; D, BW25113 in the
colon at 24 h; E, Nissle1917 in the ileocecal area at 48 h; F, Nissle1917 in the colon at 48 h; G, BW25113 in the ileocecal area at 48 h; H, BW25113
in the colon at 48 h; I, Nissle1917 in the ileocecal area at 72 h; J, Nissle1917 in the colon at 72 h ; K, BW25113 in the ileocecal area at 72 h; L,
BW25113 in the colon at 72 h. Arrows show attached glowing bacteria.
图4 荧光镜检法检测灌胃后24 h、48 h和72 h小鼠肠道组织中2株工程菌的黏附情况（×200）
Figure 4 Fluorescencemicroscopic detection of adhesion of 2 strains of engineered E. coli in the intestinal tissue of mice

at 24 h, 48 h, and 72 h after gavage (×200)

注：M，DNAmarker（DL2 000）；P，阳性对照（Nissle1917/BW25113）；N，阴性对照（PBS）；1-6泳道，灌胃24 h（1、3、5泳道为回盲部，
2、4、6泳道为结肠）；7-12泳道，灌胃48 h（7、9、11泳道为回盲部，8、10、12泳道为结肠）；13-18泳道，灌胃72 h（13、15、17泳道为回
盲部，14、16、18泳道为结肠）。
Note：M, DNA marker (DL2 000); P, Positive control (Nissle1917/BW25113); N, Negative control (PBS). Lanes 1–6: Gavage 24 h (lanes 1, 3
and 5 show ileocecal, lanes 2, 4 and 6 show colon); Lane 7-12: Gavage 48 h (lanes 7, 9 and 11 show ileocecal, lanes 8, 10 and 12 show colon);
Lane 13-18: Gavage 72 h (lanes 13, 15 and 17 show ileocecal, lanes 14, 16 and 18 show colon).
图5 工程菌Nissle1917和BW25113的PCR产物电泳
Figure 5 Electrophoresis of PCR products of Nissle1917 and BW25113
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根据 70只实验鼠体内工程菌定植结果进行统计，

结果显示：1～72 h内Nissle1917菌在胃、回盲部和结

肠的定植率均为 100%；而 1～48 h内BW25113仅在回

盲部和结肠定植，且在 48 h的定植率为 60%，在 72 h
时BW25113已无定植。图 6示 2株菌在 24～72 h的定

植效率，反映出工程菌 Nissle1917的定植效率高于

BW25113。

3 讨论

前期实验中本课题组摸索了Nissle1917、BW25113
两株工程菌在 ICR、BALB/c、C57BL/6三个品种品系小

鼠中的定植情况，发现各品种品系间小鼠体内荧光差

异不大。考虑到 2株菌后期将在农业畜禽及携带耐药

菌的人体推广应用，本研究选用了 ICR小鼠作为实验

动物，通过灌胃、检测，完成2株工程菌的定植实验。

Amp+平板划线法检测工程菌的结果显示，从灌胃这 2
株菌的小鼠中提取的胃肠道内容物在Amp+平板划线培

养后都能有菌落生长，但随着时间延长，二者在平板

上的长菌现象产生差异：Nissle1917菌灌胃 72 h后在

Amp+平板的回盲部及结肠标记处仍长出菌落，而此时

BW25113菌在Amp+平板的回盲肠及结肠标记处无长菌

痕迹。结果提示：Nissle1917菌可以较长时间定植于小

鼠盲结肠中；而BW25113菌随着小鼠体内代谢活动的

进行逐渐被清除，直至 72 h已无法定植，其定植能力

明显弱于Nissle1917菌。除此之外，肠系膜淋巴结匀

浆后在Amp+平板划线并没有出现细菌生长，表明 2株
菌未在肠系膜淋巴结处产生外漏，肠系膜淋巴结作为

肠道免疫系统可以很好地起到保护作用。

由于GFP表达可以直观显示工程菌在体内的代谢

过程，因此本研究利用荧光显微镜对小鼠肠道组织进

行了观察，以寻找工程菌踪迹。结果显示，Nissle1917
菌灌胃 72 h时能定植于盲结肠黏膜表面；而BW25113
菌灌胃 24 h后在小鼠肠道内，由于黏附不牢固而慢慢

脱落，从而随着代谢活动被排出体外。因此，

Nissle1917菌在小鼠体内的定植能力比BW25113菌更

强，Nissle1917菌在整个过程中逐渐成为小鼠肠道内的

一种优势菌，较稳定地黏附定植于回盲部及结肠组织。

此外，本研究在肠系膜淋巴结上未发现细菌黏附，再

次印证工程菌并未在肠系膜淋巴结处产生外漏，符合

实验预期。需要说明，GFP发光需激发光激发，动物

饲料及机体很多物质在受到激发光后同样产生荧光，

虽然在本实验中已做优化，将 10%葡萄糖水代替饲料

给小鼠供能，但仍有不可避免的非特异性荧光会干扰

工程菌检测。因此仅通过GFP标记还不能非常精准地

示踪到体内的工程菌，这也是运用此方法检测体内定

植的弊端。

PCR验证结果同样发现，Nissle1917菌在72 h回盲

部、结肠扩增到目的条带，而BW25113菌未扩增到，

且肠系膜淋巴结及胃组织PCR未产生条带。然而PCR
结果存在一定缺陷，不同时段的回盲部及结肠组织

PCR电泳出目的条带只能在一定程度上说明工程菌的

存在，但无法证明工程菌是黏附于组织的活菌抑或是

未被清除残留的死菌，因此不能准确判断工程菌是否

真正定植在盲结肠段。另外，实验中使用的移液枪可

能会在提取样品DNA模板过程中被污染，从而导致标

本交叉污染，存在假阳性问题。鉴于以上，以培养法

为金标准的同时，辅之其他2种方法，最后将3种方法

结合起来综合对比与分析，才能从观察结果得出相对

准确的结论。

本实验结果显示 2株工程菌体内定植能力存在明

显差异，这种差异现象尤其体现在灌胃后 72 h，
Nissle1917菌可以定植，而 BW25113菌无法定植。

Nissle1917菌有较强的定植能力，这与前人的结果相一

致［16-18］。Nissle1917菌与BW25113菌之间定植能力的

不同可能与其基因型差异有关［19］，可以通过优化启动

子强度、基因拷贝数、核糖体结合位点和细菌代谢进

一步提高菌株定植能力。此外，Conway等［20］的研究

也指出，大肠埃希菌在体内代谢的灵活性及应变性可

能是其能成功定植在肠道的关键条件。另外，

BW25113菌的 I型CRISPR/Cas系统仅出于基因调控目

图6 工程菌Nissle1917和BW25113灌胃24～72 h后在小鼠
不同组织中的定植效率比较

Figure 6 Comparison of the colonization efficiency of
Nissle1917 and BW25113 (gavage 24–72 h) in different
tissues of mice
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的时，只需对菌株进行工程改造并表达CRISPR/Cas系
统即可，因此可用于内部调控而不会引起代谢负

担［21］；而且由于其易于在任何位置插入CRISPR元件，

不仅能对单一耐药菌起作用，也能对多重耐药菌发挥

作用。但CRISPR/Cas系统在大肠埃希菌中调控较为严

格，导致它们可能被沉默［22］，进而会影响基因编辑效

率，故CRISPR/Cas系统需要特定的诱导型启动子进行

激活［23］。Nissle1917菌虽然定植能力强，但在细菌传

代过程中CRISPR元件容易丢失［8］，且存在稳定引入

CRISPR/Cas系统的Nissle1917工程菌在体外扩繁时生

长速度较慢的缺陷。

本研究的不足是没有基于传统的电镜技术去检

测工程菌的定植，没有能提供一张工程菌定植于回

盲部及结肠的超显微形态学图片；另外，制备肠黏

液、黏膜涂片时采用手术刀片刮取后直接贴在载玻

片上，由于经验不足，贴片不均匀，摄影时可能存

在焦距不一的问题，以后在制片与摄片技术上还需

要加强。
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负责实验结果的核对与把关；刘月环负责实验总体设计及关
键性修改，论文定稿把关。
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