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摘  要: 引起主要肠道疾病的许多致病菌能够特异性地利用宿主肠道细胞表面的各式寡糖, 将其

作为自身黏附或者分泌毒素的受体。因此, 阻断致病菌及其分泌毒素与宿主靶细胞表面受体结合

是一种可行的治疗方法。一类宿主肠道细胞表面受体基因重组益生菌在消化道内能够高效结合致

病菌和所分泌的毒素, 具有良好的预防肠道疾病的应用前景。本文主要以类志贺毒素受体重组益

生菌为例, 阐述转基因益生素的原理、技术及其疗效和潜在的问题与对策。 
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Abstract: Many microbial pathogens, including those responsible for major enteric infections, exploit oli-
gosaccharides that are displayed on the surface of host cells as receptors for toxins and adhesins. Blocking 
crucial ligand receptor interactions is therefore a promising therapeutic strategy. One approach is to express 
molecular mimics of host receptors on the surface of harmless recombinant bacteria that can survive in the 
gut. These recombinant probiotics bind bacterial toxins in the gut lumen with very high avidity, thereby pre-
venting disease. 
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自上世纪 60年代中期益生菌(Probiotics)概念被
提出以来, 对益生菌作用原理和应用的研究取得了
令人瞩目的进展。传统理论认为益生菌是来源于动

物自身肠道或其它生态环境的天然有益微生物。其

预防和治疗肠道功能紊乱的机制是益生菌可以竞争

性地排斥病原菌并产生多种抑菌物质, 从而维持肠
道内微生物区系的平衡, 达到防病、治病的目的。
这些传统益生菌符合人们追求天然食品的心理, 但
不能特异性地预防并治疗由肠道特定病原菌和其分

泌的关键毒素引起的疾病。 

由肠道致病菌引起的腹泻类疾病, 每年在全球
导致约两百多万人死亡。而在动物生产中, 肠道感
染也是危害家畜健康的最常见疾病之一。临床治疗

上通常使用抗生素类药物对这类疾病进行控制, 由
于会增加致病菌的耐药性而使腹泻症状更加严 
重[1]。随着分子生物学和基因工程等相关技术的发

展, 研究者开始根据实际需求, 由被动筛选天然益
生菌转为主动改造菌种, 从而获得一些具有特定功
能性状的转基因益生菌, 借此探索预防和治疗肠道
感染类疾病的新方法。 
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1  基因重组宿主受体表达的益生菌 

1.1  基因重组益生菌作用机理 
对于致病菌与宿主细胞相互作用在发病机理中

的认识推动了新的抗肠道感染方法的建立, 即利用
重组益生素大量地表达肠道细胞受体, 以阻断病原
体和毒素与宿主细胞结合。宿主细胞膜表面含有丰

富的糖蛋白和糖脂, 其中寡糖链作为受体识别关键
的结构, 参与了分子识别和细胞识别。宿主细胞膜
表面的寡糖受体随物种、细胞类型、生理期的不同

而不同。其特异性取决于单糖单位、糖苷键以及直

链或支链的变化。肠道致病菌或/和其分泌的毒素通
过识别和特异性地结合寡糖受体, 定殖于宿主肠道
黏膜, 协助毒素或致病菌进入宿主细胞, 从而干扰
正常的细胞功能。目前, 人和动物肠道重要致病菌
的关键毒素和黏附素结构以及宿主特异性寡糖受体

结构均已被破解, 阻断病原菌及毒素特异地结合到
肠上皮细胞对应的受体上可有效地预防肠道致病菌

的感染, 并且不会产生耐药性微生物。当已知某种
病原菌侵染肠道时, 口服表达该病原菌受体的重组
益生菌可以竞争地与肠道上皮细胞结合, 有效地减
少了病原菌或/和毒素侵染宿主的机会, 有效地预防
和治疗肠道病原菌的感染[2]。 

1.2  基因重组益生菌生产工艺 
通过基因重组技术, 将表达宿主细胞表面受体

的异源功能基因转入到无致病性的受体细菌内, 生
产出基因重组益生菌, 外源基因在重组益生菌中得
以表达, 并转运到细胞膜表面, 使外膜富含病原菌
受体。另外, 相关的糖基转移酶决定了糖蛋白和糖
脂上寡糖链的特异性, 因此, 将对应病原菌受体的
糖基转移酶重组到非病原菌体内, 并使之表达, 也
可生产出重组益生菌。当然, 一些特定的病原性革
兰氏阴性菌, 例如嗜血性流感杆菌、脑膜炎奈瑟球
菌、淋病奈瑟球菌、空肠弯曲杆菌和幽门螺旋杆菌

等能模拟宿主细胞表面寡糖分子结构并表达在自身

的细胞膜上 , 使得病原菌可能顺利地逃过免疫监
视。这些存在于病原菌体内的糖基转移酶也可以作

为天然的供体基因转移到受体菌当中去[3]。 

2  基因重组益生菌的疗效 

2.1  类志贺毒素受体表达的基因重组益生菌 
2.1.1  类志贺毒素晶体结构及其受体结构简介：类

志贺毒素 (SLT)是由一类产类志贺毒素大肠杆菌
(STEC)所分泌的毒素, 易引起婴、幼儿腹泻以及人
出血性结肠炎和溶血性尿毒综合症, 在动物上还会
引起猪水肿病。类志贺毒素是一种典型的AB5模式

蛋白毒素, 即完整的毒素是由 1个A亚单位和 5个B
亚单位组成的复合体 , 其中B亚单位为结合单位 , 
能使毒素分子特异性地结合在宿主易感组织的细胞

膜受体上, 并协助A亚单位穿过细胞膜[4]。B亚单位
五聚体构成受体结合蛋白复合体, 每一个亚单位又
含有多个受体结合位点。例如组成SLT-I、SLT-II的B
亚单位含 3个受体结合位点, 其中位点 3更接近B亚
单位五聚物体的中心, 外围的结合位点 1、2比位点
3 重要[5], 从而使B亚单位五聚物体的表面均匀分布
着 15 个受体结合位点, 这解释了AB5模式蛋白毒素

能高效和多价地黏附在宿主靶细胞膜受体上。

SLT-I、SLT-II对应受体的寡糖链结构也已被分析出
来, 为Gb3(Gal(α1,4)Gal(β1,4)Glc -cerami- de) 。对一

系列AB5模式蛋白毒素晶体结构的研究, 促进了高
效价的模拟宿主表达的基因重组益生菌的设计和合

成, 显著提高了其与对应毒素的黏附性。 
2.1.2  类志贺毒素Ⅰ型、Ⅱ型受体基因重组益生菌

设计原理和疗效：近年来通过基因重组的益生菌主

要预防由产类志贺毒素大肠杆菌感染引起的一些疾

病。通过基因重组, 使得重组细菌细胞表面表达类
志贺毒素受体, 因此具有很高的吸收和中和类志贺
毒素的能力[6]。这里选择的受体细菌是大肠杆菌的

一种变异类型E. coli CWG308, 因为waaO基因的突
变 , 使得大肠杆菌细胞膜外的LPS构型改变 , 末端
以Glc糖基结尾。通过转化, 将携有两个奈瑟球菌半
乳糖基转移酶基因 (lgtC和 lgtE)的质粒转入E. coli 
CWG308, 使得E. coli CWG308在细胞膜外表达LPS
时, 按照正常的合成途径, 在侧链多糖Glc糖基末端
连上-Gal(β1, 4) Gal(α1, 4), 最终使LPS末端转变为
-GlcGal(β1, 4) Gal(α1, 4), 即模拟宿主的类志贺毒素
受体Gb3。实验结果表明, 1 mg该转基因益生菌在体
外能中和至少 100 μg的SLT-I或SLT-II, 并且在老鼠
毒理学实验中, 口服此类转基因益生菌能完全预防
老鼠服用致死量的产类志贺毒素大肠杆菌所引起的

疾病[6]。 其中和类志贺毒素结合的效果优于人工合
成寡糖, 因为转基因益生菌细胞膜外的毒素受体的
高密度二维空间排布, 并且由于细胞膜本身的流动
性, 使得毒素受体能灵活地改变在膜外的排布方式, 
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能更好地结合毒素。 
2.1.3  SLT-2e受体表达基因重组益生菌的疗效：中

和其它AB5模式蛋白毒素的转基因益生菌也正不断

地深入研究。例如, 断奶仔猪水肿病是一种肠毒血

症 , 发病率通常为 10%~30%, 病死率高达 80%~ 

100%, 危害性较大, 目前还没有好的防治方法[7]。水

肿病系由产类志贺毒素大肠杆菌引起的, 常见血清

型为O138:K81、O139:K82和 O141:K85, 该菌产生

的类志贺毒素SLT-2e是导致该病发生的主要毒力因

子。SLT-2e是类志贺毒素(SLT-I和SLT-Ⅱ)家族中的

一员, 其生物学活性与志贺毒素及其它SLT十分相

似。SLT-2eB亚单位的最佳受体是球丁糖基神经酰氨
(Gb4 ;GalNAc(β1,3)Gal(α1,4)Gal(β1, 4)-Glc -ce- ra-
mide)[8]。Paton在能模拟表达受体Gb3转基因益生菌

E. coli CWG308 的基础上, 再将N-acetylgalac- to-

samine转移酶基因(lgtD; 来自N. gonorrhoeae)和

UDP-N-acetylglu cosamine-4-异构酶基因(gne; 来自

E. coli O113)导入受体菌内, 最终构建了能在细胞

膜上模拟表达受体Gb4的转基因益生菌
[9]。实验结果

表明 ,  该转基因益生菌在体外能中和 9 8 . 4%的

SLT-2e粗提取物, 但是中和SLT-I和SLT-Ⅱ的能力却

显著降低, 这可能是末端GalNAc糖基在原子空间排

布上阻碍了SLT-I和SLT-Ⅱ的B亚单位与该转基因益

生菌膜上模拟受体的相互作用。当然, 在饲料中添

加转基因益生菌是否能够有效预防断奶仔猪水肿病, 

还 应 该 在 动 物 饲 养 模 型 中 得 到 进 一 步 的 

验证。 

2.2  其它毒素受体表达基因重组益生菌的疗效 
根据利用非致病性细菌作为受体细菌, 模拟表

达其它肠毒素受体结构的原理, Paton研制了一种新

型的转基因益生菌(CWG308:pLNT), 旨在预防和治

疗由产不耐热肠毒素 ( LT )大肠杆菌引起的腹 

泻[10]。这种转基因益生菌, 是以E. coli CWG 308为

受体细菌, 将脑膜炎奈瑟球菌或空肠弯曲菌的糖基

转移酶基因导入受体菌内 ,  使受体菌细胞膜外的

LPS以lacto-N-neotetraose (LNnT)为末端。实验结果

表明, CWG308:pLNT在体外至少使 93.8%的粗制LT

失活, 并且能够吸附 5%自身重量的纯LT。在兔肠段

结扎实验中, 预先或同时与LT服用CWG308: pLNT, 

能有效阻止LT介导的肠细胞分泌机能的亢进。另外, 

为 预 防 和 治 疗 由 霍 乱 弧 菌 感 染 引 起 的 霍 

乱, Focareta开发了新的转基因益生菌。将淋病奈瑟
球菌和空肠弯曲菌的糖基转移酶基因导入受体菌内, 
使得受体菌细胞膜外的LPS末端结构类似于霍乱毒
素受体。实验结果表明, 该转基因益生菌在体外能
够吸附至少 5%自身重量的纯Ctx。在幼鼠毒理实验
中, 攻毒后 1 h服用转基因益生菌的 12 只幼鼠全部
存活, 而未经任何处理的对照组的 12 只幼鼠, 在攻
毒后仅存活一只。实验结果表明, 使用转基因益生
菌, 是一种可行的、能有效预防和治疗一些与肠毒
素有关的、肠道感染类疾病的新方法[11]。 

3  需解决的问题和对策 

转基因益生菌存在的一个主要问题是属于转基

因食品(GMO)范畴, 它的应用在大多数国家受到严
格地管制, 即便是非常有效, 也有可能因为公众的
抵制而没有市场前景。然而, 转基因益生菌并非一
定要在存活的状态下才会发挥效用。经过灭活处理

的转基因益生菌不属于转基因食品, 也就不受到国
家法规的约束, 并且容易使公众接受。在老鼠用产
SLT-2 的 STEC的攻毒实验中 , 服用致死剂量的
O113:H21 STEC后, 口服甲醛灭活处理的转基因益
生菌(CWG308: pJCP-Gb3), 只要适当增加服用频率, 
仍能有效地保护老鼠使其全部存活[12]。因为细菌的

失活使其被胃肠道排空速度加快, 而必须增加饲喂
次数来保证保护效用。用甲醛灭活处理的转基因益

生菌, 在 4℃液体冷藏保存或制成冻干粉, 可长时
间保持中和毒素的效用。 

要使转基因益生菌发挥出理想的治疗效果, 必
需在疾病发生早期使用。由STEC感染引起的疾病, 
自早期肠胃病症出现到最终危及生命通常有一个星

期左右的时间。因此, 要在临床上取得治疗效果, 必
须在这期间使用转基因益生菌。在老鼠毒理实验中, 
服用致死量的产SLT-2 STEC后 48 h, 使用转基因益
生菌, 能达到显著的保护作用[12]。当然, 临床上早
期使用转基因益生菌, 需要人们能快速、准确的检
测到STEC, 运用快速ELISA或者PCR-screening检测
分析病人的粪样可以方便进行早期诊断 [13]。 

口服转基因益生菌可能会引起机体免疫应答是

另一个值得认真思考的问题。机体对自身成分存在

免疫耐受。转基因益生菌由于能够在细胞膜上模拟

表达宿主肠壁细胞表面受体, 这种持续暴露“自身

抗原”, 在调整自身免疫与非自身免疫中发挥了关
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键作用, 导致了特异性免疫耐受[2]。有研究表明, 嗜

血性流感杆菌和病原性奈瑟球菌, 能于细胞膜外模

拟表达鞘糖脂类宿主受体Gb3和Gb4, 在其定殖黏膜

和系统感染宿主细胞引发的免疫应答中 , 与Gb3、

Gb4没有相关性
[3]。另据研究表明, 于细胞膜外模拟

表达神经节苷脂类宿主受体GM1的空肠弯曲菌与其

它未知血清型的空肠弯曲菌是格林 -巴利综合症

(GBS)病前主要的感染因子之一 , 但是空肠弯曲菌

感染与GM1没有相关性
[14]。 

4  讨论 

在人类医药和畜牧生产中, 寻找并建立新的抗
肠道感染方法, 以替代传统的抗生素治疗, 已经变
得越来越迫切。在一些疾病中, 阻断病原菌与宿主
靶细胞受体间的相互作用成为关键。此种方法的最

大特点在于, 它并不会增强致病菌的耐药性, 并且
后者可通过大规模的发酵获得, 因此在生产成本上
占有很大的优势。以后, 还需对转基因益生菌做进
一步的改进, 以满足人类的需求。同时, 在未来通过
食品级细菌, 如乳酸杆菌和乳球菌, 在细胞膜外表
达特异性的寡糖也将成为可能。虽然这些革兰氏阳

性菌细胞膜外相关多糖结构基因表达还未完全研究

透彻, 但是类似的操作在一些大肠杆菌上已成为可
能, 这样利用无害的食品级细菌模拟表达宿主细胞
受体同样能达到预防一些疾病的效果[15]。转基因益

生菌的应用将会给预防、治疗一些肠道感染类疾病, 
研究病原菌与靶细胞之间的相互关系提供新的 
方法。 
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