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肠道免疫的安全靶向载体:大肠杆菌 Nissle1917

夏芃芃，朱军，朱国强 *

扬州大学兽医学院，禽类预防医学教育部重点实验室，扬州 225009

摘要:长期以来，如何激发高效的肠道黏膜免疫应答来预防肠道感染始终是较为棘手的问题。本文旨在对大
肠杆菌(Escherichia coli)Nissle 1917 作为肠道黏膜免疫的安全靶向载体，调理胃肠道菌群紊乱、缓解溃疡性
结肠炎以及利用益生菌固有特性或优化特性进行治疗的可能性等相关研究进展作一综述。大肠杆菌 Nissle
1917(EcN)是一株可口服的优良益生菌，也可作为生物载体活苗候选株，兼有较强的肠道局部定殖能力和无
免疫原性的特性。该菌株还可以作为载体靶向递呈 TAT—凋亡素融合蛋白治疗结肠直肠癌，并在研发靶向
递呈防御素治疗溃疡性结肠炎和克罗恩病上具有重要的功能。其基因修饰株能够原位递呈特定的抗原分
子，有效激发特异性的黏膜免疫应答。重组大肠杆菌 Nissle-HA110-120 具有体外表达特异性抗原的能力，但
EcN 菌体本身不会引起黏膜免疫应答，也不影响对自身抗原的外周免疫耐受。同时，EcN 具有很好的安全
性，尤其是因炎症导致肠道防御屏障破坏的时候，重组大肠杆菌 Nissle-HA110-120 在健康或患有急性结肠炎
的小鼠体内都没有迁移、克隆扩增和激活特异性 CD4 + T 淋巴细胞的作用。
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患有慢性肠道炎症的患者往往都要接受长期的
药物治疗。无论口服或是注射给药，当前使用的大
多数药物的有效成分只有很少一部分能够到达预期
的靶点部位。因药物低效递呈而大剂量给药通常会
造成病人健康组织和器官出现众多副作用。因此，
研发药物局部分布的新方法十分重要，而肠道炎症
研究的主要任务是研发治疗药物精确靶向于肠黏膜
的新方法。鉴于肠道微生物菌群在肠道炎症过程中
所起的关键作用［1 － 2］，作用于肠道微生物区系是一
条可行的治疗途径。近几年，传统治疗方案正被重
新考虑作为治疗选择，例如选用益生菌替代抗生素

来调理胃肠道菌群紊乱和缓解溃疡性结肠炎。而随
着分子生物学技术的日益发展，利用益生菌固有特
性或优化特性进行治疗已成为可能。

乳酸杆菌和双歧杆菌，都是发现于酸奶或发酵
类乳制品中的微生物，是最早用作益生菌的肠道外
正常菌群。基因修饰乳酸菌最近常被提议用作胃肠
道药物分子的递送系统，并已成功构建出一些分泌
表达载体，目前正在使用动物模型进行测试［1］。
Steidler 等［3］通过遗传修饰乳酸乳球菌基因组来表
达高水平的 IL-10。重复使用分泌 IL-10 的重组乳
酸乳球菌灌胃可以使葡聚糖硫酸钠( dextran sodium
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sulfate，DSS ) 诱导的小鼠结肠炎的发病率降低
50%，并且可预防 IL-10 － / － 小鼠结肠炎的发生。然
而，肠道是一种具有排异性的环境，常导致这些细菌
因机械冲刷作用而从体内排出，再者，乳酸杆菌、植
物乳杆菌和双歧杆菌等革兰氏阳性菌胞壁转运系统
也具有差异性和应用局限性［4］。而经过遗传修饰
的肠道共栖菌则具有更优秀的定殖特性，以大肠杆
菌(Escherichia coli)为例，益生素大肠杆菌胞内外源
蛋白表达量高;周质间隙氧化环境可模拟真核细胞
内质网环境，有利于新生肽链折叠、组装成具有天然
结构和可溶性的活性重组蛋白;对肠道组织和细胞
生态小境的亲嗜性、存活力和增殖能力强，在大肠中
的数量相对较高;适于口服免疫接种，特别是超前口
服免疫且方便廉价。近年来在疫苗载体的研究中日
益受到重视，尤其是在基因工程粘膜疫苗方面显现
出独特的优越性。

1 大肠杆菌 Nissle1917 是优良的益生
菌和载体菌

值得注意的是，大肠杆菌 Nissle 1917(EcN，O6:
K5:H1)于 1917 年分离自腹泻严重流行区周围的健
康者的粪便，是非致病性肠道粪便分离株，在 19 世
纪 20 年代就用作益生菌制剂类药品治疗肠道的慢
性炎性和感染性疾病。至今，该益生菌已在医学和
养牛生产业中广泛使用，同时该菌株还具备小鼠用
优良益生菌特性，且在体外能粘附猪肠道上皮细胞
并可在健康猪体肠道分离鉴定。该益生菌作为较为
理想的安全载体菌能表达重组蛋白，使产生靶向抗
原的系统发生体液免疫和局部粘膜应答［5 － 6］。通过
把相关抗性基因导入该菌本身携带的 2 个大质粒
pMUT1 和 pMUT2 中，获取去除 2 个隐性质粒的克
隆(菌)，且其优势在于，与野生型 EcN 比较，其生长
速度和生长对数期几乎一致，但能兼容接受高、中、
低不同拷贝数质粒，具有较高的外源 DNA 转化效
率，和基因工程菌大肠杆菌 DH5α 和 JM109 等一
样，能作为大肠杆菌工程菌的基因转化、表达操作系
统(作者实验室未发表数据)。基于限制性内切酶、
连接酶和不同拷贝数质粒为基础的 DNA 重组技术，
极大地推动了体外基因结构和功能研究，传统 RecA
依赖性大肠杆菌体内同源重组技术克服了限制性内
切酶位点限制，依据 Rac 噬菌体的 ET 重组、λ 噬菌

体的 Red 重组和新近 miniλRed 表达盒重组系统而
建立起的重组基因工程操作平台，可简便有效地对
细菌染色体基因组、复杂的 DNA 片段如粘附素操纵
子基因进行改造和构建。利用携带有条件性复制原
点和噬菌体附着( attP)位点的 CRIM ( conditional-
replication，integration，and modular，CRIM)质粒―
宿主系统可针对性开展细菌染色体基因组靶向系统
研究。Haldimann 等［7］利用噬菌体点特异性重组酶
功能完成同源重组，将构建的靶基因、多基因或基因
文库以单拷贝体分别直接整合到宿主菌染色体，并
能轻易地去除该系统中的温度敏感性辅助质粒和条
件性复制 CRIM 质粒，从而实现 CRIM 质粒―宿主
系统介导的染色体靶向系统的构建。Zhou 等［8］和
作者实验室都能利用该系统成功表达靶向标记蛋
白，如 GFP 蛋白和粘附素(定植因子)等(作者实验
室未发表数据)。由于 EcN 具有以下几个显著特
性，即:(1)细菌素合成和六铁摄取系统有益于该菌
与肠道内的其它细菌竞争或适应肠道环境;(2)无
论排泄物中细菌计数有多高，在悉生小猪或小鼠体
内都不会引起结肠炎;(3)作为治疗药物或者是治
疗性分子给药系统，不会引起肠道疾病和 /或上皮细
胞屏障功能紊乱。因此，EcN 满足作为生物治疗剂
的几乎所有要求，被公认为是安全的医用微生物。

2 大肠杆菌 Nissle 1917 作为肠道定
向给药载体

近年来的研究发现，经过遗传修饰的乳酸菌可
以分泌高水平的 IL-10 分子，用其对患有炎症性肠
病( intestinal bowel disease，IBD)的小鼠进行灌胃治
疗，可起到很好的疗效。但该模型使用的小鼠必须
每日接种高剂量的转化菌以确保一定量肠道菌的定
殖，且该转化菌曾被报道会引起免疫抑制或使局部
潜在化脓患者发生菌血症。与此不同的是，EcN 经
口投服一次即可完成肠道定殖，稳定表达抗原长达
两周，甚至无需给予抗生素治疗［9］。由于兼有强定
殖能力和无免疫原性的特性，EcN 已被用作特异性
肠道靶向治疗药物的转运载体来治疗肠道炎症［10］。

Westendorf 等［5］针对 EcN 作为肠黏膜定向给药
载体进行研究，通过采用与弥散粘附有关的粘附素
( adhesin-involved-in-diffuse-adherence，AIDA)自身转
运系统，构建出能够在菌体表面展呈背景清晰的
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HA110-120 模式肽的重组 EcN 菌;同时构建高度特
异和敏感的 TCR-HA 转基因小鼠模型系统用于检
测。Chen 和 Jenkins 在此前已经成功运用类似的系
统研究特异性识别微生物的 CD4 + T 细胞的克隆扩
增和解剖位置［11］。

在体外实验中，自身展呈 HA110-120 抗原肽的
重组 EcN 能够有效刺激特异性识别 HA110-120 的 T
细胞增殖。而有 HA 特异性 CD4 + T 细胞的小鼠口
服大肠杆菌 Nissle-HA110-120 后，观察不到因重组
菌抗原在肠道表达后引起 HA 特异性 CD4 + T 细胞
迁移、增殖和活化的明显变化。但是阳性对照组小
鼠在灌服具侵袭性的致弱沙门氏菌( SalmenellaaroA
突变株)重组菌株 S． aroA-HA110-120 后可见 HA 特
异性 T 细胞增殖，并伴随着 CD69 和 CD25 表达的上
调［5］。

Apostolou 和 von Boehmer［12］使用特异识别 HA
的 INS-HA × TCR-HA 双转基因小鼠作为自身免疫
模型，研究重组 EcN 在 T 细胞耐受和自身免疫中的
作用。实验证明，可溶性的二聚体肽—MHCII 嵌合
体可有效的下调 CD4 + T 细胞介导的自身免疫应答。
为了研究 EcN 在双转基因小鼠肠道中表达的
HA110-120 是否有利于减少对 T 细胞的耐受，或者
是作用于致糖尿病的 CD4 + T 细胞的减量调节，通过
将 EcN 和 Nissle-HA110-120 分别接种于 INS-HA ×
TCR-HA 双转基因怀孕母鼠，获得带有 HA 重组菌
的新生杂交小鼠，并进行定殖实验，结果表明 Nissle-
HA110-120 的定殖对小鼠自身免疫疾病的诱导发生
没有影响。

葡聚糖硫酸钠( dextran sulfate sodium，DSS)可
诱导啮齿类动物的结肠炎，伴随着诸如巨噬细胞的
非淋巴细胞活化和促炎症细胞因子的释放。以 DSS
诱导的结肠炎作为不依赖 T 细胞的 IBD 模型［13］，并
通过利用先天 T 淋巴细胞缺失的 RAG-1 － / －小鼠进
行转基因 T 细胞的过继转移实验，确保该模型中只
有 HA 特异性 CD4 + T 细胞能够作为 DSS 诱导性结
肠炎的效应细胞。通过在饮水中添加 6% DSS 来诱
导急性结肠炎，再经腹腔注射特异识别 HA 的 CD4 +

T 细胞，3 天后，灌服 Nissle-HA110-120。结果表明，
即使在肠道发生炎症，上皮的屏障作用已经受到破
坏时，Nissle-HA110-120 并没有特异性激活黏膜 T
细胞免疫。进一步证明了 EcN 是一种具有靶向治
疗肠道疾病潜力的安全载体。

3 利用大肠杆菌 Nissle1917 构建 3 组
分载体系统用于口服免疫

Buddenborg 等［6］通过 AIDA 自身转运系统进行
表面展呈表达和释放重组多肽，构建出表达不同候
选疫苗蛋白的重组株，包括 StxB 亚单位、OspA 和
OspG 蛋白。Hondo 等［14］研究发现，散在分步于覆
盖有派伊尔氏淋巴集结的滤泡上皮( FAE)的 M 细
胞在小肠粘膜免疫中具有重要作用，可以通过细胞
角蛋白 CK18 和 CK20 进行检测。Pasetti 等的研究
表明，粘膜免疫应答的疫苗能够以口服的方式给药，
也需要 M 细胞的展呈作用［15］。Siebers 等［16］的研
究也证实 M 细胞对上皮粘膜屏障的损伤也有一定
的修补作用。众所周知，粘膜是机体与外界环境接
触的最前沿，是机体的第一道屏障。但是目前使用
的疫苗大多都作用于全身性免疫系统，并不关注于
高效的粘膜保护能力，而很多病原菌是直接作用于
宿主胃肠道、呼吸道和泌尿道的粘膜来引发疾病，同
时粘膜免疫必须通过抗原直接递呈作用于粘膜才能
获得。因此，研发的粘膜免疫疫苗尤其是口服的活
疫苗在临床上会有很好的疗效［15］。

Willer 和 Bumann 等［17 － 18］的研究表明:沙门氏
菌和大肠杆菌作用于小肠时都可进入小肠的派伊尔
氏淋巴集结，诱导从质与量上都难以区分的炎性反
应;而在最初的炎性反应后，才会表现出显著的差
异。沙门氏菌随后会增殖并且诱导嗜中性粒细胞的
炎性浸润不断增强，这对机体是有害的。而大肠杆
菌则迅速从组织中清除，从而使炎症进一步消散，这
种迅速的变化避免了重复暴露在病原菌下引起慢性
炎症反应的可能。因此，Buddenborg 等［6］研发的粘
膜免疫疫苗载体系统是由活载体大肠杆菌益生菌
株、AIDA 自动转运系统以及相应的抗原 3 部分组
成。研究表明，通过 3 组分载体系统 ( tripartite
vector system)研制出的口服活疫苗可以诱导产生可
观的粘膜免疫应答，但目前还存在很大的变数。张
伟的 研 究 也 表 明，尽 管 大 肠 杆 菌 Nissle 1917-
pnirBMisL-fedF 重组菌通过口服接种 ICR 小鼠后能
刺激有效的免疫应答，并在体内产生特异性的 FedF
抗体，但应答不灵敏且持续时间不长［19］。所以，找
出克服大肠杆菌在肠道中迅速清除以及导入质粒的
稳定性不易控制的方法是解决这些问题的关键。
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4 大肠杆菌 Nissle1917 作为防御素递
呈载体治疗溃疡性结肠炎和克罗恩病

Schultz 等［10］研究发现 EcN 具有诱导鞭毛蛋白
介导的 β 防御素 2(HBD2)在肠道上皮细胞分泌表
达的能力，其中细菌素 H47 和 M 鞭毛蛋白作为主要
的鞭毛亚单位在体内免疫系统中担当有效激活的作
用，对 于治疗溃疡 性大肠炎 和人的 克 罗 恩 病
(Crohn's disease ) 也 具 有 很 高 的 研 究 价 值。
Wehkamp 等研究发现，利用益生菌诱导防御素在肠
道上皮细胞的合成和分泌可以有效地治疗溃疡性结
肠炎，其作用机制是通过诱导产生 β 防御素 2，再进
一步诱导 NF-κB 和 AP-1 依赖性信号肽通路的形
成［20］。

与溃疡性结肠炎不同，对于克罗恩病的治疗来
说，目前仍缺少令人信服的临床病例，主要是因为克
罗恩病病人在生成防御素方面有遗传学上的缺陷，
其肠道中抗菌肽的数量较少。研究证实控制细菌胞
壁酰二肽胞内载体表达的 NOD2( nucleotide-binding
oligomerization domain 2)基因的突变与回肠的克罗
恩病有关［21］。Wehkamp［22］的研究团队证实，TCF4
表达的减少可以调节帕内特细胞(Paneth cell)的分
化以及 α 防御素的分泌。Wang 等［23］研究也发现 β
防御素 2 基因的拷贝数在结肠克罗恩病病人中趋向
于减少。

由于防御素主要是一类富含精氨酸，大小约为
3. 5 － 4 kDa的阳离子肽，抗菌的机制主要是带有阳
离子的防御素与细菌表面的阴离子结合导致溶菌反
应。因此，对克罗恩病病人展开治疗的关键是构建
能够合成和分泌防御素的重组大肠杆菌，以此提供
内源性抗菌肽的合成。但这必须克服两个障碍，包
括阳离子肽对其自身分泌菌株的杀伤力以及离子肽
自身的降解。

Derbise 等［24］通过在孵育期添加蛋白酶抑制剂
来避免防御素的降解，进一步的研究发现可通过缺
失编码蛋白酶的 OmpT 和 Lon 等基因来阻碍防御素
的降解，以构建可与大肠杆菌 BL21 菌株相媲美的
稳定菌株。而 Piers 等［25］发现通过使用低拷贝的 T7
表达载体将最佳编码基因的密码子转入编码序列以
克隆防御素基因可以解决另一障碍。Seo 等［26］的研
究证实低拷贝的表达载体 pET-28a( + )也可以用于

构建融合蛋白表达系统，且其允许 T7 聚合酶特异性
启动子控制的融合基因的表达，使能够检测到的表
达都可通过 T7DNA 依赖性的核糖核酸聚合酶诱导
产生。因此，重组菌不仅可以产生 HD5 和 HBD2 防
御素诱导物，而且可产生有抗菌活性的成熟的
HBD2 诱导物，该诱导物已被批准作为一种药物用
于治疗腹泻和溃疡性结肠炎患者。值得注意的是，
防御素通常是由肠道细胞分泌并在细胞表面迅速累
积，但是 Willer 等［17］的研究表明，重组 EcN 分泌的
防御素主要分布于肠道粘膜，这与菌株在体内肠道
粘膜上的定殖活动有关，从而达到高效治疗溃疡性
大肠炎和克罗恩病的目的。

5 大肠杆菌 Nissle1917 可以作为靶向
递呈 TAT—凋亡素融合蛋白的载体治
疗结肠直肠癌

近年来，结肠直肠癌的发病率和死亡率一直较
高，对人类的健康造成了极大的威胁，而传统的治疗
手段常常会使病人在治疗过程中遭受巨大的痛苦，
并且会造成病人免疫系统不同程度的损伤。因此，
发展一种新型治疗方法是十分必要的。Zhou 等［27］

设想，EcN 可以作为递送载体靶向定位治疗结肠直
肠癌。通过 DNA 重组的方法构建出表达 TAT—凋
亡素融合蛋白的重组大肠杆菌，该重组菌具有肿瘤
特异性定殖的能力，并可通过口服的方式给药，在细
胞内能够高效的分泌表达并进行有效地内源性递
呈，从而在肿瘤存在的部位不断累积，其分泌的凋亡
蛋白可以成功作用于病变细胞并诱导凋亡，达到减
少副作用和提高治疗效果的目的。

与常规疗法的局限性和显著的生物毒性不同的
是，该方法具有以下优点:(1) EcN 为非致病菌，对
人体无害且易于获取，使用方便。其六铁摄取系统
有利于与肠道内的其它细菌竞争，更重要的是，大肠
杆菌有特异性的靶向肿瘤定殖的能力，不会在脾脏
和肝脏中定殖。(2)凋亡基因具有肿瘤细胞特异性
靶向作用，可以使肿瘤处于休眠状态，也可以诱导细
胞凋亡，有效的杀伤恶性细胞，但对正常细胞没有毒
性，不会发生杀伤作用。此外，与编码 TAT 的基因
融合后可以有效的进行内源性递呈。(3)病人可以
避免不必要的痛苦，可通过口服给药。(4)载体菌
是胞外菌，可使用抗生素来控制其增殖。(5)具有
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稳定表达分泌重组蛋白的能力。

6 展望

联合国粮食和农业组织 ( FAO) 和世界卫生组
织(WHO)提出的新标准要求益生菌产品能够被正
确鉴别，能够被证实确实有特定的医疗益处，能够用
给病人和消费者带来真正益处的方式生产并标注。
这个标准是在这个领域中能够得到认可所必须遵循
的。分子鉴定和免疫学分析有望解释信号是如何由
细菌载体传递给宿主以及环境中的其他微生物的。
这些微生物载体的安全性是基本的要求，事实上，荷
兰当局已经批准遗传修饰菌作为治疗药物进入 IBD
的一期临床试验［3］。

一般情况下，肠道对病原菌会产生明显的炎症
反应，但又可以和非病原性的微生物区系共存。早
期研究表明，实验室分离的菌株在首次引入正常肠
道菌群后并不能轻易的长期定殖。因此，益生菌可
以视为促使治疗分子靶向作用于胃肠道的一种创新
途径。天然益生菌或者是遗传修饰的益生菌都可以
作为特异性抗原递呈的载体。运用益生菌株作为载
体进行肠道给药的一个技术障碍就是载体的“安全
性”，即找到一株能够在体内稳定表达目的分子的
菌株，同时该菌株能够稳定定殖于宿主肠道中，而不
产生免疫副作用。Willer 和 Bumann 等［17］的研究表
明，以前对于小肠是依据非致病性微生物区系带有
的不同分子标记来将其与病原菌进行鉴别的看法是
错误的。实际上，小肠之所以对适量的非致病性微
生物区系耐受是由于没有超过其负载能力，一旦肠
道中的微生物量超过了负荷就会立刻引发炎症，只
是这种反应会随着细菌的清除而很快消失。在这种
情况下，EcN 被选作载体菌。这种菌株是正常微生
物区系共栖菌的一部分，完全是非致病株，具有优秀
的肠道定殖特性，是可以用作人类肠道疾病生物疗
法的益生菌株。上述研究充分证明，EcN 活菌是一
种能够特异性靶向肠道的安全大分子蛋白载体，具
有实际的应用价值和良好的商业前景。但是有关活
菌载体以什么方式向黏膜免疫系统提呈抗原，如何
使所表达的外源抗原与免疫系统充分接触继而诱导
有效免疫应答，如何在体内实验中实现多种外源抗
原在 EcN 中的表达，如何合理地控制重组菌在宿主
肠道内存活时间、避免免疫耐受都是研究过程中需

要面对的巨大的挑战，也是目前该领域研究的热点。
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Escherichia coli Nissle 1917 as safe vehicles for intestinal
immune targeted therapy—A review

Pengpeng Xia，Jun Zhu，Guoqiang Zhu*

College of Veterinary Medicine，Ministry of Education Key Lab for Avian Preventive Medicine，Yangzhou University，
Yangzhou 225009，China

Abstract:It is difficult to stimulate efficient gut mucosal immune response to intestinal infection． This article critically
reviews the research progressin Escherichia coli strain Nissle1917(EcN) actingas a safe vehicle for the intestinal mucosal
immunity，to restore gastrointestinal disorder and relieve ulcerative colitis． EcN is an orally administered probiotics，
combining the excellent colonization and non-immunogenic character，and can be an ideal live vector candidate． This
strain could be a tumor-targeted delivery of TAT-Apoptin fusion gene to colorectal cancer． In the treatment of ulcerative
colitis and Crohn's disease，the recombinant strain of EcN can be used as a target therapeutics for defensins presenting．
Genetically modified EcN could be an ideal carrier organism for gut-focused in situ synthesis and expression of specific
localized antigen delivery into the intestine，and stimulate specific mucosal immune response． In vitro trial demonstrated
that intestinal recombinant E． coli Nissle-HA110-120 has the potential to stimulate antigen specific response，but EcN
itself does not induce mucosal immune response and influence peripheral tolerance to self-antigen． At the same time，there
are evidences that EcN is safe． Recombinant E． coli Nissle-HA110-120 does not migrate，clonally expand and activate
specific CD4 + T cells，neither in healthy mice nor in other animals with acute colitis，even when the intestinal epithelium
suffer from inflammation and the barrier function of the epithelial layer being destroyed．
Keywords: Escherichia coli Nissle 1917，localized molecule delivery，T cell response，immune modulation
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