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下一期（2013年10月刊）预告：肿瘤靶向治疗药物研究进展

近些年，肿瘤靶向药物治疗的研究日益增多，越来越多的药物公司将新药开发集中在靶向药物上。
2012年美国FDA总共批准了34种新药，其中11种是抗肿瘤药物，而大部分是靶向治疗药物。美国临床
肿瘤学会（ASCO）年初发布的ASCO2012年度十七大重要进展中，有多项是关于肿瘤靶向药物治疗
的。因此靶向治疗目前已经成为肿瘤治疗领域最热门的研究，为肿瘤患者提供了新的治疗选择。
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专题Worthy Issues

肠道菌群——一个被遗忘的“功能器官”

<<<< 前 言 >>>>

成人胃肠道粘膜表面积达到300 m2，是与外界

环境发生相互作用的最大区域。在成人胃肠道中定

殖着约1014个微生物，其数量是人体体细胞总数的

10倍。正常情况下，成人肠道菌群重量超过1 kg，
编码约330万个特异基因，是人类基因组编码基因

数的150多倍。尽管人类不同个体间基因组的差异

只有0.1%左右，但不同个体间肠道微生物组的差异

可以达到80–90%。定殖在宿主肠道中的菌群，在

发挥宿主生理功能上起着非常重要的作用，包括从

食物中摄取能量、产生重要的代谢产物、促进免疫

系统的发育与成熟、保护宿主免受病原的感染等。

特约编辑：尹业师，男，博士，研究方向：肠道微生态与微生物资源开发利用
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2005年10月，一个国际会议召集了一批

专家讨论人类宏基因组分析的可行性和面临的

挑战。会议结果是启动了一个国际性的人类微

生物组计划，该计划的目标是在共同的原则和

政策下研究和理解人类微生物组在宿主健康与

疾病中的重要作用，并通过对这些知识的理解

来预防和治疗疾病（表1）。到目前为止，很

多国家已经相继启动了人类微生物组计划。

肠道菌群反过来也会受到宿主遗传因子、饮食习惯和环境因素等的影响，使得肠道菌群

具有多样性和宿主特异性。随着DNA测序技术和生物信息学技术突飞猛进的发展，更好

地研究和了解肠道菌群在各种疾病，如肥胖、糖尿病、IBS、IBD、结肠癌和代谢综合

症等疾病中的重要作用，将为我们采取更为有效的防治措施提供指导。

一、人类微生物组计划

1. 各国已经完成或正在进行的有关人类微生物组的项目

表 1 各国微生物组计划相关项目一览表 [1]

项目名称 持续时间 资助组织 / 国家 研究目标

NIH Jumpstart Program 2007-2008 NIH/ 美国

对 200 种细菌进行全基因组测序

并研究人体不同部位的微生物组

成。

NIH Human Microbiome 

Project
2007 NIH Roadmap Program/ 美国

研究人体微生物组成并了解菌群

变化与人类健康间的关系。

DACC-Data Analysis and 

Coordination Center
2008-2013

NIH Human Microbiome 

Project (HMP)/ 美国

数据处理的标准化与公布（包括

储 存、分析及展示）。

MetaHIT, Metagenomics 

of the Human Intestinal 

Tract

2008-2011
European Commission 

(FP7)/7 国集团

研究微生物菌群在 IBD 肠炎和肥

胖中的作用；制定肠道菌群的参

考目录 .

C a n a d i a n  H u m a n 

Microbiome Initiative
2009

Canadian Institutes of 

Health Research(CIHR)

/ 加拿大

肠道微生物间的相互作用及其与

人类健康间的关系

（接下表）
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在子宫中，胎儿的发育被认为是完全无菌

的；出生后，肠道细菌开始定殖，直到建立

一个富有多样性的微环境。实际上，婴儿肠道

菌群的获得与分娩方式有很大的关系。在出生

后20分钟，自然分娩的婴儿，来源于母亲产

道的菌群开始在婴儿中定殖，但剖腹产婴儿的

肠道菌群却主要来源于人的皮肤，包括护士和

医护人员的皮肤。在儿童早期，肠道菌群组成

随年龄和饮食的改变而改变。在婴儿出生后的

前几年，其肠道菌群还处于一个定殖和变化时

期，到一岁时基本上具有了与成人相似的肠道

菌群。尽管这样，肠道菌群在人的一生中并不

是稳定不变的。有一项研究对婴儿从出生到

2.5岁的肠道菌群进行了跟踪研究，结果发现

肠道菌群的多样性随着年龄的增大而直线上

升。而且不同年龄段其肠道中的优势菌也不同

（图1）。尽管成年后，不同个体间肠道菌群

存在着差异，但对同一个体来说，在相当长的

一段时间内是比较稳定的。但是到了老年后，

由于味觉和嗅觉功能消失、牙齿脱落及咀嚼困

难等，老人的饮食更偏向于高糖高脂肪食物，

从而减少植物类食物的摄入，以致引起菌群结

构出现较大的改变。当然老年人肠道菌群的改

变也有一些与饮食无关，而与其生理和免疫因

素相关，如免疫系统功能减退。这表现在与年

轻对照相比，老年人瘤胃球菌和Blautia spp.
减少，而大肠杆菌增多。

The Australian Jumpstart 

Human Microbiome Project
2009

Commonwealth Scientific 

and Industrial Research 

Organisation(CSIRO)

/ 澳大利亚

对一些特异的细菌菌株进行测

序，并应用宏基因组学方法研究

肠道菌群与宿主间的相互作用。

M i c r o O b e s ,  H u m a n 

Intestinal Microbiome in 

Obesity and Nutritional 

Transition

2008-2010
French National Agency 

for Research(ANR)/ 法国

研究肠道菌群与营养及宿主代谢

状况间的关系

K o r e a n  M i c r o b i o m e 

Diversity Using Korean 

Twin Cohort Project

2010-2015
N a t i o n a l  R e s e a r c h 

Foundation of Korea/ 朝鲜

研究朝鲜双胞胎不同部位上皮的

微生物组成、研究人体微生物组

与疾病间的关系，并建立朝鲜微

生物组分析与信息中心。

ELDERMET Project 2007-2013

National Development 

Food Research Health 

Initiative and Science 

Foundation Ireland

/ 爱尔兰

了解粪便菌群随年龄的变化情

况；研究粪便菌群多样性与健康、

饮食和生活习惯间的关系。

2. 人体肠道微生物定殖

（续上表）
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图1 年龄对肠道菌群的影响。图片整合自Duncan和Flint[2]及Ottman等[3]的文章。

3. 正常人体的肠道微生物组成

在各国人类微生物基因组计划的大力推动

下，人们开始对定殖在我们肠道中并不起眼的

微生物有了全新的认识。研究表明平均每个人

肠道中定殖的细菌总数估计约有1000种，而

对整个人群来讲，可以达到10,000到40,000
种。人体肠道菌群是一个复杂的生态系统，

包括细菌、古菌、酵母和纤维状真菌。古菌

和真菌各自只代表单独的一个门，而人胃肠

道中的细菌却非常富有多样性。人们已经在

人胃肠中检测到了9个细菌门，其中硬壁菌门

（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）
和放线菌门（Actinobacteria）占优势。变形

菌门（Proteobacteria）的细菌也很常见，但

含量相对较低。表2列出了人胃肠道中常见的

优势菌群。而且肠道细菌的数量和组成与不同

的解剖部位也有关（图2），在人体肠道的不

同部位其微生态环境和所定殖细菌的数量与组

成也存在着明显的差异。
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表 2 人体胃肠道中的优势菌群 [4]

细菌门 细菌纲 细菌科 细菌属 Gram

Actinobacteria Actinobacteria Micrococcaceae Rothia* +

Actinobacteria Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium +

Bacteroidetes Bacteroidia Prevotellaceae Prevotella* -

Bacteroidetes Bacteroidia Porphyromonadaceae Porphyromonas* -

Bacteroidetes Bacteroidia Porphyromonadaceae Parabacteroides -

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidaceae Bacteroides -

Bacteroidetes Bacteroidia Rikenellaceae Alistipes - 

Firmicutes Bacilli Streptoccaceae Streptococcus +

Firmicutes Bacilli Lactobacillaceae Lactobacillus +

Firmicutes Bacilli Enterococcaceae Enterococcus +

Firmicutes Negativicutes Veillonellaceae Veillonella (-)

Firmicutes Negativicutes Veillonellaceae Dialiser (-)

Firmicutes Clostridia unclassified lostridiales Mogibacterium* +

Firmicutes Clostridia Peptostreptococcaceae Peptostreptococcus* +

Firmicutes Clostridia Lachnospiraceae Coprococcus +

Firmicutes Clostridia Lachnospiraceae Dorea +

Firmicutes Clostridia Lachnospiraceae Roseburia (-)

Firmicutes Clostridia Lachnospiraceae Butyrivibrio (-)

Firmicutes Clostridia Ruminococcaceae Ruminococcus +

Firmicutes Clostridia Ruminococcaceae Faecalibacterium +

Firmicutes Clostridia Ruminococcaceae Anaerotruncus +

Firmicutes Clostridia Ruminococcaceae Subdoligranulum +

Firmicutes Clostridia Clostridiaceae Clostridium +

Firmicutes Clostridia Clostridiaceae Blautia +

Firmicutes Clostridia Eubacteriaceae Eubacterium +

Firmicutes Clostridia unclassified Collinsella +

Firmicutes Erysipelotrichia Erysipelotrichaceae Holdemania +

Fusobacteria Fusobacteria Fusobacteriaceae Fusobacterium -

Proteobacteria Betaproteobacteria Alcaligenaceae Sutterella -

（接下表）
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细菌门 细菌纲 细菌科 细菌属 Gram

Proteobacteria Betaproteobacteria Neisseriaceae Neisseria -

Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrionaceae Bilophila -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pasteurellaceae Haemophilus* -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter* -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriaceae Serratia* -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriaceae Escherichia -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriaceae Klebsiella -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Moraxellaceae Acinetobacter -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadaseae Pseudomonas* -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Cardiobacteriaceae Cardiobacterium -

Spirochaetae Spirochaetes Brachyspiraceae Brachyspira -

Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Verrucomicrobiaceae Akkermansia -

*表示这些细菌主要分布在从口腔到十二指肠这些部位，而在回肠到直肠这些部位含量很低，Gram列中+表示革
兰氏染色阳性，－表示革兰氏染色阴性，（－）表示革兰氏染色阴性或不稳定。此表主要根据细菌16S基因测序
整理而得。

图2 胃肠道不同部位菌群分布情况。图片整合自DiBaise等[5]和Dave等[6]的文章。

（续上表）
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4. 研究肠道微生物组的主要方法

随着科学技术的发展，用于研究复杂微

生物群体的方法也越来越多（图3），我们通

常会采用各种方法对其菌群结构、功能蛋白组

成、代谢活性及代谢路径等进行系统的研究。

早期用于研究肠道微生物组的方法主要是细

菌分离培养和基于16S基因的PCR-DGGE、

RFLP、16S芯片及16S克隆文库测序等。但

随着高通量测序技术的迅猛发展，这些方法渐

渐地被16S高通量测序和宏基因测序所取代。

用于研究蛋白质学和代谢组学的新技术和新方

法也渐渐开始在肠道微生物组中大展拳脚。

图3 研究复杂环境微生物组的主要方法。原图来自Lepage等的文章[7]。

尽管如此，到目前为止这些研究方法还

不能完全满足研究肠道微生物组成与功能的需

要，如图4所示，现有的高通量测序方法还只

能检测到肠道样品中丰度大于106以上的菌，

而肠道样品中65%的菌的丰度小于106，并且

其中大部分都是未可培养菌，所以开发新的研

究方法仍然非常必要而且迫在眉睫。
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图4 各种肠道菌群检测方法的检测阈值。原图来自Lagier等的文章[8]。

二、肠道菌群的功能

人体胃肠道中定居着100万亿的细菌和古

菌，与宿主存在着共生关系，共同维护着宿主

的生理平衡。宿主为细菌的生长提供营养环

境，细菌为宿主提供一些宿主自身不能完成的

生理功能，如产生一些维生素、消化复杂的碳

水化合物和调控免疫环境等。同时肠道菌群也

可以调控宿主基因的表达，这些基因参与各种

各样的宿主功能，包括物质的代谢、免疫系统

的发育与成熟及组织器官的发育等。尽管不同

个体间其微生物菌群组成存在很大的差异，但

其功能基因却相对稳定（图5）。
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人类基因组中缺少大部分糖元发酵成短

链脂肪酸的酶，而远端的肠道微生物具有这些

功能。微生物基因组中含有很多与淀粉、蔗

糖、葡萄糖、半乳糖、果糖和阿拉伯糖代谢相

关的基因。由此可以看到人类是一个超级生物

体，包含着人体基因和微生物基因联合参与的

代谢（图6）。

图5 人体肠道微生物的菌群多样性和功能分类。原图来自人类微生物组计划[9]。

1. 肠道菌群与物质代谢

图6 肠道菌群与宿主共代谢。原图来自Hamer等的文章[10]。
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1.1 肠道菌群对碳水化合物的代谢

人大肠中的碳源主要来源于碳水化合

物，如淀粉和寡糖。由于人类基因组并没有编

码足够的碳水化合物代谢酶，肠道菌群在代谢

饮食中的碳水化合物，龙其是多糖中发挥着重

要的作用。人类肠道微生物组和宏基因组学

研究已经发现了很多碳水化合物代谢酶，如

Turnbaugh等人报道2.62%的人类微生物组序

列编码碳水合物代谢相关的酶，在单独一个人

的肠道微生物组中就发现了156种碳水化合物

代谢酶。这表明数目庞大、多样性丰富的肠道

微生物可以利用很多种不同的多糖。图7展示

了肠道细菌在多糖代谢中的作用。多糖被肠道

菌群降解后的产物主要为短链脂肪酸（如醋

酸、丙酸和丁酸）和一些气体，而短链脂肪酸

在维护上皮屏障功能、调控上皮增生、调控免

疫反应和阻止结肠癌方面发挥着重要的作用。

图7 肠道菌群对饮食多糖的降解与利用。肠道菌群在大肠中形成一张复杂的食物网。在上消化道（小肠）
不能被消化的营养物质，如复杂多糖被转运到大肠。大肠中含有大量的微生物，其密度最高，拟杆菌属的
细菌含量非常高，可以合成酶来降解饮食中没有被消化的成分，其降解产物主要是单糖。单糖进一步被肠
道细菌发酵为短链脂肪酸（如醋酸、丁酸、甲酸）和一些气体（二氧化碳和氢气）。短链脂肪酸是宿主能
量的主要来源，占摄入饮食热量的10%。大量氢气聚集可以抑制初级发酵，尽管这样，在肠道中大部分氢
气在二级发酵中通过细菌间的转氢作用而被移除。通常这些二级代谢以一级代谢的产物，如短链脂肪酸做
为发酵底物。参与二级代谢的细菌主要有硫还原菌、同型产乙酸菌群、产甲烷菌和丙酸杆菌。二级代谢产
物有短链脂肪酸（醋酸和丙酸）和气体（甲烷和硫化氢）。原图来自Stecher和Hardt的文章 [11]。
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1.2 肠道菌群对含氮化合物的代谢

饮食和内源性含氮化合物，如蛋白质，

除了一小部分在小肠被蛋白水解为氨基酸和多

肽从而被小肠上皮吸收外，大部分都会被转运

到大肠，被肠道菌群发酵后再被宿主利用。尽

管食物中的蛋白被消化成氨基酸和多肽，从而

被小肠上皮吸收被认为是一种有效的蛋白利用

过程，但大部分饮食或内源性的含氮化合物可

以通过回肓口进入大肠。实际上，即使是一些

很容易被消化的蛋白，其大部分也能躲过小肠

消化而进入大肠。这些含氮化合物主要是蛋白

质和多肽，进入大肠后被肠道菌群和残胰蛋白

酶降解成肽和氨基酸，然后用于各种细菌代谢

产物的合成，其中有些是中间代谢产物，有些

是终产物。

尽管有实验表明肠道菌群能吸收和降解

某些氨基酸，同时肠道菌群也能合成氨基酸。

实际上，人类肠道远端微生物组含有很多与必

需氨基酸合成相关的基因簇。虽然这些氨基酸

不能很好地被结肠上皮吸收，但可以做为肠道

菌群合成其它代谢终产物的前体物质。在这些

物质中，如短链脂肪酸和有机酸可以做为结肠

粘膜的能量底物，而其它一些物质如硫化物和

氨可以影响结肠上皮细胞的能量代谢。这说明

宿主与肠道菌群间氨基酸的交换是双向的。但

奇怪的是，很少有人对结肠菌群如何降解蛋白

和多肽进行研究。

图8 肠腔蛋白在小肠和大肠中的代谢示意图。饮食和内源性蛋白在经过胰腺外分泌蛋白酶降解后释放出
多肽、寡肽和氨基酸。最终消化发生在肠道上皮，主要是通过活化肽酶来实现。小肠上皮细胞可以转运
氨基酸和寡肽，在转运过程中可以将部分代谢产物从肠腔转运至外周血管。已有数据表明，小肠菌群可
以利用氨基酸，但同时也可以合成一些氨基酸。宿主和肠道菌群对氨基酸代谢的净效益还有待进一步研
究。肠腔中残留的未消化蛋白从小肠转运到大肠，被肠道菌群和残胰腺酶降解。氨基酸可以被肠道菌群
进一步代谢为代谢终产物，如短链脂肪酸、支链脂肪酸、硫化氢、多胺、酚、吲哚、氨和很多其它还未
被鉴定的代谢物。原图来自Davila等的文章[12]。
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1.3 肠道菌群对药物或药物前体的代谢

肠道菌群代谢能力的差异使人们对肠道

菌群影响药物代谢的研究更加富有激情。人们

已经开发出了好几种研究策略，包括比较普通

小鼠和无菌小鼠间的代谢图谱、利用生物化学

实验研究细菌培养物中微生物代谢产物的活

性和诱变研究等。当然也发展了一些基于群体

的研究方法，如比较不同个体在摄入同一种药

物，如地高辛后的药物反应差异与菌群变化。

到目前为止已有很多报道表明，肠道微生物通

过各种作用方式，如还原反应、水解作用、功

能基团移除、水解和裂解等参与药物的代谢

（表3）。药物或药物前体在经过微生物代谢

后，其药效和毒性也随之发生改变（表4），

有些药物在经过肠道微生物代谢后活性增强，

而有些药物却在经过菌群代谢后药效降低或毒

性增强。

表 3 肠道菌群药代反应类型 [13]

反应类型 药品名称

还原反应（Reduction）

地高辛（Digoxin）、氯硝西泮（Clonazepam）、舒林酸

（Sulindac）、柳氮磺胺吡啶（Sulfasalazine）、百浪多

息（Prontosil）、偶氮磺酰胺（Neoprontosil）、巴沙拉

嗪（Balsalazine）、偶氮水杨酸（Olsalazine）、硝基安

定（Nitrazepam）、磺吡酮（Sulfinpyrazone）、奥美拉

唑（Omeprazole）、甲硝唑（Metronidazole）、米索硝唑

（Misonidazole）、唑尼沙胺（Zonisamide）

水解反应（Hydrolysis）

耐 绞 宁（Nitroglycerin）、 吡 苯 氧 磺 钠（Sodium 

picosulphate）、 生 胃 酮（Carbenoxolone）、 氨 甲 噁

唑 啉（Methotrexate）、 吗 啡 葡 萄 糖 醛 酸（Morphine 

glucuronide）、 番 泻 苷（Sennosides）、 索 利 夫 定

（Sorivudine）、半乳糖果糖苷（Lactulose）

功能基团移除

（Functional group removal）

氟胞嘧啶（Flucytosine）、甲基苯丙胺（Methamphetamine）、

爱儿多巴（Levodopa）、非那西汀（Phenacetin）、琥珀

酰磺胺噻唑（Succinylsulfathiazole）

氧化裂解（N-oxide cleavage） 甲硝呋胍（Ranitidine）、尼扎替丁（Nizatidine）

蛋白水解（Proteolysis） 胰岛素（Insulin）、密钙息（Calcitonin）

去硝化（Denitration）
硝酸异山梨醇（Isosorbide dinitrate）、三硝酸甘油

（Glyceryl trinitrate）

去共轭（Deconjugation） 吲哚新（Indomethacin）、伊立替康（Irinotecan）

胺形成与胺水解

（Amine formation/amide hydrolysis）
氯霉素（Chloramphenicol）

打开噻唑环（Thiazole ring-opening） 左旋噻米唑（Levamisole）

（接下表）
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通过对普通饲养小鼠和无菌小鼠免疫特性

的比较发现，无菌小鼠在表型上存在着很多免

疫缺陷（表5），而且在接种正常菌群后，小

肠粘膜会分泌大量免疫细胞、肠绒毛结构出现

明显改变。这说明正常肠道菌群在宿主免疫成

熟与调控中发挥着重要的作用。

除了对药物或药物前体的直接代谢作用

以外，肠道菌群也可以通过宿主-微生物相互

作用间接影响药物或药物前体的代谢。比如，

肠道微生物可以改变宿主与药物代谢相关基因

的表达。有课题组曾采用生物芯片的方法比较

了无菌小鼠和普通小鼠间肝脏中与药物代谢相

关基因的表达差异，结果表明在无菌小鼠中一

些重要的与药物代谢相关的基因表达上调，包

括雄甾烷受体，该受体是肝脏药物代谢的一个

重要调控因子。而且他们也发现这种基因表达

的差异与生理功能相关，因为无菌小鼠对麻醉

药戊巴比妥的代谢比普通对照小鼠要快。肠道

菌群影响宿主对药物代谢的另一个间接方式是

肠道微生物的代谢产物影响宿主对药物的加工

能力。Clayton等人采用不同的方法监控了不

同个体在接受退热净治疗前后代谢谱的变化，

他们发现微生物能通过中和磺基转移酶活性而

降低宿主对退热净的代谢能力。

表 4 肠道菌群对一些非处方药药效的影响 [14]

药品名称  药理作用 肠道对临床药效的影响

对乙氨基酚（Acetaminophen） 止痛与退烧药 增加临床效果与毒性

氯霉素（Chloramphenicol） 抗菌药 增加毒性

地高辛（Digoxin） 强心药 增强活性与毒性

氟胞嘧啶（Flucytosine） 抗真菌药 增效作用

甲硝唑（Metronidazole） 抗真菌和抗厌氧细菌 降低抗菌效果

甲硝唑（Metronidazole） 抗真菌和抗厌氧细菌 降低药效

柳氮磺胺吡啶（Sulfasalazine） 抗菌药 增强活性

磺吡酮（Sulfinpyrazone） 抗菌药 增强活性

舒林酸（Sulindac） 非类固醇类抗炎药 增强活性

索利夫定（Sorivudine） 抗病毒 增加毒性

唑尼沙胺（Zonisamide） 抗惊厥剂 降低药效

2. 肠道菌群在免疫调控和宿主防御中的作用

乙酰化作用（Acetylation） 5- 氨基水杨酸（5-Aminosalicyclic acid）

异恶唑断裂（Isoxazole scission） 利哌利酮（Risperidone）

其它
氮 替 瑞 林（Azetirelin）、 氧 嗪 酸 钾（Potassium 

oxonate）、橙皮甙（Hesperidin）

（续上表）
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2.1 肠道菌群的屏障功能

肠道菌群的一个重要功能是保护宿主免

受肠道病原的攻击。这种高密度的复杂菌群行

使一种所谓的定殖抗性功能，从而阻止病原菌

的繁殖与生长。无菌小鼠或只拥有低复杂性肠

道菌群的小鼠，对肠道病原的易感性更高。相

似的情况，抗菌素处理能显著改变菌群密度与

组成，从而有利于机会病原菌的定殖。尽管这

样，重建正常肠道菌群可以通过抑制病原菌生

长或促进肠道免疫反应消除已经感染的病原菌

来进行。天然免疫反应受体，如Toll样受体或

NOD（nucleotide oligomerization domain）

样受体在介导抗肠道感染的免疫保护反应过程

中发挥着重要的作用。如肠道菌群DNA刺激

TLR9产生抗寄生虫感染的免疫保护反应。相

似的是，细胞内NOD1能识别和感应革兰氏阴

性菌的肽聚糖，从而促进嗜中性粒细胞对肺炎

链球菌和金黄色葡萄球菌产生免疫清除反应。

适应免疫系统对宿主防御病原菌在粘膜表面的

感染也起着非常重要的作用。B淋巴细胞在微

生物定殖过程中对细胞信号做出反应，向肠

腔中分泌IgA抗体，从而限制病原的入侵。实

际上，IgA产生浆细胞在肠道体液免疫系统中

起决定性作用，会导致粘膜表面大量IgA的分

表 5 无菌小鼠肠道免疫缺陷 [15]

免疫缺陷 解剖部位 无菌小鼠的免疫表型（与普通笼养小鼠比）

小肠发育 派尔集合淋巴结 细胞数量少而且小

固有层 细胞数量少而且固有层薄

生发中心 血浆细胞少

孤立淋巴滤泡 细胞数量少而且小

肠系膜淋巴结发育 生发中心 细胞数量少而且小，血浆细胞少

CD8+ T 细胞 肠上皮淋巴细胞 细胞数量减少，细胞毒性降低

CD4+ T 细胞 固有层
细胞数量减少，Th17 细胞数量在小肠减少，

但在结肠增多

CD4+CD25+ T 细胞 肠系膜淋巴结 FoxP3 表达降低，抑制能力降低

血管生长素 4 表达 潘纳斯细胞 降低

再生胰岛衍生蛋白 3γ表达 潘纳斯细胞 降低

降低 B 细胞 降低

ATP 水平 肠道 降低

MHC II 分子的表达 肠上皮细胞 降低

TLR9 表达 肠上皮细胞 降低

白细胞介素 25 水平 肠上皮细胞 降低
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图9 肠道菌群与肠道屏障。原图来自Bischoff的文章[16]。

泌。所以并不奇怪，IgA缺陷小鼠中分节丝状

菌（SFB）和其它梭菌的含量较高。

正常肠道菌群在阻止病原菌的定殖方面

发挥着重要的功能，但必须避免正常菌群与免

疫系统之间的一些不必要的免疫反应。宿主可

以使用多种策略来避免免疫系统与正常肠道之

间发生的相互作用。肠道上皮细胞通过物理性

隔离肠道正常菌群与免疫系统来提供第一道防

线。这道屏障通过产生粘液、抗微生物产物、

防御素和分泌型IgA（sIgA）而得到进一步加

强。大肠中的粘液在组织结构上可以分为两

层，结肠内层的粘液更粘绸从而可以将正常菌

群限制在粘液外层。尽管有些小肠上皮只有一

层粘液层，但其粘液中分泌型IgA、抗菌肽，

如RegIII c的含量较高，从而阻止了细菌与肠

道上皮细胞间的紧密接触。

2.2 肠道菌群的免疫调控功能 
现在我们已经知道，肠道菌群对促进宿

主免疫系统的发育并维护宿主免疫系统的功能

是不可缺少的。而且正常的肠道菌群在维持免

疫系统的动态平衡中发挥着重要的作用（图

10）。
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图10 肠道菌群与三维平衡。原图来自Goto和Kiyono的文章[17]。

2.3 肠道菌群的免疫调控机制

2.3.1 调控T细胞分化  
肠道细菌在调控肠道CD4+ T细胞反应

中起着非常重要的作用。尽管CD4+ T细胞通

过识别抗原递呈细胞，如树突状细胞、巨噬

细胞和B细胞表面的MHC II分子而活化，但

是特异的微生物刺激可以诱导特异的分化程

序。如细胞内病原驱动T细胞分化为TH1细
胞，从而分泌大量干扰素；而细胞外寄生虫

刺激T细胞分化为能产生白细胞介素4的TH2
细胞。最近第三种T细胞亚群TH17被认为与

控制细胞外病原有关。除了这些效应T细胞亚

群外，活化的CD4+ T细胞也可以分化为调控

T细胞（Treg），它可以表达FoxP3转录因子

（forkhead box P3）。在稳定状态下，粘膜

表面IL-17产生T细胞的量比较高，有趣的是，

无菌小鼠肠道中IL-17分泌型T细胞的数量非常

少，这表明肠道细菌对TH17细胞的分化非常

重要。但天然免疫受体信号对固有层TH17细
胞的分化好像并不是必需的，因为Myd88或
TRIF的缺失对TH17细胞的分化表型并没有影

响。肠道细菌可以产生ATP是无菌小鼠中缺少

TH17的原因。来源于正常菌群的细胞外ATP
可以诱导固有层CD11c+抗原递呈细胞，促进

IL-6和IL-23的产生，这两种细胞因子对产生

和维持TH17非常重要。在普通饲养小鼠的肠

道内容物中，ATP的含量较高，而在无菌动物

中其浓度显著降低。使用ATP类似物对无菌小

鼠进行处理后其肠道中的TH17细胞数量显著

增多。这进一步验证了肠道正常菌群产生的细

胞外ATP是一种TH17细胞诱导因子。

另外，TH17和Treg细胞都可以通过芳香

烃受体（aryl-hydrocarbon receptor, AhR）

激活。很多AhR的配体都是由肠道细菌通过

代谢色氨酸产生的。AhR的表达影响了TH17
细胞与AhR的结合，从而影响了TH17细胞相

关细胞因子IL-22的产生。最近的研究很清楚

地表明并不是所有的肠道细菌对刺激T细胞反

应具有相同的能力。例如，单独的分节丝状

菌（SFB）就可以替代肠道菌群而促进肠道

TH17细胞反应。SFB是一种能形成孢子的革

兰氏阳性厌氧菌。最近三个不同的研究组分别

对其基因组进行了测序。SFB基因组中编码一

些典型厌氧生活相关的基因，但是缺少很多与
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图11 肠道菌群调控免疫细胞分化。原图来自Hooper等的文章[18]。

生物合成酶相关的基因，很大程度上其生存依

赖于宿主。用SFB接种无菌小鼠后，可以恢复

小肠固有层TH17细胞反应。尽管这样，SFB
如何诱导TH17细胞反应至今还不清楚。SFB
诱导的TH17细胞反应可能与血清淀粉样蛋白

A（Serum amyloid A）有关，因为在SFB定

殖无菌小鼠后其表达量升高，而且血清淀粉样

蛋白A在体外能促进TH17的分化。

有趣的是，初步研究表明SFB可以通过

活化B细胞而刺激体液免疫，如诱导IgA分泌

和募集上皮内淋巴细胞。也有研究报道肠道细

菌与一些Treg细胞亚型的分化相关。脆性拟

杆菌是一种革兰氏阴性厌氧菌，它定殖在两个

不同的肠炎模型中均能阻止肠道病理现象的发

生。脆性拟杆菌的保护作用归功于其所产生的

多糖A（polysaccharide A, PSA）。多糖A通
过增加IL-10产生CD4+ T细胞的数量来抑制肠

道炎症的发生。当用多糖A处理小鼠后，肠系

膜淋巴结中IL-10产生CD4+ T细胞的出现频率

增加，而且多糖A的这种保护作用在IL-10缺陷

小鼠中消失。另外Atarashi等人表明，一些梭

菌在结肠中可以诱导IL-10产生Treg细胞从而

阻止肠炎的发生。这些结果表明特定的微生物

可能已经在肠道中进化出了不同的调控路径来

促进效应T细胞和Treg细胞的分化，从而影响

粘膜稳定平衡。尽管这样，微生物调控宿主免

疫反应的精确细菌成分和机制到目前还并不清

楚。
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表 6 肠道菌的代谢产物及其可能的生理功能 [19]

代谢产物 相关的细菌 可能的生理功能

短链脂肪酸：醋酸、丙酸、丁酸、

异丁酸、2-甲基 -丙酸甲酯、戊酸、

异戊酸、己酸

梭菌 IV簇和XIVa簇，包括真细菌、

罗氏菌、普拉梭菌和粪球菌

降低结肠 pH，抑制病原菌生长 ; 促

进水和钠离子吸收；参与胆固醇合

成；为结肠上皮细胞提供能量，与

人类肥胖、胰岛素抗性和 2 型糖尿

病及结肠癌等相关

胆汁酸（Bile acids）与胆酸盐

（cholate）

乳酸菌、双杆菌、肠细菌、拟杆菌

和梭菌

吸收饮食中的脂肪和脂溶性维生素，

促进脂类吸收，维持肠道屏障功能；

接受系统激素信号；调控甘油三酯、

胆固醇、葡萄糖和能量平衡

胆碱代谢物：甲胺、二甲胺、三

甲胺、三甲胺 -N- 氧化物、 二甲

基甘氨酸、甜菜碱

普拉梭菌、双歧杆菌

调控脂质代谢和糖平衡；与非酒精

性脂肪肝、饮食诱导的肥胖、糖尿

病和心血管疾病相关

苯 酚（Phenolic）、 苯 甲 酰

（benzoyl）和苯基衍生物（phenyl 

derivatives）

艰难梭菌、普拉梭菌、双歧杆、

Subdoligranulum、乳酸菌

药物脱毒；肠道微生物组成与活性

的指示剂；多酚类的使用

吲哚衍生物

（Indole derivatives）
生孢梭菌、大肠杆菌

保护应激引起的胃肠道损伤；调控

促炎症因子的表达，促进抗炎基因

的表达，加强上皮屏障特性。与胃

肠病理、肠脑轴及一些条件性神经

病有关。

维生素：维生素 K、维生素 B12、

生物素、叶酸、维生素B1、核黄素、

吡哆醇

双歧杆菌
提供内源性维生素，加强免疫功能，

调控细胞增生。

2.3.2 刺激抗原递呈细胞

肠道抗原递呈细胞，特别是各种各样的树

突状细胞和巨噬细胞出现在肠道相关淋巴组

织中，通过维持免疫和耐受的平衡来保持肠道

免疫系统的稳定。模式识别受体可以激活树突

状细胞的决定簇，从而决定产生哪种类型的细

胞因子。然后，这些细胞因子调控自然T细胞

分化成不同的促炎性或调控细胞系。有些肠道

细菌可以直接作用于树突状细胞，如脆性拟杆

菌产生的多糖A可以刺激树突状细胞从而有助

于T细胞分化为TH1细胞、IL-10产生T细胞或

FoxP3+ Treg细胞。

2.3.3 细菌代谢产物的免疫调控作用

除了以上提到的一些调控因素外，肠道正

常细菌的产物或代谢物可能从肠腔转位到粘膜

循环系统中，从而影响与免疫调控或自身免疫

相关基因的表达。尽管其作用机制还不是很清

楚，但最近有研究表明革兰氏阴性菌的肽聚糖

可以通过肠道粘膜提高嗜中性粒细胞介导的免

疫反应。肠道细菌也可以产生其它一些重要的

免疫调控因子，如短链脂肪酸。表6列出了常

见的肠道菌群代谢产物及其潜在的生理功能。

（接下表）
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胃肠道和中枢神经间存在着双向功能交

流，这其中一个重要的组成部分是胃肠道免疫

系统与下丘脑-垂体-肾上腺轴之间的交流（图

12）。脑-肠相互作用在调控肠道功能和影响

宿主健康状况方面发挥着非常重要的作用。肠

道菌群在相互作用中所扮演的角色也是最近这

几年才开始受到关注。大脑通过改变胃肠道移

动性、分泌物和肠道渗透性从而间接影响正常

菌群，或通过固有层细胞（肠嗜铬细胞、神经

元和免疫细胞）释放信号分子直接影响肠道菌

群。相反，肠道菌群通过上皮细胞受体介导的

信号直接刺激固有层的宿主细胞。肠道菌群主

要通过释放细菌底物、发酵产物和肠道内分泌

因子，及其与免疫系统间的相互作用来维持大

脑系统的神经传感和动力功能。另外，改变肠

道菌群也可以改变动物的行为。例如，接种病

原菌空肠弯曲杆菌或鼠类柠檬酸杆菌可以在健

康小鼠中诱导焦虑样行为。这种行为的改变在

细菌接种后数小时就可以出现，表明调控肠道

菌群很快就可以改变中枢神经系统中生物化学

物质的产量。同时，肠道菌群的消失能影响下

丘脑-垂体-肾上腺轴的发育。与普通饲养小鼠

相比，无菌小鼠在受到应激时产生了更高水平

的促肾上腺皮质激素和皮质脂酮。另外无菌

小鼠的N-甲基-D-天冬氨酸受体亚单位NR-1和
NR-2a在皮质和海马中的表达水平较低。这种

现象与大脑同一区域脑源性神经营养因子水平

下降同时存在。接种正常小鼠的粪便可以阻止

无菌小鼠下丘脑-垂体-肾上腺轴的改变。这些

数据表明，早期肠道菌群的定殖对大脑的充分

发育起着重要的作用。对肠道菌群的改变可能

会引起与沮丧和焦虑相关行为特征的改变。广

谱非吸收性抗菌素已经用于评价其对微生物-
肠-轴的影响。口服硫酸新霉素、细菌素和匹

马菌素引起的肠道紊乱，增加了小鼠大脑边缘

区探究行为和脑源性神经营养因子，而当使用

腹腔注射时却并不会出现这种影响。

3. 肠道菌群对大脑发育及人类行为的影响

多胺（Polyamines）：腐胺、尸胺、

亚精胺、精胺
空肠弯曲杆菌、化糖梭状芽胞杆菌

影响宿主基因毒性、抗炎症与抗肿

瘤作用；可能的肿瘤标记物。

脂质（Lipids）：共轭脂肪酸、脂

多糖（LPS）、甘油酯、鞘磷脂、

胆固醇、卵磷脂、磷酸乙醇胺甘

油三酯等

双歧杆菌、罗氏菌、乳酸菌、克

雷伯氏菌、肠细菌、柠檬酸细菌、

梭菌

影响肠道渗透性，活化肠 - 脑 - 肝

神经轴调控糖平衡；LPS 慢性系统

炎症；共轭脂肪酸改善血胰岛素增

多、改善免疫系统、改变脂蛋白图谱。

另外胆固醇是固醇和胆汁酸产生的

基础。

其它：D-乳酸、甲酸、甲醇、乙醇、

琥珀酸、赖氨酸、葡萄糖、尿素、

肌氨酸、肌氨酸酐、大麻素类物

质等

拟杆菌、假丁酸弧菌、瘤胃球

菌、 普 拉 梭 菌、 双 歧 杆 菌、

Subdoligranulum、奇异菌、壁厚

菌、乳酸菌

直接或间接合成或使用这些成分，

或调控相关的代谢通路，包括内源

性大麻素系统 .

（续上表）
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图12 肠道菌群促进大脑发育。原图来自Diamond等的文章[20]。
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如上所述，正常的肠道菌群对宿主很多重要生理功能的维护和发挥起着非常重要的作用，

但当这种自然稳定状态遭到破坏后也可以引起很多疾病，如肥胖、糖尿病、代谢综合症、IBD、

IBS、自身免疫病和乳糜泻等的发生（图13）。

虽然已有很多研究指出，在疾病发生的

同时也伴随着菌群结构的变化（表7），但谁

因谁果还有待进一步研究。大部分学者认为

菌群结构的改变可能是因，而疾病的发生是

果，尤其是在对肠道菌群的代谢产物进行了更

深入的研究后，很多学者认为微生物代谢物可

能在疾病发生过程中起着非常重要的作用（表

8）。

图13 与肠道菌群相关的疾病。原图来自Kinross等的文章[21]。

三、与肠道菌群相关的疾病

表 7 各种疾病状态下的菌群变化 [22,23,24]

疾病名称 变化菌群

肥胖（Obesity）

Coriobacteriaceae、 乳 酸 杆 菌 属（Lactobacillus）、 肠 球 菌

（Enterococcus）、 普 拉 梭 菌（Faecalibacterium prausnitzii）、

普 雷 沃 菌 属（Prevotella）、 梭 状 芽 胞 杆 菌（Clostridium）、 真

细 菌（Eubacterium）、 罗 氏 菌 属（Roseburia）、 葡 萄 球 菌 属

（Staphylococcus）、大肠杆菌（Escherichia coli）增多，拟杆菌和

史氏甲烷短杆菌减少

（接下表）
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表 8 细菌代谢产物和细菌成分在疾病发生过程中的作用 [25]

发酵产物种类 主要产生细菌 对宿主可能的影响

肠道菌群对

饮食成分

的转化产物

短链脂肪酸（由碳水化

合物，如植物细胞壁多

糖、抗性淀粉、多糖和

寡糖转化而来）

醋酸：肠道很多细菌都具有产生

醋酸的能力
胆固醇合成的主要底物

丙酸：主要由拟杆菌、梭菌 IX，

和丙酸杆菌属细菌产生

肝脏糖异生底物，能抑制胆

固醇合成

丁 酸： 主 要 由 梭 菌 XIVa 和 IV

（ 如 普 拉 梭 菌， 直 肠 真 杆

菌，R. bromii， 罗 氏 菌 属，

Anaerostipes）产生

结肠细胞的主要能量源，维

护肠道粘膜的完整性，降低

结肠癌发病风险，抗炎症作

用

甲烷
产 甲 烷 菌（Methanovibrebacter 

smithii）
减缓小肠转运

蛋白异化代谢产物（如

氨、胺、酚类、硫醇类、

吲哚类、N- 亚硝基化合

物、支链脂肪酸）

肠道多种细菌
细胞毒性和基因毒性，与小

孩孤独症和结肠癌有关

氢化硫
硫还原菌脱硫弧菌和牛磺酸降解

菌嗜胆菌
基因毒性，腐蚀肠道粘膜

次级胆酸（石胆酸、脱

氧胆酸）
真细菌属、梭菌

增加胆固醇结石，诱变性、

致癌性

雌马酚
Adlercreutzia equolifaciens、 梭

菌及埃格特菌

抗氧化、抗炎症、减少骨损

失，雌激素

2 型糖尿病（Type 2 Diabetes）
拟杆菌 - 普雷沃菌和 B- 变形菌增多，硬壁菌、梭菌、球形梭菌 - 直肠

真细菌减少，硬壁菌与拟杆菌比率降低

克罗恩病（Crohn's Disease） 卵形拟杆菌和普通拟杆菌增多，单形拟杆菌减少

炎 症 性 肠 病（inflammatory 

bowel disease, IBD）

放线菌和变形菌增多，拟杆菌、毛螺菌、柔嫩梭菌群、球形梭菌、普

拉梭菌和双歧杆菌减少，硬壁菌与拟杆菌比率下降

肠易激综合征（irritable bowel 

syndrome, IBS）

韦永氏球菌、Dorea、瘤胃球菌、梭状芽胞杆菌数量增多，拟杆菌、双

歧杆菌、柔嫩梭菌、产甲烷菌及乳酸杆菌减少

乳糜泻（Celiac Disease, CD） 普通拟杆菌增多、大肠杆菌和球样芽胞杆菌减少

胃癌（Gastric Cancer） 幽门螺杆菌增多

厌食症（Anorexia） 史氏甲烷短杆菌增多

过敏（Allergies） 乳酸杆菌、青春双岐杆菌、幽门螺杆菌和艰难梭菌减少

孤独症（Austim） 拟杆菌和变形菌增多，放线菌和硬壁菌减少

（续上表）

（接下表）
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1. 肠道菌群与肥胖和2型糖尿病

2004年，美国华盛顿大学Gordon实验室

在美国科学院院刊（PNAS）上首次报道了

肠道菌群与肥胖相关，研究结果表明肠道菌

群可以调节实验小鼠的脂肪存储。2006年，

Gordon等人再次在《自然》杂志（Nature）
上发表肠道菌群与肥胖相关的论文。他们分别

在小鼠和人体的肠道菌群中发现了与肥胖相关

的菌群特征，即肥胖的人或者小鼠肠道菌群

中，厚壁菌门相对拟杆菌门的比例（F/P）更

高。他们发现，无论高脂饲料诱导的肥胖小

鼠，还是瘦素基因缺失的遗传性肥胖小鼠，

其肠道菌群中的F/P比值都比健康的、瘦的小

鼠高。在肥胖者和瘦人之间也存在着这种比例

差异。自此，肠道菌群与肥胖间的相互关系成

肠道菌群的

合成产物

未知的发酵产物 普拉梭菌
通过阻断NF-KB的活化而达

到抗炎症的作用

未知的发酵产物 嗜酸乳杆菌 NCFM
调节肠道内脏痛，诱导类鸦

片活性肽和大麻素受体

维生素K2（甲基萘醌类）

脆性拟杆菌、大肠杆菌、丙酸杆菌、

真细菌、极小韦永氏球菌、乳酸

乳球菌及乳明串珠菌

调节骨盐沉积和血液凝固

维生素 B9（叶酸） 双歧杆菌 调控细胞循环和细胞增生

维生素 B12（钴维生素） 罗伊乳杆菌 刺激神经系统发育

共轭亚油酸 短双歧杆菌、长双歧杆菌
调控免疫系统、降低代谢类

疾病的患病风险

γ- 氨基丁酸 短乳杆菌，副干酪乳杆菌
抑制中枢神经系统，缓解血

压过低和多尿

肠道细菌的

细胞成分

多糖 A 脆性拟杆菌

降 低 促 炎 性 分 子， 如

TNF-α、IL-1β 和 IL-17 水

平，提高抗炎性因子 IL-10

水平，减少中性粒细胞浸润

和上皮细胞增生

脂多糖 革兰氏阴性细菌

通过活化 NF-KB 而具有促炎

性作用，促进树突状细胞的

成熟

磷壁（酸）质 革兰氏阳性细菌
调节促炎性或抗炎性免疫反

应

（续上表）
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炎性肠病是一种与遗传、环境、免疫相关

的肠道疾病，包括克罗恩病和溃疡性结肠炎。

其病原是多方面的，通常在遗传性敏感个体中

其肠道粘膜完整性受到损害，使得微生物抗原

更容易穿过上皮屏障，进而活化免疫细胞，从

而引起不恰当的或潜在的慢性炎症。菌群通过

活化天然TLR受体对维持肠道平衡起着重要作

用，也在IBD病人肠道粘膜完整性损坏和修复

过程中扮演着重要角色。菌群紊乱可以引起小

鼠肠炎，也会使得IBD患者中微生物多样性减

少，肠细菌科的含量升高，拟杆菌门和硬壁

菌门的一些细菌减少。菌群紊乱如何导致IBD
还不清楚，但可能与一些病原菌的入侵，以及

与一些保护性菌的减少而导致的不正常的免

为新的研究热点，很多实验室都对肥胖者和瘦

人间的F/P的比值进行了研究。但大量研究并

不能验证这一点，甚至有些研究发现F/P比例

与肥胖根本就不存在关联。这在一定程度上引

起了人们对肠道菌群与肥胖间存在相互关系的

怀疑，并开始思考谁因谁果，到底是菌群结构

变化引起肥胖，还是由于肥胖导致菌群结构的

变化。直到Patrice D. Cani等人在《糖尿病》

杂志（Diabetes）上发表论文称肠道细菌产

生的内毒素可以引起肥胖，才使人们依然坚信

肠道菌群可能是引起肥胖的诱因。他们发现用

高脂饲料饲喂正常有菌群的小鼠8周以后，小

鼠出现肥胖和胰岛素抗性。他们在这种肥胖小

鼠的血液中发现一种由肠道细菌产生的内毒素

的浓度比健康对照高2-3倍。因此，他们推测

来自肠道菌群的内毒素可能是引起肥胖小鼠全

身性低度炎症和肥胖的重要因素。为了证实这

个假说，他们从希格玛化学公司购买了一种标

准的内毒素（一种从大肠杆菌的细胞壁提纯出

来的脂多糖成份）。他们用一种注射泵，给吃

普通饲料本来不会胖的小鼠持续皮下注射这种

内毒素，剂量与肥胖小鼠血液里的内毒素浓度

相当，在注射内毒素后这些小鼠开始出现低度

炎症，最后变成肥胖小鼠，而且也有了胰岛素

抵抗。这进一步验证了肠道细菌产生的内毒素

是引起动物肥胖的一个关键致病因子。最近上

海交通大学赵立平实验室的研究结果进一步证

明了肠道细菌能引发肥胖的结论。他们在肥

胖志愿者中发现了一种被命名为Enterobacter 
cloacaeB29的细菌含量非常高，而且用这种

菌接种无菌小鼠后，使用高脂饲料饲喂数周后

出现了肥胖和胰岛素抗性，但无菌小鼠却没有

出现类似的症状。尽管如此，但是由于引起肥

胖和胰岛素抗性的原因很复杂，而且与很多遗

传和环境因子均有关，所以肠道菌群诱发肥胖

的作用机制还有待进一步研究。从已有研究结

果来看，肠道菌群可能通过多个途径影响宿主

肥胖的发生（图14）。

肥胖动物，除了能高效地合成和积累脂肪

以外，还表现出一系列的代谢受损的症状，

其中最重要的是胰岛素抵抗。我们知道，胰岛

素抵抗是因为炎症因子破坏了胰岛素受体造成

的。肥胖小鼠与肥胖者一样，身体里有一种低

度的、全身性的慢性炎症。正是这种慢性炎症

不仅破坏胰岛素受体，造成胰岛素抵抗，而且

还破坏血管，造成大小血管病变。虽然已有

很多研究表明肠道菌群与代谢紊乱和糖尿病

有关，但肠道菌群与2型糖尿病间的关系还有

待进一步研究。如Qin等人报道在糖尿病个体

中，丁酸产生菌数量减少，机会病原菌增多。

但也有报道称2型糖尿病与肠道菌群无关。

2. 肠道菌群与炎性肠病（IBD）
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图14 肠道菌群引发肥胖的可能机制。肠道菌群可以降解未消化的碳水化合物，将其转化为短链脂肪酸
和单糖。短链脂肪酸不仅是结肠细胞的底物，也是脂质新生和糖原异生的前体，另外也可与特异的受体
GPR43/41结合致使蛋白肽YY增加。这种YY肽可以减缓肠道转运时间从而促进营养吸收。单糖可以激活一
种叫碳水化合物反应元件结合蛋白的转录因子（ChREBP），促进脂质新生。由于粘膜血流加快，营养的
吸收也更有效，同时加速炎症诱导的血管形成。肠道菌群也可以降低AMP活化蛋白激酶（AMPK）的磷酸
化和减少饥饿诱导脂肪因子（fiaf）的产生，导致脂肪组织、肝脂肪酸氧化的减少和脂肪酸摄入的增多。
肠道菌群降低胰高血糖素样多肽-1（GLP-1），一种已知的使食欲减退的多肽的分泌。最后，肠道菌群可
以通过调控共轭胆汁酸模式来调控其吸收和乳化作用。PGC-1α：过氧化物酶体增殖物激活受体辅激活因
子1α；LPL：低密度脂蛋白脂肪酶。原图来自Machado和Cortez-Pinto的文章[26]。

疫细胞活化、破坏Th1和Th17介导的免疫反

应、增加粘膜渗透性和失去免疫耐受功能等有

关。肠道菌群被认为是引起IBD的一个重要因

子，所以很多学者对研究哪些菌群可以保护肠

道非常感兴趣。也有研究表明饮食中脂质的

摄入也是引起IBD的一个重要病原。有一项研

究指出，在丹麦人群中，吃omega-6多不饱和

脂肪酸的人群患溃疡性结肠炎的风险增加了

30%；而以二十二碳六烯酸（一种omega-3

多不饱和脂肪酸）为饮食的患者发病率下降了

77%。过多地摄入omega-6多不饱和脂肪酸增

加IBD患病风险被认为是饮食脂肪酸直接改变

宿主肠道免疫反应所致，但这种改变至少在一

部分上与肠道菌群的改变有关。有研究表明，

肠道菌群中拟杆菌含量升高促进宿主肠道免疫

和氧化还原反应，从而保护宿主免受致死性肠

炎的感染。这表明肠道菌群影响宿主反应和疾

病易感性。
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3. 肠道菌群与肠易激综合征（Irritable Bowel Syndrome, IBS）

肠易激综合征也就是肠子容易激动、容易

受刺激，从而出现痉挛而引起腹痛。IBS患者

占了胃肠科门诊病人的40%。尽管其致病机

理还不清楚，但有研究表明可能与肠道菌群有

关。IBS患者的粪便菌群与健康个体间差异显

著。健康者菌群多样性比IBS患者更丰富。在

有些IBS病例中也可以看到小肠细菌的过度生

长。与对照相比，IBS患者的硬壁菌/拟杆菌比

例提高两倍以上，而梭菌的水平升高，双歧杆

菌的水平降低。有一项研究也发现IBS患者的

粪便样品中拟杆菌和乳酸菌的多样性更丰富。

IBS通常分为两类，一类以腹泻为主，另一类

图15 IBD的可能致病机制。IBD肠道紊乱包括益生菌（如双歧杆菌）数量减少，伴随着有害细菌（如硫还
原菌）增多。这种微生态失衡导致管腔内丁酸水平降低，因此下调了上皮紧密联接蛋白的表达，从而增加
上皮渗透性。上皮屏障破坏后导致细菌转位增多，伴随着肠腔IgA和防御素浓度的降低，情况更加恶化。
遗传上倾向于有缺陷的巨噬细胞其吞噬能力存在缺陷，所以对穿过固有层而发生转位的细菌的杀伤力也较
低。对感染细菌的清除导致TLR的过度刺激，从而分泌促炎细胞因子和活化天然免疫和T细胞介导的免疫
反应。这种上皮细胞和抗原递呈细胞免疫耐受机制的破坏加剧了天然免疫细胞与嗜中性粒细胞的募集。
另外，调控T细胞缺陷和抗原递呈细胞引起的过度T细胞反应（Th1和h17），相应地强化了炎症反应和肉
芽肿反应。IL：白细胞介素；IFN-γ：γ-干扰素；TNF：肿瘤坏死因子；TGF-β：转化生长因子-β；
LPS：脂多糖。原图来自Fava和Danese的文章[27]。
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图16 肠道菌群在IBS发病过程中的作用。在这个模型中，一些已知的IBS风险因子包括胃肠炎、抗菌素的
使用和应激会引起肠道菌群改变并加剧生理性炎症。同时还会导致肠道功能发生改变从而引起腹部出现症
状。在这种情况下，肠道菌群的改变对人的行为也有所影响。原图来自Collins和Bercik的文章[28]。

以便秘为主。腹泻为主的IBS肠道中一些有害

细菌，如变形菌的数量明显增多，而一些有

益菌，如乳酸菌、放线菌和拟杆菌的数量以

及整个菌群的多样性减少。便秘为主的IBS患

者肠道中硬壁菌的数量增加，乳酸产生菌的

数量减少，乳酸产生和利用菌，如霍氏真杆

菌和Anaerostipes caccae降低。这些菌群怎

样影响IBS还并不清楚，但其中一个影响因素

可能是轻度炎症。IBS患者在菌群变化后引起

TLR4和5的表达量上调，从而启动天然免疫

反应的情况充分说明了这一点。图16推测了

肠道菌群引起IBS疾病的可能机制。

4. 肠道菌群与结肠癌

大量实验室和临床证据表明肠道慢性炎症

增加了致瘤性转化风险，所以有研究指出“病

原菌”引起的慢性炎症与结肠癌相关也就并不

奇怪了。已有研究报道各种不同的细菌能引起

与炎症相关的结肠癌的发生（表9）。尽管这

样，微生物成员是如何成为病原菌，从而引起

慢性炎症并导致癌症的发生还不是很清楚，有

推测表明，这可能是由肠道菌群结构的改变会

影响免疫功能和炎症反应所致。如促炎性细胞

因子通过调节细胞因子、化学因子、粘附分子

和血管生成等可以促进肿瘤的发生。最近也有

研究表明感染产肠毒素型脆性拟杆菌可以引起

炎性腹泻，最终导致肠炎和结肠癌。临床结果

也说明慢性炎症在癌症发生中起着非常重要的

作用。慢性溃疡性结肠炎患者发展成结肠癌的

风险比普通人高5倍，且抗炎药可以抑制患结

肠癌的风险。
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表 9 由各种细菌引起的炎症相关癌变 [29]

细菌名称 癌症种类

芽孢杆菌（Bacillus spp.） 膀胱癌

拟杆菌（Bacteroides spp.） 结肠直肠癌

肠杆菌属（Enterobacter spp.） 实体和血液肿瘤

肠球菌（Enterococcus spp.） 实体肿瘤

大肠杆菌（Escherichia coli） 乳腺癌、膀胱癌、结肠癌、肾细胞癌和急性髓细胞样白血病

螺杆菌（Helicobacter spp.） 胃癌、肝癌、子宫癌、食道癌、结肠癌和淋巴瘤

肺炎克雷伯菌（Klebsiella spp.） 实体肿瘤

假单胞菌属（Pseudomonas spp.） 实体和血液肿瘤

图17 肠道菌群与癌变。肠道
菌群，一群永久定居在胃肠
道中的微生物，在消化、免
疫和防癌方面起着重要的作
用。在肠道微环境发生改变
的情况下，肠道菌群可以促
进各种细胞的恶性转化。在
大肠癌的发生过程中 (A)，
能损伤DNA的细菌侵入上皮
细胞，在DNA损伤后开始转
化和促进炎症因子的产生，
从而有利于肿瘤细胞的生
存。在淋巴瘤的生成过程中
(B)，能损伤DNA的细菌在
损伤DNA后开始转位到淋巴
细胞，从而进入血流。感染
了的免疫细胞产生大量促炎
性因子，从而有利于肿瘤细
胞的生存。相似的是，能损
伤DNA的细菌可以感染其它
多种类型的细胞，并通过血
流进行转位，从而引起乳腺
癌、胃癌、子宫癌、肝癌和
膀胱癌等(C)。MMIF： 巨噬
细胞游走抑制因子；ROS: 
活性氧簇；TLRs: Toll样受
体。原图来自Kipanyula等的
文章[29]。
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5. 肠道菌群与感染类疾病

最近小鼠模型研究结果表明宿主的菌群组

成可以影响肠道病原的易感性，而且一些特

定的菌群可以影响入侵病原的定殖和有益微生

物的定殖。如宿主中大肠杆菌密度高者对肠炎

沙门氏菌的易感性也比较高，而乳酸菌数量高

的宿主更有利于益生菌乳酸菌的定殖。尽管肠

道上皮、天然和适应免疫系统、肠道粘膜均参

与宿主对感染性疾病的防御，但肠道细菌也为

宿主抵御入侵性病原的感染起着非常重要的作

用。当菌群紊乱时，一些条件性致病菌，如沙

门氏菌和艰难梭菌会出现过度繁殖而引发疾

病，但正常肠道菌群对很多病原菌的感染也具

有很好的防御作用。目前研究得比较多的就是

肠道菌群对艰难梭菌感染的抑制作用，图18
描述了其简单的作用机制。正常菌群主要通过

定殖抗性来防御病原菌的感染，所谓定殖抗性

即内源肠道菌群保护宿主免受感染性微生物入

侵的过程。目前研究表明定殖抗性可能存在以

下几种作用机制，其中最重要的可能是通过肠

腔粘膜正常菌群与病原菌竟争生存空间和营

养。另外，正常菌群产生的一些代谢产物，如

短链脂肪酸、活性氧和细菌素等对肠道病原也

有抑制或杀灭作用。

图18 正常菌群介导艰难梭菌定殖抗性的可能机制。在肠道中一些特异的细菌可以直接或间接地干扰艰难梭
菌的繁殖。直接抑制包括通过营养竟争、将营养物质或宿主代谢产物转化为艰难梭菌抑制物，或土著细菌
产生具有抑制作用的代谢产物。间接抑制包括菌群与宿主间的相互作用，影响宿主基因的表达从而抑制艰
难梭菌的定殖和繁殖。识别微生物分子相关的模式（MAMP）可以启动宿主免疫信号介导的级联反应，从
而产生天然和适应免疫效应分子。原图来自Britton和Young的文章[30]。
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肠道菌群除了对一些病原细菌的易感性有

影响外，也有研究报道肠道菌群可以影响宿主

对病毒的易感性。第一，无菌小鼠对A型流感

病毒、Coxsackie病毒BT、弗里德（氏）病毒

的易感性更高。第二，登革热病毒是一种血源

性疾病，但它却通过肠道途径起始其在蚊子中

的感染。更有趣的是，登革热病毒在抗菌素处

理蚊子的中肠内复制得更快，这表明昆虫肠道

菌群限制了病毒的复制。第三，防御素可以抑

制腺病毒的复制，而防御素是肠道菌群刺激宿

主后所产生的一种抗菌肽。在体外实验中，防

御素可以直接结合到病毒粒子上而抑制病毒复

制。相反，也有研究表明，一些菌群可以间接

加速病毒的复制和疾病的发生。第一，一种革

兰氏阴性菌的组成成分脂多糖可以促进小鼠乳

腺癌病毒的持续感染；第二，脂多糖处理促进

了泰勒脑脊髓炎病毒在中枢神经系统中的复制

和疾病的发生；第三，脂多糖介导的慢性炎症

反应有利于人免疫缺陷病毒感染者免疫缺陷症

状的出现。

6. 肠道菌群与肝脏疾病

非酒精性脂肪肝（NAFLD）是最常见的

一种慢性肝脏疾病。NAFLD的发病机制还不

清楚，但大部人认为，除了遗传因素外，摄入

高脂肪和高果糖的饮食可以影响NAFLD的发

生。最近有研究表明肠-肝轴可能在这个复杂

调控网络中起着重要的作用。已经有研究表

明，肠道菌群可能通过几种不同的方式影响

NAFLD。首先，肠道菌群可以直接影响宿主

从肠道内容物中摄入热量的多少，从而影响

增重和肥胖的发生；其次，肠道菌群和相应

的内毒素可能与NAFLD的胰岛素抗性有关；

再次，肠道紧密联接改变后可以影响肠道完

整性，从而增加肠道渗透性，导致细菌转位

和细菌产物进入循环系统，最后达到肝脏而

影响NAFLD的发生。肠-肝轴是细菌和其可能

对肝脏有毒性的产物（脂多糖、DNA和RNA
等）进入肝脏的便利通道。这些微生物成分通

常被定义为病原相关的分子模式（PAMP），

而内源性的产物被定义为损伤相关分子模式

（DAMP）。当然，除了非脂肪肝外，也有文

献报道肠道菌群与原发性硬化性胆管炎、原发

性胆汁性肝硬化及乙肝病毒引起的肝硬化等有

关。
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图19 肠源物质在非酒精性脂肪肝发展过程中对肝细胞的影响。脂肪和果糖含量较高的饮食可能会破坏肠道
屏障，增加肠道渗透性，使肠源物质更容易通过肠道屏障，从而将PAMP（病原相关分子模式）和DAMP
（损伤相关分子模式）释放到循环系统中。这样PAMP和DAMP就有可能到达肝脏细胞，从而促进脂肪在
肝细胞中储存和纤维化，并造成肝细胞损伤。原图来自Alisi等的文章[31]。

乳糜泻是一种慢性炎性肠病，是由于小

麦、大麦和黑麦的麸质肽被巨噬细胞摄入和

递呈给CD4+ T细胞后引起自身免疫反应而导

致。这个过程加速促炎性细胞因子的释放从而

损伤小肠粘膜。尽管乳糜泻的发病机制已经非

常清楚，但最近有研究表明，肠道菌群在病理

生理过程中也起着重要的作用。顺产和母乳哺

乳的小孩可能由于定殖了健康的菌群而保护其

不出现这种疾病。很多研究组发现，与健康成

人相比，乳糜泻患者的粪便中双歧杆菌、乳酸

菌、拟杆菌、葡萄球菌和大肠杆菌的数量增

多。但也有一些研究发现乳糜泻患者的双歧杆

菌数量比正常对照低；在患乳糜泻疾病的儿童

中双歧杆菌的多样性降低；长双歧杆菌可以减

轻由麸朊引起的肠病。总之，在患乳糜泻疾病

的儿童中，革兰氏阴性菌和潜在的能促进促炎

因子释放的菌数量增加，这与病理性紊乱和疾

病症状的出现有关。改变TLR2和9的表达，

以及抑制小肠中与Toll相互作用的接头蛋白可

以缓解症状，这表明菌群相关的因子在疾病发

生过程中也起着重要作用。目前，无麸质肽的

饮食是治疗乳糜泻疾病的唯一方法，而且发现

在治疗与不治疗者间其菌群结构存在差异。无

麸质肽的饮食降低了硬壁菌门的量，增加了变

形菌的量。尽管这样，无麸质肽的饮食无法让

乳糜泻患者完全恢复正常菌群。在麸质肽诱导

的小鼠疾病模型中，干酪乳杆菌可以有效地恢

复粘膜结构和肠道相关淋巴组织的平衡。这表

明，特异的微生物可能参与促进某些免疫反

应，可能是潜在的治疗靶标。

7. 肠道菌群与乳糜泻
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由于肠道菌群在免疫系统中发挥着重要的

作用，所以肠道菌群与很多肠道疾病，如IBD
和肠炎相关也并不奇怪。尽管这样，越来越多

的证据表明，肠道菌群与肠道外的免疫疾病也

有关系，如1型糖尿病、多发性硬化、风湿性

关节炎和红斑狼疮等。尽管肠道菌群与这些疾

病间的关系还处于研究的初步阶段，菌群改变

对疾病的影响有多大也还不是很清楚，但有实

验表明这种菌群变化可以通过改变免疫耐受与

炎症反应间的平衡来影响自身免疫病的发生。

与2型糖尿病相比，1型糖尿病起病比较

急剧，多发生在儿童和青少年，体内胰岛素绝

对不足，而且容易发生酮症酸中毒。小鼠和大

鼠1型糖尿病模型均表明1型糖尿病个体其菌

群结构的多样性降低、乳酸菌含量减少及硬壁

菌/拟杆菌比例降低。尽管菌群结构如何特异

性改变从而引发1型糖尿病并不清楚，但可能

存在以下几种机制：(1)一些微生物抗原能促

进T细胞相关β细胞的损坏，这个过程在肠道

屏障破坏的情况下更加严重，而且在临床和

实验性1型糖尿病中均表现出肠道屏障破坏；

(2)改变天然免疫信号传导可能在这个过程中

起着重要的作用，因为缺少天然适配体蛋白

MyD88的无菌NOD小鼠出现了明显的糖尿病

症状，但无特定病原小鼠或用无特定病原菌群

定殖的无菌小鼠不出现症状或症状较轻。这表

明微生物抗原通过天然免疫系统参与1型糖尿

病的发病过程；(3)尽管没有证据表明肠道菌

群能控制症状明显的糖尿病，但是肠道菌群好

像对维持肠道组织、肠系膜和胰腺淋巴结中的

Th17/Treg的平衡及胰岛炎的发生非常重要，

从而影响1型糖尿病的发生。另外，也有研究

指出，通过对肠道菌群的调控可以影响1型糖

尿病的发生。如乳酸菌johnsonii N6.2通过调

控肠道屏障功能和炎症反应保护BB大鼠不出

现1型糖尿病；一种可以促进Th17细胞分化的

特定细菌SFB可以保护NOD小鼠不出现1型糖

尿病症状；复合益生菌VSL#3可以减轻NOD
小鼠的胰岛素抗性和糖尿病的病症；母乳中由

于含有很多复合多糖可能会促进益生菌的生

长，所以母乳喂养可以保护婴儿抵抗1型糖尿

病。

多发性硬化是一种中枢神经系统的脱髓鞘

紊乱。这种疾病通常受到环境和遗传双因子的

影响。遗传因子中，尽管全基因组相关分析表

明一些非MHC位点的突变与多发性硬化的易

感性相关，但MHC仍然是主要的影响因子。

单卵孪生群体的发病率大约在30%左右，这

说明环境因子在疾病发生过程中也起着非常重

要的作用。在过去，微生物感染被认为是引起

这种疾病的原因，但到目前为止还不知道与哪

种特异的病原相关。

另外，最近有研究表明肠道细菌可能在自

发性关节炎模型中具有促关节炎作用。这主

要是因为在HLA-B27转基因大鼠中经常出现

严重的关节炎症状，而在无菌小鼠中却并不发

病。

尽管肠道菌群与神经行为类疾病的研究还

刚刚起步，但已有研究表明肠道菌群与孤闭

症、应激、焦虑等神经行为类疾病相关。其作

用机制可能与肠道菌群通过神经或体液途径影

响肠道神经系统和中枢神经系统有关。

8. 肠道菌群与肠道外自身免疫病

9. 肠道菌群与神经行为类疾病
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图20 脑-肠-微生物在健
康和疾病状态下的交
流。原图来自Grenham
等的文章[24]。

百态·频道
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以肠道菌群为靶标进行疾病防治的一个主

要问题是人类肠道菌群是否具有可塑性，是否

可以通过干预的方法改变肠道菌群从而达到防

治疾病的目的。肠道菌群一旦建立以后，就会

相当稳定。尽管这样，大量研究还是表明，外

部因子可以改变胃肠道中的菌群结构。除了出

生地和年龄差异与肠道菌群结构差异相关外，

很多后天性的因素，如饮食习惯、饮食组成、

益生菌和抗菌素治疗等均能影响宿主肠道菌群

的结构与组成（图21）。

四、以肠道菌群为靶标的防治策略

自从发现幽门螺杆菌能引起胃溃疡以来，人们开始意识到肠道菌群可能与其它胃肠道慢性疾病

也有关。这也表明，如果对某些疾病的治疗只是集中在宿主病理和生理方面，而不去注意宿主

与菌群间的相互作用，将很难达到预期的治疗效果。科学家和商人们也开始对以肠道菌群做为

药物治疗靶标的防治策略非常感兴趣。

1. 肠道菌群的可塑性

图21 影响肠道菌群结构与组成的因素。原图来自Lagier等的文章[32]。
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饮食对肠道菌群的影响从起始定殖时就开

始了：母乳哺乳婴儿双歧杆菌的含量较高，但

奶粉喂养婴儿拟杆菌的含量较高，同时球形梭

菌和乳酸菌的含量也会升高。尽管在断奶后，

肠道菌群被认为维持一个比较稳定的状态，但

不同的饮食成分仍具有改变已经稳定菌群结

构的能力。有研究表明肠道菌群组成与饮食

间有很强的关系，总体来说，饮食改变可以

解释肠道总体菌群结构变化的57%，而遗传

因子所占比例小于12%。这表明饮食是改变

肠道菌群的主要因素，一些重要菌群的改变可

能使健康菌群变成疾病相关菌群。如西方饮食

是一种高糖高脂肪饮食，可以引起宿主胃肠道

代谢和免疫紊乱。这项研究在人源化的小鼠模

型中进行了研究，将成人粪便菌群接种到无

菌小鼠，然后将小鼠的低脂肪高植物多糖饮

食换成西方饮食后，硬壁菌门的细菌含量增

高，包括无害梭菌、Eubacterium dolichum、

Catenibacterium mitsuokai和肠球菌，而一些

拟杆菌种的含量明显降低。表10列出了不同

饮食成分对肠道菌群结构的调控情况。

大家已经意识到有些食物能引起某些疾病

的发生，而另一些食物却具有防病的作用，

所以在我们思考饮食因素的同时，也有必要思

考与我们一起消化食物的肠道菌群。肠道菌

群可能在饮食相关的疾病中发挥着重要的作

用，有些饮食，如牛奶、果汁、鸡蛋和软饮

料可以促进1型糖尿病患者的β细胞损坏；而

很多其它饮食，如低蛋白、高脂肪和omega-
6:omega-3比例低的多不饱和脂肪酸在啮齿目

动物模型中能阻遏 1型糖尿病的发生。而且有

报道表明IBS症状的出现有52%的可能与饮食

成分有关，碳水化合物丰富的食物、咖啡、酒

及辛辣调料都有可能是诱发IBS症状的病原。

最近，大家对通过饮食调控来进行疾病防治非

2. 合理饮食调控肠道菌群相关的疾病

表 10 不同饮食对肠道菌群的影响 [33]

饮食类型 菌群的变化

高脂肪 双歧杆菌减少或消失

高脂肪和高糖
无害芽胞梭菌、Catenibacterium mitsuokai、肠球菌增多，

拟杆菌减少

低碳水化合物 拟杆菌增多

能量限制 球形梭菌、乳酸杆菌和双歧杆菌减少或抑制生长

复杂碳水化合物
长双歧杆菌、短双歧杆菌和多形拟杆菌增多，鸟分枝杆

菌亚种副结核分枝杆菌和肠杆菌减少

精制糖 艰难梭菌和产气荚膜梭菌增多

素食 大肠杆菌减少

来源于红花油的高n-6 系列多不饱和脂肪酸 硬壁菌、放线菌和变形菌增多，拟杆菌减少

动物脂肪 δ- 变形菌增多
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表 11 具有防癌特性的饮食成分 [34]

饮食成分 食品来源 细菌代谢产物

纤维物质 谷物类 丁酸盐

亚油酸 植物油 共轭亚油酸

黄豆苷元 大豆 雌马酚

开环异落叶松脂素 亚麻子、芝麻 肠内酯、肠二醇

异黄腐醇 啤酒花和其衍生物，如啤酒 8- 异戊二烯基三羟黄烷酮

鞣花酸 草莓、树莓、核桃和石榴 尿石酸 A和 B

3. 合理使用抗菌素

上个世纪我们发现了抗菌素可以用来防治

感染性疾病，但对滥用抗生素的危害却一直认

识不够，除了引起细菌耐药性外，直到最近我

们才慢慢开始意识到抗菌素对定殖在我们胃肠

道内的共生微生物也有杀伤作用。广谱抗菌素

的反复使用可以严重影响人肠道菌群的结构与

组成（表12），而且这种影响可能会持续很

长时间。不同个体对抗菌素的反应不一样，有

的在使用抗菌素治疗一周后，肠道菌群开始恢

复治疗前的结构，但有些菌群已经无法再恢复

定殖。实际上有些个体在接受抗菌素治疗后，

抗菌素对肠道菌群的影响一直持续到治疗后4
年。也有报道表明抗菌素的使用与肠道代谢图

谱的改变有关。尽管这种改变所导致的后果并

不总是很明显，但很清楚，抗菌素治疗可以让

宿主对感染更敏感。正常菌群受到破坏后，其

它有害菌就会在此繁殖，从而形成"二次感染

"，这往往会导致抗生素无效和死亡率升高。

艰难梭菌就是一个很好的例子，它就是在抗菌

素治疗后由于肠道菌群多样性降低而引起的一

种严重腹泻性疾病，严重时可危及生命。

当然我们也可以选择性地使用抗菌素来防

治与肠道菌群相关的疾病，如有报道表明使用

抗菌素可以改变肠道菌群，从而阻遏饮食诱导

的肥胖和降低遗传性肥胖小鼠的增重。另外，

抗菌素治疗可以改善葡萄糖耐受。但这方面的

尝试还处于初级阶段，开发出能特异抑制某些

与疾病相关细菌或菌群的窄谱抗菌素还有待进

一步研究。

常感兴趣，表11列出了一些可能具有防癌作

用的饮食成分，其防癌机制主要是通过肠道菌

群将这些饮食成分代谢成具有生物学活性的物

质。另外通过改变饮食也可以调控肠道菌群从

而影响人的认知能力。如将50%的瘦牛肉加

入小鼠的正常饲料中，其粪便菌群出现了明显

的改变。而且这种伴随着饮食改变而出现肠道

菌群的改变也改善了其认知参数，焦虑样行为

也减轻。因此改变它们之间的相互交流不仅可

以影响胃肠道功能，也可以影响精神状况，如

情绪紊乱。所以根据自身需要合理饮食对防治

疾病非常重要。
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表 12 抗菌素对肠道菌群的调控 [32]

抗菌素名称 受影响菌群 检测方法

青霉素类（PENICILLINS）

氨苄青霉素钠（Ampicillin）
减少肠球菌（Enterococci）、 链球菌（Streptococci）

和大肠杆菌（E.coli）；轻度减少厌氧革兰氏阳性菌
细菌培养

阿莫西林（Amoxicillin）

增加需氧革兰氏杆菌，如肠细菌；增加厌氧革兰性

阳性杆菌；增加拟杆菌；增加链球菌（Streptococci）

和葡萄球菌（Staphylococci）；减少革兰氏球菌，

如真细菌

细菌培养

阿莫西林 - 克拉维酸（Amoxicillin/

clavulanic acid）

增加肠球菌和大肠杆菌；减少乳酸菌（Lactobacilli）、

梭菌（Clostridia）和双歧杆菌（Bifidobacteria）
细菌培养

使梭菌 14a 簇（Clostridium cluster XIVa）消失；

减少Faecalibacterium spp.
克隆测序

氧 哌 嗪 青 霉 素 - 他 唑 巴 坦

（Piperacillin/tazobactam）

减少肠细菌（Enterobacteria）、双歧杆菌、真细菌、

乳酸菌和厌氧革兰氏球菌，如梭菌
细菌培养

头孢菌素类（CEPHALOSPORINS）

头孢吡肟（Cefepime） 减少大肠杆菌和双歧杆菌；增加梭菌和拟杆菌 细菌培养

头孢曲松（Ceftriaxone）
减少厌氧菌总量；急剧减少梭菌、乳酸菌和双歧杆菌；

急剧减少革兰氏阴性杆菌，如肠细菌；增加肠球菌
细菌培养

碳青霉烯类（Carbapenems）

美罗培南（Meropenem）
减少肠细菌和链球菌；增加肠球菌；减少梭菌、革

兰氏阴性球菌和拟杆菌
细菌培养

氟喹诺酮类（FLUOROQUINOLONES）

环丙沙星（Ciprofloxacin）

急剧减少肠细菌；减少需氧革兰氏阳性球菌、链球

菌和肠球菌；减少厌氧细菌；
细菌培养

抑制腐败拟杆菌（Bacteroides putredinis）和扭链

瘤胃球菌（Ruminococcus torques）
DGGE

诺氟沙星（Norfloxacin）
急剧减少肠细菌；减少需氧革兰氏阳性球菌、链球

菌和肠球菌
细菌培养

氧氟沙星（Ofloxacin）

急剧减少肠细菌；减少需氧革兰氏阳性球菌、链球菌、

乳酸菌、双歧杆菌、真细菌；减少厌氧细菌；减少

韦荣氏球菌属（Veillonella）和拟杆菌属细菌

细菌培养

左 氧 氟 沙 星（Levofloxacin）， 加

替 沙 星（Gatifloxacin）， 曲 氟 沙

星（Trovafloxacin）， 莫 西 沙 星

（Moxifloxacin）

急剧减少肠细菌；显剧减少需氧革兰氏阳性球菌；

减少梭菌和梭杆菌属细菌
细菌培养

（接下表）
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甘油多肽（GLYCOPEPTIDS）

口服万古霉素（Oral vancomycin）
减少肠球菌、葡萄球菌；增加乳酸菌；强烈抑制或

消除拟杆菌；减少梭菌和双歧杆菌
细菌培养

口服替考拉宁（Oral teicoplanin）
增加革兰氏阴性需要杆菌和需氧菌总量；增加乳酸

菌和兼性厌氧菌种（Pediococci）
细菌培养

利奈唑胺（LINEZOLID）
减少肠球菌、双歧杆菌、乳酸菌、梭菌和拟杆菌；

增加克雷伯氏杆菌（Klebsiella）
细菌培养

四环素类（TETRACYCLINES）

多西环素（Doxycycline） 减少双歧杆菌 细菌培养

替加环素（Tigecycline）

减少肠球菌、大肠杆菌；明显减少乳酸菌和双歧杆菌；

增加其它肠细菌，如克雷伯氏杆菌和肠杆菌；增加

酵母菌

细菌培养

大环内酯类（MACROLIDES）、林可霉素类（LINCOSAMIDES）和链阳霉素类（SYNERGISTINS）

红霉素（Erythromycin）
急剧减少链球菌和肠细菌；减少梭菌、乳酸菌、双

歧杆菌和拟杆菌
细菌培养

克拉霉素（Clarithromycin）
减少肠细菌、大肠杆菌和链球菌；急剧减少梭菌和

拟杆菌；减少乳酸菌和双歧杆菌
细菌培养

泰利霉素（Telithromycin）
减少大肠杆菌，但增加其它肠细菌；减少乳酸菌和

双歧杆菌
细菌培养

克林霉素（Clindamycin）

增加肠细菌
T- R F L P T-

RFLP

减少厌氧菌总量、减少乳酸菌、拟杆菌、梭菌；消

除双歧杆菌
细菌培养

急剧减少双歧杆菌属、梭菌属和拟杆菌属细菌 T-RFLP

抑制普通类杆菌（B.vulgatus）、B. acidofasciens、

普拉氏梭杆菌（F. prausnitzii）、吲哚梭菌（C.indolis）

和柔嫩梭菌（C.leptum）

DGGE

链 阳 菌 素（Streptogramins）： 奎

奴 普 丁 - 达 福 普 汀（Quinupristin/

dalfopristin）

减少厌氧革兰氏阴性菌；增加肠球菌和肠细菌 细菌培养

其他

复方新诺明（Cotrimoxazole） 抑制肠杆菌科细菌（Enterobacteriaceae） 细菌培养

呋喃妥因（Nitrofurantoin） 对肠道菌群无影响 细菌培养

（续上表）
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4. 新型益生菌的研发与应用

益生菌已为大家所熟知，也因为具有各种

可能的保健功能（图22）而在临床中被广泛

应用。益生菌在很多临床疾病的防治中也起

着一定的作用，但大部分已有的益生菌也都会

受到各种质疑，如益生菌能否在指定的肠道部

位定殖，益生菌的效果是否具有可重复性和广

泛应用性，益生菌是否对已经发生疾病的患者

具有治疗作用等。由于大部分益生菌最终需要

经过肠道来发挥其益生作用，难免与复杂的肠

道菌群存在着千丝万缕的联系。由于过去对肠

道菌群的多样性及功能了解不够，所以大部分

益生菌都是一种通用的具有益生作用的细菌，

而现在随着科学技术的发展，科学家对肠道菌

群与疾病间的关系已经了解得越来越多，所以

开发出具有针对性的能纠正这种菌群紊乱，从

而恢复宿主健康的新型益生菌将更具吸收力，

可能效果也会更加明显。如华大基因的王俊实

验室采用宏基因组关联分析（Metagenome-
Wide Association Study, MGWAS）方法对

345个中国人的肠道微生物进行了两个阶段的

宏基因组关联分析，找出了中国人群中的糖尿

病患者与非糖尿病患者在肠道微生物组成上差

异。他们发现在2型糖尿病患者肠道中丢失了

一些有益菌，如丁酸产生菌，而一些有害菌却

有所增多。所以他们尝试使用这种在糖尿病患

者中缺少的菌做为益生菌来进行糖尿病的防

治，据说能起到较好的防治效果，但还有待进

一步证实。另外，肠道菌群与肥胖间的研究已

经取得了较大的进展，很多实验室也都在有针

对性地采用阻断肠道菌群引起肥胖相关的信号

通路来防治肥胖。如表13所示，在动物实验

中已经发现有些益生菌可能对防治肥胖有一定

的效果，但离真正的临床应用可能还有很长的

一段路要走。

图22 益生菌的可能作用机制。原图来自Ewaschuk和Dieleman的文章[35]。



4141414141414141

动物品种 益生菌 给药模式 效果

C57/BL6J 小鼠 鼠李糖乳杆菌 PL60 PBS
增重降低，脂肪量降低，饮食摄

入量无影响

C57/BL6J 小鼠 植物乳杆菌 PL62 PBS
增重降低，脂肪量降低，饮食摄

入量无影响

SD 大鼠 加氏乳杆菌 SBT2055
发 酵 的 奶 粉（ 饮 食 的

20%）

脂肪细胞变小，增重和脂肪量无

变化

Zucker 大鼠 加氏乳杆菌 SBT2055
发 酵 的 奶 粉（ 饮 食 的

20%）

脂肪量和脂肪细胞在消瘦小鼠变

少，增重和饮食摄入无变化

C57/BL6J 小鼠 植物乳杆菌 14 PBS
脂肪量降低，脂肪细胞变小，增

重无变化

SD 大鼠 加氏乳杆菌 BNR 17 PBS
增重降低，脂肪量降低，饮食摄

入量无影响

db/db 小鼠 加氏乳杆菌 BNR 17 PBS 增生降低，饮食摄入减少

SD 大鼠 乳杆菌
发酵的小麦和大麦粉（饮

食的 20%）

增重降低，脂肪量减少，饮食摄

入减少

SD 大鼠
VSL#3（乳酸菌、双歧杆菌和

嗜热唾液链球菌）
水 脂肪量减少，增重和饮食无变化

Wistar 大鼠
副 干 酪 乳 杆 菌 ST11 

（NCC2461）
水

增重降低，脂肪量减少，饮食摄

入减少

SD 大鼠

假链状双歧杆菌SPM 1204、

长双歧杆菌 SPM 1205 和长

双歧杆菌 SPM 1207

PBS
增重降低，脂肪量减少，饮食摄

入减少

Wistar 大鼠 长双歧杆菌 88 生理盐水
增重降低，脂肪量减少，葡萄糖

水平降低，肠道RegI 降低

C57/BL6J 小鼠 干酪乳杆菌 Shirota
0.05%（W/W）与饮食混

合
葡萄糖水平降低，脂肪量无变化

SD 大鼠 植物乳杆菌 DSM 15313 水
增重降低，脂肪量减少，瘦素水

平降低

5. 粪便移植

由于益生菌的效果不是很稳定，而且单一

益生菌的效果不如复合益生菌，一种选择性的

替代方法——粪便移植慢慢开始被人们重视。

虽然粪便移植听起来让人觉得不舒服，但目前

表 13 益生菌抗肥胖动物实验结果 [36]
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表 14 粪便移植对艰难梭菌防治效果总结 [37]

不同处理方法 研究次数
治俞率（%）( 预

后数 / 总人数 )

复发率（%）（预

后数 /总人数）

死亡率（%）

（粪便移植

导致）

死亡率（%）

（其它原因导

致）

合计 28 89.0 (284/317) 3.9(11/284) 1.3(4/317) 4.1(13/317)

处理人数

1 人 12 87.5 (147/168) 4.8(7/147) 1.8(3/168) 4.8(8/168)

≤ 3 人 5 95.7 (67/70) 4.5(3/67) 0.0(0/70) 0.0(0/70)

＞ 3 人 5 90.0 (36/40) 2.8(1/36) 2.5(1/40) 12.5(5/40)

未报道 6 87.2 (34/39) 0.0(0/34) 0.0(0/39) 0.0(0/39)

灌入方法

结肠镜 9 88.7 (55/62) 5.4(3/55) 0.0(0/62) 0.0(0/62)

灌肠剂 11 95.4 (105/110) 4.8(5/105) 0.9(1/110) 4.5(5/110)

胃镜管 4 76.4 (55/72) 3.6(2/55) 4.2(3/72) 9.7(7/72)

直肠导管 2 95.6 (44/46) 0.0(0/44) 0.0(0/46) 2.2(1/46)

＞ 1 种方法 2 90.5 (19/21) 5.3(1/19) 0.0(0/21) 0.0(0/21)

未报道 1 100.0 (6/6) 0.0(0/6) 0.0(0/6) 0.0(0/6)

捐助者与患

者的关系

有亲属关系 19 93.3 (195/209) 3.6(7/195) 0.0(0/209) 1.4(3/209)

无亲属关系 4 84.0 (21/25) 0.0(0/21) 0.0(0/25) 4.0(1/25)

混合 3 79.2 (57/72) 7.0(4/57) 5.6(4/72) 12.5(9/72)

未报道 3 100.0 (11/11) 0.0(0/11) 0.0(0/11) 0.0(0/11)

患者对这种治疗方法的接受程度正在逐步提

高。其实早在1958年，Eiseman等人就开始

使用粪便移植方法来治疗暴发性假膜小肠结肠

炎。最近几十年，粪便移植已经开始应用于艰

难梭菌、肠道炎性疾病（IBD）、肠道应激综

合症（IBS）和慢性便秘等的防治。加拿大、

美国、澳大利亚和北欧等国家的科研医务人员

对粪便移植的研究开展得比较多，到目前为

止已有数百名艰难梭菌患者接受了粪便移植

的治疗。Gough等人对2011年前的27篇相关

报道中的317名患者在接受粪便移植治疗后的

效果进行了分析，结果表明，其平均治愈率

高达92%，而且没有发现死亡或明显的副作

用（表14）。尽管粪便移植具有较好的临床

效果，有些学者也提出了粪便移植防治艰难梭

菌的标准操作流程，但也还有一些问题有待解

决。如供体的选择，选择的供者是亲戚好还是

生活在一起的人好，或者收集其自身在进行抗

菌素治疗前的菌群？同一个供体的菌群是不是

对每个受体都有较好的防治效果？如何进行粪

便移植才能让患者接受？由于粪便菌群是一个

复杂的群体，而且很多是未培养菌，这种组成

不明的产品能不能通过药监局的审批？可喜的

消息是，最近加拿大开发出了一种粪便菌群

产品RePOOPulate，这可能更容易被患者接

受，而且美国食品药品局（FDA）也正在采

取措施推动这类产品的审批与应用。

（接下表）
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6. 肠道菌群与定点给药

肠道菌群的这种强大的代谢潜能也可以用

于特异性的局部给药。整个胃肠道细菌无处

不在，但不同解剖部位细菌的组成和数量存在

差异。胃和小肠前部菌群密度较低，而结肠中

细菌密度最高，且可以影响肠道环境和药物剂

型行为。这种消化道上段和下段间细菌浓度的

差异可以用来开发在结肠中特异性起始释放的

药物。菌群诱导的药物靶向输送可以通过以下

两个途径完成：(1)特异的微生物酶可以将药

物成分中没有活性的衍生前体转化为有活性的

分子，从而使具有生物活性的药物成分的浓度

很快在结肠中升高。如药物前体水杨酸偶氮磺

胺吡啶，依赖于结肠细菌将一种没有药物活性

的前体降解后再释放出药物活性元件。(2)用

可生物降解的多聚物对药物外壳进行包裹。在

这种情况下，多聚物对上消化道的消化具有抗

性。在结肠中，微生物将多聚物降解，药物快

速释放，然后被结肠上皮吸收。开发出高度药

物特异性和更通用与实用的系统还是有必要

的，多糖被认为是一种理想的材料。一种选择

性多糖可以避免在小肠中被降解，但可以被结

肠细菌作为底物。利用多糖进行结肠药物配送

的多糖包括胶质、瓜胶、几丁聚糖和直链淀

粉。直链淀粉与乙基纤维素混合喷洒在药丸或

药片外壳上后，体外和体内实验均表明具有高

度结肠环境释放特异性。如用这种系统包裹的

氢化泼尼松琥珀酸钠已处于局部治疗溃疡性结

肠炎临床实验的后期阶段。利用微生物的这些

粪样稀释

生理盐水 20 86.2 (169/196) 3.0(5/169) 2.0(4/196) 5.6(11/196)

水 1 98.5 (64/65) 7.8(5/64) 0.0(0/65) 1.5(1/65)

其他 3 88.6 (31/35) 3.2(1/31) 0.0(0/35) 2.9(1/35)

未报道 4 95.2 (20/21) 0.0(0/20) 0.0(0/21) 0.0(0/21)

预处理

万古霉素或

甲硝唑
6 91.5 (150/164) 3.3(5/150) 1.8(3/164) 3.7(6/164)

抗菌素与洗

肠
2 94.3(33/35) 12.1(4/33) 0.0(0/35) 0.0(0/35)

其他 8 86.0(43/50) 4.6(2/43) 0.0(0/50) 6.0(3/50)

未报道 12 85.3(58/68) 0.0(0/58) 1.5(1/68) 5.9%(4/68)

灌入体积

（mL）

＜ 200 5 80.0(32/40) 6.2(2/32) 0.0(0/40) 7.5(3/40)

200-500 13 86.0(98/114) 4.1(4/98) 2.6(3/114) 4.4(5/114)

＞ 500 2 97.3(107/110) 4.7(5/107) 0.0(0/110) 0.9(1/110)

未报道 8 88.7(47/53) 0.0(0/47) 1.9(1/53) 7.5(4/53)

粪样重量

（g）

＜ 50 9 82.8(53/64) 3.8%(2/53) 0.0(0/64) 3.1(2/64)

≥ 50 7 86.2(100/116) 1.0(1/100) 2.6(3/116) 5.2(6/116)

未报道 12 95.6(131/137) 6.1(8/131) 0.7(1/137) 3.6(5/137)

（续上表）
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特性进行结肠特异性给药已经在局部和系统药

物治疗中取了较好的成果。也有研究表明，这

种以细菌为靶标的结肠给药方法比以PH反应

为靶标的给药方法更好。

7. 肠道微生物组中新功能基因的挖掘

8. 肠道微生物组与个性化医药

人体肠道菌群可能编码了300多万个基

因，这是人类基因组编码基因数的150多倍。

目前，从肠道菌群中挖掘新的活性物质，包括

新药、功能食品成分和期望的代谢功能基因已

经成为药物生物学关注的一个兴趣点。能挖掘

到新的抗菌物质的理论依据是肠道不同部位其

细菌种类和数量存在差异，而这种差异不仅受

到宿主方面的影响，而且也受到细菌间相互竟

争的影响，它们通过释放抗菌肽，如细菌素和

防御素而抑制或杀灭竟争菌。细菌素是由核糖

体合成的抗微生物肽，通常其抗菌谱比较窄，

而且产生菌自身具有抗这种肽的抗性。细菌素

已经在发酵食品的生产和食品保存方面有成功

的应用。另外，一种细菌素产生菌——唾液链

球菌已经用来防治口臭。一种由乳酸乳球菌

DPC3147产生的广谱细菌素在体外有抗艰难

梭菌的活性，而且效果与目前商用的抗菌素效

果相当。开发这种对艰难梭菌相对特异的窄谱

细菌素对防治新出现的高毒力艰难梭菌非常有

吸引力，因为这些艰难梭菌菌株对已有抗菌素

的抗性越来越强。

另外，已经有很多科学家对肠道菌群相关

疾病致病机制进行了研究，如已有研究报道

瘦素、Gpr41和饥饿诱导脂肪因子（fiaf）等

与肠道菌群诱导的肥胖相关。我们也可以以这

些基因为靶标，从正常菌群中寻找能阻断这些

致病信号通路的竟争物。尽管到目前为止，以

瘦素为靶标开发出来的药物均效果不佳，但

Samuel等人报道Gpr41可能是一种非常具有

吸引力的抗肥胖药物靶标。

研究这些复杂的相互作用的最终目的是设

计出个性化的治疗方案，使药效达到最高，而

毒副作用降到最低。以下是可能的开发肠道药

物微生物组和转化成个性化医药的四个步骤。

第一步是挖掘现有的药物与微生物组相互作用

的信息，建立一些类似于用于药物遗传学、药

物基因组学和药物间相互作用的数据库。在建

立数据库的同时开发一些用来发现和挖掘这些

数据库的工具和资源，并且使这些数据库能与

微生物基因组数据库间数据共享。第二步是发

展和执行新药-微生物组相互作用的高通量筛

选。在挖掘已有知识的同时，也还有必要继续

研究药物-微生物组相互作用的未知空间。可

以高通量筛选药物对不同个体肠道微生物组的

菌群影响情况，同时也可以反过来高通量研究

定殖在不同个体中单一微生物对不同药物或化

学物质的反应情况。第三步是开发出模拟药物

反应的软件和模型。已有数据表明，定殖在宿

主中的微生物菌群和病毒可以影响宿主的药物

反应，所以需要构建一个考虑了所有这些参数

的软件来提供合理的假设和准确的研究结果预

测。开发这样一个软件和模型需要将所有文献

中与病毒组、微生物组和共代谢相关的数据整

合进来，然后利用这些整合的数据进行结果预

测。例如，Hlavaty等人使用相似的方法构建

了一个英夫利昔单抗治疗克罗恩氏病的凋亡药

物遗传学预测模型。在进行数据挖掘后，他们

使用软件SASW预测所有遗传变异与英夫利昔

单抗引起的凋亡间的相关性。第四步是数据整

合与临床转化。已有的网络资源、产生的大量



4545454545454545

数据和构建的各种药物-微生物组相互作用模

型将为转化为临床诊断和测试提供机遇。在将

来进行临床实践时都应该把微生物组数据考虑

在内，并且利用这些数据来产生一个良好的治

疗效果，同时在这些数据基础上确定给病人的

药物类型、剂量及保养方法。鉴于此，每个病

例都应该有个性化的治疗方案。例如，如果病

人肠道菌群能产生降解药物相关的酶就应该给

予更高的剂量，而如果病人对对乙氨基酚毒性

很易感，就应该给予低剂量或非类固醇类药

物。

目前可用于开发肠道药物微生物组的网络资源[14]

人类病毒组资源：

HVP (Human Variome Project): http://www.humanvariomeproject.org  

HapMap: http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov 

人类微生物组资源：

MetaHIT (Metagenomics of the Human IntestinalTract): http://www.metahit.eu  

HM P: http://hmpdacc.org 

浏览人类微生物组的工具和数据库

IMG/HMP: http://www.hmpdacc-resources.org/cgi-bin/imgm_hmp/main.cgi

myMGDB: http://edwards.sdsu.edu/cgi-bin/mymgdb/show.cgi

MG-R AST: http://metagenomics.anl.gov 

The SEED Servers: http://www.theseed.org/servers 

药物基因组学/药物微生物组学数据库：

PharmGKB (Pharmacogenomics Knowledge Base): http://www.pharmgkb.org

PacDB (Pharmacogenetics and Cell Database): http://www.pacdb.org

CTDB (Comparative Toxigenomics Database): http://ctdbase.org 

The PharmacoMicrobiomics Portal: http://www.pharmacomicrobiomics.org  

酶/代谢通路数据库：

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes): http://www.genome.jp/kegg/  

Model SEED: http://seed-viewer.theseed.org/seedviewer.cgi?page=ModelView 

BRENDA (BRaunschweig ENzyme Database): http://www.brenda-enzymes.org
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五、展望

随着人类微生物组研究的重点从了解肠道

菌群结构向研究肠道菌群功能的转变，人类-
微生物及微生物-微生物间相互作用的分子机

制开始慢慢取得进展。科学家们正在研究如何

利用遗传学方法对人肠道微生物菌群进行改

造，从而使其中的一些细菌能获得期望的功能

而达到防治疾病和改善健康的目的。例如，想

象一下每天摄入的益生菌片中含有4种细菌：

第一种细菌能合成各种维生素和分泌一种能降

低胆固醇的药物；第二种细菌能中和致癌自由

基与消耗饮食中的胆固醇和脂肪；第三种细菌

能调控免疫系统抵御感染和防止自身免疫病的

发生；第四种细菌能产生一些抑制食欲、抗抑

郁和使人聪明的代谢物。目前参与微生物组研

究的主要是一些微生物学家和免疫学家。随着

合成生物学和系统生物学方法在这个领域的应

用，微生物组遗传学工程改造将渐渐创造一个

新的平台，从而可以使用微生物细胞来调控人

体生物学。另外，除了直接作用于宿主的微生

物组遗传学工程改造外，通过优化微生物组的

功能从而间接影响宿主也是可能的。在肠道

中分解胆固醇、在皮肤表面产生能吸收紫外光

的分子、在泌尿生殖道或呼吸道产生抗菌物质

貌似都是可行的。但还有两个关键问题有待解

决：第一，要有办法让一种新的细菌能在已经

稳定的菌群中定殖或以一种适应性很好的细菌

为模板来进行遗传改造。毫无疑问，合成生态

学将会在近年成为研究的热点。第二，如何和

何时才能让这些监管机构与公众接受使用这种

改造过的微生物来进行疾病防治。
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基因组工程学里的三大利器

    ——ZFN、TALEN和CRISPR/Cas

热点Hot Topics

锌指核酸酶（Zinc-finger nucleases, ZFN）和转录激活因子样效应因子核酸酶

（transcription  activator-like effector nucleases, TALEN）这两种新型的核酸酶重

新定义了传统生物学研究的界限和范畴。这两种核酸酶都是嵌合体，都是由经过设计

的、序列特异性的DNA结合元件（programmable, sequence-specific DNA-binding 
modules）和非特异性的DNA切割结构域结合而成的。ZFN和TALEN都可以对DNA进行

各种遗传修饰，这两种核酸酶的作用机制都是先对DNA双链分子进行切割，形成DNA
双链断裂切口（DNA double-strand break），然后激活细胞内的非同源末端连接修复

机制（nonhomologous end joining，这是一种非保真的、容易出现遗传突变的修复机

制），或者同源重组修复机制（homology-directed repair，这是一种高保真的修复机

制，不容易出现突变），利用细胞自身的修复机制对DNA进行遗传学修饰。接下来，

我们就将为读者介绍这种新型的、序列特异性的核酸酶，看看它们在遗传分析和遗传

改造工作中都能发挥哪些功用。此外，我们还会重点介绍ZFN和TALEN在临床治疗方

面的潜力，以及这些核酸酶，与包括最新出现的RNA介导的、基于成簇的规律间隔的

短回文重复序列和Cas蛋白的DNA核酸内切酶（clustered regulatory interspaced short 
palindromic repeat (CRISPR)/Cas-based RNA-guided DNA endonucleases）在内的

其它核酸酶在未来的发展潜力。
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了解基因功能的传统方法和现代方法

随着全基因组测序技术（whole-genome 
sequencing）的不断发展和完善，以及大

型基因组注释项目（genome annotat ion 
projects）的实施，科研人员们已经开始跃跃

欲试，想要将基因组研究的成果尽早地运用到

基础科学研究的各个领域，以及个性化医疗

（personalized medicine）工作当中。不过

海量的基因组信息也给科研人员们出了一个不

小的难题，那就是该如何将这些枯燥的数据

转换成有意义的基因组功能，或者与临床相

关的信息呢？解决这个问题的核心就在于尽

快开发出一种高效率的、可靠的方法，来帮

助科研人员研究基因型（genotype）对表型

（phenotype）的影响作用。利用同源重组机

制（homologous recombination）对基因进

行定向失活（Targeted gene inactivation）就

是这样一种好方法，可以帮助科研人员明确基

因的功能。不过在实际工作中使用这种方法也

会受到好几个因素，比如存在效率太低、费

时费力、而且有可能导致突变等的限制。而

RNAi（详见名词解释）等基因靶向敲除技术

则为科学家们提供了一种快捷、廉价而且可以

开展高通量研究的新方法。不过RNAi这种基

因敲除技术的敲除效果还不够彻底，每次试

验以及每个实验室的试验结果都会有差异，

另外还存在不可预知的脱靶情况（off-target 
effect），所以只能够用于需要暂时抑制基因

功能的试验当中。这些研究手段的种种不足都

严重限制了科学家们在探索基因型和表型关系

的科研道路上前进的步伐，也妨碍了RNAi技
术的实际应用。

近十年来出现了一种新的研究手段，可

以帮助科研人员对各种细胞和各种生物体内

的几乎任意基因进行人工操作。这种新技术

就是我们常说的“基因组编辑技术（genome 
editing）”，而前面介绍过的由序列特异性

的DNA结合结构域与非特异性的DNA切割结

构域组合而成的人工核酸酶就是这种基因组编

辑技术的重要组成部分。这些嵌合式的核酸酶

能够以极高的效率、极高的精确度对基因组进

行人工修饰，其机制就是我们前面介绍过的切

割DNA产生DSB，然后利用NHEJ或HDR等

DSB修复机制完成我们所需要的各种人工修

饰。由于科研人员们对锌指蛋白和TALE蛋白

等蛋白的DNA结合结构域的设计能力越来越

强，所以这种基因组编辑技术的应用范围也一

再地被拓展。这些既简单又灵活的核酸酶在

遗传工程学领域里发挥了极大的作用，其重

要性也在与日俱增，已经站到了遗传工程工

作的最前线。下面我们将介绍几个最近在位

点特异性核酸酶技术（site-specific nuclease 
technologies）领域取得的最新研究成果，

我们也将就这项新技术在基因组靶向工程学

（targeted genome engineering）领域的应

用，以及在对真核细胞和模式生物的分析工作

中的应用价值展开探讨。我们还将介绍这种位

点特异性核酸酶技术在临床治疗方面的应用

潜力，以及未来的发展趋势，比如RNA介导

的、基于成簇的规律间隔的短回文重复序列和

Cas蛋白的DNA核酸内切酶未来的发展和应用

前景等。
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ZFN和TALEN极强的“适应性”源自我

们可以对这些核酸酶里的DNA结合结构域进

行个性化的定制，使其能够特异性地识别各

种DNA序列。这些DNA结合结构域能够与背

景知识框1里介绍过的各种效应元件（effector 
domain），比如转录活化因子、转录抑制

因子、重组酶（ recombinase）、转座酶

（transposases）、DNA和组蛋白甲基转移

名词解释：

CRISPR/Cas (CRISPR associated) systems：

C R I S P R / C a s 系统（ C R I S P R 相关系统），

CRISPR（clustered regulatory interspaced short 

palindromic repeat）即成簇的、规律间隔的短回

文重复序列，是基因组中一个含有多个短重复序列

的位点，这种位点在细菌和古细菌（archaea）胞

内起到了一种获得性免疫（acquired immunity）

的作用。CRISPR系统主要依赖crRNA和tracrRNA

来对外源DNA进行序列特异性降解。目前已经发现

了3种CRISPR/Cas系统，其中在2型系统（type II 

systems）中依赖的是Cas9蛋白。在RNA的介导

下，Cas9蛋白能够对crRNA–tracrRNA识别的靶序

列进行切割。

crRNA：CRISPR RNA能够与tracrRNA配对，形成

双链RNA结构，这种双链RNA分子能够介导Cas9核

酸内切酶对与双链RNA分子互补结合的DNA序列进

行切割。

DSB：ZFN、TALEN以及CRISPR/Cas9系统对

DNA双链进行切割之后就会形成DNA双链断裂缺口

（double-strand breaks），即DSB。

HDR：同源重组修复，DSB出现之后，细胞会启

动这种修复机制，以同源链为模板，对DSB进行修

复。由于这种修复作用是以同源链为模板，而且还

有位点特异性的核酸酶（site-specific nuclease）参

与，所以其保真度非常高。利用HDR可以插入一个

或者多个基因，也可以进行单碱基替换。

NHEJ：非同源末端连接修复机制是另外一种DSB修

复机制，通过这种修复可以将断裂的DSB末端直接

连接起来。由于在这种修复过程中不会用到同源模板

链，所以在断裂处容易出现小的插入或者缺失突变，

常常会导致移码突变，使基因的功能遭到破坏。

PAM：前间区序列邻近基序（protospacer adjacent 

motif），这是一种见于crRNA分子的短核苷酸基

序，可以被Cas9蛋白特异性识别并切割。

RNAi：RNA干扰技术，是一种利用RNA分子抑制

或者敲除基因表达的技术。从更广义的角度来说，

RNA干扰技术是细胞对外源RNA分子的天然抑制机

制，是细胞的一种自我保护行为。

TALEN：转录激活因子样效应因子核酸酶主要由

Fok I内切酶结构域和TALE蛋白的DNA结合结构域组

合而成。TALE蛋白含有多个33-35个氨基酸组成的重

复肽段，而每一个肽段都能够识别一个碱基。与ZFN

一样，TALEN也能使DNA靶序列断裂，形成DSB，

进而激活DNA损伤修复机制，对基因组进行定点改

造。

tracrRNA：反式激活嵌合RNA（trans-activating 

chimeric RNA），这是一种非编码RNA，能够促进

crRNA的形成，也是Cas9蛋白发挥RNA介导的DNA

切割作用必不可少的辅助因子。

ZFN：锌指核酸酶是由FokI限制性核酸内切酶当中的

非特异性的DNA切割结构域和锌指蛋白（zinc-finger 

protein）组合而成的。ZFN二聚体（dimers）能够

促使DNA断裂形成DSB，进而诱发DSB修复机制。

锌指结构域的靶向功能使ZFN能够对基因组中的特定

位点进行定向改造。

ZFNickases：锌指切口酶（zinc-finger nickases）

也是ZFN，不过是在其中两个FokI限制性核酸内切酶

结构域当中的一个结构域发生了失活突变的ZFN。

锌指切口酶只能够形成DNA单链断裂（single-strand 

DNA break），所以只能激活同源重组修复机制，不

能激活NHEJ修复机制。

定制的DNA结合结构域
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Cys2–His2锌指结构域是在真核生物中最

常见的一种DNA结合基序，在人类基因组中

也是编码频次排名第2的蛋白结构域。一个锌

指大约由30个氨基酸组成，形成了一种保守

的ββɑ结构（图1A）。在锌指ɑ螺旋结构表

面的那几个氨基酸能够与DNA大沟上的3个
碱基结合，不过这种结合的选择性会有所差

异。由于锌指蛋白具有这种分子结构，所以

非常适于打造个性化的DNA结合蛋白。在锌

指蛋白特异性识别DNA序列的应用当中，最

关键的工作就是设计出人造的、非天然的组

合，比如含有3种以上的锌指蛋白DNA识别

结构域的蛋白。高度保守的链接序列（linker 
sequence）的出现使这种设计成为了可能，

因为有了这种链接序列，我们就可以设计出能

够识别9~18个碱基长度的DNA序列。在一段

680亿个碱基组成的DNA序列里，18个碱基组

成的序列就足以成为一段特异性的序列，所以

如果能够设计出含有3种以上的锌指蛋白DNA
识别结构域的蛋白，那么就意味着科学家们能

够利用锌指蛋白识别出人类基因组里的任意一

段DNA序列。虽然这种理论在最开始还存在

一定的争议，但是后来发现，如果要识别复杂

基因组中某一段特定序列的DNA片段，这种

设计策略的确是最佳的方案。

基于前期开展的论证研究（proo f -o f -
principle）成果，科研人员们又开发出了好

几种新的构建锌指蛋白的策略和方法，这些

锌指蛋白在DNA结合的特异性方面都有其独

到之处。模块化组装（modular assembly）

策略就是其中的一种，这种策略就是以预先

选择好的锌指蛋白模块文库（这种预选的文

库是通过对多个大型文库进行筛选，或者人

工设计出来的）为基础，从中挑选出合适的

模块组装出所需要的锌指蛋白。由于目前开

发的锌指结构域几乎已经可以识别所有64
种三联核苷酸组合（密码子），所以我们完

全可以将这些锌指模块串联起来，识别特定

的DNA序列。另外，也可以使用基于选择的

策略（selection-based approach），比如

寡聚体化序列设计策略（oligomerized pool 
engineering，OPEN）就可以从任意的文库

（这些文库会考虑相邻锌指之间与序列有关的

相互作用）中选择出新的锌指结构域。还有

人将前面介绍的这些方法结合起来开发出了

新的策略，比如先预先选择出与序列有关的

（context-dependency）锌指模块，然后将

这些模块组合在一起形成更长的锌指组合。多

年以来，锌指蛋白技术一直都是打造位点特

异性的DNA结合蛋白或酶的唯一方法。目前

已经有商业化的人工锌指可供选择，比如美

国的Sangamo Biosciences（Richmond, CA, 
USA）公司就已经和美国Sigma–Aldrich（St. 
Louis, MO, USA）公司合作，开发出了一套

名为CompoZr的锌指蛋白构建系统，免去了

科研人员自己构建锌指蛋白以及后续的验证工

作。目前已经有数千个锌指蛋白可供我们选

择。可以毫不夸张地说，锌指蛋白技术可以以

任意序列为靶标。

Cys2–His2锌指蛋白

酶（methyltransferases）以及组蛋白乙酰基

转移酶（acetyltransferases）等搭配，来对基

因组进行各种改造，比如对基因组的结构或者

基因组的功能进行改造等。由此可以看出，其

中最关键的因素就是各种核酸酶对DNA结合的

特异性和亲和力。下面，我们将重点介绍几个

比较成功的，组装这些DNA结合结构域的方法

和技术。
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核酸酶之外的其它工具酶：

重组酶、转座酶及转录因子

位点特异性的核酸酶（Site-specific nucleases）是目前被研究得最透彻，也是应用范

围最广的一种遗传修饰工具酶，主要应用于细胞和模式生物的遗传改造工作。不过这种酶

也有其局限性。比如，位点特异性的核酸酶的脱靶效应（off-target effect）就会对细胞产生

毒性，更麻烦的是我们很难预测是否会出现脱靶效应，也几乎无法系统地监测细胞内出现

的脱靶效应，所以科学家们也陆续开发出了其它几种新型的基因组改造工具。此外，由于这

些核酸酶还需要依赖细胞自身的NHEJ及同源重组修复机制来完成遗传改造工作，所以这种

技术也只能应用于某几种具备这些修复机制的细胞。为了解决上述问题，科学家们决定另辟

蹊径，将锌指蛋白和TALE蛋白与核酸酶之外的其它几种酶结合，开发出了新的遗传改造工

具，比如位点特异性的重组酶、转座酶等。这些酶可以使细胞基因组DNA发生整合、切除或

者倒位等改变。因为这些酶能够自动完成对DNA的切割和连接操作，因此核酸酶脱靶导致

的“毒性”DSB不太可能在细胞内累积，也就不会对细胞造成太大的伤害。另外，重组酶和

转座酶更利于在基因组内的特定位点插入新的基因，所以能够更有目的地监测是否出现了脱

靶效应。而且重组和转座机制是不依赖于细胞自身的DSB修复机制的。所以这些工具酶几乎

可以应用于任何细胞，也可以在任何细胞周期内使用。我们还可以通过定向进化（directed 

evolution）的方式来提高这些工具酶的催化效率。不过要使这些重组酶和转座酶的可用性达

到核酸酶的水平，还需要对它们进行更进一步的改进和优化，进一步提高酶的活性和在使用

方面的灵活性。尤其是在所结合的重组酶的催化活性结构域中还保留有部分的序列特异性，

所以还需要对它们进行更进一步的改造，使其能够特异性地与我们所瞄准的靶标序列结合。

虽然转座酶与锌指等序列特异性结合蛋白融合之后表现出了极高的特异性，但还是会表现出

比较明显的脱靶现象，所以也需要对这类蛋白进行更进一步的优化。最后再来介绍一下人工

合成的锌指转录因子和TALE转录因子，这类蛋白能够特异性地影响基因的表达，这也起到了

一种基因组定向修饰的作用。综上所述，位点特异性的重组酶、转座酶及转录因子是除了位

点特异性的核酸酶之外的一大类灵活、好用的基因组修饰工具，是对位点特异性的核酸酶的

良好补充。

背景知识框1
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最近又发现了另外一种简单的DNA识别

模块，那就是TALE核酸酶中的DNA识别模

块，这无疑又给科学家们提供了另外一个平

台，方便他们设计出更多的DNA结合蛋白。

TALE蛋白是一种源自植物致病菌——黄单

包杆菌（Xanthomonas）的天然蛋白，其中

也含有DNA结合结构域（图1B）。TALE蛋

白中的DNA结合结构域是由一连串33~35个
氨基酸组成的重复结构域组成的，其中每一

个结构域都能够识别一对碱基。TALE核酸

酶的DNA结合特异性主要由两个高度可变的

氨基酸决定，科学家们将这两个关键的氨基

酸称作重复可变双氨基酸残基位点（repeat-
variable di-residues, RVD）。与锌指结构域

一样，这种TALE重复模块也能够串联起来，

识别一长串的DNA序列。不过与锌指蛋白不

同的是，针对基因组中的某个位点，在连接

TALE蛋白的DNA识别模块时，接头没有太多

的改造空间。经过前人对锌指蛋白开展的近

20年的科研工作，科学家们已经发现了大量

的效应因子结构域（effector domain），比如

核酸酶（nuclease）结构域、转录激活因子

（transcriptional activator）结构域、位点特

异性的重组酶（site-specific recombinase）
结构域等，这些效应因子结构域都可以与

TALE蛋白DNA序列识别结构域搭配，对基

因组中的目标位点进行各种遗传修饰。虽然

TALE蛋白DNA序列识别结构域能够识别单

个碱基对的特性要比锌指蛋白的3碱基识别更

富灵活性，在设计的时候可变性更强，但是

克隆这么一大段TALE蛋白DNA序列识别结

构域的重复编码序列也是一个不小的挑战。

为了解决这个问题，科学家们也想出了不少

的办法，现在就已经有好几种方案能够让科

研人员快速地组装出任意搭配的TALE蛋白

DNA序列识别结构域。金门分子克隆技术

（‘Golden Gate’molecular cloning）就是

其中的一种解决方案，这是一种高通量的固

态组装技术（solid-phase assembly），而且

是一种不需要进行连接的克隆技术（ligation-
independent cloning techniques）。有多个

使用了各种组装策略的大规模的、系统性研

究项目表明，TALE重复识别模块可以组装

在一起，识别任何DNA序列。根据文献的报

道，TALE蛋白在识别DNA序列方面存在的唯

一限制就是它所识别的位点必须以T开始。

最近有项研究指出，已经有人构建了一个

TALEN文库，能够靶向结合18740个人类编

码基因，这说明构建TALEN蛋白并不是那么

困难。这项“浩大的”工程不仅能够促进科

研人员利用核酸酶开展更多的研究，同时也

有利于鼓励大家开展类似的、更大规模的工

作。目前也出现了商业化的人工TALE文库，

比如法国巴黎的Cellectis Bioresearch公司、

美国的Transposagen Biopharmaceuticals
公司（Lexington, KY, USA）和生命科技公

司（Life Technologies, Grand Island,NY, 
USA）都提供这类服务。

TALE核酸酶
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利用位点特异性的核酸酶进行基因组编辑（Genome 
editing）操作

一直以来，科研人员在进行基因定向抑

制、替代或者额外插入等遗传学操作时主

要依靠的都是同源重组技术（homologous 
recombination），不过这种方法对哺乳动

图1  锌指蛋白（z inc- f inger）
和转录活化因子样效应蛋白
（transcription activator-l ike 
effector, TALE）的结构。（A）
人工设计的锌指蛋白与靶标DNA
分子（图中灰色所示）形成的复
合结构(PDB ID: 2I13)。每一个
锌指结构都由大约30个氨基酸组
成，形成了一个ββɑ样结构，
如放大图所示。位于锌指结构域
表面的氨基酸残基（即1、2、
3、6号氨基酸）能够与DNA接
触，如图中的棒状结构所示。因
此，每一个锌指结构域都能够与
DNA大沟侧的3至4个碱基接触。
保守的半胱氨酸残基侧链和组氨
酸残基侧链能够与紫色的锌离子
结合。（B）锌指核酸酶二聚体
与DNA结合示意图。锌指核酸
酶的靶序列含有两个锌指蛋白结
合位点，不过这两个位点之间还
有一段5~7bp的间隔序列，锌指
核酸酶里的Fok I酶切结构域就能
够切割这段间隔序列。当然，我
们也可以设计出只能够识别左侧
或者右侧结合位点的锌指蛋白。
（C）TALE蛋白与DNA分子结合
形成的复合体(PDB ID: 3UGM)。
每一个TALE结构域都是由33~35
个碱基组成的序列反复重复形成
的，每一个33~35个碱基组成的
序列都能够依靠序列里两个高度
可变的氨基酸残基（即重复可变
双残基RVD，放大图中的棒状结
构所示）识别1个碱基对。（D）
TALE核酸酶二聚体与DNA形成
的复合物的结构示意图。TALEN
的靶序列也含有两个TALE结合
位点，其中也有一段12~20bp长
的间隔序列，而且也能够设计出
只能与其中一个结合位点结合的
TALE。图中列举了4种RVD组
合。
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物细胞和模式生物进行遗传改造时的效率非

常低，这就极大地限制了这类遗传操作的开

展。后来科学家们发现，当细胞内出现DSB
之后，同源重组的效率会上调好几个数量级，

再加上后来发现的定向核酸酶，就极大地提

高了利用同源重组技术进行遗传改造操作的

工作效率。科学家们同时在细胞内转入位点

特异性的核酸酶和携带有位点特异性同源序

列（locus-specific homology arm）的外源质

粒，这样就能够以极高的效率在细胞基因组特

定的位点转入一个或者多个转基因序列（图

2A）。我们也可以通过这种方法，转入一段

不超过50bp的线性外源同源序列或者单链的

DNA寡核苷酸链，在细胞基因组内的特定位

点引入替换突变、缺失突变或者插入突变。这

项技术具有非常重要的意义，因为位置的效应

（positional effect）在这里已经不再那么重

要了（可是在以前，位置效应会让很多遗传学

分析变得非常复杂），可以对天然的、复杂染

色体环境下的基因组结构与其功能之间的关系

进行研究。位点特异性的核酸酶除了能够提高

同源重组的效率之外，还能够以很快的速度构

建null表型（null phenotype）的细胞系和模

式生物。这些核酸酶产生DSB之后如果启动

了NHEJ修复机制，那么就会在DSB位点处引

入小段的缺失突变或者是插入突变，使基因发

生移码，从而起到敲除基因功能的作用（图

2B）。这些位点特异性的核酸酶还能够引入

大段的染色体缺失突变，使染色体发生大段的

倒位（inversion）和转位（translocation）。

总而言之，借助细胞的NHEJ修复机制，通过

这些核酸酶对外源DNA片段和内源染色体位

点的定向切割，我们可以实现大片段的（最大

可以达到14kb）转基因操作。这些方法能够

帮助科研人员更好地研究基因的功能，还可以

通过改变基因来模拟已知的或者是尚未确定的

基因型，构建病理模型等。这类技术当中已经

有很多被应用到了胚胎干细胞、iPS细胞等祖

细胞（progenitor cell type）的研究工作当中

（表1），这样就可以开发出更多遗传背景下

的细胞、乃至组织等模型。我们还可以用这类

技术对非编码DNA（比如调控序列）的作用

进行研究，有助于发现与目的基因有关的未知

调控序列。

图2 使用位点特异性核酸酶进行基因组编辑操作时可能出现的几种情况。核酸酶切割DNA形成DSB之后细胞可能
会借助同源重组修复途径，或者是NHEJ修复途径对DSB进行修复。（A）在缺乏外源质粒DNA模版的情况下，细
胞会通过NHEJ机制进行修复，在基因组中形成小型的插入或者缺失突变。在存在双链寡聚核苷酸分子，或者在细
胞内存在线性的质粒片段时，可以通过NHEJ机制在基因组中插入大段的DNA序列，最长可以插入14kb的序列。同
时形成两种DSB之后会形成缺失、倒位或者倒位的序列转位等突变。（B）在存在同源序列的外源模版的情况下，
细胞会通过同源重组修复机制修复DSB，在基因组内插入1个或者多个转基因，或者对基因组中的错误基因进行修
复。
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表1 使用ZFN、TALEN和CRISPR/Cas对人及模式生物进行基因组修饰的案例

遗传修饰类型 修饰物种 修饰基因 使用的核酸酶

破坏基因功能

人 CCR5 ZFN

TALEN

CRISPR/Cas

人 TCR（T细胞受体编码基因） ZFN

斑马鱼 gol  (Golden)、ntl (No tail)、kra ZFN

猪
ɑ1, 3-半乳糖转移酶编码基因GGTA1 

(ɑ1, 3-galactosyltransferase)
ZFN

低密度脂蛋白受体编码基因L D L R

（LDL receptor）
TALEN

牛 ACAN12、p65 TALEN

人 EMX1、PVALB CRISPR/Cas

大鼠 IgM、Rab38 ZFN

拟南芥（Arabidopsis） ADH1、TT4 ZFN

秀丽隐杆线虫 ben-1、rex-1、sdc-2 ZFN/TALEN

仓鼠（Hamster） DHFR ZFN

果蝇 Yellow ZFN

水稻 OsSWEET14 TALEN

插入基因

人 OCT4、PITX3 ZFN/TALEN

人 CCR5 ZFN

人
凝血因子9编码基因F9（Coagulation 

Factor IX）
ZFN

小鼠 Rosa26 ZFN

人 AAVS1 ZFN

TALEN

CRISPR/Cas

人 VEGF-A ZFN

斑马鱼

酪 氨 酸 羟 化 酶 （ t y r o s i n e 

hydroxylase）编码基因th、fam46c、

smad5

TALEN

玉米 IPK1 ZFN

（接下表）
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基因修正

人 IL2RG ZFN

ɑ1抗胰蛋白酶（ɑ1-antitrypsin）编码

基因A1AT
ZFN

β球蛋白（β- globin）编码基因HBB ZFN

ɑ突触核蛋白（ɑ- synuclein）编码基

因SNCA
ZFN

烟草
乙 酰 乳 酸 合 酶 （ a c e t o l a c t a t e 

synthase）编码基因SuRA、SurRB
ZFN

果蝇 yellow ZFN

位点特异性核酸酶的优化问题

位点特异性核酸酶应用（遗传分析、临床

应用等）的一大特点就是要保证极高的位点

特异性。不过在复杂的基因组里，同一段序列

往往会含有多个拷贝，这些序列都和我们的目

标序列一模一样（或者高度同源），这就会给

核酸酶技术带来脱靶的问题，而且很有可能

会给细胞带来毒性和伤害。为了解决这个问

题，科学家们提出了以结构和选择为基础的方

案，开发出了ZFN和TALEN的异源二聚体蛋

白，这种新型的核酸酶蛋白的切割特异性更

高，而且对细胞的毒性也更低。Thomas Gaj
等人的实验室就运用定向进化技术（directed 
evolution）开发出了具有超强活性的Fok I蛋
白酶切结构域，他们将之称作Sharkey。这种

蛋白的酶切活性要比传统的ZFN至少提高了

15倍，而且可以和任意的ZFN蛋白搭配。另

外，有大量的证据表明，每一个ZFN中如果携

带4至6个锌指结构域，就能够获得最大的特

异性和酶切活性。除此之外，科研人员还开发

出了其它几种改进核酸酶的方法，比如暂时使

用低温培养条件来提高核酸酶的表达量；在使

用核酸酶的同时使用DNA末端处置酶（DNA 

end-processing enzyme）；使用荧光报告

载体筛选、富集ZFN和TALEN作用过的细胞

等。随着锌指切口酶（zinc-finger nickases，
该酶可以切割DNA双链，也可以切割DNA单

链）的出现，ZFN介导的基因组修饰技术的特

异性得到了进一步增强，有研究发现，使用

这种酶切割DNA之后只会激活同源重组修复

机制，不会激活比较容易出错的NHEJ修复机

制。这样一来就会减少脱靶（突变）效应出现

的机率，不过在使用这种锌指切口酶时，同源

重组的效率也会比使用锌指核酸酶时低一些。

如果使用传统的DNA和mRNA转染的方式在

细胞内表达锌指核酸酶，那只能对特定的几种

细胞进行操作，而且还会发生很多副作用（背

景知识框2），比如会出现插入突变、细胞毒

性及转染效率低下等。为了解决这些问题，他

们最近又新开发了一种更加简便的措施，直接

将已经纯化的锌指核酸酶转入目标细胞里，这

样就不会出现插入突变，而且脱靶效应出现的

机率也更低。这种新方法对于那些需要从事高

精度的基因组遗传改造工作的科研人员非常有

帮助。

（续上表）
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背景知识框2

虽然位点特异性的核酸酶是一种非常好的基因组改造工具，但是如何将这些酶转移到目标细胞

内，这还是一个比较棘手的问题，也直接影响了位点特异性的核酸酶的应用。通常使用的几种方法

包括直接将携带编码位点特异性的核酸酶基因片段的质粒、病毒载体或者直接用体外转录的mRNA转

入细胞当中。科学家们可以根据应用的需要，或者所针对的细胞类型对这些转染方法进行适当的改

进，但是现有的病毒或非病毒转运系统还是大大地限制了位点特异性的核酸酶的应用。尤其是在转

染质粒DNA或者是体外转录mRNA时，如果采用电转（electroporation）或者是阳离子脂质转染试剂

（cationic lipid-based reagents）等方式，会给细胞带来比较大的毒性，所以这种方法只能应用于少

数几种细胞，这更是限制了位点特异性的核酸酶的应用。采用病毒载体也有缺陷，比如病毒非常复

杂，很难制备，而且还存在潜在的免疫原性，同时还牵涉到很多监管方面的问题等等。不过虽然存在

上述种种困难，以腺病毒为载体的ZFN临床试验也已经开展起来了，目前开展的这些试验主要都是以

T淋巴细胞为靶标，将来如果出现了更好的转运技术，则会给位点特异性的核酸酶带来更广阔的应用

前景。

整合酶缺陷的慢病毒载体（Integrase-deficient lentiviral vector, IDLV）是一种比较诱人的ZFN

转运工具，尤其适用于用常规方法难以转染的细胞。不过这种载体似乎不太适于装载高度重复的

TALEN编码序列。虽然设计TALEN明显要容易一些，但是TALEN要比ZFN更难被转运进入细胞内。

AAV载体也是一个比较有前景的ZFN转运载体，能够提高ZFN介导的同源重组修复的效率，也能够提

高细胞内ZFN引起的基因修复工作的效率。不过AAV只适合装载不超过4.2kb的DNA序列。虽然这个

装载容量对于ZFN单体和外源模板序列来说已经足够了，但是对于TALEN而言却不太够，只能装下一

个TALEN单体外加一段最简单的启动子序列。

Thomas Gaj等人的课题组最近发现可以让纯化的ZFN蛋白直接透过细胞膜进入细胞内，使细胞

内的基因被破坏，这也可以作为一种ZFN转运的替代技术。与传统的基因转运方式相比，他们这种方

法具有以下几个优势。首先，可以减少脱靶效应发生的几率，因为它减少了细胞内ZFN酶活性持续的

时间，所以最大限度地降低了核酸酶的“脱靶活性”。其次，这种方法对目标细胞没有太大的偏好

性，也不存在病毒或者非病毒基因转运系统对细胞带来的毒性伤害。第三，这种方法不存在安全性

等监管方面的障碍，所以更适合用来开发ZFN治疗技术。不过他们现在还不确定是不是也能将纯化的

TALEN蛋白直接转入细胞内。

将位点特异性的核酸酶

输送到细胞内的几种方法
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位点特异性的核酸酶在模式生物中的应用

位点特异性的核酸酶在临床治疗方面的应用价值

位点特异性的核酸酶也能够在多种在生

物研究工作中经常会用到的模式生物里进行

位点特异性的遗传修饰，其中就包括斑马

鱼、大鼠、小鼠、果蝇、秀丽隐杆线虫、黑

脉金斑蝶（monarch butterfly）、蛙和家畜

（livestock）等。ZFN和TALEN都能应用于

这些模式生物的研究工作当中，比如就可以用

ZFN和TALEN对秀丽隐杆线虫和与其关系相

近的广杆属线虫（Caenorhabditis briggsae）
的基因功能进行比较研究，来发现这些彼此亲

缘关系相近物种间的相似之处和差异，这让正

向同源基因（orthologous gene）之间的比对

分析工作成为了可能。实验证明，用显微注射

的方法在单个的斑马鱼胚胎内注入TALEN的

mRNA和单链的DNA寡核苷酸片段，或者是

携带有超过800bp同源臂（homology arm）

的质粒等外源序列，就可以实现定点整合

（targeted integration）的遗传编辑操作，得

到loxP人工染色体。用这种方法也可以对模式

生物进行有条件的人工基因活化操作。ZFN和

TALEN除了在上述这些动物模式生物上具有

应用价值之外，也可以应用于拟南芥、水稻、

玉米等多种植物模式生物，进行遗传改造，打

造出携带多种有益性状的“人造”植物，比如

让植物携带抗病基因或者抗除草剂基因等。我

们相信，将来这些位点特异性核酸酶一定可以

应用于更多的模式生物，为基础研究和基因组

生物学研究提供更多、更好的研究平台。

在临床治疗工作中使用位点特异性的核

酸酶是基因治疗领域的一大进展和趋势。与

目的在于暂时缓解症状，或者是随意地在

基因组中掺入几个治疗因子（ therapeut ic 
factors）的传统基因治疗方式所不同的是，

ZFN和TALEN都能够纠正错误的致病基因，

所以能够一劳永逸地解决问题。到目前为

止，ZFN搭配同源重组修复的基因组编辑

技术已经被用于多种疾病的临床治疗工作

当中了，其中就包括X染色体连锁的严重复

合免疫缺陷病（X-linked severe combined 
immune deficiency, SCID）、乙型血友病

（hemophilia B）、镰刀状细胞贫血（sickle-
cell disease）和ɑ1抗胰蛋白酶缺乏综合症

（ɑ1-antitrypsin deficiency）等疾病。此外，

ZFN也被用于修复帕金森氏病患者自身来源

的iPS细胞里与帕金森氏病相关的SNCA基因

突变。用ZFN及NHEJ机制实施的基因靶向敲

除操作在治疗艾滋病方面也表现出了非常大

的应用潜力。有人利用ZFN技术对初始T细胞

（primary T cell）进行了遗传改造，使T细胞

上的HIV共受体——C-C细胞因子受体5（C-C 
chemokine receptor type 5）编码基因CCR5
丧失了正常的功能，这样一来HIV就不能感染

这些T细胞了。现在这项技术已经进入了临床

试验阶段，NCT01252641、NCT00842634
和NCT01044654这3个临床实验项目都在进

行相关的试验研究。最近，还有科研人员利用

ZFN相关技术在CCR5基因所在的基因座内敲

入了抗HIV的限制性因子（anti-HIV restriction 
factor），得到了对R5和X4 HIV毒株（R5- 
and X4-tropic strains of HIV）近乎完全抵抗

的T细胞。此外，ZFN也被用来改进T细胞免

疫疗法的治疗效果，主要就是通过ZFN技术使

T细胞受体编码基因失活，提高肿瘤特异性的

T细胞的获得效率。位点特异性的核酸酶能够

以非常安全的方式在人类基因组特定的位点

（所谓的安全插入位点）里插入治疗性的转基
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ZFN、TALEN和CRISPR/Cas系统都是非

常有力的转化工具，对生物学研究和个性化

医疗（personalized medicine）都能够起到

革命性的影响和促进作用。实际上，这些新兴

的技术极大地拓展了我们对模式生物的处置和

研究能力，也为治疗遗传性疾病，纠正遗传错

误提供了一种平台。不过要充分发挥这类技术

的潜力，还有很多问题和困难需要解决和克服

（背景知识框3）。其中最主要的问题就是每

一种技术平台的特异性问题。在不久的将来，

能够全面识别脱靶位点的高通量筛查技术可以

帮助我们更清楚地认识每一种技术平台的特异

性问题。其它问题还包括用哪种方法往细胞

或者生物体内输送核酸酶更合适等。尤其值

得注意的是，虽然腺病毒载体能够装载并转

运全长的TALEN编码基因到人类细胞当中，

但是用于转运TALEN的慢病毒载体（lentiviral 
plasmid vectors）比较容易导致基因组重排

使用RNA介导的DNA内切酶进行基因组编辑操作

结论及未来的发展方向

与前面介绍的位点特异性的核酸酶不同，

CRISPR/Cas系统是最近才发现的一个新型

的基因组定向编辑技术，而且完全有能力与

ZFN和TALEN技术“分庭抗礼”。CRISPR
系统能够为细菌提供一种获得性免疫保护机

制，通过这套RNA介导的DNA切割机制使细

菌免受外源DNA的侵扰。在2型CRISPR/Cas
系统里，短片段的外源DNA分子（也可以称

之做间隔分子）被整合到CRISPR基因组位

点内，进行转录，进而被处理成短CRISPR 
RNA，即所谓的crRNA分子。这些crRNA分

子与反式激活的crRNA，即tracrRNA结合，

介导了序列特异性的切割作用，最后在Cas
蛋白的作用下使外源的“致病”DNA分子沉

默。最近的研究表明，Cas9蛋白的靶向识别

作用需要依靠crRNA里的一段“种子序列”，

以及crRNA结合区域上游的保守的含有双核

苷酸（dinucleotide-containing）的间隔前

临近基序序列（protospacer adjacent motif 
sequence, PAM）的帮助。所以从理论上来

说，这套CRISPR/Cas系统几乎可以在crRNA
的介导下对任意的DNA序列进行切割，关键

就在于设计出合适的crRNA序列。更加重要的

是，这套CRISPR/Cas系统已经被证实能够在

人体细胞内发挥作用，只需要在人体细胞内转

入能够表达Cas9核酸内切酶的质粒和相应的

crRNA分子就够了。已经有人使用这套RNA
介导的DNA切割机制成功地对iPS细胞进行了

试验，证明这套技术对这种细胞具有基因破坏

作用和定向整合等多种基因组编辑修饰作用。

Cas9蛋白也可以被替换成切口酶，进而启动

另外一种DNA修复操控机制。除了能够应用

于人体细胞之外，这套CRISPR/Cas基因组编

辑技术也可以应用于斑马鱼和细菌等其它物种

的细胞，不过还需要开展更进一步的研究来充

分认识这套系统的真正应用价值，比如是否存

在脱靶效应等。另外，我们也不清楚这套系统

是否就是唯一的单位点特异性的基因组识别系

统。

因序列。虽然目前这种技术主要还只能应用于

体细胞改造，但是随着干细胞研究的不断深

入，随着iPS技术的不断发展，相信位点特异

性的核酸酶一定能够在基因治疗方面取得更大

的成果，比如应用于自体干细胞移植等领域。
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（rearrangement）。另外，TALEN编码序列

这种比较庞大的基因片段也影响了重组腺相

关病毒（adeno-associated virus, AAV）载体

的转运能力，研究表明，这种载体更适于转

运ZFN基因。上述研究发现都表明，开发新

的TALEN转运系统迫在眉睫，是未来一个重

要的研究方向。虽然CRISPR/Cas系统在遗传

改造方面表现出了极大的潜力，同时也展现

出了极强的灵活性，但是这套系统对PAM序

列的独特需求也在一定程度上限制了它的应

用。对Cas9蛋白的定向进化工作可能能够帮

助CRISPR/Cas系统最终“抛弃”PAM序列，

同时也可以得到酶切效率更高的Cas9蛋白。

当然，还需要开展其它体内和体外研究，来评

价CRISPR/Cas系统的特异性和毒性。最后，

对重组酶、转录因子等能够影响基因组结构和

功能的蛋白的继续开发工作也不能中断，因为

它们都能对核酸酶系统起到非常重要的补充作

用。综上所述，这些技术能够极大地提高我们

研究基因组、改造基因组的能力，为我们认识

并最终攻克疾病提供一个更新、更好及更有力

的技术平台。

·如果用作治疗用途，ZFN和TALEN的疗效会如何？

·什么方法是转运位点特异性的核酸酶的最佳方法？如果使用慢病毒载体该如何转运TALEN蛋白？

·Cas9蛋白能够被当作DNA结合结构域与其它酶蛋白的活性结构域融合，形成新的工具酶蛋白吗？

·CRISPR/Cas9系统的特异性和安全性如何？与ZFN和TALEN技术相比，CRISPR/Cas9系统的基

因组编辑效率如何？

·在哺乳动物细胞内使用CRISPR/Cas9系统时使用哪一种RNA骨架结构效果最好？

YORK/编译

Thomas Gaj, Charles A. Gersbach, and Carlos F. Barbas III. (2013) ZFN, TALEN, and   CRISPR/

Cas-based methods for genome engineering. Trends in Biotechnology, 1073,1-9.

原文检索：

背景知识框3

尚存的几点问题
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动物能够预见未来？
    

百态
Amazing Lives

哇！有没有意识到，刚才你的心理其实

已经超越了自己的现实！当然咯，不必大惊小

怪，我们人类常常在做这种事。只是，我们在

运用自己过往的记忆来构造可能永远不会成真

的未来幻影，你可以说这是白日梦，但学者们

却称之为心理时间旅行（mental time travel, 
MTT）。20世纪90年代，这个词由分别来自

澳大利亚圣卢西亚的昆士兰大学（University 
o f  Q u e e n s l a n d）和新西兰奥克兰大学

（Auckland Univeristy）的心理学家Thomas 
Suddendorf及Michael Corballis创造。这两位

学者主张，MTT通常含有意识认知，是人类独

有的。不仅如此，他们还对证明动物也能做到

这件事制定了严格的标准。显然，那时他们肯

定地认为，哪怕是最聪明的非人类物种，也永

远不可能经历这种事情。

不过，科学喜欢把真相隐藏在迷雾之中。

自两位科学家提出心理时间旅行这一概念以

想象一下，你是一位将要执掌某项一流实验的研究者，你调动了自己所有的科学经

验，使得实验进展得相当漂亮。数年之后，你接到来自学院的祝贺电话，他们告诉你刚

刚荣获了诺贝尔奖。于是，你飞往斯德哥尔摩，登上讲坛，此时瑞典国王正静候着你的

到来……
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来，其他研究者开展了数百项实验，用以测试

动物是否能进行MTT，此行为是它们能够提前

计划行动的关键所在。而今，Corballis受到一

项有关大鼠大脑的新研究的启发，改变了自己

的想法，这件事受到了认知专家们的关注。上

个月，两位曾经是同一阵营的科学家虽然依然

彼此友好，却已经产生分歧，并在《认知科学

进展》（Trends in Cognitive Sciences）杂志

上相互辩论起来。Corballis提出，多项研究表

明，大鼠不仅仅是单纯地重复曾经走过的迷宫

小径，而且还在心理层面上探索实际上从未涉

足的路径——这就是MTT的一种表现形式。而

Suddendorf则坚决为他俩原先的立场辩护。

那些与似乎能够提前计划的动物打交道的

研究者们辩驳说，即使目前没有方法可以证明

某些非人类物种存在意识，但它们一定能够完

成MTT行为。他们引证说，比如鸟类懂得储存

食物以备食用，而某只名叫Santino的暴脾气

黑猩猩似乎懂得提前藏好石头，以备攻击来动

物园参观的游人。

而Suddendorf坚称，这些现象都不是

MTT的证据。他的原话是，“动物享有某

些”MTT的组成部分，包括具备在脑中反映外

部物理空间和储存周遭世界相关知识的能力。

“但是，心理时间旅行的内涵要更为丰富，它

能促使我们灵活地想象任何情节，描绘出我们

的未来，以及为可能发生的偶然事件做好准

备。”

看来，双方对动物具有MTT行为有着不

同程度的认可，只是Suddendorf认为还不足以

达到MTT。当然，Corballis也并非断言动物具

有类似于人类的想象力。但是，他也表示，他

和Suddendorf曾经共同策划的关于MTT的行

为测试——包括启用新颖的问题和单独实验，

这样动物就无法通过学习来获得成功——可能

过于严格。他说，一项新的有关大鼠的研究针

对动物或许具备什么能力“提供了更深入的信

息”。

在最近的研究中，人们还记录了大鼠在



          生命奥秘 www.lifeomics.com

6666

闯迷宫时，来自其海马部分的神经冲动。海马

是人类和动物记忆储存的关键，“也是人类

心理时间旅行的关键。”Corballis如是说。这

项突破性的研究由明尼苏达大学（University 
of Minnesota）双子城分校的神经科学家A. 
David Redish牵头，并于2007年发表于《科

学》杂志（Science , 9 November 2007, p. 
900）。Redish发现，海马中所谓的位置细胞

（place cell）是一种神经元，其作用相当于迷

宫的心理地图，能模拟迷宫的地形路径顺次激

活。这种激活发生在大鼠实际定位之前，甚至

沿袭的路径可能只是大鼠考虑到的，而非它真

正走过的。

为了支持这一发现，研究者们于去年在

《科学》（Science, 15 June 2012, p. 1454）
上证明，大鼠在学习走迷宫时，其海马神经元

重复了之前的以及可能要走的路径，这种行

为甚至在它们呆在迷宫之外休息的时候也有

发生。而上个月发表于《科学》的一篇论文

（Science, 19 April, p. 367）表明，蝙蝠能使

用位置细胞来描绘出它们飞行的3D空间图。

可见，越来越多的研究工作显示，心理时

间旅行具有古老的起源。这也是Corballis所提

出的辩论点，尽管他也承认这种行为在人类身

上要复杂得多。而Redish表示，尽管大鼠和人

类之间有着“明显的差异”，但他本人“完全

相信动物能够进行心理时间旅行。”

Suddendorf则回击说，大鼠在整个MTT
组件中只占据相当少的一部分。比如说，它们

缺乏主观意识以及所谓的递推思想（recursive 

thought），即把图像和经验组合起来以构造

无数未来场景（就像赢得诺贝尔奖或者到久远

的星球旅行一样神奇的场景）的能力。

也有别的声音。一些动物行为学专家

表示，非人类物种的MTT是真实存在的，

但理由却与Corballis所解读的不同。来自隆

德大学（Lund University）的灵长类动物学

家Mathias Osvath认为，曾发表于《科学》

杂志，阐述有关猩猩和储存食物以备食用的

鸟类的行为学研究（Science , 23 February 
2007, p. 1074）比关于大鼠的发现“要令人

瞩目得多”。这位专家一直在研究那只名叫

Sant ino，并在瑞典耶夫勒富鲁维克动物园

（Furuvik Zoo）向游人投掷石头的愤青黑猩

猩，似乎也有一定的发言权。总之，这类研究

描述了动物的计划性，因此他认为MTT存在于

非人类物种之中。他还坚称，没有必要通过意

识或者想象性认知来证明动物参与了MTT行
为。

目前，关于这个问题的主流争论对进一步

阐明非人类的MTT有着不同的见解。Corballis
推崇大鼠的海马作用这一类的神经生理学研

究，而Suddendorf则认为如果动物确实参与

了MTT行为，那么就应该有能够对此进行检

测得“更加周全的”行为测试。不过，他和

Corballis都同意一个核心的观点：只有语言的

进化才能使动物具备彼此间分享其心理时间旅

行内容的能力，如果能达到这一点，那么想象

中的场景才可能真正成为现实。
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