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摘   要：大肠杆菌 Nissle 1917 (EcN)因生物相容性高、易基因改造等特点，常常被用于肿瘤细菌

疗法。目前，大多数研究利用质粒载体构建 EcN 工程菌，存在基因表达不稳定、需要利用抗生素

选择性压力来保持高拷贝数等问题。本研究以 EcN中光敏剂 5-氨基乙酰丙酸(5-aminolevulinic acid, 
5-ALA)的合成为例，利用噬菌体整合技术将 5-ALA 合成的关键基因 hemAM、hemL 单拷贝整合

EcN 基因组，然后利用化学诱导染色体进化(chemically inducible chromosomal evolution, CIChE)的
方法提高 hemAM、hemL拷贝数，进而促进 5-ALA的稳定合成。通过体外细胞实验初步验证了EcN
工程菌能将稳定合成的 5-ALA递送至肿瘤细胞并抑制其生长，实验结果为 EcN工程菌应用于肿瘤

光动力治疗提供理论基础。 
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and susceptibility to genetic modification is often applied in bacterial therapies for cancer. 
However, most studies have used plasmids as vectors to construct engineering strains from EcN. 
Plasmid-based expression systems suffer from genetic instability, and they need antibiotic 
selective pressure to maintain high copy number. This study aimed to employ EcN for 
synthesizing the photosensitizer 5-aminolevulinic acid (5-ALA). Firstly, the key genes of 
5-ALA synthesis, hemAM and hemL, were integrated into the EcN genome by the phage 
integration technique. Then, chemically inducible chromosomal evolution (CIChE) was adopted 
to increase the copy number of hemAM and hemL and thus improved the stable synthesis of 
5-ALA. The in vitro cell experiments verified that the constructed engineering strain can deliver 
stably synthesized 5-ALA to tumor cells and inhibit their growth. This study provided a basis 
for applying the engineering strains of EcN in the photodynamic therapy for tumors. 
Keywords: Escherichia coli Nissle 1917; 5-aminolevulinic acid; phage integration technique; 
chemically inducible chromosomal evolution (CIChE) 

 
在肿瘤细菌疗法中，细菌能靶向肿瘤并定

殖于肿瘤缺氧区域，增强对肿瘤细胞的特异性免

疫识别和清除[1]。随着基因工程与合成生物学技

术的发展，细菌作为可编程活体药物在肿瘤治疗

中不断取得新进展。大肠杆菌(Escherichia coli) 
Nissle 1917 (EcN)具有良好的肿瘤靶向能力，能

够在肿瘤坏死和缺氧环境中增殖，其外膜的血

清敏感型脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)能确

保其从正常器官中快速清除[2]。与沙门氏菌、

李斯特菌等致病菌相比，EcN 不会产生肠毒素

和细胞毒素，并且能与免疫系统相互作用，减

少炎症发生[3-4]。另外，EcN 遗传背景清晰、遗

传操作方便，成为了靶向治疗肿瘤的理想活体

药物[5]。 
然而，肿瘤复杂的脉管系统阻碍了细菌的

深入递送，使其难以发挥良好的肿瘤杀伤效果[6]，

细菌单一疗法有时不能彻底消除原发性肿瘤或

转移性癌细胞。通过基因工程与合成生物学技

术可以重新编程细菌靶向肿瘤细胞并深入递送

抗癌药物，进而增强肿瘤治疗的有效性与特异

性[7]。目前构建响应内在环境信号、感受外部

压力、特异性靶向肿瘤及易于临床检测的“细菌

机器”是优化肿瘤细菌疗法的重要研究方向[8]。

Ho 等将来源于辣根(Armoracia rusticana)的黑

芥子酶基因导入 EcN，使其组成型表达并分泌

黑芥子酶，进而将宿主摄入的硫代葡萄糖苷转

化为具有抗癌活性的萝卜硫素，有效地抑制结

肠癌细胞的生长 [9] 。 Danino 等将 PROP-Z 
(programmable probiotics with lacZ)报告系统导

入 EcN，给小鼠口服该工程菌株，并在一定时

间间隔之后通过尾静脉注射交联的化学发光底

物，该底物在 LacZ 存在的情况下被分解并释放

化学发光分子，经肾脏汇集到小鼠尿液中，通

过检测尿液实现对肝癌的诊断检测[10]。 
以上研究大多选择将构建的质粒载体导入

EcN，一方面基因表达不稳定，另一方面需要

外源添加抗生素作为选择性压力来保持高拷贝

数和稳定性[11]。如果抗生素添加不及时或浓度

未达到要求，质粒载体就会丢失。因此，可以

将目的基因整合至 EcN 基因组，并通过提高目

的基因拷贝数来稳定合成目标产物。Canale 等

利用 Red 重组技术将低氧诱导型启动子 PfnrS 及

其调控的基因 argA 单拷贝整合 EcN 基因组，

促进精氨酸的合成，并与抗 PD-L1 抗体协同抑

制肿瘤的生长[12]。但是单拷贝基因往往表达量

较低，有时不能合成足够量的抗癌药物用于肿
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瘤治疗。 
5- 氨 基 乙 酰 丙 酸 (5-aminolevulinic acid, 

5-ALA)本身没有光敏活性，但是进入肿瘤细胞

后，在肿瘤细胞线粒体内会进一步合成具有光

敏活性的原卟啉 IX (protoporphyrin IX, PpIX)，
PpIX 在吸收 660 nm 波长的光之后，将能量高

效转移至氧气，产生活性氧 (reactive oxygen 
species, ROS)，进而引起肿瘤细胞凋亡[13-14]。  
基于此，本研究利用噬菌体整合技术与化学诱

导 染 色 体 进 化 技 术 (chemically inducible 
chromosomal evolution, CIChE)将合成 5-ALA
的关键基因 hemAM、hemL 多拷贝整合至 EcN
基因组(图 1)，以增强 5-ALA 的稳定合成，同

时采用体外细胞实验验证工程菌对肿瘤细胞的

抑制作用，以期为 EcN 合成 5-ALA 以及作为递

送载体用于癌症光动力治疗提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

所用菌株和质粒见表 1。 
1.1.2  培养基 

所用的培养基主要为 LB 培养基与 5-ALA
发酵培养基，LB 培养基包括酵母粉 5 g/L、蛋

白胨 10g/L、NaCl 10 g/L；5-ALA 发酵培养基

包括 16 g/L (NH4)2SO4、3 g/L KH2PO4、16 g/L 
Na2HPO4·12H2O、1 g/L MgSO4·7H2O、0.01 g/L 
MnSO4·7H2O、2-12 g/L 酵母粉、20 g/L 葡萄糖。 

 

 
图 1  构建稳定合成 5-ALA 的 EcN 工程菌   A：采用噬菌体整合技术将 hemAM、hemL 单拷贝整合

EcN 基因组. B、C：利用 CIChE 技术构建 hemAM、hemL 多拷贝进化菌株 
Figure 1  Construction of EcN engineered bacteria for stable synthesis of 5-ALA.   A: Single copy 
integration of hemAM and hemL into ECN genome by phage integration technique. B, C: Construction of 
multiple-copy hemAM and hemL strains by CICHE technique. 
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表 1  本研究所用菌株与质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain and plasmid Relevant properties Source or reference 
Strains 
Escherichia coli DH5α 
 
E. coli Nissle 1917 
HAL 
 
HAL1 
HAL1a 
 
Plasmids 
pHKKF3T5b 
 
pHAL 
pAH69 
pCP20 

 
supE44 Δ(lacZYA-argF) U169 (Φ80lacZ ΔM15) hsdR17recA 
endA1 gyrA96 thi-1 relA1  
Wild type 
E. coli Nissle 1917 harboring single copy of genome integrated 
hemAM and hemL 
CIChE strain resistant to 1.2 μmol/L triclosan 
HAL1 with the deletion of recA 
 
 
CIChE integration expression plasmid, attPHK site, PT5 promoter, 
Kanr 

pHKKF3T5b containing hemAM and hemL  

Helper plasmid expressing phage HK022 Int, Ampr 

pSC101 repliconts Flp(λRp) cI857, Cmr, Ampr 

 
TransGen Biotech 
 
Lab store 
This work 
 
This work 
This work 
 
 
Lab store 
 
This work 
Lab store 
Lab store 

 
1.1.3  主要试剂与仪器 

PrimeSTAR HS DNA 聚合酶购自宝生物工

程(大连)有限公司，利用 PCR 产物纯化试剂盒

(北京诺博莱德科技有限公司)进行纯化，采用

Gibson 组装试剂和限制性内切酶用于质粒构建

[纽英伦生物技术(北京)有限公司]。质粒小提试

剂盒和细菌基因组提取试剂盒均购自天根生化

科技(北京)有限公司。SYBR Premix Ex Taq 购自

宝生物工程(大连)有限公司。DMEM 培养基、

抗生素、胰蛋白酶、MTT 试剂盒均购自北京索

莱宝科技有限公司。胎牛血清购自上海碧云天

生物技术股份有限公司。利用 DCFH-DA 探针

试剂盒(北京诺博莱德科技有限公司)检测细胞

内 ROS 含量。 
主要仪器包括高低温恒温振荡培养箱(上

海一恒科学仪器有限公司)、恒温培养摇床(上海

一恒科学仪器有限公司)、普通 PCR 仪(杭州博

日科技股份有限公司)、实时荧光定量 PCR 仪

(赛默飞世尔科技公司)、紫外可见分光光度计

(岛津公司)、CO2 培养箱(赛默飞世尔科技公司)、

流式细胞仪(BD 公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  细菌培养与发酵 

采用 LB 培养基进行细菌培养，用 5-ALA
发酵培养基进行发酵实验，在发酵时加入 IPTG
终浓度为 0.25 mmol/L，发酵条件是 37 °C、   
220 r/min，初始接种量是 2%，间隔 4 h 取样    
1 次，并用 4 mol/L NaOH 调整 pH 在 6.0–7.0 之

间，最后用分光光度法检测 ALA 浓度[13]。 
1.2.2  利用噬菌体整合技术将 hemAM、hemL
整合至 EcN 基因组 

本研究所用质粒见表 1。首先利用 PCR 技

术检测 EcN基因组上的 attB 位点。以 EcN DNA
为模板，分别利用特异性引物 xup 与 xdown、
hk022up 与 hk022down、80up 与 80down、P21up
与 P21down、P22up 与 P22down、P22up 与

P22(EcoB)down (表 2)扩增 attλ、attHK022、
attϕ80、attP21、attP22、attP22 (EcoB)位点。 

确定 EcN 基因组上 attB 位点后，构建含有

特异性 attP 位点与目的基因的质粒。以 pDAL 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer Sequence (5ʹ→3ʹ) 
xup 
xdown 
hk022up 
hk022down 
80up 
80down 
P21up 
P21down 
P22up 
P22down 
P22(EcoB)down 
HKP1 
HKP4 
RT-hemA-F 
RT-hemA-R 
hemAL-F 
 
hemAL-R 

GGCATCACGGCAATATAC 
TCTGGTCTGGTAGCAATG 
GGAATCAATGCCTGAGTG 
GGCATCAACAGCACATTC 
CTGCTTGTGGTGGTGAAT 
TAAGGCAAGACGATCAGG 
ATCGCCTGTATGAACCTG 
TAGAACTACCACCTGACC 
AAGTGGATCGGCATTGGT 
TTCGTATCGACAGGAAGG 
CGATTGAACCGCAGATTACG 
GGAATCAATGCCTGAGTG 
GGCATCAACAGCACATTC 
TCACCTGACCGAGGATTTGC 
CCATAACCTGAACGAAGACG 
TCCGCATGCGAGCTCGGTACATGACC 
AAGAAGCTTTTAGC 
GCCGAATATTCTCCAGCACGCTCACA 
ACTTCGCAAACACC 

 
质粒为模板[15]，利用引物 hema-F 和 heml-R (表
2) 扩 增 hemAM 、 hemL 基 因 片 段 连 入

pHKKF3T5b[16]，构建得到 pHAL，该质粒同时

含有三氯生抗性基因、同源臂序列和 attP 位点

序列，进一步利用带有噬菌体整合酶、噬菌体

切除酶的辅助质粒 pAH69 进行位点特异性重

组。利用特异性引物 hema-F 和 heml-R 进行

PCR，验证 hemAM、hemL 基因是否单拷贝整合

EcN 基因组。选取阳性菌株，分别通过 42 °C、

37 °C 过夜培养去除 pAH69[17]，采用质粒 pCP20
进一步去除卡那霉素抗性基因，获得无抗性基

因片段的单拷贝菌株 HAL。 
1.2.3  CIChE 方法 

以 HAL 为出发菌株，在 LB 培养基中添加

0.01 μmol/L 三氯生，37 °C、200 r/min 过夜培

养，取 1%菌液加入新的 LB 培养基，同时加入

0.02 μmol/L 三氯生，并依次提高三氯生浓度至

0.06、0.1、0.2、0.4 μmol/L 等，直至菌株生长

速度减慢。与此同时，分别取不同浓度三氯生

诱导菌株进行发酵实验，检测 5-ALA 的产量变

化[13]。最后利用 pTKRED、pKD4 通过 λ 重组

技术敲除 recA 基因[18]。 
1.2.4  荧光定量 PCR 技术 

取不同浓度三氯生诱导的进化菌株，利用

细菌基因组提取试剂盒提取 DNA，并将其作为

模板，用 RT-hemA-F 和 RT-hemA-R(表 2)进行

荧光定量 PCR。将带有单拷贝 hemAM、hemL

基因的 pDAL 质粒作为标准质粒，利用绝对定

量法检测基因组中 hemA 的拷贝数。 
1.2.5  细胞培养 

采用的结直肠癌细胞 HCT116 购自中国科

学院上海细胞生物学研究所细胞库，用 DMEM

培养基在 37 °C、5% CO2 培养箱中进行培养，

同时要在 DMEM 培养基中添加 10%胎牛血清、

100 mg/mL 青霉素和 100 U/mL 链霉素。 

1.2.6  细胞活力测定 
将 HCT116 细胞按照 3 000 个细胞/孔的浓

度接种在 96 孔板中培养 24 h，然后分别加入

20、40、60、90 mg/mL 5-ALA·HCl 处理 12 h。
HAL1a 发酵培养 48 h 后取发酵液，用无菌 PBS 
清洗 2 遍后，以 1×107 CFU/mL 的浓度重悬于

DMEM 中。在 HCT116 细胞中加入 100 μL 重悬

的 HAL1a 并孵育 90 min。在相同条件下用 PBS
做阴性对照。所有的细胞处理结束后进行光照

射 5 min (660 nm LED 光，29.8 mW/cm2)，孵育

24 h 后利用 MTT 法检测 HCT116 细胞活力。 
1.2.7  细胞内 ROS 含量测定 

将约 105 个 HCT116 细胞/孔接种到 24 孔组

织培养板中培养 24 h，分别与 20、40、60、     
90 mg/mL 5-ALA·HCl 孵育 8 h，并与感染复数

(multiplicity of infection, MOI)为 300:1 的

HAL1a 孵育 90 min。在相同条件下使用 PBS 作

为阴性对照。随后将细胞样品照射 5 min (660 nm 
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LED 光，29. 8 mW/cm2)。培养 2 h 后，将含有 
10 μmol/L DCFH-DA 的 DMEM 加入孔中，并在

37 °C 下孵育 20 min。最后，用 PBS 洗涤细胞   
3 次，使用流式细胞仪检测与分析 HCT116 细胞

内 ROS 的含量变化。 

2  结果与分析 
2.1  利用噬菌体整合技术将 hemAM 、

hemL 整合至 EcN 基因组结果 
利用普通 PCR 验证 EcN 中 attB 位点，结

果显示，EcN 基因组上带有噬菌体 λ 和 HK022

这 2 个 attB 位点(图 2A)，之后选择 attHK022 位

点进一步构建供体质粒 pHAL，同时利用辅助

质粒 pAH69与 pCP20成功将含有三氯生抗性基

因、hemAM、hemL 的目的片段整合到 EcN 基因

组(图 2B)，得到工程菌株 HAL。 

2.2  利用 CIChE 技术提高 EcN 基因组中

hemAM、hemL 拷贝数 
以 HAL 为出发菌株，初始添加 0.01 μmol/L

三氯生，随后不断提高其浓度，筛选得到多株

进化菌株。选取 0.2、0.4、0.8、1.2、1.6、4.8、

6.4 μmol/L 浓度的三氯生诱导进化菌株，利用

荧光定量 PCR 检测 hemA 拷贝数。如图 3 所示，

1.2 μmol/L 三氯生诱导产生的进化菌株(HAL1)
目的基因的拷贝数最高(9 个拷贝/基因组)，同

时 ALA 产量也最高(58 mg/L)，与对照相比，提

高了 17 倍左右。随着三氯生浓度的提高，目的

基因拷贝数也随之下降，而 ALA 产量几乎没有

提高。 

2.3  对培养基发酵条件进行优化 
为了得到基因拷贝数稳定的进化菌株，对

HAL1 的 recA 基因进行敲除，获得菌株 HAL1a。
首先对 HAL1a 发酵条件包括转速、Mg2+、Mn2+

等进行优化，但是 ALA 产量提高不明显。由于

recA 基因敲除后菌株生长较缓慢，所以在发酵

实验中提高酵母粉浓度。如图 4 所示，随着酵

母粉浓度的提高，OD600 也随之提高，同时 ALA
产量也有所提高，达到 68 mg/L。 

2.4  检测工程菌 HAL1a 对 HCT116 细胞的

影响 
利用人结直肠癌细胞 HCT116 检测 HAL1a

是否能抑制肿瘤细胞。取发酵时间为 48 h 的发 
 

 
 

图 2  PCR 结果验证   A：PCR 验证 EcN 染色体上 attB 位点. Lane 1、2：attλ 位点；Lane 3、4：attHK022
位点；Lane 5、6：attP22 (EcoB)位点；Lane 7、8：attϕ80 位点；Lane 9、10：attP21 位点；Lane 11、
12：attP22 位点；Lane 13：DNA marker. B：PCR 验证三氯生抗性基因以及 hemAM、hemL 整合 EcN 基

因组情况. Lane 2：hemAM、hemL 基因 PCR 扩增结果；Lane 9：DNA marker  
Figure 2  Validation of PCR results. A: The attB sites on ECN chromosome were verified by PCR. Lane 1, 
2: attλ; Lane 3, 4: attHK02; Lane 5, 6: attP22 (EcoB); Lane 7, 8: attϕ80; Lane 9, 10: attP21; Lane 11, 12: 
attP22; Lane 13: DNA marker. B: The integration of triclosan resistance gene, hemAM and hemL was verified 
by PCR. Lane 2: The PCR amplification of hemAM and hemL; Lane 9: DNA marker. 
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图 3  hemA 拷贝数及 ALA 产量的检测   A：不同浓度三氯生诱导产生不同进化菌株中 hemA 拷贝数

分析. B：发酵 48 h 时不同进化菌株中 ALA 产量分析 
Figure 3  Detection of hemA copy number and ALA yield. A: Analysis of hemA copy number in different 
evolution strains induced by different concentrations of triclosan. B: Analysis of ALA production in different 
evolutionary strains during 48 h fermentation. 
 

 
 

图 4  不同酵母粉浓度条件下 HAL1a OD600 (A)与 ALA 产量(B)分析 
Figure 4  Analysis of HAL1a OD600 (A) and ALA production (B) under different yeast extract 
concentration.  
 
 
 
 

酵液，用无菌 PBS 缓冲液清洗菌体 2 次后，与

HCT116 在 37 °C 条件下共同孵育 90 min，同时

用 PBS 缓冲液和野生型菌株 EcN 作为对照，用

不同浓度的 5-ALA·HCl 作用于 HCT116 细胞，

660 nm 光照射后，利用 MTT 法检测对 HCT116

细胞活性的影响。结果发现，与对照相比，

HAL1a 明显抑制了肿瘤细胞的生长，其抑制水

平与 40 mg/L 5-ALA·HCl 的抑制水平基本一

致，而 5-ALA·HCl 浓度越高，对肿瘤细胞的抑

制作用越强(图 5)。HAL1a 与 HCT116 共同孵育

超过 2 h，会影响 HCT116 的生长。同时还检测

了 HAL1a 对非洲绿猴肾细胞 Vero 的抑制作用。

EcN 与 HAL1a 均能在 Vero 细胞中生长，用  

660 nm 光照射后，HAL1a 对正常细胞的生长具

有一定的抑制作用，而 5-ALA·HCl 也会影响

Vero 细胞的生长(图 5)。以上结果表明，HAL1a
与 5-ALA·HCl 不仅能够抑制肿瘤细胞的生长，

也会影响正常细胞的活性。 

为了进一步了解 HAL1a 抑制 HCT116 生长

的原因，采用同样的方法处理 HAL1a 发酵液，

用 PBS 缓冲液和野生型菌株 EcN 作为对照，将

不同浓度的 5-ALA·HCl 作用于 HCT116 细胞，

然后利用 DCFH-DA 荧光探针检测 HCT116 细

胞内 ROS 含量的变化。如图 6 所示，与对照相 
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图 5  利用 MTT 法检测 ECN、HAL1a 及不同浓

度 5-ALA·HCl 对 HCT116 和 Vero 细胞活性的影响 
Figure 5  Analysis of the effect of ECN, HAL1a 
and different concentrations of 5-ALA·HCl on cell 
viability of HCT116 and Vero cells by MTT.  

 

 
 

图 6  利用 DCFH-DA 荧光探针法检测 ECN、

HAL1a 及不同浓度 5-ALA·HCl 对 HCT116 细胞

内 ROS 含量的影响   随机分 3 组，每组 3 个重

复，利用 GraphPad Prism 8 软件进行双向方差分

析及 Dunnett 多重比较分析，****P<0.000 1 
Figure 6  DCFH-DA assay for detecting 
intracellular ROS generation of HCT116 cells with 
ECN, HAL1a and different concentrations of 
5-ALA·HCl. n=3, two-way ANOVA with Dunnett’s 
multiple comparisons test by GraphPad Prism 8, 
****P<0.000 1. 
 

比，HCT116 在添加不同浓度的 5-ALA·HCl 处
理 8 h，再用 660 nm 进行光照后，80 mg/L 
5-ALA·HCl 显著提高了细胞内 ROS 含量。而加

入 HAL1a 处理 90 min 后，用 660 nm 进行光照，

发现 HAL1a 也明显提高了细胞内 ROS 含量。

以上结果表明，HAL1a 合成 5-ALA 后可能会诱

导肿瘤细胞产生 ROS，促进肿瘤细胞的凋亡。 

3  讨论与结论 
为了避免质粒表达系统不稳定等缺点，

Tyo 等[19]利用无质粒的基因组整合方法，通过

传代使微生物基因组进化，增加抗生素的浓度

来筛选目的基因拷贝数较高的进化菌株，即

CIChE。该方法只需要具备靶向基因组的整合

方法和 RecA 同源重组系统。EcN 是从健康个

体中分离出的一种益生菌株，既带有 RecA 同

源重组系统又能利用整合技术将目的基因靶向

整合基因组[20]，因生物相容性高、极易基因改

造等特点，常常被作为工程菌活药底盘用于肿

瘤治疗。目前，在 EcN 中利用 CIChE 方法构建

工程菌的研究较少。 
噬菌体整合系统由带有噬菌体特异性结

合位点 attP、抗性标记的供体质粒、表达有噬

菌体整合酶和噬菌体切除酶的辅助功能质粒组

成。目的基因的插入位点仅限于染色体的 attB
位点，且每次整合都必须构建特定的带有 attP
的供体质粒，而供体质粒的骨架和抗性标记也

会被一同整合到染色体上[21]。目前，EcN 中噬

菌体整合系统的研究尚未见报道。本研究以

5-ALA 的合成为例[17]，首先利用噬菌体整合技

术将 hemAM、hemL 整合至 EcN 基因组，噬菌

体整合技术能够高效地将大片段整合到染色体

上，且被整合的片段可以在噬菌体切除酶的作

用下被去除。然而，其插入位点仅限于染色体

的 attB 位点，且每次整合都必须构建特定的带

有 attP 的供体质粒，同时供体质粒的骨架和抗

性标记会被一同整合到染色体上。研究表明，

大肠杆菌 K-12 中存在 phages λ、HK022、P21、
P22 等 attB 位点[21]，但是本研究采用 PCR 技术
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验证了 EcN 染色体中只存在 phages λ 和 HK022
这 2 种 attB 位点。通过与大肠杆菌 K-12 比较

基因组分析结果显示，两者的代谢能力有所不

同，而且 EcN 具有 108 个特异性编码区序列

(coding sequences, CDS)，并被划分为 4 个大的

基因组岛屿以及许多小的基因群[22]，表明 EcN
与大肠杆菌 K-12 在基因组序列与结构上存在

不同之处。 
有研究利用 CIChE 方法成功构建了不携带

质粒和抗生素标记的大肠杆菌莽草酸生产菌

株，将莽草酸的产量提高了 8.9 倍[23]。Xu 等[24]

利用 CIChE方法将 pipA基因多拷贝整合大肠杆

菌基因组，提高了 L-赖氨酸高产菌株中 L-哌啶

酸的生产效率。为了提高 hemAM、hemL 拷贝数，

本研究通过 CIChE 方法筛选进化菌株，最高拷

贝数只有 9 个。与其他研究相比，EcN 进化菌

株整合拷贝数较低。在 CIChE 进化过程中，目

的基因的拷贝数与筛选标记基因同步增加，可

通过不断增加筛选压力筛选出所需拷贝数的进

化菌株。随着拷贝数不断增加，细胞承受的代

谢压力也会不断增加，这就使得基因组上的拷

贝数并不能一直增加，甚至达到一定代谢压力

时会下降。推测 EcN 与其他大肠杆菌如 K-12
基因组序列与结构不同，其代谢调控也有所不

同。在进化过程中，EcN 代谢压力逐渐增大，

当拷贝数达到 9 个以上时，EcN 无法继续承担

代谢压力，最终使得 hemAM、hemL 整合到 EcN
基因组中的拷贝数较少。但是与对照相比，

5-ALA 产量大大提高。研究发现 CIChE 能直接

控制进化过程中的基因拷贝数，将染色体一条

单链上的所有拷贝进行串联并使其强制有序遗

传[25]，相比之下，同一时间存在于不同宿主细

胞的质粒拷贝数差别会很大，并且在生长期和

稳定期之间质粒拷贝数也可能有很大的变化。

因此，本研究构建的进化菌株 HAL1a 虽然与传

统质粒表达系统相比[17]，5-ALA 产量相对较低，

但是不需要外源添加抗生素维持质粒的稳定和

目的基因的高表达。 
EcN 在稳定合成 5-ALA 的同时，还能作

为递送载体将 5-ALA 递送至肿瘤细胞，诱导产

生 ROS 并降低肿瘤细胞的活性。5-ALA 作为第

二代光敏剂，是一种内源性光敏剂，其本身并

没有光敏活性，但是它可以进一步合成并转化

形成原卟啉 IX 和其他具有光敏活性的卟啉化

合物等中间产物。原卟啉 IX 及卟啉化合物吸收

630 nm 波长的光之后，会导致活性氧 ROS 的

产生，从而引起细胞凋亡[26]。本研究中 HAL1a
合成的大量 5-ALA 被 EcN 递送至肿瘤细胞后，

可能进入肿瘤细胞内的血红素合成途径并产生

原卟啉 IX，在 630 nm 光照后诱导产生大量

ROS。如图 5 和图 6 所示，HAL1a 与 40 mg/L 
5-ALA·HCl诱导肿瘤细胞产生的 ROS含量及其

对肿瘤细胞的抑制作用基本一致，当肿瘤细胞

处于高水平 ROS 环境时，更易发生氧化应激等

反应从而引发细胞凋亡，所以与对照相比，

HAL1a 所诱导产生的高水平 ROS 有效地抑制

了肿瘤细胞的生长并引起细胞凋亡。与此同时，

HAL1a 与 5-ALA·HCl 也影响 Vero 细胞活性，

表明 HAL1a 的靶向性较低。目前许多工程菌进

行临床试验时以失败告终，主要原因之一是存

在生物安全性和肿瘤靶向性低等问题 [27-28]，

HAL1a 还需要进一步改造以降低其对正常细胞

的影响。 
综上所述，本研究利用噬菌体整合技术与

CIChE 技术将合成 5-ALA 的关键基因 hemAM、

hemL 整合到 EcN 基因组，使 EcN 稳定合成

5-ALA，并通过体外细胞实验初步验证了 EcN
能作为载体将 5-ALA 递送至肿瘤细胞进而抑制

其生长，为 EcN 工程菌用于肿瘤光动力治疗提

供了研究依据。但是本研究还存在不足之处，
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CIChE 技术在 EcN 中的应用还需要进一步优化

以提高目的基因的拷贝数，进而提高 5-ALA
的浓度，其靶向性还需要进一步提高以降低对

正常组织细胞的影响，并需要利用小鼠肿瘤模

型进行体内验证，增强该工程菌的有效性与安

全性。 
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