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摘要：目前癌症的治疗方法副作用大,药物不能有效到达癌组织内部,因此治疗效果有限。细菌

种类繁多，可利用性强，但是由于它本身自带的生物性能的不可控，以及安全性等问题，限制了

它作为药物来治疗肿瘤。随着合成生物学的发展,通过合成生物学的方法将细菌进行工程性改造，

使之毒性减弱，增强靶向定位肿瘤,特异性感知病灶，精准定位于病灶。利用工程菌作为载体搭

载药物，或者经过基因修饰表达目的药物分子，释放治疗药物，将大大提高细菌治疗肿瘤的可利

用性,提高了对肿瘤的治疗效果，本文主要总结了近年来工程细菌治疗肿瘤的研究进展。
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Abstract: The efficacy of current anti-tumor therapies has suffered from possible side effects and the poor

accessibility of drugs to the tumor core. Although a variety of bacteria in nature have the potential to be used as

anti-tumor drugs, lacking controllability and potential safety issues have limited their usage in tumor treatment.

With the development of synthetic biology, bacteria are extensively programmed under engineering disciplines

to possess less toxicity and enhanced ability to target tumors, sense the lesions and locate the lesions accurately.

Applying engineered bacteria as vectors to directly carry drugs or express and release molecular therapeutics

has greatly improved the efficacy of the tumor treatment. This article will summarize the recent progress in
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engineering bacteria for the treatment of tumors.
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1 引言

细菌对肿瘤的治疗作用，最早源于古埃及的医学著作[1, 2]，

发现当使用细菌感染肿瘤,能使肿瘤减小。19世纪初叶,Vautier报道,发生气性坏疽的癌症患

者的肿瘤有消退[3]。随后的William B. Coley试验丹毒的活体感染因子（后来被称为链球菌

属'A'组或化脓性链球菌）作为治疗手段，都取得不错的疗效[4]。早期的细菌治疗肿瘤使用

的是天然野生细菌，它们主要是通过游走被化学吸引滞留在肿瘤微环境中，一旦进入肿瘤，

细菌继续增殖，并通过触发凋亡、坏死和细胞破裂直接杀死癌细胞[5]，还有一部分细菌能激

活机体的适应性免疫细胞来抑制肿瘤的生长。但是治疗中也暴露出天然野生细菌不仅在肿瘤

部位游走，也在血液循环中运动，这就带来了很高全身感染风险和加大体内毒性等缺陷[6, 7]。

在 20世纪 90年代中期,人们发现，细菌疗法产生的疗效竟然和传统的治疗方法不相上下。

同时认识到肿瘤微环境和重组 DNA 技术能够产生更有效和毒性更低的细菌菌株时,使用活细

菌进行癌症治疗的热情被重新点燃[8]。

在工程菌针对癌症治疗领域，随着基因工程的发展,通过合成生物学的方法将细菌进行

工程性改造，使之毒性减弱，增强靶向定位肿瘤,特异性感知病灶，精准定位于病灶，通过

作为载体搭载药物，或者基因修饰表达目的药物分子，释放治疗药物，提高了细菌治疗肿瘤

的可利用性,提高对肿瘤治疗效果，合成生物学领域开发的一系列基因工具能够使工程化的

细菌保留固有的抗肿瘤特异性，同时为癌症治疗提供各种类型的治疗载荷，提供更有效安全

的治疗策略，细菌治疗肿瘤有望成为人类对抗肿瘤的新兴趋势，近期的一些工程菌治疗肿瘤

研究进展综述如下。

2 工程菌的改造治疗肿瘤

野生细菌对健康组织的全身毒性可能是由于在不适当的时间、部位释放有毒的物质以及

不可控游走引起的。应用合成生物学的方法对基因进行筛选和修饰，这些基因改造可以控制

细菌毒性有效表达，并推动新的肿瘤特异性结合蛋白的发现和开发，增强细菌与肿瘤的结合，

使工程改造后的细菌达到新的治疗效果。

2.1 提高安全性以及增强靶向功能

有效的肿瘤靶向和治疗的安全性是当前细菌癌症治疗中的主要问题，由于肿瘤内存在新

成血管未完全发育，血管分布混乱等问题，导致血液循环紊乱，血液流动缓慢，致使肿瘤组

织内氧气和营养物质传递低效，形成了独特的肿瘤缺氧微环境。为此，香港大学通过新的合

成生物学方法来设计沙门氏菌，以提高其在抗肿瘤治疗中的减毒性、靶向性，使之对抗肿瘤

更加有效，更加灵活，该设计主要是对必需基因（asd）进行工程改造，使其处于缺氧条件

启动子的控制之下。在有氧条件下的正常组织中，不表达 asd，不合成二氨基庚二酸（DAP），
除非由环境提供 DAP，否则细菌将在生长期间溶解。经过改造的沙门氏菌（YB1）在携带



肿瘤的裸鼠中，能靶向定植于肿瘤，抑制肿瘤生长，同时不影响小鼠的正常组织[9]。另一种

解决靶向传递的方法是在细菌表面表达能锚定肿瘤特异性的结合蛋白。临床上，细菌与肿瘤

自然结合的依赖性还不够强。为了解决其中的一些限制，研究人员已经开始开发和筛选肿瘤

特异性结合蛋白。新加坡国立大学永卢林医学院的研究团队编码大肠杆菌 Nissle 1917
（EcN），使之与癌细胞表面的硫酸乙酰肝素蛋白多糖（HSPG）结合，并分泌芥子酶将膳

食硫代葡萄糖苷转化为萝卜硫素。所产生的莱菔硫烷抑制癌细胞的生长和促进凋亡，从而清

除结直肠癌。清除后，重新编程的微生物从大肠组织分离，并通过粪便排出。这种组合方法

在体外几乎完全抑制了癌细胞。在小鼠结直肠癌模型中，观察到肿瘤较小，肿瘤发生率比单

独使用工程微生物或膳食硫甙治疗减少了七倍[10]。西班牙国家微生物中心的一项研究是在

大肠杆菌表面表达合成粘附素，并测试其与癌症抗原表面结合的能力，以及在体内定植小鼠

肿瘤的能力[11]。与野生型相比，含有合成粘附素的工程大肠杆菌能够在较低剂量下定植于实

体肿瘤，并减少与健康组织的非特异性结合，实现对病灶的精准靶向定位。

与野生型相比，改造后的细菌优势在于，能保留野生菌动力活性的同时，毒性被大大减

弱，在合适的剂量范围内不会对机体产生危害，并且能够靶向定植于肿瘤。含有合成粘附素

的工程大肠杆菌能够在较低剂量下定植于实体肿瘤，并减少与健康组织的非特异性结合。然

而工程菌具有不稳定性，随着繁殖时间的增长，可能出现基因变异回归的情况，这就有可能

导致细菌部分恢复毒性，对机体产生危害。肿瘤细胞表面的特异性蛋白会随着时间的改变而

有所修饰和调控，因此对于表达合成黏附素的工程菌，需要把握好肿瘤细胞表面特异性附着

蛋白分子的表达水平，防止因肿瘤表面特异性蛋白表达的变化，致使细菌脱靶而失去应有的

治疗效果。

2.2 通过血管生成调节治疗肿瘤

实体瘤的特点是血管生成增加，目前已经有几种工程化的细菌治疗策略侧重于抑制血管

生成来产生抗肿瘤作用。深圳市动物遗传工程技术研发中心将长双歧杆菌设计成可以分泌

tumstatin，tumstatin是一种强大的内源性血管生成抑制剂。该团队将非致病性厌氧长双歧杆

菌设计成新型的 tum给药系统，使之能够在 pBBADs启动子调控下表达 Tum载体，细菌精

准定位肿瘤的同时，提高靶向给药功能，这种工程菌在 CT26荷瘤小鼠模型中抑制肿瘤血管

内皮细胞的增殖并诱导肿瘤细胞凋亡，首次证明利用长根双歧杆菌（BL）转化 tum作为一

种特异的基因传递系统治疗肿瘤[12]。另一项研究报道了一种基于单核细胞增生李斯特菌减

毒疫苗的研制，该疫苗可分泌 tLLO-CD105融合蛋白，该融合蛋白包含一种胆固醇依赖性细

胞溶血素李斯特菌溶血素 O（LLO）和一种在血管生成中起作用的 TGF-β受体家族成员

Edoglin（CD105）。改造后的李斯特菌能有效抗血管生成和抑制肿瘤，减轻小鼠的原发性

和转移性乳腺癌[13]。

利用工程化细菌生成血管抑制剂治疗肿瘤的优势在于，一是利用细菌的能动作用靶向到

肿瘤，二是在肿瘤部位分泌血管抑制剂，仅针对肿瘤内的血管起作用，减少了不必要的组织

伤害。需要注意的是，细菌进驻机体的方式必须和细菌分泌的血管抑制剂相对适宜，这样才

能避免治疗后引起健康组织与肿瘤组织并发的安全问题，同时细菌分泌血管抑制剂的合适剂

量对肿瘤的抑制也至关重要，分泌过多或者过少都有可能达不到良好的治疗效果。

2.3 通过细胞毒蛋白攻击肿瘤

利用细菌在肿瘤部位产生细胞毒蛋白是癌症治疗的另一种方式，这种设计方式主要是利

用细菌能够游走到肿瘤的缺氧病灶区域，然后通过裂解或者分泌特定的抗肿瘤药物，实现对

肿瘤的靶向给药，达到抑制病情的效果。两项独立的研究表明大肠杆菌 K-12 和鼠伤寒沙门

氏菌（S.typhimurium）[14, 15]中能产生溶血素 A（Cytolysin A，ClyA）。经改造后的菌株在对

放射治疗有抵抗力的小鼠 CT26肿瘤模型中的缺氧区有效。另一种方法在鼠伤寒沙门氏菌中

设计生成孔毒素溶血素 E（HlyE）[16]。这种经改造后的菌株可以增加小鼠乳腺肿瘤坏死，减



少肿瘤生长。还有研究表明，对大肠杆菌菌株χ6212（Δasd）进行工程改造，可以提供金

黄色葡萄球菌衍生的α-溶血素（SAH）[17]该工程菌株能够使 4T1荷瘤小鼠的肿瘤消退和加

大肿瘤坏死的力度。铜绿假单胞菌的低氧化还原蛋白 Azurin，它能够促进细胞色素链相关酶

之间的单电子转移。是一种抗癌治疗蛋白，它能提高细胞内 p53和 Bax的水平，导致线粒

体细胞色素 c释放到胞浆中，从而引发细胞凋亡[18]。有研究表明，表达 Azurin的 EcN能够

抑制小鼠 B16黑色素瘤和 4T1乳腺肿瘤的生长[19]。还有研究表明，设计鼠伤寒沙门氏菌来

表达和释放融合蛋白，该融合蛋白包含转化生长因子α（TGFα）和假单胞菌外毒素 a
（PE38），这两者分别是 EGFR 配体和免疫毒素。经改造后的鼠伤寒沙门氏菌释放的 TGFα
-PE38融合蛋白显著抑制小鼠实体瘤的生长[20]。

大多数癌症药物不能清除肿瘤中的所有癌细胞。它们通常只对抗增殖的细胞，并且不能

深入渗透到组织中。这些弱点使许多肿瘤细胞能够逃脱治疗，并增加了复发、转移和死亡的

机率。改造后的工程菌利用能动性游走到肿瘤部位，它们相当于提供一个在原位持续生产蛋

白质药物的分子工厂。将生产的蛋白药物集中在肿瘤的深处，随着细菌的游走扩散，分泌的

蛋白药物撒落肿瘤各个部位，扩大治疗范围，大大提高了治疗效率。然而并不是所有的蛋白

药物对健康组织是有益的，因此，严格控制细菌的剂量，把握好细菌分泌蛋白药物的时间、

表达能力的稳定性和药物产量大小，才能保证机体的安全。

图 1 细菌经工程改造后治疗荷瘤小鼠过程

Fig. 1 Treatment process of tumor bearing mice with engineered bacteria

(a)对细菌进行基因改造；(b)改造后的细菌经转录表达，释放各种目的蛋白（注：虚线方框

内的颜色颗粒对应 b图）；(c)改造后的细菌经静脉注射到小鼠体内；(d)改造后的细菌直接

注射到肿瘤部位。

2.4 通过 RNA 干扰（RNAi）阻断肿瘤生长

通过工程细菌系统提供的 RNAi治疗是将治疗性 RNAi效应物（短发夹状 RNA，shRNA）
运输到靶细胞中，用来沉默癌症相关的 mRNA。有研究表明，减毒鼠伤寒沙门氏菌经改造后

在原位肝细胞癌小鼠模型中递送 STAT3-specific siRNA和内皮抑素。这两种有效载荷的联合

应用能够抑制肿瘤的增殖和转移，减少肿瘤的增殖炎症和肿瘤微血管的数量[21]。经改造后

的减毒鼠伤寒沙门氏菌菌株，在 CT26和MC38结直肠癌小鼠模型中，靶向表达吲哚胺 2,3-
双加氧酶的 shRNA质粒，发现该菌株能增加中性粒细胞在肿瘤中的浸润，导致肿瘤细胞死

亡增加[22]。其他通过细菌介导的 siRNA靶向表达并在临床前模型中显示出治疗效果的基因



包括 Survivin，B细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、性别决定区 Y（SRY）盒 2（Sox2）、程序性细

胞死亡蛋白 1（PD-1）、抑制素亚单位α（INHA）、多药耐药突变 1（MDR1）和极性激酶

1（PLK1）[21, 23-27]等等。

通过 RNA 干扰阻断肿瘤的工程菌可以抑制肿瘤表面的特异性抗原，有效地诱发免疫反

应，激活的适应性免疫反应能够持久的抗击肿瘤。而且有的抗肿瘤抗体费用昂贵，治疗过程

还可能产生毒副作用，譬如用 RNA干扰(RNAi)来抑制肿瘤细胞表面的 PDL-1，以有效地诱

发免疫反应，该类型的细菌不仅能够作为免疫刺激剂，而且还降低了治疗成本。弊端在于细

菌前期不止在肿瘤部位游走，还游走于机体的其它部位，为了避免误伤健康组织，控制好

RNAi效应物在时间和空间上的表达至关重要。

2.5 作为底盘进行治疗

开发工程化的细菌为基础方法进行癌症治疗时，选择合适的细菌底盘作为药物载荷是一

个重要的考虑因素，选择细菌作为底盘来搭载药物的优势在于，细菌具有良好的兼容性和基

因改变的易用性，同时细菌还具有天然的抗肿瘤活性和浸袭定植肿瘤的能力，使用细菌作为

底盘工具，能使药物的靶向精准给药方式更加灵活，更加智能。越来越多的工程菌譬如大肠

杆菌、枯草芽孢杆菌、沙门氏菌、李斯特菌属、梭状芽孢杆菌属、双歧杆菌属、链球菌属、

乳酸杆菌属和乳球菌属等都可供应用,美国哥伦比亚大学生物医学工程系有团队就使用细菌

做为底盘来进行免疫检查点的阻断治疗，他们将非致病性大肠肝杆菌 Pir1+设计成基因裂解

电路（SLC），并通过该基因裂解电路编码释放纳米体拮抗剂(CD47nb)12，结果表明肿瘤

内裂解 CD47nb可增加肿瘤浸润性 T细胞的活性，显著降低小鼠肿瘤的生长[28]。在另外一

个团队的研究中也是使用益生菌设计成基因裂解电路（SLC），用来释放程序性细胞死亡配

体 1（PD-L1）和细胞毒性 T 淋巴细胞相关蛋白 4（CTLA-4），在动物实验中验证到，在同

基因小鼠模型中，PD-L1nb和 CTLA-4nb局部释放到肿瘤中导致 T细胞活化增加、记忆 T
细胞群增加，能引起肿瘤消退。而且，联合施用产生 PD-L1nb、CTLA-4nb和 GM-CSF的细

菌菌株比单独或双重施用产生免疫检查点纳米体的菌株更有效[29]。

2.6 制造癌症活疫苗

细菌疫苗一直是疫苗学的主要研究领域，使用细菌设计成疫苗来对付癌症也是一种趋

势，日本东京大学医学院就将乳酸杆菌设计成能分泌肿瘤相关抗原（TAA）来刺激机体适应

性免疫反应。他们在近期的一项 I/IIa期临床试验中发现，含有表达 TAA（HPV16 E7）的干

酪乳杆菌GLBL101c的口服疫苗能够使70%的宫颈上皮内瘤样病变患者（从CIN3到CIN1-2）
（UMIN000001686）ii的症状消退。识别 E7抗原的初始 T细胞能够定位于宫颈肿瘤并促使

T辅助细胞 1（Th1）产生[30, 31]。日本神户大学医学院使用重组长双歧杆菌构建了一种口腔

癌疫苗，这种细菌疫苗能表达肾母细胞瘤 1（WT1）蛋白，将该疫苗口服给接种了 4周表达

WT1 肿瘤细胞的小鼠，发现该疫苗能够诱导WT1表位特异性细胞毒 T细胞介导的细胞毒活

性来降低WT1表达的小鼠肿瘤生长[32]。在随后的研究当中，使用该疫苗和抗 PD1 抗体联合

治疗能够显著抑制肿瘤生长，延长表达WT1的 TRAMP-C2 荷瘤小鼠的生存期[33]。

2.7 工程菌在联合治疗中的应用

肿瘤内同一器官（瘤内异质性）或患者之间（瘤间异质性）之间存在分子和细胞异质性
[34]。肿瘤内异质性可能是由于固有的基因组不稳定性以及周围微环境中的成分引起的，这

些成分会引起癌细胞基因型和酚类的变化。此外，将药物引入肿瘤微环境可能导致肿瘤获得

耐药性，并产生具有不同类型且未确定癌症特征的耐药癌细胞克隆。

癌症单一疗法不能充分解决异质性肿瘤的问题，因此产生了使用联合疗法的治疗方案。

基于细菌组合的方法是为了获得更好的治疗效果。其中一个关键方案就是细菌工程，组合方

案能同时提供多个有效载荷，用于不同的癌症标志。例如，EcN被用来传递 Tum-5–p53融
合蛋白

[35]
。这种方法既可以 Tum-5 抑制血管生成，又能引入 p53 抑癌基因来解决一些癌症



特性，如基因组稳定性、抗凋亡、组织侵袭和转移以及肿瘤相关炎症[35, 36]。He L等人使用

三种不同的鼠伤寒沙门氏菌菌株被设计来释放治疗性蛋白，将 hlyE毒素、CCL21和由 Bcl-2
转录抑制因子 1（Bit1）的细胞死亡域和凋亡触发因子（肿瘤穿透肽 iRGD）组成的融合蛋

白。当三种菌株的混合物在小鼠身上使用时，发现与单一菌株的使用相比，它在抑制肿瘤生

长方面具有很强的效力[35, 37]。另一种方法是测试工程菌和其他常规疗法的联合使用，可以提

高治疗效果。有临床前研究表明，与细菌单一疗法相比，向小鼠联合施用表达 ClyA的鼠伤

寒沙门氏菌和放射疗法能更大程度上减少了肿瘤生长[15]。此外，表达 hlyE的鼠伤寒沙门氏

菌与化疗药物 5-氟尿嘧啶的联合应用能够抑制MC26-LucF肿瘤生长并延长小鼠的生存期
[37]。Chen T等人使用鼠伤寒沙门氏菌来传递人源化毒素 DNase I，DNase I是一种 DNA核

酸酶，在细胞凋亡过程中负责 DNA断裂。该工程菌株与细胞毒性化合物雷公藤内酯醇的联

合施用抑制了肿瘤生长并提高了 B16-F10荷瘤小鼠的存活率[38]。

3 工程菌的临床研究进展与面临的挑战

选择合适的动物模型和患者进行治疗实验至关重要，有一些在临床前研究显示出有疗效

的工程菌已经用于人体的临床试验[23, 39]。美国马里兰州的一个实验室施用 TAPET-CD
（TAPET-CD是一种表达大肠杆菌胞嘧啶脱氨酶基因的减毒伤寒沙门氏菌株 VNP20009），

该菌株在患者肿瘤内表达胞嘧啶脱氨酶，该酶能将 5-FC (5-fluorocytosine)转化为 5-氟尿嘧

啶(5-fluorocytosine，5-FU)[23, 40]，结果发现，三个病人中只有两个在肿瘤中有细菌定植和 5-FU
生成。此外，所有患者的临床反应都很小，该研究随后被中止。明尼苏达大学兽医临床科学

院在一项兽医犬类临床试验中使用了减毒鼠伤寒沙门氏菌χ4550，该菌株能够编码

IL-2(SalpIL2)，然而临床反应并没有符合预期设想的那样[6]。这些研究显示了临床前研究和

实际临床研究之间的结果差异。

鉴于活性菌作为治疗剂的独特性质，还需要考虑临床转化的几个重要问题。首先,携带

抗生素抗性基因的细菌或可以介导水平基因转移的质粒等移动遗传元件通常不适合临床研

究[41],其次，与其他小分子等临床试剂不同,活细菌或细菌孢子不能通过加热或者过滤来灭菌,

这对产生良好制造规范(GMP)级试验制品提出了重大挑战,此外,用于无菌测试的常规需氧

和厌氧培养方法是不可行的。因此，需遵循严格的无菌条件,在专用洁净室中进行生产，并

且严格监控生产过程的洁净度。虽然最终产品不能证明是无杂菌污染,但应该确认它们不含

疾病或病理状况的致病因子。第三,活细菌在靶组织中增殖,有效（无论治疗或毒性）剂量不

一定与给药相关。有效剂量更多地取决于靶组织的质量,由细菌的可及性,肿瘤坏死或缺氧的

程度以及预先存在的肿瘤浸润性炎性细胞的丰度来定义。这些因素决定了全身施用的细菌如

何进入靶组织,并且是否会引起增殖和感染。第四,当在临床环境中使用活的生物制剂时,其

对公共健康和环境的潜在影响是一个问题，需要妥善解决。使用溶瘤细菌还有一个挑战。使

用溶瘤细菌进行治疗是将肿瘤转变为局部肿瘤破坏性感染,如果管理不当可能会产生严重后

果。 由于强感染会产生毒性效应,因此平衡各种条件尤为重要。过早地使用抗生素预防可限

制毒性,但可能会干预细菌的抗肿瘤作用。而晚期干预具有不可预测的风险。成功控制感染

需要跨学科的专家,包括肿瘤学家,传染病专家和介入放射科医生或外科医生,来把控需要侵

入性治疗的脓肿或非脓肿形成感染。因此,在确定感染后如何进行干预应该由跨学科团队来

决定。

4 总结与展望



癌症的治疗手段目前还集中在手术,化疗,放疗和免疫治疗,由于肿瘤本身缺氧,微血管

紊乱等微环境,限制了各种治疗的疗效,细菌治疗的优势在于可以利用自身运动和生长的驱

动性,深入到肿瘤内部。目前不少研究成果表明细菌通过基因改造,可以作为药物载体,药物

疫苗等手段可以有效治疗肿瘤,随着科学研究的不断发展,合成生物学以及各项机理研究不

断深入,细菌治疗肿瘤有希望成为理想的治疗方法,为癌症治疗带来福音。
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