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检测体内电离辐射的口服工程化微生物传感器研究

陈紫垣, 苏云霞, 张雅倩, 张 锋, 袁伯川*, 金义光*

(军事科学院军事医学研究院, 北京 100850)

摘要: 现有物理和化学剂量计不能直接反映电离辐射对生物体的影响, 无法直接在体内检测辐射。以工程益生

菌为核心的生物传感器安全、稳定, 可用于电离辐射体内检测。本文构建了用于电离辐射检测的口服工程化微生物

传感器, 选用益生型大肠杆菌Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) 作为底盘菌株, 通过CRISPR/Cas9基因编辑成功敲

除EcN的隐秘质粒并得到ΔEcN。以 SOS响应中 recA启动子为辐射响应元件, 以荧光蛋白为报告元件设计辐射响

应基因线路, 通过丝裂霉素C和 γ射线诱导表达, 对不同基因线路的工程菌进行性能表征和优化, 获得优化的候选工

程菌株。所有动物实验获得军事科学院军事医学研究院伦理委员会批准且实验均按照相关指导原则和规定进行 

(批准号: IACUC-DWZX-2022-521)。比较小鼠体内辐射检测性能, 筛选得到灵敏度更高的工程菌EC-8作为口服工

程化微生物传感器。本研究利用合成生物学原理设计构建了口服工程益生菌, 虽然目前构建得到的工程益生菌仍

存在局限性, 检测特异性及信噪比仍待进一步提高, 但该工程菌可在体内对电离辐射产生响应, 为体内电离辐射剂

量检测提供了一种新方法, 有望成为用于辐射损伤精准诊断的活体生物药。
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Oral engineered microbial biosensor for in vivo ionizing 

radiation detection
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Abstract: Current physical and chemical dosimeters are limited in that they cannot directly measure the 

biological effects of radiation or detect it within the body. Biosensors based on engineered probiotics demonstrate 

high stability and safety, can be used to detect ionizing radiation in vivo. In this study, an oral engineered microbial 

sensor for ionizing radiation detection has been developed. The Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) was selected as 

the chassis strain. Using CRISPR/Cas9 gene-editing technology, the cryptic plasmids of EcN were successfully 

removed to yield the chassis strain ΔEcN. To design a radiation-responsive gene circuit, the recA promoter from the 

SOS response pathway was utilized as the radiation response element, while a fluorescent protein served as the 

reporter element. This system was designed to be induced by mitomycin C and γ -rays. The performance of 

engineered bacteria with various gene circuits was characterized and optimized, resulting in the selection of 

improved candidate strains. Animal experiments were approved by the Ethics Committee of Academy of Military 

Medical Sciences and the experiments were conducted in accordance with relevant guidelines and regulations 

(approval number: IACUC-DWZX-2022-521). After comparing the in vivo radiation detection capabilities of these 

strains, the EC-8, which exhibited higher sensitivity, was identified as the final oral microbial sensor. This research 

applies synthetic biology principles to design and engineer a probiotic capable of detecting ionizing radiation 

within the body. The findings offer a novel method for in vivo ionizing radiation detection and lay the foundation 
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for the development of live biotherapeutics for the precise diagnosis of radiation damage.

Key words: ionizing radiation; engineered probiotic; Escherichia coli Nissle 1917; microbial whole-cell 

biosensor; live biotherapeutic product

电离辐射 (ionizing radiation, IR) 是指波长短、频

率高、能量高的一类电磁波或高能粒子射线, 其携带的

能量能够使物质原子或分子中的电子脱离原子核束缚

成为自由态[1]。IR包括 α、β、γ、X射线及中子辐射等[2], 

被广泛用于医疗、农业、废水处理等领域[3-5]。IR对生

物体危害较大, 可造成生物体内许多分子的电离, 引起

机体内有序的生化反应失衡, 造成细胞、器官和整体水

平的严重损伤, 因此其在被广泛应用的同时也引起人

们对其安全性的担忧[6]。例如, 肿瘤放疗时采用的电

离辐射, 在杀死肿瘤细胞的同时, 也对辐照区域内的正

常细胞造成损伤[7]。在福岛和切尔诺贝利事故中, 环

境生物经历了严重的电离辐射, 并可能导致基因突变, 

严重影响当地居民的生活[8]。因此电离辐射的检测对

安全可控地利用各类射线至关重要。

电离辐射的计量单位一般用辐射剂量表示, 单位

是戈瑞 (Gy) 或希弗 (Sv)。目前 IR的检测主要依赖各

类辐射剂量计, 按照作用原理可分为物理剂量计 (如

电离室半导体和闪烁体剂量率仪等)[9-11], 以及化学剂

量计 (如胶片、热释光和凝胶剂量计等)[12-14]。这些检

测方法能较精准地测定射线种类和辐射剂量, 但在用

于生物体受照剂量时仅作为估算依据, 无法直接反映

生物剂量, 且无法在生物体内进行辐射检测, 检测持续

性较差。这些缺点限制了它们在肿瘤放疗、特殊作业

人群辐射生物剂量评估中的应用, 因此需要开发一种

可在体检测人体受照剂量的电离辐射生物检测方法。

肠道是电离辐射的主要靶器官之一[15]。肠道内天

然存在约 1015数量级的微生物, 组成肠道菌群[16]。近

期发现肠道菌群可作为放射性肠损伤标志物[17,18], 这

为以肠道菌为底盘检测人体受照剂量提供了思路。益

生菌是肠道中一类对宿主有益的微生物, 具有生物相

容性好、安全性高、易于培养的特点, 是当前研制具有

检测、诊断、治疗功能的活体生物药的常用底盘[19-21]。

目前, 以益生菌为底盘的活体生物药已在疾病检测与

治疗方面取得突破性进展。将NO3-传感基因回路导入

益生型大肠杆菌 Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) 中

可实现小鼠的肠道炎症监测 , 检测限达到微摩尔级 

(μmol·L-1)[22]。与EcN类似的E. coli K12菌株被构建为

可定植肠道监测饮食的工程菌传感器[23]。将 S4O6
4-传

感基因回路导入小鼠肠道大肠杆菌中, 实现长达 6个

月的稳定肠道炎症监测[24]。这些能够检测特定物质的

工程化细菌被称为微生物全细胞传感器 (microbial 

whole-cell biosensor, MWCB)[25-27]。以安全的肠道益生

菌为底盘的MWCB能够用于体内疾病的检测和诊断, 

具有开发成新一代活体生物药的潜力。然而, 目前用

于电离辐射检测的工程菌研究较为匮乏, 且多以非益

生菌为底盘, 如耐辐射奇球菌和大肠杆菌DH5α等, 均

聚焦于实验室场景下的应用, 无法保证体内安全性, 未

能实现在生物体内的辐射检测[28,29]。因此, 以益生菌

为底盘研究肠道电离辐射检测工程菌传感器, 实现生

物体内的电离辐射检测具有重要意义和应用价值。

EcN安全性高, 易于培养, 常被用于活体生物药研

发的底盘菌, 目前该菌株已被开发为药物[30,31]。本研

究选择EcN为底盘菌株, 并对其进行基因改造和优化, 

选择细菌DNA损伤相关的 SOS响应通路作为辐射传

感基本元件, 通过筛选和优化辐射传感基因回路的特

定元件, 获得了可应用于生物体内的电离辐射响应肠

道工程菌生物传感器。该MWCB能够感知 IR发出绿

色荧光, 可口服后进入肠道, 在体检测机体受照情况, 

通过检测粪便中排出的益生菌荧光可判断机体受照情

况。本研究为肠道电离辐射的生物检测提供了新的思

路和方法, 为开发在体辐射损伤诊断的活体生物药奠

定了基础。

材料与方法

试剂与耗材 硫酸卡那霉素、硫酸链霉素、氯霉

素 (K8020、S8290、C8050, 北京索莱宝生物科技有限公

司);琼脂 (EZ7890D190, Biofroxx); L-鼠李糖 (A65280, 

伊诺凯科技有限公司); 蔗糖 (20150615, 国药集团化学

试剂有限公司); 甘油 (GC205008, 武汉赛维尔生物科技

有限公司); T4 DNA Ligase、T4 Polynucleotide Kinase 

Buffer、T4 Polynucleotide Kinase、Q5 超保真 DNA 聚

合 酶 、KpnI、BsaI、ClaI、XbaI (10152495、10119056、

10156399、10125119、10206307、10180013、10104969、

10219308, New England BioLabs); 2× M5 HiPer plus 

Taq HiFi PCR mix (22FB0102, 北京聚合美生物科技有

限公司); DNA Clean & Concentrator-5 (212352, Zymo 

Research); 丝裂霉素C (H2211333, 阿拉丁试剂)。本文

用水均为去离子水, 使用纯水仪制备。

仪器 60Co γ辐射装置 (军事医学研究院); 多功能

酶标仪 (Spark, 瑞士 Tecan 公司); 超微量分光光度计 
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(K5600, 北京凯奥科技发展有限公司); 基因导入仪 

(Xinyi-2E, 宁波新艺超声设备有限公司); 激光共聚焦

显微镜 (ZEISS LSM 980, 德国Carl Zeiss公司); 多模式

动物活体成像系统 (Aniview600, 广州博鹭腾生物科技

有限公司); 高速组织冷冻研磨仪 (KZ-II, 武汉赛维尔

生物科技有限公司); 纯水仪 (Heal Force Super NW, 上

海康雷仪器有限公司)。

实验动物 C57小鼠, SPF级, 雄性, 体重 20 ± 2 g, 

许可证号: SCXK (京) 2021-0006, 斯贝福 (北京) 生物

技术有限公司。小鼠饲养过程中自由给水进食,适应

环境 1周后开始实验。小鼠饲养过程中的饮用水、饲

料、饲养环境温度、湿度及光照周期均符合实验动物饲

养标准。所有动物实验获得军事科学院军事医学研究

院伦理委员会批准且实验均按照相关指导原则和规定

进行 (批准号: IACUC-DWZX-2022-521)。

质粒与细菌 本研究中所使用的质粒与细菌

见表1。

引物 本研究中所使用的引物见表 2。本文中如

无特殊说明, 所使用引物的浓度均为 10 μmol·L-1。本

文中使用的引物均委托金唯智 (GENEWIZ) 生物科技

有限公司合成。

电转化感受态细菌的制备 取所需细菌的菌液, 

划线接种于LB平板上, 待菌落长出后挑取单菌落, 接

种于 30 mL 的 LB 液体培养基中震荡培养至吸光度

(OD600) 值达到0.3～0.5之间, 于冰上静置10 min后, 于

4 ℃、4 000 ×g离心10 min, 弃去上清, 加入20 mL冰上预

冷的10%无菌甘油溶液洗涤菌体3次, 再加入1～2 mL

冰上预冷的 10%无菌甘油溶液轻轻重悬菌体, 分装至

Table 1　Plasmids and strains used in this study

Name
pEcCas
pEcgRNA
pT7-sfGFP
psfGFP
pEC-PrecA-eGFP
pEC-PrecA-sfGFP
pJ23119-EcNBOX-sfGFP
pJ23119-SOSBOX-sfGFP
DH5α
E. coli Nissle 1917
ΔEcN
EC-5
EC-6
EC-7
EC-8
EC-9

Category
Plasmid

Strain

Source
Miaoling Biology Co., Ltd.
Miaoling Biology Co., Ltd.
Miaoling Biology Co., Ltd.
Laboratory preserved
Laboratory preserved
This study
This study
This study
Beijing Biomed Gene technology Co., Ltd.
Donated by Prof. Liu Gang
This study
This study
This study
This study
This study
This study

Table 2　Primers used in this study

Name
pMUT1-check-F

pMUT1-check-R

Muta7

Muta8

MUT2-sg2-F

MUT2-sg2-R

RelB-F

pMUT2-RelB-R

His_sfGFP_KpnI

sfGFP_HindIII

SOSBOX_EcN_L

SOSBOX_EcN_S

SOSBOX0_L

SOSBOX0_S

No_SOSBOX_L

No_SOSBOX_R

Sequence (5'-3')
AAACTTCCTTCAGGGCTCGGGGAT

AGATTTCATTTAGCCTGCCGCTCG

GACCAAGCGATAACCGGATG

GTGAGATGATGGCCACGATT

TAGTATCCCCGAGCCCTGAAGGAA

AAACTTCCTTCAGGGCTCGGGGAT

GCTCTAGACCTGATTATCCAAGGCTCCCAG

CCAAGCTTTTATAGCTCATCCAGTGACACCTTTACGCC

GGGGTACCATGGGCAGCAGCCATCATCAT

GCCGCAAGCTTTTATTTGTAGAGCTCAT

CGATTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCTACTGTATGAGCATACAGTAACTAGTTTTGTTTAACTT

TAAGAAGGAGAGGTAC

CTCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAACTAGTTACTGTATGCTCATACAGTAGCTAGCATTATACCTAGGACTGAGCT

AGCTGTCAAAT

CGATTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCTACTGTATATATATACAGTAACTAGTTTTGTTTAACTTT

AAGAAGGAGAGGTAC

CTCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAACTAGTTACTGTATATATATACAGTAGCTAGCATTATACCTAGGACTGAGCTA

GCTGTCAAAT

CGATTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCACTAGTTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGAGGTAC

CTCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAACTAGTGCTAGCATTATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAAT
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1.5 mL 离心管中 , 每管分装 100 μL, 于−80 ℃冰箱中

储存。

细菌的电转化 将电击杯置于冰上预冷 , 加入

100 μL电转化感受态细菌, 随后加入 1～5 μL质粒, 于

冰上静置 10 min, 随后设置电压为 2 500 V, 电容为

25 μF, 电阻为200 Ω进行电转化。转化完成后将电击杯

中的菌液转移至无菌的 1.5 mL离心管, 加入 0.5 mL的

于 37 ℃水浴中预热的LB液体培养基震荡培养 1.5 h。

涂布于相应抗性的 LB固体平板, 37 ℃培养箱中倒置

培养16 h。

隐秘质粒敲除 参考已有报道进行EcN隐秘质粒

敲除[32,33]。制备Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) 的电

转化感受态, 将pEcCas质粒转入EcN中, 挑取单克隆扩

增培养, 加入终浓度为 10 mmol·L-1的鼠李糖诱导Cas9

表达。利用CRISPOR在靶基因区域搜索和设计 20 bp

的单链向导 RNA (single-guide RNA, sgRNA) 序列[34], 

设计靶向两种隐秘质粒 pMUT1/pMUT2 的 sgRNA 序

列, 经引物合成、梯度退火、磷酸化得到 sgRNA 序列, 

通过BsaI酶切、ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit胶

回收和 T4 DNA 连接酶连接到 pEcgRNA 载体上。将

两种 pEcgRNA质粒逐一转化至EcN, 涂布后挑取单克

隆进行 PCR验证, 得到隐秘质粒敲除菌株。再将所得

菌株接种于在含葡萄糖 (5 g·L-1) 的LB液体培养基,并

涂于含有葡萄糖 (5 g·L-1) 和蔗糖 (10 g·L-1) 的LB平板

上, 诱导进行 pEcCas和 pEcgRNA的清除, 最终获得无

质粒菌株ΔEcN。

ΔEcN的基因型验证 对ΔEcN进行扩增培养, 以

ΔEcN 菌液为模板通过 PCR 及核酸电泳验证 pMUT1

与 pMUT2。取ΔEcN菌液分别涂布于无抗LB固体平

板 , 含 40 μg·mL-1硫酸卡那霉素的 LB 固体平板与含

60 μg·mL-1 链霉素的 LB 固体平板上 , 培养后验证

CRISPR/Cas9质粒的清除。最后对ΔEcN进行质粒提

取和核酸电泳验证。

传感回路及工程菌的构建 制备ΔEcN电转化感

受态细胞 , 将 pEC-PrecA-eGFP 电转化入 ΔEcN 中 , 得

到 EC-5; 以质粒 pT7-sfGFP 为模板进行 PCR, 通过

DNA纯化、KpnI-HF和HindIII-HF双酶切和T4连接替

换 pEC-PrecA-egfp质粒的 egfp片段, 得到 pEC-PrecA-

sfGFP。将质粒电转入ΔEcN中, 命名为EC-6。分别使

用 引 物 SOSBOX_EcN_L/SOSBOX_EcN_S 与 引 物

SOSBOX0_L/SOSBOX0_S进行退火与磷酸化, 得到启

动元件 pJ23119-EcNBOX片段和 pJ23119-SOSBOX片

段。通过KpnI-HF和ClaI双酶切、胶回收和T4连接将

两个启动元件分别插入 psfGFP质粒中, 得到 pJ23119-

EcNBOX-sfGFP 和 pJ23119-SOSBOX-sfGFP。将两个

质粒通过电转化的方式转入 ΔEcN, 得到 EC-7 和

EC-8。

不同基因回路的传感性能检测 配制 1 mg·mL-1

的丝裂霉素C (mitomycin C, MMC) 水溶液母液, 通过

10 倍稀释的方式得到最终浓度为 101、100、10-1、10-2、

10-3 μg·mL-1 的水溶液。分别取 EC-5/6/7/8 进行扩增

培养 , 取扩增培养后的菌液 , 以不含质粒的 ΔEcN 为

control组。取 200 μL菌液加入 96孔板中, 每个浓度梯

度 12个孔中。于 37 ℃孵育, 设置不同时间点使用多

功能酶标仪检测荧光强度与OD600值, 检测荧光时激发

波长为 485 nm, 发射波长为 535 nm, 每次检测前均振

摇 5 s。计算相对荧光强度: 相对荧光强度 = 荧光强度

数值 (relative fluorescence unit, RFU) / OD600。

工程菌共聚焦显微镜观察 取EC-5/6/7/8工程菌

菌液进行培养, 培养后使用 10-1 μg·mL-1丝裂霉素C诱

导 4 h后, 取未诱导与诱导后的菌液各 2 μL, 滴在干净

的载玻片上, 并盖上盖玻片, 置于共聚焦显微镜下, 于

明场与绿色荧光场下分别观察, 并设置 ΔEcN作为阴

性对照, 放大倍数均为600×。

工程菌辐照响应性能的检测 取EC-6与EC-8进

行扩增培养, 取扩增培养后的菌液分装, 每种菌液均分

装成 7管, 每管分装 3 mL菌液, 分别辐照 0、10、20、30、

40、50、60 Gy, 辐照剂量率为 467.36 cGy·min-1。辐照

后加入黑色透底 96 孔板中, 每个辐照梯度加入 12 个

孔, 每个孔均为 200 μL菌液。取不含质粒的ΔEcN作

为阴性对照。将黑色透底 96孔板静置于 37 ℃培养箱

中进行孵育, 设置不同时间点进行OD600值与荧光强度

的检测。

肠道及粪便中工程菌分布的活体成像检测 使用

引物No_SOSBOX_L与No_SOSBOX_S进行退火与磷

酸化, 使用EC-7构建中得到的骨架载体, 进行T4连接

并得到 pJ23119-sfGFP, 使用电转化的方法转入 ΔEcN

中, 命名为EC-9。扩增培养EC-9, 取EC-9菌液100 mL, 

离心后使用 10 mL的LB培养基重悬, 小鼠灌胃 (每只

200 μL)。分别取灌胃前、灌胃后即时, 以及灌胃后 2、

4、6、8、10、12、24、48 h的小鼠肠组织在活体成像仪下

观察。活体成像仪曝光时间为 0.1 s, 激发滤光片为

465 nm, 发射滤光片为 540 nm。收集灌胃后 0、2、4、6、

8、10、12、24 h的小鼠粪便, 于活体成像仪下观察。通

过活体成像仪软件AniView划分ROI区并计算信号平

均强度。

小鼠辐照方法 取C57小鼠, 随机进行分组, 分为

ΔEcN 未辐照组、ΔEcN 辐照组、EC-6 未辐照组、EC-6

辐照组、EC-8未辐照组和EC-8辐照组, 每组 3只, 给予

相应菌液 200 μL。辐照组灌胃 0.5 h后麻醉进行小鼠
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腹部局部辐照, 剂量为12 Gy, 剂量率为72.24 cGy·min-1。

其他3组不进行辐照。

受照小鼠的肠道及粪便荧光检测 取灌胃后 8 h

的小鼠肠组织进行活体成像观察。取灌胃后 10 h的小

鼠粪便进行匀浆, 随后用 5 μm无菌过滤器进行过滤。

过滤后 4 000 ×g、5 min离心, 离心后使用 1 mL无菌磷

酸盐缓冲液重悬, 将液体加入黑色透底 96孔板中, 使

用多功能酶标仪按照前述方法进行荧光强度和OD600

值的检测。

统计学分析 采用 SPSS 16.0软件通过单因素方

差分析对数据进行统计学分析。实验数据以均数±标

准差 (
-
x ± s) 表示; 比较组间差异, P < 0.05表示具有显

著性差异。

结果

1　底盘菌的优化

野生型 EcN 含有 2个隐秘质粒[35], 导致其遗传转

化受到影响。为提高 EcN 的基因工程化效率 , 通过

CRISPR-Cas9基因编辑技术敲除了其中的 2个隐秘质

粒 pMUT1和 pMUT2, 得到稳定遗传的无质粒ΔEcN菌

株, PCR结果、质粒提取结果、抗性验证结果均证明当

前菌株不含有任何质粒 (图1)。

2　不同元件对电离辐射传感基因线路检测性能的

影响

基因线路是工程菌传感性能的核心。为得到性能

较好的基因线路, 本研究分别对报告元件与启动元件

进行筛选 (图 2)。由于MMC可使细胞的DNA解聚引

起DNA损伤, 与电离辐射引起的DNA损伤效应类似, 

而 MMC 处理细菌相比于电离辐射处理更加简便易

行, 因此在基因线路筛选评价过程中用 MMC处理代

替电离辐射照射, 以提高评价效率[36]。

首先, 对报告元件性能进行筛选, 选择两种常用的

绿色荧光蛋白 eGFP (EC-5) 和 sfGFP (EC-6), 通过工程

菌诱导后产生的荧光信号相对强度进行比较和筛选, 

除整体荧光信号强度外, 还需结合剂量依赖性、灵敏度

及信噪比等指标进行综合评价。EC-5的荧光强度弱, 

报告效果差, 在MMC诱导浓度大于 1 μg·mL-1时, EC-5

的荧光值达到平台期 , 灵敏度差 (图 3A)。EC-6 诱导

后的荧光强度随时间增强, 最终可达到未诱导组 2倍

左右的荧光强度, 且 EC-6 具有剂量依赖性, 在 10-3至

10-1 μg·mL-1 区间内呈现良好线性关系 (图 3B)。当

MMC剂量过大时, EC-6荧光响应效果变差, 可能是由

于剂量过大, 导致细菌死亡率过高导致。复愈 6 h后, 

EC-5诱导组的荧光值和对照组基本无差异甚至低于

对照组 , 而 EC-6 响应效果较好 , 在 MMC 浓度为

10-3 μg·mL-1时, EC-6即可产生显著的荧光, 在MMC浓

度为 10-1 μg·mL-1时荧光值最高 (图 3C)。在未诱导时, 

EC-6 的荧光响应与 control 组相比具有明显差异 , 推

测可能存在荧光蛋白的泄露表达。在 MMC 浓度为

10-3 μg·mL-1时, EC-6的荧光响应强度就显著高于EC-

5, EC-6 与 EC-5 相比, 整体的响应强度得到了明显提

升 (图 3D)。因此, sfGFP与 eGFP具有更强的信号和更

好的响应能力, 更适合用作报告基因。

随后对启动元件进行筛选。本研究选用的SOS启

动元件可分为 3个区域, 分别为启动子、核糖体结合位

点 (ribosome binding site, RBS)、阻遏位点 SOSBOX。

EC-6的启动元件3个区域均为EcN原有的 recA启动子

Figure 1　The cryptic plasmids curing results. A: PCR verifica‐

tion of pMUT1 and pMUT2 (lane 1 is pMUT1 PCR result of wild 

type (WT); lane 2 is pMUT1 PCR result of ΔEcN; lane 3 is 

pMUT2 PCR result of WT; lane 4 is pMUT2 PCR result of ΔEcN); 

B: Resistance verification of ΔEcN (from left to right, non-antibi‐

otic plate, streptomycin plate, and kanamycin plate, respectively); 

C: Nucleic acid electrophoresis of the extracted plasmids (lane 1 is 

plasmid extraction of WT; lane 2 is plasmid extraction of ΔEcN)

Figure 2　Schematic diagram of the ionizing radiation-responsive 

circuit design
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区域天然元件, 在此基础上EC-7将天然启动子替换为

组成型强启动子PJ23119, EC-8将启动子、RBS、阻遏位点

分别替换为 PT7、T7-RBS、优化的 SOSBOX。SOSBOX

是 SOS响应的关键元件, 已有研究表明可对 SOSBOX

进行人工设计 , 可提升 SOS 响应的性能[37]。EC-6 和

EC-7 的 SOSBOX 元件为 EcN 原有的 EcNBOX, EC-8

则参考文献[37]选择经过人工设计的SOSBOX。

使用MMC对EC-6、EC-7和 EC-8进行诱导, 检测

3种工程菌的性能以筛选最优启动回路。在复愈 2 h

后, EC-7与EC-8的荧光响应随复愈时间上升 (图 4A、

B)。EC-7 与 EC-8 均具有剂量依赖性, 当诱导剂量为

10-1 μg·mL-1时, 两种工程菌的荧光响应效果均达到最

佳。在复愈 6 h后, EC-7和 EC-8在 MMC诱导剂量为

10-3 μg·mL-1时便可产生显著强于未诱导组的荧光响

应, 在 MMC诱导剂量为 10-1 μg·mL-1时荧光强度达到

峰值 (图 4C)。在未诱导时, EC-7和 EC-8的荧光响应

与不含质粒的 control组相比, 荧光强度数值达到 10倍

以上差异 , 说明 EC-7 与 EC-8 的泄露表达严重。将

EC-6、EC-7 与 EC-8 的 MMC 诱导响应结果进行比较 , 

3种工程菌的响应趋势基本一致 (图 4D)。在复愈时间

为 6 h时, EC-6与 EC-8可达到未诱导组 2倍左右的荧

光强度, EC-7则只能达到未诱导组 1.5倍左右的荧光

强度。因此在 3种启动回路中选择EC-6与EC-8作为

候选工程菌进行下一步比较和筛选。

MMC诱导结果显示目前所构建的传感回路存在

泄露表达的问题。泄露表达可能是由于RecA与LexA

引起的, 细菌在正常状态下也会存在RecA, 且在转入

外源质粒后, 正常细菌中可能并没有足够的LexA与质

粒中的 SOSBOX 相结合 , 因此会产生泄露表达。此

外, SOSBOX的序列也影响了 LexA与其结合的强度, 

对泄露表达及响应能力也会产生影响。对工程菌的泄

露表达进行表征, 虽然酶标仪无法检测出EC-5诱导前

的荧光, 但荧光成像显示EC-5同样存在泄露表达 (图

5A)。与EC-7和EC-8相比, EC-6诱导前的荧光信号较

弱, 诱导后明显变强, 但强度仍弱于 EC-7和 EC-8 (图

5B)。EC-7与EC-8诱导前后并无显著差异, 可能是泄

Figure 3　Fluorescence intensity of EC-5 and EC-6 harboring different report elements under different conditions relative fluorescence 

intensity of EC-5 (A) and EC-6 (B) under different mitomycin C (MMC) concentrations at different recovery time. Relative fluorescence 

intensity of EC-5 and EC-6 under different MMC concentrations after 6 h recovery (C) and their comparison (D). n = 12, 
-
x ± s. ***P < 0.001
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露表达所致。荧光成像结果与MMC诱导实验结果趋

势一致, EC-6整体荧光强度弱, 对检测手段要求较高, 

EC-8整体荧光强度强, 但是泄露表达严重, 二者各具

优势与不足。

3　候选工程菌的传感性能

用 γ射线照射候选工程菌, 比较二者在辐射诱导

条件下的传感性能。EC-6和EC-8荧光响应强度随时

间逐渐增强, 复愈 6 h后EC-6荧光增强趋势减缓, EC-8

荧光增强趋势明显减缓 (图 6A、B)。在 0～60 Gy的辐

照中, EC-6具有辐射剂量依赖性, 荧光强度随辐照剂

量增强; 在 0～50 Gy的辐照中, EC-8具有辐射剂量依

赖性, 但当辐照剂量达到 60 Gy时, EC-8的荧光响应无

明显增加。与未辐照组相比, 在复愈时间 6 h后, EC-6

与 EC-8 在辐照剂量为 10 Gy 时的荧光响应即可具有

显著性差异 (图 6C)。将两种工程菌的辐射响应结果

进行对比, EC-8整体荧光较强, 但泄露表达严重, EC-6

响应范围更广, 但荧光强度低 (图6D)。

选择固定诱导剂量, 对 EC-6和 EC-8在不同时间

点的性能进行比较。在 10-1 μg·mL-1 MMC和 50 Gy辐

照诱导后, EC-6与 EC-8在复愈 1 h时, 诱导组的荧光

响应强度均已显著高于未诱导组, 证明两种工程菌响

应速度均较快, 辐射响应性能较好(图 7A、B), 但二者

用于体内辐射检测的能力仍需要动物模型评估。

4　口服工程益生菌的体内动力学

为确定口服工程菌用于体内辐射检测的相关参

数, 首先, 考察工程益生菌在肠道内菌密度的动态变

化。构建了组成型表达绿色荧光蛋白的工程菌EC-9, 

以便于观察肠道和粪便荧光, 确定后续体内辐照的荧

光响应检测时间点。在灌胃2 h后, 大部分荧光仍停留

在胃中, 但盲肠以及结直肠中已有荧光, 推测是由于灌

胃形式为液体, 大部分菌液可直接通过小肠, 到达盲肠

及结直肠, 并沾染在其中的内容物及粪便上, 因此此时

盲肠及结直肠中的荧光较强 , 但胃中仍有强烈荧光 

(图8A)。灌胃48 h后, 肠道中重新出现荧光, 推测是小

Figure 4　Fluorescence intensity of EC-7 and EC-8 harboring different promoter elements under different conditions. Relative fluorescence 

intensity of EC-7 (A) and EC-8 (B) under different MMC concentrations at different recovery time. Relative fluorescence intensity of EC-7 

and EC-8 under different MMC concentrations after 6 h recovery (C) and comparison of EC-6/7/8 (D). n = 12, 
-
x ± s. ***P < 0.001
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鼠有进食粪便的习性导致。灌胃 2 h后取出的粪便具

有强烈荧光, 推测与造成灌胃2 h后肠道荧光分布的原

因一致 (图 8B)。在灌胃 4至 8 h间, 粪便中荧光强度成

上升趋势, 灌胃 8 h后取出的粪便荧光强度达到峰值, 

之后逐渐减弱 (图 8C)。通过口服工程益生菌的体内

动力学表征结果, 确定体内辐照取样时间点为灌胃后

8 h。

5　口服工程化微生物传感器体内电离辐射检测性能

根据口服工程益生菌的体内动力学结果确定观测

时间点, 小鼠辐照后解剖取肠观察, 可看出ΔEcN未辐

照与辐照组的肠道中均无可见荧光, EC-6辐照组的肠

道中出现荧光, EC-8未辐照组存在较微弱荧光, 辐照

组的肠道中出现荧光, 且EC-8荧光信号响应强度明显

强于EC-6 (图 9A)。与体内动力学表征结果相比, 灌胃

8 h后, 受照小鼠的胃中及小肠中仍有工程菌残留, 且

大多数小鼠的工程菌未到达盲肠与结直肠中, 推测是

由于辐照后小鼠肠道受损和辐照前进行麻醉导致工程

菌的排出变慢。因此在辐照实验中, 粪便中的荧光检

测应晚于8 h。

取灌胃 10 h 后的小鼠粪便进行荧光检测 , ΔEcN

为辐照组与辐照组的粪便均无可见荧光, EC-6辐照组

的粪便中未出现明显变化, EC-8未辐照组的粪便中存

在较弱荧光, 辐照组的粪便中荧光信号强度明显强于

未辐照组 (图 9B)。对各组粪便样本进行处理后使用

酶标仪进行荧光强度的检测, ΔEcN 组辐照与未辐照

组未表现出显著性差异 (图 9C)。EC-6与EC-8辐照组

均具有显著高于未辐照组与 ΔEcN 组的荧光信号响

应。EC-6辐照组与未辐照组之间的显著性差异强于

Figure 5　Laser confocal imaging of engineered bacteria before and after MMC induction. A: Images of EC-5 and EC-6 before and after 

induction, 600 ×, detector gain was 700 V; B: Images of EC-6/7/8 before and after induction, 600 ×, detector gain was 520 V. MMC concen‐

tration: 10-1 μg·mL-1; recovery time: 4 h
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Figure 6　Fluorescence intensity of EC-6 and EC-8 under different conditions. Relative fluorescence intensity of EC-6 (A) and EC-8 (B) 

under different irradiation dose at different recovery time. Relative fluorescence intensity of EC-6 and EC-8 under different irradiation dose 

after 6 h recovery (C) and their comparison (D). n = 12, 
-
x ± s. ***P < 0.001

Figure 7　Fluorescence intensity of EC-6 and EC-8 at different recovery time. Relative fluorescence intensity of EC-6 and EC-8 under 

10-1 μg·mL-1 MMC induction (A) and 50 Gy irradiation (B) compared with not induced group at different recovery time. n = 12, 
-
x ± s. **P < 

0.01, ***P < 0.001
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EC-8, 推测是误差值导致, 但总体而言, EC-8的整体荧

光响应更强 , 且能达到未辐照组 1.8 倍的荧光强度。

EC-6辐照组与EC-8未辐照组的粪便在活体成像中显

示的荧光较不明显, 但经处理后使用酶标仪检测, 可检

测出较高的荧光数值, 推测是细菌大部分被包裹于粪

便内部, 表面的活体成像无法检测所导致。出于实际

应用与检测的考虑, 结合上述结果, 本研究选用信号响

应强, 响应较为明显直观, 便于观察和检测的EC-8作

为最终的肠道电离辐射工程菌生物传感器。

讨论

电离辐射作为一种来自于自然界或人为生产的环

境因素, 已成为日常生活中的重要工具, 应用于医疗、

农业、工业等各个方面。但电离辐射不当使用或失控

将导致较大危害, 因此电离辐射的检测一直受到广泛

关注。目前电离辐射剂量的检测主要依赖于物理、化

学剂量计检测, 无法在生物体内进行辐射检测, 且检测

持续性较差, 因此, 迫切需要一种检测手段检测生物体

内受到的辐射。

细菌是地球上分布广泛的微生物, 利用生物技术

对细菌进行改造, 可以使其识别特定的分析物并表达

可用于报告的蛋白质 , 构建成为 MWCB。MWCB 具

有强稳定性和环境适应性、成本低、高便捷性的特点, 

已在检测重金属、水质毒性等多方面实现了应用[38-40], 

在现场检测领域展现出广阔的前景。据报道, 耐辐射

奇球菌 Deinococcus radiodurans 经改造后可在 γ射线

强度 250～2 000 Gy产生绿色荧光, 大肠杆菌经改造后

可在 γ射线强度 0～30 Gy产生绿色荧光, 且二者的荧

光强度与电离辐射剂量均呈线性正相关, 显示了微生

物对电离辐射生物传感的良好特性[28,29]。但现有研究

中使用的底盘菌安全性较差, 难以应用于生物体内, 检

测生物体电离辐射的工程菌有待进一步研究。基于上

述背景, 作者利用 SOS响应原理及生物体的辐射敏感

基因, 选择安全性高的益生菌作为底盘, 成功构建了可

体内应用的检测电离辐射的工程菌, 该工程益生菌可

持续性检测电离辐射, 可通过粪便中的荧光信号检测

实现生物体内的肠道电离辐射检测。

电离辐射可使微生物 DNA 断裂形成单链 DNA

(ssDNA), ssDNA可募集RecA和ATP并活化RecA, 活

化后的RecA可切割 LexA阻遏子。LexA被切割后与

SOSBOX 分离 , 下游基因得以进行表达 , 修复 DNA。

修复完成后, RecA失活, 失去切割LexA的能力, LexA

重新与 SOSBOX结合并阻遏下游基因表达, 完成 SOS

响应的整个过程[37]。本研究选择 SOS 通路中的 recA

启动子为辐射响应元件, 以荧光蛋白为报告元件构建

了辐射响应质粒, 以益生大肠杆菌EcN为底盘菌, 构建

Figure 8　In vivo imaging of intestines and feces of mice after intragastric administration of EC-9. In vivo fluorescence images of intestines 

(A) and feces (B) of mice at different time points after EC-9 administration; C: The fluorescence intensity analysis of feces. n = 3, 
-
x ± s
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了能够辐射剂量依赖性表达荧光蛋白的工程大肠杆

菌。为将生物传感器用于体内受照剂量的评估, 分别

对底盘菌、基因回路两方面对现有微生物全细胞生物

传感器进行优化, 得到了传感性能更优、体内安全性更

强的微生物全细胞生物传感器, 并通过动物实验验证

了工程益生菌的功能, 现有的工程益生菌传感器可对

辐射产生明显荧光响应, 成功实现了生物体内的电离

辐射辐射检测。

本研究仍存在不足之处: ① 特异性有待提高, 由于

电离辐射目前没有特异性强的相关回路, 导致检测电

离辐射的工程菌特异性不佳, 多种环境因素都可能会

引起基因回路的响应和表达, 需深入研究, 找到电离辐

射响应的特异性回路和关键因子; ② 泄露表达导致信

噪比偏低, 泄露表达问题主要是由于本文中选择的辐

射响应回路导致, 解决该问题需要对辐射响应原理进

行深入研究, RecA与LexA为 SOS响应中的关键调控

元件, 通过对二者的表达量进行检测, 根据检测结果, 

通过过表达或基因敲除的方式对二者表达量进行调

控, 从而降低和抑制泄露表达; ③ 无法对辐照剂量进行

精确定量, 由于存在泄露表达和特异性的问题, 导致目

前构建的电离辐射检测工程菌尚未实现辐照剂量的精

确定量, 通过寻找特异性更强的传感回路并进行优化, 

有望提高辐射检测灵敏度, 实现辐照剂量的定量检测。

工程菌在实际应用中仍存在潜在挑战, 虽然目前

EcN作为益生菌, 其安全性已被证实并得到广泛应用, 

但改造后的工程益生菌的生物安全性需要进一步进行

考证。此外, 目前构建得到的工程菌定植能力较差, 在

小鼠肠道中定植时间不足 12 h, 后续可通过基因编辑

手段改变底盘菌的鞭毛等结构, 增加其定植能力。

本研究以益生菌为底盘,成功研制了用于体内辐

射剂量检测的活体生物药, 安全性高, 对辐射具有明显

的荧光响应, 以口服的方式给药, 通过粪便即可实现电

离辐射的无创检测, 可用于未来特殊环境作业人群或

肿瘤放疗的评估, 为生物体内受照剂量提供了新的检

测和评估方法。

作者贡献: 陈紫垣负责实验设计、实验操作、数据分析和

文章撰写; 苏云霞、张雅倩、张锋参与实验并进行文章修改; 

袁伯川负责课题设计、实验指导、数据分析、文章写作与修

改; 金义光负责课题设计、实验指导、数据分析、文章写作与

修改。

利益冲突: 本文所有作者声明不存在利益冲突关系。

References

[1] Belli M, Sapora O, Tabocchini MA. Molecular targets in cellular 

response to ionizing radiation and implications in space radiation 

Figure 9　In vivo imaging of the intestines and feces of mice administered with different engineered bacteria before and after exposure to 

radiation. In vivo fluorescence images of intestines (A) and feces (B) of mice administered with different engineered bacteria before and 

after exposure to radiation; C: The fluorescence intensity analysis of feces, (−) and (+ ) are represent not irradiated group and irradiated 

group, respectively. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001

·· 1282



陈紫垣等: 检测体内电离辐射的口服工程化微生物传感器研究

protection [J]. J Radiat Res, 2002, 43 Suppl: S13-S9.

[2] Ryan JL. Ionizing radiation: the good, the bad, and the ugly [J]. J 

Invest Dermatol, 2012, 132: 985-993.

[3] Grudzinski JJ, Hernandez R, Marsh I, et al. Preclinical charac‐

terization of 86/90Y-NM600 in a variety of murine and human 

cancer tumor models [J]. J Nucl Med, 2019, 60: 1622-1628.

[4] Alikamanoglu S, Yaycili O, Sen A. Effect of gamma radiation on 

growth factors, biochemical parameters, and accumulation of 

trace elements in soybean plants (Glycine max L. Merrill) [J]. 

Biol Trace Elem Res, 2011, 141: 283-293.

[5] Chu LB, Wang JL, He SJ, et al. Treatment of pharmaceutical 

wastewater by ionizing radiation: removal of antibiotics, antimi‐

crobial resistance genes and antimicrobial activity [J]. J Hazard 

Mater, 2021, 415: 125724.

[6] Talapko J, Talapko D, Katalinić D, et al. Health effects of 

ionizing radiation on the human body [J]. Medicina, 2024, 

60: 653.

[7] Fang QL, Wang L, Gu XL, et al. Research progress on anti-

radiation damage of aromatic traditional Chinese medicine [J]. 

Flavour Fragr Cosmet (香料香精化妆品), 2024, (04): 38-41.

[8] Hirose K. Atmospheric effects of Fukushima nuclear accident: a 

review from a sight of atmospheric monitoring [J]. J Environ 

Radioact, 2020, 218: 106240.

[9] Dewerd LA, Wagner LK. Characteristics of radiation detectors 

for diagnostic radiology [J]. Appl Radiat Isot, 1999, 50: 125-136.

[10] Romei C, Di Fulvio A, Traino CA, et al. Characterization of a 

low-cost PIN photodiode for dosimetry in diagnostic radiology 

[J]. Phys Med, 2015, 31: 112-116.

[11] Chen D, Motlagh SAO, Stappen FV, et al. Secondary neutron 

dosimetry for conformal FLASH proton therapy [J]. Med Phys, 

2024, 51: 5081-5093.

[12] Devic S, Tomic N, Lewis D. Reference radiochromic film 

dosimetry: review of technical aspects [J]. Phys Med, 2016, 32: 

541-556.

[13] White AJ, Jollota SP, Hammer CG, et al. Thermoluminescent 

dosimeters (TLD-100) for absorbed dose measurements in alpha-

emitting radionuclides [J]. Appl Radiat Isot, 2024, 208: 111307.

[14] Hazle JD, Hefner L, Nyerick CE, et al. Dose-response charac‐

teristics of a ferrous-sulphate-doped gelatin system for determining 

radiation absorbed dose distributions by magnetic resonance 

imaging (Fe MRI) [J]. Phys Med Biol, 1991, 36: 1117-1125.

[15] Mao BZ, Chen JP. Basic and Clinical of Acute Radiation Disease 

(急性放射病基础与临床) [M]. Beijing: Military Medical Science 

Press, 2002: 196.

[16] Cani PD. Human gut microbiome: hopes, threats and promises 

[J]. Gut, 2018, 67: 1716-1725.

[17] Jian YP, Zhang D, Liu MD, et al. The impact of gut microbiota 

on radiation-induced enteritis [J]. Front Cell Infect Microbiol, 

2021, 11: 586392.

[18] Li YY, Yan HM, Zhang YW, et al. Alterations of the gut 

microbiome composition and lipid metabolic profile in radiation 

enteritis [J]. Front Cell Infect Microbiol, 2020, 10: 541178.

[19] Mafe AN, Iruoghene Edo G, Akpoghelie PO, et al. Probiotics 

and food bioactives: unraveling their impact on gut microbiome, 

inflammation, and metabolic health [J]. Probiotics Antimicrob 

Proteins, 2025. DOI: 10.1007/s12602-025-10452-2.

[20] Liao N, Wang J, Liu GW, et al. Modification of Ganoderma 

lucidum spore shells into probiotic carriers: selective loading and 

colonic delivery of Lacticaseibacillus rhamnosus and effective 

therapy of inflammatory bowel disease [J]. Food Funct, 2025, 

16: 908-927.

[21] Li XR, Wang YG, Wang YQ, et al. Anti-tumor activity of an 

αPD-L1-PE38 immunotoxin delivered by engineered Nissle 

1917 [J]. Int J Biol Macromol, 2025, 295: 139537.

[22] Woo SG, Moon SJ, Kim SK, et al. A designed whole-cell 

biosensor for live diagnosis of gut inflammation through nitrate 

sensing [J]. Biosens Bioelectron, 2020, 168: 112523.

[23] Kotula JW, Kerns SJ, Shaket LA, et al. Programmable bacteria 

detect and record an environmental signal in the mammalian gut 

[J]. Proc Natl Acad Sci U S A, 2014, 111: 4838-4843.

[24] Riglar DT, Giessen TW, Baym M, et al. Engineered bacteria can 

function in the mammalian gut long-term as live diagnostics of 

inflammation [J]. Nat Biotechnol, 2017, 35: 653-658.

[25] Zhen Z, Xiang L, Li SZ, et al. Designing a whole-cell biosensor 

applicable for S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltrans‐

ferases [J]. Biosens Bioelectron, 2025, 268: 116904.

[26] Cao YQ, Zhang BY, Zhu ZW, et al. Microfluidic based whole-

cell biosensors for simultaneously on-site monitoring of multiple 

environmental contaminants [J]. Front Bioeng Biotechnol, 2021, 

9: 622108.

[27] Bhatt A, Jain S, Navani NK. Rapid, sensitive, and specific 

microbial whole-cell biosensor for the detection of histamine: a 

potential food toxin [J]. J Agric Food Chem, 2024, 72: 27466-

27478.

[28] Gao GJ, Fan L, Lu HM, et al. Engineering Deinococcus radiodu‐

rans into biosensor to monitor radioactivity and genotoxicity in 

environment [J]. Chin Sci Bull, 2008, 53: 1675-1681.

[29] Hao XT, Liu JJ, Deng YL, et al. Radiation biosensor based on 

promoter of SOS reaction and oxidative stress reaction [J]. China 

Biotechnol (中国生物工程杂志), 2020, 40: 30-40.

[30] Lynch JP, Goers L, Lesser CF. Emerging strategies for engineering 

Escherichia coli Nissle 1917-based therapeutics [J]. Trends 

Pharmacol Sci, 2022, 43: 772-786.

[31] Yu MJ, Hu SL, Tang B, et al. Engineering Escherichia coli 

Nissle 1917 as a microbial chassis for therapeutic and industrial 

applications [J]. Biotechnol Adv, 2023, 67: 108202.

[32] Lin Q, Jiang Z, Zhong B, et al. Unveiling the impact of cryptic 

plasmids curing on Escherichia coli Nissle 1917: massive 

increase in Ag43c expression [J]. AMB Express, 2024, 14: 48.

[33] Kan A, Gelfat I, Emani S, et al. Plasmid vectors for in vivo selec‐

·· 1283



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(5): 1272−1284

tion-free use with the probiotic E. coli Nissle 1917 [J]. ACS 

Synth Biol, 2021, 10: 94-106.

[34] Concordet JP, Haeussler M. CRISPOR: intuitive guide selection 

for CRISPR/Cas9 genome editing experiments and screens [J]. 

Nucleic Acids Res, 2018, 46: W242-W5.

[35] Pan C, Li JJ, Hou WL, et al. Polymerization-mediated multifunc‐

tionalization of living cells for enhanced cell-based therapy [J]. 

Adv Mater, 2021, 33: e2007379.

[36] Vollmer AC, Belkin S, Smulski DR, et al. Detection of DNA 

damage by use of Escherichia coli carrying recA':: lux, uvrA':: 

lux, or alkA':: lux reporter plasmids [J]. Appl Environ Microbiol, 

1997, 63: 2566-2571.

[37] Maslowska KH, Makiela-Dzbenska K, Fijalkowska IJ. The SOS 

system: a complex and tightly regulated response to DNA 

damage [J]. Environ Mol Mutagen, 2019, 60: 368-384.

[38] Liu YE, Guo MZ, Du RX, et al. A gas reporting whole-cell 

microbial biosensor system for rapid on-site detection of 

mercury contamination in soils [J]. Biosens Bioelectron, 2020, 

170: 112660.

[39] Bereza-Malcolm LT, Mann G, Franks AE. Environmental 

sensing of heavy metals through whole cell microbial 

biosensors: a synthetic biology approach [J]. ACS Synth Biol, 

2015, 4: 535-546.

[40] Wu Y, Wang CW, Wang D, et al. A whole-cell biosensor for 

point-of-care detection of waterborne bacterial pathogens [J]. 

ACS Synth Biol, 2021, 10: 333-344.

·· 1284


