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基于基因编辑技术研究特定基因对小鼠肠道微生物的影响

阮浩龙 1, 2，王宁 1, 2，于鸿浩 1, 2，岳鹏鹏 1, 2

（桂林医学院 1. 智能医学与生物技术学院；2. 医药生物技术与转化医学重点实验室，广西 桂林 541199）

摘要：基因编辑是一种能够精确修改基因组的技术，它为基因功能研究提供了强大的工具。利用锌指核酸酶 （ZFNs）、

转录激活类效应核酸酶 （TALENs）、规律成簇的间隔短回文重复序列 （CRISPR） 等技术，研究人员可以操作目标基因，

实现在小鼠模型中敲除、插入或修改特定基因，用以研究其对肠道微生物组成的影响，探索肠道微生物与宿主相互作用的

机制，理解这些相互作用对宿主健康的影响。近期的研究发现，小鼠基因编辑对其肠道微生物的影响有了重要进展。特定

基因的敲除能够导致微生物组成的改变，进而影响宿主的代谢、免疫和疾病风险。这些研究揭示了肠道微生物与宿主之间

复杂的相互作用网络，为理解肠道微生物学和宿主健康的关键因素提供了重要线索。未来，进一步研究小鼠基因组编辑对

肠道微生物的影响，将有助于开发新的治疗策略和预防措施，以维护宿主健康。
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Impact of targeted gene editing on the composition of 
intestinal microbiota in mice
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Abstract: Gene editing is a precise technique for modifying the genome, providing a powerful tool for investigating gene 

function. Utilizing methods such as zinc finger nucleases (ZFNs), transcription-activator like effector nucleases (TALENs), and 

clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR), researchers can manipulate target genes to knock out, insert, or 

modify specific genes in mouse models to study their impact on gut microbiome composition. This enables exploration of the 

mechanisms of gut microbiome/host interactions and understanding the impact of these interactions on host health. Recent studies 

have revealed significant advances in the effects of gene editing on the gut microbes of mice, where knocking out specific genes can 

lead to changes in microbial composition that affect host metabolism, immunity, and disease risk. These studies unveil a complex 

network of interactions between gut microbes and their hosts, providing important insights into key factors in gut microbiology and 

host health. In the future, further research into the effects of mouse genome editing on gut microbes will help develop new 

therapeutic strategies and preventive measures to maintain host health.
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在小鼠 （以及广泛意义上的哺乳动物） 的健

康过程中，肠道微生物扮演着至关重要的角色。

它们构成了对宿主消化、免疫系统和新陈代谢都

有重要影响的庞大并且多样化的微生物群落。肠

道微生物与宿主形成密切的相互作用，通过调节

宿主的免疫反应，合成维生素，参与新陈代谢。

宿主的饮食结构、抗生素的使用、免疫系统状态、

精神状态、遗传因素以及药物的使用等因素都会
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直接或间接地影响肠道微生物群落的组成和功能，

宿主的饮食结构、抗生素的使用如饮食中摄取纤

维素，可促进益生菌生长，而抗生素治疗则可能

造成微生物群落不平衡［1］。通过肠道微生物群落

的调节，也会对宿主的免疫系统状态和精神状态

造成影响。另外，宿主的遗传因素决定了影响微

生物群落形成的个体对特定微生物的忍耐能力和

亲和能力。维持宿主的健康，这种微生物-宿主相

互作用是必不可少的。另一方面，在现代生物学

研究中，基因编辑技术起着举足轻重的作用。尤

其是基因编辑技术 CRISPR-CAS9 的出现，使科学

家们能够对基因进行精准编辑，从而对基因在生

物 体 发 育 、 生 理 及 疾 病 中 的 功 能 及 作 用 进 行

研究［2-3］。

了解疾病模型和潜在的治疗方法，通过基因

编辑技术研究小鼠肠道微生物至关重要。这项研

究可以帮助研究者深入了解特定基因对肠道微生

物的组成和功能的影响，在研究过程中，通过对

肠道微生物特定的基因进行敲除、插入或修改，

模拟人类疾病的基因变异，从而揭示出这些变异

对 微 生 物 组 成 的 影 响 机 制 以 及 相 关 疾 病 的 发

展［4-7］。除此之外，这一研究对发现新的靶点和治

疗策略都有很大的帮助。通过对特定基因与微生

物成分相互作用的深入研究，为相关疾病的治疗

提供新的思路和方法，从而找到调控通路和调控

靶点的新途径。最关键的是，这一研究能够对个

性化医疗起到推动作用。针对不同个体设计个性

化治疗方案，提高治疗效果和预后，了解特定基

因变异与微生物组成之间的相互作用。因此，在

促进生物医学研究和临床治疗方面，基因组编辑

技术在小鼠肠道微生物研究中的应用意义重大。

1 小鼠模型在肠道微生物研究中的作用

1.1 小鼠模型的优势和局限性

小鼠在结构和功能上与人类肠道微生物有相

似之处［8］，小鼠疾病模型更贴近人类生理和病理

状态。此外，小鼠模型能够通过基因编辑技术实

现遗传一致性，为研究肠道微生物与疾病之间的

因果关系提供更加精确的实验条件，在实验室环

境中严格控制小鼠的饮食、环境和遗传背景等因

素，有利于排除干扰因素。独立研究某一基因对

肠道微生物的组成和功能的影响，可以通过基因

编辑技术来进行。另外，小鼠的繁殖周期短、生

长速度快、实验周期也比较短，这对于大规模的

实验研究有一定的帮助［9］。它们易于管理和操作，

减少了研究成本和时间，为高通量的实验提供了

可能性。

小鼠被广泛用于建立包括炎症性肠病、肥胖

和糖尿病在内的多种疾病模型。建立这些疾病模

型的方法，往往涉及到各种各样的技术，也涉及

到各种各样的实验设计。例如，炎症性肠病模型

可以模拟人类疾病的发生和发展过程，通过给予

小鼠诱导剂 （例如化学物质或细菌成分） 来引发

肠道炎症性反应。针对肥胖模型，可通过高脂饮

食或基因改变等策略，模拟人类肥胖的特征，使

小鼠体重增加，脂肪堆积。至于糖尿病模型，可

诱导糖尿病相关的病理变化［10-12］。通过给小鼠高

糖饮食或使用特定基因敲除小鼠模拟胰岛素抵抗

或胰岛素缺乏。使研究人员能对肠道微生物的不

同疾病的研究进行广泛的覆盖。因此，小鼠模型

为深入了解肠道微生物对宿主健康和疾病的影响

提供了有力的支持，成为研究肠道微生物和疾病

相互关系的重要工具。

1.2 小鼠模型的局限性

虽然在肠道微生物的研究中，小鼠疾病模型

的作用举足轻重，但其局限性也是需要慎重考虑

的。综合多种动物模型和临床资料［13］，采用多种

研究手段和方法，更全面地认识肠道微生物在疾

病发展中的作用，才能更准确地评估肠道微生物

与疾病之间的关系。在小鼠身上，某些微生物可

能会发挥不同的作用，因此，需要进一步验证研

究结果在人类中的适用性。另外，饲料成分、空

气湿度、饲养温度、光照时间等都会对肠道微生

物组成和功能造成影响［14］，肠道微生物的稳态可

能会受到这些环境因素的干扰，从而对研究结果

的可靠性和可复制性产生影响。小鼠的遗传背景

对其肠道微生物组成和疾病易感性有着重要的影

响，不同的小鼠品系或基因种类的不同，导致研

究结果的差异，因此小鼠的肠道微生物组成可能

存在着不同的差异。此外，需要高通量测序技术

进行微生物组学分析的小鼠疾病模型中的样本获

取和分析也存在一定的技术挑战。最后，小鼠个

体之间的微生物组成差异较大，可能影响研究结

果的一致性和可靠性，因此需要考虑个体差异的

影响，并采用相应的统计分析方法加以控制，才

能在小鼠疾病模型的肠道微生物研究中开展［15］。
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2 基因编辑技术的概述

基因编辑技术可以实现对特定性状或功能的

干预，是通过对生物的基因序列进行有针对性的

修 改 。 其 中 常 用 的 编 辑 工 具 有 基 因 编 辑 技 术

CRISPR-CAS9、 转 录 激 活 类 效 应 核 酸 酶

（TALENs）、 锌 指 核 酸 酶 （ZFNs） 等 。 CRISPR-

CAS9 与 ZFNs 和 TALENs 技术相比，具有设计简

单、操作便捷、成本低廉等显著优势［16-17］。

CRISPR-Cas9 系统是一种革命性的基因编辑技

术，其基本原理和组成包括 CRISPR 序列、Cas9

蛋 白 、 RNA 引 导 、 DNA 切 割 和 编 辑 效 果［18-19］。

CRISPR 序列是细菌和古细菌天然免疫系统的一部

分，由重复序列和间隔序列组成，其中间隔序列

保存了过去感染事件的遗传信息。Cas9 蛋白是

CRISPR-Cas9 系统中的核酸酶，其结合了两个重要

的功能域，一个是识别目标 DNA 序列的结构域，

另一个是切割 DNA 的核酸酶活性域。在核酸酶活

性域内，由 RNA 引导使 Cas9 蛋白结合到目标

DNA 序列上，从而保证 Cas9 蛋白能够精确识别并

结合到目标位点上。一旦 Cas9 蛋白结合到目标

DNA 序列上，它的核酸酶活性域就会在 DNA 链上

进行切割并产生双链断裂，从而引起 DNA 修复机

制的触发，如非同源末端连接或同源重组等。研

究者可以利用不同的修复机制来实现多种基因编

辑效果，这些修复机制能够进行插入、删除或精

确替换目标位点的 DNA 序列，从而达到基因编辑

的目的。通过这种方法，科研人员可以实现包括

基因插入、删除在内的多种编辑方式，从而在基

因 上 对 特 定 序 列 进 行 精 确 编 辑 。 总 的 来 说 ，

CRISPR-Cas9 系统是以 RNA 引导的方式将 Cas9 蛋

白精确导向到目标 DNA 序列上来，并利用其核酸

酶活性实现 DNA 的切割和编辑的重要工具，在生

物学和医学研究中具有举足轻重的作用。

TALENs 是一种基因编辑技术，它利用转录激

活因子效应子 （TALE） 的 DNA 定位特性和 FokI

核酸酶的切割功能，实现对目标 DNA 序列的精确

识别和切割。这一技术的关键在于它可以定制

TALEN 蛋白的 DNA 结合域，使之能与基因组中的

特定 DNA 序列结合。基本结构包括一个带有核定

位信号的 N 端结构域，用于导向细胞核；一个中

央结构域，由多个串联的 TALE 重复序列组成，

每个重复序列能够识别特定的 DNA 碱基对，使得

TALENs 可以针对特定的 DNA 序列设计；以及一

个含有 FokI 核酸酶的 C 端结构域，负责在识别位

点进行 DNA 双链切割。由于 FokI 需要成对工作，

因此通常使用两个 TALEN 分子分别结合到目标

DNA 序列上，以便于 FokI 发挥作用。凭借高度的

靶向性和可定制性，TALENs 在基因治疗和功能基

因组学领域具有重要应用潜力，为实现精确的基

因修复、敲除或敲入提供了一种强有力的工具。

ZFNs 是一种用于基因组编辑的工具，其原理

基于人工设计的锌指蛋白结构与核酸识别和切割

功能的结合。ZFNs 的基本组成包括锌指蛋白和核

酸酶两个主要部分。首先，锌指蛋白是由多个锌

指结构域组成的，每个锌指结构域通常由约 30 个

氨基酸组成，其中包含一个锌离子结合位点，使

其与 DNA 特定序列结合。这种序列特异性的结合

使得 ZFNs 能够准确识别基因组中的目标序列。其

次，核酸酶部分是负责切割 DNA 的活性部位，通

常使用的是核酸酶 FokI，该酶在形成二聚体后才

具有切割活性。在 ZFNs 中，两个锌指蛋白分别与

目标 DNA 序列的两侧结合，而 FokI 核酸酶则在二

聚体形成后结合到这两个锌指蛋白上，从而形成

一个功能完整的酶复合物。一旦该复合物与目标

DNA 序列结合，核酸酶就会切割 DNA，引发细胞

内的修复机制，如非同源末端连接 （NHEJ） 或同

源重组 （HR）。通过这些修复机制，可以实现基

因组中的点突变、插入或删除，从而实现基因组

的精准编辑。ZFNs 的设计和应用为基因组编辑领

域带来了革命性的变革，为研究人员提供了一种

精准、高效的工具，用于探究基因功能、疾病治

疗以及农业生物技术等方面的应用［20］。

在小鼠模型中应用基因编辑技术通常包括以

下几个步骤。首先，选择与特定生理过程、疾病

或表型有关的基因，选择需要编辑的目标基因。

然后，设计和构建能够对目标基因进行精确定位

和切割的编辑工具。然后，一般通过微注射、基

因转染或病毒载体等方式，将设计好的编辑工具

引入小鼠胚胎或胚胎干细胞中。编辑工具结合目

标基因序列，引导核酸酶对目标 DNA 进行切割，

触发 DNA 修复的自然机制介入。在修复过程中，

可以利用编辑工具携带的修改模板，造成插入、

删除或修改目标基因的情况发生。最终，为了确

认目标基因的编辑效果，对经过编辑的小鼠胚胎

或细胞进行筛选鉴定。通过这些步骤，基因编辑

技术可以在小鼠模型中实现对特定基因的精确编

辑，为研究基因功能和疾病模型提供了一个重要

的工具［11, 21］。
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3 基因编辑对小鼠肠道微生物组成的影响

在选择合适的编辑工具、确定目标基因和设

计编辑策略时，涉及到使用基因编辑技术改变小

鼠肠道微生物组成的方法和策略。通过显微注射、

基 因 转 染 等 方 式 将 编 辑 工 具 传 递 到 小 鼠 模 型

中［22-23］，通过聚合酶链式反应 （PCR）、测序等技

术评估编辑效果，并对肠道微生物成分的变化进

行微生物组学分析验证。随后，对微生物成分变

化对宿主生理过程的影响及其潜在机理进行了功

能验证和机制探究。实验控制严格，统计分析严

密实验结果的可靠及科学的意义。这些策略和方

法提供了重要的工具和平台来研究肠道微生物和

宿主之间的相互作用，以及疾病的发生和发展。

现在已经知道的部分基因编辑对小鼠肠道微

生物的影响。例如，通过调节宿主免疫系统对肠

道微生物的反应，miR-146a 可能会引起微生物群

落的改变。此外，miR-146a 敲除肠道内的丰富程

度也可能直接影响某些微生物的生长和代谢活动。

这些微生物的变化可能会进一步影响肠道环境，

包括肠道黏膜屏障功能、短链脂肪酸的生成以及

免疫调节物质的释放等，最终影响宿主的肠道健

康，而这些微生物的变化会使宿主的肠道健康受

到影响［24-26］，虽然导致 CKO 小鼠和 Flox 小鼠的微

生物群落整体相似，但这些微小的差异在长期或

特定的条件下都可能累积，最终导致宿主肠道健

康状况受到明显的影响。因此，miR-146a 可能在

调节肠道微生物群落方面扮演了重要角色，提供

了一个重要线索，可以进一步探索宿主和肠道微

生物之间的相互影响［27］。

通过检测 Fut8 基因敲除 （Fut8-/-） 和野生型

（Fut8+/+） 小鼠的体重和 Fut8 酶活性，并采集粪

便样本进行 PCR-变性梯度凝胶电泳 （PCR-DGGE）

分析，观察到 Fut8-/-小鼠表现出生长缓慢的现

象，并且完全丧失了 Fut8 酶活性。这一结果与野

生型 （Fut8+/+） 小鼠相比显示出明显的差异。在

对粪便样本进行 PCR-DGGE 分析时，发现 Fut8-/-

小鼠的肠道菌群结构与野生型小鼠存在显著的差

异，特别是在拟杆菌门微生物方面。这表明 Fut8

基因敲除对小鼠的肠道菌群结构产生了显著影响。

综合分析这些结果，Fut8 基因的敲除对小鼠的肠

道菌群结构有显著的影响。这一发现为进一步理

解 Fut8 基因在肠道微生态调节中的作用提供了重

要线索［28］。

研究人员正在对 ATG5 和 ATG7 这两种细胞自

噬基因对肠道微生物的影响进行探索。通过对

ATG5 和 ATG7 的小鼠模型制作肠上皮特异性敲

除，并进行宏基因组学二代测序，观察到敲除

ATG5 和 ATG7 基因后，小鼠自噬信号发生障碍，

导致肠内潘氏畸形，免疫蛋白 MUC2 表达量升高。

基因敲除小鼠的肠道微生物种类和分布与野生型

小鼠有明显区别。这一发现表明，宿主细胞自噬

机制反映了宿主基因的变化和肠道微生物之间的

相互影响，它影响着肠道微生物的种类和分布。

所以，细胞自噬基因的改变，可能使肠道微生物

的组成发生变化，从而对肠道健康和免疫状态产

生影响。这一研究成果为深入了解宿主和肠道微

生物之间的相互作用提供了重要参考，也提供了

一个全新的视角，可以探讨未来肠道微生物和细

胞自噬机制之间的分子调控机制［29］。

有研究员通过行为学测试、粪便菌群移植

（FMT）、16S rDNA 基因测序等方法进行研究探讨

NLRP3 炎症小体基因敲除小鼠肠道菌群对抑郁样

行为的影响及其机制。发现 NLRP3 KO 小鼠表现

出较少的抑郁样行为，其肠道菌群结构显著改变。

将 NLRP3 KO 小鼠的肠道菌群移植到野生型小鼠

体内，可以改善慢性不可预知应激 （CUS） 诱导的

抑郁样行为。最终得出结论，NLRP3 KO 小鼠肠道

菌 群 通 过 调 节 星 形 胶 质 细 胞 功 能 ， 可 能 通 过

circHIPK2 轴影响抑郁样行为［30］。

相关研究的主要发现包括微生物组成的改变，

以及微生物对宿主生理过程的影响等，其中主要

发现了微生物对宿主生理过程的改变和影响。包

括特定微生物菌群的增加或减少、微生物多样性

的改变等，在基因编辑技术的干预下，小鼠的肠

道微生物组成发生了明显的变化。这些微生物组

成的变化与宿主的生理过程密切相关，包括免疫

调 节 、 营 养 代 谢 、 肠 道 屏 障 功 能 等 方 面 的 变

化［31-34］。研究发现，由于小鼠免疫系统调节可能

受到微生物成分改变的影响，从而引起机体免疫

紊乱或炎症反应增多；同时，小鼠的营养吸收和

代谢调节也可能受到微生物代谢物变化的影响，

进而对其生理指标如体重、脂质代谢等产生影响。

另外，小鼠肠道屏障功能的完整性可能会受到微

生物成分变化的影响［35-37］，从而增加肠道疾病发

生的概率。综合来看，基因编辑技术对宿主生理

过程能产生明显影响的小鼠肠道微生物组成调控，

为微生物与宿主相互作用的进一步研究提供了重

要实验依据。
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4 研究挑战与前景

基因编辑技术的发展为研究小鼠肠道微生物

组成的影响开辟了新的研究途径，但也遇到了很

多挑战；一是由于小鼠肠道微生物组成受很多因

素的影响，如遗传环境饮食等诸多因素导致确定

基因编辑对其直接影响具有很大难度；另外，由

于样本的收集处理过程中存在很多外部因素能够

对结果的准确性产生影响；再者由于基因编辑技

术的使用涉及很多因素及其可能的交互作用而增

加了数据解释工作的复杂程度；另外，基因编辑

技术的使用还会带来很多伦理和法律方面的问题。

包括实验动物福利伦理等方面可能会限制相关研

究的进行。因此在小鼠肠道微生物的组成研究中

运用基因编辑技术需要面对很多挑战。

尽管如此，基因编辑技术对研究小鼠肠道微

生物组成有空前的机遇，随着技术的进步能够对

微生物与宿主的相互作用有更深入的认识，对微

生物与宿主之间的作用机理进行探讨，结合大数

据生物信息学的方法，有望对基因编辑对微生物

组成的影响进行综合分析和说明［38-40］，通过揭示

微生物组的作用机制，在健康和疾病中发挥作用。

另外，基因编辑技术的研究还为个性化医疗提供

了新的思路和途径，如通过对肠道微生物组进行

调节来治疗或预防相关疾病。随着技术的不断进

步与方法的不断改进，相信在这一领域会取得更

多重要的研究成果，并对认识肠道微生物与人体

健康之间的关系具有重要意义。

5 结论

基因编辑技术可以对小鼠肠道微生物组成的

复杂性与多样性造成深远影响，而肠道微生物组

成在个体间和环境因素下的差异，也为这项研究

工作增加了难度。基因编辑技术的有效性、安全

性、误差率、潜在的副作用以及对基因组的不可

逆影响，都是研究中必须克服的重要挑战。然而，

尽管面临诸多挑战，基因编辑技术在调控小鼠肠

道微生物组成方面展现出了巨大的潜力。通过精

准编辑微生物群体，在控制疾病传播、促进健康

代谢和免疫调控方面为医学领域带来了新的可能

性。这些研究成果不仅有助于更清晰地理解微生

物在健康和疾病中的作用机制，还为疾病治疗和

预防提供了创新的途径。

基因编辑技术在小鼠肠道微生物组成研究领

域大有可为。今后的研究工作应该着重提高基因

编辑技术的精确性和安全性，对小鼠肠道微生物

组成的调控机理进行深入的研究，并由此将研究

成果应用于人类健康领域，为改善疾病治疗和促

进人类健康有重要贡献，为医学领域的发展带来

重大的影响和机遇。
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