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(57)摘要

本文提供了表达主题多肽的重组微生物。微

生物可以包含表达构建体，该表达构建体包含与

编码主题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接

的鞭毛蛋白启动子。鞭毛蛋白启动子序列可以包

含降低CsrA对翻译的抑制的遗传修饰。微生物还

可以包含降低FlgM对SigD转录起始的抑制的遗

传修饰。靶多肽可以是醛脱氢酶。这样的微生物

可用于治疗酒精宿醉。
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1.重组细菌用于制备用于治疗或预防酒精宿醉的组合物的用途，其中当所述组合物被

使用时，所述重组细菌被施用到有相应需要的受试者，

其中所述重组细菌是枯草芽孢菌(B.subtilis)物种，并且包含编码表达产物的异源核

酸序列，

其中所述编码表达产物的异源核酸序列与鞭毛蛋白基因启动子可操作地连接，其中所

述鞭毛蛋白基因启动子是枯草芽孢杆菌hag启动子，

其中所述表达产物是将乙醛氧化成乙酸的乙醛脱氢酶(ALDH)，

其中所述编码蛋白基因启动子包含SEQ  ID  NO:1(taagggcacaagg  acgtgcctta)的CsrA

结合位点中的突变并需要SigD用于表达，所述CsrA结合位点中的突变消除参与形成茎环的

互补性的一个或更多个氢键，并且

其中所述重组细菌包含内源flgM基因的突变，所述内源flgM基因的突变减少FlgM对

SigD的抑制，使得SigD在重组细菌中表达并作用于鞭毛蛋白基因启动子，使得异源核酸序

列被组成型表达并且表达产物被组成型产生，

其中所述内源性flgM基因的突变包括所述内源性flgM基因的全部或部分缺失。

2.重组细菌用于制备用于治疗或预防由饮用酒精导致的病症的组合物的用途，所述病

症选自由以下组成的组：恶心、不适、对光和声音敏感、眩晕和易怒，其中当所述组合物被使

用时，所述重组细菌被施用到有相应需要的受试者，

其中所述重组细菌是枯草芽孢菌(B.subtilis)物种，并且包含编码表达产物的异源核

酸序列，

其中所述编码表达产物的异源核酸序列与鞭毛蛋白基因启动子可操作地连接，其中所

述鞭毛蛋白基因启动子是枯草芽孢杆菌hag启动子，

其中所述表达产物是将乙醛氧化成乙酸的乙醛脱氢酶(ALDH)，

其中所述编码蛋白基因启动子包含SEQ  ID  NO:1(taagggcacaagg  acgtgcctta)的CsrA

结合位点中的突变并需要SigD用于表达，所述CsrA结合位点中的突变消除参与形成茎环的

互补性的一个或更多个氢键，并且

其中所述重组细菌包含内源flgM基因的突变，所述内源flgM基因的突变减少FlgM对

SigD的抑制，使得SigD在重组细菌中表达并作用于鞭毛蛋白基因启动子，使得异源核酸序

列被组成型表达并且表达产物被组成型产生，

其中所述内源性flgM基因的突变包括所述内源性flgM基因的全部或部分缺失。

3.如权利要求1或权利要求2所述的用途，其中当所述组合物被使用时，所述重组细菌

被施用到先前一段时间内已经饮用酒精的受试者，其中所述先前一段时间是24小时、12小

时、6小时、3小时或1小时的时间段。

4.如权利要求1或权利要求2所述的用途，其中当所述组合物被使用时，所述重组细菌

被施用到患有酒精宿醉的一种或更多种症状的受试者。

5.如权利要求1或权利要求2所述的用途，其中当所述组合物被使用时，所述重组细菌

被施用到尚未饮用酒精的受试者。

6.如权利要求1或权利要求2所述的用途，其中当所述组合物被使用时，所述重组细菌

被施用到先前一段时间内尚未饮用酒精的受试者，其中所述先前一段时间是24小时、12小

时、6小时、3小时或1小时的时间段。
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7.如权利要求1或权利要2所述的用途，其中所述受试者在施用所述重组细菌之后的一

段时间期间饮用酒精，其中所述之后的一段时间是24小时、12小时、6小时、3小时或1小时的

时间段。

8.如权利要求1或权利要2所述的用途，其中当所述组合物被使用时，所述受试者中的

酒精宿醉的一种或更多种症状被预防。

9.如权利要求1或权利要2所述的用途，其中由所述重组细菌包含的所述异源核酸序列

编码的酶由所述ALDH酶组成。

10.如权利要求1或权利要2所述的用途，其中施用所述重组细菌不影响所述受试者的

血液酒精含量。

11.如权利要求1或权利要2所述的用途，其中所述施用包括口服施用包含所述重组细

菌的组合物。

12.如权利要求1或权利要2所述的用途，其中所述施用包括施用104个至1012个菌落形

成单位的所述重组细菌。

13.如权利要求1或权利要2所述的用途，其中当所述组合物被使用时，所述人类的肠中

的乙醛浓度被降低。

14.重组细菌用于制备用于将由异源核酸序列编码的表达产物递送至受试者的肠的组

合物的用途，其中所述重组细菌是枯草芽孢菌物种，当所述组合物被使用时，所述重组细菌

被施用到有相应需要的受试者，

其中所述重组细菌包含编码所述表达产物的所述异源核酸序列，所述异源核酸序列与

鞭毛蛋白基因启动子可操作地连接，所述鞭毛蛋白基因启动子是枯草芽孢杆菌hag启动子，

其中所述鞭毛蛋白基因启动子包含SEQ  ID  NO:1(taagggcacaagg  acgtgcctta)的CsrA

结合位点中的突变并需要SigD用于表达，所述CsrA结合位点中的突变消除参与形成茎环的

互补性的一个或更多个氢键，并且

其中所述重组细菌包含flgM基因的突变，所述flgM基因的突变减少FlgM对SigD的抑

制，使得SigD在重组细菌中表达并作用于鞭毛蛋白基因启动子使得异源核酸序列被组成型

表达并且表达产物被组成型产生，

其中所述内源性flgM基因的突变包括所述内源性flgM基因的全部或部分缺失。

15.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述重组细菌是形成孢子的细菌

和/或处于孢子形式。

16.如权利要求14所述的用途，其中所述CsrA结合位点中的突变不破坏所述枯草芽孢

杆菌hag启动子的Shine‑Dalgarno序列。

17.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述内源性flgM基因的突变包括编

码flgM的活性位点的序列中的突变。

18.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述内源性flgM基因的突变包括编

码参与FlgM与SigD结合的氨基酸的序列中的突变。

19.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述内源性flgM基因的突变改变编

码FlgM蛋白的C末端处的FlgM的第三螺旋或第四螺旋中的氨基酸的序列。

20.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述重组细菌是枯草芽孢杆菌物种

并且所述内源性flgM基因的突变改变编码选自SEQ  ID  NO:11的I‑58、K‑62、I‑65、G‑68、D‑
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73和A‑78的氨基酸的序列。

21.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述重组细菌是枯草芽孢杆菌物种

并且所述内源性flgM基因的突变改变编码选自SEQ  ID  NO:11的I‑3、G‑7、S‑10、V‑11、A‑40、

K‑41、M43、I‑58、L‑61、K‑62、I‑65、Y‑70、K‑71、V‑72、D‑73、A‑74、H‑76、I‑77、A‑78、N‑80、M‑

81、I‑82、N‑83、F‑84、Y‑85和K‑86的氨基酸的序列。

22.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述内源性flgM基因的突变降低或

消除FlgM生物学活性。

23.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述重组细菌组成性地表达所述表

达产物。

24.如权利要求1、2或14中任一项所述的用途，其中所述重组细菌的制备物的特征在于

所述表达产物以以下水平表达于所述制备物中，所述水平被确定为比当所述表达产物在

pHyspank启动子的控制下被表达时的可比较条件下所观察到的水平大至少4倍。

25.一种重组枯草芽孢杆菌，其中所述重组细菌包含编码表达产物的异源核酸序列，

其中所述编码表达产物的异源核酸序列与鞭毛蛋白基因启动子可操作地连接，其中所

述鞭毛蛋白基因启动子是枯草芽孢杆菌hag启动子，

其中所述表达产物是将乙醛氧化成乙酸的乙醛脱氢酶(ALDH)，

其中所述编码蛋白基因启动子包含SEQ  ID  NO:1(taagggcacaagg  acgtgcctta)的CsrA

结合位点中的突变并需要SigD用于表达，所述CsrA结合位点中的突变消除参与形成茎环的

互补性的一个或更多个氢键，并且

其中所述重组细菌包含flgM基因的突变，所述flgM基因的突变减少FlgM对SigD的抑

制，使得SigD在重组细菌中表达并作用于鞭毛蛋白基因启动子，使得异源核酸序列被组成

型表达并且表达产物被组成型产生，

其中所述内源性flgM基因的突变包括所述内源性flgM基因的全部或部分缺失。

26.一种重组枯草芽孢菌，其中所述重组枯草芽孢菌组成性地表达由异源核酸序列编

码的表达产物，

其中所述编码表达产物的异源核酸序列与鞭毛蛋白基因启动子可操作地连接，其中所

述鞭毛蛋白基因启动子是枯草芽孢杆菌hag启动子，

其中所述表达产物是将乙醛氧化成乙酸的乙醛脱氢酶(ALDH)，

其中所述编码蛋白基因启动子包含SEQ  ID  NO:1(taagggcacaagg  acgtgcctta)的CsrA

结合位点中的突变并需要SigD用于表达，所述CsrA结合位点中的突变消除参与形成茎环的

互补性的一个或更多个氢键，并且

其中所述重组细菌包含内源flgM基因的突变，所述内源flgM基因的突变减少FlgM对

SigD的抑制，使得SigD在重组细菌中表达并作用于鞭毛蛋白基因启动子，使得异源核酸序

列被组成型表达并且表达产物被组成型产生，

其中所述内源性flgM基因的突变包括所述内源性flgM基因的全部或部分缺失。

27.如权利要求25或26所述的重组细菌，其中由所述重组细菌包含的所述异源核酸序

列编码的酶由所述ALDH酶组成。

28.一种重组枯草芽孢菌，

其中所述重组枯草芽孢菌包含编码表达产物的异源核酸序列，所述异源核酸序列与鞭
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毛蛋白基因启动子可操作地连接，其中所述鞭毛蛋白基因启动子是枯草芽孢杆菌hag启动

子，

其中所述编码蛋白基因启动子包含SEQ  ID  NO:1(taagggcacaagg  acgtgcctta)的CsrA

结合位点中的突变并需要SigD用于表达，所述CsrA结合位点中的突变消除参与形成茎环的

互补性的一个或更多个氢键，并且

其中所述重组细菌包含内源flgM基因的突变，所述内源flgM基因的突变减少FlgM对

SigD的抑制，使得SigD在重组细菌中表达并作用于鞭毛蛋白基因启动子，使得异源核酸序

列被组成型表达并且表达产物被组成型产生，

其中所述内源性flgM基因的突变包括所述内源性flgM基因的全部或部分缺失。

29.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述重组细菌是形成孢子的

细菌和/或处于孢子形式。

30.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述CsrA结合位点中的突变

不破坏所述枯草芽孢杆菌hag启动子的Shine‑Dalgarno序列。

31.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述内源性flgM基因的突变

包括编码flgM的活性位点的序列中的突变。

32.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述内源性flgM基因的突变

包括编码参与FlgM与SigD结合的氨基酸的序列中的突变。

33.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述内源性flgM基因的突变

改变编码FlgM蛋白的C末端处的FlgM的第三螺旋或第四螺旋中的氨基酸的序列。

34.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述重组细菌是枯草芽孢杆

菌物种并且所述内源性flgM基因的突变改变编码选自SEQ  ID  NO:11的I‑58、K‑62、I‑65、G‑

68、D‑73和A‑78的氨基酸的序列。

35.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述重组细菌是枯草芽孢杆

菌物种并且所述内源性flgM基因的突变改变编码选自SEQ  ID  NO:11的I‑3、G‑7、S‑10、V‑

11、A‑40、K‑41、M43、I‑58、L‑61、K‑62、I‑65、Y‑70、K‑71、V‑72、D‑73、A‑74、H‑76、I‑77、A‑78、

N‑80、M‑81、I‑82、N‑83、F‑84、Y‑85和K‑86的氨基酸的序列。

36.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述内源性flgM基因的突变

降低或消除FlgM生物学活性。

37.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌，其中所述重组细菌组成性地表达

所述表达产物。

38.如权利要求25、26或28中任一项所述的重组细菌的制备物，所述重组细菌的制备物

的特征在于所述表达产物以以下水平表达于所述制备物中，所述水平被确定为比当所述表

达产物在pHyspank启动子的控制下被表达时的可比较条件下所观察到的水平大至少4倍。

39.一种组合物，所述组合物包含如权利要求25‑28中任一项所述的重组细菌。

40.如权利要求39所述的组合物，其中所述组合物被配置用于口服施用。

41.如权利要求39所述的组合物，其中所述组合物包含104至1012个菌落形成单位的所

述重组细菌。

42.如权利要求39所述的组合物，其中所述组合物包含生理学上可接受的载体。

43.如权利要求42所述的组合物，其中所述生理学上可接受的载体选自抗性淀粉、膳食
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纤维、碳水化合物、蛋白质、糖基化蛋白质、水、胶囊填充剂和胶状物质。

44.一种细菌细胞培养物，所述细菌细胞培养物包含如权利要求25、26或28中任一项所

述的重组细菌。
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用于益生微生物的基因表达系统

[0001] 关于联邦资助研究的声明

[0002] 无。

[0003] 相关申请的引用

[0004] 本申请要求2017年9月13日提交的美国临时申请62/558,346和2018年7月27日提

交的美国申请16/048,147的优先权日的权益，其全部内容通过引用以其整体并入本文。

[0005] 序列表

[0006] 本申请包含已经以ASCII格式电子提交并且在此通过引用以其整体并入的序列

表。创建于2018年6月21日的所述ASCII副本命名为1642‑001‑US_SL.TXT，并且大小为29,

323字节。

[0007] 背景

[0008] 当一个人饮用酒精时，从血流去除酒精的主要途径是经由醇脱氢酶在肝脏中氧化

成乙醛。乙醛随后经由乙醛脱氢酶在肝脏中氧化成乙酸。当大量和/或快速消耗酒精时，高

度毒性的中间乙醛能够积累并且随后释放回血流中，血流中的乙醛由于其高溶解性可以在

全身起作用。乙醛不仅是一种已知的致癌物，它的毒性作用也是酒精宿醉的许多影响被充

分研究和记载的原因。事实上，去除乙醛已经被证明降低宿醉症状。PMID:16554376(PubMed 

I D)。相反，当身 体将乙醛氧化成乙酸 (a c e ta t e)的能力受化学 (例如用双硫仑

(disulfiram))或遗传(例如东亚群体中常见的乙醛脱氢酶基因中的单核苷酸多态性)抑制

时，则经历极度放大的宿醉症状。

[0009] 先前已经存在若干降低、消除或预防宿醉的影响的尝试。一些已经试图通过酶的

方式或以其他方式降低吸收的乙醇的量或增加乙醇从身体去除的速率(专利公布US2009‑

0060894A1)。然而，这些方法具有至少两个潜在缺陷：(1)它们的作用方法影响饮用者的血

液酒精含量本身，其可能是不期望的；和(2)乙醇加速代谢成乙醛可以增加身体对乙醛的暴

露，并且使症状加剧和/或仅仅是更早地诱导宿醉症状而不是预防它们。简而言之，以乙醇

为中心的策略不直接解决乙醛毒性的问题。

[0010] 更直接地，其他组已经试图解决乙醛本身。美国专利公布2013‑0089535A1在口腔

中使用酶制备物。尽管存在关于酒精饮用确实增加唾液中的乙醛浓度的证据，但从口腔去

除的乙醛将不可能具有对导致酒精宿醉的全身乙醛毒性的任何显著影响。

[0011] Sprince,H.,等(Protective  action  of  ascorbic  acid  and  sulfur  compounds 

against  acetaldehyde  toxicity:implications  in  alcoholism  and  smoking .Agents 

Actions,1975.5(2):p.164‑73)涉及使用小分子以结合并且去除乙醛[1]。

[0012] 美国专利公布2015‑0087702A1涉及使用小分子增加人类酶的速率或表达以去除

乙醛。

[0013] 其他组已经开发了基于芽孢杆菌属(Bacillus)或其他细菌鞭毛调控区(美国专利

7888064B2、欧洲专利EP2235045B1)或通过特别操纵flgM和CsrA(日本专利JP5881352B2)的

表达系统。

[0014] Liu ,Y .等("Heterologous  Expression  of  Aldehyde  Dehydrogenase  in 
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Lactococcus  lactis  for  Acetaldehyde  Detoxification  at  Low  pH",Appl  Biochem 

Biotechnol .8August  2017)涉及应用具有乳链菌肽控制表达(NICE)系统的乳酸乳球菌

(Lactococcus  lactis)来表达醛脱氢酶基因(istALDH)，以在低pH催化乙醛的氧化。

[0015] 附图简述

[0016] 并入本文并且构成说明书一部分的附图图示了示例性实施方案，并且与说明书一

起进一步用于使所属领域的技术人员能够制造和使用这些实施方案以及对本领域技术人

员而言将明显的其他实施方案。将结合以下附图更具体地描述本发明，其中：

[0017] 图1示出了醛脱氢酶AldB或AcoD的诱导引起乙醛的快速去除。将样品与200mM乙醛

在37℃孵育30分钟。然后将样品过滤，1:10稀释，并且冷冻。然后解冻的样品在HPLC上运行，

并且与标准曲线进行比较，以计算剩余的乙醛浓度，并且将这些值展示于此。“乙醛10mM”是

指10mM乙醛标准物，其在HPLC运行开始时运行并且然后在HPLC运行结束时再次运行以确保

在机器上时没有乙醛的随机损失。

[0018] 图2A和2B示出了在修饰的hag启动子的控制下GFP的表达比在pHyspank启动子的

控制下强5‑10倍。(A)将枯草芽孢杆菌(Bacillus  subtilis)菌株PY79的冷冻储备物

(Frozen  stocks)(阴性对照；“左侧板2点钟”位置处)、在去除了lacI阻遏的pHyspank启动

子下表达GFP的枯草芽孢杆菌(B.subtilis)(右侧板“11点钟”位置处)、以及在修饰的hag启

动子下表达GFP的枯草芽孢杆菌(左侧板“11点钟”位置处和右侧板“2点钟”位置)在LB上斑

块接种(patched)并且生长过夜。用蓝色LED闪光灯和橙色滤光片使绿色荧光可视化。(B)将

在去除了lacI阻遏的pHyspank启动子下表达GFP的枯草芽孢杆菌的培养物(图中的下方深

灰色线；(A)中右侧板“11点钟”位置处)，以及在修饰的hag启动子下表达GFP的枯草芽孢杆

菌(图中的上方浅灰色线；(A)中左侧板“11点钟”位置处)从LB肉汤中的个体菌落生长7小

时，并且从2.5小时开始每90分钟获取荧光和OD600读数。

[0019] 图3示出了以蛋白质的存在表示的在来自培养物的经沉淀的细胞中的GFP、AcoD和

AldB的表达，所述细胞在LB中生长4.5小时、裂解并且通过在8％  SDS‑PAGE凝胶上进行考马

斯染色来评估总蛋白质。泳道1是Bio‑Rad  Kaleidoscope蛋白质标准梯状物(ladder)。泳道

2和3(分别)是在pHyspank启动子下表达AldB的枯草芽孢杆菌的未诱导的培养物和诱导的

培养物。泳道4和5(分别)是在pHyspank启动子下表达AcoD的枯草芽孢杆菌的未诱导的培养

物和诱导的培养物。泳道6是缺失了flgM但hag仍然完整的枯草芽孢杆菌的培养物(异源蛋

白质表达的阴性对照)。泳道7是在修饰的hag启动子下表达GFP(感兴趣的蛋白质条带由箭

头指示)的枯草芽孢杆菌的培养物。泳道8、9和10是在修饰的hag启动子下表达n末端6×组

氨酸标记的AcoD(“6×‑组氨酸”公开为SEQ  ID  NO:22)、未标记的AcoD和n‑末端6×‑组氨酸

标记的AldB(“6×‑组氨酸”公开为SEQ  ID  NO:22)(分别地；感兴趣的蛋白质条带由箭头指

示)的枯草芽孢杆菌的培养物。

[0020] 图4示出了用于hag基因的启动子结构[SEQ  ID  NO:7]。图中经鉴定的是：启动子起

始位置(由箭头和“‑182”指示)、SigD  RNA聚合酶结合位点(加下划线并标记“‑10”和“‑

35”)、转录起始位点(由箭头和“+1”指示)、CsrA结合位点1和2(加括号并标记“CsrA  BS1/

2”)、如方法中讨论的被靶向进行G‑至‑A点突变以防止CsrA结合的残基(加圆圈的“g”)和

Shine‑Dalgarno序列(加框的)。ATG(序列大写)是用于hag蛋白或任何异源多肽的起始密码

子。
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[0021] 图5示出了包括5’‑UTR的hag  mRNA[SEQ  ID  No:21]的预测的二级结构(由

University  of  Vienna的RNA折叠软件生成的折叠预测；引用：GruberAR、Lorenz  R、

Bernhart  SH、 R、Hofacker  IL .The  Vienna  RNA  Websuite .Nucleic  Acids 

Res.2008)。(A)折叠结构。(B)包含两个CsrA结合位点的mRNA区域的放大视图。由CsrA识别

的两个结合位点的茎‑环二级结构环中的“AGGA”基序用粗黑线标出。二级结构至关重要，因

为可以清楚地观察到两个结合位点是相邻的。因此，以将阻止这两个位点接近的方式影响

二级结构的修饰可以具有对CsrA结合的有害作用，这可能等同于对结合位点或“AGGA”识别

序列本身的修饰。

[0022] 图6示出了用于使来自hag启动子的表达去阻遏的策略。FlgM基因的敲除(“X”)防

止FlgM抑制SigD活性。SigD活化(粗箭头)hag启动子和可操作地连接的ALDH基因的转录。

hag启动子上的csrA结合位点的突变(“X”)降低了对核糖体结合和ALDH基因的翻译的抑制。

这引起ALDH蛋白的稳健表达(粗箭头)。

[0023] 概述

[0024] 在一方面，本文公开了一种重组微生物，该重组微生物包含：a)包含表达构建体的

多核苷酸，所述表达构建体包含与编码主题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋

白基因启动子，其中鞭毛蛋白基因启动子包含一个或更多个遗传修饰，所述一个或更多个

遗传修饰降低CsrA对从鞭毛蛋白基因启动子转录的mRNA的翻译的阻遏；和b)flgM基因的遗

传修饰，所述flgM基因的遗传修饰降低对SigD转录起始的抑制。在一种实施方案中，重组微

生物组成性地表达多肽。在另一种实施方案中，微生物是益生的。在另一种实施方案中,微

生物属于选自以下的属：芽孢杆菌属(Bacillus)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)、肠球菌

属(Enterococcus)、埃希氏菌属(Escherichia)、乳杆菌属(Lactobacillus)、明串珠菌属

(Leuconostoc)、片球菌属(Pediococcus)和链球菌属(Streptococcus)。在另一种实施方案

中，微生物属于芽孢杆菌属。在另一种实施方案中，微生物是枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis，B.subtilis)。在另一种实施方案中，鞭毛蛋白基因启动子是hag启动子。在另一

种实施方案中，hag启动子包含一种或更多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低

CsrA对从鞭毛蛋白基因启动子转录的mRNA的翻译的阻遏，其中遗传修饰包括对CsrA  BS1结

合位点和/或CsrA  BS2结合位点的修饰(例如，核苷酸取代、插入或缺失)。在另一种实施方

案中，一种或更多种遗传修饰包括对CsrA  BS1识别序列AGGA的一种或多于一种(例如两种、

三种或四种)遗传修饰，例如修饰为序列AGAA。在另一种实施方案中，一种或更多种遗传修

饰包括在12碱基对BS1结合位点中或在该结合位点的任一侧上的形成BS1的茎‑环二级结构

的茎的周围碱基中的一种或更多种遗传修饰。在另一种实施方案中，一种或更多种遗传修

饰包括BS1结合位点gcacaaggacgt(SEQ  ID  NO:8)中的一种或多于一种(例如，至少2种、至

少3种、至少4种、至少5种、至少6种、至少7种、至少8种、至少9种、至少10种、至少11种、至少

12种)遗传修饰。在另一种实施方案中，一种或更多种遗传修饰通过消除允许氢键合的互补

性来破坏BS1的茎环结构。在另一种实施方案中，一种或更多种遗传修饰包括参与氢键合的

序列taagggcacaaggacgtgcctta(SEQ  ID  NO:1)中的一种或多于一种遗传修饰，例如以消除

一个、两个、三个、四个或更多个氢键对。在另一种实施方案中，修饰的BS1具有核苷酸序列

GCACAAGAACGT(SEQ  ID  NO:2)。在另一种实施方案中，一种或更多种遗传修饰包括对CsrA 

BS2结合位点的一个或更多个点突变。在另一种实施方案中，一种或更多种遗传修饰包括在
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13碱基对BS2结合位点中或在该结合位点的任一侧上的形成BS2  ATTCAGGGAGGAA  (SEQ  ID 

NO:9)的茎‑环二级结构的茎的周围碱基中的一种或多于一种(例如，至少2种、至少3种、至

少4种、至少5种、至少6种、至少7种、至少8种、至少9种、至少10种、至少11种、至少12种、至少

13种)遗传修饰。在另一种实施方案中，一种或更多种遗传修饰通过消除允许氢键合的互补

性来破坏BS2的茎环结构。在另一种实施方案中，修饰的BS2具有核苷酸序列ATTTAGGGAGGAA 

(SEQ  ID  NO:3)。在另一种实施方案中，对BS2结合位点的一种或更多种遗传修饰不包括

Shine‑Dalgarno序列agggagga中核苷酸的改变。在另一种实施方案中，其中鞭毛蛋白基因

启动子位于细菌染色体中或质粒中。在另一种实施方案中，主题多肽是醛脱氢酶。在另一种

实施方案中，醛脱氢酶是来自钩虫贪铜菌(Cupriavidus  necator)的AcoD，并且包含与以下

相同或基本上相同的氨基酸序列：

[0025]

[0026] 在另一种实施方案中，醛脱氢酶是人类醛脱氢酶，例如具有与以下相同或基本上

相同的氨基酸序列的人类醛脱氢酶：

[0027]

[0028] 在另一种实施方案中，flgM基因中的遗传修饰包括flgM基因的全部或部分缺失。

在另一种实施方案中，flgM基因中的遗传修饰包括编码flgM的活性位点的序列中的单个突

变或系列突变。在另一种实施方案中，flgM基因中的遗传修饰破坏二级结构或三级结构，诸

如在定义FlgM二级结构的螺旋之一中。在另一种实施方案中，flgM基因中的遗传修饰包括

改变FlgM蛋白的C末端处的第三螺旋或第四螺旋中的氨基酸，例如选自枯草芽孢杆菌FlgM

的I‑58、K‑62、I‑65、G‑68、D‑73、A‑78。在另一种实施方案中，flgM基因中的遗传修饰包括改

变预测参与FlgM与SigD结合的一个或更多个氨基酸，例如选自枯草芽孢杆菌FlgM的I‑3、G‑

7、S‑10、V‑11、A‑40、K‑41、M43、I‑58、L‑61、K‑62、I‑65、Y‑70、K‑71、V‑72、D‑73、A‑74、H‑76、
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I‑77、A‑78、N‑80、M‑81、I‑82、N‑83、F‑84、Y‑85和K‑86。

[0029] 在另一方面，本文公开了一种组成性地表达醛脱氢酶的重组益生微生物。在一种

实施方案中，微生物包含：a)包含表达构建体的多核苷酸，所述表达构建体包含与编码主题

多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因启动子；和b)FlgM基因中的遗传修

饰，所述flgM基因中的遗传修饰降低对SigD表达的抑制。在另一种实施方案中，鞭毛蛋白基

因启动子包含一种或更多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低CsrA对从启动子转

录的mRNA的翻译的阻遏。

[0030] 在另一方面，本文公开了一种多核苷酸，所述多核苷酸包含表达构建体，所述表达

构建体包含与编码主题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因启动子，其中

鞭毛蛋白基因启动子包含一种或更多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低CsrA对

从鞭毛蛋白基因启动子转录的mRNA的翻译的阻遏。

[0031] 在另一方面，本文公开了一种制备多肽的方法，该方法包括培养如本文公开的重

组微生物。在一种实施方案中，该方法还包括分离多肽。

[0032] 在另一方面，本文公开了一种组合物，所述组合物包含生理学上可接受的载体和

重组益生微生物，其中重组益生微生物包含：a)包含表达构建体的多核苷酸，所述表达构建

体包含与编码主题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因启动子；和b)FlgM

基因的遗传修饰，所述FlgM基因的遗传修饰降低对SigD转录起始的抑制。在一种实施方案

中，鞭毛蛋白基因启动子包含一种或更多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低

CsrA对从鞭毛蛋白基因启动子转录的mRNA的翻译的阻遏。在另一种实施方案中，主题多肽

是醛脱氢酶。在另一种实施方案中，生理学上可接受的载体选自抗性淀粉、膳食纤维、碳水

化合物、蛋白质和糖基化蛋白质、水、胶囊填充剂和胶状物质(gummy  material)。

[0033] 在另一方面，本文公开了如本文公开的组合物的单位剂量，所述单位剂量包含约

104个至约1012个菌落形成单位的重组益生微生物。

[0034] 在另一方面，本文公开了一种用于预防或治疗酒精宿醉的方法，该方法包括向有

相应需要的受试者施用有效量的包含组成性地表达醛脱氢酶的微生物的组合物。在另一种

实施方案中，在受试者已经饮用酒精之前、期间或之后施用组合物。

[0035] 在另一方面，本文公开了一种在受试者中的肠中或循环中使分析物代谢的方法，

该方法包括向受试者施用有效量的包含组成性地表达使分析物代谢的酶的微生物的组合

物。

[0036] 在另一方面，本文公开了一种产生靶化合物的方法，该方法包括：a)将包含如本文

公开的表达主题多肽的重组微生物的培养物与分析物接触，其中主题多肽是以分析物为底

物的酶，和b)培养微生物，其中酶催化分析物转化成靶化合物。在一种实施方案中，酶选自

淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶。

[0037] 详细描述

[0038] I.引言

[0039] 本文公开了一种已经被遗传工程化以组成性地表达乙醛脱氢酶的微生物，例如细

菌。乙醛脱氢酶(ALDH)在细菌细胞中内在地表达，并且不是通过酶的分泌，而是通过乙醛扩

散到细菌中来接近(access)其底物乙醛。乙醛是一种高度可溶性分子，并且可以跨越细胞

膜被动扩散。酶的这种内在定位提供了优于分泌的功能优势，因为细菌细胞的内部被保护
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免受肠腔中的严苛和可变环境，该环境特征为：低pH、出于防御或营养的目的而寻求降解游

离漂浮的蛋白质的不友好的细菌和真核细胞、对酶的辅因子诸如NAD的高度竞争和细胞外

蛋白酶。

[0040] 枯草芽孢杆菌的鞭毛调控机制适于完成ALDH的组成性和稳健表达。枯草芽孢杆菌

通过一个包括若干正调控物和负调控物的复杂系统来调控运动性[2]。该系统的基本策略

是去除高度表达的鞭毛蛋白基因(被称为hag)的负调控物。

[0041] 编码枯草芽孢杆菌鞭毛蛋白的鞭毛亚基的基因是hag，并且因此在正确的条件下，

使用均为稳健的转录启动子和核糖体结合位点二者在单个细菌中产生数十万个拷贝[3 ,

4]。

[0042] 转录由被FlgM蛋白阻遏的σ因子SigD介导[5]。flgM的缺失大大增强了SigD的组成

性表达和活性，并且因此引起鞭毛操纵子并且特别是hag基因的更高和更组成性的转录。

[0043] hag基因的翻译通过高度稳健的核糖体结合位点实现，该核糖体结合位点与称为

CsrA的蛋白质结合并且受转录后阻遏[6]。然而，CsrA结合位点中的单个点突变取消了其结

合并且引起Hag蛋白的组成性翻译[7]。

[0044] 使用使flgM基因缺失和在CsrA结合位点中进行单个点突变的组合，可以在枯草芽

孢杆菌的生命周期中组成性地达到极高水平的Hag蛋白。类似地，如果hag基因被编码感兴

趣的蛋白质的异源基因替换，该基因可以以高水平组成性地转录和翻译。因此，通过用编码

ALDH的基因替换hag基因，并且然后使flgM基因缺失并且在hag启动子的CsrA结合位点处产

生单个点突变，在枯草芽孢杆菌中达到了我们的ALDH的稳健和组成型表达。

[0045] 因此，在某些实施方案中，本文提供的微生物包括CsrA的结合位点中的点突变和

flgM缺失的组合。通过进行这两种突变，任何基于SigD的或鞭毛蛋白启动子系统的效用通

过去除阻遏并且使表达为组成性的而大大增加。不希望受理论的限制，据信这不同于简单

的CsrA缺失，因为CsrA在许多细菌物种中是多能调控物(pluripotent  regulator)[8]，并

且其缺失可以具有对细胞的许多其他潜在不期望表型作用。通过仅在结合位点中进行点突

变，突变特异性地且独特地排除了CsrA对hag启动子的阻遏，而不从CsrA可能具有的任何其

他靶去除CsrA阻遏。

[0046] 该策略可用于任何期望的多肽的组成性表达。这包括在个体的肠中使靶分析物代

谢或在工业过程中产生靶分子的其他酶。

[0047] II.定义

[0048] 如本文使用的，术语“益生微生物”或“益生菌”是指当以有效量施用时赋予宿主健

康或健康益处的微生物或细菌。

[0049] 如本文使用的，术语“重组微生物”或“重组细菌”是指包含以下多核苷酸的微生物

或细菌，所述多核苷酸含有自然界中通常不相互附接的附接的核苷酸序列。

[0050] 用于描述两个或更多个核苷酸序列或氨基酸序列之间的序列关系的术语包括“参

考序列”、“选自”、“比较窗口”、“相同的”、“序列同一性百分比”、“基本上相同的”、“互补”和

“基本上互补”。

[0051] “参考序列”是用作序列比较的基础的定义序列，并且可以是较大序列的子集，例

如完整的cDNA、蛋白质或基因序列的子集。

[0052] 因为两个多核苷酸或多肽可以各自包含(1)在两个多核苷酸之间相似的序列(即，
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仅完整多核苷酸或多肽序列的一部分)，和(2)在两个多核苷酸之间不同的序列，两个(或更

多个)多核苷酸或多肽之间的序列比较通常通过在“比较窗口”上比较两个多核苷酸的序列

来进行，以鉴定和比较序列相似性的局部区域。

[0053] “比较窗口”是指与参考序列相比的、通常至少12个连续核苷酸或4个连续氨基酸

残基的概念区段(segment)。比较窗口经常具有至少15个核苷酸或至少25个核苷酸或至少5

个氨基酸或至少8个氨基酸的长度。为了两个序列的最佳比对，比较窗口可以包含与参考序

列(其不包含添加或缺失)相比约20％或更少的添加或缺失(即，空位)。用于对齐比较窗口

的序列的最佳比对可以通过算法的计算机化实现(Wisconsin  Genetics  Software 

Package  Release  7 .0中的GAP、BESTFIT、FASTA和TFASTA，Genetics  Computer  Group,

575Science  Dr.,Madison,WI)或通过检查来进行，并且选择由多种方法中的任一种产生的

最佳比对(即，得到比较窗口上的最高同源性百分比)。

[0054] 如果为了最大的对应性在核苷酸或氨基酸序列的长度上进行比对时主题核苷酸

序列或氨基酸序列与参考序列是相同的，则这两个序列是“相同的”。

[0055] 因此，两个序列之间的“序列同一性百分比”通过如下计算：在比较窗口上比较两

个最佳比对的序列，确定两个序列中出现相同的核苷酸或氨基酸的位置的数目以得到匹配

的位置的数目，将匹配的位置的数目除以比较窗口中的位置的总数目(即，窗口尺寸)，并且

将结果乘以100以得到序列同一性百分比。

[0056] 除非另有指明，用于比较两个序列的比较窗口是较短序列的长度。

[0057] 方法还在以下中描述：Nat1.Acad .Sci.USA  85:2444；Higgins&Sharp(1988)Gene 

73:237‑244；Higgins&Sharp,CABIOS  5:151‑153(1989)；Corpet等(1988)Nucleic  Acids 

Research  16:10881  ‑90；Huang等(1992)Computer  Applications  in  the  Biosciences 

8:155‑65；和Pearson等(1994)Methods  in  Molecular  Biology  24:307‑31。通常还通过检

查和手动比对来进行比对。

[0058] 如果主题氨基酸序列或核苷酸序列在比较窗口上具有至少70％序列同一性，主题

核苷酸序列或氨基酸序列是与参考序列“基本上相同的”。因此，具有与参考序列至少80％

序列同一性、至少85％序列同一性、至少90％序列同一性、至少95％序列同一性、至少98％

序列同一性或至少99％序列同一性的序列也是“基本上相同的”。当然，两个彼此相同的序

列也是“基本上相同的”。

[0059] 在某些实施方案中，主题多核苷酸与参考多核苷酸特异性杂交。“与...特异性杂

交”或“特异性杂交”或“与...选择性杂交”是指当核酸分子存在于复杂混合物(例如，总细

胞)DNA或RNA中时，该序列优先与特定核苷酸序列在严格的条件下的结合、双链体化或杂

交。

[0060] 术语“严格的条件”是指在该条件下探针将优先与其靶子序列杂交，并且在较小程

度上与其他序列杂交或根本不与其他序列杂交的条件。在核酸杂交实验诸如DNA杂交和RNA

杂交的背景中，“严格的杂交”和“严格的杂交洗涤条件”是序列依赖性的，并且在不同的环

境参数下是不同的。核酸杂交的广泛指南见于Tijssen(1993)Laboratory  Techniques  in 

Biochemistry  and  Molecular  Biology‑‑Hybridization  with  Nucleic  Acid  Probes第I

部分第2章“Overview  of  principles  of  hybridization  and  the  strategy  of  nucleic 

acid  probe  assays”,Elsevier,New  York。
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[0061] 通常，高度严格的杂交和洗涤条件被选择为比在定义的离子强度和pH时特定序列

的热解链温度(Tm)低约5℃。Tm是50％的靶序列与完全匹配的探针杂交的温度(在定义的离

子强度和pH下)。非常严格的条件被选择为等于特定探针的Tm。

[0062] 对于在DNA印迹或RNA印迹中具有多于100个互补残基的互补核酸在过滤器上的杂

交，严格的杂交条件的实例为在42℃，50％福尔马林与1mg的肝素，将杂交进行过夜。高度严

格的洗涤条件的实例为在72℃，0.15M  NaCl，持续约15分钟。严格的洗涤条件的实例为在65

℃，0.2×SSC洗涤，持续15分钟(参见，Sambrook等关于SSC缓冲液的描述)。通常，高严格洗

涤之前进行低严格洗涤以去除背景探针信号。对于例如多于100个核苷酸的双链体，示例性

中度严格洗涤为在45℃，1×SSC，持续15分钟。对于例如多于100个核苷酸的双链体，示例性

低严格洗涤为在40℃，4‑6×SSC，持续15分钟。通常，在特定杂交测定中比起针对不相关探

针观察到的2×(或更高)的信噪比指示检测到特异性杂交。

[0063] 如本文使用的，术语“转录调控序列”是指调控与其可操作地连接的第二核苷酸序

列的转录的第一核苷酸序列。

[0064] “启动子”是至少足以启动(promote)DNA中的核苷酸序列转录成RNA转录物的转录

调控序列。从启动子转录的转录物通常包括从启动子开始在转录起始位点下游的序列，以

及在mRNA的情况下编码氨基酸序列的下游序列。启动子是最完全表征的转录调控序列，因

为它们紧邻于转录起始位点上游且位置可预测。启动子包括调节RNA聚合酶的识别、结合和

转录起始活性的序列。这些序列可以是顺式作用的，或可以对反式作用因子应答。根据调控

的性质，启动子可以是组成性的或受调控的。启动子通常被描述为具有两个分离的区段：核

心区和延伸启动子区。

[0065] 核心启动子包括足够用于RNA聚合酶识别、结合和转录起始的序列。核心启动子包

括转录起始位点、RNA聚合酶结合位点和其他通用转录结合位点，并且是前起始复合物形成

和通用转录机制组装的地方。前起始复合物通常在转录起始位点(TSS)的50个核苷酸(nt)

内。

[0066] 核心启动子还包括对于将mRNA翻译成多肽所必需的核糖体结合位点的序列。

[0067] 延伸启动子区包括所谓的近侧启动子，其延伸至转录起始位点上游约250个核苷

酸(即，‑250nt)。它包括主要的调控元件，诸如特异性转录因子结合位点。已经发现许多基

因具有位于更上游的转录调控元件。特别地，包括基因的大多数转录调控元件的片段可以

延伸到转录起始位点上游高达700nt或更多。(参见，例如，U.S.2007‑0161031。)在某些基因

中，转录调控序列已经被发现在转录起始位点上游数千个核苷酸处。

[0068] 如本文使用的，当转录调控序列在细胞中起作用以调控核苷酸序列的转录时，核

苷酸序列与转录调控序列“可操作地连接”。这包括通过聚合酶和启动子之间的相互作用来

启动核苷酸序列的转录。

[0069] 如本文使用的，如果第一核苷酸序列在自然界中未与第二核苷酸序列可操作地连

接，则第一核苷酸序列与第二核苷酸序列是“异源的”。延伸而言，如果多肽由与启动子异源

的核苷酸序列编码，则多肽与表达控制序列是“异源的”。

[0070] 如本文使用的，术语“同源物”是指来自与所定义的属或物种不同的另一种属或物

种的任何天然存在的基因，或同一株系或物种中编码具有几乎相同折叠和功能的蛋白质的

不同基因。研究已经显示出，在微生物之间，与所讨论的基因或蛋白质具有至少30％氨基酸
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同一性的蛋白质具有这样的性质(引用：PMID  23352839)。此外，术语“同源物”延伸至编码

与所讨论的基因或蛋白质具有小于30％的同一性的蛋白质、但已经在同行评审的科学杂志

中被鉴定为所述基因或蛋白质的同源物的基因。

[0071] 如本文使用的，术语“直系同源物”是指出现在与所讨论的属或物种不同的另一个

属或物种中的任何同源物。

[0072] 如本文使用的，术语“种内同源物(paralog)”是指出现在与所讨论的株系或物种

相同的株系或物种中的任何同源物，通常是基因复制的结果。

[0073] 如本文使用的，术语“等位基因变体”是指基因的天然存在的变异。

[0074] 如本文使用的，术语“人工变体”是指包含对天然存在的基因或蛋白质的一种或更

多种遗传修饰同时保持天然功能的基因或蛋白质。

[0075] 如本文使用的，术语“突变”是指核苷酸序列或氨基酸序列的改变。突变可以包括

一个或更多个核苷酸的取代(单个核苷酸取代被称为“SNV”或“点突变”)、一个或更多个核

苷酸添加或一个或更多个核苷酸缺失，以及如果存在的话，由这些核苷酸改变引起的氨基

酸序列的改变。

[0076] 如本文使用的，细菌菌株的“衍生物”是该菌株的任何遗传上不同的形式。

[0077] 如本文使用的，术语“受试者”在用于指个体时是指个体动物，例如人类。

[0078] 如本文使用的，术语“疗法”、“治疗”、“治疗干预”和“改善”是指引起症状的严重程

度降低的任何活动。术语“治疗”和“预防”不意图为绝对的术语。治疗和预防可以指任何的

发作延迟、症状改善、症状严重程度减轻、患者生存改善、生存时间或生存率增加等。治疗的

效果可以与未接受治疗的个体或个体池(pool  of  individuals)比较，或与治疗之前或治

疗期间不同时间的同一患者比较。在一些方面，与例如施用前的个体或与未进行治疗的对

照个体相比，疾病的严重程度降低至少10％。在一些方面，状况的严重程度降低了至少

25％、50％、75％、80％或90％，或在一些情况下，使用标准诊断技术不再可检测到。

[0079] 如本文使用的，术语“益生组合物”是指包含益生微生物和生理上可接受的载体的

组合物。通常地，益生组合物赋予它被施用至的宿主受试者健康或健康益处。

[0080] 如本文使用的，术语“生理学上可接受的”是指与组合物的其他成分相容并且可以

安全地施用至受试者的载体。益生组合物和用于其制备和使用的技术是本领域技术人员根

据本公开内容已知的。关于合适的药物组合物和用于其施用的技术的详细清单，可以参考

以下教科书，诸如Remington's  Pharmaceutical  Sciences,17th  ed .1985；Brunton等,"

Goodman  and  Gilman's  The  Pharmacological  Basis  of  Therapeutics,"McGraw‑Hill,

2005；University  of  the  Sciences  in  Philadelphia(eds.) ,"Remington:The  Science 

and  Practice  of  Pharmacy ,"Lippincott  Williams&Wilkins ,2005；和University  of 

the  Sciences  in  Philadelphia(eds .) ,"Remington:The  Principles  of  Pharmacy 

Practice,"Lippincott  Williams&Wilkins,2008。

[0081] 益生组合物可以是液体制剂或固体制剂。当益生组合物是固体制剂时，它可以被

配制成片剂、吸吮片剂、咀嚼片剂、胶囊、小袋、粉末、颗粒、包衣颗粒、包衣片剂、肠溶片、肠

溶胶囊、熔化条(melting  strip)或薄膜。当益生组合物是液体制剂时，它可以被配制成口

服溶液、悬浮液、乳液或糖浆剂。所述组合物还可以包含独立选自但不限于由以下组成的组

的载体材料：抗性淀粉、膳食纤维、碳水化合物、蛋白质和糖基化蛋白质。
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[0082] 术语“有效量”和“有效剂量”是指有效改善紊乱或状况的剂的量。例如，对于给定

参数，有效量将显示出增加或减少至少5％、10％、15％、20％、25％、40％、50％、60％、75％、

80％、90％中任一项或至少100％的治疗效果。效力也可以表示为“倍”增加或降低。例如，有

效量可以具有超过对照至少1.2倍、1.5倍、2倍、5倍或更多倍中的任一项的效果。

[0083] 剂的有效量基于预期的目标确定。术语“单位剂量”是指适于在受试者中使用的物

理上分散的单位，每个单位包含预先确定的量的组合物，所述预先确定的量经计算产生与

其施用即合适的途径和治疗方案相关的期望的应答。根据治疗的次数和单位剂量二者，待

施用的量取决于待治疗的受试者、受试者的状态和期望的保护。组合物的精确量还取决于

从业者的判断，并且是每个个体所特有的。

[0084] 术语“剂量(dose)”和“剂量(dosage)”在本文中可互换地使用。剂量是指每次施用

时给予个体的活性成分的量。对于本发明，剂量可以指细菌的数目，例如菌落形成单位

(CFU)的量。剂量将根据许多因素，包括施用频率；个体的大小和耐受性；状况的严重程度；

副作用的风险；施用途径而变化。本领域技术人员将认识到，剂量可以根据上文的因素或基

于治疗进展进行修改。术语“剂型”是指药物的特定形式，并且取决于施用途径。例如，剂型

可以呈液体，例如用于口服饮用的饮料。

[0085] III.表达构建体

[0086] 此处预期的是降低对从鞭毛蛋白启动子转录的抑制和对由鞭毛蛋白启动子起始

的mRNA转录物的翻译的抑制中的一种或两种的方法。

[0087] 本文公开的某些多核苷酸包含表达构建体，所述表达构建体包含与编码主题多肽

即待表达的多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因转录调控序列，例如启动

子。在某些实施方案中，hag启动子包含遗传改变，使得在从hag启动子转录mRNA后，阻遏

CsrA对mRNA翻译的抑制。

[0088] A.鞭毛蛋白基因转录调控序列

[0089] 许多细菌具有鞭毛蛋白基因同源物。该基因有许多名称，其一些实例为：枯草芽孢

杆菌中的hag；大肠杆菌(Escherichia  coli)、苏云金芽孢杆菌(Bacillus  thuringiensis)

和若干乳杆菌属种类中的fliC；和军团菌属(Legionella)物种、弧菌属(Vibrio)物种和弯

曲杆菌属(Campylobacter)物种中的flaA或flaB/C/D/E/F等。

[0090] 在一种实施方案中，鞭毛蛋白基因启动子是hag基因启动子。鞭毛蛋白同源物是芽

孢杆菌属例如枯草芽孢杆菌中的hag。在另一种实施方案中，鞭毛蛋白基因启动子对其中待

表达主题蛋白质的微生物而言是天然的。例如，这可以是当表达构建体位于细菌染色体中

时的情况。

[0091] 如本文使用的，术语“Hag”(或“hag”或“hag”)是指在枯草芽孢杆菌中被注释为

“Hag”的蛋白质(或编码这样的蛋白质的基因)或相同或其它属、物种或菌株中的任何同源

物，其是用于组装鞭毛的更一般地称为“鞭毛蛋白”的结构亚基。在其他属、物种和菌株中，

它有若干其他名称。它在枯草芽孢杆菌中根据以下序列被定义：
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[0092]

[0093] 如本文使用的，术语“hag启动子”是指与芽孢杆菌属同源的天然存在的鞭毛蛋白

基因启动子和具有与其基本上相同的序列或与其特异性杂交的启动子。在枯草芽孢杆菌

中，hag启动子包含在hag基因的起始密码子的5’的273个碱基对序列中。它具有以下核苷酸

序列：

[0094]

[0095] [SEQ  ID  NO:7](其中“ATG”代表hag的起始密码子)。预期从TTAA  (加下划线的)开

始到起始密码子ATG的粗体序列足以启动基因表达。

[0096] 特别地，hag启动子包含由“ttaa”序列(加下划线的)和“tccgatat”序列(加下划线

的)定义的SigD识别序列，“ttaa”序列是‑35SigD  RNA聚合酶结合位点，并且“tccgatat”序

列是‑10SigD  RNA聚合酶结合位点。此外，hag具有由序列“gcacaaggacgt"[SEQ  ID  NO:8]

(高亲和力结合位点1，或“BS1”)(加下划线的)和"attcagggaggaa"[SEQ  ID  NO:9](低亲和

力结合位点2，或“BS2”)(加下划线的)定义的两个CsrA结合位点。hag启动子还由Shine‑

Dalgarno序列“agggagga”定义。hag启动子的整体结构在图4中图示。

[0097] 如本文使用的，术语“CsrA”(“Carbon  storage  regulator  A，碳储存调控物A”)是

指在枯草芽孢杆菌中被注释为“CsrA”的蛋白质(或编码这样的蛋白质的基因)，——或在另

一个属或物种中的任何同源物或种间同源物(ortholog)，或在同一物种中的种内同源物。

CsrA在一些物种中被同源地称为RsmA。CsrA蛋白与在环中具有共有序列AGGA的茎‑环RNA基

序结合，从而抑制包含共有序列的mRNA中掺入的核苷酸序列翻译成多肽。CsrA可以通过与

RNA结合并且阻止翻译来直接抑制或通过与编码以其他方式调控鞭毛表达的蛋白质的另一

种RNA结合来间接抑制从hag启动子转录的mRNA的表达。CsrA在枯草芽孢杆菌中根据以下序

列被定义：
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[0098]

[0099] 在某些实施方案中，本公开内容的表达构建体包含鞭毛蛋白基因启动子中的遗传

修饰，其在从启动子转录成转录物诸如mRNA后，阻遏CsrA对mRNA翻译的抑制。本公开内容预

期了对鞭毛蛋白基因启动子并且特别是对hag启动子的若干遗传修饰，以达到该结果。在一

些实施方案中，对hag进行遗传修饰以抑制CsrA对翻译的阻遏可以包括改变BS1或BS2中的

一个或两个的茎环结构。在一些实施方案中，遗传修饰是一个或更多个核苷酸的插入或缺

失。

[0100] 遗传修饰可以是与CsrA  BS1结合位点结合的一个或更多个点突变。BS1可以通过

改变CsrA识别序列AGGA中的一个或多于一个(例如，两个、三个或四个)核苷酸来修饰。例

如，BS1的AGGA结合基序可以被修饰为AGAA。可选地，遗传修饰可以包括在12碱基对BS1结合

位点中或在结合位点的任一侧上的形成BS1的茎‑环二级结构的茎的周围碱基中的一个或

更多个突变。这包括，例如，对BS1结合位点gcacaaggacgt(SEQ  ID  NO:8)中的一个或多于一

个(例如，至少2个、至少3个、至少4个、至少5个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至少

10个、至少11个、至少12个)核苷酸的修饰。可选地，遗传改变可以通过消除允许氢键合的互

补 性 来 破 坏 B S 1 的 茎 环 结 构 。这 样 的 改 变 可 以 作 为 参 与 氢 键 合 的 序 列

taagggcacaaggacgtgcctta[SEQ  ID  NO:1]中的一个或多于一个突变进行，例如，以消除一

个、两个、三个、四个或更多个氢键对。在一种实施方案中，修饰的BS1具有核苷酸序列

GCACAAGAACGT[SEQ  ID  NO:2]。

[0101] 遗传修饰可以是与CsrABS2结合位点结合的一个或更多个点突变。这包括在13碱

基对BS2结合位点或在结合位点的任一侧上的形成BS2的茎‑环二级结构的茎的周围碱基中

的一个或多于一个(例如，至少2个、至少3个、至少4个、至少5个、至少6个、至少7个、至少8

个、至少9个、至少10个、至少11个、至少12个、至少13个)突变。这还包括通过消除允许氢键

合的互补性来破坏BS2的茎环结构的遗传改变。例如，修饰的BS2可以具有核苷酸序列

ATTTAGGGAGGAA[SEQ  ID  NO:3]。在某些实施方案中，修饰不包括Shine‑Dalgarno序列

agggagga中核苷酸的改变。

[0102] 将认识到，遗传修饰被选择为在抑制CsrA结合的同时允许mRNA保持核糖体结合活

性并且允许翻译。

[0103] 异源核苷酸序列与鞭毛蛋白启动子是异源的。即，异源核苷酸序列是一种在自然

界中通常不在hag启动子的控制下的序列，并且通常编码其表达不在鞭毛蛋白启动子的控

制下的多肽。主题多肽可以是任何期望表达的多肽。在某些实施方案中，多肽是醛脱氢酶。

[0104] B.主题多肽

[0105] 可以通过本领域已知的任何方法将异源核苷酸序列放置于与鞭毛蛋白启动子的

可操作连接下。例如，异源核苷酸序列可以被整合到细菌染色体中。可选地，异源核苷酸序

列可以被附接至引入到微生物中的质粒中的鞭毛蛋白启动子。异源核苷酸序列可以通过例

如同源重组靶向hag启动子，如例如PMID:4994568中描述的。另一种有用的方法包括转座子

技术。转座子可以靶向染色体中的特定序列，并且在那里插入和附接核苷酸序列。用于转座
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子整合的材料从例如将EZ‑Tn5转座酶商业化的Lucigen(Middleton,WI)可得。

[0106] 作为表达对象的多肽(“主题多肽”)可以是任何期望的多肽。这样的多肽可以是出

于获得大量多肽的目的而期望组成性表达的那些多肽。多肽可以是生物药物、食物蛋白质

诸如清蛋白或生物化学途径中的酶诸如α‑半乳糖苷酶A。在某些实施方案中，多肽是使可能

见于动物的肠中的分析物代谢的酶。这样的分析物可以通过摄入、通过由微生物群产生、通

过由受试者产生、或通过跨越肠膜的扩散或主动转运而见于其中。这样的多肽包括例如：肽

酶，如二肽基肽酶IV；和脂肪酶，如人类胰腺脂肪酶。

[0107] 在一种实施方案中，多肽是醛脱氢酶。如本文使用的，术语“醛脱氢酶”或“ALDH”是

指已知或预测使用乙醛作为底物并且将其催化成不同产物的任何酶。这最常见的是一种已

知或预测其功能为催化醛的氧化的酶。一般地，这是指分类EC  1.2.1.‑的酶，其使用NAD(P)

作为辅因子催化醛氧化成羧酸。它包括将乙醛氧化为乙酸酯/乙酸的酶(例如EC  1.2.1.3、

1.2.1.4和1.2.1.5)，以及将辅酶A转化为乙酰辅酶A的乙酰化酶(例如EC  1.2.1.10)。它还

指使用其他定义的受体的酶，包括(但不限于)：使用醌的酶(例如，分类EC  1.2.5.‑)，或使

用其他未知受体的酶(例如，分类EC  1.2.99.‑)。

[0108] 在某些实施方案中，醛脱氢酶是人类醛脱氢酶(例如，ALDH2)或非人类醛脱氢酶

(例如，AcoD或AldB)。醛脱氢酶可以是细菌醛脱氢酶，并且表达醛脱氢酶的微生物是细菌。

醛脱氢酶可以是对将在其中表达基因的微生物而言天然的。

[0109] 主题多肽通过将编码多肽的核苷酸序列放置在本文描述的鞭毛蛋白启动子的转

录调控控制下来表达。编码许多基因的核苷酸序列可以见于公开可得的数据库诸如NCBI、

uniprot、KEGG、BRENDA等。编码这些多肽的氨基酸序列的多核苷酸可以通过分子生物学领

域中熟知的方法连接至启动子。在一种实施方案中，主题多肽不是lacZ。

[0110] IV.σ因子的阻遏物的破坏

[0111] σ因子，诸如SigD及其同源物，起始鞭毛蛋白合成。FlgM及其同源物作为σ因子活性

的阻遏物起作用。本公开内容提供了通过破坏σ因子阻遏物诸如FlgM将σ因子活性去阻遏。

[0112] 如本文使用的，术语“FlgM”是指在枯草芽孢杆菌中被注释为“FlgM”的蛋白质(或

编码这样的蛋白质的基因)，或在另一个属或物种中的任何同源物，其抑制负责将RNA聚合

酶募集到晚期鞭毛基因用于转录的σ因子。这种被抑制的σ因子在枯草芽孢杆菌中被称为

SigD，在大肠杆菌中被称为FliA，或在其中所述σ因子具有同源物的其他属和物种中被潜在

地称为其他名称诸如σ28。在枯草芽孢杆菌中，FlgM根据以下序列被定义：

[0113]

[0114] 如本文使用的，术语“SigD”是指枯草芽孢杆菌中尤其负责将RNA聚合酶募集到晚

期鞭毛基因用于转录的σ因子(或编码它的基因)。“SigD”还指其他物种中的同源物，诸如大

肠杆菌中的FliA，或若干物种中的σ‑28的更宽的外延。SigD在枯草芽孢杆菌中根据以下序

列被定义：
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[0115]

[0116] FlgM经由若干残基与SigD结合，这些残基大部分位于FlgM蛋白的C末端处的第4螺

旋。用于失活的靶将是枯草芽孢杆菌FlgM的第3和第4螺旋中对应于I‑58、K‑62、I‑65、G‑68、

D‑73、A‑78的高度保守的残基的突变。更广泛地，直接参与与SigD结合的26个残基中的任何

一个或组合(如PMID:15068809中鉴定的)可以被突变以潜在地产生具有降低的活性或无活

性的蛋白质。可选地，破坏二级结构或三级结构——特别是定义二级结构的4个螺旋——的

任何突变或突变组合可以潜在成功地降低或减弱FlgM抑制SigD的能力。

[0117] 在一些实施方案中，重组微生物包含降低FlgM抑制SigD活性的能力的遗传修饰。

特别是，一种这样的遗传修饰是部分或完全缺失FlgM基因以降低或消除其生物活性。部分

缺失可以包括编码至少25％的蛋白质C末端的基因部分的缺失。

[0118] 其他遗传修饰包括，例如，产生无活性FlgM蛋白的移码突变，或FlgM启动子的破

坏。可选地，FlgM可以通过点突变变得无活性，所述点突变使FlgM无功能活性或以其他方式

抑制FlgM与SigD结合的能力或以其他方式阻遏SigD。间接地，可以通过使FlgM对活化物诸

如ComK或DegU不敏感，或通过使FlgM对阻遏物诸如ScoC或蛋白酶Epr和Wpr过度敏感来破坏

FlgM。

[0119] V.重组微生物

[0120] 预期用于本文使用的重组微生物包含表达系统，该表达系统包括至少一种表达构

建体，该表达构建体包含与编码用于表达的主题多核苷酸的异源核苷酸序列可操作地连接

的鞭毛蛋白基因启动子，该鞭毛蛋白基因启动子被遗传修饰以降低CsrA对翻译的抑制；并

且任选地，FlgM基因被遗传修饰以降低对SigD表达的阻遏。

[0121] 重组微生物通常是对动物例如人类的摄入安全的益生微生物。益生微生物包括但

不限于芽孢杆菌属、双歧杆菌属、肠球菌属、大肠杆菌、乳杆菌属、明串珠菌属、片球菌属和

链球菌属。具体地，本公开内容预期使用芽孢杆菌属的细菌，并且更具体是枯草芽孢杆菌。

微生物可以从任何经典来源获得，包括例如美国典型培养物保藏中心(American  Type 

Culture  Collection) (ATCC)或芽孢杆菌遗传保藏中心(Bacillus  Genetic  Stock 

Center)(BGSC)。

[0122] 在某些实施方案中，微生物不是真核生物。例如，微生物不是用于酒精饮料发酵的

真核生物，诸如酵母属(Saccharomyces)。

[0123] VI.益生组合物
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[0124] 本文还提供了包含益生微生物的组合物。组合物包含在生理学上可接受的载体中

的如本文提供的重组微生物。

[0125] 在某些实施方案中，益生组合物以单位剂量提供。单位剂量将通常在合适的载体

中具有104个至1012个之间的菌落形成单位的微生物。这包括如本文描述的任何有效剂量。

剂量的总体积可以在约0.05mL和500mL之间，例如在约0.5mL和约50mL之间或在约2.5mL和

15mL之间。

[0126] VII.使用方法

[0127] 本文还提供了使用重组微生物和益生组合物使靶分析物代谢和/或为宿主提供健

康或健康益处的方法。

[0128] 宿主可以是任何动物。这包括例如哺乳动物，例如灵长类动物，例如人类。哺乳动

物可以属于任何类，诸如偶蹄目(artiodactyla)、食肉目(carnivora)、鲸目(cetacean)、翼

手目(chiroptera)、皮翼目(dermoptera)、贫齿目(edentata)、蹄兔类(hyracoidae)、蹄兔

类、食虫类(insectivore)、兔形目(lagomorpha)、有袋目(marsupialia)、单孔目

(monotremata)、奇蹄目(perissodactyla)、有蹄类(ungulate)、鳞甲目(pholidata)和鳍足

目(pinnipedia)。

[0129] 宿主可以以有效产生预期的结果的量摄入本公开内容的益生组合物。预期的结果

可以是宿主的肠中的靶分析物的代谢。在这种情况下，主题多肽可以是处理分析物的酶。具

体地，本公开内容预期了乙醛的代谢，乙醛是乙醇代谢的产物，其是酒精宿醉的原因。

[0130] 如本文使用的，术语“酒精宿醉”是指由饮用酒精引起的状况，并且特征为以下一

种或更多种：脱水、睡眠不佳、体虚(grogginess)、恶心、呕吐、头痛、不适、口干、对光和声音

敏感、出汗、肌肉疼痛、腹泻、胃痛、胃肠不适、眩晕、焦虑、抑郁、易怒和身体中乙醛浓度升

高。

[0131] 酒精宿醉的预防或治疗，例如缓解，可以包括在饮用酒精之前、期间或之后向受试

者施用本公开内容的益生组合物。组合物可以在开始饮用酒精前最多24小时、18小时、12小

时、11小时、10小时、9小时、8小时、7小时、6小时、5小时、4小时、3小时、2小时或1小时中的任

何一项被摄入。益生组合物可以在饮用酒精期间被施用。益生组合物可以在饮用酒精后最

多12小时、11小时、10小时、9小时、8小时、7小时、6小时、5小时、4小时、3小时、2小时或1小时

中的任何一项被施用，或在受试者出现酒精宿醉的症状的任何时间施用。

[0132] 组合物可以通过口服饮用或通过肛门施用至个体的肠(例如，胃或肠)。可以向个

体施用活的微生物而不是死的微生物。微生物可以以不同于酒精饮料的成分提供，即，可以

与酒精饮料分开服用。例如，这可以是在饮用酒精之前施用组合物的情况。

[0133] 益生菌的有效剂量可以取决于酒精宿醉的症状的程度。一般地，重组细菌的剂量

将根据诸如受试者的年龄、体重、身高、性别、一般医疗状况和先前的病史的因素而变化。在

具体实施方案中，施用约104CFU至约1012CFU、105CFU至1011CFU、106CFU至1010CFU、108CFU至

1010CFU或108CFU至1012CFU(“菌落形成单位”)的微生物的范围内的细菌可能是期望的。

[0134] 在另一种实施方案中，本文公开的微生物被用于产生期望的组合物。产生这样的

组合物的方法可以包括培养重组微生物，该重组微生物组成性表达将靶分析物转化成期望

的组合物或产生期望的组合物中的中间物的酶。在这种情况下，将靶分析物添加到微生物

培养物并且孵育足够的时间以产生酶促产物。
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实施例

[0135] 实施例1

[0136] 方法：

[0137] 菌株、质粒和培养基

[0138] 使用来自芽孢杆菌遗传保藏中心的枯草芽孢杆菌菌株PY79(菌株1A747)用于所有

操作。此处使用的所有枯草芽孢杆菌菌株是PY79的衍生菌株。

[0139] 除非另有说明，否则细菌生长于LB培养基(1％胰蛋白胨、0.5％酵母提取物、0.5％

氯化钠、[1.5％琼脂，如果是固体培养基])中。对于MLS耐受性选择，使用1μg/mL红霉素和25

μg/mL林可霉素。对于转化实验，细菌生长于改良的感受态(MC)培养基(100mM磷酸盐缓冲

液、2％葡萄糖、3mM柠檬酸三钠、22mg/L柠檬酸铁铵、0.1％酪蛋白水解物、0.16％谷氨酸、

3mM硫酸镁)中。

[0140] 用于进行遗传修饰的质粒是pMiniMAD[9]。

[0141] 用于在pHyspank启动子下IPTG诱导的表达的质粒是pDR111[10]。1mM  IPTG被用于

所有诱导。

[0142] flgM缺失

[0143] 构建了体外转录的双链DNA分子，其含有来自枯草芽孢杆菌PY79的flgM基因的5’

和3’的约800个碱基对，连同由Pstl限制性内切酶识别序列隔开的flgM的编码序列的前15

个碱基对和最后15个碱基对(参见表1中的全序列)。然后使用引物ZP24和ZP25(表1)将

pMiniMAD线性化。然后使用Gibson组装[11]将所得的PCR产物和Δ flgM序列连接在一起以

产生pMiniMADΔ flgM。经由热转化将所得的质粒转化到大肠杆菌中。使用商购可得的试剂

盒对质粒进行微制备(miniprepped)，并且将该微制备的质粒用作进行如下缺失的DNA来

源：

[0144] i.PY79的单菌落接种于15mL试管中的2mL的MC培养基中

[0145] ii.使培养物在37℃生长，以275rmp振荡4.5小时或在退出指数生长后约1小时

[0146] iii.将400μL的培养物转移到新的15mL试管中，并且添加1μg微制备的质粒(上文

描述的)

[0147] iv.将培养物与DNA放回37℃的摇床中1.5小时

[0148] v.在具有1μg/mL红霉素和25μg/mL林可霉素的LB琼脂上板培养

[0149] vi.在37℃孵育过夜

[0150] vii.经由PCR使用引物ZP77和ZP78筛选突变等位基因的分离的菌落，并且将阳性

菌落接种在3mL不具有抗生素的LB肉汤中

[0151] viii.在室温以275rpm振荡生长过夜

[0152] ix .将10μL的在不具有抗生素的LB上的过夜培养物划线分离 (isolation 

streak)，并且在37℃生长过夜。由于缺乏抗生素选择，质粒可以在过夜复制期间丢失。观察

到的该质粒的稳定性为约90％，在此阶段10个菌落中约有1个菌落失去质粒。

[0153] x.在具有和不具有抗生素(1μg/mL红霉素和25μg/mL林可霉素)的LB上一式两份划

线分离的菌落，并且在37℃生长过夜

[0154] xi.用引物ZP77和ZP78进行抗生素敏感菌落PCR筛选以鉴定具有突变等位基因的

菌株
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[0155] 表1：引物和构建的基因/等位基因

[0156]
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[0157]
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[0158]

说　明　书 19/31 页

25

CN 111565733 B

25



[0159]
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[0160]
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[0161]

[0162] 用acoD、aldB或GFP基因替换hag

[0163] 构建了侧翼为在hag基因的5’和3’的800个碱基对的编码GFP或醛脱氢酶AcoD(来

自钩虫贪铜菌)和AldB(来自大肠杆菌)的双链DNA(序列参见表1)。此外，通过指定每种构建

体在GFP/AcoD/AldB编码序列的5’正好38个碱基对处的5’侧翼hag同源物中具有单个点突

变，将天然存在的“G”变为“A”(“A”突变在表2的这些序列中突出显示)，来破坏CsrA结合位

点。经由Gibson组装将这些连接到用ZP24和ZP25线性化的pMiniMAD质粒中。经由热转化将

所得的质粒转化到大肠杆菌中。使用商购可得的试剂盒对质粒进行微制备，并且将该微制

备的质粒用作DNA来源以遵循与flgM缺失相同的方案进行染色体修饰。

[0164] GFP测定来定量启动子强度

[0165] 在LB板上涂布(struck  out)待测试的菌株，并且在37℃生长过夜。将来自过夜生

长的单个菌落接种到3mL的LB中，并且添加1mM  IPTG以诱导具有在IPTG可诱导的pHyspank

启动子下的GFP的枯草芽孢杆菌的菌株。菌株在37℃，以275rpm振荡生长7小时。在2.5小时、

4小时、5.5小时和7小时获取时间点。通过从每支管取出200μL的培养物并且在13,000×g旋

降(spin  down)2分钟，并且然后将沉淀重悬于200μL的PBS中，获取时间点。然后将这些重悬
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物等分到costar黑色96孔板的孔中，并且在荧光计上读取(激发485nm；发射535nm)。在荧光

读取后，取每个孔的100μL，并且在分光光度计上读取600nm处的吸光度，以将荧光针对培养

物的光密度归一化。

[0166] 对于板观察，冷冻的储备物在LB板上在斑块(patch)中划线，并且在37℃生长过

夜。用蓝色LED闪光灯(480nm波长)和橙色滤光片观察荧光。

[0167] HPLC测定以定量ALDH活性

[0168] 样品制备：将来自在37℃在LB板上过夜生长的单个菌落接种到4mL的LB培养基中，

并且在37℃以275rpm振荡生长1.75小时至OD600为约0.2，并且然后分成两支各2mL的管。对

于每个菌株，一支管用1mM  IPTG诱导，并且另一支管保留不诱导作为对照。诱导后5小时(总

生长6.75小时)，评估OD600(所有菌株OD600为约4)，并且将1 .5mL培养物在6000×G旋降5分

钟，然后将沉淀重悬于200μL的PBS中。将22μL的2M乙醛添加到每支管的细胞，以给出最终浓

度为200mM的乙醛。然后将管在37℃孵育30分钟。然后将细胞在20 ,000×G于4℃旋降10分

钟，并且将150μL的所得上清液添加到1350μL的PBS中(因此，如果无乙醛损失，最终浓度现

在应该是20mM)。然后将这些稀释的上清液在‑20℃冷冻于1.5mL微量离心管中。

[0169] 标准物制备：将168μL的乙醛添加到1332μL的PBS以制成2M储液，并且在‑20℃冷

冻。在实验当天新鲜制备用于制备HPLC的标准曲线的样品，通过将该2M储液稀释到PBS中，

获得最终浓度为1mM、2.5mM、5mM、10mM和20mM的标准物。每种标准物以一式两份制备，一套

在样品前运行，并且一套在样品后运行。然后，将所有标准物和样品装载到HPLC小瓶中，

HPLC小瓶填充至颈部以限制顶部空间。样品，但不是标准物，通过0.2μm过滤器过滤，以在装

载到HPLC小瓶中时去除任何残留细菌。

[0170] 样品在具有Aminex  HPX‑87H柱的Shimadzu系统上运行。样品以0.6mL/min的流速

运行，并且用0.005M硫酸流动相在50℃(柱温)等度洗脱。经由折射率检测样品。

[0171] AcoD表达的定性分析(考马斯染色)

[0172] 将来自在37℃在LB平板上过夜生长的单个菌落接种到2.5mL的LB培养基中(对于

具有pHyspank启动子的菌株，+1mM  IPTG)，并且在37℃以275rpm振荡生长4.5小时。将1.5mL

的每种培养物在13,000×G旋降2分钟，并且将沉淀重悬于50μL的裂解缓冲液(20mM  TRIS、

10mM  EDTA、0.1％溶菌酶、0.01％RNA酶A、0.002％DNA酶I和Roche无EDTAcOmplete蛋白酶抑

制剂混合片剂，按照制造商说明稀释)中。然后将样品在裂解缓冲液中在37℃水浴中孵育30

分钟。然后将50μL的2×laemmli缓冲液添加至样品，并且将样品在100℃在热循环仪上孵育

5分钟。然后将样品在13,000×G旋降2分钟，并且将10μL装载到8％  SDS‑PAGE凝胶上，并且

在140V运行1小时。然后用ddH2O振荡漂洗凝胶6次，每次5分钟。然后在考马斯亮蓝染料中在

室温振荡孵育过夜。

[0173] 结果：

[0174] ALDH基因在枯草芽孢杆菌中的异源表达引起生理学相关速率(physiologically 

relevantrates)的乙醛分解。

[0175] 为了评估枯草芽孢杆菌异源表达功能性乙醛脱氢酶的能力，构建了编码在IPTG可

诱导的pHyspank启动子的控制下的乙醛脱氢酶基因的菌株。在查阅文献后，选择了两种不

同的乙醛脱氢酶。选择的标准是：经表征的酶动力学和对乙醛的高特异性；细菌起源；来自

非致病细菌；可溶性蛋白质产物(即不与膜结合)；和氨基酸序列已知。在进行了这样的搜索
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之后，鉴定了若干候选物，并且两种被选为最符合这些标准。第一种是AcoD，由来自钩虫贪

铜菌的acoD基因编码[12]，其具有通过实验确定的约4μM的对乙醛的Km，并且使用NAD作为

其将乙醛氧化成乙酸的辅因子。第二个是AldB，由大肠杆菌的aldB基因编码[13]，其具有通

过实验确定的约2.5μM的Km，并且Vmax为2U/mg，并且使用NADP作为其辅因子。

[0176] 具有在pHyspank启动子控制下的acoD的枯草芽孢杆菌和具有在pHyspank启动子

的控制下的aldB的枯草芽孢杆菌在具有和不具有IPTG诱导的情况下生长，并且然后用

200mM  IPTG在室温孵育30分钟。然后过滤样品以去除所有细菌，并且在‑20℃冷冻。

[0177] 将样品解冻并且以1:10稀释在PBS中，并且标准物在HPLC测定当天新鲜制备。然后

在HPLC上运行所有样品，以定量乙醛的量。除了运行两套标准物(一套在运行开始时，一套

在运行结束时)，在运行开始和结束时运行乙醛的10mM标准物的单一制备物(即同一管运行

两次)，以控制在HPLC运行期间乙醛的任何潜在蒸发或其他随机损失，因为管将在机器上运

行若干小时，并且期望确保按顺序较晚运行的样品将不错误地表现得更低。基于曲线下面

积为每个标准样品生成标准曲线，并且最佳拟合线具有>0.99的R2。这条线的方程然后被用

于产生每个样品的浓度。该测定的结果展示在图1中。乙醛标准物运行两次基本不存在差

异，指示出运行期间乙醛没有从样品显著随机损失。此外，具有未诱导的细菌的样品具有与

20mM标准物良好对应的乙醛水平，证明未诱导的细菌无法通过天然存在的机制有效去除乙

醛。

[0178] 然而，当AldB或AcoD被诱导时，样品显示出乙醛浓度(分别)降低约4mM和约8mM，指

示出蛋白质的诱导引起乙醛的去除。

[0179] flqM缺失和CSrA结合位点点突变的组合引起经由hag启动子的稳健和组成性异源

蛋白质表达。

[0180] 由枯草芽孢杆菌中的hag基因编码的鞭毛蛋白在细胞确定运动性有益时以极高水

平表达。然而，因为鞭毛的制造对细胞来说非常耗费营养和能量，在生命周期中当运动性将

是不适当的时候它具有若干机制来阻遏Hag的产生。

[0181] 已知FlgM与活化hag的转录的σ因子SigD因子结合并且阻遏SigD因子。因此，flgM

的缺失应当去除转录阻遏，并且引起高水平的组成性表达。hag翻译成蛋白质在转录后被

CsrA进一步阻遏，CsrA在核糖体结合位点与hag转录物结合，因此竞争性抑制核糖体翻译。

该结合位点中的单个点突变排除了CsrA结合，但不排除核糖体结合，因此允许hag转录物的

组成性翻译。

[0182] 为了测试去除这两种关键的阻遏机制将引起异源蛋白质的稳定和组成性表达的

假设，使flgM缺失，在CsrA结合位点进行单个点突变，并且将hag基因替换为表达报告物

GFP。将该菌株在板上的荧光与经由去阻遏的pHyspank启动子表达GFP的菌株(使lacI从该

构建体缺失以确保组成性表达，并且 Δ lacI菌株显示出具有与具有完整lacI并且用1mM 

IPTG诱导的菌株相似的GFP表达水平[数据未示出])的荧光进行比较。当被同时涂布时，修

饰的hag表达系统的两种不同分离株在定量上比pHyspank表达系统亮得多(图2a)。

[0183] 然而，为了观察表达是否确实是组成性的并且定量这两种表达系统之间的差异，

获取了肉汤生长和荧光时间过程。菌株生长于LB中，并且在生长的2.5小时并且然后其后每

90分钟直到7小时评估OD600和荧光(图2b)。事实上，在2.5小时后，在修饰的hag表达系统中，

归一化到OD600的荧光比在pHyspank表达系统中高约4倍。这在4小时内增加到约10倍高，并
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且在评估的7小时内保持约10倍高。

[0184] 使用去阻遏的hag启动子，产生了比由pHyspank产生的更高水平的AcoD。

[0185] 为了确保经由我们修饰的hag启动子的稳健和组成性表达不是对GFP特异性的，而

是可以用于其它异源蛋白质包括醛脱氢酶表达，将两种不同的醛脱氢酶基因插入到两种不

同菌株的hag基因座中：来自钩虫贪铜菌的acoD和来自大肠杆菌的aldB。然后将这些菌株与

经由pHyspank启动子表达acoD和aldB的菌株以及作为阳性对照的经由修饰的hag启动子表

达GFP的菌株一起在肉汤培养基中培养。将细菌沉淀并且裂解，并且裂解物在SDS‑PAGE凝胶

上运行，并且使用考马斯染色总蛋白。如预期的，存在GFP的明显条带(图3)。此外，加his标

签的AcoD、未加标签的AcoD和加his标签的AldB在经由修饰的hag启动子表达时存在同样亮

的条带(图3)。然而，在诱导的pHyspank控制下AcoD和AldB仅存在预期的大小的微弱条带。

尽管这种明显低水平的表达，但从HPLC实验已知，该水平足以以生理学相关速率去除乙醛。

因此，因为考马斯染色证明存在定量上明显更多的经由修饰的hag启动子产生的蛋白质，合

理预期该表达系统将产生如果不是更多的话至少同样稳健的乙醛去除速率。

[0186] 讨论：

[0187] 酶方法正在快速取代小分子并且成为制药界的标准，这在很大程度上是由于其优

越的效力、多功能性和特异性。这可以在以下事实中观察到证据：在2017年，生物药品市场

价值超过2000亿美元，并且将在接下来7年内翻一番。此外，2016年中最畅销的10种药物中

有8种是生物制品。

[0188] 然而，目前制造生物药物的过程漫长、昂贵，并且通常以类似于制造小分子药物的

思维方式进行。为了使这种强大的药物类别可用于更广泛的用途，有必要逐步改变方法。本

发明的目的是提供用于酒精宿醉的经济有效、可口服递送的酶疗法。

[0189] 如图1中证明的，两种不同的异源蛋白质的细胞内表达引起乙醛的显著去除。事实

上，如果假设一晚上大量饮酒引起结肠乙醛水平为约150μM[14]并且在72kg人类身体中存

在约15L的细胞外液，那么相同量的细菌可以在大致3小时中从15L去除150μM的乙醛。虽然

这当然是一个“粗略(back‑of‑the‑envelop)”的计算，但至少可以合理地假设这些可以相

对代表生理学相关速率。

[0190] 此外，无细菌对照证明，下降不是由于简单的蒸发或一些其他去除方法，并且未诱

导的对照证明，去除是对ALDH的表达特异性的而不是细菌的某些固有功能。此外，在运行开

始和结束时对相同的20mM标准管的重新读取证明，任何下降不是由于HPLC运行期间的蒸

发。此外，乙醛的去除取决于醛脱氢酶的诱导，指示出细菌本身不天然去除乙醛，而是需要

异源表达的乙醛脱氢酶。

[0191] 通过去除FlgM和CsrA阻遏，在我们菌株的整个生长周期中，达到了GFP的快速且稳

健的组成性表达。这些水平比使用在枯草芽孢杆菌中表达的学术性金标准pHyspank启动子

的表达水平高5‑10倍的事实证明了表达系统的实用性。此外，还重要的是注意到，荧光/

OD600比率在整个生长曲线中持续增加，指示出荧光比OD增加快，意味着每个细胞持续产生

更多GFP。这与flgM缺失和CsrA结合位点突变引起组成性和稳健表达的假设一致。如果表达

在整个生长曲线中不是组成性的，那么荧光与OD600的比率最终将稳定或下降，即使绝对荧

光继续上升。

[0192] 此外，使用pHyspank启动子完成了乙醛去除的生理学相关速率的证明，指示出我
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们的系统使用经编辑的pHag启动子产生更多蛋白质，并且甚至应更充分地超过必需的乙醛

去除速率。事实上，考马斯凝胶中AcoD的条带密度的定性比较(图2b)证明了稳健得多的蛋

白质条带，指示出优越得多的蛋白质表达。

[0193] 综上所述，已经开发了一种从身体去除乙醛的新型系统，该系统不同于目前描述

或执行的任何其他策略。它包括出于直接通过酶的方式去除乙醛的目的被工程化以组成性

地表达异源蛋白质的可食用细菌。它使用了一种利用通过去除鞭毛蛋白启动子的阻遏物来

增强的稳健的鞭毛蛋白启动子的异源蛋白质表达策略。

[0194] 实施例2

[0195] 受试者摄入1E9  CFU的具有以下修饰的枯草芽孢杆菌的孢子制备物的水悬浮液：

FlgM缺失、如本文描述的BS1中的突变，以及hag基因被替换为如本文描述的AcoD。紧接着，

这个人在接下来三个小时摄入了六罐酒精饮料(12盎司的5％乙醇)，然后睡觉。通常，这种

量的酒精引起此人具有酒精宿醉，其特征为：体虚、严重头痛、恶心、不适、对光和声音敏感、

眩晕和易怒。这些症状通常在此人睡觉的8小时内出现，并且其后持续12小时。然而，此人8

小时后醒来，由于前一天晚上饮用的乙醇的代谢，他或她的身体没有形成任何过量的乙醛。

因此，当他或她由于脱水具有轻度的体虚和轻微的头痛时，这个人已经大大降低了或者没

有与宿醉相关的其他症状。

[0196] 示例性实施方案

[0197] 1.一种用于预防或治疗酒精宿醉的方法，所述方法包括向有相应需要的受试者的

肠施用有效量的包含重组细菌的组合物，所述重组细菌经重组工程化以组成性地表达醛脱

氢酶。

[0198] 2.如实施方案1所述的方法，其中所述重组细菌包含：

[0199] a)包含表达构建体的多核苷酸，所述表达构建体包含与编码醛脱氢酶的异源核苷

酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因启动子，其中所述鞭毛蛋白基因启动子包含一种或更

多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低CsrA对从所述鞭毛蛋白基因启动子转录的

mRNA的翻译的阻遏；和b)σ因子阻遏物的遗传修饰，其中所述修饰降低对从所述鞭毛蛋白基

因启动子的σ因子转录起始的抑制。

[0200] 3.如实施方案2所述的方法，其中所述细菌属于选自以下的属：芽孢杆菌属、双歧

杆菌属、肠球菌属、埃希氏菌属、乳杆菌属、明串珠菌属、片球菌属和链球菌属。

[0201] 4.如实施方案2所述的方法，其中(1)所述细菌属于芽孢杆菌属，(2)所述鞭毛蛋白

基因启动子是经修饰的芽孢杆菌属hag启动子，所述hag启动子包含CsrA  BS1结合位点和/

或CsrA  BS2结合位点的一种或更多种遗传修饰，(3)所述σ因子是SigD，并且(4)SigD阻遏物

是FlgM。

[0202] 5.如实施方案4所述的方法，其中所述hag启动子包含在12碱基对BS1结合位点中

或在所述结合位点的任一侧上的形成BS1的茎‑环二级结构的茎的周围碱基中的一种或更

多种遗传修饰。

[0203] 6.如实施方案4所述的方法，其中所述hag启动子包含CsrA  BS1识别序列AGGA的修

饰。

[0204] 7 .如实施方案4所述的方法，其中所述hag启动子包含核苷酸序列GCACAAGAACGT

[SEQ  ID  NO:2]。
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[0205] 8 .如实施方案4所述的方法，其中所述一种或更多种遗传修饰包括对所述CsrA 

BS2结合位点的一个或更多个点突变。

[0206] 9.如实施方案4所述的方法，其中所述hag启动子包含通过消除允许氢键合的互补

性来破坏BS2的茎环结构的一种或更多种遗传修饰。

[0207] 10.如实施方案4所述的方法，其中所述hag启动子包含所述BS2结合位点的修饰，

其中所述修饰包括核苷酸序列ATTTAGGGAGGAA[SEQ  ID  NO:3]。

[0208] 11.如实施方案1所述的方法，其中所述醛脱氢酶是细菌醛脱氢酶。

[0209] 12.如实施方案4所述的方法，其中所述醛脱氢酶选自(1)来自钩虫贪铜菌的AcoD

和(2)来自大肠杆菌的AldB。

[0210] 13.如实施方案4所述的方法，其中flgM基因中的遗传修饰包括所述flgM基因的全

部或部分缺失。

[0211] 14.如实施方案4的方法，其中flgM基因中的遗传修饰破坏二级结构或三级结构。

[0212] 15.如实施方案4所述的方法，其中所述表达构建体位于细菌染色体中。

[0213] 16.如实施方案1所述的方法，所述方法包括在饮用酒精期间向所述受试者施用所

述组合物。

[0214] 17.如实施方案1所述的方法，所述方法包括在开始饮用酒精前最多24小时向所述

受试者施用所述组合物。

[0215] 18.如实施方案1所述的方法，其中所述组合物经口服施用。

[0216] 19.如实施方案1所述的方法，其中所述组合物还包含选自以下的生理学上可接受

的载体：抗性淀粉、膳食纤维、碳水化合物、蛋白质和糖基化蛋白质、水、胶囊填充剂和胶状

物质。

[0217] 20.如实施方案1所述的方法，其中所述组合物包含约104个至约1012个菌落形成单

位的所述重组细菌。

[0218] 21 .一种重组微生物，所述重组微生物包含：a)包含表达构建体的多核苷酸，所述

表达构建体包含与编码主题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因启动子，

其中所述鞭毛蛋白基因启动子包含一种或更多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降

低CsrA对从所述鞭毛蛋白基因启动子转录的mRNA的翻译的阻遏；和b)flgM基因的遗传修

饰，所述flgM基因的遗传修饰降低对SigD转录起始的抑制。

[0219] 22.如实施方案21的重组微生物，所述重组微生物组成性地表达所述多肽。

[0220] 23.如实施方案21所述的重组微生物，其中所述微生物是益生的。

[0221] 24.如实施方案21所述的重组微生物，其中所述微生物属于选自以下的属：芽孢杆

菌属、双歧杆菌属、肠球菌属、埃希氏菌属、乳杆菌属、明串珠菌属、片球菌属和链球菌属。

[0222] 25.如实施方案21所述的重组微生物，其中所述微生物属于芽孢杆菌属。

[0223] 26.如实施方案21所述的重组微生物，其中所述微生物是枯草芽孢杆菌。

[0224] 27 .如前述实施方案中任一项所述的重组微生物，其中所述鞭毛蛋白基因启动子

是hag启动子。

[0225] 28.如实施方案27所述的重组微生物，其中所述hag启动子包含一种或更多种遗传

修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低CsrA对从所述鞭毛蛋白基因启动子转录的mRNA的翻

译的阻遏，其中所述遗传修饰包括CsrA  BS1结合位点和/或CsrA  BS2结合位点的修饰(例
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如，核苷酸取代、插入或缺失)。

[0226] 29 .如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰包括对

CsrA  BS1识别序列AGGA的一种或多于一种(例如两种、三种或四种)遗传修饰，例如修饰为

序列AGAA。

[0227] 30.如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰包括在12

碱基对BS1结合位点中或在所述结合位点的任一侧上的形成BS1的茎‑环二级结构的茎的周

围碱基中的一种或更多种遗传修饰。

[0228] 31 .如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰包括所述

BS1结合位点gcacaaggacgt中的一种或多于一种(例如，至少2种、至少3种、至少4种、至少5

种、至少6种、至少7种、至少8种、至少9种、至少10种、至少11种、至少12种)遗传修饰。

[0229] 32.如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰通过消除

允许氢键合的互补性来破坏BS1的茎环结构。

[0230] 33.如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰包括序列

taagggcacaaggacgtgcctta[SEQ  ID  NO:1]中参与氢键合的一种或多于一种遗传修饰，例如

以消除一个、两个、三个、四个或更多个氢键对。

[0231] 34 .如实施方案28所述的重组微生物，其中经修饰的BS1具有核苷酸序列

GCACAAGAACGT[SEQ  ID  NO:2]。

[0232] 35.如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰包括对所

述CsrA  BS2结合位点的一个或更多个点突变。

[0233] 36.如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰包括在13

碱基对BS2结合位点中或在所述结合位点的任一侧上形成BS2的茎‑环二级结构的茎的周围

碱基中的一种或多于一种(例如，至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少6种、至少7种、

至少8种、至少9种、至少10种、至少11种、至少12种、至少13种)遗传修饰。

[0234] 37.如实施方案28所述的重组微生物，其中所述一种或更多种遗传修饰通过消除

允许氢键合的互补性来破坏BS2的茎环结构。

[0235] 38 .如实施方案28所述的重组微生物，其中经修饰的BS2具有核苷酸序列

ATTTAGGGAGGAA[SEQ  ID  NO:3]。

[0236] 39.如实施方案28所述的重组微生物，其中对所述BS2结合位点的一种或更多种遗

传修饰不包括Shine‑Dalgarno序列agggagga中核苷酸的改变。

[0237] 40.如前述实施方案中任一项所述的重组微生物，其中所述鞭毛蛋白基因启动子

位于细菌染色体中或质粒中。

[0238] 41.如前述实施方案中任一项所述的重组微生物，其中所述主题多肽是醛脱氢酶。

[0239] 42 .如实施方案41所述的重组微生物，其中所述醛脱氢酶是来自钩虫贪铜菌的

AcoD，并且包含与以下相同或基本上相同的氨基酸序列：
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[0240]

[0241] 43.如实施方案41所述的重组微生物，其中所述醛脱氢酶是人类醛脱氢酶，例如具

有与以下相同或基本上相同的氨基酸序列的人类醛脱氢酶：

[0242]

[0243] 44.如实施方案21所述的重组微生物，其中flgM基因中的遗传修饰包括所述flgM

基因的全部或部分缺失。

[0244] 45.如实施方案21所述的重组微生物，其中flgM基因中的遗传修饰包括编码flgM

的活性位点的序列中的单个突变或系列突变。

[0245] 46.如实施方案21所述的重组微生物，其中flgM基因中的遗传修饰破坏二级结构

或三级结构，诸如在定义FlgM二级结构的螺旋之一中的。

[0246] 47.如实施方案21所述的重组微生物，其中flgM基因中的遗传修饰包括改变FlgM

蛋白的C末端处的第三螺旋或第四螺旋中的氨基酸，所述氨基酸例如选自枯草芽孢杆菌

FlgM的I‑58、K‑62、I‑65、G‑68、D‑73、A‑78。

[0247] 48.如实施方案21所述的重组微生物，其中flgM基因中的遗传修饰包括改变预测

参与FlgM与SigD结合的一个或更多个氨基酸，所述氨基酸例如选自枯草芽孢杆菌FlgM的I‑

3、G‑7、S‑10、V‑11、A‑40、K‑41、M43、I‑58、L‑61、K‑62、I‑65、Y‑70、K‑71、V‑72、D‑73、A‑74、H‑

76、I‑77、A‑78、N‑80、M‑81、I‑82、N‑83、F‑84、Y‑85和K‑86。

[0248] 49.一种重组益生微生物，所述重组益生微生物组成性地表达醛脱氢酶。

[0249] 50.如实施方案49所述的重组益生微生物，其中所述微生物包含：a)包含表达构建

体的多核苷酸，所述表达构建体包含与编码主题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭

毛蛋白基因启动子；和b)FlgM基因中的遗传修饰，所述FlgM基因中的遗传修饰降低对SigD

表达的抑制。
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[0250] 51 .如实施方案50所述的重组益生微生物，其中所述鞭毛蛋白基因启动子包含一

种或更多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低CsrA对从所述启动子转录的mRNA的

翻译的阻遏。

[0251] 52.一种多核苷酸，所述多核苷酸包含表达构建体，所述表达构建体包含与编码主

题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因启动子，其中所述鞭毛蛋白基因启

动子包含一种或更多种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低CsrA对从所述鞭毛蛋白

基因启动子转录的mRNA的翻译的阻遏。

[0252] 53.一种制备多肽的方法，所述方法包括培养如实施方案21或实施方案49所述的

重组微生物。

[0253] 54.如实施方案53所述的方法，所述方法还包括分离所述多肽。

[0254] 55.一种组合物，所述组合物包含生理学上可接受的载体和重组益生微生物，其中

所述重组益生微生物包含：a)包含表达构建体的多核苷酸，所述表达构建体包含与编码主

题多肽的异源核苷酸序列可操作地连接的鞭毛蛋白基因启动子；和b)FlgM基因的遗传修

饰，所述FlgM基因的遗传修饰降低对SigD转录起始的抑制。

[0255] 56.如实施方案55所述的组合物，其中所述鞭毛蛋白基因启动子包含一种或更多

种遗传修饰，所述一种或更多种遗传修饰降低CsrA对从所述鞭毛蛋白基因启动子转录的

mRNA的翻译的阻遏。

[0256] 57.如实施方案55所述的组合物，其中所述主题多肽是醛脱氢酶。

[0257] 58.如实施方案55所述的组合物，其中所述生理学上可接受的载体选自抗性淀粉、

膳食纤维、碳水化合物、蛋白质和糖基化蛋白质、水、胶囊填充剂和胶状物质。

[0258] 59.如实施方案55所述的组合物的单位剂量，包含约104个至约1012个菌落形成单

位的所述重组益生微生物。

[0259] 60.一种在受试者中的肠中或循环中使分析物代谢的方法，所述方法包括向所述

受试者施用有效量的包含组成性地表达使所述分析物代谢的酶的微生物的组合物。

[0260] 61 .一种产生靶化合物的方法，所述方法包括：a)使包含如实施方案1所述的重组

微生物的培养物与分析物接触，其中所述主题多肽是以所述分析物为底物的酶，并且b)培

养所述微生物，其中所述酶催化所述分析物转化成所述靶化合物。

[0261] 62.如实施方案61所述的方法，其中所述酶选自淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶。
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[0271] 8.Vakulskas，C.A.，et  al.，Regulation  of  bacterial  virulence  by  Csr(Rsm)

systems.Microbiol  Mol  Biol  Rev，2015.79(2)：p.193‑224.

[0272] 9.Chen，R.，et  al.，Role  of  the  sigmaD‑dependent  autolysins  in  Bacillus 

subtilis  population  heterogeneity.J  Bacteriol，2009.191(18)：p.5775‑84.

[0273] 10 .Ben‑Yehuda，S .，D .Z .Rudner，and  R .Losick，RacA，a  bacterial  protein 

that  anchors  chromosomes  to  the  cefi  poles.Science，2003.299(5606)：p.532‑6.

[0274] 11 .Gibson，D .G .，et  al .，Enzymatic  assembly  of  DNA  molecules  up  to 

several  hundred  kilobases.Nat  Methods，2009.6(5)：p.343‑5.

[0275] 12 .Jendrossek，D .，A .Steinbuchel，and  H .G .Schlegel，Three  different 

proteins  exhibiting  NAD‑dependent  acetaldehyde  dehydrogenase  activity  from 

Alcaligenes  eutrophus.Eur  J  Biochem，1987.167(3)：p.541—8.
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dehydrogenase  encoded  by  the  aldB  gene  of  Escherichia  coIi .J  Bacteriol，
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[0277] 14.Salaspuro，M.，Microbial  metabolism  of  ethanol  and  acetaldehyde  and 

clinical  consequences.Addict  Biol，1997.2(1)：p.35‑46.

[0278] 如贯穿本申请使用的，措辞“可以/可能”以允许的意义(即，意指具有潜力去)，而

不是强制的意义(即，意指必须)使用。措辞“包括(include)”、“包括(including)”和“包括

(includes)”等意指包括但不限于。如贯穿本申请使用的，除非上下文另外清楚指示，否则

单数形式″一(a)″、″一(an)″和″该(the)″包括复数指代物。因此，例如，对“一个要素”的引

用包括两个或更多个要素的组合，尽管对一个或更多个要素使用了其他术语和短语，诸如

“一个或更多个”。除非另有指示，术语“或”是非排他性的，即包括“和”以及“或”二者。

[0279] 虽然已经在此示出和描述了本公开内容的实施方案，对于本领域技术人员将明显

的是，这样的实施方案仅以示例的方式提供。并不意图将本公开内容限制于本说明书中提

供的具体实例。虽然已经参考以上提及的说明书描述了本公开内容，但本文的实施方案的

描述和说明不意味着以限制性的意义来理解。在不偏离本公开内容的情况下，本领域技术

人员现在将想到许多变化、改变和替换。此外，应当理解，本公开内容的所有方面并不限于

本文阐述的取决于多种条件和变量的具体描绘、配置或相对比例。应当理解，在实践本公开

内容时可以采用本文描述的本公开内容的实施方案的多种替代选择。因此可以预期，本公

开内容还应涵盖任何这样的替代选择、修改、变化或等同物。意图以下权利要求界定本公开

内容的范围，并且从而涵盖在这些权利要求的范围内的方法和结构及其等同物。
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