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大肠杆菌中吲哚介导的双向趋化行为的调控与分析
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摘要：细菌趋化性在肠道菌群定植和癌症诊疗等领域发挥着重要作用，也是定量生物学与合成生物学的研究方向

之一。大肠杆菌中吲哚诱导的趋化反应主要由两种效应相反的甲基化趋化受体 Tsr 与 Tar 介导，两者的拮抗效应可

导致双向趋化反应的发生。本文从数学模型的建立与仿真以及实验调控与观测两方面对该双向趋化反应进行研

究。基于信号转导动力学与马尔可夫随机游走模型，分别从个体水平和群体水平构建了大肠杆菌在双受体介导下

趋化性的数学模型，并对不同受体比例下大肠杆菌的趋化响应行为进行了模拟和仿真分析。同时，利用 CRISPRi
技术对 Tar 受体进行了不同程度的可诱导敲低 （分别敲低 0%、40% 和 70%），并借助于 Transwell 细菌迁移实验和

自主设计优化的微流控观测平台，对吲哚介导下不同 Tar 表达量菌株的趋化性行为进行了观测与分析。通过两种

甲基化趋化受体 Tsr/Tar 相对比例的调节实现了细菌趋化行为的调控，同时结合数学建模初步揭示了相互拮抗的两

种趋化性受体比例对细菌个体和群体趋化运动的影响，为扩展趋化行为的定量研究和精确调控手段，以及未来细

菌趋化性在肠道菌群人工调节等多领域的应用奠定基础。
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Abstract: Chemotaxis constitutes a fundamental mechanism underlying bacterial behaviors such as microbiota 

colonization and cancer therapy, while also representing an actively studied area within quantitative and synthetic 

biology. The indole induced bidirectional chemotaxis in Escherichia coli is mainly mediated by two methylation 

chemoreceptors (MCPs) with antagonistic effects, Tsr and Tar respectively, which was investigated in this study by 

mathematical model and experimental verification. Based on signal transduction dynamics model and Markov random 
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walk model, the bidirectional chemotaxis of E. coli was described and simulated at both individual and population 

levels. Meanwhile, one of the MCPs receptors Tar was knockdown by 0%, 40% and 70% respectively via CRISPRi, 

and the chemotaxis behaviors of knockdown strains with different Tar expression levels under indole induction were 

observed and analyzed by Transwell migration experiment and self-designed microfluidics platform. The regulation of 

bacterial chemotaxis behavior was achieved in this study by adjusting the ratio of two antagonistic chemotaxis 

receptors Tsr and Tar, and together with mathematical model and experimental observation, the influence of Tsr/Tar 

ratio on the chemotaxis behavior of E. coli at individual and population level was preliminarily revealed in our study. 

This will benefit the quantitative analysis and precise regulation of chemotaxis behavior, as well as the future 

applications of bacterial chemotaxis in various fields.

Keywords: chemotaxis; indole; bidirectional chemotaxis; CRISPRi; microfluidics; quantitative biology

细菌趋化性是一种定向运动，指具有运动能

力的细菌对多种化学物质的浓度梯度产生趋向

（正趋化性）或离避反应（负趋向性）［1］。趋化性

能促使细菌感知化学信号并实现趋利避害，对生

物生存至关重要。除了细菌，在多种生物中也观

察到类似的趋化现象。同种物质在不同物种间可

能引发相反的趋化性，如苯酚对大肠杆菌是正向

趋化效应，而对鼠伤寒沙门氏菌则是负向趋化效

应［2］。这种动态性和多样性帮助细菌适应环境变

化，影响其致病和共生等生物过程［3-5］。不同细菌

的趋化性整体运动行为相似［6］，但调控机制多样，

主要涉及多样化的受体、激酶和鞭毛结构等协同

作用，在群体中表现为趋向或离避行为［5］。

大肠杆菌作为多鞭毛细菌，通过调控鞭毛旋

转实现趋化运动［4］。Alder等在 1960年系统地阐明

了大肠杆菌趋化性的膜表面受体及胞内信号转导

过程，使研究进入分子层面［1， 7］。总体上，大肠杆

菌接收到环境中的化学信号后，信号转导至鞭毛-
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马达复合体，改变鞭毛旋转方向，而鞭毛旋转方

向直接决定了大肠杆菌的运动状态是“前进”还

是“原地翻转”：当鞭毛收到信号刺激发生逆时针

（counterclockwise，CCW）旋转时，鞭毛丝全部绑

定成束，故而沿固定方向前进；当鞭毛顺时针

（clockwise，CW）旋转时，鞭毛丝解束，无法提

供稳定持续的推动，使菌体原地翻转［7-8］。大肠杆

菌中趋化性信号转导通路包括跨膜受体复合体、

鞭毛-马达复合体、趋化反应调节蛋白CheY及其他

调节蛋白（如CheB、CheR、CheZ等）［9］。跨膜受

体复合体由甲基趋化受体 （methyl chemotaxis 

receptor，MCP）、组氨酸激酶 CheA 和连接蛋白

CheW 三部分组成，其中 MCP 对于刺激响应和趋

化行为的调控至关重要。大肠杆菌中已鉴定出五

种 MCP 分子（Tar、Tsr、Trg、Tap、Aer）以响应

不同的信号分子，均为同源二聚体，胞内段与

CheW和CheA结合 ［9-10］。如图1所示，接收到信号

后，MCP 通过 CheW 调节 CheA 的自磷酸化活性：

当负向趋化剂结合MCP时会激活CheA自磷酸化，

正向趋化剂结合MCP时则抑制CheA自磷酸化［11］。

CheA 自磷酸化进一步促进 CheY 的磷酸化，使其

从受体复合体上脱离、扩散并与鞭毛-马达复合体

中的 FliM 蛋白结合，使马达更易转化为CW状态，

细菌打转频率增加，通过改变方向从而向趋化剂

浓度减小的方向游动 ［12-13］。另外，CheB 和 CheR

也能调节MCP甲基化程度：磷酸化CheR发挥甲基

转移酶活性，修饰 MCP，阻断趋化剂配体效应并

重置信号，实现对信号的“适应”；CheB则通过去

甲基化逆转该效应［14］。

吲哚是肠道菌群的代谢产物之一，在宿主消

化道中吲哚将介导双向趋化反应，即高浓度吲哚

呈正向趋化，低浓度呈负向趋化，可能对不同细

菌的定植能力产生影响［15］。这种双向趋化反应由

两种作用效果相反的MCP分子及其下游通路所介

导：高浓度吲哚被Tar受体感知为正向趋化剂，即

抑制 CheA 自磷酸化活性，从而促进鞭毛 CCW 旋

转，细菌前进产生趋向反应；低浓度吲哚被Tsr受

体感知为负向趋化剂，促进CheA自磷酸化使得鞭

毛CW旋转，细菌打转频率增加产生趋避反应。两

种功能上相拮抗的受体使得细菌在宏观上表现为

对吲哚的双向趋化，吲哚浓度阈值则取决于两者

的相对数量与活性［15］。吲哚介导的细菌双向趋化

反应能帮助肠道微生物群落中原住民的定植，抵

御致病微生物，为肠道菌群的人工调节提供了理

论依据。

大肠杆菌的趋化性原理和通路结构已被阐明，

并且已经建立了包括“扩散-感知”模型和马尔可

夫（Markov）随机游走模型等在内的多种数学模

型［16-19］。但现有描述和模型大多关注单一受体介导

的反应，对于类似吲哚介导的双向趋化反应的数

学模型研究比较有限；同时，尽管大肠杆菌对吲

哚等物质的双向趋化反应已被证实存在受体间拮

抗作用，但双向趋化反应机制仍需深入研究，特

别是受体间拮抗关系对趋化阈值的影响及如何改

图图1　大肠杆菌趋化运动信号转导机制示意图

Fig. 1　The signal transduction mechanism of chemotaxis in Escherichia coli
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变受体比例以实现趋化性调控等问题还缺乏研究。

鉴于此，本研究通过数学建模和实验观测，对大

肠杆菌在吲哚诱导下的双向趋化反应进行研究。

尝试对大肠杆菌在双受体介导下趋化性现象进行

建模模拟和仿真分析；同时利用 CRISPRi 技术对

甲基化趋化受体 Tar进行不同程度的可诱导敲低，

初 步 实 现 了 细 菌 趋 化 行 为 的 调 控 ， 并 结 合

Transwell细菌迁移实验与微流控技术，对吲哚诱

导下不同Tar表达量菌株的趋化性进行了观测与分

析，探究两种趋化受体 Tar-Tsr相对表达比例对细

菌趋化运动的影响。本文工作将扩展趋化行为的

定量研究和精确调控手段，为细菌趋化性的广泛

应用奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 菌株、质粒与 DNA 序列信息

本研究中所用菌株、质粒与DNA序列信息如

表1所示。

1.2 培养基及试剂

LB 培养基：NaCl 10 g/L，胰蛋白胨 10 g/L、

酵母提取物 5 g/L。

SOC培养基：0.5 g/L NaCl，20 g/L胰蛋白胨，

5 g/L酵母提取物，3.6 g/L葡萄糖，18.6 g/L KCl。

观测细菌趋化性的运动缓冲液MB［21］：在 M9 

表表1　本研究所涉及的菌株、质粒与DNA序列信息

Table 1　Strains, plasmids and oligomers used in this study

Name

Strains

E. coli DH5α

E. coli RP437

E. coli RP437ΔTar

Plasmids

pUC19 (Bsa I free)

pUC-eGFP

pdCas9

pdCas9-Spacer 1～6

Oligomers

Spacer-F1

Spacer-R1

Spacer-extend-F1

Spacer-extend-R1

Spacer-extend-F2

Spacer-extend-R2

GFP-F-EcoRⅠ
GFP-R-EcoRⅠ
GFP-R-SpeⅠ
Spacer-1

Spacer-2

Spacer-3

Spacer-4

Spacer-5

Spacer-6

Description

F- lacZΔ lacΔ(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(rK+,mk+) phoA supE44 Y-thi-1 gyrA96 relA1

F- thr-1 araC14 leuB6(Am) fhuA31 lacY1 tsx-78λ- eda-50 hisG4(Oc) rfbC1 rpsL136(strR) xylA5 metF159

(Am) mtl-1 thiE1

E. coli RP437 mutant with tar gene knockdown

AmpR, pBR322 origin, no Bsa I restriction enzyme site

pUC19-derived plasmid carrying eGFP, for cell visualization in Transwell and microfluidics experiment

CmR, backbone plasmid for CRISPRi, carrying dCas9 gene (tetracycline-induced) with sgRNA scaffold 

(arabinose-induced), and mRFP expression cassette

pdCas9-derived plasmid inserted with Spacer 1～6 for tar gene knockdown

TTCAGCCATACTTTTCATACTCCC

GAAGCGGAATATATCCCTAGGTAT

GCAAGGCGATTAAGTTGGGTAA

TGAGTTAGCTCACTCATTAGGCAC

CGTAAGGAGAAAATACCGCATCAG

ACAGGAAACAGCTATGACCAGAATT

CCCAATCCGGAATTCCGCAATTAATGTGAGTTAGCTCAC

CCCGGACACGAATTCGATCCGGATATAGTTCCTCCTTTC

CCCGGACACACTAGTGATCCGGATATAGTTCCTCCT

CCAGGGAATGCAAAATGCAA

CCAGCACGGCGGCAAAGTGG

CGCACGCGCGGCTTCAACCG

TGCTCACTGGCAGGACGGGA

CGATAGCGCCAGGAAAACAT

TTCAGTACGGGAGGAAAGAT

Source

TransGen 

Biotech

[20-21]

This study

Tsingke

This study

[22]

This study

Tsingke
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基础培养基（Na2HPO4 6.78 g/L、KH2PO4 3.0 g/L、

NaCl 0.5 g/L、NH4Cl 1.0 g/L、MgSO4·7H2O 0.493 g/L、

CaCl2 0.011 g/L、葡萄糖 4 g/L）中添加 20 g/L聚乙

烯吡咯烷酮 K30。

抗生素终浓度：氨苄青霉素100 μg/mL，氯霉素

25 μg/mL，卡那霉素50 μg/mL，链霉素50 μg/mL。

诱导剂：5 g/L阿拉伯糖，0.5 μg/mL盐酸四环

素，在细菌生长至OD600为0.6～0.7时加入。

NaCl、葡萄糖和 KCl购自国药集团化学试剂

有限公司；胰蛋白胨和酵母提取物购自英国Oxoid

公司； 2×Taq Master Mix （Dye Plus）、 Phanta® 

super-fidelity DNA polymerase 和 2×ChemQ SYBR 

qPCR Master Mix购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司；Bsa I-HFv2、EcoR I-HF、T4 DNA ligase

和 T4 DNA ligase buffer购自美国 NEB 公司；质粒

小提试剂盒、总RNA提取试剂盒、通用型DNA纯

化回收试剂盒和细菌基因组提取试剂盒购自北京

天根生化科技有限公司。所有引物/Spacer序列合

成自北京擎科生物技术公司。

1.3 大肠杆菌趋化运动的数学建模

本文将大肠杆菌运动分为两种状态，即 s=0和

1，分别代表细菌做翻转运动（鞭毛CW旋转）、向

固定方向前进（鞭毛 CCW 旋转）。细菌运动状态

取决于鞭毛的旋转状态，而鞭毛旋转状态改变的

概率取决于鞭毛当前状态以及上游信号通路的调

节［18］。因此，本文模型分为信号转导动力学模型

与游走模型两部分，描述细菌从感知趋化剂分子

浓度、胞内信号转导直至运动状态改变的过程。

1.3.1 信号转导动力学模型

该部分模型以SPECS模型为基础构建 ［17］，并

采用了部分已知参数［16］。具体如下：

对于受体复合体而言，其激酶活性取决于配

体的结合状态与自身甲基化状态。由准平衡近似

得式（1）：

a = 1
1 + eN ⋅ ε ( )m，[ ]L （1）

式中，a为激酶活性，N为所有MCP复合体中

受体二聚体数量，N ⋅ ε (m， [L ] )为激活/失活状态

MCP的自由能差异。此式成立的前提条件为配体结

合时长（<1 ms）远小于受体甲基化时长（>>1 s）。

[L ]为所在环境的趋化剂浓度。若趋化剂浓度为随

时空间分布的函数，则有[L ] ( x( t) )。
ε (m， [L ] )关系具体可由式（2）决定（Monod-

Wyman-Changeux变构模型）：

ε (m，[L ] ) = fm(m) - ln ( 1 + [ ]L /KA
1 + [ ]L /K I ) （2）

式中，KA，K I分别为受体在活性形式与失活形

式下与配体的结合常数。fm为甲基化程度m相关的

自由能差值，常采用已被实验验证的线性模型估

计，如式（3）：

fm(m) = α (m0 - m) （3）

式中，α、m0可由趋化剂的剂量响应曲线实验

拟合得出。

甲基化程度m可以由Michaelis-Menten动力学

方程决定，经过简化，此处采用其关于甲基化速

率 kR 与去甲基化速率 kB 的线性近似描述，其中参

数 b由实验拟合得到式（4）：

dm
dt

≈ kR(1 - b) - kBb （4）

在达到平衡时，则认为 kR = kB，且 b = 0.5，
此时可知

dm
dt

= 0。
对于每个大肠杆菌个体，其具有两种运动状

态 s = 0和1，其以分别代表“翻转”（CW）与“前

进”（CCW）状态。在 t → t + dt时间内，细胞从

状态 s 转换至 (1 - s)状态的概率记为 Ps([Y ] ) ⋅ dt。

则运动状态转换概率之比可由式（5）得出：

P1( )[ ]Y
P0( )[ ]Y

= [ ]Y H

[ ]Y H

0.5
（5）

式中，H ≈ 10， [Y ] 0.5 ≈ 3 μmol/L。在模型中

近似认为，处于 s = 0 状态的持续时间为常数 τ0 ≈
0.2 s，而非关于[Y ]的函数，故而有式（6）：

Ps([Y ] ) =
ì

í

î

ïïïï

ïïïï

τ-10 ， s = 0
τ-10

[ ]Y H

[ ]Y H

0.5
， s = 1 （6）

而 [Y ] 认为与激酶活性 a 成正比关系，即

有式（7）：

[Y ] = Ya a （7）

由于模型中，CheY-P去磷酸化速率 τz 与其空

间分布和扩散速率对模型整体表现无明显影响，
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故在模型中不考虑该因素。

在不存在趋化剂时，测得其平均前进持续时

间 τ1 ≈ 0.8，且有式（8）和式（9）：

a = a0 = kR
kR + kB

（8）

P1([Y ] 0 ) = τ-10
[ ]Y H

0
[ ]Y H

0.5
= τ-11 （9）

则可决定Ya值如式（10）：

[Y ] 0 = Ya a0 = [Y ] 0.5( τ-11
τ-10 )

1
H

（10）

当存在多种MCP受体R i 时，考虑到受体对下

游激酶活性的竞争与稀释效应，采用线性平均法

计算激酶总活性，则式（1）可改写为式（11），

其中 wi 表示不同受体权重，权重越大，认为其对

下游激酶活性的影响越显著。

a = 1∑
i

wi

⋅ ∑
i

1
1 + eNi εi

（11）

其中 εi 根据受体 Ri 各自的结合常数 KAi、KIi 以

及拟合参数 αi、m0i 分别得到。考虑到不同受体的

甲基化程度均由相同途径调节 （即 CheR 与

CheB），故共用相同甲基化/去甲基化速率常数

kR、kB及平衡参数 b。
1.3.2 随机游走模型

当Δt << 1
P0( )[ ]Y

且Δt << 1
P1( )[ ]Y

时，认为在

Δt内个体仅发生至多 1次状态转换，故而可以用离

散时间的马尔可夫模型［19］描述如下：

对于每个细菌个体A，其任意时刻的状态可以

用 ( x，y，θ，s)描述。其中 x，y对应于 A所处坐标

( x，y )；θ 为 A 在当前时刻运动方向与 x 轴方向夹

角；s代表A所处状态，规定 s = 0和1。每隔Δt后A
进行一次决策，规则如下：

（1） 若 当 前 时 刻 s = 0， 则 θ → θ + Δθ， 

Δθ~U ( - π，π)，而 x、y 不改变，即原地“翻

转”；若当前时刻 s = 1，则 θ不改变，而 x → ( x +
vΔtcosθ )，y → ( y + vΔtsinθ)，即朝向 θ 方向运动

vΔt长度，其中 v为运动速率；

（2）在 t → t + ∆t 时间内，细胞从状态 s 转换

至 (1 - s)状态的概率为 Ps([Y ] ) ⋅ dt。由式（3）～

式（6）可知，P0 = τ-10 为与[Y ]无关的常数，即可

写出如下概率转移矩阵P［式（12）］，其中元素 pij

表示发生 ( st = i ) → ( st + Δt = j - 1)的概率。

P = ∆t ⋅
é

ë

ê

ê
êê
ê

ê ù

û

ú

ú
úú
ú

ú( )1 - τ-10 τ-10  
P1( )[ ]Y 1 - P1( )[ ]Y

（12）

1.4 利用 CRISPRi 构建大肠杆菌 Tar 受体不同程

度敲低菌株

1.4.1 CRISPRi敲低质粒的构建

本研究利用 pdCas9质粒［22］构建了CRISPRi敲

低 Tar受体的工作质粒。pdCas9质粒中含有 dCas9

与 sgRNA scaffold 编码序列，并分别由 Ptet启动子

（四环素诱导）与ParaBAD启动子（阿拉伯糖诱导）起

始转录。其中 dCas9 为第 10 位氨基酸由天冬氨酸

突 变 为 丙 氨 酸 的 Cas9 蛋 白 突 变 体 ， 即 Cas9

（D10A）。sgRNA scaffold 包含除 Spacer 序列外的

sgRNA 结构，通过插入不同 Spacer 序列，可以实

现对靶标基因的特异性抑制。Spacer 序列负责对靶点

进行识别，在网站http：//crispr.dfci.harvard.edu/SSC/进

行在线设计，尽量选择位于 tar 基因中央的序列，

且该序列在大肠杆菌E. coli RP437基因组上特异性

高，不易形成二级结构。选择评分较高的前 6个送

北京擎科生物科技股份有限公司合成（表1）。

利用 PCR扩增包含复制起始位点、Ptet启动子

和 ParaBAD启动子及其对应调控蛋白、终止子、筛选

标记、dCas9与 sgRNA scaffold编码序列的 pdCas9

骨架，得到线性化的质粒载体。与合成的上述 6条

序列按照特定比例混合后进行 Golden gate 连接，

并转化大肠杆菌E. coli DH5α，构建 pdCas9-Spacer

敲低质粒。对重组质粒转化使用含 25 μg/mL 氯霉

素的 LB 固体培养基进行筛选。在 pdCas9-Spacer 

1～6各筛选平板上分别挑取 2个白色菌落，使用检

验引物 Spacer-F/R 进行菌落 PCR 验证，通过 PCR

条带长度判断Spacer序列是否成功插入。

1.4.2 大肠杆菌 E. coli RP437 的电转化和 tar 基因

的敲低

将以上 6个验证正确的重组质粒分别电转化入

E. coli RP437 菌株，具体为：OD600 0.6～0.8 的 E. 

coli RP437 菌株培养液，6000 r/min，5 min，4 ℃

离心收集细菌。尽量去除上清液，等体积预冷
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15% 甘油重悬细菌，轻柔混匀并离心收集细菌。

重复 3～5次，最终使用 0.1倍体积的预冷 15%甘油

重悬细菌，即得电转化感受态细胞。每 100 μL感

受态细胞中加入重组质粒 DNA 50 ng，并转移至

4 ℃预冷的电极杯中，静置 5 min。使用 18 kV/cm

的电场强度进行电穿孔，电脉冲时间不超过 5 ms。

迅速加入1 mL SOC培养基至电极杯中重悬菌体后，

37 ℃，200 r/min复苏培养 1 h，涂布含 25 μg/mL氯

霉素的LB固体培养基。

1.4.3 tar 基因不同程度敲低菌株的实时荧光定量

PCR（RT-qPCR）验证

从大肠杆菌E. coli RP437的 6个电转化筛选平

板上各挑取 2个单克隆，使用液体LB培养基过夜

活化后，加入 5 g/L阿拉伯糖和 0.5 μg/mL盐酸四环

素诱导，利用RT-qPCR检测 tar基因的相对mRNA

水平，以此衡量 CRISPRi 质粒的抑制效果。总

RNA 提取和反转录等过程参照 5×Evo M-MLV RT 

Master Mix及 2×ChemQ SYBR qPCR Master Mix 试

剂说明书，其中以 16S rRNA作为内参基因，采用

2−ΔΔCt 计算 tar 基因的相对 mRNA 水平［23］。使用

Snap Gene软件设计质粒及所需引物，常规 PCR以

及菌落 PCR引物长度设置在 18～25 bp，Tm值控制

在 60 ℃左右，GC含量尽量保持在 40%～60%。荧

光定量 PCR引物使用NCBI中的 Primer blast功能，

长度设置在20 bp，产物大小控制在150～200 bp。

1.5 Transwell 细菌迁移实验与荧光成像检测

按照文献报道，使用0.4 μm孔径聚碳酸酯薄膜

的 12 孔 Transwell 板进行细菌迁移实验［24-25］［图 2

（a）］。依次用双蒸水、75%酒精、无水乙醇润洗并

分别浸泡 2 min，置于室温下充分晾干。在下室中

加入 1 mL 0.1 g/L聚L-赖氨酸溶液（分子质量 15～

30 kDa），放入上室以包被聚碳酸酯薄膜下表面，

室温下静置 2 h。取出上室，倒置晾干，回收下室

中聚-L-赖氨酸溶液，用双蒸水清洗下室若干次并

(a) Transwell细菌迁移装置示意图［24］

(a) The Transwell bacterial migration device [24]

(b) Transwell荧光成像图像处理流程

(b) Transwell fluorescence image processing procedure

图图2　Transwell迁移实验装置和图像处理流程

Fig. 2　Transwell migration experiment and image processing procedure
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充分晾干。在运动缓冲液MB中加入 10 g/L的琼脂

糖，加热融化，加入吲哚至终浓度分别为0 mmol/L、

0.5 mmol/L、2 mmol/L并充分溶解。将上室放入下

室中，趁热向上室中加入1 mL MB-琼脂糖溶液，静

置待其凝固，取出上室并倒置，晾干下表面。过夜

培养的含绿色荧光蛋白的重组E. coli RP437菌株培

养液（OD600 1.0～1.2）于 6000 r/min，5 min 离心收

集细菌，并用MB重悬后再离心，重复该步骤 3～

5 次，最终用 MB 重悬细菌至 OD600 约为 0.4。将

1.5 mL 细菌悬液加入下室，放入上室，室温静置

8 min，并避免振动。取出上室，立即将下表面浸

入干净MB中 5 s后取出，过程中应避免剧烈振动

并精确计时，用吸水纸从侧面吸干下表面残留液体，

倒置于超净台内，室温下晾干（不超过10 min）。依

次使用蒸馏水、无水乙醇清洁下室，使用擦镜纸

擦除内外表面液体，放入上室，使用荧光倒置显

微镜观察。在 0.5 mmol/L 预适应组中，最后一次

收集细胞前在缓冲液MB中加入 2 mmol/L吲哚，预

适应 5 min 后，观察在 0.5 mmol/L 吲哚浓度下的

Transwell细菌迁移情况。

荧光显微镜视野中细胞密度统计方法［图 2

（b）］：从荧光图像的视野中选取细菌分布较均匀

的100 μm×100 μm区域进行分析；将分析区域按比

例缩放至固定像素 360 pixels×360 pixels，使用

MATLAB软件对图像进行二值化处理并统计像素

数，以此反映图像中绿色荧光强度，并用于统计

细菌相对密度。

为了便于观察，构建表达绿色荧光蛋白的重

组E. coli RP437菌株：将 eGFP基因连接入 pUC19

质粒中，得到的 pUC19-eGFP 质粒转化 E. coli 

RP437，得到可用于Transwell和微流控实验中直观

观测的重组菌株E. coli RP437（pUC19-eGFP）。

1.6 微流控芯片设计、优化和预处理

微流控芯片设计以μFlow装置作为参考，包含

梯度生成模块与趋化观测模块，设置有 3个进入通

道与 1个流出通道［图 3（c）］［26-27］。含不同浓度吲

哚的运动缓冲液在梯度混合装置中混合后，可以

在趋化模块内产生特定浓度梯度场；细菌注入后

在其中运动，并被成像后进行统计分析。使用

AutoCAD软件完成微流控芯片的平面设计与三维

建模，材质为 PDMS 材质。经设计后，由苏州含

光微纳科技有限公司进行模板蚀刻与芯片制作。

由于 PDMS 芯片疏水性较大，难以直接灌注

水相进入流道，故需要对芯片进行预处理。使用

无水乙醇冲洗芯片表面及灌注进入流道内，控制

压力为 200～300 kPa 范围内，直至流道内所有气

泡均被排出。使用 5 g/L 的二烷基磺酸钠（SDS）

水溶液进行灌注约15 min，以降低流道内表面对水

的表面张力与对疏水小分子的吸附作用。使用含

5 g/L SDS的MB溶液进行灌洗约 10 min。使用MB

缓冲液进行灌洗约 15 min 以除去残留的 SDS。镜

检结束后，使用 10 g/L SDS、75%（体积分数）乙

醇水溶液灌洗 20 min以上，之后直接将芯片浸泡

在无水乙醇中保存。

整个微流控观测平台主要由微流控芯片、观

测装置与进样系统组成［图 3（b）］。其中进样系统

包含三个进样口，可分别加入含两种不同吲哚浓

度的MB缓冲液（Butter 1 inlet和Butter 2 inlet）以

及待观测细菌（Bacterial inlet）。为保证微流控芯

片正常稳定工作，需要 Inlet 1和 2中MB缓冲液以

基本相同的流速进样以产生预期的浓度梯度场。

为此本研究中使用蠕动泵进样，且为保证压力和

流速的均一性，设计和优化了如图 3（a）所示的进

样系统：通过调节球阀A和C，可对进样口处流速

进行初步调节；平衡瓶则对系统压强起到缓冲作

用，同时也防止因流速过大造成进样口压强过大；

当D开启后两个平衡瓶相通，两者压强达到平衡，

使两进样口处缓冲液流速基本相同。若系统压强

超过芯片额定压强（500 kPa）则泄压阀 F 开启，

防止芯片损坏。微流控平台采用 3滚轮蠕动泵，泵

内管内径 0.4 mm，泵头转速为 0.04～0.68 r/min。

泵内使用聚氨酯（BPT）软管，泵外连接管与接头

为聚四氟乙烯材料。通过泵头转速及上述进样系统

的设置，控制Butter 1 inlet和Butter 2 inlet两种MB

缓冲液的流速基本相同，维持在5～10 μL/min。

1.7 微流控芯片浓度场的仿真预测和实验验证

芯片设计的核心是在趋化观测模块中实现稳

定且均匀的浓度场分布，故需对局部流道形状进
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行优化，从而最大程度避免湍流的发生。本研究

使用Ansys CFX流体仿真模拟软件及Fikentscher黏

度公式 ［28］，对芯片内流体性质与表现进行预测与

优化。通过仿真过程中调整汇入流道的转角形状、

弧度，减小流体汇入角度从而降低两侧流体进入

流道后的法向速度，消除了局部不均匀性，使得

两侧流体汇入后能够更好地保持层流状态，保证

趋化观测模块内具有更稳定且均匀的浓度梯度分

布。以细菌注入口（bacteria inlet）为原点，在仿

真中统计液体沿着 y方向流动过程中，两种注入液

在 x方向上的混合程度和分布情况。

另外，以 1-对磺酸苯基偶氮-2-羟基萘-6-磺酸

二钠盐（日落黄）作为染色剂，进一步在实验实

际条件下验证该芯片产生的浓度场，具体为：分

别在Butter 1 inlet和Butter 2 inlet通入无色MB与加

入日落黄后的MB缓冲液，在细菌注入口加入无色

MB缓冲液；待流速稳定后，在显微镜下明场下 y=

5 mm 处（细菌注入口为 y=0）观察流道内颜色分

图图3　微流控设计和优化示意图

（a）微流控进样系统示意图；（b）μFlow装置示意图［27］；（c）微流控芯片设计图（标注单位为μm）

Fig. 3　The design and optimization of microfluidics

(a) The injection system of microfluidics; (b) μFlow design of microfluidics [27]; (c) The detail of microfluidics 
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布并成像。成像结果使用MATLAB程序进行统计，

分析染料浓度随 x方向的分布情况。

1.8 利用微流控芯片对大肠杆菌中吲哚介导的趋化

行为的观测和分析

可荧光观测的重组菌株E. coli RP437（pUC19-

eGFP）或其 tar 基因敲低菌株培养至 OD600 1.0～

1.2，于 6000 r/min离心 5 min收集细菌，用 MB缓

冲液清洗 3～5次后离心，用MB重悬细菌至OD600

约为 1.0。分别从微流控芯片的 Butter 1 inlet 和

Butter 2 inlet 通 道 通 入 吲 哚 浓 度 为 1 mmol/L、

0 mmol/L的MB运动缓冲液，二者混合后将在微流

控观测模块流道内形成稳定的浓度梯度。待浓度

梯度场建立后，自Bacteria Inlet通道通入上述处理

的待观察细菌。分别在通入细菌后的 180 s、390 s、

600 s和780 s，于芯片 y=5 mm处（细菌注入口为 y=

0）用激光扫描共聚焦显微镜进行成像观察（曝光时

间 5 ms、帧率 100 fps）。将成像结果使用MATLAB

程序进行统计分析，并绘制出细菌密度分布图。

1.9 数据分析方法

实验均设置三个平行对照，结果以平均值±标

准误差展示，数据以Graphpad prism软件作图。使

用 t检验分析显著性。p＞0.05时表明无显著差异，

标记为“ns”。当 p＜0.05 时标记为“*”，p＜0.01

标记为“**”，p＜0.001标记为“***”，以上三种

标记代表数据间存在显著差异。

2 结果和分析

2.1 大肠杆菌中吲哚介导的趋化运动的数学模拟

2.1.1 信号转导动力学模型的模拟结果

信号转导动力学模型可对细菌趋化性在个体

层面进行模拟分析。该部分模拟以已有的 SPECS

模型［17］为基础，主要展示在不同浓度下个体运动

状态发生改变的概率。由于模型中 P0 = τ-10 为常

数，故使用CWbias = 1/P01/P0 + 1/P1
作为描述细菌个体

运动的指标，其含义为鞭毛发生顺时针转动

（CW）的时间比例。CWbias值越高，细菌发生翻转

的可能性越大，则更倾向于表现出负向趋化性。

根据已有的模型，并改变 Tar受体与 Tsr受体的相

对含量，分析个体在不同浓度下的响应情况，即

CWbias - c关系，结果如图 4（a）。其中，以Tar生理

条件含量作为 1Tar，其余分别对应增高/降低倍数；

Tar-only 与 Tsr-only 则分别代表仅包含生理条件含

量下的Tar受体与Tsr受体。

由图 4（a）可知，Tar-only 的 CWbias 随浓度增加

而降低，即 Tar 受体效应表现出正向趋化性；而

Tsr-only则与之相反。对于同时表达Tsr与Tar受体

的菌株，二者的相对比例会影响细菌趋化行为，

其 CWbias - c关系曲线有可能出现极大值；且对于

不同 Tar表达量，其 Tar比例越高，则该极大值越

明显，对应的浓度 c越小。由以上分析可知，细菌

具有“离避”极大值的趋势，这表明在较高Tar/Tsr

表达比例下，细菌对于浓度的响应具有一个“阈

值”：当细菌当前环境浓度低于该阈值，则向浓度

较低处运动，而高于该阈值则向浓度较高处运动，

从而使其分布“两极分化”，即出现“双向运动状

态”；且 Tar/Tsr表达比例越高，阈值浓度则越低。

需要指明的是，在某处浓度下，发生趋化方向和

强度并非是由CWbias值的大小所决定的，而是由其

随着浓度的变化关系，即 ∂CWbias ∂c 决定的。

当 ∂CWbias ∂c > 0 时 ， 表 现 为 负 向 趋 化 ， 而

∂CWbias ∂c < 0 时则为正向趋化，其绝对值决定了

正/负向趋化的强度。因此，对于低浓度范围，尽

管 Tar-only的 CWbias 值大于 Tsr-only，但其 CWbias 随
浓度 c升高而下降，因此其效应为正向趋化，即朝

向浓度较高处运动。

同时，为了反映出受体对于吲哚的“适应”

过程（即受体甲基化过程），对细菌在特定浓度下

随时间变化进行了分析，如图 4（b）。由Tar-only与

Tsr-only对比可知，Tsr受体甲基化速度较快，可发

生十分快速且剧烈的适应行为，其受高浓度吲哚

增加后，短时间内下降至基线水平；而Tar受体甲

基化过程相对慢，导致其适应过程较为缓慢，其

受吲哚诱导下降后基本维持在较低水平。当两种

受体共同存在时，可以发现不论是对吲哚的响应

还是适应过程，均基本由Tsr受体所主导：受吲哚

诱导后增加，而后快速适应下降。其中，Tar含量
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越高，受吲哚诱导增幅越小，适应过程的斜率越

小（即适应越慢），但总体效应不显著，仍以 Tsr

效应为主。但值得注意的是，2.5 Tar组在首次受诱

导时表现类似于Tsr特征；但经过适应，受到第二

次更高浓度吲哚诱导后，反常降低，表现出了Tar

受体支配的特征，表明在适应前后 Tsr与 Tar受体

的支配性发生了“逆转”。另外，随着适应的发

生，Tsr 效应减弱，Tar/Tsr 效应的相对比例增大，

则会导致双相运动浓度阈值不断降低。

2.1.2 随机游走模型的模拟结果

随机游走模型描述了不同受体表达比例下粒

子运动的行为特征，从群体层面模拟并分析了细

菌感知变化后运动状态改变过程。对模拟后各时

间点处粒子的分布状态进行分析，得到粒子在 x轴

方向上的密度分布曲线（图 5）。当仅存在Tar受体

时，粒子整体朝向高浓度吲哚方向移动；当Tar表

达比例不断减少时，则总体密度向低浓度吲哚处

移动的趋势越大。较为有趣的是，对于 2.5 Tar组

与 1.0 Tar组，尽管其平均中心均不同程度地向低

浓度方向移动，但其密度分布的峰值却位于 x轴正

半轴侧（即较高浓度）；在 0.5 Tar、0.25 Tar与Tsr-

only组中，该现象则提前出现，而在此之后在高浓

度处峰消失，粒子集中分布在负半轴侧（低浓度

区域）。与之相反的是，对于仅表现出正向趋化的

Tar，则在粒子群体迁移向高浓度区域之前，在低

浓度区域形成一个类似的密度峰值。这是由于在

(a) 不同吲哚浓度和不同Tsr/Tar受体比例下CWbias - c关系

(a) CWbias - c relationship at different Tsr/Tar receptor ratios and different indole concentrations

(b) 不同吲哚浓度下不同Tsr/Tar受体比例下CWbias - t变化关系

[左图表示仅包含生理条件含量下的 Tar 受体与 Tsr 受体的CWbias - t变化关系,右图表示不同含量Tar(分别为 2.5倍、1倍、0.5倍、0.25倍

生理条件含量的Tar)条件下CWbias - t变化关系。其中,Tar-only 与 Tsr-only 分别代表仅包含生理条件含量下的 Tar 受体与 Tsr 受体。Tar前

的倍数代表以生理条件含量作为1 Tar,分别对应增高/降低倍数。]

(b) CWbias - t relationship at different Tsr/Tar receptor ratios and different indole concentrations

(Tar-only and Tsr-only mean physiological concentration of Tar receptors and Tsr receptors. The number before Tar represents the corresponding 

increase/decrease fold when the physiological concentration of Tar served as 1 Tar.)

图图4　信号转导动力学模型的模拟结果

Fig. 4　Simulation results of signal transduction kinetic model
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粒子响应浓度场的初始阶段，具有低比例Tar的粒子

个体具有更高的“前进”/“翻转”比例，其运动到

具有更低区域的概率更大，因此更加迅速地进入极

小值附近；而类似地，具有高比例Tar的粒子用于原

地“翻转”的时间增加，且在运动期间不断随机改

变方向，因此需要更长的时间才能“寻找”到较低

的区域，因此该部分粒子会在高区域“滞留”一段

时间，表现为在此处形成较高的密度峰值。

本部分利用信号动力学模型和随机游走模型，

从个体和群体层面模拟和分析了 Tar-Tsr双受体作

用下细菌双向趋化行为，并描述了不同 Tsr/Tar比

例下的趋化响应与适应过程，为后续趋化行为的

实验验证提供了理论基础。

2.2 大肠杆菌 E. coli RP437 中 Tar 趋化受体不同

程度敲低菌株的构建和验证

2.2.1 CRISPRi敲低质粒的设计与构建

本论文以 pdCas9质粒为基础构建了可诱导敲

图图5　随机游走模型模拟运动中粒子的密度分布曲线

（其中，Tar-only 与 Tsr-only 分别代表仅包含生理条件含量下的 Tar 受体与 Tsr 受体。2.5 Tar、1 Tar、0.5 Tar、0.25 Tar 分别表示 2.5 倍、

1倍、0.5倍、0.25倍生理条件含量的Tar）

Fig. 5　Density distribution curves of particles in simulated motion of random walk model

(Tar-only and Tsr-only mean physiological concentration of Tar receptors and Tsr receptors. The number before Tar represents the corresponding 

increase/decrease fold when the physiological concentration of Tar served as 1 Tar.)
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低Tar受体的CRISPRi工作质粒。pdCas9质粒中含

有的 dCas9为Cas9（D10A）突变体，D10A位点突

变位于N端RuvC结构域 ［29］，失去了对靶标DNA

单链的内切酶活性；但 dCas9 仍可在 sgRNA 的协

助下特异性识别并结合目标 DNA 序列，形成的

DNA-dCas9-sgRNA三元复合物产生的空间位阻阻

止RNA聚合酶与DNA的结合及前进，从而达到抑

制 转 录 的 目 的 ［30-32］。 相 较 于 CRISPR 敲 除 ，

CRISPRi的抑制作用保留了高特异性的优势，同时

具有可逆可控的特点。pdCas9质粒还含有 sgRNA 

scaffold编码序列，通过插入不同 Spacer序列可以

实现对应靶标基因的特异性抑制。本论文在线设计

了评分较高、特异性较好的6条Spacer序列（表1）。

pdCas9 质粒在 Spacer 插入位点处含有完整的红色

荧光蛋白mRFP的表达单元，当Spacer序列成功插

入后，mRFP被插入失活，菌落无法表达荧光蛋白

而呈现白色，有利于简化重组质粒转化后的筛选

步骤［图6（a）］。

分别将 6 条 Spacer 序列与 pdCas9 线性化载体

进行Golden gate 连接并转化E. coli DH5α，挑取固

体平板上的白色克隆进行菌落 PCR验证，结果如

图 6（b）所示（以不含质粒的宿主菌株作为阴性对

照，验证引物为 Spacer-F/R）。若未插入 Spacer 序

列，PCR产物应为 1642 bp；若插入 Spacer序列则

(a) CRISPRi敲低质粒的设计与构建：Spacer序列与pdCas9线性化载体进行Golden gate 连接

(a) Design of CRISPRi plasmid and its construction via Golden gate of pdCas9 linear vector and spacer sequence
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PCR 产物应为 579 bp。由图 6（b）可知，pdCas9-

Spacer 1～6均获得了579 bp的阳性条带，Spacer序

列插入成功。使用检验引物对所有重组质粒中

sgRNA部分进行测序验证并确认无误。

2.2.2 趋化受体Tar可诱导敲低的验证与分析

将以上6个验证正确的重组质粒分别电转化入E. 

coli RP437 菌株，加入5 g/L阿拉伯糖和0.5 μg/mL四

环素诱导，利用 RT-qPCR 检测 tar 基因的相对

mRNA 水平。发现含 pdCas9-Spacer 6 的 E. coli 

RP437菌株中CRISPRi质粒的抑制效果最佳最稳定

（数据未展示），因此后续实验均采用含 pdCas9-

Spacer 6 的质粒进行 tar 基因的可诱导敲低。根据

CRISPRi可逆抑制的特点，可通过改变诱导剂浓度

来调整 sgRNA 表达量，实现对 tar 不同程度的敲

低，并验证阿拉伯糖诱导浓度-sgRNA 表达量-Tar

表达敲低水平间的关系。

含 pdCas9-Spacer 6的E. coli RP437菌株使用不

同浓度阿拉伯糖进行诱导 8 h后，分别对各样本中

sgRNA与 tar基因进行RT-qPCR定量验证，结果如

图 7 所示。其中 tar 相对转录量为相对于野生型

RP437 菌株的相对 mRNA 水平。随着阿拉伯糖浓

度逐渐上升，sgRNA 转录水平逐渐提升（蓝色曲

线），tar相对转录量逐渐下降（红色曲线）；当阿

拉伯糖浓度达到约2 g/L时，sgRNA和 tar转录水平

基本达到饱和，此时 tar相对转录水平约为未诱导

状态下的 30%。当阿拉伯糖浓度为 1 g/L时，tar相

对转录水平约为未诱导的 60%。因此，后续实验

分别使用 1 g/L、2 g/L 阿拉伯糖进行诱导，获得

Tar 敲低水平约为 40%、70% 的菌株，并分别记

作Δ0.4
tar、Δ0.7

tar。

本研究工作利用 CRISPRi技术对大肠杆菌Tar

趋化受体进行了可诱导敲低，验证了阿拉伯糖诱

导浓度-sgRNA表达量-Tar敲低水平三者间的关系，

获得了具有不同 Tar 受体表达量（100%、30% 和 

60%）的E. coli RP437菌株可观测菌株。

(b) pdCas9-Spacer导入大肠杆菌E. coli DH5α的菌落PCR验证结果

（左图为含pdCas9-Spacer 1～4的重组菌菌落PCR验证结果，右图为含pdCas9-Spacer 5～6的重组菌菌落PCR验证结果，阳性结果条带应为

579 bp；M表示DL5000 DNA Marker；A、B分别表示各筛选平板上的两个平行单菌落；pdCas9孔道为只含有pdCas9空质粒的菌落PCR结

果，条带应为1642 bp； NC表示阴性对照，即无质粒的野生型E. coli DH5α）

(b) Results of colony PCR after transformation

(M:DL5000 DNA Marker;Spacer 1～6:Colony PCR results of recombinant strains with pdCas9-Spacer 1～6 plasmids;A, B:Two parallel single 

colonies on each screening plate;NC:negative control, that is, E. coli DH5α wild type without any plasmid)

图图6　CRISPRi工作质粒的设计、构建和验证

Fig. 6　Design, construction and verification of CRISPRi plasmids
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2.3 利用 Transwell 迁移实验观测和分析大肠杆

菌中吲哚介导双向趋化反应

使用 Transwell 细菌迁移实验对细菌趋化运动

进行观测与分析 ［24］，分别使用野生型（wt）、Tar

受体敲低 40%（Δ0.4
tar）、Tar受体敲低 70%（Δ0.7

tar）的

菌株 （含荧光蛋白 GFP 的可观测菌株），在

Transwell 装置上室使用 0 mmol/L、0.5 mmol/L 与

2 mmol/L 吲哚进行诱导。在 0.5 mmol/L 预适应组

中，最后一次收集细胞前在缓冲液 MB 中加入

2 mmol/L吲哚，预适应 5 min后采用 0.5 mmol/L进

行诱导。对 Transwell迁移实验后聚碳酸酯膜下表

面使用倒置荧光显微镜进行成像拍照，并进行图

像处理与统计，方法如图 2（b）所示。各组成像结

果与细菌密度统计分别如图 8（a）和（b）所示。其中

图 8（a）展示了荧光显微镜中细菌分布较均匀的

100 μm×100 μm的分析区域，下方数字表示经过处

理统计后的视野中的绿色荧光强度，并用于统计

图图7　不同阿拉伯糖诱导浓度下 sgRNA转录水平（蓝色曲线）与 tar相对转录水平（红色曲线）

Fig. 7　Relative transcriptional levels of gRNA (blue)and tar gene (red)under the induction of different arabinose concentrations

(a) 不同Tar表达量突变株在不同吲哚浓度条件下的Transwell成像结果

（吲哚处理浓度分别为0 mmol/L、0.5 mmol/L、0.5 mmol/L+预适应、2 mmol/L，每组含细菌分布较均匀的100 μm×100 μm的三个平行视野，

红色标尺为2 μm。下方数字表示经过处理统计后的视野中的绿色荧光强度，并用于衡量细菌相对密度）

(a) Transwell imaging results of tar knockdown mutants under different indole concentrations

(Indole concentrations were 0 mmol/L、0.5 mmol/L、0.5 mmol/L+adoption and 2 mmol/L. Each group contains three parallel view fields with 

dimension of 100 μm×100 μm. Number below each image means the fluorescence intensity in the view field after statistical processing. Bar is 2 μm.)
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细菌相对密度，每组三个平行视野。图 8（b）则对

图 8（a）进行了定量化展示（使用 t 检验分析显著

性）。若荧光强度越高，细菌密度越高，则代表细

菌朝向上室方向（高浓度吲哚）运动的正向趋化

性越强；反之则代表细菌对该浓度吲哚具有负向

趋化性。

由图 8可见，随着吲哚浓度的增加，视野中野

生型大肠杆菌的荧光强度和细菌密度整体上呈逐

渐下降的趋势，表明野生型对吲哚整体为负向趋

化反应，主要由于野生型中Tsr受体数量和活性较

Tar 更高（此时野生型中 Tsr/Tar 比例大约为 1.88，

表 2）；但在经历预适应后，上室中野生型菌株的

细胞密度显著性上升，表明预适应后的细胞对吲

哚表现出了强烈的正向趋向性，推测由于预适应

过程中 Tar和 Tsr去甲基化速度不同等因素，当前

Tar受体的效应占主导，细胞表现出正向趋化。敲

低 Tar受体后（Δ0.4
tar  和 Δ0.7

tar  菌株），由于胞内 Tar表

达量降低，Δ0.4
tar  和 Δ0.7

tar  中 Tsr/Tar 比例进一步升高

（分别为约 3.16和 5.66，表 2），因此细菌整体上也

呈现比野生型更为明显的负向趋化反应，且Tar表

达量越低，细菌的负向趋化越明显，充分证实了

Tar的敲除促进了细菌对于吲哚的负向趋化，且程

度随Tar受体表达水平的降低而增加。然而两种敲

低菌株在预适应后，并没有出现类似野生型的对

吲哚的正向趋化，预适应的作用大幅下降，进一

步证明Tar受体对大肠杆菌对吲哚发生适应后转为

正向趋化运动的重要性。

2.4 微流控观测平台的设计、优化与验证

Tranwell结果展示了不同Tar表达量的细菌对不

同浓度场的响应，但其仅能反映出趋化运动的相对

(b) Transwell实验中不同菌株对吲哚浓度的响应的定量趋势统计

（ns表示p＞0.05，无显著差异；*表示p＜0.05，**表示p＜0.01，***表示p＜0.001，以上三种代表存在显著性差异）

(b) Quantitative trend of the response of different tar knockdown mutants to indole concentration in Transwell experiments

(‘ns’  indicates p>0.05, with no significant difference; ‘*’  indicates p<0.05, ‘**’  indicates p<0.01, and ‘***’  indicates p<0.001. 

The above three represent significant differences.)

图图8　利用Transwell细菌迁移实验观测吲哚介导的趋化性结果

Fig. 8　Results of Transwell migration experiments

表表2　　Transwell迁移实验的细菌中 tar和 tsr的相对转录水平（RT-qPCR测定）

Table 2　　The relative transcriptional level of Tar and Tsr in E. coli used in Transwell experiment tested by RT-qPCR

菌株类型

E. coli RP437野生型

Tar 受体敲低菌株 Δ0.4
tar

Tar 受体敲低菌株 Δ0.7
tar

Tar相对转录水平

7.80±0.10

4.68±0.08

2.53±0.02

Tsr相对转录水平

14.66±0.03

14.81±0.02

14.31±0.11

Tsr/Tar

1.88±0.06

3.16±0.05

5.66±0.03
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强度和趋势，而不能对细菌在浓度场中的分布特征

进行描述。因此本论文使用微流控装置进一步对细

菌在浓度场中趋化运动的表现进行了观察与分析。

微流控装置通过设计可产生特定浓度梯度的趋

化剂分布，同时结合显微成像技术，在小尺度内对

细菌群体分布进行精确实时监控。由于该技术可对

外界环境（如浓度梯度）进行精确控制，且对群体

运动状态进行统计分析的同时反映每个个体的运动

轨迹状态，该方法已广泛用于细菌趋化性群体层面

的定量分析 ［33］。本研究以μFlow ［27］装置作为参考

设计了微流控芯片，其包含梯度生成模块与趋化观

测模块，含有 3个进入通道（Butter 1 inlet，Butter 

2 inlet，Bacterial inlet）与 1 个流出通道（Outlet）。

除此以外，观察平台还包含进样系统和观测装置。

通过蠕动泵头转速及多阀进样系统的设置，Inlet 1 

和 2两种MB缓冲液的流速基本相同，以保证能形

成稳定均一的浓度梯度场。

根据 Jeon等［34］对该类型梯度产生装置的设计

与验证，该装置可以在趋化观测模块产生接近于

线性且稳定分布的浓度梯度。为了验证本研究中

所用微流控装置的合理性，分别从仿真预测与以

染色剂为观测对象的实际成像结果对芯片内浓度

场分布进行验证。

使 用 Ansys CFX 流 体 仿 真 模 拟 软 件 及

Fikentscher黏度公式［28］对芯片内流体性质和浓度

分布进行预测。以细菌注入口为原点，统计液体

在沿 y方向流动过程中，两种注入液在 x方向上的

混合程度和分布情况。如图 9（a）所示，在注入口

附近时，由于注入流体自身影响，使局部摩尔比

例出现扰动；但随着流动距离的增加，在流道全

场范围内，能形成较稳定的浓度梯度，且近似为

线性分布，与设计预期结果相符。

为了进一步验证该芯片在实际实验条件下所

产生的浓度场，分别从微流控芯片的Butter 1 inlet、

Butter 2 inlet通道通入无色 MB与日落黄染色后的

MB缓冲液；通过蠕动泵头转速及多阀进样系统的

设置，Inlet 1 和 2两种MB缓冲液的流速基本相同，

以保证能形成稳定均一的浓度梯度场。待流速稳

定后，在明场下 y=5 mm处观察流道内颜色分布并

成像。结果如图 9（b）所示，显示了染料的显微成

像结果（左）以及MATLAB统计分析后的日落黄

浓度随 x方向的分布情况（右）。除去最接近0点和

远离 0点处的浓度波动外，在统计范围内染料浓度

接近于线性分布，与设计及仿真预测结果相一致，

验证了本研究所搭建的微流控平台在实验条件下

产生浓度场的可靠性、可预测性和稳定性。

(a) 仿真验证微流控浓度场在各方向上分布

(a) Simulation results of the distribution of concentration 

field in all directions

(b) 以日落黄作为染料对微流控装置浓度场分布的实验验证

(b) Experimental verification of concentration field distribution in 

microfluidic device using sunset yellow as a dye

图图9　微流控装置浓度场的仿真验证和实验验证结果

Fig. 9　Simulation and experimental verification results of concentration field in microfluidic devices
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2.5 利用微流控装置观测和分析大肠杆菌中吲哚介

导的双向趋化反应

为利用微流控探究大肠杆菌E. coli RP437及其

tar基因敲低菌株在吲哚介导下的趋化行为随时间

的变化情况，在微流控芯片的 Butter 1 inlet、

Butter 2 inlet 通道分别通入吲哚浓度为 1 mmol/L、

0 mmol/L 的 MB 运动缓冲液并建立稳定的浓度场

后 ， 将 可 荧 光 观 测的重组菌株 E. coli RP437

（pUC19-eGFP）（OD600=1.0～1.2）自Bacteria Inlet通

道加入微流控体系。通入细菌后的 180 s、390 s、

600 s和 780 s 于芯片 y=5 mm处进行激光扫描共聚

焦显微镜观察并绘制出细菌密度分布图。如图 10

所示，左侧表示激光共聚焦显微镜下带绿色荧光

的大肠杆菌E. coli RP437细菌成像结果（统一将视

野中的绿色细菌处理成黑色以便于统计分析），右

侧为经过MATLAB程序进行分析后的细菌密度情

况，且右侧背景的颜色深浅示意吲哚浓度分布情

况，颜色越深代表此处对应的吲哚浓度越大。由

图 10可知，在观测的时间范围内，细胞整体表现

出负向趋化性，即在吲哚浓度较低处细菌密度较

高，在吲哚浓度较高处细菌密度低。180 s时，细

胞的负向趋化性最明显，细菌密度在低吲哚处出

现高峰值，表明此时细菌中 Tsr受体占主导地位；

随着时间推移，低浓度吲哚处的密度峰值逐渐下

降，而高浓度吲哚处细菌密度逐渐增大，细菌分

布更加平均化。在 Tsr/Tar受体表达比例不变的条

件下，该现象印证了当细菌受到吲哚刺激后，Tsr

和 Tar 受体的“适应”过程对细菌趋化行为的影

响：Tsr受体快速甲基化导致的“适应”会使其负

向趋化效应减弱；而 Tar 受体虽也会发生适应过

程，但速度相对较慢，即Tar介导的正向趋化效应

更稳定持久；因此随着吲哚适应的发生，Tar相对

于Tsr的效应强度快速增加，最终使细菌对于吲哚

的负向趋化效应逐渐减弱。

为了进一步探究 tar基因敲低后对于大肠杆菌

趋化行为的影响，利用微流控芯片通入三种不同

Tar受体表达量的E. coli RP437菌株，于 780 s时进

图图10　微流控流道中大肠杆菌野生菌的密度分布随时间变化情况

［左侧表示激光共聚焦显微镜下细菌成像结果（统一将视野中的绿色细菌处理成黑色以便于统计分析），右侧为统计分析后的细菌密度情

况，且右侧背景的颜色深浅表示吲哚浓度高低，颜色越深代表此处对应的吲哚浓度越大。］

Fig. 10　Density distribution over time of Escherichia coli wild-type in microfluidic channel

（The left part of each image represents the bacterial imaging results under confocal microscopy， and the right part represents the bacterial density 

after statistical analysis. The color of the background in right part indicates the concentration of indole， and the darker color means the higher in‐

dole concentration.）
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行激光扫描共聚焦显微镜观察并绘制出细菌密度

分布图，结果如图 11所示。可以发现，由于三种

细菌中 Tsr受体表达量均较 Tar受体高，因此细菌

整体表现出负向趋化特性。细菌中Tar受体表达量

越低，其在低浓度吲哚处的分布密度越高，说明

其负向趋化程度越明显；主要是由于当Tar受体被

敲低后，细胞内Tsr/Tar比例上升，导致Tsr受体介

导的负向趋化作用越明显，这与上述 Transwell的

结果是一致的。另外，780 s的时间范围内，Tsr受

体也发生了快速的适应，但由于缺乏Tar的正向趋

化作用与之抗衡，细菌群体体仍旧表现出负向趋

化效应。以上结果进一步证实了Tsr的负向趋化作

用，并且其快速的甲基化和适应过程并不足以单

独逆转细菌的负向趋化效应，同时还需要Tar受体

表达量的增加和拮抗作用，才有可能使群体水平

上的趋化行为逆转。

本部分利用 Transwell细菌迁移实验以及自主

设计搭建的微流控观测平台，深入分析了不同Tar

受体表达量（100%，60%，30%）的E. coli RP437

对不同浓度吲哚的趋化行为。在群体层面验证了

改变受体表达比例对趋化运动的调控效果，并在

时间与空间尺度上分析了两种受体拮抗作用的效

应特点。

本文的初步研究揭示了 Tsr/Tar 受体对吲哚介

导的大肠杆菌趋化行为的复杂精细调控过程，主

要依赖两方面的因素：Tsr/Tar 受体表达量相对比

例，以及两种受体甲基化和去甲基化的程度和速

度。Tsr/Tar 受体比例受到基因拷贝数或表达水平

（如过表达或者敲除/敲低）的影响。同时二者比例

也随着细胞生长状态而改变：细胞生长初期，Tsr

表达比例比较高；随着细胞密度的增加，Tar表达

量提升［35］。在本研究中，采用OD600=1.0～1.2的大

肠杆菌，此时细胞中 Tsr/Tar 相对比例约 1.88（相

对转录水平比较，表 2），从 Transwell和微流控实

图图11　微流控流道中不同Tar受体表达量菌株在同一时间的密度分布情况

［左侧表示激光共聚焦显微镜下细菌成像结果（统一将视野中的绿色细菌处理成黑色以便于统计分析），右侧为统计分析后的细菌密度情

况，且右侧背景的颜色深浅表示吲哚浓度高低，颜色越深代表此处对应的吲哚浓度越大］

Fig. 11　Density distribution of strains with different Tar receptor expression levels in microfluidic channels at the same time

（The left part of each image represents the bacterial imaging results under confocal microscopy， and the right part represents the bacterial density 

after statistical analysis. The color of the background in right part indicates the concentration of indole， and the darker color means the higher 

indole concentration.）

1416



第 6 卷 www.synbioj.com

验结果可知该时期的细菌具备较好的运动能力，

能观测到明显的细菌对吲哚的趋化性。文献报道

37 ℃ LB培养基中OD600=1.0～1.2的大肠杆菌平均

泳动速度约为 15～25 μm/s［36］，略低于对数早期

（OD600=0.2～0.6）的泳动速度约30 µm/s［18］。

Tsr/Tar 受体的相对比例对趋化性的调控，对

于细菌在生存环境中的“趋利避害”有重要意义。

Tsr/Tar 受体的相对比例也会影响细菌对其他环境

因素如 pH的响应 ［37］。低 pH值和中性 pH值下 Tsr

受体占主导，因此 Tsr/Tar相对比例高，细菌负向

趋化（离避反应）明显；高 pH 值下 Tar受体占主

导，细菌正向趋化。这种响应与受体甲基化程度

也有关：酸性 pH 值下 Tsr具有较少的甲基化谷氨

酰残基，对 pH变化有更高的敏感性，此时 Tsr受

体主导反应并导致细胞向更高 pH值迁移；而碱性 

pH 值下Tar甲基化程度较低，Tar主导趋化反应导

致细胞向较低 pH 值游动，这种奇妙的推拉机制使

大肠杆菌细胞能在最佳 pH 值下积累［37-39］。同时，

细菌对温度的响应也受到 Tsr/Tar 相对水平的影

响［40］。当处于低水平趋化剂（如氨基酸、吲哚等）

下，Tar 和 Tsr 受体的趋热性增强，导致整体出现

趋热反应，但这种反应在过高温度下会减弱，主

要由于两种受体甲基化水平增加导致其嗜热性降

低；当处于中等水平趋化剂时，Tar 和 Tsr 受体的

甲基化状态使细胞对温度不敏感；当处于高水平

趋化剂时，两种受体及细胞整体都出现趋冷反应。

细菌对温度的响应依赖于趋化剂浓度以及细胞对

两种受体 Tar和 Tsr的对称调节，两种受体的甲基

化程度也会影响其温度响应性和敏感度。细菌对

温度的趋化性会使得细菌发生嗜热趋化从而促进

细胞生长 ［40-41］。

本文从数学模型模拟与实验观测两方面，对

E. coli在吲哚诱导下的趋化反应进行了预测、分析

和验证。将 Tsr/Tar受体相对比例作为变量，从新

的维度对趋化性的行为特点与影响因素进行建模

分析；并利用 Transwell 迁移实验和微流控技术，

对不同 Tsr/Tar受体比例下的双向趋化运动进行了

空间维度与时间维度的验证分析，实现了数据建

模和实验验证的统一。在建模部分，利用信号转

导动力学模型对不同 Tar/Tsr比例下的细菌个体的

趋化响应与适应过程进行了描述，利用随机游走

模型描述了群体尺度下的运动、分布特征与影响

因素。建模发现 Tar主导正向趋化，而 Tsr主导负

向趋化；Tsr/Tar 受体的相对比例也会决定趋化行

为，高 Tsr/Tar 受体以负向趋化为主，反之亦然

［图 4（a）和图 5］。这些模拟结果在Transwell迁移实

验和微流控观察实验中也得到了充分验证：图 8中

野生型和敲低菌中的负向趋化均是由高 Tsr/Tar受

体比例决定的，且 Tsr/Tar受体比例越高，负向趋

化越明显（敲低株Δ0.4
tar  和Δ0.7

tar）；图10、图11中野生

菌和敲低株整体呈现负向趋化，也是由于 Tsr/Tar

受体比例高，Tsr受体占主导地位导致。与此同时，

对于受体甲基化过程及其带来的趋化适应行为也

进行了建模分析［图 4（b）］，表明 Tsr甲基化和适

应速度快，而Tar适应更为缓慢。这一分析结果在

后续的实验中也得到证实：图 8（b）中预适应后的

野生型细菌对吲哚表现出了强烈的正向趋化性，

可能由于 Tar的缓慢甲基化导致当前 Tar受体的效

应占主导，细胞表现出正向趋化。同时，信号转

导动力学模型还将CWbias作为指标，模拟分析了不

同受体表达比例下细菌双向趋化性中浓度“阈值”

与“两极分化”行为的产生，弥补了湿实验中尚

未观测到的浓度阈值下的趋化行为的逆转等现象。

后续可进一步优化和统一建模和湿实验中 Tsr/Tar

受体比例，提高模型的准确性，使其更好地拟合

实验观测数据。

本论文对细菌在吲哚诱导下趋化性调控的初

步研究，可为开发具有更强、可诱导定植能力的

益生菌提供研究基础。吲哚是肠道微生物代谢的

重要产物之一，且吲哚在肠道中分布呈现梯度性。

肠道黏膜附近高水平的吲哚会吸引细胞在现有微

生物群落中滞留，而离黏膜较远处吲哚浓度低于

阈值，细胞产生离避反应。因此细菌对吲哚的双

向趋化，有助于建立基于吲哚浓度阈值的空间隔

离，以排斥有害菌募集有益菌 ［15］。但吲哚浓度对

不同肠道菌的趋化行为影响不一致，可能会导致

外来病原菌如铜绿假单胞菌、沙门氏菌等滞留于

肠道上皮并形成耐药生物膜，导致抗生素耐药性，

也会一定程度上威胁人类健康 ［3， 42］。因此需要深

入理解吲哚介导的趋化性调控机制，才能更好地

利用吲哚浓度梯度调节共生菌群结构和状态，帮

助维持肠道微生物稳态，维护肠道共生菌群与人
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体健康间的有机联系。与此同时，细菌趋化性的

研究还具有多方面的应用场景，可利用细菌的趋

化性实现生物传感器的开发、微生物运载系统或

者智能药物释放系统等方面的应用，在生物医学

和生物工程领域具有广泛的应用前景 ［43］。

3 结 论

对细菌趋化性的研究是定量生物学与系统生

物学领域的一个重要方向。目前对E. coli趋化性的

描述已发展出了丰富的数学模型，但目前模型主

要局限于对单一受体分子的效应进行描述，而缺

乏对两种具有拮抗作用的受体介导的双向趋化性

的描述和分析。同时，双向趋化行为的实验调控、

观测和分析也亟待深入研究。本论文将两种效应

相反的甲基化趋化受体 Tar-Tsr的表达量相对比例

作为变量，从数学模型模拟与实验观测两方面，

对大肠杆菌中吲哚介导的双向趋化反应进行了预

测、分析、调控与验证：利用信号动力学模型和

随机游走模型从双受体角度对趋化性的行为特点

与影响因素进行模拟分析，同时使用 Transwell迁

移实验和自主设计搭建的微流控装置，对不同Tsr/

Tar受体比例下趋化行为进行了空间维度与时间维

度相结合的观测和分析。

首先，利用信号动力学模型和随机游走模型，

从个体和群体层面分析了 Tar-Tsr双受体作用下鞭

毛行为与细菌双向趋化性中浓度“阈值”和“两

极分化”行为的产生原因及影响因素，并描述了

不同Tar-Tsr比例下的趋化响应与适应过程。

其次，利用CRISPRi技术构建了靶向Tar受体

的可诱导基因敲低系统，验证了不同诱导剂浓度

下的敲低程度，成功获得了 40%、70% Tar受体敲

低的可观测菌株，初步实现了细菌趋化行为的

调控。

最后，自主设计和优化了用于细菌趋化性观

测的微流控芯片及其观测平台。通过仿真预测和

实验验证，证实了微流控的浓度梯度场分布与设

计一致。利用 Transwell迁移实验和微流控成像技

术，观察并分析上述不同 Tsr/Tar受体比例下大肠

杆菌的趋化行为。研究发现野生型和敲低株中Tsr

的负向效应占主导，导致细菌对吲哚的负向趋化；

细胞中Tsr/Tar受体的相对比例也会决定趋化行为，

高 Tsr/Tar受体以负向趋化为主，反之亦然。与此

同时，两种受体甲基化过程及其带来的适应行为

也影响趋化性，Tsr受体甲基化和适应速度快，而

Tar受体适应更为缓慢，导致了适应后的野生型细

菌对吲哚表现出了负向趋化向正向趋化的逆转。

同时发现Tar在逆转过程中不可或缺，其表达比例

越低，逆转作用越弱。

本文工作较为初步揭示了 Tsr/Tar 受体对吲哚

介导的大肠杆菌趋化行为的复杂精细调控过程两

个主要因素：Tsr/Tar 受体表达量相对比例以及两

种受体甲基化的程度和速度。以上研究结果为深

入理解细菌双向趋化行为机制提供了重要依据，

扩展了趋化行为的定量研究和调控手段，也为细

菌趋化性的广泛应用奠定了基础。
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