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摘  要 : 按照工程学原理人工设计的基因元件应该是模块化的，同时具备可预测地组装和再利用的属性。然

而，真正的细胞生理条件下各种层次的生理干涉效应会严重地阻碍人工基因元件的功能性组装，即大多数组装

后的人工系统完全或部分丧失预设功能。我们提出合成生理学的概念，将其定义为研究和控制人工生命系统与

底盘细胞生理系统相互作用的合成生物学分支领域。在此框架下，本文归纳了细胞生理系统与人工基因元件的

相互干涉方式，并对表征和消除这种相互作用的技术方法和设计策略进行综述。 
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Abstract:  Artificial genetic parts should be modularized and can be predictably scaled up via assembly or reused in other 
contexts. Under intracellular physiological conditions, however, the functions of the assembled parts are severely impeded 
by multi-level physiological interference, i.e., most artificial assembled systems cannot be functional as predicted. Here we 
proposed a concept of synthetic physiology, defining it as the branch of synthetic biology to investigate and control 
interferences between artificial genetic parts and intracellular physiological system. Under such framework, we describe the 
part-host interactions and review the methods and strategies used to characterize and address these interactions. 
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合成生物学旨在用工程学原理指导人工生

命系统设计和实现预想的功能，或经由这种“创

造去学习”的方式辅助我们深化对生命系统运作

方式的理解。在合成生物学兴起的十几年中，人

工基因元件设计和组装完成了许多重要突破：人

工基因元件设计方面，大量工作积累了一批精细

刻画的优质元件，为复杂回路的设计提供了可靠

的工具箱。在此基础上近期研究者已可根据目标

真值表自动设计多输入-输出的复杂布尔逻辑电

路并生成 DNA 序列，在大肠杆菌 Escherichia coli

中实现了良好的预测性[1]；在组装技术研究方面，

Gibson assembly[2]、Golden gate[3]及酵母同源重组

技术[4]代表的 DNA 组装技术可实现不同尺度的多

片段组装，使人工系统的快速构建成为可能。 

尽管在人工基因元件的设计和组装中取得

了巨大突破，合成生物学至今仍未解决的一个最

主要瓶颈问题是人工基因元件“放入”底盘生物

体后，对细胞生理产生不可预知的干涉性影响。

反过来，这些干涉性影响导致理论上“模块化”

的生物元件的功能变得不可预知。依照工程学原

理，人造生物系统在理想状态下应可以被拆解为

功能上相互独立的模块，模块间的拼装不会导致

模块功能的改变[5]，使其构建系统可以像电子系

统一样被扩展和尺度放大  (Scale-up) [6]。鉴于

此，合成生物学领域的大量工作都注重正交性元

件的开发 (Part-mining) [7–11]，致力于元件之间相

互作用的最小化。然而近年来的工作表明，基因

回路并不能严格地和宿主细胞隔离，而是与细胞

的生理状态耦合形成一个整体[12]，这就使我们

陷入虽然拥有功能和行为经过精细刻画的元件，

但仍然不能避免针对每个回路进行点对点 (Ad 

hoc)优化[13]的窘境，元件一旦脱离了刻画时的细

胞生理状态使用，其行为就有可能偏离预期，使

得“由下而上” (Bottom-up) 的通路构建陷入巨

大工作量的“design-build-test-learn”循环[14]。 

近期已有工作开始关注细胞生理系统对人

工基因元件的影响并提出特定元件的设计原则。

本文将对合成生物学人工生命系统与底盘细胞

生理系统的相互作用方式及其不利影响进行梳

理，对表征和消除这种相互作用的技术方法、设

计原则进行综述，并提出合成生理学的概念，为

今后合成生物学构建的人工系统与宿主或底盘

细胞生理系统相互作用的研究提供框架和方向。 

1  合成生物学元件与底盘细胞生理

系统的相互作用方式 

合成生物学元件与底盘细胞的相互作用是

紧密联系、互为因果的，本章节根据已有的实验

证据将其归纳为 3 点：1) 基因元件过表达引发

细胞生长压力；2) 基因元件特异调控会导致细

胞毒性；3) 细胞体内特殊生理机制会影响元件

的内禀参数。下文分别加以论述。 

1.1  基因元件过表达引发细胞生长压力 
细胞利用有限的资源完成营养物质摄取、能

量代谢、DNA 复制和细胞分裂等诸多生理过程，

为了优化自身的生长，细胞需要根据环境平衡分

配这些资源。由合成生物学原理设计并人为构建

的基因元件或系统则打破了这种平衡，引发细胞

生长压力 (Burden)。 

首先，人工构建的基因元件在 DNA 复制和

蛋白表达过程中都占用了底盘细胞的资源。过多

的内源[15]或外源蛋白[16]过量表达都会造成细胞

生长放缓。机制研究表明相比于能量和物质消

耗，这一现象更主要来源于底盘细胞 RNA 聚合
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酶和核糖体的占用 [17–18]。过量表达蛋白导致细

胞生长停滞，还会引起 ppGpp 等途径激活细胞

应激反应[16]，造成细胞生理状态的全局性切换，

这也是下文提到的细胞体内特殊生理机制会影

响元件内禀参数的原因之一。 

细胞生长减缓对人工基因元件的利用造成

诸多不良影响。除削弱元件预测性外，生长压力

带来的负向筛选作用会减弱人工基因回路的遗

传稳定性。尽管底盘细胞 DNA 的基础突变率极

低，如果突变体相对元件宿主具有生长优势便会

很快占据群落的主体，使元件在群体层次上失

效。例如，You 等设计的控制细胞群体大小的元

件在传代培养 3–6 d 后就由于产生的逃脱调控的

突变体具有生长优势，大量增殖而失效[19]。 

1.2  基因元件特异调控会导致细胞毒性 
基因元件除了跟预期目标靶位点相互作用

以外，还可能对未预料的特定基因发生特异调控

作用，并对底盘细胞生理功能产生影响，导致细

胞毒性 (Toxicity)。虽然这种基于调控产生毒性

的表现往往也是细胞生长缓慢乃至死亡，但由于

这些元件的表达量不足以造成严重的细胞资源

的占用，我们将其与生物元件过表达引发细胞生

长压力区别开来，称之为细胞毒性。 

为了构造更为复杂的人工生命系统，获取能

够同时使用而不相互干涉的正交元件库是必需

的[20]。获取正交元件的思路之一是运用生物信

息学手段从不同物种挖掘属于同一家族的元件，

但由于这些元件和底盘细胞没有经过漫长的共同

进化，它们之间可能存在意料之外的相互作用[6]。

如图 1A 所示，Stanton 等对 tetR 家族的阻遏蛋

白进行了挖掘，发现的一些元件在其表达量足够

对回路输出产生调控作用时，细胞的生长也开始

受到影响[10]。考虑到基因组序列上存在许多不

活跃的调控蛋白结合位点[21]，这些阻遏蛋白的

细胞毒性很可能来源于转录因子与宿主 DNA 序

列特异性结合而导致的相互作用。另外，即使单

个阻遏蛋白表现的细胞毒性较小，用多个阻遏蛋

白构建回路时其细胞毒性可能积累对细胞生长

造成严重影响[1]。产生细胞毒性的机制不局限于

调控蛋白-DNA 序列互作层面，基于蛋白-蛋白互

作设计的元件也可能造成细胞毒性。Rhodius 等

从 ECF σ 因子、抗 σ 因子 (Extracytoplasmic 

function σs，anti σs) 中挖掘转录调控元件时,发

现部分 σ 因子、抗 σ 因子在较高表达量时，由于

与内源 RNA 聚合酶竞争结合由 α2ββ′ω 亚基组成

的核心酶 (Core enzyme)，导致内源基因异常表

达产生细胞毒性[9]。 

不只是一些新挖掘的元件，许多已经在多种

宿主中广泛使用的优质元件其细胞毒性也限制

了 其 作 用 的 发 挥 和 推 广 。 CRISPRi-dCas9 

(CRISPR interference-dCas9) 调控系统被认为是

优秀的可编程的调控元件，目前已被广泛用于基

因回路构建和代谢工程调控[11,22]，然而 dCas9 随

其表达量升高、抑制效果增强会导致细胞生长迟

滞的现象在多篇文章中都有所报道 [23–24]，如图

1B 所 示 。 一 些 研 究 者 认 为 该 毒 性 的 来 源 是

CRISPR 具有的脱靶效应[25]。CRISPRi-dCas9 的

毒性导致其在实际使用时，需要耗费使用者大量

精力平衡转录调控开关的正面影响与其对细胞

生长的负面影响。 

合成生物学的元件设计最终要针对下游应

用问题的解决而调整，需要宿主细胞的健康快速

生长，因此元件的细胞毒性是其应用的瓶颈问题

之一。 
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图 1  tetR 家族的阻遏蛋白 (A) 和 dCas9 (B) 的表达导致细胞毒性 (图 1A 源自文献[10]；图 1B 源自文献[23]) 
Fig. 1  Expression of repressors from tetR family (A)[10] and dCas9 (B)[23] causes cytotoxicity. 
 
 
1.3  细胞体内特殊生理机制会影响元件内禀   
参数 

元件的内禀参数是指用于数学描述元件行

为的参数，如启动子的启动强度，阻遏蛋白的解

离常数、希尔系数等。由于这些参数都是在特定

条件下由实验测定或拟合得到的，变更培养条件

或更换元件宿主从而改变细胞的生理条件会影

响元件的内禀参数。影响元件内禀参数的细胞体

内特殊生理机制主要包括：1) 细胞资源竞争导

致内禀参数耦合；2) 追溯效力 (Retroactivity)；

3) 细胞生长状态影响元件表达相关参数，本节

将对这些机制分别展开介绍。 

合成生物学元件和宿主细胞共同利用细胞

内的酶等有限资源，资源竞争会导致设计上互不

干涉的构建产生功能上的耦合。如图 2A 所示，

Cookson 等在实验中发现带有 LAA 蛋白降解标

签 的 黄 色 荧 光 蛋 白 、 青 色 荧 光 蛋 白 在 同 一

Escherichia coli 细胞中表达时，提高其中一个荧

光蛋白的表达量会导致另一荧光蛋白荧光值提

高。这是由于两者共用 E. coli 内源的 ClpXP 降



季翔宇 等/人工基因元件的生理学研究进展 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

397

解机器，蛋白过表达造成降解机器过载，使得其

内禀参数蛋白降解速率产生耦合。这一机制被称

为排队效应 (Queueing-up effect) [26]。与此类似，

RNA 对核糖体的竞争也会导致翻译层次的耦

合。Tabor 等的实验结果显示含有类似 RBS 序列

的 sRNA (Small RNA) 大量表达会结合细胞内

的核糖体，导致细胞内的翻译效率下降，表现为

同时表达的 GFP 表达量降低。 

追溯效力 (Retroactivity) 是指信号通路下游

的系统给上游系统带来信号反馈，从而影响上游

系统功能的效应[5]。以合成生物学系统中常用的，

阻遏蛋白结合操作子序列介导的信号传导过程为

例：上游模块表达阻遏蛋白作为输出信号分子，

由于这个阻遏蛋白特异识别多个下游模块的操作

子序列，并结合到操作子 DNA 上完成转录调控，

因此阻遏蛋白的浓度就作为下游模块输入信号影

响其输出信号。如果阻遏蛋白在上游模块中还结

合了其他模块的操作子 DNA 序列，会导致作为

下游模块输入信号的转录因子有效浓度下降，因

此额外操作子的存在将影响上下游模块组装的

可预测性。如图 2B 所示，Jayanthi等利用一个简

易系统说明了回溯活性的影响[27]。在构建上游

模块时，他们将融合了降解标签 LVA 的绿色荧

光蛋白置于 lacⅠ阻遏蛋白抑制的 PLac 启动子表

达下，lacⅠ则由诱导剂 atc (无水四环素) 诱导表

达。当添加 1 个相当于其他模块且含有 lacO 操

作子序列的质粒时，待测试模块的行为发生了变

化：加入 atc 抑制绿色荧光蛋白表达和去除 atc

解开绿色荧光蛋白表达抑制时，该实验组相对于

没有额外 lacO 操作子的对照组都有一定程度的

延迟，这就是由于其他模块与上游待测模块竞争

了 lacⅠ所导致的结果。 

 
 

 
 
 

图 2  细胞体内特殊生理机制会影响元件内禀参数 (图 2A 源自文献[26]；图 2B 源自文献[28]) 
Fig. 2  Specific physiological mechanism in host cells, such as queueing-up effect (Fig. 2A)[26] and retroactivity  
(Fig. 2B) [28], can influence innate parameters of genetic parts. 
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在细胞体内，基因元件的相关参数会随着细

胞生长状态改变而改变。细胞内基因的实际拷贝

数、RNA、蛋白丰度都受生长速率影响[28]；细

胞内外的信号则会对基因表达产生全局性的调

控[29]。Zhang 等在实验中发现，在 E. coli 的生长

平台期添加 IPTG 已经无法有效诱导 pTAC 启动

子表达报告基因，正体现了细胞生长状态对元件

表达影响的复杂性[30]。 

2  人工基因元件-细胞生理系统相互

作用的刻画和不利影响的消除方法 

基于上述人工基因元件与细胞生理系统之

间的相互干涉效应，近年来不少研究者开始进行

这种相互干涉作用的定量刻画工作并针对性地

总结和验证人工合成生物系统的去干涉设计原

则，使得合成生理学有了基本的框架和研究范

式。本节将总结近期合成生理学范围内的代表性

工作，并介绍目前如何通过工程化设计和生物物

理模型消除或精准考虑这些因素的影响。 

2.1  元件-细胞生理系统相互作用的刻画 
传统刻画生长压力的方法就是通过观察宿

主相对于对照的生长速率变化，然而该方法只有

当生长压力足够大时，才能在表型上表现出显著

差别。如图 3A 所示，Ceroni 等开发了一套基于

荧光检测的细胞生长压力检测方法，将一个常量

表达的绿色荧光蛋白基因用噬菌体整合酶整合

到 E. coli 基因组的特定位点上，考虑到绿色荧

光蛋白的表达不受特异性调控，其表达量应该能

反映资源分配对细胞全局表达的影响。该工作中

作者用单位细胞产生的荧光表征或监测细胞资

源的容量 (Capacity)，测试不同质粒拷贝数、启

动子强度、RBS 强度组合下的人工基因元件对

细胞资源的占用情况，得出相比于 DNA 复制、

转录过程，其翻译过程中人工基因元件对核糖体

的占用是导致宿主生长压力的主要来源[31]。该

方法为优化元件表达策略提供了开创性的定量

和评价方法。除此之外，也有工作还关注利用无

细胞系统 (Cell-free system) 定量研究特定构建

对宿主资源的占用 (图 3B) [32]。无细胞系统的优

势在于实验简便，反应体系小，便于高通量化，

但由于只保留了转录翻译系统，系统的循环能力

较弱，诸如 NTP 水解以及酶降解的因素会导致

蛋白合成的过早终止，使元件在系统中的行为与

体内 (in vivo) 的行为之间存在相当大的差别。 

对元件 -细胞生理系统的相互作用进行刻

画，一方面为研究者在设计基因回路时比较不同

设计方案提供了实验技术支持；另一方面该类工

作能找出相互作用中的关键因素，有助于发现更

多具有普适性的回路设计原则。 

2.2  元件-细胞生理系统相互作用的消除 
针对基因元件-细胞生理系统相互作用导致

其功能预测性削弱，研究者可以通过某些工程化

设计方案消除这些影响；或通过强大的生物物理

模型精准考虑这些因素的影响，将其包含在元件

行为的预测模型中，以提高对元件组装后行为预

测的准确性。 

关于减小人工基因元件对宿主细胞造成的

生长压力，最直接的方法是在完成同样功能的设

计中选择消耗资源较少的一种。例如 Arkin 实验

室利用 fim 整合酶系统构建了一系列记忆存储装

置，当装置接受诱导剂的输入信号时重组酶的表

达可以使特定的 DNA 序列反向，并利用这段 DNA

序列的方向储存接收输入信号的“记忆”[33–34]。选

择执行记忆储存功能的装置时，这种利用重组酶 
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图 3  通过荧光检测在体内 (A) 或体外 (B) 定量合成生物学构建对宿主细胞带来的生长压力 (图 3A 源自文

献[32]；图 3B 源自文献[33]) 
Fig. 3  Quantify cellular burden that synthetic constructs exert over host cells in vivo (A)[32] or in vitro (B)[33] via 
fluorescence measurement. 
 
系统的设计相比利用转录因子调控实现的扳式

开关 (Toggle switch) [35]很可能是一个更好的选

择，因为后者储存信息依靠的是特定转录因子在

细胞内的高浓度，需要不断地占用细胞的资源表

达转录因子维持这一状态。 

解决基因元件特异调控导致的细胞毒性，则

可从 3 个方面入手：1) 在开发合成生物学元件

时，注意测试元件的细胞毒性，舍弃具有毒性的

元件，提升合成生物学工具箱的质量。关于这一

点，前文提到的 Voigt 实验室开发 tetR 家族的阻

遏蛋白工具箱的工作提供了很好的范例 [10]；2) 

通过实验深入挖掘元件毒性的产生机理，据此在

回路设计中进行规避。如 Kimelman 等对无法在

E. coli 中得到克隆的 DNA 序列进行分析，挖掘

其中具有毒性 (或表达产物具有毒性) 的 DNA

序列，其中很重要的一部分是具有 DnaA box 的

序列。在 E. coli 中 DnaA 蛋白结合到 DnaA box

上启动 DNA 复制。该工作之后通过实验证明多拷

贝的 DnaA box 与 DnaA 相互作用会导致细胞毒

性。这一类的研究提供的信息能够有效指导我们

在设计中选择可靠的元件；3) 表达具有潜在毒性

的元件时，应考虑采用诱导激活的表达方式，并

采用诸如 sRNA 抑制等策略减小其泄露表达量[20]。 

对于细胞体内特殊生理机制会影响元件内

禀参数的问题，一个可行的解决办法是将人工基

因元件与细胞生理系统解耦合。利用与宿主细胞

正交的外源表达系统可以将元件的表达从宿主

细胞中隔离开来。这一方面应用较为广泛的是

T7 转录系统，T7 家族 RNA 聚合酶来源于噬菌

体，识别的启动子序列特征与 E. coli 等宿主细

胞内源启动子有相当大的差别，保证了正交性，

常被用于合成生物学元件的表达。如 Kushwaha

等使用 T7 RNA 聚合酶-启动子构建了一套基于

反馈调控的表达系统，在 E. coli、Pseudomonas 
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putida、Bacillus subtilis 中都实现了元件的稳定

表达[36]。另一个例子是 Cameron 等利用烟草病

毒来源的 Lon 蛋白酶在 E. coli 中控制人工基因

元件的降解，避免 E. coli 内源的降解系统过载，

如图 4 所示[37]。追溯效力导致的影响则可以通过

绝缘子元件的设计将上下游信号通路隔离而解

决。Mishra 等在酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae

中的转录因子浓度作为输入-输出的信号通路上下

游间添加了基于磷酸化快反应的绝缘装置，削弱

了由追溯效力导致的信号传导延滞[38]。 

另一种思路是通过强大的生物物理模型精准

考虑元件-细胞生理系统相互作用的影响，将其包

含在元件行为的模型中提高预测的准确性。在这方

面的成功范例是 Salis 实验室关于 RBS calculator 的

一系列工作。RBS calculator 基于热力学原理考虑

mRNA 二级结构、mRNA-rRNA 相互作用计算不同

转录本的翻译起始效率，输入不同宿主的 16S 

rRNA 序列可以有效实现跨宿主的计算[39-40]。 
 

 
 

图 4  利用与宿主细胞正交的外源系统可以将元件的表达和降解从宿主细胞中隔离开来 (改编自文献[38]和 
文献[39]) 
Fig. 4  The expression and degradation of genetic parts can be decoupled from hosts by using orthogonal 
heterologous systems. Fig. A adapted from Kushwaha, M. et al., Nat Commun.[38]. Fig. B adapted from Cameron, D.E. 
and J.J. Collins, Nat Biotechnol.[39]. 
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3  结论与展望 

过去十几年间，合成生物学元件工具箱以及

组装方法的开发经历了“从零到一”的飞跃，然而

元件-宿主细胞的相互作用却阻碍了人工设计的

生命系统的复杂度进一步提升。近期许多研究者

开始关注细胞生理系统对人工基因元件的影响

以及相关元件设计原则等合成生物学领域基本

工程科学问题。这些研究对未来合成生理学的方

向很有启发作用。未来合成生理学的研究应在以

下几点展开：1) 注重刻画元件在不同培养条件

下功能和行为，并对实验结果表述和定量方式进

行标准化，便于数据的整合和分享；2) 开发基

于转录组、蛋白质组等多层次高通量技术，降低

获取合成生物学构建表型数据的资金和时间成

本，并作针对性地数据挖掘，为理解元件-宿主

相互作用的产生机制提供数据支持；3) 根据需

要开发粗粒化和精细的全细胞模型，用于描述资

源分配等细胞生理规律，增强人工合成生物系统

的预测性；4) 研发元件-宿主隔离技术和策略，

总结消除两者相互作用影响的设计原则，例如前

文提到的利用正交外源表达系统将元件表达从

宿主细胞中隔离的策略。合成生理学的深入研究

将使我们真正实现人工生命系统设计的精准化，

促进合成生物学成果在应用领域的高效转化。 
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