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摘  要 : 合成生物学旨在建立一套完整的工程理论和方法，通过设计和组装基本生物学元件，更为有效地实

现复杂生物系统的设计，并使其完成可编程的生物学功能。近年来随着可编程基因组元件的出现，特别是

CRISPR 和 CRISPRi 技术平台的建立和完善，使得合成生物学进入了一个全新发展的时期。本文重点综述

CRISPR 等基因组编辑和调控技术，其在构建可编程生物学元件和复杂基因线路的应用以及合成生物学在医学

中 (称为医学合成生物学) 的发展前景。 
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Abstract:  Synthetic biology aims to establish a complete set of engineering principles, theories, and methods, via the 
rational design and assembly of basic biological parts, for the goal of effective implementation of complex biological systems 

·应用领域· 
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with programmable functions. In recent years, with emerging novel classes of programmable genetic parts, in particular, the 
establishment and optimization of CRISPR and CRISPRi technology platforms, synthetic biology is entering a new era. This 
review summarizes recent advances on CRISPR genome editing and gene regulation technologies, their applications in 
constructing programmable biological parts, and their roles in building sophisticated gene circuits. We also provide a future 
vision on how synthetic biology can transform medicine (named medical synthetic biology, MSB) and therapeutics. 

Keywords:  synthetic biology, gene circuit, CRISPR, CRISPRi, TALEN, ZFN, genome editing, cell design lab 

 

1  合成生物学 

合成生物学是 21 世纪初新兴的交叉学科，

涉及到生物学、工程学及计算机科学等多学科的

综合。合成生物学旨在通过人工设计和构建自然

界中不存在的生物元件和系统，或重新工程化改

造和优化现有的生物元件和系统，或利用系统生

物学、计算模拟以及定量分析等方法来制造复杂

的生物系统。虽然是一个新兴学科，但合成生物

学在多个领域已展现了重要的应用，比如通过酵

母生产生物能源[1-2]和制造多功能材料[3]、利用微

生物净化水源和土壤来保护环境[4-5]、或是生产

可杀死癌细胞的免疫细胞来治疗疾病[6]。发展合

成生物学对于发展其他学科有重要意义。合成生

物学不仅依赖于多学科的交叉和发展，同时又促进

多学科、多产业 (如医学、药学、环境和能源等) 的

发展，因此正在成为生物工程学的核心学科，也是

会带来革命性突破的战略性学科之一[7-8]。基于其

广泛的应用，发展合成生物学具有重大的科学意

义、经济意义和社会意义。 
合成生物学的核心思想是将复杂的生物系

统变得可编程。很多合成生物学家受到计算机

科学的启发，将一个复杂的生命系统 (如细胞或

人体) 类比于一台计算机。那么区别在哪里？计

算机中运行的是数字化的信息程序，是人们通

过编程可以控制计算机的代码。而生命系统中

流动的是生命的信息，是通过上亿年进化产生

的关于自身复制、产生功能和凋亡的程序。理

解这种复杂的生命程序背后的意义是生物学的

研究目标，而编程、调控这一复杂生命程序则

是合成生物学的研究目标。  
近年来，合成生物学研究主要包括以下内

容：大规模基因元件的构建和定量测量、理解

基因线路和系统的设计原理、大规模 DNA 合成

技术的开发、基因组编辑和调控平台的建立。 

合 成 生 物 学 的 核 心 概 念 之 一 是 基 因 线 路 

(Genetic circuit) 的构造。基因线路是由基因元件

构成的，而基因元件包括编码蛋白的基因 (如编

码酶的基因)、调控基因表达的元件 (如启动子、

增强子、调控蛋白和 RNA 等) 以及可以感应外

在 信 号 的 分子  (如 可 以结 合 小 分 子的 蛋 白 和

RNA)。基因调控元件包括转录水平元件 (如启动

子、终止子等调控序列) 和转录后水平元件 (如

mRNA 序列或非编码 RNA 序列)[9]。而基因线路

则是通过将不同的基因元件按一定逻辑规律连接

在一起构成网络，比如上游的基因蛋白产物可以

调控下游的基因表达，如此环环相扣实现特定的

生物学功能。通过在活体细胞中实现复杂的、有

功能的基因线路一直是合成生物学研究的热点，

这不仅需要基础研究来理解构造复杂线路的基

本原理，更重要的是会带来多方面的实际应用，

如解决医学、环境和能源行业等面临的问题[10-11]。 

一条典型的基因线路通常包含三部分：感

应器 (检测接收的输入信号)、处理器 (针对输

入信号做出计算) 和执行器 (行使细胞功能)。
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这些器件联结、搭配起来，可执行各种特定的生

物学功能，如逻辑门[12-16]、基因表达开关[17-18]、

记忆设备[19]和细胞内通讯[20-21]。这些“合成型”

调控元件必须是有效的 (能够调控靶基因的表

达水平到期望值)、程序性的 (能够被调控至期

望的靶点发挥作用)，并且可有效避免与细胞中

原有的基因交互干扰反应，从而实现对细胞的

编程。目前，针对基因组的可编程、合成型调

控元件主要包括锌指蛋白 (Zinc finger protein，

ZFP) 、 类 转 录 激 活 效 应 因 子  (Transcription 

activator-like effector，TALE) 和 CRISPR 干扰 

(CRISPR interference，CRISPRi)。 

2  基因组工程 

基因组工程是指对细胞的基因组进行工程

性操作，包含对基因组 DNA 的修改、重组和编

辑，从而实现新的、有用的生物体性状，如细

菌品种改良、提高农作物产量、或是生产用于

治疗的干细胞。随着人类基因组测序的普及，

读取基因组的信息已经不是基因组研究的瓶

颈。如何有效改写和调控基因组的信息在近几

年随之成为一个焦点。正是在这种背景下，基

因组编辑技术获得了突飞猛进的发展。 

至今，已有多种高效的 DNA 靶向内切酶被

发 现 ， 如 锌 指 核 酸 酶 (Zinc finger nuclease ，

ZFN)[22] 、 类 转 录 激 活 样 效 应 因 子 核 酸 酶

(Transcription activator-like effector nuclease，

TALEN)[23-24]和成簇规律间隔短回文重复序列

(Clustered regulatory interspaced short palindromic 
Repeats，CRISPR)相关蛋白 [25-26]。这些靶向内

切酶都可以结合到 DNA 的特定位点并进行切

割，造成 DNA 双链断裂(Double-strand break，

DSB)。为了修复双链断裂，细胞随即利用自身

的修复机制 (DNA repair pathway) 在该位点产

生同源重组(Homology-directed recombination，

HDR) 或非同源末端连接(Non-homologous end 

joining，NHEJ)，从而实现靶基因编辑。如今，

ZFN、TALEN 和 CRISPR 技术已成为基因组工

程学的基本工具，而它们在合成生物学中的应

用也正在为合成生物学带来新的突破。 

3  CRISPR 技术 

3.1  CRISPR/Cas 
自 2013 年 CRISPR/Cas9 技术成功用于人细

胞中基因组编辑，由于其较高的编辑效率、便

捷的操作方式和较低的脱靶率，CRISPR/Cas 介

导的基因组编辑技术成为一项新型的基因组编

辑的主流方法。其研究和应用最近几年也取得

了突飞猛进的发展。 

CRISPR 起初是源于细菌中的发现，指的是

细菌体内通过序列特异性互补配对，以抵御噬

菌体外源 DNA 侵染的分子机制[27]。该机制的独

特之处在于，不同于其他仅仅依靠蛋白质分子和

DNA 特 异 性 结 合 的 识 别 机 制  ( 如 ZFN 和

TALEN)，CRISPR 是通过 RNA (核糖核酸) 和

DNA (脱氧核糖核酸) 的碱基互补配对原则 (即

A/T 或 A/U 互补，G/C 互补) 来识别特定的 DNA

序 列 并 且 切 割 该 序 列 。 目 前 已 被 发 现 的

CRISPR/Cas 系统有 3 种，分别为Ⅰ型、Ⅱ型和

Ⅲ型[28-29]。其中Ⅱ型系统 CRISPR/Cas9 组分最

为简单，只需要一个 Cas9 蛋白 (CRISPR-associated 

protein 9) 就可以实现 DNA 识别和剪切[30]。Cas9

蛋白与工程化的向导 RNA (Single guide RNA，

sgRNA，向导 RNA) 结合，在 sgRNA 指引下

Cas9/sgRNA 能够识别与向导 RNA 中的指引序

列互补配对的靶 DNA 序列，并进行切割，形成

DNA 双链断裂 (Double-strand breaks，DSB)，



王方圆 等/基因组工程在医学合成生物学中的应用 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

425

随后 DNA 通过 NHEJ 或 HDR 方式进行修复，

造成基因敲除或编辑 (Gene editing)[25] (图 1A)。  

CRISPR 作为一项新兴技术，近年来大幅度

扩展了合成生物学的基因元件库。CRISPR/Cas9

与其他元件 (RNA、蛋白质等) 结合到一起，成

为“超级合成生物学元件”。比如，CRISPR 与

sgRNA 结合可作为感应器感知信号，可作为处

理器传递信号，也可作为执行器行使功能。 

3.2  CRISPR/Cas9 优势 
CRISPR/Cas9 技术的优势在于其特异性、

有效性和便利性。一方面，碱基互补配对原则

使得 CRISPR/Cas9 几乎可以识别任何 DNA 序

列，实现了整个基因组范围内的识别，同时大

大简化了 sgRNA 的设计、克隆和功能测试。另

一方面，CRISPR/Cas9 在不同物种中都展现了

功能。已发表的研究工作显示 CRISPR 系统可

以高效且特异地识别多种物种的基因组，包括

细菌[31]、酵母[32]、果蝇[33]、线虫[34]、斑马鱼[35]、

水稻[36]、小鼠[37-38]、大鼠[39]、猪[40]以及人的细

胞[41]，另外 CRISPR/Cas9 技术也在 HeLa 和 
 

 
 

图 1  CRISPR 工具箱。(A) Cas9 核酸酶和序列特异的向导 RNA (sgRNA) 可以特异识别基因组的序列并切割基

因组。这允许人们对基因组的特异序列进行编辑 (Gene editing)。(B) 核酸酶失活的 Cas9 (dCas9) 和序列特异的

sgRNA 可以特异结合基因组的序列并产生基因调控功能。在原核生物中，dCas9 和 sgRNA 直接结合到基因组可

以直接阻断基因转录；在真核生物中，dCas9 和 KRAB 蛋白域的融合蛋白可以更有效地抑制下游基因的表达。

(C) dCas9 融合蛋白和序列特异的 sgRNA 可以特异地结合基因组的序列并激活基因表达。第一代激活技术基于

dCas9 和 VP64 的直接融合，但是效率欠佳；第二代激活技术，包括 Suntag、VPR、SAM 等系统可以大大提高

基因激活的效率。(D) dCas9 和表观遗传学因子的融合蛋白可以允许人们对基因组进行表观遗传学修饰编辑。 
Fig. 1  The CRISPR toolkits. (A) The Cas9 nuclease and sequence-specific sgRNA can recognize and cut desired DNA 
sequence in the genome. This allows gene editing of specific genome sequences. (B) The nuclease-deactivated Cas9 
(dCas9) and sequence-specific sgRNA can bind to desired DNA sequence and modulate its transcription. In prokaryotes, 
binding of dCas9 and sgRNA to the genome can sterically block transcription. In eukaryotes, dCas9 fused with KRAB can 
more effectively inhibit downstream gene expression. (C) dCas9 fusion proteins and sgRNAs can activate gene expression 
in the genome. The first generation of dCas9 activators is based on dCas9 fused to VP64, with only a moderate efficiency. 
The second generation technique, including Suntag, VPR, and SAM can enhance gene activation efficiency. (D) dCas9 
fused with epigenetic factors allows modifying the epigenetic modifications of the genome. 
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K562[42]等多种癌细胞、小鼠胚胎干细胞、人脐

带静脉内皮细胞、人成纤维细胞和人诱导性多

功能干细胞 (Induced pluripotent stem cells，iPS) 

以及 iPS 细胞分化的神经干细胞中实现了基因

敲除、基因敲入和基因突变等编辑[43]。 

CRISPR/Cas9 技术的另一大优势是，除了

基因编辑，还能够在原技术基础上，对 Cas9 蛋

白进行改造，实现序列特异的、精准的基因表达

调控。我们在过去的工作中首次发明了核酸酶失

活的 Cas9 (Deactivated Cas9 或 dCas9) (图 1B)，
使 Cas9 蛋白失去剪切 DNA 序列的功能，但仍

具有 sgRNA 导向的序列特异结合功能。这种技

术称为 CRISPR 干扰  (CRISPR interference，

CRISPRi)，是指通过 dCas9 “占位”阻挡了 RNA
聚合酶结合到启动子，或者 RNA 聚合酶的“前

进”，或者 RNA 聚合酶与其他转录因子的结合等，

实现对多种物种基因表达抑制的调控[44]。关于

dCas9 的基因表达调控技术在下面会详细讨论。 

4  CRISPR 技术在合成生物学中的应用 

4.1  基于 CRISPR/Cas9 的调控工具 
通过将 dCas9 与多种不同调控因子融合，

目前我们已经实现了基因组范围内的定向抑制

基因表达，激活基因表达，在同一细胞内的双

向调控和较大 DNA 区域上表观遗传学修饰的改

变 (表 1)。将 dCas9 与转录抑制因子 (KRAB) 

(图 1B) 融合，可以沉默内源基因如干性基因

OCT4、NANOG、SOX2 等的表达，且可被抑制

到精准的表达量[44]；将 dCas9 与转录激活因子 

(VP16、p65 等) (图 1C) 融合，可以激活内源基

因表达[45]。使用基于 dCas9 抑制元件和激活元

件，可精准确定基因被抑制或激活的水平，以

揭示影响生物功能的基因活性变化的程度。另

外，将 dCas9 与人乙酰转移酶 p300 核心结构域

融合 (图 1D)，使靶基因启动子和增强子的组蛋

白 H3 第 27 位赖氨酸均被乙酰化 (H3K27ac)，

可实现靶基因的表观遗传学修饰[46]。基于 dCas9

基因工程表达调控元件还可以方便地进行多位

点的调控。因为只需要表达多个不同的 gRNA，

同一个 dCas9 即可靶向不同基因。最近一项研

究显示，向细胞中共转染 10 个 gRNA，可同时

激活这 10 个 gRNA 靶向的基因，尽管激活效率

比这 10 个基因分别被单个 gRNA 激活低[47]。 

除将 dCas9 以融合蛋白的方法改造成调控因

子，改造 sgRNA 成为效应因子招募序列，为调

控基因提供了更多的工具。在 sgRNA 3′-末端增

加效应因子招募序列，形成 CRISPR RNA 支架 
(Scaffold RNA，scRNA) (图 1C，如 SAM 系统)。
scRNA 不仅具有普通 gRNA 的靶向 DNA 结合序

列能力，还可以通过招募序列 (称为 aptamer) 与

其他蛋白质相互作用，使效应因子 (转录激活子

或抑制子) 结合到 sgRNA。因此，一个 scRNA
招募一种转录因子如 VP64 到一个基因来调控该

基因，而另一个 scRNA 可同时招募同种类型转

录因子到另一个基因，也可招募不同类型转录因

子如 KRAB 转录抑制子到另一个基因 (dCas9 不

变)，于是使得同时上调多个基因、或同时下调多

个基因、或在上调某一 (些) 基因的同时下调另一 
(些) 基因 (双向调控)，得以实现[48]。值得一提的

是，CRISPR 也可与其他合成型调控工具  (如

RNAi、miRNA、shRNA 等) 整合到一起，组成一

个工具箱，从而发挥复杂的程序性调控作用[49]。 
最近另一项对 sgRNA 进行改造的研究发

现，缩短 sgRNA 中向导序列的长度到 16 个核

苷酸，尽管 Cas9 的核酸酶活性大大降低，但它

仍然可以与 DNA 相互作用识别靶 DNA；非常

有趣的是，进一步将 Cas9 与转录激活因子 VPR

融合，Cas9-VPR 与缩短的 sgRNA 结合，却不 
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表 1  基于 Cas9 的基因编辑和基于 dCas9 的基因调控 
Table 1  Cas9-based gene editing and dCas9-based gene regulation 

种类 CRISPR 相关蛋白 功能 调控因子 参考文献

编辑 Cas9 DNA 切割，基因敲除或敲入 无 [25] 

调控 dCas9 

激活 VP64、VPR、SunTag、SAM 等 [45] 
抑制 KRAB 等 [44] 
表观遗传修饰 P300 核心结构域等 [46] 

The underlined sequences correspond to the Nde I restriction site in F1 and the Hind III site in R1. 
 

仅与 Cas9 具有相同的核酸酶活性，而且能够同

时 激 活 下 游 报 告 基 因 的 表 达 。 这 使 得

CRISPR/Cas9-VPR 成为能同时发挥基因编辑和

转录调控作用的多能工具，使同时调控 DNA 和

RNA 成为现实[50]。 

但是，在 CRISPR/Cas9 应用于人的细胞时，

由于 RNA 聚合酶Ⅱ表达的 RNA 会被运送至细

胞质，而 sgRNA 需要在细胞核内结合到基因组

DNA，因此 sgRNA 只能由 RNA 聚合酶Ⅲ表达。

然而 RNA 聚合酶Ⅲ只占 RNA 聚合酶中的一小

部分，且很多组织及诱导型表达系统只能利用

RNA 聚合酶Ⅱ，这大大限制了 CRISPR/Cas 技

术在基因调控和基因组工程上的应用。研究表

明，应用 RNA 三螺旋 (RNA-Triple-Helix) 结构

和结合并切割 RNA 的 Csy4 组合成的复合体 

(Triplex/Csy4)，可实现通过 RNA 聚合酶Ⅱ表达

gRNA[49]，大大增加了 CRISPR 人工转录因子和

CRISPR 基因线路 (CRISPR/Cas-based circuits) 

的应用范围，提高了调控效率。 

在现有的 CRISPR/Cas9 技术中，基于化脓

性链球菌 Streptococcus pyogenes sp.的 Cas9 的基

因编辑和调控工具应用得最为广泛。但是在一

种细胞中，基于同一种 Cas9 的多基因调控并不

是平行的和独立的正交控制系统。利用来源于

不同种细菌的 Cas9 蛋白和与其共轭的 sgRNA，

可以实现基于 CRIPSR/Cas9 的正交调控。使用

一整套 Cas9 同源体 (Cas9 orthologs)，它们分别

来源于化脓性链球菌、嗜热链球菌 Streptococcus 

thermophilus 、 脑 膜 炎 奈 瑟 菌 Meningococcal 

meningitidis 和齿垢密螺旋体 Treponema denticola，

不仅可以在细胞中 (细菌或人) 同时地、独立地、

互不干扰地介导基因编辑和基因调控，而且可以同

时调控转录激活和转录抑制[51]。 

利用 CRISPR 人工转录因子 (CRISPR/Cas 

transcription factors，CRISPR-TF) 和设计 sgRNA

得到新的调控元件，可以轻松实现同时调控多

个基因和复杂的基因线路。与基于 CRIPSR/Cas9

的正交调控结合，为构建大规模合成型基因线

路，对天然调控网络进行重新组合以及模拟天

然状态下的基因网络提供了特别丰富的工具。 

4.2  基于 CRISPR/Cas9 的基因线路 
合成生物学中，构建复杂基因调控线路的

一个重要原则是：上游元件的输出信号可以作

为下游元件的输入信号。例如，经改造后，哺

乳动物细胞中上游 sgRNA 与 dCas9 的复合物可

调控下游 sgRNA 的表达，而下游 sgRNA 随即

调控荧光蛋白的表达[49]，如此环环相扣。 

CRISPR/Cas9 已经被用来构建多种应用型

的基因线路。最近一项研究表明，CRISPR/Cas9

可用于构造新型“分子信号传导器” (CRISPR- 

Cas9-based ‘signal conductor’)，有效感知、处理
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和操控生物信号，指导细胞内信息传递，调控

内源基因转录[52]。该研究使用带适配器 (感知

信号) 的加长型 sgRNA，以及可识别信号的核

糖开关 (Riboswitch)，这两个看似毫不相关的分

子结合到一起，也组成一个 RNA 支架 (图 2A)。

当环境中不存在特异性信号时，sgRNA 与其反义

链结合，不能结合到 DNA 靶点；当出现特异性

信号 A (或 B) 时，A 结合到 sgRNA 的适配器上，

造成 RNA 支架构象发生变化，sgRNA 随即与

DNA 靶点结合，影响信号 B (或 A) 的转录。该

装置不仅可用于构建所有类型的布尔逻辑门 

(Boolean logic gates) 等，也可通过构建一些偶

联不同信号通路的合成型结点，用于重新排列、

组织细胞信号通路；最重要的是，该装置通过

调控双向 (ON-OFF) 基因转录，能够重新组织

癌基因信号转导路径，使癌细胞发生重编程甚

至逆转。     

CRISPR 逻辑与门 (AND gate) 的构建可用

于筛选膀胱癌细胞，用于临床治疗[53]。此基因

线路由肿瘤细胞特异的启动子 (hTERT) 驱动、

靶向 lacⅠ基因的 sgRNA (sgRNA-lacI) 和膀胱

细胞特异的启动子  (hUPII) 驱动的 dCas9 组

成，当 sgRNA 和 dCas9 都表达时，lacⅠ基因 (编

码转录抑制因子 lacⅠ) 被阻遏，lacⅠ介导的转

录抑制过程被缓解，其下游信号通路表达，即

有信号输出 (图 2B)。因此，只有在那些 hTERT

和 hUPII 都表达的细胞，即膀胱癌细胞中，才

有下游信号输出。下游信号可连接与治疗相关

的基因，如 hBax (编码前凋亡因子)、p21 (编码

抗增殖因子) 和 E-cadherin(编码细胞迁移抑制

因子)，即可发挥治疗作用。 

CRISPR 转录逻辑门 (Transcriptional logic 

gates) 可调控大肠杆菌的基因表达[54]。小分子

输入信号诱导启动子表达 sgRNA，sgRNA 招募

dCas9 到 合 成 型 启 动 子 ， 阻 止 RNA 聚 合 酶 

(RNAP) 结合到该合成型启动子，阻止了输出基

因信号的表达。因此，只有缺失输入信号时，

才有输出基因信号的表达和相应基因的转录，

此即“非门” (NOT gate)。重要的是，“非门”和“或

门”可以层层排列，搭建“也非门”及“与门”，扩

增逻辑调控的数量。这些基因线路的输出信号

既可以是编码某蛋白的基因，也可以是靶向大

肠杆菌内源性基因的 gRNA，能够操控各种各样

的细菌表型变化，如生物膜形成、代谢和细菌

耐药性。 

最近通过使用不同的小分子诱导招募不同

的 转 录 因 子 ， 我 们 构 建 了 一 个 基 于 多 正 交

dCas9，诱导型，多基因平行上调和下调的技术

平 台  (图 2C)[55]。 通 过 将 来 自 植 物的 脱 落 酸

(Abscisic acid，ABA) 诱导的双聚物蛋白体系或

是来自植物的赤霉素 (Gibberellin，GA) 诱导的

双聚物蛋白体系与不同来源的 dCas9 进行融合，

我们可以使用小分子来诱导招募转录激活因子

或转录抑制因子。如果把两种双聚物蛋白体系

串联融合到 dCas9 蛋白上，则构成了一个与门 

(AND gate)，即只有当两个小分子都存在时才会

诱导 dCas9 的相关功能 (图 2D)；如果把两种双

聚物蛋白体系平行融合到同一个 dCas9 蛋白上

来招募同一个转录因子 (比如 VP64)，则构成了

一个或门 (OR gate)，即任何一个小分子的存在

都会诱导 dCas9 的相关功能 (图 2E)；如果在或

门中招募的是两个不同的转录因子，比如一个

是激活的，而另一个是抑制的，那么这就构成

了 一 个 双 向 开 关 器 件  (Diametric device) (图

2F)。这个平台的优点在于通过简单的蛋白组装

就能实现预期的逻辑器件和转录线路。 
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图 2  基于 CRISPRi的逻辑门和基因线路。(A) 使用加长型 sgRNA，以及可识别信号的核糖开关 (Riboswitch)，
可以在有小分子配体存在下造成 RNA 支架构象发生变化成为基因开关。 (B) 由肿瘤细胞特异的启动子 
(hTERT) 和膀胱细胞特异的启动子 (hUPII) 驱动，CRISPRi 可以允许人们构造基因线路用于筛选膀胱癌细胞

和临床治疗。(C) 通过使用不同的小分子配体诱导招募不同的转录因子，我们构建了一个诱导型、正交 dCas9
系统，用于可编程模式的多基因平行上调和下调。(D) 当把两种双聚物蛋白体系串联到 dCas9 蛋白上，这构

成了一个与门 (AND gate)。(E) 当把两种双聚物蛋白体系并联到 dCas9 蛋白上来招募同一个转录因子 (比如

VP64)，这构成了一个或门 (OR gate)。(F) 如果在或门中招募的是两个不同的转录因子：一个是激活的，而

另一个是抑制的，这就构成了一个双向开关器件 (Diametric device)。 
Fig. 2  CRISPRi-mediated logic gates and gene circuits. (A) Using a modified long sgRNA and a riboswitch that can 
recognize chemical ligands, researchers created a scaffold RNA that can undergo conformational change in response 
to ligands to switch genes ON and OFF. (B) Using a tumor-specific promoter (hTERT) and a bladder cell-specific 
promoter (hUPII), CRISPRi allows researchers to construct gene circuits that can be used for bladder cancer cell 
detection and treatment. (C) Using different small molecule ligands to recruit transcription effectors, we constructed 
an inducible and orthogonal dCas9 system that can be used for multiple gene activation and repression. (D) When we 
fuse two ligand-inducible dimerization systems in parallel to dCas9, this leads to a AND gate. (E) When we fuse two 
dimerization systems in series to dCas9 (e.g., VP64), this leads to a OR gate. (F) If two opposite transcription 
effectors are used in the OR gate, one is activating and the other is repressing, this leads to a diametric device. 
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此 外 ， 将 生 物 光 学 感 应 系 统 与 CRISPR/ 

dCas9 系统相结合，也是 CRISPR 在合成生物学

应用的重要进展之一。研究人员构建了由蓝光

激活的 CRISPR/Cas9 效应因子 (Light-activated 

CRISPR/Cas9 effector，LACE) 系统。首先分别

将 dCas9 和 CIB1 融合，CRY2 与 VP64 融合；

当有蓝光照射时，dCas9-CIB1 和 CRY2-VP64

融合形成异源二聚体，dCas9 与 VP64 靠近，组

成转录激活子，激活内源靶基因的表达[56]。 

4.3  CRISPR/Cas9 用于细胞底盘制造和其他

应用 
CRISPR/Cas9 为细胞底盘制造提供了有力

的工具。例如多位点的目标 DNA 的删除。可用

于移植的器官的匮乏使得许多人类疾病的治疗

处于瓶颈。猪器官是目前可供人体移植的来源

之一，但是猪体内的内源性反转录病毒一旦整

合到人基因组，可能增加人类患癌症的风险，

因此抑制或清除猪内源性病毒成为突破“猪器

官 移 植 到 人 ” 技 术 瓶 颈 的 重 要 部 分 。 利 用

CRISPR/Cas9 人 们 可 以 清 除 猪 肾 上 皮 细 胞 系

PK15 的所有内源性病毒 PERVs，为临床移植提

供了重要支持[57]。  

“CRISPR 展示” (CRISPR-Disp) 法是使用

各种可结合蛋白的 RNA 结构域修饰 gRNA (与

scRNA 类似)，使 sgRNA 在不同靶点时，细胞

执行不同的功能 [58]。使用该方法分别共表达

sgRNA 与 VP64 以及 gRNA 与荧光蛋白，可以激

活一个位点的同时成像另一个位点[58]。此外，

CRISP-Disp 平台能够招募长链非编码 RNA 到特

异基因组位点，成为研究 RNA 功能的强大工具。 

4.4  其他基因组工程技术在合成生物学的  
应用 

真核生物中，ZFPs 是由一系列识别 DNA

序列的锌指蛋白  (Cys2-His2) 串联  (一般 3–4

个) 而成的小结构域和一个非特异性核酸内切

酶构成；每个锌指蛋白识别并结合一个特异的三

联体碱基，随后内切酶对该位点的 DNA 双链进

行切割，DNA 片段与供体 (Donor) 通过同源重

组修复方式相互连接，供体片段完成插入。工程

化锌指蛋白核酸酶(ZFN)对大鼠内源性基因 IgM

和 Rab38 的敲除效率可达 25%–100%[59]。对人细

胞中 IL2Rγ基因的 X 染色体相关性重度联合免疫

缺陷 (X-linked severe combined immune deficiency，

SCID) 突变设计相应的锌指内切酶，结果 IL2Rγ

基因发生改变的细胞占 18%，两条 X 染色体的

基因均发生改变的细胞占 7%，说明改造后、工

程化的锌指内切酶可用于临床治疗[60]。 

TALEN 蛋白家族来自一类植物病原体——黄

单胞杆菌 (Xanthomonas spp.)，可通过识别特异

DNA 序列调控宿主植物内源基因的表达 [61]。

TALEN 蛋白中部包含一段长串联重复序列，具有

特异性识别、结合特异 DNA 序列的特性，可以根

据需要进行改造，靶向特异性位点。若与转录激活

因子或抑制因子 (如 VP64 或 KRAB) 连接，则可

发挥转录调控作用[62-65]；若与内切酶连接，则可进

行位点特异性基因组编辑[60,66]。使用 GoldyTALEN
支架可在斑马鱼的体细胞和生殖细胞中进行高度

精准的位点特异性修饰，某些位点的修饰效率可达

100%[67]。由于 TALE 包含大量重复的结构域，增

加了合成新变体的难度。利用密码子稀缺性特点和

Ⅱ型核酸酶发明了一系列连接子的同源体用于连

接每个重复单体，可实现根据级别合成、定制重复

结构域，并用此方法成功合成了 17 个特异调控人

细胞内源性 Sox2 和 Klf4 基因的 TALE[64]。最新研

究 利 用 TALE 转 录 抑 制 子 文 库  (Transcription 
activator-like effector repressors，TALERs)，在哺乳

动物细胞中进行模块化拼装，以合成基因线路的研
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究方法[68]。TALERRs 由 26 种正交、可逆的 TALE
转录抑制子组成，与新设计的、可与之搭配的启动

子结合后，阻挡转录起始因子的组装，从而抑制基

因转录。通过计算输入/输出转移函数，可准确预

测 TALER 介导的基因级联线路和基因开关线路功

能。该研究是哺乳动物合成生物学领域内一项突破

性技术进展。 

5  总结和展望 

基于 CRISPR 的基因调控为合成生物学在

大规模活细胞基因线路调控上提供了新的机遇

和无限的可能。尽管目前已经取得较大的进展

和成绩，但是合成生物学发展的步伐仍需加速，

其中一个限制因素就是不能有效地设计、合成

以特定的序列为靶点、高度特异性的转录元件，

并且有效地调控靶基因。基于 CRISPR 方法操

作的简便性及调控的高效性，使用该方法获得

合成型转录元件无疑是合成生物学的一个重要

突破，也使科研人员能投入更多时间和精力到

整体基因线路的设计上。 

如前所述，利用 dCas9 与不同元件融合，不

仅 可 实 现 基 因 表 达 的 干 扰 或 沉 默  (CRISPR 

interference，CRISPRi)[44]，还有基因表达的激活 

(CRISPR activation，CRISPRa)[45]和基因的表观

遗传学修饰 (Epigenetic editing)[69]，甚至对全基

因组进行调控(激活和/或抑制)[70]、对多基因进行

“平行”调控[48]，以及在人 iPS 细胞及其诱导分化

的细胞中实现高效的转录调控[71]。CRISPR/Cas

技术的出现和发展，以其可大规模、高精度操作

和低成本的特点，克服了一般合成生物学技术的

瓶颈，大大促进了合成生物学的进步。 

将来，充分利用 CRISPR 的优势会使合成

生物学取得更加迅速、长足的发展。合成生物

学的发展不仅促进基础科学研究，更具有广泛

的实用性[72-73]，包括合成生物燃料、商业化合物，

检测环境，利用微生物净化有毒废物场或受污染

水 域 等 生 物 治 理 以 及 精 准 医 学 治 疗 [74-75] 。

CRISPR 技术允许调控多个基因组内源基因，可

以最大程度上模拟细胞内动态、复杂的状态，

如细胞分化的机制[76]，以揭示生物体各种复杂

表型的分子学机制；另外，表达的多个向导 RNA

与多种 CRISPR 转录元件结合到一起，组合搭

配成更多的调控元件，可用于建立更大规模、

更高级别的基因合成线路。由于可以方便地设

计向导 RNA 以激活或抑制微生物合成路径中的

多个基因，微生物代谢产物的产量将得到优化，

同时又可利用 dCas9 抑制细菌或病原菌中抗生

素耐药基因的表达[77]，这将促使微生物代谢工

程学的发展加速前进。 

合 成 生 物 学 正 在 加 速 渗 透 到 生 物 医 学 领

域，正在对现代生物医学产生深刻的影响。目

前普通的基因治疗只能靶向一个基因，因此只

适用于单基因遗传病。而合成生物学的发展可

以 允 许 我 们 采 用 “ 基 因 线 路 疗 法 ” ， 即 通 过

CRISPR 方法精准地调控多个基因，使得治疗多

基因疾病成为可能。 
而合成生物学在肿瘤免疫治疗领域也在飞

速崛起。将合成生物学原理应用于肿瘤治疗使

得科学家可以进行免疫细胞的设计。比如通过

设计生产特异靶向的 CAR-T 细胞  (Chimeric 
antigen receptor T cells)，正在开展的临床试验证

明 CAR-T 对于治疗慢性淋巴白血病 (Chronic 
lymphocytic leukemia，CLL) 有较好的疗效[78]。

而这一技术的核心是免疫细胞的设计，就是依

据合成生物学的理念设计开发的。 
展望未来，我们相信合成生物学的发展会允

许我们将细胞作为药物来加以使用。工程化的细

胞将成为独立于小分子药物和生物制药 (如抗
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体等) 以外的新药物。将工程化细胞作为药物有

很多优点：比如可以在细胞中编程复杂的逻辑，

让其识别更多样的外部信号组合，并根据这些信

号作出判断以指导功能输出 (比如杀死癌细胞)。

而这一整套从感应器到处理器再到执行器的系

统功能恰好是化合物小分子等药物无法实现的。

通过改造、设计细胞使其具有新的功能，为治疗

癌症、阿兹海默症和自免疫系统疾病带来希望，

而这也将催生出一个新的产业，我们称为“细胞

设计工厂”。可以想象，未来的医学是依赖于“细

胞设计工厂”来精准治疗复杂的疾病。在精准医

疗的框架下，医生可以制定有针对性的、多样化

的细胞治疗策略。而“细胞设计工厂”则将医疗策

略通过编程、设计细胞的方法，将其转化为可以

用于治疗的细胞产品。而这一产业链则可以最大

可能地实现高效、安全、通用、低成本的未来医

学理念，也是我们预期未来医学合成生物学发展

的关系到国计民生的一个重要方向。 

致谢：感谢斯坦福大学生物工程系亓磊教授实

验室全体成员，尤其是博士后王海峰在图片制

作过程中提供了帮助。 
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