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摘  要 : 合成生物学自诞生以来对生物学领域的研究产生了重要的影响。利用工程学思维与方法，合成生物

学揭开了生命系统许多调控机制，改造并扩展了一系列生物元件，同时带来了广泛的生物医学应用，为疾病诊

断与治疗提供了新的思路。本文综述了适用于哺乳动物细胞或者细菌的合成基因线路并用于疾病诊断与治疗领

域的最新进展，为未来智能药物设计提供新的思路。 
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Abstract:  Synthetic biology has an important impact on biology research since its birth. Applying the thought and 

methods that reference from electrical engineering, synthetic biology uncovers many regulatory mechanisms of life systems, 

transforms and expands a series of biological components. Therefore, it brings a wide range of biomedical applications, 

including providing new ideas for disease diagnosis and treatment. This review describes the latest advances in the field of 

disease diagnosis and therapy based on mammalian cell or bacterial synthetic gene circuits, and provides new ideas for 

future smart therapy design. 
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合成基因线路是由不同功能的生物分子和

基因元件组成的自动控制装置，通过在活细胞

中感受、整合和处理分子信号，行使特定生物

功能。具体而言，合成基因线路可以分为 3 个

模块：1) 输入，感知细胞内信号，比如利用肿

瘤细胞特异性启动子，仅在相应的肿瘤细胞内

表达其调控的基因；2) 运算，对输入进行计算

与处理，比如利用肿瘤细胞的两个特异性启动

子分别表达某种转录调控因子的 N端和 C端，

则只有两个特异性启动子同时表达进行“逻辑

与”运算时，才能形成完整的调控因子；3) 输出，

释放生物信号以实现预期的调控目标，比如利用

肿瘤细胞的两个特异性启动子拆分表达的调控

因子作用于下游基因元件从而表达自杀蛋白等

完成靶向杀伤肿瘤细胞。合成基因线路发展从最

简单的小型模块开始，包括双稳态开关 (Toggle 

switch)[1-2]、振荡器 (Oscillators)[3-4]和细胞通讯[5-6]

等，利用这些模块化功能单元，研究人员根据目

标重新组合，设计能够执行复杂逻辑功能的新颖

的基因线路，以应对复杂的生物环境。 

合成基因线路最主要的应用之一便是生物

医学研究，即疾病诊断与治疗 (基因治疗、细胞

治疗)。这些基于合成基因线路、能够随着外界

环境的变化做出及时的响应智能药物不仅根植

于哺乳动物细胞，细菌也是重要的设计底盘之

一，而后者则更加简单，也更加可控。过去研究

中已经证明利用合成基因线路可以处理多个输

入，识别和干扰 RNA以杀死特定肿瘤细胞[7-8]。

本综述重点介绍近几年基于哺乳动物细胞和细

菌的、针对细胞表面抗原或者细胞内标志物所

设计的具有治疗作用的基因线路，其中也包括

新的基因元件、细胞内实现预期逻辑运算与存

储的线路设计。 

1  适用于哺乳动物细胞的合成基因线路 

利用并改造一些经典的细胞感知、响应信

号通路对于开发工程化治疗性细胞是非常有用

的，这些工程化的细胞可以自动检测所在部位

的疾病或者损伤信号并精确地部署治疗或修复

功能。疾病或者损伤信号可能出现在细胞表面，

如由抗原呈递细胞表达的抗原，也可能在细胞

内部，如肿瘤特异性 miRNA。 

1.1  以细胞表面抗原为靶点 

以细胞表面抗原为靶点的智能药物近年来

取得很大的进展。嵌合抗原受体  (Chimeric 

antigen receptor，CAR) T细胞 (CAR-T) 便是其

中比较具有代表性的工作[9]。CAR-T 是人为将

特异性的抗原结合区即单链抗体 (Single-chain 

variable fragment，scFv) 与跨膜区域和胞内信号

转导区结合起来并组装到患者的 T细胞中去，使

改造后的 T细胞可以表达肿瘤抗原受体，不依赖

于天然的抗原提呈机制，对特定的肿瘤抗原具有

高度亲和性，并能够进行特异性地杀伤[10]。 

目前 CAR-T的发展已历经 3代 (图 1A)，区

别主要在于胞内信号转导区，第一代的 CAR-T

胞内信号转导区主要是免疫受体酪氨酸活化基

序  (Immunoreceptor tyrosine-based activation 

motifs，ITAM，通常为 CD3ζ或 FcεRIγ)，第二代

在此基础上增加了共刺激分子 CD28，第三代则

是继续增加了 CD137 (4-1BB)等共刺激分子，其

目的在于增强 T细胞的活化能力和杀伤性能，并

延长 T细胞的存活时间[11-13]。 

尽管 CAR-T在临床上已经取得了良好的治

疗效果，但是其一旦失控极易引发细胞因子风

暴 (Cytokine storm)，从而引起患者的高烧等一

系列不良反应，导致患者多器官的衰竭；另外
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CAR-T 在靶向杀伤肿瘤细胞的同时，由于多数

抗原也会在正常组织中低水平表达，继而带来

脱靶问题，从而对非肿瘤细胞组织造成损伤；

以及 CAR-T在实体瘤治疗领域效果依然较差，

一进入实体瘤内，很快进入失能状态[14-15]。为

了能够人为干预调控 CAR-T的活性，Wu等将嵌

合抗原受体进行了拆分 (图 1B)，其中一部分由

scFv 和共刺激分子组成以及 FK506 结合蛋白 

(FKBP) 结构域组成，另一部分由共刺激分子和

FKBP-雷帕霉素结合域的 T2089L 突变体 

(FRB*) 以及 CD3ζ 构成，仅在雷帕霉素的作用

下，FKBP 和 FRB*才会融合在一起，拆分的两

部分才能重新结合，进而开启 T 细胞的活化与

特异性的杀伤功能[16]。这种利用小分子控制的

CAR-T，可以帮助医生精确地控制 T细胞作用的

时间、地点和强度，从而缓解毒性。此外，Wei

等曾在 T 细胞中利用细菌效应蛋白作为反馈调

节器调节 T细胞响应振幅，或者构建可诱导的暂

停开关短暂关闭 T细胞的激活[17]，这也为调节 T

细胞响应以及免疫风暴提供了一种新的策略。 

 

 
 

图1  靶向细胞表面抗原的哺乳动物细胞疗法 (A：三代CAR-T技术之间的区别；B：利用小分子控制CAR-T的

活性[16]；C：可定制响应的synNotch[19]；D：具有“逻辑与”运算功能的synNotch线路[19]；E：synNotch与CAR-T

联用，提高CAR-T安全性[20]) 

Fig. 1  Mammalian cell therapy target at cell surface antigen. (A) The difference among three generations of CAR-T 
technology. (B) Control the activity of CAR-T by small molecules[16]. (C) Customize synNotch response to specific 
antigen[19]. (D) Logic AND computation based on synNotch circuit[19]. (E) Promote the CAR-T safety by combination 
with synNotch[20]. 
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与嵌合抗原受体类似，Notch是另外一种简

单、直接的细胞通讯使用的信号转导工具。

Notch受体与其配体 Delta家族蛋白表达在伴侣

细胞的表面，Notch与 Delta的结合导致膜蛋白

的水解从而释放 Notch 的胞内信号转录调节结

构域[18]。这些转录调节信号进入细胞核以激活

发育过程中起关键作用的靶基因。并且 Notch

的胞内信号转导调节结构域和胞外的配体都可

以进行替换，仅保留核心的跨膜区域，这为定

制具有特异性功能的人工信号通路提供了良好

的平台。基于上述内容，Morsut 等设计了人工

合成 Notch (synNotch)，其胞外区域变成了单链

抗体，保留了天然 Notch 的跨膜自剪切区域，

胞内区域则可以替换成转录激活结构域

Gal4-VP64 以及 tTA 等[19]。这种人工改造后的

Notch 在细胞内表达之后，可以特异性地识别

与其配对的抗原细胞，释放预先定制的转录调

节信号，转录激活下游基因，行使设计好的功

能 (图 1C)。而且 synNotch具有良好的正交性，

同一细胞表达两种定制的 Notch 通路不会互相

影响，进而可以设计具有“逻辑与”运算功能的信

号通路，可以提高细胞通讯的特异性，使细胞

决策更加准确  (图 1D)。同时，该研究组将

synNotch 与 CAR-T 联用 (图 1E)，提高了对肿

瘤识别的特异性[20]。具体而言，肿瘤表达的特

异性抗原 A可以与 synNotch上对应的抗体相结

合，释放 synNotch胞内转录激活信号 tTA，tTA

入核激活 CAR，表达的 CAR识别肿瘤另一种特

异性抗原 B，促进 T 细胞的活化与增殖，并对

肿瘤进行特异性地杀伤。 

最近，Roybal等利用 synNotch改造 T细胞，

使之成为药物递送的工具[21]。改造后的 T 细胞

在肿瘤抗原的刺激下可以诱导产生预设的细胞

因子或者对 T 细胞分化具有决定性作用的转录

调节因子从而控制分化的 T细胞的种类，也可以

释放肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体。除此之

外，该研究还尝试了用 synNotch 信号通路诱导

产生 PD-1、CTLA-4抗体增强免疫系统的功能，

以及双特异性单链抗体去激活 T 细胞杀伤肿瘤

细胞。这种响应可定制的智能药物进一步为疾病

诊断和治疗带来更多可能。目前该设计仅仅是凭

借简单的转录调控，下一步引入多功能的基因线

路将会继续扩展其潜能和使用场景。 

1.2  以细胞内标志物为靶点 

除了利用细胞表面抗原来特异性区分靶向

对象并在天然的细胞信号通路基础上做改造，

使工程化的哺乳动物细胞可以靶向递送药物之

外，利用细胞内标志物如肿瘤特异性启动子、

miRNA 设计构建基因线路进行特异性治疗也是

目前重要的研究方向。 

活细胞的复杂控制需要借助能够感知、测

量多种内源分子信号的合成基因线路。RNA 干

扰提供了一个通用的界面，允许合成基因线路模

块感测和整合哺乳动物细胞中的内源性分子输

入。Li 等利用模块化的转录激活抑制子 (TALER) 

构建双稳态开关，并且利用细胞内源 miRNA来

控制该开关，从而可以特异性区分开肿瘤细胞

和正常细胞，提高对 Hela细胞分类的精确度，

该研究同时实现了哺乳动物合成生物学领域的

重要目标，工程化合成转录激活因子和抑制子

来支持可扩展的线路设计[22]。Haefliger 等利用

合成基因线路检测、评估药物对靶向 miRNA的

作用，该基因线路可以评估药物的靶向效果以

及是否具有脱靶副作用，比如干预基因表达或

者其他 RNA发挥作用，为精准药物研发评估提

供了新的方法与平台[23]。 
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近年来迅猛发展的 CRISPR/Cas9 系统具有

灵活强大的基因编辑和基因表达调控能力[24-25]，

为生物学各分支方向的研究提供了强有力的工

具，当然也为合成基因线路的构建提供了良好

的元件，推动了基因治疗和细胞治疗领域的发

展。Moore等利用 Cas9靶向自剪切递送基因为

更加可控地对哺乳动物细胞进行基因治疗提供

了新的策略[26] (图 2A)。虽然 Cas9 系统存在一

定的脱靶和失控问题，但已有相关研究者对此

进行改进，除了对蛋白本身进行突变，降低其

与错配碱基的亲和度[27-28]，从而降低脱靶效应，

也有研究者改造 Cas9蛋白使之成为化学物质诱

导型 [29]，或者利用光诱导型二聚体 CRY2 和

C1B1 蛋白结合 dCas9 (deactiveCas9) 蛋白使之

仅在光照条件下才会激活靶基因[30]，可以进行体

外控制 Cas9 蛋白的活性。为了能够让细胞自动

控制 Cas9是否行使功能，Liu等利用特异性启动

子设计逻辑与基因线路进行膀胱癌检测[31]。两个

特异性启动子仅在膀胱癌细胞中才会同时具有活

性，表达 Cas9蛋白和 guide RNA (gRNA)，最终

使报告基因荧光素酶或者毒性蛋白表达 (图 2B)。

最近该研究组还结合核糖体开关  (Riboswitch) 

来控制 gRNA序列是否裸露，进一步来控制 Cas9

是否发挥功能[32]。除了用于感知小分子来控制

Cas9的活性，他们还利用感知癌症细胞高表达的

NF-κB和 β-catenin蛋白，来控制是否释放 gRNA

序列，并最终诱导癌细胞凋亡。为了更加灵活

地操控 CRISPR-Cas9系统，对细胞进行重编程，

为细胞治疗铺平道路。Zalatan 等构建模块化支

架 RNA，结合 dCas9，实现预设的多基因转录

程序，其中一些基因被激活而同时其他基因被抑

制[33]。CRISPR相关的 RNA支架提供了一个强大 

 

 
 

图2  基于Cas9元件的的哺乳动物细胞疗法 (A：利用Cas9靶向自剪切递送基因[26]；B：利用特异性启动子控制

Cas9系统实现膀胱癌识别[31]；C：利用miRNA控制TALER构建的双稳态开关表达不同dCas9进行多功能基因

转录调控[35]) 

Fig. 2  Mammalian cell therapy based on Cas9 system. (A) Self-cleaving gene delivery mechanism based on Cas9 
system[26]. (B) Identify bladder cancer by specific promoter driving Cas9 and gRNA individually[31]. (C) Use toggle 
switch to control dCas9 transcription function by miRNA[35]. 
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的方法来构建合成基因表达程序，包括重新布线

细胞命运，定制工程化细胞响应。Kiani等则通过

控制表达不同长度的 gRNA 决定融合了转录激

活因子 VPR的 Cas9蛋白是剪切还是激活或是抑

制目的基因，为研究者灵活运用 Cas9 功能提供

了有力的工具[34]。除了直接控制 Cas9蛋白或者

gRNA 序列，Ma 等利用 miRNA 控制由 TALE

转录抑制子构建的双稳态开关从而表达不同类

型的 dCas9，最终在癌细胞激活靶向基因但在正

常细胞中则关闭该基因，实现特异性治疗的目

标[35] (图 2C)。该工作在上述 Li等工作的基础上

更进一步，使双稳态开关在 miRNA控制范围下

可操控的基因种类更多，但是随着多一级的转

录调控增加，该基因线路的噪声也伴随着被放

大，Ma 等也提出了解决策略，如利用 miRNA

进行前馈调节[22,35]。近期，Gao等设计实现了一

个灵活的基于 dCas9 的化学诱导的复杂基因调

控平台。他们利用两个有效的化学诱导剂，与

正交 dCas9 组合，在哺乳动物细胞中介导有效

的基因激活和抑制，独立地控制同一细胞内不

同基因的表达。使用这个平台，他们进一步设

计了基于 dCas9 的 AND、OR、NAND 和 NOR

逻辑运算单元[36]。这项工作提供了一个强大的基

于 CRISPR-dCas9的平台，适用于大规模转录组

工程的复杂转录调控，为以哺乳动物细胞为底盘

的细胞治疗方法的开发提供了有力的工具。 

2  基于细菌的合成基因线路 

合成基因线路在对哺乳动物细胞的改造中

取得显著效果，而其在以细菌为底盘的改造过

程中同样发挥重要作用，使改造后细菌可以靶

向杀灭病菌或者靶向摧毁癌细胞以及检测肿瘤

发生。目前基于细菌的基因线路大都依赖群体

感应机制 (Quorum sensing)。即细菌通过感知其

周围环境中的特定小分子，比如酰基高丝氨酸

内酯 (Acyl-homoserine lactone，AHL)，当这种

特定的小分子达到一定浓度/阈值之后，会打开

邻近细胞中启动子，激活相应的基因，细菌便

是利用这种机制来交流沟通，感知群体的大小，

并作出相应的决策。 

2.1  靶向病菌的细菌疗法 

Gupta等利用改造后的大肠杆菌 Escherichia 

coli靶向杀灭绿脓杆菌Pseudomonas aeruginosa[37]。

研究者利用绿脓杆菌分泌 AHL，当 AHL达到一

定浓度便会启动大肠杆菌表达对绿脓杆菌具有

特异性杀伤作用的 CoPy 蛋白，从而达到抑制绿

脓杆菌生长的目的 (图 3A)。Hwang等则更近一

步，他们同时在大肠杆菌内部添加了动力马达，

当被改造后的大肠杆菌感知到 AHL 时，便会开

启 CheZ蛋白表达，使大肠杆菌游向绿脓杆菌，

同时分泌抗生物膜蛋白与抗菌多肽杀灭绿脓杆

菌[38] (图 3B)。这种基于群体感应机制改造后的

细菌仅在特定条件下快速繁殖，一定程度上能够

限制其给正常组织带来的伤害。 

2.2  靶向肿瘤的细菌疗法 

改造后的细菌不仅可以用来靶向杀灭病

菌，也可以特异性裂解肿瘤，使用细菌作为抗

实体瘤的治疗策略正在作为癌症治疗中具有巨

大潜力的领域出现。已有研究表明厌氧菌可以侵

润实体瘤区域从而降低其生长速率抑制肿瘤生

长，然而未经改造的兼性厌氧菌也会对正常组

织造成损伤，限制了其使用场景和治疗效果。针

对这一问题，Yu等将鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella 

typhimurium工程化改造得到了 YB1菌株，使其

必需基因置于缺氧条件的启动子下游，确保其仅

在厌氧条件下存活，避免对正常组织的损伤[39]。
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在乳腺肿瘤携带的小鼠中，YB1在肿瘤内繁殖，

抑制肿瘤生长，同时也能在正常组织中迅速消

除。Guo等在此基础上，利用这种工程化的沙门

氏菌 (Sal-YB1) 靶向神经母细胞瘤，期望解决

其不良的预后问题[40]。经 Sal-YB1 处理的小鼠

中，肿瘤组织具有更多的 Sal-YB1 浸润、坏死

和收缩。Shi等为解决癌症和感染性疾病的细菌

治疗方法缺乏安全和有效的载体的问题，开发了

沙门氏菌菌株，以保持和安全地递送质粒载体到

目标组织。该载体被设计为允许治疗因子 (例 

 

 
 

图3  基于群体感应的细菌疗法 (A：利用改造后的大肠杆菌在群体感应机制的控制下靶向杀灭绿脓杆菌[37]；B：

改造后的大肠杆菌感知到AHL达到阈值后表达CheZ蛋白，游向绿脓杆菌同时分泌抗生物膜蛋白与抗菌多肽杀

灭绿脓杆菌[38]；C：沙门氏菌优先在肿瘤组织中累积并表达抗肿瘤蛋白抑制肿瘤[43]；D：大肠杆菌在群体感应

机制的控制下周期性裂解并释放携带药物[44]) 

Fig. 3  Bacterial therapy based on quorum sensing. (A) Engineer Escherichia coli to target and destroy Pseudomonas 
aeruginosa[37]. (B) Engineered Escherichia coli induced by AHL moves to Pseudomonas aeruginosa through expressing 
CheZ protein and kills them[38]. (C) Engineered Salmonella selectively reproduces in tumor tissue and kill cancer 
cells[43]. (D) Engineered Escherichia coli undergoes periodic lysis and release of the drug under the control of quorum 
sensing mechanism[44]. 
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如细胞毒性蛋白质，短发夹 RNA或组合) 在真

核细胞的细胞核或细胞质中双重转录，其中这

种表达由自催化正反馈回路维持，还提供了引

发系统和在细菌中保持质粒的机制。这种持续

的递送和高基因表达水平对于治疗功效是至关

重要的[41]。最近，Shi 等设计了一种名为 ST8

的鼠伤寒沙门氏菌菌株，其在肿瘤中积累的水

平比亲本专性厌氧菌株 ST4 高至少 100 倍[42]。

此外，改造后的 ST8 递送Ⅲ型分泌蛋白 SopA

融合的内皮抑素，靶向肿瘤周围的血管，通过

Ⅲ型分泌系统 (T3SS) 释放血管生成抑制剂，

以干扰生长因子在肿瘤中的促血管生成作用。

具有结肠癌的小鼠在注射 ST8 后，通过诱导肿

瘤坏死并抑制肿瘤内的血管内皮细胞密度，显

示出有效的肿瘤抑制效果。 

与 Yu 等策略不同，Swofford 等利用群体感

应线路结合非致病性的沙门氏菌来治疗癌症[43]。

沙门氏菌分泌抗肿瘤蛋白可以帮助清除肿瘤，

然而其在正常的组织中也会表达进而带来副作

用。不过因为沙门氏菌优先在肿瘤组织中累积，

这些研究人员将群体感应线路应用到沙门氏菌

的改造中，仅当在沙门氏菌达到一定密度之后

才会开启抗肿瘤蛋白的表达，实现了治疗蛋白

在肿瘤组织中选择性表达的目标 (图 3C)。Din

等为了更好地控制细菌种群的数量以及释放细

菌所携带药物，他们在群体感应的基础上，增

添了正负反馈机制，使细菌种群数量具有非常

鲁棒的振荡的动力学特征[44]。改造后的大肠杆

菌可以分泌并感知小分子 AHL，这些小分子结

合细菌产生的 LuxR 进一步促进 AHL 的合成，

当 AHL达到一定阈值便会开启噬菌体裂解基因 

(φX174E) 合成，引起细菌死亡，并释放所携带

的基因编码的药物，菌群数量急剧下降，AHL

浓度也达到最低点，一个振荡周期至此结束，

细菌开启下一轮快速繁殖 (图 3D)。这种振荡性

的给药方式将会减轻细胞负担，如果下一步能

够做到振荡性供给多种药物，将有可能解决肿

瘤的耐药性问题。 

2.3  基于细菌线路的疾病、病菌检测 

除了利用细菌来作为靶向给药的运载工具，

Danino等将改造后的大肠杆菌口服给药，并通过

尿液来无创地检测肝癌是否发生转移[45]。这些改

造后的细菌会特异地在转移瘤中扩增，表达

LacZ 并裂解荧光素，释放到泌尿系统中，最终

可以通过尿液进行检测。在Borrero等的工作中，

乳酸乳球菌被工程化以检测和抑制万古霉素抗

性粪肠球菌的生长。一旦检测到由粪肠球菌产

生的性信息素 cCF10，工程改造的乳酸乳杆菌产

生 enterocinA、hiracin JM79和 enterocin P，从

而抑制粪肠球菌生长[46]。 

3  结论和展望 

合成生物学旨在使生物元件标准化，并将

其开发为可用于各种应用场景和基础科学中即

插即用的模块。合成生物学的发展将有助于人

们开发针对肿瘤、糖尿病、单基因遗传病等疾

病的新型治疗方法。在基础科学方面，合成生

物学允许开发可量化的模型，其概括自然界中

的一些复杂现象，通过这些模型使我们能够更

好地了解类似的过程，如昼夜节律和发育开关

是怎样被监管的。合成生物学还为我们提供了

各种各样的工具，可以被模块化地重组以检测

感兴趣的触发并且给出响应报告。 

基于哺乳动物细胞或者细菌的智能药物有

很多的潜力。正如上述讨论的以合成基因线路
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为基础的设计平台，在疾病诊断与治疗中有很

大的潜能。当然，目前基于合成基因线路的治

疗手段并非完美无缺，依旧存在一些问题。比

如工程化细胞的功能，在面对时间和环境的变

化下，是否可以一直鲁棒地工作是一个重大挑

战，这是因为目前设计的合成基因线路通常在

最佳的体外生长环境下进行测试和响应，对于预

期复杂环境可能无法精确复现。另外，细胞异质

性带来的噪声也会在一定程度上影响基因线路

的预期效果[47]，模块化的基因线路下游元件也会

向上游模块施加负载从而负面影响基因线路功  

能[48]，从而导致了哺乳动物细胞中组装基因线路

的功能预测不准确。这些都是以合成基因线路为

基础的智能药物开发所需要考虑和解决的问题。

随着合成生物学研究在动物模型和临床中的应

用，新的、有效的体外系统应该尽快开发，以更

好地模拟改造后细胞所面临的错综复杂的情况，

从而加速智能药物的研发与评估。 
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