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摘  要 : 合成生物学研究常用基因开关来调控细胞的状态以实现相应功能。已有的基因开关往往需要持续的输入

信号来维持特定的开关状态，开关功能的维持需要持续消耗能量，并且对扰动较为敏感。文中利用了位点特异性

重组酶的倒位效应反转终止子，构建了一种转录层次的状态调控开关，使得脉冲信号即可触发开关状态改变，并

在下一次信号来临前稳定维持当前状态。应用自下而上的工程化思想，文中先后对重组酶和终止子进行了单独表

征和组合表征，探究了二者之间的相互影响，筛选出了相互兼容的组合，成功实现了细胞的单次、二次状态切换。

最后，此开关成功地被用于构建生物七段译码器，显示出了其较好的应用潜力。 
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Abstract:  Various genetic switches have been developed to let engineered cells perform designed functions. However, a 

sustained input is often needed to maintain the on/off state, which is energy-consuming and sensitive to perturbation. 

Therefore, we developed a set of transcriptional switches for cell states control that were constructed by the inversion effect of 

site-specific recombinases on terminators. Such a switch could respond to a pulse signal and maintain the new state by itself 

until the next input. With a bottom-up design principle, we first characterized the terminators and recombinases. Then the 

mutual interference was studied to select compatible pairs, which were used to achieve one-time and two-time state transitions. 
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Finally, we constructed a biological seven-segment display as a demonstration to prove such switch’s immense potential for 

application. 

Keywords:  site-specific recombinase, terminator, genetic switch, state transition 

生命体中发生的许多生物过程都可以抽象为

“开关” (Switch)[1]。如细胞分化时，某些外界信号

触发“分化开关”，使得干细胞基因选择性表达以

执行特定功能。正常情况下，这种状态切换是非

常稳定的。一旦发生，即使分化信号不再存在，

细胞的状态也不容易被逆转，除非再次接受一组

特定脱分化信号的刺激。一些构象可改变的蛋白

也具有“开关”的性质，如光受体蛋白[2]、压力[3]/

电压[4]/配体[5]门控离子的通道蛋白等。当外界信

号(光、小分子物质、电位差) 存在时，蛋白被活

化以执行功能，当外界信号不复存在时蛋白立即

变为失活状态。 

目前在合成生物学领域，多种自然或人工的

“开关”已经投入生物学应用中，如诱导型启动  

子[6]、光敏离子通道[7-8]、Toehold Switch[9]等。这

些开关大多需要输入信号的维持才可保持在开启

状态，这个过程会不断地消耗能量，状态维持往

往依赖于细胞内蛋白、核酸分子等的浓度维持在

某一平衡浓度，外界干扰诸如细胞分裂，细胞缺

乏营养等很容易打破平衡，虽然这些开关已经用

于多种场景，但它们难以像细胞分化那样进行稳

定的、自身可持续的状态切换。 

上述依赖外界信号维持状态的“开关”具有一

个共同特点——状态切换对应着生物大分子结构

变化。我们可以想象，当生物大分子的序列而不

是结构发生变化时，尤其是 DNA 序列发生变化

时，“开关”造成的状态切换将是稳定的且是可自

我维持的。 

位点特异性重组酶 (Site-specific recombinases，

SSRs) 介导的重组反应被广泛用于遗传工程操作

中来改变 DNA 序列，如著名的 Cre/LoxP 和

Flp/FRT 基因敲除系统。SSRs 具有一对特异的识

别位点 (Recognition site)——attB 位点和 attP 位

点。根据重组位点的序列和排列的方向性，位点

特 异 性 重 组 有 3 种 可 能 的 结 果 ， 即 整 合 

(Integration)、切离 (Excision) 和倒位 (Inversion)，

如图 1 所示，当两位点反向位于同一 DNA 上时，

将产生倒位生成 attL 位点和 attR 位点[11]。位点特

异 性 重 组 系 统 可 分 为 两 类 ： 酪 氨 酸 重 组 酶 

(Tyrosine recombinase) 和丝氨酸重组酶  (Serine 

recombinase)，后者中的大丝氨酸重组酶亚家族的

识别位点简单且高度特异，且反应方向控制严  

格——只有当重组定向性因子  (Recombination 

directionality factor，RDF) 存在时才能识别 attL

与 attR 序列，逆转上述反应重新生成 attB、attP

位点[12]。 

除了传统的基因敲除，Timothy K. Lu 研究团

队利用重组酶整合单链 DNA 进入基因组[13]或直

接翻转 DNA 序列[14]成功开发了多种 DNA 存储

器，使细胞以 DNA 序列为载体“记录”外界事件。

在医疗领域中，研究者通过在肠道益生菌中构建

这种存储器，可以实现对肠道环境的检测[15]。研

究者可利用重组酶翻转启动子、终止子、编码序

列等有功能基因元件构建新型逻辑线路，使细胞

能够对外界信息产生更复杂的响应模式[14,16-17]。

在此过程中一系列具有良好正交性的重组酶被筛

选出来，如大丝氨酸重组酶亚家族的 phiC31、

Bxb1、TP901-1 和酪氨酸家族的 Int 系列等[18]。 

终止子是合成生物学中重要的元件，可用于

终止转录、基因线路间的绝缘等。以其是否依赖

于 ρ 因子可以分为两类：依赖 ρ 因子的终止子需

要额外的 ρ 因子终止转录[19]，不依赖 ρ 因子的终

止子可利用自身形成茎环结构及 polyU 序列终止

转录过程[20]。此外，根据是否在两个转录方向上 
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图 1  当两个识别位点排列方式不同时重组酶表现插入/删除/翻转效应 

Fig. 1  The insertion/deletion/reversion effect of recombinase when two recognition sites are in different arrangements. (A) 
When two recognition sites are located in a circular DNA and a linear DNA respectively, the consequence of recombination is 
insertion. (B) When two recognition sites are located in the same DNA and they hold the same direction, the consequence of 
recombinase is deletion. (C) When two recognition sites are located in the same DNA and they hold the different directions, 
the consequence of recombination is reversion. 

 

均具有转录终止能力可分为双向  (Bidirectional)

终止子[21]和单向 (Unidirectional) 终止子。2013 年

Chen 等报道了其表征的来自大肠杆菌的和人工

设计的共计 582 个终止子的元件库[22]，我们可以

从这个库中挑选适合的终止子用于转录调控开关

的设计。 

在本研究中，我们利用位点特异性重组酶的

倒位效应翻转终止子，构建了一种稳定的转录状

态调控开关。首先我们单独表征了终止子和重组

酶的性能：通过测试正向反向接入时的转录终止

能力从终止子库中筛选出单向强终止子；通过测

试重组酶的翻转效率得到最优的重组酶-RBS-诱

导物浓度组合。然后我们分别将一对、两对重组

酶识别序列引入终止子两侧。考虑识别序列与终

止子的互相影响，我们再次测试了转录终止能力，

筛选并表征了多组兼容的组合。接着，使用相应

的重组酶作用于这些组合成功地实现了“开关”功

能，并表征了此系统的性能。最后，通过组合上

述开关制成了“生物七段译码器”，实现了数字显

示图像的切换。 

1  材料与方法  

1.1  材料  

1.1.1  菌株与质粒 

E. coli TOP10，购自北京博迈德基因技术有

限公司。 

pTAC-pSB4C5 (pSC101 ori，repA，CmR，lacⅠ，

pTAC，RiboJ，sfGFP)，由 pSB4C5 质粒(parts.igem. 

org/Part:pSB4C5)改造而成，IPTG 诱导后可表达

增强型绿色荧光蛋白。RiboJ 作为绝缘子防止 RBS

上游非翻译区对翻译的影响[23]。启动子和 RBS 间

可连入终止子及重组酶识别位点，用于表征终止

子性能，或作为重组酶的作用靶标，以实现状态

切换的开关功能，作为“报告质粒”，保存于本实

验室。 

pBAD 诱导表达质粒  (ColE1 ori，KanR，
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AraC，pBAD，RBS，Recombinase)，作为“表达

系统”在阿拉伯糖诱导下表达重组酶，为状态切换

提供驱动力。RBS 序列插入位点两端含一对

BsmBⅠ位点，用于更换 RBS 以探寻最适重组酶

表达量。保存于本实验室。 

pTAC 诱导表达质粒 (p15A ori，AmpR，LacI，

pTAC，RBS，Recombinase)，在 IPTG 诱导下表

达重组酶，功能与 pBAD 诱导表达载体相同。保

存于本实验室。 

重组酶测试质粒 (pSC101 ori，CmR，RFP，

attB，pTAC，GFP)，用来表征重组酶效率。包含

一个可以被翻转的 pTAC 启动子，翻转前后分别

表达绿色、红色荧光蛋白。保存于本实验室。 

1.1.2  主要试剂 

LB 培养基与 M9 培养基。质粒小提试剂盒 

(康宁生命科学 (吴江) 有限公司)。胶回收试剂盒

(天根生化科技  (北京 ) 有限公司 )。2×EasyTaq 

PCR SuperMix (北京全式金生物技术有限公司)。

T4 DNA 连接酶和限制性内切酶 EcoRⅠ、SpeⅠ、

PstⅠ、BsaⅠ，BsmBⅠ(NEB)。诱导物：IPTG、

阿拉伯糖。 

1.2  方法  

1.2.1  终止子性能的表征 

初步选择：我们根据已有的对自然及人工终

止子的表征数据 [22]初步选择一些具有较强转录

终止能力的终止子进行进一步测试。 

质粒构建：终止子性能表征的基因线路如图

2A 所示。利用先合成单链寡核苷酸再退火的方法

得到一双链 DNA 片段，其两端含有 BsaⅠ位点，

中间是一段随机序列的双链 DNA 片段。该序列

与普通终止子长度相似 (50 bp)，含 50%GC，已

证明对转录无影响[14]。利用 EcoRⅠ、SpeⅠ双酶

切 pTAC-pSB4C5 质粒并胶回收，连入上述短片

段。得到的质粒可以利用 Golden Gate assembly 

法一步快速替换随机序列为各种终止子。同时，

由于此处随机序列可认为不影响转录，故此质粒

可作为终止子表征时的阳性对照。对于每一个候

选终止子，利用先合成单链寡核苷酸再退火的方

法 ， 分 别得 到 其 正向  (Forward ， F) 与 反 向 

(Reverse，R) 双链 DNA 片段 (规定正向为其在生

物体中自然存在方向或能发挥转录终止功能的方

向)。该片段中，终止子序列两端设计有 BsaⅠ酶

切位点。利用 Golden Gate assembly 法将片段插入

前述质粒中。分别在诱导型启动子后与 sfGFP 上

设计引物，菌落 PCR 后测序检测是否成功连入。 

诱导培养：挑平板菌落于含抗生素的 LB 培

养基中，37 ℃、250 r/min 振荡培养 12 h。取培养

物 1∶100 稀释于深孔板中，37 ℃、1 500 r/min

培养 2 h。取少量培养物用含抗生素的 M9 培养

基 1∶100 稀释于另一深孔板中，加入 IPTG 设置

终浓度为 0.01 mmol/L、0.1 mmol/L 和 1 mmol/L，

同上条件培养 6 h。取少量培养物用含 2 mg/mL

卡那霉素或 35 μg/mL 氯霉素的 PBS 缓冲液 1∶5

稀释于 96 孔板中，以抑制蛋白质生成。空白对照

组为不转上述质粒并经过相同培养步骤的 E. coli 

TOP10。 

流 式 细 胞 仪 检 测 ： 用 流 式 细 胞 仪  (BD 

LSRFortessa™) 的 488 nm 激发光检测细胞的绿色

荧光强度，设置进样体积 (Injection volumn) 为

15 μL，流速 (Flow rate) 为 1 μL/s，每孔样品最

小样本量为 10 000 个细胞。流式数据用 FlowJo®

软件分析得到荧光强度平均值。 

表征：  各组样品平均值减去通过空白对照组

测得的本底荧光，得到净荧光强度。定义终止子强

度 (Terminator strength，Ts) 为阳性对照 (含不阻

止转录的随机序列)的荧光强度  ([GFP]random) 与

实验组 (含终止子) 荧光强度 ([GFP]ter) 的比值。 

[ ]
Ts

[ ]
random

ter

GFP

GFP
  

该值越大表明终止子的转录终止能力越强。若  

反向接入时该值小于 1 说明终止子是个潜在的启动 
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图 2  对终止子和重组位点的刻画 

Fig. 2  Characterization of terminators and recognition sites. (A–C) Schematic of reporter systems. Terminator is alone 
and flanked by one pair or two pairs of attB/P. (D) Terminator strength (Ts) in both orientations are measured to classify 
terminators into unidirectional and bidirectional terminator. Unidirectional terminator with high Ts in forward 
orientation are preferable. Ts under different IPTG concentration are also measured for optimum inducer concentration 
which is shown in the imbedded line chart using 435 as an example. (E) Ts of terminator flanked by one pair of attB/P 
shows that attB/P has complex interference on terminator. (F) Two pairs of attB/P exhibit much more interference. Only 
Terminator 435 flanked by TP901-1 and Bxb1 sites are selected. (0.1 mmol/L IPTG induction). 
 

子[24] (Cryptic promoter)。通过计算每一终止子的正   

向与反向 Ts 的比值来验证终止子是否为单向的 

(Unidirectional)，该值越大说明终止子正反向接入的

作用差异越大，更具有“开关”的性质。基于以上两个

计算值，我们制定了终止子的筛选标准：正反向的 Ts

值均大于 0.9 (没有潜在启动子)；正反向 Ts 比值大   
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于 10 (ON、OFF 状态差异足够明显)；正反向中较   

大的 Ts 大于 10(OFF 状态时基因表达受严格抑制)；

正反向中较小的 Ts 不大于 1.2 (ON 状态时基因表达  

基本不被抑制)。满足标准的终止子进入下一步筛选。 

1.2.2  重组酶翻转效率的表征及表达系统的改进 

我们从 RBS Calculator[25]和 iGEM 元件库中

得到了一系列 RBS 序列，先合成单链寡核苷酸再

退火得到双链 DNA。利用 Golden Gate assembly

法更换 RBS 序列，构建不同表达强度的 pBAD 诱

导的 Bxb1、phiC31 重组酶表达质粒和 pTAC 诱导

的 TP901-1、Int2 重组酶表达质粒。将其与重组酶

测试质粒共转入 E. coli TOP10 中以构建重组酶效

率测试体系 (图 3A)。在双抗平板上挑取单菌落

于 LB 培养基中 37 ℃、1 000 r/min 振荡培养 12 h。

取 2 μL 菌液加入含抗生素和不同浓度诱导物(0、

10–5、10–4、10–3、10–2、10–1、100、101、102 mmol/L)

的 M9 培养基中，深孔板 37 ℃、1 000 r/min 诱导

培养 15 h。取 2 μL 培养物加入 198 μL PBS 中，

用流式细胞仪测量诱导结果，通过统计细菌表型

可以看到是否发生翻转，利用 FlowJo®软件分析

可得重组酶效率。 

1.2.3  终止子两侧引入一对重组酶识别位点 

终止子的转录终止能力依赖 RNA 形成的茎环

结构。考虑到重组酶识别序列会同样具有特殊构

象，这不但会影响终止子功能，其本身也会对转录

造成一定影响，我们进行了第二轮筛选，以得到互

相兼容的识别位点-终止子组合，基因线路如图 2B

所示。 

质粒构建：以 1.2.1 中 pTAC-pSB4C5 的酶切

胶回收产物为载体，酶切连接法连入一短片段，得

到的质粒可以作为插入重组酶识别位点以及终止

子的载体。为了方便高通量构建，我们在两个重组 
 

 
 

图 3  重组酶翻转效率与表达系统的优化 

Fig. 3  Recombinase flipping efficiency characterization and expression system optimization. (A) Schematic of testing 
system. (B) An example of cell cytometry result shows the cell states before (above) and after (below) recombinase 
expression. The numbers representing proportion of cell under diagonal define the flipping efficiency. (C) Flipping efficiency 
exhibits a step respond as inducer concentration rises. (D) Flipping efficiency varies when different RBSs are used. 
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酶识别序列插入位点两端各设计了一对 BsmBⅠ切

割位点，终止子两端设计了一对 BsaⅠ切割位点，

这样就可以用 Golden Gate assembly 法一步高效替

换重组酶识别序列和终止子，形成不同组合。重组

酶识别位点信息通过单链退火的方法得到(序列请

见 2017.igem.org/Team:Peking)。其余构建、检验步

骤同 1.2.1。阳性对照组含有某重组酶识别序列但终

止子以随机序列替代。诱导培养步骤与 1.2.1 相同。 

酶标仪检测：我们采用酶标仪  (Thermo 

Scientific Varioskan© Flash) 粗测样品的荧光强度 

(激发波长 485 nm、510 nm 发射波长) 与 OD 值，

取二者比值则为单位数量细菌的相对荧光强度。

与 1.2.1 中的单细胞平均荧光强度具有相同统计

意义。公示表征步骤同 1.2.1。筛选得到表现良好

的组合做进一步筛选。 

1.2.4  终止子两侧引入两对重组酶识别位点 

产生多种状态需要重组酶的多次作用，故需

要多对重组酶识别位点。两对识别位点将对终止

子的开关性能产生更大影响，故需要进一步表征

筛选。含两对识别位点的报告质粒如图 2C 所示。 

质粒构建：将 pTAC-pSB4C5 的诱导型启动子

删除，更换为组成型表达的 J23119 启动子。合成

一段双链 DNA 片段连入该质粒。该片段含两对

嵌套的重组酶位点与一个终止子。外侧的重组酶

位点固定为一表征较好的高效重组酶，内侧位点

及终止子按 1.2.2 设计并可以更换。诱导培养、酶

标仪检测、公式表征步骤同 1.2.2。 

1.2.5  重组酶翻转终止子性能表征 

一次翻转：将报告质粒与对应的一个重组酶

表达质粒共转入 E. coli TOP10 中，双抗平板上培

养。由于 LB 平板上重组酶会泄露表达 (pTAC 启

动子较明显)，故培养时间不能过长，挑菌落之前

应于紫外光下检查菌落荧光，选择荧光表型为未

翻转的菌落进行实验。诱导培养和酶标仪检测的

步骤与 1.2.2 相同(诱导重组酶表达的阿拉伯糖浓

度为 10 mmol/L)。除空白对照外，还分别设置单

转正向或反向终止子的报告质粒的菌株作为对照

组，代表理想完全翻转时的情况。按如下公式定

义转换效率(以将终止子从正向翻转为反向为例)，

分子为实际荧光变化，分母为理想情况下完全翻转

时的荧光变化量 ( [ ]terGFP 、[ ]FGFP  、[ ]RGFP  分别

为共转菌株翻转后、正向对照组、反向对照组平均

净荧光强度)。R 翻为 F 只需将下式中 R 替换为 F。 

[ ] [ ]
Inversion efficiency

[ ] [ ]
ter F

F R
R F

GFP GFP

GFP GFP



  





 

两次翻转：将报告质粒与对应的两个重组酶

表达质粒共转入 E. coli TOP10 中，三抗平板上培

养。其他步骤同一次翻转。 

1.2.6  演示：七段译码器三状态转换  

由 1.2.3 和 1.2.5 的实验，我们得到了基于重

组酶翻转作用和终止子的基因“开关”。当终止子

两侧引入两对识别位点时，意味着可以通过控制

两种重组酶表达，对终止子进行两次翻转。算上

初始状态，该开关可以产生 3 个状态 (即“开-关-

开”或“关-开-关”)。 

电子器件中常见的七段译码器示数变化

“1-2-3”可作为上述过程的形象演示。如图 5A 所

示，利用 1.1.1–1.2.5 的材料与方法我们可以在 96 孔

板上实现“生物基的七段译码器”。考虑每个显示

管的明暗变化顺序，7 个显示管有 5 种状态转换

模式(000、111、011、010、101，0、1 分别代表

暗、亮)，因此要使用 5 种报告质粒与重组酶表达

质粒的组合。每次手动状态切换时，将上一状态

的菌液 1∶100 稀释于含相应抗生素和诱导物(依

次 10 mmol/L 阿拉伯糖、0.1 mmol/L IPTG) 的 M9

培养基中振荡培养 12 h 得到后一状态。诱导结束

后依据 1.2.2 中方法得到单位数量细菌的荧光强

度，并在蓝光板上对其拍照。 

2  结果与分析  

2.1  终止子性能的表征 

共选取 24个已报道的强力终止子纳入我们的系
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统中进行表征(序列请见2017.igen.org/Team:Peking)。 

比较 4 个 IPTG 浓度梯度下的 Ts，我们发现

随诱导物浓度加大，对于具有较强转录终止能力

的终止子方向，其 Ts 总体呈现先迅速上升后略微

下降的趋势。若某一方向转录终止能力弱，变化

趋势则不明显 (图 2D 嵌入图以强力终止子 435

的 Ts 随诱导物浓度变化的趋势为例)。同时我们

发现高浓度诱导物会对细胞产生一定代谢负担和

毒性，故选择 0.1 mmol/L IPTG 为最终诱导浓度。

24 个终止子依据其正反向 Ts 可分为单向终止子

与双向终止子 (图 2D)。我们最终得到了 6 个符

合前述 4 条标准的终止子 (435、322、309、221、

836、855)，其中 435 表现最佳，正向 Ts 高于 1 000，

反向 Ts 接近 1，是典型的单向强终止子。 

2.2  重组酶翻转效率的表征及表达系统改进 

我们所应用的 RBS 来源于 RBS calculator[25]和

iGEM网站 (序列请见 2017.igem.org/Team:Peking，

纯数字代号的来自 RBS calculator，“B00XX”来自

iGEM Parts，“字母+数字”由 B0034 突变获得)。

图 3B 显示测试质粒被重组酶翻转前后流式细胞仪

的测试结果，横轴为红色荧光强度，纵轴为绿色荧

光强度。翻转前细胞位于对角线以上，主要表达

GFP，翻转后细胞位于对角线下，主要表达 RFP。

我们把诱导表达重组酶后对角线下的细胞比例定

义为重组酶效率。重组酶和 phiC31 利用各个 RBS

在不同阿拉伯糖诱导浓度下的效率如图 3C 所示。

我们发现在不加诱导物时均有一定程度泄露表  

达，低浓度诱导物时重组酶效率变化不大，但在

10 mmol/L 时效率有一个阶跃式上升，最高可达

90%左右。IPTG 诱导也有类似的结果。因此选择

10 mmol/L 阿拉伯糖和 0.1 mmol/L IPTG 作为最  

适诱导浓度。进而测试了各重组酶在最适诱导浓度

下应用不同 RBS 时的效率 (图 3D)，最终选择 878、

1 668、A6 分别作为 Bxb1、TP901-1、phiC31 的

RBS，因为其泄露较低，最适诱导浓度时效率较高。 

2.3  终止子两侧引入一对重组酶识别位点 

单独的重组酶位点也会对转录造成一定影

响，可被视为“终止子”。测试的重组酶位点中，

Int2 有最强的“终止子”效应 (Ts=23.0)，甚至强于

221F (Ts=16.6)。其他较为微弱：phiC31 (Ts=2.00)、

TP901-1 (Ts=1.42)。 

共测试了 14 个重组酶位点+终止子组合的 Ts

值  ( 图 2E) 。编号 phiC31 435 代表终止子

ECK120034435 两侧有重组酶 phiC31 的识别序

列，其他以此类推。在所有组合中，int2 221 拥有

最强的转录终止效应 (Ts=35.3)。满足标准的其他

组合依次为 phiC31 435 (28.3)、Bxb1 435 (21.1)、

TP901-1 221 (17.7)、TP901-1 435 (17.3)、int2 855 

(17.2)。 

值得注意的是，重组酶识别序列与终止子的

Ts 并非为线性叠加关系。例如，int2 与 435F 在识

别序列与终止子中各自具有最大的 Ts 值，但是二

者组合的 Ts 值在所有组合中最弱  (Ts=5.37)。

TP901-1 与 221F 在识别序列与终止子中各自具有

最小的 Ts 值，但是二者组合在一起效果则很强。

此外，二者的组合可能在序列内部形成启动子，

比如 TP901-1 221R。 

考虑到 int2 与 TP901-1 的重组酶表达质粒的

启动子为 pTAC，较 pBAD 泄露较大。我们选择

Bxb1 435 与 phiC31 435 进行 1.2.5 中的一次翻转

测试。 

2.4  终止子两侧引入两对重组酶识别位点 

我们选取了翻转效果较稳定的重组酶 Bxb1、 

phiC31、TP901-1 的识别位点，与终止转录效果

最好的单向强终止子 435 组合在一起进行性能表

征，结果如图 2F 所示。最终，我们选取了性能最

好 的 组 合 结 构 “Bxb1 attB-TP901-1 attB-435- 

TP901-1 attP-Bxb1 attP” 和 “Bxb1 attB-phiC31 

attB-435-phiC31 attP-Bxb1 attP”进行 1.2.5 中的两

次翻转实验。之后将其分别简称为 Bxb1 TP901-1 
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435 和 Bxb1 phiC31 435。 

2.5  重组酶翻转终止子性能表征 

将报告质粒Bxb1 435和 phiC31 435与相应的

pBAD 诱导表达质粒共转进行了重组酶一次翻转

终止子的实验(图 4A)。计算结果(图 4C)显示有些

翻转效率 (Inversion efficiency)超过 100%，有些

则不足 50%，与 2.2.3 中理想值偏差较大。经过分

析，可能存在如下原因：第一，attB-F-attP 经过

翻转得到 attL-R-attR，而不是我们计算 inversion 

efficiency 所使用的 attB-R-attP 的理想状态；第二，

重组酶作用于 pTAC-pSB4C5 质粒翻转终止子的

效率与 2.2.2 中重组酶作用于重组酶测试质粒翻

转启动子的效率存在不同，可能是终止子影响识

别位点的空间结构，造成翻转效率的变化。 

两次翻转使用报告质粒 Bxb1 TP901-1 435 和

Bxb1 phiC31 435 及其对应的重组酶表达质粒 (图

4B)，得到的结果如图 4D 所示。 

2.6  演示：七段译码器三状态转换 

依照 1.2.6 我们得到了图 5B 所示的结果。每

个加样孔中的数字代表单位 OD 的荧光强度。单

凭肉眼可以观察到较为明显的状态变化，数字图

案清晰可辨，视觉上成功实现了生物七段译码器。

数据上若以 50 作为定义开关状态转换的阈值，亦

可判定实验的成功。

 

 
 

图 4  重组酶翻转终止子的效率 

Fig. 4  Inversion efficiency of recombinase on terminator. (A, B) Schematic of one-time and two-time inversion. (C, D) 
Inversion efficiency can be higher than 150% or lower than 50%, which is far different from “flipping efficiency” in Fig. 3. 
Such deviation can be attributed to the terminator’s interference on recognition sites or the sequence differences 
between attB/P and attL/R. 
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图 5  生物七段译码器 

Fig. 5  Biological seven segment display as a demo. (A) Schematic and truth table show operational principle of 
“1-2-3” transition. There are five different transition patterns executed by five different genetic circuits in seven 
segments. (B) Pattern transitions are clear by naked eyes. Numerical value in each well represents net fluorescence 
intensity per OD. 
 

3  结论  

本研究通过组合重组酶识别位点和终止子构

建了一种稳定可维持的转录调控开关。该开关可

以作为一个组件，模块化地应用于基因线路构建

中，使细胞可以感受短暂的脉冲信号从而改变自

身状态。通过细致的表征，我们发现了重组酶识

别位点和终止子之间的相互影响是开关设计的一

个瓶颈，从而揭示了此类开关的重要设计原则

——寻找相互影响较小的终止子和识别位点，为

大规模设计此类开关提供了一种思路。 

我们通过依次表达两个重组酶作用于终止子

两侧的两对识别位点，实现了两次状态切换。已

有研究表明当重组定向性因子 (Recombination 

directionality factor，RDF)存在时，重组酶可识别

attL 与 attR 序列发生重组反应，重新生成 attB、

attP 位点。因此，本开关的一种优化方式是引入

RDF，使得只需要一种重组酶、一对识别位点便 

可实现两次状态转换。这将避免多对识别位点对

终止子的影响，提高本开关的性能。 
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如果要使这种状态转换自动化，创造更复杂的

基因线路，可以在此系统中引入“计时器”。例如利

用基于三因子负反馈的生物振荡器[26]节律表达重

组酶及其 RDF，作用于经过设计的含此类开关的

基因线路，理论上可以实现循环的状态转换过程。 

此外，本研究具有较大的应用价值。工业上，

可以利用此类状态开关可设计的次序性，让一种工

程菌在发酵罐中依次合成不同产物，例如含有多种

单体的高分子化合物的生物合成。医疗上，可以设

计一种含此种开关的益生菌，使之在患者体内在合

适的时间按一定次序给药。基础研究中，此类开关

能够为通过“建物致知”的策略为研究细胞周期与

生物节律提供新的思路和方法。 
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团队简介： 

2017 年北京大学 iGEM 团队由来自生命科学学院、信息科学技术学院、医学部共 13 名在校本科

生组成。北大 iGEM 团队提出了一套在细菌内搭建遗传时序逻辑线路，使其能够自动按顺序执行对应

功能的设计框架，充分借鉴了数字理论中时序逻辑概念，在生物系统中构建时钟  (Clock)、分频器 

(Frequency Divider)、解释器 (Interpreter) 三个基本模块。基于重组酶和终止子元件所实现的细胞状态

调控便是其核心内容之一。北大 iGEM 团队在 2017 年 iGEM 大赛中获得了最佳信息处理项目奖提名 

(Nominated Best Information Processing Project)，并获得金牌。 

 

(本文责编  郝丽芳) 


