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摘   要：合成生物学通过改造天然系统或创造生物元件、模块和系统赋予生命体新的功能，为农

业、能源、制造业及医学进步带来了巨大推动力。对元件、模块或系统的精准、定量及高效调控将

对合成生命系统的控制至关重要。细菌小 RNA 是一类长度在 50–300 bp 且通常不具备翻译能力的功

能小分子，在环境胁迫响应、代谢变化适应和细菌毒力控制过程中发挥着不可替代的调控作用。近

年来，基于天然小 RNA 设计构建的人工小 RNA 调控元件的工作日益丰富，实现了对目的基因甚至

通路的有效抑制或激活。人工小 RNA 分子小、灵活性高，可程序化且易于设计，几乎不会对宿主

细胞造成代谢负担，因此在合成生物学中具备广泛应用前景。为促进对人工小 RNA 的机理理解及

应用拓展，本文围绕若干人工小 RNA 调控元件进行了系统介绍及比较；此外，总结了其在合成生

物学中的代表性应用；最后，对其未来优化方向进行了讨论。 

关键词：非编码；人工小 RNA；基因抑制；基因激活；智能调控 
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Abstract: Synthetic biology has brought enormous impacts to the advancement of agriculture, energy, 
manufacturing and medicine by redesigning existing natural systems or creating biological elements, 
modules and systems to endow life with new functions. The precise, quantitative and efficient regulation 
of biological elements, modules and systems is critical for controlling living systems. Bacterial small 
regulatory RNAs are a class of functional molecules with a length of 50–300 nt and usually do not 
translate into proteins. They play an irreplaceable role in environmental stress response, metabolic 
adaptation and bacterial virulence control. In recent years, synthetic small regulatory RNAs have been 
designed based on natural small RNAs and were used to effectively inhibit or activate target genes and 
even pathways. Synthetic small regulatory RNAs have broad application advantages in synthetic biology 
because of their small size, high flexibility, programmability, easy design and little metabolic burden on 
host cells. To better understand the synthetic small regulatory RNAs and promote its application, this 
review summarized several synthetic small RNA systems and their representative applications in synthetic 
biology. Finally, future optimization directions were prospected. 

Keywords: noncoding; synthetic small RNAs; gene inhibition; gene activation; intelligent regulation 

 
 

合成生物学通过改造天然系统或创造生物

元件、模块和系统来赋予生命体新的功能。利

用不同生物元件、模块和系统，合成生物学为

农业、能源、制造业及医学进步带来了巨大

推动力。例如，通过将烟草内源的编码核酮糖

1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶基因敲除并替换为蓝

细菌聚球藻的相关基因，转基因烟草的光合效

率及生长速度得到大幅度改善，生物量明显提

高[1]；全世界每年疟疾感染者数以亿计，特效

药青蒿素前体物质青蒿酸可在酿酒酵母中实现

高效合成 (25 g/L) 并在 2013 年被世界卫生组

织 (World Health Organization, WHO) 批准作

为临床药物使用 [2-3]，改变了青蒿素长期依赖

从植物黄花蒿中提取的局面；作为不可再生资

源化石燃料的替代，基于微生物的第三代生物

炼制将二氧化碳重新资源化利用已悄然兴起，

有望发展绿色、可持续能源 [4-7]。从人工合成

支原体染色体到合成真核酵母染色体，合成生

物学展示了重构生命体系的潜能 [8-10]。而这其

中，对特定基因、通路甚至代谢模式的调控对于

实现人工模块的功能至关重要。为此，各种调控

元件、核糖开关、群体感应 (quorum sensing, QS) 
系统等被用于对目的基因的抑制、激活或构建

复杂的基因线路[11]。其中，人工小 RNA 调控元
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件作为能够精准、定量及高效地对内、外源多

基因进行调控的工具，在合成生物学研究中有

着广泛的应用[12]。 
非编码 RNA (noncoding RNA, ncRNA) 是

一类不被翻译成蛋白质的 RNA，在细胞中天

然 ncRNA 负责剪接、编辑和修饰 RNA，催化

生化反应和调控基因表达等 [13]。而小 RNA 
(small RNA, sRNA) 是一种广泛存在于细菌中

的调控基因表达的 ncRNA，长度在 50–300 bp
之间 [12]。细菌小 RNA 通过碱基互补配对靶向

相应的 mRNA 实现对目标基因的抑制或激活，

从而响应环境胁迫、适应代谢变化和控制毒力

等[12]。例如，在高渗条件下，为维持外膜孔蛋

白 OmpC的高占比，MicF靶向另一个外膜孔蛋

白基因 ompF 转录本的 5′非翻译区 (untranslated 
region, UTR) 和翻译起始区，以抑制 OmpF 蛋

白的表达 [14]；此外，在极端酸条件下，GadY
靶向基因 gadX 转录本的 3′-UTR 区起稳定作

用，增加 GadX 的表达，以激活谷氨酸依赖型

耐酸系统[15]。 
小 RNA 通过不同的序列和结构可以产生

不同的二级结构和功能，一些特定的结构还能

以模块域的形式存在，在设计时可直接对模块

域进行组合，大大降低了小 RNA 工具使用的

复杂性[16]。在对天然小 RNA 的作用机制解析

基础上，研究人员开发出了可根据调控需要进

行理性设计的系列人工小 RNA 工具，在对特

定基因的抑制、激活以及“开/关”型的精确调控

方面均取得了一定的成果[17]。人工小 RNA 工

具高度模块化的结构和基于碱基互补配对的简

单设计原则赋予其高度灵活性，由于几乎不会

给宿主细胞带来任何代谢负担且对内源性和外

源性基因均有调控作用，利用其对基因进行调

控已经显示出很好的应用前景[17]：在代谢工程

中，传统的必需基因或途径的敲除策略通常对

宿主细胞是致命的，而这些基因或途径可通过

小 RNA 工具被定量沉默[18-19]；在应对环境胁迫

时，合理利用小 RNA 对基因的全局调控，可使

细菌的耐受性达到“事半功倍”的效果[20]；在细胞

中构建复杂的调控网络时，可通过对碱基序列

的合理设计构建生物传感器，小 RNA 工具可在

分子检测上实现非常高的特异性和灵敏性[21-23]。 
为促进对人工小 RNA 的机制理解及应用拓

展，本文对人工小 RNA 工具应用于合成生物学

中的进展进行综述。我们首先总结了每种人工

小 RNA 工具的作用机制以及改良优化；之后对

人工小 RNA 工具在合成生物学的多个研究方面

的应用进行介绍；最后，我们讨论人工小 RNA
工具存在的一些挑战及未来研究的方向。 

1  基于人工小 RNA 的基因抑制系统 
自研究人员发现小 RNA 参与基因调控以

来，对其研究呈爆发性增长，研究路线主要以

挖掘更多的天然小 RNA、探索其参与基因调控

的机制及构建人工小 RNA 工具为主[14]。最初

研究发现的小 RNA 一般具有与靶 mRNA 互补

配对的序列，可以高度特异性地对靶 mRNA 产

生抑制作用，故将其称为反义 RNA (antisense 
RNA, asRNA)[14]。天然 asRNA 发挥调控作用的

关键在于其与靶 mRNA 发生碱基互补配对，基

于此开发的人工 asRNA 利用碱基互补配对实现了

对特定基因的抑制 (图 1A、1B)[14,24]。2006 年，

Nakashima等在 asRNA的两端加上了互补配对的

末端 (paired-termini, PT)，开发了 PTRNA 工具 
(图 1C)[25-28]。此外，人们发现了有一大类小 RNA
依赖伴侣蛋白 Hfq 发挥作用[29]。2013 年，Na
等开发了基于 Hfq发挥作用的人工小 RNA工具 
(图 1D)，该工具因其设计方便、易于实现、普 
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图 1  应用于基因抑制的人工小 RNA 系统   A：基于天然 MicF 改造的 asRNA；B：基于天然 CopA
改造的 asRNA；C：PTRNA 系统；D：依赖 Hfq 的 sRNA 调控系统 
Figure 1  Synthetic small regulatory RNAs for gene inhibition. (A) Antisense RNA modified based on 
natural MicF. (B) Antisense RNA modified based on natural CopA. (C) PTRNA system. (D) Hfq-dependent 
small regulatory RNA system. 
 
适性好、抑制效率高等优势而成为基因抑制应

用上的优先选择[18,30]。 

1.1  从天然到人工的 asRNA 基因抑制工具 
研究发现，细菌中天然的 asRNA 可参与多

个复杂代谢过程的调控，例如调节质粒复制和

不相容性，调控孔蛋白的表达、噬菌体复制、

cAMP 受体蛋白合成等[14]。在对大肠杆菌的外

膜孔蛋白 ompC 基因的鉴定过程中，Mizuno 等

发现了大肠杆菌中的第一个细菌 asRNA，其与

另一个外膜孔蛋白 ompF 的 5′区有 70%的同源

性并可抑制 OmpF 蛋白的合成，称之为 MicF 
(mRNA-interfering complimentary ompF, MicF)[31]。

MicF长 174 bp，两侧有稳定的茎环，中间为与

ompF mRNA 产生碱基互补配对的结合区，通过

抑制翻译发挥作用[31]。随后，Coleman 等以天

然 MicF 为参考，保留与 MicF 两端一致的茎环

结构，将中间与靶 mRNA 碱基互补配对的结合

区分别替换成可与外膜脂蛋白基因 lpp、外膜

孔蛋白基因 ompC、外膜孔蛋白基因 ompA 的

mRNA 的 5′端互补配对的序列，均实现了对相

应基因的抑制[32]；之后 Ellison 等也用相同的策

略实现了对 lacZ 基因的抑制[33] (图 1A)。研究

表明，基于 MicF 的人工小 RNA 的抑制作用强

弱与结合区的长度、靶 mRNA 的结合位置及

asRNA 的表达丰度有关，与基因的个体差异也

有关[32]，其中人工小 RNA 设计时包含 SD 序列

和翻译起始位点 (AUG) 在内是比较有效的抑

制策略[32-33]。 
一般而言，asRNA 发挥作用虽离不开与靶

mRNA的碱基互补配对，但不同的 asRNA与其

靶 mRNA 产生配对的方式也不尽相同。例如，

CopA 是一个天然的 asRNA，它通过与影响质
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粒拷贝数的 RepA 蛋白的 mRNA——CopT 的上

游区域形成双链 CopA-CopT 系统，从而抑制

RepA 蛋白的合成。Persson 等研究表明，形成

双链 CopA-CopT 系统主要分为两步，第一步

为 CopA的茎环特异性识别 CopT的互补区域，

形成一个瞬时的互补双链，且这一步是整个反

应的限速步骤；随后，CopA上单链区域与CopT
互补配对，从而形成稳定的双链 CopA-CopT 系

统[34] (图 1B)。类似于 CopA 的天然 asRNA 还有

RNA Ⅰ，其茎环结构与靶 mRNA (RNA Ⅱ) 先
形成瞬时的互补双链，随后 RNA Ⅰ的结合区再

与靶 mRNA 互补区域形成稳定的双链 RNA Ⅰ- 
RNA Ⅱ系统[35]。根据天然的 CopA，Engdahl 等
设计出可抑制 lacI 基因的人工 asRNA 工具[36]。

与 CopA 的两步反应相似，人工 asRNA 工具也

分为识别单元和抑制单元。识别单元是将

CopA 的茎环设计为可与靶 mRNA 互补的茎

环，以实现与靶 mRNA 形成瞬时互补双链这一

关键步骤；抑制单元则是由一个与核糖体结合

位点 (ribosome binding site, RBS) 互补的序列

组成[36]。利用该人工 asRNA 实现了对 lacI 基因

最高 50%的抑制[36]。尽管天然 asRNA 工具发

挥抑制作用的具体机制各有差异，但通过保留

天然 asRNA 模块化的二级结构，设计与靶

mRNA 碱基互补配对的结合序列，已经成为研

究人员构建人工 asRNA 工具的共识。 

1.2  PTRNA 工具的设计策略 
为进一步提升人工 asRNA的抑制效果，研

究人员做了诸多努力[37]。RNA 较短的半衰期使

得提高 asRNA的稳定性及丰度成为提升抑制效

率的有效途径。其中，Nakashima 等在 asRNA
两端加上互补配对末端  (PT) 设计出 PTRNA
工具，因其设计方便、抑制效果好而得到了广

泛应用[25-28]。PTRNA 是一个大型发卡结构，PT
为发卡的茎，asRNA 则存在于这个发卡结构的

大环中 (图 1C)。Nakashima 等认为，PTRNA 可

增强抑制效果的主要原因是 PT 的设计提高了

asRNA 的稳定性及丰度进而增强了抑制效果[25]。 
PTRNA 工具中，PT 部分的 GC 含量和长

度、asRNA 部分的长度及其与靶 mRNA 结合的

位置均是影响其抑制效率的因素。PT 部分中，

GC 含量的增加可用来加强配对强度，以抵抗特

异性 RNA 酶对双链 RNA 的降解，PT 的长度越

长，PTRNA 的抑制效果越好，但其长倒置重复

序列又使质粒的稳定性降低，导致质粒转化效

率降低或质粒丢失，故最优的 PT 长度需根据不

同菌株中质粒的稳定性进行调整[25]。在大肠杆

菌 (Escherichia coli) TOP10、MG1655、BW25113、
BL21(DE3) 和蓝细菌集胞藻 (Synechocystis sp.) 
PCC 6803 中的研究表明，38 bp 可作为较优的

PT 长度[25-27,38]。asRNA 部分中，较长的序列不

一定会获得更高的干扰效率，因为更长的序列

意味着更复杂的二级结构，增加其与靶 mRNA
结合的难度或是影响 PTRNA 的末端互补配对

的结构，100 bp 的 asRNA 长度比 150、200 和

300 bp 具有更高的抑制效率[26]。2021 年，Zhang
等以 asRNA 长度、与靶 mRNA 结合的位置和

asRNA 表达量为关键参数建立模型，确定了靶

向 RBS 核心区域的 30 bp 的 asRNA 即可发挥高

效和强大的抑制功能，而通过控制 asRNA 靶向

RBS 核心区域的碱基数，可预测 asRNA 的抑制

效果，实现对基因的精细调控[28]。最后，通过

换用更强的启动子[25,39]或高拷贝质粒[26]均可使

PTRNA 的丰度增加而进一步加强抑制效果。 
尽管 PTRNA 没有考虑 asRNA 本身的二级

结构对抑制效果的作用，其在大肠杆菌、蓝细

菌中的应用中均验证了可对目的基因产生较高

的抑制率[27-28]，具有较强的实用性。PTRNA 工

具不需要借助其他蛋白如 Hfq 发挥作用，可为

不便表达 Hfq 时提供一种可行性方案。但在进
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行多基因同步调控时，其高 GC 且互补的 PT 序

列加大了质粒构建难度，并可能对质粒的稳定

性造成影响。 

1.3  基于伴侣蛋白 Hfq 的人工小 RNA 工具 
Hfq 是一种 RNA 结合蛋白，最初被发现作

为宿主因子与核糖体蛋白 S1 一起参与到大肠杆

菌中 RNA 噬菌体 Qβ 的复制中[29]。在研究编码

RNA 聚合酶 σ38 亚基的基因 rpoS 时发现 Hfq 对

rpoS 的翻译起到重要作用，rpoS 的表达受到多

种调控，其中包括 DsrA、OxyS 等小 RNA 的抑

制，而这种抑制均需要有 Hfq 的参与[29]。而后

对大肠杆菌已知的小 RNA 进行验证，发现其

大部分均有 Hfq 参与并发挥重要作用[29]。本文

将此类依赖于伴侣蛋白 Hfq 发挥作用的小 RNA

统一称为 sRNA-Hfq。 

2013 年，Na 等在大肠杆菌中系统地开发了

一类人工 sRNA-Hfq 工具，利用该 sRNA-Hfq 工

具建库系统地测试了影响酪氨酸和 1,5-戊二胺

产量的基因，通过对关键基因的抑制显著地提

高了二者的产量[18]。该人工 sRNA-Hfq 工具设

计分为高度模块化的两部分：靶点结合模块和

Scaffold 模块。其中靶点结合模块可与特定

mRNA 进行互补配对，而 Scaffold 模块包含 Hfq

结合位点和一个 Rho 因子非依赖性转录终止

子，这二者是缺一不可的[18]。在实现对靶基因

的抑制时，靶点结合模块与靶 mRNA 形成碱基

互补配对，阻碍核糖体与靶 mRNA 结合，抑制

翻译；同时 Scaffold 模块招募伴侣蛋白 Hfq，

以稳定 sRNA，促进 sRNA 与靶 mRNA 的配对

并使核酸酶 RNase E 结合到靶 mRNA，促进靶

mRNA 的降解，最终实现对靶基因的抑制[18]。

只需更换结合模块的序列即可实现对不同基因

的抑制。 

对人工 sRNA-Hfq 工具的优化主要围绕提

高抑制效率、实现精细调控等。研究表明，人

工 sRNA-Hfq 中结合模块与靶 mRNA 的结合位

置、互补配对碱基数、Scaffold 结构等均可影响

该系统的效率[18]。结合模块至少有一部分需要

在翻译起始区域内与靶 mRNA 互补配对，而通

过调整与靶标 mRNA 配对碱基数可以改变互补

配对的结合能，亦可改变 sRNA-Hfq 的抑制效

果，当结合能在−20–−40 kcal/mol 时，结合能

与抑制程度有较好的线性关系，据此可以精细

调控 sRNA-Hfq 的抑制能力 [18]。其次，在对

Scaffold 模块的优化中，发现富 A/U 区序列的改

变和茎环结构中茎的长度的改变均可改变

sRNA-Hfq 的抑制率 [40] 。此外，通过调节

sRNA-Hfq 与靶 mRNA 之间的丰度也可达到微

调 sRNA-Hfq 抑制率的效果[41]。 
目前，这类人工 sRNA-Hfq 由于分子小、

设计方便、易于实现、普适性好、抑制效率高

等优势而成为应用上的优先选择，除了在大肠

杆菌中，sRNA-Hfq 工具还广泛地应用于谷氨酸

棒杆菌[42-43]、蓝细菌[27]、枯草芽孢杆菌[44]等菌

株的代谢工程中。但是伴侣蛋白 Hfq 主要来源

于大肠杆菌，尽管在近一半的细菌基因组中存

在编码 Hfq 蛋白的同源基因，在较多细菌 (如
沙门氏菌、铜绿假单胞菌等) 中也均有 Hfq 参

与小 RNA 的调控[45-46]。但仍有一些菌株 (如金

黄色葡萄球菌、谷氨酸棒杆菌、蓝细菌等) 其
Hfq 蛋白并不参与小 RNA 的调控，在这些菌株

中使用 sRNA-Hfq 工具需额外表达大肠杆菌来

源的 Hfq 蛋白 [27,42-43,47]。即使是在大肠杆菌

中，少量表达人工 sRNA 时对菌株并不会造成

生长缺陷，但过多的 sRNA 可竞争性结合内源

Hfq 而对细菌产生影响。故而在不同菌株的不

同需求下，还需根据具体情况使用不同的小

RNA 工具。 
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2  基于人工小 RNA 的基因激活系统 

小 RNA 通常起到下调基因表达的作用，但

是在自然界中依旧存在可激活基因表达的小

RNA，这类激活型小 RNA 依旧通过与靶 mRNA

碱基互补配对的方式发挥作用，通常为调控转 

录初始或提高靶 mRNA 稳定性[48] (图 2)。在人

工小 RNA 方面，虽像天然激活型小 RNA 一样可

直接对内源基因激活的人工小 RNA 工具尚未得

到开发，通过在目的基因中引入“开/关”模块实现

对基因激活的小 RNA 工具已被建立[49-50]。其中

基于翻译激活的 Toehold 开关[49] (图 3A) 和基于 
 

 
 

图 2  天然小 RNA 的基因激活机制   A：小 RNA 通过打开 mRNA 被掩蔽的 RBS 实现激活；B：小

RNA 通过阻断 5′ RNase E 的结合实现基因激活；C：小 RNA 通过阻断编码区 RNase E 的结合实现基因

激活；D：小 RNA 通过 RNase Ⅲ的后加工提升靶点稳定性实现基因激活 
Figure 2  Gene activation mechanisms of natural small regulatory RNAs. (A) Small regulatory RNAs activates 
mRNA by opening the isolated RBS. (B) Small regulatory RNAs activates mRNA by blocking 5′ binding sites of 
RNase E. (C) Small regulatory RNAs activates mRNA by blocking coding region recognized by RNase E. (D) 
Small regulatory RNAs activates mRNA by RNase III-dependent processing to enhance target stability. 
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图 3  “开/关”型人工小 RNA 工具用于基因激活   A：基于 Toehold switch 的开关系统；B：基于 STAR
的开关系统 
Figure 3  “On/OFF” synthetic small regulatory RNA tools for gene activation. (A) Switching system based 
on Toehold switch. (B) STAR-based switching system. 
 
 
 

转录激活的小 RNA (small transcription activating 
RNA, STAR)[50] (图 3B) 有较为清晰的调控机制，

在应用上也表现出良好的性能。 

2.1  细菌中天然小 RNA 激活机制 
在细菌中，小 RNA 与靶 mRNA 的 5′-UTR

区、基因编码区及 3′-UTR 区的碱基互补配对均

可产生激活效果[48]。小 RNA 靶向 mRNA 的

5′-UTR 区时，通常有两种发挥激活作用的机

制：一是小 RNA 打开靶 mRNA 本身 5′-UTR 区

的发卡结构，释放出被掩蔽的 RBS，使得核糖

体可与 RBS 结合，从而促进翻译，例如 DsrA、

RNA Ⅲ和 RprA 等  (图 2A)[51-53]；二是干扰

RNase E 对靶 mRNA 的降解，提高靶 mRNA 的

稳定性，以增加翻译，这类小 RNA 如 RydC 
(图 2B)[54]。小 RNA 靶向 mRNA 的编码区时，

SgrS 靶向 pldB 的编码区，隔绝了一个 RNase E 的

识别位点，从而达到稳定pldB的作用 (图2C)[55]。

在小 RNA 靶向 mRNA 的 3′-UTR 区的情况中，

GadY 以完全碱基互补配对的方式靶向 gadX 的

3′-UTR 区形成双链末端，进而被双链特异性酶

RNase Ⅲ处理，处理后的 gadX 可能更具稳定

性，而增加 GadX 的表达 (图 2D)[56]。当小 RNA
在细菌中发挥激活作用时，往往离不开伴侣蛋

白 Hfq 的帮助，作为小 RNA 与靶 mRNA 相互作

用的分子伴侣，Hfq 不仅能促进小 RNA 与靶

mRNA 的结合，还能保护小 RNA 免受核酸酶 
(如 RNase E) 的影响。DsrA、RydC、SgrS 等小

RNA 发挥激活作用时均有 Hfq 的参与[48]。迄今

为止，还没有通用的激活机制得以阐明，因此

尚无基于天然激活小 RNA 改造的人工小 RNA
用于内源基因的激活，未来可能还需要探索更

多的天然激活小 RNA 以发现其中的规律。 

2.2  翻译激活的 Toehold 开关的作用机制 
2004 年，Isaacs 等设计了一种完全人工合
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成的核糖调节器  (riboregulator)，利用高度特

异的RNA-RNA相互作用精确控制基因表达[57]。

这种人工核糖调节器通过在 mRNA 的 5′-UTR 区

人为引入发卡结构，隔离 RBS 并阻止它与核糖

体结合，从而获得对靶基因的抑制，此时为顺

式抑制 mRNA (cis-repressed mRNA, crRNA)，当

反式激活 RNA (trans-activating RNA, taRNA) 
靶向 crRNA 形成 RNA 双链时，crRNA 的构象

发生变化，茎环展开从而暴露出 RBS 区域，翻

译被重新激活[57]。这种人工核糖调节器在一定

程度上可利用 RNA 序列的多样性应用于基因

网络的构建，但是其“anti-RBS”部分的序列特

异性使得核糖调节器中 30 bp 左右的碱基互补

配对序列并不能达到它该有的潜在的 1018 种配

对方式，减少了序列可用性，大大降低了其正

交性和调控范围[49,57]。 
2014 年，为打破以上限制，Green 等设计

了一种调控范围更宽、串扰更低的核糖调节

器，称为 Toehold 开关系统 (图 3A)。Toehold
开关中，crRNA 设计形成的茎环结构将 RBS 包

含在环中，与 AUG 本身及 RBS 均不形成互补

结构，这样即可设计任意的 crRNA 及其互补的

taRNA[49]。同时，crRNA 部分还设计有突出 
一段的“toehold”单链，这使得与 taRNA 的结合

为“线-线”结合，比“环-线”结合在热力学上和

动力学上更具有优势[49]。利用现有的 RNA 结

构及自由能预测的算法及程序 (如 NUPACK)，
可以设计出高度正交的 Toehold 开关，Green 等

验证了 18 个相互串扰小于 2%的 Toehold 开关元

件组合和 26 个串扰小于 12%的元件组合[49]。在

调控范围上，Toehold 开关最大可达超过 400倍

的动态调控，可与基于蛋白质的转录调控媲美。

如果将 Toehold 系统的 crRNA 部分整合到基因

组上，可调控内源基因的表达；此外，利用内

源 RNA 作为 taRNA 从而设计独特的 crRNA，

还可将 Toehold 开关用于内源 RNA 的检测，

这为 Toehold 开关应用于检测 RNA 病毒奠定

了基础 [49]。 

2.3  转录激活 RNA STAR 系统的作用机制 
通过激活转录来激活基因表达，Chappell

等开发了一种完全人工合成的转录激活 RNA 
(small transcription activating RNA, STAR)，称

为 STAR 系统 (图 3B)[50]。STAR 系统在转录水

平上调节基因表达，包含两个模块，模块一是

位于靶 mRNA 的 RBS 上游的一段转录终止序

列 (即感应序列)，在转录过程中，转录形成终

止子，阻止下游目标 RNA 的转录；模块二是

一段与终止子发卡 5′端互补的小 RNA，即

STAR，当它与感应序列互补配对时，能打开

终止子的发卡从而破坏终止子的作用，允许转

录延伸从而激活转录[50]。在解释 STAR 机制的

动力学模型中，Chappell 等发现 STAR 介导的

基因表达是不同 RNA 结构状态自由能的函

数，即与感应序列和 STAR 的初始状态和初始

相互作用时的自由能差呈线性关系。这表明，

在应用 STAR 时，主要考虑的仅是感应序列的

长度[50]。但 RNA 初始相互作用时瞬时的 RNA
结构和自由能预测在现有的计算算法中依旧是

个难题，只能从大量的实验中获得数据作为经

验参考 [50,58]。Chappell 等在后续的研究中发

现，STAR 在激活转录的过程中，对感应序列

中类似于“toehold”的线性单链的识别是其最后

发挥作用的关键，保持终止子发卡结构不变的

情况下，通过改变线性单链序列即可获得不同

泄露、激活倍数的 STAR 系统，且其大部分激

活倍数可达 400 倍以上，线性单链的二级结构

越低，表现出越好的激活倍数。对于线性序列

相互作用的预测，则可以选用现在已有的计算

程序来实现 (如 NUPACK)，正交的 STAR 也可

以完全通过纯计算来识别，这一设计理念大大



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2468 

降低了 STAR 系统设计的复杂性[58]。 
STAR 系统有着比 Toehold 开关更低的泄漏

率，这可能是源于转录调控本身的优势，产生

泄露的原因之一是 RNA 发生错误折叠，不能

正确地形成抑制结构而表达，而基于转录的

激活比基于翻译的激活存在更短的错误折叠

的时间窗口，发生错误折叠的概率更低。当

然，STAR 系统激活目的基因的表达量低于

Toehold 系统，在实际应用中或许需要按需求

权衡两者的关系[58]。 

3  人工小 RNA 在合成生物学中的应用 
3.1  代谢通路调控 

在代谢工程中，识别潜在的关键基因并调

控其表达是构建细胞工厂、高效合成产品的关

键。人工小 RNA 可以在不破坏染色体的情况下

有效地抑制基因表达，与传统的基因敲除技术

相比，可实现快速、多重和基因组规模的调控，

此外对必需基因的抑制方面具有不可替代的优

势 (表 1)[59]。与同样可实现基因抑制的 CRISPRi
相比，人工小 RNA 系统大多情况下不需额外

地表达一个对多种宿主表现出毒性或代谢负荷

的 Cas 蛋白[60]。 
为识别潜在的关键基因，Nakashima 等构

建了 71 个针对中心碳代谢的 PTRNA 表达载

体，研究了这 71 个基因和相关代谢产物的积

累，从结果中预测并实验验证了增加丙酮酸产

量的方法，最终发现调控 aceE 可使丙酮酸产量

提高了 427 倍，而对 aceE 和 accA 双基因进行调

控达到了最高 10.5 g/L 的产量[61]。Na 等构建了

122 个 sRNA-Hfq，以抑制尼龙前体——1,5-戊
二胺在产生或调控途径中的相关基因，对其中

31 个基因的抑制均提高了 1,5-戊二胺的产量，

其中对两个必需基因 murE 和 ackA 的抑制可使

1,5-戊二胺的产量从 1.40 g/L提高到 2.15 g/L[18]。

同样，针对酪氨酸 [18]、4-丁二胺 [41]、L-脯氨 
酸[41]等的生产及调控途径，Noh 等均构建相应

的 sRNA-Hfq 抑制库调控可能提高产量的关键

基因，最终确定对 csrA 和 tyrR 基因的抑制是提

高酪氨酸产量的关键，产量达到 2 g/L，而抑制

glnA 和 argF 基因使 4-丁二胺和 L-脯氨酸的产

量达到最大，分别提升了 61.3%和 229.6%[41]。 
在调控基因表达方面，Yang等在大肠杆菌

中利用 PTRNA 对 fabD 基因达成 80%的抑制最

终使胞内丙二酰辅酶 A 的浓度提高了 4.5 倍[26]。

Ge 等利用 PTRNA 抑制 hemB 基因，使血红素

前体 5-氨基乙酰丙酸的产量增加了 17.6%[62]。

Sun 等在蓝细菌集胞藻 6803 中也利用 PTRNA
和 sRNA-Hfq 分别实现了对内源糖原合成相关

基因 glgC 66.7%和 66.8%的抑制[27]。Sun 等在

谷氨酸棒杆菌中利用 sRNA-Hfq 实现对 pyk、
ldhA 和 odhA 基因 80%的抑制，使谷氨酸的产

量几乎增加了 3 倍[42]，当然，在代谢工程中，

更高的抑制率并不意味着更高的产量，平衡细

胞生长和目标产物的资源分配对于维持微生物

细胞工厂所需的活力和实现最高效的生产至关

重要[28,40-41]。基于碱基互补配对的小 RNA 同样

存在精细调控基因的潜力。 Zhang 等改变

PTRNA靶向 mRNA的 RBS核心区域的碱基数，

预测并量化了对 fabD 和 ydiI 的抑制效率，使

4-羟基香豆素的产量增加了 3.58 倍[28]。在对酪

氨酸、1,5-戊二胺产量优化中，Na 等通过改变

sRNA-Hfq 与靶 mRNA 互补的碱基对数量以改

变其结合能，从而调整 sRNA-Hfq 抑制率，对

tyrR 基因抑制时，结合能为−39.2 kcal/mol 时达

到了最高的酪氨酸产量；对 murE 基因抑制时，

结合能为−40.9 kcal/mol时使1,5-戊二胺的产量达

到最高[18]。此外，通过使用不同强度的启动子

调节 sRNA-Hfq 的表达量来改变 sRNA-Hfq 抑制

率，也优化了 4-丁二胺、L-脯氨酸的产量[41]。
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而使用不同的 Scaffold 以及重构 Scaffold 获得

调控范围更广的 sRNA-Hfq 变体亦是实现精细

调控的基础，使用抑制率最高的 sRNA-Hfq 变

体抑制 pgi 基因和 serA 基因使得 1,5-戊二胺的

产量提高了 27%[40]。 

3.2  环境胁迫适应 
大多天然小 RNA 在胁迫环境下发挥作用，

而对胁迫环境的鲁棒性亦是工程菌株所需的，

菌株的耐酸性、耐氧化性和耐毒性化学物等性

质在生物生产和生物修复中非常重要 (表 1)[63]。

在大肠杆菌中，DsrA、RprA 和 ArcZ 这 3 种天

然小 RNA，共同激活 σ 因子 ropS，增强菌株耐

酸性，Gaida 等在大肠杆菌中过表达 ropS 基因

时，其耐酸性仅与单独过表达 DsrA 时的耐酸

性相似 (提高约 100 倍)，但同时过表达 DsrA、

RprA 和 ArcZ 三种小 RNA 时，其在对数生长期

的耐酸性提高了 8 500 倍，同时还提高了菌株

对羧酸和氧化应激的耐受性[64]。在丙酮丁醇梭

杆菌中，Jones 等过表达天然小 RNA 6S，提高

了菌株的丁醇耐受性并增加了丁醇的产量[65]。

Wu等在乳酸乳球菌中过表达天然小 RNA SO42
亦提高了菌株的酸耐受性[30,66]。在蓝细菌中，

Sun 等下调天然小 RNA CoaR 的表达量提高了

菌株的丁醇耐受性 [67]，而过表达天然小 RNA 
Nc117 则提高了菌株对乙醇和 1-丁醇的耐受性[68]。

与蛋白质的过度表达不同，对小 RNA 的过表

达或下调几乎不会对细胞造成代谢负担，在应

对环境胁迫时是一种有效且安全的策略。天然

小 RNA 对靶基因调控的多样性，可能使其在

细胞内形成调控网络，从而赋予在调控范围上

的无限潜能；但同样，其带来的调控机制的复

杂性也是利用天然小 RNA 提高菌株耐受性所

面临的挑战[64]。 

3.3  生物传感与核酸检测 
RNA 结构的灵活性和具有对各种输入信

号的感知和相互作用的能力，已被开发设计

成各种生物传感器  (表 1)[69]。基于 Toehold 开

关的传感器具有 3 大主要模块：输入模块

(taRNA)、信号检测模块  (crRNA)、输出模块 
(报告基因)，是一个非常具有代表性的生物传

感器。Toehold 开关本身的特性使其具有高水

平的正交性和调控范围，成熟的基于最小自由

能的 RNA 二级结构预测模型的开发  (如
NUPACK 程序) 为快速地设计和筛选特定功能

的 Toehold 开关提供了支持[70]。自 2014 年 Toehold
开关开发以来，Collins 团队先后将 Toehold 开

关用于埃博拉病毒[71-72]、寨卡病毒[73]、诺如病

毒[74-75]等 RNA 病毒的检测。Toehold 开关用于

RNA 病毒检测时，选择 RNA 病毒基因组上的

一段序列作为 taRNA，并设计相应的 crRNA，

报告基因可选择表达 β-半乳糖苷酶的 lacZ 基

因，该酶可将黄色底物 (氯酚红-β-D-半乳吡喃

糖苷) 转化为紫色产物 (氯酚红)，实现检测结

果的可视化[73]。将 Toehold 开关嵌入该团队所

开发的无细胞冷冻干燥纸基蛋白质表达平台，

在 20–90 min 内即可实现对病毒在非实验室下

的快速、廉价检测，摆脱了对检测环境的要

求。Toehold 开关检测限最低 taRNA 浓度可达    
30 nmol/L，若与等温 RNA 扩增技术 (nucleic 
acid sequence-based amplification, NASBA) 相
结合，只需 3 fmol/L 的 taRNA，进行 NASBA
反应 2 h 即可被 Toehold 检测到，具有极高的灵

敏性[73]。Toehold 开关还具有高特异性，可以

区分具有一定同源性的寨卡病毒和登革病毒。

对于同一病毒不同变体的区分，Toehold 开关

结合 CRISPR-Cas9 技术，创建 NASBA-CRISPR
切割  (NASBA-CRISPR cleavage, NASBACC)
法；该法利用 Cas9 依赖于前间隔序列邻近基

序  (protospacer adjacent motif, PAM) 序列选

择性切割的能力，设计了只在 PAM 序列处存
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在一个碱基不同的非洲型和美洲型寨卡病毒

taRNA，只有美洲型寨卡病毒 taRNA 存在正确

的 NGG 型 PAM 序列而被 Cas9 切割，由于被切

割的 DNA 不能再扩增出全长的 RNA，从而不

能被 Toehold 开关检测到，实现了对单碱基差

异病毒的区分[73]。Toehold 开关的高灵敏性和

高特异性已经可与“金标准”的 RT-qPCR 核酸检

测方法相媲美，且更廉价、方便，有望成为

RT-qPCR 核酸检测的理想的替代方法 [70,73]。

2019 年，新型冠状病毒的迅速传播导致新冠肺

炎 (COVID-19) 在全球大流行，各个研究团队

纷纷应用该 Toehold 开关技术开发出了检测新

型冠状病毒的方案 [76-79]。在最新的研究中，

Collins 团队开发了可用于真核细胞 Toehold 开

关——eToehold，该工具可实现在人体细胞

中的感应细胞特异性或特定的病毒 RNA 以触

发特定靶基因的表达，这将指导 RNA 靶向的

基因治疗、病毒诊断和癌症治疗等应用平台

的开发 [80]。 

3.4  构建基因电路 
基因电路将各种生物传感器集合在一起，

对多重信号进行处理和整合，最终实现更高阶

的基因调控功能 (表 1)[81]。基于 RNA 的基因

电路是细胞信息处理系统中的新兴范例，相比

于基于 DNA 和 DNA 结合蛋白的基因电路，

RNA 生物传感器具有模块化的结构，可进行快

速高效的设计；其灵活性也大大增加了传感器

的数量；且具有较小的细胞代谢负担[17]。最近

开发出的 Toehold 开关和 STAR 系统在正交性

上也完全满足构建基因电路的要求。Green 等最

初使用 3 组 Toehold 开关联合转录因子构建了

四信号输入型双层“与”门电路[49]。而后，他们

使用 Toehold 开关构建了纯 RNA 的双信号、四

信号和六信号输入型的“或”门和“与”门电路，

以及十二信号输入型的结合“与” “或” “非”门的 

析取范式  (disjunctive normal form, DNF) 电 
路[82]。Kim 等利用 Toehold 开关的翻译激活原

理重新设计了 Toehold 翻译抑制开关和三向连

接 (three-way junction, 3WJ) 抑制器，并分别构

建了基于 Toehold 翻译抑制开关和基于 3WJ 抑

制器的双信号输入型“与非”门和“或非”门电

路，以及构建了三信号输入型和四信号输入型

“非”门和“非或”门电路[21]。同样，利用 STAR
系统，Chappell 等构建了双信号输入型“与”门
电路，并通过与 CRISPRi 技术相结合，将 STAR
系统的转录终止序列置于 gRNA 的上游，构建

了蕴涵非  (NIMPLY) 门电路 [58]，Siu 等也将

Toehold 开关融合到 gRNA 的 5′端形成 thgRNA
用于 CRISPR-Cas9 技术，thgRNA 具有进行多

通路调节的高选择性和正交性，完全适用于复

杂的基因电路的设计[83]。Lehr 等则组合 Toehold
开关和 STAR 系统，构建了在转录水平和翻译

水平共同控制下的“与”门[84]。通过精细的计算，

利用纯 RNA 元件可以构建多数量、高正交、高

复杂的基因电路，在应用上具有广泛的前景。 

4  总结与展望 
从最初侧重于调节翻译以影响蛋白质水

平，到进一步开发出能集成传感和控制功能的

RNA 装置 (RNA device) 以更精确地调节细胞

功能，在转录和翻译水平上均实现了对基因的

调控，小 RNA 工具在机理研究及应用上均取

得系列成果。在对基因调控上，低串扰、高正

交性的基因调控工具是构建大型基因调控网络

或具有复杂功能的合成生物电路的基础，

Toehold 开关和 STAR 系统均开发出了基于

RNA 最小自由能的严密设计流程而实现高度

正交的基因调控。相比而言，sRNA-Hfq 工具

虽然具有易于设计、应用方便的优势，但面对 
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表 1  人工小 RNA 在合成生物学中的应用 
Table 1  Application of synthetic small regulatory RNAs in synthetic biology 
sRNA types Regulatory types Application Results 
asRNA Inhibition Gene regulation The inhibition of lpp[32], ompC[32], ompA[32], lacZ[33], lacI[36] were 

realized 
Inhibition Environmental 

tolerance 
Combined overexpression of asRNA DsrA, RprA and ArcZ improved 
the tolerance of Escherichia coli to acid and oxidative stresses[64] 

Inhibition Environmental 
tolerance 

Overexpression of asRNA Nc117 improved the tolerance of 
cyanobacteria to ethanol and 1-butanol[68] 

PTRNA Inhibition Metabolic 
engineering 

Establishing a PTRNA library to identify genes that can affect 
pyruvate production, and combined inhibition of aceE and accA 
increased pyruvate production[61] 

Inhibition Metabolic 
engineering 

The fabD gene was inhibited and the yield of malonyl-CoA was 
increased[26] 

Inhibition Metabolic 
engineering 

Modeling predicted the inhibition effect of PTRNA, and the 
inhibition efficiency of fabD and ydiI were predicted and quantified 
to improve the yield of 4-hydroxycoumarin[28] 

sRNA-Hfq Inhibition Metabolic 
engineering 

Establishing a sRNA-Hfq library to identify genes that can affect 
yield of cadaverine[18], tyrosine[18], putrescine[41], L-proline[41] and 
other compounds, and inhibiting the corresponding genes improved 
the yield 

Inhibition Metabolic 
engineering 

Theophylline was used to induce the expression of sRNA-Hfq to 
regulate the essential gene fabI and increase the content of 
malonyl-CoA[27] 

Inhibition Metabolic 
engineering 

Combining sRNA-Hfq with group sensing system, a dual function 
group sensing circuit realized dynamic regulation α-amylase 
expression[43] 

Toehold 
switch 

Activation Nucleic acid 
detection 

Combining Toehold switch with a freeze-dried, paper-based, cell-free 
protein expression platform realized rapid, convenient and cheap in 
vitro detection of Ebola virus[71-72], Zika virus[73], norovirus[74-75], 
SARS-CoV-2[76-79] and other RNA viruses 

Activation Logical circuit The OR gate and AND gate circuit of double signal, four signal and 
six signal input type of pure RNA and the disjunctive normal form 
(DNF) circuit of twelve signal input type combined with AND, OR, 
NOT gate are constructed by using Toehold switch[82] 

Inhibition Logical circuit Constructing the translation-repressing riboregulators toehold 
repressors and three-way junction (3WJ) repressors, which were used 
to construct double signal input NAND gate and NOR gate circuit, 
three signal input and four signal input NAND gate and NOR gate 
circuit[21] 

STAR Activation Logical circuit The STAR system was used to construct a dual signal input AND 
gate circuit and a NIMPLY (A AND NOT B) logic gate was 
constructed by combining STAR system with CRISPRi technology 
and placing the transcription termination sequence of STAR system 
upstream of gRNA[58] 

Activation Logical circuit Via combining Toehold switch and STAR system, an AND gate 
circuit under the common control of transcription level and 
translation level was constructed[84] 
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高度同源序列时，sRNA-Hfq 具有极大的脱靶

及串扰风险，一些天然的 sRNA-Hfq 在细菌体

内通常可以调控多个基因，例如天然小 RNA 
SgrS 的靶基因包括 ptsG、manX、manY、pldB、

sopD 等，SgrS 与这些基因的靶 mRNA 通过

11–18 个碱基的不完全互补配对即可发挥出抑

制或激活作用[85]。在人工 sRNA-Hfq 中，仅通

过一段 24 bp 左右的与靶 mRNA 完全互补的线

性单链实现对目的基因的特异性抑制[18]，脱靶

及串扰风险极大地增加了将其应用于代谢调控

的不确定性。或许在未来还需考虑将线性单链

设计成稳健性二级结构才能更好地解决这个问

题，例如，将 sRNA-Hfq 设计成具有像 Toehold
开关一样的茎环结构，只有当被靶 mRNA 触发

时才能满足结合能的变化，展开成正常功能的

sRNA-Hfq，实现对靶基因的抑制。此外，为实

现更精准的调控并进一步提高小 RNA 传感器

的灵敏性、特异性，预测 RNA 相互作用的程序

软件在未来还需不断的迭代升级，构建类似于

蛋白质数据库那样大型、注释良好的 RNA 数

据库或许也是关键[69]。 
鉴于细胞网络的复杂性，在基础研究和应

用研究中经常需要同时对多个基因进行调控。

目前，应用小 RNA 实现多基因调控最多达到

3–4 个，多质粒表达时受限于相容性质粒的数

量，单质粒表达时多个启动子、终止子与小

RNA 自身的重复序列使质粒在构建和表达上均

不稳定[38,59]。在此，使用单个启动子转录所有

包含小 RNA 的转录本，然后通过不同的策略

处理以释放单个小 RNA 可能是解决这一问题

的有效方案。例如，Zhang 等即在酿酒酵母中

使用该方案开发了 CRISPR-Cas9 多基因编辑

技术，用单一启动子转录出具有 8 个 gRNA 的

单一转录本，每两个 gRNA 之间都有一段

tRNAGly 序列，利用 tRNAGly 自成熟机制将单一

转录本处理成 8 个单独的 gRNA，实现了对   
8 个基因、高达 87%敲除率的同步敲除率[86]。

除了 tRNA，还可利用自切割核酶序列 (如锤

头状核酶和 HDV 核酶)[87-88]、外源性切割因子

识别序列 (如 Cys4)[89]等方式。目前这种方案

在 CRISPR 技术中应用较为广泛，或可成为小

RNA 实现多基因调控的参考。 
为平衡细胞生长和生产的关系，小 RNA 在

精细调控上做了诸多努力，只为寻求最佳抑制

率以实现最大生产 [18,40-41]。而在合适的时间和

空间对基因进行时空调控，或是小 RNA 实现精

细调控的下一步策略，通过各种诱导型启动子

表达的小 RNA 已有不少应用[27,47]，但传统诱导

剂存在调控范围有限、无法动态响应特定的细

胞阶段、价格高昂等问题，在未来，与可实现

自诱导的群体感应系统相结合[43,90]，或与利用

不同波长光进行诱导的光控系统相结合[91]，将

使小 RNA 在基因调控上更为动态、方便及高

效。综上所述，未来进一步开发及优化人工小

RNA 工具将更好地为合成生物学研究服务。 
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