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基于转录因子生物传感器的构建与应用进展
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摘要：微生物细胞工厂作为绿色生物制造的重要实现形式，广泛应用于食品、化工、医药和能源等领域。然而，

利用传统代谢工程策略改造微生物细胞工厂生产目标产品时，仍面临静态代谢调控的局限性与代谢通量实时监测

的滞后性等问题，制约着生物基产品的高效生物合成。基于转录因子生物传感器通过实时感知代谢物浓度信号或

环境信号，自动调控目的基因表达，为微生物细胞工厂的高效构建与智能化调控提供了创新性解决方案。本文介

绍了基于转录因子生物传感器的组成、分类及作用机制，围绕传感器配体识别模块的设计和信号输出模块的元件

重构，总结了基于转录因子生物传感器的构建策略，对基于转录因子生物传感器在微生物细胞工厂中的应用进展

进行了综述，包括高通量筛选、代谢工程靶点挖掘以及动态调控。聚焦目前基于转录因子生物传感器面临的代谢

物响应元件匮乏、检测范围受限、配体识别特异性不足、转录依赖的耗时性和传感器元件鲁棒性缺陷等挑战，对

未来的研究方向进行展望，为未来基于转录因子生物传感器的构建与应用提供借鉴。
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Abstract: Microbial cell factories are pivotal in green biomanufacturing, with applications spanning various sectors, 

including food production, chemical engineering, pharmaceuticals, and energy. However, traditional metabolic 

engineering strategies, which reply on static regulation and are hindered by the inherent latency in real-time metabolic 

flux monitoring, face significant limitations in constructing microbial systems that efficiently synthesize target 

products. These constraints severely hinder the high-yield biosynthesis of bio-based compounds. Transcription factor-

based biosensors (TFBs), which are cornerstone tools in synthetic biology and metabolic engineering, offer innovative 
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solutions by dynamically linking real-time perception of metabolite concentration signals or environmental cues with 

autonomous regulation of target gene expression. This integration allows for intelligent optimization and efficient 

construction of microbial production systems. This review systematically examines the molecular architecture, functional 

classification, and signal transduction mechanisms of TFBs, focusing on the rational design of ligand-recognition modules 

and the reconfiguration of signal-output components. Key strategies for constructing TFBs are summarized, including 

directed evolution and rational redesign of transcription factor ligand-binding domains (LBD), modular engineering of 

responsive promoters, and optimization of ribosome binding sites (RBS) for reporter genes. The review also highlights 

cutting-edge applications of TFBs in microbial cell factories, such as high-throughput screening platforms, identification 

of metabolic engineering targets, and dynamic regulation of metabolic pathways. Despite their transformative potential, 

several challenges remain, including the scarcity of metabolite-responsive elements, narrow ligand detection ranges, 

insufficient substrate recognition specificity, time-consuming transcription-dependent processes, and poor robustness of 

sensor components under industrial conditions. To address these bottlenecks, future research must prioritize the 

integration of synthetic biology with artificial intelligence (AI) -driven big data modeling. Such interdisciplinary efforts 

will accelerate the development of customizable, standardized plug-and-play modular components to overcome 
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limitations like the shortage of responsive elements. Concurrently, the establishment of scalable validation platforms 

across “lab-scale, pilot-scale, and industrial production” stages is essential to validate system scalability, laying the 

foundation for next-generation TFBs capable of supporting large-scale industrial biomanufacturing. These advancements 

are set to enhance the efficiency and intelligence of microbial cell factories while expanding their applications in critical 

areas such as food safety testing, environmental monitoring, and medical diagnostics and therapeutics. By offering critical 

insights into the design and application of TFBs, this review aims to drive the evolution of microbial cell factories into 

multifunctional, smart bioproduction systems that integrate precision, adaptability, and industrial robustness, ultimately 

fostering sustainable innovation in the bioeconomy.

Keywords: transcription factor biosensors; microbial cell factory; high-throughput screening; target mining; dynamic 

regulation

微生物细胞工厂作为绿色生物制造的重要实

现形式，通过合成生物学与代谢工程技术重构微

生物代谢网络，能够高效合成生物医药、生物燃

料等高附加值产品。当前，以大肠杆菌、谷氨酸

棒状杆菌及酿酒酵母为底盘的微生物细胞工厂，

已成功突破复杂化合物的生物合成壁垒，相继实

现异丁醇［1］、单萜类化合物［2］、青蒿酸［3］等物质

的高效合成。然而，利用传统代谢工程策略改造

微生物细胞工厂生产目标产品时，仍面临静态代

谢调控的固有局限性［4］与代谢通量实时监测的滞

后性［5］等问题。一方面，代谢网络的拓扑复杂性

导致静态代谢调控难以实现目标产物合成途径代

谢流的最优分配，如萜类合成途径中甲羟戊酸

（MVA）与甲基赤藓糖磷酸（MEP）支路的碳代谢

流竞争，常引发代谢中间体累积并产生细胞毒性

效应［6］；另一方面，现有代谢通量解析技术依赖

离线分析（如HPLC和MS），其时间延迟与操作成

本严重制约了高通量菌株筛选与发酵过程动态优

化的实施效率［7］。

为突破微生物细胞工厂面临的静态调控代谢

流失衡与通量监测滞后等瓶颈，研究人员开发了

基 因 编 码 型 生 物 传 感 器 （genetically encoded 

biosensors，GEB），用于响应特定的输入信号并输

出既定信号，进而实现代谢网络途径的动态调控

与高产菌株的快速筛选［8］。根据识别元件与信号

转导方式的不同，GEB可以分为转录因子型、核

糖开关型、双组分系统和荧光共振能量转移

（FRET）型四大类［9］。其中，转录因子型、核糖开

关型和双组分系统生物传感器利用信号识别元件

识别目标分子，并通过基因表达调控网络实现信

号传递与转换。而FRET型生物传感器则通过信号

识别元件特异性结合目标分子，利用荧光共振能

量转移的物理特性将构象变化转换为可量化的荧

光信号。虽然多数基于FRET的生物传感器识别元

件也是转录因子，但它们并不是通过基因表达调

控实现信号传递与转换［10］。这一特性也决定了基

于FRET的生物传感器仅能够通过荧光信号监测目

标代谢物的浓度，而不能像基于转录因子的基因

回路生物传感器（以下简称为“基于转录因子生

物传感器”）一样用于动态调控基因表达。

基 于 转 录 因 子 生 物 传 感 器 （transcription 

factor-based biosensors， TFB）由于其天然配体特

异性、胞内原位检测能力以及模块化设计潜力，

成为合成生物学领域研究的热点［11-12］。TFB利用转

录因子（transcription factor，TF）的天然配体特异

性，可以感知特定代谢物浓度信号或环境信号，

并将其转化为可检测的输出信号，如荧光信号、

电信号或生长速率信号等［13］。基于这种感知-信号

转导特性，TFB 可以与绿色荧光蛋白等报告基因

偶联，从大规模突变文库中快速筛选高产菌株，

同时挖掘潜在的代谢工程靶点［9， 14］。此外，通过

原位监测微生物胞内代谢物浓度变化，TFB 还能

够动态调控代谢网络相关基因的表达水平从而平

衡代谢通量［15-17］。近年来，随着合成生物学、系统

生物学与计算机辅助蛋白质定向进化等学科与技

术的交叉融合，科研人员成功实现了对天然TF和
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TF响应型启动子等传感器元件的理性设计与功能

重塑［18］，为构建具有优异性能的TFB提供了技术

支撑与理论指导。TFB 的快速发展也使得 TFB 应

用场景拓展至绿色生物制造、环境污染物监测、

食品检测以及疾病诊断与治疗等领域［19-22］。

本文概述了 TFB 的组成、分类和作用机制；

围绕 TFB 配体识别模块的设计和信号输出模块的

元件重构，介绍了 TFB 的构建策略；总结了 TFB

在高通量筛选、代谢工程靶点挖掘以及动态调控

等领域的最新应用进展。聚焦目前 TFB 面临的代

谢物响应元件匮乏、检测范围受限、配体识别特

异性不足、转录依赖的耗时性和传感器元件鲁棒

性缺陷等挑战，对其未来发展方向进行展望。为

今后TFB的构建与应用提供理论参考。

1 基于转录因子生物传感器

1.1 基于转录因子生物传感器的组成

TFB是一类基于天然或工程化TF构建的基因

编码型生物传感器，其核心架构由配体响应模块

和信号输出模块组成。TF作为配体响应模块的核

心组分，其主要结构包含一个 C 端配体结合域

（ligand-binding domain，LBD）和一个 N 端 DNA

结合域（DNA-binding domain，DBD）。其中 LBD

负责配体的识别，在与配体结合后自身发生构象

变化；DBD负责识别并结合启动子上游序列，并

与启动子区域相互作用，抑制或激活下游基因的

转录［23-25］。信号输出模块主要由TF响应型启动子、

核糖体结合位点（ribosome-binding site，RBS）和

报告基因组成，负责将配体浓度信号转换为可量

化输出信号。其中，TF 响应型启动子含有转录

因子结合位点 （transcription factor binding site，

TFBS），TF通过与该位点结合调控报告基因的转

录输出；RBS负责调控报告基因的翻译起始速率；

报告基因主要负责信号输出，常见的报告基因如

荧光蛋白基因、抗生素抗性基因以及微生物代谢

途径酶基因，它们可以将TF感知的代谢物浓度信

号或环境信号转换为荧光强度、细胞生长水平或

代谢途径酶基因表达水平［26］。

目前，基于天然或工程化TF构建的生物传感

器已经能够响应糖类、氨基酸、金属离子、抗生

素、脂肪酸等多种物质信号，以及 pH值、温度和

光等环境信号［26-27］，这些 TFB 促进了绿色生物制

造、食品检测、环境监测、医疗诊断等领域的快

速与创新发展。

1.2 基于转录因子生物传感器的分类

TF通常可以分为激活型TF和抑制型TF，即通

过与目标启动子区域结合激活或抑制相关基因的转录

输出。基于此特性，TFB可以分为激活型TFB和抑

制型TFB。激活型TFB的TF结合特定目标配体后，

特异性识别并结合靶向DNA序列，激活报告基因的

转录，进而产生信号输出［28］［图1（a）］。例如，在酿

酒酵母中基于转录激活因子Leu3p构建的生物传感

器，当Leu3p与α-苹果酸异丙酯（α-Isopropylmalate，

α -IPM）结合后发生构象变化，构象变化后的

Leu3p 通过 DNA 结合域靶向结合到下游基因的启

动子区域，激活下游荧光蛋白基因的表达［29］。抑

制型 TFB 的 TF 在结合特定配体后发生构象变化，

图图1　激活型TFB和抑制型TFB示意图

Fig. 1　Schematic diagram of activating transcription factors (TFBs) and repressive transcription factors (TFBs)
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与靶向 DNA 序列结合阻止 RNA 聚合酶识别启动

子，抑制报告基因的转录［图 1（b）］。例如，在大

肠杆菌中基于转录因子TrpR1构建的L-色氨酸生物

传感器，在存在L-色氨酸的情况下，TrpR1与L-色

氨酸结合后发生构象变化，以二聚体形式与启动

子结合，阻止RNA聚合酶识别启动子，从而抑制

下游绿色荧光蛋白基因的转录［30］。

1.3 基于转录因子生物传感器的作用机制

TFB 主要通过转录因子 LBD 的变构效应实现

对配体的特异性识别，其分子机制可解析为三个

连续过程：①配体（如代谢物、金属离子或环境

信号）与转录因子 LBD特异性结合后，触发变构

效应导致TF空间构象重排，典型表现为TF通过配

体结合增强与启动子的亲和力［31］。②对于激活型

TFBs而言，构象变化后的 TF 通过 DBD 识别启动

子上游的 DNA 结合基序 （DNA-binding motif，

DBM），招募 RNA 聚合酶和其他辅助蛋白质，形

成转录起始复合物，激活报告基因转录［32-33］。而抑

制型 TFB 的 TF 在发生构象变化后与启动子结合，

阻碍RNA聚合酶识别启动子，抑制报告基因转录。

③通过调控报告基因的表达，TFB 将生物信号转

化为荧光强度、细胞生长或代谢途径酶基因表达

水平等可检测信号［34］（图 2）。例如在大肠杆菌中

基于转录因子AsnC构建的生物传感器，当胞内存

在 5- 氨 基 乙 酰 丙 酸 （5-aminolevulinic acid， 5-

ALA）时，AsnC与 5-ALA特异性结合发生变构效

应，进而特异性识别目标启动子，激活红色荧光

蛋白表达，将 5-ALA 浓度与荧光输出信号建立动

态响应曲线，实现对胞内 5-ALA 浓度的实时监

测［35］。总之，在检测到配体存在时，TF会与配体

结合并诱导自身发生构象变化，改变TF与启动子

之间的结合亲和力，从而实现对目标基因的调控。

2 基于转录因子生物传感器的构建策略

从系统生物学视角分析，TFB 的功能本质上

是由配体识别模块与信号输出模块的协同作用来

实现的，这种协同作用既依赖于TF配体结合域对

配体的特异性捕获能力，又受制于信号输出模块

对输入信号的转译效率。本节主要介绍 TFB 的构

建策略，包括配体识别模块的理性设计（如转录

因子 LBD的定向进化与理性设计）与信号输出模

块的元件重构（如TF响应型启动子的元件重构及

报告基因的RBS序列适配）。

2.1 配体识别模块的设计改造

TF作为配体识别模块的核心结构元件，其与

配体的结合亲和力与结合特异性决定了 TFB 的底

物检测范围和底物识别特异性。基于合成生物学

理性设计原则及计算模拟驱动的定向进化改造策

略，可系统解耦天然TF的功能约束，扩大TFB的

底物检测范围、拓宽 TFB 信号输出的动态范围，

重塑TFB的底物识别特异性。

2.1.1 转录因子 LBD 定向进化扩大 TFB 底物检测

范围

如图 3所示，通过对 TF定向进化扩大 TFB底

物检测范围的策略包括随机突变、计算机辅助的

图图2　基于转录因子生物传感器的作用机制示意图

Fig. 2　Transcription factor-based biosensors: schematic diagram of mechanism of action
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理性设计。随机突变是利用易错PCR在TF的LBD

引入随机突变，改变TF与配体的结合亲和力，从

而实现 TFB 底物检测范围的扩大。例如，Chen

等［36］通过易错PCR在AlkS的LBD引入随机突变，

筛选获得的突变体 AlkS-M4 对丙烷的检测范围下

限由野生型的 10 μmol/L 降低至 0.5 μmol/L。计算

机辅助的理性设计是基于结构与功能的分析，对

转录因子 LBD关键区域进行定向进化，突破天然

TF 的功能约束。如 Pu 等［37］以转录因子 LysG 和

BenM 为研究对象，系统揭示了其 LBD 与 DBD 间

铰链区（linker helix， LH）的变构信号转导路径。

通过对LH（约 30个氨基酸）进行定向进化，成功

获得对 γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）

检测范围下限由 5 μmol/L降低至 0.2 μmol/L的突变

体。此外，在缺乏TF晶体结构时，可以采用蛋白

质结构预测软件预测LBD三维构象，结合分子对接

技术筛选潜在热点残基进行理性改造。例如，Teng

等［38］采用AlphaFold2预测PoCR三维结构，明确其

LBD与DBD的空间拓扑关系，并基于变构信号传

递路径分析，设计多重协同突变体，最终得到的

TFB的检测范围扩展至0～20 mmol/L（较原始系统

拓宽 20倍）。此类研究通过蛋白质结构预测、分子

对接与分子动力学模拟等手段，系统解析TF与配

体的结合机制并对关键位点进行理性设计，为基于

非模式TF的生物传感器构建提供技术借鉴。

2.1.2 转录因子 LBD 理性设计改变 TFB 底物特

异性

转录因子 LBD的理性设计为重塑 TFB配体特

异性、拓展 TFB 代谢物检测谱提供了重要策略。

TF在天然状态下常表现出广谱配体识别特性，能

够结合多种结构类似但功能迥异的化合物。典型

实例包括FeaR和TyrR两类转录调控蛋白，其分别

对苯乙胺和酪胺等神经递质类似物及苯丙氨酸和

酪氨酸等芳香族氨基酸具有交叉响应特性，但缺

乏 对 单 一 化 合 物 的 特 异 性 识 别 能 力［39-40］。

Rottinghaus等［39］通过系统解析关键氨基酸残基与

不同配体的相互作用网络，采用理性设计策略改

造 FeaR和TyrR，使其对苯丙氨酸、酪氨酸、苯乙

胺及酪胺的交叉反应系数较野生型降低 2～3个数

量级。该类研究建立了“多配体响应→单配体专

一”的理性设计改造范式。有趣的是，D’oelsnitz

等［41］通过系统解析樟脑响应因子CamR的变构调

控网络，通过对 LBD的理性设计开发出可广谱识

别桉油精、龙脑等双环单萜类化合物的生物传感

器，其交叉反应性较野生型提升 6.8倍，成功拓展

了 TFB 的代谢物检测谱。这些研究通过“结构解

析—计算模拟—理性设计”三位一体的改造策略，

成功实现TF配体识别模式从“单一特异”到“多

元兼容”的双向转变，为人工合成调控元件的模

块化设计提供技术借鉴。

2.2 信号输出模块的元件重构

2.2.1 启动子工程拓宽TFB信号输出动态范围

通过对信号输出模块 TF 响应型启动子区域

TFBS的拓扑构型进行理性设计，例如调整启动子

图图3　转录因子的定向进化改造示意图

Fig. 3　Schematic diagram of directed evolution for transcription factor engineering
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区域TFBS的数量、间距及空间排布模式，可以实

现对重组载体表达水平的定量控制，拓宽生物传

感器信号输出的动态范围。Dabirian 团队［42］通过

在启动子-35区与-10区之间的间隔区域实施模块

化改造策略，构建了具有不同空间排布模式的

TFBS阵列，成功将传感器信号输出动态范围扩展

3.2 倍。Chen 等［43］在确定 MyrR 的 DNA 结合位点

基础上，基于启动子结构分析设计了四组不同排

列的TFBS阵列，获得的PmyrC2启动子使传感器信号

输出动态范围提高 54倍。这些研究证实，TFBS在

启动子架构中的数量、间距及空间取向等参数与

TFB 性能密切相关，需结合系统性实验与计算建

模实现对启动子的最优设计。当目标 TF 的 TFBS

被明确解析后，通过理性设计将其功能模块整合

至异源宿主内源性启动子中，可以构建具有宿主

兼容性的人工杂合启动子。如Lebovich等［44］将枯

草芽孢杆菌中转录因子 GabR（响应 γ-氨基丁酸，

GABA）的三个 DNA结合位点插入大肠杆菌启动

子 J23105中构建人工杂合启动子 PGab105，成功构建

跨宿主的 γ-氨基丁酸生物传感器，突破了天然 TF

受宿主特异性限制的技术瓶颈。Wei等［45］还在解

脂耶氏酵母中将大肠杆菌中的转录因子XylR结合

位点插入酵母启动子的TATA盒附近，形成人工杂

合启动子，成功构建出木糖激活型生物传感器。

该研究为原核生物TF在真核系统中无法直接结合

启动子的宿主兼容性问题提供了解决方案。此外，

通过对TF响应型启动子元件进行定向进化，可以

调控信号输出模块的转录激活阈值，拓宽传感器

信号输出的动态范围。例如，Beabout 等［46］对转

录因子BreR响应型启动子进行定向进化改造，最

终实现传感器信号输出动态范围从约 50倍提高到

约470倍。

2.2.2 RBS序列适配实现TFB信号放大

通过系统筛选具有不同翻译起始速率的 RBS

元件，并将其与信号输出模块的报告基因进行标

准化组装，可以实现 TFB 信号转导通路的级联放

大效应。Ding等［47］开创性地建立了基于深度学习

的 RBS协同调控模型，针对链霉菌来源的转录因

子 CdaR 及其荧光报告蛋白 sfGFP，采用正交设计

策略构建包含 512组RBS组合的交叉文库。将文库

精准划分为五个功能亚群并利用算法模型成功预

测了各亚文库性能参数。结果显示，传感器的平

均信号输出动态范围呈现指数级增长趋势。此项

研究揭示了通过调控TF和报告蛋白的翻译起始速

率，可以实现TFB信号转导通路的级联放大效应，

为模块化生物传感器的设计构建与性能预测提供

机器学习驱动的工程化范式。类似地，为解决基

于转录因子BaPadR构建的酚酸生物传感器在大肠

杆菌中荧光信号较弱的问题，Li等［48］利用人工设

计的强RBS序列替换初始RBS序列，有效放大了

传感器的输出信号。不仅如此，Zhao等［49］通过替

换报告基因的 RBS序列，结合启动子工程微调报

告基因的表达，显著降低了生物传感器的基底荧

光泄漏。成功将 GABA 生物传感器的动态范围拓

宽至8.10倍，相比原始系统提升2.25倍。

当前，TFB 的构建呈现出多尺度、协同优化

趋势。基于 TFB核心结构元件的定向进化以及理

性设计策略扩大了传感器的检测范围，拓宽了传

感器信号输出的动态范围，同时改变了其天然底

物识别谱系。表 1总结了近年来报道的TFB构建实

例。然而，目前大部分 TFB构建案例依赖经验式

试错筛选，耗时长且成本高［63］。随着合成生物学

与人工智能的进一步交叉融合，有望实现人工合

成调控元件的高效开发以及传感器性能的准确评

估［64］，加快TFB的构建。

3 基于转录因子生物传感器在微生物细
胞工厂的应用

近年来，TFB 应用场景已延伸至天然产物生

物制造、食品检测、环境监测及疾病诊断与治疗

等多个领域。其中，在利用微生物细胞工厂生产

生物基产品领域，TFB 展现出尤为突出的应用价

值。本节主要介绍 TFB 在菌株高通量筛选、代谢

工程靶点挖掘以及动态调控中的最新应用进展。

3.1 基于转录因子生物传感器在高通量筛选中的

应用

伴随合成生物学技术的迭代发展，规模化构

建基因多样性菌株文库已成为常规操作，如何从

文库中高效筛选所需功能表型的菌株，成为制约
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菌株高效开发的关键瓶颈。TFB 通过耦联传感器

输出信号与目标代谢物合成水平，可以实现高活

性酶与高产菌株的快速、批量筛选［65］。在单基因

水平上，TFB 可用于从庞大的酶突变文库中快速

筛选出催化活性显著提升的突变体。例如，Zhen

等［66］在大肠杆菌中基于转录因子 MetR 开发了一

种 L-高半胱氨酸生物传感器。他们利用该传感器

和比色法成功实现对咖啡酸 3-O-甲基转移酶

（AtComT）突变文库的高通量筛选，获得催化效

率较原始酶提升 5.4倍的突变体。尽管基于微孔板

阵列的筛选平台较传统单克隆检测效率大幅提高，

但在处理百万级超高通量文库时仍显现出通量限制。

TFB 与 流 式 细 胞 荧 光 分 选 技 术 （fluorescence 

activated cell sorter，FACS）及荧光激活微液滴分选

技术（fluorescence-activated droplet sorting，FADS）

协同应用，可以实现真正意义上的超高通量筛选

［图 4（a）］。例如，Li等［67］在大肠杆菌中基于转录

因子 PsiR构建了一种可响应D-阿洛酮糖的生物传

感器。通过与FADS进行模块化耦合，建立了用于

酮糖 3-差向异构酶定向进化的超高通量筛选平台

（每秒分析数万液滴），成功筛选得到催化效率较

原始酶提升 17 倍的突变体。在基因组水平上，

TFB 能够从大规模菌株突变文库中快速筛选出具

有所需表型或产量提高的菌株。例如，Qiu 等［68］

在解脂耶氏酵母中通过紫外线 -常压室温等离子

体（ARTP）复合诱变技术构建了菌株诱变文库，

并利用基于转录因子 EryD 构建的生物传感器，

从 1152 个 突 变 体 中 成 功 筛 选 到 关 键 突 变 株

yliUA8，该菌株在摇瓶培养中产物滴度相比初始

菌株提高 2.4 倍。类似地，Gao 等［69］在大肠杆菌

中利用基于转录因子 CcdR 构建的生物传感器，

结合 FACS成功从ARTP诱变文库中快速筛选得到

L-半胱氨酸高产菌株，其 L-半胱氨酸产量相较于

原始菌株提高 2.36倍。虽然 TFB 在酶分子定向进

化与菌株高通量筛选领域展现出显著优势，但该

技术工具在应用过程中仍面临诸多挑战。例如新

型代谢物响应元件匮乏、传感器检测范围有限以

及传感器特异性不足，特别是在结构类似物共存

的复杂代谢背景下，筛选过程中容易出现假阳

性等［70-72］。

表表1　　基于转录因子构建的生物传感器

Table 1　　Biosensors based on transcription factors

转录因子

EryD

CouR

TrpR

BsNadR

RamR

AlkS

BenM

MarR

FeaR

MyrR

TtgV

LldR

BreR

MphR

CdaR

FapR

CamR

LysG

PdhR

宿主

解脂耶氏酵母

酿酒酵母

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

恶臭假单胞菌

谷氨酸棒状杆菌

枯草芽孢杆菌

响应物质

赤藓糖醇

对香豆酰辅酶 A

色氨酸

烟酸

苄基异喹啉生物碱

短链氯代脂肪烃

己二酸

阿司匹林

芳香胺

β-蒎烯

3-甲基吲哚

乳酸

胆汁酸

红霉素

葡萄糖酸

丙二酰辅酶A

丁醇类

γ-氨基丁酸

丙酮酸

主要构建策略

启动子筛选替换

启动子元件重构

TrpR及启动子的定向进化

BsNadR的定向进化

RamR的定向进化

AlkS的定向进化

BenM的理性设计

MarR的理性设计

FeaR的理性设计

启动子元件重构

启动子及质粒拷贝数优化

启动子元件重构

启动子元件重构

RBS替换优化MphR表达

交叉RBS组合文库筛选

启动子与RBS替换

CamR的定向进化

LysG的定向进化

启动子元件重构

传感器性能

检测范围扩展至 0～400 mmol/L，500 mmol/L 时

信号饱和

动态范围高达21.4 倍，具有高度底物特异性

检测范围从125 mg/L扩展到500 mg/L

检测范围扩展至0～50 mmol/L

对5种BIA具有高特异性和灵敏度

荧光输出增加150倍，检测限降低至0.03 mg/kg

配体特异性改变，灵敏度提高约3倍

配体特异性改变，检测限低至0.01 mmol/L

动态范围高达580倍，对苯乙胺特异性响应

动态范围提高54倍，检测范围扩展至0～160 mg/L

检测限低至 10 μmol/L，检测范围扩展至 10～

1750 μmol/L

检测限低至2.34 mmol/L，动态范围提高14倍

动态范围提高至470倍，检测限低至0.61 μmol/L

获得了灵敏度差异超过10倍的传感器变体

动态范围从最初的9倍提升到最高247倍

低浓度mCoA下表现出更高的荧光输出

特异性响应正丁醇，展现出显著底物区分能力

检测限降低至0.2 μmol/L，动态范围扩展至350倍

动态范围从0.6倍提升至30.7倍
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3.2 基于转录因子生物传感器在代谢工程靶点挖掘

中的应用

传统代谢工程多聚焦于目标产物合成通路的

直接优化，包括前体代谢流强化及竞争途径弱化

等经典策略。然而，微生物胞内还存在许多隐形

调控靶点，它们通过间接作用网络影响产物合成，

包括全局转录调控、辅因子平衡调控及膜转运系

统调控等［73-75］。TFB可以通过系统筛选基因组文库

或定向进化菌群，挖掘此类隐性调控靶点，实现

目标产物的高效合成［图 4（b）］。在TFB驱动的基

因组扰动文库筛选中，Wang等［76］利用CRISPR干

扰技术（CRISPRi）在大肠杆菌中构建了靶向对香

豆酸合成通路基因的扰动文库。利用基于转录因

子 PadR 构建的生物传感器对扰动文库进行筛选，

成功挖掘到两个与对香豆酸合成密切相关的靶点

pfkA与 ptsI。实验数据显示，上述靶点的转录抑制

可使对香豆酸产量提升超过 25%。但受限于通路

特异性文库设计，该研究仅能从对香豆酸合成通

路挖掘调控靶点，无法获得跨途径隐性调控靶点。

Peng等［77］则在运动发酵单胞菌中通过构建覆盖宿

主基因组所有基因的 CRISPRi 系统性扰动文库，

利用基于转录因子 LldR 构建的 D-乳酸生物传感

器，成功挖掘到与D-乳酸产量提升存在显著相关

性的两个靶点 ZMO1323和 ZMO1530。单基因敲除

实验使 D-乳酸产量分别提升 15% 和 21%。与上述

基因沉默策略形成对比，Baumann等［78］利用辛酸

生物传感器在酿酒酵母基因组过表达文库中，成

功挖掘到辛酸合成新型调控基因 KCS1 与 FSH2。

图图4　基于转录因子生物传感器在微生物细胞工厂中的应用

Fig. 4　Applications of transcription factor-based biosensors in microbial cell factory
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KCS1 和 FSH2 联合过表达使得辛酸产量提高

55%～60%，产率增加 84%。此类研究充分证明

TFB 可以从大规模基因组文库中高效挖掘隐性代

谢工程靶点，优化目标产物合成通路。在 TFB 驱

动的适应性进化筛选中，Stella等［79］在谷氨酸棒杆

菌中基于转录因子Lrp构建了一种L-缬氨酸生物传

感器，将菌株生长与细胞内 L-缬氨酸的浓度相耦

合。通过适应性进化筛选获得具有生长优势的菌

株，基因组测序显示进化菌株突变主要集中在

AHAS基因，表明 AHAS基因显著影响 L-缬氨酸生

产。类似策略也成功应用于血红素生物合成研究

中，揭示了血红素代谢跨通路隐性调控靶点

cydD［80］。

3.3 基于转录因子生物传感器在动态调控中的应用

在微生物细胞工厂中对目标产物合成途径进

行代谢工程改造时，容易引起代谢通量失衡，使

得细胞生长和产物合成形成竞争。还会导致中间

产物蓄积，甚至诱发细胞毒性效应，严重制约目

标产物的合成效率［24， 81］。TFB可以通过实时感知

胞内代谢物浓度变化，并基于反馈调节机制动态

调控关键基因表达水平，平衡细胞生长和产物合

成［图 4（c）］。例如，在大肠杆菌中基于转录因子

BenR构建的苯甲酸（benzoic acid，BA）生物传感

器，可以有效平衡细胞生长与产物合成之间的代

谢竞争［82］。在菌株早期生长阶段，BA浓度较低无

法激活传感器，导致 gltA*表达水平较低，TCA循

环活性较弱，碳通量优先用于细胞生长。而在产

物合成阶段，随着BA的积累，传感器被激活驱动

gltA*表达，将乙酰-CoA从乙酸生成途径转向辅因

子的供应，从而促进中间体向苯甲酸苄酯（benzyl 

benzoate，BBZ）的转化。动态调控策略的使用使

BBZ 产量达到 10.4 g/L，较静态调控菌株提高了

1.7倍，成功解决了细胞生长与产物合成的代谢竞

争问题。

TFB 在动态调控前体分流与产物合成的代谢

竞争中也发挥着重要作用。Zhang等［83］在枯草芽

孢杆菌中利用基于转录因子 Lacl构建的生物传感

器，监测乳糖代谢流的实时波动并动态调控葡萄

糖激酶基因 glcK的表达强度。最终实现了对乳糖

转运与GDP-L-岩藻糖前体合成模块间代谢流竞争

的精准调控，使 2'-岩藻糖基乳糖（2'-FL）产量提

升至 30.1 g/L，较传统静态调控策略提升 2.3 倍。

Liu等［51］在酿酒酵母中基于转录因子CouR构建的

对香豆酰辅酶 A 生物传感器，通过实时监测对香

豆酰辅酶 A 的浓度，动态平衡前体分流与产物合

成的代谢竞争，最终柚皮素产量提升 15倍。此外，

TFB 通过反馈调控网络可以动态调控有毒中间产

物的合成与降解，维持细胞生理稳态。例如，Yu

等［84］构建了一种血红素生物传感器。通过动态抑

制血红素合成限速酶基因的转录水平，成功将血

红素浓度稳定在最佳合成窗口，有效缓解血红素

积累对细胞产生的毒性作用。值得关注的是，目

前已有研究开创性地将 TFB检测对象从传统代谢

物检测拓展至底物摄取速率［85］。通过动态调控底

物葡萄糖的摄取速率，实现碳代谢通量的动态平

衡，提高产物合成效率。这种从代谢物动态监测

到底物运输速率动态监控的技术跨越，为复杂发

酵体系的精准动态调控提供了全新方案。表 2总结

了近年来TFB在微生物细胞工厂中的应用实例。

4 基于转录因子生物传感器面临的挑战

尽管目前已经构建出许多响应不同代谢物的

TFB，并成功应用于微生物细胞工厂生产生物基产

品。但 TFB 的设计构建和应用仍面临多重技术挑

战。响应元件匮乏是目前 TFB 构建与应用面临的

首要问题。到目前为止，TFB 的设计构建多利用

内源性TF。但目前已被表征的TF数量有限，导致

可检测代谢物的谱系受到限制。通过基因组挖掘

获得先前未表征的TF，可以有效扩充TFB响应元

件库。如通过嗜芳烃新鞘氨醇菌的基因组测序，

成功鉴定出特异性响应白藜芦醇的TF［97］。但利用

传统方法进行 TF 挖掘和表征存在耗时费力的问

题，借助深度学习模型从宏基因组数据中挖掘潜

在的TF成为研究人员关注的热点［98］。还有研究用

已知的枯草芽孢杆菌转录因子 PadR为模板，在解

淀粉芽孢杆菌基因组使用BLAST工具比对，发现

同源转录因子BaPadR［48］。通过结构建模与功能验

证，确定可能响应水杨酸、肉桂酸等代谢物，为

挖掘新型TF并构建相应的TFB提供了新的方法选
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择。合成生物学与计算设计技术（如同源建模和

分子动力学模拟）的进步，使研究人员能够系统

性设计TF配体特异性结合口袋。结合实验筛选与

迭代优化，为构建响应新型代谢物的 TFB 提供了

一种很有前景的解决方案。然而，利用计算设计

技术辅助的蛋白质半理性设计和定向进化，改造

已有TF获得可以响应给定代谢物的工程化TF仍具

挑战性。这是因为对计算设计获得的突变体文库

进行筛选和表征耗时长且成本高。借助自动化无

细胞基因表达（CFE）工作流程，可以在短时间内

快速识别出性能优化的TF突变体，将TF的优化筛

选缩短至数天［99］。通过从头设计和模块化组装构

建人工 TF，同样为构建无天然 TF 的特定代谢物

TFB 提供了新策略。如通过结构建模和分子动力

学模拟分析，研究人员设计并组装了包含DNA结

合域、配体结合域（负责特异性响应配体）和激

活域的人工转录因子 DLA 和 AdT。经实验验证，

DLA 和 AdT 可以特异性响应孕酮和雄-4-烯-3，17-

二酮［100-101］。此外，还有研究通过偶联酶促反应将

TF不能直接识别的代谢物转换成可识别的代谢物，

同样为解决 TFB响应元件匮乏提供了新的方法选

择。如酿酒酵母中目前并未发现可以直接响应异

丁醇和异戊醇的TF。但 α-异丙基苹果酸（α-IPM）

可在酿酒酵母中通过酶促反应转化成异丁醇和异

戊醇，且酿酒酵母中存在天然响应α-IPM的转录因

子Leu3p。研究人员利用Leu3p构建出间接响应异

丁醇和异戊醇的TFB，实现了对TF无法直接识别

物质的高效检测［29］。

TF响应范围有限和底物特异性不足，容易导致

信号响应阈值外传感器无法发挥作用，同时可能会

产生信号交叉干扰。针对TF响应范围有限以及特异

性不足，通过构建蛋白质深度进化平台（如采用

phage-assisted continuous evolution 策略）［102］，或利

用AI预测蛋白质结构［103］以及人工智能驱动的其他

预测与设计工具，如ProBound（预测蛋白质-配体相

互作用亲和力）［104］、DeepSEED（辅助设计合成启

动子）［105］等。结合深度学习辅助的虚拟筛选，系

统优化TF配体结合域结构及配体响应型启动子的

拓扑结构，改变 TFB 的检测范围和底物特异性以

满足特定应用需求。此外，TFB 的信号输入与输

表表2　　基于转录因子生物传感器在微生物细胞工厂中的应用

Table 2　　Applications of transcription factor-based biosensors in microbial cell factory

转录因子

TtgR

BmoR

YqhC

XylS

AlkS

LysG

Leu3p

EryD

PadR

LldR

Lrp

CouR

Mlc

GlcC

ivbL、BmoR

PadR

LacI

Rex

ChnR

宿主

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

谷氨酸棒状杆菌

酿酒酵母

解脂耶氏酵母

大肠杆菌

运动发酵单胞菌

谷氨酸棒状杆菌

酿酒酵母

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

枯草芽孢杆菌

希瓦氏菌

谷氨酸棒状杆菌

响应物质

2S-柚皮素

乙二醇

香兰素

3-甲基水杨酸

异戊醇

L-组氨酸

α-异丙基苹果酸

赤藓糖醇

对香豆酸

D-乳酸

支链氨基酸

对香豆酰辅酶A

葡萄糖

乙醇酸

氨基酸、高级醇

对香豆酸

乳糖

NADH/NAD⁺

戊内酰胺

应用领域

高通量筛选

高通量筛选

高通量筛选

高通量筛选

高通量筛选

高通量筛选

高通量筛选

高通量筛选

代谢工程靶点挖掘

代谢工程靶点挖掘

代谢工程靶点挖掘

动态调控

动态调控

动态调控

动态调控

动态调控

动态调控

动态调控

动态调控

应用结果

筛选出催化活性提高2.34倍的查尔酮合酶突变体

筛选获得的SMM3F突变体催化活性提高1.52倍

筛选获得的Mu176突变体催化活性提高7倍

筛选出催化效率比野生型提高15倍的突变酶

筛选出的异戊醇产量提高45倍的突变菌株

筛选出100个独立的L-组氨酸高产菌株

筛选出异丁醇产量高达725 mg/L的突变菌株

筛选出赤藓糖醇产量较原始菌株提升4.4倍的突变菌株

挖掘到与对香豆酸生产相关的靶点pfkA和ptsI

挖掘到与D-乳酸生产相关的靶点ZMO1323和ZMO1530

挖掘到与支链氨基酸合成相关的靶点AHAS

柚皮素产量达47.3 mg/L，与未调控相比提高15倍

动态调控大肠杆菌葡萄糖摄取速率

动态调控gltA、ycdW和aceA的表达水平，乙醇酸产量达到52.2 g/L

动态平衡氨基酸向高级醇转化，异丁醇产量达40.4 g/L

动态调控丙二酰辅酶A合成，覆盆子酮产量提高32.4倍

动态调控glcK表达，2'-岩藻糖基乳糖产量达到30.1 g/L

动态调控异丁醇合成途径，异丁醇产量提高10.8倍

动态上调Act的表达水平，戊内酰胺产量提高10倍以上
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出之间存在固有时间延迟。这种延迟主要是由转

录依赖的耗时性决定的，限制了 TFB 对代谢物的

快速、灵敏检测［106］。利用无细胞系统构建基于

TF的体外生物传感器，无需依赖活细胞生长，可

在短时间内完成对代谢物的快速、灵敏检测［71］。

虽然目前基于 TF 的体外生物传感器的研究仍处

于早期探索阶段，但它独特的分子识别机制使其

在目标物质快速检测领域中展现出广阔的应用

前景。

现有的动态调控线路多基于实验室标准培养

条件开发，其在工业生物制造中的规模化应用仍

面临调控元件鲁棒性不足和信号饱和问题［107］。

具体表现为调控线路缺乏对 pH 梯度和溶氧波动

等工业级发酵条件扰动的感知 -反馈能力，以及

在高浓度目标代谢物浓度下调控元件出现信号饱

和，使得传感器无法发挥作用等［108］。这些问题

严重制约着 TFB驱动的动态调控策略在工业生物

制造中的规模化应用。随着基于人工智能和计算

生物学辅助的合成生物学元件设计的快速发展，

有望开发出具有环境参数自适应校准功能的智能

调控元件［109-110］。结合构建涵盖“实验室—中试

—生产”三级放大平台进行放大验证，为构建支

持大规模工业生物制造的新一代 TFB 奠定基础。

例如，在实验室阶段，通过酶促反应将目标代谢

物柚皮素转化为下游代谢物山柰酚，间接扩展传

感器信号阈值。中试阶段需要扩大培养规模，模

拟工业生产中可能出现的各种干扰因素，如温

度、pH 变化来测试 TFB 的鲁棒性，并根据测试

结果进行改进。在大规模生产中，利用先进的在

线监控技术，结合反馈控制系统（如抗拮抗积分

反馈控制器），实时监测 TFB 性能和生产过程中

的各种参数并及时调整，以解决 TFB 在工业生产

中 因 代 谢 波 动 和 环 境 扰 动 导 致 的 不 稳 定 性

问题［111］。

5 总结与展望

本文介绍了 TFB 的组成、分类和作用机制，

总结了目前 TFB的构建策略及其在微生物细胞工

厂中的最新应用进展。聚焦目前TFB面临的挑战，

提出相应的解决方案。基于合成生物学理性设计

原则和计算模拟驱动的多维度工程化重构技术，

如TF的定向进化与理性设计、配体响应型启动子

元件重构及 RBS序列适配等，扩大了 TFB的底物

检测范围，拓宽了 TFB 信号输出的动态范围，同

时改变了其天然底物识别谱系。值得关注的是，

AI 模型 AlphaFold3 等蛋白质结构预测工具和

AutoDock等分子对接模拟工具的出现及快速发展，

为TFB的构建提供了重要工具［37-38， 112］。与此同时，

TFB 在高通量筛选高活性酶和高产菌株、代谢工

程靶点挖掘以及动态调控平衡代谢通量中的广泛

应用，不仅为微生物细胞工厂高效生产生物基产

品提供了坚实的技术支撑，更为绿色生物制造注

入了强大动力。

然而，目前 TFB 的构建与应用仍面临响应元

件匮乏、检测范围与底物特异性不足、转录依赖

耗时以及传感器元件鲁棒性缺陷等挑战。利用深

度学习模型辅助的基因组挖掘、借助计算设计技

术系统设计TF配体结合口袋和寻找同源TF，可以

有效扩充 TFB 响应元件库。模块化设计组装人工

TF以及通过酶促反应将TF不能识别的代谢物转换

成可识别的等方法，为构建无天然TF的特定代谢

物TFB提供了新的方法选择。合成生物学与AI模

型的深度融合，加速了蛋白质结构预测与结合位

点理性设计，为突破天然TF的检测范围、实现底

物特异性重构提供了关键技术支撑。同时也有望

助力开发具有环境参数自适应校准功能的智能调

控元件，解决 TFB 在工业应用中的鲁棒性缺陷。

值得关注的是，针对 TFB 转录依赖机制的固有响

应延迟问题，基于无细胞系统构建基于体外的

TFB 系统展现出广阔的应用前景。该技术通过解

耦细胞内复杂调控网络，可以实现代谢物检测的

实时响应与信号放大，为医疗诊断、环境监测等

领域提供了全新的技术工具［71］。未来有待开展系

统性研究与工程化验证。

总之，随着合成生物学和人工智能驱动的大

数据模型进一步发展及交叉融合，有望开发出更

多定制化、标准化和即插即用的模块化调控元件

（如模块化TF）［113-115］，实现TFB的精准、快速设计

和构建，驱动微生物细胞工厂高效、智能化发展，

并进一步推动其在食品检测、环境监测以及疾病

诊断与治疗等领域的应用。
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