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合成生物学在下一代基因诊断技术中的应用进展
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摘要：近年来，合成生物学技术取得了飞速的发展，与此同时也极大地推动了基因诊断领域的技术革新和应用拓

展。准确诊断疾病和监测治疗后反应的检测方法对有效的临床管理至关重要，合成生物学作为一门以设计为导向

的学科，试图重新设计生物系统，以便以可预测的方式执行新的功能，对这一领域的最新进展进行综述对疾病的

预防、预测、诊断、治疗和预后具有重要意义。本文以该主题作为切入点，首先介绍了目前合成生物学在基因诊

断中的应用类别，包括已经被开发出来的用于体外和体内的不同生物传感器；随后介绍了下一代基因诊断技术的

发展方向以及基因诊断领域的合成生物学装置和技术进展；此外，本文讨论了目前基因诊断领域中存在的技术问

题及其在临床应用中面临的挑战。最后，我们提请注意合成生物学中的最新创新，这些创新可能会对基因诊断的

未来应用产生重大影响。
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Abstract: In recent years, rapid advances have been made for synthetic biology technologies, which contribute 

greatly to technological innovations and applications in genetic diagnostics. Diagnostic methods for accurate detection 
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of diseases and monitoring treatment responses are essential for effective clinical managements. Synthetic biology 

seeks to redesign biological systems to perform new functions in a predictable manner. A review on recent advances in 

synthetic biology as a diagnostic method for accurate detection of diseases and monitoring therapeutic responses is 

essential for effective clinical management, and also important for prevention, prediction and prognosis of diseases. In 

this article, we first describes the categories of synthetic biology applications in genetic diagnostics, including different 

biosensors that have been developed for both in vitro and in vivo monitoring. Subsequently, perspectives of the next 

generation of genetic diagnostic technologies and progress of synthetic biology devices and technologies in genetic 

diagnostics are highlighted. In addition, we further address the current technical challenges in genetic diagnostics and 

clinical applications. Finally, we draw attention to the latest innovations in synthetic biology that may have a significant 

impact on the future applications of genetic diagnostics.

Keywords: synthetic biology; genetic diagnostics; CRISPR; translational medicine; biotechnology

合成生物学是一门设计驱动的学科，强调精

确控制人工生物系统，虽然合成生物学的定义相

对广泛，但它的重点是通过迭代设计和改进，以

设计模块化和响应性生物系统，使这一领域区别

于许多相关领域，如蛋白质或基因工程的更基础

应用［1］。自 21世纪初作为一门独特的生物工程学

科成立以来，合成生物学在我们社会的许多领域

都发挥了越来越重要的作用，如医学和环境检测

等（图1）。

1 合成生物学在基因诊断中的应用

基因诊断是指应用分子生物学方法检测目标
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遗传物质的序列或表达水平变化的诊断技术，主

要是指检测编码与疾病相关的各种酶、抗原抗体

或免疫活性分子的靶标基因，是当代医学发展的

重要前沿领域之一。基因诊断的核心技术是基因

检测技术，主要包括聚合酶链反应（PCR）、DNA

测序 （DNA sequencing）、荧光原位杂交技术

（FISH）和基因芯片技术（gene chip）等。目前，

基因检测技术已经被广泛应用于感染性疾病、优

生优育、遗传病基因、肿瘤等诸多场景。除了传

统的基因检测技术外，近年来发展的合成生物学

技术也被应用于多种靶标类型的基因诊断，并且

逐渐发挥出了多学科交叉的特性（表1）。

1.1 环境中微生物污染物的基因监测

合成生物学技术作为一种新兴工具，为改造

微生物和恢复环境提供了巨大的潜力。在生物修

复过程中，合成生物学可以用于设计生物传感器、

对外来生物具有独特活性的酶、有毒金属的人工

储存细胞器等［22-23］。

表表1　　合成生物学在基因诊断中的应用

Table 1　　Applications of synthetic biology in gene diagnosis

环境污染

领域的检

测分析

环境污染

领域的检

测分析

环境污染

领域的检

测分析

环境污染

领域的检

测分析

环境污染

领域的检

测分析

肠道微生

物的检测

分析

基因

修饰

双色荧光

报告基因

PCR，

IFAT

逆转录巢

式PCR

qPCR

NO感应

开关

大肠杆菌基因修饰合成可感知

Cu2+并产生核黄素的孔蛋白，利用核

黄素产量计算MFC生物传感器的最

大电压，进而实现水中 Cu2+的原位

检测

在一个基因结构中使用双色荧光

报告基因来检测生物可利用的镉，

双色荧光的产生与镉的暴露浓度成

正比

PCR 检测贾第虫、弓形虫和隐孢

子虫属的 DNA，免疫荧光抗体试验

（IFAT）检测贾第虫和贾第虫属和隐

孢子虫属的DNA的存在

开发RT-PCR引物集，优化甲型和

乙型肝炎病毒（HAV和HEV）检测的

标准模板

采用 HPLC-MS/MS 测定抗生素，

采用实时定量 PCR 定量，调查抗生

素及其相应的ARGs的发生和分布

设计NO响应生物传感器,在大肠

杆菌 Nisle 1917 和迷你 Sim Cells 中

对电路进行了表征和优化

水中Cu2+的

原位检测

环境水样中的

Cd（Ⅱ）

饮用水中的

原生生物

地下水中

HAV和HEV

抗生素耐药性

基因（ARGs）

NO

结果与现有的比色法、FAAS、

ICP-OES等分析方法相一致

一种新型双传感、全细胞生物

传感器的首次开发报告

分析得出哥伦比亚的饮用水

中致病性原生生物样本的流行

率很高

开发的巢式RT-PCR有望通过

监测HAV和HEV来评估水的安

全性

人为活动及暴雨天气对抗生

素污染和 ARGs 水平均有显著

影响

优化的基因电路 NO 检测限

有所提高，基于 Sim Cells的 NO

生物传感器可以用作合成生物

学的安全传感器底盘

一种快速、经济的分

析替代方案

可同时检测镉及其

毒性效应

两种检测方法相互

验证

可区分假阳性，提高

了检测效率

增加对污水污染与

ARG之间联系的了解

特征良好的硝酸传

感系统有助于细菌治

疗和合成生物学的快

速发展

[2]

[3]

[4-5]

[6]

[7-8]

[9]
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肠道微生

物的检测

分析

传染病

诊断

传染病

诊断

器官移植

后检测

器官移植

后检测

遗传病

诊断

遗传病

诊断

肿瘤基因

诊断

基因突变

的检测

无细胞开

关传感器，

RT-qPCR

酶报告

基因

新型合成

纳米体

mRNA

疫苗

酶抑制剂

基因治疗

下一代基

因测序

（NGS）

工程免疫

细胞

原核生物

核糖核酸

调节剂

在基于纸张的无细胞反应中使用

RNA 开关传感器进行按需和简单的

微生物组样本分析

设计一种专门检测肠道中霍乱弧

菌的群体感应信号乳杆菌菌株，并触

发一种容易在粪便样本中检测到的

酶报告基因的表达

通过筛选酵母表面显示的合成纳

米体序列库，开发可破坏 Spike 和

ACE2之间相互作用的纳米体

设计一种编码 ZIKV 结构基因的

mRNA疫苗，编码 prM-E基因产生病

毒样颗粒，导致中和抗体滴度高，保

护ZIKV感染并赋予杀菌免疫

抑制 CMV DNA 末端酶复合物的

活性，阻止病毒DNA的加工和包装，

从而发挥抗病毒作用

以基因矫正的热休克蛋白及其后

代作为细胞载体，将分子传递到循环

和组织中

通过针对所有鱼鳞病相关基因的

多基因面板测试，使用NGS进行分子

分析

利用免疫细胞、核酸和细菌作为底

盘的癌症基因电路疗法

从头设计一种在体内和无细胞转

录-翻译反应中提供超特异性RNA检

测能力的原核核糖体调节因子

肠道微生物群

和宿主生物标

志物

霍乱弧菌

SARS-CoV-2

病毒

ZIKV热病毒

巨细胞病毒

（CMV）

自体造血干/祖

细胞（HSPCs）

中国人遗传学

鱼鳞病

肿瘤及癌症

核糖体调节

因子

可以用于快速、廉价地检测毒

素mRNA来诊断艰难梭菌感染

使用含有天然和工程乳杆菌菌

株的发酵食品进行预防性饮食干

预，可能会阻碍霍乱的进展

纳 米 体 mNb6-tri 对 Spike 和

SARS-CoV-2的感染具有中和作用

改良的 mRNA 疫苗可以预防

ZIKV疾病

用于人类巨细胞病毒感染的治

疗和预防

有可能治愈由血液系统发育功

能改变引起的单基因遗传性疾病

证明遗传性鱼鳞病是一组不同

的角化症，扩大了中国人遗传性

鱼鳞病的突变谱和临床表型

合成生物学可创造出更有效的

适应性疗法，使其能够特异性靶

向癌细胞，同时保留健康细胞

开发用于与癌症、耐药性和遗

传疾病相关的一系列突变的核糖

体调节因子

快速、廉价，比标准的

基于DNA的 qPCR诊断

更灵敏

可提供快速保护，以抵

御霍乱等快速进展的感

染

气溶胶介导的纳米体

中和剂可以直接传递到

气道上皮细胞

可以降低个体对随后

暴露于DENV的敏感性

风险

与单独使用免疫抑制

剂相比有更好的耐受性

具有更安全的整合谱

NGS技术极大提高了

遗传性鱼鳞病的诊断

效率

可按需进行肿瘤及癌

症的免疫治疗

实用，强大的分子探针

[10-11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18-20]

[21]

续表

技术

类型
方法 原理 应用对象 效果 优点

参考

文献

一些研究已经使用了多种报告基因的方法，

以确保对不同类型的污染样本有更高的检测效率

和灵敏度。最近的一项研究表明，一种转基因大

肠杆菌微生物燃料电池（MFC）的生物传感器通

过启动子 Pt7和 PcusC表达 OprF和 ribB，可以合成孔

道蛋白并在水中检测 Cu2+［2］，这种基于 MFC的生

物传感器克服了传统方法中存在的信号转换和传

输问题，为水中Cu2+的原位监测提供了一种快速、

经济的分析替代方案；另一项工作使用 CadR 和

CadC作为独立的金属感应成分，mCherry和 eGFP

作为单一基因结构中的荧光报告基因，以产生一

种用于检测生物可利用性镉（Cd）的双传感细菌

生物报告基因系统，双色荧光的产生量与镉暴露

浓度成正比，使其成为检测生物可利用性镉的功

能定量生物传感器［3］；PCR 检测可以被用于原料

水和饮用水中的原生动物监测，如鞭毛虫、弓形

虫和隐孢子虫［4-5］，采用逆转录巢式 PCR可检测地

下水中人甲型和戊型肝炎病毒（HAV和HEV）［6］；

基于SYBR green-和TaqMan探针的 qPCR系统已广

泛应用于水质检测，一项相关研究表明布里斯班

河系统中ARG的流行率与污水源和受影响水域之

间存在联系［7-8］。此外，工程微生物在降解环境污

染物方面具有重要作用，负责降解污染物的基因

被识别和修饰，增加了快速降解污染物的潜力，

与天然菌株相比，工程微生物被证明是降解污染

物的有效替代品［24］。Walter等［25］描述了目前由合

成生物学促成的水质监测策略，并将其与之前用

于检测 3种重点水污染物（粪便中的病原体、砷和

氟化物）的方法进行比较，同时解释了工程生物

传感器在简化和分散水质监测方面的潜力。

321



合成生物学 第 4 卷

1.2 肠道微生物的检测分析

在过去的 10年中，我们对肠道微生物组在人

类健康中的作用的理解已经取得了巨大的进展。

肠道微生物群在维持人类健康方面起着至关重要

的作用，而合成生物学的众多工具和方法为益生

菌的微生物工程开辟了新的前沿领域［26］。新的基

因编辑方法，如 CRISPR-Cas9 被证明在微生物基

因组工程中是有效的［27］。研究人员已经证明，一

氧化氮感应开关［9］或基于整合酶的记忆阵列［28］可

以在肠道微生物群环境中发挥作用，工程细菌也

被开发用于人体其他地方，如根除传染性疾病［29］

和癌症诊断［30］，这些可以作为肠道内类似系统的

基础；此外，益生元、益生菌、工程益生菌或噬

菌体已被用于直接操纵肠道微生物群［31-32］。Canez

等［33］研究评估了内源性Ⅰ型和Ⅱ型 CRISPR-Cas

系统对模式生物嗜热链球菌 DGCC7710 的相对杀

伤效率；人工智能（AI）辅助合成生物学（SB）

方法的技术革命，在调节益生菌的治疗和营养潜

力方面同样发挥重要作用［34］。此外，噬菌体通过

原位微生物组操纵肠道微生物组的作用也受到关

注，基因工程方法已被用于设计噬菌体分泌酶或

传递基因，这可能会对肠道中有害细菌的生存产

生不利影响［35］。

为了确定肠道微生物组及其与宿主的相互作

用影响人类健康和疾病的机制。目前对微生物组

进行分析的方法通常是利用昂贵、缓慢和复杂的

下一代测序。Melissa等［10］提出了一个合成生物学

平台，在基于纸张的无细胞反应中使用RNA开关

传感器进行按需和简单的微生物组样本分析。研

究表明，该平台可以在艰难梭状芽孢杆菌感染时

快速、廉价地检测mRNA。

开发灵敏的、有选择性的、多重生物传感装

置可以大大促进对肠道微生物组的分析以及它们

对宿主健康和疾病状况的影响。尽管元基因组学

是微生物组分析的黄金标准，但分析粪便样本中

关键代谢物或疾病生物标志物的生物传感器可以

加速将肠道微生物组的发现转化为临床诊断［11］，

与血液相比，粪便样本更容易获得，也更适合进

行即时诊断（POCT）。许多新的生物标志物可以

通过元基因组学或元蛋白组学来预测，这表明未

来有很多机会开发新的生物传感器。在过去的几

十年里，材料界为检测蛋白质、小分子、脂质、

核酸和其他生物标志物而开发的各种类型的生物

传感器做出了艰苦的努力［36］。鉴于最近元基因组

学和元蛋白组学研究揭示的新生物标志物的鉴定，

材料科学家在这一领域有广阔的研究空间，开发

各种新型 POCT生物传感器用于分析宿主-肠道微

生物组的相互作用和监测宿主人类的健康状况。

合成生物学工具具有创建合成药物和其他微

生物的潜力，利用其在基因诊断方面的研究成果

有助于探究肠道微生物群影响人类健康的机制，

也可使合成生物学方法更广泛地用于改进肠道微

生物的检测。

1.3 疾病诊断领域

基因诊断技术可以准确诊断病毒基因、遗传

物质和人类基因的变化等疾病相关因素，并能预

测疾病的发生。基因诊断技术具有诊断速度快、

灵敏度高、特异性强等优点，可广泛应用于传染

病诊断、器官移植后监测、遗传病诊断、肿瘤基

因诊断以及基因突变检测等领域，在某些应用领

域还可替代其他体外诊断技术，是体外诊断领域

的一个重要分支，具有广阔的发展前景。随着合

成生物学的成熟，从基础理论到开发下一代治疗

方法，合成生物学为人类疾病的基因诊断提供新

的见解，经过设计的合成生物学系统正在成为治

疗人类疾病的有力工具。

1.3.1 传染病诊断

传染病对人类文明的各个阶段都造成了严重

的破坏，自 1928年发现青霉素以来，抗生素一直

是大多数细菌感染的主要治疗选择，然而，随着

抗生素的发现和使用，耐药细菌也在增加，这些

问题促使了人们开始利用合成生物学方法设计新

的应对策略。通过工程改造细菌，研究人员已经

成功地构建了具有强大遗传回路的全细胞生物传

感器，可以精确地检测传染病相关病理及其感染

因子。比如一个基于益生菌的诊断系统被 Mao

等［12］用于确定霍乱是由霍乱弧菌引起的急性腹泻

病，同时研究人员设计了一种乳杆菌菌株，该菌

株可以特异性地检测肠道中霍乱弧菌的群体感应
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信号，并增强粪便样品中易于检测的酶报告基因

的表达，以此改善霍乱暴发风险人群的疾病监测

水平。此外，在针对COVID-19的研究中，科学家

们分析了数百万种不同的蛋白质序列，以寻找最

适合用于合成疫苗的候选序列，研究表明，一些

设计的小蛋白具有抗SARS-CoV-2病毒棘突蛋白的

潜力，例如在细菌或酵母中开发的具有单一结构

域的新型合成纳米体，可以直接使SARS-CoV-2冠

状病毒失效［13］。此外，mRNA疫苗有可能简化疫

苗的开发流程，并促进对新出现的传染病的快速

反应。Richner等［14］最近开发的 ZIKV病毒 mRNA

疫苗可以保护细胞或小鼠免受ZIKV的侵袭，并减

少DENV感染的风险。

1.3.2 器官移植后监测

在器官移植中，感染和排斥是造成移植物损

伤的主要原因，它们因免疫抑制的网络状态而联

系在一起。为了更早地诊断和治疗这些情况，并

改善患者的长期预后，需要对移植后的患者进行

精细的监测。移植后供体特异性人白细胞抗原

（HLA）抗体（DSA）是心脏移植中的一个复杂领

域，HLA抗体检测方法的进步使DSA的鉴定具有

高精度和灵敏度［37］。但持续性DSA的存在增加了

心脏移植后不良结局的风险，包括抗体介导的排

斥反应（AMR）、移植失败、心脏移植血管病变和

死亡率，因此识别特定风险特征对于指导移植后

抗体管理至关重要［38］。巨细胞病毒（CMV）是普

遍影响实体器官和异基因造血干细胞移植受者的

最重要的病原体之一，而缺乏有效的CMV-特异性

免疫是导致移植后发生CMV再激活和临床疾病风

险的常见因素，CMV DNA聚合酶抑制一直是治疗

的主要手段，但新批准的一种病毒末端酶抑制剂

药物Letermovir，在预防异基因造血干细胞移植后

的CMV感染方面具有显著作用，同时合成生物学

中免疫学监测的进展可能为移植后CMV感染的个

体化管理方法提供更多可能［15］。

1.3.3 遗传病诊断和治疗

当父母基因的特定突变被遗传并且不能正常

工作时便会产生遗传性疾病，当遗传病出现症状

时，应当避免使用容易引起这种疾病的物质并提

供对症治疗以缓解症状，但其潜在的治疗方法尚

未被广泛采用。为了克服这一点并实现从根本上

进行治疗，研究人员正在尝试使用基因编辑的方

法来治疗基因缺陷。

对自体造血干细胞（HSPCs）进行基因编辑有

可能治愈由血液系统发育或功能改变引起的单基

因遗传性疾病，如免疫缺陷和红细胞及血小板疾

病。基因校正后的 HSPCs及其子代也可以作为细

胞载体，将分子输送到循环和组织中，包括中枢

神经系统。HSPCs 通过整合病毒载体进行工程修

饰，用于治疗单基因血液疾病和代谢性疾病［16］。

尽管取得了这些成就，但HSPC基因治疗（HSPC-

GT）仍面临一些挑战，在基因编辑方法进入临床

领域时，这类基因治疗无法应用于更广泛的疾病。

为了确定中国人鱼鳞病的潜在遗传学分子特征，

研究人员通过针对所有鱼鳞病相关基因开展了多

基因测试，使用下一代测序（NGS）进行分析，

证明遗传性鱼鳞病是一组不同的角化症，其研究

进一步扩大了中国人遗传性鱼鳞病的突变谱和临

床表型［17］。

遗传病的病理往往比较复杂和棘手，编码每

个人的DNA序列包含在线粒体基因组、核基因组

和微生物宏基因组中，这些疾病的诊断主要围绕

下一代DNA测序技术的应用［39］。然而，将特定的

基因诊断转化为靶向基因治疗仍然是未来努力的

目标。

1.3.4 肿瘤基因诊断

在治疗癌症方面，合成生物学可克服诸如缺

乏理想的靶向肿瘤抗原、肿瘤介导的免疫抑制和

严重毒性等诸多挑战，并创造出更有效的适应性

疗法，使药物能够特异性靶向癌细胞，同时保留

健康细胞［18］。在癌症的早期阶段，当它还在局部

时就进行检测，可以改善病人对大多数癌症类型

的医疗干预措施的即时反应。与传统的小分子或

生物制剂不同，合成生物学支持的适应性基因回

路可以感知多种疾病特征，整合这些信息做出决

定，触发组合治疗机制，并被外源性调节，从而

允许精确控制治疗的时间、持续时间和定位。筛

查工具在降低死亡率方面的成功，极大地激发了

人们对早期检测新方法的研究兴趣。嵌合抗原受

体（CAR）T细胞治疗是临床应用中最有前途的抗

癌方法之一［19］，在这种策略中，由抗原识别、信

号传递和共刺激域组成的合成受体被用来重新编
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程T细胞，对靶向肿瘤细胞进行破坏，目前的研究

重点是利用传统的 CRISPR-Cas9 系统或新型编辑

器对CAR-T细胞进行精确基因工程改造，将治疗

性转基因导入特定的基因组位点，并生成可重复

安全和有效的异体通用CAR-T细胞产品，用于按

需癌症免疫治疗［20］。

合成生物学领域的稳步发展使科学家能够使

用基因工程细胞，而不是小分子或生物制品，作

为开发新型疗法的基础，利用合成生物学设计基

于细胞的治疗药物的策略正在迅速发展，对于开

发各种人类疾病的有效治疗方法具有很广阔的

前景。

1.3.5 基因突变的检测

识别单核苷酸突变的能力对于探测细胞生物

学和精确检测疾病至关重要。然而，单碱基变化

所提供的杂交能量的微小差异使得在活细胞和复

杂的反应环境中识别这些突变具有挑战性。Fan

等［21］报告了一类新设计的原核生物核糖核酸调节

剂，它在体内和无细胞转录-翻译反应中提供了超

特异性的RNA检测能力。这些单核苷酸特异性可

编程核糖核酸调节剂（SNIPRs）在大肠杆菌中对

不同单核苷酸的目标 RNA 的反应中提供了超过

100倍的基因表达差异，并在体外解决了单表观转

录组标记。通过利用可编程的 SNIPR 设计，研究

人员实现了一种自动设计算法，以开发与癌症、

耐药性和遗传性疾病相关的一系列突变的核糖核

酸调节器。将 SNIPRs与便携式纸质无细胞反应相

结合，可以方便地在临床样本中进行癌症相关突

变的等温检测，并通过明确的比色反应鉴定ZIKV

病毒菌株。

2 下一代CRISPR基因诊断技术介绍

2.1 CRISPR 系统简介

CRISPR系统是一种高效的基因编辑工具，适

用于自然发生的细菌免疫系统，与一种名为Cas蛋

白的相关蛋白（如 Cas9、Cas12和 Cas13）协同工

作，用于靶向和操纵核苷酸序列中特定位点的脱

氧核糖核酸（DNA）［40］。使用 CRISPR-Cas系统进

行基因组编辑需要一种被称为引导核糖核酸

（gRNA）的重要成分，它协助CRISPR复合物切割

目标。通过修改它们的DNA序列，CRISPR-Cas系

统具有治疗不可治愈的遗传疾病的潜力，此外，

CRISPR-Cas9工具还可以用于生成受基因调控的动

物模型，用于药物的发现和开发以及病原体检

测［41］。在 1987 年 CRISPR 首次被报道后，该技术

已经逐步发展，目前，CRISPR-Cas9技术介导的基

因实验可以在各种模型上进行，如植物、酵母、

秀丽隐杆线虫、果蝇、斑马鱼、小鼠和人类［42］。

CRISPR技术作为一种稳定、高效、简单、广泛使

用的基因编辑技术，在短短几年内迅速出现并发

展，对医学的许多领域产生了重大的影响，包括

遗传学、肿瘤学和传染病［43］。

2.2 CRISPR 系统原理及分类

CRISPR-Cas系统有三个主要阶段：适应、表

达和干扰（图 2）。在第一阶段，CRISPR位点通过

插入新的间隔序列来适应外来病毒的入侵。在表

达过程中，Cas基因被表达，CRISPR序列被转录

成一个前体 crRNA（Pre-crRNA）。Pre-crRNA通过

Cas蛋白等辅助因子的参与转化为成熟的 crRNA。

随后目标病毒 DNA在 crRNA和 Cas蛋白的联合作

用下被识别和破坏［40］。

CRISPR-Cas系统分为两类（第 1类和第 2类），

应用最广泛的核酸检测工具如 Cas9、 Cas12、

Cas13和 Cas14属于第 2类系统。Cas9是应用最广

泛的基因组编辑工具，是第一个在原核细胞外使

用并在哺乳动物细胞中重新编程进行基因组编辑

的工具［44］。最近，Wang 等［45］将 CRISPR/Cas9 与

侧流免疫分析方法结合，开发了 CRISPR/Cas9 介

导的横向流动核酸检测（CASLFA），用于鉴定单

核细胞增生李斯特氏菌（Listeria monocytogenes）

和非洲猪瘟病毒（ASFV），在 1 h内检测到数百份

基因组样本的高特异性。

作为第 2 类系统中的Ⅴ型系统，Cas12a 在

DNA靶点产生一个 5ʹ突出的交错切割，不使用反

转 录 激 活 的 crRNA， 与 Cas9 产 生 钝 端 相 比 ，

Cas12a产生交错端可能有利于精确定向整合DNA

序列等应用，此外，Cas12a可以切割 crRNA阵列，

生成自己的 crRNA［46］。基于 Cas12a 的检测系统
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HOLMES通过 RPA或 RT-RPA等温扩增目标核酸，

然后结合Cas12a sgRNA复合物，触发 ssDNA荧光

基团报告基因的裂解，产生荧光信号。HOLMES

用于检测DNA和RNA病毒，区分具有高特异性的

菌株［47-48］。CRISPR 诊断技术利用反式切割活性，

在诊断敏感性、特异性、便捷性和灵活性方面显

示出巨大的潜力。然而，由于缺乏对Cas酶反式切

割活力单位的标准化定义，现有的 CRISPR-Dx系

统难以标准化，这无疑阻碍了 CRISPR-Dx产业的

发展，为了解决这个问题，Lv等［49］系统地优化了

Cas12a的反应体系，然后定义了它的反式裂解单

位（transU），这项工作对基因诊断行业具有重要

的意义。随着该领域的研究不断成熟，CRISPR/

Cas系统有潜力应用于下一代基因诊断技术［50］。

2.3 CRISPR 基因诊断技术在合成生物学中的应用

在过去的几十年里，在世界范围内爆发了许

多疫情，包括寄生虫、真菌、细菌和病毒感染，

合成生物学的进展为检测和预防疾病提供了高效、

准确和具有成本效益的平台［51］。例如，西非的埃

博拉疫情（2013—2016年）、2002—2003年的非典

以及最近在全球流行的新型冠状病毒病（corona 

virus disease 2019，COVID-19）。针对 SARS-CoV-

2感染者在无症状或症状前期时可能具有高度传染

性，Huang等［52］开发了一种基于CRISPR的快速、

灵敏的SARS-CoV-2诊断检测方法，该方法利用定

制的CRISPR Cas12a/gRNA复合物和荧光探针检测

标准RT-PCR或等温重组酶聚合酶扩增（RPA）产

生的目标扩增子，在未配备 qPCR诊断所需的实时

PCR系统的地区可进行灵敏检测。

目前，大多数基于CRISPR的诊断依赖于靶点

预扩增来达到足够的灵敏度以用于临床应用，这

限制了定量能力同时也增加了反应的复杂性。

Broto等［53］展示了基于 CRISPR-Cas反应与纳米酶

连接的免疫吸附试验的结合，这使得研究人员能

够在室温下通过催化金属纳米颗粒（CrisprZyme）

定量和比色显示出 Cas13 介导的 RNA 检测 。

CrisprZyme很容易适应基于侧向流动的试纸条显示

出不同的 Cas 酶，并能够感知非编码 RNA，包括

microRNA、长非编码RNA和环状RNA。研究人员

成功利用这个平台来识别急性心肌梗死患者，并监

测前列腺癌患者的体外和组织活检中的细胞分化。

同时一些等温 DNA 扩增技术声称是需求点

point-of-need（PON）应用的理想选择，因为它们

可以使用单一温度的热源（如水浴）进行反应。

Zou等［54］研究了几种等温扩增方法，重点是操作

简单、成本低、灵敏度高和可重复，以确定最适

合于低资源 PON应用的方法。一些方法被认为是

不合适的，因为它们要么涉及多个温度培养，要

么相对昂贵，要么需要相对大量的目标DNA进行

扩增。在所研究的方法中，环路介导的等温扩增

（LAMP）和重组酶聚合酶扩增（RPA）被认为是

最适合PON应用的方法，因为它们都是单步方法，

提供高度敏感和可重复的扩增。加入环状引物后，

LAMP反应的速度大大提高，而环状引物的存在和

图图2 CRISPR基因诊断原理示意图

Fig. 2 Schematic diagram for CRISPR genetic diagnostics principles
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核苷酸对自由镁离子的封存也提高了扩增速度。

虽然 RPA 和 LAMP 都有一些缺点，但无论哪种等

温技术都可以用最少的设备可靠地用于现场诊断。

如 SHERLOCK 和 HOLMES 技术利用了 CRISPR-

Cas效应器的不可预测的体外特性，将激活的核酸

酶转化为特定核酸结合反应的基本放大器。这些

效应器可以连接到多种报告器上，并与等温扩增

方法结合使用，以实现在多种场合部署灵敏的基

因检测。尽管尚处于起步阶段，但 SHERLOCK和

HOLMES技术是快速检测和识别传染病的潜在方

法，具有不需要复杂处理的超灵敏检测能力［55］。

基于CRISPR的超灵敏诊断法，可用于现场检

测有症状和无症状疟疾中的疟原虫种类。无症状

的疟原虫携带者阻碍了疟疾的控制和根除，实现

根除疟疾需要对低寄生虫密度感染（每微升血液

中小于 100个寄生虫）进行高度敏感的诊断，并在

资源有限的环境中发挥作用。非恶性疟疾也缺乏

敏感的护理点诊断，其特点是感染密度较低，可

能需要额外的治疗才能彻底治愈。分子方法，如

PCR，具有很高的灵敏度和特异性，但对于 RLS

来说仍然是不切实际的高难度技术。Lee等［56］描

述了一种基于CRISPR的诊断方法，用于超灵敏地

检测和区分恶性疟原虫、间日疟原虫、卵形疟原

虫和疟疾疟原虫。该团队提出了一种简化的、适

用于现场的诊断方法，包括 10 min的 SHERLOCK

寄生虫快速提取方案，然后用 SHERLOCK 检测

60 min，通过荧光或侧流免疫分析读出进行疟原虫

物种特异性检测。优化了一锅式、冻干式、等温

式检测，并采用了独立于核酸提取的简化样品制

备方法，结果显示这些检测方法能够检测到每微

升血液中低于两个寄生虫，这是世界卫生组织建

议的检测极限。这项工作为无症状携带者的超灵

敏检测建立了一种现场适用的诊断方法，也为非

恶性疟疾物种和低寄生虫密度的恶性疟原虫感染

建立了快速的临床诊断方法。

图3示出了CRISPR基因诊断的应用。

2.4 CRISPR 技术未来展望

与ZFN和TALEN相比，CRISPR技术效率高、

成本低、使用方便，被认为是基因编辑最强大的

工具之一。CRISPR 技术已经彻底改变生物学研

究，作为靶向简单或复杂生物体中特定基因序列

的首选方法。虽然在提高其效率和目标特异性方

面已经取得了重大进展，但仍需要做更多的工作

来对其进行持续的改进，比如降低脱靶概率。此

外，Cas9/gRNA 表达水平过高和表达持续时间过

长也会带来额外风险。尽管CRISPR系统的一些局

限性限制了它的更广泛应用，但目前仍有大量研

究工作正在开发不同的策略来提高其编辑人类、

动物和植物细胞的有效性［57］。

3 基因诊断中用到的合成生物学装置和

技术

生物传感器可以在环境监测、病原体检测和

生物标志物诊断中实现广泛的应用。虽然传统的

诊断平台，如化学传感器和基于 PCR的检测，能

够在实验室条件下进行高灵敏度的检测，但其配

置、生产成本和操作要求并不适合在实验室之外

的应用。合成生物学、生物电子学和材料科学的

最新进展为创建新型微生物传感设备铺平了道路，

这些设备将合成生物传感器与最先进的部署平台

相结合，创造出独特的生物传感器产品。
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图图3　CRISPR基因诊断的应用

Fig. 3　Applications of CRISPR genetic diagnostics
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3.1 嵌入合成生物传感器的可穿戴材料

可穿戴设备通过利用各种物理、化学和生物

传感器，以无创或微创的方式实时挖掘生理信息，

为临床诊断提供了一种替代途径［58］。这些传感器

可以以眼镜、珠宝、面罩、腕表、健身带、类似

纹身的装置、绷带或其他贴片以及纺织品的形式

佩戴。智能手表等可穿戴设备已经证明了其通过

生物物理信号对各种疾病（如COVID-19和帕金森

病）的进展和治疗进行早期检测和监测的能力。

下一代可穿戴式传感器能够实时和连续地对物理

参数和生化标记物进行多模式或多重测量，这可

能是一项变革性的诊断技术，可以对个人的健康

状况进行高分辨率的时间记录。

将合成生物学整合到可穿戴设备中可以扩大

对生理状态、疾病状态和病原体或毒素暴露的无

创监测。然而，合成电路的运行通常需要有活的、

工程化的细菌存在，这限制了它们在可穿戴设备

中的应用。Nguyen等［59］报告了用冻干的无细胞合

成电路（包括基于 CRISPR 的工具）功能化的轻

质、灵活的基质和纺织品，可以检测代谢物、化

学品和病原体核酸信号。这些可穿戴设备在水溶

液中重新水化时被激活，并通过比色法或通过检

测荧光和发光输出的光纤网络报告特定分子目标

的存在，对核酸的检测极限可与目前的实验室方

法（如定量 PCR）相媲美。同时展示了一种带有

冻干CRISPR传感器的面罩的开发，用于在室温下

90 min内对SARS-CoV-2进行可穿戴的无创检测，除

按下一个按钮外不需要额外的用户干预（图 4）［59］。

该平台是对基于细胞的合成生物学传感器的补充。

实现可穿戴的生物传感器，这些传感器具有稳定

性、基因可编程性和高度敏感性。目前，这项技

术确实存在一些限制，包括传感器的一次性使用

特性，此外，它无法在某些特定环境条件下工作，

如高湿度或水下。但这些挑战并非该技术所独有，

其他传感器也需在开放的环境下操作，并需要进

一步的技术研究来克服这些限制。

3.2 无细胞传感器

生物传感器是一种检测工具，它整合了传感

器模块的生物识别元素，并将信号转变成快速、

可测量的反应。便携式生物传感器可以对慢性病

进行密切监测，适用于对临床人群的实时评估，

能更精确地确定临床结果。此外，生物传感器是

在低资源环境下进行现场诊断的特别有前途的工

具。在大量可用的技术中，无细胞表达系统最近

有希望成为多功能生物传感器工程的候选者，因

为它们支持复杂的基因线路的运行，同时需要的

反应量小［60］。与全细胞生物传感器相比，无细胞

系统可以检测像核酸这样不穿过细胞膜的分子，

以及通常对活细胞有毒的分子。除了具有非生物

性和非复制性、几乎不需要生物隔离措施外，无

细胞表达系统也不会承受改变全细胞生物传感器

的进化压力。反应可以在环境温或体温下发生，

例如通过将传感器贴在皮肤上，在检测点上免除

了像培养箱这样的设备。通过改变提取物和质粒

的组成，很容易调整性能，蛋白质的表达量可以

通过大量的方法进行优化。无细胞生物传感器可

以冻干并在室温下保持稳定达 1年之久，并可在短

图图4　可穿戴式集成SARS-CoV-2检测功能的口罩工作原理示意图［59］

Fig. 4　Schematic diagram for the working principle of masks integrated with SARS-CoV-2 detection functions[59]
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短 1 h内提供快速反应。工程化的无细胞转录和翻

译系统与电化学平台的结合进一步实现了多重生

物标志物检测［61］。向更广泛的临床样本开放无细

胞生物传感器，并通过系统优化确保其可靠性，

将有助于提供便携式、低成本的诊断工具，以应

对全人类的健康威胁。

3.3 基因电路和化学反应网络

微生物群在健康和疾病中的作用正吸引着研

究人员的注意力，他们寻求将微生物用于诊断和

治疗的技术。合成生物学的最新进展可能使我们

能够剖析宿主-微生物群的相互作用。研究人员已

经为在人类肠道中占主导地位的稳定的共生细菌

开发了能够感知、计算、记忆和响应信号的复杂

的基因线路。

生物体利用复杂的化学反应网络（CRN）来

执行高度复杂的任务，如自组织和导航，具有这

种信息处理功能的合成CRN的发展可以为基因诊

断、智能治疗、主动分离和适应性材料的进一步

发展带来机会。Lai等［62］开发了一种非线性 DNA 

I/O控制器，为使用DNA作为具有复杂动态行为的

合成CRN的可能分子提供了若干见解。值得注意

的是，他们提出的异生合作性策略显示了通过对

DNA序列的编程进行调节的更丰富和更精细的手

段，特别是与下游过程的结合可以对 Sigmodal模

块的超敏特征产生实质性的变化，使原本不对称

和适度超敏的模块能够构建出高度超敏的装置。

通过该方法得到的编程CRN可以随意表现出对不

同复杂程度的配体的动态反应，这可能为智能基

因诊断和治疗带来机会。Kim等［63］引入了一种合

成细胞-细胞黏附逻辑，并建立了多细胞界面模式

的精确工程、预测模型和算法编程。通过成群的

黏附机制、对界面几何的定量控制以及利用黏附

介导的发育组织者和形态生成场的类似物来演示

界面的生成，利用平铺和四色映射概念，确定了

用于创建通用目标图案的算法。这种合成的四位

粘连逻辑推进了实际应用，如人类可读的分子诊

断、生物表面的空间流体控制和可编程的自生长

材料。

快速、准确地检测 SARS-CoV-2 的 RNA 和

感染该病毒的宿主血清抗体将有助于确定患有

COVID-19、曾感染该病毒或接种过该病毒疫苗的

个人的免疫状况。Najjar等［64］描述了一种 3D打印

芯片的开发和应用，它通过多路电化学输出，可

在 2 h内同时检测唾液中的 SARS-CoV-2 RNA以及

血浆中的抗SARS-CoV-2免疫球蛋白。该设备可以

从未经处理的唾液中提取、浓缩和扩增 SARS-

CoV-2 RNA，并将基于 Cas12a 的酶检测与酶联免

疫吸附法相结合，在使用了 SARS-CoV-2 的刺突

S1、核衣壳和受体结合域抗原功能化电极上进行

（图 5）［64］。廉价的微流控电化学传感器用于在多通

道即时诊断，可能有助于对新冠病毒感染和免疫

的广泛监测。

3.4 细胞试剂生产技术的应用

在细菌中过量生产酶，然后将其冻干，会产

生“细胞试剂”，可直接用于进行分子生物学反

应［65］。细胞试剂在各种基因诊断中的应用，如

TaqMan qPCR，其灵敏度没有降低。在合成生物

学的基石中，如DNA片段的Gibson组装，只需添

加细胞试剂就可以构建新的质粒。细胞试剂大大

降低了生产、储存和实施的复杂性和成本，这些

特点有助于在资源匮乏条件下细胞试剂的获取和

使用。

在生物技术、医疗研究和教育领域常用的大

多数分子生物学技术在很大程度上依赖于纯化的

功能蛋白试剂。例如，核酸扩增和基因编辑，基

因诊断和合成生物学的基石通常依赖于纯化的

图图5　微流控芯片多路电化学传感器原理示意图［64］

Fig. 5　Schematic diagram for multi-channel electrochemical 

sensor developed on microfluidic chip[64]
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DNA和RNA聚合酶、核苷酸和连接酶的活动。然

而，这些蛋白质试剂的纯化需要大量的时间、专

业知识、设备和基础设施的投资，目前主要是在

工业规模上进行。例如，需要培养大批量（几百

毫升到几十升）的表达蛋白质的细菌培养物，随

后使用一套复杂的程序来处理，以裂解细菌并将

感兴趣的蛋白质从不需要的细菌和提取缓冲液中

分离出来。为了促进这些生产渠道，通常需要对

蛋白质进行标记修饰，以便在处理后将其去除，

这会给纯化过程增加额外的步骤，使其变得复杂。

此外，大多数需要的蛋白质需要保持在稳定的冷

链中（4～8 ℃），这不仅提高了纯化和储存的基础

设施成本，而且还对运输和使用点的储存提出了

要求。

因此，蛋白质试剂的可负担性和可获得性会

受到很大限制，特别是在资源贫乏或偏远地区。

相反，简化这些酶和蛋白质的生产、运输和储存，

有可能减少应用所需的成本、时间、专业知识和

基础设施，从而提高可及性。简化蛋白质试剂的

生产和使用方法有助于促进小规模的局部生产的

发展。为了提高世界范围内分子生物学试剂的可

负担性和应用性，研究人员已经开发了一些方法，

通过消除蛋白质纯化来简化试剂的生产，相反，

使用冻干细菌作为“细胞试剂”。与纯化的同类试

剂相比，这些细胞试剂不仅性能极好，而且在环

境温度下长期稳定，细胞试剂的表现与纯化的试

剂相当，扩增效率、检测限和结果、时间都与用

纯酶进行的相同反应相当。

4 存在的问题和面临的挑战

合成生物学被描述为以工程科学为基础的生

物技术的一个新领域。然而，从诞生之日起，合

成生物学的每一步前沿进展都伴随着人们对其安

全风险和伦理问题的高度关注。首先是研究人员

错误使用合成生物学技术带来的安全风险：一是

在一项新技术发展的初期，研究人员往往因盲目

追求预期效果而急功近利、误入歧途；二是研究

人员目前尚无法准确预知合成生物学技术的潜在

风险与未知后果；三是合成生物学作为新兴科技，

其技术发展往往超前于行政监管和法律规范的进

程。2018年，覃重军团队［66］使用CRISPR-Cas9基

因编辑技术创建了第一个具有单个线性染色体的

真核生物（SY14酵母）。这项合成生物学研究展示

了一种探索真核生物进化的染色体结构和功能的

方法，但同时也激起公众对于科学家人为创造非

自然生命的想象和期待，再次引发了人们对合成

生物学安全与伦理问题的广泛关注。

尽管合成生物标志物这一新生领域充满希望，

但研究者目前对一些疾病发病机制的了解仍存在

空白，需要在解决技术挑战以指导未来发展的同

时加以填补。特别是对疾病发生早期的生物学以

及前体病变了解仍然有限，但传感器工程策略往

往需要此类信息作为指导，这突显了合成生物领

域对疾病早期基因诊断的挑战。

在肠道微生物检测领域，由于饮食的高度复

杂性，了解饮食材料的组成和功能与对肠道微生

物群的影响之间的关系仍然是一个重大挑战。回

答这些问题将有助于更好地设计用于治疗肠道微

生物相关疾病的材料和治疗方法。人类的肠道微

生物群是非常复杂、多样和动态的，此外，人类

肠道微生物群的大多数物种需要高度特定的培养

条件，而且没有在体外培养过。所以全面分析肠

道微生物群及其与宿主的交流是极具挑战性的。

因此，各种高通量技术已经被开发出来以应对这

一挑战。例如，元基因组学、元转录组学和代谢

组学已经为剖析肠道微生物群提供了很好的工具。

然而，仅靠分类学构成不足以了解微生物途径。

关于微生物群物种的空间和时间分布、遗传学、

蛋白质、代谢物及其相关的微生物途径和宿主-微

生物群相互作用的关键信息在很大程度上仍然缺

失，但上述信息对真正理解人类生理学至关重要。

使用益生菌补充剂和粪便微生物群移植来治疗人

类消化道疾病，引发了人们对工程化肠道共生菌

在活体诊断和治疗方面的兴趣［67］。随着基因组编

辑、DNA合成和测序以及基因电路设计自动化的

不断进步，我们能够快速有效地构建人工基因电

路，使肠道共生生物体能够感知和响应体内环境

信号。然而，挑战依然存在，这些挑战主要与对

微生物群的动态和功能及其与人类宿主的相互作

用的机制理解不足有关，特别是对消化道疾病。

CRISPR 基因诊断方法容易适应，高度特异，
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适合在POCT（临床现场检测）使用。然而，仍有

一些限制，比如严重依赖等温扩增步骤来提高灵

敏度，一般来说，灵敏度比同等的 qPCR测试低。

尽管 SHERLOCK有更高的灵敏度的报道，但这只

针对某些目标，而且需要使用更大的样本输入和

扩增反应量，这增加了成本，在大多数情况下是

不现实的。由于交叉抑制作用，目前批准的诊断

方法通过使用单独的扩增和检测步骤来最大限度

地提高敏感性，这增加了交叉污染和处理错误的

风险。

各种交叉技术，包括生物正交化学、CRISPR/

Cas和合成基因电路，为研究人员提供了设计强大

的新一类诊断测试的工具。作为一类新兴技术，

必须对这些技术的相对优势和劣势进行评估。展

望未来，基因诊断的持续验证和技术发展对于达

到临床使用所需的性能至关重要。一些技术策略，

包括通过高通量筛选或靶向化学和信号复用来优

化探针，可以设计出具有高疾病特异性所需分类

能力的更具选择性的检测。此外，将机器学习应

用于基因诊断中产生的化学或生物信号，单独或

与其他方式结合，将提供前瞻性的统计分类器，

在独立的队列中进行验证。本文中描述的新兴诊

断工具必须经过严格的基准测试，包括在临床前

和临床层面与标准测试进行比较，以确保其具有

足够的灵敏性和特异性。
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