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合成生物学在疾病信息记录与实时监测中的应用潜力
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摘要：实时、高效和动态地改变储存在基因组中信息的能力是研究细胞生物学、控制细胞表型、监测疾病发展进

程、研究原位生物学的一大技术进步。CRISPR-Cas 系统的最新研究进展推动了体内 DNA 和 RNA 的精确编辑，复

杂多变的基因线路使细胞工程化改造成为可能。DNA 具有强大的储存信息的能力，可稳定保存数千年，在体内利

用 DNA 记录分子事件是监测细胞信号变化和协调细胞行为的关键技术，能将细胞的瞬时信号转化为可持续反应，

并永久保存下来。利用该技术，研究人员能更深入地了解在健康和疾病状态下从基因型到表型转变、临床中患者

的疾病发生和用药反应情况、检测生产生活环境的变化。本文概述了合成生物学在 DNA 存储和细胞实时监测中

的技术和应用，以及 CRISPR-Cas 系统在活细胞中处理和记录各种信息的优势，最后展望了它们在疾病研究和治

疗方面的前景和挑战。

关键词：合成生物学；DNA 存储；细胞实时监测记录系统；疾病信息记录；CRISPR-Cas 系统

中图分类号：Q81；R31 文献标志码：A  

Potential application of synthetic biology in disease information recording 
and real-time monitoring

MA Mengdan1，2，3，LIU Yuchen1，2

（1The first Affiliated Hospital of Shenzhen University， Shenzhen Second People’s Hospital， Shenzhen Institute of Translational 
Medicine， Shenzhen 518035， Guangdong， China； 2Guangdong Provincial Key Laboratory of Systems Biology and Synthetic 

Biology for Urogenital Tumors， Shenzhen 518035， Guangdong， China； 3Shantou University Medical College， Shantou 
515041， Guangdong， China）

Abstract: The ability to change information stored with genome in real time, efficiently, and dynamically is a major 

technological advance for in situ studies of cell biology and biology as well to control cell phenotype, and monitor 

disease progression. Since it was first used for mammalian gene editing, CRISPR-Cas technology has been widely used 

in research, medicine development and industrial production. In addition to indel mutations induced by Cas9 activity, 

recent advances in CRISPR-Cas have enabled DNA or RNA base to be edited more efficiently, and synthetic biologists 
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are developing devices for information storage by harnessing the versatilities of CRISPR-Cas-based tools and gene 

circuits to engineer cells with modifications. DNA has a strong ability to store information that is stable for thousands 

of years. Key technology for monitoring cell signal change and behavior coordination is to use DNA as the recorder of 

molecular events in the body, which can transfer transient signals in cells into sustainable reactions, and store them 

permanently. With this key technology, researchers could get an in-depth understanding on transformation from 

genotype to phenotype in health and disease states, drug reactions with diseases in clinical trials for patients, and 

environmental changes associated with activities of human being. The goal of synthetic biology is to engineer cells 

with genetic circuits for new biological functions. CRISPR-Cas based tools are useful in developing genetic circuits 

because they can be easily repurposed by designing complementary gRNAs that interfere or act on any arbitrary 

nucleic acid sequence of interest. Although they are still in their infancy, CRISPR-Cas based tools are gaining 

popularity in encoding biological memory and tracing and forwarding genetic screening for each formed lineage. In 

this article, we summarize the progress and application of synthetic biology in DNA storage and real-time monitoring 

in cell, as well as the advantages of the CRISPR-Cas system processes and records of information in living cells. 

Finally, we highlight their prospects and challenges in research on diseases and treatments.

Keywords: synthetic biology; DNA store; real-time monitoring and recording systems in cell; disease information 

records; CRISPR-Cas systems

合成生物学（synthetic biology）是生物学和工

程学交叉的领域，与主要集中在特定、单独基因

上的基因工程不同，合成生物学协调了生物体一

系列分子成分的变化，如 DNA、RNA 和蛋白质，

针对细胞不同的状态形成基因线路（gene circuits）

和网络，经过工程方式设想、革新甚至重新分解

有特定功用的生物系统［1］。合成生物学的一个基

本目标是可预测地和有效地对细胞进行重新编程，

以执行计算和执行特定的生物任务［2］，在工程化

策略指导下有目的地设计合成标准化生物元件，

具有不同功能的生物元件按照一定逻辑构建基因

线路，多种基因线路组装集成系统，并且与宿主

细胞融合，使合成生物学研究能够以程序化的方

式改变细胞的行为。研究人员已经建造出许多用

于细胞计算机的遗传元件，包括转录型逻辑门［3］、

计时器［4］、计数器［5］、记忆元件、可协调的传感

器，甚至还可进行复杂计算的DNA系统。利用基

因线路进行改造的细胞在改进治疗［6-8］、诊断［9-10］、

动物模型［11］和工业生物技术［12］中有巨大的应用

前景，适用于所利用的任何生产平台，如植物［13］、

细菌［14-15］、人类细胞［16］或酵母［17］。

重新设计生物系统并对疾病治疗和监测进行

工程改造，需要全面了解疾病如何在没有干预的

情况下发生和发展，但在生物系统中的许多分子

事件是短暂的，很难在自然条件下对其进行监测

和研究。在活细胞中处理和存储信息的能力对于

开发新一代疗法和生物学机制研究至关重要，也

使研究细胞内部的精细状态成为可能，包括基因
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组的序列、表观遗传修饰的状态以及共同决定细

胞状态的 RNA、蛋白质和代谢物的特性和丰

度［18-19］。研究人员已经在活细胞中实现可靠且可扩

展的分子记录和计算的平台等一系列研究，从研

究发育和癌症中的信号动力学和细胞谱系，从构

建活细胞的生物传感器和适应性疗法，到编码逻

辑和编程细胞表型［20］。了解这些生物信号和细胞

状态的时空表达，有助于我们研究疾病发生和发

展，探索生命奥秘。但这些数据的获得难以实现，

需要侵入性小、无损害、可持续时间长的技术。

将细胞转化为分子记录器可以解决这一问题：

对细胞DNA进行“编程”，打上一个永久性的“标

签”，记录细胞周围发生的变化，有利于人们认识

疾病的原因，进而达到精准医疗。DNA编辑器可

以对活细胞内所含DNA进行插入、删除、倒位或

碱基替换突变等形式，并可用于区分不同DNA记

忆状态；短暂的细胞事件，例如蛋白质-蛋白质相

互作用，可以作为转录输出被 DNA信息储存［21］。

利用DNA的四种单体作为存储介质，把化学信号

转变成数字信号成为二进制的数据存储材料，其

较高的稳定性、耐用性、存储量、广泛适用性以

及与生物功能的兼容性而成为人工生物信息存储

的理想介质［22］，基于细胞 DNA 的记忆是长期存

储的一种有用的实现方式，因为它在细胞分裂时

自然繁殖，即使在细胞死亡之后也能保持稳

定［5，23］。文章主要介绍了随着基因编辑技术的进

步，利用合成生物学的思维，在生物体内构建可

针对细胞状态进行DNA编辑的基因线路，动态地

改变遗传信息，作为活细胞中信息处理和存储媒

介的存储器结构，并通过测序获取信息的研究方

法和进展，及其在疾病信息记录与实时监测中的

应用潜力［22，24］。

1 DNA读写和分子记录仪的应用

1.1 DNA 存储

利用DNA创建分子记录器的原理将活细胞转

化为记录设备，将其自身信号动力学的历史存储

为永久的DNA信息，可以提供对其原始环境中的

生物过程的纵向研究。条件诱导型启动子启动

DNA 编写，例如细胞因子（如代谢物、蛋白质）

或环境因素诱导（如光、污染物、温度），该程序

可以记录诱发条件的存在与否、出现时间、强度、

时长、顺序等［25］。通过捕捉自然环境中的瞬时时

空分子事件，分子记录技术可以在不同的学科中

具有广泛的实用价值。例如生物学家可以研究肿

瘤的发展，并更深入地了解与癌症异质性有关的

肿瘤微环境中的细胞和环境线索；免疫学家可以

研究免疫细胞成熟、记忆形成和免疫反应中的信

号；微生物学家可以研究细菌群落和生物膜中的

信号动力学和分子相互作用［20］。

1.2 活细胞生物传感器

DNA写入技术可以用来制造生物传感器，用

于健康和环境监测。与基本研究目的类似，生物传

感应用需要具有最小体积和较大记录容量的存储体

系结构，以实现连续和稳定的记录［20］。Oishi等［26］

证明了在细胞中建立有限状态机（finite state 

machine，FSM）与基因调控网络（gene regulatory 

network，GRN）的等价性，FSM是计算的基本模

型，可以描述对象所经历的状态，具有存储器，

并且可以根据其当前状态对相同的输入做出不同

的响应。在活细胞中建立 GRN，包括启动子（结

构型启动子和/或诱导型启动子）、可扩散的小信号

分子和具有可编程的DNA结合域的转录抑制因子。

前三个组分代表通过抑制转录因子进行基因调控

的基序，而第四个组分将用于检测小的输入信号

分子，其中状态是表观遗传编码，只需使用容易

获得的抑制转录因子的基因线路就可以构建任何

细胞的状态记录仪。作者通过合成细菌微菌落边

缘检测，探索了一个设计更复杂系统的框架，微

菌落中的细胞都可以发出可扩散的信号分子的脉

冲，被邻近的细胞感知和传递，通过在传递波后

的短时间内感知信号分子的局部浓度，可以确定

细胞是否处于微菌落的边缘，利用这一技术可以

发现扩散性强的癌细胞亚群。

内源性生物标记物仍然处于早期疾病检测工

作的前沿，但许多生物标记物缺乏影响疾病所需

的敏感性和特异性。Aalipour等［27］利用发生在肿

瘤浸润免疫细胞中的代谢改变，开发了一种基于
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细胞的体内传感器，用于高灵敏度的早期癌症检

测。通过将荧光素酶表达与精氨酸酶-1 启动子的

激活耦合，使巨噬细胞可以感知M2型肿瘤相关代

谢谱产生荧光素酶。在结直肠和乳腺小鼠肿瘤模

型中过继转移后，工程巨噬细胞迁移到肿瘤中并

激活精氨酸酶-1，从而通过生物发光成像和血液荧

光素酶测定来检测。巨噬细胞传感器通过血液荧

光素酶检测到 25～50 mm3的肿瘤，即使存在伴随

炎症，也比临床使用的蛋白质和核酸癌症生物标

志物更敏感。巨噬细胞传感器还有效地跟踪肌肉

和肺部炎症模型的免疫反应，表明这种方法在癌

症以外的疾病状态中具有潜在的效用。Jiang等［28］

设计了一种由两个RNA组成的可编程的RNA生物

传感器平台，一条是引导区，可以与目标RNA结

合，另一个可以编码目的蛋白，如荧光信号或细

胞毒性蛋白，其中引导区含有终止信号会阻止目

的蛋白的翻译，因此目的蛋白并不表达。当引导

RNA与靶向RNA结合时会产生一个短的双链RNA

序列，其中包含序列中处于终止信号范围内的两

个 A-C 之间的错配，这种错配吸引了一个天然存

在的RNA的腺苷脱氨酶（ADAR），ADAR修复错

配并使终止信号失效，允许目的蛋白的翻译。该

系统可以特异性地针对并杀死具有某些序列的细

胞，或进行细胞特异性基因组编辑，在帮助检测

和选择性地杀死肿瘤细胞以及疾病监测和治疗方

面有巨大潜力。

现阶段基因线路型全细胞微生物传感器的设

计和应用已取得了重大突破，为代谢途径改造、

定向进化等提供了高效工具，在生物制造、环境

监测、食品安全以及疾病诊断等领域得到了广泛

的应用［29］。未来生物传感器可进行更大范围的应

用，例如：被赋予疾病生物标记物传感器的细菌

细胞与DNA记录器相结合，可以被患者服用，通

过胃肠道记录疾病生物标记物，当它们离开体内

时报告这一信息；携带分子记录器的工程化人类

细胞可以被输入到人体内，以报告疾病的早期迹

象，如癌症或神经退化；具有记录能力的工程细

胞和动物可以用来连续监测和记录生物和环境线

索（如毒素、重金属、代谢物和光）的水平和活

动，而不需要人工电源，也可以在非生物传感器

不易接触到的环境下进行。

1.3 谱系追踪

确定控制细胞在某一状态下如何分化的分子

机制是干细胞和发育生物学中的一个长期关注的

焦点，随着组织和器官的发育，对细胞状态变化

的全面记录可以深入了解细胞在胚胎发生或再生

过程中选择其终端身份的分子机制和事件顺序，

细胞在组织动态平衡、修复和疾病过程中的行

为［30］，它可以为如何在体内操纵细胞命运、预测

发育病理和癌症的起源以及在体外重建细胞分化

过程提供线索［31］。由于遗传变化、环境差异和细

胞性质的可逆变化，同一肿瘤内的癌细胞之间出

现了表型和功能的异质性。一些癌症还包含致癌

干细胞分化为非致癌后代的层次结构，使用谱系

追踪和深度测序的研究可能会对癌症干细胞模型

产生影响，并可能有助于确定它在多大程度上解

释了治疗抵抗和癌症进展［32］。

使用DNA条形码（DNA barcoding）来构建谱

系系统发育图［33］，通常分为三种类型：①外源

DNA序列的转基因整合［34-35］；②转基因DNA的体

内重组［36-37］；③CRISPR-Cas9 对转基因 DNA 靶标

的体内编辑［35］。基于CRISPR-Cas的分子记忆装置

已在哺乳动物细胞中建立了多种谱系追踪线路，

基于三个成分：Cas内切酶、DNA靶点序列和一组

sgRNA。利用 CRISPR-Cas9 活性导致的靶点的累

积可变性，在细胞内产生高度多样性的“进化”

DNA条形码，并促进细胞谱系树的系统发育重建。

任何谱系示踪剂的关键在于它不会改变标记细胞、

其后代和它相邻细胞的属性，标签必须传递给起

始细胞的所有后代，随着时间的推移长期保留，

且不会转移到无关的相邻细胞。

2 基于细胞的记录装置系统技术

动态地提取细胞信息需要将细胞内的信息

（如代谢物的存在或基因的表达）转换成与记录系

统兼容的格式（如诱导记录成分表达的生物信

号），这些信息必须借助各种DNA修饰酶（如核酸

酶、整合酶或重组酶），通过碱基的改变、缺失或

添加直接写入DNA（表 1）。最后，使用测序或成

像等多种技术从DNA中读出存储的数据。所存储
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的信息还可用于直接启动或引发一组特定的易于

检测的生物反应，例如基因表达［45］。可靠稳健的

基因线路的设计面临着许多挑战，包括：需要一

个特异性良好的基因开关文库，可以扩大到复杂

的调节线路；稳定、长期的多线路结合，以确保

细胞中正确和动态的功能；合成存储设备，以保

证由遗传程序计算的信息的持续存储［46］。

2.1 双稳态开关

第一批合成记忆设备是双稳态开关，又称

“拨动开关”，经典的双稳态开关由两个抑制器和

两个启动子组成，每个启动子都受到由相反启动

子转录的抑制物的抑制，通过调控实现基因线路

在两种不同稳定状态间的切换（图 1）［47-49］。这种

设计作为触发开关只需要最少的基因和顺式调节

元件来实现鲁棒性强的双稳态行为，并且所选择

的触发设计不需要任何专门的启动子，任何一组

启动子和阻遏子都可以通过合理的设计实现双稳

性［48］。Bhomkar等［50］在大肠杆菌中将细胞分裂抑

制基因minC的表达与双稳态开关耦合，以设计表

型反应（即丝状反应），可用于计算初始信号暴露

的时间，它可以通过引起细胞伸长来长期记录细

胞短暂暴露于化学物质后的表型反应，根据长度

来估计暴露于化学物质后的时间。这种细菌时间

记录装置的目的包括：对短暂的刺激作出反应，

保持对该刺激的记忆，标记刺激的时间。虽然这

些生物纳米记录仪展示了许多设计所需的功能，

但它们的灵敏度、保真度和曝光时间方面仍需改

善。在生产和临床应用中构建纳米记录仪，可用

于感知污染物、毒素（如重金属、酚类）和临床

有用的代谢物（硝酸盐、尿素）。

2.2 DNA 重组酶技术

位点特异性重组酶（site-specific recombinases，

SSR）可以根据 DNA 识别位点，翻转或切除位于

其同源位点之间的一段DNA，利用DNA重组酶在

基因组中建立新型的记录装置，可以更加持久地

记录信号［5］。已有报道将正交化的重组酶植入更

加复杂的环境（如哺乳动物肠道中）［51-53］，可以实

现复杂微生物群的实时监测，促进活体诊断与医

疗的发展。Siuti 等［54］使用了两种丝氨酸重组酶

Bxb1和 phiC31，可以根据周围一对识别位点的方

向不可逆转地颠倒或切除DNA，通过在不同方向

上直接组装重组的目标启动子、终止子和输出基

因模块，研究人员建立了 16 种二输入逻辑功能，

从而能够通过记忆对细胞线路进行简单的定义编

图图1　双稳态开关设计［48］

抑制物1抑制启动子1的转录，由诱导物1诱导；

抑制物2抑制启动子2的转录，由诱导物2诱导

Fig. 1　Design for toggle switch[48]

Repressors 1 and 2 inhibit transcription driven by Promoters 1 and 2, 

respectively, which is induced by Inducers 1 and 2 correspondingly

表表1　　基于细胞的记录装置系统技术汇总

Table 1　　Summary for real-time monitoring and recording systems in cell

记录装置系统

双稳态开关

DNA重组酶技术

ssDNA编辑技术

CRISPR系统

HiSCRIBE[25]

Record-seq[38]

CAMERA[39]

DNA typewriter[40]

LINNAEUS[41]

mSCRIBE[42]

iTracer[43]

DOMINO[44]

种群分布 vs单细胞记录

种群

种群

种群

种群

单细胞

种群

种群

单细胞

单细胞

种群

写入周期

短

长

长

长

长

长

短

长

长

长

记录能力

一般

一般

强

强

强

强

弱

强

强

强

发生顺序

否

否

否

是

是

是

否

是

是

否

持续时间

是

否

是

是

是

是

否

是

是

否

灵敏度

低

低

一般

高

高

高

一般

高

高

一般

保真度

低

低

高

高

较高

高

低

高

高

一般
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程，并至少在 90代细胞保持记忆。Roquet等［55］使

用基于重组酶的状态机（recombinase-based state 

machines，RSMs），通过利用化学控制的 DNA 切

除和反转操作来编码DNA序列中的状态，从而在活

细胞中建立记录系统（图2）。这一策略能够方便地

读出状态（通过测序和/或聚合酶链反应）以及对基

因表达的复杂调控，研究人员在大肠杆菌中设计记

录系统来验证这一框架时，该系统能够记录所有输

入的时间顺序，并执行多输入、多输出的基因表达

控制。RSM可以记录生物事件的组合和它们的发生

顺序，并且对这些事件作出反应。可以利用这一技

术追踪干细胞或其他未成熟细胞分化为成熟细胞的

轨迹，以及追踪癌症这类疾病的发展。将RSM系统

用于患者肠道中，通过获取记录细菌或细胞得到患

者使用药物后情况，进一步指导临床用药。

2.3 单链 DNA 编辑技术

由于正交化的重组酶数量有限，每个开关只

能记录一项简单的信息，难以在复杂信息系统中

实现多层次的应用。Lu团队［25］没有使用传统的依

赖于位点特异性识别的重组酶，而是依靠反转录

子组成一些细菌的遗传系统（图 3），这种方法被

称为 SCRIBE（synthetic cellular recorders integrating 

biological events），包含基于编码逆转录酶的细菌

来源的“逆转录”盒、RNA模板和引物，它们共

同合成单链、共价连接的RNA-DNA分子［56-57］，将

其插入细菌的细胞中，只有当细菌响应特定的刺

激（如化学物质、光）时，该反转录子才会开启，

以响应一系列调节信号，产生特定的单链 DNA

（single stranded DNA，ssDNA）。这些 ssDNA根据

序列同源性定位到特定的靶基因座，并将精确的

图图2　三输入、16状态的RSM图示［55］

（a）RSM机制。化学输入诱导重组酶的表达（来自输入质粒上的基因），由重叠和正交的重组酶识别位点组成的DNA登记表。不同的重组

酶可以由不同的输入来控制。这些重组靶向多个正交对的同源识别位点（显示为三角形和半椭圆形），以催化反转（当这些位点是反对齐

的）或切除（当这些位点是对齐的）。（b）登记表的设计是为每种身份和输入顺序采用不同的DNA状态。三种不同的输入（橙色、蓝色和

紫色）由彩色箭头表示，每个箭头表示一个不同的重组酶。未重组的识别位点有阴影；重组的识别位点有轮廓

Fig. 2 Summary for three-input and 16-state RSM[55]

(a) RSM mechanism. A chemical input induces the expression of a recombinase encoded by a gene on the input plasmid, which modifies a DNA 

register with overlapping and orthogonal recombinase recognition sites. Specific recombinases can be controlled by corresponding inputs. Each of 

these recombinases can target multiple orthogonal pairs of their cognate recognition sites (shown as triangles and half-ovals) to catalyze inversion 

(when the sites are anti-aligned) or excision (when the sites are aligned). (b) The register is designed to adopt a specific DNA state for every identity 

and order of inputs. Three different inputs are represented by colored arrows (orange, blue, and purple), each of which expresses a specific 

recombinase. Unrecombined recognition sites are shown by solid symbols, and symbols without filling highlight recombined recognition sites
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突变引入基因组DNA，且突变频率与信号输入量

呈线性相关，通过改变 ssDNA模板，存储设备可

以针对不同的基因组位置重编程。SCRIBE可以记

录任意输入的存在/不存在和一定范围内的变化，

通过将信息编码到细胞群体的基因组DNA中，跟

踪输入的大小和时间行为。这种模拟存储体系结

构利用细菌培养中的大量细胞进行分布式信息存储，

并将携带特定突变的群体中一小部分细胞的事件历

史存档，适合于诸如环境和医学监测传感器等应用。

随后研究者开发更安全高效的HiSCRIBE，这种方

法通过重写细菌的DNA，有效地编辑细菌基因组，

并将记忆程序写入细菌细胞。研究团队设计了

DNA条形码，通过将这些DNA条形码整合到细菌

的基因组中，随后与其他细菌进行交换，通过测

序检测出哪些细菌携带了DNA条形码，由此确定

哪些细菌进行了细菌接合（在此过程中细菌会交

换DNA片段），这种图谱可以帮助研究人员研究细

菌是如何在生物膜等聚集物中相互交流的。类似

的方法应用于哺乳动物细胞时，它可以用来绘制

神经元等其他类型细胞之间的相互作用，这为绘

制大脑连接体提供了一种新方法。

2.4 基于 CRISPR 系统的信息记录

2.4.1 利用Cas1-Cas2获取间隔序列

上述存储设备的容量和可伸缩性受到能够一

同起作用的正交调控元件（例如，转录因子和重

组酶）的数量限制，只能捕获一小部分确定的刺

激。使用 CRISPR 间隔序列捕获并将细胞内 RNA

转化为DNA，实现基于DNA的转录信息存储介导

的RNA记录，并进行深度测序，用于重建复杂的

细胞行为或病理状态的演变历史［58］。

Tanna团队［38］根据CRISPR-Cas机制研发出一种

记录肠道细菌响应肠道环境变化的方法——Record-

图图3　SCRIBE实现了分布式基因组编码记忆［25］

在输入存在的情况下，ssDNA（橙色曲线）从质粒携带的盒（灰色圆圈）中产生，并重组成基于序列同源性的特定基因组位点

（橙色圆圈）。这就导致了精确突变的积累（绿色细胞中的星星），产生输入信号的大小和持续时间的相关函数

Fig. 3　SCRIBE-based distributed encoded memory at genome levels [25]

In the presence of an input, ssDNAs (orange curved lines) are produced from a plasmid-borne cassette (gray circles) and recombined into specific 

genomic loci (orange circles) that are targeted on the basis of sequence homology. This results in the accumulation of precise mutations (stars in 

green cells) as a function of the magnitude and duration of exposure to the input
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seq，通过从RNA获取CRISPR间隔区（spacer）来

实现转录记录的技术（图 4）。将细菌CRISPR序列

引入肠道细菌大肠杆菌（Escherichia coli）菌株，

在Record-seq工程大肠杆菌细胞内，转录物被融合

到Cas1的RT domain逆转录为DNA，并作为 spacer

储存在 CRISPR 阵列中，实现以质粒 DNA 形式永

久存储转录信息。在实验中，研究人员给小鼠注

射了工程大肠杆菌，收集动物粪便样本并分离出

细菌DNA，利用高通量DNA测序以及生物信息学

通过大量的数据来重建 mRNA 片段的遗传信息，

使研究人员以非侵入性方式测定肠道细菌在机体

内产生特定 mRNA 分子的频率来识别哪些基因处

于活跃状态，并从这些序列上推断和检测到一些

特殊的微生物，例如有些菌可分泌某些酶，而有

些则不存在这种功能。前哨细胞从时间尺度上，

在转录水平上长期记录小鼠肠道内与饮食、疾病

和微生物相互作用的信息。作为一种基于种群的

全局转录，Record-seq不用考虑单个细胞之间转录

的变化或偶然性，可以实现对积累的转录变化进

行无偏好地记录，能够记录长时间发生的瞬态转

录响应，适用于研究广泛的群体转录反应记录，

这一转录记录技术使肠道的无创检测成为可能，

有望在生物医学研究和未来的生物医学诊断应用

中发挥作用［59］。

2.4.2 核酸酶产生突变

基于 CRISPR-Cas的谱系追踪技术对 gRNA 靶

向的DNA序列有几种设计，包括“条形码”的串

联序列，McKenna等［35］开发了一种可追踪几代癌

细胞的新谱系追踪方法，使用CRISPR技术为每个

细胞嵌入可遗传和可进化的DNA条形码，当细胞

分裂时，它的条形码都会被轻微修改，比较细胞

的条形码来重建每个细胞的“家谱”，使用类似的

方法可以跟踪新冠病毒的演变。另一种方法是基

因组中整合转基因的多个副本，Junker团队［41］开

发出通过核酸酶激活对泛在序列的编辑进行谱系

追 踪 系 统 （lineage tracing by nuclease-activated 

editing of ubiquitous sequences，LINNAEUS），能

够让人们确定细胞类型和细胞谱系。然而，这些

追踪系统记录信息的能力有限，因为随着不断地

编辑，可编辑的目标序列会丢失，为了能够在人

图图4　从RNA中获取CRISPR间隔区的转录记录［59］

（a）Record-Seq使用从食糖梭菌获得RNA的RT-Cas1-Cas2复合体将转录信息编码到质粒携带的CRISPR序列中。转录记录是通过直接从细

胞内RNA获得CRISPR间隔区，然后通过 FsRT-Cas1-Cas2的RT结构域逆转录RNA原间隔区来产生的。（b）提取质粒DNA，然后选择性

扩增扩展CRISPR阵列（SENECA）和深度测序，进行转录历史的重建

Fig. 4　Transcriptional record of RNA extracted from CRISPR spacer acquisition[59]

(a) Record-seq uses the RNA-acquiring RT-Cas1-Cas2 complex from Fusicatenibacter saccharivorans to encode transcriptional information into 

plasmid-borne CRISPR arrays. The transcriptional record is generated by CRISPR spacer acquisition directly from intracellular RNAs followed by 

reverse transcription of RNA protospacers through the RT domain of FsRT-Cas1-Cas2. (b) Extraction of plasmid DNA followed by the selective 

amplification of expanded CRISPR arrays (SENECA) and deep sequencing enable the reconstruction of transcriptional histories
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类细胞中对种群水平的记忆进行持续编码，需要

建立一个可以重复写入的模块化存储单元。Perli

等［42］开发了一种模拟记忆系统，能够以DNA突变

的形式记录人类细胞群体中的细胞事件：整合生

物事件的哺乳动物合成细胞记录仪（mammalian 

synthetic cellular recorder integrating biological events，

mSCRIBE），使用 CRISPR-Cas 的活性修改转录

sgRNA的DNA序列，在编码 SDS的区域下游即包

括 5′-NGG-3′ PAM， 从 而 得 到 的 PAM 修 饰 的

stgRNA，能将 Cas9 内切酶活性定向到 stgRNA 自

己的DNA位点。在SDS编码区引入 dsDNA断裂并

通过 NHEJ 修复途径修复后，产生的从头突变的

stgRNA基因座应该继续转录为原始 stgRNA的突变

版本，并参与另一轮自我靶向突变，从而产生一

个连续的、自我进化的Cas9 stgRNA系统。通过将

该系统的开启与感兴趣的调控事件的发生，在生

物学上联系起来，mSCRIBE除了可以作为一种记

忆设备，以DNA突变的形式记录信息，还可用于

谱系跟踪和生成条形码以同时唯一地标记多个细胞。

研究人员在哺乳动物细胞中用这一装置将Cas9靶向

基因的活性与细胞内炎症途径的活性相结合，在暴

露于更多炎症因子TNF-α的细胞中，在靶序列中记

录了更多轮的Cas9突变。将修饰的细胞注射到动物

体内，并将促炎分子注射到一些细胞中，与未治疗

的小鼠相比，注射了修饰细胞的小鼠中CRISPR靶

向序列发生了显著变化。该方法可应用于体内以模

拟方式记录生理相关的生物信号；记录肿瘤微环境

中癌细胞的刺激情况，并在疾病发展过程中追踪细

胞内特定途径的活性；在大脑研究中记录基本记忆

所涉及通路的活动，将临时过程转变为永久记录，

并将其呈现给大脑中的所有神经元细胞。

He团队［43］开发出 iTracer技术，包含静态序列

标记原件，即构建一个高复杂度的条码序列文库、

转染并整合到干细胞中，从而标记起始时间点的

不同干细胞，也包括基于CRISPR编辑系统的动态

序列标记，结合带有可诱导Cas9蛋白基因的干细

胞，可在特定时间点产生额外的随机突变，从而

得到第二层细胞谱系信息。这一技术既能获得多

个时间点的谱系层次信息，也能降低标记冲突问

题造成的影响。将 iTracer技术用于大脑类器官培

养系统中，对人类脑部早期发育过程进行模拟和

机理研究，研究大脑类器官中不同类型神经元之

间的谱系关联。此外，在 iTracer的基础上额外引

入一个针对靶点基因的 gRNA，还能在记录细胞谱

系信息的同时，对靶点基因进行基于CRISPR技术

的基因敲除，并据此对基因敲除如何影响细胞谱

系的发展分化进行研究。携带这些遗传记录器的

生物受到不同的神经刺激，产生的突变特征可以

用来推断整个动物大脑的平均活动时间。或者，

编码在可移动遗传元件上的DNA编写器可以通过

突触，用DNA条形码来独特地标记神经连接，并

以高分辨率和高通量的方式绘制连接体的图谱。

尽管存在许多技术挑战，但应用分子记录技术来

破译大脑的功能架构和研究神经系统疾病，将是

这些技术进步的强大推动力，特别是在可扩展性、

记录能力以及时间和空间分辨率方面。

2.4.3 碱基编辑

Tang 等［39］使用两种不同的 CRISPR 介导的

DNA 修饰机制来记录活细胞中感兴趣的事件：

Cas9 核酸酶催化的双链 DNA （double-stranded 

DNA，dsDNA）切割和碱基编辑介导的点突变。

CAMERA系统（CRISPR-mediated analog multi-event 

recording apparatus）永久记录在活细胞 DNA 中已

知时间尺度上刺激的幅度，或具有已知幅度的刺

激的持续时间（图 5）。这两种记录系统的模拟特

性允许对感兴趣的信号进行连续监视，并且与标

准数字存储设备相比提供了更多信息。在第一种

被称为“CAMERA 1”的细胞记录系统中，研究

人员将两种彼此之间略有不同的质粒注射到细菌

细胞中，随后在接触到所需的刺激物期间，利用

CRISPR-Cas9对这两种质粒中的一种进行切割，改

变两种质粒在细胞中存在的比例并被记录下来，

且该系统可以重复记录和擦除。然而，CRISPR核

酸酶造成DNA双链断裂的修复过程是通过非同源

末端连接（non-homologous end joining，NHEJ）途

径进行的，可能导致随机的有害突变，如插入、

缺失和易位。在改进的“CAMERA 2”细胞记录

系统中，当所需的信号在细胞中发生时，利用碱

基编辑器改变遗传密码中的单个碱基，融合在

dCas9 上的胞苷脱氨酶（cytidine deaminase）能够

在不引起DNA断裂的情况下将靶向序列的A-T碱基

对修改为 C-G 碱基对，这种特性降低了随机错误
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写入事件的频率，提高了记录的准确性。使用碱

基编辑以与单核苷酸编辑效率线性相关的形式，

记录在已知时间尺度上的外源信号的强度，或已

知强度的信号的持续时间以及出现的顺序。研究

人员利用细菌细胞记录了暴露于病毒、光线、抗

生素和营养物质等刺激物时产生的信号，在人类

HEK293T细胞中也实现了多路复合记录，并且仅

观察到不到 0.07%的脱靶率，其精确度更高，在包

含仅 10个细胞的样本也能可靠记录信号。针对该

系统需要进一步证实这种CAMERA技术在活的动

物体内的细胞中也能够发挥作用，将来可应用于

记录低丰度细胞外和细胞内信号的存在，构建复

杂的细胞状态图，进一步实时监测细胞状态，获

取包括细胞分裂、谱系分化、代谢衰老、癌症发

生和疾病发展等过程的重要信息。

Farzadfard 等［44］构建的活细胞 DNA 分子记

录仪——基于DNA的有序记忆和迭代网络运算器

（DNA-based ordered memory and iteration network 

operator，DOMINO），利用基因编辑技术构建了一

个单核苷酸分辨率的读写头，这个读写头由与胞

苷脱氨酶融合的Cas9切口酶（Cas9 nickase，nCas9）

与尿嘧啶DNA糖基化酶抑制剂组成，用于在细菌

和真核细胞中编码逻辑和记忆。nCas9用来读取，

由 gRNA指向特定的 DNA靶标并将其切割，胞苷

脱氨酶用来写入，而尿嘧啶DNA糖基化酶抑制剂

则可以通过阻断细胞修复机制提高写入效率。一

旦 12nt的 gRNA序列定位到靶标，编辑器模块可以

让靶标序列 5′末端附近引入 C-T 突变，从而在

DNA中产生永久记录；只有细胞中存在特定DNA

序列时突变才会发生，通过测量这种突变即可得

到细胞遇到的信号。输入信号量与输出结果呈线

性关系，当输出结果为激活 GFP表达时，通过定

量 GFP的表达水平，即可得知细胞内发生了多少

突变，这就避免了测序破坏细胞。DNA中可以记

录各种信号（具有生物或生理相关性），包括糖

［阿拉伯糖（Ara）］、重金属（Cu2+）和光，以及几种

胃肠道炎症的生物标志物［血液（血红素）、过氧

化氢和一氧化氮］，将为众多生物技术和生物医学

应用建立计算和存储基因线路奠定基础。在研究

中DOMINO可以设计出检测疾病（如癌症）相关

基因的信号，输出激活治疗的基因（抗癌分子），

使系统能够检测和治疗疾病。

图图5　CAMERA在细菌和哺乳动物细胞中的多路模拟细胞记录［39］

CAMERA 1将刺激记录为相互排斥的DNA序列比例的变化。CAMERA 2使用碱基编辑器记录单核苷酸变化时信号的持续时间或振幅。

这两个系统都可以复用，独立记录多个事件，包括暴露于抗生素、营养物质、病毒、光以及Wnt信号

Fig. 5　Multiple analog of cellular recording by CAMERA systems in bacteria and mammalian cells[39]

CAMERA 1 records stimuli as changes in the ratio of mutually exclusive DNA sequences. CAMERA 2 uses base editors to record the duration or 

amplitude of signals as single-nucleotide changes. Both systems can be repeatedly used to independently record multiple events, 

including exposure to antibiotics, nutrients, viruses, and light, as well as Wnt signaling
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2.4.4 基因片段编辑

现阶段开发的DNA分子记录器大都无法还原

细胞内分子事件的顺序，或者局限于预先编程好的

逻辑线路，无法实现多路复用记录。最近的报道

中，Choi 团队［40］开发出一种新型 DNA 存储系统

（DNA typewriter）（图 6），具有以下优点：①高度

复用，可与至少数千个不同信号或事件类型的记录

元件兼容；②将事件记录到 DNA 中的顺序和方

向，因此能够明确地捕获所记录事件的准确顺序；

③在哺乳动物细胞中活跃。根据CRISPR-Cas系统

切割［60］和 pgeRNA［61］进行基因编辑的原理，作者

设计了一个空白的“DNA磁带”（TAPE-1），由 5 ′

端的 key（GGA）和三个串联重复的单体组成。其

中只有第一个位点的 spacer是完整的 20 bp（称为

Type guide），之后的两个 spacer 都在 5′端截短至

14 bp并与Type guide的4～17 bp重复，14 bp中4～

6 位的 3 个碱基为 PAM。Type guide 被 pegRNA 识

别，通过引导编辑插入一段 5 bp 的序列，前 2 bp

图图6　用DNA typewriter进行序列基因组编辑［40］

（a）Type guide上连续两个编辑序列件的示意图，它随着每个编辑序列的位置移动。DNA带由CRISPR-Cas9靶点（灰色方框）的串联序列

组成，除第一个外，所有的靶点在其 5′端被截断，因此不起作用。5 bp的插入包括一个 2 bp的 pegRNA特异条形码以及一个 3 bp的 key来

激活下一个单体。因为基因组编辑在这个系统中是按顺序的，所以记录事件的时间顺序可以简单地通过它们沿着序列的物理顺序来读出。

（b）用 DNA typewriter 引导编辑的示意图，引导编辑识别 CRISPR-Cas9 目标，并使用 pegRNA 指定的编辑对其进行修改。对于 DNA 

typewriter，插入编辑序列会在随后的单体上生成新的编辑目标。（c）DNA typewriter顺序记录原理图，单个 pegRNA与PE2酶一起，可以

是事件驱动或者结构性表达的

Fig. 6　Sequential genome editing with DNA typewriter[40]

(a) Schematic of two successive editing events at the type guide, which shifts in position with each editing event. The DNA tape consists of a tandem 

array of CRISPR–Cas9 target sites (grey boxes), all but the first of which are truncated at their 5′ ends and therefore inactive. The 5-bp insertion 

includes a 2-bp pegRNA-specific barcode as well as a 3-bp key that activates the next monomer. Because genome editing is sequential in this 

scheme, the temporal order of recorded events can simply be read out by their physical order along the array. (b) Schematic of prime editing with 

DNA typewriter. Prime editing recognizes a CRISPR–Cas9 target and modifies it with the edit specified by the pegRNA. With DNA typewriter, an 

insertional editing event generates a new prime editing target at the subsequent monomer. (c) Schematic of ordered recording via DNA typewriter. 

Individual pegRNAs are potentially event-driven or constitutively expressed, together with the PE2 enzyme
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的 NN 是 pegRNA 特有的 barcode，后 3 bp 是 Type 

guide的 key（GGA），这将破坏前一位点并激活下

一位点，因为插入的 key与随后一个单体，以及下

一个单体的前 6 bp组成一个完整的 20 bp spacer和

PAM，成为新的靶向位点。因此，每个连续的编

辑记录了介导编辑的 pegRNA的身份，同时还沿序

列移动了一个单位的活性靶点的位置。在任何时

刻，完整的 spacer和邻近基序（PAM）只存在于序

列中的一个位置，类似于打字机的“打字向导”。

这项技术未来可以监测癌症患者在治疗期间接受

连续的化疗剂量的反应，了解癌细胞如何对化疗

造成的伤害作出反应，或者跟踪早期胚胎的发育

进程。

3 CRISPR-Cas 系统在分子记录中的

优势

CRISPR-Cas系统仅含两个功能元件：发挥核

酸酶作用的Cas蛋白和引导RNA序列。该系统因靶

向范围广、设计简单而迅速成为哺乳动物细胞基因

编辑的首选方法［62］。捕获外源基因不断扩大的新型

和工程化的Cas蛋白不仅使哺乳动物基因组编辑功

能日益强大，还为合成生物学家提供了创建基因线

路的工具，对细胞表型和功能具有前所未有的控制

能力［63］。有条件的转录或转录后激活DNA编写组

件，可以将给定DNA编写器的活动与感兴趣的信号

联系起来［64-65］，例如，通过使用信号响应启动子，

生物因子或环境因素的存在、持续时间、强度、顺

序和时间的信息可以记录在DNA中［39，42，66］。

Liu 团队［67］在基因特异性调控方面进行了深

入研究，在利用合成生物学的思维构建基因线路，

为分子记录仪在疾病监测和基础研究中的应用奠

定了基础。哺乳动物miRNA不仅可以靶向细胞质

中编码蛋白质的 mRNA，还可以调节细胞核中的

非编码 RNA。利用天然 miRNA 支架开发人造

miRNAs（amiRNA），以靶向不常见的RNA，不会

扰乱细胞的正常活动状态，并且与短发夹状RNA

（shRNAs） 相比，提供更安全的 RNAi 表达载

体［67］。Huang 等［68］合成开发了一种 amiRNA，通

过与 sgRNA结合，并联合RNAi增强剂依诺沙星，

对 CRISPR 系统进行定量抑制。该技术可以对

CRISPR 系统进行时空特异性调控，同时提高

sgRNA 靶向性并增强 CRISPR 系统的信息记录

功能。

传统的癌症基因治疗策略特异性和效率有限，

Liu 等［69］通过两个特异性启动子构建“与”门的

逻辑线路，只有当两个启动子感应到的不同转录

信号输入在被测试的细胞系中都活跃时，才会激

活下游基因的输出，有效地特异性抑制膀胱癌细

胞的生长，诱导细胞凋亡，大幅提高了识别记录

肿瘤遗传信息的特异性和稳定性，为膀胱癌提供

了一个检测和治疗的平台。进一步将 sgRNA与识

别特定信号的核糖开关融合，创建了基于CRISPR-

Cas9的“信号导体”，调节内源基因的转录，以响

应感兴趣的外部或内部信号（图 7）。这些设备可

以在哺乳动物细胞中执行逻辑信号操作，不需要

多个遗传线路的分层。还可以用来通过构建连接

不同信号通路的合成线路重新连接细胞信号事件。

此外，这种方法可以通过控制同时的双向（开-关）

基因转录来重定向致癌信号转导，从而使改变癌

细胞的命运成为可能［70］。

构建可控、灵敏的基因线路是实现细胞生理

活动模拟调控的重要手段［71-72］，核酶开关是近年来

发展起来的一种人工基因调控装置，由三个模块

组成：传感器（检测特定的输入）、连接子（传递

信息）和执行器（激活靶基因表达）［73］。核酶与配

体结合后改变其构象，诱导下游报告基因的表达，

如荧光信号［74-75］，这种开关通过实现更好的基因表

达、结构组装和基因特异性的可控性，改进了以

前的蛋白质响应RNA设备［76］，通过串联多个引导

RNA 增加靶向目标和效果［77］。基于 CRISPR-Cas

系统在基因线路中多变的调节方式，与感兴趣的特

定事件联系起来，以创建生物记忆的合成基因线路

是研究调控细胞信号的宝贵工具，尤其是在编码生

物记忆以及进行谱系追踪和正向遗传筛选方面［78］。

4 哺乳动物细胞存储在医学研究应用方

面的潜力

合成存储设备除了基础研究，更令人期待的
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是在医学或工业生物技术等领域的前景。其他类

型的合成线路和工程细胞已经被探索为治疗糖尿

病、代谢综合征和癌症等疾病的潜在下一代疗法，

诱导对瞬时刺激的持续反应的能力将使新的治疗

和诊断形式成为可能，并对尚未解决的工业监测

提供新方法。目前的医学治疗依赖于疾病的诊断，

然后才能实施适当的治疗，通常，患者将不得不

在治疗过程中反复服用药物［79］。

转录正反馈环可以耦合到不同的生物信号通

路来检测细胞生物学中的瞬时变化，也可以被设

计成对细胞外刺激做出反应，例如辐射或缺氧，

这些设备将允许医生知道特定的刺激或条件是否

已经发生，或者曾经发生过。目前存储设备的输

出多是容易检测到的报告，未来可以针对疾病输

出特异性的治疗措施，这将使疾病的检测和治疗

实现自动化，缩短从发现病情开始到第一剂治疗

之间的时间［80］。基因编辑和基因线路工程的快速

发展极大地提高了我们编程和研究哺乳动物细胞

行为的能力，这些进展已经推动了新一代合成生

物学研究工具和潜在的治疗应用。可编程的DNA

图图7　基于CRISPR-Cas9的信号导体的设计［70］

重新设计的 sgRNAs用来灭活（a）或激活（b）基因表达的链置换机制的说明。sgRNA的反义序列显示为蓝色，适配子茎显示为黄色。在

没有信号A/B的情况下，sgRNA的引导区在反义茎内配对，sgRNA处于关闭状态。在信号A/B的存在下，重新设计的 sgRNA的构象被切

换到“ON”状态。在这种状态下，sgRNA的导向区与其目标DNA结合，从而分别通过 dCas9-VP64融合蛋白和 dCas9蛋白启动和关闭信号

B/A的产生

Fig. 7　Design of the CRISPR-Cas9-based signal conductor to link one signal with another[70]

General illustration of the strand-displacement mechanism by which the redesigned sgRNA acts to deactivate (a) or activate (b) gene expression. The 

antisense sequence of the sgRNA is shown in blue, and the aptamer stem is shown in yellow. In the absence of signal A/B, the guide region of sgRNA 

is paired within the antisense stem and the sgRNA is in the ‘off’ state. In the presence of signal A/B, the conformation of the redesigned sgRNA is 

switched to the ‘on’ state. In this state, the guide region of the sgRNA binds to its target DNA, and thus turns the production of signal B/A on and off 

through the dCas9-VP64 fusion protein and the dCas9 protein, respectively.
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结合结构域和RNA调控基因表达，更小的非破坏

性的细胞记录元件的开发［81］，CRISPR-Cas系统在

转录调控、碱基编辑和长片段编辑技术的进步，

是更新细胞存储器的关键［66，82］。在脱离自然环境

的情况下重建复杂的生物线路，可以加深我们对

细胞信号通路的理解，基于合成生物学的信息实

时记录系统还将引领基于细胞疗法、蛋白质药物、

疫苗和基因疗法的创新治疗干预［83］。

5 展 望

在这些生物存储装置的设计、实施和分析过

程中，仍有一些关键的技术挑战和知识差距需要

解决。目前记录装置大多存在写入过程敏感性高

而导致虚假信号的记录、诱导系统的泄露表达、

需要大量细胞群体获取数据、记录信息量少、系

统简单、细胞复制过程中DNA的突变等不足。在

合成生物学家建立更加严谨调控、正交化的诱导

系统后，我们期待灵敏度和复杂度更高的细胞记

录装置的开发。这些技术将进一步提高我们以动

态、纵向和多路复用的方式操纵生命的自然记忆

存储介质的能力。在原核生物和真核细胞中都成

功地记录了从小分子到免疫信号再到光的各种生

物信号，然而，这些记录主要应用于体外环境并

依赖于群体读出，未来需要改进单细胞记录技术，

或展示分子记录器在活体动物中的变革性使用。

虽然已经取得了实质性的进展，但仍有很大的空

间来改进现有的存储体系结构或开发具有所需特

征的新的存储体系结构，特别是在记录容量、可

变性、稳定性、适应效果、写入周期、时间分辨

率和记录动力学方面，以及实现分子记录器在活

体条件下的使用。利用 DNA 重组和 CRISPR 基因

组编辑的方法学正在迅速朝着这一目标改进，这

些进展可以作为基础研究、生物技术和医学中对

原位生物学研究的新一代强有力的方法。基于

CRISPR的基因线路可以作为一种便携式和可改造

的存储器，能针对携带在任何可移动遗传元件上

的 DNA（例如工程化噬菌体［84-85］）进行信息记

录，并使用非自然碱基来扩大记录的信息密度和

容量［86］。科学家寄希望于未来可利用其进行长时

间的分子事件记录和监控，从而进一步成为人类

研究癌症、衰老和发育发展等的强大工具。未来，

人工设计的细胞记录装置可以发展成益生菌，稳

定地存在于肠道中［87］，为人体群体进行健康监测

和个性化治疗提供服务。
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