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合成生物学在干细胞工程化改造中的研究进展
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摘要：多能干细胞具备自我更新能力和多向分化潜能，其分化衍生的细胞及类器官在再生医学中具有巨大的应用

潜力。但是干细胞临床转化仍然存在许多挑战。合成生物学“自上而下”的设计理念，结合基因编辑以及合成受

体在内的强大工具库，能够赋予细胞新的功能，实现干细胞工程化改造。在此，本文总结了多能干细胞的临床应

用和干细胞临床转化面临的主要挑战 （干细胞分化衍生物的致瘤性、异质性、免疫原性），以及合成生物学在干

细胞工程化改造中的应用 （精确控制细胞命运、调控细胞通信、优化类器官结构功能、监测并清除致瘤细胞）。

这些合成生物学工具为干细胞工程化改造提供了新的策略和平台，有望解决干细胞临床应用现存的诸多挑战，推

动再生医学的进一步发展，实现“器官再生”这一核心目标。
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Abstract: Pluripotent stem cells are characterized by self-renewal and multi-differentiation potential, which can be 

used to reverse structurally dysfunctional tissues and organs back to a structurally and functionally intact state of health 

through repair, replacement, or in-situ regeneration of new cells, tissues, and even organs. Cells or multicellular 

systems derived from pluripotent stem cell differentiation, especially organoids, have great potential for application in 

regenerative medicine. However, the clinical application of stem cell-related therapies is still in its infancy, and the 

current challenges to the clinical translation of stem cells include the tumorigenicity, heterogeneity, and 

immunogenicity of stem cell derivatives. Synthetic biology, with its “top-down” design concept and powerful toolkit 

including synthetic receptors and gene circuits, allows for the rational assembly of standardized modules. With the 

rapid development of gene editing technology and the deepening of cell biology research, the engineering object of 
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synthetic biology has shifted from lower model organisms such as Escherichia coli or Saccharomyces cerevisiae to 

mammalian cells. On the one hand, “top-down” design strategies can engineer stem cells by giving them new 

functions, and on the other hand, the acquisition of new phenotypes by stem cells can test known gene functions and 

improve understanding of cell biology. Therefore, the application of these synthetic biology tools to stem cell 

engineering provides new strategies and platforms for relevant cell therapies or organ transplantation. It offers potential 

advantages in precise control of cell fate, regulation of cell communication, optimization of organoid structure and 

function, and monitoring and elimination of tumorigenic cells. These synthetic biology tools have provided new 

strategies and platforms for the engineering and reprogramming of stem cells, offering the potential to address current 

challenges in the clinical application of stem cells. They are expected to drive further advancements in regenerative 

medicine and ultimately achieve the core goal of regenerative medicine, which is organ regeneration.

Keywords: pluripotent stem cell; organoid; synthetic biology; cell therapy; stem cell engineering

1 干细胞的发展及应用

1.1 干细胞的发展及分类

“干细胞”这一概念最早是由一位俄国组织学

家Alexander A. Maximow在血液病大会中提出。随

后一项关于辐射的研究表明，骨髓细胞移植能够

使致死辐射量下的小鼠免受死亡［1］。20世纪 60年

代，Ernest A. McCulloch 与 James E. Till［2］在接受

骨髓移植小鼠的脾脏中发现了具备自我更新能力、
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能再生形成多种髓系细胞的造血干细胞。随后，

哺乳动物胚胎干细胞系的建立是干细胞领域的另

一个里程碑事件。1981年，英国学者Martin Evans

等［3］建立首株小鼠胚胎干细胞系（embryonic stem 

cell，ESC）。1998年，James Thomson等［4］成功实现

人胚胎干细胞（human embryonic stem cell，hESC）

的体外培养，为再生医学的研究奠定了基础。但

是人胚胎干细胞的免疫排斥以及细胞来源问题限

制了干细胞的发展。2007年，日本学者山中伸弥

等［5］利用慢病毒向成人成纤维细胞中导入 OCT3/

4、SOX2、KLF4和 c-MYC诱导体细胞重编程，产

生诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cell，

iPSC）。 iPSC 的建立在疾病模型的模拟与机制研

究、细胞治疗、药物评估等领域内产生了广泛的应

用前景。化学重编程诱导多能干细胞（chemically 

induced PS，CiPS）是继“转录因子诱导”之后，

一种全新的诱导多能干细胞的制备技术［6］。化学小

分子重编程能有效规避慢病毒随机整合引发的安全

问题，有望成为再生医学治疗中更安全的底层细胞。

根据分化潜能的不同，干细胞可以大致分为

四类：全能干细胞（totipotent stem cell）、多能干

细胞（pluripotent stem cell，PSC）、多能干细胞

（multipotent stem cell）、专能干细胞 （unipotent 

stem cell）。有性生殖的起始是受精过程，精卵结

合产生的受精卵具备全能性，能够发育出体内所

有的细胞类型及胚胎外的支持性组织、例如胎盘

和脐带。随着卵裂的进行，全能干细胞增殖分化

产生由滋养层（trophoblast）和内细胞团（inner 

cell mass， ICM）构成的囊胚（blastocyst）。内细

胞团中的上胚层细胞（epiblast，EPI）作为一种

pluripotent stem cell，能够分化出完整个体所需的

全部细胞类型。随着个体发育进程，PSC经过一系

列细胞命运决定事件，多能性逐渐下降，形成能

够 分 化 出 特 定 组 织 器 官 中 所 有 细 胞 类 型 的

multipotent stem cell，例如造血干细胞。unipotent 

stem cell的分化潜能进一步下降，只能向单一方向

分化，产生特定的细胞类型（图 1）。随着发育生

物学的深入研究，PSC体外分化路径逐步成熟，部

分干细胞来源的衍生物已经进入临床实验。

1.2 多能干细胞 PSCPSC 的应用

具备多谱系分化潜能的 PSC 在再生医学中表

现出极佳的应用前景。PSC通过修复、替换甚至原

图图1　干细胞分类及分化

Fig. 1　Classification and differentiation of stem cells
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位再生产生新的细胞、组织甚至器官，将结构功

能失调的组织器官逆转为结构功能完整的健康状

态。目前，基于多能干细胞的再生医学研究主要

包含PSC分化来源的细胞以及PSC分化来源的组织

器官。2010年，Geron公司使用hPSC来源的少突胶

质细胞祖细胞治疗脊髓损伤（NCT01217008），这

是使用 hPSC 治疗脊髓损伤的首批临床试验之一。

随后，Steven Schwartz等［7］使用 hPSC来源的视网

膜色素上皮细胞（retinal pigment epithelium，RPE）

治疗 Stargardt黄斑营养不良（NCT01345006），该

试验随后扩展为两个开放的Ⅰ/Ⅱ期研究，进一步

证明了移植的功能性 RPE可以改善患者视力并且

没有严重的不良反应。此外，第一个使用 iPSC来

源的 RPE细胞治疗年龄相关性黄斑变性的临床试

验于 2014年开展［8］。但是由于存在发生肿瘤的风

险，该试验于 2015年停止。随后两项使用 hPSC来

源心肌细胞的临床试验证明了该方法的安全性

（jRCT2052190081，NCT02057900）。2017 年，中

国科学家领导了首个基于hESC来源多巴胺能神经元

治疗帕金森的Ⅰ/Ⅱa期临床研究（NCT03119636）。

此研究评估了 hESC来源的神经前体细胞脑内移植

的安全性和有效性。此外，Melton 的研究团队［9］

在体外成功分化出 hESC来源的能够产生胰岛素的

胰岛 β细胞，这为Ⅰ型糖尿病的治疗提供了新的方

案。2021年，生物科技公司Vertex Pharmaceuticals

表明接受 iPSC来源胰岛细胞移植的一名Ⅰ型糖尿

病患者在治疗后的 90天，胰岛细胞功能逐渐恢复。

除胰岛 β细胞外，PSC 体外分化来源的造血干细

胞、肝细胞也有望在多种疾病治疗中发挥作用。

类器官（organoid）是由 PSC或祖细胞进行体

外 3D培养形成的组织类似物，与器官拥有类似的

空间组织结构并能够重现部分生物学功能。类器

官的构建过程依赖于干细胞的分化潜能及细胞间

的自组装能力，是 PSC 在再生医学中的重要应用

之一。研究发现Lgr5+肠道干细胞能够在体外增殖

并自组装形成具有隐窝-绒毛结构的 3D-小肠组织，

这是类器官领域的重大突破［10］。随后，基于 ESC

来源的小肠类器官、结肠类器官的体外分化方案

也逐步建立［11］。2014年，McCracken等［12］构建的

胃脏类器官不仅含有Lgr5+细胞、胃窦黏膜细胞以

及多种内分泌细胞，而且能够形成原始胃腺样组

织结构。除此之外，由 PSC 或成体祖细胞来源的

大脑类器官、肝脏类器官、肾脏类器官、胰腺类

器官、心脏类器官、肺脏类器官体外分化体系也

逐步建立［13-19］，为疾病模拟、药物筛选、发育机制

研究提供了新的研究方法。随着系统生物学研究

的逐步深入，机体多组织器官之间的互作交流也

逐渐突显出其重要性。但是目前为止，对器官发

生过程中多器官之间协同互作机制的研究少之又

少。2019年的一项研究发现，从 hPSC分化出来的

前后肠道球体之间的边界相互作用能够体外再现

肝胆胰类器官的早期形态发生事件［20］。这为研究

相互作用、相互连接的复杂多器官系统提供了可

能。截至目前，虽然有许多干细胞药物的临床试

验已经开展并为患者带来福音，但现有的体外分

化方案仍存在许多亟待解决的问题。

1.3 干细胞临床转化的挑战

1.3.1 致瘤性

自我更新能力是干细胞重要的特性之一，无

限增殖潜能能为细胞治疗提供大量的种子细胞，

但是这种特性是把双刃剑，细胞在移植后继续扩

增，容易导致肿瘤产生。c-Myc是人类癌症中最常

见的突变基因之一。最初人们认为 c-Myc作为诱导

体细胞重编程的四因子之一，是 iPSC产生致瘤性

的重要原因。但是后续研究表明即使不激活

c-Myc，iPSC分化诱导产生的神经干细胞移植免疫

缺陷小鼠后仍然存在很强的致瘤性，且致瘤概率

远高于胚胎干细胞［21］。除了重编程因子驱动的致

瘤性外，干细胞产生致瘤性的另一原因是染色体

异常排列， 2011 年的一项研究表明， hESC 和

hiPSC的长期培养过程中会出现 1、12、17和 20号

染色体变异［22］。此外，在 iPSC重编程过程中，病

毒载体的使用会增加基因组整合的风险。相较之

下，化学小分子诱导的重编程可以规避基因组整

合的风险，提高细胞治疗的安全性。

1.3.2 异质性

PSC作为种子细胞，为多种疾病的治疗提供了

可能。但是干细胞体外分化衍生物的高度异质性

严重影响了细胞治疗的安全性。造成这一现象的

原因之一是 PSC 品系之间存在很强的异质性，
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Osafune 等［23］利用 17 个 hESC 细胞系进行体外分

化，发现不同品系之间谱系特异性基因的表达水

平差异大于 100倍，这导致不同品系之间具备不同

的分化倾向。克隆之间表达模式不同也是干细胞

异质性强的原因之一。Todd S. Macfarlan 等［24］研

究发现诱导多能干细胞以及小鼠内细胞团中分离

出的胚胎干细胞中，存在少量克隆与 2细胞期的胚

胎表达模式相似，它们具有更高的分化潜能。除

此之外，由于长期体外培养或基因操作导致细胞

间基因、蛋白表达水平变化进一步加剧了干细胞

及其衍生物的异质性。

1.3.3 免疫排斥

免疫排斥是由于供体移植物与受体之间的人

类白细胞抗原（human leukocyte antigen，HLA）

不匹配产生的特异性免疫应答反应，是干细胞临

床应用的另一挑战。除了 HLA 不匹配外，由于

ESC长期体外培养产生的免疫抗原、基因组突变导

致的非典型抗原形成均可能诱发免疫排斥的产生。

因此，由患者自身细胞诱导产生的 iPSC为干细胞

的临床应用提供了前所未有的机会。但是 2011年

的一项研究发现向 C57/BL6（B6）小鼠 MEF细胞

中无整合导入Oct4、Sox2、Myc、Klf4四因子能够

实现MEF细胞重编程，而这些MEF来源的 iPSC皮

下移植到同基因的B6小鼠后存在免疫排斥［25］。这

种自体 iPSC的免疫原性产生原因可能是基因突变。

随后，Deuse等［26］的研究表明线粒体中的突变或许

是自体 iPSC新抗原表位的潜在来源。

1.3.4 功能不全

PSC 体外分化产物功能不全主要体现在两方

面：多能干细胞来源的细胞或器官发育成熟度不

足及移植物无法与体内细胞、环境建立通信联系。

在 3D培养体系中，现阶段分化的类器官通常缺乏

关键的组织特化细胞类型或其他谱系细胞类型

（如血管、神经、免疫等），因此仅能部分重现天

然器官的细胞类型和组织结构复杂度，从而影响

组织器官的发育成熟度。目前，PSC分化所得的大

部分细胞或类器官的复杂度更接近胎儿表型［27］。

例如，虽然目前有多种 ESC、iPSC 分化肝细胞的

方案，但多组学数据分析显示 PSC 来源的肝细胞

在白蛋白、细胞色素等表达量上更接近于胎肝状

态，而非成体肝脏状态［28］。此外，研究表明由

hESC来源心肌细胞表达转录因子显现出不成熟的

分化表型，仅有少数研究报道长期培养超 250天的

大脑类器官在基因表达模式上呈现出生后水平［29］。

除此之外，干细胞衍生物移植后出现无法与周围

环境、相邻细胞建立联系，导致移植物无法发挥

正常生理功能。例如体外分化神经元能否在体形

成神经回路或与肌肉组织形成“神经肌肉接头”

是其发挥功能的关键。因此，开发新的培养条件

和基因改造策略、改善细胞分化成熟度、增强细

胞功能已经成为干细胞研究的热点问题。

2 合成生物学在干细胞中的应用

合成生物学的设计理念是利用自上而下的方

法对生物系统进行设计和改造，为调控复杂的、

可编程的细胞行为提供了新的思路和解决方案。

随着基因编辑技术的飞速发展和细胞生物学研究

的不断深入，合成生物学的工程化对象已从大肠

杆菌、酿酒酵母等低等模式生物转向哺乳动物细

胞。因此，合成生物学在哺乳动物干细胞工程化

改造中有广阔的应用前景。“设计-合成-检测-学习”

的循环流程是合成生物学的核心理念。首先，基

于多组学数据分析和计算机辅助的方法设计构建

人工回路来精确调控 PSC 及其衍生物的状态和功

能。其次，多种生物学检测方法确认干细胞及其

衍生物的细胞命运。最后，利用机器学习进行迭

代优化实现合成生物学在干细胞工程化改造中的

应用。一方面这种自上而下的设计策略可以赋予

干细胞新的功能，实现干细胞工程化改造；另一

方面干细胞获得新的表型也能检验已知基因功能、

提高细胞生物学的理解和认知。干细胞工程化改

造所涉及的技术和策略总结于表1。

2.1 干细胞工程化改造技术

干细胞的工程化改造可利用基因编辑、合成

受体等先进的生物技术从三个模块进行设计：感

知模块（输入）、处理模块（过程）和响应模块

（输出）。细胞可以通过合成受体或其他传感分子

感知复杂环境中的外源性和内源性刺激，然后由

人工基因回路或内源性调控网络进行信号处理，
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最终产生符合目标需求的响应，在时空维度实现

对细胞的行为调控［30-32］。

2.1.1 基因编辑技术

干细胞的工程化改造对于目标基因的编辑或

修饰等操作有巨大的需求，因此基因编辑技术尤

为重要。目前，应用最为广泛的技术主要包括条件

性基因敲除系统、锌指核酸内切酶（ZFN）技

术［33］、转录激活剂样效应核酸酶（TALEN）技

术［34］和成簇规律间隔的短回文重复序列（CRISPR/

Cas）技术［35］等。

（1）条件性基因敲除系统

条件性基因敲除是将基因在特定组织、细胞

或时间进程中敲除，在时间和空间上进行更加明

确、精准的靶点修饰。目前应用最多的条件性敲

除系统是来自于噬菌体的 Cre/LoxP 系统［36］，Cre

重组酶能特异性识别LoxP序列并催化识别位点之

间的序列特异性重组。20 世纪 90 年代，Bradley

等［37-38］利用 Cre/LoxP系统在小鼠上实现了对大片

段染色体的改造。

（2）锌指核酸内切酶（ZFN）技术

锌指核酸内切酶是人工构建的融合蛋白，由

可与DNA靶序列特异性结合的多聚锌指蛋白和可

切割DNA双链的ⅡS型限制性核酸内切酶FokⅠ两

部分构成，是最早出现的基因编辑技术。两个

ZFN 靶向特定 DNA 序列，FokⅠ单体在靶点形成

活性二聚体并进行特异性切割，通过双链修复过

程中发生的突变或基因置换实现基因编辑。2012

年，Rivenbark 等［39］通过锌指蛋白与 DNA 甲基转

移酶 DNMT3a 融合，对乳腺癌细胞中 Maspin 和

SOX2基因的启动子区域进行了甲基化修饰，实现

了长期稳定的基因表达下调。

（3）转录激活因子样效应核酸酶（TALEN）

技术

与锌指酶类似，TALEN也是人工构建的融合

蛋白，由来自于植物致病菌黄单胞杆菌的TALE蛋

白和核酸酶 FokⅠ融合形成。TALE的中央重复结

构域片段长 34～35个氨基酸，12和 13位氨基酸是

可变序列，与不同碱基有特异的对应关系，可与

靶 DNA序列特异性结合，在锚定位点切割 DNA，

创造双链断裂。2013 年，Konermann 等［40］利用

TALEN技术，通过光敏蛋白 CRY2与 TALE融合，

开发了光诱导的双杂交转录效应物系统 LITE，在

小鼠神经元细胞中成功实现了可逆的内源基因表

达及染色质表观修饰调控。

（4）成簇规律间隔的短回文重复序列（CRISPR/

Cas）技术 CRISPR/Cas系统是细菌的一种抵抗外

源病毒的获得性免疫防御机制。外来的短核苷酸

序列整合到 CRISPR 位点后转录加工成 crRNA 和

tracrRNA，用于识别特异的 DNA序列，与核酸酶

Cas融合后，实现对靶序列的切割。目前已发现大

量不同类型的 CRISPR/Cas系统，根据 Cas蛋白分

类和干扰复合体特性，将其分为 2个大类，共 6种

类型，其中Class 1包含了TypeⅠ、Ⅲ和Ⅳ，Class 

2包含了TypeⅡ、TypeⅤ和TypeⅥ。TypeⅠ和Ⅲ均

通过多个Cas蛋白组成的复合体来发挥干扰作用，

Type Ⅱ、Ⅴ、Ⅵ是通过单个 Cas 蛋白来发挥干扰

作用。与ZFN和TALEN相比，CRISPR/Cas系统操

作简单且高效特异，因此在基因动态过程的调控

以及细胞命运的操纵中被广泛应用。

Cas9 蛋白的 HNH、Ruv C 结构域分别切割

DNA目标链和非目标链，导致双链断裂，当这两

个核酸酶结构域同时发生突变处于失活状态时，

Cas9 蛋白会失去剪切 DNA 的能力，但仍然能在

sgRNA的引导下与DNA特异性结合，这种核酸酶

失活的 Cas9蛋白被称为 dCas9蛋白。将 dCas蛋白

与不同效应物融合进行工程化改造，可以实现序

表表1　合成生物学在干细胞中的应用

Table 1　Applications of synthetic biology in stem cells

工程化干细胞改造技术

基因编辑技术

条件性基因敲除系统

工程化干细胞改造策略

细胞命运决定

ZFN系统

细胞通信

TALEN系统 CRISPR/Cas系统

合成受体

合成传感器

+

天然致动器

CARs、SyCyR

类器官结构功能优化

天然传感器

+

合成致动器

Tango、ChaCha

强化细胞治疗功能

合成传感器

+

合成致动器

synNotch、SNIPR、MESA

监测并消除致瘤细胞
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列特异性基因组调控，衍生出基因沉默及激活工

具：CRISPRi（CRISPR interference）和 CRISPRa

（CRISPR activation），已被广泛应用于基因调控、

基因组成像、表观遗传调控等方面。

CRISPRi 即 CRISPR 干扰技术，其中 dCas9 可

以通过空间位阻单独阻断 RNA 聚合酶（RNA 

polymerase，RNAP）的转录延伸，从而抑制转录。

CRISPRi 系统中 sgRNA 引导的基因沉默具有高度

特异性，且可以被诱导和逆转。Kearns 等［41］利

用 CRISPRi系统抑制了 OCT4 基因和 NANOG 基因

的表达，从而影响了人胚胎干细胞的多能性。单

一 dCas9的CRISPRi抑制转录效率较低，将其与抑

制转录的复合物相结合可以增强 CRISPRi 对基因

表达的沉默效果，Gilbert等［42］将 dCas9 和抑制转

录的KRAB结构域融合，可以有效抑制细胞转录。

CRISPRa是一种能激活内源性基因转录表达的

系统，通过招募RNAP或转录因子上调基因转录水

平，常用系统包括 SAM［43］、Sun Tag［44］、VPR［45］

等。例如Kearns等［41］利用 dCas9-VP64系统上调人

胚胎干细胞中 SOX17基因的表达，促进内胚层的

分化；Liu 等［44］使用 dCas9-Sun Tag-VP64 激活内

源性Oct4和 Sox2，触发细胞重编程，诱导产生多

功能干细胞。

此外，dCas9可以通过类似调控靶向基因转录

的方式，招募表观遗传修饰域来改变其靶向DNA

位点的表观遗传标记，从而导致相关基因表达的

变化。例如，在脆性 X染色体综合征病人的 iPSC

中，Liu等［46］利用 dCas9-Tet1融合蛋白在分裂细胞

中有效靶向去甲基化，激活了FMRP基因的转录表

达，激活作用能够持续至少 2周且未检测到明显的

脱靶作用。

2.1.2 合成受体

天然受体是一类能够识别、处理和响应环境

信息的蛋白质。基于合成生物学的发展和对天然

受体的理解，研究人员已经能够对受体进行解构

和重建，利用来自天然或人工合成的成分对合成

受体进行合理的工程改造，重新设计细胞的输入

输出关系，赋予细胞可定制的功能［47-48］。对于功能

性合成受体，至少有两个模块：一个是与输入信

号特异性结合的传感器（sensor）；另一个是将传

感器活性信号转导为功能输出的致动器（acuator）

（图 2）。根据合成组分的不同，合成受体可以分为

三种类型：合成传感器和天然致动器、天然传感

器和合成致动器、合成传感器和合成致动器［47］。

图图2　合成受体的通用操作元件

（本图利用Fig Draw绘图工具绘制）

Fig. 2　Generalized operational components of synthetic receptors

（This figure was drawn by Fig Draw）
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（1）具有合成传感器和天然致动器的受体 

具有合成传感器和天然致动器的受体依赖胞内

天然机制驱动细胞识别定制的输入信号并激活内源

性遗传调控网络来调节细胞功能。因此，可以通过

定向进化、定点诱变或用其他结构域（包括纳米抗

体和单链抗体）替换来设计合成细胞外感应器。

嵌合抗原受体（CAR）是最著名的一类合成

受体系统，它通过用胞外抗原识别结构域替换天

然配体结合结构域，并保留受体细胞内信号转导

结构域来重新连接 T细胞信号通路（TCR），人工

诱导T细胞识别、杀死具有指定细胞表面抗原的肿

瘤细胞，目前已被美国食品和药物管理局（FDA）

批准用于 CAR-T 细胞治疗［49-50］。另一个例子是合

成细胞因子受体（SyCyR），这种受体可以识别定

制 的 小 分 子 或 蛋 白 质 （如 高 亲 和 力 GFP- 和

mCherry-纳米抗体），并进一步调控细胞行为，如

迁移、细胞凋亡和胞吐作用等［51-53］。在 2018 年，

Fussenegger团队［54］建立了一个广义细胞外分子传

感器（GEMS）平台来编程细胞行为。GEMS包含

来自抗体片段的定制配体结合结构域和 IL6RB、

VEGFR2 或 FGFR1 的细胞内信号转导结构域。这

些受体可以感知合成偶氮染料、尼古丁、多肽标

签和前列腺特异性抗原的输入。

（2）具有天然传感器和合成致动器的受体 

这种类型的受体可以通过天然配体激活替代

的信号转导途径，例如 Tango［55］、ChaCha［56］等。

Tango受体具有天然的细胞外感应结构域和人工细

胞内结构域，胞内结构域由合成转录因子连接

arrestin-TEV 蛋白酶系统组成。Tango 的胞外域传

感识别相应配体后激活蛋白酶的磷酸化，释放细

胞内合成的转录因子，从而调节基因的表达。

ChaCha 通过 GPCR 将 dCas9 与各种细胞外信号

（合成化合物、分裂素、趋化因子、脂肪酸和激

素）偶联。当受体与配体结合后，激活的GPCR引

发蛋白酶水解并释放 dCas9，游离的 dCas9进入细

胞核并发挥相应的生物学功能［56］。

（3）具有合成传感器和合成致动器的受体 

合成传感器和合成致动器两者兼有的合成受体

能够更好地对输入和输出模块进行设计，在不破坏

内 源 性 途 径 的 情 况 下 执 行 新 功 能 ， 例 如

synNotch［57］、SNIPR［58］、MESA［59］。Lim 及其同

事［57］在 2016年利用Notch受体的跨膜核心调控结

构域、细胞外单链抗体的配体结合结构域以及细

胞内致动器结构域，构建了 synNotch 受体系统，

用于感知细胞间接触。当合成受体与另一个细胞

膜表面的配体结合时，配体-受体相互作用会产生

拉力暴露蛋白酶切割位点，跨膜核心结构域被蛋

白酶切割释放转录因子。最近，Roybal 及其同

事［58］对 synNotch 的细胞外传感器域、跨膜结构

域、细胞内近膜域和致动器域结构进行了系统化、

模块化的改进。改进后的 synNotch 系统被称为合

成膜内蛋白水解受体（SNIPR），能够增强配体的

诱导信号。同时，SNIPR 可以实现完全人源化，

最大限度地降低免疫排斥的风险，可用于对临床

应用的干细胞进行编程。模块化细胞外传感器结

构（MESA）系统被开发用于检测细胞外可溶性配

体，例如mCherry和CD4。MESA包含两种跨膜蛋

白，配体结合后，MESA二聚化并触发细胞内蛋白

水解反式切割反应以释放转录因子［59］。目前，部

分合成生物学元件已被用于干细胞的工程化改造，

这为拓展干细胞临床治疗提供了可能。

2.2 干细胞工程化改造策略

合成生物学的设计理论、工具元件为干细胞

的工程化改造提供了新的方向。目前有许多研究

表明合成受体、人工合成基因回路能够实现细胞

通信、优化类器官结构功能、清除致瘤细胞。这

为解决干细胞治疗存在的致瘤性、异质性、免疫

排斥、功能不全等问题提供了可能。

2.2.1 细胞命运决定

合成生物学“设计-合成-检测-学习”的核心

理念已被用于干细胞的体外分化。hPSC能够分化

为各种细胞类型，包括难以从人体组织获得或体

外增殖能力有限的细胞。因此，在细胞治疗中

hPSC 被认为是构建各种类型细胞库的重要来源。

然而传统的分化策略大都通过向干细胞培养基中

添加一系列生长因子和小分子混合物来促进形态

发生，该方法培养得到的细胞存在功能不成熟、

效率低和异质性高等局限性，无法应用于临床试

验，且成本高昂，消耗资源，需投入大量时间。

因此，通过合成基因回路精确控制细胞命运决定
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对于获得高效、高纯度的靶细胞，促进其临床应

用和批量生产具有重要意义。

合成受体 SynNotch系统导入干细胞可以在体

内或体外监测和调控发育过程中细胞之间的相互

作用，从而决定细胞命运。 2022 年，Malaguti

等［60］用小鼠胚胎干细胞系建立了克隆模块化

SynNotch多能细胞系（SyNPL），当接收细胞被激

活时，神经元分化因子 neurogennin1开始表达，诱

导接收细胞分化为神经元。与化学小分子诱导不

同，合成受体的加入有助于实现干细胞的在体分

化。此外，2017年，Fussenegger团队［61］设计了一种

合成谱系调控网络，利用香草酸剂量依赖性信号级

联和基因开关来模拟体内胰腺发育过程中 Ngn3

（OFF-ON-OFF）、Pdx（ON-OFF-ON）和Maf（OFF-

ON）的表达模式。该网络能调控这三种转录因子

在 hiPSC来源的胰腺祖细胞中正确表达，并最终将

祖细胞分化为葡萄糖敏感的胰岛 β样细胞。与传统

小分子混合物诱导的分化相比，这些胰岛 β样细胞

在葡萄糖刺激后表现出与人胰岛更相似的胰岛素

释放动力学，表明使用合成基因回路建立决定细

胞命运的巨大潜力。

此外，人工智能为评估、改进细胞分化策略提

供了一个新的平台。例如，CellNet能够评估分化细

胞与目标细胞之间基因调控网络（gene regulatory 

network，GRN）的相似性，根据分化细胞和目标

细胞基因调控网络的差异以及转录因子在该网络

中的重要程度，挑选出需要优化的目的基因［62］，

这为细胞分化方案的改进提供了迭代优化的平台。

合成生物学结合人工智能的“设计-合成-检测-学

习”理念有望成为研究细胞分化的新范式。

2.2.2 细胞通信

细胞通信在生长发育、免疫应答、组织器官

的功能维持中都发挥重要作用。随着合成生物学

的发展，多种细胞通信系统应运而生。目前，使

用最广泛的合成受体 synNotch 系统可用于操纵细

胞接触介导的细胞间通信。该系统由发送细胞和

接收细胞构成，发送细胞表面表达特异性抗原作

为配体，接收细胞表面表达相应的 synNotch 受

体［57，63］。基于天然Notch通路的信号传递机制，当

发送细胞与接收细胞接触时，受体细胞的 synNotch

受体会识别相应的抗原，并介导细胞内转录因子

结构域的切割，启动目的基因的表达。

2022 年 ， Zhou 团 队［64］ 将 心 肌 细 胞 作 为

synNotch 信号发送细胞、内皮细胞作为 synNotch

信号接收细胞，分别构建了心肌细胞特异性表达

synNotch配体的工具小鼠 Tnnt2-mGFP，以及内皮

细胞特异表达 synNotch 受体的工具小鼠 Cdh5-

αGFP-N-tTA。当心肌细胞与内皮细胞相互接触时，

synNotch信号通路激活报告基因 LacZ的表达，证

明该技术可在体内将细胞接触信息转变为遗传信

号，且同样适用于其他组织中细胞相互作用的研

究。2022年，Michael B. Elowitz团队［65］在哺乳动

物细胞中构建了受生长素调控的细胞通信系统。

工程化改造细胞通过响应局部环境中生长素信号

感知细胞种群密度，实现细胞密度的自我控制。

此外，该文作者引入 iCasp9 自杀系统，使部分对

生长素不敏感的细胞发生凋亡，减少在长期定向

筛选压力下产生的细胞逃逸反应。这种细胞种群

感应控制系统有助于提高干细胞治疗的可控性和

安全性。

2.2.3 类器官结构功能优化

类器官在疾病模拟和药物筛选中具有极大的

应用前景。在生理情况下，器官功能也取决于相

应的器官结构。例如，小肠黏膜表面的皱襞、绒

毛和微绒毛极大增加了小肠表面积，提高小肠消

化吸收能力。因此，如何实现类器官的复杂结构

仍是类器官研究领域的热点问题。合成生物学的

发展为类器官培养提供了更多的工具。例如，利

用 synNotch 受体系统可以实现特定的空间排列：

通过叠加不同的 synNotch受体系统，可以在 2D或

3D 培养中实现同心圆［57］、同心球以及非对称［63］

的分层结构。随后，多种可调控细胞间黏附分子

表达的工具已被开发，包括 synNotch-cadherin、

helixCAM 和 synCAM 等［63，66-67］。通过加载黏附分

子元件实现可控的细胞重排为类器官结构优化提

供了新的方向。

影响类器官功能的另一问题是异质性。在合

成生物学领域，许多合成细胞分类器已被证明可

用于检测和纯化特定细胞类型。2015 年，Miki

等［68］建立了合成miRNA开关，能够在 hPSC分化

过程中分离出所需的细胞类型。目前已经有适用

于分离多种细胞类型的miRNA开关，包括心肌细
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胞的 miR-1208a 和 miR-499a-5p、内皮细胞的 miR-

126、肝细胞的 miR-122-5p、胰岛素生成细胞的

miR-375等。这种以miRNA作为信号输入的基因线

路平台已经被广泛应用到细胞分化、干细胞分选等

问题上。合成受体调控的黏附分子元件以及miRNA

开关为类器官结构功能优化提供了新的思路。

2.2.4 强化细胞治疗功能

CAR系统是一类重要的合成受体系统，已广

泛应用于 T 细胞、NK 细胞和巨噬细胞等免疫细

胞，其中 CAR-T 细胞已被 FDA 批准用于细胞治

疗［50］。在过去的几十年里，CAR不断发展并逐渐

成熟，在治疗安全性和有效性方面不断提高。组

成型的CAR-T容易产生细胞因子释放综合征，因

此，在CAR上添加蛋白降解系统，利用小分子调

控CAR-T细胞活性提高其可控性、安全性［69］。此

外，在T细胞中加载逻辑门线路提高其抗肿瘤效率

及安全性。例如CD19/CD20和CD19/CD22双特异

性CAR已被证明能够防止B细胞淋巴瘤的抗原逃

逸［70-71］。但原代免疫细胞来源有限、难以工程化、

价格昂贵等问题阻碍了其在肿瘤治疗中的应用。

PSC分化技术和合成 CAR系统相结合为解决这些

挑战提供了新的策略。例如，对 iPSC分化得到的

NK细胞进行工程化改造，开发了CAR-iNK细胞，

可用作癌症免疫治疗的标准化产品［72］。

CAR-T 是利用合成生物学方法增强细胞功能

的成功案例。与游离的免疫细胞不同，干细胞来

源的 RPE、神经元等大多数移植物需要在体定植

才能发挥其生物学功能。如何利用合成受体或基

因线路增强移植物的定植能力是干细胞治疗领域

一直备受关注的问题。

2.2.5 监测并消除致瘤细胞

未分化的 PSC 和祖细胞具有潜在致瘤性，为

保证细胞治疗的安全性，可以对 PSC 进行工程化

改造来实时动态监测并有效清除致瘤细胞。iPSC

衍生的神经干细胞具有治疗脊髓损伤的潜力，但

在 NOD/SCID 小鼠的移植实验中发现它们会导致

肿瘤发生。为了解决这一问题，研究人员报道了

基于自杀基因Caspase9和HSVtk设计的故障安全系

统［73-74］。通过给 NOD/SCID 小鼠注射小分子 CID

（AP20817）诱导 Caspase9表达，该系统能有效清

除 iPSC来源的肿瘤细胞，但是其他 iPSC来源的终

末分化细胞中也会发生细胞凋亡［73］。与Caspase9/

CID 系统不同，甘昔洛韦（GCV）在 HSVtk 的作

用下生成三磷酸GCV，能够阻断DNA合成，进而

产生细胞毒性。在脊髓损伤小鼠模型移植实验中

通过药物诱导启动自杀基因的表达，HSVtk/GCV

系统可以选择性地消除增殖的致瘤细胞，阻止移

植细胞的致瘤性转化，并保留成熟的神经细胞，

维持对运动功能的改善［74］。干细胞加载人工合成

元件动态监测并清除致瘤细胞有助于提高干细胞

治疗的安全性，推进干细胞的临床应用。

3 挑战与展望

干细胞来源的细胞治疗和类器官系统推动了再

生医学的研究进展。但是距离干细胞大规模临床应

用还有许多挑战，例如移植物中未分化干细胞的致

瘤性、免疫原性、异质性以及移植物成熟度不足导

致的功能不全。合成生物学利用“自上而下”的设

计理念对生物系统进行设计和改造，为调控复杂

的、可编程的细胞行为提供了新的思路和解决方

案。随着细胞生物学研究的不断深入，合成生物学

的工程化对象已从低等模式生物转向哺乳动物细

胞。目前，越来越多的研究表明合成生物学的策略

方法为解决干细胞治疗存在的致瘤性、异质性、免

疫排斥、功能不全等问题提供了可能。例如，通过

miRNA开关、自杀基因报告系统消除移植物中未分

化细胞，降低致瘤风险；利用合成受体调控的黏附

分子元件实现类器官结构功能优化；利用内置分化

线路实现多谱系细胞命运的控制。

“设计-合成-检测-学习”是合成生物学的核心

理念，在干细胞工程化改造中已经取得一些进展。

例如CellNet是一种基于基因调控网络构建的“检

测”“学习”平台，能为现有的细胞分化方案进行

打分并给出优化策略。人工智能的加入为干细胞

工程化改造提供了助力，但是该领域的研究仍然

存在较多不足。随着系统生物学和人工智能（AI）

技术的快速发展，单基因或多基因扰动模型解析、

预测基因调控网络对细胞命运的影响，为干细胞

工程化改造提供了新策略。来自不同组织器官的

大量组学数据为AI模型预测、解析细胞状态转变

过程中的关键转录因子提供了机会。除了单细胞

命运解析外，破译多细胞之间互作有助于理解发
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育过程中多细胞自组装及器官不对称发育事件，

有利于构建结构完整、功能成熟的类器官。越来

越多研究表明细胞外基质除了提供支撑保护作用

外，在细胞生长发育、器官功能成熟中发挥重要

作用。例如细胞外机制硬度改变能够诱导细胞发

生系列级联反应，促进再生修复以及干细胞分化。

心脏细胞外基质是维持心脏正常结构功能的重要

因素。心肌受损打破细胞外基质合成与降解的平

衡、导致心脏结构重塑是心力衰竭的一个关键病

理特征。因此，利用“输入、处理、输出”的人

工合成基因回路对细胞外基质进行精密控制、促

进细胞与环境间响应互作，有利于类器官的功能

成熟。最终通过破译多细胞之间、细胞和微环境

之间基因调控网络，结合合成生物学“设计-合成-

检测-学习”设计理念与新型的工程化改造技术，

实现再生医学的核心目标：器官再生。
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