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底盘-回路耦合：合成基因回路设计新挑战
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摘要：随着合成生物学研究领域的发展以及对人工生命系统设计复杂程度的需求增加，合成基因回路设计呈现复

杂化、规模化的发展趋势，导致合成基因回路行为变得难以预测。传统的基因回路设计框架注重回路内部元件作

用关系的刻画和元件自身性能的参数调试，通过大量的试错，使回路功能达到次优化。近年来大量的工作表明，

基因回路和底盘细胞存在难以避免的耦合：合成回路的基因表达受底盘细胞的资源调配机制调控，而合成基因回

路的表达消耗底盘细胞的资源。这种相互作用往往导致底盘细胞生理状态的改变并影响回路功能。因此，将底盘

细胞生理参数纳入到基因回路的设计框架中将有望提高基因回路设计的可预测性，提高理性设计能力。面对底

盘-回路耦合带来的设计挑战，近年来，涌现出了大量基因回路正交化、模块化的设计思路，成功减弱或规避耦

合效应。本文回顾了近年来微生物细胞生理与基因回路的相互作用机制研究的进展；进一步介绍了两类生物物理

模型的建立思路，展现物理模型如何帮助我们理解、预测和评估底盘-回路耦合带来的效应；总结了模块化和正

交化的设计范式，展现了它们对解决底盘-回路耦合效应的潜力。随着基因“读-改-写”能力提升，以及自动化

实验的大规模应用，未来基因线路的设计应当着重于以下几个方面：①高质量元件挖掘；②高质量定量数据刻

画；③多维度组学数据的整合，全面评估底盘细胞-基因线路作用程度；④精准的模型预测框架建立。
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systems，increased complexity and scale have been observed in the design of synthetic gene circuits，resulting in more

unpredictable behaviors. Traditionally，applying engineering principles into genetic circuit design employs mainly the

bottom-up strategy from individual parts to their potential assembly into biological parts/circuits/systems. This strategy

involves best fitting intrinsic parameters of individual parts through considering interactions among genetic parts，

which requires extensive trial-and-error to tweak the circuits’properties. Recent research reveals coupling between

synthetic circuits and host cells，which originates，on the one hand，from the global regulation of host cell physiology

on the circuit gene expression，and on the other hand，from the competition for and depleting of the cellular resources

including gene expression machinery and metabolic pools. This coupling not only alters the physiology of host cells，

but also influences the functionality of the circuits. Therefore，incorporating the physiological states of host cells into

the framework of genetic circuits design may improve the predictability of the circuits’behaviors for rational design.

Facing challenges from the host-circuits coupling， several strategies have been proposed， including parts

orthogonalization and device modularity，which show their potentials in unraveling the tangle of hosts and circuits. In

this review，we comment on mechanism underlying the coupling between prokaryotic host cells and genetic circuits

that have been widely reported in recent years. Two categories of biophysical models，coarse-grained and whole-cell

models，are presented，which help us to understand，predict and evaluate the effect of the host-circuit coupling and the

counter-intuitive phenomena as well. Meanwhile，attempts to reduce the coupling effect by orthogonalization and

modular design strategies are summarized. With the development of genome read-editing-writing techniques and

deployment of automatic high-throughput screening and analysis，we prospect on the genetic circuits design：

（1）Excavating of high-quality genetic parts，（2）Quantitative method for characterizing parts，and（3）Integrating

multi-level omics data to mine for hidden regulator networks between circuits and hosts，and（4）Developing accurate

and robust predicting framework.

Keywords: Escherichia coli; synthetic biology; system biology; host cells; genetic circuits; biophysical model;

orthogonalization; modularization

本世纪初两项创造性的工作——拨动开关［1］

和压缩振荡子［2］——利用工程化的思想设计了人

工基因回路并使其实现特定的生理功能。秉承这

一思想，合成生物学在众多学科的交叉中诞生，

在生命科学领域的研究中逐渐受到广泛的关注。

近 20 年来该学科出现许多重要的突破：一方面，
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通过对基因组的挖掘，人类得到大量定量刻画的

生物元件［3-5］，并设计出了越来越复杂的基因逻辑

回路［6-7］，它们能响应特定的外界信号并输出预期

的结果；另一方面，利用合成生物学工具，人类

对生命系统的工作机理有了更深层次的认识，例

如揭示细胞生长、分裂的普适机制［8-9］；利用化学

合成技术合成细胞基因组［10-11］为实现从头设计合

成生命打下物质基础。另外，在产业方面，大量

具有高价值的复杂产物通过合成基因回路实现了

工业化生产，有望取代传统化工合成，降低对环

境的破坏和对化石能源的依赖性［12-13］。

尽管如此，我们对基因的解读能力仍处在较

低的水平：DNA序列提供的信息高度复杂，通过

人工组合、设计的复杂基因回路放入到底盘细胞

后，底盘细胞对特定信号的响应往往出乎我们的

预期［14-15］。细胞在执行命令的过程中存在许多细节

我们仍不清楚或难以定量描述，但这些细节却也

是基因回路功能实现的重要环节。基因回路同底

盘细胞之间存在种种联系，回路功能实现依赖细

胞的DNA复制系统、转录和翻译系统以及各种代

谢产物前体。不同的菌株、不同的生长条件，都

会对基因的表达量产生影响［16-17］，而基因回路中不

同基因的表达量决定了回路的输出结果；同时，

外源的基因回路的表达对于底盘细胞而言是一种

“负担”［18-19］，外源基因表达将占用有限的 DNA、

RNA、蛋白质的合成机器以及各种底物，这种资

源上的占用将改变底盘细胞内源的基因表达，进

而改变底盘细胞的生理状态。因此，基因回路和

底盘细胞两者存在天然的耦合。然而长期以来，

我们对合成基因的回路设计思路主要集中在单独

元件的定量和预测上，忽略了底盘细胞与基因回

路元件之间的影响。所以，使用特定条件下的单

个基因模块的定量数据来预测不同工作背景下在

基因回路的行为会出现偏差，导致合成基因回路

设计不可避免地进入无限循环的“设计➝构建➝
调试”中。不仅如此，许多工程菌，如环境治理

工程菌、肠道菌群改造工程菌等，其工作环境往

往不是标准的实验室条件，底盘细胞生理显然受

环境的影响而发生了变化，导致很多基因回路无

法实现预期功能［20］。

得益于系统生物学理论以及组学实验方法的

发展，近年来，许多工作使得我们对于底盘细胞

生理的理解有了更加全面、定量的认识［15， 21-22］。

将底盘细胞的生理状态纳入到对基因回路行为的

理解中，许多反常规的问题迎刃而解［23］；同时，

这些理论也被应用到了合成基因回路设计的实践

中，给合成基因回路设计带来了新的思路。除此

之外，开发正交性元件和更加精巧的模块化设计

也为解决这一问题提供了新的思路［24］。

本文将梳理近年来合成基因回路与底盘细胞

相互耦合的理论研究，介绍底盘细胞与基因回路

的相互作用，以及与之相关的定量技术，并进一

步介绍近年来关于解开底盘-回路耦合的成果。

1 底盘细胞和基因回路的相互作用

细胞通过一系列的生理生化过程从外界环境

中摄取维持生长所需的物质，通过同化作用转化

为复制、转录、翻译和酶促反应等生物过程所需

的资源。在不同底盘细胞中，或者同一底盘细胞

在不同的环境和生长条件中，细胞会将其资源以

不同的策略分配给不同的环节，以最大限度地提

高其适应性［9， 21， 25-26］，分配策略的变化会导致回路

的响应变化。同时基因回路作为外源基因，会竞

争各种共享资源，如RNA聚合酶、核糖体和氨基

酸，以及各种生化反应所需的酶和能量［27-29］对底

盘细胞的生理状态产生影响，导致细胞生长缓慢、

形态发生变化，这些变化同样作为基因回路的输

入函数，影响基因回路行为，并可能产生难以预

料的结果［30］。而且不同回路模块之间同样也存在

竞争，这种竞争同样会导致回路的输出不符合预

期［图 1（a）］。本节将介绍回路-底盘相互作用的

机制研究成果，并讨论这些机制带来的生理

效应。

1.1 底盘细胞对基因回路的影响

不同生物底盘细胞之间的基因背景差异会导

致标准化的基因元件的输出结果的差异［33-34］，这为

合成生物学的标准化设计提出了重大挑战。Moser

等［35］研究指出转化到不同 Escherichia coli菌株中

的与逻辑门（AND门）会有不同的表现。同一培
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养条件下，AND 门回路在 E. coli DS68637 中能够

正常响应，而转入到 E. coli DH10B 菌株中却完全

失去功能。而不同营养成分的培养基以及不同的

培养条件也会对基因元件的响应产生改变［16， 36-37］。

AND门在LB培养基中对诱导剂的响应非常灵敏；

而转入贫瘠培养基后，诱导剂的加入甚至使细胞

停止生长。

除了底盘细胞的遗传背景差异以及培养环境

差异对基因回路造成的影响之外，底盘细胞的生

长速率也是影响回路功能的关键因素之一。细胞

中蛋白的降解主要以细胞生长的方式对胞内蛋白

进行稀释［38］，因此表达水平往往和底盘细胞生长

速率相耦合，而蛋白表达水平的浓度高低则决定

了基因线路的输出行为［39］。Tan等［40］分析了由自

激活突变体T7 RNA聚合酶组成的基因回路，虽然

该自激活过程是非协同的，但该回路的基因表达

水平却呈现出双稳态。这一反常规的现象可以解

释为，基因回路的表达引起了细胞生长速率的减

慢，而细胞的生长对基因元件的表达存在着正反

馈调节，进一步增加蛋白的积累，从而实现了双

稳态现象。

1.2 基因回路对底盘细胞的生长影响

人工基因回路的表达占用了底盘细胞生长代谢

相关的资源，影响细胞的正常生长［41-42］。外源基因

回路对RNA聚合酶和核糖体［36］的竞争是导致这种

压力的主要因素。当E. coli细胞表达与生存不相关

蛋白占细胞蛋白总量约30%时，细胞会完全停止生

长［25， 43］。除此之外，元件与底盘细胞的特异互作

可能导致毒性，比如代谢过程中的酶发生互作等。

图图1 底盘细胞和基因回路之间的相互作用［31-32］

Fig. 1 Schematic of interactions between host cells and genetic circuits［31-32］
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另外，外源基因的表达甚至会引起底盘细胞

的整体资源分配策略的改变。细胞本身存在动态

调节分配策略的机制［44-46］，（p）ppGpp［guanosine

tetra-phosphate or penta-phosphate，鸟苷四（五）

磷酸］转录翻译调节机制，当外源蛋白持续表达

几代之后，E. coli细胞可以利用（p）ppGpp 的调控

机制，实现对全局性资源的重新分配［44， 47］。较高

的（p）ppGpp水平通过直接抑制核糖体合成以及蛋

白翻译速度来抑制细胞生长。较低的（p）ppGpp水

平限制参与细胞代谢相关蛋白的表达水平。在引

入外源基因回路的条件下，外源基因对细胞内氨

基酸资源的消耗，使得（p）ppGpp水平升高，降低

核糖体的水平，提高代谢相关蛋白的表达量，这

一策略在贫瘠培养基中可以有效协调细菌的资源

分配。

1.3 基因回路内部不同模块之间存在竞争

基因回路中不同的模块之间也会竞争细胞资

源［48-51］。当外源回路中的基因都在争夺这些有限的

资源时，基因之间就会产生非预期的相互作用。

这些相互作用可以极大改变基因回路的预期行为，

导致实验结果与模型预测完全不符。例如，Qian

等［52］的工作表明，当两个激活模块单独存在时，

希尔函数可以很好地吻合实验结果。但是将两个

模块串联形成更复杂的体系后，理论预测的结果

甚至和实验结果完全相反。Wei等［50］则建立了粗

粒化的模型框架，用于描述生命体中转录因子、

核糖体、蛋白降解酶等资源的竞争行为，通过统

一的模型框架可以有效评估和理解基因回路中可

能存在的竞争效应。

除了上述三种竞争效应外，底盘细胞和基因

回路的互作还带来了一系列其他效应，例如增加

同基因群体的异质性、降低遗传稳定性以及毒性

效应。

1.4 基因回路导致底盘细胞生理异质性增强

即使是相同基因型的细胞，在生长分裂等动

态过程以及各种生理生化过程都存在噪声，造成了

表型多样性［53-55］。研究表明，这种差异往往随着生

长速率的减小而变得显著［56-57］。因此，外源基因的

表达使得这种扰动变得更加明显，从而导致底盘细

胞的生理异质性增强。而这种异质性导致一部分表

达量相对较低的细胞获得相对较快的生长速度，这

类细胞便可以在不断的传代培养中取得优势，最终

导致合成基因回路的失效［40］［图 1（b）］。另外，

在细菌细胞中，资源的分配比例也可能会随着个体

的差异而不同。例如，外源基因和底盘细胞基因往

往公用E. coli内源蛋白质降解系统ClpXP，过量表

达的蛋白可能导致不同蛋白的降解出现“排队效

应”，这一随机的分配过程导致细胞的异质性

增强［48］。

1.5 基因回路导致系统的遗传稳定性降低

细胞的生长压力带来的负向筛选作用会减弱

人工基因回路的遗传稳定性。研究表明基因回路

功能可以给细胞带来很大的适应性劣势（fitness

disadvantage）［31］，并且发生适应性进化以减轻与

表达外源蛋白质相关的代谢负荷或毒性。基因回

路给底盘细胞带来压力，同时导致底盘细胞生长

速率往往低于野生型菌株，而突变导致的含有失

效的基因回路的菌株往往具有更好的适应性，这

样一来，在连续培养的过程中，带有期望功能的

合成菌株会逐渐失去优势。Sleight等［31］评估了带

有不同的调控元件的 3种荧光蛋白在E. coli中的遗

传稳定性，发现表达量低和带有更少重复序列的

基因回路具有更好的遗传稳定性［图 1（c），修改

自文献［31］］。重复序列容易导致基因重组进而

导致序列丢失，因此有必要建立更大的优质元件

库，减少元件在同一基因回路中的重复使用，使

用低拷贝的质粒或者将基因回路整合到基因组也

可以降低重组发生的概率［58］。同时在设计的环节

中加入同源序列检查的过程，避免元件组合的过

程中产生意外的同源序列。

1.6 基因回路导致的细胞的毒性

在基因回路的测试过程，往往会发现有些基

因元件或回路会导致细胞形态发生变化，如纤维

化。一般认为这种现象是由基因回路与细胞的一

些生理过程发生了意外相互作用引起的。一种可

能是，异源 DNA 中存在一些意外的功能序列。
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如，DnaA Box会严重影响细菌的分裂［59］；另外，

富含 AT 序列的 DNA 序列可能是未知的启动子，

高频的转录占用了细胞大量 RNAP，造成 RNAP

不足［60］。另外，外源基因的表达产物也可能与底

盘细胞的基因组意外互作，例如 TetR家族中一些

阻遏的蛋白异常调节底盘细胞的基因表达［61-62］。

高表达 dCas9 也会严重影响细胞生理。组学实验

发现 dCas9 蛋白在高表达水平下，能够非特异性

结合到基因组上影响部分基因的转录水平［32］

［图 1（d），修改自文献［32］］，导致细胞生长

速率的急剧下降和细胞形态的纤维化。另外，也

有实验表明 gRNA 只含有 9 碱基与目标位点匹配

的情况下，也能有效结合到基因组上引起转录下

调［63］。目前，还没有系统性的定量毒性的方法，

对于这些意外的互作情况，使用组学技术，如

RNA-seq等［36］，可以有效地进行评估。

综上所述，基因表达与细胞生长之间存在着

多方面的联系。对这些关系的认识可以提高对基

因回路行为认识和预测，为合成基因回路的理性

设计提供指导。基于上述实验证据，很多数学模

型被用于描述这些机制，以进一步解释更复杂的

生理现象。

2 对合成基因回路与底盘细胞耦合效应
的预测

由于底盘细胞与基因回路之间存在复杂的相

互作用，近年来不少工作利用数学模型解释了不

同生长速度和药物作用下的细胞的行为［25］，将基

因回路与底盘同时纳入到模型的框架中，使得许

多基因回路失效的案例得到了解释，并为下一步

底盘改造提供了方向。本节将介绍近年来出现的

代表性的工作，介绍如何用生物物理模型去预测

耦合效应。

近十几年来，随着合成生物学的发展，用生物

物理模型描述回路与底盘的互作逐渐兴起，但模拟

细胞内全部或主要生理过程的思想早在 1979年就

有报道［64］。进入 20 世纪以来，伴随着组学技术、

生物定量技术的发展以及运算能力的提高，出现了

全盘考虑所有已知生化过程的数学模型，其被称为

全细胞模型（whole cell model）［65-67］［图 2（a），修

改自文献［67］］。也有忽略大部分生化过程，仅

考虑关键的几个生化过程的粗粒化的模型（coarse-

grained model）［25， 68-69］［ 图 2 （b）， 修 改 自 文

献［69］］。

2.1 基于基因组的全细胞模型

随着组学技术的兴起，构建全细胞模型的想

法自然而然地产生，自 2000年以来经历了构建全

基因组网络结构、整合组学数据阶段［65］，到目前

拥有一定的预测能力。

2012 年， Karr 等［67］ 基于多维组学数据对

Mycoplasma genitalium进行全细胞建模，将细胞的

生理过程分为 28个子过程并用 16个细胞变量将子

过程整合起来，用合适的数学模型进行模拟，例

如细胞代谢产物使用流平衡分析（flux-balance

analysis，FBA）方法，蛋白质等代谢产物降解采

用泊松过程。在每个细胞周期内，每个子过程都

在一个较短的时间尺度内独立模拟，并通过细胞

变量整合。该模型可以对基因组各基因与转录因

子之间的互作等诸多细胞行为做出预测，在这基

础上通过对单基因扰动的模拟发现了已注释基因

的新功能。除了M. genitalium以外，另一个比较成

熟的生物模型是E. coli模型，有研究以它为对象尝

试建立对应全细胞模型，成功预测大部分基因或

环境扰动对生长速率的影响［70］。除了预测实验现

象以外，全细胞模型在生理机制证明方面也有应

用，通过将染色体上的DnaA Box整合进全细胞复

制模型，可以建立染色体复制起始时间决策的模

型［71］。从全细胞模型出发研究关于噪声对基因开

关的影响，发现生长状态对噪声大小存在影响，

由于转录翻译元件扩散速度慢和自我复制特性会

产生正反馈机制，导致快速生长条件下的细胞存

在更大的噪声［72］。通过在模型中加入基因线路模

块，全细胞模型也可以进行基因线路动力学预测，

Purcell等［73］在回路噪声模拟问题上初步应用了M.

genitalium全细胞模型，再现了自抑制振荡回路中

的噪声现象。

全细胞模型涉及大量的参数，在M. genitalium

的全细胞模型中整理了 1900个参数，包括小分子

096



第2卷 www.synbioj.com

和蛋白质浓度、DNA蛋白质亲和力大小、RNA蛋

白质降解速率、超螺旋程度影响等，以及更多当

前无法定量的参数［74］。另外，繁杂的参数使得模

型模拟结果与参数之间的关系变得难以解读。从

“一切从简”的观点出发的粗粒化模型成为了与之

互补的另一条途径。

2.2 粗粒化模型

人们希望通过一些简化模型，抓住所关注问

题的核心机制，来对现象进行解释。早期细胞生

理学家通过粗粒化模型想要回答的问题是，如何

预测特定环境下的细胞生长速度。然而单纯从营

养物质能量大小出发，无法解释实验结果，于是

科学家们注意到前体代谢物对生长的关键作用以

及蛋白质合成和底物之间的调节效应，相关内容

总结于文献［75］，这算是最初的粗粒化模型。而

Scott等［25］基于实验现象，进一步将蛋白质组分为

核糖体相关部分、代谢部分和其他部分，通过构

建粗粒化模型得以解释实验中观察得到的现象。

2015 年 Weiße 等［68］又系统性地从能量角度整合

Scott的研究结果并精简了相关因素，对细胞生长

做出了更为准确的预测，并进一步讨论了其中回

路与宿主之间的作用机制。2017年，Liao等［69］引

入 ppGpp 作为全局调控因子，进一步对营养物质

切换时细胞生长的实验现象进行了解释，并且引

入了更多的竞争机制成功解释了基因回路相关的

实验现象。粗粒化模型对细胞生理行为的描述越

发准确，并且细胞与回路之间的互作也被越来越

多地考虑到其中。粗粒化模型的参数数量比全细胞

图图2 全细胞模型与粗粒化模型涉及细胞生理过程［67，69］

Fig. 2 Diagram of the whole-cell and coarse-grained models［67，69］
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模型的要少得多，Liao等［69］的关于E. coli的粗粒化

模型中的参数仅 97个，实验测得有 52个，其中部

分参数相对稳定，不需要重复测量，可解释性和

可实现性方面比全细胞模型更具有优势。

研究底盘-回路耦合效应，要抓住两者之间相

互作用的关键节点，资源的竞争和全局性调度是

绕不开的话题。根据不同的研究需要，抓住资源

竞争过程中的瓶颈和底盘细胞相互作用的调节分

子，研究人员构建了一系列模型帮助理解底盘-回

路相互耦合的源头。外源基因回路的表达，对底

盘细胞转录和翻译资源的竞争已经通过模型和实

验得到了阐述，例如，Vecchio课题组［49］和Macía

课题组［42］分别对宿主细胞内的不同基因回路资源

竞争进行研究，提出了基因表达的“等成本曲线”

模型，将RNA聚合酶资源和核糖体资源纳入到模

型框架中，并成功地解释了实验现象。

另外，在资源较强的竞争条件下，随机性也

会被放大，类似于“排队过程”。例如，蛋白质翻

译过程中不同种 mRNA的丰度对有限核糖体结合

竞争带来的基因表达波动［76］，类似的作用机制在

转录、蛋白质降解［48］过程中都会有所体现，Wei

等［50］提出的分子竞争粗粒化模型为解释竞争过程

在基因调控网络中的影响提供模型框架。

本质上，全细胞模型和粗粒化模型是两种不

同的思考方向，全细胞模型是自下而上地逐一还

原生化细节来构建完整细胞模型，而粗粒化模型

是自上而下地对细胞进行简化。或许未来某个时

刻这两条回路最终会到达一个终点，伴随着自动

化实验技术的成熟，发展出一套成熟的细胞模型

刻画体系，加快生物资源开发效率［77］。

3 减弱和规避合成基因回路与底盘细胞
之间的耦合

通过生物物理模型，可以帮助有效理解回路-

底盘耦合的根源。减弱或者规避这种耦合可以大

幅降低预测、构建大规模基因回路的难度。目前

主要有两种思路，回路元件正交化［78］和设计模块

化［79-80］。前者通过人工的改造和导入各个层次上

的正交元件（包括正交 DNA 碱基，正交 rRNA、

tRNA、mRNA，正交蛋白质），来减弱甚至最终消

除回路与细胞之间的耦合效应；后者通过基因互

作拓扑结构的设计，来增强回路本身鲁棒性，减

少其受宿主本身状态影响的效果。

3.1 合成基因回路正交化

正交化希望实现在维持回路其内部的逻辑调

控的前提下，尽可能减少其内部元件与元件之间，

以及元件与底盘细胞自身系统的不必要的交互。

基因回路会不可避免地使用底盘细胞的各种资源，

在特定情况下也需要建立与底盘细胞系统的接口，

比如在进行天然产物的生产中，对底盘细胞原有

的代谢网络进行连接［81-82］。正交化基因回路，减

少了与底盘细胞的过多交互，在进行模拟预测时

可以减少参数，提高系统的可预测性。通过在基

因库中挖掘，正交化的DNA复制、转录、翻译系

统也不断涌现出来，正交中心法则系统这一概念

也被提出。正交中心法则系统希望中心法则中涉

及的生物合成过程使用一套正交的系统完成，可

以类比为计算机科学中虚拟机的概念［83］。正交转

录机器则早已在合成生物领域广泛使用，噬菌体

RNA聚合酶是使用最多的元件，这类RNA聚合酶

识别特定的启动子序列进行转录，大多为单体酶，

且具有很强的转录活性。同时它们也容易被改造

成为蛋白质相互作用层次的逻辑门，例如对其结

构域进行分割，融合其他类型的蛋白质或结构域

可以丰富其功能，例如，感光 T7 RNAP［84-85］。类

似地，将RNA聚合酶与DNA识别能力的蛋白［例

如锌指蛋白（ZFNs）、转录激活因子（TALENs）

或CRISPR Cas蛋白等］进行融合表达，可以扩展

其使用的范畴。例如拓展理性化设计的启动子的

转录动力学范围［86］。

另一类正交转录系统则基于 σ因子，利用不同

来源的胞质外功能 （extracytoplasmic function，

ECF）σ因子对启动子序列的亲和性不同，通过共

享RNA聚合酶核心酶库和不同家族的ECF σ因子，

可以设计出正交的ECF σ因子组合，实现在转录层

面的绝缘［87］。蛋白的翻译涉及大量复杂的生物过

程，利用理性化和定向进化等手段，近年来，正

交翻译体系也取得大量的进展。例如，改造氨酰

tRNA合成酶可以将非天然氨基酸引入到蛋白质的
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序列中，有希望给蛋白质带来更多样的生理功能；

得益于DNA合成成本的降低，Freden等从头设计

DNA 序列替换细菌天然基因组，成功将 E. coli中

64种密码子压缩到了 61种，为扩充非天然氨基酸

到合成生命的蛋白库打下了基础［88］。改变核糖体

16S rRNA的序列，则可以得到正交核糖体，识别

非典型的核糖体结合位点（ribosomal binding site，

RBS）序列，从而绝缘合成基因回路和底盘细胞的

基因表达［78， 89］。

转录因子是合成基因回路设计中主要承担逻

辑运算的元件，这类元件识别特定的序列激活或

抑制下游基因的转录，未经正交化的转录因子存

在交叉识别对应结合位点的风险。另外，结合到

管家基因相关的DNA序列上可能影响细胞正常代

谢，产生毒性。

通过定向进化等手段对阻遏蛋白进行优化，

增强其序列识别的特异性，也有助于降低细胞毒

性［90］。除了典型的阻遏蛋白和激活蛋白外，许多

具有识别序列功能的蛋白都可以通过理性化设计

成为转录因子，如 dCas9、TALENs等，由于上述

的非特异性结合等原因，高表达此类蛋白往往给

细 胞 带 来 较 大 的 代 谢 压 力 。 正 交 化 设 计 的

dCas9*_Phlf在 dCas9上引入了R1335K的突变，去

除了 dCas9的 PAM（protospacer adjacent motif，前

间区序列邻近基序）结合依赖性，并融合阻遏蛋

白 Phlf，使得它需要同时识别 20碱基的 sgRNA结

合序列和 30碱基的 Phlf特异序列才能结合到DNA

上，扩充了特异性结合序列的长度，降低了脱靶

的风险，使细胞能耐受更高的表达量［91］。

3.2 模块化基因回路

合成生物学的一大愿景是实现基因元件的即

插即用［92］，即通过对基因元件的排列组合实现复

杂的网络调控。传统的模块化主要是指元件模块

化，即对启动子、编码序列、终止子等功能序列

定义其边界，将它们独立出来。除了在元件设计

过程中的模块化，更高层次的功能回路模块化方

案最近备受关注。功能回路模块化将功能回路

（例如逻辑门等）看作一个功能单元，通过合理

的设计使每一个实现特定功能的回路的输入输出

水平在插入到基因回路中时不受外部参数影响而

发生变化［24］。基因回路中各个功能模块之间的相

互作用主要由转录因子来实现，例如结合到基因

位点将导致游离转录因子浓度下降，进而扰动上

游模块；对于底盘细胞而言，基因回路对转录翻

译资源的消耗，将改变细胞生长速率以及各种资

源库的总量，进而又影响了基因线中的各种动力

学 参 数 ， 这 就 产 生 了 所 谓 的 回 溯 效 力

（retroactivity）［52］，回溯效力的存在导致功能模块

之间以及功能模块与细胞生理发生干扰，导致随

着基因回路增加，功能模块的动力学属性发生变

化。如何能够消除或规避回溯效力，实现回路的

功能模块化呢？控制理论中反馈控制和非协同前

馈环（incoherent feedforward loop，iFFL）［93］为功

能模块化提供了思路。在原先的功能模块中加入

一个控制器，来执行反馈调节功能或与原先模块

组成一个非协同前馈环，在一定程度上解决了这

一问题。

负反馈调节可以使基因回路的稳态输出水平

仅与自生元件的动力学性质决定，而不受基因表

达生成和稀释速率影响［图 3（a）］。当前大量基

于反馈控制的解决方案已经被应用到基因回路的

设计上，可以归结为局部水平和全局水平两

类（图3）。

局部水平的反馈策略主要着眼于功能模块输

出本身的稳定性，希望利用负反馈系统来隔离模

块与模块之间，以及模块与底盘细胞之间的相互

影响［94-95］。例如，使用转录后调控元件 sRNA形成

负反馈环，使每一模块的稳态表达水平都得以固

定，使得它们对来自资源竞争产生的扰动具有抵

抗的能力［图 3（b）］［95］。类似地，Aoki等［96］则

采用了对偶积分反馈的策略，在保证了模块的抗

扰动能力的同时，实现了模块稳态输出的可调性

［图3（c）］。

基于全局的资源调控反馈策略能够根据基因回

路表达带来的负担对所需的资源进行调控。这样的

模块化策略还可以与正交系统联用。例如，正交核

糖体基因表达系统中加入反馈控制模块，能够实现

对正交核糖体与内源核糖体比例的动态分配，使正

交核糖体的比例按需分配给基因回路，减轻基因回

路内部的资源竞争带来的耦合［图3（d）］［97］。
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另一种反馈策略则由宿主生理状态决定，根

据代谢压力的大小来决定外源基因的表达。通过

实验筛选出外源基因高表达时转录水平上调的启

动子，利用这类启动子激活下游基于 dCas9的转录

抑制系统，从而确保外源基因回路对细胞的压力

维持在一个较低的水平［图3（e）］［98］。

正反馈回路虽然无法使模块的输出水平更加

稳定，但也有独特的用处。在代谢工程领域，为

了增强基因回路的遗传稳定性，会利用与生理状

态偶联的正反馈回路［图 3（f）］，这一策略使得

表达目的产物的个体具有生长优势［99-100］。

除了反馈环这一策略外，另一种基于转录调

控的模块化手段则采用了非协调前馈环，Segall-

Shapiro 等［101］通过对 iFFL 模体的分析，指出当

iFFL模体中阻遏蛋白无协同效应时，稳态下模体

的输出将为一个常数而不依赖基因的拷贝数、细

胞生长速度，通过这一简单的策略，可以使基因

在不同拷贝数下实现稳定表达［图3（g）］。

图图3 模块化的基因回路设计

Fig. 3 Modularity of circuits design
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4 总结与展望

过去 20年来，合成生物学领域涌现出了大量

创造性的工作，从复杂而精巧的逻辑门回路，到

多功能生物活性材料，乃至药物、化工产品的生

物合成，都证明了利用合成生物学理论、方法的

可行性；同时，利用合成基因回路，通过自上而

下的手段，扰动生命体系，总结规律，这样一种

“建物致知”的研究范式，让我们对生命的基本运

行法则有了更加深入的认识。合成基因回路从实

验室走出来，进入到工业大规模应用，必须要能

够适应更多的遗传背景迥异的底盘细胞，以及更

加复杂多变的使用环境。然而，由于对底盘细胞

缺乏更系统的认识，导致更为复杂的人工生命系

统的开发工作效率低下。

本文总结了近年来底盘细胞生理、底盘细胞

之间相互耦合机制的研究进展，以及避免因耦合

引起的基因回路失效等方面的策略。诚然，生命

系统的复杂远远超出了我们的想象，掌握生命运

行的基本规律是我们理性化设计基因回路的根基。

目前，我们已经对合成生命体系的稳态行为有了

较为全面的认识。然而，生物定量手段的匮乏、

底盘细胞生理机制的空白、优质的生物元件库的

缺乏仍然是限制人类实现完全自下而上设计生命

体的瓶颈，未来，我们应当更加注重于以下几个

方面的研究：

（1）开发更加精准、高通量的定量手段，利

用多层次的组学技术，为定量刻画底盘细胞-基因

回路相互作用机制提供更加可靠、全面的数据。

生命系统是一个非线性复杂系统，精准的定量有

助于研究这一充满噪声的系统，找到隐藏在“平

均数”后的复杂机制。

（2）更加系统、定量化的底盘细胞生理研究，

理清底盘细胞在各种条件下（如逆境、非稳态）

的资源调控机制，扩大的底盘细胞研究种类。在

真实应用场景下，不论是发酵生产还是疾病治疗，

基因线路不可避免地经历外界环境变化，因此，

在亚稳态下，基因回路行为遵循的规律是回路设

计能力提升绕不开的门槛。

（3）挖掘、定量、优化更多的正交基因调控

元件，阐明不同遗传背景的底盘细胞基因元件的

性能。随着合成回路的规模日益庞大，高质量的

正交元件可以减少回路逻辑网络中意外产生的拓

扑结构，提高回路的可预测性。

（4）建立更加精准的模型预测框架，包括：

将底盘细胞与回路的模型描述整合在一起，结合

高质量定量数据，将非稳态状态下的行为纳入到

模型的模拟范畴中，增强基因回路行为的可预测

性；从DNA序列生成环节出发，检查序列组合中

随机产生的功能序列，如DnaA、启动子、转录因

子结合序列等。

（5）规避“非预期”的底盘细胞与基因回路

相互作用的解决方案，如利用反馈控制机制设计

更加模块化的基因回路。
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