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基因回路型全细胞微生物传感器的设计、优化与应用
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摘要：基于合成生物学理念构建的基因回路型全细胞微生物传感器作为生物传感器的一大重要分支，能够感知环

境中特定的待测物质，并按照一定规律将其转换成特定的信号输出，在生物制造过程监控、环境监测与食品安

全、医疗诊断与监护等领域的检测应用中显现出巨大的潜力。随着合成生物学各项技术的日益完善和遗传元件的

逐渐丰富，越来越多的基于不同响应机制、不同逻辑门与逻辑回路的全细胞微生物传感器已被陆续开发。然而，

目前基因回路型全细胞微生物传感器的设计与构建仍主要依靠假设-试错循环的经验性方法。如何设计与构建具

有高响应特性的基因回路型全细胞传感器，以及如何对元件、基因回路的优化提高其传感检测性能以满足不同实

际应用场景的检测需求，是目前亟需解决的瓶颈问题。本文将主要对基因回路型全细胞生物传感器的原理、分类

以及发展历程进行综述，着重介绍全细胞微生物传感器基因回路的设计与构建原则、传感检测性能的优化策略以

及在不同检测领域的应用进展，最后剖析了目前全细胞微生物传感器面临的生物安全性、设计构建烦琐、缺乏高

效便捷性、难以进入传感器市场等诸多挑战，以及对人工智能、合成生物学、液滴微流控等新兴技术将加速遗传

传感元件的开发和生物传感器的人工设计与构建进行了展望。
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Abstract: Whole-cell microbial biosensors with engineered genetic circuits constructed based on the concept of 

synthetic biology is an important branch of the biosensor. Whole-cell microbial biosensor is mainly composed of the 

sensing module, the computing module and the output actuating module. It can sense the concentration of specific 
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substances in the environment and then transfer it to specific signal outputs in time according to certain rules, which 

shows great potential in bioengineering process control, environmental monitoring, food safety, environmental quality 

monitoring and disease diagnosis and control, etc. With the improvement of various technologies in synthetic biology 

and the enrichment of genetic elements, more and more whole-cell microbial sensors based on different response 

mechanisms, different logic gates and logic circuits have been developed. However, the design and construction of 

genetically engineered whole-cell microbial biosensor still mainly rely on the empirical method of trial-and error-

learning. Therefore, how to design and construct high performance genetically engineered microbial whole-cell 

biosensors and how to tune its response curves by optimizing genetic elements or circuits to meet the detection 

requirements of different practical application scenarios is the new and important challenge. Here we reviewed the 

principle, classification and development process of genetically engineered whole-cell biosensor. We also focused on 

the design and construction of genetic circuit based on transcription factors and riboswitches, discussed optimization 

strategies for improving biosensor detection performance including dynamic range, specificity and working range, and 

then summarized its application progress in different detection fields. The optimization strategies are mainly involved 

in changing the expression level of genetic elements, adjusting the binding affinity between metabolites and genetic 

elements, restructuring the position of functional domains, etc. Finally, some challenges, such as biological safety, 

cumbersome design and construction, and inconvenience to enter the sensor market were discussed. It is expected that 

emerging technologies such as artificial intelligence, synthetic biology, and droplet microfluidics, will accelerate the 

development of genetic regulatory elements and the design and construction of novel biosensors.

Keywords: whole-cell microbial biosensor; transcription factor; riboswitch; genetic circuit; detection
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生物传感是在生物学、医学、电化学、光学、

热学及电子技术等多种学科相互交叉中新兴的一

种检测技术。生物传感器（biosensor）是以生物学

组件作为主要功能元件，能够感应特定的待测物

质，并按照一定规律将其转换成可识别信号的器

件或装置。全细胞微生物传感器 （whole-cell 

microbial biosensor）是指以微生物细胞作为感受元

件，将收集的待测分子信息转换为光、电等信号，

信号强度与待测物含量成正比，从而实现对细胞

内外的待测物进行定量和定性动态监测，是生物

传感器的一大重要分支。与传统的化学和电子检

测方法相比，全细胞微生物传感器具有成本低、

体积小、可降解、分析速度快、可在线或原位分

析等优点，并且能检测极微量的待测物质，在生

物制造过程监控［1］、环境监测与食品安全［2］、医

疗诊断与监护［3］等领域有极高的应用价值。

合成生物学（synthetic biology）是一门利用工

程学设计理念来构建具有不同功能生物体系的新

兴学科。伴随着合成生物学的快速发展，利用微

生物在不同环境条件下的进化优势和天然存在的

调控元件，结合基因回路工程化设计和优化，研

究者开发了一系列对底物（代谢物、药物等）以

及环境波动（温度、pH、有毒化合物等）响应灵

敏性高、特异性强的基因回路型全细胞微生物传

感器。尽管基因回路型全细胞微生物传感器在不

同领域检测方面已展现了巨大的潜在优势，但目

前全细胞微生物传感器的设计与构建仍主要依赖

于“假设-试错”循环的经验性方法。如何理性设

计基因回路来调控传感性能，使工程化全细胞微

生物传感器具备满足实际应用需求的响应特性成

为亟需解决的难题。本文将主要对近年来基因回

路型全细胞生物传感器的原理、发展历程以及基

因回路的设计、构建与优化原则进行综述，并介

绍其在生物制造过程监控、环境监测与食品安全、

医疗诊断与监护等领域应用的研究进展，以期为

未来基因回路型全细胞微生物传感器的理性设计、

传感性能可控优化及检测应用提供参考。

1 全细胞微生物传感器及其发展概况

随着经济发展，人们生活水平迅速提高，亚

健康问题、食品安全问题、环境卫生问题越来越

受到全社会的关注。作为传统色谱检测分析手段

的补充，全细胞微生物传感器具有其独特的优势。

与此同时科学技术迅猛发展，以微生物全细胞作

为敏感元件构建生物传感的技术显示了巨大的优

势和发展前景。

1.1 全细胞微生物传感器的分类

根据作用原理的不同，全细胞微生物传感器

可大致分成四类［4］：

（1）电活性物质测定型微生物传感器　微生

物细胞与底物作用后生成各种电极敏感代谢产物

（如 H2O2、还原型辅酶等），利用对某种代谢产物

敏感的电极即可检测原底物的浓度。

（2）呼吸活性测定型微生物传感器　微生物

细胞与底物作用后，在同化样品中有机物的同时，

微生物细胞的呼吸活性有所提高，反应中消耗的

溶解氧量或生成的二氧化碳量，反映了被微生物

同化的有机物的量。

（3）荧光共振能量转移型（FRET）生物传感

器　该微生物传感器利用 Förster荧光共振能量转

移，自荧光蛋白供体-受体对与小分子底物作用后

结构改变，进而导致的荧光变化反映了底物的量。

（4）基因回路型微生物传感器　待测物可诱

导微生物细胞中转录因子或核糖开关发生别构效

应，故设计与构建特定的基因回路，实现对待测

物质的感知与下游报告基因的表达。

报告基因的表达通常是可检测的，其输出信

号可供定量或定性检测，包括荧光信号、比色参

数、生物发光信号、细胞存活等（图 1）。基因回

路型微生物传感器凭借其可在线实时原位表征胞

内外代谢物浓度的能力，为研究者们打开了微生

物细胞内信号及环境变化的视野，逐渐成为合成

生物学研究的重要工具，本文将着重介绍基因回

路型全细胞微生物传感器。

1.2 全细胞微生物传感器的发展

早在 1967 年，Updike 和 Hicks［5］将氧化酶薄

膜覆盖在铂电极上，制成了首个酶生物传感器。

然而，酶纯化制备过程烦琐、成本昂贵且稳定性
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易受环境影响等问题不容忽视。微生物细胞具

有培养成本低廉，通过细胞繁殖可快速复制扩

增、鲁棒性强等优势，将全细胞作为生物敏感元

件有效克服了酶生物传感器的缺点。 1981 年，

Bulich 等［6］利用毒性物质抑制发光细菌呼吸从而

影响自身荧光强度的原理，首次实现了生物菌群

对环境水样总毒性的非特异性检测，打开了全细

胞微生物传感器的大门。自此之后，对细胞代谢

物以及疾病关键物质响应的遗传元件也陆续被挖

掘，全细胞微生物传感器逐步应用在生物制造和

疾病诊断领域。Farmer等［7］通过响应乙酰磷酸的

转录因子 NRI感知细胞内过量糖酵解通量，利用

与其结合的启动子控制番茄红素合成关键酶基因

的表达，构建了番茄红素通量动态传感调节器。

Aravanis等［8］敲除小鼠心肌细胞 β1-肾上腺素能受

体，用微电极阵列测量野生和改造心肌细胞的自

发搏动率，简化了异丙肾上腺素敏感信号分析及

特定功能活性测定。

为实现对外界复杂信号环境的准确识别与信

号表达，全细胞微生物传感器由最初对单一信号

的输入输出向对多个输入信号做出响应的复杂基

因回路设计发展。早在 1999年，Weiss［9］就提出了

从数字逻辑电路映射到遗传调控网络的想法，使

用抑制型转录因子构建了简单NOT逻辑门。自此

之后，OR、AND、NOT、XOR、NAND、NOR等

复杂的模块化逻辑门结构被设计与构建，并用于

多层次基因回路型全细胞微生物传感器的开

发［10-11］。在大自然的更迭进程中，微生物已进化出

多种分子响应机制，但是天然遗传传感元件仍不

能满足人类研究和生产的需求。研究者们通过生

物基因工程技术对现有的基因响应元件进行分子

设计与改造，极大地丰富了全细胞微生物传感器。

同时，随着大数据的快速发展和对遗传元件的深

入解析，各类数据库也不断开发。2012年，华中

科技大学郭安源教授团队［12］建立了 AnimalTFDB

数据库，涵盖 97 类动物全基因组转录因子信息

图图1　全细胞微生物传感器的分类

Fig. 1　Classification of whole-cell microbial biosensor

Signal input: metabolites, environmental change, pH, light, temperature. Signal conversion: ① microbial biosensor for electroactive substances, 

② microbial biosensor for respiratory activity, ③ fluorescence resonance energy transfer biosensor, ④ microbial biosensor with genetic circuit. 

Signal output: electron, fluorescence, colorimetry, bioluminescence that can be detected by electrochemical workstations microplate reader system.
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12万余，是国内首个自主开发和维护的转录因子

数据库，为全细胞微生物传感器的研究提供了庞

大的元件基础。随着全细胞微生物传感器的检测

应用场景的不断拓宽以及检测要求的不断提高，

借助合成生物学中启动子工程、蛋白质工程等手

段，研究人员已经建立了多种全细胞传感器检测

性能的优化策略，实现对灵敏度、动态范围等检

测性能的设计与优化［13-14］。Ding等［15］将人工智能

应用于预测与优化全细胞微生物传感器的动态范

围，建立的基于卷积神经网络的深度学习分类模

型可实现核糖体结合位点（RBS）到生物传感器动

态范围的可预测翻译调整。人工智能的发展为基

因回路型全细胞微生物传感器的理性设计与优化

提供了无限可能（图2）。

近年来，国家重点研发计划合成生物学专项

连续 3年围绕人工元器件与基因线路的任务部署了

高灵敏环境持久性有毒污染物感知与识别生物系

统（2018 年）、代谢病诊疗基因回路的设计合成

（2019年）、生物工业过程监控合成生物传感系统

（2019 年）、有毒金属感知修复的智能生物体系

（2020年）和高通量新型污染物生物筛选系统构建

与环境监控应用（2020年）等 5个项目，资助金额

超亿元，为进一步阐明合成生物传感器设计与构

建原则以及解决在实际应用过程中检测问题等一

系列挑战提供了科技支撑与布局。

2 基因回路型全细胞微生物传感器构建

原理

全细胞微生物传感器的功能由基因回路决定，

基因回路主要由信号识别模块（sensing module）、

信号转换模块（computing module）和输出/执行模

块（output actuating module）构成。识别装置用于

响应小分子代谢物等输入信号，以诱发转换模块产

生构象改变，激活或者抑制下游信号输出模块的转

录或者翻译。自然界中存在丰富的响应机制不同的

信号识别与转换元件，如转录因子（transcription 

图图2　全细胞微生物传感器研究进展及重要成果

Fig. 2　A brief timeline and important achievements in whole-cell microbial biosensor

(biosensors invention, environmental pollutants detection, logic gate design of genetic circuits, dynamic control in fermentation process, disease diag‐

nosis, Transcription factor database, artificial intelligence prediction model.)
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factors，TFs）、核糖开关（riboswitches）以及双组

分信号转导系统（two-component system，TCS）

等。信号输出模块为可监测的报告基因或者可指

导代谢通路的相关基因，通常由实际应用场景决

定。本节将着重介绍最为常见的基于转录因子、

核糖开关和报告基因的基因回路型全细胞微生物

传感器构建原理。

2.1 全细胞微生物传感器的信号识别与转换

2.1.1 转录因子生物传感器的信号识别与转换

转录因子调控结构是目前研究与应用最为广

泛的基因回路传感元件，主要由转录因子和含转

录因子结合位点（transcription factor binding site，

TFBS）的启动子构成（图 3）。转录因子具有两个

功 能 域 ： 配 体 结 合 域 （ligand-binding domain，

LBD） 和 DNA 结 合 域 （DNA-binding domain，

DBD）。配体结合域为传感元件的信号接收模块，

决定了配体的特异性与多样性，与操作范围密切

相关。DNA结合域为信号转换模块，可与转录因

子结合位点的碱基对非共价作用进行特异性识别。

DNA结合域的位置与转录调控机制有关，一般地，

在抑制体系中DNA结合域多位于转录因子的N端，

在激活体系中 DNA 结合域多在转录因子的 C

端［16］。转录因子结合位点是一段特殊的 DNA 序

列，通常具有对称性，多存在直接重复和回文序

列。将转录因子结合位点插入到启动子序列的不

同位置并本底表达转录因子是最常见的依赖于转

录因子的全细胞生物传感器构建策略。

在配体存在的情况下，转录因子优先结合配

体诱发DNA结合域的构象变化，脱离或结合启动

子上的转录因子结合位点，通过空间位阻效应调

节RNA聚合酶与启动子的结合激活或者抑制转录，

从而调控信号的输出。在此基础上，也有研究者

将转录因子激活型回路进行反向构建，通过RNA

聚合酶空间位阻效应和反义RNA耦合机制干扰正

向报告基因表达，从而进行 ON 和 OFF 状态的转

换，构建抑制型基因回路，丰富了全细胞生物传

感器的多样性［17］。

2002年以来，随着转录因子调控机制的深入

解析和开发，国内外各研究所对转录因子和转录

因子结合位点大数据进行收集、归纳和分析，陆

续开发了相关数据库，如 TRANSFAC、PAZAR、

JASPAR、TRRD等，为基于转录因子调控的全细

胞微生物传感器设计开发提供坚实基础。至今，

研究者们已陆续成功开发了木糖［18］、阿拉伯

图图 3　基于转录因子全细胞微生物传感器构建原理

Fig. 3　Construction principle of whole-cell microbial biosensor based on TFs

[Transcription factors (TFs) preferentially bind to ligands and induce conformational changes in the DNA binding domain (DBD). TFs, via their 

DBD, recognize and bind to a particular DNA-regulatory sequences called binding sites. This may result in increased or decreased reporter gene tran‐

scription by promoting or blocking the recruitment of RNA polymerase.]
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糖［19］、丙二酰辅酶A［20］、黏康酸［21］、葡萄糖胺-6-

磷酸［22］、乙酰磷酸［7］等依赖于天然转录因子的全

细胞生物传感器，并基于大数据和基因工程手段

不断挖掘、设计和开发具有新功能的遗传元件。

设计模拟天然转录因子的结构，或者利用天然转

录因子的两种结构的不同组合，可创造出天然不

存在的转录因子。基于转录因子明确的功能域区

分，Tungtur［23］率先尝试整合了 LacI 的 DNA 结合

域和 PurR的配体结合域，开启了人工转录因子构

建的进程。虽然结构域重组不会改变独立域的功

能，但两个结构在连接序列上的相互作用复杂，

仍是研究者需要攻克的一大难点。

2.1.2 核糖开关生物传感器的信号识别与转换

核糖开关是一类主要存在于细菌 mRNA的 5 ′

非编码区（5′ UTR）的顺式调节元件，通常由适

配体（aptamer）和表达平台（expression platform）

两个功能域组成。适配体可特异性识别配体，进

而诱发表达平台的别构作用通过转录起止、翻译

起 止 和 mRNA 自 剪 切 等 机 制 控 制 基 因 的 表

达（图4）。

转录起止型核糖开关位于目的基因序列内部，

只有当核糖开关与配体结合时发生内在终止子结

构构象改变，基因才得以完成或终止转录。翻译

起止型核糖开关表现为在结合配体后其茎环结构

重排释放或遮蔽核糖体结合位点 RBS，使得核糖

体可以结合或脱离从而调节下游基因翻译表达。

mRNA 自剪切型核糖开关通过抑制或激活核酶活

性，调控 mRNA 自剪切情况，从而控制翻译完

整度。

2002 年，Winkler 等［24］发现大肠杆菌中维生

图图4　基于核糖开关全细胞微生物传感器构建原理

Fig. 4　Construction principle of whole-cell microbial biosensor based on riboswitches

[Regulation by riboswitch. The riboswitch binds with a metabolite (a) to breaks formation of a terminator hairpin, leading to promote transcription of 

the reporter gene; (b) to activate translation of a reporter gene via its conformational change; or (c) to stabilize mRNA by blocking cleavage site in 

mRNA, leading to active translation of a reporter gene.]
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素B12转运蛋白的mRNA可以结合硫胺素或其焦磷

酸衍生物从而隔离核糖体结合位点导致基因表达

降低，首次提出核糖开关的概念。迄今为止，已

被开发的天然核糖开关效应物有 20多种，主要为

基础代谢物，包括氨基酸（如甘氨酸［25］、赖氨

酸［26］）、辅因子（硫胺素焦磷酸［27］、黄素核苷

酸［28］）、金属离子（如Mg2+［29］、Mn2+［30］）等。此

外，通过对现有适配体和表达平台结构的合理设

计改造，四环素［31］、四氢叶酸［32］、茶碱［33］等人

工核糖开关也陆续被开发。相比于转录因子调控

机制，核糖开关只由非编码RNA调控，不依赖于

蛋白质，调控机制简单，容易转移至其他微生物

底盘中以设计与构建传感基因回路结构，还具有

配体特异响应快、对细胞代谢造成的负担小等优

点，有非常大的应用潜力。

2.2 全细胞微生物传感器的信号输出

在设计与构建全细胞微生物传感器时，根据

全细胞微生物传感器报告基因的信号输出强度，

建立与待测物含量之间的关系，从而实现对细胞

内外的待测物进行定量和定性动态监测。因此，

根据不同检测应用场景选择信号稳定且易于检测

的报告基因以及考虑输出信号的检测方式尤为重

要［34］。根据信号检测方式，目前生物传感器设计

中已广泛使用的报告基因可大体分为 3类：荧光蛋

白、比色基因和生物发光基因等。

荧光基因（绿色荧光蛋白 gfp［35］、红色荧光蛋

白 rfp［36］等）是目前应用最为广泛的一类报告基

因，在特定的激发光下可以快速准确测量荧光强

度，结合荧光激活细胞分选技术更是能够实现目

的菌株的高通量筛选。为获得直接可视化效果，

比色基因（β-半乳糖苷酶 lacZ［37］、类胡萝卜素色

素 crtA、crtI［38］等）也被用于全细胞微生物传感器

的构建中。不同地，Aleksic［39］设计了具有 pH 响

应的砷酸盐大肠杆菌生物传感器，无砷酸盐时表

达脲酶增加 pH，砷酸盐存在时表达 β-半乳糖苷酶

lacZ，催化大肠杆菌乳糖发酵到乙酸和乳酸以降低

pH。生物发光基因（萤火虫荧光素酶 luc［40］、细菌

荧光素酶 lux［41］等）也是基于生化反应产生光，但

不需要激发光源。近期，具有高发光活性和小尺

寸的新型纳米荧光素酶［42］逐渐成为全细胞生物传

感器的首选生物发光报告基因。Lopreside团队［43］

更是系统性地研究了荧光报告基因（GFP、deGFP、

mCherry 和 mScarlet-I）、比色报告基因（lacZ）、生

物发光报告基因（NanoLuc、luxCDABE）等 3类 8

种报告基因对全细胞微生物传感器的检测性能的

影响。

3 全细胞微生物传感器的性能评价

全细胞微生物传感器的响应性能决定了其能

否成功应用于实际应用场景的检测，其性能主要

包括特异性、操作范围、动态范围、灵敏度、稳

定性，响应时间以及安全性等（表 1）。传感性能

的评价主要由Hill方程拟合的输入输出响应曲线呈

现（图 5），待测物浓度与生物传感器响应输出之

间的关系刻画了全细胞生物传感器的转换函数，

提供了生物传感器的性能信息。其中特异性是指

在复杂环境中特异性识别待测物的能力，要求与

该待测物结合时的输出信号较其他潜在配体具有

明显差异。操作范围是待测物浓度的可检测范围，

是生物传感器工作弹性的体现，在此范围内，输

出信号随待测物输入信号呈正相关变化。宽操作

范围意味着可以测量更宽范围的底物浓度，削弱

对信号输入的严苛要求。动态范围定义为存在与

不存在待测物时的最大输出信号（ON状态）与最

小输出信号（OFF 状态）的比例。高动态范围有

利于输出信号与背景噪声的区分从而降低假阳性

信号的概率，并且有助于区分底物浓度的微小差

异，为检测提供更高精度。待测物分子检测的灵

敏度和特异性是两个密不可分的参数。灵敏度反

映全细胞生物传感器对待测物的敏感程度，即信

号输入与输出变化程度的比值，由响应曲线斜率

呈现。此外，基于合成生物学工程化的全细胞微

生物传感器属于转基因生物（genetically modified 

organism，GMO）， 可能造成的社会风险和与之相

伴的生物安全问题也是考核的指标之一，要求其

符合合成生物学伦理以及相关安全政策、法规和

指南。
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4 基因回路理性设计与响应性能优化

生物传感器往往需要可调节的响应性能以满

足不同应用场景的需求。在多数细胞生物传感器

的检测过程中，由于微生物本体的特殊性，我们

无法对细胞胞内底物进行稀释、预分离等样品处

理，也不能随意改变维持细胞内稳态以及维持生

长条件等。此外，在设计复杂代谢通路的动态调

控时，每个基因的代谢通量不同，要求上游基因

的动态范围与下游目标的操作范围相兼容。这对

全细胞生物传感器在动态范围、操作范围等性能

方面提出了更高的要求，也意味着研究者们需要

具备开发和操纵基因回路型全细胞生物传感器检

测性能的能力。

4.1 基因回路微生物传感器响应性能影响因素

全细胞微生物传感器响应性能可通过改变遗

传元件表达水平、代谢物与遗传元件的结合亲和

力以及调整功能结构域位置等策略进行调节。影

响因素包括核糖开关位置以及与配体结合情况、

转录因子的蛋白质工程改造、转录因子与识别序

列的结合情况、转录因子表达量、启动子强度等

（图 6）。其中，核糖开关的优化策略多集中于配体

结合域的改造，如点饱和突变和基于 SELEX系统

进化等。转录因子的蛋白质工程主要涉及DNA结

合域和配体结合域的改造，直接影响其与识别序

列、配体的结合情况。转录因子与识别序列的结

合情况还与转录因子结合序列情况、位置及数量

密切相关。此外，转录因子表达量的改变可有效

调节全细胞微生物传感器的操作范围。通过更换

不同强度的启动子从而改变报告基因转录水平可

改变动态范围、本底表达水平等响应性能。目前

基因回路型全细胞微生物传感器响应性能的优化

往往采用对不同影响因素进行组合优化的策略。

本节我们将对转录因子和核糖开关两种类型的全

细胞微生物传感器性能优化策略进行详细的分类

论述。

4.2 依赖于转录因子的全细胞生物传感器性能优化

策略

依赖于转录因子的全细胞生物传感器可通过

蛋白质工程、启动子工程以及蛋白质表达水平等

手段对操作范围、动态范围、特异性、灵敏度等

响应性能进行优化。虽然其调节机制较为明晰，

但通常任一结构的改变会影响整个传感响应曲线，

往往需要不断试错循环以得到预期的性能参数。

4.2.1 基于蛋白质工程的优化策略

转录因子包含配体结合域和DNA结合域两大

功能域，与配体和DNA直接相互作用，从而间接

影响RNA聚合酶的结合，在全细胞微生物传感器

中发挥着关键作用。因此，通过随机/点饱和突变、

理性设计等蛋白质工程手段改造转录因子可有效

改变其与配体以及DNA的亲和力，从而调节全细

胞微生物传感器的传感性能参数。

Tang 等［18］对转录因子 XylR 进行整体随机突

图图5　全细胞生物传感器的Hill方程曲线

Fig. 5　Response curve of whole-cell microbial biosensor

(Main response performance parameters: maximum output signal a, 

background level b, dynamic range a/b, sensitivity c/d, 

operational range e.)

表表1　　全细胞微生物传感器性能参数［44］

Tab. 1　　Evaluation of whole cell microbial sensor [44]

评价指标

特异性

灵敏度

动态范围

操作范围

稳定性

响应时间

安全性

描述

在复杂环境中专一性识别待测底物的能力

对待测物浓度变化的敏感程度

最大输出信号和最小输出信号的比例

输入与输出呈单一正相关或负相关的输入信号

浓度范围

样品检测过程中保持性能恒定的能力

信号输入到信号输出的总时间

是否存在基因泄露转移、吸收外源DNA或潜在

有害突变等风险
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变，筛选到木糖微生物传感器操作范围增加了近

10倍的XylR突变体（L73P或 N220T）。对转录因

子DmpR进行定向进化构建的几个 4-硝基苯酚全细

胞微生物传感器在操作范围和动态范围上都有所

拓宽，但与野生型相比，本底表达水平也更高［45］。

类似地，Shin团队［46］在转录因子NahR残基 169和

248处引入突变，构建了一系列响应性能的水杨酸

全细胞微生物传感器，并获得灵敏度提高约 50倍

的突变NahR。这些研究证实了通过蛋白质工程策

略优化全细胞微生物传感器响应曲线的可行性和

潜在通用性。另外，不同来源的转录因子构建的

微生物传感器也已被证实在动态范围、操作范围

等性能上有截然不同的表现［47-48］。

转录因子配体结合域直接决定配体特异性，

从转录因子配体结合域出发突变改造，可以拓宽

或改变全细胞生物传感器的特异性。通过对尿素

转录因子HucR底物结合口袋的四个氨基酸位点进

行点饱和突变，Liang 等［49］结合荧光激活分选技

术高通量筛选得到对香草醛低响应同时对阿魏酸

高响应的HucR突变体。类似地，来自于大肠杆菌

的L-阿拉伯糖转录因子AraC被分别改造成响应D-

阿拉伯糖［19］、甲羟戊酸［50］、三乙酸内酯［51-52］和四

氢嘧啶［53］的转录因子，恶臭假单胞菌转录因子

TtgR 被改造为特异性识别白藜芦醇的突变体［54］，

粪产碱菌调节蛋白 NitR突变为高特异识别内酰胺

的转录因子［55］等。这些研究表明，突变配体结合

位点残基可以在不影响转录因子变构功能的情况

下有效改变配体特异性。

此外，由于转录因子具有明确的功能域，在

一定程度上可以模块化分离和重组，在天然转录

因子的模块化结构基础上可进行设计构建人工转

录因子。Meinhardt 等［56］将阻遏蛋白 LacI 的 DNA

结合域分别融合至 9个不同配体结合域构建了一系

列重组蛋白，构建的重组蛋白保留了各自配体的

特异性和变构效应，但仍存在部分配体结合域和

DNA 结 合 域 界 面 不 匹 配 的 问 题 。 Chou 和

Keasling［57］报道了一种新型杂合转录因子的设计，

提出以代谢酶作为配体结合域的构想，将异戊烯

图图6　全细胞微生物传感器响应性能优化原则

Fig. 6　Optimization principles of whole-cell microbial biosensor response performance

(The major impact factors of the performance of whole-cell microbial biosensor include the binding affinity of metabolites to TFs or riboswitches, 

and TFs to operators, functional domains position, TFs expression level, promoter strength, plasmid copy number, etc.)
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二磷酸异构酶序列分别融合到与转录因子AraC和

Gal4的DNA结合域，利用其与异戊烯二磷酸结合

后的二聚化效应，构建了异戊烯二磷酸人工转录

因子。

4.2.2 基于启动子工程的优化策略

启动子包含RNA聚合酶识别、结合位点，是

决定转录起始、影响转录速率的一段关键DNA序

列，已被证实与全细胞微生物传感器的响应曲线

有着密切联系，可通过改变启动子强度［17，58］、转

录因子结合位点位置［17，59-60］和数量［47，60］、转录因子

与 DNA 结合力［17］等手段影响转录因子/转录因子

结合位点和 RNA 聚合酶/核心启动子的相互作用，

从而调节响应性能。

启动子强度直接影响报告基因的转录水平。

天然脂肪酸Fad转录因子的启动子PfadBA输出动态范

围为 5倍，替换为噬菌体 T7启动子后可提升至 60

倍［58］。Chen 等［61］模块化组装了基于转录因子

AraC和 LasR的大肠杆菌诱导型启动子组合文库，

证实了动态范围主要由−35和−10位点的序列控制，

具体地，通过影响 RNA 聚合酶 σ70与 DNA 结合的

平衡常数Keq值来调节动态范围，并在此基础上建

立了一个热力学模型以支持平衡常数Keq参数对转

录起始速率和诱导折叠的预测，以此为依据快速

选择最佳组合构建了具有高诱导性和低本底表达

的双输入和多输入的杂合启动子。

调节转录因子结合位点的位置、数量和结合

力也可用于动态范围、操作范围、灵敏度的响应

性能优化。转录因子结合位点的引入除了增强对

启动子的抑制，同时也会稍降低基础启动子活性，

往往需进行综合评估。David 团队［60］考察了转录

因子FapR结合位点在PTEF1启动子中的数量和位置，

整合 3 个 FapR 结合位点时动态范围提升至 7 倍。

Xu等［17］对转录因子 PdhR结合位点的非保守区域

进行突变以调节与 PdhR 的亲和力，并细致考察

PdhR结合位点与转录起始位点+1的距离，最终获

得一系列动态范围在 0.6倍到 30.7倍的启动子，用

于枯草芽孢杆菌中葡萄糖二酸代谢途径动态调控。

4.2.3 基于蛋白表达水平的优化策略

依赖于转录因子的全细胞微生物传感器从底

物识别、信号转换及输出过程中离不开转录因子

和报告基因的表达。调节转录因子或报告基因表

达水平是另一种优化全细胞微生物传感器操作范

围和动态范围的有效策略。

细胞内转录因子表达量与配体操作范围关系

最为密切。通过调节控制转录因子的启动子强

度［47］、转录因子拷贝数［62］等方法调节转录因子表

达水平，可以有效改变待测物操作范围。在激活

型转录因子生物传感器中，低转录因子表达水平

使得操作范围趋于较低浓度，高转录因子表达水

平可将操作范围推向较高的底物浓度。在抑制型

转录因子生物传感器中，高转录因子表达水平可

支持较低 OFF状态和低表达泄露，有利于拓宽操

作范围和动态范围，为构建设计的首选。此外，

Ding等［15］通过随机组合不同翻译水平的转录因子

CdaR和报告基因 sfGFP的RBS，构建了 81种交叉

cRBS的葡萄糖酸生物传感器，其中基于R7M10和

RM10 cRBS 的传感器动态范围高于自然存在的

cRBS RG10 的 9 倍，证实了 RBS 可以有效调控全

细胞微生物传感器的动态范围。

4.3 依赖于核糖开关的全细胞生物传感器性能优化

策略

从分子工程角度来看，核糖开关是一种非常

理想、不依赖蛋白质、组成结构简单的人工基因

开关系统，但调节机制尚不明晰。现阶段，对依

赖于核糖开关的全细胞微生物传感器性能优化策

略多集中在配体结合域突变［63］、基于 SELEX系统

进化体系和理性设计新型核糖开关。

4.3.1 基于SELEX系统进化的核糖开关优化策略

指数富集型配体系统进化 SELEX技术可用于

体外筛选高亲和力和特异结合小分子的核苷酸序

列，具有无需掌握基因序列结构的优点。SELEX

技术耦合微生物体内筛选体系，逐渐成为辅助开

发人工核糖开关的有力工具。Jang等［64］体外构建

了库容量为 1.8 × 1015 的初始RNA文库，经过 8轮

混合、筛选及扩增后获得柚子素结合率为 26.1%的

富集文库，以此构建了 107～108的核糖开关文库，

基于四环素/Ni2+阳性阴性筛选策略，成功构建了 6

种动态范围为 1.93～2.91倍的柚子素核糖开关，并

提出核糖开关与 RBS连接序列也会影响核糖开关

的特异性。基于 SELEX技术还成功开发了己内酰

胺［65］、组胺［66］、L-色氨酸［67］、新霉素［68］、环丙沙
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星等［69］等人工核糖开关。

对于核糖开关，除了优良的结合性能，配体

结合后的构象转换特性同样至关重要，而后者通

常需要在细胞内进行筛选确定。然而，在富集文

库中找到具有核糖开关特性的适配体的概率低于

0.01%［70］，往往需要投入大量的时间和劳动力。据

此 Boussebayle 等［70］开发了 RNA 捕获 -SELEX 技

术，在文库的随机区域内插入小片段对接序列，

从而可与偶联生物素的互补寡核苷酸杂交固定在

链霉亲和素磁珠上，游离配体洗脱过程中仅构象

改变的适配体可被释放，在高亲和力基础上增加

同样重要的RNA构象转换筛选指标，大幅度减少

了筛选工作，提高了人工核糖开关的开发效率，

并成功构建了一种基于人工核糖开关的巴母霉素

生物传感器。

4.3.2 基于理性设计的核糖开关策略

基于理性设计的人工核糖开关往往从现有的

适配体和表达平台结构域出发，通过结构域重组、

合理设计表达平台等手段得以实现。该策略往往

需要对核糖开关的适配体和表达平台有深入的认

识，且配体结合和信号转导在连接域上相互作用

的构象变化复杂难以预测，因此仍难以作为一种

普适性的设计指导方法。

来自于变形链球菌四氢叶酸核糖开关的适配

体和来自于枯草杆菌核糖开关MetE的内在终止子

区域融合已被证实可构成具有功能性的重组四氢

叶酸核糖开关［32］。原则上，从已知的适配体序列

和二级结构出发，合理设计构造表达平台可以实

现人工核糖开关构建。早在 1998 年，Werstuck 和

Green［71］证明将体外小分子结合的 RNA适配体克

隆至基因mRNA的 5′-非翻译区域可用于翻译水平

的调节，开创了首个“人工核糖开关”。基于此设

计策略，越来越多的人工核糖开关得以开发［72-73］。

此外，Seuss等［74］提出了一种核苷酸滑动机制，将

茶碱适配体与螺旋通信模块相结合，成功构建了

翻译控制型人工核糖开关。通过将硫胺素焦磷酸

核糖开关的天然适配体结构域耦合到核酶表达平

台，Weiland 等［75］构建了基于 mRNA 自剪切型的

人工基因表达核糖开关。Wachsmuth团队［76］通过

依次组合茶碱适配体、间隔序列文库、与适配体

部分互补的序列文库和尿嘧啶富集序列以从头构

建内在终止子结构，基于Vienna RNA数据库进行

RNA 折叠模拟分析完整结构的共转录折叠路径，

开发了具有功能性的人工茶碱核糖开关，为转录

终止型人工核糖开关设计提供重要指导作用。

4.4 基因回路逻辑门设计

利用转录因子、核糖开关、启动子等遗传元

件构建单线程基因回路已得到广泛应用。然而，

细胞需要感知各种各样的环境信号，信号的单一

输入输出难以用于复杂条件的准确识别表达，需

要进行组合处理以产生更为复杂的逻辑转换。因

此，利用工程化思维、模块化组装设计不同的基

因回路逻辑门以满足现实复杂检测应用需求是未

来的研究重点与方向。

目前在全细胞微生物传感器中已成功构建了

OR、AND、NOT、XOR、NAND、NOR等逻辑门

的基因回路（图 7）。OR/XOR 逻辑门要求至少存

在一个输入信号即可驱动信号输出，在模块化单

输入基因回路基础上，构建的多信号输入往往控

制相同的一级输出基因，通过 RNAs、转录因子、

伴侣蛋白等作用机制［77］驱动或抑制二级信号的表

达。AND逻辑门需要所有输入信号才能打开输出，

缺少任何一个输入将导致最终输出关闭。AND逻

辑门的构建将多个输入信号的不同一级输出偶联，

协同驱动指导二级信号输出。Anderson团队［78］设

计的AND逻辑门结构包括两个遗传元件，T7 RNA

聚合酶基因和无义抑制因子 tRNA supD基因，共同

指导表达T7 RNA聚合酶，当这两个部分都通过输

入信号启动转录时，T7 RNA聚合酶被表达，从而

激活了T7启动子输出。在此基础上，通过简单逻

辑门的模块化重组可创建更为复杂多层次逻辑门，

例如 NOT 和 OR、AND 逻辑门进行联用可构建

NAND［79］、NOR［80］逻辑门。

虽然，利用遗传逻辑门对全细胞生物传感器

进行编辑丰富了基因回路的设计，但使用遗传级

联来处理传感器中的多层信号传递存在潜在的缺

点，由于下游基因表达和调控所需的额外时间，

可能导致响应时间较长。
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4.5 人工智能计算机模拟预测性能

对基因回路中任一遗传元件的改动往往影响

整体的传感性能，需针对该传感体系重新优化调

整获得最佳动态范围等性能参数，这是非常耗时

费力且试错成本高的研究工作。如何预测优化基

因回路遗传元件以获得目的输出变化从而高效指

导传感性能微调是解决上述问题的关键，也是实

现基因回路型全细胞微生物传感器的理性设计与

可控优化面临的一个重要挑战。

Ding课题组［15］在葡萄糖酸生物传感器研究基

础上，深入分析了 RBS调控机制和设计原则，并

基于该原则通过 DNA 微阵列芯片构建了 12000种

cRBS组合文库，借助卷积神经网络深度学习模型

以 RBS 数据及其特征为基础不断训练，建立了

cRBS 和动态范围的分类模型 CLM-RDR，最后随

机选择 18个 cRBS分别在葡萄糖酸、糖酸酯和阿拉

伯糖生物传感器中进行验证，计算机模拟预测结

果与实验观察到的一致性均超过 50%。该模型具

有较为优越的预测性能，为通过 RBS数据表征生

物传感器动态范围提供了重要指导和借鉴作

用（图8）。

5 全细胞微生物传感器的检测应用领域

全细胞微生物传感器是一种新颖、廉价、可

便携的微生物菌株，其携带的遗传物质含特异性

响应元件，可感应信号分子的浓度变化，并有望

适用于多种复杂环境。随着微生物学、基因工程、

高通量筛选等平台和技术的快速发展，近年来越

来越多的全细胞微生物传感器被设计开发，广泛

用于生物制造过程监控、环境监测与食品安全、

医疗诊断与监护等领域（表2）。

5.1 生物制造过程监控

微生物细胞工厂通过基因设计和改造被广泛

用于天然产物、药品等高附加值生物质的生产制

造［88］。全细胞微生物传感器可以原位表征细胞内

外代谢物浓度，有效推动了微生物代谢精准动态

调控和目标产物筛选。现阶段已完成多种代谢底

物（木糖［48］等）、代谢中间物（丙酮酸［17］、丙二

酰辅酶［89］等）以及代谢产物（衣康酸［36］、赖氨

酸［26］等）的浓度监测。Xu等［17］在磷酸戊糖代谢

途径和葡萄糖二酸生产途径中分别构建丙酮酸抑制

型回路和激活型回路，从而使得细胞内丙酮酸积累

时上调葡萄糖二酸代谢合成通路并且下调生物量累

积途径，细胞内丙酮酸匮乏时推动细胞生长，动态

调控细胞生长和产物合成，改造后的菌株葡萄糖二

酸产量由 207 mg/mL 提升至 527 mg/mL。Hanko

等［36］鉴定了一种衣康酸转录因子并构建基于荧光

检测的生物传感器，将衣康酸浓度与荧光强度偶

联有望用于衣康酸微生物细胞工厂的高通量筛选。

图图7　全细胞微生物传感器基因回路逻辑门的设计

Fig. 7　Design of logic gate in whole-cell microbial biosensor

（AND， OR， NOT， NAND， NOR gate design and signal input/output change.）
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此外，全细胞微生物传感器也广泛用于药物高产

菌株的开发。Wu 等［22］联用 CRISPRi 和目标途径

中关键代谢物葡萄糖胺-6-磷酸生物传感器，创建

了一个自主的双控制系统，使得代谢流动态通向

高价值风湿性关节炎药物N -乙酰葡萄糖胺，产量

提升至131.6 g/L。

5.2 环境监测与食品安全

伴随着经济和科技的发展，国家对环境问题

也日益关注。全细胞生物传感器具有可快速、准

确检测痕量化学物质的优点，被广泛用于环境污

染物的检测，现已衍生出了可检测不同环境有毒

有害物质的全细胞微生物传感器，包括有机物

图图8　人工计算CMN预测模型建立［15］

Fig. 8　Establishment of CLM-RDR classification model [15]

表表2　　全细胞微生物传感器的应用实例

Tab. 2　　Application examples of whole-cell microbial biosensor

领域

生物制造过程监控

环境监测食品安全

医疗诊断与监护

检测物

木糖

甘氨酸

丙酮酸

衣康酸

4-甲基苯二酚

As3+ /As5+

四环素

土霉素

硫代硫酸盐

茶碱

尿酸

葡萄糖

传感元件

XylR

甘氨酸核糖开关

PdhR

YpLysR

ChpR

ArsR

TetR

ThsR

茶碱核糖开关

HucR

GBP

操作范围

0～20 g/L

20～200 μmol/L

10～35 nmol/g

16～160 μmol/L

25～500 nmol/L

0.74～60 μg/L

＞20 μg/kg

＞50 μg/kg

0.1～1 mmol/L

0～5 mmol/L

0～5 mmol/L

1～10 mmol/L

应用

木糖转运蛋白筛选

动态调控5-氨基乙酰丙酸合成

动态调控葡萄糖二酸合成

衣康酸高产菌株筛选

农药毒死蜱检测

水样重金属离子检测

鱼肉四环素、土霉素含量检测

小鼠结肠炎诊断

支气管扩张剂药物摄取监测

血液中尿酸稳态维持

糖尿病患者血糖监测

参考文献

[18]

[25]

[17]

[36]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]
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（苯［90］、萘［91］、酚类［81，92］ 等）、重金属离子

（As3+［82］、Cd2+［93］、Zn2+［94］等）以及抗生素残留

（四环素［95］、卡那霉素［96］等）。Wang团队［97］设计

了一种基于 Hrp操纵子的 AND逻辑门运算，构建

了可同时检测 As3+、Hg2+、Cu2+的大肠杆菌全细胞

生物传感器，为复杂环境中多组分输入生物传感

器设计提供指导。抗生素是人类治疗最成功的药

物之一，然而人类治疗及农业生产等活动中释放

到环境的大量抗生素导致细菌种群的抗生素耐药

性增强，也被视为食品中重要污染源［98］。Pellinen

等［83］偶联四环素响应元件 TetR 和荧光素酶操纵

子，构建了可特异性检测四环素类抗菌剂的生物

发光大肠杆菌K12，实现鱼肉中的四环素和土霉素

的检测，最低检测水平分别为20 μg/kg和50 μg/kg。

5.3 医疗诊断与监护

全细胞微生物传感器作为疾病诊断以及传统

药物治疗的替代疗法，具有非常广阔的应用前

景［99］。现已开发了针对组胺过敏反应［100］、肝损

伤［101］、胰岛素抵抗［102］、格雷夫斯病［103］ 和炎

症［104］等病症的全细胞微生物传感器。将偶联有报

告基因 sfGFP的硫代硫酸盐 ThsR生物传感器转移

到大肠杆菌中，已被证实可用于结肠炎小鼠的诊

断［84］。对于人类细胞，Zager［105］报道了一种基于

DNA损伤诱导基因表达的遗传毒性检测生物传感

器，用于评估化学试剂引起的遗传损伤。此外，

茶碱（支气管扩张剂药物）适配体构建的核糖开

关［85］可用于检测血液中茶碱浓度，从而监测药物

摄取、疗效以及预防茶碱中毒［106］。尿酸水平升高

与痛风性关节炎有关，Kemmer等［86］设计了一种

基于HucR转录因子的尿酸微生物传感器，通过感

知尿酸水平触发尿酸氧化酶表达，剂量依赖性抑

制和消除尿酸从而恢复血液中的尿酸稳态。

6 展望

现阶段基因回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。生物传感基因元件设计与调控是未来构

建人工生物体系的重大科学问题之一。自 2018年

起，在科技部合成生物学重点专项中围绕“人工

元器件与基因线路”这一任务立项并启动了多个

合成生物传感系统方向的重大科研项目。在 2021

年项目申报指南的征求意见稿中，对疾病诊断与

监护生物传感系统、食品安全检测的合成生物传

感系统和真实环境中痕量内分泌干扰物的合成生

物感知系统开发与结构识别应用等 3个合成生物传

感系统方向也进一步加强了科研项目部署。

合成生物学的快速发展为我们提供了新的用

于创造模块化和多级生物控制系统的技术与工具。

虽然目前已经有很多开创性的工作，但这一领域

的研究成果仍有很多不足，值得研究者们继续探

索和创建新的策略。例如，重组工程菌的设计需

求正在逐步从实验室转移到实际条件，工程菌的

鲁棒性亟待提升；其对生态环境和人类健康的潜

在影响也需要更系统的安全评估；部分生物传感

机制不明晰，底物谱图有限，生物控制效率也需

要进一步提高；同时，性能调控策略主要依托于

经验性分析和繁重的筛选试错工作，未建立具备

普适性的调控体系等等。此外，为实现高要求或

特殊应用目的，生物传感器的设计未来必然要耦

合更多有用的调控元件，如 CRISPR［107-108］，并利

用工程原理进行更多层次复杂遗传路径的设计开

发，这就需要我们在未来挖掘和解析更多机制清

晰、标准化的遗传传感元件。

全细胞微生物传感器已有近 40年的历史，但

是鲜少进入传感器市场。究其原因，可总结为以

下三点：①基因改造生物带来的潜在生物安全问

题；②低效的传感功能；③缺乏低价易用的传感

平台。因此除了致力于遗传元件和基因回路的人

工设计与构建，针对全细胞生物传感器的检测性

能提供更多的优化策略，提高其动态范围、操作

范围等响应性能参数，同时基于不同检测限的全

细胞微生物传感器开发一种价格低廉且易用的微

生物传感器阵列（microbial sensor array），有望解

决上述三个问题并进一步扩大其应用价值［109］。近

年来，人工智能、流式细胞、液滴微流控等新兴

技术的不断发展为生物传感元件的开发和定向改

造提供了强有力的支撑，为全细胞微生物传感器
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基因回路的理性设计和性能精细调控提供了科学

指导，加快了遗传元件和生物传感器人工设计与

构建的过程。新时期，伴随着大健康发展需求的

不断提高，必定会产生新思想、新原理和新方法，

促进生物传感技术的高速发展。
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