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遗传开关的活细胞定向进化平台的建立及应用
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摘要：在合成生物学中，转录因子作为遗传开关，可通过模块化组合策略构建复杂的调控网络。现有工程化的基

因元件种类有限，因此建立高效的遗传开关定向进化平台对于基因线路设计和代谢通路优化具有重要价值。本研

究整合 TADR 活细胞定向进化系统和基于半乳糖磷酸激酶 GalK 及绿色荧光蛋白 GFP 的双重正负筛选系统，构建了

优化遗传开关的实验平台。通过转录因子 TetR 的进化实验验证了该平台的有效性，并成功将转录因子 AcuR 从阻

遏模式反转为激活模式 （AcuR-OFF）。AcuR-OFF 蛋白的开关性能与野生型类似。相较于常用的易错 PCR 技术，

TADR 构建突变文库成本更为低廉，突变规模多样性更高。双重正负筛选系统极大降低了假阳性率，在目标种群

丰度低的极端情况下仍然具有高效筛选能力。该实验平台有望成为遗传开关开发与优化的有力工具。
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Abstract: Transcription factors, as genetic switches, are used in synthetic biology to construct complex regulatory 

networks through modular combinations. Transcription factors are classified by two groups, repressors and activators. 

Repressors bind DNA and repress the expression level of downstream genes without inducers but will dissociate from 

DNA in the presence of inducers. The regulation type of repressor is called ON system, whereas activators bind DNA 

only after induced. The regulation type of activator is called OFF system. The goals to optimize transcription factors 

include identifying new substrates, enhancing sensitivity, adjusting dynamic range, and modifying regulation types. 
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However, current types of engineered genetic elements are limited. Consequently, establishing an efficient platform of 

directed evolution for developing genetic switches is important for the design of genetic circuits and the optimization of 

metabolic pathways. In this study, we integrated in vivo directed evolution system of TADR (Targeted Artificial DNA 

Replisome) with a dual positive-negative selection system based on galactose kinase (GalK) and green fluorescent 

protein (GFP) to develop an experimental platform for optimizing genetic switches. The effectiveness of this platform 

was validated through experiments with transcription factor TetR. We successfully converted TetR from a repressor to 

an activator. In addition, we also converted transcription factor AcuR from a repressor to an activator (AcuR-OFF) 

which has not been reported before. The response of AcuR-OFF mutants to inducer is opposite to that of the wild type, 

but with similar dynamic range. Compared with the commonly used error-prone PCR technique, TADR is more 

affordable for construction of mutants library with higher genetic diversity. The dual positive-negative selection system 

greatly reduces the rate of false positives, and is able to screen in extreme cases where abundance of the target mutants 

within the population is low. This experimental platform is expected to be a powerful tool for the development and 

optimization of genetic switches, thereby advancing the research in synthetic biology.

Keywords: in vivo directed evolution; positive-negative selection; genetic switches; transcription factors; 

Escherichia coli

转录因子在调控基因功能模块和优化代谢网

络拓扑结构中发挥关键作用，因此成为遗传开关

这一合成生物学核心元件的主要来源。使用定向

进化技术开发遗传开关，可系统扩展遗传开关元

件库的多样性与可编程性，以提升细胞选择与执

行复杂行为的能力［1］。要实现对转录因子的定向
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进化，需要实现两个高效步骤：第一步需要构建

大规模高质量的突变文库；第二步需要开发适配

的筛选策略以实现高通量筛选。

目前已经开发了许多突变工具，针对不同的

宿主，采用不同的机制进行靶蛋白的突变［2-15］。根

据建库方式可以分为体外建库和体内建库两类。

易错 PCR突变是实验室内常用的体外建库突变工

具，利用易出错的DNA聚合酶，使得错误碱基以

一定的频率随机掺入到扩增的基因中，得到具有

丰富遗传多样性的突变体文库［16-17］。TADR突变系

统（target artificial DNA replisome）是一种活细胞

体内建库的定向进化技术，它由三个部分组成：

CisA 切口酶、Rep 解旋酶和 T5 易错 DNA 聚合酶

［图 1（a）］［15］。CisA切口酶识别起始序列（30 bp）

后，切断DNA单链，而后招募Rep解旋酶-T5易错

DNA聚合酶形成复合体，并以完整的DNA单链为

模板进行新链的合成，在合成过程中随机引入突

变。当复合体遇到终止序列（30 bp）时，聚合反

应终止，复合体从 DNA 上解离［图 1（b）］。相较

于传统的定向进化，TADR系统转化至宿主后，即

可伴随着宿主的细胞分裂自动进行多轮突变积累，

通过指数增长的复制周期（20～30 min/代）实现

了突变库的几何级数扩展。即TADR系统可随着细

菌的生长迭代不断累积突变，进一步扩大突变库

的规模。

转录因子的筛选系统需要正向筛选（诱导剂

出现时有基因表达）和负向筛选（诱导剂缺失时

无基因表达）交替的筛选策略。满足上述要求的

标记系统可分为两种类型：一类是单分子正负筛

选标记体系［18-23］（即单个蛋白兼具筛选“开”“关”

两种状态的能力）；一类为双分子正负筛选标记体

系［24］（即两个蛋白协作，一个作为正向筛选标记，

一个作为负向筛选标记）。在筛选实验中，负向筛

选往往容易产生大量假阳性，选择两个单分子正

负筛选系统联用（双重正负筛选），能够更有效地

控制假阳性对实验的干扰。单分子正负筛选标记

体系的典型代表是荧光蛋白家族，将荧光蛋白与

调控序列偶联，通过荧光强度的强弱变化来反映

调控的开关状态。Umeno团队［18，25］开发的BetI阻

遏蛋白定向进化平台（Bet-ON/Bet-OFF系统），通

过 GFP 荧光强度变化实时监测大肠杆菌中 BetI的

DNA 结合状态。另一种经典的正负筛选标记是

TetA蛋白。tetA基因编码了四环素外排泵，可以使

细菌获得四环素抗性（正向筛选），同时也会使细

胞更容易受到氯化镍毒性的影响致死（负向筛

选）［20-22］。GalK 也是一种常用的正负筛选标记

［图 1（c）］，其原理是通过 GalK 催化半乳糖

（galactose， Gal） 和 脱 氧 半 乳 糖 （2-deoxy-

galactose，DOG）使其磷酸化，在半乳糖为唯一碳

源的培养基中，只有 galK基因表达，细菌才能利

用半乳糖生存（正向筛选），反之则不能。而培养

基中添加脱氧半乳糖时，若 galK基因表达，GalK

将脱氧半乳糖磷酸化，生成有毒物质，导致细胞

死亡（负向筛选）；相反若 galK基因不表达，脱氧

半乳糖本身对细菌没有毒性，则细菌可以生存。

因此，可以通过控制培养基物质成分来达到GalK

正负筛选的目的［23，26］。

转录因子的优化目标包括识别新底物、提升

灵敏度、调整动态范围和改变调控模式。依据转

录因子的类别，可以将调控模式分为 ON 模式和

OFF模式两类。ON模式是指无诱导剂时阻遏蛋白

结合在DNA上，阻遏下游基因的表达；而添加诱

导剂时，阻遏蛋白与诱导剂结合，解除对下游基

因的抑制。OFF 模式是指无诱导剂时激活蛋白不

与 DNA 结合，下游基因表达；当添加诱导剂时，

激活蛋白与诱导剂结合，阻遏下游基因的表达。

不同应用场景对遗传开关的调控模式有不同需求，

当靶标基因需要长时间严格关闭、偶尔表达时，

更适合阻遏蛋白进行调控，如在代谢物生物传感

器中，只有在代谢物存在时才启动报告基因表达，

无代谢物时，报告基因不表达［27-28］。当靶标基因需

要长时间表达、偶尔关闭时，更适合激活蛋白进

行调控，如在微生物发酵中，细胞生长与产物合

成阶段需要动态调控代谢流，在诱导后关闭生长

相关基因，将资源转向产物合成［29］。将 TetR（阻

遏蛋白）开发为 TetR-ON 和 TetR-OFF 系统，BetI

（阻遏蛋白）开发为Bet-ON和Bet-OFF系统，以实

现对不同基因的精准调控［18，25，30-31］。

目前具备两种调控模式的遗传开关数量有限，

无法满足对复杂调控网络设计的需求。因此，本

研究选择 TADR 活细胞体内定向进化技术进行建

库，利用GFP-GalK双重标记进行筛选，构建大肠
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图图1　搭建定向进化实验平台

（a）TADR系统的组成元件；（b）TADR系统引入突变的过程，黑色和灰色片段分别为起始和终止序列；（c）GalK正负筛选标记的工作原

理；（d）TADR-GalK-GFP实验平台的工作流程；（e）以阻遏蛋白为例，筛选系统GFP-GalK的表达受阻遏蛋白调控，通过改变诱导条件实

现正向和负向筛选

Fig.1　Construction of the directed evolution experimental platform

(a) Components of the TADR system; (b) The process of introducing mutations by the TADR system, the black and gray segments represent the 

initiation and termination; (c) The working principle of the positive and negative screening markers of GalK; (d) The working process of the TADR-

GalK-GFP experimental platform; (e) Taking the repressor protein as an example, in the screening system, the expression of GFP-GalK is regulated 

by the repressor protein, and positive and negative screening are achieved by changing the induction conditions
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杆菌活细胞内的遗传开关定向进化平台，为拓展

合成生物学元件库提供新的工具。

1 材料和方法

1.1 实验材料与设备

实验所用 MG1655Δrep 菌株、 TADR 质粒、

pETcoco 质粒均从实验室获得。Trans1-T1 克隆感

受态细胞从全式金公司购买，所用片段由迪赢公

司合成，引物由擎科公司合成。其他实验材料：

LB和MOPS培养基（细菌培养）；天根质粒小提试

剂盒（提取质粒）；Omega 胶回收试剂盒（回收

DNA 片段）；全式金 Gibson Assembly 试剂盒（构

建质粒）；诺唯赞 PCR试剂盒（PCR扩增）；安捷

伦随机突变试剂盒（易错PCR化学建库）。实验主

要使用的设备有贝克曼 CytoFlex SRT 流式细胞仪

及安捷伦Biotek Synergy H1酶标仪等。

实验中主要使用了LB培养基和MOPS培养基

两种。LB液体培养基配制方法为：取LB肉汤 21 g

（或者LB肉汤不含糖 20 g），加入去离子水 1 L，搅

拌加热煮沸至完全溶解，分装三角瓶，121 ℃灭菌

15 min。LB 固体培养基配制方法为：取 LB 琼脂

36 g（或者 LB 琼脂不含糖 35 g），加入去离子水

1 L，搅拌加热煮沸至完全溶解，分装三角瓶，

121 ℃灭菌 5 min。本研究使用了 Rich MOPS 和

Minimal MOPS 两种培养基，并对其成分进行调

整。选择了 10种氨基酸作为添加物，包括亮氨酸、

丙氨酸、甘氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、丝氨酸、

天冬氨酸、谷氨酸、精氨酸和苏氨酸。分别称取

各类氨基酸 2 g，共计 20 g，溶于 100 mL 蒸馏水

中，使用 0.22 µm的滤膜过滤除菌。使用时按照 1∶

100的比例加入。配制Rich MOPS培养基时，按照

1∶100 加入 10× MOPS 母液、1∶1000 加入 0.132 

mol/L K2HPO4溶液、1∶100 加入碳源（20% 葡萄

糖或 50%甘油）、1∶100加入氨基酸混合液，补加

无菌水至所需体积。Minimal MOPS培养基中不添

加氨基酸，其余与Rich MOPS成分相同。

此外，实验中涉及的所有核糖体结合序列

（ribosome binding site，RBS）序列见表 1。使用

RBS Calculator 预测启动子和 RBS 序列的表达强

度 ， RBS Calculator 的 网 址 为 ： https：//www.

denovodna.com/software/predict_rbs_calculator。

1.2 实验方法

1.2.1 同源重组

制备 MG1655Δrep 电转感受态，电转 pKD46

质粒，制备含有 pKD46质粒的感受态。准备不少

于 500 ng的融合片段，电转进含有 pKD46的感受

态细胞中，在 30 ℃下孵育 2 h（也可适当延伸至

3 h左右），获得含有目标片段的底盘细胞。本实验

中需要完成两次同源重组，一次将卡那抗性片段

取代基因组中的 galK基因，完成后，再同源重组

含有调控序列和筛选标记的片段，获得实验底盘

细胞。将底盘细胞传代去除 PKD46质粒后，挑取

单克隆至 1 mL培养基中摇菌。37 ℃培养 12 h后，

取 500 µL菌液与等体积的 50%甘油混合，放置于

−80 ℃下进行保菌，其余菌液用于制备感受态，便

于后续实验。

1.2.2 质粒构建

目的片段可以从已有的基因片段中扩增片段，

或直接送由公司合成，质粒骨架可从实验室中已

有的质粒骨架上扩增，在设计引物时应注意片段

与骨架之间的接口处有 30 bp左右的重叠片段，以

进行正确组装。片段长度在 25 bp以上，能够确保

重叠片段的退火温度在 50 ℃左右。将扩增好的片

段及质粒骨架回收后，进行定量操作。依据

Gibson Assembly 说明书，在 PCR 仪下 50 ℃反应

15 min（若需要提高效率，可延长反应时间），化

转构建质粒。测序验证成功后，扩培菌液进行质

粒的提取，用于后续实验。

表表1　　实验使用的RBS序列

Table 1　　The RBS sequence used in the experiment

RBS名称

RBS name

RBS1

RBS2

RBS4

RBS5

RBS28

RBS166

RBS1036

RBS序列

RBS sequence

TCGAGGT

TCCTGGT

AGGAGGT

GAGGAGG

CTCGTGA

TCCTGGA

TCCAGGA
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1.2.3 TADR突变建库

由TADR的作用机理可知，将目标基因构建在

含有起始 30 bp序列后，TADR系统便可以实现对

目标序列的随机突变。本实验所用的TADR版本为

质粒版本，其表达受阿拉伯糖操纵子调控，因此

可以通过控制阿拉伯糖（arabinose，Ara）的添加

与否来调控TADR表达。将含有调控系统的细胞制

备感受态后，电转入 TADR 质粒，涂布在 LB/Ara

的抗性平板上，即可突变建库。细菌在平板上生

长至肉眼可见大小，约传代 20 次。洗板稀释后，

重新涂布在 LB/Ara平板中，即可实现细菌的迭代

突变。共进行 3 次平板传递，细菌突变传代约

60次，获得规模较大的突变库。在后续筛选实验

中，需添加葡萄糖作为碳源，抑制TADR蛋白的表

达，减少突变对筛选结果的干扰。

1.2.4 筛选表征方法

取不同实验组，在酶标仪下培养至平台期，

检测吸光度和荧光强度。利用生长曲线计算各组

的生长速度检验系统响应GalK筛选情况，计算荧

光值与吸光度值的比值，即群体平均荧光强度

（记为 M），检验系统表达 GFP 情况。计算诱导前

后种群平均荧光强度的差值（∆M），差值最大的点

则表明此时诱导效果最好，可借助该点确定细菌

的最佳诱导状态。将细菌培养至目标状态后，取

10 µL菌液混入 200 µL PBS溶液中，用流式细胞仪

测定 FITC值，查看诱导效果，通过以上步骤优化

调控系统。

建库后，将平板上的菌液洗下，培养细菌至

对数期（由∆M确定最佳OD600区间），先进行GalK

筛选（DOG负筛与Gal正筛），通过液体筛选富集

目标表型，再进行荧光筛选（GFP 表达与不

表达）。

2 结 果

TADR-GalK-GFP活细胞定向进化平台由两部

分组成，TADR活细胞体内定向进化技术用于大规

模建库，GFP-GalK双重标记系统用于高通量筛选

［图 1（d）］。TADR的工作机制由 3个步骤组成：靶

向识别、解链延伸和易错修复。因此，在质粒上

将目标片段（转录因子基因）整合在识别序列的

下游，可在活细胞内实现靶向区域的持续突变，

随着细菌的生长迭代建立突变库。在染色体上

GFP-GalK双重标记筛选系统由转录因子对应的诱

导型启动子表达［图 1（e）］。这种设计使 GFP、

GalK的表达与转录因子的调控相关联，从而通过

诱导条件的变化实现对目标突变子的高通量筛选。

为确保该平台的有效运行和高效筛选，搭建

进化平台时，需对各组分（转录因子、GFP、

GalK）的表达水平及调控系统的诱导条件（诱导

剂浓度、培养条件）进行优化。

2.1 以 TetRTetR 为例进行平台可行性验证

TetR 为阻遏蛋白，受四环素及类似物诱导，

调控 tetA 的表达。实验室常使用去水四环素

（anhydrotetracycline， aTc）作为 TetR 的诱导剂。

无诱导剂时，TetR 结合在两个 OE 序列上，抑制

tetA与 tetR的过量表达［31-34］。当环境中添加诱导剂

时，TetR 可识别该配体，结合配体后的 TetR 对

DNA的亲和力降低，从DNA上解离下来，解除对

tetA 基因表达的抑制。tetA 基因编码外排泵蛋白，

负责在细胞膜上逆向转运金属离子和四环素，将

四环素及其类似物排出胞外。TetR 是一个非常严

谨的开关，响应快且泄露表达低，已被工程化为

“Tet-ON”“Tet-OFF”系统用于调控基因表达，在

细菌、酵母、哺乳动物细胞等多宿主中广泛

应用［35-38］。

因此，本实验平台以 TetR为例，进行调控模

式逆转进化实验，验证平台的可行性。

2.1.1 搭建TetR的TADR-GalK-GFP进化平台

将 TetR 阻遏蛋白构建在 pETcoco 单拷贝质粒

上，以实现表型与基因型的对应。将 tetO序列与筛

选标记GalK-GFP同源重组至底盘细胞中，用于调

控蛋白的筛选。其中，TetR阻遏蛋白的表达量、诱

导剂的使用浓度以及筛选标记系统的表达水平都会

影响最终的筛选效果。设置不同表达水平的TetR阻

遏蛋白，见表 2，并使用 0 ng/µL、 20 ng/µL、

50 ng/µL、100 ng/µL aTc诱导TetR解离，通过比较

各组的荧光强度和分布，判断最优表达强度。

以 50 ng/µL aTc为预实验诱导条件，设置底盘

细胞 PL-tetO-GFP 的核糖体表达强度为 RBS4，检
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测各组生长曲线及荧光强度曲线。计算诱导前后

种群平均荧光强度M及差值比［图 2（a）］。纵轴表

示细菌在相同时刻下诱导前后的荧光差异，曲线

最高点表明此时荧光差异最大，蛋白开关效果最

好，依据该点确定种群诱导最佳状态（OD600 为

0.4～0.6）。分别测定MG1655（不含GFP）和底盘

细胞PL-tetO-GFP（记为TetO）的荧光强度，将前

者作为负对照，以后者TetO为正对照。若TetR转

化后，不添加诱导剂时荧光强度更趋近于负对照，

则表明 TetR阻遏效果更好；添加诱导剂后荧光强

度更趋近于正对照，则表明诱导 TetR解离效果更

好。选择Ptac-TetR两组进行诱导浓度优化预实验，

分别在 0 ng/µL、20 ng/µL、50 ng/µL、100 ng/µL 

aTc诱导浓度下培养，待OD600为 0.4～0.6时，使用

流式细胞仪分析，绘得响应曲线［图 2（b）］。随着

诱导浓度的提升，荧光强度逐渐升高。在 50 ng/µL 

aTc诱导浓度下，细菌荧光强度较高，与不诱导组

（0 ng/µL aTc）相比，两个荧光种群分布分离明显

［图 2（c）］，因此可使用 50 ng/µL aTc用于筛选开关

两种表型。

经预实验后，可知最佳诱导状态为OD600处于

0.4～0.6 区间，诱导条件为 50 ng/µL aTc，对各实

验组TetR进行荧光强度表征，并与MG1655（负对

照）、TetO（正对照）比较。若未诱导时荧光强度

更接近MG1655，诱导时荧光强度更接近TetO，则

表明该组蛋白开关调控效果更好。开关调控效果

最好的TetR为Pbla-RBS1一组［图2（d）］。

使用卡那抗性基因敲除大肠杆菌中的 galK基

因，使用PL-tetO启动子控制GFP及GalK的表达。

使用 RBS Calculator 预测表达强度，设置不同的

RBS 以 优 化 表 征 水 平 （GalK 设 置 为 RBS28、

RBS166、RBS1036，表达强度依次增高）。

将上述 3组实验组分别培养在MOPS/Gal培养

基和 MOPS/Gly/DOG 培养基中，测定生长曲线。

使用 MG1655 （含 galK 基因）与 MG1655ΔgalK

（敲除 galK 基因）两组菌株验证 GalK 筛选标记的

有效性。MG1655（含 galK基因）只在半乳糖条件

下生长，在DOG添加后几乎不生长，MG1655ΔgalK

（敲除galK基因）生长情况与MG1655相反，这表明

GalK筛选标记具有良好的正负筛选效果［图2（e）］。

使用 Pbla-RBS1_TetR 调控优化 GalK 表达强度 ，

GalK的表达强度为RBS1036时，可以实现较好的

筛选响应［图2（f）］。

综 上 所 述 ， 调 控 序 列 PL-tetO 下 游 整 合

RBS4_GFP 和 RBS1036_GalK， 使 用 终 浓 度 为

50 ng/µL aTc，培养细菌至 OD600处于 0.4～0.6 时，

Pbla-RBS1_TetR 响应开关效果最好，可用于定向

进化实验。

2.1.2 以TetR（B）为起点进化TetR-OFF系统

（1） 突变文库构建

依次将 Pbla-RBS1_TetR（B）质粒、TADR质

粒转化进 PL-tetO-GFP-GalK 底盘细胞，涂在含

0.01% Ara 的平板上。待生长至肉眼可见单克隆

后，洗板稀释菌液，涂在含 0.01% Ara的平板中继

续传代，重复一次后，获得最终用于筛选的突

变库。

同期使用易错PCR对TetR（B）随机建库，以

检验TADR建库的效果。将构建好的突变文库质粒

转化进 PL-tetO-GFP-GalK 底盘细胞中，用于后续

筛选。

（2） 高通量筛选

TetR（B）与 TetR-OFF系统的调控方向相反。

野生型TetR（B）在添加诱导剂后解除对下游基因

的阻遏，表现为“ON”，而 TetR-OFF为反转表型

（Rev），添加诱导剂后阻遏下游基因的表达，表现

为“OFF”［图 3（a）］。利用 TetR-OFF系统对诱导

表表2　　多个启动子及RBS序列预测强度

Table 2　　Prediction strength of multiple promoter and RBS sequences

启动子-RBS组合

Promoter-RBS groups

Pbla-RBS1

Pbla-RBS2

Ptac-RBS1

Ptac-RBS2

启动子预测强度

Promoter strength

2000

2000

16000

16000

RBS预测强度

RBS strength

3000

500

3000

500
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图图2　TetR进化实验平台搭建

（a）酶标仪测定的荧光强度与吸光度值计算可得群体平均荧光强度，记为M，比较诱导前后M的差值以反映阻遏蛋白的调控状态；（b）

TetR对 aTc诱导剂的响应曲线，诱导剂浓度分别为 0 ng/µL、20 ng/µL、50 ng/µL、100 ng/µL，虚线表示两组对照，TetO组为PL-tetO-GFP

底盘细胞（GFP为组成型表达），MG1655组不含GFP，两组分别代表了该系统中荧光表达强度的上限及下限；（c）诱导浓度为 50 ng/µL

时，诱导前后的群体荧光分布；（d）不同表达强度的 TetR 蛋白诱导前后的荧光强度变化，以及与对照组荧光强度的比较；（e）使用

MG1655（含galK）与MG1655ΔgalK两种菌株验证GalK的正负筛选性能；（f）Pbla-RBS1-TetR对GalK正负筛选的响应

Fig. 2　Construction of the TetR evolution experimental platform

(a) The average fluorescence intensity of the population, denoted as M, can be calculated from the fluorescence intensity and absorbance value 

measured by the microplate reader. Compare the difference of M before and after induction to reflect the regulatory state of the repressor protein; (b) 

The response curve of TetR to the aTc inducer, with the inducer concentrations being 0 ng/µL, 20 ng/µL, 50 ng/µL, and 100 ng/µL respectively. The 

dashed lines represent the two control groups. The TetO group consists of PL-tetO-GFP chassis cells, in which GFP is expressed constitutively. The 

MG1655 group, by contrast, lacks GFP. These two groups represent the upper and lower limits of fluorescence expression intensity within this 

system, respectively; (c) When the induction concentration is 50 ng/µL, the population fluorescence distribution before and after induction; (d) The 

variations in fluorescence intensity before and after the induction of TetR proteins with different expression levels, as well as the comparison of these 

fluorescence intensities with those of the control groups; (e) Strains, MG1655 (containing galK) and MG1655ΔgalK were used to verify the positive 

and negative screening performance of GalK; (f) The response of Pbla-RBS1-TetR to the positive and negative screening of GalK
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剂的响应情况，确定筛选表型与诱导剂添加之间

的关系。

①GalK-GFP筛选 将细菌在MOPS/Gly/aTc培

养基中培养至 OD600处于 0.4～0.6，按 1∶100 转接

至MOPS/Gly/aTc/DOG的培养基中进行负筛。培养

至平台期后，1∶100接种至MOPS/Gly中（培养基

中不添加诱导剂），培养至 OD600 处于 0.4～0.6，

1∶100转接至MOPS/Gal进行正筛。培养至平台期

后，1∶100转接至MOPS/Glu中进行培养，而后使

用流式分选仪进行荧光筛选。第 1 轮不添加诱导

剂，则逆转表型为亮（正筛）。分选 105～106个细

菌后，添加诱导剂培养，第 2轮筛选逆转表型为不

亮（负筛），分选细菌后用于第 3轮正筛。GalK标

记正负筛选 1轮，荧光正负筛选 2轮后，富集逆转

表型［图3（b）］。

② GFP 筛选 将细菌在 MOPS/Glu 培养至

图图3　筛选TetR-OFF系统

（a）TetR 野生型与反转表型对诱导剂的响应；（b）使用 GalK-GFP 双正负筛的筛选过程；（c）仅使用 GFP 作为筛选标记的筛选过程；

（d）对野生型及TetR-OFF突变子的调控性能表征，蓝色为没有诱导剂时的群体荧光分布，红色为50 ng/µL aTc 诱导后的群体荧光分布

Fig.3　Screening of the TetR-OFF system

(a) The response of the wild-type TetR and the reversed phenotype to the inducer; (b) The screening process using the GalK-GFP dual positive and 

negative screening; (c) The screening process using only GFP as the screening marker:(d) Characterization of the regulatory performance of the wild-

type and TetR-OFF mutants. The blue represents the population fluorescence distribution without the inducer, and the red represents the population 

fluorescence distribution after induction with 50 ng/µL aTc.
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OD600处于 0.4～0.6，直接进行荧光筛选，培养基中

不加诱导剂，则逆转表型应为亮（正筛）。分选

105～106个细胞后，添加诱导剂诱导培养筛选逆转

表型为不亮的种群（负筛），继续分选细胞，用于

下一轮正筛。正负筛选交替 6轮后成功富集逆转表

型［图3（c）］。

提取突变子质粒，重新转化入新的底盘细胞，

对其功能进行验证，实验结果表明突变子仍为逆

转表型。在 GalK-GFP 联用筛选系统中，使用

TADR组获得了 2个单点突变（V99E、G96R），易

错 PCR 组获得了 3 个单点突变（A56P、V99E、

G96R）［图 3（d）］。而在单一GFP筛选系统中，两

组突变仅获得了 V99E 突变子。该实验验证了

TADR-GalK-GFP平台进化遗传开关的可行性，同

时表明GalK-GFP联用筛选系统能有效提高筛选效

率。相较于单一GFP筛选，GalK-GFP联用筛选方

式荧光筛选轮数更少，最终获取的突变子数量

更多。

2.1.3 以 revTetR（BD）为起点进化TetR-ON系统

revTetR（BD）由 TetR（BD）突变而来，表型与

野生型相反，没有诱导剂时不与DNA结合，当环

境中添加诱导剂时才与 DNA结合阻遏［39］。因此，

TetR（BD）表现为ON调控模式，revTetR（BD）则表

现为OFF调控模式。本研究将 revTetR（BD）改造为

ON模式以验证实验平台的可行性。由于 TetR（B）

与 revTetR（BD）极为相似，因此可基于已优化的实

验参数进行实验。从前人报道的 revTetR（BD）中选

择了多点突变子（N18Y、V20D、 I22T、L60S）

为进化起点，使用 TADR 和易错 PCR 两种方式对

revTetR（BD）进行建库，成功富集了目标表型，筛

选结果见表3。

起点 revTetR（BD）中含有 4个点突变使表型从

ON 模式进化为 OFF 模式，而从 OFF 模式进化为

ON模式实验中，测序结果显示仅有少数位点对调

控模式反转起到关键作用。相较于易错 PCR，

TADR系统不仅能获得多点突变的组合，还揭示了

22 位点具有单点突变逆转表型的能力。这表明，

TADR系统在细胞迭代建库的过程中，积累了更多

的突变类型，能更精确地捕捉突变与表型变化的

因果关系。

2.2 基于 AcuRAcuR 阻遏蛋白开发 AcuR-OFFAcuR-OFF 新元件

AcuR 阻 遏 蛋 白 属 于 TetR 家 族 ， 在

Rhodobacter sphaeroides 菌中调控下游两个基因的

表达：一个是 acuI基因，该基因属于锌依赖性氧

化还原酶；另一个是 dddL基因，是一种二甲基磺

酰基丙酸酯（DMSP）的裂解酶，可以将DMSP分

解代谢为丙烯酸酯。而丙烯酸酯可以诱导AcuR与

DNA解离，从而调节DMSP的分解代谢［40］。AcuR

与大肠杆菌中的AcrR具有很高的相似性，该蛋白

在大肠杆菌中负责多耐药外排泵 AcrABC 的

表达［41-42］。

AcuR转录因子在大肠杆菌底盘中的异源表达

体系已被成功实现并完成功能验证，其野生型蛋

白作为核心元件构建了 AcuR-ON 诱导型调控系

统［43-45］。本研究拟基于搭建的实验平台，逆向开发

AcuR-OFF 系统，填补了 AcuR 调控元件在抑制型

工具领域的空白，为构建多维度可编程的基因线

路提供全新范式。

2.2.1 搭建AcuR的TADR-GalK/GFP进化平台

使用RBS Calculator对PL-acuO启动子的表达强

度进行预测，分别设置两组不同强度的RBS：RBS4

（AGGAGGT）和RBS5（GAGGAGG）。以TetO组作

为正对照，MG1655组作为负对照，荧光信号越强

表明AcuR诱导后的荧光强度更高，相较于未诱导组

的荧光强度差距更大，更有利于区分AcuR的开关效

果。测定荧光表达强度如图 4（a）所示，AcuO-

表表3　　revTetR进化为TetR-ON的突变位点

Table 3　　The mutation sites where revTetR evolved into TetR-ON

突变工具Mutation tool

易错PCR

TADR

组别Groups

WT

1

2

3

4

位点突变Mutation sites

N18Y

18N

18N

18N

V20D

20V

20V

20V

I22T

22I

22I

22I

22I

L60 S

60 L

Others

R28H, T202A

Y93C, D95E
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RBS4组荧光信号较低，AcuO-RBS5组荧光信号更

强，因此选择RBS5序列的实验组用于后续实验。

将 AcuR构建至 pETcoco质粒上，设置不同表

达强度的 AcuR 质粒（Pbla-RBS1、Ptac-RBS1），

设置丙烯酸钠盐（sodium acrylate，Acr）浓度为

0 mmol/L、 1 mmol/L、 2 mmol/L、 3 mmol/L、

4 mmol/L、5 mmol/L，待生长至 OD600 处于 0.4～

0.6时，测定 FITC值［图 4（b）］。比较各组诱导前

后荧光强度及分布，确定使用 3 mmol/L丙烯酸酯

钠诱导Ptac-RBS1_AcuR用于后续进化实验。

2.2.2 AcuR突变进化实验

依次将 Ptac_RBS1_AcuR质粒、TADR质粒转

化进 PL-acuO-GFP-GalK 底盘细胞，涂在含 0.01% 

Ara的平板上。待生长至肉眼可见单克隆后，洗板

稀释菌液，涂在含 0.01% Ara 的平板中继续传代，

重复一次后，获得最终用于筛选的突变库。将细

菌在MOPS/Glu培养至OD600处于 0.4～0.6，使用流

式细胞仪分析荧光表型分布，发现目标表型在种

群中占比较低，仅占0.14%。

将突变库进行 GalK 生长筛选 2轮后，使用流

式细胞仪分析荧光表型分布，发现目标表型比例

增加至 10%，大大降低了荧光筛选的难度［图 4

（c）］。最终成功获得了 AcuR-OFF 突变子 V127I-

G128D。提取该突变子质粒后，重新转化入新的底

盘细胞，对其功能进行验证。结果表明该突变子

仍为逆转表型，且诱导前后的荧光分布几乎没有

图图4　搭建实验平台开发AcuR-OFF

（a）以MG1655为荧光负对照，TetO组为荧光正对照，优化AcuO调控系统；（b）分别对两组不同表达强度的TetR测定诱导浓度梯度下的

荧光群体分布，以选择最佳诱导条件；（c）GalK筛选前后，没有诱导剂时目标种群比例的变化，蓝色表示GalK筛选前群体荧光分布，红

色表示 GalK筛选后群体荧光分布；（d）对野生型及 AcuR-OFF突变子的调控性能表征，蓝色为没有诱导剂时的群体荧光分布，红色为

3 mmol/L Acr诱导后的群体荧光分布

Fig.4　Construction of the experimental platform for the development of AcuR-OFF

(a) Using MG1655 as the fluorescence negative control and the TetO group as the fluorescence positive control, the AcuO regulatory system was 

optimized. (b) The fluorescence population distributions of two groups of TetR with different expression intensities were measured under the 

induction concentration gradients respectively to select the optimal induction conditions. (c) The changes in the proportion of the target population in 

the absence of the inducer before and after GalK screening. The blue color represents the population fluorescence distribution before GalK screening, 

and the red color represents the population fluorescence distribution after GalK screening. (d) Characterization of the regulatory performance of the 

wild type and the AcuR-OFF mutant. The blue color represents the population fluorescence distribution in the absence of the inducer, and the red 

color represents the population fluorescence distribution after induction with 3 mmol/L Acr
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重叠，能很好地阻遏和激活下游调控基因的表达

［图 4（d）］。该实验结果表明，GalK-GFP联用筛选

系统相较于单一 GFP筛选系统，在富集低丰度目

标群体以及进行高通量筛选方面更具优势。

3 总结与讨论

以转录因子为研究对象，开发了活细胞定向进

化实验平台。该平台以TADR活细胞定向进化技术

为突变工具，偶联GalK-GFP的双重正负筛选系统，

成功开发了一种新的遗传开关——AcuR-OFF。

AcuR-OFF对诱导剂的响应模式与野生型相反，当

存在诱导剂时严格抑制下游基因的表达，当不存在

诱导剂时解除抑制，动态范围较宽，是可用的遗传

开关。本实验不仅为基因线路设计提供了“OFF”

响应的新元件，也展示了TADR-GalK-GFP活细胞

定向进化实验平台的有效性。

TADR突变系统实验成本较低，操作简便，并

且能够生成更具多样性的突变文库，因此该实验

平台有望成为丰富合成生物学基因调控元件库的

有力工具。相较于易错PCR，TADR仅通过质粒的

转化与诱导表达，随着细胞的生长迭代完成突变

库的构建。除此之外，易错 PCR在进行建库实验

时，一个反应只能构建一个突变规模的库（低、

中、高三种规模），而TADR在一次建库实验中可

以包含多种突变规模，突变规模可对着细胞的生

长迭代累加。而GalK-GFP联用筛选系统在筛选低

丰度目标群体的试验下具有显著优势。如在AcuR

突变探索实验中，目标种群占比约为整体的

0.14%，直接筛选难度较大，而经过 GalK 筛选富

集后，初次荧光筛选时目标种群比例提升至 10%，

使荧光筛选的难度大大降低。

该系统不仅可以实现对调控元件调控模式的

定向进化，除此之外，也可以用于调控元件灵敏

性、底物识别特异性等基因开关特性的定向进化，

甚至可以设置不同的筛选条件，同时进行调控元

件的优化。
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