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工程细菌的生物安全防控策略

甘牡丹，左静蕊，曹友志

（苏州大学功能纳米与软物质研究院，江苏 苏州 215123）

摘要：随着人工设计的基因元件和工程菌应用于医学诊断和疾病治疗领域的增加，由此产生的生物安全风险也越

来越受到重视。本文回顾了合成生物学的生物安全防控策略，特别介绍了近几年医学诊疗工程菌的生物安全防控

研究。工程菌的生物安全防控可以防止宿主菌和基因元件脱离病灶区域向环境泄漏。基于营养缺陷或自杀基因的

调控系统广泛用于限制工程菌的逃逸，基因元件拆分和靶向降解策略则可以防止基因元件扩散到环境中被其他细

胞利用。环境中的代谢物和基因片段可能转移进入工程菌，这是导致生物安全防控机制失效的重要因素。非天然

核苷酸和非天然氨基酸等非天然复制翻译系统的正交性好，可以大幅减少环境和工程菌间的相互影响。综合不同

合成生物学原理设计的多层生物安全防控系统对于未来解决生物安全问题具有极大潜力。
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Biosafety strategies for engineered bacteria
GAN Mudan，ZUO Jingrui，CAO Youzhi

（Functional Nano and Soft Materials （FUNSOM）， Soochow University， Suzhou 215123， Jiangsu， China）

Abstract: With the rapid rise of synthetic genes and engineered bacteria in disease diagnosis and treatment, they pose 

a growing risk of biosafety. We review the biosafety strategies based on synthetic biology, and especially highlight 

recent studies on biocontainments with diagnosis or therapeutic bacteria. There are several goals of controlling 

biocontainments. One is to reduce the escape of engineered bacteria by limiting them within biological barriers. The 

second is to prevent synthetic genes transferring from engineered bacteria into other organisms. Auxotrophies and kill-

switch are widely applied in controlling the biocontainment of engineered bacteria. Auxotrophic organisms with 

essential genes knockout rely on key metabolites that are supplemented for survival. Kill-switches are inducible toxic 

gene circuits, such as suicide switches and toxin-antitoxin systems. Once engineered bacteria leave from human bodies, 

the toxic genes are switched on to kill them. Genetic separation and DNA breaking are useful strategies to keep 

synthetic genes from spreading into environmental organisms. Essential genes and genes of interest can be distributed 

into multiple vectors or chromosomes, and each vector or chromosome depends on the others for replications. DNA 

breaking technologies like CRISPR or other DNA nucleases are used to digest chromosome or plasmid inside 
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engineered bacteria, which regulate host survival and synthetic gene transferring. The feeding of unusual metabolites or 

engineering specific genes into engineered bacteria could lead to the spreading failure of the biocontaminants. Several 

unnatural nucleic acids have been developed for replication and transcription, and much more unnatural amino acids 

are deployed for protein translation. One advantage of these unnatural systems is the orthogonality, which prevent 

synthetic genes from transferring to natural organisms. The chemically synthesized unnatural nucleic acids and amino 

acids are not present in environments, so the synthetic auxotrophies can overcome the cross-feeding limitation of 

natural auxotrophies. Biosafety systems with multiple-layered designs based on different synthetic biological principles 

have potentials to solve the challenges in the future.

Keywords: biocontaminants; auxotrophies; suicide genes; toxin-antitoxin; gene editing; unnatural nucleic acids; 

unnatural amino acids

随着合成生物学的快速发展，人工设计并改

造的基因元件和工程菌的数量日益增长。利用合

成生物学方法设计的工程菌在消化系统、肿瘤等

疾病诊疗领域已展现出重要潜力［1-7］。但是，这些

人工设计的基因元件和工程菌可能向周围环境泄

漏，带来生物安全的潜在风险［8-12］。例如，抗生素

抗性基因是合成生物学常用的基因元件，抗性基

因向病原菌转移可以导致耐药菌的出现，为抗感

染治疗带来巨大挑战［13］。因此，生物安全防控对

于合成生物学（尤其是用于医学诊疗的工程菌）

至关重要［14-16］。

生物安全防控包括两个方面［17］。一是通过杀

死或抑制工程菌，防止工程菌向周围环境扩散。

美国国立卫生研究院（NIH）发布的指南建议工程

菌的逃逸率应低于 10−8个细菌［18］。但随着近些年

工程菌数量的激增，对降低逃逸率提出了更高要

求。二是减少基因元件向周围环境转移，减少环

境微生物对基因元件的摄取和利用［19-20］。我国发布

的《基因工程安全管理办法》明确要求从事基因

工程研究应对目的基因、载体和宿主进行转移性

的安全评价［21］。针对这两方面要求，在工程菌的

基因改造之初就利用合成生物学原理为工程菌设
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计生物安全防护屏障，是从根本上降低生物安全

风险的生物安全防控策略。本文主要对合成生物

学的生物安全防控策略进行综述，重点介绍最近

几年疾病治疗相关工程菌的生物安全防控研究。

1 生物安全防控的基本策略

自从DNA重组技术诞生以来，生物安全问题

就逐渐开始受到人们关注。合成生物学学科的建

立，不但为生物安全带来了更为严峻的挑战，同

时也为解决生物安全问题创造了机遇。经过几十

年的发展，针对如何限制工程菌的扩散和基因元

件的转移，利用合成生物学原理开发出多种生物

安全防控系统。根据合成生物学的设计原理不同，

可以将生物安全防控划分为以下几种基本策略进

行介绍，各种策略以及应用实例总结于表1。

1.1 基于营养缺陷的生物安全防控策略

营养缺陷（auxotrophy）是将工程菌的必需基

因敲除，导致工程菌无法合成关键代谢物如核苷

酸和氨基酸等，只有在人为提供关键代谢物时才

能正常生长的方式。除了敲除关键代谢物的合成

酶，敲除关键代谢物的转运蛋白也可以形成营养

缺陷，细菌的生存必须依赖培养基中关键代谢物

的前体才能合成关键代谢物［36］。营养缺陷的设计

原理简单，在生物安全防控的应用十分广泛［37-42］。

但是复杂环境中游离代谢物的补充会帮助工程菌

绕开营养缺陷。人体环境相对复杂，不但有自身

细胞代谢，还有肠道微生物参与代谢。营养缺陷

型工程菌可能从周围环境直接获取关键代谢物，

或者从环境微生物中通过水平基因转移（HGT）

获取必需基因而恢复合成关键代谢物的能力。很

多营养缺陷型工程菌只是在缺乏营养的无机盐培

养基中表现为营养缺陷［36］，例如还原型烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）营养缺陷型大肠杆

菌［43］。因此，应根据工程菌的应用场景谨慎选择

营养缺陷的种类。

疾病诊疗工程菌的营养缺陷型设计应尽量选

用原核细胞特有的关键代谢物，常用的有两种营

养缺陷种类（图 1）。二氨基庚二酸（DAP）是细

菌细胞壁的必要成分，由 dapA基因合成，dapA基

因敲除的工程菌由于无法合成完整的细胞壁而无

法存活［22，44］。哺乳动物细胞不存在细胞壁因而不

能提供 DAP。脱氧胸腺嘧啶核苷（THY）由 thyA

基因合成，thyA 基因敲除的营养缺陷型工程菌必

须依赖 THY才能合成 dTTP用于 DNA复制，哺乳

动物细胞外缺乏游离的脱氧胸腺嘧啶核苷［45］。

SYNB1891是 Synlogic公司开发的肿瘤免疫治疗性

细菌，通过分泌 STING激动剂来激活抗原递呈细

胞诱导抗肿瘤免疫。SYNB1819以大肠杆菌作为底

盘细胞，同时敲除了 dapA和 thyA两个基因，在小

鼠体内无法繁殖［23］。目前 SYNB1819 已进入一期

临床试验［46］。营养缺陷设计需要依赖细菌代谢通

路，然而常用工程菌的代谢通路还未被完全掌

握［47］，可能会出现未知代谢通路补偿代谢物的风

险，所以设计新的营养缺陷型工程菌时应严格

验证。

1.2 基于自杀基因调控开关的生物安全防控策略

自杀基因调控开关是通过诱导剂调控自杀基

因表达而清除工程菌的方式［48-50］。相比于抗生素，

表表1　　生物安全防控策略实例

Table 1　　Examples of biosafety strategies

生物安全防控策略

营养缺陷

自杀基因调控开关

毒素-抗毒素

基因元件拆分

DNA降解

降低突变

物理隔离

实例

dapA基因敲除的营养缺陷[22]；thyA基因敲除的营养缺陷[23]

ATc调控的Deadman自杀基因开关；LacI-GalR融合转录因子的Passcode自杀基因开关[24]

温度响应的CcdB-CcdA毒素-抗毒素分子对[25]；pH响应的Doc-Phd毒素-抗毒素分子对[26]

Geneguard质粒宿主依赖系统[27]；AHL调控的群体感应系统[28]

靶向外源基因的Cas9系统[29]；温度响应的内含肽-DNA内切酶系统[30]

基因组插入序列元件 IS敲除[24]；增加目的基因拷贝数[31]；JVCI-syn3.0[32]

GelMA包裹的工程菌[33]；alginate和HA-EGCG包裹的工程菌[34]；工程菌电子元件整合诊疗装置[35]
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自杀基因更具优势，自杀基因没有抗生素抗性转

移的风险，有些自杀基因通过蛋白水平调节，细

菌杀伤速度更快［51］。调控开关可以将自杀基因和

诱导剂相关联［52］，当以环境因素如温度、pH和代

谢物等作为诱导信号，可以根据环境变化调控自

杀基因开关，构建环境因素敏感的工程菌。

Deadman 自杀基因调控开关是一个拨动开关

（toggle switch），通过四环素（ATc）可以控制自

杀基因表达和抑制两种状态间的切换。转录因子

TetR和LacI相互阻遏，LacI阻遏 toxin表达（图1）。

要想保证细菌生存必须持续提供四环素，一旦缺乏

四环素就会导致自杀基因表达，该系统还可以添加

IPTG 直接诱导自杀基因表达提高细菌的杀伤效

果［24］。多层调控开关形成的逻辑门设计可以实现不

同诱导剂同时调控自杀基因表达，将工程菌逃逸率

进一步降低。Passcode自杀基因调控开关利用LacI-

GalR融合转录因子并结合多种转录因子，是3种诱

导剂共同控制的复杂线路，只有在特定诱导剂组合

情况下细菌才能生存。自杀基因调控开关往往会有

背景表达，即使在没有诱导剂存在下的低水平表达，

也会降低工程菌的适应性，而自杀基因调控开关失

活的工程菌会慢慢占据主导，导致自杀基因调控开

关最终失效。降低工程菌的基因突变水平将有助于

提高自杀基因调控开关的长期稳定性。

1.3 基于毒素-抗毒素的生物安全防控策略

毒素-抗毒素（TA）系统可以帮助解决自杀基

因降低宿主适应性的问题［53-54］。TA系统是由毒素

和相应抗毒素组成的成对分子，毒素通常是分子

量较小的毒性蛋白，抗毒素是能够中和毒素的蛋

白或非编码RNA［55］。通过低水平表达抗毒素中和

无诱导剂时的背景表达毒素，可以消除背景表达

毒素对工程菌的影响，帮助维持自杀基因开关。

CcdB-CcdA 是一对常用的 TA 分子，CcdB 毒素结

合 DNA 回旋酶而导致细菌因 DNA 双链断裂而死

亡，CcdA 抗毒素可以结合 CcdB 毒素中和毒性。

将温度敏感型启动子调控的 CcdB-CcdA 装载到肠

道疾病治疗细菌中，体内温度37 ℃抑制CcdB表达

可以维持工程菌的生长［25］，当工程菌随粪便排出

体外，温度低于22 ℃会启动CcdB表达导致工程菌

死亡（图 1）。将两对TA系统，如CcdB-CcdA和另

一对 pH调控的Doc-Phd毒素-抗毒素分子共同装载

到工程菌［26］，可以将工程菌的逃逸率降低到 10−11。

Doc毒素通过磷酸化延长因子EF-TU导致无法结合

tRNA 而终止翻译，Phd 抗毒素可以中和 Doc启动

翻译过程。TA系统的稳定工作需要依赖准确的表

达调控以维持毒素和抗毒素的平衡，毒素或抗毒

素的表达失衡会导致生物安全防控开关失效。依

图图1　营养缺陷、自杀基因调控开关和毒素-抗毒素系统调控的工程菌杀伤

Fig. 1　Killing engineered bacteria by auxotophies, suicide switchs, and toxin-antitoxin systems
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据定量合成生物学原理进行设计可以提高TA系统

的调控准确性。

1.4 基于基因元件拆分的生物安全防控策略

工程菌和环境微生物可以通过HGT相互转移

遗传物质［56］。工程菌的基因元件转移到环境中可

能导致抗性基因等基因元件在环境微生物中扩散。

环境微生物的遗传物质转移到工程菌中可能导致

工程菌的功能受损。基因元件拆分在病毒载体包

装中很常用。将病毒的基因组拆分，结构基因和

复制基因分别分配到单独的载体，只有在全部载

体都存在时才能包装病毒［57］。由于细菌基因组比

病毒基因组大几个数量级，将细菌基因组拆分还

很难实现。目前主要是将目的基因元件或基因组

上的特定基因进行拆分，达到各元件相互依赖的

目的。

Geneguard是质粒和工程菌复制相互依赖的系

统（图 2），用于防止质粒向环境微生物转移［27］。

工程菌基因组上的 thyA基因被敲除，而质粒带有

thyA 基因可以补充宿主菌的基因缺失。质粒复制

起点 ColE2 的复制起始基因 repA 从质粒上移除而

插入到工程菌基因组，所以质粒只能在工程菌中

复制，即使质粒转移到环境微生物中由于缺乏复

制起始基因也无法复制。尽管Geneguard质粒可以

通过多种机制在大肠杆菌中提供生物安全保障，

但应用于其他种类的细菌仍需要进一步验证。

工程菌往往携带复杂的基因元件，这可能导

致代谢负担增加和遗传稳定性下降，造成功能性

基因元件或生物安全防控基因元件丢失。将功能

性基因元件和生物防控元件拆分，放入多种宿主

菌中制成细菌群落（community）［58-59］，不但可以

减少一种宿主菌的代谢负担，还能增加基因元件

的稳定性［60-61］。细菌群落中的各个宿主菌还可以设

计成为代谢物相互依赖的营养缺陷型，即使一种

工程菌泄漏到环境中也无法自我复制，进一步提

高了生物安全性。在细菌群落设计中可以根据不

同功能选择合适的宿主菌作为底盘细胞，例如把

生物安全防控元件放在突变率低的宿主菌中，功

能相关基因放到高表达的营养缺陷型宿主菌中，

不但可以提高治疗性工程菌的功能，还能提高生

物安全稳定性［62-65］。工程菌群落可以通过群体感应

（quorum-sensing）元件调节群落数量，而且可以将

一种细菌的不同个体行为进行同步［66］。使用PluxI启

动子控制抗生素抗性基因表达，自诱导物AHL在

高浓度时可以表达抗性基因而维持细菌数量，

图图2　基因拆分和DNA降解减少基因元件泄漏

Fig. 2　Reducing gene transferring by genetic separation and DNA digestion
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AHL在低浓度时无法表达抗性基因导致细菌大量

死亡［28］。

1.5 基于 DNADNA 降解的生物安全防控策略

DNA降解不但可以在基因组形成DNA双链断

裂导致工程菌死亡，还能靶向降解质粒减少目的

基因向环境泄漏。CRISPR基因编辑技术可以靶向

特定序列切割DNA而广泛用于DNA降解，目前利

用 Cas3［67］、Cas9［68-71］、Cas12［72-73］等核酸酶均开

发了相应的生物安全防控系统，可以将工程菌的

逃逸率降低到 10−8以下。以 Cas9 为例，通过四环

素和温度调控 Cas9 和 gRNA 表达的调控开关可以

靶向切割工程菌基因组，完全清除小鼠胃肠道中

的工程菌（图 2）。营养缺陷型工程菌可能从环境

细菌中获得缺失的必需基因而导致生物安全防控

失效。将靶向 thyA基因的Cas9系统引入 thyA敲除

的营养缺陷型工程菌中，一旦有外源 thyA基因进

入工程菌会立即被Cas9降解，避免了营养缺陷防

控系统的失效［29］。然而，环境中可能存在不同的

基因通过HGT进入工程菌绕过营养缺陷，即使是

同一 thyA基因，不同环境微生物的基因序列也不

同。可以通过引入多种 gRNA靶向降解潜在的外源

序列。

除了 Cas 蛋白外，其他核酸酶也被用于 DNA

的降解。2024年 Foo等［30］开发了温度敏感型内含

肽-DNA内切酶融合蛋白用于肠道疾病治疗工程菌

的生物安全防控。该内含肽在 37 ℃没有活性，内

含肽序列的插入会影响DNA内切酶折叠而使内切

酶失活，因而工程菌在小鼠体内能正常生存

（图 2）。被排出其外后由于温度降低会导致内含肽

激活形成完整的 DNA 内切酶，导致工程菌死亡，

限制了工程菌对环境的泄漏。但该DNA内切酶不

具备核酸序列特异性，因此无法用于特定基因的

降解。

1.6 降低突变的生物安全防控策略

工程菌的基因突变会导致生物安全防控系统

的合成生物学元件丧失功能。对DNA合成、重组、

损伤修复等机制做工程化改造可以降低突变率，

减少工程菌逃逸。有报道表明，含有自杀基因调

控开关的大肠杆菌连续培养 4 d后部分细菌的自杀

基因中会出现序列插入突变，将基因组的插入序

列元件 SI1 和 SI5 敲除，可以减少序列插入突变，

将工程菌的逃逸率降低3个数量级以上［24］。

增加目的基因的拷贝数可以降低突变对生物

元件功能的影响。有文献对逃逸的工程菌测序，

发现其基因开关突变导致生物安全防控失效。通

过引入多拷贝的调节基因，可以降低工程菌的逃

逸率［31］。工程菌的突变率往往是一定的，目的基

因的多个拷贝全部突变失活的概率比单拷贝基因

突变低。此外，将目的基因整合到宿主基因组，

其基因稳定性也优于质粒。基因组由人工设计合

成的工程菌可能更利于避免突变带来的不确定性。

通过人工设计剔除非必需基因，不但可以掌控宿

主的代谢背景，还能减少基因组而为目的基因元

件提供更多空间。Mycoplasma mycoides 的天然基

因组为 1079 kb，通过人工设计合成的 JVCI-syn3.0

细菌的基因组仅为 531 kb［32］。通过对大肠杆菌进

行泛基因组分析，从 867个基因中识别出 243个必

需基因，意味着大肠杆菌基因组有很大的压缩

空间［74］。

1.7 物理隔离的生物安全防控策略

物理隔离是提高工程菌生物安全性的重要策

略，利用高分子材料如水凝胶等包裹工程菌在工

程菌和环境间形成稳定的物理屏障（图 2）。高分

子材料形成的选择性透过膜可以只允许特定小分

子如营养物质通过，而阻挡一定体积的DNA等生

物大分子和细胞等通过，不但能将工程菌和基因

元件限制在包埋材料内部，还能减少环境因素如

机体免疫细胞、环境微生物、环境 pH、盐浓度等

对工程菌的影响［75-77］。物理隔离策略对医学诊疗工

程菌的临床应用具有很大潜力。将包裹工程菌的

胶囊移植到身体特定部位，工程菌可以响应疾病

的生物标记物或信号分子发挥诊断或治疗作用。

利用 gelatin methacrylate（GelMA）包裹工程菌的

NMTS微球，可以耐受胃肠道的酸性环境和胆汁酸

盐，防止工程菌泄漏造成的感染，并保护工程菌

在胃肠道发挥抗病原微生物的治疗作用［33］。先用

alginate包裹工程菌，再在外层包裹 hyaluronic acid
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（HA）和 epigallocatechin gallate（EGCG）等生物

相容性材料，可以提高工程菌在肠道内的定植，

工程菌响应血红素分泌治疗性蛋白可以在肠道持

续监测和治疗炎症性肠病［34］。通过物理隔离还可

以将工程菌和电子元件整合成个性化诊疗装置。

例如，含有工程菌的微电子胶囊装置移植到消化

道内，工程菌可以响应炎症分子表达荧光蛋白，

电子元件将光信号转换为电信号，可以实现对肠

道炎症的实时监控［35］。高分子材料包裹工程菌的

策略应用于临床还需要进一步验证材料的稳定性

和生物相容性，尤其是对于慢性疾病，如何保证

工程菌的长期有效性是一大挑战。另外，体积较

大的诊疗装置需要通过手术移植到机体特定部位，

为患者带来不便。生物相容性更高的包裹材料开

发有望降低机体免疫排斥和炎症等副作用的发生。

2 非天然复制、翻译系统对生物安全防
控的作用

从环境中获取代谢物和基因片段、基因突变

等因素都可能造成生物安全防控系统失效，这是

生物安全防控策略面临的重要挑战。提高生物安

全防控系统的正交性，避免工程菌和环境微生物

间代谢物或基因片段的相互干扰。非天然复制、

翻译系统是指依赖非天然核苷酸［78-82］、非天然氨基

酸［83-86］的基因复制、转录和翻译系统［87］。非天然

复制、翻译系统的显著优势是正交性好，非天然

核苷酸和非天然氨基酸通常只能化学合成，降低

了与天然复制、转录和翻译系统的交叉反应。非

天然复制、翻译系统即使有部分元件泄漏到环境

微生物中也无法被利用，降低了基因转移的风险。

非天然系统结合生物安全防控设计，可以大幅降

低细菌逃逸率，对于生物安全防控的应用极具潜

力。但是，非天然复制、翻译系统通常需要较大

规模的基因改造，对某些模式细菌的适用性需要

进行验证。

2.1 非天然核苷酸对于生物安全防控的作用

自然界的遗传密码子由 A、G、C 和 T（U）等

4种天然核苷酸组成，通过复制和转录传递遗传信

息。近些年，已开发出额外的非天然核苷酸用于

编码和传递遗传信息，并成功应用于生物安全防

控。thyA基因敲除的大肠杆菌只能在 THY存在下

才能合成 dTTP进行基因组复制，在培养基中通过

提供 5-chlorouracil 逐渐替代 THY，最终进化出只

依赖 5-chlorouracil复制 DNA的大肠杆菌，其基因

组碱基中有 90% 的 T 都被替换成了 Cl-U。这种营

养缺陷工程菌不再需要 THY，由于 5-chlorouracil

不是天然代谢产物，只能依靠人工添加［88］。

天然核苷酸的碱基是通过氢键互补配对，非

天然核苷酸则有更多的碱基配对机制。dNaM-

dTPT3是通过疏水作用相互配对的非天然碱基对。

将含有dNaM-dTPT3的质粒转化到大肠杆菌中，可

以利用非天然核苷酸 dNaM 和 dTPT3 复制子代质

粒［89］（图 3）。由于 dNaM 和 dTPT3 无法穿过大肠

杆菌细胞膜，该系统需要使用基因组整合PtNTT2

转运蛋白基因的大肠杆菌，将非天然核苷酸转运

到细胞内。因此，即使非天然核苷酸质粒泄漏到

环境中，也无法在野生型大肠杆菌中复制。含有

dNaM-dTPT3的质粒还转录生成具有NaM和TPT3

的 RNA，并能以含有非天然核苷酸的三联碱基作

为密码子翻译氨基酸。在质粒插入一个大肠杆菌

serT基因突变体，该基因产物 tRNASer
GYU的反义密

码子含有TPT3（Y=TPT3），可以翻译含有新密码

子AXC（X=NaM）的报告基因，在AXC密码子位

置翻译丝氨酸［90］。非天然核苷酸的数量和在密码

子中的位置会影响密码子的正交性，并非所有位

置都能形成正确的密码子和反义密码子配对。研

究发现 AXC-GYU、GXC-GYC、AGX-XCU 相互

正交，可以用于密码子和反密码子翻译蛋白。此

外，还有 5SICS-NaM、TPT3-CNMO、TAT1-5FM

等多对非天然核苷酸。

2.2 非天然氨基酸对于生物安全防控的作用

蛋白质是直接发挥生物学功能的分子，组成

蛋白质的氨基酸有 20种。为了扩展氨基酸的种类，

已开发出多种方法将具有特殊结构的非天然氨基

酸插入蛋白质［91］。其中，基因密码子扩展是在活

细胞内利用 tRNA和氨酰 tRNA合成酶（aaRS）正

交分子对将非天然氨基酸定点插入蛋白质的技
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术［92］。正交 aaRS 催化非天然氨基酸（ncAA）和

正交 tRNA 形成 ncAA-tRNA，ncAA-tRNA 通过反

义密码子和RNA的密码子（通常是提前终止密码

子如 TAG）互补配对将 ncAA 插入蛋白的特定位

点［93］（图 3）。利用基因密码子扩展技术可以构建

人工合成的营养缺陷型工程菌［94］。对于含有

tRNA/aaRS正交分子对的工程菌，在其必需基因上

引入提前终止密码子，导致无法翻译完整的必需

基因产物而引起工程菌死亡［95-96］；只有提供 ncAA

时才能翻译完整的必需基因产物保证细菌存活。

相比于只依赖必需基因敲除的营养缺陷型，人工

合成的营养缺陷型工程菌通常无法从环境中获得

非天然氨基酸，所以细菌逃逸率更低。在多个必

需基因上同时引入提前终止密码子，可以进一步

降低细菌逃逸率。基因密码子扩展技术已广泛应

用于多种工程细菌，其中包括疾病诊疗相关的大

肠杆菌 Nissle 1917［97-98］。在大肠杆菌基因组的

22 个必需基因中引入 155 个提前终止密码子［99］，

筛选得到murG、dnaA和 serS这 3个必需基因同时

引入提前终止密码子可以将工程菌逃逸率降低

到10−11。

正交 tRNA/aaRS 分子对并非 100% 完全正交，

在没有 ncAA 存在的情况下，正交 aaRS 可以将少

量与 ncAA结构类似的天然氨基酸插入到提前终止

密码子位点，产生少量必需基因产物造成生物安

全防控受损。通过蛋白质结构预测和定向进化，

可以设计出依赖非天然氨基酸独特化学结构的酶

（图 3），防止天然氨基酸插入造成的工程菌逃

逸［100-101］。例如，L-4，4′-联苯丙氨酸（bipA）的体

积比天然氨基酸大很多，将 bipA插入酶活性中心，
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并对周围氨基酸做突变，使得酶只能依赖 bipA才

能具有活性，而插入天然氨基酸都会失活［102］。在

大肠杆菌多个必需基因产物上引入 bipA，可以将

逃逸率降低到 10−12。分枝酸变位酶（CM）是合成

芳香侧链氨基酸的关键酶，天然CM是通过 Tyr72

的盐桥相互作用形成的同源二聚体。将 CM 的

Tyr72突变为TAG，tRNA/aaRS在该位点插入苯甲

酰-L-苯丙氨酸（pBzF），两个 CM 分子可以通过

pBzF之间的π-π堆积作用形成二聚体，因此工程菌

必须依赖 pBzF 才能形成活性 CM［103］。必需基因

manA编码甘露糖-6-磷酸异构酶，ManA的 His264

需要结合锌离子才能发挥活性，将甘露糖-6-磷酸

转化为果糖-6-磷酸。在 ManA 活性中心进行突变

改变氨基酸相互作用， tRNA/aaRS 分子对可以在

ManA活性中心His264TAG位置插入 3-甲基组氨酸

（MeH），活性中心突变可以让ManA不再依赖His

而依赖MeH结合锌离子发挥活性［104］。

工程化改造 tRNA 与基因组合成技术相结合，

可以更改密码子和氨基酸的对应关系［105］（图 3）。

通过大肠杆菌全基因组合成构建了 Syn61 大肠杆

菌，Syn61基因组只含有 61个密码子，丝氨酸的 2

个密码子TCA和TCG以及 1个终止密码子TAG被

释放并分配给不同非天然氨基酸［106］。含有这 3个

密码子的质粒即使被环境微生物摄入，由于缺乏

正交分子对，也无法翻译目的基因，限制了活性

基因的转移。另一项研究突变了 tRNALeu的反义密

码子构成能够识别 TCA 和 TCG 的 tRNALeu
UGA 和

tRNALeu
CGA，将这两种 tRNA引入Syn61，把丝氨酸的

这两个密码子分配给亮氨酸［107］。通过改造 tRNA

将反义密码子从 3碱基换成 4碱基，可以翻译四联

密码子。大肠杆菌的 tRNAArg
CCU 被改造为 tRNAArg

UCCU，

在复制起始因子 trfA 必需基因和功能基因引入

AGGA 移码突变，工程菌必须依赖 tRNAArg
UCCU 才能

翻译必需基因和功能基因，防止工程菌和基因元件

泄漏［108］。将非天然核苷酸构成的复制系统与有非天

然氨基酸构成的反义系统相结合，可以在含有非天

然核苷酸的密码子上翻译非天然氨基酸。例如，目

的基因AXC新密码子（X=NaM），含有正交分子对

的大肠杆菌可以用 tRNAGYT（Y=TPT3）插入非天然氨基酸。

通过密码子的重新定义，不仅可以降低细菌逃逸率，

还能限制活性基因片段的转移［90］。

3 总结和展望

随着合成生物学的广泛应用，生物安全问题

越来越受到重视。生物安全防控策略的快速发展

可以限制工程菌、基因元件向周围环境扩散和复

制，但也存在着一些问题和限制需要进一步解决。

使用原核细胞特有的必需基因设计营养缺陷广泛

应用于诊疗工程菌的生物安全防控。基于非天然

氨基酸或非天然碱基设计的营养缺陷能更大限度

地减少环境代谢物对工程菌的影响。然而营养缺

陷设计的正交性仍有待于提高。代谢组学分析有

助于了解不同环境中代谢物的分布和含量，评估

营养缺陷设计的可行性。对不同物种的 tRNA/合成

酶的基因发掘，并利用蛋白质结构预测模型，将

开发出正交性更好的正交分子对。自杀基因调控

开关可以响应环境分子限制工程菌的逃逸，毒素-

抗毒素系统能够减少自杀基因的少量背景表达导

致的工程菌适应性降低。除了毒性基因，复杂的

生物安全调控开关本身就会提高工程菌的代谢负

担。随着定量合成生物学和人工智能技术的发展，

未来将更多地基于理性设计开发更加复杂的基因

调控开关和代谢通路［109］，优化生物安全防控开关

和功能基因的表达。基因元件拆分可以设计宿主-

质粒复制相互依赖的系统，也可以设计不同功能

的混合细菌群落，降低基因片段在环境和工程菌

之间转移的风险。目前，大多数生物安全防控系

统都只在实验室模式细菌中验证。未来需要扩展

宿主细菌的种类，将不同的细菌甚至天然微生物

改造为宿主菌，实现不同细菌群落的复杂调控。

生物安全防控元件的基因突变是导致工程菌逃逸

的重要因素。改造工程菌的DNA复制和损伤修复

系统有望降低宿主的突变率。基于对基因组功能

的了解，人工设计合成细菌基因组将使遗传背景

更加简单、可预测性更强。开发无细胞反应体系

有助于从根本上消除工程菌的逃逸风险。未来，

综合多种策略构成的生物安全防控系统将是重要

的研究方向。例如，结合非天然复制和翻译系统，

构成非天然DNA、RNA、蛋白和代谢物的正交系

统，将很大程度上降低工程菌和目的基因元件的

泄漏，再加上高分子材料等物理屏障包裹工程

菌［110-112］，未来有望开发出更加安全高效的医学诊
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疗细菌产品。我国的《生物安全法》将生物技术

研究开发活动分成高、中、低风险三类，并要求

根据风险级别进行相应管理［113］。对于高风险的生

物技术的实验室管理，无论是研究、开发单位还

是应用单位都需要付出高成本。利用合成生物学

原理设计的生物安全防控策略可以从根本上降低

工程菌和基因元件转移的风险，减少在实验室研

究和临床使用过程中的生物安全管理压力，降低

安全管理的成本。了解工程菌的生物安全防控策

略也有助于科研人员、医疗从业者、实验室管理

人员深刻理解工程菌的生物安全风险，根据工程

菌的安全等级采用相应的防范管理措施，避免过

度管理。从工程菌的生物安全防控系统的设计，

到工程菌的应用场景管理以及追踪溯源，工程菌

的生物安全需要全过程管理。
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