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生物传感器及其用于功能糖生物合成的研究进展

刘丹1，2，彭云柯1，江正强1，2

（1 中国农业大学食品科学与营养工程学院，中国轻工业食品生物工程重点实验室，北京 100083； 2 中原食品实验室，河

南 漯河 462300）

摘要：随着合成生物学与代谢工程的飞速发展，功能糖的生物合成取得显著突破。生物传感器在微生物细胞工厂

合成过程动态调控及合成所需关键酶高通量筛选中作用突出，正逐渐成为提高功能糖生物合成效率的前沿技术。

本文系统概述了生物传感器的核心组成模块，阐述了转录因子型生物传感器、RNA 型生物传感器、双组分系统型

生物传感器及荧光蛋白型生物传感器等的基本工作原理与性能评估指标，并总结了提升上述传感器特异性、灵敏

度、动态响应范围等重要参数的主要方法。在此基础上，系统归纳了生物传感器在母乳寡糖、D-阿洛酮糖等功

能糖高通量筛选与底盘动态调控中的最新研究进展。重点指出了生物传感器在代谢网络动态调控中的显著成效，

部分目标产物 （如 2′-岩藻糖基乳糖、N-乙酰氨基葡萄糖） 的发酵水平提升至百克级以上。最后，本文总结了生

物传感器在功能糖生物合成中的核心作用，并展望了 AI 辅助智能化元件创制、真核底盘拓展、多信号逻辑门集

成及自动化平台驱动等下一代智能化细胞工厂的生物传感器发展趋势。
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Abstract: Rapid development in synthetic biology and metabolic engineering has driven significant progress in the 

microbial biosynthesis of functional saccharides, such as human milk oligosaccharides (HMOs), D-allulose, N-

acetylglucosamine (GlcNAc), and N-acetylneuraminic acid (NeuAc). Nevertheless, conventional static metabolic 

engineering strategies frequently suffer from metabolic imbalances and resource allocation conflicts within chassis 

cells, and the bottleneck in high-throughput screening for key enzymes severely hinders further enhancements in 

biosynthetic efficiency. Furthermore, the bottleneck in high-throughput screening for key enzymes severely hinders 

further enhancements in biosynthetic efficiency. To address these challenges, biosensors have emerged as powerful 
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tools, playing a prominent role in the dynamic regulation of microbial cell factories and the high-throughput screening 

of key enzymes and high-yield strains. This review provides a systematic overview of the core modules of genetically 

encoded biosensors and elucidates the fundamental working principles of various types, including transcription factor-

based, RNA-based, two-component system-based, and fluorescent protein-based biosensors. Additionally, essential 

performance metrics of genetically encoded biosensors—such as specificity, dynamic range, sensitivity, basal leakage, 

response time, and orthogonality—are systematically discussed, and major strategies for optimizing these key 

parameters are comprehensively summarized. Furthermore, major strategies for optimizing key parameters such as 

specificity, sensitivity, and dynamic range are comprehensively summarized. Subsequently, we systematically review 

the latest studies of these biosensors in the biosynthesis of functional saccharides, including HMOs, D-allulose, 

GlcNAc, and NeuAc. Various biosensors (e.g., lactose-, temperature-, quorum-sensing-, and metabolite-responsive) are 

employed to achieve precise dynamic regulation of metabolic pathways, successfully balancing precursor supply and 

pushing fermentation titers to more than hundred-gram scales. Through coupling biosensors with droplet microfluidics, 

fluorescence-activated cell sorting (FACS), and toxin-antitoxin systems, the directed evolution of key enzymes and 

high-throughput screening of overproducing strains are rapidly driven. Future biosensor engineering in functional 

saccharide biosynthesis centers on AI-assisted de novo design, diversified non-transcription-factor mechanisms, and 

host expansion into eukaryotic chassis. Crucially, integrating multi-signal logic gates will facilitate autonomous phase 

switching and metabolic balance. Concurrently, automation-platform-driven integration with biofoundries, droplet 

microfluidics, and machine learning will accelerate high-throughput iterative optimization. Together, these 

technological advancements will seamlessly propel functional saccharide production from empirical static optimization 

toward a new paradigm of highly intelligent, autonomous metabolic regulation. These advances will propel 

biosynthesis of functional saccharides from static optimization towards intelligent, autonomous regulation.

Keywords: biosensors; functional saccharides; dynamic regulation; high-throughput screening
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生物传感器是合成生物学领域的核心技术元

件之一，能够将胞内代谢物浓度、酶活性或环境

信号等生物化学信息，实时转化为荧光、生长速

率或基因表达等可定量输出的信号［1］。凭借响应

快速、单细胞分辨率高、无损监测及高度可编程

等优势，生物传感器广泛应用在生物制造高附加

值产物中，大大推动了目标合成途径的动态调控，

以及核心工具酶与菌株文库的超高通量筛选［2］。

基于转录因子（如FadR）构建的动态传感器-调节

器系统，成功克服了代谢途径中的生理失衡与中

间体毒性，将脂肪酸乙酯产量提高 3倍［3］；在工业

底盘改造中，基于转录因子的单细胞级生物传感

器偶联超高通量筛选技术，实现了每秒分析 103个

细胞的超高通量筛选，快速锁定了 L-赖氨酸高产

菌株［4］。随着生物传感器在生物制造领域的成功

应用，生物传感器在功能糖［如母乳寡糖（human 

milk oligosaccharides，HMOs）、D-阿洛酮糖、N-

乙酰氨基葡萄糖（N-acetylglucosamine，GlcNAc）

等］的生物合成中逐渐发挥重要作用，成为突破

其生产瓶颈的前沿技术。

功能糖（functional saccharides）通常是指一类

难以被人体消化吸收，但具有独特生理活性（如

调节肠道微生态、低热量、抗炎或促进大脑发育

等）或特殊工业用途的糖类及其衍生物［5］。根据

分子聚合度、化学结构及核心功能基团的差异，

功能糖主要分为以下四类：功能性单糖（稀有糖

为主），以D-阿洛酮糖、D-塔格糖和L-阿拉伯糖为

代表的低热量天然单糖；功能性低聚糖（寡糖），

以HMOs、低聚果糖和低聚半乳糖为代表的益生元

类糖；功能多糖，以菊粉、香菇多糖为代表的天

然多糖；以及功能糖衍生物，主要包括糖醇类

（如赤藓糖醇、甘露糖醇）和单糖衍生物类（如N-

乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 、 N- 乙 酰 神 经 氨 酸 ［（N-

acetylneuraminic acid，NeuAc）］等。尽管酶法与微

生物发酵法等技术已成熟应用于功能糖的合成，

但其合成仍存在技术瓶颈与共性挑战。许多功能

糖的合成途径较长，需要大量消耗胞内的核苷酸

糖前体或辅因子，常与底盘细胞生长产生强烈的

资源竞争，导致代谢失衡以及碳转化率低等问

题［6-7］。再者，功能糖生物合成所依赖的核心工具

酶（如糖基转移酶、差向异构酶及合成酶等）存

在催化活性低、底物亲和力弱或热稳定性差等不

足，难以满足高效生产的需求［8-9］。

面对上述瓶颈问题，传统的基因工程手段，

如 启 动 子 工 程 、 核 糖 体 结 合 位 点 （ribosome 

binding site，RBS）工程、质粒拷贝数优化、基因

组整合、辅因子再生、基因敲除、外源诱导剂刚

性诱导等已广泛应用于精细调控微生物底盘合成

功能糖［10-13］。微生物底盘代谢网络复杂且微环境多

变，上述静态调控策略往往导致细胞工厂代谢失

衡、生长迟缓以及前体物质积累过度等问题［14］。

例如，HMOs合成过程需快速积累大量的前体物质

（UDP-N-乙酰氨基葡萄糖或 GDP-L-岩藻糖）满足

产物合成，但该过程会消耗大量UDP和GDP，与

细胞正常生长形成竞争，导致菌体生长受阻、质

粒丢失以及碳转化受限［15-16］。相比之下，动态调控

能够实时调整微生物代谢状态以适应微环境变化，

及时平衡底盘细胞生长和产物合成，减少对外源

诱 导 剂 的 依 赖 以 及 发 酵 过 程 中 的 人 工 干 预

需求［17-18］。

为获得理想的酶工具和底盘，常对分子定向

进化的酶分子以及代谢工程改造的候选底盘进行

筛选鉴定，但传统的分析检测技术（如 HPLC、

GC-MS）日处理通量仅为百至千级，耗时费力，

不利于超大容量突变文库（规模通常达 105~108级

别）的高通量快速筛选，限制了酶进化的迭代效率

与底盘重构［19］。生物传感器能够将胞内原本难以察

觉的酶活性差异间接转化为单细胞水平的荧光或生

长信号，再结合流式细胞分选 （fluorescence-

activated cell sorting，FACS）等超高通量分选平台，

可在数小时内对上百万个突变体进行快速扫描与筛

选［20］。这一策略不仅突破了色谱分析的通量制约，

还能快速创制理想合成用酶和高效底盘。

本文从生物传感器的核心组成模块与信号转

导机制出发，系统介绍不同类别生物传感器工作

原理和性能特征，归纳提升生物传感器工作性能

的优化策略；在此基础上，深入分析生物传感器

在功能糖生物合成中的具体应用，最后总结生物

传感器在功能糖生物合成中的核心作用，并对未

来智能化细胞工厂的发展趋势进行展望，以期为

深入推动功能糖的绿色、高效、智能化生物制造

提供科学参考。
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1 生物传感器

1.1 生物传感器的组成模块和分类

生物传感器由三个核心功能模块构成：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）［21］。信号识别模块负责特异性识

别目标代谢物、离子或物理化学信号。该模块通

常由具有配体结合能力的生物大分子构成，例如

别构转录因子（allosteric transcription factor，aTF）

的配体结合结构域［22］、核糖开关的适配体结构

域［23］、组氨酸激酶的胞外传感器结构域［24］或荧光

蛋白型生物传感器中的代谢物结合蛋白［25］。信号

识别导致识别模块的构象、寡聚状态或磷酸化状

态改变，从而启动信号传导。信号转换模块将识

别模块产生的分子信号转换为可调控输出模块的

中间信号。该模块执行“计算”功能，可对输入

信号进行放大、反转（激活转抑制）或逻辑整合

（与/或门）［26］。输出/执行模块产生可测量的表型或

对代谢网络进行调控。典型输出包括：荧光蛋白

（如 GFP、mCherry）用于高通量筛选［21］；抗生素

抗性基因或毒素 -抗毒素系统用于生长偶联选

择［27］；代谢酶基因用于动态控制代谢通量［28］。此

外，CRISPRi/dCas9系统常用于可编程的基因抑制/

激活，输出信号的强度通常与目标代谢物浓度在

一定范围内呈正相关或负相关［29］。

生物传感器主要以蛋白质或核酸等生物大分

子作为信号识别与转导的基础。根据应用体系的

不同，它既可应用于微生物体内构建全细胞生物

传感器，亦可在无细胞或体外系统中发挥功能。

其核心机制在于利用这些生物元件对目标配体的

特异性结合及变构效应，将待测分子信息原位转

化为可量化的信号输出（如调控下游报告基因表

达、诱发荧光共振能量转移或改变发射光谱等）。

根据生物传感器中模块的分子性质以及信号传导

机制，生物传感器分为转录因子型生物传感器、

RNA型生物传感器、双组分系统型生物传感器以

及荧光蛋白型生物传感器等［30］。

1.1.1 转录因子型生物传感器

转录因子型生物传感器利用代谢物响应型转

录因子（metabolite-responsive transcription factor，

MRTF）调控下游基因表达，可分为激活型和阻遏

型传感器。激活型传感器中，转录因子本身不具

有DNA结合能力（或结合能力极弱），只有在结合

配体后获得 DNA 结合能力，结合启动子并招募

RNA 聚合酶，激活报告基因转录［图 1（a）］。例

如，基于AraC的阿拉伯糖传感器是典型的激活型

传感器，无阿拉伯糖时，AraC的DNA结合域与配

体结合域发生相互作用，无法有效结合靶启动子；

当阿拉伯糖存在时，与配体结合域结合并诱导构

象变化，使DNA结合域暴露并识别启动子上的特

定序列，招募RNA聚合酶启动下游基因转录［31-33］。

此外，部分激活型转录因子（如LysR家族）在无

配体时同样持续结合于启动子上游的特定序列

（包括识别位点和激活位点），但其结合并不直接

启动转录。配体结合后，转录因子发生构象重排，

进而改变与RNA聚合酶之间的相互作用界面，或

重塑靶启动子区域DNA的空间构象（如解离DNA

弯曲），最终激活下游基因的转录［34］［图 1（a）］。

阻遏型传感器中，转录因子本身具有DNA结合能

力，在无配体时结合启动子操作序列，抑制报告

基因转录；当配体存在时，转录因子与之结合后

发生变构，从DNA上解离，从而解除抑制，激活

转录［图 1（b）］。典型的阻遏型传感器如基于LacI

的乳糖传感器和基于 TetR 的四环素传感器［32-33］。

输出/执行模块将这种转录调控与荧光蛋白、抗生

素抗性基因或代谢关键酶的表达偶联，实现实时

监测、高通量筛选及动态通路调控［32，35］。基于这

一机制，转录因子型生物传感器已广泛应用于天

然产物生物合成、代谢工程育种和自适应进化等

领域［30］。迄今，一些经典元件及其突变体（如乳

糖响应的 LacI 变体、D-阿洛酮糖响应的 PsiR 等）

已成功应用于 HMOs和 D-阿洛酮糖等功能糖的生

物合成中，实现了代谢通路的动态调控与高产菌

株的高通量筛选［36-37］。

1.1.2 RNA型生物传感器

RNA 型 生 物 传 感 器 主 要 利 用 核 糖 开 关

（riboswitch）或核酶（ribozyme）结构，通过代谢

物结合诱导RNA二级结构变化调控基因表达。核

糖开关由配体结合域和基因表达调控域组成，广

泛存在于细菌、真菌和古菌中［38-39］。配体结合促使
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前导RNA形成终止子或抗终止子以调控转录，或

遮蔽或暴露RBS以调节翻译［40］［图 2（a-b）］。核酶

作为催化RNA元件，与适配体融合成适体酶，通

过代谢物变构调控其切割 mRNA 的活性，进而控

制基因表达［41］［图 2（c）］。基于核糖开关与适体酶

的可编程特性，将其与报告基因或荧光适配体偶

联，开发出多种代谢物生物传感器，已广泛应用

于食品安全检测、环境监测、代谢工程、活细胞

成像、抗菌药物及基因治疗等领域［42］。目前，自

然界中已发现至少 19类天然核糖开关效应物，其

感知的配体广泛涵盖了氨基酸、磷酸化糖、辅酶

因子（如维生素B12、硫胺素焦磷酸）以及金属离

子等，并成功应用于多种小分子代谢物及次级代

谢产物的胞内监测与生物合成调控［43-44］。例如，在

糖代谢调控中，自然界演化出了 glmS核糖开关等

经典元件，能够特异性感知胞内 6-磷酸氨基葡萄

糖的浓度变化并启动自剪切，是天然糖代谢通量

调控的典型代表［45］。然而，RNA型生物传感器在

HMOs、D-阿洛酮糖等功能糖的生物合成中尚未见

相关报道，主要原因是功能糖适配体匮乏以及核

糖开关鲁棒性不足。

1.1.3 双组分系统型生物传感器

双组分系统（two-component system， TCS）

是细菌、古菌和少数真核生物中广泛存在的一类

信号转导机制［46］。典型的TCS由膜结合的组氨酸

激酶（histidine kinase，HK）和胞内的响应调节因

子（response regulator，RR）组成。HK 感知胞外

信号后发生自磷酸化，经磷酸化信号传递至 RR，

激活后的 RR 通过 C 端效应结构域调控靶基因表

达，实现胞外信号向转录输出的跨膜转导［47］（图

图图1　转录因子型生物传感器工作原理示意图。

（TF：转录因子；RBS：核糖体结合位点）

Fig. 1　Schematic diagram of transcription factors based biosensors.

(TF: transcription factor; RBS: ribosome binding site)

图图2　RNA型生物传感器的工作原理示意图。

Fig. 2　Schematic of RNA-based biosensors.
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3）。与转录因子或核糖开关依赖胞内配体不同，

TCS凭借HK的跨膜结构，直接感知不能自由跨膜

的胞外刺激，适用于检测细外和周质空间信号［48］。

双组分系统型生物传感器的核心优势在于能够直

接感知无法自由跨膜的胞外信号刺激，可开发为

检测胞外信号的生物传感器，应用于环境监测、

疾病诊断和生物制造等领域［49］。在微生物利用糖

类原料或分泌功能糖的过程中，细胞主要利用HK

来监测环境中的糖通量。在感知葡萄糖、木糖等

碳源利用状态的经典双组分系统中，枯草芽孢杆

菌的 DegS-DegU 系统能够响应胞外葡萄糖浓度，

调控蛋白酶和糖代谢相关基因的表达［50］；大肠杆

菌的 UhpB-UhpA 系统则可感应胞外葡萄糖 -6-磷

酸，动态调节碳源摄取与利用［51］。这些天然 TCS

为开发功能糖相关的胞外传感系统提供了元件基

础与设计思路，但目前尚未见其在 HMOs 等功能

糖的生物合成中的相关报道，主要受限于功能糖

相关配体的天然组氨酸激酶匮乏及与底盘内源系

统的串扰问题［48］。

1.1.4 荧光蛋白型生物传感器

荧光蛋白型（fluorescence protein，FP）生物

传感器基于“构象变化-信号输出”机制，由识别元

件和荧光报告元件组成［52］。代谢物结合诱导构象变

化，将浓度转化为荧光信号［53］。根据信号转导机制，

该类传感器主要分为荧光共振能量转移（Förster 

resonance energy transfer，FRET）传感器、双分子荧

光互补 （bimolecular fluorescence complementation，

BiFC）传感器和单荧光蛋白传感器（图4）。FRET传

感器将配体结合肽嵌于供体与受体荧光蛋白间，

代谢物结合引起距离变化，通过FRET效率比值定

量［54-55］；FRET传感器中的周质结合蛋白家族是连

接荧光蛋白的核心模块，例如葡萄糖结合蛋白

（glucose-binding protein，GBP）和半乳糖结合蛋

白。通过在 GBP的两端分别融合供体和受体荧光

蛋白，当 GBP结合环境中的糖分子后发生铰链式

闭合运动，直接改变两端荧光蛋白的空间距离，

从而输出高时空分辨率的 FRET 信号［56］。这类

“GBP-FRET”传感器已被广泛用于活细胞内葡萄

糖等糖代谢流的动态实时监测，为糖代谢通量的

原位解析提供了重要工具［56］。BiFC传感器将荧光

蛋白拆分为两个无活性片段，分别融合于互作蛋

白，代谢物促进片段重构恢复荧光［55］；单荧光蛋

白传感器中代谢物直接改变荧光蛋白发射光谱

（如 pH-Lemon），无需荧光蛋白的互作即可输出信

号［57］。FP 传感器响应极快（毫秒至秒级），可视

化强，可实现活细胞实时成像和亚细胞定位分析，

用于活体代谢成像中时空动态解析、生物医学中

体外快速诊断以及工程菌株的高通量筛选［58-60］。目

前 FP传感器尚未应用到 HMOs、D-阿洛酮糖等功

能糖的生物合成中，主要原因是 FP传感器无法调

控代谢通路，难以实现生长偶联筛选。

1.2 生物传感器的性能及优化策略

理想的生物传感器应具备高特异性、宽动态

检测范围、高灵敏度、低本底泄漏、快速的响应

时间以及良好的正交性［61-66］。上述四类生物传感器

在参数特征上各有优劣势（表 1）。转录因子型生

物传感器特异性强、系统鲁棒性好，且输出信号

的可设计性较高，但其天然可用元件数量有限，

且受限于转录与翻译过程，响应延迟较大（通常

为分钟至小时级）［22］。RNA 型生物传感器在信号

转导过程中无需蛋白质因子辅助，然而其核酸元

件在胞内的稳定性易受限，在复杂底盘中实现正

交性设计的难度较高［42，67］。双组分系统型生物传

感器能够直接感知无法自由跨膜的胞外信号，但

图图3　双组分系统型生物传感器的工作原理示意图。

（HK：组氨酸激酶；RR：响应调节因子）

Fig. 3　Mechanism of TCS-based biosensors.

(HK: histidine kinase; RR: response regulator)
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目前几乎都在细菌中构建与运行，将其完整功能

系统移植至真核生物并实现有效信号转导仍是重

大挑战［49］。荧光蛋白型生物传感器响应速度快

（毫秒至秒级），可视性强，但其应用多局限于代

谢物浓度的实时监测，尚无法直接操控下游基因

表达，且对微环境波动敏感、易受光漂白影响，

限制了其在合成生物学动态调控中的广泛应用［52］。

天然生物传感器在灵敏度、特异性及动态范

围等方面往往难以直接匹配复杂的实际应用需求，

因此需要对其进行性能优化与定制化重构。在设

计策略上，转录因子型生物传感器的性能调控主

要聚焦于其两大核心功能模块：变构转录因子的

蛋白质工程以及顺式作用元件的拓扑优化。在蛋

白质工程层面，主要采用定向进化与理性设计策

略来重塑TF的识别特异性。针对效应物结合域进

行饱和突变，可有效调节其配体识别谱系与结合

亲 和 力［36］。 例 如 ， 基 于 LacI-IPTG 晶 体 结 构

（PDB： 1LBH），对结合口袋周围与配体形成氢键

的 20 个关键残基进行饱和突变，借助基于 sfGFP

与与致死基因（hsvTK）的双向选择平台和 FACS

筛选，成功获得配体特异性由 IPTG转向乳糖的突

变体 LacI-Q291F，其响应阈值拓宽至 0～3.4 g/L，

最大激活倍数达 15.5倍［36］。Bhat等将AraC的LBD

替换为 IsoA，成功构建了新型异戊二烯生物传感

器，显著增强了生物传感器的响应灵敏度和动态

范围［68］。在DNA调控元件层面，对启动子、操纵

子及 RBS的精细改造是调节生物传感器输出特性

的关键。通过对ArsR调控启动子的序列演变，可

将砷离子的检测限从 50 ppb显著降低至 9.38 ppb，

并有效拓宽其线性响应区间［69］。调节操纵子或启

动子强度，能够对传感器的动态范围进行量化表

征与大幅调节，进而优化细胞内的代谢通量分

配［70］。此外，RBS的精准设计对翻译起始速率具

有决定性作用；利用深度学习算法预测并设计最

优 RBS 序列，已成为按需定制传感器响应阈值、

实现性能程序化调控的有效手段［71］。

表表1　　四类生物传感器特征比较

Table 1　　Comparison of characteristics among four classes of biosensors

识别模块类型

输出类型

响应速度

可调控性

特异性

胞外检测能力

正交性

转录因子型

代谢物响应性转录因子

转录调控

慢（分钟~小时）

容易

高

低（需转运）

好

RNA型

核糖开关/适体酶

转录/翻译调控

中（分钟）

中等

中~高

低

好

双组分系统型

组氨酸激酶+RR

转录调控

慢

中等

中

高

较差（串扰）

荧光蛋白型

配体结合蛋白+荧光蛋白

光学信号

快（毫秒~秒）

难

高

低

好

图图4　荧光蛋白型生物传感器的工作原理示意图。

（nYFP：黄色荧光蛋白的N端；cYFP：黄色荧光蛋白的C端）

Fig. 4　Schematic representations of FP-based biosensors.

(N-YFP: N-terminal of yellow fluorescent protein; C-YFP: C-terminal of yellow fluorescent protein)
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相比之下，其他三类生物传感器的性能优化

则主要围绕其固有缺陷展开，在功能糖生物制造

中的工程化应用仍受限。RNA型生物传感器的优

化主要通过改造表达平台以改善其折叠动力学，

或通过体外 SELEX技术筛选高亲和力适配体构建

新型人工核糖开关［72-75］；双组分系统型生物传感器

的调控则侧重于平衡HK与RR的表达比例以抑制

背景噪声，或通过定点突变调节HK的磷酸酶活性

以扩大动态范围［76-77］；FP型生物传感器的重构则

高度依赖蛋白质拓扑工程（如圆排列重构或拆分

蛋白）与连接子序列优化，旨在提高配体结合域

与荧光模块间的变构信号传导效率［78-81］。

2 生物传感器在功能糖生物合成中的
应用

生物传感器作为连接代谢物浓度与可检测信

号的“智能开关”，在动态调控代谢网络和高通量

筛选中发挥重要作用。目前应用最广的是转录因

子型传感器，RNA型、双组分系统型及荧光蛋白

型传感器在功能糖体系中适配性与调控能力不

足［43，48，52］。转录因子型传感器通过识别特定胞内

代谢物或环境物理信号，发生构象改变，进而通

过输出模块（如荧光蛋白、毒素 -抗毒素系统、

CRISPRi）实现信号可视化或代谢流重新分配，显

著提升了 HMOs 和 D-阿洛酮糖等功能糖的生产

效率。

2.1 生物传感器驱动 HMOs 生物合成

HMOs是母乳中仅次于乳糖和脂类的第三大固

体成分，初乳中含量高达 22~24 g/L，目前已鉴定

结构明确的HMOs有 200多种［82-83］。HMOs具有调

节肠道、提高免疫、促进大脑发育等功能，广泛

应用于功能食品、药品及化妆品领域［84］。其规模

化生产主要依赖微生物代谢工程，大肠杆菌是应

用最成熟的底盘细胞，枯草芽孢杆菌和酿酒酵母

等 GRAS菌株也取得显著进展［85］。动态调控策略

的核心在于传感器根据细胞内外环境变化自动调

控通路基因表达，进而平衡细胞生长与 HMOs 的

合成，或者实现细胞生长和产物合成的解偶联

［图 5（a）］。在 2′-岩藻糖基乳糖（2′-fucosyllactose，

2′-FL）的微生物合成中，Zhang等［36］通过定向进

化策略成功开发了一种特异性响应乳糖的转录因

子型生物传感器，将LacIQ291F用于动态调控关键节

图图5　基于生物传感器动态调控微生物细胞工厂合成HMOs。

Fig. 5　Dynamic regulation of microbial cell factories for HMOs biosynthesis using biosensors.
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点葡萄糖激酶（glucokinase，GlcK）的表达。在发

酵初期，细胞自合成乳糖含量低，LacI 抑制 glcK

表达，促使葡萄糖流向乳糖合成模块；待乳糖积

累后，抑制解除，glcK 表达量提高，代谢流转向

GDP-岩藻糖合成模块，从而实现了前体供应与产

物合成间的自动代谢平衡［图 5（b）］。这一动态调

控策略显著缓解了代谢竞争与负担，在摇瓶中

2′-FL产量提升了 107%（达 9.67 g/L），3-L发酵罐

中产量达 30.1 g/L，是枯草芽孢杆菌中以葡萄糖为

唯一碳源合成2′-FL的首例报道（表2）。

温度作为一种正交性强、无需外源诱导剂的

信号，同样用于动态调控。Yu等［86］在枯草芽孢杆

菌中基于噬菌体 λ的温度敏感阻遏蛋白CI857构建了

响应不同温度梯度（30、32、34、37 °C）的传感

器。通过将CI857结合位点插入组成型启动子 Pveg的

不同位置，获得了低温泄漏极低、动态范围高达

39.5℃的温度响应启动子 Pveg5（表 2）。随后将该系

统应用于 2′-FL 合成中，采用“先长菌（30 °C，

0～12 h）、再激活合成模块基因 futC、manB、gmk

和 ndk（34 °C，12～18 h）、后抑制竞争途径基因

pfkA、zwf和细胞自溶基因 lytC（37 °C，18-60 h）”

的时序控制策略，2′-FL 摇瓶产量从 0.36 g/L 提升

至1.84 g/L，5-L发酵罐中产量达28.2 g/L［图5（c）］。

在细菌群体感应（quorum sensing，QS）系统

中，LuxI/LuxR 和 EsaI/EsaR 是典型的转录因子型

生物传感器［91-92］。高细胞密度下，LuxR与LuxI合

成的酰基高丝氨酸内酯（acyl-homoserine lactone，

AHL）结合，激活 PLuxI 启动子下游基因表达［82］。

EsaI/EsaR系统同样响应AHL信号分子，但调控蛋

白 EsaR 通常为阻遏型［87］。QS 系统的优势在于基

因表达与细胞密度自动耦合，无需额外使用诱导

剂。Tao 等［87］在大肠杆菌 MG1655 中构建 Lux 型

QS 系统用于动态调控乳糖 -N-新四糖（lacto-N-

neotetraose，LNnT）的合成。将关键酶基因 β-1，

3-N-乙酰氨基葡萄糖转移酶基因 lgtA和 β-1，4-半乳

糖基转移酶基因 cpsIaJ置于QS启动子控制下，实

现了产物合成的时序激活［图 5（d）］。LNnT摇瓶

产量达 3.05 g/L，较对照提高 2倍以上。进一步替

换了触发不同OD600的QS启动子突变体，摇瓶产量

提升至 4.64 g/L，在 5-L 发酵罐中无需 IPTG 诱导，

LNnT产量达 20.33 g/L（表 2）。在大肠杆菌中，全

局转录因子 Cra（catabolite repressor activator）是

调控糖酵解与糖异生代谢流的关键节点。当胞内

果 糖 -1，6- 二 磷 酸 （fructose-1， 6-bisphosphate，

表表2　　生物传感器在HMOs合成中的应用

Table 2　　Applications of biosensors in the biosynthesis of HMOs

传感器名称

lacI

CI857温度

传感器

LuxI/LuxR

群体感应

FBP-Cra

BgaR乳糖

传感器

L-岩藻糖传

感器(FcsR)

工作原理

结合乳糖/IPTG 后发生变构并

从操纵子上解离，解除转录抑制

低温结合 DNA 抑制转录，高温

变构解离

高细胞密度下AHL结合LuxR，

激活PLuxI

低浓度 FBP时，Cra结合启动子

激活基因表达；高浓度 FBP与Cra

结合使其从 DNA 解离，从而抑制

表达。

乳糖结合BgaR，激活下游基因

岩藻糖结合 FcsR，构象改变激活

转录

传感器改造及优化效果

定向进化改变传感器底

物特异性

启动子工程改变温度触

发点，低温泄露极低

启动子工程改变 OD600

触发点

未改造

定向进化和 RBS工程改

造 BgaR；动态范围从 1.47

倍提高到 5.19 倍，检测范

围从 5~10 g/L 提高到 0~12 

g/L

启动子替换以及质粒拷贝

数优化，消除传感器本底

泄漏增加动态范围

应用

动态调控glcK

时序控制 2′-FL

合成基因与竞争

途径

动 态 调 控

LNnT合成基因

动态调控 pfkA，

使 代 谢 流 转 向

LNFP I合成

筛 选 2′-FL 高

产菌株

筛选高活性α-1,

2-岩藻糖基转移

酶突变体

底盘

枯草芽孢杆菌

枯草芽孢杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

目标产物及

发酵产量

30.1 g/L 2′-FL

（3-L发酵罐）

28.2 g/L 2′-FL

（5-L发酵罐）

20.33 g/L LNnT

（5-L发酵罐）

48.50 g/L LNFP I

（5-L发酵罐）

78.21 g/L 2′-FL

（5-L发酵罐）

124.25 g/L 2′-FL

（5-L发酵罐）

参考
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FBP）浓度低时，Cra 结合在靶基因启动子（如

Ppam）的特定序列上，激活下游基因表达；而当糖

酵解通量过高导致FBP积累时，FBP与Cra结合使

其从DNA上解离，从而抑制下游基因表达［93］。基

于这一机制，FBP响应型生物传感器应用到动态调

控大肠杆菌合成 LNFP I 路径中 pfkA 的表达［图 5

（e）］。引入FBP传感器，当糖酵解过强、FBP积累

时，Cra解离，抑制 pfkA表达，从而减弱糖酵解通

量，使代谢流转向产物合成，最终菌株合成LNFP 

I产量较对照组提高 8.12%（2.53 g/L），在 5-L罐中

产量达48.50 g/L［88］（表2）。

乳糖是 HMOs 合成的通用底物，因此基于转

录因子的乳糖响应型生物传感器应用最广。基于

BgaR构建的乳糖传感器能够有效响应胞内乳糖浓

度变化，为 HMOs 高产菌株的筛选提供了关键支

撑。由于生物传感器在低底物浓度下面临较高的

背景噪音干扰，通过引入 LacI 作为“信号转换

器”，可以将原有的信号传导模式优化为正向的生

长-产量偶联机制。RBS序列精细调控后有效提高

了传感器的动态范围和有效检测范围，并成功应

用于 LNT II及 2′-FL 等高产菌株筛选，5-L 发酵罐

中合成 2′-FL 产量达 78 g/L［89］。此外，将 BgaR 生

物传感器与覆盖大肠杆菌全基因组的 CRISPRi 文

库偶联，基于“代谢物消耗与荧光信号输出呈反

向相关”的逻辑，从约 8000 个克隆中鉴定出 8 个

有益靶基因（如 pcnB、 ihfB 等），组合抑制后

LNnT产量达47.41 g/L［90］（表2）。

除了常规的转录因子型传感器外，基于代谢

的生长偶联型传感策略展现出了独特的优势。该

类传感器是不依赖大分子元件（如蛋白质或RNA）

变构效应的传统分子级生物传感器，其通过酶促

水解将目标产物转化为细胞生长必需的碳源，使

细胞生长速率直接反映产物产量，从而筛选出高

产菌株。针对 3-FL缺乏天然转录因子识别元件的

瓶颈，α-L-岩藻糖苷酶AfcB能够将 3-FL水解为L-

岩藻糖，从而建立了“底物转化-生长偶联”的传

感策略，并成功筛选出3-FL高产菌株，在5-L发酵

罐中产量达 42.05 g/L［94］。除菌株筛选外，基于肺

炎链球菌 FcsR-PfcsK系统的 L-岩藻糖响应型传感器

也用于 HMOs 合成关键酶的筛选。通过启动子替

换及质粒拷贝数优化，有效消除了传感器的本底

泄漏，并拓宽了动态范围，为高效α-1，2-岩藻糖基

转移酶的筛选提供了有力工具，2′-FL 在 3-L 发酵

罐中产量达124.25 g/L［95］（表2）。

目前，HMOs生物合成的动态调控与高通量筛

选研究均基于大肠杆菌或枯草芽孢杆菌等原核底

盘细胞，而在翻译后修饰能力更强、更具食品安

全潜力的真核底盘（如酿酒酵母、解脂耶氏酵母）

中，生物传感器驱动的HMOs合成尚未见报道。

2.2 生物传感器驱动 D-阿洛酮糖生物合成

D-阿洛酮糖（D-allulose）是一种低热量稀有

糖，存在于少数植物和特定细菌中［96］。它作为D-

果糖的差向异构体，具有甜度高、溶解度高、热

量极低以及引起的血糖反应低等特点［97］。因其特

殊的生理功能，D-阿洛酮糖在降血糖、抗氧化以

及预防肥胖和慢性病等方面发挥重要作用［97-98］。

D-阿洛酮糖的规模化生产主要有酶法和微生物发

酵法［99］。在生物合成路径中，最核心的反应是利

用D-阿洛酮糖 3-差向异构酶（ketose 3-epimerases，

DAEase）催化D-果糖生成D-阿洛酮糖［99］。除大肠

杆菌外，利用枯草芽孢杆菌等安全菌株合成D-阿

洛酮糖也表现出良好的应用前景［99］。基于根癌农

杆 菌 （Agrobacterium tumefaciens） 的 转 录 因 子

PsiR及其同源启动子PpsiA是目前常用的D-阿洛酮糖

生物传感器［37，100］。无 D-阿洛酮糖时，PsiR 结合

PpsiA并抑制下游基因（如荧光蛋白或抗性基因）转

录；D-阿洛酮糖存在时与 PsiR结合，使其构象改

变并从DNA上解离，从而激活表达［100］。

天津科技大学秦慧民团队针对DAEase催化效

率低且缺乏高效筛选手段的瓶颈，开展了系统性的

生物传感器构建与酶定向进化研究。该团队基于转

录调节因子PsiR重新设计并优化了D-阿洛酮糖响应

型生物传感器。采用微孔板筛选策略对转录因子

PsiR进行定向进化，提高了传感器的灵敏度。优化

后的PsiR荧光偶联系统与液滴微流控技术结合，构

建了筛选效率达 105个液滴/小时的超高通量平台［36］

（ 表 3）。 利 用 该 平 台 对 费 氏 中 华 根 瘤 菌

（Sinorhizobium fredii）来源的差向异构酶（SfDAE）

进行定向进化，筛选获得突变体M3-2（S11G/L42T/

L96M/I109E/E152N/P247G/F242Y/A254C）， 其 催
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化活性提高了 17倍。还通过启动子工程调节 PsiR

的表达水平，大幅提升了传感器动态响应范围，

进一步开发了生长-荧光双信号偶联的体内筛选平

台［100］ （ 表 2）。 利 用 该 平 台 对 农 杆 菌 属

（Agrobacterium sp.）SUL3来源差向异构酶进行定

向进化，筛选获得突变体 M42 （P38N/V102A/

Y201L/ S207N/I251R），其催化活性提高了 6.28

倍，同时热稳定性也显著提高，60℃下的半衰期

延长了 2.5倍。为克服传统抗生素筛选压力易衰减

的局限，开发了基于毒素-抗毒素系统的转录因子

型 生 物 传 感 器 （toxin-antitoxin-based high-

throughput screening platform， TASP） 平 台［101］

（表 3）。TASP平台利用细胞自主产生的可持续选

择压力，将差向异构酶催化活性与细胞生长及

mCherry荧光信号精确偶联。基于此平台对锡瓦斯

假单胞菌（Pseudomonas sivasensis）来源的差向异

构酶进行定向进化，筛选出的突变体 M4-2

（W14C/G67A/L151Y/F245K）在 60 ℃下催化活性

提高 5.2 倍，半衰期延长 3.5 倍。一系列基于传感

器的筛选策略不仅成功获得了高性能异构酶，显

著提升了D-阿洛酮糖的生物合成效率，也为工业

酶的快速演化与高通量鉴定提供了有效借鉴。此

外，Li等［102］基于 PsiR 构建 D-阿洛酮糖响应型生

物 传 感 器 ， 用 于 Caballeronia insecticola 来 源

DAEase的半理性改造，获得双突变体S37N/F157Y

（催化活性提高 14.7%，65℃半衰期达 27.56 h）。突

变体在枯草芽孢杆菌WB800中表达，全细胞催化

500 g/L D-果糖 1 h转化率达 33.6%，固定化细胞重

复7批次后仍保持80%以上活性（表3）。

醛醇氧化酶（alditol oxidase，AldO）是甘油

合成D-阿洛酮糖途径中的限速酶之一。在D-阿洛

酮糖的生物合成中，醛醇氧化酶（AldO）是甘油

利用途径的关键限速酶。为突破其催化活性瓶颈，

可将阿洛酮糖响应回路（PsiR/PpsiA）与抗性筛选机

制（如四环素外排泵 TetA）相结合，构建基于抗

生素选择压力的生存偶联系统。通过精细调控

PsiR 的启动子强度及质粒拷贝数，能够实现目标

酶活力与细胞抗药性的精准正向偶联。利用该系

统对 AldO 突变体文库进行选择性连续传代演化，

有效富集高活性突变体，最终使D-阿洛酮糖的合

成产量提升 19.97% ［103］（表 3）。基于 PsiR的传感

器也用于微生物底盘合成D-阿洛酮糖的动态调控

中。针对天然传感器响应性能受限的问题，借助

基于蛋白质结构的计算设计策略，可对 PsiR的底

物进入通道、配体结合口袋及变构传导进行精准

改造。获得的D-阿洛酮糖生物传感器灵敏度提升

表表3　　基于PsiR的生物传感器在D-阿洛酮糖合成中的应用

Table 3　　Applications of PsiR-based biosensors in the biosynthesis of D-allulose

传感器名称

PsiR-荧光系统

PsiR

基于毒素-抗毒

素系统的 D-阿洛

酮糖响应型生物

传感器

PsiR

PsiR

传感器改造及优化效果

定向进化 PsiR（G133D/Y233R）

提高灵敏度；响应阈值从 50 mM

降至10 mM

启动子工程优化 PsiR 表达水

平；生长动态范围扩大~30倍，信

噪比由1.52降低至0.05

启动子工程优化 pPsiA（-10 区

饱和突变+双 PsiR结合位点）；动

态范围扩至 150 mM，信噪比提高

14.2倍

未改造

替换报告基因为 TetA（四环素

外排泵）；启动子+拷贝数优化，实

现酶活-抗性正耦合

应用

高通量筛选

DAEase突变体

高通量筛选

DAEase突变体

高通量筛选

DAEase突变体

高通量筛选

DAEase突变体

连续传代富集

AldO突变体

酶改造效果

酶活提高 17 倍，热稳

定性未损失

酶 活 提 高 6.28 倍 ，

60 ℃下的半衰期延长

2.5倍

酶活提高 5.2倍，60℃

下半衰期延长3.5倍

较野生型提高 14.7%，

65 °C 下 半 衰 期 延 长

17.23倍

AldO 酶活未直接测

定

底盘

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

枯草芽

孢杆菌

大肠杆菌

D-阿洛酮糖产量

及规模

30%转化率（1.5 h），

500 g/L D-果糖合成

150 g/L（体外酶法）

32.2%转化率（3 h），

500 g/L D-果糖合成

161 g/L（体外酶法）

—

168 g/L（33.6%转化

率，1 h），全细胞催化

1.82 g/L，较野生型产

量提高19.97%，全细

胞催化

参考

文献

[37]

[100]

[101]

[102]

[103]

注：“—”代表产量未知。
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约 20倍，对D-阿洛酮糖的检测范围拓宽到 10 μM

至 100 mM［104］。优化后的 PsiR传感器与由 AlsE和

YniC编码的D-阿洛酮糖合成途径在谷氨酸棒杆菌

中进行共表达，胞内自合成的D-阿洛酮糖可自动

激活目标蛋白（如甘露糖异构酶）的表达，实现

了生长依赖的自诱导，避免了添加 IPTG等昂贵诱

导剂。进一步，优化后的传感器与 dCpf1偶联构建

D-阿洛酮糖触发的 CRISPRi 系统，动态抑制磷酸

戊糖途径的 zwf基因表达，使碳代谢流从细胞生长

转向D-阿洛酮糖合成，最终D-阿洛酮糖产量提高

68%，转化率达0.43 g/g葡萄糖（图6）。

D-阿洛酮糖生物合成中生物传感器目前多用于

关键酶的高通量筛选，而用于胞内代谢通量动态调控

的研究尚在起步，整体成熟度远低于HMOs合成中

已建立的动态调控体系［86，89-90］。未来，亟需将这些传

感器拓展至前体供给与竞争途径的动态平衡，以实现

D-阿洛酮糖高效智能化细胞工厂的关键。

2.3 生物传感器驱动其他功能糖的生物合成

GlcNAc是葡萄糖的氨基衍生物，广泛存在于

甲壳素、细胞壁肽聚糖及糖胺聚糖中［105］。GlcNAc

具有抗炎、保护关节软骨、改善肠道屏障及保湿

等功能，广泛应用于医药、功能食品及化妆品领

域［106］。N-乙酰氨基葡萄糖的规模化生产正逐步由

传统的几丁质酸解法向绿色、可持续的微生物发

酵法转变［105］。

在GlcNAc的生物合成路径中，最核心的反应是

利用葡萄糖胺-6-磷酸合酶（glucosamine-6-phosphate 

synthase，GlmS）和氨基葡萄糖-6-磷酸乙酰转移酶

（glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase，Gna1）

等关键酶催化前体代谢物转化生成 GlcNAc［105］。

为解决合成过程中极易出现的代谢失衡与副产物

溢出问题，生物传感器与 CRISPRi 技术深度融合

的动态调控策略展现出了显著的技术优势（表 4）。

一方面，利用 GntR家族转录因子 GamR对关键中

间 体 氨 基 葡 萄 糖 -6- 磷 酸 （glucosamine-6-

phosphate，GlcN6P）的特异性响应机制，构建高

灵敏度的传感系统，启动子工程改造后动态范围

提升 13.4 倍［107］。将该传感器与 CRISPRi 系统偶

联，构建了自动双向控制系统：当胞内GlcN6P积

累时，传感器激活合成关键酶氨基葡萄糖-6-磷酸 

N-乙酰转移酶 GNA1 的表达，同时解除对竞争途

径基因（zwf、pfkA、glmM）的 CRISPRi 抑制，实

现了代谢流的自主平衡。最终，在无需外源诱导剂

下，工程菌株在 15-L发酵罐中合成GlcNAc产量达

131.6 g/L（表4）。另一方面，为减少乙酸等副产物

生成，基于代谢物与诱导剂双输入的时序调控策略

提供了新的解决思路。通过整合丙酮酸响应转录因

子PdhR与乳糖操纵子LacI，构建出双重输入逻辑的

动态调控回路。该系统能够借助CRISPRi时序抑制

糖代谢关键节点基因（pfkA与 zwf），从而有效阻断

乙酸过量积累，最终工程菌株在30-L发酵罐中合成

GlcNAc产量达143.8 g/L［108］（表4）。

图图6　生物传感器动态调控谷氨酸棒杆菌合成D-阿洛酮糖。

Fig. 6　Dynamic regulation of D‑allulose biosynthesis in C. glutamicum using biosensors.
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表表4　　生物传感器在其他功能糖合成中的应用

Table 4　　Applications of biosensors in the biosynthesis of other functional oligosaccharides

传感器名称

GlcN6P 响

应型传感器

丙酮酸响

应转录因子

(PdhR)+乳糖

操纵子(LacI)
双输入系统

NeuAc 响

应型传感器 
+ iPopQC（可

诱导群体质

量控制）

NeuAc 响

应型传感器

(Bbr_NanR)

丙酮酸响

应型传感器；

NeuAc 响 应

型传感器+流
式分选

转 录 因 子

EryD型传感器

MtlR 响应

型传感器

CdaR 响应

型传感器

工作原理

GlcN6P浓度低时，GamR结合

启动子 PgamA 上特定序列，抑制

下游基因转录；GlcN6P 浓度高

时，GamR与之结合后从启动子

上解离，从而激活下游基因表达

丙酮酸浓度较低时，PdhR 结

合到其特异性 DNA 序列上，抑

制下游基因（如 dCas9）的转录；

当丙酮酸积累时 ，丙酮酸与

PdhR 结合，使其从 DNA 上解

离，从而解除抑制，开启下游基

因表达

无 NeuAc 时 ，NanR 结 合

Pveg105，抑制下游基因转录；当

NeuAc存在时，NanR与之结合，

构象改变后从启动子上解离，从

而激活基因表达

NeuAc 浓度较低时，NanR 蛋

白结合到启动子上的特异性识

别序列，抑制下游基因的转录；

当 NeuAc 存 在 时 ，NeuAc 与

NanR结合，诱导其构象改变，从

启动子上解离，从而解除抑制，

下游基因得以表达

无丙酮酸时，PdhR 结合启动

子上特定序列，抑制下游基因转

录；丙酮酸存在时，与之结合后

构象改变，从启动子上解离，从

而解除抑制，激活基因表达

无赤藓糖醇时，EryD 形成四

聚体，结合到操纵子序列上，抑

制下游基因转录；当赤藓糖醇存

在时，赤藓糖醇与EryD结合，诱

导其构象变化，四聚体解离为二

聚体，从DNA 上解离，从而解除

抑制，激活下游基因表达

甘露醇与 MtlR 结合，改变其

构象，MtlR结合 PmtlE并激活转

录，导致红色荧光强度上升

GA 结合转录因子 CdaR 后激

活Pcda启动子，驱动GFP表达

传感器改造及优化效果

启动子优化，动态范

围提高13.4倍

启动子工程优化动态

范围

优化RBS和N端编码

序列减少传感器序列表

达泄漏

优化启动子强度并引

入 RiboJ 增强转录稳定

性；优化后最大激活倍

数达10.62倍

启 动 子 工 程 提 高

NeuAc 传感器灵敏度和

动态响应范围；最大激

活倍数 10.62倍，检测范

围0~15 g/L

启动子和RBS工程优

化传感器灵敏度和动态

响应范围

启动子和RBS工程优

化传感器

构建“一锅双菌”共培

养系统，产物合成与信

号传感空间解偶联，结

合FACS进行定向进化

应用

与 CRISPRi 偶联构建双

向控制系统：激活 GlcNAc
合成基因GNA1、抑制竞争

途径（zwf, pfkA, glmM）

构建双输入动态调控系

统，结合 CRISPRi 时序抑

制糖酵解关键基因（pfkA、
zwf ），减少副产物乙酸

积累

构建可诱导群体质量控

制系统（iPopQC），调控生

长必需基因（folB或 ftsW），

动态富集生产亚群

高通量筛选 glmS-glmM-
SeglmU多基因文库

高通量筛选CsiR

高通量筛选突变菌株

筛选不同来源的甘露糖

醇 1-磷酸脱氢酶/磷酸酶，

鉴定最优酶组合

构建“一锅双菌”共培养

系统，产物合成与信号传

感空间解偶联，结合 FACS
进行定向进化

底盘

枯草芽

孢杆菌

大肠杆菌

枯草芽

孢杆菌

大肠杆菌

大肠

杆菌

解脂耶氏

酵母

钩虫贪

铜菌 H16

大肠杆菌、

酿酒酵母

目标产物产量

131.6 g/L 
GlcNAc 

（15-L发酵罐）

143.8 g/L 
GlcNAc 

（30-L发酵罐）

4.23 g/L Neu5Ac 
（3-L发酵罐）

58.26  g/L NeuAc
（3-L发酵罐）

28.17  g/L NeuAc
（摇瓶发酵）

148 g/L赤藓糖醇

（3-L发酵罐）

3.9 g/L甘露醇

（3-L发酵罐）

筛选到D82Y等

突变体，共表达

NADH氧化酶使

GA产量提高

58%

参考

文献

[107]
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[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

NeuAc 是一种广泛存在于脊椎动物及特定微

生物中的天然九碳糖醛酸，在促进婴儿大脑发育、

提高免疫力、抗病毒及调节肠道等方面发挥着重

要的生理功能［108］。NeuAc的规模化生产主要有生

物酶法和微生物发酵法［115］。在生物合成路径中，

最核心的反应是利用N-乙酰氨基葡萄糖-2-差向异

构酶（N-acetylglucosamine-2-epimerase，AGE）和

N-乙酰神经氨酸合成酶（N-acetylneuraminic acid 

synthase，NeuB）等关键酶催化前体代谢物生成

NeuAc［116］。在NeuAc的生物合成中，针对特定底
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盘（如枯草芽孢杆菌）天然传感元件匮乏的瓶颈，

引入异源传感系统是有效途径之一。通过引入外

源转运蛋白及异源转录因子（如 Bbr_NanR），并

结合大容量的杂合启动子文库筛选与表达元件优

化，能够从头构建具备高灵敏度与宽动态范围的

NeuAc响应型生物传感器［117］。该类传感器可进一

步开发为可诱导的群体质量控制系统（inducible 

population quality control system， iPopQC）。通过

将传感信号与细胞生长必需基因（如 folB或 ftsW）

的表达相偶联，系统能够自发将细胞生长与产物

合成绑定。这种动态富集高产亚群的策略，不仅

提升了 NeuAc 产量，还增强了发酵过程的鲁棒

性［109］（表 4）。除了群体层面的调控，生物传感器

结合超高通量分选技术（FACS），在多节点途径协

同优化与全局网络重塑中发挥了决定性作用。为

了克服复杂多基因途径的适配难题，通过引入绝

缘子序列（如RiboJ）强化转录稳定性并优化启动

子强度，获得最大激活倍数高达 10.62倍的高性能

NeuAc 传感器。利用该传感器对多基因靶点文库

（如 glmS-glmM-SeglmU）进行超高通量筛选，成功

实现了多个关键基因翻译效率的协同适配，最终

菌株在 3-L 发酵罐中以葡萄糖为唯一碳源合成

NeuAc产量达 58.26 g/L，为目前报道最高水平［110］

（表 4）。此外，多维生物传感器的联合应用策略为

挖掘底盘潜能提供了新路径。例如，通过在合成

通路中同时采用丙酮酸响应型传感器与 NeuAc响

应型传感器：将前者插入 ptsG基因 3′-UTR区域动

态抑制葡萄糖摄取，减少 PEP 消耗；后者则结合

流 式 细 胞 术 ， 对 碳 饥 饿 调 控 因 子 （carbon 

starvation regulator，CsiR）的易错PCR突变文库进

行 高 通 量 筛 选 ， 获 得 突 变 体 CsiR* （T19S/

V173M），最终菌株在摇瓶中合成 NeuAc 产量达

28.17 g/L［111］（表4）。

生物传感器在赤藓糖醇和甘露糖醇的生物合

成中也有一定应用，但尚未广泛开发（（表表 4））。赤

藓糖醇是一种零热量的四碳糖醇，甘露糖醇则具

有低升糖指数和良好的化学稳定性，两者在食品

与医药领域应用广泛［118-119］。在赤藓糖醇生产中，

构建了基于赤藓糖醇响应型转录因子EryD的生物

传感器，通过截短DNA结合序列、优化启动子强

度及 RBS，实现了赤藓糖醇浓度与 GFP 荧光信号

的正向偶联。结合紫外线 -常压室温等离子体

（atmospheric and room temperature plasma，ARTP）

诱变与微流控筛选，成功获得赤藓糖醇高产菌株，

在 3-L 发酵罐中合成赤藓糖醇产量达 148 g/L［112］。

在甘露糖醇合成方面，Hanko等［113］构建了MtlR响

应型生物传感器，以红色荧光蛋白为输出信号，

通过启动子工程降低本底泄漏，利用该传感器对

不同来源的甘露糖醇 1-磷酸脱氢酶/磷酸酶进行快

速筛选，鉴定出最优酶组合，并用于钩虫贪铜菌

（Cupriavidus necator H16）自养合成甘露糖醇，产

量达 3.9 g/L。除了传统的单菌株传感系统，生物

传感器还为其功能性糖酸的生物合成开辟了高效

筛选路径。在常规“一锅一菌”体系中，荧光信

号受细胞密度干扰严重，造成假阳性。为解决产

物毒性及胞内代谢背景干扰的问题，Zheng等［114］

开发了一种基于葡萄糖二酸（D-glucaric acid，

GA）响应传感器（CdaR 转录因子）的“一锅双

图图7　生物传感器在糖生物合成中的未来发展方向。

Fig. 7　Future directions of biosensors in saccharides biosynthesis.
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菌”共培养高通量筛选系统，将产物合成与信号

传感在空间上解偶联：生产菌（E. coli EA31）负

责合成 GA，传感菌（E. coli EASH）仅含 CdaR-

GFP系统，负责检测GA浓度。筛选时取无细胞上

清液转移至传感菌孵育，由于传感菌密度均一，

荧光信号仅反映 GA 浓度，偏差显著低于单菌体

系。利用该系统对肌醇加氧酶（GA合成酶）随机

突变库进行两轮筛选，获得 9个产量提升>15%的

突变体，其中 D82Y 和 S173N 的 kcat/Km分别提升至

野生型的 2.6 倍和 2.2 倍。该策略避免了对昂贵微

流控设备的依赖，为功能糖高产菌株的快速迭代

提供了简便、高效的通用平台。

3 结论与展望

生物传感器作为连接微生物胞内代谢物浓度

与可检测信号的“智能开关”，已成为突破功能糖

高效生物制造瓶颈的核心工具。转录因子型生物

传感器具有分子变构机制明确、通用性强以及易

于工程化改造等优势，是目前功能糖生物合成领

域应用最广泛、最成熟的传感器类型。该类型生

物传感器在功能糖生物制造的动态调控与高通量

筛选两大核心环节中发挥重要作用。传统静态调

控（如组成型过表达或基因敲除）常引发中间体

毒性积累或严重的资源分配冲突，而动态调控系

统在功能糖生产中展现出不可替代的优势。首先，

生物传感器能够将细胞生长与产物合成进行时空

解偶联。功能糖（如HMOs）的合成通常大量消耗

UDP-或GDP-核苷酸糖前体，与细胞正常生长竞争

激烈。动态调控（如群体感应或温度敏感系统）

能自主执行“先生长积累生物量，后开启产物合

成”的时序策略，大幅降低代谢负担。其次，生

物传感器能够实时、自主分配碳代谢流。生物传

感器（如响应 FBP或GlcN6P的传感器）可根据胞

内代谢物浓度实时上调合成基因并下调竞争途径

（如偶联CRISPRi），使碳转化率逼近理论最大值。

此外，以胞内代谢物驱动的自诱导方式规避了传

统发酵对 IPTG等昂贵外源诱导剂的依赖，提升了

经济性。该策略的广泛应用仍受限于高特异性、

宽动态范围天然传感器的匮乏，且复杂基因回路

在放大发酵过程中易受细胞状态波动而产生信号

失真或响应延迟。大多数功能糖不具备内源性光

学信号或生长表型，难以直接筛选。传统筛选方

法（HPLC、GC-MS）日检测量仅为 102～103数量

级，无法匹配定向进化所需的庞大突变库（105～

108）。生物传感器将代谢物浓度原位转化为高信噪

比荧光或细胞生长表型，与FACS或液滴微流控联

用后，筛选通量达 10³细胞/秒或 10⁵液滴/小时，较

传统方法提升数个数量级，显著加速定向进化进

程。然而，荧光信号易受宿主细胞自身代谢背景

干扰而产生假阳性，非生长偶联的筛选体系在长

期传代中易丧失进化压力。该策略高度适用于天

然活性极低、底物特异性弱的关键合成酶（如糖

基转移酶、差向异构酶）的体外定向进化，以及

超大规模菌株文库的表型快速初筛。

未来，生物传感器在功能糖生物合成领域的

发展将聚焦于以下方向。1.智能化元件创制：借助

AlphaFold、RoseTTAFold 等蛋白质结构预测工具

及生成式AI算法，实现高灵敏度、超低本底泄漏、

正交性优异的定制化传感元件的“从头设计”，突

破天然元件匮乏的瓶颈。2.非转录因子型传感器的

潜力挖掘与协同应用：尽管转录因子型传感器目

前占据主导，但RNA型、双组分系统型及荧光蛋

白型传感器在未来同样具备广阔的发展前景与不

可替代的互补优势。未来，RNA型传感器将借助

计算生物学实现对核糖开关的从头设计，发挥其

不依赖蛋白质表达、无翻译滞后的超快调控优势；

双组分系统将聚焦于周质空间受体的工程化嵌合，

强化对胞外无法自由跨膜的功能糖前体或胞外高

糖胁迫环境的远程感知；荧光蛋白型传感器（如

FRET探针）则将结合非破坏性活细胞成像技术，

实现对胞内特定细胞器中瞬态糖代谢流的微观、

原位及实时追踪。3.真核底盘拓展：基于真核内源

转录因子或嵌合设计，构建适用于酿酒酵母、解

脂耶氏酵母等安全宿主的生物传感器，克服原核

元件在真核系统中功能表达差、信号传导不兼容

的障碍，填补部分功能糖的动态调控在真核体系

中的空白。4.多信号逻辑门集成：整合前体流、辅

因子水平、细胞密度、环境因子等多维代谢信号，

构建具备AND、OR、NOT等复杂逻辑运算能力的

基因电路，实现“先生长、后生产”的自主时序

切换与代谢平衡。5.自动化平台驱动：将生物传感
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器元件标准化、模块化，与生物铸造厂设计-构建-

测试-学习自动化管线深度融合，结合液滴微流控、

FACS及机器学习反馈优化，实现对数百万突变体

的并行表征与快速收敛，加速功能糖高产菌株的

迭代创制。通过上述前沿策略的协同推进，生物

传感器将助力功能糖生物制造从静态优化迈向智

能、动态调控的下一代模式。
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