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摘　要：合成生物学是生物学与工程学结合的新兴学科，通过人工将生物元器件组合成线路引入细胞，使

细胞获得对信息进行处理并做特定输出的新功能。近年来，针对疾病治疗的合成生物学研究发展迅猛，基

因线路的工程化特性使通过它对疾病进行更精确、灵活的干预成为可能，在基因治疗中有广泛的应用前景。

精确干预的前提是综合多种输入信号并识别出特定种类的细胞，如特异性识别出癌细胞的溶瘤病毒。疾病

的发生往往伴随着细胞内多种调控网络的改变，从中提取出关键信号分子作为基因线路的输入至关重要。

现综述哺乳动物细胞中对不同的信号输入进行感知的基因线路细胞分类器，为未来模块化整合信号输入、

设计基因线路提供新的思路。

关键词：基因线路；基因治疗；细胞分类器；合成生物学

中图分类号：Q819       文献标志码：A

Cell type classifying by synthetic gene circuits
HU Guan-Hua1,2, WANG Ye1,2, WEI Lei1,2, WANG Xiao-Wo1,2*

(1 Ministry of Education Key Laboratory of Bioinformatics, Center for Synthetic and System Biology, Department of 
Automation, Tsinghua University, Beijing 100084, China; 2 Bioinformation Division, BNRist, Beijing 100084, China)

Abstract: Synthetic biology is an arising interdiscipline combining traditional biology and engineering, aiming at 
integrating biological components into gene circuits and delivering them into cells, enabling them to process 
information and perform certain function. Recently, gene therapy for diseases has developed rapidly. The 
engineering nature of genetic circuits has made it possible to intervene diseases with more spatiotemporal precision, 
giving gene circuits broad applications in gene therapy. Accurate intervention benefits from the integration of 
multiple input signals and the identification of specific types of cells, such as oncolytic viruses that specifically 
recognize cancer cells and kill them. Diseases are often accompanied by changes in a variety of regulatory networks 
within cells. So, it is crucial to extract key signal molecules from these cells as inputs for gene circuits. This paper 
reviews gene circuit cell classifiers that sense different signal inputs in mammalian cells, providing new ideas for 
modular integration of signal inputs and the design of gene circuits in the future.
Key words: gene circuits; gene therapy; cell type classifier; synthetic biology

合成生物学是一门将生命科学、信息科学和工

程学结合的综合性的新型交叉学科。合成基因线路

的设计与构建作为合成生物学的重要研究方向，借

鉴了电子电路的相关理念 [1]，将生物元器件标准化、

模块化地组装 [2-3]，在宿主细胞中实现特定功能。

随着分子生物学和生物信息学的飞速发展，众多生

物分子的功能被逐渐揭示，为合成基因线路的设计

构建提供了潜在素材。同时，对基因组 DNA 调控

序列以及蛋白质互作机理理解的加深为理性组合这

些素材提供了设计指导。早期的合成基因线路研究
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聚焦于在原核细胞中实现程序化的运算功能，如振

荡器 [4-5]、双稳态开关 [6-7]、逻辑门 [8]、细胞通讯 [9-10]

等。随着人们对真核生物细胞，特别是哺乳动物细

胞在转录、转录后、翻译和翻译后过程调控机制的

深入理解和基因编辑等工具的发展，合成基因线路

在医疗等领域展现出了广泛的应用前景，如细胞免

疫疗法 [11-12]、治疗肿瘤的溶瘤病毒 [13]、基于细胞的

代谢检测反馈 [14-19] 等。

合成基因线路的设计中主要有两种思路。一种

旨在设计具有特定的、独立于宿主细胞本身功能的

基因线路，如生物制造 [20] 等，在这种思路中宿主

细胞被视为基因线路的承载者。而另一种思路着重

于通过与宿主细胞进行互动，感知细胞内源的生物

信号并对宿主细胞的生物功能进行干预，这种思路

的基因线路更接近于细胞内的调控或信号通路，其

目的是建立起内源信号与目标输出之间的关系 [21-24]。

后一种设计思路的一个重要应用是基因线路细胞分

类器，在活细胞中识别、整合和处理信号输入，辨

别不同的细胞类型，从而对特定细胞类型执行特定

的功能，其大致由三个模块组成 ( 图 1)。(1) 输入：

通过基因元件感知细胞中特定信号分子的水平，例

如利用细胞特异性启动子感知特定细胞中的转录信

号；(2) 运算：对不同信号的输入进行逻辑整合，

如利用两个癌细胞特异性启动子分别驱动转录激活

子不同结构域的表达，两者同时具有活性时激活下

游报告基因，实现 AND 门 (AND gate，又称与门、

与逻辑 ) 的功能；(3) 输出：利用逻辑运算的结果驱

动输出信号从而实现特定的生物功能，如标记或选

择性杀伤。

哺乳动物基因线路细胞分类器靶向特定的细

胞，在医疗特别是个性化医疗上有巨大的应用潜力，

将来的设计可能不仅针对某一种疾病，还能对特定

个人或者个人体内的特定细胞类型进行操作，实现

个性化精准治疗
[25]。目前基因线路细胞分类器的发

展难点集中在如何设计能整合多种输入且具有鲁棒

性的系统来靶向特定的细胞，这依赖于对细胞内不

同信号分子机制的理解，从而设计传感器实现对它

们的感知。本文根据输入信号类型介绍哺乳动物细

胞分类基因线路及其运算设计，并为以后理性设计

综合各种信号输入的基因线路细胞分类器提供新的

思路。

1　细胞分类基因线路的不同输入

1.1　转录调控信号检测 
在哺乳动物细胞中，转录因子 (transcription 

factor, TF) 是一类被广泛研究的富含信息的内源信

号分子，其可以结合到启动子上调控基因表达。同

一启动子可能因为不同类型细胞中各种 TF 表达量

的不同而呈现表达特异性 [26]。这一性质被广泛应用

于目前的多种基因线路细胞分类器中：利用组织特

异性启动子启动基因的表达，从而在特定种类的细

胞中表达适量蛋白。然而，基于单一启动子的信息

决策容易受到基因表达噪声的影响，因而往往有一

定假阳性，且面对众多类型的背景细胞时其特异性

会受到限制。例如在一些将癌细胞特异性启动子驱

动的毒性蛋白导入细胞中试图特异性杀伤癌细胞的

研究中，这些特异性启动子可能特异性不足，导致

效应蛋白在某些正常组织中表达，从而产生对正常

细胞的杀伤 [27-28]。因此，很多研究采用了组织特异

性启动子与癌症特异性启动子结合的方法，通过蛋

白质间的相互作用、蛋白质与 RNA 间的相互作用

或 RNA 间的相互作用来实现两个启动子之间输入

信息的运算和整合。基于蛋白质相互作用的信息处

理是迅速高效的。例如在 Nissim 和 Bar-Ziv[29] 基于

双杂交系统的基因线路 ( 图 2A) 中，两种特异性启

动子分别转录调控因子的 N 端和 C 端，只有两个

图1  合成基因线路组成(输入、运算、输出)
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特异性启动子同时表达时，才能形成完整的调控因

子激活下游基因的表达，这实际上实现了一个逻辑

AND 运算。相似地，一种能自我切割的蛋白结构

域内含肽 (intein) 也被应用到逻辑门的构建中。内

含肽被分成两部分，分别与两种蛋白质连接，只有

当两种蛋白质同时存在时，它们才能发生反式剪切

形成完整蛋白并发挥功能，从而实现 AND 门 [30]。

Liu 等 [31] 利用双特异性启动子和 CRISPR/Cas9 (clus-
tered regular interspaced short palindromic repeats/
CRISPR-associated protein) 系统设计基因线路进行

膀胱癌检测，两个特异性启动子分别被癌细胞特异

性启动子 ( 人端粒酶逆转录酶启动子 ) 和膀胱上皮

特异性启动子 (hUP2) 驱动，分别表达 Cas9 蛋白和

靶向乳糖操纵子调节基因 (LacI) 的非编码向导 RNA 
(sgRNA)，LacI 表达被抑制后不能作用于乳糖操纵

子调控序列 (LacO)，最终使报告基因荧光素酶或者

毒性蛋白表达 ( 图 2B)。RNA 间的相互作用也能用

于基因线路输入信号的整合。例如 Nissim 等 [32] 通

过 RNA 竞争效应构建了不同启动子信号之间的与

逻辑门。特异性启动子 1 驱动转录激活子 (ATF) 表
达，且该基因内含子中插入了 miRNA，可在转录

剪切后加工出 miRNA。在 ATF 基因的 3' 端非翻译

区 (3'UTR) 有该 miRNA 完全配对的位点，当该基

因转录剪切后miRNA通过切割mRNA形成自抑制，

(A)利用蛋白质相互作用构建与逻辑。GAL4：融合蛋白半乳糖调节上游元件(glucose-regulated upstream promoter element)；
VP16：转录激活子(viral protein 16)；DocS、Coh2：两种细菌蛋白能高亲和性地结合，都存在时能够组成一个具有功能的转

录激活子GAL4-Coh2-DocS-VP16，并结合至启动子pGAL4上，激活促凋亡蛋白的表达，最终导致肿瘤细胞的死亡。(B)利
用Cas9与sgRNA相互作用构建与逻辑。pSV40：猿猴病毒40启动子(simian virus promoter)。Promoter1启动表达Cas9蛋白，

Promoter2启动表达靶向LacI的sgRNA，两者都有活性时sgRNA靶向至转录抑制子LacI的基因，招募Cas9蛋白，阻断蛋白LacI
的表达，进而使LacI不能作用于操纵子LacO，从而启动表达抗肿瘤的效应蛋白。(C)利用RNA竞争效应构建与逻辑。Pm：

perfect match，完全配对；Im：impefect match，不完全配对；EC：ECFP，青色荧光蛋白。只有当Promoter2驱动的带有多不

完全匹配靶点的mRNA被表达出来竞争性地结合miRNA，Promoter1驱动的转录激活子才能从其自抑制中解除出来激活下游

信号表达。

图2  转录水平传感器
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抑制 ATF 蛋白翻译。特异性启动子 2 驱动的基因表

达的 mRNA 上含有与 miRNA 不完全互补配对的位

点，通过形成 miRNA 分子海绵 (miRNA sponge) 产
生竞争作用，从而解除 ATF 基因的翻译自抑制。因

此，当两个基因同时表达时，ATF 才能翻译从而激

活下游信号 ( 图 2C)。
1.2　microRNA信号检测 

microRNA (miRNA) 是一类短的非编码 RNA，

依靠碱基互补配对完全或不完全匹配地与靶 mRNA
结合调节基因的表达 [33-36]。它们在不同的组织和细

胞系中差异地表达 [37-38]，控制着众多正常的和病理

性的生物过程 [39-42]。有研究表明，将组织特异性

miRNA 整合到基因线路中能够提高基因治疗的特

异性 [43-45]，将外源基因的表达限制在特定的细胞类

型中。同时，miRNA 相对较短，容易被整合到基

因线路中作为输入，灵活性强。Xie 等 [46] 最先提出

了以 miRNA 作为输入实现逻辑运算的设计原则，

靶向同一 mRNA 的 miRNA 之间构成 NOR 逻辑，

这些 miRNA 被作为输入信号或者被上游输入信号

激活或者抑制，可以实现不同信号间的任意逻辑运

算整合。他们在后续研究中利用 miRNA 表达谱设

计构建了基于特异性 miRNA 作为输入信号的肿瘤

细胞基因线路分类器 ( 图 3)，可特异识别 HeLa 细

胞中的内源 miRNA 并表达促凋亡蛋白 (hBax)，从

而杀伤肿瘤细胞。这种方法可以分别感知 HeLa 细

胞中高表达的 miRNA 及低表达的 miRNA 两类信

号。高表达的 miRNA 通过抑制反四环素转录激活

子 (reverse tetracycline transcriptional activator, rtTA)

的表达，解除其对 hBax 的抑制，低表达的 miRNA
直接抑制 hBax 表达，这样这些 miRNA 之间形成逻

辑门，只有当 miRNA 符合 HeLa 细胞表达谱时，

hBax 才能表达。很多研究基于该平台提出了优化

方法。清华大学谢震课题组
[47] 利用模块化的转录

激活抑制子 (TALER) 构建双稳态开关，并利用内源

miRNA 来控制该开关，从而增强了系统特异性。另

一项研究利用重组酶控制抑制子和其所抑制基因的

表达时序，使得在瞬时转染中当抑制子积累到一定

量时输出基因才能够表达，增加了基因线路输出的

动态范围，减少了表达泄漏 [48]。目前这种以 miRNA
作为信号输入的基因线路平台已经被广泛应用到了

各种细胞分类问题上，如特定神经细胞的标记、分

化细胞与干细胞的分选等 [48-49]。

1.3　蛋白质信号检测

蛋白质是细胞表型的主要决定者，很多生物功

能受蛋白质浓度和活性的调控，感受胞内蛋白质水

平的基因线路细胞分类器在生物医学上有广泛的应

用前景。目前感应内源非转录因子的蛋白质水平主

要通过蛋白质响应的 RNA 开关来实现，这种 RNA
开关与蛋白质结合后发生构象改变，从而影响基因

表达。这种调控方式与依赖转录因子的调控系统相

比，可直接嵌入基因表达框或者调控区域发挥顺式

作用，结构更加简单，易于构建。如 Culler 等 [22]

构建的核内蛋白传感器，它利用了基因可变剪切机

制，在输出蛋白基因序列的一个中间外显子上插入

了一个终止密码子，同时在内含子中插入了待感应

蛋白的适体。当无输入蛋白信号时，中间外显子被

HeLa细胞中高表达的miRNA1、2、3与低表达的miRNA4、5、6之间形成了逻辑关系，只有当miRNA1、2、3高表达，

而miRNA4、5、6低表达时，符合这种表达谱的细胞中诱导凋亡蛋白hBax才能表达并杀死细胞。pTRE：诱导型启动子；

pCMV：组成型启动子(CMV enhancer/chicken β-catanenin promoter)。
图3  感知miRNA的基因线路分类器
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剪切入 mRNA，目标蛋白无法正常翻译；当输入蛋

白存在且与适体结合时，RNA 二级结构发生变化，

从而通过空间位阻效应影响剪切模式，导致中间外

显子不能被剪切入 mRNA，使目标蛋白表达 ( 图
4A)。他们同时也尝试利用该系统实现多信号整合，

在同时插入 MS2 和 NF-κB 适体后，传感器在 MS2
和 NF-κB 单独存在时均表达上升，且同时存在时表

达上升量大于单独存在时的和，证明适体间有协同

作用，但因单独表达泄露太大尚不足以构建与逻辑

门。Kashida等 [49]将蛋白适体与短发夹RNA (shRNA)
结合起来，蛋白配体结合到 shRNA 上会影响 shRNA
与 Dicer 酶的结合从而使基因无法被沉默，由此感

知内源蛋白水平。RNA 适体只依赖 RNA 即可发挥

作用，而 DNA 的表达系统有造成宿主细胞基因组

损伤等局限性，一些基于 RNA 的基因线路也被开

发出来。Kawasaki 等 [50] 利用 LIN28A 蛋白响应的

mRNA 基因线路区分了干细胞与分化后细胞。

核酶核糖开关也是一种基于 RNA 构象变化的

信号感应传导系统，在响应信号后诱导 mRNA 自

切割实现基因调控 [51]。Win 等 [52] 提出了从包含适

体的感知模块、包含核酶的功能模块和将两者耦合

起来的传递模块来模块化设计核糖开关的原则。

Kennedy 等 [53] 则提出了蛋白质响应核糖开关的体

外筛选和构建方法，通过传递模块的改造实现了输

入 ON 和 OFF 开关；且因核酶核糖开关不受上述

RNA 开关因作用机制导致的只能感应核内或胞质

中的蛋白质的局限，可实现对细胞总蛋白量的感应，

扩展了蛋白质传感器的使用范围。

2018 年，Siciliano 等 [54] 开发的基于胞内抗体

的蛋白质检测系统也实现了对疾病蛋白分子的响

应。该系统基于两个能与目标蛋白特异相互作用的

胞内抗体。一个胞内抗体 N 端被连接在与膜锚定的

mKate ( 红色荧光蛋白 ) 上，C 端连接上烟草蚀刻病

毒切割位点 (TCS) 和转录激活子，这样转录激活子

就只存在于细胞质中。另一个胞内抗体连接有烟草

蚀刻病毒蛋白酶 (TEVp)，能特异识别 TCS 并切割。

当目标蛋白存在时，它能与两种胞内抗体同时相互

作用，将 TEVp 拉至 TCS 附近， TEVp 识别 TCS 并

切割，释放转录激活子，这样转录激活子就可以入

核激活目的基因表达 ( 图 4B) 。

(A)基于可变剪接的蛋白质传感器。待感应蛋白存在时与内含子中的适体结合，使基因剪切模式发生变化，含有终止子的外

显子7 (EX7)被排除在mRNA之外，目标蛋白表达从而诱导细胞凋亡。(B)基于胞内抗体的蛋白质传感器。当目标蛋白存在

时，它能与两种胞内抗体同时相互作用，将TEVp拉至TCS附近，TCS发生剪切，ATF被释放到胞内，激活输出蛋白表达。

ATF：转录激活因子；mKate：红色荧光蛋白；Intrabody：胞内抗体；TEVp：烟草蚀刻病毒蛋白酶；TCS：酶识别及切割位点。

图4  基于胞内抗体的蛋白传感器
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近年来 CRISPR/Cas9 技术迅猛发展，提供了

灵活的基因编辑及调控功能，其功能依赖于 sgRNA
的引导，因此将蛋白 RNA 适体与 sgRNA 结合起来

成为构建蛋白质传感器的新思路。深圳市第二人民

医院的黄卫人、蔡志明课题组 [55] 将响应蛋白信号

的 RNA 适体放入 CRISPR 系统的 sgRNA 中，当蛋

白适体存在时诱导 sgRNA 构象变化从而与靶 DNA
结合发挥抑制或激活作用。他们设计了感知癌细胞

中高表达的 NF-κB 和 β-catenin 的基因线路，特异

性地诱导了癌细胞的凋亡。CRIPSR 有激活和抑制

两种系统，且不同 sgRNA 对应的调节强度不同，

因此他们通过组合不同的 sgRNA 实现了多种感应

两蛋白输入的逻辑结构。如通过构建响应 P53 蛋白

与 HSF1 的强 CRISPR 抑制系统靶向同一目的基因，

只有 P53 和 HSF1 蛋白都不存在时目的基因才能表

达，实现了 NOR 逻辑。CRISPR 相关的 RNA 支架

体系功能强大，可以实现复杂的转录控制，相关的

蛋白质传感器具有广阔的应用前景。

1.4　细胞表面抗原信号检测

近年来，癌症基因治疗和免疫疗法发展迅速，

其中很大一部分以细胞表面抗原作为靶点。嵌合抗

原受体 T 细胞 (chimeric antigen receptor-T cell, CAR-T)
就是其中一种

[56]。该方法通过人为地将单链抗体 
(single-chain variable fragment, scFv) 与跨膜区域和

胞内信号转导区结合起来，组装到患者的 T 细胞中，

使改造后的 T 细胞可以表达肿瘤抗原受体；这种改

造不依赖于天然的抗原提呈机制，对特定肿瘤抗原

有高度亲和性，并能进行特异性肿瘤细胞杀伤 [57]。

研究发现，通过增加胞内信号转导区的共刺激分子，

可以增强 T 细胞的响应和杀伤性能 [58-60]。CAR-T
方法虽然在临床上已经取得一定的治疗效果，但一

些肿瘤细胞缺少特定的表面抗原而从免疫疗法中逃

逸是目前该方法面临的一大挑战 [61]。目前已经有一

些研究通过整合更多的 scFv 结构域实现对不同表

面抗原的布尔逻辑整合从而提高疗法的有效性 [62-64]，

如 Zah 等 [62] 设计的 OR 逻辑 CAR 能识别 B 淋巴细

胞抗原 CD19 或 CD20 两种分子标记物，减少了疗

法的免疫逃逸。

Notch 是另一种可以进行工程化改造的信号转

导工具。Notch 受体与其 Delta 配体结合使得膜蛋

白水解释放 Notch 胞内转录调节结构域进入核内调

控基因转录表达 [65]。Notch 的胞内信号转导域和胞

外配体区域都可进行工程化。Morsut 等 [66] 设计了

人工合成 Notch (synotch)，保留跨膜自剪切区域，

并将胞外结构区域替换为单链抗体，胞内区域替换

成转录激活域。这种人工合成 Notch 在表达后可以

特异性识别与其相对应的抗原细胞，释放转录信号

调节下游基因表达。由于大部分抗原在正常组织中

也存在一定水平的表达，针对表面抗原的方法会造

成脱靶效应，从而对非肿瘤组织造成损伤。针对该

问题，不同的合成 Notch 具有良好的正交性，可以

基于此设计具有 AND 逻辑功能的基因线路使得决

策更加准确，提高肿瘤细胞识别的特异性 [67]( 图 5)。

2　未来的发展方向

2.1　特异性启动子的人工优化设计 
特异性启动子研究是基因治疗研究中的一个重

要领域。如第二代条件复制溶瘤腺病毒由癌症特异

性启动子驱动，其溶瘤效率主要取决于特异性启动

子的特异性和长度等 [68-70]，这种特异性启动子感知

的转录信号本质上是细胞内的转录因子水平。然而，

有时在这种细胞分类问题中无法找到特异性足够强

pTet：诱导型启动子，在rtTA和四环素作用下启动；UAS：上游激活序列；VP64：转录激活域，VP16 的四聚衍生物。只有

当两种细胞表面抗原同时存在时才能形成VP64-GAL转录激活子激活输出蛋白的表达。

图5  由synotch组成的AND逻辑示意图
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的启动子，在这种情况下，人工设计特异性启动子，

定制化地感知转录因子水平是解决该问题的一种潜

在方法。

首先，可以优化特异性启动子，例如在癌细胞

特异性启动子上增加厌氧响应元件、炎症因子响应

元件 [71] 等。调节启动子活性的法则十分复杂，转

录因子调控元件 (TFRE) 的排列方向和顺序、空间

位置以及它们对应 TF 的表达水平、活性和作用方

式等都能影响启动子的活性 [72-73]。因此，很多工作

通过构建启动子文库筛选得到特异性启动子。如

Roberts 等 [74] 通过表达谱分析和文献挖掘确定了在

结肠癌细胞中高表达的基因，然后通过生物信息学

方法得到在这些基因启动子区富集的 TFRE，将它

们随机连接后连入 TATA 框 (TATA box) 上游，构建

启动子文库，并通过报告基因筛选到了结肠癌细

胞特异性启动子。而一些高通量检测启动子活性

的方法，如大规模平行报告系统 (massively parallel 
reporter assays, MPRA)，也使对包含大量启动子序

列的文库进行筛选成为可能 [75]。 
随着对启动子活性调节法则的研究不断进展，

未来通过理解启动子结构如何影响基因表达从而

理性设计启动子可能是该领域的研究方向。如

Angelici 等 [76] 发现，在上游转录激活子与 TF 具有

较强的协同作用时可以形成 AND 门，而调整 TF
结合位点的长度、调整激活子结合域与 TATA box
的距离或者更换转录激活域蛋白可以调节协同作用

的强弱，使任意 TF 之间的 AND 门成为可能，他

们依此设计基因线路分类器实现了细胞分类。Smith
等 [77] 通过对大量人工设计序列进行系统性的测试

发现，启动子活性主要由不同 TFRE 的拷贝数决定。

但一些 TFRE 需要形成与特定结构与蛋白质相互作

用，它们的位置也影响启动子活性 [78-79]。天然启动

子往往混合着对位置敏感和不敏感的 TFRE[80]，因

此，Brown 等 [81] 提出了鉴定并利用位置不敏感的

TFRE 来设计启动子，简化了启动子的设计。

目前已经有一些研究尝试利用序列信息 [82-84]、

核小体结构 [85] 等构建数学模型来理解和解释启动

子的表达特性。未来随着高通量数据如免疫共沉淀

测序 (CHIP-seq)、染色质可接近性、染色质相互作

用等数据的积累，可以通过对 TFRE 组合的数据挖

掘和机器学习等方法更好地理解启动子结构与基因

表达之间的关系，更好地设计满足需求的特异性启

动子。另外，人工智能领域以生成对抗网络 (GAN)
为代表的生成式模型技术发展非常快速，值得特别

关注，这些技术为设计和创造新的人工调控序列提

供了新的机遇 [86]。

2.2　拓展可感知的信号分子范围

哺乳动物细胞基因线路分类器依赖于对不同细

胞状态的感知和决策，特定的细胞状态可通过各种

分子标记物体现出来。可作为分子标记物的化学物

多种多样，设计新的基因线路，拓展可感知的信号

分子类型，也是未来基因线路分类器的一个发展方

向。如在癌症中往往存在大量的基因突变，设计基

因线路靶向特定基因组 DNA 突变的细胞具有很大

的挑战性。CRISPR 系统可以识别 DNA 序列，但

仅限于进行原位切割或招募特定蛋白，无法将信息

放大并传递到下游进行处理。Mircetic 等 [87] 利用

P53 突变后转录调节能力的变化构建了间接的突变

传感器。近期也有研究设计了两个锌指蛋白 (zinc 
finger, ZF)-TF 组合，两个 ZF 靶向目标 DNA 中两

段相邻的 DNA 序列并分别连接转录因子的 DNA
结合域和转录激活域；只有当目标 DNA 序列存在

时，两个 ZF-TF 组合才能结合到 DNA 上并经由内

含肽介导的剪切释放出完整的转录因子触发下游的

信号输出，实现 DNA 序列的感知，从而区分出腺

病毒感染的细胞 [88]。这种方法因 TF 起到转录调控

作用需要积累到一定的量，因此待感知的 DNA 需

要在细胞中有多个拷贝。对基因组特定突变的感知

需要对信号进行放大和传递，仍需要更深入的研究。

同时，mRNA 分子缺乏调控功能，难以被整合到基

因线路中作为输入。已经有研究在体外和原核生物

中利用链置换反应实现了 mRNA 感知 [89]，但其在

真核生物中的应用还有待研究。

2.3　系统整体设计 
利用合成基因线路进行细胞分类依赖于不同特

异性信号分子作为输入，而这些输入在细胞群体中

的表达存在异质性，这被称为表达噪声。基因表达

噪声可以影响分类基因线路的准确性和鲁棒性 [88]。

在上述的双启动子方法进行细胞分类的问题上，

Morel 等 [90] 首次通过单细胞研究定量地揭示了细胞

分类因细胞间表达的异质性存在特异性与敏感性之

间的平衡，并提出在具体问题中应通过调整基因线

路参数来调节分类阈值，以达到预期的分类效果。

同时，基因线路分类器可以抽象为信息传递的过程，

由人工设计的分类器接受上游信号，进行逻辑运算

后输出。人们可以通过借鉴信息论中的互信息、信

道容量等模型定量地刻画信号传递的能力，并通过

设计提高系统的鲁棒性 [91]。例如增加分类器的信号
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输入的种类数可以提高信息量，未来整合多种标志

物分子信号输入的基因线路平台仍有待被开发。随

着各种高通量技术的发展和数据的积累，如何挑选

出更好的标记物组合来更精确地定义和区分特定细

胞状态也是一个重要问题，通过计算方法分析大量

数据，总结出规律并辅助设计是未来解决该问题的

新思路，相关输入特征的选择及相应的基因线路的

参数优化计算模型也有待提出。如Mohammadi等 [92]

提出了基于上述多 miRNA 输入的线路平台的两步

优化算法，第一步通过计算不同生化参数下基因线

路的 ON/OFF ratio 优化全局的生化反应参数，第二

步利用遗传算法从不同细胞分类的 miRNA 表达谱

数据中找出最优的 miRNA 组合及基因线路拓扑结

构。该算法在仿真数据和实际分类问题数据中都取

得了很好的效果，并指导实验提高了细胞分类的准

确性。

3　总结与展望

利用基因线路进行细胞分类有着重大的潜在应

用价值。如何从数据中挖掘出信号分子标记物并根

据其设计基因线路实现细胞分类仍需要系统的理论

和实验方法。目前的基因线路细胞分类器大多停留

在单一种类的输入信号上，准确地进行细胞分类需

要多种信号的整合，设计和构建功能更加复杂的基

因线路成为挑战，应尽快提出相关理论并进行验证，

从而加速细胞分类器的设计和应用。

在设计过程中很多因素会影响分类器的性能，

如基因表达噪声 [88]、宿主细胞与外源基因线路之间

的相互作用 [93-94]、下游元件对上游元件的负载效应

等 [95]。目前已经有一些理论被提出用来刻画上述问

题，如借鉴信息论中的理论描述基因线路的信道容

量噪声传递 [96-97]，通过理解并应用自然界网络模体

降低噪声并提高基因线路鲁棒性等 [98]。相信随着合

成生物学的发展，理性设计复杂基因线路，整合不

同的信号输入来实现更精确的细胞分类将成为可能。
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