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RNA响应的合成基因线路设计及其生物医学应用
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摘　要 ：合成基因线路是指利用合成生物学的方法对调控元件进行设计与组装，以创造出能够执行特定生

物功能的系统。近年来，各类 RNA 分子响应的基因线路不断被报道，并在基础生物学研究和医疗健康领

域显现出极大应用潜力。这些 RNA 分子响应的基因线路具有良好的模块化和可编程特征，能够精确地执

行设定任务。本文综述了近年来使用不同策略构建的各类 RNA 分子响应的基因线路系统并探讨了其生物

医学应用，为以后理性设计 RNA 响应的基因线路提供新的思路。
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RNA-responsive gene circuits and biomedical applications
SHU Wen-Jie, WANG Fu*

(Institute of Medical Engineering, Department of Biophysics, School of Basic Medicine, 
Xi'an Jiaotong University, Xi'an 710061, China)

Abstract: Synthetic gene circuits refer to the use of synthetic biology methods to design and assemble regulatory 
elements to create systems capable of performing specific biological functions. In recent years, various RNA-
responsive gene circuits have been reported, and have shown great application potential in basic biological research 
and medical health. These genetic circuits are modular and programmable, enabling them to perform set tasks 
precisely. In this work, we review the latest reported RNA-responsive gene circuits constructed by different 
strategies and discuss their biomedical applications, which will provide new insights for rational design of related 
gene circuits in the future. 
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合成生物学是一个快速发展的领域，结合了生

物学、工程学和计算机科学的原理，旨在设计和构

建具有新功能的生物系统。合成基因线路是指利用

合成生物学的方法，对生物元件进行重新设计与组

装，以创造出能够在活细胞中执行特定生物功能的

系统。随着基础生物学研究的发展，更多的生物分

子功能和基因表达调控机制被揭示，为合成基因线

路的构建提供了潜在生物元件和设计指导。特别是

哺乳动物细胞中基因表达调控机制的深入了解，以

及 CRISPR 等基因编辑工具的快速发展，使合成基

因线路在基础生物学研究、生命健康和医疗等领域

表现出广泛的应用前景。合成基因线路的设计思路

大致可分为两种 ：一种是设计出具有特定且相对独

立于宿主细胞本身功能的基因线路，此时宿主细胞

一般仅作为基因线路的承载者；另一种基因线路可

以和宿主细胞进行良好互动，感知细胞内的生物分

子信号并做出响应，从而对宿主细胞的生物功能进

行调节。

RNA 是细胞中一类非常重要的生物分子，其

分为编码 RNA 和非编码 RNA (ncRNA) 两大类。编

码 RNA 主要指信使 RNA (mRNA)，它们负责将遗

传信息从 DNA 转录到蛋白质合成的过程。非编码

RNA 的种类较多，包括微小 RNA (miRNA)、长非

编码 RNA (lncRNA) 和环状 RNA (circRNA) 等。非

编码 RNA 虽然不直接编码蛋白质，但其在多种生

物过程中同样发挥着重要的调控作用
[1-4]。例如，

miRNA 通过与靶 mRNA 结合，抑制其翻译或促进

其降解，从而在基因表达调控中发挥重要作用 [5, 6]。

2024 年诺贝尔生理学或医学奖颁给了两位科学家，

以表彰他们发现 miRNA 及其在转录后基因调控中

的作用。由于 RNA 本身具有重要生物学功能，并

且很多 RNA 分子在不同细胞类型或疾病状态中的

表达具有特异性，近年来 RNA 分子响应的基因线

路设计越来越受到重视。这种类型基因线路的功能

受宿主细胞自身表达的内源性 RNA 调节，根据目

标 RNA 分子信号的表达情况，驱动信号输出从而

实现特定的生物功能。

RNA 响应的基因线路大致由三个模块组成 ( 图
1)。(1) 信号输入：通过整合基因元件感知细胞中特

定 RNA 分子信号，例如人工插入目标 miRNA 的识

别位点到设计区域，用于感知特定细胞中的内源靶

miRNA 信号；(2) 信号处理：通过设计的基因线路

对 RNA 信号的输入进行处理，如利用两个癌细胞

特异性 miRNA 分别调控转录抑制蛋白的表达，两

个 miRNA 同时存在时下游报告基因才能被激活，

实现“与门”的功能；(3) 信号输出：设计不同类

型和功能的感兴趣基因作为输出信号从而实现特定

的生物功能，如肿瘤细胞选择性杀伤。本文根据构

建策略的不同分类，介绍了近年来发展的 RNA 分

子响应基因线路并探讨了其生物医学应用，为以后

理性设计 RNA 响应的基因线路提供新思路。

1　基于CRISPR系统构建的RNA分子响应线路

CRISPR-Cas 系统是一种强大的遗传操作工具，

在基因调控、碱基编辑、表观遗传修饰和核酸成像

等方面均展现出了极大应用潜力。CRISPR-Cas 系
统由引导 RNA (gRNA) 和 Cas 蛋白组成，其中 gRNA
可以是单个分子，也可以是两个独立的部分。在 II
型 CRISPR 系统如 CRISPR-Cas9 系统中，天然的 gRNA
由 CRISPR RNA (crRNA) 和反式激活 CRISPR RNA 
(tracrRNA) 两个部分组成，而在 V 型 CRISPR 系统

如 CRISPR/Cas12a 系统中，其 gRNA 则仅由一条

crRNA 组成。

近年来，在 CRISPR-Cas 系统和合成生物学蓬

勃发展的背景下，基于 CRISPR-Cas 系统构建的

RNA 响应基因线路不断被报道。根据所设计感应

RNA 分子的 CRISPR 组分不同，这些基因线路构建

策略可分为三种：(1) 构建 RNA 响应的功能性 gRNA

图1  RNA分子响应的基因线路组成
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生成；(2) 构建 RNA 响应的 Cas 蛋白开关；(3) CRISPR
相关蛋白酶介导的蛋白剪切。这些基于 CRISPR-
Cas 系统构建的基因线路，已被用于感应细胞内多

种 RNA ( 例如 mRNA、miRNA 和 lncRNA)，并可

做出响应驱动信号输出，从而实现特定的生物功能。

1.1　设计RNA响应的功能性gRNA生成

通过设计 RNA 激活的 gRNA 策略，很多不同

RNA 响应的 CRISPR-Cas 线路被设计出来用于特定

RNA 检测
[7, 8]。这种构建策略工作模式如下：在没

有目标 RNA 时，不产生功能性的 gRNA，因此

CRISPR 系统不被激活；在有目标 RNA 时，生成功

能性 gRNA，CRISPR 系统被激活，并根据设定驱

动信号输出。这种基因线路的设计策略主要包括以

下 3 种 ( 图 2)：(1) RNA 响应的分裂型 gRNA 重组 ( 图
2A) ；(2) 支点开关调控 gRNA 生成 ( 图 2B) ；(3) 
miRNA 切割介导的 gRNA 生成 ( 图 2C)。
1.1.1　RNA响应的分裂型gRNA重组

在 CRISPR-Cas9 系统中，天然的 gRNA 由 crRNA
和 tracrRNA 两部分组成，其中 crRNA 中包含识别目

标位点的序列以及与 tracrRNA 配对的区域，当

crRNA 和 tracrRNA 配对时可以激活 CRISPR-Cas9
系统。近期研究表明，crRNA 和 tracrRNA 的配对

区序列可以被其他任意序列替代，并且人工设计的

crRNA-tracrRNA 对表现出了很好的正交性
[9]，这

为构建 RNA 响应的功能性 gRNA 生成提供了理论

基础。利用这种原理，Liu 等 [10] 设计了一种 tracrRNA，
其能够响应大肠杆菌中的合成或天然 RNA。在该

CRISPR 系统中，目标 RNAs 发挥类似 crRNA 的功

能，促进功能性 gRNA 生成，通过进一步与核酸内

切酶缺陷型 Cas9 (dCas9) 组装，触发 GFP 报告基因

表达。此外，通过设计正反馈基因线路，这种基于

tracrRNA 的传感器对目标小 rRNA 或 mRNA 的响

应表现出高达 52.2 倍的变化。在另外一项研究中，同

样基于 tracrRNA 构建了一种 RNA 响应的基因线

路
[11]。不同的是，设计的 tracrRNA 通过与 Cas9 切

口酶 (nCas9) 碱基编辑器进行组装，从而在感知内

源性 RNA 后对合成的 DNA 靶标进行碱基编辑，使

目标 RNA 的转录信息存储在编辑后的 DNA 中。这种

通过基因编码的方式记录 RNA 转录本信息的方法

被命名为TIGER (Transcribed RNAs Inferred by Genetically 
Encoded Records)。TIGER 不仅能够精确测量某个

基因的表达水平，还能够区分单核苷酸变异和同时

记录多个 RNA 转录本信息。

然而，上述两种方法
[10, 11] 都只在原核细胞中

显示出强大的 RNA 检测能力，尚未在真核细胞中

被证明可行。Lin 等 [12] 提出了一种自组装诱导的

图2  RNA响应的功能性gRNA生成的三种设计原理示意图
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RNA 线路，通过设计一种对目标 RNA 响应的重编

程 crRNA-tracrRNA 双链来控制 CRISPR 功能。目

标 RNA 和 crRNA-tracrRNA 形成三元复合体，促进

crRNA-tracrRNA 组装并激活 dCas9，进而调控下游

基因表达。该基因线路被证明在原核细胞和真核细

胞中均能够响应目标 RNA，但其在 HEK293T 细胞

中表现出的检测灵敏度比在大肠杆菌中低。

1.1.2　支点开关调控gRNA生成

上述几种构建方法均是利用分裂 gRNA 型重组

的策略进行基因线路构建的。除此之外，基于链置

换原理的支点开关也被广泛应用于构建条件型

gRNA。较早的一项研究利用这种支点开关策略，

通过结合 CRISPR-Cas9 系统，实现在体外以单碱基

分辨率检测寨卡病毒
[13]。之后，越来越多研究将链

置换反应用于条件型 gRNA 构建，从而构建出多种

RNA 响应的基因线路。在这种设计中，gRNA 的间

隔序列 (spacer sequence)[14-20] 或支架区 (scaffold region)[21-25]

被设计为支点区域，只有目标 RNA 和支点区域发

生链置换反应后才能形成功能性 gRNA。在近期的

一项研究中，基于链置换反应的功能性 gRNA 生成

策略不仅被证明在原核细胞和真核细胞中均有效，

而且可以响应多种 RNA 靶标，包括 sRNA、miRNA
和 mRNA[25]。

然而，为了保证 gRNA 功能能够被目标 RNA
恢复，上述支点开关序列在设计上存在一些限制，

因此理论上无法实现对任意感兴趣目标 RNA 的检

测。有趣的是，通过设计一种自抑制的 gRNA 和靶

RNA 感应支点区，在理论上实现了 RNA 靶标与支

点开关区域的相互作用没有序列限制
[23]。在这项研

究中，gRNA 的 5' 端融合了两个不同且不重叠的结

构域：一个结构域的碱基对与 gRNA 重复从而阻断

Cas12a 识别所需的发夹的形成，另一个结构域能够

和靶 RNA 杂交，引起 gRNA 的重折叠和随后的功

能性 gRNA 形成。这种设计极大扩大了可检测 RNA
序列的范围，但其表现出了较严重的信号泄漏问题，

因此降低了检测的准确性和传感的动态范围。

1.1.3　miRNA切割介导的gRNA生成

和以上构建策略不同，miRNA 介导的切割也

被用于功能性 gRNA 生成的调控
[15, 16, 26]。在这种策

略中，gRNA 由聚合酶 II 转录，同时在 gRNA 上下

游插入目标 miRNA 的识别位点。在没有目标

miRNA 的时候，转录本中的 5' 端帽子结构和 3' 端
PolyA 尾结构抑制 gRNA 功能；当存在目标 miRNA
时，目标 miRNA 会对靶标序列进行切割释放功能

性 gRNA，从而激活 CRISPR 功能并驱动下游报告

基因表达，实现对目标 miRNA 分子的检测。例如，

Wang 等
[26] 利用这种 miRNA 介导的 sgRNA 释放策

略和 dCas9-VPR 驱动红色荧光蛋白基因表达，实现

了活细胞中 miRNA 表达变化的检测，并利用这套

系统来监测干细胞的分化状态。有意思的是，另外

一项研究通过利用 miRNA 介导的 sgRNA 释放策略

和 mRNA 介导的链置换反应，设计出了一种响应

目标 miRNA 和 mRNA 的“与门”基因线路，实现

同时检测 miRNA 和 mRNA[16]。这种新颖的“与门”

设计被成功用于以 RNA 响应的方式诱导泛素体

(ubiquibody) 的表达，进而触发蛋白质降解 [16]。

1.2　设计RNA响应的Cas蛋白开关

在 CRISPR-Cas 系统中，除了 gRNA 之外，Cas
蛋白是 CRISPR-Cas 系统发挥功能的另一必要组成

部分。通过设计 RNA 响应的 Cas 蛋白开关，一些

RNA 响应的基因线路系统也被开发出来。这些基

因线路的设计策略包括利用 miRNA 和分裂核酶来

调控 Cas 蛋白这两种方式。

1.2.1　利用miRNA抑制Cas蛋白表达或活性

通过利用 miRNA 介导的基因表达抑制机制，

一些 RNA 响应的 CRISPR-Cas 系统也被构建出来

用于 RNA 分子检测。在这种设计思路中，miRNA
可以被设计为调控 Cas9 蛋白

[27] 或者抗 Cas 蛋白

AcrllA4 [28, 29] 表达 ( 图 3A、B)，通过 RNA 诱导沉

默复合体 (RISC) 机制沉默 Cas9 蛋白或 AcrllA4 蛋

白编码基因，从而调控 CRISPR 功能，进而实现对

目标 miRNA 的表达检测。这种构建策略不仅能够

用于活细胞水平 miRNA 检测
[27-30]，在小鼠体内也

被证明同样有效 [30]。此外，与直接利用 miRNA 调

控 Cas 蛋白或抗 Cas 蛋白表达策略不同，He 等 [31]

利用 miRNA 来抑制突变的 tdMCP ( 突变的 tdMCP
竞争性抑制 MS2-VPR 与 tdMCP 结合 ) 的表达，进

而促进 MS2-VPR 与 dCas9-tdMCP 相互作用，从而

通过激活下游报告基因来显示目标 miRNA 的表达

( 图 3C)。基于 miR-21 在 HCT116 细胞中高表达的

特点，他们成功利用该系统分离出细胞混合物中的

HCT116 细胞
[31]。

1.2.2　利用分裂核酶调控Cas蛋白表达

除了利用 miRNA 引发的 RISC 调控机制之外，

最近的一项研究则采用了一种完全不同的方法。该

研究创新性设计了一种分裂核酶系统，将 RNA 检

测与 dCas9 蛋白输出连接起来，实现了对目标 RNA
分子的检测 [32]。在这项设计中，完整的 dCas9 mRNA
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被含有互补靶标 RNA 序列的内含子分开，当目标

RNA 与内含子序列配对后，形成模板组装分裂的

核酶，引发反式剪接反应，产生功能完整的 dCas9
蛋白，进而对下游 GFP 报告基因进行调控。然而，

该系统在没有目标 RNA 的情况下仍然存在泄漏活

性，说明这种设计在阻止 dCas9 表达方面并不完全

有效。此外，这种设计只在原核细胞中进行了验证，

尚没有研究表明其在真核细胞中的有效性。

1.3　基于CRISPR相关蛋白酶构建的基因线路

在 CRISPR 系统中，除了有 Cas9 或 Cas12a 等

核酸酶之外，还存在一类 CRISPR 系统相关的蛋

白酶
[33, 34]。Cas7-11 是一种 III-E 亚型 CRISPR 系统，由

4 个 Cas7 和 1 个 Cas11 结构域融合形成一个大的效应

蛋白 [35, 36]。Csx29 是一种蛋白酶，可与 Cas7-11 形

成功能复合物。这些 CRISPR 相关的蛋白酶也被成

功用于构建 RNA 响应的基因线路。

在之前的两项研究中，研究者们基于 Cas7-11-
Csx29-Csx30 蛋白酶系统，设计构建了一种 RNA 响

应的蛋白酶活化和底物切割体系 [37, 38]。在该系统中，

Cas7-11-crRNA-Csx29核糖核蛋白复合物在与靶RNA
结合后引起 Csx29 的构象变化，催化辅助蛋白 Csx30
的裂解。利用这一机制，将荧光蛋白

[37] 或重组酶 [38]

与底物 Csx30 蛋白融合，可以检测细菌和哺乳动物

细胞中的靶标 RNA ( 图 4A-B)。在这种设计中，预

期是仅当与目标 RNA 结合时，Csx29 切割 Csx30
激活下游报告基因表达。然而，由于系统灵敏度问

题以及较为严重的泄漏问题，这两种 RNA 检测系

统对靶标 RNA 的响应分别只有 3 倍和 15 倍的动态

范围。此外，这种类型的 RNA 检测技术仅在合成

RNA 中被证明可行。

图3  利用miRNA抑制Cas蛋白表达或活性的三种设计原理图

图4  基于Cas7-11-Csx29-Csx30蛋白酶系统构建基因线路的原理图
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近期，同样基于 Cas7-11-Csx29-Csx30 蛋白酶

系统，人们构建出了一种不同的高分辨率 RNA 感

应及响应基因线路 [39]。在这项研究中，底物蛋白

Csx30 一端和细胞膜定位序列融合，另一端和效应

蛋白 dCas9-VP64 融合；靶标 RNA 激活 Cas7-11 复

合物中 Csx29 蛋白酶并切割 Csx30，从而使效应蛋

白 dCas9-VR64 从细胞膜释放，激活下游感兴趣基

因 (GOI) 的表达 ( 图 4C)。与之前的两项研究不同，

这项研究证实了该基因线路不仅可以用于检测内源

性靶标 RNA，而且还可以用于检测 RNA 点突变，

且检测的突变信号变化倍数高至 94 倍。这些研究

说明了 CRISPR 相关蛋白酶系统在构建合成基因

线路及 RNA 检测上的适用性。在未来研究中，基

于 crRNA 的高度可编程性，Cas7-11-Csx29-Csx30
蛋白酶系统在构建更复杂的基因线路上仍然具有潜

在价值。

2　基于ADAR脱氨酶构建的RNA分子响应线路

作用于 RNA 的腺苷脱氨酶 (ADAR) 以转录后

腺苷 (A) 到肌苷 (I) 编辑的方式调节基因表达，在

多种生理和病理过程中发挥重要作用 [40, 41]。在哺乳

动物细胞中，ADAR 蛋白家族包含 ADAR1、ADAR2
和 ADAR3 三个成员，其中 ADAR1 和 ADAR2 具

有脱氨酶活性，而 ADAR3 无催化活性。ADAR 以

结构依赖的方式作用于双链 RNA (dsRNA)，并催化

A 碱基发生脱氨反应生成 I 碱基 (A-to-I 编辑 )。由

于碱基 I 和鸟苷 (G) 之间的结构相似性，在 mRNA
翻译时碱基 I 会被细胞机制识别为碱基 G，从而实

现遗传信息的重写
[42]。ADAR 的这种 RNA 编辑功

能被证明在治疗遗传性疾病，如杜氏肌营养不良

症 [43]、Hurler 综合征 [44] 和 Rett 综合征 [45] 上具有应

用潜力。

近年来，ADAR 介导的 A-to-I 编辑被成功用于

构建几种 RNA 响应型基因线路系统
[46-50]。在这些

基因线路中，目标 RNA 分子能够诱导生成可被

ADAR 编辑的双链 RNA 底物。双链 RNA 底物中的

设计位点被 ADAR 编辑后能够驱动下游基因表达，

从而实现对目标 RNA 分子的检测或表达变化响应。

根据双链 RNA 底物中的两条 RNA 分子来源不同，

这些基因线路的设计策略分为基于线性 RNA 的分

子间双链底物和基于发夹 RNA 的分子内双链底物

两种 ( 图 5)。
2.1　线性RNA分子间形成ADAR双链RNA底物

利用线性 RNA 分子间形成 ADAR 双链 RNA
底物的设计思路，一些 RNA 响应的基因线路系统

被成功开发。在这些基因线路中，目标 RNA 分子

能够和人工设计序列互补形成双链 RNA。利用这

种设计思路，一系列基于 ADAR 介导的 A-to-I 编
辑的 RNA 分子感应及响应基因线路被报道，如

CellREADR[46]、RADARS[47]、RADAR[48] 和 DART 
VADAR[49] 等。在这些基因线路设计中，感兴趣基

因上游通常会引入终止密码子 UAG，使其翻译取

决于内源性 RNA 转录物与感兴趣基因上游序列的

结合及之后 ADAR 介导的终止密码子编辑 ( 图 5A)。
其中，RADARS 感应器能够检测到表达水平低至

13 个 TPM (transcripts per million) 的内源性 RNA 转

图5  基于ADAR的RNA响应型基因线路的两种不同设计原理图
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录本，并能够实现 277 倍的荧光素酶、荧光蛋白或

重组酶等感兴趣基因的激活。

除了能够响应 RNA 转录本外，基于 ADAR 构

建的 RNA 感应系统还能够区分疾病相关 RNA 转录

本序列的改变，如点突变和融合
[48]。此外，这类系

统如 RADAR 可以被改造成“或门”和“与门”等

逻辑线路，实现对两种 RNA 分子的检测。RADAR
也被证明是一个独立发挥功能的系统，能够在哺乳

动物及植物等不同生物类型中发挥作用
[48]。而

CellREADR 被证实能够记录和控制小鼠特定类型的

神经元，突出了该类系统在基于 RNA 的动物体内

细胞监测和编辑的应用潜力。

2.2　基于发夹RNA的分子内ADAR底物设计

在上述基于 ADAR 构建的 RNA 响应线路中，

一种含 UAG 的线性感应区域与细胞内靶标 RNA 反

向互补形成分子间 dsRNA 后即成为 ADAR 的编辑

底物。然而，这种线性分子间底物设计存在一些固

有的限制，如对 RNA 分子中的 UAG-CCA 错配中

心序列的高度依赖性限制了目标序列的选择。

与之前的报道不同，最近的一项研究报道了一

种发夹 RNA 传感器，它利用新机制产生分子内

dsRNA 底物，用于有效的 ADAR 招募和编辑，并

将其应用于检测各种细胞内分子，包括 mRNA、小

分子和蛋白质
[50]。在这项研究中，RNA 感应器序

列被设计为含 UAG 的 RNA 发夹结构，不能被 ADAR
编辑，只有细胞内靶标 RNA 分子存在时才能使其

成为 ADAR 的底物 ( 图 5B)。这种设计极大地增加

了靶标 RNA 序列的可选择性，理论上能够实现对

任意 mRNA 转录本的检测。此外，该 RNA 传感器

还具有识别 RNA 单核苷酸突变的能力。更有意思

的是，将相应 RNA 适配体整合到发夹 RNA 传感器

中，通过简单的构象改变来编程发夹 RNA 的激活，

实现了对活细胞中主要能量供应分子 ATP 和转录因

子核因子 κB (NF-κB) 的检测。

3　其他类型RNA响应的基因线路

除了上面基于 CRISPR 系统和 ADAR 脱氨酶

构建的 RNA 分子响应线路外，合成生物学和生物

改造技术的快速发展还提供了其他一些策略用于构

建 RNA 响应基因线路。例如，基于 RNA 稳定的荧

光蛋白策略、基于 RNA 响应的支点开关和基于

miRNA 的负反馈调控等几种设计策略，这些设计

策略同样为以后理性设计 RNA 响应的基因线路及

其应用提供了新方法和新思路。

3.1　基于RNA稳定的荧光蛋白策略

荧光蛋白是合成基因线路中常用的信号输出报

告分子，经常被用于检测细胞内 RNA 分子。有意

思的是，通过构建一种 RNA 稳定的荧光蛋白系统，

成功实现了外源性和内源性 mRNA 分子的表达检

测
[51, 52]。在这种系统中，一种包含蛋白降解子

(degron) 序列和 Tat 肽 ( 一种 RNA 结合肽 ) 的双功

能肽和荧光蛋白融合，在反式激活反应元件 (TAR)
RNA 发夹与 Tat 结合时才会阻止蛋白降解子募集蛋

白水解所需的蛋白酶体。

例如，在 Wu 等
[51] 的设计中，将外源性 β-actin

和 TAR 进行融合表达，从而利用该系统实现了活

细胞水平 β-actin mRNA 成像 ( 图 6A)。而 Zhou 等 [52]

重新设计了一种 RNA 感应模块，目标 RNA 通过诱

导 RNA 感应模块的构象变化，形成能与 Tat 肽作

用的发夹结构，从而稳定降解子融合的荧光蛋白。

这种设计被证明能够用于活细胞中内源性 survivin 
mRNA 丰度和动态的高对比度成像。此外，通过

使用不同荧光蛋白可以将这种系统扩展成多色成像

RNA，而通过采用分裂荧光蛋白策略可以设计成

信号放大器。该 RNA 传感器还被进一步用于 lncRNA 
MALAT-1 及其在有丝分裂过程中的易位动力学

成像
[52]。

3.2　基于RNA响应的支点开关

支点开关是合成生物学系统中常用的一类基因

开关，常常被用于不同类型的基因线路设计 [53, 54]。

早期的支点开关系统常常被应用于体外或原核生物

基因表达调控 [55, 56]。2021 年，Zhao 等 [57] 设计了一

种基于内部核糖体进入位点 (IRES) 的真核生物支

点开关 (eToehold) 系统，并将其用于哺乳动物细胞

RNA 转录本检测。在该系统中，缺乏目标 RNA 时，

eToehold 形成抑制环抑制 IRES 活性从而抑制下游

基因表达；当目标 RNA 存在时，通过链置换反应

打开支点开关，激活 IRES 介导的下游基因翻译 ( 图
6B)。该系统被证实可以根据外源性或内源性 RNA
转录物的存在来识别病毒感染状态、基因表达信息

和细胞类型。然而，eToehold 响应外源性转录本时

报告基因最高只显示出 16 倍的表达变化，对不同

内源性 RNA 转录本的检测最高只显示 9 倍变化。

因此，这种设计在响应灵敏度上还需要进一步提高。

3.3　基于miRNA的负反馈调控

miRNA 是一类长度约为 19~25 nt 的非编码 RNA，
具有抑制基因表达的属性。利用 miRNA 与其靶标

RNA 完全互补配对会导致靶标 RNA 的切割这一天
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然机制，一系列 miRNA 响应的基因线路被成功开

发 [58-63]。在这些基因线路中，可以将 miRNA 识别

位点插入到一些基因表达抑制子的非编码区域，通

过负反馈调控机制构建 miRNA 响应的基因线路系

统。例如，通过将 miRNA 靶位点插入到转录抑制

子 LacI 的非编码区域，并在报告基因上游插入

LacI 结合位点，便可以通过反馈调节机制实现对目

标 miRNA 的检测与成像
[59]。

除了调控转录抑制子之外，miRNA 还可以被

人工设计为调控一些在转录后水平发挥作用的抑制

子，从而构建出不同基因线路用于 miRNA 检测或

细胞类型特异性基因激活 [60, 64-68]。例如，将 miRNA
的识别位点插入一种内切核糖核酸酶非编码区域，

同时在感兴趣基因上游插入内切核糖核酸酶的特异

性识别序列 ( 图 7A)，能够实现对目标 miRNA 的

检测和响应
[60]。此外，为了降低基因线路系统的

泄漏表达，一种偶联转录和翻译调控的双重调控策

略也被成功用于 miRNA 检测和功能基因调控 ( 图
7B)[61]。然而，这些基因线路大多只能响应一个或

两个 miRNA 分子，设计能够识别多个 miRNA 分

子靶点的复杂基因线路在未来疾病诊断和治疗领域

将更具意义。

图6  RNA稳定的荧光蛋白和RNA响应的支点开关设计原理图

图7  两种基于miRNA负反馈机制的RNA基因线路设计原理图
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4　RNA分子响应基因线路的生物医学应用

基于合成生物学方法构建的 RNA 响应型基因

线路在生物医学领域展现出广阔的应用潜力，其核

心在于通过动态感知细胞内 RNA 信号并触发特定

基因表达，实现对细胞行为的精准调控。通过整合

RNA 感知与基因调控功能，这些 RNA 响应型基

因线路不仅能够为基础生物学研究提供新工具，也

为生物医学提供了从基础研究到临床转化的创新

工具。

4.1　作为生物学基础研究的新工具

作为最基本的用途，RNA 响应的基因线路可

以输出报告基因，从而实现对目标 RNA 分子的检

测与成像。与传统 RNA 检测方法 ( 如 RNA 探针 )
相比，基于合成基因线路构建的 RNA 分子检测策

略在检测灵敏度、特异性和适用性等各方面都显著

提高。因此，这些 RNA 分子响应的基因线路能够

为生物学基础研究提供新工具。

例如，在一种 mRNA 响应的基因线路中，内

源性 RNA 的转录信息被记录在编辑后的 DNA 中从

而存储在活细胞中，这样能够建立当前细胞状态和

过去转录状态之间的联系，揭示了单个细胞内复杂

的细胞反应
[11]。更有意义的是，基于 miRNA 细胞

类型特异性表达的特征，一些 miRNA 响应的人工

基因线路系统被用于细胞类型特异性调控 CRISPR
活性。这些基因线路能够用于细胞类型特异性基

因组调控，从而更充分发挥 CRISPR 系统的应用潜

力，为生物学研究提供新工具。利用 miRNA 响应

的 CRISPR 系统进行筛选被认为是鉴定干细胞中

miRNA 活性异质性的一种有力工具
[26]。

miRNA 响应的基因线路系统还能被应用到细

胞分类中。Xie 等 [69] 最先将 miRNA 结合位点人工

插入基因线路中的基因非编码区域，并基于逻辑线

路设计从细胞混合物中识别 HeLa 细胞。目前这种

以 miRNA 作为信号输入的人工基因线路已经被广

泛应用到各种细胞分类问题上，如特定神经细胞的

标记、分化细胞与多能干细胞的分选等
[46, 66, 70, 71]。

此外，通过监测特定 miRNA 或 mRNA 的表达变化，

可实现动态监测干细胞分化过程 [26, 39]。这些成果证

明了 miRNA 在构建合成基因线路系统中的优势，

也为开发更多人工可控的基因线路提供了基础。

4.2　在生物传感与疾病诊断中的应用

RNA 响应型基因线路在疾病诊断与生物传感

中的应用核心在于将 RNA 信号转化为可检测的输

出 ( 如荧光信号 )。例如在无细胞体系中，通过设

计一种基于体外转录 RNA 的传感荧光报告基因，

可用于在大流行性流感环境中快速灵敏地检测严重

急性呼吸综合征冠状病毒 2 (SARS-CoV2)。在原核

生物中，通过设计用于检测大肠杆菌中各种环境反

应基因的转录水平，可用于环境污染物 ( 如砷、锌、

铅、铜和镉 ) 的现场评估
[10]。在真核生物中，RNA

响应的基因线路用于 RNA 分子检测在疾病诊断上

同样具有重要意义。例如，很多RNA类型 (如mRNA、
miRNA、lncRNA) 被认为是多种人类疾病的分子标

志物，而 RNA 响应的基因线路可以很好地用于检

测这些 RNA 分子的表达变化。此外，一些基因线

路被证明不仅可以用于检测真核细胞 RNA，并且

能够区分其疾病相关突变体
[39, 48, 50]。因此，基于合

成基因线路的 RNA 分子检测技术在疾病诊断领和

生物传感域具有很大应用潜力。

4.3　在精准医疗和细胞治疗领域的应用潜力

RNA 分子响应的基因线路可以输出具有生物

功能的蛋白，从而实现设定生物功能，这为精准医

疗和细胞治疗领域提供了新方法和新策略。例如，

在一些响应细胞类型特异性表达的 miRNA 或者

mRNA 基因线路中，通过人工设计驱动毒性基因表

达，可以实现细胞类型特异性肿瘤细胞杀伤 [47, 61, 68, 70]。

在最近报道的一种 RNA-IN/RNA-OUT 基因线路中，

其能够高灵敏度地识别肿瘤相关基因的单碱基突变

( 如 KRAS、TP53 等 )，并触发效应模块激活凋亡

信号通路，实现肿瘤细胞的特异性杀伤。该基因线

路可将单点突变的检测灵敏度提升 94 倍，并成功

应用于胰腺癌和肝癌细胞的靶向治疗
[39]。该基因线

路还被证明能够响应内源性 RNA 信号以激活内源

性孕酮生物合成途径 [39]，这将赋予细胞新的生物功

能，例如构建“智能细胞”用于激素替代治疗。此外，

RNA响应的基因线路能够和CRISPR-Cas系统结合，

从而在精准医疗领域发挥更大作用。

总的来说，RNA 分子响应的基因线路理论上

可以被设计成响应任意内源性 mRNA 或 miRNA 等

编码或非编码 RNA 分子，并根据需求调控其他任

意外源性或内源性基因表达，实现特定生物功能。

这种灵活和可调节的基因线路在复杂的环境中具有

巨大的应用潜力，例如在未来的临床治疗中，它可

以根据疾病的变化情况控制效应分子的状态。因此，

RNA 响应的基因线路在未来精准医疗和细胞治疗

领域中具有极大应用潜力。
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5　总结和展望

随着合成生物学的快速发展，近年来 RNA 分

子响应的基因线路不断被报道 ( 表 1)，并在基础生

物学研究和未来个性化医疗中表现出极大应用潜

力。这些 RNA 响应的基因线路系统具有良好的模

块化和可编程性，使系统能够精确地执行指定任务。

特别是基于 CRISPR 系统构建的 RNA 分子响应线

路为天然转录物和感兴趣基因之间建立人工连接提

供了前所未有的机会。此外，RNA 分子响应的基

因线路也为构建其他更为复杂的基因线路提供了广

泛的可能性。

在已报道的 RNA 响应的基因线路中，大多只

对一个或少数几个特定内源 RNA 分子进行了验证。

然而，由于不同内源性 RNA 分子表达水平相差很

大，RNA 分子响应的基因线路的检测灵敏度和动

态范围显得至关重要。目前大多数基于合成基因线

路的 RNA 传感器均以线性的方式存在于细胞内，

线性 RNA 固有的不稳定而快速降解性质可能是影

响检测灵敏度和动态范围的因素之一。近期一项研

究表明，可以仅用一个环状 RNA 分子就实现多个

内源性 miRNA 的检测
[70]，这种设计方法为 RNA

响应基因线路设计提供了一种新思路。为了使 RNA
响应的基因线路更具应用性，未来仍有必要针对性

开发灵敏度和检测范围更广的基因线路。此外，目

前 RNA 响应的基因线路大多是以单一种类的一个

或两个 RNA 分子作为信号输入。在临床诊断或治

疗中，往往需要根据多个 RNA 分子靶点来提高检

测结果的可靠性和提出个性化治疗方案，这就需要

优化构建多个级联线路，并保持良好的灵敏度和可

观察的信号输出。
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