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4 4研究背景

合成生物学概述

目标：
✓编程细胞执行复杂任务（如生物计算、动态调

控）
✓模块化设计遗传电路（类比电子电路）
✓……

瓶颈：
❑ 组件数量少
❑ 正交性不足
❑……

实验数据 讨论 结论
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NOT门与NOR门

NOT:
NOR:

抑制子

操纵基因

串联另一启动子

暗传感器例子： 光传感器

雄传感器 雌传感器

研究背景 实验数据 讨论 结论
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TetR

TetR

o 应用广泛
• 细菌、真菌、昆虫、植物、哺乳动物细胞、活体动物

o 抑制模式简单
• 二聚体结合启动子并物理阻断RNA聚合酶

o 用相对短的操纵序列实现特异性

o 从许多宿主生物中可以获得数万个同源物
• 正交性潜力大

研究背景 实验数据 讨论 结论
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构建流程

TetR同源文库构建 体外操纵序列鉴定 合成启动子构建

正交性检测获取响应函数搭建遗传电路

研究背景 实验数据 讨论 结论
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TetR同源文库构建

73个已
知调控
功能的
抑制子

EMBL-EBI数据库
82017个TetR同源蛋
白

研究背景 实验数据 讨论 结论
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CSI阵列分析

同源位点鉴定 (CSI)

重组表达、纯化、
Cy5标记抑制子

MEME
10个明确基序的抑制
子

McbR, PsrA, 
QacR, ScbR的实
验结果与已知序
列高度吻合！

研究背景 实验数据 讨论 结论
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合成启动子设计

操纵基因

插入不同位置
构建启动子文库

流式细胞术

10个：CSI阵列

10个：已知文献

研究背景 实验数据 讨论 结论
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交叉反应测量

抑制子质粒 启动子质粒

正交性好！

研究背景 实验数据 讨论 结论
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NOT门构建

RBS计算器
RBS文库：一系列预测
表达水平从高到低的序
列

NOT门

NOT门对应的RBS序列

研究背景 实验数据 讨论 结论



14 14

响应函数测量

其中n是Hill系数，K是输出
为最大值一半时的输入阈值
水平

Hill 方程拟合输出启动子活性

𝑦 = 𝑓 𝑥 = 𝑦𝑚𝑖𝑛 + 𝑦𝑚𝑎𝑥 − 𝑦𝑚𝑖𝑛

𝐾𝑛

𝐾𝑛 + 𝑥𝑛

𝑂𝑁 ∈ 3, 70

𝑂𝐹𝐹 ∈ [1, 2.1]

研究背景 实验数据 讨论 结论
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毒性评估

培养6小时，测量OD600(细胞生长状况)
✓大多数抑制子无毒
✓6种抑制子 高输入 显示毒性

（毒性：细胞减少超过25%）

电路设计者：
通过量化计算，避免使用毒性区域

研究背景 实验数据 讨论 结论
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NAND门电路

OFF态（+/+）与
最低ON态间相差
6倍

研究背景 实验数据 讨论 结论
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理论计算

𝑂𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡 = 𝑂𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡1 +𝑂𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡2

𝑂𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡1 ∈ 𝑓𝑃ℎ𝑙𝐹 𝑃𝑇𝑎𝑐 = [0.1, 16]

𝑂𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡2 ∈ 𝑓𝐿𝑚𝑟𝐴 𝑃𝑇𝑎𝑐 = [1.4, 61]

研究背景 实验数据 讨论 结论
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AND门电路

OFF态（+/+）与
最低ON态间相差
4.4倍

研究背景 实验数据 讨论 结论



讨 论
D i s c u s s i o n

PART 03

19



20 20

电路范围估计

一个粗略的组合估计: 

𝑁 = ෍

k=1

n
𝑛! 3𝑘 + 1 2𝑘

𝑘! 𝑛 − 𝑘 !

n: 总的抑制子数量
k: 电路中抑制子数量

当n=16时，N >1054

研究背景 实验数据 讨论 结论
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改进方向

4

1

2

3

对遗传背景敏感，提高鲁棒性

降低OFF状态的表达

使用其它抑制子和生化机制

构建更大型的电路

研究背景 实验数据 讨论 结论
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研究结果

4

1

2

3

从73个TetR同源抑制子开始，构建了一组16个逻辑门

测量交叉反应，确定逻辑门正交性

引入一种用NOT门和NOR门构建基因线路的通用方法

为合成生物学提供了可复用的标准元件

研究背景 实验数据 讨论 结论
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