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摘   要：芳香族化合物含有的苯环结构稳定性高、难以降解，因此环境中的芳香族化合物不仅对

生态环境构成威胁，也严重影响人类健康。开发一种便捷有效的芳香族化合物检测方法至关重要。

随着对芳香族化合物特性的深入理解，基于微生物细胞开发的生物传感器在芳香族化合物检测方

面展现出越来越重要的作用。本文综述了微生物全细胞传感器的工作原理，概述了电活性生物被

膜型、转录因子型和依赖于降解基因启动子这 3 类芳香族化合物全细胞传感器的构建方法和应用，

并探讨了基于表面展示技术、逻辑门构建、基因回路改造、群体感应信号放大等手段进一步提高

传感器性能的优化策略。 
关键词：芳香族化合物；微生物全细胞传感器；转录因子；检测；优化策略 
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Abstract: The inherent stability and recalcitrance of benzene ring structures render aromatic 
compounds a major ecological concern and a substantial risk to human health. Hence, 
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developing a facile and efficacious detection technique for aromatic compounds is essential. As 
our comprehension of aromatic compound characteristics deepens, microbial cell-based 
biosensors have emerged as increasingly popular tools in the detection of aromatic compounds. 
This article introduces the operational principles of microbial whole-cell biosensors and 
elucidates the construction techniques and applications of electroactive biofilm-based microbial 
whole-cell sensors, transcription factor-based microbial whole-cell sensors, and degradation 
gene promoter-dependent microbial whole-cell sensors in the detection of aromatic compounds. 
In addition, we review the methodologies for improving the performance of microbial 
whole-cell sensors based on surface display, logic gate construction, genetic circuit modification, 
and quorum sensing signal amplification. 
Keywords: aromatic compounds; microbial whole-cell biosensors; transcription factors; 
detection; optimization strategy 

 
 

芳香化合物涵盖苯系物(如苯、甲苯、苯酚

等)和多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbons, 
PAHs)等，这些化合物通常具有毒性和致畸性，

对生态环境和人类健康构成严重威胁，是环境

中普遍存在且具有持久性危害的污染物[1]。由

于其分子结构中存在苯环，芳香族化合物往往

具有难降解的特点，对其进行高效治理成为当

今社会备受关注的议题。监测芳香族化合物污

染对于环境防控和治理具有积极有效的作用。

目前检测芳香族化合物的传统方法主要有高效

液相色谱法、气相色谱法、光学光谱法、电化

学法、分子印迹技术等[2]。虽然这些传统化学

方法检测快速、鉴定分辨率高，但往往依赖大

型仪器设备，具有成本昂贵、步骤复杂、耗时

耗力等缺陷。微生物全细胞传感器 (microbial 
whole-cell biosensors, MWCB)具有成本低、操

作简单、可以原位检测等优势，随着相关研究

的深入，已成为检测芳香族化合物中最具有潜

力的方式之一。 
传统检测芳香族化合物 MWCB 的设计通

常为启动子与报告元件的简单组合，主要用于

单一信号的输入与输出。随着基因编辑、分子

生物学、纳米技术以及光学和电化学检测等技

术的进步，MWCB 已逐步实现了检测灵敏度更

高、检测特异性更好、检测更便捷的发展目标。

目前的 MWCB 研究往往将多个不同的传感元件

进行优化组合，形成多维传感网络，实现多因素

复杂环境的感知和分析。MWCB 还能够与拨动

开关、逻辑门和转录放大器等相结合，实现智能

控制，提高了传感器的可靠性和实用性[3-5]。 
本文系统阐述了 MWCB 在苯系物和多环芳

烃等芳香族化合物检测方面的研究进展，包括

MWCB 的构建与优化方法，并概述了开发新型

生物传感器的前景策略，从而为全细胞传感器

更好地应用于该类化合物的监测提供借鉴。 

1  用于检测芳香族化合物的微

生物全细胞传感器 
微生物全细胞传感器是以完整的微生物活

细胞作为载体(底盘细胞)，借助基因编辑和基因

工程技术，通过特定基因或基因片段(感应元件)
与目标物质的识别，利用引入的报告基因(效应

元件)将感知到的信息进行输出，实现待检物质

浓度与输出信号强度的对应。根据应用需求和

目标物质特性，底盘细胞的选择可能会有所不

同，合适的底盘细胞应对待检物质具备高度特
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异性和灵敏性，并且对待检环境具有较高适应

能力。感应元件决定了 MWCB 是否能够灵敏地

感知周围环境中的物质浓度变化，是 MWCB 的

核心元件。目前芳香族化合物检测常用的感应

元件有转录因子和降解酶启动子等。效应元件

可以将感应元件获取的信息转化为可读信号，

如酶活大小、荧光强度、电流强弱等，实现对

待检物质有效直观的监测[6] (图 1)。 

1.1  电活性生物被膜型 MWCB 
电活性微生物具有与细胞外基质进行电子

交换的能力，可以氧化有机物并产生电流，研

究者将这一现象称为生物电化学系统。电活性

生物被膜(electrochemically active biofilm, EAB)
是生物电化学系统的核心部分，由电活性细菌

在降解有机物时覆盖在阳极电极表面形成，在

生物电化学系统中起着生物催化剂的作用。

EAB 中的微生物通过氧化电子供体(芳香族化

合物)以获得电子，随后通过胞外电子传递从电

活性细菌的生物被膜和胞外基质转移到阳极，

并通过外部电路流向阴极。当 MWCB 暴露于有

待检物的环境中时，生物被膜受到影响，导致

胞内电流的生成和消耗速率发生变化，因此可

以借助仪器检测电压和电流等变化的电信号来

指示污染物的存在[7]。由于生物被膜可以在任

何可接触表面形成，并对恶劣环境展现了一定

的耐受性、稳定性，因此成为开发芳香族化合

物电化学生物传感器的潜力元件。 
Kim 等[8]利用 EAB 为感应元件，通过检测

电信号的变化，成功实现了对多氯联苯和有机

磷农药等的快速检测。Santoro 等[9]开发了一种

利用生物被膜型生物传感器检测甲苯的方法，

将电活性细菌的生物被膜添加到大肠杆菌

(Escherichia coli)中，同时利用 2-羟基-1,4-萘醌

用作氧化还原介质，促进 E. coli 中电子的转移，

增强了传感器的电流输出，使用电位仪检测电流

输出数据，甲苯的检测范围可达 50−1 000 mg/L。
对硝基苯酚(p-nitrophenol, PNP)是一种硝基芳

香族化合物，很难在短时间内通过传统的生物 
 

 
 
图 1  常见多环芳烃微生物全细胞传感器类型 
Figure 1  Types of aromatic compounds whole-cell microbial biosensors. 
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方法降解，利用微生物燃料电池中添加氧气有助

于 PNP 生物降解，同时还能维护菌株的外生电能

力。Khan 等[10]利用蒙氏假单胞菌(Pseudomonas 
monteilii) LZU-3 的生物被膜作为感应元件，通

过增加溶解氧水平来促进相关降解基因的表

达，既加速了 PNP 的降解，又促进了电压信号

的输出，使 PNP 的可检测范围达 50−300 mg/L。 

1.2  基于转录因子的 MWCB 
转录因子是一种可以将待测物浓度的信号

转化为靶基因表达水平的 MWCB 感应元件。根

据待检物质对效应元件的激活或抑制作用，转

录因子可分为诱导型正调控转录因子、诱导型

负调控转录因子、阻遏型正调控转录因子和阻

遏型负调控转录因子。目前已报道的芳香族化

合物转录因子 MWCB 主要包括诱导型正调控

MWCB 和诱导型负调控 MWCB (表 1)。 
1.2.1  芳香族化合物诱导的正调控型 MWCB 

当待检测的芳香族化合物与诱导型转录因

子结合，转录因子的构象会发生变化，从而激

活下游相关靶基因的转录表达。目前在细菌中

发现的能够被芳香族化合物激活的转录因子家

族包括 NtrC、AraC、LysR 和 IcIR 等[38]。 
XylR 和 DmpR 是 NtrC 蛋白家族中能够被

芳香族化合物诱导的典型成员。来自恶臭假单

胞菌(Pseudomonas putida)的 XylR 参与调控苯

系物的降解。Behzadian 等[11]以 XylR 作为感知

元件，通过由 XylR 调控的 Pu 启动子控制荧光素

蛋白报告基因 luxCDABE 的表达，构建了可感应

苯系物的 E. coli 传感器；当苯系物存在时，XylR
被激活并诱导 Pu 启动子转录，引发荧光素酶信

号的输出；在低至 1 μmol/L 苯系物诱导物下，

依旧具有显著的检测灵敏度。除了能够检测环境

中低浓度的苯系物，XylR 还具有检测底物广谱

性，其他芳香类化合物如苯甲醛、五氯苯甲醛，

以及甲基、乙基或双取代的氯甲苯、对氯苯甲

醛等也可受到该传感器感应[39-40]。 
DmpR 是 P. putida 中能够被苯酚诱导的转

录因子，调控苯酚降解操纵子 Dmp 的表达[41]。

为了检测环境中苯酚的浓度，Gupta等[12]将DmpR
及其控制的启动子 Pdmp 插入 pGLPX 质粒表达载

体中，同样以荧光素酶为效应元件，构建了检测

苯酚的 MWCB；当 DmpR 感知到诱导物苯酚的

存在时，启动子 Pdmp 被激活，进而影响 luxCDABE
的表达，该传感器可感应低至 0.5 μmol/L 浓度的

苯酚。Chong 和 Ching[13]在该传感器的基础上，

将 DmpR-Pdmp-luxCDABE 传感器模块中报告元件

换成红色珊瑚荧光蛋白(red fluorescent protein, 
RFP)，并以高拷贝质粒 pEK-DR 作为载体，开

发了一种基于比色法的 MWCB，与基于生物发

光或荧光的生物传感器相比实现了更高的检测

限，在苯酚同系物浓度范围为 0−200 μmol/L 时

仍可输出信号。此传感器解决了环境中含酚类

的有机磷农药无法被传感器检测的问题，使有

机磷酯代谢为 4-硝基苯酚时可被间接检测。此

外，通过随机突变 DmpR 可进一步提高感应灵

敏度，使得感应效果更加明显。 
XylS 是首个被报道的 AraC 家族转录因子，

它可以结合苯甲酸及其各种衍生物[38]。聚对苯二

甲酸乙二醇酯(polyethylene terephthalate, PET)和
邻苯二甲酸酯(phthalate esters, PAEs)是增塑剂的

主要成分，在自然环境中降解缓慢，对污染和公

众卫生造成了严重困扰。Li 等[21]提出可通过检测

PET 和 PAE 的降解产物苯二甲酸(terephthalic 
acid, TPA)和邻苯二甲酸(phthalic acid, PA)来表

征环境中的增塑剂浓度。由于 XylS 无法识别

TPA 和 PA，Li 等[21]通过定向进化改造，以获得

能够结合和响应 PA 和 TPA 的 XylS；当构建的

MWCB 暴露于 TPA 和 PA 环境中时，XylS 突

变体与诱导物结合并激活 XylS 的靶基因启动子

Pm 表达，在启动子 Pm 的控制下绿色荧光蛋白 
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表 1  转录因子型微生物全细胞传感器 
Table 1  Microbial whole-cell biosensors classified by transcription factor 
Family Analytes Transcription 

factors 
Regulation Sensor construction Detection limit References 

NtrC BTEXa, benzaldehyde, 
p-chlorobenzaldehyde 

XylR Active XylR-Pu-luxCDABE 1 μmol/L [11] 

phenol, methyl-phenol DmpR Active DmpR-Pdmp-luxCDABE 0.5 μmol/L [12] 

p-nitrophenol DmpR-Pdmp-rfp 0–200 μmol/L [13] 

Organic phosphate esters 
containing p-nitrophenol 

DmpR-Pdmp-rfp 10 μmol/L [14] 

BTEX TbuT Active TbuT-PtubA1-gfp 0.022 μmol/L [15] 

BTEX TbmR Active TbmR-PtmbA-lacZ / [15] 

2-hydroxybiphenyl HbpR Active HbpR-PhbpC-luxCDABE 0.2 mmol/L [16] 

Phenol MopR Active MopR-Pmop-lacZ 0.46 μmol/L [17-18] 

Monoaromatic and diaromatic 
chemicals 

TodS-TodT 
(todST) 

Active TodST-PtodX-gfp 0.04 mg/L [19] 

AraC BTEX, phenol XylS 
 

Active XylSPEKLS-Pm-mcherry 1 μmol/L [20] 

 p-phthalic acid, phthalic acid Active XylSK38R-L224Q-Pm-sfgfp 
XylS-W88C-L224Q-Pm-sfgfp 

10 μmol/L [21] 

Aromatic amines FeaR Active FeaR-PtynA-rfp 10 μmol/L [22] 

Cumene IpbR Active IpbR-Pipb-luxCDABE 0.1 μmol/L [23] 

4-hydroxyphenylacetate HpaA Active HpaA-PhpaCB-lacZ 1 mmol/L [24] 

Benzoate BenR Active BenR-PbenA-lacZ 101 mmol/L [25] 

2-chlorobenzoate, benzoate CbdS Active / / [26] 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid CadR Active / / [27] 

LysR Salicylaldehyde, salicylic acid NahR Active NahF-NahR-Psal-sfgfp 10 μmol/L [28] 

Phenanthrene, naphthalene PahR Active PahR-PpahA-gfp 4 μg/L [29] 

Phenanthrene Active PahR-PphnS-luxCDABE 24 mg/L [30] 

Chlorocatechol CbnR Active CbnR-PcbnABCD-lacZ 5 mmol/L [31] 

TfdR Active / / [32] 
 Catechol CatR Active / 

Benzoic acid BenM Active / 

cis,cis-muconic acid CatM Active / 

TetR Resorcinol RolR Repress RolR-Prol-gfp 0.5 mmol/L [33] 

Toluene, p-cymene, p-cumate CymR Active CymR-Pcmt-gfp 1 g/L [34] 

MarR Protocatechuic acid PacV Repress PacV-Ppv-egfp 369 μmol/L [35] 

IcIR 
 

Ethyl 4-hydroxymandelate PobR Active PobR-PpobA-gfp-Cmr 0.05 g/L [36] 

Lignin PobR Active PobR-PpobA-lacZ 2 mmol/L [36] 

GntR Phenol PhcS Active PhcS-PmpH-lacZ 2 mmol/L [37] 

2-phenylacetic acid-CoA PaaX Repress PaaX-Ppaa-gfp 10 μmol/L [22] 
a: BTEX mainly includes benzene, toluene, ethylbenzene, xylene, phenol and nitrobenzene. 
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(superfolder green fluorescent protein, sfGFP)表
达，输出可检测的荧光信号，对 TPA 和 PA 的

检测下限可达 10 μmol/L (图 2)。 
NahR 是参与调控 PAHs 降解的 LysR 型转

录因子，可以感知水杨酸及其衍生物[42]。水杨

醛脱氢酶 NahF 可将 PAHs 降解生成的水杨醛氧

化为水杨酸。因此，当 NahF 与 NahR 感知元件

结合使用时，可将不可检测的化合物转化为可

检测化合物，从而扩展传感器的检测范围。Xue
等[28]将 NahF 置于 J23114 强启动子的控制下进

行表达，以 NahR 为感知元件，响应环境中的

水杨酸后，激活编码水杨酸降解的启动子 Psal，

进而控制 sfgfp 表达输出荧光，该传感器最低可

响应 10 μmol/L 的水杨醛浓度。 
P. putida 的 PahR 是一种特异性感知菲的

转录因子，Wei 等[30]利用 PahR 为感知元件，从

菲降解菌株伯克霍尔德氏菌(Burkholderia sp.) 
RP007 中克隆出编码 PAHs 分解代谢酶编码基

因的 PhnS 的启动子，控制 luxCDABE 的表达，

检测菲浓度最低可至 24 mg/L。Segura 等[29]同样

利用 PahR 作感知元件，将启动子更换成来自新 
 

 
 
图 2  PA/PTA 诱导的正调控型 MWCB[21] 
Figure 2  MWCB induced by PA/PTA[21]. 

鞘氨醇杆菌(Novosphingobium sp.) HR1a 中编码

菲羟基化双加氧酶基因 pahA 的启动子，以绿色

荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)作报告

元件，最低检测限可达 4 μg/L。Sun 等[43]为了

实现靶向检测萘，首先以 E. coli 为宿主表达萘

降解基因 nahAD，将萘转化为水杨酸盐，随之

利用一种可响应水杨酸的 SalR转录因子为感知

元件，将水杨酸代谢酶编码基因的启动子和

luxCDABE 组成报告元件位于 SalR 的控制下，

实现了在 0.01 μmol/L 萘的情况下仍具有高特异

性和敏感性。 
IclR 家族的成员主要参与苯甲酸类化合物

的分解代谢[44]。四羟基扁桃酸(hydroxy-mandelic 
acid, HMA)是一种广泛应用于制药行业的芳香族

化合物，但目前尚未发现可以响应它的转录因

子。由于 HMA 与四羟基苯甲酸(4-hydroxybenzoic 
acid, 4 HB)在结构上具有高度相似性，Liang 等[36]

将不动杆菌(Acinetobacter)中可响应 4 HB 的 PobR
定向进化为感知 HMA 的转录因子，激活羟基

苯甲酸羟化酶 PobA 的转录表达，并将 2 个增

强型绿色荧光蛋白报告基因 egfp 和氯霉素抗性

基因(chloramphenicol resistance gene, Cmr)使用

启动子 PpobA 来控制，利用双报告元件既可检测

0.05−2.00 g/L 范围内的 HMA，又可利用具有

Cmr 的传感菌株在含有氯霉素的平板上存活的

表型筛选出响应 HMA 的 PobR 突变体。 
芳香族化合物诱导的转录因子型传感器多

以单组分转录因子为主，TodS-TodT (TodST)是目

前唯一报道的可感知苯系物的双组分系统[45]。与

单组分转录因子仅在胞内发挥作用相比，双组

分系统是一种可在胞外发挥作用的天然感知系

统。TodST 在感知到苯系物后，诱导甲苯双加

氧酶(toluene dioxygenase, TodX)的启动子 PtodX，

引起下游绿色荧光蛋白 GFP 输出信号，对甲苯

的最低检测浓度可达 0.04 mg/L[19]。但与单组分
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转录因子的生物传感器相比，双组分转录因子

遗传系统比较复杂，在传感元件的选择性方面

稍逊一筹。 
1.2.2  芳香族化合物诱导的负调控型 MWCB 

一些转录因子自身可抑制下游靶基因的表

达，当芳香族化合物与之结合后可解除这种抑

制作用，提高下游基因转录水平。MarR、TetR
和 GntR 家族是目前已报道的能够被芳香族化

合物诱导的负调控转录因子(阻遏蛋白)。 
MarR 家族的 PcaV 阻遏蛋白常用于开发检

测羟基取代苯甲酸的生物传感器。Machado 等[35]

利用来自天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor)
的 PcaV，以 E. coli 为底盘细胞，开发出一种检

测原儿茶酸(protocatechuic acid, PCA)的生物传

感器；PcaV 可抑制噬菌体 T7A1 嵌合启动子 Ppv

的表达，导致其控制的 eGFP 无法产生荧光信号；

而当 PcaV 感知环境中存在 PCA 时，PcaV 与 PCA
结合从而解除对 Ppv 的抑制作用，系统中检测到

荧光信号的产生，其检测下限达 369 μmol/L；进

一步对 PcaV 采用定向进化策略改变 PCA 型生

物传感器的配体特异性，实现了包括香兰素在

内的一系列小芳香醛的检测(图 3A)。 
RolR 是 TetR 家族的阻遏蛋白，在谷氨酸

棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)中，RolR
通过调控 rolHMD 基因簇来调控间苯二酚分解

代谢。基于此，Nasr 等[33]通过 IPTG 诱导型启

动子控制 RolR 表达，并以可被 RolR 激活的 Prol

启动子为感知元件，以该启动子控制的绿色荧

光蛋白 GFP 为报告元件，构建了间苯二酚生物

传感器；当环境中不存在间二苯酚时，报告元

件可正常表达；添加 IPTG 诱导 RolR 表达后会

抑制 Prol，从而导致 GFP 信号减弱；而在 IPTG
和间二苯酚同时存在时，RolR 与间二苯酚结

合，解除了 RolR 对 Prol 的抑制作用，传感器的

荧光强度提高。 

GntR 家 族 的 PaaX 是 参 与 2- 苯 乙 酸

(2-phenylacetic acid, PAA)分解代谢途径的阻遏

型正调控转录因子，研究发现[22]，2-苯基乙胺

(2-phenylethylamine, PEA) 经 酶 催 化 后 形 成

PAA，2-苯乙酸由 PaaK 催化进一步形成 2-苯乙

酸酰辅酶 A (PAA-CoA)。PAA 是一种内源性生

长素，对植物的生长至关重要，因此同时检测

PAA 和 PEA 的含量有助于 PAA 生物合成的相

关研究。由于没有可响应 PAA 的转录因子，通

过检测其代谢物可间接定量 PAA 的存在，但为

了避免检测时两种化合物造成的互相干扰，Guo
等[22]设计了一个分别由不同转录因子调控信号

输出的 MWCB；在该传感器中，paaA/paaZ 的

启动子 PpaaA/paaZ 可控制 GFP 的表达，PaaX 作为

paaA/paaZ 的转录阻遏物。当该传感器暴露于含

有 PAA-CoA 的环境中时，PAA-CoA 结合 PaaX，

使其失去对 PpaaA/paaZ 的阻遏作用，编码 GFP 输

出荧光信号；由于 PEA 转化为 PAA 后也会诱

导 GFP 生成，因此会对检测造成干扰[22]。为了

解决这一问题，研究人员在原有传感器的基础上

进一步引入另一转录因子 FeaR，FeaR 是 E. coli
中参与芳香胺分解代谢的 AraC 家族转录因子，

可有效感知 PEA[46]。当 PEA 存在时，FeaR 与 PEA
结合并激活 PtynA 启动子表达，诱导输出红色荧光

蛋白(red fluorescent protein, RFP)信号，该传感器

对 PEA 的检测下限可达 10 μmol/L[22] (图 3B)。 
1.2.3  依赖降解基因启动子的 MWCB 

虽然目前关于芳香族化合物诱导的正调控

型及负调控型 MWCB 已有较多研究，但是基于

阻遏型转录因子而开发的 MWCB 尚未见报道。

此前所描述的 MWCB 基本都以 E. coli 为底盘

细胞构建，然而，某些情况下由于参与感应芳

香族化合物的调控蛋白尚不明确，通常会选择

芳香族化合物降解菌株作为底盘细胞开发

MWCB。 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2906 

 
 

图 3  芳香族化合物诱导的负调控型 MWCB[22,35]   A：感应原儿茶酸的负调控型 MWCB. B：感应 2-苯
乙酸酰辅酶的负调控型 MWCB 
Figure 3  Negative regulatory MWCB induced by aromatic compounds[22,35]. A: The negative regulatory 
MWCB that responds to protocatechuic acid. B: The negative regulatory MWCB that responds to 
2-phenylacetic acid-CoA. 
 

 

Applegate 等[47]利用 P. putida F1 为底盘细

胞，将菌株中 tod 基因(编码甲苯双加氧酶)的启

动子作为感应元件的模块之一，并控制报告元件

荧光素酶编码基因的表达，可对环境中 30 μg/L 以

上的甲苯进行。来自荧光假单胞菌(Pseudomonas 
fluorescens HK4)的 NahG 可催化萘水解为水杨

酸，为监测萘和水杨酸的生物利用度，Heitzer
等[48]以 P. fluorescens HK4为宿主构建了分别以

nahG 的启动子 PnahG 和 luxCDABE 为感应元件

和效应元件的传感器，最低可检测 45 μg/L 的

萘。此外，该传感器在噻蒽、吖啶等多种芳烃

底物的环境中也表现出一定的检测能力[49]。 
为了开发检测高分子量的 PAHs 的降解基

因启动子依赖的 MWCB，Segura 等[29]以 PAHs
降解菌 P. putida 为底盘细胞，利用参与 PAHs
代谢的双加氧酶 PahA 的启动子 PpahA 响应环境

中的 PAHs，PpahA 控制下绿色荧光蛋白 GFP
为报告元件，可特异性检测到低至 100 ng/L
的菲和 360 ng/L 的萘，并具有不响应单环芳香族

化合物和多环芳香族化合物的中间产物的优势。 

2  微生物全细胞传感器的性能

优化 
生物传感器响应性能的可调节性使得研究

人员能够灵活地控制其对目标物质的感知和报

告能力，以满足不同的应用场景。通过调整传

感器的参数和设置，实现传感器灵敏度、特异

性、动态范围、稳定性等多方面的跨越，成为

当下开发 MWCB 的重点，综合考虑这些方面，

可以使用以下策略进行优化。 

2.1  应用表面展示技术固定化降解酶，拓

宽底盘细胞的应用 
微生物表面展示技术是一种酶的固定化技

术，主要包括细胞外展示和细胞内展示。细胞

外展示是将目标蛋白或多肽直接连接到微生物

细胞表面，使其暴露在细胞外；细胞内展示则

是将目标蛋白或多肽与微生物的细胞质或细胞

膜内部结合，在细胞自身的分泌系统的作用下

最终将其释放到细胞外[50]。双酚 A 是一种有害

的内分泌干扰的化学物质，即使低剂量也会对
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野生动物和人类健康构成威胁。酪氨酸酶可以

在溶解氧的存在下催化双酚 A 转化为邻醌，该

产物可在低电位下进一步被还原，以产生用于

检测双酚 A 的放大信号。Zhao 等[51]利用表面展

示技术将络氨酸酶展示在 E. coli 表面，并将重

组菌株吸附在玻璃碳电极上，构建了检测双酚

A 的电化学型生物传感器；使用该传感器检测

双酚 A 的准确性能够与高效液相色谱相媲美，

最低限可达 50 mmol/L。Zhang 等[52]将真菌中的

漆酶表面展示在 E. coli 表面，成功构建了用于

检测儿茶酚的微生物电化学生物传感器，儿茶

酚的电化学响应范围在 0.5−300.0 μmol/L。矢野

鞘氨醇菌(Sphingobium yanoikuyae)的邻苯二酚

2,3-双加氧酶(catechol 2,3-dioxygenase, C23O)
催化邻苯二酚降解，Liu 等[53]在 E. coli 中表达了

该酶，并使用纳米孔金材料将其固定在 E. coli 细
胞表面，开发了一种高灵敏度的基于全细胞的

电化学生物传感器，对儿茶酚检测表现出良好

的线性响应，可检测浓度在 1−500 μmol/L 范围

内的儿茶酚。 

2.2  结合基因线路、逻辑门等系统实现生物

传感器的智能调控 
一些 MWCB 以对芳香族化合物具有降解

作用的菌株为底盘细胞，这导致菌株在获得生

物传感器信号后会同时降解化合物，此时污染

物浓度处于不稳定的状态，这会对 MWCB 产生

可靠的输出信号造成影响。因此利用合成生物

学手段开发一种可智能响应污染物的系统成为

一种新方向。 
Liu 等 [54]设计了一种包含 3 个模块的

MWCB，可先后完成污染物检测、生物降解及

其后续自杀的一系列生物过程；他们选择工业

废水中的典型污染物水杨酸作为示例化合物，

首先构建了响应水杨酸的生物传感器，以对水

杨酸有响应的 NahR 为感知元件，激活下游编

码水杨酸降解的启动子 Psal，进而控制单体红色

荧 光 蛋 白 (monomeric red fluorescent protein, 
MRFP)表达输出荧光信号；然而由于低响应性

和狭窄的动态检测范围，限制了该传感器的进一

步应用，因此通过使用强启动子控制 NahR 表达，

并选择不同的核糖体结合位点来调节报告基因

的表达强度，成功将其检测下限降至 0.1 μmol/L。
第二个模块用于指示水杨酸的生物降解，当菌

株生长到稳定期晚期，稳定期的启动子 Pfic 被激

活，驱动水杨酸 5-羟化酶代谢水杨酸；待水杨

酸完全耗尽后，传感器的自杀模块工作，自杀回

路将表达一种有毒蛋白质来影响菌株的生长[54]。

自杀回路包含两种设计：回路 1 使用 CI 阻遏蛋

白作为“基因转换器”，将毒性蛋白 CcdB 位于其

控制下，当水杨酸存在时，CI 被激活，抑制了

下游毒性蛋白的表达；回路 2 是基于毒素

(controller of cell death protein B, CcdB)/抗毒素

(controller of cell death protein A, CcdA)蛋白构

建的，CcdA 可以通过与 CcdB 结合来阻止 CcdB
作用，当水杨酸存在时，NahR 激活 CcdA 的表

达以使 CcdB 失活，菌株存活，相反，如果消

耗水杨酸，CcdB 的表达会导致细胞死亡[54]。通

过设计这种集成的工程菌株，能够实现在没有

任何外源诱导剂的情况下，传感器按时空顺序

进行智能化感应、降解和自杀，极大满足了环

境生物修复的需求(图 4)。 
自 1999 年 Weiss 提出从数字逻辑电路应用

到遗传调控网络的想法，并使用阻遏型转录因

子设计简单的 NOT (not gate)逻辑门开始，研究

人员已依次开发了 OR (or gate)、AND (and gate)、
NOT、XOR (xor gate)、NAND (nand gate)、NOR 
(nor gate)等复杂的模块化逻辑门结构，并将其用

于多层次的基因回路型全细胞微生物传感器的

构建[55]。利用逻辑门对 MWCB 进行设计，丰

富了基因回路，已被广泛应用于智能检测重金 
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图 4  利用基因线路智能调控的微生物全细胞传感器的组成[54] 
Figure 4  Composition of microbial whole-cell sensors implementing genetic pathways for intelligent 
regulation[54]. 
 
属离子等污染物，但以芳香族化合物为对象的

逻辑门传感器较少，近期 Jiang 等[56]利用逻辑

门的概念开发了 BUF (buffer)、NOT、AND、

双功能电路(bifunctional circuit, BIF) 这 4 种

MWCB。 
BUF 逻辑门是单一信号的输入与输出[56]，

以阻遏蛋白 PadR 为感应元件为例，仅当香豆酸

(p-coumaric acid, CA)存在时，枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)的酚酸脱羧酶的启动子 PpadC

与 eGFP 为报告模块的 MWCB 才有信号输出；

当不存在香豆酸时，PadR 结合在 padC 启动子

区，抑制 eGFP 表达。NOT 逻辑门与 BUF 逻辑

门不同的是，当输入信号时，信号输出模块失

效，反之输出模块产生信号[56]。进一步通过将

抑制基因翻译的反义 RNA (antisense RNAs, 
asRNA)和抑制基因转录的单向导 RNA (single 
guide RNAs, sgRNA)置于 PpadC 的控制下，成功

将 BUF 型 MWCB 换成 NOT 型 MWCB。简单

来说，不存在香豆酸时，PadR 抑制 PpadC，PpadC

控制下的 asRNA/sgRNA 不转录，eGFP 表达发

出荧光信号；而随着香豆酸浓度的升高，抑制

作用被解除，PpadC 被激活，asRNA/sgRNA 成功

表达以抑制 eGFP 表达产生荧光。AND 逻辑门

的原理是输入双信号后输出单一信号，因此

MWCB 的感应元件应由两种转录因子组成用

来感知两种物质，报告模块的启动子则为两种

独立的阻遏转录因子的结合序列组合成的一个

启动子，称为杂交启动子 Phybrid。Jiang 等[56]发

现 TetR 或 LacI 阻遏因子与 PadR 组合可有效用

于构建 AND 型 MWCB，当环境中存在香豆素

和四环素时，PadR 和 TetR 均解除了自身对

Phybrid 的抑制作用，Phybrid 处于激活状态，eGFP
发出荧光信号。BIF 逻辑门是单一信号的输入，

双信号的选择性输出。当不存在香豆素时，BUF
模块的 PpadC 被 PadR 抑制，PpadC 控制下的 RFP
不表达，而 NOT 模块的 PpadC 被 PadR 抑制，PpadC

控制下的 asRNA 不转录，eGFP 正常表达；当

环境中存在香豆素时，BUF 模块对 PpadC 的抑制

被解除，RFP 表达，NOT 模块 asRNA 处于激

活状态，抑制 eGFP 使其不输出荧光信号(图 5)。 
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图 5  利用逻辑门智能响应的 MWCB[56] 
Figure 5  MWCB utilizes logic gates for intelligent response[56]. 
 
2.3  通过插入群体感应(quorum sensing, 
QS)模块、改造基因回路，放大传感信号 

转录因子型微生物全细胞传感器是由转录

因子作为感应元件结合待测化合物，激活或抑制

靶基因启动子发挥作用的，所以转录因子的表达

对传感器的效果至关重要。除了常见的利用强启

动子控制转录因子的表达外，通过引入 QS模块，

动态调节转录因子的浓度，也是放大传感信号、

调节感应灵敏度和动态范围的方式之一[57]。 
MWCB 常通过检测其代谢物(酚类化合物)

来间接反映环境中有机磷酸酯的浓度。He 等[58]

为了更灵敏地检测环境中甲基对硫磷 (methyl 
parathion, MP)的浓度，在酚类传感模块(DmpR)
和报告模块(sfGFP 或水解酶 OPH)之间引入 QS
模块。当存在 MP 时，其自发水解产物对硝基

苯酚(p-nitrophenol, p-NP)可以结合 DmpR，以诱

导 LuxI 合成 QS 信号分子 N-酰基高丝氨酸内酯

(N-acyl homoserine lactone, AHL)。AHL 与 LuxR
结合后可进一步激活 sfgfp 和 oph 的表达，其中

OPH 降解 MP 可产生更多的 p-NP 继续作用于

DmpR，形成了正反馈的回路，增强传感器的信号

输出效率。构建出的传感器可检测低至 0.1 μmol/L
的苯酚和 1 μmol/L 的 p-NP (图 6A)。 

通过插入 QS 模块，放大传感信号也在其

他 MWCB 领域广泛应用。例如，为了提高砷传

感器的检测性能，研究人员在 E. coli 中构建了

一个配备有 luxI-luxR 反馈回路的砷生物传感

器，具有反馈回路的 MWCB 的灵敏度比没有反

馈回路的 MWCB 的灵敏度高约 1 个数量级，最

低检出测限为 0.1 μmol/L[59] (图 6B)。 
Sun 等[60]利用苯酚响应调节因子 DmpR 作

为感应元件，Px 控制 DmpR 表达，DmpR 控制的

苯酚降解操纵子 dmp 的启动子 Pdmp (P0)与 GFP 组

合作为报告元件，发现苯酚浓度在 0−100 μmol/L
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时响应灵敏度很低；考虑到感应元件是响应待

检化合物的关键，他们通过将多个 DmpR 以串

联的方式组合在一起，发现 2 个 DmpR 串联表

达比单个 DmpR 的感应灵敏度提高了近 9 倍；

当苯酚浓度为 0−100 μmol/L 时，其浓度与 GFP

的表达量呈良好的线性关系；受到在传感模块

中连接的多个 DmpR 成功提高信号的启发，作者

在报告模块中“并联”表达多个 GFP，发现 2 个

GFP 对苯酚的检测灵敏度是单个 GFP 的 16 倍，

且也呈现出良好的线性关系(图 7A)。该研究通 
 

 
 

图 6  插入 QS 模块放大信号的 MWCB[58-59]   A：利用 QS 系统放大对对硝基苯酚的检测信号. B：利

用 QS 系统放大对砷的检测信号 
Figure 6  MWCB with QS module inserted to amplify signals[58-59]. A: Utilizing the QS system to amplify 
the detection signal for p-nitrophenol. B: Utilizing the QS system to amplify the detection signal for arsenic. 
 

 
 
图 7  设计遗传电路放大信号的 MWCB[60-61]   A：感应元件串联(左)或效应元件并联(右)的方式放大

输出信号. B：感应元件串联级联放大输出信号 
Figure 7  MWCB for designing genetic circuits to amplify signals[60-61]. A: The output signal is amplified by 
connecting the sensing elements in series (left) or the effect elements in parallel (right). B: The output signal 
is amplified by cascading the sensing elements in series. 
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过基因线路的合理设计，成功开发出模块化的

遗传电路作为信号放大器，能够更加快速、灵

敏地检测出待检化合物浓度。Wan 等[61]开发了

一种用于信号放大的级联模块化方法，首先通

过组成型启动子 PJ117 调整胞内 arsR 表达水平来

提高灵敏度，然后将多层转录扩增器以串联的方

式设计在传感器中，逐步提高 gfp 的输出表达水

平，这种方式使检测限提高了 750 倍(图 7B)。 
2.4  利用抗生素耐药基因的双重选择模式

改变传感器感知元件的特异性 
转录因子通过识别化合物结合形成复合

物，实现对下游基因转录调控。然而，天然的

转录因子有时无法完全匹配目标化合物，因此

对转录因子进行底物选择性和特异性调整，对

提高生物传感器的可用性具有重要的意义，其

中定向进化是实现该目标的重要策略。但是在

定向进化过程中，得到的转录因子突变体往往

底物特异性不高，造成传感器信号干扰[62]。为

了使产生的转录因子突变体仅响应目标化合

物，研究中常使用双重选择系统，用以筛选特

异性转录因子。 
Ogawa 等[63]将 XylS 作为感知元件，开发

了一种双重选择系统的新型传感器，成功将转

录因子 XylS 响应物从间甲基苯甲酸转换为对

甲基苯甲酸；当环境中存在间甲基苯甲酸时，

XylS 与之结合，激活靶基因启动子 PPm，PPm

控制氨苄青霉素耐药基因 bla 表达，利用抗生

素耐药性来选择具有间甲基苯甲酸结合特异性

的 XylS 突变体。然而假阳性菌株产生的 XylS
突变体在没有任何化合物或内源物质刺激下也

会转录，造成筛选干扰；因此在此传感器的基

础上，引入了同样位于 PPm 控制下的阻遏型转

录因子 TetR，同时将 TetR 的靶基因启动子 Ptet

和 Ptet 控制的氯霉素抗性基因 cat 设计在 TetR
的下游。当间甲基苯甲酸与 XylS 结合，PPm 被

激活表达 Bla 和 TetR。TetR 进一步抑制 Ptet，

抑制 cat 表达，此时菌株表现出对氨苄青霉素耐

药和氯霉素敏感；当 PPm 不被 XylS 激活时，Bla
和 TetR 不表达，Ptet 启动子解除抑制，导致 cat
正常表达，此时该菌株表现出对氨苄青霉素敏感

和氯霉素耐药。这种双重选择系统使得只有含

特定 XylS 突变体的宿主细胞才能响应对甲基

苯甲酸，且能排除无需化合物响应或没有活性的

XylS 突变体；这种方法筛选出来的突变体对间甲

苯甲酸几乎没有反应，对对甲基苯甲酸具有很高

的敏感性，检测范围在 1−100 μmol/L[63] (图 8A)。 
Jia 等[64]设计了一个双重选择系统提高 PbrR

对 Pb2+的检测特异性，以氨苄青霉素抗性基因

amp (ON 选择)为阳性选择标记，蔗糖致死基因

sacB (OFF 选择)为阴性选择标记的传感器，成

功筛选得到了响应性更高的 PbrR 突变体；正选

择标记基因 amp和反向选择标记基因 sacB均由

启动子 PpbrA 控制下，PpbrA 的表达受 PbrR 调控；

当环境中存在 Pb2+时，对 Pb2+具有强烈响应性

的 PbrR 突变体会激活 amp 和 sacB 的表达，细

胞可以在氨苄青霉素存在下存活，而弱结合突

变体则会导致细胞死亡；相反，具有与 Zn2+结

合能力较弱的 PbrR 突变体的细胞可以存活，因

为对 Zn2+有强烈响应的突变体可以激活 sacB 的

表达，从而在蔗糖存在下导致细胞死亡；与野

生型相比，突变株 M1 和 M2 对 Pb2+的响应分

别提高了 1.8 倍和 2 倍 (图 8B)。这种基于抗生

素耐药基因的双重选择系统为改变生物传感器

的感应特异性提供了有效的策略[65]。 

3  总结与展望 
芳香族化合物在化学品生产、香精香料开

发、染料制备和医药生产等领域扮演着重要角

色，同时也由于其苯环结构的存在，许多芳香

族化合物对人类健康造成严重影响。因此，开 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2912 

 

 
 
图 8  基于双重选择系统的 MWCB[64-65]   A：抗生素耐药基因的双重选择模式筛选响应单一化合物的

特异性转录因子. B：抗生素耐药基因的双重选择模式区分响应不同种类化合物的特异性转录因子 
Figure 8  MWCB based on dual selection system[64-65]. A: The dual selection mode of antibiotic resistance 
genes screens for specific transcription factors that respond to a single compound. B: The dual selection 
mode of antibiotic resistance genes is used to differentiate specific transcription factors that respond to 
different types of compounds. 
 
 

发一种高灵敏度、高选择性、快速实时检测以

及易于操作和维护检测方法尤为重要。MWCB
显著地避免了传统的化学检测方法对大型仪器

设备依赖性，昂贵复杂，耗时耗力等因素，在

环境监测、医学病理诊断和生物合成等多个领域

已得到广泛关注和应用。MWCB 也逐渐成为检

测芳香族化合物的重要手段之一。本文系统综述

了 WMCB 的工作原理、构建方法及其在检测芳

香族化合物方面的应用，并探讨了进一步提高传

感器性能的优化策略。 
尽管关于检测芳香族化合物的 MWCB 的

研究越来越多，然而目前已报道的芳香族化合

物感应元件仍不够丰富，MWCB 的进一步开发

也面临一系列挑战，如何提高传感灵敏度、增

强传导模块的表达稳定性和特异性等问题亟待

解决。随着研究的不断深入，代谢工程和合成

生物学等领域的技术将逐步应用于生物传感器

的开发。合成生物学不仅可通过去除底盘细胞

基因组中具有交叉反应性潜力的生物部件，提

高 MWCB 性能，还能通过对响应污染物的生物

元件进行理性的设计改造提高灵敏度。结合遗

传电路思路，将多个报告基因元件组装在一起形

成多信号模块，进一步拓宽菌株检测范围和便捷

性。此外，通过进一步表达代谢酶，将污染物降

解与检测相结合，实现实时检测、实地降解。构

建的 MWCB 还可应用于高产量菌株的高通量筛

选和代谢通路的动态控制等方面。随着研究的深

入和技术的不断进步，MWCB 的构建必将朝着

更加稳定、高效且智能化的方向发展。 
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