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摘  要 : 2010 年，蕈状支原体 Mycoplasma mycoides 的人工合成，迎来了合成生物学的崭新时代。这种突破性

的进展主要得益于酵母自身强大的 DNA 体内重组能力。近几年来，除了利用体内重组的 DNA 大片段拼接技

术，基于连接或聚合思想的不同尺度的 DNA 体外组装方法也相继出现，如 Biobrick\Bglbrick、SLIC 与 Gibson

等温一步法等，这些方法的应用加快了合成生物学功能元件库、生物合成途径乃至微生物染色体的人工构建。

事实上，目前所建立的各种 DNA 组装方法，均是由 DNA 分子拼接理念 (包括两分子衔接思想与多片段组装

模式) 衍生而来。文中将在介绍 DNA 组装基本理念的基础上，对体内、体外主要的 DNA 组装方法进行简要

梳理，希望为不同类型的合成生物学功能器件及生物合成途径的构造提供参考与借鉴。 
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Perspective on the novel methods for DNA assembly 

Lei Li, Yinhua Lu, and Weihong Jiang  

CAS Key Laboratory of Synthetic Biology, Institute of Plant Physiology and Ecology, Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chinese 
Academy of Sciences (CAS), Shanghai 200032, China 

Abstract:  In 2010, the artificial synthesis of Mycoplasma mycoides triggers the new era of synthetic biology. This great 
breakthrough is achieved mainly thanks to the powerful DNA recombinant ability of yeast. In recent years, except for the 
methods used for large DNA assembly on the basis of in vivo homologous recombination, various different DNA assembly 

综  述 
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methods in vitro, based on the concept of DNA ligation or polymerization, have also been developed, such as 
Biobrick\BglBrick, SLIC and Gibson one-step assembly. Application of these new technologies has greatly accelerated the 
construction of synthetic part libraries, biosynthetic pathway and even microbial chromosomes. In fact, all DNA assembly 
methods are derived from the combinations of DNA joining and organizational schemes. This review describes the brief 
introduction of the main in vivo and in vitro DNA assembly protocols developed so for, which will benefit the construction 
of different types of synthetic functional devices and also biosynthetic pathways in the research of synthetic biology in 
China. 

Keywords:  synthetic biology, DNA assembly, functional devices, biosynthetic pathway 

2000 年，以生物振荡器 (Synthetic oscillator)[1]

和拨动开关 (Toggle switch) [2]为代表的人造功

能器件的创造，宣告合成生物学作为一门新学科

的正式诞生[3-4]。十年后，J. Craig Venter 实验室

完 成 了 蕈 状 支 原 体 Mycoplasma mycoides 

“Synthia”的人工构建[5]，合成生物学研究再次掀

起了新的热潮[6]。事实上，人造生命得以成功产

生，主要得益于 DNA 大片段组装方法的突破。

近几年来，利用大肠杆菌、酵母与芽胞杆菌等菌

种的高效同源重组能力，各种体内 DNA 多片段、

大尺度的组装方法相继被开发，其代表有 DNA

装配器[7]、“Inchworm method”[8]等。同时，为解

决体外获取 DNA 大片段的局限性，以非典型酶

切连接或序列非依赖的 chew-back 组装作为新理

念，各种灵巧的体外组装方法也应运而生，常见

有 Biobrick\Bglbrick[9-10]、SLIC[11]与 Gibson 等温

一步法[12]等。这些体内、体外 DNA 组装方法的

相继诞生，加速了合成生物学功能元件库[13]、生

物合成途径[7]乃至酵母染色体[14]的人工构建，促

进了代谢工程[15]、基因组编辑[16-17]、诱导性多功

能干细胞[18]等领域的迅速发展。 

为了更详细地阐述这些最新进展，本文基于

DNA 组装基本理念，综述了近几年来不同尺度

DNA 组装新方法，以期为不同类型的合成生物

学功能器件以及生物合成途径的构建提供有效

的操作工具。 

1  同源重组依赖的体内 DNA 大片段组装 

同源重组  (Homologous recombination) 是

指含有同源序列的 DNA 分子之间或分子内部的

重新组合，其原理已广泛应用于基因克隆、定点

突变和基因敲除等分子生物学研究。当操作的

DNA 分子超过 100 kb 时，DNA 体外组装会十分

困难，同源重组的优势将变得更加突出。现在已

被开发用于体内大片段 DNA 组装的菌种有：大

肠杆菌、酿酒酵母与枯草芽胞杆菌等。这些菌种

DNA 重组能力的再开发，为后期进行真核生物

染色体与大尺度基因合成环路 (如光合作用系

统、生物固氮系统或神经环路等) 的构建奠定了

坚实的基础[14,19]。 

不过，任何方法都不是万能的，体内重组也

存在一些问题，比如酵母可能对大肠杆菌复制子

进行修饰，导致组装后的载体无法工作；又如当

组装片段存在较高同源性时，可能引发不正确的

组装。因此，在方法的选择与使用上，还需要仔

细考量。下面将重点介绍几种酵母及枯草芽胞杆

菌体内的大片段 DNA 拼接方法。 

1.1  酵母介导的转化耦联重组 
作为一种模式生物，酿酒酵母是第一个完成



李雷 等/DNA 组装新方法的研究进展 

cjb@im.ac.cn 

1115

测序的真核生物[20]。由于高效的 DNA 同源重组

能力和操作的简便性，由 Larionov 等提出的酵母

转 化 耦 联 重 组  (Transformation-associated 

recombination, TAR)理念已发展为多种 DNA 体

内拼接方法[21]，实现了启动子库、目标产物合成

途径甚至小尺度基因组 (如线粒体、叶绿体基因

组) 的快速构建[19]。 

1.1.1  Gibson 体内一步组装法 

2008 年，Science 杂志报道了 Gibson 及其同

事人工构建生殖道支原体Mycoplasma genitalium

基因组 (全长 580 kb) 的突破性进展[22]。他们首

先采用自创的体外变温两步组装法 (后改进为

Gibson 等温一步法[12]，详见下文)，获得了支原

体 1/4 基因组，但无法实现更大片段的组装。不

过，后来采用等温一步法成功组装了生殖道支原

体的完整基因组，所以该研究中提及的、大片段

DNA (＞200 kb) 在大肠杆菌中的不稳定性及细

菌人工染色体携载能力限制的原因，实际上并不

成立。 

回过来讲，当时在未改进体外组装方法时，

是怎么实现完整基因组的拼接呢？按照上述作

者提及的“主要原因”，就不得不更换宿主和载

体。已知酵母人工染色体  (YAC) 最大能携载

2 Mb 的 DNA 分子，以及现存已成熟的转化耦联

重组理念，作者转向了酵母的体内拼接。 

如图 1 所示，作者将 BAC 与 YAC 的功能元

件都整合到 pTARBAC3载体上，与另外 5个DNA

片段一并转入酿酒酵母以实现组装 (片段重叠

区 60~260 bp 不等)。通过后续的脉冲场电泳鉴定

与碱基错误纠正 (详见下文“碱基错误控制”一

栏)，实现了整个生殖道支原体基因组的正确组

装。事实上，2010 年人造生命“Synthia”的诞生，

就是在这样的基础上，组合人工细胞膜，演绎了

上帝的角色。 

后来，Gibson 又在酵母中一次性组装了 38

个寡核苷酸序列  (片段重叠区 20~200 bp 不

等)[23]，充分展现了酵母组装多片段 DNA 的潜

能，为后续蓝藻 Synechococcus elongatus 染色体

片段的组装 (最大至 450 kb) 做好了准备[24]。同

年，赵惠民研究组也开发出类似的酵母体内组装

方法——DNA 装配器 (DNA assembler)，并成功

应用于 D-木糖代谢途径 (9 kb)、玉米黄质生物合

成途径  (11 kb) 以及两者的组合途径  (19 kb) 

的快速组装[25]，使天然产物的组合生物合成研究

变得更为简便、高效，加快了廉价原料利用和高

价值目标产物的生产。 

 

图 1  用于酵母体内基因组水平 DNA 组装的载体 
(pTARBAC3)  
Fig. 1  The vector used for DNA assembly at the 
genome-scale in yeast contains both BAC (shown in 
orange) and YAC (shown in green) functional elements. 
The “hooks” are added to the pTARBAC3 vector by 
PCR. 
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1.1.2  内切酶诱导的迭代拼接 

多基因环路的组装，首先想到的方式是逐级 

(Step-by-step) 添加。虽然操作较为繁琐，但方法

稳定，尤其当组装片段之间存在较高同源性时，

上述提及的多片段体内拼接，有可能导致错误的

组装。2011 年，Laura 等在酵母体内开发了一种

体内迭代拼接法[26]，较好实现了逐级添加组装多

基因环路的理念。 

作者通过两套不同内切酶与选择标记 (如

HO/LacZ 与 SceI/HIS3) 的交叉使用，可将多个

基因逐步添加到酵母染色体上，实现了番茄红素

生物合成途径的组装。由于导入的基因都是整合

在酵母染色体上，因此原则上来说可以实现“无

限”长度的 DNA 分子组装，前提是酵母染色体

能够容纳。 

1.2  枯草芽胞杆菌介导的基因组大片段拼接 
2005 年，Itaya 等采用 “inchworm method” (类

似于酵母中发展的内切酶诱导的迭代拼接)[8]，成

功将集胞藻 Synechocystis 基因组 (3.5 Mb) 导入

到枯草芽胞杆菌中，构建了 1 个 7.7 Mb 的集成

基因组。然而，该方法需要 100 kb 以上的 DNA

片段作为模板，其应用受到了限制。于是，作者

相继开发了一种 “Domino method” [19]，借助芽

胞杆菌基因组载体  (BGM vector)，由小片段 

(4~6 kb) 出发，利用同源重组原理与逐级添加模

式，成功构建了小鼠线粒体基因组 (16.3 kb) 和

水稻叶绿体基因组 (134.5 kb)。但由于比较耗时，

组装过程需长的同源臂，目前还未得到普遍使用。 

事实上，当 DNA 分子超过 100 kb 后，DNA

的提取与转化等常规操作将变得十分困难。2010

年，Itaya 及其同事们在实验中发现，含有大质粒 

(大于 100 kb) 的大肠杆菌被噬菌体侵染后，其中

的大质粒仍能够稳定存在。当直接混合大肠杆菌

裂解液与芽胞杆菌感受态，可以将 DNA 大片段

稳定整合到芽胞杆菌的基因组上。这种利用天然

转化方式，实现 DNA 大片段直接克隆的模式，

被 Itaya 称之为 “culture mix method” [27]。 

综上，从几 kb 到上百 kb 组装的 “Domino 

method”，以及上百 kb 直接克隆的 “Culture mix 

method” ， 最 后 到 几 Mb 水 平 拼 接 的 

“Inchwormmethod”，Itaya 在芽胞杆菌中建立了一

套较为完善的不同尺度 DNA 组装体系，其应用

值得期待。 

2  不同尺度的 DNA 体外组装新方法 

DNA 化学合成，作为组装 DNA 分子的起点

之一，目前普遍使用固相亚磷酰胺三酯合成法 

(Phosphoramidite chemistry)[28]。由于合成长度在

100 bp 之内，该方法一般仅用于引物等寡核苷酸

的合成。如果进一步采用连接酶拼接法 (Ligase 

chain reaction，LCR) 或聚合酶拼接法 (Polymerase 

cycling assembly，PCA)，可以实现完整基因的合

成[29]。至于更大的 DNA 片段拼接，上述方法已

无法胜任。最近几年，各种尺度的 DNA 体外组

装新方法相继产生，克服了传统酶切连接的局限

性，使得无论在组装的 DNA 片段数目还是尺度

上都变得更为高效。 

虽然体外 DNA 组装方法琳琅满目，但都是

由 DNA 拼接的基本理念衍生而来，也即两分子

衔接思想  (DNA joining) 与多片段组装模式 

(Assembly organization) 的巧妙组合[30]，那么这

些方法具体是如何产生的呢？其次，随着组装尺

度的增加，碱基突变率将逐级扩大，又如何控制

碱基突变，获得具有生理功能的 DNA 产物呢？
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最后，哪些体外组装方法操作更为简便、通用

呢？下面就针对这些问题进行简要阐述。 

2.1  DNA 组装的基本理念 
DNA 组装基本理念包括了两分子衔接思想

与多片段组装模式。DNA 分子的衔接，如同建

造房屋时砖块间的堆砌。不言而喻，狭义上的“分

子水泥”即是 DNA 连接酶，而广义上则是指创

造两分子间的重叠区，通过连接或聚合的思想 

(图 2)，实现分子间拼接。同时，为获取 DNA 大

片段，我们不得不将多个不同小片段加以组装，

这就涉及到多片段的组装模式。 

在上文体内拼接时，我们已介绍了基于“逐

级添加模式”的迭代拼接法与 “Domino method”，

也涉及到了几十个片段一次性拼接的 Gibson 体

内“一步组装模式”。实际上，体外组装通常还

采用一种等级化 (Hierarchical) 组装模式 (图 2)，

它使得多基因环路的构建过程变得更为高效、

快捷。通过将多片段组装模式与两分子衔接思

想进行组合，便产生了各种各样的 DNA 体外组

装新方法，如基于连接思想与等级化模式的

Gibson 等温一步法，环式聚合酶延伸克隆 

(Circular polymerase extension cloning，CPEC) 

则是聚合思想和一步组装模式的产物[31]。为系

统说明 DNA 组装方法的产生方式，此处一并将

基于重组思想的体内拼接方法囊括进来，总结

于表 1 中。 

2.2  碱基错误的控制 
当构建的 DNA 尺度很大时，碱基突变频率

将逐级增加，此时就不得不特殊对待。其实，在

合成任何长度的 DNA 分子时，碱基突变都必须

仔细考虑。虽然更大尺度 DNA 组装的碱基错误

控制与一般基因合成大同小异，都必须经过测

序、筛选与修复的过程，但为了获得具有预期功

能的组装产物，还需注意以下两点：1) 保证出

发片段的准确性：采用化学合成或最高保真性

DNA 聚合酶获得出发片段；2) 组装过程中需对

片段间连接处进行测序鉴定。 

2.3  DNA 体外组装的常见方法 
2.3.1  序列依赖的非典型酶切连接 

随着组装 DNA 片段大小或数目的增加，基

于常规限制性内切酶的分子克隆，将变得举步维

艰。于是人们开始寻找一些独特的工具酶，包括

同尾酶、识别位点与切割位点不一致的Ⅱ型限制

性内切酶等，以延伸序列依赖的 DNA 拼接模式

的应用，建立新的非典型酶切连接方法。 

 

图 2  DNA 组装的基本理念 (左图为两分子衔接思

想，A、B、C 分别代表连接、聚合与重组；右图为多

片段组装模式，a、b、c 分别代表逐级添加、一次性

拼接与等级化组装)  
Fig. 2  Fundamental concepts of DNA assembly. In 
general, two DNA molecules can be joined in one of 
three ways: ligation (A), polymerization (B) and 
recombination (C). Small DNA fragments assembled 
into larger fragments are achieved by three 
organizational schemes, including assembly in series (a), 
by hierarchy (b), or by pooling (c). 
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1) Golden gate cloning：有一种特殊的Ⅱ型

限制性内切酶 ( SⅡ 型酶，如 BsaⅠ和 AarⅠ)，

能够在其 DNA 识别处的相邻位置进行剪切。如

果人为设计识别位点不同的相邻序列，就可利

用同种限制酶产生不同的粘性末端，从而一次

组装多个片段，克服传统多片段组装时限制酶

种类的限制，而且还可进行无缝连接。Engler

等利用上述原理结合基因改组技术  (Gene 

shuffling)，发展了 Golden gate shuffling 方法[32]，

一次实现 9 个小片段与载体的拼接，构建了理

论上可达 19 683 种、不同的重组胰蛋白酶原基

因，以筛选高效表达的胰蛋白酶突变体。同时，

这种方法还可用于重复序列的组装，如最近兴

起的一种强大的基因组编辑工具——转录激活

样 效 应 子 核 酶  (Transcription activator-like 

effector nucleases，TALENs)，由于该蛋白的 DNA

结合结构域是由序列差异很小的多个模块组成，

当进行人工设计组装时，Golden gate cloning 正

好满足此要求[16,33]。虽然该方法也依赖于粘性末

端，但由于可产生更长的重叠区，也可用于多基

因环路的构建。比如，陈威华等借助一种可识别

甲基化序列——(m)CNNR (R=A 或 G)——的 S Ⅱ

型 内 切 酶 MspJI ， 发 展 了 一 种 MASTER 

(Methylation-assisted tailorable ends rational) 
DNA 组装方法，并利用该方法成功克隆了天蓝色

链霉菌放线紫红素生物合成基因簇 (29 kb)[34]。 

2) 同尾酶依赖的 Biobrick\Bglbrick：为了构

建可预测的人工生物系统，合成生物学的主要任

务之一就是获得标准化的生物元件 (Biobrick)。

当采用如易错 PCR、DNA 改组或化学随机合成

获得的不同元件，包括启动子、核糖体结合位点、

开放阅读框和终止子等[3]，如何将其快速组建起

来获得所需的功能器件，除了上述提及的 Golden 

gate cloning ， 还 有 一 种 依 赖 于 同 尾 酶 的

Biobrick\Bglbrick 方法[9-10]。 

同尾酶  (如 Bgl Ⅱ和 BamHⅠ、XbaⅠ和

SpeⅠ等) 是指一类识别DNA分子中不同核苷酸

序列，但能产生相同粘性末端的限制性内切酶。

当酶切后的两片段相连时，原来的酶切位点将不

复存在，也就不能被原有的限制酶所识别，达到

“焊死”状态。因此，该种方法仅利用一对同尾

酶，就可以实现 DNA 片段的多次组装。虽然

Biobrick 与 Bglbrick 两种方法在连接处均会产生

疤痕，但后者疤痕处翻译后为甘氨酸与丝氨酸，

对于融合蛋白表达无影响，所以推荐选用

Bglbrick 方法。 

2.3.2  序列非依赖型的 Chew-back 组装 

在上述提及的非典型酶切连接中，由于限制

性内切酶一般只能产生不超过 10 个碱基的粘性

末端 (重叠区)，无法满足更大片段 (几十 kb 以

上) 的拼接。那么是否可以跳出限制酶的使用，

利用 DNA 外切酶产生更长的突出末端呢？实际

上，这就是所谓的 Chew-back 组装。最早实现该

理 念 的 是 连 接 酶 非 依 赖 型 克 隆  (Ligation- 

independent cloning, LIC)，在此基础上又相继发

展了 SLIC 与 Gibson 等温一步法等。 

1) SLIC (Sequence and ligation-independent 
cloning) 及其改进版 

LIC 主要利用 T4 DNA 聚合酶独特性能，在

一种碱基存在的反应中，能够特定停在某一位

置，产生独特的互补末端，从而进行片段间的衔

接。但 LIC 只能组装两个片段 (载体与目标基

因)，为了一次组装多个 DNA 分子，Li 与 Elledge

开发了一种序列与连接酶非依赖型克隆[11]。这种
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方法主要不同点是利用T4 DNA聚合酶外切酶活

性非特异的 chew-back，产生不同的单链 DNA 末

端。然后采用单链退火或 RecA 介导的体外重组，

从而实现 1 次反应拼接 5 个或 10 个片段。 

SLIC 方法虽然一次可组装超过 10 个片段，

但需要很长的 DNA 重叠区，如组装 4 个片段需

要至少 40 bp 长的重叠区。为了减少重叠区的

DNA 长度，降低引物合成费用，Schmid-Burgk

等利用等级化组装模式，开发了 1 次只需 20 bp

重叠区的 DNA 组装新方法，我们称之为 SLIC

改进版[18]。在该研究中，作者将非特异的单链末

端设计为独特的 ID 序列 (仅含 3 种碱基)，通过

反复使用这些 ID 与上述介绍的特殊Ⅱ型限制

酶，就可以实现多片段中等尺度 DNA (小于

100 kb) 的等级化组装。他们将这种方法利用于

产生诱导性多功能干细胞 (iPS) 的基因环路构

建，虽未进行功能鉴定，但方法灵活简便，应用

前景值得期待。后来，作者又巧妙地将 SLIC 改

进版用于上文提及的转录激活样效应子核酶 

(TALENs) 的重构，相比 Golden gate cloning 方

法，组装的数目与效率都有所提高，同时满足了

TALENs 高通量建库筛选的要求[17]。 

综上所述，等级化组装模式很好规避了逐级

添加的耗时耗力与一次性组装可能不正确的拼

接。事实上，最早采用这种模式的是 Gibson 组

装方法，如上文提到利用此方法成功体外构建了

生殖道支原体基因组 (580 kb)[22]，下面就重点介

绍其中一种具有代表性的 Gibson 组装方法—— 

Gibson 等温一步法。 

2) Gibson 等温一步法 

虽然 SLIC 或改进版仅使用了一种十分便宜

的 T4 DNA 聚合酶，但只能进行中等尺度的

DNA 组装，而且连接处将产生疤痕。因此，我

们十分推荐 Gibson 等开发的等温一步法[12]，因

为该方法不仅可实现无缝拼接，而且组装尺度也

十分可观，现成功组装最大的 DNA 分子大小为

1.08 Mb。Gibson 等温一步法依旧采用优秀的等

级化组装模式，最大的不同是将 T4 DNA 聚合酶 

(同时具有外切酶与聚合酶活性) 划分为 T5 外切

酶和 Phusion 聚合酶，同时添加了 Taq 连接酶。 

如图 3，T5 外切酶具有热不稳定性，在 50 ℃

孵育时将逐渐失活。通过反应时间的控制，T5

外切酶会切割 DNA 使其产生一定长度的 3′单链

末端，在 Phusion 聚合酶与 Taq 连接酶介导下进

行退火，可 1 次实现多个片段的拼接。然后采用

NotⅠ酶切获得一级组装产物，从而可进行下一

级组装。这样操作的优势是避免了单链粘性末端

只能含有 3 种碱基的特殊限制，成功实现了大尺

度 DNA 分子的无痕拼接。 

3  总结与展望 

随着合成生物学的快速发展，不同尺度的

DNA 组装方法 (体内或体外) 都相继诞生。虽然

这些方法均有各自的优点，但如何选择最适合的

方法，主要基于三点：一是组装的 DNA 分子尺

度，二是能否容忍 DNA 片段间连接处疤痕的存

在，三是组装序列的同源性程度。等级化组装模

式与酵母体内一次性多片段组装的能力，由于自

身突出的优势，将是未来更优秀的 DNA 组装方

法开发的基点。同时，作为合成生物学不可或缺

的一部分，各种 DNA 组装方法除在代谢工程中

的广泛应用外，将在更多领域发挥作用，如正开

展的酵母真核染色体构建、癌症治疗等[38-39]。 



李雷 等/DNA 组装新方法的研究进展 

cjb@im.ac.cn 

1121

 

 

图 3  Gibson 等温一步法 (左图为两 DNA 分子衔接方法，右图为多片段组装策略)  
Fig. 3  Gibson one-step isothermal assembly method. Two DNA fragments can be seamlessly joined into a molecule 
due to the overlapping end in a one-step isothermal process, involving three enzymes, including T5 exonuclease, 
Phusion polymerase and Taq ligase. Four DNA fragments (F1-F4) are assembled simultaneously using the cloning 
vector (pCC1BAC) and can be recovered by digestion with NotⅠ for the next level assembly. 
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