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摘  要 : 利用基因工程技术手段研究基因功能过程中，构建基因表达载体处于转基因植物的主导地位，采用

合适的构建方法会使实验效果事半功倍。植物基因表达载体的构建方法除了传统构建法、Gateway 技术、三段

T-DNA 法、一步克隆法等，还有近年来出现的几种新型的载体构建方法：基于竞争性连接原理快速构建小片

段基因表达载体；MicroRNA 前体 PCR 置换法适用于构建小分子 RNA 表达载体；重组融合 PCR 法特别适用

于插入片段中含有较多限制性酶切位点的载体构建；利用 In-Fusion 试剂盒可以将任何目的片段插入一个线性

化载体的某个区域；构建多片段复杂载体可采用不依赖序列和连接的克隆方法  (Sequence and 

ligation-independent cloning, SLIC) 法；Gibson 等温拼接法；Golden Gate 拼接法。本文将在总结分析前人工作

的基础上，结合自己工作的体会和经验分析这 7 种新方法的特点，期望通过这几种新的方法给植物基因工程表

达载体的构建提供新的思路。 

关键词 : MicroRNA 前体 PCR 置换法，In-Fusion 试剂盒法，重组融合 PCR 法，Gibson 等温拼接法，Golden 

Gate 拼接法  
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Methods for construction of transgenic plant expression 
vector: a review 

Yangpu Zhang, and Shushen Yang 

School of Life Sciences and Biotechnology, Northwest Agriculture & Forestry University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract:  Construction of recombinant plasmid vector for gene expression is a key step in making transgenic plants and 

important to study gene function and plant genetic engineering. A right choice of gene construction method can be 

cost-effective and achieve more diverse recombinant plasmids. In addition to the traditional methods in construction of 

plant gene expression vectors, such as Gateway technology, three DNA method and one step cloning, a few novel methods 

have been developed in recent years. These methods include oligonucleotide synthesis-based construction of small fragment 

gene expression vectors via competitive connection; construction of small RNA expression vector using pre-microRNA; 

recombination-fusion PCR method which inserts DNA fragments of multiple restriction sites into the target vector; and 

insertion of a DNA fragment into any region of a linear vector via In-Fusion Kit. Construction of complex vectors with 

many fragments uses sequence and ligation-independent cloning method, Gibson isothermal assembly or Golden Gate 

assembly. This paper summarizes our working experience in the area of recombinant vector construction and reports from 

others with an intention to disseminate ideas about currently widely used DNA recombination methods for plant 

transformation. 

Keywords:  artificial pre-Mirco RNA, in-fusion kit, recombination-fusion PCR, Gibson isothermal assembly, Golden Gate 

assembly 

基因克隆、载体构建是植物功能基因组研

究中的常规步骤[1]。而载体构建是基因工程和分

子生物学研究中常用的基础技术。随着植物基

因工程技术的发展，适合于不同研究目的各种

载体系统应运而生，其中在转基因植物中最常

用的是质粒载体[2]。传统的载体构建方法在进行

构建多片段拼接的复杂载体时，需要精心选择

酶切位点，有时还需要构建多个中间载体，操

作比较麻烦，费时费力，因此寻找简单、高效、

快捷的载体构建方法具有重要的现实意义。从

1969 年 Arber 等[3]发现了限制性内切酶，载体的

构建方法逐步发展，从传统构建方法到三段

T-DNA、Gateway 等技术延伸出了许多新的载体

构建方法。本文结合自己的实验工作选择介绍

了近年来其中几种新型的具有代表性的植物表

达载体构建的方法，对其应用的方向、优缺点

作出了评估，期望给植物基因工程表达载体的

构建提供新的思路。 

1  载体构建方法 

1.1  快速构建小片段基因表达载体 

基因产物克隆的方法有很多种，如共环消

解法、T4 DNA 聚合酶回切产生粘端、外切核酸

酶Ⅲ回切产生粘末端、PCR 产物非依赖连接克

隆、TA 克隆等，这些方法原理不一，应用的方

向也不相同，但都不适合小片段基因的克隆及

其载体的构建[4]。传统构建方法构建载体时需要

PCR 扩增，用 2 个不同的限制性内切酶酶切 PCR

产物和载体，酶切后进行胶回收等，步骤繁琐、

连接成功率低，任何一个步骤出现问题都会导
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致最终实验失败。因此，提高酶切和连接的效

率是提高实验成功率的关键。 

通常在实际的实验中我们会将酶切后的片

段进行回收浓缩，而且使用较小的连接体系，

这种方法就利用了竞争性连接的特点，来源于

化学中的有效碰撞原理，连接反应也是一个化

学反应，当在进行连接反应时，单位时间内分

子数目多的目的片段分子更加容易与载体分子

接触，换言之，有效分子浓度更高，则更容易

发生连接反应，同时能有效减少载体自连反应。 

小片段基因载体构建时，小片段的 PCR 技

术又比较困难，尤其是在酶切回收步骤，也常

出现酶切后的粘性末端被降解的现象[4]，因此需

要采取办法避免这些常见问题。金磊等[4]提出的

新方法是基于小片段基因寡聚核苷酸合成技术

和竞争性连接原理。利用寡聚核苷酸合成的方

法，省去了目的基因的酶切步骤和载体酶切后

胶回收纯化步骤，解决了小片段 PCR 困难的问

题；利用竞争性连接原理可以克服载体自连，

同时提高连接效率。其应用该方法已经完成了 4 个

小片段基因 (67 bp) 表达载体的构建，连接成

功率达到 66.7%−100%。证明了该方法具有简单

快速、节省试剂费用和连接效率高等特点 (具体

流程见图 1A)。 

 
 

 
 

图 1  小片段竞争性连接示意图 (A) 和两种方法的差异对比图 (B)  

Fig. 1  The flow chart of small fragments competitive connection (A) and the difference of two methods (B). 
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虽然寡核苷酸可以通过化学方法合成[5-7]，

但是当寡核苷酸的长度超过 100 nt (核苷酸) 

时，随着长度的增加化学合成的质量急剧下降，

而且成本会上升，也会增加回收纯化的难度[8-9]，

因此此方法在构建 100 nt 以上寡核苷酸片段时

有一定的局限性。如何增加合成的寡核苷酸的

长度也将成为此方法推广的关键所在。 

在目的片段较长时也能利用到竞争性连接

原理提高载体构建效率。笔者曾根据此原理成

功构建了 pTCK303-GAPDH (Glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase，甘油醛-3-磷酸脱氢酶) 

表达载体，根据单克隆菌落的数目和阳性菌落

的数目对比 (图 1B)，反映了在转化的菌落数目

上和阳性克隆的比率上有所提高。通常构建植

物表达载体时，目的基因的长度一般比较大，

根据上述方法的原理，同样可以通过增加酶切

后目的基因片段的浓度来减少载体的自连反

应，增加连接反应的效率。实验过程中增加酶

切后目的基因浓度的方法有很多种，比如：扩

增目的基因后使用 DNA纯化回收试剂盒回收目

的片段或者平行多次扩增目的基因后一起进行

回收然后酶切等。 

1.2  MicroRNA 前体 PCR 置换法 

自 1999 年 Hamilton 等[10]首次发现了长度

为 25 nt 的 RNA 中间产物后，RNAi 技术被广泛

应用于植物基因功能鉴定和功能基因表达调控

等各个领域。前人的研究中构建 RNAi 载体的方

法主要有：传统的酶切连接法、Gateway 技术、

重叠延伸 PCR 法、LIC 克隆法和 Golden Gate

克隆法[11]。 

重叠延伸 PCR 技术  (Gene splicing by 

overlap extension PCR，简称 SOEPCR)，于 1989

年由 Horton 等[12-13]建立，主要方法是采用具有

互补末端的引物，使 PCR 产物形成了重叠链，

从而在随后的扩增反应中通过重叠链的延伸，

将不同来源的扩增片段重叠拼接起来。此技术

利用 PCR 技术能够在体外进行有效的基因重

组，而且不需要内切酶消化和连接酶处理，用

这一技术可以很快获得其他依靠限制性内切酶

消化的方法难以得到的产物[14]，如 Cao 等[15]利

用寡聚核苷酸合成技术和重叠延伸 PCR 技术合

成了布氏柠檬酸杆菌植酸酶基因，并检测了其

高效的表达。应用此方法还可以对目的基因进

行小泛素相关基因的修饰，如 Lu 等[16-17]利用这

种方法对 HV1 蛋白进行了泛素化修饰从而解决

了此蛋白在大肠杆菌 Escherichia coli 内外源表

达易被降解的问题，以及泛素化修饰鸽子

Aplopelia bonaparte B 淋 巴 细 胞 刺 激 因 子

(doBAFF) 增强了其在大肠杆菌内的可溶性表 

达。但是需要指出的是重叠延伸 PCR 技术在实

际应用中，经常会受到引物自身序列的限制，

例如，引物同 (异) 二聚体的产生导致的扩增效

率低下，扩增片段中的重复序列导致产物突变

等诸多问题[18]。 

陈锐等[19]在研究中以成功构建携带预设小

分子 RNA 的人工 miRNA 前体 (Artificial pre- 

miRNA，apmiRNA) gso8-ap-miRNA 为例介绍了

一种新型的小分子 RNA 表达载体构建方法。此新

方法利用了 miRNA 的单链前体 (Pre-miRNAs) 

具备特征性的发卡环二级结构，再利用分段重

叠延伸 PCR 法置换成熟链及星号链为目的片段 

(图 2)。该方法为小分子 RNA 的功能研究提供

了便捷有效的途径。 
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图 2  置换 PCR 示意图[19] 

Fig. 2  The schematic of PCR-mediated gene 
replacement[19]. 

 

笔者在构建 GAPDH 基因的干扰载体时发

现，虽然选取了需要沉默的基因中的部分片段

作为构建干扰载体的目的基因，但是这些植物

本身的基因并不含有特定的二级结构，这样依

照此法构建人工 miRNA 前体时，可能不能更有

效地表达外源小分子 RNA。另外，此种方法理

论基础是内源的 miRNA 成熟加工机制，但是目

前一些 miRNA 代谢通路上的生成机制尚不清

楚，这些都使得此方法在应用上具有一定的局

限性[19]。在构建不含有特异的 miRNA 作为骨架

的干扰载体时，可以使用 In-Fusion 试剂盒法将

小干扰片段插入到载体的任意位置。 

1.3  重组融合 PCR 法 

基因的同源重组是噬菌体、细菌到真核生

物都普遍存在的生物学现象[20]。广义的同源重

组是指含有同源序列的 DNA分子之间或分子之

内的重新组合[21-23]，同源重组严格依赖 DNA 分

子之间的同源性，因此，原核生物的同源重组

通常发生在 DNA 复制的过程中，而真核生物的

同源重组则常见于细胞周期的 S 期之后，DNA

的修复过程中也会发生同源重组的现象[24]。以同

源重组技术为基础，通过构建突变或缺失的同源

媒介基因载体并取代基因组中野生型的等位基

因，进而研究目的基因与表型性状间的关系，是

研究动物、植物、微生物基因功能的一种非常有

用的遗传操作方法[25-26]。 

常用的同源重组克隆的策略包括：T4 DNA

聚合酶介导的同源重组，ExonucleaseⅢ介导的

同源重组，RF 克隆等[18]。这些传统构建方法由

于要避免目的片段中已有限制性酶切位点，而

不得不选择构建中间载体或者选择昂贵且酶切

效率低的非常用限制性酶，经过多次连接转化，

操作麻烦，费时费力，不但大量增加了载体构

建的工作量，而且实验成功得不到保证。融合

PCR 技术在不经过酶切和连接的条件下，采用

具有互补末端的引物将不同来源的扩增片段连

接起来，为同源重组片段的构建提供了快速简捷

的途径[27-28]。现有的融合 PCR 技术一般包括两步

PCR 反应，类似于重叠延伸 PCR 法[12-13]和一步克

隆法[30]：1) 分别设计 5′端带有互补序列的若干

条特异性引物，分别进行各个片段的扩增；2) 随

后在同体系加入各片段，以一对外侧引物进行

融合片段的全长序列的扩增。 

邝翡婷等[31]以水稻胚乳特异性荧光表达载

体 PGt1-mGFP-pSB130 为例，介绍一种结合同

源重组和融合 PCR 两种方法的重组融合 PCR 构

建载体方法 (图 4)，重组融合 PCR 法主要有以

下优势：1) 只要求骨架载体上有一个特异性酶

切位点，特别适用于插入片段中含有较多限制

性酶切位点的载体构建；2) 可以引入定点突变，

可便捷构建分析启动子功能等需引入定点突变

的载体[32]；3) 实现多基因的无缝融合构建多顺

反子，在构建原核基因表达载体、叶绿体表达

载体、线粒体表达载体方面有着明显优势[31]。 

以此方法构建带有标记基因的表达载体，
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可以检测目的基因的表达或者进行亚细胞定

位，利用该方法可将目的基因与标记基因利用

单个酶切位点一步克隆连接到目的载体上。总

之，重组融合 PCR 法可以将不同来源的几个目

的片段仅通过一次重组转化克隆到目的载体

上，大量减少中间载体的构建，提高工作效率

和实验成功率。但是在应用过程中还存在很多

方面的问题，如融合产物长度一般在 40 kb 以

下、待融合片段的个数一般不超过 3 个、产物

特异性差等[27]，这也给其广泛应用带来了一定

的限制。 

1.4  In-Fusion 试剂盒法 

构建载体时需要通过连接酶连接完成，而

且选择酶切位点时通常会被载体上独特的酶切

位点所限制[33]，因此能够摆脱酶切位点的限制，

省略酶切与连接的步骤，并且能够在载体的任

意位置上插入目的基因的序列是载体构建发展

的新趋势。Gateway 技术、一步克隆法等技术的

出现大大简化了载体构建的步骤，但仍然没有

解决酶切位点的限制等问题。 

近年来的研究发现，利用 In-Fusion 试剂盒

(In-FusionTM advantage PCR cloning kit) 能够摆

脱酶切位点的限制，利用这种方法可以对任何

常用的载体进行修饰，用单酶切或者利用 PCR

扩增的方法将载体线性化，使之成为一个不依

赖序列和连接反应高效的基因克隆体系[34]，该

方法利用重叠 PCR 技术在 PCR 引物的 5'端增加

一个与线性载体两端同源的 15 bp 的序列，由于

序列的同源性，通过 PCR 程序可将目的基因插

入到载体中，实现 DNA 重组[35-36]。这种方法操

作简单，对目的基因和载体没有特殊的要求，

可以将任何目的片段插入一个线性化载体的某个

区域，不会产生反向插入的问题，没有知识产权

限制[36-37]，而且适用于在多宿主中的表达[34]。 

利用 In-Fusion 试剂盒构建表达载体的基本

原理与步骤 (图 3A)。1) 质粒的线性化 (单酶切

或双酶切)；2) 目的基因的 In-Fusion 改造；3) 经

过 In-Fusion 改造目的基因片段与线性载体在

In-Fusion 酶的作用下发生重组，使目的基因连

接到载体上；4) In-Fusion 产物的转化与检测；

5) 提取阳性克隆质粒进行 PCR 和酶切验证[40]。 

刘超等[38]利用 In-Fusion技术成功将 SCN1A

基因亚克隆到 DsRed 真核细胞表达载体 pCMV- 

IRES-DsRed 上得到 pCMV-SCN1A-IRES-DsRed

表达载体；林朝贵等 [39]以此方法成功构建了

p-GCFU-Survivin 慢病毒表达载体；韩凯等 [40]

以此方法成功构建了玉米 Zea mays L 谷氨酰胺

合成酶基因  (GS1) 表达载体 pCUbi1390-Ubi- 

GS1-35S-EPSPS，证明了其简单、高效、快速、

无需酶切连接和能够无限制、不定点插入的  

特点。 

In-Fusion 法与重组融合 PCR 法的不同点在

于 In-Fusion 法可以根据质粒上的任意酶切位点

将目的片段分多次插入 (图 3B)，而重组融合

PCR 法是将不同来源片段通过融合之后一步克

隆到载体上，因此利用 In-Fusion 的方法更加有

利于构建插入多个小片段的干扰载体，而重组

融合 PCR 法更加适用于构建需要添加标记基因

的载体。利用 In-Fusion 试剂盒法可以减少连接、

转化的次数，且重组效率高。相对于 Gateway

技术来说，In-Fusion 法更简单、更快速，只要

设计特殊的 In-Fusion 引物扩增目的片段，    

30 min 就可以转化，将目的基因高效地转入载

体中，广泛适用于各种表达载体的构建[40]。但 
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图 3  重组融合 PCR 示意图 

Fig. 3  Schematic diagram of recombination-Fusion PCR. 

 

 
 

图 4  In-Fusion 试剂盒构建表达载体的步骤 

Fig. 4  The In-Fusion method to construct expression vector. 
 

是，在一些转基因植物研究中需要构建由 Ti 质

粒衍生而来的双元载体来提高转基因的效率。

双元载体普遍较大，不适合使用 PCR 扩增的方

法将其线性化，这也是此方法的一个限制性因

素。Berrow 等[34]利用这一技术进行高通量载体

构建时发现克隆效率超过 90%，明显高于
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Gateway 重组技术 (79%) 和传统的限制性酶切

连接技术 (87%)[41]。 

1.5  SLIC 法 

在一些基因共表达的研究中，需要构建一

些大型复杂载体，将若干个目的片段依次、连

续连接到目标载体上，插入片段较多，酶切位

点难以选择，通常的构建方法是使用平末端连

接，但是平末端连接效率低且工作量与难度  

较大。 

Li 和 Elledge所建立的不依赖序列和连接的

克 隆 方 法 (Sequence and ligation-independent 

cloning，SLIC)[42]，把同源重组与单链退火结合

起来，可以高效、定向地将任意序列的 2 个[43]

或 2 个以上的 DNA 片段组装到一起，不需要连

接反应即可完成体外的重组，避免目的基因序

列中原有酶切位点对 DNA 重组的限制，极大地

简化了 DNA 重组过程[44]。 

采用 SLIC 法构建复杂载体的基本步骤 (图

5)：1) 采用 PCR 扩增使载体线性化；2) 在 PCR

的引物两端加上与载体末端同源的 DNA 序列 

(20−30 bp)，扩增目的基因；3) 用 T4 DNA 聚合

酶处理目的基因和载体片段，使其 5'末端形成

突出单链；4) 在 T4 DNA 连接酶缓冲体系中退

火 ， 形 成 重 组 中 间 体 ； 5) 转 化 大 肠 杆 菌

Escherichia coli 并筛选重组子[45]。 

白帆等[45]在研究中证明了 SLIC 的重组是

非常可靠的，能够在设计位点处发生精确重组。

王广珺等[46]对此种方法进行了改进，将 T4 DNA  

 

 
 

图 5  SLIC 法构建表达载体的步骤 

Fig. 5  The SLIC method to construct expression vector. 
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连接酶缓冲液改换成退火缓冲液，并使用相应

的退火程序，可使重组效率提高至少 10 倍。

Jeong等[47]对此方法进行了简化，称为一步 SLIC 

(One-step SLIC)，其改进是直接将扩增得到的目

的基因与线性化载体混合后在室温下用 T4 

DNA 聚合酶处理 2.5 min，冰上孵育 10 min 直

接转化大肠杆菌 Escherichia coli，并成功完成了

4 个片段的拼接。 

采用 SLIC 法构建载体时，目的基因在 2–8

个之间效果较好，目的基因片段越多，筛选得

到正确的重组子越困难，效率越低。在不超过 5

个基因片段连接的情况下，可以保证转化子

100%为重组子，在 10 个基因片段连接的情况

下，16%的转化子为正确的重组子 [45]。值得注

意的是，经过 T4 DNA 聚合酶处理后形成的

ssDNA 非常容易形成二级结构，从而影响 DNA

分子的互补、复性并降低重组效率[46]。另外，

由于 SLIC 依赖于同源重组进行基因克隆，同源

重组本身具有一定的随机性，因此可能产生不

完整的重组子[43]。 

1.6  Gibson 等温拼接法 

Gibson 等温拼接法是 Gibson 等[48]报道的一

种高效、快速的多基因片段拼接技术，由 Gibson

变温拼接法发展而来。与 SLIC 法相似，可以将

任意序列的 2 个或 2 个以上的 DNA 片段组装到

一起，适用于复杂载体的构建。不同的是，通

过控制目的片段重叠序列的大小  (40−600 bp) 

可以直接在体外合成得到较大的基因组序   

列[49]，大大简化了大型 DNA 分子合成的过程，

展示了其广泛的应用前景。 

采用 Gibson法构建表达载体的步骤 (图 6)：

1) 用两端带有与载体末端同源序列的引物 PCR

扩增目的基因；2) 将 PCR 产物加入 3 种酶 

(Phusion 或 Taq 聚合酶、T5 外切酶和 Taq DNA 连

接酶)[47-48]的混合缓冲液中；3) 混合液在 50 ℃恒

温孵育一段时间，时间由片段长短确定。高保真

的 DNA 聚合酶具有 3'→5'核酸外切酶的活性，扩

增过程中可以将错配的碱基切掉，保证其准确性。

除去扩增目的基因和载体片段的步骤，只需要一

步等温反应就能完成片段的拼接，因此这一部分

被 Gibson 命名为一步体外等温重组法 (One-step 

isothermal in vitro recombination)[48]。 

Sleight 等 [50]采用 Gibson 法成功组装了

CMY (Cyan-Magenta-Yellow，青色-洋红色-黄色) 

三基因表达载体，并且通过插入不同的启动子、

核糖体结合位点和终止子，使得 CFP、RFP 和

YFP 三种荧光蛋白能够在外界环境调控下独立

随机表达；Bartosiak-Jentys 等[51]也用此种方法

成功构建了由 4 片段基因组成的大肠杆菌-地芽

胞 杆 菌 E. coli-Geobacillus sp. 穿 梭 载 体

pUCG3.8，并发现其相对于原始的穿梭载体

pUCG18 转化热葡糖苷酶地芽胞杆菌的效率增

加了 2.8×105 CFU/(μg DNA)；Wagner 等[52]使用

Gibson 法和传统的酶切-连接法都成功构建了恶

性疟原虫载体，并证明 Gibson 法的效率明显高

于传统的酶切-连接法。Gibson 等成功在体外组

装了多达 583 kb 的尿道支原体基因组序列[48]以

及 16.3 kb 的鼠线粒体基因组序列[53]，为基因组

学的研究提供了新途径。 

此种方法所用的 3 种酶均为实验室常见的 3

种酶，一步组装，简便、快速。在实际的操作

中，核酸外切酶可能水解掉较短片段，因此此

种方法不适合用于小片段基因的组装。Stefan

等[54]在研究中发现在 2 个基因片段连接的情况 
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图 6  Gibson 等温拼接法构建表达载体的步骤 

Fig. 6  The Gibson isothermal Assembly to construct expression vector. 
 
 
 

下，可以保证转化子 80%为正确的重组子，随

着基因片段数目的增加，在 8 个基因片段连接

的情况下，13%的转化子为正确的重组子，其效

率比 SLIC 法略低。 

1.7  Golden Gate 拼接法 

在使用 SLIC、Gibson 法构建多片段复杂载

体时，基因片段末端的 ssDNA 同源序列不能包

含单链二级结构，且片段末端 ssDNA 同源序列

应各不相同，否则会导致重组效率降低、片段

的丢失和错排等现象。传统的 Golden Gate 克隆

法构建复杂载体时不需要进行额外的 PCR 扩增

和载体线性化的步骤，直接使用未经酶切的含

有目的基因的载体在一个反应中完成多个序列

的组装 (图 7X) [55-58]，可以对拥有重复的复杂

二 级 结 构 的 激 活 子 进 行 拼 接 ， 如 效 应 器

TALEs[59]。 

传统的 Golden Gate 克隆法又叫 IIS 克隆法，

是Engler等报道的一种由 IIS型限制性核酸内切

酶介导的“无缝”连接的克隆策略。IIS 型限制性

内切酶有一个结合识别位点的域和一个专门切 
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图 7  Golden Gate 克隆法 (X) 和 Golden Gate AssemblyTM 示意图 (以 Bas1 酶为例，Y)[54-56,63]  

Fig. 7  Golden Gate cloning method (X) and the Golden Gate AssemblyTM (Bas1 enzymes, for example, Y)[54-56,63]. 
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割 DNA 的功能域，常以二聚体形式作用于 DNA

序列，在识别位点之外切开 DNA，产生具有黏

性末端的 DNA 片段，再用连接酶将几个 DNA

片段按照既定的顺序拼接成不含酶识别位点的

DNA 片段[56-58]。Engler 等[57]采用此法将 9 个片

段拼接入目的载体，经过验证有 90%的转化子

为正确的重组子，证明了其在多片段连接上的

高效性。 

此种方法采用未经酶切的质粒作为材料，优

点是可以解决 PCR 扩增所带来的碱基突变的问

题，但是，它要求将所有待组装的片段必须克隆

到 Golden Gate 质粒系统中，由于突出末端序列

固定不变，大大降低了可以利用此法进行拼接的

目的基因的种类，是此法在应用上的一个限制因

素[60]。由于突出端序列的大小只有 4 bp，那么在

拼接反应中突出末端至少有一个，最好有两个碱

基不同。当目的片段的数目大于 10 或者突出末

端的 GC 含量高度偏向一个极端时，那么可能无

法找到一组能够互相兼容的末端序列，那么在这

种情况下就可以使用分级 Golden Gate 拼接法[61]。

Weber 等[62]和 Werner 等[63]将 Golden Gate 克隆法

进 一 步 延 伸 成 为 一 个 模 块 化 的 克 隆 策 略 

(Modular cloning，MoClo) 并以此方法分别完成

了 11 个和 17 个独立转录片段的拼接。 

Golden Gate 拼 接 法  (Golden Gate 

AssemblyTM cloning kit) 与 Engler 的 Golden 

Gate 克隆法有所不同[55,64]，采用 PCR 扩增的方

法使载体线性化及得到目的基因片段，大大增

加 Golden Gate 克隆法的应用范围。其基本步骤

为 (图 7Y)：1) 实用软件对目的基因进行酶切

位点分析；2) PCR 扩增目的基因片段和线性化

质粒载体；3) 将基因片段和线性化载体加入含

有 IIS 型限制性内切酶和 DNA 连接酶的缓冲液

中 (合适条件下) 进行反应。 

2  讨论与展望 

本文简要介绍了目前已经成熟的几种新型

载体构建技术的原理、特点和应用，并对几种

载体构建方法作了一个综合评价，表 1 中比较

了 7 种不同载体构建方法的特点，指出了这些

方法的应用方向和潜力。可以看出，由传统的

构建方法到 Gateway 技术，再到本文列举的各

种无酶连接的新方法，载体构建方法已经进入

了无酶连接的新阶段。若构建小片段载体时可

尝试基于寡核苷酸合成和竞争性连接原理的小

片段基因载体构建的方法；如果在构建干扰载

体时，若目标 miRNA 存在特异性的骨架，可以

采用 MicroRNA 前体 PCR 置换法，如果没有特

异性的骨架则使用 In-Fusion 试剂盒法更加简

便；需要多片段连接的复杂载体或添加标记基

因的载体可使用重组融合 PCR 法，而且利用此

法可以引入突变位点，同时为研究基因功提供

了新方法；若需要避开某些基因的功能区域或

需要在不同位点快速插入不同的目的基因时，

可以采用 In-Fusion 试剂盒法。若需要构建多片

段复杂植物表达载体，根据序列多少、大小、

是否需要保留特殊结构和经济等因素，在

SLIC、Gibson 等温拼接、Golden Gate 拼接法中

合理选择。随着植物基因工程技术的不断更新，

各种植物载体构建技术正不断成熟，而其发展

的必然趋势是更加简便、安全、通用、高效和

经济。 
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表 1  几种主要构建方法的综合比较 

Table 1  Comparison of several constructing methods 

Method Suitable range Efficiency Advantage Disadvantage Feature 

Oligonucleotide 
synthesis-based 
construction of 
expression vectors  
via competitive  
connection 

Small fragment gene 
expression vectors[4] 

High Low-cost, connected 
directly without 
further purification[4]

Apply to more than 
100 nt fragments 
have difficulty[8-9] 

The connection is 
more easy to succeed, 
well overcoming the 
self-connection of 
vector[4] 

Artificial 
pre-MircoRNA  

Construction of small 
RNA expression 
vector[19] 

High Do not need 
digestion to generate 
a complementary 
viscosity ends[19] 

The emerged of 
miRNA  
mechanism is 
unclear[19], there 
are many 
limitations on the 
application 

Easy to operate, small 
RNA molecules have 
characteristics of 
continuity and 
accuracy [19] 

Recombination- 
Fusion PCR 

Multi-fragments 
one-step recombinant 
clone (<3) [31] 

High PCR products do not 
need enzyme 
digestion[31], one time 
restructuring and 
transformation 

Limited fragment 
length and number, 
the product was 
relatively poor 
specificity[27] 

Low dependence on 
restriction sites and 
can introduce 
site-directed 
mutagenesis and 
seamless 
integration[31] 

In-Fusion Kit Universal[36-37] Higher[41] PCR products do not 
need enzyme 
digestion, reducing 
the number of 
connection and 
conversions[38] 

High cost Widely applicable and 
larger carrier can not 
be used for PCR 
amplification 
linearization 

SLIC Multi-fragments 
one-step recombinant 
clone (2–10) [45] 

Higher (2-8 
fragments) 

[45] 

Directional, fast If sequence is too 
many, it may 
produce incomplete 
recombinants[43] 

Recombination can 
occur precisely at the 
design sites[45] 

Gibson isothermal 
splicing 

Multi-fragments 
one-step recombinant 
clone (2–8) [54] 

Low 50 ℃ constant 

temperature reaction, 
seamless 
connection[49] 

High cost of  
synthetic and low 
efficiency of 
splicing 

Can synthesis  much 
longer genomic 
sequences in vitro[49] 

Golden Gate 
cloning method 

Multi-fragments 
one-step recombinant 
clone (>2) [61-63] 

Higher Wide range of 
applications 

High cost Both methods 
complement each 
other, widely used in 
the construction of 
complex vector 
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