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摘  要 : DNA 组装是合成生物学研究的核心技术。随着合成生物学的发展，研究者开发了依赖于 DNA 聚合酶或

DNA 连接酶的不同 DNA 组装技术；为了降低组装成本和便于实现 DNA 组装的自动化，也发展了一些非酶依赖

的 DNA 组装技术；而几百 kb 到 Mb 的大片段 DNA 的组装则多数依赖于微生物体内重组。文中主要综述了酶依

赖、非酶依赖和体内同源重组三类 DNA 组装技术及其发展情况。 
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DNA assembly technologies: a review 
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Abstract:  DNA assembly is the core technology of synthetic biology. With the development of synthetic biology, 

researchers have developed different DNA assembly technologies that rely on DNA polymerase or DNA ligase, and also have 

developed some non-enzyme-dependent DNA assembly techniques to facilitate the automation of DNA assembly. The 

assembly of large fragments of DNA from a few hundred kb to Mb is mostly dependent on microbial recombination. In this 

paper, the three types of DNA assembly technologies, including enzyme-dependent, non-enzymatic and in vivo homologous 

recombination, are reviewed. 
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合成生物学旨在应用工程学的研究思路及

手段去设计改造基因元件、生物途径，甚至合

成基因组 [1]，是一个综合了科学与工程的新兴

研究领域，在生物、医药、农业、能源及环保

等方面具有巨大的应用潜力。DNA 组装方法是

整个合成生物学的基础 [2]。合成生物学依赖于

将组装的特定 DNA 片段导入底盘内发挥功能来

实现意图，因此，高效的 DNA 组装是合成生物

学 的 关 键 技 术 之 一 。 随 着 生 物 科 学 研 究 的 发

展 ， 对 需 要 调 控 的 基 因 功 能 需 求 越 来 越 大 ，

DNA 长 度 一 般 情 况 下 与 其 功 能 多 少 是 正 相 关

的，这就对 DNA 组装技术提出了越来越高的要

求。尤其是近年来快速发展的基因组设计合成

领域，更是需要超大 DNA 片段的组装技术的支

撑。文中将主要从几种常用和近期发展的 DNA

组装技术展开阐述。 

1  酶依赖的 DNA 组装 

1.1  基于 DNA 聚合酶的 DNA 组装 

19 世纪 80 年代中期，PCR 的发明为依赖于

DNA 聚合酶的 DNA 组装技术的兴起与发展创

造了良好的基础 [3 -4 ]。依赖于 DNA 聚合酶的

DNA 组装方法主要是利用 DNA 聚合酶的外切 

活性和聚合作用可以高效地将几个 DNA 片段组

装在一起，现在已经发展出几种比较常用的技

术，如聚合酶循环组装技术、重叠延伸 PCR 技

术等。 

聚 合 酶 循 环 组 装  (Polymerase cycling 

assembly，PCA) 是基于 PCR 技术，可将 10−20 条

长度为 40−70 bp 的寡核苷酸片段组装成长片

段。PCA 组装的基本思路是将可化学合成的寡

核苷酸通过无模板 PCR 组装成短的 DNA 片段。

1989 年 ， Pease 等 [5]提 出 重 叠 延伸 PCR 技 术 

(Overlap extension polymerase chain reaction ，

OE-PCR)， 这种方法可以用于组装更长片段的

DNA。OE-PCR 示意图如图 1 所示，将末端具有

重叠序列的 DNA 片段通过变性、退火，然后互

为引物，经聚合酶延伸得到融合的 DNA，一般

可以将 2−6 个 DNA 片段按比例混合作为模板，

以最外侧两端的寡核苷酸作为引物，进行重叠延

伸，同时要保证相邻的两个 DNA 片段之间有

20−40 bp 的同源重叠区。由于 OE-PCR 方法操作

简单，省时省力，已经得到了广泛的应用 [6]。

2003 年 ， Smith 等 [7] 将 连 接 酶 拼 接 法  (Ligase 

chain reaction，LCR) 与重叠延伸 PCR 法相结合，

合成了噬菌体 φX174 基因组全长序列 (5 386 bp)。 
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图 1  OE-PCR 方法示意图 (将待组装的两个 DNA 片段分别用一对引物通过 PCR 扩增，使 PCR 产物之间有同

源区段。接着，用 F1 和 R2 引物通过 PCR 扩增得到完整双链目的片段) 

Fig. 1  Schematic diagram of the OE-PCR method. The two DNA fragments to be assembled were separately amplified 
by PCR using a pair of primers having homologous segments between the PCR products. In further, the complete 
double-stranded fragment of interest was amplified by PCR using F1 and R2 primers. 
 

1.2  基于核酸内切酶的组装 

1.2.1  BioBrick 技术 

BioBrick 最 初 是 由 美 国 麻 省 理 工 学 院 的

Knight 研究组于 2003 年提出，BioBrick 方法示意

图如图 2 所示。该方法是利用一对同尾酶和两个

非同尾酶来将载体和 DNA 元件标准化，形成元

件库；标准化的元件可以通过 DNA 连接酶作用

根据顺序依次组装起来[8]。同尾酶是一类基因工

程重要的工具酶，在发挥作用时识别的位点不相

同，但是酶切之后形成的粘性末端是相同的。常用

的同尾酶有：XbaⅠ/NheⅠ/SpeⅠ、BamHⅠ/BglⅡ、

SalⅠ/XhoⅠ等。 

基于同尾酶酶切的连接组装方法根据所使用

的 同 尾 酶 和 非 同 尾 酶 的 数 量 又 可 以 分 为

BioBrick、BglBrick 和 ePathBrick。此类方法兴起 

以后产生了一大批合成生物学领域非常有价值的

生物组件和途径，推动了合成生物学的发展[9-11]。

这种方法的优势是可以实现元件的标准化和即插

即用。但是两个 DNA 元件之间有 6 bp 的残痕，元

件组装通量较低[12]。针对这种方法存在的问题，

科 学 家 们 想 出 了 两 种 方 案 ， 即 BglBrick 和

ePathBrick，其主旨都是将残痕转化为融合蛋白的

连接肽[13-14]。其中 BglBrick 采取多基因共表达的

策略，要求每个基因都带有自身的表达元件，最

后利用限制性同尾酶将各个元件串联起来，独立

进行表达。Anderson 等使用一对同尾酶 (BglⅡ和

BamHⅠ)、非同尾酶 (EcoRⅠ和 Xho )Ⅰ  构建标准

化组装载体，巧妙地将这 6 bp 残痕设计为两个氨

基酸，既解决了 DNA 残痕问题，又实现了融合

蛋白构建，可谓一举两得[15]。 
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1.2.2  Golden Gate 技术 

Golden Gate 组装是利用ⅡS 类限制性核酸

内切酶识别位点与切割位点不同的特性，灵活设

计不同的粘性末端，从而实现同时组装多个 DNA

片段，如图 3 所示。这一方法通过一步酶切连接，

可以高效地构建得到重组质粒，从而实现多片段 

 
 

图 2  BioBrick 方法示意图 (SpeⅠ和 XbaⅠ是一对同尾酶，用 SpeⅠ和 XbaⅠ分别酶切 DNA 片段后得到的粘性

末端相同，碱基互补之后原酶切位点也消失，片段成功组装) 

Fig. 2  Schematic diagram of the BioBrick method. SpeⅠ and XbaⅠ are a pair of homologous enzymes. After the 

DNA fragments were digested with SpeⅠ  and XbaⅠ , the sticky ends were the same. When the bases were 

complementary, the original cleavage sites disappeared and the fragments were successfully assembled. 
 

 

 
 

图 3  Golden Gate 方法示意图 (RFP 全称是 Red Fluorescent Protein. 带有 RFP 基因的载体在组装过程有助于

初步筛选阳性克隆子. BsaⅠ是ⅡS 类限制性核酸内切酶. 用其分别切割带有基因 1、基因 2、RFP 的载体，得到

带有粘性末端的片段和载体. 最后，通过连接酶成功将基因 1 和基因 2 组装到原带有 RFP 的载体上) 

Fig. 3  Schematic diagram of the Golden Gate method. The full name of the RFP is Red Fluorescent Protein. The vector 

carrying the RFP gene facilitates the preliminary screening of positive clones during assembly. BsaⅠ is an ⅡS 

restriction endonuclease. The vector carrying the gene 1, gene 2, RFP was cleaved with BsaⅠ, respectively, obtaining 

two fragments having a sticky end and a vector. Finally, Gene 1 and Gene 2 were successfully assembled into the 
original vector containing RFP by ligase. 
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一步法无缝连接[16-18]。Engler 等[19]利用上述原理

结合基因改组技术 (Gene shuffling)，创造性地一

次性完成了 3 个片段与载体的拼接，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。中国科学院深

圳 先 进 技 术 研 究 院 在 此 技 术 基 础 上 ， 设 计 了

YeastFab 和 EcoExpress 两个组装系统，拼接效率

可达 90%以上，主要用于工程细胞的代谢通路优

化和蛋白表达[20-21]。 

除此之外，近几年一些新发展的基于核酸内

切酶的组装方法，如 MASTER 技术[22]、不完全依赖

于重叠序列的拼接方法 USER[23]、PSA 技术[24]，提

升了科研人员操作 DNA 的能力，部分方法已经

应用到合成生物学的各个方面[25]。 

1.3  基于核酸外切酶的组装 

1.3.1  Gibson 组装技术 

Gibson 组装是 2009 年由 Gibson 开发，进行

DNA 多片段体外一步拼接的技术[26]。Gibson 组

装方法示意见图 4，在反应体系中加入核酸外切

酶、Pusion DNA 聚合酶和 Taq DNA 连接酶，50 ℃

下反应 60 min 即可完成组装。Gibson 组装可以实

现无缝拼接，而且组装尺度可以达到百 kb 大小。

Gibson 等[27]通过调节酶比例成功组装成 163 kb 的小

鼠线粒体基因。 

1.3.2  SLIC 组装技术 

SLIC 组装方法是利用 T4 DNA 聚合酶的外切

活性，产生不同单链 DNA 末端，然后采用单链

退火或 RecA 介导的体外重组，一次反应可以拼 

 
 

 
 

图 4  Gibson 组装方法示意图 (利用 T5 核酸外切酶的 5’外切酶活性酶切片段 A 和片段 B，然后 Phusion DNA

聚合酶催化填补空缺，Taq 连接酶修补切口) 

Fig. 4  Schematic diagram of the Gibson assembly method. Fragment A and Fragment B were digested with the 5' 
exonuclease activity of T5 exonuclease; then Phusion DNA polymerase catalyzed the filling of the gap; finally, Taq 
ligase repaired the incision. 
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接 5−10 个 DNA 片段，SLIC 组装方法示意图如  

图 5 所示。SLIC 一次性的组装较多片段时，需要

片段之间有比较长的重叠区。SLIC 法可进行多片

段的平行组装，是构建生物途径的重要技术[28]。 

2009 年，Elledge 研究组[29]就是利用该方法

成功实现了 9 个 275−980 bp 长度的 DNA 片段的

一步拼接。后来，科学家又提出了 SLIC 组装方

法的改进版 SLiCE 组装方法。SLICE 与 SLIC 的

不同在于它不需要额外的聚合酶和 DNA 连接酶，

操作简单，省时省力[30]。 

2  非酶依赖的 DNA 组装 

虽然酶依赖的 DNA 组装方法有高效、操作

简单的优势，但也有其缺陷。比如，商业化限制

性内切核酸酶的数量有限，大的基因片段有时很

难找到合适的限制性酶切位点等。而非酶依赖的

DNA 组装方法在没有酶的情况下也能实现 DNA

组装且成本较低，在高通量组装实验条件下，非

酶组装优势明显。非酶依赖的 DNA 组装技术主

要有 TPA 技术和 EFC 技术等。 

2.1  EFC 技术 

EFC (Enzyme-free cloning) 组装技术，是一

种非酶依赖的 DNA 组装方法[31]。该技术不受限

于限制性内切酶位点，具有快速可靠、简便高效

的优点。该方法利用带尾引物使插入的片段与载

体在 PCR 变性反应之后交错互补。具体来说就是

对载体和片段分别进行两次 PCR。虽然都是 PCR，

但是所用的引物是有区别的。一次 PCR 所用引物

是用 5ʹ短和 3ʹ长 (尾) 引物，另一次 PCR 则使用

5ʹ长和 3ʹ短引物；长引物与短引物之间的区别在 

 

 
 

图 5  SLIC 组装方法示意图 (用一对带有重叠序列的特异性引物扩增目的基因，用限制性内切酶或 PCR 扩增得

到线性化质粒；接着，T4 DNA 聚合酶分别处理 PCR 扩增得到的目的基因和线性化质粒，产生 5ʹ突出端的粘性

末端；最后，目的基因和线性化质粒经过重叠序列间的退火，得到带有“缺口”的环状质粒) 
Fig. 5  Schematic diagram of the SLIC assembly method. The target gene is amplified by a pair of specific primers 
with overlapping sequences, and the linearized plasmid is amplified by restriction endonuclease or PCR; then, the target 
gene and linearized plasmid obtained by PCR amplification are respectively treated by T4 DNA polymerase. The sticky 
end of the 5ʹ overhang is generated; finally, the target gene and the linearized plasmid are annealed between the 
overlapping sequences to obtain a circular plasmid with a “nick”. 



 
 

常汉臣 等/DNA 组装技术 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2221

 

于长引物多了 12−15 bp 的尾巴。4 次 PCR 过后两

个非同源的待插入片段分别与两个载体中的一个

互补，从而确保所需片段的定向克隆。将 4 种 PCR

产物的等摩尔体积混合，热变性和重新退火；从

得到的产物中选择所需要的低温退火，最后得到

目的片段。EFC 方法示意图见图 6。 

2.2  TPA 技术 

2017 年，赵惠民教授的科研团队[32]提出一种

高效准确的多片段 DNA 组装方法 (具体组装流

程见图 7)，即 Twin-primer non-enzymatic DNA 

assembly (TPA)。该组装方法在不使用酶的情况下

能够将聚合酶链式反应扩增的片段组装成质粒，

并且不留下疤痕。尽管在整个过程中都没有酶的

参与，但是该方法的效果却可以和最佳的体外组

装方法相当。具体操作分为两步：在第一步中，

设计长上引物和短下引物以及短上引物和长下引

物，利用聚合酶链式反应分别对片段进行扩增，

长引物的设计为片段扩增出片段之间的同源区

段。值得注意的是第一步中产生了不需要的扩增

片段，需剔除。第二步中，将第一步中得到的正

确的扩增片段通过退火组装成一个质粒，验证正

确后转化到菌内。 

3  依赖于体内同源重组的 DNA 组装 

尽管体外拼装的片段大小已经可达几百 kb，

但是所得的量依然不足以进行后续实验[33]。微生

物体内的同源重组使高效组装更大的 DNA 片段

成为可能。同源重组是借由重组酶的催化作用，

通过两个具有同源序列 DNA 分子间的交换，从

而使序列发生重组。这种生物学现象在自然界正

常细胞体内普遍存在。而基于同源重组的 DNA

组装是人工控制同源重组酶的酶切和交换功能，

在体内把同源片段重组的组装方法。该方法是非

常重要的遗传操作技术，广泛应用于 DNA 元件

的组装、克隆、置换、敲除、突变等。常用的同

源重组工具菌株包括酿酒酵母和枯草芽孢杆菌。 

3.1  TAR 技术 

酿酒酵母具有高效同源重组的能力，已经发

展了 TAR (Transformation-associated recombination) 

技术。TAR 组装方法示意见图 8。酵母的同源重

组可以组装寡核苷酸，也能组装很长的 DNA 片

段，乃至细菌的基因组。 

 

 
 

图 6  EFC 组装方法示意图 

Fig. 6  Schematic diagram of the EFC assembly method. 
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图 7  TPA 组装方法示意图 

Fig. 7  Schematic diagram of TPA assembly method. 

 
2008 年，Venter 研究组[34]利用该方法在酿酒

酵母体内完成了对生殖道支原体 Mycoplasma 

genitalium 基因组 (582 970 bp) 的最后一步组

装。2010 年，他们又成功完成了大小为 1 080 Mb 

的丝状支原体 Mycoplasma mycoides 基因组在酿

酒酵母体内的同源组装[35]。Shao 等[36]采用类似的

“DNA Assembler”法将两个生物合成途径共 8 个

基因构建到一个载体上，并成功地检测到了代谢

产物。2017 年，由酵母基因组合成计划 SC2.0 联

盟成员完成了酿酒酵母 5 条染色体的人工设计与

合成，主要是利用了酿酒酵母同源重组能力实现了 

合成染色体片段对野生染色体片段的替换[37-43]。酵

母细胞内组装可广泛应用于基因元件、代谢途径和

基因组的组装，为后续的科学研究提供良好的材料。 

3.2  CasHRA 技术 

CasHRA 技术是由中国科学院植物生理生态

研究所覃重军研究员团队开发的。这种方法能够

在体内有效组装多个大 DNA 片段。主要是利用

RNA 引导的 Cas9 核酸酶切割早先引入酿酒酵母

中的大的环状 DNA，从而使环状 DNA 变成线性，

最终利用内源性同源重组系统进行组装。该课题

组将此方法与上游装配方法相结合，成功构建了

一个包含 449 个必需基因和 267 个重要生长基因的

1.03 Mb MGE-syn1.0 (Minimal genome of 

Escherichia coli)[44]。该方法将对兆碱基大小的基

因组的构建产生深刻的影响。 
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图 8  TAR 技术合成基因示意图 

Fig. 8  Schematic diagram of TAR technology synthesis gene. 

 

3.3  枯草芽孢杆菌体内的同源重组 

枯草芽孢杆菌中也有强大的重组系统。利用

枯草体内的重组系统同样可将两端带同源序列的

片段通过重组的方法连接起来。2005 年，Itaya

等[45]将 3.5 Mb 的集胞藻 PCC6803 的基因组成功

克隆到 4.2 Mb 的枯草芽孢杆菌基因组中，所用方

法被称为“蠕动延伸法”。在此方法的基础上，Itaya 

等[46]进一步开发了一种新的“多米诺法”，利用这

种方法成功合成了 16.3 kb 的小鼠线粒体基因组以及

134.5 kb 的水稻叶绿体基因组。这种方法所用的底

盘细胞是整合了 pBR322 序列的枯草芽孢杆菌。所

用策略是将待合成的基因拆分成带有同源区段的

5 kb 片段，然后分别将其构建到不同的载体上，通

过逐步替换，将所有的片段和抗性整合到枯草芽孢

杆菌的 BGM 载体位点。这种组装方法由于需较长

的同源臂以及耗费时间，目前未得到普遍使用。 

除酵母和枯草芽孢杆菌可以利用自身的同源

重组酶组装大片段的 DNA 之外，部分细菌通过

超表达 T4 连接酶或整合 λ Red 重组系统也能够介

导大片段 DNA 的胞内组装。将待组装的 DNA 片

段导入宿主细胞内即可进行组装，通过筛选可得

到目的片段。 

3.4  Cre/loxP 介导的 DNA 体内组装 

Cre/loxP 重组酶系统是由 Sternberg 和 Hamilton 

提出。Cre 是一种来源于 P1 噬菌体的重组酶，Cre 

重组酶在没有辅助因子的情况下催化 2 个 loxP 

位点之间的位点特异性重组反应[47]。loxp 是一段

长度为 34 bp 的 DNA 序列，由 2 个 13 bp 的反向

重复序列和 1 个 8 bp 的不对称间隔区所分隔的回

文结构组成，其是重组酶介导重组反应所必需的

条件[48]。Cre 重组酶根据 2 个 loxP 位点的排列方

向介导 4 种不同的重组方式：1) 删除。当同一条

DNA 分子上的 2 个 loxP 位点的排列方向相同时，

则可能出现 2 个 loxP 位点之间的基因被删除的情

况，最终只剩下一个 loxP 位点，这种方式是

Cre/loxP 重组酶系统最主要的作用方式。2) 交叉。

如果基因组中的不同 DNA 分子上各有 loxP 位点

时，可能出现 loxP 位点前后基因发生交叉换位。

3) 移位。当基因两端的 loxP 位点方向相同时，

则可能发生移位，转移到另一个位置上单独的

loxP 位点上。4) 颠倒。同一条 DNA 分子上 2 个

loxP 位点方向相反时，则 2 个 loxP 位点之间的基

因可能会发生颠倒。Cre/loxP 重组酶系统不受制

于位置以及片段长度，已经广泛应用于体内组装、

体外应用中。体外应用聚焦于高通量 DNA 克隆

和腺病毒载体构建[49-50]，体内的应用则主要集中

于基因的替换和敲除以及染色体畸变[51-52]，拥有

广阔的应用前景。 
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4  展望 

合成生物学近几年得到了飞跃式的发展，不

同尺度的 DNA 组装方法相继诞生，为我们不断

探索更长的片段组装提供了可能，特别是超大

DNA 的组装也越来越成为可能。不同的组装技术

具有不同的适用性，通常的策略都是几项技术的

联合使用。学科交叉也一定程度上推动了 DNA

组装技术的发展。但还是存在一些问题需要我们

去解决。一方面是虽然目前我们组装的片段长度

越来越长，但还是有一定的限制，需要开发更加 

高效的组装方法。近些年不断发展的 DNA 酶法

合成技术为实现更长 DNA 片段的直接合成提供

了良好的思路，其是一种高效、低耗的 DNA 合

成方案，值得不断地去研究与拓展。另一方面

DNA 片段在连接过后可能会有疤痕存在，可能会

对后续实验有影响，同时，组装的准确度和可调

性也需要我们不断去探索更好的方法去解决。这

就需要在深入揭示相关机制的基础上，不断开  

发新的分子生物学技术，各类组装技术的特点  

见图 9。 
 

 
 

图 9  组装技术的总结 

Fig. 9  Summary of assembly technology. 
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