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摘   要：DNA 合成是生命科学领域的共性支撑技术和合成生物学的关键使能技术。以合成生物

学为基础的工业生物技术持续快速发展，迫切需要更加便捷、经济、安全的 DNA 来源以满足其日

益增长的大规模 DNA 合成需求。工业化 DNA 合成在通量、成本、速度等方面的优势日益凸显，

有力推动了工业生物技术研发效率的提升和研发成本的下降。但是现有技术在生产过程中还存在

着使用大量有机试剂、资源浪费等问题。随着 DNA 合成规模的持续快速提升，有毒化学品危害、

成本负担、环境负担等问题日益突出。本文结合我们的工作实践，对工业生物技术中 DNA 合成需

求、合成策略以及可持续发展面临的问题和解决方案研究进展进行探讨。 
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Current status and prospect of DNA synthesis in industrial 
biotechnology 
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Abstract: DNA synthesis is one of the most basic, widely-used tools in life science as well as a key 

enabling technology in synthetic biology. The rapid development of industrial biotechnology promoted 

by synthetic biology is creating an insatiable demand for large-scale DNA synthesis from more 

convenient, economical and safe sources. Industrial DNA synthesis platforms have remarkable 

advantages in terms of throughput, cost and speed. The research and development processes of industrial 

biotechnology benefit from these advantages, achieving a higher efficiency and lower cost. However, 

challenges in DNA manufacturing process remain, such as the use of large amounts of organic reagents, 

waste of resources and so on. With the continuous and rapid increase of DNA synthesis scale, the hazard 

of toxic chemicals, cost burden and environmental burden are becoming prominent. Based on our 

practical work on DNA synthesis, we discuss the demand and strategies for large-scale DNA synthesis 

in industrial biotechnology as well as the issues and potential solutions for sustainable development. 

Keywords: industrial biotechnology; DNA synthesis; gene synthesis; sustainable development 
 
 
 
 
 

脱 氧 核 糖 核 酸  (deoxyribonucleic acid, 

DNA) 是生命体遗传信息的主要载体，对生命

体的研究、改造乃至创造都要从 DNA 入手。

DNA 合成技术是按需从头构建 DNA 分子的技

术。利用 DNA 合成技术能够将遗传信息的电子

数据快速转化为真实的 DNA 分子，为生命科学

各领域提供寡核苷酸、基因、基因组等不同形

式的 DNA 原料。 

作为生命科学领域的共性支撑技术，

DNA 合成技术的进步将有力推动研发效率

的提升和实验成本的下降，使无数生命科

学猜想得到验证，帮助人类不断加深对生

命体的认识和理解。DNA 合成技术更是合

成生物学的关键使能技术，为合成生物学

基础研究和应用领域提供大量人工设计合

成的 DNA 分子作为改造和构建生命体的

起始原料。过去十余年中，合成生物学从

实验室走向产业，已成为生物制造领域革

新的核心推动力。以合成生物学为基础的

工业生物技术正在快速成为 “碳中和 ”背景

下绿色制造的重要力量。工业生物技术的

持续快速发展渴望更加便捷、经济、安全

的 DNA 来源，以满足其日益增长的大规模

DNA 合成需求。这些需求驱动着合成 DNA

的供给方式从实验室关注单一实验目的的

少量 DNA 合成向解决共性问题的工业化

DNA 制造拓展，推动构建自动化、智能化

的 DNA 合成工厂，以高效、低成本方式生

产各种 DNA，覆盖从简单的 DNA 元件到

基因、长片段 DNA，再到整个基因组。  
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1  工业生物技术中 DNA 合成需求 

寡核苷酸的应用场景除最常见的聚合酶链

式反应 (polymerase chain reaction, PCR) 引物

外，还包括基因合成、基因编辑、DNA 存储、

药物递送、分子诊断以及 DNA 折纸等纳米材料

科学领域。快速增长的基因合成需求来自飞速

发展的合成生物学等新兴领域。依赖模板的经

典分子生物学手段难以满足大规模构建人工设

计基因的迫切需求，但基因合成不需要任何模

板且具有高度的灵活性。当模板无法获得 (如

自然界中不存在的人工设计序列) 或者获取途

径风险高、伤害大、费时费力 (如天然 DNA 来

自传染病、珍稀动植物或极端环境) 时，基因

合成将是获得目的 DNA 分子唯一便捷可靠的

途径。这些合成基因像“砖块”一样，被用于构

建大量生物元件、基因通路、代谢网络、全基

因组乃至人工合成细胞。 

随着合成生物技术向工业领域的快速渗

透，生物能源、生物化工和生物医药等应用领

域均提出了日益迫切的大规模 DNA 合成需

求。工业化 DNA 合成在通量、成本、速度和

产品质量控制等方面的优势日益凸显。工业化

DNA 合成可以使研发人员不再疲于应对繁琐

和重复的基础分子克隆工作，将更多的时间和

精力投入到关键核心研究工作中，从而缩短新

技术、新产品的研发周期。同时，工业化 DNA

合成技术发展带来的低成本优势，也使基于大

规模 DNA 合成的前沿创新研究的成本负担大

幅减轻，极大地促进生命科学和相关产业链的

创新突破。 

下游各应用领域对于工业化 DNA 合成

能力的提升抱有持续的期待。现有技术中，

化学合成寡核苷酸的单步合成效率为 98.5%– 

99.5%，长度限制在 200 个碱基以内，错误率普

遍为 0.2%–0.5%。当用于组装基因时，寡核苷

酸中的合成错误在基因片段中积累，使基因合

成错误率普遍为 0.1%–1.0%[1]。同时，并非所有

基因序列都能被成功合成出来，一些序列内部

因素会干扰寡核苷酸的正确组装，导致基因合

成困难。2019 年，美国工程生物学研究联盟 

(Engineering Biology Research Consortium, 
EBRC) 发布《工程生物学：下一代生物经济的

研究路线图》[2]，明确提出了具有可行性的 DNA

合成技术近期和远期预期突破，以实现每分钟

内快速合成 kb 级长度的寡核苷酸链，合成效率

达到 99.99%以上，错误率达到 0.01%以下和快

速、高保真、低成本组装 Mb 级 DNA 片段为目

标，从而能够全面满足各种下游应用的大规模

DNA 合成需求。 

2  工业化 DNA 合成策略 

自 1953 年 DNA 双螺旋结构被破译以来，

DNA 合成研究便开始进行，直到 20 世纪 90 年代

发展出目前 DNA 合成仪上普遍使用的亚磷

酰胺三酯固相合成法并实现商业化合成应

用。双链 DNA 合成  (>100 bp) 可追溯到      

1970 年 [3]。2000 年前后，市场中出现了商业化

基因合成服务。当时人工合成基因的价格为每

碱基对约 12 美元，合成一条长度为 1 kb 的常

规基因约需 1–2 万美元[4]。在随后的十几年中，

基因合成的成本和价格不断下降。目前，工业

化基因合成的平均成本约为最初成本的 2%，与

采用传统分子克隆方法构建目的基因的成本相

比，已具有很高的竞争力。工业化 DNA 合成的

完整流程从接收序列开始到交付产品结束，是

一个涉及生物信息学、化学、分子生物学、自

动化等多学科的过程，由各个学科力量组成的

团队需要齐心协力，将整个工作流程从小规模

制备转变为工业高通量制造。 
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2.1  标准化与自动化 
实现高通量并行和高质量规模化生产的基

础是标准化和自动化。标准化涉及实验步骤、

试剂耗材、反应条件等多个方面。为降低自动

化整合门槛，需对生产流程进行标准化分解，

分解为可定义、可管理、可独立实施和控制、

可重复、小而明确的操作步骤。由此可见，工

业规模和实验室规模的 DNA 合成之间的差异，

不仅仅体现在高通量合成技术的迭代和高性能

合成装备的开发与应用，更重要的是需要针对

工艺规范和标准，对技术进行合理的分解、整

合和运用，对每个操作步骤进行调整，以确保：

(1) 节约试剂耗材；(2) 允许高通量并行处理样

品；(3) 降低系统误差，提高可靠性和可重复性。

这其中涉及到方法优化、过程控制、信息管理、

仪器研发和自动化整合，以及质量控制相关的

一系列具体措施。这些措施的有机结合是构建

并稳定运行工业化 DNA 合成平台的必要条件。 

2.2  信息管理智能化 
实现大规模 DNA 合成需要依靠强大的

实验室信息管理系统  (laboratory information 

management system, LIMS) 以实现流程管理的

智能化。LIMS 贯穿从订单接收、样品处理到产

品交付的全链条，包括内部工作端和外部客户

端两个交互的链条，具体功能包括客户 DNA 序

列处理、工作清单生成和进度跟踪、数据统计 

(按照时间线、用户、产品类型等不同的筛选方

式进行数据查询和统计) 等。在生产前，LIMS

将订单信息整理分解为流程任务，对处于同一

时间节点的任务进行聚合，并创建任务列表；

在生产中，LIMS 不仅管理生产流程中各个环节

的执行进度，还需要管理每个环节上的大量并

行操作，同时跟踪记录样品流转和实验报告等

过程信息，融合条形码等编码识别技术，将信

息流和样品实体相匹配，从而实现对样品的精

确定位和处理环节的精确分配；在生产后，

LIMS 形成完整的生产报告和样品交付报告。 

2.3  通用实施策略 
以下结合常规寡核苷酸和基因合成的一种

通用流程，简要介绍工业化 DNA 合成的一些具

体实施策略。 

寡核苷酸制造通常由 4 个关键工艺步骤组

成：(1) 在固相载体上合成寡核苷酸；(2) 寡核

苷酸从固相载体上分离和脱保护；(3) 纯化、鉴

定、定量；(4) 浓缩干燥。目前最普遍使用的是

亚磷酰胺三酯固相合成法，其他方法如氢磷酸

法、可溶载体合成法等在某些应用中具有相对

优势，也在不断发展和优化。通常在合成结束

后采用氨水等弱碱性试剂将全长产物从固相载

体上切割下来，并脱去寡核苷酸链上的保护基

团 (核糖核酸 (ribonucleic acid, RNA) 合成产

品去除 2′-O-硅烷基保护基团通常采用氟化物

处理)。针对寡核苷酸不同的下游应用，可选择

脱盐、聚丙烯酰胺凝胶电泳 (polyacrylamide gel 

electrophoresis, PAGE) 和高效液相色谱  (high 

performance liquid chromatography, HPLC) 等

不同的纯化工艺。除寡核苷酸合成与纯化外，

还需要具备生化废物管理、废气处理与检测以

及实验室环境控制等相关设备和支撑条件。 

基因合成通常从序列设计开始，包括序列

优化和拆分两个步骤。序列优化是可选步骤，

包括针对指定宿主进行密码子优化、添加或指

定特征序列或模块，以及对指定序列或特征进

行规避处理等。经过确认的基因序列，根据长

度和复杂性 (重复序列、GC 含量等)，采取相应

的算法拆分成寡核苷酸库，并为其匹配首末端

扩增引物 (包含克隆位点、同源重组位点等序列) 

和测序引物。该设计过程通常由设计软件自动

完成，并自动评估寡核苷酸库内成员之间是否

存在错配、自身杂交等不利于组装反应的因素，
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如果超过某个阈值，则修改起始参数进行重新

计算设计。为提高效率，设计过程通常采用多

组生产参数并行计算，从中选取最佳合成方案。

对于有多个子片段组装需求或亚克隆需求的合

成序列，还需要从目标产品入手，采用自上而

下的策略，预先设计好所有必要的拼接和亚克

隆方案。选择大规模通用生产方式的条件通常

是通过单轮筛选有 95%以上的几率获得至少一

个序列完全正确的片段。由于片段越长，累积错

误的几率和数量越高，从而导致筛选到正确片

段所需的工作量增加，因此对于子片段的长度

有一定的限制要求。设计好的寡核苷酸序列以

标准化的合成格式分配给寡核苷酸合成系统进

行高通量并行合成，输出的产品用于组装 1–2 kb

的片段，并采用无痕克隆技术[5]将线性 DNA 分

子重组到载体上，转化宿主并培养后，选取单

克隆菌落，通过菌落 PCR 测序进行序列验证。

序列完全正确的片段可进一步完成组装或亚克

隆，以及交付前的样品准备等操作。 

3  工业化 DNA 合成可持续发展面临

的主要问题 

自 20 世纪 70 年代以来，DNA 合成技术取

得了显著进步，但与 DNA 测序技术相比，DNA

合成能力远远落后，生命信息的“读”和“写”能

力严重不匹配[6]。同时，现有的通用 DNA 制造

工艺虽然久经考验，成熟且灵活，但生产过程

中存在着使用大量有机试剂、资源浪费等问题。

随着 DNA 合成规模的增加，有毒化学品危害、

成本负担、环境负担等问题会更加突出。 

3.1  现有生产工艺与绿色合成差距较大 
如前所述，目前工业化 DNA 合成工艺通常

从化学合成寡核苷酸起始，更长的 DNA 分子是

以寡核苷酸为原料通过酶促反应逐步拼接和组

装得到。生产过程中，除合成与组装步骤外，还

包括多步产物分离、纯化和检测步骤。绿色化学

旨在从源头上减少和消除污染物，提高资源利用

率和降低能耗，我们对照“绿色化学 12 项原

则”[7]，对 DNA 合成工艺进行评估 (表 1)，采

用“√”来表示符合，“×”表示偏离，数量越多表

示偏离度越高。 

与绿色化学原则有偏离的方面主要涉及反

应路线和所采用的试剂材料，从源头上减少乃

至消除大规模工业合成产生的大量有机废气和

废液需要持续努力。一些可行的解决方案包括：

在保证产量的情况下，通过提高单体转化率、

减少损失率来减少反应原料用量；对未反应的

原料、溶剂、催化剂等进行回收、再生，通过

重复利用来降低成本和减少废物排放；对无法

回收、再生和重复使用且毒副作用、污染作用

明显的原料，积极寻找完全替代方案，不再继

续使用；开发具有高效性、高选择性、反应条

件温和、环境友好的催化剂，如生物酶；进一

步优化合成和纯化等相关载体，提高效能和重

复利用率；利用计算机辅助设计和模拟来优化

反应路线、推动生产步骤 (特别是分离、提纯

等后处理步骤) 和实验过程的简化等等。 

3.2  合成能力提升面临诸多挑战 
提升 DNA 合成通量的传统解决方案通常

是直接增加设备和劳动力数量，但从长远来看，

这种解决方案不利于节能减排和降低成本。更

具有可持续潜力的策略包括发展小型化、并行

反应体系，尽可能提升合成效率以获得更长的

DNA，以及整合多种技术来提高合成平台的可

扩展性等。 

目前，基于亚磷酰胺三酯化学合成法的寡

核苷酸单步合成效率虽然已高达 99.5%，但合

成长度达到 200 个碱基时，产率即降至约

35%[14]，低于这一产率，杂质过多难以纯化得 
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表 1  DNA 合成工艺与绿色化学 12 项原则对照评估 
Table 1  Assessment of the DNA synthesis process according to the 12 principles of green chemistry 

No. Principle of green chemistry Current DNA synthesis process Deviation 

1 Prevention: It is better to prevent waste than to  

treat or clean up waste after it has been created. 

Large amounts of organic and aqueous waste are  

generated during chemical synthesis of oligonucleotides. 

××× 

2 Atom economy: Synthetic methods should be  

designed to maximize incorporation of all  

materials used in the process into the final product. 

Atom efficiency is 34%–41%a for monomers in standard  

phosphoramidite chemistry. The synthesis of a full-length  

gene requires a few to tens of picomoles of  

oligonucleotides which account for less than 1% of the  

yield of column-based oligonucleotide synthesis  

(usually tens of nanomoles) [8]. 

××× 

3 Less hazardous chemical syntheses: Wherever  

practicable, synthetic methods should be designed to  

use and generate substances that possess little or  

no toxicity to human health and the environment. 

Almost all the synthetic reagents for chemical synthesis  

of oligonucleotide are hazardous, e.g., trichloroacetic  

acid, iodine, pyridine, acetic anhydride. The process of  

DNA assembly is catalyzed by enzymes in non-toxic  

aqueous solution. 

××× 

4 Designing safer chemicals: Chemical products should  

be designed to preserve efficacy of function while  

reducing toxicity. 

Synthetic DNA generally has low chemical toxicity. √ 

5 Safer solvents and auxiliaries: The use of auxiliary  

substances (e.g., solvents, separation agents, etc.) should  

be made unnecessary wherever possible and, innocuous 

when used. 

Large amount of acetonitrile is used as solvent  

during oligonucleotide synthesis. 

××× 

6 Design for energy efficiency: Energy requirements  

should be recognized for their environmental and  

economic impacts and should be minimized. Synthetic  

methods should be conducted at ambient temperature  

and pressure. 

Most reactions are carried out at ambient temperature and  

pressure. Heating or cooling is generally used for  

performing enzymatic reactions (e.g., PCR, ligation) and  

drying DNA samples. 

× 

7 Use of renewable feedstocks: A raw material or  

feedstock should be renewable rather than depleting  

whenever technically and economically practicable. 

Solid supports for DNA synthesis or purification can be  

reused [9-11]. Some reagents and starting materials are from  

non-renewable sources [9-12]. 

× 

8 Reduce derivatives: Unnecessary derivatization (use of  

blocking groups, protection/deprotection, temporary  

modification of physical/chemical processes) should be 

minimized or avoided if possible, because such steps  

require additional reagents and can generate waste. 

The protection of monomers used in phosphoramidite  

chemistry includes the exocyclic amino groups of the  

nucleobases, the hydroxyl group at the 5′-positions of the  

sugar moieties, and the hydroxyl group of phosphite. 

×× 

9 Catalysis: Catalytic reagents (as selective as possible)  

are superior to stoichiometric reagents. 

Activator is used to raise the coupling efficiency and rate in 

oligonucleotide synthesis. The process of DNA assembly is  

catalyzed by enzymes. 

× 

10 Design for degradation: Chemical products should be  

designed so that at the end of their function they break  

down into innocuous degradation products and do not  

persist in the environment. 

Synthetic DNA is generally degraded into products that are  

naturally occurred. 

√ 

11 Real-time analysis for pollution prevention:  

Analytical methodologies need to be further developed  

to allow for real-time, in-process monitoring and control  

prior to the formation of hazardous substances. 

Sensors are generally used to detect the leakage of organic  

vapor. There is no real-time monitoring and controlling  

means used for pollution prevention purposes. 

××× 

   (待续)
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   (续表 1)

No. Principle of green chemistry Current DNA synthesis process Deviation 

12 Inherently safer chemistry for accident prevention:  

Substances and the form of a substance used in a  

chemical process should be chosen to minimize the  

potential for chemical accidents, including releases,  

explosions, and fires. 

Some reagents used in oligonucleotide synthesis are  

flammable, e.g., acetonitrile, pyridine, acetic anhydride. 

×× 

a: According to the data from Glen Research, the molecular weights (M.W.) of dA, dG, dC and dT phosphoramidites are 857.95, 
839.92, 833.93 and 744.83, respectively. When the phosphoramidites are incorporated into an oligonucleotide with all the 
protecting groups removed, the formula weights (F.W.) of the corresponding monomer units are 313.21, 329.21, 289.18, 
304.20, respectively (https://www.glenresearch.com/reports/gr34-18). Atom efficiency is measured as the ratio of the 
molecular weight of the desired product over the molecular weights of all reactants used in the reaction [7,13]. The atom 
efficiency of dA, dG, dC and dT phosphoramidites, estimated by the ratio of F.W. to M.W., are 36.51%, 39.20%, 34.68% and 
40.84%, respectively. 
 

到目的寡核苷酸。如要合成kb级长度的寡核苷

酸，单步合成效率必须达到99.9%以上，才能获

得同样的产率。同时，要实现工业化合成，还

需要兼顾合成速度的提升。开发基于不依赖模

板的酶促DNA从头合成技术，利用酶促反应的

高选择性和高催化活性，有望突破上述瓶颈。

但目前酶促DNA从头合成技术在酶对非天然底

物的特异性选择、催化效率以及可控精确合成

的实现等方面还需要进行很多优化和改进才能

满足工业化合成的需要。 

基因合成方面，降低合成错误率和成本是

主要挑战。合成错误来自寡核苷酸自身和组装

过程。提高寡核苷酸的质量和长度是减少合成

基因中累积错误的主要途径。基因序列中的高

级结构、重复序列、GC含量异常等内部因素对

DNA片段组装的干扰机理尚不完全清楚，因此

对可能生成的副产物也无法完全准确预测。虽

然高通量自动化平行组装已能够实现，但是仍

有大量“困难基因”无法通过通用的自动化流程

合成出来，需要依赖手工操作因“难”施策。如

何以高通量平行的方式进行序列鉴定并从不完

美的合成DNA混合物中经济、快速地提纯出全

长、无错误的DNA片段也是当前面临的主要瓶

颈之一，纳米孔测序等新技术的发展和应用有

可能为开发单分子分辨率下测序和纯化整合技

术提供支持。 

4  提高 DNA 合成可持续性的策略与

进展 

提高 DNA 合成可持续性方面的努力始于

20 世纪 90 年代后期，相关优化和创新工作涉

及合成反应原理、原料、自动化实现方式等多

方面，已取得很多有益的进展。 

4.1  减少化学合成中有机试剂用量 
在合成产量规模和 DNA 长度不变的情

况下，减少化学合成中有机试剂用量的一种

策略是减少合成循环数。在经典亚磷酰胺三

酯化学合成法中，将常用的单碱基亚磷酰胺

单体替换为双碱基亚磷酰胺  (双联单体 )[15]

或三碱基亚磷酰胺  (三联单体)[16]，在合成同

样长度的寡核苷酸序列时，所需进行的反应

循环数可减少 1/2 或 2/3，从而显著减少试剂

消耗，且副反应的发生几率也相应降低。受

化学反应效率限制，采用单碱基单体合成的

长度难以超越 200 nt，合成更长的寡核苷酸

时，多联单体合成法更具优势。同时，三联单

体中含有 3 个碱基，对应一种氨基酸密码子，

对应 20 种氨基酸密码子的一系列三联单体常
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用于构建突变基因文库，满足蛋白质定向进化

筛选需求[17]。不过，目前市售多联单体的价格

相当昂贵，并且溶解性低于单碱基单体，限制

了它们的大规模应用。 

减少化学合成中有机试剂用量的另一种策

略是简化合成步骤。将单体 5´羟基的保护基团

二甲氧基三苯基  (dimethoxytrityl, DMT) 替换

为分子量更小的芳氧基羰基 (aryloxycarbonyl)，

采用兼具强亲核性与温和氧化性的过氧阴离

子溶液在一步反应中完成寡核苷酸链脱保护

和氧化两个步骤 [18]。合成较短寡核苷酸链时，

封闭  (capping) 步骤可省略，从而实现将经

典的“脱保护 -偶联 -封闭 -氧化”四步合成循环

简化为“偶联-脱保护并氧化”两步合成循环。

该方法的优势还在于能够完全消除经典亚磷

酰胺三酯合成法中采用酸脱保护导致的脱嘌

呤突变，这种突变是 DNA 合成中最主要的副

反应。  

4.2  发展微缩集成的高通量合成体系 
以固相合成柱为载体的柱式合成产量通

常高于 20 nmol，对于许多下游应用来说，是

浪费合成试剂和原料的过度生产。例如，用于

基因合成的寡核苷酸用量只需几十 pmol。多余

的产品要么被丢弃，要么保存在深孔板 (体积

为 1.2 mL/孔) 中长期储存，占用宝贵的低温保

藏空间。减少过度生产的直接途径是缩小固相

合成柱的负载量以降低寡核苷酸产量，但合成

柱负载量缩小到 3.5–5.0 nmol 水平 (对应的通

量提升到 1 536 条寡核苷酸)[19-20]后，受限于固

相合成柱的设计和试剂投放模式，很难进一步

缩减合成产量和提升通量。 

开发芯片式微缩集成的寡核苷酸合成体系

是以指数级水平削减大规模寡核苷酸过剩产

量、减少合成试剂浪费的一种有效途径。在一

个微表面上以高密度方式设置大量 DNA 化学

合成位点，通过设计合适的开关机制来自动控

制表面上成千上万个合成位点的开启和关闭，

从而在特定区域按需引发合成反应，实现不同

序列的寡核苷酸链的高通量并行合成。目前已

发展出多种“开关机制”，如光化学法[21-26]、喷

墨打印法 [27-28]、电化学法[29]、微流控法[30-31]、

集成电路控温法[32]、分选[33]等。随着底层技术

的优化，基于这些方法的自动化合成平台也在不

断地改进和发展，多篇综述文章进行了详细介绍

和总结[34-36]。采用高密度芯片合成能够将合成寡

核苷酸所需的化学品消耗减少 99%以上，合成

成本比柱式合成降低几个数量级，每个碱基的合

成成本从 0.000 01 到 0.001 美元不等[37]。 

芯片合成提供了低成本的寡核苷酸池 

(oligonucleotide pool)，商品化用途主要作为检

测探针，当用于基因合成时，单个寡核苷酸池

中包含的寡核苷酸过多，会因交叉杂交干扰过

多而导致很难有效地进行基因组装。上述问题

的解决，目前主要有两种策略。第一种策略是

利用条形码序列，通过选择性 PCR 扩增出用

于组装同一条基因的所有寡核苷酸，然后通过

酶切去除条形码序列，进而组装成基因。基于

这一策略的优化方法包括分层法基因合成[38]、

“散弹枪”法大片段 DNA 合成[39]、集成高通量

纠错的高保真基因合成[40]等。第二种策略是物

理隔离，通过在芯片表面设置多个独立微池，

每个微池内的寡核苷酸子池用于合成一条基

因，使芯片表面可平行合成多条基因，输出基

因文库 [41-42]；物理分割也可以通过液滴来实

现，修饰了条形码序列的微球将不同的寡核苷

酸子池从芯片合成的寡核苷酸池中提取出来，

在皮升 (picoliter) 级“油包水”液滴内，微球上

的寡核苷酸子池被酶切割下来并组装成基因

片段，破乳后，大量液滴释放出大规模的基因

文库 [43-44]。基因文库构建是酶改造和定向进化
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中的一个关键环节，获得库容足够大的候选基

因库可显著提高筛选到目标酶突变体的概率。

基于高通量合成技术所构建的基因库几乎没

有氨基酸偏好，能够在给定基因序列的基础

上，对指定位点、突变数量和密码子种类等实

现完全或部分随机化，克服基于易错 PCR、

DNA 混编  (DNA shuffling) 等方法构建基因

文库时，难以完全控制突变方向的缺点，为高

通量代谢工程、菌株进化和蛋白质工程提供高

质量基因文库[45-48]。 

4.3  预防和消除合成错误 

从合成寡核苷酸到采用不同组装方式合成

基因，以及进一步组装成长片段的过程中，由

于化学反应效率、酶的偏好性和扩增过程保真

度的局限，都会不同程度地导致合成错误的发

生。这些错误的存在常会对后续应用产生重要

的影响。如何高效、低成本地对人工合成 DNA

进行纠错和质量验证已成为各种后续应用要解

决的重要共性问题。 

用作 PCR 引物、杂交探针、治疗药物的寡

核苷酸，通常会根据含合成错误的寡核苷酸链

与正确寡核苷酸链在长度和分子量方面的差

异，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳、高效液相等分

离纯化手段去除大部分截短的错误寡核苷酸

链，但对于碱基替换或部分单碱基插入/缺失错

误的去除率很低。基因合成常用的错误修复方

法是实施基因克隆后进行测序分析和定点突变，

经常是基因合成中成本最高和最耗时的步骤。 

为应对工业化高通量 DNA 合成的错误修

复问题，已发展出一些可行的策略。杂交筛选

策略采用完全正确的“参考寡核苷酸库”作为互

补链，在严谨的杂交条件下  (如高精度控温) 

进行杂交，可去除人工合成寡核苷酸库中的部

分错误序列 [49]，但由于获得完全正确的参考

寡核苷酸库本身非常困难，该策略只适用于固

定序列的寡核苷酸探针文库的批量化生产纠

错。荧光选择策略以表达荧光蛋白的序列为报

告基因，与目的基因在载体上融合表达，只有当

目的基因不含缺失或插入错误时，报告基因才能

正确表达，使转化后的克隆菌落呈现荧光[50]。

长度选择策略采用通用引物与芯片上的寡核

苷酸退火，以带有可切割阻断基团的脱氧核

苷 三磷酸  (deoxyribonucleoside triphosphates, 

dNTPs) 为单体，以可控加成的方式将寡核苷

酸延长 n bp，然后添加生物素-dATP，只有不

含缺失或插入错误的寡核苷酸互补链才能偶联

上生物素-dATP，最后利用生物素-链霉亲和素

相互作用富集回收筛选出的寡核苷酸[51]。芯片

合成与二代测序相结合的方法可实现对测序正

确的寡核苷酸链进行分拣回收[52]，但该技术存

在效率低、设备及运行费用昂贵等问题。 

基于生物酶处理的纠错技术利用错配特异

性结合蛋白 (mismatch specific binding protein, 

MSB) 或错配特异性内切酶 (mismatch specific 

endonuclease, MSE) 对 DNA双链中错配位点的

特异性结合或切割来实现清除或修复合成错误 

的目的(图 1)，具有高效快捷、可自动化、成本

相对较低等优势。目前，已有研究报道的错配

特异性结合蛋白主要包括来源于大肠杆菌

DNA修复系统的MutS蛋白及其同源蛋白[53-55]。

有关错配特异性内切酶的研究报道较多，包

括 大肠杆菌核酸内切酶  (Ⅴ Escherichia coli 

endonuclease )Ⅴ 、T4 噬菌体核酸内切酶  Ⅶ

(phage T4 endonuclease )Ⅶ 、T7 噬菌体核酸内切

酶  (T7 eⅠ ndonuclease )Ⅰ 、来源于芹菜的核酸

内切酶 CEL /Ⅰ Ⅰ、米曲霉核酸酶 S1 (nuclease 

S1 from Aspergillus oryzae)、绿豆核酸酶 (mung 

bean nuclease)等[1,56-57]。 
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图 1  错配特异性内切酶 (A) 与错配特异性结合蛋白 (B) 纠错反应流程 
Figure 1  Working scheme of mismatch correction with mismatch-specific endonuclease (MSE) (A) and 
mismatch-specific binding protein (MSB) (B). 

 
人工合成基因组，特别是较大型的真核生

物基因组合成过程相当复杂，其合成错误的纠

正需要采取新的思路和策略，包括采用多层次

协同作用的纠错策略。这种多层次协同作用的

纠错策略包括在寡核苷酸合成阶段采用严谨的

合成工艺参数条件，在基因组装阶段加入基于

生物酶处理的纠错过程以提高用于人工基因组

合成的基础元件的质量，在大片段拼接阶段采

用高保真的重组体系，在基因组拼接和完工阶

段采用快速准确的错误定位方法实现对错误或

漏洞 (bug) 的修复[58]。 

为解决 DNA 存储过程中信息解码错误的

问题，从信息科学的角度开发了多种编码和解

码策略来进行纠错以降低人工合成 DNA 的错

误对 DNA 存储质量的影响，属于一种广义的合

成 DNA 纠错方式[59-61]，与其他基础的纠错技术

一起共同服务于 DNA 存储技术开发。 

4.4  生物酶催化合成 
化学法合成 DNA 的长度难以超过 200 nt，

且需要使用无水溶剂，并产生有毒废物。此外，

使用有机酸脱保护易导致脱嘌呤突变[37]。随着

合成生物学的发展，利用合成生物学策略和技

术设计构建环境友好的高效生物酶催化路线来

替代化学合成路线，有望从源头上解决 DNA 合

成瓶颈问题。 

酶促 DNA 合成的概念源于 DNA 聚合酶的
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发现[62]。为了像化学合成法一样从头合成所需

的 DNA 序列，需要不依赖模板的聚合酶，如多

核苷酸磷酸化酶 (polynucleotide phosphorylase, 

PNPase)、T4 RNA 连接酶和末端脱氧核苷酸转

移 酶  (terminal deoxynucleotidyl transferase, 

TdT)。受亚磷酰胺三酯化学合成方法的启发，

采用带有阻断基团的核苷酸衍生物作为单体，

通过外加化学试剂按需切去阻断基团，从而提

高酶催化合成 DNA 过程的可控性[63]。在选择

合适的阻断基团时，需要满足以下要求：(1) 在

酶促反应中具有化学稳定性；(2) 可被化学试

剂去除，但不影响寡核苷酸链结构；(3) 体积

足够小，不影响酶与底物结合；(4) 能够有效

阻止酶继续加成新的核苷酸。 

PNPase 利用带有阻断基团的核苷酸单体

衍生物 2′ (3′)-O-(α-甲氧基乙基) 核苷 5′-二磷酸

或 2′ (3′)-O-异戊酰逐步合成单链 DNA[64-68]，优

化 Mn2+浓度等条件，使预先由化学合成得到的

4 mer 寡核苷酸延伸了 9 mer[69]。但 PNPase 的

一个关键缺点是随着寡核苷酸链的延长，产物

中磷酸盐积累增多，会催化发生逆反应，使寡

核苷酸链降解[70]。 

T4 RNA 连接酶能够将 2′-脱氧核糖核苷

3′,5′-二磷酸连接到寡核苷酸的 3′羟基上，寡核

苷酸链的 3′-磷酸能够阻断链的进一步延伸[71]。

但是优化后合成反应时间仍需要数天，并且合

成效率因底物类型而不同，也会有自连等副反

应发生[72-74]。 

TdT 属于 DNA 聚合酶 X 家族 [75]。目前，

利用 TdT 合成 DNA 的方法主要有两种策略。

一种是竞争合成策略，即采用酶或离子笼分

子在一定程度上阻断天然 TdT 加成天然

dNTPs 的活性，从而控制加成核苷酸单体的

数量。其中，一种方法是 TdT 与三磷酸腺苷

二磷酸水解酶  (apyrase) 竞争结合核苷酸单

体。Apyrase 可将 dNTPs 降解为脱氧核苷二磷

酸  (deoxyribonucleoside diphosphates, dNDPs) 

或 脱 氧 核 苷 单 磷 酸  (deoxyribonucleoside 

monophosphates, dNMPs)。由于 TdT 对 dNTPs

的活性高于 dNDPs，这种方法控制 TdT 加成核

苷酸的数量平均为 3–5 个碱基[76-77]。与上述方

法类似，采用螯合剂 1-(4,5-二甲氧基-2-硝基

苯 基 )-1,2- 二 氨 基 乙 烷 -N,N′,N′,N′- 四 乙 酸 

(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl) ethylene diamine 
tetraacetic Acid, DMNP-EDTA) 与 TdT 竞争结

合 Co2+离子[61]。在反应开始之前，Co2+离子被

DMNP-EDTA 笼住，不能被 TdT 结合。紫外光

照后，笼状分子结构被破坏，释放出的 Co2+离

子与 TdT 结合，启动 dNTPs 加成反应。该调控

机制是不可逆的，通过添加过量的离子笼分子

来终止反应，形成均聚物的长度取决于紫外光

照射强度和时间。 

上述竞争方法不能确保按需加成核苷酸，

不可避免产生均聚物。采用带有阻断基团的核

苷酸作为单体，能够进一步提高 DNA 合成的可

控性。除加入化学试剂切割[78]外，还可以采用

光照裂解阻断基团[79]。一种解决方案是 TdT 与

dNTPs 通过共价键形成交联体，TdT 酶本身充

当“阻断基团”。当 TdT 酶将所连的 dNTPS 连到

寡核苷酸链上后，自身能够阻止其他 dNTPS 继

续加成。利用特定波长光照切去 TdT 酶后，寡

核苷酸链 3′端除去阻碍，得以继续进行延伸。

该方法单步合成产率为 93.4%–99.5%，平均单

步产率为 97.7%[80]。由于需要预先制备 TdT 与

dNTPs 交联体，该方法对酶的消耗较大。 

使用经过修饰的非天然核苷酸作为底物，

需要对 TdT 酶进行针对性的改造，不仅涉及

底物结合口袋的形状、催化位点的改变，甚至

会改变酶的动力学性质。尽管 TdT 对多种核

苷酸都具有兼容性，但与 3′端羟基游离的天然
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核苷酸相比，对 3′端羟基修饰的核苷酸的活性

较差 [81]。因此，尽管该策略看似简单，但开发

具有快速、精确合成能力的 TdT 和与之匹配的

3′端可逆阻断的核苷酸反应体系并不容易。国

外很多团队提出了不同的解决方案[81-85]，天津

工业生物所在国内率先实现技术突破，经工程

化改造后的 TdT 对 3′-ONH2-dNTPs 单体的催化

活性比常用的哺乳动物 TdT 高 3 个数量级，可

有效延伸寡核苷酸链，平均单步产率为 98.7%，

与 DNA 化学合成法相当 (图 2)[86]。 

4.5  防止 DNA 合成的滥用 
DNA 合成价格的快速下降使其更易获得，

在助力科技发展的同时，也增加了被滥用的可

能。例如，脊髓灰质炎病毒和“西班牙流感”病

毒的 DNA 分别于 2002 年和 2005 年被成功合

成[87-88]，这些病原体如被用作生物武器，后果

不堪设想。为防止滥用 DNA 合成技术，美国

卫生与公众服务部于 2010 年发布了《合成双

链 DNA 供应商筛查框架指南》[89]，呼吁双链

DNA 的商业供应商自愿筛查所有订单。国际

基因合成联盟  (International Gene Synthesis 

Consortium, IGSC) 内的 DNA 合成公司已经根

据上述指南实施了协调筛选协议 (harmonized 

screening protocol, HSP) [90]。虽然并非所有

IGSC 成员都使用单一的 DNA 筛选算法，但

DNA 筛选软件通常遵循 HSP 指导。生物安全

评估过程包括两项任务，即评估客户的身份

和合法性，以及对所有订购的基因产品的序

列进行鉴定，通过在特定数据库中进行比对，

确定是否与危险或受管制药物、毒物相关的

序列相匹配。尽管 DNA 提供方自愿实施序列

筛查程序，但随着 DNA 合成仪器的小型化和

易用性提高，全球范围内获得合成 DNA 的门

槛可能会进一步降低。2019 年，核威胁倡议协会 

(Nuclear Threat Initiative, NTI) 和世界经济论

坛 (World Economic Forum, WEF) 在全球组织了 

 

 
 

图 2  工程化改造的 TdT 在从头 DNA 合成中的应用[86]   A：寡核苷酸二步合成循环；B：进行 10 个

合成循环后所得寡核苷酸产物的 PAGE 结果；C：过程优化前后寡核苷酸合成策略性能评估 

Figure 2  Utilization of engineered TdT in de novo DNA synthesis[86]. (A) Two-step oligonucleotide 
synthesis cycle. (B) PAGE analysis of the 10 steps of extension in oligonucleotide synthesis. (C) Evaluation 
of the performance of our oligonucleotide synthesis strategy before and after process optimization. 
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一个防止 DNA 非法合成的国际专家工作组，

并于 2020 年 1 月 9 日发布了《生物安全创新

和减少风险：可获取、安全和可靠的 DNA 合

成全球框架》[91]报告，倡议用标准化筛查的方

法减少相关风险。报告建议同时开展两项活

动：一是由多方利益相关者组成技术联盟，开

发 DNA 序列筛查的通用机制；二是成立一个

新的全球实体来监督联盟，促进 DNA 序列筛

查形成全球规范。 

为应对涉及基因操作的前沿生物技术风

险，多年来，我国也先后发布和实施了一系列

有关风险防控的法律法规，包括《生物技术研

究开发安全管理办法》 (2017 年 7 月)、《中华

人民共和国人类遗传资源管理条例》 (2019 年

3 月) 等[92]。2021 年我国发布实施《中华人民

共和国生物安全法》[93]，规定了维护生物安全

应当遵循的原则、领导体制、生物安全风险的

防控机制和措施，并明确了相关法律责任。该

法适用范围涉及重大新发突发传染病、动植物

疫情、生物技术研发与应用、生物安全实验室、

人类遗传资源与生物资源、外来物种入侵与生

物多样性、生物恐怖袭击与生物武器威胁和微

生物耐药等，为相关行政法规的制定和修订提

供了上位法基础[92]。同时，我国科技工作者在

国际生物安全新规则的制定中提出 “中国方

案”、发出中国声音，积极融入国际立法和对话。

2021 年，中国倡导推动的《科学家生物安全行

为准则天津指南》 (简称《天津指南》) 受到

《禁止生物武器公约》缔约国的广泛关注和支

持。《天津指南》包含 10 项指导原则和行为标

准，从科研责任、成果传播、科技普及、国际

交流等多个环节倡议提高科研人员生物安全意

识，倡导负责任的生物科研，鼓励各国政府及

科研机构加强监管和自律，制定必要的自愿性

行为准则，以促进生命科学造福人类，同时避

免误用滥用、防范安全风险[94-95]。 

5  总结与展望 

为应对指数级增长的 DNA 合成需求，以

碱基水平的精度进行大规模 DNA 制造的工业

化合成平台正在将基因工程从劳动密集型工

作转变为以工业、信息和技术驱动的领域。同

时，通过提高反应载体数量、反应位点密度、

反应效率等综合措施，积极探索突破现有 DNA

合成技术瓶颈的有效途径。随着 DNA 合成技

术的不断发展和迭代，DNA 合成流程中越来

越多的手工操作被自动化系统取代。如何以高

通量和高精度的方式，以更低的成本、在更短

的时间内获得更长的高质量 DNA 产品，是当

前工业化 DNA 合成领域的竞争焦点。自动化、

微型化、生物酶法合成、组装与纠错等新技术

和新工具的应用使 DNA 合成能力不断提升和

拓展的同时，也使工业 DNA 生产系统更加绿

色、低碳、环保。规范地运用 DNA 合成技术

也是保障 DNA 合成技术可持续发展的重要因

素，对于工业生物技术稳定、健康发展至关重

要，也为保障生物技术安全和生物经济繁荣发

挥积极的作用。 
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