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摘  要：基因组装技术是合成生物学领域近年来发展起来的新型技术。它基于大规模基因组数

据分析，发现新型的或隐藏的生物活性物质合成基因簇。利用基因组装技术，可提高或激活沉

默的生物合成基因簇在微生物中的表达，从而合成潜在的、有价值的生物活性物质。本文旨在

阐明最新的体内和体外基因组装技术的设计原理、关键策略及其应用。基因组装技术是合成生

物学、代谢工程和功能基因组学研究的重要工具，对生物活性物质的高效生产及合成具有重要

意义。 
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Abstract: Gene assemblies are new technologies developed in recent years in the field of synthetic 
biology. They are based on large-scale analysis of genome sequences to find new or cryptic gene 
clusters which synthesize bioactive substances. The silent or cryptic gene clusters in microorganisms 
can be activated to synthesize potential valuable compounds by these technologies. We aim to 
elucidate the principle, the key strategy and the application of in vivo and in vitro gene assemblies. 
These technologies play an important role in synthetic biology, metabolic engineering and functional 
genomics and they will be of great value to efficiently produce bioactive compounds. 
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合成生物学，即综合应用科学、技术和工程

学来促进和加速生物体中遗传物质的设计、改造

和修饰的一门学科。该技术突破自然进化的限制，

以“人工设计与基因组编辑”为核心，从工程学角

度设计表达元件或模块，可用于生产特定的目标

产物。通过设计合理的元件或模块对现有生物体

系进行改造和优化，从而得到人工可控的生物体

系。2015 年 12 月底以合成生物学发展战略为主

题的第 552 次香山科学会议上，30 多位专家研讨

如何将“可以像组装机器一样组配生物”的设想变

为现实。合成生物学技术已成为绿色制造的核心

技术，广泛应用于生物医药、生物能源、大宗化

学品及食品添加剂等[1]。与传统的代谢工程和化

学合成相比，有如下优势：(1) 合成生物学可以

激活或优化天然表达体系中沉默的基因或基因

簇，从而生产生物活性物质[2]；(2) 可将动植物源

的代谢途径构建到微生物体系中，最终实现目标

产物的异源表达[1]；(3) 可人工设计非天然存在的

代谢途径，进而合成所需目标产物或者实现特定

的功能等[1]。基因组装技术是合成生物学技术领

域近年来发展起来的关键技术之一，本文旨在阐

述基因组装技术在合成生物学应用中的设计原

理、关键策略及其应用举例。 

1  基于同源重组的体内 DNA assembler 技
术的设计原理与关键策略 

DNA assembler 技术的核心是去除目的基因前

原有的受到复杂代谢调控的启动子，替换成研究透

彻且可诱导的组成型启动子[3]。使用 OE-PCR[4]将启

动子和目的基因连接成表达盒，再将这些表达盒以

及 含 有 筛 选 标 记 的 片 段 共 转 化 进 入 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae)体内，S. cerevisiae 识别这

些 DNA 片段在衔接处的同源序列，通过同源重组

机制将其组装成一个完整的基因通路[5]。 

DNA assembler 技术主要包含如下几部分：目

标物质相关基因簇的分析，启动子的选择，表达模

块的组装，辅助模块的设计及一步转化等。如图   

1 所示，DNA assembler 技术设计的简要过程原理如

下：(1) 基于测序的基因组或宏基因组数据分析，

推测可能的生物合成基因簇及目的产物；(2) 选择

一系列合适的启动子；(3) PCR 扩增或化学合成相

应的 DNA 片段，采用 OE-PCR 将不同的启动子和

相应的结构基因组装成表达模块；(4) 将表达盒与

辅助模块共转化 S. cerevisiae，组装成环化的表达载

体；(5) 在 S. cerevisiae 或其他宿主体内异源表达目

标化合物；(6) 目标产物的检测及分析[2] (图 1)。 
 

 
 

图 1  沉默目标产物生物合成基因簇的激活表达过程 
Figure 1  The workflow of the activation of cryptic gene clusters for target products 
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1.1  基因簇分析 

基于微生物基因组或宏基因组测序数据分

析，越来越多的次级代谢产物生物合成基因簇被

发现或预测。然而，大多数次级代谢产物生物合

成受到负调控，目标产物不表达或表达量很低。

基因簇分析相关分析工具的发展，为发现新型次

级代谢产物及激活沉默的次级代谢产物生物合成

基因簇提供了理论基础。通常用于挖掘基因组数

据的方法有：基因组分析常用的注释工具 NR 

(NCBI 的 一 个 综 合 的 蛋 白 注 释 数 据 库 )、 COG 

(NCBI 的注释同源蛋白的数据库)、GO (基因本体

联 合 会 建 立 的 描 述 基 因 产 物 功 能 的 数 据 库 )、

SwissPlot (蛋白高级结构预测及同源建模数据库)

等，还可利用数据库如 KEGG (可预测代谢通路和

蛋白分子互作)、antiSMASH (可预测细菌、真菌

和植物体内生物合成基因簇)等对基因组数据进

行分析，预测出可能的生物合成基因簇，选定合

适的次级代谢产物。 

Mei 等[6-7]利用比较基因组学将一株莓实假单

胞菌(Pseudomonas fragi)与其他 3 株荧光假单胞菌、

恶臭假单胞菌、铜绿假单胞菌进行了比较研究，发

现了 6 个新的次级代谢生物合成基因簇，同时发现

该菌具有不同的信号转导系统，揭示了其对环境响

应的机制。这些数据为相关莓实假单胞菌次级代谢

产物生物合成基因簇或基因功能的研究奠定了坚

实的基础。 

1.2  启动子的选择 

启动子通常决定基因的表达活性，影响目标

产物的产量。直接将一个完整的基因簇从野生宿

主转入异源宿主体内时由于启动子无法被识别导

致表达失败的例子十分常见[8]。常见的策略是将

基因前的启动子置换成研究透彻的启动子或适合

于该宿主的强启动子[9]。启动子的选择与应用原

则是：(1) 选择在目标表达宿主体内的强启动子，

可以从其内源性看家基因的潜在启动子区入手；

(2) 选择其他和目标表达宿主紧密联系的物种相

应的强启动子；(3) 将启动子插入各基因 CDS 区

上游；(4) 启动子的类型有诱导型和组成型，一

般选择组成型启动子。特殊情况下，可选择诱导

型启动子，如终产物或者生物合成中间物对表达

宿主有毒性时，可添加外源诱导剂或改变培养条

件，从而控制基因的表达。该方法可有效降低异

源表达宿主被过量生产的次级代谢产物致死的危

险 [3]。蒋钰瑶等 [9]综述了大肠杆菌高效表达载体

pHsh 的构建与应用，pHsh 及其衍生质粒是近年

发展起来的新型大肠杆菌表达载体，其通过热激

启动子调控外源基因表达，仅需改变培养温度即

可控制相关基因的表达，具有易操作和成本低廉

等特点。 

1.3  表达模块的组装 

表达模块包含启动子、结构基因和终止子。其

组装过程包括：启动子的克隆、目标基因(簇)的克

隆、启动子与目标基因(簇)的连接等。首先从基因

组中克隆出 DNA 片段，然后利用 OE-PCR 将启动

子与目标基因(簇)连接成独立的表达模块，这是关

键步骤之一，避免了重复的酶切酶连操作。OE-PCR

采用具有互补末端的引物，通过重叠区退火形成互

补双链将不同来源的扩增片段连接起来，最后利用

两端引物扩增产生完整的融合双链 DNA[10-11]，过程

如图 2 所示。在第一轮 PCR 反应中，分别设计引物

独立扩增相应片段。引物 F1R 的前 20 bp 和 F2F 的

前 20 bp 反向互补配对，F2R 和 F3F 也是如此，因

此，片段 A-3′端和片段 B 的 5′-端完全相同，同理，

片段 B-3′端和片段 C 的 5′-端也完全相同。在第二轮

PCR 反应中，分别加入片段 A、片段 B 和片段 C

使融合成一条全长的嵌合 DNA 片段即一个完整独

立的表达模块，最后再用两侧的引物 F1F 和 F3R 扩

增出大量的全长融合 DNA 片段[12-13]。 

重叠 PCR 应用原则或要求：(1) 引物长度约为

50 bp；(2) 引物位于 2 个相邻片段的衔接处；(3) 引

物退火温度一般为 58 °C；(4) 适用于 0.5−5 kb 的

DNA 片段的组装。 
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图 2  OE-PCR 技术原理 
Figure 2  The principle of OE-PCR technique 

 

1.4  辅助模块的设计 

辅助模块是在 S. cerevisiae (DNA 组装宿主)、

大肠杆菌(Escherichia coli) (DNA 富集宿主)和目标

表达宿主体内维持 DNA 稳定和 DNA 复制的遗传元

件，分别克隆自相应的载体[3]。具有互补末端的 PCR

引物使相邻片段间产生重叠，这些片段共转化进入

S. cerevisiae 后通过同源重组组装成一个完整的

DNA 分子。随后提取出质粒转入 E. coli 富集并鉴

定，最后将正确组装的 DNA 转入宿主体内异源表

达目标通路[3,8]。 

辅助模块主要包括复制起始元件和筛选标

记。起始因子和复制起始元件结合并招募复制装

置的组成蛋白起始 DNA 的复制，筛选标记用于

筛选转入了供体基因的细胞，可以节约时间和资

源[14-15]。酿酒酵母和大肠杆菌中常用的筛选标记

如表 1 所示[16-17]。 
 

表 1  酿酒酵母和大肠杆菌常用筛选标记 
Table 1  Selection markers used in S. cerevisiae and E. coli 

菌株 

Strains 

筛选标记 

Selection markers 

基因 

Genes 

酶 

Enzymes 
S. cerevisiae Fluoroacetate dehH1 Haloacetate dehydrogenase 

Glyphosate aroA-tADH1 EPSP synthase 

Hygromycin B hph Hygromycin B phosphotransferase 

Methotrexated R. dhfr(-tTRP5) Dihydrofolate reductase 

Leu leu2 Beta-isopropylmalate dehydrogenase 

His his3 Imidazole glycerol phosphate dehydratase 

Trp trp1 Tryptophan synthetase 

Ura ura3 Orotidine-5ʹ-phosphate decarboxylase 

E. coli Ampicillin amp β-lactamase 

Kanamycin kan Aminoglycoside phosphotransferase 

Chloromycetin cm Chloramphenicol acetyl transferase 

Streptomycin str Streptomycin acetyl transferase 
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1.5  一步转化法及应用 

在完成表达模块和辅助模块的操作后，可在酵

母中通过一步转化法实现完整生物合成基因簇的

组装。Shao 等[5]率先使用带有同源臂的引物扩增

DNA 片段，每个片段取 200−300 ng，等比例混合，

电转化酵母感受态细胞，挑选长出的单菌落 5−10 个，

提取质粒，酶切和测序验证组装正确的质粒或生物

合成基因簇片段。例如，该技术应用于变铅青链霉

菌 (Streptomyces lividans) 合 成 聚 环 类 抗 生 素

(Polycyclic tetramate macrolactam，PTM)取得良好  

效果。 

PTMs 是一类广泛分布、有重要生物活性的天

然产物，具有抗真菌、细菌和抗氧化的活性[18-19]。

无论在天然宿主或异源宿主体内，PTMs 生物合成

基因簇都保持沉默。该基因簇由 SGR810 (预测的细

胞色素 P450)、SGR811 (预测的氧化还原酶)、

SGR812 (预测的 FAD 依赖的氧化还原酶)、SGR813 

(预测的 FAD 依赖的氧化还原酶)、SGR814 (Ⅰ型非

核糖体多肽聚酮合酶融合蛋白)、SGR815 (脂肪酸脱

氢酶)共 6 个基因组成。Luo 等[2]采用 DNA assembler

技 术 在 基 因 前 面 分 别 添 加 组 成 型 启 动 子

gapdhp(KR)、gapdhp(SG)、rpsLp(XC)、rpsLp(TP)、

rpsLp(SG)和 rpsLp(CF)激活了沉默的 PTMs 生物合

成基因簇，在链霉菌中成功合成了 PTMs。其过程

如下：首先以灰色链霉菌(Streptomyces griseus)基因

组 DNA 为模板分别扩增出启动子和目标基因片段，

利用 OE-PCR 将基因和相应的启动子连接，再以质

粒 pRS416 为模板扩增出 S. cerevisiae 辅助元件(含

尿嘧啶合成营养缺陷筛选标记)，以质粒 pAE4 为模

板扩增出 E. coli (含阿泊拉霉素抗性筛选标记)和变

铅青链霉菌(S. lividans) (含 2,6-二氨基庚二酸筛选

标记)辅助元件，然后利用 DNA assembler 技术在酿

酒酵母中完成质粒的组装。从 S. cerevisiae 体内提

取并验证正确组装的质粒，将其转入 S. lividans 体

内异源表达 PTMs，最后采用 HPLC-MS 检测 PTMs

目标产物。 

Shao 等[5]又在酿酒酵母中实现了玉米黄质的

生物合成，其过程是：以质粒 pCAR-ΔCrtX 为模

板分别克隆玉米黄质生物合成通路中的一系列基

因，以 S. cerevisiae 基因组 DNA 为模板分别克隆

出相应的启动子和终止片段，然后利用 OE-PCR

将启动子、基因和终止片段连接成 5 个表达盒，

分别是 TEF1p-CrtE-PGIt、HXT7P-CrtB-TPI1t、

TEF2p-CrtI-FBA1t、FBA1p-CrtY-ENO2t、PDC1p- 

CrtZ-TDH2t，最后利用 DNA assembler 技术将表

达盒与 BamHⅠ线性化处理后的质粒 pRS416m[20]

组装成一个环状质粒。质粒 pRS416m 上含有 S. 

cerevisiae 辅助元件(含尿嘧啶合成营养缺陷筛选

标记)和 E. coli (含氨苄青霉素抗性筛选标记)辅助

元件。正确组装的质粒在 S. cerevisiae 中表达后，

可检测到玉米黄质。 

链霉菌中的 Spectinabilin 是一个含有硝基苯的

聚酮化合物，有抗疟疾和抗病毒的活性[21]。在正常

的培养条件下其生物合成途径保持沉默。Shao 等[8]

选择链霉菌体内看家基因(包括 RNA 聚合酶亚基、

延伸因子、核糖体蛋白、糖酵解酶类和氨酰-tRNA

合成酶等)上游的强启动子，应用该技术在酵母体内

将启动子、结构基因、终止子、辅助元件组装成   

完整质粒。将带有完整基因簇的质粒导入目标异 

源宿主，实现了 Spectinabilin 在链霉菌中的生物    

合成(图 3)。 

该策略与传统方法相比，简化了实验流程，还

可利用该策略在异源宿主体内表达天然宿主体内

受到抑制的生物合成途径。NorG 将莽草酸途径中

的分支酸转变成氨基苯甲酸，是 Spectinabilin 生物

合成通路的限速酶，Herai 等[22]在 NorG 前添加可被

ε-己内酰胺诱导的启动子 nitAp，增强了基因表达水

平，实现了 Spectinabilin 的有效合成。许多次级代

谢产物大多在稳定期合成，会对异源表达宿主产生

毒性，因此在稳定期添加外源诱导剂可以缓解初级

代谢的压力。 
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图 3  DNA assembler 技术激活链霉菌的 Spectinabilin 生物合成基因簇 
Figure 3  The activation of spectinabilin biosynthetic pathway in Streptomycetes by DNA assembler 
 

以上实例是 DNA assembler 技术应用的典型代

表，该技术可重构次级代谢产物生物合成基因簇或

激活沉默的生物合成基因簇。这使得利用廉价的 

底物生物合成一系列有价值的药物或者大宗化学品

成为可能，同时也避免了化学合成带来的污染问题。 

2  体外基因组装技术 

2.1  Gibson 组装 

Gibson 组装最早由 Gibson 等[23]在 2009 年提

出，其原理如图 4 所示。该技术通过 PCR 的方法在

DNA 片段的两端加上同源序列，其长度通常为

15−40 bp，PCR 扩增出不同 DNA 片段。然后，将

这些 DNA 片段和一种含有 3 种酶的混合溶液孵育 

1 h 即可。外切酶，从 5′-端开始对 DNA 进行消化，

产生长的黏性末端，这样便于与另外的同源末端进

行配对结合；聚合酶，用于修补 Gap；DNA 连接酶，

实现无痕拼接，形成完整的 DNA 分子。该方法的

优势在于这 3 种酶都可以在同一个温度下很好地发

挥功能，可一步完成组装，组装后的质粒可直接用

于转化感受态细胞，无需限制性内切酶，通常该方

法可组装不超过 6 个片段。 

2010 年，Gibson 等[24]使用 Gibson 组装和酿酒

酵母体内同源重组人工合成了 1.08 Mb 的丝状支原

体基因组并转入去核的山羊支原体，新移殖的细胞

表现出了丝状支原体的性状。2016 年，Hutchison   

等[25]先用 PCR 合成出一系列丝状支原体基因组片

段，每个 DNA 片段长 1.4 kb，然后每 5 个分成一组， 

 

 
 

图 4  Gibson 技术的组装原理 
Figure 4  The principle of Gibson assembly 



1364 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

再利用 Gibson 组装技术将 5 个一组的 DNA 片段连

接成 7 kb 的单片段，最后组装成完整的基因组。作

者只保留了必需基因，将 1.08 Mb 的基因组缩短到

了含有 473 个基因的 531 kb。2017 年，Esvelt 等[26]

将 Gibson 组装技术与 CRISPR/Cas9 技术结合构建

了一个 PAM 质粒文库，用于评估鉴定来自不同物

种的一系列不同的 Cas9 蛋白的活性。该方法在体

外组装技术中应用广泛。 

2.2  Golden Gate 组装 

Golden Gate 组装技术是基于非同源重组的代表

性技术，其利用Ⅱ型限制性酶 BsaⅠ在识别位点外部

切割的特性，设计特异的突出序列同时组装多个片

段，且酶切和酶连可以同时进行[27]，其原理如图 5 所

示。首先，扩增目的片段，在两端加上 BsaⅠ识别序

列，同时在识别序列内侧加上不同的 4 nt 突出部分，

相邻片段衔接处的 4 nt 反向互补配对，然后将片段分

别插入酶切前的中间载体，因此一共可以设计 256 个 

突出的末端。利用 E. coli 富集含有不同目的片段的中

间载体，将这些载体与最终的载体(含有 2 个相邻的

BsaⅠ酶切位点)混合，加入 BsaⅠ和 DNA 连接酶，

同时进行酶切和酶连组装多达 9 个 DNA 片段。 

2011 年，Cermak 等[28]利用 Golden Gate 高效组

装了 TALEN 敲除系统中的重复序列，整个过程只

需要两步：第一步先将最多 10 个 RVDs 按顺序组装，

每个 RVDs 可识别 1 个核苷酸；第二步再将这些

RVDs 和 TALEN 系统的其它功能元件如 NLS、AD

等组装成最终的敲除质粒。2015 年，Lauressergues

等[29]使用 Golden Gate 构建 microRNAs 表达质粒，

探究了苜蓿、拟南芥中 2 条 microRNAs 的转录调控

作用及其它 5 条 microRNAs 编码的具有调控作用的

短肽对植物主根生长的影响。同年，Xie 等[30]将该

技术与 CRISPR/Cas9 结合，将 tRNA 基因和 sgRNA

序列间隔排列，利用 tRNA 的转录和加工系统在产

生 tRNA 的同时生成大量的 sgRNAs，构建了一个

高效的 CRISPR/Cas9 敲除系统，可以同时对水稻基

因组中的多个基因进行靶向敲除。 
 

 
 

图 5  Golden Gate 技术的组装原理 
Figure 5  The principle of Golden Gate assembly 
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2.3  成对引物无酶 DNA 组装 

成 对 引 物 无 酶 DNA 组 装 (Twin-primer non- 

enzymatic DNA assembly，TPA)[31]的原理如图 6 所示，

其过程不需要限制性内切酶、DNA 连接酶等，没有

序列依赖性，使用 2 对引物扩增同一个 DNA 片段，

一个产物含有与前面 DNA 同源的序列，另一个产物

含有与后面 DNA 同源的序列，两者 1:1 混合后变性

退火即可形成一条首尾含有粘性末端的 DNA 片段用

于后续的 DNA 组装，显示出方便快捷的应用潜力。 

2.4  BioBrick、iBrick 和 C-Brick 

BioBrick 是合成生物学领域一个经典的基因组

装技术，2003 年，麻省理工的 Tom Knight 对

BioBrick 进行了详细介绍并制定了一系列标准。

BioBrick 的原理如图 7 所示，其利用同尾酶 Xba Ⅰ

和 Spe Ⅰ酶切产生相同的粘性末端，酶连后片段连

接处会产生 86 p 的疤痕，Xba Ⅰ和 Spe Ⅰ都不再识

别连接处的疤痕，这样即可在不损失酶切位点的情

况下不断组装 DNA 片段。2014 年，国内学者 Liu

等[32]利用归位内切酶 I-Sce Ⅰ和 PI-Psp Ⅰ可产生相

同粘性末端的特点，模仿 BioBrick 原理设计出一种

名为 iBrick 的 DNA 组装方法。归位内切酶识别的

序列比普通的限制性内切酶长，在 DNA 中出现的频

率极低，因此 iBrick 相比于 BioBrick 对 DNA 片段序

列几乎没有限制。但较长的识别序列在酶切酶连组

装的同时也产生了更长的疤痕，为了解决这个问题，

Li 等[33]在 2016 年报道了一种应用了 CRISPR-Cas 系

统的 DNA 组装方法 C-Brick。C-Brick 利用Ⅴ型

CRISPR/Cas 系统蛋白 Cpf1 核酸内切酶，在 PAM 位

点切割产生 5 nt 的粘性末端。该方法利用 sgRNA 识

别长序列的特点避免了对待组装片段序列的要求，

同时可灵活设计 sgRNA 以识别不同的序列，只产生

5 bp 的疤痕，完美地规避了 BioBrick 的缺点。 

 

 
 

图 6  TPA 技术的组装原理 
Figure 6  The principle of TPA assembly 
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图 7  BioBrick 技术的组装原理 
Figure 7  The principle of BioBrick assembly 
 
 

除了以上基因组装技术，近年来也发展起来很

多其他 DNA 组装方法，如：SLIC[34]、UNS[35-36]、

PaperClip[37]和 MASTER[38]等。SLIC 和 UNS 都是

通过核酸外切酶消化 DNA 片段的 5′-端或-3′端，产

生-3′或 5′-同源粘性末端，然后在重组酶、DNA 连

接酶和 DNA 聚合酶的作用下组装成完整的 DNA 分

子。PaperClip 则利用加在 DNA 片段两端的桥式寡

核苷酸进行组装，不需要限制性酶切或增加同源序

列的特定引物。MASTER 连接法利用识别甲基化序

列 mCNNR (R=A 或 G)的核酸内切酶 MspJⅠ对片段

进行酶切，切割位点在 mCNNR 之外，可以通过在

引物中添加 mCNNR 将识别序列加入 PCR 产物两

端，然后酶切酶连实现无缝拼接。2016 年，Zhou

等[39]报道了一种结合了 CRISPR/Cas9 和同源重组

的基因组装方法 CasHRA，首先利用 CRISPR/Cas9

系统将质粒上待组装的 DNA 片段切割下来，切下

的 DNA 片段和线性化处理过的载体在 S. cerevisiae

体内通过同源重组组装成环化质粒，然后使用半乳

糖诱导 CRISPR 系统破坏含有 sgRNA 的质粒使完 

成组装的质粒在 S. cerevisiae 体内稳定存在，以便

用于下一轮的组装。 

3  总结 

不同的基因组装技术各有优势，如何根据实际

情况选择合适的方法是其关键，各基因组装技术的

优缺点比较如表 2 所示。主要体现在：(1) DNA 

assembler 体内同源重组技术可同时完成多基因片

段的整合和组装，还可以对目的基因特定位点进行

点突变或优化密码子，与 SLIC 和 Domino 方法相

比，DNA assembler 技术是一种快速有效地构建较

大的重组 DNA 分子的方法，而且能够应用于染色

体基因敲除或敲入；(2) Gibson 体外同源重组技术

利用 3 种酶在同一个温度下一步组装 DNA 分子，方

便快捷；(3) Golden-Gate 适合于少数片段或较短片

段的组装；(4) 成对引物无酶 DNA 组装技术(TPA)

是一种不使用任何酶直接组装 PCR 片段为质粒的

方法，适合较大片段的组装。笔者认为，这 4 种方

法的有效组合可完成绝大多数 DNA 分子的有效 

组装。 
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表 2  不同 DNA 组装技术的比较 
Table 2  The comparison of different DNA assembly methods 

技术 

Technologies 

原理 

Principles 

组装片段大小 

The size of DNA (kb)

限制性内切酶 

Restriction endonuclease 

参考文献 

References 
DNA assembler Homologous recombination in vivo 52 None [8] 

Gibson Homologous recombination in vitro 583 None [23] 

Golden Gate Digest with BsaⅠ 33 BsaⅠ [27] 

TPA Twin primers pairs 31 None [31] 

SLIC Digest from -3′ to 5′- 10.2 None [34] 

UNS Digest from 5′- to -3′ 64 None [35] 

PaperClip Pairs of oligonucleotides 6 None [37] 

 
基因组装技术在微生物合成生物学领域的应

用展现了无与伦比的魅力，在过去的几十年中取得

了重要突破，但还是存在着诸多问题。例如，基因

组装技术依赖于酶基因结构和功能的清楚解析、不

同宿主高效启动子的使用及筛选标记的选择等，深

入开发和挖掘其功能研究，有利于次级代谢产物的

生物合成。除此之外，我们还需要发展相关的基因

调控技术如 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/dCas9 技术，

以调控关键节点酶基因的表达水平、解除反馈抑制

和平衡代谢流等。微生物生长快速，易于培养，对

其进行基因操作简单方便，特别是能够生产化学合

成不能实现的天然产物、多肽、酶制剂等，合成生

物学将凭借其优势在人类的发展进程中扮演不可

或缺的角色。 
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