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摘　要：合成生物学是一个拥有巨大潜力的新兴学科，合成生物学技术的发展将会对未来生物、医药、农业、

能源、材料和环保等方面产生巨大的推进作用。基因合成是合成生物学中最基本和使用最多的一种技术手段，

合成生物学的快速发展对基因合成能力提出了空前需求。综述基因合成技术的发展历史、现状和未来趋势，

探讨基因合成技术在合成生物学以及整个生命科学研究中的应用和重要意义。
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Abstract: Synthetic biology is an emerging field with great potentials in promoting future developments in 
biomedical research, agriculture, bioenergy, biomaterial and bioremediation. Gene synthesis is the most basic and 
most wildly used technique in synthetic biology. The rapid development of this field is creating insatiable demand 
for gene synthesis. This paper will review the history, current status and future trend of gene synthesis and discuss 
its applications and significance in synthetic biology as well as the life science research as a whole.
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合成生物学基本上是通过对 DNA 序列的重写

来实现其各种目的，包括设计改造生物大分子、基

因网络、代谢途径，甚至整个染色体或基因组。因此，

基因合成技术对合成生物学便显得尤为重要。

1　DNA化学合成

DNA 的化学合成研究从其双螺旋结构被破译

后不久便开始进行，直到 20 世纪 90 年代初才最终

发展形成目前 DNA 合成仪上普遍使用的固相亚磷

酰胺三酯合成法 (phosphoramidite chemistry)[1-2]
。该

方法以多孔玻璃 (controlled pore glass, CPG) 或聚苯

乙烯 (polystyrene, PS) 作为固相载体，通过一个由

活化 (deprotection)、连接 (coupling)、封闭 (capping)
和氧化 (oxidation) 四步化学反应组成的循环反应连

接每一个核苷酸，由 3' 端向 5' 端延伸合成寡核苷

酸 (oligonucleotide)，最后对合成好的寡核苷酸用氨

水进行切割和脱保护基处理。

固相亚磷酰胺三酯 DNA 合成法每步的效率一

般在 97%~99%。为达到较高的产率，化学合成的

寡核苷酸长度一般在 100 bp 以内，因特殊需要可到

200~300 bp 以上，但产率不高，而且长度越长，纯

度越低，积累的合成错误越多。以 60-mer 为例，

若每步合成效率为 98%，最终产物里全长的 60-mer
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仅有不足 30%，70% 以上为短链或含有其他错误，

因此，最好纯化后再使用。常用的纯化全长产物的

方法有聚丙烯酰胺凝胶电泳法 (PAGE)、亲和吸附

法 (OPC/HAP) 和液相层析法 (HPLC)，纯化后的纯

度可达 90% 以上
[3]
。

2　基因和基因组合成

2.1　基因合成

DNA 化学合成的片断长度有限，因而要合成

更长的基因需要将这些短片段拼接起来。常用的体

外拼接方法有两种：连接酶拼接法和聚合酶拼接法

( 图 1)。
连接酶拼接法 (ligase chain reaction, LCR) 是通

过热循环反应，用嗜热性 DNA 连接酶将首尾相连、

重叠杂交的寡核苷酸片断连接起来的反应
[4-7]( 图

1A)。 聚 合 酶 拼 接 法 (polymerase cycling assembly, 
PCA) 则直接利用嗜热性 DNA 聚合酶，通过热循环

反应将两头重叠杂交的寡核苷酸片断步步延伸，最

终合成全长基因
[8-10]( 图 1B)。两种方法的结果相差

不大，聚合酶拼接法允许寡核苷酸片断之间有间隔，

因而稍微省料和省时；连接酶拼接法要求使用 5'-
端磷酸化的寡核苷酸片断，相邻片断之间不能有间

隔。对一些较困难的基因合成可尝试连接酶拼接法。

如果杂交条件控制得好，其错误率可能相对较低一些。

另外，最近发现两端重叠杂交的寡核苷酸片断

也可以在酵母细胞内被拼接起来并克隆到同时转化

进去的载体中
[11]
。

2.2　DNA大片断和基因组的合成

上述两种酶反应，连接酶拼接法和聚合酶拼接

法，多用于合成几千个碱基对以下的基因序列。更

长的大片段则需由这些中等长度的片断进一步拼接

而成，拼接方法包括体外酶反应法和体内连接法。

体外酶反应拼接法有多种 ( 图 2)。聚合酶拼

接法利用一对末端引物和嗜热性聚合酶在温度

循环反应中对两端有同源序列的双链片断进行延

伸和扩增 ( 图 2A) [6,12-15]
，其优点是操作简单，但由于

聚合酶功能的限制，合成的大片段长度有限，约在

20 kb 以下。环形聚合酶延伸法 (circular polymerase 
extension cloning, CPEC) 利用类似的机制 ( 但不需

要扩增引物 ) 可将末端重叠的多个片断和载体一步

连接成完整的环状质粒，然后直接转化入细胞 ( 图
2B)。该方法已成为一种新型的方便快捷的分子克

隆和 DNA 片断组装方法
[16-17]

。体外同源重组法是

利用 T5 外切酶将末端有较长同源序列的双链片断

的 5'- 端修短，使突出的 3'- 端相互杂交，然后用嗜

热性聚合酶和连接酶将缺口补齐和连接 (图2C)[18-19]
。

这种方法可以合成长至几十万碱基对的大片段。

体内连接法主要利用酵母细胞的同源重组功

能，将同时转化进去的多个同源片断自动修复整合

成为一个环状质粒或基因组。该方法已经被用来克

隆大片段，组装多酶生化合成路径，以及合成小型

细胞基因组
[11,20-22]

。

3　大规模自动化基因合成

从以上描述不难看出，基因合成包括寡核苷酸

化学合成、纯化、连接、扩增，甚至更多后续组装

步骤，程序繁琐，成本昂贵。从发展进程上看，基

因合成技术远远落后于基因测序技术。为了提高基

因合成通量并降低成本，人们开始探索基因合成的

微型化和自动化技术
[23]
。2004 年，我们和其他实

验室一起研制出用 DNA 芯片合成大量寡核苷酸片

断进行基因组装的方法
[13,24-25]

。由于一块芯片上可

合成上万个不同的寡核苷酸序列，而每种序列的量

却很少，这给高效基因合成带来一个难题。随后的

研究在提高基因组装效率和选择性扩增寡核苷酸库

等方面取得了一定进展
[26-27]

，但仍无法解决微型化

和自动化的问题。我们实验室最近研发了一种新的

芯片基因合成技术，将寡核苷酸合成、扩增和连接

组装等步骤集成到一块塑料芯片上，从而初步解决

A：连接酶拼接法(LCR)实心圆代表磷酸化的5'端；B：聚合

酶拼接法(PCA)
图1  常用基因合成方法
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了这一难题 ( 图 3)[28]
。该技术使用易加工的塑料芯

片，并将整块芯片划分成多个小室，在每一小室中合

成一组寡核苷酸序列，用恒温扩增的方法将这组寡

核苷酸序列扩增并释放到小室中，最后利用聚合酶拼

接法将它们组装成基因。使用该技术可将基因合成

时间从 2~3 周缩短到 2~3 d，成本从每对碱基 0.5~1 美

元降低到 0.5 美分，同时大大降低了原料用量
[28]
。

4　发展趋势及展望

综上所述，基因合成技术正在进入一个快速发

A：聚合酶拼接法；B：环形聚合酶延伸法(CPEC)；C：体外同源重组法

图2  常用大片段和基因组合成方法

图3 芯片基因合成
[28]
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展的阶段。可以预见在不久的将来，基因合成将会

变得更加快捷、廉价。大规模基因和基因组合成将

成为现实。基因合成的功用将越来越广泛，有可能

取代分子克隆技术而广泛应用于生物医药研究领

域。复杂合成基因库的构建会加速蛋白质结构功能

的研究和设计，快速优化和完善基因设计。在最近

的一次演示实验中，我们实验室通过设计、合成和

筛选由同义密码子构成的基因库，快速高效地优化

了 75 个果蝇基因在大肠杆菌中的表达
[28]
，这用目

前的基因设计软件是很难做到的。大规模基因和基

因组的合成和基因优化技术还极有助于新代谢途径

和新基因组的设计和构建，为生物基合成奠定基础。
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