
书书书

生物技术进展
!"#!年$第!卷$第#期$%&'()

!"##$%&'()&$*+%),)-.!/001!"#$2

!!!!!!!!!!

!
!

!!!!!!!!!!

!
!

"

"

"

"

!%&'

技术与方法
!"#$%&'(")*%+,"-$.+)

!收稿日期!"#$$%$$%"&!接受日期!"#$"%#$%#'

!基金项目!国家'()计划项目""##(**#"#&#)#资助$

!作者简介!张亚旭%硕士%主要从事分子生物学相关研究$ +,-&#"#%)""&#'./%0#"! 1%234-&5/(&)6$"(7892

!"#重组技术的研究综述
张亚旭
广州复能基因有限公司!广州0$#(()

摘!要! :;*重组技术%即:;*克隆技术的研究和运用是现代生物学发展的一个重要分支%是分子生物学发展的突出
领域$ 本文介绍了:;*重组的类型及相关的生物学概念!综述了目前已报道的传统的酶切<连接经典克隆方法'位点
特异性重组克隆方法'以及同源重组克隆方法%重点阐述了各自的原理'步骤'特点及实际应用等方面!最后归纳总结了
各种方法的优缺点和应用范围%并对该技术的科研成果进行了回顾和对未来的研究进行了展望$
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!!现代生物学研究在很大程度上要依赖于重组
:;*技术$ 细胞内发生的:;*重组现象!称为
体内%1$ 212(&重组$ 由于新技术的发展!现在可
以由人工操作在细胞外进行:;*重组!称为体外
%1$ 21/3(&重组$ 人工重组的:;*分子可以送回
到活细胞里面去'$(

$

经典遗传学揭示出细胞的染色体上存在着基
因%L,F,&!即:;*分子上一段特定的核苷酸序
列!具有重组)突变)转录和对其他:;*片段有调
控作用的遗传学功能!它是不同物种以及同一物
种的不同个体表现出不同性状的根本原因$ 基因
通过:;*复制及细胞分裂把遗传信息传递给下
一代!并通过控制蛋白质的合成使遗传信息得以

表达$

如果重组的:;*是具有功能的基因!就可以
通过表达而使受体表现新性状$ 所谓基因工程
%L,F,,FL4F,,D4FL&或生物技术% K49I,8CF9-9LM&就
是运用重组:;*技术改变物种的基因!进而改造
出人们所期望的生物性状!并使之稳定地遗传给
下一代'$(

$ 重组:;*技术在细胞分化)生长发
育)肿瘤发生等基础研究和工农业生产)医药保健
等实际应用两方面均有重要意义$

通过:;*的重组获得基因的克隆是研究基
因的结构)功能及演化的基础$ 基因克隆技术!又
被称为分子克隆技术)重组:;*技术)基因工程)

基因操作或基因的无性繁殖等$ 在整个基因克隆



的过程中!:;*的重新组合是一个十分关键的步
骤!它直接决定着整个克隆的成功与否$ 随着时
间的推移!研究的深入!越来越多的:;*重组方
法被应用到生产和科研当中$ 为了进一步阐明及
比较各种:;*重组方法的异同和优劣!本文就目
前已报道的:;*重组技术进行了概述!重点阐述
了各自的原理)步骤)特点及实际应用等方面$

&H传统的经典克隆法

经典克隆方法产生于"#世纪.#年代初!是
最早应用的基因克隆方法!它要求首先需从细胞
或组织中分离并获得含有目的基因的:;*片段!

然后利用能识别特异:;*序列的限制性内切核
酸酶%D,EID48I49F ,FG9FB8-,3E,&切断:;*双链!产
生两个单链黏性末端%EI48QM,FG&或平齐末端
%K-BFI,FG&!如果被插入的载体:;*具有相同的
末端!那么在适宜的条件下!具有黏性末端的两种
片段可经碱基间的氢键互补配对!形成双链:;*

分子!再在:;*连接酶的作用下形成磷酸二脂
键!连接成重组:;*分子!而具有平齐末端的两
种片段也可经:;*连接酶的作用而组成重组
:;*分子!然后在利用重组子转化技术使该分子
在宿主细胞中复制!产生多个完全相同的拷贝!即
克隆%8-9F,&

'"(

$

这种传统的酶切<连接经典克隆法!是比较
通用且常规的方法!一直沿用至今$ 该方法也在
获取基因片段和开发新的载体上不断改进!如
RST技术的建立)基于测序和:;*合成技术使该
法的适用性越来越广!已成为最为基础的分子生
物学实验手段之一$ 目前!研究人员已通过该方
法获得了大量包括植物)真菌)哺乳动物)线虫等
生物中重要基因和元件的克隆!如"钱丽等')(克
隆得到了人肿瘤相关的

!

"4基因!并在大肠杆菌
中实现了高效表达#张宪银等'/(克隆了水稻!/5

基因的启动子!并进一步证实该元件具有胚乳特
异性表达的功能$ 然而在实际的实验过程中!这
种方法的步骤显得较为繁琐!比较费时!有时对于
某些片段失败率较高!且缺乏:;*序列的一致
性#而且在应用上也有一定的限制!比如从拥有较
大且富含重复序列的基因组中克隆某个基因!用
这种方法就不太容易找到引物的设计位点和可利
用的酶切位点$ 因此!分子生物学研究迫切需要

新的:;*重组技术来快速并系统地进行可利用
基因的操作$

1H基于重组的克隆方法

1(&H位点特异性重组克隆技术
17&7&H通用载体质粒融合系统!BF4N,8I9DH-3E%

24G%JBE49F EMEI,2"URV#HW4B等'0(于$&&'年首次
报道了一种基于重组的基因克隆方法***URV!

开启了利用:;*序列间直接重组克隆基因的时
代$ 该系统是催化含有目的基因片段的特殊载
体***通用载体%HU;X&与含有相关调控信息的
宿主载体% H>YV+&之间质粒融合$ 融合质粒经
过选择后!使目的基因受控于位于宿主载体上的
新的启动子等调控元件!从而完成目的基因<表
达载体的构建'((

$ 该克隆过程无需限制性内切
核酸酶):;*连接酶以及许多针对于亚克隆的体
外操作!因而使得重组:;*分子的构建过程更为
快速和简便$

该系统是建立在噬菌体R-的,3+6*(78位点
特异性重组之上的质粒融合系统$ ,3+基因的转
录翻译产物是一种位点特异性重组酶!能够催化
两个)/ KH 大小的*(78位点序列%0Z%*+**S+%

+S?+*+*?S*+*S*++*+*S?**?++*+%)Z&之间
的重组!从而使环状溶原性复制产物R-二聚体分
解$ ,3+不仅能在不同生物体如细菌)真菌及哺
乳动物的细胞中行使功能!而且在体外也可催化
重组反应!因此!这种由,3+6*(78介导的质粒融合
在体内外均可发生$ 另外!URV还能够被用于整
个:;*文库与新表达载体的融合!从而产生出多
个新的文库'0!((

$ 该系统已广泛应用于各种生物
中的基因研究!如王弘等'.!'(构建了一种以?PR

为报告基因的酿酒酵母表达载体!并同时验证了
其稳定性)高效性和准确性$

17&71H通路克隆系统!?3I,O3M8-9F4FLEMEI,2#H

?3I,O3M系统是XFN4ID9L,F公司于$&&& 年推
出的一种新的克隆策略'&!$#(

!是由噬菌体
!

整合
酶催化的位点特异性重组反应!由[R和WT两个
反应组成!可表示为#//9\#//8

# $

#//. \#//:$

介导重组反应的/个#//位点序列和相关蛋白是
?3I,O3M克隆技术的基础!它们能被

!

和大肠杆
菌编码的克隆酶合剂特异识别!双载体发生融合
后!产生出新的质粒表达载体'$$(

$ [R反应是利

'0 生物技术进展
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用由
!

基因组编码的整合酶%4FI,LD3E,!XFI&和由
大肠杆菌编码的整合宿主因子%4FI,LD3I49F C9EI

J38I9D!X>P&组成的[R克隆酶混和物催化一个带
有#//9位点的:;*片段或表达克隆和一个带有
#//8位点的供载体% G9F9DN,8I9D&之间的重组反
应!把目的片段及其两端部分位点转移至供载体
中!创建一个入门克隆!其结构为#//.5%基因%

#//.;$ 同时!供载体中的<<09细胞死亡控制基因
及其两端部分位点被置换出来!单独或融合到表
达载体中而形成副产物$ WT反应是利用由XFI)

X>P和由
!

基因组编码的切除酶%]4E&组成的WT

克隆酶混和物催化一个带有#//.位点的入门克隆
和一个带有#//:位点的目的载体之间的重组反
应!使目的片段及其两端部分位点取代目标载体
%G,EI4F3I49F N,8I9D&的<<09基因及其两端部分位
点而产生最终的表达克隆!其结构为#//95%基因%

#//9;$ 副产物为带有#//8位点的供载体$ WT反
应作为?3I,O3M克隆的主要反应!可用来在平行
的反应中将一个或多个目的:;*片段在不同的
表达平台之间克隆)重组和转移$ 目的:;*片段
可以是8:;*)部分或完整的基因或者是基因组
:;*!可通过用一对含有可利用酶切位点的特异
引物进行RST!限制性核酸内切酶的消化来制
备!也可经由设计一对含有#//9位点的基因特异
引物进行RST扩增获得$

?3I,O3M技术作为一种强大且高效的体外操
作系统!可应用于细菌)酵母)昆虫)哺乳动物以及
慢病毒等系统中进行分析表达$ 自?3I,O3M技术
开发并商业化以来!在克隆基因及构建蛋白质表
达载体等方面发挥了重要的作用$ 应用该技术!

已成功克隆出拟南芥转录因子'$"(

!在植物及病毒
中构建表达载体也非常便捷'$) $̂0(

$

能够进行与宿主无关的克隆及亚克隆是该技
术的最大特点$ 由于在克隆的过程中!重组位点
具有高度的专一识别性!使得重组反应后目的基
因的方向和开放阅读框能够保持不变!而且阳性
率高#克隆酶及位点的不同构成还可直接控制反
应的方向'$$(

$ 另外!这种新颖的多功能的通用系
统也可用于蛋白质表达的优化$ 因为蛋白质的成
功表达和纯化需要大量的宿主评估系统!没有一
个单一的表达系统适合所有蛋白质$ 优化基因表
达的最好方法是在多个系统中分析目的蛋白!通
过比较分析!选定蛋白质表达的最佳方案$

17&7)H有关?3I,O3M克隆技术的发展H于"##/

年推出且拥有美国?,F,S9H9,43公司及其合资企
业广州复能基因有限公司自主知识产权的T,8%

_94F专利克隆技术是对?3I,O3M技术的一个发
展'$(!$.(

!即目的基因与目的载体的结合处一端采
用?3I,O3M重组的方法!即目的载体一端保留#//:

位点#另一端采用经典克隆的方法!即另一端#//:

位点被替换成酶切位点的序列!克隆的步骤大致
为+酶切<连接<重组,$ 此方法首先在重组#//

位点与目的:;*片段之间设计适宜数量的核苷
酸以构成可利用且不影响基因与载体元件表达的
酶切位点!它们与基因特异序列连在一起构成基
因特异引物!与重组位点连在一起构成接头引物!

这样利用两步RST将重组位点引入到目的基因
的两端!无需设计较长的含有#//位点序列的基因
特异引物$ 得到的线性:;*产物既可以用来进
行[R反应构建入门克隆!而后通过T,8_94F反应
将目的基因装入表达载体中而获得最终克隆#也
可以直接进行T,8_94F反应获得表达克隆$ 利用
该技术构建的标签<YTP融合蛋白表达克隆!由
于标签与YTP之间有时不会有重组位点!这样就
可以减少由于多余氨基酸的产生而对融合蛋白造
成的影响$ 目前已有研究证实了运用此基因克隆
技术对于相关目的蛋白表达的可靠性'$'(

$

1(1H同源重组克隆法
同源重组是生物界普遍存在的生理现象!从

噬菌体)细菌到真核生物都有能发生同源重组的
种类'$&!"#(

$ 宏观上讲!它有助于增加生物体的变
异程度!从而推动物种的进化#从微观上看!它有
利于细胞对体内坏基因的修复$ 如何把同源重组
的方法应用到基因克隆中成为近年来国内外生物
学家研究的热点之一$

1717&H辅助交配遗传整合型克隆法!23I4FL%3E%

E4EI,G L,F,I483--M4FI,LD3I,G 8-9F4FL" *̀?XS# HW4

和1--,GL,

'"$(在"##0年首次报道了一种快速构建
重组:;*分子的体内克隆基因的方法*** *̀?%

XS$ 此方法首先将携带含有目的:;*片段的供
体质粒的一个细菌菌株和携带受体质粒的细菌菌
株进行交配!使两个质粒位于同一个细胞内#然
后!供体和受体质粒经核酸内切酶

"

***=<+

"

的
消化!各形成两个线性片段!进而催化同源替换重
组!导致重组后该:;*片段受控于受体质粒中新
的调控元件$ 不仅如此!W4和1--,GL,还利用电穿

&0张亚旭":;*重组技术的研究综述



孔的方法将RST产物转化到受体细胞中经过
*̀?XS的模式获得了该产物的表达克隆$ 在细
菌)酵母和哺乳动物中!通过̀*?XS的方法也均
能获得目的基因与其他元件构成的重组质粒表达
的融合蛋白'"$(

$

*̀?XS构建重组:;*不需要:;*的制备!

也不需使用位点特异性重组酶!而且整合后非重
组背景的水平较低$ 此方法最有前景的用途是全
基因组中的基因操作$ 因为物种测序完成后!根
据鉴定到的基因!能够通过̀*?XS的方法将它们
转换成任何表达文库'"$(

$ 这不仅有助于功能基
因组学的研究!而且有助于从基因组工程到蛋白
质组工程的研究$ 另外!R3GG4E9F等'""(已运用该
克隆方法成功构建了一系列短发夹T;*%EC9DI

C34DH4F T;*!ECT;*&的表达载体$

17171H不依赖基因序列和连接反应克隆法!E,%

aB,F8,3FG -4L3I49F%4FG,H,FG,FI8-9F4FL"VWXS#H

W4和1--,GL,

'")(在"##.年报道了一种不依赖
基因序列和连接反应的VWXS基因克隆方法$ 此
方法通过T,8*介导的体外同源重组%1$ 21/3(C9%

29-9L9BED,892K4F3I49F&和不依赖T,8*的单链退
火%E4FL-,%EID3FG 3FF,3-4FL!VV*&途径可以将:;*

片段整合在一个反应体系中$ 体外同源重组过程
利用+/ :;*聚合酶的0Z

$

)Z外切核酸酶活性在
插入片段以及载体片段的末端产生单链:;*突
出末端!通过同源序列在体外完成交换重组!达到
:;*片段的重新组合!进而完成基因克隆的目
的$ 不仅如此!他们还发现了VXWS可有效地同时
将0 个或者$# 个:;*片段整合在一起'")(

$

VXWS的应用!不仅避开了一些传统重组方法对序
列的要求!而且当在较低的:;*浓度时!用T,8*

催化同源重组依然能够很有效地发挥其作用!这
种灵活性将为今后的合成生物学研究重组:;*

的产生提供更多的可能性$

白帆等'"/(在"##'年通过大肠杆菌的蓝白菌
落筛选和对重组子的酶切分析!验证了利用VWXS

方法克隆HUS$' 中的.#<>基因片段的可靠性!

结果证明VWXS能够使:;*片段在设计的位点处
发生精确的重组$ 王中山等'"0(也通过VWXS的途
径克隆得到了大肠杆菌编码细胞周质底物结合蛋
白%?19基因$

1717)H等温的单反应方法!4E9IC,D23-" E4FL-,%D,%

38I49F 2,IC9G#H?4KE9F等'"((在"##&年报道了另

外一种:;*体外重组方法***等温的单反应方
法$ 它要求在0#b条件下首先利用+0核酸外切
酶0Z端的外切活性在设计需要片段连接处产生
单链:;*突出末端!然后利用RCBE49F :;*聚合
酶和@#A:;*连接酶在单链:;*互补区域特异
退火!从而将多个具有重叠区域的:;*分子重组
在一起'"((

$ 这种整合方法在两段线性:;*含有
/# KH以上的同源序列即可进行!不仅可用于无
缝构建合成的或固有的基因!而且可以进行大片
段:;*的人工合成!是一种非常有用的分子克隆
工具$

17174HXF%PBE49F 和S-9F,1=克隆法HS-9FI,8C

公司出产的XF%PBE49F RSTS-9F4FLc4I和?,F%

V8D4HI公司出产的S-9F,1=RSTS-9F4FLc4I都是
运用拥有各自专利的酶产品来进行线性:;*末
端有$0个碱基同源序列的多个目的片段的重组
结合'". "̂&(

$ 二者原理基本相同!以XF%PBE49F 方
法为例!当发生RST克隆时!来源于痘病毒的XF%

PBE49F :;*聚合酶通过其)Z

$

0Z外切核酸酶活性
从)Z端切除核苷酸!使RST产物和载体末端暴露
出具有重叠区域序列的单链突出末端!然后启动
VV*反应!快速将目的片段定向精确地插入到线
性载体中!最后转化到感受态细胞中通过修复产
生出目的克隆$ 这也是一个无缝反应!不会另外
添加其他的核苷酸$

此克隆技术操作简单方便!首先!通过限制性
单酶切)双酶切或RST获得线性载体!设计并合
成与线性载体末端至少有$0个碱基同源序列的
基因特异引物!扩增目的基因#然后!加入BC$

"

处理模板!胶回收获得纯化的RST产物!与自备
的线性载体以"d$的摩尔比混和!加入XF%PBE49F

酶和其指定缓冲液进行培育#最后!用+1缓冲液
稀释反应产物!转化并筛选出目的克隆$ 整个反
应通常只需要0 "̂# FL的线性:;*即可进行!

而且不论片段大小都有较高的重组效率!转化后
也很少会有非线性的载体背景出现$

XF%PBE49F RST克隆是目前最为简便有效的
体外构建重组表达载体的:;*重组方法$ 整个
过程不需要限制性酶)连接酶及磷酸酶!所以不用
考虑目的片段中含有的特殊位点#而且不需要附
加特定的重组位点!就能够高通量的将任何插入
片段克隆到任何自备载体中!这有助于实现分子
克隆的自动化操作')#(

$ 研究人员已将该技术应

#( 生物技术进展
!"##$%&'()&$*+%),)-.



用于炭疽杆菌蛋白质结构的研究)目的基因序列
中引入点突变)融合蛋白表达载体的构建)抗体可
变区的快速克隆及重组单克隆抗体的表达等方
面')$ )̂/(

$ 但是由于经济成本的原因!许多科研人
员目前都未把它当作大规模生产克隆的首选
方法$

17172H:;*共转化!89%ID3FEJ9D23I49F#及表达载
体的正负向选择克隆法H大多数已公布的克隆系
统都需要涉及外源插入片段和载体的体外操作!

而Y-4,D48等')0(在"#$#年则报道了一种自动快速
且低成本的体内构建表达克隆的方法$ 该方法要
求线性载体和插入片段的末端要有$) "̂#个核
苷酸的重叠区域!然后将经RST扩增和胶纯化的
插入片段和经限制性内切酶消化并胶纯化的线性
载体以"70d$的质量比混合进行共转化!在大肠
杆菌感受态细胞内发生同源重组并整合成表达
质粒$

该研究使用的载体不但可以进行有插入片段
的正向选择或者是只有空载体分子的负向选择!

而且在;端和S端位置都有可利用的标签!可以
在大肠杆菌感受态细胞中启动目的基因编码蛋白

质的高效表达$ 通过测试!将(个不同来源)长度
及功能的靶序列克隆到'个上述载体中!结果靶
蛋白被探测到有表达信号')0(

$

由于该方法中在处理片段和载体这一步需要
做胶回收!因此!这种方法还不能实现完全意义上
分子克隆的自动化操作!但是此方法建立了共转
化和正负向选择的自动克隆平台!可像?3I,O3M

或WXS一样作为高通量的克隆系统应用$

综上!这些基于重组的基因克隆技术建立了
一个新的分子生物学的发展方向!为相关科研工
作者们快速且有效地研究出体外重组:;*提供
了一个崭新的思路!同时也为染色体基因组的基
础研究开拓了更为宽广的视野$

)H结语及展望

作为分子生物学走向广泛应用的重要方面!

分子克隆实验已经是现代生物学实验室所必备的
常规实验技能$ 回顾:;*重组技术的发展历程!

每一种:;*重组方法在发挥其自身优势的同时!

也都存在着或多或少的不足%表$&$ 因此在设计
表&H不同:;*重组技术的比较

+3K-,&HS92H3D4E9F 9JG4JJ,D,FI:;*D,892K4F3I49F I,8CF9-9LM7

克隆方法 优势 不足 应用范围或条件

经典克隆法 平齐末端也可连接 比较费时且缺乏:;*序
列的一致性

载体的多克隆位点处有对于插入片段可利用
的酶切位点

URV 体内外均可发生 需要位点特异性重组酶 在体外)细菌)真菌及哺乳动物的细胞中均可
发生

?3I,O3M

进行与宿主无关的
克隆

需要位点特异性重组克
隆酶

在体外)细菌)酵母)昆虫)哺乳动物以及慢病
毒等系统中均可分析表达

T,8_94F

有助于融合蛋白
表达 构建克隆步骤增加 在细菌)酵母)昆虫)哺乳动物以及慢病毒等系

统中均可表达

*̀?XS

体内同源重组!不需
要:;*的制备 需要准备供试菌株 在细菌)酵母和哺乳动物中均可表达

VWXS

体外同源重组!多片
段整合 需要聚合酶 需要+/ :;*聚合酶产生单链:;*突出末端

XE9IC,D23-!

E4FL-,%D,38I49F

体外同源重组 需要聚合酶和连接酶且
有温度限定条件 两段线性:;*含有/# KH以上的同源序列

XF%PBE49F和
S-9F,1=

无缝反应!操作简单专利产品经济成本较高 线性:;*末端有$0个碱基同源序列

:;*共转化 快速!成本低 还未实现完全自动化 线性载体和插入片段的末端要有$) "̂#个核
苷酸的重叠区域

$(张亚旭":;*重组技术的研究综述



具体实验时应该综合考虑发生环境)序列特征)经
济成本)花费时间)筛选效率及克隆成功率等多方
面因素!灵活运用多种技术来解决问题$

:;*重组技术的创立和发展!开启了人类能
动改造生物界的新阶段!推动了医学和整个生命
科学的进步$ /# 年来所获得的丰硕成果已经把
人们带进了一个梦幻般的科学殿堂')( )̂'(

!不仅使
人类获得了打开生命奥秘之门的金钥匙!还使人
们有可能去深入探索更重大的一些课题$ $&'0

年提出的全球性生物学研究***人类基因组计划
%>B23F ?,F92,RD9e,8I! >?R&的实施就是以
:;*重组为主要手段进行的$

:;*重组技术极大地促进了分子生物学的
迅速发展!为生产对健康有益的转基因食品!加快
改良和培育农作物新品种!发展基因诊断)基因治
疗!研发新一代重组疫苗等基因工程药物!以及研
究分子进化工程等开辟了道路!给人类探索自身
及其他生命奥秘展示了光明的前景$

另一方面!目前自然界中还有相当数量的物
种的基因组序列尚未获得!在已经公布的生物基
因组序列中!有很多它们的功能至今仍属未知$

相信随着现代生物学研究的不断深入!:;*重组
技术也会不断的更新和完善!越来越多新的更高
效的:;*重组技术或者多种:;*重组方法的结
合技术将会产生并应用!这将会使人们对各个物
种全基因组序列的获得及分析的能力得到进一步
增强$
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