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摘要 合成基因组学的发展赋予人类前所未有的遗传密码改写能力. 大片段DNA的组装、转移与异源表达是该 

领域的核心使能技术. 当前, 这些使能技术正经历快速迭代, 重塑着合成基因组学的研究路径与应用图景. 本文旨 

在系统梳理大片段DNA组装、转移与异源表达三大核心使能技术的最新研究进展, 并展望其在创制新生物功能 

和基因组复活等方面的广阔前景. 
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随着人类基因组计划的完成 [1,2]及NGS测序的革 

命性突破 [3], 获取基因组信息变得前所未有的快速和 

廉价, 将海量的基因组信息转化为可用于构建生物系 

统的遗传元件便成了研究的关键所在. 从设计单个基 

因回路到构建完整的人工基因组, 人们致力于将生命 

科学转变为一门具备设计、构建与预测能力的工程科 

学. 这一宏伟目标的实现, 依赖于对大片段DNA分子 

的精准操控, 其核心技术可归结为三个部分: 大片段 

DNA的高效精确组装, 跨细胞或跨物种的稳定转移, 
以及在宿主细胞中实现异源表达, 甚至完全替代原有 

基因组. 
近年来, 大片段DNA的操纵能力已达到Mb尺度, 

涌现了一系列体内组装技术, 使得合成完整的病毒、 

原核生物基因组成为可能, 简单的真核生物基因组完 

整合成也接近实现, 目前已经实现了脊髓灰质炎病 

毒 [4]、丝状支原体 [5]、大肠杆菌 [6]的完整基因组合成, 
及酿酒酵母的全部染色体人工合成 [7]. 本文中的大片 

段DNA主要指长度在百kb到数Mb的DNA片段. 组装 

得到的大片段DNA通过转移技术进入受体细胞进行 

异源表达. 大片段DNA的转移主要通过接合转移、酵 

母交配、细胞融合等细胞间转移方法进行. 大片段 

DNA异源表达既指在异源宿主中激活表达大片段 

DNA, 也指更进一步地将合成的完整基因组转移至目 

的细胞并替代原基因组. 目前已经实现了将疾病、免 

疫相关基因簇导入模式动物中表达以构建人源化疾病 

模型 [8], 人工合成的丝状支原体、大肠杆菌基因组移 

植也已经实现 [6,9]. 大片段DNA组装、转移与异源表 

达的技术日趋成熟, 共同构成了合成生物学的核心驱 
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动力. 这些技术的发展让人们能够通过设计和构建去 

验证和深入理解生命的基本原理, 甚至使我们能够创 

造全新的生命形式. 

1 大片段DNA组装技术 

DNA组装主要分为体外组装与体内组装, 体外组 

装主要依靠DNA连接酶, 通常使用基于PCR体系的 

PCA [10]和OE-PCR组装 [11], 基于限制性内切酶的Bio
Brick [12]和GoldenGate [13]组装, 基于核酸外切酶的 

SLIC(sequence and ligation-independent cloning)组 

装 [14]和Gibson组装 [15]. 体外组装技术各具特色, 可以 

根据DNA片段的数量、目标序列的复杂性、是否需 

要无痕连接以及成本等因素灵活选用. 但大片段DNA 

在体外操作时容易受剪切力影响导致断裂, 其组装主 

要依赖于体内组装. 体内组装常用的宿主菌包括大肠 

杆菌与枯草芽孢杆菌等原核生物以及酿酒酵母等真核 

生物(表1). 大肠杆菌的优势在于易于培养, 组装周期 

短; 枯草芽孢杆菌则具备天然感受态, 易于接受外源 

DNA; 而酿酒酵母拥有更强的外源DNA承载能力与重 

组能力, 成为大片段DNA体内组装的首选宿主. 

1.1 基于原核生物的大片段DNA组装技术 

大肠杆菌作为常用的模式生物 ,  结合λ-Red和 

CRISPR系统发展出REXER(replicon excision enhanced 
recombination)及GENESIS(genome stepwise inter
change synthesis), 两种技术都被用于组装完整的大肠 

杆菌基因组 [6,16]; CONEXER(conjugation coupled with 

表 1 大片段DNA的体内组装技术对比表 

Table 1 Comparison of in vivo assembly technologies for large DNA fragments 

组装平台 组装方法 组装原理 单次组装周期 # 多轮组装尺度 * 优点 不足 

大肠杆菌 

REXER/ 
GENESIS 

电转化 
CRISPR 

λ-Red 
5天 

5轮反应, 用5个100 kb片 
段替换大肠杆菌基因组 

内0.5 Mb片段 

组装过程中进行 
功能调试 

依赖电转化导入片段,  
导致效率较低 

CONEXER/ 
BASIS 

接合转移 
CRISPR 

λ-Red 
2天 

9轮反应, 将9个100 kb片 
段组装为1.1 Mb人类21 

号染色体片段 

通过接合转移提升 
片段导入效率, 实现 

快速连续组装 

需敲除参与重组的recA 
基因提升组装效率 

CALBIA 接合转移 
λ-Red 3天 

11轮反应, 将11个200 kb 
片段组装为2.13 Mb人类 

18号染色体片段 

组装产物为线性 
染色体 

底盘菌染色体线性化后 
复制受影响, 生长受损, 
需编辑tus基因、matP 

基因 

枯草芽孢杆菌 
IWe/ 

Domino Rec-A 1~2周 
用100 kb片段组装3.5 Mb 
蓝藻基因组, 组装轮数未 

报道 

适用于组装高GC 
含量片段 

组装产物整合进入基因 
组, 难以分离 

酿酒酵母 

TAR HDR 5天 
1轮反应, 将11个100 kb片 
段组装为1.1 Mb支原体 

基因组 
组装周期短 多片段组装效率低 

CasHRA 
原生质体融合 

CRISPR 
HDR 

9天 
2轮迭代反应, 将5个200 
kb片段组装为1.03 Mb大 

肠杆菌基因组 

快速诱导清除gRNA 
质粒, 便于下一轮 

组装 
原生质体融合效率低 

SwAP-In HDR 
营养标签筛选 

5天 
18轮反应, 将18个60 kb片 
段组装为0.7 Mb酿酒酵 

母10号染色体 

组装过程中同步 
进行功能调试 

无法并行组装, 组装Mb 
级别DNA效率较低 

MRA 酵母交配 
减数分裂 

2周 
3轮迭代反应, 将6个150 
kb片段组装为1.1 Mb酿 
酒酵母12号染色体 

通过酵母交配提升 
大片段DNA导入 

效率 

借助减数分裂重组进行 
的组装效率较低, 生孢 

周期长 

YLC 
酵母交配 
CRISPR 
减数分裂 

11天 
2轮迭代反应, 将5个200 
kb片段组装为1.26 Mb人 

类IGH重链基因 

借助减数分裂实现 
组装产物分离 

生孢周期长, 拆孢操作 
复杂 

HAnDy 
酵母交配 
CRISPR 
单倍体化 

6天 
5轮迭代反应, 将32个32 
kb片段组装为1.024 Mb 
从头设计的附属染色体 

实现程序性单倍体化,  
便于并行组装 

需定制构建组装元件,  
在染色体着丝粒处插入 

Cas切割位点  

#: 本列的单次组装周期为一次片段组装与验证所需的时间; *: 本列内容仅列出文献中组装DNA的片段长度, 用户可根据实际需要自定义 
组装的片段长度   
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programmed excision for enhanced recombination)及其 

迭代重复BASIS(BAC stepwise insertion synthesis)也展 

现出了显著潜力 [17](图1A). REXER使用CRISPR/Cas9 

和λ-Red两个系统, 通过Cas蛋白精准切割, 形成双链 

断裂后由λ-Red系统进行同源重组, 能够以高准确度将 

>100 kb的大肠杆菌基因组一步替换为合成DNA. 此 

图 1 大片段DNA的体内组装技术示意图. A: 大肠杆菌中的大片段DNA组装技术, 两种技术都依赖Cas蛋白切割后同源重组, 
其中REXER通过电转化转移质粒, CONEXER则通过接合转移实现质粒转移; B: 枯草芽孢杆菌中的大片段DNA组装技术, IWe 
与Domino都通过同源重组逐步延长DNA片段并插入载体; C: 酿酒酵母中的大片段DNA组装技术, TAR技术主要通过片段间 
同源臂直接相互连接实现体内组装, SwAP-In则通过筛选片段与营养标签逐步替换原染色体片段实现组装, CasHRA通过Cas 
蛋白切割暴露同源臂后有序连接实现组装, MRA通过酵母交配后减数分裂期发生的交叉互换实现染色体片段级别组装, YLC 
通过酵母交配后Cas蛋白切割暴露同源臂实现组装并筛选减数分裂后产生的酵母细胞, HAnDy则利用Cas蛋白选择性切割其 
中一套染色体实现快速单倍体化 
Figure 1 Schematic diagram of in vivo assembly technologies for large DNA fragments. A: Large-fragment DNA assembly technologies in 
Escherichia coli. Both technologies rely on homologous recombination after cleavage by Cas proteins. REXER transfers plasmids via electroporation, 
while CONEXER achieves plasmid transfer through conjugation; B: large-fragment DNA assembly technologies in Bacillus subtilis. Both IWe and 
Domino progressively extend DNA fragments and insert them into a vector through homologous recombination; C: large-fragment DNA assembly 
technologies in Saccharomyces cerevisiae. TAR technology primarily achieves in vivo assembly through the direct connection of homologous arms 
between fragments. SwAP-In achieves assembly by sequentially replacing native chromosome segments with fragments containing selectable 
nutritional markers. CasHRA achieves ordered assembly by connecting homologous arms exposed after cleavage by Cas proteins. MRA achieves 
chromosome-fragment level assembly through the crossing over that occurs during meiosis after yeast mating. YLC uses Cas protein cleavage after 
yeast mating to expose homologous arms for assembly, followed by screening of the yeast cells produced after meiosis. HAnDy utilizes Cas proteins to 
selectively cleave one set of chromosomes to achieve rapid haploidization  
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外, 该技术也可以识别合成基因组片段 [16]. GENESIS 
作为REXER的迭代重复, 拥有在其之上的大片段DNA 
组装能力, 通过理性设计与拆分, 使用GENESIS已经 

实现了在大肠杆菌中组装完整的4 Mb大肠杆菌基因 

组 [18]. CONEXER技术是一种Mb级别的大片段DNA片 

段的无痕迭代组装方法, 利用接合转移的方式实现快 

速向大肠杆菌中转入待组装片段, 组装原理与REXER 
类似, 已成功用于在大肠杆菌中组装1.1 Mb的人类基 

因组 [17]. 此外, 该方法支持并行和连续合成, 能够在10 
天内组装0.5 Mb的大肠杆菌基因组, 且由于迭代替换 

过程中包含阳性筛选压力, 无需测序验证 [17]. CALBIA 
(conjugation-associated linear-BAC iterative assembling) 
组装技术通过逐级替换不断延长线性染色体长度, 目 

前已经实现在大肠杆菌内组装2.1 Mb大小的线性人类 

染色体片段 [19]. 大肠杆菌作为组装工具的优点大肠杆 

菌生长快, 便于筛选与快速扩增, 且相关的操作技术也 

已经非常成熟. 其不足之处在于随着大片段DNA尺度 

增大, 在大肠杆菌中的稳定性有所下降, 在体内复制过 

程中发生缺失、错误等情况的概率上升 [20]; 组装的大 

片段DNA如存在重复序列, 可能引发非特异重组, 破 

坏大片段DNA序列 [21]. 
枯草芽孢杆菌因其天然感受态和内源重组系统被 

用作DNA组装工具, 并发展出IWe(inchworm elonga
tion)和Domino等技术(图1B), 成功组装Mb级别的基因 

组 [22,23]. 然而, 这些方法各自存在局限性, 如IWe对 

DNA质量要求高, 而Domino组装则受限于可转化的 

DNA片段大小及重组效率. 为克服这些缺点, iREX(in
ducible RecA expression BGM vector)等新技术通过诱 

导型RecA和细胞接合提升了重组可控性与DNA转移 

长度 [24]. 枯草芽孢杆菌作为组装工具的优点是转化方 

便且生物安全性高(无内毒素). 其缺点在于其分子工 

具较少, 对超大质粒耐受力弱, 且组装产物通常整合 

在基因组中, 不易于后续直接应用. 

1.2 基于酿酒酵母的大片段DNA组装技术 

酿酒酵母具有强大的同源重组系统, 目前已经开 

发了数种用于组装大片段DNA的技术(图1C). TAR 
(transformation-associated recombination)是一种广泛 

使用的组装技术, 该技术利用设计的同源臂促进特定 

染色体片段的克隆和酵母人工染色体的构建 [25]. 该技 

术能够与短片段体外组装技术结合, 高效地进行大片 

段的分级组装. 例如Venter团队 [5]结合TAR和Gibson组 

装技术, 成功使用101个片段为原料构建了完整生殖支 

原体基因组. 在Sc2.0(synthetic yeast genome project)中, 
主要的组装方法是SwAP‐In(switching auxotrophies 
progressively for integration). 该方法依赖于酵母的同 

源重组能力, 用导入的携带不同营养缺陷的DNA片段 

替换染色体上的同源部分, 通过交替利用不同的营养 

缺陷基因来筛选成功组装的菌株, 实现全染色体的组 

装 [26]. 为了弥补SwAP‐In只能在染色体上进行替换 

以组装DNA的缺陷, Mitchell团队 [27]开发了eSwAP‐ 

In以在染色体外组装环状DNA, 并已用于构建101 kb 
的人类HPRT1基因. 

Zhang团队 [28]开发了MRA(meiotic recombination- 
mediated assembly)技术, 并应用于酿酒酵母染色 

体Ⅻ的组装. 该方法利用减数分裂过程中的交叉重组 

实现大片段DNA组装. 酿酒酵母染色体Ⅱ和V的组装 

也应用了该技术, 并添加了I-SceⅠ位点以诱导双链断 

裂并提高整合效率 [29,30]. CRISPR技术可以精准引入双 

链断裂, 随后经酿酒酵母的同源重组系统实现组装, 显 

著提高特定位点的重组效率. Qin团队 [31]开发的CasH
RA(Cas9-facilitated homologous recombination assem
bly), 可用于DNA的体内组装, 通过原生质体融合的方 

式将待组装的大片段DNA导入酵母细胞, 避免体外操 

作时发生的长链断裂. CasHRA技术可以实现组装大 

肠杆菌的1.03 Mb基因组. 原生质体融合的操作繁琐, 
为克服这一缺点, He等人 [32]开发了YLC(yeast life cy
cle)组装技术, 该技术通过酵母交配导入待组装片段, 
随后由Cas蛋白切割后通过内源重组系统实现组装, 
组装完成后酵母能够重新产生孢子, 继续进行交配-组 

装循环, 实现迭代组装. 目前, 该技术已经实现了人类 

免疫球蛋白重链基因座DNA的1.26 Mb片段的体内组 

装. 然而, 由于孢子形成过程较为缓慢, 孢子拆分较为 

困难, 每一轮组装都需要较长的周期, 约两周才能完成 

一轮组装. HAnDy(haploidization-based DNA assembly 
and delivery in yeast)技术克服了这一缺点, 通过 

CRISPR/Cas系统在酵母交配后特异性切割其中一组 

染色体, 实现了酵母交配后单倍体化, 无需等待孢子生 

成, 直接进入下一轮交配-组装循环, 通过5轮迭代成功 

组装了1.024 Mb人工染色体, 大大缩短了组装周期 [33]. 
酿酒酵母作为大片段DNA组装宿主菌的优势, 除 

强大的重组能力外, 还在于其强大的大片段DNA承载 
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能力, 可以耐受高达10 Mb的单个染色体或两个6.0 Mb 
染色体 [34,35], 这也体现了其作为组装更大片段DNA工 

具的可行性. 

2 大片段DNA转移技术 

在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母等底盘细 

胞中进行组装后, 大片段DNA需要转移进入受体细胞 

以进一步发挥作用. 传统的电转化法、化学转化法对 

细胞膜通透性改变程度有限; 阳离子聚合物转染法进 

行转移后, 囊泡容易与溶酶体结合, 导致DNA降解难 

以稳定保存 [36], 近年来虽然通过优化反应条件与提升 

DNA纯度等方式实现了通过电转化与化学转化实现 

Mb级别大片段DNA转移 [37,38]; 阳离子聚合物转染也成 

功将2.3 Mb的酵母人工染色体转入HT1080细胞 [39], 但 

是传统方法转移大片段DNA需要多次转移导致效率 

下降, 在胞外环境中操作大片段DNA容易引发断裂 [40]. 
细胞间的转移方式可以避免体外操作带来的弊端, 更 

适用于大片段DNA的转移, 目前细胞间转移技术包括 

接合转移、酵母交配与诱导细胞融合等(图2). 

2.1 基于接合转移的大片段DNA转移 

接合转移是细菌主要的基因水平转移方式, DNA 
从供体细胞单向转移至受体细胞 [41]. 供体细胞通过 

T4SS(Ⅳ型分泌系统)形成性菌毛、识别oriT(转移起始 

点), 将DNA泵入受体细胞 [42]. 受体细胞内的机制尚不 

明确, 导致跨物种转移效率较低 [43~45]. 接合转移在细 

胞接触时由供体驱动, 通过性菌毛转移DNA, 能有效 

保护DNA完整性. 2019年, Chin团队 [6]通过接合转移 

向大肠杆菌内转移了4 Mb大小的完整大肠杆菌基因 

组, 2025年, Qin团队 [19]则通过接合转移实现了将2.1 
Mb人类DNA转移进入大肠杆菌. 接合转移的优点在 

于无需体外操作大片段DNA, 同时接合转移后大片段 

DNA可以通过宿主细胞的整合系统整合进入宿主基 

因组或通过宿主细胞的质粒维持系统维持游离质粒形 

态, 但是大片段DNA在进入新宿主后可能不稳定, 容 

易发生重组、缺失或被宿主的限制性修饰系统降解从 

而导致转移失败 [46]. 未来研究重点是改进技术以提高 

效率, 调整供体与受体的混合比例、接合时间、温度 

和培养基等, 以找到最佳转移条件, 适应更多细胞类 

型, 开发或改造新的转移系统, 拓宽宿主范围, 敲除受 

体菌的限制性修饰系统, 深入理解分子机制以推动其 

在大DNA转移中的应用 [47]. 

2.2 基于酵母交配的大片段DNA转移 

酵母交配是不同交配型单倍体酵母自发融合形成 

二倍体酵母的过程, 能在核融合时将大片段DNA直接 

图 2 大片段DNA的转移技术示意图: 电转化与化学转化通 
过改变细胞膜通透性使外源DNA进入细胞; 阳离子聚合物 
转染通过胞吞将阳离子膜包裹的外源DNA转移进入细胞; 
接合转移通过性菌毛接触形成通道, 将待转移DNA边复制 
边泵入受体细胞; 酵母交配通过不同交配型单倍体酵母自发 
融合, 直接将大片段DNA转移进入细胞核; 细胞融合可以实 
现跨物种大片段DNA直接转移, 能够直接转移完整基因组 
Figure 2 Schematic diagram of large-fragment DNA transfer 
technologies: electroporation and chemical transformation introduce 
exogenous DNA into cells by altering cell membrane permeability; 
cationic polymer transfection delivers exogenous DNA into cells 
through endocytosis, with the DNA wrapped by cationic membranes; 
conjugation transfer utilizes a sex pilus to form a channel, through 
which the DNA is replicated and pumped into the recipient cell; yeast 
mating involves the spontaneous fusion of haploid yeast cells of 
different mating types, directly transferring large DNA fragments into 
the nucleus; cell fusion enables the direct transfer of large DNA 
fragments across species boundaries, allowing even entire genomes to 
be transferred  
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转入细胞核 [48]. 酵母交配能转移完整基因组, 目前成 

功实现将野生型酿酒酵母中超过一半DNA替换成人 

工合成DNA [49]. YLC技术通过酵母交配能够实现迭代 

转移与组装 [32], 但是由于酵母减数分裂形成孢子速度 

较慢, 孢子拆分操作较为繁琐, DNA转移效率低. 而 

HAnDy技术通过CRISPR-Cas9实现在交配后单倍体 

化, 提升了DNA转移效率, 并实现了用一种酿酒酵母 

将1.024 Mb染色体转入6种不同酵母内 [33]. 使用带有 

突变kar1基因的酵母进行交配, 此时酵母细胞不发生 

核融合, 形成一个双核细胞, 染色体仍有概率转移进 

入另一细胞核中实现大片段DNA转移 [50]. 在Sc2.0中, 
该技术与染色体驱动技术组合使用, 通过敲除受体细 

胞对应的野生染色体实现了将人工合成染色体导入野 

生型酵母并替换原染色体 [51]. 酵母交配进行大片段 

DNA转移优点在于转移过程精确, 与酵母的各种遗传 

操作工具相互兼容, 并且可以实现组装-转移两个环节 

的一体化, 提升大片段DNA操纵的效率. 酵母交配进 

行大片段DNA转移的主要挑战是减数分裂时导入染 

色体与野生染色体可能发生交叉互换. 为解决此问题, 
已有多种策略: 如在着丝粒插入GAL1启动子以删除 

天然染色体 [26], 使用Vika/vox系统敲除野生型染色 

体 [52], 或利用CRISPR-Cas9系统在野生染色体着丝粒 

处切割以消除整个染色体 [53].  

2.3 基于细胞融合的大片段DNA转移 

诱导细胞融合(通过化学、电激或病毒蛋白介导) 
是一种相对通用的大片段DNA转移方法, 能规避细胞 

外操作对DNA的损伤 [54]. 目前已经实现了通过细胞融 

合将1.8 Mb细菌基因组导入酵母(去除供体限制修饰 

系统可提升效率) [55], 构建1 Mb级合成DNA [31], 以及将 

Mb级酵母人工染色体转入哺乳动物细胞 [56]. 使用PEG 
介导, 酵母原生质体可以与多种哺乳动物细胞进行融 

合, 实现各种大小的DNA转移 [57]. 若在细胞分裂M期 

进行细胞融合, 由于核膜的暂时解体, 大片段DNA进 

入细胞核的效率可得到提升 [57]. 微细胞融合是另一种 

染色体级别的大片段DNA转移手段, 通过秋水仙素和 

细胞松弛素B处理细胞后离心以获取含染色体的微细 

胞 [58]. 化学介导融合对微细胞毒性较高, 病毒或辐射介 

导融合对微细胞的毒性更低. 目前微细胞融合转移大 

片段DNA的成功案例包括将2.4 Mb人类人工染色 

体 [58]、10 Mb人类染色体片段 [59]、154 Mb完整人类X 

染色体 [60]转入小鼠细胞. 细胞融合可以同时转移多条 

染色体甚至完整的基因组, 并且能够直接跨越物种隔 

离, 同时转移细胞器中的DNA, 但是诱导细胞融合会 

导致两个基因组的混合, 产生的多倍体细胞不稳定; 
在微细胞融合过程中, 染色体可能会发生断裂或重排, 
导致转移的DNA片段不完整 [61]. 未来研究应致力于通 

过优化条件及深入理解融合机制来提高转移效率, 测 

试不同的微核诱导剂的浓度和处理时间, 以提高微核 

的形成效率 [62], 也可以结合synNICE等新兴的酵母细 

胞核提取-移植技术实现大片段DNA的精准转移 [63]. 

3 大片段DNA异源表达 

大片段DNA转移进入受体细胞后, 会受到受体细 

胞内环境影响, 获得表观修饰并形成3D结构. 大片段 

DNA也需要在新的遗传背景下进行表达, 为此发展出 

了多种调控策略, 如启动子工程、受体细胞适配改造 

和大片段DNA缺陷定位技术, 并实现了人工染色体异 

源激活、人源化疾病模型构建等研究.  

3.1 大片段DNA的异源调控机制与策略 

异源大片段DNA进入受体细胞后会受到受体细 

胞内的表观遗传修饰并形成相应的3D结构. 元英进团 

队 [63]将无修饰的1.14 Mb人类基因导入小鼠胚胎细胞 

中后, 观察到小鼠组蛋白自发与异源大片段DNA结合 

形成核小体结构, 异源大片段DNA也受到甲基化修饰 

并在胚胎中得到表达. Koszul团队 [64]将GC含量不同的 

大片段DNA导入酿酒酵母细胞核后观察发现, 与宿主 

基因组GC含量接近的外源大片段DNA与组蛋白结合 

后定位成为常染色体并被激活, GC含量差别大的大片 

段DNA则成为异染色质遭到沉默, 这说明外源大片段 

DNA的3D结构主要由其自身的序列, 特别是GC含量 

决定. 外源大片段DNA的元件构成也决定其是否能够 

在宿主中稳定留存. Black团队 [65]将带有着丝粒序列的 

0.75 Mb人类基因通过原生质体融合导入哺乳动物细 

胞中, 观察到该异源大片段DNA在宿主细胞中逐渐形 

成单拷贝的环状人工染色体. Kazuki团队 [66]使用小鼠 

着丝粒构建的包含完整人类免疫球蛋白基因的人工染 

色体在小鼠体内同样实现了功能正常与稳定遗传, 留 

存率达96%. 
启动子工程是促进大片段DNA异源表达的重要 
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策略, 启动子工程首先需要构建一个经过充分表征的、 

具有不同强度的启动子元件库 [67]. 这些启动子可以是 

来源于宿主内源的高表达基因, 也可以是人工设计的 

合成启动子. 通过替换关键基因的启动子, 可以实现 

对大片段DNA表达水平进行调节 [68,69]. 在使用HAnDy 
技术组装人工染色体时, 通过在设计阶段为183个非同 

源基因使用从1亿个酵母启动子中筛选出的183个高强 

度启动子, 成功实现了人工染色体在酿酒酵母中的表 

达 [33]. 基于机器学习和高通量筛选的方法也被用于设 

计和筛选具有特定强度的启动子, 为更复杂的生命过 

程重建提供了可能 [70]. 
促进异源DNA表达的另外一个策略是CRISPRa 

技术, 通过将失去切割能力的dCas9蛋白与转录激活因 

子结合, 通过设计gRNA靶向结合需要激活的基因, 由 

转录激活因子招募DNA聚合酶启动转录 [71]. 目前已有 

通过该技术实现沉默合成基因簇的激活的报道 [72], 且 

在多种宿主中都能起到激活效果 [73,74], 说明该技术存 

在广泛用于多种异源宿主的可能性. 
理想的异源宿主应当为外源DNA的稳定维持与 

高效表达提供最佳的细胞环境. 细菌拥有限制性核酸 

内切酶系统, 可以降解外源DNA, 这导致大片段DNA 
难以在细菌中稳定维持 [75]. 为了克服这一障碍, 对宿 

主进行改造, 敲除其限制酶基因, 构建出对外源DNA 
友好的宿主菌株, 是构建异源表达底盘细菌的必要步 

骤. 通过敲除限制酶基因, 这些宿主细菌的大片段 

DNA维持能力得到提升, 为后续的表达与遗传奠定了 

坚实的基础 [9,76]. 
大片段DNA由于涉及很多遗传信息, 一旦表达异 

常, 对缺陷序列的定位就充满挑战. Venter团队 [9]在合 

成完整丝状支原体基因组的过程中, 通过将组装中间 

体分别替换进入野生型基因组中观察生长状况, 实现 

了合成缺陷定位, 为完整基因组合成过程中定位合成 

缺陷提供了可行方案. 在合成酿酒酵母染色体的过程 

中, 为了实现合成缺陷的快速定位, 开发了PoPM 
(pooled PCRTag mapping)技术, 将合成型菌株与野生型 

菌株交配后减数分裂产生的混菌库进行表型筛选, 分 

出生长缺陷菌与表型正常菌, 分别对其进行PCR分析, 
结合PCRTag的定位即可实现合成缺陷的快速定位 [77]. 

3.2 基于大片段DNA的人源化模型构建 

将大片段DNA在异源宿主中成功激活并表达其 

编码的特定功能, 是大片段DNA异源表达的重要体现. 
2022年, Boeke团队 [78]开发了人工染色体构建的新方 

法, 通过将基因簇与重复序列序列导入酵母实现了自 

下而上的人工染色体构建, 并在该过程中实现对人工 

染色体的编辑. Watanabe等人 [79]成功将完整的2.4 Mb 
杜氏肌肉营养不良基因组装成为人类人工染色体, 转 

移进敲除杜氏肌肉营养不良基因猪体内, 实现了异源 

表达并缓解肌营养不良症状, 体现了大片段DNA异源 

表达在基因治疗方面的相关潜力. 在抗体生产领域, 
Luke等人 [80]和Wu等人 [81]分别将包含全套人类免疫球 

蛋白重链和轻链基因的5 Mb人类人工染色体导入牛 

与山羊, 获得了能够表达功能性人源多克隆抗体的转 

基因动物, 相关抗体在病毒感染动物模型中展现了良 

好保护效果, 具备生物医药开发前景. 人源化模型是 

表现出类似人类的代谢过程或类似人类疾病的生理特 

征的模式生物, 是理解代谢通路、研究人类疾病致病 

机理、筛选治疗药物的重要手段 [82]. Kazuki团队 [83]于 

2013年实现了将0.7 Mb大小的CYP3A基因导入小鼠, 
构建了与约50%市售药品代谢相关的人源化药物代谢 

动力学模型, 该团队又于2019年将1.5 Mb大小的UGT2 
编码区导入大鼠, 构建了人源化糖基化药物代谢动力 

学模型 [84]. 在人源疾病模型方向, 目前已经实现通过 

微细胞融合将人类21号染色体导入小鼠细胞并构建了 

人唐氏综合征的小鼠模型 [8]; Ikeno团队 [85]成功构建了 

导致地中海贫血的人类β-珠蛋白基因簇, 并通过替换 

小鼠体内的相关血红蛋白基因, 提供了研究地中海贫 

血致病机理的新方法. Boeke团队 [86]通过将150 kb人 

类ACE2基因组装成人工染色体并导入小鼠构建了人 

源化新冠病毒感染模型, 为研究新冠病毒长期影响提 

供了宝贵的工具. 人源化模型构建致力于在模式生物 

中精确模拟人类的复杂性状与疾病. 通过将人类的致 

病基因、代谢通路乃至完整染色体导入小鼠等模式生 

物中, 可以使其重现人类特有的生理或病理特征. 这为 

研究人类遗传疾病的发病机理、进行大规模药物筛选 

以及评估药物代谢过程提供了实用的活体工具. 

4 完整基因组复活 

随着大片段DNA的组装、转移、异源表达技术 

逐渐发展, 用一个人工合成的基因组完全取代原有的 

遗传物质, 实现基因组复活, 创造由人工基因组控制 
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的、具有特定功能的生命, 成为全新的研究方向. 病毒 

因其结构简单, 成为首类被人工从头合成并复活的生 

命形式. 自2002年脊髓灰质炎病毒基因组首次被成功 

合成以来 [4], 人们已能合成并复活越来越大、越来越 

复杂的病毒基因组, 如噬菌体φX174  [87]、马痘病 

毒 [88]乃至新冠病毒 [89]. 更进一步的研究首先在基因组 

相对简单的原核生物中取得了突破, 并逐渐向更为复 

杂的真核生物发展. 

4.1 原核生物基因组复活 

原核生物基因组的组成相对真核生物更简单, 对 

其研究也相对充分. 目前已经实现了对部分原核生物 

基因组的完全合成, 如支原体 [90]、大肠杆菌 [6]. 2010 
年, Venter团队 [9]取得了历史性突破, 在实验室中化学 

合成了长达1.1 Mb的丝状支原体基因组, 将这个合成 

的基因组移植到去除限制性内切酶系统的山羊支原体 

细胞中, 合成的丝状支原体基因组成功被激活并接管 

了山羊支原体细胞, 由此创造了由合成DNA控制的丝 

状支原体JCVI-syn1.0, 这也是第一个完全由化学合成 

基因组控制的、能够自我复制的生物体, 标志着合成 

生物学进入了一个新时代. 在成功创造JCVI-syn1.0之 

后, Venter团队 [91]对JCVI-syn1.0基因组进行多轮的设 

计、合成和测试, 通过删除非必需基因, 在2016年创 

造出拥有最小基因组的可自我复制生物体 JCVI-  
syn3.0, 其基因组仅包含473个基因的0.53 Mb DNA, 且 

能维持生命活动和自我复制. 然而, 这473个基因中仍 

有约三分之一的功能尚不明确, 且在复制时细胞形态 

会出现异常, 这说明对生命核心功能的认知仍有待深 

入. 在2021年, 该团队向JCVI-syn3.0中引入了7个细胞 

分裂相关基因, 创造了能够避免复制过程中形态异常、 

实现均匀分裂的JCVI-syn3A [91]. 近年来, 计算机辅助 

基因组从头设计也有了长足发展. Baker团队 [92]在 

2019年使用计算机从头设计并合成了一个0.8 Mb大 

小, 含680个基因的弯曲杆菌基因组必需基因部分, 其 

中有超过80%的基因能够保持原本功能. 除了对最小 

基因组的探索, 合成原核生物基因组的另一个研究方 

向是对原核生物基因组的完全重新编码. Chin团队 [6] 

在2019年设计并合成了一个4 Mb的大肠杆菌基因组, 
其中将天然64种密码子中的3种替换为其同义密码子, 
最终创造了一个仅使用61种密码子来编码20种标准氨 

基酸的大肠杆菌. 对基因组进行重编码不仅为引入非 

天然氨基酸、创造新型蛋白质提供了可能, 也使该菌 

株对某些依赖宿主细胞的完整翻译系统的病毒具备了 

天然的抵抗力. 2025年, 该团队进行了更进一步的重编 

码, 合成了仅含有57个密码子的大肠杆菌基因组 [18], 
为非天然氨基酸的引入提供了更多可选择的空密码 

子. Isaacs团队 [93]通过将所有基因组中的TGA终止密 

码子替换为同义的TAA, 结合对tRNA和释放因子2 
(RF2)的工程化改造减少了对UGA的识别, 同时引入 

与大肠杆菌兼容的正交翻译系统, 得到了将UAG和 

UGA作为非天然氨基酸密码子的大肠杆菌. 这些研究 

为从根本上理解生命、设计具有病毒抗性等全新功能 

的人造细菌开辟了前所未有的道路. 

4.2 真核生物基因组复活 

与原核生物相比, 真核生物基因组规模更大、结 

构更复杂(包含多个线性染色体、大量非编码区和重 

复序列), 其完全合成面临着巨大挑战. 尽管如此, 在该 

领域也已取得里程碑式的成就, 其中最引人注目的是 

Sc2.0. Sc2.0的目标是从头设计并化学合成酿酒酵母 

的全部16条染色体 [94]. 该项目的目标不仅是合成酿酒 

酵母基因组, 更是创造一个经过全新设计的模块化、 

可编辑的基因组 [26]. Sc2.0的设计原则包括: 基因组精 

简、密码子替换、引入快速重排系统和引入tRNA辅 

助染色体. 2014年, Boeke团队 [95]率先实现了Ⅲ号染色 

体的完全合成, 2014~2023年期间全球多个团队通力合 

作, 实现了全部16条染色体以及1条人工tRNA染色体 

的合成 [7,28~30,77,96,97]. 目前已经实现了用7.5条合成染色 

体替代野生染色体, 创造了由50%以上合成染色体操 

纵的酿酒酵母 [49]. Sc2.0的下一个目标是将全部17条人 

工合成染色体完全转入酿酒酵母细胞, 创造一个完全 

由人工合成染色体控制的酿酒酵母细胞. Sc3.0则提出 

了对酿酒酵母基因组的进一步重构与精简以实现工业 

运用与进一步模块化设计的目标 [98]. 戴俊彪团队发起 

的小立碗藓基因组合成计划SynMoss也实现了18号染 

色体左臂的合成 [99], 并提出了与Sc2.0类似的基因组设 

计原则, 发布了基因组设计工具GenoDesigner [100]. 以 

合成哺乳动物基因组为目标的GP-Write计划也正在进 

行中, 目前已经开发了用于Gb级别基因组设计的计算 

机辅助设计(CAD)平台 [101]. Boeke团队开发了向哺乳 

动物细胞内整合上百kb长度DNA的Big-IN技术 [102], 
该团队也提出了用于哺乳动物基因组合成的mSwAP- 
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In技术, 实现了向小鼠基因组内写入数百kb大小的人 

类基因片段 [86]. 这些研究为深度解析真核生命蓝图、 

创造高度可编辑的人造真核细胞奠定了坚实基础. 

5 总结与展望 

大片段DNA组装不断更新迭代, 以REXER, CLA
BIA, YLC和HAnDy等为代表的组装技术不断涌现, 通 

过结合细胞内源重组机制、酵母交配与CRISPR/Cas9 
基因编辑工具, 显著提升了组装的效率、精度和规模. 
完成组装后, 大片段DNA可以在组装细胞中直接发挥 

作用, 或根据需要转移至其他受体细胞中. 目前已经开 

发了包括阳离子聚合物转染、细菌接合、酵母交配、 

细胞融合在内的多种大片段DNA转移技术, 有效保护 

了DNA的完整性, 并实现了跨物种的大片段DNA转 

移. 将人类免疫、代谢相关基因簇导入模式动物, 构 

建了用于疾病研究和药物筛选的人源化模型. 人工合 

成病毒基因组已成功复活并应用于医疗. Venter团队 

创造了拥有最小基因组的支原体JCVI-syn3.0. 国际 

Sc2.0项目从头设计与合成了酿酒酵母的全部染色体. 
大片段DNA的组装、转移与异源表达仍面临诸 

多挑战. 在大片段DNA的组装方面, 合成基因组领域 

已经具备了高效组装Mb级别大片段DNA的能力, 然 

而, 更大规模的DNA组装, 仍然是组装领域的技术空 

白与重大挑战, 如合成组装10 Mb级完整真核微生物 

基因组. 组装结构更为复杂的大片段DNA是另一个挑 

战, 如高度重复的序列. 在大片段DNA的转移方面, 目 

前细胞间转移方法所使用的供体细胞仅局限于数种细 

胞, 转移的尺度、效率与普适性都难以满足更大的 

DNA片段操作的需要, 同时转移的大片段DNA在受体 

细胞内的稳定遗传也是一个巨大挑战. 在大片段DNA 
异源表达方面, 未来的研究必须深入到基因组表达的 

更底层的规律, 如探索表观遗传修饰、三维基因组结 

构和时序性基因表达调控网络的规律, 以确保合成基 

因组能在宿主细胞中正常遗传、表达. 在基因组复活 

这一基础研究领域, 目前仅能实现病毒与部分原核生 

物的基因组复活, 在不久的未来, 除了化学合成基因 

组替换同源宿主基因组实现功能复活, 有望实现对真 

核微生物基因组的异源复活. 这不仅有助于深入理解 

生命的基本机制, 还有望开创“人造生命”和物种保护 

的新研究途径. 大片段DNA的组装、转移与基因组复 

活技术为深入理解生命、理性改造生命乃至从头创造 

全新的生命形式提供了前所未有的强大工具和无限 

可能.   
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