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摘   要：基因合成技术是支撑合成生物学发展的使能技术。现有的基因从头合成技术存在操作步

骤多、效率低、错误率高且长度有限等问题，难以支撑合成生物学日益拓展的庞大需求。其中 DNA
片段的组装和纠错是基因合成的关键环节。本研究首先通过平衡序列设计软件能力、PCR 扩增能

力以及组装酶组装能力等参数，将约 10 kb 病毒基因组序列进行合理拆分后设计寡核苷酸序列；然

后使用高保真聚合酶进行两步 PCR 反应，完成 3.0 kb DNA 片段的从头合成，并使用 T7 核酸内切

酶 I 分别对不同阶段的 PCR 产物进行纠错反应；最后将从头合成并经过纠错的 3.0 kb DNA 片段进

行约 10 kb 片段的组装并测序验证。结果表明，本方法可成功获得约 10 kb DNA 片段，有效降低

组装过程中的大片段突变概率，组装错误率最低可至 0.36 errors/kb。综上，本研究开发了一种高

效从头合成约 10 kb 病毒基因组方法，辅以 T7 核酸内切酶 I 纠错，可 1 d 内获得约 10 kb 病毒基因

组片段，5 d 内获得病毒基因组的正确质粒。该方法优化了基因从头合成流程，降低了错误率，简

化了合成与组装步骤，并进一步降低了病毒基因组组装成本。 
关键词：基因组装；从头合成；纠错；T7 核酸内切酶 I 
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An efficient assembly method for a viral genome based on T7 
endonuclease I-mediated error correction 
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Abstract: Gene synthesis is an enabling technology that supports the development of synthetic 
biology. The existing approaches for de novo gene synthesis generally have tedious operation, 
low efficiency, high error rates, and limited product lengths, being difficult to support the huge 
demand of synthetic biology. The assembly and error correction are the keys in gene synthesis. 
This study first designed the oligonucleotide sequences by reasonably splitting the virus genome 
of approximately 10 kb by balancing the parameters of sequence design software ability, PCR 
amplification ability, and assembly enzyme assembly ability. Then, two-step PCR was 
performed with high-fidelity polymerase to complete the de novo synthesis of 3.0 kb DNA 
fragments, and error correction reactions were performed with T7 endonuclease I for the 
products from different stages of PCR. Finally, the virus genome was assembled by 3.0 kb DNA 
fragments from de novo synthesis and error correction and then sequenced. The experimental 
results showed that the proposed method successfully produced the DNA fragment of about 
10 kb and reduced the probability of large fragment mutations during the assembly process, with 
the lowest error rate reaching 0.36 errors/kb. In summary, this study developed an efficient de 
novo method for synthesizing a viral genome of about 10 kb with T7 endonuclease I-mediated 
error correction. This method enabled the synthesis of a 10 kb viral genome in one day and the 
correct plasmid of the viral genome in five days. This study optimized the de novo gene 
synthesis process, reduced the error rate, simplified the synthesis and assembly steps, and 
reduced the cost of viral genome assembly. 
Keywords: gene assembly; de novo synthesis; error correction; T7 endonuclease I 

 
基因的从头合成是合成生物学的基石，随

着人类对生物基因组的认知逐渐深入，使得任

何需要的 DNA 都可能被合成出来，这对于探索

难以获取天然序列的基因信息至关重要。基因

的从头合成不仅在检测试剂研发、药物与疫苗

研制以及信息存储等应用研究发挥重要作用，

也是基因功能甚至生命功能探索不可或缺的技

术手段。 
近 30 年来合成基因组学蓬勃发展，2002 年

脊髓灰质炎病毒基因组被成功合成，标志着基

因组合成时代的正式开始[1]；2016 年 Hutchison
等[2]设计并制造了最简单的人工合成生命体，证

明我们已经跨入了创造生命的新阶段；2017 年

Science 杂志的 7 篇文章报道了 5 条酵母染色体

的从头设计与合成[3-10]，2023 年研究人员完成了

酵母全部 16 条染色体合成，最新成果于 11 月份

发表在 Cell Genomics[11]，这是合成生物学的

一个里程碑。DNA 从头合成技术主要涉及“设
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计 -寡核苷酸 (oligos)合成 -DNA 短片段合成 - 
DNA 片段纠错-DNA 片段拼接组装”这 5 个方面。 

基因组设计需根据序列特性并辅以热动力

学原理、启发式算法等使基因合成的初始元件

在一定范围内具有相对统一的 Tm 值、较少的二

级结构和错配等，最终将其拆分为几十个甚至上

百条 oligos[12]。目前 oligos 合成主要使用固相亚

磷酰胺化学法通过自动化合成仪进行[13-14]，通

过不断循环“脱保护 -偶联 -加帽 -氧化”的步骤

延长 oligos 的长度，得到粗品后根据需要选择脱

盐、寡核苷酸纯化柱(oligonucleotide purification 
cartridge, OPC)、聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamide 
gel electrophoresis, PAGE)及高效液相色谱(high 
performance liquid chromatography, HPLC)等纯

化方式纯化 oligos，其产量和纯度也随着 oligos
长度的增加而不断下降。 

长片段 DNA 分子组装较难且在体外操作

时易断裂，因此通常先进行短片段 DNA 的组

装。短片段 DNA 组装的主要方式为胞外组装，

常用组装方法包括连接酶链式组装反应(ligase 
chain reaction, LCR)和聚合酶链式组装反应

(polymerase chain assembly, PCA)[15-16]。其中

LCR 法所使用的 oligos 之间高度重叠无间隙，

并需要对其 5′端进行磷酸化处理，通过耐热连

接酶将 oligos 连接为双链 DNA 短片段。PCA
法使用具有 15–25 nt 互补末端的 oligos，通过

PCR 扩增的原理获得较小的 DNA 片段，然后

以此为模板进一步 PCR 富集目的片段[17]。该方

法无需额外对 oligos 进行磷酸化处理且所需数

量减少，降低了操作难度和成本，但由于没有

杂交处理过滤错误使其错误率略高。现有的

DNA 拼接技术主要包括依赖 IIS 型限制性内切

酶的 Golden gate 拼接技术、依赖同源序列的

Gibson 拼接技术和不依赖序列和连接的克隆技

术 (sequence and ligation independent cloning, 

SLIC)等[18-19]。 
目前，基因合成的错误率为 1–10 errors/kb[20]。

合成错误可能由起始 oligos 纯度、PCR 扩增或

者连接过程中的引物错配、片段性的插入或缺

失、单碱基的突变等因素造成。为了实现基因

的高效率合成，纠错就显得尤为重要。现有的

纠错酶主要包括具有错配切割酶功能的 T4 核

酸内切酶 VII、T7 核酸内切酶 I、核酸内切酶 V
等，可以识别碱基错配、异源双链 loop 环和分

支 DNA，并对其进行切割；商品化纠错酶

CorrectASE 和 Surveyor，也可识别错配双链并

进行切割；来源于生物体内的一对 MutS 和

MutL 蛋白，可以通过共同作用对错配碱基进行

识别和修复[21-22]。 
常规的基因合成与组装方法往往采取逐级

拼装的方式：首先合成 1.0 kb 以内的短片段，

对合成的质粒不断重复“酶切-拼接-质粒构建”
的操作，从而实现长片段的合成与组装，该方

法费时费力且多为重复性劳动。因此，本研究

开发了一种高效的从头合成与组装技术，结合

T7 核酸内切酶 I 纠错，以期缩短 DNA 长片段

的组装时间并降低长片段组装的错误率。 

1  材料与方法 
1.1  试剂和仪器 

Q5 热启动高保真 Mix、T7 核酸内切酶 I、
NEB Builder高效 DNA组装 Mix (纽英伦生物技

术有限公司)；DNA 产物磁珠纯化试剂盒(上海

碧云天生物技术有限公司)；质粒提取试剂盒(北
京全式金生物技术股份有限公司)；氨苄青霉素

(北京索莱宝科技有限公司)；BigDye Terminator 
v3.1 循环测序试剂盒(赛默飞世尔科技有限公

司)；测序产物磁珠纯化试剂盒(北京擎科生物科

技股份有限公司)。 
PCR 仪(伯乐生命医学产品有限公司)；凝
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胶成像系统(上海天能生命科学有限公司)；标

准振荡培养箱(Rigns Biotechnology Co. Ltd.)；
细菌恒温培养箱 (上海一恒科学仪器有限公

司)；离心机(艾本德国际贸易有限公司)；涡旋

仪(Scilogex llc 公司)；DNA 合成仪(江苏领坤生

物科技有限公司)；DNA 分析仪(赛默飞世尔科

技有限公司)。 

1.2  菌株、载体及培养基 
使用 pACYC载体(本实验室保存)构建病毒

基因组质粒；使用 NEB10-beta 感受态细胞(北
京博迈德基因技术有限公司)对连接产物进行

转化；使用 LB 培养基对菌株进行常规培养，

其中 LB 液体培养基由 10 g/L 胰蛋白胨、5 g/L
酵母浸出粉和 10 g/L NaCl 配制而成，LB 固体

培养基为 LB 液体培养基加入 15 g/L 琼脂粉，

LB 抗性培养基要额外添加终浓度为 100 μg/mL
的氨苄抗生素。 

1.3  病毒基因组、引物设计及合成 
以增加 CMV 启动子、重组序列等其他辅

助序列后的登革热病毒 2 型(dengue virus type 
2, DENV2)基因组 (10 963 bp)和人肠道病毒  
71 型(human enterovirus type 71, EV71)基因

组(9 251 bp)为组装模板，分别在基因组的 5′
端和 3′端添加 80 bp pACYC 载体同源序列，基

于现有的 oligos 设计能力、PCR 聚合酶扩增能

力和组装酶组装能力间的平衡，将 DENV2 基

因组序列大致等分为 4 段约 3.0 kb 的 DNA 片

段，EV71 基因组序列大致等分为 3 段约 3.0 kb
的 DNA 片段，每个片段之间含有 80 bp 的同源

序列。 
使用本地化 DNAWorks 软件设计组装引

物，每条 oligo 设置为 60 nt，退火温度设置为

65 ℃，运行程序设计 oligos，对 Tm 值超过 3 ℃
的引物再次调试 oligos 长度和退火温度直至 Tm

值≤3 ℃。引物设计完成后由本实验室合成。 

1.4  DNA 片段合成、纠错与组装 
1.4.1  3.0 kb DNA 片段合成 

将 3.0 kb 拆分的 oligos 溶解后分别等体系

混合为 oligos mix，按表 1 所示配置 PCR 反应

体系，并按说明书进行 PCR 反应。 
 

表 1  第一步 PCR 体系 
Table 1  The first step of PCR system 
Component Volume (μL) 
Q5 High-Fidelity 2×Master Mix 10.0 
Oligos Mix (10.0 μmol/L) 4.0 
Nuclease-free water 6.0 
Total volume 20.0 

 

第一轮 PCR 结束后，从产物中取出 1.0 μL
作为第二轮 PCR 反应的模板，使用每个 3.0 kb
片段 oligos 的第一条与最后一条作为第二轮扩

增的引物。第二轮反应体系和程序均参照说明

书进行。 
两轮 PCR 反应结束后，使用 Qubit 4.0 检测

PCR 产物浓度和纯度，使用琼脂糖凝胶电泳检

测目的条带正确性。 

1.4.2  3.0 kb DNA 片段纠错 
为验证和提高 T7 核酸内切酶 I 的纠错效

果，分别于第一轮 PCR 结束后、第二轮 PCR
结束后及两轮 PCR 结束后均进行纠错反应。纠

错反应流程参照 T7 核酸内切酶 I 说明书并进行

些许改动。按照表 2 所示配置纠错反应体系。 
体系配置完成后，95 ℃孵育 5 min 进行变

性。随后从 95 ℃以 2 ℃/s 的速度进行梯度退火

至 85 ℃，再以 0.1 ℃/s 的速度进行梯度退火至

25 ℃。退火完成后加入 T7 核酸内切酶 I 1.0 μL，

37 ℃孵育 15 min。 
 

表 2  纠错体系 
Table 2  Error correction system 
Component Volume/Quantity 
DNA 200 ng 
10×NEBuffer 2 2 μL 
Nuclease-free water To 19 μL 
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第一轮 PCR 反应结束后的纠错反应于第一

轮 PCR 反应结束后进行，取 200 ng PCR 产物

进行纠错，纠错结束后取 80 ng 纠错产物进行

第二轮 PCR 反应，随后再进行病毒全基因组组

装；第二轮 PCR 反应结束后的纠错反应于第二

轮 PCR 反应结束后进行，取 400 ng PCR 产物

进行纠错，纠错结束后使用产物进行组装；两

轮 PCR 均纠错的反应于第一轮 PCR 反应结束

后，取 200 ng PCR 产物进行纠错，纠错结束后

取 80 ng 产物进行第二轮 PCR 反应，反应结束

后取 400 ng PCR 产物进行纠错，纠错结束后使

用产物进行组装。 

1.4.3  病毒全基因组组装 
使用 NEB Builder 无缝克隆组装试剂盒构

建病毒基因组质粒，每个 3.0 kb 的 DNA 片段与

pACYC 载体按照等摩尔数进行配比，体系配置

完成后 50 ℃孵育 1 h。使用 NEB10-beta 感受态

细胞转化连接产物，菌液复壮后涂布于含有氨

苄抗性的 LB 固体培养基中过夜培养。 
挑取单菌落进行菌液 PCR 鉴定，使用跨越

3.0 kb DNA 片段的引物(表 3)进行 PCR 扩增，

均能扩增出目的条带的菌落为阳性菌落。将阳

性菌落扩繁后进行质粒提取。质粒提取使用质

粒提取试剂盒并参照说明书进行。质粒提取完

成后，使用测序引物(表 4)对病毒基因组进行一

代 Sanger 测序，测序结果使用 SnapGene 软件

进行比对。 

1.4.4  病毒全基因组序列拼接 
根据质粒测序结果挑选 2–3 个质粒并从中

选择正确序列的部分，从全基因组合成的引物中

挑选合适引物(相邻片段的 oligo 之间含有 overlap
序列)扩增正确序列，PCR 反应体系和程序均参

照说明书进行。将 PCR 产物使用磁珠纯化试剂

盒进行纯化后与载体进行组装，随后进行转化、

质粒提取(挑选 3 个菌落)并测序，以期获得全基因

组序列正确的质粒。 

2  结果与分析 
本研究建立了一种病毒基因组从头合成及

组装技术，通过合理设计 oligos、两轮 PCR 扩

增、T7 核酸内切酶 I 纠错及 Gibson 组装等系列

操作可高效组装约 10 kb 病毒基因组，其具体

组装流程如图 1 所示。 

2.1  3.0 kb DNA 片段合成及纠错 
使用 DNAWorks 软件针对 DENV2 基因组

设计了 316 条 oligos，EV71 基因组设计了 243 条

oligos。通过第一轮 PCR 反应合成 3.0 kb 片段，

通过第二轮 PCR 反应富集目的片段。使用 T7 
 

表 3  阳性菌落鉴定引物 
Table 3  Primers for positive colony identification 
Virus type Primer name Sequence (5′→3′) 
DENV2 81-P1F GTGAAGTTAACTATTATGACAGGAGACATCAAAGGAATCATGCAGGCAGGAAAACGATCT 

81-P1R TGTCATTGAGTGCACTTTCTATCCAATAACCCATATCGGCATGGACGGCTCTGTTGTCTT 
81-P2F GCATATGTGAGTGCTATAGCCCAGACTGAAAAAAGCATTGAAGACAACCCAGAGATCGAA
81-P2R GTGGGTCACTGGCATAGGTCCTGCCAGAATCACCCGCTCTTCACCATCTGTTAGTATGAC 
81-P3F TCTTCATCCCGCCAGAAAAGTGTGACACATTATTGTGTGACATAGGGGAGTCATCACCAA 
81-P3R TGGTCTTGGTCATAGTGCCATGATGTTTCATGCTCTTGCTTTATTTTTTCTATTCTTTTC 

EV71 71-P1F AATGGGAGTTTGTTTTGGCACC 
71-P1R TGACCCAGTAAGGTGGATTGCCATGGTCCATTTCGCCCAGGATCGGCTCTAAACACCGCA 
71-P2F TCCACCGTAGACTTCATTCCACCAATGGCTTCTCTCGAGGAGAAGGGAGTTTCCTTCACC 
71-P2R TCTATCTCTAAGTTGGATAGCTTTCCCACACACTAATGGGCTGCAACGTTTGAAATTTGC 
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表 4  病毒基因组测序引物 
Table 4  Sequencing primers for virus genomes 
Virus  
type 

Primer  
name 

Sequence (5′→3′) 

DENV2 CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 
Seq-81-1 ACGTACAAGTGTCCCCTTCT 
Seq-81-2 ATGGGGAAATGGATGTGGAC 
Seq-81-3 ATGGAACAATAGTTATCAGA 
Seq-81-4 TATCCAGAAAGCCCATGAAG 
Seq-81-5 CATCTAGGTAAGCTTGAGAT 
Seq-81-6 TGGAAAAGTATCAATTGGCA 
Seq-81-7 GGCTGAACTGGAAGATGGAG 
Seq-81-8 TTCCAATAAGATACCAGACC 
Seq-81-9 AGGAAGAAATCCAAAAAATG 
Seq-81-10 GATCTTTTTATTCTTGATGA 
Seq-81-11 ATCATGAAAAACCCAACTGT 
Seq-81-12 TGTCAACATATGGGTGGAAT 
Seq-81-13 ACAGATGGCAATGACAGACA 
Seq-81-14 AACTAGCCGAGGCCATTTTC 
Seq-81-15 TTGGGTTCCAACAAGTCGAA 
SV40-R GAAATTTGTGATGCTATTGC 

EV71 CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 
Seq-71-1 TGCTTATGGTGACAATTAAA 
Seq-71-2 ATCATCAGTACCTTTAAGTG 
Seq-71-3 ATCACTGTAACAGGGACCCT 
Seq-71-4 CTACCGATCAGGGTTCTGCA 
Seq-71-5 AATCCACCTTACTGGGTCAG 
Seq-71-6 GCTGAGACCACTCTTGATAG 
Seq-71-7 TAAGCCAACTGGTGCCAGTC 
Seq-71-8 TGATCAGAAGTGATTACGAC 
Seq-71-9 ACAGTGATGGATGATTTGTG 
Seq-71-10 ATCCATCGCCACAGTAGTGG 
Seq-71-11 CGCAGGCCTCAAAAGGAGTT 
Seq-71-12 TGGGACGATAACTGGATCAG 
Seq-71-13 GTGCCTCCTAGCATGGCATA 
SV40-R GAAATTTGTGATGCTATTGC 

 
核酸内切酶 I 对 PCR 反应的不同阶段辅以产物

纠错。未经纠错的两轮 PCR 后的 3.0 kb 目的片

段如图 2 (1A 和 2A)所示，显示出特异性目的条

带，无拖尾、非特异和引物二聚体；只进行第一

轮 PCR 产物纠错后的凝胶电泳结果如图 2 (1B
和 2B)所示，无明显目的条带且出现大量弥散，

表明第一轮 PCR 产物产量极低且错误序列被

T7 核酸内切酶 I 进行了切割；只进行第二轮

PCR 产物纠错后的凝胶电泳结果如图 2 (1C 和

2C)所示，出现目的条带但有拖尾现象，表明第

二轮 PCR 可有效富集目的片段，且错误序列被

大量切割；两轮 PCR 后均进行纠错的第一次纠

错后的凝胶电泳结果如图 2 (1D 和 2D)所示，同

样无明显目的条带且出现大量弥散，与图 2 (1B
和 2B)结果相同，第二次纠错后的凝胶电泳如

图 2 (1E 和 2E)所示，目的条带明显且较图 2 (1C
和 2C)减少了弥散情况，表明纠错两次效果更优。 

2.2  病毒全基因组菌落鉴定 
分别将未纠错和各轮纠错后的 3.0 kb DNA

片段与载体连接构建质粒，对获得的单克隆进

行阳性鉴定。各类质粒的鉴定结果如表 5 所示，

其中未纠错的产物和只针对第一轮 PCR 反应后

纠错的产物所构建的单克隆均具有较高的阳性

率，约为 75%–90%，而只针对第二轮 PCR 反

应后纠错和两轮 PCR 反应后都进行纠错的产物

构建的单克隆阳性率较低，只有 10%左右。 
 

 
 

图 1  病毒基因组组装流程图 
Figure 1  Flow chart of viral genome assembly. 
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图 2  3.0 kb DNA 片段合成及纠错后琼脂糖凝胶电泳图 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis of 3.0 kb DNA fragment synthesis and error correction. 1 and 2 represent 
DENV2 and EV71, respectively; 1A and 2A are 3.0 kb DNA fragments after 2 rounds of PCR that have not 
been corrected; 1B and 2B are 3.0 kb DNA fragments corrected after the first round of PCR; 1C and 2C are 
3.0 kb DNA fragments corrected after the second round of PCR; 1D and 2D are the 3.0 kb DNA fragments 
corrected after the first round of PCR in two rounds of error correction; 1E and 2E are 3.0 kb DNA fragments 
corrected after the second round of PCR in two rounds of error correction. Lane 1 and 2 in 1A–1E represent 
the first 3.0 kb DNA fragment of DENV 2; Lane 3 and 4 represent the second 3.0 kb DNA fragment; Lane 5 
and 6 represent the third 3.0 kb DNA fragment; Lane 7 and 8 represent the fourth 3.0 kb DNA fragment. Lane 
1 and 2 in 2A–2E represent the first 3.0 kb DNA fragment of EV71; Lane 3 and 4 represent the second 3.0 kb 
DNA fragment; Lane 5 and 6 represent the third 3.0 kb DNA fragment. M: D5000 marker. 
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2.3  基于纠错反应的 10 kb 病毒全基因

组质粒错误率 
使用 Sanger 一代测序法对 DENV2 和 EV71

的全基因组质粒进行测序，并使用 SnapGene
软件对测序结果进行比对。分别统计了两个病

毒质粒的错误率，结果如表 6 所示。其中 DENV2
在 3′ UTR 区域大约 100 bp 的范围极容易发生

约 84–88 bp 的片段缺失或插入，而使用 T7 核

酸内切酶 I 对其进行两轮纠错可有效改善这一

现象，在测序的 16 个质粒中未出现片段的缺失

和插入现象。在统计 DENV2 基因组组装错误

率时，为了研究 T7 核酸内切酶 I 对单碱基突变

的纠错效率，将 84–88bp 的大片段缺失或插入

部分单独统计，不列入错误率统计范围。在组

装过程中对 PCR 产物只进行一轮纠错可降低错

误率 11.19% (第一轮 PCR 后纠错)和 22.38% (第
二轮 PCR 后纠错)，而对 PCR 产物进行两轮纠

错可降低错误率 35.50%，且获得 1 个质粒只发

生了 4 个碱基突变，错误率仅为 0.365 errors/kb。
EV71 所有单克隆未出现片段性的插入和缺失，

在组装过程中对 PCR 产物只进行一轮纠错可降

低错误率 43.46% (第一轮 PCR 后纠错)和 29.53% 
(第二轮 PCR 后纠错)，而对 PCR 产物进行两轮

纠错可降低错误率 55.07% (表 6)。 
分别统计测序质粒中不同错误类型的错误

率，结果如图 3 所示。缺失是本研究中主要的

错误类型。在缺失错误中，更容易出现 A 碱基

的缺失；插入错误未表现出明显的偏好性；而

在突变错误中，在所有的质粒中均未统计到 T
突变为 A 的情况，并且 A 突变为 T，G 突变为

C 和 C 突变为 G 的频率也极低。T7 核酸内切酶

I 对所有错误类型没有表现出明显的偏好性。 

2.4  病毒全基因组序列合成 
以错误率最低的质粒为拼接主体，从中首

先挑选出正确序列的部分，再从其他测序质粒

中挑选 1–2 个质粒补充主体质粒错误部分的正

确序列，跨片段的引物选择具有 overlap 的部

分，分别通过 PCR 扩增的方法获得正确的片段，

随后将正确的片段与载体连接后构建质粒。 
 

表 5  病毒全基因组阳性菌落鉴定表 
Table 5  Statistical table for identification of 
positive colonies in the whole genome of viruses 
Virus  
type 

Error correction stage Colony  
positivity  
rate (%) 

DENV2 No correcting errors 85 
After the first round of PCR 90 
After the second round of PCR 9 
After two rounds of PCR 10 

EV71 No correcting errors 79 
After the first round of PCR 75 
After the second round of PCR 13 
After two rounds of PCR 9 

 

 
表 6  病毒基因组组装错误率统计表 
Table 6  Statistical table for error rate of virus genome assembly 
Virus type Error correction stage Sequencing plasmids  

numbers 
Large mutant  
plasmids numbers 

Error rate 
(errors/kb) 

Error rate  
range 

DENV2 Not correcting errors 18 7 1.448 1.095–2.280 
After the first round of PCR 19 6 1.286 0.639–2.280 
After the second round of PCR 15 6 1.124 0.730–2.463 
After two rounds of PCR 16 0 0.934 0.365–1.553 

EV71 Not correcting errors 10 0 3.129 2.180–5.777 
After the first round of PCR 10 0 1.769 1.199–2.507 
After the second round of PCR 10 0 2.205 1.744–3.379 
After two rounds of PCR 10 0 1.406 0.763–2.180 
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图 3  T7 核酸内切酶 I 去除错误的效率分析 
Figure 3  Analysis of T7 endonuclease I removal errors. 

 
DENV2 和 EV71 均通过拼接方法在 3 个质粒中

获得了正确质粒。 

3  讨论与结论 
基因的从头合成是人类深度认知生命的有

效工具。本研究建立了一种高效的 10 kb 左右

病毒基因组的组装方法，通过从头合成 DENV2
进行方法开发，并通过 EV71 从头合成验证了

该方法的通用性。 
序列分析设计是基因从头合成的关键步
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骤。现有的序列设计软件，无法一步设计出   
一个约 10 kb 病毒全基因组的 oligos，且无法通

过 PCR 将 10 kb 的病毒全基因组一次性从头合

成，因此序列的拆分就尤为重要。通过平衡序

列设计软件的能力、PCR 扩增的能力以及组装

酶的组装能力，研究将序列拆分为约 3.0 kb 的

DNA 片段。该方式既可以在较短时间内设计出

oligos，又可一次性在 PCR 扩增时获得足够产

量的目的序列，还可通过组装酶一次性将所有

DNA 片段组装成功。同样 oligos 的设计也非常

关键，首先需确定 oligos 的长度，根据现有 DNA
合成仪的合成能力，片段越长产量越低，纯度

也越低。短链 oligos 虽然能获得高纯度产物，

但增加了错配风险且成本较高。最终，通过平

衡纯度、DNA 片段合成准确率及成本，本研究

将 oligos 长度设定在 60 nt。同样为了保证 PCR
聚合酶的扩增效率及特异性，将 Tm 值设定   
为 65 ℃。 

T7 核酸内切酶 I 能识别并切割不完全配对

DNA、Holliday 结构以及异源双链 DNA，利用

其特点，本研究选择两轮 PCR 后均进行纠错的

操作流程，结果发现该纠错酶除对个别突变类

型没有明显改善外，对大部分的错误类型都可

完成有效切割，广谱性较高。另外实验结果发

现使用纠错后产物进行组装时，会产生单克隆

阳性率降低现象，这可能是因为 T7 核酸内切酶

I 可以识别并切割错误片段，而较长错误片段的

切割会导致基因片段缺失，缺失后的基因片段

也可能构建成质粒并转化进大肠杆菌感受态细

胞中。因为在对单菌落进行 PCR 鉴定以及后续

的测序质控时，发现大部分假阳性单菌落不是

空载体，而是含有部分病毒基因组的片段。 
Sequeira 等[23]于 2016 年分别表达了 T7 核

酸内切酶 I 及融合麦芽糖结合蛋白基因的 T7 核

酸内切酶 I，以测试其在体外基因合成过程中切

割错配纠正错误的能力。在该研究中，Sequeira
等[23]以包含有 lacZ 启动子的绿色荧光蛋白基因

作为基因合成模板，全长共计 967 nt，通过两

轮 PCR 的方法扩增该基因片段，随后进行变性-
退火步骤形成含有错配的异源双链，再分别使

用 T7 核酸内切酶 I 和融合 T7 核酸内切酶 I 进

行一次切割，最后进行第三轮 PCR 以增加正确

序列的比例。通过该方法 T7 核酸内切酶 I 将错

误率从 3.45 errors/kb 降低为 0.84 errors/kb，融合

T7 核酸内切酶 I 将错误率降低为 0.43 errors/kb。
该研究[23]证明了 T7 核酸内切酶 I 在体外基因合

成过程中纠正错误序列的有效性，但其合成片

段较短(967 nt)、操作流程复杂。本研究从头合

成了 3.0 kb DNA 片段，并用 T7 核酸内切酶 I
进行纠错，进而组装成 10 kb DNA 片段，错误

率最低可至 0.36 errors/kb，且有效修正了 DNA
长片段合成与组装过程中出现的片段缺失问

题。本研究在更长的 DNA 片段合成中测试了

T7 核酸内切酶 I 的纠错效果，结果表明，该酶

是建立 DNA 长片段精准快速合成方法的重要

支撑。 
病毒基因组序列特殊复杂，且与工程菌株

相互影响，不同基因序列合成难易程度存在差

异[20]。本研究虽然使用 T7 核酸内切酶 I 有效提

高了基因组合成的正确率，但是在合成与组装

EV71 基因组时错误率仍然颇高。为获得完全正

确的序列，质粒的再次拼接就显得尤为重要。

本研究首先以 EV71 错误率最低的质粒为“拼接

主体”，扩增其正确片段的部分；再从其他质粒

中寻找“拼接主体”有突变而该质粒正确的部分

进行扩增，扩增引物只需要选择基因合成时的

oligos，仅通过一轮 PCR 扩增后进行亚克隆就

获得了正确的 EV71 基因组单克隆。 
常规的基因组拼装方法从 1.0 kb 以内的

DNA 短片段开始，通过不断将短片段构建到质
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粒上测序，再将质粒酶切后重新拼装成更大的

DNA 片段的循环步骤来逐级拼接，通常一个

10 kb 的基因组序列可能需要重复 3−4 次才能

完成。这期间需要不断重复质粒酶切、质粒构

建、质粒提取及质粒测序的步骤，耗费大量人

力物力。本研究建立的 10 kb 病毒基因组组装

方法，通过合理地拆分序列，选取高保真聚合

酶进行合成，辅以 T7 核酸内切酶 I 的两次纠错，

通过一次性 Gibson 组装，在 1 d 内即可获得   
10 kb 的基因组序列，随后通过质粒测序和一次

拼接，大约 5 d 内可得到正确的 10 kb 病毒基因

组质粒。本研究开发的方法节省了时间和成本，

还可根据该方案合理开发自动化的基因组组装

方法，为基因组合成的标准化流程和自动化基

因组组装提供了方法支持和基础。 
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