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摘   要：为了寻找一种准确高效的多片段组装及多点突变方案，将目前常用的多片段组装方

法进行了整合与优化，并以果糖-1,6-二磷酸酶 1 (fructose-1,6-diphosphatase 1, FBP1)基因 4 位

点突变为例进行验证。通过引入突变位点和 Bsa I 识别序列连接含有突变位点的片段，经过酶

切 /连接反应后扩增组装成功的目的片段，并引入与线性化载体两端同源的序列，最后进行片

段与线性化载体的重组并转化大肠杆菌。经筛选与测序，得到 4 位点突变重组质粒。该方案

弥补了常规的 Gibson 组装和 Golden Gate 组装的部分缺点，是一种高效进行多片段组装和多

点突变的实验方案。  
关键词：定点突变；多片段组装；IIS 限制性内切酶；同源重组克隆 
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Abstract: To develop an accurate and efficient protocol for multi-fragment assembly and 
multi-site mutagenesis, we integrated and optimized the common multi-fragment assembly 
methods and validated the established method by using fructose-1,6-diphosphatase 1 (FBP1) with 
4 mutant sites. The fragments containing mutations were assembled by introducing mutant sites 
and Bsa I recognition sequences. After digestion/ligation, the ligated fragment was amplified with 
the primers containing overlap region to the linearized vector. The amplified fragment was ligated 
to the linearized vector and the ligation product was transformed into Escherichia coli. After 
screening and sequencing, the recombinant plasmid with 4 mutant sites was obtained. This 
protocol overcame the major defects of Gibson assembly and Golden Gate assembly, serving as 
an efficient solution for multi-fragment assembly and multi-site mutagenesis. 
Keywords: site-directed mutagenesis; multi-fragment assembly; IIS restriction endonuclease; 
homologous recombination and cloning 

 
对蛋白编码基因进行定点突变、片段缺失

和插入是对蛋白性质进行研究和改造的重要手

段。目前定点突变的方法主要有两类：质粒滚

环扩增和多片段组装。基于滚环扩增法的

Stratagene QuikChange 定点突变试剂盒在研究

中被广泛采用。Hunter 等使用 QuikChange 法对

哺乳动物糖异生关键蛋白果糖-1,6-二磷酸酶 1 
(fructose-1,6-bisphosphatase 1, FBP1)进行了定

点突变，发现 T32V 和 M178A 位点突变使得内源性

变构抑制剂 5ʹ-AMP 对 FBP1 的 IC50由 13.6 μmol/L
分别变为 809 μmol/L 和 3.78 μmol/L[1]；王睿等

发现对华根霉脂肪酶的点突变(S85C/Q145C)引
入的二硫键提高了酶的热稳定性 [2]。但是难以

单独通过 QuikChange 法进行片段的缺失或插

入[3]；除此之外，QuikChange 法需要进行质粒

骨架的扩增和模板的充分消化，对 PCR 酶的长

片段扩增能力及 Dpn I 内切酶消化模板的效率

有较高要求。实践中基于成本和时间的考虑，

一般只会对突变区域进行测序，质粒骨架扩增

中可能出现的突变难以被发现[4]。 
通过引物设计引入非配对碱基，再通过 PCR

扩增即可将突变位点引入至产物的两端。将含有

突变位点的片段进行组装，即可得到多点突变的

片段。而多片段组装不但可以用于点突变，还可

以进行片段的缺失或者插入，并且无需进行质粒

骨架的扩增，有效地弥补了 QuikChange 法的缺

陷。此外，在合成生物学中，多片段组装可以将

启动子、编码序列和终止子等元件按顺序组装到

载体上构成特定的表达模块，用于人工设计非天

然的代谢途径[5]。多片段组装还可以将绿色荧光
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蛋白(green fluorescent protein, GFP)等蛋白标记

或其他蛋白与目的蛋白融合，用于表达非天然重

组蛋白[6]。因此高效准确的多片段组装方法具有

更广泛的应用场景。 
目前常用的多片段组装方法较多，如重叠延

伸 PCR (overlap extension PCR, OE-PCR)、Golden 
Gate 组装、Gibson 组装和酵母体内组装法等。其

中酵母体内组装法步骤多、工作量大，仅在涉及

酵母的相关研究中使用，可以直接通过酵母体内

的同源重组完成载体构建[7]。重叠延伸 PCR 是传

统的多片段组装方法，也常被用于定点突变和片

段的缺失或插入。该方法成功的关键在于不同片

段之间的重叠区域能否在退火阶段正确结合，然

后互为引物延伸得到正确的融合片段。Heckman
等提出，需要通过对片段用量及退火温度的调整

优化来避免产生错误大小的组装片段[8]。重叠延伸

PCR 用于长片段或两个以上的多片段组装时效果较

差[4]。当需要进行多片段组装时，往往需要先进行

相邻两片段间的重叠延伸，逐渐融合得到更大的片

段，实验周期将随着片段数量增加而延长[9-10]。

Cha-aim 等的研究发现，片段之间重叠区域的序

列会对片段融合有较大的影响，即使延长重叠区

域的长度，改变退火温度有时也无法产生融合片

段[11]。GC 含量的不合适、复杂二级结构都可能

会导致融合失败[12]。还有研究者提出了其他优化

的策略，例如加入 GC 增强剂等[13]。因此实践中

重叠延伸 PCR 影响因素较为复杂，有时需要反复

优化实验条件才能获得融合片段再克隆到载体

上，导致实验周期延长甚至无法获得融合片段。 
Gibson 组装和 Golden Gate 组装是近年来常

用的多片段一步组装方法，也被用于定点突变载

体的构建。程盈盈等利用 Gibson 法对细胞周期

蛋白依赖性激酶 4 (cyclin-dependent kinase 4, 
CDK4)进行了单点和两点突变 [14]；Yan 等将

Golden Gate 组装用于多点突变载体的构建[3]。相

较于重叠延伸 PCR 法，这两种一步组装法步骤明

显简化，但这两种方法仍有一些不足：Gibson 组装

受影响因素较多，当片段数量增加时，重组效率会

显著降低且容易发生错误的重组[15]；Golden Gate
组装的“一锅法”酶切-连接反应用于多片段组装时

准确度高，但对载体有一定的限制[16]。 
为了弥补上述方法在多片段组装及多点突

变 应 用 中 的 不 足 ， 本 研 究 以 fbp1 基 因

(NM_019395.3)进行 4 位点突变为例，将 Golden 
Gate 组装和 Gibson 组装进行组合，并且对实验

操作流程进行了优化，提供了一种高效、准确并

且容易操作的多片段组装方法。 

1  材料与方法 
1.1  菌种和质粒 

大肠杆菌DH5α 购自生工生物工程(上海)股份

有限公司，质粒 pET28a 和 pET28a-FBP1 为本实验

室保藏。使用氯化钙法制备大肠杆菌感受态[17]。 

1.2  试剂 
2×KeyPo Master Mix、2×Rapid Taq Master 

Mix、DNA 凝胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒购

自南京诺维赞生物科技股份有限公司。BamH I、
Xho I、Bsa I 购自 New England Biolabs；T4 DNA 
Ligase 和 Seamless Cloning Kit 购自上海碧云天

生物技术股份有限公司。 

1.3  引物设计及合成 
引物采用 Primer Premier 5.0 软件和 NEB 

Golden Gate 在线工具(https://goldengate.neb.com)进
行设计，并引入突变位点 (T32V/Y82F/M178A/ 
E281D)。以 4 个突变位点为界，fbp1 基因被分成

5 个片段，将这 5 个片段的序列导入 NEB Golden 
Gate 在线工具，用于设计片段与片段组装所需引

物[18]。片段两端引物参考 Seamless Cloning Kit 说
明书设计引入同源序列。引物由武汉擎科生物科

技有限公司合成，序列见表 1。其中 T7 为 pET28a
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载体通用引物，用于菌液 PCR 鉴定。 

1.4  突变片段的扩增、组装、组装片段的

扩增和线性化载体的制备 
PCR 扩增含有突变位点的基因片段：10 μL 

2×KeyPo Master Mix，1 μL 正向引物，1 μL 反向

引物，1 μL pET28a-FBP1 质粒模板，补充 ddH2O
至 20 μL；PCR 运行程序：98 ℃ 3 min；98 ℃   
15 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃    
5 min。PCR 产物经电泳检测后纯化回收至 30 μL 
ddH2O 中。采用两种方案进行纯化：对各个片段

进行分别纯化以及将 5 个片段的凝胶混合后进

行纯化。片段组装的酶切 /连接反应：1 μL 
10×Ligation Buffer，0.5 μL T4 DNA ligase (500 U)，
1 μL Bsa I (20 U)，纯化的片段各 0.04 pmol 或片

段混合物共 30 ng，补充 ddH2O 至 10 μL；反应

程序：37 ℃ 1 min，16 ℃ 1 min，30 个循环；60 ℃ 
5 min。上述反应产物稀释 100 倍后取 1 μL 用于

扩增组装的片段。线性化载体的制备：3 μL 
10×CutSmart，1 μL BamH I，1 μL Xho I，3 μg 
pET28a 质粒，补充 ddH2O 至 30 μL，37 ℃过夜

酶切，经凝胶电泳检测后进行纯化。 
1.5  质粒重组及转化 

重组反应：5 μL 2×Seamless Cloning Mix，
载体 0.01 pmol (线性化 pET28a 约为 33 ng)，片

段 0.03 pmol (fbp1 片段为 18 ng)，补充 ddH2O 至

10 μL，50 ℃孵育 15 min。重组产物热激法转化

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，涂布卡那霉素-LB
平板，37 ℃过夜培养。 
1.6  克隆筛选及测序 

在平板上随机挑取 10 个菌落，接种到 1 mL
卡那霉素-LB 培养基中，37 ℃培养 5 h，以菌液

为模板进行 PCR 鉴定：10 μL 2×Rapid Taq Master 
Mix，1 μL 正向引物，1 μL 反向引物，1 μL
菌液，补充 ddH2O 至 20 μL，运行程序：95 ℃ 
10 min；95 ℃ 15 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，
35 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳分析，选取部分阳性菌液进行测序，由

武汉擎科生物技术有限公司完成。 

2  结果与分析 
2.1  设计思路 

如图 1 所示，对于 fbp1 的 4 点突变步骤如

下：根据设计的引物，从模板扩增 5 个片段，分 
别命名为 F1 (134 bp)、F2 (271 bp)、F3 (211 bp)、
F4 (347 bp)和 F5 (200 bp)，同时在片段两端引入

突变位点、Bsa I 识别序列或与载体同源的序列；

参考 Golden Gate 组装的方案，在 Bsa I 和 T4 DNA
连接酶作用下，片段间的酶切/连接反应在同一 

 

表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers name Sequences (5′→3′) Size (bp) 
F1f GACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGGCGAACCATGCGC 39 
F1r GGCTACGGTCTCG^TGGACCAACTCCCCCGTGCC 33 
F2f GGCTACGGTCTCG^TCCAGCTGCTGAATTCGCTC 33 
F2r GGCTACGGTCTCA^TTTGCCCCTCTTCTCAGG 31 
F3f GGCTACGGTCTCA^CAAATTTGTTGTCTGTTTCGATCCCCTTG 42 
F3r GGCTACGGTCTCC^ACAATCCGCGGCAAGGACCAACATG 38 
F4f GGCTACGGTCTCC^TTGTGGTGTCAACTGCTTCATG 35 
F4r GGCTACGGTCTCT^GCTATGGGGTTGCAGTCATACAGCAGCCGCAGCTTTC 50 
F5f GGCTACGGTCTCT^TAGCTTATGTCATGGAGAAGG 34 
F5r TGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCACTTGGCTTTGTGCTTCCTGT 46 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 20 
Underline: Overlap region to linearized pET28a; Italic: Protective bases; Bold: Bsa I recognition sites; Up-arrow: Bsa I cleavage 
site; Shaded letter: mutant bases. 
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反应体系中完成，特异的黏性末端使得片段可按

顺序组装；通过 PCR 扩增组装正确的目的片段，

片段两端含有线性化载体两端同源的序列；扩增

得到的片段与线性化载体重组，转化大肠杆菌后

进行筛选与鉴定。 

2.2  片段的扩增、连接、重组和转化 
以 pET28a-FBP1 质粒为模板，以引物

F1f/F1r、F2f/F2r、F3f/F3r、F4f/F4r 和 F5f/F5r 
扩增片段 F1−F5。PCR 产物经电泳检测，得到

5 个预期大小的 DNA 片段(图 2A)。从凝胶中分 
 

 
图 1  突变克隆过程示意图 
Figure 1  Schematic diagram of mutation cloning. DNA fragments containing the site mutation and Bsa I 
recognition sites were amplified from wild type pET28a-FBP1 plasmid. Fragments were assembled using 
‘one pot’ digestion/ligation reaction with Bsa I and T4 ligase. Assembled fragment was amplified with 
primers containing overlap region to linearized pET28a. The amplified fragment was ligated with linearized 
plasmid using Gibson assembly and transformed into competent Escherichia coli. 
 
 

 
图 2  含突变位点的载体构建   A：含突变位点的片段扩增. B：组装片段及线性化载体的制备. C：重

组转化的菌落 
Figure 2  Construction of plasmid containing mutations. A: Preparation of fragments containing mutant 
sites. Lane F1 to F5 were PCR products with F1f/F1r, F2f/F2r, F3f/F3r, F4f/F4r, F5f/F5r primers, 
respectively. B: Preparation of ligated fragments and linearized plasmid. Ligated fragments were amplified 
from cut-ligation reaction using F1f/F5r primers, using fragments with equal molecular ratio (E) or mixture 
of fragments (Mix) respectively. Lane F was amplified from pET28a-FBP1 as control. Lane P was linearized 
pET28a. M stands for DL5000 DNA Marker. C: Bacterial colonies of transformation using ligated fragments from 
cut-ligation reaction products using fragments with equal molecular ratio (left) or mixture of fragments (right). 
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别纯化每个 DNA 片段或将含有不同片段的凝

胶混合后进行纯化，将得到的 DNA片段或 DNA
片段的混合物用于后续的组装反应。使用等摩

尔比的不同 DNA 片段(0.04 pmol)混合物及总

量相当的 DNA 片段混合物(30 ng)进行酶切-连
接反应后，以引物 F1f/F5r 扩增均能得到预期

大小的组装片段，与以 pET28a-FBP1 质粒为模

板扩增得到的未突变片段的大小一致；pET28a
载体经 BamH I/Xho I双酶切得到了预期大小的

线性化载体(图 2B)。将扩增得到的组装片段与

线性化载体重组后转化大肠杆菌 DH5α 感受态

细胞，经卡那霉素平板筛选均能得到大量菌落

(图 2C)。 
2.3  重组质粒的鉴定及测序 

分别从上述平板各挑取 10 个单菌落，以引

物 T7/F5r 进行菌液 PCR 鉴定，结果显示所有克

隆均为阳性(图 3A)。为检测重组质粒是否得到

了预期的突变，分别取 2 个质粒进行了测序鉴 

 
图 3  重组质粒的鉴定与测序 
Figure 3  Identification and sequencing of recombinant plasmid. A: The detection result of PCR with T7/F5r 
primers from liquid cultures of different colonies. B: Multiple alignments between mutant FBP1 (#1, 2, 11, 
12) with wild type FBP1 gene and their expected sequence. The red boxes show the position of mutant sites 
on the plasmid. FBP1 refers to pET28a-FBP1 plasmid. muFBP1 refers to expected mutant FBP1 sequence. 
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定。序列比对发现，#1−2 和#11−12 都发生了预

期的 4 点突变，未发生非预期突变(图 3B)。说

明#1−2 和#11−12 均为正确的突变体，即将含有

目的片段的凝胶混合后进行纯化，再通过酶切-

连接反应进行组装，最终可以通过 PCR 扩增得

到正确组装的目的片段。 

2.4  片段用量对组装的影响 
通常进行的多片段组装中，对于反应体系

中片段和载体的用量有一定的要求，进而保  

证重组和转化的成功率。由图 4 可以看出，减

少混合片段的用量，会对扩增效率有一定影响，

5 ng 时扩增效率显著降低，1 ng 时已经无法扩

增出组装片段。 

2.5  内切酶用量对组装的影响 
酶切/连接反应需要在内切酶的作用下形成

黏性末端，在连接酶的作用下，黏性末端正确连

接完成组装。改变反应体系中内切酶的用量，发

现内切酶用量降低对组装片段的扩增影响较小，

仅当内切酶用量降至 1 U 后条带亮度有所降低，

并且 0.5 U 时仍能得到明显的目的条带(图 5)，说

明反应体系中内切酶的用量对于片段的组装影

响较小。 
 

 
 

图 4  片段用量对组装和扩增的影响 
Figure 4  Influence of fragments mass on the 
assembly and amplification. Band 30 to 1 represents 
the fragments mass (ng) used in the digestion/ 
ligation reaction. M stands for DL5000 DNA marker. 

2.6  连接酶用量对组装的影响 
片段间互补的黏性末端需要在 T4 DNA 连

接酶的作用下完成连接。如图 6 所示，初始条件

使用 500 U 的 T4 DNA 连接酶，随着连接酶用量

的减小，扩增出的条带亮度逐渐减弱。当 T4 

DNA 连接酶酶量为 100 U 时，已无法检测到目

的条带，说明 T4 DNA 连接酶用量对片段的组装

影响较大。 

 
 

图 5  内切酶 Bsa I 用量对组装和扩增的影响 
Figure 5  Effects of endonuclease Bsa I on the 
assembly and amplification. Band 20 to 0.5 
represents Bsa I (U) used in the digestion/ligation 
reaction. M stands for DL5000 DNA marker. 

 
 

 
 

图 6  T4 DNA 连接酶用量对组装和扩增的影响 
Figure 6  Influence of T4 DNA ligase on the 
ligation and amplification. Band 500 to 50 represent 
T4 DNA ligase (U) used in the digestion/ligation 
reaction. M stands for DL5000 DNA marker. 
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3  讨论 
兼顾效率、成本与成功率是选择实验方法的

重要参考因素。Gibson 法和 Golden Gate 法可以

一步完成片段的组装及与载体的重组，被广泛用

于多片段组装及定点突变。Gibson 组装是在核

酸外切酶、DNA 聚合酶和连接酶的共同作用下

的等温拼接[19]。Gibson 组装不受片段上酶切位

点的限制，能兼容各种载体，主要是通过同源序

列的互补完成组装，是一种体外同源重组反应。

但是随着组装片段数量的增加，组装成功率会大

幅下降。de Kok 等研究发现，Gibson 组装法在

进行 2 片段组装克隆时，正确菌落数占总菌落数

的百分比在 80%以上，4 片段为 70%，6 片段时

则大幅下降至 25%左右，8 片段时成功率低至

20%以下[20]。Fu 等的研究表明，Gibson 法单片

段克隆成功率达到 98%，而 3 片段成功率下降

至 65%左右，并且菌落总数只相当于单片段的

60%[21]。因此，随着组装片段数量的增加，菌落

总数和阳性菌落比例都会显著下降。转化后的菌

落总数还受到制备的感受态效率和使用的质粒

大小影响，随着质粒的增大，转化效率将显著下

降[22]。此外，由于 Gibson 组装中的核酸外切酶

可在短时间内完全破坏小于 250 bp 的 DNA 片

段，导致克隆失败，这种情况下需要增加反应体

系中短片段的用量[23]。同源序列区域 GC 含量

过低或容易形成二级结构的序列也会导致重组

失败或者错误的组装结果[24-25]。在本研究的例

子中，设计的 4 个突变位点将目的基因分成了

5 个 350 bp 以下的短片段，并且有 3 个片段小于

250 bp，使用 Gibson 一步组装失败概率较大。 
与 Gibson 法不同，Golden Gate 法是利用 IIS

型限制性内切酶使片段和载体间产生互补黏性

末端连接完成片段的组装，可以无需对载体进行

线性化处理。Golden Gate 法常用的 IIS 型内切酶

包括 Bsa I、BsmB I、Bbs I 和 Sap I。粘性末端序

列的准确连接是多片段能正确组装的关键。Bsa I、
BsmB I 和 Bbs I 产生的 4 碱基黏性末端共有 256 种

不同序列，Sap I 产生的 3 碱基黏性末端也有 64 种

不同序列。HamediRad 等对所有 4 碱基黏性末端

的连接效率和准确性进行了评估，尽管部分黏性

末端之间存在错配的可能，但将其中 96 种进行

优化组合，可以用于多至 10 片段的准确组装[26]。

Pryor 等通过对黏性末端的筛选组合，使用 3 碱

基黏性末端成功进行了 13 片段的准确组装[18]。

Bsa I、BsmB I 和 Bbs I 识别 6 碱基序列；而 Sap 
I 更为特殊，识别 7 碱基序列，出现的几率更低。

一般可以从这 4 种酶中选择片段中没有出现的

用于 Golden Gate 组装，也可以通过定点突变去

除出现的识别序列[18]。Agmon 等研究发现随着

片段数量的增加，转化后的菌落数也明显减少，

但 3 片段与载体组装成功率在 92%以上，7 片段

时成功率仍可以达到 72%[27]。因此多数情况下，

Golden Gate 用于多片段组装的准确度优于

Gibson 组装及重叠延伸 PCR，其唯一的限制因

素是载体。一般与 Golden Gate 法配套的载体的

IIS 内切酶识别位点多成对出现在多克隆位点区

域，而不是载体骨架区域(如 NEB 公司 Golden 
Gate 试 剂 盒 中 的 pGGASelect ， addgene 
#195714)。因此不但避免了 IIS 内切酶对骨架的

切割，并且无需对载体进行线性化处理即可一步

完成组装与克隆。而其他的常用载体不但多克隆

位点区域没有成对出现的 IIS 酶切位点，并且在

其骨架区域含有 Golden Gate 常用的 IIS 酶切位

点中的一种或几种，难以在 Golden Gate 组装中

直接使用。例如氨苄青霉素抗性基因序列上常有

Bsa I，卡那霉素抗性基因序列上常常有 BsmB I，
而酿酒酵母载体中常用的 URA3 营养缺陷标记

序列中同时含有上述 4 种酶切位点。如果先使用

Golden Gate 一步组装到配套载体上，用其他方
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法将整个片段克隆到目标载体上，则整个流程实

际上进行了 2 次克隆，周期明显增加。Agmon
等移除了酿酒酵母研究中常用的 pRS 系列载体

骨架上的 Bsa I 和 BsmB I 酶切位点，并对多克隆

位点进行改造，构建了 pAV 系列载体，可以直

接使用 Golden Gate 法组装酿酒酵母转录模块[27]；

Kowarschik 等对大肠杆菌 pET-28b 表达载体进

行改造，构建了可直接用于 Golden Gate 组装的

pET-28GG 载体[28]。但经过改造适合 Golden Gate
一步法的载体仍然是极少数，未被广泛使用。 

因此 Gibson法和 Golden Gate法的一步组装

虽然简单高效，但上述缺点和限制因素使得在一

些情况下难以一步完成组装与克隆。实验条件的

调整或者 2 次克隆都将显著增加实验周期。表 2 
 
表 2  几种 DNA 多片段组装方案的比较 
Table 2  Comparison of several DNA assembly methods 
Method Day 1 Estimated time Day 2 Feature 
Overlap 
extension 
PCR 
(OE-PCR) 
(6.5 h 
in total) 

① Amplification of each fragment and 
electrophoresis  

1.5 h  Identification of 
clones with PCR 

Assembling more than 2 
fragments or optimizing step  
3 will extend the time cost as it 
is not easy to generate desired 
full-length fragment in this 
step. Re-designing primers 
will extend the periodicity to  
3 days or more 

② Purification of each fragment 0.7 h 
③ Overlap extension PCR, electrophoresis 
and purification of desired full-length fragment 

2.5 h 

④ Insert into linearized plasmid 0.3 h 
⑤ Competent cell transformation 1.5 h 

Gibson 
assembly 
(4.2 h 
in total) 

① Amplification of each fragment and 
electrophoresis 

1.5 h  Identification of 
clones with PCR 

The time cost is minimal, but 
identification can only be 
conducted the day after 
transformation (day 2). It is 
not easy to assemble more 
than 3 fragments or short 
fragments. Repeating 
experiment or re-designing 
primers will extend the 
periodicity to 3 days or more 

② Purification of each fragment 0.7 h 
③ Gibson assembly reaction 0.5 h 
④ Competent cell transformation 1.5 h 
  
  
  
  

Golden Gate 
assembly 
(4.7 h 
in total) 

① Amplification of each fragment and 
electrophoresis 

1.5 h  Identification of 
clones with PCR 

The time cost is similar to 
Gibson assembly. The ligation 
efficiency and fidelity are the 
best. Vector used is restricted. If 
not, additional clone is needed. 
The periodicity will be more 
than 3 days in this situation 

② Purification of each fragment 0.7 h 
③ Golden Gate reaction with specific vector 1.0 h 
④ Competent cell transformation 1.5 h 

Method in 
this research 
(7.3 h 
in total) 

① Amplification of each fragment and 
electrophoresis 

1.5 h  Identification of 
clones with PCR 

The time cost is similar to 
OE-PCR. The fidelity is 
equivalent to Golden Gate 
assembly, but additional clone 
is avoided with the PCR after 
Golden Gate assembly. 
Purification of mixed PCR 
products in step 2 is concise 
and efficient 

② Purification of fragment mixture 0.5 h 

③ Golden Gate reaction without vector 1.0 h 
④ Amplification, electrophoresis and 
purification of desired full-length fragment 

2.5 h 

⑤ Gibson assembly reaction 0.3 h 

⑥ Competent cell transformation 1.5 h 
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比较了包含本文方法在内的几种常见方法在同

等条件下进行多片段(如片段数量超过 3 个，含

有短片段)组装的流程、预计的时间和特点。本

方案由 Golden Gate 组装、PCR 扩增和 Gibson
组装 3 步组成。相较于一步组装，虽然步骤增加，

但主要步骤仍可在一天内完成。更重要的是，该

方案具备 Golden Gate组装和 Gibson组装各自的

优点：片段间的组装是参考 Golden Gate 法的粘

性末端连接，准确度高；而片段与载体的重组是

单片段 Gibson 组装，相较于用 Gibson 法一步组

装多个片段成功率大大提高；与 Golden Gate
一步组装相比，不受载体限制，直接将目的片

段克隆到目标载体上，避免了二次克隆，实验

周期更短。 
此外，使用 Gibson 法进行一步组装时，各

个片段以及载体间需要保证一定的摩尔比以保

证重组效率，这一点在进行多片段克隆时尤为重

要。因此实际操作中需要对各个片段分别进行纯

化和定量，结合片段大小计算后进行稀释及混合

等繁琐操作[19,29]。重叠延伸 PCR 和 Golden Gate
法对片段用量和比例也有类似的要求。而本研究

提供了一种较为特殊的操作，即将扩增的多个待

组装片段进行电泳分离后，不再对各个片段分别

进行纯化，而是将含有不同片段的琼脂糖凝胶块

混合一管后进行纯化，即得到片段的混合物，然

后取一定量的片段混合物进行 Golden Gate 组

装，反应产物进行稀释后即可进行 PCR 扩增。

对不同大小的片段进行混合纯化，虽无法保证反

应体系中各片段的摩尔比的一致性，使得片段间

的组装效率较低，但通过 PCR 即可将其中少量

组装成功的片段大量扩增，用于完成与载体的重

组。这种操作将多片段组装中对各个片段分别进

行的纯化、浓度测定、稀释和混合等常见步骤进

行了简化。 
实验成本也是很多研究者需要考虑的因素。

本研究发现，减少内切酶 Bsa I 的使用量对最终

片段的扩增影响较小，这可能是因为后续的 PCR
可以将体系中少量组装成功的片段扩增，即使酶

用量的减少可能使得片段的酶切-连接反应不充

分。由于 IIS 型内切酶价格较高，通过此方案可

大幅减少酶的用量从而降低成本。此外，有研究

表明，利用大肠杆菌对质粒缺口的修复机制，仅

采用 T5 核酸外切酶可以替代 Gibson 组装中的  
3 种酶进行片段与线性化载体的重组，这有望进

一步降低实验成本[30-31]。 
综合分析，本方案具有 Gibson 组装兼容各

种载体和 Golden Gate 组装准确度高的特点，同

时弥补了 Gibson组装和Golden Gate组装的主要

缺陷；该方案成功率高且操作简便，测序结果表

明该方案能够通过准确的多片段组装实现多点

突变，未在接头处发现插入、缺失或错配等情况；

优化实验条件可以进一步提高实验效率和降低

实验成本，是一种准确且高效进行复杂多片段组

装的实验方案。 
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