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摘  要：天然产物结构复杂、活性多样，是新药开发的重要来源，对天然产物生物合成途径的研

究，有利于探索酶催化的合成机制，促进复杂天然产物的应用。天然产物的生物合成由其对应的

基因簇调控，其中大量天然产物生物合成基因簇(biosynthetic gene clusters, BGCs)在野生型菌株中

无法表达或表达量低。对这些基因簇的研究，需要进行克隆表达，而如何克隆大片段基因簇并使

其表达，从而发现新型天然产物是一个具有挑战性的问题。其中构建基因组文库、转化关联重组

(transformation-associated recombination, TAR)、Red/ET 重组等是克隆大片段基因簇的重要技术。

本文从克隆技术的策略和应用两个方面，总结了这 3 种克隆技术目前的研究进展，讨论了目前大

片段基因簇克隆技术面临的挑战，为研究大片段基因簇提供方法学借鉴。 
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Abstract: Natural products, which feature complex structures and diverse activities, are important 
sources of new drugs. The research on the biosynthesis pathways of natural products is conducive 
to exploring the synthesis mechanism catalyzed by enzymes and promoting the application of 
complex natural products. The corresponding gene clusters regulate the biosynthesis of natural 
products, and a large number of biosynthetic gene clusters (BGCs) of natural products are not 
expressed or expressed at low levels in wild-type strains. Thus, these gene clusters are usually 
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cloned before further research on them. It remains challenging to clone and express large gene 
clusters for the discovery of novel natural products. Construction of genomic library, 
transformation-associated recombination (TAR), and Red/ET recombination technology are 
essential techniques for cloning large gene clusters. This study summarizes the research on these 
three cloning techniques from the aspect of cloning strategy and application. Moreover, we 
discuss the challenges in cloning large gene clusters, providing a methodological reference for 
further study. 
Keywords: natural product; biosynthetic gene cluster; genomic library; transformation-associated 
recombination (TAR); Red/ET; heterologous expression of gene clusters 

天然产物在自然界中广泛存在，其来源包括

动物、植物及微生物，大部分天然产物生物活性

多样。目前世界上 60%以上的药物与天然产物有

关[1]，在临床使用的抗生素和抗癌药物中，有 70%
以上是天然产物，或者是受天然产物启发而形成

的结构[2-3]。天然产物本质为次级代谢产物，其化

学结构复杂，在生物体中的合成途径主要由基因

组中相关基因控制，该组基因被称为生物合成基

因簇(biosynthetic gene clusters, BGCs)[4]，其包括编

码核心骨架的合成基因、相关的调控基因及编码

修饰酶的基因。研究生命体中的生物合成基因簇

有利于充分利用基因组数据，从基因组的角度挖

掘新颖天然产物，丰富天然产物结构库。 
基因组挖掘是采用生物信息学手段对编码

天然产物的基因簇进行分析，预测其可能产生的

天然产物结构，为进一步激活或者异源表达基因

簇等提供参考依据， 终获得目的天然产物[5]。

通过基因组挖掘手段来开展天然产物研究，其目

的性更强、效率更高。同时，基因组挖掘手段有

助于促进天然产物的生物合成研究，通过合成生

物学解决天然产物进一步发展成先导化合物或

者临床药物的瓶颈问题。基因组挖掘可以实现对

多类型基因簇的分析，其目的是找出新颖的

BGCs，为获得其对应的新颖活性天然产物提供

基础。例如，Malit 等[6]对 162 672 个细菌基因组

进行了全基因组挖掘，鉴定了 829 个含有细胞色

素 P450 基因的环二肽(cyclodipeptide, CDP)生物

合成基因簇，通过直接克隆将挖掘出的 3 种菌株

的 CDP 基因簇克隆到表达载体上，获得 2 种新

的冠状 CDP，这 2 种 CDP 具有前所未有的复杂

的大环结构，并表现出神经保护活性。目前，基

因组挖掘的策略按照宿主的不同分为在本源菌

中的同源表达和在异源宿主中的异源表达。同源

表达即在原宿主菌中靶向激活生物合成基因簇，

然后通过启动子和调控元件修饰将生物合成基

因簇进行激活表达；异源表达则是将生物合成基

因簇克隆至载体上，然后将其稳定地转移到一个

合适的异源宿主中进行表达[7]。 
在异源表达操作过程中，关键技术是通过直

接或间接克隆技术获得目的片段，然后将其转移

到外源宿主细胞中进行表达，从而实现对目的片

段的功能分析与验证[8]。该异源表达方法对于那

些自身产物代谢水平很低的菌株、环境基因组及

难培养的微生物基因组的研究十分有利，基本能

够使 BGCs 大量表达[9]。然而，异源表达过程中的

重点和难点是对大片段基因簇的克隆技术。目前，

国内外已经发展出多种 BGCs 克隆策略，包括构

建基因组文库、转化关联重组 (transformation- 
associated recombination, TAR)、Red/ET 重组系

统等用于微生物、动物、植物的基因表达(表 1)。
这 3 种大片段 DNA 克隆技术各具有优缺点，其

中构建基因组文库的方式能 大限度地保存基
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因组信息，但后期需要大量的筛选工作，同时还

涉及片段之间的连接问题；而 TAR 克隆技术能

实现目标基因簇的直接克隆，但这一技术遗传稳

定性较差，而且 DNA 纯化产率较低，不利于后

期的遗传操作；Red/ET 技术的效率较高且不依

赖于限制性内切酶，但操作步骤较为烦琐。我们

列举了通过这 3 种方法成功表达的天然产物及

其结构(图 1)，研究人员可以通过基因簇的特点

及实验条件选择合适的方法来开展大片段基因

簇的克隆。 
 
表 1  大片段 DNA 克隆技术的性质比较 
Table 1  Comparison of properties of large DNA fragment cloning techniques 
Cloning 
technology 

The capacity of 
the carrier (kb) 

Advantages Disadvantages Application area Examples 

Genomic 
library 

100−300 Low chimerism 
rate;  
High genetic 
stability 

Restriction endonuclease cleavage;  
DNA molecular connection 

Gene cloning;  
Physical map 
construction;  
Plant functional 
genomics 

Geldanamycin 
(1)[10]; 
Daptomycin 
(2)[11] 

TAR <300 Assembly without 
enzyme;  
Direct isolation of 
BGCs 

Genetic instability;  
A high degree of chimerism;  
Low yield of DNA purification 
products 

Assembling gene 
clusters;  
Gene cluster cloning 

Nataxazole 
(3)[12];  
Taromycin A 
(4)[13] 

Red/ET − High efficiency 
Short homologous 
sequences;  
Restriction sites 
independent 

Operation steps are relatively 
complex;  
The proportion of effective 
fragments is not high 

Gene cluster cloning;  
Genetic modification 

Syringolin G 
(5)[14];  
Syringolin H 
(6)[14] 

−：Red/ET 重组技术对基因大小无限制 
−: Red/ET recombination technology has no limit to gene size.  

 

 
 

图 1  化合物 1−6 结构 
Figure 1  Structures of compounds 1−6. 
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1  天然产物 BGCs 克隆技术 
1.1  基因组文库 

随着测序技术的迅速发展，基于基因组信息

的新型基因簇的深度挖掘将会带动结构新颖的

天然产物不断出现。Malit 等[15]以催化合成硫代

酰胺键的 Tu f A - Y c a O 蛋白为探针，通过

antibiotics & secondary metabolite analysis shell 
(antiSMASH)和 repeated incremental pruning to 

produce error reduction (RiPPER)分析确定了 613 个

独特的 TufA 相关基因簇家族(gene cluster 

families, GCF)和 797 个前体肽家族。基因组挖掘

出的这些独特基因簇，有些具有较多后修饰基

因，使得整个基因簇较大，想要进一步通过实验

验证其编码的产物较为困难。在直接克隆技术开

发之前，获得大片段次级代谢产物的 BGCs 需要

构建基因组文库。基于基因组文库的大片段异源

表达方法作为有效的沉默基因簇激活策略，具有

全局性和通用性。其理论上包含着目标物种的全

部信息，可以使生物体的遗传信息以稳定的重组

体形式储存起来。自 1974 年 Murray 等[16]利用 λ

噬菌体载体成功构建基因组文库后，能够容纳更

大片段、更稳定的载体逐步被研发出来(图 2)， 

这些载体包括 λ 噬菌体、柯斯质粒(cosmid)、酵

母人工染色体(yeast artificial chromosome, YAC)、
P1 人工染色体(P1-derived artificial chromosome, 
PAC) 、 细 菌 人 工 染 色 体 (bacterial artificial 
chromosome, BAC)等，它们的结构和功能不断完

善，各自具有其优缺点和适用领域。我们总结了

其中能够容纳大片段 DNA 克隆载体的优缺点、

载体目前的应用领域及应用相关技术成功表达

的天然产物生物合成基因簇(表 2)，以便根据载体

的特点选择合适的载体对基因簇进行克隆。 
克隆载体根据发展经历及特点等可划分为

3 个阶段[17]，第 1 阶段包括质粒、λ 噬菌体和

cosmid，如 Li 等 [18]用引物对含有链丝菌素

(streptothricins) 抗生素生物合成相关基因的

cosmid 文库进行聚合酶链式反应 (polymerase 
chain reaction, PCR)筛选，将筛选得到的基因片

段 pTG6001 (41 kb)通过大肠杆菌-链霉菌接合 
法导入 Streptomyces coelicolor M145 中，生成  
了 streptothricin F、streptothricin D 及 2 个新的 

 

 
图 2  克隆载体的研发历程[16,20-35] 
Figure 2  The development process of cloning vector[16,20-35].  
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表 2  几种克隆载体的性质比较[21,25-28]  
Table 2  Comparison of properties of several cloning vectors[21,25-28] 
Vector Constructi

on years 
Host Capacity 

(kb) 
Stability Direct 

conversion 
Advantages Disadvantages Application 

YAC 1987 Saccharomyces 
cerevisiae 

100−2 000 Poor 
stability 

No direct 
conversion 
capability 

Improvement of 
capacity 

Chimerism and 
recombination;  
Low conversion 
efficiency;  
Difficulty in 
separation 

Gene cloning;  
Physical map 
construction;  
Genome sequencing 

BAC 1992 Escherichia coli 100−300 Good 
stability 

No direct 
conversion 
capability 

Simple operation;  
Low chimerism rate;  
Great genetic stability 

Complex procedures 
and time-consuming;  
False positives 

Targeted marker 
development;  
Genome sequencing 

PAC 1994 Escherichia coli 100−300 Good 
stability 

No direct 
conversion 
capability 

No obvious absence 
or chimerism;  
High genetic stability 

Large carrier segment 
Low efficiency 

Physical map 
construction 

BIBAC 1996 Escherichia 
coli/ 
Agrobacterium 
sp. 

100−300 Good 
stability 

Have 
direct 
conversion 
capability  

Direct transformation 
of plants;  
High conversion rate;  
Convenient selection 

Large volume;  
Low copy number 

Plant functional 
genomics 

TAC 1999 Escherichia 
coli/ 
Agrobacterium 
sp. 

100−300 Good 
stability 

Have 
direct 
conversion 
capability  

Direct transformation 
of plants;  
High stability in E. 
coli and 
Agrobacterium sp. 

Large carrier segment Plant functional 
genomics 

 
streptothricin (ST)类似物。蒋程恺等[19]从林可链

霉菌 NRRL 2936 的 fosmid 基因组文库中获得了

含有完整的帕马霉素生物合成基因簇质粒

pJQK450 (32 kb)，并在 S. coelicolor M1154 中实

现了异源表达。但质粒和 λ 噬菌体的插入片段大

小为 20 kb，cosmid 和 fosmid 的插入片段极限为

40 kb，这 4 种载体很难完成大量叠连序列的组

装及哺乳动物基因组物理图谱的构建，并且对于

大片段 DNA 无法直接克隆，从而限制了这一阶

段载体的广泛应用。第 2 阶段包括 YAC、PAC
及 BAC 载体，所能容纳的 DNA 片段明显增大，

稳定性增强，其中 BAC 是目前应用 广泛的大片

段 DNA 克隆载体。第 3 阶段包括双元细菌人工染

色 体 (binary bacterial artificial chromosome, 
BIBAC)和可转化人工染色体 (transformation- 
competent artificial chromosome, TAC)，这类载体

在大肠杆菌和农杆菌中稳定存在，能够直接转化

植物。在这 3 个阶段的载体中，第 1、3 阶段载

体容纳的 DNA 片段较大，因而常被用来构建大

片段基因组文库。 
1.1.1  YAC 

λ 噬菌体文库和 cosmid 文库插入片段较小、

稳定性差，并不适用于复杂基因组的研究。为了

容纳更大的 DNA 片段以便于研究，Murray 等[21]

构建了 55 kb 包括着丝粒、端粒、复制子和外源

DNA 在内的 YAC，该染色体包含酵母有丝分裂

繁殖所需的所有功能。 
与原核克隆系统相比，YAC 的优势在于插

入片段增大(100−1 000 kb)，能够维持原核克隆

系统中不稳定的序列[36]，并广泛地应用于动物、

植物、微生物的基因组研究。1987 年，Burke
等[22]首次构建了人类基因组 DNA 的 YAC 分子

克隆库。随后，YAC 载体逐渐应用于拟南芥[37]

等模式作物，这些研究均已取得一定的成果。然

而，在传代培养时存在部分片段可能会缺失的现

象或其中的片段重排，这对物理图谱的构建及
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基因分离不利。此外，YAC 容易发生嵌合、转

化效率低、分离困难，同样会对后期的研究造

成障碍。 
1.1.2  BAC 

1992 年，Shizuya 等[25]构建了第 1 个 BAC

载体 pBAC108L，该载体由大肠杆菌中的致育因

子(F 因子)演化而来，具有操作简单、嵌合率低、

遗传稳定性好等优点，是目前应用 广泛的大型

插入式 DNA 文库[38]。 

BAC 载体的插入片段长度可达 300 kb，能

够从单个基因组或混合微生物基因组样品中稳

定克隆大片段 DNA。通过构建 BAC 文库后筛选

获得的 BAC 克隆可用于组装重复的基因组区

域，重组 BAC 克隆可在大片段基因组区域中精

确修饰调控 DNA，并在严格的遗传控制下表达

修饰的编码区[39]。Liu 等[30]描述了一种多功能大

肠杆菌-链霉菌穿梭细菌人工染色体(BAC)接合

载体 psBAC，以促进放线菌次级代谢产物生物

合 成 基 因 簇 的 克 隆 和 异 源 表 达 。 他 们 将

Streptomyces sp. NRRL 30748 的基因组 DNA 经

Mfe I 酶切后构建 psBAC 文库，对该文库进行筛

选后得到一个 95 kb 含美立霉素(meridamycin, 
mer)基因簇的克隆 pHLW30，该克隆接合转移到

S. lividans K4−114 中，并插入启动子 ermE*得到

菌株 E7，通过液相色谱 -质谱联用仪 (liquid 
chromatograph mass spectrometer, LC-MS)在 E7
发酵提取物中成功检测到了 meridamycin，但产

量 很 低 。 Feng 等 [40] 构 建 了 异 偏 头 痛 素

(iso-migrastatin, iso-MGS)产生菌 Streptomyces 
platensis NRRL18993 的细菌人工染色体文库，

从该文库中鉴定出 1 个 65 kb 含有完整的

iso-MGS BGC 的 BAC 克隆 pBS11001，将

pBS11001 转入 5 种异源链霉菌宿主中，得到重

组菌株 SB11001、SB11002、SB11003、SB11004
和 SB11005。在标准的培养基和发酵条件下，重

组菌株产生与 S. platensis NRRL18993 相同的

iso-MGS 图谱。Takao 等[41]利用 BAC 文库进行

蒽醌化合物 kinanthraquinone 基因簇的亚克隆，

通过原生质体转化在 S. lividans TK23 中进行异源

表达，并鉴定 kinanthraquinone 和 kinanthraquinone 
B 的产量。这些研究成果均验证了基于 BAC 载

体的克隆技术在天然产物研究中表达大片段

BGCs 的有效性和灵活性。 
BAC 载体可通过进一步修饰，使其能够在

特定的宿主菌株中复制和表达。Kakirde 等[42]构

建了一种新的革兰氏阴性穿梭 BAC 载体

pGNS-BAC，将来自 IncP 质粒的 oriT 克隆到

pGNS-BAC 中，使之带有结合转移位点，从而

使 pGNS-BAC的DNA能够通过电穿孔等方式进

入不同革兰氏阴性细菌宿主。该载体利用 F 复制

子在大肠杆菌中进行稳定的单拷贝复制，利用

RK2 微复制子在多种革兰氏阴性菌中进行高拷

贝复制。 
目前，BAC载体已成功应用于meridamycin[30]、

iso-migrastatin[40]、格尔德霉素(geldanamycin)[10]和

达托霉素(daptomycin)[11]等生物合成基因簇的外

源表达，其长度分别约为 95、65、85 和 100 kb。
同时，BAC 载体还被应用于稻曲病菌 UV-2[43]

等大片段基因组文库的研究。基因工程中常用宿

主天蓝色链霉菌的全基因组测序工作也是利用

BAC 载体构建基因组文库的方式完成的[44]。在

对微生物天然产物生物合成基因簇的研究中，

BAC 文库被广泛使用，目前已有多个生物合成

基因簇通过 BAC 载体引入链霉菌菌株中。同时，

BAC 载体还可以与其他克隆技术相结合，高效

地实现大量基因簇的克隆。Liang 等 [45]结合

CRISPR as sociated protein 12a (Cas12a)和 BAC
文库的特点，开发了一种快速而高效的直接捕获

大型 BGCs 的体外平台，命名为 CAT-FISHING 
(CRISPR/Cas12a 介导的快速直接生物合成基因
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簇克隆)，CAT-FISHING 能够有效地从不同放线

菌基因组 DNA 样品中捕获多个大型 BGC， 大

捕获量为 145 kb，GC 含量为 75%。通过该方法，

Liang 等[45]从 Micromonospora sp. 181 中直接克

隆了 110 kb 长的聚酮化合物合酶 BGC，随后在

S. albus J1074 中异源表达，鉴定和表征了一种

新 的 大 环 内 酰 胺 化 合 物 马 里 诺 霉 素 A 
(marinolactam A)，其具有很好的抗癌活性。另

一类大环内酰胺的活性次级代谢产物安莎霉素

主要由链霉菌和芽孢杆菌产生，其中还包含一些

海洋来源的细菌[46]。这类化合物的显著特征是

一个中型或大型大环内酰胺“手柄”融合到 1 个

单环或双环芳香核心。其中一类重要的苯安莎霉

素化合物是三烯霉素。我们课题组从秦岭太白山

北坡苔藓中 1 株放线菌 S. cacaoi subsp. asoensis 
H2S5 中获得了一系列三烯霉素类化合物，并预

测对应的 BGC 为一个 89 kb 的 tym 基因簇[47-49]。

基于 BAC 文库构建特别适合于 GC 含量高的大

片段 DNA 的克隆[45]，因此，我们针对 S. cacaoi 
subsp. asoensis H2S5 基因组数据构建 BAC 文

库，进而展开对安莎霉素生物合成基因簇的异源

表达研究。 
1.1.3  BIBAC 

由于 BAC、YAC 文库需要随后的亚克隆步

骤，不能直接转化植物，使得植物转化和互补实

验非常费力。为了规避这一限制，Hamilton[27]

研发了 BIBAC 载体，其在结构上同时具有 BAC

的复制系统和农杆菌的 root inducing (Ri)复制

子、转移 DNA (transfer DNA, T-DNA)的左右边

界，可以在大肠杆菌和农杆菌中穿梭复制。 

作为大片段 DNA 克隆载体，BIBAC 构建的

基因组文库，一方面能够在农杆菌介导下转化植

物，简化了大片段 DNA 转化过程，提高了植物

基因定位克隆的效率，以较小的库容保存植物体

完整的基因组信息；另一方面，由于克隆所携带

的目的 DNA 片段大，在后续的转化试验中，

BIBAC 载体能够实现基因的成簇转化，而且外

源基因在受体中的表达不易产生位置效应和基

因沉默现象，可避免单基因转化的弊端[50]，促

进基因发现和功能研究。He 等[51]构建了第一个

野生稻基因组 BIBAC 文库，利用 2 个限制性片

段 长 度 多 态 性 (restriction-fragment length 
polymorphism, RFLP)标记 R288 和 C820 对文库

进行筛选，分别鉴定出 7 和 8 个阳性克隆，通过

农杆菌介导，将含有 120 kb 插入片段的 BIBAC
克隆成功转入水稻基因组。 

在培育转基因植物时，目标之一是实现转基

因的稳定表达。通过 T-DNA 的单拷贝整合可以

避免转基因沉默。BIBAC 载体在根癌杆菌和大

肠杆菌(T-DNA 组装的生物体)中都是低拷贝，虽

然低拷贝数对大肠杆菌中大片段 DNA 的稳定维

持很重要，但其会导致 DNA 产量降低，阻碍载

体制备。此外，BIBAC 系统用于克隆的限制性

酶切位点数量有限，而且载体本身骨架庞大，使

得设计和克隆一个 T-DNA 结构变得复杂。

Anggoro 等 [52]构建了 BIBAC-GW，通过引入

gateway 特异性重组位点增强了其功能，从而实

现快速、简单的载体修改；BIBAC-GW 载体可

以像原始 BIBAC 载体一样，高效地产生单一完

整的 T-DNA 整合的转基因拟南芥植株。使用

BIBAC-GW，已经衍生出许多带有荧光标记基团

的结构，当转入植物时，可以通过荧光的读数来

研究和优化位点特异性基因。 

虽然 BIBAC 在大肠杆菌和根癌农杆菌中体

积大、拷贝数低，使得克隆实验会比其他现有的

二元载体系统更加困难[53]。但是 BIBAC 的植物

转化能力推动了许多功能基因组学、分子育种和

分子农业研究，包括重要经济基因和数量性状位

点(quantitative trait locus, QTL)的克隆和基因工

程。对这样一个插入的 BIBAC 文库进行转化，
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可以转移单个途径或生物过程中涉及的基因、基

因簇和调控元件，减少基因沉默，促进功能研究。

目前，BIBAC 已成功应用于人参[54]等物种基因

组文库的构建。而且插入大片段 DNA 的 BIBAC
载体已成功转移到番茄等，引入的 T-DNA 稳定

维持并遗传了数代，未观察到基因沉默[55]。 
1.1.4  TAC 

1999 年，Liu 等[28]结合 PAC 载体和 BIBAC
载体的特点，构建了多个植物可转化人工染色体

载体。该系列载体具有 P1 复制子和 Ri 质粒、

pRiA 复制子、Hind Ⅲ和 BamH I 等一系列的酶

切位点、P1 裂解复制子、重组筛选标记以及植

物选择标记，这些特征使 TAC 载体能够以单拷

贝形式在大肠杆菌和农杆菌中穿梭复制，有利

于克隆 DNA 的提取和文库筛选，减少假阳性的

发生。 
TAC 文库适合快速定位克隆，比如，某些

TAC 克隆的位置行走和互补突变揭示了异常表

型的基因；同时，TAC 文库可用于含有目的基

因的基因簇克隆，并用于基因组行走定位克   
隆[56]。一旦分离到目标 TAC 克隆，可以立即用

农杆菌系统将其转入植物基因组中进行突变体

的功能实验，从而加快研究进程。Liu 等[57]以植

物胁迫相关 NAC 转录因子的保守序列为探针，

采用Southern印迹杂交(Southern blotting)方法筛

选 Oryza officinalis 基因组 TAC 文库；通过农杆

菌介导法，利用含 NAC 基因的 TAC 阳性克隆对

籼稻品种 HJX74 进行转化，从而实现将 O. 
officinalis 基因组片段整合到 HJX74 基因组中，

得到的转基因株系对干旱胁迫表现出较高的耐

受性。目前，TAC 文库已成功应用于黑籽南瓜[58]

等物种的基因组文库构建。 
1.2  TAR 

截至目前，通过构建基因组文库获取大片段

DNA 的方法仍存在部分缺陷。例如，随机建库

克隆需要依靠高通量筛选；筛选结果存在假阳

性；PCR 难以扩增 10 kb 以上片段，从小片段拼

装费时费力且突变率高；基因片段的完整性不确

定；基于限制性酶切连接难以找到片段两端适宜

的酶切位点等。作为全新的大片段 DNA 克隆技

术，TAR 能够直接从基因组中分离特定基因或

基因簇，无需构建基因组文库，克服了大片段基

因难以被克隆到同一宿主菌株的缺陷，是目前唯

一能够选择性分离长达 300 kb DNA 片段的克隆

方法。 
1.2.1  TAR、ARS 和 DNA 序列信息 

TAR 克隆通过酵母体内重组，准确、选择

性地从复杂的基因组 DNA 中分离出完整的基因

簇或大的染色体片段[59]。通过在 DNA 5′端和 3′
端设计带有目的基因簇的特异性同源臂的线性

化载体，再将该载体与目的基因片段共同转移到

酿酒酵母中发生同源重组，实现目的基因簇的直

接克隆。 
原始的 TAR 克隆方法需要克隆的 DNA 片

段至少携带一个自主复制序列 (autonomous 
replication sequences, ARS)，该序列可以作为酵

母复制的起点，这种策略适用于大多数染色体区

域。然而，在具有多个重复元件的染色体区域，

如着丝粒和端粒，ARS 频率可能会降低，因而

无法通过上述方法进行分离[60]。Noskov 等[61]构

建了新的 TAR 克隆系统，可以分离缺乏酵母

ARS 序列的基因组区域；在该系统中，ARS 与

URA3 一起作为负选择标记插入 TAR 载体中，

消除了酵母转化过程中由于末端连接导致的载

体再循环现象，从而能够从原核和真核基因组中

分离任何染色体区域，无论是否存在 ARS，这

一系统极大地扩展了 TAR 克隆的应用领域。

Kouprina 等[62]研发了一种直接从基因组 DNA 中

分离单拷贝基因的方法，该方法使用具有特异性

靶向序列和一个重复序列(分别为人类或小鼠
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DNA 的 Alu 序列和 B1 重复序列)的载体，从人

类总 DNA 中分离出完整的单拷贝基因 HPRT；
因为载体中一个端点是固定的，所以这种方法被

称为径向 TAR 克隆，径向 TAR 克隆通过改变唯

一的靶向序列的排列方式，可以从特定的靶向序

列中克隆出沿染色体两侧方向延伸的大片段区域；

经径向克隆获得的 DNA 片段大小为 40−250 kb，
阳性克隆的产量与使用两个独特的靶向序列克

隆的产量大致相同。 
当 3′端和 5′端序列信息都可用时，TAR 可

以根据目标基因簇两端序列，设计一定长度的同

源臂，并将这 2 个独特同源臂序列连接到线性载

体两端，从而获得具有定位功能的线性载体。使

用该载体可以从总基因组 DNA 中定位目标基因

簇。将基因组 DNA 和载体 DNA 共转染到酵母

细胞后，载体和目标基因簇末端之间的重组形成

了环状质粒，用于进一步的 DNA 分离、测序和

分析。Wu 等[63]利用 TAR 克隆技术，从 1 株高

产 6-demethylchlortetracycline (6-DCT) 菌 株

Streptomyces. aureofaciens DM-1 基因组 DNA 中

克隆了 6-DCT BGC (43.5 kb)，该 BGC 经 Nsi 
I/Mfe I 酶切后克隆到一个整合载体 pCAP01 中，

得到的质粒被整合到 S. aureofaciens DM-1 的染

色体中，与亲本菌株相比，重组菌株的 6-DCT
的产量提高了 34%。 
1.2.2  CRISPR/Cas9 耦连 TAR 克隆技术 

CRISPR/Cas9 系统不依赖于特定的酶切位

点，只需识别长度为 20 nt 的特异性序列。Lee
等[64]通过 CRISPR/Cas9 偶联 TAR 克隆技术，使

目的 DNA 片段两端发生双链断裂，将基因的阳

性克隆率提高至 32% 。 Kang 等通过结合

CRISPR/Cas9 和 TAR 建立 mCRISTAR 系统，可

以在一个转化步骤中同时替换多个启动子位点，

该系统通过两轮 mCRISTAR 使沉默的 Tam 基因

簇被 8 种特征化的合成启动子重构，然后在 S. 

albus 中异源表达得到 tetarimycin A[65]。在此基

础上，Kim 等[66]构建了 miCASTAR 系统，该系

统首先在体外利用 CRISPR/Cas9 在操纵子区域

分解基因簇，通过PCR扩增的短DNA进行重组，

然后携带合成启动子，在酵母中利用 TAR 进行

重组，克服了 CRISTAR 系统需要多个质粒的缺

点；之后在放线菌 Amycolatopsis tolypomycina 
NRRL B-24205 基因组中克隆了 atolypene (ato)
基因簇，利用 miCASTAR 激活了 ato 生物合成

基因簇，在 miCASTAR 的启动子重构后，发现

ato 基因簇编码 atolypenes A 和 B 对人癌细胞具

有细胞毒作用。然而单个 CRISPR 阵列中存在多

个直接重复序列，使得 DNA 合成变得尤为困难，

并且由于所有间隔序列都被整合到一个CRISPR
阵列中，因此，如果需要修改启动子位点的组合

以进行多路重构，就需要合成一个全新的

CRISPR 阵列，这显著增加了整体成本和时间。

Kim 等[67]通过多质粒共转化的方法克服了这些

局限性，每个质粒都含有一个或两个独特的引导

RNA (s)和一个独特的营养缺陷标记，将多个

CRISPR 质粒共转化为酵母实现对 BGCs 的多重

重构，该方法命名为 mpCRISTAR，与以往基于

CRISPR 阵列的方法相比，显著提高了启动子工程

的复用能力；另外，他们用 actinorhodin (ACT)生
物合成基因簇作为模型簇，证明了 mpCRISTAR
的多路复用能力。 
1.2.3  TAR 缺点与改进 

TAR 克隆在 NPs 研究中的首次应用是从土

壤衍生的 eDNA cosmid library 中组装大型 NPs 
BGCs。近年来，随着克隆技术的飞速发展，TAR
被广泛应用于微生物次级代谢产物生物合成基

因簇的异源表达和次级代谢产物的异源生物合

成。基于 TAR 克隆技术的异源表达策略可实现

绝大多数基因簇的完整异源表达。Yamanaka 等[13]

利用基于 pCAP01 质粒的 TAR 克隆技术捕获海
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洋放线菌 Saccharomonospora sp. CNQ-490 中长

67 kb 的 NRPS 沉默生物合成基因簇，并对其调

控基因进行改造，然后将改造过的基因簇异源表

达于模式链霉菌 S. coelicolor，从中获得该基因

簇编码的二氯化脂肽类抗生素 taromycin A。由

于大 DNA 片段容易断裂，因此 TAR 克隆技术

只能用于克隆小于 300 kb 的 DNA 片段。若想克

隆大于 300 kb 的 DNA 片段，首先可以通过不断

优化 TAR 克隆技术来实现，其次还可通过 TAR
克隆组装基因片段从而合成生物合成基因簇。

Hu 等[68]利用 TAR 技术将 3 个大小差异显著的

DNA 片段(分别为 38.4、0.3 和 0.8 kb)组装后得

到 plipastatin 的生物合成基因簇并在枯草芽孢杆

菌中成功表达。  
此外，当克隆区域富含重复序列时 TAR 不

稳定，在酵母有丝分裂时容易发生片段缺失。与

高 AT 含量的 DNA 在细菌细胞中难于克隆一样，

富含 GC 的 DNA 区域在酿酒酵母中也难于准确

克隆，但通过对酵母的改造，Noskov 等[69]仍然

克隆到了大于 100 kb 的高 GC 含量区域(GC 含

量质量分数为 55%)。 

同时，载体自连接和共转化效率低下等问题

同样限制了 TAR 的应用。科研人员针对这一局

限从多个角度对 TAR 克隆技术进行了改进，主

要为 CRISPR/Cas9 系统偶联 TAR 克隆技术。除

该偶联技术外，科研人员通过对 TAR 的优化降

低了载体的自连接等问题。苏会娟[70]在 TAR 克

隆的基础上构建了诱导型酵母转化重组系统，即

Itar (inducible transformation-associated 
recombination)克隆系统，该系统利用半乳糖诱

导 I-Sel 内切酶表达使载体线性化，通过同源重

组将目的 DNA 片段组装至捕捉载体，实现大片

段 DNA 的直接克隆；通过该系统将基因组上的

polymyxin 基因簇转移至 Paenibacillus polymyxa，
成功合成了多黏菌素(polymyxin)。有研究在TAR

克隆载体 pCAP01 的基础上，引入强启动子

pADH1 基因和反向选择性标记 URA3 基因，使

阳性克隆率达到 80%[71]。此外，TAR 还被广泛

应用于等位基因分离与远程分子单倍型分析、同

源基因的分离、HACs、细菌载体中不可克隆的

染色体区域分离及合成生物学研究等。 

1.3  Red/ET 重组系统 
“Red/ET 重组”是近年发展起来的一种基于

同源重组原理在大肠杆菌中直接修饰各类 DNA
分子的新技术。该克隆技术利用重组酶 Redα/β
或 Rec E/T 介导的同源重组对 DNA 精确修饰，

不受酶切位点和基因大小限制，可以简单、快速

地对任意大小的 DNA 分子进行插入、敲除、突

变等多种修饰。同时能免于建库，只需要  
40−50 bp 的同源臂就能实现高效的同源重组，

从基因组中直接克隆大型基因簇。因此，可通过

合成引物的方式将短序列同源臂加在 PCR 产物

的两端，并实现与任意位置的目标序列进行同源

重组。这一点突破了酶切位点和长片段 PCR 扩

增的局限性对传统基因操作技术的限制，大大促

进了微生物次级代谢产物的异源表达研究。 
Red/ET 重组技术省略了标准限制/连接基因

修饰的许多步骤，极大地促进了复杂生物合成途

径的遗传操作[14]。结合 BAC 或 cosmid 文库的构

建和筛选，该技术已经通过重新组装实现了几条

完整的生物合成途径。随后 Red/ET 重组技术介

导了生物合成途径的拼接和修饰，以便在技术上

更适宜于微生物系统中的异源生物合成。 
对野生型菌株中相对较小的基因簇(<30 kb)

展开研究时，一方面，可以构建基因组文库，从

单个 cosmid 中检索到基因簇，再通过 Red/ET
技术对目标基因簇进行重组。Binz 等 [72]利用

Red/ET 重组技术，从 2 个 cosmid 中重新构建了

pla 生物合成基因簇，随后在 3 株链霉菌中成功

表达了完整的基因簇，并从表达结构中删除一个 
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修饰基因，得到一个新的非 glycosylated phenalin
内酯衍生物。另一方面，可以通过 Red/ET 重组

技术直接从基因组中克隆目标基因簇。Huang 
等[73]通过 Red/ET 重组技术直接克隆得到 syl 基
因簇，将含有的 sylA-sylE 基因簇片段克隆到

pASK 载体中，异源表达得到 syringolin。 
然而，很多天然产物生物合成基因簇的大小

都大于普通的 cosmid 载体，克服这种限制的策

略目前有 3 种。(1) 构建 BAC 文库，BAC 载体

可以容纳 100−300 kb DNA 片段的插入。Red/ET 
同源重组能够对 BAC 进行有效的目的性修饰，

如基因的剪切、突变、克隆等[74]。Tu 等[75]利用

Red/ET 重组技术从 BACs 中重组出 58 kb 的 dis
核心基因簇，当该基因簇转座到异源宿主

Myxococcus anthus DK1622 的染色体上时，产生

了几种二恶唑衍生物；并且随后的基因缺失实验

证明，双萨拉唑(disorazol)的生产只需要 disA–D
基因，用合成的启动子取代编码离散 AT 蛋白的

disD 基因的天然启动子，改进了异源宿主 M. 
xanthus DK1622 的 disorazol 产量；Red/ET 还可

在 BAC 上高效构建各类载体，包括基因打靶载

体。卢智勇等[76]利用基于 BAC 的细菌内同源重

组构建新型 CCR5∆32 打靶载体；张亮等[77]基于

Red/ET 同源重组技术构建温敏型敲除载体，通

过双交换同源重组技术获得短短芽胞杆菌 X23
全局性转录负调控因子缺失的突变株，然后采用

平板抑菌、高效液相色谱-质谱联用技术(high 
performance liquid chromatography-mass 
spectrometry, HPLC-MS)和实时荧光定量 PCR 
(quantitative real-time PCR，qPCR)研究了全局性

转录负调控因子敲除对短短芽胞杆菌 X23 不同

生长时期发酵液的抑菌活性、edeines 产量、ede
操纵子转录水平的影响。(2) 在单个高拷贝数质

粒上重组基因簇，但耗时较长且质粒插入片段较

小，限制了其使用。为了解决上述问题，可以通 

过构建 2 个相容的载体，然后逐步引入并在合适

的宿主菌中共表达，方便了大片段 DNA 插入的

操作。Su 等[78]构建了 2 个稳定共存的载体(p184
和 pMT)，它们包含兼容的复制源 (p15A 或

ColE)，用于表达完整的 PKS 基因簇；2 个载体

不仅具有稳定性和兼容性等特性，而且具有相似

的拷贝数，因此表达水平可以达到化学计量平

衡，并且其稳定性和兼容性得到了证实。(3) 利
用 Red/ET 介导的线性+线性同源重组(linear plus 
linear homologous recombination, LLHR)应用于

直接从基因组 DNA 中克隆大基因簇，从而避免

了基因组文库的构建和筛选[79]。Bian 等[14]利用

Red/ET 介导的 LLHR 从 Pseudomonas syringae
基因组 DNA 中直接克隆 syringolin 基因簇，通

过 sylCDE 在大肠杆菌 GB05-MtaA 中的异源表

达，得到了 2 个新的 syringolin 成员 syringolin G
和 H 并进行了表征，通过添加 sylAB 组装完整

的丁香脂生物合成途径，形成与天然生产者相同

的基因结构。 
在上述策略中，Red/ET 重组可结合反向筛

选技术对 DNA 进行无痕敲除、定点突变和模块

替换等修饰。常用的正筛选标记包括各种抗生素

抗性基因等，负筛选标记包括基因 sacB、rspl、
galK 和 ccdB 等，但这些标记具有较高的突变频

率，显著增加了负选择后的背景，并且在重组效

率低的条件下还会促进假阳性克隆的发生。Liu
等[80]利用 Red/ET 重组技术和 ccdB 反向筛选标

记，使用一个带有枯草芽孢杆菌 amyE 基因和

ccdB 负选择标记的 5.2 kb 特异性直接克隆载体，

利用两步法，分别从 Brevibacillus brevis X23 和

B. amyloliquefaciens FZB42 中直接克隆了两种

大型的 edeine (48.3 kb)和 bacillomycin (37.2 kb)
的生物合成途径，在 1 周内整合到枯草芽孢杆菌

的染色体中并在异源宿主中成功表达。此外，

Red/ET 在研究化合物合成机理上也有突出的表
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现，Red/ET 技术通过对 colibactin 的合成后修饰

过程进行阻断，确定了 colibactin 的前体物质[81]。 

2  挑战与展望 
随着基因测序技术和生物信息学的快速发

展，通过基因组挖掘发现天然产物生物合成基因

簇， 终获得新颖天然产物的策略，具有快速、

高效的特点，并逐渐成为研究热点。基于该策略

开展的天然产物研究往往依赖于其生物合成途

径在异源宿主中的表达，通过激活编码其生物合

成途径的基因簇来发现天然产物。基因组测序数

据表明，微生物产生生物活性 NPs 的潜力比目

前报道的要大得多[82]，但截至目前，只有少数

BGCs 被鉴定出来，有些 BGCs 受到严格的转录

调控，在野生型宿主中表达量低或不表达；有些

BGCs 存在环境基因组中难以表达；还有些

BGCs 存在于实验室难培养微生物中，无法在实

验条件获得其对应的天然产物。在本文综述的  
3 种主要的大片段 DNA 克隆技术中，传统的分

子克隆方法依赖于限制性内切酶的裂解和 DNA
分子的连接，需要良好的酶切位点，这限制了其

实际应用；TAR 克隆能够分离小于 300 kb 的片

段，但对于富含 GC 的 DNA 片段在酵母中的克

隆效率较低；Red/ET 克隆策略存在操作步骤相

对复杂、合成效率不高、合成有效片段的比例不

高等问题。 
综上所述，已有克隆技术虽然仍具有缺点，

但是针对这些劣势，科研人员逐渐研发了新的克

隆技术攻克或改进了原有克隆方法。这些新型克

隆技术的使用可以有效促进天然产物生物合成

基因簇的克隆与表达，从而促进新颖天然产物的

发现，但对大片段基因簇的克隆仍然是一个具有

挑战性的问题。相信随着基因挖掘技术和测序技

术的不断发展，将会挖掘出更多的基因簇，结合

新型大片段克隆表达技术，从而可以获得活性多

样的天然产物，丰富天然产物化学结构和生物活

性数据库。 
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