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(中国农业科学院麻类研究所，湖南 长沙 410205) 

摘 要：为避免现有的多片段质粒构建技术的弊端，提高多片段质粒构建效率，以构建树干毕赤酵母Agglutinin-like 

基因的敲除载体为例，利用酿酒酵母活体细胞重组系统，一次性将多个外源 DNA 片段和线性化质粒重组，形成

环状质粒。通过引物设计在相互连接的 DNA 片段之间引入 50 bp 重叠序列，用 PCR 扩增 DNA 片段后，与线性

化质粒一起转化酿酒酵母，再用 PCR 和测序等方法鉴定阳性酵母菌落中质粒的正确性。通过本方法构建的多片

段质粒正确率高、耗时短。 
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Abstract: To enhance the efficiency of multi-fragment plasmid construction and overcome the limitations of current 

techniques, this study introduced a method that utilized the recombination system within Saccharomyces cerevisiae living 

cell. This approach enabled the simultaneous integration of multiple exogenous DNA fragments with linearized plasmid 

into a circular plasmid, using the construction of an Agglutinin-like gene knockout vector for Pichia stipitis as an 

example. The method involved designing primers to introduce 50 bp overlapping sequences between interconnected DNA 

fragments, followed by PCR amplifying of these fragments. Subsequently, the linearized plasmids were co-transformed 

with the DNA fragments into Saccharomyces cerevisiae cells. Validation of the plasmids accuracy was then performed in 

positive yeast colonies through PCR and sequencing. This method offers a high level of precision and considerably 

reduces the time required for constructing multi-fragments plasmids. 
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基因工程操作中常需要将多个 DNA 片段连接

克隆到同一个载体质粒中，传统的方法是利用 DNA

内切酶酶切后再用 DNA 连接酶将 2 个片段连接起

来构建质粒，每次构建最多只能连接 2 个片段[1]，

下一个 DNA 片段的构入必须以前一个成功构入

DNA 片段的质粒为基础。可见，传统方法受 DNA

片段内切酶位点的限制，工作量大，周期长。

Gateway 技术在表达载体构建上不需要人工酶切/

连接，也可以在特定结构的载体上一次构入几个

DNA 片段[2]，但 Gateway 技术需要在载体上预先设

置 attB 重组位点，也不能随意进行多个 DNA 片段

的连接。基于 λ 噬菌体 Red/ET 重组酶系统的质粒

https://bmcmolbiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2199-11-54
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构建技术有一定优越性[3]，但该方法需要预先在细

菌中表达 Red/ET 系统的多个重组酶后才能用于多

片段质粒的构建[4]。这些技术都有一定的壁垒，应

用起来都不够便捷。目前较常用的、操作相对简单

的是基于 Gibson assembly 原理的无缝克隆试剂盒

商业产品，但该产品对于多个 DNA 片段的质粒构

建成功率较低。 

酿酒酵母细胞内具有一套严谨且高效的 DNA 同

源重组系统，保证了酵母遗传物质的修复和维护[5]。

很多研究利用这一重组系统将外源 DNA 整合到酵

母基因组上进行基因表达[6]或者利用这一重组系统

进行酵母内部基因敲除[7]。有研究人员利用约 50 bp

的同源重组序列在酵母菌活体细胞内成功构建了

质粒[8–9]，但该研究只涉及 1 个外源基因片段与 1

个载体的重组连接。KUIJPERS 等[10]利用酵母的重

组系统并通过 60 bp 的重叠序列，实现了几个片段

质粒的构建，但 60 bp 的重叠片段还是相对较长，

这增加了引物合成的成本。本研究以构建树干毕赤

酵母 1个未知功能基因 Agglutinin-like (Aggl)的敲除

载体为例，探讨 1种更高效的多片段质粒构建方法，

包括50 bp重叠序列引物设计、外源DNA片段制备、

酿酒酵母转化以及阳性酵母菌落鉴定等 4个主要步

骤，完成该试验操作仅需 3 d 时间即可获得正确的、

多片段组装的目标质粒。 

1 材料与方法 

1.1 试验材料 

分别含有 pS300 质粒、p2076 质粒和 pHyg 质

粒的 3 个 DH5α 大肠埃希菌菌株和酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)4741 菌株以及树干毕赤

酵母(Scheffersomyces stipitis)CBS 6054 菌株由中国

农业科学院麻类研究所提供。 

初始质粒 pS300 作为构建载体的骨架，其主要

结构如图 1 所示。它包含 pMB1 ori、f1 ori 2 个原核

细胞复制子和在大肠埃希菌中的筛选标记 Amp 抗

性基因，以及可在酵母宿主中自行复制的元件

(CEN/ARS)和线性化酶切位点 Hind III。p2076 质粒

中含有 G418 抗性基因，在本次质粒构建中作为酿

酒酵母的阳性克隆筛选标记。pHyg 质粒中含有潮

霉素筛选标记 Hyg 抗性基因，作为 Aggl 基因敲除

序列结构中的 1 个元件(在本试验中不作为筛选标

记)。树干毕赤酵母 CBS 6054 菌株则提供 Aggl 基因

的左、右侧翼片段序列，序列来源分别是 Pichia 

stipitis v2.0 assembly中的Picst3|chr_3.1:98395- 99420

和 Picst3|chr_3.1:103936-105124(http://genome.jgi.do 

e.gov/Picst3/Picst3.home.html)。 

 

图 1 pS300 质粒的主要结构 

Fig. 1 Structural diagram of pS300 plasmid 
 

1.2 方法 

1.2.1 引物设计与外源 DNA 片段及初始质粒骨架

的制备 

试验预期构建的 Aggl 基因敲除载体质粒所需

外源DNA片段和连接方向为 pS300 线性质粒 3'→ 

5'G418 抗性基因 3'→ 5'Aggl 左同源臂 3' → 5'Hyg

抗性基因 3'→ 5'Aggl 右同源臂 3'→ pS300 线性质

粒 5'，如图 2 所示。利用酵母重组系统构建质粒，

要求在相邻 2个DNA片段的接头处有约 50 bp重叠

序列。为使这些片段按规定顺序进行连接，用 Primer 

premier 5.0 设计好各个 DNA 序列的特异引物后在

引物上添加相应的 50 bp 重叠序列，具体引物序列

如表 1，各片段间的 50 bp 重叠序列区如图 2 所示。

各个外源 DNA 片段可通过 PCR 扩增获得。提取

pS300 初始质粒后用 Hind III 酶切线性化；各个片

段均用 DNA 凝胶试剂盒纯化回收。用 NanoDrop 

2000 测定 DNA 片段浓度后，各个 DNA 片段均保

存于–20 ℃冰箱中，备用。为便于后续基因敲除片

段的线性化，设计引物时在 Aggl 左侧翼片段的左端

和 Aggl 右侧翼片段的右端均加上 Pvu II 酶切位点。

引物对S300–F和 S300–R分别位于 pS300质粒线性

化 Hind III 酶切位点的左、右两侧(如图 1 所示)。 
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图 2 外源 DNA 片段与 pS300 质粒连接的结构 

Fig.2 Structural diagram of the connection between exogenous DNA fragments and pS300 plasmid 
 

表 1 本试验所用的引物 

Table 1 Primers used in this study 

引物名称 引物序列(5'–3') 接头处 50 bp 重叠序列来源 
扩增的 DNA 

片段名称 

扩增的 DNA 

片段长度/bp 

G418–F CATTAAAAGATACGAGGCGCGTGTAAGTTACAGGCAAGCGA
TCCGTCCTAAGATCTGTTTAGCTTGCCTC 

pS300 质粒 3' 端 G418 抗性基因 1432 

G418–R TGGATGGCGGCGTTAGTATC  

Aggl L–F GTGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTAACG

CCGCCATCCAGCTGTTTTAGACTTTTAGGGCTGGAG 
G418 抗性基因 3' 端 Aggl 左同源臂 1026 

Aggl L–R GAAGCAGGCCGCAGCCAACACGGCAGCGTTGCGCAGGCTG
TACACGTATGTGTGATAAATTACAGATGCTACTGG 

Hyg 抗性基因 5' 端 

Hyg–F CATACGTGTACAGCCTGCGC  Hyg 抗性基因 1867 

Hyg–R ATAGCCTTTTGAAAATATATGGGG  

Aggl R–F TGTAACTATATGTTTATCTGTAAAATCCCCATATATTTTCAAA

AGGCTATAATACTGAATTTATCGTCCTTTCG 
Hyg 抗性基因 3' 端 Aggl 右同源臂 1189 

Aggl R–R TTCTTTCCTGCGTTATCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTAC

CGCCTTTCAGCTGAAATGCTTGCCGTTTTGTTAG 
pS300 质粒 5' 端 

S300–F CCATCATTAAAAGATACGAGGC  插入 pS300 中的

外源片段 

5656 

S300–R CTCACATGTTCTTTCCTGCG  

     
序列单下划线为 50 bp 同源片段，双下划线是在引物中引入的 Pvu II 酶切位点。 

 

1.2.2 酿酒酵母的转化 

根据GIETZ 等[11]的“LiAc/SS carrier DNA/PEG”

方法制备和转化酵母感受态，但稍有改动：加入的

各个 DNA 和质粒溶液的量如表 2 所示，对照样品

不加 G418 抗性基因的 DNA 片段，而用 1.6 μL 

ddH2O 代替；总体积不超过 10 μL。转化 DNA 片

段后加 500 μL 新鲜的 YPD 培养液，在 30 ℃、200 

r/min 摇床中活化 4 h；随后取 100 μL 活化的细胞液

用于涂皿。G418 抗性基因以抗生素 G418 为筛选药

物，制作含有 200 μg/mL G418 的 YPD 固体培养基

作为筛选平皿。对照样品涂布于不含 G418 和含

G418 的 2 个培养皿中(以检验 G418 是否有效)，而

处理样品涂布于含 G418 的培养皿中；封皿后放于

30 ℃恒温培养箱中培养36~48 h。在培养36 h时拍照。 

表 2 酵母转化时各个 DNA 片段的加入量 

Table 2 The quantities of each DNA fragment added to yeast 

competent cells 

DNA 序列名称 DNA 浓度/ (ng·μL–1) 转化时的加入量/μL 

G418 抗性基因 43.6  1.6 

Aggl 左同源臂 30.5  2.2 

Hyg 抗性基因 38.2  1.9 

Aggl 右同源臂 28.9  2.3 

线性化 pS300 32.5  2.0 

总体积  10.0 

1.2.3 阳性菌落的鉴定 

从不含 G418 的对照样品平皿上挑取少许菌体

接种于不含 G418 的 YPD 培养液中(作为后续阳性
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菌落 PCR 鉴定的对照)；从处理样品平皿中随机挑取

9个阳性菌接种于含有 200 μg/mL G418的YPD液体

培养基中，在 30 ℃、200 r/min 培养过夜。采用 PBC

快速 PCR 模板制备方法[12]制备 PCR 模板。用

S300–F、S300–R 引物(在 pS300 质粒上的位置如图 1

所示)和 CloneAmp HiFi PCR Premix (Clontech)对各

个样品模板进行 PCR 扩增，1.2%凝胶电泳检测。如

插入片段大小与预期(约 5656 bp)相符，进一步用

Yeast Plasmid Kit (Omega Biotek)提取质粒并将质粒

DNA 通过 CaCl2–热激法[13]转化到大肠埃希菌 DH5α

中。对阳性 DH5α 菌落摇菌培养并提取质粒后用

Pvu II 和 Nde I分别进行单酶切和双酶切，通过凝胶

电泳观察酶切情况，初步判断质粒构建是否正确；

通过步移测序(由湖南擎科生物技术有限公司完成)

进一步确定多片段载体构建质粒序列的正确性。 

1.2.4 作图 

运用 ApE 软件制作圆形质粒图。 

2 结果与分析 

2.1 各个 DNA 片段和线性化质粒骨架的获取 

用相应的引物和 DNA 模板扩增 4 个外源 DNA

片段，1.2%琼脂糖凝胶电泳。结果(图 3)显示：第 2

泳道G418抗性基因目的条带位于2000 bp和1200 bp

中间靠下位置，与预期的 1432 bp 片段长度相符；第

3 泳道 Aggl 左同源臂、第 4 泳道 Hyg 抗性基因和第

5 泳道 Aggl 右同源臂的目的条带的大小均与预期长

度(表 1)相符，初步证明 PCR 扩增结果正确；从大肠

埃希菌提取的 pS300 质粒以超螺旋状态为主(第 6泳

道)，证明质粒提取效果良好；pS300 质粒经Hind III

酶切后被线性化，电泳条带大小接近 3000 bp(第 7

泳道)，与预期的 2872 bp 长度相符。 
 

经纯化后的各个 DNA 片段的浓度约为 30 

ng/μL，具体浓度如表 2 所示。转化酿酒酵母时，为

保证各个片段之间量的比例约为 1，各片段按表 2

取适当体积的 DNA 溶液加入酿酒酵母感受态中混

合转化。 

 

泳道 1 DNA ladder；泳道 2 G418 抗性基因；泳道 3 Aggl 左同

源臂；泳道 4 Hyg 抗性基因；泳道 5 Aggl 右同源臂；泳道 6 pS300

质粒；泳道 7 Hind III 酶切线性化的 pS300 质粒。 

图 3 各个 DNA 片段的电泳结果 

Fig.3 Agarose gel electrophoresis results of DNA fragments 
 

2.2 转化酿酒酵母后获得的阳性克隆及 PCR 验证 

将 G418 抗性基因、Aggl 左同源臂、Hyg 抗性

基因、Aggl 右同源臂和线性化 pS300 质粒等 5 个

外源 DNA 片段共同转化酿酒酵母 4741 菌株感受

态，转化结果如图 4 所示。对照样品的 2 个皿中，

不含 G418 的平皿上长满了酵母菌体(图 4–a)，而含

有 G418 的平皿上没有长出任何菌落(图 4–b)。加

G418 抗性基因的处理样品长出了超过 100 个克隆

的阳性菌落(图 4–c)。可见缺少 G418 抗性基因的对

照样品不能形成带有 G418 抗性的质粒，而加有

G418 抗性基因的处理样品平皿中的单菌落在酵母

活体细胞同源重组系统作用下形成了环状化的带

有 G418 抗性的质粒。 

 

图 4 多片段共转化酿酒酵母的平皿筛选结果 

Fig.4 Plate screening results of multiple DNA fragments transformation into Saccharomyces cerevisiae 
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在处理样品皿(图 4–c)上随机挑取 9 个阳性菌

落进行 PCR 鉴定，结果显示：对照菌没有扩增出任

何条带(图 5 泳道 2)；而随机挑取的 9 个阳性菌落中

有 6 个(图 5 泳道 3、5、6、7、10 和 11)能扩增出稍

大于 5000 bp 的目的条带，该条带的大小与预期的

4 个 DNA 片段(G418 抗性基因、Aggl 左同源臂、

Hyg 抗性基因和 Aggl 右同源臂)的大小之和(约

5656 bp)相符；另外 3 个阳性菌落的 PCR 扩增片段

(图 4 泳道 4、8 和 9)大小约 1600 bp，与预期不符。

初步证明已经成功构建了由 4 个外源 DNA 片段与

质粒组成的复杂载体，多片段质粒构建成功率约为

66.7%。由于构建好的质粒在酵母细胞中的拷贝数

较低，为获得较多的质粒，将图 5 第 3 泳道对应的

菌株 DNA 转化大肠埃希菌 DH5α 菌株，用于下一

步酶切和测序验证，并将该质粒命名为 SsAggl 

knockout plasmid。 

 

泳道 1 DNA ladder；泳道 2  对照 4741 菌株；泳道 3～11 处理

样品的阳性菌落。 

图 5 阳性菌落的 PCR 鉴定结果 

Fig.5 PCR identification results of positive colony 
 

2.3 酶切和测序进一步检验构建的多片段质粒 

为验证 SsAggl knockout plasmid 质粒中是否含

有预设的 2 个 Pvu II 酶切位点以及 1 个 Nde I 酶切

位点(Hyg 抗性基因本身带有该酶切位点)，对从大

肠埃希菌中提取的 SsAggl knockout plasmid 质粒进

行酶切和电泳分析。各个外源 DNA 片段拼接的预

期质粒结构和设置的酶切位点如图 6–a 所示。在序

列位置 1 bp和 4089 bp位置设有酶切位点Pvu II(表

1)，在 1842 bp 位置有酶切位点 Nde I。用 Pvu II 和

Nde I分别对 SsAggl knockout plasmid质粒进行单酶

切和双酶切的结果如图 6–b 所示。Pvu II 的单酶切

产物在电泳图上有 1 条带位于 3000～5000 bp(图

6–b，第 3 泳道)，这个结果与预期相符。因为在预

期的圆形质粒上有 2 个 Pvu II 位点，能将质粒切成

4089 bp 和 4292 bp 2 个片段，这 2 个片段长度较大

且片段大小接近，在 1.2%琼脂糖凝胶电泳上难以分

开而只形成一条带。用 Nde I 进行单酶切后有单一

的条带，条带位置远大于 DNA ladder 的 5000 bp

条带(图 6–b，第 4 泳道)，与预期的 SsAggl knockout 

plasmid 质粒 8382 bp 相符。用 Pvu II 和 Nde I 对该

质粒进行双酶切，结果产生3条带：一条带在3000～

5000 bp，另外 2 条带分别在 DNA ladder 2000 bp 带

的上、下位置。从质粒结构图谱上可知Pvu II和Nde I

双酶切可以形成 3 个片段，片段大小分别为 4292、

2247、1842 bp。可见，双酶切的结果也与预期相符。

酶切结果进一步说明由多个 DNA 片段组合的质粒

已经构建成功。 

 

a 4 个 DNA 片段与 pS300 质粒连接的结构与酶切位点示意图；b 构建完成后的质粒酶切电泳情况。泳道 1  DNA ladder；泳道 2 

SsAggl knockout plasmid；泳道 3 Pvu II 酶切；泳道 4 Nde I 酶切；泳道 5 Pvu II 和 Nde I 双酶切。 

图 6 多片段质粒构建示意图及质粒构建完成后的酶切结果 

Fig.6 Construction diagram of the multiple fragments plasmid and the enzyme digestion results of constructed plasmid 
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为验证构建的质粒中各个外源 DNA 片段的连

接是否正确，进一步对 SsAggl knockout plasmid 质

粒进行测序分析。步移测序分析结果显示：线性化

pS300 质粒的 3'端(G418–F 引物上的同源序列)与

G418 抗性基因的 5'端成功连接(图 7–a，测序结果

为反向互补序列)；下一个连接点的测序峰图结果显

示G418抗性基因 3'端与Aggl左同源臂的 5'端连接

正确(图 7–b)；Aggl 左同源臂 3'端与 Hyg 抗性基因

5'端成功正确连接(图 7–c)；Hyg 抗性基因的 3'端与

Aggl 右同源臂的 5'端成功正确连接(图 7–d)；Aggl

右同源臂的 3'端也与 pS300 5'端重组位置一致(图

7–e)。测序结果的连接处序列与表 1 中各个 DNA

片段头、尾处的 50 bp 重叠序列的碱基均一致，说

明连接方向为 pS300 3'→5'G418 抗性基因 3'→ 

5'Aggl 左同源臂 3'→5'Hyg 抗性基因 3'→5'Aggl 右

同源臂 3'→pS300 5'的树干毕赤酵母 Aggl 基因敲除

载体质粒构建成功。 

 

a  线性化 pS300 3'与 G418 抗性基因 5'端的连接点(反向互补序列)；b  G418 抗性基因 3'端与 Aggl 左同源臂 5'端的连接点；c  Aggl 左同源臂

3'端与 Hyg 抗性基因 5'端的连接点；d  Hyg 抗性基因 3'和 Aggl 右同源臂 5'端的连接点；e  Aggl 右同源臂 3'和 pS300 5'端的连接点。彩色粗线段标

记的是引物重叠序列。 

图 7 SsAggl knockout plasmid 质粒中的各个 DNA 片段之间连接点的测序结果 

Fig.7 Sequencing results of the connection points between multiple DNA fragments in the SsAggl knockout plasmid 
 

3 结论与讨论 

本研究中，以构建树干毕赤酵母 Agglutinin-like 

基因的敲除载体为例，利用酿酒酵母活体细胞重组

系统，一次性将多个外源 DNA 片段和线性化质粒

重组形成环状质粒，用该方法构建多片段质粒的阳

性酵母菌落中，大部分能够形成正确重组连接的质 

粒，而少数阳性菌落含有错误连接。这些错误质粒

仅连接了 G418 抗性基因片段，可能是由于非同源

末端连接修复(NHEJ)引起的[14]。虽然最终转化有少

数错误的质粒，但是这种多片段质粒的构建方法仍

是非常简便而高效的。在笔者多次用不同的多片段

构建质粒的试验中(相关数据未在本文中显示)，阳
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性克隆的正确率均在 50%以上，且只要适当增加阳

性菌落的检测数量，即可从中获得正确组装的重组

质粒。 

本试验介绍的多片段质粒构建方法包含 3个主

要步骤：1)含 50 bp 重叠序列的引物的设计；2)外源

DNA 片段的制备和酿酒酵母转化；3)阳性酵母菌落

的鉴定。这一过程只需 3 d 时间。可见，本试验描

述的多片段质粒构建方法的成功率和效率都相对

较高。由于本方法属于同源重组，片段之间还可以

实现“无缝”连接或者按需求添加酶切位点。虽然克

隆单一外源片段的商业化无缝克隆试剂盒效果相

对稳定，但是面对多片段质粒构建时用此类试剂盒

仍然需要分步进行、多次克隆才能实现，构建周期

大幅增加。细菌 Red/ET 重组方法也需要大约 50 bp

的重叠序列，且需要预先在宿主菌中协同高效表达

重组系统相关的酶 (Redα/Redβ 或  RecE/RecT

等)[15]，相对本方法的材料要求更高。而 Gateway

技术只能在特定序列位点进行重组[16]，难以用于有

序的多片段组装：因此，本研究的多片段质粒构建

方法相对更为简便而高效，可以广泛用于构建各种

复杂片段或载体质粒。 
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