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应用 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法构建植物表达载体
戢志呈，江雁翔，刘耀光，张群宇

（亚热带农业生物资源保护与利用国家重点实验室／华南农业大学 生命科学学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】构建方便快捷的植物表达载体．【方法】应用Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｉｎｖｉｔｒｏｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｒ“ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍ
ｂｌｙ”方法设计包含片段间２０～２５ｂｐ互补重叠序列的引物，通过ＰＣＲ扩增出带有首尾重叠的目的ＤＮＡ片段，可将１
个或多个片段和线性化的载体一步组装成表达载体．【结果和结论】利用该方法快速构建了多个水稻基因的全长
以及部分缺失编码区表达载体．此外，还通过对 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ连接产物进行 ＰＣＲ扩增后再连接到载体，提高多
ＤＮＡ片段组装的效率．本方法不受目的片段内部限制性酶切位点的限制，可广泛应用于各种载体的构建．
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　　表达载体是研究目的基因功能和遗传工程的重
要工具，在亚细胞定位、目的基因表达、基因敲除、酵

母双杂交和单杂交、ＴＤＮＡ插入突变等技术方法中

广泛应用．传统载体的构建基于限制性内切酶和 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶的方法，它要求先从细胞或组织中分离
目的基因的ＤＮＡ片段，然后利用限制性内切酶切断



双链ＤＮＡ分子从而产生黏性末端或平末端．如果线
性化载体也产生相同的末端，二者可以在 Ｔ４ＤＮＡ连
接酶作用下重新形成磷酸二酯键，构成一个完整的

ＤＮＡ分子［１］．此方法操作容易、但针对多个片段的连
接，则需要进行多次的酶切连接，而且还受限于可利

用的酶切位点．
ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法是Ｇｉｂｓｏｎ等［２］发明的将多

个ＤＮＡ片段在１次反应中实现分子间连接．此方法
关键要求是连接片段与线性化载体首尾有一小段的

互补重叠序列．利用Ｔ５核酸外切酶（Ｔ５ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ）
的５′→３′外切酶活性产生黏性末端，带有互补的重
叠序列 ＤＮＡ配对，再利用 ＰｈｕｓｉｏｎＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
补齐片段上的缺口部分，最后通过 ＴａｑＤＮＡＬｉｇａｓｅ
将多个 ＤＮＡ片段连接起来．２００９年 Ｇｉｂｓｏｎ等［３］应

用ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法设计４０ｂｐ的互补重叠序列
合成了３个５ｋｂ的片段，并且成功地插入到１个８
ｋｂ的细菌人工染色体上．２０１０年 Ｇｉｂｓｏｎ等［４］以６００
个含有６０ｂｐ互补重叠序列的片段利用 ＧｉｂｓｏｎＡｓ
ｓｅｍｂｌｙ方法采用三轮组装的方法成功合成了 １６３
ｋｂ的小鼠线粒体基因．Ｊｉａｎｇ等［５］利用ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍ
ｂｌｙ方法开发了一步法构建植物干涉载体的技术：从
植物基因组中扩增出目标片段，一步法形成反向互

补的发夹结构，并同时连接入干涉载体中．
本研究应用 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法构建了 １个

水稻转录因子基因 Ｏｓ０５ｇ０１４４３００的全长及其４个
缺失突变植物转化载体．另外，将从不同来源得到
的启动子 ＰＮｏｓ、目的基因 ＡＴＰ５Ｎ和 ｏｒｆＨ７９及终止
子 ＴＮｏｓ这４个表达元件，一步法构建了水稻红莲
型细胞质雄性不育基因 ｏｒｆＨ７９表达载体．本研究可
为 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法应用于植物表达载体的构
建提供借鉴．

１　材料与方法
１．１　试验材料

植物材料：水稻‘中花１１’和红莲型不育系‘粤
泰Ａ’，哥伦比亚型拟南芥．载体和菌株：ｐＥＲ８载体，
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００载体，大肠埃希菌ＤＨ１０Ｂ均为华南农
业大学遗传工程实验室保存．
１．２　ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法反应体系

反应体系根据 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法［６］和 Ｊｉａｎｇ
等［５］改良方法配制．２×ＩＲＢｕｆｆｅｒ（Ｅｎｚｙｍｅｒｅａｇｅｎｔ
ｍｉｘ）：３２０μＬ５×ＩＲＢｕｆｆｅｒ，０３μＬＴ５ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ
（１０Ｕ／μＬ）（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ），２０μＬＰｈｕｓｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（２Ｕ／μＬ）（ＮＥＢ），１６０μＬＴａｑｌｉｇａｓｅ（４０Ｕ／μＬ）

（ＮＥＢ），加ｄｄＨ２Ｏ至０８ｍＬ，分装为５μＬ的等份，
－２０℃条件下储存．
１．３　Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因全长及缺失突变体载体的

构建

　　Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因全长及缺失突变载体构建引
物见表１．分别以水稻‘中花１１’叶片抽提的基因组
ＤＮＡ和 ｃＤＮＡ为模板 ＰＣＲ扩增 Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因
的启动子和目的基因 ｃＤＮＡ片段．ＰＣＲ反应体系为：
５０μＬ反应体系中加入２×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒｆｏｒＫＯＤＦＸ２５
μＬ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１０μＬ，１００μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＦ
０１５μＬ，１００μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＲ０１５μＬ，ＫＯＤＦＸ１
μＬ，模板１μＬ，灭菌去离子水１２７μＬ．ＰＣＲ反应条
件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，５６℃退火
３０ｓ，６８℃延伸３ｍｉｎ，３０个循环；６８℃延伸１０ｍｉｎ．
ＰＣＲ产物电泳检测，采用回收试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）
进行纯化回收后，加入１０％ 体积的３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ和
２５倍体积的无水乙醇，－８０℃放置 ３ｈ，１００００
ｒ／ｍｉｎ４℃离心沉淀，０３ｍｏｌ／Ｌ的 ＴＥ溶解 ＰＣＲ产
物，并置于－２０℃条件下保存．

启动子扩增的上下游引物为 ＰＥｃｏＲⅠＦ和 Ｐ
ＥｃｏＲⅠＲ．目的基因１～１１２８氨基酸（ａａ）片段上下
游引物为ＣＤＳＦ、１１２８ａａＲ，１～７３０ａａ片段的上下游
引物为ＣＤＳＦ、７３０ａａＲ，１～８６９ａａ片段的上下游引物
为ＣＤＳＦ、８６９ａａＲ，１～４４３ａａ片段的上下游引物为
ＣＤＳＦ、４４０ａａＲ，７３１～１１２８ａａ片段的上下游引物为
７３１～１１２８ａａＦ、１１２８ａａＲ，１～７４１ａａ片段的上下游
引物为ＣＤＳＦ、７４１ａａＲ，８７０～１１２８ａａ片段的上下游
引物为８７０～１１２８ａａＦ、１１２８ａａＲ．

用ＥｃｏＲⅠ酶切质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００，酶切５０μＬ
反应体系：５μＬＢｕｆｆｅｒ、１２５μＬ质粒、０５μＬ内切
酶、３２μＬｄｄＨ２Ｏ，３７℃酶切１５ｈ后终止反应．酶切
产物凝胶回收，纯化，再乙醇沉淀纯化．Ｇｉｂｓｏｎ
Ａｓｓｅｍｂｌｙ连接体系为 １０μＬ：载体 ３μＬ，克隆片段
１μＬ，混合酶６μＬ，５０℃反应２０ｍｉｎ．连接产物电击
转化ＤＨ１０Ｂ，用质粒抽提试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）抽取
阳性克隆质粒ＤＮＡ进行ＥｃｏＲⅠ酶切鉴定，并送上海
美吉公司进行测序，测序正确后命名为ＰＣＰ．

用ＳａｌⅠ对ＰＣＰ质粒进行酶切，线性化后的载体
与１～１１２８ａａ片段、１～７３０ａａ片段 、１～８６９ａａ片
段用ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法分别连接（方法同上）．成
功连接后质粒分别命名为 ＰＣＰ１、ＰＣＰ２、ＰＣＰ３．线
性化后的载体与１～４４３ａａ片段、７３１～１１２８ａａ片段
混合连接，成功连接后质粒命名为 ＰＣＰ４．线性化后
的载体与１～７４１ａａ、８７０～１１２８ａａ混合连接，成功
连接后的质粒命名为ＰＣＰ５．
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表１　Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因全长及缺失突变体载体引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈａｎｄｔｒｕｎｃａｔｅｄＯｓ０５ｇ０１４４３００ｇｅｎｅ

引物名称 引物序列１）

ＰＥｃｏＲⅠＦ ５′ａｃａｇｃｔａｔｇａｃｃａｔｇａｔｔａｃＧＡＡＴＣＣＡＴＧＴＣＡＡＴＡＧＡＡＴＡＴＡＡＴＴＣ３′

ＰＥｃｏＲⅠＲ ５′ｇａｔｃｃｃｃｇｇｇｔａｃｃｇａｇｃｔｃＧＡＡＴＣＣＣＧＣＣＴＣＣＣＴＡＧＧＧＴＴＴＣＧＣＴＣ３′

ＣＤＳＦ ５′ｔａｃｃｃｇｇｇｇａｔｃｃｔｃｔａｇａＧＴＣＧＡＣＡＴＧＧＣＴＧＣＣＴＣＧＧＴＧＧＡＧ３′

１１２８ａａＲ ５′ｃｃａａｇｃｔｔｇｃａｔｇｃｃｔｇｃａｇＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＧＣＧＣＣＣＴＴＴＴＧＡＡＴＣ３′

７３０ａａＲ ５′ｃｃａａｇｃｔｔｇｃａｔｇｃｃｔｇｃａｇＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＡＡＴＡＧＡＴＡＧＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣ３′

８６９ａａＲ ５′ｃｃａａｇｃｔｔｇｃａｔｇｃｃｔｇｃａｇＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＡＡＴＡＣＡＣＧＣＡＣＴＴＣＡＴＴＣ３′

４４３ａａＲ ５′ＴＧＧＴＣＴＴＡＡＣＴＣＣＣＣＡＣＣＴＴＣ３′

７３１～１１２８ａａＦ ５′ｇａａｇｇｔｇｇｇｇａｇｔｔａａｇａｃｃａＧＴＴＧＡＧＣＡＴＴＡＴＡＡＣＡＴＧＴＡＴＣ３′

７４１ａａＲ ５′ＴＴＣＣＴＧＣＣＧＴＴＧＡＴＡＣＡＴＧ３′

８７０～１１２８ａａＦ ５′ａｃａｔｇｔａｔｃａａｃｇｇｃａｇｇａａＧＴＴＣＴＴＧＴＴＡＧＴＧＴＴＧＧＣＴＣ３′

　１）引物序列中小写字母碱基为引物的互补重叠序列．

１．４　ｏｒｆＨ７９表达载体的构建
ｏｒｆＨ７９表达元件组装相关引物见表２．以 ｐＥＲ８

载体质粒为模板，ＰＮｏｓＦ、ＰＮｏｓＲ为引物扩增 ＰＮｏｓ，
ＴＮｏｓＦ、ＴＮｏｓＲ为引物扩增 ＴＮｏｓ［７］．以水稻红莲型
‘粤泰Ａ’叶片的 ｃＤＮＡ为模板，ｏｒｆＨ７９Ｆ、ｏｒｆＨ７９Ｒ
为引 物 扩 增 ｏｒｆＨ７９ （ＧｅｎｅＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ＮＯ．
ＡＢ２５４０２７．１）［８］．以拟南芥叶片的 ｃＤＮＡ为模板，

ＡＴＰ５ＮＦ、ＡＴＰ５ＮＲ为引物扩增ＡＴＰ５的线粒体定位
信号肽序列ＡＴＰ５Ｎ（Ａｔ５ｇ１３４５０）［９］．

ＰＮｏｓ、ＡＴＰ５Ｎ、ｏｒｆＨ７９和ＴＮｏｓ这４个片段用Ｇｉｂ
ｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法进行一次性连接，连接体系和连接
条件同上．连接产物连接到Ｔ载体ｐＭＤ１８Ｔ（ＴａＫａ
Ｒａ公司）转化大肠埃希菌，以阳性克隆质粒为模板，扩
增ｏｒｆＨ７９各表达元件进行ＰＣＲ验证并测序．

表２　ｏｒｆＨ７９表达元件扩增引物
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｏｒｆＨ７９

引物名称 引物序列１）

ＰＮｏｓＦ ５′ｃｔａａａａｔｃｃａｇａｔｃｃｃｃｃｇａａｔｔａＡＡＧＧＣＧＧＧＡＡＡＣＧＡＣＡＡＴＣＴ３′
ＰＮｏｓＲ ５′ＴＣＴＡＧＧＧＧＡＴＣＣＧＧＴＧＣＡＧＡ３′
ＡＴＰ５ＮＦ ５′ｃａｇａｔｔｇｔｃｇｔｔｔｃｃｃｇｃｃｔｔＡＴＧＧＣＴＡＡＴＣＧＴＴＴＣＡＧＡＴＣＡＧ３′
ＡＴＰ５ＮＲ ５′ａａａｃａａａｔｇｃｔａｇｔｔｇｔｃａｔＴＴＧＡＴＣＡＣＡＡＧＣＡＴＣＣＣＴＡＡＴＡＧ３′
ｏｒｆＨ７９Ｆ ５′ＡＴＧＡＣＡＡＣＴＡＧＣＡＴＴＴＧＴＴＴＴＴＴＣ３′
ｏｒｆＨ７９Ｒ ５′ＧＡＧＣＴＣＧＴＡＡＴＧＡＡＴＴＧＧＡＴＴＣ３′
ＴＮｏｓＦ ５′ａｔｃｃａａｔｔｃａｔｔａｃｇａｇｃｔｃＡＴＣＧＴＴＣＡＡＡＣＡＴＴＴＧＧＣＡＡＴ３′
ＴＮｏｓＲ ５′ａｇｇｔａｇｃｇａａｃｃｇｃｇｃａｔｔｔＣＴＧＴＣＧＡＧＧＧＧＧＧＡＴＣＡＡＴＴＣＣ３′

　１）小写字母为引物的互补重叠序列．

２　结果与分析

２．１　Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因的全长和缺失突变载体的
构建

　　为了研究水稻转录因子 Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因的
功能，利用ＰＣＲ从水稻‘中花１１’的基因组 ＤＮＡ扩
增出该基因编码区上游的启动子约３０００ｂｐ，同时用
ＥｃｏＲⅠ酶切线性化ｐＣＡＭＢＩＡ１３００载体，采用 Ｇｉｂｓｏｎ
Ａｓｓｅｍｂｌｙ方法将二者连接．成功连接的载体命名为
ＰＣＰ，ＥｃｏＲⅠ酶切验证结果显示插入片段与目标分子
大小一致 （图１）．

　　根据Ｏｓ０５ｇ０１４４３００蛋白质功能域预测结果，设计
Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因全长和缺失突变表达载体（图２）．
　　从水稻‘中花１１’ｃＤＮＡ扩增出 Ｏｓ０５ｇ０１４４３００
基因全长１～１１２８ａａ片段３３８４ｂｐ、１～７３０ａａ片段
２１００ｂｐ、１～８６９ａａ片段２６０７ｂｐ、１～４４３ａａ片段
１３２９ｂｐ、７３１～１１２８ａａ片段１１９４ｂｐ、１～７４１ａａ片
段２２２３ｂｐ、８７０～１１２８ａａ片段７７７ｂｐ．用ＳａｌⅠ酶切
线性化 ＰＣＰ质粒，将线性化的载体分别与１～１１２８
ａａ片段、１～７３０ａａ片段、１～８６９ａａ片段连接，线性
化的载体与１～４４３ａａ片段、７３１～１１２８ａａ片段混合
连接，线性化的载体与１～７４１ａａ片段、８７０～１１２８
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ａａ片段混合连接，连接均采用 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法
进行．获得的 ５个重组质粒 ＰＣＰ１、ＰＣＰ２、ＰＣＰ３、
ＰＣＰ４、ＰＣＰ５经限制性内切酶 ＳａｌⅠ酶切鉴定，结果
显示其大小一致（图３）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１５０００；１：Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因启动子片段的扩增；

２：ＰＣＰ质粒酶切．

图１　ＰＣＰ载体限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ酶切检测结果
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＰｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＥｃｏＲ

Ⅰｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

Ｓ９ｐｒｏｍｏｔｅｒ代表 Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因启动子； 表示基因的缺失部

分；ＳＮＦ２和ＨＥＬＩＣｓ是其编码蛋白的功能保守域．

图２　Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因全长结构和缺失突变载体示意图
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈａｎｄ

ｔｒｕｎｃａｔｅｄｒｉｃｅｇｅｎｅＯｓ０５ｇ０１４４３００ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１５０００；１：１～１１２８ａａ；２：ＰＣＰ１酶切；３：１～７３０ａａ；
４：ＰＣＰ２酶切；５：１～８６９ａａ；６：ＰＣＰ３酶切；７：１～４４３ａａ；８：７３１～１１２８
ａａ；９：ＰＣＰ４酶切；１０：１～７４１ａａ；１１：８７０～１１２８ａａ；１２：ＰＣＰ５酶切．

图３　Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因全长和缺失突变载体限制性内切酶
ＳａｌⅠ酶切检测结果

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｓｏｆｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈａｎｄ
ｔｒｕｎｃａｔｅｄｒｉｃｅｇｅｎｅＯｓ０５ｇ０１４４３００ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｄｉ
ｇｅｓｔｅｄｂｙＳａｌⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

２．２　ｏｒｆＨ７９表达元件载体的构建
利用 ＰＣＲ从 ｐＥＲ８载体扩增出 ＰＮｏｓ片段 ３３３

ｂｐ、ＴＮｏｓ片段 ２７５ｂｐ，从拟南芥的 ｃＤＮＡ扩增出
ＡＴＰ５基因 Ｎ端序列 ３５４ｂｐ，从水稻红莲型不育系
‘粤泰Ａ’的ｃＤＮＡ扩增出ｏｒｆＨ７９基因５９８ｂｐ．ＰＮｏｓ、
ＡＴＰ５Ｎ、ｏｒｆＨ７９、ＴＮｏｓ这４个片段，用 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍ
ｂｌｙ方法进行连接．鉴于多个 ＤＮＡ片段一次性连接
到载体的方法虽然可以得到阳性克隆，但效率较低．
我们对以上４个 ＤＮＡ片段利用 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方
法进行连接后，取部分连接产物先进行一次 ＰＣＲ扩
增，扩增产物命名为ＰＡＨＴ（约１６００ｂｐ），再将ＰＡＨＴ
连接到ＴＡ载体或植物表达载体上转化大肠埃希菌
（图４）．这种改良可以大大提高阳性克隆比率．挑取
１２个单菌落进行菌落 ＰＣＲ鉴定，结果显示全部为阳
性克隆．以阳性克隆质粒为模板，从中扩出 ｏｒｆＨ７９各
个表达元件以及ＰＡＨＴ，片段大小与预期相符（图５）．

图４　ｏｒｆＨ７９表达元件载体构建示意图

Ｆｉｇ．４　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｏｒｆＨ７９ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＰＮｏｓ；２：ＡＴＰ５Ｎ；３：ｏｒｆＨ７９；４：ＴＮｏｓ；

５：ＰＡＨＴ．

图５　ｏｒｆＨ７９表达元件载体各片段和组装的完整表达框的

ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｓｏｆａｓｓｅｍｂｌｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅｏｒｆＨ７９ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｂｙＰＣＲ
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３　讨论
传统的载体构建基于酶切连接重组的经典克隆

方法，但是该种方法在针对一些较长片段或多个

ＤＮＡ序列时，载体可供选择的限制性酶切位点往往
受到限制［１０］．采用ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法仅需要对载
体进行单酶切线性化，利用互补 ＤＮＡ序列可实现多
段ＤＮＡ序列的无缝连接，不需要依赖特定的酶切位
点．本方法与传统酶切连接方法相比有以下优点：①
传统酶切连接方法需要较长的连接反应时间，而本

方法只需温浴２０～３０ｍｉｎ后即可转化；②传统酶切
连接方法每次只能连接１个插入片段，多个片段的
组装需要逐次进行限制性内切酶酶切连接反应，随

着连接片段数目的增多，载体的多克隆位点将无法

满足插入片段的要求．而本方法只需对载体进行一
种限制性内切酶酶切，获得线性化载体，而插入片段

不需要进行酶切产生相同的黏性末端，即对多克隆

位点的要求很低；③减少了试验操作步骤，由于插入
片段的连接依赖于互补片段，而不是限制性内切酶

酶切位点的黏性末端，减少了插入片段的酶切纯化

等步骤；④该方法的高效性还体现在对多个不同目
的片段的克隆上：当需要用同一个载体对多个基因

进行克隆时，仅需要在合成引物时在特异引物的末

端加上载体线性化位点两侧的序列，而不需要分析

目的片段的限制性内切酶酶切位点等信息，即可以

工厂化进行多个载体的构建；另外，在实际的 Ｇｉｂｓｏｎ
Ａｓｓｅｍｂｌｙ方法应用中，一次反应连接多个 ＤＮＡ片段
时可能会出现效率下降，阳性克隆少的问题，我们对

其进行改良，对多片段的连接产物进行１次 ＰＣＲ扩
增后再连接到载体，大大提高了阳性克隆率．

应用 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方法，克隆片段的长度可
以是几百碱基，也可以达到９００ｋｂ［３］，甚至可以用于
人工合成细菌的全基因组［１１１２］．ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ方
法已经应用于动物［４］、酵母基因组的克隆［２，１３１４］．本研
究应用该方法成功构建了Ｏｓ０５ｇ０１４４３００基因全长及
缺失突变植物转化载体和水稻红莲型不育系‘粤泰

Ａ’细胞质雄性不育基因ｏｒｆＨ７９表达元件载体，为同类
植物表达载体的快速构建提供了方法借鉴．
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