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基于大片段克隆技术的活性天然产物研究进展
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摘要：活性天然产物具有多样的结构和活性，可作为小分子药物的主要来源。随着多重耐药菌和超级细菌

的出现，迫切需要开发新型的活性天然产物。大片段克隆技术是近年来发现活性天然产物的重要手段，在

获取活性天然产物生物合成基因簇方面展现出明显优势，结合高效的基因簇靶向筛选方法，显著加速了活

性天然产物的发现。作者对各类活性天然产物进行了分类概述，随后对多种大片段克隆技术如人工染色体

技术、Red/ET重组系统、TAR 技术耦合 CRISPR-Cas9系统进行了详细阐述，对不同类型技术的优缺点及应用

范围进行了对比并展望了其未来前景，为活性天然产物的研发提供理论指导。
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Abstract: Active natural products have diverse structures and activities and can be a major source of small molecule 

drugs. Given the emergence of multi-drug resistant bacteria and superbacteria, there is an urgent need to develop new 

active natural products. Large fragment cloning has been an important tool for the discovery of active natural products in 

recent years, and it has demonstrated obvious advantages in obtaining the biosynthetic gene clusters of active natural 

products. This approach, combined with efficient cluster-targeted screening methods, has significantly accelerated the 

discovery of active natural products. This review summarizes a wide variety of active natural products. Furthermore, this 

paper elaborates on the principles and applications of several large fragment cloning technologies, including artificial 

chromosome technology, Red/ET recombination system, and TAR technology coupled with the CRISPR-Cas9 system. 

This paper compares the advantages, disadvantages, and application scopes of different technologies and envisions their 

future prospects, aiming to provide theoretical guidance for the research and development of active natural products.
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近年来，随着多重耐药菌株和超级细菌的出

现，每年有超过 1 700 万人死于细菌性感染［1］。目

前，市场上针对各种高危疾病的特效药物非常稀

缺，由于许多高危疾病的发生机制尚未完全阐明，

以及特效药物研发过程中存在的诸多困难，使得

特效药物的研发面临着巨大的挑战。此外，临床
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上用于抗感染和抗肿瘤的药物超过 50% 来源于活

性天然产物及其衍生物，这也使得以活性天然产

物为基础的药物研发成为研究热点［2-6］。生物合成

基因簇（biosynthetic gene cluster，BGC）是一类包

含数个到上百个功能基因的集合类型，共同参与

一个或多个化合物的合成［7］。殷方荣等［8］通过对

基因簇的原位激活或异源表达，实现了活性天然

产物的定向发现，而从自然界中直接分离筛选菌

种是开发新型化合物的途径。因此，微生物基因

组信息资源提供了一种更快捷的方式——活性天

然产物的基因组挖掘。近年来，随着生物技术和

人工智能技术的蓬勃发展，新结构活性天然产物

的发现速度显著加快，这为药物研发提供了更多

的可能性。例如，通过基因编辑技术可以对活性

天然产物进行基因改造，以获得具有更高药效的

新化合物。此外，人工智能技术也有助于快速筛

选和识别具有潜在药用价值的活性天然产物，从

而加速药物的研发进程。因此，未来的药物研发

将更加依赖于生物技术和人工智能技术的发展，

以发现更多具有药用价值的新化合物［9-10］。作者

主要探讨了各类大片段克隆技术（如细菌人工染

色体技术、可转化人工染色体技术、DNA 同源重

组技术、Red/ET 重组系统和 CRISPR-Cas9 系统偶

联 TAR 技术）靶向筛选驱动活性天然产物创新发

现的策略原理、应用及优缺点，旨在为活性天然产

物的发现和生物合成研究提供技术保障。

1　活性天然产物概述

活性天然产物及其结构类似物在药物发现中

发挥了重要作用［11］，是新药研发的重要物质基础，

但随着活性天然产物和 BGC 的广泛发现，新化合

物的发现速度却逐渐减缓，这对活性天然产物的

发展造成了很大阻碍［12］。活性天然产物主要有萜

类、生物碱、聚酮、非核糖体肽和核糖体肽。萜类

化合物如“明星”化合物紫杉醇（paclitaxel）、青蒿

素（artemisinin）和番茄红素（lycopene）等［13-16］，已

被用作食品添加剂和芳香制剂。生物碱是一类含

氮杂环化合物，主要源于植物［17］，可根据其来源、

前体物质、合成路径和化学结构进行分类［17-18］。

从苦参根中分离出的苦参碱（matrine），具有促进

细胞凋亡、抑制细胞氧化应激等显著生物活性［19］。

青霉素（penicillins）等代表性的聚酮类化合物在临

床治疗中已被广泛用作抗生素［20］。常见的非核糖

体 肽（nonribosomal peptides，NRPs）达 普 霉 素

（daptomycin）［21］、万古霉素（vancomycin）［22］等对革

兰氏阳性菌均有活性。NRPs 类化合物常被用作

抗菌剂、抗肿瘤药物、抗真菌药物等［23-25］。核糖体

肽类活性天然产物（ribosomally synthesized and 

post-translationally modified peptides，RiPPs）是在

自然界中存在的一类具有生物活性的多肽化合

物，主要来源于各种植物、真菌、细菌和海洋生物

等。这些化合物具有多种生物活性，如抗肿瘤、抗

菌、抗病毒、抗炎、免疫调节等，因此在药物开发和

生物技术领域中具有广泛的应用前景，近年来备

受关注［26-27］。例如：乳酸链球菌素 nisin 表现出优

良的抗菌活性，其可以抑制细菌细胞壁的合成，也

可与脂质 II结合形成孔洞使内容物流出导致细菌

死亡［28-29］；darobactin 作为首个具有新骨架的抗革

兰氏阴性菌的 RiPPs 能以高亲和力靶向结合细

菌外膜 BamA 蛋白，抑制外膜蛋白的装配［30-34］。

Mo 等［35］和 Hudson 等［36］分 离 出 RiPPs 塞 克 肽

（sactipeptides）家 族 的 新 分 子 huazacin （ 或

thurincin Z），其对蜡样芽孢杆菌和单核细胞增生

李斯特菌均有抗菌作用。

活性天然产物的化学合成难度较大，且只能通

过微生物绿色制造法获得。传统的制备策略是将

宿主菌进行发酵，基于宿主菌的驯化去除不良性

质，增加有益性状来获得高产高质菌种，并进行规

模化发酵、分离和纯化代谢产物，借助质谱和核磁

等多谱学手段对分离产物进行结构解析，从而达到

发掘新型活性天然产物的目的。目前，新化合物发

现的主策略是对微生物天然产物 BGC进行构建与

异源表达［37-38］。鉴于基因簇的大小常以几十至几

百 kb存在，因此首先需要获得细菌完整的基因组，

随后利用分子生物学手段将基因组中的 BGC靶向

克隆，或将多个功能基因在酵母等宿主内组合表

达，实现其 BGC 的重建。基因组大片段克隆技术

作为生物合成的关键技术之一，对于构建高价值产

物的工程菌株具有至关重要的作用［39］。众所周知，

活性天然产物在药物、食品和化妆品行业中有广泛

的应用，因此，对其进行针对性研究对于人类健康

和经济发展均具有重要影响。通过基因组挖掘可

以更准确地了解活性天然产物的基因组和遗传信

息，从而有助于其合成、发现和优化。此外，借助基

因组挖掘等方法，可以更进一步推动活性天然产物

生物合成的研究。合成生物学是一门新兴的交叉
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学科，它将生物技术和工程学知识相结合，旨在研

究和利用生命系统的基本机制。对于活性天然产

物生物合成的研究，合成生物学为分析和理解生物

体中的重要化学反应提供了新的方法和技术。通

过基因组挖掘等方法可以更好地理解这些化学反

应的生物学基础，从而推动合成生物学的研究和发

展。同时，合成生物学也为解决医学用药中活性天

然产物不能满足作为先导物质需要的问题提供了

新的思路和方法［40］。BGC 的挖掘和异源表达是获

得活性天然产物的基础，对其生物元件进行改造可

获得成熟的活性天然产物［37］。

2　大片段克隆技术驱动活性天然产物的

高效挖掘

2.1　人工染色体技术

细 菌 人 工 染 色 体 技 术（bacterial artificial 

chromosome，BAC）是由 Shizuya 等于 1992 年以大

肠杆菌 F 质粒（F-plasmid）为基础构建而成的可用

来克隆 150 kb 大小的 DNA 片段的细菌染色体克

隆载体［41］，且最高可存储 300 kb 的碱基对［42］。

BAC 载体历经了两代的发展，其主要区别在于筛

选标记不同。BAC 成嵌合体的频率较低，且转化

效率高［43］，常用于大片段基因组文库的构建和

BGC 功能基因的研究，在生物基因组的多种研究

应用中发挥着不可或缺的作用。研究人员建立了

一个从高质量 BAC 文库构建［44］到 BAC 测序、BAC

末端测序［45］、BAC指纹制作、BAC物理图谱制作［46］

再到全基因组测序的系统化的公共BAC资源平台，

建立了基本的数据库和网络搜索工具，并对BAC载

体进行了改进。改进的载体方便了BAC文库构建、

插入片段检测、随机大片段 DNA 克隆以及完整插

入片段在 BAC 之间的交换等。 Takao 等［47］利用

BAC文库筛选了化合物 Kinanthraquinone的 BGC，

并将其在变铅青链霉菌中进行异源表达，成功获

得了该化合物。 Liang 等［48］通过将 BAC 文库和

CRISPR/Cas12a 技术相结合 ，开发了一种基于

Cas12a 的 BGC 快速构建方法，其在不同的宿主中

能够捕获的最大长度为 145 kb；将该技术应用于

小单孢菌属中，可克隆一段长度为 110 kb 的聚酮

合成酶 BGC；然后将其导入白色链霉菌中进行表

达 ，可 获 得 一 种 新 型 的 大 环 内 酰 类 化 合 物

Marinolactam A，该化合物具有良好的抗癌活性，

对人结肠癌细胞的 IC50值为 18.3 μg/mL。Xu 等［49］

开发了一种具有突破性的 LEXAS 平台技术，该技

术通过使用表达效率更高、遗传背景更清晰的表

达宿主，可以极大地扩充小分子化合物储备，增加

药物先导物分子的数量，从而为筛选抗菌化合物

提供了更多的可能性。通过该技术可以实现点对

点的异源表达和抗菌活性筛选，从而快速有效地

找到具有优良抗菌活性的小分子化合物；还可以

高效地鉴定出疏螺体素（borrelidin）、链丝菌素

（streptothricin）和 新 型 羊 毛 硫 肽 化 合 物

Lexapeptide 等具有重要抗菌活性的小分子化合物

见图 1（a）。Park 等［50］通过构建和筛选链霉菌的

BAC 文库，分离出约 167 kb 的线性多烯化合物

I-NTF，在链霉菌 Inha 501 和变铅青链霉菌中表达

后产量分别增加 2.6 倍和 2.8 倍，见图 1（b）。Kudo

等［51］克隆了 211 kb大小片段的BAC文库，其中包含

负责生物合成  concanamycin 的整个  BGC，在阿维

链霉菌 SUKA32中进行了成功表达。总之，BAC染

色体作为一种能够容纳大片段外源 DNA的人工染

色体系统，有望在活性天然产物发现中发挥重要作

用。通过构建基因组文库、模拟合成途径、优化生产

和合成方法，以及进行功能分析和优化等方法，

BAC 在加速活性天然产物的发现和应用方面具有

重要作用。

酵母人工染色体（yeast artificial chromosome，

YAC）中含有酵母细胞中必需的端粒、着丝点和复

制起始序列，是细胞内具有遗传性质的物质，能够

克隆长达 400 kb 的 DNA 片段载体［52］。酿酒酵母

为全基因组测序的真核生物［53］，是分子生物学研

究的理想宿主，其遗传信息背景清晰，分子操作体

系逐步完善，常作为模式真核生物和食品安全菌

株［54］。YAC 可以使 BGC 中单个基因用于研究，以

及将染色体大小的集群组装在一个统一基因和物

理数据的单一图谱中。Luo 等［55］通过使用 DNA 

assembler 的方法对灰色链霉菌的 PKS-NRPS 生物

合成基因簇进行克隆，引入不同的启动子后随即

转入酵母中，基因簇实现拼装并转至异源表达宿

主变铅青链霉菌中，分离出新型大环内酰胺类化

合物（图 2）。Jung 等［56］将扩增系统引入小型 YAC

中以实现重组酶的过量生产并提高 YAC 中基因的

表达水平，YAC 以木聚糖合成酶为基础的 4 个功

能基因整合至酵母中，含有靶标的微型 YAC 易被

扩增，且可增加拷贝数过表达 YAC 中特异性基因。

该系统可同时方便多种酶协同发挥催化作用，且
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可将小的 YAC 转至工业菌株中并进行诱变选育。

Naesby 等［57］将 YAC 在酵母中进行表达，成功表达

了不同来源的类黄酮类化合物，并解析了类黄酮

类物质的生物合成过程，以及关注关键合成酶的

功能。尽管 YAC 在化合物的 BGC 和功能基因的

研究方面已取得一定的研究基础，但该技术还存

在一些挑战，如转化效率低、稳定性差等问题。总

的来说，YAC 具有广泛的应用前景，尤其在基因组

研究、基因治疗和药物发现等领域。

PAC 结 合 了 BAC 和 P1 噬 菌 体 ，能 克 隆

100~300 kb的外源 DNA片段［58］。通过将重组 DNA

注入表达 Cre重组酶的大肠杆菌中，使其发生环化，

图 1　基于 BAC 文库的基因挖掘方案

Fig. 1　Gene mining strategy based on BAC library

图  2　DNA assembler 基因工程方法克隆表达 PKS-NRPS的 BGC 流程图

Fig. 2　Flowchart of DNA assembler genetic engineering for cloning the BGC expressing PKS-NRPS
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可实现对基因组的精确编辑和调控。在这个过程

中，重组酶 Cre会将载体上的 2 个 loxP 位点之间的

DNA 片段切开，从而使其能与含有另一个 loxP 位

点的 DNA 片段进行重组，形成一个环状结构。这

种环化过程不仅可以精确地在需要的位点进行基

因编辑，还可以通过控制 Cre重组酶的表达来实现

对基因表达的调控。PAC 文库在克隆微生物天然

产物 BGC方面得到了广泛应用［59］。Tu等［60］选取海

洋 链 霉 菌 SCSIO 5802 中 蕴 含 的 新 型 化 合 物

neoabyssomicin和 abyssomicin，构建了 PAC基因组

文库以进行筛选，在远青链霉菌  M1 152 中通过

PCR 和异源表达策略获得了目标化合物。Libis

等［61］通过克隆大型文库中菌株基因组捕获大量  

BGC，并使用目标序列共现网络分析（co-occurrence 

network analysis of targeted sequences，CONKAT-seq）

测序通道高效定位携带完整  BGC 的克隆（图 3），

获得了 3种化合物，证明了该方法具有系统分析菌

株库中所含的隐性 BGC 的潜力。

此外，可转化人工染色体技术（transformation-

competent artificial chromosome，TAC）和人类人工

染色体（human artificial chromosome，HAC）也是

活性天然产物 BGC 克隆常用的人工染色体。TAC

可以将外源基因片段插入染色体中，并稳定遗传

给子代。该技术可将特定基因或基因组整合到染

色体中，研究 BGC 中相关基因的功能并解析化合

物的生物合成路径［62-63］。这种技术为筛选 TAC 文

库和克隆化合物的 BGC 提供了便利。TAC 可用

于设计和构建含有活性天然产物生物合成途径的

图 3　生物合成基因簇的多重捕获、鉴定和调动的一般策略

Fig. 3　General strategy for multiplexed capture， identification， and mobilization of biosynthetic gene clusters

5



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  308 期  | 2025 年  11 月  | 食品与生物技术学报

人工染色体，通过将相关基因序列整合到染色体

中，可实现对活性天然产物生物合成途径的调控

和优化，提高目标物产量，并优化菌种工程辅助系

统，为大规模活性天然产物的生产提供了新可能。

HAC 是一种染色体仿生学工具，质地类似于人类

染色体，由着丝粒、端粒和复制起点组成。HAC 已

被广泛应用于各行各业中，尤其是在基因治疗中，

通过改造或构建获得的多种类型 HAC 可以携带

大片段基因组 DNA，建立转基因动物模型，从而

实现基因治疗的目标［64］。HAC 是一种重要的分

析工具，可用于研究染色体上基因的分布和具有

预测基因的功能。HAC 在设计和构建转移载体底

盘方面有着巨大的潜力，其能容纳更大量的 DNA

片段［52， 64-65］。与 YAC、BAC 不同，HAC 是一个完全

独立的染色体，与现有遗传物质的分离不会产生

插入突变体，这使得 HAC 具有稳定性和准确性，

从而优于其他方法。目前，HAC 已成为研究人类

染色体结构的有用工具，并且成为大片段基因和

基因位点表达的重要载体［64， 66-67］。不同克隆载体

的性质比较见表 1。

2.2　Red/ET重组系统

1998年，Zhang等［70］发现了位于大肠杆菌  Rac

原噬菌体上的操纵子 Rec E/Rec T 编码的蛋白质

能够高效地介导体内同源重组的发生，这一发现

为研究细菌同源重组机制提供了新的视角。随

后，Muyrers 等［71］在大肠杆菌 λ噬菌体中发现与此

相似的效应蛋白质对 Red α/Red β，进一步验证了

Rec E/Rec T 蛋白的同源重组促进功能。 Zhang

等［72］将这 2 个体系合并命名为 Red/ET 重组工程

（Red/ET recombineering）。该技术首先需构建包

含靶序列的 DNA 片段，主要通过 PCR 扩增获得，

将靶序列与载体连接可快速地对任意 DNA 分子

进行插入、敲除、突变等操作［73-74］。Red/ET 重组技

术具有高效、准确和快速等特点，且可用于不同细

菌的基因组中，在功能基因研究、基因表达调控及

基因治疗等领域具有广泛的应用潜力［75］。Li等［76］基

于 3个Rac 噬菌体 RecET 操作子，开发了一种针对

伯克霍尔德菌和植物伯克氏菌的重组工程系统。

通过在沉默 BGC 的主要生物合成基因上游插入

启动子，激活了这些 BGC，从而证明了这一重组系

统的应用，并鉴定出 3 种新的脂肽（图 4）。周海波

等［77］利用 Red/ET重组系统从纤维堆囊菌 So0157-2

基因组 DNA 中克隆了 1 个包含 NRPS 和 PKS 结构

域的基因簇 BGC18，将其转移至伯克氏菌 DSM 

7029中进行异源表达。通过液质联用分离纯化进

一步确定了 3 个环二肽化合物。Liu 等［78］构建了

一种携带枯草芽孢杆菌同源序列的特异性克隆载

体，通过 Red/ET 重组直接克隆活性天然产物 BGC

并在枯草芽孢杆菌中进行表达，建立了一种简单

快速的克隆策略。Song等［79］为了利用组合生物合

成的潜力生产具有改变聚酮碳骨架或糖片段甲基

化的化合物，开发了一种结合 Redαβ介导的线性

环状同源重组方法 RedEx。该方法可在大型多模

块聚酮 BGC 中高效地无缝插入和删除 DNA。

Red/ET重组系统可用于对活性天然产物结构的改

造和优化，通过合成生物学技术，可以对靶基因进

表 1　不同克隆载体的性质比较

Table 1　Comparison of the properties of different cloning vectors

克隆

载体

BAC

TAC

YAC

PAC

HAC

克隆片段/

kb

100~300

100~300

100~2 000

100~300

＞100

宿主

大肠杆菌

大肠杆菌

酵母

大肠杆菌

—

稳定性

稳定

稳定

不稳定

稳定

稳定

优点

易于操作、易于转化、基因控制

质粒复制、不易发生体内重排

快速定位克隆、稳定性高、直接

转化植物

不易发生外源基因丢失现象、

容忍性高

含有抗性基因、便于筛选，以单

拷贝的形式存在、稳定性高

稳定地包含超大的基因组片

段，不会产生插入突变体

缺点

程序复杂、耗时、假阳性

技术复杂、转化效率低

易出现嵌合体、部分克隆子不稳定、在转代培养中易

发生缺失和重排、难与酵母染色体区分开、容易发生

染色体机械切割

操作较难、效率低

片段重复

参考文献

［47， 68］

［40］

［56-57］

［59］

［66， 69］
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行编辑，并解析化合物的生物合成途径，研究其构

效关系，有助于研究目标化合物的活性、产量、稳

定性及其应用，为药物中先导化合物的开发提供

理论指导。

2.3　转化偶联技术

转 化 偶 联 技 术（transformation associated 

recombination，TAR）是一种高效的基因组工程

技术，用于大片段 DNA 的克隆和操作，其原理是

基于同源序列的 DNA 片段在酵母细胞内自由末

端的高效构建［80-81］。细菌 DNA 重组机制被用来在

转化过程中将外源 DNA 片段精准地插入宿主细

胞的染色体中。首先，设计和构建含有外源 DNA

片段的 TAR 质粒，质粒中包含宿主细胞染色体的

同源片段，以促进同源重组的发生。这种技术可

从复杂的基因组中选择性地分离目标 DNA，操作

简单且周期短。TAR 是一种新颖的大片段 DNA

克隆技术，与传统的大片段基因克隆技术相比，

TAR 技术能够选择性地分离长达 300 kb 的 DNA

片段，且无需构建基因组文库，这一突破大大提高

了大片段基因克隆的效率。不仅如此，TAR 技术

还可以通过催化反应，从细菌基因组中分离特定

基因或基因簇，这种独特的功能使得 TAR 技术在

基 因 组 学 研 究 中 具 有 广 泛 的 应 用 前 景［40， 82］。

Zhang 等［83］开发了基于 TAR 的遗传平台用于克隆

大型活性天然产物 BGC。总结了 TAR 克隆 BGC 

的方案，详细介绍了选择  TAR 质粒、设计特异性  

TAR 载体、进行酵母转化以及在不同宿主菌株中异

源表达  BGC 的过程。Wu等［84］通过 TAR 技术从金

黄色链霉菌基因组 DNA中捕获了四环素类抗生素

去甲金霉素（6-demethylchlortetracycline，6-DCT）

BGC。构建了随机 DNA 文库，将 PCR 质粒整合到

金黄色葡萄球菌中过表达 ，产量可提高 34%。

Kouprina等［81］将 TAR 克隆技术用于基因组中没有

或很少有自主复制序列的基因簇，其可以捕获高

达 300 kb的 BGC。用 CRISPR-Cas9预处理微生物

DNA，在靶序列附近双链发生断裂，可大大提高区

域阳性菌落的产量。Kouprina 等［82］构建了一个包

含 YAC 和 BAC 新的 TAR 载体，可以将 TAR 克隆

的 DNA 从酵母中直接转移到细菌细胞中（图 5）。

Kim 等［85］将 BGC 在体外进行 CRISPR/Cas9拆卸并

与基于 TAR 的 DNA 组装相结合，这种方法简单、

经济高效且可扩展，能同时生成重构基因簇的组

合文库 ，无需了解沉默基因的转录层次结构。

TAR 技术具有高效、精确和可重复性的特点，并且

适用于多种细胞类型和复杂基因组，可以应用于

研究基因功能、基因调控以及构建人工合成途径

等领域。TAR 技术的应用有助于更好地理解基因

组的结构和功能，并为遗传工程和合成生物学领

域的研究提供有力支持。大片段 DNA 克隆技术

的性质比较见表 2。

图 4　基于 Red/ET重组系统的工作示意图及其在激活隐性 BGC 中的应用

Fig. 4　Schematic representation of the working of an efficient recombination system and its application in the activation of cryptic BGC
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3　展望

近年来，随着大规模微生物基因组测序技术

与生物信息学的发展，病原菌致病机理研究、极端

微生物耐受机制研究、不可培养细菌相关研究、微

生物时空等多组学研究、微生物代谢产物的研究

取得了突破性进展。大片段生物合成基因簇

（BGC）克隆技术已在自然界活性天然产物的研究

领域得到了广泛应用，其不仅能够有效地克隆和

表达产生菌中未知的相关功能基因，还可通过对

其进行筛选，实现对其功能和机制的深入解析。

另外，该技术也能有效地将这些功能基因在异源

宿主中进行重构，从而为药物发现提供丰富的资

源保障。细菌人工染色体技术（BAC）成嵌合体的

频率较低，而且转化效率高，但 BAC 技术作为传

统的大片段克隆技术由于受限于酶切位点，实际

应用范围较窄；TAC 技术虽可以直接转化植物，但

需要更大的载体片段携带 BGC；Red/ET 重组系统

可以不受限于大片段 PCR 扩增和酶切位点的局限

性，但其操作复杂、合成效率不理想；mCRISTAR

技术无需特定的酶切位点，但其中 TAR 技术克隆

的 DNA 片段大小有限且共转化效率较低。大片

段克隆技术涉及处理大量的基因组 DNA 和大片

段 DNA，这增加了操作步骤和技术难度，对于高

度复杂的基因组，可能需使用更复杂的策略和多

个克隆步骤，增加了试验的复杂性和耗时性。

BGC广泛地存在于细菌的基因组中，其结构和

功能对于代谢产物的合成和调控具有关键作用，其

中从结构基因而言，BGC为多个相邻基因组成的集

合；从功能而言，一个 BGC通常负责生物合成一类

代谢通路；但 BGC的序列模式通常为基因基数多，

个体差异显著，多序列比对很难发掘同类型的

BGC。因此，随着新型技术和社会科学的共同发

展，除了传统的实验室试验，还可以通过先进的计

算技术、更好的数据存储设备、复杂的自然语言处

理技术和基于机器学习的能力，有助于活性天然产

物研究，使得研究人员拥有强大的新工具，并将这

些新工具运用到研究中，从而更好地理解和研

究［88-90］。活性天然产物在药物开发中一直扮演着重

图 5　大片段基因克隆技术优化策略操作示意图

Fig. 5　Workflow of the optimized strategy for large fragment cloning

表 2　大片段 DNA 克隆技术的性质比较

Table 2　Comparison of the properties of large DNA cloning technologies

技术名称

人工染色体

Red/ET

TAR

稳定

性

稳定

稳定

稳定

优点

效率高、基因稳定性高

不受位点和大小的限制、效率高、同

源序列短

无酶组装、直接分离 BGC

缺点

限制性剪切、DNA 分子连接

操作复杂、有效片段比例不高

载体自连接和共转化效率低、DNA 纯化产物

产率低

应用领域

基因克隆、基因组学

组装基因簇、基因簇

克隆

基因修饰、基因调控

参考文献

［50， 56， 64］

［78-79］

［81， 86-87］
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要的角色，不同领域的研究人员都在使用各种方法

利用活性天然产物的结构特征，用于实现不同的目

的，例如生物学、医学和工程学等领域的药物开发

和研究。通过对活性天然产物结构进行改造，可以

得到具有不同药理活性的化合物，从而为药物开发

提供新的思路和方法。此外，活性天然产物中还存

在许多具有生物活性的化合物，这些化合物可以作

为药物开发的重要原料，用于治疗各种疾病。因

此，活性天然产物在药物开发中具有重要的地位和

应用价值。综上，虽然基于不同大片段克隆技术已

在多种活性天然产物 BGC的克隆研究中取得了成

功，然而由于不同方法在适用范围和研究目标等方

面存在差异，在针对具体问题时需要根据实际情况

选择合适的方法。在未来的研究中，可继续深入探

索和研究此类难题，并开发出更加高效、精准的新

型大片段克隆技术，以获取更高活性的天然产物或

者挖掘出从未被发现的具有活性的天然产物，从而

为人类的健康和生活带来更多的福祉。
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