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合成生物学正朝着大规模、复杂化的方向发展，这在很大程度上依赖于基因模块的高效组装。传
统评估DNA组装效率（AE）的方法需要进行转化，整个过程耗时长达10 h，而且容易受到各种因
素的干扰。为快速、可靠地测定组装效率，本研究建立了一种基于qPCR的不依赖于转化的测定方
法，用连接上的片段占初始加入片段的比例表征组装效率，3 h即可完成测定。利用该方法测定了
酶切连接、Golden Gate组装以及Gibson组装法的双片段或多片段组装效率，所得结果与菌落计数
法表征的组装效率呈显著正相关。该方法消除了转化过程的随机性，降低了测定偏差，优于传统
的菌落计数法。随后，用此方法研究了DNA片段末端的二级结构对组装效率的影响。结果显示，
所有依赖于末端序列互补的组装技术，其组装效率主要受重叠序列整体性质的影响，而发夹结构
可显著降低组装效率。这种基于qPCR的测定方法将促进DNA组装技术的发展，并有助于对组装效
率影响因素的评估。
© 2019 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 

Education Press Limited Company This is an open access article under the CC BY-NC-ND license  
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. 引言

合成生物学旨在通过改变生物行为或创造新的生命

形式以实现全新的生物功能[1]。这门学科以DNA和蛋

白质等生物分子为基础，遵循从生物反应、代谢途径、

个体细胞到最终种群的层级发展规律[1,2]。然而，向更

复杂的生物系统前行时面临两大挑战：首先是人工生物

组件的多样性问题[3]，目前建库时可用于自由组装的

基因片段数目（103~105个）低于理想水平[4,5]；第二个

挑战是多个遗传模块的整合[6]，目前仍难以对10个以

上的生物模块进行组装[7]。DNA组装技术为应对这些

挑战提供了更加简单高效的途径[8]。
组装效率（AE）反映了DNA片段发生组装的概率，

是评估组装方法的关键参数，通常由转入连接产物后平

板上形成的菌落数表征[9,10]。组装效率的测定开始于

转化，该步骤需要1~1.5 h，然后过夜培养至少8 h以形

成菌落。最后，还需烦琐的计数及验证过程。除去感受

态细胞的准备时间，以上过程总计消耗约10 h。因此，

组装效率的快速测定方法将大大加速组装技术的检验与

优化过程。

DNA分子的组装技术已从依赖于特定位点的双片段

组装发展到不依赖于位点特异性的多片段组装[11]。现

有的组装方法如体内组装（IVA）[12]、双引物组装（TPA）

[13]、不依赖基因序列的连接反应克隆（SLIC）[10]以
及环状聚合酶延伸克隆（CPEC）[9]都具有较高的效率，

每单位DNA可形成400~56 000个菌落。然而，这些数据
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可能具有误导性。一方面，各研究的组装效率计算方式

有所不同。一些研究用总DNA量作为标准，即以每纳

克DNA所产生的菌落形成单位（CFU）的数量来表示

组装效率[14]，有些研究用载体或插入片段的DNA量来

计算[9,15]。此外，还有一些研究则基于每个平板上的

菌落数[12,16]，或者阳性菌落数的比例[17]来表征组装

效率。因此，不同方法的组装效率无法直接比较。另一

方面，由CFU数目所表征的组装效率受到转化过程的影

响。任何影响转化效率的因素，如感受态细胞的基因型、

转化方法或组装片段的大小[18,19]，都可能导致菌落数

量的大幅变化。因此，基于CFU的测定可能并不能准确

代表组装效率，这种情况下，即使采用相同的计算方法，

不同技术之间进行的比较也并不可信。因而，亟需建立

一个标准化、无偏差、不依赖于转化的评估DNA组装

效率的方法。

大多数组装技术，如SLIC、IVA、In-Fusion [20]，
以及Gibson组装[21]，都需要在片段两端的组装处设计

重叠序列。片段的组装依赖于末端单链快速而稳定的退

火。因此，重叠序列的设计是实现高效组装的关键。重

叠区长度对组装效率的影响已受到广泛关注，各类组装

技术均对重叠区长度进行了优化[10,12,14]，而二级结

构对组装效率的影响并未受到广泛关注。由于重叠区需

要在组装前先形成单链，在单链内部或不同单链之间形

成的二级结构会阻碍序列之间的互补。一些在线实验流

程（例如，来自Addgene的Gibson组装克隆；来自Inte-

grated DNA Technologies公司的gBlocks基因片段设计流

程）指出了该因素的潜在影响，但仍然缺乏可信的实验

证据。

本研究用定量聚合酶链反应（qPCR）建立了一种

不依赖于转化的组装效率测定方法[图1（a）~（c）]。
简言之，首先对DNA片段进行组装，组装体系内会同

时存在成功组装的环状DNA与未组装的游离DNA。通

过T5外切核酸酶将游离的线性插入片段和载体片段彻

底消化，使体系中只保留成功组装的环状DNA。用

qPCR测定环状DNA上的插入片段与初始线性插入片段

的相对比值，以此表征组装效率。用该方法对酶切连接、

Golden Gate组装以及Gibson组装这三类广泛使用的组装

技术进行了评价，并与基于CFU的组装效率测定方法进

行了比较。为了验证qPCR测定方法的适用性，本研究

探索了重叠区二级结构对Gibson组装效率的影响。研究

结果表明，相较于传统依赖于CFU的方法，基于qPCR
的测定方法对于组装效率的评估更准确、更快速，可以

用于DNA组装技术的开发与优化。

2. 材料与方法

2.1. 酶切连接

本研究共测定了7组酶切片段（RL1~RL7）的组装

效率。用BamHI和SalI，或者PacI和FseI进行双酶切。

通过聚合酶链反应（PCR），将引物上的酶切位点引入

图1.（a）复杂代谢途径及基因库的构建依赖于DNA片段的有效组装，该技术可分为依赖于基因序列的组装和不依赖于序列的组装两类； 
（b）组装效率通常是由转化及后续的菌落计数所表征；（c）基于qPCR的组装效率测定方法，用已连接上的片段占初始加入片段的比例表征组装
效率；（d）在线性载体片段pUC19及1 kb的插入片段两端分别引入一系列具有不同二级结构的重叠序列，用来研究末端二级结构对Gibson组装效
率的影响。ΔG：自由能差。1 kcal = 4186 J。
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DNA片段的末端，PCR结束后用DpnI消除模板质粒。在

50 μL的反应体系中，加入1 U的两种内切酶，切割1 μg
插入片段及1 μg载体片段。此处1 U的定义为，在37 ℃ 
50 μL反应体系中，消化1 μg λDNA所需的限制性内切

酶的量。反应体系在37 ℃温浴2 h，然后用胶回收试剂

盒（Thermo Fisher Scientific Inc.）对片段进行纯化。在

20 μL反应体系中加入400 CEU（黏性末端单位）的T4 
DNA连接酶及60~350 ng的DNA片段（插入片段与载体

片段的物质的量之比为1:1或5:1），22 ℃下反应1 h。所

用酶均来自NEB。

2.2. Golden Gate 组装

本实验一共测定了8组Golden Gate样品的组装效

率。通过PCR扩增将BbsI限制性酶切位点添加到待组

装DNA片段末端。在总体积为20 μL的反应体系中加入

2 μL 10×T4连接酶缓冲液、200 CEU T4 DNA连接酶、

5 U BbsI酶以及200~500 ng插入片段与载体片段（物质

的量之比分别为1:1、3:1或5:1）。反应进行30个循环，

每个循环的程序为37 ℃ 5 min及22 ℃ 5 min。循环结束

后55 ℃ 15 min失活限制酶，并在85 ℃反应15 min失活

T4连接酶。所用酶和缓冲液均来自NEB（New England 
Biolabs, Inc.）。

2.3. Gibson 组装

用PCR扩增将引物上的重叠序列添加至待组装片

段的末端。一般两个DNA片段的组装需引入20个碱

基对（bp）的重叠序列，多片段组装需将重叠区域扩

展到40 bp。将各50 fmol的载体片段和插入片段加入

到实验室自制的11.25 μL Gibson混合体系，其中，含

0.06 U T5外切核酸酶、0.375 U Phusion®高保真DNA聚

合酶、60 CEU Taq DNA连接酶、13.3 mmol·L−1 MgCl2、

13.3 mmol·L−1 1,4-二硫苏糖醇（DTT）和5×等温反应缓

冲液。每1×等温缓冲液含pH为7.5的0.1 mol·L−1三羟甲

基氨基甲烷-盐酸盐（Tris-HCl）、0.2 mmol·L−1脱氧核

糖核苷三磷酸（dNTP）、1 mmol·L−1烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸（NAD）、50 g·L−1聚乙二醇（PEG）8000。总体积

为15 μL的反应体系在50 ℃温育1 h（双片段组装）或

2.5 h（多片段组装）。所用酶均来自NEB。本次实验共

测定了6组样品。

2.4. 转化

转化所用的感受态细胞是实验室制备的转化效率为

每微克pUC19 DNA 7×106 CFU（CFU·μg−1）的大肠杆菌

菌株XL10-Gold（Integrated Science & Technology, Inc.）。
将1~6 μL组装产物加入50 μL感受态细胞中，在950 μL 
SOC培养液中复苏培养1 h后涂板。如果插入片段为紫

色蛋白（iGEM号：BBa_K1033906）编码基因，则平板

上紫色菌落为阳性菌。对于没有指示基因的组装产物，

随机挑选10个单菌落，用菌落PCR进行验证。组装效率

由每微克DNA所得的阳性CFU表征。

2.5. 定量 PCR
在定量PCR之前，用0.5 μL（5 U）T5外切核酸酶消

化组装体系中残余的线性片段，步骤如下：37 ℃消化

15 min，然后85 ℃温育15 min失活该酶。定量反应的总

体积为20 μL，其中含1.5 μL组装产物（Supplementary 
data, Table S1）。所用定量试剂来自于TaKaRa（SYBR® 
Premix DimerEraser™）。将等量DNA片段作为定量反应

的参比，该参比DNA无需T5外切核酸酶处理。将T5消
化后的线性载体片段与插入片段的混合物用作空白对

照试验的模板。用具有SYBR Green I检测通道的Roche 
LightCycler® 96系统进行定量。反应步骤依次为：95 ℃
预变性30 s，然后循环以下3步：95 ℃ 5 s、56 ℃ 30 s、
72 ℃ 30 s，循环40次。以0.1 ℃·s−1的升温速率从60 ℃
升至95 ℃，每升高1 ℃进行5次信号采集，用于熔解曲

线分析。每个样品设置两个技术重复。组装效率的计算

参考ΔCt（目标基因与参比基因循环阈值的差值）定量

法[22]。对于目标DNA和参比DNA循环阈值的详细描述

如下：

   （1）

  （2）

式中，X0与R0分别代表目标DNA与参比DNA；EX代表

目标DNA的扩增效率，ER代表参比DNA的扩增效率；

Ct,X代表目标DNA的循环阈值，Ct,R代表参比DNA的循环

阈值。相应的，X0与R0的比值表示如下： 

   （3）

本方法同时对组装产物及线性片段中的目标序列进

行测定。因此，可以认为Xt与Rt的比值是一个接近于1的
常数。此外，ΔCt计算方式假定目标DNA和参比DNA扩

增效率相同。而本方法所靶向的目标DNA和参比DNA
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一致，故本假设更加可信。理想状况下，PCR每循环一

次产物加倍，即扩增效率为2。因此，式（3）可以转变为：

    （4）

式中，R 代表已组装的片段与初始片段含量的比值；

ΔCt即目标DNA与参比DNA循环阈值之差（Ct,X – Ct,R），

即本实验中已组装片段与初始线性片段之间Ct的差值。

2.6. 数据分析

采用皮尔逊双尾相关系数来研究基于qPCR与CFU
方法所测得的组装效率间的相关性。组装效率之间的

差异用独立样本t 检验分析。用增强树法分析重叠区

DNA性质与Gibson组装效率之间的关系，该分析采用R
（2.7.2）与gbmplus（1.5-17）软件包完成[23]。

3. 实验结果

3.1. 不同方法测定的酶切连接效率

基于CFU的测定结果显示，7组样品的组装效率从

0.5×103 CFU·μg−1到1.6×104 CFU·μg−1不等[图2（a）]。第

6组和第7组连接产物的大小为2.1 kb，平均组装效率比

其他组（连接产物的大小在5.5~8.7 kb之间）高11倍。

该结果与用qPCR测定的结果非常类似，基于qPCR得到

的比例在0.021~0.209之间[图2（a）]。但是，组装效率

最高的组（RL7）和最低的组（RL1）之间的差异从基

于CFU数所得的35倍下降到由qPCR计算的10倍。CFU
数之间的显著差异可能是由转化效率导致的，从RL7
至RL1，组装产物的大小增加了4倍，这会降低转化效

率。因此，对于RL1等大分子组装，由CFU数所表征

的组装效率可能会低于由qPCR比率所表征的实际值。

整体而言，两种测定方法所得出的组装效率呈正相关 
[图2（d）]。

3.2. 不同方法测定的 Golden Gate 组装效率

两种方法测得的8组样品的组装效率从GG1到
GG8逐渐增大[图2（b）]。用CFU法测得的效率从4× 
103 CFU·μg−1增加到2.6×104 CFU·μg−1，增幅为6.5倍，而

用qPCR得到的比率从0.013增加到0.072，增幅为5.5倍。

基于qPCR的测定结果显示，GG3~GG5的连接效率相比

于GG1或GG2提高了4倍，这种显著增加的趋势持续到

GG6，而GG7和GG8则趋于稳定。相比之下，用CFU方

法测得的组装效率从GG7到GG8显著增加，而从GG1

图2. 用CFU数及qPCR比率测定各组装技术的组装效率。（a）酶切连接；（b）Golden Gate组装；（c）Gibson组装；（d）两种测定方法之间的相关性。
CK 表示经T5外切酶消化后残留的线性片段。基于qPCR法及CFU法得到的测定结果用各自的平均值表示，误差线代表标准偏差 （n = 3）。rp：皮
尔逊相关系数。
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到GG6则增幅不明显。后者可能是由于转化过程中存

在较大偏差。即使严格控制DNA分子的大小及转化条

件，转化的误差也不可避免。尽管存在以上差异，基

于qPCR的测定结果与CFU方法所得的结果也呈正相关 
[图2（d）]。

3.3. 不同方法测定的 Gibson 组装效率

根据CFU测定的结果可知，6组DNA片段（GA1~ 
GA6）的组装效率从0到2.9×104 CFU·μg−1不等[图2（c）]。
组装产物的片段越大，组装效率越低。6组样品的组装

效率用qPCR所得比率与CFU测得的结果排序一致，两

组数据呈正相关[图2（d）]。值得注意的是，在以上几

组样品中组装产物的基因片段最大的GA1没有形成单克

隆，但是用qPCR得到的值为0.002，远高于用T5消化的

空白对照。以上结果可能是由于DNA片段太大对转化

不利而导致的。

此方法也被用于测定多个DNA片段的组装效率。

当组装片段的数目从两个（M2）增加到三个（M3）
时，基于qPCR得到的值从0.028大幅下降到0.015，下

降了48%（图3）。当组装四个片段时，用qPCR比值表

征的组装效率持续下降到0.007，下降了55%。CFU数

量的变化与基于qPCR所得比值的变化趋势一致。相

较于两个片段的组装，三个片段组装的CFU数下降了

54%。而当组装四个片段时，CFU数则继续减少84%
（1.6×104~3×103 CFU·μg−1）。总之，以上结果均证实了

当组装多个片段时，组装效率会下降。

3.4. 重叠区域二级结构对 Gibson 组装效率的影响

为了研究重叠区二级结构对Gibson组装效率的影

响，本研究设计了11组会生成二级结构的20 bp短序列。

二级结构的稳定性由自由能（ΔG）表征[24,25]，ΔG越

低代表二级结构稳定性更高[26]。11组序列中，会形成

发夹结构的序列的ΔG从–1.2 kcal·mol–1到–9.2 kcal·mol–1

（1 kcal=4186 J）不等，而相同序列间生成二聚体的ΔG
从–3.3 kcal·mol–1到–11.6 kcal·mol–1。此外，本实验还设

计了两组没有二级结构（ΔG =0）的序列，并将这些短

序列引入线性pUC19载体及紫色蛋白编码基因的插入

片段（长约1 kb）末端（Supplementary data, Table S2），
如图1（d）所示，总共有12对基因片段。其中，一对片

段（OL1，作为对照）在重叠区域不含二级结构，9对
（OL2~OL10）只在一个重叠区域有二级结构，其余两

对（OL11和OL12）在两个重叠区域都有二级结构。同

一管组装产物同时用于两种方法的测定。

结果显示，从OL1到OL6，组装效率基本呈增加趋

势，而从OL7到OL12，则急剧下降（图4）。CFU数从

OL1（没有二级结构）的4×103 CFU·μg–1增加到OL6（发

夹结构的ΔG为–5.3 kcal·mol–1）的1.1×104 CFU·μg–1。

当发夹结构的ΔG下降至–6.9 kcal·mol-1（OL7）时，

CFU数显著下降了89%。样品（OL10）在重叠区域的发

夹结构的ΔG最低，CFU数也最少，为2×102 CFU·μg–1，

只有OL1的5%。而基于qPCR的数据显示，OL6比OL1
有更高的AE，OL3最高（比率为0.156）。从OL6到OL7
因二级结构更加稳定，其比率从0.136下降到0.052，降

幅达到62%，到OL10下降至最低水平。虽然从ΔG（从 
–4.5 kcal·mol–1到–6.4 kcal·mol–1）来看，两个重叠区域

都有二级结构的两组样品（OL11和OL12）在所有样品

中的结构稳定性处于中等水平，但相比于OL1（0.032），
组装效率显著下降。

由ΔG表征的末端二级结构并不是影响Gibson组装

的唯一因素。重叠序列的整体性质比二级结构的稳定性

图3. 用CFU数和qPCR比率测定的双片段和多片段的组装效率。以上
两种方法对每个样品的测定结果用各自的平均值表示，误差线代表标
准偏差（n = 3）。

图4. 用CFU数及qPCR比率测定重叠区含有二级结构的DNA片段的组
装效率。以上两种方法对每个样品的测定结果用各自的平均值表示，
误差线代表标准偏差（n = 3）。
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对组装效率有更大的影响（图5）。从12组Gibson组装

产物的组装效率数据生成的模型可得，重叠区域中退火

温度（Tm）和鸟嘌呤与胞嘧啶（GC）的含量是影响组

装效率的主要因素（占总差异的56%）。组装效率随GC
含量（50%~70%）的增加而升高[图5（c）]，且当Tm值

高于60 ℃时，组装效率将显著提高[图5（b）]。相比于

二聚体结构，重叠区域内部形成的发夹结构对组装效率

的影响更大。详细来讲，序列自身形成发夹结构的Tm、

ΔG及GC含量对组装效率的影响占31%，而序列之间形

成二聚体的以上参数对组装效率的影响仅占13%。一旦

发夹结构的ΔG降至–4 kcal·mol–1时，组装效率会大幅度

下降[图5（d）]。当发夹结构的Tm为22~30 ℃时，组装

效率与Tm之间呈负相关[图5（e）]。

4. 讨论

本研究采用qPCR方法，建立了一种不依赖于转化

的快速测定组装效率的方法。用该方法测定了酶切连

接、Golden Gate组装以及Gibson组装的组装效率，与用

传统的基于CFU数得到的结果具有可比性，有助于探究

组装效率的决定因素。

使用基于qPCR方法进行组装效率测定可以排除转

化过程中各种因素的干扰，从而比传统的基于CFU的方

法更加可靠。在这项研究中，由qPCR比率所表征的组

装效率的平均标准偏差如下：酶切连接为14%，Golden 
Gate组装为13%，Gibson组装为17%（图2）。相比之

下，即使采用同一批次的感受态细胞，且严格控制转

图5.（a）末端二级结构及重叠区域的整体和局部性状对组装效率的相对影响；（b）整体Tm的影响；（c）整体GC含量的影响；（d）发夹结构ΔG的
影响；（e）发夹结构Tm的影响；（f）二聚体GC含量的影响；（g）发夹结构GC含量的影响；（h）二聚体ΔG的影响；（i）二聚体Tm的影响。
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化条件，由CFU数得到的组装效率的平均偏差仍高达

31%~48%，比对应的qPCR比率的测量偏差超出2.2~3.7
倍。转化法重复性较差，这可能掩盖了GG6和GG5等样

品之间的差异，而用qPCR检测的结果显示GG6的组装

效率明显高于GG5。此外，qPCR方法也可以避免片段

大小带来的测定偏差。已有一些研究报道，转入片段越

大，转化的成功率越低[27,28]，从而会低估组装效率。

这为两种方法测得GA1的组装效率不一致提供了可能的

解释[图2（c）]。由于GA1得到的10 kb组装产物无法成

功转化，组装效率只能由其他不依赖于转化的方式检

测。对于RL7和RL1，基于CFU得到的组装效率之间的

差异相较于qPCR方法更显著，这种偏差可能也是由片

段大小导致的。因此，qPCR的方法比传统基于CFU的

方法具有更高的灵敏度和可靠性。

在比较不同样品间的组装效率时，应尽可能降低随

机误差。用依赖于转化的CFU方法耗时耗力。首先，为

排除在DNA富集和稳定性方面的差异，应该用同一基

因型的感受态细胞；其次，转化效率必须保持稳定；为

了确保这一点，感受态细胞应该来源于同一批次，并且

转化必须遵循相同的步骤，例如，保持感受态细胞解冻

时间一致等，这些步骤的偏差可能会导致转化效率高达

10 000倍的差异[29]。即使严格控制以上条件，组装效

率仍然会受胞内干扰因素的影响，例如，含有重复序列

DNA分子的重组[30,31]。相比之下，基于qPCR的检测

方法可以通过遵循qPCR的基本规则，从而更容易地控

制检测条件。而且对于目标DNA和参比DNA，定量相

同的序列可进一步简化工作流程。因此，定量检测只需

要一对引物，从而降低了目标DNA和参比DNA之间扩

增效率的差异。需要注意的是，组装产物及参比基因的

浓度应保持一致。此外，组装产物混合体系中剩余的线

性片段必须彻底消化，外切核酸酶需彻底灭活，以避免

其继续消化定量引物。遵循以上规则，即可实现快速测

定组装效率。通常需要用30 min消化残留片段，15 min
失活外切核酸酶，2 h准备和运行qPCR。仅需不足3 h即
可快速测定组装效率，占CFU方法所需时长的四分之一。

本研究建立的基于qPCR的测定方法并不是为了取

代转化，而是提供一种可靠、快速地测定组装效率的方

法。因此，这种方法尤其适用于DNA组装技术的开发。

当对测试通量和数据可靠性要求较高时，可以评估低效

组装的真正原因。通过一次3 h的qPCR即可同时检测如

重叠区域长度、片段之间的比例、DNA分子的数量和组

装时间等因素对组装效率的影响，从而确定转化的最佳

条件。体外测试只针对组装效率，而非转化步骤和组装

过程的综合效率，有助于解析转化子数量偏低的多种原

因。例如，如果用qPCR得到的组装效率的值高于CFU
测得的结果，很可能由低效的转化效率导致的。如果提

升转化效率仍不能得到更多的转化子，可能表明插入的

基因片段表达的蛋白是有毒的[32,33]，此问题可以通过

换用一个严紧型表达载体以防止毒性基因的泄漏表达得

以解决。此外，DNA组装的阳性率可以通过定量法来

确定。qPCR的定量引物靶向组装产物的接合处，而非

单个待组装片段，因此，只有当片段按照正确的顺序进

行组装时才能被检测到。基于这种假设，用已组装片段

与待组装游离片段之间的比值来表征组装产物的阳性率

[Fig. S1(a)]。本实验用以上方法成功表征了五组Gibson
组装阳性率的差异[Supplementary data, Fig. S1(b)]。

基于qPCR的测定方法揭示了末端二级结构对Gib-
son组装效率的影响。一般而言，在重叠区域内部形成

稳定的发夹结构时，组装效率会显著降低。但是，应该

注意到，重叠区域的整体性质，如碱基组成和热稳定

性，可能比局部的二级结构对DNA组装有更大的影响。

具体而言，Tm较高或GC丰富的重叠序列可能更有助于

同源末端结合，组装效率更高。在本研究中，重叠区域

的Tm值范围为48~62 ℃，总GC含量为40%~70%，基本

覆盖了通常DNA组装所涉及的范围[9,12,13,15]。因此，

为提高Gibson组装的成功率，除了确保GC含量和Tm在

正常的范围，还应尽可能引入更多的鸟嘌呤和胞嘧啶。

重叠区域内部形成的二级结构对于DNA组装影响较弱，

但应避免高GC回文序列等可以形成稳定发夹结构的序

列。这些规则也适用于SLIC、TPA、IVA，以及其他依

赖于同源末端互补的DNA组装技术。

5. 结论

综上所述，本研究建立了一种基于qPCR测定DNA
片段组装效率的方法。该结果与常用的CFU法测得的组

装效率具有可比性。qPCR法降低了转化法测量过程中

出现的系统和随机误差，因而优于转化法。这种快速检

测的流程可用于DNA组装技术的开发以及对组装效率

影响因素的快速评估。
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