
书书书

学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１８，４９（２）：１２９－１３５

　收稿日期　２０１８０２２６　　通信作者　　Ｔｅｌ：０２５－８３２７１０３１　Ｅｍａｉｌ：ｗｘｒｈｄ＠１６３．ｃｏｍ
Ｔｅｌ：０２５－８３２７１０４５　Ｅｍａｉｌ：ｙｊｃｈｅｎ＠ｃｐｕｅｄｕｃｎ

基金项目　江苏高校“青蓝工程”资助项目；中央高校基本科研业务费专项资金资助项目（Ｎｏ２６３２０１８ＺＤ０５）

·药学前沿·

ＴＡＲ克隆技术及其在微生物次级代谢产物研究中的应用
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
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（中国药科大学生命科学与技术学院化学生物学研究室，南京 ２１０００９）

摘　要　微生物次级代谢产物结构多样、种类丰富，是新药发现的重要来源。微生物次级代谢产物由特定生物合成基因簇
编码合成，通常与微生物的生长繁殖无关。由于实验室可培养微生物的数量较少，而且多数可培养微生物存在基因簇沉默

的现象，严重阻碍了微生物来源药物的研究和开发。微生物生物合成基因簇的异源表达及生物合成相应的次级代谢产物

已逐渐成为发现新颖活性化合物的有效手段之一。作为研究微生物次级代谢产物的重要工具，基于 ＴＡＲ（ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）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。本文从ＴＡＲ克隆技术的原理、
应用和策略改进３个方面，总结了基于ＴＡＲ克隆技术的微生物次级代谢产物异源生物合成的研究进展，为研究和开发新型
微生物来源药物提供方法学借鉴。
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　　微生物次级代谢产物结构多样、种类丰富，是
新药研发的重要来源之一［１］。微生物的次级代谢

产物通常由相关生物合成基因簇（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｓＢＧＣｓ）编码的生物合成途径逐步生物合成
产生。微生物次级代谢产物的生物合成基因簇大

小一般为几十到几百 ｋｂ不等，包含编码化合物合
成前体、骨架装配、修饰的相关基因，有时也会存在

抗性基因和／或调控基因［２］。据推测，实验室可培

养的微生物数量不及微生物总数的１％，而且很
多微生物在人类设定的培养条件下会出现基因

簇沉默或低表达，严重阻碍了微生物来源药物的

发现和开发，亟待革新研究策略［３］。完整生物合

成基因簇的异源表达策略为从不可培养微生物

和基因簇沉默微生物中获取有价值的次级代谢

产物提供了有效手段［４］，其优点主要包括：（１）可
直接关联不同生物合成基因簇与其产生的次级

代谢产物；（２）采用通用性强的异源表达宿主和
遗传操作系统，实现对任何来源的生物合成基因

簇进行简便的遗传操作；（３）异源表达宿主多为
遗传背景清晰且稳定的菌株，有利于异源基因簇

的稳定表达和次级代谢产物的累积；（４）可通过
理性改造生物合成基因簇，实现次级代谢产物结

构的多样性。

作为一种大片段 ＤＮＡ克隆技术，ＴＡＲ（ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）克隆技术近年来
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异源生物合

成［５］。与常规的生物合成基因簇异源表达策略

相比，基于 ＴＡＲ的基因簇异源表达策略的优势体
现为：（１）可从复杂基因组中选择性分离目标
ＤＮＡ；（２）所选择分离的 ＤＮＡ片段较大，最长可
达到３００ｋｂ；（３）操作简便，实验周期短；（４）能
够与 ＣＲＳＰＲ／Ｃａｓ９技术偶联，进一步提高效率的
同时便于基因簇的理性改造，能够满足绝大多数

微生物次级代谢产物生物合成基因簇完整异源

表达的需求，对微生物来源新药的研发具有重要

价值。本文从 ＴＡＲ克隆技术的基本原理出发，简
要介绍 ＴＡＲ克隆技术在微生物次级代谢产物生
物合成基因簇异源表达方面的研究进展，为微生

物来源新药研发提供新的研究策略。

１　ＴＡＲ克隆技术及其基本原理

ＴＡＲ克隆技术是指利用酵母的重组系统从复

杂基因组中选择性分离目的 ＤＮＡ片段的策略，也
是目前唯一能够选择性分离长达３００ｋｂ片段的方
法［６－７］。２０世纪８０年代，Ｂｏｔｓｔｅｉｎ等［８－９］首次证明

了在酵母细胞内两个含同源序列的ＤＮＡ分子可以
同源重组，并将其开发用于更普遍的 ＤＮＡ体内连
接或拼接，后被命名为ＴＡＲ克隆技术。但是，当初
的 ＴＡＲ克隆技术对于选择性分离大片段的效率
很低，只有１％ ～５％［５，１０］。经过长期和持续的策

略改变和操作方法优化，改良后的 ＴＡＲ克隆技术
在分离长度为２５０ｋｂ的目的 ＤＮＡ片段时阳性克
隆效率被提高至３２％，分离长度较小的片段时效
率则更高，而传统的基因组 ＢＡＣ文库筛选的阳性
克隆率仅为０００３％［１１－１２］。相比之下，ＴＡＲ克隆
技术极大地提高了大片段ＤＮＡ的获取效率，降低
了筛选的工作量，缩短了实验周期。由于上述优

势，ＴＡＲ克隆技术近期被不断尝试应用于合成生
物学领域的研究，为克隆和改造生物合成基因簇

以及通过异源表达获得活性次级代谢产物注入

了新的活力。

ＴＡＲ克隆技术是基于含同源序列的 ＤＮＡ片
段的自由末端在酵母细胞内能够高效同源重组的

原理而建立［１３］。ＴＡＲ克隆载体两端各含一个特异
性靶向目的基因的序列即目的 ＤＮＡ片段“捕获
臂”，长度一般达到６０ｂｐ以上就能实现目的片段
的选择性捕获。同时，ＴＡＲ载体还包含酵母着丝
粒序列（ＣＥＮ）和酵母选择性标记（Ｈｉｓ３），便于阳
性载体在酵母细胞中的复制和筛选。线性化的

ＴＡＲ载体与含有目的 ＤＮＡ片段的基因组共转入
基因改造的酿酒酵母细胞 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
ＶＬ６４８。借助酵母的重组系统，ＴＡＲ载体两端的
捕获臂与目的ＤＮＡ片段两端的同源序列发生同源
重组，重组后的质粒在酵母中自我复制和游离，从

而实现目的ＤＮＡ片段的选择性获取。在 Ｌａｒｉｏｎｏｖ
等［１４］对ＴＡＲ载体改造前的初级版中，被克隆的目
的 ＤＮＡ片段中需要含有至少一个自主复制序列
（ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓｌｙｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＡＲＳ），作为在
酵母细胞中的复制起点。由于真核生物基因组中

每２０～４０ｋｂ就出现一段ＡＲＳ样序列，理论上即使
ＴＡＲ载体不含任何 ＡＲＳ序列也能够实现目的
ＤＮＡ片段的选择性获取和复制。但是，原核生物
基因组中缺少 ＡＲＳ样序列，导致 ＴＡＲ克隆技术无
法应用于细菌来源次级代谢产物生物合成基因簇
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的选择性获取。２００３年，Ｌａｒｉｏｎｏｖ等［１４］通过在

ＴＡＲ克隆载体中插入来源于酵母的 ＡＲＳ元件
（ＡＲＳＨ４），使得ＴＡＲ克隆技术快速高效获取的生
物合成基因簇或ＤＮＡ片段具备了真核和原核微生
物的通用性，拓宽了该策略的应用范围。

２　ＴＡＲ克隆技术的应用

２１　基于ＴＡＲ克隆技术的基因簇组装
虽然大量的微生物在现有实验室条件下无法

培养，但是可以从环境 ＤＮＡ（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＤＮＡ，
ｅＤＮＡ）中选择性克隆这些微生物的生物合成基因
簇，并在模式宿主中异源表达，为从无法培养微生

物中筛选获得结构新颖、活性强的次级代谢产物提

供了可能。

以前，基于 ｃｏｓｍｉｄ／ｆｏｓｍｉｄ文库的 ＤＮＡ克隆技
术是从ｅＤＮＡ筛选微生物次级代谢产物生物合成
基因簇的经典手段。美国洛克菲勒大学 Ｂｒａｄｙ教
授课题组在该方面开展了一系列研究，筛选获得了

多种结构新颖且具有抗菌活性的次级代谢产

物［１５－１８］。然而，基因组功能分析显示，不少微生物

次级代谢产物的生物合成基因簇如 ＰＫＳＮＲＰＳ杂
合基因簇长达上百 ｋｂ，但 ｃｏｓｍｉｄ／ｆｏｓｍｉｄ文库可插
入的ＤＮＡ片段大小一般限制在４５ｋｂ以内，难以
将一个大型生物合成基因簇完整克隆，需要将克隆

的多个片段通过重叠延伸ＰＣＲ技术拼接组装成完
整的基因簇［１９－２０］。随后，再通过在模式宿主菌中

异源表达所拼接的基因簇，生物合成特定的微生物

次级代谢产物。显而易见，基于 ＰＣＲ的片段装配
存在操作过程繁琐，阳性克隆率低和实验周期长等

缺陷。针对这些问题，Ｋｉｍ等［２１］于２０１０年构建了
ＴＡＲ克隆载体ｐＴＡＲａ（图１Ａ），包含酵母、大肠埃
希菌和链霉菌 ３部分元件。ｐＴＡＲａ载体可以在
酵母细胞中进行基因簇片段的快速拼接和装配，

也可以转化至大肠埃希菌进行目的基因簇的分

析和扩增，还可以借助接合转移将目的生物合成

基因簇整合到链霉菌染色体而实现异源表达，合

成目标次级代谢产物。在此基础上，Ｋｉｍ等［２１］将

构建的 ｅＤＮＡｃｏｓｍｉｄ克隆和 ｐＴＡＲａ载体共转染
至酿酒酵母，借助其高效同源重组系统快速组装

出完整的次级代谢生物合成基因簇，包括 ＰＫＳ、
ＮＲＰＳ和ＦＲＩ３个基因簇，长度分别为３９、８９和９０
ｋｂ。与传统 ＰＣＲ拼接技术相比，基于 ＴＡＲ的基因

簇组装技术基本克服了操作繁琐和实验周期长的

问题，提高了从ｅＤＮＡ中获得完整生物合成基因簇
的效率。

２２　基于 ＴＡＲ克隆技术的微生物次级代谢产物
的异源生物合成

ＴＡＲ克隆技术不仅可用于从 ｅＤＮＡ任意组装
不可培养微生物的基因簇，也可用于从已知基因组

信息的微生物中直接特异性分离特定的生物合成

基因簇，避免了构建和筛选文库，有助于加快次级

代谢产物异源生物合成的研究进程。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｈｙｓｉｃａｌｍａｐｏｆｔｈｅＴＡＲｖｅｃｔｏｒ
ＣａｐｔｕｒｅａｒｍｓａｒｅｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｐＣＡＰ０１，ｐＣＡＰ０３ａｎｄｐＣＡＰ０５ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｃａｐｔｕｒｅｖｅｃｔｏｒｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅｖｅｃｔｏｒ
ｍａｐｓＣａｐｔｕｒｅａｒｍｓａｒｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｐＴＡＲａｕｓｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍｉｎＳｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｙｅａｓｔｅｌｅｍｅｎｔ（ｂｌｕｅ）；Ｅｃｏｌｉｅｌｅｍｅｎｔ（ｇｒｅｅｎ）；
ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｅｌｅｍｅｎｔ（ｒｅｄ）ａｎｄｂｒｏａｄｈｏｓｔｒａｎｇｅｅｌｅｍｅｎｔ（ｇｒａｙ）

２２１　Ｇ＋菌基因簇的异源表达　放线菌是典型
的Ｇ＋菌，其产生的次级代谢产物种类繁多，是抗
生素等活性化合物的重要来源。据不完全统计，迄

今发现的抗生素近７０％为放线菌产生的次级代谢
产物。因此，ＴＡＲ克隆技术在 Ｇ＋菌生物合成基因
簇的异源表达应用较多［２２－２５］。为更加有效地异源

表达 Ｇ＋菌的生物合成基因簇，美国加州大学
Ｓｃｒｉｐｐｓ海洋研究所Ｍｏｏｒｅ教授课题组在 ｐＴＡＲａ基
础上构建了酵母大肠埃希菌穿梭链霉菌整合型捕
获质粒ＴＡＲ载体 ｐＣＡＰ０１，并已商业化销售（图１
Ｂ）。ｐＣＡＰ０１含有 ｐＵＣ的复制起始位点 ｏｒｉ，便于
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在大肠埃希菌中进行多拷贝复制，并能够稳定携带

大于５０ｋｂ的外源ＤＮＡ片段。同时，ｐＣＡＰ０１载体
还含有卡那霉素／新霉素抗性基因ａｐｈ（３）Ⅱ，用于
在大肠埃希菌和链霉菌中进行阳性克隆的筛选。

此外，ｐＣＡＰ０１载体的骨架上还存在 φ１３整合元
件，能通过接合转移将目的基因簇从大肠埃希菌转

移至异源表达的链霉菌宿主并定点整合在染色体。

由于φ１３整合元件适用范围广，很多链霉菌可以
作为基因簇异源表达合成次级代谢产物的宿主菌。

此外，ｐＣＡＰ０１在酵母细胞中为单拷贝，有利于维
持大型质粒的稳定性，避免了在 ＴＡＲ克隆过程中
产生随机同源重组，有效降低了假阳性率。如图２
所示，基于 ＴＡＲ克隆载体 ｐＣＡＰ０１的次级代谢产
物异源生物合成流程大体分为：（１）构建含捕获臂
的ｐＣＡＰ０１捕获质粒；（２）将 ｐＣＡＰ０１捕获质粒与
含目的基因簇的基因组ＤＮＡ同时转至酿酒酵母原
生质体；（３）通过 ＰＣＲ筛选捕获目的基因簇的
ｐＣＡＰ０１质粒，并测序验证；（４）大肠埃希菌扩增制
备该重组质粒；（５）利用属间接合转移将重组质粒

转至链霉菌宿主，经筛选获得阳性克隆菌株；（６）
发酵培养阳性菌株，实现目的基因簇的异源表达和

次级代谢产物的异源生物合成。

Ｙａｍａｎａｋａ等［２６］利用基于ｐＣＡＰ０１质粒的ＴＡＲ
克隆技术捕获海洋放线菌 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ
ｓｐＣＮＱ４９０中一个长为６７ｋｂ的 ＮＲＰＳ沉默生物
合成基因簇，并对其调控基因进行了理性改造，将

改造过的基因簇异源表达于模式链霉菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙ
ｃｅｓｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ，发酵产生了该基因簇编码的二氯化脂
肽类抗生素 ｔａｒｏｍｙｃｉｎＡ。Ｌａｒｓｏｎ等［２７］利用全合成

同源臂和简单的酶切、连接反应替代了所有的载体

装配步骤，简化了 ｐＣＡＰ０１捕获载体的构建，使其
更适用于高通量筛选。利用改进后的 ＴＡＲ克隆技
术，选择性分离了 ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐＣＮＴ３０２中长度
为５４ｋｂ的Ⅱ型ＰＫＳ途径的生物合成基因簇，并异
源表达于 ＳｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒＭ５１２，成功获得了具有抗肿
瘤活性的芳香聚酮化合物宇宙霉素 ｃｏｓｍｏｍｙｃｉｎ及
其类似物。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｔｒａｔｅｇｙｏｆＴＡＲｂａｓｅｄｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２２２　Ｇ－菌基因簇的异源表达　ＴＡＲ克隆技术
不仅在 Ｇ＋菌基因簇的异源表达合成次级代谢产
物中的应用较为广泛，在发掘 Ｇ－菌产生的结构新
颖次级代谢产物中的应用逐渐增多［２８－３０］。通常，

Ｇ－菌基因簇的异源表达宿主应与原宿主的遗传背
景相似或相近，目前已开发的一些 Ｇ－菌宿主如
Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｘａｎｔｈｕｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ和Ｅｃｏｌｉ具

有生长迅速、操作简便等优势。为建立基于 ＴＡＲ
克隆的Ｇ－菌基因簇异源表达系统，Ｍｏｏｒｅ教授课
题组［３１］将酵母元件与 Ｇ－菌广宿主元件 ＲＫ２家族
相组合，构建了可用于变型杆菌宿主的多宿主

ＴＡＲ克隆载体ｐＣＡＰ０５（图１Ｄ）。ｐＣＡＰ０５包含ｏｒｉ
Ｖ复制起点和 ｔｒｆＡ基因，能在多种 Ｇ－菌中低拷贝
数复制。同时，它具有与ｐＣＡＰ０３（Ｇ＋菌ＴＡＲ克隆
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载体，图１Ｃ）相同的酵母细胞元件，能利用反相选
择标记以减少背景影响，提高了阳性克隆的筛选效

率。该课题组利用该 Ｇ－菌 ＴＡＲ克隆载体从
Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｌｕｔｅｏｖｉｏｌａｃｅａ２ｔａ１６基因组中捕获
了紫色杆菌素的生物合成基因簇，并在两种变形杆

菌宿主 ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＫＴ２４４０和 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓＬＢＡ４４０４实现了紫色杆菌素的异源
生物合成［２９］。与此同时，他们发现异源宿主与原

宿主相近与否并不是决定成功异源表达的唯一因

素，特殊的宿主调控机制和生物合成元件均会影响

次级代谢产物的异源生物合成，这对进一步开发

Ｇ－菌异源表达宿主具有重要的指导意义。

!

　基于
"#$

克隆技术基因簇异源表达策略的改进

虽然ＴＡＲ克隆技术能够从基因组中捕获目的
基因簇并异源表达和合成微生物次级代谢产物，但

线性载体通过非同源末端连接自连导致该技术的

阳性率很低，只有０５％～２％，由此带来的筛选工
作量巨大、实验周期仍然较长。针对这一局限，研

究者从多个角度对基于ＴＡＲ克隆技术的微生物次
级代谢产物异源生物合成策略进行了改进，大致可

归纳为以下两类。

３１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统偶联ＴＡＲ克隆技术
在理论上，目的基因簇捕获臂两端各引入一个

双链断裂可以提高 ＴＡＲ克隆的效率［３２］。但是，由

于待克隆的目的基因簇较大且处于复杂的基因组

中，一般很难在临近基因簇两端选择合适的核酸内

切酶剪切位点而不破坏目的基因簇的完整性［１４］。

与核酸内切酶相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统不依赖于特
定的酶切位点，只需识别长度为２０ｎｔ的特异性序
列，几乎可以在任意位点引入双链断裂。因此，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统与 ＴＡＲ克隆技术的偶联在微生
物次级代谢产物异源生物合成方面的优势显著。

Ｎｉｃｈｏｌａｓ等［３３］通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９偶联 ＴＡＲ克隆技
术在目的ＤＮＡ片段两端引入双链断裂使ＴＡＲ克隆
的阳性克隆率提高至３２％，减少了筛选工作量，缩
短了实验周期。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统偶联 ＴＡＲ克隆
技术的操作流程如图３所示：（１）设计并转录合成靶
向目的基因簇两端的ｓｇＲＮＡ，体外装配Ｃａｓ９ｓｇＲＮＡ
复合物；（２）利用Ｃａｓ９ｓｇＲＮＡ复合物处理含目的基
因簇的基因组，并在目的基因簇两端切割基因组；

（３）将Ｃａｓ９ｓｇＲＮＡ处理的基因组和线性化的捕获

质粒共转至酵母原生质体，以通过同源重组捕获目

的基因簇；（４）ＰＣＲ筛选捕获目的基因簇的ＴＡＲ质
粒。含目的基因簇的ＴＡＲ质粒则可被转化至大肠
埃希菌扩增，并通过接合转移转移至模式宿主菌实

现特定微生物次级代谢产物的异源生物合成。

Ｍｅｎｇ等［３４］利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９偶联 ＴＡＲ克隆技术
从Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒｉｓｔｉｎａｅｓｐｉｒａｌｉｓ中选择性克隆 ｐｒｉｓｔｉ
ｎａｍｙｃｉｎＩ基因簇，敲除负调控基因后整合至基因
改造宿主 ＳｐｒｉｓｔｉｎａｅｓｐｉｒａｌｉｓΔＰＩＩΔｐａｐＲ３，实现了
ｐｒｉｓｔｉｎａｍｙｃｉｎＩ的高效生物合成。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃｌｏｎｉｎｇｏｆｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔｂｙ
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉｔａｔｅｄＴＡＲ

３２　阳性克隆的反向筛选
在ＴＡＲ克隆过程中，降低 ＴＡＲ克隆载体自环

化所致的高背景同样可以提高阳性克隆率。Ｍｏｏｒｅ
教授课题组在 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，构建了可减少高背景影响的新ＴＡＲ克
隆载体 ｐＣＡＰ０３（图 ２Ｃ）。结果显示，加入 ＵＲＡ３
反向标记后，含有自环化载体的酵母克隆不能在含

５ＦＯＡ的平板上生长，酵母克隆数量大幅减少，阳
性克隆率达到８０％，极大地缩短了筛选阳性克隆
的工作量和时间。借助 ｐＣＡＰ０３载体，Ｍｏｏｒｅ教授
课题组［３５］成功地从８６株海洋放线菌基因组中分
离出ＰＫＳＮＲＰＳ杂交途径的生物合成基因簇 ｔｌｍ
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及其相关的 ｔｔｍ基因簇，并在模式链霉菌 Ｓ．ｃｏｅｌｉ
ｃｏｌｏｒＭ１１５２中异源表达，合成了一系列硫代季酮
酸类次级代谢产物，其中包括脂肪酸合成酶抑制剂

硫乳霉素。

%

　展　望

本文概述了ＴＡＲ克隆技术的基本原理及其在
微生物次级代谢产物异源生物合成的中的应用，充

分展现了该技术作为发现微生物来源药物的重要

工具的科学意义和应用价值。虽然基于 ＴＡＲ克隆
技术的基因簇异源表达策略正在不断发挥其功能

和价值，但目前尚存在一些明显的缺点，有待于进

一步改进：（１）ＴＡＲ克隆技术对高 ＧＣ含量基因簇
的捕获能力较弱；（２）ＴＡＲ克隆技术无法用于研究
非成簇存在的基因所编码的次级代谢产物；（３）有
些基因簇编码的酶或次级代谢产物对酵母有毒性，

这些基因簇无法通过ＴＡＲ克隆技术克隆和异源表
达；（４）理论上ＴＡＲ克隆技术对捕获片段无长度限
制，但目前能捕捉的基因簇最大约为 ３００ｋｂ。然
而，随着对微生物次级代谢研究的不断深入和不同

学科或技术间的交叉融合，基于 ＴＡＲ克隆技术的
微生物次级代谢产物异源生物合成策略将会日趋

完善，为微生物生物合成基因功能的研究和微生物

来源新药发现提供强有力的工具和手段。
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·校园信息·

中国药科大学５人入选第十四批国家“千人计划”青年项目

日前，千人计划网正式公布了第十四批国家＂千人计划＂青年项目申报拟入选人员名单。第十四批国家＂千人计
划＂青年项目共有３５５６人申报，经形式审查、通信和面试评审，６３０人通过终审，拟予引进。中国药科大学５位优秀
青年人才入选。本批入选者分别是：肖易倍、ＺｈｅｎｇＬｉ、刘东飞、杨鹏、周君。

国家千人计划青年项目是中组部牵头实施的旨在引进一批有潜力的海外优秀青年人才的项目。从２０１１年开始
实施，原计划每年引进４００名左右海外优秀青年人才，但是项目实施过程中每年入选人数差别较大，２０１７年拟引进
６３０人。

国家千人计划青年项目的申报对象，目前主要面向自然科学或工程技术领域、年龄不超过４０周岁，而且一般应
获得海外知名高校博士学位或有一定年限的海外工作经历。

（人事处）
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