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(—) EBHE

WESH): Ziti=s, BUER (BIE4RE) ).

Bfg): SUWEEE, FEIDE SR R IRERIAY5EE .

iE: 1. WESHILERMEMY, PESITERRELL.

2. EBtlSERkE, ROSHEMRDESLEHX BN NACEBRTFEERRE.,

(Z) kA PCR ¥ i&Hl=

EAKRKL DNA JER, REAADRR, Rit—RMAEASH), #HEFFERASEHEE PCR Mix #7115,
—. ®IHEN PCR 3¥HER

PCR 3109 5° i /REEE5HAMRER EARBRTER) KinEFR 15~25nt (EF 18nt) F5l. BRUMEAAIMERR, B 3 ik
=/, Vst LRBAaRERS; & 5 imRd, WsHhtIUEaRE®s, walirags.
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it: BEREXESFIIE ¢C SENINXINHTRE, SREFRASLETH 25t KIEA GC E8H 40~60% B, EHWE
.

(—) FENRERRY PCR #18
BARERATRER PCR B8 (Taq BEESRER) 18, THFERTUARREL A B (BERIEPBHRER, EREFRNTAHA).
EINERSRERSE T IBLURDT 1ERBRIARE. EINERMAMERY PCR FYIHTHEERMN, & PCR FHIEIEHERR
FIKEENFRIT 8, TERIRTAERERMN, EIFIRIRAEBIREERRRT 20%,

(Z) FégmelE/n

LKA HECHILA T RAARE :

By SIELSS BRMERSHR PEMEXIRR (AIBXE)
Super Fusion Cloning Mix (2 %) S5uL SuL 5uL
R a 50~200 ng 50~100 ng 1uL
BAREEb 10~200 ng - 500 bp, 1 pL
ddH20 To 10 pL
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(1) BRIEEMARFE (ng)=0.02 x FMAFHEXTEL, BD 0.03 pmol,
(2) EENRRERRY, BERERAE (ng) =004 x FERIFEEXE; BAZREN, BRR&EERE (ng) =002 x FERFHEXIEL.
i ) MREANBEREBRREATES, PBANEREFSHENREAE.
2) WIRBARERIREDTF 200 bp, BBAEER 5 (EESHAE.
3) MR ERARNHESINAERTRESTERSE, BARNERERF ESAEMEA.
4) FBEBARRIR, RREEZS, 192REIALE,
5) FEREHTER, BRRRSMRROSES, BR=ESENd, IRk,
2ERMARET 50°C, KM 5~60 min,
i () EEFERRIEIL RS ERNESRITREL, W PCR Y, REMNBEARRHITKISIFETIEN=E,
(2) BN 12 PRERE, HERMNAIEA 5~15 min; BN 3~5 PHERE, #ERMEEA 15~30 min,
(3) HESBLRE 10kb LALESIBANRERTE 4kb R, EIGERRRASEZE 30~60 min,
(4) 50 °C RREIERE, BVHTRIEEC, BREREEER.
JBREEEOEETAKAFTLE, B THEERET 20 °C,
i -20°C fEFRYEAEFY, BIE 1 ARER,
=. TEFIEEL
£ 100 pL RESZESHBEFIIN 5~10 pL KRR, BRWRIRES, EF KL 30 min, 42°C #E 45~60s, K& 5Smin, ON 500 uL SOC
8 LB EFE, 37°C IR%EF 40~60 min (200 rpm), FERIITRMESEMNERNFIRLE, BIBET 37 °C BFEEFIR.
i (&) FREESSHERENRIEANTESBAER, EFEREEHE > 108 cfupg RIKSSM,
(Z) PCR FYSEHCHHMEMNAERE T EEH.
(2) HEEEEREEERAEAGEHER, PIETRERAERRIVNEE.
M. PRSI
& PCR &5 HEENREEET 10 pL ddH20 HES, 95°C M 10 min, BV 1 pL {FREIR, HITEFE PCR 4£7E,
i (—) BiYEE PCR B, EVERA—FREMASIY, TENEREAMSER.
(D) HERTH—EWANERBTUFERE.
(=) MFESI4RES): M13F: TGTAAAACGACGGCCAGT
M13R: CAGGAAACAGCTATGAC
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	产品货号
	PR01032

	产品介绍
	无缝克隆是一种简单、快速并且高效的 DNA 定向克隆技术，可将插入片段定向克隆至任意载体的任意位点。
	图 1 流程示意图

	应用范围
	载体构建、基因合成

	储运条件
	-20 ℃ 避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。

	产品特点
	重组率高：不依赖于连接酶，无载体自连，阳性率可达 95% 以上；
	高效快捷：一次反应可完成单至多个片段重组。

	注意事项
	1. 本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，不得存放于普通住宅内。
	2. 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

	自备材料
	1.耗材
	0.2 mL 离心管
	2.试剂
	（1）线性化载体 (2) 目的片段

	操作步骤
	一、制备线性化克隆载体
	选择合适的克隆位点，对载体进行线性化，线性化载体可以通过酶切或者反向 PCR 扩增完成。
	（一）.酶切制备
	双酶切：线性化完全，转化背景（假阳性克隆）低。
	单酶切：线性化程度差，可通过适当延长酶切时间来减少环状质粒的残留。
	注：1. 双酶切无需去磷酸化，单酶切需要去磷酸化。
	2. 酶切完成后，应将快速内切酶失活或对目的产物纯化后再用于重组反应。
	（二）反向 PCR 扩增制备
	载体质粒 DNA 为模板，克隆位点为分界点，设计一对反向引物，推荐使用高保真 PCR Mix 进行扩
	二、设计插入 PCR 引物片段
	PCR 引物的 5’ 端必须包含与其相邻片段（插入片段或载体）末端同源的 15~25 nt（推荐 1
	插入片段扩增引物：
	5’—上游载体末端同源序列 + 酶切位点（可选）+ 基因特异性正向扩增序列—3’
	3’—基因特异性反向扩增序列 + 酶切位点（可选）+ 下游载体末端同源序列—5’
	注：尽量选择无重复序列且 GC 含量均匀的区域进行克隆，当载体克隆位点上下游 25 nt 区域内 G
	（一）插入片段的 PCR 扩增
	插入片段可用任意 PCR 酶（Taq 酶或高保真酶）扩增， 无需考虑产物末端有无 A 尾（重组过程中
	（二）无缝克隆反应
	1.冰水浴中配制以下反应体系：
	组分
	反应体系
	阴性对照
	阳性对照（如有必要）
	Super Fusion Cloning Mix (2 × )
	5 μL
	5 μL
	5 μL
	线性化载体a
	50~200 ng
	50~100 ng
	1 μL
	插入片段b
	10~200 ng
	-
	500 bp, 1 μL
	ddH2O
	To 10 μL
	（1）最适载体用量 (ng) = 0.02 × 载体碱基对数，即 0.03 pmol。
	（2）插入单片段时，最适片段用量 (ng) = 0.04 × 片段碱基对数；插入多片段时，每片段最适
	注：1) 如果插入的单片段长度大于载体，那么应互换载体与插入片段用量。
	2) 如果插入的片段长度小于 200 bp，那么要使用 5 倍载体的用量。
	3) 如果按上述公式计算得到的用量低于最低/高于最高值，那么建议直接按最低/最高用量使用。
	4) 载体或插入片段过长，片段数量过多，均会降低阳性率。
	5) 体系配制完成后，轻轻吹吸数次混匀各组分，避免产生气泡即可，切勿涡旋。
	2.将反应体系置于 50 ℃，反应 5~60 min。
	注：(1) 推荐使用温控比较精准的仪器进行反应，如 PCR 仪，反应时间不足或过长都会降低克隆效率。
	(2) 插入 1~2 个片段时，推荐反应时间为 5~15 min；插入 3~5 个片段时，推荐反应时
	(3) 当载体骨架在 10 kb 以上或插入片段在 4 kb 以上时，建议延长反应时间到 30~60
	(4) 50 ℃ 反应完成后，建议进行瞬时离心，将反应液收集至管底。
	3.将反应液离心管置于冰水浴中冷却，直接进行转化或储存于 -20 ℃。
	注：-20 ℃ 储存的重组产物，建议在 1 周内使用。
	三、克隆产物转化
	在 100 μL 感受态细胞中加入 5~10 μL 反应液，轻柔吹吸混匀，置于冰上 30 min。4
	注：（一）不同感受态细胞最后的克隆阳性率会有所差别，推荐使用转化效率 > 108 cfu/μg 的感
	（二）PCR 产物与线性化载体的数量和纯度决定了菌落数。
	（三）阳性对照平板通常生长大量白色单菌落，阴性对照平板只生长很少的菌落。
	四、阳性克隆检测
	菌落 PCR 鉴定：挑取单菌落置于 10 μL ddH2O 中混匀，95 ℃ 裂解 10 min，取
	注：（一）建议菌落 PCR 时，至少使用一条通用引物，可有效避免假阳性结果。
	（二）必要时可进一步对阳性结果进行测序鉴定。
	（三）测序引物序列：M13F：TGTAAAACGACGGCCAGT
	M13R：CAGGAAACAGCTATGAC


