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GBclonartGBclonartGBclonartGBclonart无缝克隆试剂盒无缝克隆试剂盒无缝克隆试剂盒无缝克隆试剂盒

GBclonart 无缝克隆试剂盒提供了一种新颖、高效、快速的基因克隆方法，

该技术不依赖于连接酶，不受载体和目的片段的酶切位点限制，而直接利用

同源重组的方法，只需DNA插入片段末端与载体末端具有15 -20个同源碱基序

列，就可以在载体的任意位点完成目的片段与载体的克隆重组。

产品保存：此试剂盒可在-20℃或-80℃长期保存，使用时请避免反复冻融。

产品特色：产品特色：产品特色：产品特色：
1. 灵活的克隆位点：任何载体的任意位置。

2. 快速简便：30min完成载体构建。

3. 精确：不会增加任何额外的程序。

4. 效率高：高达90%阳性克隆率。

适用范围：适用范围：适用范围：适用范围：

操作流程：操作流程：操作流程：操作流程：
AAAA. 载体制备载体制备载体制备载体制备--------线性化处理线性化处理线性化处理线性化处理
1.酶切法

选取合适的位点，单酶切或双酶切皆可，但是单酶切容易导致载体自连，载

体线性化不彻底容易导致假阳性的产生。为了降低自连背景，提高阳性率，

建议采用双酶切，而且对酶切后的载体进行割胶纯化。

2.PCR法

选取合适的位点，设计正向和反向引物，一般载体长度均大于3kb，建议采用

高保真的DNA聚合酶扩增。为了避免模板质粒DNA对后续试验的影响，建议

对PCR扩增后的线性化载体进行割胶纯化，去除环状模板质粒，提高阳性率。

B.B.B.B. 目的插入片段制备目的插入片段制备目的插入片段制备目的插入片段制备
设计引物进行目的片段的PCR扩增，引物设计要保证目的片段两端有至少

15bp序列与线性化载体的两端一致便于重组反应的进行。PCR每条引物长度

至少在35-40bp,包括5’端与载体同源的15bp以及目的片段特异性序列

20-25bp（注意：如果是表达载体克隆构建, 设计引物时,应注意检查读码框

的正确性）。引物的质量对克隆成功率有很大影响，请使用HPLC或PAGE纯化

的引物。尽可能选用Pfu等高保真酶，同时建议对PCR产物进行割胶纯化。

C.C.C.C. 重组反应重组反应重组反应重组反应
1.将目的DNA片段和线性化载体以适当摩尔比加到试管中进行反应，载体的

用量为50-100ng（注意：目的片段与载体的摩尔比在2:1-3:1之间为最佳，

摩尔比过高或过低均会降低载体与目的片段的重组效率，反应时间30 min，

时间过长或过短均不利于重组反应）。反应体系如下：

GBclonart反应液 15 μl
线性化载体 x μl
PCR片段 x μl
H2O x μl
总体积 20 μl

2.混匀后在45 0C孵育30min，然后转移到冰上。

3.立即进行转化，剩余连接液可保存在-20 0C待用。

D.D.D.D.转化转化转化转化
使用5μl反应液转化到100μl感受态细胞中，建议使用的感受态细胞效率

≥5×107cfu/μg。

编 号 名 称 规 格

GB2001-24 GBclonart无缝克隆试剂盒 24 Rxns

GB2001-48 GBclonart无缝克隆试剂盒 48 Rxns

载体DNA片段克隆 载体DNA转移 蛋白质表达

应用合成生物学 代谢工程 高通量克隆
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FAQFAQFAQFAQ：
1.1.1.1.转化后无克隆产生？

（1）引物的质量不高——使用HPLC或PAGE纯化的引物。

（2）感受态细胞低效——使用高效率的感受态细胞（107 cfu/μg以上）。

（3）抗生素使用错误——复查质粒抗性，使用正确的抗生素。

（4）转化后立即涂板忘记培养——转化后的感受态细胞应在37 0C震荡培养

60min左右，让抗性基因得以表达。

2.2.2.2.重组后阳性克隆很少或者几乎没有？

（1）目的片段与载体的比例不适——调整载体与目的片段的比例。

（2）载体酶切不彻底——采用双酶切，调整酶切反应体系。

3.3.3.3.重组后空载比较多，假阳性太高？

（1）载体酶切不彻底——采用双酶切，调整酶切反应体系, 使得酶切完全。

（2）PCR产物中残留环状模板质粒——对PCR扩增后的线性化载体进行割

胶纯化。

（3）目的片段与PCR模板拥有相同抗性——使用DpnI 酶处理PCR片段。

PCRPCRPCRPCR引物设计示例：引物设计示例：引物设计示例：引物设计示例：
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