PROBELIVES HMFRESREERAT IRAAND - BRSE

One-Step Seamless Gold Cloning Kits
IR 5 min {5HEEE, MRS, HEERIBIASRE

s M10701
FEamAg: 10 pLx50 T
BEHEE: 20 CBNRTE; KBEH

FERET

One-Step Seamless Gold Cloning Kits @ A RIEIFBEA AR ERZEZEETESFNIEMLSNEE=EATE. FHE
ERNFEESHITE MWL, ERARRE/RETESIYS mIINE SR RIEFS, FHBPCREY S 3 &Kifk
DRI BN RRE—BAFS(15~25 bp). B EAEEMIERESESEEXEMF RSN, 7 50 CHEM4t
T 5~60 minABI A SEf A R S EREH. ZRFIEEESWEIERMEEE 98%, RA—ERAMixiZit, BRIEERE,
RE IS5SANREMEIFES, RRNKE<IShWARFRESMAMEE, BEFRBBEELSSBAREETEYIMLS.
AERBRAIZ, THERERE,. SEERE. DNAESRTEWNEDNASHIFAXE ST EKR.

EFREZEENGEIE. RALE. £YSNAMLFOAENEMR SR, STEENRERARERIRESLEH#
ESMRRRENEE, RETERAREAEE, REHASEMDNAERZMERA, R TEUIMSKE . RIEED,
YERTEFEREHYIEEREZOES, TEEREYIMUS. REEH, SPAMEREFYE, KIBMHEESSEEAM, BERS
WX¥E, AEBERNWE. SXEFRKREAR. ERARTEFEATRRETAIERREE.
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L. RREREE
7E£: A% FINEB EBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix
E: AP EBuilder® #NEB#) B 47 A iz #t H 47

MASEE: iRz, HiFWE, ZEAK. DNA EARYE, SEERES;

LR TR

o EXEAME: KI5 min ATTHREH, PRMEEEIT 98%, KIBLHERELEBHHIREERATEN;

o TREMEHARK: FT—RFTH 1-5 MRERINEREH, BESHERMETK;

o BdSH TR BIRIBREYIM SRS, TRIBARREITIRYLE, IEEESFNESMSASIERRRE;
o BMBFE: —ERNFTHREH, SRRE, BEBYIREYEVIREWSESHE;

OFEMIRIE: B 40 RREFRE, EHREEETAE TH.
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PROBELIVES FHRRE SR AR AT IR - BRSE

PSR
4B 45> 10 uLx50 T
A. 2x Super Fusion Cloning Mix 250 uL
B. Control Vector,Linearized(Amp*,40 ng/pL) SuL
C. 500 bp Control Fragment(20 ng/uL) SuL

Er AR EE AR AN GBS AT 10l R AR SR

AEEI:

® EFTAPCRAEYIMBARTET LR ER NS FRI20% A N2 EEER, HAENMNRULERBRHKEARTS kb
m#&wﬁﬂﬁﬂﬁﬁw(ﬁﬁﬂ%ﬂ%mﬁ),ﬁwmmjm$£%Mmowmﬁﬁﬁﬁﬁ%¢ﬁ%ﬁ%#ﬁo

o BEEAMAHENRRSEMUEIERMERENET2 11 GEF2: 1~3:1) , BE3NMRULERBRENZENS
B S%MHEARAFERL.

o LTIENERSRTSMIEUNEEREEX, RABEUMNEERMEHREIEEN Wi TiHEt, BEA~METER
TSI Fr A R SRR AT 1/10,

o EREEERFS. RREEFFIMDNARBFREHAMIFERFEEZER, BAMAKBTEESHNELELTESH
HBUNERRIEEEKSE

oxﬁmum$ﬂﬁﬁﬁ#ET SEMTERIEEN.

& HTEMRELMER, FEREMEENIRERENE

=R ER

— SEANEE

1. R

BRI & HILE S A(2x Super Fusion Cloning Mix). 284> B(Control Vector,Linearized). #2843 C(500 bp Control Fragment)

MR &EM (30-20 °C) BRH, WMEFk ESKIRE.

{UERER: PCR L.

REE®: B PCR REHIEHBEIRF .

FERLRITE

PAMEXTER(): KL LEAP TR E R FNIRE

PAMEXTER(2): HIBARBETBERE S mERMTIEEBENIR R, HEEFEHIT.

FRMEXTEE (AT : FRRFIETHRE.

= BEPR

1. LRSS

o EEREESEMREXEX R AHITE MK, KXEMNEENIZRERELEERFTE GC 2EWIMXIGLURES &L
BE, LM ESArTLUREEEYsE K (e PCR ¥ 18H]& .

(1) EEHE

o fLAEHEFENEY], WAESFEHEEEUERS, BUUES (BREMRE) K. SWEEHITEELNERETERE
Bg 1.

o R{FEMBEFY], FIIRITIEZEKEEYIRERM DI RRRARE . LRIMIMAKHIIT, (ERHYITEIRAKE.
AR, BEETINSMEERATERBERL.

E:

(1) B i JG, Rk Mk &Rt B o) Z kLG B R T EAR M,

(2) B0 )5 & AT R Csb AR, FT VAGE 13 A% R B IR 4B B AR oK AT AR Z 40

(2) REIPCRY i&%)&

® HEFE(E AL M LB TRAL DNA AR, LURD IR BRRIAR AR X 52 FE PR M R AOS2M0 . SN SRARMR A IR RIS, 4738 7=
YIEER Dpn 1IHKRIER . T8~ YIEEFERASRE PCR Mix BT, "REMSANR S, #it—x k@547,

#i#%mTuﬁUMEWﬁM FB S RER TR S FE R AR B KA TR =49
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(i» PROBELIVES BHIRRESRHEERASE IRUAIE - ST

2. %iHEN PCR S|HIH B

® PCR 3|48 5" ims M B & SHFEHMNEMA RSB AKRHREIRER 15~25 nt GEE 18 nt, FEIEBEYMLR) F5,
B8R R B R B M S Rin— B EIERS .

® FIEMESIH(5'-3"): LA ESXRE+EEYMIA (FAIE) +EEFSF S 851,

® R RE5IH(5'-3"): Tl ESXRB+EYIMIA (AR +REFFFES T EF5.

E:
(1) HEHARAFERR, B3 mEd, WIlHRit LM a5 F5 mEd, WaliRtTAG SRl 35 LT R
a5

Q) REXBFATLFIIAGCHEH D HRBAAIT LE, B AR TIE R LT3 25 nt KR A GCEE A 40%~60%0F, &
WA ERS.
B) HHYEIHTmA, REFHHFFHOTmE, SINGFLFIILE T H.

TR B FS
EREIY l— AINER B ey 7
57 —_—
LM EHAF S NNNNNNNNNNNNN-3° *5>_ NNNNNNNNNNNNN-3°
3 NNNNNNNNNNNNN-5* 3 NNNNNNNNNNNNN-5

RE3149
AMENBNFS) —I

(1) BARER PCR i3

AR A{EE PCRE§ (Taq B SIREES) 318, XHEZETRHEL AR (BHIEPIEHER, ERERN
FASEI. BERASRERAGEHTTELUR O ERTHNEE . BiUERM4LER PCR =Y#HITRERIER N,
% PCR AR R IKEEAFF T 1E~Y), TEEATIRERERN, EMENERTIERTR NS AR
20%.

Q) FTHERERMN
® kKA PEHIATRMAR:
Hy REFF BRMEXTER(1) FAMEXTER(2) PEMESTER (BELE)
2x Super Fusion Cloning Mix SuL SuL SuL 5uL
MR A e 50~200 ng 50~100 ng - 1L
BARE® 10~200 ng - 10~100 ng 500 bp,1 pL
ddH-O Upto 10 uL

(QFRIEH A A E(ng)=0.02xF (R ETEL, B 0.03 pmol.

(FEABRREE, SERBRAE0g=0.04xFEREENY; BAZRER, SHER&RERE(0g)=0.02xF REEIE.
E:

(1) e RENGE LR BRKERTEHA, R2RERBEAREENRBERAE;

(2) e R AENGY A KB DT 200 bp, AR 2 B4R S EHRKGAE;

(3) deRELANKFHFHYAZTKT RIS TRSE, BAENEBERK/ RS AZEA;

(4) BAEIBAR BER, ABEHKEES, HBKmEEE,

(5) FE—UEHPREIZHTELHBEEER, HF—ANE0HE KRG KT 1 uL;

(6) KR AZBA T ARG, BBERBICKRIEWY, BERZETBIT, WY HE,

® R NIKRET 50°C, KRR 5~60 min,

E:

(1) EFERBIBATE N B HATR L, SoPCRAL, KR ] L R E KA A AL 2%

(2) #EAN 12 AN K Bet, AR BE Y 5~15 min; 46 3~5 AR BB, A #E RO B Y 15~30 min;
(3) LHHEMEF LA 10kb A ERIEN K B 4kbvh EoF, 3 BUEK B I 1E 2] 30~60 min;

(4) 50°CREERE, HETHEH S, FRERIEZEF Ko
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PROBELIVES FHRRE SR AR AT IR - BRSE

o PR FNEELEETKAHFILEN, BB #EET-20 °C.
E: 20°CHAMETA AN, EUE 1 AR,
3. SEREFHIEEL
® 7£ 100 uL BAZASREHR I 5~10 pL R (AR FEE A RS SHEMERN 1100, BRES, EFKE 25min.
FRIG 42 °CHB 45~60 s, MIRFEN KA FERE 2~5 min. JIA 500~700 L SOC 3 LB 1EHFE (A SMEZHNEEIER
£), RERE 37 CHfksFHIEFF 40~60 min(200 rpm). RW|ILWFE, HEIEHTAMESHENNERHEIRL, EFRE
BT 37 CEEFRMERETRE.
E:
(1) RRI A MG 6y e R A0 A £ 5], HFAE R ES108cfu/pgty &5 mia;
(2) PCR™ 4 5 & AL BARGI S Aosh ok & T W 440
(3) fMEtB-FREFERKETAELHE, MHTRB-FRAERRSGHE,
4. PR FERERT
(1) B%/E K PCR EE: $REVBEESEZE 10 pL ddH.0 HURS], B 1 pL {E1EIR, siERENELZH#ITEE PCREE (&
WEE PCR Y, EMER—KBASIY, ATAYERMBRAMER);
(2) VABTRIAHEMR PCR ¥ E : EENA T2 = SHMITAE RN LB 1E5rE S, 37 °C, 200 rpm B R IEE /G IR BAEJER,
AIE AR RA S 1S =M S 140438
Q) EEILE (BFAEE): B EERESHEMITESEM LB ERFET, 37°C, 200 pm BRIEEGHEURK, £REKM
AIYER ) BORLIE BB KA B K/
E:
(1) & Tt — a2 RHTNAELER;
(2) M 3145 7): MI3F: TGTAAAACGACGGCCAGT; MI13R: CAGGAAACAGCTATGAC.
=\ R
o IWiEFRGE, EESMENFIREABENEE.

1 E4H LT AR
o EMEERNENFRLEETANREHITESR PCR £, LITIMBEERARBIKEITEN, SEFETHAZHERNI
ERFEB. % PCR EEAMAMNE, TERRHARRIEMESHELSMERNREF LB BRETEFIR, N
B TEIEE, HEEEIT-RNF.
g9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

St St Nt N Nt Nt N - e e e e d af w  f a e Y N

2 B3 PCR IRAEHEERAT L kA

BERRRE)SHE:
o [o]: HUHEREZRFTKRIEEZHMPL R EERA?
%:
2 BB MBE R R AN E RET L3 AR T, @I & RS MIS & R R OSSR
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PROBELIVES FHRRE SR AR AT IR - BRSE

B

bR MRS RN B BRI E . B IRRIR A REEN AT ESESAE, BIREREREKBIENERRE
ARGRE ;

cEDTA HF& BB FEATISHIIFI T2 BRI ;

dREYEE %, REEHRIEZRAGER, T8 TE Buffer #T3ER, BT EARNHREWAZYEART ddH.0;

cHANREMEE;

£514EIT AR, WITIERAEE R @5 R SR .

® [o]: EEPCREER A ASEIAETHMA?
P

a KM AR TSR, RBTEUT;
b BRI BRIRATSR, SBUERKANY.
® o]: ZHREFSHARER?
&,

a AR RALTH. PCR IR AR AR, i YR B TEAR NS Dpn L5, &
A TRS B L A ;

bRESERFESTEERNER. RERTEZEEITS, BYSISEELEERN, ERSRERYIEBHERSEHF
K& BRI, (AR EINECERYI4T; HIERA R R RER ML RRAEAY IR, ¥ 1E~#1T Dpnl
TH A B TR RS B 4 4L

c.PCR LR BIESF R~ ik PCR F R, RE4FRM,; KR PCR =41; ¥EFELZHRIE.

® [a]: {RFAM/NFIiES/=E 7
P

a BRIE AR SR RPAM : REAMERRHE, MRAMMBRKTRES, AEEERIRAED ZHERHAIT Dpn
LiH. BRI AMRIR PCR RIGHEB/EE: BRABRAEBTET %(<1 ng), BNATEESE Dpn IR TR NMIE
FRARBAME. Y PCR A TR R4 1E, S =R MRTE ddH.O
bHEREGERAE: EEMY 3 RS 5 IRARER, FEIRZITHEMPEITIEE, BLABAMKRES NG FREFT

HESFEMR/XNNEES; EERNAENERGRRR, AUESIFZWARNERK. BIGERTPR ER—RXSE,
[EBTHEIE R BERI/NEE, LUEINBRE] E L8 = HHBEER ;
cERSIMAGE: BEMBFRASIYRESIM—wmERKLE, —REBNRERLE. MRABEMRESIMEITER
PCR, AJRESHIERBERMMFTER.
® ja]: AR IEERE?
o,

a MR MRRANT—MER, T—FWE, FEZWLIMEE;
b AITMFLER: RERTLHNFESRERE, HANEREFIENR—ERE;
CHRBREMR: MRENMERREMR—H, THEEMERLESIANSHEERFSIS NCBI EA—H;
diBNFERTE PCR RSB IERSRERSHE;
cHSIMALEWERE, FEEIMAMKEIRE, BNEHSMK IHITIRE.

® [o]: NRIAMMITERIE MR, ZAAEE?
Z: RMNHBIRIABREE R, REER R R ERHITIER:

s M10701 M10702
ZmaR One-Step Seamless Gold Cloning Kits One-Step Seamless Cloning Kits

pE S 10 uLx50 T 10 uLx20 T 10 uLx50 T

REMY it ;2 & AR mk it 50t 37 CRIFRERE—AUL
A AR B 1-5 FERMESA, BRREKESISK | SBEZMERARESA, TSRS 10 1800 bp
X y I N
PR RS RERER
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	One-Step Seamless Gold Cloning Kits
	最快5 min精准重组，阳性率高，彻底摆脱酶切位点限制
	产品货号：M10701
	储运条件：-20 ℃避光保存；冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：快速克隆、载体构建、基因合成、DNA定点突变、高通量克隆等；
	产品特点：
	产品组分：
	注：试剂盒使用次数为试剂盒组分A进行10 μL反应体系的总数。
	注意事项：
	 若所有PCR产物的总体积不超过无缝克隆反应总体系的20%可不经纯化直接使用，组装3个及以上片段或长
	 单片段组装时插入片段与线性化载体的摩尔比应不低于2∶1（推荐2∶1~3∶1），组装3个及以上片段时
	 克隆效率与感受态细胞转化效率直接相关，采用电转化时需将反应液稀释3倍后取1 μl进行转化，且重组产
	 含反向重复序列、串联重复序列的DNA片段可能被大肠杆菌选择性丢失，部分对大肠杆菌有毒性的重组蛋白可
	 本产品仅限于科研用途并且不得存放于普通住宅内。
	 为了您的安全和健康，请遵循您所在常规实验室安全规定。

	使用说明：
	一、实验前准备
	1.试剂准备：
	 将试剂盒中的组分A(2× Super Fusion Cloning Mix)、组分B(Contro
	2.仪器准备：PCR仪。
	二、操作步骤
	1.制备线性化克隆载体
	 冰水浴中配制以下反应体系：
	(a)最适载体用量(ng)=0.02×载体碱基对数，即0.03 pmol。
	(b)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，每片段最适用量(ng)=0

	 将反应体系置于50 ℃，反应5~60 min。
	 将反应液离心管置于冰水浴中冷却，建议即时转化或储存于-20 ℃。

	三、结果判读
	常见疑问与解答：
	 问：转化效率低甚至是不长克隆都是由哪些原因造成的？

	答：
	a.感受态细胞因为保存时间或者质量不佳会引起转化效率低下，建议使用新制备的感受态细胞或者质量上佳的感受态
	b.线性化载体或插入片段比例不佳。请严格按照说明书推荐的方法计算各组分用量，用琼脂糖凝胶电泳检测样品质量
	c.EDTA等金属离子螯合剂会抑制无缝克隆实验；
	d.胶回收制备，最后洗脱时需要用水洗脱，不能用TE Buffer进行洗脱，用于重组反应的胶回收产物要溶解
	e.插入片段纯度差；
	f.引物设计有误，设计时特别注意反向引物的序列顺序。
	 问：菌落PCR验证时为什么会出现大量空载体？

	答：
	a.载体线性化不完全，没有完全切开；
	b.目的片段投入过低，导致连接失败。
	 问：多数克隆不含插入片段？

	a.相同抗性质粒污染。PCR扩增模板为环状质粒时，如扩增产物未纯化直接用于重组反应时推荐Dpn I消化，
	b.克隆载体及片段中含有质粒背景。克隆载体线性化不完全，酶切制备线性化载体时，要提高快速内切酶的使用量并
	c.PCR产物混有非特异扩增产物：优化PCR体系，提高特异性；胶回收PCR产物；鉴定更多的克隆。
	 问：假阳性/测序无信号/空载体？

	a.质粒载体残留导致的假阳性：设置阴性对照来排查，如果阴性对照长了很多，可能是模板投入量过多或者未进行D
	b.挑斑方法不合适：重组产物3' 端与5' 端未连接，需要到感受态细胞中进行修复，斑点相对来说会小点；平
	c.菌检引物不合适：建议使用载体通用引物或者引物一端在载体上，一端在目的片段上。如果用目的片段引物进行菌
	 问：插入片段出现碱基突变？

	答：
	a.测序的样本数：如果只测了一个样本，不一定可信，需要多测几个样本；
	b.分析测序结果：检查突变处的测序信号是否有问题，若为双峰或者杂峰则不一定可信；
	c.检查突变位点：如果多个结果突变位点一致，可能是从模板上引入的或者模板序列与NCBI上不一致；
	d.插入片段在PCR获得时建议使用高保真聚合酶；
	e.若引物处发生碱基突变，考虑是引物合成问题，建议重新合成引物进行实验。
	 问：公司有两款无缝克隆产品，该如何选择？

	答：我们的两款产品均为高效转化产品，可根据连接片段的不同进行选择：

