PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

One-Step Seamless Cloning Kits
IR 5 min {EHEEH, SRERANERS, HMEEREBIASPRE

FmES: M10702
FE@RAAG: 10 pLx20 T, 10 pLx50 T

fEIE M 20 CIBXRTE; KNEH

e

One-Step Seamless Cloning Kits @2 AIRIEF A B EEREZEESFNIEMNSNLERERTE. FREIES
A FITR N, ERARERIE/REY G514 5 inSINLMELEENRIFFT, EEPCRA™H S M3 &K H
A MM B R E— BRI FF(15~25 bp). BT ELEEMERFESEBEEXEM A ERFEIE, £ 50 CERHET 5~60
minABIAITEA A B S HANEREHN. ZAFIER &S EMERMEERE 5%, XRA—ERAMXEI, BRIEEE, ®RE%
MREBREIRES, HEAIERZERE 10 D 800 bptHER, BAIRSISABYIMNSSEAREBETHBIMNS. A=REB
7z, RERERME. SRERME. DNAERRTERWNEDNA SHF A RS ZMIIEK.

EFwEREEINGEIIE. HAWE, £YRHRLAZFTENEZOPE, SURENEERARERRE LI #
EESMRMRENEE. TERERARERER., REHBESWHDNAE B RMERAR, BRTEYIM SR, RIEED,
HERTHFEFEYEREREZORES, TEEEBYIL. REEH, SAMEFEHNE, KIBHEEIIEALS, FIKS
WEE, AnBREHNWE. SRAEEKER. ERRTEFEATRRETIEMRAE.
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iE: A5 B Clontech In-Fusion® Snap Assembly Master Mix ;
E: AL In-Fusion® # Clontech #9 B A% 22 M 7 A7

MRAEE: Rk, HEaE, EEAMK. DNA EARE, SEERES;

PR

S EPAMRE: KR 5 minATTRES, PAMRET 95%, KIBGEESSEBIAHRIELERATEMY;

BREERAE: TXTHEMRERNERER, KRS AIERZERE 101800 bpfI iR, HESHERWETK;
Bix SR TR : HIREREBY SR, TREIHEANFRHITHIILE, TEEERFNESM S ERRRE;
WEHRIE: —ERNTHREN, LRNGE, EEBYINREBYIRVIREWESDER;

SREE: EAMEAREIDNAZERE, REEZLEEEN 160 5L, HECR(R;

o TRIRE: MAARMEL, AMHREFZENFTKEHHFW, B37 CARERE—AUL;

o HWUHHS: WMEWILET, "ATHUTHE.
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PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

FEERLE Sy
oy 10 uLx20 T 10 pLx50 T
A. 2% Super Fusion Cloning Mix 100 uL 250 pL
B. Control Vector,Linearized(Amp™*,40 ng/uL) SuL SuL
C. 500 bp Control Fragment(20 ng/uL) S5uL S5uL

E: RN EERARKARXNELS A BT 10 L R AR 6.

ABRE:

® EFiBPCRAEYH AT B TERIER M2 A RI20%AI A Ea L ERER, AR3MRIUEREHKEXRFS Kb
B R ERBTSEZEWAT AL (R FTRA2~106%) , ZHUDNARLA T TEEddH.O\ TELZ AR H b th 4 #HTRE R,

o B EARATRAN R SEMUHAMERIEEAET2 1 G2 1-3: 1) , AR3IDMRULFBRENESENR
BE&MUBFRRAFERL.

o RIENRERITMMIENHNEEIEMEX, RABREUNTRREARRIGEEI W#HTE L, BEH~YENER
TS AT A R E SR AR 1/10,

o SNREEEFT. FKEEFTINDNARKRWHERAMITERZEMEER, BANABTEASENELREAARS
BUNERRLEEEKRRE.

o AERMNRTRMAEH AT SERTEEEEAN.

® ATEMREMER, BFEEEMAENIRERENE,

=R ER

—\ ZEANEE

1. RFLES:

X FI & AY2E 5 A(2% Super Fusion Cloning Mix). £H43B(Control Vector, Linearized). £H43C(500 bp Control Fragment)

MEEFSME (3020 °C) BRHE, ME TR EskiR L.

(AR : PCRIL.

FE#E#: BT PCR REHIEHBERFE.

FHRERE:

PAMERTER(L): MWLM ATR LT REhGRE.

PAMEXTER(2): HIBAN RGN R 5 e S A R IR R, HEFHIT.

FEMEXTER (BLE) « FRARTETHREE.

= BEPER

1. HIEFEMIL R ER

o EFESEM R EMAFFHITE N, KRIEMNIEENZREBEELESFIIEGCEEMANXE LIRS & MELIE
E, SMAEATTLURIEESY)SE R EPCRY IGHI& .

1) Bt

o RAHENEY], LA ERERAREENETS, BUER (RAMTE) €. SXEYHEITEELHEETEES
BRAL o

o MREMBEGY), FIRITIE LS EKEGYIRT B TR BRI EE . FRImSM KRR AT, (EREYITLIIRAXE.
AR, REEUINZMCRETEERMERK.

E:

(1) BB RmJG, RPN mEERFEIRI B 6 il e B R TERE;

(2) B JG & BEAT IR C b AL BT, ¥T VASE 33 A% BR B9 AR 50 AR L DR BEAT AR = 4 o

(2) RIEPCRY #EHl&

o EEFRAME MU E TR DNARNENR, LURD IR RAAENR T e RN E . RER IR RS, 3185~
YIEWEADpn GEUEFER. Mg~ YEEFERSREPCR Mix#H T 14, REMASASES, &it—&RE514.
)t AT A TRR B 1E, HHiB I B TR AR PR R AR BR ki A TR = )

e 6 0 > » N
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(i) PROBELIVES B ESRHEERAT SRATIE - TS

2. RIHEANPCRE 4R B

® PCR3IHIM 5 imr MBS SEFEHAMMBN A BB A RGEIRR 15~25 nt (7 18 nt, TEFBEHMYIS) FFI, £
S EENEA R BRI HEERME MR RE—HEIRERFT

® FIE@E5I4(5'-3"): LifRHEEXHEEYIMUS (RIE) +IEEFFRMES I TS,

® REME5I4(5'-3"): Tl EEXIGHEYIMLS (FNE) +REFFRMESIHMT EFT.

E:

(1) FHARAFEME A, B3 m%d, WA RTLMa s 55 mRE, Wit T AR H L5 LT AR

04

Q) REABFAELFIIAGCEHZH O KBIAT SLIE, HEAKLE/L & L TiF 25 ntKIB A GCEEH 40%~60%0, E

R ERE;

(3) HHY A M Tmian, REFHNFFIHOTmIE, FIANGFI LT+ H

AmEsENFY
EME3S|4
5" NNNNNNNNNNN——>
HMLER 5 NNNNNNNNNNNNN-3’ *5_ NNNNNNNNNNNNN-3’
3> NNNNNNNNNNNNN-5°* 3> NNNNNNNNNNNNN-5°

<+ NNNNNNNNNNN-5

Rm@514n
AmMEREEF —I

(1) EAREBHPCRY 15

BARBRATREEPCRES (TagFSNSRER) 71, REERTYRGATAR (HESBPHHER, ERERNP
FLEI) . BNERASREARABHITIEURLT EBRENLE . BIUEAEHENPCRE=YHITRERERE, &
PCREMAIFBEFE R ALK S E SR M 8, TEER T RS %R M, BMEAERAE R R N2 AEF 20%.
() THERERN

® kKR RELHIA T R R A R

/oy R ER PAMEXTER(1) BAMEXTER(2) PRMEXTER (InHwEE)
2x Super Fusion Cloning Mix SuL SuL SuL SuL
e ML ER A 50~200 ng 50~100 ng - 1uL
BN 10~200 ng - 10~100 ng 500 bp,1 pL
ddH,O Upto 10 uL

(a)XIEE A F 2 (ng)=0.02xER A MRE T #, B 0.03 pmol.

(OIEARFERE, SERBRAE0g)=0.04<FEREEXY; BAZRERE, 8HR&REE(@Nng)=0.02xF ERIHMENTH.
E:

(1) mREANGERBERKERTEKR, AR LBREAEHEANRBLAE;

Q) e RAENGY K K E T 200bp, IRZ B S BEKG R,

(3) 4Rk Lk Kt HAFE AT RIS TR, P2AZREABERIK/ RSN LA

(4) BEREAR ALK, AAKEIT S, HRMERMMEE,;

(5) FXE—APREAFHTELSHEEMER, F—NA56HERIFET 1 uL;

(6) RABA T RJE, BHERBICKROEMy, BEFETLRT, WYk,

® JERRFRET 50°C, REL 5~60 min.

E:

(1) 7548 BRI b BAR LB B AT R, 4ePCRAL, RO B ] TR & it K AR & PR FL s 2
(2) #N 12 AR B, EF R EE A 5~15 min; AN 3~5 AR B, 4 F RO I 15~30 min;
(3) BHMF LA 10kbA ERIENF B 4KkbvA LB, #BUE K BT B 1 2] 30~60 min;

(4) 50°CRREZRSE, EBHTH B, FRMRIKEEF K.

® R NREOEBETKKATAA, BN EET-20 °C.

E: 20°CHAMEA A, EUE 1 AR,
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PROBELIVES FHRRE SR ERAT IR - RS

® 7£ 100 pnLEAZ SN 5~10 pLR B (TR BT BT R RS HRAR A ARM 1/10) , BERS, ETF kL 25 min.
RIG 42 °CHE 45~60 s, TURFE KA FERE 2~5 mino M 500~700 uL SOCEKLBIEFE (R EME RN EEIEFE),
BB 37 °CHRSHIEFE 40~60 min(200 rpm). RIFLIWFE, FEBRISATESHEMERNTR L, BEREET
37 CIEFEEFR IR

E:

(1) RRRZEmMILRGE G RETAEEAAPTER, EHE R K ES108 cfu/ughl B3 A& m b

(2) PCR= 4 5 &AL BARGY e F Aotk F 2k 2 T H %40

(3) MEB-FRBFAEARKREOELHAE, FHTRB-FRAERKRSGHAE,

4. PR TERERN

(1) E%/EGPCREE : HKEVRERZE 10 uL ddH0FR 5], B 1 pLEiRIR, S ERENEEHITEEPCREE (BNE
J&PCREY, ZMMEMR—FKBASIY, FTBREREBRAMER) ;

(2) URKIAEMPCREE : HEENB T2 E SR FMLBIEFEF, 37°C, 200 rpmid & IEF SR RAIEAER,
AIERERRA S48 RS 149418,

Q) BYLE (BEEFE) : NETEESHEMTEZNLBIESRES, 37°C, 200 pmI R IEEEHMBURKL, #HAEM
MY BORLE BB KA BE K /)

E:

(1) ZEu Tt — 3 fabe2E Rt 470 F 5 2 s

(2) M B 3145 7): MI3F: TGTAAAACGACGGCCAGT; MI3R: CAGGAAACAGCTATGAC

=\ ERAE

o IRIEFGE, EEPENTREABENEE, AMNRRNECER EMEEREZ D TRIE.

1 A EE~EEN TR B BAMEXTER
o PEVEHR MU FIR EEFANRMEHITET. PCR £, ST FTAEERRBIKEITEN, SRFATHAZFEKR N
BERE R, % PCR £EAMRMMER., TBEHNARERIEMESHELMEZRE LB IBFEPEFEIR, ZW
FHEATEEYIEE, SEEHIT-RNF.

& 2 Hi% PCR IRAEHEEERT R kA
® Z3EE PCR. FRKI PCR S ZIZMRHESYG, LI IRASHERRE KT, SAFATMHLTEXPMNERFKE.
o IIHIEFE, ERARNENXTFR LEABENATE, MAMMBRENECER ENEERNEZ D TFaE.

RN SHEE:
o o): HUMEREZENKTIEEEHMLREER?
&,

RESHBEARENERERETESSIRELHERT, BIUERRHENRZSHEMRERE L ENRZSHE
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PROBELIVES FHRRE SR ERAT IR - RS

b &MU HETIBA LA E. EERRRBRABEENGATESASAZE, AREEARBEKUERRE
URIRE ;
cEDTA E£ BB TFE SIS 42 ML,
dREYEI%E, mERREAEZERKGER, T8 TE Buffer #1Tithk, A TEARNIIREWSYERHET ddH.0;
eBANRBRAEE;
£ AR, WITEHFRERE R ES I8 F IR .
® [a]: ENEPCRIIERTAMASEMABEHE?
&,

a &M UT TSR, RATEF;
b BHRBRBAGR, SEEEEAY.
o ib: ZHRESSHEANRR?
%,

a BRI RIS F. PCR 4 IR AIFRBRRIET, i =R EIZM T EA R REHESR Dpn IHK, SEY
B TR AR 1L ;

bREHFEEFRTPEARNER. REHFEEET TR, BYIRIREEHEEN, ERSRENTIEBNEREHF
MK IR, A EIAEBR Y14 ; B HN A R R ER MM BORI/E 4 115, #7187 4911T Dpn 1
THL AR AT REAR T4k 1 5

cPCR AR BIREFRA 1B UL PCR b %R, 2545514 RREW PCR ~4); £EESMRME.

® id]: fRFEM/MFTIES/=HAK?
&,

a R E A RESEAEBIANY  RERMRKREE, MRPAMNBKTRS, TREERRAETZHHERHIT Dpn
LiHE. BRI AR PCR RS ER/EE: RARAETEE S <Ing), BUAESE Dpn HEKATENMIE
RRERBAME. I PCR P4 TR B4t 1L, S =R RRTE ddH.O &
bR ER AE: EEY 3 IRE 5 ImARERE, FEIRZITHERDHITIEE, BABENKES NG FREFT

HESFBHSAXNNEES; EERNENERERKRR, AUESTEWMARNEK. BIGERTR ER—RXAE,
IR HRERBER/NDE, LA INPEEIEH =R 5
cESIMAGIE : BUERBFBRASIYHESM—wmERKLE, —REBNRERL. MRABNFRSIMEHITER
PCR, FIRESHIERBLERMMFITLER.
® jo): HEAFERH IR E SRR ?
&,

a MFRMEARE: RN T MR, T—EAE, FESMILMEL;
bAMFER: RERTLWNFESREROM, BHANESERIENT—ERE;
CHRERTMS: MRENMNERREMS—H, ARERMRIR ESIAMSEERIRFSIS NCBI E4A—5;
dIBNFHERTE PCR SR BEEASREREES;
e. B LKEWERT, EERISIMERIEE, BINEMEKSEITER.

® [o]: NRIBAMRTERESR, ZMAERE?
E: BINBERT R AN ~R, TiREEER BN REHITEE:

Fais M10701 M10702
o One-Step Seamless Gold Cloning Kits One-Step Seamless Cloning Kits
pank - 10 uLx50 T 10 uLx20 T 10 uLx50 T
BREM i 2 & 7%t iR £%/t. 37 CAIRRERFE—AULE
A BER Eﬁr&ﬁ&%iﬁ,?ﬁﬁ&&swm EE%%E%H&E@,ﬁ%@%%lWT%Mm
MRS R
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	One-Step Seamless Cloning Kits
	最快5 min精准重组，多片段阳性率高，彻底摆脱酶切位点限制
	产品货号：M10702
	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：

