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组分

2×Ultra Cloning MasterMix

Linear Vector (50-200 ng)

Insert(s)

dd H2O

反应体系

5 μL

X μL

Y μL

To 10 μL

组分

2×Ultra Cloning MasterMix

PUC19 Vector，Linearized（20 ng/μL）

500 bp Control Insert （20 ng/μL）

dd H2O

反应体系

5 μL

3 μL

1 μL

To 10 μL

线性化载体与插入片段的使用量

载体一般用量0.03 pmol左右，插入片段与载体的摩尔比在2:1-3:1之间最佳；多片段连接的

情况下，片段与片段之间摩尔比为1:1。

单片段克隆用量

最适克隆载体使用量=（0.02 × 克隆载体碱基对数）ng（0.03 pmol）

最适插入片段使用量=（0.04 × 插入片段碱基对数）ng（0.06 pmol）

多片段克隆用量（2-5个片段）

最适克隆载体使用量=（0.02 × 克隆载体碱基对数）ng（0.03 pmol）

每个插入片段的使用量=（0.02 × 每个插入片段碱基对数）ng（0.03 pmol）

重组反应

按照下表建立反应体系

注：可分别设计Linear Vector和Insert（s）的阴性对照，分别检测线性化载体中有无环状质粒残留、插入片

段中有无环状质粒模板残留（当插入片段扩增模板与克隆载体抗性相同时推荐设置阴性对照）

操作步骤

1.

1.1

1.2

1.3

2.

2.1

对照反应体系（可选）

轻轻混匀，在50℃水浴或者PCR仪中反应5-15分钟，超过3个片段的连接，可以延长反应时间

至30分钟。反应结束后，将EP管置于冰上降温后直接转化或者保存于-20℃。

2.2



技术支持：service@cwbiotech.com                网址：www.cwbio.com

本产品仅供科研使用，请勿用于临床诊断及其他用途
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