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线性化载体制备
A. 选择合适的克隆位点，对载体进行线性化。推荐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 -40 bp 区
域内 GC 含量均在 40% - 60% 之间时， 重组效率将达到最大。
B. 载体线性化方式：可以选择限制性内切酶酶切消化或反向 PCR 扩增。
a. 酶切制备线性化载体时，推荐使用双酶切方法使载体线性化完全，降低转化背景 ( 假阳性克隆 )；若使用单酶切线性化，请适当延长酶切时间
以减少环状质粒残留，降低转化背景。
b. 反向 PCR 扩增制备线性化载体时，推荐使用高保真聚合酶。

插入片段获得
A. 引物设计
设计原则是通过在引物 5’端引入同源序列，使扩增产物之间以及扩增产物与线性化克隆载体之间都具有能够相互同源重组的完全一致的序列
(25-40 bp，不包括酶切位点 )。
克隆正向引物 (5’-3’)：线性载体正向 25-40 nt 重叠区序列 (3’末端算起 )+ 插入片段正向特异引物序列（18-25 nt）。
克隆反向引物 (5’-3’)：线性载体反向 25-40 nt 重叠区序列 (3’末端算起 )+ 插入片段反向特异引物序列（18-25 nt）。
注意：重叠区的碱基数至少 25 bp，并且多段重叠区域之间的 Tm 值尽量保持一致，且﹥60°C (AT pair = 2°C and GC pair = 4°C)，否则可延长
碱基数目直到符合要求。

按照线性载体末端的结构（5’突出，3’突出，平末端），引物设计也分 3 种情况 :

a. 载体酶切形成 5’突出末端
从 3’端开始计算，往回算 25-40 bp（本举例采用了 BamHI，pUC57 载体和 25 bp 末端重叠相同序列），加到目的片段特异引物序列前面即可，以
上引物设计完成克隆连接后，酶切位点将会消失（不保留酶切位点），如果需要保留酶切位点，需要在载体末端 25 bp 重叠序列和目的片段特异
引物序列之间补齐 5’突出末端的序列，完成克隆连接后，酶切位点依然存在（保留酶切位点）。
5’..NNNNN GAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGATATCG3’目标序列 ( 不保留酶切位点 )
注：                                                                                                    NNNNN：基因特异性扩增序列
                                                                                                 G：酶切位点 3’残留碱基
                                      ACCTCGCGAATGCATCTAGATATCG：25 bp 同源臂
GAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGATATCG：40 bp 同源臂
5’..NNGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGATATCGGATCC3’ 目标序列 ( 保留酶切位点 )
注：                                                                                                 GGATCC：BamHI 酶切位点

b. 载体酶切形成 3’突出末端
从 3’端开始计算，往回算 25-40 bp（本举例采用了 KpnI, pUC57 载体和 25 bp 末端重叠相同序列），加到目的片段特异引物序列前面即可，以上
引物设计完成克隆连接后，酶切位点将会消失，如果需要保留酶切位点，需要在载体末端 25 bp 重叠序列和目的片段特异引物序列之间补齐酶
切位点的缺失碱基 (C)，完成克隆连接后，酶切位点依然存在（保留酶切位点）。
5’…..NNNGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTAC3’ 目标序列 ( 不保留酶切位点 )
注：                                                                                                    GGTAC：酶切位点 3’残留碱基
5’…..NNGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACC3’ 目标序列 ( 保留酶切位点 )
注：                                                                                                 GGTACC：KpnI 酶切位点
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TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGG
AGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTAC
TGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGC
GCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGT
TGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGAT
ATCGGATCCCGGGCCCGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTAT
CCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTG
CGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGG
TTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACT
CAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAAC
CGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTAC
CGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTT
CGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCC
GGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTT
GAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTT
GGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGA
TCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATC
AAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACC
AATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGA
TACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACC
AGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAG
TAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCA
TTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATC
GTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATG
CTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGG
GATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGC
TGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAA
AACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAA
GCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCC
GAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC

c. 载体酶切形成平末端
从 3’端开始计算，往回算 25-40 bp（本举例采用了 EcoR V， pUC57 载体，25 bp 末端重叠相同序列），加到目的片段特异引物序列前面即可，以
上引物设计完成克隆连接后，酶切位点将会消失，如果需要保留酶切位点，需要在载体末端 25 bp 重叠序列和目的片段特异引物序列之间补齐
酶切位点缺失的序列 (ATC)，完成克隆连接后，酶切位点依然存在（保留酶切位点）。
5’…. NNNCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGAT 3’ 目标序列 ( 不保留酶切位点 )
注：                                                                                                            GAT：酶切位点 3’残留碱基
5’…. NNCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGATATC 3’ 目标序列 ( 保留酶切位点 )
注：                                                                                                    GATATC：EcoR V 酶切位点

pUC57载体序列
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pUC57载体图

B. 多个插入片段的克隆引物设计：与载体两端连接的插入片段引物设计方法与之前一样， 其他插入片断保证片段与片段之间有 25-40 bp 的
重叠区即可。
C. 插入片段 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 ( 重组过程中将被去除，在最终载体
中不会出现 )。但为了减少扩增突变的引入，推荐使用高保真聚合酶。
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