
Product Name: Ultra One Step Cloning Kit
Cat. No.: GK10033
Components

Components 20 rxns 40 rxns

2X Cloning Mix 100 μL 2 * 100
μL

pUC19 Control Plasmid, Linearized (Ampr, 50 ng/μL) 5 μL 2 * 5 μL

500 bp Control Fragment (20 ng/μL) 5 μL 2 * 5 μL

Stored at -20°C, valid for 2 years. Avoid repeated freeze-thaw
cycles.

Protocol

1. ������

�1���������������PCR�����Taq�����������������A�(��������������������)�����
������������������

�2��������

 a. �������������/�������5'����������������������������15-25bp����������

b. �����

5'-���������15-25bp�+������������+�������������-3'

c. �����

5'-���������15-25bp�+������������+�������������-3

�3��������

a. ����������5'����������������������������������������������������15-25bp��
��������

b. ������������
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5'-���������15-25bp�+������������ +�������������-3'

c. ������������

5'-���������15-25bp�+������������+�������������-3

d. ����������������������3'�15-25bp��������5'�������5'�15-25bp��������3'�����
���������������15-25bp�������������

 2. �����������������������������PCR�����������

���

�1������������������������������15-25bp���GC���40%-60%������������

�2�����������������������������������������������������������

�3���PCR�������������������������������PCR�������0.1-1ng�����������������
��������������������

3. �����

�1�����������

����NanoDrop�Onedrop�Qubit�PicoGreen����������������������������A260/A280�
�1.8-2.0�����

�2���������

a. ����������������������1:2���������0.03pmol�����������0.06pmol������������
��20ng�������������

����������������������������������������������������������

b. �������������������������10ng���������������1:1�������������

����������������������10ng������10ng���

 c. ������������PCR����������������DNA������������������������1/5��2μl�����
����(���������)�
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d. �����������DNA��������������

������������

������= [0.02×��������] ng(0.03pmol)

������= [0.04×��������] ng(0.06pmol)

������������

������= [0.02×��������] ng(0.03pmol)

��������= [0.02×��������] ng(0.03pmol)

�3��������������

Components
Recombination

Reaction
Positive
Control

Negative Control
1

Negative Control
2

n Insert Fragments
(n≤5)

X1+X2…+Xn
μL

1μL X1+X2…+XnμL 0μL

Linearized Vector YμL 1μL 0μL YμL

Cloning Mix 5μL 5μL 0μL 0μL

ddH2O to 10μl to 10μl to 10μl to 10μl

���

a. X�Y������������������������������������1μl�����������

b.��X�Y�������5μL�����������20μl�����Cloning Mix���
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c.����������������������������������������������������

�4������

a. ��������50℃�5 min�

b. 2 - 3�������50℃�15 min�

c. 4 - 5�������50℃�30 min�

���������4℃����������

���

a. ���PCR�����������������

b. ���������������

c. �������������������-20℃����������������

 

4. ������

�1��������-80℃������������

�2��������5-10μl��������100μl�������������(������)�����30min�

��������������������������1/10�

�3�42℃����30s����������2-3min�

�4���900μl������SOC�LB������37℃��1h(200-220r/min)�

�5����5000r/min(2500g)��3min���900μl���������������������������������������
���37℃����������12-16h��

 

5. ������

�1���PCR��������10μl ddH2O�����������������������PCR��������������������
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�2��������������������������������������

�3������������200-500μL�������������37℃��1-3h(200-220r/min)����������������
�����������������

 

�����

1. ��������������15-25bp������������GC��40%-60%�
2. ��������������������������������������������
3. ���DNA���������������1/5������������������������
4. ����������������������������������������������>108cfu/μg�

Background

Ultra One Step Cloning Kit����������������������������������������������������
������������������� (Polymerase chain reaction�PCR)�������/�������5'�����������
����������������(15-25bp)��������������������������������������������

Ultra One Step Cloning Kit�������Exnase���mix�������1-5�����������������������
��

 

�����

1. �����50℃��5-30min�������������������
2. ����������1-5���������������������GC��������������
3. ��������������50bp-10kb�����������90%���
4. ��������������������������
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