
Gibson 无缝连接试剂盒是一种混合酶系统，其可将任意方法线性化的载体和与其两端具有重叠区域的一个或多

个 PCR 片段定向重组连接。该方法不依赖于 T4 DNA 连接酶，不受载体和目的片段的酶切位点限制，可在 30 分

钟内实现 PCR 片段高效定向无缝克隆至载体的任意位置，从而获得完整的双链 DNA 分子。该试剂盒使用简单，

只需加入合适比例的载体和 PCR 片段在室温孵育 15-30min 即可完成片段的连接。 

 

原理 

T5 外切酶可从双链 DNA5'端切割形成 3'突出末端， 从而促进重叠区域的具有互补序列的片段进行退火。 

高保真 DNA 聚合酶可使退火的片段向 3'端延伸，从而填补片段缺口。 

Taq DNA 连接酶可封闭缺刻从而获得完整的双链 DNA 分子。 

 

Fig1：Gibson 组装原理示意图 

 

优势 

1. 室温孵育即可完成片段的连接,无需 50℃。 

2. 不受载体或插入片段酶切位点限制在任意位置进行无缝克隆 

3. 不依赖于 T4 连接酶，高效连接，无碱基缺失 

4. 可同时高效连接一个或多个 PCR 片段 

5. 无需额外的亚克隆，菌检阳性率高达 95% 

 

组分 

名称 10T 50T 

2×Gibson Assemble Mix  50 μl 250 μl 

 

保存 

-20℃可保存 2 年，-80℃可保存 5 年，避免反复冻融。 
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线性化载体制备 

（1)酶切获得：单酶切或双酶切均可获得线性化载体，选用的内切酶不同，载体会产生粘末端和平末端；酶切后

的载体进行胶回收后再用于 Gibson 组装，这样有助于减少转化时因酶切不完全导致的假阳性克隆。建议使用双

酶切，载体线性化完全，转化背景低。 

 

（2）PCR 扩增获得：建议用 G7 高保真 DNA 聚合酶（HaiGene，A3501）进行 PCR 扩增载体片段， 获得的产

物建议用凝胶回收纯化以降低转化后的假阳性克隆。在以载体为模板进行 PCR 扩增时，模板的量应控制在 0.1-0.5 

ng/50 μl体系，从而降低转化背景。一般而言，凝胶回收后，非线性化载体已降低至一定程度，可以直接应用于

Gibson 组装。 

*建议通过 PCR 扩增获得线性化载体，这样可最大程度的降低转化背景（空载体），提高连接效率和转化阳性率。 

 

插入片段制备 

应用 G5 高保真 DNA 聚合酶（HaiGene，A3201）进行 PCR 扩增获得插入片段，获得的片段如产物单一条带可

进行 PCR 产物纯化回收，否则进行凝胶回收以提高转化效率和克隆阳性率。插入片段的引物设计尤其值得注意，

具体见下一部分。 

 

引物设计 

插入片段的引物序列包括重叠序列部分和特异性部分。通过在引物 5’端引入线性化克隆载体末端的同源序列，使

得插入片段的 5'和 3'端分别带有与线性化克隆载体两端对应的完全一致的序列，重叠区域的长度一般为 15-25 nt，

对于长片段可增加至 40nt 同源序列，特异性部分在 18-25 nt。 

我公司提供引物设计协助服务，设计不熟练的用户，可来信询问（info@haigene.cn），我处提供设计和合成服

务。 

1. 单个插入片段的引物设计 

（1）线性化载体为酶切获得 

根据载体线性话方式不同，其末端结构包括 5'突出末端、3'突出末端和平末端三种形式，引物设计也分三种情况，

示意如下： 

 

Fig2:酶切获得线性化载体与插入片段连接引物设计示意图 
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（2）线性化载体由 PCR 扩增获得 

线性化载体由反向 PCR 扩增获得时，要求扩增载体的 PCR 引物和扩增插入片段的对应 PCR 引物的重复序列在

15-25 nt 之间。如只需连接一个基因，可将重复序列分配在载体和插入片段上（Fig3），这样引物易于优化；如需

连接多个基因，为减少载体扩增次数，可将重复序列只设计在载体上（Fig4）。 

        

                Fig3                          Fig4 

 

 

2. 多个插入片段的引物设计 

多个插入片段引物设计原理同单片段，即相邻片段之间有 15-25 nt 的重叠区域， 设计引物时有两种方式（Fig5），

一种为重叠区域分配在两个片段，另一种为重叠区域完全在其中一个片段上，设计如下图例： 

 

                     

                                      Fig5 
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操作步骤    

1. 取出 2xGibson Assemble Mix，放置于室温使其完全溶化或用手捂化，融化后轻弹混匀，再短暂离心，以免有

贴在管壁或管盖上的造成损失。 

 

2. 准备好线性化载体和插入片段，按照下表配制反应体系 

                     线性化载体                        10-50 ng 

                     插入片段                              x* μl  

                     2xGibson Assemble Mix                 5 μl 

                     灭菌水                          up to 10 μl 

注：线性化载体一般 10-50ng/10μl 反应体系，插入片段与载体的摩尔比为 4-5:1 最佳。 

DNA 片段的摩尔数算法如下： 

pmols = (质量 ng) x 1000 / (碱基数量 x 650) 

50 ng of 5000 bp 双链 DNA 片段相当于 0.015 pmol 

50 ng of 500 bp 双链 DNA 片段相当于 0.15 pmol 

 

3.轻轻混匀，于 PCR 仪上 25℃孵育 30min，反应产物用于转化或冻存于-20℃。对于短片段（<1kb)或 1-2 个片

段，孵育时间可缩短至 15min，对于较长片段或多片段连接，可延长孵育时间至 60min，适当延长孵育时间可提

高连接效果。 

 

4.取 5-10μl连接产物转化克隆感受态细胞，涂板长斑后挑菌进行菌检，挑取至少 3 个克隆进行测序验证。 

 

常见问题 

1、无克隆长出或克隆数较少 

可能原因如下：（1）引物设计不理想：根据 15-25nt 同源序列+18-25nt 基因特异性引物原则设计优化引物，引物

GC 含量在 40—60%之间，Tm 值>50℃。（2）感受态细胞的效价过低：使用的感受态细胞效价要>10
6 
cfu/μg,,

操作时可设置转化质粒的实验对照，以排除因感受态细胞的效价过低引起的失败。（3）线性化克隆载体与插入片

段的使用量过少或比例不佳：按照上述操作步骤中建议的量配制反应体系，载体一般使用量为 10-50 ng，插入片

段与载体的摩尔比为 4-5:1 最佳，如比例严重不合适会降低转化效率。（4）线性化载体或插入片段未进行纯化抑

制连接反应：线性化载体无论是酶切获得还是 PCR 扩增获得，都建议进行凝胶回收后在用于 Gibson 组装，插入

片段 PCR 扩增后，如未经纯化，体积不要超过总反应体积的 20%。 

2、 出现较多假阳性（空载体)  

（1）克隆载体酶切不完全或 PCR 扩增时加入模板过量：未完全切开的载体会导致转化背景，即假阳性克隆，可

通过提高限制性内切酶使用量、延长酶切反应时间、胶回收纯化酶切产物来降低未切开载体导致的假阳性。（2）

PCR 扩增克隆载体时，每 50 μl体系模板的量控制在 0.1-5 ng，否则也会导致转化背景过多。 

3、克隆测序后片段不正确 

（1） PCR 产物混有非特异扩增产物：建议对 PCR 产物进行切胶回收，保证回收的条带为正确的单一条带。（2）

酶切不完全：如线性化载体时不是由空载体酶切或扩增，而是由已插入其他片段的载体酶切或扩增制备而来，酶

切不完全会导致克隆中插入不正确的片段，因此提高酶切效率或使用预线性化质粒作为模板或载体凝胶回收都可

降低此种情况的发生。 
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