
 

快速DNA连接试剂盒 

产品编号 产品名称 包装 
D7002 快速DNA连接试剂盒 100次 

产品简介： 
 快速DNA连接试剂盒(Rapid DNA Ligation Kit) 是碧云天研发的一种把DNA片段在短至5-10分钟内快速插入到载体(vector)中

的连接试剂盒。对于双粘端DNA片段的插入仅需5-10分钟即可完成，对于双平端DNA片段的插入仅需15分钟即可完成。同

时本试剂盒也可以用于其它各种常规的双链DNA连接反应。连接30分钟即可达到最佳效果，与连接过夜的效果一致。 
 本试剂盒可以用于PCR片段和载体的连接、酶切产物和载体的连接、linker和载体的连接、linker和linker的连接等各种双链

DNA的连接。 
 为了获得快速高效的连接效果，本试剂盒采用了一种特殊的高活力Rapid T4 DNA Ligase以及相应的快速连接缓冲液，确保

在短时间内可以获得很好的连接效果。连接30分钟和连接过夜的效果相当，通常只须连接5-10分钟即可满足常规用途(图1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

图1.快速DNA连接试剂盒实测效果图。双酶切后的载体室温自连30min(A)或16ºC自连过夜(D)作为阴性对照；双酶切后的载

体与待插入片段室温连接10min(B)、30min(C)或者16ºC连接过夜(E)，随后转化细菌涂板，并于第二天取平板观察拍照。 

 在确保连接效果的同时，确保完成连接后不必进行任何纯化即可直接转化细菌。另外，快速连接缓冲液中已经含有ATP、镁

离子等各种必需物质，无需再添加其它任何试剂。 
 本试剂盒用于总体积为10µl的连接体系时可以进行100个连接反应，用于总体积为20µl的连接体系时可以进行50个连接反应。 

包装清单： 
产品编号 产品名称 包装 
D7002-1 快速连接缓冲液(2X) 0.5ml 
D7002-2 Rapid T4 DNA ligase 50µl 

— 说明书 1份 

保存条件： 
-20ºC保存。 

注意事项： 
 连接反应完成后即可直接转化细菌，请勿采用加热方法失活Rapid T4 DNA ligase。加热处理会导致后续的转化效率显著下降。 
 对于载体单酶切插入外源片段的情况，需注意对载体进行脱磷处理，以避免质粒自连。 
 快速连接缓冲液(2X)使用前一定要完全溶解并混匀，加入到连接体系后也须注意混匀。 
 本产品仅限于专业人员的科学研究用，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，不得存放于普通住宅内。 
 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。  

使用说明： 
1. PCR产物或酶切片段和普通载体的连接： 

a. 取1-2μg载体酶切过夜，或至少酶切3-5小时以上。尽量确保酶切充分，否则后续会导致产生很多自连的克隆。 
b. 载体酶切完毕后，可以使用试剂盒进行纯化，例如碧云天的PCR纯化试剂盒/DNA纯化试剂盒(D0033)。也可以采用常规

的酚氯仿抽提乙醇沉淀方法纯化载体。对于酶切产生较大片段(大于50-60bp)的情况推荐采用切胶回收的方式。 
c. 对于PCR产物：PCR产物凝胶电泳后，切胶回收预期大小的DNA片段。凝胶中DNA片段的回收可以使用试剂盒进行操作，

例如碧云天的DNA凝胶回收试剂盒(D0056)。也可以采用反复冻融等方法回收DNA片段。 
d. 对于回收的PCR产物或其它需酶切的质粒或DNA片段，用适当内切酶酶切，随后纯化酶切产物。 
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注：这一步的酶切不必酶切特别充分，通常酶切效率能达到80-90%以上即可。即本步骤的酶切通常酶切1-2小时即可。

酶切产物可以使用试剂盒进行纯化，例如碧云天的PCR纯化试剂盒/DNA纯化试剂盒(D0033)。也可以采用常规的酚氯仿

抽提乙醇沉淀方法纯化载体。 
e. 取约25-100ng经过酶切和纯化的载体，加入3倍摩尔数的待插入片段。参考下表设置连接反应体系。 

注：很多时候由于载体量和待插入片段的量都比较少，在回收后很难定量。此时可以根据回收前电泳条带的亮度进行大

致的估计。通常以DNA分子量标准的某一条带为参考，估计或通过灰度半定量您的目的条带和该参考条带的亮度的比例

关系。然后再按照预计的纯化或凝胶回收时的得率计算出最终得到的载体量和待插入片段量的比例关系。 
载体 约25-50ng 约50-100ng 

待插入片段 约载体摩尔数的3倍 约载体摩尔数的3倍 
快速连接缓冲液(2X) 5µl 10µl 
双蒸水或Milli-Q水 至9.5µl 至19µl 

Rapid T4 DNA ligase 0.5µl 1µl 
总体积 10µl 20µl 

f. 用移液器轻轻吹打混匀或轻微Vortex混匀，室温离心数秒，使液体积聚于管底。 
g. 室温(25ºC)孵育连接5-10分钟或更长时间。对于双平端连接需室温(25ºC)孵育15-30分钟或更长时间。 

注1：对于双粘端连接：室温孵育5-10分钟通常可以达到孵育更长时间所能达到最佳连接效率的70%以上。室温孵育30
分钟和16ºC孵育过夜相比，无显著差异。连接5-10分钟后，如果转化等后续步骤还没有准备好，完全可以适当延长连接

时间。但通常不宜超过60分钟。如果可能超过60分钟，可以在4ºC或16ºC放置较长时间甚至过夜。 
注2：对于双平端连接：室温孵育15分钟通常可以达到孵育更长时间所能达到最佳连接效率的70%以上。室温孵育60分钟

和16ºC孵育过夜相比，无显著差异。连接15分钟后，如果转化等后续步骤还没有准备好，完全可以适当延长连接时间。

但通常不宜超过60分钟。如果可能超过60分钟，可以在4ºC或16ºC放置较长时间甚至过夜。 
注3：上述室温连接效率的数据在25ºC时获得，在20-27ºC时获得的连接效率比较接近。室温较低或较高时推荐在25ºC水
浴进行连接。 

h. 随后即可直接取连接产物用于转化感受态细菌。 
2. PCR产物和T载体的连接： 

a. PCR产物凝胶电泳后，切胶回收预期大小的DNA片段。凝胶中DNA片段的回收可以使用试剂盒进行操作，例如碧云天的

DNA凝胶回收试剂盒(D0056)。也可以采用反复冻融等方法回收DNA片段。 
b. 按照T载体的说明书取适量T载体，加入3倍摩尔数的待插入片段。参考下表设置连接反应体系。 

注：很多时候由于载体量和PCR产物的量都比较少，在回收后很难定量。此时可以根据回收前电泳条带的亮度进行大致

的估计。通常以DNA分子量标准的某一条带为参考，估计或通过灰度半定量您的目的条带和该参考条带的亮度的比例关

系。然后再按照预计的纯化或凝胶回收时的得率计算出最终得到的载体量和PCR产物的量的比例关系。 
T载体 适量 适量 

待插入片段 约载体摩尔数的3倍 约载体摩尔数的3倍 
快速连接缓冲液(2X) 5µl 10µl 
双蒸水或Milli-Q水 至9.5µl 至19µl 

Rapid T4 DNA ligase 0.5µl 1µl 
总体积 10µl 20µl 

c. 用移液器轻轻吹打混匀或轻微Vortex混匀，室温离心数秒，使液体积聚于管底。 
d. 室温孵育5-10分钟或更长时间。 

注：室温孵育5-10分钟通常可以达到孵育更长时间所能达到最佳连接效率的70%以上。室温孵育30分钟和16ºC孵育过夜

相比，无显著差异。连接5-10分钟后，如果转化等后续步骤还没有准备好，完全可以适当延长室温的连接时间。但通常

不宜超过60分钟。如果可能超过60分钟，可以在4ºC或16ºC放置较长时间甚至过夜。 
e. 随后即可直接取连接产物用于转化感受态细菌。 

3. Linker或RNAi片段和载体的连接： 
a. 载体的酶切和纯化同步骤1a和1b。 
b. Linker或RNAi片段的退火可以选择适当的DNA退火缓冲液，例如碧云天的Annealing Buffer for DNA Oligos (5X) (D0251)， 

进行退火反应。 
c. 长度大于8bp的Linker或退火的RNAi片段，可以按照5:1至10:1的比例和载体进行连接反应。例如载体为0.03pmol，则插入

片段可以为0.15至0.3pmol。长度小于8bp的linker，比例需调整为10:1以上。 
d. 除插入片段的用量外，随后按照步骤1e-1h进行。 

4. DNA自身环化的连接： 
参考步骤1e，待插入片段换成适量的水即可。其余步骤按照步骤1f-1h进行。 

5. 其它类型的DNA片段连接参考上述方法进行。 

常见问题： 
1. 连接反应后转化效率很低或阳性克隆非常少。 
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a. 可能在加入快速连接缓冲液(2X)后没有充分混匀。 
b. 可能感受态细菌转化效率太低，用质粒作为阳性对照同时检测感受态的转化效率。 
c. 可以尝试提高载体或插入片段的纯度。对于平端连接需注意适当延长连接时间。 
d. 可能载体酶切不够充分，用未经连接的载体转化作为阴性对照。 
e. 用存放DNA的溶液进行转化，作为阴性对照，检测感受态细菌是否存在问题。 
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