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pPIC9K Seamless Cloning Kit

保存条件：-20℃保存

产品介绍：

pPIC9K为毕赤酵母表达载体，载体能够使用的毕赤酵母宿主菌是KM71 和GS115。 

pPIC9 载体大小 9276 bp，是融合表达载体，利用 alpha 因子分泌信号肽，分泌表达蛋

白基因。在毕赤酵母中利用 HIS4 进行筛选。在载体构建过程中，目的基因必须保证与

信号肽的起始密码子的读码框一致。本产品提供 pPIC9K经EcoRⅠ酶切后的线性化载体，

可用无缝克隆技术将单个或多个 DNA 片段组装到载体上。

无缝克隆技术可在重组酶的作用下，只需一步反应，便可将片段克隆到任何载体

中的任意位置，得到重组质粒。无缝克隆技术作为一种非常强大的克隆技术，具有快

速、简便、高效、多片段组装和定向克隆等特点，用于单个 DNA 片段的克隆，多个

DNA 片段组装克隆以及多位点突变构建等实验目的。

产品特点：

1. pPIC9K为毕赤酵母表达载体，载体能够使用的毕赤酵母宿主菌是 KM71和 GS115。

2. pPIC9载体利用 alpha因子分泌信号肽，分泌表达蛋白基因。

3. 在毕赤酵母中利用 HIS4进行筛选。

4. 无缝克隆技术只需要简单的 PCR 扩增就可以制备片段 DNA。

5. 可以克隆长片段和多片段 DNA。

操作步骤：

1. pPIC9K线性化载体使用方法：

(1) pPIC9K线性化载体当做克隆载体使用，可以在扩增 PCR产物的

上游引物 5’端添加序列：GAGAGGCTGAAGCTTACGTAGAATTC

下游引物 5’端添加序列：GCGAATTAATTCGCGGCCGC

通过无缝克隆连接到 pPIC9K中。

产品组成 CL150-01

pPIC9K线性化载体（50 ng/μl） 20 μl

2×Seamless Cloning Mix 100 μl
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(2) 测序引物

AOX1-F:GACTGGTTCCAATTGACAAGC

或 alpha-Factor-F:TACTATTGCCAGCATTGCTGC

AOX1-R:GCAAATGGCATTCTGACATCC

(3) pPIC9K线性化载体为 EcoRⅠ酶切后的线性化载体，图谱及多克隆位点见下图。



3

2. 载体片段的重组连接

（1）在一个 0.2ml PCR 管中依次加入

（2）操作：轻轻混合，离心数秒。在 PCR仪上 50℃保温 15分钟。反应结束后，将离

心管置于冰上，等待细菌转化。 如暂时不转化细菌，可冻存于-20℃。

注意：

（1）载体用量一般在50-100ng较好。载体和片段的摩尔比为 1:1至 1:3。片段小于 200bp

时，片段用量可增加到载体的 5倍量。如果片段较多，可适当增大体系，如 20μl 。

（2）多片段连接，50℃反应时间不要超过 60分钟。

3. 转化：具体操作以感受态细胞操作说明书为准。

pPIC9K 载体较大，构建重组质粒建议使用 NEB10-Beta 感受态细胞（货号：

BC113-01）。

4.阳性克隆鉴定：（1）菌落 PCR方法；（2）限制性酶切分析方法；（3）DNA测序

分析方法。

pPIC9K载体序列

>pPIC9K(9276bp)

AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATC

CACAGGTCCATTCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAG

CAGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTT

TTGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAA

TTCCTTCTATTAGGCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGGCCCCC

CTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACACCCG

AACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCC

CCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAA

组分 体积

PCR产物 (50-100ng/μl) 1μl

pPIC9K线性化载体 (50ng/μl) 1 μl

2×Seamless Cloning Mix 5 μl

补水至总体积 10 μl
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AGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCA

GTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGCCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATT

GATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGC

TTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTT

TGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACT

GCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAG

CAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTA

TTAGCTTACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGA

CTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAGGATCCAA

ACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTA

GCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAA

GCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATT

TTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGC

TGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTACGTAGA

ATTCCCTAGGGCGGCCGCGAATTAATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCA

AGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCA

GAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAAC

CTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTG

ATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATT

CGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAA

GTGAGAAGTTCGTTTGTGCAAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCAC

AGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATC

GTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATAGGCTTGGTTATGCCGGT

ACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATG

GCGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTTGATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGA

GCACTGTCCGACCGCTTTGGCCGCCGCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAG

CCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGGATCTATCGAATC

TAAATGTAAGTTAAAATCTCTAAATAATTAAATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAAC

CTTAACAGCATTGCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCCATCACT

GCTTGGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAGTTACGTCTTGTGAAGTGATGAACTT

CTGGAAGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTGACGGGCATATCCGTACGTTGGC

AAAGTGTGGTTGGTACCGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCA

CCAACAAACACAGATCCAGCGTGTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCT
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CGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTGGACATTTCCAAAGCCTG

CTCGTAGGTTGCAACCGATAGGGTTGTAGAGTGTGCAATACACTTGCGTACAATTT

CAACCCTTGGCAACTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAG

CTCCTTGTCTGTCATATCGACAGCCAACAGAATCACCTGGGAATCAATACCATGTT

CAGCTTGAGACAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCGTATTTATCAGC

AATAACTAGAACTTCAGAAGGCCCAGCAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGAT

GTGTCATTTTGAACCATCATCTTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCCTGGACCAA

ATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGCCATAGCAGCTACTGCC

TGGGCGCCTCCTGCTAGCACGATACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTAGA

TGACTTCTGGGGTAAGGGTACCATCCTTCTTAGGTGGAGATGCAAAAACAATTTC

TTTGCAACCAGCAACTTTGGCAGGAACACCCAGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAG

AATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAGGCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGCAAAA

CGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTCAACTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGA

GCTTCATGGAATTTCCTGACGTTATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTA

TCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGGAGCTTCTAACACAGGTGTCTTCA

AAGCGACTCCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAAAAGGGCTTTGTCACCATTTTG

ACGAACATTGTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCCGTTTTCTGGAT

AGGACGACGAAGGGCATCTTCAATTTCTTGTGAGGAGGCCTTAGAAACGTCAATT

TTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTTTAGGTTTGGATTCTTCTTT

AGGTTGTTCCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTGACCTTTAG

GGACTTCATATCCAGGTTTCTCTCCACCTCGTCCAACGTCACACCGTACTTGGCAC

ATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATTCCCAGGCTATATCTTCCTTG

GATTTAGCTTCTGCAAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAACAAAAC

TTCGTCGTCAAATAACCGTTTGGTATAAGAACCTTCTGGAGCATTGCTCTTACGAT

CCCACAAGGTGGCTTCCATGGCTCTAAGACCCTTTGATTGGCCAAAACAGGAAGT

GCGTTCCAAGTGACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAATTTCAAGCA

GTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTGCTCCAGATGTAG

CACCTTTATACCACAAACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTT

ATAGCCTCCGGAATAGACTTTTTGGACGAGTACACCAGGCCCAACGAGTAATTAG

AAGAGTCAGCCACCAAAGTAGTGAATAGACCATCGGGGCGGTCAGTAGTCAAAG

ACGCCAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAGTTCGTA

TTCAGTAGTCAATTGCCGAGCATCAATAATGGGGATTATACCAGAAGCAACAGTG

GAAGTCACATCTACCAACTTTGCGGTCTCAGAAAAAGCATAAACAGTTCTACTAC
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CGCCATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCAGTGGAGAAGAAAAAGGCACAGCGA

TACTAGCATTAGCGGGCAAGGATGCAACTTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACC

CTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGGACAACTCTTTCTGCCAAATCTAGGTCCAAAAT

CACTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCAA

ATTGGTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTTGCACATTAACTTGAAGCTCAGTCGAT

TGAGTGAACTTGATCAGGTTGTGCAGCTGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCT

TTTCCTACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCGTATGCAGGTA

GCAAGGGAAATGTCATACTTGAAGTCGGACAGTGAGTGTAGTCTTGAGAAATTCT

GAAGCCGTATTTTTATTATCAGTGAGTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGGAC

GCATCGTGGCCGACCTGCAGGGGGGGGGGGGGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAAG

AAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGT

GAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTGGTGATTTTG

AACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGAT

CCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTC

AGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTAGAAAAACTC

ATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTT

TTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAG

GATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAAC

CTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTG

ACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTT

CAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTT

ATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGA

CAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCA

ACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCG

GGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGA

TGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTA

ACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGG

GCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCC

CATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCCCGAGCAA

GACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCA

GACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGAT

TTTGAGACACAACGTGGCTTTCCCCCCCCCCCCTGCAGGTCGGCATCACCGGCGC

CACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGG
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GCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCC

CCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGC

GGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCG

CATAAGGGAGAGCGTCGAGTATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGGTGATACCCG

CATTCTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGCCCAACTAAAGCAACCGGA

GGAGGAGATTTCATGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTG

TGAGACTATCTCGGTTATGACAGCAGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAA

GTCCCACCAATAAAGAAATCCTTGTTATCAGGAACAAACTTCTTGTTTCGAACTTT

TTCGGTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTGGATATGTCGGGTAGGAATGGAGCG

GGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGAT

GCCAACTTCAGTGACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAGAGAA

ATCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAAGCCAGTGCGGTCTTGAAACTGACAAT

AGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGTATGAATAAATCTAGTCTTTGATCTAAA

TAATCTTGACGAGCCAAGGCGATAAATACCCAAATCTAAAACTCTTTTAAAACGTT

AAAAGGACAAGTATGTCTGCCTGTATTAAACCCCAAATCAGCTCGTAGTCTGATC

CTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTAGAGAAATTTGCGGAGATGCGATAT

CGAGAAAAAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATCTCTGCCTC

GCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACG

GTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCG

TCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGAT

AGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGT

GCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATC

AGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGC

GGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG

GGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACC

GTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCA

TCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAG

ATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTG

CCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCA

ATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCT

GTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCG

TCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGT

AACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGG
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TGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGA

AGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCA

CCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAA

AGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAAC

GAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCT

AGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAA

CTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGT

CTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGG

GAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCAC

CGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAA

GTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCT

AGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAG

GCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAA

CGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCT

TCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTT

ATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTG

ACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTT

GCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAA

AGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCG

CTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATC

TTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGC

AAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTT

CAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAA

TGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGC

CACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTA

TCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCG

ATAAGCTGACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGAAAA

ATAACAGTTATTATTCG
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