
汇报人: 2024-01-16

基于退火缓冲液的SLiCE无缝
克隆方法的改良
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引言



SLiCE无缝克隆方法

SLiCE（Seamless Ligation Cloning Extract）是一种基于退火缓冲液的无缝克隆方法，通过设计特定引物，在PCR

扩增过程中引入重叠序列，从而实现目的片段的无缝连接。

退火缓冲液的作用

退火缓冲液在SLiCE无缝克隆中起到关键作用，它能够提供适宜的离子强度和pH值，促进DNA片段之间的互补配对

和连接。

存在的问题

尽管SLiCE无缝克隆方法具有高效、快速等优点，但在实际应用中仍存在一些问题，如连接效率不稳定、

假阳性率高等。

背景介绍



改良SLiCE无缝克隆方法 降低假阳性率

拓展应用范围 促进科研发展

研究目的和意义

本研究旨在通过优化退火缓冲液的成分和条件，

提高SLiCE无缝克隆的连接效率和稳定性。

通过改进实验条件和引物设计，降低SLiCE无缝

克隆的假阳性率，提高实验的准确性和可靠性。

通过改良SLiCE无缝克隆方法，拓展其在基因工

程、蛋白质工程等领域的应用范围，为相关领域

的研究提供有力工具。

本研究不仅有助于解决SLiCE无缝克隆方法存在

的问题，还可为其他类似的无缝克隆技术提供借

鉴和参考，推动相关领域的科研发展。
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SLiCE无缝克隆方法概述
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SLiCE技术原理

利用特异性内切酶将目标载体线
性化，暴露出两端的同源臂。

在退火缓冲液的作用下，同源臂
与插入片段的互补序列发生退火
反应。

加入DNA连接酶，将退火后的同
源臂与插入片段连接起来，形成
完整的重组质粒。

线性化载体
退火缓冲液

DNA连接酶
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酶切效率低 同源臂长度限制 插入片段大小限制 操作步骤繁琐

传统SLiCE方法局限性

传统SLiCE方法对于大片段的

插入效率较低，限制了其在基

因组编辑等领域的应用。

传统SLiCE方法对同源臂的长

度有一定要求，过短或过长都

会影响重组效率。

传统SLiCE方法使用特异性内

切酶进行酶切，酶切效率受到

酶活性和反应条件的影响，可

能导致线性化不完全或产生非

特异性切割。

传统SLiCE方法需要多步操作，

包括酶切、退火、连接等，操

作过程繁琐，容易出错。
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退火缓冲液在SLiCE中的应用



组成

作用

退火缓冲液组成及作用

退火缓冲液通常由Tris-HCl、MgCl2、DTT等组分构成，为DNA

片段提供适宜的离子环境和pH值，以保证DNA的稳定性和退火效

率。

退火缓冲液在SLiCE反应中起到关键作用。它能够促进DNA片段

的正确配对和连接，提高SLiCE反应的效率和特异性。同时，退火

缓冲液还能够减少非特异性连接和背景噪音，使得SLiCE反应结果

更加准确可靠。



离子浓度

退火缓冲液中的离子浓度对

SLiCE效率有显著影响。适当

提高Mg2+浓度可以促进DNA

连接酶的活性，从而提高连接

效率。然而，过高的离子浓度

可能导致DNA片段的错配和非

特异性连接，降低SLiCE反应

的特异性。

退火缓冲液的pH值也是影响

SLiCE效率的重要因素。一般

来说，pH值在7.5-8.0之间时，

SLiCE反应的效率较高。过酸

或过碱的环境都可能影响DNA

片段的稳定性和连接酶的活性，

从而降低SLiCE效率。

退火温度和时间是影响SLiCE

效率的另外两个重要因素。适

当的退火温度和时间可以促进

DNA片段的正确配对和连接。

一般来说，退火温度在55-

65℃之间，退火时间在10-30

分钟之间时，SLiCE反应的效

率较高。过高的温度或过长的

时间可能导致DNA片段的降解

和错配，降低SLiCE反应的效

率和特异性。

pH值 温度和时间

退火缓冲液对SLiCE效率的影响
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