
Gateway克隆技术
使用方便，在多个表达系统中克隆



Invitrogen™ Gateway™ 克隆技术已被生命科学研究人员引证

2,000多次。毫无疑问多年来Gateway克隆一直是不同经验

水平——从一无所知到经验丰富——的研究人员值得信赖

的选择，可用于蛋白质表达、功能分析等。

克服了传统限制酶克隆的缺点——无需连接酶、亚克隆步

骤，也不需要花费数小时筛选无数菌落。敬请体验Gateway
克隆技术。

• 快速反应 — 室温下1小时即可完成克隆反应

• 准确的结果 — 克隆效率>95%，高效提供您所需的克隆

• 通用技术 — 可在载体之间轻松穿梭的DNA材料/插入片段

• 简化的实验方案 — 无需重新测序；从靶点识别到验证均

使用相同的克隆

值得信赖的克隆技术领导者
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基本克隆方法：

3步获得更高的效率
入门克隆、Clonase酶和目标载体

确定入门克隆 

入门克隆是您如何以及从哪里开始实验的第一步，它包含您

的目的基因或attL序列插入的DNA片段，然后与attR序列重

组，生成您想要的表达克隆。选择一种Invitrogen™ TOPO™ 

克隆载体，构建您的入门克隆，或从我们已经过验证的

Invitrogen™ Ultimate™ ORF克隆库中选购预制克隆。

利用Clonase酶介导反应

准备好入门克隆后，将目的基因轻松导入二级质粒 — 目

标载体。此反应由Invitrogen™ LR Clonase™ 酶混合物介导，

利用蛋白机制从入门克隆中切除目的基因，整合至目标载

体中，然后用作您的表达克隆。其逆反应十分简单：利用

Invitrogen™ BP Clonase™ 酶混合物进行BP反应 (在attB和attP

位点之间重组)。

LR Clonase和BP Clonase酶混合物均采用易于使用的预混液

形式，确保了反应间的一致性和可靠性。

选择目标载体

将目的基因或DNA片段克隆至Gateway™ 载体后，您可以根

据需要将其导入多个表达和功能分析系统中。

Gateway克隆技术可提供多种多样的表达载体。从大肠杆

菌、酵母、昆虫或哺乳动物细胞中的表达蛋白到RNAi研究，

从晶体学到蛋白质-蛋白质相互作用功能研究，总有一种目

标载体适合您的应用。对于需要特殊或定制载体的应用领

域，Invitrogen™ Gateway™ 载体转换系统可以将任意载体转

换为与Gateway克隆兼容的载体。

图1. Gateway技术通过位点特异性重组将基因克隆至多个载
体内。一旦基因克隆至入门克隆后，您可以将DNA片段同时移
至一个或多个目标载体内。

聚合酶链式反应

cDNA文库或
克隆集合

GeneArt Strings DNA
片段或文库

限制性内切酶
酶切和连接

大肠杆菌
基因

酵母
基因

入门克隆
基因

双杂交
基因

您的载体
基因

哺乳动物
基因

昆虫
基因

DNA片段来源：
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构建入门克隆
使用TOPO载体或PCR扩增/限制酶载体是构建入门克隆的最常见方法。

产品选择指南
了解各个阶段使用的产品
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图2. 我们提供了多种Invitrogen™ 
pENTR™ 载体用于定向TOPO克
隆，可以直接使用多种Gateway™ 
表达载体。

TOPO载体——可实现5分钟克隆和>95%的效率

pCR8/GW/TOPO克隆试剂盒 pENTR/D-TOPO载体

• 方便的测序

• 利用壮观霉素抗性在大肠杆菌中进行稳定地筛选

• 两端有EcoRI位点，便于切除插入DNA

• 快速定向TOPO克隆

• 提供方向正确的插入片段

• 包含重组至任意目标载体所必需的attL序列

• 选择带有TEV蛋白酶酶切位点的载体，可用于表达后天
然蛋白的制备
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购买预制克隆

您还可以利用Gateway技术，从大量克隆集中选购可直接

使用的克隆。Ultimate ORF克隆集中包含插入序列经过全长

测序的高质量人类和小鼠开放阅读框，这些阅读框已克隆

到Invitrogen™ pENTR™ 221载体中，可用于各种下游分析实

验。克隆包含经过DNA和氨基酸序列验证的、可直接表达的

cDNA，用于激酶、G-蛋白偶联受体 (GPCRs)、磷酸酶、离

子通道、趋化因子、核受体和细胞因子。

请登录thermofisher.com/orf，查看Ultimate ORF克隆集

BP Clonase II

+

+ +

ccdBP1 P2

L1 L2

L1 L2L2

B1 B2

TOPO

TOPO
L1

图3. 构建入门克隆的策略。构建入门克隆的方法有三种：(A) BP克隆，(B) TOPO克隆和 (C) 限制酶和连接酶克隆。红色箭
头表示目的片段。摘自Katzen F (2007) Expert Opin Drug Discov 2(4):571–589。

TOPO适配的
入门载体

酶切的
入门载体

连接酶

入门克隆

attB DNA片段

供体载体

DNA片段 酶切的
DNA片段

A

CB

PCR扩增或限制酶克隆载体

pDONR和pENTR载体

您可以利用这些载体克隆含有attB序列 (Invitrogen™ pDONR™ 载体) 或特异限制性位点 (Invitrogen™ pENTR™ 载体) 的引物
扩增的PCR产物。使用PCR生成入门克隆，两个短的人工合成的attB序列 (attB1和attB2) 必须插入您的目的基因并添加至
用于扩增目的基因的特定引物中。DNA片段与含有attP1和attP2序列以及BP Clonase II酶的供体载体结合。 

• >90%的菌落包含入门克隆 (其中含有方向正确的目的基因)

• 最终的入门克隆可与任意Invitrogen™ Gateway™ 目标载体重组
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Clonase酶混合物选择指南

BP Clonase II酶混合物 LR Clonase II Plus酶混合物

应用 构建入门克隆 构建表达克隆

参与位点特异性重组的蛋白质 • Int (整合酶)

• IHF (整合宿主因子)

• Int (整合酶)

• IHF (整合宿主因子)

• Xis (切割酶)

活性 • DNA重组酶

• DNA结合蛋白

• 高效实现入门克隆构建

• 单一混合物形式无需移液步骤，避免了
手动操作错误

• DNA重组酶

• NA结合蛋白

• 最高的单片段和多片段克隆效率

• 适用于复杂的克隆反应

• 适用于MultiSite Gateway Pro技术

优点 • 易于使用的单一-混合物形式确保了酶
的稳定性

• 方便的10 μL反应设置

• 易于使用的单一-混合物形式确保了酶
的稳定性

• 方便的10 μL反应设置

图4. Gateway反应。上图显示了Gateway克隆反应中的四种类型的质粒和酶混合物。红色箭头表示目的片段。摘自Katzen F (2007) Expert 
Opin Drug Discov 2(4):571–589。
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目标载体选择指南
Gateway克隆技术尤其适用于蛋白表达。目标载体和宿主系统选择的灵活性和多样性特别适合多学科蛋白表达研究。

用于蛋白表达的目标载体

用于蛋白表达的宿主系统 Gateway目标载体系列

大肠杆菌
•  pDEST 14、15、17和24

•  pET160和pET161 DEST载体

酵母 pYES2-DEST52

昆虫细胞 BaculoDirect C-末端表达试剂盒

哺乳动物细胞 (组成型表达) pcDNA哺乳动物表达载体系列

哺乳动物细胞 (调控表达) pT-REx-DEST30和pT-REx-DEST31载体

哺乳动物细胞 (病毒导入) ViraPower慢病毒表达系统

用于其他应用领域的目标载体

应用 Gateway目标载体系列

抗体或抗原生产 Champion pET表达系统

定位 Vivid Colors pcDNA GFP目标载体系列

蛋白质芯片 Expressway Plus表达系统

蛋白质-蛋白质相互作用研究 利用Gateway技术的ProQuest双杂交系统

报告基因分析 GeneBLAzer pcDNA载体系列

RNAi GeneBLAzer pcDNA载体系列
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MultiSite Gateway Pro技术
混合并匹配片段，同时保持方向

MultiSite Gateway Pro试剂盒

如果您可以按照您想要的顺序和方向轻松且准确地组装

多个DNA片段会怎么样？该方法称为Invitrogen™ MultiSite 

Gateway™ Pro技术，可以以协调一致的方式混合并匹配功

能片段，生成多片段重组体。利用MultiSite Gateway Pro技

术，您可以进行通路重建、多基因表达和调控、蛋白质相互

作用研究等。

该方法适用于多种应用领域，包括蛋白质工程、通路工程和

细胞工程，其提供了一种高度灵活的功能分析平台。

利用MultiSite Gateway Pro技术可以将多个片段以预定的

顺序、方向及阅读框，同时组装至单个载体中，充分发挥

Gateway克隆的功能 (图5和6)。

× × × × × ×

B1 B5r B5 B2 B1 B4 B4r B3r B3 B2 B1 B5r B5 B4 B4r B3r B3 B2

图5. MultiSite Gateway Pro技术的工作原理。

1. 使用特定的包含attB的PCR引物对您的
目的DNA元件进行PCR扩增。

2. 通过与两侧有attB的PCR片段和适当
的pDONR载体进行Gateway BP重组，
生成入门克隆。

3. 使用Gateway目标载体 (带有attR1和
attR2位点) 重组入门克隆，生成表达
质粒。

2个片段 3个片段 4个片段
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图6. 利用MultiSite Gateway Pro技术研究人细胞中的多种基因表达的范例。将含有YFP和CFP基因及CMV和EF-1α启动子的入门克隆重组至
Invitrogen™ pcDNA™ 6.2/V5-PL-DEST载体 (A、C和E) 或Invitrogen™ pcDNA™ 6.2/V5-DEST载体 (B和D) 中。生成的表达克隆用于转染HeLa细胞。
在荧光显微镜下观察表达。Invitrogen™ pcDNA™ 6.2/V5-PL-DEST载体是Invitrogen™ pcDNA 6.2/V5-DEST载体 (携带CMV启动子) 的无启动子版
本。

A

B
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promoter
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B5 B2YFPB1 pCMV
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promoter

EF-1α 
promoter
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EF-1α 
promoter

EF-1α 
promoter

CFP滤光片 GFP/YFP滤光片
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订购信息
TOPO TA克隆

产品 说明 规格 货号

pCR8/GW/TOPO TA
克隆试剂盒

高效的TOPO TA克隆试剂盒可简化入门克隆构建 20次反应 K250020

pCR8/GW/TOPO TA
克隆试剂盒

高效的TOPO TA克隆及快速生长的感受态大肠杆菌可缩短
入门克隆的构建时间

20次反应 K252020

pCR8/GW/TOPO TA
克隆试剂盒

高效的TOPO TA克隆及快速生长的感受态大肠杆菌和质粒
纯化可大大缩短并简化入门克隆的构建，节省时间并减少
麻烦

20次反应 K252002

定向TOPO克隆

产品 说明 规格 货号

pENTR/D-TOPO
克隆试剂盒

定向TOPO克隆试剂盒生成可直接表达的入门克隆 20 次反应 K240020

pENTR/SD/D-TOPO
克隆试剂盒

定向TOPO克隆试剂盒，包括Shine-Dalgarno序列，可生成
直接用于大肠杆菌表达的入门克隆

20 次反应 K242020

pENTR/TEV/D-TOPO
克隆试剂盒

定向TOPO克隆试剂盒，生成可直接表达的入门克隆，带
有5´ TEV序列用于N-末端标签去除 (形成天然蛋白)

20 次反应 K252520

pENTR/TEV/D-TOPO
克隆试剂盒

定向TOPO克隆试剂盒及快速生长的感受态大肠杆菌可缩
短入门克隆构建的时间，同时生成可直接表达的入门克
隆，带有5´ TEV序列用于N-末端标签去除 (形成天然蛋白)

20 次反应 K253520

利用BP重组进行PCR克隆

产品 说明 规格 货号

利用Gateway技术的PCR
克隆系统

定向克隆至Gateway载体的全套试剂盒，包含pDONR 221
载体及卡那霉素筛选

20次反应 12535029

利用Gateway技术的PCR
克隆系统

定向克隆至Gateway载体的全套试剂盒，包含pDONR/Zeo
载体及Zeocin抗生素筛选

20次反应 12535037

pDONR 221载体
包含pUC起始位点 (可以获得高质粒产量) 及通用M13测序
位点 (使用方便)

6 μg 12536017

pDONR Zeo载体
包含pUC起始位点 (可以获得高质粒产量) 及通用M13测序
位点 (使用方便)。还提供1.25 mL Zeocin选择性抗生素

6 μg 12535035
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订购信息
限制酶克隆

产品 说明 规格 货号

pENTR 1A载体
限制酶克隆载体生成框内 (rf = 0)、可直接表达的入门克隆，
包括Shine-Dalgarno和Kozak序列

10 μg 11813011

pENTR 2B载体 限制酶克隆载体生成框内 (rf = +1)、可直接表达的入门克隆 10 μg 11816014

pENTR 3C载体 限制酶克隆载体生成框内 (rf = +2)、可直接表达的入门克隆 10 μg 11817012

pENTR 4载体
与pENTR 1A载体相同，除MCS中用NcoI替代DraI，生成框
内 (rf = 0)、可直接表达的入门克隆

10 μg 11818010

pENTR 11载体
与pENTR 1A载体相同，除MCS中用NspV替代DraI，生成框
内 (rf = 0)、可直接表达的入门克隆

10 μg 11819018

利用Gateway技术进行多片段组装

产品 说明 规格 货号

MultiSite Gateway Pro Plus
试剂盒

可将至多4个片段灵活克隆至Gateway目标载体中 20 reactions 12537100

pcDNA 6.2/V5 PL-DEST载体
我们最常用的pcDNA载体的无启动子版本，可与任何
MultiSite Gateway Pro试剂盒结合使用。载体具有C-末端V5
和杀稻瘟菌素筛选

6 μg 12537162
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Ultimate ORF克隆

产品 说明 货号

人Ultimate ORF克隆 Ultimate ORF克隆集包含经过DNA和氨基酸序列验证的、可直接表达
的cDNA，用于激酶、G-蛋白偶联受体 (GPCR)、磷酸酶、离子通道、
趋化因子、核受体和细胞因子；请登录thermofisher.com/orf，立即
选择您的克隆

HORF01

小鼠Ultimate ORF克隆 MORF01

BP Clonase酶

产品 说明 规格 货号

Gateway BP Clonase II酶混
合物 专利的Int (整合酶) 和IHF (整合宿主因子) 蛋白混合物，

可催化PCR产物或克隆和供体载体中的DNA片段的体
外重组。

20次反应 11789020

100次反应 11789100

Gateway BP Clonase酶混合物
20次反应 11789013

100次反应 11789021

LR Clonase酶

产品 说明 规格 货号

Gateway LR Clonase II Plus酶
混合物

专利的Int (整合酶)、IHF (整合宿主因子) 和Xis (切割
酶) 混合物，可催化入门克隆和目标载体的体外重组

20次反应 12538120

100次反应 12538200

Gateway LR Clonase II酶混合物
20次反应 11791020

100次反应 11791100

Gateway LR Clonase酶混合物
20次反应 11791019

100次反应 11791043

感受态细胞

产品 说明 规格 货号
One Shot ccdB Survival 2 T1R
感受态细胞

用于含有ccdB基因的质粒的扩增 10次转化 A10460

利用Gateway技术转换您的专利克隆载体

产品 说明 规格 货号

Gateway载体转换服务
使用限制性内切酶和连接酶将任意克隆载体
转换为Gateway目标载体

20次反应 11828029 

请登录thermofisher.com/gateway，了解最新的Gateway技术。

订购信息
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