附录  实验材料与药品配制

一、实验材料

（一）实验菌种（表1）

表1  实验菌种

	菌种名称
	菌种来源

	大肠杆菌（E. coli）DH5α
	北京鼎国公司

	大肠杆菌（E. coli）BL21
	北京鼎国公司


（二）实验载体

表2  实验载体

	载体名称
	载体来源

	pMD 18-T Vector
	TaKaRa公司

	pET-28a（+） Vector
	Promege公司

	pZsGreen 1-1 Vector
	Promege公司


二、实验常用试剂配制

（1）LB（Luria-Bertani）液体培养基的配制（表3）

表3  细菌LB培养基（100mL）配方

	试剂名称
	用    量

	酵母提取物
	0.5g

	胰蛋白胨
	1g

	NaCl
	1g

	dH2O
	100mL


用5mol/L NaOH（约120μL）调节pH值至7.4，加入dH2O至总体积为100mL，1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，室温冷却至50℃，按需要加入抗生素。

（2）LB固体培养基的配制

配制方法参照LB液体培养基的配制，高压灭菌前加入琼脂1.2g/100mL。

（3）30%丙烯酰胺的配制（表4）

丙烯酰胺具有很强的神经毒性并可通过皮肤吸收，其作用具有累积性，称量丙烯酰胺时应戴手套和口罩。

表4  30%丙烯酰胺（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	丙烯酰胺
	分析纯
	29g
	29%

	N, N′-亚甲双丙烯酰胺
	分析纯
	1g
	1%

	dH2O
	无菌水
	100mL
	—


配制时将已称量好的丙烯酰胺和N, N′-亚甲双丙烯酰胺溶于总体积为60mL dH2O中，加热至37℃使之溶解，加dH2O至终体积为100mL。用孔径为0.45μm的滤器过滤除菌，置于棕色瓶中室温保存。

（4）1mol/L CaCl2的配制（表5）

表5  1mol/L CaCl2（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	无水CaCl2
	分析纯
	11.1g
	1mol/L

	dH2O
	不需灭菌
	100mL
	—


将11.1g CaCl2溶解于80mL dH2O中，加dH2O定容至100mL，用孔径为0.22μm的滤器过滤除菌，分装成10mL小份，-20℃保存。

（5）10mg/mL溴化乙锭（EB）的配制（表6）

溴化乙锭是一种非常强的诱变剂，有中度毒性。使用含有这种染料的溶液时，要务必戴上手套，称量染料时要戴口罩。
表6  10mg/mL EB（500mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	溴化乙锭（EB）
	分析纯
	5g
	10mg/mL

	dH2O
	无菌水
	500mL
	—


将5g EB溶解于400mL dH2O中，溶解过程中需要用磁力搅拌器搅拌，加dH2O定容至500mL，室温避光保存。EB的使用浓度为0.5μg/mL，用时从母液稀释。
（6）1mol/L二硫苏糖醇DTT的配制（表7）

表7  1mol/L DTT（20mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	二硫苏糖醇（DTT）
	避免-SH氧化
	3.09g
	1mol/L

	0.1mol/L NaAc（pH5.2）
	不需灭菌
	20mL
	—


将称量好的DTT溶解于20mL 0.1mol/L NaAc中，用孔径为0.22μm的滤器过滤除菌，分装成1mL小份，-20℃保存。

（7）0.5mol/L EDTA（pH8.0）的配制（表8）

表8  0.5mol/L EDTA（pH8.0，250mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	EDTA·Na·2H2O
	分析纯
	46.5g
	0.5mol/L

	dH2O
	不需灭菌
	250mL
	—

	NaOH
	分析纯
	5g
	—


将46.5g EDTA·Na·2H2O（二水乙二胺四乙酸二钠）溶解于200mL dH2O中，在磁力搅拌器上剧烈搅拌，用NaOH调节溶液的pH值至8.0（约需要5g NaOH颗粒），然后用dH2O定容至250mL，1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，备用。

（8）5mol/L醋酸钾的配制（表9）

表9  5mol/L醋酸钾（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	醋酸钾（KAc）
	分析纯
	49.1g
	5mol/L

	dH2O
	不需灭菌
	100mL
	—


将49.1g醋酸钾（KAc）溶解于90mL dH2O中，加dH2O定容至100mL，1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，备用。

（9）10mg/mL RNaseA的配制（表10）

在4mL dH2O中加入50μL 1mol/L Tris-HCl（pH7.5）和15μL 5mol/L NaCl（pH7.5），再加入50mg RNaseA，沸水中加热15min使之完全溶解，缓慢冷却至室温，加dH2O至5mL，使最终浓度为10mg/mL，-20℃保存。
表10  10mg/mL RNaseA（5mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	RNaseA
	Sigma type II A
	50mg
	10mg/mL

	1mol/L Tris-HCl（pH7.5）
	不需灭菌
	50μL
	10mmol/L

	5mol/L NaCl（pH7.5）
	不需灭菌
	15μL
	15mmol/L

	dH2O
	无菌水
	up to 5mL
	—


（10）5mol/L醋酸钠（pH7.0）的配制（表11）

表11  5mol/L醋酸钠（pH7.0，100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	醋酸钠（NaAc·3H2O）
	分析纯
	40.8g
	3mol/L

	dH2O
	不需灭菌
	100mL
	—

	冰醋酸
	分析纯
	128μL
	—


将40.8g醋酸钠（NaAc·3H2O）溶解于90mL dH2O中，用128μL冰醋酸调节pH值至7.0后加dH2O定容至100mL，1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，备用。

（11）5mol/L氯化钠的配制（表12）

表12  5mol/L氯化钠（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	氯化钠（NaCl）
	分析纯
	29.2g
	5mol/L

	dH2O
	不需灭菌
	100mL
	—


将29.2g氯化钠（NaCl）溶解于90mL dH2O中，加dH2O定容至100mL，1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，备用。

（12）10%十二烷基磺酸钠（SDS）的配制（表13）

表13  10% SDS（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	十二烷基磺酸钠（SDS）
	分析纯
	10g
	10%

	dH2O
	不需灭菌
	100mL
	—


将10g十二烷基磺酸钠（SDS）溶解于90mL dH2O中，使之完全溶解，加dH2O定容至100mL，使最终浓度为10%，室温保存。

（13）1mol/L Tris-HCl的配制（表14）

表14  1mol/L Tris-HCl（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	Tris
	分析纯
	12.11g
	1mol/L

	dH2O
	不需灭菌
	up to 100mL
	—

	浓盐酸
	分析纯
	4.2mL
	pH8.0

	浓盐酸
	分析纯
	6mL
	pH7.6

	浓盐酸
	分析纯
	7mL
	pH7.4


将12.11g Tris溶解于90mL dH2O中，加入浓盐酸调节pH至所需值，加dH2O定容至100mL，使最终浓度为1mol/L，1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，备用。

（14）200mg/mL IPTG的配制（表15）

表15  200mg/mL IPTG（10mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	IPTG
	北京鼎国
	2g
	200mg/mL

	dH2O
	不需灭菌
	10mL
	—


将2g异丙基硫代-β-D-半乳糖苷（IPTG）溶解于8mL dH2O中，加dH2O定容至10mL，用孔径为0.22μm滤器过滤除菌，分装成1mL小份，贮存于-20℃。

（15）50×TAE的配制（表16）

表16  50×TAE（1L）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	Tris
	分析纯
	242g
	2mol/L

	冰醋酸
	分析纯
	57.1mL
	2mol/L

	0.5mol/L EDTA（pH8.0）
	不需灭菌
	100mL
	50mmol/L

	dH2O
	不需灭菌
	up to 1000mL
	—


（16）50mg/mL氨苄青霉素的配制（表17）

将5g氨苄青霉素溶解于80mL dH2O中，加dH2O定容至100mL，用孔径为0.22μm滤器过滤除菌，分装成1mL小份贮存于-20℃。在使用时，每100mL LB培养基加入贮存液100μL，使工作浓度为50μg/mL。

表17  50mg/mL氨苄青霉素（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	氨苄青霉素（Amp）
	北京鼎国
	5g
	50mg/mL

	dH2O
	不需灭菌
	100mL
	—


（17）10mg/mL卡那霉素的配制（表18）

表25  10mg/mL卡那霉素（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	卡那霉素（Kana）
	北京鼎国
	1g
	10mg/mL

	dH2O
	不需灭菌
	100mL
	—


将1g氨苄青霉素溶解于80mL dH2O中，加dH2O定容至100mL，用孔径为0.22μm滤器过滤除菌，分装成1mL小份贮存于-20℃。在使用时，每100mL LB培养基加入贮存液500μL，使工作浓度为50μg/mL。

（18）40%甘油的配制（表19）

表19  40%甘油（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	甘油
	分析纯
	40mL
	40%

	dH2O
	不需灭菌
	up to 100mL
	—


将40mL甘油注入40mL dH2O中，混匀，加dH2O定容至100mL，使最终浓度为40%（M/V），1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，备用。

（19）TE缓冲液的配制（表20）

表20  TE缓冲液（100mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	1mol/L Tris-HCl（pH8.0）
	分析纯
	1mL
	10mmol/L

	0.5mol/L EDTA（pH8.0）
	分析纯
	200μL
	1mmol/L

	dH2O
	不需灭菌
	up to 100mL
	—


80mL dH2O中加入1mol/L Tris-HCl（pH8.0） 1mL和0.5mol/L EDTA（pH8.0） 200μL，混匀，加dH2O定容至100mL，1.034×105Pa高压蒸汽灭菌15min，备用。
（20）20mg/mL蛋白酶K溶液的配制（表21）

表21  20mg/mL蛋白酶K溶液（10mL）配方

	试剂名称
	试剂等级
	用    量
	最终浓度

	蛋白酶K
	BBI
	0.2g
	20mg/mL

	1mol/L Tris-HCl（pH8.0）
	分析纯
	500μL
	50mmol/L

	1.5mol/L乙酸钙
	分析纯
	10μL
	1.5mmol/L

	dH2O
	不需灭菌
	up to 10mL
	—


在8mL dH2O中加入1mol/L Tris-HCl（pH8.0） 500μL和1.5mmol/L乙酸钙10μL，配制成溶剂，溶解0.2g蛋白酶K，加dH2O定容至10mL，使得蛋白酶K的最终浓度为20mg/mL。
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