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目的片段的扩增

没有现成质粒：

1. 通过查文献，看看这个基因在哪些组织中高表达，取组织，提RNA，反转成cDNA，以
cDNA为模板，设计引物扩增目的片段。

2. 如果组织取不到，也可以用对应种属的细胞系，提RNA，反转成cDNA，以cDNA为
      模板扩增。

3.    公司合成目的序列。

有现成质粒：
 
1. 测序确定质粒的序列信息；
2. 根据确定的序列信息，设计引物扩增目的片段。



设计引物

1. 首先确定目的片段连入的载体信息



2. 确定目的片段连入载体的酶切位点

https://www.neb.com/







根据这个表格，与载体上多克隆位点的酶切位点进行匹配，筛选出两个常用的内切酶



选酶切位点时，一定要考虑移码的问题



Oligo 7











F: CCG CTCGAG ATGGCCGACATCAAGAC
R: GC TCTAGA CTAATCTAAGCGTCGGGTGA



目的片段扩增

PCR由变性--退火--延伸三个基本反应步骤构成:
• 确定退火温度；
• 延伸时间：30s/1kb





酶切

• 目的片段的PCR产物酶切；
• 载体酶切





酶连

外源DNA片段与质粒载体的连接   （10ul）
       DNA片段                                      3ul
       载体                                              1ul
       T4 DNA Ligase                              1ul
       Buffer T4 DNA Ligase                    1ul
       水                                                  4ul

      反应条件：22℃水浴3-4h或者16℃水浴过夜。
     

 一般目的片段：载体摩尔比约为3:1，但是通常也可以按体积比。



连接产物转化
      
         将10ul连接产物加入到不少于5-7倍体积感受态细胞溶液中，冰浴30min，42℃热激30s后，冰上静
置 
         2min；加入500ul LB培养基，37℃ 200rmp恒温培养1h；4000rmp离心1min弃上清，同时保留100ul混
匀
         菌体沉淀后均匀涂布抗性平板上；37℃恒温箱培养过夜。

质粒转化

          取质粒1ul或50-100ng加入10ul感受态细胞溶液中，步骤同上，但是37℃ 200rmp恒温培养1h，一般
不
          用离心，直接取20-30ul涂板就可以。

注：     1  一定要区分质粒和连接产物转化的不同。
            2  根据实验要求选择所需要的感受态。
            3  在选择抗性平板的时候要根据所选载体来确定。

挑单克隆，摇菌，提质粒

            一般挑2-3个单克隆，加入10ml对应抗性的培养基；摇过夜，提质粒。
             
          



细胞转染---脂质体转染

利用带正电的阳离子脂质体，与带负电的核酸磷酸骨架形成复合物，经过内吞被导入细胞。

Lip3000





Vigofect





为什么要做？

 研究一些体外的蛋白质分子，寻找目的蛋白是否存在于样品当中。

 蛋白质的表达情况，上调或下调表达，在不同的样品中，如疾病与正常的样品之间的
表达差异性。

Western blot



Western blot 是利用已知的特异性抗体与抗原（即组织细胞中的目的蛋白）能特异性结合的原

理，通过化学反应使标记于结合后的特异性抗体上的显示剂显示一定的颜色或发光来对组织细胞

内的目的蛋白定性及半定量的研究。

Western blot实验原理



Western blot流程



蛋白样品制备

超声细胞粉碎机组织匀浆器

确保样本充分裂解，预防蛋白降解

 样本制备时建议采用细胞裂解/组织匀浆和超声破碎相结合的方法

 尽可能地使用新鲜样本



 SDS是一种很强的阴离子表面活性剂，它可以断开分子内和分子间的氢键，破坏蛋白质分子的

二级和三级结构。

 强还原剂巯基乙醇可以断开二硫键，破坏蛋白质的四级结构，使蛋白质分子被解聚成肽链形成

单链分子。解聚后的侧链与SDS充分结合形成带负电荷的蛋白质-SDS复合物。

 蛋白质-SDS复合物在凝胶电泳时，不再受蛋白质电荷和形状的影响，而只取决于蛋白质分子量

的大小。

SDS-PAGE电泳



常用的转膜方法有湿转和半干转

区别：

湿转：速度比较慢，转移效率高，适合分子量大的蛋白；

半干转：速度比较快，转移效率稍低，适合分子量较小的蛋白。

转膜



 为避免作为检测试剂的特异性第一抗体与膜发生非特异性结合，使非特异性背景提高，需对膜上的

潜在结合位点进行封闭处理。

 5%脱脂奶粉或BSA（室温孵育1h ）。

封闭



一抗、二抗孵育

抗体孵育：Western blot成败的关键

抗体孵育是Western blot实验的关键步骤，抗体效价和抗体的正确使用对Western blot结果起决定性影

响作用。

如图所示为loading  Hela细胞裂解液后，用8种不同的GAPDH一抗进行
检测。不同厂家的一抗，检测效果差异很大。1、4、5、8通道对应厂家的
一抗较好。



显色



Western Blot常见问题分析



 凝胶漏液？

 凝胶时间不对？

 纹理和脱尾现象？

 微笑条带？

 倒微笑条带？

 两块玻璃板底部要对齐

 凝胶太慢可能是AP、TEMED剂量不足或失效；

凝胶太快可能是AP、TEMED用量过多

 样品溶解不佳，加样前离心

 凝胶不均匀冷却

 凝胶和玻璃板组成“三明治”底部有气泡

SDS-PAGE电泳



 凝胶肿胀或卷曲？

 条带歪斜或漂移？

 单个或多个白点？

 转膜之前将凝胶在转膜缓冲液中浸泡5-10 min

 转膜仪长期使用导致海绵变薄，“三明治”结构不

紧凑导致，可在两块海绵之间垫上少许普通的草纸

 确保膜和凝胶之间没有气泡

转膜



 转移到膜上的蛋白很少？

 转膜缓冲液过热？

 当蛋白分子量小于10kD时，减少转膜时间；使用小孔

径的膜；提高分离胶的浓度；当蛋白分子量较大时，

则相反

 缓冲液中离子浓度太低，电流或电压太高，转膜过程

中注意降温

转膜



 背景太高？

 杂交信号弱？

 出现非特异性条带？

 封闭不充分；抗体与封闭剂出现交叉反应；抗体浓

度过高

 抗体保存不当；抗原不充足；膜漂洗过度

 一抗不是唯一特异性的；二抗出现非特异性结合

Western blot结果
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