mmu-miR-126a-5p克隆流程

>AN0098-AM01
ggatccgacggcgctaggatcatcaaccgcgtaccaaaatctagtaataatgcaagtattctggtcacagaatacaaccgcgtaccaaaatctagtaataatgcaagatgatcctagcgccgtcttttttgaattc

1.0 实验材料
 感受态细胞，载体质粒AM01，OMEGA E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit I 
 primerAN0098-A：CAACCGCGTACCAAAATCTAGTAATAATGCAA

 primerAN0098-B：GTATTCTGGTCACAGAATACAACCGCGTACCAAAATCTAGTAATAATG，

 primerAN0098-C：CTTGCATTATTACTAGATTTTGGTACGCGGTTGTATT

 primerAN0098-D：CTGTGACCAGAATACTTGCATTATTACTAGATTTTGGTACGCG

2.0 实验仪器、耗材及试剂

 2.1 仪器：移液枪（P-2、P-20、P-200、P-1000）、冰盒、PCR仪、水浴锅、超净工作台、摇床、
37℃恒温培养箱
 2.2 耗材：0.1-10μl、200μl、1000μl灭菌枪头、灭菌的1.5ml离心管、灭菌的玻璃珠
 2.3 试剂：S.O.C液体培养基、LB平板（Ampicillin 50ug/ml）、LB试管（（Ampicillin 50ug/ml）ligase buffer、5×Taq mix、An buffer、DMSO、Ex-Taq、引物、ddH2O、10× AarI buffer、AarI
 2.4移液枪的类型：
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3.0 实验步骤

 3.1 接收引物后，将ABCD四条引物分别配制成100pmol/μl后混匀，取2ul进行退火反应。

	
	试剂
	体积

	
	primerAN0098-A/B/C/D
	2ul

	
	An buffer
	2μl 

	
	ddH2O
	up to 20μl


	95℃
	5min

	95℃(-1)
	20sec

	94℃(-1)
	20sec     每一循环递减一度

	25℃
	7min   


退火产物用ddH2O稀释至50μl。

3.2 载体质粒AM01酶切

	
	试剂
	体积

	
	AM01
	2ug

	
	10× AarI  buffer
	5μl 

	
	AarI
	0.2μl (10U/μl)

	
	ddH2O
	up to 50μl


   恒温水浴锅温育3h.

3.3 AN0098与AM01连接

	
	试剂
	体积

	
	AM01酶切产物
	0.5μl

	
	退火产物稀释品
	2μl

	
	10×Ligase buffer
	1μl 

	
	T4 DNA Ligase
	2U

	
	ddH2O
	补至10μl


 室温反应1-2h

3.4 转化

3.4.1 将感受态细胞从-80℃冰箱取出置于冰中融化。
3.4.1 于超净工作台中用P-2移液枪取3ul连接产物到已灭菌的1.5ml离心管的底部，置于冰中。
3.4.2 于超净台中用P-200移液枪将融化的感受态细胞混匀，取70μl感受态细胞到步骤2中的1.5ml离心管的底部，冰浴30min。
3.4.3 静置于42℃水浴锅中热激45sec，迅速转移到冰盒冰浴2-4min。
3.4.4 于超净工作台中点燃酒精灯，用P-1000移液枪加入400μl的S.O.C培养基，然后放入37℃摇床，225rpm，恒温培养1h。
3.4.5 用P-1000移液枪将步骤4培养液全吸取到Ampicillin抗性LB平板上，均匀涂干。
3.4.6 将LB平板倒置放入37℃恒温培养箱，培养12-16h。
3.5  菌落PCR筛选阳性单克隆

	
	试剂名称
	体积（1×）
	10×

	
	5×Taq mix
	5μl
	50μl

	
	DMSO
	2μl
	20μl

	
	Ex-Taq(5U/μl)
	0.2μl
	2μl

	
	ddH2O
	0.8μl
	8μl

	
	total
	8μl
	80μl


	94℃
	5min

	94℃
	30sec

	58℃
	30sec

	68℃
	30sec   

	68℃
	7min


3.6 电泳检测PCR产物，选择出含目的DNA片段的阳性单克隆。

3.7于超净工作台中将阳性单克隆挑取至5ML Ampicillin抗性LB 试管中，放入37℃摇床，225rpm，过夜培养。

3.8 质粒提取

3.81将试管菌液移至1.5ml离心管，重复3次室温下12,000rpm离心1min，弃上清，收集菌体。
3.82 每管加入250μl Solution I/RNaseA混和液，漩涡振荡使细胞完全悬浮。
3.83 往每管的重悬混和液中加入250μl Solution II，轻轻颠倒混匀至溶液澄清均匀。

3.84每管加入350μl Solution III(NP3)，温和颠倒数次至形成白色絮狀沉淀。
3.85室温下，12,000rpm离心10min。   
3.86 转移上清液至对应的套有2ml收集管的HiBind DNA结合柱中，室温下12,000rpm离心1min，
倒去收集管中的滤液。
3.87 把柱子重新装回收集管，加入500μl HB Buffer，按上述条件离心，弃去滤液。
3.88 把柱子重新装回收集管，加入700μl DNA Wash Buffer，按上述条件离心，弃去滤液。

3.89 弃去滤液，把柱子重新装回收集管，12,000rpm离心空柱2min以甩干柱子基质.
3.810把柱子对应的装在干净的1.5ml离心管上，加入70μl Elution到柱子基质中，静置1-2min，12,000rpm离心2min洗脱DNA。

3.9 测序验证。

20 cycle





25 cycle








