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1 样本信息

样本类型：质粒

储存条件：-20度保存，加冰袋寄样。

检测内容：双萤光素酶实验报告

样本数量：12个

2 仪器与试剂
2.1 主要仪器

表1 实验所用主要仪器

	仪器名称
	仪器型号
	生产产商

	低温高速离心机
	5417R
	Eppendorf

	移液器
	2.5µL、10µL、200µL、1000µL
	Eppendorf

	电子天平
	BS-224S
	Sartorius

	恒温水浴锅
	HX-HH600A4
	深圳力通世纪科技

	酶标仪
	M5
	MD

	细胞培养箱
	3111
	Thermo

	生物安全柜
	BHC-1300IIB2
	Safty Cabinet

	细胞计数仪
	TC-20
	Bio-RAD


2.2 主要试剂

表2 实验所用主要试剂
	试剂名称
	货号
	生产厂商

	质粒pmirGLO及相关基因UTR载体
	
	津科生物

	293T细胞
	
	津科生物

	miRNA-mimics，NC
	
	上海生物工程

	DMEM
	C11995500BT
	Gibco

	RPMI 1640
	C11875500BT
	Gibco

	血清
	FBSSA500-S
	AusGeneX

	青链霉素
	SV30010
	HyClone

	0.25％胰酶
	SH30042.01
	HyClone

	Lipofectamine 2000
	11668-019
	Invitrogen

	双萤光素酶检测试剂盒
	RG027
	碧云天

	Opti-MEM® I Reduced Serum Medium
	31985-070
	Gibco


3 实验方法

3.1  细胞培养及瞬时转染
用含10%血清的DMEM培养基培养293T细胞。取对数期的293T细胞以1×105细胞/mL密度接种于24孔板中。共分为4组，rno-miR-17-1-3p-NC+ pmirGLO-NIBP-3’UTR-WT/MU、rno-miR-17-1-3p-mimics + pmirGLO-NIBP-3’UTR-WT/MU，每组3个重复。细胞过夜培养后，配制转染混合液，A液(50 μL OPTI-MEM+0.6μg目的质粒或空载体质粒+20pmol miRNA-mimics/NC)，B液(50μL OPTI-MEM+2 μL Lipofectamine 2000)，A,B液分别混匀，静止5min后，将A，B液混合，室温静置15 min，加到24孔板，摇匀后培养箱培养6h后更换培养基，培养24h后收集细胞进行双萤光素酶报告基因检测。

3.2 双萤光素酶报告基因检测

转染24h后除去细胞培养液，按照碧云天双萤光素酶检测试剂盒的操作说明书，加入细胞裂解液100μL/孔，室温裂解15 min，12,000rpm 离心5min，取上清80μL至24孔板中，分别加入萤光素酶检测试剂50 μL，海肾萤光素酶检测试剂 50 μL，用酶标仪（MD M5）检测分别读出载体萤光素酶活性及海肾内参萤光素酶活性数值，两者之比为萤光素酶相对活性。实验结果详见附件。

