
检测报告

	项目名称：
	载体构建实验


	委托方（甲方）：
	


	联系人：
	


	受托方（乙方）：
	


	联系人：
	


1 样本信息

样本类型：无
储存条件：-20度保存，加冰袋寄样。

检测内容：载体构建实验

样本数量：3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
	公司

	凝胶成像系统
	ChemiDoc XRS+
	Bio-RAD

	电泳仪
	POWER/PAC300
	Bio-RAD

	电泳槽
	JY-SPCT型
	北京君意东方

	低温高速离心机
	5417R
	Eppendorf

	高压蒸汽灭菌锅
	YM75
	上海三申

	超微量分光光度计
	Nanodrop 1000
	Thermo

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

	电子天平
	BS-224S
	Sartorius

	恒温振荡器
	THZ-B2A
	天津市赛得利斯

	微波炉
	P70D20TL-D4
	Galanz


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

	琼脂糖
	111935
	BioWest

	6×Loading Buffer
	D1010
	索莱宝

	无内毒素质粒小提中量试剂盒
	DP118
	天根生化科技

	无水乙醇
	10009218
	国药集团

	酵母提取物
	01-012
	北京奥博星生物

	NaCl
	GB/T1266-2006
	天津光复科技

	蛋白胨
	01-002
	北京奥博星生物

	RNase/DNase-free ddH2O
	RT121-02
	天根生化科技


3 实验方法

3.1 序列

3.1.1目的序列
NCBI数据库查找人s100a4基因的启动子，在NR6A1基因作用位点区域附近290bp，NR6A1基因，两端加入合适的限制性酶切位点和保护碱基，由华大生物公司进行基因合成。合成成功的质粒进行摇菌，利用无内毒素试剂盒提质粒，以备细胞转染使用。下面是目的基因序列以及载体序列，红色标记为作用位点。

3.1.1.1  s100a4-WT   

GGGCTCAAATGATCCTCCTGTCTCAGCTTCCTGACTAGCTGGGACTACAGGCTACAGCCATGCTGCCCAGCTAATTAAAAAAAAAAATTGTTTTTCCTTTTTATAGAGACAGAAGTCTCTCTATGTTGCCTAGGCTGGTCTTGAACTCCTGGCCTCAGGCGATCCTCCCATCTCCCCCCTAGCTTTTGTGTCACCACATTTCCAGGGCAATCTCCCACCTGTCACCCACCACCCCCTGCATCTCCTTTCCTAGGTCCCCATGGGACTACTCCCTGTCCCCCATGCTCCAG

3.1.1.2  s100a4-MU

GGGCTCAAATGATCCTCCTGTCTCAGCTTCCTGACTAGCTGGGACTACAGGCTACAGCCATGCTGCCCAGCTAATTAAAAAAAAAAATTGTTTTTCCTTTTTATAGAGACAGAAGTCTCTCTATGTTGCCTAGGCGCCGAGGCTTAGAATGGCCTCAGGCGATCCTCCCATCTCCCCCCTAGCTTTTGTGTCACCACATTTCCAGGGCAATCTCCCACCTGTCACCCACCACCCCCTGCATCTCCTTTCCTAGGTCCCCATGGGACTACTCCCTGTCCCCCATGCTCCAG

3.1.1.3 Homo sapiens nuclear receptor subfamily 6 group A member 1 (NR6A1), transcript variant 1, mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_033334.4    黄色标记为KOZAK序列
GCCACCATGGAGCGGGACGAACCGCCGCCTAGCGGAGGGGGAGGCGGCGGGGGCTCGGCGGGGTTCCTGGAGCCTCCCGCCGCGCTCCCTCCGCCGCCGCGCAACGGTTTCTGTCAGGATGAATTGGCAGAGCTTGACCCAGGCACTATTTCTGTTTCAGATGATCGGGCTGAACAACGAACCTGTCTCATTTGTGGGGACCGCGCTACAGGCTTGCACTATGGGATCATCTCCTGTGAGGGCTGCAAAGGGTTTTTCAAGCGGAGCATTTGCAACAAACGGGTATATCGATGCAGTCGTGACAAGAACTGTGTCATGTCTCGGAAGCAGAGGAACAGGTGCCAGTACTGCCGCCTGCTCAAATGCCTCCAGATGGGGATGAACCGGAAGGCTATCAGAGAAGATGGCATGCCTGGAGGCCGGAATAAGAGCATTGGGCCAGTCCAGATATCGGAAGAAGAAATCGAAAGGATCATGTCTGGGCAGGAGTTTGAGGAAGAGGCCAATCACTGGAGCAACCATGGTGATAGTGACCACAGTTCCCCTGGGAACAGGGCTTCGGAGAGCAACCAGCCCTCACCAGGCTCCACACTGTCTTCCAGTAGGTCTGTGGAACTGAATGGATTCATGGCCTTCAGGGAACAGTACATGGGAATGTCTGTGCCTCCACATTACCAATATATACCGCACCTTTTTAGCTATTCTGGCCACTCACCACTTCTGCCCCAACAAGCTCGCAGCCTGGATCCCCAGTCATACAGTCTGATTCACCAGCTGTTATCAGCCGAGGACCTGGAACCATTGGGCACGCCCATGTTGATTGAAGATGGATACGCTGTGACACAGGCAGAACTATTTGCCCTGCTTTGCCGCCTGGCCGACGAGCTGCTCTTTAGGCAGATTGCCTGGATCAAGAAACTGCCTTTCTTCTGCGAGCTCTCAATCAAGGATTACACGTGCCTCTTGAGCTCTACGTGGCAGGAGCTAATCCTGCTGTCTTCCCTCACCGTTTACAGCAAGCAGATCTTTGGGGAACTGGCTGATGTCACTGCCAAGTACTCGCCCTCCGATGAAGAACTACACAGATTTAGTGATGAAGGGATGGAGGTGATCGAGCGGCTCATCTACCTCTATCACAAGTTCCATCAGCTAAAGGTCAGCAACGAGGAGTATGCTTGCATGAAAGCAATTAACTTCCTAAATCAAGATATCAGGGGTCTGACCAGTGCCTCACAGCTGGAACAATTGAATAAACGATACTGGTACATTTGCCAGGATTTTACTGAATATAAATACACACATCAGCCGAACCGCTTTCCTGATCTCATGATGTGCTTACCTGAGATTCGATATATTGCAGGAAAGATGGTGAATGTGCCCCTGGAGCAGCTGCCCCTCCTCTTTAAGGTGGTGCTGCATTCCTGCAAGACCAGTGTGGGCAAGGAATGA

3.1.3载体pcDNA3.1（+）序列 
GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC
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3.1.4载体PGL4.11序列 
GGCCTAACTGGCCGGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAACATTAAGAAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCACTCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCTGCACAAAGCCATGAAGCGCTACGCCCTGGTGCCCGGCACCATCGCCTTTACCGACGCACATATCGAGGTGGACATTACCTACGCCGAGTACTTCGAGATGAGCGTTCGGCTGGCAGAAGCTATGAAGCGCTATGGGCTGAATACAAACCATCGGATCGTGGTGTGCAGCGAGAATAGCTTGCAGTTCTTCATGCCCGTGTTGGGTGCCCTGTTCATCGGTGTGGCTGTGGCCCCAGCTAACGACATCTACAACGAGCGCGAGCTGCTGAACAGCATGGGCATCAGCCAGCCCACCGTCGTATTCGTGAGCAAGAAAGGGCTGCAAAAGATCCTCAACGTGCAAAAGAAGCTACCGATCATACAAAAGATCATCATCATGGATAGCAAGACCGACTACCAGGGCTTCCAAAGCATGTACACCTTCGTGACTTCCCATTTGCCACCCGGCTTCAACGAGTACGACTTCGTGCCCGAGAGCTTCGACCGGGACAAAACCATCGCCCTGATCATGAACAGTAGTGGCAGTACCGGATTGCCCAAGGGCGTAGCCCTACCGCACCGCACCGCTTGTGTCCGATTCAGTCATGCCCGCGACCCCATCTTCGGCAACCAGATCATCCCCGACACCGCTATCCTCAGCGTGGTGCCATTTCACCACGGCTTCGGCATGTTCACCACGCTGGGCTACTTGATCTGCGGCTTTCGGGTCGTGCTCATGTACCGCTTCGAGGAGGAGCTATTCTTGCGCAGCTTGCAAGACTATAAGATTCAATCTGCCCTGCTGGTGCCCACACTATTTAGCTTCTTCGCTAAGAGCACTCTCATCGACAAGTACGACCTAAGCAACTTGCACGAGATCGCCAGCGGCGGGGCGCCGCTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGGCCGTGGCCAAACGCTTCCACCTACCAGGCATCCGCCAGGGCTACGGCCTGACAGAAACAACCAGCGCCATTCTGATCACCCCCGAAGGGGACGACAAGCCTGGCGCAGTAGGCAAGGTGGTGCCCTTCTTCGAGGCTAAGGTGGTGGACTTGGACACCGGTAAGACACTGGGTGTGAACCAGCGCGGCGAGCTGTGCGTCCGTGGCCCCATGATCATGAGCGGCTACGTTAACAACCCCGAGGCTACAAACGCTCTCATCGACAAGGACGGCTGGCTGCACAGCGGCGACATCGCCTACTGGGACGAGGACGAGCACTTCTTCATCGTGGACCGGCTGAAGAGCCTGATCAAATACAAGGGCTACCAGGTAGCCCCAGCCGAACTGGAGAGCATCCTGCTGCAACACCCCAACATCTTCGACGCCGGGGTCGCCGGCCTGCCCGACGACGATGCCGGCGAGCTGCCCGCCGCAGTCGTCGTGCTGGAACACGGTAAAACCATGACCGAGAAGGAGATCGTGGACTATGTGGCCAGCCAGGTTACAACCGCCAAGAAGCTGCGCGGTGGTGTTGTGTTCGTGGACGAGGTGCCTAAAGGACTGACCGGCAAGTTGGACGCCCGCAAGATCCGCGAGATTCTCATTAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGATCGCCGTGAATTCTCACGGCTTCCCTCCCGAGGTGGAGGAGCAGGCCGCCGGCACCCTGCCCATGAGCTGCGCCCAGGAGAGCGGCATGGATAGACACCCTGCTGCTTGCGCCAGCGCCAGGATCAACGTCTAAGGCCGCGACTCTAGAGTCGGGGCGGCCGGCCGCTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATCGATAAGGATCCGTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCGGCCGCAAATGCTAAACCACTGCAGTGGTTACCAGTGCTTGATCAGTGAGGCACCGATCTCAGCGATCTGCCTATTTCGTTCGTCCATAGTGGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATCACTACGATTCGTGAGGGCTTACCATCAGGCCCCAGCGCAGCAATGATGCCGCGAGAGCCGCGTTCACCGGCCCCCGATTTGTCAGCAATGAACCAGCCAGCAGGGAGGGCCGAGCGAAGAAGTGGTCCTGCTACTTTGTCCGCCTCCATCCAGTCTATGAGCTGCTGTCGTGATGCTAGAGTAAGAAGTTCGCCAGTGAGTAGTTTCCGAAGAGTTGTGGCCATTGCTACTGGCATCGTGGTATCACGCTCGTCGTTCGGTATGGCTTCGTTCAACTCTGGTTCCCAGCGGTCAAGCCGGGTCACATGATCACCCATATTATGAAGAAATGCAGTCAGCTCCTTAGGGCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCGGTGTTGTCGCTCATGGTAATGGCAGCACTACACAATTCTCTTACCGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCCGTGACCGGCGAGTACTCAACCAAGTCGTTTTGTGAGTAGTGTATACGGCGACCAAGCTGCTCTTGCCCGGCGTCTATACGGGACAACACCGCGCCACATAGCAGTACTTTGAAAGTGCTCATCATCGGGAATCGTTCTTCGGGGCGGAAAGACTCAAGGATCTTGCCGCTATTGAGATCCAGTTCGATATAGCCCACTCTTGCACCCAGTTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCGGGGTGTGCAAAAACAGGCAAGCAAAATGCCGCAAAGAAGGGAATGAGTGCGACACGAAAATGTTGGATGCTCATACTCGTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTACTAGTACGTCTCTCAAGGATAAGTAAGTAATATTAAGGTACGGGAGGTATTGGACAGGCCGCAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGAATCGATAGTACTAACATACGCTCTCCATCAAAACAAAACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCT
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3.2 全基因合成测序
3.2.1 NR6A1过表达合成
黑色线表示KOZAK序列，红色线表示酶切位点（NheI），前面是载体序列，后面是目的序列测序结果。
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测序结果正确，摇菌，提质粒。
3.2.2 PGL4.10-s100a4-MU合成测序   
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红色线表示酶切位点（XhoⅠ），前面是目的序列，后面是载体序列测序结果。

[image: image6.png]Range 1: 12 to 968 Gray

Score Expect  Identities Gaps Strand
1748 bits(946) 0.0 954/957(99%) 3/957(0%) Plus/Plus
Query 1 GCCACCATOOAGC00GACOAACCOOCGCCTAGCOGAGIIGGA00000C0T000CTC 0

T T T T
Sbjct 12 GCCACCATGGAGCGGGACGRACCGCCGCCTAGCGRAGGEEEACECEECEEEEECTEREE 7L

s it
Sbjet T2  GGGTTCCTGGAGCCTCCCGCCGCGCTCCCTCCGCCGCCGCGCAACGE] TGTCAGGAT 131

e .
Shbjct 132 GAATTGGCAGAGCTTGACCCAGGCACTAT TG AGATGATCGGGCTGAACAACGA 191

uery 181 TTTGTGGGGACCOCGCTACAGACTIGCACTATGGGATCATCTCCTETGAG 240
i
Sbjct 192 ACCTGTCTCATTTGTGGGGACCGCCCTACAGGCTTECACTATEGEATCATCTCCTETEAS 251

Query 241 GGGTTTTTC A4 TTTGCAUCALICGOGTATATCGATACAGTEGT 300
T T T T
Sbjct 252 GGCTGCARAGGGTTTTTCAAGCGGACCATTTCCAACARACGGGTATATCGATECAGTCGT | 311

T T T e,
Sbjet 312 GACAAGAACTGTGTCATGTCTCGGAAGCAGAGGAACAGGTGCCAGTACTGCCGCCTGCTC 371

e
Sbjct 372 AAATGCCTCCAGATGGGGATGAACCGGAAGGCTATCAGAGAAGATGGCATGCCTGGAGGC 431

s iy T
Sbjet 432 CCGAATAAGAGCATTGGCCCAGTCCAGATATCGGAAGAAGAAATCGAAAGGATCATGTCT 491

s iyt
Sbjet 492 GGGCAGGACT AGGAAGAGGCCAATCACTGGACCAACCATGGTGATAGTGACCACACT 551

T P ey =
Sbjet 552 TCCCCTGGGAACAGGGCTTCGGAGAGCAACCAGCCCTCACCAGGCTCCACACTGTCTICC 611

Query 601 AGTHGOTCTOTGGAUCTOANTGGATICATOGCCTICAGAGAICAGTACATOGGANTETCT | 660
s i
Sbjct 612 AGTAGGTCTGTGGAACTGAATGGATTCATGGCCTTCAGGGAACACTACATECGRATETCT | 671

e il
Sbjet 672 GTGCCTCCACATTACCAATATATACCGCACCT PAGCTATTCTGGCCACTCACCACTT 731

bl T
Sbjet 732 CTGCCCCAACAAGCTCGCAGCCTGGATCCCCAGTCATACAGTCTGATTCACCAGCTGTTA 791

b i
Sbjet 792 TCAGCCGAGGACCTGGAACCATTGGGCACGCCCCATGTTGATTGAAGATGGATACGCTGT 851

B e .
Sbjct 852 GACACAGGCAGAACTATTTGCCCTGCTTTGCCGCCTGGCCGACGAGCTGCTCTTTAGGCA 911

Query 900 GATTGCCTOGATCANGAAAC GAGCTCTCARTCANGG-ATTAC 954
i i
Sbjct 912 GATTGCCTGGATCAAGARACTGCCTTTTCTTCTECGACCTCTCARTCARGGATTAC | 968




[image: image7.png]‘Sequence ID: Query_3923179 Length: 861 Number of Matches:

Range 1: 160 to 861 Graphics

1297 bits(702) 0.0 702/702(100%) 0/702(0%)
Query 748  CCCCAGTCATACAGTCTGATTCACCAGCTGTTATCACCCGACCACCTCGAACCATTGECC
o S T
Query B0B  ACCCCCATCTTGATTCAAGATGGATACGCTCTGACACAGGCAGAACTATTTCCCCTCCTT
gy ittt
Query 868  TGCCGCCTCGCCGACGAGCTCCTCTTTAGCCAGATTCCCTCCATCAACARACTCCCTTTC
o
Query 928 GAGCTCTCAATC AAGGATTAC ACGTGCCTCTTGAGC TCTACGTGGC AGGAGC TA
Mg
Query 988  ATCCTGCTCTCTTCCCTCACCGTTTACAGCAAGCAGATCTTTCGGGAAS

gy iy i
Query 1048 ACTCCCAACTACTCGCCCTCCGATCAAGAACTACACAGATTTAGTCATCAACCCATCCAG
o T T
Query 1108 GTGATCGACCGGCTCATCTACCTCTATCACAAGTTCCATCACCTAAACGTCACCAACCAG
gt
Query 1168 GACTATGCTTGCATCAAACCAATTAACTTCCTAAATCAAGATATCACCGGTCTCACCACT
Mg i
Query 1228 GCCTCACACCTGOAACAATTCAATAAACGATACTCCTACATTTGCCACGATTTTACTCAAL
i
Query 1288 TATAAATACACACATCAGCCGAACCCCTTTCCTGATCTCATCATGTCCTTACCTGAGATT
o . S e
Query 1348 COATATATTGCAGGAAAGATGGTGAATGTCCCCCTOCAGCACCTGCCCCTCCTCTTTALG
o
Query 1408 GTCCTGCTCCATTCCTGCAAGACCAGTGTCCGCAACCAATCA 1449

gy it

Strand
Plus/Mi

807
802
867
742
927
682
987
622
1047
562
1107
502
1167
442
1227
382
1287
322
1347
262
1407
202




测序结果正确，摇菌，提质粒。

3.2.3 PGL4.11-s100a4-WT合成测序  

红色线表示酶切位点（XhoⅠ），前面是目的序列，后面是载体序列测序结果。
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测序结果正确，摇菌，提质粒。

3.3 质粒提取
使用无内毒素质粒提取试剂盒提取，操作步骤参照说明书。

3.3.1 质粒纯度和浓度检测

取2μL，用NanoDrop2000测质粒的纯度和浓度，结果见下表：
	NO
	泳道号
	样本编号
	样本类型
	浓度（ng/μl）
	OD260/280

	1
	1
	PGL4.11-s100a4-WT
	细菌
	538.09
	1.81

	2
	2
	PGL4.11-s100a4-MU
	细菌
	633.56
	1.85

	3
	3
	NR6A1-pcDNA3.1
	细菌
	479.13
	1.85


3.3.2琼脂糖凝胶电泳图

用1.5%琼脂糖凝胶电泳，取2μL鉴定质粒的完整性，结果如图：
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[image: image11.png]‘Sequence ID: Query_1948239 Length: 429 Number of Matches: 1

Range 1: 51 to 340 Graphics

Score Expect Tdentities Gaps Strand
536 bits(290) 3e-157  200/290(100%) 0/290(0%) Plus/Plus
Query 1 GOECTCAMATGATCCTCCTGTCTCAGCTTCCTGACTAGCTOGGACTACAGCTACAGECA 60

Sbjct 51  GGGCTCARATGATCCTCCTGTCTCAGCTTCCTGACTAGCTEGGACTACAGECTACAGCCA 110

Query 61 {TTa2222020222 TICTTTTICCTTTTTATAGAGACAGAIGTETET 120

T T T T T T
Sbjct 111 TGCTGCCCAGCTAATTARARRRRRRAATTGTTTTTCCTTTTTATAGAGACAGRAGTCTCT 170

Query 121 CTATGTIGCCTAGACGCCGAGGCTTAGANTOGCCTCAGRCGATECTECCATETECECCCT 180

Sbjct 171 CTATGTTGCCTAGGCGCCGAGGCTTAGRATGGCCTCAGGCGATCCTECCATTECCCCCT 230

Query 181 AGCTTTIGTGTCACCACATTICCAGGGCANTCTCCCACCTOTCACCCACCACCCCCTACA 240

Sbjct 231 AGCTTTTGTGTCACCACATTTCCAGGGCARTCTCCCACCTETCACCCACCACCCCCTECA | 290

Query 241 TCTCCTTTCCTAGETCCCCATOGGACTACTECCTGTCCCCCATACTECAG 290

Sbjct 291 TCTCCTTTCCTAGGTCCCCATGGRACTACTCCCTRTCCCCCATECTCCAS 340
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[image: image15.png]‘Sequence ID: Query_1034631 Length: 427 Number of Matches: 1

Range 1: 50 to 339 Gra

Score Expect Tdentities Gaps Strand
536 bits(290) 3e-157  200/290(100%) 0/290(0%) Plus/Plus
Query 1 GOECTCAMATGATCCTCCTGTCTCAGCTTCCTGACTAGCTOGGACTACAGCTACAGECA 60

T LT
Sbjct 50  GGGCTCARATGATCCTCCTGTCTCAGCTTCCTGACTAGCTEGGACTACAGECTACAGCCA 108

Query 61 {TTa2222020222 TICTTTTICCTTTTTATAGAGACAGAIGTETET 120

T T T T T T
Sbjct 110 TGCTGCCCAGCTAATTARRRARARRAATTGTTTTTCCTTTTTATAGAGACAGRAGTCTCT | 169

Query 121 CTATGTIGCCTAGACTOGTCTIGAMCTECTAGCCTCAGRCGATECTECCATETECECCCT 180

[N
Sbjct 170 CTATGTTGCCTAGGCTGGTCTTGARCTCCTEGCCTCAGGCGATCCTECCATCTECCCCCT 228

Query 181 AGCTTTIGTGTCACCACATTICCAGGGCANTCTCCCACCTOTCACCCACCACCCCCTACA 240

Sbjct 230 AGCTTTTGTGTCACCACATITCCAGGGCARTCTCCCACCTRTCACCCACCACCCCCTECA | 289

Query 241 TCTCCTTTCCTAGETCCCCATOGGACTACTECCTGTCCCCCATACTECAG 290

Sbjct 290 TCTCCTTTCCTAGGTCCCCATGGRACTACTCCCTRTCCCCCATECTCCAS 339
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