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四、 實驗過程方法

稀釋基因庫10-1~10-7

取10-4~10-7感染MRF’

舖至NZY plate

隔夜培養

計算力價

取1×10-6 pfu/ml舖開

測
基
因
庫
力
價

感染MRF’

舖至NZY plate

隔夜培養

取尼龍紙靜置於plate上2分鐘

基
因
庫
舖
開

浸於denaturing solution中2分鐘

浸於neutralising solution中5分鐘

浸於rinse buffer中30秒

風乾尼龍紙

auto cross-link

限制酵素切割

製作萃取膠體

電泳

切割膠體

溶於QG buffer

置於過濾管

加入0.5ml QG buffer

加入0.75ml PE wash buffer

得到斑馬魚HNF1模版DNA

定量電泳

變性DNA

加入製備探針的離心管中 (內含enzyme、dATP、dTTP及dGTP)

加入5µl p32-dCTP

加入2ml 0.5M EDTA中止反應

通過push column去除free isotope

變性DNA

倒入適量含40% Formamide的pre/hybridization buffer

加入已變性探針

回收探針

洗去非專一性結合探針

將尼龍紙固定於墊片上

置於底片夾中

於暗房中放置底片

存於-70℃冰箱3天

清洗底片

菌
落
轉
印

製
備
放
射
性
探
針

顯影劑1分鐘
清水沖洗
固定劑10秒
清水沖洗

挖出底片上有訊號部分之噬菌斑，置於含600µl SM buffer的離心管

加入氯仿

稀釋以製作第二及第三次的cDNA基因庫

篩選第二及第三次以獲得單一噬菌斑

取單一噬菌體液感染MRF’

取50µl混合液均勻塗在LB/ampicillin plate上

隔夜培養

小量培養

取1.5ml菌液

加入100ml lysis buffer

變性蛋白
質

限制酵素切割

定量電泳

得到預期大小之嵌入體

置於DNA熱循環機

將反應液移至1.5ml離心管，並加入50µl的酒精和2µl 的3M NaOAC

揮發酒精

定序

BLAST比對

雜
合
反
應

放
射
顯
影

純
化
噬
菌
體

活
體
釋
出

小
量
質
體
製
備

嵌
入
體
之
篩
選

定
序
與
比
對

聚合酵素連鎖反應

膠體萃取

定量電泳

銜接反應

細胞轉型

製備小量質體

選
殖
八
目
鰻
轉
譯
讀
窗

室溫靜置5分鐘
冰上終止反應

培養液與NZY top agarose混合均勻

膠
體
萃
取

放
射
性
探
針
標
定

於60℃水浴槽10分鐘

離心, 12000×g, 1分鐘, 捨去濾液

離心, 12000 × g, 1分鐘, 捨去濾液

加入50µl TE elution buffer

離心, 12000 × g, 1分鐘, 捨去濾液
離心, 12000 × g, 1分鐘, 移至新離心管

靜置1分鐘
離心, 12000 × g, 1分鐘

100℃水浴槽10分鐘, 靜置冰上5分鐘

37℃水浴槽30分鐘

100℃水浴槽10分鐘, 靜置冰上5分鐘

以SM buffer依1:9比例稀釋

基因庫5µl與200µ l MRF’ 混合均勻
置於37℃水浴槽15分鐘

靜置20分鐘使agarose凝固

37℃培養箱培養16小時

取適量基因庫與600µ l MRF‘混合均勻
置於37℃水浴槽15分鐘

培養液與NZY top agarose混合均勻

靜置20分鐘使agarose凝固

37℃培養箱培養16小時

需以針頭打孔標定位置

於UV Stratalinker box中

加入5µl 10buffer,
0.5µl 100×BSA,
15µl plasmid (1300µg/ml),
2µl Kpn I, 2µl Xho I,
25.5µl D.D.water
置於37℃培養箱中1小時 製作0.8﹪GTG agarose gel

以λ/HindⅢ作為定量marker

取25ng, 補水至45µl

將尼龍紙均勻浸入, 用保鮮膜封好
於Isotope room37℃保溫箱中震盪1小時

於37℃保溫箱中震盪雜合16小時

於壓克力隔離箱中儲存

2×SSC+0.1%SDS, 25℃
1×SSC+0.1%SDS, 25℃
1×SSC+0.1%SDS, 42℃
1×SSC+0.1%SDS, 55℃
0.2×SSC+0.1%SDS, 25℃
0.2×SSC, 25℃,洗去SDS

15
分
鐘
，
洗
2
次

墊片需有螢光貼紙標記位置

用保鮮膜封好

※若為第二及第三次
基因庫, 則只需1天

於室溫震盪培養2小時

以SM buffer稀釋

200µl MRF’與10µl 單一噬菌體液
混合, 置於37℃水浴槽15分鐘

加入3ml的LB培養液，在37℃培養箱中震盪培養3小時
於70℃的水浴槽中20分鐘，以1,000 × g 離心15分鐘
取10µl上清液並加入200µl的SOLR
於37℃的水浴槽中15分鐘

37℃培養箱培養16小時

培養液用LB/ampicillin
37℃培養箱培養16小時

離心, 12000 × g, 1分鐘, 捨去上清液

重新懸浮菌體
加上防爆蓋
沸水90秒
冰上5分鐘

離心, 12000g , 20分鐘

電泳,將符合大小之嵌入體移至新離心管

D.D.water 8µl
Big dye 6µl
10mM Sequencing primer 2µl
小量質體製備液 4µl

96℃解離，10秒
96℃解離，10秒
50℃黏合，5秒
60℃合成，4分鐘
4℃儲存 ，∞

小量質體液 10µ l
10×EcoRⅠbuffer    3µl
EcoRⅠ 0.5µ l
D.D. water            16.5µl

靜置於室溫15分鐘
離心, 12000 × g , 20分鐘, 捨去上清液
離心, 12000 × g , 20分鐘, 捨去上清液

打開蓋子於37℃保溫箱中揮發酒精

送至定序中心自動定序

將得到之序列送至美國國家衛生研究院
NCBI網站上的BLAST軟體做比對

10×Pfx amplification buffer       5 µl
2.5mM dNTP mixture 1 µl
50mM MgSO4 6 µl
Primer: Lamprey 5'p                 1.5 µl

Lamprey 3'p 1.5 µl
Template DNA (EL 7-2) 0.5 µl
Platinum pfx DNA polymerase 0.5 µl
Distilled water 34 µl

94℃解離，2分鐘
94℃解離，15秒
50℃黏合，30秒
68℃合成，2分鐘
68℃合成，7分鐘
4℃儲存 ，∞

25
個
循
環

25
個
循
環

Fresh PCR product    3µl
Salt Solution 1µl
Sterile Water 1µl
pCR-Blunt Ⅱ
TOPO vector            1µl

取2µl混合液加至One Shot TOP10 
Chemical Transformation E. coli勝任
細胞中
靜置冰上30分鐘
於42℃水浴槽中熱刺激細胞30秒
立刻置於冰上

加入250µl的室溫SOC medium
於37℃以200rpm震盪培養1小時
離心,12000 × g,1分鐘, 捨去上清液

100µl
將菌體重新懸浮於剩下的培養液中
舖開在LB/kanamycin培養基上

2
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