苏州大学苏州医学院生物实验中心
开放实验信息表（教师、实验技术人员用）

	实验开发人
	 丁宁
	职称
	副教授
	院系（或中心）
	剑桥苏大基因组资源中心 

	实验名称
	基因突变小鼠基因型鉴定 

	实验性质
	√基础性     □探究性     □综合性      □其他

	开放对象
	√全体学生   □1年级     □ 2年级      □3年级

	开放时间
	日期： 12月7日、8日 ；第  16 周；星期 六、日 ；节次： 1-8 

	    所需学时
	□3-4学时    □4-6学时   □6-8学时   √8-11学时

	实验隶属课程
	 分子生物学，基因工程

	实验目标、要求
	实验目的：了解基因突变小鼠的制备原理及基因型鉴定
实验要求：1.掌握基因组DNA方法粗提方法

2.掌握PCR技术的基本原理及操作方法

3.掌握琼脂糖凝胶电泳电泳的操作方法

	实验内容
	1、 小鼠鼠尾/鼠趾组织基因组DNA的提取

理论讲解：基因组DNA提取的原理。
实验操作：小鼠鼠尾/鼠趾组织加入鼠尾裂解液和蛋白酶K，金属浴55℃煮10h至组织融化，然后调整温度至95℃灭活蛋白酶K，释放组织中的DNA。
2、 目标基因的扩增
理论讲解：基因突变动物制备原理；PCR扩增原理

实验操作：提取出的DNA需经过PCR反应进行扩增，每种基因型所需的引物序列不同，根据小鼠基因型设计所需引物。然后按照2x Taq Master Mix(10 μL)+millQ(8 μL)+F/R primer（1μL）+DNA（1μL）共20μL的扩增体系进行PCR，分别经历DNA变性（95℃）、DNA与引物退火（55℃）和引物延伸（72℃）。
3、 琼脂糖凝胶电泳电泳

理论讲解：琼脂糖凝胶电泳电泳的原理
实验操作：配置琼脂糖胶，称取1.2g琼脂糖粉末加入锥形瓶内，加入90ml TAE（1x），微波炉内高温3分钟溶解，拿出来后可观察到瓶内液体呈透明流动状态，加入4.5μL 染色试剂（SYBR），摇晃混匀后倒入胶板内，插入梳子。
琼脂糖凝胶约20min凝好，凝固后垂直向上拔出梳子，将步骤2中获得的DNA按照每孔7μL点样，最后在第一个孔加入DNA标记marker标记DNA片段大小，调整电压为150V，20min跑样，结束后紫外灯下进行基因型分型。

	实验结果形式
	√实验报告   □调查报告   □论文    □。。。。。。

	实验材料（生物）
	小鼠脚趾/鼠尾

	实验试剂
	TAE、琼脂糖粉末、2x Taq Master Mix、蛋白酶K、染色试剂、DNA marker

	实验器具
	金属浴、PCR仪、照胶仪器、水平电泳仪

	经费预算（元）
	500

	（以下由实验员填写）

	实验技术人员
	许宏庆
	实验地点
	702-2107

	开放时间
	12月7日1-8节
	人数限额
	15

	审核意见
	    


