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
	 任文燕
	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
	CRISPR/Cas9技术靶向敲除肿瘤关键转录因子的
guide RNA载体的构建 

	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：2024年12月21日；第16周；星期六；节次：1-9节

	    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

	实验目标、要求
	实验目标：CRISPR/Cas9技术靶向敲除肿瘤关键转录因子的guide RNA载体的构建

实验要求：掌握CRISPR/Cas9的工作原理和应用场景，掌握guide RNA的设计原理，PCR的原理，分子克隆的基本步骤，PCR、酶切、连接、转化、菌落PCR和质粒提取的操作步骤以及具体注意事项。通过此课程，让学生完整的完成分子克隆的全部流程。本次课程拟招收30名学生，分5组进行实验。

	实验内容
	（1）理论学习
掌握CRISPR/Cas9的工作原理和应用场景，掌握guide RNA的设计原理，PCR的原理，分子克隆的原理，质粒提取的原理等。

（2）实验操作

① PCR：PCR扩增sgRNA1-U6启动子-sgRNA2片段。
② 酶切：采用BsmB1酶切位点，酶切sgRNA载体和PCR片段。胶回收纯化DNA片段。
③ 连接：利用T4连接酶连接纯化的载体和DNA片段。

④ 转化：将连接产物转化到感受态大肠杆菌中。
⑤ 菌落PCR：采用PCR mix对单菌落进行菌落PCR。
⑥ 摇菌和提取质粒：对阳性克隆进行摇菌扩增，采用试剂盒提取质粒。

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

	实验材料（生物）
	感受态细胞（自备）

	实验试剂
	PCR mix（自备），ddH2O（自备），引物（自备），模板（自备），sgRNA载体（自备），琼脂糖（需准备），gelred（自备），BsmB1（自备），T4连接酶（自备），灭菌的LB培养基（自备），LB平板（自备）

	实验器具
	37℃细菌培养箱（需准备），水浴锅（需准备），PCR仪（需准备），移液枪（需准备），天平（需准备），摇床（需准备），离心机（需准备），PCR和胶回收试剂盒（自备），质粒提取试剂盒（自备），灭菌的1.5ml EP管（需准备），灭菌的PCR8连管（需准备），灭菌的15ml 离心管（需准备），酒精灯（需准备），涂布棒（需准备）

	经费预算（元）
	1000元

	（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
	11月21日1-8节
	人数限额
	20

	审核意见
	    


