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T H# pmirGLO mimic NC. mimic
A Y pmirGLO-Gene-wt mimic NC. mimic
AR pmirGLO-Gene-mut mimic NC. mimic
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	双荧光素酶报告基因 miRNA靶基因实验报告
	（1）转染体系(每孔)
	（2）转染程序
	1.转染前一天，将细胞用胰酶消化铺96孔板，控制第二天细胞汇合度约为70-80%
	2.将Hieff TransTM、报告基因载体、miRNA、无血清培养基平衡至+15-25℃；
	3.对于每孔用10ul无血清培养基稀释0.15ug报告基因载体，用10ul无血清培养基稀释0.45ul 
	4.轻轻涡旋载体溶液，并逐滴添加稀释的Hieff TransTM试剂，充分混匀后，室温静置 10-25 
	5.对于每孔用3ul无血清培养基稀释0.3ul Hieff TransTM试剂,并在室温孵育5min;
	6.轻轻涡旋溶液，并添加0.25ul miRNA(20uM)，充分混匀后，室温静置 10-25 min以
	7.96孔细胞培养板每孔换成80ul无血清培养基;并将复合物逐滴加入孔中，边加边摇晃；
	1.将荧光检测仪打开，设定参数测定时间为10s，测定间隔为2s；
	2.裂解细胞：对于贴壁细胞，96孔板培养板吸尽细胞培养液，加入100ul细胞裂解液，轻轻旋转培养板使裂解
	3.配制萤火虫荧光素酶反应工作液和海肾荧光素酶反应液，即萤火虫荧光素酶底物（50 X）和海肾荧光素酶底物
	4.取20 μL细胞裂解液，加至黑色酶标板中。⑤　加入100 μL 萤火虫荧光素酶反应液，震板混匀，检测
	5.加入100 μL 海肾荧光素酶反应液，震板混匀，静置10min后检测海肾荧光素酶的活力；
	1．例图：
	2．组别设置
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