
GreatBaySCIE�-�Aptamer⼈实验记录

实验记录：

先写清楚这个实验的⽬的

详细的操作⼈、实验记录、图⽚（拍清楚，能表格/打字的尽量不要拍照）等

实验结果及分析

�

验证RPA试剂盒完好

�

1mg�of�amatoxin�dissolves�in�1mL�water

Stock�solution�stored�in�-20�Degree�Celsius�

�

�20200709

�RPA扩增阳性对照�� ��� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Max�Chen @Chloe @Regina

�20200710

�配置毒素⺟液�� ��@宗夜晴

•

•

�测试aptamer毒素结合能⼒�� ��@Katherine�Wang

��

�配置琼脂糖凝胶(???)
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浓度 0.7%-1%

DNA染料 SYBRGold�stain

溶液 TBE（Tris-borate�EDTA)

其他 Glycerol-based�Loading�dye

�琼脂糖凝胶电泳

��实验结果：random�ssDNA�runs�faster�than�the�Best�1/2�aptamer�due�to�the
conformational�change�when�aptamer�binds�amatoxin,�impeding�the�electric�flow
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�

�

�

Add�200�μL�of�5mM�concentration�of�NaCl/PBS�buffer�to�a�1.5�mL�EP�tube

Add�200�μL�of�5mM�concentration�of�KCl/PBS�buffer�to�a�1.5�mL�EP�tube

Add�100�μL�of�random�ssDNA��solution�concentration�10nmol/mL�to�a�1.5�mL�EP�tube

�RPA扩增�� ��@Katherine�Wang

�aptamer毒素反应溶液配置� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe @徐炳麟

•

•

•
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Thus�we�have�500�μL�of�2�μM�concentration�random�ssDNA,�with�Na+�and�K+�ions

Then�add�100�μL�of�solution�above�to�one�well�of�96-well�microtitier�plate

Repeat�with�Best�1(80bp)�and�Best�2(70bp)�ssDNA�

Add�100�μL�of�1�μg/mL�amanitin�alpha�solution�to�each�well(3),�pipetting�to�mix

Add�3�μL�of�binding�buffer�(50�mM�Na2CO3-NaHCO3,�pH�9.6)�to�each�well

37°C�incubation�for�300s,�then�conduct�the�electrophoresis

�

�

•

•

•

•

•

•

�配置琼脂糖凝胶

浓度 0.7%-1%

DNA染料 SYBRGold�stain

溶液 TBE（Tris-borate�EDTA)

其他 Glycerol-based�Loading�dye

�琼脂糖凝胶电泳

�实验结果：random�ssDNA�runs�faster�than�the�Best�1/2�aptamer�due�to�the
conformational�change�when�aptamer�binds�amatoxin,�impeding�the�electric�flow





按表混匀体系,轻微涡旋振荡

将体系加⼊RPA反应管中，吹打混匀（每管50L）

每管加⼊2.5μL280mM�MgOAc�启动液,�留⼀管同样处理但不加⼊template�DNA

39℃恒温孵育20min(若模板浓度低，孵育4min后混匀再反应)

在60℃⾦属浴处理10min停⽌反应(忘记）

�

验证RPA性能� ��� ��� ��

�

�RPA�protocol：

1.

2.

3.

4.

5.

�20200712

@Katherine�Wang @Chloe @Roger�Wang
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Aptamer结合能⼒毒素浓度梯度验证� ��� ��� ��

梯度稀释，使⽤20ng/μl毒素原液进⾏，每管体系体积为10μl，毒素为5μl，aptamer-pcr�mix为

5μl，aptamer终浓度为0.1pmol/μl。37℃培养箱恒温孵育20h。

�20200713

@Max�Chen @Evangeline @Roger�Wang

1.

/管 1 2 3 4 5 6 7 8

毒素实际浓

度/ng/μl

10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.15625 0

毒素实际浓

度/pmol/μl

10.9 5.45 2.73 1.36 0.68 0.34 0.17 0

毒素摩尔浓

度：aptamer

10.9 5.45 2.73 1.36 0.68 0.34 0.17 -
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�

�

摩尔浓度

2.

3.

�RPA性能验证(lane1-2)+RPA性能验证控制对照(lane3-5)+RPA检出限验证
(lane6-13)+RPA检出限验证控制对照（14-19）� ���

���� ��� ��� ��� ���
��

@Katherine�Wang
@Chloe @Max�Chen @Winnie�He @王⼦阳 @徐炳麟
@Lambert�王宇堃
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�

�

只加了primer和ssDNA�Best1/2（Lane3-5）的没有条带，说明RPA扩增效果明显

Best�1�RPA后两条条带，扩增特异性不强，可能出现断裂

Best�1�ssDNA极限稀释后只有�10μM的样品被RPA扩增出清晰条带（Lane6-9）

说明检出限在10μM-10nM之间

条带亮度按照浓度递减，说明RPA样品性能良好

Best�2�ssDNA极限稀释后，10μM的样品被RPA扩增出清晰条带，然⽽10pM、10fM样品也有跑得更

慢的条带（Lane�10-13）

10pM、10fM样品可能存在污染，需要重新测量（样品已存）

•

•

•

•

1.

2.

•

1.



由于10nM仍未有条带，说明检出限的确在10μM-10nM之间

所有对照组（未进⾏RPA的�best�1/2�10nM、10pM、10fM，lane14-19）没有条带，说明未扩增的

DNA样本不⾜以形成条带，进⼀步验证扩增性能

�

配置了SELEX需要⽤到的PBS,�blocking�buffer,�以及b&w�buffer（缺少氯化钠）；还有MES�buffer

（缺少2-(N-�morpholino)ethanesulfonic�acid）

�

条带扩散了，看不清

2.

•

�20200714

�磁珠偶联蛋⽩毒素+⽤alpha�amanitin�aptamer检验偶联�
��� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe @Lambert�王宇堃 @徐炳麟

�20200715

�⽤alpha�amanitin�aptamer检验偶联+PCR扩增极限稀释过的Best1和Best2
aptamer�� ��� ��� ��@Chloe @Katherine�Wang @徐炳麟
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Lane2-6:检测Best�1�aptamer是否能特异性结合磁珠上的alpha�amanitin并被PCR扩增

Lane�1和lane�2的都有很浅的条带，可能是因为Best�1�aptamer成功结合磁珠上的alpha-

amanitin并被PCR扩增（lane�1)，�lane�2的条带有可能是因为beta-amanitin的磁珠加得⽐较

多，所以aptamer也结合上了毒素并被PCR扩增了

Lane�4为Best�1�aptamer扩增的阳性对照

Lane7-10:极限稀释Best�1aptamer并进⾏PCR扩增

只有10μM的Best�1�aptamer能被PCR扩增出清晰条带(lane�7)，其他浓度的Best�1�aptamer都

没有清晰条带

Lane11-15:极限稀释Best�2aptamer并进⾏PCR扩增

Lane�11-15都有清晰条带，说明各浓度的Best�2�aptamer都能被PCR扩增出来

�

•

◦

◦

•

◦

•

◦
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Aptamer结合能⼒毒素浓度梯度验证2� ���� ��

梯度稀释，使⽤20ng/μl毒素原液进⾏，每管体系体积为8μl，毒素为2μl，aptamer-pcr�mix为

6μl，aptamer终浓度为pmol/μl。37℃⾦属浴恒温孵育30min。

@Max�Chen @Roger�Wang

1.

�20200716

检测Best�1&2�aptamer是否能特异性结合磁珠上的alpha�amanitin并被
PCR扩增� ��（注意只需要Best2结果）� ���

��
@Chloe @Katherine�Wang

@徐炳麟
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lane2-4均有可⻅条带，但lane5(Best�1�aptamer阳性对照)相对更亮⼀些，也许是因为只有⾮常少

部分Best�1�aptamer结合在磁珠上的毒素上被PCR扩增了，且说明Best�1�aptamer勉强能结合

alpha-amanitin、beta-amanitin和gamma-amanitin

lane6-9均有清晰条带，且亮度差不多，也许是因为Best�2�aptamer能较好地结合磁珠上的alpha-

amanitin、beta-amanitin和gamma-amanitin并被PCR扩增

lane6-8⽐lane2-4亮，说明Best�2�aptamer⽐Best�1�aptamer更容易被PCR扩增出来，因为⼚家的

Best�1�reverse�primer给错了，只有8bp符合(lane�5所代表的Best�1�aptamer阳性对照⽐lane�9所

代表的Best�2�aptamer阳性对照的条带稍微浅⼀点）

也有可能是没洗⼲净

�

确认活化但未连毒素的磁珠是否可结合apt

�分析：

•

•

•

•

�下⼀步：

•



确认连有α的磁珠，在和apt-pool反应后PCR的亮度是否确实较低（已完成）

探索，是否可通过降低apt浓度或增加洗涤次数的⽅式，降低亮度（已完成）

�

•

•

检测random�ssDNA&Best2�aptamer在不同浓度下是否有区别地结合磁珠
上的alpha�amanitin（或其他）并被PCR扩增� ��� �
� ��（只⽤1-8lane）

@Katherine�Wang @Chloe
@徐炳麟
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对于10μM浓度的aptamer（lane�2-9）来说，random�ssDNA（lane2-4）结合磁珠毒素量明显⽐

best�2�aptamer（lane6-8）少，条带偏暗，部分说明best�2的确是有更好地结合能⼒，蛋⽩被磁珠

成功偶联

然⽽对于只加了random�ssDNA（lane�5）和best�2（lane9）⺟液10μM的control组来说，仍然存

在random条带更暗的情况，⽆法控制变量，说明random�ssDNA上述展现的区别有可能是由于它

更难p

对于0.4μM浓度的aptamer（lane10-17）来说，random�ssDNA在beta和gamma毒素（lane11、

12）结合⽅⾯优于best�2�aptamer（lane15、16），原因不明（磁珠质量不均/原始浓度配置错误

都会导致这种偏差）

其他0.4μM浓度时的条带亮度均⼀，说明aptamer浓度低时，best�2�aptamer优势不明显，可能由

于random�ssDNA�pool中仍存在有更好结合能⼒的aptamer，浓度低时以⾼于平均值的⽐例混⼊，

因此导致相似结合量

整体⽽⾔0.4μM浓度条带⽐10μM浓度条带暗，证明结合量的确与aptamer初始量有关,因此SELEX

过程中要注意控制aptamer浓度以达到效果，并且排除了洗涤不净导致⾼亮度条带⽣成的可能性

�分析

•

•

•

•

•



对⽐incubation后洗涤两次的best�2�10μM样品（lane6-9），只洗涤⼀次的样品（lane18-21）条

带更暗，可能是因为⼆次洗涤的时候上清液没有吸净/磁珠质量更多，或洗涤⼀次的样品储存时间

较久（上午的样品）

�

使⽤1615⽂献中的buffer⽤于aptamer和毒素的binding，提⾼binding效率

⽤PAGE胶验证毒素与aptamer的结合

•

�下⼀步⽬标

•

•

�20200717�



�

lane�2/3/4与lane�9/10/11相⽐，条带清晰度并没有明显区别，lane�9/10甚⾄⽐lane2�/3要更亮⼀

些，说明更多的random�ssDNA与毒素结合并被PCR扩增。这可能是因为在10μM的浓度下，尽管

是在random�ssDNA⾥也会有⼀定⽐例的ssDNA能够与毒素结合，要将Best1/2�aptamer和random

ssDNA同时稀释100倍、1000倍、1000000倍之后他们之间的对⽐可能才会更明显⼀些。

�

lane�6和lane�12都有可⻅条带，也许说明了aptamer可以连在磁珠上被扩增，所以在后续的SELEX

中，我们的确需要counter-selection�beads来帮我们排除这⼀部分aptamer。

�

⽤稀释过1000倍（10nM）、1000000倍（10pM）、1000000000（10fM）倍的Best�2�aptamer和

random�ssDNA重复今天的实验。

�检测aptamer是否能连在磁珠上并被扩增以及探究Best�2�aptamer和
random�ssDNA与amatoxin的结合� ��� ��� ���

��
@Chloe @Katherine�Wang @徐炳麟

@Roger�Wang

�分析：

•

•

�下⼀步实验：

•
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详情⻅protocol

总体来说，control组在10pM（lane10/13/22）和10fM的aptamer浓度下条带明显变暗，pcr效率

降低，但best�2组10fM条带清晰，推测为溶液DNA污染

在10μM浓度下，random（lane�2-3）与Best�2（lane�14-15）在a毒素磁珠和只有磁珠的情况下条

带亮度基本⼀致，没有明显荧光差别，因为10μM的random和best�2⾥⾯都存在⾜够pcr的结合毒

素/磁珠的aptamer

•

�20200718

�稀释后aptamer与磁珠-毒素结合的pcr�验证� ��� ���
��� ��

@Katherine�Wang @Chloe
@徐炳麟 @Ginny�Fan

�分析

•

•
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在10nM/pM/fM的情况下，random（lane5-6，8-9，11-12）与Best�2（lane17-18，19-20，22-

23）都呈现⽐较暗的条带，没有明暗的对⽐。鉴于random�ssDNA中浓度已经很低，不应该再有⾼

于可pcr⽐例的结合毒素的DNA存在，⽽best�2�aptamer则应该存在更多得、⾜以pcr的结合毒素的

DNA。但是两者没有差别。我们之前已经电泳验证过best�2结合毒素的性能，因此只有⼀种可能：

毒素并没有被偶联到磁珠上

�

我们的毒素没有伯胺基团，因此没有办法以本⾝的NH2偶联到羧基磁珠上

我们需要为毒素先偶联⼀个⼤蛋⽩，才可以固定在磁珠上，以及之后通过共价键固定在试纸上

购买需要的实验⽤品（易爆，难买）

BP/买可爱的Bever已经conjugate好的毒素➕蛋⽩（可⾏！）

⽤活化磁珠羧基的⽅法活化beta�amanitin的羧基，偶联蛋⽩

替代⽅案：直接利⽤⾮共价键，⽤NC膜吸附柱⽅法进⾏传统SELEX，但环肽离⼦键效果可能不

好....

•

�下⼀步⽬标

•

•

1.

2.

3.

•

�20200719

�Beta毒素羧基活化，偶联蛋⽩BSA�� ��� ��� �
�

@Katherine�Wang @徐炳麟 @王⼦阳

��

�20200720

�蛋⽩胶验证beta毒素偶联bsa蛋⽩� ��� ��� ��@Katherine�Wang @王⼦阳 @徐炳麟
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�

只加了bsa（lane3）与加了EDC的bsa（lane2）相⽐，条带位置⼀样，说明不存在EDC活化bsa羧

基⽽发⽣交联的情况

毒素偶联bsa的溶液（lane�1）⽐没有加毒素的溶液（lane2-3）速度稍慢，但是不明显，可能是由

于毒素只有8个氨基酸的添加（🉑�初步证实毒素偶联bsa成功）

Marker成功跑出来�蛋⽩⼤⼩与bsa⼤⼩配对成功（64kDa左右）

�

�分析

•

•

•



⽤初步验证结合bsa的beta毒素做selex

⽤ELISA⽅法验证aptamer与毒素结合，并计算平衡常数

�下⼀步⽬标

•

•

�20200721

�SELEX�round�1�� ��� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Ginny�Fan @徐炳麟 @王⼦阳

�Conjugation�of�200uL�BSA-beta�amanitnin�with�37uL�magnetic�beads(no
verification)

�Conjugation�of�200uL�BSA�with�37uL�magnetic�beads(no�verification)

�Conjugation�of�41.2uL�100uM�primer(25ug)�with�50uL�magnetic�beads(no
verification)

�Counter�SELEX�round�1�until�PCR�of�aptamer�pool(stored�at�4)

�20200722�� ��@Katherine�Wang

�SELEX：Control�selex�1

�琼脂糖凝胶电泳
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由于琼脂糖凝胶电泳分辨率较低（只能在100bp以上），50bp的marker没有完全跑开

Control�pcr�1产物中可能杂带较多，范围从50bp以下到250bp，需要进⼀步分析是否存在80bp的

⽬标产物

�

•

•

�DNA�PAGE胶电泳（⾼分辨率）� ��@Katherine�Wang

javascript:void(0)


�



新protocol的PAGE胶实验很成功，条带更加清晰，50bp的marker也成功分开

Round�1筛选出来的aptamer�pool（lane�2）并不纯净，有两条条带

其中⼀条条带为⽬标产物（80bp），证明我们可以继续使⽤此aptamer�pool进⼊到第⼆轮筛选

另⼀条条带有110bp，可能为引物⾮特异性结合，导致模版之间互作引物所扩增出的⻓序列

�

•

•

•

•

�20200723�� ��@Katherine�Wang
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由于PAGE胶验证了范围内存在条带会产⽣⽬标80bp条带，第⼆次control�PCR仍然使⽤琼脂糖凝

胶电泳（⽐较快hhh）

可以看出这⼀轮的产物仍然在marker�50-�⾄�250bp区域，存在⽬标条带（80bp）

因此第⼆轮筛选出的aptamer�pool可以⽤于第三轮的筛选

�

�SELEX：Control�SELEX�2

•

•

•

PAGE胶验证毒素aptamer结合

�� ��（lane1-10）@Katherine�Wang

javascript:void(0)


50bp的marker和200bp的marker都成功跑出来，说明PAGE胶分辨率很⾼

Random+alpha条带有些弥散（lane7），由于random�pool由不同种类的DNA组成，质量有些许

不同，被⾼分辨率的PAGE识别

Best�1+alpha（lane9）及Best�2+alpha（lane8）都有清晰的条带，证明样本⽐较纯净

Best�2+alpha�⽐�Best�1+alpha慢，很有可能是因为B2有80bp⽽B1更⼩，只有70bp，⽽⾮由于不

同的结合毒素的能⼒

只加了Best�1/2的溶液（lane13-14）对⽐加了毒素的best1/2（lane8-9）总体来说位置相似，但

可能存在细⼩差别，被周围胶出现的弥散掩盖（lane13-14）。需要进⾏重复实验，使⽤中间lanes

〜

•

•

•

•

•

�20200724

�SELEX

�Control�PCR�4��� ��@王⼦阳

javascript:void(0)


Control�PCR�4-1�（lane2-4）进⾏⾼温变性过久，因此条带弥散，杂带多

Control�PCR�4-2�（lane�5）为重复实验，条带更加sharp

两个control�4�PCR的产物都存在⽬标条带区间（80bp），可以进⾏下⼀轮SELEX

�

•

•

•

�Control�PCR�5�� ��@Katherine�Wang
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Marker（lane�1）的范围是50-500�bp，由于琼脂糖凝胶分辨率低，marker没有跑开

总体来说，第五轮SELEX的产物处于45-300bp区间内，包含⽬标条带（80bp），可进⾏下⼀轮筛

选

这次实验结果⾮常重要，⾄少证明了真的是有⾜够多的dna结合了带毒素的磁珠！😄

�

•

•

•

�验证aptamer毒素结合能⼒�2.0�� ��� ��@Katherine�Wang @Roger�Wang
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�

由于胶被弄碎了，这次的结果不能作为说服性结论，仅作参考

根据50bp�marker的形状推测，此图上⽅为凝胶起始位点

只加了best�2的aptamer（lane�3）速度要⽐加了a毒素的best�2（lane2）快，可以初步证明毒素

结合

然⽽，本⾝⽐best�2⼩的best�1（lane1）速度⽐只加了best�2的要慢，令⼈匪夷所思，有可能根据

marker形状所推断的上下不甚正确

结论：需要利⽤新到的aptamer进⾏重复实验

•

•

•

•

•

�20200725•

SELEX(PAGE)•



�•



PAGE胶分辨率⾮常⾼，效果很好

可以证明最关键的control�PCR�5（即⾸次扩增连接毒素的aptamer）没有问题

出现⽬标条带，80bp左右（在marker50-100bp区间）

�

琼脂糖凝胶电泳的分辨率依然不⾜以使50bp�marker跑开

•

•

•

•

�Control�PCR�6(Agarose�gel)� ��• @王⼦阳

•

javascript:void(0)


但是可以通过条带范围（50-500bp）推断control�PCR�6产物包含了⽬标条带⻓度（80bp），⼤概

产物处于40bp-300bp左右区间

�

�

系列⼀为只加了BSA和偶联毒素时试剂EDC的溶液1uL

系列⼆为偶联了毒素的BSA

可以看偶联了毒素的BSA出现明显峰值，⽽普通BSA没有明显峰值，和⽔的图像相似，初步证明差

异和⽅法的可⾏性

下⼀步计划：

做更多的对照，如只加了毒素的溶液和加了BSA及毒素但不偶联（⽆EDC）的溶液

测量⽔的图像，再进⾏图像拟合，降低由⽔影响的组间差距

�

•

•

酶标仪紫外扫描验证beta毒素与BSA蛋⽩结合�� ��• @Katherine�Wang

•

•

•

•

•

1.

2.

•

�PAGE胶验证aptamer与毒素结合�� ��• @Katherine�Wang

javascript:void(0)
javascript:void(0)




Random加了毒素（lane3）的样品未⻅条带，可能已经跑出了PAGE胶

Random未加毒素（lane2）的样品出现淡条带，但是分⼦量过⼩，怀疑是添加时的操作问题或⼚

家制作的问题，因此这两组数据都不采⽤

Best1加了毒素（lane5）和未加毒素（lane4）的样品没有明显的速度区别

Best2加了毒素（lane7）和未加毒素（lane6）的样品也没有没有明显的速度区别

说明这个实验并不能⽤来精准地验证结合，需要⽤ELONA的⽅式进⾏

总体来说，�Best�1�和�2的质量很好，因为可以看出70bp的best�1（lane4-5）整体上⽐80bp的best

2（lane6-7）速度慢

1%的琼脂糖凝胶电泳分辨率低，但是可以看到明显的marker分层

•

•

•

•

•

•

�20200726

�SELEX

�Control�PCR�7-8�� ��@王⼦阳

•

javascript:void(0)


Control�pcr�7的产物（lane2）⼤致没有问题，范围在45-200bp左右，⽐较纯净地包括了⽬标条带

80bp

Control�pcr�8的产物（lane3）也包括⽬标条带，但是范围过于⼴，和marker⽐肩，推测较多杂带

形成，需要进⼀步进⾏PAGE胶验证

�

由于配胶失误，或者染⾊不充分（使⽤⼆⼿染⾊液），此次PAGE胶条带整体偏暗，有杂质

50�bp的marker这次并没有完全跑出来，50bp条带⾮常不清晰

做过琼脂糖凝胶电泳的control�pcr7-8（lane5-6）有较为sharp的⽬标条带（80bp），但是同时也

可以⻅到⼀些⾮特异性结合形成的⻓⽚段杂带

CP8正如琼脂糖凝胶电泳所揭⽰的⼀样，cp8⽐起cp7存在更为明显的⼩、⼤⽚段杂带

但由于aptamer�pool在SELEX中并不需要只含有⽬标条带，因此验证存在80bp已经⾜够，可以进

⾏round9以后的操作

对于三个不同温度的退⽕温度cp9来说，退⽕温度为54度的产物胶道（lane4）最为⼲净清晰，不

知是由于照胶仪不够⼲净导致的误差，还是54度产⽣最纯净的产物

•

•

�Control�PCR�7-8，与control�PCR�9的退⽕温度⽐对，PAGE�� ��@Katherine�Wang

•

•

•

•

•

•
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退⽕温度56度（lane3）时，引物特异性最好，⽽温度为60度（lane2）和54度（lane4）时都会存

在隐约可⻅的⻓⽚段杂带

可能由于跑胶时间短，这⼀次的50bp�marker没有跑开，只在⼤致范围留下宽条带

CP10的产物不够纯净，但是通过之前多次PAGE胶的验证，我们可以看出只要⽬标条带（80bp）包

含在范围，就可以验证此轮SELEX的成功

CP10范围与marker基本⼀致，包括⽬标条带，可进⾏SELEX�round�11

•

�Control�PCR�10� ��@王⼦阳

•

•

•
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�

实验结果图：

�

⽂献对⽐图

紫外光谱验证蛋⽩与毒素结合�2.0�� ��@Katherine�Wang

•

•

javascript:void(0)


为了控制单⼀变量，所有溶液中毒素/BSA的浓度都是⼀定的，占总体系的1/4

可以看出，BSA（系列3，灰⾊）的峰值相较⽂献有所提前，在我们230nm-400nm的范围中并没有

出现，⽽在⽂献中出现于250nm-300nm区间

毒素和偶联BSA的毒素呈现出来的峰值（280nm-320nm）与⽂献中（250nm-300nm）⼤致相

似，但是不存在偶联后的毒素峰值错后的情况

纯beta毒素（系列1，蓝⾊）与偶联BSA的毒素（系列2，橙⾊）峰值⼤⼩差异与⽂献⼀致，为偶联

后峰值较⼩，证明alpha毒素的数据对beta也具有参考价值和⼀定的相似性

为了保证单⼀变量，我们较⽂献进了⼀步：使⽤同时加了beta毒素和BSA的等浓度溶液，但是不加

EDC，因此没有偶联（系列4，⻩⾊）

没有偶联的毒素和BSA加在⼀起的峰值与偶联后的很不⼀样，其⼤⼩甚⾄超过了单独的毒素，说明

这种差异并不是单纯将两种东西放在⼀起导致的，⽽是由于偶联

•

•

•

•

•

•



因此，实验初步证明beta毒素与BSA偶联成功

这次50bp的marker出现了可以辨识的条带分层，可能由于琼脂糖凝胶此次质量较好

CP10产物的条带范围（47-400bp）⽐较⼤，包含较多⾮特异性结合的杂带，可能是由于退⽕温度

范围区间导致（54-60度）

CP10产物包含⽬标条带80bp左右，因此可以初步判断产物没有问题，可以进⾏round11�SELEX

�

�

•

�20200727

�SELEX

�Control�PCR�10� ��@王⼦阳

•

•

•

�Control�PCR�11/12� ��@徐炳麟
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�

50bp的marker⽤完了·，因此使⽤两次control的结果做对照，范围⼀致即包含⽬标条带80bp，可

以进⾏后续SELEX

Control�11�与�control�12�的条带⻓度基本⼀致，CP12（lane2）⽐CP11（lane1）更宽，杂带更多

同时CP12（lane2）⽐CP11（lane1）更亮，说明浓度更⾼

•

•

•

�ELONA（⼤失败）（Dot�Blot）� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe
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结果应该观察毒素低落出出现蓝⾊的试纸，但是由于交叉污染和⼀系列问题，所有试纸都出现了⼤

范围的蓝⾊，结果⽆效

为了排除器材原因，我们将TMB显⾊液添加到了空⽩试纸上，未出现反应，证明HRP、试纸和TMB

都发挥良好，只是我们⾃⼰的不好（操作失误）

操作中⼀系列错误：

Aptamer⽔原液需要⽤PBS配置成对应浓度，但是我们⽤了⽔，让aptamer更难形成⼆级结构（虽

然⽜奶中也有PBS）

清洗aptamer/streptavidin-HRP时不⼲净，洗最后⼀遍的时候应该将试纸转移到另外的管⼦/培养

⽫中但是我们没有，导致整个容器内存在蓝⾊的（含HRP）剩余液体

每种试纸应该单独分装在管⼦⾥（不能为了节省培养⽫⽽拥挤），或者每⽚试纸下放置载玻⽚，为

了防⽌不同液体、变量控制时试纸间的液体互串

需要重复实验！！

•

•

•

1.

2.

3.

•

�20200728

�SELEX
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� ��

由于50bp�marker⽤完了，我们使⽤之前正确切较为纯净的的cp11作为对照

cp13（lane4）和cp14（lane6）的产物都与标准cp11产物范围⼀致，包含⽬标⻓度（80bp）

cp14的亮度较低，可能是SELEX筛选到最后浓度有所下降，可以进⾏round�15�SELEX

� ��

由于50bp�marker和cp11⽤完了，我们使⽤之前正确切较为纯净的的cp8作为对照

cp15产物（lane2）template为忘记淬⽕的round�14�beaming�elucidate

cp15-2（lane3）template为⽐例错误的round�14�beaming�elucidate（正确：50:950，此次：

30:970）

cp15-2的杂带⽐cp15、cp8要更多，范围更宽，可能由于过稀aptamer导致连上磁珠并被洗脱的

aptamer⽐较少，BEAMING�template⽐较少，影响引物特异性

对⽐cp8产物，范围⼀致，可以看出这两个问题都不影响我们筛选出⽬标aptamer（80bp）

因此这两轮BEAMING产物的supernatant可以直接作为最终筛选出的aptamer�pool双链进⾏测序

�Control�PCR�13-14� ��@王⼦阳

@徐炳麟

•

•

•

�Control�PCR�15

@徐炳麟

•

•

•

•

•

•

javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)


�

除了5试纸边缘显⾊，其他均未有明显显⾊（蓝⾊）

5为加了BSA和best�1�aptamer的试纸，初步推测可能：

Free�aptamer在5试纸上没有被洗⼲净，导致边缘显⾊，⽽⾮最初滴落BSA溶液的中⼼区域

Best�1特异性差，可以⾮特异性结合BSA

�ELONA�� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe

•

•

1.

2.
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Best�1可以特异性结合BSA，是BSA的aptamer

操作中可能出现的错误

incubation和washing没有严格按照⽂献时间，节省约34min

streptavidin-HRP酶可能被放置室温过久失活

⼿有接触试纸的情况，并且⼿上可能沾有aptamer-biotin

�

⽂献⽅法

设置4个组，但因为操作失误，导致只有三个组可⽤。�

A1,2,3;D1,2为Aptamer组，B1，2，3为阳性组�，C1,2,3为对照组，D3为空⽩组。

�

3.

•

1.

2.

3.

�ELONA�96孔板：

� H06-

aptamer

BSA α-amatoxin

空⽩组 - - -

阳性组 + - +

对照组 + + -

aptamer组 + - -



每组设三个平⾏实验，但每个平⾏实验⻅差距过⼤，且不同组之间⽆显著差异。

由于50bp的marker⽤完了，我们⽤之前证明过的的cp14（lane1）做⻓度control

然⽽该cp14被拿错，为没有进⾏pcr的版本，因此浓度低，条带很暗

但是仍然可以推断出即将拿去测序的bs�15（lane2，忘记淬⽕）和bs15-2（lane3，量少）范围内

存在⽬标条带（80bp）

�20200729

�SELEX：为测序作准备

�BS�PCR� ��@徐炳麟

•

•

•

�ELONA：96�well�plate�� ��@宗夜晴
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可以看出，没有加脱脂⽜奶进⾏封闭的well出现最浓的⻩⾊（A4），证明H06�aptamer可以⾮特异

性地结合在CBS�coating�solution上

gamma组的B2、C2，alpha组的B1以及空⽩对照组的B3颜⾊⾁眼可⻅更浓，没有可以总结的规律

总体来说，alpha的aptamer�H06对gamma结合能⼒最好，颜⾊最深（B2、C2），对a并没有在随

机（空⽩对照）以上的、可以检测的结合能⼒

通过酶标仪，在absorbance=450nm时更加精确地测量光强度

没有加任何东西的B4、A4亮度很低，证明酶标仪系统没有出现巨⼤误差

•

•

•

•

•



加了a毒素的亮度平均值为1.411，加了y毒素的亮度平均值为1.508，空⽩对照为1.001

经过显著性分析（t检验），a与y，a与空⽩对照与y三者之间差异并不显著，实验失败

•

•



�20200730

�SELEX:�准备测序

�BS双链产物验证（琼脂糖凝胶电泳）� ��@Katherine�Wang
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可能由于跑胶时间过短，或者凝胶浓度过⾼⽐例不对，200bp�marker（lane1-2）并没有跑得完全

清晰，1600bp-1800bp区间⼗分模糊

质粒产物（lane3）出现⾮常清晰的条带，因此浓度⽐较⾼。但并不sharp，可能存在杂带，但也包

含⽬标范围（1970bp），处于1800bp-2000bp的marker区间

BS15/15-2的产物（lane4-5）出现宽度⾼的杂带，⾮常暗淡，可能是浓度⽐较低

但是BS15/15-2的产物确实存在200bp以下的⻓度，包含⽬标条带（80bp双链），可以进⾏回收

•

•

•

•
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DNA⽚段回收浓度（30.5ng/uL,�31.3ng/uL)远超可以⽤于gibson的最低浓度10ng/mL，成功

其中凝胶中更亮的质粒的确存在更⾼的浓度（55ng/uL）

DNA纯度⾼，ratio在1.7-1.9之间，不存在280nm处的蛋⽩污染，或260nm处的RNA污染

�DNA产物回收�� ��@Katherine�Wang

•

•

•

�Gibson组装PSB1C3质粒以及待测序⽚段（15/15-2）� ���
��

@Katherine�Wang
@徐炳麟
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�转化�

�20200731

�SELEX:�准备测序

�重做gibson组装（昨天的菌没有⻓出来）

�� ��� ��@Katherine�Wang @徐炳麟
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�20200801

�SELEX:�测序！！菌⻓出来啦

�菌落PCR�� ��� ��@Katherine�Wang @徐炳麟
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为了保证测序准确（前后100bp不准确），aptamer前后均有300bp左右的质粒序列

因此，菌落PCR的⽬标产物为701�bp（300+80+312）

只有15-1板的3（lane4，左）和7（lane8，左）以及15-2板的2（lane3，右）和4（lane5，右）

出现500-750bp间的⽬标产物

剩余的条带为PCR时未被消化的完整c抗PSB1C3质粒模版（621bp+原插⼊基因⻓度左右），优先

转化进细菌，剩余的才是真正转化gibson产物的菌

菌p琼脂糖凝胶电泳�� ��� �（lane3-8，lane1-4分别两组，
⼀张图展⽰）

@Katherine�Wang @徐炳麟

•

•

•

•
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为了得到⽐4个更多的aptamer，可以在第⼆天重复菌落PCR过程

�

通过切掉琼脂糖胶块⼀⻆来区分只加了BSA的lane（右）以及加了BSA毒素conjugate的

lane（左）

可以看出，上⽅为琼脂糖凝胶电泳起点，加了毒素后（左）蛋⽩迁移更慢，但不是很明显

改进措施

切掉上样孔对⾯的⼀块，因此可以彻底对⻬上样空，控制变量

尽量讲两个lane贴近，然后切在⼀块胶⾥

•

琼脂糖蛋⽩电泳：验证BSA毒素结合�� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe

•

•

•

1.

2.
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脱⾊液体可以更多、时间更⻓

使⽤竖着的⻓胶，增加跑胶时间

总体来说，总数为16的菌落pcr中15-1的5（lane6）、8（lane9），15-2的1（lane17）、

2（lane16）、3（lane15）五个速度较快，处于500bp-750bp之间，包含⽬标701bp

其中15-2的1（lane17）速度稍慢，可能在750bp左右，也许是唯⼀的aptamer有成功组装上质粒

的⽚段，也有可能是插⼊了错误⽚段

剩余⽚段为未消化的质粒，⻓度在1970bp左右，处于1000bp-2000bp的marker区间

3.

4.

�20200802

�SELEX

菌落PCR（昨天只有4个aptamer的可能性，今天再增加⼀些）� �
� ��（lqne5-8，lane1-3展⽰）

@Katherine�Wang
@徐炳麟

•

•

•

�测序结果
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根据上⾯⽂件的测序⽐对，可以看到Apt2、3质粒序列⽆误，但是不包含aptamer序列，可能是由

于gibson组装时没有接上的、被p下来的模版质粒⾃动连接

在菌落pcr时，可以看出15-2-2、15-1-3较15-2-2-4和15-1-7相对较快，可能是由于缺少aptamer的

80bp，或者插⼊了其他的基因⽚段但是并不能被琼脂糖凝胶电泳分辨出来

Apt7成功组装，但是质粒测序有误，可能是测序反应中存在问题，测序公司打算重做

我们得到了第⼀个beta�amanitin的aptamer的序列Apt-beta-1，源⾃正确的15-2-2-4序列：

CATGCTTCCCCAGGGAGATGGCGCGGGGGGATCTCTCAGCGTGTTGTTTAGCCCCACTGAGAGGAA

CATGCGTCGCAAAC

�

20200801225615108_GG4808.xls

SELEX�primers.dna
154.53KB

•

•

•

•

ELONA（96-well�plate）� ��� ��---验证毒素与
aptamer的结合（只展现H06）

@Katherine�Wang @Chloe
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总体⽽⾔，H06（D12-F12）的ELONA验证效果更好，可以看出⽤alpha毒素的D12颜⾊⽐gamma

毒素E12更深，⽐BSA的F12孔深更多，吸光度更强，说明结合具有特异性

BSA的两个孔（F11/12）跟只未加样品的G12孔差别不⼤，证明BSA完全不能结合H06和best�1

aptamer

对于Best�1�aptamer，其对于gamma毒素的结合能⼒更好，颜⾊更深，吸光度更⾼

但是由于没有做平⾏对照，并不能证明B1�aptamer对gamma的特异性，只能说不会结合BSA，对

amatoxin种有特异性

只加了⽔（加毒素时）和aptamer的control组（G11）数值⾮常⾼，可能是由于在incubate�HRP

酶之前washing次数不多，导致aptamer没有被完全冲洗掉，显⾊

�

•

•

•

•

•
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�琼脂糖蛋⽩电泳�� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe @Max�Chen

javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)


可以看出BSA-beta�conjugate（lane1）在电泳中的速度⽐只加了BSA的lane2要快⼀点，与⽂献结

果⼀致，初步证明结合

然⽽这次脱⾊不⼲净，不能清晰地看出结果，需要重复实验

•

•

�20200803

�SELEX:�测序结果

�补测

APT-7.(C6987)BPF.11748718.H11.ab1
219.38KB



前天的15-1-7补测出来，证明aptamer插⼊序列正反两⽅primer设计⽚段⽆误，gibson组装成功，

不是空质粒或组装失败后⾃接的质粒

但是aptamer⽚段⻓度不对，丢失其中N40�random序列⾥的11个碱基，因此在菌落PCR产物验证

时与错误（漏80bp）的3差别并没有15-2-2和15-2-4那么⼤

怀疑N40序列可能存在某些序列可以使⽤BEAMING引物⾮特异性结合，导致更⼩⽚段从free

reverse/forward引物上延伸出去，成为进⼊下⼀轮SELEX的产物

但是aptamer的⻓度并没有特殊要求，它依然是被筛选出的aptamer，我们可以与80bp的aptamer

放在⼀起⽐对性能

•

•

•

•

�第⼆轮测序

20200802232138314_GG4822.xls

2.(C7028)BPR.11756717.F03.ab1
228.29KB

3.(C7028)BPR.11756718.F04.seq
565�B

javascript:void(0);


第⼆轮测序中，其中15-1-8，�15-2-2，�15-2-3报告测序成功，但是序列中不存在aptamer⽚段，为

gibson组装时的失误序列，删除

15-1-5测序发⽣错误，没有测量到包含的aptamer⽚段，⽽是反⽅向的质粒，重做

15-2-1发⽣未知错误，但是可以初步看出该序列为Gibson组装的成功序列，存在aptamer⽚段，等

待明天的结果

8.(C7028)BPR.11756715.F01.ab1
228.24KB

•

•

•

Dot�blot�� ��� ��：验证Best�1�aptamer与alpha-
amanitin的结合

@Katherine�Wang @Chloe

javascript:void(0)
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只添加了alpha�amanitin的试纸（左1）明显变蓝，说明Best�2�aptamer结合了毒素，使得TMB被

HRP转化为产物

没有加任何蛋⽩的control（右1）没有显⾊，证明我们的操作系统良好，洗脱到位

加了⾮特异性结合蛋⽩gamma（左2）和BSA（右2）的试纸没有显⾊，证明best�2�aptamer可以

特异性结合alpha

这次实验证明了ELONA/DOT�BLOT⽅法的通⽤性，不仅适⽤于原⽂献的H06�aptamer

实验中的操作失误

gamma的试纸曾经⼀度掉到下⽔道⾥，⾯临被污染的⻛险

沾了考⻢斯亮蓝的⼿曾经碰过alpha�amanitin的试纸，但是蓝⾊不是很明显，但是也有可能影响最

终实验结果（靠蓝⾊判断）

•

•

•

•

•

1.

2.

�琼脂糖蛋⽩电泳�� ��� ��：验证BSA与beta-amanitin
的结合

@Katherine�Wang @Chloe
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尽管褪⾊仍然差强⼈意，我们还是可以看到清晰的蛋⽩条带

其中只加了BSA的lane（右）⽐加了毒素的lane（左）速度更慢，符合⽂献描述

实验成功

15-2-1重新测序成功，发现序列中存在aptamer，为第三个beta毒素aptamer

此aptamer碱基数正常，为⽬标碱基数80bp

�

•

•

•

�20200803

�SELEX�补测

1.(C7028)BPR.11756716.E02.ab1
231.88KB

•

•



�

⽬的：扩增出含有aptamer的⽚段送测序

从15-1和15-2中各取16个菌落进⾏菌落PCR

结果：

�20200805

aptamer�第三次菌种PCR��� �（有建设意义的failure，从gibson⽅法
转化为连接效率更⾼的golden�gate）�

@徐炳麟

javascript:void(0)


（已保存在胶机）



分析：图中上层第⼋个样品（红标B4）、下层第11、15、16（⿊标C3、D3、D4）为可能的成功结

果，已送测序。奇怪的是，其他的失败结果⻓度均为100BP左右，原因暂时不明。

后续：

重新进⾏质粒消化，Gibson组装等步骤。

（建议）对⼏组失败的结果进⾏测序以供对照� ��

⽬的：重新做⾼保真PCR，准备回收此次PCR产物并消化PSB1C3的模版

1.

2. @徐炳麟

�⾼保真PCR�� ��� ��@Chloe @王⼦阳

�20200806

�重复⾼保真PCR（昨天的BS15-1和BS15-2的⾼保真PCR的extension步太⻓
了，今天把60s改成了5s）� ��@Chloe

javascript:void(0)
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�消化PSB1C3中的模版�� ��� ��@徐炳麟 @王⼦阳

�跑胶验证⾼保真PCR产物与消化过后的PSB1C3产物� ��� ��@王⼦阳 @Chloe

javascript:void(0)
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BS15-1和BS15-2的产物⻓度在100bp到200bp之间，符合预期的⻓度（121bp），且因为条带⽐较

清晰，所以宗⽼师说不需要回收

消化过后的PSB1C3的⻓度在2000bp左右，符合预期⻓度

�分析：

1.

2.

�Gibson组装�� ��@Chloe

javascript:void(0)


⽬的：将筛选出来的beta-amanitin�aptamer和PSB1C3�backbone接在⼀起的质粒转化到DH5α中⽤

于后续测序

�化学转化�������� ���� ��� ��� �@Chloe @Chloe @zc @zc @Ginny�Fan @王⼦阳
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�20200807•

�含aptamer菌种第四次菌落PCR



如图，第4�5�6�7�8�10�11�12�13�14�15�18个条带在750和500�BP之间，为理想⽚段，已送测序



测序结果：⼤部分为质粒⾃接，仅有两个有理想的aptamer，即来⾃15-1的第六个菌p产物（图中第七

个）和来⾃15-2的第⼋个菌p产物（图中第18个）

解决⽅法：

1.更多菌P（继续抽奖

2.重新进⾏Gibson组装

3.考虑采⽤其他⽅式，如酶切连接和Golden�Gate

⽬前（截⽌⾄⼋⽉九⽇）决定采⽤第⼀种⽅法

�

毒素与BSA统⼀⽤CBS溶液稀释

�

�

�

�

�毒素，BSA稀释包被⼯作，为ELONA做准备� ��� ���
��

@王⼦阳 @徐炳麟
@Ginny�Fan

样本名称 alpha-

amanitin

Gamma-

amanitin

BSA 对照物

(ddH2O)

原始浓度 1mg/ml 1mg/ml 2mg/ml N/A

稀释浓度 40ng/ml 40ng/ml 40ng/ml N/A

96孔板内含有分别三组毒素与BSA,�已放⼊4°C冰箱过夜储存 �

装进冻存管的NC膜已经与毒素，BSA,�对照物结合，置于4°C冰箱过夜储存 �

�20200808�

�Elona� ��� ��� ��@徐炳麟 @王⼦阳 @Max�Chen
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材料：昨⽇包被的96孔板，连结了biotin的H06和Best1，�0.1%PBST，�PBS，�streptavidin-HRP，

TMB

⽬的：验证aptamer与α-amanitin，�γ-amanitin的结合

实验均按照ELONA�的protocol进⾏

预期结果：aptamer与α结合良好，与γ结合或不结合（都有可能），不与BSA结合，即alpha的

OD450必为0.6左右，与BSA的OD450必为0.1左右（分别为阳性与阴性）

实际结果：

1，2，3分别为�α�γ�BSA

ABC为Best1�DEF为H06

分析：结果⾮常惨淡，但并不说明aptamer不⾏，因为结果甚⾄没有达到阴性结果的OD值，可能的原

因有：

1.毒素没有包被成功

2.毒素被洗下来了

3.实验中出了失误

解决⽅法：

1.明天下午重新进⾏毒素包被



2.进⾏实验时派⼀⼈监督操作员

�

材料：NC膜，冻存管，载玻⽚，其余同ELONA

⽬的：同ELONA

⽬前进⾏到添加streptavidin-HRP，因时间不⾜故进⾏过夜包被，明天继续

结果：

�Dot�Blot� ��@徐炳麟

javascript:void(0)


⼲⼲净净多好看（



�

分析：结果⾮常惨淡，可能的原因有：

1.毒素没有包被成功

2.毒素被洗下来了

3.实验中出了失误

4.奶不⾏/奶没有没过NC膜，blocking失败

解决⽅法：

1.明天下午重新进⾏毒素包被

2.进⾏实验时派⼀⼈监督操作员

3.重新泡奶粉

�

材料：1%琼脂糖凝胶，

�

�20200809

�菌P� �� ��@王⼦阳 @Lambert�王宇堃
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15-1，�15-2中各取四个样本

Lane1，2，5，7，8(15-1-1，15-1-2，15-2-1，15-2-3，15-2-4）在500bp-750bp之间，为可能为成

功⽚段

⽬的：为ElONA和Dot�Blot做准备

�

�毒素稀释&96孔板与NC膜包被

�96孔板�� ��@Max�Chen

样本名称 α-amanitin γ-amanitin BSA 对照物

(ddH2O)

原始浓度 1mg/ml 1mg/ml 2mg/ml N/A

稀释浓度 40ng/ml 40ng/ml 40ng/ml N/A

javascript:void(0)
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�

材料：昨⽇包被的96孔板，连结了biotin的H06和Best1，�0.1%PBST，�PBS，�streptavidin-HRP，

TMB

⽬的：验证aptamer与α-amanitin，�γ-amanitin的结合

实验均按照ELONA�的protocol进⾏

预期结果：aptamer与α结合良好，与γ结合或不结合（都有可能），不与BSA结合，即alpha的

OD450必⼤于0.1，与BSA的OD450必⼩于0.1左右（分别为阳性与阴性）

实际结果：

�NC膜�� ��� ��@徐炳麟 @王⼦阳

样本名称 alpha-

amanitin

Gamma-

amanitin

BSA 对照物

(ddH2O)

原始浓度 1mg/ml 1mg/ml 5mg/ml N/A

稀释浓度 200ng/ml 200ng/ml 200ng/ml N/A

�2020.8.10

�Elona�� ��@Max�Chen
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可能原因：

1.显⾊液有两瓶，使⽤时需按1：1配置，然⽽protocol⾥没写所以并不知道（上次失败也很有可能是

这个原因）

2.其他奇奇怪怪的可能（⻅上次ELONA实验记录）

�

材料：NC膜，冻存管，载玻⽚，其余同ELONA

⽬的：同ELONA

⽬前进⾏到添加streptavidin-HRP，因时间不⾜故进⾏过夜包被，明天继续.

�

结果：

这次的结果并不理想，连空⽩对照（⽔）都出现了阳性结果，有以下两种可能：

1.洗脱不彻底

2.液体互相污染

解决⽅法：

1.将NC膜置于培养⽫内洗脱

2.孵育时将NC放在不同的盒⼦⾥孵育避免污染

3.等Katherine回来⽰范⼀次正确做法

�

尽管实验没有什么说服⼒，但⾄少证明了HRP和TMB显⾊液能够正常⼯作

所⽤毒素和BSA为上次稀释出的200ng/mL的CBS稀释液

装进冻存管的NC膜已经与毒素，BSA,�对照物结合，置于4°C冰箱过夜储存

�Dot�Blot�� ��@徐炳麟

�2020.8.11

�NC膜包被� ��@徐炳麟
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�

继续做Dot�Blot�进⾏到blocking步骤明天加aptamer

�

Dot�Blot�进⾏到添加HRP-streptavidin步骤，�⽬前孵育完成储存于冻存管，明天进⾏洗脱显⾊

四个按顺序分别为α��gamma�BSA�control

分析：⽂献中与α结合的aptamer并没有阳性的结果，反⽽是与BSA有阳性的结果，说明实验出了问

题，没有说服⼒

如果我们⾃⼰筛的aptamer是这个结果，就可以去撞墙了

�

�2020.8.12

�2020.8.13



DpnI消化抗性基因模板：

5μl�10*cutsmart�Buffer

1μl�DpnI

加⼊vector�PCR产物，37℃孵育1h

�

�20200814

�Golden�gate�pcr产物回收�� ��@Katherine�Wang

javascript:void(0)


Vector产物回收去除⼄醇不⼲净，需要重新做golden�gate�pcr

15-1�的ratio不在1.8-2.0范围内�可能存在蛋⽩质污染�但是不影响结果�可以算回收成功

15.2浓度、ratio都良好�回收成功

由于跑胶时间较短，5kb的marker没有完全跑开，但是可以通过明暗程度判断⼤⼩（2000-5000bp

偏暗，100-1000bp偏亮）

图中vector（lane2）没有明显条带，可能是⾼保真pcr出现失误（引物加错/酶失活），只有⾮常

浅的杂带，不是⽬标⻓度（100bp）

15-2回收产物（lane4）浓度不⾼，但含有⽬标条带（140bp左右），处于100bp⾄300bp两条带

之间

结论：重新⽤效率更⾼、更保险的taq酶做

•

•

•

�重做golden�gate�vector�FastPFU�PCR�� ��@Katherine�Wang

•

•

•

•

�重做golden�gate�vector�Taq�PCR�� ��� ��@Katherine�Wang @Max�Chen
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这次跑胶时间加⻓（吸取经验，p⻓⽚段时间需要⻓），marker跑开了

此次vector出现⽬标⻓度（2100bp左右），位于2000bp条带稍上部

条带较宽，说明pcr产物不纯，也出现隐约为900bp的杂带，可能为引物⾮特异性结合扩增产物，

但不影响回收和golden�gate组装

�

•

•

•

�20200815

�beta�aptamer结合毒素与特异性� ��� ��@Max�Chen @Katherine�Wang

�ELONA

javascript:void(0)
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第⼀⽅阵（上）为减去基底亮度（只加了tmb或什么也没加的孔）的各孔吸光度

其中1-2⾏为apt-beta-1，3-4⾏为apt-beta-2，5-6⾏为apt-beta-3

列从左到右依次为alpha，beta，beta-bsa�conjugate，bsa对照与⽔

可以看出，整体apt3的吸光度⽐较低，可能是由于其与毒素或其他⽬标结合能⼒较弱，解离常数较

⾼

但apt3可以看出明显的beta以及conjugate（2、3列）相较于alpha的较强的结合能⼒，说明特异

性良好

这种良好的特异性没有出现在apt1和apt2上，数据来回波动

第⼆⽅阵（下）为粗略计算的alpha、beta以及conjugate（从左到右）相对于bsa对照的显著性

可以看出，beta以及conjugate显著⾼于alpha的吸光度，初步说明apt3的结合具有特异性，且同

时识别beta本⾝和conjugate

•

•

•

•

•

•

•

•

�Dot�blot�� ��� ��@Katherine�Wang @徐炳麟
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总体来说，dot�blot结果⾮常不显著，所有试纸显⾊，只有apt1有颜⾊区别（最右⾯），左⾯⼀⾏

颜⾊偏深

然⽽颜⾊的区分与预期实验结果正好相反，因为左⾯⼀⾏由上到下分别为BSA，⽔以及gamma，

gamma出现蓝⾊可以理解，但是BSA和⽔只能说明试纸相互污染

可能出现的实验错误：

washing不彻底，液体搅动需要更⼤、更⼴泛

交叉污染：添加streptavidin以及TMB时枪头未换（因为认为悬空），之后应该注意

交叉污染：使⽤镊⼦时触碰多张纸，擦拭不彻底/不及时

在未添加显⾊液时，已经有⼏个试纸（阴性）呈现蓝⾊，推测胶托可能清洗不⼲净，残存上次dot

blot的显⾊液体，下次最好使⽤⼲净的培养⽫（18个⼩的）

下⼀步⽬标：采取更严谨的控制污染措施，重复alpha�aptamer的结合验证

•

•

•

1.

2.

3.

4.

•

�Golden�gate



Golden�gate的产物⽆法通过跑胶验证，15-1（lane2）和15-2（lane3）都没有明显条带

原因是连接产物⼀半浓度较低，只能通过后续转化细菌的存活率验证

•

•

�20200816

�Golden�gate�� ��@Katherine�Wang
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�

由于新倒的c抗板，菌液未⼲，导致合盖后菌液来回流动

因此，⽆法⽣成单克隆菌体，所有细菌互相流动污染，成为同样基因的菌落，⽆法进⾏菌p

因此重做golden�gate，16度过夜，等待转化

各活化20uL，50mg/mL（溶于⾃制保存液中，⽆sodium�azide叠氮化钠）

•

•

•

�SELEX

�活化BSA磁珠，reverse�primer磁珠� ��� ��@Katherine�Wang @Max�Chen

•
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使⽤时需稀释5倍

由于跑胶时间较短，5kb�marker没有完全跑开

但是可以看出cp�1（lane2）中出现⽬标条带（80bp），略快于arker的最后⼀条（100bp）

因此，可以使⽤BE�1�进⾏第⼆轮SELEX

⽆明显条带，cp2失败，开始debug

可能1:�第⼆轮beaming产物配错，需要重新从pool2中取3.8uL进⾏BEAMING（优先）

可能2：第⼆轮fishing步骤错误，可能加错buffer或者⽐例，误扔上清等，需要重新从pool�1进⾏

进⾏BEAMING（不太可能）

可能3:�第⼆轮control�PCR配错，加错引物等，需要重新⽤BE�2进⾏control�pcr�2

最终原因：control没有pcr😡

�

操作⼈：Ginny�Adonie

操作⼈：Alex

•

�Round�1:�control�PCR�1�� ��@王⼦阳

•

•

•

�Round�2:�control�PCR�2�� ��@王⼦阳

•

•

•

•

•

�20200819

�Golden�Gate产物转化涂板

�SELEX�从round�1�开始（产物与室温过夜被迫remake)
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实验进度：制备BE1,�BS1,�pool1淬⽕产物,�CP1.�CP1�跑胶成功

⽬前是counterselection阶段，即去掉只能与BSA和磁珠结合的aptamer从⽽缩⼩筛选范围

counterselection阶段有四轮

�



�



lane1:�marker;�lane2:�cp1,�条带正常。⿊点不影响跑胶

�

�

�

由于15-2的板没有⻓菌，Lane1-Lane13菌均取⾃15-1板上的⼤菌

Lane14、15为5000bp�marker，由于胶孔⼩上样量不⾜，条带过窄，但是⻓度仍可辨别

可以看到，13个菌落的pcr结果都存在⽬标条带（701bp），处于500-750bp区间

每个pcr产物都存在不定量的杂带，推测为引物⼆聚体，尤其是lane5污染较为严重，⽬标条带⽐较

浅

仔细观察，可以看出Lane1-4和Lane6-9相较于其他lane速度稍慢，更可能排除质粒⾃接的情况，

属于更佳结果

�20200821

Golden�gate菌p

•

•

•

•

•



所有产物因为条带良好，都被送去测序

�

�

96孔板中AB均为best�1�aptamer，CD为H06�aptamer

1为alpha，应该有最强的亮度，但是与2（beta），3（beta-bsa�conjugate），4（bsa）及

5（⽔）之间⽐较差别不显著

best�1平⾏实验（AB）结果基本⼀致，alpha结合特异性易与其他亚型毒素混淆（23），显著⾼于

bsa（4）却与阴性对照（5）差别⼩，实验数据不理想

H06平⾏实验结果不均⼀，C⾏的H06结果显⽰alpha显著⾼于2、3、4，但是低于阴性对照⽔的浓

度，可能出现校准问题，实验数据不计

⽽D⾏⼏个结果均⽆显著差异，可能洗脱不彻底

•

�2020.8.22

�ELONA(alpha)�� ��� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe @Regina @Evangeline

•

•

•

•

•
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需要重复实验，完全依照成功那次的protocol�⽤best�2

有可能是因为⽤⽔配HRP-streptavadin了

•

•

��

�Dot�Blot(alpha)�� ��� ��� ���
��� ��
@Katherine�Wang @徐炳麟 @Ginny�Fan

@Mandy�Liang @Evangeline
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实验结果不理想，蓝⾊并⽆显著组间、组内显著差异，可能存在瓶盖内洗脱液清理不⼲净情况，推

荐使⽤移液枪吸净

右边⼀⾏为best�1�aptamer，beta-BSA�conjugate蓝⾊最明显，但是alpha较阴性对照⽔来说颜⾊

明显淡,因此推测结果不能予以采信，存在操作失误

左边⼀⾏为H06�aptamer，同样是beta-BSA�conjugate蓝⾊最明显，有可能存在汇聚性证据，但特

异性对照bsa仍然颜⾊很深，因此结果不⾜以采信

需要重复实验，并每次实验⽤枪吸⼲净瓶盖内残留液体，每次洗后换瓶盖/冻存管，镊⼦需要擦拭

�

•

•

•

•

�磁珠偶联BSA-gamma毒素conjugate�� ��� ���
��� ��

@Evangeline @Katherine�Wang
@Chloe @徐炳麟

�SELEX（cp3）� ��� ��� ��@Chloe @徐炳麟 @王⼦阳
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左边lane�1为5000bpmarker，最下⽅的条带为100bp左右•



cp3产物存在位于100bp下⽅的条带，包括⽬标条带（80bp），产物可以进⾏下⼀轮

条带较宽，可能出现⾮特异性结合的杂带，但是不影响整体实验结果

Lane�1为5000bp�marker，没有完全跑开是，可能配胶过稀释，出现失误

Lane2、3分别为a磁珠和bsa磁珠上aptamer�elute的pcr扩增产物，可以看出a磁珠（lane�2）产物

亮度更⾼，所以aptamer可以被best�2aptamer特异性结合并通过elute磁珠的⽅式展现出差异，并

且条带初步判断⻓度在⽬标⻓度80bp左右

Lane4、5分别为a磁珠和bsa磁珠上aptamer�elute的rpa扩增产物，可以看到孔中出现荧光，有

DNA，但由于样品浑浊、杂质多，DNA被拖累没有跑出孔，裹挟着杂志也看不到荧光强度差别

推测可能因为有⼀步39度是4min混匀的步骤缺失，需要重复实验

�

•

•

�毒素磁珠吸引aptamer特异性及rpa/pcr扩增概念验证� ���
��

@Katherine�Wang
@Chloe

•

•

•

•

�2020.8.23(⼤失败👍）
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5000bp�marker由于变质，没有跑出来，但是该实验不需要⻓度测量，影响不⼤

rpa产物（lane2-3）⽤昨天相同的浓度跑出了条带，说明上⼀次的失败是由于4min'�39度没有

vortex，但条带并⽆明显亮度差别，反⽽gamma（lane�3）的条带更清晰

pcr产物反⽽浓度最⼩的（lane�11）gamma组跑出最亮的条带，可能由于更少的模版量更不会影

响pcr体系的指数扩增（引物结合呈指数扩增的pcr产物）

�PCR磁珠吸引aptamer检出限以及rpa重复

•

•

•



alpha组并没有条带，结合rpa的模糊条带（可能是洗涤不净），推测alpha与磁珠没有偶联成功，

偶联操作出现问题（因为昨天的偶联就成功了），需要重复实验

优化：使⽤更少轮数（15）的pcr，鉴别特异与⾮特异性结合，重新偶联alpha蛋⽩和磁珠

�

cp5产物条带拖拽，⾮常宽，说明引物结合特异性⾮常差

条带区间在100-500bp左右，不含有⽬标条带（80bp）或⽬标条带⽐例较少，产物不纯

可能是由于退⽕温度对于⼩⽚段来说偏低，⼩⽚段成为引物进⾏⾮特异性结合，氢键没有⾜够的热

能断裂，因此出现引物、aptamer互p情况

鉴于连续三次cp条带都很宽，⽬标条带越来越少（BE产物因为⾮特异性结合越拉越⻓），SELEX

需要重新开始

除了退⽕温度，很有可能reverse�primer没有成功偶联到羧基磁珠上

优化：退⽕温度升⾄59度，重新偶联reverse�primer-NH2与羧基磁珠

•

•

�SELEX�control�PCR�5

•

•

•

•

•

•

�ELONA：beta�aptamer



第四⾏数据出现阴性对照⽔最⾼吸光度的情况，该⾏数据从apt4中删除

总体来说，apt3、4、5对于beta、beta�conjugate的结合能⼒很不好，是四组数据中最差的两个

Apt5与gamma有着⽐apt3更强的结合能⼒

全部三个aptamer对alpha毒素的结合显著⾼于其他四组，推测可能只有alpha毒素成功包被在96

孔板上，其余包被失败

ELONA⽅法价格昂贵，结果难获得，可能之后会⽤磁珠吸引aptamer的competitive�assay取代

•

•

•

•

•

�20200827

�磁珠偶联beta、reverse�primer和BSA� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe

�Au�particle偶联reporting�probe� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe @徐炳麟
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A1为测量的胶体⾦溶液525nm时OD

A2、B1、B2均为⽔对照OD值

A1-⽔对照平均值为0.4689，为Au�particle⾃⾝OD

需要调⾄1OD/mL，测量时96孔板中加⼊100uL，因此⽬前浓度为4.689OD/mL，需要⽤⽔稀释4.7

倍〜

alpha磁珠吸附aptamer出现条带（lane2），因此偶联不⼀定失败（还需要后续特异性检查），可

能是由于之前alpha操作失误

•

•

•

•

�验证alpha磁珠偶联� ��� ��� ��@Katherine�Wang @Chloe @徐炳麟

•
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alpha、BSA（lane3）条带都在marker�100bp条带下⽅，存在⽬标条带（80bp）

条带窄，引物结合特异性良好（可以进⼀步提升退⽕温度来提⾼）

但alpha和bsa产物荧光强度相似，特异性不好，需要降低aptamer浓度来进⾏测试，验证的确

alpha成功偶联在磁珠上

Rpa产物（lane�10-15）再次被困在胶孔⾥，并且有反⽅向跑胶的趋势，可能是残留的重组酶在

DNA上导致条带带上正电（蛋⽩质），需要重新考虑更好的clean�amplicon⽅法

PCR产物条带完好，在marker�100bp条带下⽅，出现⽬标条带（80bp）

在所有浓度中，alpha磁珠（lane2、4、6、8）⽐bsa磁珠（lane3、5、7、9）都吸引了更少的

aptamer，可能是由于忒⼀⾏不好，或者磁珠偶联成功率不同，及磁珠量不同，变量太多，推荐对

⼀种磁珠改变ssDNA的种类来控制变量，得出结果

•

•

•

�20200828

磁珠吸引aptamer：⼤浓度梯度+rpa� ��� ���
��（lane1-9）

@Katherine�Wang @Chloe
@徐炳麟

•

•

•
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当浓度递减时，条带亮度递减，说明体系概念基本成⽴，并且可以最终通过进⼀步稀释达到⽆条带

的效果，从⽽判断多少aptamer浓度才会更敏感（⽆条带上⼀浓度）

control：条带亮，不太可能是引物⼆聚体，条带宽可能是因为亮，但是也有可能是因为模版浓度

⾼

�

此次实验出现设计⽅⾯的失误：

由于best�2�reverse�primer⽤完，这⾥采⽤了新的⼀管best�2�reverse�primer的溶液，因此⽆法

衔接上次实验的数据，需要从800nM浓度开始⼀直到0.00008nM进⾏⼤范围极限稀释

根据上轮control结果，新的reverse�primer⼤概率没有问题，因此这次暗淡的条带有可能是pcr

体系或者其他操作问题

需要做⼀组什么模版都没加的pcr体系进⾏阴性对照

•

•

�磁珠吸引aptamer:�⼩浓度梯度，单磁珠� ��� ���
��

@Katherine�Wang @Chloe
@徐炳麟

•

◦

◦

◦
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这次实验四个浓度都可以算没有p出条带（隐约有⽬标条带），需要重复实验，拓宽梯度来观看差

别

此次alpha磁珠⽤的是同样是怀疑偶联不成功的磁珠，因为磁珠⽐bsa结合能⼒稍差其实不影响它

竞争性结合游离毒素，因此同样可以做后续实验

�

由于胶孔中存在⼤量莫名DNA，导致DNA染料在lane中被拖拽，留下没有荧光的⿊⾊轨迹，和⼀些

⼤⽚段条带，因为浓度过⾼被taq酶染红

Marker（lane�1）没有跑开，可能是由于胶孔内DNA的拖拽

隐约可以观察到随浓度降低，条带变浅，但是特异性不能明显看出来，random（lane2、4、6、

8）与Best�2（lane3、5、7、9）亮度没有区别

最后两组（lane10、11）⽤偶联成功的alpha，与可能失败的在同⼀浓度（lane2、3）没有什么区

别

数据不予采信，因为其他DNA可能会污染结果，需要明天进⼀步配胶、重新跑胶

•

•

�磁珠吸引aptamer：⼩浓度梯度，两种aptamer� ���
��

@Katherine�Wang
@Chloe

•

•

•

•

•

�20200829
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由于前⼀天晚上跑胶结果蹊跷，重新跑了random（lane2-5）和best�2（lane8-11）的浓度梯度

总体来说，所有lane都没有跑出清晰的条带，偶联成功、失败的磁珠没有区别，可能是由于都偶联

成功，或者best�2�reverse出现问题，没有产物

条带宽、浅，似引物⼆聚体，需要重新跑阴性对照检验

�磁珠吸引aptamer�random�B2⽐较

•

•

•



同时，由于在此浓度梯度没有明显变化，需要拓宽浓度梯度

总体来说，只有800nM的条带稍微清晰，与昨天随浓度梯度递减的实验结果不符，判断800nM条带

可能是少部分模版和引物⼆聚体的mixture

80nM由于点样失误，重新在lane9点样

从80nM到0.0008nM并没有显著的亮度递减，可能是由于模版量低都不能直接显影增加

阴性对照也有类似的模糊条带（未添加模版），推测可能是引物⼆聚体

结论：best�2�reverse不是⼲粉，是空管（以后⼀定要⽤完扔掉或者标注清楚！！！），需要等待

新引物到来，重复实验

•

�磁珠吸引aptamer�⼤浓度梯度

•

•

•

•

•

�SELEX：control�PCR�1



此次BEAMING和control�PCR都提升了退⽕温度（60度），含有⽬标产物（80bp，在100bp

marker下⽅），可以进⾏下⼀轮SELEX

条带较宽，特异性仍然不是很好，可以适当降低congtrol�PCR的退⽕温度，寻找最佳退⽕温度（靠

近原始Tm）

�

•

•

�20200904

�SELEX：control�PCR�3



图中lane�1为2000bp�marker，lane�2为cp3产物•



可以看出cp3产物含有⽬标条带（80bp），清晰地位于marker�100bp下

清晰的条带显⽰退⽕温度60（beaming、cp）度显著增加特异性，产物可以进⾏下⼀轮selex

整体来看，这次试验结果成功，组内之间体现浓度梯度的差异，即条带亮度随浓度降低⽽降低

对于后续测量的⽬标Best2，其中灵敏度区间在80nM（lane13）与8nM（lane14）之间，需要重

复测量确定区间（之前有结果不同的版本）

•

•

Best�2�&�random�⼤浓度梯度测灵敏度�磁珠吸引aptamer

•

•



同时，组间对⽐显⽰，在800nM（lane2、12），80nM（lane3、13）与8nM（lane4、14）区域

best2�明显亮于random

后续没有亮度差别，很有可能是因为已经没有真正的条带，⽽是污染的⽔中的杂质或者引物⼆聚体

然⽽，特异性证据不充⾜，仍需要做⼀组对照（未放磁珠的random、best2）菌p，证明两者PCR

效率⼀致

因为有可能random更暗是因为其中被打断延伸的引物更难找到它的模版，因为random�pool⾥包

含太多不同的模版

划线区域并没有明显显⾊，胶体⾦偶联reporter�probe、试纸固定等概念都不能被证明

可能的原因：

⽔流速过低，不⾜以流到划线区域

上述概念错误，整个项⽬需要重新调整

胶体⾦浓度太低，需要重复实验（偶联），增加⼗倍浓度

�

•

•

•

•

�试纸划线（⼤失败）

•

•

◦

◦

◦



cp4产物⻓度跨度很⼤，有可能是因为BEaming�round�4的特异性不好

因此如果进⾏后续操作，筛选效率因为所含⽬标条带（80bp）过少降低

结论：需要重复cp3，观察其条带与纯引物⼆聚体的区别

�20200905

�SELEX:�control�PCR�4

•

•

•

�磁珠吸引aptamer：⼩浓度梯度重复+对照实验



由于第⼀组⼩浓度重复（lane2-5）有数据（lane4）丢失，其变化忽略不计

第⼆组⼩浓度重复（lane6-9）呈现与昨天best�2前四个浓度相同的趋势

因此可以确定aptamer灵敏度区间为8nM-80nM，下⼀步需要（20，40，60，80nM⼩浓度稀释

对照实验中，发现random（lane10）和best��2（lane11）存在显著基底pcr效率差异，导致条带

亮度best2明显更亮

然⽽，昨天的特异性数据出现了从有到⽆的数据，random为800到80，best2为80到8，如果能证

明两组第⼆个是引物⼆聚体，就能证明特异性

•

•

•

•

•

�20200906



可以看出，这四个浓度的aptamer都可以显著地⾼于引物⼆聚体（⽆模版，lane6）地存在于pcr体

系，被磁珠吸引

因此⽆法判断“⽆条带”情况上游的最佳灵敏浓度，只能推测这四个都有可能

80（lane2）、60（lane3）及20（lane4）nM体现了随浓度梯度递减的条带亮度，但是40nM明显

更亮，属于anomalous，重复实验后结果不⼀致

因此，需要⽤这四个浓度分别进⾏竞争性结合的进⼀步实验

�

�磁珠吸引aptamer：缩⼩浓度梯度，确定aptamer灵敏区间

•

•

•

•

�游离毒素竞争性结合aptamer的效度



阳性对照（lane�8）最亮，证明pcr体系没有问题

所有条带都显著亮于阴性对照，即⽆模版纯引物⼆聚体（lane�9），证明都有模版被扩增的迹象

在80nM浓度时，competitive�test（lane3）略暗于direct�test（lane2），说明游离毒素可能能够

抢夺aptamer，但是区别很⼩，效度低

60nM浓度时competitive�test（lane3）亮度甚⾄⾼于direct�test（lane2），说明效度随机

没有明显的变暗可能是因为aptamer浓度依旧过⾼，需要探索原先浓度区间（8nM-80nM）浓度更

低的灵敏区域，如20、16、12、8nM，变暗程度越⾼证明越灵敏

•

•

•

•

•



cp2产物为重做pool2的beaming，可能由于beaming特异性⽐较低，或者control�pcr特异性低，

产物条带⾮常宽，引物互p，特异性差（含有少部分⽬标条带80bp），需要重新cp

我们降低了control�PCR的退⽕温度（60到57），因为57度曾经p出清晰条带

然⽽，虽然cp2产物显著亮于引物⼆聚体（lane3），条带还是很宽，特异性差

因此，我们推测特异性差可能是因为beaming的60度退⽕温度，需要改换为57度重新beaming，

然后进⾏control�PCR，观察条带特异性

�

•

�SELEX：�control�PCR�2（重做）

•

•

•

�20200911

�游离毒素竞争性结合aptamer的效度（⼩浓度）



阳性对照条带清晰显著，证明此次pcr体系没有问题

所有浓度竞争性或⾮竞争性结合（2-8）的条带都与引物⼆聚体（10）⽆显著差异，并且⽐真正的

条带速度快，质量⼩，为引物⼆聚体，即此浓度aptamer过低

结合之前结果，�⼩⾄40nM时都可以有清晰条带，我们需要在20-40nM之间寻找敏感度区间，即

25nM，30nM，35nM，40nM

•

•

•

�磁珠偶联alpha-BSA



A1=偶联前上清液（偶联缓冲液+alpha�BSA⺟液），�A2=偶联后上清液（偶联缓冲液+部分未偶联

成功的alpha�BSA⺟液），�B1=control=偶联缓冲液

可以看出，在280nm的蛋⽩OD偶联后明显降低，说明部分alpha�BSA成功偶联⾄磁珠

偶联效率=A1-A2/A1=24.3%，�略低，但是可以证明磁珠偶联成功

control表⽰绝⼤多数的OD值并不是由于同样存在的偶联缓冲液导致的，⽽是alpha-BSA

•

•

•

•

�组装试纸+测试液流





试纸按照sample�pad，�conjugation�pad，�NC�membrane及absorbent�pad的顺序组装，下⾯有

底板

⽤⽔、胶体⾦原液滴加5-10uL到sample�pad，液体被困在sample�pad不能继续流动

Debug

由于NC膜质量问题，⽤了之前的NC膜，可能孔径、构造不⼀致

试纸胶条固定影响侧流，需要⽤更加⽆痕的⽅式进⾏固定

滴加位置距离NC膜太远，可以先测试NC膜侧流能⼒，滴加在其⼀端

•

•

•

◦

◦

◦

�20200912

�Competitive�test�中浓度



阳性对照条带清晰显著，证明此次pcr体系没有问题

所有浓度竞争性或⾮竞争性结合（2-9）的条带都与引物⼆聚体（11）⽆显著差异，并且⽐真正的

条带（10）速度快，质量⼩，为引物⼆聚体，即此浓度aptamer过低

由于更换磁珠，我们需要更⼤的浓度梯度来确定灵敏范围，即800，400，200，100nM

•

•

•

�Competitive�test�⼤浓度



总体来说，这次实验结果很好好，找到了⼤致的灵敏度区间

在800nM（lane2-3）区间看到竞争性结合后的磁珠上的aptamer（lane2）明显低于没有游离毒素

的情况（lane3，速度=引物⼆聚体），说明游离毒素抢夺aptamer理念成⽴

⽽在400nM处，过量（lane�4）或⽆（lane�5）游离毒素亮度⼀致，都不是引物⼆聚体，可能是因

为较少的模版量帮助pcr指数扩增，不受aptamer原始量影响

200nM或100nM（lane6-9）均为与阴性对照⼀致的引物⼆聚体，aptamer浓度过低

因此，我们可以推测⼤致的灵敏度区间为400-800nM

�

•

•

•

•

•



1=alpha，2=beta，3=BSA，4=water

所有结果都处于阴性，只有H06的（3，3）BSA为阳性，可能是因为洗脱不彻底

这次ELONA的潜在问题

倾倒试剂混淆，最好⼀个⼀个孔吸出来试剂

Best�2�biotin�aptamer有可能为空管，⽽⾮⼲粉

Streptavidin和TMB显⾊出现问题，蓝⾊和⻩⾊都不明显

Streptavidin�incubation时间太短

需要⽤娃哈哈纯净⽔！！！

可以考虑使⽤⾼浓度PAGE胶，电压低（90V）来做gel�shift�验证结合

�ELONA（⼤失败again）

•

•

•

◦

◦

◦

◦

◦

•

�试纸：侧流+显⾊



图中可以看出，从样品垫添加的胶体⾦-reporter�probe�conjugate成功流⾄吸附垫（15uL），从

左向右

然后，划线部分胶体⾦没有显⾊，可能是由于

Streptavidin-capture�brobe划线时在试纸上结合时间太短

胶体⾦没有成功偶联reporter�probe

•

•

◦

◦

�20200913

�Competitive�test⼤浓度⼩间距



800nM浓度时（lane2-3），有⽆游离毒素对条带亮度并没有产⽣很⼤的影响，但是可以看出加了

游离毒素的条带更快，更多含有引物⼆聚体，更少产物

在600nM（lane4-5），400nM（lane6-7）的时候，明显添加了游离毒素的条带更亮，可能是因为

游离aptamer没有洗⼲净

总体来说，结果不如阴性、阳性对照那么明显，因此不能完全验证competitive�test区间概念

下⼀步：利⽤⼀定能够结合的凝⾎酶以及其aptamaer验证概念

通过计算，发现约10uL的⽔可以侧流⾄3.1cm

•

•

•

•

�试纸：侧流+显⾊

•



若想要减少滴加在sample�pad上的样品量，则需要更窄的试纸条（3mm）

胶体⾦微微在划线区域显红⾊，但不明显，可能是由于

被商家坑了，胶体⾦初浓度过低，需要离⼼、重悬于更少的液体

划线技术问题，线条过于宽，导致胶体⾦不集中

样品仍然浑浊，所有条带被卡在胶孔

下次应该使⽤娃哈哈纯净⽔，并与上海做rpa项⽬的研究⽣团队沟通，得到要领

�

•

•

◦

◦

�RPA再次测试

•

•

�20200918

�Competitive�test：以最佳浓度为中⼼的浓度梯度



�

�

�



可以看到，重复alpha毒素竞争结合的浓度梯度，并增加⼀个更⼤的梯度，以确认最灵敏的浓度

在1000nM浓度（lane2-3）时，是否加⼊过量毒素的竞争性结合没有太⼤的条带亮度区别，都⽐较

亮，说明此浓度aptamer过量

在600nM浓度时（lane6-7）时，是否竞争结合也不影响条带亮度，都较暗，说明aptamer浓度过

低，在加⼊游离毒素后清洗不到位（lane6），都应该是引物⼆聚体

800nM浓度（lane4-5）⼿机之前确认的最佳灵敏浓度，此次试验再度确认，其加⼊了过量游离毒

素（lane4）条带明显更亮

结论：结果可⽤，可以重新跑page胶

�

•

•

•

•

•

�凝⾎酶偶联磁珠：⽤于之后的competitive�test，rpa和试纸硬件装置检测



�

A1为蛋⽩偶联前在280nm时蛋⽩、偶联缓冲液混合物的吸光度

A2为偶联室温旋转90min后上清液在同⼀波⻓的吸光度

A3为偶联室温再旋转30min后上清液在同⼀波⻓的吸光度

根据数据，90min后的30min旋转并不能显著增加蛋⽩偶联，故A2=A3

相较于A2、3，A1显著更⾼，计算偶联成功率为49%，可以⽤于后续实验

�

�

SELEX�round�1�失败。beaming�PCR出现问题。

•

•

•

•

•

�20200918�操作⼈：王⼦阳



�

因cp1条带缺失，故我决定再跑⼀次BS1,�也就是beaming之后的上清，⾥⾯应该有数量很多的DNA.

�



�

结果BS1也没有条带，说明beaming�PCR出现问题，或者在fishing的时候就已经出现问题，⽐如说磁

珠材料的问题。

为了进⼀步debug,�第⼆天应当按照传统PCR做⼀遍random�ssDNA的扩增，以检查是不是扩增步骤的

问题。

冲刺！！！

�

�20200919

�ELONA



A/B�为Best�2�aptamer，C/D为H06�aptamer

1为alpha，2为gamma，3为BSA，4为⽔

所有结果都为阴性，没有明显蓝⾊额也没有明显⻩⾊，很有可能是毒素coating的问题（因为凝⾎

酶成功ELONA证明了试剂没有问题）

建议：增加coating毒素浓度⾄20ug/mL

•

•

•

•

�Gel�shift



图中random条带⾮常浅和扩散，但是并不是由于没有结合毒素，⽽是因为此胶为⾮变性胶，

random各种不同序列形成不同⼆级结构

此时Best�1虽然整体⽐best�2快，因为少了10bp，然⽽他们的⻓度相较于真是⻓度也略⼤，因为这

⾥迁移的是它们特异性形成的引物⼆聚体

结论：不能说明问题，需要与未加毒素的random、best�1、best�2对⽐

�

•

•

•

�20200925

�凝⾎酶competitive�test



�

这次试验competitive效果⾮常明显，可能是由于凝⾎酶与与其aptamer很好的结合能⼒

在8000nM，competitive�test（lane2）条带更亮可能是由于过多的aptamer导致毒素⼀下⼦被⽤

完，从⽽剩下很多aptamer与磁珠结合

在800nM，是否加⼊过量凝⾎酶不影响条带，此时aptamer也过量

•

•

•



80nM靠近敏感度区间，加⼊过量凝⾎酶（lane6）后条带与阴性对照⼀致，⽽未加⼊的有明显条带

（lane7），说明游离凝⾎酶成功抢夺aptamer

8nM处，aptamer过少，没有对⽐，都未有⾜够aptamer结合磁珠

下⼀步计划

先缩⼩灵敏浓度区间80、60、40、20

之后尝试降低添加凝⾎酶的量，降低检出限

�

在发现streptavidin即使没有连接complementary�strand之后，也能与reporter�probe-胶体⾦复

合物⾮特异性结合显⾊，我们打算探究浓度对于减轻⾮特异性结合的影响以及产⽣该结合的原因

（胶体⾦或reporter��probe）

从结果来看，胶体⾦⾃⼰能够⾮特异性结合streptavidin，偶联reporter�probe可能会阻遏这中结

合，因为2、4、6、8明显相较于1、3、5、7会显⾊更淡

当浓度降低时，我们可以看到对于被阻遏的⾮特异性结合来说，12.5uM的浓度之后线条显⾊就很

淡，影响不⼤

•

•

•

◦

◦

�streptavidin⾮特异性结合检验

•

•

•



下⼀步计划

进⾏有⽆complementary�strand在同浓度streptavidin的对⽐

再度缩⼩streptavidin浓度，在能固定carpture�probe的情况下降低⾮特异性结合

�

•

◦

◦

�20200926

�Gel�shift：有⽆target的结合对⽐





总体来看，aptamer的位置只受其⻓度影响，不受是否结合target影响

Best�1（lane2/3）与apt29（lane8/9）⽐best2短（lane4/5），因此速度更快

Random（lane6/7）由于不同种类的ssDNA产⽣了各种⼆聚体，条带仍然⾮常离散

加了target的溶液（lane2/4/6/8）要⽐未加target的条带更亮，因此条带也更宽（根据正态分布随

机变量原理），原始浓度⼀致

然⽽random也出现这种情况，不能证明target和aptamer的特异性结合

为了探究这种差异的原因，我们需要进⾏对照试验，即是否凝⾎酶aptamer可以和毒素⾮特异性结

合，毒素⾃⾝是否有条带等

�

•

•

•

•

•

•

�Gel�shift对照试验



�



�

�

这次试验出现了相反的结果，即加了target（lane5）的sample条带⽐不加的（lane7）更亮

这说明不能可靠证明结合

只有蛋⽩的样品没有条带（lane4/8），说明上⼀轮的加亮也不是蛋⽩⾃⾝的效果

target与aptamer错配的情况导致条带扭曲（lane3/6），亮度更暗，可能是未结合蛋⽩的阻遏作⽤

因此特异性结合是可能存在的

�

�

•

•

•

•

•

�凝⾎酶competitive�test：⼩浓度梯度



这次试验，我们围绕上次寻找的灵敏度区间80nM（lane4/5）上下进⾏更加精准的测量

实验结果重复了⼤浓度实验的结果，并且发现100nM（lane2/3）时反⽽条带很暗⽆差别，可能是

由于操作失误或者随即失误

80nM（lane4/5）可以看出competitive�test过量凝⾎酶（lane4）导致条带趋近于阴性对照，明显

更暗

60nM（lane6/7）处与100nM相同，没有差别

•

•

•

•



40nM（lane8/9）惊现与80nM相似的结果，只是差别更⼩，可能是因为两者都没有⾜够的

aptamer去结合toxin�bead时，但是也都有⼀部分去结合，引起差别

这次阴性对照条带⽐较亮，可能是存在dna污染

�

•

•

�RPA产物电泳再试



�



样品顺序为毒素aptamer、凝⾎酶aptamer交替两次，前两个样品在25度进⾏rpa，未使重组酶脱

离，后两个样品完全按照protocol（39度）

结果证明，37度的版本（lane4/5）的确存在更多的aptamer�amplicon，胶孔处更亮

然⽽所有样品还是被困在了胶孔⾥，并且宗⽼师询问相关⼈⼠样品的确会浑浊，这种情况的原因不

得⽽知，需要重复实验，控制变量

Alpha�best�1（A1-B3）以及beta�apt3（E5-F8）结果毫⽆特异性，均为阴性结果

Apt1（C5-D8）展现出较好的对beta-BSA复合体的特异性，可能是因为SELEX筛选中使⽤beta-

BSA，beta毒素变构导致筛选出的aptamer只能特异性结合变构的beta毒素，⽽⾮游离毒素

Apt2（A5-B8）第⼆组数据显著可以有效结合beta毒素，需要重复实验确认结合特异性

�

•

•

•

�ELONA

•

•

•

�20200930

�Gel�shift�



总体来说，加⼊蛋⽩的DNA条带⽐起只有DNA(lane3/6)更少出现弥散情况•



然⽽这种效应不存在特异性，即正确配对（lane8/9）和错误配对（lane4/7）⽆差别

跑胶时间不够，或许因此导致差别⼩，但是整体来看这种⽅法成功的可能性不⾼

�

•

•

�RPA�硬件引物



lane2/3使⽤100度⾼温变性重组酶，lane4/5使⽤60度变性，lane6/7不变性•



顺序组间为best1、best2

只有100度变性时best�1的产物（lane2）基本跑出胶孔，但是条带仍较暗，其他均出现跑胶滞留现

象

这种现象在100度时有所缓解

总体来说，rpa产物为特异性扩增的结果，⻓度在100bp左右，加上ss�tail与⽬标条带基本⼀致

�

�

•

•

•

•

�凝⾎酶竞争性结合检出限



80nM的aptamer是我们在加⼊过量（50mg/mL）凝⾎酶时发现的灵敏aptamer浓度，即游离毒素

成功抢夺本该结合磁珠的aptamer

然⽽过量浓度远超我们的⽬标检出限，因此我们尝试在这⼀浓度变换凝⾎酶浓度，看看是否能够达

到较低的检出限，加⼊仍导致明暗区别

在此浓度，只有⺟液过量毒素（lane2-3）可以看出明显游离毒素吸引aptamer的作⽤，然⽽稀释

100倍或更多时则使条带差异消失

差异过早消失表明aptamer浓度过⾼，导致只有很少的⼀部分被低浓度凝⾎酶drain

下⼀步：我们需要确定究竟剩多少的aptamer让磁珠结合可以刚好被p出来，低了就不⾏了

•

•

•

•

•

�20201001

�凝⾎酶磁珠�aptamer浓度最低检出限（⼩浓度）



�

�

Lane2/3为selex�control�pcr1�的产物，分别为淬⽕和没淬⽕，lane4/5为selex�round�1�aptamer

pool，淬⽕和没淬⽕

淬⽕对于改善条带宽度没有作⽤，说明的确错误⻓度⽚段较多⽽⾮因为形成⼆聚体改变⻓度

lane6为阳性对照，7-10分别为磁珠吸引40、30、20、10nM的aptamer

•

•

•



在40和30nM（lane7/8）的浓度中，条带较为清晰，⾼于引物⼆聚体和20、10nM浓度的条带

（lane9/10）

下⼀步：增加aptamer浓度，保留40、30浓度做对照，重复实验

�

当aptamer浓度降低时，可以看出条带亮度递减（from�lane2�to�lane5），说明aptmaer原始溶液

浓度确实会影响结合磁珠aptamer的浓度

在最⼩浓度30nM时，条带亮度依然显著⾼于阴性对照引物⼆聚体（lane7），说明该浓度可以让磁

珠结合⾜够多、够pcr出来的aptamer

因此我们可以将灵敏aptamer浓度暂定为30nM

下⼀步：使⽤30nMaptamer，改变凝⾎酶浓度（⼤梯度），再测LOD

•

•

�凝⾎酶磁珠�aptamer浓度最低检出限（⼤浓度）

•

•

•

•

�胶体⾦偶联biotin-aptamer结果



通过三天的处理，胶体⾦偶联了⽂献中⽅法⼀的aptamer，即结合毒素的best�2�aptamer

原始胶体⾦的峰值在520nm左右，⽂献中记载如果偶联成功会有5nm的右移，即新peak为

525nm，算为成功

经测量，处理后的胶体⾦peak为523nm，初步符合右移趋势，判断偶联成功

下⼀步：试纸胶体⾦显⾊

•

•

•

•

�20201002

�RPA变性page胶



�

使⽤page胶，dna重组酶脱落，dna变为直链

因此蛋⽩不会滞留rpa扩增产物，产物成功跑出胶孔

令⼈费解的是，lane2/3为使⽤100度程序预先清理重组酶的程序，条带效果⽐lane4/5⽤60度预先

程序清理的更加清晰、窄，特异性更好

不能解释为什么变性胶不能清理所有的蛋⽩，以及为什么不⼲净的蛋⽩处理导致条带变宽（可能是

因为dna结合蛋⽩变构）

总体来说，条带⻓度正确，为100bp以上（80bp加上单链ssDNA�tail）

下⼀步计划：为增加扩增效率，降低模版浓度1000倍

•

•

•

•

•

•

�凝⾎酶检出限验证（根据测试可p浓度dna），特异性对照



�

�



总体来说，在⾮⺟液浓度梯度时，⾮特异的best2（lane3-9）和特异的apt29（lane13-19）组间

差别不明显，说明游离毒素不⾜以结合⾜够⽐例aptamer以减少磁珠aptamer结合

错配b2的条带更亮，说明更少的游离凝⾎酶结合aptamer�b2（⽐起apt29），结合具有特异性

在⺟液浓度时，加⼊⺟液凝⾎酶的b2也明显被结合，导致更少结合磁珠，条带变暗，这说明存在⾮

特异性结合，b2结合凝⾎酶或磁珠

在同样的⺟液浓度时，加⼊⺟液凝⾎酶的apt9被更多的结合，因此条带更暗，达到阴性对照

（lane10）亮度以下，与未加⼊的（lane12）具有显著差异，说明结合还是有特异性的

下⼀步计划：由于检出限还是很⾼，我们打算使⽤更低浓度aptamer，3nM（推测此浓度⽆游离可

p）

�

•

•

•

•

•

�20201003

�RPA变性胶，⽆模版对照



与上次实验⼀致，lane2、3分别是扩增best1、2�aptamer，100度清理蛋⽩的，⽽lane4、5扩增

B1、B2使⽤60度清理

与上次结果⼀致，60度清理效果更差，可能是由于变形胶原意不在清理多余蛋⽩，⽽是解双链

DNA，所以不能完全排除影响，滞留胶孔

然⽽对照组（lane6）出现明显条带，⻓度100bp以上，与⽬标⻓度⼀致，推测出现DNA⽓溶胶污

染

通过这次，我们确定了最佳的清理⽅式为100度，并且模版稀释⼀千倍效果更佳

下⼀步：为了避免⽓溶胶污染，使⽤超净台进⾏RPA体系配置

•

•

•

•

•

�毒素固定NC膜，胶体⾦显⾊



可以看到，滴加毒素的中⼼有⼀点红⾊显⾊，并且在wash30分钟以上不褪⾊，说明aptamer结合

了中⼼最集中的少量毒素

同时，周围胶体⾦基本褪⾊，可以说明胶体⾦不能⾃⼰单独被NC膜结合

然⽽，显⾊也有可能是因为中⼼滴加区域的胶体⾦最为集中

下⼀步：多加胶体⾦浸泡试纸，观察毒素滴加区域显⾊

�

•

•

•

•

�4nM�aptamer凝⾎酶检出限



整体来看，这次条带都很暗，可能是因为4nM浓度过低，导致即使没有游离毒素也很难p出来

lane2/3和lane4/5依稀可以看出亮度区别，初步证明降低aptamer浓度确实可以将检出限从⺟液浓

度降低到⺟液/100浓度

然⽽条带过浅，不好判断，需要重新确定aptamer可p范围

�

•

•

•

�aptamer⽆游离凝⾎酶，可p浓度



在以上测试浓度范围⾥，没有任何条带出现可p序列，因为没有显著⾼于阴性对照（lane11）

lane6的6nM浓度条带显著更亮，有可能是anormalous，因为同组另外⼀个样品并没有更亮的·条

带，可能是由于清洗不⼲净

下⼀步A：增加aptamer浓度到30nM，寻找到最低可p浓度，要显著⾼于此次阴性对照

•

•

•

�Beta�ELONA





12为beta毒素，11为⽔，10为beta-BSA，9为BSA

F、G、H为aptamer1，C、D、E为aptamer2

从实验数据来看，C11与C12对⽐明显，1/3的lane显⽰apt2对游离beta毒素有⽐⽔更好的结合能⼒

（与上次结果⼀致），但重复组过少，⽆法确定

G9与G10对⽐明显，说明aptamer�1对于beta-BSA⽐BSA更能结合，F-H�9、10的平均数也显⽰

beta-BSA能更好的结合apt1（结果与上次实验⼀致）

可以初步判定筛选出来有⼀定特异性的beta�aptamer，apt1

•

•

•

•

•

�20201004

�超净台RPA：防⽌⽓溶胶污染



第1、2lane为含模版best1、2，3、4lane为不含模版的阴性对照

实验证明，未含模版的引物体系（lane3-4）也p出了条带，可能是因为引物⾮特异性结合或⽓溶胶

污染

为了排除引物互p的影响，下⼀步更换凝⾎酶引物进⾏阴性对照的检测

•

•

•

�aptamer可p浓度梯度（中浓度）



不同于之前包含40、30nM（lane2-5）的实验，这次这两个本该有明显区别于阴性对照的浓度都只

有很暗的条带

所有浓度的条带都与阴性对照（lane11）没有明显区别

下⼀步：使⽤更多轮的PCR程序（30），从⽽增加扩增DNA数量

•

•

•

�固定毒素，胶体⾦试纸显⾊（⼤成功！！）



左为凝⾎酶，右为alpha毒素

可以看到明显在毒素滴加区域的红⾊，为胶体⾦结合显⾊

⼀⽅⾯证明了毒素和aptamer的结合，另⼀⽅⾯证明了固定毒素的可⾏性

�

•

•

•

�20201005

�aptamer可p浓度梯度，新磁珠，改变循环数



根据不同轮数，可以看到亮度随轮数增加⽽增加，证明pcr效率和扩增产物浓度直接受循环数影

响，之前不可p浓度仅限其特定的循环数

尤其是18循环组（lane2-9），明显要⽐20（10-17）和22组（18-25）要更暗，说明在此附近的加

减循环数需⼩⼼

这次的阴性对照仍然对⽐磁珠elute扩增没有明显区别（lane9、17、25），只⽐阳性对照

（lane8、16、24）略淡

下⼀步：为保证阴性对照不受dna/⽓溶胶污染，在超净台操作并使⽤崭新试剂

•

•

•

•

�超净台再试阴性对照





lane2、4分别为跑了15、20轮的阳性对照，lane3、5分别为跑了同样轮数的阴性对照

通过更新试剂和超净台操作，阴性对照成功⽆条带，未被污染

因此我们可以继续实验，并配备专⻔的超净台和超净台内试剂

�

•

•

•

�SELEX�control�PCR2、4



lane2为control�PCR�2产物，lane3�为control�PCR�4产物•



cp4⾮特异性扩增较多，条带拖尾

但两组产物均含有主带80bp左右，为正确产物，可以进⾏下⼀轮筛选

�

�

Lane�1(non-competitive)⽐lane2(competitive)亮，说明新偶联的磁珠的质量没有太⼤问题，但

是重复实验时出现了不⼀样的结果（第⼀次做这个实验的时候competitive更亮），怀疑是磁珠偶

联效率不稳定（摇得不好，封闭液和保存液都是⾃⼰配的）

•

•

�80nM�competitive�test

•

�20201006

�SELEX�control�PCR�5



条带位置不对，可能由于BE4或round�5中间操作出现问题

也有可能是因为pcr管存在污染，因此更换pcr管

条带宽，特异性仍旧不好，并且80bp部分很少

下⼀步：继续round6进⾏debug，查看下⼀轮cp结果

•

•

•

•

�SELEX�control�PCR�6



这次条带位置基本正确，主带在80bp左右

beaming和control�PCR都⽤了新的pcr管，并采取严格的防污染措施

这种措施将会在以后的SELEX中均加以实施

尽管条带还是很宽，特异性不好，但是可以继续下⼀轮筛选

•

•

•

•

�磁珠aptamer浓度梯度+循环数



循环数组间差别⾮常明显，25轮（lane10-17）明显⽐20轮（lane2-9）的PCR产物更亮

然⽽组内之间差别不显著，包括浓度之间的差别和与阴性对照（lane9/17）的区别

原因可以归结为PCR管污染，导致⽆论是各浓度还是阴性对照都可以有⾜够的污染源DNA进⾏扩

增，亮度基本⼀致

下⼀步：严格PCR管取⽤和污染控制，重复20循环数时的浓度梯度（此循环次数已经⾜够PCR扩

增）

•

•

•

•

�磁珠aptamer浓度梯度，循环=20



这次各浓度aptamer�elute与阴性对照有明显区别，控制了污染

60nM浓度（lane5）更亮，是由于PCR时盖⼦没有盖严导致，⽔分蒸发样品浓缩，因此同样体积

DNA浓度更⾼

40nM（lane6）由于⼈为失误⽆条带

总体来说，其他浓度梯度亮度基本⼀致，推测在此浓度范围、循环数内磁珠吸引aptmaer达到饱和

下⼀步：由于之前验证过，15循环数时40nM⼀下都没有清晰、显著⾼于阴性对照的条带，因此循

环数不变，使⽤⽬前最⼩可p浓度20nM进⾏竞争

�

•

•

•

•

•



这次结果良好，加⼊⺟液凝⾎酶进⾏competitive�test（lane2）⽐不加（lane3）条带更暗说明更

少aptamer结合磁珠

两个条带（lane2/3）都⽐阴性⾼也证明该浓度⾜够结合游离凝⾎酶后剩下的结合磁珠

该浓度20个循环可p再次验证，并且低aptamer浓度有可能可以降低检出限（很少凝⾎酶也结合很

⼤proportion�aptamer）

下⼀步：统⼀浓度进⾏浓度梯度检出限测试，如果不⾏则再次测量可p浓度，使得⺟液浓度的该

aptamer浓度产⽣更明显区别

�凝⾎酶competitive�test，新循环数

•

•

•

•



�

图中最左边固定游离alpha毒素，中间为凝⾎酶，最右边固定毒素-BSA�conjugate

在添加毒素和胶体⾦时，可以看到明显仅对于毒素-BSA溶液的液滴滞留，渗透更慢，可能是因为

aptamer与固定了的bsa毒素结合

因此最终只有毒素-BSA显⾊（右）证明出现结合，需要做gammaBSA对照试验证明特异性结合

alpha毒素（⽽⾮BSA）

�20201007

�试纸固定毒素-BSA�显⾊

•

•

•



gamma-BSA也有明显显⾊，说明有可能只是BSA的conjugate都能显⾊

下⼀步可以试⼀下只加BSA

�

•

•

�凝⾎酶磁珠浓度梯度（循环数：20，aptamer浓度20nM）



只有lane2和lane3有显著差异

下⼀步可以考虑降低aptamer或者凝⾎酶浓度

也有可能是因为PCR产物被污染了（这次的阴性对照盖⼦没盖紧，所以点样的时候拿的是上⼀次的

阴性对照）

•

•

•

�20201009

�特异性试纸固定结合，阴性对照





这次实验⽐较成功，alpha-BSA使⽤上次的阳性结果，补做了阴性对照

BSA完全成阴性（周围毒素没有洗⼲净，略为红⾊，但是不在滴加区域）

证明并不是因为BSA固定试纸⽐较好⽽结合偶联在胶体⾦上的毒素aptamer，⽽是因为BSA得以使

毒素固定

beta-BSA完全阴性，证明了我们需要重新筛选beta�aptamer的必要，不能跨亚型结合。两者结构

差异也较为巨⼤（beta有羧基）

gamma-BSA有部分中⼼显⾊，证明可能存在cross�reactivity，即结合alpha毒素的aptamer也可

以结合gamma毒素，不需要重新筛选aptamer

下⼀步：这种结合的差别也可能是因为alpha毒素过夜包被并⽤skimmed�milk�block导致，因此需

要控制变量，重复阴性对照

•

•

•

•

•

•

�20201010

�凝⾎酶·浓度梯度，降低检出限



在15nM浓度范围内，检出限被成功的下降了100倍，0.5mg/mL的凝⾎酶在加⼊何不加⼊的情况下

（lane4-5）条带差别明显

在10nM浓度范围内，仍然只有⺟液浓度有显著区别（lane6-7），然⽽降低⼀百倍后应该条带都⼀

样的暗，却出现了条带⽆差别但是⽐更⾼浓度aptamer加游离同浓度后条带更亮的情况

5nM处情况⼀样，并且在⺟液浓度出现了反向条带差别（lane10/11）

由于两个低浓度⽆法解释，因此我们忽略数据，重复15nM，再降低游离凝⾎酶浓度（检出限）

•

•

•

•

�RPA阴性对照，阳性对照



三氯⼄酸变性⽅法失败：可能由于重组酶变性不彻底，也可能是因为酸影响电荷跑胶（跑不出胶

孔）

阴性对照失败：⽆论是跑胶亮度，还是DNA浓度，都证明阴性对照（lane3、5、7）含有与阳性对

照（lane2、4、6）⼀样浓度的DNA，⽓溶胶污染严重

结论：RPA⾮常不可靠，可能酶出现了问题，因此RPA线暂时告⼀段落

•

•

•

�过夜包被试纸阴性对照（补）



为了控制变量，防⽌阴性对照不显⾊是因为没有过夜包被，我们使⽤了其他亚型的毒素-BSA

conjugate进⾏过夜包被

实验证明，仍不显⾊，说明胶体⾦上的best�1�aptamer能够特异性结合alpha毒素

�

•

•

�毒素光谱验证





与⽂献图谱进⾏对⽐，三种亚型的毒素均在230nm(peptide�bond)处有峰值，完全符合

⽂献中第⼆次峰值出现在275nm(aromatice�ring�of�amino�acid�R�group)左右，⽽我们的测量结果

出⼊不⼤，在300nm左右

Gamma�amanitin的第⼆峰值更⼤，没有相关⽂献证明，新发现

初步判定性能良好，可以之后通过两个峰值的OD进⾏毒素浓度测量

�

•

•

•

•

�ELONA(好像成功了...吧）





这次实验alpha-BSA显⾊⾮常好，接近于极限值，有可能是因为BSA更好固定，使得aptamer结合

毒素（纯BSA为阴性）

也有可能是由于不明原因的污染

游离alpha也略微较阴性对照更⾼，但是不明显，可能是由于包被失败

初步验证alpha毒素可以与⽂献中的aptamer进⾏结合

•

•

•

•

�20201011

�毒素best�1�aptamer胶体⾦偶联验证：成功偶联，1峰值右移5nm（520到
525nm）

�链霉亲和素-胶体⾦-biotin�aptamer

�链霉亲和素+胶体⾦光谱



偶联SA到胶体⾦后，峰值右移了11nm（从520nm到531nm）

按照⽂献说法，应该右移4nm左右，通过公式计算出偶联蛋⽩为6.51mg/m^2，⽐⽂献⾼

进⾏下⼀步操作

•

•

•



⽂献中记载右移8nm，实际移动9nm（520nm到529nm）

相较于SA-Au，峰值降低，可能是由于SA-Au偶联检测异常

只要光谱有改变，⼤概率偶联成功（因为游离已经被清洗）

�

显⾊失败，test�line变⻩

胶体⾦上的SA结合试纸，形成流动沉淀，导致并没有胶体⾦经过testline区域

OD值G1为偶联前，G2为偶联后，H1为偶联缓冲液，H2为阴性对照

偶联缓冲液OD与阴性对照相似，不影响样品OD

�链霉亲和素+胶体⾦+biotin�aptamer光谱

•

•

•

�凝⾎酶试纸显⾊

•

•

�20201017

�磁珠重新偶联凝⾎酶

•

•



偶联后OD略有下降，可能是因为4度过夜旋转速度过快，导致液体⽆法正常流动，偶联效率低

但是也有部分蛋⽩成功偶联，可以⽤于浓度梯度检测

�

�

•

•

�凝⾎酶磁珠浓度梯度（根据之前经验，直接⼩浓度梯度）



因为重新偶联凝⾎酶，需要重新确认这批磁珠在⺟液范围内的最灵敏浓度，即是否加⼊⺟液条带差

异最⼤

可以看到60nM处（lane4/5）差异最⼤，可以判定为灵敏浓度

在40nM处，差异变⼩，应该是否加⼊都变暗，因为更少aptamer可以结合磁珠⾜够被p

但是未加⼊后和加⼊后都更亮，可能存在随机误差和交叉污染

因此我们将使⽤60nM和40nM浓度进⾏凝⾎酶浓度梯度，从⺟液分别稀释10、100、1000，降低检

出限

•

•

•

•

•

�20201018

�降低凝⾎酶检出限改变aptamer浓度



�

可以看出，在凝⾎酶⺟液浓度，aptamer�60nM可以产⽣很⼤差异（lane2-3），游离凝⾎酶成功吸

引游离aptamer不结合磁珠

然⽽，当⺟液浓度稀释（lane4-7）后，差异就不明显，检出限过⾼

•

•



在40nM的aptamer浓度时，⺟液浓度和稀释⼗倍浓度（lane8-11）可能由于操作失误，差异不明

显

但是在稀释100倍后（lane12-13），差异⾮常明显，较60nM时的差异明显很多

可以证明降低aptamer浓度能够降低检出限，⾄少降低⼀百倍

�

从左到右，重新跑了上⼀轮lane2-3，lane4-5，lane4-5以及lane11-12

两两⼀组，左边⼀组证明⾼浓度的确不能成功降低检出限100倍

右边⼀组证明低浓度可以让稀释100倍后的浓度被检测到差异

�

•

•

•

�优化胶图对⽐

•

•

•




