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Puromycinf23RETF Streptomyces albonigerf—FhEEZEFEMAR, FNRBANERER, ERTFIHEEIRAEESREL. RERk
RET5iERER X pacE E (puron) N EAZE R Z FefE e B Ta 248, Puromycin MY BT IREMIBHRAITHIE, BT IREMmIBRaI4Ess.
AF=RA10 mgmLBEEETIERE, JUARERTHEEES.

Puromycinf= iR AlG M RIEIERTAIE, —BR2RKIATLARIEI9 %IRRT EpacERRMEE,; BaE 5T, NERNREZEDISE
¥, EEERTEIIME; BEKAENE, FaTKeE ik, BHSE.

EEZRIAME. shysEREET, ERESEIIHERRSATMIHERFEEE. EERNGEIAERERESH-RNAD T
3 RIRAISED, BEESEEARNANRESFHENZE BRI SER. ERERSAMRESE, TS SHEEINEARNE, NMSE
EARESMIERIR EHBRRHC- RSB ER S EZIARISZIL.

PacEEFRXIENMEEN- 2 BHEFBES(Puromycin N-acetyl-tranferase), 1ZEEZ1EStreptomyces alboniger /A INA], MMRFIAEE, #
SWERSRENE, X—HFEEaEBEN AT MR ApacER NI EMENE. flul, REmlhrSREsairEtiEs
pacERE(—IRERREIE _FFRC Apuror), WA BHIER SIS EERRER AR, ERERB oL BEFi%RApacERE
KIGHTEENR. BEEKRSE.

ERx:
WELERE: HEEERTHIMMENERSRRE—MRA1-10 ygmlL, ERETIERESERIFERMZKAE.
ERSENESRMMENBE: (AshRNAFREE SRsREI5)

ERSENEJTEIREIRMEER,. £RKE. EREE. MEAERARAGEERPEREEX. 7T HERRERAN
shRNASRRIYR SN, HERFARER BMBNSREREERSRIFEER. XYTYIRERRIME, —iRHEEEIdI TRk
TEEE BB LA RIRIE /R M 2 (dose-response curve or kill curve),

a. B5—R: 24FMRFLA5~8x 104 cells/ FLAVRERIFMAME, EMEENFLLIERHTEEARIEMSESLR., MEEFENEFREIR.

b. BXR: AEFAIRENARFERFHEHNHEEARE, ZHSEFENSTRRERRERAVHEHEAEG0. 1. 2.5,
5. 75, 10 pgmL%), EHREFEEEMEESFAEPREETT.

c. B=KRGF: BTFERBHRILUREEATHAR, —RR2RATLIRIL9 %HIFRREpac EERIAIE, FLEINIRERSRFI1-2X
FATLAS TRRARFER, NMEEEMRAERARINAYIRERE. NRMARMISMTIESE, FTESENER, —iR4-10KAEIF
BEERBRIIRTRE.
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a. MIRAERERSUSNGE, BERETSEEIREERERINEHESFEPIES, WHIEE,
TR SERATOREREN, MERFARPE. MRETEE, NERTENNSBETE, MUERNEZERFAED

25 %, ENERM— P IERMRARIIRE, EREESS hE, MNRAREZBAILIBCEENEMER, BARTREATHTIERS

b. BE2-3R, ERSEERERIEFRE.

c. MHRTRfE, WHRAIEFEMLIIZI00 %I, WEREFFENMRARApacEERME. ARRIELRBHITEZ RENH
PELBRRAYTHILE.

TR BRETARECKSINR, EREENFHEEDFE2V/N, BRRERRERAIHIEEE—RE2- 10X,

d. FAREATLBEERRE, BERERIREFLISFAETRENES. EEIRERAERG, —RENERERDIFFEEN
AN, F23REREAERERIFEHEFFR.

&1 BoBERNEIARRET TIERER

PR iifiaESid) IEREBRRE
A549 Lung cancer 1-2 pg/mL
B16 Mouse melanocytes 1-2 pg/mL
ES cell Human embryonic stem cells 0.5-5 pg/mL
H1299 Non-small cell lung carcinoma 1-3 pg/mL
HEK293 Human embryonic kidney 0.5-3 pg/mL
HeLa Human cervical cancer 1-2 pg/mL
HepG2 Human hepatocellular carcinoma 0.5-2 pg/mL
HT1080 Human fibrosarcoma 0.5-2 pg/mL
MCEF-7 Human breast cancer 0.5-2 pg/mL
MDA-MB-231 Human breast cancer 0.5-5 pg/mL
MEF Mouse fibroblasts 1-5 pg/mL
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1. AERNARESEEN, BERERRIM, FRERDIRLLR S B A R R,

2, FER(RTEVARNRIFERRA, MEBTIRRZEEST, AMERTRAKAR, AMEERTEEEEA.
3. ATENZSMMER, BFLHRRABIREFERF.
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	Puromycin是来源于Streptomyces alboniger的一种氨基核苷类抗生素，中文名
	Puromycin产品的特点是快速作用于细胞，一般2天内可以杀死99 %的不表达pac基因的细胞；带
	在革兰氏阳性菌、动物或昆虫细胞中，嘌呤霉素通过抑制蛋白质合成而抑制或杀死细胞。其作用机制为嘌呤霉素是
	Pac基因表达嘌呤霉素N-乙酰转移酶(Puromycin N-acetyl-tranferase)，
	推荐工作浓度：推荐的作用于哺乳动物细胞的嘌呤霉素浓度一般为1-10 μg/mL，但最佳工作浓度需要通
	嘌呤霉素剂量反应曲线的确定：(以shRNA转染或者慢病毒感染为例）
	嘌呤霉素的有效筛选浓度跟细胞类型、生长状态、细胞密度、细胞代谢及细胞所处细胞周期等因素相关。为了筛选
	a. 第一天：24孔板中以5~8×104 cells/孔的密度接种细胞，接种够量的孔以便进行后续的剂
	b. 第二天：在培养过夜后的细胞中更换新鲜配制的筛选培养基，该筛选培养基为含不同浓度嘌呤霉素的新鲜培
	c. 第三天后：由于嘌呤霉素可以快速作用于细胞，一般2天内可以杀死99 %的未表达pac基因的细胞，
	哺乳动物稳定表达细胞株的筛选：
	转染含有pac基因的质粒或者感染含有该基因的病毒后，即可筛选稳定表达株。
	a. 细胞转染或感染48小时后，将细胞置于含有适当浓度嘌呤霉素的新鲜培养基中培养，此为处理组。
	注意：当细胞处于分裂活跃期时，抗生素作用最明显。细胞过于密集，抗生素产生的效力会明显下降，所以细胞的
	b. 每隔2-3天，更换含有嘌呤霉素的培养基。
	c. 筛选7天后，对照组正常细胞应该100 %死亡，处理组中存活的细胞为表达pac基因的细胞。然后根
	注意：每日进行细胞生长状态的观察。嘌呤霉素的筛选至少需要24小时，有效浓度嘌呤霉素的筛选周期一般在2
	d. 待细胞可以稳定生长后，嘌呤霉素的浓度可以减半用于后续的培养。在得到稳定表达细胞株后，一般建议嘌
	表1. 部分常见哺乳动物细胞的推荐工作浓度表

