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����-RGP-JC-
F/R
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J������-
CI���-TEV

����-PTP-
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CI���-TVMVS-
R

 ����bp ��s
PrimSTAR(����
bp/min

TVMV A�

pSC���-PR-
sfGFP-
J������-
CI���-TEV

����-PTP-
TVMV-VR + 
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TVMV

����-PTP-JC-
F/R

���bp P1

pSC101-PR-sfGFP-J23119-CI434-TVMV

℃

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TVMV

����-PTP-JC-
F/R

 ���bp ��s P � � � � fastTaq
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sfGFP-J�����-
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����-PTP-JC-
F/R
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HRV�C

����-PTP-
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TVMV-�
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CI���-TEV

����-pSC���-
TetR-VF�/VR�

����bp  B�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
TetR-VF�/VR�

����bp  B�

LacI ����-tac-LacI-
F/R

��bp C�

LacI
����-LacI-F/R ����bp C�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
LacI-VF�/VR�

����bp C�
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����bp   C�
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

A� A� A� A�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

B� B� B� B�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
LacI

C� C� C� C�

1 2 3 4
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3
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-pSC���-
CI-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
CI-JC-R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

����-pSc���-
TetR-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
TetR-JC-R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
LacI

����-pSC���-
LacI-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
LacI

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
LacI-JC-R�

���bp P
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pSC101-PR-sfGFP-J23119-CI/TetR/LacI PCR
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

RGP-pTac-
Syn����-HR�C

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SUMMV

RGP-pTac-
Syn����-
SUMMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-
TVMV

PSC���-Empty
RGP-pTac-
Syn����-TEV

RGP-Empty

TF

1

2

3

4

5
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PSC���-Empty
RGP-pTac-
Syn����-HR�C

PSC���-Empty
RGP-pTac-
Syn����-
SUMMV

PSC���-Empty
RGP-pTac-
Syn����-
TVMV

PSC���-Empty
RGP-pTac-
Syn����-TEV

PSC���-Empty RGP-Empty

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-HR�C

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-
SUMMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-
TVMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-TEV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-Empty

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SUMMV

RGP-pTac-
Syn����-HR�C

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SUMMV

RGP-pTac-
Syn����-
SUMMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SUMMV

RGP-pTac-
Syn����-
TVMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SUMMV

RGP-pTac-
Syn����-TEV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SUMMV

RGP-Empty

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

RGP-pTac-
Syn����-HR�C

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

RGP-pTac-
Syn����-
SUMMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

RGP-pTac-
Syn����-
TVMV

TF
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

RGP-pTac-
Syn����-TEV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

RGP-Empty

19

20

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
LacI

Vector� Vector�
promoter+oper
ator

LacI

1 2 3 4

1

pSC101-PR-sfGFP-J23119-LacI 

μ

μ μ
μ μ μ
μ
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TVMV

����-PTP-JC-
F/R

 ���bp ��s P
� � � �
� � � �

GreenMix1

TVMV p

μ

μ μ
μ μ μ
μ

μ
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RGP-
Empty
+pSC�
��-
Empty

RGP-
Empty
+pSC�
��-
Empty

RGP-
Empty+
pSC��
�-
Empty

RGP-
Empty
+CI��
�-TEV

RGP-
Empty
+CI��
�-TEV

RGP-
Empty
+CI��
�-TEV

RGP-
Empty
+CI��
�-
HR�C

RGP-
Empty
+CI��
�-
HR�C

RGP-
Empty
+CI��
�-
HR�C

RGP-
Empty
+CI��
�-
SUMM
V

RGP-
Empty
+CI��
�-
SUMM
V

RGP-
Empty+
CI���-
SUMM
V

RGP-
TEV+p
SC���
-Empty

RGP-
TEV+p
SC���
-Empty

RGP-
TEV+p
SC���
-Empty

RGP-
TEV+C
I���-
TEV

RGP-
TEV+C
I���-
TEV

RGP-
TEV+C
I���-
TEV

RGP-
TEV+C
I���-
HR�C

RGP-
TEV+C
I���-
HR�C

RGP-
TEV+CI
���-
HR�C

RGP-
TEV+C
I���-
SUMM
V

RGP-
TEV+C
I���-
SUMM
V

RGP-
TEV+C
I���-
SUMM
V

RGP-
HR�C+
pSC��
�-
Empty

RGP-
HR�C+
pSC��
�-
Empty

RGP-
HR�C+
pSC��
�-
Empty

RGP-
HR�C+
CI���-
TEV

RGP-
HR�C+
CI���-
TEV

RGP-
HR�C+
CI���-
TEV

RGP-
HR�C+
CI���-
HR�C

RGP-
HR�C+
CI���-
HR�C

RGP-
HR�C+
CI���-
HR�C

RGP-
HR�C+
CI���-
SUMM
V

RGP-
HR�C+
CI���-
SUMM
V

RGP-
HR�C+
CI���-
SUMM
V

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

-96-well-1
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RGP-
SUMM
V+pSC
���-
Empty

RGP-
SUMM
V+pSC
���-
Empty

RGP-
SUMM
V+pSC
���-
Empty

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
TEV

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
TEV

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
TEV

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
HR�C

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
HR�C

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
HR�C

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
SUMM
V

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
SUMM
V

RGP-
SUMM
V+CI�
��-
SUMM
V

RGP-
TVMV
+pSC�
��-
Empty

RGP-
TVMV
+pSC�
��-
Empty

RGP-
TVMV
+pSC�
��-
Empty

RGP-
TVMV
+CI��
�-TEV

RGP-
TVMV
+CI��
�-TEV

RGP-
TVMV
+CI��
�-TEV

RGP-
TVMV
+CI��
�-
HR�C

RGP-
TVMV
+CI��
�-
HR�C

RGP-
TVMV
+CI��
�-
HR�C

RGP-
TVMV
+CI��
�-
SUMM
V

RGP-
TVMV
+CI��
�-
SUMM
V

RGP-
TVMV
+CI��
�-
SUMM
V

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

-96well-2

μ μ
μ μ μ
μ
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RGP-
Empty
+pSC�
��-
Empty

RGP-
Empty+
pSC��
�-
Empty

RGP-
Empty
+pSC�
��-
Empty

RGP-
Empty
+CI��
�-TEV

RGP-
Empty
+CI��
�-TEV

RGP-
Empty
+CI��
�-TEV

RGP-
Empty
+CI��
�-
SUMM
V

RGP-
Empty
+CI��
�-
SUMM
V

RGP-
Empty
+CI��
�-
SUMM
V

RGP-
TEV+p
SC���
-Empty

RGP-
TEV+p
SC���
-Empty

RGP-
TEV+p
SC���
-Empty

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

IPTG 
��mM

���
μ in 
��ml

���μ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

Well1

RGP-
TEV+C
I���-
HR�C

RGP-
TEV+C
I���-
HR�C

RGP-
TEV+C
I���-
HR�C

RGP-
TEV+C
I���-
SUMM
V

RGP-
TEV+CI
���-
SUMM
V

RGP-
TEV+C
I���-
SUMM
V

RGP-
HR�C+
pSC��
�-
Empty

RGP-
HR�C+
pSC��
�-
Empty

RGP-
HR�C+
pSC��
�-
Empty

RGP-
HR�C+
CI���-
HR�C

RGP-
HR�C+
CI���-
HR�C

RGP-
HR�C+
CI���-
HR�C

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

IPTG 
��mM

���μ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

Well2
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RGP-
HR�C+
CI���-
SUMM
V

RGP-
HR�C+
CI���-
SUMM
V

RGP-
HR�C+
CI���-
SUMM
V

RGP-
SUMM
V+pSC
���-
Empty

RGP-
SUMM
V+pSC
���-
Empty

RGP-
SUMM
V+pSC
���-
Empty

RGP-
TVMV
+pSC�
��-
Empty

RGP-
TVMV
+pSC
���-
Empty

RGP-
TVMV
+pSC�
��-
Empty

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

��^-� ���μ

IPTG 
��mM

���μ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

Well3

¦

RGP-Empty

RGP-TEV

RGP-SUMMV

RGP-HR�C

RGP-TVMV

PSC101-Empty CI434-TEV CI434-TVMV CI434-SUMMV CI434-HR3C F

1

2

3

4

5

Table8

¦
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RGP-pTac-
Syn����-
Empty

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-
SuMMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-TEV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

RGP-pTac-
Syn����-
Empty

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

RGP-pTac-
Syn����-
TVMV

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HR�C

TF

1

2

3

4

5

Table3

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-pSC���-
CI-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
CI-JC-R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

����-pSc���-
TetR-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
TetR-JC-R�

���bp P

1 2

1

2

3

4

Table7
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
CI-VF�/VR�

����bp A�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
TetR-VF�/VR�

����bp  B�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TVMV

����-PTP-JC-
F/R

 ���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SuMMV

����-PTP-JC-
F/R

���bp

1

2

3

4

Table5

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

A�/� A�/� A� A�/�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

B�/� B�/� B� B�/�

1 2 3 4

1

2

Table6
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-pSC���-
CI-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
CI-JC-R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

����-pSc���-
TetR-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
TetR-JC-R�

���bp P

1 2

1

2

3

4

Table9

℃
℃

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-pSC���-
CI-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
CI-JC-R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
LacI

����-pSC���-
LacI-JC-F�

����-PTP-JC-
R�

���bp P

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
LacI

����-PTP-JC-F
����-pSC���-
LacI-JC-R�

���bp P

1 2

1

2

3

4

Table10



18/10/2019 构建正交温敏回路 · Benchling

https://benchling.com/ucasigem/f/lib_BYLhArDF-wiki/etr_P8a4ekcZ--/view?versionId=191091929&note=true&protocols=#print 34/52

CI
����-ECF��-
CI-F/R

� ��bp A�

CI ����-CI-F/R ���bp A�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
CI-VF�/VR�

����bp A�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
CI-VF�/VR�

����bp A�

TetR ����-tetA-
TetR-F/R

��bp B�

TetR
����-TetR-F/R ���bp B�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
TetR-VF�/VR�

����bp  B�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
TetR-VF�/VR�

����bp  B�

LacI ����-tac-LacI-
F/R

��bp C�

LacI
����-LacI-F/R ����bp C�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
LacI-VF�/VR�

����bp C�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TEV

����-pSC���-
LacI-VF�/VR�

����bp   C�

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

pSC101-PR-sfGFP-J23119-CI/TetR/LacI PCR
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI

A� A� A� A�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
TetR

B� B� B� B�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
LacI

C� C� C� C�

1 2 3 4

1

2

3

pSC101-PR-sfGFP-J23119-CI/TetR/LacI Gibson

pSC���-
J�����-TcI��-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

������-JC-F
������-JC-pL-
R

����bp PCR

pSC���-
J�����-TcI��-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

������-JC-F
������-JC-pL-
R

����bp PCR

pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

������-JC-F
������-JC-pL-
R

����bp PCR

pSC���-
J�����-
TlpA(Right)-
pTlpA-sfGFP

������-JC-F
������-JC-
pTlpA-R

����bp PCR

pSC���-
J�����-
TlpA��(Right)-
pTlpA-sfGFP

������-JC-F
������-JC-
pTlpA-R

����bp PCR

pSC���-
J�����-
TlpA��(Right)-
pTlpA-sfGFP

������-JC-F
������-JC-
pTlpA-R

����bp PCR

1 2

1

2

3

4

5

6

PCR

μ
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pTN-Cl�Try 
aaRS-pBAD-
doc

����-doc-F ����-doc-R ���bp PCR doc

pSC���-PR-
sfGFP-
J������-
CI���-TEV

����-pSC���-
doc-VR

����-pSC���-
doc-VF

����bp PCR Vdoc

1 2

1

2

pSC101-PR-doc-J23119-CI434-TEV PCR

pSC���-PR-
doc-J�����-
CI���-TEV

doc Vdoc

1 2

1

pSC101-PR-doc-J23119-CI434-TEV Gibson
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HRV�C

����-PTP-
TVMV-VF + 
����-pSC���-
CI���-TVMVS-
R

 ����bp ��s
PrimSTAR(����
bp/min

TVMV�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HRV�C

����-PTP-
TVMV-VR + 
����-pSC���-
CI���-TVMVS-
F

����bp ��s   PrimSTAR TVMV�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SuMMV

����-PTP-
TVMV-VF + 
����-pSC���-
CI���-TVMVS-
R

 ����bp ��s PrimSTAR TVMV�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-SuMMV

����-PTP-
TVMV-VR + 
����-pSC���-
CI���-TVMVS-
F

����bp ��s   PrimSTAR TVMV�

1

2

3

4

pSC101-PR-sfGFP-J231119-CI434-TVMVS

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TVMV-�

TVMV� TVMV�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-TVMV-�

TVMV� TVMV�

1 2

1

2

pSC101-PR-sfGFP-J231119-CI434-TVMVS Gib…
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pSC���-
J�����-TcI��-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

VF�
������-JC-pL-
R

����bp

pSC���-
J�����-TcI��-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

VF�
������-JC-pL-
R

����bp  

pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

VF�
������-JC-pL-
R

����bp

pSC���-
J�����-
TlpA(Right)-
pTlpA-sfGFP

VF�
������-JC-
pTlpA-R

����bp  

pSC���-
J�����-
TlpA��(Right)-
pTlpA-sfGFP

VF�
������-JC-
pTlpA-R

����bp  

pSC���-
J�����-
TlpA��(Right)-
pTlpA-sfGFP

VF�
������-JC-
pTlpA-R

����bp  

1 2

1

2

3

4

5

6
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 cI���-TEVsite-
pcI���(O�)-sfGFP-
Cm

����-JC-F
����-PTP-JC-
R�

���bp

 cI���-TEVsite-
pcI���(O�)-sfGFP-
Cm

����-PTP-JC-F
����-CI���ts-
JC-R

���bp  

pcI���-TEVts-�#-
Amp

����-TEVts-JC-
F

����-TEVts-JC-
R

����bp

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-Cm

����-JC-F
����-PTP-JC-
R�

���bp  

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-Cm

����-PTP-JC-F
����-CI���ts-
JC-R

���bp  

p��A-TEVts#�-tetR-
pTetO(wt)-����-
mfLon

����-TEVts-JC-
F

����-TEVts�#-
JC�-R

���bp  

p��A-TEVts#�-tetR-
pTetO(wt)-����-
mfLon

����-TEVts�#-
JC�-F

����-TEVts-
mflon-JC-R

���bp  

p��A-TEVts#�-tetR-
pTetO(wt)-����-
mfLon

����-mfLon-
JC-F�

����-mfLon-
JC-R�

���bp  

p��A-TEVts#�-tetR-
pTetO(wt)-����-
mfLon

����-mfLon-
JC-F�

����-mfLon-
JC-R�

���bp  

p��A-TEVts#�-tetR-
pTetO(wt)-����-
mfLon

����-mfLon-
JC-F�

����-mfLon-
JC-R�

����bp  

1 2

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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pTN-Cl�Try 
aaRS-pBAD-
doc

����-doc-F ����-doc-R ���bp

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-
pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
Cm

����-pSC���-
doc-VF

����-pSC���-
doc-VR

����bp  

1 2

1

2

pSC101-pCI434(O2)-doc-J231119-CI434ts-TEV

pSC���-
pCI���(O�)-
doc-J������-
CI���ts-TEV

doc Vdoc

1 2

1

pSC101-pCI434(O2)-doc-J231119-CI434ts-TEV …

pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

����-T-C-F ����-CI-repA-R ����bp

pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

����-CI-repA-F ����-T-C-R ����bp  

1 2

1

2

pSC101-pR(3)-pL(3)-sfGFP-J23119-CI PCR

pSC���-pR(�)-
pL(�)-sfGFP-
J�����-CI

CI� CI�

1 2

1

pSC101-pR(3)-pL(3)-sfGFP-J23119-CI Gibson
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 cI���-TEVsite-
pcI���(O�)-sfGFP-
Cm

����-JC-F
����-PTP-JC-
R�

���bp

 cI���-TEVsite-
pcI���(O�)-sfGFP-
Cm

����-PTP-JC-F
����-CI���ts-
JC-R

���bp  

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-Cm

����-JC-F
����-PTP-JC-
R�

���bp  

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-Cm

����-PTP-JC-F
����-CI���ts-
JC-R

���bp  

p��A-TEVts#�-tetR-
pTetO(wt)-����-
mfLon

����-mfLon-
JC-F�

����-mfLon-
JC-R�

���bp no  

1 2

1

2

3

4

5

Table11
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pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

����-T-C-F ����-CI-repA-R ����bp

pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

����-CI-repA-F ����-T-C-R ����bp  

pTN-Cl�Try 
aaRS-pBAD-
doc

����-doc-F ����-doc-R ���bp

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-
pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
Cm

����-pSC���-
doc-VF

����-pSC���-
doc-VR

����bp  

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HRV�C

����-PTP-
TVMV-VF

 ����-pSC���-
CI���-TVMVS-
R

 ����bp  

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HRV�C

����-pSC���-
CI���-TVMVS-
F

����-PTP-
TVMV-VR 

����bp  

1 2

1

2

3

4

5

6
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pL(�)-sfGFP-
J�����-CI
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pSC���-
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R

����bp ��s TEV�-�/�

cI���ts(R� #�)-
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pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
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����-PTP-JC-F
����-CI���ts-
JC-R

���bp

p��A-TEVts#�-
tetR-
pTetO(wt)-����
-mfLon

����-mfLon-
JC-F�

����-mfLon-
JC-R�

���bp ��s P

p��A-TEVts#�-
tetR-
pTetO(wt)-����
-mfLon

mfLon-JC-F� mfLon-JC-R� ����bp ��s P

p��A-TEVts#�-
tetR-
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pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

����-T-C-F ����-CI-repA-R ����bp CI�

pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
sfGFP

����-CI-repA-F ����-T-C-R ����bp   CI�

pTN-Cl�Try 
aaRS-pBAD-
doc

����-doc-F ����-doc-R ���bp doc

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-
pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
Cm

����-pSC���-
doc-VF

����-pSC���-
doc-VR�

����bp   Vdoc�

cI���ts(R� #�)-
TEVsite-
pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
Cm

����-pSC���-
doc-VF�

����-pSC���-
doc-VR

����bp   Vdoc�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HRV�C

����-PTP-
TVMV-VF

����-CI���-
TVMV-VR

����bp   TVMV�

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-HRV�C

����-CI���-
TVMV-VF

����-PTP-
TVMV-VR 

����bp   TVMV�
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5
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7
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pSC���-pR(�)-
pL(�)-sfGFP-
J�����-CI

CI� CI�

pSC���-
pCI���(O�)-
doc-J������-
CI���ts-TEV
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pSC���-PR-
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TVMV� TVMV�
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1

2

3
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RGP-
TEV+pSC��
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RGP-
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B

C

D
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F

G

H
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RGP-
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G

H
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TVMV+pSC�
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A

B
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E
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G

H
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cI���ts(R� #�)-
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pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
Cm 

����-PTP-JC-F
����-CI���ts-
JC-R

���bp

1 2 P

1

pTN-Cl�Try 
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����-doc-F ����-doc-R ���bp doc

cI���ts(R� #�)-
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pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
Cm

����-pSC���-
doc-VF

����-pSC���-
doc-VR�
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cI���ts(R� #�)-
TEVsite-
pcI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
Cm

����-pSC���-
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����-pSC���-
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����bp   Vdoc�
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pJFR� ����-mRFP-F ����-mRFP-R ���bp mRFP

TCI
����-mRFP-
Cm-VF

����-mRFP-VR ����bp TCI-mRFP-�

TCI ����-mRFP-VF
����-mRFP-
Cm-VR

����bp TCI-mRFP-�

pJFR� ����-mRFP-F
����-TlpA��-
mRFP-R

���bp mRFP-�

TlpA��
����-mRFP-
Cm-VF

����-mRFP-VR ����bp TlpA��-mRFP-�

TlpA��
����-TlpA��-
mRFP-VF

����-mRFP-
Cm-VR

����bp TlpA��-mRFP-�
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2

3

4

5

6
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pSC���-
J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
RFP-Cm

mRFP TCI-mRFP-� TCI-mRFP-�

pSC���-
J�����-
TIpA��-pR(�)-
pL(�)-RFP-Cm

mRFP-� TlpA��-mRFP-� TlpA��-mRFP-�

1 2 3
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2
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J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-
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pSC���-
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2
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pJFR�
����-TCI-
mRFP-F

����-TCI-
mRFP-R

���bp mRFP

TCI
����-mRFP-
Cm-VF

����-mRFP-VR ����bp TCI-mRFP-�

TCI
����-TlpA��-
mRFP-VF

����-mRFP-
Cm-VR

����bp TCI-mRFP-�

pJFR�
����-TCI-
mRFP-F

����-TCI-
mRFP-R

���bp mRFP
TlpA��-

mRFP

TlpA��
����-mRFP-
Cm-VF

����-mRFP-VR ����bp TlpA��-mRFP-�
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����-mRFP-
Cm-VR

����bp TlpA��-mRFP-�
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����-TEV#�-
TlpA��-mRFP-VF

����-TEVts#�-
p��A-R
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RGP-TlpA��-
mRFP-�

TEVts�#
����-TEVts#�-
p��A-F

����-TEVts#�-
TlpA��-mRFP-
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mRFP-�
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TlpA��-mRFP-F
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TEVts�#
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2
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����-TEVts#�-
JC-F
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����-TCI-
mRFP-F

����-TCI-
mRFP-R
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����-TCI-
mRFP-R

���bp mRFP

TlpA
����-mRFP-
Cm-VF

����-mRFP-VR ����bp TlpA��-mRFP-�

TlpA
����-TlpA��-
mRFP-VF

����-mRFP-
Cm-VR

����bp TlpA��-mRFP-�

F R G

1

2

3

4

5

6

Table10

TlpA-mRFP-� mRFP
pSC���-TlpA-
mRFP

TCl��-mRFP-� mRFP
pSC���-TCl��-
mRFP

1 2 D

1

2

Table8



18/10/2019 构建双平台质粒 · Benchling

https://benchling.com/ucasigem/f/lib_BYLhArDF-wiki/etr_47r3jkf8--/view?versionId=210535847&note=true&protocols=#print 6/6

pSC���-
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����-TCI-
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����-TCI-
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2
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pR(�)-pL(�)-
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����-sfGFP-
remove-CF�

����sfGFP-
remove-R�

����bp ��s CI � PrimeStar

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-CR�

����bp ��s CI � PrimeStar

pSC���-pR(�)-
pL(�)-sfGFP-
J�����-CI-Cm

����-CI-F ����-CI-R ���bp ��s CI � PrimeStar

1 2

1

2

3

pSC101-J23119-CI-Cm



18/10/2019 构建温敏part与建模part · Benchling

https://benchling.com/ucasigem/f/lib_BYLhArDF-wiki/etr_84U9lb3W-partpart/view?versionId=195686256&note=true&protocols=#print 7/20

¦

¦

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-TetF�

����sfGFP-
remove-R�

����bp ��s TetR � PrimeStar

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-TetR�

����bp ��s TetR � PrimeStar

pTet ����-TetR-F ����-TetR-R ���bp ��s TetR � PrimeStar

1 2

1

2

3

pSC101-J23119-TetR-Cm
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-LF�

����sfGFP-
remove-R�

����bp ��s LacI � PrimeStar

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-LR�

����bp ��s LacI � PrimeStar

pTac ����-LacI-F ����-LacI-R ����bp ��s LacI � PrimeStar

1 2

1

2

3

pSC101-J23119-LacI-Cm

¦

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-HF�

����sfGFP-
remove-R�

����bp  ��s HKCI � PrimeStar

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-R�

����bp ��s HKCI � PrimeStar

RGP-HKCI-
RBS��

����-HKCI-F ����-HKCI-R ���bp ��s HKCI � PrimeStar

1 2

1

2

3

pSC101-J23119-HKCI-Cm
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-TF�

����sfGFP-
remove-R�

����bp ��s TP���CI � PrimeStar

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-R�

����bp ��s TP���CI � PrimeStar

RGP-TP���CI-
RBS��

����-TP���CI-
F

����-
TP���CI-R

���bp ��s T���CI � PrimeStar

1 2

1

2

3

pSC101-J23119-TP901CI-Cm

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-PF�

����sfGFP-
remove-R�

����bp ��s P��C� � PrimeStar

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-R�

����bp ��s P��C� � PrimeStar

RGP-P��C�-
RBS�

����-P��C�-F ����-P��C�-R ���bp ��s P��C� � PrimeStar

1 2

1

2

3

pSC101-J23119-P22C2-Cm

¦
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pSC���-
J�����-CI���-
Cm

����-CI���-
JC-F

����-JC-R ���bp ��s CI��� JC Fastaq

pSC���-
J�����-CI-Cm

����-T-C-F ����-JC-R ���bp ��s CI JC Fastaq

pSC���-
J�����-TetR-
Cm

����-TetR-JC-F ����-JC-R ���bp ��s TetR JC Fastaq

pSC���-
J�����-LacI-
Cm

����-LacI-JC-F ����-JC-R ���bp ��s LacI JC Fastaq

pSC���-
J�����-HKCI-
Cm

����-HKCI-JC-
F

����-JC-R ���bp ��s HKCI JC Fastaq

pSC���-
J�����-
TP���CI-Cm

����-TP���CI-
JC-F

����-JC-R ���bp ��s TP���CI JC Fastaq

pSC���-
J�����-
P��C�-Cm

����-P��C�-
JC-F

����-JC-R ���bp ��s P��C� JC Fastaq

1 2

1

2

3

4

5

6

7

pSC101-J23119-TF-Cm p
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�� ��

�� ��

�� ��

�� ��

�� ��

�� ��

�� ��

�� ��

�� ��

1

2

3

4

5

6

7

8

9
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0725

pTac
����-sfGFP-
remove-R�

����-sfGFP-
remove-F�

����bp ��s DOC� PrimeStar

doc
����-doc-add-
R�

����-sfGFP-
remove-F�

���bp ��s DOC� PrimeStar

1 2

1

2

pTac-DOC-Cm
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RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

����-RGP-
���R

����-RGP-F ����bp pCI��� � greenmix

pTac
����-sfGFP-
add-���F

����-sfGFP-
add-R

���bp pCI��� � greenmix

1 2

1

2

RGP-pCI434-sfGFP-Amp

����-CI-R ����-CI-F ����bp pCI

1 2

1

RGP-pCI-sfGFP-Amp

����-HKCI-R ����-HKCI-F ����bp pHKCI

1 2

1

RGP-pHKCI-sfGFP-Amp

����-P��C�-R ����-P��C�-F ����bp pP��C�

1 2

1

RGP-pP22C2-Amp

����-TP���-R ����-TP���-F ����bp pTP���

1 2

1

RGP-pTP901-Amp
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pTac
����-sfGFP-
add-R

����-sfGFP-
add-lacF

���bp pTac � greenmix

RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

����-RGP-lacR ����-RGP-F ����bp pTac � greenmix

1 2

1

2

RGP-pTac-sfGFP-Amp

pTet
����-sfGFP-
add-tetR

����-sfGFP-
add-tetF

���bp pTet � greenmix

RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

����-RGP-tetR ����-RGP-tetF ����bp pTet � greenmix

1 2

1

2

RGP-pTet-sfGFP-Amp

Ptac-sfGFP-
LacI-TEV-�-Cm

����-pTac-add-
F�

����-pTac-add-
R�

���bp JM-pdt�

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
pTac-
CI���ts(R�#�)-
TEVsite-Cm

����-J�����-
remove-F�

����-J�����-
remove-R�

����bp JM-pdt�

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
pTac-
CI���ts(R�#�)-
TEVsite-Cm

����-J�����-
remove-F�

����-J�����-
remove-R�

����bp JM-pdt�

1 2

1

2

3

pSC101-pCI434(O2)-sfGFP-pdt#4-pTac-CI434ts(R2#2)-TEVsite-Cm
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pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
J�����-
CI���ts(R� #�)-
TEVsite-Cm

����-J�����-
add-F

����-J�����-
add-R

��bp JM-mf�

RGP-pCI���-
TEVts�#-tetR-
pTetO(wt)-
mflon-Amp

����-Tevts-
TetR-remove-F�

����-Tevts-
TetR-remove-
R�

����bp JM-mf�

RGP-pCI���-
TEVts�#-tetR-
pTetO(wt)-
mflon-Amp

  ����-Tevts-
TetR-remove-F�

����-Tevts-
TetR-remove-
R�

����bp JM-mf�

1 2

1

2

3

RGP-J23119-mflon-Amp

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
J�����-
CI���ts(R� #�)-
TEVsite-Cm

����-add-
J�����-F�

����-add-
J�����-R�

��bp JM-TEVts�

RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

����-add-
J�����-F�

����-add-
J�����-R�

����bp JM-TEVts�

1 2

1

2

RGP-J23119-TEVts6#-Amp

¦
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RGP-pCI���-
sfGFP-Amp

����-JC-F ����-JC-R ���bp ��s pCI��� JC FastTaq

RGP-pCI-sfGFP-
Amp

����-JC-F ����-JC-R pCI JC FastTaq

RGP-pHKCI-
sfGFP-Amp

����-JC-F ����-JC-R pHKCI JC FastTaq

RGP-pP��C�-
Amp

����-JC-F ����-JC-R pP��C� JC FastTaq

RGP-pTP���-
Amp

����-JC-F ����-JC-R pTP��� JC FastTaq

RGP-pTac-
sfGFP-Amp

����-JC-F ����-JC-R pTac JC FastTaq

RGP-pTet-
sfGFP-Amp

����-JC-F ����-JC-R pTet JC FastTaq

 pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
pTac-
CI���ts(R�#�)-
TEVsite-Cm  

����-pTac-add-
F�

����-pTac-add-
R�

���bp JM PDT JC FastTaq

RGP-J�����-
mflon-Amp

����-J�����-
add-F

����-J�����-
add-R

JM MF JC FastTaq

RGP-J�����-
TEVts�#-Amp

����-add-
J�����-F�

����-add-
J�����-R�

JM TEVts JC FastTaq

pTac-DOC-Cm ����-doc-JC-F ����-doc-JC-R JM DOC JC FastTaq

1 2

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

+ //  p

℃ ℃ ℃ ℃ ℃
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¦

℃

℃

RGP-J�����-
mflon-Amp

����-JC-F
����-mfLon-
JC-R�

���bp

RGP-J�����-
TEVts�#-Amp

����-JC-F
����-TEVts-JC-
R

���bp

 pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
pTac-
CI���ts(R�#�)-
TEVsite-Cm  

����-JMpdt-F ����-JMpdt-R ���bp

1 2

1

2

3

p

℃
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¦

¦

℃

TEVts -� �
�� �� ��

����-TEVts-JC-
F

����-TEVts-JC-
R

����bp FastTaq

TCI �� �� VF�
������-JC-pL-
R 

����bp FastTaq

TlpA//A��//A�� VF�
������-JC-
pTlpA-R

����bp FastTaq

1 2

1

2

3

Table1
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pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-���F�

����-sfGFP-
remove-R�

����bp

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-���R�

����bp

1 2 F G

1

2

pSC101-J23119-CI434

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-PF�

����sfGFP-
remove-R�

����bp
CI���

 
CI���-HR�C

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-Cm

����-sfGFP-
remove-F�

����-sfGFP-
remove-R�

����bp

RGP-P��C�-
RBS�

����-P��C�-F ����-P��C�-R ���bp

1 2 F G

1

2

3

pSC101-J23119-P22C2

RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

����-RGP-
���R 

����-RGP-F ����bp

pTac
����-sfGFP-
add-���F

����-sfGFP-
add-R

���bp

A B C D E F G

1

2

RGP-pCI434-sfGFP-AMP

pTac
����-sfGFP-
add-lacF

����-sfGFP-
add-R

���bp

RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

����-RGP-F ����-RGP-lacR ����bp

A B C D E F G

1

2

RGP-pTac-sfGFP-AMP
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pTet
����-sfGFP-
add-tetR

����-sfGFP-
add-tetF

���bp

RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

����-RGP-tetR ����-RGP-tetF ����bp

A B C D E F G

1

2

RGP-pTet-sfGFP-AMP

pSC���-PR-
sfGFP-J�����-
CI���-
TEV /TVMV/S
UMMV/HR�C

����-CI���-F ����-CI���-R ����bp p

1 2 F G

1

pSC101-PR-sfGFP-J23119-CI434-Cm
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Nissle ����
pSC���-pCI���(O�)-doc-J�����-CI���ts-TEVsite-Cm + 

RGP-pCI���-TEVts�#-Amp

doc

Nissle ����
pSC���-pCI���(O�)-Empty-J�����-CI���ts-TEVsite-Cm 

+ RGP-pCI���-TEVts�#-Amp

burden

1

2

℃ ℃

℃

¦

¦

℃

×
× ×

℃
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pSC���-PR-
sfGFP-
J������-
CI���-TVMVS-
Cm

����-
TVMVsyn-JC-F

����-
TVMVsyn-JC-R

���bp

pSC���-PR-
sfGFP-
J������-
CI���-TVMVS-
Cm

����-PTP-JC-F ����-PTP-JC-R ���bp

F R

1

2

TVMV PCR

¦

¦
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pTN-Cl�Try 
aaRS-pBAD-
doc

����-doc-F ����-doc-R ���bp

doc
pSC���-
pCI���(O�)-
doc-J�����-
CI���-TEVsite-
Cm

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
J�����-
CI���ts(R� #�)-
TEVsite-Cm

����-pSC���-
doc-VF

����-
pSC���-doc-
VR�

����bp

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
J�����-
CI���ts(R� #�)-
TEVsite-Cm

����-pSC���-
doc-VF�

����-
pSC���-doc-
VR

����bp
p

1 2

1

2

3

doc
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¦

pSC���-
pCI���(O�)-doc-
J�����-CI���-
TEVsite-Cm
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1 2 3

1

Table1

pSC���-
pCI���(O�)-
doc-J�����-
CI���-TEVsite-
Cm

����-pSC���-
doc-JC-F

���bp

F R E

1

Table2
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α

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
J�����-
CI���ts(R� #�)-
TEVsite-Cm

����-CI���ts-
nosfGFP-F

����-CI���-
repA-R

����bp
CI���ts-Empty-
V�

����-CI���-
repA-F

����-CI���ts-
nosfGFP-R

����bp
CI���ts-Empty-
V�

F R F

1

2

CI434ts

pEVOL-CHX
����-pEVOL-
JC-F�

����-pEVOL-
JC-R�

����bp pEVOL-JC-�

����-pEVOL-
JC-F�

����-mRFP-
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���bp pEVOL-JC-�

����-pEVOL-
JC-F�

����-pEVOL-
JC-R�

����bp pEVOL-JC-�

����-pEVOL-
JC-F�

����-pEVOL-
JC-R�

����bp pEVOL-JC-�

F R

1

2

3

4

pEVOL
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TCI
����-TlpA��-
JC-F�

VR ���bp

TCI��
����-TlpA��-
JC-F�

VR ���bp

TCI��
����-TlpA��-
JC-F�

VR ���bp

TlpA
����-TlpA��-
JC-F�

VR ���bp

A��
����-TlpA��-
JC-F�

VR ���bp

A��
����-TlpA��-
JC-F�

VR ���bp

CI���-TEV
����-TlpA��-
JC-F�

����-
TVMVsyn-VR

����bp

TCI-mRFP
����-TCI-
mRFP-JC-F

����-TCI-
mRFP-JC-R

���bp

TlpA��--mRFP
����-TlpA��-
mRFP-JC-F

����-TCI-
mRFP-JC-R

���bp

1 2

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Empty

Nissle ����
pSC���-pCI���(O�)-doc-J�����-CI���ts-TEVsite-Cm + 
RGP-pCI���-TEVts�#-Amp

doc

Nissle ����
pSC���-pCI���(O�)-Empty-J�����-CI���ts-TEVsite-Cm 
+ RGP-pCI���-TEVts�#-Amp

burden

1

2
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pSC���-
pCI���(O�)-
doc-J�����-
CI���ts-
TEVsite-Cm

����-mRFP-
Cm-VF

����-doc-JC-R ���bp docJC�

����-pSC���-
doc-JC-F

����-pSC���-
doc-JC-R

���bp docJC�

����-doc-JC-
mid-F

����-pSC���-
doc-JC-R

���bp docJC�

����-JC-F ����-doc-R ���bp docJC�

1 2

1

2

3

4

doc verification

pEVOL-CHX
����-pEVOL-
JC-F�

����-mRFP-
Cm-VF

����bp

1 2

1

pEVOL

pET-��b(+)-TyrOH-
Amp

����-TyrOH-F ����-TyrOH-R ����bp TyrOH

TCI ����-mRFP-Cm-VF ����-mRFP-VR ����bp VTCI

TCI ����-mRFP-VF ����-mRFP-Cm-VR ����bp VTCI

1 2

1

2

3

4

5

PCR
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pSC���-J�����-TcI-pR(�)-
pL(�)-TyrOH-Cm

TyrOH VTCI VTCI

1 2 3

1

2

Gibson

pSC���-J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-TyrOH-
Cm

����-pET��b-YZ-R� VR ���bp

����-pET��b-YZ-F� VF� ����bp

1 2

1

2

P

α
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~

℃

℃

※

℃

℃

℃
℃
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¦

¦

¦

¦

¦

¦

¦

¦

¦
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DH�α pEVOL-CHX + PTPK-sfGFP-�TAG   add dopa

No

DH�α pEVOL-CHX + PTPK-sfGFP-�TAG   add dopa

No

DH�α pEVOL-CHX + PTPK-sfGFP-�TAG   add dopa

No

Niisle pEVOL-CHX + PTPK-sfGFP-�TAG
DH�α     
add dopa 

No

M�

DH�α pEVOL-CHX

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

μ
μ

μ

�mM dopa

�mM dopa

�.�mM dopa

��^-�mM dopa

��^-�mM dopa

��^-�mM dopa

��^-�mM dopa

�

DH5α pEVOL+PTPK-
sfGFP-0TAG

DH5α pEVOL+PTPK-
sfGFP-1TAG

DH5α pEVOL+PTPK-
sfGFP-2TAG

Nissle pEVOL+PTPK-
sfGFP-3TAG

1

2

3

4

5

6

7

8

96

~

¦
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¦

^
μ

Nissle pEVOL+PTPK-sfGFP-�TAG Nissle pEVOL+PTPK-sfGFP-�TAG

Nissle pEVOL+PTPK-sfGFP-�TAG Nissle pEVOL+PTPK-sfGFP-�TAG

DH�α pEVOL+PTPK-sfGFP-�TAG DH�α pEVOL+PTPK-sfGFP-�TAG

DH�α pEVOL+PTPK-sfGFP-�TAG

DH�α PTPK-sfGFP-�TAG

DH�α PTPK-sfGFP-�TAG

DH�α PTPK-sfGFP-�TAG

DH�α pEVOL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

96

¦
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¦

¦

μ ℃

¦

¦
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Ⅰ

Ⅰ

¦

¦

PTPK J�����-sfGFP-Kan ����-sfGFP-nTAG-F ����-sfGFP-nTAG-R ���bp sfGFP-�TAG

PTPK J�����-Tyr���-Kan sfGFP-�TAG

PTPK J�����-Asn��-
Tyr���-Kan

sfGFP-�TAG

PTPK J�����-Asn��-
Tyre���-Tyr���-Kan

sfGFP-�TAG

1 2

1

2

3

4

sfGFP-nTAG PCR

pSC���-J�����-TcI��-
pR(�)-pL(�)-sfGFP-Cm

����-TCI-VF ����-TCI-VR ����bp TCI�� vector

pSC���-J�����-TcI-
pR(�)-pL(�)-sfGFP-Cm

����-TCI-VF ����-TCI-VR ����bp TCI vector

1 2

1

2

TCI TCI38 vector

Ⅰ Ⅰ

¦

¦

℃
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XhoⅠ �μL

NdeⅠ �μL

��× H buffer �μL

pET��b-TyrOH-Amp ��-��μL ≤ �μg

ddH�O ��μL

1

2

3

4

5

pET��b Vector sfGFP-�TAG pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp

sfGFP-�TAG pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp

sfGFP-�TAG pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp

sfGFP-�TAG pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp

TCI�� vector TyrOH pSC���-J�����-TcI��-pR(�)-pL(�)-TyrOH-Cm

TCI vector pSC���-J�����-TcI-pR(�)-pL(�)-TyrOH-Cm

1 2

1

2

3

4

5

6

Gibson

pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp ����-pET��b-sfGFP-JC-F ����-pET��b-sfGFP-JC-R ���bp

pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp

pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp

pET��b(+)-sfGFP-�TAG-Amp

pSC���-J�����-TcI��-pR(�)-
pL(�)-TyrOH-Cm

����-TCI-TyrOH-JC-F ����-TCI-TyrOH-JC-R ���bp

pSC���-J�����-TcI-pR(�)-pL(�)-
TyrOH-Cm

1 2

1

2

3

4

5

6

P
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α

※

※

¦

α

¦

¦

¦
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¦

¦

� mg/ml

� mg/ml

�� mg/ml

�� mg/ml

��� mg/ml

��� mg/ml

IPTG(0mM) IPTG(0.001mM) IPTG(0.01mM) IPTG(0.1mM) IPTG(1mM) G

1

2

3

4

5

6

7



18/10/2019 PheOH/TyrOH表征及DOPA发酵 · Benchling

https://benchling.com/ucasigem/f/lib_BYLhArDF-wiki/etr_hf1jnGuB-pheohtyrohdopa/view?versionId=210798846&note=true&protocols=#print 4/7

¦

¦

¦



18/10/2019 PheOH/TyrOH表征及DOPA发酵 · Benchling

https://benchling.com/ucasigem/f/lib_BYLhArDF-wiki/etr_hf1jnGuB-pheohtyrohdopa/view?versionId=210798846&note=true&protocols=#print 5/7

μ

¦

�.����� �.������ �� Phe-OH ��kDa �.��� mg/ml �.���mg/m

�.����� �.������ �� Tyr-OH ��kDa �.��� mg/ml �.���mg/m

280nm 375nm
280nm 375nm

1

2

Table1

¦
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¦

�.����� �.������ � Phe-OH ��kDa ��.��� mg/ml �.���� mg

�.����� �.������ � Tyr-OH ��kDa �.��� mg/ml �.��� mg/m

280nm 375nm
280nm 375nm

1

2

Table2

¦

�.������ �.������� �� Phe-OH ��kDa �.���� mg/ml �.���� mg

�.������� �.������� �� Tyr-OH ��kDa �.���� mg/ml �.���� mg

280nm 375nm
280nm 375nm

1

2

Table3

¦
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¦

¦

μ μ μ μ μ μ μ
μ μ μ

℃ μ
μ

¦

�.����� �.������ �� Phe-OH ��kDa �.���� mg/ml �.��� mg/m

�.����� �.������ �� Tyr-OH ��kDa �.���� mg/ml �.��� mg/m

DHFR

280nm 375nm
280nm 375nm

1

2

3

Table4
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PTPK J�����-
sfGFP-Kan

����-sfGFP-
TAG-JC-F

VR ���bp

PTPK J�����-
Tyr���-Kan

����-sfGFP-
TAG-JC-F

VR ���bp

PTPK J�����-
Asn��-Tyr���-
Kan

����-sfGFP-
TAG-JC-F

VR ���bp

PTPK J�����-
Asn��-
Tyre���-
Tyr���-Kan

����-sfGFP-
TAG-JC-F

VR ���bp

F R

1

2

3

4

sfGFP-nTAG

¦

¦



18/10/2019 验证GFP不同位点插入TAG的终止效率 · Benchling

https://benchling.com/ucasigem/f/lib_BYLhArDF-wiki/etr_tvp2MRV8-gfptag/view?versionId=210534226&note=true&protocols=#print 2/6

PTPK J�����-
sfGFP-Kan

����-sfGFP-
TAG-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

PTPK   J�����-
Tyr���-Kan

����-sfGFP-
TAG-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP-�TAG

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

PTPK   J�����-
Asn��-Tyr���-

Kan

����-sfGFP-
TAG-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP-�TAG

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

PTPK   J�����-
Asn��-

Tyre���-
Tyr���-Kan

����-sfGFP-
TAG-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP-�TAG

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
sfGFP-VR�

����bp sfGFP-V�

F R F

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

pET22b-sfGFP-nTAG PCR

¦
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¦

pET��b-PTPK 
J�����-sfGFP-
Amp

sfGFP sfGFP-V� sfGFP-V�

pET��b-PTPK 
J�����-
Tyr���-Amp

sfGFP-�TAG sfGFP-V� sfGFP-V�

pET��b-PTPK 
J�����-Asn��-
Tyr���-Amp

sfGFP-�TAG sfGFP-V� sfGFP-V�

pET��b-PTPK 
J�����-Asn��-
Tyr���-Tyr���-
Amp

sfGFP-�TAG sfGFP-V� sfGFP-V�

1 2 3

1

2

3

4

pET22b-sfGFP-nTAG 
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pET��b-PTPK 
J�����-sfGFP-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-JC-F

����-pET��b-
sfGFP-JC-R

���bp

pET��b-PTPK 
J�����-
Tyr���-Amp

����-pET��b-
sfGFP-JC-F

����-pET��b-
sfGFP-JC-R

���bp

pET��b-PTPK 
J�����-Asn��-
Tyr���-Amp

����-pET��b-
sfGFP-JC-F

����-pET��b-
sfGFP-JC-R

���bp

pET��b-PTPK 
J�����-Asn��-
Tyr���-Tyr���-
Amp

����-pET��b-
sfGFP-JC-F

����-pET��b-
sfGFP-JC-R

���bp

F R E

1

2

3

4

PET22b-GFP-nTAG P

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
J�����-
CI���ts(R� #�)-
TEVsite-Cm

RGP-pCI���-
TEVts�#-Amp

RGP-
pCI���-
TEVts�#-Amp

RGP-pCI���-
TEVts��#-
Amp

pSC���-
pCI���(O�)-
sfGFP-pdt#�-
J�����-
CI���ts(R� #�)-
TEVsite-Cm

RGP-pCI���-
TEVts�#-tetR-
pTetO(wt)-
mfLon-Amp

RGP-pTac-
Syn����-TEV-
Amp

pSC���-PR-
sfGFP-
J������-
CI���-TEV-Cm

1 2

1

2

3
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pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
YZ-F�

����-pET��b-
YZ-R�

���bp His

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
YZ-F�

����-pET��b-
YZ-R�

���bp RBS

pET��b-TyrOH-
Amp

����-pET��b-
YZ-F�

����-pET��b-
YZ-R�

����bp

1 2

1

2

3

pET22b

sfGFP-�TAG
����-pET��b-
sfGFP-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP-� sfGFP-
�TAG

sfGFP-�TAG
����-pET��b-
sfGFP-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP-� sfGFP-
�TAG

sfGFP-�TAG
����-pET��b-
sfGFP-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP-� sfGFP-
�TAG

sfGFP-�TAG
����-pET��b-
sfGFP-F

����-sfGFP-
TAG-R

���bp sfGFP-� sfGFP-
�TAG

pET��b-TyrOH
����-pET��b-
sfGFP-VF�

����-pET��b-
R�

����bp pET��b-V� pET��b 

1 2

1

2

3

4

5

PCR for pET-sfGFP-nTAG
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sfGFP-� pET��b-V�
VF�

sfGFP-� pET��b-V�
VF�

sfGFP-� pET��b-V�
VF�

sfGFP-� pET��b-V�
VF�

1 2 3

1

2

3

4


