
Lab�Notebook�Protein�Engineering

实验记录是对实验过程和结果的实时记录，有两个关键功能：①作为研究成果的证据；②作为回溯

故障的根据。

实验记录以时间线为主要线索，⾄少包含以下四个要素：

实验时间

操作⼈

实验过程

实验结果

当前⽂档包含基础分⼦操作实验的标准化记录模块，⼤部分实验⽅法可于�� 蓝晶实验室安全与实

验操作⽅案备忘录.pdf ��中查得，故记录中⼀般不再赘述。其它实验可不采⽤这些标准模块的⽅式

记录。

本⽂档应配套引物列表和菌种列表使⽤，这两个列表中的已有列为必填项，如必要可追加或插⼊其

它列。

在实验设计阶段，即可先列⼊各记录模块，然后按进度将各位置填充，注意：

每个模块的加粗字体部分为固定条⽬或⾃动更新的内容，不要⼿动修改；

模块中靛⾊字体部分和下拉列表为可更改内容；

模块中红⾊标记的部分必须在模块操作完成后填写。

�

在pilA的⾮保守区域寻找和Asp,�Glu氨基酸相似的氨基酸，作为设计中被替换的位点，并基于此设计不

同的突变序列,�以增加单体蛋⽩中羧基的数量。

Grantham's�distance

�⽂档使⽤说明
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�20200701

�近期实验计划：� ��� ��@Swan�梁诗韵 @Fankang�Meng

�⼀、筛选和Asp,�Glu相似的氨基酸

1.

https://vf4i23p1i0.feishu.cn/file/boxcnu9plKLSEB7GmaqtvLhVdGJ
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Sneath's�index

Epstein's�coefficient�of�difference

Miyata's�distance

2.

3.

4.



Experimental�Exchangeability

�

总的来说，与Asp最相似的有1.Asn�2.Gln�3.Lys�4.Ser，与Glu最相似的有1.Gln�2.Asn�3.His�4.Lys�5.Arg

（⾼亮的为序列中有的氨基酸）

�

⼀个氨基酸突变

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLKTALESAFADDETYPPES��Q55E

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLETALESAFADDQTYPPES��K44E

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLKTALESAFADDDTYPPES��Q55D

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLDTALESAFADDQTYPPES��K44D

5.

�⼆、根据以上信息，设计突变序列。注：不含signal�sequence--MDKQRGZ

1.



�

两个氨基酸突变

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLENLDTALESAFADDQTYPPES��R41E,�K44D

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLENLETALESAFADDQTYPPES���R41E,�K44E

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLDTALEDAFADDQTYPPES���K44D,�S49D

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLETALEDAFADDQTYPPES��K44E,�S49D

�

三个氨基酸突变

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLENLDTALESAFADDETYPPES��R41E,�K44D,Q55E

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLENLETALESAFADDETYPPES��R41E,�K44E,Q55E

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLDTALEDAFADDETYPPES��K44D,�S49D,Q55E

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLETALEDAFADDETYPPES��K44E,�S49D,�Q55E

（41R相较于28R保守性更低，49S相对于25S保守性更低，优先进⾏突变。）

�

四个氨基酸突变

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLENLDTALEDAFADDETYPPES��

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLENLETALEDAFADDETYPPES

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFDAYRVKAYNSAASSDLENLDTALESAFADDETYPPES

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFDAYRVKAYNSAASSDLENLETALESAFADDETYPPES

�

同时加⼊根据资料所说的可以使蛋⽩丝直径变为1.5nm的突变序列

FTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLKTALESAWADDQTWPPES�

�

确定在⼤肠杆菌中Asp和Glu更常与哪种密码⼦对应：GAT(GAU)对应Asp(D),�GAA对应Glu(E)

2.

3.

4.

R41E,�K44D,�S49D,�Q55E

R41E,�K44E,�S49D,�Q55E

S25D,�R41E,�K44D,�Q55E

S25D,�R41E,�K44E,�Q55E

5.

F51W,�Y57W

Synthetic�Biological�Protein�Nanowires�wi
th�high�conductivity.pdf
1.33MB



http://www.sci.sdsu.edu/~smaloy/MicrobialGenetics/topics/in-vitro-genetics/codon-usage.ht

ml

�

�� GspilA-T4PAS-p24Ptac.dna ��

�

�三、在完整的含partI-VI的质粒上以Kana抗性基因为节点，将其分成⻓度较短的两个部分
（part1和part2，不含pilin�gene)，便于后续突变序列的拼接

http://www.sci.sdsu.edu/~smaloy/MicrobialGenetics/topics/in-vitro-genetics/codon-usage.html
https://i2qsnfwd9h.feishu.cn/file/boxcnEPVUKGllxSgksrckQCJJjg


前期实验步骤：

需要合成的引物：

�

�20200704

�基因合成订单：� ��� ��@Fankang�Meng @Swan�梁诗韵

Pilin�Gene�Mutation�Gene�Synthesis.xlsx
47.85KB

Pilin�Gene�Mutation�Gene�Synthesis�Extra.
xlsx
47.17KB
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周⼆

周三

周四

周五

�

�20200713

�本周实验计划：

PCR克隆vector�part�1&2,�17种突变pilA�

DpnI消化，回收PCR产物

Gibson�连接三个⽚段

转化

�菌落PCR

�送测序

�提取质粒

�转⼊ΔfimA

�20200714

�PCR克隆vector�part�1&2,�17种突变pilA�

��

��



��

��



�

�

��

从左到右：markerD2000,�1A-4D(1)��1A-2D(2)

实验结果：2B(1)⽆条带，失败。其余的均有⽬标条带，成功。



�

1.等体积(⻩⾊溶液）加到柱⼦⾥

2.离⼼12000rpm，1min，去掉废液

3.300(⻩⾊溶液）到柱⼦⾥

4.离⼼12000rpm，1min，去掉废液

5.700�wash�buffer

6.离⼼12000rpm，1min，去掉废液

从左到右�MarkerD2000�,3A-4D(2),��T1，T2,��Marker1kb(ladder),�V1(1-4),�V2(1-4)

实验结果：�V1（2〜3）⽆条带，失败。其余的均有⽬标条带，成功。

�20200715

�dpnI消化�vector1&2

�PCR产物回收



7.空离两分钟

8.把柱⼦转移到新的ep管（1.5）p

9.加50微升⽔，静置两分钟

10.离⼼，去掉柱⼦

�Gibson�连接



�

由于当时Vector-1�不够，且Gibson连接的4B出现失误需要更多的vector-1�⽚段，所以我们打算重

新克隆vector-1

�将17种质粒转化到感受态Top10中，并在带有Kana抗性的LB培养基上培养。

�重新克隆Vector-1



从左到右：marker8k��，�V1（1〜4）

实验结果：�均有⽬标条带，成功。

��

�20200716

�从培养基上挑取单克隆，每种突变挑8个，转到96孔板上培养。

�菌落PCR检测突变⽚段



因marker有条带，排除跑胶过程中出现问题。因PCR没有⽤同⼀台仪器，排除PCR过程中出现问题。

因菌可以在带有Kana的培养液中⽣⻓，排除没有质粒存在的问题。推测为配置PCR体系时出现失误，

明天重复实验。

�

�

�

�

所有的样本均没有条带，最右侧为Marker,�实验失败。

�20200717

�重复菌落PCR



故⽤之前克隆的完整质粒1C为模板，⽤同⼀对引物进⾏PCR,�以验证引物是否有问题。

中间为1kb�ladder,�条带模糊，没有明显的⽬标条带。

从左到右：1-2是1C质粒上的克隆⽚段，3是1kb�Ladder



于是明天⽤⼀部分菌重复PCR克隆实验，再次验证是否有正确⽚段。

�

� ��有跑胶的结果吗要发上来哇

�

从克隆产物中有条带的挑出四个样品送测序，结果如下:

因结果中出现了part�IV、抗性基因的部分，并不在预估的克隆⽚段范围之内，故说明引物出现了问

题，下周⼀⽤新设计的引物进⾏PCR。

�

克隆出了正确⻓度的条带，说明引物没有问题。

�20200718

�再次菌落PCR

@李⽂道Francesco

孟凡康_20200718231604264_GG4510.zip
566.23KB

�20200720

�菌落PCR

javascript:void(0)


�

�

从左到右为1A(8个),�2A(⼋个),�5kb�marker,�WT质粒对照，3A(8个)

其中2A⽆明显条带，故从LB培养基中重新挑取8个单克隆，转到96孔板上37度培养过夜。

1A(4,5,8)�和�3A(3,5,6)�皆有较明显条带，分别编号1-1，1-2，1-3，2-1，2-2，2-3送去测序。



�

送测序，测序失败，测序机器没有检测到信号,�故重新构建质粒。

�

所有的样品均没有明亮的⽬标条带，⽬前已做了多次PCR,�仍没有得到积极结果，故改变策略，从结

果中挑选有条带的菌，每种突变挑选两个孔，将96孔板中的菌接到4.5ml的Kana�LB培养液中，放⼊

37度摇床培养过夜，明天提取质粒。

�20200721

�提取质粒



�

�� ��� ��

转化进⼊ΔfimA感受态中，在带有Kana抗性的LB培养基上37度培养过夜。

�

�

�20200722

@Swan�梁诗韵 @Roseana�贺海纳

�dpnI消化�重新克隆的vector1

�回收vector1�PCR产物

�Gibson连接1A质粒

javascript:void(0)
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昨⽇培养结果：透明的和⽩⾊的菌⻓满了培养基，结果异常。

怀疑的问题：

1.�培养基中的Kana抗性失效�

2.�感受态中有杂菌，且杂菌⾃带kana抗性。

故从两个⽅向做实验：

1.继续检验的步骤，从板中挑16个菌落，转到kana�LB�96孔板上培养，并做菌落pcr���

2.在DH5alpha感受态中转⼊1A质粒，检验感受态的质量是否有问题。

�20200723

�菌落PCR



�

转化进⼊DH5α感受态中，在带有Kana抗性的LB培养基上37度培养过夜。另保留了⼀管1A质粒，在冰

箱保存。

�

所有样品均⽆条带，说明挑出的菌不是⽬标菌种，不含突变质粒。实验失败。

�重做Gibson连接1A质粒并转化

�20200724

�昨⽇实验结果:



DH5α转化成功，从中挑取16个单克隆，转到96孔板上，在带有Kana抗性的LB培养液（100μl)�中培养

1.5⼩时。

�

�菌落PCR



有三个样品有明显⽬标条带，于是将对应PCR产物送测序，结果如下：

由结果可以看出，1，2号样品的突变为⽬标突变，⽽3号样品出现了其他位点的突变，不符合要求。

�

进⼀步排查Top10感受态中是否有杂菌。

�

昨⽇实验结果：

归档.zip
523.18KB

�20200725

�将1A质粒转化进ΔfimA�Top10

�20200726



没有像之前实验⼀样⻓满板，故继续下⼀步检测。从中挑取8个单克隆，转到96孔板中培养1.5⼩时。

�菌落PCR



故改变计划，先将突变质粒转化到DH5α中培养并检测，后续再提质粒并转⼊Top10。

�

实验结果：� ��

�

条带亮度很暗，得出结论Top10的转化效率不⾼。

�20200727

�划线接菌，检测Top10感受态

@Fankang�Meng

�20200728

�Gibson连接1B-1D,�2A-2D质粒

�将构建好的突变质粒转⼊DH5α感受态中

javascript:void(0)


�

�

今⽇对以下⼏组重新进⾏Gibson连接和转化（其中1A组已经构建成功）

⽚段浓度

�20200728



今⽇昨⽇转化的7个克隆进⾏检测：

�

对相应的⽚段送测序之后，发现仍然没有有效的测序结果。故每组选择两个克隆进⾏培养，提取质粒

后进⾏PCR反应，并直接送测序。

�

结果分析：PCR直接克隆质粒，仍然出现了不明显的质粒，并出现了杂条带。

�

20200802

将之前克隆的所有突变⽚段送测序，其中2A,�2C,�3A有其他突变。

为了找明实验频频出错的原因，⽤带有BIOT质粒的菌进⾏菌落PCR,�以验证是否是直接从菌处检测这

⼀环节出现了问题。

�20200729

��20200730-20200731

孟凡康_20200802230512200_GG4822.zip
1.42MB

�20200803

�PCR



条带明亮，故直接⽤菌做PCR不是问题。

�

1-8为样品，9为5kb�marker

�20200804

�重新克隆1A-1D⽚段和vector⽚段，其中vector⽚段分为V1,�V2以及完整⻣架两
种。



左边4个分别为1A-1D⽚段，右边为5000bp�marker

从左到右：1-3是V1，4-6是V2,�7-8是V,最后为1kb�ladder

�

�DpnI�消化�Vector⽚段



�

因⽚段需要的量⼩于7ng,�浓度稀释10倍。

�20200805

�回收1A-1D⽚段和Vector⽚段

�Gibson连接



在含Kana抗性的LB培养基上37度过夜培养。

�

从昨夜的8个平板中各挑8个单克隆进⾏培养。

�转化涂板

�20200806

�PCR检测突变⽚段� ��� ��@Swan�梁诗韵 @IzzyLo卢晞旼

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


故V1+V2的连接效果更好，从中各选4个送测序。

测序结果：

结果显⽰A1，B2，C1，D1均为正确的突变序列。

�

明天任务：

从左到右：1A,�1B,�1C各8个(V1+V2)，中间为5kb�marker

从左到右：1D(V1+V2)，1A(V)各⼋个，最后为5kb�marker。其中1D-2条带较暗

从左到右：1B-1D(V)各⼋个，中间为5kb�marker。其中1B-6和1D皆⼏乎看不到条带。

孟凡康_20200806235805432_GG4915.zip
1.72MB



�

�

�重新克隆2A-3D⽚段

�Gibson连接�

�转化

�20200807

�PCR克隆2A-3D⽚段�� ��@Swan�梁诗韵

从左到右：1-8为2A-2D各两个，中间为5kb�marker,�10-17为3A-3D各两个

实验成功

�回收2A-3D⽚段�� ��@Swan�梁诗韵

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


因⽚段需要的量⼩于7ng,�浓度稀释10倍。

因带Kana抗性的Top10中Pcas⼀直⽆法消除，故决定改⽤CMR氯霉素抗性的质粒，重新构建。

�Gibson连接2A-3D质粒�� ��@Swan�梁诗韵

�PCR克隆1A-1D，4A-4D,�T和c抗的vector

javascript:void(0)


每组4个PCR，结果如下每组



�

明天任务

1A�1B�marker�1C�1D�2A

2B�2C�marker�2D�T

Vector

�1A~T已回收，明天直接⽤来做Gibson

�4个vector混成⼀管做Dpn�I酶切，回收后做Gibson



1.等体积(⻩⾊溶液）加到柱⼦⾥

2.离⼼12000rpm，1min，去掉废液

3.300(⻩⾊溶液）到柱⼦⾥

4.离⼼12000rpm，1min，去掉废液

5.700�wash�buffer

6.离⼼12000rpm，1min，去掉废液

7.空离两分钟

8.把柱⼦转移到新的ep管（1.5）p

9.加50微升⽔，静置两分钟

10.离⼼，去掉柱⼦

�20200808

�dpnI消化�vector1234

�PCR产物回收

�Gibson�连接�1A~1D�4A~4D�(CMR)



⽚段正确，已回收

�

�20200808

�Gibson�连接�2A~3D�T�(CMR)



�20200811

�PCR检测2A-3D，T⽚段



除了个别样品，⼤部分皆有明亮条带且⻓度与BIOT-WT对照（每张图的第17孔）⼀致。

故选每种突变的前四个PCR产物进⾏测序。

�20200812

�对昨⽇1A-4D�+�T的测序结果的分析：

孟凡康_20200811233204142_GG5015.zip
7.40MB



其中1C,�4C⽆正确的序列，重新实验。

�

�20200813

�提取突变质粒，取5微升转⼊Top10�ΔfimA感受态� ��� ��@Swan�梁诗韵 @周正康

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


�

�重新克隆1C,�4C⽚段�� ��@Swan�梁诗韵

javascript:void(0)


�

从左到右：1-2为1C,�3-4为4C,�5为5kb�marker。

条带⻓度正确，实验成功。

�回收1C,�4C⽚段�� ��� ��@Swan�梁诗韵 @周正康

�Gibson连接1C,�4C质粒� ��� ��@Swan�梁诗韵 @周正康

�化学转化� ��� ��@Swan�梁诗韵 @刘⼼宇

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


在带有Cm抗性的培养基上过夜培养。

�

从昨天涂板的17个培养基中各挑8个单克隆，PCR检测突变⽚段。

⼤部分皆有正确⻓度的条带。

故选1A-4D（除1C和4C)的前两个样品，T的最后两个样品，1C的最后四个样品，4C的2-5号样品，明

天送测序。
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�PCR�� ��� ��@Swan�梁诗韵 @周正康
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所有突变中均有正确的结果，选定以下的菌做后续实验（皆在96孔板上⽤红⾊圆圈标注）

�

取1A,�1B,�2A,�2B接到5ml含Cm抗性的液体LB中，在37度摇床隔夜培养，明天涂M9板。

取1C,�4C接到5ml含Cm抗性的液体LB中，在37度摇床隔夜培养，明天提取质粒。

�

�
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�测序结果分析：

孟凡康_20200816002738990_GG5115.zip
4.13MB

�接菌培养�� ��� ��@Swan�梁诗韵 @冷博

�明天实验任务：

�配置固体M9培养基

�1A,�1B,�2A,�2B各涂10个M9培养基

�1C,�4C提取质粒，并转⼊Top10�ΔfimA感受态中
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�

今⽇3个样品⽤⼀个超滤膜过滤，顺序为WT,�2A,�1A，其中1A浓度较低，故此后每个膜过滤两个样品。

�纯化WT（20板）,�1A,�2A（各10板）

c2�c3�c4分别为WT,�1A,�2A

计算得�conc.WT=557�ng/ul���1A=173�ng/ul���2A=301�ng/ul



GBSZ�20200820�BIOT�Conc..xlsx
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�今⽇的主要任务：

�继续纯化新的WT纳⽶丝蛋⽩

�涂板培养1B、2B、3A、4A

�接菌培养1D、2D、3B、4B

�继续纯化新的WT纳⽶丝蛋⽩

GBSZ�20200821�BIOT�Conc.�with�Equation.
xlsx
19.45KB
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�

继续纯化蛋⽩质突变体：昨天是1B、2B、3A与4A，今天则是1C、2C、3B、4B、3C、4C

制作WT以及突变体的电池

�
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�今⽇的主要任务：

•

•

�继续纯化蛋⽩质突变体：昨天是1B、2B、3A与4A，今天则是1C、2C、3B、4B、
3C、4C



所测的浓度分别：

�

⾸先对于WT的浓度进⾏稀释，现在的浓度过⾼，在吹打均匀后，选择3倍稀释到300ng/ul左右。根据

经验值，制备10um左右的电池，⼤致需要150ul左右的溶液进⾏制备。

�

取300ul，然后加⼊600ul⽔，制作⼤约6块电池。

�

�

�

MDKQRGFTLIELLIVVAIIGILAAIAIPQFSAYRVKAYNSAASSDLRNLKTALESAFADDETYPPES

�制作WT以及突变体的电池，并测定相关的参数
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�swiss-model建模
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�

测得蛋⽩浓度：222ng/μl

�
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�纯化4C纳⽶丝� ��@Swan�梁诗韵

GBSZ�20200830�4C�Conc.�with�Equation.xl
sx
19.77KB
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复苏�4ml�氯霉素LB�37度摇床

晚上浓缩：把4ml的菌液加到2ml�EP管⾥离⼼转2mins，倒掉上清液，把剩下2ml加到ep管⾥，吹

打均匀。

每个菌涂10个m9板，每个200ul，先打100ul涂板，再打剩下100ul。

�

�今天的主要任务：

�制备17个突变体的BIOT蛋⽩，每个蛋⽩都有⼀个标号�+�电池效果的录像
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�1A�2A�3A�4A涂m9板�

1.

2.

3.
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https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/


近⼏次1A-4A及thin的电压数据测量

在不同空⽓湿度中测量4A的电压变化

�前期突变体数据分析：（下载此试⽤软件打开以下⽂件：https://www.graphpad.
com/scientific-software/prism/���可以试⽤30天）

GBSZ�RBS�Optimization�&�Protein�Engineering.p
zfx
22.13KB
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