
Lab�Notebook�Protein�Production�Group-

Pilin�Expression�Construction

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。

�

�� 2020iGEM_FEteam_菌种列表 ��

�� 2020iGEM_FEteam_引物列表 �

�

�⽂档使⽤说明

•

•

◦

◦

◦

◦

•

•

•

◦

◦

◦

菌种列表

引物列表
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�近期的实验计划包括以下两项

https://vf4i23p1i0.feishu.cn/file/boxcnu9plKLSEB7GmaqtvLhVdGJ
https://vf4i23p1i0.feishu.cn/sheets/shtcnW2Y8JyhI9c91hBqqqm5alb
https://vf4i23p1i0.feishu.cn/sheets/shtcnk3knAPwsofIRAGJcWTIE1g


以下是蛋⽩质纳⽶丝在表达过程中设计到的基因序列以及来源：

�

以下是构建⽚段的内容和基本顺序：

�在⼤肠杆菌DH10B（⼜名Top10）中表达Pilin蛋⽩，设计相关的Pilin基因表达质粒1.



送引物公司合成相关的引物：



�
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�

�� Culture�E.coli�O157�and�E.coli�MG1655.mp4 ��

Our�instructor�helped�us�culture�E.coli�O157�and�E.coli�MG1655�because�of�the�pathogenicity�of

E.coli�O157.

�

�今天的主要任务：

�在LB培养基中接种⼤肠杆菌O157以及⼤肠杆菌MG1655细菌，⽤于基因组⽚段的克隆

�克隆相关的基因⽚段：I（Part1）、II（Part2）、III、V、VI、IV、Vector1

�常规接种-接种⼤肠杆菌O157以及⼤肠杆菌MG1655

�克隆相关的⽚段：：I（PartI）、II（Part1）、III、V、VI、IV、Vector1

https://i2qsnfwd9h.feishu.cn/file/boxcno5E8UJB8460yTbsDX14Yif


�

�



�

�
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�昨⽇实验结果分析



�

从右到左1-6是I�（Part1/2），II（Part1/3），III

7，8是marker�D2000

9-12分别是IV,�V,�加样加错了，9是IV,�10是V,�11是IV，�12是V

13-15是VI,�第⼀组失败了

16-17是vector，第⼆组失败了

GspilA-T4PAS-p24Ptac-�I+II+III+V+VI.dna
526.21KB

�分别拼接I、II⽚段

Taq�PCR

退⽕：温度55℃，时间30s

延伸：温度72℃，时间12s

循环：30组



从左到右依次是：1+2:�I(part2/2),�4+5:�II(part2/3)

中间3是marker:�D2000

实验结果:�成功

Taq�PCR



�

退⽕：温度55℃，时间30s

延伸：温度72℃，时间17s

循环：30组

从左到右依次是：marker�D2000,�2+3:�partII(3/3)

实验结果:�成功

�融合V+VI⽚段



�



�

�

从左到右依次是：1和2是V+VI融合⽚段，3是marker�D2000

实验结果:�1的条带明显，实验成功；2的条带不明显，不采⽤。

�融合I（2/2）+II（3/3）



�

�

从左到右依次是：I-II-1，I-II-2，marker

实验结果：成功

�融合I（2/2）-II（3/3）+III



�



�

�

�

因昨⽇实验结果中vector只成功克隆出⼀管，⽇后实验可能不够⽤，故以vector-1(即昨⽇克隆出的⽚

段）为模板，重新克隆。

从左到右：I-II-III-1，I-II-III-2，maker（8k）

实验结果：成功

�20200624

�重新克隆Vector⽚段



�

从左到右：vector-2,�vector-3,�marker�(8K)

实验结果：⽆条带，失败



向Vector（~50�ul）中加⼊以下体系

因试剂盒的问题，回收效率低，浓度均在10ng/μL以下，后续实验⽆法展开。故重新克隆vector，并

重新PRC融合I+II和III,�V和VI。

�

�

�Vector�Dpn�I�消化

�PCR回收�I+II+III,�V+VI,�vector�(pET24b)

�再重新克隆vector�(pET24b)



�

从左到右：1是8k�marker,�2-4是vector克隆⽚段

实验结果：成功

�重新融合I（2/2）-II（3/3）+III

��

�重新融合V+VI⽚段



�

�

�

从左⾄右：1-3是V+VI融合⽚段，4是2k�marker,�5是8k�marker,�6-8是I+II+III融合⽚段。

实验结果：成功

�20200625



实验结果：（浓度）

V+VI⽚段和vector⽚段浓度过低，在尝试Gibson组装的同时重新克隆。

�

�Vector�DpnI消化+PCR回收

�再重新克隆vector�(pET24b)

�重新融合V+VI⽚段



从左到右分别是：V-VI-1,�V-VI-2,�V-VI-3,�V-VI-4,�pETVector1,�pETVector2,�pETVector3,

pETVector4,�marker(2000k),�marker(8000k)



�

�

实验结果：V-VI-2和pETVector3失败，其余成功

�Gibson组装�I+II+III,�V+VI,�vector(pET24b)

�转化组装完的质粒⼊⼤肠杆菌（Top10)

�20200626

�为了加快进度，同时确保不出问题，所以我们重复了昨天的实验（重新提取了
5+6�以及�Vector）

1.

�酶标仪测浓度

�Gibson组装�I+II+III,�V+VI,�vector(pET24b)�� ��@张炜⽟

javascript:void(0)


从昨天培养的平板上挑48个单克隆，每个克隆在带有kana抗性的LB的96孔板上培养2⼩时，对每个

孔中的菌液进⾏以下两个PCR,�检测两个⽚段是否成功克隆。

�

��

�对昨天Gibson连接加转化的结果进⾏检测�� ��2. @IzzyLo卢晞旼

javascript:void(0)


对于昨⽇pET-I+II+III-V+VI�Gibson构建的结果分析：

�今天结果分析：� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @Fankang�Meng

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

以上是跑胶结果（8连排上样）：其中⼤部分结果都为阴性，对于1B、1C、2A、4A�&�4D孔的结果值

得进⼀步的分析。

上层为对于I+II+III的结果，可以看出1B、1C、2A、4A�&�4D的胶图均为500bp或者⼀下，结果I+II+III

的检测引物分别在质粒⻣架以及V⽚段上，可以粗略认为I+II+III没有实现成功的连接。但是后续分

析，I+II+III的检测反向引物在基因组上也存在结合位点、Taq检测的⻓度过⼤等问题，可以能到PCR

结果出现异常，所以明天应该结果对照实验进⼀步确认I+II+III⽚段的连接效果。

下层为对于V+VI的结果，可以看出1B、1C、2A、4A�&�4D的胶图均为2000-3000之间，符合⽬的条

带为2690的结果。初步可以认为V+VI成功的连接在pET�Vector上。但是由于V+VI检测引物位于III⽚

段上，⽽如果克隆出来的结果真的是质粒上的⽚段，那么说明III⽚段也存在于pET上，这与I+II+III的

结果冲突或者进⼀步说明I+II+III的PCR结果存在异常，需要在明天进⼀步的进⾏相关的检测。

�为了进⼀步的解释上述结果，明天需要完成以下任务：

�今晚接菌1B、1C、2A、4A�&�4D菌液，明⽇保菌提质粒，进⾏相关的检测（避免基因组的影响）

�明⽇检测时，应该注意以下⼏点事情：

�检测使⽤Fastpfu，避免Taq克隆⻓⽚段的影响

�检测引物应该使⽤I+II+III以及V+VI的中间引物作为进⼀步的实验组，排除其他的潜在影响

�符合要求的结果，应该选择送测序公司测序

�20200627

�今天的任务

�对于昨⽇的1B、1C、2A、4A�&�4D菌液进⾏保菌，然后提质粒，并利⽤不同的PCR对，对产物进⾏

检测，进⼀步确认连接的效果。



�

�常规质粒提取�

�基因组提取�对于1B、1C、2A、4A�&�4D菌液所提质粒进⾏PCR检测



�

�

以上检测结果已经取其中三个送测序：

�

接下来取1B号样品，⽤Mix酶进⾏如下的检测：

从以上结果可以看到：跑胶结果和昨天的⼤致相同，很遗憾，中间的检测条带没有出现明确的结果

出现。这样的结果⽆法说明I+II+III是否被完整的克隆在了pET�Vector上。仍然需要进⼀步的验证。



相应的检测结果如下：

�

�检测Part�I是否在Vector上（PartI+II+III-JC-F�&�0620-PartI-R2）

�检测Part�II是否在Vector上（PartI+II+III-JC-F�&�0620-PartII-R2）

�检测Part�III是否在Vector上（以PartI+II+III-JC-R为基础，正向引物分别选择：PartV+VI-JC-F-

212；PartI+II+II-JC-F2-1944；0620-PartIII-F-2683）

从左到右分别是：I⽚段、II⽚段、III⽚段第⼀部分、D2000�Marker、III⽚段第⼆部分、III⽚段第三

部分以及1Kb�Marker。



�

�

转化的效果不错，继续挑选32个克隆⼦在LB中进⾏培养，为了加快效率，这次直接选⽤PartI+II+III-

JC-R�&�PartI+II+II-JC-F2-1944，进⾏PCR检测，先确定I+II+III存在与Vector上，然后在确认其他的部

位。

�

�

从结果中可以看到：I+II+III这⼀个⽚段中，I是存在的；II有条带，但是⻓度不符合，应该不属于⽬的

条带，II也不存在；III存在⼀部分，也就是末尾段，但是其他的部分均不存在。

综合来看，昨天选择的⼏个克隆应该都是这个情况，也就是I+II+III的⽚段没有克隆成功，还需要进

⼀步的检验新的克隆来确保构建的成功。

�昨⽇Gibson结果的重新检测：



�

�

�

以上是上午挑取的32个新克隆⼦的PCR检测情况，为了缩减⼯作量，这次只检测了I+II+III中III⽚段

的存在与否。

�

从结果中可以看到，⼤部分的⽚段均不存在III⽚段，出现的⼩⽚段条带未知其种类，但是在2F、3E

这两个克隆⼦出现了符合预期的条带⻓度，需要明天进⼀步的进⾏验证：I+II+III�以及�V+VI的存在。

�20200628

�今天的任务：

�验证2F以及3E的实际效果：利⽤多对PCR引物实现（如果未出现理想中的结果，则主要根据昨⽇的

测序结果，进⾏进⼀步的设计来进⾏新的构建【何不这次直接拼接I+II+III以及IV呢？】）

�如果出现新的符合预期的结果，需要设计新的引物，⽤于插⼊IV⽚段（在Kana的位置设计⼀堆引

物，提⾼克隆以及拼接效果）



�

�

�昨⽇测序结果的分析：

孟凡康_20200627224123448_GG4073.zip
1.35MB
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�今天的任务：

从昨天培养出的含有part�I-II-III�和part�V-VI质粒的细菌菌液中取⼀部分放在-80度冰箱⾥保藏

从菌液中提取质粒

⽤PCR克隆出线性化的质粒以便partIV的插⼊

�DpnI消化PCR产物

�回收之前克隆出的partIV⽚段

�⽤Gibson连接partIV和线性化的质粒

�将构建好的质粒转化进⼊⼤肠杆菌（Top10)中，培养过夜。



�

从左到右：1到3是含有partI-II-III和partV-VI的质粒⻣架，4是1kb�marker

实验结果：1、2号⽆⽬标⻓度条带，失败。3号有⽬标条带，但荧光较弱。

�克隆不含partIV的线性化质粒⽚段



从左到右：1到4是完整的vector,�第五个是1kb�marker,�6到8是vector

实验结果：前四个有⽬标条带，成功。后三个没有条带，失败。

�重新克隆不含partIV的线性化质粒⽚段

�Gibson组装partIV和vector



�

�

94°C-10mins

94-30s

55-30s

72-3mins40s
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�今⽇实验任务：

�从昨⽇培养了转化完的⼤肠杆菌的四个平板中各挑取16个单克隆，转到96孔板上培养。

�对选取的64个样本进⾏菌落PCR,�检测part�IV的存在。

�菌落PCR



�

实验显⽰⼤部分菌落中都可克隆出⽬标⻓度的partIV⽚段，从中挑选较亮的1A,�2A,�3D,�3E,�3F,�转到

5mL加了Kana的LB中37°C摇床培养。

�20200701

�提取含partI到VI的完整质粒



�

�

�

�全部质粒送测序，验证I-VI⽚段的构建成果：

�20200702

�今⽇主要任务：

�对昨⽇的测序结果进⾏分析

�设计新的引物将hofB的突变位点修正好

�测序结果分析：

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


以下是测序结果：� ��� ��

在上述测序结果中，因为昨⽇的测序引物存在⼀些问题，有⼀些位点没有测定清楚，但是从经验推断

来说，Part�I-VI已经成功连接。

�

接下来，需要对hofB的突变位点进⾏修改。

�

计划设计两对引物：⼀对是⽤于hofB突变位点的修改；另⼀对，设计在Kana抗性基因位点，⽤于提⾼

筛选的效率，同时避免克隆⽚段过⻓的限制。

�

@蔡⾬桐 @Swan�梁诗韵

孟凡康_20200701234449759_GG4144.zip
4.17MB

�hofB�突变位点的修改：

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


�
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�从质粒上克隆两个⽚段，修改突变位点



�



因PCR模板1A质粒浓度为117.9ng/μL,�浓度较⾼，30分钟时间可能会消化不完全，转化后是否会出现

假阳性的菌落有待探究。

�

实验结果：从左到右分别是：左1:�plasmid-partI-1，左2:�plasmid-partI-2，左2:�plasmid-partI-3

右1:�plasmid-partII-1，右2:�plasmid-partII-2，右2:�plasmid-partII-3

中间是marker（8000bp）

均成功

�20200704

�DpnI消化昨⽇克隆出的part1和part2

�PCR回收part1和part2

�Gibson连接part1和part2



�

�转化组装完的质粒⼊⼤肠杆菌（Top10)

�20200705

�从昨⽇培养了转化完的⼤肠杆菌的、、、、个平板中挑取32个单克隆，转到96孔板上培养⼀个⼩时

�菌落pcr

�跑胶测试结果

�菌落PCR



�

实验结果：从1A-1H,�2A-2H,�3A-3H,�4A-4H均有检测⽚段⻓度的条带，成功。将1A-1E的PCR产物送

去测序，分析hofB的序列。



�
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�昨⽇测序结果的分析：

孟凡康_20200705221404224_GG4243.zip
1010.41KB



取其中的1A、1B、1C进⾏提质粒，今天送测序，全⾯的验证I-VI⽚段的序列正确定。

�

昨⽇测序公司说送测序样品不⾜，所以没有办法完整测序完成，⾃测了所有样品的F。

�20200707

�昨⽇测序结果的分析：

孟凡康_20200706234610405_GG4255.zip
990.68KB



之后，选择1A样品⽤于后续的所有实验。

⾄此，本项⽬结束。

�

�

�最后的任务：

�e-PN�Expression�Vector�Construction�Project�Summary（English�Version）�� ���

��� �

@Swan�梁诗韵

@Swan�梁诗韵 7⽉12⽇�20:00
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