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今⽇实验任务：

�20200706

�今⽇任务

�准备感受态�@李⽂道Francesco ���@张炜⽟ ��

�20200707

将昨⽇接的ΔfimA的菌株制成感受态�@王书菡 ���@李⽂道Francesco ���@Swan�梁诗韵 ��

把质粒转⼊Top10ΔfimA�E.coli中，在带有Kana的LB培养基中37度培养过夜����������标记：

GBSZ20200707�ΔfimA+pilin�Kana�@Swan�梁诗韵 ��

�20200708

挑单克隆，养菌（Kana抗⽣素）�@李⽂道Francesco ��

涂板（LB）�@李⽂道Francesco ��

配M9培养基�@Swan�梁诗韵 ���@蔡⾬桐 ��
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PCR检测Top10（△fimA）

根据昨天的涂板结果来看，板⼦存在污染，所以我们打算重复昨天的步骤，并检查出错的步骤



检测pTarget和pCas的消除情况

检测fimA的消除情况

检测保存的细菌有没有被污染

检测感受态有没有被污染

5X�M9�salts

Agar�(16g/L)

1mM�thiamine�hydrochloride

0.4%�glucose

0.2%�casamino�acids

2mM�MgSO4

0.1mM�CaCl2

0.5%�glycerol

0.5mM�IPTG

Kanamycin

�

1.

2.

3.

4.

�M9固体平板的配置

�Materials

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

�⾸先配置以下溶液1.



121摄⽒度，灭菌15min

�

�

�

种类 容量

M9�Salts 11.3g

Agar 16g

ddH20 872.4（700,�then�to�872.4）ml

�灭菌结束，降温到55摄⽒度左右，加⼊以下物品2.

种类 容量

10�mg/mL

thiamine

34mL

20%�glucose 20mL

10%�Casamino

acids

20mL

1M�MgSO4 2mL

1M�CaCl2 100�μL

10%�glycerol 50mL（提前预热以下）

1M�IPTG 500�μL

Kanamycin 1mL

�PCR�检测Top10（△fimA）

�检测fimA的敲除情况



�

�

�检测e-PN�vector的存在



�

�

昨⽇转化出的克隆的分析：和昨天的结果⼀样。所以推测是因为转化效率过⾼，导致带有质粒细菌⻓

满了平板。所以我们决定直接从上⾯挑⼀些菌落进⾏接下来的分析。⼀共选取了24个点，37摄⽒度培

养。

实验结果：成功

左1:�marker�2k

依次是：top�10�wild�type，保存的Top10（△fimA）1，2，感受态，96孔板上培养的16个菌

�20200709

�今⽇实验任务：

挑单克隆，养菌（Kana抗⽣素）�@李⽂道Francesco ��

PCR�检测Top10（△fimA）-e-PN�Vector的正确性

涂板（LB）�@李⽂道Francesco ��

�挑单克隆，养菌（Kana抗⽣素）
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�PCR�检测Top10（△fimA）

�检测fimA的敲除情况

�检测e-PN�vector的存在



左1:�marker�2000

其余都是e-PN�vector

实验结果：成功



左1:�marker�2000�左9:�wild�type�top10�

其余都是top�10�△fimA

�20200710

�回收LB培养基的菌落

�涂M9板



�

�

�

�20200713

�今天的主要任务：

�配置150mM的Ethanoliame�Buffer

�计算6mM的Triton�X-100的加⼊量

�组装超滤的装置

�对BIOTwt进⾏纯化

�配置150mM的Ethanoliame�Buffer



根据以上的计算，最终1L�150mM的Ethanoliame�Buffer需要的纯Ethanoliame溶液体积为：

9.163/1.0117=9.06ml

�

�

�计算6mM的Triton�X-100的加⼊量



最终计划配置：50ml体积的600mM的Triton�X-100�buffer溶液（使⽤时稀释100倍即可）：

所需要的体积为：



19.41/1.07=18.14ml

�

�组装超滤装置



�

�� 搅拌菌液2020-07-07�14.27.01.mp4 ��

�Harvesting�

�搅拌菌液

�过滤

https://i2qsnfwd9h.feishu.cn/file/boxcnYnpiBKutZBaO3j0c4BVd5f




氮⽓压⼒瓶





�� 过滤纳⽶丝�2020-07-07�15.57.38.mp4 ��

�

碧云天BCA蛋⽩浓度测定试剂盒

1.蛋⽩标准品的准备

a.取0.8ml蛋⽩标准配制液加⼊到⼀管蛋⽩标准(20mg�BSA)中，充分溶解后配制成25mg/ml的蛋⽩标

准溶液。配制后可⽴即使⽤，也可以-20℃⻓期保存。

过滤中

�蛋⽩浓度检测

https://i2qsnfwd9h.feishu.cn/file/boxcnwT06h3ApYXEYyPud6KW4vg


b.取适量25mg/ml蛋⽩标准，稀释⾄终浓度为0.5mg/ml。例如取20μl�25mg/ml蛋⽩标准，加⼊

980μl稀释液即可配制成0.5mg/ml蛋⽩标准。蛋⽩样品在什么溶液中，标准品也宜⽤什么溶液稀释。

但是为了简便起⻅，也可以⽤0.9%�NaCl或PBS稀释标准品。稀释后的0.5mg/ml蛋⽩标准可以-20℃⻓

期保存。

2.BCA⼯作液配制

根据样品数量，按50体积BCA试剂A加1体积BCA试剂B(50:1)配制适量BCA⼯作液，充分混匀。例如

5mlBCA试剂A加100μl�BCA试剂B，混匀，配制成5.1ml�BCA⼯作液。BCA⼯作液室温24⼩时内稳定。

3.蛋⽩浓度测定

a.将标准品按0、1、2、4、8、12、16、20μl（共63ul，配70ul）加到96孔板的标准品孔中，加标准

品稀释液补⾜到20μl，相当于标准品浓度分别为0、0.025、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5mg/ml。

b.加适当体积样品到96孔板的样品孔中。如果样品不⾜20μl，需加标准品稀释液补⾜到20μl。请注意

记录样品体积。�m

c.各孔加⼊180μl�BCA⼯作液，37℃放置20-30分钟。(配3ml)m

注:�也可以室温放置2⼩时，或60℃放置30分钟。BCA法测定蛋⽩浓度时，颜⾊会随着时间的延⻓不断

加深。并且显⾊反应会因温度升⾼⽽加快。如果浓度较低，适合在较⾼温度孵育，或适当延⻓孵育时

间。

d.⽤酶标仪测定A562，或540-595nm之间的其他波⻓的吸光度。

e.根据标准曲线和使⽤的样品体积计算出样品的蛋⽩浓度。



计算得获得的BIOT蛋⽩浓度为254�ug/ml

�

�配54个M9平板



�

�

�

⽤50ml过夜培养的BIOT-WT（不加IPTG诱导）重复蛋⽩纯化实验，经蛋⽩定量试剂盒测定，纯化后的

样品（control）中⽆蛋⽩，说明07.13获得的样品测定的蛋⽩浓度确实是纳⽶蛋⽩浓度，⽽⾮杂质或

细胞内溶的蛋⽩。

�20200714

�涂20个M9板

�蛋⽩质跑胶

�20200714

�蛋⽩质跑胶失败，直接测电流。

�20200715



�

蓝⾊：control；紫⾊：07.13样品

�20200722

�第三次纯化� ��� ��@谢卓庭 @蔡⾬桐

�检测蛋⽩浓度� ��@蔡⾬桐
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�

�

早晨配置了相应的Kana平板� ��

后续将进⾏如下的实验：

将如下细菌进⾏划线

对如下的质粒进⾏检验（重新合成了以下检测引物）

⽬标蛋⽩A5

�20200723�

�⽤两管4ml�LB液体培养基养菌� ��@Swan�梁诗韵

�20200724

�浓缩LB液体菌液到4ml� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @Roseana�贺海纳

�涂20个m9的板⼦

�20200727

�今⽇的主要任务：

�全⾯排查Top10(△fimA)-BIOT�以及BIOT-wt质粒的正确性

�对Top10(△fimA)-BIOT进⾏划线处理，⽤于后续序列检测� ��@周正康

• @周正康

•

◦

种类 平板类型 ⽬的

Top10（商业感受

态）

⽆抗性 检验商业感受态Top10是否存在相应的抗性污染

Top10（商业感受

态）

Kana抗性

Top10(△fimA) ⽆抗性 验证fimA敲除细菌是否存在有潜在的抗性污染（Top10商业感受态的原因或

者Cas9蛋⽩没有完全消除）
Top10(△fimA) Kana抗性

Top10(△fimA)-BIOT Kana抗性 划线Top10(△fimA)-BIOT的单克隆，⽤于后续检验起基因敲除和BIOT的存

在正确性

Top10-Cas9� Kana抗性 划线Top10-Cas9�的单克隆，⽤于后续潜在敲除实验的准备

◦
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�

以上⽚段均已克隆成功，送测序公司进⾏测序。

�

�

GspilA-T4PAS-p24Ptac.dna
983.86KB

�检测BIOT-wt质粒的情况

�20200728

�今⽇的主要任务：

�配置新的M9培养平板



5X�M9�salts

Agar�(16g/L)

1mM�thiamine�hydrochloride

0.4%�glucose

0.2%�casamino�acids

2mM�MgSO4

0.1mM�CaCl2

0.5%�glycerol

0.5mM�IPTG

Kanamycin

�

121摄⽒度，灭菌15min

�

�M9固体平板的配置

�Materials

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

�⾸先配置以下溶液1.

种类 容量

M9�Salts 11.3g

Agar 16g

ddH20 872.4（700,�then�to�872.4）ml

�灭菌结束，降温到55摄⽒度左右，加⼊以下物品2.

种类 容量1L 容量500mL

10�mg/mL�thiamine 34mL 17ml

20%�glucose 20mL 10ml

10%�Casamino�acids 20mL 10ml

1M�MgSO4 2mL 1ml

1M�CaCl2 100�μL 50ul



�

�

�

�

�

从结果中�，可以看到，保存的菌种中没有转化进⾏BIOT质粒，这是没有蛋⽩纳⽶丝产出的关键原因。

今⽇将两管BIOT的冻存细菌全部划线，明⽇继续检测

10%�glycerol 50mL（提前预热以下） 25ml

1M�IPTG 1�mL 500ul

Kanamycin 1mL 500ul

�检测BIOT�wt的情况

�今⽇检测的基本情况（下图）：



�

�

�

�

因为敲除的细菌有⼀个敲除质粒（温敏的，kana抗性）很难消除掉，同时⻓的很快。前期我们以为敲

除质粒消除掉了，就没有管，直接做了感受态。⽽由于纳⽶丝的表达质粒也是Kana抗性的，所以转化

之后分不出单克隆，但是检测到了纳⽶丝表达质粒在细菌⾥⾯，就直接做了纯化，第⼀次纳⽶丝表达

是正确的。

�20200729

�检测BIOT�wt的情况

�20200729-20200731

�这⼏天的Debug结果：



�

后来就拿第⼀次转化的平板挑单克隆过夜培养保存了菌种。后来⽤冻存的菌种表达纳⽶丝就不⾏了。

这两天Debug的原因是：细菌本⾝还有另⼀个Kana的敲除质粒，⽣⻓速度更快，在过夜培养后，基

本上保存的细菌⾥就没有纳⽶丝的表达质粒了。

�

继续在⾼温消除敲除质粒，确认消除之后重新转纳⽶丝表达质粒。�

将纳⽶丝表达质粒的抗性换成氯霉素

�

�接下来的解决⽅案：

1.

2.

�20200802

�构建具有氯霉素抗性的BIOT表达质粒（同时修正PartIV中存在的突变）�
��� ��@Swan�梁诗韵 @蔡⾬桐

GspilA-T4PAS-p24Ptac-CmR.dna
904.41KB
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从左到右：1为1kb�ladder,�2-3为4⽚段，4-5为1⽚段

⻓度正确，条带⽆误。



从左到右：1为1kb�ladder,�2-3为2⽚段，4-5为3⽚段

⻓度正确，条带⽆误。

�PCR检测Pcas质粒�42°C消除情况



fimA检测：所有的条带均⽐野⽣对照短，⽆误。

Pcas检测：除了11H有较暗的条带，其他样品均⽆条带，说明不含Pcas质粒，消除成功。

�

故从10A,�10B中取3微升，转⼊液体LB中，37度摇床培养过夜。

�



�20200803�

�将昨⽇养的两管菌制成感受态

�PCR检测昨⽇养的菌的fimA,�Pcas情况，以防万⼀。



1-2为样品，3为DH5α野⽣菌，4-5为样品，6为Pcas质粒对照。

因没有⽤Top10的野⽣菌对照，fimA的敲除情况不明。两个样品都出现了Pcas⽚段的条带，故Pcas并

没有被消除，与昨天的检测结果相悖。

故重新检测昨⽇挑出的16个单克隆的fimA敲除情况和Pcas消化情况，并同时急需氯霉素质粒构建的⼯

作，做DpnI消化。

fimA敲除情况：⽆误

Pcas消除情况：在96孔板中p出的样品没有条带，转到5ml管后p出的样品有条带

故怀疑Pcas仍未完全消除，原因未明。

故将96孔板中的16个单克隆转到更深的容器⾥，42度摇床培养过夜，尝试再次消除Pcas

�重新PCR检测16个单克隆+昨⽇接的两管菌的情况

�DpnI消化1，2，3，4⽚段



1，4⽚段稀释10倍，浓度皆变为20ng/μL。

将构建好的CM-BIOT质粒转⼊DH5α中，在含CM抗性的培养基中37度过夜培养。

同时将BIOT原始质粒转⼊今天制备的Top10�ΔfimA感受态（含Pcas)中，在含Kana抗性（两倍的量)的

培养基中42度过夜培养。

�回收⽚段1234

�Gibson连接CM抗性BIOT质粒

�转化并接菌



�

从昨⽇的Kana培养基上挑16个单克隆，转到96孔板培养；以该16个单克隆为模板，同时以昨⽇放在

42度摇床⾥的8个样品（不含质粒）为模板，检测Pcas质粒消除情况和BIOT质粒的存在。

�20200804

�Top10�ΔfimA�菌落PCR



所有的菌均⽆Pcas，且16个单克隆均有BIOT质粒。故从中选8个，接到4ml含两倍Kana的液体LB中，

在42度摇床过夜培养，明天涂M9的板。

同时不含质粒的8个ΔfimA�Top10放4度冰箱，明天制成感受态。

�

�

�

�CM的板挑单克隆并请测序公司帮忙做PCR+测序+提取质粒

�20200805

�今天的主要内容：

�制备新的感受态，并检测感受态中fimA、pCas的基本情况

�涂平板养纳⽶丝：配置新的M9固体平板，检测BIOT中fimA以及BIOT质粒的基本情况

�检测氯霉素抗性的BIOT质粒的情况

�制备新的感受态� ��� ��【已经完成】1. @Fankang�Meng @周正康

�检测感受态中fimA、pCas的基本情况�� ��� ��� ��2. @刘⼼宇 @Fankang�Meng @周正康

�检测fimA的敲除情况�（2个PCR）
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�

�检测pCas的存在情况（2个PCR）

�配置新的M9固体平板�� ��� ��3. @Swan�梁诗韵 @Fankang�Meng

�检测BIOT中fimA以及BIOT质粒的基本情况�� ��� ���
��

4. @刘⼼宇 @Fankang�Meng
@周正康

�检测fimA的敲除情况�（9个PCR）

�检测pCas的存在情况（9个PCR）
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�

�检测BIOT质粒的存在（9个PCR）

�检测氯霉素抗性的BIOT质粒的情况�（25个PCR）5.



放在30度培养箱恒温培养2天。

�

送测序公司测序结果已出，⽆误，故不⽤此次提取的质粒，直接⽤测序公司送还的质粒。

�

明天任务：

�6.20个M9平板涂板（含BIOT-WT质粒�ΔfimA�Top10)� ��� ��@Swan�梁诗韵 @谢卓庭

�20200806

�提取氯霉素抗性的BIOT质粒� ��� ��@Swan�梁诗韵 @IzzyLo卢晞旼

javascript:void(0)
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�

�从M9平板中挑菌进⾏菌落PCR,�检测Pcas和BIOT质粒的存在。

�20200807

�菌落PCR检测Pcas和BIOT质粒�� ��@Swan�梁诗韵

从左到右：1-8为BIOT质粒⽚段，中间为5kb�marker,�10-17为Pcas检测结果。

javascript:void(0)


可知挑的菌均有BIOT-WT质粒，但同时也有⼤部分菌有Pcas质粒，重复实验以验证其准确性。

�

观察M9平板发现板⼦上⻓出了明显的单菌落，分别取单菌落和板⼦上的菌苔检测pCas和e-PN



结果表明单菌落中都含有pCas（除了板14），菌苔中没有

pCas检测



板14�菌落很⼤，其他板没有这种现象



所有板⼦上的菌均含有e-PN

�

pCas消除仍不彻底，后续将改⽤氯霉素抗性的质粒。

将返样的#3质粒转⼊0805制备的感受态

�

明天任务

�

回收体积�1�mL

e-PN�检测�

�转化氯霉素抗性的BIOT质粒

�鉴定转化结果

�20200808

�纯化蛋⽩纳⽶丝





算得蛋⽩产物浓度约为�0.36�mg/ml

�

�

为了进⼀步避免敲除过程中残留的pCas对于BIOT质粒表达的影响，现在将BIOT质粒原本的Kana抗性

更换为了CmR抗性。

�

质粒图谱如下：

�

在构建完成后，将此质粒转移到了Top10�△fimA中。平板⽣⻓情况如下：

�20200811

GspilA-T4PAS-p24Ptac-CmR.dna
723.18KB



�

挑取克隆进⾏PCR检测，主要⽬的是检测fimA敲除的情况、pCas的存在情况以及BIOT-CmR质粒的存

在情况。结果如下：

�



从上述结果中可以看到：

fimA成功敲除

pCas不存在

BIOT-CmR质粒存在

�

从其中挑选⼀个克隆，明天⽤于纳⽶丝的培养以及保菌。

�

�

�

5X�M9�salts

Agar�(16g/L)

1mM�thiamine�hydrochloride

0.4%�glucose

0.2%�casamino�acids

2mM�MgSO4

0.1mM�CaCl2

0.5%�glycerol

0.5mM�IPTG

Kanamycin

�

1.

2.

3.

�20200812

�今⽇的主要任务：

�配置新的M9培养平板

�培养BIOT-CmR版本的纳⽶丝

�M9固体平板的配置

�Materials

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

�⾸先配置以下溶液1.



121摄⽒度，灭菌15min

�

�

种类 容量（1L） 1/2

M9�Salts 11.3g 5.65g

Agar 16g 8g

ddH20 872.4（700,�then�to�872.4）ml 436.2mL

�灭菌结束，降温到55摄⽒度左右，加⼊以下物品2.

种类 容量（1L） 1/2

10�mg/mL�thiamine 34mL 17ml

20%�glucose 20mL 10ml

10%�Casamino�acids 20mL 10ml

1M�MgSO4 2mL 1ml

1M�CaCl2 100�μL 50ul

10%�glycerol 50mL 25ml

1M�IPTG 1�mL 500ul

CmR 340ul（减半） 170ul

�20200815

�利⽤BIOT-CmR进⾏纳⽶丝的⽣产



�

所以，最终的浓度为0.4mg/ml，也就是400ng/ul。

�

�

�Western�Blot检测蛋⽩是否表达

�20200922



培养种⼦液：

接种�BIOT,�BIOT-His�⾄�4�mL�LB（cmR）培养基中，37°，220�rpm�培养过夜

扩⼤培养：将过夜培养的种⼦液转移⾄�100�mL�LB（cmR，1�mM�IPTG）中，37°，220�rpm�诱导

培养6h

100�mL�全部离⼼（5000�g，4°，20�min）

取�2�mL�上清液旋蒸浓缩（60°）⾄�0.75�mL，获得样品�BIOT-上清，BIOT-His-上清

⽤�25�mL�PBS�buffer�重悬菌体

超声破碎（10�min，2�s�/�2�s）

离⼼（10000�rpm，4°，30�min），上清分别为样品�BIOT-lysate，BIOT-His-lysate

取�20�ul�样品加⼊�20�ul�2X�loading�buffer，100°�⾦属浴�10�min

取10�ul�上样，跑�SDS-PAGE�(15%�分离胶)

Western�blot（封闭�1h；⼀抗1:2000�4°�过夜；�⼆抗1:5000�1h）

�

M9涂板（1A,�2A,�3A,�4A,�WT）

•

�20200923~20200924

•

•

•

•

•

•

•

•

•

�预实验结果：

pku�2020-09-24�16�时�16�分_Exposure_10.0sec.ti
f
12.93MB

pku�2020-09-24�16�时�09�分_Exposure_300.0sec.
tif
12.93MB

上样顺序：BIOT-上清，BIOT-His-上清，BIOT-lysate，BIOT-His-lysate

两图分别为曝光�10s�和�曝光�300s�的结果，可以看出最下⾯⼀条带为�BIOT-His�特征条带，在细胞裂

解物中浓度⾮常⾼，在上清中浓度较低

�后续安排

�上清继续浓缩，上样的时候上�20�ul

�细胞裂解物稀释�10�倍后上样

�⼀抗孵育时间缩短（减少杂带）

�20201001



纯化3A，thin

测1A-4A，WT和thin的浓度

�

�

��

�20201009



因昨天测得蛋⽩浓度很低，若按照41.25微克的蛋⽩量制作电池，试剂不够。因此先取浓度最⾼的

thin，制作⼀块标准的电池，同时将所有样品稀释到最低浓度26.1ng/μl,�并控制总体积为800微升，制

作电池。

�

�

�20201010


