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利给！

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。
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账号：mengfankang17@mails.ucas.ac.cn

密码：GBSZ@iGEM2020

⽹站：https://www.denovodna.com/software/login

�⽂档使⽤说明
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�Protein�Optimization�项⽬设计：� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @Fankang�Meng

�RBS�Calculator的账号和密码

�计算3个RBS的初始强度：

https://vf4i23p1i0.feishu.cn/file/boxcnu9plKLSEB7GmaqtvLhVdGJ
mailto:mengfankang17@mails.ucas.ac.cn
https://www.denovodna.com/software/login
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�

�

RBS�hofB.csv
18.30KB

RBS�hofM.csv
12.77KB

RBS�ppdA.csv
9.21KB

�确定核⼼区域

�确定RBS�Library的T.I.R�Range

�确定RBS�Library�Deisgn基础参数



�

然后在RBS�Calculator中进⾏计算。

�

�

经过72⼩时的计算，结果如下：

�

�

RBS_Library_Calculator_Designs.csv
3.55KB

�20200713

�今⽇的主要任务

分析RBS�Calculator的建库结果，确定合适的库

设计Gibson连接引物，⽤于后续实验建库

�确定e-PN染⾊的⽅法，设计对应的⽅案

�分析RBS�Calculator的建库结果，确定合适的库：� ���
�

@IzzyLo卢晞旼
@Fankang�Meng
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javascript:void(0)


�

RBS�libraries:

General�(hofB,hofM,ppdA)�RBS�library.csv
34.83KB

原先设想为在每个RBS库中建⽴10个variants。因参数设置错误，在每个RBS库中额外建⽴了10个⼩

库，每个⼩库中包含4〜48个variants。此结果并不会影响后续实验。

hofB�RBS�libraries.csv

javascript:void(0);


hofM�RBS�libraries.csv

ppdA�RBS�libraries.csv

javascript:void(0);
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�

通过筛选⽬标TIR范围，我们选择了以下三个库：

�

hofB�Individual�RBS�Library�Variants.csv
22.97KB

hofM�Individual�RBS�Library�Variants.csv
4.72KB

ppdA�Individual�RBS�Library�Variants.csv
11.79KB



https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleic_acid_notation

�

�This�is�a�nucleic�acid�notion�table.

�设计Gibson连接引物，⽤于对后续实验建库：� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @Fankang�Meng

e-PN�Expression�Vector�for�RBS�Library�Design.d
na
2.53MB

https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleic_acid_notation
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�今⽇主要任务�� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @Fankang�Meng

�确定e-PN染⾊的⽅法，设计对应的⽅案

�参考⽂献

tag�probe�labelling�methods�for�live�cell�i
maging�of�membrane�proteins.pdf
795.14KB

�不同�methods�的总结� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @那思佳

metho

d

pros cons #1 #2 #3 #4

Protei specific larger -The�ligand -A�mutant�of�the -A�13-amino�acid �
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n-

ligand

�reacti

ons

�labelin

g,short

er

labelin

g�time

�tags

�

trimethoprim�has

been�used�to�label�E

coli.�Dihydrofolate

reductase�(eDHFR)

at�the�plasma

membrane�by

fusing�the�N-

terminus�of�eDHFR

to�the

myristoylation/pal

mitoylation

sequence

(MGCIKSKGKD).

（此法可使⽤Active

Motif公司的labeling

kit

（LigandLink））

human�FKBP12

protein

(FKBP12(F36V))�and

a�synthetic�ligand

specific�for�the

protein�(SFL')�can

label�caveolin,�rac,

and�rho�in�HeLa�cells,

although�only

tetramethylrhodami

ne�(TMR)�and

fluorescein�are

suitable�fluorophores

for�effective�labeling.

peptide

(WRYYESSLEPYPD)

that�binds�to�α-

bungarotoxin�has

been�successfully

used�as�a�tag�to

label�extracellular

domains�of�target

proteins

�

Enzy

matic

�reacti

ons

small

�tags,

tight

labelin

g

longer

�labeli

ng

time

-�use

phosphopantethei

nyl�transferase�to

�transfer�part�of�a

phosphopantethei

nyl�probe�to�an�acyl

carrier�protein

(ACP)�tag.

� � �
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�

因成本过⾼、不符合原理等现象，原定的蛋⽩质染⾊计划暂时更替为：

-通过理性设计减少实验次数

-在蛋⽩质纯化后进⾏蛋⽩质浓度测试

�

使⽤M9培养液培育蛋⽩质纳⽶丝

使⽤涡旋震荡器将纳⽶丝从细菌上震碎使其独⽴漂浮在培养液中

离⼼，分离细菌及纳⽶丝

将包含纳⽶丝的上清液取出，⽤酶标仪测试蛋⽩浓度

在96孔板中观察到蛋⽩浓度测定试剂体现出M9较⾼的蛋⽩质浓度。因蛋⽩标准品所能检测的浓度范围

较低，更改RBS序列所做出的蛋⽩质纳⽶丝产量提升⽆法通过颜⾊的变化衡量。如图，11B和12B为

�20200705

�今⽇的主要任务

�查出Type�IV�System的限制（最短的⽊板〜〜）

�实验设计的更改� ��� ��@Fankang�Meng @IzzyLo卢晞旼

�20200720

�今⽇的主要任务

测量M9培养液的蛋⽩浓度

�进⾏蛋⽩质纳⽶丝浓度测试的准备⼯作

�Determine纳⽶丝含量的新思路� ��� ��@Fankang�Meng @IzzyLo卢晞旼

1.

2.

3.

4.

因暂时⽆法在浓度测试时将M9中的胰蛋⽩胨与蛋⽩质纳⽶丝区分/分离，此法可⾏性有待考证。

�检测M9中的蛋⽩质浓度�� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @Fankang�Meng
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M9样品，颜⾊⽐标所有准品样本深。

IMG_2642.JPG

在各孔加⼊了200uL的BCA⼯作液后，在10A-10H加⼊了不同浓度的BSA，11A&12A加⼊了

ddH2O，11B&12B加⼊了M9培养液，11C&12C加⼊了LB培养液。

实验步骤如下：

使⽤碧云天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。

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

javascript:void(0);


�

�

取过夜培养（加⼊终浓度0.5mM的IPTG诱导16个⼩时）的细菌分别取5、10、15、20mL进⾏离

⼼，转速为4500rpm，10min

弃上清，⽤1mL⽔重悬

在振荡器上持续震荡2min（Shear�nanowire）

12000rpm�离⼼�15min，然后取上清到新的EP管中

蛋⽩质浓度测定

�

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。�

c.各孔加⼊200μl�BCA⼯作液，37℃放置20-30分钟。(配3ml)

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。

�20200721

�今天的主要任务：

按照既定的计划，测定液体⽣⻓的中的纳⽶丝能否进⾏简单的定量

�测定液体⽣⻓的纳⽶丝的含量

1.

2.

3.

4.

5.

�结果分析：



�

以下是对结果的分析：

从结果中可以看到：5mL-20ml最后的溶液中蛋⽩质浓度梯度增加

但是本次实验缺少阴性对照，⽆法说明此种⽅法可以⽤来定量蛋⽩质的浓度（需要设置⼀组不产纳

⽶丝的对照组）

�

过夜培养细菌：

BIOT-wt：Kana抗⽣素，0.5mM�IPTG

BIOT-wt：Kana抗⽣素

左边是蛋⽩质浓度测定的标准样品。右边从上到下，分别是5ml�x�2；10ml�x�2；15ml�x�2；20ml�x

2；

•

•

�下次实验的改进思路

�操作⽅法：

1.

a.

b.



16⼩时后，分别取5、10、15、20mL进⾏离⼼，转速为5000g，15min

弃上清，⽤20ml⽔重悬，进⾏离⼼，转速为5000g，15min

重读步骤3

⽤1mL⽔溶液重悬细菌，在振荡器上持续震荡2min（Shear�nanowire）

12000rpm�离⼼�15min，然后取上清到新的EP管中

蛋⽩质浓度测定

�

配置四管25mL含Kana的液体LB�（10000x）

在其中两管中加⼊IPTG（1000x）

各管中分别加⼊BIOT-wt，并上下颠倒混匀

放⼊慢速摇床等待⼗六个⼩时

�

两种（是否含有IPTG）过夜培养的细菌分别取5、10、15、20mL进⾏离⼼，转速为5000g，10min

弃上清，⽤20ml⽔重悬，进⾏离⼼，转速为5000g，10min

重读步骤2

⽤1mL⽔溶液重悬细菌，在振荡器上持续震荡2min（Shear�nanowire）

12000rpm�离⼼�10min，然后取上清到新的EP管中

蛋⽩质浓度测定�（尚未完成，上清保存于4摄⽒度冰箱内）

�

2.

3.

4.

5.

6.

7.

�20200722

�今天的主要任务：

使⽤改进后的⽅法接菌，为奇迹的发⽣做好准备！：）

�接菌！� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @Fankang�Meng

�操作⽅法：

1.

2.

3.

4.

�20200723

�今天的主要任务

使⽤有对照组的细菌样本重新进⾏测定纳⽶丝产量的实验

�测定液体⽣⻓的纳⽶丝的含量� ��� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @胡菲洋 @Fankang�Meng

�实验步骤：

1.

2.

3.

4.

5.

6.

javascript:void(0)
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�

现有的的RBS优化策略主要分为以下⼏个步骤：

确定Type�IV系统的不同位点的RBS排列组合�

设计不同的引物⽤于克隆构建�

对不同构建的蛋⽩质表达效果进⾏测定：BIOT�Purification�+�Protein�Conc.�Test�

在电⼦显微镜以及荧光显微镜下拍摄不同BIOT的效果�

�

�

�

�20200807

�设计RBS通路的优化策略

1.

2.

3.

4.

�为了提⾼纳⽶丝的表达效率，⾸先我们对IPTG的浓度进⾏了调整，范围0-1mM-
10mM的表达梯度：�

�对RBS组合的设计



其中ppdA的RBS相对强度最低，所以可以⽤于定点提⾼，所以⾸先确定ppdA的RBS表达强度：�（基

本倍数变化按照10倍左右来变化）

�

那么对于其他的两个RBS：�hofM的RBS提升空间不⼤，在原有RBS的基础上，再添加⼀种RBS即可，

倍数提升2被左右；hofB的倍数变化按照10倍变化来选择。

�

以上的组合，⼀共会产⽣18种RBS组合。引物设计如下：

�



�



�

�20200811

�PCR克隆⽚段� ��� ��@Fankang�Meng @IzzyLo卢晞旼

javascript:void(0)
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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

�PCR产物回收

�#2-10电泳仪实验结果� ��@IzzyLo卢晞旼

从第⼆格开始由下⾄上每两格分别为#2-10

�#2-10酶标仪浓度测定结果� ��@IzzyLo卢晞旼

javascript:void(0)
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C1->#2,�C2->#3...以此类推。G2,�H1,�H2没有样本。

综上，#5&#6浓度不⾼，需重新PCR构建

�#1（vector）电泳仪实验结果� ��@IzzyLo卢晞旼

javascript:void(0)


通过在marker�8000位置极浅的荧光，可以看出Vector�PCR没有成功。将与#5，#6⼀起重新PCR

�#1，#5，#6�重新PCR后电泳仪新结果� ��@Swan�梁诗韵

新的⼀轮PCR后，#1（vector）全部成功；#5�成功⼀个；#6�没有成功

�20200812

javascript:void(0)


⽬前来说，以上所有的1-10的构建均已经完成。

�

但是在和� ��⽼师讨论之后，计划对项⽬设计进⾏⼀定的改进� ��：

�

加上His�Tag标签的主要⽬的是为了后续的进⼀步荧光拍照测试，以便更好的展⽰纳⽶丝在细胞膜上的

⽣⻓效果。

按照上述新的设计，需要重新设计以下引物：

�

所以需要重新克隆1、2、3、4的⽚段。

@刘⼼宇 @IzzyLo卢晞旼

�所有的构建需要加上His�Tag标签

�尝试简化整个纯化过程：包括⽣产纳⽶丝所需要的平板数量以及纯化的步骤

�野⽣菌阴性对照蛋⽩浓度

�构建需要加上His�Tag标签� ��@Fankang�Meng

BIOT-His�Tag�RBS�Library-CmR.dna
2.53MB
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取过夜培养（加⼊终浓度0.5mM的IPTG诱导16个⼩时）的细菌分别取5、10、15、20mL进⾏离

⼼，转速为4500rpm，10min

弃上清，⽤10mL⽔重悬

在振荡器上持续震荡2min（Shear�nanowire）

12000rpm�离⼼�15min，然后取上清到新的EP管中

蛋⽩质浓度测定

�

�测定液体⽣⻓的纳⽶丝的含量

1.

2.

3.

4.

5.

�结果：



�

⽬前在加⼊His标签之后，Vector的克隆⼀直不是很成功，今天进⾏如下的尝试：

设置温度梯度，⽤原有引物进⾏完整的⻣架克隆

利⽤氯霉素的克隆引物，对Vector进⾏两段扩增

分析：左边从上到下分别是5mL、10mL、15mL、20mL的菌液处理后的蛋⽩质，可⻅野⽣菌上清

液中⽆蛋⽩质存在；不过因为使⽤了10mL⽔重悬(instead�of�1mL)，有可能是过度稀释的缘故，需

要减少加⽔量重新实验，进⾏排查。

�20200814

1.

2.



�

�

3号⽚段浓度过⾼，稀释5倍，浓度变为39.95ng/μL。

�

因Gibson预混液不够，先⾏构建1+4+5/6/7/8/9/10�质粒。

�20200816

�PCR产物回收�� ��� ��@Swan�梁诗韵 @李⽂道Francesco

�Gibson连接� ��� ��� ��@Swan�梁诗韵 @隋晚弥�Yomi @李⽂道Francesco
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�

因⽣⻓效果不佳，决定重新构建7/10质粒，、

�

1+2+5/6/7/8/9/10�Gibson连接
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�Gibson连接� ��� ��@IzzyLo卢晞旼 @冷博
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�

将Gibson连接的1+2+5/6/7/8/9/10以及1+4+5/6/7/8/9/10⽚段挑菌，在96孔板上培养。

�

�

�

PCR回收
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�挑菌培养� ��@IzzyLo卢晞旼

�PCR检测？� ��@Fankang�Meng
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�Gibson�1+3+5/6/7/8/9/10�&�1+2+5/9/10
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�

PCR⽚段4



�

20200821

�

免疫荧光染⾊

试剂准备：

PBST:1×PBS+0.1%�Tween20

收集菌液，离⼼，PBS重悬

调OD⾄0.3�OD600/200ul�(96孔板数据)

取3ul菌液涂抹在载玻⽚表⾯，晾⼲

500ul�PBST�清洗3次，每次五分钟

镜检（菌的密度，状态）

�20200828

•

•

1.

2.

3.

4.

5.



封闭--500ul�封闭液（直接⽤⼀抗稀释液），封板膜覆盖，潮湿环境，室温⼀⼩时

吸掉封闭液，500ul�PBST清洗3次，每次5分钟

⼀抗孵育--500ul�稀释好的⼀抗，封板膜覆盖，潮湿环境，4°过夜（可以先室温⼀⼩时试⼀下）

吸掉⼀抗，500ul�PBST清洗3次，每次5分钟

⼆抗孵育--500ul�稀释好的⼆抗，封板膜覆盖，潮湿环境，37°�2⼩时

吸掉⼆抗，500ul�PBST清洗3次，每次5分钟

DAPI染⾊，盖上盖玻⽚，晾置⽚刻后，指甲油封⽚（-20°保存）。

显微镜观察。

�

6.

7.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

��

�20201002

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

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

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