
知识点 1     目的基因的筛选与获取

第2节　基因工程的基本操作程序

1.目的基因:用于改变受体细胞性状或获得预期表达产物等的基因,主要是指编码蛋白质的基

因。

2.筛选目的基因的方法:从相关的已知结构和功能清晰的基因中进行筛选是较为有效的方法

之一。

3.获取目的基因的方法

(1)人工合成目的基因。

(2)利用PCR获取和扩增目的基因。

(3)通过构建基因文库来获取目的基因。



4.利用PCR(聚合酶链式反应)获取和扩增目的基因

(1)原理:DNA半保留复制。

(2)前提:要已知目的基因的一段核苷酸序列,以便根据这段序列合成引物。

(3)基本条件

模板 DNA母链

原料 4种脱氧核苷酸

酶 耐高温的DNA聚合酶

引物 一小段能与DNA母链的一段碱基序列互补配对的短单链核酸

       真核细胞和细菌的DNA聚合酶都需要Mg
2+
激活。因此,PCR反应缓冲液中一般要添加

Mg
2+
。



(4)PCR反应过程

 



   

(5)引物



 体内DNA复制 PCR扩增技术

解旋方式 解旋酶催化,DNA双链部分

解开

高温解旋,DNA双链全部解

开

酶 解旋酶、DNA聚合酶 耐高温的DNA聚合酶

温度条件 细胞内温和条件 需控制温度,在较高温度下进

行

结果 DNA分子 特定DNA片段

易混易错　比较PCR扩增技术和体内DNA复制

(6)PCR产物鉴定:琼脂糖凝胶电泳(见知识点5)。



1.目的

(1)使目的基因在受体细胞中稳定存在,并且遗传给下一代。

(2)使目的基因能够表达和发挥作用。

2.过程

知识点 2   基因表达载体的构建——基因工程的核心



   

3.基因表达载体的组成



项目 启动子 终止子 起始密码子 终止密码子

本质 DNA DNA mRNA mRNA

位置 目的基

因上游

目的基

因下游

mRNA

首端

mRNA

尾端

功能 RNA聚合酶识别

和结合的部位,

驱动基因转录出

mRNA

终止

转录

翻译的起始信号 翻译的结束信号

易混易错    



知识拓展　真、原核基因的结构

 
(1)真核基因编码区不连续,分为内含子和外显子。

(2)原核基因编码区连续,没有内含子和外显子的区分。

(3)真核细胞的mRNA和蛋白质中不含内含子对应的序列,因此由mRNA逆转录得到的cDNA

4.基因表达载体构建过程中限制酶的选择方法(见定点1)



不含内含子的序列。

1.导入植物细胞常用的方法

(1)花粉管通道法——我国独创的方法

①用微量注射器将含目的基因的DNA溶液直接注入子房中。

②在植物受粉后的一定时间内,剪去柱头,将DNA溶液滴加在花柱切面上,使目的基因借助花

粉管通道进入胚囊。

(2)农杆菌转化法

①转化:目的基因进入受体细胞内,并且在受体细胞内维持稳定和表达的过程。

②农杆菌的特点

a.自然条件下侵染双子叶植物和裸子植物,而对大多数单子叶植物没有侵染能力。

知识点 3     将目的基因导入受体细胞



b.农杆菌细胞内含有Ti质粒,当它侵染植物细胞后,能将Ti质粒上的T-DNA(可转移的DNA)转

移到被侵染的细胞,并将其整合到该细胞的染色体DNA上。

③农杆菌转化过程

   



 第一次 第二次

两次拼接 将目的基因拼接到Ti质粒的T-DNA上 被插入目的基因的T-DNA拼接到受体细

胞染色体的DNA上

两次

导入

将含目的基因的重组Ti质粒导入农杆菌 将农杆菌导入植物细胞(含目的基因的

T-DNA整合到受体细胞)



2.导入动物细胞(受精卵)常用的方法:显微注射法。

3.导入原核细胞常用的方法:Ca2+处理细胞,使细胞处于一种能吸收周围环境中DNA分子的生

理状态。



类型 检测内容 方法 结果显示

分子水平

的检测

目的基因是否插入转基因生物的

DNA上

PCR等 是否出现凝胶电泳条

带

目的基因是否转录出mRNA

目的基因是否翻译成

蛋白质

抗原—抗体杂交技术

(蛋白质+蛋白质)

是否出现杂交带

个体生物

学水平的

鉴定

是否具有抗性及抗性

程度

对转基因生物进行抗

性的接种实验

是否赋予了预期抗性

以及抗性的程度

知识点 4     目的基因的检测与鉴定



1.实验原理

(1)DNA片段的扩增:PCR利用了DNA的热变性原理,通过调节温度来控制DNA双链的解聚与

结合。

(2)DNA片段的电泳鉴定

①DNA分子具有可解离的基团,在一定的pH下,这些基团可以带上正电荷或负电荷。

②在电场的作用下,带电分子会向着与它所带电荷相反的电极移动,这个过程就是电泳。

③在凝胶中DNA分子的迁移速率与凝胶的浓度、DNA分子的大小和构象等有关。

④凝胶中的DNA分子通过染色,可以在波长为300 nm的紫外灯下被检测出来。

知识点 5     DNA片段的扩增及电泳鉴定



未出现扩增条带的主要原因 Taq DNA聚合酶失活

引物出现质量问题

Mg2+浓度过低

变性时的温度低,变性时间短

出现非特异性扩增条带的主

要原因

模板DNA出现污染

引物特异性不强或形成引物二聚体

Mg2+浓度过高

复性时的温度过低

2.结果分析
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