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第一章 基因工程 

 

一、工具酶的发现和基因工程的诞生 

 

1.基因工程的概念 

 

基因工程是将一种生物的基因转移至另一种生物体中，使

其产生需要的基因产物或获得新的遗传性状。基因工程的核心

是构建重组 DNA 分子。 

 

2.基因工程的基本工具 

 

限制性核酸内切酶（限制酶）是“分子手术刀”，能够识别

双链 DNA分子的特定核苷酸序列，并切割使其断开，具有专

一性。DNA 连接酶是“分子缝合针”，将具有末端碱基互补的

DNA 片段连接在一起形成重组 DNA 分子。载体是“分子运输

车”，具有自我复制能力的双链环状 DNA 分子，能在受体细



胞中复制并稳定保存，供外源 DNA 片段插入和重组 DNA 鉴

定和选择。 

 

二、基因工程的原理和技术 

 

基因工程的基本原理是让目的基因在宿主细胞中稳定和高

效地表达。 

为了实现基因工程，需要准备多种工具酶、目的基因、载

体和宿主细胞等基本要素，并按照一定的程序进行操作：目的

基因的获得、重组 DNA 的形成、重组 DNA 导入受体细胞

（宿主细胞），筛选含有目的基因的受体细胞、基因表达。 

 

目的基因的获得有两种方法：一种是目的基因的序列已知，

可以用化学方法合成目的基因，或者用聚合酶链式反应（PCR）

扩增目的基因；另一种是目的基因的序列未知，需要建立一个

包括目的基因在内的基因文库，从中寻找目的基因。 

 

形成重组 DNA 分子的方法是使用相同的限制性核酸内切

酶分别切割目的基因和载体 DNA，然后用 DNA连接酶将它

们连接在一起，形成重组 DNA 分子。 



 

将重组 DNA 分子导入受体细胞的方法是使用适当的方法

将形成的重组 DNA 分子转移到合适的受体细胞中，常用的受

体细胞有大肠杆菌、枯草杆菌、酵母菌和动植物细胞等。 

 

筛选含有目的基因的受体细胞需要使用选择性培养基进行

筛选，因为并不是所有细胞都能接纳重组 DNA 分子。 

 

最后，目的基因在宿主细胞中表达，能产生人们需要的功

能物质。 

 

基因工程的核心是构建重组 DNA 分子，而 DNA 的遗传

信息传递方式的认定、限制性核酸内切酶、DNA 连接酶和质

粒载体的发现与应用为基因工程提供了技术上的保障。 

 

克隆是指通过人工手段复制一个个体，繁殖方式有有性繁

殖和无性繁殖。在基因工程中，克隆技术是指将一个细胞或者

细胞核分裂成许多细胞或核，从而得到与原始细胞或核相同的

基因组成分的过程。 

1、修正第一段： 



无性繁殖是一种不需要异性生殖细胞结合的繁殖方式，通

过母体直接产生下一代个体。这种繁殖方式可以产生大量后代，

保留亲本的遗传性状，迅速扩大种群数量。 

 

2、修正第二段： 

无性繁殖系是指通过无性繁殖连续传代并形成的群体。克

隆就是一种无性繁殖系。这种繁殖方式可以产生大量后代，保

留亲本的遗传性状，迅速扩大种群数量。 

 

3、修正第三段： 

克隆技术是一种利用无性繁殖和选择获得目的基因或特定

类型细胞的操作技术。在分子水平上，基因克隆是指复制和分

离某种目的基因的过程。在细胞水平上，细胞克隆技术可以制

备单克隆抗体。在个体水平上，克隆技术可以通过单个细胞进

行无性繁殖，从而产生新个体。基因克隆和细胞克隆是现代生

物技术中的关键技术。 

 

4、修正第四段： 

植物体的每个活细胞都具有遗传上的全能性，即都具有发

育成完整植株的潜能。这是因为每个细胞都包含了该物种的全



部遗传物质。实践表明，植物体的几乎所有组织都可以通过诱

导再生新植株，即使是已经高度成熟和分化的细胞也可以恢复

到分生状态，具有遗传上的全能性。不同植物或同种植物不同

基因型个体的细胞全能性有差异，表达程度大不相同。长期培

养中，细胞全能性表达能力下降的原因可能是遗传物质不可逆

改变、生长发育条件变化或缺乏成胚性的细胞系。成功进行植

物克隆需要适宜的培养条件。 

1.深入探讨特定植物细胞全能性的表达条件，包括激素配

比，以便在植物克隆实验中选择性状优良、细胞全能性表达充

分的基因型。 

 

2.植物组织培养程序 

 

1）概念： 

 

植物组织培养是在无菌和人工控制的条件下，将离体的植

物器官、组织、细胞培养在人工配制的培养基上，给予适宜的

培养条件，诱导其产生愈伤组织、生芽，最终形成完整的植株。 

 

2）培养过程： 



 

离体的植物器官、组织或细胞经过脱分化和再分化的过程，

最终形成愈伤组织、试管苗和植物体。 

 

愈伤组织是一种相对没有分化的活的薄壁细胞团组成的新

生组织，而脱分化是已经高度分化的植物细胞，经过诱导重新

恢复了分裂能力，产生愈伤组织的过程，又称去分化。再分化

则是脱分化产生的愈伤组织经培养，重新分化根或芽等器官的

过程。 

 

组织培养具体过程包括配制含有适当营养物质和植物生长

调节剂的半固体培养基、从消毒的根、茎或叶上切取一些小组

织块、将组织块放在培养基上培养，获得愈伤组织，以适当配

比的营养物质和生长调节剂诱导愈伤组织，直到再生出新植株。 

 

3）培养基的营养成分： 

 

无机营养成分包括水和矿质元素（全部），如硝酸盐、铵

盐，有机营养成分包括碳源如蔗糖，含 N 物质如氨基酸和维



生素，以及 0.7%-1% 的琼脂起支持作用。植物生长调节剂包括

细胞分裂素和生长素，而 PH 值应为 5.0-6.0. 

 

3、植物的克隆： 

 

1）理论基础： 

 

植物细胞的全能性是实现植物克隆的理论基础。 

 

2）技术基础： 

 

植物组织培养是实现植物克隆的技术基础。 

 

3）主要技术： 

 

植物细胞培养、植物器官培养和原生质体培养是实现植物

克隆的主要技术。 

 

4、植物细胞培养 

 



1）概念： 

 

植物细胞培养是指以单个游离细胞为外植体的离体无菌培

养。其目的是通过大规模的细胞培养以获得人类所需的细胞次

级代谢产物。 

 

2）采用技术： 

 

悬浮细胞培养是通过液体悬浮培养使愈伤组织分散成单细

胞，经适宜培养基中成分的诱导，可从单细胞依次到细胞团、

球形胚、心形胚和胚状体，最终形成新植株。 

 

5、器官培养： 

 

1）概念： 

 

器官培养是指以植物的根、茎、叶、花、果等器官为外植

体的离体无菌培养。 

 

2）如何实现器官发生和形态建成： 



 

主要通过平衡的植物激素配比进行调控。 

1.诱导芽的分化：细胞分裂素的作用比生长素（激动素）

更强。 

2.诱导根的分化：生长素（IAA（吲哚乙酸）的作用比细

胞分裂素更强。 

3.细胞培养和器官培养的意义：通过细胞培养和器官培养，

可以得到植物、器官或细胞群（愈伤组织）等不同结果，可以

用于获得植物、细胞或细胞代谢产物等。 

4.原生质体培养： 

1) 概念：用纤维素酶或果胶酶水解细胞壁，获得球形的

植物细胞原生质体（包括质膜、细胞质和细胞核），并进行原

生质体培养，可以获得新植株。 

2) 植物原生质体的获得方法：用纤维素酶和果胶酶混合

液处理根尖、叶片、愈伤组织或悬浮培养细胞，将细胞壁消化

除去，获得球形的原生质体。为了防止原生质体吸水胀破，需

要在较高渗透压的甘露醇溶液环境下进行处理。 

7.植物体细胞杂交技术： 



细胞融合成一个杂种细胞，并把杂种细胞培育成新的植物体的

方法。 

2) 过程：通过物理法（如离心、振动、电刺激）或化学

法（如聚乙二醇）诱导细胞融合，新细胞壁的形成标志着融合

完成。 

3) 意义：克服了远缘杂交不亲和的障碍。 

8.植物细胞工程： 

1) 概念：通过基因工程方法，将外源遗传物质（DNA）

导入受体细胞（包括原生质体）中或通过细胞融合、显微注射

等将不同来源的遗传物质重新组合，再通过对这些转基因细胞

或重组细胞进行培养，获得具有特定性状的新植株。 

9.植物组织培养的应用：可以用于试管苗的快速繁殖、无

病毒植物的培育、制造人工种子、单倍体育种、细胞产物的工

厂化生产、转基因植物的培育等。 

练： 

1) 体内细胞没有表现出全能性，而是分化成为不同的组

织、器官，这是因为基因在特定空间和时间条件下选择性表达

的结果，不同部位的细胞表达的基因不同，合成的蛋白质也不

同，从而形成了不同的组织和器官。 



求无菌操作，是为了避免杂菌在上面迅速生长消耗营养，且有

些杂菌会危害培养物的生长。 

3) 植物克隆的成就包括：试管苗的快速繁殖、无病毒植

物的培育、制造人工种子、单倍体育种、细胞产物的工厂化生

产、转基因植物的培育等。 

三、动物的克隆 

 

1、动物细胞、组织培养 

 

动物细胞培养是从动物机体中取出相关的组织，经过机械

消化或胰酶消化，使其分散成单个细胞，然后放在适宜的培养

基中，让这些细胞生存、生长和繁殖。动物组织培养是体外培

养动物组织，使其维持生活状态或生长特性。可以伴随组织分

化，但最终成为细胞培养。这些技术可以在某种程度上像体内

一样呈现一定的组织特性。 

 

2、动物细胞培养过程： 

 



养充足，适宜的温度和 值，以及适量的氧气和二氧化碳。

在培养过程中，需要定期更换培养液，防止代谢产物积累对细

胞自身造成危害。 

 

动物细胞培养的过程包括取动物组织块（动物胚胎或幼龄

动物的器官或组织），剪碎，用胰蛋白酶或胶原蛋白酶处理分

散成单个细胞，制成细胞悬液，转入培养瓶中进行原代培养，

然后贴满瓶壁的细胞重新用胰蛋白酶或胶原蛋白酶处理分散成

单个细胞继续传代培养。 

 

在培养过程中，需要注意用蛋白酶将动物组织细胞间隙中

含有的胶原纤维蛋白质消化，从而使细胞相互分离。原代培养

需要在 CO2 保养箱中保温培养，以模拟细胞或组织在生物体

内的生长环境。传代培养是将原代培养细胞分成若干份，接种

到若干份培养基中，使其继续生长、增殖。如果不进行传代培

养，细胞密度过大和代谢消耗会引起营养枯竭，不能正常生长。 

离体动物细胞的生长特性包括三个方面。首先，细胞必须

贴附在培养瓶内壁才能生长，这称为细胞贴壁。其次，当贴壁

细胞分裂生长到表面相互接触时，细胞就会停止分裂，这被称



有规律的衰老、死亡等现象，但不分化。

 

动物细胞培养技术的应用广泛，包括制备病毒疫苗、制备

单克隆抗体、检测有毒物质、培养医学研究的各种细胞。 

 

细胞系和细胞株是两个不同的概念。细胞系指可连续传代

的细胞，包括连续细胞系和有限细胞系。细胞株则是通过一定

的选择或纯化方法，从原代培养物或细胞系中获得的具有特殊

性质的细胞系。细胞株一般具有恒定的染色体组型、同工酶类

型、病毒敏感性和生化特性等，遗传物质未改变。 

 

克隆培养法或细胞克隆是一种将一个单细胞从群体中分离

出来单独培养，使之繁衍成一个新的细胞群体的技术。克隆培

养法的特点是遗传性状均一、表现的性状相似，便于研究。为

了保证所建成的克隆来源于单个细胞，细胞克隆的最基本要求

是需要保证来源于单个细胞。适合于克隆的细胞需要具有较大

适应范围和较强独立生存能力。 

 



在一起的技术。这些技术可以用于研究细胞的遗传规律和生理

特性。

细胞融合是指利用自然或人工方法，将两个或多个不同的

细胞融合成一个细胞的过程。诱导融合的方法主要有生物法、

化学法和物理法。其中，生物法是指利用灭活的仙台病毒诱导

融合，这是动物细胞融合所特有的方法；化学法则是指利用聚

乙二醇诱导融合；物理法则是指利用电融合技术，效率很高。 

 

细胞杂交是指基因型不同的细胞间的融合。由于细胞杂交

中染色体容易丢失，因此可以利用杂交细胞检测特定染色体丢

失与特定基因产物减少的对应关系，进行基因定位。动物细胞

融合技术的应用克服了远缘杂交的不亲和性，成为研究细胞遗

传、细胞免疫、肿瘤和生物新品种培育的重要手段。 

 

动物细胞融合与植物体细胞杂交的原理基本相同，诱导动

物细胞融合的方法与植物原生质体融合的方法类似。常用的诱

导因素有聚乙二醇、灭活的病毒、电刺激等。动物细胞融合与

植物原生质体融合的比较项目包括细胞融合的原理、细胞融合

的方法、诱导手段和用途等。 
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