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学习目标
1．运用系统思想解释基因工程的基本步骤和原理（生命观念）
2．结合资料和示意图阐明 PCR的原理，说出 PCR 所需的条件及其反应过程（科学思维）
[bookmark: _GoBack]3．结合模式图说出基因表达载体的组成，并理解构建目的基因（生命观念、科学思维）
知识导航
1.基因工程的基本操作程序：
(1)目的基因的筛选与获取;  (2)基因表达载体的构建（核心）;
(3)将目的基因导入受体细胞;(4)目的基因的检测与鉴定。
一、目的基因的筛选与获取
2.根据不同的需要，目的基因是不同的，主要是指编码蛋白质的基因。
3．筛选合适的目的基因较为有效的方法：从相关的已知结构和功能清晰的基因中进行筛选。
4.Bt抗虫蛋白的抗虫原理是什么？
当Bt抗虫蛋白被分解为多肽后，多肽与害虫肠上皮细胞的特异性受体结合，导致细胞膜穿孔，最后造成害虫死亡。
5.为什么Bt抗虫蛋白不会对人畜产生危害？
  Bt抗虫蛋白只有在某类昆虫肠道的碱性环境中才能表现出毒性，而人和牲畜的胃液呈酸性，肠道细胞也没有特异性受体，因此，Bt抗虫蛋白不会对人畜产生上述影响。
6.获取目的基因的方法：PCR扩增、构建基因文库、化学方法人工合成。
7.PCR的概念：PCR是聚合酶链式反应的缩写，它是一项根据DNA半保留复制的原理，在体外提供参与DNA复制的各种组分与反应条件，对目的基因的核苷酸序列进行大量复制的技术。
（1）全称：聚合酶链式反应。
（2）原理：DNA半保留复制。
（3）操作环境：体外（PCR扩增仪/PCR仪）。
（4）目的：对目的基因的核苷酸序列进行大量复制。
（5）优点：可以在短时间内大量扩增目的基因。
8.PCR由穆里斯等人于1985年发明，并于1993年获得诺贝尔化学奖。
9.条件：DNA模板、分别与两条模板链结合的2种引物、四种脱氧核苷酸、耐高温的DNA聚合酶。
10.PCR的过程：目的基因DNA受热变性后解为单链，引物与单链相应互补序列结合；然后以单链DNA为模板在（耐高温的）DNA聚合酶作用下进行延伸，即将4种脱氧核苷酸加到引物的3’端，如此重复循环多次。每次循环一般可以分为变性、复性、延伸三步。
(1)变性：温度上升到90 ℃以上，目的基因DNA受热变性后解为单链。该过程中打开的是哪种化学键是氢键。
(2)复性：温度下降到50 ℃左右时，两种引物通过碱基互补配对与两条单链DNA结合。该过程碱基互补配对的一定是引物与模板链吗？不一定，也可能出现引物与引物配对（设计问题）、模板链配对。
(3)延伸：温度上升到72 ℃左右时，溶液中四种脱氧核苷酸在耐高温的DNA聚合酶的作用下加到引物的3′端合成子链。
(4)重复循环多次。
(5)结果：呈指数形式扩增（ n次扩增循环后，DNA数量约为2n)。
11.DNA体内复制解旋条件为解旋酶，PCR解旋条件为90℃以上高温；
12.DNA体内复制合成DNA子链需要DNA聚合酶催化，PCR合成DNA子链需要耐高温的DNA聚合酶（TaqDNA聚合酶）催化。
13.PCR的扩增缓冲液中一般含有Mg2+作用为激活DNA聚合酶。
14.PCR中复制的原料实际为dNTP（dATP、dTTP、dCTP、dGTP）除作为原料，还可以水解产生能量为合成DNA子链提供能量。因此，PCR反应体系中不需要添加ATP。
15.引物是一小段能DNA母链的一段碱基序列互补配对的短单链核酸。体内复制的引物为RNA单链，PCR中的引物一般为DNA单链。
16.引物的作用：使DNA聚合酶能够从引物的3’端开始连接脱氧核苷酸。
17.为什么需要引物？
  DNA复制不能从头开始，DNA聚合酶只能从引物的3'端延伸DNA链.
（DNA聚合酶只能催化单个核苷酸加到已有核苷酸片段的3’端的羟基上）
18.两种引物都结合在DNA模板链的3’端，脱氧核苷酸连接在引物的3’端进行延伸。
19.DNA新链延伸的方向为从5’端向3’端延伸。
20.DNA复制需要一定的液体环境和pH，PCR中由缓冲溶液提供。
21.PCR的产物通常采用琼脂糖凝胶电泳来鉴定。
思考：用PCR可以扩增mRNA吗？
mRNA不可以直接扩增，需要将它逆转录成cDNA再进行扩增。
（1）设计引物的依据是：目的基因两端的核苷酸序列。
（3）使用的一对引物的序列相同吗？
不相同，目的基因两端具有不同的核苷酸序列。
（4）引物设计的要求（或引物失效的原因）
  a.每种引物内部不能发生局部碱基互补配对。
  b.两种引物之间不能在局部发生碱基互补配对。
（5）每种引物内部不能发生局部碱基互补配对的原因：防止引物自身折叠。  
（6）两种引物之间不能在局部发生碱基互补配对的原因：防止引物之间配对，导致引物不能同模板链结合。
（8）引物长度一般为20-30个核苷酸，若引物长度过短，则引物与模板链结合的特异性较差。
22.基因文库分为两类：基因组文库和部分基因文库（如cDNA文库）。
23.cDNA文库比基因组文库小；cDNA文库中的基因无启动子、终止子和内含子；基因组文库中的基因有启动子、终止子和内含子。
24.cDNA概念：某种生物发育的某个时期的mRNA逆转录产生的多种互补DNA片段。
25.形成cDNA的过程中需要逆转录酶。
26.利用化学方法合成DNA需要仪器为DNA合成仪；要求基因的核苷酸序列已知；该过程不需要模板。
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