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【学习目标】
1．阐明将目的基因导入受体细胞的方法。
2．阐明目的基因的检测与鉴定的方法。
【学习重难点】
学习重点
(1）基因工程基本操作程序的四个步骤。
(2)PCR扩增目的基因。
学习难点
利用PCR 获取和扩增目的基因。
目的基因检测与鉴定的方法。
知识导航
二、基因表达载体的构建
1.地位：基因表达载体的构建这一步是基因工程的核心工作。
2.构建基因表达载体的目的：
(1)使目的基因在受体细胞中稳定存在，并且可以遗传给下一代。
(2)使目的基因能够表达和发挥作用。
3.基因表达载体的组成：基因表达载体必须包括目的基因、标记基因、启动子、终止子等（若需要能完成自主复制，还应有复制原点）。
4.启动子：
（1）本质：一段有特殊序列结构的DNA片段。
（2）位置：位于基因的上游，紧挨转录的起始位点。
（3）功能：RNA聚合酶识别和结合的部位，驱动基因转录出mRNA。
（4）特殊类型：诱导型启动子。
（5）诱导型启动子的特点：当诱导物存在时，可以激活或抑制目的基因的表达。
5.终止子：
（1）本质：一段有特殊序列结构的DNA片段。
（2）位置：位于基因的下游。
（3）功能：使转录在所需要的地方停下来。
6.标记基因作用：便于重组DNA分子的筛选。
7．基因表达载体的构建过程：首先用一定的限制酶切割载体，使它出现一个切口；然后用同种限制酶或能产生相同末端的限制酶切割目的基因的DNA片段（使之产生平末端或相同的黏性末端）；再利用DNA连接酶将目的基因片段拼接到载体的切口处。这样就形成了一个重组DNA分子。
8.切割载体和切割含有目的基因的DNA片段的限制酶为什么应为同种限制酶或能产生相同末端的限制酶？
产生相同的黏性末端或平末端，以便通过DNA连接酶连接。
9.用同一种限制酶切割质粒和含有目的基因的DNA，再用DNA连接酶处理后，可能有几种产物？
自连（目的基因自身环化、载体自身环化）
两两连接（目的基因与目的基因连接、载体与载体连接、目的基因与载体连接）。
10.用两种限制酶切割质粒和含有目的基因的DNA的优点：避免目的基因和载体发生自身环化，保证目的基因和载体定向连接。
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