[image: 学科网 zxxk.com]
[image: 学科网 zxxk.com]

[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8][image: ][image: ]3.2基因工程的基本操作程序（第3课时）
学习目标
1、概括基因工程的原理和基本操作程序。
2、阐明PCR的原理，说出PCR 反应所需的条件和PCR 反应的过程。
3、列举将目的基因导入植物细胞、动物细胞和微生物细胞的方法。
4、针对人类生产或生活中的某一需求，选取适当的基因工程的技术和方法，尝试设计获得某一转基因产品的方案。
知识导航
三、将目的基因导入受体细胞
1．目的基因导入受体细胞的方法
(1)目的基因导入植物细胞
①花粉管通道法
Ⅰ.用微量注射器将含目的基因的DNA溶液直接注入子房中。
Ⅱ.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，使目的基因借花粉管通道进入胚囊。
III.花粉管通道法的受体细胞：受精卵。
IV.花粉管通道法的地位：我国科学家独创（将Bt基因导入棉花细胞）。
②农杆菌转化法
转化：目的基因进入受体细胞内，并在受体细胞内维持稳定和表达的过程。
Ⅰ.农杆菌的特点：农杆菌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；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，并且将其整合到该细胞的染色体DNA上。
Ⅱ.农杆菌转化法的实验思路（过程）：将目的基因插入Ti质粒的T-DNA中，通过农杆菌的转化作用，就可以使目的基因进入植物细胞，并整合到受体细胞的染色体DNA上，使目的基因能够维持稳定和表达。
III.农杆菌转化法的过程经过的两次拼接、两次导入：
第一次拼接：将目的基因拼接到Ti质粒的T-DNA上。
第二次拼接：插入目的基因的T-DNA拼接到受体细胞染色的DNA上（非人工操作）。。
第一次导入：将含目的基因的Ti质粒重新导入农杆菌。
第二次导入：含目的基因的T-DNA导入受体细胞（非人工操作）。
(2)目的基因导入动物细胞时，受体细胞为受精卵.为什么选择该细胞？受精卵容易表现出全能性。常用方法：显微注射法。
(3)目的基因导入微生物细胞时，常用原核生物作为受体细胞，其中以大肠杆菌最广泛。
①Ca2+处理法（感受态细胞法）的一般过程：先用Ca2＋处理大肠杆菌细胞，使细胞处于一种能吸收周围环境中DNA分子的生理状态，然后将基因表达载体导入其中。
②原核生物的优点（为什么选择原核生物作为受体细胞）。繁殖快、单细胞、遗传物质相对较少、易于培养。
思考：当真核生物的基因以原核生物作为受体细胞时：
1.若无法获得该蛋白，原因可能是什么？真核生物的基因有内含子，原核生物没有真核生物所具有的切除内含子对应的RNA序列的机制，其初始转录产物中与内含子对应的RNA序列不能被切除，因此无法表达出该蛋白。以上情况如何解决？使用cDNA作为目的基因或使用酵母菌等真核生物作为受体细胞。
3.若可以获得该蛋白，但是蛋白质无活性，原因可能是？原核生物缺少高尔基体和内质网等细胞器，无法对真核生物的蛋白质进行正确的加工。以上情况如何解决？人工体外再加工或使用酵母菌等真核生物作为受体细胞。
四、目的基因的检测与鉴定
1.标记基因筛选呈阳性一定能确定目的基因导入受体细胞了吗？
  不一定，导入的还可能是载体自身环化产物、载体-载体连接物。
2.因此，针对目的基因仅仅通过标记基因筛选是不够的，还需要进行分子水平的检测和个体生物学水平的鉴定。
3.目的基因的检测与鉴定的目的：
（1）检查目的基因进入受体细胞后，是否稳定维持和表达其遗传特性。
（2）检查转基因生物是否培育成功。
4．分子水平检测的内容：
(1)通过PCR（结合电泳检测）等技术、分子杂交技术检测受体细胞染色体DNA上是否插入了目的基因或检测目的基因是否转录出mRNA。
(2)从转基因生物中提取蛋白质用相应的抗体进行抗原——抗体杂交，检测目的基因是否翻译成了蛋白质。
5．个体生物学水平鉴定的内容：表达产物是否具有生物学活性（个体是否具有相应性状）。
	转基因生物
	鉴定方法
	成功标志

	抗虫植物
	饲喂害虫（抗虫接种实验）
	害虫死亡

	抗病毒（菌）植物
	病毒（菌）感染（抗病接种实验）
	未侵染上病斑

	抗盐植物
	盐水浇灌
	正常生长

	抗除草剂植物
	喷洒除草剂
	正常生长

	获取目的基因产物的转基因生物
	提取细胞产物与天然产品进行功能活性比较
	功能、活性正常
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