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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
探究：DNA片段扩增及电泳鉴定
1.利用PCR在体外进行DNA片段扩增的原理
（1）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，PCR仪实质上就是一台能够自动调控温度的仪器。
（2）PCR扩增DNA片段还利用了DNA半保留复制的原理。
（3）一次PCR一般要经历30次循环。
2.DNA热变性的难易程度跟DNA分子中具有三个氢键的GC碱基对的比例有关，该比例越高，DNA热稳定性越高，越难热变性。
3.DNA片段电泳鉴定的原理：
（1）DNA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，在电场的作用下，这些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。
（2）PCR的产物一般通过琼脂糖凝胶电泳来鉴定。
（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（迁移速率与之呈负相关）等有关；
（4）凝胶中的DNA分子通过染色，可以在波长为300nm的紫外灯下被检测出来.
4.按照PCR反应体系配方或PCR试剂盒的说明书，在微量离心管中依次加入各组分后，要进行离心越10s，目的是：使反应液集中在离心管的底部（混合均匀，提高反应速率）。
5.说出发挥以下作用的工具
（1）自动控温，实现DNA的扩增：PCR仪。
（2）实际进行PCR反应的场所：微量离心管。
（3）向微量离心管转移PCR配方中的液体：微量移液器。
6.PCR时根据目的片段长度适当调整延伸时间。
7.预变性条件94℃ 5min。
   预变性目的使DNA充分变性，以利于引物更好地和模板结合。
8.DNA分子通过核酸染料进行染色。
9.插入梳子的目的：形成加样孔。
10.电泳缓冲液加入电泳槽并没过凝胶1mm应在加样之前进行。
11.对照组设置：留一个加样孔加入指示分子大小的标准参照物（Marker）。
12.什么时候停止电泳：待指示剂前沿迁移接近凝胶边缘时。
13.缓冲液和酶应分装成小份，并在-20℃储存，使用前，应放在冰块上缓慢融化。
14.在向微量离心管中添加反应组分时，每吸取一种试剂后，移液器上的枪头都必须更换。
15.EB有强致癌性，因此在进行操作时，一定要戴好一次性手套。
16.成功扩增出DNA片段的判断依据是什么？
可以在紫外灯下直接观察到DNA条带（根据条带的分布及粗细程度来评价扩增的结果）。
17.进行电泳鉴定的结果应该是几条条带？应该为一条条带。
18.如果未出现条带，可能原因是什么？
漏加了PCR反应成分，各反应成分的用量不当，PCR程序设置不当等。
19.如果出现不止一条条带，可能原因是什么？
（1）引物设计不合理，它们与非目的序列有同源性或容易形成二聚体；
（2）复性温度过低；
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