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培育转基因大肠杆菌的简要步骤

普通大肠杆菌
（不能分泌胰岛素）

大肠杆菌

转基因大肠杆菌
（能够分泌胰岛素）

胰岛素基因

在这一过程中，有
哪些步骤呢？哪些
又是关键步骤呢？



培育转基因大肠杆菌的关键步骤



基因的“剪刀”基因的“剪刀”



使用EcoRI剪切下列基因，将得到如何的序列？

EcoRI识别位点：GAATTC，切割位置是G和A之间



同时还有能产生平末端的限制酶



基因的“针线”



基因的“运载体”

存在于细菌拟核外、独立进行自主复制的共价、闭合、
环状双链DNA。



基因的“运载体”

能够侵染吸进，赋予寄主细菌
生物学性状。



基因的“运载体”

各类动植物病毒
----腺病毒



基因的“运载体”

特点



基因工程的基本步骤

①目的基因的获取

②目的基因与运载体结合

③目的基因导入受体细胞

④目的基因的检测和表达

什么是目
的基因？



1、目的基因的获取

Ø目的基因：靶标基因，实验中研究或操纵的特定基因。能够编码蛋白质。

Ø如何获取目的基因？

① 基因文库构建

② PCR方法

③ 人工合成方法：化学合成



①基因文库构建

1、目的基因的获取

ü 基因文库：含有某种生物不同基因的许多DNA片段，导入受体菌的群体中储存，

各个受体菌分别含有这个生物的不同基因。

ü 基因组文库：包含一种生物所有基因。

ü 部分基因文库：只包含一种生物的一部分基因。如cDNA文库。

三个概念：



国家图书馆（基因组文库）

人类基因组
（23条染色体）

包含一种生物的全部基因

广州市图书馆（部分基因文库）

仅包含一部分基因基因

为什么要构建基
因文库？直接从
含有目的基因的
生物体内提取不

行吗？



2、PCR（聚合酶链式反应）方法

1、目的基因的获取



2、目的基因与运载体结合（核心步骤）

直接将所有DNA
导入受体可以吗？

能够使目的基因在受体细胞中稳定存在，且可以遗传给下

一代；同时能够使目的基因表达和发挥作用。
表达载体作用



2、目的基因与运载体结合（核心步骤）
1、基因表达载体的组成：启动子、目的基因、终止子、

标记基因等。

2、启动子：一段有特殊结构的DNA片段，位于基因的首

端，是RNA聚合酶识别和结合的部位，驱动基因转录出mRNA。

3、终止子：位于基因的尾端，也是一段特殊结构的DNA短片

段，终止转录的进程。

4、标记基因：为了鉴别受体细胞中是否含有目的基因，从而

将含有目的基因的细胞筛选出来，如抗生素抗性基因就可以作

为这种基因。



2、目的基因与运载体结合（核心步骤）





3、目的基因导入受体细胞
ü 转化：目的基因进入受体细胞，能够在受体细胞中维持稳定和表达的过程。

受体细胞 方法

植物细胞

1、农杆菌转化法：目的基因插入Ti质粒的T-DNA→农杆菌→
导入植物细胞→稳定维持和表达
2、基因枪法：单子叶植物中常用的一种基因转化方法，成
本较高
3、花粉管通道：我国独创的方法，十分简便经济

动物细胞 显微注射法：含有目的基因的表达载体提纯→取受精卵→显
微注射→受精卵发育→获得具有新性状的动物

微生物细胞
Ca2+处理细胞→感受态细胞→表达载体与感受态细胞混合→
感受态细胞吸收DNA分子→目的基因随受体细胞的繁殖而复
制



3、目的基因导入受体细胞
植物细胞----农杆菌转化法（最常用）



3、目的基因导入受体细胞
动物细胞----受体细胞多使用受精卵；使用显微注射技术

① 将含有目的基因的表达载体提纯，使DNA浓度保持在1-3μg/mL

② 从雌性动物体内取出卵（可在体内受精，或体外受精）

③ 利用显微注射技术进行显微注射

④ 将注射目的基因的受精卵，经胚胎早期培养一段时间后一直到雌性动物的输卵管

或子宫

① 发育成为具有新性状的动物



3、目的基因导入受体细胞



3、目的基因导入受体细胞
微生物细胞----优势：繁殖快、单细胞、遗传物质相对较少

ü 感受态细胞：细胞处于一种能够吸收周围环境中DNA分子的生理状态

CaCl2法原理：细胞在低温、低渗CaCl2 （0.1M）作用下会发生膨胀，Ca2+使细胞膜

磷脂双分子层形成液晶结构，促使细胞外膜与内膜间隙中的部分核酸酶解离出来，诱

导细胞成为感受态细胞。 热
激
作
用

转化中，外源DNA附着于
细胞表面

外源DNA进入感受态细胞



3、目的基因导入受体细胞



4、目的基因检测与鉴定
转入外源DNA
是否成功，应
该怎样判定？

Ø 目的基因是否转入成功，基因是否被转录，且是稳定的维持和表达。

ü目的基因导入检测

ü表达检测—转录检测

ü表达检测—翻译检测

ü个体生物学检测

分子水平检测

个体水平检测



ü导入检测—DNA分子杂交技术

4、目的基因检测与鉴定

基因探针：一段带有检测

标记，序列已知，与目的

基因互补的核酸序列，可

以是DNA或RNA。

杂交带的出现，意味着什么？



ü表达检测--转录检测（是否能够转录出mRNA）：分子杂交技术

4、目的基因检测与鉴定

转录目的基因片段的mRNA



ü表达检测—翻译检测，即是否能翻译成蛋白质：抗原-抗体杂交

4、目的基因检测与鉴定


