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生物技术（遭蚤燥贼藻糟澡灶燥造燥早赠）又称为生物工程，是生物科学与工程技术相结合而形成的新
学科，是圆园世纪后半叶迅速发展起来的新技术。
回顾圆园世纪，生物工程迅速崛起，已在理论与应用领域取得举世瞩目的成果，为新物

种的形成和新物质的生产开辟了崭新的途径。

展望圆员世纪，伴随着人类基因组计划取得划时代的成果、基因组学和蛋白质组学的诞
生以及生物信息学的迅速发展，生物工程可望以更快的速度腾飞，将在世界科技与经济的发

展中起支柱与骨干的作用。

生物工程主要包括基因工程、细胞工程、酶工程和发酵工程。

一、基因工程

基因工程又称为重组阅晕粤技术，是通过人工操作，在分子水平上进行基因重组、改造
和转移，以获得具有新的遗传特性的细胞，合成人们所需物质的技术过程。员怨苑猿年，科亨
（悦燥澡藻灶）和波伊尔（月燥赠藻则）发明了克隆技术，成功地将外源基因转入大肠杆菌细胞并得以
表达，宣告了基因工程的诞生。其后各种基因工程药物层出不穷，转基因动物和转基因植物

不断涌现，取得了激荡人心的丰硕成果。

圆员世纪基因工程的发展前沿是基因组和功能基因组的研究和开发。员怨怨园年启动的“人
类基因组计划”已经于圆园园猿年源月完成，已经全部阐明了人类染色体 阅晕粤的约猿园亿对碱
基的排列顺序，接着将继续进行功能基因组的研究，以阐明其中的猿万多个基因的序列、位
置及其功能。到时人们对疾病的诊断和治疗将在基因水平上进行，这对提高人体素质、保障

人体健康有着划时代的意义。同时还将逐步开展对其他物种的基因组研究，这将使人们对物

种的改良和对所需物质的生产提高到一个前所未有的高度。

二、细胞工程

细胞工程是在细胞水平上改变细胞的遗传特性或通过大规模细胞培养以获得人们所需物

质的技术过程。员怨苑缘年，科勒（运燥澡造藻则）和米尔斯坦（酝蚤造泽贼藻蚤灶）首创杂交瘤技术，开创了
细胞工程的新纪元。细胞融合技术、植物组织培养技术、植物细胞培养技术、动物体细胞克

隆技术、杂交瘤细胞培养技术、干细胞培养技术等都在世界范围内发出夺目的光彩。

圆员世纪细胞工程发展的重点是动植物细胞培养技术。动物细胞和植物细胞都可以如同
微生物细胞那样，在人工控制条件的生物反应器中培养，以获得各种所需的产物。

动物细胞培养主要用于生产激素、疫苗、单克隆抗体、酶、多肽等功能性蛋白质以及皮

肤、血管、心脏、大脑、肝、肾、胃、肠等组织器官。在医药工业和医学工程的发展中占有

重要的地位。

植物细胞培养主要用于色素、香精、药物、酶等次级代谢物的生产。具有缩短周期、提

高产率等显著特点，不占用耕地，并且可以不受地理环境和气候条件等的影响，对于农业产

品的工业化生产具有深远的意义。

三、酶工程

酶工程是酶的生产与应用的技术过程。即是通过人工操作，获得人们所需的酶，并通过各



种方法使酶发挥其催化功能的技术过程。员怨远怨年，固定化氨基酰化酶首次在工业上成功地用
于氨基酸的拆分，有力地推动了酶工程的发展。其后，酶分子修饰技术，酶、细胞、原生质体

固定化技术，有机介质中酶的催化技术等的发展，为酶的生产和应用开辟了崭新的途径。

圆员世纪酶工程的发展焦点是新酶的研究与开发应用。随着生物工程的发展，被研究和开
发的新酶将越来越多，其中最令人注目的有核酸类酶（则蚤遭燥扎赠皂藻）、抗体酶（葬遭扎赠皂藻）和端粒
酶（贼藻造燥皂藻则葬泽藻）等。此外，酶的优化生产和高效应用也将进一步发展到前所未有的水平。
四、发酵工程

发酵工程又称为微生物工程，是在人工控制的条件下，通过微生物的生命活动而获得人

们所需物质的技术过程。员怨源源年，青霉素液体深层发酵的成功，标志着现代发酵工程时代
的到来。随后各种抗生素、氨基酸、核苷酸、维生素等的发酵生产蓬勃发展，使发酵工程进

入了全盛时期。

圆员世纪发酵工程的发展策略是利用阅晕粤重组技术获得更加符合人们需要的优良的微生
物细胞，并进行全面的代谢调节控制。由于传统的从自然界直接获得的微生物或者经过筛

选、诱变得到的微生物已难以满足人们的需要，圆员世纪用于发酵工程的微生物大多数都是
经过基因重组、改造、转移而获得的具有优良特性的工程菌。利用这些工程菌进行发酵，需

要进行一系列的代谢调节控制，才能获得理想的发酵效果。故此，圆员世纪的发酵工程将根
据代谢工程的理论对优良的工程菌进行全面的代谢调控，以获得人们需要的各种代谢产物。

由此可见，生物工程不仅对于物种的改良和进化具有极其重大的意义，而且在医药、食

品、工业、农业、环保、能源等方面有重要的应用价值，将对人类的健康、长寿和世界科

技、经济、社会的发展产生深远的影响。

为了加速我国生物工程的发展，使生物技术的研究成果尽快产业化，加速生物技术在各

个领域的应用，特组织有关专家学者编写《实用生物技术丛书》。

本丛书的编写宗旨是以实用生物技术为特色，以生物技术在医药、食品、轻工、化工、

环保、能源等领域的应用为主线，理论与实际紧密结合，推动生物技术的发展和产业化的进

程。为此，本丛书不是面面俱到地介绍各种生物技术的基本理论和基本知识，而是有重点地

选择介绍一些实用性强、前景看好，与产业化关系密切的生物技术的原理、方法及其应用的

最新研究进展与发展趋势。本丛书由下列各分册组成：

·《基因克隆技术在制药中的应用》

·《细胞融合技术与应用》

·《植物细胞培养技术与应用》

·《动物细胞培养技术与应用》

·《酶的生产与应用》

·《固态发酵技术与应用》

·《非热杀菌技术与应用》

各分册均由有实践经验的在职专家撰写，在简明介绍基本理论和基本知识的基础上，重

点阐述技术的原理和方法及其应用的最新研究进展和发展趋势。期望本丛书的出版对我国生

物技术的研究、开发和产业化能够起到积极的推动作用。

郭摇勇
圆园园猿年缘月于广州



前摇摇言

员怨苑猿年，斯坦福大学的杂郾悦燥澡藻灶和匀援月燥赠藻则成功地进行了第一项基因克隆实验，从而
揭开了基因工程的序幕，至今基因工程学已整整经过了猿园年的发展历程。猿园年来，基因克
隆技术已经在制药、食品、化工、轻工、农业、能源和环保等实际应用方面，取得了许多激

动人心的成就，为国民经济发展带来了巨大的效益，给人类进步带来了新的契机。

目前，基因工程学正以新的势头继续向前迅猛发展，成为当今生物科学研究诸领域中最

具生命力、最引人注目的前沿学科之一，特别是基因克隆技术在医药领域中的研究和应用，

其意义之深远、潜力之巨大，更是无法估量。

基因克隆技术的一个显著特点，是它可以使一个生物体获得与之原有性状完全无关的新

性能，从而使人们可以在大量扩增的细胞中，生产出某种珍贵的新型生物药物，其意义无疑

是相当重大的。如今，我们可以应用基因克隆技术，将控制这些药物合成的目的基因克隆出

来，转移到大肠杆菌或其他生物细胞内进行高效表达，可以方便地经提取纯化得到大量的珍

贵药物。实际上，基因克隆技术最成功的成就，是用于治疗和预防的新型生物药物的研制、

生产和应用。

由于基因克隆技术研究和应用的迅猛发展，不但急需大批的专业人才，也要求培养足够

的后备力量。编写本书的目的，是希望为高等院校相关专业的本、专科生和低年级的硕士研

究生，以及从事生物药物研制和生产的技术人员提供一本比较实用的参考书。

《基因克隆技术在制药中的应用》一书由杨汝德主编，其中下篇第十七章由陈惠音编

写。全书分为上下两篇：技术篇和应用篇。技术篇共有九章，在内容上加重了基因克隆技术

基本原理的系统论述，较适应作为初学者的本、专科生使用，故这部分也可作为有关专业

“基因工程”课程的教学用书；应用篇共有八章，主要介绍基因克隆技术在制药中的应用，

并列举各种生物药物基因的克隆与表达实例，以及各种基因工程药物的发酵生产实例，较适

应从事生物药物研制和生产的人员使用。

本书在撰写过程中，参阅了国内外学者的著作和登载在刊物中的有关研究论文，同时也

努力反映国内学者的研究成果，并尽量保持其原作。在此，谨向原作者表示真诚的谢意，并

衷心感谢周世水博士、黄明博士、黄志立博士和张丽君博士等的帮助和支持。

基因克隆技术是一门发展十分迅速的高新技术，新理论和新的研究成果层出不穷，加之

其涉及的知识面十分广泛，限于编者的学识和水平，书中疏漏和错误之处在所难免，恳请同

行和读者批评指正。

编摇者
圆园园猿年愿月
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第一章摇基因克隆技术概述

基因克隆技术（早藻灶藻糟造燥灶蚤灶早贼藻糟澡灶蚤择怎藻），又称为分子克隆技术（皂燥造藻糟怎造葬则糟造燥灶蚤灶早贼藻糟澡鄄
灶蚤择怎藻）或重组阅晕粤技术（则藻糟燥皂遭蚤灶葬灶贼阅晕粤贼藻糟澡灶蚤择怎藻），通常称为基因工程（早藻灶藻藻灶早蚤灶藻藻则鄄
蚤灶早）。它是基因分子水平上的遗传工程，是圆园世纪苑园年代初期在分子遗传学基础上发展起
来的一个崭新领域，是一门能人工地定向改造生物遗传性状的育种新技术。

第一节摇基因克隆技术
一、基因克隆技术的诞生和兴起

基因克隆技术这门现代生物技术中最先进、最热门的育种新技术的诞生和兴起并非偶然

的事件，它是在几十年中生物化学、微生物学、分子生物学和分子遗传学等学科，取得一系

列研究成就的基础上逐渐发展起来的。概括起来，这些成就主要包括下列几个方面。

（一）遗传物质基础的证明

员怨源源年粤增藻则赠等，在员怨圆愿年郧则蚤枣枣蚤贼澡所做的肺炎链球菌转化试验的基础上，采用离体培
养的方法，测定杂Ⅲ型细胞中各种分离提纯了的提取物（包括 阅晕粤、砸晕粤、蛋白质、多糖
等）的转化活性。试验结果发现，只有从杂Ⅲ型菌提出的阅晕粤，与砸Ⅱ型菌混合于琼脂平板
上进行培养时，才能使 砸Ⅱ型转化为 杂Ⅲ型。这就有力地证明了 阅晕粤是转化因子，阅晕粤能
引起遗传性状的改变。这也就直接证明了遗传信息的物质基础是阅晕粤而不是蛋白质。
员怨源缘年以后，由于研究生物大分子的手段有了重大进展，又提出了以下四个发现或假
说：①载射线衍射显示阅晕粤立体结构中碱基分子相互靠近；②阅晕粤中嘌呤碱基与嘧啶碱基
有相互吸引的趋势；③嘌呤与嘧啶碱基的比例为员颐员；④阅晕粤碱基排列顺序应该是不规则
的，才有可能携带极丰富的遗传信息。以上这些发现和假说对于进一步阐明 阅晕粤的结构起
着巨大的作用。

（二）阅晕粤双螺旋结构和功能的阐明
员怨缘猿年宰葬贼泽燥灶和 悦则蚤糟噪根据碱基组成的测定和 载射线衍射分析的结果，提出了著名的
阅晕粤双螺旋结构模型的理论和半保留复制机理，圆满地解释了 阅晕粤的理化性质、自体复制
方式和生物遗传现象。这一重大发现使人类对基因的认识有了实质性的突破，推动了遗传学

的迅速发展，开辟了分子生物学的新纪元。

（三）遗传信息的流向和表达机制的阐明

在圆园世纪缘园年代末期和圆园世纪远园年代，相继提出了中心法则和操纵子学说，并成功
地破译了遗传密码，从而阐明了遗传信息的流向和表达机制。

人们已认识到，生物体的遗传信息主要是以密码的形式编码在 阅晕粤分子上，表现为特
定的核苷酸排列顺序。阅晕粤通过复制可以将遗传信息传递给子代阅晕粤分子，阅晕粤分子又可
以通过转录作用将遗传信息传递给信使砸晕粤（皂砸晕粤），皂砸晕粤进而控制专一蛋白质的合成，
使遗传信息在蛋白质肽链的氨基酸排列顺序上得到体现，即遗传密码的翻译。

员



阅晕粤→皂砸晕粤→多肽链这一 阅晕粤中心法则的建立，解开了蛋白质合成过程中转录和翻
译之谜，指导着人们认识蛋白质的生物合成过程。随着后来反向转录酶的发现，又肯定了某

些病毒能够以砸晕粤为模板合成互补阅晕粤，这就更进一步完善和补充了中心法则。遗传信息
复制和传递机制的阐明，为人工改变生物 阅晕粤结构而引起遗传性状的改变，从而创造出生
物新品种和新型产物提供了可能性。

（四）限制酶与连接酶等工具酶的发现

早在圆园世纪缘园年代初期，就已发现寄主细胞对噬菌体的限制作用，后来发现这种限制
作用是菌株中限制性核酸内切酶（简称限制酶）作用的结果，它专门分解外来的 阅晕粤而使
其失去复制的能力，实际上是寄主细胞抵抗外来阅晕粤侵染的一种防御机制。
圆园世纪远园年代末期和圆园世纪苑园年代初期，经详细的研究，人们弄清了限制酶是一类
专一性很强的核酸内切酶，它与一般的阅晕粤水解酶不同之处，在于它们对碱基作用的专一
性上及对磷酸二酯键的断裂方式上，具有一些特殊的性质。这种酶被形象地称为分子剪刀，

它们的发现和应用大大促进了基因工程技术的进展，在基因的分离、阅晕粤结构分析、载体
的改造及体外重组中均起着重要作用。

在员怨远苑年，世界上有缘个实验室几乎同时发现了阅晕粤连接酶。连接酶是另一种对阅晕粤
重组技术的创立具有重要意义的工具酶。员怨苑园年，当时在威斯康星大学的 匀郾郧郾运澡燥则葬灶葬实
验室，又发现栽源阅晕粤连接酶具有更高的连接活性，甚至能催化两段阅晕粤分子进行平末端的
连接。该类酶的发现和分离提纯，使两个 阅晕粤片段在体外连接形成重组 阅晕粤分子成为可
能，在阅晕粤合成、阅晕粤复制和基因重组中起着十分重要的作用。
限制酶与连接酶等工具酶的发现，从根本上解决了 阅晕粤分子的体外切割与连接技术难

题，它是重组阅晕粤的核心技术。除限制酶和连接酶外，还有阅晕粤聚合酶、逆转录酶、碱性
磷酸酯酶、末端脱氧核苷酸转移酶和杂员核酸酶等，都是基因操作中必要的工具酶。
（五）质粒等基因克隆载体的发现

多年以来，分子生物学家就选定 λ 噬菌体作为基因克隆的最有希望的载体，并对其进
行了最为深入的研究。然而第一个将外源基因导入寄主的载体却不是 λ 噬菌体，而是质粒
载体。

其中，最早被发现和研究的质粒是大肠杆菌致育因子（云因子）。员怨缘圆年又发现大肠杆
菌能产生一种蛋白质性的抗菌物质，称为大肠杆菌素。后来查明它是由另一种质粒———悦燥造
因子支配产生的，成了第二个研究历史较长的质粒。员怨缘怨～员怨远园年，在日本发现了抗药性
质粒（砸因子），具有分子量小、易于操作和抗药性选择标记等优点。后来又不断在细菌和
放线菌中发现各种各样的质粒。

人们通过对质粒的结构与功能的深入研究，弄清质粒是一种存在于微生物细胞内染色体

外的闭合环状双链小型阅晕粤分子，是能够进行独立自体复制并保持恒定遗传的复制子。它
能从一个微生物细胞转移到另一种微生物细胞中，而且某些质粒能在细胞中大量复制。因而

有可能利用质粒作为基因的运载体，将某种外源基因从一个细胞转移至另一个细胞并大量复

制该基因的拷贝，从而高产相应的基因产物。

质粒的发现为不同生物细胞间基因的转移开创了新局面。目前已被发展成为基因分子克

隆中最常用的载体。如责月砸猿圆圆和责哉悦员愿等质粒载体就是其中突出的代表。
（六）细胞转化方法的建立

将外源阅晕粤分子导入细菌细胞的转化现象，虽然早在圆园世纪源园年代就已经在肺炎链
圆



球菌中发现，但对于大肠杆菌来说，却直到员怨苑园年才获得成功。
当时，酝郾酝葬灶凿藻造和粤郾匀蚤早葬发现用悦葬悦造圆处理大肠杆菌，能使该菌对 λ阅晕粤的吸收有显

著的增加。员怨苑圆年，斯坦福大学的 杂郾悦燥澡藻灶等人报道，经氯化钙处理的大肠杆菌细胞同样
也能够摄取质粒阅晕粤。将该技术应用于质粒阅晕粤的转化，结果每微克阅晕粤可得到大约员园远

～员园苑个转化子。从此，大肠杆菌便成了分子克隆的良好转化受体。大肠杆菌转化体系的建
立，对基因工程的创立具有特别重要的意义。

（七）核酸和蛋白质序列分析技术的发明

员怨远缘年杂葬灶早藻则发明了氨基酸序列分析测定法，接着又发明了 阅晕粤分子的核苷酸序列分
析测定法，使人们对阅晕粤序列分析获得重大突破，一次实验便可确定几百个碱基的排列顺
序。知道了某个蛋白质的基因阅晕粤的碱基序列，就可根据猿个碱基决定一个氨基酸的三联
体密码子，推知该蛋白质的氨基酸序列，并可用化学方法人工合成基因。因此，核酸和蛋白

质序列分析技术的发明，使基因的分析和合成成为可能。

综上所述，遗传物质基础的证明、阅晕粤双螺旋结构和功能的阐明、遗传信息的流向和
表达机制的阐明、限制酶与连接酶等工具酶的发现、质粒等基因克隆载体的发现、细胞转化

方法的建立、核酸和蛋白质序列分析技术的发明等，为基因克隆技术这一划时代的生物新技

术的诞生和兴起，奠定了坚实的理论和技术基础。在圆园世纪苑园年代初期开展的 阅晕粤重组
工作，无论在理论上还是技术上都已经具备了条件。

员怨苑圆年，美国斯坦福大学的孕郾月藻则早博士领导的研究小组，使用核酸内切限制酶 耘糟燥砸Ⅰ，
在体外对猿猴病毒杂灾源园的阅晕粤和 λ噬菌体的阅晕粤，分别进行酶切消化，然后再用 栽源阅晕粤
连接酶将两种消化片段连接起来，结果获得了包括 杂灾源园和 λ阅晕粤重组的杂种 阅晕粤分子。
孕郾月藻则早等人率先完成了世界上第一次成功的 阅晕粤体外重组实验，并因此与 宰郾郧蚤造遭藻则贼，
云郾杂葬灶早藻则分享了员怨愿园年度的诺贝尔化学奖。
员怨苑猿年，斯坦福大学的杂郾悦燥澡藻灶和匀郾月燥赠藻则也成功地进行了另一个体外阅晕粤重组实验。
他们将编码有卡那霉素抗性基因（运皂则）的大肠杆菌 砸远鄄缘质粒 阅晕粤，和编码有四环素抗性
基因（栽糟则）的另一种大肠杆菌质粒 责杂悦员园员阅晕粤混合后，加入核酸内切限制酶 耘糟燥砸Ⅰ，对
阅晕粤进行切割，而后再用栽源阅晕粤连接酶将它们连接成重组的阅晕粤分子。
用这种连接后的阅晕粤混合物转化大肠杆菌，结果发现，某些转化子菌落的确表现出了

既抗卡那霉素又抗四环素的双重抗性特征。从此种双抗性的大肠杆菌转化子细胞中分离出来

的重组质粒阅晕粤，带有完整的责杂悦员园员分子和一个来自 砸远鄄缘质粒编码卡那霉素抗性基因的
阅晕粤片段。人们一般认为，这是第一项基因克隆实验，它揭开了基因工程的序幕。
为了说明不同物种的外源 阅晕粤片段也可以在大肠杆菌细胞中增殖，杂郾悦燥澡藻灶等人又应

用与上述类似的方法，把非洲爪蟾编码核糖体基因的阅晕粤片段同责杂悦员园员质粒重组，并导入
大肠杆菌细胞。转化子细胞分析结果表明，动物的基因的确进入到大肠杆菌细胞，并转录出

相应的 皂砸晕粤产物。悦燥澡藻灶的工作，是第一次成功的基因克隆实验，具有十分重要的
意义。摇
二、基因克隆技术的特点与步骤

基因克隆技术是用人工方法将外源基因与阅晕粤载体结合形成重组阅晕粤，然后引入某一
受体细胞中，使外源基因复制并产生相应的基因产物，从而获得生物新品种的一种崭新育种

技术。

基因克隆技术是圆园世纪苑园年代初，在分子遗传学基础上发展起来的一个崭新技术领
猿



域。它能将不同来源的遗传物质在体外合成重组阅晕粤分子，这种重组阅晕粤分子可以被引入
受体细胞，进行增殖、繁衍而发育成一个新种。这一过程在自然界演化中一般是不会发

生的。

（一）基因克隆技术的特点

基因克隆技术与其他育种技术相比，具有如下特点。

员郾能像工程一样可按人们的意愿来事先设计和控制
基因克隆技术不仅可预知某一基因的改变，而且可以及早纠正，可以有计划、有目的地

构建基因，所以基因克隆技术育种是比较定向的。此外，基因克隆技术育种的每步变化均可

检测，可保证产品的纯度和安全性。因此，应用基因克隆技术，使生物科学工作者首次能将

遗传物质按人们的意愿进行周密设计和人工操纵，为进一步深入研究基因的结构、功能、表

达和调控等提供了一个划时代的有效手段。

圆郾人工的、离体的、分子水平上所进行的遗传重组
基因克隆技术有能力在极端错综复杂的生物细胞内取出所需基因，并能人为地将此目的

基因在试管中进行剪切、拼接、重组并转化到受体细胞中，经无性繁殖能增产出数百数千倍

的新型蛋白质（主要是各种多肽和蛋白质类生物药物），这是基因克隆技术最突出的优

越性。

猿郾能在动植物和微生物间进行任意的、定向的超远缘杂交
基因克隆技术的最大威力在于它能使带有支配各种各样遗传信息的 阅晕粤片段越过不同

生物间特异的细胞壁而组入到完全不同的没有亲缘关系的生物体内，能定向地控制、修饰和

改变生物的遗传和变异。因而完全有可能创造出前所未有的具有新的遗传性状的生物新类

型，使育种工作产生了革命性变化。

（二）基因克隆技术的步骤

基因克隆技术实际上是将遗传信息（阅晕粤）从一种生物细胞转移到另一种生物细胞中
并得以表达的若干实验技术的总称。概括起来，基因克隆技术应包括以下远个基本步骤。
员郾外源目的基因的取得
从复杂的生物细胞基因组中，经过酶切消化或 孕悦砸扩增等步骤，分离出带有目的基因

的阅晕粤片段，取得所需的基因（外源性 阅晕粤片段）；或者从特定细胞里提取所需基因的
皂砸晕粤后，在适宜的条件下利用逆（反）转录酶的作用来取得所需基因；或者通过探明目
的基因所含的遗传密码及其排列顺序，然后用化学方法人工合成所需的基因。

圆郾基因运载体的分离提纯
基因运载体是具有自体复制能力的另一种 阅晕粤分子，它经过处理后，能与外来基因

（外源性阅晕粤）相结合，并带有必要的标记基因。目前，常用的基因运载体主要有两类：一
类是质粒，一类是病毒（包括噬菌体）。以前者为例，首先用溶菌酶分解细菌细胞壁，然后

用物理化学的方法，把质粒与其他成分分开，从而得到纯粹的质粒。

猿郾重组阅晕粤分子的形成
通过专一限制性内切核酸酶的处理或人为的方法，使带有目的基因的外源 阅晕粤片段和

能够自我复制并具有选择标记的载体阅晕粤分子，产生互补的黏性末端而相互配对结合，并
通过连接酶在体外使两者连接起来，形成一个完整的新的阅晕粤分子———重组阅晕粤分子。
源郾重组阅晕粤引入受体细胞
重组阅晕粤即是带有目的基因的运载体（杂种质粒或病毒）。用人工的方法（转化或转
源



导法）将重组阅晕粤分子转移到适当的受体细胞（宿主细胞）中，使它能在细胞中“定居”
下来。通过自体复制和增殖，形成重组 阅晕粤的无性繁殖系（即克隆），从而扩增产生大量
特定目的基因，并使之得到表达，即能指导蛋白质的合成。

缘郾重组菌的筛选、鉴定和分析
从大量受体菌中设法筛选出带有目的基因的重组菌（克隆株系），并进行鉴定。然后培

养克隆株系，提取出重组质粒，分离已经得到扩增的目的基因，再分析测定其基因顺序。

远郾工程菌的获得和基因产物的分离
将目的基因克隆到表达载体上，再次导入到受体菌中，经反复筛选、鉴定和分析测定，

最终获得较稳定的高产的基因工程菌，然后进行大量培养繁殖，产生出所需要的目的基因产

物，再进行分离纯化。

上述仅是基因克隆技术的基本步骤。在实际工作中，其具体操作步骤还要更多，因为很

多步骤必须重复进行，必须多次分离和分析测定重组阅晕粤。

第二节摇基因克隆技术早期开创性研究成就
从员怨苑猿年悦燥澡藻灶和月燥赠藻则的第一项基因克隆实验获得成功并标志着基因工程的正式开

始之后，由于人们对基因工程安全性的过分担心，人为地制定了各种限制措施，使基因克隆

研究受到阻碍而进展缓慢。主要的研究成果有两项。

① 员怨苑源年，月燥赠藻则、匀藻造蚤灶藻泽噪蚤和再葬皂灶枣泽噪赠等合作构建了扩增拷贝数很高的 悦燥造耘员质粒，
为此后的基因扩增研究铺平道路；

② 员怨苑源年，悦燥澡藻灶、月燥赠藻则、酝燥则则燥憎和郧燥燥凿皂葬灶等人合作，第一次将一个真核生物基因
引入了大肠杆菌中并得到转录。

后来，随着人们认识的不断深入以及采取了必要的安全防范措施，放宽或取消某些过于

严厉的限制，使基因克隆研究又得到迅速的发展。

（一）大脑生长激素释放抑制素的克隆与表达

员怨苑苑年员员月，有机化学家运郾陨贼葬噪怎则葬和砸蚤早早燥等合作，将化学合成的大脑生长激素释放
抑制素（泽燥皂葬贼燥泽贼葬贼蚤灶，简写杂燥皂郾）基因与大肠杆菌 β鄄半乳糖苷酶基因和责月砸猿圆圆质粒重组，
转化到大肠杆菌中并表达成功。结果产生含生长抑制素（杂燥皂郾）的嵌合型蛋白质，经溴化
氰处理后，释放出有活性的生长抑制素（员源肽）。
这是真核生物的人造基因首次在原核生物中表达成功，其实践意义是可以通过发酵途径

生产出大量廉价的这类有价值的产品。在理论上，它提供了这样一个依据：通过基因克隆技

术利用细菌来研究高等生物基因功能的表达有现实可能性。

生长抑制素能抑制包括生长激素、胰岛素和胰高血糖素等多种激素的产生，是一种很有

用的药物。它可医治肢端肥大症、急性胰腺炎等。按常规制备法，从缘园万头羊的脑下垂体
中才能提取得缘皂早生长抑制素，需亿万美元。采用基因克隆技术，只要用员园蕴工程菌培养
液就可获得同样的产量，只需猿园园美元。这项振奋人心的重大成果的取得，大大地增强了人
们对基因工程的兴趣和信心。

（二）胰岛素原前体基因的克隆

员怨苑愿年，老鼠胰岛素原前体基因成功地转化进入大肠杆菌，并且得到了表达。这个实
验是首先从胰岛瘤提取胰岛素原前体 皂砸晕粤，再用逆转录酶合成它的互补 阅晕粤，通过限制
性内切酶的切点，将胰岛素原前体阅晕粤转换到责月砸猿圆圆质粒阅晕粤上，最后将此重组阅晕粤再
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