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前 言

生物技术的飞速发展，使生命科学成为当代自然科学的热点

和重点，培养具有现代生物技术实验技能的人才是高等学校的重

要任务。

为了帮助学生更深刻地理解生物技术领域的基本概念和原

理，培养他们分析问题和解决问题的实际能力，特编写这本实验

技术教材。本教材是各位编者结合自己的教学和研究实践并参考

相关资料编写而成，可作为生物学相关专业学生的实验教材，也

可作为其他相关专业教学科研人员的参考书。

本实验技术教材的特点之一是全书着眼于生物技术的基本理

论和基本技术，力求全面、深入浅出地反映当代生物技术领域的

研究与发展状况；特点之二是引入了一些反映最新进展的实验技

术，如功能基因克隆及表达研究的新技术、双向电泳、毛细管电

泳技术和酵母双杂交技术；特点之三是编入了生物技术领域的基

本实验，让学生在实验操作的同时加深对基本技术概念和基本原

理的理解；特点之四是设计了综合实验，培养学生利用现代生物

技术的原理和方法解决实际问题的综合能力。总之全书将技术理

论和学生实验结合起来，力求满足学生多方面知识的需要，并有

利于学生对该学科有一个全面的认识。

全书分为上、下两篇，上篇主要介绍现代生物技术主要领域

的基本原理，包括基因工程、蛋白质及酶工程、细胞工程、发酵

工程及其他常用技术；下篇为基本实验，包括生物技术领域中的

基础实验。书末的附录包括实验室规则、实验室安全及防护、常

用仪器的使用、常用因特网网址、常用缓冲溶液及试剂的配制和此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



常用实验数据，供需要这些知识的读者参考。

本书的第一章、第四章与第六章由中央民族大学的徐小静编

写，第二章第一至六节、第七章与第十章由沈阳农业大学的张少

斌编写，第三章与第八章由中央民族大学的王俊丽编写，第二章

第七节与第九章由沈阳农业大学的阚国仕编写，附录部分主要由

中央民族大学的郭志永完成，第五章由徐小静和张少斌共同完

成，最后由徐小静完成了全书的统稿工作。

需要特别说明的是，在编写过程中，细胞工程技术部分主要

参阅了《植物细胞工程》（朱至清编著，化学工业出版社，圆园园猿
年）、《细胞工程》（李志勇编著，科学出版社，圆园园猿年）、《植物
细胞工程原理与技术》 （周维燕主编，中国农业大学出版社，

圆园园员年）等相关著作、教材和资料，并引用了部分相关内容。
附录部分主要参阅了《生物工程技术实验指导》（魏群主编，高

等教育出版社，圆园园源）、《生化与分子生物学实验技术教程》（赵
亚华等编，高等教育出版社，圆园园缘）和《基础生物化学实验指
导》（吕淑霞主编，中国农业出版社，圆园园猿）等书的附录部分，
并引用了部分相关内容。由于篇幅关系，在参考文献中未能将参

考的众多书籍和资料全部列出，敬请谅解。

本书的编写与出版被列入中央民族大学“圆员员工程”教材建
设规划项目，得到了中央民族大学“圆员员工程”办公室和生命与
环境科学学院领导的大力支持和帮助。在编写过程中，中央民族

大学生命与环境科学学院生物教研室的老师们给予了有益的指

导，杨玉老师对本书进行了全面细致地审稿和编辑加工。在此，

一并表示衷心地感谢。

由于编者水平有限，错漏不足之处在所难免，敬请批评指教。

编 者

圆园园远年员月
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第一章 基因工程技术

第一节 克 隆 载 体

一、质粒载体

员郾质粒
质粒（责造葬泽皂蚤凿）是一种染色体外的稳定遗传因子，主要发现

于细菌之中。质粒能够自主复制，为闭合环状的双链 阅晕粤分子，
并以超螺旋状态存在于宿主细胞之中。质粒大小不定，一般为 员
～圆园园噪遭，其基本生物学特性体现在以下四个方面：
（员）自主复制性
质粒能够独立于染色体 阅晕粤外自主复制。质粒具有一段

阅晕粤复制起始位点的序列，它帮助质粒阅晕粤在宿主细胞中复制。
质粒独立于细菌染色体之外，又必须依赖于宿主编码的酶来进行

复制和转录。质粒在宿主细胞中的复制一般有两种形式，即严紧

型复制和松弛型复制。前者指质粒的复制受宿主细胞复制的严格

控制，复制要求同时表达一个由质粒编码的蛋白质，每个细胞中

只含一个或几个拷贝；后者指质粒的复制受宿主细胞的控制不

严，不需要质粒编码的功能蛋白，其复制完全依赖于宿主提供的

酶（如阅晕粤聚合酶Ⅰ、Ⅲ，依赖于阅晕粤的砸晕粤聚合酶以及宿主
基因凿灶葬月、悦、阅、在的产物等）来进行，它们在每个细胞中的
数目可达员园至 圆园园个拷贝。控制质粒拷贝数的基因，位于包括
阅晕粤复制起点在内的一个质粒的阅晕粤区域内（即复制子）。融合
产生的质粒如含有一个以上的复制子，也只会有一个复制子具有此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



活性。

（圆）不相容性
同一复制系统的不同质粒不能稳定地和平共处，称之为不相

容性，也称之为不亲和性。确切地说，两个密切相关的质粒通常

不能在同一宿主菌的子代细胞中共存。

（猿）转移性
在自然条件下，很多质粒可以通过细菌接合的方式转移至新

宿主内，这需要皂燥遭基因的产物（皂燥遭转移蛋白）来参与。皂燥遭
蛋白可在质粒的遭燥皂（灶蚤糟）位点产生切口来转移，由于开发的质
粒载体上缺少灶蚤糟辕遭燥皂位点，因此不会自然转移。
（源）具抗药性标记
质粒往往带有一些抗药性标记，将质粒 阅晕粤转化到细菌中

时，细菌会表现出质粒基因所具有的新的生物表现型。例如将带

某种抗生素标记的质粒转化到细菌中后，细菌就表现出抵抗该抗

生素的表型，借助这种新的表型特征，可以证实质粒已经转化到

宿主菌中，因此可作为基因工程中的筛选标记。

质粒作为一种自我复制的遗传因子，具有携带外源 阅晕粤、
成为克隆载体的潜在可能性。但是没有经过修饰的自然状态的质

粒，通常缺乏高质量的克隆载体所必需的一些特性，因此质粒要

变成克隆载体，就必须对它进行遗传改造。

圆郾质粒载体
把一个有用的目的阅晕粤片段通过重组 阅晕粤技术，送进受体

细胞中去进行繁殖和表达的工具称作载体（增藻糟贼燥则）。质粒载体是
重组阅晕粤技术中常用的载体，是在天然质粒的基础上为适应实
验室操作而通过人工构建形成的载体。与天然质粒相比，质粒载

体通常带有一个或一个以上的选择性标记基因（如抗生素抗性基

因）和一个人工合成的、含有多个常用限制性内切酶的单切点，

即多克隆位点（皂怎造贼蚤责造藻糟造燥灶藻泽蚤贼藻，酝悦杂），并去掉了大部分非必
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需序列，使分子量尽可能减小，以便于基因工程操作。大多数质

粒载体带有一些多用途的辅助序列，这些用途包括通过组织化学

图员原员 质粒责月砸猿圆圆图谱

方法肉眼鉴定重组克隆、产生用于序列测定的单链 阅晕粤、体外
转录外源 阅晕粤序列、鉴定片段的插入方向、外源基因的大量表
达等等。

一个理想的克隆载体应具有以下一些特性：分子量小、多拷

贝、松弛控制型；具多克隆位点（酝悦杂）；能插入较大的外源
阅晕粤片段；具有容易操作的检测表型。常用的质粒载体大小一
般在员～员园噪遭之间。
圆园世纪苑园年代初，许多天然质粒通过一系列复杂的消化和

连接反应被人工修饰和构建成为克隆载体。其中 责月砸猿圆圆质粒是
至今仍广泛应用的克隆载体（图员原员），它的大小为源郾猿远噪遭，比
天然质粒更小，更能抵挡物理剪切力所致的损害并且增大了被细
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菌摄入的效率；它具有细菌的 阅晕粤复制起始点（韵砸陨），保证质
粒能被宿主细胞所复制，并且复制起始点属于松弛型，保证其在

细菌中具有较高的拷贝数；具有两种编码抗生素抗性的基因，即

氨苄青霉素抗性（粤皂责则）和四环素抗性（栽藻贼则），一种抗生素能够
选择含有质粒的细胞，如果细胞被涂布在含有特定抗生素的平板

上，只有那些含有质粒的细胞才能够生长并且形成菌落；另一个

抗生素基因可以用来检测那些含有插入 阅晕粤的质粒。此外，在
责月砸猿圆圆质粒的不同的位点上有大量的限制性内切酶位点，方便
用来插入外源阅晕粤，其中一些位点位于抗生素的抗性基因之内，
可以通过该抗生素抗性的失活来检测插入片段的存在。

图员原圆 质粒责月杂图谱

责月造怎藻泽糟则蚤责贼（简称责月杂）质粒也是常用的克隆载体，大小为
圆郾怨远噪遭。它有来自大肠杆菌乳糖操纵子的 阅晕粤区段，编码β原
半乳糖苷酶氨基端的一个片段（造葬糟在忆）和一个调节 造葬糟在忆基因表
达的阻遏蛋白（则藻责则藻泽泽燥则）的基因 造葬糟陨，可对重组体进行蓝白斑
筛选。它还含一个氨苄青霉素抗性基因和包含多种常用限制性内

切酶位点的多克隆位点（酝悦杂），见图员原圆。
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猿郾质粒筛选系统
（员）抗性筛选
利用质粒上的抗性标记来进行筛选是常见的筛选方法，含有

质粒的菌体具有质粒所编码的抗性，即具备在含该抗生素的培养

基上生长的能力。质粒载体中常用的抗性标记有：

四环素（栽藻贼） 四环素与核糖体 猿园杂亚基的一种蛋白质结
合，从而抑制核糖体的转位而使蛋白质合成终止。责月砸猿圆圆质粒
带有一个组成型表达的四环素抗性基因，编码猿怨怨个氨基酸的膜
结合蛋白，可阻止四环素进入细胞内。

氨苄青霉素（粤皂责） 氨苄青霉素可与细胞膜上的一些与细
胞壁合成有关的酶结合，并抑制其活性。氨苄青霉素抗性基因编

码β原内酰胺酶，可分泌进入细菌外周质腔中，催化β原内酰胺
环水解，从而解除毒性。

氯霉素（悦葬贼） 氯霉素与核糖体 缘园杂亚基结合并抑制蛋白
质合成。氯霉素抗性基因编码一个四聚体蛋白，在乙酰辅酶 粤
存在下，催氯霉素乙酰化，形成的产物不能与核糖体结合。

卡那霉素（运葬灶）和新霉素（晕藻燥） 它们都能与核糖体成分
结合并导致皂砸晕粤发生错读。两种抗生素均可被抗性基因编码的
蛋白质（氨基糖苷磷酸转移酶）修饰，阻止它们与核糖体结合。

（圆）插入失活筛选
插入失活是一种鉴定带有插入片段重组载体的非常有用的筛

选方法。责月砸猿圆圆质粒的四环素抗性编码基因的内部具有单一的
限制性酶切酶 月葬皂匀Ⅰ位点。用 月葬皂匀Ⅰ同时消化质粒 责月砸猿圆圆
和染色体阅晕粤片段，在栽源阅晕粤连接酶的催化下可以得到质粒和
消化后阅晕粤片段的连接物，将连接产物转化大肠杆菌。大肠杆
菌经短暂的温育而使抗生素基因表达之后，将菌体涂布在含有氨

苄青霉素的培养基上。在这些平板上能够生长的菌落一定来源于

含有质粒的菌体，因为它携带有氨苄青霉素的抗性基因，但这时
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还不能区分出那些带有插入片段的质粒的菌落和那些仅仅含有自

身环化质粒的菌落，可以用灭菌的滤纸将菌落影印到含有四环素

的平板上。因为 月葬皂匀Ⅰ位点位于四环素的抗性基因之内，这个
基因由于插入片段的存在而失活，但仅仅在自身环化的那些质粒

上该基因仍然完整，因此，在氨苄青霉素平板上生长、但在四环

素平板上不能生长的菌落一定是含带有插入片段的质粒，可以从

氨苄青霉素平板上重新挑出这些菌落以进一步培养。

（猿）蓝白斑筛选
责月杂及责哉悦质粒上具有一个大肠杆菌乳糖操纵子的β原半乳

糖苷酶基因片段（造葬糟在忆）和一个调节 造葬糟在忆基因表达的阻遏蛋
白基因造葬糟陨，造葬糟在忆片段编码β原半乳糖苷酶氨基端的一个片段，
异丙基原β原阅原硫代半乳糖苷（陨孕栽郧）可诱导该片段的合成，
而该片段能与宿主细胞所编码的缺陷型β原半乳糖苷酶实现基
因内互补（α互补）。当培养基中含有 陨孕栽郧时，细胞可同时合
成这两个功能上互补的片段，使含有此种质粒的上述受体菌在

含有生色底物 缘原溴 原源原氯 原猿原吲哚 原β原阅原半乳糖苷（载
原早葬造）的培养基上形成蓝色菌落。当外源 阅晕粤片段插入到质
粒上的多克隆位点时，可使β原半乳糖苷酶的氨基端片段失活，
破坏α互补作用，这样，带有重组质粒的细菌将产生白色菌
落。我们可以根据菌落颜色的变化来选择重组体，这种方法常

被称为蓝白斑筛选（见图员原猿粤和 月）。由于 责月杂质粒及 责哉悦质
粒还含有氨苄青霉素抗性基因，因此可以通过颜色反应和抗性

对转化体进行双重筛选。

源郾质粒载体提取和纯化的一般步骤
应用质粒作为基因克隆载体，最重要的前提是要获得大量纯

化的质粒阅晕粤分子。从细菌中分离质粒 阅晕粤的方法包括三个基
本步骤，即细菌培养物的生长、细菌的收获和裂解与质粒 阅晕粤
的纯化。
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图员原猿 检测重组载体的蓝白斑筛选
（粤郾原理示意图，月郾平板上蓝白斑筛选）

（员）细菌培养物的生长
从琼脂平板上挑取一个单菌落，接种到培养基（含有一定浓

度的抗生素）中，培养至对数生长末期，就可以大量提纯质粒。

对于早期开发的载体，如 责月砸猿圆圆，由于不能高拷贝数的自由复
制，所以需要在得到部分生长的细菌培养物中加入氯霉素继续培

养若干小时，以便对质粒进行选择性扩增。氯霉素可抑制宿主的
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