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实验概述：重组DNA的原理与操作

一、总论

• 研究对象：DNA，RNA，基因，基因组

• 方法：利用分子生物学实验手段，在体外将不同生物基因经

人工剪切、组合并与载体（质粒，噬菌体，病毒）DNA连接。

引入宿主细胞内扩增或表达，合成相关DNA、RNA或蛋白质。

二、实验内容

• 实验一 总论；载体与目的基因的获取

• 实验二 载体与目的基因连接与转化

• 实验三 质粒的小提、PCR与酶切鉴定



质粒

定义：质粒多存在于细菌、放线菌、
真菌以及一些动植物细胞（真核细胞
）中，是细胞染色体外能够自主复制
的很小的环状DNA分子。天然质粒的
DNA长度从数千碱基对至数十万碱基
对。在宿主细胞内可独立自主复制并
赋予宿主细胞一定的遗传性状。

质粒的复制和转录要依赖于宿
主细胞编码的某些酶和蛋白质，如
离开宿主细胞则不能存活，而宿主
即使没有它们也可以正常存活。



• 质粒广泛用作基因工程中目的基因的运载工具——载体。

• 载体（ Vector ）：把一个有用的目的DNA片段通过重组DNA技术，送进

宿主细胞中进行扩增和表达的工具叫载体。细菌质粒是重组DNA技术中最

常用的载体（常用还有病毒、酵母人工染色体等）。质粒分子本身是含

有复制功能的遗传结构。质粒带有的某些遗传信息会赋予宿主细胞一些

遗传性状。其自我复制能力及所携带的遗传信息在重组DNA操作，如扩增、

筛选过程中极为有用。

从大肠杆菌中提取质粒DNA是分子生物学实验最基本的方法之一。

质粒的应用



大多数来自细菌的质粒是

双链、共价闭合环状（3C）的

分子，以超螺旋形式存在。
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质粒的特性

• 质粒通常含有某些染色体没有的基因，负责编码某些功能蛋

白，这些功能并非细菌生存所必需，但在一定环境下，可对

宿主的生存有利。如产生抗生素的抗性（R因子）、生成抗

生素、降解复杂有机化合物、产生大肠杆菌素、肠毒素及限

制酶、修饰酶等。

• 基因工程质粒多已修饰改造，插入了特定的启动子、多克隆

位点、抗性基因等。



质粒提取原理：

质粒提取有多种方法，但都包含有
4个基本步骤：

√去除蛋白质 √去除基因组DNA√去除RNA

工程菌培养

纯化质粒DNA

工程菌裂解

工程菌收集







hLPCAT3:Lysophosphatidylcholine acyltransferase3

pCDH-hLPCAT3质粒中含有hLPCAT3基因，约1.46Kb，
位于pCDH载体的Xba I和BamH I之间。

pCDH-

hLPCAT3
（8791bp）

Amp

R



11

分子生物学实验概览



用pcDNA-SMS2替代pcDNA 3.1(-)

用pcDNA-SMS2替代pcDNA 3.1(-)的优势：通过一段约2.0kb 

DNA的存在，帮助判断目标质粒是发生了单酶切还是双酶切。
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分子生物学实验一

• 载体和目的基因的准备
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实验目的

1.双酶切获得pcDNA3.1(-)载体大片段，

2.双酶切从pCDH-hLPCAT3质粒中获取含有hLPCAT3

目的基因DNA片段。

3.电泳分离并纯化回收DNA片段。

4.测定所回收DNA的浓度。
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实验原理

II类限制性核酸内切酶可识别特定核苷酸序列并在序列内部特定位点切断

3’,5’-磷酸二酯键。Xba I的识别和切割序列是5’TCTAGA3’，BamH I

的识别和切割序列是5’GGATCC3’。用Xba I和BamH I双酶切pcDNA-SMS2

载体可得到约5.4kb的载体大片段，含有2个5’端突出的粘性末端。用Xba

I和BamH I双酶切pCDH-hLPCAT3质粒可获得长约1.46kb的hLPCAT3基因小片

段，也含有2个5’端突出的粘性末端，有利于后续实验将hLPCAT3基因装

入pcDNA3.1(-)载体中。

酶切产物经琼脂糖凝胶电泳将DNA分离，从凝胶切出hLPCAT3基因及

pcDNA3.1(-)载体片段条带后，用试剂盒从琼脂糖凝胶中回收DNA。
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实验方法

1. Xba I和BamH I双酶切获取载体大片段。

2. Xba I和BamH I双酶切含目的基因的质粒。

3.电泳分离载体大片段和目的基因。

4.回收载体大片段和目的基因。



1. Xba I和BamH I双酶切获取载体大片段

pcDNA3.1-SMS2 ( 0.4  g/ L)              16 L

10Quickcut Buffer 2 L

Xba I 1  L

BamH I                                                      1     L

---------------------------------------------------------------

总体积 20   L

30 ℃保温20分钟，然后37℃保温20分钟。



2. Xba I和BamH I双酶切含目的基因的质粒

pCDH-hLPCAT3 plasmid ( 0.8  g/ L)       16 L

10Quickcut Buffer 2  L

Xba I 1  L

BamH I                                                            1    L

-------------------------------------------------------------

总体积 20  L

30 ℃保温20分钟，然后37℃保温20分钟。



3. 电泳分离载体大片段和目的基因

1）样品全部加入至1%琼脂糖凝胶样品槽中。pcDNA3.1-SMS2和

pCDH-hLPCAT3分别点样在两块凝胶中，150V，300mA ，电泳

40min。

2）分别切下含载体大片段(约5.4kb)和目的基因(约1.5kb)的琼脂

糖凝胶（每2孔样品一起切割回收）。

3）将含有单一DNA条带的琼脂糖凝胶（尽量切除多余部分）放入干

净的离心管中，称取凝胶质量。 (一般0.3g）

4) 将试管做好标记，交给老师统一保管，保存于-20℃，用于后续

实验。



实验结果示例
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pCDH-hLPCAT3 
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(1464bp)



思考题

1. 简要说明基因工程上游步骤有哪些？

2. 本实验中为何使用pcDNA-SMS2替代pcDNA 3.1(-)？

3. 使用Xba I和BamH I双酶切时为何先于30 ℃保温20分钟再

于37℃保温20分钟？两种保温温度顺序能否互换？为什

么？


