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第1章  基因工程基本工具概
述

 



课程背景和目标课程背景和目标

本门课程旨在介绍基因工程的基本工具和应用，学生将通过本课程学习基因本门课程旨在介绍基因工程的基本工具和应用，学生将通过本课程学习基因

工程的核心知识和技术，实现对基因工程领域的深入探索，培养其相关技能。工程的核心知识和技术，实现对基因工程领域的深入探索，培养其相关技能。

学生将掌握基因工程的常用技术和实验方法，包括克隆、学生将掌握基因工程的常用技术和实验方法，包括克隆、PCRPCR、、DNADNA测序等，测序等，

学习如何利用这些手段进行基因分析、修饰和调控。学习如何利用这些手段进行基因分析、修饰和调控。



基因工程的定义基因工程的定义
和发展历程和发展历程

基因工程是一门关注遗传信息的学科，主要包括基因克隆、基因表达、基因基因工程是一门关注遗传信息的学科，主要包括基因克隆、基因表达、基因

修饰、基因治疗等技术方法。基因工程的发展历程可追溯到上世纪修饰、基因治疗等技术方法。基因工程的发展历程可追溯到上世纪6060年代，年代，

经历了遗传工程、分子生物学、基因组学等多个阶段的发展，与此同时，基经历了遗传工程、分子生物学、基因组学等多个阶段的发展，与此同时，基

因工程的应用领域也在不断扩展。因工程的应用领域也在不断扩展。



基因工程的发展历程和主要里程碑

李奥纳德

（Leonard）和拜

尔斯（Boyer）独

立发现了限制性内

切酶

1972年

科恩（Cohen）、

博伊尔（Boyer）

和斯坦利·诺曼·

科恩（Stanley 

Norman Cohen）等

人成功地利用大肠

杆菌表达外源DNA

1973年

美国国会议员

Henry Waxman提出

了第一部关于基因

工程的法律，称为

贝伊德尔法案

1983年

人类基因组计划启

动，标志着基因组

学的诞生

1990年



基因工程的应用基因工程的应用
领域和前景展望领域和前景展望

基因工程在医学、农业、工业等多个领域都有广泛的应用，如基因诊断、基基因工程在医学、农业、工业等多个领域都有广泛的应用，如基因诊断、基

因治疗、作物遗传改良、生物质能生产等。未来，随着技术的不断发展和突因治疗、作物遗传改良、生物质能生产等。未来，随着技术的不断发展和突

破，基因工程将会有更广阔的应用前景。破，基因工程将会有更广阔的应用前景。



农业农业

作物遗传改良作物遗传改良

畜禽养殖改良畜禽养殖改良

农产品质量改进农产品质量改进

工业工业

生物质能生产生物质能生产

生物降解生物降解

工业酶制造工业酶制造

生态生态

生态修复生态修复

环境污染治理环境污染治理

濒危物种保护濒危物种保护

基因工程的应用领域

医学医学

基因诊断基因诊断

基因治疗基因治疗

精准医学精准医学
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第2章  基础技术

 



DNA的分离和纯化

分离全基因组DNA

酚-氯仿法

分离构成细胞质的

DNA

离心法

纯化特定长度的

DNA

长链多聚物法

 

 



PCR技术

为目的序列设计引

物

引物设计

选择适当的反应体

系

PCR反应

为PCR反应准备样

品

样品准备

 

 



DNA测序技术

DNA测序技术是指对DNA序列的测定方法，是基因组研究的重要工具之

一。Sanger测序是一种最早的测序方法，它通过不断地扩增单条DNA

序列，并利用荧光标记和电泳分离对DNA序列进行测定。新一代测序

技术则采用并行处理多条DNA序列的方法，速度更快、精度更高。



选择适当的质粒载体

质粒构建01

03

利用细胞摄取外源DNA的特性将质粒转化至目的细

胞中

转化

02

将目的DNA片段插入质粒

DNA插入



热循环条件热循环条件

变性变性

退火退火

延伸延伸

特点特点

特异性特异性

灵敏度灵敏度

重复性重复性

扩增速度扩增速度

应用应用

基因检测基因检测

细胞定量细胞定量

基因表达差异分析基因表达差异分析

不同PCR反应体系的选择

PCRPCR反应体系反应体系

模板模板DNADNA

引物引物

酶酶

缓冲液缓冲液

dNTPsdNTPs



DNADNA的分离和纯的分离和纯
化化

DNADNA的分离和纯化是基因工程实验的重要步骤之一。的分离和纯化是基因工程实验的重要步骤之一。DNADNA的分离可以通过酚的分离可以通过酚--氯氯

仿法、离心法等不同方法进行，而纯化则可以借助各种柱子进行。分离和纯仿法、离心法等不同方法进行，而纯化则可以借助各种柱子进行。分离和纯

化的目的是为了方便后续利用特定的化的目的是为了方便后续利用特定的DNADNA序列开展实验和研究。序列开展实验和研究。



引物设计的原则

只扩增目标序列

特异性

长度适当，避免多

聚

长度合适

确保两个引物有一

致的Tm值

Tm值一致

 

 



PCR优化

PCR反应是基因工程实验中常用的技术手段，但是PCR反应过程存在许

多需要优化的问题，如反应体系、反应条件等。优化反应条件可以提

高PCR反应的速度和特异性，从而得到更为准确可靠的实验结果。



利用钙离子或聚乙烯醇等化学物质将质粒转化至细

胞内部

化学法01

03

利用自然条件（如高温、高压等）促进细胞与质粒

发生的自然转化行为

自然转化

02

利用高压电使细胞膜通透，从而将质粒转化至细胞

内部

电击法



●● 0303

第3章  基因编辑技术

 



CRISPR-Cas9CRISPR-Cas9基基
因组编辑技术因组编辑技术

CRISPR-Cas9CRISPR-Cas9基因组编辑技术是一种革命性的基因编辑技术，可以定向剪切基因组编辑技术是一种革命性的基因编辑技术，可以定向剪切

DNADNA序列并修改其基因组。其原理是将序列并修改其基因组。其原理是将Cas9Cas9蛋白质与蛋白质与CRISPR RNACRISPR RNA靶向到特定靶向到特定

基因上，形成一个复合物。这个复合物可以识别和切割基因上，形成一个复合物。这个复合物可以识别和切割DNADNA。。CRISPR-Cas9CRISPR-Cas9技技

术被广泛应用于基因组编辑，包括植物基因工程、动物基因工程和人类基因术被广泛应用于基因组编辑，包括植物基因工程、动物基因工程和人类基因

疾病治疗。虽然这种技术有很多优点，例如方便、高效、具有高精度等特点，疾病治疗。虽然这种技术有很多优点，例如方便、高效、具有高精度等特点，

但也存在着一些缺点，例如可能引起意外的基因突变和不可逆性的影响等问但也存在着一些缺点，例如可能引起意外的基因突变和不可逆性的影响等问

题。题。

原理和流程



CRISPR-Cas9技术的应用领域

将基因进行修改和

优化，改善或增强

某种性状

基因修饰

修改或替换有缺陷

的基因，以治疗某

些疾病

基因治疗

通过研究基因编辑

后的生物，探究基

因的特定功能

基因功能研究

用于农作物的遗传

改良和生产优化

农业基因工程



CRISPR-Cas9技术的优缺点

高效、便捷、精准、

可重复、技术容易

掌握

优点

可能引发意外的基

因突变和不可逆性

的影响、基因编辑

的后果难以预测、

技术存在一定的局

限性

缺点

 

 

 

 



TALEN、ZFN等其他基因组编辑技术

与CRISPR-Cas9技

术相比，TALEN和

ZFN等其他基因组

编辑技术需要更多

的前期准备工作，

技术操作相对复杂

相对复杂

相比之下，TALEN

和ZFN等其他基因

组编辑技术会更加

精准，不易产生意

外的基因突变

不易产生意外
突变

TALEN和ZFN等其他

基因组编辑技术在

选择基因编辑位点

方面存在一定的局

限性，不如

CRISPR-Cas9技术

灵活

局限性较大

 

 



RNARNA干扰技术干扰技术

RNARNA干扰技术是一种革命性的基因编辑技术，可以抑制基因表达。其原理是利干扰技术是一种革命性的基因编辑技术，可以抑制基因表达。其原理是利

用小分子用小分子RNARNA（（siRNAsiRNA）干扰）干扰RNARNA的转录和翻译，从而达到抑制基因表达的目的转录和翻译，从而达到抑制基因表达的目

的。的。RNARNA干扰技术被广泛应用于基因功能研究和基因治疗等领域。虽然这种技干扰技术被广泛应用于基因功能研究和基因治疗等领域。虽然这种技

术具有许多优点，例如方便、高效、精准等特点，但也存在着一些缺点，例术具有许多优点，例如方便、高效、精准等特点，但也存在着一些缺点，例

如产生无效如产生无效RNARNA、非特异性靶向等问题。、非特异性靶向等问题。

原理和流程



RNA干扰技术的应用领域

通过抑制某个基因

的表达，探究其在

生物体内的功能和

作用

基因功能研究

通过抑制某个基因

的表达，治疗某些

疾病

基因治疗

利用RNA干扰技术

改良农作物的特性

和产量

农业基因工程

 

 



RNA干扰技术的优缺点

方便、高效、精准、

可重复

优点

产生无效RNA、非

特异性靶向等问题

缺点

 

 

 

 



基因驱动技术基因驱动技术

基因驱动技术是一种新兴的基因编辑技术，可以将某种有害物种转化为无害基因驱动技术是一种新兴的基因编辑技术，可以将某种有害物种转化为无害

物种或者改变某种物种的性状。其原理是通过特定的基因序列，通过人工干物种或者改变某种物种的性状。其原理是通过特定的基因序列，通过人工干

预的方式使得这些序列能够在后代中更多地遗传。基因驱动技术被广泛应用预的方式使得这些序列能够在后代中更多地遗传。基因驱动技术被广泛应用

于生物多样性保护、害虫治理等领域。虽然这种技术具有很多优点，例如可于生物多样性保护、害虫治理等领域。虽然这种技术具有很多优点，例如可

以有效控制某些害虫的数量和分布，但也存在着很多问题和争议，例如可能以有效控制某些害虫的数量和分布，但也存在着很多问题和争议，例如可能

引起环境污染、不可逆性的影响等。引起环境污染、不可逆性的影响等。

原理和流程
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