
周俊宜 周俊宜





基因重组 基因重组： ：不同的 不同的DNA DNA分子间发生共 分子间发生共 
价连接形成重组 价连接形成重组DNA DNA 分子。 分子。 

重组 重组DNA DNA 

质粒 质粒DNA DNA  基因片段 基因片段



pSC101 

抗四环素 抗四环素 

pR pR 6 6­ ­5 5 

抗卡那霉素 抗卡那霉素 

DNA DNA连接酶 连接酶 

重组 重组DNA DNA分子 分子 

EcoRI EcoRI 
抗卡那霉 抗卡那霉 
素基因 素基因



培养平皿 培养平皿 

卡那霉素基因 卡那霉素基因 

四环素 四环素\ \卡那霉素基因 卡那霉素基因 

大肠杆菌 大肠杆菌 

四环素平板 四环素平板



抗四环素 抗四环素 

抗卡那霉素 抗卡那霉素 

抗四环素 抗四环素\ \抗卡那霉素 抗卡那霉素



目的基因 目的基因 基因载体 基因载体 

重组体 重组体 

分 分 

切 切 

接 接 

转 转 
筛 筛 

表 表 

总 总 
体 体 
技 技 

术 术 
路 路 
线 线



目的基因及载体的分离 目的基因及载体的分离 

1 1 目的基因的获取 目的基因的获取 

需要克隆的 需要克隆的DNA DNA片段： 片段： 

化学合成法 化学合成法 cDNA cDNA文库 文库 

基因组 基因组DNA DNA文库 文库 

聚合酶链式反应 聚合酶链式反应 

分 分 分 分



1 1）化学合成法： ）化学合成法： 

PCR PCR引物 引物 

测序引物 测序引物 

定点突变 定点突变 

核酸杂交探针 核酸杂交探针



2 2）基因文库 ）基因文库 

限制性 限制性 
内切酶 内切酶 

…… 

克隆、转化、培养、鉴定 克隆、转化、培养、鉴定 

基因组 基因组DNA DNA 

基因文库 基因文库



基因组 基因组DNA DNA文库 文库 

限制性内切酶 限制性内切酶 

基因组 基因组DNA DNA 

基因重组 基因重组 

转化细菌 转化细菌 

体外包装 体外包装



cDNA cDNA文库的组建 文库的组建： ： 

基因重组 基因重组 

反转录酶 反转录酶 

mRNA mRNA 

cDNA cDNA



引物 

引物 

3’ 

5’  5’ 

5’ 

3 3） ）PCR PCR技术 技术 

基因组 基因组



PCR PCR技术的基本过程 技术的基本过程 

模板 模板DNA DNA 

dNTP dNTP 

引物 引物 

Buffer Buffer 

预变性 预变性 
模板 模板DNA DNA 

dNTP dNTP 

引物 引物 

Buffer Buffer 

TaqDNA TaqDNA聚合酶 聚合酶 

循 循 

环 环 
仪 仪 94 94 o o C5 C5’ ’ 

94 94℃ ℃ 

55 55 ℃ ℃ 

72 72 ℃ ℃



2 2 载体 载体DNA DNA的选择 的选择 

功能： 功能： 

为目的基因提供进入受体细胞的转移能 为目的基因提供进入受体细胞的转移能 
力。 力。 

为目的基因提供在受体细胞中的复制能力 为目的基因提供在受体细胞中的复制能力 
或整合能力。 或整合能力。 

为目的基因提供在受体细胞中的扩增和表 为目的基因提供在受体细胞中的扩增和表 
达能力。 达能力。



目的基因 目的基因 

整合在宿主细胞 整合在宿主细胞 
染色体 染色体DNA DNA中 中 

独立于宿主细胞 独立于宿主细胞 
染色体 染色体DNA DNA外 外 

（ （独立的复制子功能 独立的复制子功能） ） 

基因载体 基因载体



理想载体的基本条件： 理想载体的基本条件： 

可转移性 可转移性 

合适的复制位点 合适的复制位点 

多克隆位点：广泛、特异 多克隆位点：广泛、特异 

选择标志，便于筛选和鉴定 选择标志，便于筛选和鉴定 

分子较小，可容纳较大的外源 分子较小，可容纳较大的外源DNA DNA



质粒 质粒 

噬菌体 噬菌体 

腺病毒载体 腺病毒载体 

逆转录病毒载体 逆转录病毒载体 

…… …… 

种类： 种类：



存在于细菌染色体外的小型环状 存在于细菌染色体外的小型环状DNA DNA分子。 分子。 

具有 具有自我复制 自我复制功能。 功能。 

带有抗性基因及表型识别等 带有抗性基因及表型识别等遗传性标记物 遗传性标记物。 。 

经改造后具有 经改造后具有多克隆位点 多克隆位点。 。 

举例： 举例：pBR322 pBR322质粒 质粒 

质粒 质粒





宿主细胞 宿主细胞 

ori ori



抗 抗Amp Amp 

宿主细菌 宿主细菌 

含 含Amp Amp培养基 培养基



多种酶切口 多种酶切口 

多克隆位点 多克隆位点 

限制性内切酶 限制性内切酶 

单一酶切口 单一酶切口



多克隆位点 多克隆位点 

ori ori 复制起始点 复制起始点 遗传标记 遗传标记 
Am
p 

Am
p 

polylinker 

基因载体 基因载体



λ λ 噬菌体载体 噬菌体载体 

50kb 

λ + 

LA  RA 

LA  RA 

EcoR Ⅰ 

EcoR Ⅰ 

lacZ 

cI



限制性内切 限制性内切酶酶切 酶酶切 切 

酶切 酶切





限制性内切核酸酶 限制性内切核酸酶 

在特异位点上切割 在特异位点上切割DNA DNA分子 分子 

分三类，常用为 分三类，常用为Ⅱ Ⅱ类酶 类酶 

识别序列呈回文对称 识别序列呈回文对称 

命名：酶来源的生物名称缩写 命名：酶来源的生物名称缩写 

属名 属名­ ­种名 种名­ ­株名 株名­ ­发现次序 发现次序



5 5’ ’­ ­ GAATTC GAATTC­ ­3 3’ ’ 
3 3’ ’­ ­ CTTAAG CTTAAG ­ ­5 5’ ’ 

5 5’ ’­ ­ GTTAAC GTTAAC­ ­3 3’ ’ 

3 3’ ’­ ­ CAATTG CAATTG ­ ­5 5’ ’ 

EcoR EcoRⅠ Ⅰ的识别序列 的识别序列 

Hae HaeⅠ Ⅰ的识别序列 的识别序列



5 5’ ’NNNNNNN NNNNNNNGAATTC GAATTCNNNNNNNN NNNNNNNN3 3’ ’ 

3 3’ ’NNNNNNN NNNNNNNCTTAAG CTTAAGNNNNNNNN NNNNNNNN5 5’ ’ 

5 5’ ’NNNNN NNNNNG G 

3 3’ ’NNNNN NNNNNCTTAAp CTTAAp 

EcoR EcoRⅠ Ⅰ的识别序列和酶切切口（粘端） 的识别序列和酶切切口（粘端） 

pAATTC pAATTCNNNNNN NNNNNN3' 3' 

G GNNNNNN NNNNNN5 5’ ’



5 5’ ’NNNNNN NNNNNNGTTAAC GTTAACNNNNN NNNNN3 3‘ ‘ 

3 3’ ’NNNNNN NNNNNNCAATTG CAATTGNNNNN NNNNN5 5‘ ‘ 

5 5’ ’NNNNN NNNNNGTT GTT  pAAC pAACNNNNN NNNNN3 3’ ’ 

3 3‘ ‘NNNNN NNNNNCAAp CAAp  TTG TTGNNNNN NNNNN5 5’ ’ 

Hae HaeⅠ Ⅰ的识别序列和酶切切口（平端） 的识别序列和酶切切口（平端）



磷酸二酯键的形成 磷酸二酯键的形成 

DNA DNA连接酶 连接酶 

DNA DNA连接酶 连接酶 

DNA DNA连接酶 连接酶 

目的基因与载体的连接 目的基因与载体的连接 

接 接



T T 4 4 - -DNA DNA连接酶 连接酶： ： T T 4 4 - -噬菌体 噬菌体 

连接温度： 连接温度：不高于粘性末端熔点温度（ 不高于粘性末端熔点温度（Tm Tm） ） 
≤ ≤15 15℃ ℃： ： 15 15℃ ℃/6h /6h； ； 12 12℃ ℃/8h /8h； ； 8 8℃ ℃/12h /12h； ；



连接方式： 连接方式： 

相同粘性末端的连接 相同粘性末端的连接 
平头末端的连接 平头末端的连接 
不同粘性末端的连接 不同粘性末端的连接 
人工粘性末端的连接 人工粘性末端的连接



粘端连接 粘端连接 

CCGG CCGG  CCGG CCGG 
GGCC GGCC  GGCC GGCC 

CGG          C CGG          C 
C         GGC C         GGC 

CGG                          C CGG                          C 
C                         GGC C                         GGC 

CCGG CCGG 
GGCC GGCC 

Hap HapⅡ Ⅱ  T4 T4­ ­DNA DNA 
连接酶 连接酶



平端连接 平端连接 

AGCT AGCT 
TCGA TCGA 

Alu AluⅠ Ⅰ  DNA DNA连接酶 连接酶 

AGCT AGCT  AGCT AGCT 
TCGA TCGA  TCGA TCGA



重组体的转化 重组体的转化 

受体细胞 受体细胞 

转



JM109 JM109感受态 感受态 

含氨苄平板 含氨苄平板 

Am Am 

重组 重组 

质粒 质粒 感受态 感受态



原核细胞的转化（细菌转化） 原核细胞的转化（细菌转化） 

1) 1)受体细胞的选择 受体细胞的选择 

限制缺陷型 限制缺陷型: : 避免修饰和降解 避免修饰和降解 

重组缺陷型： 重组缺陷型：避免重组整合 避免重组整合 

转化亲和型： 转化亲和型：较高的可转化性 较高的可转化性 

遗传互补型： 遗传互补型：利于筛选 利于筛选 

感染缺陷型： 感染缺陷型：防止感染 防止感染



2 2）转化方法 ）转化方法 

CaCl CaCl 2 2 诱导转化 诱导转化 
电穿孔 电穿孔 
PEG PEG介导转化 介导转化 
人工体外包装 人工体外包装 特殊处理 特殊处理 

受体细胞 受体细胞 

细胞膜特性 细胞膜特性 
改变 改变



CaCl CaCl 2 2 处理 处理 

受体细菌 受体细菌 

50­100mmol/L 
CaCl 2 

感受态 感受态 

细菌 细菌 
重组体转 重组体转 
入细菌 入细菌



基因重组 基因重组 

转染 转染 

体外包装 体外包装 

噬菌体 噬菌体 

噬菌体体外包装 噬菌体体外包装



3 3）转化率 ）转化率： ：转化细胞 转化细胞/ /细胞总数 细胞总数 

影响因素： 影响因素： 

载体： 载体：载体性质、空间结构、分子大小等 载体性质、空间结构、分子大小等 

受体细胞 受体细胞 

转化过程 转化过程



含氨苄平板 含氨苄平板 

连接 连接 

目的基因 目的基因 

基因载体 基因载体 

连接酶 连接酶 

转化 转化 

重组体克隆的筛选与鉴定 重组体克隆的筛选与鉴定 筛 

宿主细胞 宿主细胞



转化后的克隆群体： 转化后的克隆群体：



1 1遗传检测法 遗传检测法 

1 1）抗药性标志的选择 ）抗药性标志的选择 

pBR322 

Amp  Tet 

插入片段 插入片段 

Amp Amp平板 平板 

Tet Tet平板 平板



2 2）标志补救（ ）标志补救（ß ß- -半乳糖苷酶法） 半乳糖苷酶法） 

lacZ lacZ Am 

N 2 H 

α α片段 片段 

COOH COOH 

ω ω片段 片段



X X­ ­gal gal 

Lac Z Lac Z 

蓝色化合物 蓝色化合物 

X X­ ­gal gal



（ （LacZ LacZ基因 基因 
N N端序列） 端序列） 插入片段 插入片段 

（ （LacZ LacZ基因失 基因失 

活） 活） 
LacZ LacZ基因 基因 
N N端序列 端序列 

LacZ LacZ酶 酶



2 2 电泳检测法 电泳检测法 

凝胶电泳检测 凝胶电泳检测 

加 加 
样 样 
孔 孔 

DNA Marker DNA Marker 

空质粒 空质粒 

重组质粒 重组质粒 

重组质粒酶切 重组质粒酶切 

重组质粒的 重组质粒的PCR PCR 
扩增片段 扩增片段



原位杂交 原位杂交 

3 3 菌落杂交筛选法 菌落杂交筛选法



4 4 免疫化学检测法 免疫化学检测法 

放射性抗体检测法 放射性抗体检测法 

滤膜（固定抗体） 

+



5 DNA 5 DNA序列检测 序列检测 

A 
C 
T 
G 
A 
A 
G 
G 
C 
T



外源基因在宿主细胞中的表达 外源基因在宿主细胞中的表达 

重组子 重组子 

目的基因 目的基因 
的 的mRNA mRNA 

表达蛋白质 表达蛋白质 

大肠杆菌（ 大肠杆菌（ E.coli E.coli） ）受体细胞 受体细胞 

表



1 1 E.coli E.coli表达体系 表达体系 

优势： 优势： 

一种成熟的基因克隆表达的受体细胞 一种成熟的基因克隆表达的受体细胞 

繁殖迅速，培养代谢易于控制 繁殖迅速，培养代谢易于控制 

易于进行遗传操作和高效表达 易于进行遗传操作和高效表达



不足之处： 不足之处： 

1 1）缺乏适当的转录后和翻译后加工机制。 ）缺乏适当的转录后和翻译后加工机制。 

2 2）缺乏表达蛋白质复性系统，表达蛋白无特 ）缺乏表达蛋白质复性系统，表达蛋白无特 
异性空间结构。 异性空间结构。 

3 3）表达产物不稳定，易被细菌蛋白酶降解。 ）表达产物不稳定，易被细菌蛋白酶降解。



2目的基因在E.coli E.coli中的高效表达 中的高效表达 

三个因素： 三个因素： 

强化蛋白质的生物合成 强化蛋白质的生物合成 

抑制蛋白质的降解 抑制蛋白质的降解 

恢复蛋白质的空间构象 恢复蛋白质的空间构象



3 3目的基因表达产物的检测 目的基因表达产物的检测 

1 1）蛋白质的 ）蛋白质的PAGE PAGE 

对照 对照 样品 样品  Marker Marker



2 2）表达蛋白生物学功能检测 ）表达蛋白生物学功能检测 

淀粉酶基因表达 淀粉酶基因表达



4 4目的蛋白的分离纯化 目的蛋白的分离纯化 

分子筛 分子筛 

亲和柱 亲和柱 

离子交换 离子交换 

抗原抗体 抗原抗体 
目的蛋白 目的蛋白



基因载体 基因载体 目的基因 目的基因 

质粒 质粒 噬菌体 噬菌体 病毒 病毒 PCR PCR cDNA cDNA 人工合成 人工合成 基因文库 基因文库 

限制性内切酶 限制性内切酶 

有切口的载体 有切口的载体 有切口的目的基因 有切口的目的基因 

DNA DNA连接酶 连接酶 

重组体 重组体 

转化 转化 转染 转染 体外包装 体外包装 

带重组体的宿主细胞 带重组体的宿主细胞 

表型筛选 表型筛选 电泳法 电泳法 核酸杂交 核酸杂交 免疫学方法 免疫学方法 

目的基因的表达 目的基因的表达







目的基因 

研究某个基因，或者要克隆某个基因用于生产 研究某个基因，或者要克隆某个基因用于生产 
大量 大量DNA DNA和蛋白质分子 和蛋白质分子, ,首先都要把它从庞大的基因 首先都要把它从庞大的基因 
组中分离出来。 组中分离出来。 

你所感兴趣和想研究的基因，称为目的基因。 你所感兴趣和想研究的基因，称为目的基因。





克隆 克隆 来自同一始祖的相同拷贝的集合。 来自同一始祖的相同拷贝的集合。 

分子克隆 分子克隆 

细胞克隆 细胞克隆 

动物克隆 动物克隆





一、基因工程 一、基因工程



表达体系的建立 表达体系的建立 

表达载体的构建 表达载体的构建 

受体细胞的建立 受体细胞的建立 

表达产物的分离纯化 表达产物的分离纯化



二、生物大分子的定量概念 二、生物大分子的定量概念 

基因的大小 基因的大小 

碱基对数目（ 碱基对数目（bp bp） ） 

分子质量（ 分子质量（ku ku） ） 

质量单位（ 质量单位（µ µg g、 、ng ng、 、pg pg） ）



基因大小可用 基因大小可用分子量 分子量或 或碱基对 碱基对（ （basepairs basepairs， ， bp bp）表示。 ）表示。 

化学物质的分子量单位是 化学物质的分子量单位是道尔顿 道尔顿（ （Darton Darton， ，D D）即原子质 ）即原子质 
量单位 量单位u u（ （1u=1.6605402 1u=1.6605402× ×10 10- -27 kg 27 kg）。 ）。 

生物大分子则以 生物大分子则以D D或 或U U单位的千（ 单位的千（kilo kilo- -）或百万（ ）或百万（mega mega- -） ） 
倍来表示，写成 倍来表示，写成kD kD（ （Ku Ku）或 ）或MD MD（ （Mu Mu）。 ）。 

构成 构成DNA DNA的脱氧单核苷酸（ 的脱氧单核苷酸（dNMP dNMP）有 ）有dAMP dAMP、 、dGMP dGMP、 、 
dCMP dCMP和 和dTMP4 dTMP4种，其平均分子量为 种，其平均分子量为0.34kD 0.34kD（ （340D 340D）。 ）。 

生物体 生物体DNA DNA是双链结构，故常用 是双链结构，故常用bp bp，千碱基对（ ，千碱基对（kb kb）或 ）或 
百万碱基对（ 百万碱基对（Mbp Mbp）表示其大小。 ）表示其大小。1bp=0.68kD. 1bp=0.68kD.



1kb=680kD=0.68MD 1kb=680kD=0.68MD 

1MD=1.47kb 1MD=1.47kb 或 或 1kD=1.47bp 1kD=1.47bp 

DNA 1kb DNA 1kb≈ ≈120 120× ×330 330≈ ≈蛋白质 蛋白质40kD 40kD 

蛋白质 蛋白质1kD 1kD≈ ≈DNA 250bp DNA 250bp



分子量 分子量1MD 1MD的双链 的双链DNA DNA： ：1 1μ μg=1 g=1 pmol pmol 

分子大小 分子大小1kb 1kb的双链 的双链DNA DNA： ：1 1μ μg=0.68 g=0.68 pmol pmol 
或 或: 1pmo=1.47 : 1pmo=1.47μ μg g 

一个 一个O.D O.D 260 260 单位的核酸溶液 单位的核酸溶液, ,浓度随核酸种类而定： 浓度随核酸种类而定： 

DNA=50 DNA=50μ μg/ml g/ml 
单链 单链DNA=33 DNA=33μ μg/ml g/ml 
RNA=40 RNA=40μ μg/ml g/ml



基因组的大小 基因组的大小 

细胞或生物体中一套完整单体的遗传物质的总和。 细胞或生物体中一套完整单体的遗传物质的总和。 

人类基因组包含 人类基因组包含22 22条常染色体和 条常染色体和X X、 、Y Y 两条性染色 两条性染色 
体和线粒体上的全部遗传物质。 体和线粒体上的全部遗传物质。 

不同生物的基因组大小复杂程度不同，其大小一般 不同生物的基因组大小复杂程度不同，其大小一般 
与进化程度相关 与进化程度相关。 。





染色体 
chromosome



几种生物的基因组比较 几种生物的基因组比较 

n n 病毒 病毒SV40    5.2             1 SV40    5.2             1 环状 环状 
n n 大肠杆菌 大肠杆菌 4000           1 4000           1 环状 环状 
n n 酵母 酵母 17000         17 17000         17 线状 线状 
n n 人 人 5 5- -7 7× ×10 10 6 6 23 23 线状 线状 

种类 种类 大小 大小 （ （ Kb Kb） ） 染色体数 染色体数 形状 形状







目的基因的获取 目的基因的获取 

化学合成法 化学合成法 cDNA cDNA文库 文库 

基因组 基因组DNA DNA文库 文库 
聚合酶链式反应 聚合酶链式反应



一、化学合成法获取目的基因 一、化学合成法获取目的基因 

由已知氨基酸序列推测可能的 由已知氨基酸序列推测可能的DNA DNA序列 序列 

DNA DNA合成仪 合成仪



较短的核酸片段（ 较短的核酸片段（60 60­ ­80bp 80bp） ） 

用途： 用途：PCR PCR引物 引物 

测序引物 测序引物 

定点突变 定点突变 

核酸杂交探针 核酸杂交探针



PCR 可以把 指定的基因片段 指定的基因片段 数量放大 

染色体 

PCR 基因放大连琐反应 

二、聚合酶链反应 二、聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR) (polymerase chain reaction, PCR)



mRNA mRNA 

cDNA cDNA 

双链 双链cDNA cDNA 

重组 重组DNA DNA分子 分子 

cDNA cDNA文库 文库 

反转录酶 反转录酶 

载体 载体 

受体菌 受体菌 

复制 复制 

三、从 三、从cDNA cDNA文库获取目的基因 文库获取目的基因



（一） （一）mRNA mRNA的提取与纯化 的提取与纯化 

破 破
碎 碎
细 细
胞 胞 

解 解
聚 聚
核 核
蛋 蛋
白 白
体 体 

化 化
学 学
方 方
法 法
提 提
取 取 

柱 柱
层 层
析 析
、 、
电 电
泳 泳
法 法
纯 纯
化 化



尿素 尿素- -氯化锂法 氯化锂法 

异硫氰酸胍法 异硫氰酸胍法 

热酚法 热酚法 

…… …… 

1 1 总 总RNA RNA的提取 的提取 

强变性剂 强变性剂 有机溶剂 有机溶剂  RNA RNA酶抑制剂 酶抑制剂



胍类化合物 胍类化合物 

尿素 尿素 

氯化锂 氯化锂 

Rnasin Rnasin--- ---RNA RNA酶 酶 

DEPC DEPC 

尿素 尿素- -氯化锂法、硫氰酸胍法 氯化锂法、硫氰酸胍法



polyT polyT亲和层析法 亲和层析法 

2 mRNA 2 mRNA的分离纯化 的分离纯化 

密度梯度离心分级法 密度梯度离心分级法 

探针筛选法 探针筛选法



polyT polyT亲和层析法 亲和层析法 

AAA AAA 
AAA AAA 

AAA AAA 

AAA AAA 

polyT polyT 

polyT polyT 

polyT polyT



密度梯度离心分级法 密度梯度离心分级法 

总 总mRN mRN样本 样本 

蔗糖 蔗糖 

氯化铯 氯化铯



（二）从 （二）从mRNA mRNA制备 制备cDNA cDNA 

逆转录酶 逆转录酶 

ＤＮＡ聚合酶 ＤＮＡ聚合酶 

mRNA mRNA 

cDNA cDNA 

杂化双链 杂化双链



逆转录酶 逆转录酶 

A A A A A A A A 
T T T T T T T T 

AAAA AAAA 

SI SI核酸酶 核酸酶 

DNA DNA聚合酶 聚合酶Ⅰ Ⅰ 

碱水解 碱水解 
T T T T T T T T 

DNA DNA聚合酶 聚合酶Ⅰ Ⅰ 

DNA DNA连接酶 连接酶 

RNase RNase H H



四、 四、 基因文库法 基因文库法 

基因文库 基因文库 

基因组文库（ 基因组文库（G G­ ­文库） 文库）  cDNA cDNA文库（ 文库（C C­ ­文库） 文库）



组织或细胞染色体 组织或细胞染色体DNA DNA 

基因片断 基因片断 

克隆载体 克隆载体 

重组 重组DNA DNA分子 分子 

含重组分子的转化菌 含重组分子的转化菌 

限制性内切酶 限制性内切酶 

受体菌 受体菌 

基因组 基因组DNA DNA文库 文库 
存在于转化细胞内由 存在于转化细胞内由 

克隆载体所携带的所有 克隆载体所携带的所有 
基因组 基因组DNA DNA的集合 的集合 

从基因组 从基因组DNA DNA文库获取目的基因 文库获取目的基因



限制酶切位点 

限制酶消化 

除去中间片段 

cos L  R cos 

cos L 
左臂 

R cos 
右臂 

真核生物染 
色体DNA 

限制酶部分消化 

外源DNA与载体DNA混合 

连接反应 

体外包装 

用重组噬菌体 
感染大肠杆菌 

~20 Kb DNA 片段 

cos L  R cos ~20 Kb 外源 DNA 片段 

基因文库



基因重组 基因重组 

反转录酶 反转录酶 

mRNA mRNA 

cDNA cDNA 

cDNA cDNA文库 文库



限制性内切酶 限制性内切酶 

基因组 基因组DNA DNA 

基因重组 基因重组 

转化细菌 转化细菌 

体外包装 体外包装



斑 斑
点 点
杂 杂
交 交



扣 扣
除 除
杂 杂
交 交
法 法 

细胞 细胞1 1 细胞 细胞2 2 
总 总mRNA mRNA 总 总mRNA mRNA 

RNA/DNA RNA/DNA 

加热变性 加热变性 

扣除杂交 扣除杂交 
cDNA cDNA 

去除杂化双链 去除杂化双链 

细胞 细胞1 1特异表达的 特异表达的mRNA mRNA



免 免
疫 疫
化 化
学 学
筛 筛
选 选
法 法



差异显示技术 差异显示技术




