专题1     基因工程   一轮复习
              1.1 DNA重组技术的基本工具         2020.12.8
【课标要求】
5 基因工程赋予生物新的遗传特性
5.1 基因工程是一种重组DNA技术
5.1.2 阐明DNA重组技术的实现需要利用限制性内切核酸酶、DNA连接酶和载体三种基本工具
【学习目标】
阐明DNA重组技术所需的三种基本工具的作用
【学习过程】
资料1：黄金大米产生过程 
    八氢番茄红素合酶（其基因用psy表示）和胡萝卜素脱饱和酶（其基因用crtⅠ表示）参与β-胡萝卜素的合成。pmi为磷酸甘露醇异构酶基因，它编码的蛋白质可使细胞在特殊的培养基上生长。科学家将psy 和crtl基因导入含pmi基因的质粒中，构建了质粒pSYN12424并转入水稻，使水稻的胚乳中富含β-胡萝卜素，由此生产出的大米称为“黄金大米”。 
思考：1. 该项研究的目的基因和标记基因分别是什么？ 
      2. 质粒的作用是什么？ 
      3. 此操作过程中，还需要什么工具？ 
一、限制酶
                                                           思考：
4.该酶识别的序列是：
                                                             __________________。

                                                            5. 限制酶的切点标号是:
 EcoRⅠ限制酶                                     __________________。
                                         


活动一：模拟限制酶EcoR Ⅰ作用过程
请用剪刀“切割”质粒A 和DNA片段A。
质粒A部分序列：    -ATAGCTATCCATGAATTCGGCATAC-
-TATCGATAGGTACTTAAGCCGTATG-
DNA片段A：    -TCCTAGAATTCTCGGTATGAATTCCATAC-
-AGGATCTTAAGAGCCATACTTAAGGTATG-
6.判断：限制酶EcoRI(-G↓AATTC-)切割所得黏性末端，下列写法正确的有：
 写法1  -TTAA     写法2  AATT-    写法3 -G       写法4    G-
-CTTAA         AATTC-
写法5  -TTAA-     写法6 TTAA      写法7  TTAA-     写法8  G
CTTAA 
资料2：有2个不同来源的DNA片段A和B，A片段用限制酶Spe Ⅰ进行切割，B片段分别用限制酶Hind Ⅲ 、Xba Ⅰ 、EcoR Ⅴ 、Xho Ⅰ进行切割。各限制酶的识别序列和切割位点如下： 
                                        思考：7.种限制酶切割B片段产生的DNA片段能与限制酶Spe Ⅰ切割A片段产生的DNA片段相连接？为什么？


8.若这两种酶切末端相连，连接部位的6个碱基对序列为： 




二、DNA连接酶
9.下面A、B两个表达式能正确反映相应酶的功能的是： 
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10. DNA连接酶与DNA聚合酶的比较

	项目
	DNA聚合酶
	DNA连接酶

	相同点
	化学本质
	

	
	作用部位
	

	不同点
	作用方式
	

	

	
	是否需要模板
	
	


活动二：模拟形成重组质粒（多人合作）
若在反应体系中含有较多的完全切下的DNA片段A（目的基因）和切开的质粒A，考虑片段最多两两连接，则可能有几种连接方式？




思考：如何避免目的基因和质粒的自身环化和两者的随意连接？ 
11.下表是几种限制酶识别序列及其切割位点，图1、图2中标注了相关限制酶的酶切位点，其中切割位点相同的酶不重复标注。请回答下列问题： 













（1）图1质粒中有             个 Sau3A I酶切位点。 
（2）若用Sau3A I完全酶切图1质粒能获得          种DNA片段。 
（3）用图中质粒和目的基因构建重组质粒，应选用表中       种限制酶切割，分别是                 。酶切后的载体和目的基因片段，通过          酶作用后获得重组质粒。 

活动三：模拟两种限制酶酶切及与质粒的连接过程 

三、载体——“分子运输车”
1. 条件
2. 种类
【练习反馈】
1.科研人员利用大肠杆菌构建了抗虫基因文库。最新研究发现漏斗蜘蛛中的AH基因控制合成的毒素肽具有显著的杀虫效果，现以p-B质粒为载体，构建AH基因的cDNA文库。图1表示p-B质粒，其中Cm!r表示氯霉素抗性基因，ccdB 基因表达产物能抑制大肠杆菌DNA复制。图中箭头表示相关限制酶的酶切位点，且不同种限制酶识别序列不同，其中Aiu I、Xba I、Ssp I和Mfe I识别的碱基序列和酶切位点分别是AG↓CT,T↓CTAGA，AAT↓ATT，C↓AATTG。请分析回答：
[image: http://img.manfen5.com/res/GZSW/web/STSource/2020102606174512586150/SYS202010260617513289971305_ST/SYS202010260617513289971305_ST.001.png]



（1）为获得大量 AH 基因的 cDNA,需从漏斗蜘蛛毒素肽分泌细胞提取 RNA,反应体系中需添加特异性引物和____________________________酶。 
（2）利用图中的质粒和 AH 基因构建重组质粒时,宜选用_______________双酶切目的基因,再选用____________________切割质粒,将切割后获得的DNA片段混合,经DNA连接酶处理后,再与大肠杆菌混合培养,在含有适量_________________________的培养基中添加适量冷冻的 CaCl 2 以促进目的基因转化。 （3）经上述处理培养后,获得存活的大肠杆菌中应含有的质粒是_________________（“普通质粒”或“重组质粒”）,原因是_________________________________。

2.科学家将Oct3/4,Sox2,c-Myc和Klf4基因通过逆转录病毒转入小鼠成纤维细胞中，然后在培养ES细胞的培养基上培养这些细胞。2-3周后，这些细胞显示出ES细胞的形态，具有活跃的分裂能力，他们就是iPS细胞。请回答下列问题。
（1）在这个实验过程中，逆转录病毒的作用是什么？

（2）如何证明iPS细胞的产生不是由于培养基的作用?

（3）如果要了解Oct3/4,Sox2,c-Myc和Klf4基因在诱导iPS细胞时，每个基因作用的相对大小，该如何进行实验？请你给出实验设计思路。



（4）若将病人的皮肤成纤维细胞诱导成iPS细胞，再将它转化为需要的细胞，用这些细胞给该病人治病，这是否会引起免疫排斥反应？考虑到iPS细胞具有分裂活性，用它进行治疗时可能存在什么风险？



【学后反思】
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