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课程名称：分子生物学实验                    实验学时：32学时
适用专业：生物科学；生物技术；生物工程      课程性质：专业必修
一、实验课程简介

分子生物学已是生命科学的重要基础学科之一，已成为推动生命科学持续发展得主要动力；其基本理论和实验技术已渗透到生物学的各个领域，促进了一些新学科、新专业的兴起和发展，对生物制药、生物制品、生物材料和生物改良等相关产业的发展也产生了巨大的推动力。分子生物学实验主要包括基因的克隆和表达相关内容的学习以及相关仪器设备的使用操作,基本实验操作技包括DNA的抽提技术、DNA的体外酶切和连接技术以及电泳技术。
二、课程目的
通过实验课教学加强学生对分子生物学基本理论和基本知识的理解，初步掌握从事生
物学教学、科研和生产工作中必备的分子生物学基本实验技能以及方法，了解设计实验和分析实验结果的基本思路。整个过程注重系统培养学生分子生物学实验的实际操作能力，坚持基本理论、基本技术方法、基本素质养成的培养学生模式。 
三、考核方式及成绩评定标准

实验技能操作考核成绩（30-40%）加平时实验综合成绩（60-70%）为实验课程总成绩。
四、实验指导书及主要参考书

1． 现代分子生物学实验原理与技术 陈德富 陈喜文 主编 科学出版社 2006.2
2． Molecular Cloning  Sambrook and Russell
五、实验项目

实验项目一览表

	序号
	实验项目名称
	实验类型
	实验学时
	必做/选做

	实验一
	试剂的配制及仪器设备的使用
	综合性
	4
	必做

	实验二
	质粒DNA的提取
	验证性
	4
	必做

	实验三
	琼脂糖凝胶电泳检测DNA
	验证性
	4
	必做

	实验四
	质粒DNA的限制性内切酶酶切
	验证性
	4
	必做

	实验五
	从凝胶中回收目的DNA片段
	验证性
	4
	必做

	实验六
	大肠杆菌感受态细胞的制备
	验证性
	4
	必做

	实验七
	质粒DNA转化大肠杆菌
	综合性
	4
	必做

	实验八
	PCR扩增DNA片段
	设计性
	4
	必做

	合计
	
	
	32
	


实验类型：演示性、验证性、综合性、设计性、其它

实验一  试剂的配制及仪器设备的使用
实验类型：综合性
实验目的：

1. 学习和掌握试剂配制方法

2. 学习和掌握微量移液器、恒温水浴锅、离心机和漩涡混合器等仪器的使用和操作
3. 学习和掌握分子生物学实验注意事项

实验内容：

1. 试剂配制：dH2O、ddH2O等各种级别水的准备；LB培养基、Tris-HCl、EDTA和TAE等缓冲液和NaOH溶液等的配制和灭菌；

2. 学习微量移液器的使用

3. 学习恒温水浴锅的使用

4. 学习小型离心机、冷冻离心机的使用

5. 学习漩涡混合器的使用

6. 复习分析天平和高压灭菌锅的使用方法
实验要求：

仪器和试剂准备：微量移液器、小型离心机和冷冻离心机、恒温水浴锅、漩涡混合器、分析天平和高压灭菌锅，蛋白胨、酵母粉、NaCl、Tris EDTA、KAc 、NaOH和HAc等。

实验二  质粒DNA的提取

实验类型：验证性
实验目的：

1. 学习和理解减法小量抽提质粒DNA的原理

2. 学习和掌握从大肠杆菌中抽提质粒DNA的方法

实验内容：

1. 配制抽提质粒DNA的试剂

2. 培养含有质粒DNA的大肠杆菌

3. 抽提质粒
实验要求：

主要器材和试剂：微量移液器、小型离心机、漩涡混合器、摇床，氨苄青霉素、溶
液Ⅰ（ 50mM Glucose，5mM Tris·HCl(pH8.0)，10mM EDTA(pH8.0)）、溶液Ⅱ（ 0.4mM NaOH，2%SDS，使用前等体积混合）、溶液Ⅲ（5M KAc(60mL)，HAc(11.5mL)，H2O (28.5mL)）、TE Buffer
实验三  琼脂糖凝胶电泳检测DNA

实验类型：验证性
实验目的：

1. 学习和掌握电泳仪和紫外发光装置的使用方法

2. 学习和掌握琼脂糖凝胶的制备和检测DNA的原理和方法
实验内容：

1. 配制一定浓度的琼脂糖凝胶溶液
2. 制备水平板式琼脂糖凝胶
3. 待凝胶凝固后，将其放入电泳槽内，样品孔放置在负极端
4. DNA样品按一定比例与上样缓冲液混合，加入琼脂糖凝胶的样品孔内
5. 设置一定的电压和电流强度，电泳
6. EB染色后，置于紫外发光装置（360nm或254nm）下观察电泳凝胶（DNA存在处显示出荧光条带）。
实验要求：

主要器材和试剂：微量移液器、分析天平、微波炉、电泳仪和电泳槽、制胶板、紫外发光装置，琼脂糖、上样缓冲液、TAE缓冲液（pH8.5）（40mM Tris, 2mM Na2EDTA·2H2O ,1.42mL醋酸）、EB溶液
实验四  质粒DNA的限制性内切酶酶切
实验类型：验证性
实验目的：

1． 掌握限制性内切酶酶切DNA的原理

2． 学习和掌握制性内切酶单酶切和双酶切DNA的方法
实验内容：

1． 选用合适的限制性内切酶、在合适的反应体系中酶切质粒DNA

2． 将水浴锅设置合适的温度，将样品放入水浴锅保温1~2小时，进行酶切反应
3． 取出酶切产物，琼脂糖电泳检测酶切样品。
实验要求：

主要器材和试剂：恒温水浴锅、限制性内切酶及其反应缓冲液
实验五  从凝胶中回收目的DNA片段
实验类型：验证性

实验目的：

1． 掌握从琼脂糖凝胶中回收目的DNA的原理
2． 学习和掌握从琼脂糖凝胶中回收目的DNA的方法
实验内容： 
1． 琼脂糖凝胶电泳分离DNA样品
2． 将凝胶染色，切割含有目的DNA的琼脂糖凝胶
3． 按试剂盒的说明从凝胶中回收DNA片段
4． 凝胶电泳检测回收样品
实验要求：

主要器材和试剂：微量移液器、分析天平、微波炉、电泳仪和电泳槽、制胶板、紫外发光装置、恒温水浴锅，琼脂糖、上样缓冲液、TAE缓冲液、DNA胶回收试剂盒
实验六  大肠杆菌感受态细胞的制备
实验类型：验证性
实验目的：

1. 掌握制备大肠杆菌感受态细胞的原理

2. 学习和掌握制备大肠杆菌感受态细胞方法
实验内容： 

1. 大肠杆菌菌种的活化

2. 配制制备感受态细胞的试剂和培养基

3. 将活化的菌种接种培养

4. 制备感受态细胞

5. 学习和掌握无菌操作

实验要求：

主要器材和试剂：微量移液器、培养箱、摇床和超净工作台、小型离心机和冷冻离心机、制冰机，大肠杆菌菌种，LB培养基（1% Tryptone，0.5% Yeast extract，1% NaCl/1.5%Agar）、CaCl2 
实验七  质粒DNA转化大肠杆菌
实验类型：综合性
实验目的：

1. 掌握DNA转化大肠杆菌感受态细胞的原理

2. 学习和掌握DNA的化学法转化大肠杆菌感受态细胞方法并分析转化效率
实验内容：

1. 学习质粒DNA转化大肠杆菌感受态细胞
2. 学习分析转化效率
实验要求：

主要器材和试剂：微量移液器、培养箱、摇床和超净工作台、小型离心机、恒温水浴锅、制冰机，大肠杆菌菌种、质粒DNA，LB培养基、合适的抗生素
实验八  PCR扩增DNA片段

实验类型：设计性
实验目的：

1. 掌握PCR扩增DNA的原理

2. 学习和掌握设计PCR引物和PCR扩增DNA的方法
实验内容：

1． 根据DNA序列设计PCR引物

2． 合成PCR引物

3． 根据引物的特征，设定合适的PCR条件，扩增DNA片段

4． 琼脂糖凝胶电泳检测扩增的DNA片段
实验要求：

主要器材和试剂：：微量移液器、小型离心机、PCR仪、制冰机，DNA模板和序列，DNA聚合酶和4种dNTPs
