分子生物学实验技术
Current Protocols for Molecular Biology
课程编号：             开课单位：生化与分子生物学研究所
总学时：48        
学分：2
一.    目的和任务
分子生物学已成为当今生命科学研究的主流，分子生物学理论和
技术已深入到生命科学的各个领域，特别是生物医学领域，与人类疾病的发生诊断和治疗各个环节密切相关。本实验技术目的是跟踪国内外分子生物学前沿内容，系统介绍分子生物学常用技术及新进展，如基因克隆及原核和真核细胞表达，分子杂交Southern、Northern、Western，二维电泳，RT-PCR等。注重培养本科生利用分子生物学技术独立设计和完成各自研究领域内问题的能力，为其从事基础和临床医学研究打下坚实的理论和实验基础。
二.    授课内容：
理论内容:
1.     现代分子生物学发展概论
2.     PCR技术的发展及其应用
3.     基因克隆技术的发展及其应用
4.     基因表达的调控以及在基因克隆中的应用
5.     核酸杂交技术和分子印迹
6.     蛋白质组学概论及蛋白质二维电泳技术和生物质谱技术
7.     色谱技术以及在分子生物学中的应用
8.     基因的定点诱变以及分子的体外定向进化
实验课内容:
9.     实验一：目的基因的PCR扩增纯化（PCR技术进展及应用）
10. 实验二：目的基因与载体DNA的酶切，纯化与连接（基因克隆技术研究进展及应用）
11. 实验三：重组质粒的转化
12. 实验四：重组子的筛选鉴定
13. 实验五：基因表达
14. 实验六: Western blot
15. 实验七：蛋白质分离鉴定（二维电泳）
16. 实验八：分子杂交(southern blot）
17. 实验九：真核细胞RNA提取及RT-PCR
18. 实验十：实验设计
三.    成绩考评办法：
开卷考试，实验操作
教材及主要参考书：
教材：
①     现代分子生物学实验技术，分子生物学室编
②     蛋白质工程原理，山东大学出版社
参考书：
①Short Protocols for Molecular Biology(美)L.Willy主编，1995②Molecular Cloning:a laboratory manual second edition,J.Sambrook主编，1989
生物化学与分子生物学实验教学大纲
实验学时：56
实验学分：1.5
实验周学时：8
适用专业：临床医学，药学，口腔，公共卫生，护理
 
一、实验教学目标与基本要求
掌握人体生命的物质基础，生物大分子的结构、功能。掌握各种生物物质能量的正常代谢过程，机体物质代谢调节，代谢障碍和临床疾病的关系。通过实验掌握基本的生物化学实验技术及验证部分生物化学理论课堂知识。
在实验教学中，要求学生掌握电泳、层析、分光光度、离心、分子生物学等基本的生物化学与分子生物学技术。掌握蛋白质、核酸、酶类的提取、测定，学习血液成分生化测定，以及部分生物化学理论知识的验证。掌握DNA提取、转染、PCR、核酸杂交等重组DNA生物学技术和方法。
 
二、实验课程内容和学时分配（总学时：56学时）
	序号
	授课内容
	学时

	实验一
	理论
	分光光度技术的基本原理，仪器结构及常见分光光度计
	8

	
	实验内容
	蛋白质定量测定
（1）考马斯亮兰法测定蛋白质含量
（2）双缩脲法测定蛋白质含量
（3）紫外分光光度法测定蛋白质含量
	

	实验二
	理论
	层析技术的基本原理，分类及应用
常用层析技术：凝胶过滤层析技术和离子交换层析技术的基本原理，层析介质种类及特性，影响因素等
	8

	
	实验内容
	血清γ-球蛋白的分离，纯化和鉴定：学习盐析法粗提蛋白、用SephadexG25脱盐法和用离子交换剂进行蛋白质的纯化以及利用醋酸纤维素薄膜电泳法进行蛋白质的鉴定。
	

	实验三76
	理论
	电泳技术的基本原理，影响因素，分类及应用
常用电泳技术：琼脂糖凝胶电泳，聚丙烯酰胺凝胶电泳，SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳基本原理
	8

	
	实验内容
	血浆脂蛋白琼脂糖凝胶电泳
物质代谢实验：
（1）    胰岛素对血糖含量的影响
（2）    邻甲苯胺法测血糖含量
（3）    糖酵解中间产物的鉴定
（4）    肝脏和肌肉组织谷丙转氨酶活性测定
	

	实验四
	理论
	离心技术的基本原理，常用离心机使用方法及操作注意事项
	8

	
	实验内容
	核酸的分离提取和含量测定
	

	实验五
	理论
	重组DNA技术的基本原理：分、切、接、转、筛
	8

	
	实验内容
	质粒DNA的小量提取纯化：细菌培养，质粒提取纯化，琼脂糖凝胶电泳检测
	

	实验六
 
	实验内容
	限制性核酸内切酶的应用：纯化质粒酶切，琼脂糖凝胶电泳分离鉴定
	8

	实验七
	 
	实验操作测试
	8


 
三、           考核办法
1．本实验课为考试课。
2．课程结束时，进行笔式测验，时间为30分钟，测验内容为已学习过的实验理论和课堂理论。同时由两名教师为一组成立技能考核小组，分别对每一位学生单独进行实验操作技能考试，由学生抽签，按所选内容进行操作测试。实验操作给出详细的评分细则，体现出每个学生的真实水平。
3．评分标准：总成绩分别按考勤（10%）、课堂表现（20%）、实验报告（20%）、笔试（20%）、面试（30%）五部分计算（满分100分）。
 
四．实验教材及参考书：
实验教材：
1．生物化学与分子生物学实验技术。胡晓燕、张孟业，山东大学出版社，2005年。
参考书：
1．生化实验方法和技术。张龙翔、张庭芳、李令媛，高等教育出版社，1996年
2．生物化学实验原理和方法。李建武、萧能、余瑞元、袁时秀等，北京大学出版社，1997年
3．分子生物学实验技术。郝福英、朱玉贤、朱圣庚、李云兰、周先碗、李茹等。北京大学出版社，1999年。
4．分子克隆实验指南（第三版）。J.萨姆布鲁克，D.W.拉塞尔，科学出版社，2003年。
生物化学与分子生物学实验教学大纲 (七年制)
实验学时：72
实验学分：2.0
实验周学时：7
适用专业：临床医学，药学，口腔
 
一．实验教学目标与基本要求
掌握人体生命的物质基础-生物大分子的结构、功能。掌握各种生物物质能量的正常代谢过程，机体物质代谢调节，代谢障碍和临床疾病的关系。通过实验掌握基本的生物化学实验技术及验证部分生物化学理论知识。
在实验教学中，要求学生掌握电泳、层析、分光光度、离心、分子生物学等基本的生物化学与分子生物学技术。掌握蛋白质、核酸、酶类的提取、测定，学习血液成分生化测定，以及部分生物化学理论知识的验证。掌握DNA提取、转化、PCR、核酸杂交等重组DNA生物学技术和方法。
二．实验课程内容和学时分配
	序  号
	实验项目
名称
	实 验 内 容
	学时
	要求
	性质
	类别
	所用主要仪
器及台套数

	1
	1． 层析技术。
2． 蛋白质的分离纯化与鉴定
	1.熟悉层析技术的原理、分类及应用范围。2.掌握离子交换层析的基本原理、过程及树脂的应用。3.掌握凝胶层析的基本原理、特点和应用。4.学习粗提盐法、用SephadexG25脱盐法和用离子交换剂进行蛋白质的纯化。5。用醋酸纤维素薄膜电泳法进行蛋白质的鉴定。
	7
	必做
	综合
	基础
	部分收集器8台、恒流泵8台、紫外检测仪8台、记录仪8台，离心机12台、层析柱100支、天平8台。电泳仪20台、电泳槽20台、镊子

	2
	1． 离心技术。
2． 核酸的分离和含量测定
	1．熟悉离心技术的基本原理。2.掌握离心力及其作用。3.了解离心机的分类和构造。4.掌握常用离心机使用方法和注意事项。5.学习核酸的分离方法、核酸的组成及生物学特性，了解RNA、DNA的提取和含量测定方法。
	7
	必做
	综合
	基础
	电动匀浆器4台、离心机12台、分光光度计12台、电热恒温水浴锅8台。天平8台。

	3
	酶的提取及比活性测定
	1．掌握酶提取纯化的方法和技术以及应注意的问题。2.了解测定碱性磷酸酶活性的原理和方法。3.掌握紫外分光光度计的使用方法。4.了解蛋白质测定在医学中的应用。
	7
	必做
	综合
	基础
	电动匀浆器4台、离心机12台、紫外分光光度计12台、电热恒温水浴锅8台。天平8台。

	4
	底物浓度对酶促反应速度的影响
	本实验以碱性磷酸酶为例，测定不同浓度底物时的酶活性，再根据Lineweaver-Burk法作图，计算其Km值。
	2
	必做
	验证
	基础
	电动匀浆器4台、分光光度计12台、电热恒温水浴锅8台。天平8台。

	5
	pH对酶促反应速度的影响
	本实验以磷酸苯二钠为底物，在不同pH值的甘氨酸缓冲液条件下，测定碱性磷酸酶的活性，从而确定其最适pH值。
	2
	必做
	验证
	基础
	电动匀浆器4台、分光光度计12台、电热恒温水浴锅8台。天平8台。

	6
	温度对酶促反应速度的影响
	本实验以碱性磷酸酶为例，在不同温度下保温一定时间，观察酶活性的差别。
	1
	必做
	验证
	基础
	电动匀浆器4台、分光光度计12台、电热恒温水浴锅8台。天平8台。

	7
	聚丙烯酰胺凝胶电泳分离血LDH同工酶
	掌握电泳分离同工酶的方法并了解其原理.了解显色乳酸脱氢酶活性的原理.了解血清乳酸脱,氨酶同工酶电泳分离的临床意义.
	2
	必做
	必做
	基础
	电泳仪24台、电泳槽24台、电热恒温水浴锅8台。

	8
	胰岛素对血糖含量的影响及测定
	1．熟悉激素对血糖含量的影响因素。2.学习邻甲苯法测定血糖的原理，了解测定血糖的方法。
	1
	必做
	验证
	基础
	离心机12台、恒温水浴锅4台。

	9
	糖酵解中间产物的鉴定
	1．复习糖酵解的主要中间步骤及其产物，2.了解一碘醋酸对3-磷酸甘油醛脱氢酶的抑制作用。
	1
	必做
	验证
	基础
	分光光度计12台、电热恒温水浴锅8台。天平4台。

	10
	血清脂类薄层层析
	1．学习脂类薄层层析法的具体操作。
2．了解薄层层析在脂类成份分析及脂代谢研究中的用途。
	1
	必做
	验证
	基础
	层析缸24个，电烤箱4台、电热恒温水浴锅4台、

	11
	1． 电泳技术。
2． 血浆脂蛋白琼脂糖凝胶电泳
	1．熟悉电泳技术的基本原理。2.掌握影响电泳的因素(介质、缓冲溶液、电场强度、电渗等)。3.掌握电泳技术的应用，了解电泳的分类。4.掌握正常人血浆脂蛋白的分类。
	2
	必做
	综合
	基础
	微波炉4台、电泳仪24台、电泳槽24台、镊子24把、微量加样器4支。

	12
	氨基转换作用GPT测定
	掌握血清谷丙转氨酶活性测定的方法及临床意义。
	1
	必做
	验证
	基础
	电热恒温水浴锅8台、可见光分光光度计12台。

	13
	血清尿素氮测定
	学习尿素测定的方法。
	1
	必做
	验证
	基础
	电热恒温水浴锅8台、可见光分光光度计12台。

	14
	1．分子生物学技术。2.感受态的转化和鉴定
	1.掌握DNA提取、转染、PCR、核酸杂交、DNA重组等生物学技术和方法。2.掌握感受态的转化和鉴定。
	7
	选做
	综合
	基础
	振荡培养箱4台、电热恒温水浴锅、高速离心机2台、可见光分光光度计12台。恒温培养箱4台。净化工作台

	15
	质粒的提取及鉴定
	1．质粒的提取及电泳鉴定，2.掌握PUC18质粒的提取和电泳技术。
	7
	必做
	综合
	基础
	振荡培养箱4台、冷冻干燥仪1台、高速台式离心机12台、电泳仪24台、电泳槽24台、紫外透射仪4台。

	16
	酶切及酶切鉴定
	掌握限制性内切酶的特点及应用。
	7
	选做
	综合
	专业
	冷冻干燥仪1台、紫外透射仪4台。

	17
	DNA的回收及重组鉴定
	学习DNA的回收方法及重组子的连接技术.
	7
	选做
	综合
	专业
	恒温培养箱4台、PCR仪4台、振荡培养箱4台。

	18
	SDS-PAGE测定蛋白质分子量
	在聚丙烯酰胺凝胶中加入阴离子去污剂SDS，测蛋白质的相对分子量。
	4
	选做
	综合
	专业
	电泳仪24台、垂直电泳槽8台、脱色摇床4台。

	19
	等电聚焦测测定蛋白质等电点
	根据蛋白质在不同pH环境中所带净电荷等于零时，将蛋白质分离。
	3
	选做
	综合
	专业
	电泳仪24台、等电聚焦电泳槽8台、脱色摇床4台。

	20
	免疫转移电泳
	用PAGE法分离蛋白质，把PAGE凝胶块用电泳方法转移到NC膜上，在NC膜上进行免疫学和生化学检测。
	10
	选做
	演示
	专业
	电泳仪24台、电转移槽4台、脱色摇床4台。


 
三．考核办法
1．本实验课为考试课。
2．课程结束时，进行笔式测验，时间为30分钟，测验内容为已学习过的实验理论和课堂理论。同时由两名教师为一组成立技能考核小组，分别对每一位学生单独进行实验操作技能考试，由学生抽签，按所选内容进行操作测试。实验操作给出详细的评分细则，体现出每个学生的真实水平。
3．评分标准：总成绩分别按考勤（10%）、课堂表现（20%）、实验报告（20%）、笔试（20%）、面试（30%）五部分计算（满分100分）。
四．实验教材及参考书：
实验教材：
1．生物化学与分子生物学实验技术。胡晓燕、张孟业，山东大学出版社，2005年。
参考书：
1．生化实验方法和技术。张龙翔、张庭芳、李令媛，高等教育出版社，1996年
2．生物化学实验原理和方法。李建武、萧能、余瑞元、袁时秀等，北京大学出版社，1997年
3．分子生物学实验技术。郝福英、朱玉贤、朱圣庚、李云兰、周先碗、李茹等。北京大学出版社，1999年。
4．分子克隆实验指南（第三版）。J.萨姆布鲁克，D.W.拉塞尔，科学出版社，2003年。
