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选修三

（基因工程）1、基因工程三种必需的工具是限制性核酸内切酶、DNA连接酶和载体。

2、限制性内切酶能够识别双链DNA分子的某种特定核苷酸序列，并且使每一条链中特定部位的两个核苷酸之间的磷酸二酯键断开，切割后产生的DNA片段末端通常有两种形式——黏性末端和平末端。

3、DNA连接酶能够恢复被限制酶切开的两个核苷酸之间的磷酸二酯键，E·coliDNA连接酶只能连接黏性末端，T4DNA连接酶既能连接黏性末端也能连接平末端。

4、常用的载体是质粒，质粒是一种裸露的、结构简单独立于细菌拟核DNA之外，并具有自我复制能力的很小的双链环状DNA分子。质粒DNA上有一个到多个限制酶切割位点，供外源DNA片段（基因）插入其中；在受体细胞中能进行自我复制或整合到染色体DNA上随之同步复制；有特殊的标记基因供重组DNA的鉴定和选择；真正被用作载体的质粒，都是在天然质粒的基础上进行过人工改造的。除质粒外，载体还有λ噬菌体的衍生物、动植物病毒等。

5、目的基因可以从自然界已有的物种中分离出来，也可以用人工的方法合成。目前最常用的方法有：从基因文库中获取目的基因；利用PCR技术扩增目的基因；如果基因比较小，核苷酸序列又已知，可以通过DNA合成仪用化学方法直接人工合成。有些基因文库只包含了一种生物的一部分基因，这种基因文库叫部分基因文库，如cDNA文库。PCR是一项在生物体外复制特定DNA片段的核酸合成技术，它要用到的特殊的酶是热稳定性DNA聚合酶（Taq酶）。

6、基因表达载体的构建是基因工程的核心，其目的是使目的基因在受体细胞中稳定存在，并且可以遗传给下一代，同时使目的基因能够表达和发挥作用。

7、一个基因表达载体的组成，除了目的基因外，还必须有启动子、终止子以及标记基因。启动子是一段有特殊结构的DNA片段，位于基因的首端，它是RNA聚合酶识别和结合的部位，有了它才能驱动基因转录出mRNA，最终获得所需要的蛋白质。标记基因的作用是为了鉴别受体细胞中是否含有目的基因，从而将含有目的基因的细胞筛选出来。

8、将目的基因导入植物细胞采用最多的方法是农杆菌转化法（适合双子叶植物和裸子植物），除此之外，还有基因枪法（适合单子叶植物）和花粉管通道法等。

9、大肠杆菌细胞最常用的转化方法是：首先用Ca2+处理细胞，使细胞处于一种能吸收周围环境中DNA分子的生理状态，这种细胞称为感受态细胞；第二是将重组表达载体DNA分子溶于缓冲液中与感受态细胞混合，在一定温度下促进感受态细胞吸收DNA分子，完成转化过程。
10．科学家将药用蛋白质基因与乳腺蛋白基因的启动子等调控组件重组在一起，通过显微注射等方法，导入哺乳动物的受精卵中，然后将受精卵送入母体内，使其生长发育成转基因动物。它进入泌乳期后，可通过分泌的乳汁来生产所需要的药品，因而称为乳腺生物反应器或乳房生物反应器。基因治疗是把正常基因导入病人体内，使该基因的表达产物发挥功能，从而达到治疗疾病的目的，这是治疗遗传病的最有效的手段。

11．蛋白质工程是指以蛋白质分子的结构规律及其与生物功能的关系作为基础，通过基因修饰或基因合成，对现有蛋白质进行改造，或制造一种新的蛋白质，以满足人类生产和生活的需求。

（细胞工程）1、植物组织培养就是在无菌和人工控制条件下，将离体的植物器官、组织、细胞培养在人工配制的培养基上，给予适宜的培养条件，诱导其产生愈伤组织、丛芽，最终形成完整的植株。体现了植物细胞的全能性。

2、植物体细胞杂交技术就是将不同种的植物体细胞，酶解法去壁（纤维素酶、果胶酶），形成原生质体，诱导融合（物理法和化学法），形成杂种细胞，再诱导再生细胞壁，培养成杂种细胞，最后经过植物组织培养技术培育成新的植物体的技术。

3、植物组织培养技术是植物细胞工程的基础，下列中需采用植物组培技术的育种技术有：单倍体育种、体细胞诱变育种、植物基因工程育种、细胞工程育种。

4、动物细胞工程常用的技术手段有动物细胞培养、动物细胞核移植、动物细胞融合、单克隆抗体，其中动物细胞培养是其他动物细胞工程技术的基础。

5、动物细胞培养的条件：无菌、无毒的环境、营养（需要加入血清、血浆等天然成分）、温度pH、气体环境等，通常培养液中要添加一定量的抗生素，以防止培养过程中的污染，气体环境是含95%空气加5%CO2的混合气体，CO2主要作用是维持培养液的pH。

6、动物细胞培养的过程：将离体的幼龄动物组织，剪碎，用胰蛋白酶或胶原蛋白酶处理，使之分散形成单个细胞。然后用培养液将其稀释制成细胞悬液，置于适宜环境中培养，此培养基属于液体培养基。细胞很快就贴附在瓶壁上，称为细胞贴壁，以后细胞进行有丝分裂，数量不断增多，当细胞出现表面相互接触时，就会停止增殖，称为细胞的接触抑制，这种初次培养称为原代培养。然后对培养的细胞重新用酶处理，继续分瓶培养，此过程称为传代培养。目前使用的或冷冻保存的正常细胞通常为10代以内，以保持细胞正常的二倍体核型。

7、哺乳动物的核移植可以分为胚胎细胞核移植和体细胞核移植，其中体细胞核移植难度较大，原因是动物体细胞分化程度高，恢复其全能性十分困难。

8、1975年，米尔斯坦和科勒用羊的红细胞作为抗原，对小鼠进行注射，使小鼠产生免疫反应，再从该小鼠的脾细胞中产生的B淋巴细胞和骨髓瘤细胞融合，再用特定的选择培养基进行筛选，淘汰掉未融合的亲本细胞和融合的具有同种核的细胞细胞，筛选出的细胞叫杂交瘤细胞，还需进行克隆化培养和抗体检测，经多次筛选，就可获得足够数量的能分泌所需抗体的细胞，再进行体外培养或小鼠腹腔内培养生产大量的单克隆抗体。单克隆抗体的主要优点是特异性强、灵敏度高、并可能大量制备。利用同位素标记的单克隆抗体可以诊断肿瘤、心血管畸形等疾病。“生物导弹”中单克隆抗体的作用是导向作用。

（胚胎工程）1、各种家畜精子发生的过程大体可以分为三个阶段：第一阶段，位于曲细精管管壁的精原细胞先进行数次有丝分裂，产生大量的精原细胞，部分精原细胞经过染色体复制和其他物质的合成，进一步形成多个初级精母细胞。第二阶段，初级精母细胞连续进行两次分裂（即减数分裂，包括MⅠ和MⅡ）；第三阶段：精子变形阶段

2、当在卵黄膜和透明带的间隙可以观察到两个极体时，说明卵子已经完成了受精。这是判断卵子是否受精的重要标志。

3、准备阶段1——精子获能；准备阶段2——卵子的准备；受精阶段

4、哺乳动物受精过程主要包括：精子穿越放射冠和透明带，进入卵黄膜，原核形成和配子结合。

5、穿过放射冠的精子立即与透明带接触，顶体酶随后将透明带溶出一条孔道；精子借自身运动穿越透明带，并接触卵黄膜。在精子触及卵黄膜的瞬间，会产生阻止后来的精子进入透明带的生理反应，这个反应称做透明带反应，它是防止多个精子进入透明带，引起多精子入卵受精的第一道屏障。

6、精子入卵后，卵黄膜会立即发生一种生理反应，拒绝其他精子再进入卵内，这种生理反应称做卵黄膜封闭作用。这是防止多精入卵受精的第二道屏障。

7、根据胚胎形态的变化，可将早期发育的胚胎分为桑椹胚，囊胚，原肠胚三个阶段。囊胚进一步扩大，会导致透明带的破裂，胚胎从中伸展出来，这一过程叫做孵化。

8、卵母细胞的采集和培养：对于实验动物如小鼠、兔，以及家畜猪、羊等，采用的主要方法是：用促性腺激素处理，使其排出更多的卵子，然后，从输卵管中冲取卵子，直接与获能的精子在体外受精。对于大家畜或大型动物，如牛，采用的主要方法是：从屠宰场已屠宰母畜的卵巢中采集卵母细胞，也可以借助超声波探测仪、内窥镜或腹腔镜等工具，直接从活体动物的卵巢中吸取卵母细胞，即活体采卵技术。

9、胚胎的早期培养：哺乳动物胚胎的培养液成分一般都比较复杂，除一些无机盐和有机盐类外，还需添加维生素、激素、氨基酸、核苷酸等营养成分，以及血清等物质。

10、胚胎移植是指将雌性动物体内的早期胚胎，或者通过体外受精及其他方式得到的胚胎，移植到同种的、生理状态相同的其他雌性动物的体内，使之继续发育成新个体的技术，实际上是生产胚胎的供体和孕育胚胎的受体共同繁殖后代的过程。优势是可以充分发挥雌性优良个体的繁殖潜力，供体的主要职能变为只产生具有优良遗传性状的胚胎。

11、胚胎移植的生理学基础：1、同种动物的供、受体生殖器官的生理变化是相同的，为供体的胚胎移入受体提供了相同的生理环境。2、早期胚胎在一定时间内处于游离状态，为胚胎的收集提供了可能。3、受体对移入子宫的外来胚胎基本不发生免疫排斥反应，为胚胎在受体内存活提供了可能。4、移入受体的供体胚胎的遗传特性，在孕育过程中不受任何影响。

12、胚胎分割可看做动物无性繁殖或克隆的方法之一，所需要的主要仪器设备为实体显微镜和显微操作仪；进行胚胎分割时，应选择发育良好、形态正常的桑椹胚或囊胚，将其移入盛有操作液的培养皿中，然后，用分割针或分割刀进行分割。在对囊胚阶段的胚胎进行分割时，要注意将内细胞团均等分割。

（安全性和伦理问题）1、中国政府不反对治疗性克隆，禁止生殖性克隆人，四不原则：不赞成、不允许、不支持、不接受任何生殖性克隆人的实验。

2、区别：治疗性克隆：                 生殖性克隆：

         试管婴儿：                   设计试管婴儿：

3、生物武器种类包括：致病菌、病毒、生化毒剂，以及经过基因重组的致病菌等。把这些病原体直接或者通过食物、生活必需品等散布到敌方，可以对军队好平民造成大规模杀伤后果。我国在任何情况下不发展、不生产、不储存生物武器，并反对生物武器及其技术和设备的扩散。

（生态工程）1、生态经济主要是通过实行“循环经济”的原则，使一个系统产出的污染物，能够成为本系统或另一个系统的生产原料，从而实现废弃物的资源化，而实现循环经济最重要的手段之一就是生态工程。

2、生态工程所遵循的基本原理：物质循环再生原理、物种多样性原理、协调与平衡原理（即根据环境容纳量K值进行建设）、整体性原理（即强调人与自然共同发展富裕）、系统学和工程学原理（包括系统的结构决定功能原理、系统整体性原理）。

3、生态工程实例：农村综合发展型生态工程（如窦店村以沼气工程为中心的物质多级循环利用工程）、小流域综合治理生态工程（如甘肃陇南地区的“九子登科”治理模式）、大区域生态系统恢复工程（如退耕还林还草工程、三北防护林工程）、湿地生态恢复工程（如鄱阳湖生态恢复工程）、矿区废弃地的生态恢复工程（如赤峰市元宝山矿区生态恢复工程）、城市环境生态工程。
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