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基因工程原理及应用
北京市第四中学正高级教师 赵晓刚
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一、基因工程的步骤或技术流程分析

基因工程的基本步骤或流程为：获取目的基因→目的基因与载体结合构建表达载体

→将重组DNA分子导入受体细胞→目的基因导入的检测和表达的检测。上述流程在高

考和各区一模、二模中均有考查。

2020年北京高考试题：
尽管籼-粳杂交稻具有更强的杂种优势，但由于部分配子不育，导致结实率低，从而

制约籼-粳杂种优势的应用。研究发现这种不育机制与位于非同源染色体上的两对基因

（A1、A2和 B1、B2）有关。通常情况下，籼稻的基因型为 A1A1B1B1，粳稻为 A2A2B2B2。A1A2杂

合子所产生的含A2的雌配子不育；B1B2杂合子所产生的含B2的雄配子不育。科研人员在

产量低的甲品系水稻中发现了A、B基因的等位基因A3、B3（广亲和基因），含有广亲和基因

的杂合子，雌雄配子均可育。请写出利用甲品系培育出育性正常的籼-粳杂交稻的流

程。（用文字或图示作答均可）

分析：
本题目考查获取育性正常的籼-粳杂交稻。

①可通过“回交”技术获取“除A3、B3（广亲和基因）基因外其他遗传背景与籼稻相同的

水稻”，然后与粳稻杂交，程序如下：

籼稻 × 甲

↓
F1 × 籼稻

↓
筛选基因型为A1A3B1B3的植株

↓×籼稻（连续多代）

筛选基因型为A1A3B1B3的籼稻

↓⊗
筛选基因型为A3A3B3B3的籼稻×粳稻A2A2B2B2

↓
籼-粳杂交种A2A3B2B3（育性正常）

②基因工程技术

获取甲品系 A3、B3基因→构建含 A3、B3基因表达载体→将重组 DNA 分子导入籼稻

受体细胞→A3、B3 基因导入的检测和表达的检测→通过植物组织培养技术获得含

A3A3B3B3的籼稻→籼稻 A3A3B3B3×粳稻 A2A2B2B2→籼-粳杂交种 A2A3B2B3（育性正常）。

二、基因工程的重点及难点分析

1.表达载体
基因工程为什么要构建表达载体？有的同学认为“防止目的基因被受体细胞限制

酶切割 ”，这种理解显然不对，限制酶属于内切酶，构建表达载体不能防酶切。其主要

原因如下：

（1）载体含有复制原点，能协助目的基因在受体细胞中复制

（2）载体含有启动子和终止子协助目的基因表达

①将原核基因转入真核细胞，真核细胞RNA聚合酶无法识别原核基因的启动子，所

以需要载体提供真核基因启动子协助原核基因（编码区）表达。

②将真核基因转入原核细胞，真核基因内含子转录的RNA原核细胞无法切除，无法

剪切为成熟的 mRNA，因此需要获取真核基因 cDNA序列构建表达载体，同时需要载体

的原核基因启动子协助真核基因（cDNA）在原核细胞中表达。

③启动子具有组织特异性，在该启动子调控下，外源基因的表达一般只发生在某些特

定的器官或组织部位。

（3）协助目的基因插入染色体

载体含有可转移的DNA片段（T-DNA），将目的基因构建在T-DNA片段上，协助目

的基因插入染色体DNA。

（4）载体具有标记基因，便于筛选转化细胞。

典型例题：

抗除草剂转基因作物的推广，有效地减轻除草劳动强度、提高农业生产效率。图1为

抗除草剂转基因玉米的技术流程。

图1 转基因玉米流程

（1）构建含除草剂抗性基因的表达载体，目的基因通过________酶与载体进行重组。

载体上目的基因插入位点的限制酶识别序列________（能或不能）出现在目的基因内部，

可通过_________技术在目的基因两侧添加相应限制酶识别序列，以便构建表达载体。

（2）农杆菌转化愈伤组织时，用含________选择培养基筛选转化的愈伤组织。转

化过程中，愈伤组织表面常残留农杆菌，导致未转化愈伤组织（假阳性）也可能在选择培

养基上生长。已知报告基因 GUS 表达产物能催化无色物质 K 呈现蓝色，请叙述排除假

阳性的原理。

分析：
本题考查表达载体的构建及目的基因的检测。

（1）参考答案：限制酶、DNA连接酶 不能 PCR

（2）四环素抗性基因协助筛选重组农杆菌；目的基因构建在T-DNA上，随其转移至

玉米的染色体DNA上，载体的其他部分并未出现在玉米体内，因此需要用含除草剂的选

择培养基筛选转化的愈伤组织；由于重组农杆菌含有抗除草剂基因，导致表面常残留农杆

菌未转化愈伤组织（假阳性）也可能在选择培养基上生长，需要用含内含子的报告基因排

除假阳性。

培养基中含有除草剂和物质K，转基因的愈伤组织含有GUS基因，GUS表达产物能

催化无色物质K呈现蓝色，显蓝色的为阳性；GUS由于含有内含子不能在农杆菌中表达，

因此假阳性不显蓝色。

2.目的基因导入的检测和表达的检测
（1）目的基因是否导入受体细胞的检测

①依据标记基因检测

②PCR检测，设计目的基因的特异引物进行检测。

③DNA分子杂交，依据目的基因设计特异性探针进行杂交检测。

（2）目的基因是否表达的检测

①RT-PCR，提取转基因生物总RNA，逆转录成cDNA，PCR检测目的基因是否转录。

②核酸分子杂交，提取转基因生物总 RNA，依据目的基因设计特异性探针进行杂

交检测，检测目的基因是否转录。

③抗原-抗体杂交，设计目的基因表达蛋白的单抗，进行蛋白质分子杂交，检测目的

基因是否表达。

④构建含目的基因-报告基因的融合基因，可依据报告基因检测目的基因是否表

达，如GFP发绿色荧光，可依据荧光的量和位置确定目的蛋白表达量和定位。

⑤检测转基因生物的性状。

典型例题：

探究A基因编码的蛋白是否定位在细胞膜上，将绿色荧光蛋白（GFP）基因和A基因

融合，构建表达载体，获得转基因拟南芥，荧光鉴定结果如下图2，该结果是否可以确定A

蛋白位于细胞膜上，请说明理由。

图2 荧光鉴定

发荧光

分析：
本题目考查实验设计和评价等思辨能力，是北京高考的命题方向。

本实验需要排除载体本身对实验结果的干扰，需要设计导入空载体的对照组，即将含

GFP基因的质粒导入拟南芥（其他处理同实验组）。

本实验结果不能排除A蛋白定位于细胞壁上，可设计补充质壁分离实验，用高浓度蔗

糖溶液处理液泡较小的转基因成熟荧光细胞，使其发生质壁分离，若观察到荧光区域或面

积逐渐缩小，可证明A蛋白在细胞膜上。

本实验选择液泡较小的成熟细胞可以排除液泡膜对实验结论判断的干扰。

高三复习不是知识的简单重复，复习指向能力和素养发展，在理解概念的基础上，注

重在真实情境下解决真实的生活问题和科研问题，提高复习的有效性。

高考关注立德树人相关社会议题和科研材料，关注人类和国家的发展，渗透国家情怀。遗传与育种、生

物工程与健康、药物研发、生态与环保、稳态与平衡都是每年高考涉及的内容。上述内容均与基因工程的原

理和应用相关，复习备考中，考生须要重视基因工程相关原理的理解和应用。




