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从基因克隆到表达分析——改革基因工程实验课程的
实践与体会 

吴燕华, 郭滨, 娄慧玲, 崔玉良, 顾惠娟, 乔守怡 

复旦大学生命科学学院, 上海 200433 

摘要: 基因工程实验是一门从基因结构、基因表达和基因功能多个层面上进行实验操作的课程。建立一个系统

的知识框架、科学的实验方法是保障基因工程课程质量的前提。以时代发展为向标, 文章对传统的基因工程实

验课程进行了教学改革, 初步实现了实验内容前沿化、实验手段多样化、实验项目科研化, 让实验课堂成为学

生们科学生涯的起跑点。 
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From gene cloning to expressional analysis——Practice and experi-
ence from educational reform of experimental gene engineering 

WU Yan-Hua, GUO Bin, LOU Hui-Ling, CUI Yu-Liang, GU Hui-Juan, QIAO Shou-Yi 

School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200433, China 

Abstract:  Experimental gene engineering is a laboratory course focusing on the molecular structure, expression pattern 

and biological function of genes. Providing our students with a solid knowledge base and correct ways to conduct research 
is very important for high-quality education of genetic engineering. Inspired by recent progresses in this field, we improved 
the experimental gene engineering course by adding more updated knowledge and technologies and emphasizing on the 
combination of teaching and research, with the aim of offering our students a good start in their scientific careers.  
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从 1972年美国斯坦福大学 Paul Berg教授利用

限制性内切酶和 DNA 连接酶构建出第一个

SV40/λDNA 重组分子至今[1], 以重组 DNA 为基础

的遗传工程技术已经走过了近 40年的发展历程。这

期间, 随着分子生物学的发展, 遗传工程技术领域

也发生着日新月异的变革, 在基础研究和技术应用

方面产生了广泛影响。进入 21世纪, 生物科学迎来

了功能基因组学时代。以遗传工程技术为手段、对

人类基因组进行注释、修饰和改造是生物工程学新

兴的发展方向。为了顺应科学的发展, 为了让学生

在实践课堂中更好地认识和体会前沿科学的探索方

法, 在过去两年的基因工程实验课程中, 笔者组织
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并参与了基因工程实验课程的改革, 以认识和探索

基因功能为目标重新编排实验内容, 强调实践的连

贯性、综合性与设计性, 在普及基本实践技能的基

础上突出科研特色, 启发学生思考, 锻炼创新能力, 

深入学习新时代背景下的遗传工程技术。 

1  以科学发展为向标, 给传统教材增添新内容 

我校的基因工程实验课程面向大学四年级的生

物科学专业学生, 在此之前, 他们已经学习了包括

细胞生物学、遗传学和微生物学等在内的专业基础

课程以及包括细胞生物学实验、遗传学实验和微生

物实验等在内的基础实验课程, 具备了较完整的理

论知识基础, 积累了较全面的分子生物学实验操作

技能。在此基础上设立的基因工程实验旨在利用系

统的、综合的实验内容进一步锻炼学生的科研能力, 

培养良好的科研态度, 激发科研热情和创新意识。 

我校早在 20 世纪 80 年代就开设了基因工程实

验课程, 已积累了近 30年的教学经验。课程教材为《基

因工程实验技术》和《基因工程实验技术教程》[2, 3], 由

承担基因工程实验教学的一线教师编写。这些教材

主要围绕基因的克隆和重组质粒的构建与验证展开, 

实验原理详实、内容丰富、操作步骤细致, 是几位

老师多年工作之经验总结。在改革后的实验讲义中, 

笔者一方面继承和保留了构建和验证重组 DNA 分

子等经典实验内容, 同时新增了获取功能基因和基

因表达分析等研究模块, 旨在既保持传统和经典的

实验技术, 又结合科学技术的进展进行创新和改变。 

改革后的实验流程如图 1 所示。我们的实验任

务仍然围绕基因的克隆、重组 DNA的构建及重组子

的验证, 但在每个环节都追加了新颖的内容。其一, 

基因克隆不再是从原核生物大肠杆菌的基因组或质

粒中扩增一段DNA序列, 而是以真核生物细胞为材

料, 首先抽提全细胞 RNA, 然后利用反转录 PCR获

得 cDNA, 再以 cDNA为模板进行目的基因的扩增。

这样, 在基因获得这一模块就增添了包括 RNA 抽

提、反转录 PCR 等在内的新实验环节, 学生对核酸

提取和扩增技术有了更全面的认识。其二, 开设基

因电子克隆的实验内容 , 向学生介绍如何利用

NCBI 的 EST 数据库的基因资源进行新基因的电子

拼接。这一环节很好地让学生体会如何利用生物信

息学资源指导生物学实验。其三, 传统的 DNA重组

子验证包括了蓝白斑筛选、酶切鉴定以及 Southern

印迹 3 种实验方法, 但都是从 DNA 水平验证重组

DNA 的构建是否成功。改革后的实验中, 我们保留

了蓝白斑筛选和酶切鉴定, 并增加了从 mRNA 和蛋

白质水平验证重组 DNA的实验内容。实验材料仍然

是稳定表达外源 GFP 蛋白的哺乳动物细胞株, 由笔

者所在课题组构建。交给学生的实验任务是如何验

证外源GFP基因被正确导入到细胞并表达出相应蛋

白。具体实验方法有 3种：① 利用从真核生物细胞

中获得的 cDNA(前期实验已经制备)进行定量 PCR, 

这是 mRNA 水平的验证; ② 利用荧光显微镜观察

活体细胞的荧光 ; ③  抽提真核细胞的全细胞蛋白

质, 利用抗 GFP 抗体进行 Western 印迹分析。后面

两者都是蛋白质水平的检验。此外, 实验中同时提

供给学生野生型的细胞株和 GFP表达水平不同的细

胞株, 学生可通过以上 3 种实验方法对基因表达水

平进行定量或半定量分析。 

改革后的实验内容在保留基因工程大实验内在

连贯性的同时, 整编了一些新颖但日趋流行的基因

工程技术, 实现了从重组DNA构建到基因表达分析

的实验线路的转换。实验的核心仍然是重组 DNA的

构建, 但围绕重组DNA的下游工作很好地向学生们

展示了进行基因表达分析, 甚至是功能研究的手段

与策略。 

2  以理论教学为指导, 用实践体会强化理论

知识 

笔者在担任实验课程主讲教师的同时, 也是遗

传学教学团队的一员, 负责包括分子遗传在内等章

节的授课。在理论课的授课过程中, 笔者常感到学

生们对于分子遗传的许多实验设计和方法兴趣浓厚, 

但缺少实践体会, 学习效果不理想。因此, 如何在实

验课程中整合理论知识一直是笔者思考的问题。创

造和设置问题情境, 及时引导学生质疑、设疑和释疑

的启发式教学同样可以在实践课堂中推广应用[4]。 

在基因工程实验内容的改革中笔者也进行了这

样的尝试。其中较为成功的一个案例是在获取目的 
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图 1  实验课程大纲 
实黑线框的内容为具体的实践内容, 虚线框的内容为讲解或演示内容。 

 
基因这一实验模块中, 引入了真核生物基因的可变

剪接(Alternative splicing)这一理论知识。实验提供给

学生多对人血管内皮细胞生长因子(Vascular endo-

thelial growth factor)编码基因 VEGF的扩增引物, 其

中有的是 VEGF 不同剪接体的通用引物, 有的是各

个剪接体的独特性引物。它们分别能够扩增出 VEGF

基因的不同长度的剪接本[5]。在实验中, 学生们自己

选择引物, 在得到互不相同的结果后, 学生随即思

考为什么不同的引物序列甚至是相同的引物序列可

扩增出长度不同的基因产物。结合他们在课堂中刚

刚学习的生物信息学知识, 学生可利用引物和基因

序列分析产物的具体序列信息并解释实验结果。通

过这种先实践再理论的学习方式, 学生们很好地消

化吸收了“可变剪接”这一专业名词, 体会到了真

核生物利用可变剪接增加遗传信息复杂性这一生物

学意义。 
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3  以项目研究为依托, 探索建设开放型实验

课堂 

笔者所在课题组的研究方向是人类医学与分子

遗传学, 具体研究领域是肿瘤分子遗传机制。作为

人类遗传学的一个重要分支, 肿瘤分子遗传着重对

与肿瘤发生和肿瘤转移相关的基因结构、表达和功

能进行探索。近年来, 肿瘤分子遗传领域不断取得

重大突破, 为解释肿瘤发生和转移的分子机制, 探

索临床可用的预防和治疗方法提供了重要的实验数

据和理论证据。如何发挥自身所在科研团队的优势

和特长, 改革基因工程实验课堂是笔者在教学实验

过程中思考的又一个问题。 

过去两年中, 笔者做了以下两方面的尝试。一方

面, 借鉴教学团队成员们多年科研工作的积累, 将

多种成熟的分子实验技术和实验材料成功地应用到

实验教学中。比如, 新开设的基因电子克隆、实时

定量 PCR、Western印迹等实验技术均是肿瘤分子遗

传研究领域流行的常用技术。能够成功地将这些技

术移植到学生实验中得益于实验教学团队出色的科

研背景, 团队中有专攻基因组数据挖掘和分析的老

师, 有专攻肿瘤相关基因功能注释的老师, 他们利

用自己多年的科研实践经验, 将成熟稳定的实验体

系、科学完整的操作方法引进到学生的实验台上。

另外, 实验流程中的中间环节的实验材料也来自笔

者所在科研小组, 如稳定表达外源 GFP 蛋白的大肠

杆菌菌株和哺乳动物细胞株。正是利用这些实验材

料, 学生们尝试了更多的实验技术和方法。其他高

校的实践也共同样表明 [6], 依托教师所在科研团队

和研究项目, 利用科研平台和项目背景促进实验教

学的发展, 在学生实验中融入应用性广、科研性强

的实验技术和方法是一条行之有效、立竿见影的改

革途径。 

此外 , 开展以教师科研课题为载体的第二课堂

实践教学也是高校实验课程的发展方向[7]。因此, 笔

者对基因工程实验课程的另一个改革措施是以肿瘤

分子遗传领域为依托, 向学生展示项目研究的整体

过程, 包括线路设计、实验方案、数据分析, 问题解

决等; 强调实验内容设计的连贯性, 使学生在有限

的实验课堂中学习到尽可能多的实验设计思路和技

术路线。改革后的课程内容紧密围绕一个目的基因, 

从基因获取、重组质粒构建与验证到原核表达分析

与真核表达分析 , 学生不是完成独立的实验操作 , 

而是完成一个简单的研究项目, 内在联系性强。即

使一些暂时未列入实验内容的模块, 也在课堂中以

讲解或讨论的形式进行学习。改革同样强调实验的

科学性, 在实验设计, 数据分析中体现科学性的思

维方法。学生的能力各有不同, 一些同学在某些实

验环节中可能得不到预期的结果。这时候学生需要

在他们的报告中反映实验失误的原因。在其他一些

实验环节, 学生们会在不清楚实验材料的遗传背景

下进行操作, 然后根据各自的结果分析样品的性质, 

阐述实验本身所说明的科学问题。那如何查找失误

的原因, 如何解读实验数据？一个最基本的科学思

想就是学会设计对照组实验、对比分析数据。改革

后的所有实验, 从 PCR到Western印迹都设有对照。

在学生思考实验失误或是分析实验样品性质的过程

中, 他们能够切身体会到许多科学问题, 比如为什

么要设立对照; 阴性对照、阳性对照甚至空白对照

有什么不同; 对照结果能够反映什么问题等等。学

生们的实验课程不是重复一个既定的实验结果, 而

是回答一个新鲜的科学问题, 学生们不仅需要学习

如何做这个实验, 更需要明白为什么如此设计实验

才能让实验结果具有科学性和可信性。 

学生们对改革后的实验内容设计反响很好 , 普

遍认为课堂所学内容实用、连贯、技术全面、缜密。

更为重要的是, 不少学生将所学技术应用到了自己

的毕业论文的设计和实践中, 获益良多。高校实验

教学的最终目标不是培训娴熟的技术员, 而是锻炼

学生独立的实践能力和科学的思维方法。现在, 笔

者还尝试将自己的研究项目向学生开放, 采用双向

选择的方式, 欢迎学生参加教师的研究团队, 在实

验课程学习的同时, 开展毕业论文的设计和实验。 

4  结 语 

以分子生物学的发展方向为导向的基因工程实

验课程改革, 在过去两年的实践中取得了良好的成

绩。改革既注重实践教学与理论教学的配套, 利用

内容全面、思考性强的实验平台辅助书本学习, 提

高学生的理论基础 , 引导他们发现问题思考问题 ; 

也注重实践教学与科学研究的接轨 , 利用内容紧

凑、设计科学的技术流程, 锻造学生的科研素质, 教

授他们分析解决问题的方法。在高校的实验教学实
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践中 , 教师们应积极锻炼和提升自身的科研素质 , 

紧跟学科前进的步伐培养人才, 利用实验课堂为学

生架起通向科学研究殿堂的桥梁。 
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