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前言

《生物化学与分子生物学实验》一书是教学改革的成果，书中每个实验之间都有着非常紧密的联系，
改变了以前分子生物学实验之间割裂无联系的状况，这样的尝试尚属首次。
根据科学研究的顺序一般情况下首先得到一个有意义的基因；其次是克隆重组此基因；再经鉴定后进
行基因表达；后续分离纯化属于生物化学部分，因此本书在编排顺序上将分子生物学实睑排在前，生
物化学实验排在后，保持学科的完整性和连贯性。
本书以绿色荧光蛋白基因为主线贯穿整个分子生物学实验，绿色荧光蛋白（GFP）由于其发荧光的特
性，在细胞学上有着很广泛的应用。
一般用于目的蛋白在细胞内的定位。
做法是将GFP与目标蛋白融合表达，然后用光学显微镜观察荧光。
本书中实验将真核细胞载体的绿色荧光蛋白基因在原核细胞中进行克隆与表达，表达产物用眼睛直接
观察或者在长波紫外线（485nm）激发下发出绿色荧光，是教学中基因表达非常简便的标记物和监测
方法。
书中设计了14个都与绿色荧光蛋白基因有关的实验，涵盖了分子生物学的基本实验技术。
另外，书中所设计的实验随着实验编排的顺序难度逐渐加大，这样给不同层次，不同要求的学生提供
选择的余地。
其中有些实验题目能独立成为一。
个小课题，如果在实验前给定实验题目，要求学生查阅有关资料，阅读有关文献，自己设计实验方案
，独立完成实验题目，这样对学生科学研究的思维有很大帮助。
在实验讨论部分，编入了学生的感想和对实验的改进意见，这些设计思想和实验方法还有待验证，但
是充分调动学生学习积极性将会有益于能力的培养。
生物化学部分编写了常用的电泳技术，亲和色谱技术，免疫学方面的实验技术。
其中亲和色谱技术包含胰蛋白酶的分离纯化和酶促动力学的研究。
所设计的双向电泳，是当前蛋白质组学重要的不可缺少的实验技术之一。
由于采用了组内协作、组间讨论的实验方式，学生之间不同学科背景的经验得以相互交流，取长补短
，扩大了知识面，培养了互相学习合作的精神并且增强了同学问的科研气氛，增强实验的探索性和趣
味性。
本书有四方面的特点：1.实验题目和实验方法出于科学研究的最新方法，具有前瞻性。
2.每个实验都是教师们认真研究，思考和反复验证并且有明确的实验结果和数据，实验本身比较成熟
，学生经过实验训练可为后续顺利完成本科论文打下基础。
3.学生所做的实验均属精选出的有特色，综合性很强的实验，从而拓宽了知识面，掌握的技术更加全
面，学生今后无论是继续提高或者到国外深造都有较宽的选择余地，实现本科教育与科学研究阶段的
研究生教育接轨。
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内容概要

　　《生物化学与分子生物学实验》分为分子生物学实验及生物化学实验两部分，共没计了24个综合
性较强的实验，其中14个分子生物学实验以应用广泛的绿色荧光蛋白基因为主线贯穿，涵盖了分子生
物学的基本实验技术，包括原核生物细胞转化。
质粒DNA的分离纯化，限制性内切酶对质粒DNA的酶切与琼脂糖凝胶电泳鉴定，重组技术，PCR基因
扩增，基因突变技术，蛋白质电泳分离表达蛋白，蛋白质转移技术，蛋白质分离纯化技术等。
10个生物化学实验涉及常用的电泳技术、亲和色谱技术和免疫学实验技术。
《生物化学与分子生物学实验》作为普通高等教育“十一五”国家级规划教材，是北京大学多年实验
教学改革的成果，充分体现了实验内容的综合性。
通过学习和训练，学生们在创新性思维和科研动手能力上都会得到很大提高，适合高等院校生命科学
类专业本科生和研究生使用。
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书籍目录

第一部分 分子生物学实验背景资料实验1 绿色荧光蛋白(GFP)基因转入原核细胞 实验2 目的基因载体的
分离纯化与质量测定 实验3 含绿色荧光蛋白基因载体的酶切与电泳鉴定 实验4 增强型绿色荧光蛋白基
因表达载体的构建 实验5 绿色荧光蛋白基因的表达与鉴定 实验6 PCR体外扩增绿色荧光蛋白基因及其
克隆与表达 实验7 红色荧光蛋白、黄色荧光蛋白基因的克隆和在大肠杆菌中的表达实验8 谷胱甘肽转
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系统的构建及初步检测 附录11－1：L、aciferase基因全序列 附录11－2：萤光素酶检测步骤 实验12 以绿
色荧光蛋白(GFP)为报告基因构建重组酵母检测环境中雌二醇的含量实验13 绿色荧光蛋白的分离、纯
化及其鉴定实验14 谷胱甘肽转硫酶与绿色荧光蛋白融合蛋白的分离、纯化和酶学的测定附录Ⅰ 第二部
分 生物化学实验电泳技术实验15 SDS－聚丙烯酰胺凝胶电泳实验16 聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳 实
验17 聚丙烯酰胺凝胶双向电泳亲和色谱技术实验18 鸡卵黏蛋白的分离纯化 实验19 胰蛋白酶粗提取与
活性测定 实验20 亲和色谱分离胰蛋白酶 实验21 胰蛋白酶动力学测定免疫学技术实验22 抗血清的制备 
实验23 抗血清抗体的测定 实验24 酶联免疫吸附测定 附录Ⅱ
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章节摘录

插图：聚丙烯酰胺凝胶双向电泳技术，大多数是以聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳为第一向，SDS一聚
丙烯酰胺凝胶电泳为第二向.样品首先是根据蛋白质的等电点差异经过等电聚焦电泳进行分离，然后再
根据蛋白质相对分子质量的差异进行SDS－聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。
但是也有时先采用相对分子质量分离，然后再进行等电聚焦分离。
通过双向电泳分离的蛋白质可以同时得到等电点和相对分子质量两个参数。
分离后的电泳图谱不是一般的电泳条带，而是圆点。
这是目前所有电泳分离技术中分辨率最高的一种方法。
一个蛋白质分子同时具有相对分子质量和等电点两种性质，利用蛋白质分子之间相对分子质量的差异
可以将不同相对分子质量的蛋白质分开，利用等电点的区别可以将不同等电点的蛋白质分开。
因此，聚丙烯酰胺凝胶双向电泳技术不仅能将相对分子量和等电点不同的蛋白质分开，而且还能将相
对分子质量相同、等电点不同或者等电点相同、相对分子质量不同的蛋白质分开，这就大大提高了聚
丙烯酰胺凝胶双向电泳技术的分辨率。
一般情况下，细胞内同时存在等电点相同、相对分子质量也相同的蛋白质概率是非常小。
所以，双向电泳得到的蛋白质组分绝大部分都是单一组分。
在一支毛细管内注入含载体两性电解质的丙烯酰胺凝胶溶液，凝胶溶液聚合以后，进行等电聚焦分离
，聚焦分离后的凝胶放在SDS－凝胶电泳的缓冲液中平衡一段时间，然后转移到SDS－凝胶上拼接整齐
，通过1％的离子琼脂“焊接”包埋在琼脂中，再进行第二向电泳。
被分离样品首先在x轴横坐标方向将不同等电点的蛋白质通过等电聚焦电泳把它们分离开，获得了按
等电点差异分离的蛋白质组分。
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编辑推荐

《生物化学与分子生物学实验》由高等教育出版社出版。
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