一定要把自己的想到的知识画出来，画的越多说明你掌握的越好。拿起色笔来吧，写出关键词，画图！

专题5  DNA和 蛋白质 技术

[image: image1.png]TEEREIE

o 0.1 molL. NaCl el

S5—1 DNA (£ NaCl &% DAy
BRUCIHEEL



课题1  DNA的粗提取与鉴定

☆基础知识

提取生物大分子的基本思路：用一定的物理或化学方法
分离具有不同物理或化学性质的生物大分子。
提取DNA的原理：包括DNA的溶解性和耐受性两个方面。
1．DNA粗提取的原理
⑴DNA的溶解性
     ①DNA在氯化钠溶液中的溶解度，是随着氯化钠的浓度的变化而改变的。当氯化钠的物质的量浓度为O.14 mol/L时，DNA的溶解度最低。利用这一原理，可以使溶解在氯化钠溶液中的DNA析出。

    ②DNA不溶于酒精溶液，但细胞中的某些物质则可以溶于酒精。进一步提取出含杂质较少的DNA。
⑵利用DNA对酶、高温和洗涤剂的耐受性原理。
①蛋白酶，因为酶具有专一性，蛋白酶只水解蛋白质而不会对DNA产生影响。
②温度值为60～80℃，因为该温度值蛋白质变性沉淀，而DNA在80℃以上才会变性。

③洗涤剂可以溶解细胞的细胞膜，去除脂质和蛋白质,但对DNA没有影响，从而瓦解细胞膜。
2.DNA的鉴定原理：DNA遇二苯胺(沸水浴)会染成蓝色。
3.操作步骤，明确目的：
	    方法步骤
	    加入物质
	  目的

	1.制备鸡血细胞
	    柠檬酸钠溶液
	①

	2.提取鸡血细胞的细胞核物质
	    20 mL蒸馏水（一层纱布，得滤液）
	②

	3.溶解细胞核内的DNA
	    2 mol/L的NaCl溶液40 mL
	③

	4.析出含DNA的黏稠物
	    蒸馏水
	④

	5.滤取含DNA的黏稠物
	（三层纱布，的滤出物）
	⑤

	6.将DNA的黏稠物再溶解
	    2 mol/L的NaCl溶液20 mL
	⑥

	7.过滤含DNA的NaCI溶液
	（二层纱布，得滤液）
	⑦

	8.提取含有杂质较少的DNA
	    冷却的95％的酒精50 mL
	⑧

	9.DNA的鉴定

	A：(1)向试管中加入2 mol/L的NaCL溶液5mL；
   (2)加人DNA； (3)加入4 mL二苯胺试剂
B：(1)向试管中加2 mol/L的NaCl溶液5mL；
   (2)加人4 mL二苯胺试剂
	⑨



①防止血凝。 ②加速血细胞破裂。③溶解DNA。④使2 moI/L的NaCI溶液稀释至O.14 mol/L，促DNA最大限度地析出。⑤使含DNA的黏稠物被留在纱布上。⑥使含DNA的黏稠物尽可能多地溶于溶液中。⑦除去含DNA的滤液中的杂质。⑧提取DNA。⑨A：出现蓝色。B：无变化
☆关键步骤：④a.注蒸馏水要慢，防过量而使DNA重新溶解(把握浓度达O.14 mol/L)。b.轻轻沿同一方向搅拌，有利于DNA析出、附着、缠绕。 ⑥再溶解DNA黏稠物并过滤。用浓度为2mol/L的NaCl溶液。

⑧用预冷的95％的酒精。因其a.可抑制核酸水解酶活性，防止降解。b.降低分子运动，易析出沉淀。C.低温利于增加DNA柔韧性，减少断裂。如果出现的丝状物较少，可以将此混合液再放人冰箱中冷却几分钟。浓缩后的DNA丝状物，可以用缓缓旋转玻璃棒的方法卷起(因为玻璃棒有吸附DNA的作用)。  
小结：选择材料→破碎细胞→DNA的溶解和析出→DNA的纯化→DNA的鉴定

课题2 多聚酶链式反应扩增DNA片段

1．基础知识

1．1☆比较生物体内DNA复制与PCR反应的区别
	不同点
	体内复制
	PCR反应

	解旋
	需解旋酶，细胞提供能量，部分解开
	需加热至90℃，双链全部解开。

	引物
	一小段RNA
	可以是RNA或单链DNA分子片段

	特点
	边解旋边复制，半保留复制
	体外迅速扩增

	TaqDNA聚合酶 
	不需要（需DNA聚合酶等）
	需要

	循环次数
	受生物体自身控制
	30多次

	相同点
	都需要模板，四种脱氧核苷酸，在一定的缓冲液中进行，都遵循半保留复制。


1．2细胞内DNA复制过程（必修2）
（1）DNA的反向平行结构：（结合教材图5－6）

（2）DNA的复制过程:

解    旋： 解旋酶、ATP，部分DNA片段的两条链打开，形成两条DNA单链。

引物结合： 在DNA单链3’端与DNA反向配对结合，确保引物3’端与DNA单链准确配对。

DNA聚合酶结合与子链合成：DNA聚合酶从引物3’端开始，将配对的脱氧核苷酸连接起来。

子链合成特点： 不能从头合成；合成方向为“5’→3’合成”。
后续加工：DNA聚合酶I将引物切去，并合成空缺处的DNA单链，再由DNA连接酶将不连续的DNA子链连接起来。［扩散思维］细胞内哪些物质是从头合成的？RNA合成、蛋白质合成。
［思考］DNA分子能准确复制的原因有哪些？

☆DNA双螺旋结构提供模板；碱基互补配对原则；DNA聚合酶的复查功能。
1．3DNA分子复制的人工控制（PCR仪）
   条件：DNA模板,四种脱氧核苷酸,热稳定DNA聚合酶,两种引物，缓冲液（模拟核基质）,控制温度

PCR的反应过程：
变性：在90℃以上时DNA解聚为单链；
复性：在50℃时引物与DNA单链结合
延伸：在72℃时合成新的DNA子链
2．实验操作

  2．1 PCR反应体系：DNA模板，四种脱氧核苷酸原料、热稳定DNA聚合酶、两种RNA引物，缓冲液、水

2．2 实验操作步骤

⑴ 按照PCR反应体系配方配制反应液；
（2）将PCR反应体系50μL用微量移液器转移到微量离心管（0.5mL）中；
（3）将微量离心管放到PCR仪中；（4）设置PCR仪的工作参数。（5）DNA在PCR仪中大量扩增。

2．3水浴法：将微型离心管依次在95℃、55℃、72℃的恒温水浴锅中循环处理相应时间。
3．实验注意事项

3．1避免外源DNA污染：所用仪器、缓冲液、蒸馏水等使用前高压灭菌。

3．2缓冲液和酶分装成小份，－20℃低温保存。

3．3每添加一种反应成分，更换一个移液器的枪头。

3．4混匀后离心处理，使反应液集中在离心管底部。

4．结果分析与评价。DNA含量（µg）＝50×（260nm的读数）×稀释倍数   请见P63。
课题3 血红蛋白的提取和分离

1．基础知识

☆蛋白质的各种特性的差异：形状、大小、电荷性质和多少等千差万别，可以用来分离各种蛋白质。
☆1．1凝胶色谱法（分配色谱法）：（图5－13a）
☆（1）凝胶材料：多孔性，多糖类化合物，如葡聚糖、琼脂糖。
（2）原理：分子量大的分子通过多孔凝胶颗粒的间隙，路程短，流动快；分子量小的分子穿过多孔凝胶颗粒内部，路程长，流动慢。
（3）分离过程：混合物上柱→洗脱→大分子流动快、小分子流动慢→收集大分子→收集小分子

☆洗脱：从色谱柱上端不断注入缓冲液，促使蛋白质分子的差速流动。

1．2缓冲溶液

（1）原理：由缓冲剂溶于水组成（弱酸和相应的强碱弱酸盐如H2CO3－NaHCO3，NaH2PO4/Na2HPO4等）；调节缓冲剂的比例，可配制不同pH的缓冲液。
（2）缓冲液作用：抵制外界酸、碱对溶液pH的干扰而维持pH稳定。
1．3凝胶电泳法：

☆（1）原理：不同蛋白质的带电性质、电量、形状和大小不同，在电场中受到的作用力大小、方向、阻力不同，导致不同蛋白质在电场中的运动方向和运动速度不同。

（2）分离方法：琼脂糖凝胶电泳、聚丙烯酰胺经胶电泳等。

（3）分离过程：在一定pH下，使蛋白质基团带上正电或负电；加入带负电荷多的SDS，形成“蛋白质－SDS复合物”，使蛋白质迁移速率仅取决于分子大小。

2．实验设计---蛋白质的提取和分离一般分为哪些基本步骤？☆样品处理、粗分离、纯化、纯度鉴定。
2.1样品处理--分离出血红蛋白：1.红细胞的洗涤2.血红蛋白的释放3.分离血红蛋白溶液4.透析
选择实验材料---最好选用哺乳动物的成熟红细胞
血红蛋白是由      和       构成的，其中每个亚基中都含有一个能与O2和CO2结合的        基团。

☆☆2.1.1.红细胞的洗涤---除去血浆蛋白的杂蛋白，有利于后续步骤的分离纯化。
过程：☆血液＋柠檬酸钠→☆低速短时离心→吸出上层血浆→红细胞＋5倍体积生理盐水 →☆缓慢搅拌10min→☆低速短时离心→吸出上清液→反复洗涤直至上清液无黄色

为何要低速、短时离心？为何要缓慢搅拌？（防止白细胞沉淀；防止红细胞破裂释放出血红蛋白。）
2.1.2红细胞破碎混合液（四层：有机溶剂、脂类、血红蛋白、破碎物）→离心（2000r/min×10min）→滤纸过滤除去脂溶性沉淀层→分液漏斗分离出红色透明液体
2.1.3.☆透析（粗分离）。半透膜，大分子物质不能通过半透膜，离子和小分子能够通过半透膜。
总结：红细胞中的血红蛋白就被提取出来。但其中还含有其他种类的蛋白质分子（如呼吸酶等）。

2.2凝胶色谱分离蛋白质（纯化）包括：1.制作色谱柱2.装填色谱柱3.样品加入和洗脱。见教材P68.
2.2.1色谱柱的制作过程图5－19：准备材料→加工橡皮塞→安装色谱柱
☆☆2.2.2凝胶色谱猪的装填：
①垂直固定在支架上→计算称量凝胶（溶胀）→凝胶颗粒＋蒸馏水（或洗脱液+沸水浴）△→一次性缓慢倒入；轻轻敲打（☆紧密、无气泡）→缓冲液洗涤平衡（☆不流干）
2.2.3样品加入和洗脱：调节缓冲液面→加入蛋白质样品→调节缓冲液面→洗脱→收集分装蛋白质
☆☆色谱柱成功标志：红色区带均匀一致地移动。
 2.3  SDS--聚丙烯酰胺经胶电泳---纯度鉴定
☆操作提示请见P69和上面的☆
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