东北农业大学本科实验课程教学大纲

微生物遗传学实验
Experiment of microbial genetics
一、理论课程（或实验课程）课号：09610029x
适用专业：生物科学、生物技术、生物工程

理论课程总学时：32
实验总学时（周学时）：16（4）

学分：1
开出实验个数：（验证实验 0 个；综合实验 2 个；设计实验 1 个；创新性实验 0 个）

应开实验学期：第五学期或第六学期
二、实验课程简介

目前微生物遗传学原理和技术已广泛应用于科研和生产实践中，因此在实验课中我们取消了原有的单纯验证性实验，改为与科研和生产密切结合的综合性实验和设计性实验，注重培养学生应用微生物遗传学原理独立设计并完成实验的意识和能力。
三、实验教学目标及基本要求

教学目的是通过实验课来巩固课堂理论课所学的知识，掌握实验技能，锻炼学生的动手能力，培养学生独立设计并完成实验的意识和能力。要求学生课前认真预习有关课堂教学知识，参与准备实验所需的各种试剂和物品。

四、教材及主要参考书
微生物遗传学实验指导，李杰，东北农业大学出版社，2004
五、考核办法

根据学生出勤、实验操作、实验结果和实验报告情况评定成绩。
大纲主撰人：李杰
（一）冻融法转化根癌农杆菌
1．实验特点：

实验类型：综合   实验类别：专业   计划学时：6学时   每组人数：3人   
首开日期：2003.5
2．实验目的与要求：掌握冻融法转化根癌农杆菌的基本操作；将植物表达载体质粒从大肠杆菌导入根癌农杆菌，获得能用于植物遗传转化的工程菌。

3．主要仪器设备：

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	空气浴摇床
	
	1

	2
	超净工作台
	
	6

	3
	恒温培养箱
	
	1

	4
	微量可调移液器
	5000µl,1000µl,200µl
	各6支

	5
	PCR仪
	
	1

	6
	台式离心机
	
	1


4．实验内容提要：制备根癌农杆菌感受态细胞，通过冻融法将外源DNA导入根癌农杆菌，用质粒上的特异基因引物进行菌落PCR扩增，鉴定该菌落是否为转化子。
5．实验操作要点：保证CaCl2 的温度在0℃以下。
6．注意事项：整个实验过程都要求在无菌条件下进行，注意无菌操作。

（二）三亲本杂交法转化农杆菌
1．实验特点：

实验类型：综合   实验类别：专业   计划学时：6学时   每组人数：3人   
首开日期：2003.5
2．实验目的与要求：掌握三亲本杂交法转化农杆菌的方法；将植物表达载体质粒从大肠杆菌导入根癌农杆菌，获得能用于植物遗传转化的工程菌。
3．主要仪器设备：

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	PCR仪
	
	1

	2
	微量可调移液器
	5000µl,1000µl,200µl
	各6支

	3
	空气浴摇床
	
	1

	4
	超净工作台
	
	6

	5
	恒温培养箱
	
	1

	6
	台式离心机
	
	1


4．实验内容提要：将受体农杆菌LBA4404、起协助作用的大肠杆菌DH5α和带有表达载体的供体大肠杆菌DH5α混菌培养，在附加Rif、Sm、Km三种抗生素的YEB固体培养基上筛选接合子，用质粒上的特异基因引物进行菌落PCR扩增，鉴定该菌落是否为接合子。
5．实验操作要点：三种菌液必须新鲜。
6．注意事项：注意无菌操作，防止PCR污染。

（三）毕赤酵母的同源重组
1．实验特点：

实验类型：设计   实验类别：专业   计划学时：4学时   每组人数：3人   

首开日期：2008.10
2．实验目的与要求：掌握毕赤酵母的同源重组机理；掌握电击法转化毕赤酵母的方法。
3．主要仪器设备：

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	台式离心机
	
	1

	2
	微量可调移液器
	5000µl,1000µl,200µl
	各6支

	3
	空气浴摇床
	
	1

	4
	超净工作台
	
	6

	5
	恒温培养箱
	
	1


4．实验内容提要：制备酵母感受态细胞；酵母GS115的电转化；转化子的筛选；转化子PCR鉴定。

5．实验操作要点：酵母菌液必须新鲜，操作轻柔。
6．注意事项：注意无菌操作。
