[bookmark: _GoBack]《分子生物学技术》教学大纲  
适用专业：医学实验技术
总学时：90     理论学时： 22     实践学时： 68     
1、 课程的性质和任务
分子生物学作为21世纪的前言学科，一直在与时俱进，学科进展十分迅速，研究方法与科研成果日新月异。了解、熟悉和掌握分子生物学技术，对于理解学科研究思路，把握科学动态和应用学科知识至关重要，是全面提高人才培养素质的关键所在，也是实验技术专业本科生必须掌握的一项技能。《分子生物学技术》是一门集分子生物学基本理论和实验技能、科研探索和应用于一体的全新的综合性课程。 
《分子生物学技术》是实验技术专业的基础必修课，由基础医学实验中心分子医学实验教学平台承担本课程的教学工作。该课程分理论和实验两大部分，理论主要讲解常用分子生物学技术基本原理及其应用，实验则包括从目的基因的克隆到原核表达的完整的操作体系。因而，《分子生物学技术》是一门实践性很强的实验课程,通过理论学习和实验操作，让学生能较全面系统的掌握分子生物学的基本操作，加深对专业知识的理解，并注重培养学生的独立实验技能、科学研究思路和独立分析问题、解决问题的能力，为今后的科学研究打下坚实的实验基础。本课程将理论和实验有机结合，实验以学生为主，教师为辅，实验准备到实验操作均由学生自己完成，多种教学手段并进为特色的立体化教学模式，使学生在学习过程中得到全方位，多层面的综合训练。
结合实验技术专业的本科生培养目标，我们致力于加强教学过程管理，强化学生素质教育，提高教学质量，深化考核方式和方法的改革，调动学生学习的积极性，加强学生平时学习的主动性，让学生重视课程的全过程学习，提高学习效果。
二、相关课程的衔接
先修课程：生物化学、分子生物学、细胞生物学、遗传学
三、教学的基本要求
掌握分子生物学的实验操作原理，熟悉实验操作过程，培养学生的基本实验技能，并了解相关实验仪器的使用方法。
四、学时分配（理论）
表1  《分子生物学技术》理论课程学时分配
	章节
	教学内容
	学时

	绪论
	分子生物学技术概述
	2

	第一章
	核酸提取技术
	4

	第二章
	目的基因的获取及鉴定技术
	3

	第三章
	载体的构建和鉴定
	3

	第四章
	细菌转化与细胞转染技术
	2

	第五章
	外源基因表达的鉴定
	4

	第六章
	差异基因表达谱分析
	2

	第七章
	基因诊断与基因治疗
	2

	合  计
	 22


五、课程考核
（一）考核形式及分值权重
《分子生物学技术》课程考核成绩分为四个部分，包括：实验报告（20%）；操作规范、团队协作纪律及卫生（20%）；阶段实验设计（20%）和期末理论考试（40%），详见下表。
表2  《分子生物学技术》课程考核成绩分值与权重
	项目
	考核类型
	考核内容
	分值
	权重

	1
	实验报告
	撰写实验报告
	100分
	0.2

	2
	操作规范、团队协作、纪律及卫生
	操作规范、平时课堂团队协作、打扫卫生及出勤迟到情况
	100分
	0.2

	3
	阶段实验设计
	撰写完整课题
	100分
	0.2

	4
	期末理论考试
	期末理论考试
	100分
	0.4

	
	总成绩
	
	100分
	


（二）考核内容及要求
1、实验报告（100分）： 
（1）成绩计算方法：  
                    ∑（xi）
实验报告部分的最终成绩  ＝     6    
xi —— 每篇实验报告的成绩
此项成绩按0.2的权重折后计入总成绩。
（2）实验报告评分标准:
① 简答题：制作统一答案，按给分点进行打分。
② 实验报告讨论部分要求独立完成，如有雷同或抄袭，则无论抄袭者或被抄袭者均直接扣除当次成绩30分。以实验小组为单位处理实验结果。
表3  《分子生物学技术》实验报告评分标准
	评  分  标  准
	赋  分

	实验题目
	5分

	实验目的
	5分

	实验原理
	20分

	实验操作
	10分

	实验结果
	20分

	实验讨论
	30分

	简答题
	10分

	未完成报告
	0分


2、操作规范、团队协作、纪律及卫生（100分）：考核学生平时实验课实际操作情况、出勤、课堂纪律以及维护实验室卫生等，每次课记录在案，期末汇总，将各次成绩取平均值后，按0.2权重计入总成绩。
表4  《分子生物学技术》课程出勤、纪律及卫生评分标准
	成绩组成
	评  分  标  准

	操作规范
（20分）
	实验过程中由于未遵守操作规范，而导致实验仪器、设备损坏者，每次扣20分；不遵守实验室守则每次扣10分。此项所扣总分不超过20分

	团队协作
（20分）
	不与同组同学进行配合完成实验者，每次扣20分；实验结束后应及时整理实验台试剂、仪器等，清洁实验台面，未完成者每次小组成员各扣10分。此项所扣总分不超过20分。

	课堂纪律
（50分）
	不参与实验操作，每次扣40分；每次迟到扣除当次成绩10分；学习态度不端正、不认真听讲、私下讲话、课堂睡觉、使用手机等，每次扣20分, 此项所扣总分不超过40分。经老师指出未加改正者，当次实验课本项100分全部扣除。

	卫生
（10分）
	每人打扫实验室卫生1次，不认真打扫者，扣5分；不打扫者，扣10分。

	出勤
	课前班长向主讲教师报告出勤情况，包括：班级总人数、实际出勤人数、缺勤人数及理由，缺勤者上交年级办出具的请假条，因事、病假导致的缺勤可在其它班级上课时间补课，由补课教师出具证明、并进行此项内容以及实验报告的打分，不另外安排补课时间。若无补课，则扣除当次本项成绩全部100分无故旷课2次即取消考试资格，计为不及格。


3、阶段实验设计（100分）：
（1）上交时间：第14周。
（2）实验设计内容：
①项目背景及研究意义（含参考文献）（20分）
②研究内容和拟解决的关键问题（40分）
③创新之处（20分）
④项目进度安排（5分）
⑤项目经费预算（5分）
⑥预期研究成果（10分）
（3）提交形式：电子版和纸质版各一份
满分100分,之后按权重0.2折合，计入总成绩。
4、 期末理论考试（100分）
（1）考试时间：18周
（2）考核内容：全部课程内容
（3）考核形式：闭卷、统一考试
①题型：选择题、名词解释、问答题、综合论述题
②题数：35-40道
③共100分，之后按权重0.4折合，计入总成绩。
（三）成绩记载与管理
本课程的综合成绩按以下方法记载：
1、本课程各部分考核均由主讲教师组织、实施、评定。成绩一经评定，不得随意改动，以体现客观、公正、准确。
2、本课程各部分考核成绩按100分记录，按权重折合后累加获得本课程最后总成绩。具体计算方法为：
　　X=∑（xi）
　　X——学生本课程考核总成绩
　　xi——第i部分按权重折合考核成绩
3、本课程总成绩不及格（按百分制计算，60分为及格），按该门课程不及格认定。
4、补考原则及成绩认定
（1）补考原则：总成绩不及格学生给予一次理论补考机会。
（2）成绩认定：
①补考后，将补考理论成绩按原比例折合，计入总成绩，总成绩仍不及格，计为挂科。
②补考后成绩及格者，总成绩计为60分。
六、教材及主要参考书
（一）教科书
[1] 魏群.分子生物学实验指导．北京：高等教育出版社，2015.3
（二）参考书
[1]邢万金. 基因工程—从基础研究到技术原理. 北京：高等教育出版社，2018.2
[2]叶棋浓.现代分子生物学技术及实验技巧.北京：化学工业出版社，2015.10
[3]吴乃虎.基因工程原理.北京：科学出版社，2001.3
[4]查锡良，药立波. 生物化学与分字生物学.北京：人民卫生出版社，2013.3
[5]萨姆布鲁克 J，拉塞尔D W著. 黄培堂等译. 分子克隆实验指南(第三版). 北京: 科学出版社，2002
七、教学内容（理论）
绪论   分子生物学技术概述
【教学内容】
1.目的基因的获取
2.克隆载体的构建和选择
3.载体的转化
4.重组子的筛选  
5.基因表达
6.基因工程技术的应用
【教学基本要求】 
1.了解基因工程技术的应用
2. 掌握分子生物学技术基本过程
【重点与难点】
分子生物学技术基本过程
【教学方法与教学手段】
教学方法：讲授法
教学手段：多媒体、板书等
第一章  核酸提取技术
【教学内容】
1.质粒DNA结构、特点和提取
2.基因组DNA结构、特点和提取
3.RNA的分类、结构、功能和提取
4.核酸的定性及定量检测
【教学基本要求】 
1.掌握碱裂解法提取质粒DNA、Trizol法提取RNA的方法
2.掌握核酸定性及定量鉴定方法
3.熟悉质粒、原核及真核基因组的结构和特点
4.熟悉RNA的种类、结构和特点
5.了解植物、动物、细菌中提取基因组DNA的方法
【重点与难点】 
重点：碱裂解法提取质粒DNA；Trizol法提取RNA的方法和结果分析；核酸定性及定量检测
难点：对核酸提取后实验结果的分析
【教学方法与教学手段】
教学方法：理论与实验穿插进行
教学手段：多媒体教学
第二章  目的基因的获取及鉴定技术
【教学内容】
1.真核生物DNA复制
2.普通PCR
3.实时荧光定量PCR
【教学基本要求】 
1.掌握PCR的基本概念、原理和方法
2.熟悉DNA复制、实时荧光定量PCR的原理
【重点与难点】 
重点：PCR基本原理与方法
难点：PCR实验过程中的疑难解析
【教学方法与教学手段】
教学方法：理论与实验穿插进行
教学手段：多媒体教学
第三章  载体的构建和鉴定
【教学内容】  
1.克隆载体
2.表达载体
3.基因重组
4.构建载体的关键工具和步骤
5.载体构建的应用举例
【教学基本要求】 
1.掌握载体构建的关键步骤、克隆载体和表达载体的结构和特点、载体构建的关键工具
2.熟悉基因重组
3. 了解载体构建的应用举例
【重点与难点】
重点：载体构建的关键工具和步骤、克隆载体和表达载体的结构和特点
难点：定向克隆、DNA重组
【教学方法与教学手段】
教学方法：理论与实验穿插进行
教学手段：多媒体教学
第四章  细菌转化与细胞转染技术
【教学内容】
1.细菌转化
2.细胞转染
3.感染与噬菌体
【教学基本要求】 
1.掌握细菌转化的概念、方法和原理
2.了解细胞转染的概念、方法和原理
3.了解感染的概念、噬菌体的生物学性状、分类及在分子生物学上的应用
【重点与难点】
重点：感受态细胞的制备和化学转化法
难点：转化和转染的区别
【教学方法与教学手段】
教学方法：理论与实验穿插进行
教学手段：多媒体教学
第五章  外源基因表达的鉴定
【教学内容】
1.逆转录
2.原核细胞基因的表达
3.真核细胞基因的表达
4.RT-PCR
5.Western blot
6.ELISA
7.Northern blot
8.蓝白斑筛选
【教学基本要求】 
1.掌握RT-PCR和Western blot原理、方法及应用
2.熟悉逆转录原理
3.熟悉印迹技术种类及用途
4.熟悉ELISA类型、原理及应用
5.熟悉蓝白斑筛选原理
6.了解原核细胞及真核细胞的表达
7.了解Northern blot的原理方法
【重点与难点】
重点：RT-PCR、Western blot的原理和方法；ELISA类型和原理
难点：Western blot的基本原理和操作；ELISA类型和原理
【教学方法与教学手段】
教学方法：理论与实验穿插进行
教学手段：多媒体教学
第六章  差异基因表达谱分析
【教学内容】
1.基于双向电泳技术的蛋白质组学分析
2.基因芯片
【教学基本要求】 
1.了解双向电泳的基本操作步骤
2.熟悉基因芯片的基本概念、分类、基本特点和工作原理、应用
【重点与难点】
重点：基因芯片的基本概念、分类、基本特点、应用
难点：基因芯片的工作原理
【教学方法与教学手段】
教学方法：讲授法
教学手段：多媒体教学
第七章 基因诊断与基因治疗
【教学内容】
1.基因诊断技术
2.基因诊断的医学应用
3.基因治疗的基本策略
4.基因治疗的基本程序
【教学基本要求】 
1.了解基因诊断技术及医学应用；
2.了解基因治疗的基本策略、基本程序及临床应用现状
【重点与难点】
重点：基因诊断技术；基因治疗的基本程序
难点：基因诊断技术；基因治疗的基本程序
【教学方法与教学手段】
教学方法：讲授法
教学手段：多媒体教学
八、实验教学
（一）学时分配
	序号
	实验项目
	实验类型
	是否书写
实验报告
	学时

	实验一
	总RNA的提取、定性及定量
	综合性
	是
	8

	实验二
	RT-PCR及琼脂糖凝胶电泳
	综合性  设计性
	是
	8

	实验三
	表达载体的提取及鉴定
	综合性
	是
	6

	实验四
	载体/目的基因的酶切及切胶回收
	综合性
	是
	8

	实验五
	载体与目的基因的连接、转化用试剂及培养基的制备
	综合性
	是
	7

	实验六
	感受态细胞制备及重组质粒转化
	综合性
	是
	8

	实验七
	转化克隆的提取及鉴定
	综合性
设计性
	是
	8

	实验八
	目的基因的诱导表达及蛋白提取
	综合性  设计性
	是
	8

	实验九
	SDS-PAGE法检测表达蛋白
	综合性
	是
	7

	合  计
	68



（二）实验内容
    分子生物学技术实验从RNA水平上克隆基因、构建重组表达载体、诱导表达于原核细胞并检测，是一门综合性实验，实验流程如下：
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实验一：总RNA的提取、定性及定量
【目的与要求】  
1. 掌握Trizol法提取哺乳动物组织总RNA的原理和方法 
2. 掌握琼脂糖凝胶电泳法定性检测总RNA的原理和方法 
3. 掌握紫外吸收法定量测定RNA浓度及纯度的方法 
4. 熟练使用微量移液器、高速离心机等分子生物学常用仪器 
【内容提要】 
1.小鼠不同组织的总RNA的提取
2.RNA浓度和纯度的测定
3.琼脂糖凝胶电泳的原理、制备凝胶过程及核酸染料
4.低温高速离心机的使用
5.微量移液器的使用
实验二：RT-PCR及琼脂糖凝胶电泳
【目的与要求】  
1.掌握RT-PCR原理和方法，了解其应用
2.熟悉引物设计原则
3.了解PCR的种类及应用
【内容提要】 
1.RNA反转录（RT）的基本原理
2.聚合酶链式反应的基本原理
3.引物设计原则
4.PCR体系各原料的作用
5. PCR技术的种类及应用
6. PCR仪的使用（示教）
实验三：表达载体的提取及鉴定
【目的与要求】  
1.掌握碱裂解法小量提取质粒DNA的原理和方法
2.熟悉质粒DNA定性和定量检测方法
【内容提要】 
1.碱裂解法提取质粒的原理 
2.琼脂糖凝胶电泳法分析质粒条带
3.质粒浓度的测定
4.质粒纯度的测定
实验四：载体/目的基因的酶切及切胶回收
【目的与要求】  
1.掌握限制性核酸内切酶酶切原理和方法
2.熟练从琼脂糖凝胶中回收DNA片段的技术
【内容提要】
1.载体质粒DNA的双酶切
2.目的基因的双酶切
3.载体/目的基因的酶切产物的回收
实验五：载体与目的基因的连接、转化用试剂及培养基的制备
【目的与要求】  
1. 掌握DNA片段的体外连接技术 
2. 了解固体和液体培养基的配制
【内容提要】
1.载体与目的基因的体外连接
2.液体LB培养基的配制
3.固体LB培养基的配制
4.离心管（15ml）的清洗及灭菌
5.CaCl2的溶液的配制、高压灭菌及保存
实验六：感受态细胞制备及重组质粒转化
【目的与要求】  
1. 熟悉CaCl2法制备感受态细胞
2. 掌握转化的原理和方法
【内容提要】
1. CaCl2法制备感受态细胞
2. 热击法转化重组质粒
3. 摇床的使用
4. 分光光度计的使用
5. 超净工作台的使用
实验七：转化克隆的提取及鉴定
【目的与要求】  
1.掌握重组质粒的鉴定方法
2.了解菌落克隆挑取方法和大肠杆菌培养、保存方法
【内容提要】
1.固体培养板上挑取菌落克隆
2.扩培菌落
3.质粒提取
4.重组质粒的酶切鉴定
5.菌落PCR鉴定重组质粒
6.表达培养基的配制
实验八：目的基因的诱导表达及蛋白提取
【目的与要求】  
1.熟悉在IPTG诱导下外源基因在原核细胞中的表达特点和方法
2.了解大肠杆菌总蛋白提取的方法
【内容提要】
1. 扩培含重组质粒的菌落
2. IPTG诱导表达外源蛋白
3. 收集细胞并超声破碎细胞
4. 超声波破碎仪的使用
实验九：SDS-PAGE 法检测表达蛋白
【目的与要求】  
1. 掌握SDS-PAGE的基本原理和方法
2. 了解用SDS-PAGE法检测蛋白
【内容提要】
1. SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质的基本原理和方法
2. SDS-PAGE的基本操作流程
3. 外源基因的表达结果分析
八、《分子生物学技术》课程主讲教师职责
分子医学实验教学平台负责《分子生物学技术》课程考核方案的制定、考核过程的监督，组织主讲教师对《分子生物学技术》课程进行考核方案的实施，对学生实验课情况进行评估考核，对学生实验课考核资料（实验报告等）进行归类存档等。      
主讲教师在《分子生物学技术》课程的考核中，主要负责《分子生物学技术》实验课程考核方案的实施，考核结果的汇总与记录等。
（一）依据教学大纲安排授课内容及进度。要求任课教师参加每次集体理论备课及预实验，以保证能将当次课程的所有理论内容对学生进行讲解，以及实验过程的顺利进行。
（二）第一次课对学生公布《分子生物学技术》课程考核方案，使全体学生知情本课程考核相关要求、考核时间、考核方式、考核内容、评分标准。
（三）平台要依据教学大纲要求及讲授内容，制定考核实施办法及步骤。协助主讲教师根据考核计划安排对学生日常实验课情况进行记录评估；收取学生的实验报告，并进行评分。
（四）主讲教师协助平台完成期末实践操作考核的各项组织工作。
（五）本课程各部分考核成绩按相应分值记录，按权重折合后累加获得本课程最后总成绩。
（六）每学期末，分子医学实验教学平台会组织主讲教师，对本课程考核方案的科学性、执行情况和教学效果进行系统评价，并形成评价分析报告和整改意见上报学校教务处。

