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  基因工程原理

名词

B

半保留复制：DNA在复制过程中首先碱基间氢键破裂并使双链解螺旋分开，然后两条链各作为模板在其上合成新的互补链，结果由一条链可以形成互补的两条链。这样所形成的两个DNA分子的碱基顺序完全一样，在此过程中，每个子代分子的一条链来自亲代DNA，另一条则是新合成的，这种复制方式为半保留复制

不对称PCR：PCR反应液中2个引物浓度不等时，其浓度比为50：1，称为不对称PCR

表达载体:是适合在受体细胞中表达外源基因的载体
C

超二级结构：二级结构的组合形式

cDNA文库：利用纯化的总mRNA在逆转录酶作用下合成互补的DNA即cDNA，再按上述构建基因文库的类似方法对cDNA进行克隆，由此获得的克隆总称为cDNA文库

Col质粒：编码控制大肠杆菌合成的基因，即所谓产生大肠杆菌素因子，大肠杆菌素是一种毒性蛋白，它可以使不带Col质粒的亲源关系密切的细菌菌株致死

插入失活：若把外源DNA片断插入到载体的选择标记基因中而使此基因失活，丧失其原有的表型特征，此方法叫插入失活。

超感染免疫性：被感染形成的溶源性细菌，由于细胞内具有原噬菌体，故不能被第一次感染的同种噬菌体再感染。也就是说，溶源性细菌具有了抗御同种噬菌体的能力，这种现象称为超感染免疫性

插入型载体：只具有一个限制酶位点可便于外源DNA插入的λDNA噬菌体载体称为插入型载体

Cos位点(cohesive－end site)：λDNA为线状双链分子，长度为48502bp。在λDNA分子两端各有12个碱基的单链互补的粘性末端。当λDNA被注入寄主细胞后，便会迅速的通过粘性末端的互补作用形成双链环形DNA。这种粘性末端结合形成双链区段，成为cos位点

穿梭载体(shuttle vector): YRp 型载体是酵母的DNA片段插入到大肠杆菌质粒中构成的. 其中酵母DNA片段不但提供了选择标记, 还携带来自酵母染色体DNA的自主复制顺序(ARS), 因为它同时含有大肠杆菌和酵母的自主复制基因, 所以能在两种细胞中存在和复制.可以在两种截然不同的生物细胞中复制的载体称为穿梭载体

穿梭质粒：既能在大肠杆菌中复制又能在酵母中复制的质粒，含有在细菌和酵母中都起作用的选择标记和DNA复制起点

创伤植物感染法：是指将新鲜培养的根瘤土壤杆菌接种在植物的创口部位，从而诱发肿瘤形成的一种特殊的感染方法

穿刺法：是使用显微注射针穿刺细胞及细胞核，而把外源DNA导入培养细胞或细胞核的一种特殊的显微注射法
D

蛋白质的一级结构：多肽链的氨基酸顺序

蛋白质的二级结构：多肽链中的有规则的重复

DNA的一级结构：有数量庞大的4种脱氧核苷酸通过3‘-5‘磷酸二酯键连接起来的直线形或环形多聚体。按规定，多核苷酸链以连接5’羟基的磷酸开始，以脱氧核糖的3‘羟基终止

蛋白质的变性：天然蛋白质因受到物理因素或化学因素的影响，其分子内部原有的高度规律结构发生变化，致使蛋白质的理化性质和生物学性质都有所改变，但并不破坏一级结构

多节区段：置换型载体的中间可取代区段是由一种DNA片断多次重复而成的，称为这种序列结构为多节区段

DNA的外包装：是指在试管中完成噬菌体在寄主细胞内的全组装过程

电穿孔：是指在高压电脉冲的作用下使细胞膜上出现微小的空洞，从而导致不同细胞之间的原生质体发生融合作用的细胞生物学过程

DNA探针：是指用同位素，荧光分子以及化学发光催化剂等标记的单链DNA片段，它可以同被检测的DNA分子中的同源互补序列杂交，从而检出所要查明的DnA或基因
F

复性或退火：DNA变性后，双螺旋两条链分开，如果溶液迅速冷却，两条单链继续保持分开。但如果缓慢冷却，则两条链可能发生特异的重新组合而恢复成双螺旋，这一变性DNA恢复其原有结构和性质

翻译过程：各tRNA所具有的特有的反密码子，和mRNA的密码对接，则mRNA上的碱基排列就转为氨基酸的排列顺序，这一过程称为翻译

反转录PCR(reverse transcription- PCR;RT- PCR)：监测RNA一般采用特殊的扩增技术

F质粒：又叫F因子或性质粒，它可以使寄主细胞染色体上的基因随其一道转移到原先不存在该质粒的受体细胞中

非接合型质粒：又叫非自我转移型质粒，此类质粒能够自我复制，但不含转移基因，这类质粒不能从一个细胞转移到另一个细胞

非整合的噬菌体DNA：以质粒DNA分子形式存在的噬菌体DNA

反义链:在双链DNA分子中,不 转录成mRNA,这条链称为反义链

非融合蛋白:不与细菌的任何蛋白或多肽链融合在一起的表达蛋白称为非融合蛋白
G

寡聚蛋白：有许多蛋白质含有两个或两个以上的亚基

共合载体法：是使用无毒的Ti质粒作为载体，所有又称为onc载体法

共培养法：是指将毒性的根瘤土壤杆菌，同刚刚在生出新细胞壁的原生质体作短暂的共培养，以便促使植物细胞发生转化
H

核酸的变性：当稳定升高时，核酸有规律的螺旋型双链结构变成单链无规则的“线团”。从天然状态转变到分子变性状态分子，这一过程称为变性

呼吸：双链DNA部分的链区被打开的现象

HAT 选择法：由于选择tk+细胞培养含有次黄嘌呤、氨基喋呤和胸苷，所有叫做HAT选择法
J

基因工程：将不同的生命元件按照类似于工程学的方法组装在一起，生产出人们所期待的生命物质

基因：是一个含有特遗传信息的核苷酸序列，它是遗传物质的最小功能单位

基因文库：用适当的方法将某一种生物细胞的整个基因组DNA切割成大小合适的片断，并将这些片断与适当的载体进行体外重组；再引入到相应的宿主细胞中繁殖和扩增，从而形成含有重组DNA分子的群体。从理论上讲，这些重组子应包含有整个基因组DNA序列，即包含了某种生物细胞的全部基因

聚合酶链式反应(PCR技术)：是美国Cetus公司人类遗传研究室的科学家K.B.Mullis于1985年发明的一种体外快速扩增特定基因或DNA序列的方法，固又称为基因的体外扩增法

局部酶切消化：限制性内切酶对DNA分子的消化不十分完全，获得平均相当分子质量大小有所增加的限制片断产物

接合型质粒：又叫自我转移型质粒，除含自我复制基因外，还带有一套控制细菌配对和质粒接合转移的基因，如F质粒、部分R质粒和部分Col质粒

基因扩增：带有外源DNA片段的重组分子在体外构成之后，需要导入适当的寄主细胞进行繁殖，才能获得大量的、纯一的重组分子，这样一种过程习惯上叫做基因扩增

基因表达(gene expression):生物体的遗传信息都是以基因的星失贮存在细胞的遗传物质DNA分子上的,而DNA分子的基本功能之一,就是把它锁承载的遗传信息转变为由特定氨基酸顺序的多肽或蛋白质(包括酶)分子,从而决定生物有机体的遗传表型.这种从DNA到蛋白质的过程叫基因的表达

基因导向：即将基因定向导入细胞内染色体的特定位置上。

基因置换：用已修饰过的基因准确的替代自然基因称作基因置换。

基因剔除：在最极端的基因置换中，可用以完全是活的基因取代自然基因这种替代操作叫做基因剔除

基因的瞬时表达：是指在DNA进入细胞后马上就发生的反应。因此可作为一种有用的基因分析系统。

基因治疗技术：基因工程技术的发展，为治疗单基因缺陷引起的遗传疾病开辟了一条充满希望的新途径，这就是基因治疗技术
K

柯斯质粒(cosmid)：是一类有人工构建的含有λDNA的cos序列和质粒复制子的特殊类型的质粒载体

抗原漂变：由于HA基因点突变的结果，病毒也会逐渐发生变化，产生出不能被抗体有效中和的抗原，这叫做抗原漂变或抗原漂流

抗原漂移：病毒的一种同时亚型可以在数年内反复出现，然后突然被一种全新的亚型所取代。这种现象叫做抗原漂移或抗原更换
L

烈性噬菌体：只具有溶菌周期的噬菌体

λ噬菌体DNA的包装限制：λ噬菌体DNA的包装有一定的限制，这是因为λ噬菌体头部外壳蛋白对DNA的容纳量是有一定限度的。具体来讲，上限不得超过其正常野生型DNA的5％左右，下限不得少于正常野生型DNA总量的75％。也就是说，λ噬菌体的包装能力控制在野生型λDNA的75-105％。在这个范围内的DNA可以被包装成有活性的噬菌体颗粒，而超出这个范围就不能形成正常大小的噬菌斑，这就是所谓的λ噬菌体的包装限制
M

密码的简并性：由于4种核苷酸可以代表64种氨基酸，因此大多数氨基酸都可以具有好几组密码子

目的基因：基因工程主要是通过人工的方法分离、改造、扩增并表达生物的特定基因，从而深入展开核酸遗传研究或者获取有价值的基因产物。通常将那些已被或者准备要被分离、改造、扩增或者表达的特定基因或 DNA片断
N

内含子，外显子：一个基因往往由几个互不相邻的段落组成；它的内部还包含一段或几段最终不相应出现在成熟mRNA中的片段，成为内含子，而相应出现在成熟mRNA中的片段则称为外显子

粘性末端：含有几个核苷酸单链的末端，可通过这种末端的碱基互补，使不同的DNA片断发生退火
Q

启动子：基因中一段能结合RNA聚合酶的DNA序列，由于它能与RNA聚合酶结合，由此开始转录

启动子: 启动子是DNA链上的一段与RNA聚合酶结合并能起始mRNA合成的序列。它是基因表达不可缺少的重要调控序列. 没有启动子,基因就不能转录

前导序列: 在原核生物中,一条mRNA分子常常编码不同的多肽链. 这种多顺反子mRNA的头一条多肽链合成的起点,同RNA分子的5’-P末端间的距离可达数百个核苷酸, 这段编码区之前的不转译的mRNA区段,叫做前导序列
R

RNA的成熟/转录后加工：由RNA聚合酶合成的RNA链需经过一系列的断裂和化学改造才能转化为成熟的mRNA、rRNA和tRNA

R质粒：又叫抗药性因子，编码一种或数种抗生素抗性基因。此抗性通常能转移到缺乏该质粒的受体细胞，使受体细胞也获得同样的抗生素抗性能力

溶菌周期：噬菌体吸附到寄主细胞表面之后，注入DNA，噬菌体的DNA进行复制及蛋白质的合成，并组装成噬菌体颗粒，最后使寄主细胞裂解，释放出子代噬菌体颗粒

溶源周期：在感染过程中没有产生出子代噬菌体颗粒，噬菌体DNA是整合到寄主细胞DNA上，成为它的一个组成部分

溶源性细菌：具有一套完整的噬菌体基因组的细菌

溶源化：用温和噬菌体感染细菌培养物使之形成溶源性细菌的过程

溶源性细菌的诱发：经过许多世代之后，溶源性细菌也能够开始溶菌周期。这时，噬菌体的基因组以单一DNA片断的形式从寄主染色体DNA上删除下来，这一过程叫做溶源性细菌的诱发

融合蛋白: 融合蛋白是指蛋白质的N末端由原核DNA序列或其他DNA序列编码,C端由真核DNA的完整序列编码,这样一条短的原核多肽或具有其他功能的多肽和真核蛋白质结合在一起,故称为融合蛋白

Ri质粒：在发根农杆菌中，决定毛根症的质粒称为Ri质粒，即诱发寄主植物产生毛根的质粒
S

三级结构：形成二级结构后，多肽链还可以进一步折叠成三维球状结构，它们具有独立的结构和功能

四级结构：在寡聚蛋白中，亚基的空间关系和缔和

S-D序列:1974年Shine和Daigarno首先发现, 在mRNA上由核糖体的结合位点,它们是起始密码子AUG和一段位于AUG上游3-10bp处的由3-9bp组成的序列. 这段序列富含嘌呤核苷酸.刚好与16SrRNA3’末端富含嘧啶的序列互补,是核糖体RNA识别与结合的位点. 根据发现者的名字,命名为Shine-Daigarno序列,简称S-D序列

衰减子:是指在某些前导序列中带有控制蛋白质合成速率的调节区

T

体蛋白：有些蛋白仅含一条多肽链

同裂酶：有一些来源不同的限制酶识别的是同样的核苷酸靶序列。此酶产生同样的切割，形成同样的末端。

同尾酶：与同裂酶对应的一类限制酶，它们虽然来源各异，识别的靶序列也各不相同，但是产生出相同的粘性末端

体外包装颗粒转导：是一种用体外包装体系的转导技术。它先将重组的λ噬菌体DNA或重组的柯斯质粒DNA包装成具有感染能力的λ噬菌体颗粒，然后经由在受体细胞表面上λ噬菌体接受位点，使这些带有目的基因序列的重组DNA注入大肠杆菌细胞

Ti质粒:Ti质粒存在与能够引起植物形成冠瘿瘤的土壤农杆菌中. 这种农杆菌的形成是由Ti质粒决定的. 故称为诱导肿瘤的质粒(tumor inducing plasmid)简称Ti质粒

Ti质粒：在根瘤土壤杆菌中，决定冠瘿病的质粒叫做Ti质粒，即诱发寄主植物产生肿瘤的质粒

退火：DNA变性后，双螺旋两条链分开，如果溶液迅速冷却，两条单链继续保持分开。但如果缓慢冷却，则两条链可能发生特异的重新组合而恢复成双螺旋，这一变性DNA恢复其原有结构和性质
W

外显子：一个基因往往由几个互不相邻的段落组成, 相应出现在成熟mRNA中的片段则称为外显子

完全的酶切消化作用：从理论上讲，如一条DNA分子上的4种核苷酸的含量是相等的，而且其排列顺序也完全是随机的，那么识别序列为6个核苷酸碱基的限制性内切酶将平均每隔46＝4096bp切割一次DNA分子；而识别序列为4个核苷酸序列的限制性内切酶将平均每隔44＝256bp切割一次DNA分子。如果一种限制性内切酶对DNA分子的切割反应达到了这样的片断水平

温和噬菌体：具有这种溶源周期的噬菌体
X

限制性内切酶：一类能够识别双链DNA分子中的某种特定核苷酸序列，并由此切割DNA双链结构的核酸内切酶

星号活性：迄今发表的第二类限制内切酶的识别序列都是在一定消化条件测出的，当条件改变时，酶的专一性可能会降低，以至同一种酶可识别和切割更多的位点
Y

引物：是两条人工合成的与模板DNA互补的寡聚核苷酸链。它的序列是根据所希望扩增的DNA片断而设计的，通常在此DNA片断两端，各合成一条。引物互补于所需扩增DNA片断的两端，使DNA片断的扩增只限于引物之间的部位

原噬菌体：在溶源性细菌内存在的整合的或非整合的噬菌体DNA

有义链:在双链DNA分子中,只有一条转录成mRNA,这条链称为有义链

亚基疫苗：是指它只含有病原体的一个或基因抗原，而不含其它的遗传信息
Z

杂交：不同来源的DNA形成复性DNA分子时，此复性过程称为杂交

转录：在合成蛋白质过程中，三类RNA都必须以DNA为模板，在依赖于DNA的RNA聚合酶催化合成，包括RNA链的起始、延伸和终止等环节，此一系列过程就叫转录，即RNA的合成

载体：在基因工程操作中，把外源DNA片断利用运载工具送入生物细胞。携带外源基因进入受体细胞的这种工具叫载体

质粒的拷贝数：一种质粒在一个细胞中存在的数目

质粒的不亲和性(不相容性)：在没有选择压力的情况下，两种亲源关系密切的不同质粒，不能在同一宿主细胞中稳定的共存

整合：噬菌体DNA插入到寄主细菌染色体DNA中

置换性载体：置换型载体的基因组中具有成对的限制酶位点，在这两个位点之间的DNA区段可以被插入的外源DNA片断所取代

转化：在基因操作中转化transformation一词，严格的说是指感受态的大肠杆菌细胞捕获和表达质粒载体DNA分子的生命过程

转染：transinfection指感受态的大肠杆菌细胞捕获和表达噬菌体DNA分子的生命过程

终止子: 在一个基因的3’端或是一个操作子的3’端往往还有一特定的核苷酸序列,它有终止转录的功能,这一DNA序列称为转录终止子

整合载体：缺乏酵母复制起点的载体叫做整合载体，含有这种载体的细胞要稳定表达标记基因并形成菌落的惟一方式是将质粒直接整合到酵母染色体上

自主复制序列：2umDNA环是从酵母天然质粒中分离出的酵母复制起点，若它位于酵母染色体DNA上，则被称为自主复制序列

致癌基因：自然界中存在有一组正常的细胞基因，当它们的结果发生轻微的突变或其功能有所异常表达时，就会使细胞无限的增殖下去，从而将正常的细胞转化为肿瘤细胞。这次基因与肿瘤连为一体时，叫做致癌基因

知识点
A

25σ亚基本身无催化功能，其作用为识别DNA分子上的起始信号。

B

18变性的蛋白质的一级结构没有破坏，破坏的是二、三级结构，因此蛋白质的组成和相对分子质量是不变的。在不太激烈的条件下，变性是可逆的，但激烈就成为不可逆反应。

19彼此不相容的质粒属于同一个不亲和群，而彼此能够共存的亲和质粒，则属于不同的不亲和群。

34包装限制这一特征，保证了重组所形成的活性的R重组子一般都应带有外源DNA的插入片断，或者具有重组插入的非必要区段，这相当于是对λ重组体的一种正

选择。
15哺乳动物细胞若不借助于一些特殊的手段，很难捕获和表达外源的DNA。现已有多种技术来改变这种状况，乳磷酸钙等的转染技术、电穿孔技术、显微注射技术、原生质的融合技术等。其中借助于病毒载体将外源DNA导入动物细胞也是极为重要的一方面
C

11传统的基因工程操作是将真核生物细胞的基因在原核细胞内表达。这一过程包括真核基因的分离、目的基因与载体分子在细胞外重组、重组分子转化原核细胞等环节。

6从正常的大肠杆菌菌株捉中分离出来的质粒DNA，只能被限制性内切酶局部消化，甚至完全不被消化，是属于对甲基化作用敏感的一类。为了避免产生这样的问题，在基因工程操作中通常使用了丧失了甲基化酶的大肠杆菌菌株制备质粒DNA。

23ColEI的重要性不在于直接用它作为载体，而在于它为母体构建新质粒，特别是它的松弛型复制子几乎是所有人工质粒的组成单位。

35Charon载体的特定是容量大，对研究大范围内的染色体结构是很有用处。但由于包装限制的缘故，Charon载体承受外源DNA的能力一般在几个kb到23kb的范围。当与λ噬菌体外壳蛋白外包装形成噬菌体颗粒，其感染率是很高的。

12从基因文库中筛选带有目的基因插入序列的克隆，最广泛使用的一种方法是核酸分子杂交技术。它所依据的原理是利用放射性同位素(32P或125I)标记的DNA或RNA探针进行DNA－DNA或RNA杂交，即利用同源DNA碱基配对的原理检测特定的重组克隆。

15常用的无细胞翻译系统有麦胚提取物系统和网织红细胞系统。

17COS细胞系的优点在于重组基因得到高效的复制，每个转染的细胞可产生105拷贝。单由于染色体外DNA大量积累会导致细胞死亡，因此，COS细胞不能建立稳定的细胞株，但作为基因暂时性表达研究是一种很好的系统。

7创伤株感染法的关键是必须在植株上形成新的伤口，并使用在活力强的细菌培养物。

17穿梭载体即可在大肠杆菌细胞中复制，也能在哺乳动物细胞中复制。

7重组DNA技术最有前途的应用之一就是生产单纯由表面蛋白组成、能引起免疫系统反应的亚单位疫苗。
D

12动物、植物和微生物细胞内都含有3种主要RNA，即核糖体RNA(rRNA)，转运RNA(tRNA)和信使RNA(mRNA)。此外真核生物细胞中还有少量核内小RNA(snRNA)。

15蛋白质的相对分子量很大，在溶液中不稳定，因此通常用渗透压、超离心法、凝胶过滤法、聚丙稀酰胺电泳法来测定其相对分子质量。

16蛋白质在等电点时以两性离子形式存在，总电荷为零，此时最不稳定，易聚集而沉淀。

2DNA的提取与纯化主要技术为碱抽提法(碱变性抽提法)、煮沸法、氯化铯超离心法、柱层析等，因方法的简繁、费用的高低、对设备的要求及产物质量的严格程度而各具有优缺点。

2第一类限制性内切酶的结构都是多聚体蛋白质，具有切割DNA的功能。作用时需ATP、Mg2+和S－腺苷蛋氨酸(SAM)的存在。

7大多数限制性内切酶的标准反应温度是37摄氏度，但也有许多例外的情况。消化反应的温度低于或高于最适温度都会影响限制性核酸内切酶的活性。

3对原核生物来讲,基因表达的调控序列主要涉及启动子, SD序列/ 终止子,衰减子等.

2第一个酵母遗传标记是编码氨基酸和核苷酸生物合成酶的基因。之所以能获得这些基因是因为它们能与大肠杆菌生物合成途径中的突变体互补。

6DNA前体物的生物合成有两种不同途径，即合成途径核补救合成途径。

19Dhfr基因选择系统需要Dhfr－表型的受体细胞，这就限制了它的使用范围。但这一选择系统有一个明显的优点，就是他可以使外源基因得到扩增。

20DEAE－dextran与磷酸钙共沉淀法比较有三点不同。

(1)它一般永远基因的瞬时表达，不易形成稳定转化细胞系(2)由于它对细胞有毒性作用，所以某些细胞系(如BSC－1，CV－1，COS等)有该转染技术时转染效率高，而其他类型的细胞则效果较差(3)DEAE－dextran可用于转染少量DNA。

3电穿孔转染效率主要取决于所用的细胞类型。
E

7.20世纪60年代，法国遗传学家F. Jaco和J. Monod在研究细菌基因调控中证实：基因是可分的，功能上是有差别的，即既有决定合成某种蛋白质的结构基因，又有编码阻遏或激活结构基因转录和合成
蛋白质的调节基因，还有其他无翻译产物的基因。
4二级结构可涉及少至三个氨基酸或分残基。氢键是稳定二级结构的主要作用力。蛋白质的二级结构有α－螺旋，β－折叠和5－转角三种基本类型。多至肽链中的大部

F

3分离质粒DNA的方法众多，其依据是利用分子大小不同、碱基组成的差异以及质粒DNA的超螺旋共价闭合环状的特点来进行分离。目前常用的有碱变性抽提法、煮沸法、去污剂裂解法、羟基磷灰石柱层析法、质粒DNA释放法、酸酚法等。
G

7寡聚蛋白普遍存在于机体中。

23根据新的命名法，现把不做模板的DNA链称为有义链，又陈编码链；把做模板的链称为反义链或模板链，这是因为非模板链的核苷酸序列与转录出来的RNA序列一致。

3构成完整基因组文库所需要重组子的数目，主要取决于基因组的大小和目的基因片断的大小两个参数。

4构建高等植物基因组DNA文库时，通常采用λ噬菌体载体和粘粒载体，因为它们具有更大的克隆容量，可使构成完整基因组DNA文库所需的重组子数目大大减少，从而减轻了克隆和筛选大量重组子所需的工作。

17根据宿主细胞所含拷贝数的多少，可把质粒分成两种不同的复制型，一是低拷贝数的质粒，称“严紧型”复制控制的质粒，此质粒每个宿主细胞仅含1-3个拷贝。另一类是高拷贝数的 “松弛型”复制控制的质粒，在每个宿主细胞可达10-60个拷贝。

11根据克隆片段为寄主提供的新的表型特征选择重组体DNA分子的直接选择法，是受一定条件限制的，它不但要求克隆的DNA片段必须大到足以包含一个完整的基因序列，而且还要求所编码的基因能够在大肠杆菌寄主细胞中实现功能表达。

7根据转录作用的类型，终止子可以分为两种；一种只取决于DNA的碱基顺序；另一种需要终止蛋白ρ因子的参与。在原核细胞表达外源基因时，由于实验设计的不同，总的来说可产生融合型和非融合型的表达蛋白。

16根据SV40基因表达的时间不同，可把它分为早期表达区和晚期表达区。早期表达区域在整个溶菌循环中均可表达，编码大T抗原和t抗原，晚期基因仅在DNA复制一段时间后表达，表达产物为VP1，VP2和VP3三种病毒外壳蛋白质，为包装成SV40颗粒所用。

9光合作用基因工程的目标之一是磷酸核酮糖羧化酶(RuBisCo)，目标之二是提高光能吸收及转化率。

11改建Ti质粒的方法大体上可规为两大类，第一类是使Ti质粒去除毒性部分变成只致瘤的质粒载体，第二类是构建双元载体系统。

13根据所产生的冠瘿碱的类型和差别，可将冠瘿瘤细胞分为章鱼碱型、胭脂碱型、农杆碱型肿瘤细胞。

5根瘤的发生是由细菌的根瘤基因控制的。

8构建腺病毒载体，重要的步骤是要设法减少基因组DNA中某些核酸内切酶的切割位点的数目。
H

核酸、蛋白质是机体的两类最基本的生物大分子。

10核酸是一种线性多聚核苷酸，它的基本结构单位是核苷酸。核苷酸由三部分组成：戊糖、碱基和磷酸。在核苷酸分子中，戊糖和碱基缩合成糖苷键而形成核苷，核苷中的戊糖羟基被磷酸酯化，就形成核苷酸。核苷酸分为核糖核苷酸和脱氧核糖核苷酸两类。

7衡量所提取的DNA的纯度可用OD260与OD280的比值。对DNA而言其值大约为1.8，高于1.8则可能有RNA污染，低于1.8则有蛋白质污染。

9合理的调节好寄主细胞的代谢负荷与外源基因高效表达的关系，是提高外源基因表达水平不可或缺的一个环节。其常用的方法右诱导表达和表达载体的诱导复制。

2花椰菜叶病毒组(Caulimoviruses)是唯一的一群以双链DNA作为遗传物质的植物病毒。
1HIV－1病毒是一种反转录病毒。
J

13基本的蛋白质有20种，由α－碳上连接基团的不同决定了它所组成的多肽链的构象和所能表现的功能的不同。
25就结构讲，噬菌体的结构比质粒复杂的多。在噬菌体DNA分子中，除有复制起点外，还有编码外壳蛋白质的基因。

1将体外重组分子导入受体细胞的途径包括转化(转染)、转导、显微注射和电穿孔等多种不同的方式。转化和转导主要适用于细菌一类的原核细胞和酵母这样的低等真核细胞，而显微注射和电穿孔主要应用于高等动植物的真核细胞。

8就目前所知，右许多因素，诸如启动子的强度，DNA转录起始序列、密码子的选择、mRNA分子的二级结构、转录 的终止、质粒的拷贝数以及质粒的稳定性和寄主细胞的生理特征等，都会不同程度的影响克隆基因的表达效率，而且大多数都是在转译水平上发生影响作用。

4.酵母作为实验材料最引人注目的特点在于可将突变导向到基因组的特定位置上。

5.酵母中的基因导向一般使用线性DNA分子而不是环状DNA分子，因为DNA末端是重组酶的良好底物。

6.酵母细胞可以以两种单倍体结合型存在，叫做a型和α型，a型和α型结合产生二倍体。

16假病毒如没有辅助病毒的存在就不可能进一步产生出感染性的病毒颗粒。

2基因治疗中最适合的受体细胞是，能够自我更正的造血干细胞群体。

5基因工程产生的第一个标准生产和应用的药物是人胰岛素。
K

可移动遗传因子(mobile genetic element）的发现动摇了基因是带有一定遗传信息的稳定结构的概念，使人们认识到也有跳跃的遗传因子。

L

34.64组密码子中，有三组不编码任何氨基酸，而是肽链终止密码子：UAG,UAA,UGA，最常用的终止密码子使UAA。AUG 则既是甲硫氨酸的密码子，又是肽链起始密码子。
30λDNA至少包括61个基因，其中有一半左右参与了噬菌体的周期活动，这类基因称为λ噬菌体的必要基因，当它们被外源基因取代后，并不影响噬菌体的生命，这类基因称为非必要基因。取代非必要基因的外源基因可以随寄主细胞一起修复核增殖，这一点对基因工程是非常重要的。

31λDNA的复制早期是双向型，由一个环状分子复制成两个环状分子。若进入裂解途径，则进行晚期的滚环复制，即由一个环状DNA分子复制成多个λDNA分子链在一起的线状连环DNA。

41连接反应是一个取决于几个参数的过程，包括温度、离子浓度、DNA末端的特性(粘末端或平齐末端)、DNA末端的相当浓度、DNA片段的浓度和分子相当质量等。

10lac Y是大肠杆菌的乳糖操纵子中编码β－半乳糖苷透过酶的结构基因，其中大小约为1.3kb。

8.利用酵母研究人类基因的最大途径在于通过酵母突变的遗传互补直接克隆新的人类基因。
M

3摩尔根(T. H. Morgan)提出了遗传粒子理论，认为基因是一粒一粒在染色体上成质粒排列的，且互不重叠，就像连在线上的佛株一样。摩尔根的理论的重要性在于基因以不再是一个抽象的符号，而是与染色体紧密相关的一个实体。

13mRNA在DNA和蛋白质之间起媒介的作用。即mRNA的功能在于把DNA模板链上的碱基序列转录为RNA 分子上的碱基序列(mRNA)，再从mRNA上的碱基序列通过合成蛋白质的机构获得氨基酸的序列。

28某些调节蛋白可以对启动子进行激活和阻碍作用，从而在不同的生长环节中根据情况来改变转录的节奏。

35密码子不论是在病毒、原核少年宫瓦还是真核生物都具有通用性。
33密码子中的第三位碱基具有较小的专一性密码子，简并性也往往只涉及第三位碱基。现已证明密码子的专一性主要由头两个碱基决定，而第三个碱基就显得不那么重要。
5目前化学合成寡聚核苷酸大多数是合成仪上自动进行，DNA自动合成仪采用的是固相磷酸二酯法和亚磷酸三酯法，由于亚磷酸三酯法具有反应速度快，合成效率高和副反应极少的优点，已经在自动合成仪中被广泛应用。

14.mRNA定量测定法的一个重要前提是，所测定的mRNA分子必须来自一种具有一个或数个间隔的基因。这样，所扩增的DNA样品的片断才会比mRNA扩增产物片断长，因此经过琼脂糖凝胶电泳后，两者才会分离在不同的位置上。

8某些限制性核酸内切酶的切割超螺旋的质粒DNA所需要的酶量要比消化线性的DNA高出许多倍，最高的可达20倍。还有一些限制性内切酶切割位于DNA不同部位的限制位点，其效率亦有明显的差异。

10酶的活性的正常发挥，是绝对的需要2价阳离子，通常是镁离子，不正确的NaCl或Mg2+浓度不仅会降低限制酶的活性，而且还可能导致识别序列特异性的改变。

8目前已经发展和应用了一系列构思巧妙、可靠性较高的重组体克隆检测法，包括使用特异性探针的核酸杂交法、免疫化学法、遗传监测法、物理检测法等。

6mRNA在细菌中的转译效率依赖于是否右核糖体结合位点的存在，即SD序列以及SD序列与起始密码子AUG之间的距离。

1目前已研究出多种克隆酵母基因的方法，常用的有大肠杆菌突变互补法，利用穿梭质粒克隆酵母基因和基因互补法等。

1目前正在研究发展作为植物基因工程克隆载体的病毒有三种不同的类型，即单链的RNA植物病毒；单链的DNA植物病毒和DNA双链植物病毒。

10目前设计的SV40为基础的基因克隆载体，主要由两种不同的类型：取代型的重组病毒载体；重组的病毒－质粒载体。

18目前绝大多数实验室所使用的SV40载体都是经过改造的，通常只保留SV40的复制起始区和早期区域启动子以及多聚腺苷酸化位置和小t抗原的内含子。

6灭活疫苗是利用化学方法杀死实际感染成分的衍生物，弱毒疫苗是改变的活毒或细菌使其所接种的生物体能增值。

2脉冲的电压和脉冲持续时间，是游戏电穿孔转染效率的两个主要因素，而与DNA浓度则无多大关系。

3目前最先进的重组亚基疫苗是由酵母产生的。
N

17能使蛋白质变性的因素，化学因素有强酸、强碱、尿素、胍、去污剂、苦味酸、浓乙醇等。物理因素有加热(70-100℃),激烈搅拌、射线、超声波等。

10凝胶电泳不仅可以分离不同相对分子质量的DNA，也可以鉴别相对分子质量相同但构型不同的DNA分子。在一般情况下，超螺旋型分子迁移速度最快，其次为线性分子，最慢为开环状分子。
P

2.PCR技术的问世及其在基因工程中的广泛应用，已经大大简化了构建和筛选cDNA文库的工作，不仅如此，利用PCR扩增反应可以从少量已获得的目的基因制备大量的拷贝，避免培养和DNA纯化等操作中可能产生的失误。

2PCR反应的最后结果是，经n次循环之后，反应混合液中所含的双链DNA分子数，即两条引物结合位点之间的DNA的拷贝数，理论上的最高值应是2n。

8PCR扩增时，是从引物的3’端开始按照5’-3’的方向延伸。因此，引物3’端的碱基必须与模板的碱基互补，才能有效的延伸；相反，对其5’端的要求就较低。有时可以在引物的5’端加上特殊的序列。

15PCR体外诱变技术也称重组PCR技术，在检测蛋白质与核酸的相互作用方面具有特殊的价值。PCR技术不仅可以有效的在体外诱发基因突变，而且也是检测基因突变的灵敏手段。

21pSC101质粒载体是第一个成功的用于克隆质粒DNA的大肠杆菌质粒载体。在1973年进行的这类克隆实验，是将带有非洲爪蟾核糖体基因的EcoRIDNA片断，连接到pSC101复制子上。作为DNA克隆载体，pSC101质粒不仅具有可插入外源DNA的EcoRI单克隆位点的优越性，而且还具有四环素抗性的筛选标记。缺点是其为一种严紧型控制的低拷贝质粒，从带有该质粒的寄主细胞中提取pSC101DNA，产量要比通常使用的其他质粒低的多。

24 pUC18质粒载体具有与M13mp8噬菌体载体相同的MCS区段，它可以在这两类载体系统之间来回“穿梭”。因此，克隆在MCS当中的外源DNA片断，可以方便的从pUC18质粒载体转移到M13mp8载体上，进行克隆序列的核苷酸测序工作。
Q

15取代型的重组SV40病毒载体有晚期区段取代载体、中期取代载体两种形式。

R

14rRNA即核糖RNA和具有各种功能的大量蛋白质组成合成蛋白质的场所――核糖体。核糖体RNA共分3种，原核生物的核糖体由5S rRNA，16 S rRNA，23 S rRNA所组成。

11若PCR扩增引物的核苷酸组成顺序是根据氨基酸序列推测出来的，就需合成简并引物。简并引物同样也可以用来检测一个已知的基因家族中的新成员，或是用来检测种间的同源基因。

27若在琼脂平板上感染生长着的细菌，则是以最初被感染的细菌所在位置为中心，慢慢的向四周均匀扩展，最后在琼脂平板上形成鲜明的噬菌斑，也就是感染的细菌细胞被噬菌体裂解之后留下的空斑。

33如按野生型λDNA分子长度为28kb计算，其包装上限为51kb。由于野生型的λDNA基因组中必要基因的DNA区段占28kb，所以λ载体克隆外源DNA片断的理论极限值是23kb。一般的λ载体包装的容量在15kb左右。
S

11双链DNA多数为线型存在，某些病毒、线粒体、叶绿体以及某些细菌中的DNA为双链环形。在细胞内，这些环形DNA可以进一步扭曲折叠成“超螺旋”的三级结构。

11水平式琼脂糖凝胶电泳的操作并不复杂也不困难，但影响DNA分子在电泳中的迁移率的因素是多方面的，除了取决于DNA分子大小与构型外，还有琼脂糖凝胶的浓度、电压、缓冲液pH和电泳时的温度等。

1随着生物化学、分子遗传学和分子生物学技术的发展，包括基因工程技术本身的进步，如今已有很多基因被分离出来。目前主要应用化学合成法、目的基因的直接分离法和逆转录法来分离、获得目的基因。

3首先发现II型酶的科学家时H.O.Smith(1970)，这类酶能在特殊位点切割DNA，产生具有粘性末端或其他形式的DNA片断。第二类限制性内切酶已成为基因工程操作中最基本的工具酶。

26噬菌体颗粒的外壳蛋白质分子、内部的核酸，最常见的是双链线形DNA，还有双链环形DNA、单链环形DNA、单链线形DNA等多种形式。

28噬菌体的生命周期可分为溶菌周期和溶源周期两种不同的类型。

11SV40病毒和反转录病毒，痘是细胞核内进行复制转录的。痘苗病毒不依赖于寄主细胞的机理，能独立地在细胞质中进行复制和转录。
T

 2肽键是由一个氨基酸的α－羧基和另一个氨基酸α－氨基之间失水缩合而成的。
6TaqDNA聚合酶对金属离子的性质和浓度较敏感，特别是Mg2+。由于脱氧核苷三磷酸可结合Mg2+，因此作为激活剂Mg2+的精确浓度便主要取决于dNTP的浓度。

12TaqDNA聚合酶在合成新DNA链时，要求有游离的Mg2+，因而在PCR系统中确定Mg2+的最适浓度是必要的。Mg2+浓度太低会无PCR产物，太高又会导致非特异性产物产生。通常反应体系中有0.5-2.5mol/L的游离Mg2+。

20天然质粒研究虽然在理论上和遗传学等方面做出了贡献，但很难直接作为基因工程的载体。质粒载体绝大多数是以天然质粒为基础，加以人工改造和组建，所形成的实用载体可根据不同的实验要求加以选择。

38T4噬菌体DNA噬菌体连接酶作用是需要ATP作为辅助因子，其功能是在本身放出双磷酸后和酶结合成酶－腺苷酸(AMP)复合物，然后此复合物结合到裂口上，在裂口处形成磷酸二酯键，并释放出AMP。

39T4噬菌体由其基因30编码它本身的DNA连接酶，相对分子质量约为60000，需要ATP作为能量来源。与大肠杆菌的DNA连接酶仅能连接粘性末端不同，T4DNA连接酶即能作为能量来源。与大肠杆菌的DNA连接酶仅能连接粘性末端不同，T4DNA连接酶即能连接粘性末端，又能连接平齐末端。

5体外包装颗粒转导最早是由A.Becker和M.Gold(1975)以及Hohn(1977)建立起来的，随后又经过许多实验室的改良与改革，目前已发展成为一种能够高效地转移相对分子质量较大的重组DNA分子的强有力的实验手段。

7体外包装的λ噬菌体混合制剂还具有效价稳定的特点，在4℃环境下可以常时期保存，而且这样的噬菌体群体中，重组体所占的比例比较高。

2同所有的生命过程一样, 外源基因在原核细胞中的表达包括两个主要过程: 即DNA转录成mRNA和mRNA翻译成蛋白质.

14通常可将带有外源基因的pGV3850称为中间载体，而将接受了中间载体的pGV3850称为共合体，带有共合体的土壤农杆菌可称为结合后体。

3Ti质粒载体的主要缺点是它们的寄主范围只局限于裸子植物和双子叶植物。

1通常根据DNA注射的不同方式，可以把显微注射区分为真正的显微注射和“穿刺”两种。
W

4为了表达真核基因, 必须将其克隆在原核启动子的下游, 才能在原核细胞中被转录.

12外源基因导入哺乳动物之后，可以按瞬时的和稳定的两种不同的方式存在。在瞬时状态的基因转移中，  引入细胞外源DNA可以不整合到染色体上就进行有效的表达。在稳定状态的基因转移中，导入细胞的DNA整合到染色体上，以永久的形式存在，形成稳定的转化细胞株。
X

19硝基纤维素虑膜与单链DNA结合非常牢固，但它不会与双链DNA或RNA结合，这为测定杂交提供了重要的技术。其最重要的用途是检测DNA单链和RNA分子间的序列同源性，这可称为DNA－RNA杂交。

20细胞传代时，DNA作为遗传物质必须忠实的复制才能使子代细胞含有相同的遗传信息，从而保持物种的稳定。DNA的双链结构对于维持这类物质的稳定性和复制的准确性都十分重要。

24细菌RNA聚合酶有一个复杂的结构，由6个亚基(ααββ’σω)组成。没有σ亚基的酶(ααββ’ω)叫核心酶，核心酶只能使已开始合成的RNA链延长，但不具备合成RNA的能力，必须加入σ亚基才能表现出全部聚合酶活性。

27细胞中的启动子在启动速度上可划分为不同的等级，有的是十分种或十几分钟启动一次，诱导1-2秒内启动一次。在此基本限速步骤的基础上，基因表达的速度就确定了。

32细胞内每个蛋白质分子的生物合成都受细胞内DNA指导，但是DNA并非是蛋白质合成的直接模板。它是经转录作用把遗传信息传递到信使RNA的结构，然后再经翻译作用将遗传信息从信使RNA传递到
1现代PCR技术不仅可以用来扩增与分离目的基因，而且在临床医疗诊断、胎儿性别鉴定、癌症治疗的监控、基因突变与监测、分子进化研究以及法学等诸多领域都有着重要的用途。

5限制性内切酶消化DNA底物的反应效率在很大程度上取决于所使用的DNA本身的纯度。DNA制剂中的其它杂质，如蛋白质、酚、氯仿、乙二胺四乙酸(EDTA)、十二烷基硫酸钠(SDS)以及高浓度的盐离子等，都有可能抑制限制性内切酶的活性。

9限制性内切酶的标准缓冲液的组分包括氯化镁、氯化钠或氯化钾、Tris－HCL、β巯基乙醇或二硫苏糖醇(DTT)以及牛血清蛋白(BSA)。

12消化DNA样品后，常需要再进一步处理DNA前纯化酶的活性。纯化大多数限制性内切酶可以采用在65℃条件下温浴5min的办法

7显微注射，DNA是由注射针直接注入细胞，而穿刺DNA是处在细胞周围培养基中，然后随着穿刺形成的小孔进入细胞内部的，或是随穿刺的针头一道进入的。

14显微注射用的受体细胞多数是沿培养皿贴壁生长的单层培养细胞。

Y

11855年，遗传学的始祖孟德尔(G. J Mendel)在他的豌豆杂交实验论文中，将控制性状的遗传因素称为遗传因子。

21909年，丹麦的遗传学家W. J. Johanssen首次提出用“gene”来替代孟德尔的遗传因子，提出了基因型和表型的区别，指出前者是一个生物的基因成分，后者是这一基因表现的性状。

41977年，Avery等首次证实遗传物质基础是DNA，把基因位于染色体上的理论进一步推到DNA水平上。

51953年，Waston和Crick提出了DNA双螺旋模型，这时，人们接受了基因是具有一定遗传效应的DNA片段的概念。

61955年，Benzer基于T4噬菌体的顺反互补实验，提出顺反子的概念，到此为止，已经从功能单位的意义上把顺反子和基因统一起来了。顺反子实际上成为基因的同义词。
8.1977年，F. Sanger在测定噬菌体ФХ174全部核苷酸序列时发现D基因中包含着E基因。

10一个完整的基因工程流程一般包括目的基因的获得、载体的制备、重组体的制备、基因的转移、基因的表达、基因工程产品的分离提出等过程。

6有些较大蛋白质的多肽链会折叠成相当独立的结构域的三维结构。结构域是多肽链的一个部分，但已具有完整球状蛋白质的特征，从这一意义上来说它是自立的。结构域常对应于基因中各自的外显子(exon)。结构域的组合就形成了蛋白质的完整三级结构。

81944年，Avery等的肺炎链球菌的转化实验才证明了遗传物质是DNA，而不是蛋白质。1952年，Hershey和Chase的T2噬菌体对大肠杆菌的感染实验进一步证明了这一点。

91953年，Watson和Crick提出了 DNA双螺旋结构模型，它使许多遗传现象从分子水平上得到了充分和合理的解释，成为生物学发展中的一个里程碑。

21原核生物的复制起点常位于染色体中的特定的部位，即只有一个起始点。真核生物是在几个特定部位上进行复制，所以有几个起始点。酵母的基因组与所有的真核基因组相同，具有多个复制起点。

22一般说来，DNA分子所储存的蛋白质遗传信息必须转变成信使RNA(mRNA)，才能到达蛋白质合成的工厂即核糖体，然后，蛋白质合成酶系才能把mRNA所带来的信息翻译成蛋白质。

30原核生物中，转录和翻译是同时进行的，随着mRNA开始在DNA上合成，核蛋白体即附着在它们之上，所以mRNA并无特殊的转录后加工过程。
1由于基因工程操作大部分要靠生物酶来进行，因此对DNA的质量要求十分高，不纯的DNA往往是整个工程的显著因素。

41988年，.R.K.Saili等人成功的将热稳定的TaqDNA聚合酶应用PCR扩增，提高了反应的特异性和敏感性,是PCR技术走向实用化的一次突破性的进展。

5由于TaqDNA聚合酶的最适延伸温度高达75-80℃，故退火和延伸反应温度均可提高，限制了非特异性扩增产物的出现，增加了PCR的特异性。

7一般引物长15-30bp，且于单链DNA模板的3’互补PCR扩增时使用的引物浓度在各个实验中有所不同，引物短的6-12bp，长的可达35bp。

9引物的碱基组成一般为G+C占50-60％，应尽量避免数个嘌呤或嘧啶的连续排列。一对引物之间不能有2个以上的碱基互补，特别是3’端，引物之间的碱基互补会形成引物二聚体，引物本身应避免回文序列。

10引物与模板退火的温度核所需的时间取决于引物的碱基组成、长度和溶液中引物的浓度。合适的退火温度是低于引物本身的实际变性温度(Tm)5℃。

3由于PCR扩增的双链DNA的两条链，而DNA序列分析只需一条链即可，因此有人设计了不对称PCR(asymmetric PCR)用于生产单链DNA。

13一个外源DNA片断是很难进入受体细胞的，即使进入细胞，一般也不能进行复制和功能的表达。这是因为所得到的外源DNA片断一般不带有复制子系统，也不具有在新的受体细胞中进行功能表达的系统，进行基因克隆是极为困难的。

29有M13的生物学特性知道，克隆在RFDNA分子上的外源DNA片断，到子代噬菌体变成了单链形式，所以应用M13载体可以很方便的分离到特定的DNA单链序列。

32野生型的λ噬菌体本身不适宜于作为克隆载体来用，主要原因是λDNA对大多数常用的限制酶有较多的切割位点，比如6个EcoRI位点，7个HindIII位点。

37用cosmid进行克隆时有两个缺点:1.两个或多个cosmid分子之间的重组，即自我重组降低了阳性率。2.两个或多个外源DNA片断时插入，使最初在真核染色体DNA上本来不连的片段连接起来。

14由Broome和Gilbert发展的双位点检测法(two site detection method)这种方法特别适合于含有杂种多肽菌落的分析。

9遗传检测法可分为根据载体表型特征和根据插入序列的表型特征选择重组子的两种方法。
10YIp型载体是右大肠杆菌质粒和酵母的DNA片段构成的在酵母细胞中不能自我复制。

11YEp型载体一般由大肠杆菌质粒，2um质粒以及酵母染色体的选择标记构成。

3因为有些必须基因的失活是致命的，所以这些基因经常通过条件致死突变进行检测。为了确定携带在质粒上的基因在酵母基因组中的位置，可将单个酶切片段(有时是随机缺失或插入片段)克隆到新的质粒上，并进行单个测定，以决定究竟哪个片段可祢补突变株的遗传缺陷

6叶盘转化法是一种简单通用的植物细胞体外转化，选择性再生的方法。

13影响DEAE－葡聚糖的转染效率的因素最为重要的有细胞的数量、DNA的浓度和DEAE－葡聚糖的浓度。

5一脂质体为载体的基因转移过程，通常是先用PEG处理培养的动物细胞，使之易于吸收周围的培养基中的脂                       质体。

41976年，DNA克隆寡核苷酸合成，基因表达在同一实验中获得成功，首次通过重组DNA技术表达出了人的蛋白质，使生物技术(biotechnology)成为现实。
Z

26真核细胞中的RNA聚合酶可能有I,II,III三类。线粒体和叶绿体也有依赖于DNA的RNA聚合酶的存在。所以这些酶均有类似σ的起始因子。
29真核生物转录的终止信号和机制现在了解很少，主要困难在于难于确定原初转录的3’末端，因为大多数的转录后很快进行加工，无论是mRNA ，tRNA还是rRNA都如此。

1真核细胞中已有核结构的分化，转录和翻译在时间上和空间上是分开的：在核内形成各种RAN，而后RNA穿过核膜进入细胞质中，并在细胞质进行蛋白质合成。
36在整个翻译过程中，需要两个酶：一个催化氨基酸的活化，即形成氨基酰－tRNA，称为氨基酰－tRNA合成酶；另一个催化肽链的形成，称为氨基酰－tRNA转肽酶。
4组织中的多糖和酚类物质对随后的酶切、PCR反应等有较强的抑制作用，因此对富含这类物质的材料提取基因组DNA时，应考虑除去多糖和酚类物质。

5质粒DNA纯化的方法都是利用质粒DNA相对较小和它的共价价闭合环状特性。常用的纯化方法有CsCl－溴乙锭梯度平衡离心和PEG差别沉淀。

6紫外光谱分析法的原理基于DNA(或RNA)分子在260nm处有特异的紫外吸收峰且吸收强度与系统中的DNA或RNA的浓度成正比。

8紫外灯对人的皮肤与眼睛有照射损伤，使用反射光紫外灯时，要避免灯直接照到皮肤与眼睛，观察时最好戴眼镜。EB时强诱变剂，具有毒性，操作时要戴手套，废液要处理。

9在凝胶电泳中，DNA分子的迁移率与分子质量的对数值成反比。质粒DNA样品用单一切点的酶切后与已知相对分子质量大小的标准DNA片断进行电泳对照，观察其迁移距离，就可获知该样品的相对分子质量。
3在早期进行的PCR反应中，使用的是大肠杆菌DNA聚合酶I的大片断，即Klenow片断，也曾有人用噬菌体T4DNA聚合酶。这两种酶的共同弱点是对热不稳定性，DNA合成反应只能在37摄氏度进行。PCR时每一循环的解链温度都在90℃以上进行，故在每两个循环之间要加入新的DNA聚合酶，使得整个实验过程很繁琐和昂贵。
1在核酸内切酶 的作用下，侵入细胞的“外源”DNA分子便会被切割成不同大小的片断，而细菌自己固有的DNA碱基甲基化在修饰酶的保护下则可免受限制酶的降解。

4只有在相当特殊的反应条件下，酶的活性才与发表的结果相符，pH或离子状况的改变直接影响酶的活性。为了得到一种限制性内切酶的最适反应速度和理想的消化专一性，必须坚持应用推荐的反应条件。

11真核生物的基因组，特别是哺乳动物或高等植物的基因组，一般大小都可达到109bp左右，经限制性内切酶消化之后，常要产生出数量高达105-106种不同大小的DNA限制片断。

14质粒是染色体外能自主复制的双链闭合环状DNA分子，它广泛存在于细菌细胞中。在霉菌、蓝藻、酵母，甚至在真核的线粒体中都发现有质粒分子
的存在。

15质粒可以“友好”的借居在宿主细胞中，也只有在宿主细胞中，质粒才能完成自己的复制，同时将其编码的一些非染色体控制的遗传性状进行表达，赋予宿主细胞一些额外的特性，包括抗性特征、代谢特征、修饰寄主生活方式的因子以及其他方面的特征。其中对抗生素的抗性是质粒最重要的编码特征之一。由质粒DNA编码的基因还包括芳香族化合物降解基因、糖酵解基因、产生肠毒素基因、重金属抗性基因、产生细菌素的基因、产生硫化氢的基因以及寄主控制的限制与修饰系统的基因等十余种。

16在琼脂糖凝胶电泳中，不同构型的同一种质粒Dna尽管分子量相同，仍具有不同的电泳迁移率。由于琼脂糖中加有嵌入性染料EB，所以紫外线照射下DNA电泳条带呈橘黄色。ScDNA走在最前沿，ocDNA位于凝胶的最后面；IDNA是经限制性内切酶切割质粒之后产生的，它在凝胶中的位置介于ScDNA和ocDNA之间。

18在一般情况下，质粒的结合转移能力与复制型与分子大小间有一定的相关性。接合型质粒相当分子质量较大，拷贝数少，一般属严紧型质粒。而非接合型质粒相当分子质量较小，拷贝数多，属松弛型质粒。

22在含有ColEI质粒的细菌培养物加入氯霉素以抑制蛋白质的合成，宿主染色体DNA的复制便被抑制，细胞的生长也随之停止，而质粒DNA仍可继续进行数小时的复制，最后每个宿主细胞所累积的ColEI质粒的拷贝
数可达1000-3000个，此时质粒DNA大约可占细胞总DNA的50％左右。这种质粒的扩增作用在基因工程中是很重要的。

6在体外包装重组体λDNA，是基因操作中的一项重要技术，它十分有效的提高了λ噬菌体载体的克隆效率。在良好的体外包装反应条件下，每微克野生型的λDNA可以形成108以上的噬菌斑形成单位pfu(plaque Forming unit)。

40作为一般原则而言，平齐末端连接反应的最适温度应该接近反应中最小片断的Tm值，但不要超过37℃。

36在柯斯质粒pHC79中，来自pBR322部分的是一个完整的复制子，编码着一个复制起点和两个抗生素抗性基因ampr和tetr来自λDNA部分的片断，除了提供cos位点外，在cos位点两侧还具有与噬菌体包装有关的DNA短序列，这样它能够包装成具有感染性的噬菌体颗粒，很明显，pHC79柯斯质粒兼备了λ噬菌体载体和pBR322质粒载体两方面的优点。

2在所有的关于重组DNA的研究工作中，都使用外源DNA发生降解作用。

3在普通的转化实验中，每微克pBR322质粒DNA可以获得106左右的转化子菌落；每微克λ噬菌体的DNA可以获得104-106噬菌斑。而如果使用大肠杆菌X1776菌株作为受体菌，那么转化频率则可高达108左右。

4在转化之后，用环丝氨酸富集法(cycloserine 

9在腺病毒载体的构建过程中，使其某种限制位点的腺病毒DNA是在体外选择的。

13只有一个克隆的目的基因能够在大肠杆菌寄主细胞中实现表达，合成出外源蛋白质，就可以采用免疫化学检测重组体克隆。

1在大肠杆菌中,参与特定新陈代谢的基因是趋于成簇的集成一个转录单位即操作子.

5在原核表达系统中通常使用的可调控的强启动子由lac(乳糖启动子),trp(色氨酸启动子).PL和PR(γ噬菌体的左向和右向启动子)以及
tac(乳糖和色氨酸的杂和启动子)。
12在酵母中使用的克隆载体都存在着稳定性与拷贝数之间的矛盾。能够稳定遗传的(YIp、Ycp)都是单拷贝数；而拷贝数高的(Yrp、Yep)又都不稳定。因此在基因操作中，要根据不同的使用目的进行选择
和改造载体
7.在酵母细胞检测哺乳动物基因功能的简单工具叫做穿梭质粒。

10植物基因工程的主要研究方向有提高光合作用效率、生物固氮、增加种子的营养价值，提高作物抗病虫害即除草剂能力、增加植物次生代谢产物的生产率等。

12在应用叶盘转化法所获得的转基因植物中，外源基因能够稳定的保持和表达。

enrichment)使那些只带有原来的质粒的载体的细菌致死，同样也可以达到抑制这些不含有插入DNA片断的载体分子形成转化子。在这个方面是依据外源DNA片段的插入作用，导致质粒的某种基因失活这一原理建立的。

4最常见的冠瘿碱有章鱼碱、胭脂碱和农杆碱、在组织培养中的冠瘿瘤细胞能够继续合成冠瘿碱，而且从冠瘿细胞系再生的幼苗和整体植株同样能够合成冠瘿碱。

8造成伤口的方法多种多样，可以用刀切、针刺或是直接在幼嫩枝的顶部切口等。

4制备包装DNA的脂质体，一般是采用蒸发技术，因此此法可产生大型的包装高效DNA单层膜的脂质体的载体。

重点与难点

第一章

1生物工程亦称生物技术，主要包括以下5个方面：基因工程；细胞工程；酶工程；微生物发酵工程；生化工程。

2论述基因工程的应用1)基因工程在农业中的应用主要包括提供植物光合作用效率、提供植物的固氮能力、生产转基因植物和转基因动物(1)光合作用(2)固氮作用(3)转基因植物(4)转基因动物(5)产生次生代谢产物2)基因工程与农业(1)纤维素的开发利用(2)酿酒工业(3)食品工业(4)制药工业(5)新型蛋白质的生产3)基因工程与环境保护(1)环境监测(2)环境污染净化4)基因工程与医学(1)基因工程疫苗的研制与生产(2)基因诊断(3)基因治疗
第二章

1核酸、蛋白质两类最基本的生物大分子之间的关系。它们都属于信息分子，DNA是遗传物质的原出载体，蛋白质是遗传信息的表观者，也就是DNA代表信息，蛋白质代表由此信息所规定的功能，两者相互依存。在DNA和mRNA之间，遗传信息的传递是通过碱基互补实现的；在mRNA和多肽链之间，由tRNA作为中介使mRNA的核苷酸顺序转变为氨基酸顺序。DNA由4种核苷酸(ATGC)组成，核苷酸的排列顺序代表了核酸的语音。蛋白质则由20种基本α－氨基酸组成。氨基酸的赔了顺序代表了蛋白质的语音，两者存在着对应关系。多肽链的氨基酸顺序并不能直接表现出功能，只有当多肽链折叠成特定的三维结构后才表现出功能。但多肽链的氨基酸顺序包括了它折叠的全部信息。
2维持DNA双螺旋稳定的因素有哪些。DNA双螺旋结构是稳定的，这里起作用的主要有三种力量。第一种是互补碱基对之间的氢键；第二种是由芳香族碱基的π电子之间相互作用而引起的碱基堆积力；第三种使DNA分子稳定的力是磷酸残基上的负电荷与介质中的阳离子之间形成离子键，与DNA结合的离子如Na+、K+、Mg+和Mn+在细胞内大量存在。
3tRNA在结构上的特点。tRNA是传递氨基酸的RNA。所有的tRNA，不论其来自动物、植物还是微生物，都具有许多结构上的共同点(1)相对分子量在25KD左右，由70-90个氨基酸组成，沉降系数在4S左右(2)碱基组成中有较多的稀有碱基(3)3’末端都为….CpCpAOH，用来接受活化的氨基酸，此末端称为接受末端。(4)5’末端大多为pG….，也有pC….的。(5)tRNA的二级结构都是三叶草形，三叶草结构由氨基酸臂、二氢尿嘧啶环、反密码环、额外环和TψC环等部分组成。(6)tRNA的三级结构的形状像一个倒写的L字母。
4发生DNA复性的条件是什么？发生复性必须有两个条件(1)盐浓度必须达到足以消除两条链中的磷酸基团的静电斥力，通常用0.15-0.5mol/L NaCL(2)温度必须高到足以破坏其随机的链内氢键，但温度又不能太高，否则不能形成和维持稳定的配对。
5真核生物启动子的特点？真核生物有3种RNA聚合酶，每种酶都有自己的启动子。RNA聚合酶I转录rRNA，其启动子可分为近启动子和远启动子两部分。近启动子决定转录起始的精确位置；远启动子则影响转录的频率。RNA聚合酶I具有明显的种族特异性。RNA聚合酶II是多部位结构，主要有4个部位，其一为帽子位点，即转录起始点，其碱基大多为A，两侧各有若干个嘧啶核苷酸。其二为TATA框，其起始位置是一段富含AT的保守序列，即3’-TA TA AAT-5’。其三为CAAT框，其共有序列为GGCAATCT，虽然名为CAAT框，但其中的GG的重要性并不亚于CAAT部分。其四为增强子，它可刺激与之相连的同源或异源启动子的转录水平提高上千倍。增强子可以在转录起始位点上游或启动子相距很远的位置上起作用。基因工程中常引入真核表达载体的启动子和增强子元件。聚合酶II的启动子在转录起始位点的下游，称之为内部启动子。RNA聚合酶III能转录5SRNA基因、tRNA基因、部分snRNA基因和腺病毒的VA基因等。
6启动子上游序列在RNA合成中的作用？(1)上游DNA序列可增强启动子的活性，如在启动子位点上游50-150核苷酸之间的自然序列在合成核糖体RNA时，能增强启动子的活性(2)上游序列在某些时候可以作为一些激活剂的结合部位，直接激活RNA聚合酶。某些特定的上游序列可以影响启动子的DNA结构(3)有时启动子上游序列还可以和一个拓扑异构酶结合，此酶可诱导DNA形成有利的超螺旋状态，以利RNA的合成(4)上游序列还可以使RNA聚合酶更好的接近DNA的启动区使DNA与蛋白质结合固定在细胞结构上。
7原核生物的遗传信息的转录过程分为哪些步骤。在DNA的指导下RNA的合成，即遗传信息的转录过程为：酶与DNA模板的结合；转录的开始；链的延伸；链的终止。
8hnRNA转变mRNA经过哪些加工步骤？ 细胞质的mRNA是由核不均一RNA(hnRNA)转变而来得。由hnRNA需经过一系列的复杂加工步骤(1)在RNA链的特异部位断裂，除去非结构部分(2)在mRNA的3’末端上连接多聚腺苷酸片断，长约150-250个核苷酸(3)在mRNA的5’末端形成帽子结构(4)在拼接酶的作用下将含有插入序列的转录物中的插入部分切除。
9tRNA前体变成成熟tRNA分子需要哪些改造？(1)在RNA链的5’末端头部和3’端尾部切去一定的核苷酸片断(2)修饰核苷(3)tRNA分子的3’末端接上CCA。所有tRNA的3’末端都具有CCA顺序，此一结构对于tRNA接受并转移氨基酸的功能是必要的。真核细胞的tRNA前体由RNA聚合酶III所合成，它在核内初步甲基化即转移到细胞质中，并在那里进一步加工成为成熟的分子。
10蛋白质分子的合成过程？(1)氨基酸的激活(2)肽链的合成(3)肽链的延伸(4)多肽链合成的终止。与RNA一样，蛋白质肽链合成后也要经过若干的加工处理才能使合成的蛋白质具有生物活性，如N－甲酰硫氨酸的切除，二硫键的形成，氨基酸的修饰等。有时某些肽链合成后经过特殊的酶水解切除一段肽链后才能显现出生物活性。如胰岛素就是胰岛素原在胰蛋白酶及羧肽酶B的作用下切去一段肽链，由一条链成为两条链，从而显示出生物活性的。
11简述中心法则的基本内容。1954年，Crick提出了遗传信息传递的规律，即中心法则：
DNA是合成RNA的模板，RNA又是合成蛋白质的模板，DNA通过自我复制而保持遗传信息的连续性。后来还发现在转录酶的存在下，某些病毒可以以RNA为模板合成单链DNA(ssDNA)，然后以这条单链DNA为模板合成互补DNA，此过程称为逆转录。
第三章

1简述碱变性抽提法提取质粒DNA的原理和过程。碱变性抽提法又称碱抽提法或碱裂解法。是一种用的最广泛的制备质粒DNA的方法，是当今分子生物学研究的常规作法。碱变性抽提法是基于染色体DNA与质粒DNA的变性与复性的差异而达到分离目的的。在pH高达12.6的碱性条件下，染色体DNA的氢键断裂，双螺旋结构解开而变性，质粒DNA的大部分氢键也断裂，但超螺旋共价闭合环状的两条互补链不完全分离。当以pH4.8的NaAc高盐缓冲液调节其pH至中性时，变性的质粒DNA又恢复原来的构型，保存在溶液中，而染色体DNA不能复性而形成缠绕的网状结构。通过离心，染色体DNA与不稳定的大分子RNA、蛋白质－SDS复合物等一起沉淀下来而被除去。
2除了菌体培养、质粒扩增和收集菌体外。碱变性抽提质量DNA的提取过程。(1)从染色体DNA中分离质粒DNA。这是提取过程中最关键的操作步骤(2)去处质粒DNA中的RNA(4)进一步纯化质粒DNA，去处蛋白质等杂质。
3简述碱抽提法提取质粒DNA过程中所用的NaOH－SDS的作用。核酸在pH5-9的溶液中时稳定的。担当pH>12或pH<3时，就会引起双链之间氢键的解离而变性。在NaOH－SDS液中的NaOH浓度为0.2mol/L，加抽提液时，该系统的pH就高达12.6，因而促使染色体DNA与质粒DNA的变性。SDS是离子型表面活性剂，它可以溶解细胞膜上的脂质与蛋白，因而溶解膜蛋白、解聚细胞中的核蛋白，还能与蛋白质结合为R-O-SO3-…R+-蛋白质的复合物，是蛋白质变性而沉淀下来。但是SDS能抑制核糖核酸酶的作用，所以在以后的提取过程中，必须把它去处干净，防止它影响Rnase的活性。
4TE缓冲液的作用在基因操作实验中，选择缓冲液的主要原则是考虑DNA的稳定性及缓冲液成分不产生干扰作用。磷酸盐缓冲系统(Pka＝7.2)和硼酸盐系统(Pka＝9.24)等虽然也都符合细胞内环境的生理范围(pH)，可作为DNA的保存液，但在转化实验时，磷酸根离子将与Ca2+产生Ca(PO4)2沉淀。在DNA反应时，不同的酶对辅助因子的种类及数量要求不同，有的要求高离子浓度，有的则要求低盐浓度。采用Tris－HCL(Pka＝8.0)的缓冲系统，由于缓冲液是Tris－H+，不存在金属离子的干扰作用，故在提取或保存DNA时，大都采用Tris－HCL缓冲液，而TE缓冲液中的EDTA更能稳定DNA的活性。
5酚氯仿的作用酚与氯仿是非极性分子，水是极性分子，但蛋白水溶液与酚或氯仿混合后，蛋白质分子之间的水分子就被酚或氯仿挤去，使蛋白质分子失去水合状态而变性。经过离心，变性蛋白质的密度比水的密度大，因而与水相分离，沉淀在水相下面，从而与溶液在水相中的DNA分开。而酚与氯仿有机溶剂比重更大，但酚与水相有一定程度的互溶，大约10％-15％的水溶解在酚相中，因而损失了这部分水相中DNA；而氯仿的变性作用不如酚效果好，但氯仿与水不相混溶，不会带走DNA。所以在抽提过程中，混合使用酚与氯仿效果最好。经酚第一次抽提后的水相中有残留的酚，由于酚与氯仿是互溶的，可用氯仿第二次变性蛋白质，此时一起将酚带走。
6异戊醇的作用在抽提DNA时，为了混合均匀，必须剧烈振荡容器数次，这时在混合液内易产生泡，气泡会阻止分子相互间的充分作用。加入异戊醇能降低分子表面张力，所以能减少抽提过程中泡沫的产生。同时异戊醇有助于分相，使离心后的上层水相、中层变性蛋白相以及下层有机溶剂相维持稳定。
7饱和酚的作用因为酚与水有一定的互溶，苯酚用水饱和的目的是使其抽提DNA过程中，不致吸收样品中的含有DNA的水分，减少DNA的损失。
8测定DNA样品的浓度，一般有哪几种方法。一般采用紫外光谱分析核EB荧光分析等方法，还可用水平式琼脂糖凝胶电泳法、聚丙稀酰胺凝胶电泳法核脉冲电泳法等。
9紫外光谱分析测定DNA样品的浓度，为什么测量值往往偏高。由于测定OD260时，难以排除RNA、染色体DNA、以及DNA解离的增色效应的因素，因此测定的值往往比实际浓度高。
第四章

1构建基因组文库包括哪些基本步骤(1)细胞染色体大分子DNA的提取和大片断的制备(2)载体DNA的制备(3)载体与外源大片断的连接(4)体外包装及基因组DNA文库的扩增(5)重组DNA的筛选和鉴定。P51
2构建cDNA文库包括哪些基本步骤(1)mRNA的提取及其完整性的确定(2)cDNA的合成和克隆(3)目的cDNA的鉴定
3构建cDNA文库时，如何获取所需的mRNA。(1)总RNA的提取(2)mRNA的分离(3)mRNA的纯化DmRNA完整性的确定
4构建cDNA文库时，如何确定所提mRNA完整性。mRNA是cDNA的合成的模板，其结构上的完整性是合成和克隆全长cDNA的基础。在合成和克隆cDNA之前需要检查mRNA的完整性，具体方法：直接检查mRNA分子的大小；测定mRNA的转议能力；检测总mRNA指导合成cDNA第一链长分子的能力。
5简述cDNA的合成和克隆的基本步骤(1)cDNA第一链的合成(2)双链cDNA的合成(3)cDNA基因与载体的重组(4)转化(5)特定cDNA的克隆(6)目的cDNA克隆的鉴定
6特定cDNA的克隆的方法(1)从某组织总mRNA为模板得到的cDNA基因文库中分离特定cDNA的克隆，关键在于筛选用的DNA探针，或抗体蛋白作探针寻找相应的cDNA克隆(2)从该蛋白已知序列推知C末端5-6个氨基酸的相应DNA序列，合成一组寡聚脱氧核苷酸片断作为引物(3)用逆转录PCR技术可以得到特定cDNA(4)杂交选择法筛选特定mRNA(5)用差异杂交法和递减杂交法，可以获得极为稀少的mRNA及其克隆。
7从cDNA文库中筛选和鉴定目的cDNA核酸杂交；免疫学杂交监测；DNA的同源选择
8哪些化学方法可以用于目的基因的合成酸二酯法和亚磷酸三酯法寡聚核苷酸连接法。
第五章

1简述PCR技术的基本原理PCR技术快速敏感、简单易行。其原理并不复杂，与细胞内发生的DNA复制过程十分类似。先是DNA双链分子在临近沸点的温度下加热时便会分离成两条单链 的DNA分子，然后DNA聚合酶以单链DNA分子为模板并利用混合物中的4种脱氧核苷三磷酸(dNTP)合成新的DNA互补链。此外，DNA聚合酶同样需要一下段双链DNA来启动“引导”新链的合成。因此，新合成的DNA链的起点事实上是由加入的反应混合物中的一对寡核苷酸引物在模板DNA链两端的退火点决定的。
2PCR技术有哪些基本特点？特异性强；敏感性高；快速；简便；可扩增RNA或cDNA；对起始材料质量要求低；具有一定程度的单核苷酸错误渗入。
3为什么说TaqDNA聚合酶适合于PCR反应。TaqDNA聚合酶最初是由H.A.Erlish于1986年从一种生活在75℃的热泉中的细菌，即栖热水生菌(Thermusaquaticus)中分离纯化出来的。在补加有4种脱氧核苷三磷酸(dATP，dGTP， dCTP ，dTTP)的反应体系中，Taq酶能以从高温度变性的靶DNA分离出来的单链DNA为模板，从分别结合在扩增区段两端的引物为起点，按5’-3’的方向合成新的互补DNA。这种DNA聚合酶具有耐高温的特性，其最适的活性温度是72℃，连续保温30分钟仍具有相当的活性，而且在比较宽的温度范围内都保持着催化DNA合成的能力，一次加酶即可满足PCR反应全过程的需求。因此，Taq酶的开发利用有利地促进了PCR操作过程自动化的实现。
4简述TaqDNA聚合酶的功能。具有5’-3’聚合作用；具有5’-3’核酸外切酶活性；模板影响PCR效果主要有哪两方面因素：模板浓度和模板DNA的量。
5简述标准PCR反应中的热循环过程。在标准反应中，将标本加热到90-95℃，使双链DNA变性，再快速冷却至40-60℃使引物退火并结合到互补靶序列上，然后升温至70-75℃，在TaqDNA聚合酶的作用下参入单核苷酸使引物沿模板延伸。
6PCR扩增反应中影响出现平台效应的因素。反应试剂(dNTP或酶)稳定性的改变；终产物(如焦磷酸)的抑制效应；产物浓度超过10-5时可产生重复退火，于是会降低引物延伸速率或DNA聚合酶的活性；高浓度产物DNA双链的解链不完全。  平台效应时的一种后果是由于错误引导，在开始时浓度不高的非特异性产物会继续扩增，使结果的分析复杂化。
7PCR技术在现代分子生物学研究中的应用主要有哪些？PCR技术问世以来，以其简便、快速、灵敏、特异性好等优点受到分子生物学界的普遍重视，广泛应用于基因工程、临床检验、癌基因研究、环境的生物监测以及生物进化过程中的核酸水平的研究等许多领域。发展十分迅速。1)基因组克隆2)反向PCR与染色体步移3)不对称PCR与DNA序列分析。
8现代意义的基因扩增(gene amplification)包括哪些方面内容？在现代的分子遗传学或基因工程中使用的基因扩增概念，在不同的场合有不同的含义，内容如下(1)在体外应用聚合酶链式反应(polymerase chain reaction，PCR)技术和合成的寡聚核苷酸引物，导致特定基因的拷贝数发生快速大量的扩增(2)通过体外DNA重组，将目的基因插入到高拷贝数的质粒载体分子上并转化到适当的寄主细胞，于是在细胞内随着载体分子的大量复制，目的基因的拷贝数也得到了有效的扩增(3)在有些外界环境因子的胁迫下，真核生物的有关细胞被诱发产生适应性反应，从而导致相应的保卫基因(protective gene)产生明显的扩增(4)程序基因扩增(programmed gene amplification)有时也会被真核生物细胞用来作为特定的发育阶段合成高水平基因产物的一种手段(5)在生物进化过程中发生的基因加倍与扩增，结果使相关的基因在基因组上聚集成簇(clusters)。
9优化PCR反应条件，需要考虑哪些因素。TaqDNA聚合酶；引物；模板；dNTP；Mg2+浓度；PCR系统中的其他成分；PCR的热循环计划。
第六章

1宿主限制性修饰系统的含义限制和修饰系统中的限制作用指一定类型的细菌可以通过限制酶的作用，破坏入侵的噬菌体DNA，导致噬菌体的寄主范围受到限制，而寄主本身的DNA，由于在合成后通过甲基化酶的作用得以甲基化，使DNA得以修饰，从而免遭自身限制酶的破坏。
2寄主的限制修饰系统的作用保护自身DNA不受限制；破坏外源DNA使之迅速降解
3II型限制核酸内切酶切割双链DNA，产生粘性末端分几类。通过II型限制核酸内切酶的作用，可产生两种不同的粘性末端。一是在四百序列对称轴的左方和右方进行切割，即在5’-3’链上对称轴的左方切开和3’-5’链上对称轴的右方切开，形成带有凸出的5’磷酸基团的粘性末端，如EcoRI。另一种是在识别序列对称轴的两边进行切割，即在5’-3’链上对称轴的右方切开和在3’-5’链上对称轴的左方切开，形成带有凸出的3’羟基基团的粘性末端，如Pst I。
4 提高限制性核酸内切酶对低纯度DNA制剂的反应效率的方法。增加限制性核酸内切酶的用量，平均每微克底物DNA可高达10单位甚至更多些；扩大酶催化反应的体积，以使潜在的抑制因素被相应的稀释；延长酶催化反应的保温时间。
5基因工程中使用的载体分为哪几类？(1)质粒(plasmid)，主要指人工构建的质粒(2)噬菌体λ的衍生物(3)柯斯质粒(cosmid)(4)单链DNA噬菌体M13(5)动物病毒
6基因工程中使用的载体必须满足哪些条件在宿主细胞中能独立自主的复制，即本身是复制子；容易从宿主细胞中分离纯化；载体DNA分子中有一段不影响它们的扩增的非必需区域，插在其中的外源基因可以象载体的正常组分一样进行复制和扩增。
7理想的质粒载体应具备哪些条件。能自主复制，即本身是复制子；具有一种或多种单一的限制性内切酶位点，且在此位点插入外源基因片段，不致影响本身的复制功能；在基因组中有1-2个选择性标记，为寄主细胞提供易于检测的表型特征；相当分子质量要小，多拷贝，易于操作
8pSC101质粒载体的结构与优缺点pSC101是一种严紧型复制控制的，拷贝数的大肠杆菌质粒载体，平均每个寄主细胞中有1-2个拷贝，分子大小为9.09kb，相当于5.8×106，编码有一个四环素抗性基因(tetr)该质粒对于EcoRI, HindIII，BamH I，Sat I，Xho I，Pvu II等限制性内切酶具有单一切割位点，其中在HindIII，BamHI和SatI等3个位点克隆外源DNA，都会导致tetr基因失活。
9pBR322由哪些不同来源的部分构成。PSF2124质粒易位子Tn3的氨苄青霉素抗性基因(amp r)；pSC101质粒的四环素抗性基因(tetr)；ColE1的派生质粒pMB1的DNA复制起点(ori)
10pBR322质粒载体的优点具有较小的相当分子质量；有两种可供利用的抗生素抗性选择标记；具有较高的拷贝数，而且经过氯霉素扩增后每个细胞中可积累1000-3000个拷贝，为重组DNA的制备提供了极大的方便。
11一个典型的pUC系列质粒载体的组成部分pBR322质粒的复制起点(ori)；氨苄青霉素抗性基因(amp r)，但核苷酸序列已经发生了变化，不再含有原来的限制性核苷酸内切酶单一识别位点；大肠杆菌β－半乳糖苷酶基因(lacZ)的启动子及其编码α－肽链的DNA序列，此结构称为lacZ r基因；位于lacZ r基因中的靠近5’端的一段MCS区段，但并不破坏该基因的功能。
12以pUC8为例，说明pUC质粒载体的优点具有更小的相当分子质量和更高的拷贝数；适用于组织化学方法检测重组体；具有MCS区段。
13典型的烈性噬菌体的生命周期噬菌体颗粒吸附到寄主细胞表面；噬菌体DNA注入寄主细胞；噬菌体DNA复制及头部蛋白质合成；子代噬菌体颗粒的组装；寄主细胞溶菌释放出子代噬菌体颗粒；噬菌体的DNA从寄主染色体DNA上删除下来。发生这种情况很少有；平均每10000次溶源性细胞染色体的分裂周期，才有一次的几率。
当温和噬菌体的DNA注入感染的寄主细胞之后，有时会如同烈性噬菌体一样马上进行增殖，有时又会整合到寄主染色体上，转变成原噬菌体。

14影响限制性核酸内切酶活性的因素？DNA的纯度；DNA甲基化程度；酶切反应的温度；DNA的分子结构；限制性核酸内切酶的缓冲液
15怎样选择合适的基因工程载体？在基因工程中，由此载体可作为外源基因的表达等特殊用途，但一般的克隆实验可按载体的性质不同，区分为数种不同 的类型。根据具体的实验要求，选用适当的质粒载体(1)若DNA重组实验中克隆的是要获得大量的高纯度的DNA片断，为此可选用具有高拷贝数的质粒载体，如Col EI/pMB1、pMB9等松弛型的复制子质粒。这些质粒具有较高的拷贝数，并且在细菌培养中加入氯霉素等蛋白质合成抑制剂，可使拷贝数增加到1000-3000个/细胞。这样有利于得到大量的外源DNA片断(2)有些外源基因用高拷贝数质粒载体克隆后，其产物含量过高，会干扰寄主细胞的新陈代谢活动。对于这样的克隆基因，则最好选用由严谨型复制子pSC101派生出来的质粒载体，如pLG338，pLG339，pHS415等。这些质粒的拷贝数在每个细胞中只有几个，可在低水平的基因剂量下增殖克隆的外源DNA片断(3)有些低拷贝数的质粒是温和敏感型的，在不同的温度下，拷贝数有显著的变化。例如pOU71质粒，在低于37℃培养的条件下，每个细胞平均只有一个拷贝的质粒DNA，当温度上升到42℃时，其拷贝数可增加到100个以上。这样可利用温度的控制，来获得大量的外源基因片断(4)绝大多数外源DNA片断不具备可供选择的标记。为此，与其重组的载体所含有的选择标记极为重要。若把外源DNA片断插入到质粒载体的选择标记基因中而使基因失活，丧失其原有的表型特征，这种方法叫插入失活。大多数质粒载体都具有插入失活的克隆位点，插入失活型是常用且好用的质粒载体。
16经改造后的单链M13载体具有那些优越性？M13单链DNA的复制型是成双链环形，此时的DNA可同质粒DNA一样进行提取和体外操作；不论是双链还是单链的M13DNA，均能感染寄主细胞，形成噬菌斑或形成侵染的菌落；M13的颗粒大小是受其DNA多寡制约的，因此不存在包装限制问题；将外源DNA插入M13，可获得大量纯化的单链外源DNA分子，可以非常方便的进行核苷酸序列测定。
17一般文献是怎样将λ噬菌体基因划分区域的？在文献中为了叙述方便，往往将λ噬菌体基因人为的划分为3个区域：右侧区域：自基因A到基因I，包括参与噬菌体头部蛋白和尾部蛋白合成所需要的全部基因。中间区：介于基因J和基因N之间，这个区又称为非必要区。本区编码的基因与保持噬菌斑形成能力无关，但包括了一些与重组有关的基因(例如red基因)以及使噬菌体整合到大肠杆菌染色体中去的int基因，还包括把原噬菌体从寄主染色体上切除下来的xis基因。左侧区域：位于N基因的右侧，包括全部主要的调控部分，噬菌体的复制基因(O和P)以及溶菌基因(S和R)。
18将野生型λ噬菌体DNA改造成克隆载体的工作包括哪些部分？λ噬菌体之所以能够改造成为克隆载体是因为λDNA中的J基因到N基因区段为非必要区。这个区带约占总DNA长度的三分之一。它的缺失或取代并不影响λ噬菌体的生长和烈解释放，这是改造λ噬菌体作基因载体的依据。改造工作包括：在上游三分之一非必要区段制造限制性内切酶切口，以便外源DNA的插入或取代；引进某些突变以改变噬菌斑形态，以便检测重组体；通过某些基因的无义突变改造成安全载体，以利于生物学防护等。
19简述柯斯质粒的基本结构。柯斯质粒的大小为4-6kb，这类质粒的基因组都由三部份组成:(1)一个抗药性标记和一个质粒的复制起始位点(ori)(2)一个或多个限制酶的单一切割位点(3)一个带有λ噬菌体的粘性末端片段。
20简述柯斯质粒的基本特点：具有λ噬菌体的特性；具有质粒载体的特性；具有高容量的克隆能力。
21简述应用cos质粒载体克隆外源具有的一般程序。应用柯斯质粒作为载体克隆外源具有的一般程序是，首先特定的限制性内切酶局部消化真核生物的DNA，产出相对分子质量较大的外DNA片断，与经过同样的限制性内切酶切割过的柯斯质粒线性分子进行体外连接反应。由此形成的连接产物群体中，有一定比例的分子两端各带一个cos位点、中间DNA片断长度在40kb的重组体，这样的分子同λ噬菌体感染晚期所产生的分子类似。当与λ噬菌体包装连接物混合时，Ter体系能识别并切割这种两端由cos位点围着的34-45kb长的真核片断，并把这些分子包装进λ噬菌体头部，进而形成噬菌体颗粒。当然只具有噬菌体外壳是不能作为噬菌体生存的，用它感染寄主细胞，可将真核DNA－cos杂种分子注入细胞内，并通过cos位点环化起来，作为质粒载体，又可按质粒分子的方式进行复制和表达抗药性标记。
22简述Ish－Horowiez和Burke柯斯质粒克隆方案的具体步骤。先将两等份分别用Hind和Sal作局部消化，形成“右边”和“左边”cos片断；用碱性磷酸酶出来，除去5’末端磷酸，以防止发生载体分子内或分子间的重组；脱磷酸后，用BamH I 处理，产生具有BamH I粘末端的cos片断同经过Sau3A或MboI局部消化并脱磷酸处理的真核DNA片断混合连接，结果只能形成一种由“左边”cos片断(一条长度为32－47kb的插入片断)和“右边“cos片断组成的可包装的重组体分子。这一克隆方案效率很高，经修改后也可用于其他柯斯质粒载体。若用EcoRI消化切割，还可以在重组分子中重新获得插入的DNA片断。
23简述大肠杆菌DNA连接酶摧化DNA连接的反应过程。大肠杆菌DNA连接酶是另一种相对分子质量为74000的蛋白质，利用这种酶催化反应时，需要NAD+(烟酰胺嘌呤二核苷酸)作为辅助因子，辅助因子裂开后先形成腺苷酸(AMP)复合物，并释放出NMN(烟酰胺单核苷酸)，然后复合物结合到裂口上，在裂口形成共价的磷酸二酯键，并释放出AMP。酶－AMP复合物同具有3’羟基和5’磷酸基团的缺口结合，AMP同磷酸基团反应，并使其同3羟基基团接触，产生出一个新的磷酸二酯键，从而使缺口封闭。
24转化前用DNA连接酶构建DNA重组分子有何优势？如果转化前用DNA连接酶构建DNA重组分子，有以下几方面优点：首先，DNA的体外连接减小了DNA分子进入细胞后遭受降解的危险，增加了转化效率；其次，有限制内切酶产生的黏性末端在体外连接将保护原来识别序列的完整，有利于外源DNA片断的分离；第三，可以控制连接反应时的条件，有利于环状分子或几个DNA片段首尾相连的直线多连体。
25常用的平齐末端连接的方法有哪些？同聚物物加尾法；衔接物连接法。
26除选择合适的反应温度外，还可以采取哪些措施提高连接反应效率？除温度外，为了提高连接反应效率，产生较多的重组体，还可以采用下列方法：使外源DNA片段的浓度比载体DNA浓度高10－20倍，这样可以增加不同分子的接触机会，减少载体自身连接现象；用碱性磷酸酶(alkaline phosphatase)预先处理质粒载体。
第七章

1简述细胞转化(转染)的具体操作程序(1)选取新鲜幼嫩的细胞，一般以大肠杆菌HB101为受体细胞，在对数生长期(OD550达到0.5时)收获细胞。将培养好的细胞放入冰浴中冷冻10min，临行4000rpm×5min，收集沉淀细胞(2)将沉淀的细胞重新悬浮在预冷、无菌的50mmol/LcaCl2和Tris－HCl(PH8.0)中，放置冰浴5min，同样离心收集沉淀细胞，重新悬浮，即成为感受态细胞，冰浴备用(3)取出冰冻的感受态细胞，加入连接反应混合物(重组DNA)，在42℃水浴中作2min的热冲击，立即经过适当地稀释，涂布在培养基平板上，在37℃下培养。
2为什么使用重组DNA分子进行转化时，转化的频率一般要下降102-104倍。当使用重组DNA分子进行转化时，转化的的频率一般要下降102-104倍。就其原因，不外乎是由如下两个方面的因素造成的：一方面是由于载体分子插入DNA片段的连接作用经常是无效的，结果便大大降低了具有功能的质粒或噬菌体DNA的实际数量；另一方面是由于含有插入外源DNA片段的载体分子一般都比较大，这样也会导致转化(或转染)的频率再度明显下降。
3体外重组产生的DNA分子引入宿主后产生的重组子含有哪些类型的DNA分子?由体外重组产生的DNA分子，通过转化、转染、转导等适当途径引入宿主得到大量的重组体细胞或噬菌体。然而在这些众多的重组体中，会有多种类型的DNA分子，其中包括：不带有任何外源DNA插入片段，仅是线性载体分子自身连接形成的环状DNA分子；又一个载体分子和一个或数个外源DNA片段构成的重组体DNA分子；单纯由数个外源DNA片段彼此连接形成的多聚DNA分子。
4遗传检测法选择重组分子包括哪些具体方法？根据载体表型特征选择重组子的直接选择法；抗性标记插入失活选择法；β－半乳糖苷透过酶显色反应选择法。外源DNA插入到它的lacZ基因所造成的β－半乳糖苷透过酶失活效应，可以通过大肠杆菌转化子菌落在X－gal与IPTG培养基中的颜色变化直接观察出来。
根据插入序列的表型特征选择重组子的直接选择法

5以pUC质粒载体为例说明β－半乳糖苷酶显色反应选择法的基本过程。将pUC质粒转化的细胞培养物在补加由X－gal和乳糖诱导物IPTG的培养基中时，由于基因互补作用形成具有功能的半乳糖苷酶，会把培养基中无色的X－gal切割成半乳糖和深蓝色的底物5－溴－4－氯－靛蓝(5－bromo－4chloro－indigo)，使菌落呈现出蓝色反应。在pUC质粒载体lacZ基因α序列中，含有一系列不同限制酶的单一识别位点，其中任何一个位点插入了外源克隆DNA片段，都很阻断读码结构，使其编码的α肽失去活性，结果产生出白色的菌落。因此根据这种β－半乳糖苷酶的显色反应，便可以检测出含有外源DNA片段的重组体克隆。
6简述根据插入序列的表型特征直接选择重组体分子的基本原理？重组DNA分子转化到大肠杆菌寄主细胞后，如果插入在载体分子上的外源基因能够实现其功能的表达，那么分类带有辞职基因的克隆，最简单的途径便是根据表型的直接选择法。在这种选择法依据的基本原理使：转化进来的外源DNA编码的基因，能够对大肠杆菌寄主菌株所具有的突变发生体内抑制或互补效应，从而被转化的寄主细胞表现出外源基因编码的表型特征。例如，编码大肠杆菌生物合成基因的克隆所具有的外源DNA片段，对于大肠杆菌菌株的不可逆的营养缺陷型突变具有互补的功能。根据这种特性，便可以分离到获得了这种具有的重组克隆。
7常用的重组体分子的物理检测法有哪几种/常用的重组体分子的物理检测法有凝胶电泳和R－环检测法两种
凝胶电泳检测法：带有插入片段的重组体分子质量上会有所增加。分离质粒DNA并检测其分子量是一种直截了当的方法。通常用比较简单的凝胶电泳进行检测。R－环检测法：R－环是指RNA通过取代于其序列一致的DNA链而与栓拉DNA杂交，被取代的DNA单链与RNA－DNA杂交双链所形成的环状结构。R－环结果一旦形成就十分稳定，而且可以在电子显微镜下观察到。所以，应用R－环检测可以简单出双链DNA存在的与特定RNA分子同源的区域。

8简述原位杂交的基本操作。原位杂交(in situ hybrization)亦称菌落杂交或噬菌体杂交。这是因为生长在培养基平板上的菌落或噬菌体斑按照原来的位置不变的转移到膜上，并在原位发生溶菌、DNA变性和杂交作用。这种方法对于从成千上万的菌落和噬菌斑中鉴定出含有重组子的菌落和噬菌斑具有特殊的使用价值。
这种方法的基本程序是，将被筛选的大肠杆菌菌落，从其生长的琼脂平板中小心地转移到铺放在琼脂平板表面的硝酸纤维素虑膜上，而后进行适当的温育，同时保藏原来的菌落平板作为参照，以便从中调取阳性克隆。取出已经长有菌落的硝酸纤维素虑膜，使用碱处理，于是细菌菌落便被溶解，它们的DNA也随之变性。然后再使用适当的方法处理虑膜，以除去蛋白质，留下的便是同硝酸纤维素虑膜结合的变性DNA。因为变性DNA同硝酸纤维素虑膜有很强的亲和力，便在虑膜上形成DNA的印迹。在80℃下烘烤虑膜，使DNA牢固的固定下来。带有DNA印迹的虑膜可以长期保存。用放射自显影技术进行检测。凡是含有与探针互补序列的菌落DNA，就会在X光胶片上曝光出现曝光亮点。根据曝光点的位置，便可以从保留的母板上相应的位置挑出所需要的阳性菌落。

9简述免疫化学检测法的分类及优缺点？免疫化学检测法可以分为放射性抗体检测法(radioactive antibody test)和免疫沉淀测定法(immunoprecipitation test)。这些方法最突出的优点是，他们能够检测不为寄主提供任何选择的表型特征的克隆基因。不过，这些方法需要使用特异性的抗体。
10简述放射性抗体检测法筛选重组体分子的基本原理及操作过程/现在已被许多实验室广泛使用的放射性抗体检测法所依据的原理为：一种免疫血清含有好几种IgG抗体，它们识别的抗原分子是不同定子的，并分别同各自识别的抗原定子结合。抗体分子或抗体的Fab部分，能够十分牢固的吸附在固体基质(如聚乙烯等塑料制品)上，而不会被洗脱掉。通过体外碘化作用，IgG抗体便会迅速的被放射性同位素125I标记在实际的测定中，首先把转化的菌落涂布在普通培养皿的琼脂平板上，同时，还必须制备影印的复制平板。因为在随后的操作过程中，涂布在普通平板上的转化菌落是要被杀死的。接着把细菌菌落溶解，所用的方法有，把平板放置在氯仿蒸汽中，用烈性噬菌体的气溶胶喷洒；或用带有能被热诱发的原噬菌体的寄主菌处理等。这样便使阳性菌落释放出抗原蛋白质。将连接在固体支持物上的抗体缓慢的同溶解的细胞接触，以利于抗原吸附到抗体上，并彼此结合成抗原－抗体复合物。然后，将这种吸附着抗原－抗体复合物的固体支持物取出来，与放射性标记的第二种抗体一道温育，以便检出这种复合物。未反应的抗体可以被漂洗掉，而抗原－抗体复合物的位置，则可通过放射性自显影技术被检测出来，并据此确定出在平板中能够合成抗原的细菌菌落的位置。

11.简述免疫沉淀检测法选择重组子的操作过程？免疫沉淀检测法同样也可以鉴定产生蛋白质的菌落。其做法是：在生长菌落的琼脂培养基中加入专门抗这种蛋白质分子的特异性抗体，如果被检测菌落的细菌能够分泌出特定的蛋白质，那么在它的周围，就会出现一条由一种叫做沉淀素(precipitin)的抗原－抗体沉淀物所形成的白色的圆圈。在含有特异性抗β－半乳糖苷酶的菌落。
12.DNA－蛋白质筛选法的基本操作DNA－蛋白质筛选法(southern screening)是专门设计来检测DNA特异性结合的蛋白质因子的一种方法。现在这种方法已经成功的用于筛选并分离表达融合蛋白质的克隆。合成此种融合蛋白质的重组DNA分子中的外源DNA序列，编码是一种能专门同某种特定DNA序列结合的DNA结合蛋白(DNA－binding protein)。探针杂交：最后根据放射性自显影的结果筛选出阳性反应的克隆。由于这项技术是用一种放射性标记的DNA探针检测转移到硝酸纤维素虑膜上的特异性蛋白质多肽分子，因此叫DNA－蛋白质筛选法。
13.转译筛选法有哪些不同的筛选策略？有什么优点？转译筛选法可以分为杂交选择的转译(hybrid selected translation)和杂交一致的转译(hybrid arrested translation)两种不同的筛选策略。它们的突出优点是，能够清楚克隆的DNA同其编码的蛋白质之间的对应关系。这两种方法都是通过无细胞翻译系统(cell free translation system)检测处理后的mRNA的生物学功能。
14.简述阻断转译杂交法的基本原理。这种筛选法所依据的原理是，在体外细胞的转译系统中，mRNA一旦同DNA分子杂交后，就不能够在指导蛋白质多肽的合成，即mRNA的转译被抑制了。阻断杂交法是一种很有效的检测手段，它能够从总mRNA逆转录生成的cDNA群体中检测出所需要的目的cDNA，因而特别适用于筛选那些高丰度的mRNA。
15.简述杂交释放转译法的主要程序。杂交选择的转译(杂交释放转译法)杂交选择的转译亦称杂交释放的转译(hybrid released translation),是一种更敏感的方法，而且可用于检出低丰度的mRNA(占总mRNA的1.0％)。它与阻断转译杂交的原理相似。其主要程序是：首先将克隆DNA结合到硝酸纤维素虑膜上，再与未分离纯化的mRNA活细胞的总RNA杂交。然后漂洗虑膜，并在低盐缓冲液或在含有甲酰氨的缓冲液中加热，把杂交的mRNA洗脱下来(即将mRNA释放出来)。最后，再用回收的mRNA进行体外转译实验。通常仍用聚丙烯酰胺凝胶电泳和放射性自显影分析鉴定转译产物，同时亦可测定蛋白产物的生物活性，亦到底筛选所需基因之目的。
第八章

1利用真核细胞作宿主表达系统有哪些优点？存在哪些问题？利用真核细胞作宿主表达系统的优点是(1)真核细胞能够识别和除去外源基因的内含子，剪切加工形成成熟的mRNA。也就是含有内含子的天然基因在真核细胞中可以利用的，这是原核细胞办不到的(2)真核细胞将表达的蛋白糖基化，而大肠杆菌表达的蛋白是没有糖基化的，糖基化对于某些表达蛋白的免疫原性影响很大。问题(1)选择标记及选择系统只有少数几个(2)转化效率低，一般只有10-6－10-4(3)外源基因转移并整合到细胞染色体DNA上带有一定的自发性盲目性，整合的拷贝数和位置都还不能控制(4)细胞培养及细胞的挑选要求比较高，手续繁琐时。此外细胞大量培养还有不少问题，而且成本很高，利用培养细胞方式大量生产某些表达蛋白，从工艺到成本要很好的考虑。
2与真核细胞相比，原核细胞基因表达有哪些特定?(1)原核生物只有一种RNA 聚合酶(真核三种)识别原核细胞的启动子，催化所有RNA的合成(2)原核生物的表达是以操纵子为单位的(3)由于原核生物无核膜，所有转录与翻译是偶链的，也是连续进行的(4)原核基因一般不含有内含子，在原核细胞中缺乏真核细胞的转录后加工系统(5)原核生物基因的控制主要在转录水平，这种控制要比基因产物的直接控制要慢(6)在大肠杆菌 mRNA的核糖体结合位点上，含有一个转译起始密码子及同16S核糖体RNA3‘末端碱基互补的序列，即SD序列，而真核基因则缺乏此序列。
3在原核细胞中表达外源基因必须满足哪些条件。真核细胞中表达，必须考虑表达载体、外源基因的性质、原核细胞的启动子核SD序列、阅读框架及宿主菌调控系统等基本问题，也就是说必须满足以下条件(1)通过表达载体将外源基因导入宿主菌，并指导宿主菌的酶系统合成外源蛋白(2)外源基因不能带有间隔序列(内含子)，因而必须用cDNA或全化学合成基因，而不能用基因组DNA(genomic DNA)(3)必须利用欲火细胞的强启动子和SD序列等调控元件控制外源基因的表达(4)外源基因与表达载体连接后，必须形成正确的开放阅读框价(5)利用宿主菌的调控系统，调节外源基因的表达，防止外源基因的表达产物对宿主菌的毒害。
4图示说明Lac操作子模型。Lac操作子最初由Jacob和Monod于1961年提出，它是DNA分子上一段有方向的核苷酸序列，即有阻遏蛋白基因(lacI)、启动基因(启动子P)、操作基因(O)和编码3个乳糖利用有关的酶的结构基因所组成a为乳糖操作子及其调节基因模型；b为阻遏状态―――lacI基因合成阻遏物，它的四聚体分子同操作基因结合，阻断了结构基因的转录活性；c 为诱导状态―――加入的诱导物使阻遏物变成失活状态，合成出三种不同的酶，即β－半乳糖苷酶；透性酶和乙酰基转移酶。
5转录终止包括哪些过程？转录终止包括：(1)RNA聚合酶停留在DNA模板上不再前进，RNA的延伸也停留在终止信号(2)完成转录的RNA从RNA聚合酶上释放出来(3)RNA聚合酶从模板上释放出来。
6融合蛋白表达载体pGEX系统具有哪些优点(1)可诱导高效表达(2)在体内含有lacI阻遏蛋白基因(3)表达的融合蛋白纯化方便(4)使用凝血酶(thrombin)和Xa因子(factorXa)就可从表达的融合蛋白中切下所需的蛋白质和多肽(5)用EcoRI从λgt11载体中分离的基因可直接插入pGEX－1λT中。
7提供反应水平常用的途径有哪些？(1)调整SD序列于AUG之间的距离(2)用点突变的方法改变某些碱基(3)增加mRNA的稳定性。
8如何提高表达蛋白的稳定性，防止其降解？克隆一段原核序列，表达融合蛋白；采用某种突变菌株，保护表达蛋白不被降解；表达分泌蛋白
9蛋白质在大肠杆菌中进行分泌，需要具备哪些要素？有一段信号肽；在成熟蛋白之内有适当的与分泌香港的氨基酸序列；细胞内有相应的转运机制。
10真核生物与原核生物的信号肽在结构上有哪些共同特征？(1)氨基末端有一段带有正电荷的氨基酸序列，往往是精氨酸或赖氨酸残基，其数目为1-3个(2)有一个疏水的核心区，含亮氨酸或异亮氨酸残基，位置可以从带正电荷的氨基酸延伸到含切割位点的区域(3)含有能被信号肽酶水解的切割位点，这个位点常常在丙氨酸之后，有的是在甘氨酸或丝氨酸之后。
11在酵母细胞中克隆基因常用载体可分为哪几类？它们共同点是什么？根据这些质粒和复制方式的不同，把它们分为整合型(Yip)，复制型(YRp)，附加体型(Yep)等。共同点(1)能在大肠杆菌中克隆，并且具有较高的拷贝数。这样可使外源基因转化到酵母细胞之前在大肠杆菌中扩增(2)含有在酵母细胞中便于选择的遗传标记，这些标记一般能和大肠杆菌相应的突变体互补，如Leu2-，his+、Ura3+，Trp+等。有些还携带有用于大肠杆菌的抗生素标记(3)含有合适的限制酶切位点，以便外源基因的插入。
12对Ti质粒进行改造使其符合载体要求需要遵循哪些原则？对Ti质粒进行改造，使其符合载体要求，应该掌握以下几条原则：保留T－DNA上的转移功能；取消T－DNA的致瘤性，使之进入植物细胞后不至于干扰细胞的正常生长和分化，转化体可再生植株；通过简便的手段可使外源DNA插入T－DNA之中，并随着T－DNA整合到植物染色体上。

13植物基因工程载体pGV3850有哪些特定？(1)保留着Ti质粒的极大部分区域，仅仅将T－DNA中的致瘤基因除去了，去除部分用pBR322的一段序列加以取代(2)在pGV3850的T－DNA右边界序列内侧，仍然存在着胭脂碱合成酶基因(nos)，可作为标记性状，用于检测转化的植物细胞。
14.简述SV40病毒不同细胞的感染效应。SV40对不同的细胞有不同的感染效应。SV40对猿猴细胞的感染，能产生具有感染性的病毒颗粒，并使寄主细胞烈解。把猿猴细胞称为受纳细胞(permissive cell)。若SV40感染啮齿动物，如小鼠或仓鼠的细胞，则不会产生感染性的颗粒，此时的病毒基因组整合到寄主细胞的染色体上，细胞就会发生癌变。这类细胞被称为SV40的非受纳细胞(non－permissive cell)。人体细胞处于二者之间，称为半受纳细胞。
15常用的哺乳动物基因转移的选择标记有哪些？胸腺核苷激酶基因(tk)；二氢叶酸还原酶基因(dhfr)；氯霉素乙酰转移酶基因(cat)；新霉素磷酸转移酶基因(neo)；次黄嘌呤－鸟嘌呤磷酸糖基转移酶基因(hgpt)等
16什么是HAT选择法？其基本原理是什么？胸苷激酶(thymidine kinase)是核苷酸合成代谢途径中的一种酶，能将胸苷转换成为胸苷－磷酸。几乎在所有的真核细胞中都能有效的表达胸腺核苷激酶基因(tk)。在胸腺核苷激酶基因选择系统中，必须用Tk缺陷型(Tk-)细胞株作为寄主细胞。由于选择Tk-细胞的培养基含次黄嘌呤(hypoxanthine)、氨基喋呤(aminopterin)和胸苷(thymidine)，所以叫做HAT选择法。其原理为：利用叶酸的类似物氨基喋呤(A)处理细胞，二氢叶酸还原酶被抑制，不能使二氢叶酸还原成四氢叶酸，其结果使培养基中的四氢叶酸因得不到补充而逐渐耗尽，于是从dUMP合成TTP以及合成dATP和dCTP的过程均被阻断。次黄嘌呤的dATP和dCTP补救合成途径的一种底物，培养基中含有这种物质时，细胞就能超过氨基喋呤的抑制作用，利用补救途径继续合成这些核苷酸。同时由于HAT培养基中含有外源的胸苷(T)，所有Tk+细胞通过胸苷激酶的合成TTP，继续存活下去，而Tk－细胞因为缺乏胸苷激酶而不发生这种合成，因而死亡。如将正常的tk基因导入Tk-细胞，这些细胞能存活下去，所以使用HAT培养基，能够选择出经tk+具有转化的Tk-细胞。
17.简述新霉素抗性筛选系统筛选重组细胞的原理？新霉素时细菌抗生素，它可以干扰原核生物的核糖体，使其蛋白质合成不能正常进行，而真核细胞核糖体则不受新霉素的影响。新霉素时一种类似物G418(geneticin)对真核细胞和原核细胞均有毒性。细菌的新霉素抗性基因(neo)能在真核细胞中表达，当neo基因与能有效转录的真核DNA序列连锁时就能够有效的表达。Neo基因编码一种磷酸转移酶，这种酶能使G418失活。所以，当细胞表达了这种抗性基因后，就会在含G418的选择培养基中存活，这种选择系统适用于所有的细胞类型。
18简述叶盘法进行植物细胞转化的过程及优点。具体做法是：先将试验材料(烟草)的叶子表面进行消毒，再用消毒过的不锈钢打孔器从叶子上取下圆形小片，即叶盘。为了对叶盘进行接种处理，须将它放在土壤农杆菌培养液中浸泡4－5min，然后用滤纸吸干，放在看护培养基上进行培养，须将叶子背面接触培养基。所谓看护培养基为特定的固体培养基上均匀分布一层胡萝卜细胞或其他细胞的悬液，然后覆一层滤纸即成。叶盘在看护培养基上培养两天后，转移到含有适当抗生素的选择培养基上进行培养，经过数周后，叶盘周围会长出愈伤组织并分化出幼苗。对这些幼苗的进一步检测(如测胭脂碱，用Southern印迹法、Northern印迹法、免疫分析法等)可以确定它们是否含外源基因以及外源基因的表达情况。
叶盘法的优点是操作简单、适用性广，对于哪些能被土壤农杆菌感染并能从离体叶盘形成的愈伤组织在生成株的各种植物都适用。这种方法具有很高的重复性，便于大量常规培养转化植株。目前，这种方法以成为双子叶植物基因导入的主要手段。用这种方法得到的转化体，其外源基因能稳定的遗传和表达，并按孟德尔方式分离。

19常用的植物基因转移方法有哪些？叶盘法；电击法；高速微型子弹射击法。
20常用的哺乳动物细胞基因导入法有哪些？磷酸钙沉淀法；脂质体载体法；显微注射法。
21显微注射法的技术关键是什么？有何优缺点？关键如下：理想外源基因的制备；收集受精卵；显微注射；在几次细胞分裂后，将带有理想基因的受精卵移入母亲体内，是受精卵得到发育。显微注射法的优点(1)用此方法可向任何类型细胞导入外源基因，甚至可向受精卵或早期胚胎中导入外源基因(2)DNA用量极少，每个细胞仅需10-11ml的注射体积(3)注入细胞的DNA分子数可加以控制(4)外源DNA整合到寄主细胞染色体组中的效率可达50％-100％，获得稳定转化系的比例也可达20％。此法的缺点是，其设备要求高，且很昂贵。
22.影响DEAE－dextran转染效率的因素有哪些？影响DEAE－dextran转染效率的因素主要有两个：DEAE－dextran的浓度和DEAE－dextran处理细胞时间
第九章

1酵母适合作生物学研究材料的特点有哪些？面包酵母以及其它的远亲啤酒烈殖酵母常被微生物学家作为研究材料，这是因为它们具有一些十分诱人的生物学特性，使得其操作如同细菌一样容易。首先，它们生长迅速，大约两个小时增殖一代。这意味着在两天的时间里培养皿中可生长出成千上万的克隆酵母菌落。而哺乳动物细胞增殖一代最快也要16-24小时，要获得足够的试验用细胞数量，就需要花费2-3周的时间进行精心培养细胞。第二，酵母的基因组非常小，比大肠杆菌的基因组仅大几倍，要比哺乳动物细胞的基因组小200倍，这使得遗传分析的工作量大大减小。第三，酵母特别适用于进行遗传分析，这是因为细胞机能以单倍体形式存在。这样，遗传上的隐性突变利用单倍体细胞就非常容易获得，而作为遗传学家基本工具的遗传互补可简单的用两种不同类型的单倍体突变体交配而获得。哺乳动物细胞是二倍体（有时甚至更繁杂），是其中的隐性突变根本不可能被发现。
2 为什么说基因导向是遗传分析的强有力工具？基因导向之所以是遗传分析的一个有力工具，是因为通过诱变在试管中产生的基因变异可以准确的重新整合入酵母基因组中，一旦它与基因组整合，这种修饰过的序列可稳定的传给子代细胞，其忠实性与人和自 然基因相同。更为重要的是基因导向可对修饰过的基因的功能进行严格的检测，因为可用修饰过的基因直接取代自然基因。
第十章

1植物基因工程的主要内容可简单归纳成为以下几个主要方面；(1)从种类繁多的植物基因群中分离出优异的操作基因(2)寻找或构建能够承受人们感兴趣的外源基因的插入和进行遗传转化等特性的克隆载体(3)将重组的载体通过体外转化等方法导入植物受体细胞，并整合到宿主染色体的基因组上(4)是获得带有外源目的基因的基因之重组载体DNA的植物细胞或组织，在生成形态上正常的健康的植株(5)在理想情况下，是这些植物能够通过有性过程，将外源目的基因持续的传递给后代。
2以RNA病毒在载体克隆基因的基本步骤是：首先应用反转录酶和DNA聚合酶，将单链的病毒RNA转变成双链拷贝的DNA（cDNA）；然后把这种DNA克隆到一种原核生物的质粒或柯斯质粒载体上，在形成的重组质粒分子中，人们希望研究的外源基因是插入在dcDNA部分；最后，将带有外源基因的病毒载体重新导入植物寄主细胞。
3有两种主要方法可以用来检验CaMV DNA作为植物基因工程载体的可能性从分子水平上研究CaMV DNA的复制及表达并鉴定出具有基本功能的DNA片段；测定DNA的缺失或外源DNA的插入，对CaMV DNA的感染性造成的影响。
4.Ti质粒
是理想的基因克隆载体，通过它们可以将外源DNA转移到植物细胞，并在生物体内表达外源基因的植物。Ti质粒还具有若干其它载体所不具备的优点，T—DNA能够进行高频转移，而且这种转移的DNA通常是以未发生变化的完整性整合到植物的核基因组上。Ti质粒几乎不存在包装上的局限问题。

5.应用Ti质粒载体转移外源目的基因并产生转基因植物的实验过程，主要包括以下的步骤(1)把含有目的基因的外源DNA克隆到一种适当的Ti质粒载体上，构成重组的质粒分子(2)将此种带有外源DNA插入的重组体质粒载体转化给大肠杆菌细胞(3)通过细胞间的结合作用，使含有外源DNA插入的重组体质粒从大肠杆菌转移到根瘤土壤农杆菌中，并在与固有的Ti质粒发生同源重组，结果外源DNA便从质粒转移到固有的Ti质粒上，同时质粒或自发丧失或被排斥寄主细胞(4)将根瘤土壤杆菌直接接种在植物的创口部位，或是通过同植物细胞原生质体共培养的方法，转化植物细胞(5)经过愈伤组织或原生质体培养，再生出转基因的植株。
6.诱发肿瘤的具体方法：可以用针或解剖刀在健康的植物茎部划上一个或数个缺口，然后将新培养的根瘤土壤农杆菌涂到伤口上；也可以用带有适当针头的注射器，直接将新培养的细胞注射到植株茎上然后在25℃下温育两个星期到一个月，便会在切口部位出现肿瘤组织。
7.Ti质粒除了能够诱发植物产生冠瘿瘤之外，还具有多方面的其他功能，这些功能包括(1)为其寄主根瘤农杆菌提供附着于植物细胞避的能力(2)参与寄主细胞制造植物计算吲哚乙酸(IAA)和一些细胞分离素的活动(3)决定所诱导的肿瘤之形态学特征性的冠瘿碱的成分；
赋予寄主菌株具有分解代谢各种冠瘿碱化合物的能力(4)赋予寄主菌株对土壤农杆菌所产生的细菌素的反应性(5)决定寄主菌株的植物寄主范围(6)有的Ti质粒能够一种某些根瘤土壤农杆菌噬菌体的生长和发育，即具有对噬菌体的“外排性”

8.双元载体系统，基本特点是:有2个彼此相容的Ti 质粒组成的。其中之一是含有为T－DNA转移所必须的vir区段的质粒，另一个则是含有T－DNA区段的寄主范围广泛的DNA转移载体质粒。后面这种含有T－DNA的质粒，由于分子量小，又能够在大肠杆菌细胞中复制，因而易于进行遗传操作，并可以按标准的方法将任何期望研究的外源DNA插入到它的T－DNA区段上。
9.将具有外源目的基因插入的质粒共合体或双元载体的根瘤土壤农杆菌转化给植物细胞的主要三种方法(1)是在实验植株的创伤部位接种根瘤土壤杆菌，诱发肿瘤形成从而获得转化的植物细胞(2)是将肿瘤土壤杆菌同植株细胞原生质体共培养，实现体外植物细胞转化(3)是用根瘤土壤农杆菌侵染植物叶片组织，即叶盘转化法。

10.除恋根瘤土壤杆菌——Ti质粒系统外，目前还发展了多种其他办法，可以将外源转化的DNA直接导入植物的细胞组织.(1)化学刺激法：植物细胞的原生质体经过PEG(聚乙二醇)、磷酸钙、氯化钙等化学药剂处理之后，便能够捕获外源的转化DNA(2)电脉冲法：这种方法可适用于单子叶植物及双子叶植物细胞原生质体的DNA转化，具有简单方便，对细胞毒性低以及转化的效率高等优点(3)电击注入法：用此方法可以转化DNA直接导入完整的植物细胞，因此用于那些难以制备原生质体的植物材料特别有价值(4)脂质体法：有脂质体包装DNA转化植物细胞原生质体，这种方法具有多方面的优点，包括：可以保护DNA在导入细胞之前免受核酶的降解作用，降低了细胞的毒性效应，适用的植物种类广泛，重复性高，包装在脂质体内的DNA可以稳定的储藏等(5)直接注射法：由于一些重要的粮食作物都是单子叶的，在原生质体再生和Ti质粒的转化方面都有困难，因此对它们来说转化DNA直接注射法具有特殊意义。
11.应用体外培养转化植物细胞原生质体的优点:可以从同一个转化细胞产生出一批遗传上同一的转基因植物群体；它的缺点是，只有活性非常高的健康的原生质体才能进行培养转化，印象该方法只能适用于为数不多的几种植物。
第十一章

1 HAT选择法的基本原理：其原理为:利用叶酸的类似物氨基喋呤(A)处理细胞，二氢叶酸还原酶被抑制，不能使二氢叶酸还原成四氢叶酸，其结果使培养基中的四氢叶酸因得不到补充而逐渐耗尽，于是从dUMP合成TTP以及合成dATP和dCTP的过程均被阻断。次黄嘌呤的dATP和dCTP补救合成途径的一种底物，培养基中含有这种物质时，细胞就能超过氨基喋呤的抑制作用，利用补救途径继续合成这些核苷酸。同时由于HAT培养基中含有外源的胸苷(T)，所有Tk+细胞通过胸苷激酶的合成TTP，继续存活下去，而Tk－细胞因为缺乏胸苷激酶而不发生这种合成，因而死亡。如将正常的tk基因导入Tk-细胞，这些细胞能存活下去，所以使用HAT培养基，能够选择出经tk+具有转化的Tk-细胞。
2.穿刺法的操作过程：取对数生长期的细胞，加入蛋白酶及EDTA溶液，于37℃下消化15min；移去消化液，并且培养基漂洗细胞之后，在每个直径为6.0cm的培养皿接种1-5.0×103细胞，置37℃下培养过夜；在穿刺前弃去培养基，用pH7.2的磷酸缓冲液(PBS)漂洗2次，然后加入浓度为5-1000ug/ml的给体DNA之PBS溶液，覆盖培养细胞表面；划出一个区域并作上标记，将该区内所有细胞都穿刺，另外一部分不穿刺供作对照；穿刺后，马上移去PBS－DNA溶液，换上正常培养基，所后再换上选择培养基。
3.SV40病毒作为基因克隆的载体的基础?(1)它是迄今为止研究的最为详尽的乳多空病毒之一(2)SV40病毒的基因组是一种环形的双链DNA，其大小仅有5.2kb，很适于基因操作。同时也是头一个完成基因组DNA全序列的分析的动物病毒，而且对其复制及转录方法的特性也有了相当深刻的了解，这些都为发展SV40病毒作为基因克隆的载体奠定了很好的基础。
4. 反转录病毒具有许多诱导，便于发展作为动物基因克隆载体?(1)就目前所知，在大多数情况下，反转录病毒的肿瘤基因都能够正常的细胞中转录(2)反转录病毒的寄主范围相当广泛，包括无脊椎动物和脊椎动物(3)反转录病毒不但感染效率高，而且通常还不会招致寄主细胞的死亡，被它感染的或转化的动物细胞能够持续许多世代，保持正常生长和形成感染性病毒颗粒的能力，因此有可能利用反转录病毒载体，改变动物细胞的基因型，并可遗传到子代细胞。
5. 目前已经发展出来的以反转录病毒为基础的动物基因转移载体主要有:复制病毒互补的重组的反转录病毒质粒载体；无复制宾东互补的重组的反转录病毒质粒载体；广寄主范围的反转录病毒质粒载体；反转录表达载体等四种类型。
6. 构建痘苗病毒表达载体的基本步骤是(以HBsAg为例)?先将痘苗DNA片段克隆到含有痘苗宾东tk-基因的pBR322质粒载体上，这个tk基因序列中，由于插入了另一种痘苗病毒的早期启动子，因此是无功能的，把HbsAg基因，通过同源重组方式转移到痘苗病毒载体基因组DNA上，如此形成的tk重组病毒，可以依据其对BUdR的抗性表型检测出来；感染了这种tk-重组病毒的细胞，能够合成HBsAg并分泌到周围的培养基中去，接种了痘苗的兔子，会迅速的产生出高效价的HBsAg抗体。
7. 病毒载体以外的用于哺乳动物基因转移技术手段，包括以下六种最为有效的方法:磷酸钙转染技术；DEAE－葡聚糖转染技术；聚阳离子－DSMO转染技术；电穿孔技术；显微注射技术；原生质体融合技术；
8. 磷酸钙转染法的基本操作过程包括(1)将待转染的外源DNA同CaCl2混合成CaCl2－DNA溶液(2)在不多搅拌过程中，逐滴缓缓的加入到hepers－磷酸钙溶液中去，形成一种DNA－磷酸钙共沉淀(3)然后用吸管转移共沉淀物，使之附着到培养的哺乳动物细胞表面，就会迅速的被细胞所捕获，保温几小时后，将细胞洗净，并更换新鲜的培养液，继续培养至最终实现外源DNA的高水平表达，添加甘油或DMSO会增加某些类型细胞吸收外源DNA的数量。
9影响磷酸钙转染效率的主要因素有:DNA－磷酸钙共沉淀物中DNA的数量，共沉淀物与细胞接触的保温时间，甘油或DMSO等促进因子作用的持续时间等。
第十二章

1发展或治疗AIDS病的药物制剂的基本原理是:从病毒的生活史中鉴定出一个独特的阶段，在此时使用适量的药物治疗剂即可以抑制病毒的生长，而对正常细胞的代谢活动又没有严重的副作用。
2基因治疗的基本构想是？应用DNA重组和基因转移技术，把野生型的基因导入患者的体细胞内，合成出正常的基因产物来祢补缺陷型基因的功能，从而使人类的遗传病得到纠正。
3制备重组亚基疫苗的一般方法是:应用基因工程技术，克隆特异的中和抗原的编码基因，并使之在适当的寄主－载体系统中表达，所产生的抗原务必经过纯化，但不必做无毒测试，因为按这种方法生产不可能有活病原的污染。
4重组痘苗病毒的基本方法是:将病原体的中和抗原基因的编码序列插入到疫苗病毒的基因组上，次女高闯一种能够在人体细胞中复制，同时又能表达痘苗抗原及其它抗原的重组病毒。这种系统具有活疫苗的全部特点，而又不存在使用病原体所可能出现的危险。
5重组痘苗病毒具有如下几个优点?(1)它是一种安全而又有效的疫苗(2)它具有一个可以作为选择标记的胸苷激酶基因(tk)(3)它可承载大片段外源DNA的插入。
