一、名词解释

1、超螺旋DNA：闭环DNA（closed circular DNA）没有断口的双链环状DNA，亦称为超螺旋DNA 
2、开环DNA：如果质粒DNA两条链中有一条链发生一处或多处断裂,分子就能旋转而消除链的张力,形成松弛型的环状分子,称开环DNA
3、基因工程：在体外将外源基因进行切割并与一定的载体连接，构成重组DNA分子并导入相应的受体细胞，便外源基因 在受体细胞内复制表达。

4、载体：将DNA转移到受体细胞的一种能自我复制的DNA分子。

5、转化：将质粒或其它的外源DNA导入感受态细胞的过程。

6、启动子: 一段位于基因5’端上游的DNA序列，能活化RNA聚合酶，使之与模板DNA准确地相结合并具有转录起始的特异性。
7、转录单元（transtricption unit）：从启动子开始至转录终止子（terminator）结束的DNA序列。
8、基因重排:将一个基因从远离启动子的地方移到距离它很近的位点从而启动转录。
9、重叠基因:一个基因中的序列可用于另一个基因的编码。
10、Southern印迹：又称DNA印渍术，是将存在于凝胶中的DNA分子转移（印渍）于固定化介质上并加以检测分析的技术。
11、寄主的限制现象: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，导致噬菌体的寄主幅度受到限制.

12、基因组文库:将某种生物的全部基因组DNA切割成一定长度的DNA片段，克隆到某种载体，转化到宿主细胞后形成菌落或噬菌斑集合。

13、简并引物:是一类由多种寡核苷酸组成的混合物. B. 彼此之间仅有一个或数个核苷酸的差异

14、融合蛋白:与细菌的蛋白或多肽融合在一起的表达蛋白称为融合蛋白

15、寄主的修饰现象：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，从而免遭自身限制性酶的破坏。
16、cDNA文库：cDNA文库是将某种生物在某一时期所有的mRNA经反转录后形成的互补DNA( cDNA)连接进某种载体，转化到宿主细胞后形成菌落或噬菌斑集合。

17、转录组（transcriptome）广义上指某一生理条件下，细胞内所有转录产物的集合，包括信使RNA、核糖体RNA、转运RNA及非编码RNA；狭义上指所有mRNA的集合。
受体细胞：能摄取外源DNA并使其稳定维持的细胞。
1８、非融合蛋白：不与细菌的任何蛋白或多肽融合在一起的外源表达蛋白称为非融合蛋白。

19、接头（adaptor）：是指特定的一段双链DNA序列，这个序列往往带有通用的引物序列，常用的酶切位点等，以方便在文库构建过程中使用。

20、TA克隆：TA克隆方法是把PCR片断与一个具有3‘-T突出的载体DNA连接起来的方法
21、核酶：有酶活性的 RNA
23、人工染色体：是一类可克隆大片段（几百Kb）的载体，可用于真核生物基因组文库的构建及真核基因的克隆、表达等研究。常见的人工染色体载体有酵母人工染色体、细菌人工染色体。
什么是转录组测序？

24、RNA-Seq (RNA-sequencing) RNA-Seq也称为转录组测序，是最新发展起来的利用新一代测序技术进行转录组分析的技术，可以全面快速地获得特定细胞或组织在某一状态下几乎所有转录本的序列信息和表达信息，包括编码蛋白质的mRNA和各种非编码RNA，基因选择性剪接产生的不同转录本的表达丰度等。
25、回文序列：双链DNA中的一段倒置重复序列，当该序列的双链被打开后，可形成发夹结构。
26、T-DNA是Ti质粒的一段可以从农杆菌中转移并稳定整合到植物核基因组中的DNA,故称T- DNA。
27\同尾酶：识别及切割序列各不相同，但产生出相同的粘性末端，这类限制酶称为同尾酶。。
二、填空

1、λ噬菌体载体的包装范围在野生噬菌体范围的＿75%＿和＿＿105%＿之间。
2、基因工程中所使用的酶有＿＿核酸酶＿＿＿、＿连接酶＿＿＿＿、＿＿聚合酶＿＿＿和＿＿＿＿修饰酶＿四种，其中在载体酶切或基因组酶切过程中所使用的酶称为______限制性内切酶__________。
3、pUC中p代表____质粒_____，UC代表______构建质粒的单位________。

4、请举出一种大肠杆菌的表达载体_____pET ______。

5、基因工程中所使用的连接酶有______ RNA连接酶_______和_______DNA连接酶_______，其中在DNA连接时公司所生产的酶主要有___大肠杆菌DNA连接酶______和_______T4DNA连接酶___________。

6、与6个连续His连接在一起的融合蛋白能用＿＿＿Ni+＿＿＿＿层析柱分离

7、Klenow酶是E.coli DNA聚合酶经蛋白酶裂解除去5’→3’的核酸外切酶活性，在有dNTP 情况下,呈现___DNA聚合酶活性___  ，在没有dNTP 情况下呈现___3’→ 5’外切酶活性___ 。 
8、Ti质粒分为4个功能区，它们是___T-DNA区___   、___Vir区___   、  CON区和Ori区。

9、以mRNA为模板，反转录合成cDNA的第一条链，然后用PCR技术扩增出从某个特定位点到3’端或5’端之间的未知核苷酸序列的基因克隆技术称为  RACE技术（cDNA末端快速扩增技术）     。

10、限制性内切酶对双链DNA进行切割后，可以形成3种末端，它们分别为___ 5’粘性末端___、  ___3’粘性末端___和___平末端___。

11、进行DNA琼脂糖凝胶电泳时使用的荧光染料为___EB___。

可以非特异性的随机地将脱氧核苷酸添加到DNA分子的3’OH末端的DNA修饰酶称为     末端（脱氧核苷酸）转移酶（TDT）　。

12、当λ噬菌体基因组DNA进入细菌细胞后,便迅速通过由12个碱基组成的黏性末端配对形成双链环状的DNA分子,这种黏性末端结合形成的双链区域称为___cos位点___。

13、全自动测序仪中为什么能在同一管中进行反应？是因为用不同颜色的荧光物质标记___ddNTP___

14、测序反应中标记引物或ddNTP的一种荧光物质的名称___荧光素类或罗丹明类___。

15、举出一种人工染色体___ 酵母人工染色体或细菌人工染色体___。

16、常见的克隆载体有_原核生物基因克隆载体  _，_酵母克隆 _，  _植物基因克隆载体_和动物基因克隆载体。其中原核生物基因克隆载体主要有_质粒载体_，_噬菌体载体_和_柯斯质粒  __。

三、选择题

1、下列哪种载体经酶切后可以直接连接PCR产物（ B   ）
A、pUC-18  B、pMD18-T   C、pBR 322  D、pGEM-3Z

2、构建cDNA 文库时，合成cDNA第一链所使用的引物是（D     ）。
Ａ、 Poly A  Ｂ、 Poly C  Ｃ、发夹结构  Ｄ、 Poly T  

3、某限制性内切酶的识别和切割序列为5’… G↓A A T T C… 3’,用此酶切割DNA后，可形成（    D  ）。
A、平末端    B、互补末端  C、3’粘性末端   D、5’粘性末端

4、下列哪项不是影响原核细胞中基因翻译起始的因素（D   ）。
A、起始密码子   B、SD序列的碱基组成
C、起始密码与SD序列间的距离  D、mRNA 分子的寿命
四、简答题

（一）分别说出 5 种以上 RNA 的功能？  

1、转运 RNA： tRNA  转运氨基酸
2、核蛋白体 RNA：    rRNA  核蛋白体组成成  

3、信使 RNA：mRNA  蛋白质合成模板  

4、不均一核 RNA:    hnRNA  成熟 mRNA 的前体
5、小核 RNA：  参与 hnRNA 的剪接
6、核仁小RNA  snoRNA 负责rRNA的加工
7、小胞质RNA（scRNA）/7SL-RNA  而scRNA则参与蛋白质的合成和运输
8、反义 RNA：    anRNA/micRNA  调控基因的表达
9、 核酶：有酶活性的 RNA  

（二）根据下图，说明5’-TTTTTTT3’、streptavidin PMP是什么，简述磁珠法分离mRNA的原理？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、生物素标记的Oligo(dT)探针与mRNA的退火
2、将退火的生物素标记的Oligo(dT)探针，加到管中。用磁性分离架捕获磁珠，吸去上清。洗涤后去上清。

3、洗涤收集mRNA   将漂洗过的SA-PMPS重新悬浮于无RNA酶的水中，吸取水相到新管。

（四）根据下图说明固相亚磷酸三酯法合成DNA的原理？
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、三氯乙酸和预先连接在固相载体（CPG）上的核苷酸反应（其活性基团处于被保护状态），脱去核苷酸5’-羟基的保护基团DMT，获得游离的5’-羟基；
2、合成DNA的原料（亚磷酰胺保护的核苷酸单体）与活化剂四氮唑混合，得到核苷亚磷酸活化中间体，它的3’端被活化，5’-羟基仍然被DMT保护，与溶液中游离的5’-羟基发生缩合反应；

3、带帽（capping）反应，缩合反应中可能有极少数5’-羟基没有参加反应，用乙酸酐和1-甲基咪唑终止其后继续发生反应；

4、在氧化剂碘的作用下，亚磷酰形式转变为更稳定的磷酸三酯。

5、一个脱氧核苷酸被连接到固相载体的核苷酸上。再以三氯乙酸脱去它的5‘-羟基上的保护基团DMT，重复以上步骤，直到所有要求合成的碱基被接上去。

6、通过氨水高温处理，连接在CPG上的引物被切下来， 纯化引物。

（五）根据下图说明如何用化学合成的方法合成基因？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、将合成O1和O2引物退火后，进行第一轮PCR；

2、将合成O3和O4引物退火后，进行第一轮PCR；

3、将第一轮两次扩增的产物变性退火后，用O1和O4引物进行第二轮PCR。依次进行，就可以合成全长基因。

4、克隆到载体上，测序验证序列的正确性。

（六）PCR反应的原理（图示说明）？（5）
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（七）假定要测出的一段序列为CTGACTTCGACAACGCA，图示Sanger DNA测序的原理，图中所标注的引物和读出的序列要与此序列对应？（5）
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（注意此图标出的序列不应该出现引物互补的序列。）

（八）Southern印迹杂交技术包括哪两个主要过程？

将待测定核酸分子通过一定的方法转移并结合到一定的固相支持物（硝酸纤维素膜或尼龙膜）上，即印迹（blotting）；固定于膜上的核酸与同位素标记的探针在一定的温度和离子强度下退火，即分子杂交过程。
（九）下图是切口平移用于探针的标记，请说明标记的原理？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、用DNase I处理双链DNA，使之随机产生单链断裂。

2、DNA聚合酶I的5‘-3’外切酶活性从断裂处5‘除去一个核苷酸。

3、同时5‘-3'聚合酶活性将一个单核苷酸引入到断裂的3'端。

4、因反应液国加入了放射性标记的核苷酸，结果标记的核苷酸代替了原来的核苷酸残基，形成了放射性的DNA分子。
（十）下图是随机引物用于探针的标记，请说明标记的原理？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、将DNA变性，与6核苷酸随机引物退火。

2、在Klenow片段（DNA聚合酶）的作用，将四种核苷酸，其中一种为放射性标记的核苷酸掺入到新合成的DNA中。

（十一）下图为Western杂交的原理，请解释？（5）
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1、蛋白质的SDS-PAGE，将蛋白质按分子量的大小分开。
2、转膜，将PAGE胶中的蛋白质转印到尼龙膜或硝酸纤维素膜上。
3、膜与目标蛋白的一抗温育杂交
4、膜与酶标的二抗温育杂交
5、酶与底物反应，产生有色物质，显示目标蛋白。
（十二）下图为酵母双杂交的原理，请加以说明？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、真核生物中存在一种上游激活序列(UAS)，和激活蛋白结合并大大增加启动子的转录速度，从而在转录水平对靶基因表达进行调控。

2、真核细胞转录起始需要转录激活因子的参与。很多真核生物的转录激活因子通常具有两个可分割开的结构域，即DNA特异性结合结构域(BD)与转录激活结构域(AD)。这两个结构域即使分开时仍各具功能，互不影响。

3、但一个完整的某个特定基因的转录激活因子必须同时含有这两个结构域，否则无法完成激活功能。只有将这两部分通过适当的途径在空间上接近才能恢复其激活转录的能力。

4、将GAL4蛋白N端的氨基酸（BD）和C端氨基酸（AD）基因序列，分别构建重组质粒。

5、在BD上接上一个蛋白X基因，在AD上接一个蛋白Y基因。

6、再将这二个质粒共同导入酵母菌中，若X，Y蛋白在酵母内发生交互作用，则相当于将GAL4的BD和AD又连在一起，即可以转录激活下游报告基因的表达，通过测定报告基因的产物及活性来检测这种交互作用的发生。

（十三） 酵母双杂交的实验过程？
1、 把蛋白A基因插入到BD质粒上（pGBT9）
2、 把蛋白B基因插入到AD质粒上（pGAD424）
3、 两种重组质粒共同转化酵母菌（HF7c）
4、 筛选观察
（十四）翻译

In the electric field generated by a power supply, the proteins coated with negatively charged SDS migrate toward the positive electrode. As the proteins migrate out of the gel, they are captured on the membrane because nitrocellulose binds any protein that contacts it. The proteins stick to the membrane in the same positions they had in the gel. Thus, the membrance is a ‘blot’ of the gel. The gel is discarded, and an inert protein, such as serum albumin, is then used to coat the membrane so no other proteins will stick. A primary antibody, chosen to specifically bind only the protein of interest---the red one here---is then added. The albumin coating keeps antibody from sticking directly to the membrane.

蛋白质转移通过电泳， 由电源产生的电场，被带负电荷SDS包被的蛋白质向正极移动。当蛋白质从胶中移出，由于硝酸纤维素可以结合任何与它接触的蛋白，蛋白质被膜捕获。与膜结合的蛋白质与胶中蛋白质的位置一致。这样膜是胶的一个印迹。将胶丢弃，一种惰性蛋白，如牛血清白蛋白，用于封闭膜，这样其它的蛋白不会与膜结合。选择一种初级抗体，它可以特异性地与目标蛋白结合，在这儿为红色蛋白，加入进来。牛血清白蛋白包被阻止了抗体直接与膜结合。

We can use the technique of DNA technology to recombine and copy genes, a restriction enzyme is used to cut open a plasmid, a small circular DNA molecule obtained from a bacterium, the restriction enzyme cuts only at certain DNA base sequence, the same enzyme is used to cut up a DNA obtained from a human cell. The restriction enzyme produces DNA fragments that have matching sticky ends that joined by complimentary base pairing. An enzyme called DNA ligase forges covalent bonds that join human and plasmid DNA, creating recombinant DNA, the human gene must be cloned to produce copies for use or study. 

我们可以使用DNA技术来重组或拷贝基因，一种限制酶用来将质粒切开，质粒是从细菌中获得的小的环状DNA分子，限制酶只在特定的DNA碱基因序列上切割DNA，用同样的酶切割来源于人类细胞 的DNA。

限制酶产生具有匹配粘性末端的DNA片段，可以通过碱基因互补连接在一起。一种称为DNA连接酶形成共价价，将人和质粒DNA连接在一起，形成重组分子，人的基因必须克隆来产生多个拷贝来使用或研究。
A sample of chromosomal DNA, also called genomic DNA, can be used as the starting material for the polymerase chain reaction. With PCR, an investigator can amplify a single copy of a DNA segment into billions of identical copies. The DNA segment of interest, or target DNA, is indicated in red.　In addition to the target DNA, a PCR reaction contains several other ingredients. These include free nucleotides, DNA primers, and the enzyme Taq polymerase. The primers are typically about 20 nucletides long and are complementary in sequence to the ends of the target DNA. Taq polymerase is derived from hot springs bacteria and can tolerate the intense heat of a PCR reaction.

一个染色体DNA样品，也将它叫做基因组DNA。可用来作为聚合酶链式反应的起始材料。用PCR，一个研究人员可将单拷贝的DNA片段扩增到上亿个相同的拷贝。所感兴趣的片段，或者称为目标DNA用红色标注。 除了目标DNA，一个PCR反应包含几种其它的成份。这些成份为自由的核苷酸，DNA引物和Taq　聚合酶。典型的引物为20个核苷酸长，用目标DNA的末端互补。Taq聚合酶来源于温泉细菌，可以耐受PCR反应的高热。
（十五）什么是质粒？与构建克隆载体有关的质粒的性质？

是生物细胞内固有的、能独立于寄主染色体而自主复制、并被稳定遗传的一类核酸分子。

与载体有关的性质：（1）质粒的复制性，质粒在宿主细胞内可以复制，不会随细胞分裂而消失；（2）质粒的不亲和性，两种质粒可能共存于一宿主细胞，有些则不行。两种质粒不能同时存在于一个细胞中称为质粒的不亲和性。（3）质粒的可转移性，能在天然条件下自发地从一个细胞转移到另一个细胞称为接合质粒，相反为非接合质粒。
（十六）构建质粒克隆载体的基本策略？
1、能在受体细胞中有效复制，而且有较多的拷贝数，选择松弛型质粒复制起始子(Ori) 。

2、含有尽可能多供外源DNA克隆的位点(MCS)。

3、必须含有供选择克隆子的标记基因。

4、克隆载体DNA的分子量尽可能的小，转化效率高,插入的外源片段较大。

5、根据需要，组装各种“元件”，构建不同用途的载体

（十七）说明pUC18载体中各主要构件的名称？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Rep：复制起点

MCS：多克隆位点

LacZ：β-半乳糖苷酶

Bla：氨苄青霉素抗性基因

（十八）构建λ噬菌体载体的基本策略？

1、去除λDNA的非必须区；

2、在非必须区插入选择标记

3、建立重组λDNA体外包装系统。

（十九）下图为噬菌体的包装蛋白的制备的示意图，加以解释？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



将头部基因突变的噬菌体培养后，提取组装尾部需要的蛋白；

将尾部基因突变后的噬菌体培养后，提取头部组装所需的蛋白；

将两种蛋白混合后，即为噬菌体的包装蛋白

（二十）什么是柯斯质粒？具有什么特点？

柯斯质粒是一种人工建构得含有λ噬菌体cos序列和质粒复制原点(ori)的载体。

特点：

1、具有λ噬菌体的特性：在克隆了外源片段后可在体外被包装成噬菌体颗粒，高效地感染对λ噬菌体敏感的大肠杆菌细胞。进入寄主的柯斯质粒DNA分子，按照λ噬菌体DNA的方式环化， 但无法按噬菌体的方式生活，更无法形成子代噬菌体颗粒。

2、具有质粒载体的特性：在寄主细胞内如质粒一样进行复制，携带有抗性基因和克隆位点，并具氯霉素扩增效应。

3、具有高容量的克隆能力：柯斯质粒本身一般只有5～7kb左右，而它克隆外源DNA片段的极限值竟高达45kb，远远超过质粒载体及λ噬菌体载体的克隆能力。
（二十一）下图为柯斯质粒克隆基因的过程，加以解释？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、用限制性内切酶酶切柯斯质粒，并用限制 性内切酶酶切真核生物基因组DNA。

2、用DNA连接酶将两种酶切的DNA连接到一起。

3、将所得的重组DNA进行体外包装形成噬菌体颗粒。

4、感染大肠杆菌，进入大肠杆菌体内，象质粒一样进行复制。可象质粒一样进行筛选。

（二十三）看图回答问题（8分） SHAPE  \* MERGEFORMAT 



为什么pGEX载体属于表达载体？

转化后，在培养基中加入哪种抗生素进行转化子的筛选？

要实现外源基因的表达，可从哪个位置插入？

通过什么方法可诱导外源基因在宿主细胞内表达，为什么？

外源表达后形成的蛋白属于非融合蛋白、融合蛋白还是分泌蛋白，为什么？

1、有Ptac启动子可启动外源基因

2、氨苄青霉素

3、MCS位点

4、lacI基因形成阻遏蛋白抑制基因表达，IPTG可解除阻遏，诱导表达。

5、属于融合表达蛋白，因为外源基因与谷胱甘肽转移酶基因的序列相连。

（二十四）什么Ti质粒？什么是T-DNA？是什么原因引起植物产生肿瘤？

是根癌土壤杆菌菌株中存在的质粒，可将其部分DNA转入植物核内DNA，使植物细胞肿瘤化。Ti质粒上有一段转移DNA(T-DNA),具有向植物细胞传递外源基因的能力。其原因是转入植物基因组中的T-DNA中含有植物生长激素基因，可高效表达植物生长激素，从而引起植物肿瘤。

Ti质粒双元载体系统包括哪两种质粒，各具有什么特点？
微型Ti质粒是含有T-DNA边界，缺失Vir区和生长激素区的Ti质粒。
辅助Ti质粒(在农杆菌中）含有Vir区段，T-DNA缺失的突变型质粒。

（二十五）下图为植物转基因载体pCAMBIA1300，看图回答问题

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



此转基因载体主要的用途是什么？

是将带有自身启动子的基因转入植物中，确定该基因的功能。

（2）基因克隆在什么地方？基因上需不需要自己带启动子

LacZ 中MCS处，需要带自身的启动子

（3）载体在培养基中可用什么抗生素筛选？

潮霉素
（二十六）下图为植物转基因载体pCAMBIA1301，已将细菌的抗虫基因（Bt）连接到T载体上，如何BT基因与pCAMBIA1301载体相连，并获得转Bt基因的水稻转基因苗？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



1、将T载体中Bt基因用NcoⅠ和BstⅡ切下后，回收产物。

2、pCAMBIA1301载体用NcoⅠ和BstⅡ切下后GUS基因后，回收酶切载体。

3、将含Bt基因连接到pCAMBIA1301载体的35S启动子后，筛选含Bt基因的pCAMBIA1301载体。

4、微型质粒转化到含有辅助质粒的农杆菌中。

5、水稻种子消毒，在培养基上长出愈伤组织后，取愈伤组织。

6、将愈伤组织在土壤农杆菌培养液中浸泡，然后用滤纸吸干，在黑暗中放置一段时间后。

7、将愈伤组织放入培养基因中继续生长。

8、将新生长的愈伤组织转移到含有潮霉素抗生素的选择培养基上进行培养，筛选抗性愈伤。

9、诱导抗性愈伤组织出芽和生根。

10、对这些幼苗的进一步进行分子检测(如PCR，Southern印迹法等)，可以确定它们是否为转基因植物。

（二下七）下图为大肠杆菌的表达载体，请说明各元件的名称和作用？

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Ori：大肠杆菌的复制原点，让载体在大肠杆菌中复制

LacI：阻遏蛋白基因，所编码的蛋白与LacI基因结合，关闭启动子后面基因的表达

Tac和LacP：两个启动子，让插入的基因表达

LacO：操纵基因，基因表达的开关与阻遏蛋白结合

SD：SD序列，将转录的RNA带入到核糖体中

GST：谷胱甘肽转移酶部分基因序列，使外源基因与GST表达成融合蛋白，不被细菌蛋白酶降解；有利于用抗GST的抗体亲和层析的方法，纯化目的基因。

插入区：多克隆位点用于，用于插入外源基因。

（二十八）下图为cDNA末端快速扩增（rapid amplification cDNA ends），请说明？

[image: image17]
cDNA末端快速扩增技术的原理

（一）、已知序列3’端区域的扩增(1)

1、先以mRNA为模板，以Oligo(dT)为引物，在逆转录酶的作用下合成cDNA的第一条链。

2、将RNA-cDNA杂合体变性后，加入基因特异的5’端引物GSP1，使之和Oligo(dT)一起在Taq DNA聚合酶的作用下扩增特异引物3’端下游区域。

3、将第一轮的PCR产物作模板，加入基因特异的5’端引物GSP2，使之和Oligo(dT)一起在Taq DNA聚合酶的作用下扩增特异引物3’端下游区域。

4、将扩增片段回收后，克隆到载体上，送测序。

（二）、已知序列5’端区域的扩增(1)

1、先以mRNA为模板，与3’端引物退火，在逆转录酶的作用下合成cDNA的第一条链。

2、将RNA-cDNA杂合体变性后分离后，通过末端转移酶作用在第一条链的3’端加上一条Poly(A)尾巴。

3、向体系中加入Oligo(dT)作引物，与基因3’端特异引物1一起经Taq DNA聚合酶的作用进行PCR扩增5’端的序列。

4、以第一轮PCR产物作模板，基因5’端特异引物2与Oligo(dT)进行第二次PCR扩增5’端区域的目的。

5、将扩增片段回收后，克隆到载体上，送测序。

（二十九）下图为转录组测序过程中mRNA制备双链 cDNA的过程，请加以解释？
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分离mRNA后，将mRNA片段化

加入六核苷酸的随机引物，在逆转录酶的作用下合成cDNA的第一链，

用RNA酶H降解mRNA，剩下的mRNA片段作为合成cDNA第二链的引物，在DNA聚合酶的作用下，合成第二链

（三十）下图为RNA测序过程中cDNA与Y接头的连接，请解释
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将cDNA末端用T4DNA聚合酶补齐

用激酶将cDNA的末端加上磷酸基团

在cDNA的末端加A

与Y接头进行连接

（三十一）下图为Y字型接头？说明各部分的名称。为什么要使用Y字型接头？

A:P5接头

B: cDNA 

C:测序引物

D：标记序列

E:P7接头

为了使cDNA的末端接上两种不同的接头。

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



（三十二）举出3种RNA测序后的分析

基因表达量

基因注释

可变剪接

新转录本的检测

SNP分析

（三十三）如何构建基因组文库？(4)

1、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段.

2、并将这些片段与适当的载体进行体外重组；

3、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。

4、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.

（三十四）蓝白斑筛选的原理（要说明为什么叫α互补）（5）

1、一些载体（如PUC系列质粒）带有β-半乳糖苷酶（lacZ）N端α片段的编码区，该编码区中含有多克隆位点（MCS），可用于构建重组子 。突变的大肠杆菌菌株染色体上带有仅编码β-半乳糖苷酶C端的ω片段的部分基因序列。
2、但当大肠杆菌中含有带lacz'的质粒后，大肠杆菌和质粒编码的片段虽都没有半乳糖苷酶活性，但它们同时存在时，α片段与ω片段可通过α-互补形成具有酶活性的β-半乳糖苷酶。
3、当连接产物通过转化导入大肠杆菌后，平铺到含氨苄青霉素的平板上时，在培养基中加入IPTG和X-gal时。
4、IPTG可诱导PUC质粒上β-半乳糖苷酶的α片段表达，它通过α互补获得β-半乳糖苷酶活性，将生色底物X-Gal分解成蓝色物质。菌落成蓝色。
5、当外源DNA插入到质粒的多克隆位点后，导致β-半乳糖苷酶基因读码框改变，从而不能进行α互补产生β-半乳糖苷酶，不能分解 X-gal，使得带有重组质粒的细菌形成白色菌落。

（三十四）基因工程中所使用的酶的类型，它们的作用是什么？请举出一例基因克隆中常用的每一种类型的酶（6)

(1) 核酸酶：用于切割或核酸分子，如DNA酶和Rnase。
(2) 连接酶：用于将核酸分子连接到一起。T4 DNA连接酶
(3) 聚合酶：用于核酸分子的扩增或拷贝。rTaq

(4) 修饰酶：用于给核酸分子添加或减去某些化学基团可核苷酸。 末端转移酶或磷酸激酶或碱性磷酸酶。

（三十七）限制性内切酶的命名规则？举例说明。

以菌种名的第一个字母的大写字母起头，以菌种属名的字首二个小写字母继后。必要时加上菌株的标志字母，如EcoRⅠ的R。最后，若由此菌株可以得到的限制性核酸酶不止一种，则按Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ编号。如：EcoRI，来自大肠杆菌Escherichia coli（Eco），菌株为RY13（R），第1号酶（I）。
（三十八）限制性内切酶主要有几大类，各有什么特点？

1、第一类限制性内切酶能识别专一的核苷酸顺序，并在识别点附近的一些核苷酸上切割DNA分子中的双链；

2、第二类限制性内切酶能识别专一的核苷酸顺序，并在该顺序内的固定位置上切割双链；

3、第三类限制性内切酶也有专一的识别顺序，但不是对称的回文顺序。它在识别顺序旁边几个核苷酸对的固定位置上切割双链。

（三十九）如何构建cDNA文库？

1、总RNA的提取

2、mRNA的分离 高等生物细胞的绝大部分mRNA在其3’端均有一个Po1y(A)尾，尾的长度一般足以吸附于寡聚脱氧胸苷酸(oligo(dT))—纤维素上，因此，可以用亲和层析法从总RNA样品中分离mRNA。

3、合成—段寡聚脱氧胸腺核苷酸(Oligo(dT)，让它通过碱基配对与Poly(A)结合从而形成逆转录酶所必需的引物结构.

4、逆转录酶即可作用合成与mRNA互补的DNA(cDNA)。这时的cDNA是一条链。

5、利用RNase H在mRNA上制造一些缺刻，这样小片段的RNA链即可作为引物在DNA聚合酶的作用下，引导第二链cDNA的合成而取代RNA链.

6、用不同的人工接头连接在双链cDNA两端的平头末端上，用两种限制性内切酶水解，两端暴露出不同的粘性末端，插入到载体DNA适当位点内。

7、重组的质粒载体DNA分子在一定条件下转化大肠杆菌，形成菌落群即为cDNA文库。重组的噬菌体载体包装形成病毒颗粒后，感染大肠杆菌，所获得的噬菌体集合即为cDNA文库。

(四十)下图为原位杂交的过程，加以解释？
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 1、将被筛选的大肠杆菌菌落，从其生长的琼脂乎板中小心地转移到铺放在琼脂平板表面的硝酸纤维素滤膜上，同时保藏原来的菌落平板作为参照，以便从中挑取阳性克隆。(1)

2、取出已经长有菌落的硝酸纤维素滤膜，使用碱处理，于是细菌菌落便被溶解，它们的DNA也就随之变性。然后再用适当的方法处理滤膜，以除去蛋白质，留下的便是同硝酸纤维素滤膜结合的变性DNA。(1)

3、在80℃下烘烤滤膜，使DNA牢固地固定下来。带有DNA印迹的滤膜可以长期保存。(1)

4、用放射性同位素标记的RNA或DNA作为探针，同滤膜上的菌落所释放的变性DNA杂交.(1)

5、并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光胶片上出现曝光点(图7—8)。根据曝光点的位置，便可以从保留的母板上相应位置挑出所需要的阳性菌落。(1)
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Figure 1. Schematic diagram of the PolyATtract® mRNA solation procedure.
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