实验一
（1） 质粒分离的原理？

基于DNA与细胞中其他成分 (如蛋白质、RNA、多糖等)的化学和物理性质差异来进行分离和纯化。

（2） 细菌染色体是线形还是环形，为什么在碱变性后细菌染色体与质粒DNA复性的速度不一致？

环状；
质粒分子，分子量小，结构相对简单，能较快复性，故能溶解于上清；而细菌染色体分子量大，结构复杂，且与质粒相比附着有更多蛋白，难以在碱变性后复性，故以沉淀状态。

（3） 在已知溶液中各组份的终浓度时，如何配制TE缓冲液、溶液Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ等各种缓冲液？



（4） 如何配制100 mg/ml氨苄青霉素贮存液？



（5） 已知有100 mg/ml氨苄青霉素贮存液，如何配制终浓度为100μg/ml的 LB固体平板？



（六）溶液Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ在质粒提取中的作用？
     溶液Ⅰ——使沉淀重新悬浮
     溶液Ⅱ——让染色体DNA和质粒DNA变性
     溶液Ⅲ——中和碱，使质粒DNA复性
实验二
（1） 酶切反应混合物的体积是否对酶切效果有影响？为什么？ 
 
      混合物的体积对酶切效果没有影响，体积改变需要注意的有三点，一是酶和底物的浓度是否与原来相同，二是体积改变造成体系温度调整的快慢，三是体积改变后能否混匀。

（2） 如何估计DNA用量和酶的用量？


（3） 在吸取内切酶的时候如何操作才能别免浪费？

在吸取内切酶时候怎样操作才能避免浪费？ 将枪头不要插入液体很深部位，刚过液面且可以吸取所需的体积的液体，这样可以避免浪费。

（4） 限制性内切酶酶活力单位定义是什么？

在37℃与指定的pH条件下,在0.05mL反应混合物中,1小时消化1μg的λDNA的酶量为1单位

（5） 两种酶切同一质粒时，因每种酶都有自己的反应缓冲液，因如何选择缓冲液？



实验三
（1） 为什么要测定DNA的浓度和纯度？如何判断所提取的DNA或RNA是否合格？

实验四
（1） 如何配制120ml的1%的琼脂糖凝胶

制备琼脂糖凝胶：称取琼脂糖1.2 g，溶解在120 ml电泳缓冲液（0.5×TBE）中，置于微波炉中至琼脂糖溶化均匀。


（2） 琼脂糖凝胶电泳的原理？影响琼脂糖凝胶DNA迁移率的因素有那些，分别有怎样的影响?如何确定电泳时电压的大小？

（一）原理：琼脂糖凝胶电泳是用于分离、鉴定和提纯DNA片段的标准方法。琼脂糖是从琼脂中提取的一种多糖，具亲水性，但不带电荷，是一种很好的电泳支持物。DNA在碱性条件下（pH8.0的缓冲液）带负电荷，在电场中通过凝胶介质向正极移动，不同DNA分子片段由于分子和构型不同，在电场中的泳动速率液不同。溴化乙锭（EB）可嵌入DNA分子碱基对间形成荧光络合物，经紫外线照射后，可分出不同的区带，达到分离、鉴定分子量，筛选重组子的目的。
（二）DNA在琼脂糖凝胶中迁移率和凝胶浓度、DNA分子大小、DNA分子的构象及电泳电压密切相关。 DNA片段越长，泳动速度越慢，而且泳动速度与电场强度成正比。 一个给定大小的线性DNA片段，在不同浓度的琼脂糖凝胶中迁移率不同，DNA电泳迁移率的对数与凝胶浓度成线性关系。
（三）根据电泳槽的规格来确定， 看电泳槽多大，两电极直接的距离，每cm 4~7V

（3） 泳道中的质粒DNA有几条带？为什么？

在电泳过程中可能使质粒发生开环，或者由开环解开螺旋变成线形。 这三种形态电泳时的分离率不同，分离速度不同，分成三带。 闭环（超螺旋），开环，线形的螺旋率依次降低。 质粒DNA原则上是一条带，但通常跑胶会看到三条，这是正常情况。 因为质粒是环形的DNA，稍有降解就会变成一条为线性，再厉害些，就成了线性DNA，三者在琼脂糖凝胶中速率不同，自然会出现三条带。

（4） 溴酚蓝的迁移率相当于多少bp的DNA?

300bp

实验五
（1） 提取植物基因组DNA的基本原理是什么？

天然状态的DNA 是以脱氧核糖核蛋白 (DNP)形式存在于细胞核中。 要从细胞中提取DNA时，先把DNP抽提出来，再把蛋白质和糖去除，同时除去RNA及无机离子等，从中分离DNA。
 
（2） 沉淀DNA常用的试剂有哪两种，沉淀DNA的原理是什么？

乙醇、异丙醇；
原理：DNA 溶液是DNA以水合状态稳定存在，当加入 乙醇 时,乙醇会夺DNA周围的水分子，使DNA失水而易于聚合。 一般实验中,是加2倍体积的无水乙醇与DNA相混 合,其乙醇的最终含量占67%左右。


（3） CTAB、EDTA和巯基乙醇的作用？

CTAB溶解细胞膜，并结合核酸，使核酸便于分离； β-巯基乙醇是抗氧化剂，有效地防止酚氧化成醌，避免褐变，使酚容易去除。
EDTA:螯合Mg2＋、Ca2＋等金属离子；抑制脱氧核糖核酸酶（DNase）对DNA的降解作用（DNase作用时需要一定的金属离子作辅基）；EDTA的存在，有利于溶菌酶的作用，因为溶菌酶的反应要求有较低的离子强度的环境。

实验六
（1） PCR的原理？（原理+体系+步骤）

（1）PCR技术是以DNA的半保留复制机制为基础，发展出的体外酶促合成、扩增特定核酸片段的一种方法。
（2）PCR的反应体系主要包括引物、DNA模板、聚合酶、缓冲溶液和dNTP。
（3）PCR由变性-退火-延伸三个基本反应步骤构成：①模板DNA的变性：模板DNA经加热至93℃左右一定时间后，使模板DNA双链或经PCR扩增形成的双链DNA解离，使之成为单链，以便它与引物结合，为下轮反应作准备；②模板DNA与引物的退火（复性）：模板DNA经加热变性成单链后，温度降至55℃左右，引物与模板DNA单链的互补序列配对结合；③引物的延伸：DNA模板-引物结合物在72℃、DNA聚合酶（如TaqDNA聚合酶）的作用下，以dNTP为反应原料，靶序列为模板，按碱基互补配对与半保留复制原理，合成一条新的与模板DNA链互补的半保留复制链，重复循环变性-退火-延伸三过程就可获得更多的“半保留复制链”，而且这种新链又可成为下次循环的模板。

（2） 从扩增的速率和忠实性来考虑，耐热DNA聚合酶可分为几类，分别有什么特点？

第一类：（普通Taq酶）扩增效率高,但没有校正功能。该类聚合酶具有很强的从5’→3’方向合成DNA功能，但没有从3’→5’方向外切酶的活性。
第二类：（pfu DNA聚合酶）既具有5’→3’方向合成DNA的功能，又具有3’→5’方向外切酶的活性和纠错功能，但DNA合成效率与普通Taq 酶相比大大降低。
第三类：（将普通Taq 酶与Pfu DNA 聚合酶按一定比例混合即可）高保真高效率DNA聚合酶，兼有第一类和第二类酶的优点。

（3） 如何配制引物10 µmol/l的引物？

一般配的时候要先配成储存液（浓度是100umol/L）,在配成使用液（浓度是10umol/L）

（4） 如何确定PCR各成分加入的量

首先是确定的总体积，可以选择10ul, 20ul, 50ul等。其次是根据mix，算出总体积中mix使用的体积。根据自己提取或者逆转录得到的DNA浓度，以及一次pcr反应所使用模板的量，计算出DNA的体积。根据引物浓度以及引物使用的终浓度，计算出引物使用的量。最后用总体积减去上面几部分的体积，得到的就是水的体积。


（5） 如何确定PCR中退火温度和延伸的时间？

（1） 退火温度与时间，取决于引物的长度、碱基组成及其浓度，还有靶基序列的长度。
（2） PCR反应的延伸温度一般选择在70～75℃之间，常用温度为72℃，PCR延伸反应的时间，可根据待扩增片段的长度而定

（6） 已知PCR的引物序列，如何确定PCR扩增产物的大小？

将引物的长度相加，再加上目标序列的长度

实验七
（1） 如何直到PCR产物核苷酸的长度，如何计算载体和连接产物的摩尔浓度



（2） 如何建立连接反应体系



（3） 转化的方法主要有哪两种，它们的原理是什么？

CaCl2转化方法：CaCl2转化法是一种将外源DNA导入细胞的方法。其原理是将细菌置于0℃，CaCl2的低渗溶液中，使细胞膨胀成球形，然后将外源DNA形成抗DNA酶的羟基-钙磷酸复合物粘附于细胞表面，经过42℃短时间热冲击处理，促使细胞吸收DNA复合物。在丰富培养基上生长数小时后，球状细胞复原并分裂增殖，被转化的细菌中，重组子中基因得到表达，在选择性培养基平板上，可以选出所需的转化子。
电击法转化：电击法是利用高压脉冲，去处理细胞，在细胞膜表面形成一个20~40nm的瞬间空洞，这样外源基因就可以扩散进入细胞内

（四）蓝白斑筛选的原理是什么？

将目标DNA序列与lacZ基因连接在一起，从而实现对β-半乳糖苷酶活性的调控，进而控制菌落颜色的变化。
