
1.分子生物学主要研究内容
①基因与基因组，主要讲解基因概念的演变与发展、基因的分子结构、基因的类型和生物进化的C值矛盾等；
②基因表达调控，主要讲解原核生物和真核生物基因表达调控机制和特点，分为DNA水平调控、转录水平调控、转录后水平调控、翻译水平调控和翻译后水平调控等。
2.简述DNA复制
一、双链的解开DNA的复制有特定的起始位点，叫做复制原点。ori(或o）、富含A、T的区段。复制起点是固定的，表现为固定的序列，并识别参与复制起始的特殊蛋白质。从复制原点到终点，组成一个复制单位，叫复制子。复制时，解链酶等先将DNA的一段双链解开，形成复制点，这个复制点的形状象一个叉子，故称为复制叉。单（双）起点、双向等速。
大约20个DnaA蛋白在ATP的作用下与oriC处的4个9bp保守序列相结合②在HU蛋白和ATP的共同作用下,DNA复制起始复合物使3个13bp直接重复序列变性,形成开链③解链酶六聚体分别与单链DNA相结合(需DnaC帮助),进一步解开DNA双链
二、引物的合成：DNAb蛋白活化引物合成酶，引发RNA引物的合成。引物长度约为几个至10个核苷酸。
三、DNA链的延伸、DNA的半不连续复制：DNA复制时其中一条子链的合成是连续的，而另一条子链的合成是不连续的，故称半不连续复制。在DNA复制时，合成方向与复制叉移动的方向一致并连续合成的链为前导链；合成方向与复制叉移动的方向相反，形成许多不连续的片段，最后再连成一条完整的DNA链为滞后链。在DNA复制过程中，前导链能连续合成，而滞后链只能是断续的合成53 的多个短片段，这些不连续的小片段称为冈崎片段。
四、切除RNA引物，填补缺口，连接相邻的DNA片段在DNA聚合酶Ⅰ催化下切除RNA引物；留下的空隙由DNA聚合酶Ⅰ催化合成一段DNA填补上；在DNA连接酶作用下，连接相邻的DNA链
五、复制终止a、终止序列：E.coli有两个终止区域，分别结合专一性的终止蛋白序列一：terE，erD，terA序列二：terF，terB，terC每个区域只对一个方向的复制叉起作用。b、专一性终止蛋白：E.coli 中由tusgene编码通过抑制DNA螺旋酶而发挥终止作用
以大肠杆菌为例，说明DNA的复制过程。
起始：大肠杆菌的复制起点的序列和控制元件在细菌复制中十分保守。其中关键序列在两组连续排列的短的重复片段中：一个是3个13bp序列，另一个是4个9bp序列。4个9bp重复序列为DnaA蛋白提供其实结合位点，2-4个DnaA蛋白各带1个ATP结合在此位点上，并聚集在一起形成核心，DNA缠绕其上。HU蛋白与DNA结合，促使双链DNA弯曲，使DnaA蛋白作用于邻近3个成串排列的、富含A=T的13bp序列上。在ATP存在的条件下，3个13bp序列被变性，成为首先解链的位点。紧接着，2个DnaB-DnaC复合体进一步结合到解链区上并取代DnaA对13bp序列结合，复合体分别结合到解链区的两端，各自包含1个DnaB六聚体和6个DnaC单体。DnaB利用其解旋酶活性继续扩大解链区，每个DnaB进一步激活一个DnaG引发酶，在两个复制叉上分别开始进行前导链和后滞链上RNA引物的合成，并开始DNA的复制。在此过程中好需要两个蛋白质的辅助：拓扑异构酶Ⅱ——DNA解旋酶借助水解ATP产生的能量，消除DnaB解旋过程中产生的拓扑张力。很多的单链结合蛋白随后结合到被解开的单链上，保护和稳定分开的单链。
延伸：延伸阶段同时进行前导链和后滞链的合成。前导链开始合成后就一直继续下去，先由引物酶在起点处合成一段RNA引物，前导链的引物一般比冈崎片段的引物略长一些，10-60个核苷酸。随后DNA聚合酶Ⅲ即在引物的3’-OH端加入dNTP，保持与复制叉处DNA的同步解旋。后滞链的合成则以冈崎片段的形式分段进行，需要不断合成冈崎片段的RNA引物，然后由DNA聚合酶Ⅲ延长。由于DNA两条互补链方向相反，又由同一个聚合酶的不对称二聚体所催化，即二者的合成应该是协调一致的。因此，后滞链必须绕成一个突环，形成延伸局部与前导链合成方向的一致，合成冈崎片段需要DNA聚合酶Ⅲ不断与模板脱开，然后又在新的位置与模板结合。一旦冈崎片段合成完成，DNA聚合酶Ⅰ催化切除冈崎片段上的RNA引物，并填补上DNA片段，然后再由DNA连接酶将各DNA片段连接，最后形成一条完整的DNA长链。
终止：细菌环状染色体的两个复制叉一般以近似相同的速度一起向前推移，最后在复制起点的对面相遇，此为复制的终止区域。大肠杆菌有5个终止位点，每个终止位点的终止作用都是不对称的，只能阻止一个方向的复制叉前移，即不让对侧的复制叉超过中点后继续复制。在正常情况下，2个复制叉前移的速度相等，到达终点区汇合后就都停止复制。但如果其中一个复制叉因DNA损伤等原因而暂停复制速度很慢时，另一个复制叉复制过半后，就受到对侧终止复合物的阻挡，在此停顿下来，等待与另一个复制叉汇合。两个复制叉汇合之后，复制停止。

真核生物DNA复制特点
①真核生物每条染色体上有多个复制起点，多复制子。②真核生物染色体在全部复制完之前,各个起始点不再重新开始DNA复制；③而在快速生长的原核生物中，复制起点可以连续开始新的复制(多复制叉)。真核生物快速生长时，往往采用更多的复制起点。复制元相对较小(40-100kb), 复制速度较慢,大 约500~5000bp/min.④真核生物有多种DNA聚合酶。⑤组蛋白八聚体是以全保守的方式传给子代分子的
DNA聚合酶和RNA聚合酶的比较

真核生物启动子的结构
1、核心启动子定义：指保证RNA聚合酶Ⅱ转录正常起始所必需的、最少的DNA序列，包括转录起始位点及转录起始位点上游TATA区。TATA 常在-25bp左右，相当于原核的-10序列T85A97T93A85A63A83A50。
作用：选择正确的转录起始位点，保证精确起始
2、上游启动子元件；包括CAAT盒（CCAAT）和GC盒（GGGCGG）等。CAAT：-70--80bp，GGGCGG：-80 - -110bp
作用：控制转录起始频率。

3.基因的经典概念及其类型有哪些。
概念：基因是染色体上的实体，像链珠一样，孤立地呈线状地排列在染色体上。基因是决定性状的、发生突变的、进行交换的最小的、不可分割的、基本的遗传单位，即“三位一体”。
类型：①重叠基因：指调控具有独立性但部分使用共同基因序列的基因。基因间共同使用部分空间，但编码产物可以互不相关，即不同阅读框和不同的编码链，如终止密码子的错读和起始密码子或终止密码子的不同选择。重叠基因仅在少数原核生物中发现。
      ②重复基因：含有基因的DNA片段发生重复，可能因同源重组作用出错而发生，或是因为反转录转座与整个染色体发生重复所导致，这样的基因称为重复基因。复制基因被公认为是一种演化表现。基因的重复可以通过复制产生，复制后的拷贝发生突变和突变累积，从而形成基因簇，并逐渐分化为执行不同功能的基因。
③断裂基因：基因的编码序列在DNA分子上是不连续排列的，而是被不编码的序列所隔开，这样的基因称为断裂基因。DNA上负责编码的序列称为外显子，对应于mRNA序列的区域，是一个基因表达为多肽链的部分。而不编码的间隔序列称为内含子，内含子只转录，在前体mRNA时被剪切掉。大多数真核生物的基因为断裂基因。
      ④跳跃基因：是一段可以从原位上单独复制或断裂下来，环化后插入另一位点，并对其后的基因起调控作用的DNA序列。又称为转座子、转座遗传因子、转座元件、转座基因或可动基因。
      ⑤假基因：是一段与有功能的基因在核苷酸顺序组成上十分相似，但不具有正常基因的功能的DNA序列。假基因往往存在于真核生物的多基因家族中，其没有内含子序列，也没有启动子序列，3’端有mRNA分子特有的多聚腺苷polyA序列，两端含有顺向重复序列。

4、DNA突变类型及其遗传效应？
①点突变：即碱基错配，分为两类，一类为转换，即一个嘌呤被另一个嘌呤所取代，或者一个嘧啶被另一个嘧啶所取代。另一类为颠换，即一个嘌呤被另一个嘧啶所取代或者一个嘧啶被另一个嘌呤所取代。点突变根据突变后对遗传信息的影响又可分为同义突变、错义突变和无义突变。
同义突变：由于密码子的简并性，单个碱基置换使mRNA上改变后的密码子与改变前所编码的氨基酸一样，多肽链中出现同一氨基酸，翻译成的多肽链没有变化。
错义突变：DNA分子中的核苷酸置换后改变了mRNA上的遗传密码，从而导致合成的多肽链中一个氨基酸被另一氨基酸所取代。此时，该氨基酸前后的氨基酸不改变。错义突变的结果是产生异常蛋白质和酶。
无义突变：单个碱基置换导致出现终止密码子时，多肽链将提前终止合成，所产生的蛋白质或酶大多失去活性或丧失正常功能，此种突变称为无义突变。
②框移突变：分为移码突变和整码突变。
移码突变：缺失、插入1个或2个甚至多个碱基，但不是三联密码子及其倍数时，造成蛋白质氨基酸序列发生改变。在读码时，由于原来的密码子移位，导致在插入或缺失碱基部位以后的编码都发生了相应的变化。移码突变造成的肽链延长或缩短，取决于移码终止密码子推后或提前出现。
整码突变：在DNA链的密码子之间插入或丢失一个或几个密码子，则合成的肽链将增加或减少一个或几个氨基酸，但插入或丢失部位的前后氨基酸顺序不变。
③染色体变异：染色体的数目或结构发生改变，遗传信息也随之改变。数量变异分为整倍体变异和非整倍体变异。结构变异分为缺失、重复、倒位、异位。染色体变异，使排列在染色体上的基因的数量和排列顺序发生改变，从而导致性状的变异，大多数染色体变异对生物体是不利的，有的甚至会导致死亡。
5、分别说出5种以上RNA的功能？
①mRNA：是翻译的直接模板。是遗传信息传递过程中的桥梁。DNA通过转录生成mRNA，mRNA分子上含有与DNA分子中特定功能片段相对应的核苷酸序列。它在核糖体上作为蛋白质合成的模板时，包含这些核苷酸排列顺序的信息就转化为多肽链中氨基酸的排列顺序。
②tRNA：首先tRNA起着运载氨基酸的作用，细胞液中的氨基酸由tRNA搬运至核糖体上才能组装成多肽链。其次，tRNA还起到适配器的作用，mRNA序列中密码子的排列顺序是通过tRNA“改写”成多肽链中氨基酸的排列顺序的，因此tRNA也称为第二遗传密码。
③rRNA：rRNA单独存在时不执行其功能，它与多种蛋白质结合形成核糖体，作为蛋白质生物合成的“装配机”。核糖体作为mRNA的支架，使mRNA在其上展开，实现多肽链的合成。
④核酶：即具有催化作用的RNA。现在已知的核酶多数催化分子内反应，它们是RNA合成后加工的一种方式，包括自我切割、自我剪接、自我环化等，如Ⅰ型和Ⅱ型内含子的去除。催化分子内反应的核酶通常与蛋白质结合，形成核糖核蛋白复合体。
⑤基因组RNA：有些病毒中不含DNA，它们以RNA作为遗传物质。RNA病毒的种类很多，有单链RNA病毒（含有正链或负链RNA）和双链RNA病毒（含有正链和负链RNA）等。它们都能通过复制合成与自身相同的RNA，并产生子代。
6、比较原核和真核细胞的mRNA的异同点。
异：①原核生物mRNA半衰期短，真核生物mRNA半衰期相对较长。
    ②原核生物mRNA无需加工，因此5’没有帽子结构，3’没有或只有少量的polyA尾。而真核生物的mRNA需要进行加工，因此5’有帽子结构，几乎所有mRNA的3’都有较长的polyA尾，组蛋白除外。
    ③原核生物的mRNA没有内含子，因此不需要剪接，真核生物的mRNA中含有内含子，需要剪接。
    ④原核生物的mRNA多为多顺反子mRNA，而真核生物的mRNA为单顺反子mRNA。
    ⑤原核生物的mRNA有SD序列，而真核生物的mRNA没有SD序列。
同：①无论真核生物还是原核生物，mRNA都具备至少含有一个由起始密码子开始、以终止密码子结束的一段连续的核苷酸序列，称为可读框或开放阅读框。
②所用的遗传密码相同。

7、tRNA二级结构并指明作用与作用机制及其在翻译过程中如何进行肽段延伸？
tRNA的二级结构为三叶草形，三级结构为倒“L”形，其结构有：
（1）氨基酸臂：由tRNA分子的5’端和3’端的7个核苷酸对构成。氨基酸的结合部位就是氨基酸臂3’-末端-CCA的腺苷酸3’-羟基。
（2）D环：即含有修饰碱基二氢尿嘧啶的环，这个部位可与氨酰-tRNA合成酶结合。
（3）反密码子：含有能与mRNA上密码子进行碱基互补配对的反密码子，起识别密码子的功能。
（4）额外环和可变环：含有用于tRNA分类的特定核苷酸序列。
（5）TΨC环：因其含有胸腺嘧啶-假尿嘧啶-胞嘧啶序列而得名，与构成核糖体60S亚基的5SrRNA结合，起到稳定蛋白质翻译的作用。
作用机理：只有与tRNA相结合的氨基酸才能被运送到核糖体上，这个氨基酸与特异的tRNA相结合形成氨酰-tRNA的过程称为氨基酸的活化。这个过程需要氨酰tRNA合成酶。氨酰-tRNA的合成过程分为两步：首先，氨酰-tRNA合成酶利用ATP供能，催化氨基酸形成氨酰-AMP，氨酰-AMP再与氨酰-tRNA合成酶形成三联体复合物；其次，该复合物再与特异的tRNA作用，氨酰-tRNA合成酶催化氨酰基转移至tRNA的3’-末端腺苷残基2’-羟基或3’-羟基上。
肽段延伸：氨酰-tRNA进入核糖体A位并识别相应的密码子，然后利用成肽反应完成肽段延伸。成肽反应是指转肽酶催化P位上起始氨酰-tRNA的N-甲酰甲硫氨酰基或肽酰-tRNA上的肽酰基转移到A位氨酰-tRNA上的氨基酸α-氨基上，并结合形成肽键的过程。该过程与延伸因子从核糖体上的解离同时进行。在这个过程中，核糖体A位的氨酰-tRNA上氨基酸的氨基对肽酰-tRNA上酯键的羰基进行亲核攻击，促使一个酯键转变为一个肽键，肽段延伸。
8、简述转录的基本过程。
RNA的合成发生在“转录泡”处。此时DNA双螺旋打开，以其中一条DNA为模板，RNA链从5’端向3’端延伸。RNA链最后一个核苷酸残基3’羟基和新加入的核苷酸5’-三磷酸基团反应，形成磷酸二酯键，释放一分子焦磷酸。RNA转录过程跟DNA复制差不多，被分为起始、延伸和终止三个阶段，但这三个阶段的反应与DNA复制不同。
在起始阶段，RNA聚合酶结合到位于基因起始上游处特殊序列的双链DNA上，该特殊序列称为启动子。接着，DNA双链局部解链，底物NTP与模板链的碱基进行配对。随着最前面几个核苷酸的加入，起始阶段结束。与复制不同，转录中使用的底物是个糖核苷酸而不是脱氧核糖核苷酸。
在延伸阶段，游离的单核苷酸不断加入到延伸中的多核苷酸链3’端，在解螺旋区域形成暂时的RNA-DNA杂合分子。RNA聚合酶沿着DNA移动，“转录泡”随之移动，DNA双螺旋不断解开，模板链不断暴露出新的单链部分，保持“转录泡”内12~14bp的双螺旋打开长度，其中RNA-DNA杂合链长约9bp。RNA链逐渐延伸，随着RNA聚合酶向前移动，合成的RNA从模板DNA上脱开，模板DNA又重新与有义链配对形成双链。
当RNA聚合酶移动到终止位点，碱基便不再加到RNA链上，磷酸二酯键停止形成，转录复合物停止移动，RNA聚合酶和RNA脱离模板链，DNA重新形成双螺旋。
9、DNA复制与RNA转录的异同点。
异：（1）DNA复制亲代的两条单链都是模板链，RNA转录亲代只有一条是模板链，另一条为编码链。
（2）DNA复制复制一次的结果是产生两条子代DNA，为半保留半不连续复制。RNA转录的结果是产生一条RNA单链，而用于转录的DNA分子不发生改变。
（3）DNA复制的酶是DNA聚合酶，RNA转录的酶是RNA聚合酶。（4）DNA复制需要引物，引物为RNA片段，称为冈崎片段。RNA转录不需要引物。
（5）起始阶段，DNA复制的底物是脱氧核糖核苷酸，RNA转录底物是核糖核苷酸。
（6）延伸阶段，DNA复制中游离的单核苷酸不断加入到延伸的多核苷酸链中，解旋的区域形成2条DNA双链。RNA转录中游离的单核苷酸不断加入到延伸的多核苷酸中，解旋区域暂时形成RNA-DNA杂合分子，随着RNA聚合酶的向前移动，合成的RNA从模板DNA上脱开，模板DNA重新形成双链。
（7）DNA复制没有明显结束位点（环状DNA除外），直到整个DNA分子复制完成。RNA转录当RNA聚合酶移动到终止位点时就停止转录。
同：（1）在合成位点都会形成相应的合成结构，DNA复制为“复制叉”，RNA转录为“转录泡。”
（2）都需要从特定的部位开始反应。DNA复制的特定起始部位为复制起始点，RNA转录的特定起始部位为启动子。
（3）起始位点都是富含A=T序列的区域。
（4）DNA聚合酶和RNA聚合酶的读取亲代链的方向都是3’→5’，合成子链的方向都是5’→3’。
（5）过程类似，都是起始、延伸、终止。
10、原核生物与真核生物启动子的主要区别？
启动子定义：指能被RNA聚合酶识别、结合并启动基因转录的一段DNA序列。
原核生物启动子距离起始位点6-11bp，真核生物的距离更长。
原核生物启动子：
①-10序列：大多数序列为TATAAT，其中开始的TA和第6位的T最保守。该序列在转录方向上解开双螺旋结构，形成“开放型”起始结构。该序列是RNA聚合酶牢固结合的位点，是启动子的关键部位。
②-35序列：该序列是一段必需的保守序列，其共有的序列是TTGACA，其中TTG最保守。该序列是原核RNA聚合酶依靠σ因子的初始识别位点，提供了RNA聚合酶全酶识别的信号。
真核生物启动子：
①由于真核生物中有三种不同的聚合酶，因此也有三种不同的启动子和有关的元件，其中以启动子Ⅱ最为复杂，它和原核的启动子有很多不同：
⑴有多种转录因子识别和结合元件；
⑵结构不恒定，不同启动子中各种元件的位置、序列、距离和方向都不完全相同，有的有远距离的调控元件存在，如增强子；
⑶这些元件常常起到控制转录效率和选择起始位点的作用；
⑷不直接和RNA聚合酶结合，转录时先和其他转录激活因子相结合，再和聚合酶结合；
⑸真核生物RNA聚合酶不存在全酶和核心酶的区别，没有一个类似于σ因子的蛋白质负责启动子识别，而是由一系列的转录因子共同协调转录起始。 
②核心启动子：指保证RNA聚合酶Ⅱ转录正常起始所必需的、最少的DNA序列，包括转录起始位点及转录起始位点上游TATA区。TATA 常在-25bp左右，相当于原核的-10序列。其作用是选择正确的转录起始位点，保证精确起始。
③上游启动子元件：包括CAAT盒（-70~-80bp；CCAAT）和GC盒（-80~-110bp；GGGCGG）等。其作用是控制转录起始频率。
④增强子：一类可促进起始的序列，处于上游或下游区离起始点很远的地方，这类序列组成另一种元件，称为增强子。
11、原核生物RNA的翻译过程。
原核生物肽链的合成是在核糖体上完成的，包括起始、延伸和终止三个阶段。
起始：（1）起始三元复合物的形成。这个过程实际上就是mRNA在小亚基上定位结合的过程。合成过程开始之前，完整的核糖体大、小亚基先要分离，mRNA和起始氨酰-tRNA才能与小亚基结合。原核生物mRNA起始AUG上游通常含有一段称为SD的富含嘌呤的碱基序列（5’-AGGAGGU-3’），一般位于起始AUG序列上游约10个碱基的区域，该序列可与30S亚基中16SrRNA的3’端富含嘧啶碱基的反SD序列互补配对，以此帮助mRNA从AUG处开始翻译。
（2）30S前起始复合物形成。这个过程是N-甲酰甲硫氨酰-tRNA与起始三元复合物结合的过程。起始因子IF-2是促进N-甲酰甲硫氨酰-tRNA与30S亚基结合的主要因子，结合了GTP的IF-2能促进N-甲酰甲硫氨酰-tRNA上的反密码子与AUG结合，这样N-甲酰甲硫氨酰-tRNA就结合到了30S亚基的P位上。此过程中IF-2只能控制N-甲酰甲硫氨酰-tRNA结合到核糖体P位，解读起始密码子AUG。
（3）70S起始复合物形成。这个过程是50S亚基与30S前起始复合物结合的过程。50S亚基与上述结合了mRNA和N-甲酰甲硫氨酰-tRNA的起始复合物结合，形成由完整核糖体、mRNA和N-甲酰甲硫氨酰-tRNA组成的70S翻译起始复合物。此时，N-甲酰甲硫氨酰-tRNA占据核糖体的P位，并与起始密码子AUG结合，A位空留，且对应于紧接AUG之后的密码子，为下一个氨酰-tRNA的进位做好了准备。
延伸：（1）进位。进位又称为注册，指一个氨酰-tRNA按照mRNA分子的编码信息进入并结合到核糖体A位的过程。进位过程需要延伸因子EF-Tu和EF-Ts结合形成二聚体。EF-Tu是一种小分子G蛋白，能水解GTP释放能量，结合了GTP的EF-Ts分离，促进氨酰-tRNA进入A位。氨酰-tRNA在进入核糖体之前，必须先与EF-Tu-GTP结合成氨酰-tRNA-EF-Tu-GTP活性复合物，才能进入核糖体并与A位结合。
（2）成肽。成肽反应是指转肽酶催化P位上起始氨酰-tRNA的N-甲酰甲硫氨酰基或肽酰-tRNA上的肽酰基转移到A位氨酰-tRNA上的氨基酸α-氨基上，并结合形成肽键的过程。该过程与延伸因子从核糖体上的解离同时进行。在这个过程中，核糖体A位的氨酰-tRNA上氨基酸的氨基对肽酰-tRNA上酯键的羰基进行亲核攻击，促使一个酯键转变为一个肽键，其结果是氨酰基（或肽酰基）从P位上的tRNA转移至A位的氨酰-tRNA上，即成肽反应在A位上进行。第一个肽键形成后，二肽酰-tRNA占据核糖体A位，卸载的tRNA仍留在P位。起始的N-甲酰甲硫氨酸的α-氨基被保留成为新生的肽链的N端。
（3）转位。即转位酶催化核糖体沿mRNA的3’方向移动一个密码子的距离，使mRNA上的下一个密码子进入A位，肽酰-tRNA由A位移入P位的过程。此过程需要延伸因子EF-G的参与。EF-G有转位酶活性，可结合并水解GTP释放能量，促使核糖体向mRNA的3’侧移动一个密码子，结果使肽酰-tRNA从A位相对移至核糖体P位，而卸载的肽酰-tRNA则移入E位，诱导核糖体构象改变有利于下一个氨酰-tRNA进入A位，mRNA上的下一个密码子则对应于A位，这样后续氨酰-tRNA又可以进位，诱导核糖体构象改变，促使卸载的氨酰-tRNA从E位排出，开始下一轮核糖体循环。
终止：在肽链延伸的过程中，当mRNA上的终止密码子出现在核糖体A位时，没有任何一种tRNA能与终止密码子结合，此时只有释放因子识别终止密码子，并进入A位与终止密码子结合，促使肽链合成的终止。原核生物中，进入A位识别终止密码子的释放因子为RF-1或RF-2。RF-1或RF-2与终止密码子结合可引起核糖体构象改变，激活转肽酶的酯酶活性，催化P位上的tRNA与新生肽链之间的酯键水解，多肽链的合成终止。新生肽链从核糖体上释放出来，mRNA、卸载的tRNA和RF脱离核糖体。此过程需要水解GTP。
12、详述原核和真核细胞在蛋白质翻译过程中的差异？
翻译：指将mRNA链上的核苷酸从一个特定的起始位点开始，按每三个核苷酸代表一个氨基酸的原则，依次合成一条多肽链的过程。
差异：
①核糖体：真核生物核糖体为40S亚基与60S亚基组合形成的80S完整核糖体。原核生物核糖体为30S亚基和50S亚基组合形成的70S完整核糖体。
②mRNA：Ⅰ.真核生物的mRNA没有SD序列，不依靠SD序列定位翻译起始位点，而原核生物需要SD序列来进行翻译起始位点的定位。
Ⅱ.真核生物mRNA为单顺反子mRNA且需要加工，因此其3’端有polyA尾，5’端有帽子结构，依赖帽子结合蛋白复合物使mRNA在核糖体上定位结合，帽子结构还可以保护mRNA不被核酸酶降解，并为mRNA的核运输提供转运信号，还能提高翻译模板的稳定性和翻译效率。而原核生物的mRNA为多顺反子mRNA且无须加工，因此5’没有帽子结构，3’没有或只有少量的polyA尾。
③起始tRNA：真核生物蛋白质合成的第一个氨基酸是甲硫氨酸而不是原核生物的甲酰甲硫氨酸，因此真核生物的起始tRNA不需要N端甲酰化。
④起始因子：真核生物多肽链合成的起始因子称为真核起始因子，种类比原核生物的起始因子多。根据功能大致分为4类：与核糖体亚基结合的因子，如eIF-1和eIF-2；识别5’帽子结构，与mRNA结合并解开5’端发夹结构的因子，如eIF-4B、eIF-4E和eIF-4A；与起始tRNA运输有关的因子，如eIF-2和eIF-2B等；其他可替换因子，如eIF-5，能代替另外两种因子促使60S亚基的结合。而原核生物的起始因子只有三种，即IF-1、IF-2、IF-3。
⑤起始阶段：真核生物形成起始复合物需要ATP、9-10种eIF，且小亚基先与起始tRNA结合。而原核生物形成起始复合物需要ATP、GTP、3种IF，且小亚基先与mRNA结合。真核生物的起始复合物的组装过程相对原核生物来说十分复杂。
⑥延伸阶段：真核生物肽链合成的延伸过程与原核生物基本类似，也分为进位、成肽和转位三个步骤，但反应体系和延伸因子不同。真核生物的延伸因子为eEF-1和eEF-2，分别对应原核生物的延伸因子EF-Tu、EF-Ts和EF-G。其中eEF-2为真核生物的转位因子，EF-G为原核生物的转位因子。真核生物的转肽酶活性由核糖体蛋白提供，而原核生物的转肽酶活性由核糖体的大亚基提供。真核生物的核糖体没有E位，转位时卸载的tRNA直接从P位脱落，而原核生物的核糖体有E位，空载的tRNA从E位释放。
⑦终止阶段：真核生物的翻译终止过程与原核生物相似，但只有1种终止因子即eRF用于识别3种终止密码子，而原核生物有3种RF用于识别终止密码子。
⑧转录与翻译：真核生物的转录与翻译不偶联，而原核生物的转录与翻译过程是偶联的，即边转录边翻译。
13、列举一个已知的DNA序列编码一种以上蛋白质的三种方法？
①该段DNA序列含有重叠基因，从而出现了不同的阅读框，进而编码不同的蛋白质。
②mRNA中内含子的不同剪接方式，即可变剪接。可变剪接是指特定的前体mRNA分子通过不同的剪接方式能够产生一种以上的成熟mRNA分子，从而合成不同的多肽链。
③以一两个碱基的移码方式出现重叠的可读框。
14、激活蛋白（CAP）对转录的正调控作用？
环腺苷酸（cAMP）受体蛋白CRP（cAMP receptor protein），cAMP与CRP结合后所形成的复合物称激活蛋白CAP（cAMPactivated protein ）。当大肠杆菌生长在缺乏葡萄糖的培养基中时，CAP合成量增加，CAP具有激活乳糖（Lac）等启动子的功能。一些依赖于CRP的启动子缺乏一般启动子所具有的典型的-35区序列特征（TTGACA）。因此RNA聚合酶难以与其结合。
CAP的存在（功能）：能显著提高酶与启动子结合常数。主要表现以下二方面： 
①CAP通过改变启动子的构象以及与酶的相互作用帮助酶分子正确定向,以便与-10区结合，起到取代-35区功能的作用。 
②CAP还能抑制RNA聚合酶与DNA中其它位点的结合，从而提高与其特定启动子结合的概率。

15、乳糖操纵子在葡萄糖和乳糖不同存在情况下的4种调节过程。
①既有葡萄糖又有乳糖：
当有葡萄糖时，细胞内cAMP含量少，从而抑制了CAP-cAMP复合物形成，而该复合物是RNA聚合酶结合到lac启动子位置时不可或缺的。由于有乳糖的存在，乳糖作为诱导物与阻遏蛋白结合，并将阻遏蛋白从操纵序列的位置清除。结果为RNA聚合酶几乎不能结合在启动子上，不能产生lac mRNA。
②有葡萄糖没有乳糖：
当有葡萄糖时，细胞内cAMP含量少，从而抑制了CAP-cAMP复合物形成，而该复合物是RNA聚合酶结合到lac启动子位置时不可或缺的。由于没有乳糖，阻遏蛋白会结合在操纵序列的位置上。结果为RNA聚合酶几乎不能结合在启动子上，不能产生lac mRNA。
③没有葡萄糖没有乳糖：
因为没有葡萄糖，细胞内cAMP含量多，从而与CAP结合形成CAP-cAMP复合物，该复合物结合到启动子上增强了RNA聚合酶与启动子序列的亲和力。因为没有乳糖，阻遏蛋白会结合在操纵序列的位置上。结果为RNA聚合酶结合在启动子上，但由于阻遏蛋白的阻遏作用，不能产生lac mRNA。
④没有葡萄糖有乳糖：
因为没有葡萄糖，细胞内cAMP含量多，从而与CAP结合形成CAP-cAMP复合物，该复合物结合到启动子上增强了RNA聚合酶与启动子序列的亲和力。由于有乳糖的存在，乳糖作为诱导物与阻遏蛋白结合，并将阻遏蛋白从操纵序列的位置清除。结果为RNA聚合酶结合在启动子上，lac mRNA得到充分转录。
16、简述色氨酸操纵子的负调控及弱化作用？
负调控：在色氨酸操纵子系统中，有调节基因所编码的阻遏蛋白单独存在时是没有生理活性的，因此当细胞内色氨酸含量低时，不能干扰和抑制操纵子转录的发生和进行。但当细胞内色氨酸含量高时，色氨酸可作为辅阻遏物与阻遏物结合，二者形成的复合物可以识别和结合操纵序列，从而阻止RNA聚合酶对结构基因的转录，使整个操纵子处于被关闭的状态。
弱化作用：色氨酸操纵子的mRNA中的trpE基因5’端起始密码子与trpP之间有一段长达160个碱基的序列，称为前导序列。在前导序列中靠近起始密码子的位置有一个核糖体结合的位点，随后是以起始密码子开头的14个氨基酸的编码区，其中含有两个紧密相连的色氨酸密码子，这一段翻译出的小肽称为前导肽。此外，前导序列还是一段富含G/C，并且具有回文结构的序列，其中包含4段能进行核苷酸链内互补配对的序列，分别为1区、2区、3区和4区。
由于原核生物中转录和翻译过程相偶联，当细胞内有大量色氨酸时，运载色氨酸的tRNA供应充足，使核糖体顺利通过两个连续的色氨酸密码子而翻译出前导序列编码的小肽。由于mRNA快速通过核糖体，将前导序列的2区拖拽进入核糖体，使2区来不及与3区构成茎环结构，于是3区与4区配对，形成能够使转录终止的茎环结构。当细胞内色氨酸处于低水平时，运载色氨酸的tRNA浓度相应的较低，在1区色氨酸密码子处的翻译进程缓慢，此时核糖体只占据前导序列mRNA的1区，2区与3区之间能够形成茎环结构，从而没有形成3区与4区之间配对的终止结构。RNA聚合酶得以一路前行，顺利通过弱化子区，完成对整个操纵子的转录。
17、大肠杆菌染色体的分子质量大约是2.5×109Da，核苷酸的平均分子质量是330Da，两个邻近核苷酸对之间的距离是0.34nm，双螺旋每一转的高度（即螺距）是3.4nm，请问： （1）该分子有多长？ （2）该DNA有多少转？
核苷酸个数 = 染色体分子质量 / 核苷酸平均分子质量 = 2.5×10^9 / 330 = 7.6×10^6个
（1）长度 =（7.6×10^6）/ 2×0.34 = 1.29×10^6nm = 1.29mm（2）∵双螺旋每转一圈，上升10个碱基对
     ∴转数 = 核苷酸个数 / （2×10） = 7.6×10^6 / 20 = 3.8×10^5转
18、RNA核苷酸序列如何编码蛋白质氨基酸序列及其性质。
mRNA分子中具有特定排列顺序的3个相邻的核苷酸，在多肽链合成过程中代表某种特定的氨基酸或合成的终止信号，这种三个核苷酸的序列统称为遗传密码，其中的单个密码称为密码子。每个密码子三联体决定一种氨基酸，或者代表肽链合成的起始和终止信号。由4种核苷酸A、U、C、G可组成64种密码子，其中61个密码子分别代表不同的氨基酸，编码甲硫氨酸的密码子的同时也作为多肽链合成的起始信号，称为起始密码子。另外3个密码子不编码任何氨基酸，只作为肽链合成的终止信号，称为终止密码子。
性质：①简并性：64个密码子中有61个密码子负责编码20种氨基酸，因此有些氨基酸不止对应一个密码子。由一种以上密码子编码同一个氨基酸的现象称为遗传密码的简并性，对应于同一氨基酸的密码子称为同义密码子。
        ②普遍性和特殊性：从低等生物到高等生物，基本都共用一套遗传密码。因此蛋白质合成的整套遗传密码基本上适用于生物界所有物种，这就是遗传密码的普遍性。但在动物细胞的线粒体和植物细胞的叶绿体内使用的遗传密码与“通用密码”有所差别，这就是遗传密码的特殊性。
③连续性：编码蛋白质氨基酸序列的各个三联体密码连续阅读，密码间既无间断也无交叉，这就是遗传密码的连续性。 从mRNA 5’端起始密码子AUG到3’端终止密码子之间的核苷酸序列，各个三联体密码连续排列编码一个蛋白质多肽链，称为开放阅读框架。
④摆动性：蛋白质翻译过程中，氨基酸需要被tRNA运送至mRNA的对应位置，其位置的正确与否依赖于tRNA序列中的反密码子与mRNA序列中相应密码子的相互辨认和配对结合。但有时反密码子与密码子之间的配对并不完全遵照碱基互补配对原则，这就是遗传密码的摆动性，又称为摆动配对。
19、何为PCR反应；写出PCR 20ul反应体系；根据PCR反应体系中添加的模板写出3种常用的PCR反应类型。
PCR反应：聚合酶链式反应是一种体外扩增特异性DNA片段的技术，能在短时间内获得数百万个特异DNA序列的拷贝。
20μL反应体系：MIX ————— 10.0μL
引物—————上游引物0.5μL，下游引物0.5μL
DNA 模板————1.0μL
超纯水—————8μL
反应类型：（1）PCR，使用gDNA，即基因组DNA。（2）qRT-PCR，这是一种定量的PCR技术。使用cDNA，即与RNA链互补的单链DNA，是以RNA逆转录酶获得的DNA。（3）RT-PCR，这是一种半定量的PCR技术。使用cDNA，即与RNA链互补的单链DNA，是以RNA逆转录酶获得的DNA。
20、原核与真核生物基因表达调控特点的异同。
异：（1）原核生物的表达调控主要表现在转录水平上的调控和转录后水平上的调控。真核生物的表达调控主要有DNA水平上的调控、转录水平上的调控、转录后水平上调控、翻译水平的调控和翻译后水平上的调控。
（2）原核生物的转录水平调控主要是以操纵子的正、负调控形式进行调控。真核生物的转录水平调控主要是从顺式作用元件、反式作用元件和转录因子的结构功能几个方面进行调控。
（3）原核生物转录后水平调控主要表现在mRNA稳定性对基因表达强度的影响、SD序列对翻译的起始调控、稀有密码子的调控作用、反义RNA的调控作用、重叠基因调控作用和严谨反应的影响几个方面。真核生物转录后水平的调控主要有hnRNA的选择性加工和运输以及RNA干扰两个方面。
（4）真核生物翻译水平主要表现在mRNA稳定性对基因表达的影响以及mRNA翻译起始的调控两方面，翻译后水平调控主要表现为蛋白质磷酸化、信号肽序列的切除、肽链内或肽链间形成二硫键、内含肽的剪接等。原核生物没有这些水平的调控。（5）真核生物的基因表达具有时间特异性，即特定基因的表达严格按照特定的时间顺序发生，以适应细胞或个体特定分化、发育阶段的需要。原核生物的基因表达没有该特性。（6）真核生物的基因表达具有空间特异性，即在个体生长发育的过程中，某种基因的表达在个体中不同组织内表现为差异表达。这种基因表达实质上是由分化细胞在不同器官中的分布决定的，因此又称为细胞特异性。原核生物的基因表达没有该特性。（7）真核生物基因表达具有组成型表达，即有些基因的产物在生命活动中的任一时间都是必需的，因而需要在个体的几乎所有细胞中都持续表达，这类基因称为管家基因。管家基因的这种任意时间内都持续表达的形式称为组成型表达。原核生物的基因表达没有该特性。（8）真核生物基因表达具有诱导表达，即在特定环境刺激下，特定基因的转录被激活，从而使基因的表达产物出现量的增加。这类基因称为可诱导基因，属于奢侈基因。原核生物的基因表达没有该特性。（9）在多细胞真核生物中，一个细胞内基因的表达谱因其细胞类型和所处的发育阶段而不同，这与原核生物中各细胞内基因表达谱基本一致不同。
同：转录水平的调控是最主要和最经济的调控环节，无论真核生物还是原核生物。
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