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分子生物学检验技术A复习资料参考答案
一．_名词解释__(本大题共_10_题，每题_4__分，共__40__分。)

 

 

1.基因组

 

2.蛋白质组

 

3.回文结构

 

4.肽质量指纹图谱

 

5.生物芯片

 

6.分子生物学

从分子水平研究生物大分子的结构与功能从而阐明生命现象本质的科学。其主要研究领域包括蛋白质、蛋白质-核酸和蛋白质-脂质（即生物膜）。
 

7.PCR

聚合酶链式反应(Polymerase Chain Reaction)，简称PCR，是一种分子生物学技术，用于放大特定的DNA片段。可看作生物体外的特殊DNA复制。
 

8.BLAST

是一个用来比对生物序列的一级结构的算法。
 

9.ddNTP

双脱氧核苷三磷酸， 与dNTP 的区别在于脱氧核糖的C3 位置缺少-OH，ddNTP可以在聚合酶的作用下可与多核苷酸链的3’－OH之间形成磷酸二酯键，但不能与下一个核苷酸缩合，使多核苷酸链的延伸终止。
 

10.基因病

遗传物质（基因）发生改变导致的疾病
二．___简答题__(本大题共_6_题，每题_8_分，共__48__分。)
 

1.试述真核生物基因组特点； 
答：（1）真核生物基因组DNA与蛋白质结合形成染色体，储存于细胞核内，除配子细胞外，体细胞内的基因的基因组是双份的，即有两份同源的基因组。

　（2）真核细胞基因转录产物为单顺反子。一个结构基因经过转录和翻译生成一个mRNA分子和一条多肽链。

　（3）存在重复序列，重复次数可达百万次以上。

　（4）基因组中不编码的区域多于编码区域。

　（5）大部分基因含有内含子，因此，基因是不连续的。

　（6）基因组远远大于原核生物的基因组，3*109 。
（错一点扣1.5分）
 

2.试述重组子结构特征的筛选的方法；

答：（1）重组子大小鉴别筛选：获得外源DNA后，分子量较原来载体大得多，可利用限制性核酸内切酶法鉴别。

（2）直接酶切鉴定：结合琼脂糖凝胶电泳

（3）PCR筛选法：提取重组子DNA，以外源基因两端的互补序列为引物，进行PCR扩增外源DNA.

（4）核酸杂交技术筛选：将DNA的克隆片段转移至硝酸纤维素薄膜上，应用特异的核酸探针进行原位杂交检测。

（每点2分）
 

3.试述酵母双杂交技术原理；

答、酵母的细胞内检测蛋白间相互作用的遗传系统

真核生物的位点特异转录激活因子通常具有两个可分割开的结构域:DNA特异结合域（BD）与转录激活域（AD）。这两个结构域各具功能，互不影响。但一个完整的激活特定基因表达的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。不同来源激活因子的区BD与AD结合后则特异地激活被BD结合的基因表达。（4分）

将两个待测蛋白分别与这两个结构域建成融合蛋白，并共表达于同一个酵母细胞内。如果两个待测蛋白间能发生相互作用，就会通过待测蛋白的桥梁作用使AD与BD形成一个完整的转录激活因子并激活相应的报告基因表达。通过对报告基因表型的测定可以很容易地知道待测蛋白分子间是否发生了相互作用。（4分）
 

4.试述TaqMan技术原理；

答、（1）Taqman技术主要用于荧光定量PCR法，TaqMan 探针是一种寡核苷酸探针，它的荧光与目的序列的扩增相关。 （2分）

（2）探针设计为与目标序列上游引物和下游引物之间的序列配对，带有一个荧光发光分子和一个荧光淬灭分子。荧光基团连接在探针的 5’端，而淬灭剂则在 3’末端。（2分）
（3）当完整的探针与目标序列配对时，荧光基团发射的荧光因与 3’端的淬灭剂接近而被淬灭。但在进行延伸反应时，聚合酶的 5'      3'核酸外切酶活性将探针进行酶切，使得荧光基团与淬灭剂分离，从而在激光下产生特定波长的荧光，这种荧光随着PCR扩增过程呈动态增强。随着扩增循环数的增加，释放出来的荧光基团不断积累。因此荧光强度与扩增产物的数量呈正比关系。（4分）
 
5.简述自动核酸序列分析和DHPLC分析在临床检测的不同应用价值；

答、 基于Sanger 双脱氧链终止法的原理（1分），采用4种带有不同琥珀酰荧光素标记的终止物ddNTPs，可以在同一个反应管中进行末端终止测序反应，并于变性聚丙烯酰胺凝胶的同一泳道中进行电泳检测，从而降低了测序泳道间迁移率差异对精确性的影响。（4分）

对DNA序列的识读也在电泳过程中完成，即当带有某种荧光素标记的单链DNA片段电泳到激光探头的检测范围时，激光所激发的荧光信号被探测器接收，经计算机分析数据，于记录纸上以红、黑、蓝和绿四种颜色打印出带有不同荧光素染料标记终止物ddNTPs标示的DNA片段峰谱，继而自动排出DNA序列。（3分）
 

6.试述三大核酸序列数据库；
答：国际核苷酸序列数据库：
（1）EMBL Bank（英国）：欧洲分子生物学实验室（European Molecular Biology Laboratory ）核酸序列数据库，为欧洲最主要的核酸序列数据库，世界两大核酸数据库之一。目前此数据库由其分支机构—EBI（the European Bioinformatics Institute，欧洲生物情报研究所）维护。
（2）GenBank（美国）：美国国家生物技术情报中心（NCBI，National Center for Biotechnology Information）基因序列数据库。美国最主要的核酸序列数据库，世界两大核酸数据库之一。
（3）DNA Data Bank of Japan（日本）：DNA database of Japan (Mishima)，位于日本的核酸序列数据库，为亚洲主要的核酸序列数据库国家遗传研究所。
（错一点扣3分）
 
 三．___问答题__(本大题共__1__题，共__12__分。)
 

1.从AIDS患者的Kaposis肉瘤（Kaposis Sarcoma，KS）细胞中分离到两个片段，它们与人类疱疹病毒（HHV）高度同源，却不同于已知的七类HHV病毒中的任何一类，被命名为HHV-8。请据此设计分离HHV-8的实验方法，并对其进行鉴定或诊断。
答：从AIDS患者的Kaposis肉瘤细胞中分离出总DNA分子（要写出分离的一种方法）（2分）
（1） （1）    设计针对HHV-8 两个DNA片段的特异性引物，并且进行PCR扩增。（3分）
（2） （2）    序列测定进行鉴定。（2分）
（3） （3）    应用序列分析，分析与其它七型的同源性。（3分）
（4） （4）    特异性探针进行杂交检测诊断。（2分）
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