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!!$"考查点 质粒

【解析】质粒是独立于真核细胞核或原核细胞拟核 $%，之外的，

能够自主复制的环状 $%，分子，病毒中没有，，错误；质粒作为

载体应具有标记基因以便于重组 $%，分子的筛选，有一个至多

个限制酶切割位点以便和目的基因拼接，(正确；质粒为小型环

状 $%，分子，主要存在于细菌拟核外的细胞质中，)正确；质粒

能够避免宿主细胞的酶切，从而稳定保存，并能够在宿主细胞内

自主复制，$正确。
。!&"考查点 $%，的粗提取与鉴定、$%，片段的电泳鉴定

鉴定45 $%，的粗提取和鉴定的原理：$%，不溶于酒

精，但某些蛋白质溶于酒精，利用这一原理，可以初步分离
$%，和蛋白质。 $%，在不同浓度的 %高)/溶液中溶解度不

同，它能溶于 < 8能/7是的 %高)/溶液中。

【解析】$%，粗提取时加入冷酒精出现白色丝状物后，可以用离

心法收集，这样能使 $%，沉淀更集中，，错误；')H缓冲液中
去6<-的作用是激活$%，聚合酶，但并不是浓度越高酶活性越大，

浓度过高可能会对酶活性产生抑制作用，(错误；核酸染料需要

加入熔化之后凝固之前的琼脂糖中，载样缓冲液（内含指示剂）

应该在点样前与 $%，样品充分混合后，再缓慢注入加样孔内
（凝胶已经凝固）加入，)错误；$%，电泳指示剂的作用主要用来

指示何时停止电泳，$正确。
度!$&"突破点 图表分析—基因工程的基本工具

【解析】当 一为 )、H为 ，时，，78I核的识别序列为 D&)，，)，当
一为 &、H为 ，时，，78I核的识别序列为 D&&，，)，，正确。

。+X=，.识别序列和切割位点为 :为0(D，&)0=为，切割后形成的

黏性末端是 D，&)0=为，破坏的是识别序列中心轴线两侧的磷酸

二酯键，(-HH.的识别序列和切割位点为 :为0D(，，&&)0=为，切

割后形成的黏性末端为 ，，&&)0=为，破坏的也是中心轴线两侧的

磷酸二酯键，(错误。 D+Q+.和 和J8.两种限制酶的识别序列

不同，切割后形成的黏性末端也不同，)错误。 由表格可知，，78I

核、。Q+.两种限制酶的切割位点在识别序列中心轴线上，切割

后形成平末端，$正确。
'!""突破点 图表分析—基因表达载体的构建

【解析】靛蓝能够稳定显色，不受 的+的影响，故本题方案中无须

转入能调控液泡 的+的基因，，正确；将0SJ基因插入&]质粒时若

使用的限制酶是 &Q制.和 D+Q+.，则会将终止子一同切除，故

只能用 D+Q+.，(错误；0SJ和 72;。 基因具有各自的启动子，表

达是相互独立进行的，转录是以 $%，的一条链为模板并沿固定

方向进行的，由启动子方向可知，两基因转录的模板不同，)正

确；将目的基因导入植物细胞可采用农杆菌转化法，农杆菌可将
&]质粒上的 &0$%，整合到白玫瑰染色体 $%，上，$正确。

)!("考查点 目的基因的检测与鉴定

【解析】由题图可知，V6H%，特异性识别目标 $%，，)高V； 蛋白可

以对基因特定位点进行切割，，正确；细胞内的 )高V； 蛋白在配对

区域定点剪切，切除 D+2除< 基因的部分碱基，引起水稻发生基因

突变，(正确；采用抗原—抗体杂交的方法可检测基因是否表达，



基因敲除载体可能导入了受体细胞但不表达，因此该方法不能

检测基因敲除载体是否导入水稻细胞，)错误；由题图可知，基因

敲除载体中有 V6H%，编码序列、/+0Y 基因和潮霉素抗性基因，

因此转基因水稻中也含有潮霉素抗性基因，所以在培养基中加

入潮霉素可筛选出导入基因敲除载体的水稻细胞，$正确。

*!（5）:为0，D)&，D)，0=为":4"（<））除制.、/SH."酶切后的序列

有 ）除制.的黏性末端序列 )&，D)和 /SH.的黏性末端序列 D)D

（=）终止密码子"（3）选"先合成 )$5R= 蛋白，再合成 H>'蛋白

突破点 图表分析—')H技术的应用

【解析】（5）为了完整地扩增 /=%NP 基因序列，科研人员设计了

一对 碱 基 数 目 相 等 的 引 物， 其 中 一 个 引 物 序 列 为
:为0&D)D)，D&0=为，其与图 < 中上面那条链右侧序列互补，则另

一个引物应与图 < 中下面的那条链左侧序列互补，引物序列为
:为0，D)&，D)，0=为。 在 ')H扩增过程中，引物与两条单链 $%，

结合（复性）时的温度一般要控制在:4 d左右。

（<）为了使扩增后的 /=%NP 基因能够与 与B&基因拼接在一起，

科研人员从图 = 的三种限制酶中选择了两种，然后对 /=%NP 基

因进行切割，切割结果如图 = 所示。 科研人员选择的限制酶是
）除制.、/SH.，判断的依据是酶切后的序列有 ）除制.的黏性末端

序列 )&，D)和 /SH.的黏性末端序列 D)D。

（=）根据图 5 分析，为了使拼接后的重组基因能够表达成一条多

肽，形成融合蛋白，所以需要除去 /=%NP 基因中编码终止密码子

的序列。

（3）将图 5 所示表达载体导入猪的细胞，根据启动子的方向可

知，该表达载体转录时以 选 链为模板；翻译时，H>'蛋白与
)$5R= 蛋白合成的顺序是先合成 )$5R= 蛋白，再合成 H>'

蛋白。

+!""考查点 基因工程的基本操作程序

【解析】图中重组载体 ，导入受体菌后随着受体菌的繁殖而扩

增，因此重组载体 ，是基因克隆载体，而重组载体 (导入受体菌

后，表达产生胰岛素，因此重组载体 (是基因表达载体，，错误；

基因克隆载体可使目的基因在受体细胞中稳定存在，并进行增

殖，(正确；培养细菌 ，的目的是扩增目的基因，不需要获得表

达产物，因此目的基因不一定要插在重组载体 ，的启动子和终

止子之间，)错误；大肠杆菌是原核生物，无内质网和高尔基体等

细胞器，不能直接用来加工、分泌有活性的胰岛素，$错误。

。&'( 不能准确辨析基因克隆载体与基因表达载体

基因克隆载体的作用是使外源基因在受体细胞中稳定存在，并

遗传给下一代，同时复制出更多的目的基因，需含有复制原点、

标记基因；基因表达载体的作用是使外源基因在受体细胞中稳

定存在，并遗传给下一代，同时能表达和发挥作用，故需含有复

制原点、标记基因、启动子、终止子等。

。&

!!$"&"考查点 基因工程的基本工具

【解析】根据图示可知，若用 D+Q+.酶切 ，基因，则可得到
度!； e选 基因片段，此片段包含了探针结合位点，，正确；，J+核对

胞嘧啶甲基化敏感，即不能切割甲基化的酶切位点，第三组使用
D+Q+.-，J+核酶切，只得到 度!； e选 片段，说明 A0J.酶切位点

都被甲基化，不能被 ，J+核酶切，(正确；若表型 < 中 ，基因第三

组酶切结果介于 =!: e选 和 度!； e选 之间，说明 ，基因至少有 5 个



，J+核酶切位点被甲基化，)错误；基因中碱基的甲基化会影响

基因的表达，所以小鼠（，高）有两种表型可能是因为 ，基因甲基

化程度不同影响了基因的表达，$正确。

。!("突破点 信息提取—基因敲除技术

【解析】基因表达载体构建过程中需要限制酶和 $%，连接酶两

种工具酶处理，，正确。 分析题图可知，表达载体 &中有编码红

色、黄色、蓝色荧光蛋白的基因，前端有脑组织特异性表达的启

动子，因此肌肉细胞不会表达载体 &上的荧光蛋白基因，故若小

鼠细胞含一个表达载体 &（不含 )不含酶），其肌肉组织细胞不会发

出荧光，(正确。 5能。'5、5能。'< 位置如题图 < 白、黑三角符号所

示，两个 /能。'5 和两个 /能。'< 之间的基因最多会被 )不含酶敲除一

次，)不含酶识别的 /能。'不同，则有可能未敲除荧光蛋白基因，此时

表达红色荧光蛋白；也有可能敲除两个 /能。'5 之间的红色荧光蛋

白基因，此时表达黄色荧光蛋白；也有可能敲除两个 5能。'< 之间

的红色和黄色荧光蛋白基因，此时只表达蓝色荧光蛋白，因而不

同脑细胞会差异表达红色、黄色或蓝色荧光蛋白基因，)错误。

若小鼠脑组织细胞内有 < 个表达载体 &（含 )不含酶），)不含酶对每

个 $%，片段随机剪切，因而细胞的颜色由细胞内不同荧光蛋白

的颜色叠加而成，故其脑组织细胞可能出现两种颜色，$正确。

度!（5）引物是根据转座酶基因的一段已知序列设计合成的（或引物

能与转座酶基因的 酶$%，特异性结合，存在与转座酶基因互补的

序列）"，&，（或 #B&、与B&）"（<）<G；"使用 >< 7H< 引物进行
')H并检测有条带，说明部分细胞中 $元件未切离；使用 >< 7H3

引物进行 ')H并检测有条带，说明部分细胞中 $元件已切离"

（=）程"（3）插入的是非基因序列（或未选择表达的基因或内含

子或非编码区等）；插入 $元件后引发的突变为隐性突变；插入
$元件后表达的蛋白质功能未受影响或影响不大

突破点 图表分析—双荧光载体的转座系统

【解析】（5）引物是根据目的基因（转座酶基因）两端的碱基序列

设计的，引物 >5 7H5 能与转座酶基因两端的特定序列互补配对，

所以使用引物 >5 7H5 通过 ')H技术可特异性扩增转座酶基因。

由图甲可知，载体上含有 ，&，（潮霉素抗性基因）、#B&（绿色荧

光蛋白基因）、与B&（红色荧光蛋白基因），当植物被农杆菌成功

转化后，这些基因会进入植物细胞，可通过检测这几种基因是否

存在来判断植物是否被成功转化，所以可选用 ，&，（潮霉素抗性

基因）、#B&（绿色荧光蛋白基因）、与B&（红色荧光蛋白基因）作

为筛选基因检测植物是否被农杆菌成功转化。

（<）由题意可知，使用 >< 7H< 引物扩增的是包含 $元件的片段，

使用 >< 7H3 引物扩增时，若 $元件未发生切离则扩增不出条带。

观察图丙，植株 <G； 用 >< 7H< 引物进行 ')H，均可扩增出条带，

说明植株 <G； 有细胞中 $元件未切离，用 >< 7H3 引物也扩增出

条带，说明部分细胞中的 $元件发生了切离，所以既含有完成转

座的细胞又含有未发生转座的细胞的是植株 <G；。

（=）由图甲可知，当 $元件插入绿色荧光蛋白基因（#B&）中时，

若 $元件稳定存在，会破坏 #B&基因，导致不产生绿色荧光；红

色荧光蛋白基因（与B&）表达与否与 $元件是否完成转座无关。

所组 D>'（-）、H>'（-），说明 $元件可能发生了转座，又从 #B&

基因中切离出来，使得#B&基因能正常表达；过组D>'（-）、H>'

（0），不符合载体的基因结构特点（正常载体有 与B&基因），可能

是异常情况；程组 D>'（0）、H>'（-），说明 $元件稳定存在于
#B&基因中，破坏了 #B&基因，且 与B&基因正常表达，所以含有



$元件且 $元件遗传稳定性高的是程组；，组 D>'（0）、H>'

（0），不符合载体的基因结构特点（正常载体有 与B&基因），可能

是异常情况。

（3）$元件随机插入染色体后获得具有突变表型的植物个体的
比率较低，可能的原因有插入的是非基因序列（或未选择表达的
基因或内含子或非编码区等）；插入 $元件后引发的突变为隐性
突变；插入 $元件后表达的蛋白质功能未受影响或影响不大等。

'!（5）限制酶、$%，连接酶"5、=、3"（<）显微注射"用含有新霉
素和丙氧鸟苷的选择培养基来筛选"（=）过"用外显子 5、= 和
外显子 5、: 序列设计的两对引物进行 ')H扩增，会得到两条长
度不同的 $%，片段，电泳后会出现两条条带，且两条长度不同
的 $%，片段比 与#与基因长，故这两条条带应距离点样口更近"
（3）HDH蛋白可促进全反式视黄醛转化为 550顺式视黄醛，杂合
子与纯合子中 与#与基因表达减弱，全反式视黄醛转化为 550顺
式视黄醛受阻，550顺式视黄醛含量减少

突破点 信息提取—同源重组技术
【解析】（5）基因工程的基本操作程序主要包括四个步骤，即目的
基因的筛选与获取、基因表达载体的构建、将目的基因导入受体
细胞、目的基因的检测与鉴定。 构建基因表达载体需要用到的
工具酶有限制酶、$%，连接酶。 基因打靶是根据 $%，同源重组
的原理设计的，构建打靶载体时，8制H不基因需插在外显子内部，使
与#与基因无法正常表达，8制H不基因除插入位点 < 之外，还可以选
择位点 5、=、3。
（<）将目的基因导入动物细胞最常用的方法是显微注射法。 据
题图 < 可知，打靶载体含有新霉素抗性基因和 ，。W0.Z基因，打
靶成功的小鼠细胞整合了打靶载体上的新霉素抗性基因，而不
含 ，。W0.Z基因，，。W0.Z基因表达可以使无毒的丙氧鸟苷转变为
毒性核苷酸，导致细胞死亡，故筛选打靶成功的小鼠细胞的方法
是用含有新霉素和丙氧鸟苷的选择培养基来筛选。
（=）基因打靶成功时，同源重组发生在一对同源染色体的一条染
色体上，所以该细胞中一条染色体上的 与#与基因被破坏，另一条
染色体上的 与#与基因正常，用外显子 5、= 和外显子 5、: 序列设
计的两对引物进行 ')H扩增，会得到两条长度不同的 $%，片
段，电泳后会出现两条条带，且两条长度不同的 $%，片段均比
与#与基因长，故这两条条带应距离点样口更近，即题图 = 中
的过。
（3）根据题干信息可知，维生素 ，在体内转化为 550顺式视黄醛
后，经一系列变化，接受光信号后，550顺式视黄醛转变为全反式
视黄醛，触发级联反应产生神经信号，从而在大脑皮层产生视
觉。 产生视觉后，全反式视黄醛经一系列反应再度转变为 550顺
式视黄醛重复利用。 依据题图 3 可知，光照条件下，与正常小鼠
相比，基因修饰杂合子（-70）与纯合子（070）的 550顺式视黄醛
总量较少，由于 HDH蛋白可促进全反式视黄醛转化为 550顺式
视黄醛，基因修饰杂合子（-70）与纯合子（070）中 与#与基因表
达减弱，全反式视黄醛转化为 550顺式视黄醛受阻，550顺式视黄
醛含量减少。
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!!&"考查点 酶切位点的选择
【解析】该 $%，分子经酶 去和酶 %两种限制酶切割后，产生了
三个$%，片段且两个切口形成的黏性末端不同，说明该$%，分
子含有酶 去的一个切割位点和酶 %的一个切割位点；质粒为环



状 $%，，其经酶 去和酶 %两种限制酶切割后，产生了两个 $%，

片段，观察两个切口形成的黏性末端，可推出质粒含有酶 去的一

个切割位点和酶 %的一个切割位点，，正确。 根据题图可知，酶

去和酶 %识别的序列可能是 、 ，但无法确定其

对应关系，(正确。 题图中经酶切后形成的片段均是黏性末端，

&3 $%，连接酶和 (酶-H67$%，连接酶均能将具有互补黏性末端
或平末端的 $%，片段连接起来，而片段乙和片段丁具有互补的

黏性末端，)正确。 根据题图可知，片段乙、片段丁、片段戊只有
两个互补的黏性末端，这三个片段不能连接成环状 $%，分子，$

错误。
。!（5）选"—)生生+"（<）所D+Q+.、）H.."过引物 <"5:"（=）所

过"在红光条件下，，系植株表达的蛋白质含叶绿体转移信号，
(系植株表达的蛋白质没有

突破点 信息提取—基因工程的应用

【解析】（5）分析题图可知，J所和 J过蛋白质 选 末端的氨基酸序

列相同，由于肽链的合成方向为氨基端到羧基端，故 选 末端对应
的是蛋白质的—)生生+末端。

（<）所限制酶能识别 $%，分子中的特定核苷酸序列，并使每一
条链中特定部位的磷酸二酯键断开，分析题图 < 可知，#B&基因

两侧碱基序列中含有 DD，&))序列和 D)DD))D)序列，故应选
择题表中的 D+Q+.和 ）H..将 #B&基因从染色体 $%，上切割

下来。 过引物是一小段能与 $%，母链的一段碱基序列互补配
对的短单链核酸。 由于引物 5 不含有 D+Q+.酶切位点、引物 =

方向错误无法扩增、引物 3 后面 R 个碱基无法与模板链配对，故
应选择引物 < 对 高侧进行 ')H扩增；每次 ')H循环后，目的基

因的量可以增加一倍，故在 ')H仪中完成 3 个循环后，共形成
5R 个 $%，分子，有一个 $%，分子不含有引物 <，故含有该引物
的 $%，片段数为 5: 个。

（=）在红光条件下，，系植株表达的蛋白质含叶绿体转移信号，(

系植株表达的蛋白质没有，所以红光条件下 ，系植株与 (系植

株基因 J表达所使用的分别是启动子所过。
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!!&"突破点 信息提取—巢式 ')H

【解析】巢式 ')H中，如果第一次扩增产生了错误片段，则第二
次能在错误片段上进行引物配对并扩增的概率极低，提高了扩

增的特异性和敏感性，，正确。 第二轮 ')H使内侧引物以第一
轮 ')H产物为模板进行再次扩增，第二轮 ')H反应能否进行，

是对第一轮 ')H反应正确性的鉴定，(正确。 外侧两个引物大
小为 <: 选的，复性温度较高（R度 d）；内侧两个引物大小为 5E 选的，

复性温度较低（3R d）。 推测一定范围内，复性温度与引物长度
呈正相关，)正确。 第一轮')H使用一开始投放的模板$%，，第

二轮以第一轮 ')H产物为模板进行再次扩增，$错误。

。!&"考查点 ')H改造 +0淀粉酶基因

【解析】')H的原理是 $%，双链复制，利用的酶是耐高温的
$%，聚合酶，合成子链时以 $%，为模板，，错误；根据 +0淀粉

酶的编码序列，替换的碱基在编码序列中，则利用的引物应该把
编码序列全部扩增在内，故所用的引物应为过程，(错误；改造后

的基因应该插入 的是%<= 质粒的启动子的下游，)错误；转录是以
$%，为模板合成 H%，的过程，若要通过 ')H在分子水平上确



定目的基因是否转录，则需要以H%，为模板逆转录出$%，作为
')H反应的模板，该过程需要用到逆转录酶，$正确。

度!("突破点 信息提取—')H技术

【解析】分析题图可知，引物的延伸方向为 :为$=为，故图示所给引
物 5 设计区碱基序列所在的 $%，链为非模板链，即引物 5 的碱
基序列与非模板链的碱基序列相同，而引物 < 要以引物 < 设计区
碱基序列所在的 $%，链为模板，故引物 < 的碱基序列应与所给
序列碱基互补配对，该实验中需设计的引物 < 为 :为0，&D，&&&，k
，)D，D，D&&D，，0=为，，错误；')H产物从 E5 选的 开始，到 :=4 选的

为止，共 3R4 选的，若酶切并电泳后出现约 5R4 选的、=44 选的 的两个片
段，说明 ')H产物可被 !--.酶切，对应水稻基因型应为 DD，若
')H产物无法被酶切，则电泳后只有 3R4 选的 左右的一个条带，对
应水稻基因型为 &&，故 D&杂合型水稻品种的 D能被酶切成两
段，而 &不能被酶切，酶切电泳结果为 = 条条带，(错误，)正确；

由题干可知，CE基因第 <<R 位碱基为 D时，该位点所在内含子
能被正常剪接，突变为 &后不能被正常剪接，故组成两种淀粉合
成酶的氨基酸的数目不同，$错误。

'!（5）温度升高到超过 ；4 d"使3+I$%，聚合酶能够从引物的 =为

端开始连接脱氧核苷酸"（<）耐高温")高<-"目的基因进入受

体细胞内，并且在受体细胞内维持稳定和表达的过程"（=）提高
"提高"（3）易错 ')H技术是利用基因突变的原理来改造天然
酶，是不定向的；而蛋白质工程是利用基因重组的原理来改造天
然酶，是定向的

突破点 图表分析—易错 ')H

【解析】（5）在体外利用 ')H技术扩增目的基因时，利用 $%，高
温变性的特点加热至超过 ；4 d，破坏双链之间的氢键，使 $%，

解链变为单链。 用 ')H技术扩增目的基因时，需要在 ')H扩增
仪中加入 < 种引物，其作用是使耐高温的 $%，聚合酶（3+I$%，

聚合酶）从引物的 =为端开始连接脱氧核苷酸。
（<）')H技术需要高温加热使 $%，双链解旋，而 3+I$%，聚合
酶热稳定性高，在高温条件下不会失活，因此在降温时仍可发挥
作用。 步骤过是将重组质粒导入不同受体菌，由于受体菌用
)高<-处理后更容易吸收周围环境中的 $%，，因此步骤过是将构

建的重组质粒溶于缓冲液中与用 )高<-处理的受体菌混合，在一

定温度下完成转化。 转化是指目的基因进入受体细胞内，并且
在受体细胞内维持稳定和表达的过程。
（=）')H技术通过 $%，的半保留复制，在 3+I$%，聚合酶的催
化下，遵循碱基互补配对原则，扩增 $%，片段。 3+I$%，聚合
酶与一般 $%，聚合酶相比最大的特点是高温下可以保持酶的
活性（或耐高温、或热稳定），其某一区域负责将碱基与模板链正

确地互补配对，去C<-可以降低这一功能，提高碱基的错配，而
去6<-可以提高错配区的稳定性，故易错 ')H反应体系中应适当

提高 去C<-和 去6<-浓度。

（3）通过易错 ')H技术改造天然酶属于基因工程，与通过蛋白
质工程改造天然酶原理的本质区别为易错 ')H技术是利用基因
突变的原理来改造天然酶，是不定向的；而蛋白质工程是利用基
因重组的原理来改造天然酶，是定向的。

)!（5）激活耐高温的 $%，聚合酶"引物较短"（<）l54；"启动
A制K与基因转录出 8H%，"甲、丙"（=）增强 去含不H与启动子 高的
结合、修改启动子 选 以增强 去含不H的表达、增加重组质粒中 A制K与

基因的数量（拷贝数）、修改启动子 高以降低 #B&基因的表达量

突破点 图表分析—')H技术的原理、过程和应用



【解析】（5）')H反应缓冲液中加入 去6<-的作用是激活耐高温的
$%，聚合酶，图 < 中程实验结果出现的原因可能是引物较短，导

致扩增特异性减弱。

（<）l54； 为组成型启动子，在不同细胞发挥作用的效果基本一

致，图中启动子 选 应选择 l54；，其作用是启动 A制K与基因转录出
8H%，。 在反应体系中加入引物的作用是与目的基因的模板链

配对，使 3+I$%，聚合酶从引物的 =为端开始连接脱氧核苷酸，延

伸子链。 甲的 < 个引物分别与 l54； 和 A制K与基因序列互补，丙的
< 个引物分别与 '8含不&和 #3&基因序列互补，为确保 A制K与基

因、#B&基因分别与相应启动子正确连接，科研人员应选择表 <

中甲、丙组引物对重组 $%，进行扩增，并作进一步验证。

（=）研究发现，全细胞生物传感器在无 +6状态下 #B&基因的表

达量偏高，传感器灵敏度低，可通过增强 去含不H与启动子 高的结

合、修改启动子 选 以增强 去含不H的表达、增加重组质粒中 A制K与基

因的数量（拷贝数）、修改启动子高以降低#B&基因的表达量，来

改造重组质粒以提高灵敏度。
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!!&"考查点 基因工程在器官移植中的应用

【解析】基因编辑猪的成功属于基因工程的应用范畴，其原理不

是动物细胞的全能性，，错误；出现蛋白尿的原因主要是肾小球

通透性增强，不是肾小管细胞凋亡，(错误；猪和猕猴肾脏的差异

体现了不同遗传物质对性状的决定，不是基因选择性表达的体

现，因为猪和猕猴肾脏的基因不同，)错误；；)#+6）3< 是糖抗原

合成基因，因而敲除 ；)#+6）3< 能改变膜蛋白种类，进而降低免

疫排斥反应，$正确。

。!&"考查点 蛋白质工程

【解析】密码子具有简并性，故 ，T技术设计的某种蛋白质的氨基

酸序列推导出的对应基因序列不唯一，启动子和终止子为非编

码序列，由氨基酸序列推理的基因序列中不包含启动子和终止

子，，正确；利用，T技术，通过智能穿戴设备和移动应用程序，能

够实时监测患者的生理参数，预测健康风险，并提供相应的诊断

和治疗建议，，T技术为临床诊断和治疗等方面带来了革命性的

变化，(正确；，T技术在基因组数据处理和分析中的应用，通过

识别疾病相关的基因突变，为精准医疗的实现提供了强大的技

术支持，)正确；蛋白质工程是指以蛋白质分子的结构规律及其

与生物功能的关系作为基础，通过基因修饰或基因合成，对现有

蛋白质进行改造，或制造一种新的蛋白质，利用 ，T技术设计新

药物，没有对现有蛋白质进行改造，或制造一种新的蛋白质，不

属于蛋白质工程技术，$错误。
度!&"考查点 基因工程在医药方面的应用

【解析】重组 $%，含启动子 '、药物 ，基因和 ）制H基因，导入受

体细胞中，目的基因会插入受体细胞的基因组中，发生的可遗传

变异类型为基因重组，，正确；诱变处理所依据的原理是基因突

变，基因突变是不定向的，所以诱变处理可能使培养液中的链霉

菌产生不同突变，(正确；药物 ，基因和 ）制H基因共用一个启动

子，二者共表达，所以新霉素抗性强弱可在一定程度上反映药物
，基因的表达量，)正确；诱变处理后将菌液稀释后涂布，在含不

同浓度新霉素的培养基上各接种等量同一稀释度的培养液，应

该选择含新霉素浓度最高的培养基上所长出的菌落，其生产药

物 ，的能力强，$错误。



'!("考查点 蛋白质工程与基因工程
【解析】蛋白质工程的实质是在 $%，分子水平上进行设计和改
造蛋白质，，正确；氨基酸序列存在的差异，导致胰岛素的空间
结构有所改变，影响了它的功能，(正确；胰岛素属于蛋白质，改
造胰岛素应首先从预期的蛋白质功能出发，)错误；多数蛋白质
除具有一级结构（即氨基酸顺序）外，还具有复杂的高级结构，很
多蛋白质的空间结构十分复杂，因此实施蛋白质工程的难度很
大，$正确。

%&'( 无法准确辨析基因工程与蛋白质工程
蛋白质工程是在基因工程的基础上延伸出来的第二代基因工
程，是对现有蛋白质进行改造或制造新的蛋白质，必须通过基因
改造或基因合成实现。

。&

!!("考查点 基因工程的应用
【解析】分析题意可知，)/i，是外膜囊泡（生去对）表面的特异蛋
白，而 生去对能穿越肠道上皮屏障活化肠黏膜内的免疫细胞，所
以，/65!基因的作用为表达出相关蛋白将融合蛋白定位到 生去对

表面，进而使融合蛋白可以被免疫细胞识别，，正确；!; 是肿瘤
细胞表面特异性抗原基因，!; 表达产物可以激活机体的特异性
免疫反应，(正确；QB-表达产物能够与树突状细胞表面的特异
性受体结合，进而提高树突状细胞（而非 &细胞）识别、摄取和传
递抗原信息的能力，)错误；利用该大肠杆菌可制备预防肿瘤的
口服疫苗，属于基因工程在免疫方面的应用，$正确。

。!&"突破点 信息提取—蛋白质工程在医学方面的应用
【解析】由图可知，可变区能够与抗原特异性结合，可变区决定了
抗体的特异性，，错误；鼠源抗体对人体具有免疫原性，人体的
不良反应与鼠源抗体有关，即主要与可变区有关，(错误；（D>

是人体内促进细胞生长和增殖的因子，（D>受体在人体其他细
胞中也能表达，)错误；西妥昔的制备过程通过对原有抗体基因
的改造实现对原有单抗的改造，属于蛋白质工程，$正确。

度!&"考查点 基因工程的应用
【解析】依题意，该工程菌通过体外 $%，重组技术制得，细胞的
遗传物质发生了变化，故该变异可以遗传给子代，，正确；依题
意，可利用超声诱导产生的短暂热效应调控工程菌的基因表达，

因此“细菌疗法”可根据需要无创调控 T>%0调的量，(正确；依题
意，)/WV蛋白能抑制 4B）0"基因启动子的活性，大于 3< d时 )/WV

蛋白失活，人体正常体温为 =Ed左右，故正常体温条件下患者体
内 T>%0调不会增加，)正确；工程菌发挥作用后会被机体免疫系
统清除，不能持久发挥效应，$错误。

'!（5）植物细胞培养"不占用土地；不受季节、天气等的限制
（<）叶绿体有双层膜结构，蛋白质产物分离（提取）不易；叶绿体
中只有核糖体，没有内质网和高尔基体，蛋白质没有经过正确加
工（没有活性）"（=）所启动子和终止子"保证所用启动子只在
水稻胚乳细胞中启动转录过程"过农杆菌转化"不能；细胞匀
浆中有$%，，其中的目的基因会对检测造成干扰，也可能有H%，

酶能将待测 H%，水解掉而检测不到

考查点 植物细胞工程与基因工程
【解析】（5）植物组织培养过程是离体的植物器官、组织或细胞脱
分化形成愈伤组织，然后再分化生成根、芽，最终形成植物体。

悬浮细胞生物反应器是指将脱分化的愈伤组织在液体培养基中
繁殖以提取产物，用到了植物细胞培养技术，植物细胞培养技术



具有不占用土地且不受季节、天气等的限制等优点。
（<）叶绿体生物反应器是指通过特定的技术手段使外源基因能
够进入叶绿体中，与植物叶绿体基因组进行同源片段重组，在叶
绿体中进行转录、翻译的技术体系，但由于叶绿体中只有核糖
体，没有内质网和高尔基体，蛋白质没有经过正确加工，生产出
的蛋白质没有生物活性；且叶绿体有双层膜结构，蛋白质产物分
离提取不易，这都是该技术所存在的问题。
（=）所启动子是驱动基因转录的元件，而终止子指示转录终止的
位置，重组载体中 ，）基因（目的基因）应该正确连接到启动子
和终止子序列之间。 构建基因表达载体时，需将 ，）基因与水稻
胚乳蛋白基因的启动子等调控组件重组在一起，从而实现 ，）基
因只在水稻胚乳细胞中正确表达。

过将目的基因导入植物细胞，采用最多的方法是农杆菌转化法。

为证明 ，）基因在水稻胚乳中已经转录，将待测胚乳细胞制成匀
浆，采用逆转录 ')H法进行检测，不能达成目的，因为细胞匀浆
中有 $%，，其中的目的基因会对检测造成干扰，也可能有 H%，

酶能将待测 H%，水解掉而检测不到，因此该方案不能达到
目的。
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!!""考查点 生殖性克隆和治疗性克隆
【解析】生殖性克隆和治疗性克隆都利用了体细胞核移植技术，

克隆是无性生殖，故治疗性克隆和生殖性克隆都属于无性生殖，
，正确；生殖性克隆和治疗性克隆都涉及伦理问题，我国政府不
赞成、不允许、不支持、不接受任何生殖性克隆人实验，也同样重
视治疗性克隆所涉及的伦理问题，(错误；人的克隆面临着严峻
的技术难关，如体细胞核移植后如何重新编程等问题，在这些克
隆技术关键问题尚未解决的情况下，可能孕育出有严重生理缺
陷的克隆人，)正确；治疗性克隆是指利用克隆技术产生特定的
细胞、组织和器官，用它们来修复或替代受损的细胞、组织和器
官，从而达到治疗疾病的目的，对解决供体器官缺乏和器官移植
后的免疫排斥反应具有重要意义，$正确。

。!""考查点 转基因生物安全性
【解析】用农业转基因生物加工制成的产品需提供标识，以确保
消费者的知情权，，正确；试管婴儿技术需要将体外受精获得的
人类胚胎植入人体生殖系统，这是被法律允许的，(错误；生物武
器包括致病菌类、病毒类和生化毒剂类等，我国已申明在任何情
况下不发展、不生产、不储存生物武器，)正确；我国禁止非医学
需要的胎儿性别鉴定和选择性别人工终止妊娠，以避免引发伦
理等方面的问题，$正确。

度!("考查点 生物技术中的伦理问题
【解析】转基因抗虫棉在世界范围内被广泛种植，有效控制了棉
铃虫的危害，但仍存在部分棉铃虫对抗虫蛋白具有抗性，，正
确；为避免转基因生物威胁生物多样性，可将转基因生物与传统
农业种植区隔离，(正确；生殖性克隆是指通过克隆技术产生独
立生存的新个体，治疗性克隆是指利用克隆技术产生特定的细
胞、组织和器官，用它们来修复或替代受损的细胞、组织和器官，

从而达到治疗疾病的目的，两者有着本质的区别，)错误；人体会
对转基因技术制造的新型致病菌产生免疫反应，$正确。

'!""考查点 生物技术中的伦理问题
【解析】与经典的胚胎干细胞技术相比，诱导多能干细胞不使用
胚胎，因此一般不涉及伦理问题，但是涉及安全问题，，错误；治



疗性克隆是指利用克隆技术产生特定的细胞、组织和器官，用它
们来修复或替代受损的细胞、组织和器官，从而达到治疗疾病的
目的，需要在严格的监管下进行，(正确；中国政府不赞成、不允
许、不支持、不接受任何生殖性克隆人的实验，但不反对治疗性
克隆，)错误；转基因大豆与当地大豆杂交，会造成基因污染，可
能会降低当地生物的多样性，$错误。

)!&"考查点 转基因技术的安全性
【解析】转基因技术中，只要有证据表明产品有害，就应该禁止该
产品的使用，而不是禁止转基因技术的应用，，错误；利用基因
编辑技术设计试管婴儿或设计完美试管婴儿，已经涉及新生命
的诞生，会引起生物技术安全与伦理问题，(错误；从外来入侵害
虫的原产地引入天敌进行治理，由于短期内天敌没有资源和空
间等的限制，可能会对入侵地造成生态影响，)错误；高致病性微
生物必须在高等级生物安全实验室中开展实验活动，防止致病
性微生物外泄，造成污染，危害生物健康，$正确。

。&'( （5）生物技术安全性问题包括食物安全、生物安
全、环境安全三个方面。
（<）伦理问题主要在生殖性克隆人等问题上出现争议。
（=）转基因生物的安全性问题：食物安全（滞后效应、过敏源、营
养成分改变）、生物安全（对生物多样性的影响）、环境安全（对生
态系统稳定性的影响）。 对待转基因技术正确的做法应该是趋
利避害，不能因噎废食。

。78,9:

'6

!!&"突破点 图表分析—重组 $%，技术的基本工具
【解析】该实验研究的是加入 $%高V含.后，$%，分子与转录因子
蛋白质结合及切割情况，不需要设置不添加 $%高V含.的对照组，

因为重点是对比结合蛋白和未结合蛋白时 $%，被 $%高V含.切割
的差异，而不是与不添加酶的情况对比，，错误；由题意可知，用
$%高V含.切割 $%，分子可产生一系列不同长度的 $%，片段，且
相邻片段只相差 5 个核苷酸，这说明对照组的 $%，分子被多次
切割，磷酸二酯键多次断裂，而不是只发生一次磷酸二酯键的断
裂，(错误；因为用 $%高V含.切割 $%，分子会产生一系列不同长
度的$%，片段，所以未与特定蛋白结合的$%，切割后的片段长
度是不同的，)错误；由于当 $%，分子中的某一区段与特异的转
录因子蛋白质结合后，加入 $%高V含.时该区段会得到保护，在凝
胶电泳放射性自显影图片上会出现一个空白区“足迹”，通过观
察是否有“足迹”，就可以判断是否有能与 $%，进行特异性结合
的目标蛋白，所以此方法可筛选能与 $%，进行特异性结合的目
标蛋白，$正确。

。!（5）未感染病毒 ，"感染病毒 ，"（<）密码子具有简并性"<:R
（=）磷酸二酯键"，和'"（3）连续多个胸腺嘧啶脱氧核苷酸构
成的单链"不可以"如果为过链添加多个连续的胸腺嘧啶脱氧
核苷酸单链，混合后&链会和程链结合并扩增出错误的 $%，

突破点 信息提取—H，)（')H

【解析】（5）为获得较高纯度的病毒，的8H%，，先提取未感染病
毒 ，的香石竹细胞内的 8H%，，通过逆转录得到 $%，单链，将
该 $%，单链与感染病毒 ，的香石竹细胞内提取的 8H%，混合，

因为未感染病毒 ，的香石竹细胞逆转录出的 $%，单链没有病
毒 ，的 8H%，的互补序列，感染病毒 ，的香石竹细胞内含有病
毒 ，的 8H%，，混合后未配对部分即为病毒 ，的 8H%，。



（<）一种氨基酸可能由多种密码子编码，即密码子具有简并性，

由于密码子的简并性，大多数氨基酸可对应多种密码子，所以利
用已知的氨基酸序列无法准确推知该病毒 8H%，中的对应序
列。 对于病毒 ，蛋白中“—半胱氨酸—酪氨酸—组氨酸—丝氨
酸—组氨酸—酪氨酸—”这一段氨基酸序列，根据密码子表，每
个氨基酸对应的密码子种类数相乘可得引物 D制'的种类数。 半
胱氨酸对应 < 种密码子，酪氨酸对应 < 种密码子，组氨酸对应 <

种密码子，丝氨酸对应 3 种密码子，氨基酸序列可能是正向的也
可能是反向的，所以引物 D制'的种类数为 <Q<Q<Q3Q<Q<Q< P

<:R（种）。
（=）')H过程中形成的化学键是磷酸二酯键。 题图 5 中过程完
成后，将“=为0H，)（”和“:为0H，)（”获得的双链 $%，置于同一
')H反应体系中，不额外添加引物即可获得完整病毒 $%，片
段，这是因为 =为0H，)（和 :为0H，)（获得的片段互为引物，即，
和'充当引物可获得完整 $%，片段。
（3）病毒 ，的 8H%，的 =为端为连续多个腺嘌呤核糖核苷酸，所
以其对应的序列是连续多个胸腺嘧啶脱氧核苷酸。 :为0H，)（

中，为链过的 =为端添加的脱氧核苷酸不可以是胸腺嘧啶脱氧核
苷酸，如果为过链添加多个连续的胸腺嘧啶脱氧核苷酸单链，混
合后&链会和程链结合并扩增出错误的 $%，。

。*

!!（5）脱氧核苷酸"延伸
（<）:为端"，D，&)&"D+Q+.与 (-HH.
（=）染色体 $%，"<"再分化

命题点 基因工程及其应用
【解析】（5）')H扩增目的基因时，需要模板 $%，、引物、（3 种）

脱氧核苷酸、含 去6<-的缓冲液和耐高温的 $%，聚合酶。 ')H过
程一般可以分为变性、复性、延伸，$%，聚合酶在延伸步骤中起
作用，即 $%，聚合酶将脱氧核苷酸加到引物的 =为端进行子链的
延伸。
（<）为将 。 基因正确插入载体，')H扩增 。 基因时需要在引物的
:为端添加相应的限制酶识别序列。 为保证目的基因的正确插入，

应使用双酶切；载体中含有 D+Q+.、(-HH.和 :,+.的酶切位
点，。 基因上含有 :,+.、）2制.、D+Q+.的酶切位点，为保证 。

基因结构的完整性，不能在 。 基因两端添加:,+.、）2制.、D+Q+.的
识别序列；分析表格数据，D;6核切割产生的黏性末端和D+Q+.切
割产生的黏性末端相同，结合 。 基因的转录方向和载体上启
动子的转录方向可知，应在 。 基因上游添加 D;6核的识别序列，

即 :为0，D，&)&0=为，下游添加(-HH.的识别序列。 因此，切割载
体应选用的两种限制酶为 D+Q+.和 (-HH.。
（=）用携带 。 基因的农杆菌侵染栽培马铃薯愈伤组织时，农杆菌
能将基因表达载体中的 &0$%，转移到愈伤组织细胞的染色体
$%，上。 分析载体，&0$%，中含有抗性基因 <，若 &0$%，成功
整合到被侵染细胞的染色体 $%，上，则该细胞具有抗性基因 <

对应的抗性，因此，抗性基因 < 可用于筛选成功转化的愈伤组
织。 该愈伤组织经再分化形成芽、根，继续培育可获得抗寒能力
显著增加的马铃薯植株。

。!（5）稀释涂布平板法"探究内生放线菌最适的营养条件和温度
（<）快速扩增"过"只有 与0O或 与0=一处发生了同源重组
（=）将野生型内生放线菌、与基因敲除内生放线菌分别与稻瘟病
致病菌混合培养在含铁培养液中，统计培养液中铁离子含量及
两种菌的数量变化。



命题点 微生物的培养、')H技术、实验设计

【解析】（5）可采用稀释涂布平板法将研磨液接种于不同的选择

培养基，并分别置于不同温度下培养的目的是探究内生放线菌

最适的营养条件和温度。

（<）')H的实质是体外的 $%，复制，所以 ')H可以实现基因片

段的快速扩增。 由图 5 可知，未发生同源重组前，在引物 5、< 的

作用下可扩增出的片段为 = 444 选的，故菌落所程未发生同源重

组。 若 与0O和 与0=都发生同源重组，则会减少 与基因中间的
< 444 选的 的序列，从而使扩增的片段减小到 5 444 选的，故菌落过

为发生同源重组后的 与基因敲除株。 根据题干信息，与基因敲

除过程中可发生多种形式的同源区段交换，菌落，的大小约为
E 444 选的，则可以推测在同源重组过程中，只发生了 与0O或 与0=

一处同源重组，导致整个质粒片段接入。

（=）若要验证内生放线菌通过与稻瘟病致病菌竞争性利用铁离

子抑制稻瘟病致病菌的生长，则实验的自变量应为内生放线菌

是否能利用培养液中的铁离子，即 与基因的有无，因变量应该为

稻瘟病致病菌的生长情况，最后可观测两种菌的数量和培养液

中的铁离子含量变化情况来验证实验结论。 所以实验可分为两

组，甲组：将适量的含 与基因的内生放线菌和稻瘟病致病菌混合

培养在含铁的培养液中；乙组：将等量的 与基因敲除内生放线菌

与稻瘟病致病菌混合培养在相同的含铁培养液中；将两组培养

液放在适宜的条件下，间隔合适时间记录每组培养液中铁离子

含量变化和两种菌的数量变化。

度!（5）复制原点":,+."$%，聚合酶"。Q+.和。J制."::4

（<）3"连接（或环化）"测序和序列比对
（=）不能

命题点 基因工程及其应用

【解析】（5）&]质粒含有复制原点，使其在农杆菌细胞中能进行

自我复制。 质粒上含有的酶切位点有 :,+.、&0..、。Q+.和
D+Q+.，D+Q+.酶切会破坏质粒上的终止子，故不能选择
D+Q+.对质粒进行酶切。 由于目的基因应插入在启动子和终

止子之间，所以应选择 :,+.和 。Q+.（或 &0..和 。Q+.）对 &]

质粒进行完全酶切。 由于抗除草剂基因 J使用 。Q+.对其进行

完全酶切，两端均为平末端，为构建基因表达载体，&]质粒被
:,+.或 &0..酶切产生的黏性末端需要被补平，如图表示 :,+.

或 &0..酶切产生的黏性末端：

&0..：:为0)&D)，
=为0D

:,+.：:为0&"""
"""=为0，D，&)

由上图可知，只有 :,+.酶切产生的黏性末端能被补平（关键点：

$%，链的延伸方向），故应选择 :,+.和 。Q+.对 &]质粒进行完

全酶切。 $%，聚合酶能将单个脱氧核苷酸加到 $%，链的 =为端，

因此，将黏性末端补平时使用的酶是 $%，聚合酶。 根据抗除草

剂基因 J的转录方向，构建基因表达载体的正向连接和反向连

接的示意图如下：



由上图可推知，应选择限制酶 。Q+.和 。J制.对重组质粒进行酶

切并电泳检测。 若重组质粒为正向连接，则电泳结果呈现一长

一短 < 条带，较短的条带长度近似为 ::4 选的（易错点：若为反向

连接，电泳结果也呈现一长一短 < 条带，但较短的条带长度近似

为 <44 选的）。

（<）本实验目的为证明这两个突变体是由 &0$%，插入小麦基因

组中同一基因导致的。 实验步骤：提取基因组 $%，，经酶切后产
生含有 &0$%，的基因组片段，由于后续 ')H难以扩增大片段
$%，，因此，在对基因组 $%，酶切过程中，应使用识别序列为 3

个碱基对的限制酶（且 &0$%，不含该酶的酶切位点），因为识别

序列越短，基因组 $%，可能存在的限制酶酶切位点越多，获得

较短 $%，片段的概率越大。 分析图乙，因为引物 '5 和 '< 向外

侧延伸，利用引物 '5 和 '< 扩增未知序列，应先将该 $%，片段

连成环状。 ')H扩增出未知序列后，可通过测序和序列比对来

判断 < 条片段的未知序列是否属于同一个基因，琼脂糖凝胶电

泳只可判断 < 条片段未知序列的大小，不能确定两者的碱基排

列顺序。

（=）通过农杆菌转化法将构建的含野生型基因的表达载体转入

突变植株，如果能在突变植株内检测到野生型基因，但由于不知

道该突变是否为显性突变，故不能确定该植株的表型是否为野

生型。

'!（5）引物"脱氧核苷酸"复性"变性过程中温度较高
（<）。Q+.和 (-HH."磷酸二酯
（=）发出黄色荧光"高
（3）转基因衣藻细胞壁上的融合蛋白可吸附培养液中的镉离子，

减小了镉离子对细胞的毒害"培养液中的镉离子浓度过高，融

合蛋白的吸附能力有限，镉离子对转基因衣藻和野生型衣藻均

造成了较强的毒害
（:）所"程

命题点 基因工程

)*+, （<）为了防止目的基因出现自身环化和反向
连接，目的基因的两端不能添加同尾酶的识别序列。

【解析】（5）')H过程中，每进行一轮的扩增，都需要消耗引物和

作为原料的脱氧核苷酸，所以随着 ')H反应进行，引物和脱氧核

苷酸的数量逐渐减少，可作为模板的 $%，会越来越多，$%，聚合

酶的数量基本保持不变。 ')H的过程包括变性（温度超过 ；4 d，



双链 $%，解聚为单链）、复性（温度下降到 :4 d左右，引物和模
板结合）、延伸（温度上升到 E< d左右，耐高温的 $%，聚合酶从
引物的 =为端开始连接脱氧核苷酸）。 由于 ')H反应中，变性过
程温度较高，$%，聚合酶的化学本质为蛋白质，为防止高温导致
蛋白质变性失活，所以 ')H过程中需要用耐高温的 $%，聚
合酶。
（<）由题图解读可知，#&% 基因两端应分别添加 。Q+.和(-HH.

的识别序列。 $%，连接酶催化 $%，片段之间磷酸二酯键的形

成，完成 $%，片段的连接。

（=）结合题干信息可知，该转基因体系构建了 制'E、)，$H、D'5、

一>'融合蛋白表达载体，其中黄色荧光蛋白（一>'）基因可看作

标记基因。 若在荧光显微镜下观察到转基因衣藻发出黄色荧

光，说明 一>'表达成功，即融合蛋白表达成功。 将两种衣藻置于

含镉离子的培养液中培养一段时间后，若转基因衣藻细胞壁的

镉离子含量高于野生型衣藻，则说明融合蛋白可结合镉离子。

（3）结合题图 < 可知，在不同镉离子浓度的培养液中培养 R 天后

统计细胞密度，镉离子浓度为 4 时，两组的细胞密度相对值差异

不大，镉离子浓度增大后，两组的衣藻数量均出现不同程度的减

少，但转基因衣藻的细胞密度相对值均大于野生型衣藻，可能是

转基因衣藻细胞壁上的融合蛋白可吸附培养液中的镉离子，减

小了 镉 离 子 对 细 胞 的 毒 害。 当 外 界 镉 离 子 浓 度 为

<34 用8能/· 是05 时，转基因衣藻的生长也被明显抑制，原因可能

是培养液中的镉离子浓度过高，融合蛋白的吸附能力有限，镉离

子对转基因衣藻也造成了较强的毒害。

（:）与施加化学药物相比，转基因衣藻在环境治理上的优势有衣

藻作为生物材料在水体中可进行自我繁殖，免去了反复施加药

物的危害和麻烦；同时衣藻可吸收水体中的 %、'等元素，在一定

程度上减轻了水体富营养化。 衣藻生长速率受镉离子浓度影响

和衣藻吸附的镉可沿食物链传递不是其在环境治理上的优势。

)!（5）密码子"琼脂糖"更换移液器枪头

（<）)

（=）冷的 ；:;乙醇"$"调控基因转录

（3）基因数据库（或序列数据库）"表达载体

命题点 ')H、凝胶电泳、重组载体的构建

【解析】（5）已知 D'$蛋白的氨基酸序列，可根据中心法则推测

出这些氨基酸所对应的密码子，推测出 8H%，序列，再推测出

$%，序列，进而设计 5 对引物。 可利用琼脂糖凝胶电泳对 $%，

进行分离、纯化。 在使用移液器时，每次吸取不同试剂前都要更

换枪头，避免污染。

（<）$%，模板被其他酵母细胞的基因组 $%，污染，可能扩增出其

他$%，，从而出现另外一条条带，，不符合题意；每个引物与 $%，

模板存在 < 个配对结合位点，可扩增出不同的 $%，片段，从而出

现另外一条条带，(不符合题意；在基因组中 #J2 基因有 < 个拷

贝，扩增出的 $%，是相同的，电泳时只会出现一条条带，)符合题

意；在基因组中存在 5 个与#J2 基因序列高度相似的其他基因，可

能将该相似的基因扩增出来，从而出现另外一条条带，$不符合

题意。



（=）$%，在冷的 ；:;乙醇 （关键点：乙醇的体积分数不能为

E:;）中溶解度较低，可用冷的 ；:;乙醇沉淀 $%，。 ')H过程

中，子链的延伸方向为 :为$=为，第二次 ')H的目的是扩增出基因

的两侧序列，因此第二次 ')H的一对引物的扩增方向应该朝着

基因的两端进行扩增，即选择 '< 和 '= 引物。 启动子是 H%，聚

合酶的结合位点，调控基因转录的启动，而终止子则调控基因转

录的结束，二者具有调控基因转录的功能。

（3）为确定克隆获得的 #J2 基因的准确性，可将获得的基因序列

与已建立的基因数据库进行对比，若二者相同，则说明克隆获得

的 #J2 基因准确。 #J2 基因的编码区不含启动子和终止子，为了

实现 #J2 基因在酿酒酵母细胞中高效表达，需将其与含有启动

子和终止子的表达载体连接，构建重组质粒并导入酿酒酵母细

胞中使之表达，实现利用酿酒酵母高效合成甘油的目的。

*!（5）基因序列数据库（或 D含C(高Ce 或 $%，序列数据库）":除H.

":,+."$%，连接酶

（<）外源 $%，（或外源基因、基因 ））"5"基因 ）大小为重组质

粒大小和质粒 J质粒 大小的差值，约为 <!= e选，对应实验组 5 的电

泳条带（或实验组 5 电泳条带大小加质粒 J质粒 大小约等于重组

质粒大小）

（=）D))

（3）香树脂醇

命题点 基因表达载体的构建、')H及电泳鉴定

)*+, 据图 5 分析：

（5）为保证目的基因 ）与质粒 J质粒 正确连接，需要把基因 ）

插入启动子和终止子之间，便于基因 ）的转录。 因为 高链为

转录的模板链，H%，聚合酶识别和结合启动子之后，会从模

板链 高链的 =为端向 :为端转录，所以 高链的 =为端需要连接到启

动子右侧，故在引物 < 的 :为端引入。J制.限制酶识别序列；高

链的 :为端需要连接到终止子左侧，故需要在引物 5 的 :为端引

入 :除H.限制酶识别序列。

（<）因为 高链上有 。J制.限制酶识别序列，用 。J制.限制酶识

别切割基因 ）时会破坏基因 ），所以需要在引物 < 的 :为端引

入与 。J制.限制酶识别序列具有相同黏性末端（:为0)&，D0

=为）的限制酶识别序列，即在引物 < 的 :为端引入 :,+.限制酶

识别序列。 结果如图：

【解析】（5）可从基因序列数据库中查询基因 ）的编码序列，设

计特定引物。 由题图解读可知，为保证基因 ）与质粒 J质粒 正确

连接，需在引物 5 和引物 < 的 :为端分别引入:除H.和:,+.限制

酶识别序列。 ')H扩增基因 ），特异性酶切后，利用 $%，连接

酶连接 $%，片段。

（<）在第 : 组的 ')H反应中，使用无菌水代替实验组的模板

$%，，目的是检验 ')H反应中是否有外源 $%，的污染。 质粒

J质粒 大小为 E!< e选，重组质粒大小约 ；!: e选，假设构建重组质粒

前后，质粒 J质粒 对应部分大小基本不变，基因 ）大小为二者的差



值，约为 <!= e选（<G<!= e选），结合图 < 电泳结果可知，实验组 5

的电泳条带大小约为 < =44 选的，说明实验组 5 的质粒中成功插入
了基因 ）。

（=）高是诱变第 <34 位脯氨酸编码序列替换为丙氨酸编码序列的
引物（D)，为诱变序列，与丙氨酸的密码子序列相同），选、酶、I 其

中一条是诱变第 <3= 位苯丙氨酸编码序列替换为丙氨酸编码序
列的引物，其配对模板与 高的配对模板相同，据此分析，除编码

第 <3= 位苯丙氨酸的碱基序列 &&)替换为诱变序列，与丙氨酸
的密码子序列相同，其后的编码序列应该与 高相同，为 &DD7

)&D7&&&……，所以该引物是酶，其中D))为第 <3= 位诱变序列，

故丙氨酸的密码子还可以是 D))。
（3）本题旨在通过在酵母菌中表达外源香树脂醇合酶基因 ）并

进行改造，提高香树脂醇合酶的催化效率，高效生产香树脂醇，

所以检测转基因酵母菌发酵产物香树脂醇的含量并进行比较，

可以选出香树脂醇合酶催化效率较高的香树脂醇合酶基因改造
方案。

+!（5）能与 '基因母链的一段碱基序列互补配对、短单链核酸"
:为端
（<）'基因编码链的第一个碱基与 (-HH.识别序列的最后两个
碱基编码一个氨基酸，导致 8H%，的密码子被错位读取"在引

物中的 (-HH.识别序列 =为端添加 5 个碱基
（=）增强 >是，D0'与 与()的结合"参与 '与 与()的结合
（3）药物 ，通过增强 '与 与()结合促进 '降解

命题点 基因工程、')H技术与凝胶电泳

【解析】（5）引物是能与 $%，模板链上的一段碱基序列互补配对
的短单链核苷酸，子链的合成方向是 :为$=为，因此设计扩增 '基

因的引物，需要 < 种引物分别与两条模板链 =为端的碱基序列互
补。 在耐高温的 $%，聚合酶的作用下，脱氧核苷酸被加到引物

的 =为端，为了不破坏目的基因，因此该限制酶识别序列应添加在
引物的 :为端。

（<）融合基因转录出的 8H%，序列正确，翻译出的融合蛋白中
>是，D的氨基酸序列正确，但 '基因对应的氨基酸序列与 '不

同，说明 '基因翻译时出错。 由图分析可知，在转录出的 8H%，

中，限制酶识别序列对应的最后两个碱基与 '基因对应的第一

个碱基构成一个密码子，导致读码框改变，翻译出的氨基酸序列
改变，可通过在 (-HH.识别序列前后增加碱基，使其碱基数目加
上 >是，D的碱基数目为 = 的倍数，这样能保证 '基因转录出的
8H%，上的读码框不改变，使其能够正常翻译。
（=）所组仅添加 与()，处理后用 与()抗体检测，不出现杂交

带；过组添加 与()和 >是，D0'，出现杂交带；程组添加 与()、

药物 ，和 >是，D0'，杂交带更加明显，说明药物 ，的作用是

促进 与()与 >是，D0'的结合。 过，组或程&组的差异在于
过程组添加 >是，D0'，出现杂交带；，&组添加 >是，D0'加，不

出现杂交带，据此推测 '加中缺失的特定序列是与 与()结合
的关键序列。

（3）根据（=）的分析推测，药物 ，可促进 与()与 >是，D0'的结
合，从而促进蛋白 '被蛋白酶识别并降解，达到治疗的目的。

,!（5）碳源、氮源
（<）'&E、'(，$和 '(，$（或“特异型启动子、通用型启动子和通用型

启动子”）"基因 < 和 = 可正常表达出无活性物质 （无活性
&EH%，'），被蓝光照射后再激活基因 5 表达
（=）抑制杂菌；去除丢失质粒的菌株



（3）该处细胞 &EH%，'激活，酪氨酸酶表达并合成黑色素
（:）将酪氨酸酶替换成催化其他色素合成的酶（或“将酪氨酸酶
替换为形成不同颜色的蛋白”）

命题点 微生物的实验室培养、基因工程的应用
【解析】（5）微生物生长需要的主要营养物质包括碳源、氮源、水、

无机盐，培养不同微生物都需要水，无机盐基本相似，但是碳源、

氮源可能存在差异，所以研究者优化了培养基的碳源、氮源等营
养条件，并控制环境条件，大规模培养工程菌株。
（<）根据图二 高可知，蓝光调控的基因表达载体的光控原理是在
蓝光的作用下，细胞中无活性的 &EH%，'被激活，变成有活性的
&EH%，'，该 H%，聚合酶与图中启动子 '&E 特异性结合，从而调
控目的基因的表达。 根据图二 选 可知，基因 5 编码酪氨酸酶，属
于图二高中的目的基因，应该在蓝光的调控下才表达。 基因 < 和
= 编码的是 &EH%，'的两个部分，它们正常表达的产物是无活性
的 &EH%，'，所以启动子过及程用通用型启动子 '(，$，在蓝光的
作用下，两者表达的无活性的 &EH%，'被激活，再启动基因 5 表
达，所以启动子所是特异型启动子 '&E，仅被有活性的 &EH%，'

识别。
（=）光控表达载体携带大观霉素（抗生素）抗性基因，其表达产物
对大观霉素具有抗性，可以作为表达载体的标记基因，因此，长
时间培养时在培养液中加入大观霉素，其他微生物由于不具有
相应抗性而被抑制生长，此外，丢失质粒的菌株也因为不具有抗
性而被淘汰，从而筛选出具有目的基因的大量菌株。
（3）根据第（<）问分析可知，用蓝光照射已长出的 ()菌膜，细胞
中 &EH%，'被激活（即 &EH%，'的 )端与 %端结合或 &EH%，'

与 '&E 结合），会调控酪氨酸酶基因表达形成酪氨酸酶，随后将其
转至含有酪氨酸等的染色池处理，只有经蓝光照射的区域可表
达出酪氨酸酶并催化酪氨酸形成黑色素，即只有经蓝光照射的
区域被染成黑色。
（:）按照题述菌株的构建模式，要生产其他颜色图案的 ()膜，可
将酪氨酸酶替换成催化其他色素合成的酶，或将酪氨酸酶替换
为形成不同颜色的蛋白。


