
离心管 1 离心管 2 离心管 3 离心管 4

DNA′T′（带有缓冲液） 10 10 10 10

酶 RE1（Ndel） 1

酶 RE2（EcoRI） 0

水 9

总计 20

材料、仪器设备 数量 单位

限制性核酸内切酶 RE1（Ndel）（保存在冰上） 4 μL 管

制性核酸内切酶 RE2（EcoRl）（保存在冰上） 4 μL 管

在酶缓冲液中的 DNA 待测样本（标有“T”字样）

（在冰上）
10 μL×4 管

miliQ品牌的纯水（标有“W”字样） 1 管

DNA凝胶电泳槽和电源 1 套

微量移液器和装在盒子中的吸头 （量程为 10 μL
和 100 μL）

2 件

秒表 1 件

DNA marker（标有“L1”字样的 marker 为 100 bp，
标有“L2”字样的 marker 为 1 000 bp）（在冰上）

2 管

DNA上样染液（蓝色） 1 管

配好的凝胶（已放置在电泳缓冲液中 ） 1 件

大培养皿（电泳成像时存放电泳凝胶 ） 1 件

标有中国代码的卡片 （在一个卡片盒中），供你请

求帮助时使用
1 件

可以漂浮在水面上的离心管架 （标有中国代码） 1 件

小型离心机 1 套

37℃水浴设备（供你使用的水浴设备已分配好 ） 1 套

凝胶成像设备（供你使用的成像设备设备已分配

好）
1 套
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总分：100 分 时间：90 min
本次实验需要完成以下任务：利用限制性核

酸内切酶切割 DNA 片段，并进行基因作图。
A 部分 确定是否已将人类 DNA 插入到了

1个克隆质粒中（80 分）。
B 部分 确定 DNA 片段插入的方向（20 分）。
材料、仪器设备

任务 利用限制性核酸内切酶切割 DNA 片
段，并进行基因作图

简介

遗传作图技术是目前在 DNA 片段顺序和特异
性分析工作中普遍使用的一项技术。 在这项技术
中，用多种不同的限制性核酸内切酶切割 DNA 后
可以产生特定的 DNA 片段，然后通过 DNA 凝胶电
泳呈现出 DNA 片段的特异性。 它在基因克隆、基
因功能和调节的研究、寻找疾病的候选基因，以及
疾病诊断和司法工作中起到非常重要的作用。

A 部分 确定是否已将人类 DNA 插入到了
1 个克隆质粒中
运用这项技术确定已经将人类的基因片段

“X”（约 760 bp）插入到了 1 个克隆质粒或运载体
“V”（环状，约 2 570 bp）中。你需要根据以下 DNA
温育和电泳步骤，设计和实施 DNA 切割实验。 对
DNA “T”和限制性核酸内切酶进行温育 ，然后进
行电泳。 电泳结束后，电泳结果将通过 DNA 染色
（染色过程由实验技术人员进行操作）显示出来，
并对结果进行分析和数据解释。
步骤

1. 根据下表设计总量为 20 μL 的 DNA 酶切
反应系统（最多设计 4 管反应体系）。

Q1.1. 在表格中写出各反应物的体积（单位：
μL）。 表格中已经给出一个示例。 （20 分）

2. 根据表格中的数据，用移液器吸取相应体
积的反应物，加入到各离心管中，并用移液器轻轻
吹打几次，以使反应体系混匀。注意对每个离心管
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Marker L1离心管 1离心管 2离心管 3离心管 4Marker L2

进行标记。在混合反应物制备反应体系时，请勿污
染各个样品。 每次操作都需更换新吸头。 （20 分）
注意：1）吸取的液体量少于 10 μL 时需使用

量程为 10 μL 的微量移液器 （吸放液按钮为白
色）；2）操作时要细心，如果由于个人原因导致样
品不足，需额外补充样品，考试成绩将被扣掉。

3. 将上述 4 个离心管放在小型离心机中旋转
（注意离心机的平衡，4 个离心管两两相对放置）。
在实验操作过程中，以及离心旋转后，4 个离心管
要一直放在冰上。

4. 待 4 个离心管中的反应体系都准备完毕，
将其从冰上转移到可漂浮在水上的离心管架中 ，
并在 37℃水浴中温育 20 min。 请做好标记，确保

20 min 后能够找到自己的样品。
5. 在等待温育的 20 min 内，请回答问题Q1.2

和 Q1.3：
Q1.2. 判断下列说法的正误，正确的画“√”，

错误的画“菖”。 （2 分×5=10 分）
a .每种限制性核酸内切酶在特定序列处对

DNA 进行切割
b.每种限制性核酸内切酶只在 3′端和 5′端对

DNA 进行切割
c.限制性核酸内切酶在 4℃时对 DNA 的切割

效果最佳

d.限制性核酸内切酶可以在室温下保存数月
之久

e.与核酸外切酶不同 ，限制性核酸内切酶只
能切割 DNA 的内部

Q1.3. 判断下列说法的正误，正确的画“√”，
错误的画“菖”。 （2 分×5=10 分）

a.DNA 片段都带有正电荷
b.较小的 DNA 片段在电流的作用下能够较

快地在凝胶中移动

c.较小的 DNA 片段比较大的片段携带的电
荷少，因此，小片段在凝胶中的穿行速度更快

d.凝胶的相对密度影响 DNA 分离所需的时间
e.电泳所用的电压取决于凝胶中的 DNA 上

样量

6. DNA 切割温育 20 min 后 ，从水浴中取出
你的 4 个装有反应体系的离心管。

7. 在每个离心管中分别加入 4 μL 上样染液
（蓝色）， 用移液器轻轻吹打几次， 使染液与反应

体系混合；用小型离心机离心，使内壁上的残留液
体混入反应体系。

8. 使用 100 μL 量程的微量移液器 （吸放液
按钮为黄色 ）吸取 15 μL 上述液体 ，然后将其滴
加到琼脂糖凝胶的上样孔中。 要确保移液器的吸
头在上样孔正上方， 轻轻地将样品滴加到上样孔
中，而不能滴在孔外。 然后再分别取 15 μL DNA
marker L1 和 L2，滴加到相应的上样孔中。 在凝胶
的上样孔中由左到右按照如下顺序上样。
左 右

9. 盖上电泳槽的盖子 ，然后连接电源 ，在

100 V 电压下电泳 20 min。应小心操作，不要碰触
电极的任何部位和电源。

10. 要定期检查上样孔中的样品 ，以确保其
向正极移动。如果你需要帮助，以确保样品在凝胶
中的正确移动， 请用操作台右侧墙壁边上的信号
卡片向实验技术人员示意。

11. 在等待电泳时，请回答问题 Q1.4，并将答
案写在答题纸上。

Q1.4. 现有一个线性的人类 DNA 片段(1 kbp）,
若用一种特定的限制性核酸内切酶 RE3 切割，产
生大小分别为 650 bp 和 350 bp 的 2 个片段。 若
用限制性核酸内切酶 RE4 切割，则产生的 2 个片
段大小为 800 bp 和 200 bp。 若用 RE3 和 RE4 2
种酶同时切割该人类 DNA 片段，则可产生 3 个片
段，大小分别为 650 bp、200 bp 和 150 bp。
请根据下图所示的范例，画出该 DNA 片段的

线性图， 需在图上标出酶 RE3 和 RE4 的切点部
位。 （20 分）
范例：

12. 电泳 20 min 结束后，关闭电源，打开电泳
槽的盖子。 小心地将凝胶（一直放在凝胶托盘上）
转移到大培养皿中。 将凝胶带到为你分配好的凝
胶成像设备处，由实验技术人员为凝胶照相。

13. 将凝胶和成像图一同带回到你的实验台，
出示信号卡， 由监考人员帮助你将成像图钉在答
题纸上相应的空白处。

Q1.5. 将电流成像图粘贴于答题纸上 ，通过
电泳成像图的质量评价你的凝胶电泳技术水平 。
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病毒活体示踪技术问世
中国科学院深圳先进技术研究院生物医药与技术研

究所研究员蔡林涛 、马轶凡两课题组通力合作 ，在前期研

究工作基础上，进一步发展出病毒活体示踪技术用于观察

病毒颗粒在体内的实时分布，这一技术将为解析病毒在体

内的感染路径提供重要的手段。

两课题组合作 ，用生物正交化学方法对流感病毒 （颗

粒 ）进行了标记 ，在活体水平对其侵染宿主的过程进行了

长时效示踪 ，发展了一种非侵入的实时示踪病毒 （颗粒 ）

感染途径的光学活体成像方法，并应用于抗病毒药物的筛

选与评估。

摘自《中国科学报》 2014 年 5 月 19 日

破解“转录中央控制器”模块架构
近日 ， 中国科学技术大学生命科学学院教授蔡刚研

究组在国际权威杂志 《细胞研究 》在线发表的最新研究成

果首次破解了 “转录中央控制器”———中介体的模块化结

构，颠覆了影响转录研究领域长达十余年的错误认识。

中介体在转录中扮演关键角色 ，被称为 “转录中央控

制器 ”。 蔡刚研究组采取 “庖丁解牛 ”的研究策略 ，将完整

中介体肢解成各个模块和模块的组合，通过细致比较中介

体及其各个功能模块组合的精细三维结构，首次清晰划分

了各个模块，重新定义了中介体的模块化的组织架构 。 该

成果对揭示基因表达及其调控的分子机制 ， 理解细胞增

殖、发育及分化的机理具有重大意义。

摘自《中国科学报》 2014 年 5 月 26 日
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（10 分）
14. 根据凝胶电泳图，回答问题 Q1.6~Q1.10，

并将答案写在答题纸上。
Q1.6. 根据下图所示的 DNA marker（分子量标

准。 单位为碱基对，即 bp），估测电泳结果中的片段
大小。 可以在所需估测大小的条带与 marker 之间
划一条横线，以便于估测。用酶 RE1 和 RE2 对样品
DNA 进行切割后，分别可以产生几个片段？ 其大小
分别为多少？ 请用数字作答。 （1 分×5=5 分）

L1:100 bp DNA Marker L2:1 kb DNA Marker

Q1.7. DNA 样品（T）的估测大小是多少？ 用
数字作答。 （1 分）

Q1.8. 根据估测结果 ，请判断 DNA 样品 （T）
比空的运载体大、小，还是一样大。 在正确选项的
对应空格中画“√”。 （1 分）

Q1.9. 你所检测的 DNA 样品（T）中是否含有
插入序列？ 如果有插入序列，请在 _________ 上画
“√”；如果没有，则画“菖”。 （1 分）

Q1.10. 在电泳时 ，未经切割的 DNA 比任何
用酶 RE2 切割后的片段移动得都要快， 为什么？
请在正确选项后画“√”。 （2 分）

a.未经切割的 DNA 片段较小是 DNA 降解的
缘故

b.未经切割的 DNA 更加紧凑致密，因此在凝
胶中的移动速度更快

c.切割后 ，酶 RE2 依然结合在 DNA 上 ，因此
降低了 DAN 片段在凝胶中的移动速度

B 部分 确定 DNA 片段的插入位点（20 分）
Q1.11. 构建 DNA 样品 （T）可能的限制性酶

切图谱。请根据下图所示的范例，在答题纸上画出

DNA样品 （T）的限制性酶切图谱 ，并标出酶 RE1
和 RE2 的相对酶切位点及其之间的距离。

（待续）
（E-mail:wangj@bnu.edu.cn）

RE1 RE2

酶切后形成的片段数

估测片段大小

大 小 一样大
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