
学必求其心得，业必贵于专精 

 - 1 - 

专题二十五 基因工程 

考点 1   基因工程的基本工具与操作程序
 

1。[2020 湖北八校第一次联考,15 分]利用农杆菌转化法可将抗病基

因(来自拟南芥）导入玉米细胞而获得抗病植株.根据所学知识回答

下列问题:
 

(1 ） 若 对 拟 南 芥 的 抗 病 基 因 进 行 大 量 扩 增 ， 应 用   

技术。 
 

(2）获得抗病玉米植株工程中的核心步骤是               ，

其目的是使抗病基因在受体细胞中稳定存在,并能遗传给下一代，同

时使                                          。 
 

(3 ） 农 杆 菌 转 化 法 利 用 农 杆 菌 中 的 Ti 质 粒 上 的   

可 以 转 移 到 受 体 细 胞 ， 并 整 合 到 受 体 细 胞 的   

上的特点，使抗病基因在受体细胞中的遗传特性得以稳定维持和表

达。 
 

(4) 将 含 抗 病 基 因 的 受 体 细 胞 培 育 为 抗 病 植 株 的 原 理

是                                           。 
 

（5)若要在个体水平上检测转基因玉米是否有抗病特性,需要做   

实验。 
 

（6)为避免抗病基因通过花粉传播进入其他植物而导致“基因污

染”，应将抗病基因导入                 （填“细胞核"或

“细胞质”）。 
 

2.［2020 安徽示范高中联考，15 分］南极某种鱼含有抗冻基因，如

图是获取转基因抗冻番茄植株的过程示意图 .请回答下列相关问题:
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(1 ） 利 用 ① 过 程 的 方 法 获 取 目 的 基 因 需 要 用 到   

酶 。 ② 过 程 中 常 需 要 用 到 的 工 具 酶

是                        。 
 

(2）通过①、②过程成功构建的重组质粒,除目的基因外,还应该具备    

等。 
 

（ 3 ） 将 目 的 基 因 导 入 番 茄 体 细 胞 的 方 法 是 利 用 农 杆 菌 的   

作 用 ， 其 原 理

是                                                . 
 

(4）要确认抗冻基因是否在转基因番茄植株中表达出相应的蛋白质，

可以采用          方法,除进行分子检测外，有时还需

要进行        的鉴定. 
 

 

考点 2   基因工程的应用与蛋白质工程
 

3.［2020 贵州贵阳模拟，10 分]科学家将人的生长激素基因与 pBR322

质粒进行重组。pBR322 质粒含有两个抗生素抗性基因和五个限制

酶切点(如图 1)。将重组质粒导入大肠杆菌，并成功地在大肠杆菌中

表达。据图回答问题。
 

 

                                                         

图 1            图 2
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(1）科学家从人体的        (填“下丘脑”“垂体”或

“甲状腺”）细胞中获取的 mRNA，在        酶的作用

下可合成人的生长激素基因。 
 

（2）将重组质粒导入大肠杆菌,用含抗生素的培养基进行培养（如

图 2)，通过观察大肠杆菌的生长、繁殖情况判断，限制酶 a 的切点

有以下几种可能:
 

①受体菌在培养基 A 和培养基 B 上都能生长、繁殖形成菌落，则限

制酶 a 的切点是图 1 中的切点 2。
 

②如果受体菌在培养基 A 上能生长、繁殖形成菌落，而不能在培养

基 B 上生长、繁殖,则限制酶 a 的切点是图 1 中的        ，

即目的基因插入了            中。 
 

③如果受体菌在培养基 A 上不能生长、繁殖形成菌落，而在培养基

B 上能生长、繁殖,则限制酶 a 的切点是图 1 中的    ,即目的基

因插入了    中。 
 

4。［2020 河北唐山模拟，15 分]人胰岛素基因中含有内含子，而大

肠杆菌基因中没有，而且大肠杆菌没有人体细胞所具有的切除内含

子对应的 RNA 序列的机制。回答下列问题:
 

（ 1) 选 用 大 肠 杆 菌 作 为 受 体 细 胞 是 因 为 其 具 有   

（答出两点即可）等优点。 
 

(2)某同学从人的基因组文库中获得了胰岛素基因,以大肠杆菌作为

受 体 细 胞 却 未 得 到 胰 岛 素 ， 其 原 因

是                           ， 
 

解 决 该 问 题 的 方 法
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是       

                                                         

                                            。 
 

(3）科学家们研制出了胰岛素类似物,如甘精胰岛素是将人胰岛素 A

链第 21 位的氨基酸换成了甘氨酸，B 链的链尾加了两个精氨酸,从

而使胰岛素具有结构更稳定、作用持续时间长、模拟生理性人胰岛

素分泌模式等优点。
 

①从上述资料可知,若要改变蛋白质的功能,可以考虑对蛋白质的   

进行改造. 
 

②以人胰岛素基因序列为基础，获得甘精胰岛素基因的途径有修饰   

基因或合成                    基因. 
 

③ 通 过 这 种 技 术 获 得 甘 精 胰 岛 素 后 还 需 要 对 其 生 物   

进行鉴定。
 

 
 

 
 

1.[2020 湖北武汉部分学校质检，15 分]含有限制酶的细胞中通常还

具有相应的甲基化酶,这两种酶(作用于 DNA 分子）有相同的作用序

列,但具有不同的催化功能。甲基化酶可以对 DNA 序列进行修饰,

使限制酶不能对这一序列进行识别和切割。回答下列问题:
 

（1）目前，基因工程中使用的限制酶主要是从      生物

中分离纯化获得的。构建基因组文库和 cDNA 文库的过程中需要使

用 DNA 连接酶的是       (填“基因组文库”“cDNA 文

库”或“基因组文库和 cDNA 文库"）. 
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（ 2) 为 在 短 时 间 内 大 量 获 得 目 的 基 因 , 可 用 的 技 术

是         . 目 的 基 因 获 取 之 后 ， 需

要            ，此步骤是基因工程的核心。 
 

（3)用酵母菌合成的人胰岛素和利用细菌合成的人胰岛素在空间结

构 上 存 在 一 定 差 异 ， 其 原 因

是       

                                                         

                                                         

      。 
 

(4)含有某种限制酶的细胞,可以利用限制酶切割外源 DNA,但不破

坏 细 胞 自 身 的 DNA, 其 原 因 可 能 有

①                 ；

②               。 
 

2。［2020 广东七校第一次联考，15 分]请回答下列问题:
 

(1）DNA 序列分析的方法为基因序列图的绘制提供了可能.DNA 合

成 仪 的 问 世 为      、       、   

的获得提供了方便。 
 

(2)研究人员用大肠杆菌作生产菌，利用基因工程技术分别生产胰岛

素两条链。由 A、B两条肽链可推导出 A、B对应基因的碱基序列,

依 据

是                          。因

为 A 、 B 对 应 基 因 中 的 脱 氧 核 苷 酸 数 量 较 少 ， 常 用   

的方法获取目的基因。 
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（ 3 ） 检 测 A 、 B 对 应 基 因 是 否 导 入 受 体 细 胞 时 ， 常 用   

作探针。检测 A、B 对应基因是否表达常用        杂交

方法. 
 

（4）引导肽是由引导肽基因控制合成的一段多肽序列，若在胰岛

素的 A、B 肽链的前端加上引导肽序列,可将 A、B 肽链引导到大肠

杆菌的细胞膜外，便于 A、B 肽链的提取。为实现上述目的，操作

是                。在以后的体外加工过程

中，需要用            切除引导肽。 
 

3。［2020 四省八校联考,15 分]钙依赖蛋白激酶（CDPK）在植物的

信号传导和提高植物抗性方面发挥着重要作用，科学家通过将

CDPK基因导入拟南芥中，来获得具有抗性的新品种。如图为某种

质粒和含 CDPK基因的 DNA 片段示意图,图中标记了限制酶的切割

位点.回答下列问题。
 

 

(1)基因工程中所用的目的基因可以人工合成,也可以从基因文库中

获得。基因文库包括               。为了使

CDPK基因插入质粒中，应选取        两种限制性核酸

内切酶分别切割质粒和含目的基因的DNA片段。 
 

(2）将获取的 CDPK基因进行 PCR 扩增,目前在 PCR 反应中使用 Taq

酶而不使用大肠杆菌 DNA 聚合酶的主要原因是
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      . 
 

(3)图中所示的质粒为 Ti 质粒，操作过程中需要把 CDPK 基因插入

质 粒 的 T-DNA 片 段 中 ,T-DNA 片 段 在 转 化 中 的 作 用

是                           

   。可以用                作探针检测

CDPK 基 因 是 否 导 入 拟 南 芥 细 胞 , 导 入 成 功 的 标 志

是                                            。 
 

(4)为研究 CDPK 基因表达载体对拟南芥的遗传转化的影响,待转化

后 的 拟 南 芥 植 株 生 长 成 熟 后 , 采 集 其 种 子 ， 播 种 于 含   

的 MS 培养基中进行抗性筛选。 
 

4。［2020 辽宁五校联考，15 分]肺细胞中的 let—7 基因表达减弱,癌

基因 RAS 表达增强，会引发肺癌.研究人员利用基因工程技术将

let—7 基因导入肺癌细胞实现了其在细胞内的表达.该基因工程技术

基本流程如图1。
 

 

（1)获取 let-7 基因后可采用    技术进行扩增,进行过程①时，

将 let-7 基 因 与 载 体 重 组 , 需 要 的 两 类 酶 是   

和        。载体上 RNA 聚合酶识别和结合的部位称

为                。  
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(2 ） 进 行 过 程 ② 时 , 如 出 现 贴 壁 生 长 现 象 ， 可 用   

酶处理,以利于传代培养。 
 

（3)从细胞水平上分析，研究人员知道 let-7 基因成功表达的依据

是                        . 
 

（4)进一步研究发现,let-7 基因能影响癌基因 RAS 的表达，其影响机

理如图 2.据图分析，可通过             的方法 ，

直接检测 let—7 基因是否转录。肺癌细胞增殖受到抑制,可能是由细

胞中      （填“RAS mRNA”或“RAS 蛋白")含量减少引

起的。 
 

5.［2019 河南郑州三测,15 分］科研人员利用基因工程技术将乙烯合

成酶的反义基因导入番茄中获得了耐储存的转基因番茄，其原理如

图所示:
 

 

（1)番茄果实内发育中的种子会产生较多             ,该激

素达到一定的浓度后，会促进乙烯的合成，从而加快果实成熟。 
 

(2）培育该转基因番茄过程中,目的基因是               ，

核 心 步 骤

是                                                  。

若 要 迅 速 获 得 大 量 目 的 基 因 ， 常 用 的 技 术 是   

(写中文全称）。 
 

（ 3) 重 组 质 粒 导 入 番 茄 细 胞 时 ， 可 以 先 让 番 茄 细 胞 经 过   
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得 到 愈 伤 组 织 ， 再 把 愈 伤 组 织 浸 入 含 有 重 组 质 粒 的   

菌液中,通过该菌的                  作用使目的基因进入

番 茄 细 胞 。 这 种 方 法 往 往 需 要 将 目 的 基 因 结 合 到   

上，并最终将目的基因插入番茄细胞的              上。 
 

(4）据图分析，乙烯合成酶的反义基因与乙烯合成酶基因的异同

是                                                      

                                  。 
 

转基因番茄中乙烯含量低的原因是乙烯合成酶的反义基因转录出

的 mRNA 与乙烯合成酶基因转录出的 mRNA 进行    ，形成

了双链 RNA，从而阻断了乙烯合成酶基因表达的    过程。 
 

（5)采摘后的这种转基因番茄耐储存，但不能正常成熟,为了在食用

前让其成熟,可采用的措施是            . 
 

6.［2019 广东惠州一调，15 分］科学家通过利用 PCR 定点突变技

术对 Rubisco 基因进行了改造，提高了光合作用过程中 Rubisco 对

CO
2
的亲和力,从而显著提高了植物的光合作用速率。请回答下列问

题:
 

（1)Rubisco 的作用是催化 CO
2
的固定过程,从而直接加快光合作用

的                反应速率。 
 

（2）利用 PCR 技术扩增目的基因的前提是要有一段已知目的基因

的核苷酸序列，以便根据这一序列合成              ；扩增

过程需要加入     酶。 
 

（3）启动子的作用是            。目的基因能在

不同生物体内正常表达,说明     。PCR 定点突变技术属于   
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工程的范畴。 
 

(4)可利用定点突变的 DNA 构建基因表达载体，常用    法将

基因表达载体导入植物细胞;导入目的基因的植物受体细胞还需用

到植物细胞工程中的    技术,才能最终获得转基因植物。 
 

7.[2019 福建六校第三次联考,15 分］蜘蛛丝是自然界中机械性能最

好的天然蛋白纤维，其强度高于制作防弹衣的凯夫拉纤维，有广泛

的应用前景。但如何大量获取蜘蛛丝纤维的问题一直难以解决。

2018 年 8 月,中科院分子植物科学卓越创新中心利用基因工程技术

成功在家蚕丝腺和蚕茧中大量表达蜘蛛丝蛋白。回答下列问题:
 

 

(1）构建基因表达载体时（如图所示),需要在目的基因前后两端分别

引入     的酶切位点,该方法比用同一种酶进行酶切的优势

是           （答出一点即可） 
 

(2)利用 PCR 技术扩增蜘蛛丝基因前，需根据目的基因的核苷酸序

列设计    种引物，进行 PCR 时需加热至 90～95 ℃然后冷却

至 55～60 ℃，此操作的目的是             。 
 

(3）为能从蚕丝中提取蛛丝蛋白,基因表达载体中目的基因的首段必

须含有使其仅能在蚕的丝腺细胞中特异性表达的    。当其与   

识别和结合，才能驱动转录过程，最终翻译成功。 
 

（4）在研究过程中,发现目的基因已经插入到蚕丝腺细胞染色体的

DNA 上 , 蚕 丝 中 却 未 能 提 取 到 蜘 蛛 丝 , 请 分 析 原 因 及 检 测 方
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法                                                      

                                                         

   . 
 

（5)研究人员发现若将蛛丝蛋白 31 号位的色氨酸替换为酪氨酸，蛛

丝 韧 性 可 提 高 50% ， 此 成 果 所 用 到 的 工 程 技 术

为                。 
 

 

  
 

1.［社会责任］[15 分]某乙型肝炎疫苗是把编码乙型肝炎病毒表面

抗原的基因定向插入酵母菌细胞中，使之充分表达，经纯化后而制

得的疫苗。回答下列问题：
 

（1）人体接种乙型肝炎疫苗后,该疫苗可作为    刺激机体发

生特异性免疫反应。乙型肝炎疫苗先后接种多次,其目的是 。 
 

（2）如果已知乙型肝炎病毒表面抗原的氨基酸序列，可以推测出

相应目的基因的核苷酸序列，但推测出的目的基因核苷酸序列并不

是唯一的,其原因是                .获得编码

乙型肝炎病毒表面抗原的基因后，常采用     技术在体外将

其扩增. 
 

(3)将编码乙型肝炎病毒表面抗原的基因导入酵母菌细胞之前需要

构 建 基 因 表 达 载 体 ， 这 一 过 程 中 需 要 的 工 具 酶 主 要

有              。构建的基因表达载体中,编码乙

型肝炎病毒表面抗原的基因应该位于       之间。 
 

(4）将编码乙型肝炎病毒表面抗原的基因导入酵母菌细胞时,使该基
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