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2023 级高二下学期生物培优 6——PCR 技术

1．常用“荧光 RT­PCR 技术”进行检测甲流病毒感染，方法是取检测者的 mRNA 逆转录出 cDNA，并大量扩增，同时

用荧光标记的甲流病毒核酸探针来检测 PCR 产物中是否含有甲流病毒的 cDNA．结合所学知识判断：

（1）培育转基因动物时，常选择受精卵作为受体细胞，利用显微注射法将目的基因直接注入受精卵中( )

（2）将目的基因导入原核细胞时，通常用大肠杆菌作为受体细胞，并需要用 Ca2＋处理大肠杆菌，使其处于一种能

吸收周围环境中 DNA 分子的状态( )

（3）常使用 PCR等技术从分子水平上检测棉花的染色体DNA上是否插入了 Bt基因或Bt基因是否转录出mRNA( )

（4）利用 PCR扩增DNA片段时，在第一轮循环的变性之前，通常要用 94℃的高温处理反应液 5 min进行预变性( )

（5）PCR 中离心的目的是让反应组分在离心管中分层分布( )

2.通过 PCR技术可在总 cDNA中专一性的扩增出 Wx 基因的 cDNA，原因是

__________________________________________________。

3.为了确保新冠病毒核酸检测的准确性，在设计 PCR引物时必须依据新冠病毒 RNA中的__________________来进

行。PCR过程每次循环分为 3步，其中温度最低的一步是___________。

4.为构建重组载体，需先设计引物，通过 PCR特异性扩增基因。用于扩增基因的引物需满足的条件

是 。

5.2011年我国首次利用转基因和体细胞核移植技术成功培育了高产赖氨酸转基因克隆奶牛。其基本流程为：①构建

乳腺专一表达载体。②表达载体转入牛胚胎成纤维细胞（BEF）。③将转基因的 BEF 作为核供体细胞进行核移植。

④重组细胞的体外培养及胚胎移植。⑤检测：DNA 水平检测：利用 PCR 技术，以非转基因牛耳组织细胞作为阴性对

照，以 为阳性对照，检测到转基因牛耳组织细胞中存在目的基因。RNA

水平检测：从非转基因牛乳汁中的脱落细胞、转基因牛乳汁中的脱落细胞和转基因牛耳组织细胞，提取总 RNA，对

总 RNA 进行 处理，以去除 DNA 污染，再经逆转录形成 cDNA，并以此为 ，利用特定引物扩

增目的基因片段。

6.甲植物细胞核基因具有耐盐碱效应，乙植物细胞质基因具有高产效应。某研究小组用甲、乙两种植物细胞进行体

细胞杂交相关研究，基本过程包括获取原生质体、诱导原生质体融合（在原生质体融合前，需对原生质体进行处理，

分别使甲原生质体的细胞质和乙原生质体的细胞核失活）、筛选融合细胞、杂种植株再生和鉴定，最终获得高产耐

盐碱再生植株。用 PCR技术鉴定再生植株。已知甲植物细胞核具有特异性 DNA序列 a，乙植物细胞质具有特异性

DNA序列 b；M1、M2为序列 a的特异性引物，N1、N2为序列 b的特异性引物。完善实验思路：

①提取纯化再生植株的总 DNA，作为 PCR 扩增的 ；

②将 DNA 提取物加入 PCR 反应体系， 为特异性引物，扩增序列 a；用同样的方法扩增序列 b。

③得到的 2个 PCR扩增产物经 后，若每个 PCR扩增产物在凝胶中均出现了预期的 个条带，则

可初步确定再生植株来自于杂种细胞。

7.热启动 PCR可提高扩增效率，方法之一是：先将除���DNA聚合酶以外的各成分混合后，加热到 80℃以上再混

入酶，然后直接从 94℃开始 PCR扩增，下列叙述正确的有（ ）多选

A. ���酶最适催化温度范围为 50∼60℃
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B.与常规 PCR相比，热启动 PCR可减少反应起始时引物错配形成的产物

C.两条子链的合成一定都是从 5′端向 3′端延伸

D.PCR产物 DNA碱基序列的特异性体现了���酶的特异性

8.反转录 PCR又称逆转录 PCR(RT-PCR)，是以 mRNA为模板进行的特殊 PCR，过程如图。下列叙述错误的是( )

A．图示过程需要控制温度，否则可能得不到产物

B．RT-PCR技术中，不需已知 mRNA的全部序列

C．过程③中子链沿着模板链的 5′→3′方向延伸

D．RT-PCR技术可应用于是否被 RNA病毒感染的检测

9.下列操作过程的叙述中错误的是( )

A．PCR 实验中使用的微量离心管、枪头、缓冲液及蒸馏水等在使用前必须进行高压灭菌

B．PCR 所用缓冲液和酶从冰箱拿出之后，应缓慢融化

C．PCR 所用的缓冲液和酶应分装成小份，并常温储存

D．在微量离心管中添加反应成分时，每吸取一种试剂后，移液器上的枪头都必须更换

10.下图为质粒 pUC18，为生产出满足需求的质粒载体，利用定点诱 变技

术，通过设计具有诱变位点的引物 P1和引物 P2 进行 PCR，来实现 目标

载体的单碱基突变，目的是使质粒 pUC18不能被限制酶 Eam1105Ⅰ 识别，

但依然具有氨苄青霉素抗性。下列相关叙述，错误的是( )

A．诱变位点位于限制酶 Eam1105Ⅰ识别序列中

B．PCR反应体系由 P1、P2两种引物、脱氧核苷酸、TaqDNA聚合酶及含Mg2＋的缓冲液组成

C．诱变成功的质粒依然具有氨苄青霉素抗性，利用了密码子具有简并性的原理

D．诱变成功的质粒 pUC18经过 EcoRⅠ、Eam1105Ⅰ双酶切后进行电泳，只能产生 1条条带

11.某研究小组利用转基因技术，将绿色荧光蛋白基因(GFP)整合到野生型小鼠 Gata3基因一端，如图甲所示。实验

得到能正常表达两种蛋白质的杂合子雌雄小鼠各 1只，交配以期获得 Gata3-GFP基因纯合子小鼠。为了鉴定交配获

得的 4只新生小鼠的基因型，设计了引物 1和引物 2用于 PCR扩增，PCR产物电泳结果如图乙所示。下列叙述正

确的是( )

A.Gata3基因的启动子无法控制 GFP基因的表达

B.翻译时先合成 Gata3蛋白，再合成 GFP蛋白

C.2号条带的小鼠是野生型，4号条带的小鼠是 Gata3-GFP基因纯合子

D.若用引物 1和引物 3进行 PCR，能更好地区分杂合子和纯合子
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12.目的基因表达检测过程中需要大量探针,若仅扩增探针这段单链，需要利用不对称 PCR,即采用不等量的一对引物，

经若干次循环后,低浓度的引物被耗尽,以后的探针循环只产生高浓度引物的延伸产物，结果产生大量的单链 DNA。

这两种引物分别引物 1引物 2，为限制性引物与非限制性引物，其最佳比例一般为 1:50~1:100。据此分析，上图中

的引物 应该为非限制性引物。假设反应体系中原来有 1个模板 DNA分子，最初 25个循环扩增产生双链

DNA，后 15个循环均只扩增一条链，则需要非限制性引物 个。

13．为减少引物与模板之间的非特异性配对，人们在常规 PCR 技术的基础上进行了改良，发明了巢式 PCR 技术。其

原理是利用两套 PCR 引物进行两轮 PCR 扩增，首先利用第一对引物（外引物）对目的基因所在 DNA 进行 15­ 30 个

循环的扩增；第二轮扩增以第一轮扩增产物为模板，利用第二对引物（内引物或巢式引物）进行 15­30 个循环扩增，

具体过程如图所示。下列叙述错误的是（ ）

A．巢式 PCR 中加入的组分与常规 PCR 相同，但扩增产物比常规 PCR 特异性更强

B．两套引物需进行两次 PCR，由于和两套引物都互补的靶序列较少，因此大大提高了扩增的特异性

C．内引物扩增的模板是外引物扩增后的产物，第二阶段反应能否进行，也是对第一阶段反应正确性的鉴定

D．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将会增加

14．融合 PCR 技术采用具有互补末端的引物，形成具有重叠链的 PCR 产物，通过 PCR 产物重叠链的延伸，从而将

不同来源的任意 DNA 片段连接起来。其原理如图所示，据图分析，正确的是（ ）

A．融合 PCR 的第一步两条链重叠部位可互为另一条链的引物

B．设计引物的目的是为了能够从其 3'端开始连接脱氧核苷酸

C．上述过程中使用的引物 P2 和 P3 的碱基需要完全互补配对
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D．若融合 PCR 的第二步获得 128 个融合基因，理论上该过程消耗了 256 个引物

15.新型冠状病毒是一种单链 RNA病毒，新型冠状病毒的常规检测方法是通过实时荧光 PCR鉴定。

（1）首先，从样本中提取病毒 RNA，经 催化生成 cDNA。然后以 cDNA为模板，以

为原料，进行实时荧光 PCR扩增，测定样品中病毒核酸量。

（2）通过实时荧光 PCR扩增目的基因，需额外添加荧光标记探针（一小段单链 DNA，可与目的基因中部序列特异

性结合）。当探针完整时，不产生荧光。在 PCR过程中，与目的基因结合的探针对 TaqDNA聚合酶水解，R与 Q

分离后，R发出的荧光可被检测到（如图甲）。

②在 PCR 循环的 阶段，由于 TaqDNA 聚合酶催化子链的合成并水解探针，检测到的荧光强度与反应体系中

DNA 分子数呈 关系。

（3）实时荧光 PCR 检测新型冠状病毒感染时，检测到的荧光强度变化如图乙所示。

①与指数增长期相比，线性增长期目的基因数量的增长率下降，可能的原因是

（答一点）。

②Ct 值的含义：在 PCR 扩增过程中，每个反应管内的荧光信号达到设定的荧光阈值时所经历的扩增循环数。因此，

当样本中初始模板越多时，Ct 值就 。

③某新型冠状病毒核酸检测说明书标明，Ct≤37 判定为

阳性，Ct＞40 或无 Ct 值判定为阴性。图乙所示新型冠

状病毒核酸检测结果应判定为 。

（4）阴性结果也不能排除新型冠状病毒感染。可能产生

假阴性的因素有 （多选）。

a.取样太早，样本中病毒量少，达不到实时荧光

b.样本被污染，RNA 酶将病毒 RNA 降解

c.病毒发生变异

正确 正确 正确 正确 错误

2.引物能与 WX基因的 cDNA 特异性结合

3.特异性核苷酸序列 复性

4.两种引物分别与两条模板链 3′端的碱基序列互补配对

5. 转基因的 BEF（含目的基因的 BEF） DNA（水解）酶 模板（扩增模板）

6. 模板 M1、M2 电泳 1

BC C C B B

10. 1 2
29
—1 D AB

13.逆转录酶 4种脱氧核糖核苷三磷酸 氢键

50-65℃ CG 延伸 正相关/正比例

引物浓度下降、酶活性下降、原料浓度下降 越小 阳性 abc


