                              競賽號碼：              
107學年度台北市高中數理及資訊學科能力競賽複賽

生物科試題（試場二）

本試場所需之器材與材料皆已放於桌上，請確實核對清單上所列各項物品。若有短缺，請立刻舉手向評審老師報告。

	器材一
	器材二

	塑膠滴管
	1支
	 印有序列之各色紙張
	1份

	培養皿
	1組
	植物樣本A、B、C、D
	各1袋

	燒杯（50 mL）
	1個
	指甲油
	1 瓶

	載玻片
	10片
	白色口字型紙張
	1張

	蓋玻片
	1盒
	
	

	純水
	1小瓶
	
	


	面紙
	1小包
	
	

	免削鉛筆
	1支
	
	

	橡皮擦
	1塊
	
	

	複式顯微鏡
	1台
	
	

	抹布
	1塊
	
	

	尖頭鑷子

約1公分寬透明膠帶

剪刀(一般事務使用)

單面刀片
	1支

1 捲

1 支

1片
	
	


※請注意※

1. 桌上的材料、藥品及器材用完後，將不再另外補充。

2. 本試卷共 4 頁，交卷時需一併交回。

3. 作答時間共 60分鐘。

4. 請於每頁右上角「競賽號碼」處，填入個人編號。
【試題一】、陸生植物的氣孔只分布在下表皮嗎?
觀察氣孔的方法可以有下列三種方法:

一、撕表皮法:適合用於多肉植物或葉厚的植物，表皮容易與葉肉分離。方法是將葉片折斷，保留表皮部分，慢慢拉開使表皮與葉肉分離，取下下表皮用水埋法製作玻片標本，在複式顯微鏡下觀察。
二、刮除葉肉法:適用長條形多肉葉片。方法是將葉片切開，放在載玻片上，用單面刀片刮除葉肉組織，只保留表皮部分，再用水埋法製作玻片標本，在複式顯微鏡下觀察。
三、拓印法:適用於葉片革質，表皮不容易與葉肉分離的葉片。方法是利用指甲油塗抹在葉片上，等待數分鐘，指甲油乾燥後，用鑷子慢慢拉下指甲油乾燥膜，放在載玻片上，直接放在複式顯微鏡下觀察。
撕表皮法、刮除葉肉法可以直接觀察到細胞的外形，屬於直接觀察法；拓印法則為間接觀察法。當葉片不容易撕表皮或者刮除葉肉時，才使用這種拓印方式來間接觀察植物氣孔。
實驗操作:
請選用適當的方法，觀察植物樣本A、B、C、D的上、下表皮是否有氣孔分布，繪出其中一個樣本所觀察到的氣孔，及鄰近氣孔的第一層細胞形態，繪圖完成後舉手請評審檢查。(10分)
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                                           評審簽名:_______________________
實驗紀錄及結果(16分)
	植物樣本
	選用的氣孔觀察方法

(撕表皮法、拓印法或

刮除葉肉法)
	結果支持或不支持

”陸生植物的氣孔只分布在

下表皮”的說法
(支持打ˇ，不支持打X)

	A
	
	

	B
	
	

	C
	
	

	D
	
	


                                   競賽號碼：              

問題一:經由這四種植物樣本的觀察，可以提出什麼結論? (4分)
問題二: 支持或不支持”陸生植物的氣孔只分布在下表皮”的說法的植物樣本，各可以歸納出甚麼特徵? (4分)
問題三:若將陸生植物依據氣孔開閉的時間，分為”日閉型”及”夜閉型”，試問這兩型的陸生植物，其生理作用各有何不同的特徵? (6分)
試題二：限制酶與基因選殖
欲了解某一個基因及其所表達蛋白質的結構與功能，首先得將所要研究的基因從眾多混雜的基因中選殖(cloning)出來，置入一個可以在原核或真核細胞中表達蛋白質的質體(plasmid)中。這整個過程運用了一些分子生物的技術與工具，如引子(primers)的設計、聚合酶鏈鎖反應 (PCR)、限制酶(restriction enzymes)、接合酶(ligase)、質體(plasmid)等等。
其中，限制酶(restriction enzymes)是一種會辨認雙股DNA、且切開DNA上一段短的、具有特定核苷酸序列的酵素，這特定的核苷酸序列被稱之為限制位點(restriction site)。一般視酵素種類及序列而定，切開的結果可為黏合端(sticky end)、或是平切端(blunt end)。以BamHI為例，此限制酶辨認的專一序列及進行的酶切反應結果如下圖：
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實驗步驟：                                     
1. 基因: 黃色紙張所列印的序列為可以轉錄、轉譯出一個名為TOM蛋白質的基因(或稱之為TOM基因)，序列上方的數字代表從5’(3’ 核苷酸的數目。找出此紙張/序列。

2. 質體: 白色口字型紙張所列印的為質體一些重要的序列，包括於啟動子後一段可以開始表達出一個只有5個的氨基酸、稱之為FAG標籤蛋白(tag)的序列；緊連在這之後是在這質體中唯一可以被限制酶EcoRI、SmaI、及XbaI切開一次的序列及位置(以畫底線標註)。質體所有序列總共為 6000 個鹼基對(即6000 base pairs)。找出此紙張/序列。注意: 黑色箭頭所指為轉譯之方向。

3. 限制酶: 藍色紙張所列印的是接下來你可能會使用的限制酶 EcoRI、SmaI、及XbaI (各兩個)等所辨認的序列。找到這些紙張/序列。

4. 核苷酸: 紅色紙張所列印的為接下來你可能會使用到的核苷酸A、T、C、G配對各3組，可自行任意剪裁。

5. 提供基因碼/胺基酸對應表做為參考。
6. 找出基因，質體，限制酶，核苷酸等，再依下列子題操作及回答問題。
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                                                        競賽號碼：              
試題：
1. 基因選殖的第一步驟就是對於基因及質體的序列進行分析，將適合的限制酶所認得的序列使合成於引子(primers)中，經過聚合酶鏈鎖反應 (PCR)後，會使得這些限制酶的序列分別置於基因的兩端，而且是大量複製。接下來才能對基因及質體進行酶切反應，最後以接合酶(ligase)將基因整併入質體中。
請根據現有在TOM基因上所列出的序列，以及質體、限制酶等序列仔細分析，在下列空格中寫出可以運用的限制酶種類，以及所設計的一對包含限制酶序列之引子 (意即位於TOM基因左端及右端引子的序列)。

1) 置於TOM基因左端的限制酶為:_____________________ (5分)

2) 置於TOM基因右端的限制酶為:_____________________ (5分)
3) 置於TOM基因左端的引子序列為: (寫出約18-20個核苷酸序列，從5’ (3’寫起)

__________________________________________________________________ (10分)
4) 置於TOM基因右端的引子序列為: (寫出約18-20個核苷酸序列，從5’ (3’寫起)
__________________________________________________________________ (10分)
2. 回答子題1之後，根據你所選擇的限制酶種類、引子序列、以及是否有增減核苷酸序列等等狀況，思考經過聚合酶鏈鎖反應 (PCR)後、分別置於TOM基因兩端所呈現出應有的序列，將這樣的序列先以膠帶黏附於TOM基因的兩端。接下來準備進行限制酶酶切反應：
　

  反應一：依你所選擇的限制酶將質體以剪刀剪開。

　反應二：依你所選擇的限制酶將此TOM基因以剪刀剪開。


  使起始碼 (ATG) 於左側，終止碼 (TAG) 於右側擺放TOM基因。以此方向，最後將上述兩條序列再以膠帶黏合成一環狀。並於質體序列(口字型紙張)之空白處寫下競賽號碼。所黏合之結果也以膠帶黏於下頁虛線方框處(可折疊)，隨考卷交回，列為評分之項目（20分） 


3. 為了提升蛋白質的純度，你決定以FAG的抗體對這個帶有FAG標籤蛋白的重組蛋白(含有TOM蛋白)進行親和性純化，純化後先以SDS-PAGE電泳法稍微確認一下TOM蛋白質分子量的大小。不料實驗結果發現在理論上應該有的位置並無結果，倒是只有在大約27kD的位置出現一條色帶(bands)，請舉出三個可能造成這樣結果的原因 (在基因層面、或蛋白質層面上皆可)? (10分)

                    ********************本試題結束*******************
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