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胡子鱿 � �� � � 多态性及限制性酶切图谱
’

戴建华 殷文莉 杨代淑 熊全沫
�武汉大学生命科学学院

,

� �� � � ��

提 要

用 � 种 限 制 性 内切 酶对 胡 子 贴 ��矛口��� ��
� � �� ��� �� ��� �肝 脏 线粒体 � � �

�� ��� �� � � � �� � � � � �
,

� �� � � �进行了分析
。

� � � �
、

� � � � �
、

�� � �
、

� � � � �
、

� � � �
、

� � � ��� 在 � �� � � 分子上分别有 �
、

�
、

�
、

�
、

� 和 � 个切点
。

胡子贴种内存在 � �� �� 酶切片

段长度多态性 �� � � ��� � ��� � �� �脚
� � � �� � � �� � � ��� � 甲���� �

,

� � !�
。

经 � � ��
、

� � ��� 酶解
,

� �� � � 都出现两种酶切类型
,

� 型各具 � 个片段
,

且型各具 � 个片段
。

� �� � � 分子量为

�� �� �
� �� ‘� ,

长度约为 ��
�

� �  !
。

用双酶解法建立了胡子贴 � �� � � 的限制性酶切图谱
,

并

对 � �  ! 现象进行了分析
。

关键词 胡子站
,

� �� � �
,

� �� �
,

酶切图谱

分子遗传学研究发现
,

线粒体遗传是受两套遗传系统控制的
。

线粒体基因组结构比

较简单
,

但具有自主的复制与表达能力
,

其遗传方式为母性遗传「
’

,

�】
。

线粒体基因组是研

究真核基因组织结构
、

功能以及进化的良好模型��,
��

。 ‘

高等动物 � �� �  为共价闭合的环

状双链分子
,

其分子量约为 �� � �� ��
,

长度一般在 ��一 ��� � 之间�� 
。

但不同种的动物以

及同种内的不 同遗传种群的个体之间一级结构存在着大量的分歧
,

有的甚至表现为

� �� � � 长度的变化 �� 
。

这种特征已被应用于动物种群
、

分子进化遗传学以及分子地理

学方面的研究 ��, ��
。

开展 � �� � � 酶切图谱的研究
,

可以为线粒体基因定位
,

建立基因文

库
,

比较不同来源 � �� � � 的差异
,

探索物种的起源和演化以及地理分布等提供非常有

意义的资料
。

目前对于鱼类 � �� �  酶切图谱的研究不多
,

且选用内切酶较少��,
‘��

。

有关胡子贴

� �� � � 的研究尚未见报道
。

本文应用 � 种酶建立了胡子贴 � �� � � 的酶切图谱
,

并对

出现的 � � ! 现象进行了分析
。

� 材料和方法

�
�

� 实验材料 胡子贴购 自武汉市大 东门集贸市场
。

� � � � �
、

� � � � 
、

� � � � �

本文是国家自然科学基金资助项目的一部分
�

戴建华现在湖北师范学院生物系
,

� � ��� ��

��� � 年 � 月 � � 日收到� � �� � 年 �月 � � 日修回
�



� 期 戴建华等
�

胡子贴 � �� � � 多态性及限制性酶切图谱 ���

� �� � ���
、

� �� �
、

� �� �
、

��� � �
、

� � � � 及 灿
� � 均购 自华美生物工程公司

,

� � ��� 为

�� � � � � � 公司产品
。

� �� 线粒体 � � � 的分离纯化 采用差速离心法制备肝线粒体
。

用 � � ���  处理
,

除去

核 � � �
,

经差速离心得到纯净的线粒体
�

加 �� � 破膜
,

用饱和酚 � 氯仿 � 异戊醇 �� �

�� � �� 抽提去蛋白
,

乙醇沉淀得 � �� � � 粗品
。

用 � � �� � 处理后饱和酚 � 氯仿 � 异戊

醇及氯仿 � 异戊醇抽提
,

上清液用乙醇沉淀
,

即得纯净的 � �� � �
。

� �� 酶解及电泳 酶解条件参照 �� � � �� � �。印�� �� �� � 提供的反应体系
。

琼脂糖凝胶

电泳缓冲系统为 � � � 电泳液
。

� 结果

�
�

� 线粒体 � �  酶切产物的测定

单酶切电泳图谱及片段大小 �图版 � � �
,

表 ��表明 � � � � �
、

� �� �
、

� � � � �
、

� �� �

���
、

� � � �
、

� � � � 在胡子贴肝 � �� � � 分子上分别具有 �
、

�
、

�
、

�
、

� 和 � 个切点
,

� � � �
、

�� ��� 酶解胡子贴肝 � �� � � 均具有酶切片段 长度多态性
。

经 � �� �
、

��� � 酶解
,

� �� � � 分别出现 � 种类型
,

� 型各具有 � 个片段
,

� 型各具有 � 个片段
。

双酶切电泳图

谱及片段大小见图版 � � �一� 和表 �
。

衰 � 胡子站 � �� � � 单醉切片段

� � �
�
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2. 2 胡子姑 m tD N A 酶切图谱的构建

以 P st l 在胡子贴 m tD N A 上 的唯一切点作为基因组的零点 (0 kb 处)
,

取 Ps tl

/ X ho l 一2一1一3 方向为基因组的顺时针方向
。

根据 Ps tl / X h0 I 双酶切结果可以确定

X ho 1 2 个切点的位置在 10
:278kb 处和 12

.
748k b 处

.

根据 Bam H I / X ho l
、

B
a

m H I / P
s t

l 双酶切结果可 以确定 B am H I 切点在

13
.
337kb 处

。

同理
,

可 以确定 Ec
oR 1 3 个切点 的位置分别在 0

.
242kb

、

4

.

0 8 3 k b

、

16

.

07 8k
b 处

,

3 个 片段的顺序为 Eco R I 一 C 一B 一A
。

X b
a

1 3 个切点的位置分别在
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表 2 胡子贴 m tD N A 双醉切片段

T ab
·
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M

t
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r e s
t
r

i

c
t
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o n
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a

聊
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酶 类型 片段大小 F ra脚
entsize(kb) 总 计
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双酶切片段大小推算出 sh ow ing estim ate d acc o rdin g to the size of the fr agm ents digested w ith
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7
.
O0 9k b

、

1 3

.

0 9 k b

、

1 6

.

5 0 9 k b 处
。

3 个片段的顺序为 X ba l 一A 一B 一C
。

H i

n

d lll 4 个切点的

位置分别在 0
.
387kb

、

2

.

5 4 0 k b

、

3

.

6 3 4 k b

、

1 2

.

3 2 3 k b 处
,

另一切点可能在 l
.
O69kb 或 l

.
858kb

处
。

H i
n

d lll 酶切片段的顺序为 H ind班一B 一C (E )一E (C ) 一D 一A
。

B

gl
l 酶解胡子贴 m tD N A 出现酶切片段长度多态性

。

根据谱带的亮度和分子量大

小可以确定其中 I 型分子上具有 2 个切点
,

酶切后产生 14. 974 k b 和 1
.
7 15k b 2 个片段 ;n

型分子上只有 1个切点
,

经 B gl l 酶解后由环型分子变成线型
。

在 B gl l / Ps tl 双酶切

电泳中可观察到 4 条带
,

其中 B gl l / Ps tl 一3 为 2 个片段的重合
,

B
gl l / Ps

t
l
一 1

、

3 为

n 型分子的 2 个片段
,

2

、

3

、

4 为 I 型分子的 3 个片段
。

根据双酶切结果
,

B
gl l 在 n 型

m tD N A 分子上的切点可能在 12
.
936kb 处或 3

.
76okb 处

。

B g l l 在 I 型 m tD N A 分子上

产生 A 片段的一个切点可能在 11
.
2 10 kb 处或 3

.
760 kb 处

。

在 B gl l / Bam H I 双酶切

电泳中可观察到 3 条带
,

有 2 个片段跑出胶外未检出
,

根据单
、

双酶切片段分子量差值推

知为 0
.
40I kb

,

其 中
二
1 6

.

2 8 5k b 和 o
.
40 1kb 为 H

一

型 m tD N A 分子酶切后产生 的片段
,

1 4

.

5 7 3 k b

、

l

.

7 1 5 k b 和 0
.
4() lkb 为 I 型 m tD N A 分子酶切后产生的片段

。

可以推测 B gll

在 n 型 m tD N A 分子上的切点可能在 12. 936k b 处
,

正好与前面推论吻合
。

同样可 以推测

B gl l在 I 型 m tD N A 上产生 A 片段的 1个切点可能在 11
.
22Ikb 处

,

这与前面推论结果

相符
。

因此可 以确定 Bgl l在胡子姑 m tD N A 分子上的切点位置: I 型在 n
.
22 1kb 处和

12
.
93 6k b 处;11 型在 12

.
936kb 处

。

Bg lll
酶解胡子贴 m tD N A 也具有酶切片段长度多态性现象

。

同样可以确定 B gl n

在 且型 m tD N A 分子上的切点在 6
.
科sk b 处

,

在 I 型 m tD N A 分子上的切点在 3
.
38 Okb

处和 6
.
科skb 处

。

胡子姑 m tD N A S种酶的酶切图谱如图 1所示
。

图 l 胡子贴 m tD N A 酶切 图谱

F ig
.
l R estri ctio n m aP o fm tD N A fr o m C

.
fu
seus

a.
线状 L inea r fo rm b

.
环状 C ireular fo rm
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3 讨论

高等动物 m tD N A 的遗传学和分子生物学的 比较研究表明
,

高等动物 rR N A 和

tR N A 基因的分布在动物 m tD N A 上非常相似
,

几乎所有的动物的 m tD N A 都有编码相

同的基因
,

且排列一致
,

这说明高等动物 m tD N A 的基因组在进化上是十分保守的
。

另

一方面
,

m
t D N A 核昔酸顺序的进化却是非常迅速的

,

其进化速度为单拷贝核 D N A 的 5

一10 倍
。

因此
,

m
t

D N A 的一级结构存在大量的分歧
,

这种分歧现象既存在于不同种的

动物之间
,

也存在于同一物种的不同遗传种群之间【川
。

线粒体 D N A 核昔酸序列常常会发生碱基替换
、

核昔酸小片段的缺失或添加现象
。

对某一特定的限制性内切酶而言
,

以上几种情况均可导致酶切位点的改变
,

从而出现酶切

片段长度多态现象
。

R F L P 一般可分为单碱基突变型和顺序重排型两种
。

前者是由于某

一限制性内切酶识别位点上发生单个碱基替换而造成该识别位点的丢失
,

或者由此形成

一个新的限制酶识别位点
,

绝大多数多态性都属于这种类型
。

而在顺序重排型突变中
,

D N A 顺序发生重复
、

插人和缺失等
,

导致两个限制酶位点之间的 D N A 顺序长度发生变

化
,

其特点是酶切位点上的碱基无变化
,

只是酶切位点在基因组中的相对位置发生变化
。

R F L P 常被应用于下列研究领域 :物种起源及其分化
、

种内及种间的系统发生关系
、

群体

遗传结构以及动物分类等lI2]
。

本文实验用肝取自 6 条鱼
。

用 B gl 工
、

B
gl n 对胡子贴 m tD N A 进行酶切分析

,

均发

现存在酶切片段长度多态现象
。

将具有 2 个切点
,

产生 2 条片段的 m tD N A 分子称为 I

型
,

只具有 1 个切点的分子称为 n 型
。

从电泳图谱中发现
,

两种类型酶切谱带亮度相近
,

说明具有两种类型 m tD N A 的鱼数量相近
。

工型 m tD N A 于 B gl l 具有 2 个切点
,

分别

位于 11
.
22Ikb 处和 12

.
936k b 处 :11 型 m tD N 人只具有 l个切点

,

在 12
.
936kb 处

。

推测

可能是 I 型 m tD N A 分子在演化过程中发生突变
,

丢失了在 11
.
22 .Ikb 处的切点

,

或者是

n 型 m tD N A 分子获得了在 11
.
22 1kb 处的切点

,

该切点位于基因组的 67
.
25 % 处

.
同样

,

对于 Bgl n 而言
,

I 型 m tD N A 具有 2 个切点
,

分别位于 3
.
380 kb 处和 6. 科sk b 处 ;且型

只具有位于 6. 44 5k b 处的 1个切点
。

推测可能是 I 型 m tD N A 分子在演化过程中丢失了

在 3
.
380 kb 处的切点

,

或者是 n 型 m tD N A 获得一个新的切点
,

该切点位于基因组的

20
.
25% 处

。

为了进一步证实胡子贴 m tD N A 分子具有多态性
,

将 B gl l
、

B
gl

n 分别与其它几种

酶进行了双酶解
,

酶解结果都证明胡子姑 m tD N A 分子一级结构发生了突变
,

经 B gl l
、

B
gl n 酶解具有酶切片段长度多态现象

。
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