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酶解图谱与 �� �
� � � � 基因的

初步定位
’
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提 要

武吕 鱼肝 线粒体 �� , � � ��� � 经 六 种限制性 内切酶 � � � � �
,

� � ���
,

� � ��
,
� � � � �

,

� �� � ��

� � 。�� 单酶完全酶解分别得到 �
,

�
,

�
,

�
,

� 和 � 个片段
。

用琼脂糖凝胶电泳测得各个酶解片段

的长度和分 子量
,

经计算该 � � �� ! 长约 � �
�

� ��
,

分子量 � �
�

� 只 � � � 道尔顿��
� �� � � �

。

用七对

限制酶双酶全酶解
,

构建出五种限制性内切酶图谱
。

以酵母线粒体 � �� � � � � 基因为探针对

武吕鱼肝 � � � � � 中的 � � � � � � � 基因进行初步定位
。

关键词 武 昌鱼肝线粒体 � � � �� �� � � �
,

限制酶图谱
,

� �� � � � � 基因
,

荃因定位

线粒体基因组是 自主复制的单位
,

其基因的组织及表达具有独特性
,

且其分子相对较

小
,

因此成为研究基因的结构
、

功能
、

表达调控以及进化的良好模型
。

限制性内切酶图谱的

构建为上述研究提供必要的基础
。

迄今已对许多种动物及高等植物的 � � � � � 构建了限

制性内切酶图谱
,

但对鱼类 � �� � � 基因组的研究报道不多
。

本室选用武 昌鱼为材料
,

组

建了武昌鱼肝 � �� � � 的物理 图谱
,

并以酵母 � � � � � ���
� � � � 基因为探针对武 昌鱼

肝
,

� � � � � 中的 �� � � � � � 基因进行了初步定位
。

材 料 与 方 法

� 材料与试剂 武昌鱼�沁
召�� 动�� 川 � � � ��� ��� �� �� �购 自武昌郊区渔场

。

各种限制

性 内切酶来 自华美公司
, � 一

�� �� � � � 取 自北京福瑞公司
,

蛋 白酶 � 由德国
,

柏林格尔提

供
,

其他试剂为进口 分装或国产
。

�� � � � � � 基因探针系申宗侯在美国康 乃尔大学构建
。

� 武昌鱼肝线粒体 �� � � � � � 的分离与纯化 按 �� �� � 方法
仁’〕制备线粒体

。

参考

�� �� 
� � � 方法 红� 几提取 � �� �  

,

分别用低熔点琼脂糖法
、

透析袋电泳法及 � � �� � 处理纯化

国家自然科学基金资助项 日
� � � � 年 � 歹� � 日收至��

。



� 期 申宗侯等
�

武昌鱼肝线粒体 � � � 限制性内切酶酶解图谱与 � �� �� �  基因的初步定位 �� �

了
� �� � �

。

纯化的 � � � � � 用甲酞胺法制片后进行电镜观察田
。

� 武昌鱼肝 � �� � � 的限制性内切酶酶解 按 � �� ��� �� 方法川用限制性内切酶进

行单酶
、

双酶酶解 � �� � �
,

分别用 �
�

� �及 �
�

� �琼脂糖凝胶电泳分离及鉴定酶解产物
。

酶解片段用 � � 染色后在紫外灯下拍照
。

� 武昌鱼肝 � �� � � 上 � ��
�� � � 基因定位 鱼肝 � �� � � 的 �� � � �完全酶解产

物经琼脂糖凝胶分离后按 � �� �� �� � 方法川转移至硝酸纤维素滤膜
,

用
� , � 标记的酵母线

粒体 � � � � � � � 基因为探针进行分子杂交并放射性自显影
。

结 果 与 讨 论

护

纯化后 的武 昌鱼肝 � �� � � 琼脂

糖凝胶电泳为一条带
,

电镜下观察到

该 � �� � � 为环形结构
。

其酶切和 � ��

� � � � 基因定位结果如下
�

�
�

武昌鱼肝 � �� �  单酶解片段

的测定

� 种限制性内切酶 � � � � �
,

� � ���
,

� � � �
,

� � � � �
,

� �� � ��� 和 � � � �� 对 武

昌鱼肝 � � � � � 的切点分别为 �
�

�
�

��

�
�

� 和 � �图 � �
。

而 �� �� 和 � � �� 无切

点
。

以 � �� �� � 酶解的 入� � � 片段为分

子量标准
,

计算出各个片段 的分子量
,

积加出武 昌鱼肝 � � � � � 的分子量为

� �
�

� 又 � � ‘ 道 尔 顿
,

长 约 � �
�

� � � �表

� �
。

�
�

武昌鱼肝 � �� � � 双酶全酶解

片段的测定

武 昌 鱼 肝 � �� �  经 � � � � ��

� � � � �
,

�� � � ��� �
� � ���

,

� � � � �� � � ���

和 � � � � �� � � �� 四对酶酶解分别产生 �
�

图 � 武 昌鱼肝 � � � � � 单酶完全酶解片段 的琼脂糖凝胶电

泳图谱 �
�

�
�

�
,

�� ,

用 � �� � ���切割 入� � � 作为标准分子

量 � �
�
� 、、� � � 用 �� � �酶解
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Bg
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,

H i
n

d l l l
;

9

,

E
e o

R I

5

.

4 和 4 个片段
。

经 Ec
oR I/ Bg ll 双酶全酶解产生

6 个片段
;
兔11 /Hi nd lll双酶解实际只得到 5 个片段

。

B g l
l/ B g ll l 双酶解产生 5 个片段

(图 2)
。

各个片段的分子量见表 2
。

3

.

武昌鱼肝 m tD N A 物理图谱的构建

(l)B am H I
,

B g i l l 酶切 点的定位 Bam H I在该 m tD N A 上有两个切点
,

若以其中一

个切点为零点
,

片段 A ~ B 顺时针方向为基因排列方向
,

则此两个切点可分别定位于基因

组的零点和 76
.
18 处

。

在直线型图中为零点及 12
.
65 处

。

B g l l 在 m tD N A 上也有两个切
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表 1 武昌鱼肝 m
tD N A 单醉解片段的分子l

T ab
.
1 M olecular w eight of the restrietion fragm ents from M

. a阴翻沙eePh以a liv er m tD N A

b y
s
in g le e n zy m e d ig e

stio n

EEE n
zy m eee F rag m en ttt M

o lee u lar w eig h t d alto nnn S ize (k b )))

(((((((X 10 6 )))))
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.
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.
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.
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.
6 000
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.
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.
8 000
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.
3 000 5

.
3 000
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.
0 000 3

.
9 000

1111111 0
.
2 666 1 6 0 000

瑰瑰1111 AAA 5.6666 9.1666
BBBBBBB 2.3777 3.8444
CCCCCCC 2.2444 3.6333

11111110.2777 16.6333
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BBBBBBB 2, 0
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.

2 777

1111111
0

.
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1 6

.

6
111

EEE

e o
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.
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7 3 333
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3

.

0
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.

9 111
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.

7 000 4

.

3
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1111111
0

.

2
666

1 6

.

6
222

HHH
P

a

l lll AAA 2 1
000 3 4 000

BBBBBBB 1

.
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3

.

1
333
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.

7
999 2

.

9 000

DDDDDDD 1

.

5 666 2

.

5 333

EEEEEEE 1

.

2 111 1

.

9 555

FFFFFFF
0

.

3 666
2

.

5 666

GGGGGGG
0

.

7
111 1

。

1
444

1111111 0

.

6 777 1 7
6 111

点
,

它们均位于 Ba m H I
一

A 片段上
。

若以靠近零点为顺时针方向
,

则 Bgll l的两个切点分别

定位于基因组 43
.
40 处和 63

.
16 处

。

在线型图中分别位于 7
.
23 和 10

.
49 处 (图 3)

。

( 2 ) B g l l 位点的确定 从表 l 可知 B gll在 m tD N A 上有三个切点
,

B
a

m H I 有两个切

点
。

因此 B
am H I/ B gll 双酶全酶解理应得 5 个片段

,

但实验中仅鉴定出 4 个片段
,

有可能

这两种酶的一对切点相距很近
,

双酶解时产生了一个很小的片段 (< 0
.
3k b )

,

这在此种琼

脂糖凝胶电泳上很难检出的
。

根据 Ba m H I/ 兔11 双酶切各个片段给出的数据和计算
,

将

兔11 的两个片段定位在 Ba m H I
一

A 片段上
。

另一切点位于 Ba m H I
一

B 片段上
。

再根据 B gl l/

B gll 双酶解的结果
,

B g l l 的三个切点分别定位于基因组上 32
.
90

、

54

.

74 和 77
.
81 三处

。

在线型图中定位于 5
.
47 、

9

.

1 0 和 12
.
94 三处(图 3)

。

( 3 ) n i n d 皿位点的确定 分析并比较 B
am H I

,

H i
n

d l 单酶全酶解和 Ba m H I/H i
n d l

B gl l /Hi nd , 双酶全酶解的结果
,

将 Hi nd l 的三个切点分别定位于基 因组中 18
·

48

、

5 0

.

6 1 和 89
.
23 处

。

在线型图中
,

它们分别定位在 3
.
07 、

8

.

4 0 和 14
.
81 处 (图 3)

。
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:
武昌鱼肝线粒体 D N A 限制性 内切酶酶解图谱与 125

rR N A 基因的初步定位 177
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( 4 ) E
e o R I 位点的确 定 根据 B

am H I
,

E
e o

R I

,

B g l l 单酶全酶解和 Bam H I/E eoR I
,

B
gl

l / E co
RI 双酶全酶解的数据

,

将 E co R I 在 m tD N A 上的 5 个切点分别定位在基因组

16
.
48

、

6 0

.

5 6 和 90
.
12三处

。

在线型图中定位于 2
.
74 、

1 0

.

0 7 和 14
.
98 三处 (图 3)

。



水 生 生 物 学 报 17卷

1 2 2 3 4 5 6 7 8 8 9 10 11 !2 12 13 14 ]5

熟

(C、

图 2 武昌 鱼肝 m tD N A 双酶 完全酶解片段的琼脂搪凝胶电泳图谱 (A
,

B
)
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期 申宗侯等
:
武昌鱼肝线粒体 D N A 限制性内切酶酶解图谱与 12 5

rR N A 基因的初步定位 17 9

7
综合以上结果可以绘制 出武 昌鱼肝 m tD N A 的五种限制性内切核酸酶 Ba m H I

,

B
gl

l

,

B g l l x

,

H i
n

d l l l 和 E eo R x的 23 个切点线型和环形的限制酶图谱 (图 3)
。

这 13 个切点在线

型和环形线粒体基因组中分布是不均 匀的
,

其中 8 个位点分布在 50 一100 图距单位范围

内
。

限制酶切点分布不均匀性
,

文献中也曾有过报道
。

P Ot
t e r 困指出不同动物 m tD N A 的酶

切图谱完全不同
。

B
a

m H I 对各种不同纲动物的 m tD N A 产生明显的带型差异
。

如对哺乳

动物小鼠 m tD N A 产生 4 个片段
,

对中国人 m tD N A 仅有一个切点
。

同一属鱼的不同种鱼

之间限制性酶切图谱也存在差异性
,

如鲤鱼 m tD N A 和螂鱼 m tD N A 经 B
am H I酶解分别

产生 3 和 2 个片段
「了

·
8 〕。

武昌鱼 m tD N A 经 B
am H I酶解也产生 2 个片段

,

但切点的分布与

鱼即鱼的不同
。

4

.

武昌鱼 m tD N A 上 125 rR N A 基因的初步定位

构建的武 昌鱼肝 m tD N A 物理图谱为基因定位提供了基础
。

文献〔’」报道不同种属的

核糖体小亚基
:R N A 具有同源性

。

作者用切 口平移法制备标记 的酵母 m tD N A 155
rR N A

基 因探针
,

用分子杂交法将武 昌鱼肝 m tD N A 125 rR N A 基因定位王 3. 95 kb 的 Ba m H I

片段上 (图 4)
。

神峨如 a

图 4 用酵母 155
rR N A 基因探针杂交印迹法将武昌鱼肝 12

5一
R N A 基因

定位于 m
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