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团头鱿线粒体 � � � 的限制性

内切酶图谱
‘

宋 平 李晓迎 熊全沫
�武 汉大学生命科学学 院

,

� �� � � ��

提 要

用 � � � � �
,

� � � �
,

� � � ��
,

� � � � �
,

� �� �
,

� �� 工
,

� � � �
,

� � � � � � � �
,

� � � �
,

和

� � � � � � 种限制性内切酶对团头鱿 ��馆� ��  �� � � � � ��� �印� � ��  !∀� 的线粒 体 � � �

�� �� � � �进行了单酶切
,

其切点数依次为 �
,

�
,

�
,

�
,

�
,

�
、

�
,

�
,

�
,

� 和 � �经琼脂糖凝胶电泳测

算出各酶切片断大小
,

得出团头鱿 � �� � �
,

分子长约 ��  �� 士 �� � 碱基对 �� � �
,

分子量 �
�

��

� �� ,、�原子质量�
,

构建了团头舫 � �� � � 的限制酶图
。

关键词 线粒体 � � �
,

限制性内切酶
,

团头鱿
。

动物 � �� � � 相对于核 � � � 分子量小只有 ��� � 左右
,

便于进行序列等分析研究 �

同时因其具有半自主性的复制和转录能力
,

是研究真核细胞基因转录
,

复制及翻译的好模

型
。

另一方面
,

由于 � �� � � 母系遗传
、

基因组结构高度保守但一级结构却存在大量的

分歧
,

有利于进行种间和种内的遗传变异和进化研究
,

其 � �� � � 限制性酶切图谱也是

种质鉴定 �遗传标记 �的一种比较稳定的指标
。

基于上述等原因
,

近年来在国外动物

� �� � � 研究进展迅速
,

国 内在哺乳类等动物的 � �� �  研究方面也有不少报道【’一 ��
。

团头鱿
,

是我国淡水鱼类中比较名贵的品种
,

对其 � �� � � 的研究可为探索团头鱿及其

相关鱼类的演化
,

团头舫的种群 �地理 �多态和为其品种改良提供基础资料
。

本文试图从

这一 目的出发
,

报道 了团头纺 � �� � � 限制酶图谱
。

材料和方法

�
�

� 材料与试剂 团头纺����
“��  �� � � “� �砂

�
�� �� �� �� �� 购自武汉市水果湖市场

。

本

实验所用酶均购自华美公司
,

其余试剂均为国产分析纯
。

溶液和器皿均经高压灭菌
。

� � ! �� � � 的提取 活团头鱿经鳃动脉放血后立 即剖腹取出卵巢
,

用 � � � �缓冲液 �

�
�

��� � �� � 蔗糖
,

�
�

� �� � �� � � �� �
·

� � �
,

�
�

� � � �� � �� � � � � �
,

�� �
�

� �按 � � �� 的重

量体积比稀释
,

置于 � �  ! ! 高速组织捣碎器匀浆数次 �慢挡 �
。

匀浆液以 �� � � � � � ��
,

�

本工作得到国家白然科学基金���� �� � �� 的资助
。

��� � 年 � 月 � � 日收到 � �� �  年 � 月 �� 日修巨�
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� �� 离心 ��� ��
,

上清液以 ��  ! � � � ��
,

� �� 离心 ��� ��
。

沉出的线粒体悬浮于适量的缓

冲液 � ��
�

� �� � �� � 蔗糖
,

�
�

� �� � �� � � ���
·

� �  
,

�� � �� � � � � �
� ,

� � �
�

�� 中
,

以

���  � � � ��
,

�℃离心 ��� ��
,

重复一次
。

沉淀悬浮于缓冲液 � 中
,

加于 � � � � � 使终

浓度达 �� � � � � � �� �� 冰浴保温 �� � ��
,

冰浴冷却至 �℃
,

加于 � 倍体积的 � � � � � 反应

终止液 ��
�

� �� � �� � 蔗糖
,

�
�

�� � �� � � � � �
,

� � �
�

� �
,

� ��� � � � �� �℃离心 ��� ��
,

所得

沉淀即为纯线粒体
。

线粒体用缓冲液
·

� ��
�

��� � �� � � ���
·

� � �
,

�
�

�� � �� � � �� �
,

�
�

� � � � �� � �� � �
,

� � �
�

�� 悬浮
,

加人 �� � 至终浓度 ��
,

�� ℃保温 巧� ��
,

冰浴冷却后加等体积苯酚 � 氯仿

� 异戊醇 ��� � �� 八 �反复抽提至界面无蛋 白为止
。

上层水相用氯仿 � 异戊醇 ���  !∀ 抽

提 2 次
。

水相加人 0. 2 倍体积的 lm ol / L N aA c 混匀
,

再加人 2 倍体积预冷的无水乙醇

混匀
,

一 3 8 ℃过夜
,

1 5 O 0 0
r

/ m i
n

,

4 aC 离心 30 m in
,

沉淀 m tD N A 真空干燥后
,

以 T E C O
.
o l

m o l/ L T ris
·

H C I

,

o

.

o o l m
o

l / L E D T A

,

p H S

.

o
) 溶解

,

4 oC 保存
。

1

.

3 m t D N A 的限制性酶解 对 m tD N A 单酶完全酶解时
,

将适量 m tD N A 与内切酶 (4

个单位
,

总体积 30u l) 及缓冲液于 37 ℃水浴保温 2h
。

双酶完全酶解时
,

将两种酶同时加

人 (各 4 个单位
,

总体积 4Oul)
,

3 7 ℃水浴保温 3h
。

以 65℃ 15m in 终止反应后立即冰浴
。

1

.

4 m t D N A 酶解片断琼脂糖凝胶电泳 采用 0
.
7% 琼脂糖凝胶 (制胶时加人 E B 至终浓

度 0
.
sug / m l)

,

水平板电泳 10 x 13
.
scm

、

5 0

v

、

7 ℃稳压 9一10h
,

紫外灯下拍照
。

1 .5 m t D N A 酶解片断测定 以 护D N A / Hi
nd m 和 护D N A / Eco R 工

·

H
in

d 班酶

解 D N A 片断的电泳迁移率的倒数作纵坐标 ;分子量的对数值作横坐标作图
,

测得酶切各

片断的分子量
。

2 结果与讨论

2
.
1 m tD N A 单酶完全酶解片断的测定(图 1

,

表 l)

限制性内切酶 B am H I
,

B g l l

,

B g l ll

,

E
e o

R I

,

H p
a

l

,

K p
n

l 和 Sac l 对团头

鱿 m tD N A 的切点数分别为 2
、

3

、

2

、

3

、

3

、

l 和 l
。

其中 B am H I
,

B g l l

,

B g l ll

,

和 EeoR

I 酶切结果与申宗侯等的基本一致I
’]

。

对于 Pst l
,

s
a

l l

,

x b
a

l

,

x h
o

l 我们除加大酶

量
、

延长酶解时间
,

同时还采用双酶酶解法
,

经多次重复证明均无切点
。

以 又一D N A / E c o R I
·

H
in

d
lll 的酶解 D N A 片断为分子量标准

,

计算出各个酶解

m tD N A 片断分子量
,

测出团头舫 m tD N A 的分子量为 6
.
37 x 101

“u
,

其分子长约 16020 土

3 5 6 碱基对 (bP )
。

2. 2 m

tD

N A 双酶完全酶解片断的测定(图 2
、

表 2)

限制性内切酶 E co R I / H p
a l 对团头纺 m tD N A 双酶完全酶解时

,

其片断 D 和 E

(均为 l
.
74 K b) 为大小很相近的两个片断

,

在本实验凝胶电泳中显示出一条重叠带
、

比相

邻的 D N A 带明亮得多
,

同时经理论推导也证实了这一点
。

因技术原因
,

双酶解中有些小

片断在电泳中未能检测 出来
,

其分子量是根据两种相关单酶完全酶解片断的数量和

m tD N A 平均分子量或相关双酶有关片断的残留程度 (一种酶其酶解 的
一

m
t D N A 片断被

另一种酶酶解成两个或多个片断)来推算
。

2. 3 m t D N A 酶切物理图谱的构建
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以单个切点酶 K pn l 的切点为零点
,

以 K p n 工/ S ac l 双酶解中
,

其 K pn l ~ Sac

I近点方向为基因排列的方向即顺时针方向;同时以单酶完全酶解片断的大小确定切点

间的距离
,

以有关双酶完全酶解的结果来确定同一酶或不同酶切点间的相对位置
。

对于

两个切点非常靠近的两种酶
,

还辅以此两种酶为基础的有关双酶来进一步确定这两个切

点的相对位置 (这些酶的电泳图谱及有关片断的分子量本文未列出)
。

例如 B gl l (3 一l)

切点与 H pa l (3一2) 切点比较靠近
,

其先后位置还进一步经 B gl 工/ H Pa l 的双酶解来

证实(B gl l / H pa l 双酶解使得 H pa l 中的 1
.
74 片断被 B gl l (3一 l)切点所切而保留

H Pa 11
.
67 等片断

,

证明 B gl l (3一l) 切点在 H Pa l (3一2) 切点之后 ;其间的相对距离可

通过计算确定)
。

同样
,

B
gl

l (2
一2) 切点与 E co R I (3一3) 切点非常靠近

,

其切点的相对

位置和 B am H I (2-- 2) 与 B gl l (3
一2) 切点的相对位置等都采用类似的方法进一步明

确
.
这样得出团头舫 m tD N A 的线形和环形限制酶的物理图谱 (图 3)

。

表 1 单醉完全醉解 m tD N A 片断的分子t

Tab
.
1 M olec ularw eights ofth ere str ietion fragm entsofm tD N A by single enz ym

e digestion

酶酶酶 片断断 分子量量 大小小

EEE nZy m
eee F ragm enttt M o lecula rw eigh ttt Size(K b)))

(((((((
u , x

1 0
1 8

)))))

BBB
a

m H III AAA 5

.

0 000 1 2 5 888

BBBBBBB 1

.

3 555 3

.

4 000

TTTTT
o 妞lll 6 3555 15

.
9888

BBB agl lll AAA 3 7444 9
.
4 111

BBBBBBB 1 3888 3
.
4 666

CCCCCCC 1
.
3000 3

.
2666

TTTTT o talll 6
一

4 222 1 6

,

1 333

犷犷犷犷犷犷

BBB
a
g l HHH AAA 5

.

3 666 1 3

.

4 999

BBBBBBB 1

.

1 777 2 月 555

TTTTT o ta lll 6
.
5 333 16 4 444

EEE e o R III AAA 2
.
8 999 7

.
2 666

BBBBBBB 1
,

7 222 4

.

3 222

CCCCCCC 1

.

5 111 3

.

7 999

TTTTT

o 扭lll 6
.
1222 15 3 777

HHH Pa lll AAA 5
.
1666 12 夕777

BBBBBBB 0
.
6 999 1 7444

CCCCCCC 0
.
6 666 1 6 777

TTTTT o ta lll 6
.
5 111 16 3 888

KKK P n lll AAA 6 3 333 15 9 222

SSS a e lll AAA 6
.
3 333 15

.
9 2
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续表 2

KKK P n l / B gl lll AAA 3
.
6777 9

.
2333

BBBBBBB 1
.
4000 3

.
5333

CCCCCCC 0
,

8 888 2

.

2 111

DDDDDDD 0

.

4 555 1

.

1 333

TTTTT

O 扭lll 6
.
4000 16

.
1000

KKK Pn l / Ec
oR III AAA 2

.
1222 5

.
3222

BBBBBBB 1
.
7222 4

.
3222

CCCCCCC 1
.
5 111 3 7999

DDDDDDD 0
.
7888 1

.
9666

TTTTT O ta lll 6
.
1333 15

.
3999

SSSac l / B gl llll AAA 3
.
9000 9 8000

BBBBBBB 1
.
2333 3

.
1000

CCCCCCC 1
.
1555 2

.
8999

TTTTT O 扭lll 6
.
2888 15

.
7999

SSSac l / B am H III AAA 3
.
1999 8

.
0 222

BBBBBBB 1
.
8444 4

.
6333

CCCCCCC 1
.
3666 3

.
4333

TTTTT O扭lll 6
.
3999 1 6

.
0 888

SSS a e l / B g l lll AAA 2
.
9 555 7

.
4 111

BBBBBBB 1 4 000 3
.
5 333

CCCCCCC 1
.
3 222 3

.
3333

DDDDDDD 0
.
7 444 1 8 555

TTTTT o ta lll 6
.
4 111 16

.
1222

SSS ac l / E
e o R III AAA 2

.
3 444 5

.
8 888

BBBBBBB 1
.
7222 4

.
3 222

CCCCC
。。

1

.

5 111 3

.

7 999

DDDDDDD 0

.

4 888 1

.

2 222

TTTTT
o 妞lll 6

.
0 555 15

.
2 111

BBB g l l / Ec
o R III AAA 1

.
7 222 4

.
3 222

BBBBBBB 1
.
3 555 3

.
4 000

CCCCCCC 1
.
2 111 3

.
0 444

DDDDDDD 1
.
0 888 2

.
7222

EEEEEEE 。
.
4444 1

.
1000

FFFFFFF 0 3 333 0
.
8 222

TTTTT o ta lll 6
.
1222 15

.
礴0
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续表 2

BBB gl ll / H P a lll AAA 4
.
0555 10

.
2000

BBBBBBB 0
.
8999 2

.
2 555

CCCCCCC 0
.
6999 1 7444

DDDDDDD 0
.
3333 0

.
8222

EEEEEEE 0
,

2 222 0 5 444

TTTTT

O 妞lll 6
.
1888 1 5

.
5 555

EEEc
o R I / H P

a
lll AAA 1

.
7 222 4

.
3 222

BBBBBBB 1
.
5 111 3

.
7 999

CCCCCCC 0 8 555 2
.
1444

DDDDDDD 0
.
6 999 1

.
7444

EEEEEEE 0
.
6 999 1

.
7 444

FFFFFFF 0
.
6 666 1

.
6 777

TTTTT o ta lll 6
.
2 222 15

.
4 000

BBB a m H I / H P
a
lll AAA 2

.
0 333 5

.
1222

BBBBBBB 1
.
7 777 4

.
4 555

CCCCCCC 1
.
3 666 3

.
4 333

DDDDDDD 0
.
6 999 1

.
7 444

EEEEEEE 0
.
6 666 1

.
6 777

TTTTT o ta lll 6
.
5 111 1 6

.
4 111

KKK P n l / H P a lll AAA 4
.
8 111 ! 2

.
09

’’

BBBBBBB 0

.

6 999 1

.

7444

CCCCCCC 0

.

6 666 1

.

6 777

DDDDDDD 0 1 222

一

习 3 000

TTTTT o ta lll 6
.
2 888 1 5

.
8 000

SSS a e l / H P
a
lll AAA 4

.
7 666 1 1

.
9 777

BBBBBBB 0
.
6 999 1

.
7 444

CCCCCCC 0
.
6 666 1

.
6 777

DDDDDDD 0
.
1666 0. 4000

TTTTT o ta lll 6
.
2 777 1 5

.
7 888

BBB g l l / B
a
m H III AAA 2

.
6 111 6

.
5 777

BBBBBBB 1
.
3 111 3

一

3 000

CCCCCCC 1

.

2 222 3

.

0 777

DDDDDDD 1

.

1 777 2

.

9 555

EEEEEEE 0

.

1 777 0

.

4 333

TTTTT

O

ta
lll 6

.

4 888 1 6

.

3 222

BBB g l
H

/ 玩
oR III AAA 1.7222 4 3222

BBBBBBB 1.6555 4.1555

CCCCCCC 1.4666 3.6888

DDDDDDD 1
.
1555 2

.
8999

EEEEEEE 0
.
0222 0.0444

TTTTT O扭lll 6. oooo 15
.
0888

注
:
数字下有横线的指推算出的分子量

.
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图 3 团头舫 m tD N A 的限制酶图谱

Fig
.
3 T he re stri etio n m aP of m tD N A

a 线形图谱linea
rfo rm b 环形图谱 ci rc ul a

r fo rm

图注 B gl l (3 一 l) 中的
“

3’指该酶的切点总数
,

而
“
1
’

指该酶的第一个切点
.
其余酶后面数字的意义类推

.

m tD N A 限制酶分析方法结果可靠
、

方法稳定
、

重复性好
,

实验手段要求不高
,

其对于

鱼类的种质鉴定 (遗传标记)
,

种内和种间的遗传距离的测定
,

相关鱼类的进化研究和分类

难点的辅助研究
,

不失为一种有效的手段
.
本文虽未能解决团头鱿的种群多态

,

进化和相

关鱼类间遗传距离等问题
,

但可为这方面的研究提供基础资料
。
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