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三索线蛇与过树容蛇肝线粒体D N A

的纯化与限制酶图谱

罗进贤 陈守才
*

吴应积

( 生物 学系 )

摘 要

用 S e p五 a r o s e 4 B凝胶柱过滤和 N a C I离心法纯化了三索线蛇及过树容蛇肝线粒体 D N A

( m tD N A )
,

它 们的分子 长 度 分 别 为 1 7
.

7 5 k b及 1 9
.

7 o k b
.

分 别 用 E e o R I
,

X b a l
,

B a rn H I及 B g l l 等 4种限制酶消化 这 两 种 m t D N A
,

结果表明
: E e o R I

,

X b a l
, B a m l王 I

和 B g l l 在三索线蛇肝 m t D N A 上分别有 1
,

] , 2及 3个切点 ; 在过树容蛇肝 m t D N A 上各有

4
,

1
,

1 和 2 个切 点
.

根据 m t D N A 的单酶
、

双酶和部份酶解片段的分析
,

建立 了三索

线蛇及过树容蛇肝二 t D N A 的限制酶图谱
.

关键词 物理图
,

二 t D N A
,

三索线蛇
,

过树容蛇

线粒体 D N A是细胞核外具有自主复制
、

转录和翻译能力的遗传因子
〔 `〕 .

由于 结构

和组成简单
,
m t D N A是研究真核细胞 D N A 复制

、

表达及其调控的 良好模 型
〔 “ 〕 ,

成 为

分子生物学的重要领域
.

m 七D N A还与真菌和植物细胞中的质粒有关
,

很可能成为真 核

遗传工程的有用载体
〔 3 , ` ’ .

线粒体D N A 的纯化和限制酶图谱的构建
,

是线粒体基因表达调控研究及分子 克 隆

等研究的基础
,

也是研究高等生物进化及其亲缘关系的有用技术
〔 6
~

’ 〕 .

本研究纯化 了

三索线蛇 ( E l
a力lI e : a d f: t a ) 及过树容蛇 ( D

e n d : o P几15 丢。子g a 西o i g a

) 肝线粒体D N A
,

并构建了这两种 m t D N A的限制酶图谱
。

材料与方法

1
.

1 材料与试剂

1
.

1
.

1 三索线蛇及过树容蛇扦 由广州市南方野生劝物店提供
。

1
.

1
.

2 重要 的生化试剂 限制 酶 E c o R I
,

B a m H I
,
B g l l

,
X b a

l 为 美 国 B R L公司

产品
,

限制酶 H i n d l 为本室制备
。

S o P h a r os o 4 B 为 P h ar m ae ia 公司产品
.

本文 1 0 8 8年 2月 17 日收到
.

华南热
`

带作物学院
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1
.

2 级冲液

A : o
.

2 5 m o l / L蔗糖一 o
.

o x m o l / L T r i s一 l m m o l / L E D T A ( p H 了
.

5 )
;

B : o
.

2 5 m o l / L蔗糖一 0
.

0 5 m o l / L T r i s一 7m m o l / L M g C I: ( p H 7
.

5 ) ;

C , o
.

2 5 m o l / L蔗搪一 o
.

o s m o l / L T r i s一 o
.

z m o l / L N
a
C I一 o

.

o l m o l / L E D T A

( p H s
.

5 ) ,

D : 0
.

o 1M T : 15一 2 m o l / L N a C I一 i m m o l / L E D T A ( p H s
.

5 )
.

1
.

3 线粒体O N A的纯化

1
.

3
.

1 线粒体的制备 把新鲜蛇肝剪去脂肪及结缔组织后称重
,

剪 成小块
,

用 D S 一20 0

型高速组织捣碎机破碎 10 ~ 15 5 ,

加肝重 6 ~ 8 倍体积的缓冲液 A 稀释
,

纱布过滤
,

10 0。

x g离心 Zo m 初
,

取出上清液
, 1 5 0 0 0 x g离心 40 m in 沉淀线粒体

,

再悬浮于适量缓 冲液 B

中
,

加牛胰 D N a s e ,

使终浓度达到 2 0 0尸g / m l
, 2 5 oC 保温 3 o m i n

,

冷却后加入 2 倍体积的

o
.

2 5 m o l/ L蔗搪一 o
.

i m o l / L E D T A ( p H s
.

o ) 溶液
, i s 0 0 0 x g离心 4 5 m i n

,

沉淀再用

上述溶液洗一次
,

得纯净线粒体
。

_ .

3
.

2 线拉体 D N A 的纯 化 将线粒体悬浮于适量缓冲液 C中
,

加 10 % S D S至终 浓 度 为
1一

_ _ 一
_ -

一 一
_

_
’

_ _
_ ’ _

’ _
_
一

_ 一

”
_

二
-

一

6
.

8%
, 3 7℃保温 l o m i n ,

在冰浴中冷却后加 s m o l / L N a C IO . 至终浓度为 l m o l / L
,

置

冰箱放置 Z h
, 5 0 00 x g 离心 20 m in

,

上清液用 0
.

5倍体积的氯仿一异戊 醇 ( 24
: 1 ) 反 复

抽提数次
,

最后用 2
.

5倍体积的冷乙醇沉淀m t D N A
,

收集沉 淀 溶 于 缓 冲 液 D 中
,

得

粗m t D N A溶液
。

粗 m t D N A 的纯化采用如下两种方法
: 4 %珠状 琼 脂 糖 ( S eP h n r

os
e

4 B ) 凝胶柱过滤法
:
柱 ( 72 x 2 o m ) 先用缓冲液 D 平衡

,

上样后用同一缓冲液洗脱
,

流速 0
.

4m l/ m in
,

每 4 m l收集一管
,

测 O D ” 。 ,

收集 含m t D N A 各管
,

对 T E 缓 冲液

( l o m m o l / L T r i s
,

2 m m o
l / L E D T A

, p H s
.

o )
.

透析
,

用 P E G Z 0 0 0 o浓缩
,
2

.

5倍体

积冷乙醇沉淀
,

离心收集纯化 m t D N A
.

1 m ol / L N a
CI 离心法

:
粗 m t D N A 用 R N a

se A处理除去R N A 后用氯 仿一异 戊醇

抽提两次
,

于 s m l离心管中加 4 m l l m o l / L N a C I
,

上面加 l m l粗 m t D N A 样 品
,

用

日立 55 .P 一 2 超速离心机 4 0 0 o o rP m 离心 6 h
,

收集沉淀溶于 T E 缓冲液中
。

1
.

4 m t ON A的限制酶消化

酶解反应缓冲液按美国 B R L公司提供配方
.

单酶切反应总体 积 20 ~ 30 川
,
m t D N A

0
.

5召g , 3 7 oC 反应 2 h
.

双酶消化时
,

反应体积 3 0 ~ 4 0召1
,
m t D N A I 召g ,

两种 酶 同 时

加入
,

缓冲液各取一半
,

37 ℃反应 3 h
.

1
.

5 凝胶电泳和分子盈测定

采用 1 %的琼脂糖平板 ( 2 0 0 x 2 5 0 x 3
.

s m m ) 凝胶电泳
,

T
r i s一醋酸缓冲液

,

s o V

电泳 s h
,

用。
.

5召g / m l嗅化乙锭染色后照相
.

按 S o ut h e r n
计算 D N A片段 M W的公式

〔 ’ 0〕

编写程序
,

以卜 D N A 的 H in d l 单酶切或 E 。 。 R l
,

H in d l 双酶切片段作为M W标准
,

将巳知与未知 M W片段大小及其迁移率输入微型计算 机
, 测 定 未 知大小的 D N A 片 段

的M W
.
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1
.

6醉解片段的命名

单酶解片段根据 MW由大到小的顺序
,

用该酶的名称及英 文 大 写 字 母 表 示
,

如

E
。 。 R 卜 A

,

cE
o R I 一 B

,
X ab l 一 A等

.

双酶解片段用两种酶的名称加英文大写字母表

示
,

如 B g l l / E
c o R I 一 A

.

部份酶解片段用该酶的名称及英文 小 写 字母 表 示 如 E c o R

I 一 a ,
E e o R I 一 b等

-

2 实验结果与讨论

2
.

1 nI t DN A的纯化与鉴定

经 eS p h a r os e 4 B凝胶柱过滤法
,

纯化三索线蛇肝 m t D N A在 O D
: 。。
处有二个 峰 (图

l a)
,

凝胶电泳分析 表 期
:
峰 I 为 m t D N A

,

峰 l 为 R N A
。

在 琼 脂 糖 凝胶电泳上此

m t D N A表现为两条带 ( 图 l b )
,

分别为超盘绕和开环 两种构型
.

这 两 种 m t D N A 的

分子长度按凝胶电泳估计分别为 17
.

了sk b ( 三 索 线蛇
,

图 2 ,
表 1 ) 及 19

.

70 kb ( 过树

容蛇
,

图 2 ,

表 1 )

口
、
口
卜

口
.
七

…C

。

—
1 6

。 几均 ; 、。 ` 印1
;

洗脱滋炸积帅 )

图 1 ( a ) S e p h a r o s e 4 B柱过滤法纯化三索线蛇肝 m t D N A
.

( b) 纯化的三索线蛇肝 m t D N A 的电泳图
F 19

.

1 ( a ) P住 r i f i e a t i
o n o f l i v e r m t D N A f r o m E l a p h e r a d i a t a o n S e p h a r o s e 4 B

( b ) A g a r o s e g e l e l e e t r o p h o r e s i s o f P u : 元f元e d l i v e r o t D N A f r o m

E l a p h e r a d i a t a

( 1 ) 之一 D N A + H i o d !
,

( 2 ) 二 tD N A

2
.

2 m t D N A的酶解反应

分别用 E c o R I
,
B a m H I

,
X b a l 及 B g l l 四种限制酶消化三索线蛇及过树容蛇 肝

m t D N A
,

结果如图 2
。

从图上可见 E e o R I
,

X b a l
,
B a m H I 及 B g l 亚在 三 索线蛇肝

m t D N A 上分别有 1
、

1
、

2 及 3个切点 , 在过树容蛇肝 m t D N A上有 X ab l
,
B a m H I

切点各 1 个
,

B目 I 切点 2 个
,

E
c o R I切点 4 个

,

片段大小列于表 1
.
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表 1

T a b

三索线蛇和过树容蛇肝 m t D N A酶切片段大 小

F r a g m e n t s i z e o f l i
v e r m t D N A f r o m E l a P h e

r a d i a t a a n d D e n d r o P h i s b o i g a b o i g a

D e n d r o h P i s

E C OR I

E I公 P h e

A
: 1 7

.

7 5 ( k b )

B a m H I

A
, 7

.

2 0 ( k b )

B
: 4

。
6 0

C : 4
。
0 8

D
: 3

.

7 5

A , 1 9
.

7 0 ( k b )

X b a l

B g l l

A , 1 2
.

5 4 ( k b )
5

。

24

A , 1 7
.

7 5 ( k b )
A , 1 0

.

3 0 ( k b )
B : 5

。

84

C
:

1
.

5 8

A , 1 9 , 7 0 ( k b )
A

, 1 7
.

6 7 ( k b )
2

。

1 0

A

图 2 蛇肝 m t D N A的酶解片段电泳图

F i g
.

2 A g a r o s e g e l e l e e t r o P h o r e s i s o f r e s t r i e t i o n f r a g m e n t s o f m t D N A

A
.

三索线蛇 E l a p b e r a d i a t a
,

B
。

过树容蛇 D e n d r o p h i s b o i g a b o i g a

1
.

久D N A + H i n d l
,

2
.

久D N A + H i n d l
+ E e o R I

,

3
。

m tD N A + B a m H I
,

4
.

m t D N A + X b a l
,

5
.

皿 tD N A + E e o R I
,

6
。

m t D N A

为 T 建立 m t D N A的限制酶图谱
,

用 E e o R I
,

X b a l
,

B
a m H I 及 B g l 兀四种酶对

以上两种 m t D N A进行交叉双酶解
,

结果见 图 3 及农 2
、

表 3
.
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A

图 3 蛇肝二七D N A 的双酶解电泳图
F 19

.

育3 A g
a r o s e g e l e l e c 士r o p h o r e s i s 。 f r e s , r i c t i o n f r a g m e n t s o f d o u b l e

d i g e s t i o
n o f m t D N A

A
.

三索线蛇 E l o p h e r a d i a t a
,

B
.

过树容蛇 D e o d : o p五55 b o
i g

a b o i g a

1
.

久D N A + H i n d l
,

2
.

二 t D N A + B a m H I + E e o R I
,

3
.

m t D N A + E e o R I
+ B g l l

4
.

m t D N A 十 B
a
o H I

+ B g l l
,

5
.

m t D N A + B g l l
,

6
.

m t D N A + X b a l
+ E e o R I

7
.

m t D N A + X b a l + B a m H I
,

5
.

o t D N A + X b a l
+ B g l l

,
9

.

几D N A + H i n d l + E e o R I

表 2 三索线蛇肝 m t D N A 双酶解片段分子量 ( k b)
T a b

.

2 F r a g m e n t s i z e s o f d o u b l e d i g e s t i o n o f l i v e r m t D N A

f r o m E l a P h e r a d i a t a

E 。 o R I

A 1 7
.

7 5

丫 X b
a

l

A : 1 5
.

55

A : 2
.

2 0

B a m H I

A 1 2
。
5 4

x E e o R I

A 1 7
。
0 0

A 2 5
.

5 5

xAA

x

IA拟
8
司.占

舀吸勺̀AA

B 5
.

2 2

B g l l

A 10
.

3 1

丫 X b a l

。
3 9

。
9 2

E c o R I

6
。

20

4
。
1 0

B 5
.

8 6

x B a o H I

A i
g

。
6 3

A Z 0
.

6 8

B : 3
.

1 2

B : 2
.

7 7

C l
。

阳

— — —
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表 3 过树容蛇肝m t D N A双酶解片段的分子量

T a b
.

3 D o u b l o d i g e s t i o n f r o g m e n t s i z e s o f l i v e r 口 r D N A

f r o m D e n d r o P h i s b o i g a b o i g a

B a n H I x X b a l

Al与
X

与灿Bl--
A 19

。

70

B g l l

A 1 7
。

6 0

1 2
。
4 6

7
。

26

X b a l

12
。
0 0

5
。
6 0

x B a m H I

人 1

—
B 2

.

10

E e o R I

A 7
。

22

x X b a l

B
i
1

.

64

B :
0

.

峨6

x B a m H I

A 1 5
.

0 1

A : 2
.

2 2

x B g l l

A : 3
。

37

A : 2
.

1 0

A 5 1
。

76

B 4
。
4右 B : 2

.

38

B : 2
.

2 4

C 4
。

08

D 3
.

78

( 表 2
、

3 中
,

第一纵列为单酶解片段
,

其余为双酶解片段 )

同时用 E c o R I 对过树容蛇肝 m t D N A进行部份酶解
,

以弄清 E c o R I 切点的相对位

置
,

结果如图 4 及表 4
。

图 4 过树容蛇肝 m t D N A E co R I部份

酶解片段的电泳图

F i g
.

4 A g a r o s e g e l e l e e t r o p h o r 。 : 1 5

o f E e o R 1 P a r t i a l d i g e s t i
o n

f r a g m e n t s o f D e n d r o p h i s

b o i g a b o i g a m t D N A

1
.

o t D N A + E e o R I

2
.

久D N A + H i n d l
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表 4 过树容蛇杆 m t D N A 的E co R I部份薛解片段 大小

T a b
.

4 F r a g 垃 e n t s i z e s o f D o n d r o P h i s b o i g a b o i g a 口 t D N A

b y E e o R 1 p a r t i a l d i g e s t i o n

P a r t i a l

f r a g 口 e n t s

c o r r e s P o n d i n g

e o m P ! e t e f r a g 口 e n t s

E e o R I 一 b A + C

B + D

A

B

C

D

.33406222087811民7么么各

Cde
..1

9

2
.

3 m tD N A限制醉图谱的趁立

2
.

3
.

1 三索线蛇杆m t D N A E e o R I 和X b a l 在此m t D N A 上都只有一个切点
,

E e o R I

与X b a l 双酶解产生二个片段 E e o R I / X b
a l 一 A :

( z s
.

5 5 k b ) 及 E e o R I / X b
a l 一 A

:

( 2
.

2 o kb )
,

若以 E
e o
R I 作为图谱的零点

,

则X b a l 的切点 应 在 m t D N A的 2
.

2 o k b位

置上
,

即在环形图谱的 1 2
.

39 %处
。

B a m H I 在 m t D N A上有两 个 切 点 产生 B a m H I 一 A ( z 2
.

5 4 k b ) 及 B a m H I一 B

( 5
.

2 4 k b ) 两个片段
,
B a m H I 一A被 E e o

R I切 成 B a m H I / E
e o R I 一 A

:

( 7
.

o o k b )

及 B a m H I / E
e o R I 一 A

:

( 5
.

5 5 k b ) 两个片段
,
X b a l 亦把 B a m H I 一 A切成两个片段

B
a m H I / X b a l 一 A :

( 7
.

s k b ) 及 B
a二 H l /X b a l 一 A :

( 4
.

s k b )
,

由此可知
,
B 。 m H I

/ E。 。
R l 一 A :

( 2
.

O o kb ) 片段应在零点的右边
,

B
a m H I 的两个切点分别在m t D N A的

7
.

OOk b及 12
.

2 2 k b的位置上
,

分别对应于圆形图谱的3 9
.

4 4% 6 8
.

85 %处
。

B g l l 在此 m t D N A上有三个切 点
,

形 成B g l l 一 A ( l o
.

3 o k b )
,
B ; I ! 一 B ( 5

.

8 1

k b ) 及 B g l ! 一 C ( 1
.

s s k b ) 三个片段
,

其中B` 1 1一 A被E e o R I 切成B g l 丁E e o R I 一

A
:

( 6
.

2 o k b ) 和 B g l l / E
e o R I 一 A :

( 4
.

z o k b ) 两个片段
.

由于X b a l 在 2
.

2 k b处 有一

个切点
,

而 B g l l / X b
a l 一 A :

片段为 8
.

3 9 k b = 6
.

2 k b + 2
.

2 k b
,

可见
,
B g l l / E

e o R I一

A
:

( 6
.

2 k b ) 应在零点左边
.

据
,

此可以确定B妙 I 的一个切点在 4
.

I k b 处
,

另一个切点在

i l
.

5 4k b 处
。

从片段 B g l l / B
a m H I 一 B

,

( 3一 Zk b )和 B g l l / B
a m H I一 B :

( 2
.

8了 k b )

可以推导出第三个切点在 9
.

96 k b的位置上
,

这三个切点分别在环 状 图 谱 的23
.

10 %
,

5 6
。

1 1肠及 6 5
.

0 1%处
-

根据上述数据得出三索线蛇歼 m t D N A线状及环形图谱如图 5
.

2
.

3
.

2 过树容蛇肝 m t D N A B a m H I 及 X b a l 在过树容蛇肝m t D N A 上均只有一个

切点
,

而 B a : n
l王 I 及 X b a l 双 酶解产生 B a m H I /X b a l 一 A :

( z 2
.

4 6 k b ) 及 B a m H I

/ X b
a l 一 A :

( 7
.

2 4 k b ) 二 个片段
,

现以 B a m H I 切点为环形图谱的零点
,

则 X b a l

切点应在环形图谱的 3 6
.

75 %处
.

B g l ! 在m t D N A上有二个 jt] 点 产 生 B g l l 一 A ( 1 7
.

6 2k b ) 及 B ` 11一 B ( 2
.

z o k b )
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两个片段
.

Bg l l一 B被 Ba m HI 切成 Bg l l/ Ba m HI 一 B :
(i

.

6 4k b)和 Bg l亚/ Ba m HI 一

B
:

(o
.

4 6k b) 两 个 片 段
,

而 B g l l 一 A 被X b
a l 切成 B g l l / X b

a l 一 A :
( i Z

.

o o k b ) 及

B g l l / X b a l 一 A
’

( 5
.

6 o k b ) 二个片段
,

据此可知
,
B g l 亚的两个切点在 1

.

6 4 k b和 2 9
.

2 4

k b处
,

对应于环形图谱 8
.

32 %和 9 7
.

6 6% 的位点上
。

E e o R I 在 m t D N A上有四个切点
,

从 E e o R I 与X b a l
,
E e o R I 与 B

a m H I 及 E e o R I

与 B g l 互的双酶解片段分析
,

可以确定 E co R I 的三个 切 点 分 别 在 5
.

01 k b
,

9
.

36 k b 和

1 7
.

4 8 k b处
,

对应于环形图谱的25
.

43 写
,

48
.

88 % 和 86
.

29 % 位置上
.

尚有一个切点尚未

确定
,

为此进行 E 。 。 R l 的部份酶解
,

结果如图 6
.

根据 E c o R I 部份酶解片段分析
,

部

份酶解片段 E e o R I
一
C ( 5

.

4 0 k b ) 刚 好 等于 完 全 酶 解片段 E e o R I 一 B ( 4
.

6 2 k b ) 与

E
e o R I 一D ( 3

.

7 8 k b ) 的 和 而 E c o R I 一 b ( i l
.

3 3 k b ) 等 于 E e o R i 一 A ( 7
.

7 2 k b ) 及

E
c o R I 一 C ( 4

.

o s k b ) 的和
.

可见
,

E 。 。 R l 单酶解片段的排列 顺 序 是
:

A 一 B一D 一 C
,

即待确定的切点应在m t D N A 的 1 3
.

4 1 k b或环形图谱的 6 8
.

0 7写处
。

根据以 上数据建立过

树容蛇肝 m t D N A 的限制酶图谱如图 6
。

梦
.
,斤人工

。
54

图 5 三索线蛇肝 m tD N A的限制酶图谱

( a ) 线形图谱
,

( b) 环形图谱

F i g
.

5 R e s t r i e t i o n m a P o f l i v e r m t D N A

f r o m E l a P五e r a d i a t a

( a ) L i n e a r m a p
,

( b ) C i r e u l a r 二 a p

图 6 过树容蛇肝m t D N A 的限制酶图谱

( a) 线形图谱
,

( b ) 环形图谱

F i g
.

6 R e , t r i e t i o n m a
P o f l i v e r nr t D N A

f r o m D e n d r o P h i s b o i g
a b o i g a

( a ) L i n e a r o a p
,

( b ) C i r e u l a r 二 a p

本文采用 S e p l l ar os e 4 B柱过滤法及 N a
CI 离心法纯化了三 家 线 蛇 及过 树 容 蛇 肝

m t D N A
,

并通过交叉双酶解及部份酶解法建立了这两 种 m t D N A 的 E c o R I
,
X b a l

,

B a m H I 及 B g l l 四种限制酶的物理 图
。

从酶解结果及限制酶图谱分析
,

这两种 m t D N A

之间在碱基上的同源性不大
,

与巳知的哺乳动
、

鸟类
、

两栖类等的 m t D N A 的酶切图 谱

比较
,

差异更大
,

这表明
: m t D N A的碱基排列在进化上是变异迅速的

。
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