
第 28 卷

第 1 期
, 1 9 5 9年

中山大学学报 ( 自然科学版 )
A C T A S C I E N T I A R U M N A T U R A L I U M

U N I V E R S I T A T I S S U N Y A T S E N I

V o l
.

2 8

凡
.

1 ( 195 9 )

·

研究简报
·

滑鼠蛇肝线粒体D N A的制备及性质测定

吴 应 积
.

( 生物学系 )

摘 要

报导了用蛇肝脏制备线粒体 D N A 的简便方法
。

电镜分析结果表明
,

滑鼠蛇肝 m t D N A

为环状分子
,

周 长 5
.

23 拼也
。

限 制性 内切酶 P s lt
, B a m H I 和 E 。 。 R l 在滑 鼠 蛇 肝 m t

D N A上分别有 2
、

3 和 4 个点切
。

根据各酶切片段的大小测得 m t D N A 的 平 均 分 子 量

为 1 6
。
9 I k b 或 l o

.

s s x x o ` d a l t o n 。

关健词 滑鼠蛇肝
,

线粒体D N A
,

纯化和性质

自从 60 年代初发现 线粒体D N A ( m t D N A )以来
,

线粒体基因组的研究日益 受 到 重

视
。

本文对滑鼠蛇 ( tP y as m u c os us
,

又名水律蛇 ) 肝脏 m t D N A 进行了初步研究
,

建

立了大规模制备的简便方法
,

进行了电镜观察和分子量测定
,

为建立滑 鼠 蛇 m t D N A的

限制酶图谱打下 了基础
.

1 材料和方法

1
。
1 材料 沿鼠蛇肝

,

由广州蛇餐馆供给
。

牛胰 D N as e
( S i g m a)

,
4肠珠状琼脂糖凝

胶 ( 上海东海制药厂 )
,

E e o R I 与 P s t l ( B
o e h r i n g e r M a n h e i m )

,

B
a m H I ( 本 室自

制 )
,

其余均为常规生化试剂和国产分析纯试剂
。

1
.

2 线粒体 O N A的制备 参照赵邦梯等人 〔 `〕的方法加以改进
.

新鲜滑 鼠蛇肝脏
,

除去肝膜及结缔组织后
,

将肝组织剪碎成小块
。

经洗涤除去血污

及胆汁后
,

用 D S一 20 0高速组织捣碎机破碎细胞
,

匀浆液用 3 层纱布过滤
。

滤液用差速

离心法分离线粒休
。

用牛胰 D N as e
除去线粒体外的染色体 D N A

。

经洗涤后
,

得到 纯 化

的线粒体
.

线粒体经裂解后
,

用氯仿抽提一次
,

接着用等体积的饱和酚一氯仿一异戊 醇 (
v : 二

, v = 25
,

24 , 1 )反复抽提至界面不再出现变性蛋白为止
。

再用氯仿抽提一次除酚
.

用

酒精沉淀m t D N A
。

离心分离后
,

沉淀直接用 3 一 5 m l上柱洗脱缓冲液 (。
.

ol M T ir s

一
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H CI
,

Z M N a C I
,

l m M E D T A
, p H S

.

5 )溶解
,

然后 上柱纯化
.

4肠珠状琼脂糖凝胶柱 ( 7 2 欠 Z o m )
,

先用洗脱缓冲液平衡
.

样品上柱后
,

用洗脱缓

冲液洗脱
,

流速为 o
.

s m l/ m i n .

每 5 m l收集一管
.

测定 O D
: 6。
值

,

将 。 t D N A 峰的各管合并
,

对 T E缓冲液 ( 0
.

0 1m T r i S一 H C I
,

l m m E D T A
, p H S

.

o )透析
,

换透析液 3 次
。

然后

用聚乙二醇 (M
.

W
.

i Z ,
0 0 0 )反透析

,

浓缩 至 2 m l左 右
.

加 入 0
.

1体 积 ZM N a A e ,

再加

2
.

5倍体积预冷的 9 5肠乙醇
,

混匀
, 2 5 3

.

1 6
“

k冰箱过夜
.

经 2 7 7
.

1 6
“

k z o 0 0 0 X g 离心 1 0分钟
,

取沉淀
。

用70 肠乙醇洗沉淀一次
,

即得纯化的 m t D N A
.

真空干燥后
,

溶于少量 T E缓冲液

中
,

2 7 7
。

1 6
o

k冰箱保存
。

1
.

3 凉脂扮服胶电泳 用水平平板 电泳仪
,

电泳液为 T r is 一硼 酸缓 冲 液 ( o
.

o 89 M

T
r i s ,

0
.

0 8 9M 硼酸
,

2
.

s m M E D T A
, p H s

.

3 )
。

D N A 鉴定用凝胶平板长 z o e m ,

D N A

片段分子量测定用凝胶平板长 20 o m
.

电泳 电压 40 一 80 V
.

习
。

4 m t D N A 限制酶片段分子盆的浦定 B a m H I 反 应 液 ( Z o m M I
’ r i s一 H C I

,

7 m M M g C I
: , 1 0 o m M N

a C I
, Zm M 刀一硫 基 乙 醇

, p H s
.

o )
,

E
e o R I 反应液 ( s o m M

T r i s 一H C I
,
z o m 卜IM g C 1

2 ,

s o m M N a C I
,

l m M二琉基苏糖醇
, p H 7

.

5 )
,

以及 P s t l 反应液

( Z o m M T
r i s 一 H C I

, 10 m M M g C 1
2 , s o m M ( N H

`

)
:

5 0
` ,

10 0拜g / m l 牛血清 白蛋白
,

p H 7
.

5 ) 均 参照美国 B e t h e s d a 研究 实验室 1 9 8 3 年产品 目录 ( B e t h e s d a R e s e a r 。 h

L a b o r a t o r i e s ,
I n c .

1 9 8 3 C a t o l o g )
.

反应总体积 3 0一 5 0 0 1
.

每个反应中尔x m t D N A

约 1产g ,

37 ℃反 应 1 一 2 小时
.

用终止液 ( 50 肠甘油
, 0

.

05 % 澳酚蓝
, 0

.

2 M E D T A
,

p H S
.

0 ) 终 止 反应
.

以 几D N A / B
a m H I

,

几D N A / E
c o R I

,

又D N A / H i n d l 片 段 〔 2。 作

为分子量标准
。

1
.

5 化学分析 D N A含量测定采用吸收光谱法
,

R N A 含量 测定用地衣酚法
,

蛋 白

质含量测定采用 L o w r y 法
。

1
.

6 m t D N A的电镜观察 根据 I又l e i n s e h m i d t 〔 3 。和徐有成 等 。 。的方法制样
。

D N A

的展开在室温下进行
.

复盖碳膜的铜网蘸 上D N A样品后
,

用 5 又 1 0一 “
M 乙酸氧铀酸染色

,

乙醇脱水
。

铂铱一把铱合金旋转投影
,

投影角 7
0 .

H u
一 12 A 型电镜观察拍 照

.

电 镜 照

片用光学放大机投影在白纸上
,

用铅笔描出 D N A 分子的轮廓
,

测量其 仪度
,

再根 据 放

大倍数计算 D N A 分子的外形长度
.

2 结果

2
。

1 滑限蛇肝 m t DN A的制备与鉴定

每次实验用 20 0克蛇肝
,

分离粗制的 m t D N A后
,

上 4肠珠状琼脂糖凝胶往
,

经 缓冲

液洗脱纯化
,

洗脱曲线如图 1
.

经电泳鉴定
,

峰 I物质为 m t D N A
,

见图 2
.

经化学分析鉴定
,

峰 I 物质主要为 R N A 及少量蛋白质
.

对提纯的线粒休测 定 蛋 白

质含量
,

得每克蛇肝 (湿重 )可产线粒体蛋白 4
.

5毫克左右
.

若 m t D N A 的量 以 1 O D
Z。。

值

等于50 微克计
,

则每毫克线粒体蛋 白可产m t D N A O
.

18 微克左右
。

2
。

2 滑爪蛇肝 m t O N A的分子形状

通过电镜观察
,

发现滑鼠蛇肝m t D N A 与其它高等动物 m t D N A一样
,

也是 环 形分
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图 1 4%珠状琼脂撼凝胶柱层析纯化滑鼠蛇肝 m t D N A
.

层析条件见正文
.

峰 1为 m t D NA
,

峰 1为R N A和蛋

白质

F i g
.

z 4% A g a r o s e G e l ( B e a d s ) 。 o l u rn n e h r o m a -

t o g r a p h i e p u r i f i e a t i o n o f m t D N A o f P t y a ,

nt u e o s u s l i v e r

图 2 滑鼠蛇肝也 t D N A琼脂抢凝胶

电泳
.

b为粗制二 t D N人 上柱样

品 , a和。为用不含 N a C I的缓冲液

洗脱的峰 1 m t D N A , d为按图 1

上柱洗脱的峰 1 m t D N A

F i g
.

2
.

A g a r o s e g e l e l e e t r o P五。
-

r e s i s o f m t D N A o f P t y a s

m u e o s u s l i v e r

创d

子 ( 图 3 )
,
有超螺旋型

,

开环型及含D 一
环型三种构型的分子

。

由电镜照片测 得 滑 鼠

蛇肝m t D N A环状分子的平均长度为5
.

2 3产m
.

`

曰 .

、

图 3 滑鼠蛇肝 m t D N A 电镜照片
a 和 b为开环型分子

。 c 为超螺旋型分子
。

d为含 D
一

环型分子
,

箭头指处为 D
一

环
F 19

.

3 E l e e t r o n i e m i e r o g r a p h o f m t D N A o f P t y a s m u e o s u s l i v e r

“ .

2
.

3 滑皿蛇肝 m t N OA的分子纽

用 B a m H I
、

E 。 。 R l
、

P s lt 完全消化滑 鼠蛇肝m t D N A
,

经 0
.

8肠 琼脂搪凝胶 电 泳

检测酶解产物
。

结果表明
,

P s lt
、

B a m H I和 E 。 。
R l在滑鼠蛇肝 m t D N A上分别有 2 个

、

3 个和 4 个切点 ( 图 4 )
.

以丸D N A的E c o
R I

、
B a m H I和 H i n d l 片段作 为 分 子 量 标
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图 4 滑鼠蛇肝 m t D N A 限制酶水解片段琼脂糖凝胶

电泳
F 19

.

4 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 i
-

e t r
i o n f r a g m e n t s o f m t D N A o f P t y a s

m u e o s u s l i v e r
.

l
。

m t D N A Z
。

m t D N A + P s t I 3
。

m t D N A

+ E e o R I 4
。

m t D N A + B a m H I S
。

浇D N A

+ H i n d I 6
。

几D N A + E e o R I 7
。

几D N A
+ B a m H I

准
,

根据D N A片段 的迁移率的倒 数 与

其分子量成反比的关系 〔叼 测定 各 片段

的分子盆
。

对于分子 量 太 大 而 不 落

在标准曲线的直 线 部 分 的 片 段
,

则

用 S o u t h e r n ( 8 〕建立的 计 算 方 法 进

行测定
,

结果见表 1
.

从而求 得 滑 鼠

蛇 肝 m t D N A 的分子量为 1 6
.

g l k b 或

l o
.

8 5 x 1 0 d a l t o n 。

表 1

T a b

滑鼠蛇肝 m t D N A 限制片段

分子量 ( k b )
.

1 S i z e o f r e s t r i e t i o n f r a g m e n t s

o f P t y a s m u e o s u s m t D N A ( k b )

P s t l B a m H I E e o R I

1 4
.

4 4

2
.

4 8

1 6
.

9 2

9
。

78

4
.

4 7

2
。

57

1 6
。

82

6
.

35

6
.

28

2
。

96

1
.

1 9

1 6
。

9 8
. .口 . .目 . . .尸 . . . . . 曰 . . . . 州国 . . . . 留臼 . . ` . . ,一 . . 护 , . r . . . . . . . “ .

吸

3 讨论

由于蛇肝内部存在结缔组织
,

不能剔除干净
,

且肝组织较坚实
,

用带研柞的匀浆器

难以制备肝匀浆
。

我们采用高速组织捣碎机制备蛇肝匀浆
,

取得较好的结果
.

我们制备蛇肝 m t D N A时发现按赵法 〔’ ,用 ZM N
a C I沉淀除去大量 R N A 时

,

有 相 当

量的m t D N A共沉淀出来
,

这样会影响 m t D N A 的收率
.

因此我们采用 酚
一
氯 仿抽提线

粒体裂解液
,

经乙醇沉淀粗 m t D N A 后
,

用上柱缓冲液溶解沉淀
,

所得样品直接上柱
,

缩短了操作过程
。

我们采用国产 4肠珠状琼脂搪凝胶柱层析纯化m t D N A
,

获得比较满意的结果
.

上柱洗

脱时
,

珠状琼脂搪凝胶的分离效果受洗脱液的离子强度影响较大
.

我们曾用不含 N a
CI 的

缓冲液 ( o
.

o l m T r i s 一 H C I
,

l m m E D T A
,
p H s

.

5 )进行洗脱
,

但洗脱效果 差 (见图 2 )
。

含 IM N a C I的缓冲液洗脱仍不能排除大分子R N A对m t D N A的污染
。

而用含 2 m N a C I

的级冲液洗脱
,

R N A除得干净
,

所得m t D N A样品的纯度相当高
。
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用此法制得的蛇肝m t D N A
,

在电泳检测中可见到 2 条带 ( 见图 2 )
。

根据电 镜 资

料及前人报导的结果 〔`
’ “ 。来分析

,

迁移率较大的为超螺旋型 m t D N A 分子
,

迁移率较 小

的为开环型分子
.

D 一
环分子的带和直线型分子的带没有看到

,

这可能是由于 D 一
环 分子

和直 线型分子含量较少
,

用电泳方 法不能检测出来
。

测试中心电镜室夏锋协助样品的投影及拍照工作
.
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