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摘 要

本文以 质 粒������及噬菌 体又
。 �����了���为底物研 究 了� � 十 �

及����对限制酶

�����对底物���识别顺序的影 响
�

在��������
一

������
�

�
，
���� �����

，
����

��
��及���琉基乙醇的正常反应条件下

，
�����在���������上只 有一个 切点

，

酶切

后在凝胶电泳上可看到一条带
�

用���� �� 十 十

代替��
� �

或在反应液 中加入����进 行酶

切
，
在电泳上出现许多新的带

�

以久����������为底物也得到类似的结果
�

新产生的 片段可

以用���连接酶重新连接成线状分子
�

���
乍

及 ����还 能 使�����切 割 细菌 本身的

���
�

这些数据表明
�
� � 十 �

及����确实能降低�����对底物的专一性
，

放松 对 识别顺

序的要求
。

讨论了专一性降低的机制及其在核酸研究及基因工程中的意义 ‘

第二类的限制性内切核酸酶 �简称限制酶 �是一类以��
� �

为辅基的顺 序 专一的内

切核酸酶 〔 ‘ 〕 。

它能识别双链���上的特定顺序并在此顺序内 切 断���链
，
产生特定

的���片段
�

限制酶的这种特性使它成为基因工程及���结构功能研究中的重要工具

酶
，
也为从分子水平上研究蛋白质和���之间的相互作用提供了重要条件

�

但 近 年来

的研究表明
�
改变酶的反应条件

，
某些金属离子

、

有机溶剂等都会改变酶的专一性
，
使

其对底物双链���的识别顺序产生
“ 放松

” 的现象
，
生成较多的片段

。

据 报 导
，
改变

��和离子强度
、

以�� � �

代替��
十 �

以及有机溶剂如甘油
、

二甲基亚讽������
、

二甲基

甲酞胺等都能降低�
。 。 ��对底物���的专一性 〔 ’ 一 “ 〕 � �� 十 � 、

甘油及����等 也 能降

低�
����

、
����

、
����

、
����

、
����

、
����

、
����及����对识别顺序的要求 〔，一 ��。

限

制酶识别顺序的
“
放松

”
现象对于研究蛋白质与���之间的相互关系以及���的结构

都有重要意义
�

本文研究了�
� � 十

离子及二甲基亚枫对限制酶�����顺序专一性的影响
。

材 料 与 方 法

�
。
又�������� 主要根据����� ���的方法分离 〔 ‘ “ 〕 。

接种溶源菌大肠杆菌 ������

�几��������于�������一肉汤 � �
�

�帕葡萄糖中
，
在����振荡培养至������ �

�

���
�

�时

本文����年��月收到



����年

一在��℃诱
一

导巧分钟
�

继坎让 了�振 摇 �一�含小对
�

焦后在室温下离心收 集 菌体
，
悬浮

于��毫升���狱
‘

介��一���于�了
�

�
，
���� 入工���

�

中
，

加对�毫升氧仿
，
在��

‘

℃墙养使细

胞裂解
�

向裂解液加����
��至最后浓度 与��微克�毫升

，
���培 养 至 粘 度 降 低

�

川

�����������转子���。 。转�分离心��分钾
�

巨行丫夜加固体�
�
��至最终浓度为�

�

��
，
加聚

乙二醇��� 。��卫��。 。时三最后浓度方井孙
夕

搅匀后征冰浴 中 放 置 �小时
，
离心收 集沉

淀
�

沉淀 毖浮于 �一 �。雍升” 二卫
厂

�抓 �一片已
、
�圣王了

。

�
、
��������

�
的溶液中

。

用氧化艳

顶成梯度仍心论
�纯化几 兰

�

�言
乙

� 。
川将 一几沂厂反铺在

。 之 �
。

几 户 � �
�

��及户 二 �
�

�的 预 成梯

度上面
，
在步侧罢转子 ” �三。 母舫传�分

� 公 莎小时后
，
取出肛噬菌体带

，

再在抓化艳梯度
‘�，

离心一次
�

获衍灼纯化不噬蔺体用耐抽提法涂去蛋 自质
，
纯化兑���

�

�
�

������的纯化 离心收集经氧份索处理的带质粒������的大肠杆菌 ����� 细

胞
，
�月溶菌酶一写��裂解 油

·

三扮臼��认
“ 了共子 �了。 。 。气

一

专�分
，

一小时�除去细胞碎片后
，

用

酚抽提除蛋自
。 、�尺���。 �

一

佘
、 �

沃��后 经 尚精沉淀回收��八
，

悬浮���于��缓冲液中
，

用氧化艳一汉化乙锭亩仄梯 支超离心 �侧 ����认�如�
’

�
一

�刘
�

冷子 �����转�分
， �。刁、 时 �

取出质粒带后川 眨丁眼涂澳 �乙乙锭
， �
三衍 �

�

获卫�抓化班
，
热 佑泊精沉淀回收质粒 ���

�

�
�

流感嗜血杆菌歹�八的分离纯化
�

�

三妄很据�
� ���� � �

灼方法 〔 ’ ‘ 〕 ，
从万��从��沉���

�

�，，�八
‘ 。
���

。 。 �� �� �了中捉取
，

涪养 三砂 曰男的细胞 �肠��溶菌后用氯仿多 次 抽提除蛋

自
，
�����

除���
，

然后月�异丙醇沉注回收���
。

�
�

限制酶蹄 ��互的纯化 采用流感哨 血 杆菌 旦�休 ‘�
�

知灿
，。
昭�� �� �����

，

纯化步骤前已报
一

导 〔 ’ �
·
�“ 〕 �

�
�

酶解条件 ����且及 ���直的海解反应标准液为�。微升内含���� ����一���
，

���
�

�
，
���� ����

� ，
����

飞�����
，
了二� �

一

琉 盛乙辞
， �

�

�一�微克���
，
�一�微升

��单位�微升 �两派
�

反从浓在���保温一厄时间
�

各试验组中另加 ���� � �
��

�

及

不同浓度的�人诏�
。

反应兄华加 �撇升肠肠
一

甘汕
、 。 �

孙工 �� ��
、
�

�

��肠 汉 盼蓝以终

止反应
�

样品用琼脂糖或聚�万烯酸胶凝胶电泳分析
�

�
�

电泳 凉脂糖水平板伏凝胶电泳���
� �������浓度为��

，
电泳液为���� �����

���
，
���

�

�，��� ��
‘

�八
，
���� ��人� �

点样后正��伏电泳 �小时
，
取出在�

�

�微克�

毫升的澳化乙锭书液中染色��分钟
，

在蒸馏水中脱色��分钟
，
然后在紫外光下照相

�

聚

丙烯酞胶垂直平板凝胶���丫 ��
�� “

�浓度是�铂
，
电 泳 液为

�

���� ����一���
，
���

����
，
用硼酸城��主�

。
�

。 。一己���伏电压下
，
电泳 �小时

�

电泳兄毕技琼脂糖凝 胶电泳

方法染色照相
�

了
�

酶切片段的重新连接 经����处理后产生的酶 王别宁段用��
一���连接酶����

产品�处理
�

反应液含���� ���� 一�
一

王�� ���
� 。 ，

��� ����
� ，
�

�

��� ����
，
�

�

���

���
，
���� �

‘

��
，
��微克 乙升牛篮清蛋 白及�一�单位�理

一
���连接酶

�

铭℃保温�一

��小时
。

夕士 甲�
于目 ��、

�
�

��
十 十

离子对晰�� 皿识别顺序的影响
。

在���� ����一�
一

���
，
���

�

嫂
，
���� 人����

� ，
���� ����及��� �一琉墓乙醇的止
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常反应条件下
，
�����对底物���的识别顺序是�丰�����

，

在质 粒 ������上有一

个切点
，
酶切后只有一个片段

，

在凝胶电泳上可看到一条带 〔图 �� �����〕
，

若以�� ‘ ’
取

代��
� � ，

则出现多条带 〔图 �������一����〕
。
������经另一限制酶��� � 切 后再用

�����酶切会产生新的带
，
若以�� � 十

代替��
� �

则出现更多的带 〔图����〕
。

�����在

久����������上有 �个切点
，
酶解后有 �个片段 �图上只看到 �条带

，
另二个 片段因

浓度稀看不清�
。

以�� � �

代替��
十 �

则出现更多的片段 〔图 ����〕
。

以上实验结果 表明
�

以�� � 十

取代��
� 十

时�����对底物���的专一性降低
，
对识别顺序的要求有所放松

，

因而酶解后产生的���片段增加
�

我们曾经研究过保温时间对�����活 性 改 变的影

响
。

如图 ����所示
，
在���� �� � 斗

存在时
，
保温五分钟即出现新的带

，
��分钟 开始

带型稳定
，
无新的带出现

�

我们曾用不同来源的酶做同样的实验都得到相同的结果
，
值

得指出的是新产生的片段都具有一定的长度而且是可以重复的
。

把新产生的酶切片段用

��一���连接酶处理可以重新连接成线状���分子�图 ��
，
可见新形成的片 段都具有

粘性末端
�

以上结果证明
�

新片段的产生是由于酶识别顺序的改变而不是杂酶引起的
。

�
�

����对�� ���专一性的影响

疏水的有机溶剂如����
、

二甲基甲酞胺
、

二甲基乙酞胺
、

甘油等能改变�����
、

�����
、
����等限制酶的专一性

�

我们在�扭��的正常反应液中加入�一��务的����

也得到相似的结果
。

图 �表示不同浓度的����对�����专一性的影响
。

在正 常条件

下
，
�����酶解������后得到的是一条线状的���

，
在电泳上看 到 的是一条带

，
加

入�肠����
，
开始出现新的带

，
随着����浓度的增加

，
线状���片段 的 量逐渐减

少
，
新生片段的数目逐渐增加

，
至��肠����时出现近��条带

，
这说 明���渗能改变

�����对底物���的专一性
，
改变了对识别顺序的要求

。

我们曾用��一��帕的甘油试

图改变�����的专一性
，
但没有得到阳性结果

，
只发现��肠以上的甘油对酶活 性 有抑

制作用
。

�
�

�����专一性变化对细菌��
�

���������
�
����的影晌

。

我们分析了经�
� 十 十

及����处理后
，
�����专一性的改变对细 菌本 身���的影

响
。

由于细菌存在限制
一

修饰系统
，
一种限制酶对细菌本身的 ��� 是 不 起 作 用 的

。

�����是从 �
�

�’����。 勿 。 �� ���� 中纯化的
，
因此

，
在正常的 反 应条件下

，
它应

该不切�
�

����� �� ��� 的 ���
�

在 图 �中
，
���是�

�

玄���
������ ���

，
���是 经 过

����巫酶解的���
，
没有发现任何切割的现象

�

���及�劝是在酶 解 反 应 中分 别加入

�� � ‘
及����

，

可以看到���被酶切的情况
。

由于细胞���分子量大
，
切点很大

，
切

下的片段大小不一
，

不能在电泳形成可以彼此分开的带型
，
而是一条连续的带谱

。

这进

一步表明
�

在� � � �

及����存在的情况下
，
�����的识别顺序发生了变化

，
细菌的修

饰作用已不再能保护本身的���了
�

讨 论

第二类的限制酶是一类顺序专一的内切核酸酶
，
它们在特定的核昔 酸 顺 序上切断
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���链
，
产生可以重复的具有一定大小的���片段

。

但改变反应条件 如 以�� � �

代替

��
斗 十

以及��
、

离子强度的改变及有机溶剂可以改变某些限制酶的专一性
，
降低酶对识

别顺序的要求
。

我们的研究集中在�
� 十 ‘
及����对�����活性的 变 化方面

。

实 验结

果证明
�
�� � 十

及����确能改变�����对底物���的专一性
，
降低对识别 顺 序的要

求
。
以������为例

，
在正常条件下它只有一个�����切点

，
酶切后只有一个片段

，
但以

�� 干 十

取代��
� �

或在反应液中加入����
，
却出现许多新的片段

。

用����处 理 后得

到的������酶切片段可以用��
一���连接酶重新连接 成线状 分子

�

在 �
� � 十

及����

存在下
，
�����还能切断细菌��

�

�����
。
时

� 。
�本身的���

。

这些都证明�� 十 十 、
����

能改变�����的酶活性
，
由于专一性的变化

，
使酶存底物���上的切点增加

，
产生更

多的片段
，
使原来受修饰作用保护的寄主细菌���也被切断

。

关于反应条件改变后
，
酶专一性降低的机制

，
�������等曾对�

����
，
�����等酶

作过较详细的研究
，
大致有二种情况

�

一种是对识别顺序中核昔酸数目的要求减少
，
从

�个核昔酸降为 �个核昔酸
。

如�
����的识别顺序原来要求�杏������个 核 昔 酸

，

改变反应条件后
，
只要有����就行了 〔“ ， ‘�， ‘ ” 〕 ，

这样在底物���上的切点势必增加
�

另一种情况是识别顺序内某个核昔酸 的改变
�

如�
����的 识 别 顺 序为�各�����

，

在甘油
、

二甲基 硫 酸 醋 等 存 在时
，
其识别 顺 序 可变为�杏�����

，
�杏�����及

������� 〔 ‘ 。 �

由于还没有做过酶切片段的顺序分析
，
目前还无 法 确 定�����专一

性改变的具体机制
�

这里只能提供一点线索
�

�����的识 别 顺 序是 �杏�����
，
以

������为例
，
若识别顺序从������变为����

，

则在����个核昔 酸 顺 序中可找到

��个这样的位点
，
而在�� 十 十

存在时
， ������经�����切后可产生 �个 片 段 �电泳上

可看到 �条带 �
。

考虑到������上��个����顺序中有 �个����之 间 的 距离都很

近
，
产生的片段只有几个至几十个碱基的长度

�

这样短的���片段在电泳上 是 难于看

见的
。

这样电泳上看到的带的数目与理论推断的���片段的数目可能是 相符 的
，
就是

����皿专一性改变的机制可能与�
����相似

�

在二价金属离子中
，
只有�� 十 十

能改变��
���的专一性

，
其它离子如��

� � ，
�� ‘ � ，

��
‘ 十 ，

��
十 十

等都不能取代��
� �

或�
� 十 十 ，

根据我们的实验结果 �未示 出 �
�

这 些离子

在���以上的浓度时都能抑制�����的活性
。

值得指出的是�� 斗 �
也会改 变 其它与核

酸代谢有关的酶的专一性
，

如大肠杆菌���聚合酶�〔
‘�〕 、

大肠杆菌���聚 合酶 〔 ‘吕〕 及

������〔 ‘ ’ 〕等
�

限制酶在核酸研究和基因工程中起着关键的作用
�

酶专一性的 改 变 可以使一酶多

用
，
一些原来没有酶切点的���分子

，
可以通过改变反应条件而 将 之切开

，
产生粘性

末端
，

进行重组
，
也可以使缺失片段引进此���分子中

。

因此限制酶专一性 改 变的研

究不仅在蛋白质一���相互作用研究中有重要的理论意义
，
在���的结构功能研究及

基因工程研究中也有实际意义
�
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图 � �� � ‘
对�����专一性的影响

����
�

������ ���� � � �� �五� ����������了 ������ �

����
�

���������

�
�

��������� � �� ���� �
，
反应��

，，
��℃

�一��
�

��������� � ��� ���� �� ���� �� 十 今

反应时间分别为�，
、
��尹

、
��，

、
��，

、
��，

、
���，

、
���，及���，

，
��亡

��
�

人�������� � �� �����
，
反应��

，，
��℃

��琼脂糖凝胶
，
��伏

，
电泳 �小时

����
�
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