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摘 要

本文用酶部分降解凝胶直读法测定了棉花种子 5 5 r R N A 的核普 酸 烦 字
.

棉 花 种 子 5 5

了R N A 由n s个核普酸组成
,

其顺序为
:

P G G U U C A A
优

A U A C C G A C A C U A A U G C A C C G G A U C C C A U C A G A A C U C C

G C A G U U A A G C G U G C U U G G G C G A G A G C A G U A C U A G G A U G G G U G A C C U C

C U G G G A A G U c C U C G U G U U G A A C C C U o H

比较了棉花种子 5 5 r R N A 与己知高等植物及某些其他生物 5 5 r R N A 结 构 土 的 同 源

性
,

发现高等植物5 5 r R N A是非常保守钓
,

反应它们在进化土具有密切的亲缘关系
.

’
_

乞5 r R N A 是核糖体的一个组分
,

在蛋白质的生物合成中具有重要的生物 功 能
、 此

外
,

55
r R N A具有较保守的一级和二级结构

,

因此它也是研究生物进化的好
_

材 料
.

口

前
,

巳经测出 5 5 r R N A一级结构的生物有一百多种 `” 约 ,

并广泛开展了其结构与 进 化

关 系 的 研 究 〔“ ’ ` 〕
。

我们曾经测定了蓖麻蚕后部丝腺体 5 5 r R N A 的核昔酸顺 序
,

比 较

了几种昆虫 5 5 r R N A结构的差异卿
.

本文报道用凝胶电泳直读法测定棉花种子 的邪
r R N A 的核昔酸顺序的结果

.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

试验材料 供试棉花种子为中国农业科学院棉花研究所培育的优良品种中棉所 9

号 ( 本实验曾用中棉所 10 号测定过部分 5 5 r R N A 的顺序
,

未发现两者有什么 差 异 )
。

2
.

棉籽 55 r R N A的制备 将剥去种壳的棉籽 10克放入研林中
,

加 入 少 量 S S C 溶液

( o
.

1 4M N a C I
, o

.

o 1 4 M柠檬酸钠 ) 研磨成浆糊状
,

加入 1 0 0毫升 S S C溶液
,

再加入等

体积 90 肠苯酚搅拌抽提三小时
, 6 0 0 0转 /分钟离心 3。分钟

,

吸取水相
,

尽量避免吸 到 脂

肪
,

再在水相中加入等体积90 呱苯酚
,

搅拌抽提 3 。分钟
, 6 Q0 0转Z分钟离心

.

30 分 钟
,

吸

取水相
,
然后加入 3倍体积预冷的 95 肠乙醇

,

搅拌后置冰箱中沉淀过夜
`

.

第二 天
,

冷 冻

离心取沉淀
,

沉淀用 I M N a C l lo 毫升溶解
, 8 0 0。转 /分钟冷冻离已3 。分 钟

,

沉 淀 为棉
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籽大分子 R N A
,

水溶液为棉籽小分子 R N A
,

小分子 R N A再用 95 帕乙醇沉 淀 后
,

溶 于

1 5毫升 Z o m M T r i s
一
H C I ( p H 7

。

5 )中
,

上 D E A E一纤 维素 ( C l
一

)柱
,

用 0
。
3M N a C I

, 2 0

n 、
M l

’

r i s 一 H C I( p H 7
。

5 )洗涤柱至流出液A 2 6 o < o
。
i ,

再用 I M N a C I
,

Zo m M T r i s
一
H C I

( p H 7
。

5 )洗脱
,

收集高峰部分
,

样品对水透析
,

冻干
,

备用
。

棉籽小分子 R N A S毫克左右加入尿素以及二甲苯蓝和澳酚蓝作为指示剂
,

在 含 有

7 M尿素的 10 肠聚丙烯酞胺 45 0 x 2 5 0 x Zm m 平板凝胶中电泳分离
,

缓冲液 为 T r is
一

硼 酸

一 E D T A ( p H S
.

3 )
。

电泳到二甲苯蓝指示剂走到平 饭底部
,

将凝胶放在荧光板 上置于紫

外灯下观察
,

并割取含有 5 5 r R N A 条带的凝胶
,

凝胶中的 5 5 r R N A样品 参 照 N a x a m

和G i lb e r t 的方法 〔6〕抽提制备
。

3
.

3
`

末端标记部分醉解凝胶直读法

参照 P e a t t i e 的 3 产末端标记 〔7〕以及 D o n i s 一 K e l l e r
部分酶解的方法并稍加改进

,

具体

实验步骤如下
:

① 5 尹 一 “ Z
P 一 p C p 的制备 反应系统包 括 3 产 一 C M P 3

.

7 5 n m o l e
, 50 m M T r i s 一 H C I

( p H g
.

o )
, i o m M M g C I

。 ,

s m M二筑基 赤 醉 醇
, o

.

l m M E D T A
一
N a Z ,

l m M 精胺
,

r 一 “ ZP 一 A T P ( o
.

Zm C i , 3 0 0 0C i /m m o l e )
,

T
`

多核昔酸激酶 ( 中国科学院生物物理 研

究所产品 ) 1一 2单位
.

反应总体积 0] 微升
,

于 4℃冰箱中标记 20 小时
,

然后置 10 。℃沸水

浴中加热 2分钟
。

② 5 5 r R N A 的 3 产末端标记 用上面含有 5 产 一 “ Z
P 一 p C p的溶液

,

加入棉籽 5 5 r R N A

一。微 克
, s o m M T r i s 一 H C I p H s

.

3
.

z o m M M g C 1
2 , 3

.

3m M二 琉 基赤醉醇
, 5

.

0升M

A T P
, 1解 g / m l B S A

,

10 肠二甲亚讽
,

T
4
R N A 连接酶 ( 上海生物化学研究所制备 ) 2单

位
。

反应总体积 25 微升
,

置 4℃冰箱中标记 20 小时
。 -

③样品纯 化 3 `

末端
“ Z p C p标记的 55

r R N A样品用含有 7M尿素的 20 % 聚丙烯酞 胶

平板凝胶电泳 ( T r 污一硼酸
,

p H S
.

3) 进行纯化
。

电泳后
,

凝胶放射自显影
,

然后割取棉

籽 5 5 r R N A , p C p条带的凝胶
,

从中抽提洗脱样品
,

样品分管进行部分酶解
.

④部分酶解 酶解是参照 D o in s 一 K e n e r等人 哟 在尿素缓冲液中降解 的条件
.

反 应

缓冲液 为 Z o m M 柠 檬 酸 钠 ( p H S )
,

z m M E D T A
,

7M 尿 素
, 0

.

0 2 5肠 二 甲 苯 蓝
,

0
.

0 2 5肠澳酚蓝
.

每种酶的用量及反应温度
、

时间见 表 1
。

另 外
,

取 2微 克 3 尸 一 “ “
p 一 5 5

r
R N A 及载体 t R N A的混台样品在指管里抽干

,

加入 5微升重蒸甲酞胺
,

封 宁飞
: ,

沸 水 俗

中煮 20 分钟
.

以上不同酶部分酶解的几套样品
、

无酶对照样品以及甲酞胺部分降解的杆

品分别加到一块含有 7M尿素20 帕聚丙烯酸胺平板凝胶 ( 4 5 0 丫 2 50 x o
.

s m m ) 的不 同 样

品槽 ( 宽 s m m ) 中电泳
.

电泳后
,

放射自显影
,

即可根据其图谱决定出 R N A 的序列
.

4
.

棉籽 55 r R N A的 3 尹末端部分顺序浦定

按照李文琴等人 卿 的方法
,

将 3 `
末端韶 p C p标记的棉籽 5 5 r R N A用 R N a s e T

Z

酶 全

酶解
,

再用微晶纤维素薄板进行双向 层 析 ( 第一向
:

异丁 酸 : o
.

SN 氨 水
= 5 : 3 , 第二

向 : 异丙醇
:
浓 H C I : H

:
o 二 7 0 : 1 5 : 15 ) 鉴定出 3 ’ 一 3 2 p 一 U p

,

可确定 棉 籽 5 5 r R N A 的

3 产
末端为 U 。 , , .
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表 I 邵获诱解使用的醉童及反泣盆度与时
`

间

RRR N a s eee T `̀ U ::: P五y MMM 人人 一 EEE

333 , 一 3 2P 一 SS r R N AAA 1召 ggg 1拌ggg 1拼ggg 1拌ggg 1拼ggg 1产 ggg 1拜ggg 1拌ggg 2料 ggg

及及载体 t R N AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3拼 111

缓缓冲液液 3拼 111 3拌 111 3拌 111 3拌 1 ... 3拌111 3拼 111 3林 111 3户 11111

酶酶量二二 叹 ` 片 1111
0

。

25 UUU 0
一

I UUU 0
。

Z uuu 0
.

2 UUU 1 UUU 0
一

s n ggg

1
s n ggg 000

1115
,,

5 3℃

混合上样
{

.

三竺}
一

兰兰 }兰丝立{竺且里
~ …一5,

{ 混合上样 { 混合上样 ! 混合上样 上样

. 此缓冲液中无尿素
,

其他都相同
.

二加入酶的体积均小于 1微升
.

再取 3 尹末端
3 2 p C p标记的棉籽 5 5 r R N A 样品

,

加入 s微升 l m M T r i s 一 H C I( p H 7
.

5 )
,

i o m M N a C I
, 0

。

l m M E D T A溶液
, i 0 0 oC 加热 2分钟后速冷至 o oC

,

再 加 入 R N a s o T
、

2微升 ( 10 U /微升 )
,

37 ℃ 保温 15 分钟
,

进行 R N as
e T

,

全酶解 以获得棉籽 5 5 r R N A的

3 尹末端的片段
。

此片段可用 20 帕聚丙烯酞胺凝胶电泳或同系层析分离纯化并 回 收 此 片

段
,

参照李其操等人 〔`。 〕的方法用 N a O H水解
,

打点
,

确定核昔酸顺 序
.

具 体 步 骤 如

下
:

`

L述片段加入 1
.

5微升载体 t R N A ( 9微克 /微 升 )
,

15 微 升 o
.

23 N N a O H
, 0

.

2 m M

E D T A
,

于 3 7℃ 保温
,

分别 在 0
、

2
、

5
、

1 0
、

2 0
、

3 0
、

6 0
、

9 0
、

12 0 分 钟 11寸
、

各
`

取 出

1~ 1
.

5微升反应液至用干冰冷冻的 4 00 微升乙醇
、

75 微升 0
.

3M醋酸钠溶液中停止反应
.

然后
,

样品在干冰中冷冻沉淀过夜
,

第二天
, 1 5 0 0 0转 /分钟离心

,

弃去上清液
,

沉淀的

样品抽干
,

再溶于2微升重蒸馏水中打点
:

样品点在醋酸纤维素长条的一端
.

在 5肠冰酷

酸一 0
.

5帕毗吮 ( p H 3
。

5) 缓冲液中电泳
,

电泳后
,

将样品转移至 D E A E一纤维素薄板 上
.

用 H o m o 6同系层析溶剂层析
,

放射自显影
,

读出棉籽 5 5 r R N A的 3 `
末端部分核昔酸 顺

序
。

5
.

棉籽 55 rR N A的 5 尹末端部分顺序洲定

参照 D o in s 一 K el le :
等人的方法 〔幻 ,

棉籽 5 5 r R N A 用碱性磷酸单醋酶脱去 5 了

末 端

磷酸
,

再用卜部 P 一 A T P
,

T
4

多核昔酸激酶标记 5 5 r R N A 的 5 产末端
.

其 5 产末 端
3

甲标 记

的 5 5 r R N A用 R N a s e T :
全酶解

,

再用微晶纤维素薄板进行双向层析 ( 方法同前 )
,

鉴

定出棉籽 55 r R N A 的 5 尹末端为
“ Z p G p

.

再将 5声末端故 P标记的 5 5 r R N A ( 整分子 ) 用前面所述的打点法确定棉籽 55
r R N A

的 5夕末端部分核昔酸顺序
。

二
、

结 果 与 讨 论

1
。

棉籽小分子 R N A 在含有 7M尿素的 10 呱聚丙烯酸胺平板凝胶中的分离见 图 1
。

图

中上面一条带为 5 5 r R N A
,

下面一些条带为 t R N A
.

实验中
,

我们曾将 棉 籽 5 5 r R N A
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与蓖麻蚕后部丝腺体 5 5 r R N A ( 12 0个核昔酸 ) 在同一块凝胶中电泳时
,

发现棉 籽 5S
r R N A在凝胶中的迁移速度稍快

,

因此
,

棉籽 55
r R N A 的分子量是比蓖麻蚕后部丝腺休

SS
r 尺N A要小一些

.

结梅测定的结果也证明了这一点
.

2
.

经 3
产

末端标记鉴定
,

S S r R N A 的 3
尸

末端为 U
。 ; : 。

尹手将 3
/

末端
芯 Z

P标记的 S S r R N A 用 R N a s o T
,

全 酶解所获

得的片段进行打点法鉴定
,

可知其顺序为 A A C C C U , p

C p ( 见图 2 )
,

由于这是用 R N as e T
:

酶解所 获得 的片

段
.

因此棉籽 5 5 : R N A 3 产末端的 n颐(序袍 为 G 、\ A C C C

又
_

丁
。

图 2 以及图 3 打点图谱中除了正常放射性白显影的

点 以外
.

诬有 一些杂点
,

这是 由于采用碱进行部分水解

的缘故
,

此情况在 文献〔 10 〕中有较详细的说明
.

:
.

经 5 `
末端标 记可鉴定 出棉籽 5 5 r R N A 的 5 `

末端

为 p石
.

再经打点法可以得到 5 尹末端顺序为 p C G U U C A

人 U (
一

二
·

… ( 见图 3 )
.

图 一 棉籽小分子 R入A 1 0 ;石宋内

烯酞胺凝胶电泳分离图诺

( 箭头所指为 S S r R N A )

2 3
` 一 3

于 行记 }」洲粥籽 3 5 r R N A 的丫
/

{
、
罚片段部分碱水解双 {川电泳同系

层和子放射自显影图谱
1

.

第 一同是酷酸纤维素电泳
,

酷酸一
r ]比咙级冲液

,

P H 3
.

5
.

11
.

第二向是 D E A E微品汗维素同系

层祈
.

H o m o m i 又 VI 展层
。

川 3 5 / 一 3 2
P 标记的棉籽 5 5 r R N A部分碱

水解双向电泳
,

同 系层析放肘自显影

图谱

I
、

11 同图 2
.
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4
。

图4为凝胶直读法阅读棉籽 5 5r RN A的图谱
。

在此图中
,

除了 R N as e A部分酶

解情况较差外厂其他三种酶较好
,

因此确定是否是 c
,

可根据其他三种酶均
,

无 明显 条

带
,

并参考R N a s e A的情况
.

我们在部分酶解后
,

分次 先后 上 样 , 即 可 以 读 出 5S
r R N A的大部分顺序

。

图 4 3, 一 “ Zp标记的棉籽 55 r R N A的 R N as e 部分酶解凝胶直读顺序的放射性自显影图谱
( L一甲酞胺降解

,

T i一 R N a s e T i部分酶解
,

U Z一R N a s e U
Z

部分酶解
,

M一R N a s e

P h y M 部分酶解
, A一 R N as

e A 部分酶解
, 一 E

— 无酶 )

我们把凝胶电泳直读法所获得的顺序与5 更末端
、

3 沙末端打点法所获得的 顺 序 重 叠

( 图 5 ) 即可获得棉籽 5 5 r R N A 的全核昔酸顺序 ( 图6 )
,

棉籽 5 5 r R N A 为 11 8 个 核昔

酸
。
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图 5凝胶直读法与末端打点法测定的棉籽 5 5rR N A部分顺序的重叠

P G G U U c A A U C A U A C C G A cA c U A A U G C A C C G G A U C c C A U C A G

A A C U C C G C A G U U A A G C G U G C U U G G G C G A G A G C A G U A C U A G

G A U G G G UG A C c U cC U G G G A A G U C C U C G U G U U G A A C C C U oH

图6 棉籽 5 5rR N A的全核普酸顺序

5
.

图 7是我们根据D o

W耽ht r e等 〔“ 〕提出的 5 5:R N A的二级结构模型排 列 的棉籽

弱
rR N A的二级结构

。

A
、

B
、

C
、

D
、

E为五个配对区
,

另外有五个环区
,

M一多支环

( m u l t ib r a n e h e d l o o p )
,

I :
,

I:一内部环 ( I n t e r i o r l o o p s )
,

H
, ,

H
a

一发夹环 ( H
a i r p i n

l o o p s
)
。

6
。

目前巳经测定了近十 种 高等

植物和一些低等植 物 ( 如 藻 类 ) 的

5 5 r R N A 的一级 结构 〔 ` ’ 约
。

我 们根

据 D e
W

a e h t e r
等提 出的 5 5 r R N A

二级结构的模型及 其 排 列 S S r R N A

结构的方法 〔 ” 〕 ,

比较这些植物的同

源性
。

把 这 些 植 物 5 5 r R N A 与 棉

籽 5 5 r R N A 在相同位置上为 相 同 核

营 酸的数 目与棉籽 5 5 r R N A 的 核 昔

酸总数之比
,

作为同源性的比率
,

排

列 在 表 2 中
。

发 现 高 等 植 物 的 5 5

r R N A 都非常相 似
,

棉 花 与 它 们

的同源 性可达 87 呱到 95 肠
,

而与低等

植物 藻 类 相 比
,

差 别 则 较 大
,

反

应了它们之 间 在 进 化 士 的 关 系
。
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棉籽 5 5 r R N A的二级结构

2 7”图

表 2 也比较了棉花与动 物
、

细 菌 5 5 r R N A 的 同 源 性
,

虽 差 别 更 大
,

但 也 不 低 于

5 0肠
。

在高等植物 5 5 r R N A 结构间的很少差异 中
,

仅在于 A 区 ( 3 矛端和 5 尹端 ) 核 营 酸 灼

数目和种类变化稍大
,

以及在 M环处
,

有些植物为 C A U A
,

另一些为 A C C A
,

其 他 部

分的差别则非常少 ( 见图 8 )
。

`

可见高等植物 5 5 r R N A是非常保守的
。



第二期 棉花种子 65 rRA N的全核普酸顺序 7 1

表 2林花种子 5 5 rRA N与其他生物5 5 rR NA 的同源性比较

高 等 植 物 藻类及酵母 动 物 及 细 菌

菠菜S pi na e h

(S Pi a e ni a ole ra e e a ) 9 5 %

蛋白核小球藻

(C h l oe r l la Py e r n oi d
-

s a o) 7 5 %

蓖麻蚕

( P hi l os a m i a e y n t hi a

ri c i ni ) 6 6%

小麦W he a t

( T ri ti e u 也 a e s ti vu u ) r

9 1 %

条斑紫菜

( P or p hy a ry e z oe s ni s )

5 7 %

爪蟾

( Xe n opu s la e vi s ) 1 6%

向日葵s u n f l ow e r

( He i i a n t hu s a a U u s
) 9 0%

K B细胞 K Be e l l

( H om s a opi e s n) 66%

菜豆 Dw a r f be a n

( P五a s e olu s vu lg a ri s )

9 0%

球似酵母 Y e a s t

( T r ou l oPs i s u ti li s )

5 7 %

蚕豆 B ra od be a n

( Vi e i a fa ba ) 89 %
大肠杆菌E
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n tu m ) s 了%

孔
开 夹 姚 B

C HI

C
, 一)

明UC\ArC
( c

, ~ )

只C
UCC心A

~ )

.

\ (AC~ C
, ~ G

华人
C~ G

C A

-U C

! 二
C口界

一 A

.G

r..…
L

AG

( C
,

的一 ,

p
(八

,

O

(
甘 , c )

I 2 A

:

G一娜 户一凡 凡G

C
^ U

E

G一 C

C一 U

U- ^

C一 G

C一 G

(味 c )一 竺人
,

C一 G `

图 8 高等植物的 5 5 r R N A 的同源性

1
.

比较的高等植物为棉 花 以及

表 2 中列举的 8种高等植物

2
.

*

处为有变化的 核 普 酸 的地

方
.

括号内的核昔酸 为在此

处的核普酸
,

~ 表示此处空缺

UG

王王之 卜公
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