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摘 要

从流感嗜血杆菌 ( H a e m o p h i l u s i n f l o e n z a e ) R d株中纯化了限制性内切核 酸酶 H i n d

l 及部份纯化了 H i n d L 探讨了纯化过程中的某些问题 ; 检查了酶对底物双跳 D N A 的特

异性内切作用
,

从琼脂糖平板凝胶电泳中观察到的经消化后产生的 D N A 断片表明 : 酶对各

种底物具有专一性作用 ; 通过 D N A 断片的重新连接证明
:

樱H i n d l 消化后生成 的 断 片 具

有粘性末端
,

也说明纯化的 H i n d l 中不含明显的外切酶活力 ; 用聚丙烯醚胺
一

十二烷基硫酸

钠平板凝胶 电泳
,

葡聚糖凝胶 G 1 50 分 子筛层析及蔗糖密度梯度离心法测定了 H i n d l 的分

子量并对其亚单位进行了讨论
.

限市1]性 内切核酸酶 H i n d l 及 H i n d l 是 H
.

0
.

S m i t h等于 1 9 7 0年发现的 〔” “〕 ,

它们的

底物都是双链 D N A
.

H i n d l 的作用位点是
:

杏
5 ,.

· ·

… N一 A一 A一 G一 C一 T一 T一 N … … 3,

3 ,.
· ·

… N一 T一 T一 C一 G一 A一 A一 N… … 5,

个
H i n d l 的识别顺序为

:

丢
5’ … … N一 G一 T一 P y一 P u

一 A一 C一 .N
· ·

… 3了

3 ,.
· ·

… N一 C一 A一 P u
一 P y一 T一 G一 .N

· ·

… 5,
·

个

( P u
表示嚓吟

,
P y表示哦吮

,
N表示任一硷基 )

。

D N A 断裂以后生成 5 2

一磷酸及 3 /
一经基末端 〔“ ’ ` 〕由于 H i n d l 在双链 D N A 上的切

点是交错的
,

D N A断裂后生成粘性末端
,

有利于 D N A 断片的重新粘合
。

而且对于基因

工程 中常用载体如久D N A
、

质粒 p B R 322 等的切点数目都很少 (几D N A 上六个
, p B R 3 22

上仅有一个 )
,

使它和 E o o R I一样成为 D N A 结构功能研究中最常用的工具酶之一
。

迄今巳提取的限制酶已达 2 00 多种 〔” 〕 ,

但除 E o o R I外大多数酶均未提得很纯
,

且纯

化细节及物理性质如分子量等也未弄清
.

本文是在 H
.

O
.

S m i ht 等人 〔” 〕工作的基础上 对

H i n d l 的纯化过程
、

结果及其分子量
、

等电点等做 了较详细的研究
.

. 承 H
.

0
.

S m i t五教授及其助理 G
.

M
.

M ar le y的指导
,

菠此致谢
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材 料 与 方 法

菌种
:流感嗜血杆菌 ( Ha e m o p hi lu si n f lu e n za e

) R d株

培养塞
:

脑心浸出膏 1 8
.

5克

蛋 白膝 5
.

0克

酵母膏 2
.

5克

氯化钠 2
.

5克

蒸馏水 几 1 0 0。毫升

级离铁血红案液原液
:

氯高铁血红素 0
.

1克

组氨酸 0
.

1克

三乙醇胺 4毫升

蒸馏水 9 6毫升

NA O原液
:

夕一尼克酞胺腺嚓吟二核昔酸 ( NA D) 1 0毫克 /毫升
,

过滤灭菌

级冲液 A: 3 o m M T r i s
一 H C I p H 5

.

4

14 m M a 一琉基乙醇

5 % 甘油

级冲液 B : Z o m M T
r i s
一 H C I p H 5

.

4

1 4 m M
a 一
琉基乙醇

0
.

Z M E D T A

5%甘油

级冲液 C t l o m M 磷酸钾缓冲液 p H 7
.

4

14 m M a 一琉基乙醇

5 %甘油

底物 。 N机 质粒 p B R 3 22 从大肠杆菌 H BI O I中分离
,

噬菌体久D N A 从大肠杆菌 R 6 94

(久
e I 8 5 7 5 7 )中分离

。

细菌培养
:
每升培养基加 10 毫升氯高铁血红素原液

,
0

.

2毫升 N A D原液
,

接种对数

生长期细菌培养液 50 毫升
,

37 ℃震荡培养过液
,

一般在静止期后 3 小时 ( A 。 . 。

二 1
.

5 ) 离
J

合收集菌体
。

通常每升培养液可得 3一 4克湿菌体
。

醉活力浦定 * H i n d l 反应混 合 液 为 1 微 克 D N A
,

1 0 m M T r i s H C I p H 7
.

5
, l o m M

M g C I: ,
7 m M 琉基乙醇

, i一 1 0微升酶液
,

加水至 2 0微升
。

H i n d l 配方与 H i n d l 比 需 另

加 60 m M N a
c l

,
T r i s一

H C I缓冲液
, p H为 8

.

4
.

以上反应液在 37 ℃保温一小时
,

反应完

毕加 5 毫升染料混合液 ( 25 %甘油
,

O
。

I M E D T A p H S
.

0 ,
0

.

05 % 澳酚蓝 ) 以 中止反应
.

用 1 %琼脂搪平板凝胶电泳 ( 13 x 1 c4 m
2

)分析 D N A 断裂情况
.

电泳液为 4 o m M T r is 一 H CI
p H S

.

o , Z m M E D T A
, 3 o m M醋酸钠

,

在 5 0伏电压下走 3小时
,

取出凝胶
,

在 0
.

2微克 /

毫升的叮吮澳红中染色 20 分钟
,

用红色滤光片在紫外光下照相
。

蛋 白质含 t 洲定
:
按 L o w yr 方法帅

.

蛋 白质电泳
:
主要根据W eb er 及 o s b or

n的方法 卿
。

我 们 采 用 16 % 丙 烯 酞 胺
,
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0
.

2 %十二烷基硫酸钠 ( S D S )
,

在 1 50 伏
、

室温下走 3小时
,

电泳完毕
,

取 出凝 胶在 50 %

甲醇
、

功%冰醋酸及 0
.

1 %亮绿 中染色 2 小时
,

在 5肠甲醇
、

10 %冰醋酸中脱色
,

真空抽干
。

蔗糖密度梯度离心
: 5毫升 5 %一 20 %蔗糖梯度内 含 l o m M K P O

4 p H 7
.

4 ,

14 m M琉

基 乙醇
, 5 %甘油 ; 配好梯度 以后

,

将 80 微升 ( 10 单位 /毫升 ) H i n d l
、

20 微升 ( 5 0毫克 /

毫升 )牛血清蛋 白及 1 00 微升 ( 10 毫克 /毫升 )醛缩合酶混 合
,

铺 于 蔗 糖梯 度 表 面
,

在

S W 50
.

1型转子 中以 4 0
,

0 00 转 /分速度
,

在 4℃下离心 20 小时 , 离心后
,

用虹吸法自底部至

顶底收集 1 50 微升的分部
,

测 A
Z: 。
及酶活力

.

葡聚糖凝胶 G 1 5 O分子筛层析
:

柱大小
: 1

.

2 x 4 0 0 m
,

流速
: 0

.

2毫 升 /分
,

将 6 00 微

升含50 %甘油的 H in d l ( 3 ,

00 0单位 )与已知分子量的醛缩合酶
、

牛血清蛋 白
、

卵清蛋 白

及胰糜蛋白酶各一克一起上柱
,

收集 1
.

5毫升的分部
,

测 A
Z。 。及酶活 力

。

结 果 与 讨 论

1
.

纯化过程

( l) 抽提
: 20 克菌体悬浮于 1 20 毫升缓冲液 A 中

,

在冰浴上用超声波 处 理 20 分钟 ,

2 0
, 0 0 0 x g离心 1 0分钟

,

上清液调 M g C 1
2

至 4 m M
,

N a C I至 0
.

3 , 1 0 0
, 0 0 0 X g离心 5小 时

,

收集上清液
,

此为分部 1
.

( 2 ) ( N H
`

)
2 5 0

`
沉淀 :

分部 I 按 0
.

4 7 2克 /毫升量边搅拌边加入 ( N H
`

)
:

5 0
` ,

溶 解 后

在冰浴上静置 10 分钟
, 1 0

, 0 0 0 x g离心 10 分钟
,

收集沉淀
,

溶于约 10 0毫升缓冲液 B中
,

此为分部 l
。

ǎ。匀5喊份叹

( 3 ) D E A E 一纤维素柱 ( 1 )
:
柱 大 小 为

2
.

5 火 3 0 c m ,

用缓 冲液 B平衡
,

分 部 亚以 4 0毫

升 /小时的速度上柱
,

完后用 1 50 毫升含。
.

16 M

( N H
`

)
2
5 0

`
的缓冲液洗柱

,

分部 (5 毫升 /分部 )

收集流出液及洗出液
,

测 A 280 得图 (一 )
,

收集

15 一 45 分部含蛋 白部份
,

此为分部 1
.

( 4 ) ( N H
4

)
2

5 0
4

分级沉淀 : 分 部 l 用 S M

N a C I调至 0
.

3 M
,

并按 0
.

3 1 3 克 /毫 升 量 加 入

( N H
;

)
: 5 0

`
至 5 0 %饱和度

, 2 0
,

0 0 0 x g离心 1 0

分钟
,

收集上清液
,

按 0
.

15 7克 / 毫升 量 再 加

( N H
`

)
: 5 0

`
至 70 肠饱和度

,

离心收集沉淀
,

溶

于约 20 毫升缓冲液 C 中
,

此为分部 F
.

( 5 )简聚糖凝胶 G 25 柱
:

凝胶床体积为 30 0

0 16 M (衬 日月 ) 2 5 0 -

介奋卜软

图 (一 ) D E A E

— 纤维素柱 ( l)

的 A
2 8。
流洗图

柱大小
: 2

.

5 又 30 厘 米

流 速
: 4 0毫升 /小时

每个分部
: 5 毫升

毫升
,

用缓冲液 C平衡
,

分部 W以 1一 2毫升 /分速度上柱
,

用缓冲液 C洗
,

分部收集 ( 5毫升 /

分部 )
,

测 A
2

8D 得一很尖的蛋白质峰见图 (二 )
,

收集 25 一 34 分部约 40 毫升
,

此为分部 V
。

( 6 ) D E A E 纤维素柱 ( 2 )
:

柱大小
: 2 x sc m

,

用缓冲液 C平衡
.

分部 V 以 2 0毫 升 /小

时速度上柱
,

用 1 20 毫升缓冲液 C洗
,

分部收集测 A
: 8 。及酶活力

,

收集含H in d l 活 力部

份
,

此为分部班
.

H in d l 留在柱上
,

再用含 0一 0
.

3 M N a
CI 的缓冲液 C进行线性梯度洗
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金邹效

图 (二 ) 葡聚糖凝胶 G 25 流洗图

床体积
: 3 00 毫升

流 速
: 1

.

5毫升 /分

每个分部
: 5毫升

图 (三 ) D E A E一纤维素柱 ( 2 )的 A 280 流速图

柱大小
, 2 x s厘米

流 速
: 2 0毫升 /小时

每个分部
:

5毫升

脱
,

分部收集
,

测 A 280 及酶活力
,

取含 H i n d l 活力部份
,

此为分部孤
.

图 (三 )表 示 流

洗情况
。

( 7 )碑酸纤维素柱 ( l)
:
柱大小

: 1 又 sc m
,

用缓冲液 C平 衡
,

分 部 班 ( H in d l ) 以

7一 8毫升 /小时流速上柱
,

经 25 毫升缓冲液洗柱后
,

用 50 毫升含 0一 0
.

5 M N a C I的缓冲液

C进行线性梯度洗脱
,

收集 2毫升的分部
,

测 A 28 。
及酶活力

。

图 (四 )表示 洗 脱 情 况
:
有

二个蛋白质峰
,

酶活力在第二个峰 , 取含酶活力部份
,

此为分部孤
。

( s) 碑酸纤维素柱 ( 2 )
:
分部孤 ( H i n d l )以 10 毫升 /小时速度再上磷酸纤维 素柱 ( 2 )

( i x 1 0 c m )
,

分别用含o
.

i M
、

o
.

Z M及 o
.

3 M N a
C I的缓冲液 C进行分步洗脱

,

收集 2毫升的

分部
.

测 A sZ 。
及酶活力

,

H in d l 活力在 0
.

2 M N
a C I处见图 (五 )

。

A 28 。
的蛋白质 峰与酶

活力一致
。

收集含酶活力部份 (分部 《 )
,

可用聚乙二醇6 ,
0 00 进行透析浓缩

.

0 5

0 4

目` C !

0 I M 0 2 M O 3 M

0 32-0`U

ǎ。份5码拟尺一甘七

MHH日日54乃2-0ùU0QO

0 5

0 4

5200

ǎ.只V砚钻叹

一—
一一工一

一
一二竺生一一

1 0 2 0 3 0 4 0

分部 欣 分粤卜软

图 (四 ) 磷酸纤维素柱 ( l) 的 A 280梯度洗脱图

柱大小
: 1 x s厘米

流葡速
: 8毫升 /小时

每个分部
:

2毫升

图 (五 ) 磷酸纤维素柱 ( 2 )的 A
Z OB 分部洗脱图

柱大小
:

1 x 2 0厘米

流 速
:

10 毫升 /小时

每个分部
: 2毫升

(的狂基碑灰石 柱层析
:

为了进一步纯化 H in d l
,

我们把分部孤 3毫升 ( 15
,

00 0单位 )

再上羚基磷灰石柱 ( 1 x s c m )
,

流速 2毫升 /小时
,

用 5毫升缓冲液洗柱后
,

用 50 毫升。一 I M
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K P O
` p H 7

.

4 ,
1 4 m M筑基乙醇

,
5 %甘油

,

进行梯度洗脱
,

分部收集 ( 2毫升 /分部 )
,

测

酶活力并做聚丙烯酞胺凝胶电泳
.

酶活力出现在 0
.

33 一 0
.

35 M K P O
.
处

,

但电泳结果表

明未见进一步纯化
,

与分部顶一样是二条带
。

附表表示纯化过程及结果 ( 不包括经基磷灰石层析 )
,

20 克菌 体 ( 6升培养液 ) 可

得 H i n d 1 1 1 0 ,
0 0 0单位

,

比活为 1 3 , 7 5 0单位 /毫克蛋白
,

H i n d ! 1 0
,

8 0 0 单 位
,

比活为

9
, 1。。单位 /毫克蛋白

。

2
。

H i n d l 及 H i n d l 对各种底物 D N A的作用

图 (六 )是久
e l s 5 7 S 7 D N A及 p B R 3 2 2 D N A 经 H i n d l 及 H i n d l 消化 后 的 D N A断片

的琼脂糖凝胶电泳图谱
.

久。 I 8 5 7 S 7 D N A有六个 H i n d l 切点
,

被切成七段
,

H i n d l 有 34

个切点
,

图上有些断片看不清楚
.

p B R 32 2 D N A是 双 链环状 D N A
,

有超盘绕
,

开环及双

体等构型在电泳上可看到三条带 (图六 d )
,

H妞 d l 在其上有一个切点
,

经 H i n d l 切 后

全部变成线状
,

故只有一条带 (图六
e

)
.

H in d l 在其上有二个切点
,

电泳上 可 看 到二条

带
,

这些结果表明
:
我们分离的酶对底物 D N A的作用是专一的

,

具有特异性
.

3
。

纯化过程各个步衷 (分部 )的聚丙始睐胺一 5 0 5凝胶电泳分析

图 (七 )是各分部的聚丙烯酞胺一 S D S凝胶电泳图
。

从 图中可见各分部的蛋 白质的带

愈来愈少
,

分部植 ( H in d l )只有二条主带
,

经轻基磷灰石后仍然是 二 条 带
.

分 部 互

( H i n d l )除了一条主带 (分子量约 40
,

0 00 )外还有些杂蛋白
,

H in d 亚的纯度不 高
,

一般

不容易从 R d株细菌中提到很纯的 H i n d l
,

通常是采用 C株细菌来分离
,

命名为 H i n c

l
,

它是H in d l 的同功异源酶
。

图 (六 ) H i n d l
,

H i n d l 对
之e l s s 7 S 7 D N A及 p B R 2 3 2

质粒的作用
( a ) 之e l s s 7 S 7

( b ) 孟c l s 5 7S 7 + H i n d l

( e ) 滋e l s 5 7 S 7 + H i n d l

( d ) p B R 3 z Z

( e ) p B R s z Z + H i n d互

( f ) p B R s 22 + H i o d l

电泳条件见
“
材料与方法

”

图 (七 ) 纯化过程各个步赚 (分部
,

见附表 )的聚丙烯酸

胺一 S D S平板凝 胶 电泳图
。

A
.

B
.

C
.

D
.

E
.

.F

G
.

H分别代表分部 I
,

1 3 ,魂 ,
5

, 6 ,
s

, 7及 。 其 中
E及 F (即分部砚及姐 ) 为H i n d !

,

G
.

及 H (即

分部 , 及兀 )为 H in d 1
.

1为标准蛋白质磷酸 化

酶 B ( g̀ ,
0 00 )

,

牛血清蛋白 ( 6 5
,
0 0 0 )

.

卵清 蛋 白

( 4 5
,

0 00 )碳酸醉酶 ( 3 0
, 0 0 0 )

,

大豆胰蛋白酶抑 制

剂 ( 2 1
,
0 0 0 )及溶菌酶 ( 2 4

, 30 0 )电泳 条件见
“

材
料与方法

”
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附表 H i n d l 及H in d l 纯化步骤及结果

分分部部 步 舜舜 蛋 白 质
{{{

活 力 (单位)))

体体体体 积积 总 量量
`

H “ ` I
{{{

H i n d lll

(((((((毫升 ))) (毫克 )))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))

总总总总总总单位位 (单单 总单位

……
比 活活

比比比比比比比 活活活 (单位/ 毫克蛋白)))
位位位位位位位/ 毫克蛋白)))))))

IIIII 粗 提 液液 1 4 000 1 0 9 22222222222

lllll ( N H d ) : 5 0 刁刁 1 0 000 9 4 00000000000

lllll D E A E 一 纤纤 1 3 000 8 5 88888888888

维维维素 ( 1 )))))))))))))))

万万万 ( N H
`
)

: 5 0 。。
2 000 4 0 00000000000

VVVVV 葡聚糖凝胶胶 7 000 3 6444444444
!!!

GGGGG 2 555555555555555

砚砚砚 D E A E 一 纤 维维 1 5 000 7 555 1 5 0
, 00 000 2 , 0 0 0000000

素素素素素 ( 2 )
,

H i n d !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

砚砚砚 D E A E 一 纤 维维 7 555 7 5555555 1 5 ,
0 0 000 2 0 000

粗粗粗 素 (2 )
,

H 1n d lllllllllllllll

{{{{{
磷酸纤维素素

…
1 111 555 1 1 0

,

0 0 000 2 2
,

0 0 0000000

IIIII
H `n d lllllllllllllll

lllll

1
磷酸纤维素素

1
1一一

…
1一一

11111
1 0

,

8 0 000 9
,

1 0 000

}}}}} H i n d lllllllllllllll

4
。

又D N A的H i n d l 断片的盆断连接

又e I 8 5 7 5 7 D N A经H i n d l 消化后
,

生成的D N A断片
,

再用 T 吐一 D N A重 新连 接
,

`

结果为图 (八 )所示
.

图中 (
a

)为未经消化的久cI 8 5 7 5 7 D N A
,

( b) 为经过消 化后 生 成 的

D N A断片
,

(
c

)表示经过 H i n
d l 消化产生的断片用 T 4一 D N A处理后重新连接的情形

.

这

表示经 .iH
n

d l 外理后生成的 D N A断片具有粘性末端
,

可以重新粘合连接
,

也说明 H i n d l

不含明显的外切酶活力
.

图 (八 ) 孟D N A的 H in d互片段的重新连接

戈a) 1微克孟D N A
·

37
O

C保温一小时

( b ) i微克之D N A + 2单位H i n d l s 7
O

C保温一小时
·

( e ) i微克通D N A + 2单位 H i n d l s 7
O

C保温一小时

加 2微升 10 倍的连接酶缓冲液
,

一微升 T 4一 D N A连接酶 (一单

位 )及 15 微升水在 1 8
O

C保温 1 6小时
1 0 倍连接 酶 缓冲 液

: 3 0 0 m M T r i s ,

H C l p H s
.

o , 吐o m M

M g C I , ,
i Zm M E D T A

,
Zm M A T P ,

l o o m M D T T (二硫赤

裤塘醇 )及 5 00 微克 /毫升牛血清蛋白
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5
.

关于 H i nd l的分子且及亚单位

l ) (荀聚糖凝 胶 G 5 1O分子 筛层析

将已知分子量的标准蛋白质与 H i n
d l一起上柱

,

用 A Z。 。

测定已知分子 量 的 蛋白质

含量
,

用 1肠琼脂糖凝胶电泳测定酶活力
,

从而求出各种蛋白质及 H i n d 皿的洗 脱 体 积

(以分部数表示 )
,

然后 以分子量的对数为纵坐标
,

以分部数为横坐标作图
,

从而估算出

H i n d ! 的分子量约为 1 4 0
, 0 0 0

,

见图 (九 )
。

,8了6,4,,

(鲜七口单午令

一。 之 0 3 0 ,o , 0 o b

②

①
图 (九 ) H i n d l 的葡聚糖凝胶 G 15 。分子筛层

① 分部数与分子量对数曲线
,

图中A
,

B ,

C
,

D ,

E分别代表醛缩合酶 ( 1 5 5
,

0 0 0 )
,

H i n d l
,

牛血清蛋白( 6 5
,

0 0 0 )
,

卵清蛋

白 ( 4 3 , 0 0 0 )及胰糜蛋白酶原 ( 2 5
, 0 0 0 )

,

酶活力用 1 %琼脂糖凝胶电泳测定
,

已知分子量的蛋白质用 A 28 。测定

② 各分部的 1%琼脂糖凝胶电泳 图
,

底 物为
p B R 3 2 2 D N A ( 0

.

7微克 ) 1 0微升酶液
, 3 7

“

C

保温一小时
,

图下数字为分部 数
,

p B R 32 2

表示对照

③ 分部 14 一 22 的聚丙烯 阶 胺凝胶 一

十二烷基硫酸钠电泳 图
.

图 中 ( f) 为

经过分子筛后的 H i n d l
.

分部 14 一 22

混合后用三氯 乙酸沉淀
,

乙醚洗涤
,

沉淀溶于 10 微升电泳液 中
,

再 走 电

泳
,
条件见

“

材料与方法
:

( e) 为未

上分子筛柱的 H i n d !
,

( a )
、

( b )
、

( c)
、

( d) 分别代表牛血清 蛋 白
,

卵

清蛋白
,

数肤酶 A及腆糜蛋白酶原

( 2 )蔗糖密度梯度 离心

我们把 H i n d l 与已知分子 量的

醛缩合酶及牛血清蛋 白共同沉 降 离
③

、
~

_
,

一
, ,

…
“ 一一 ~

、 , ,, , .

一
, .

_

~ 心
,

测定H i n d l 的沉降系数
,

从而推

出其分子量
.

图 (十 )①为各分部的光密度曲线
,

②为各分部的酶活力
.

酶活力峰在 11 一 12

分部与光密度的蛋白质峰是一致的
。

根据公式
:

,

, M
.

、冬 5
.

R
:

〔。〕 ,
二二

、 r

止
, 、

, 。 。 、 为 * , ` 。 、 *
。

, 二
, ,

* 口 二 卜
卜等护

`

】丫 = 一豁一 =
一

若匕 〔其中M为分子量
,

S为沉降系数
,

R为离心管中从弯月 面 与
、 M ,

/ S : R
: 、

万 ”
一

` ’ 一 / J Z J J

~
, 一 / J v “ 一

丫… ~
’

一 / ` ’
刊

一

“ 曰
一

`

~ ? “ ~
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全胃咤订.材

分饰 钱 (瓜一城 )

①

图 (十 ) H in d l 的蔗塘密度梯度离心

Q 各部分的 A 邓。光 密度曲线
,

第一个峰为醛

缩合脚 ( 1 5 8 ,
0 0 0 )

,

第二个峰为H i n d l
,

第

三个峰为牛血清蛋白( 6 8 , 。。。)

样品带的距离
,

即沉降距离〕估计出

H i n d l 的分子量为 1 3 5
,

0 0 0
,

这与凝

胶过滤得出的结果 〔1 4 0
,

0 0 0〕是 相近

的
,

( 3 ) 电泳分析

用 1 6肠的聚丙烯酞胺 一 S D S 凝

胶电泳
,

把维化的 H in d l (分部 l )

10 微克
.

在 1 50 伏特下走 3小时
,

得到为

图 (十一 )②的电泳图谱
。

图中显示二

条多肤的带
,

与其它巳知分子量的蛋

白质
:
牛血清蛋白

、

卵清蛋白及毅脸

酶 A等相 比
,

推出这二条 带 的分 子

量分别为 7 0
,

0 0 0及 6 2
,

0 0 0 〔图 (十一 )

②〕
。

图 (十 )

② H in d l 酶活力分布的 l %琼脂搪

凝胶电泳 图
,

底物 为 。
。

7 微克
P B R 3 2 2 D N A

吐耳革

① ②

图 (十一 ) H i n d ! 的聚丙烯耽胺一 S D S凝胶电泳分析

① 迁移率与分子金对数曲线
,

图中 A
,

② 凝胶电泳图 b
、 c 、

d
、 e分别代表狡肤酶A

、

卵
B

,
C分别代表牛血清蛋白 ( 6 5 , 00 0 )

、

清蛋白
、

牛血清蛋白及 H i n d l
, a为b

、 e 、
d

卵清蛋白 ( 43
,

。。0) 及狡肚 酶 A ( 34
,

的浪合物
0 0 0 )

,

J/’ 三角 (△ )代表H i n d l 的二

条带
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从电泳分析及凝胶过滤
、

蔗糖密度梯度离心得出的结果 看
,

H i n d l 的 分 子 量 在

1 3 5 , 0 0 0一 1 4 0
, 0 0 0之间

,

而电泳中二条带的分子 量只有 6 2 , 0 0 0及 7 0 , 0 0 0 ,

因此 H i n d 班至

少应由二个亚基 (单位 )组成
.

我们曾用分部孤做过等电点聚焦实验
,

在等电点聚焦凝胶上

看到的是二条 p l不同的带 , 而在磷酸纤维素柱的线性梯度洗脱的某些 分部 ( 0
.

1一 0
.

2 M

N
a C I之间 )中亦曾出现过只有一条带的情况

,

并具有内切酶活性
,

但不是酶的活力峰
.

E C o R I 〔
’ 。 ,

“ 〕 ,
P s t l 〔

’ “ 〕及 H h a l 〔 ` “〕等酶的基因已分离纯化
,

并且发 现 这 三 手
,

1
,

西派

的限制酶和修饰酶的基因是连在一起的且大小相近
.

联系到电泳中这二条带很 难 分 离

(用轻基磷灰石仍然不能把这条带分开 )的情况看
,

电泳中的这二条带也可能一条是限制

(内切 )酶
,

另一条是修饰 (甲基化 )酶
.

我们正在用聚焦层析等方法争取把它们分开 )肋日

以鉴别
。

H i n d l 是基因工程研究中广泛应用的一种工具酶
,

但对其物理性质及作用机 制 知

道很少
,

而这些又是了解酶与其 D N A 底物的相互作用所必需的
.

我们提的酶其比 活 在

2 0
, 0 0 0单位 /毫克蛋白

,

还拟在弄清这两条带的基础上再提纯一步
,

这就可用于酶的识叫

作用及专一性的研究
。

参
吃
考 文 献

〔 l 〕 S m i t h
,

H
.

O
.

a n d W i l c o x ,

K
.

碱
. ,

J
.

M o l
.

B i o l
. ,

5 ( 1 9 7 0 )石
`

5 7 9一 3 9 1
.

〔 2 〕 S m i t h
,

H
.

O
. ,

M e * h o d s M o l
.

B `0 1
. ,

9 ( 1 9 7 5 )
,

7 1
.

〔3 〕 0 l d
,

R
. ,

M u r r a y
,

K
. , a n d R o i z e s ,

G
.

, J
.

M
o l

.

B i o l
. ,

8 2 ( 1 9 7 5 )
,

3 3 1一 3 3 9
.

〔 4 〕 K e l l y
,

T
.

J
.

a n d S m i t h H
.

0
. ,

J
.

M o l
.

B i o l
. ,

5 1 ( 1 9 7 0 )
, 3 9 3一 4 0 9

.

〔 5 〕 R o b e r t s ,

R
.

J
. ,

N o e l e `e A e `d R e : e a r e h
,

9 ( 1 9 5 1 )
, r 7 5一

r 9 6
.

〔 6 〕 S m i t h
,

H
.

O
, a n d M a r l e y G

.

M
. ,

M
e t h o d s i n E n 之 y m o l o g y

,

6 5 ( 1 9 5 0 )
,

1 0凌一 1 0 8
.

〔 7 〕 L o w r y
,

O
.

H
. ,

R o s e b r o u g h
,

N
.

J
.

, F a r r
.

A
.

L
.

a n d R a n d a l l , R
.

J
. ,

J
.

B i o l
.

C h e r n
. ,

1 93 ( 1 9 5 1 )
,

2 6 5一 2 7 5
.

〔 8 〕 W e b e r , K
.

a n d O s b o r n ,

M
.

J
. ,

J
.

B ￡0 1
.

C h e o
. ,

2 44 ( 2 9 6 9 )
,

4 4 0 6一 4 4 1 2
.

〔 9 〕 M a r t i n ,

R
.

G
.

a n d A m e s ,

B
.

N
. ,

J
.

B i o l
.

C h e 明
. ,

2 36 ( 1 9 6 1 )
,

1 3 7 2一 2 5 7 9
.

〔1 0〕 N e
w m a n ,

A
.

K
. ,

R u b i n ,

R
.

A
. ,

K i m
,

S
.

H
.

, a n d M o d r
i

e h
,

P
. ,

J
.

B f o l
.

C h e ” :
. ,

2 5 6

( 1 9 5 1 )
,

2 1 3 1一 2 1 3 9
.

〔1 1〕 G r e e n e ,

P
.

J
. ,

G u p t a ,

M
.

a n d B o y e r ,

H
.

W
. ,

J
.

B io l
.

C h e o
. ,

2 56 ( 2 9 8 1 )
,

2 1 4 3一 2 2 5 5
.

〔1 2〕 W
a l d e r ,

R
.

Y
. ,

H a r t l e y
,

J
.

L
. ,

D o n n e l s o n ,

J
.

E
. , a n d W a l d e r ,

J
.

A
. ,

P r o e
.

八厂a t l
.

姓 e a d
.

S e i
.

U
.

5
.

A
. ,

7 8 ( 2 9 5 1 )
,

1 5 0 3一 2 5 0 7
.

〔2 3〕 M
a n n ,

M
.

B
. ,

R a o ,

R
.

N
.

a n d S m i t h H
.

0
. ,

G e n e ,

3 ( 2 9 7 8 )
,

9 7一 1 1 2
.



1 0中 山 大 学 学 报1 1 8 9年

P u r i f i e a t io n a n dF u r t h e rC h a r a e t e r i z a t i o n o f R e s t r i e t i o n

E n d o n u e l e a s eH i n d l

L o Jin x i a n P
.

C
.

H
u a n g

Ab s t rC a t

H in d1 a n dH i n d1 h a v e
b

e e n p u r i f i e d f r o mH a e m o p h i l u s i n f l u e n z a e R d s t r a i n
.

S o m e p r o b l e m s i n t h e p u r i f i
e a t i o n p r o e e d u r e w e r e i n v e s t i g a t e d

.

E n d o n u e l e o l y t i e

d i g e s t i o n o f DN f Ar o m p l a s m i d pB R3 2 z a n d p h a g e 通e I8 57 57 h a s b e e n e x a m i n e d a n d

t h e DN Af r a g m e n t s r e s o l丫 e d b y a g a r o s e e l e e t r o p h o r e s i s .

T 五e d ig e s t i o n p r o f i l e s

p r o d“ e e d a r e u n i q “ e a n d
e h a r a e t e r i s t i e f o r b o t h N A D’ 5a n d t h e e n d o n u e l e a s e s

.

T h e l i g a t i o n o fH i o d l g e n e r a t e d f r a g m e n t s i n d i e a t e s t h e e x i s t e n e e o f e o h e s i v e

e n d s o f t h eH i n d l p r o d u e t ,
.

I t a l s o s h o 节 5 t h a t t h e p r e p a r a t i o n o f H i n d l

15 f r e e o f s i g n i f i e a n t e x o n u e l e a s e a e t i甲 i t y
.

T h e m o l e e u l a r w e i g h t o f H i n d l w a s

e s t i m a t e d t o b e 1 3 5 ,
0 0 0 a s d e t e r m i n e d b y p o l y a e r y l a m i d e g e l e l e e t r o p h o r e s i s , S e p h

-

a d e x G 1 5 o g e l f i l t r a t i o n , a n d s u e r o s e d e n s i t y g r a d i e n t e e n t r i f u g a t i o n
.

E l e e t r o -

p h o r e s i s i n t h e p r e s e n e e o f S D S r e v e a l e d t , 0 p o l y P e P t i d e s ,

M W 7 0
,

0 0 0 a n d 62
,

0 0 0
,

, h i e h 15 e o n s i s t e n t , i t h t五e p r e s e n e e o f n u e l e a s e a n d 口。 t h y l a s e e o m P o n e n t s

10 t h i
s e n z y m e

.


