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醚编线粒体 D N A 的九种限制性

内切酶酶切图谱的比较

宋 平 李小迎 熊全沫

(武汉大学生命科学学院
,
4 3 0 0 72)

提 要 以十一种限制性 内切酶对链鱼 m t D N A 进行单酶完全酶解的切点数
: S al l 和 B gl

I 为。 ; p s t 1
.

X h o 1
.

K p n l 和 S
a e l 为 z ; H p

a l 和 X b a l 为 2 ; aB m H I 为 3 ; B g l l 和 E
e o R I 为 4

。

以

九种限制性内切酶对编鱼 m t D N A 进行单酶完全酶解
,

其切点数
:

sP t 1
.

X h o 1
.

S al 1
.

K p n 卜 B gl

I 均为一; H p
a l 和 X b a l 为 2 ; S a C I 为 3 ;

B g l l 为 4
。

采用琼脂糖凝胶 电泳法测得雌鱼 m t D N A 分子

量为 1 5 9 3 0士 2 2 0碱基对 ( bp ) ;

编鱼 m t D N A 分子量为 一6 6 5 0士 1 5 0碱基对 ( b p )
。

用单
、

双酶解法和部

份酶解法构建了链鱼九种酶 18 个切点和编鱼九种酶 16 个切点的限制性内切酶酶切图谱
。

另外
,

对

这两种鱼的酶解位点数
,

片段大小和限制酶图谱进行了比较
。

关扭词 缝鱼
,

编鱼
,

m t D N A
,

限制性内切酶图谱

动物线粒体 D N A ( m t D N A )分子量大小约为 1 6 5 0 0碱基对仁B
r o w n ,

1 9 8 3 )
,

易于纯化分析
。

m t D N A 为严格的母性遗传 [张亚平等
, 1 9 9 0 ; G y l l e n s t e n 等

,

1 9 8 5〕
,

一个个体代表一个群体
,

便

于取材分析
,

是较好的动物 (包括鱼类 )种质鉴定的遗传标记物
。

m t D N A 基因组结构相对稳

定
,

但一级结构变异 较大 [王钢锋和吴 乃虎
,

1 99 1 ;
兰 宏 和施立 明

,

1 99 3 ;
Br

o w n 等
,

1 9 79 ;

B or w n ,

1 9 8。
,

1 9 8 3〕
,

有利于进行种间和种内的进化遗传学研究
。

另外
,

m t D N A 限制性内切酶

分析方法较简单
,

结果重复性好
,

实验条件要求不高
。

因此
,

m t D N A 的限制性 内切酶酶切分析

方法不失为遗传育种
、

种群遗传和分子进化等方面研究的好手段
,

国外有许多相关的报道

「B r o w n
等

,

1 9 7 9 ; B r o w n ,

1 9 8 0
,

1 9 8 3 ; B e e k w i t t
,

1 9 8 7 ; G y l l e n s t e n 等
,

1 9 8 5 ; Y o n e k a w a
等

,

1 9 8 8 ]
。

国 内在哺乳动物和鱼类方面也有一些报道 [王钢锋和吴 乃虎
,

1 99 1 ; 兰宏 和施立明
,

1 9 9 3 ;
劳为德等

,

1 9 8 1 ;
张四明等

, 1 9 9 2 ;
张亚平等

,

1 9 8 9 ;
张亚平

,

1 9 9 1 ]
。

雌 鱼 仔乃沪 oP ht h al m ihc t勿
: m of it ir x )和编鱼 ( A ir ist hc t勿

:
on ib ils )是我国著名的淡水养殖

鱼类
,

正面临着品种退化和复壮问题
,

因此
,

对它们进行分子水平的遗传标记和系统演化研究

非常必要
。

为此
,

作者构建了继鱼和鳍鱼的限制性内切酶酶切图谱
,

并且对它们进行了初步地

比较
。

一
、

材 料 与 方 法

1
.

材料与试剂 实验用缝鱼
、

编鱼购自武昌东湖渔场
。

有关试剂均系国产
。

收稿日期
:
1 99 5

一 0 7
一 0 5

。
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2
.

m t D N A 制备 本工作所有实验除特别注明外
,

均在 4
c

C 下进行
。

将去结缔组织肝按 1 ,

10

的重量体积 比加入 S T E 缓冲液 0
.

2 5M 蔗糖
,

l o m M T r i s
·

H e l
,

l m M E D T A
,

p H s
.

o
,

置 D S Z o o

高速组织捣碎器匀浆 (慢挡 )
。

匀浆液 以 I 0 0 0 x g 离心 15 分钟
,

去沉淀
,

上清以 1 5 0 0 o x g 离心 30 分

钟
。

沉淀线粒体悬浮于适量的缓冲液 B ( 0
.

2 5M 蔗糖
,

0
.

o 5M T r i s
·

H e l
,

7m M M g e l
Z ,

p H 7
.

5 )

中
,

以 1 5 0 0 o x g 离心 30 分钟用缓冲液 B 洗数次
,

沉淀悬浮于缓冲液 B 中
,

加入 D N as e l 至终浓

度
,

5 0拌g /m l
,

2 5 C反 应 3 0分钟
,

冰浴冷却
,

加入 D N a s e l 反应终止液 ( 0
.

2 5M 蔗糖
,

0
.

o 1M

E D T A
,

p H S
·

o )
,

1 s 0 0 0 x g 离心 3 0分钟
,

所得沉淀即为纯线粒体
。

线粒体悬浮于缓冲液 C ( 0
.

OSM T r i s
·

H C I
,

0
.

I M N a C I
, 0

.

o lM E D T A
,

p H s
.

5 )
,

加入 S D S

至终浓度 1%
,

37 C水浴保温巧分钟
,

冰浴冷却
。

加入等体积苯酚 /氯仿 /异戊醇 ( 2 5 / 2 4 / 1) 反复

抽提至两相面无蛋白为止
。

水相加入氯仿 /异戊醇 ( 2 4 / 1) 抽提二次后其水相再加入 0
.

2倍体的
-

I M N a A e 混匀
,

再加入 2倍体积的无水乙醇
一

3 5℃过夜
。

i s 0 0 0 x g 离心 3 0分钟
,

沉淀 ( m t D N A 粗

品 )真空干燥后溶于缓冲液 T E ( l o m M T r i s
·

H C I
,

l m M E D T A
,

p H s
.

o )中
。

3
.

线粒体 D N A 的纯化 将 m t D N A 粗品用适量的 T E 稀释
,

加入外理过的 R N as e
使其终

浓 度 为 5 0拜g /m l
,

37 ℃水浴 1小时
,

再按 提取 m t D N A 粗 品 的方法去 蛋 白质
,

沉淀
、

干燥

m t D N A
,

所得 m t D N A (纯品 )溶于 T E 中保存
。

4
.

m t D N A 限制性内切酶酶解 单酶完全酶解反应总体积 30 川
,

含适量的 m t D N A 和适量

的酶
,

37 ℃水浴 2小时
;
单酶部分酶解仅将保温时间缩短为 10 分钟

。

双酶完全酶解将两种酶同时

加入
,

总体积 40 川
,

其它反应条件同单酶完全酶解
,

65 ℃ 10 分钟终止反应后
,

立即冰浴
。

5
.

m t D N A 酶切片段琼脂糖凝胶电泳分析 采用无桥水平板电泳装置
。

胶板为 10 X 1 3
.

5

c m
。

胶浓度为 0
.

7%含适量的嗅化乙锭
,

65 V
,

室温下电泳 1 0小时
,

紫外灯下拍照
。

以 补D N A / E c o R I
·

H in d l 或 补D N A /H in d l 完全酶解片段作分子标准
。

据标准片段的相

对迁移率的倒数与分子量的对数值作标准曲线
,

测得各个酶切片段的分子量
。

二
、

结 果

1
.

m t D N A 单酶完全酶解 (图 1
、

2 ;
表 i )

S a l l 和 B g l 。对维鱼 m t D N A 均无切点
。

因技术原因
,

E c o R I 单酶完全酶解的最小的一个片段 ( d
.

7 1 K b) 在醚鱼 中不易检测出来
,

在 图 1 ( A ) 中未能见到
,

但通过适 当减少或不用澳酚兰指示剂和减少 电泳时间可以检测出来

「图 1 ( B ) ]
。

2
.

编鱼 m t D N A 单酶 (B 91 1 )部分酶解及双酶完全酶解 (图 3 ;
表 2 )

。

3
.

m tD N A 双酶完全酶解 (图 4
、

5 ;
表 3

、

4) 有少数双酶解片段很小
,

因技术原因在凝胶电

泳中未能检出
,

但可根据单酶和双酶解片断的分子量确定漏检片段大小
。

4 链
、

编 m t D N A 限制性内切酶酶切图谱 (图 6) 维
、

编 m t D N A 分子量以 m t D N A 双酶

完全酶解测定结果为依据
。

维鱼 m t D N A 分子量为 1 5 9 30 士 2 20 碱基对 b( p )
,

缩鱼 m t D N A 分子

量为 1 6 6 5 0 士 1 5 0碱基对 ( b p )
。

以链鱼为例简述 m t D N A 限制性内切酶酶切图谱的构建
。
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图 1 雌单酶完全酶解 m t D N A 片段 电泳图

E ig
.

1 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 p a t t e r n o f r e s t r ie t i o n d ig e s t s o f m t D N A

a
.

入
一

D N A /H i
n d l ; b

.

E
c o R I ;

e
.

B g l l ; d
.

B
a m H I ; e

.

X b a l ; f
.

H p a l ; 9
.

S
a e

l ;

h
.

K p n l ; 1
.

X h o l ; j
.

P s t l ; k
.

入
一

D N A / E
e o R I

·

H i n d l ; 1
.

入
一
D N A / E

e o
R I

。

表1 结
、

编单酶完全酶解 m t D N A 片段大小 (K b )

T a b le 1 M
o le e u la r w e ig h t s ( K b ) o f

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

鱼名 酶 酶解片段大小 合计

P s t l ; X h o l

K P n l ; aS
e

H Pa l

X b a l

B a m H I

B g l l

E e o R I

1 5
.

7 7 15
.

7 7

1 2
.

5 6 ; 2
.

9 5 1 5
.

5 1

维
1 1

.

1 2 ; 4
.

6 7

1 2
.

5 3 ; 2
.

0 7 ; 1
.

1 0

15
.

7 9

15
.

7 0

1 1
.

2 7 ; 2
.

6 9 ; 1 2 5 ; 0
.

9 6 1 6
.

1 7

1 1
.

6 3 ; 3
.

3 0 ; 1
.

1 3 ; 0
.

7 1 1 6
.

7 7

I ; X h o l ; K P n l

I ; B g l l
1 6

.

8 5

1 3
.

6 7 ; 3
.

0 8

1 1
.

8 1 ; 4
.

8 2

1 0
.

2 3 ; 4
.

8 8 ; 1
.

6 9

8
.

5 3 ; 3
.

7 2 ; 3
.

3 0 ; 1
.

2 1

1 6
.

8 5

1 6
.

7 5

1 6
.

6 3

1 6
.

8 0

1 6
.

7 6

stPalSaHPXbaacSslB

编
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图 2 编单酶完全酶解 m t D N A 片段电泳图

F ig
.

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 p a t t e r n

o f r e s t r i
e t i

o n d ig e s t s o f m t D N A

a
.

入
一

D N A / H i
n d 互 ; b

.

未用 ; e
.

B g l l ; d
.

现m H I ;

e
.

S
a e

l ; f
.

X b a l ; 9
.

H p
a
l ; h

.

B g l l , 1
.

K p n l ;

j
.

S a l l ; k
.

X h
o l ; 1

.

P s t l
。

图 3 编 m t D N A 单酶 (B g l l )部份酶解 ( A )

及双酶完全酶解 (B )

F ig
.

5 A g a r o s e g e l e le e t r o p h o r e s
i
s p a t t e r n o f

r e s t r i e t io n d ig e s t s o f m t D N A b y B g l 1 p a r t ia l

d i g e s t i o n ( A ) a n d d o u b l e e n z y m e d ig e s t i o n ( B )

a
·

g
·

入
一

D N A / H i n d l , b
.

B g l l 部分酶解 ;

e
.

d
.

B g l l ; e
.

B g l l /X h o l ; f
.

B g l l / P
s t l

。

表 2 幼 m t D N A 单酶 ( B gl l )部份酶解及双酶完全酶解片段大小 ( K b)

T a b le 2 M o l e e u l a r w e i g h t s (K b ) o f m t D N A f r a g m e n st g e n e r a t e d

b y B g l 1 P a r ti a l d ig e s ti o n a n d d o u b l e e n z y m e d ig se ti o n

酶 酶解片段大小 合计

Bgl l 部份酶解

gB l l / P s t l

B g l l / X h o l

13
.

4 6 ; 8
.

53 ; 4
.

5 1 ; 3
.

7 2 ; 3
.

3 0 ; 1
.

2 1 ;

6
.

10 ; 3
.

7 2冬3
.

3 0 各2
.

2 9 ; 1
.

2 1

8
.

53 ; 3
.

5 1 ; 3
.

3 0 子 1
.

2 1 ; 0
.

3 5

1 6
.

6 2

1 6
.

9 0

注
:

数字下有横线的指推算出的分子量
。
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图 4 维 m t D N A 双酶完全酶解片段电泳图

F ig
.

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 p a t t e r n o f r e s t r i

e t i
o n d ig e s t s o

f m t D N A
u s in g t h

e d o u b l e e n z y m e

a
.

入
一
D N A / H i

n d , ; b
.

aB m H I /X h
o l ; e

.

X b a l /X h o l ; d
.

H p
a l /X h

o l ; e
.

S
a e l /X h

o l ;

f
.

K p n l /X h
o l ; 9

.

E e o R I /P
s t l ; h

.

B g l l /P
s t l ; 1

.

aB m H I / P
s t l ; j

.

X b a l / P
s t l ;

k
.

H p
a l / P

s t l ; 1
.

S a e l /P
s t l ; m

.

K p n l /P
s t l ; n

.

X h o l /P
s t l ; 0

.

入
一

D N A
/̀
E

e o
R I

·

H in d l ;

p
.

E
e o

R I /X b
a l ; q

.

E e o r l /X h o l ; r
.

B g l l /X b a l ; 5
.

aB l l /S
a e l ; t

.

B g l l /X hO I ;

u
.

B g l l /aB m H I ; v
.

E e o R I ; w
.

aB l l
。

以单个切点酶 sP lt 的切点定为零点
,

以 sP t l~ X ho l 的近点方向定为基因组的顺时针

方向
。

以单酶完全酶解定酶切切点数
,

以 sP lt 与另一种酶的双酶完全酶解定切点间的相对距

离即片段长度 ( K b )
,

以单个切点酶 X ho l ,

sP lt 及其它酶与待测酶的双酶完全酶解来确定此

酶各切点 间的相对位置
。

对于不同酶间的两个相邻切点间的相对位置
,

再辅以此两种酶的双酶

完全酶解来进一步确定
。

例如
:
X b a l 单酶切有两个片段 4

.

6 7 K b 和 1 1
.

1 2 K b ; P s t l / X b a l 得三个片段 3
.

2 6 K b
,

4
.

6 7 K b 和 7
.

s l K b
。

这里 3
.

2 6K b 和 7
.

8 1K b 显然是由 P s t l 将 1 1
.

1 2 K b 一分为 2
,

表明 P s t l

切点在这 3
.

2 6K b 和 7
.

81 K b 之间
,

因此
,

X ba I/ P st l 酶切片段排列有两种方向相反类型
:
A

.

3
.

2 6K b~ 4
.

6 7 K b~ 7
.

s l K b 和 B
.

7
.

8 1K b~ 4
.

6 7 K b~ 3
.

2 6 K b
。

将这两排列顺序分别与已设定

的 P s t l (零点 ) ~ 7
.

ZK b ( X h o l ) ~ 5
.

9 6K b ( P s t l )相比较与计算
,

推算出 X h o l / X b a l 的双酶解

有 ; A
.

X h o l 切点在 4
.

67 K b 上将其一分为二
; B X h o l 切点在 7

.

8 1 K b 上而保留4
.

67 K b
。

实验

证实 X h o l / X b a l 得三个片段
: 4

.

6 7 K b
、

1 0
.

7 3 K b 和 0
.

6 1 K b (未检测 出来 )
,

因此 B 型排列方

式正确 (图 3)
。
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图 5编 m t D NA双酶完全酶解片段电泳图

F ig
.

5 Ag a r os eg e le le e t r op h o rs e
i

s p a t t e rn o f rs e t r
i

e t i
ond ig es ts o fm t D NA

a
.

X b
a l/ Bg l l; b

.

S
a e l/ Kp n l; e

.

Hp a l/X h o l;d
.

Bg l l/X h o

f
.

s
a l l/ xh o l; 9

.

Sa e l/p
s t l; h

.

X ba l/p
s t l;1

.

Hp a l/p
s t l;

k
.

Kp n l/ P
s t l;

1
.

S
a l l/ P

s t l;m
.

r
.

/ H ind l; n
.

X h o l/ P
s t l;

0
.

S
a

l l/ Kp n l;p
.

Sa l l/X b
a l; q

.

S
a l l/ Hp a l; 5

.

S
a e l/ S

a l l;

us
ing t h ed o ub le e n zy m e

I ; e
.

Kp n l/X h o l;

j
.

Bg l l/p
s t l;

t
.

S
a e l/X h o

xba l( 2
一

1 )与 Ee oR I ( 4
一

2 )
,

x b a l ( 2
一

2 )与 E e o R I ( 4
一 4 )之间的相对位置

,

通过比较这

两种酶间的酶切位点的对应关系及理论推算并经实验证明
:
x ba l ( 2

一

1) 切点将 cE
o R I 的 3

.

3 K b 切成两个小的片段 3
.

ZK b 与 0
.

l o K b
,

表明 X b a x ( 2
一

1 )切点在 E e o R I ( 4
一

2 )之前
;
而 X b a

I ( 2
一

2 )切点将 E e o R 1 1 0
.

6 6 K b (单酶解为 1 1
.

6 3 K b
,

相当于 3
.

6 6K b 7
.

OK b 之和 )片段切成两

个小片段 1 0
.

2 6K b (实际测量为 9
.

8 4 K b )和 0
.

4 o K b
,

则表明 X b a l ( 2
一
2 ) 切点在 E e o R I ( 4

一

4 )

切点之后
。

有关这些双酶解的数据本文未列出
。

因电泳技术原因
,

D N A 分子量的测定有一定误差
,

片段分子量越大其误差也越大
,

即使是

相同大小的片段在同一个胶板上 电泳测量也有误差
。

链 m t D N A 九种限制性内切酶十八个切点的酶切 图谱和墉 m t D N A 九种限制性内切酶十

六个切点的酶切图谱见 (图 6 )
。
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表 3鳝 mt n A N双酶完全酶解片段大小 (Kb )

T ab le 3M
o le e u l r aw e h i gt s

(Kb ) o fe r st r ie t in o f r a g me n t so f mt D NA u sin gt h e do ub le e n z y me

酶 酶解片段大小

h Xo l/ P
st l

KP n l/ P
st l

K pn l/ h Xo l

S e al/ P
st l

S e al/ h Xo l

HP al/ P st l

HP al/ Xh o l

Xb al/ P st l

b X al/ h Xo l

B a mH I/ P st l

B a mH I/ h Xo

B gl l/ P st l

B gl l/ h Xo l

B gl l/ S e al

B gl l/ Xb ax

Ee o R I/ P st l

Ee o R I/ Xh o l

Ee o R I/ Xb al

7
.

2 ; 8
.

9 6

1
.

3; 1 4
.

6 3

5
.

3 7; 0 1
.

5 0

2
.

5 4; 3 1
.

3 9

6
.

08 ; 9
.

8 7

1
.

02 ; 2
.

10; 2 1
.

9 4

2
.

5 9; 6
.

0 7; 6
.

8 1

3
.

2 6; 4
.

6 7; 7
.

8 1

0
.

6 1; 4
.

6 7; 10
.

3 7

1
.

10; 2
.

0 7; 5
.

98 ; 6
.

3 7

0
.

4 7; 1
.

0 1; 1
.

5 1; 12
.

9 4

0
.

9 6; 1
.

2 5 ; 2
.

3 6; 2
.

6 9; 8
.

73

0
.

0 6; 0
.

9 6; 1
.

19; 2
.

6 9; 0 1 1 7

0
.

9 6; 1
.

2 5 ; 2
.

6 9; 5
.

05 ; 6
.

3 6

0
.

55 ; 0
.

9 6; 1
.

2 5 ; 2
.

6 9; 4
.

6 7; 5
.

5 9

0
.

7 1; 1
.

13; 3
.

3 0; 3
.

6 6; 7
.

0

0
.

2 0; 0
.

5 1; 1
.

13; 3
.

3 0; 10
.

3 7

0
.

10; 0
.

0 4; 0
.

7 1; 1
.

3 1; 3
.

2 0; 9
.

8 4

合计

6 1
.

16

5 1
.

9 3

6 1
.

2 3

5 1
.

9 3

5 1
.

5 9

6 1
.

0 6

5 1
.

8 3

15
.

7 4

6 1
.

0 1

5 1
.

8 8

16
.

02

15
.

9 9

5 1
.

9 7

6 1
.

3 1

6 1
.

0 7

5 1
.

8 0

5 1
.

5 1

5 1
.

38

注
:

数字有横线的指推算出的分子量
。

表 4编 mtD A N双酶完全酶解片段大小 (Kb)

T ab le 4M o le e u l arw e ih gt s (Kb ) o f re st r ie t i on f r a g me n t o sf mt D A N u sin gt h e do ub le e n z y me

酶 酶解片段大小 合计

ù勺 11月七ù O冉b OQé OJù 0t l,JōbOJ月DQé月寸匕」
UOù01了一了门了S
J注OLJ一了
ǎ
b
ù
b内b工
LJ工Jnj月Iù合

...........

……
内h心Uōbób内匕几匕比hóbōhǎb几勺内匕幽bób几匕óO心U111.11卫1,1, .占11ùL11

1.11111ùl
ù
1111111, 1

X h o l / P s t l

S a l l / P
s t l

K p n l / P s t l

B g l l / P s t l

H P a l / P s t l

X b a l / P
s t l

S a e l / P
s t l

S a l l / X h
o l

K P n l / X h o l

gB l l / X h o l

S a e l / X h o l

aS
e l / K P n l

X b a l / B g l l

H P a l / X h o l

S a e l / S a l l

H P a l / S a l l

X ba l / S a l l

K P n l / aS l l

9
.

3 5 ; 7
.

0 4

1 1
.

5 6 ; 5
.

2 9

1 5
.

4 1 ; 1
.

1

1 3
.

70 ; 3
.

0 6

1 3
.

6 7 ; 2
.

3 8 ; 0
.

7 0

8
.

2 4 ; 4
.

95 ; 3
.

5 7

1 0
.

2 3 ; 2
.

8 1 ; 2
.

0 7 ; 1
.

6 9

1 4
.

8 1 ; 1
.

6 9

1 0
.

8 1 ; 5
.

9 4

1 2
.

8 1 ; 3
.

9 4

6
.

1 ; 4
.

9 8 ; 3
.

3 ; 1
.

6 9

10
.

23 ; 3
.

9 9 ; 1
.

6 9 ; 0
.

7 2

7
.

10 ; 4
.

9 5 ; 4
.

6 1

7
.

17 ; 6
.

3 4 ; 3
.

0 8

9
.

13 ; 4
.

8 9 ; 1
.

6 9超
止

1

9
.

0 2 ; 4
.

2 9 ; 3
.

0 8

9
.

0 9 ; 4
.

8 2 ; 2
.

8 3

12 3 8 ; 4
.

1 7

1 6
.

3 9

注
:

数字有横线的指推算出的分子量
。
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(Z!扣)二(,!呼)阁
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: |忿者(工|)Z工
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(工|目í食(工|工工̀|:召(工|ū)目
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溺

言!,)者八N|,í者(Z|门)的(工|门)的(工|)Z留
( B )

1 0口 图距

八l|工)d

纬

曰(412)
.r(2|曰à

( A ) ( B )

I I

图 6 雌 ( A )编 ( B ) m t D N A 的限制酶图谱

F ig
.

6 T h e r e s t r i
e t i

o n m a p s o f m t DN A

( I )线形图谱 ( li n e a r f o r m ) ( I )环形图谱 ( e ir e u l a r f o r m )

1
,

aB
一

aB m H I ; B
一

B g l l ; B g
一

B g l l ; E
一

E e o R I ; H
一

H p a l ; K
一

K p n l ; P
一

P s t l ; S
一

aS
e

X b
一
X b

a l : X h
一

X h
o l

。

2
.

H p a l (2
一

1) 中的
“
2
”
指该酶的切点总数

,

而
“ 1” 指该酶的第一个切点

,

其余酶后面数字的意义类推
。

3
.

链 m t D N A 的 B R ( 4
一

2 )切点未能确定
。
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三
、

讨 论

在实验中观察到 X ba l存在两种酶切类型即一个切点和两个切点的 m tD N A多态现象

(图 l b )
。

通过加大酶量和双酶解法均证实存在 X b a l酶切片段长度多态
,

这是由于在实验取材

时采用了几条缝鱼的肝
。

为了排除 m t D N A 多态性而便于分析
,

本文酶切图谱所用的数据均来

自同一条链鱼肝 m t D N A
。

m t D N A 多态性与种群内遗传多样性相关
,

自然种群保持大量变异

对种群生存有利
。

对维编不同地理群与 m tD N A 多态性的系统研究
,

有助于了解它们各种遗传

结构品系的分布及其品种复壮的工作
。

从缝编的限制酶图可以看出
,

大多数酶切位点位于在。一 50 图谱单位范围内即酶切位点在

m t D N A 基因组中的分布是不均匀的
,

这种情况在其它动物的 m t D N A 中也可看到 [张亚平等
,

1 98 9 ;张亚平
, 1 9 9 1 ;

劳为德等
, 1 9 8 1 ]

,

其包含的意义还不清楚
。

p s t l ,

X h o l
,

K p n l 在两种鱼中均为 l个切点 ; S a l l
,

B g l l 在鳍为 1个切点而在链均无切

点
。

H p a l
,

X b a l 在雌缩中均为两个切点且它们的酶解片段大小很接近 ( 因未在同一个胶板

上进行电泳
,

因此
,

不能断定是否一样 )
:
HaP l 酶解片段在链中为 12

.

56 K b 和 2
.

95 K b
,

而

在编中为 1 3
.

6 7K b 和 3
.

o 8K b ; X b a l 的酶解片段在缝中为 1 1
.

1 2K b 和 4
.

6 7K b
,

而在编中为

n
.

81 K b 和 4
.

82 K b
,

B gl l 在两种鱼中均为 4个切点
,

但除最小的一个片段大小相似外 (维
:

0
.

96 K b ;
编

:
1

.

21 K b )
,

其余三个片段大小在维编间差别较大
,

S ac l 在维中仅为一个切点
,

而

在编中却为 3个切点
,

差别很大
。

缝编间 P st l
,

X h o l 和 K p n l 这三种酶酶切位点之间的位置以及与其它酶切位点的相对

位置在限制酶图谱上都是一样
; H p a l 和 X b a l 酶切位点之间以及与其它酶切位点的相对位

置也是一样
,

即凡是切点数一样
,

片段大小一样的酶
,

其酶解位点在限制酶图谱上的位置也一

样
。

B gl l 除 B gl (4
一

4) 切点外
,

其余的 3个切点在缝编 m t D N A 限制图谱中其位置也相似
。

缩鱼

的 S a 。 I ( 3
一 3 )切点位置与雌鱼的 S a 。 I ( 1

一

1) 切点位置相似
。

从上面的初步比较可见
,

在链亚科鱼类的发生过程中
,

其 m t D N A 的一级结构随着链编的

分化发生了一些改变但差异不大
。

当然
,

有必要对这两种鱼做更多种酶酶切的比较研究
。

本实脸 由 国家自然科学基金 ( 3 8 8 0 6 37) 资助
。
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A B S T R A C T T h e m i t o e h o n d r ia l D N A ( m t D N A ) o f s i l v e r e a r p w e r e d i g e s t e d b y 1 1
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,
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4
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0
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4
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2
,

1
,

1
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1
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O
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