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站鱼线粒体 D N A 的酶切图谱

戴建华 殷文莉 杨代淑 熊全沫
(武汉大学生命科学学院

,
4 3 0 0 7 2)

提 要 采用差速离心法及 D N
a s e l

、

R N
a s e

消化法制备并纯化了贴 ( S i lu r u : a s o t u s )肝脏

线粒体 D N A ( m i t o e h o n
d

r
i

a l D N A
,

m t D N A )
。

用 8种限制性内切酶对 m t D N A 进行了分析
。

B g l
、

E
e o r l

、

P
s t l

、

B g l l
、
B a m H I

、

x b a l
、

H in d l
、

x h
o l 在贴 m t D N A 分子上分别具 l

、
1

、
l

、
2

、

2
、

7
、
7

和 。个切点
。

m t D N A 分子量约 1 0
.

8 4 x l o 6

道尔顿
,

大小为 1 7
.

5 4 k i lo b
a s e p a

i
r s 。

根据单酶和双酶解

片段的数 目和分子量
,

建立了鱿 m t D N A 的限制性酶切图谱
。

关锐词 贴鱼
,

线粒体 D N A
,

限制性内切酶
,

酶切 图谱

线粒体是真核细胞中普遍存在的一种重要而独特的细胞器
。

其 D N A 及其相对独立的遗

传系统的发现
,

使线粒体的自主性及生物发生成为当前细胞生物学中非常活跃的研究领域
。

线

粒体 D N A 的结构
,

特别是其多态性使线粒体成为探讨动植物地理分布 [M ul h g an 等
,

198 9 ;

L a w r e n e e
等

,

1 9 9 1〕以及进化 [R
a n a ld 等

,

1 9 9 2〕的一种良好手段
,

而且从分子角度为动植物的

分类提供了新的证据 〔A vi se 等
,

1 9 8 6〕
。

国内研究者在鸟类和哺乳类 m t D N A 研究方面做了不少工作
。

鱼类 m t D N A 的研究起步

于 80 年代
,

对其物理图谱
、

基因定位
、

片段克隆和序列分析等方面的研究已有一些报道〔陈关君

等
,

1 9 8 4 ; 王钢锋等
,

1 9 9 1 ;
吴乃虎等

,

1 9 9 1 ;
张 四明等

,

1 9 9 1 ; 1 9 9 2 ;
崔建勋等

,

1 9 9 2 ;
申宗候等

,

1 9 9 3 ;
戴建华等

,

1” a4 ;
樊连春等

,

1 9 9 4 ]
。

姑鱼是我国的重要经济鱼类
,

有关姑鱼的人工繁殖等

方面已经做了一些工作〔潘伟志等
,

1 99 2 ;
钟 明超等

,

1 9 9 3〕
,

但有关站鱼 m t D N A 的研究尚未见

报道
。

本文采用 8种限制性内切酶对鱿鱼 m t D N A 进行了分析
,

并且构建了相应的酶切图谱
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

实验材料 姑鱼购 自武汉市水果湖集贸市场
。

2
.

试剂 D N a s e l
、

R N a s e 、

H i n d l
、

B a m H I
、

X b a l
、

X h o l
、

E e o R I
、

P s t l
、

B g l l
、

B g l l

均购 自华美生物工程公司
。

3
. 、

站鱼肝 m tD N A 的分离纯化 新鲜鱼肝组织用 b u f f e r A ( 0
.

2 5M 蔗糖
, 10 m M T r i s ·

H C I
,

1 m M N a Z
E D T A

,

p H 8
.

0 )洗净
,

剪碎后用 b u f f e r A 按 l : 1 0的重量体积比稀释
,

1 0 0 0 9 4℃

离心 15 分钟
,

除去核及细胞膜碎片
。

上清液 1 5 0 0 0 9 4℃离心 20 分钟
,

沉淀得线粒体
。

用 buf fe : B

( 0
.

2 5M 蔗糖
,

0
.

0 5 M T r i s ·

H C I
,

7 m M M g C I
: ,

p H 7 : 5 )洗涤一次
,

并按 0
.

5 m l / g 肝的比例悬

浮
,

加 D N a s e l 使终浓度达 1 0 0 拼g /m l
,

3 0℃保温 3 0分钟
,

冰浴冷却
,

加入 2倍体积的 D N a s e l 反

收稿日期
: 1 9 93一 22

一 0 7
。
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应终止液 (0
.

5 2M 蔗糖
,

0
.

I M N a Z
E D T A

,

p H 8
.

0 )
,

1 5 0 0 0 9 4 cC 离心 2 0分钟
,

沉淀用 D N a s e l

反应终止液洗涤一次
,

重复离心
,

得纯净线粒体
。

线粒体用 b u f f e r C ( 0
.

0 5 M T r i s ·

H C I
,

0
.

1 M N a C I
,

0
.

0 1 M N a Z
E D T A

,

p H 8
.

5 )悬浮 ( 0
.

5 m l / g 肝 )
,

加入 20 % S D s 至终浓度 0
.

8%
,

37 ℃保温 15 分钟
,

冰溶冷却
,

加等体积的饱和酚轻

微振荡至溶液呈乳白色
,

低温静置 30 分钟
,

1 0 0 0 0 9 离心 10 分钟
,

取水相重复抽提至界面无蛋

白为止
。

上层水相再用氯仿 /异戊醇 ( 24
:

1) 抽提二次去酚
,

水相中加入 0
.

2倍体积的 1 M N a A 。 ,

混匀
,

再加入 2倍体积预冷至一 20 ℃的无水 乙醇
,

混匀置于低温冰箱中过夜
。

1 5 0 0 0 9 4 C离心

2 0分钟
,

真空干燥
,

溶解于 T E 缓冲液 ( 1 0 m M T r is
·

H C I
,

1 m M E D T A
,

p H s
.

o )
,

加入预处理过

的 R N a
se 至终浓度为 5 0拜g /m l

,

37 ℃保温 1小时
,

然后用饱和酚
、

氯仿 /异戊醇各抽提 2次
,

水相

中加 1 M N a A 。
及 无水 乙醇沉淀 m t D N A

,

用 70 % 乙醇 洗涤 2次
,

真空干燥
,

以 T E 溶解
,

即得

m t D N A 纯品
。

4
.

线粒体 D N A 的酶解 酶解反应体系总体积 15 川
,

含 m t D N A 0
.

2一 0
.

5 拼g
。

单酶酶解加

内切酶 1一 3 u ,

37 ℃保温 1一 3小时
。

双酶酶解将两种酶同时加入
,

酶量各 1一 Z u ,

缓冲液各加一半
,

3 7℃保温 2 一4小时
。

反应完毕 6 5
`

C 10 分钟终止反应
。

5
.

琼脂楠凝胶电泳 采用无桥水平板电泳装置
,

琼脂糖胶浓度 0
.

7%
一 0

.

9%
。

澳化乙锭加

入胶中使浓度为 0
.

5 拌g /m l
。

缓冲系统为 T B E 电泳液 ( 8 9 m M T r is
·

H C I
,

8 9 m M 硼酸
,

2
.

5 m M

N a Z
E D T A

,

p H 8
.

3 )
,

恒压
,

3v c/ m
,

室温下电泳 4 一 6小时
。

电泳完毕后用清水冲洗
,

置于短波紫

外灯下观察
,

加红色或橙色滤光片
,

摄像记录
。

二
、

结 果 和 分 析

1
.

线粒体 D N A 酶切片段的测定

以 入D N A 的 E co R I
、

H i n d l 的酶解片段作为分子量标准
,

利用电泳迁移率与分子量对数

间的线性关系
,

测得各酶切片段 的分子量
。

根据 kI b 一 0
.

6 18 x l护 da l t o n
计算出各片段的大

小
。

B g l l
、

E e o R I
、

P s t x
、

B g l l
、

B a m H x
、

x b a l 和 H i n d l 在贴鱼 m t D N A 分子上分别具 1
、

1
、

1
、

2
、

2
、

7和 7个切点
,

X ho l 无切点 (图版 I A
,

表 1 )
。

双酶切电泳图谱及片段大小见图版 I 和

表 2
。

表 i 站鱼 m t D N A 单酶切片段 ( k b )

T a b le 1 M i t o e h o n d r i a l D N A r e s t r ie t i o n f r a g m e n t s f r o m 5
.

a s o t u s d i g e s t e d w i t h s i n g l e e n z y m e (K b )

言~ 之
、

遨
A B C D E F G

,

急计

X h o l

gB l l

E e o R I

P s t l

gB l l

E泊m H

X b a l

H in d l

无切点

17 5 4 1

17
.

5 4 1

17
.

5 4 1

13
.

6 6 0

1 3
.

5 7 3

4
.

5 6 0

8
.

5 2 2

3
.

8 8 1

3
.

9 6 8

3
.

4 1 9

4
.

6 2 9

2
.

4 6 3

1
.

11 3

2
.

4 2 1

1
.

1 1 3

2
.

1 4 5

0
,

9 3 6

1
.

3 7 4

0
.

7 2 2

1
.

1 5 8

0
.

5 13 .

1 7
.

5 4 1

1 7
.

5 4 1

1 7
.

5 4 1

1 7
.

5 4 1

1 7
.

5 4 1

1 7二 5 4 0

1 7
.

5 4 8

注 ; a 示根据分子量推算出的值
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图版

P l
a t e

鱿鱼 m t D N A 酶切电泳图谱 ( A
:

单酶切
; B

、

C
、

D
、
E

:

双酶切 )

E l e e t r o p h
o r e s i s p a t t e r n s o

f t h
e

f
r a g m e n t s o

f m t D N A f r o m 5
.

a s o t u s

d ig e s t e d w i t h
s in g l

e e n z y m e ; B
、

C
、

D a n d E
:

d i g e s t e
d w i t h d

o u
b l

e e n z y m e

a
.

入D N A / E e o
R 1 1

.

X h
o 1 m

.

X b
a 1 n

.

B a m H 1 0
.

H i n
d 1 p

.

B g l 1 q
.

P s t l

r
·

E c o R 1 5
.

B g l l

a
.

入D N A / E e o R 1 b
.

入D N A / H i n d 1 e
.

B a
m H I /X b

a 1 d
.

P s t l /X b
a l

e
.

E e o
R I /X b a 1 f

.

X b
a l / X h

o 1 9
.

X b
a l / B g l 1 h

.

B g l l / X h
o 1 1

.

P s t l / B g l l

b
.

入D N A / H i n
d 1 e

.

P s t l /X h
o 1 d

.

B g l l / X h
o 1 e

.

B g l l / P
s t 1 f

.

B g l l / B g l l

9
.

E e o R I /B g l 1 h
.

X b
a l / B g l l

a
.

入D N A / E e o R 1 k
.

H in d l / B a m H 1 1
.

P s t l / B
a m H 1 m

.

E e o
R I / B a m H I

n
·

B a m H I / B g l l

b
.

入D N A / H i n
d 1 0

.

H i n
d 皿 /X b a 1 p

.

H i n
d l / E e o R 1 q

.

H in d l / P s t 1 r
.

H i n
d l / B g l

s 二
H in d l / X h o 1 t

.

E e o R I / B g l 1 u
.

E e o R I / P s t 1 v
.

E e o R I / X h
o l

AABCDE
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表2 站鱼 mt D A N双酶切片段

T a bl e2 M it o ch o n d r i al D A Nr s et r i et io n fr a gmn ets fr o m 5
.

s ao t s u

( k b)

d i gs et ed wit h d o ul be en zy ms e( Kb)

片
酶 、 、 、

B aH m I/ X ba

P
s t l / X bal

E eo RI/ X bal

X bal / X h o l

X bal / B gl l

B gl l / X h o l

P s t l / B gl l

P s t l / X h o l

B gl l / X h o l

B gl l / P
s t l

B gl l / B gl l

E eo RI/ B gl l

X bal / B gl l

H in d l / B arn H

P s t l / B a mH I

E eo RI/ B a mH

B a mH I/ B gl l

H in d l / X bal

段 急计

4
.

6 50

4
.

56 0

4
.

6 50

4
.

6 50

4
.

6 50

7 1
.

54 1

1 3
.

7 4 4

17
.

54 1

1 36 6 0

1 3
.

66 0

0 1
.

0 7 9

9
.

7 7 9

4
.

6 50

5
.

8 5 3

1 3
.

57 3

10
.

0 4 5

0 1
.

4 6 3

3
.

4 19

0
.

6 3
a

8
.

52 2

8
.

2 2 5

8
.

2 2 5

8
.

2 2 5

17
.

6 1 1

1 3
.

38 1

7 1
.

54 1

2
.

4 6 3

3
.

4 1 9

3
.

4 1 9

3
.

4 1 9

3
.

4 1 9

2
.

42 1

2
.

42 1

2
.

4 6 3

2
.

4 6 3

2
.

4 6 3

2
.

4 1 5

2
.

14 5

2
.

42 1

2
.

42 1

2
.

42 1

42 0

7 4 1

4 1 5

14 5

4 1 5

74 3

7 34

2 7 4

7 34

1 58

1
.

8 1 5

1
.

1 58

1
.

8 15

1 158

0
.

2 8 9

0 0 1

72 5

1
“

0 0 1

0
.

4 82
.

3
.

7 9 5

H in d l / Eo e R

H in d l / P s t l

H in d l / B gl l

H in d 三 / X h o l

Eo e RI/ B gl l

Eo e RI/ P
s t l

Eo e RI/ X h o l

3
.

8 8 1

3
.

4 5 9

3
.

8 8 1

3
.

8 8 1

2
.

8 94

3
.

6 4 3

3
.

2 2 3

3
.

6 9 9

3
.

6 9 9

2
.

4 6 4

0
.

5 9 a

4
.

2 4 6

4
.

5 30

3
.

7 92

4
.

2 6 9

0
.

38
a

4
.

16 0

0
.

42 2
,

3
.

5 8 1

3 8 8 1

2
.

4 6 3

2
.

6 6 9

0
.

6 4 7

3
.

5 1 9

3
.

1 3 7

2 0 5 1

0
.

5 1 3
a

1
.

1 1 3

1
.

1 1 3

1
.

1 1 3

1
.

1 1 3

2
.

14 5

1
.

1 1 3 ::;
1

.

3 7 4 1
.

15 8

0
.

9 8 6 0
.

9 3 6

1
.

0 2 1

0
.

7 2 2 ;:::

17
.

5 4 3

17
.

5 4 4

17
.

5 4 1

1 7
.

5 4 1

1 7
.

54 1

1 7
.

54 1

1 7
.

5 39

1 7
.

54 1

1 7
.

54 1

1 7
.

54 1

1 7
.

5 4 1

1 7 5 4 1

1 7 5 4 1

17
.

5 4 3

17
.

5 4 2

17
.

5 4 2

1 7
.

5 4 2

1
.

7 6 4

0
.

3 3 6
a

1
.

1 1 3

1
.

1 1 3

1
.

1 1 3

1
.

1 1 3

1
.

3 74

0
.

3
8

0
.

9 3 6

0
.

9 3 6

0
.

9 3 6

0
.

9 3 6

1 5 8 1 1 3 1 13 0
.

7 2 2

0
.

7 22

0
.

7 22

0
.

7 2 2

0
.

7 2 2

0
.

5 1 3
a

0
.

5 1 3 a

0
.

6 7 3

0
.

5 1 3

0
.

3 8 3 a

0
.

1
.

0
.

5 1 3
a

1 7
.

5 4 7

1 7
.

5 4 8

1 7
.

5 4 9

1 7
.

5 5 1

1 7
.

54 8

1 7
.

54 1

1 7
.

54 1

1 7
.

54 1

注
: a 示根据单

、

双酶切片段大小推算出的值
。

2
.

站鱼 m t D N A 酶切图谱的构建

以 E e o R I 在贴鱼 m t D N A 上的唯一切点作为基因组的零点 ( o K b 处 )
,

取 E e o R I / B a m H

I
一

3
一

1
一

2为顺时针方向
,

可以确定 B a m H I 的两切点分别位于 1 0
.

05 4 k b 处和 14
.

02 2 k b 处
。

根据 B gl 亚 / B a m H I 及 E co R I / B gl l 双酶切结果可以确定 B gl l 的切点在零点左边

0
.

3 8 2 k b 处 ( 1 7
.

1 6 1 k b 处 )
。

同理
,

可以确定 P s t l 切点位于 1 3
.

3 8 1 k b 处
; B g l l 两切点分别

在 9
.

7 7 9 k b 处及 1 3
.

6 6 k b 处
。

X b a l 在站鱼 m t D N A 上有 7个切点
。

根据 X b a l / E e o R I
、

X b a l / B g l l 双酶切结果可

以确定产生 X b a l
一

F 片段的两切点分别在 0
.

1 k b 处和零点左边 1
.

27 4 k b 处 ( 16
.

26 7 k b 处 )
。

根据 X ba l / B gl l
、

sP t l / x ba l 双酶切结果
,

可以确定产生 x b a l
一

D 片段 的两切点分别

位于 1 2
.

6 3 9 k b 处和 1 5
.

0 6 k b 处
。

根据 X b a l / B g l l
、

B a m H x / X b a l 双酶切结果可以确定

X ba l
一

B 从逆时针方 向与 X ba l
一

D 片段相连
,

由此可以确定产生 X ba l
一

B 片段的另一切点

位于 9
.

22 k b 处
。

X b a l
一

D 和 F 片段之间相差约 1
.

2 k b
,

这与 X ba l
一

G 的长度相仿
,

可以确定

X b a
卜 G 在顺时针方 向与 X ba 卜 D 相连

。
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Hi nd l在站鱼 mtA D N分子上有7个切点
。

由双酶切 Hi nd l/ E eo R I
、

Hi nd皿 / Bg l l结

果可 以确定产生 i H d nl
一

B 片段 的两切点分别位于 0
.

3 8k b处和零点左边 4
.

26 4k b处 (1 3
.

9 25 k b处 )
。

由 Hi nd l/B a mHI 酶切结果可确定 Hi nd皿
一

A 在逆时针方向与 i H d nl
一

B 相

连
,

产生 H i n d 班
一

A 的两切点为 4
.

7 7 3 k b 处
、

1 3
.

2 9 5 k b 处
。

在 H i n d l / X b a l 双酶切 中
,

H i n d

l
一

C
、

D
、

F
、

G 保留
,

H i n d l
一

A
、

B
、

E 分别被切成 4
、

4
、

2个片段
,

X b a l 的 B
、

C
、

F
、

G 保留
,

A
、

D
、

E 分别被切成 4
、

2
、

4个片段
,

其中 H in d l
一
E 被切成 0

.

63 k b 和 0
.

3 06 k b 两片段
。

根据双酶切

H i n d l / X b a l 结果可以推知 X b a l
一

E 与 F 相连
,

产生 X b a l
一

E 的另一切点在 2
.

2 4 5 k b 处
。

H i n d l
一

F
、

G 在 H in d 皿
一

B
、

E 之间
,

其相对位置未定
。

进一步可以确定产生 H i n d l
一

E 片段的

两切点分别在 1
.

6 1 5 k b 处和 2
.

5 5 2 k b 处
,

H i n d l
一

D
、

C 在 H i n d l
一

E
、

A 之间
。

根据 已定 X ba l
一

E 的位置
,

如果 X ba l
一

C 与 E 相连
,

则产生 X ba l
一

C 的另一切点就位

于 H i n d 班
一

C 或 D 上
,

这与结果不符
。

如果 X ba l
一

A 与 E 相连
,

则 iH
n d 皿

一

C
、

D 保留
,

与结果

吻合
。

由此可以确定产生 X ba l
一

A 的另一 切点在 6
.

8 k b 处
,

X ba l 酶切片段的顺序为 X ba

I
一

F
一

E
一

A
一

C
一

B
一

D
一

G
,

H i n d l 酶切片段的顺序为 H i n d 兀
一

B
一

F ( o r G )
一

G ( o r F )
一

E
一

C
一

D
一

A
。

X ho l 在姑鱼 m t D N A 分子上无切点
,

根据以上分析
,

构建了姑鱼 m t D N A 的酶切图谱
。

E e o R I

gB 1 1

P s t l

氏 m H I

B g l l

X b a l

H一n d .

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

G e n o m e %

图 1

F ig

贴鱼 m t D N A 酶切图谱
a

.

线型
;

b
.

环型

R
e s t r i e t io n m a p s o f m t D N A f r o m 5

.

a s o t u s

a
.

L in e a r fo r m b
.

C ir e u la r
f
o r m

三
、

讨 论

我们实验用肝取 自7条鱼
,

其中 5条为雌鱼
,

2条为雄鱼
。

提纯的 m t D N A 经 8种酶酶解均只

分别出现一种酶切类型
,

未发现个体差异
,

这提示鱼类 m t D N A 类型与性别无关
,

取材不受性

别的限制
。

在单酶切及双酶切时产生一些小片段
,

在 0
.

7 % 一。
.

9%的琼脂糖凝胶电泳时跑出胶外
,

紫
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外灯下未能观察到
。

这些片段的大小根据总分子量以及单
、

双酶切相关片段的差值推算出
。

`

鱼类 mtD NA 为共价闭合的环状双链分子
,

由 1 5一18 千碱基对组成
,

其分子量约为 10 x 106

道尔顿
。

我们测得的贴鱼 m t D N A 分子量为 1 0
.

84 x 1 06 d
,

大小为 17
.

54 k b
,

符合文献中推论的

数据 [陈关君等
,

1 9 8 4 ; T h o m a s
等

,

1 95 6 ; M u l l i g a n
等

,

1 9 5 9 ]
。

高等动物 m t D N A 的基因组织在进化上十分保守
,

但种间及种内却存在着广泛的差异
。

脊

椎动物 m t D N A 的种间差异主要表现在基因组的大小和碱基组成方面
。

不同的鱼类
,

即使是一

些亲缘关系很近的鱼类
,

其 m t D N A 也相差甚大
。

不但分子大小有差别
,

其一级结构也发生了

变异
。

同种鱼类个体间 m t D N A 也可能存在多态性 ( p ol y m or p hi s m )
,

我们在黄鳝
、

黄颗和胡子

姑中发现了多态现象 [戴建华等
,

1 9 9 4 b ; 1 9 9 4 d〕
。

国内对鱼类 m t D N A 的研究主要集中于鲤科鱼类 (表 3 )
。

不同作者对草鱼
、

编鱼
、

卿鱼
、

方

正银卿
、

白卿等 m t D N A 分子大小进行了测定
。

从表中数据可以看出
,

对于同一种鱼
,

不同作者

得出的数据有差异
,

这可能与测定误差有关
,

也说明同种不同系的鱼的 m t D N A 大小也是有差

异的
。

张 四明等 [ 1 9 9 2 ]研究了同属一个种的方正银螂
、

白螂
、

螂鱼的 m t D N A
,

发现其分子大小

存在较大差异
,

但与三者的亲缘关系并无相关性
。

我们对黄鳝
、

鳗鲡以及鱿形 目的鱿鱼
、

胡子

姑
、

长吻脆和黄颗的 m t D N A 进行了研究
。

鳗鲡与黄颗在分类学上相差很远
,

但其分子大小却

相当接近
,

鳗鲡为 16
.

44 k b
,

黄颖为 16
.

42 k b
。

在姑形 目的四种鱼中
,

长吻脆与黄颗亲缘关系较

近
,

姑鱼与胡子站亲缘关系较近
,

但它们的 m t D N A 分子大小并不存在相应的关系
。

胡子姑与

长吻脆 m t D N A 分子量非常接近
,

分别为 16
.

68 kb 和 16
.

69 k b
,

姑鱼与胡子姑分子量却相差较

大
,

这显然与它们之间的亲缘关系不一致
。

其他作者的工作也说明虽然鱼类个体间 m t D N A 分

子大小存在差异
,

但其分子大小与鱼类的遗传关系并无相关性
。

表3 已报道鱼类 m t D N A 分子 t 及大小

T a b l e 3 R e P o r te d m o l e e u l a r l e n g t h e s a n d w e i g h t s o f t h e m t D N A i n f i s h s
eP

e i e s

鱼 名 大小 ( k b ) 分子量 ( x l o ` d ) 引文依据

鲤 C护汀
n u : ` a

rP io

卿 aC
r a s s i u : a u r a t u s

鲤 〔冲八 , u , ` a

rP i o

草鱼 tC 翻 oP ha 明
g o d O ” id e l lus

乌鳗 伽 h i、 eP h a z u : a r g u s

卿 aC
r a s s i u , a u ar t u : a u ar t u s

白卿 aC ar
s s i u : a u r a t u : c u v i e r

方正银卿 aC
r a s s i u s a u ar t u : 9 1加210

草鱼 tC 阴 oP ha 卿
g口 J

。 力 ide l lus

链 了乃沪OP h t h a l m i c九t
勺

: m o z i t r i x

编 A ir s t i c人t
勺

s , o阮 215

墉 A ir s t i c h t
勺

5 n o配 215

团头妨 材己 g a l o br
a 二 a a m b ly c

eP h a la

长吻跪 肠 ioc a s s i : z洲 g i or s t r i s

姑 S订 u r u : a sot u s

胡子贴 cl
a r i a 、

fu
s c u s

黄顺 尸 s eu d动 a g r u s

fu vl id ar co

鳗鲡 A n g u i l l a 川户on i c a

黄鳝 几肠
”

oP etr
“ :

al 加
,

1 6
,

9 9 0

15
.

2 1 0

16
.

4

16
.

3

1 7
.

2 0 0

15
.

5 4士 0
.

1 4

16
.

6 0士 0
.

1 3

15
.

9 9士 0
.

0 9

17
.

16士 0
.

0 7

16
.

8 2士 0
.

0 9

16
.

2 0士 0
.

0 9

16
.

4 4

16
.

6

16
.

6 9

17
.

5 4

16
.

6 8

16
.

4 2

16
.

4 4

16
.

2 7

10
.

50

9
.

4 0

10
.

13

10
.

0 7

10
.

6 3

1 0
.

2 6士 0
.

0 9

1 0
.

9 6士 0
.

0 9

1 0
.

5 5士 0
.

0 6

1 0
.

6士 0
.

0 4

1 0
.

3 9士 0
.

0 6

1 0
.

0 1士 0
.

0 6

1 0
.

1 7

1 0
.

2

1 0 3 1

1 0
.

8 4

1 0
.

3 1

1 0
.

1 4

1 0
.

1 6

1 0
.

0 5

陈关君等
,

1 9 5 4

陈关君等
,

1 9 8 4

吴乃虎等
,

1 9 9 1

吴乃虎等
,

1 9 9 1

张四明等
, 1 9 9 2

张四明等
,

1 9 9 2

张四明等
,

1 9 9 2

张四明等
, 2 9 9 2

崔建勋等
,

1 9 9 2

崔建勋等
,

19 9 2

崔建勋等
,

19 9 2

樊连春等
,

19 9 4

申宗候等
,

19 9 3

戴建华等
,

一99 4

本项研究

戴建华等
,

未发表

戴建华等
,

1 99 4 b

戴建华等
, 1 99 4 e

戴建华等
,

19 9 4 d
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. P工三

图 2黄颗
、

长吻脆和贴鱼 m tN D A酶切图谱 (由里向外 )

i Fg
.

R 2s e tr i e tio n ma ps o f m tN D Af
o r m P

.

f ul vi da r
eo ,

L
.

l o n g i or
s t r i , a n

d 5
.

a s o t u s

( f r o m i n s i d
e t o o u t s id

e )

不同鱼类的 m t D N A 酶切图谱是不同的
。

可以根据种间 m t D N A 的歧异程度来决定物种

间的亲缘关系以及演化过程
。

张 四明等构建了方正银螂
、

白螂以及螂鱼的酶切图谱
,

并且此较

了三者之间的遗传关系 [张四 明等
,

1 9 9 2〕
。

鱼占鱼
、

长吻鱿与黄颗同属鱿形 目
,

姑鱼属姑科
,

后两

者属脆科
,

其中长吻脆属脆属
,

黄颗属黄颗鱼属
。

鱿鱼与长吻脆
、

黄颗两者之 间存在较大的差

异
,

这不仅表现在形态结构方面
,

在分子水平上也有显著的差异
。

用限制性内切酶对这三种鱼

m t D N A 进行分析
,

从构建的三者的酶切图谱可以看出
,

一些酶在黄颗
、

长吻脆 m t D N A 分子上

切点的位置以及片段大小较接近
,

这说明黄颗与长吻脆有较近的亲缘关系 (同科不同属 )
。

鱿鱼

酶切 图谱与黄颗
、

长吻跪酶切图谱差异显著
,

这与姑鱼与黄颗
、

长吻脆同 目不同科相对应
,

从分

子水平说明了三者之间的遗传关系
,

与传统的分类相符
。

对姑鱼 m t D N A 限制性酶切图谱进行分析发现
,

本文选用的 8种酶 ( X ho l 无切点 )的切点

在 m t D N A 中的分布是不均匀的
。

H i n d l 的 7个切点有 6个分布在基 因组的。一 27
.

2%之间
,

在

基 因组的 27
.

2% 一 75
.

8 %之间没有切点
。

由于在 2
.

1% 一 9
.

2%之 间除 H i n d l 外其余 7种酶都没

有切点
。

因此
,

根据现有数据尚不能确定片段 iH
n d 班一 F

、

G 的相对位置
。

在贴鱼 m t D N A 基因

组的 。一 5 5
.

7 %之间除 X ba l 和 iH dn 皿外其余 6种酶都没有切点
。

酶切位点分布的不均匀性可
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:

姑鱼线粒体 D N A 的酶切图谱 3 1 9

能与动物 m tD N A 中具有高度保守的 D N A 序列有关
,

意味着酶切位点是非随机分布的
。

本文 系国家自然科学基金资助课题
,

作者戴建华现在湖北师范学院生物 系
,

43 500 2
。
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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 ) f r o m l i v e r o f S i l u r u s a s o t u s h a d b e e n

is o l a t e d a n d p u r i f ie d b y t h e m e t h o d o f 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 a n d D N a s e l
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R N a s e

d i g e s t i o n
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E e o R I
,
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m t D N A
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,

1
,

1
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2
,
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r e s p e e t i v e l y
.

T h e m o l e e u l a r w e i g h t o f 5
.

k i l o b a s e p a i r s
.

A e e o r d i n g t o t h e n u m b e r

a SOt U 万 l S

a n d t h e s i z e o f t h e

a b o u t 1 0
.

8 4 X 10 6 a n d 1 7
.

5 4

f r a g m e n t o b t a i n e d b y d i g e s t e d

w i t h s i n g l e a n d d o u b l e e n z y m e s ,
t h e r e s t r i e t i o n e n z y m e m a p o f m t D N A f r o m 5
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a s o t u s w a s

e o n s t r u e t e d
.

K E Y W O R D S S i l u r u s a s o t u s ,
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, r e s t r ie t io n e n d o n u e l e a s e , r e s t r i e t i o n e n z y m e m a P


