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限制性核酸内切酶 Bsp 631特性的研究‘’

曹新文 李冠一 黄宁悟

董 群 邹国林 朱汝播
（武 汉大 学生物系）

11型限制性核酸内切酶的发现和应用，革

命性地推动了分子生物学和遗传工程的发展。

不管从酶本身的理论研究或从工具酶的应用研
究方面来说，都必须首先确定酶促反应系统的

最适条件以及各种因素对酶活性的影响，但是

目前关于这类酶促反应条件的确定，多数是根

据定性实验和经验，很少是根据定量实验作动

力学描述。

限制性核酸内切酶 Bsp 631是我国自己分

离的菌种和发现的新酶Ci]。已测定其识别序列，

并确定它是 Pst I酶的异源同功酶。根据我们

对这两个异源同功酶的比较研究，我们认为

Bsp 631比PsA有较多的优点：酶含量较高，且
比较稳定，易于纯化。因此，估计可用 Bsp 631

取代PstIo但对 Bsp 631酶性质的研究，国内
外尚未见报道。因此我们采用本实验室自己纯

化的 Bsp 631酶，用定量测活的方法，对其最适

反应条件，二价阳离子及一价阳离子对其活性

的影响，以及酶的Km值等进行了初步的研究，

从而为今后对该酶的动力学研究结构分析及其

作为工具酶的应用提供了必要的资料。

材 料 与 方 法

1.菌种 Bacillus树aericus 631（上海生

物化学研究所严佩芳等同志赠送）。

2．细菌培养 另文报道。

3．试剂 肝素琼脂糖和 Cibacron Blue

F,GA-琼脂糖（本实验室自制），琼脂糖（上海东

海制药厂产品），pBR 3 2 2DNA（上海生物化学

研究所产品），其它试剂均为分析纯。

C Bsp 63 I酶的分离与纯化 另文报道。
，。酶活性的定量测定 酶0.5川，TM缓

冲液 （50mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mMMgCl,)

30ul, pBR322DNA 21zl(0.5Fcg)，总体积32.5

户。37℃保温20分钟后，加 10川终止反应液

(200 mMEDTA, 0.05%澳酚蓝，50%甘油），

然后进行琼脂糖凝胶电泳。琼脂糖凝胶浓度为

1.2多，每毫升凝胶含澳化乙锭 0.5/zg，电泳缓冲

液为 89 mMTris, 89mM硼酸，pH8.5, 25mM

EDTA。如为盘状电泳，则电流每管为2-3

mA，如为卧式平板电泳，则为6 V/cm。电泳完

毕后，在254 nm紫外灯下观察。加红色滤光片

照像，通过测产物带的黑度定量测酶活。

6．各种因素对酶活性影响的测定 除

pH因素是用 50 mMNa,HPD,,-KH,PO,缓冲液

代替TM缓冲液外，其它因素对酶活性影响的

测定所用缓冲液均为TM缓冲液。测定温度的

影响时，温度的范围是从 25℃ 到609C,侧定

Mg++b 浓度的影响时，是在TM缓冲液中，配制

含各种不同浓度的 Mg++(2,5,10, 20, 30, 50,

100niM)o测定无Mg+＋存在下各种二价阳离子

(Mn++,Ca＋十，Cn++sCo++> Fe++> Zn++)或一价

阳离子的影响时，是在缓冲液中配制各种分别

Cao Xtnwen et a1.: Characterization of Restriction Endo-

nuclease Bsp631
1]中国科学院科学基金资助的课题。
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含不同浓度的二价阳离子或一价阳离子，其浓

度范围与 Mg++相同。侧定有 吨＋＋ 存在下
NaCl或 KCl浓度的影响时，NaCl或 KCl浓

度范围为 50mM-500mMo测定 TM缓冲液

中 Tris-HCl的浓度的影响时，Tris-HCl浓度

从 10 mM-500 mMo

7.酶的Km值的测定 取缓冲液 30川，

分别加人不同浓度的pBR322 DNA（体积均为
8川），再加入 Bsp 63［酶 0.5川，总体积为

38.5川。37℃保温后，定量测定酶活性，将1／

对1／〔习数据作改良双倒数图，求出其 Km值。

为37℃左右〔21，但并不完全一样，有的甚至相差

十分悬殊，例如 Bcl I的最适温度为5 0 0C , BsiE

ICI为60-C , Ta砂为85QC。我们将其异源同功酶

PSII进行对比研究，发现它们的最适温度相同。

2. pH值对酶活性的影响 图3是pH对

酶活性影响的曲线图。最适pH为7.5，在pH

7.3-7.8酶表现出活性最强。限制性核酸内切

酶的最适pH一般是偏碱性的，大多数在pH 7.4

到7.9之间「，〕。

结 果 与 讨 论

1.温度对酶活性的影响 图1是温度对

酶活性影响的凝胶电泳图。图 2是温度对酶

活性影响的曲线图。从图1和图 2可以看到

0 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

图3 pH对 Bsp 631酶活性的影响

图1 在不同温度下Bsp631切割 pBR322 DN^ 的
琼脂塘凝胶电泳图谱

箭头指示产物带，c为对照。

3. Mg++浓度对酶活性的影响 在无

Mg++鳌合剂存在下，缓冲液中不含 Mg＋十时，

Bsp 63 1酶仍表现出很少一部分活性，而加人

Mg++鳌合剂EDTA时，酶则完全不表现出活
性。估计为酶蛋白在纯化过程中本身就络合

着少量Mg +＋所致。11型限制性内切酶只需要

唯一的激活因子 Mg十十，这已是大家所公认的

事实。从图4可以看出，当Mg+＋浓度为13.85
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Bsp 631酶在350C-45℃表现出活性最强。最适

温度为400C。温度达”℃时，酶活性仅剩 1多

左右。大多数限制性核酸内切酶的最适温度均

图4 Mg十＋浓度对 Bsp 63 1酶活性的影响

mm时，酶活性达最大值。Mg十十为2mM左右时，

酶只有23多的相对活性，然后随Mgf+浓度的
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图5 Tris-IHCl浓度对 Bsp 63 I酶活性的影响

增加，酶活性急剧上升，Mg+＋浓度在9-23 mM

范围内，酶活性较强，当其浓度再增加时，酶活

性则又逐渐下降，浓度达到 46 mM时，酶活性

只剩下10务左右，而 吨十＋浓度增至 92mM

时，则完全失去酶活性。II型限制性核酸内切

酶的最适Mg十十浓度一般为 5-15 mM+l。例如

BamHI的最适Mg++浓度为 13-17mMo Mg十＋

浓度从 17 mM逐渐上升，酶活性则逐渐下降，

当吨什浓度高于100 mm时，酶活性则完全被

抑制〔slo Bsp 63 I的异源同功酶 PSI I的最适
吨抖浓度在 16mM附近，当Mg++浓度高于这

个范围，酶活性就逐渐降低，当Mg++浓度达

80 mM后，酶活性则完全被抑制（未发表资料）。

4．无Mg＋十存在下各种二价阳离子（Mn十十、

Ca++,Cu＋十、Co++, Fe ++, Zn++）对酶活性的影
响 Mn+＋可以部分地取代 Mg++, Mn+＋浓

度低于 15mm时，酶有部分活性，但只有 10外

的相对活性。Ca干＋浓度低于smm时酶有极弱

的活性。Mn+＋浓度高于 15 mM,。＋＋浓度高

于5 mM,酶则完全丧失活性。但Cu++, Co＋十、

Fe++与Zn++均不能取代 mg ++，它们的浓度在

2-100 mM范围内，酶均不表现出活性。这些

结果与EcoRIts7, Bam HI"，及 BspRIl'〕的结果

基本相符合。

5．无 Mg +＋存在下一价阳离子对酶活性的

影响 Na+或K十均不能取代Mg++，不能使

酶呈现活性。我们的结果与文献报道的其它内

切酶结果完全相同。

6．有Mg+＋存在下 N2CI或KCl浓度对酶

图6 底物浓度影响 Bsp 631酶切割 pBx322DNA速率的
改良双倒数图

活性的影响 Na'浓度小于 150mm时，酶表

现相当的活性，当Na+浓度大于150 mM时，酶
几乎不表现活性。K十浓度小于 100 mm时，酶

亦有相当的活性，K＋浓度大于100 mm时，酶
不表现活性。但 K＋存在时酶的活性低于相同

浓度 Na+存在时的酶活性。我们的结果与文

献报道的其它内切酶结果相符。限制性核酸内

切酶在反应系统中，一般含NaCl或 KCl 50-

I 0 0 mm")。例如在 Bam HI的反应系统中含

100 mM NaCl，当NaCl浓度为 250 mM时，酶

活性被完全抑制〔‘，。EcoR I的最适 NaCl浓度

为50-120mM, Pal的NaCl或KCl的浓度高

于160mM时，酶活性完全被抑制（未发表资料）。
7. Tris-HCI浓度对酶活性的影响 从图

，可以看出，在 Mg++存在下，最适 Tris-HCI

浓度为 10-200 mMo 100 mM时酶活性最高，

当大于 200 mM 时酶活性逐渐下降，达到500

mm 时，酶不表现活性。这些亦与文献报道的

其它内切酶的结果基本相符合，在反应系统中

一般使用10-100 mm 的 Tris-HC1，此称中等

浓度，很少低于10 mm，亦很少高于l00mmo

8. Bsp 63 I酶Km值的测定结果 图6
是以pBR 322 DNA为底物时Bsp 631酶的1 /v

对1/C习的改良双倒数图。从图求得其Km值

为1.33 X 10-eM。关于限制性核酸内切酶的Km

值，除 EcoRI有较多报道外，其它很少报道，这

可能是由于没有简易而又准确的定量测活的方

法的缘故。

（参考文献转第38页）
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或是盐、碱，或是酸、盐，或是酸、碱等。为了充

分利用这些显带条件，我们将这s种处理都放

进流程，这样它的适用性要广泛些。事实上，我

们的材料已包含了多种不同类型的植物。当今

酸处理的作用越来越为许多作者所重视［[2,5,77

认为它对许多植物染色体显带有显著的促进作

用。以往的做法多为将酸处理放在盐处理的前

面，而我们的试验显示，将它放在最后对显带质

量的提高有很大帮助，能使带纹清晰，反差增

强，利于摄影和观察。

另外，组型分析和带型分析在同一分裂相

上进行，对辨认同源染色体，确定随体、端粒、

主、次溢痕是否显带，以及带的类型和位置等，

提供了更为可靠的依据。

从处理（1),(2),(3）可见，不同染色体显带

时，对酸处理要求较宽，最适处理时间可长达 1

小时，而且每种材料所需时间相差不大，但对

碱、盐的处理强度则要求控制在一个较小的范

围内。各种材料对碱处理强度的要求大致相同，

我们认为在45℃条件下处理50秒一1分钟是

最为合适的，故可将此因素固定下来。盐处理

的时间，则因材料不同而差异较大，难以统一，

如蚕豆为20分钟，而湿地松则要长达2小时。

但近缘植物则大致相同，如玉米、惹该、川谷及

玉米X惹该均为35分钟左右，因此我们将盐处

理作为可变因素。

供试材料因种类不同，其染色体对显带条

件的要求也不尽相同，完全统一是困难的，故在

我们的BSHG流程中，将酸、碱两个因素固定下

来，而只略微改变盐处理强度，以适应不同种类

植物的染色体的显带要求，这样做的好处是，在

很大程度上将流程统一了起来，避免了由于技

术条件不同而引起的带型上的差异。

关于显带和显带方法的关系，李M学［[27在

研究蚕豆染色体异染色质与 Giemsa显带技术

的关系时证明，技术条件不同能引起带型的差

异，而不是植物本身的带型差异。因此，将带型

作为染色体一个固有的属性，在不同种或品种

间对核型进行比较时，显带条件的一致性，应是

这种比较的先决条件。将显带处理流程上差异

较大的带型进行比较，意义不大。因此我们认

为，有必要总结、推广几套从制片到显带的标准

流程，这样利于不同植物带型比较分析，利于不

同研究者之间的交流和成果的应用，使植物染

色体显带技术更加实用化。

本文总结的方法，与传统方法相比，成功

率、重复率、显带质量均有所提高。更重要的是

由于流程相对统一，很大程度上消除了由于技

术条件不同所带来的带型上的差异。从而使结

果更为可靠。
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