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条纹斑竹鳖线粒体DNA的研究

吴 冰① 陈元霖② 桂慕燕
（福建省厦门大学细胞生物学研究室，厦门 361005)

摘 要 用6种限制性内切酶分析了4条条纹斑竹笙的线粒体DNA (mtDNA), PstI, HpaI, Xbal,

EcoRl, EcoRV, BgIII在条纹斑竹鳌mtDNA分子上分别具有0至2个切点，mtDNA分子大小为

16.6kb，根据单酶和双酶完全酶解片段的大小，构建了条纹斑竹鳌mtDNA的限制性酶切图谱。
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Studies on Mitochondrial DNA of Chiloscyllium plagiosum

WU Bing CHEN Yuanlin GUI Muyan

(Laboratory of Cell Biology, Xiamen University of Fujan Province, Xiamen 361005)

Abstract Mitochondrial DNA(mtDNA) from 4 samples of Chiloscyllium plagiosum was analyzed by 6

kinds of restriction. The number of cleavage sites were as follow: 2 for Hpal, Xbal and

EcoRI respectively; 1 for BgIII and EcoRV respectively; None for Pstl, Molecular size of mtDNA was

found to be 16.6kb. According to analysis of single and double enzyme cleavage, the map of restriction

enzyme was constructed.
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高等动物的线粒体DNA (mtDNA）是核外遗传信息载体，系共价闭合的环状分子，mtDNA分子小，基

因组中一般没有间隔序列，大多数鱼类 mtD NA含 16.5士0.5kb，呈母性遗传，它在动物遗传多样性和进化遗传

学研究中已成为一个新的生长点〔‘〕。目前，有关鱼类mtDNA限制性酶切图谱研究已有了一些报道〔2-4) 条

纹斑竹t是一种重要的经济鱼类，也是软骨鱼类中的一种，在鱼类系统学中属于比较低等的种类。本研究可为进一

步研究条纹斑竹找的线粒体基因组结构与功能、基因定位和鱼类的分子进化提供实验依据．

1材 料 和 方 法

1.1材料

条纹斑竹鉴 ( Chiloscyllium plagiosum)购自厦门市农贸市场．Xbal, EcoRI, EcoRV, HpaI, BgIII、

PstI, RNase A (DNase free)及分子量标记均购自华美生物工程公司。SDS为Servi进口分装，重结晶后使

用。

1.2 方法

1.2.1 mtDNA的提取与纯化 参照Koichiro Tamura碱变性法（(5)，以及我们以前的工作（6-9)，取新鲜肝

脏，置SE中剪碎、匀浆，经差速离心制备线粒体．加适量STE洛解线粒体，再依次加NS冰浴变性和KAc冰

浴复性后，用苯酚一氯仿抽提数次去蛋白质，乙醇沉淀，得mtDNA粗品。用RNase处理，苯酚一氯仿抽提，乙
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醇沉淀，得纯净mtDNA,溶于适童TE贮存备用。

1.2.2酶解条件 单酶解的反应总体积20川（内含2川酶解缓冲液），双酶解反应总体积30川（内含3川酶解缓

冲液），含mtDNA 0.1一0.3pg,酶4--10个单位，在37℃消化处理，单酶解4h，双酶解8h.

1.2.3凝胶电泳 配制 0.9％的琼脂糖凝胶，电泳缓冲液 （TBE)为89 mmol / L硼酸，2.6mmol/ L

Na2EDTA, 89 mmol / L Tris, pH8.3。电压2--3V/ cm，在室温下电泳14h. EB染色，紫外检测仪上观察、拍

照。

以ADNA / HindIII和.IDNA / HindUl +EcoRI作为分子量标记，按照各片段的分子量的对数与其相对迁移

率的倒数绘制标准曲线，测定未知片段的分子童。

2结 果 与 讨 论

2.1 mtDNA单酶酶切片段分析
条纹斑竹笠4条个体分别用6种限制性内切酶单酶酶解，XbaI, HpaL EcoRI在mtDNA上各有两个切

点，EcoRV和BglH仅有一个切点，PstI无切点。个体之间没有表现差异。因mtDNA分子为环状结构，所以

每一种内切酶单酶酶解所产生的切点数与片段数相同。mtDNA的分子大小为16.6kb。电泳图谱及片段大小见图

1和表 1.

表1 条纹斑竹盆 mtDNA单酶切片段大小 （kb)

片段序号 Hpal Xbal EcoRI BgIII EcoRV Pstl 

A 8.5 10.3 13.0 16.6 16.6 无 切 点

B 8.1 6.3 3.6 16.6 16万 无 切 点

合 计 16.6 16.6 16.6 无切点
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图1 条纹斑竹盆mtDNA单酶切电泳图谱 图2 条纹斑竹盆mtDNA双酶切电泳图谱

a. Psrl; b. Xbal;

e. BgIII；f. EcoRV:
c. Hpal; d. EcoRl;
M. ).DNA/ HindIl.

a. BgIII／Hpal; b. EcoRl/ HpaI; c. Xbal/ Hpal;
d. Xbal / BgIII；e. Xbal/ EcoRV; f. EcoRl／EcoRV;
M1. ).DNA/ HindIII+EcoRl; M2. ).DNA/ HindIII,

2.2 mtDNA双酶酶解及限制酶图谱构建
我们用 6对限制酶进行了双酶酶切：HpaI / XbaI, HpaI / EcoRI, HpaI / BgIII , XbaI / BgIII ,

XbaI / EcoRV, EcoRI / EcoRV。电泳图谱及片段大小见图2和表 2,

根据单、双酶酶解片段分子t的计算，可推知图1b中的16.6kb片段及图2c中的8.5 kb. 8.1 kb片段是由于
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XbaI酶解不完全产生，图2f中的13 kb片段是EcoRV酶解不完全的结果。这种酶解不完全的现象在实验中时有

发生，可能是酶解条件还不甚理想，有待于进一步探索。

采用双酶法构建酶切图谱(10。根据表I、表2中单、双酶完全酶解的结果，确定消失片段与新生片段的关

系。选择HpaI为中心酶进行片段间重叠与拼接，判断各酶解片段的相对位置，构建出6种酶的酶切图诸（图

3).

表 2 条纹斑竹盆 mtDNA双酶切片段大小 （kb)

片段序号 HpaI / Xbal Hpal/ EcoRl Hpal / BgIII Xbal / BgM Xbal/ EcoRV EcoRl / EcoRV 

1 5.8 6.6 8.5 10.3 10.3 7.5 

2 4.5 6.4 6.8 5.3 3.2 5.5 

3 4.0 2.1 1.3 1.0 3.1 3.石

4 2.3 1.5 16.6 16.6 16.6 16.6 

合 计 16.6 16.6 

H E X D H B X E H

0 2.1 4.5 7.6 8.5 9.810. 8 15.1 16.6 kb
(a)

(b)

图3 条纹斑竹盆mtDNA限制性酶切图谱

a，线型；b环型；H. Hpal; E. EcoRI; X. Xbal; D, EcoRV; B. BglII．

由于mtDNA遵循严格的母系遗传，所以选材不受性别限制，并且无组织或器官特异性，肝脏 mtDNA能

够反应条纹斑竹笙的种类特性。我们对条纹斑竹盆4个不同个体 mtDNA限制性酶切片段多态性 （RFLP)的测

定结果表明，它们个体间的酶切类型是一致的，这可能反应在厦门近海区分布的条纹斑竹盆的种群是单一的，对

此尚待进一步证实。
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