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　　 [摘　要 ]　通过 5种限制性内切酶获得了 13匹德国骑乘马线粒体 DN A( m tDNA)的切

割图谱。 结果发现 ,限制性消化产生了 1( Eco RⅠ ) , 3(B glⅡ ) , 4( Bam HⅠ )或 5个 ( HindⅢ和

Bam HⅠ )限制性片断 ,并确定了所有片断的分子大小。 mt DN A总的大小平均为 ( 16. 48±

0. 10) kb.除 Bam HⅠ 外 , m tDNA的限制性切点对于所有的个体是完全一致的。 用 Bam HⅠ

检测到 mt DNA的多态性 ,通过带谱分析推断 ,德国骑乘马的 B型 mtDN A是由 A型 m tDNA

通过突变产生 1个新的切割位点进化而来。
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高等动物的线粒体 DN A( m tDN A)是一个约 16. 5 kb的封闭式环形分子。因为

m tDN A的结构简单 ,世代间没有重组 ,并表现母性单性遗传和迅速的核苷酸替代率
[1 ]

,所

以 mtDN A作为母性起源的遗传标记 ,已成为研究动物种间或种内群体间亲缘关系的一

个理想工具。 在家畜 m tDN A的研究中 ,发现一些畜种 m tDN A的多态性 ,并已用于种间

及品种间起源进化关系的分析 [ 2～ 10 ]。在马上 ,关于 m tDN A的限制性分析亦有报道
[11～ 14 ] ,

并发现在 11种限制性内切酶上具有多态性。本文将描述德国骑乘马的另一种 m tDN A多

态性。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　试验动物　 13匹德国骑乘马的新鲜脾脏样品来自于德国萨尔布吕肯 ( Saa rbrǜ cken)

屠宰场 ,并立即速冻于 - 80℃ .

化学试剂　所用的 5种限制性内切酶 ( HindⅢ , BglⅡ , EcoR V ,EcoRⅠ和 Bam HⅠ )

购于 United States Biochemical ( Bad Homburg,德国 )和 Pha rmacia ( Freiburg ,德国 ) ,未

变性的无水乙醇和其他化学试剂都是高纯度的商业制剂。
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1. 2　方　法

m tDN A的分离　 mtDN A的分离按 Tamura等
[15 ]描述的方法并略有修改。约 1 g脾

脏组织完全匀浆于 5倍体积的 0. 25 mo l· L- 1蔗糖 , 10 mmo l· L- 1 EDTA和

30 m mol· L- 1 Tris-HCl( p H 8. 0)缓冲液中。 将匀浆液在 300 g , 4℃离心 90 s,获得线粒

体。线粒体沉淀物再悬浮于 400μL的 10 mmol· L
- 1

Tris-HCl, 150 mm ol· L
- 1

NaCl和

10 mmol· L
- 1

EDTA( pH 8. 0)溶液中 ,然后加入 800μL的 0. 18 mo l· L
- 1

NaO H和

1 m L· L
- 1

SDS溶液并混匀 ,在冰上放置 5 min后 ,加入 600μL的醋酸钾溶液 ( 6 m L 5

m ol· L
- 1醋酸钾 , 1. 15 m L冰醋酸 , 2. 85 m L无离子水 )。在冰上再潜伏 5 min后 ,这个混

合物在 11 750 g , 4℃离心 5 min,然后通过苯酚和氯仿提除蛋白质 ,用 2倍体积未变性纯

酒精从水相中沉淀出 m tDN A.经离心干燥后 ,溶解在 T E-缓冲液中 , 4℃冰箱放置 1～ 2 d.

限制性酶消化与电泳　 mtDN A用限制性内切酶在 37℃温浴中 4～ 8 h完全消化 ,用

未变性无水乙醇沉淀 ,经离心、干燥 ,再溶解于 T E-缓冲液中。通过酶消化的 m tDN A用 8

g· L
- 1
的琼脂凝胶在 TBE-缓冲液中 ,以 2 V· cm

- 1
电泳 8～ 10 h,为了片断的荧光染色 ,

在凝胶中加入荧光染料 (bisbenzimide) ,使终浓度为 1. 5μmo l· L
- 1

.

分析方法　电泳后 ,凝胶在紫外光上检查、拍照。 m tDN A限制性片断的分子大小 ,通

过与标准限制性片断的相对移动距离的比较 ,利用计算机程序“ Fragm ent”确定。 用

HindⅢ消化的λ-DN A被用作分子大小的标准。

图 1　德国骑乘马 mtDN A的 5种限制性酶的切割图谱

M.λ-DNA /HindⅢ片断标准 ; h4.个体 4; h5.个体 5

2　结果与分析

　　通过限制性内切酶分析 ,检查

了 13匹德国骑乘马的 m tDN A切

割图谱。4种限制性内切酶 HindⅢ ,

BglⅡ , EcoRⅠ 和 EcoRⅤ对于所

有被测个体产生了重复、一致的切

割图谱 (图 1)。 然而 ,对于Bam HⅠ

出现了多态性 , Bam HⅠ 的限制性

图谱 展示了 2种不 同类 型的

m tDN A分子 ,被称作 A型和 B型

(图 1)。

Bam HⅠ 的消化物产生了 2个

不同的切割图谱 (图 1) ,在 A型

m tDN A中 ,可观察到 4个片断 ,其

分子大小分别为 9. 78, 3. 18, 1. 92

和 1. 57 kb.在 B型 mtDN A中 ,也

出现 4个片断 ,但其之和仅为 14. 54

kb. 2种类型的 m tDN A的差异仅

出现在最大片断的分子大小上 ,在
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A型中为 9. 78 kb,在 B型中为 7. 85 kb.因为在 B型 mtDN A中 , 1. 93 kb片断表现了 1

个较宽的荧光带 ,所以 ,可以推测 ,用 Bam HⅠ 切割的这类 m tDN A产生了 5个而不是 4

个片断 ,即它们的分子大小分别为 7. 85, 3. 18, 1. 93, 1. 93和 1. 57 kb.

德国骑乘马 m tDN A的 EcoRⅠ 消化物在凝胶上显示了 3条带 ,它们的大小分别为

6. 72, 3. 35和 1. 50 kb,其总数仅为 11. 57 kb.因高等动物 mtDN A的大小约为 16. 5 kb,

因此 ,可推测德国骑乘马 m tDN A对于 EcoRⅠ 有 5个切点而不是 3个切点。 在这 3条带

中 ,其中 2个各含有 2个相同大小的带 ,所以 , 5个片断的大小分别是 6. 72, 3. 35, 3. 35,

1. 50和 1. 50 kb,其和为 16. 42 kb.这种现象在牛
[2 ]
、猪

[8 ]
、山羊

[ 10]
上也已被发现 ,通过 5种

限制酶共揭示出 23个片断 ,每 1种酶所产生片断的数目和分子大小见表 1. m tDN A分子

总的大小平均为 ( 16. 48± 0. 10) kb.

表 1　 5种限制性酶的切点数和片断大小

限制性酶 m tDN A类型 个体数 /个 切割位点数 /个 片断分子大小 /k b 总的大小 /kb

HindⅢ A 13 5 6. 32, 3. 76, 3. 05, 1. 68, 1. 54 16. 35

B glⅡ A 13 3 9. 10, 5. 35, 2. 15 16. 60

EcoRⅠ A 13 5 6. 72, 3. 35, 3. 35, 1. 50, 1. 50 16. 42

EcoRV A 13 1 16. 60 16. 60

B am HⅠ A 12 4 9. 78, 3. 18, 1. 93, 1. 57 16. 46

B am HⅠ B 1 5 7. 85, 3. 18, 1. 93, 1. 93, 1. 57
16. 46

16. 48± 0. 10

　　因为小的片断通常在照片上不能很清楚地被识别 ,按试验结果 ,附带给出 1个德国骑

乘马 m tDN A所有切割图谱的模式图 (图 2)。

图 2　德国骑乘马 mtDN A的 5种限制性酶切割图谱模式图
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3　讨　论

本研究中 ,通过 Bam HⅠ 分析 ,揭示了在德国骑乘马中存在着 2种不同类型的

m t DN A,其中所检测到的 B型 m tDN A是首次发现的。在所分析的 13个个体中 ,其中 12

个个体表现了 A型 m tDN A,而仅 1个个体出现了 B型 mtDN A,而且 2种限制性切割图

谱又那么相近 ,所以可推断 , B型 m tDN A是从 A型 m tDN A通过突变 ,在 9. 78 kb片断

内产生 1个新的切割位点派生而来。

George等
[ 13]
用 16种限制性酶分析了几个马属 (Equus )动物的 m tDN A,发现蒙古野

马 ( Equus przewalsk ii )和 4个家马品种 ( Equus cabal lus )的 mtDN A仅在 HincⅡ ,

KpnⅠ , AccⅠ和 B st EⅡ的消化物上存在多态性。本研究结果表明 ,德国骑乘马 m tDN A的

HindⅢ ,BglⅡ和 Bam HⅠ ( A-型 )切割图谱与蒙古野马、阿拉伯马、秘鲁马 ( Po ruvian pa-

so)、 Quarter马和摩根马基本一致。但德国骑乘马 EcoRⅠ的切割图谱不同于蒙古野马和

其他 4个家马品种。后者 mtDN A的 EcoRⅠ切割图谱表现了 6个大小不同的片断。因此 ,

德国骑乘马不仅对 Bam HⅠ 表现了多态性 ,而且对 EcoRⅠ也表现了另一种新的分子类

型。

Wang等 [14 ]用 16种限制性酶分析了中国云南一个较小区域 6个家马品种的 m tD-

N A,结果表明 ,这个群体表现了高度的 m tDN A遗传多样性。所有 6个家马品种具有 1个

特殊的 m tDN A基因型并带有多个母性起源的图谱。 16种限制性酶中的 6个 (Bam HⅠ ,

KpaⅠ , KpnⅠ , SacⅠ , StuⅠ和 XbaⅠ )出现多态性。德国骑乘马 m tDN A的限制性图谱与

这 6个中国云南家马品种的限制性图谱对于 HindⅢ , EcoRV和 Bam HⅠ ( A-型 )一致 ,但

对于 BglⅡ和 EcoRⅠ 则不同 ,中国马对于 Bg lⅡ表现了 2条带 ( 9. 8和 6. 7 kb) ,而德国骑

乘马则表现了 3条带 ,对于 EcoRⅠ的切割位点数在中国马为 6,而在德国骑乘马为 5.
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Res triction Endonuclease Analy sis of Mitochondrial

DN A o f Germ an Saddle-Ho rse

CHEN Hong
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Abstract: 13 German saddle-horses cleavage pa tterns of mtDN A from 5 rest riction

endonucleases (Bam HⅠ , HindⅢ , EcoRⅠ , EcoR V and BglⅡ ) w ere obtained. The re-

st riction digests yielded one ( EcoRⅤ ) , 3 ( BglⅡ ) , 4 (Bam HⅠ ) o r 5 ( HindⅢ and

Bam HⅠ ) f ragm ents and all f ragment sizes w ere given. The m ean to tal size o f m tDN A

w as calculated to be ( 16. 48± 0. 10) ki lobases. The restriction cleavage sites o f m tDN A

fo r all individuals ex cept Bam HⅠ w ere com pletely identical. A polymo rphism o f m tDN A

w as detected wi th Bam HⅠ . The kind of polymorphism let us assum e tha t B-type m tD-

N A of this ho rse had evo lv ed f rom the A-type m tDN A by acquiring an addi tional cleav-

age site.

Key words: mtDN A; cleavage pa ttern; rest riction endonuclease; polymorphism; ho rse
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