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提要 于 1 9 9 2 年 4 月一 1 993 年 4 月
,
用液氮研磨

一

苯酚 /氯仿抽提
一

异丙醇沉淀的方法

提取青岛沿海产紫菜
、

真江篱
、

龙须菜
、

海膜 4种红藻的总 D N A ; 利用 H 。 。
比 st 一

sC cl 密度梯

度超离心法将叶绿体 D N A 与核 D N A 分开
。

对抽取的叶绿体 D N A 梯度组分电泳结果表

明
,

真江篱样品出现质拉的电泳条带
。
以透射电镜观察到闭合环状 D N A 图像 (周长平均值为

4
.

3 x l丁
, m ,

约为 1
.

3 k b ;) 分子杂交结果显示
,

真江篱质粒与其叶绿体 D N A 之间没有同源

性
,

而与核 D N A 之间有一定同源性
。

关镇词 红藻 真江篱 质粒 cs cl 密度离心

质粒是指独立于染色体 D N A 之外的遗传物质 ( L
e d e r b e r g

,

1 9 5 2 )
。 G o f f 等 ( 1 9 8 8 )

用 H oe hc s t一 c s

CI 密度梯度超离心法分离龙须菜等红藻叶绿体 D N A 的同时
,

还分离到

闭合环状的质粒
。

目前国外已对 20 余种红藻进行了研究
,

在 13 种红藻中发现了质粒的

存在 ( G
o f f e t a l

. ,

1 9 9 0 ; V i l l e m u r ,

19 9 0 a ; S h i v
ii

,

1 9 9 1 )
。

尽管浮力密度 同 叶 绿 体

D N A 接近
,

但不能确定在细胞中的分布位置 ; 尽管有些质粒发现具有转录活性
,

但尚未

探明其担负的功能 ( G
o f f e t a l

. ,

1 9 9 0 : V i l l e m u r ,

19 9 0b )
。
红藻质粒已成为藻类分子

生物学的热点之一
,

为红藻遗传分析和分类进化研究提供了新的途径
。

特别是红藻质粒

可用于红藻基因工程载体的构建
,

对红藻的遗传转化意义重要
。

本文报告在我国特产的

真江篱中发现质粒的研究结果
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料 红藻紫菜 ( p
o r Ph夕r a s p

.

)
、

真 江 篱 ( G
r a c i l a r i a a s i a t i c a

)
、

龙 须 菜

( G
; 。 c i z。 r i o户: 15 l e m a n e i f o r 二 15 )

、

海膜 ( H
a l y m o n i a s p

·

) 于 1 9 9 2 年 4一 9 月采于青岛沿

海
。

用海水
、

蒸馏水洗净
,

并用超声波清洗器处理 10 m in
,

以除去杂藻
。

1
.

2 总 D N A 提取 参照 G o f f 等 ( 1 9 8 8 ) 和 V i l l e m u r
( 1 9 9 0 a

) 方法
,

略作改动
。

取

红藻 , g
,

剪碎后置瓷研钵中
,

倒人液氮 20 一 30 m l
,

研磨至粉状
。

加人 50 m l 缓冲液 〔20

.
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m mo l/ L Tr i s 一 el, 1 0 m m o l / L E D T A , 1 0 o m m o l / L N a e l , 2多( W / F ) S a r k o s y l
,

1 0

m m ol / L 夕
一

疏基乙醇
, p H 一 8

.

0 ]
,

不断搅拌直至化冻
。

于 3 0 0 0 r
/m in 离心

,

沉淀再经

液氮研磨
、

化冻
,

并与上清液合并
。

加人蛋白酶 K 2
.

, m g ,

于 37 ℃ 处理 hl
。

用 T E 饱和

酚抽提一次
,

水相再用酚
:
氯仿

:
异戊醇 ( 5 0

: 4 9 :
l) 抽提一次

。

水相中加人醋酸钱至终浓度

为 2
.

s m o l / L
,

用 0
.

6 倍体积异丙醇沉淀 D N A 过夜 (一 2 0℃ )
。

经离心 ( 5 0 0 0 r
/m i n

) 后
,

沉淀用 7 0多 乙醇洗两次
,

真空冷冻干燥后
,

溶解于 3m l T E 中
。

1
.

3 叶绿体 D N A 的 分 离 参 照 G o f f 等 ( 1 9 8 8 )
, V i l l e m u r

( 1 9 9 o a
) 以 及 S h i v

ji

( 1 9 9 0 ) 的方法并适当改进
。

在 D N A 溶液中加人 C s C I (D N A 级 ) 4
.

0 09 ,

荧光染料

H o e e h s t 3 3 2 5 8 2 0 0 “ g ; 溶解后用毛细管转人 s m l B e e k m a n
超速离心管

,

用 19 /m l e s e l

溶液注满并配平
、

封 口 ;然后
,

于 eB
o km an L 8B 0 超速离心机上

、
v iT

一 “ 转头中以 5 0 0 00

r
/班 in 转速离心 4 h0

。

取出离心管后小心固定在架台上
,

在紫外光下拍照记录
。

用 4 1 /#2

注射针头从离心管颈 口扎人通气
,

用 1#2 针头距密度梯度条带下 3m m 处斜插人管内
,

分

别吸出叶绿体和核 D N A 两个条带
。
用 aN CI 饱和的异丙醉除 H oe hc st 两次

,

在 4℃

下水相对 T E 透析 Z d
,

更换 8 次透析液
。
用乙醉沉淀 D N A

,

悬浮于 T E 中
。

1 .4 电泳及透射电镜观察 所得叶绿体与核 D N A 梯度组分分别进行琼脂糖凝 胶 电

泳 ( 1多
,
T B E ) 观察 ; 质粒带用低融点琼脂糖方法 ( S

a m b r o o k e t a l
. ,

1 9 8 9 ) 回收
,

溶解

于缓冲液 ( l o o m m o l / L T r i s一 e l
, Z o m m o l / L E D T A

,

声 ~ 8
.

5 )中 ; 用于透射电镜观察

的铜网的制备
,

根据改进了的 G of f 等 ( 19 8 8 )与 vi n 。山 u r
( 1 9 9 0 a

) 的方法
。

展开液中去

离子 甲酞胺浓度为 23 外 V / V
,

细胞色素 C浓度为 14外(平 /V )
。
用覆盖有 P ar fo d io n

膜

的 2 00 目铜网蘸取单分子膜
,

用铂合金 7
“

旋转喷镀
。
用国产电镜观察

,

激发电压为 8 k0 v
。

L S 分子杂交 按缺口平移法 ( aS m b r
oo k et al

. ,

1 9 8 9 ) 标记质粒探针
,

与总 D N A
、

核 D N A 和叶绿体 D N A 进行斑点杂交
,

点样量均为 Zgn
,

以质粒为阳性对照
,

点样量

为 0
.

4 P g o

2 结果

研究结果表明
,

以 H oe hc
s t 3 3 2 5 8 为染料

,

用 c s CI 密度梯度超离心法将红藻总 D N A

分为两个浮力密度组分 (图版 I : 1 )
,

上面条带浮力密度较低
,

为叶绿体 D N A 组分 ; 下

面条带浮力密度较高
,

为核 D N A 组分 ( G o f f e t a l
. ,

1 9 8 8 ; V i l l e m u r ,

1 9 9 0 a : s h i v ii
,

1 9 9 1 )
。

通过 电泳检查
,

在真江篱叶绿体 D N A 组分中出现了叶绿体 D N A 带以外的特

异条带 (图版 I : 2 ) ; 在龙须菜等其它 3种红藻中未见到
。

从凝胶上回收并用透射电镜观

察
,

发现闭合环形 D N A 图像 (图版 I : 3 )
,

测量其周长
,

平均值为 .3 43
c m ; 电镜及照相总

放大倍数为 8 X 104
,

实际周长为 3
.

4 3 / 8 x 1 0一`
~ 4

.

3 X 1 0一喻
。

根据经验公式
, l卜m 双

链 D N A 约合 3 0 0 0对碱基 ( G
o f f e t a l

. ,

1 9 5 5 )
,

真江篱质粒约为 1
.

3k b
。

分子杂交的

结果显示
,

该质粒与叶绿体 D N A 之间并无同源性
,

而与核 D N A 之间有一定同源性
。

因为总 D N A 含有核 D N A
、

叶绿体 D N A 与质粒 D N A ,

因此亦显示阳性斑点 (图版

I : 4 )
。

3 讨论与结语

本研究发现
,

我国特产的真江篱具有一个 1
.

3 kb 质粒
,

但在我国产的紫菜和龙须菜中

均未发现质粒
。

对国外学者尚未考察的海膜
,

也未发现质粒
。
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国外学者通过对美国
、

加拿大
、

智利
、

新西兰产 2 0余种红藻 D NA 的研究
,

发现在 6

种江篱 ( G r a c i l a r i a , 。 x t o r i i
,

G
.

P a c i f i c a ,

G
.

r o b u s t a ,

G
.

; e灸t, a人i a e ,

G
.

e h i l e , , i : 与

`
.

: 口 r j i J 。 )
、

龙须菜
、

篱生藻 ( `
r a c i l a r i o Ph i l a o r y z o id o s

)
、

叉枝藻 ( G夕m o o g o , g r “ ,

s p
4

)
、

凹顶藻 ( L a 二 r e , c i a : p e c t a b i l i s
)

、

条斑紫菜
、

p o r p h y r a m i o i a t a
和似紫菜

( S m i t h o r a n a i a d “ m ) 中
,

均含有质粒 1一 4 个 ( G
o f f e t a l

. ,

1 9 9 0 ; V i l l e m u r ,

1 9 9 0 a ;

s h i v ji
,

一9 9 1 )
,

长度在 1
.

6一 7
.

s k b
。

就龙须菜而言
,

G o f f 等 ( 19 9 0 ) 在美国加州产龙须

菜中确定了 3 个质粒
,

而 V i l l e m u r
( 1 9 9 0 a

) 在英国产的 G r a c i l a r i o P s i ,
中并未检测到

质粒
。

S h i v ii ( 1 9 9 1 ) 在实验室培养的条斑紫菜中检测到似质粒 ( p l
a sm i d l i k e

) 带的存

在
,

但未能确定质粒数目
。 V i l l e m u r

( 1 9 9 0 a
) 在加拿大产紫菜 P

.

m i n i a t a 中发现 3个

质粒
,

在另一种紫菜 P
.

il ,
。 , 行 和江篱 G

.

cf 。 ,
邝 co as 中亦未发现质粒

。

结合本文

结果提示
,

质粒的分布具有种间的差异
,

也随着红藻地理分布的差异而存在差异
。

本实验结果表明
,

红藻质粒富含 A 一
T

,

在 H oe hc st 一 cs CI 密度梯度离心管中
,

位置与

A 一
T 丰富的叶绿体 D N A 接近

。

经 M
a n u e l i d i s ( 1 9 7 7 ) 研究

,

H o e c h s t 3 3 2 5 8 与 D N A

的 A 一 T 丰富区结合
。

红藻质粒 D N A 由于 A
一
T 丰富而与叶绿 体 D N A 难 以 分 开

( G
o f f e t a l

. ,

1 9 5 5 ; v i l l e m u r ,

1 9 9 0 a
)
。

A l d r i c h 等 ( 1 9 8 1 ) 开始使用 H o e e h s t 一 e s e l 密

度梯度超离心
,

有效地将藻类细胞器 D N A 与核 D N A 分开
。

目前在红藻中由于难以制

备足够的完整的叶绿体
,

而使得这个方法成为叶绿体 D N A 分离的常用方法 (G of f e t

al
. ,

1 9 8 8 )
。

本文再次验证了用该法分离红藻叶绿体 D N A 和质粒 D N A 的可行性
。

但

这并不意味着红藻质粒位于叶绿体中或与叶绿体 D N A 之间一定具有 同源性
。

从 电泳

(图版 I : 2 ) 和斑点杂交 (图版 I : 4 ) 结果来看
,

质粒的拷贝数很高
, G of f 等 ( 1 9 9 0 ) 也有

此结论
。

本文结果提示
,

真江篱质粒与核 D N A 具有同源性
,

很可能能够整合到核基因组中
,

这有待继续研究
。

G of f 等 ( 1” 0) 则发现龙须菜两个质粒与核 D N A
、

叶绿体 D N A 之

间均无同源性
。 S h ivij ( 1 9 9 1) 发现条斑紫菜似质粒 D N A 与叶绿体 D N A 之间具有同

源性
,

认为质粒可能整合到叶绿体 D N A 中
。

vi n e m ur ( 1 9 9 0 a
) 的杂交结果显示了 G

.

:
hi 份。 is 核 D N A 的酶切片段与质粒 D N A 杂交有一条阳性带

,

他解释为混于核 D N A

中的质粒
,

还需进一步研究
。

尽管红藻质粒的功能
、

分布
、

来源尚需深人探究
,

但正如 G of f 等 ( 1 9 9 0 ) 和 iV l le m ur

( 1 9 9 0 a
) 所言

,

它为我们提供了红藻分子生物学和基因工程研究的新工具
。

我国真江篱

质粒的发现
,

意义正在于此
。
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