
pBR322 质粒 DNA 中 EcOR I 和 Hpa 11 酶解

片段的核苦酸序列分析x

未丽华

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

υNA 核背酸序列分析对基因的结构与功

能研究起着重要作用。 1977 年 Maxam 和

Gilbert 建立的化学裂解法 [1] 能测定 200 个

核背酸左右的长片段序列。我们根据国内条件

用 Maxam-Gilbert 方法测定了pBR 322质粒

DNA 中 Ecor 1 和 Hpa II 酶解片段的序列。

实验步骤见(图 1 )。用限制性内切酶 Ec

or 1(2) 酶解 pBR 322质粒 DNA(生化所制)未来

后，用牛肠碱性磷酸单醋酶(Sigma)**切除 5'

磷，再用 [y_3且PJ-ATP (Amercham 2000-

3000ci/m mole)和多核昔酸激酶(北京生物物

理研究所试剂厂制)标记 5'-JÌ1昂， 然后用 1%琼
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图， pBR322 酶解片段的 5' 标记及化学裂解流程图

PAGE 为聚丙烯联胶凝胶电泳
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Buffer, 40mMTris
HClpH8.0-5mM, 
NaAc-1mMEDT A 

再经 Hpa W2 ]酶解后，用 4% 聚丙烯眈股凝

胶(丙烯眈胶及双丙烯眈胶均 E. Merck 产品〉

电泳分离(罔 3)，然后从胶上洗脱两个 5' 端
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固 4 A 片段固

20 %聚丙烯眈胶
i庭胶电泳

32p标记的小片段A(161 碱基对〉和 B (459 碱

基对)(洗脱用 O.lM 碳酸氢三乙肢，回收约

90%左右[3]) .片段A和 B 分别经过四组碱基专

一性化学裂解 (G 、 A>C 、 T+C 、 C) ，然后分别

行进 8%和 20%聚丙烯曹先胶凝胶电泳(胶长 40

4 时毛 .. 

'--1 

li 
AOAGTTTqTAOTC 

41 

图 3 4% 聚丙烯酷踉

凝眩电泳分离经
ECORI 酶解 5'

标记及 Hpa 11酶

切的 pBR322 限

制片段 A 和 B

电压， 100V 
时间， 16 小时
Buffer, 45mMTris 
一棚酸 pH 8.3 • 

1mMEDTA 

图 5 A 片段图

8%聚丙烯眈胶凝
胶电泳， 第二

次加样

厘米宽 20 厘米，厚 0.4毫米，电压 2200V)。由

A片段在 20%胶〈图 4) ， 8 %胶第一次加样

(图 8)及 8%胶第二次加样(图 5)(在第一次

加样电泳1. 5 小时后加样继续电泳〉的自显影

图谱上可分别读出 29 个、 53 个及 63 个核昔

酸序列，其中图 4 和图 6 的序列中有 8 个核苦
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42 细胞生物学杂志 1 ~ 81 :{手

酸;巨，因 5 和图 8 的序列中有 25 个核昔

酸亟:卦，综'台'二个图，可i卖出 A 片段 112个

核背酸序歹IJ( 快i9A)o B 片段在 20%胶(图 6)

和 8%胶(图 7 )的白 SIP.影图谱 k可分别i卖出34

图 6 20%聚丙

赚醺肢凝
胶电泳

固 7 8% 黯芮
烯醺隙凝

眩电泳

图 8 A 片段图

8%聚丙烯毗胶

凝胶电泳，第
4次 jJ!l样

个和 89 个核昔酸序列，其中有 14 个核苦酸重

叠，综合起来可读出 B片段 109 个核昔酸序列

〈图 9白。除了个别 T核昔酸不清楚外，所得A

片段序列和 B片段序列与文献报道一致[4 ， 5] 。

在本实验中， pBR322质粒DNA用量 20-

40 微克，标记量达到 2 X 106cpm , 电泳1ft 每

条带子平均为 100-250cpm 左右， (~_~J~ 影 8

天。据我们经验用大片段标记的方法比小片段

标记更经济，因为一端标记的 DNA 片段不论

大小仍然都可以进行化学裂解，不过片段越长

标记的比度就要求越高。

A (归G)AA7凹TC归t口αJ牛'，T囚GT凹T7囚GA阳CA且G口臼TT咀'AT妇t恒~AT口啤GATA闯Aβm口T凹TT.队'AA皿TG臼σ咀GG町TA削GT町TT队'AT凹CA川口A峙GT凹T

20词 l 院酌) (ωG)AAT:凹TCωJ咒T口肌hT囚-凹1'TT囚GA阳口A蚂启cωTTATCA川，TC口ωGA

8%' 盹丁第二次卜悖 ATCAT口GATAAGCTTTAATGCIlGTAGTTTATCACAGTTAAJlTTGCTAACGCAGT口 AGG口ACCG-.. .3' 

日%'胶)第一沙:贮样 AAATTGCTAA口GCAGTCAGGC1~CCGTGTATGAJ_ATGT叫.c~4.ATC-CGCTCAl'CG. • .:3' 
B (G )AATTCTTGAAGACGAAAGOOCCTCGTGATACGCCTATTTTTATACGTTAATGTCATGATAATAATGOTTTCTTAGACGTCAr.OTGGCACTTTTCGCGGAA且TG'!'ccaCG...") , 
20到(脏) (G).UTTCTTOAAGACGAAA田GCCTCOTGATA'口创口

时{阪) (0) CCTCGTGATACGCCTATTTTTATACGT'NtATGTCA1GATMj'AATGGTT'l'CTTAGACGTCAGGT咀-GCACTT'l_\I~CGG C'rGAJ，.ATG'r(}CG而...中

图 9 pBR322 质舷 DNA中ECOR I-Hpa 11 酶解片段 A 和 B

经化学裂解后在 8%胶与 20%胶上的重叠部分及读出月号歹IJ
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