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水稻线粒体基因组中发现线性 DNA 
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高等植物的线粒体基因组比较大，一般从 200—25o0 kb，加上其组织结构相 当复杂，研 

究起来比较困难．目前的研究途径主要是两条，一是借助于脉冲电泳技术进行 的，如完整线 

粒体 DNA的脉冲电泳分析、结合某些稀有酶切位点 的限制性酶的酶切，某些线粒体大分子 

DNA的大尺度物理图谱的构建：二是构建线粒体基因组的物理图谱．但因为线粒体结构比 

较复杂，含有较多的重复序列，构建图谱的难度较大，而且构建的结果有待进一步的检验 ．现 

今对高等植物线粒体基因组的总的认识是：线粒体 内存在大重复序列和许多小重复序列，通 

过这些重复序列间的重组可能导致线粒体基因组的多分子化，这些分子可能是环状的，也可 

能是其它结构的． 

水稻线粒体基 因组的研究现状基本上与其它植物线粒体的研究水平接近 ．日本的两个实 

验室报道了水稻线粒体基因组的物理图谱”一．他们提出了水稻线粒体基因组的三体模型【 和 

基本环结构嘲，但实验数据与他们的模型间有很大的差异，表 明水稻线粒体 的结构远 比这些 

模型复杂．线粒体 DNA脉冲 电泳的结果也被提出，但各实验室的结果有很大的差异 ． 

本文的工作是通过脉冲电泳技术，研究水稻完整线粒体基因组的组织结构．首次在水稻 

协青早 A(矮败不育系 )线粒体 DNA脉冲电泳的 Smear区发现了一些能与线粒体基 因组探 

针特异性杂交的条带，推测这些条带对应线性的线粒体 DNA分子 ．实验还表明，高分子量 区 

的 DNA的两条带存在结构上的差异 ．其中一条带对核酸酶 sl敏感，另一条带则相对地不 

敏感 ．这为进一步的研究打下了良好的基础． 

1 材 料 和 方 法 

1．1 水稻协青早A线粒体的提取和插块的制备 

按鹿炳伟等 制备水稻协青早 A黄化苗的线粒体插块，略柞改动．线位体上超离心前， 

先 DNaseI处理 ；之后线粒体悬浮液置 于 Cushion Buffer(0．6 mol／L Sucrose．25 mmol／L 

EDTA，10 mmol／L Tris-HC1)上，10000 rlmin离 心 20 min(转 头 为 RPR20-2， 日立 

20PR．52D)，沉淀用匀浆液悬浮．其余相同．4。c保存待用． ’ 
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匀浆液 3000 r／min离心 10 min，沉淀用匀浆液悬浮，双层尼龙布过滤．滤液 3000 r／rain 

离心 10 rain，沉淀用 DNase I Buffer(0．3 mol／L Sucrose，10 mmol／L Tris-HC1)悬浮，加 

1／1oo 体积 1 tool／L MgCL~和 20 g苗 DNase I，0 oC 60 min． 3000 r／min离心 10 rain， 

沉淀用匀浆液悬浮后再离心一次，得细胞核样品．插块制备同上． 

1．2 脉冲电泳分析 

水稻线粒体样品插块和核插块走脉冲电泳． 

压 ，电泳 4h；60s，150 v，12h；120s，100V，4h． 

形 电极)． 

1．3 印迹杂交分析 

电泳条件为：0 5×TBE，30s脉冲，165V电 

脉冲电泳仪为 Pharmacia公司的产品 (六角 

电泳后的凝胶用 20 xSSC Southern转移 24h以上 ．杂交探针为 rFn26 f26S rRNA的基 

因)．COX I(细胞色素氧化酶亚基 I)、cox II(细胞色素氧化酶亚基 II)基因片段 (由本所杨金水 

先生提供)．．杂交仪为Hybaid公司的杂交炉，具体方法和试剂见 Amersham公司的 Blotting 

and hybaidizatiou protocols for HybondTM membranes． 

1．4 核酸酶 S1分析 

协青早 A线粒体插块先用 pMsF(苯甲磺酰氟 )处理，然后用 10倍体积 1×S1 Buffer 4'C 

浸泡 60 rain，S1 处理 60min(S0ul插块 +lOOgJ酶切 Buffer+30US1)．走脉 冲电脉 ，条件同 

上，参考((Molecular Chonirig))相关章节． 

2 结 果 和 讨 论 

图 1(a)，为水稻协青早A线粒体 DNA的脉冲电泳．带 3和带 4的线粒体样品的电泳结 

果表明，脉冲电泳下的水稻线粒体基因组主要由两部分组成，其中的一部分为 50— 150kb的 

Smear区，另一部分为高分子量的(1000 kb以上)DNA区．这结果与 Bendich等HI的研究相 

近．带 2为细胞核样品插块对照，没有观察到条带出现，说明水稻染色体 DNA 由于过大 以 

及与大量蛋白结合，在该电泳条件下是不出现的． 

高强度 DNuseI处理对线粒体 DNA的结构似有影响．图 1(a)中，带 3(10飕 DNaseI／g 

苗，0。C作用 20血 n)的样品的Smear区分布比带 4(20~g DNaseI／g苗，室温作用 60min)的 

样品的 Smear区大一些 ．而且在带 3的 550kb左右处有一条 清晰的条带，在 Sme ar区有一条 

清晰的条带，在 Smear区与该条带间尚有一、二条弱带；带 4的样 品的 Smear区仅在 lOOkb 

以下 ． 

用水稻线粒体基因 26s，COX II及线粒体基因组专一的COXX I探针杂交，带 3的Sme ar区都 

有一条清晰的条带，大小为 150kb(见图 1(b))．表明这 l50kb的条带含有COX I COX II，26S基 

因或它们的部分顺序 ． 

COX I杂交表明，除 150kb的条带被杂交上外，还有两条杂交信号较强的条带，分别在lOOkb 

和 78kb，其中 78kb的条带信号弱于 lOOkb的条带信号．COX II除杂交上 150kb条带外，还在 

100kb左右有强的杂交信号，无法判断是一条条带还是两条条带 ．COX I，c0x II的杂交中，尚有 
一

、二条弱带 ．26S杂交，除 150kb．的条带外，无明显 区别于其它部分 的带 ．Smear区的其它 

部分和带 4，只呈现较弱的杂交信号．带 4的杂交结果更说明了高强度的 DNuseI处理对线 

粒体 DNA结构的影响．550kb左右处也呈强杂交信号，但似有杂物干扰，有待证实． 
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(a) (b1 

图 1 水稻协青早 A线粒体DNA的脉冲电泳及杂交分析 

(a)璩冲电泳 。【b)杂交分析．I∞xI为探针。II ∞xII为探针。III rrn26(26S)为探针．1—— 酵母橐色体marker； 

2。 —— 细胞 棱插块； —— 线粒体插 块 1 ，B苗 DNmel，0"C作用 10 m ——蠛 粒体插块 20／~g苗 

DNaseI，室温作用 60I口in：5—— lladder r呻山er 

这些杂交呈 阳性的 DNA条带被推测是线性的．这些条带有两种可能：一是线性 DNA 

分子；二是 20— 30kb左右的环状 DNA分子(因为在该脉冲电泳条件下，20— 30kb的 DNA超 

螺旋分子的迁移率与 150kb的 DNA线性分子的迁移率相当)．如这些条带对应的是 20—30kb 

的 DNA超螺旋分子，在图 l(b)的带 4中，对应带 3 的杂交阳性条带消失后，应在 20— 30kb 

左右处出现杂交条带或杂交阳性区．而实验结果表明并没有出现这个现象．同时，在 目前小 

分子 DNA的研究 中，也尚未发现过如此大小的带线粒体 COX I等基因的 DNA分子．所以这 

些条带是 20— 30kb的环状 DNA分子的可能性很小 ． 

另外，其它实验也表明这些条带是线性 DNA分子的可能．在叶绿体 DNA的脉冲电泳研 

究中(叶绿体的提取过程中也用 DNaseI处理)，只出现线性的对应于单体和多聚体的 DNA 

条带，而很少有环状的 DNA分子M．Narayanan等将 IR36的水稻线粒体插块用 Sse83871部 

分酶切后，用线粒体探针杂交得到的条带大小与我们的实验结果接近 ，只是我们实验用的是 

没有酶切处理的线粒体插块，可能反映完整状态下的线粒体 DNA组织方式． 

这是至今为止首次在线粒体 DNA脉冲电泳 区 Smear发现均一的DNA分子，它们在大 

小上与 1wahashi提出的基本环的大小相近，估计就是 1wahashi的那种基本环，或类基本环． 

这个发现，有力地证实了植物线粒体内存在多分子结构的论断，可能促进脉冲电泳对高等植 

物完整线粒体的研究．结合某些稀有酶切位点的限制性酶酶切，可 以构建这些实在 DNA分 

子的大尺度物理图谱 ． 
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至于这些线性 DNA分子是否是线粒体内本来就存在的，还无法作出判断．550kb左右的 

条带附近有非特异性杂交，故无法对该条带作出明确判断．这些都有待进一步的研究． 

实验表明，DNase I对线粒体 DNA结构可能产生影响．而在大多对线粒体 DNA的研究 

中，都用了较高强度的 DNase I处理，以去除核DNA．这些结果提示了目前对线粒体的提取 

方法上有值得改进之处 ． 

如图 l(a)协青早 A高分子量 DNA区有两条清晰的条带，一条在 1000kb左右，另一条在 

1200kb左右．s1对线粒体插块的分析表明，1000kb左右的DNA条带 对 S1敏感，而 1200kb 

左右的条带相对地不敏感，提示这两条条带对应 DNA分子的结构有所不同． 

致谢 复旦大学遗传和遗传工程系 93届本科毕业生盒津同学协助完成部分工作，在此 

表示感谢 ． 
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