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荧光定量PCR精确检测人胚胎干细胞线粒体DNA
拷贝数方法的建立
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摘要      建立一种精确定量人胚胎干细胞线粒体DNA拷贝数的方法。构建包含线粒体DNA 
ND1和核单拷贝基因β-globin基因序列的重组质粒作为标准品; 收集无饲养层培养体系下人胚胎

干细胞DNA样本, 结合2个单独的Taqman探针实时荧光定量PCR对待测样本中线粒体ND1和核

β-globin基因分别进行定量, 从而对人胚胎干细胞线粒体DNA的含量进行了精确定量。结果提示, 
人胚胎干细胞线粒体DNA的平均拷贝数/细胞为1 321±228。研究表明, 该技术可对人胚胎干细胞

线粒体DNA拷贝数进行准确的测定, 为研究培养条件对人胚胎干细胞线粒体DNA拷贝数的影响及

优化体外培养条件奠定了基础。

关键词      人胚胎干细胞; 线粒体DNA; DNA拷贝数

收稿日期: 2012-03-16　　接受日期: 2012-04-05
国家自然科学基金(No.81101510)、湖南省自然科学基金青年基

金(No.09JJ4009)、国家高技术研究发展计划(863)(No.2006AA02A102)、
高等学校博士学科点专项科研基金新教师基金(No.200805331133)和中

央高校基本科研业务费青年教师助推基金(No.201012200219)资助项目

*通讯作者。Tel: 0731-82355100-8428, E-mail: linggf36@yahoo.com.cn

线粒体是真核细胞内的重要细胞器, 它不仅能

维持细胞正常的生理功能, 为有机体提供ATP, 而
且在细胞凋亡和死亡中也发挥着重要作用。人线

粒 体DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)是 全 长 为 
16 569 bp的双链闭合环状分子, 可以独立于核DNA
之外进行复制、转录和翻译, 为多拷贝基因组[1-2], 不
同的细胞mtDNA的拷贝数不同。线粒体能量代谢

的改变与mtDNA拷贝数有着密切的联系[3]。许多研

究表明, mtDNA拷贝数对卵母细胞的受精和早期胚

胎发育潜能有重要影响, mtDNA可作为评价卵母细

胞质量的重要标志, 其含量降低与卵母细胞受精失

败密切相关, 这也是早期胚胎体外发育阻滞的重要

原因之一[4-5]。临床上, mtDNA拷贝数异常变化已在

越来越多线粒体遗传缺陷的患者中得到证实[6], 在
大多数实体性肿瘤研究中也发现能量代谢的改变与

mtDNA拷贝数和氧化磷酸化相关酶活性的降低有

着密切的联系[7]。Mandal等[8]报道正常的线粒体功

能与人胚胎干细胞增殖、早期多向分化潜能和分化

时抑制致瘤型细胞的形成密切相关, 抑制线粒体的

功能会增强细胞糖酵解的依赖性, 并伴随着Nanog、
Oct4和Sox2表达的增加。Ramos-Mejia等[9]在8株人

胚胎干细胞系2个不同的培养条件下检测了干细胞

多能性与线粒体功能(包括线粒体膜电位, mtDNA含

量, 调控线粒体复制、转录、发生相关的基因检测)
的关系, 发现其呈正相关性, 首次证实人胚胎干细胞

对体外不同的无饲养层培养的适应性依赖于线粒体

的反应性。因此, 本研究旨在建立一种对人胚胎干

细胞线粒体中mtDNA的拷贝数进行快捷、精确定

量的方法, 为研究培养条件对人胚胎干细胞mtDNA
拷贝数的影响及优化体外培养条件奠定了基础。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1    细胞        实验用11株人胚胎干细胞细胞系由

中南大学生殖与干细胞工程研究所在人源性饲养层

上建立[10], 核型正常。常规培养的P20~P50细胞用于

实验。

1.1.2    试剂及仪器        DMEM、F12、替代血清、β-
巯基乙醇、L-谷氨酰胺、非必需氨基酸、成纤维细
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胞生长因子2(fibroblast growth factor 2, FGF2)、胎牛

血清、RPMI1640、DPBS均为Gibco公司产品; Plati-
num® Taq DNA聚合酶为Invitrogen公司产品; DNA 
抽提试剂盒、质粒抽提试剂盒为Qiagen公司产品; 
DNA纯化试剂盒、pMD18-T载体为TaKaRa公司产

品; Faststat TaqMan® Probe Master(ROX)为Roche公司

产品; 实时荧光定量PCR仪LightCycler® 480为Roche
公司产品; Nanodrop分光光度计为Thermo公司产品。

引物和探针合成与标记由Invitrogen公司完成。

1.2  人胚胎干细胞的培养

人类胚胎干细胞按照常规方法培养在丝裂

霉素处理的小鼠成纤维细胞(P3)制备的饲养层

上, 培养基采用DMEM/F12添加15%的替代血清、

0.1 mmol/L β-巯基乙醇、2 mmol/L L-谷氨酰胺、1%
非必需氨基酸以及4 ng/mL bFGF。将制备好的鼠

饲养层细胞取出, DPBS洗一次, 每孔添加2 mL新鲜

人胚胎干细胞培养基。用机械切割的方法将人胚

胎干细胞在体式镜下切割成小块, 用移液枪将人胚

胎干细胞轻轻吹起, 按适当比例传到新制备的饲养

层细胞上。传代后第一天不换液, 加1 mL新鲜培养

基。以后每天换2.5 mL新鲜培养基, 每隔6 d传代一

次。收集人类胚胎干细胞前, 细胞按适当比例传到

Matrigel铺皿的培养板中, 培养基采用小鼠成纤维细

胞(P3)制备的条件培养基并添加8 ng/mL bFGF, 第6
天收集细胞抽提DNA。

1.3  DNA抽提

DNA抽提试剂盒提取全基因组DNA(包括mtD-
NA)。所得DNA溶于TE缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl, 
1 mmol/L EDTA, pH8.0), 并用Nanodrop分光光度计

测定DNA浓度, 确定DNA的浓度在(50~300) ng/mL。 
–20 ºC保存备用。

1.4  PCR引物及TaqMan探针

MT-ND1基因荧光定量PCR上游引物: 5’-CCC 
TAA AAC CCG CCA CAT CT-3’,下游引物: 5’-GAG 
CGA TGG TGA GAG CTA AGG T-3’, 目标片段长度

为69 bp; MT-ND1 TaqMan探针 : 5’-CCA TCA CCC 
TCT ACA TCA CCG CCC-3’, 探针用荧光基团FAM 
(6-carboxyfluorescein)和猝灭剂TAMRA(tetramethyl
rhodamine)分别标记在TaqMan探针的5’与3’端; MT-
ND1标准品上游引物: 5’-CAG CCG CTA TTA AAG 
GTT CG-3’, 下游引物: 5’-AGA GTG CGT CAT ATG 
TTG TTC-3’, 标准品长度为1 040 bp[11-13]。核β-globin

基因荧光定量PCR上游引物: 5’-AAA GGT GCC CTT 
GAG GTT GTC-3’, 下游引物: 5’-TGA AGG CTC ATG 
GCA AGA AA-3’, 目标片段长度为77 bp[14-15]; β-globin 
TaqMan探针: 5’-CCA GGC CAT CAC TAA AGG CAC 
CGA-3’[14-15]; Primer 3.0软件设计合成β-globin标准品

上游引物: 5’-CAT CAA GCG TCC CAT AGA CTC-3’, 
下游引物: 5’-ACG TGG ATG AAG TTG GTG GT-3’, 
标准品长度为410 bp。
1.5  实时荧光定量PCR标准品的制备

MT-ND1和β-globin基因标准品片段的PCR扩增

采用Platinum® Taq DNA聚合酶。PCR反应体系为

50 μL, 各反应物的终浓度为: Platinum® Taq DNA聚

合酶1 U, PCR缓冲液1×, MgCl2 1.5 mmol/L, dNTP各
200 μmol/L, 引物0.2 μmol/L。反应条件为: 94 ºC预
变性2 min; 94 ºC变性30 s, 60 ºC退火30 s, 72 ºC延伸

1 min, 重复28个循环。含1 040 bp MT-ND1和410 bp 
β-globin的PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳纯化后, 
分别克隆至pMD18-T载体(2 692 bp)中, 转化感受态

细胞并克隆扩增后, PCR和DNA测序鉴定, 筛选出

含有插入片段的质粒。质粒抽提试剂盒提取质粒, 
Nanodrop分光光度计测定DNA浓度, 计算质粒拷贝

数(拷贝/μL)=6.02×1014×质粒浓度(ng/μL)/(重组质粒

碱基数×660) 。
1.6  实时荧光定量PCR

以无菌去离子水10倍倍比梯度稀释MT-ND1和
β-globin质粒, 制备浓度为103~108拷贝/μL的荧光定

量PCR标准曲线的模板。LightCycler® 480荧光定

量PCR仪上同时进行不同梯度浓度的标准品与待测

样品MT-ND1以及β-globin基因定量PCR扩增, 绘制

标准曲线, 20 μL反应体系包括1 μL DNA, 1×Faststat 
TaqMan® Probe Master(ROX), 300 nmol/L PCR上、

下游引物, 100 nmol/L TaqMan探针。荧光PCR仪反

应条件为95 ºC预变性10 min; 95 ºC变性15 s, 60 ºC 
延伸1 min, 重复45个循环。实验结果自动以Ct值给

出, 绘制MT-ND1和核β-globin扩增标准曲线。参照

标准曲线计算出人胚胎干细胞MT-ND1和核β-globin
的基因拷贝数。以MT-ND1和核单拷贝基因β-globin
分别作为线粒体和核DNA拷贝数的标记。每二倍体

核基因组mtDNA的拷贝数=2×ND1/β-globin[4]。实验

至少重复3次。

1.7  统计学分析

计量资料以x–±s表示, 使用SPSS 11.0统计软件
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进行分析。

2   结果
2.1  重组质粒的鉴定

PCR鉴定阳性的质粒进行测序, 测序结果与预 
期序列完全相同, 如图1所示, 说明1 040 bp MT-
ND1和410 bp β-globin基因的PCR片段已分别连接至

PMD18-T载体上。

2.2  构建荧光定量PCR的标准曲线

提取经测序证实的用于制作标准曲线模板的

质粒, 制备103~108拷贝/μL标准品。如图2所示: 进行

荧光定量PCR得到系列曲线, 每个梯度(包括平行孔)
均有特征性扩增曲线, 呈明显的S型; 根据103~108拷

贝/μL标准品测得的荧光信号到达设定的域值时所

经历的循环数(Ct)值绘制标准曲线。不同浓度标准

定量的模板与Ct值呈直线相关, MT-ND1标准曲线回

归方程为y=–3.458x+41.491, 其中y为Ct值, x为质粒

模板拷贝数以10为底的对数, 相关系数为0.999, 不
同批次实验斜率的变异系数为1.69%。β-globin基因

标准曲线回归方程为y=–3.695x+42.222, 相关系数为

图1　MT-ND1和β-globin重组质粒部分测序图谱

Fig.1　Partial sequencing results of recombinant plasmid of MT-ND1 and β-globin genes

图2　MT-ND1和β-globin荧光定量PCR的标准曲线

Fig.2　Standard curves of fluorescence quantitative PCR of MT-ND1 and β-globin
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0.996, 不同批次实验斜率的变异系数为3.5%。

2.3  人胚胎干细胞中线粒体DNA的拷贝数

本实验中, 我们构建了人MT-ND1以及核单拷贝

基因β-globin的质粒作为阳性标准品, 采用Taqman荧
光定量PCR方法, 精确定量检测了人胚胎干细胞中

的mtDNA(拷贝数/细胞)。图3所示为单次实验96个
反应孔(包括标准品以及样品)的MT-ND1和β-globin
扩增曲线, 呈明显的S型。结果显示, 11株正常人胚

胎干细胞中mtDNA平均拷贝数/细胞为1 321±228, 
线粒体的含量比较丰富, 与文献报道较一致[16]。反

应体系具有较高的检测敏感性, 模板浓度在103~108

拷贝/μL反应时, 反应体系具有良好的重复性和特异

性, 结果可靠。

3   讨论
本实验通过构建人mtDNA以及核单拷贝基因

β-globin的质粒作为标准品, 采用Taqman荧光定量

PCR方法进行绝对定量, 精确定量检测了11株人胚

胎干细胞中的mtDNA拷贝数(拷贝数/细胞)为1 321± 
228, 反应体系具有良好的重复性和特异性。目前, 
常用的检测人胚胎干细胞mtDNA拷贝数的方法有

SYBR® Green荧光定量PCR[17]、Taqman荧光定量PCR
法[9]、DNA印迹法Southern杂交检测[18]等, 但大都为定

性或半定量研究, 且Southern杂交检测所需DNA标本

量大、实验周期长。Craven等[13]研究了mtDNA拷贝

数绝对定量, 但是不能反映细胞中平均mtDNA的拷贝

数(拷贝数/细胞)。Turksen[17]在《人胚胎干细胞操作手

册》中描述了用总DNA制备标准曲线, SYBR®Green
荧光定量PCR检测人胚胎干细胞mtDNA绝对拷贝数

的方法; Birket等[16]也采取了与Turksen类似的方法。

与他们的方法相比, 本实验通过制备质粒标准品、

Taqman探针荧光定量PCR的方法能更为精准地检测

人胚胎干细胞mtDNA的拷贝数。因此, 我们结合两

个单独的实时荧光定量PCR更准确地定量了mtDNA
拷贝数的改变, 建立了一种精确定量mtDNA拷贝数

(拷贝数/细胞)的方法, 为进一步探讨mtDNA拷贝数

的改变与人胚胎干细胞体外培养环境的监测和优化

的关系提供了实验基础, 也为未来的临床应用提供

了应用前景。
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A New Method for Precise Determination of Mitochondrial DNA Copies in 
Human Embryonic Stem Cells with Real-time PCR
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Abstract        In this paper, we introduced a precise assay that determined mtDNA levels in human embryonic 
stem cells using Real-time PCR-based procedure. Human embryonic stem cells were cultured on feeder free 
system. Quantification was performed by reference to a single recombinant plasmid standard containing a copy of 
each target DNA sequence including mitochondrial MT-ND1 gene and single copy β-globin gene of nuclear. Copy 
number of mtDNA was determined by amplifying a short region of the MT-ND1 gene, and nuclear DNA content 
was determined by amplification of a segment of the single copy β-globin gene separately. Results showed that the 
copy number of mtDNA per diploid nuclear genome in human embryonic stem cells was 1 321±228. This study 
shows that PCR-based assay enables accurate determination of mtDNA relative to nuclear DNA, which lays the 
foundation for the study of culture conditions effect on mitochondrial DNA copies number in human embryonic 
stem cells and for the optimized culture conditions in vitro.

Key  words        human embryonic stem cell; mitochondrial DNA; DNA copy number
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