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摘　要：本研究旨在观察猪卵母细胞线粒体分布及线粒体ＤＮＡ拷贝数变化，以期作为判定哺乳动物卵母细胞胞质

成熟的指标，同时也为今后克隆技术的发展和相关基因表达调控的研究提供基础。运用线粒体分子探针标记技术检

测体外成熟不同时期卵母细胞中线粒体的分布变化，运用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测其线粒体ＤＮＡ拷贝数的变化

趋势，揭示线粒体分布、线粒体ＤＮＡ拷贝数变化与卵母细胞发育潜能的关系。结果表明，猪卵母细胞成熟前后，线粒

体分布由未成熟的周边分布变为成熟后的均匀分布，并且线粒体簇变大，着色变深。卵母细胞成熟０、１１、２２ｈ的

ｍｔＤＮＡ拷贝数分别为（２５１９．５２±９４０．３９）、（３４２１．４７±３４５．７１）和（９７４７．５８±１９２８．２４），他们之间无显著性差异（犘

＞０．０５）。卵母细胞成熟３３ｈ的ｍｔＤＮＡ拷贝数为（３９９１３．６１±１１８０．２６），显著高于成熟０、１１和２２ｈ的ｍｔＤＮＡ拷贝

数（犘＜０．０５）。卵母细胞成熟４４ｈ的ｍｔＤＮＡ拷贝数为（１３００７４．３０±７８１１９．４５），显著高于成熟３３ｈ的ｍｔＤＮＡ拷贝

数（犘＜０．０５）。由此可见，随着卵母细胞成熟进程的推进，线粒体活性增强，线粒体ＤＮＡ拷贝数明显增加。
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　　线粒体（Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ）是存在于大多数真核

生物细胞中的一种重要和独特的细胞器，其主要功

能是进行氧化磷酸化，合成 ＡＴＰ，为细胞生命活动

提供直接能量。哺乳动物卵母细胞成熟过程中，胞

质内的线粒体会经历阶段性的空间再分布［１］，因此

线粒体在胞质中重新分布是胞质成熟的标志，与卵

子发育潜能密切相关。线粒体中含有的线粒体

ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ），是独立于细胞核ＤＮＡ之外的遗传

物质，其长度约有１６．５ｋｂ，分为编码区和非编码

区，编码区共编码３７个基因，即２２个ｔＲＮＡ基因、２

个ｒＲＮＡ基因和ｌ３种蛋白多肽；非编码区即线粒体

基因组的控制区，包括 ＨＶ（Ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ）

区、ＤＬｏｏｐ区及复制转录区，调控 ｍｔＤＮＡ的复制

和转录。ｍｔＤＮＡ完整性和拷贝数变化都可以通过

影响呼吸链功能干扰卵子的正常成熟［２］。目前，关

于活性线粒体在不同动物卵母细胞体外成熟培养过

程中分布及 ｍｔＤＮＡ拷贝数的相关研究已见报道，

但国内在猪上的研究较少。

本试验以猪体外成熟卵母细胞为材料，运用分

子探针标记技术检测体外成熟不同时期卵母细胞质

中ｍｔ的分布变化；运用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测体

外成熟不同时期卵母细胞质中ｍｔＤＮＡ拷贝数的变

化趋势，揭示线粒体分布、ｍｔＤＮＡ拷贝数变化与卵

母细胞发育潜能的关系，使之成为判定哺乳动物卵

母细胞胞质成熟的一个重要的指标，同时也为今后

克隆技术的发展和相关基因表达调控的研究提供基

础。

１　材料与方法

１．１　试剂

用于卵母细胞成熟、线粒体分子探针标记等所

涉及的生化试剂除标注的外均购自Ｓｉｇｍａ公司。

ＤＮＡ犜犪狇酶"１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ购自宝生物

公司（ＴａＫａＲａ）、琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒 Ｍｉ

ｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ购自北京百泰克生物技术有限公

司。配制各种液体所用的水均为经 ＭｉｌｌｉＱ过滤的

超纯水。

１．２　猪卵母细胞的采集和培养

从屠宰场收集卵巢放入３７℃的生理盐水带回

实验室，用带有１８号针头的１０ｍＬ注射器抽取卵

巢表面２～６ｍｍ 卵泡中的卵丘卵母细胞复合体

（ＣＯＣｓ）。抽取的混合液注入到３７℃水浴锅中预热

的１５ｍＬ尖底离心管中，待ＣＯＣｓ自然沉降后，除

去上清，用含有０．３％ ＢＳＡ（Ｒｏｃｈｅ公司，下同）的

ＴＬＨｅｐｅｓ（ＴｙｒｏｄｅｓｌａｃｔａｔｅＨｅｐｅｓｍｅｄｉｕｍ）液洗涤

２次，在体视显微镜下挑选有３层以上卵丘细胞包

裹、胞质均一的ＣＯＣｓ进行培养。培养前ＣＯＣｓ用

成熟培养液洗３次，然后放入新鲜培养滴中，每滴

１００μＬ培养液中放入２５～３０枚ＣＯＣｓ，覆盖矿物

油，在３９℃、５％ ＣＯ２ 的空气、饱和湿度条件下培

养。培养不同时间后，用１ｍｇ·ｍＬ
１的透明质酸酶

吹打脱去颗粒细胞，置于 ＨＥＰＥＳＭ１９９液中待用。

１．３　猪卵母细胞线粒体分子探针标记

预先将ＴＣＭ１９９在３７℃培养箱中平衡３ｈ，

用此培养液将线粒体荧光分子探针稀释为１２．５

μｍｏｌ·Ｌ
１。在３７℃条件下，卵母细胞在稀释后的

分子探针中孵育３０ｍｉｎ后，细胞在４℃ ｍＰＢＳ中漂

洗２次，每次５ｍｉｎ。最后将细胞置于载玻片上，荧

光显微镜下观察。

１．４　标准品制备

参照《分子克隆实验指南》第３版的方法
［３］提取

血液基因组ＤＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光

度法双重检测其纯度和浓度，稀释成２５ｎｇ·μＬ
１浓

度作为ＰＣＲ扩增的模板。根据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的

标准序列（ＮＣ＿０００８４５）设计引物，构建ＰＣＲ反应体

系，特异性扩增由线粒体基因组编码的 犖犇１基因

（正 向：ＣＴＣＡＡＣＣＣＴＡＧＣＡＧＡＡＡＣＣＡ，反 向：

ＴＴＡＧＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＣＧＧＡＡＴＣＧ）。ＰＣＲ 反应

总体系为５０μＬ，其中ＤＮＡ模板２５ｎｇ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ

５μＬ，ｄＮＴＰ８μＬ，犜犪狇酶０．５μＬ（５Ｕ·μＬ
１），上

下游引物各１μＬ。反应条件为：９５ ℃预变性１５

ｍｉｎ；９４℃变性１０ｓ，５６℃退火１５ｓ，７２℃延伸２０

ｓ，５０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ；４℃终止反应。ＰＣＲ

扩增产物经２％的琼脂糖凝胶电泳检测效果。将

ＰＣＲ产物经凝胶回收试剂盒进行回收纯化，连接到

质粒载体上，并进行克隆和提取重组质粒，计算出质

粒ＤＮＡ的拷贝数，作为ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的标准品。

６３６
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１．５　猪卵母细胞线粒体犇犖犃拷贝数检测

已知浓度的标准品进行一连串的稀释（１００

倍）。将卵母细胞置于０．２ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管

中，加入２０μＬ灭菌的超纯水，置于－２０℃条件下

反复冻融以提取卵母细胞中的 ＤＮＡ。ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ反应体积为１５μＬ，其中包含２μＬ标准品或样

品、７．５μＬ ＡＢｓｏｌｕｔｅＴＭ ＱＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ

Ｍｉｘ、引物各０．１μＬ（５０ｐｍｏｌ·μＬ
１），使用ＡＢＡｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ和其相连的软件准备好所有的１５

μＬ反应体系，然后使用ＡＢ７５００ｆａｓｔｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

仪进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增，反应条件为：９５℃１５

ｍｉｎ激活ＤＮＡ聚合酶；９５℃１０ｓ变性，５６℃１５ｓ退

火，７２℃４０ｓ延伸，４０个循环，数据由Ｓｙｂｒ通道获

得。标准品使用同样的引物在相同条件下检测。

在每个ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应结束时执行分析，

ＰＣＲ产物通过每次淬火（１°Ｃ）进行变性，每个温度

检测荧光。熔化数据由Ｓｙｂｒ通道获得，使用 ＡＢ

７５００ｆａｓｔｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０．１）

进行分析，每个产物出现时会出现一个峰值，样品峰

值和标准品峰值出现的温度一致，且每个样品起始

模板ＤＮＡ浓度被量化前不能出现杂峰
［４］。

１．６　统计分析

所有数据结果用“珚狓±ＳＥＭ”，数据采用ＳＡＳ８．０

统计软件中的 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ 进行检验，犘＜

０．０５视为２个数据差异显著。

２　结　果

２．１　不同成熟时期卵母细胞内线粒体分布

图１中，０ｈ属于 ＧＶ期，１１ｈ是 ＧＶＢＤ期以

前，２２ｈ属于ＧＶＢＤ发生后，３３ｈ属于 ＭⅠ后期，

４４ｈ是 ＭⅡ期。可见，ＧＶ期的卵母细胞线粒体呈

周边分布，ＧＶＢＤ期、ＭⅠ中期的卵母细胞呈半周边

分布，ＭⅠ后期的卵母细胞线粒体基本呈均匀分布，

但是线粒体簇较小，着色较浅；ＭⅡ期的卵母细胞线

粒体呈均匀分布，而且细胞质中央的线粒体簇变大，

着色变深。由此看出，猪卵母细胞成熟前后，线粒体

分布发生了明显的变化，由未成熟的卵母细胞中以

周边分布变为成熟卵母细胞中的均匀分布，并且线

粒体簇变大且其自身着色变深。随着卵母细胞成熟

进程的推进，线粒体活性增强。

第１行是显微镜明场照片，第２行是对应的荧光照片

Ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｒｏｗａｒｅｔｈｅｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｓｉｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｒｏｗａｒｅｔｈｅｃｏｒｒｅ
ｓｐｏｎｄｉｎｇｆｉｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｓ
图１　成熟不同时期卵母细胞线粒体分布（４００×）

犉犻犵．１　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狅狅犮狔狋犲犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犲狉犻狅犱狊狅犳犿犪狋狌狉犻狋狔（４００×）

２．２　不同成熟时期卵母细胞内犿狋犇犖犃拷贝数变化

　　ＰＣＲ产物经２％的琼脂糖凝胶电泳检测，犖犇１

基因扩增出２５４ｂｐ大小的片段（图２），与预期结果

相符，扩增出的条带清晰、明亮且无拖带。ＰＣＲ产

物经回收后可用于制备标准品。

将制备的标准品与样品经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应

后，得到的标准曲线见图３所示，标准曲线斜率为

－３．３３５，犚２ 值为０．９８３，在适宜的范围内（犚２＞

０．９８），可用于量化样本中的ｍｔＤＮＡ拷贝数。

对成熟不同时期卵母细胞 ｍｔＤＮＡ拷贝数进

行量化分析，结果见图４，卵母细胞成熟０、１１、２２ｈ

的 ｍｔＤＮＡ拷贝数分别为（２５１９．５２±９４０．３９）、

７３６
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图２　常规犘犆犚扩增犖犇１基因片段
犉犻犵．２　犜犺犲犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犖犇１犵犲狀犲犫狔２％犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾

犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

图３　用于犿狋犇犖犃拷贝数分析的标准曲线
犉犻犵．３　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲犳狅狉犿狋犇犖犃犮狅狆狔狀狌犿犫犲狉犪狀犪犾狔狊犻狊

（３４２１．４７±３４５．７１）和（９７４７．５８±１９２８．２４），他们

之间无显著性差异（犘＞０．０５）。卵母细胞成熟３３ｈ

的ｍｔＤＮＡ拷贝数为（３９９１３．６１±１１８０．２６），显著

高于成熟０、１１和２２ｈ的 ｍｔＤＮＡ 拷贝数（犘＜

０．０５）。卵母细胞成熟４４ｈ的 ｍｔＤＮＡ 拷贝数为

（１３００７４．３０±７８１１９．４５），显著高于成熟３３ｈ的

ｍｔＤＮＡ拷贝数（犘＜０．０５）。由此可见，随着卵母细

胞成熟进程的推进，ｍｔＤＮＡ拷贝数逐渐增加。

图４　卵母细胞成熟不同时期犿狋犇犖犃拷贝数
犉犻犵．４　犿狋犇犖犃犮狅狆狔狀狌犿犫犲狉狅犳狅狅犮狔狋犲犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犪狋狌

狉犪狋犻狅狀狊狋犪犵犲

３　讨　论

３．１　线粒体分布变化

哺乳动物卵母细胞成熟过程中，胞质内的线粒

体会经历阶段性的空间再分布。Ｓｔｏｊｋｏｖｉｃ等研究

了不同形态的牛卵母细胞在体外成熟培养前后线粒

体的分布变化，结果表明未成熟卵与成熟卵在线粒

体分布上有显著的区别［５］。体外成熟之前，线粒体

簇较小，线粒体活性低，弥散分布于细胞质的周边；

体外成熟以后，线粒体簇变大，着色变深，且在细胞

质中央也有线粒体的分布。Ｔａｒａｚｏｎａ等也指出在

未成熟牛卵母细胞中活性线粒体的含量特别低，而

且分散存在，成熟的卵母细胞中活性线粒体的含量

高，而且聚集在一起［６］。Ｎｉｓｈｉ等对小鼠卵母细胞的

研究认为，线粒体的核周聚集是细胞质成熟的一部

分，缺乏线粒体在核周区域的聚集会导致小鼠卵母

细胞成熟阻滞［７］。Ｂｒｅｖｉｎｉ等发现线粒体在大部分

未成熟卵子的细胞质中呈现周边分布，体外成熟以

后，发育潜能较高的卵子的线粒体在细胞质中多呈

均匀分布，但在大部分发育潜能较低的卵子中，未发

生线粒体的重新分布［８］。Ｈａｌｅｓ等指出ＧＶ期猪卵

子中活性线粒体聚集于细胞质周边部位，ＩＶＭ１６ｈ

左右线粒体向细胞质中央移位，ＧＶＢＤ以后线粒体

分布于核周区域［９］。Ｖｅｌｉｌｌａ、汤连升等指出了山羊

卵母细胞成熟过程中线粒体的迁移趋势是由外围逐

步的向染色体周围聚积［１０１１］。

以上研究结果均表明线粒体在胞质中重新分布

是胞质成熟的标志，与卵子发育潜能密切相关。卵

母细胞成熟过程中，线粒体逐步向生发泡靠近，并且

供能，促使核仁的消失和生发泡膜破裂，完成

ＧＶＢＤ。卵母细胞从 ＭＩ期发育到 ＭⅡ期，为染色

体分离、第一极体形成及排放的过程，也需要大量的

能量。ＭＩ期线粒体形成聚集体或成簇存在，而且还

紧密的围绕在染色体的周围，这样的分布可能更有

利于集中供能，为染色体的改装和分离提供保障。

ＭＩ期后卵母细胞胞质内的各种细胞器已经成熟，至

ＭⅡ期染色体线粒体的分布更加集中，几乎全部与

染色体同位，这可能与受精时染色体迁移需要能量

有关；而且第一极体内含有强标记线粒体，可能与卵

母细胞极体排出有关。因此，线粒体准确的空间分

布保证了能量供应，有助于减数分裂过程中染色体

的正确分离。

本试验中采用线粒体荧光分子探针对成熟不同

８３６
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时期的卵母细胞进行线粒体分布变化的观察，结果

表明，猪卵母细胞在成熟前后线粒体分布发生了明

显的变化，成熟０和１１ｈ的猪卵母细胞的线粒体呈

周边分布，着色很浅；ＧＶＢＤ发生后卵母细胞中线

粒体呈半周边分布；ＭⅠ后期的卵母细胞线粒体基

本呈均匀分布，但是线粒体簇较小，着色较浅；ＭⅡ

期的卵母细胞线粒体呈均匀分布，而且细胞质中央

的线粒体簇变大，着色变深。此结果与前人的研究

结果相一致，说明线粒体的分布主要围绕卵母细胞

成熟所需能量的变化而变化分布。

３．２　线粒体犇犖犃拷贝数变化

ｍｔＤＮＡ完整性和拷贝数变化都可以通过影响

呼吸链功能从而影响卵母细胞的成熟。卵母细胞内

的ｍｔＤＮＡ在卵母细胞成熟过程中不断复制，卵母

细胞成熟后复制停止，直到囊胚才恢复复制，保证了

早期胚胎中ｍｔＤＮＡ分子长度和成分的一致性
［１２］。

ｍｔＤＮＡ拷贝数是影响卵母细胞受精能力和早期胚

胎发育潜能的重要因素。Ｓａｎｔｏｓ等对人卵母细胞

进行体外受精研究，结果表明正常受精的卵母细胞

内ｍｔＤＮＡ平均拷贝数高于受精失败的卵母细胞和

退化的卵母细胞的 ｍｔＤＮＡ平均拷贝数
［１３］。黄睿

等检测人卵母细胞和胚胎 ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ的缺

失对体外受精效果的影响，研究结果表明卵母细胞

ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ的缺失与受精失败相关
［１４］。

Ｈｓｉｅｈ等认为，高龄妇女卵母细胞发育潜能低可能

是由于卵母细胞中完整的 ｍｔＤＮＡ拷贝数下降，或

者ｍｔＤＮＡ转录水平下降所至
［１５］。

ｍｔＤＮＡ拷贝数的变化情况与卵母细胞成熟所

需能量变化情况也是一致的。Ｓａｎｔｏｓ等分别对小

鼠、猪、人的研究表明ｍｔＤＮＡ的拷贝数可能是评价

一个卵母细胞的能力指标［１３］。在卵母细胞成熟过

程中，ｍｔＤＮＡ拷贝数越高，线粒体活性越高，卵母

细胞成熟越好，受精能力越强，胚胎发育潜能越高。

本试验的研究结果表明，随着卵母细胞成熟进

程的推进，ｍｔＤＮＡ拷贝数逐渐增加，与前人的结果

相一致，说明 ｍｔＤＮＡ拷贝数可影响卵母细胞的发

育潜能，其机制可能涉及卵的发育、受精过程及胚胎

发育３个层面。首先，线粒体在细胞减数分裂及有

丝分裂中位于纺锤体附近，并为中心体、细胞骨架、

染色体活动提供能量，线粒体产生的 ＡＴＰ不足可

干扰纺锤体的聚合和解聚，进而引起染色体的不分

离形成非整倍体。其次，正常受精过程是耗能的过

程，因此卵母细胞的ＡＴＰ含量直接与受精率相关，

过高或过低的 ＡＴＰ含量均可引起受精的失败，因

为ＡＴＰ含量过低不能完成受精，而过高则发生多

精受精。第三，在胚胎的早期发育中，合子基因组尚

未激活，胚胎发育所需的能量供给及调控因子都来

自母源的基因表达产物，故早期胚胎所有耗能活动

主要依赖于卵母细胞所携带的线粒体提供［１６］。因

此ｍｔＤＮＡ拷贝数是卵母细胞成熟发育情况的重要

指标。

４　结　论

４．１　采用线粒体荧光分子探针对成熟不同时期的

卵母细胞进行线粒体分布变化检测，猪卵母细胞在

成熟前后线粒体分布发生明显的变化，由成熟前的

周边分布逐渐变化为成熟后的均匀分布，且随着成

熟进程的推进，线粒体活性逐渐增强。

４．２　采用实时荧光定量ＰＣＲ对成熟不同时期卵母

细胞进行ｍｔＤＮＡ拷贝数变化检测，猪卵母细胞在

成熟前后ｍｔＤＮＡ拷贝数发生明显变化，随着成熟

进程的推进，ｍｔＤＮＡ拷贝数明显增加。
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