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生理功能的影响

吕世琪， 马晓菲， 周荣艳， 陈晓勇∗

（河北农业大学动物科技学院， 河北 保定　 ０７１０００）

摘要： 颗粒细胞是卵泡的重要组成部分， 可分泌多种卵泡发育所需的因子调控卵母细胞的生长、 分化、 成熟和闭锁。 研究表明线粒体 ｔＲＮＡ 变异

改变线粒体融合、 分裂和自噬等生理功能。 本试验对绵羊卵巢组织进行 ＰＣＲ 扩增产物测序确定 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ 基因型， 使用流式细胞仪测定细胞凋亡

情况， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测颗粒细胞内线粒体融合相关蛋白 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ 及分裂相关蛋白 Ｄｒｐ１、 ＭＦＦ 的蛋白表达水平。 结果表明， 线粒体

ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ 基因 ７ ７１９ 位点存在 Ｔ→Ｇ 变异， 所以存在 Ｇ、 Ｔ 两种基因型； Ｇ 基因型颗粒细胞凋亡率显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｇ 分裂相关蛋白ＭＦＦ 含量

显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， 线粒体 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ （Ｔ７７１９Ｇ） 基因变异对绵羊颗粒细胞凋亡有明显抑制作用， 显著提高分裂相关蛋白 ＭＦＦ 表达量，
促进细胞分裂。
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　 　 颗粒细胞是卵泡的重要组成成分， 可分泌多种卵

泡发育所需的因子调控卵母细胞的生长、 分化、 成熟

和闭锁。 颗粒细胞的存活与否、 存活状况能够直接影

响卵泡的发育过程和是否正常发生闭锁反应。 绵羊一

生中大约有 １０６个卵泡， 而大部分的卵泡会在体内发

生闭锁， 丧失排卵和激素释放功能［１］。 引起卵泡闭
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锁的主要原因是颗粒细胞的凋亡［２］。 颗粒细胞凋亡

涉及到内质网、 死亡受体和线粒体三个途径， 但主要

是由线粒体途径导致的， 半胱氨酸蛋白酶家族

（ｃａｓｐａｓｅ 家族） 是线粒体凋亡途径的最后执行者， 在

细胞中以非活性状态存在， 直到细胞凋亡被触发［３］。
线粒体会释放多种蛋白质， 比如细胞色素 Ｃ 从而诱

导细胞凋亡， 这一途径会导致细胞损伤。 研究表明，
在赤霉烯酮的作用下， 鸡原代颗粒细胞中的 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路被激活， 自噬水平升高， 促进细

胞色素 Ｃ 的产生及释放， 进一步诱发细胞中线粒体为

主导的细胞凋亡启动， 最终导致鸡颗粒细胞凋亡［４］。
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线粒体是为细胞生存提供能量的动态细胞器。 线

粒体的融合和分裂在正常情况下保持动态平衡［５］。
Ｄｒｐ１ 和 Ｍｆｎ２ 作为线粒体融合和分裂必需蛋白质， 已

有研究表明， Ｄｒｐ１ 下调或 Ｍｆｎ２ 上调均会抑制线粒体

通透性转化膜的开放， 导致线粒体膜电位降低， 甚至

细胞坏死及凋亡［６］。 线粒体为细胞正常功能运转提

供能量供应， 其功能下降直接导致卵巢颗粒细胞功能

降低， 进而降低卵母细胞质量， 引起卵巢储备功能减

退［７］。 研究表明 ｍｔＤＮＡ 突变、 缺失或功能障碍可对

卵母细胞成熟、 受精及胚胎发育过程造成不良

影响［８－９］。
本团队前期研究发现线粒体基因组 ｔＲＮＡ － Ｌｙｓ

７ ７１９位点存在 Ｔ→Ｇ 变异 （Ｔ７７１９Ｇ）， 该变异与绵羊

产羔数相关［１０］， 颗粒细胞与卵泡关系密切， 且对于

卵泡的生长发育非常重要， ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ （Ｔ７７１９Ｇ） 变

异是否影响颗粒细胞生理功能未见报道。 为此， 本试

验以该基因变异对绵羊颗粒细胞生理功能的影响开展

研究， 为线粒体基因变异与颗粒细胞功能相关研究提

供基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 试验动物及样品采集

绵羊卵巢材料来源于河北省保定市唐县屠宰场。
屠宰后取卵巢组织用温生理盐水冲洗后， 置于含有

１％双抗和 ３７ ℃生理盐水的保温壶中， 在 ４ ｈ 内送至

实验室。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与耗材

组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒， 天根生化科技

（北京） 有限公司； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 双染细胞凋亡检

测试剂盒， 江苏凯基生物技术股份有限公司； ２×Ｔａｑ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 北京博迈德基因技术有限公司； 胎

牛血清， 浙江天杭生物科技股份有限公司； 线粒体分

离试剂盒， ＡｎｇｌｅＧｅｎｅ 公司； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒，
上海碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物设计

参考 ＮＣＢＩ 中 ＧｅｎＢａｎｋ 绵羊线粒体基因组序列

（ＡＦ０１０４０６􀆰 １）， 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６ 设计覆盖绵羊

线粒体 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ 序列引物， 该引物由北京六合华大

基因科技股份有限公司合成。 上游引物序列为： ５′－
ＣＴＡＣＧＧＴＣＡＡＴＧＣＴＣＡＧＡＡ－ ３′ ； 下游引物序列为：
５′－ＧＴＴＧＴＧＧＴＡＧＡＡＧＴＴＧＴＧＴＴ－３′。 引物扩增产物大

小为 ２９０ ｂｐ。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 卵巢组织提取 ＤＮＡ
按照组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书进行

ＤＮＡ 提取， 通过紫外分光光度计测定 ＤＮＡ 样品在

２６０ ｎｍ、 ２８０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值， 计算 ＤＮＡ 含量和

ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０的比值， 琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 测序鉴定基因型

以绵羊卵巢组织为模板 ＤＮＡ， ＰＣＲ 扩增反应体

系 （２５ μＬ）： Ｍｉｘ １０ μＬ， 上游引物 ０􀆰 ４ μＬ， 下游引

物 ０􀆰 ４ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １３􀆰 ２ μＬ， 模板 ＤＮＡ １ μＬ。 ＰＣＲ
反应程序： ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃
３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 使用

１％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增产物， 电泳电压

设为 １００ Ｖ， 电流 １００ ｍＡ， 时间 ３０ ｍｉｎ， 观察胶带亮

度及长度。 将 ＰＣＲ 产物进行测序， 分析鉴定基因型。
测序结果通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件对其数据进行拼接， 运

用 Ｏｌｉｇｏ ７ Ｐｒｉｍｅｒ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 将试验绵羊序列与

绵羊线粒体基因组标准序列 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＦ０１０４０６􀆰 １）
比对分析。
１􀆰 ２􀆰 ３　 颗粒细胞的分离培养

选取 Ｇ、 Ｔ 基因型母羊， 采集双侧卵巢并使用生

理盐水、 ７５％酒精清洗， 放于含有 １％ 双抗和 ３７ ℃
生理盐水的保温壶中， 在 ４ ｈ 内送至试验室。 取出卵

巢， 用生理盐水清洗数次直至液体清澈， 洗净后剪去

系膜， ７５％酒精冲洗 １ 次， 再放入盛有生理盐水的烧

杯中， 反复清洗 ３ 次； 用镊子夹取刀片， 在细胞培养

基中把卵巢的适当大小卵泡进行切割； 将上述液体全

部移入 １５ ｍＬ 无菌离心管中， 离心机参数设置为

２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 定时离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， 加入２ ｍＬ
ＰＢＳ 吹打悬浮， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 定时离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清

液， 重复 ２～ ３ 次， 加入 １０％胎牛血清、 １％ 双抗和

ＤＭＥＭ 细胞培养基， 吹打悬浮细胞， 在 ３７ ℃， ５％
ＣＯ２ 细胞培养箱中培养 ２４ ｈ 后观察细胞贴壁情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 颗粒细胞凋亡检测

使用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 双染细胞凋亡检测试剂盒

进行检测， 反应结束后使用流式细胞仪检测细胞凋亡

情况。
１􀆰 ２􀆰 ５　 颗粒细胞分裂和融合相关蛋白表达水平检测

使用线粒体分离试剂盒进行线粒体分离， 参考

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒中的说明书， 对所制取的蛋白

进行定量测量。 使用参考文献 ［１１］ 中的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 方法检测颗粒细胞内线粒体融合相关蛋白 Ｍｆｎ１、
Ｍｆｎ２ 和分裂相关蛋白 Ｄｒｐ１、 ＭＦＦ 的表达水平。 其中

一抗、 二抗杂交稀释信息如表 １、 ２ 所示。 采用

ＢａｎｄＳｃａｎ ５􀆰 ０ 软件分析。
１􀆰 ３　 数据统计分析

利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行方差分析， 结果以

“平均数±标准差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。
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表 １　 融合分裂相关蛋白表达水平检测一抗信息

一抗名称 品牌 （货号） 稀释度 分子量 ／ ｋＤａ

Ｄｒｐ１ Ａｂｃａｍ （ａｂ１８４２４７） １ ∶ １ ０００ ８３

ＭＦＦ Ａｂｃａｍ （ａｂ２４１５９７） １ ∶ １ ０００ ３８

Ｍｆｎ１ Ａｂｃａｍ （ａｂ２２１６６１） １ ∶ １ ０００ ８４

Ｍｆｎ２ Ａｂｃａｍ （ａｂ１２４７７３） １ ∶ １ ０００ ８６

β－ａｃｔｉｎ Ａｂｃａｍ （ａｂ８２２６） １ ∶ １ ０００ ４３

表 ２　 融合分裂相关蛋白表达水平检测二抗信息

二抗名称 品牌 （货号） 稀释度

羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｉｅｒｃｅ （３１１６０） １ ∶ ５ ０００

羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｉｅｒｃｅ （３１２１０） １ ∶ ５ ０００

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＲ 扩增产物的测序

ＰＣＲ 扩增产物的测序表明线粒体 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ 基因

编码区 ７ ７１９ 位点存在 Ｔ→Ｇ 变异 （图 １）。

图 １　 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ 基因变异位点测序峰图

２􀆰 ２　 卵泡颗粒细胞凋亡

将相同处理后的不同基因型的颗粒细胞在相同条

件下培养后， 检测凋亡情况， 结果表明： Ｇ 基因型凋

亡率和 Ｔ 基因型凋亡率相比显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｇ
基因型细胞凋亡率为 Ｔ 基因型的 ６０％ （图 ２）。 可见

线粒体 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ （Ｔ７７１９Ｇ） 变异对卵泡颗粒细胞具

有明显抑制凋亡的作用。

Ａ． 不同基因型使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况； Ｂ． 不同基因型颗粒细胞总凋亡率。 ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， 下同。

图 ２　 线粒体 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ 变异对颗粒细胞凋亡的影响

２􀆰 ３　 线粒体融合分裂相关蛋白表达量

鉴定绵羊基因型， 提取不同基因型颗粒细胞总蛋

白， 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测融合分裂相关蛋白相对

表达量。 结果表明 （图 ３）， 不同基因型颗粒细胞

Ｄｒｐ１、 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ 相对表达量差异均不显著 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， Ｇ 基因型细胞 ＭＦＦ 蛋白表达水平显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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Ａ． 聚丙烯酰胺凝胶电泳； Ｂ． 定量分析。

图 ３　 线粒体 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ 变异对颗粒细胞分裂和融合相关蛋白表达水平变化

３　 讨论

细胞凋亡是经过严格调控的一种细胞程序性死亡

方式， 其过程涉及一系列生化反应。 线粒体凋亡途径

被认为是细胞死亡的主要模式， 在细胞发育过程中扮

演着重要的角色。 在各种凋亡信号的刺激下， 细胞内

活性氧 （ＲＯＳ） 水平升高， 导致线粒体膜电位降低，
膜通透性增加， 细胞色素 Ｃ 从线粒体中释放出来形

成凋亡体复合物。 随后激活 ｃａｓｐａｓｅ 家族中介导凋亡

的 ｃａｓｐａｓｅ－９， 活化的 ｃａｓｐａｓｅ－９ 进一步切割并激活凋

亡执行蛋白 ｃａｓｐａｓｅ－３， 进而促进线粒体的凋亡［１２］。
线粒体功能障碍会导致 ＲＯＳ 增加， 形成恶性循环。
高水平的 ＲＯＳ 可以损伤细胞内的 ＤＮＡ、 蛋白质和脂

质等分子， 导致细胞死亡。 因此， 线粒体的功能维持

对于细胞生存至关重要。 颗粒细胞在卵泡发育和成熟

过程中扮演着重要角色， 其在调节和选择原始卵泡池

中的卵子与维持正常的卵泡闭锁机制中发挥重要作

用［１３］。 在卵泡发育的过程中， 颗粒细胞数量会逐渐

增加， 并对卵母细胞发挥着重要的调节作用。 当颗粒

细胞受到外界或内部信号的刺激， 或者受到自身功能

异常的影响时， 会发生凋亡现象， 从而对卵母细胞产

生负面影响， 导致卵泡闭锁。 因此， 颗粒细胞凋亡不

仅是卵泡发育和成熟过程中的正常调节机制， 也可能

是卵泡闭锁的重要原因之一［１４］。 本试验研究比较了

不同基因型颗粒细胞的凋亡率， 结果表明 Ｇ 基因型

变异对卵泡颗粒细胞有明显抑制凋亡作用， 线粒体

ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ （Ｔ７７１９Ｇ） 基因变异可以促进细胞增殖。
线粒体不断进行分裂和融合， 在分裂和分化过程

中， 环境变化的适应程度对细胞的生存及生长非常重

要。 当线粒体受到损伤时， 会通过一系列蛋白质的产

生、 组合， 进而形成自噬体， 此后与溶酶体进行结

合， 最终移除受损线粒体［１５］。 线粒体形态学的变化

是线粒体功能损伤的表现， 并与多种疾病相关［１６］。
Ｄｒｐ１ 参与两种功能和机械上完全不同的裂变， 一种

是外周分裂， 使受损的物质脱落成更小的线粒体， 从

而进行线粒体的自噬， 当线粒体自噬机制产生障碍，
将导致线粒体系统性功能下降或线粒体数量冗余， 进

而对细胞稳态产生影响并导致生物体发生相关疾病；
另一种是中间区分裂， 导致线粒体增殖［１７］。 位于线

粒体内膜的 ＭＦＦ 作为 Ｄｒｐ１ 的受体， 控制中间区分

裂， 在分裂过程中将 Ｄｒｐ１ 聚集到线粒体， 从而影响

线粒体分裂［１８］。 对 ＭＦＦ 下游蛋白 Ｄｒｐ１ 的检测结果

显示， 不同基因型样本间差异不显著， 可能是因为

Ｄｒｐ１ 不存在实质性蛋白表达的增加。
人们对自噬进行大量研究， 并将其视为非选择性

降解蛋白质及细胞器的重要细胞途径之一。 除非选择

性的自噬细胞途径之外， 选择性的自噬活动在清除特

定的细胞器方面也发挥了十分重要的作用， 如细胞线

粒体自噬、 内质网自噬、 核糖体自噬、 溶酶体自噬

等［１９］。 线粒体自噬的发生， 是对线粒体功能障碍或

损伤进行高度保守降解与清除的过程， 同样是线粒体

应激反应与稳态调控的一个重要机制［２０］。 当线粒体

自噬机制受阻， 可导致线粒体功能降低或线粒体冗余

从而影响细胞稳态， 引起相关疾病［２１－２２］。 目前认为

线粒体的融合和分裂在线粒体自噬过程中发挥着重要

作用。 已有研究指出 ＭＦＦ 的激活与线粒体分裂密切

相关， 是其重要调节机制［２３］。 本试验发现融合相关

蛋白 Ｍｆｎ１ 和 Ｍｆｎ２ 表达量在 Ｇ、 Ｔ 基因型样本间无显

著差异， 而分裂因子 ＭＦＦ 蛋白量在 Ｇ 基因型样本中

显著增高， ＭＦＦ 蛋白量的降低可能是由基因自身蛋

白表达缺陷造成的， 也可能是因为 Ｔ 基因型变异导

致线粒体内膜损伤， ＭＦＦ 代谢发生异常。 肖敏［２４］ 研
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究发现 ＭＦＦ 的表达上调导致线粒体裂变增加， 分裂

加剧可以产生细胞生长和细胞增殖所必需的细胞器，
同时通过线粒体自噬促进受损线粒体的消除。 然而，
如果线粒体自噬机制受阻， 线粒体的功能会受到影

响， 可能会导致相关疾病的发生。 研究发现冠心病相

关的线粒体 ｔＲＮＡ－Ｔｈｒ 变异 （Ｇ１５９２７Ａ） 会引起细胞

线粒体自噬增加和分裂障碍， 线粒体分裂因子 ＭＦＦ
在变异的细胞中均有显著降低［２５］。

４　 结论

线粒体 ｔＲＮＡ－Ｌｙｓ （Ｔ７７１９Ｇ） 变异对绵羊卵泡颗

粒细胞有明显抑制凋亡作用， 显著提高分裂相关蛋白

ＭＦＦ 表达水平， 促进细胞分裂。
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