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马粪海胆卵母细胞线粒体 D N A

和 R N A s

的分离
*

于富才 马 丽

(中国科学院海洋研究所
, 青岛 2 6 6 0 7 1 )

提要 于 1 9 8 2 年 12 月一 1 9 8 4 年 , 月
,

以青岛汇泉湾习见的马粪海胆为材料
,
运用 0

.

,

m ol / L K C I 或 0
.

, m ol / L IL CI 诱导法得到其卵母细胞 ;差速离心技术提取其线粒体 ; S D S萃

取到线粒体核酸 ;再以轻基磷灰石柱层析分离出线粒体核酸各组分
.

结果表明
,

从所得各种分

离产物测不出任何蛋白质
。

所以
,

应用上述各种方法和技术
,

能够有效地分离出海胆卵母细胞

线粒体中的 D N A
,

rR N A
,

tR N A 和多核昔酸
。

关键词 马粪海胆 卵母细胞 线粒体 差速离心 经基磷灰石柱层析 核酸

线粒体是卵子发生早期 出现并储存于卵细胞 中的细胞器
。

在正常的卵子 形 成 过 程

中
,

伴随着线粒体 D N A 和 R N A 的逐渐积 累 ( A dn or
s
on

,

19 8 6 ) 线粒体也形成
。

卵母
-

细胞线粒体含有环型结构的 D N A 和特殊的 R N A ,

线粒体 D N A 的合成 (复制 )具有独
_

立于核 D N A 合成的调节机理
,

并不与细胞周期中的某一时期相联系
。

卵母细胞线粒体

的 r RN A 和 tR N A ,

在基本结构特点上不同于细胞质的
。

因此
,

对于具有特殊结构和

功能的线粒体 D N A 和 R N A 进行深人地研究
,

必定会丰富核酸的化学知识
。

本文报告

马粪海胆卵母细胞的收集处理
,

线粒体的萃取及 D N sA 和 R N sA 的分离方法
。

1 材料与方法

于 1 9 8 2 年 1 2 月一 1 9 8 4 年 5 月
,

在青岛汇泉湾潮下带采集马粪海胆 (万
。 。 i` e n , ; 口 , “ ;

P“ l` h e r r i m u : )
。

L l 卵母细胞的收集和处理 用新鲜过滤海水洗去马粪海胆体表的异物
,

按 作者以前

用的方法 ( Y
u F u e a i

,

19 8 5 )
,

将动物置于含有 0
.

sm o l / L K C I 或 o
.

s m o l / L L i e 一溶液的

烧杯上
,

使 生殖孔浸泡于溶液中
,

在 K 十 或 L护诱导下
,

动物排卵于烧杯中 ; 待卵母细胞充

分沉积于容器底部
,

倾去上层液
,

用无菌海水悬浮洗涤 3 次
,

然后移人离心管内
,

在 4℃ 下

以 3 0 0 0 r
/m in 转速离心 s m i n ; 弃去上清液

,

细胞混悬于 0
.

25 m ol / L
`

蔗糖溶液中
,

重复离

心处理
。

沉积物称重
,

保存于 5℃ 冰箱中
。

L Z 线粒体的萃取 ( oB sr t et al
. ,

1 9 7 2 ) 把已得到的卵母细胞悬浮于 8 倍体积的 冰

冷的 o
.

4 m o l / L T E 蔗糖缓冲液 ( T
r i s 一 H C I

,

0
.

0 1m o l / L ; E D T A
,

0
.

o o l m o l / L
,

p H 一 7
.

6 )

中
,

用玻璃匀浆器匀浆 10 次
。

将匀浆液中的蔗糖浓度调至 l m ol / L
。

在 50 m l 离心管中
;

* 中国科学院海洋研究所调查研究报告第 1 8 7 3 号 ,

自选课题
。
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。
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:

马粪海胆卵母细胞线粒体DN A 和R N As 的分离

将 0 2ml 匀浆液铺在等体积的l
.

s ml o /L 蔗糖 +l m ml o /LE DT A 液上
,

在 5℃ 下以 4 0 0 0 0

r
/ m in 转速离心 30 m in

,

浓稠的细胞颗粒积聚在离心管 底部
,

线粒体移至 1
.

0一 1
.

sm ol / L

蔗糖界面处
,

而卵黄颗粒漂在梯度液的顶部
。

用吸管吸取线粒体部分
,

并用同样的缓冲液

洗涤一次
,

最后悬浮于 K T E 缓冲液 ( K e l
,

o
.

s m o l / L ; T r i s
一
H e l

,

o
.

o l m o l / L ; E D T ^
,

0
.

0 0 l m o l / L
,

p H 一 7
.

6 ) 中
,

于 s oC 下以 15 0 0 o r
/m i n 转速离心 Z o m i n 。

线粒体沉积于管

底部
,

吸去上清液后再重复上述处理步骤
,

即获得纯净的马粪海胆卵母细胞线粒体
。

L 3 线粒体 D N A 和 R N A s 的抽提 将线粒体沉积物移人 2 00 m l 容积的玻 璃 烧 杯

中
,

外套以金属保护套
,

中间添加冰块
。
向杯中加入 10 o m l 抽提液 ( s D s

,

0
.

,多 ; E D T A
,

0
.

1多 ; 皂土
, 12

.

5拼 g / m l )
,

以 10 o 0 0 r

/m i n 速度搅动 3 m i n
,

再加人 9 0多饱和酚 (内含 。一多

8 一经基喳琳 ) l o o m l
,

快速搅动 3 m i n ; 然后在 o oC 下以 5 o o o r
/m i n 转速离心 2 0 m i n ,

将上

清液加 N a CI 使之成为 2并 浓度
,

再加 2
.

5 倍体积的无水乙醇
,

于 一 20 ℃下放置过夜 ( 1 )
。

向沉淀物加人 3 o m l 缓冲液 ( N
a C I

,

o
.

s m o l / L ; T r i s 一 H e l
,

o
.

l m o l / L ; E D T A
,

0
.

0一m o l / L
,

p H ~ 8
.

0)
,

于 o℃ 下放置 24 h ( 2 )
。

将 ( l) 和 ( z) 离心后的沉淀合并
,

溶于 50 m l 缓冲溶液

(配比
: T r i s ,

0
.

o l m o l / L ; N a e l
,

o
.

l m o l / L ; M g e 12
,

o
.

o o l m o l / L ; e a e 12
,

o
.

0 0 0 1 m o l / L
,

p H 一 .7 4 ) 中
,

再加蛋白酶 K 50 m g /m l
,

于 37 ℃ 温育 l h
,

以等体积的重蒸水配的饱和酚

振荡 15 m in
,

以 1 2 o o o r
/m in 转速离心 20 m in ; 取出的水相以氯仿

一

异戊醇 4 次抽 提 去 蛋

白 ;得到的上清液
,

加人 3 倍体积的 9 ,多 冷乙醇
,

冰箱放置过夜
。 离心后的沉淀物溶于

10 m m ol / L 磷酸钠缓冲液内
,

经紫外吸收测定后
,

作进一步分离纯化
。

L 4 轻基磷灰石柱层析

L .4 1 经基磷灰石的处理 商品轻基磷灰石 ( H A P ) 在用之前
,

要经过浮选处理
,

除去

微小颗粒
。

一般作法是
,

称取一定量的产品
,

放在一个适当容量的烧杯内
,

加人 10 倍体积

( V /W ) 重蒸水浸泡 Zh ; 然后用玻璃棒轻轻搅动
,

使其泛起
,

待大颗粒沉积后
,

倾去含有

微细颗粒的上层液
,

继之加入同样体积的 10 m m ol / L 磷酸钠缓冲液 ( p H 一 6
.

8)
,

反复漂

洗多次 ;最后用 l m m ol / L 磷酸钠洗一次
,

并于 5℃ 冰箱内保存备用
。

L .4 2 样品的制备 在制取的线粒体 D N A 和 R N A 混合液 (本文 ,’1
.

3 ”

节 )中
,

加 2
.

,

倍体积的 95 多 冷乙醇
,

于一 20 ℃下放置 s ;h 离心后用滤纸吸去离心管壁附着的液滴
,

加

人少量 l m m ol / L 磷酸钾缓冲液 ( p H ~ 6
.

5)
,

使核酸沉淀物溶解
,

并以紫外分光光度计

测光吸收
,

求出 A 26 .

吸收单位总数
。

L .4 3 装柱 取 卿 cI m x 25 c m 的具砂芯滤板玻璃层析柱
,

先注人 0
.

, m ol / L 磷酸钾缓

冲液 ( p H ~ 6
.

8 )
,

然后慢慢加人经基磷灰石悬浮液
,

同时开启出口 夹
,

使缓冲液慢慢流

出
,

并将柱连接在 B F一核酸蛋白检测仪上
,

先以 0
.

sm ol / L 磷酸钾缓冲液洗涤至仪器基线
,

再换用 .0 00 1m ol / L 磷酸钾缓冲液 ( p H 一 6
.

5) 洗至基线后
,

便可上样
。

L .4 4 样品的加人 用微量进样器
,

取 10 A 2̀ 。

(一个 A Z`。

单位约等于 5 0产 g 核酸 ) 卵母

细胞线粒体核酸溶液 (含线粒体 D N A 和 R N A s 的混合物 )
,

沿层析柱壁轻轻注人经 基

磷灰石柱床顶部
。

当样品全部进人层析床后
,

即开始用洗脱液洗脱
。

1
.

4
.

5 洗脱 依次用 0
.

0 0 0 1
,

0
.

0 1 , 0
.

0 5 , 0
.

0 7
,

0
.

1 , 0
.

15 , 0
.

2 5 , o
,

sm o l / L 磷酸钾缓 冲

液 ( p H 一 6
.

5) 进行洗脱
,

流速为 0
.

, m l /m in
,

用核酸蛋 白检测仪监测各洗脱峰
。

收 集

管置于冰浴中
,

分别收集各种浓度磷酸钾缓冲液的洗脱峰
,

记下体积
,

用 7 5 1G 分光光度
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计测定各管洗脱液中的 D N A和 RN As 等的含量
。

L 4. 6产物的鉴定 用已知纯度的环状 D N A ( B D H公司 产 品 )
, r R N A ( S i g m a

公

司产品 )和 t R N A (上海东风生化试剂厂产品 )
,

作出标准经基磷灰石柱层析分离图谱
,

同

待测样品的分离结果比较
。

用 F ol l i n
一

酚法 ( L
o w yr e t al

. ,

1 9 5 1 ) 测定蛋 白质
,

以牛血

清白蛋白作标准
。

用台黑酚
一

eF C 13 法 ( S hc iie d e ,

1 9 6 9 ) 测定 R N A
,

以 酵 母 RN A 作

标准
。

用二苯胺法 ( B盯 t on
,

1 9 5 6 ) 测定 D N A
,

以小牛胸腺 D N A 作标准
。

2 结果

.2 1 卵母细胞的纯度 用 K 十 或 iL
十

离子诱导法排放的卵母细胞
,

细胞的分化程度大

致相 同
,

彼此大小相差不大
,

通过反复洗涤
,

杂质几乎全除去
。

在显微镜下观察
,

所得的卵

母细胞全部呈圆形 (图版 l )
。

在视野中见不到细胞碎片和结缔组织等块状物
。

在随意测

定的 20 个卵细胞中
,

平均直径在 65 产m
,

最小的不足 5 0产 m
,

最大的为 90 户m
。

当将其加

人精子时
,

观察不到受精现象
,

说明这些卵子并未成熟
,

尚不具备受精能力
。

.2 2 卵母细胞线粒体核酸含量的变化 从 1 月中旬到 3 月中旬
,

先后取得了 发 育 早

期
、

中期和后期 3 批不同发育时期的卵母细胞
。

对这些卵母细胞 中分离出的线粒体核酸

含量的测定结果 (表 l) 表明
,

不同时期取得的卵母细胞
,

其核酸的含量是不同的
。

早期的

卵母细胞
,

每克可抽提出线粒体核酸 6 7 7产 ;g 而发育后期的卵母细胞
,

每克只能得到 23 0

科 ;g 中期的卵母细胞则介于两者之间
。

但无论何时取得的卵母细胞
,

其单位线粒体中的

核酸含量大致相同
,

即每克线粒体核酸的含量平均 1 6 0 0产 g 左右
。

表 1 马粪海胆在不同发育时期卵母细胞线粒体核酸的含量变化

T a b
.

T h e

a t

c h a n g e o f t h e e o n t e n t o f t h e n u e l e i e a e i d s f r o m o o e y t e m i t o c h o n d r i a

d i f f e r e n t d e v e l o P m e n t s t a g e s o f H
e m i c e 称 t r o t u s P“ Ic 人君 r r i娜 u 了

时 期 卵母细胞 ( g ) 线粒体 ( g ) 核酸含量 ( 拜g )
每克卵母细胞核
酸含量 ( 拜g )

每克线粒体核
酸含量 (拜g )

Ùl,曰,内“R甘加了

…::;:

3 3 8 5

1 9 7 5

1 1 7 6

6 7 7

5 2 9

2 3 0

1 7 1 7

1 6 9 3

1 5 6 8

早晚中

.2 3 卵母细胞线粒体核酸的经基磷灰石柱层析分离结果 20 A 26
。

核酸样品
,

经不同浓

度的磷酸钾缓冲液分步洗脱
,

检测出 4 个较大的洗脱峰 (图 l )
。

每个峰代表不同类型的

核酸分子
。

峰与峰之间界限清楚
,

说明产物的纯度相当高
。

由 0
.

25 m ol / L 磷酸钾缓冲液

洗下的是线粒体 D N A
,

其含量为 1 26 产 g ,

峰形尖细
,

左右基本对称
,

经生化分析
,

既不含

R N sA
,

也测不出蛋白质的存在
。
用 0

.

15 m ol / L 磷酸钾缓冲液洗下的是一个 含 线 粒 体

r R N A 的大吸收峰
,

其含量为 3 2 76 产 g 。
用 0

.

l m ol / L 磷酸钾缓冲液洗下的是含 tR N A 的

较小吸收峰
,

tR N A 的含量为线粒体
r R N A 的 1 / 1 0

。
用 o

.

00 1m ol / L 磷酸钾缓冲 液 最

先洗下一个较大吸收峰
,

其产物为多核昔酸
。

用 o
.

s m ol / L 磷酸钾缓冲液洗脱下来 的 产

物
,

很少 ;洗脱液却很 多
,

图上未能扫描出来
,

约有 2
.

5 A 2` 。

单位 ; A 2 3。

/ A
26 。

幻 1
.

28 一 1
.

50 不

等
,

经生化分析其蛋 白含量 < 3多
,

最大吸收峰在 2 6 0n m 处
。

从生化分析和吸收特性看
,

该产物既非蛋白质
,

也非核酸
,

而同核蛋白吸收相似
。

另外
,

用 。
.

0 1 , 0
.

0 5 和 0
.

07 m o l / L 磷

酸钾缓冲液分别洗出几个小的洗脱峰
,

由于其内含物太少
,

未进一步研究
。
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从不同发育时期马粪海胆卵母细胞线粒体中各种类型的核酸的含量 (表 2) 看出
,

不

同时期取得的样品
,

其线粒体中 D N A

的含量有所不同
。

在早期获取的线粒

体
,

从 19 A 26 。

总核酸中分离出 1 26 群 g

D N A ,

平均 每 A 26 。

单 位 含 有 .6 6拼 g

D N ;A 晚期提取的 2 I A 2` 。

核酸中
,

只

分离 出 1 0 4 户 9 D N A
,

每个 A Z`。

只得到

4
.

9产 9 D N A ;中期线粒体核酸中 D N A

含量则居中
。

至于卵母细胞线粒体中
r RN A 和 t R N A 各组分含量的 变 化

趋势同 D N A 基本相似
。

对所得的核

酸各组分进行紫外吸收的测定结果表

明
, A 23 。

/ A
26 。

的比值分别为
: D N A ~

0
.

4 8一 0
.

5
, r R N A = 0

.

4 9一 0
.

5 1
,
t R N A =

0
.

5 0一 0
.

, 2
,

杂质为 0
.

4 1一 0
.

4 4 ; A Z` .

/

A 28
.

的 比 值 为 D N A ~ 1
.

%一 1
.

9 8
,

r R N A 一 2
.

0 8一 2
.

17
,

t R N A 一 2
.

00一 2
.

1 7
,

酸组分的纯度是相当高的
。

C
.

15

0o^0
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产Eu寸价囚ù侧拓米

O
,
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.
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二卜
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洗脱液 (m D

90 1 10

图 1 马粪海胆卵母细胞线粒体核酸
经基磷灰石柱层分离

F i g
.

1 S e P a r a t io n o f t h e n u e l e i e a e i d s f r o m

o o c y t e m i t o c h o n d r i a o f H
e琳 i c 己 n t r o t u s

P “ I c人亡 r r i仍 u s b y H A P

杂质是 1
.

28 一 1
.

5 0 。

这些结果表明
,

各主要核

表 2

T a b
.

2 T h e

o 0 C y t e

马粪海胆卵母细胞线粒体核酸 H A P 分离纯化结果
r e s u l t of i s o l a t i o n a n d P u r i f i e a t i o n o f t h e n u e l e i e a e i

(

m i t o e h o n d r i a o f H
e仍 i c 亡 n t r o t “ 5 P u l c人亡无 r r i邢 “ ` b y H A P

时 期 } 上样量 ( A 1’0 D N A (拌g )
t R N A ( 材 g ) i 杂质 (拼g )

、 J
了一

g一
尸

日一nUnù0/、̀一一从ù注门以一nU产bl了
月一广.份0
.几ù

19

17

2 1

12 6 ( 6
·

6 )

9 3( 5
·

4 )

10 4( 4
·

9 ) 下:厂厂犷
早中晚

3 讨论与结论

.3 I K +

诱导出的卵母细胞质量优于酶消化法 ( G iu id ce e t al
. ,

1 9 7 2 ) 破壳 取 出 的

马粪海胆卵巢
,

蛋白水解酶将卵巢膜和细胞膜消化
,

从而使卵母细胞彼此分离
。
由于马粪

海胆卵母细胞的发育是不同步的
,

其卵子成熟的时间不一致
,

所以这样分离的卵母细胞包

括各个发育时期的
,

大小不均一
,

彼此相差颇大
,

破碎的细胞
、

卵巢块和结缔组织碎片很难

完全除去 ;而 K 十

等碱金属离子诱导排出的是一些接近成熟的卵母细胞
,

所以不但大小 均

匀
,

而且也很少杂质
。

.3 2 处于不同发育时期的卵母细胞其线粒体含量也不同 在卵母细胞形成过程中
,

在

不同的生长发育时期所取得的卵母细胞
,

其线粒体含量也是不相同的
。

在早期的卵母细胞

中
,

每克卵母细胞能萃取 6 7 7 m g 线粒体
,

在接近成熟的卵母细胞中
,

每克只能得到 2 30 m g

线粒体
。

这说明随着卵母细胞细胞质的增多
,

整个细胞的体积和重量也随着增加
,

但线粒

体的相对含量却呈逐渐下降趋势
。
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. 3 3 不同发育期的线粒体总核酸含量大致相同
,

但其各组分的含量却有所变化 不管

从早期卵母细胞 中分离的线粒体
,

还是从中
、

后期分离的线粒体
,

由其获取的总核酸量大

致相等
,

但总核酸中各组分的含量却有所不同
。

就线粒体 D N A 而言
,

从早期卵母细胞线

粒体中萃取的总核酸中
,

每 5 0 产 g 样品经经基磷灰石柱层析分离可得到 6
.

6产 9 D N A
,

后期

为 4
.

9户 g
,

中期则为 5
.

4 群 g 。

线粒体
r R N A 和 t R N A 大体也如此 ( G

r o s s e t a l
, ,

19 5 6 b )
。

因此卵子发生早期是一个生物合成旺盛时期
。

.3 4 轻基磷灰石柱层析可将线粒体核酸各组分完全分离开 从轻基磷灰石柱 层 分 离

图谱可以看出
,

马粪海胆线粒体总核酸
,

上经基磷灰石柱后
,

经不同浓度的磷酸缓冲溶液

梯度洗脱
,

可将线粒体 D N A
, r R N A

,

tR N A 和多核昔酸完全分开
,

而且这些产物经物理

化学测定证明几乎不含任何杂质
。
因此

,

经基磷灰石柱层析是分离纯化线粒体核酸的有

效方法
。
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