
原始生殖细胞（primordial germ cells，PGCs）通

过减数分裂分化成雌雄配子是包括人类在内的真

核生物最根本的生命现象之一。在小鼠中，PGCs
在 10~11 dpc（days postcoitum，交配后天数）迁移到

生殖嵴并大量增殖。对于雌性而言，PGCs从 13.5

dpc 开始陆续进入减数分裂，经历细线期（lepto⁃
tene）、偶线期（zygotene）、粗线期（pachytene）和双线

期（diplotene），最终阻滞在网线期（diakinesis）。而

雄性PGCs则是在13.5 dpc后进入有丝分裂阻滞，直

到出生后才恢复有丝分裂［1-3］。目前，虽然对于生殖

嵴早期发育调控已有较多研究，但是精确机制仍需

阐明［4］。在前期工作中，通过蛋白质组学平台成功

构建了小鼠雌、雄生殖嵴定量差异蛋白谱，并且后

期的实验提示线粒体电子呼吸链的稳态对于雄性

生殖嵴睾丸索的形成至关重要，而其对于雌性生殖
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［摘 要］ 目的：观察阻断电子呼吸链对早期雌性生殖细胞发育的影响。方法：取12.0 dpc（days postcoitum，交配后天数）雌性

小鼠生殖嵴进行体外培养，经抗霉素A（antimycin A，AMA）作用后运用免疫荧光技术分别检测正常组、对照组以及实验组生殖

细胞相关的分子标记物：DDX4（DEAD Asp⁃Glu⁃Ala⁃Asp box polypeptide 4）、γ⁃H2AX（the phosphorylated form of Histone H2AX）、

OCT4（POU domain，class 5，transcription factor 1）及STRA8（stimulated by retinoic acid gene 8）的表达，试剂盒检测ATP和ROS含
量，观察阻断电子呼吸链对早期雌性生殖细胞发育的影响。结果：AMA作用后雌性生殖嵴发育明显阻滞。进一步研究提示

AMA处理后导致三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）明显下降而活性氧（reactive oxygen species，ROS）显著增加，从而可

能导致减数分裂起始异常。结论：电子呼吸链与雌性小鼠生殖嵴的发育关系密切。
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［Abstract］ Objective：To observe the effect of blocking electronic respiratory chain on the development of early female germ cells.
Methods：We labeled normal，control and treatment group with germ cells associated markers：DDX4（DEAD Asp⁃Glu⁃Ala⁃Asp box
polypeptide 4），γ⁃H2AX（the phosphorylated form of Histone H2AX），OCT4（POU domain，class 5，transcription factor 1）and STRA8
（stimulated by retinoic acid gene 8）to assay the effects of the early female germ cells after blocking the electron respiratory chain by
antimycin A（AMA）. Results：12.0 dpc（days postcoitum）female mice gonads were cultured in vitro，and we found aberrant
gonadogenesis after treatment with AMA，showing obviously decreased ATP（adenosine triphosphate）and increased ROS（reactive
oxygen species），thus，leading to the abnormal meiosis initiation. Conclusion：The electron respiratory chain was highly linked with
the gonads development in female mice.
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嵴的影响却未见报道［5］。线粒体通过氧化磷酸化

（OXPHOS）为真核细胞提供能量，为非增殖的细胞

提供大部分细胞内所需的能量——三磷酸腺苷

（ATP）。氧化磷酸化过程由线粒体呼吸链5种不同

的复合物完成，线粒体呼吸链复合物Ⅰ~Ⅴ。已有

研究表明线粒体除了是细胞有氧呼吸和供能的场

所，同时也是细胞中产生活性氧（ROS）的一个重要

部位，ROS在启动和调节细胞周期的过程中扮演着

重要的角色［6］。本文旨在探讨线粒体电子呼吸链与

早期雌性生殖细胞发育的联系。

1 材料和方法

1.1 材料

CD1小鼠（南京医科大学动物实验中心），所有

动物实验得到南京医科大学动物伦理委员会授权

通过。饲养的环境维持在 20~22 ℃，12 h/12 h 昼夜

周期，50％~70％湿度的环境下。交配后次日上午

阴道见栓记为0.5 d。收集12.0 dpc雌性小鼠生殖嵴

做后续实验。

抗DDX4抗体（Abcam公司，美国），抗OCT4抗

体（Santa Cruz 公司，美国），抗γ ⁃H2AX 抗体、抗

STRA8抗体（Abcam公司，美国）。Alexa Fluor系列的

荧光二抗（Invitrogen公司，美国）。抗霉素A（AMA，
Sigma公司，美国），ATP测定试剂盒（S0026，上海碧云

天公司），ROS测定试剂盒（GMS10016.3 V.A，Genmed
公司，美国）。RM2235切片机（Leica公司，德国）；

LSM510激光共聚焦显微镜（蔡司公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 组织培养

新鲜取下的 12.0 dpc雌性生殖嵴在铺着 2%琼

脂的小室中放置，于含有DMEM⁃F12/α⁃MEM，10%
胎牛血清的基础培养液中培养。培养箱条件是

37 ℃恒温，5% CO2。

1.2.2 实验分组

体外培养的雌性生殖嵴分别设正常组、对照组

和实验组。其中正常组是基础培养液，对照组是添

加DMSO后的基础培养液（AMA用DMSO溶解），实

验组是添加10 μmol/L AMA后的基础培养液。为观

察AMA作用对原始卵泡生成影响，12.0 dpc雌性生

殖嵴在10 μmol/L AMA作用48 h后移至基础培养液

培养至3 dpp（days postpartum，出生后天数）; 为观察

AMA作用对减数分裂的影响，12.0 dpc雌性生殖嵴

在10 μmol/L AMA作用48 h后移至基础培养液培养

至 14.5 dpc。每次实验各组中 12.0 dpc雌性生殖嵴

为 6个，实验共重复 3次，每次实验处死 12.0 dpc的
孕鼠2只。

1.2.3 样本制备

培养后的组织经 4% PFA固定过夜，经 50%、

70%、80%、90%、100%梯度酒精脱水，常规石蜡包

埋。切片厚度为 5 μm，65 ℃温箱烤干过夜后室温

保存。

1.2.4 免疫荧光（immunofluorescence，IF）染色

组织经 100%、90%、80%、70%梯度酒精脱水后

采用酸性抗原修复。1%BSA室温封闭 2 h后加一

抗，其中DDX4稀释比例（1∶400），OCT4稀释比例

（1∶500），γ⁃H2AX稀释比例（1∶500），STRA8稀释比

例（1∶200），4 ℃过夜。次日经PBS洗涤后加荧光标

记的二抗（1∶1 000）室温孵育 1 h。甘油封片，避光

保存，拍照。

1.2.5 ATP含量测定

使用 ATP检测试剂盒测量各组的 ATP水平。

先将正常组、对照组、实验组中的组织分别加入

20 μL裂解液，然后用匀浆器进行匀浆裂解组织，裂

解后 4 ℃ 12 000 g离心 5 min，取上清，用于后续的

测定。标准品设0.1、1.0、10.0和100.0 μmol/L这4个
浓度以制备标准曲线。加50 μL ATP检测工作液到

检测管中，每组设 3个复孔。在各组检测管内加上

5 μL样品，迅速混匀，间隔 2 s后，立即用荧光分光

光度计测定相对发光单位（relative light unit，RLU）
值。根据标准曲线计算样品中的ATP浓度。

1.2.6 ROS含量测定

使用 ROS检测试剂盒测量各组的 ROS水平。

将正常组、对照组、实验组中的组织分别放入预冷

的4个1.5 mL EP管内，加入500 μL清理液（Reagent
A）浸泡 15 s，取出组织放入 24孔板内，加入 500 μL
含有染色液（Reagent B）和稀释液（Reagent C）的染

色工作液，放入37 ℃培养箱避光孵育20 min后用荧

光分光光度仪检测，根据读数将各组RFU减去内参

RFU得出各组实际RFU，即对应的ROS含量。

1.3 统计学方法

数据以均数±标准差（x ± s）表示，组间无数比较

采用单因素方差分析，采用SPSS13.0软件进行统计

分析，P≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 AMA作用后影响原始卵泡生成

AMA 是经典的电子呼吸链复合物Ⅲ的抑制

剂［7-8］。12.0 dpc雌性生殖嵴在 10 μmol/L AMA 作
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A：正常组的DDX4荧光；B：对照组的DDX4荧光；C：实验组的DDX4荧光；D：各组DDX4阳性细胞计数，与正常组比较，***P < 0.001，n=6。
图1 免疫荧光检测各组中DDX4表达量（×10）

Figure 1 Representative images of IF staining of DDX4 from each group（×10）

BA C

用 48 h后移至基础培养液培养至 3 dpp，运用免疫

荧光技术，通过标记 DDX4（生殖细胞标志物）发

现实验组中原始卵泡数目明显减少，几乎不存在

（图 1）。

2.2 AMA作用后阻滞减数分裂

由于 12.0 dpc雌性生殖嵴在 10 μmol/L AMA作

用48 h后移至基础培养液培养至3 dpp几乎不存在生

殖细胞，为了进一步探究表型最早出现的时间点，我

们将12.0 dpc雌性生殖嵴在 10 μmol/L AMA作用48 h

后移至基础培养液培养至 14.5 dpc收样，免疫荧光

显示实验组相对于正常组和对照组DDX4阳性细胞

数目无明显变化，但γH2AX（减数分裂中生殖细胞

DNA断裂的标志物）阳性细胞几乎不存在。这一结

果提示AMA处理后减数分裂的进程被阻断。

2.3 线粒体电子呼吸链阻断

文献已证实电子呼吸链被AMA阻断后会导致

ATP水平下降和ROS水平上升［9］。分别检测ATP及

ROS水平，结果发现AMA处理后导致雌性生殖嵴中

A：正常组的DDX4和γ⁃H2AX荧光共染；B：对照组的DDX4和γ⁃H2AX荧光共染；C：实验组的DDX4和γ⁃H2AX荧光共染；D：各组DDX4阳
性细胞计数；E：各组γ⁃H2AX阳性细胞计数，与正常组比较，***P < 0.001，n=6。

图2 免疫荧光检测各组中DDX4和γ⁃H2AX表达情况（×20）
Figure 2 Representative images of IF co⁃staining of DDX4 and γ⁃H2AX from each group（×20）
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ATP含量明显下降（图 3A），而ROS 含量显著增加

（图3B）。
2.4 AMA作用后培养至14.5 dpc不影响PGCs

进一步设想是否生殖细胞阻滞在PGCs时期才

导致不表达生殖细胞减数分裂的标志物。通过免

疫荧光检测 PGCs的标志物OCT4，我们发现，同正

常组和对照组相一致，实验组中OCT4阳性细胞此

时几乎不存在，经统计有且仅有 2~3个生殖细胞仍

表达 OCT4，与正常组和对照组无统计学差异（图

4）。据此推测 AMA 处理后的生殖细胞经历了

PGCs阶段。

2.5 AMA作用后培养至14.5 dpc影响减数分裂进程

以上结果说明 AMA 处理的生殖细胞跨过了

PGCs有丝分裂阶段，却尚未到达减数分裂的DNA
断裂阶段，因此提出假设：AMA处理的细胞阻滞在

了减数分裂起始阶段。为了验证这一假设，标记

了减数分裂起始的经典标志物，STRA8。实验结

果提示，实验组相对于正常组和对照组中DDX4阳
性细胞数目无明显变化，且 STRA8阳性细胞数目

也无明显改变（图 5）。这一结果说明实验组能启

动减数分裂，结合上述结果实验组无法到达减数

分裂的DNA断裂阶段。这一结果支持了我们这一

假说。

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

AT
P相

对
水

平

实验组对照组正常组

***

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

RO
S相

对
水

平

实验组对照组正常组

***

A

B

与正常组比较，***P < 0.001，n=6。
图3 ATP（A）和ROS（B）在各组中的相对水平

Figure 3 Relative ATP（A）and ROS（B）levels from each
group

A：正常组的DDX4和OCT4荧光共染；B：对照组的DDX4和OCT4荧光共染；C：实验组的DDX4和OCT4荧光共染；D：各组DDX4阳性细胞

计数；E：各组OCT4阳性细胞计数（n=6）。
图4 免疫荧光检测各组中DDX4和OCT4表达情况DDX4和荧光共染（×30）

Figure 4 IF co⁃staining of DDX4 and OCT4 from each group（×30）
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3 讨 论

一般认为，雌性生殖嵴发育至约13.5 dpc，由中

肾产生的视黄酸（retinoic acid，RA）通过旁分泌到达

相邻的生殖嵴并启动下游STRA8（stimulated by reti⁃
noic acid gene 8）的表达［10］。而 STRA8已经是经典

的作为生殖细胞进入减数分裂的检查点。在

STRA8敲除小鼠的卵巢中只有减数分裂前卵原细

胞，同时分析卵原细胞DNA成分发现只有二倍体，

没有四倍体生殖细胞，说明在STRA8敲除情况下雌

性生殖细胞无法完成减数分裂前DNA复制，减数分

裂启动受到抑制［11］，STRA8是生殖细胞启动减数分

裂的重要标志。在第一次减数分裂前期中，DNA双

链程序性的断裂（double⁃strand breaks，DSBs）是减

数分裂的显著特征。在减数分裂早期，双链断裂依

赖于减数分裂专属蛋白 SPO11（sporulation protein，
meiosis⁃specific，SPO11 homolog）的调控［12］。在双链

断裂形成后，多种因子［如DMC1（dosage suppressor
of mck1 homolog，meiosis⁃specific homologous recom⁃
bination）、MLH1（mutl homolog 1）、MSH4（muts homo⁃

log 4）、γ⁃H2AX］参与到后续修复与重组中［13⁃14］。

本研究发现电子呼吸链发生障碍后，生殖细胞

能启动减数分裂但又阻滞在了减数分裂的起始阶

段，由于此时并未表达γ⁃H2AX，我们推测还未发生

DNA的断裂，而出现这一表型的原因可能是AMA阻

滞电子呼吸链导致ATP的减少和ROS的增加所致。

已有文献报道，环境条件（如营养和氧压力水

平）能调控细胞周期，ATP生成的明显受损或是ROS
水平的显著升高都会引起细胞周期的阻滞［15⁃17］。当

酵母细胞在减数分裂的不同阶段有不同的代谢营

养需求，在醋酸盐产孢媒介中，二倍体酿酒酵母进

入减数分裂。产孢过程的早期阶段需要ATP产生

的最大化，中后期阶段需要ATP产生的最小化［18］。

本研究提示电子传递链被阻断后，ATP水平下降，减

数分裂起始被抑制。同时也有文献证明高ROS水

平会导致细胞周期的阻滞［19］，不同含量的ROS对细

胞周期的影响不同，只有当ROS水平合适时，细胞

周期正常进行，随着ROS含量增加对细胞周期调控

产生负作用。在本次研究中发现ROS升高会导致

减数分裂起始的进程受到抑制。这可能是由于电

A：正常组的DDX4和STRA8荧光共染；B：对照组的DDX4和STRA8荧光共染；C：实验组的DDX4和STRA8荧光共染；D：各组DDX4阳性

细胞计数；E：各组STRA8阳性细胞计数（n=6）。
图5 免疫荧光检测各组中DDX4和STRA8表达情况（×40）

Figure 5 Representative images of IF co⁃staining of DDX4 and STRA8 from each group（×40）
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子呼吸链阻断后ATP产生下降和ROS异常增加引

起了一系列细胞周期调控因子的表达改变导致的，

但其具体的机制还有待于进一步深入的研究阐明。

综上所述，在电子呼吸链发生障碍时，雌性生

殖细胞减数分裂的起始受到阻滞，并且该细胞周期

的阻滞可能受到ATP及ROS的调控。
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