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荧光显微成像用于研究卵母细胞减数分裂过程

邓月月１,叶贤其１,曹博１,周洁１,刘付童玲２,王晓梅２,屈军乐１,许改霞１
１深圳大学光电工程学院,教育部/广东省光电子器件与系统重点实验室,广东 深圳５１８０６０;

２深圳大学医学院深圳市生物医学工程重点实验室,广东 深圳５１８０６０

摘要　动力蛋白、微管蛋白以及染色体在卵母细胞减数分裂过程中起着重要作用,但目前传统荧光成像方法受到

衍射极限的限制,分辨率较低,无法达到卵母细胞减数分裂对成像的要求.首先构建了卵母细胞体外正常成熟体

系和原钒酸钠(SOV)作用下的异常成熟体系,然后基于共聚焦显微技术和随机光学重建显微技术(STORM)两种

荧光成像方法,研究卵母细胞减数分裂过程中动力蛋白和微管蛋白的定位以及染色体的形态与结构.荧光显微成

像结果表明:在正常成熟体系中,动力蛋白分布、微管蛋白形成的纺锤体以及染色体的形态与结构能反映卵母细胞

发育的不同阶段;在SOV作用下,纺锤体结构异常率增加,出现桶状、细长、团缩、杂乱、梨状、多极等典型异常纺锤

体结构,染色体结构异常率也相应增加.STORM结果更清晰地展现了纺锤体结构信息,三维STORM结果揭示了

异常纺锤体的紊乱情况,该方法为卵母细胞减数分裂过程研究提供了精度更高的成像手段.
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Abstract　Dynein tubulin andchromosomeplayimportantrolesinoocytemeiosis敭However thetraditional
fluorescencemicroscopyislimitedbythediffractionlimitandhaslowresolution whichcannotmeettheimaging
requirementsofoocytemeiosis敭Firstly thenormalmaturationsystemofoocyteinvitroandabnormalmaturation
systemundertheactionofsodiumorthovanadate SOV areestablished敭Thentheconfocalfluorescencemicroscopy
andstochasticopticalreconstructionmicroscopy STORM areappliedtostudythelocalizationofthetwoimportant
proteinsofdyneinandtubulinandthemorphologyandstructureofchromosomeduringtheoocytemeiosis敭The
fluorescenceimagingresultsshowthatthecoＧlocalizationofdynein spindleassembledbytubulin andthe
morphologyandstructureofchromosomecancorrectlyreflectthedifferentstagesofoocytemeiosisinthenormal
system敭IntheSOVtreatedgroups theabnormalityrateofspindlestructureincreases andtherearetypicalspindle
structuressuchasbarrel slender regiment disorderly piriform and multipolar敭Theabnormalityrateof
chromosomestructurealsoincreases敭TheSTORMresultsclearlypresentthestructuralinformationofthespindle 
andthe３DSTORMresultsrevealthedisorderlevelofabnormalspindle敭Thismethodprovidesanimagingapproach
withhigherresolutionfortheresearchoftheoocytemeiosis敭
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OCIScodes　１７０敭６２８０ １７０敭１５３０ １１０敭０１８０

１　引　　言

纺锤体是卵母细胞成熟过程中的一个重要结

构,是由极间微管、染色体牵丝及区间牵丝排列组成

的中部大两极小的形如纺锤的结构,该结构在细胞

分裂中期最为典型.在细胞分裂过程中,纺锤体对

卵母细胞染色体的平衡、运动、分配和极体的排出具

有非常重要的作用[１Ｇ２].纺锤体结构异常会导致异

常的减数分裂,进而可能产生异常的胚胎.动力蛋

白作为微管负极方向的马达蛋白,在细胞减数分裂

过程中发挥着重要作用.动力蛋白帮助纺锤体组装

检验点蛋白,使染色体向两极移动[３Ｇ６].如果动力蛋

白表达异常或分布异常,就可能引起检验点蛋白在

两极延迟出现或不表达,导致染色体滞后分离,造成

细胞死亡或子细胞以非整倍体形成[７].目前,在卵

母细胞成像研究中通常使用传统荧光成像方法或激

光共聚焦显微成像方法,它们的成像分辨率都受到

衍射极限的限制,无法达到理想的精度[３,６].近年

来,随着光学成像技术及荧光标记技术的迅速发展,
超分辨显微成像技术被广泛应用于生物医学研究

中.有文献报道了利用随机光学重建显微技术

(STORM)观察到了非洲绿猴肾细胞的微管蛋白精

细结构[８],该技术还可以分辨果蝇染色质三维结构

的细微变化[９Ｇ１０].由于卵母细胞在成熟过程中会涉

及到 众 多 的 蛋 白 分 布 和 空 间 构 象 的 变 化,因 此

STORM可为卵母细胞的研究提供更精细和更丰富

的信息.本课题组首次将STORM 运用于小鼠卵

母细胞减数分裂过程的研究中,尝试利用共聚焦显

微方法和STORM 观察卵母细胞在减数分裂过程

中动力蛋白、微管蛋白以及染色体的形态结构,为卵

母细胞的研究提供更精细的信息.

２　材料与方法

２．１　主要试剂

孕马血清促性腺激素(PMSG)购自宁波第二激

素厂;原钒酸钠、M２、M１６、矿物油均购自Sigma公

司;多聚甲醛、牛血清白蛋白(BSA)均购自生工生物

工程(上海)股份有限公司;聚乙二醇辛基苯基醚

(TritonXＧ１００)购自北京诺特莱斯生物科技有限公

司;Alpha Tubulin antibody 和 DYNC１LI１
antibody购自 GeneTex公司;DonkeyantiＧMouse
IgG(H＋L)SecondaryAntibodyAlexaFluor®

６４７conjugate 购 自 ThermoFisher 公 司;Goat
AntiＧRabbitIgGH&L(AlexaFluor®４８８)购自

Abcam 公 司;DAPI FluoromountＧG ® 购 自

SouthernBiotech公司;中性树胶购自国药集团化学

试剂有限公司;其余试剂均为分析纯.

２．２　实验动物

本实验所用实验动物为４~６周龄无特定病原

体(SPF)级雌性昆明(KM)小白鼠,购自广东省医学

实验动物中心,动物许可证号为SCXK(粤)２０１３Ｇ
０００２.动 物 饲 养 于 通 风 良 好、光 照 充 足、温 暖

(２３℃)、干燥的环境中,１２h明亮,１２h黑暗,给予

充足的水和饲料,自由进食、饮水,动物适应新环境

一周后用于实验.

２．３　构建卵母细胞体外培养成熟体系

在实验室前期方法的基础上对培养条件进行改

进[１１Ｇ１４],步骤简述如下:４~６周龄昆明雌鼠腹腔注

射１０IU孕马血清促性腺激素,４８h后颈部脱臼致

死,用体积分数为７０％的乙醇消毒后剪开背部皮肤

和肌肉层,剥离卵巢,将卵巢置于预热至３７℃的

M２操作型培养液中,用５号注射器针头在体视显

微镜下刺破卵泡,选择颗粒细胞包裹紧密的初级卵

母细胞,在 M２培养液中洗涤３次后分别放入含有

不同浓度(０,５,５０,５００μmol/L)原钒酸钠(SOV)的

M１６培养液滴中,在３７℃、含５％(体积分数)CO２
的孵箱中培养１２h,然后进行荧光染色实验.

２．４　荧光染色

参考Zhang等[３]的方法对样品进行处理,主要

步骤为:将经过特定处理的卵子置于体积分数为

４％的多聚甲醛中室温固定３０min;用磷酸盐缓冲

液(PBS)冲洗３次,每次５min;在体积分数为０．５％
的TritonXＧ１００溶液中室温通透３０min;用PBS洗

３次,每次５min;用体积分数为５％的BSA在３７℃
下封闭１h;将卵母细胞转移到５％BSA稀释的一抗

溶液中,在３７℃下孵育１h或４℃孵育过夜处理;
用PBS清洗３次,每次１０min;将卵母细胞转移到

５％BSA稀释的二抗溶液中,在３７℃下孵育１h;用

PBS清洗３次,每次１０min;双标实验再将卵母细

胞转移到５％BSA稀释的一抗溶液中,在３７℃下孵

育１h;用PBS清洗３次,每次１０min;将卵母细胞

转移到５％BSA稀释的二抗溶液中,在３７℃下孵育

１h;用PBS清洗３次,每次１０min;对用于共聚焦

显微成像的样品进行封片处理,即加适量含４′,６Ｇ二

０５０７００２Ｇ２
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脒基Ｇ２Ｇ苯基吲哚(DAPI)的封片剂于干净的载玻片

上,移入卵母细胞,然后用干净的盖玻片压片,用中

性树脂密封盖玻片和载玻片的边缘,室温下晾干,存
于４℃环境下待检测;对用于超分辨显微成像的样

品进行封片,即加入适量成像缓冲液(在PBS中配

含有５０mmol/L三羟甲基氨基甲烷、体积分数为

１％的βＧ巯基乙醇(βME)、体积分数为１０％的葡萄

糖溶液、０．５g/L葡萄糖氧化酶、４０mg/L过氧化氢

酶的溶液,用盐酸和氢氧化钠调节溶液的pH为８)
于干净的载玻片上,移入卵母细胞,然后用干净的盖

玻片压片,用中性树脂密封盖玻片和载玻片的边缘,
室温下晾干后立即检测.

２．５　共聚焦显微和超分辨显微成像

共聚焦显微成像:共聚焦显微图片采用德国

Leica仪器有限公司的激光共聚焦显微镜(TCSSP５
II)采集,图像收集软件为LASAFLite.所有样品

荧光信号的捕获来自４０倍物镜或１００倍物镜.

DAPI用 波 长 为４０５nm 的 激 光 激 发,在４５０~
４８０nm波段采集荧光信号;AlexaFluor４８８用波长

为４８８nm的激光激发,在５０５~５３５nm波段采集

荧光信号;AlexaFluor６４７用波长为６３３nm的激

光激发,在６５０~６８０nm波段采集荧光信号.图片

尺寸统一为１０２４pixel×１０２４pixel,采用线性扫描

模式,每张图信号平均４次获得.展示图片来自至

少三次以上重复实验的代表性图片.
三维随机光重建显微成像:参考Bates等[８]的

STORM成像方法,自行设计并搭建了超分辨成像

系统(XＧY 方向分辨率为９nm,Z 方向分辨率为

２２nm[１５]),该系统主要是基于奥林巴斯IX７１倒置

荧光显微镜(FM)搭建的,图像收集软件为 Andor
SOLIS.所有的样品捕获来自１００倍油镜.Alexa
Fluor６４７用波长为６４１nm的激光激发,用FF０１Ｇ
６７６/３７Ｇ２５滤片采集、发出信号.将处理过的样品

封片后置于显微镜上,在６４１nm激光激发下找到

视场内纺锤体结构区域,用电子倍增电荷耦合器件

(EMCCD)采集感兴趣区域的荧光闪烁序列图,曝
光时间为１０ms,拍摄的序列长为１００００frame,然
后通过ImageJ软件对其序列进行重构.

２．６　数据分析

本研究所有数据均采用SPSS１３．０软件进行统

计学分析,结果用均数加减标准差表示.各组的平

均数比较采用tＧtest分析,各组比率的比较采用χ２Ｇ
test进行统计分析,检验水准α＝０．０５.

３　结果与讨论

３．１　卵母细胞体外培养成熟体系的建立

卵母细胞体外培养１２h,在不同浓度SOV作

用下获得的卵母细胞主要有４种形态,如图１(a)~
(d)所示,其中图１(a)为处于生发泡期(GV)和减数

分裂过程仍未启动的卵母细胞;图１(b)是发生了

核膜破裂(GVBD)正在恢复减数分裂的卵母细胞;
图１(c)为排出第一极体(fPB)的卵母细胞,是发育

正常的核成熟卵母细胞;图１(d)为孤雌活化的卵母

细胞.第一极体的排出标志着卵母细胞体外培养模

型的初步建立.随着SOV浓度升高,停留在GV期

卵子的比例均增加,PB期卵子的比例逐渐减少,在

５００μmol/LSOV作用下卵子的成熟率为３．７３％,
远 低于无SOV作用的空白对照组卵子的成熟率

图１ 不同浓度SOV作用下体外培养１２h的卵母细胞在(a)GV时期、(b)GVBD时期、(c)PB时期、
(d)孤雌活化时期的形态;(e)减数分裂不同时期的统计

Fig敭１ Morphologyoftheoocyteculturedinvitrofor１２hundertheactionofdifferentconcentrationsofSOVattheperiods
of a GV  b GVBD  c PBand d parthenogeneticactivation  e statisticaldataindifferentmeiosisprocesses

０５０７００２Ｇ３
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(８４．９１％),如图１(e)所示.结果表明:在SOV作用

下,卵母细胞体外培养１２h,部分卵子停滞在 GV
期;对于减数分裂启动的卵子来说,部分卵子减数分

裂过程停滞在GVBD期,未能排出第一极体,会影

响卵子减数分裂进程.

３．２　减数分裂过程中两种重要蛋白和染色体的

荧光标记

３．２．１　体外培养１２h的卵母细胞动力蛋白的正常

定位与异常定位

采用荧光染色方法观察体外培养１２h的卵母

细胞的动力蛋白定位情况.实验发现,动力蛋白在

卵母细胞减数分裂过程中均有表达,如图２(a)所
示.荧光结果表明:在GV期,生发泡完整,动力蛋

白散乱分布在细胞质中;在中期(MI),卵母细胞染

色体呈一直线排列在中期板上,微管蛋白呈纺锤状,
动力蛋白也呈纺锤状;在后期(AI),同源染色体逐

渐分离,并沿着纺锤丝分别移向细胞两极,动力蛋白

与纺锤体定位一致;在末期(TI),纺锤体以中体形

式存在,胞质出现环状缢缩,动力蛋白与纺锤体定位

一致;第二次减数分裂中期(MII),纺锤体存在于皮

质区,排出第一极体,动力蛋白与纺锤体定位一致.
如图２(b)所示,对于异常卵子来说,其动力蛋白与微

管蛋白定位一致,但未呈纺锤状.可见:动力蛋白正

常表达时,与微管蛋白定位一致,呈纺锤状,减数分裂

正常进行;动力蛋白异常表达时,与微管蛋白定位一

致,未呈纺锤状,减数分裂进程受到影响.Horgan
等[１６]的研究表明动力蛋白在分裂过程中会散乱分布

在人皮肤鳞癌细胞(A４３１)的细胞质中,且不与纺锤体

共定位,主要是因为采用的细胞体系不同.本研究使

用的卵母细胞具有特殊的分裂机制,卵母细胞在减数

分裂后期及 MII中期,动力蛋白仍与纺锤体共定位,
不是散乱分布在细胞质中,这可能是在为第二次减数

分裂过程中姐妹染色体的分离做准备[１７].

３．２．２　体外培养１２h的卵母细胞微管蛋白的正常

定位与异常定位

通过免疫荧光获取处于减数分裂不同时期的体

外培养１２h的卵母细胞的微管蛋白和染色体的共

定位,结果如图２所示.处于GV期的卵子,其生发

泡完整,核 仁 可 见,且 位 于 细 胞 中 央;细 胞 发 生

GVBD,核仁消失,染色质浓缩为棒状染色体;没有

标记出完整的纺锤体,只可见排列不规则的微管蛋

白丝,可知纺锤体正在装配之中;处于 MI期的卵

子,其染色质呈一直线排列于中期板,微管蛋白呈纺

锤状;处于AI期的卵子,同源染色体逐渐分离并沿

图２ 不同减数分裂时期体外培养１２h
的卵母细胞动力蛋白、微管蛋白以及

染色体的荧光共定位.(a)正常卵子;(b)MII期卵子

白色方框部分的局部放大以及异常定位卵子

Fig敭２ FluorescencecoＧlocalizationofdynein 
αＧtubulinandchromosomeoftheoocytecultured
invitrofor１２hatdifferentmeiosisstages敭

 a Normaloocyte  b partialenlargementofthe
whitesquarepartofMIIoocyteandtheabnormaloocyte

着纺锤丝分别向两极移动,同时纺锤体在长轴方向

上延伸拉长;处于TI期的卵子,染色质在纺锤体两

极分别聚集成团,纺锤体以中体形式存在;处于 MII
期的卵子,细胞排出第一极体到达 MII期,纺锤体

存在于皮质区,长轴与质膜平行,到此第一次减数分

裂结束.此标记结果与文献[１８Ｇ１９]的结果一致.
通过免疫荧光观察体外培养１２h的卵母细胞,其典

型的纺锤体结构如图３(a)~(h)所示,正常纺锤体

呈纺锤状[图３(a)],异常纺锤体呈桶状结构[图３
(b)]、细长结构[图３(c)]、团缩结构[图３(d)]、杂乱

结构[图３(e)]、梨状结构[图３(f)]和多极异常纺锤

体结构[图３(g)、(h)].
经 不 同 浓 度SOV 作 用 后 ,５μmol/L和
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图３ 体外培养１２h的卵母细胞微管蛋白的荧光共定位.(a)正常纺锤体卵母细胞;
(b)~(h)不同纺锤体的异常卵母细胞;(i)不正常 MI~MII纺锤体结构的统计数据

Fig敭３ FluorescencecoＧlocalizationofαＧtubulinoftheoocyteculturedinvitrofor１２hatdifferentmeiosisstages敭

 a Normaloocytewithnormalspindle  b Ｇ h abnormaloocyteswithvariousspindles  i statisticdataofabnormal
MIＧMIIspindlestructures

５０μmol/L组异常纺锤体结构增加比例不明显,

５００μmol/L组异常显著,如图３(i)所示.

３．２．３　体外培养１２h的卵母细胞染色体的正常定

位与异常定位

图４为染色体的免疫荧光观察结果.正常的染

色体整齐排列[图４(a)],随着SOV浓度增加,卵母

细胞出现了掉队[图４(b)],散乱染色体[图４(c)、
(d)]结构有所增加,５０μmol/L组、５００μmol/L组

较为明显,数据统计结果如图４(e)所示,说明高浓

度SOV更容易造成卵母细胞染色体结构异常.

３．３　卵母细胞纺锤体的结构

普通荧光成像方法受到衍射极限的限制,分辨

率较低,本研究尝试利用普通荧光显微镜(FM)和

STORM研究卵母细胞减数分裂过程中两种重要蛋

白以及染色体的形态结构.图５为利用普通荧光显

微镜和STORM 观察到的卵母细胞纺锤体的结构.
结果表明,超分辨成像较普通显微成像能够捕获到

更多的细节,如图５(c)所示.根据显微镜成像系统

分辨率公式计算可得普通荧光显微镜成像分辨率的

理论值为２７６nm.在本实验中,采用FM测得一根

纺锤 丝 的 的 半 峰 全 宽 (FWHM)为 ４０１nm,用

STORM 测 得 的 FWHM 为 １４２ nm.可 见,

STORM的分辨率优于普通荧光显微镜的实测值与

理论值,STORM可以获取更精细的结构信息.

３．４　卵母细胞纺锤体结构的三维STORM 形貌

本课题组实验室自行搭建了三维纳米荧光显微

超分辨成像系统,基于柱面镜像散的单分子轴向定位

方法,通过拟合光斑在X、Y 方向的尺寸得到其Z 轴

的位置,可以实现单分子轴向纳米分辨定位.三维

STORM成像系统重构图像可以给出卵母细胞在焦

平面上下３５０nm深度空间上的纺锤丝信息,如图６
所示,图中不同颜色代表不同的成像深度.二维

STORM和 三 维STORM 的 重 构 结 果 表 明:三 维

STORM展示出了纺锤体的轴向信息,如图６(b)、(d)
所示;对比正常纺锤体和异常纺锤体可以看出,正常

纺锤体有完整的两极结构,而异常纺锤体仅为单极结

构;正常卵母细胞的纺锤丝纵深跨度为－１７５~０nm,
跨度较小;而异常卵母细胞的纺锤丝贯穿－３００~
２６３nm的范围,跨度较大,纺锤体更加紊乱.

４　结　　论

卵母细胞减数分裂过程是一个有序、复杂的过
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图４ (a)正常染色体结构;(b)~(d)异常染色体结构;(e)不正常 MI~MII染色体结构的统计数据

Fig敭４  a Normalchromosomestructure  b Ｇ d abnormalchromosomestructures 

 e statisticdataofabnormalMIＧMIIchromosomestructures

图５ 同一位置(a)FM和(b)STORM成像的卵母细胞纺锤体;(c)箭头处纺锤丝的信号强度;(d)直线处纺锤丝的信号强度

Fig敭５Imagesofoocytespindleobtainedby a fluorescencemicroscopeand b STORMatthesameposition 

 c fluorescenceintensityofthespindlefiberspointedbyarrows  d fluorescenceintensityofthespindlefiberspointedbystraightlines

程,在此过程中,动力蛋白通过把检验点蛋白从着丝

点附近的动粒转运到纺锤体的两极,从而使检验点

蛋白失活,通过水解腺苷三磷酸(ATP)提供能量将

其他重要的蛋白转运到微管负极,使同源染色体正

确分离,染色体正确排列并排出第一极体,这些体现

了减数分裂过程动力蛋白的重要性.本研究首先建
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图６ 正常卵子纺锤体结构的(a)二维和(b)三维

STORM重构图;异常卵子纺锤体结构的(c)二维和

(d)三维STORM重构图

Fig敭６ Reconstructedimagesofthenormaloocytespindle
obtainedby a ２DSTORMand b ３DSTORM 
reconstructedimagesoftheabnormaloocytespindle
obtainedby c ２DSTORMand d ３DSTORM

立了 卵 母 细 胞 体 外 培 养 成 熟 模 型,利 用 FM 和

STORM观察了减数分裂过程中两种重要蛋白(动
力蛋白和微管蛋白)及染色体的定位和结构变化.
结果表明,SOV可以成功构建卵母细胞体外异常成

熟体系,共聚焦荧光显微成像明确了这两种重要蛋

白和染色体在减数分裂过程不同时期的共定位情

况,提示异常成熟的卵母细胞中动力蛋白与微管蛋

白构成的纺锤体空间位置一致,但纺锤体的形态发

生了改变.在二维STORM 图片中可以看到更清

晰的纺锤丝走向及分布,但由于仅对焦平面进行成

像,无法真实反映纺锤体轴的走向.三维STORM
成像可以呈现约７００nm 厚度内纺锤丝的三维结

构,提供了更丰富的信息.该研究将荧光共定位与

荧光超分辨成像方法相结合,为进一步阐明卵母细

胞减数分裂过程中分子的协同作用提供了新的技术

手段.
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