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摘要：为探究金鱼草(Antirrhinum majus)中央细胞的线粒体 DNA 拷贝数，采用竞争型定量 PCR 技术进行了测定。结果表明，

金鱼草中央细胞的体积为(61570±732) µm3，平均携带(783±25)个拷贝的线粒体 DNA，并且中央细胞与卵细胞具有相似的体

积/线粒体 DNA 拷贝数比值。推测金鱼草中央细胞包含如此高丰度线粒体 DNA 可能是为早期胚乳细胞的发育而储备的。 
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Quantification of Mitochondrial DNA Copies in Central Cells of 
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Abstract: The mitochondrial DNA (mtDNA) copies of Antirrhinum majus were measured by quantitative PCR 
method. The results showed that the mean volume of central cell of A. majus was (61570±732) µm3 with (783±25) 
mtDNA copies. There were similar ratio of volume to mtDNA copy between central cell and egg cell. It was 
presumed that the abundant mtDNA in central cell might reserve for the early development of endosperm cells. 
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线粒体 DNA 是线粒体所携带的遗传物质，以

多拷贝形式存在于细胞中。植物细胞中并非每个线

粒体都拥有完整的线粒体 DNA 基因组[1–3], 拟南芥

(Arabidopsis thaliana)叶肉细胞大约有 700 个线粒 
体[4]，却只携带约 50 个拷贝的线粒体 DNA[1]，即

大约每 14 个线粒体才拥有 1 个完整的线粒体 DNA
基因组。这种现象不仅存在于叶肉细胞中，也存在

于卵细胞中。拟南芥卵细胞有 795 个线粒体，却仅

有 59 个拷贝的线粒体 DNA[1]。线粒体基因组存在

一些与线粒体呼吸功能密切相关的基因，因此，单

个线粒体的 DNA 不完整性提示植物细胞内频繁的

线粒体融合与分裂活动可能参与了这些基因的编

码产物在各个线粒体之间进行交换的事实[5]。 

卵细胞与叶肉细胞具有相似线粒体 DNA 含量

的现象也存在于烟草(Nicotiana tabacum)、金鱼草

(Antirrhinum majus)等物种中[1]。与动物卵细胞不

同，被子植物的卵细胞并没有携带大量为胚胎发育

而储备的线粒体 DNA[6–8]，这提示植物的卵细胞受

精后需要进行线粒体 DNA 的复制以保证胚的正常

发育。然而，被子植物中也存在一些卵细胞携带大

量线粒体 DNA 的物种。目前，已知天竺葵

(Pelargonium zonale)和水稻(Oryza sativa)的卵细胞

平均携带约 2000 个拷贝的线粒体 DNA[1,9]，其含量

是叶肉细胞的 40 倍左右。有意思的是，物种卵细

胞中的线粒体 DNA 含量与其卵细胞大小呈现相关

性，如线粒体 DNA 含量较少的拟南芥等物种的卵
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细胞直径约为 15~20 µm，而线粒体 DNA 含量丰富的

天竺葵等物种的卵细胞直径大约为 40~50 µm
[1,9]。 

被子植物具有特殊的双受精现象，即除了发生

卵细胞的受精外，还发生中央细胞的受精[10]。受精

的中央细胞以后将发育形成胚乳，除了为胚的发育

提供营养外，还参与种子的发育[11]。在胚囊细胞中，

中央细胞的体积最大，但并不清楚它是否与大体积

的卵细胞一样也携带丰富的线粒体 DNA。本研究采

用金鱼草这种模式植物，分离了中央细胞并对其线

粒体 DNA 拷贝数进行了定量分析, 为理解中央细胞

在被子植物有性生殖过程中的功能提供理论依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

金鱼草(Antirrhinum majus)养殖于西北大学果

园内的温室，于试验当天上午 9-10 点采集新鲜开

放的花朵，立即进行中央细胞的分离。 

 

1.2 中央细胞的分离 

中央细胞的分离采用酶解结合手工分离的方

法[12–13]。新鲜胚珠置于包含 1%纤维素酶 RS (Yakult)、

0.1%果胶酶 Y-23 (Yakult)、13%甘露醇的酶解液(pH 

5.8)中, 于室温处理 2 h 左右, 期间不停震荡以利于

胚珠的酶解。然后，将胚珠置于 8%甘露醇溶液中进

行渗透压冲击。中央细胞的手工分离于倒置显微镜下

进行，首先，用玻璃毛细管不停吹打胚珠以去除珠被

及珠心组织而获得结构完整的胚囊；其次, 用玻璃毛

细管轻轻挤压胚囊的珠孔端以使中央细胞从胚囊的

合点端游离释放；最后，将分离的中央细胞在 13%甘

露醇溶液中清洗 3 遍，转移至 PCR 管中。 

 

1.3 竞争型模板 matR
–的浓度测定 

竞争型模板 matR
–为本实验室保存[1]。该片段

来自线粒体 DNA 上的 matR 基因片段，我们将内部

缺失了 113 bp、长度为 797 bp 的 matR (用 matR
–表

示 )连接于 PMD-18T 载体 (TaKaRa)构建形成

3489 bp 的质粒。质粒的浓度用分光光度计测量, 通

过计算质粒的摩尔浓度，可以获得质粒在单位体积

内的分子个数(摩尔浓度×阿福加德罗常数)。 

 

1.4 线粒体 DNA 拷贝数的定量 

转移至 PCR 管的中央细胞在进行一轮快速冻

融处理后，于消化液中处理 8 h 以释放模板 DNA(消

化温度为 56℃)。消化液包含 50 µg mL
–1 的蛋白酶

K (Merck)，蛋白酶 K 溶液用 0.2×Taq DNA 聚合酶缓

冲液(天根)配制。平均每个中央细胞用 2 µL 消化液。 

定量 PCR 主要参考竞争型定量 PCR 方法[14]。

中央细胞的消化产物先于 95℃进行 5 min 变性处

理，然后取 2 µL 消化产物为模板加入到 25 µL 的

PCR 反应液中进行第一轮 PCR 反应。PCR 反应液

包含2.5 µL的Taq DNA聚合酶缓冲液、0.2 mmol L
–1

 

dNTPs、0.4 mmol L
–1 的 AmQAN1F/AmQAN1R 引

物对、0.65 U Taq DNA 聚合酶及不同含量的竞争模

板 matR
–。PCR 共进行 20 次循环：95℃变性 30 s, 

60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s。 

第二轮PCR反应反应液包含 2.5 µL Taq酶缓冲

液，0.2 mmol L
–1

 dNTPs，0.4 mmol L
–1

 AmQAN2F/ 

AtQAN2R 引物对，0.65 U Taq DNA 聚合酶和双蒸

水，以 1 µL 第一轮 PCR 反应液为模板。第二轮 PCR

共进行 22 次循环，反应条件与第一轮 PCR 相同。 

PCR 反应后进行凝胶电泳。通过计算电泳图上

两 PCR 条带的灰度比值，找出比值接近参考系数的

PCR 反应。线粒体 DNA 拷贝数的算法为：该反应

加入的竞争模板数量乘以“灰度比值比与参考系数”

的比值。参考系数为当 matR/matR
–的数量为 1∶1

时，两 PCR 扩增产物灰度值的比值。金鱼草的该比

值为 0.66
[1]。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 中央细胞的分离 

通过挤压胚囊的珠孔端，中央细胞从胚囊的合

点端溢出(图 1: A)。分离的金鱼草中央细胞直径为

(49±8) µm (n=6) (图 1: B)，体积为(61570±10698) µm
3 

(n=6)。其直径与莴苣 (Lactuca sativa)和蓝猪耳

(Torenia fournieri)中央细胞的直径相近[13,15]。在明

视场下，由于致密细胞内容物的干扰，无法观察到

金鱼草中央细胞的极核是否发生了融合。 

 

2.2 中央细胞的线粒体 DNA 数量 

我们共分离了 30 个金鱼草中央细胞，加入

60 µL 消化液以释放 DNA 模板。定量 PCR 反应时，

每个 PCR 反应液中加入 2 µL 变性的消化液作为

DNA 模板，这对应于 1 个中央细胞所包含的线粒体

DNA数量。在每组试验中，我们设置了 5个 PCR
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图 1 金鱼草中央细胞的分离。A: 胚囊; B: 中央细胞; SyC: 助细胞; EC: 卵细胞; CC: 中央细胞; ACs: 反足细胞。 

Fig. 1 Isolation of central cell of Antirrhinum majus. A: Embryo sac; B: Central cell; SyC: Synergid cell; EC: Egg cell; CC: Central cell; ACs: Antipodal cell.  

 
反应，分别包含 200、400、600、800 及 1000 个竞

争模板 matR–。线粒体 DNA 上的 matR 片段与体外

加入的竞争型 matR–片段将在同一 PCR管中共扩

增，其产物大小分别为 388 bp 及 272 bp。从凝胶电

泳结果可见，随着竞争型模板 matR–数量的增加, 
272 bp 的条带产量也逐渐增加，同时 388 bp 的条带

产量逐渐减少(这是因为随着 matR–的片段逐渐增

加，尽管 matR 的绝对数目没有改变，但是其相对

于 matR–的数目却是在减少)。这表明 matR 与 matR–

在 PCR 扩增过程中表现出明显的竞争关系，暗示了

定量结果是可信的。通过 3 次试验，单个金鱼草中

央细胞的线粒体 DNA 数量分别为 812、771 及 767
个拷贝(图 2)。因此，金鱼草中央细胞的线粒体 DNA
拷贝数为(783±25)个。 

 
2.3 体积/线粒体 DNA 数量之比 

在前期研究中，每个金鱼草卵细胞携带(42.7± 
3.5)个拷贝的线粒体 DNA[1]。中央细胞的线粒体

DNA 数量是卵细胞的 18.3 倍, 同时，中央细胞与卵

细胞相比具有更大的体积。因此，我们比较了金鱼

草卵细胞与中央细胞中单个线粒体 DNA 所对应的

细胞体积，金鱼草卵细胞的体积为(3713±957) µm3 

(n=5)，线粒体 DNA 拷贝数为 42.7±3.5，每个拷贝

的线粒体DNA所对应的细胞体积为(87.0±23.7) µm3; 
中央细胞的体积为(61570±10698) µm3，DNA 拷贝

数为 783±25，每个拷贝的线粒体 DNA 所对应的细

胞体积为(78.6±13.4) µm3 (图 3)。不难看出，卵细胞

及中央细胞的体积/线粒体 DNA 数量之比相似。 
 

3  讨论 
 
本研究通过分离金鱼草中央细胞，并首次定量 

 

图 2 金鱼草中央细胞中的线粒体 DNA 拷贝数。A, B, C 代表 3 次实验。 

Fig. 2 Number of mtDNA copies in central cell of Antirrhinum majus. A, B, 

and C represent 3 expriments. 

 
了其线粒体 DNA 拷贝数。研究表明，单个中央细

胞携带的线粒体 DNA 拷贝数为 783±25，其含量是

卵细胞的 18.3 倍；而且中央细胞与卵细胞具有相似

的体积/线粒体 DNA 数量比值，推测金鱼草中央细

胞中高丰度的线粒体 DNA 可能与其较大的细胞体

积相关。另一方面，尽管金鱼草中央细胞与天竺葵

及水稻卵细胞拥有相近的细胞体积[1,9]，但线粒体

DNA 数量却远少于这些细胞，暗示这两类细胞增加

线粒体 DNA 数量的机制可能不同。 
中央细胞携带大量的线粒体 DNA 可能是为早

期胚乳细胞的发育而储备的。在双受精完成后，早

期胚乳细胞呈现出快速的细胞核分裂。拟南芥双受

精完成后 19 h，尽管合子仍处于未分裂的延长时期，

但是胚乳细胞核却已进行了 3 次分裂形成 8 核的胚

乳[16]，尤其是前两次分裂在 5 h 内完成，显示出更

快的分裂速度[17]。胚乳细胞核的快速分裂需要核

DNA 的复制也能快速完成，因而需要参与 DNA 复 
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图 3 中央细胞和卵细胞的体积和线粒体 DNA 数量。EC: 卵细胞; CC: 中央细胞。 

Fig. 3 Volume and mtDNA copies in central cell and egg cell. EC: Egg cell; CC: Central cell. 

 

制的各原料能被充足地供给。在正常细胞中，细胞核

DNA 的复制总是伴随着线粒体 DNA 的复制，而线粒

体DNA的复制可能消耗一部分原料而不利于核DNA
的快速复制；在早期胚乳中，由于大量线粒体 DNA
的存在，从而可以使得参与 DNA 复制的各原料能被

更多地提供给胚乳核而保证其快速的分裂。 
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