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【摘要】背景与目的：精卵融合是发生在受精过程中的重要生物学事件，./$0(是位于顶体内膜上的!型免疫球蛋白，是一种具有
精子特异性的膜蛋白，在精卵融合中起关键作用。我们研究 123,450.6789在小鼠 2:;<= > ?肌肉中的表达及对其生育能力的影响，为
进一步研究免疫避孕手段提供实验依据。 材料与方法：用重组质粒 123,450.6789分别免疫雌和雄性 2:;<= > ?小鼠。@=.AB测定小
鼠体内的抗 ./$0(抗体水平，检测小鼠抗血清在体外受精中对受精率的影响，被免疫的雌性、雄鼠分别与正常的雄、雌鼠交配，雌雄合
笼比例为 4C *，分娩完成后统计其产仔数。 结果：123,450.6789可以在小鼠体内诱发抗 ./$0(特异性免疫应答。被 123,450.6789
免疫后的小鼠抗血清在体外能够降低其受精率；各组产仔数分别为：实验雌鼠组 4) + D E) ??；对照雌鼠组 :) - D E) F4；实验雄鼠组
:) * D E) ++；对照雄鼠组 ?) E D *) G-。实验雌鼠组的生育能力比对照雌鼠组明显降低 H & I E) E:J。 结论：重组质粒 123,450.6789免疫
雌性小鼠具有降低生育能力的作用。
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基因免疫是 4E世纪 +E年代发展起来的一种新的
免疫技术 a* b，该技术是将抗原基因重组到真核表达载体

上，经过转染到动物机体细胞内，表达的抗原经过抗原

提呈激活机体免疫系统，从而诱导产生特异性的体液免
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疫和 ’或 (细胞免疫应答 )* +, -。./012蛋白是一种精子特
异性膜蛋白，研究已证实它在精卵融合中起关键作用，

被敲除 ./012蛋白的精子由于丧失了与卵子质膜融合
的能力而使小鼠失去了生育的能力 )% -。我们通过观察

%&’() 基因在小鼠 34&56 7 8肌肉中的表达及对其生育
能力的影响，为进一步研究免疫避孕候选疫苗提供了实

验依据。

! 材料与方法
!" ! 材料与试剂 重组质粒 93:;*<1.=>?@由

日本大阪大学 ;A2BA/0 .C20D博士惠赠。实验中所需限
制性内切酶均购自大连 EAFAGA 公司。EHI/2J 试剂、
K09DHKLHI9ME? @CD<KMD9 GE<N3G OIMP NJAMIC01 EAQ 试剂盒
均购自 .CRIMH2SDC公司。$8孔酶标板购自丹麦 ;>;3公
司。TGN偶联山羊抗小鼠 .SU抗体购自美国 KIS1A公司；
质粒 V;W提取试剂盒购于 EIACSDC生物公司。

!" # 实验动物与分组 雄性与雌性 34&56 7 8小
鼠，8 X Y周龄，#Y X *, S。购自中国医学科学院实验动物
研究所。将雌、雄小鼠各随机分为 *组，用重组质粒
93:;*<1.=>?@分别免疫雌性、雄性小鼠作为实验组；用
对照质粒 93:;*分别免疫雌性、雄性小鼠为对照组。

!" $ 质粒 %&’的制备 用 ZL2G!将真核表达
质粒 93:;*<1.=>?@中的 %&’() 基因 LV;W切除，用 E%
V;W连接酶连接对照质粒 93:;*。然后按 EIACSDC公司
质粒提取试剂盒说明书提纯 93:;*<1.=>?@和 93:;*
质粒 V;W，用分光光度计测定核酸样品的纯度和浓度。
贮存于 + ,[ \备用，注射前用双蒸水调整浓度至
#] ["S 7"J。

!" ( )*+,-)检测 根据 %&’() 基因设计引物，
上游引物：4^ <3EEW3 3EUWWEUW33W33EU<,^；下游引
物：4^ <EUEE3E333W WW333EUE<,^，由华大基因 <上海
鼎安生物科技有限公司合成。取小鼠注射质粒部位的肌

肉组织，用 EHI/2J抽提总 G;W进行 GE<N3G反应。反应条
件为：4[ \、,[ 1IC逆转录合成 LV;W，$% \、#4 _，4[
\、,[ _，&* \、# 1IC，共 ,4个循环，最后 &* \延伸
#[ 1IC。对 GE<N3G反应产物进行 # ‘琼脂糖电泳和碱
基序列测序。

!" . 免疫血清的制备 小鼠每次免疫前用
[] *4‘盐酸布比卡因多点注射左后腿胫前肌，提高 V;W
的摄取效率。, a后在同一部位进行 V;W免疫，每隔 *
周免疫 #次，共 ,次。免疫剂量为每次每只 #[["S )4 -。并

于每次免疫前 #天，从小鼠尾静脉取血约 #4["J，室温
静置 % X 4 P，# 4[[ S离心 #[ 1IC )8 -，取上层血清分装。

贮存在 + ,[ \冰箱备用。

!" / 0123’检测抗体水平 将重组蛋白 ./012包
被于 $8孔酶标反应板 ’ #[[ CS 7孔 (，% \过夜后 N5K洗
涤 ,次；以含 4 ‘脱脂奶粉的 N5K封闭，,& \孵育 # P，
N5K洗涤 ,次；加入按 # b #[[稀释血清样本，,& \孵育
# P，N5K洗涤 ,次；加入按 # b 4 [[[稀释 TGN标记的
羊抗小鼠 .SU，,& \孵育 # P，N5K洗涤 ,次；可溶性单
组分四甲基联苯胺 ’E?5( 显色 #[ X ,[ 1IC，* 12J 7 6
T*K@%终止反应，测 @V%4[值。以 @V%4[读数反映被检测抗

体的水平，以 N 7 ; c *为阳性。其 N 7 ;按下列公式计
算 )& -：

N 7 ; d ’待测血清 @V%4[值 +稀释液 @V%4[值 ( 7 ’正常血清
@V%4[值 +稀释液 @V%4[值 (。

!" 4 体外受精 5 2678 实验 雌鼠注射人绒毛膜促
性腺激素 ’T3U( #* X #, P后处死雄鼠，剪下小鼠的附
睾用无菌滤纸擦去黏附在表面的黏液，用针头穿破附睾

远端挤出精子团，将精子团转移到盛有获能培养基的试

管中，置于 4‘3@*，,& \培养，使精子充分上游获能。另
用 8 X Y 周的雌性小鼠，每只腹腔注射孕马血清促性腺
激素 ’N?KU( 4 >，%Y P后注射 T3U 4 >，#% P后处死雌
鼠解剖并剪下输卵管，在盛有 TD9D_<1FK@?培养基的表
皿中撕开膨大的输卵管壶腹部挤压出包裹有卵母细胞

的卵丘，用透明质酸酶去除卵丘细胞后，将卵母细胞转

移到受精液滴中，将受精液滴分成 *组，分别在每个受
精液滴中加入实验组血清或对照组血清各 #["J，孵育
,[ 1IC后再加入经获能处理、终浓度为 * e #[8 7 1J的精
子，置于 4‘ 3@*，,& \培养，# P后制片镜检。观察到肿
大的精子头或带尾巴的原核视为受精 )Y +#[ -。

!" 9 产仔数的观察 ,次免疫完成后 *周，将实
验组与对照组的雌鼠分别与正常雄鼠交配；将实验组与

对照组的雄鼠分别与正常雌鼠交配；雌雄交配比例为

* b #。合笼次日以观察到阴道栓视为成功交配的标志。
, X %周后比较两组小鼠的产仔数。

!" : 统计学方法 应用 KNKK #[] [ f2H OICa2O_
软件包对实验数据进行统计分析，显著性检验采用!

*

检验和 * 检验进行数据分析，以#d [] [4为检验水准。

# 结 果
#" ! 质粒的构建和鉴定 如图 # 所示，对重组质

粒 93:;*<1.=>?@和构建的对照质粒 93:;*分别进行
酶切鉴定，均得到相应的特异性片段。说明对照质粒构

建成功，重组质粒正确无误。

#" # )*+,-)结果 如图 * 所示在小鼠肌肉组
织总 G;W中反转录扩增出长度为 %8Y g9的特异性片
段。产物由华大基因 <上海鼎安生物科技有限公司进行
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碱基序列测定，测序结果经 ./012比对分析后证实为
345./ 6 7 小鼠 %&’() 的 89,0 碱基序列。从而证实
%&’() 基因 89,0能在小鼠肌肉内成功表达。

!" # $%&’(检测结果 如图 :所显示，重组质粒
;3<,=>8?@ABC第 *次免疫小鼠 =周后即可检测到抗
?D$8(特异性抗体，经过 =次加强免疫后抗体水平从
E F 7 周持续升高并维持在较高的水平。提示
;3<,=>8?@ABC基因免疫在小鼠体内诱发了抗 ?D$8(特
异性免疫应答。

!" ) 体外受精实验 由表 * 可见，经重组质粒
;3<,=>8?@ABC免疫后小鼠的抗血清在体外可以降低
其受精率。

!" * 抗生育能力分析 结果见表 =，免疫雌鼠的
实验组与对照组两组间产仔数的差异具有统计学意义

G * H E) E4I；而免疫雄鼠与正常雌鼠交配的实验组与对
照组间，产仔数在两组间差异无统计学意义

G * H E) E4I。

# 讨 论
人口过剩，有害动物过量繁殖为社会和环境带来了

巨大压力，如何控制日益膨胀的人口和那些具有高生育

能力的有害物种已经成为人们关注的焦点 J** K。近年来，

随着生物学和免疫学的不断发展，免疫避孕的可行性日

渐被人们所认识。避孕疫苗的免疫抗生育作用主要依赖

于产生足够量的抗体 !以中和生殖过程中起重要作用的
关键分子的生物学功能 J*= K。免疫避孕疫苗的研究已经

从直接将完整病原体在无毒或减毒情况下接种人体，产

生特异免疫反应的第一代疫苗，发展到以重组蛋白方

式，生产的抗原作为疫苗的第二代疫苗，以及以基因免

疫为主的第三代疫苗 J*: K 。

人们如何从精子、卵细胞和生殖激素中筛选出最适

合的靶抗原用于免疫避孕疫苗成为研究的关键。以精子

抗原为基础的免疫疫苗的应用成为一种具有广泛前景

的避孕途径，精子抗原在避孕疫苗开发上的应用取决于

其精子 G睾丸 I特异性，以及这种抗原在精子发生和受精
过程中所扮演的何种生物学角色 J*- K 。?D$8( 蛋白是一
种具有精子特异性，位于精子顶体内膜上的!型免疫球
蛋白。,L(MLD$ ?N($O 等建立的 ?D$8( P 6 P小鼠动物模型证

实了 ?D$8( 蛋白是在精卵融合中起关键的作用，被敲除
?D$8(蛋白的精子由于丧失了与卵子质膜融合的能力而
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表 + 两组小鼠体外受精（$,-.情况
’/012 + 342 5667882962 5: ;9 <;385 :283;1;=/3;59

3(8;LROU YWS‘ V(NSR(% ! !* H E) E4)
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表 > 免疫?!@%+AB$C*)&和?!@%+后对小鼠生育能力的影响 D !" E #$ .

3(8;LROU YWS‘ 3(NSR(% ! !* H E) E4)

’/012 > (::263 5: B;62 ;BB79;=2F ?!@%+AB$C*)& /9F ?!@%+
</66;92 G !" E #$ I
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图 G (H$I"检测抗体水平
-;J782 G ’42 /93;05FK /J/;9L3 $=7B5 F232632F 0K (H$I"M

图 + #’AN!#产物电泳结果
-;J782 + (126385?4582L;L 5: #’AN!# ?85F763L MH/92 )O )/8P28Q H/92
>O B;97L 32B?1/32 6593851 DA’. Q H/92 +O B;97L 82<28L2 38/9L68;?3/L2
6593851 DA#’. QH/92 GO ?!@%+ J857?Q H/92 RO ?!@%+AB$C*)& J857?M

图 > 质粒 ?!@%+AB$C*)&和 ?!@%+酶切电泳结果
-;J782 > #2L38;63;59 29F597612/L2 ?/33289L 5: ?!@%+AB$C*)& /9F
?!@%+ 8265B0;9/93 ?1/LB;FL M H/92 )O )/8P28Q H/92 >O ?!@%+A
B$C*)& ?1/LB;FS 673 0K (65#! Q H/92 +O ?!@%+ ?1/LB;FS 673 0K
(65#! Q H/92 GO ?!@%+AB$C*)& ?1/LB;FS 673 0K T;9F " /9F @0/
! Q H/92 RO ?!@%+S 673 0K T;9F " /9F @0/! M
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使小鼠完全失去了生育能力 ’% (。

本研究通过应用基因免疫的原理和方法，证实了重

组质粒 )*+,-./01234能够在 *5&67 8 9小鼠的肌肉中
表达并诱发机体的免疫应答反应，从而产生特异的抗

0:;/<抗体。体外受精试验进一步表明含有抗 0:;/<抗
体的血清在体外亦可以降低精卵结合的能力。实验中被

免疫雌鼠组的产仔数显著低于对照雌鼠组，说明被免疫

雌鼠的生育能力较对照雌鼠降低。

尽管 =70>?检测到 )*+,-./01234免疫完成后的 -
组实验动物体内抗 0:;/<抗体滴度均维持在较高的水
平，但雄鼠组生育能力却无明显变化，其原因可能是：!
在被免疫的雄鼠体内抗 0:;/<抗体无法与定位于顶体
内膜上 0:;/<蛋白相结合，不能起到中和 0:;/<蛋白生
物学功能的作用；"交配过后射入小鼠阴道的精子在经
过液化、获能、长距离迁移等一系列生物学活动后，到达

输卵管壶腹部受精部位时，精子表面附着的抗 0:;/<特
异性抗体已经丢失殆尽，无法与发生顶体反应后暴露出

的 0:;/<蛋白结合，失去了抗精卵结合的作用。
本研究虽然证实了通过 )*+,-./01234免疫的雌

鼠其生育能力下降，而雄鼠组的产仔数却无明显变化，

表明 0:;/<蛋白虽然可以作为免疫避孕研究的精子靶
抗原，但对其避孕效果、作用时间和是否具有可逆性等

其他生物学功能仍需进一步深入研究。

@致谢：由衷的感谢日本大阪大学 ,A<BA:; 0C<;D博士惠赠重
组质粒 )*+,-./01234E
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