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【摘要】背景与目的：精子膜蛋白 ./01( 在精卵融合中起关键作用。本研究旨在表达和纯化重组小鼠 ./01( 蛋白 21./01(3，探讨重

组 1./01( 在小鼠体内的免疫原性及其特异性抗体对小鼠体外精卵融合的影响。 材料与方法：将编码 1./01( 蛋白的 45,6 序列亚克

隆到 789:;$2 < 3原核表达载体上，构建 789:;$2 < 3=1./01( 重组质粒。在 >?:*258-3大肠杆菌中表达重组 @ABC=1./01( 融合蛋白，并通

过 ,B: <亲和层析纯化。使用福氏佐剂乳化纯化的 @ABC=1./01(，分别免疫雌性和雄性 DEF>? G @ 小鼠，并采集免疫前和免疫后血清。用

HICJIKL >)(J 和 8?.M6 检测血清中抗 @ABC=1./01(.NO 抗体的特异性和滴度。采用 .’P 和精卵融合试验检测血清中抗 @ABC=1./01( 抗体对

小鼠精卵融合的影响。 结果：纯化的 @ABC=1./01( 在 M5M=Q6O8 凝胶上显示为约 @R S5 的单一条带。免疫了重组蛋白的雌性和雄性小

鼠都产生了抗 @ABC=1./01(.NO 抗体。抗 @ABC=1./01(.NO 抗体与重组蛋白，小鼠睾丸、附睾及精子膜蛋白存在交叉反应，免疫印迹显示为

约 @RS5 的特异性条带。8?.M6 结果表明，免疫 @ABC=1./01( 后至少 @ 周之内，血清中的抗 @ABC=1./01(.NO 抗体维持在最高水平。免疫后

血清处理组的小鼠精子与去透明带卵母细胞发生胞膜融合的能力明显低于免疫前血清处理组 2 & T R& R*3。 结论：纯化的 @ABC=1./01(
融合蛋白能够诱发雌性和雄性小鼠产生可阻断精卵融合发生的特异性血清抗体。因此，@ABC=1./01( 可作为同种异体抗原用于免疫避

孕候选疫苗的研究。
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哺乳动物受精时，在发生顶体反应继而穿过透明带

之后，精子顶体后膜与卵细胞膜黏附并发生质膜融合使

精子进入卵细胞内，这个过程叫做精卵融合 J# K。精卵融

合是一个多种分子参与、多种配体受体协同作用的复杂

过程，虽然已在精子膜上和卵细胞膜上发现了许多与此

过程相关的分子，但精卵融合的分子机制仍未阐明。

L44& 年，日本学者 =.?-) 发现了一种精子特异性膜

蛋白 =>-,? JL K，它在精卵融合过程中起关键作用。敲除

%,-.+ 基因的小鼠精子完全丧失了与卵膜融合的能力。

目前，在人、大鼠、小鼠睾丸组织中已经克隆出 =>-,? 的

全长 @MNO 序列；通过计算机基因预测系统也在狗、猩

猩、猴、牛等物种基因组中发现了编码 =>-,? 蛋白的基

因。

免疫避孕是一种通过激活机体免疫反应来实现避

孕的抗生育方法。由于在许多不孕夫妇体内检出抗精子

抗体，所以在免疫避孕研究中对精子蛋白的关注最为广

泛。随着基因重组技术的迅速发展和应用，一部分精子

抗原已被重组纯化用于免疫避孕疫苗的研究 J% PQ K。令人

遗憾的是，到目前为止仍然没有找到一种精子抗原可以

产生完全的抗生育作用 J& K。=>-,? 的发现及其在精卵融

合中的关键作用，为精子蛋白作为免疫避孕靶抗原的研

究提供了新的思路和材料。本研究采用纯化的重组小鼠

=>-,?1,=>-,?6 免疫 R&STU V ; 小鼠，检测小鼠血清中的

特异性抗体；同时用免疫后血清处理小鼠精子，检测血

清特异性抗体对小鼠体外精卵融合的影响，旨在探讨重

组 ,=>-,? 在小鼠体内的免疫原性及抗重组 ,=>-,? 抗

体对小鼠体外精卵融合的影响，为重组 ,=>-,? 是否能

用于免疫避孕候选抗原的研究提供实验依据。

! 材料与方法

!" ! 材料

!" !" ! 动物 ; W X 周龄 R&STU V ; 小鼠购于中国

医学科学院实验动物研究所。X W #4 周龄昆明小白鼠购

于汕头大学医学院实验动物中心。

!" !" # $%&’#()*+,)- 重组质粒 由日本大阪大

学基因组信息研究中心 N0?Y0>- =.?-) 教授惠赠。

!" !" . 主要试剂 限制性内切酶、7Q MNO 连接

酶 17Q MNO A+F0/)6 购自 70Z0[0 公司，小牛小肠碱性磷

酸酶 1R=O26 购自 \)(,).B0/ 公司，再生纤维素透析袋

1]^R_‘ #&! 4446 购自 a’)@B(-, 公司，T(0:9?(: 蛋白定量

试剂盒、可溶性单组分 7]T 底物溶液购自 7+0.F). 公

司，福氏佐剂购自 TT= 公司，辣根过氧化物酶偶联山羊

抗小鼠 =Fb 抗体、钙离子载体 OL%#XS、<?)@8/B*%%%QL 购

自 a+F,0 公司，^)/B)(. 化学发光试剂盒购自 a0.B0 R(->
公司，’c7LX01 d 6 表达载体、<+/·T+.: 蛋白纯化试剂

盒、天然膜蛋白提取试剂盒购自 ])(@Y 公司，$; 孔酶标

板购自 N-.@ 公司，孕马血清促性腺激素 12]a\6、人绒

毛膜促性腺激素 1<Rb6购自宁波激素制品有限公司，其

他常规试剂均为国产分析纯。

!" !" / 培 养 基 7e< 培 养 基 的 配 制 参 见 文

献 J% K。酸性 7I(?:) f / 1’<L5 &6培养基的配制参见文献 JS K。

!" # 方法

!" #" ! 原核表达质粒的构建 将小鼠 =>-,? 蛋白

编 码 序 列 从 ’RgNL*,=>-,? 亚 克 隆 到 原 核 表 达 载 体

’c7LX01 d 6上，构建成 ’c7LX01 d 6 *,=>-,? 重组质粒，以

制备带有 ; 个组氨酸标签的重组小鼠 =>-,? 融合蛋白

;<+/*,=>-,?。构建流程如图 # 所示。

!" #" # 重组小鼠 *+,)- 蛋白的表达与纯化 将

’c7LX01 d 6 *,=>-,? 重组质粒转化到 TUL#1Mc%6 大肠杆

菌中。含重组质粒的大肠杆菌于 %S h振荡培养至

图 . /(’0123 4 567$897: 质粒的构建

;<=9>? . !:@AB>9CB<:@ :D /(’0123 4 567$897: /E2A7<F
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./011 达到 1& 2 3 1& 0，加入终浓度为 * 44() 5 6 的 789:，

-; <诱导表达 = >，离心收集菌液沉淀。每 *11 4) 菌液

沉淀重悬于 2 4) 冰预冷的 ?@AB@AC ?DEEFG H 1& = 44() 5 6
,$I) ! J1 44( 56) 9G@KLMI) ! = 44() 5 6 咪唑 ! 0 44() 5 6
尿素 ! NM;& +O中，P -1 <反复冻融 - 次，冰上反复超声

破碎直至悬液不粘稠。加入终浓度为 - 44() 5 6 的!L 巯

基乙醇，冰上放置 -1 4@A。因为重组蛋白在大肠杆菌中

以包涵体形式存在 H数据待发表 O，故在变性条件下使用

M@K·?@AB 蛋白纯化试剂盒纯化 0M@KL47QD4(，具体步骤

参见试剂盒说明书。将试剂盒纯化洗脱液装入再生纤维

素透析袋中，8?RHNM;& 2O 2 <透析过夜。透析后溶液用

聚乙二醇 2 <浓缩。使用 ?G$BE(GB 蛋白定量试剂盒对蛋

白溶液定量，具体步骤参见试剂盒说明书。蛋白溶液分

装保存于 P -1 <备用。

!" #" $ 纯化的重组蛋白免疫 %&’() * + 小鼠及血清

的采集 实验组取 - 只雌性和 - 只雄性 0 3 S 周 龄

I=;?6 5 0 小鼠，将 *11") 含有 J="C 0M@KL47QD4( 的 8?R
溶液与 *11") 完全福氏佐剂充分乳化，腹腔注射抗原和

佐剂的混合物。之后每隔 J 周加强免疫 * 次，共加强免

疫 - 次，以上述方法用不完全福氏佐剂乳抗原，再经腹

腔注射。于初次免疫前、每次加强免疫前、及免疫完成后

J、2、0 周从小鼠眼底静脉丛采血，室温放置数小时待血

清析出，离心收集血清，分装保存于 P -1 <备用，每只

小鼠的血清统一编号为：1T、JT、2T、0T、ST、*1T、*JT。

!" #" , -./0.12 3450 检测 取雄性 I=;?6 5 0 小鼠

睾丸、附睾和精子，采用天然膜蛋白提取试剂盒提取上

述 - 种组织或细胞的膜蛋白以备 UFKVFGA 使用，具体步

骤参见试剂盒说明书。将纯化的 0M@KL47QD4( 和小鼠睾

丸、附睾及精子膜蛋白提取物行 R/RL8W:X，并将蛋白转

至硝酸纤维素膜上。以小鼠免疫前血清为对照，用小鼠

免疫后血清 H * Y *11 稀释 O 和辣根过氧化物酶偶联山羊

抗小鼠 7C: 抗体 H * Y *111 稀释 O 对 0M@KL47QD4( 和小鼠

睾丸、附睾及精子膜蛋白提取物进行免疫印迹分析，用

化学发光的方法显示特异性条带。

!" #" & 6)789 检 测 +0 孔 酶 标 板 每 孔 加 入

*11") 含有 1& *"C 重组 0M@KL47QD4( 蛋白的包被缓冲液

H *= 44() 5 6 ,$JI.-! -& = 44() 5 6 ,$MI.-! NM+& 0O，2<
过夜。8?R 洗板 - 次，=Z脱脂奶粉 8?R 溶液 -;<封闭

*>。再洗板 - 次，用 *& J& - 步骤于所取血清 H * Y *11 稀

释 O 于 -; <孵育 * >。再洗板 0 次，用辣根过氧化物酶

偶联山羊抗小鼠 7C: 抗体 H * Y *1111 稀释 O -; <孵育

* >。再洗板 0 次，*11") 可溶性单组分 9#? 底物溶液

室温孵育 -1 4@A，最后用 J 4() 5 6 MJR.2 *11") 终止显

色反应。以 0-1 A4 为参照波长，测定 ./2=1。

!" #" + 小鼠体外精卵融合试验 :; < 取 S 3 *1 周龄

雄性昆明小白鼠，麻醉后颈椎脱臼处死，取远端附睾剪

碎，移至盛有 9[M 培养基的试管底部，用上游法获得高

活力精子悬液。加入终浓度为 *1"4() 5 6 的钙离子载体

WJ-*S;，置于 =Z I.J、-; <培养箱 -1 4@A。用 9[M 培

养基洗 J 次。再用 9[MH*& =Z ?RWO 重悬精子并置于

=Z I.J、-; <培养箱精子获能 J >。之后，用 9[M
H1& -Z?RWO 培养基调整精子密度为 1& = \ *10 3 * \ *10 5
4)，制成 2= ") 受精液滴并覆以矿物油。实验组加入

= ") 小鼠免疫后血清，对照组加入 = ") 免疫前血清，

=ZI.J、-; <孵育 -1 4@A 以备受精之用。取 S 3 *1 周龄

雌性昆明小白鼠，腹腔注射 *1 7] 8#R:，2S > 后再腹腔

注射 *1 7] MI:，*0 3 *S > 后颈椎脱臼处死，从输卵管

壶腹收集卵丘，用含 1& *Z透明质酸酶的 9[M 去除卵丘

细胞，再用酸性 9%G(BF ^ K HNMJ& =O 培养基去除卵母细胞

透明带。将去透明带的卵母细胞置于含有 * "C 5 4)
M(F_>KVL---2J 的 9[M 中，=ZI.J、-; <孵育 *1 4@A。用

新鲜 9[M 洗 - 次后，将卵母细胞加入制备好的实验组

和对照组受精液滴中，=Z I.J、-; <受精 * >。吸出受

精后的卵母细胞，用 J& =Z戊二醛室温固定 -1 4@A，荧

光显微镜下观察精卵融合情况。发生融合的精子核在紫

外光下发蓝光 !没有发生融合的精子则没有。

# 结 果

#" ! 原核表达质粒 =6>#;?@ A BCD7EFD5 的鉴定

重组质粒用 X_(‘#，?$4M#，,>F# 5 RVD#酶切

可分别得到 *J1+ aN、*1+; aN 和 **;S aN 的特异性片断

H图 JO。重组质粒测序结果显示，NX9JS$H b O L47QD4( 重

组质粒可以正确表达 47QD4(。说明 NX9JS$H b O L47QD4(
重组质粒构建成功。

#" # 重组 +GH/CD7EFD5 蛋白的表达与纯化

! " # "
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图 + 重组质粒 ,(’+-./ 0 123$4536 的酶切鉴定
7895:; + $<;=>8?8@.>86= 6? :;@63A8=.=> ,(’+-./ 0 1 23$4536 ,B.C38<D
)E F%" 3.:G;:H IE ,(’+-./ 0 123$4536 ,B.C38<H +E (@6#! <89;C>H
JE K.3L! <89;C>H ME %N;! O P>5! <89;C> D
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图 + 免疫后血清和免疫前血清的 ,-./-01 234/ 结果
56780- + ,-./-01 234/ 9://-01 4; 94./<6==81- :1> 90-<6==81- .-08=?
@:1- A B CD 9806;6-> EF6.<=$G8=4H @:1- I B ED 904/-61 -J/0:K/. 4;
=48.- /-./6.H @:1- LBM 904/-61 -J/0:K/. 4; =48.- -96>6>N=6.H @:1- +B
OD 904/-61 -J/0:K/. 4; =48.- .9-0=H )-=20:1- "D 9042-> P6/Q
94./<6==81- .-08=H )-=20:1- RD 9042-> P6/Q 90-<6==81- .-08=?

! " # #
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’()* +,-*.
(//0

120(3
(//0

120(3
04()5

1206,7 )*-(
8 9 :

1206,7 673(;
8 &’ < ( :

=,0->65527(
=)(>65527(

#?%
#@A

%
A%

%
#B&

@C $
&AC &

#C ? < ?C ?
@C & < ?C @

表 A 免疫后和免疫前血清处理后的小鼠精子的精卵融合率和融合指数

’:23- A ’Q- ;8.641 0:/- :1> ;8.641 61>-J 4; =48.- .9-0= /0-:/-> P6/Q
94./< :1> 90-<6==81- .-0: 0-.9-K/6S-3N ?

转化了 4D+@B*8 E : >5FG25, 重组质粒的大肠杆菌

HI@#8JD%: 经 F=+K 诱 导 表 达 后 ， 菌 体 裂 解 物 行

’J’>=LKD 电泳，结果显示诱导后的菌体裂解物在约 M?
NJ 处有一特异性条带 8图 %:。在变性条件下，经 O60·
H673 蛋 白 纯 化 试 剂 盒 得 到 纯 化 的 MO60>5FG25,，

’J’>=LKD 电泳示约 M? NJ 的单一特异条带 8图 %:。说明

成功得到了纯化的 MO60>5FG25,，以备免疫小鼠之用。

!" # $%&’%() *+,’ 检测结果

免疫印迹分析结果显示：所有的免疫后血清与

MO60>5FG25, 及小鼠睾丸、附睾及精子膜蛋白提取物反

应，均在约 M? NJ 处出现特异性条带，而免疫前血清未

出现任何特异性条带 8图 P:。说明免疫了 MO60 Q 5FG25,
的小鼠产生的抗体不仅能特异的识别重组蛋白，还能与

小鼠睾丸、附睾及精子膜蛋白中的 FG25, 蛋白发生特异

的交叉反应。

!" - ./012 检测结果

以 纯 化 的 MO60>5FG25, 为 抗 原 ， 检 测 血 清 中 抗

MO60>5FG25, F/K 抗体的出现和随时间变化的趋势。结果

显示，免疫了 MO60>5FG25, 的雌性和雄性 R&AHI S M 小鼠

均能产生特异的血清抗 MO60>5FG25, F/K 抗体；第一次

加强免疫后 @ 周，血清抗 MO60>5FG25, 抗体滴度开始上

升，第二次加强免疫后 @ 周达到最大，并一直持续到末

次免疫后 M 周 8图 &:。说明末次免疫 MO60>5FG25, 后至少

M 周之内，小鼠血清中的抗 MO60>5FG25, F/K 抗体维持在

最高水平。

!" 3 小鼠体外精卵融合试验结果

免疫后血清处理组，精卵融合率 8发生精卵融合的

卵母细胞 S总的卵母细胞数 :为 @C $9，融合指数 8发生精

卵融合的卵母细胞表面的平均融合精子个数 :为 #C ?，两

个指标均明显低于免疫前血清组 8 ) T ?C ?#，表 #:。说明

免疫后血清中存在的抗 MO60>5FG25, 抗体可以阻断小鼠

体外精卵融合。

# 讨 论

5FG25, 是在小鼠睾丸组织和精子中特异表达的!
型膜蛋白，属于免疫球蛋白超家族 U@ V，其编码基因位于

小鼠第 A 号染色体上。根据 5FG25, 的全长 5WXL 序列

分析可知，其前体蛋白由 %$A 个氨基酸组成，氨基端

8 # Q @#: 有信号肽序列，羧基端 8 %@? Q %P?: 有疏水性的

跨膜区序列。5FG25, 可能的功能域是细胞外免疫球蛋

图 L 纯化的重组 EF6.<=$G8=4 蛋白的 TUT<V"W( 结果。

56780- L TUT<V"W( 9://-01 4; 9806;6-> 0-K4=261:1/ EF6.<=$G8=4? )D
904/-61 =43-K83:0 P-67Q/ =:0X-0H @:1- AD 2:K/-06:3 3N.:/- P6/Q48/ $V’W
61>8K/641H @:1- ID 2:K/-06:3 3N.:/- P6/Q $V’W 61>8K/641 ;40 E QH @:1-
L B +D /Q- 9806;6-> 0-K4=261:1/ EF6.<=$G8=4?

图 C 不同时间采集的 EF6.<=$G8=4 免疫小鼠血清的 (@$T" 结果
56780- C (@$T" 0-.83/ 4; /Q- .-0: K433-K/-> :/ >6;;-0-1/ /6=- ;04= /Q-
=6K- Y! Z E[ 6==816G-> P6/Q EF6.<=$G8=4? "004PQ-:>. 61>6K:/-> /Q-
>:/- PQ-1 -:KQ 6==816G:/641 P:. 76S-1?

论 著
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白样结构域 . */* 0 12*3。在此结构域中，456178 是潜在

的 , 连接糖基化位点，9%5*:1 和 9%51-- 形成分子内二

硫键。同源性分析显示，;<=>;( 的氨基酸序列与人类的

存在 2?@的同源性。因此，对于 ;<=>;( 相关功能和特性

的研究，有助于精卵融合机制和免疫避孕疫苗的研究。

我们成功地构建了可以表达重组小鼠 <=>;( 蛋白

的原核表达质粒 ABC1:$. D 3E;<=>;(。在此重组质粒中，

;<=>;( 的氨基端被融合了 /FG5 纯化标签。利用 /FG5 能

与镍离子特异性结合的特性，我们成功地得到了纯化的

重组蛋白 /FG5E;<=>;(。在实验中，我们发现重组蛋白以

包涵体的形式存在于大肠杆菌细胞质中，这可能是因为

;<=>;( 是膜蛋白，在其羧基端存在一个疏水性的跨膜

区序列。同样的情况在原核表达其他膜蛋白的实验中也

曾发生过 H** 0*1 I。因此，我们采用高浓度尿素作为变性

剂，纯化重组蛋白得到的重组蛋白 /FG5E;<=>;( 在 *7@
JKJEL4MB 胶上表现为约 /7 NK 的单一条带，这比通过

其氨基酸序列推算的分子量 . 8+NK3略大，但是我们所得

到的蛋白的确是 <=>;( 蛋白，因为在 OP5QPR6 印迹中，所

有 /FG5E;<=>;( 抗血清能够特异的识别小鼠睾丸、附睾

及精子蛋白提取物中同样约 /7NK 的蛋白。这种分子量

上的差别可能与蛋白电泳凝胶的浓度和使用的分子

#$RNPR 有关，这些因素可能都会影响蛋白质分子在电泳

时的迁移率 H** I。

在我们的实验中，所有免疫了 /FG5E;<=>;( 的雌性

和雄性小鼠均产生了特异的 <SM 体液免疫应答。根据以

/FG5E;<=>;( 为包被抗原的 BT<J4 结果，特异地针对

/FG5E;<=>;( 的 <SM 免疫应答开始出现于初次免疫后 1
周，特异性 <SM 抗体滴度维持最高水平至少到末次免疫

后 / 周。同样的由重组同种异体抗原诱导的小鼠免疫应

答变化规律在其他研究中也有所报道 H** 0*1 I。这说明了，

原核表达的重组 ;<=>;( 对小鼠具有很强的免疫原性，

可以激活小鼠免疫系统产生特异性 <SM 抗体。

在 OP5QPR6 印迹分析中，/FG5E;<=>;( 抗血清均能识

别小鼠睾丸、附睾及精子蛋白提取物中同样大小的蛋白

质。这说明;<=>;( 可能在小鼠精子生成时就已经表达于

精子膜上了，而不是在附睾中成熟时才表达的；同时也

证明了，免疫 /FG5E;<=>;( 能够诱导小鼠产生与天然

;<=>;( 蛋白存在交叉反应的 <SM 抗体。我们进一步采用

<’U 和精卵融合试验检测了 /FG5E;<=>;( 抗血清对小鼠

体外精卵融合的作用。结果显示，/FG5E;<=>;( 抗血清几

乎完全阻断了精卵融合的发生，且抗血清对精子活动力

没有明显影响。这说明 /FG5E;<=>;( 抗血清中的特异性抗

体在体外可以阻断体外精卵融合从而导致受精失败。

综上所述，我们得到的重组 ;<=>;( 免疫小鼠后，可

以激活小鼠免疫系统产生能够阻断体外精卵融合的特

异性 <SM 抗体。该结果显示 <=>;( 蛋白有作为免疫避孕

疫苗靶抗原的可能性，但免疫重组 ;<=>;( 在活体动物

身上能否也起到抗生育的作用尚需进一步探索，这将是

我们下一步要开展的工作。
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