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摘 要 为研究家兔精子膜蛋白 @AB!%在精子膜上的定位及其免疫原性，将不含编码信号肽序列的 @CD!%基因插入
表达载体 D81#%-中，+端具有 E:C0 肽的融合蛋白 @2/@AB!%得到高效表达，表达产物达细菌总蛋白的 0"F。经 G8H8
柱层析纯化表达产物，@2/@AB!%，产量约为 &%9IJ9K培养物。L2CM2@>实验结果表明，精子膜蛋白多克隆抗体能识别
@2/@CD!%，说明大肠杆菌表达的 @2/@AB!%具有免疫原性。用纯化的 @2/@AB!%免疫雌性兔，得到 @2/@AB!%专一性多克隆
抗血清。将 @2/@AB!%专一性多克隆抗血清加入获能精子中，发现 AB!%专一性多克隆抗血清严重影响获能精子的运
动并且表现为剂量依赖性，但获能精子凝集现象并不明显。
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精子膜蛋白 AB!%是一种分化抗原，可在精子生
成周期中的高尔基期（O()I: D=-C2）和后续阶段检测
出来，位于精子细胞顶体小泡的内部，是成熟精子的

顶体内在蛋白［!］。顶体反应后仍存留于精子顶体内

膜上［$］。

+(@M=2@>分析表明 AB!% 仅在睾丸中表达，抗
AB!%的单抗与其他组织没有免疫交叉反应，这说明
AB!%具有组织特异性分布［#］。已经发现 AB!%广泛
存在于小鼠［5］、大鼠（基因登录号：HP$5#535）、狐［&］、
牛［0］、猪［"］、狒狒［"］、猴［"］和人［3］等物种中。AB!% 的
组织特异性分布及其在不同物种中的广泛存在，暗

示 AB!%在动物受精过程中扮演着重要角色，在生殖
免疫避孕方面具有潜在应用价值。

AB!%单抗能抑制精子穿过去透明带的仓鼠卵，
LEQ已将 AB!%定为首选疫苗（B@:9-@. R-<<:>2 <->S:/
S-M2）［4］。牛体外受精实验发现，AB!%抑制受精的完
成发生在精子对透明带的第二次结合［0］。

以家兔作模型，为了确定家兔精子膜蛋白 @AB!%
在精子中的位置及其在精卵识别过程中的作用，在

克隆了家兔 @CD!% 基因基础上，决定在大肠杆菌中
表达 @2/@AB!%，并制备 @2/@AB!%专一性多克隆抗体。

$ 材料与方法

$%$ 重组表达载体的构建
为保证阅读框架的一致性以及引入合适的酶切

位点，参照本室克隆的基因 @CD!%（O2>T->U 登录号
H6$&!&&3）设计下列引物序列：上游引物 CD!，&V/<-
II- M<< <-I <<M I-M I-I <<M <<M/#V对应于 H6$&!&&3
（!%#TD/!$%TD）；下游引物 CD"，&V/<- --I <MM -II <MM <MI
I-< <MM IMM/#V对应于 H6$&!&&3（!%##TD/!%&%TD），引物
由上海生工生物工程公司合成。以家兔睾丸 <G+H
文库总 G+H 为模板，进行 BWX 扩增，条件为 45Y
&9:>，!个循环；45Y &%C，&$Y 5%C，"$Y !9:>，#% 个
循环；"$Y延伸 $%9:>。BWX扩增产物经 .+3EZ 和
4#$S#双酶切定向克隆到 D81/#%-（B@(92I-）上，构
建家兔精子膜蛋白重组表达载体 D81/#%/@AB!%，测
序分析 D81/#%/@AB!%。
$%& 重组蛋白的诱导表达和纯化
重组表达载体 D81/#%/@AB!% 转化 [K$!（G8#）

（B@(92I-）挑单克隆在含有 !%%$IJ9K氨卞青霉素的
K[培养基中 #"Y摇菌，当 560%%达到 %\$ 时，加入

ZB1O至终浓度 %\&99()JK，诱导 D81/#%/@AB!% 表达，



!"后收集菌液 #$%，离心沉淀，加 ! & ’(’上样缓冲
液，煮沸 )$*+，#!, ’(’-./01［#2］检测表达情况。
3.40诱导表达的重组菌株培养液 #222$% 离心沉
淀，41（!2$$567% 48*9-:6，#$$567% 1(4/，;<=>2）洗
涤，重悬于 #22$% 41（!2$$567% 48*9-:6，#$$567% 1(-
4/，;<=>2，#$$567% .?’@），超声破碎，离心弃沉淀
菌体，上清用（A<B）! ’CB 沉淀，沉淀重溶于 )$% 41，
透析脱盐。透析产物经柱层析纯化，填料为 (1/1-
’D;"E859D @E9F @65G（."E8$EH*E）。用 2>#$567% I:6洗
脱，2>#J$567% I:6洗脱回收，#!, ’(’-./01检测纯
化产物。

!"# 制备精子膜蛋白多克隆抗血清
采集家兔精液 K L2M冻存，共采集 !2$%精液。

精液冰上解冻，经 #J22N离心 #2$*+，弃去精浆，用 (-
.O’（J$N7% ."D+D6，)P$N7% ’5Q*R$ ;S8RTEFD，#22$N7%
:E:6!，(-N6RH59D #222$N7%）悬浮精子细胞。重复洗涤

!次，以彻底去掉精浆蛋白。用增溶缓冲液（2>B,
A.-B2，2>!, ’(’，2>2#$567% 48*9-:6，2>#J$567% AE:6，
2>22# $567% :E:6!，2>22# $567% ?+:6!，;<L>B）调整精
子浓度为 #2L 个7$%，加入 .?’@至终浓度 #$$567%，
冰上温和搅拌 #"。精子悬液在 BM下#2 222N离心
#"，收集上清加入 B &体积 K !2M预冷丙酮，K !2M
放置 )2$*+，BM下#2 222N离心 #J$*+收集沉淀。将
沉淀溶解于含 #$$567% .?’@，J$$567% OD+UE$*QD+D
（9*N$E）#!N7$% .D;9FEF*+（9*N$E），#!N7$% %DR;D;F*+
（9*N$E）增溶缓冲液中。免疫雌性新西兰兔分离抗
血清并检测效价［#2］。

!"$ 精子膜蛋白多克隆血清检查重组蛋白免疫原性
重组蛋白菌株裂解液经 ’(’-./01后，以 #22V

电压将蛋白电转移至硝酸纤维素膜上。以家兔精子

膜蛋白多抗为一抗，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

3N0为二抗（’*N$E），B-氯-#奈酚（.85$DNE）显色［#2］。
!"% 重组蛋白专一性抗血清的制备
初免以 #$N纯化重组蛋白 8D-’.#2和等量弗氏

完全佐剂乳化后皮下多点免疫 J W P月龄未产母兔，
#JQ后以 #$N 纯化重组蛋白 8D-’.#2 和等量弗氏不
完全佐剂乳化后肌注加强免疫，再过两周后以 #$N
纯化重组蛋白 8D-’.#2和等量弗氏不完全佐剂乳化
后腹腔注射加强免疫，#2Q后耳静脉采血，1%3’/检
查抗体滴度。选择高滴度母兔 JQ 后静脉注射 #$N
纯化重组蛋白强化免疫，#2Q后心脏大量采血，分离
血清并分装，保存于 K !2M备用。
!"& 重组蛋白抗血清对获能精子运动的影响
采集家兔精子，进行获能处理［##］，将获能精子

调整至 #2P 7$%。准备 B个培养皿 /、O、:和 (，每个
加 #22!%。/中加入 #2!%对照血清，O中加入 #2!%
重组蛋白专一性抗血清，:中加入 J!%对照血清和
J!%重组蛋白专一性抗血清，(中加入 !!%对照血清
和 =!%重组蛋白专一性抗血清。观察精子运动情况。

’ 结 果

’"! 重组表达载体的构建
用带有 !"#<3和 $%&Q333限制性酶切位点的引

物扩增 XB=Y; 的片段，.:Z 扩增产物经 !"#<3 和
$%&Q333双酶切定向克隆到 ;14-)2E上，连接产物能
切下一条约 X22Y;的片段（@*N#）。经过测序分析表
明，构建好的家兔精子膜蛋白重组表达载体 ;14-)2-
89;#2插入序列没有突变，连接相位正确。

图 # 重组质粒 ;14-)2-89;#2的酶切鉴定
@*N[# 2>=, EN859D ND6 D6DHF85;"58D9*9 5\ .:Z ;85QRHF E+Q

8D9F8*HF*5+ D+US$D E99ES 5\ 8DH5$Y*+E+F TDHF58
#：.:Z ;85QRHF 5\ 89;#2，!：;14-)2E7!"#<3 ] $%&Q333，

)：;14-)2-89;#27!"#<3 ] $%&Q333，

B：%E$YQE (A/7’()Z3 ] $%&Q333

’"’ 重组蛋白表达、纯化及与精子膜蛋白多抗的免
疫印迹分析

根据插入 H(A/的长度和融合蛋白的 <*9P FEN，
推测 8D-’.#2 的大小约为 )!>L^(，而重组蛋白的表
观分子量约为 P2^(（@*N [ !）。经 ’(’-./01 凝胶电
泳扫描分析，测得表达的重组蛋白 8D-’.#2占细菌蛋
白的 PL,（@*N [!）。

8D-’.#2纯化的最后产量大概为 J2!N7$% 培养
基，纯度达到 XJ,（@*N [ )E）。与精子膜蛋白多克隆
抗血清的免疫印迹分析证明，虽然存在非特异性现

象，但多克隆抗血清能识别重组的家兔精子膜蛋白

’.#2（@*N [)Y）。
’"# 重组蛋白抗血清对获能精子运动的影响
在获能精子中加入抗血清，可以观察到如下结

果（图 B）。精子经过获能处理后，活力约为 2>=，加
入对照血清（/）后，随着时间的推移，直线运动的
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图 ! 在大肠杆菌中的高效表达 "#$%&’(
)*+,! -#./*01 /23..*.+ 3.341/*/ 56 07# 8#"2#.03+# 56

"#$%&’( *. 05034 ! , "#$% 8"50#*./

图 9 表达产物的 %-%$&:;<分析（3）和免疫原性鉴定（=）
)*+,9 %-%$&:;< 3.341/*/ 56 "#25>=*.3.0 %&’( *. ! , "#$%
（3）’, ?.@A2#@ BC!’（-<9）$8<D$9($"#$"%&’(；!, &A"*6*#@
"#$"%&’( 6A/*5. 8"50#*.；9,E5.# *.@A2#@ BC!’（-<9）$8<D$
9($"#$"%&’(；F,G54#2A43" >3// >3"H#"/；（=）I#/0#".
=450 56（3）’, *>>A.5=450#@ J*07 8"#$*>>A.# /#"3；

!, ?>>A.5=450#@ J*07 *>>A.# /#"3

图 F 重组蛋白抗血清对获能精子运动的影响
)*+,F :.0*/#"3 3+3*./0 "#$"%&’( #66#20/ 5. 07#

>50*4*01 56 23832*030#@ /8#">/
（:）K#8"#/#.030*5. 56 25.0"54 3.0*/#"3, :.0*/#"3 3+3*./0 "#$"%&’(

30 @*4A0*5. 56 ’：’(（B），’：!(（L）3.@ ’：M(（-）

获能精子数略有降低，出现少量的凝集现象。加入

"%&’(抗血清（B，L，-）后，随着抗血清增加，直线运
动的获能精子数迅速减少。!7后，L和 -中的直线
运动的获能精子数接近于零。B中精子也有少量凝

集，L和 -中精子之间没有凝集现象。

! 讨 论

%&’(含有 99F个 33，其 E端 !’33为信号肽。成
熟 "%&’(具有 9’933，E端和 L端是疏水区，中间是
亲水区（)*+ ,M）。根据 "%&’(结构预测其功能区应为
中间的膜外侧的亲水区，而 L端高度保守，具有强
烈的疏水性，不可能具有重要的免疫原性表位［’!］。

图 M "%&’(多肽跨膜区的预测
)*+,M “-:%”DG$/#+>#.0 8"#@*20*5. 56 "%&’(

&LK扩增的片段不包含 "%&’( 信号肽，故重组
表达载体 8<D$9($"%&’( 中的插入片段编码 !!33$
99F33。为便于用疏水柱进一步纯化经 -<:< 纯化
的重组蛋白，并研究其功能，在融合蛋白的 E端设
计有 N*/O 03+。

"#$"%&’(含 9’P33，理论分子量为 9!QRH-，但 "#$
"%&’(在 %-%$&:;<凝胶电泳中表观分子量为 O(H-，
大于理论分子量。这种现象在老鼠［’9］、狒狒［’F］和

人［’F］的 /8’(基因在原核表达过程中也出现过，其原
因可能是由于 "/8’(基因带负电 33（:/8 S ;4A）较多，
达 FO33，使重组蛋白等电点理论值为 FQT9，影响了
%-%与多肽的结合，使 %-%$多肽复合物表面负电荷
密度降低，从而使迁移率降低，表观分子量变大。

精子膜蛋白多克隆抗体能成功识别 "#$"%&’(，
说明精子膜蛋白多克隆抗体中的 "%&’(多抗能识别
"#$"%&’(，"#$"%&’(具有免疫原性，适合于用作抗原，
可以用于制备 "%&’( 专一性多克隆抗体，进一步用
于 /8’(基因功能方面的研究。
对人、狒狒、猴和猪的 %&’(多肽进行免疫定位，

发现其位于精子顶体内膜上，只有在精子获能发生

顶体反应后，%&’( 才暴露出来［’，M，O，P］。在体外受精
过程中，重组蛋白抗血清对受精过程的影响表现为

剂量依赖性［’M］。%&’(单抗能降低体外受精率，但不
影响精卵第一次结合［P］。进一步研究认为，%&’(的
单抗可能通过阻止精子的 %&’(在顶体反应后实现
其功能，或者是 %&’(的单抗使精子不能紧密结合于
透明带上，导致顶体内容物无法暴露于卵的胞外基
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质中，达到阻碍受精的目的［!"］。牛体外受精实验认

为 #$!%抑制受精完成，发生在精子对透明带的第二
次结合［"］。考虑到 #$!% 只有在获能精子发生顶体
反应后才能暴露出来和抗体对受精过程的影响属于

剂量依赖性两个因素，本实验在精子获能后加入中

等剂量抗血清，对获能精子的运动进行了研究。发

现 #$!%专一性多克隆抗血清严重影响获能精子的
运动并且表现为剂量依赖性，但获能精子凝集现象

并不明显，这与其他研究结果［"，&，!"］不一致。有关精

子膜蛋白 #$!%在精卵识别中的功能还有待于进一
步研究。

免疫生殖避孕是生殖避孕的有效方法，#$!%能
满足作为避孕疫苗的必要条件。本实验室已克隆

’()!%基因，成功地在大肠杆菌中表达了重组的
’#$!%，并制备了表达产物的专一性多克隆抗血清，
这为以家兔作模型，研究 ’()!% 基因在精卵识别过
程中的作用奠定了基础。
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