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北京 1 0 0 0 0 5)

仁关键词 j 精子膜蛋白
,

抗生育
,

基 因表达

生殖过程包括生殖细胞 (精子与卵子 ) 的发生
、

成熟
、

受精
、

受精卵的着床和胚胎发育

等环节
。

精子在发生过程中
,

其结构
、

形态
、

功能的分化以及基因表达都受到严格的时空调

控
,

其中精
一

子膜蛋 白的合成 与转化
,

对精子的成熟
、

获能和精卵识别起着十分重要的作用
。

因

此
,

深入了解与精子细胞分化
、

成熟有关的膜蛋白的结构
、

功能及基因表达
,

不仅对生殖分

户生物学的发展具有理论意义
,

并为探索免疫避孕新途径
,

发展抗生育疫苗也具有潜 在实用

价值
。

本项 目自 70 年代末开始
,

结合国内外的发展情况
,

应用现代分子生物学技术
,

对精子膜

蛋自的分离纯化
、

结构功能及基因克隆与表达进行了系统性研究
。

首先
,

采用兼性离子 去污

济 c H A P s 或非离子型去污剂 T irt
o n X

一

1 00 抽提
; 继之

,

应用制备电泳及凝胶过虑
、

离子交换

等各类层析手段
,

迄今 已分离纯化了七种有别于文献报道
、

具有强免疫原性的精子膜蛋 白
,

其

中三种来 自于人 (分别命名为 B S
一

1 7
,

B S
一

84 和 YW K
一

I 抗原 )
,

四种来自于兔 ( r S M P
一

A
,

r s M P
一

lB[
」 ,

B E
一

2() 和 E s P
一

2 )
,

并对其分 子量
、

等电点
、

酪含量及 N 端氨基酸序列等性质进

行
一

r 研究
。

1 9 8 3 年
,

我们在国际上首次研制出能引起人精子尾对尾凝集的抗人精子膜蛋白特异单克

隆抗体 Y w K
一

1
,

属 I g G I 亚型
,

由衬 重链和 入轻链组成
,

1 9 8 6年 已被编入美国生殖生理学专

著
。

在精子膜蛋白领域内
,

我们首先开展 了抗独特型抗体的研究
,

制备了相应于一种精子膜

蛋白的抗原决定簇及其抗体的两种抗独特型抗体
,

为表位抗原决定簇的研究奠定了基础
。

将精子膜蛋 白免疫家兔
,

获得了多种相应抗体
,

应用抗体观察了其相应抗原在精子和组

织中的定位以及它们在生育中的作用
。

免疫组化染色及间接免疫荧光定位证明
,

这些膜蛋白

分别位于精子头部顶体区
、

赤道区或中段和尾部
; 在组织中则显示分别位于翠丸生精细胞的

不同发育阶段
,

或副肇体
、

尾的主细胞
。

在膜蛋白与生育效应的观察中
,

体外穿卵试验表明
,

_

[ 述七种抗原的相应抗体均有明显抑制人精子穿透去透明带金黄仓鼠卵的作用
,

正常对照组

穿卵率为 98
.

1%
,

实验组分别 下降至 1 2
.

8%一 30 %
。

小鼠同体双子宫被动免疫实验也显示 了
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注射膜蛋白抗体侧子宫
,

精子与卵的结合能力被大大抑制
,

与对照组相 比
,
p 值小于 0

.

0 01
。

此外
,

国外实验室根据我们所发表的上述部分抗原结构合成 了多聚佐剂抗原肤 ( Y W K
一

l
-

M A sP 和 S M P
一

B
一

M A P s )
,

免疫大 鼠后
,

确能显著抑制其生育
,

进一步说明此特异性抗原的相

应抗体具有明显的抗生育作用川
。

我们还应用免疫转移印迹技术
,

对 30 0 例不育患者血清的抗

精子抗体进行了分析
,

发现不育患者阳性率为 45 %左右
,

而正常生育者则小于 5%
。

我们首

先分析了不育患者血清中抗精子抗体相应抚原的出现频率
,

其中与我们分离抗原相应的抗精

子抗体 出现频率约为 40 %
,

此结果进一步支持以上特异性抗原与生育的关 系
。

为解决精子膜蛋 白的来源困难
,

我们进而通过三条不同的途径筛选出七种编码上述精子

膜蛋白的
c D N A 片段

。

三条途径是
:

以特异性抗原的单克隆或多克隆抗体为探针
,

由自行构

建的肇丸 入 gt n 表达型
c D N A 库中筛选目的

c D N A ; 以含抗精子膜蛋白抗体的不育者血清为

探针
,

直接从肇丸 入 gt n c D N A 库中筛选靶基因
;
根据所测特异性抗原的 N 端氨基酸顺序合

成寡核昔酸引物
,

通过 R T
一

P C R 法扩增 目的
c D N A

。

核昔酸序列测定它们的长度
: R S D

一

1 为

2 0 6 9 b p
,

R S D
一

2 为 1 8 3 7 b p
,

H S D
一

1 为 2 4 8 2 b p
,

H E D
一

2 为 1 9 2 6 b p
,

B S
一

1 7 为 7 9 1 b p
,

B E D
-

2 0 为 4 9 9 b p
,

2
.

4 k b c D N A 为 2 4 2 7 b p
。

经同源性分析表明
,

以上七种
e D N A 均系首次发现

,

已被美国 G e n B a n k 接受注册
,

其注册号分别为 M 3 1 3 2 2
,

U 1 2 9 7 8
,

U 1 5 1 5 8
,

5 5 8 5 4 4
,

U 2 6 7 2 3
,

U 2 6 7 24 和 U 2 6 7 2 5
。

结构分析发现
,

其中一种
c D N A ( R S D

一

2) 编码多肤近 C 端处有一强疏

水峰
,

它与引起老年性痴呆症的淀粉样 A 4 蛋白前体 ( A P P ) 跨膜区高度同源
,

提示该编码蛋

白 ( YW K
一

I 抗原 ) 为一典型跨膜蛋 白结构
。

分析还发现 Y W K
一

亚抗原与 A P P 相同
,

从跨膜

区进入胞 内区有三个与跨膜终止有关的碱性氨基酸
,

但 A P P 为赖氨酸
一

赖氨酸
一

赖氨酸
,

而

Y W K
一

l 中两个赖氨酸则被精氨酸取代
。

根据精子膜蛋白的结构特点
,

1 9 9 0 年在理论上提出
,

精氨酸
一

赖氨酸
一

精氨酸可能是精子膜蛋 白跨膜终止信号结构特点的推断 3j[
。

1 9 9 5 年
,

国外在其

它精子膜蛋白的研究中发表了相同的结构 , 」
。

为进一步了解特异性精子膜蛋白在精子发生过程中的表达情况
,

我们首先在精子膜蛋白

领域开展了转录水平的表达研究图
,

以标记转录产物反义 R N A 为探针
,

与肇丸组织切片进行

组织原位杂交
,

结果显示
,

编码特异性精子膜蛋白的
c D N A 片段

,

在男性生殖系统不 同部位
,

精子发生不同阶段被转录表达
。

在转译水平的表达研究中
,

我们选择了原核细胞 (大肠杆

菌 ) 及真核细胞 (哺乳动物细胞
、

昆虫细胞和痘苗病毒 ) 体系
,

构建了一个大肠杆菌的分泌

型表达载体 ( p SB C )
,

改建了一个仓鼠卵巢细胞 (C HO 细胞 ) 的通用表达质粒 ( p S V
: 一E )P

,

重组质粒经转化或转染
,

成功地获得了在 E
.

e o一1 D H 5 a
,

B L Z I (D E 3 ) p L y s S 巨̀〕及 C H O 细胞

中的表达
,

为今后大量制备抗原创造了条件
。

以上工作
,

为在精子膜蛋白控制生育工程研究中
,

应用我们自己分离的
c D N A 研制新型

抗生育疫苗奠定了坚实基础
。
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,

国家计划生育委员会科学

技术研究所宗书东
,
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征 订 启 事

《中国科学基金 》 杂志 1 9 9 7 年的征订工作已经开始
,

请读者到当地邮局预订
。

邮

发代号
: 8 2一 4 1 3

。

1 9 9 7 年定价不变
,

全年 16 元
。

本刊英文版
- -

-

一 《 S e i e n e e F o u n d a t i o n i n C h i n
a 》 (半年刊 ) 已从 1 9 9 3 年开始出版

发行
。

每年定价 40 元人民币
,

境外订阅美金 40 元 (包括邮费 )
,

由本编辑部 自办发行
。

日1号 C N 1 1一 2 8 5 1 / N
。

另外
,

本刊 1 9 9 6 年出版了一期增刊一 管理专刊
。

集中刊登有关科学基金管理方

面的文章
,

需要订阅的读者请与编辑部直接联系购买
。

定价 4 元
。
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