
!论
!!

著!

小鼠
Q2DE=

蛋白与
NB=H4hd;/

结合并调节其表达"

林昌海!曾
!

梅!陈
!

述!卢亦路!马用信$

"四川大学华西医院医学遗传研究室暨生物治疗国家重点实验室!成都
6$%%#E

#

!!

摘
!

要"目的
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研究小鼠
Q2DE=

蛋白与精子成熟相关基因
NB=H

之间的相互作用!揭示
Q2DE=

蛋白在精子发生过程中所起的

作用$方法
!

构建
K

'_g!Q2DE=

表达载体!将表达载体转化宿主菌"

QO:$

#感受态细胞!诱导纯化出
Q2DE=

蛋白!应用
/;!.N/

和

凝胶滞后实验"

_-+,

#分析与
Q2DE=

蛋白结合的
H/&,

$结果
!

表达载体
K

'_g!Q2DE=

构建成功!纯化出
'+;!Q2DE=

融合蛋白!

/;!.N/

和
_-+,

实验证明
Q2DE=

蛋白能够结合
NB=H4hd;/

$结论
!

Q2DE=

蛋白能够结合
NB=H4hd;/

!可能通过调控
NB=H

蛋

白的表达作用于精子发生过程$

关键词"

_-+,

'
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结合蛋白'

Q2DE=
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NB=H
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哺乳动物的精子发生可以分为精原细胞$

8

K

=BH@>2

?

293!

DH

%分化为初级精母细胞$

K

B3H@B

M

8

K

=BH@>2G

M

>=

%#初级精母细

胞通过减数分裂形成次级精母细胞$

8=G291@B

M

8

K

=BH@>2G

M

>=

%#

次级精母细胞通过有丝分裂形成圆形精细胞$

B2D918

K

=BH@!

>31

%以及圆形精细胞转变成成熟的精子$

=E29

?

@>39

?
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K

=BH@>31
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等
#

个主要阶段#其中减数分裂是精子发生过程的关键步骤'

参与减数分裂调控的基因缺失或突变容易引起无精症和男性

不育'

I,T

$

1=E=>=139@̀228

K

=BH3@

%家族就是这些基因中的成

员'

I,T

基因家族属于生殖特异性基因#均在生殖细胞中特

异表达#共同特点是都包含一个
/&,

结合域$

/&,!C39139

?

12H@39

#

/Q-

%和
I,T

序列重复$

I,TB=

K

=@>

%

(

$

)

'目前#已确

认
I,T

基因家族成员主要有
4

个#包括
$

个位于
c

染色体上

的
I,T

基因和
:

个位于常染色体上的
I@̀E

*

Q2DE=

基因'在不

同物种中#它们在生殖细胞发育的不同阶段起着关键的作用'

Q2DE=

蛋白是
:%%$

年发现的
I,T

家族新成员(

:

)

#在睾丸组织

中特异表达#是人精子发生过程中减数分裂转换的主要调控因

子'

Q2DE=

基因分布于所有后生动物#人类中定位于染色体

:

i
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等(

4

)发现在小鼠和人类中#

Q2DE=

起始表达于细线期

的精母细胞#在偶线期加强#在粗线期达到最高#在双线期减

弱#直至次级精母细胞和早期精细胞中都可以检测得到'

-3!

GA@=E

等(

#

)的实验结果表明#在敲除小鼠的
Q2DE=

基因后#小鼠

能够进行正常的减数分裂而产生圆形精细胞#但是圆形精细胞

却不能正常地进行精子形态变化而形成精子'这说明
Q2DE=

基因在精子形态变化这一过程中起着关键性的作用'

NB=H

$

G

M

GE3G,-.!B=8

K

2983<==E=H=9>H21DE@>2B

%基因是一种
G,-.

反应元素调节因子#在减数分裂后精子细胞中高表达#是一种

转录激活因子(

"

)

'

NB=H

基因突变小鼠中(

6

)

#精子形成过程的

第一步即被阻断#生精上皮中后期的精子细胞*成熟精子均缺

失#而发生凋亡的生精细胞数量显著增加#从而导致不育'由

于
Q2DE=

和
NB=H

基因最终都能作用于精子成熟这一阶段#因

此#在
Q2DE=

和
NB=H

之间可能存在某种关联'本文拟通过凝

胶滞后实验$

=E=G>B2

K

A2B=>3GH2C3E3>

M

8A3F>@88@

M

#
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%等方

法#研究
Q2DE=

蛋白与
NB=H

基因之间的相互作用方式#揭示

Q2DE=

蛋白在精子发生过程中所起的作用'
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试剂盒购自
/2GA=

公司'
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方法
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!

小鼠
Q2DE=

基因的克隆
!

引物设计!根据
'=9=Q@9Z

中

Q2DE=

的
H/&,

的序列$

&-

/

%:5:6)04

%#经过分析所克隆的

核苷酸序列*表达载体多克隆位点内限制性内切酶的情况#设

计并合成引物如下!正向引物!

N'N'', ;NN ,;' ','

,NN',';NNN''

$含有酶切位点
Q@HR

'

%#反向引物!

NN'N;N',''NN'N;N',';N,,,,;

$含有酶切位

点
gA2E

'

%'

.N/

扩增!

.N/

反应体系为
"%

"

O

#

5#S

预变性
#H39

#

5#

S

变性
4%8

#

"*0"S

复性
4%8

#

):S

延伸
5%8

#

4"

个循环#最后

):S

延伸
$%H39

'
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!

重组表达载体
K

'_g!Q2DE=

的构建
!

将纯化后的
Q2D!

E=

的胶回收产物以及
K

'_g!"J!4

质粒分别用
Q@HR

'

和
gA2E

'

进行双酶切#

4)S

过夜#然后用
eH=

?

@'=E_J>B@G>329[3>

回收'将回收的
.N/

产物和载体在
$6 S

条件下连接过夜'

连接产物转化
IR"

&

感受态细胞'最后对重组菌落进行筛选*

酶切*测序鉴定'

>0?0@

!

基因工程菌的诱导*表达及纯化
!K

'_g!Q2DE=

和

K

'_g!"J!4

表达载体分别转化
QO:$

感受态细胞'挑取单克

隆#

4)S

摇床振荡培养过夜'第
:

天以
$U$%%

的比例接种至

$O

含
$%%

"

?

"

HO,H

K

的
OQ

液体培养基中#

4)S

摇床振荡

培养至
eI6%%

达到
%06

!

%0*

'加入
W.;'

至终浓度为
%0:

HH2E

"

O

#

:%S

诱导培养
#

!

6A

后将培养菌液置于冰上冷却#

于
$:%%%B

"

H39

*

#S

离心
$%H39

#收集菌体'将收集的菌体用

"

倍体积的
$V.Q+

悬浮#置冰上#超声破菌#裂解液于
$:%%%

B

"

H39

*

#S

离心
$"H39

#收集上清'将蛋白质上清液加入到有

'+;Q=@18

的离心管中#将离心管置于垂直混匀器上#在
#S

结合
6%

!

5%H39

'在
#S

离心机中
"%%B

"

H39

#离心
4H39

#弃

上清液'每
%0"HO'+;Q=@18

中加
"HO.Q+

$

$P;B3>29g!

$%%

%并来回颠倒混匀#

#S"%%B

"

H39

#离心
4H39

#弃上清液'

重复步骤
#

!

"

次'每
%0"HO'+;Q=@18

中加
%0"HO

洗脱

缓冲液#

#S

结合
:%H39

#

#S"%%B

"

H39

#离心
"H39

#收集上

清液'

>0?0A

!

提取与
Q2DE=

蛋白结合的
H/&,

!

取新鲜睾丸组织#

液氮充分研磨#然后加入裂解缓冲液#吸到
$0"HO

离心管中#

#S

#

$"%%%

?

离心
$%H39

#收集上清液'将睾丸组织上清液*

纯化后的蛋白*

'+;Q=@18

*

/&,

结合缓冲液在
#S

中结合
$

A

#然后用
/&,

结合缓冲液"
%0:"P;g

$并含有肝素%洗
$%

H39

#随后再用
/&,

结合缓冲液"
%0:"P;g

洗
#

次#用常规提

取
/&,

的步骤将结合在
'+;Q=@18

上的
/&,

提取出来'最

后把从
'+;

*

'+;!Q2DE=

蛋白中分离出来的
/&,

进行反转

录'

>0?0J

!

/;!.N/

反应
!

设计
NB=H

基因
"hd;/

*

NI+

和
4h

d;/

特异性引物#利用逆转录得到的
GI&,

做模板#进行
/;!

.N/

反应'

>0?0K

!

凝胶滞后实验$

_-+,

%

!

根据
/;!.N/

反应#将
.N/

产物连接
K

'_-!;!_@8

M

=̂G>2B

载体#根据插入的方向以及插

入的序列中是否含有该酶切位点#用相应的酶将载体进行线性

化#分别在其扩增引物前加上
;)

启动子进行扩增#合成带有

地高辛标记的探针'将探针分别和纯化后的
'+;

和
'+;!

Q2DE=

蛋白作凝胶迁移滞后实验'

?

!

结
!!

果

?0>

!

Q2DE=

基因的扩增和
K

'_g!Q2DE=

表达载体构建
!

.N/

产物经
$P

琼脂糖电泳分析可见约
5%%C

K

的单一条带#片段大

小与预期一致'重组质粒
K

'_g!Q2DE=

转化大肠杆菌
IR"

&

后#经
.N/

及双酶切鉴定#酶切片段和载体大小与预期一致

$图
$

%'

图
$

!!

Q2DE=

的
.N/

产物和
K

'_g!Q2DE=

载体双酶

切琼脂糖电泳分析

?0?

!

融合蛋白
'+;!Q2DE=

的表达及纯化
!

经双酶切初步鉴

定正确的阳性克隆送测序#序列正确的表达载体和空载体

K

'_g!"J!4

分别转化宿主菌$

QO:$

%#

W.;'

诱导表达'诱导菌

经过超声破碎离心后#收集上清液'用
'+;

介质纯化后#进行

+I+!.,'_

电泳#在约
66[I@

见一条带#与预期的
'+;!Q2DE=

大小相符融合蛋白$图
:

%'

!!

$

!诱导前
'+;!Q2DE=

&

:

!诱导后
'+;!Q2DE=

&

4

!诱导后
'+;!Q2DE=

破菌上清液&

#

!

-@BZ=B

&

"

!

-@BZ=B

&

6

!纯化后
'+;!Q2DE=

'

图
:

!!

+I+!.,'_

显示
'+;!Q2DE=

表达及纯化

?0@

!

通过
/;!.N/

证实
Q2DE=

蛋白能与靶
H/&,

底物结合

!

用睾丸总
/&,

和
'+;

结合的
/&,

为对照#进行
/;!.N/

的扩增'结果表明
NB=H"hd;/

*

NB=HNI+

和
NB=H4hd;/

都

能在总
/&,

反转录出来的
GI&,

中得到#

'+;!Q2DE=

蛋白能

够扩增出
NB=H4hd;/

#而
'+;

蛋白都不能扩增出来$图
4

%#说

明
Q2DE=

蛋白能够与
NB=HH/&,4hd;/

结合'

!!

Q2DE=

和
'+;

各自扩增结果!睾丸总
/&,

$

$

#

#

#

)

%&

'+;

$

:

#

"

#

*

%&

'+;!Q2DE=

$

4

#

6

#

5

%'

图
4

!!

Q2DE=

蛋白与
'+;

蛋白结合的睾丸
/&,8

各自应用

所识别
H/&,8

特异的引物进行
/;!.N/

?0A

!

_-+,

实验证明
NB=H

能与
Q2DE=

蛋白结合
!

根据
/;!

.N/

试验结果#在后续试验#选择
NB=H4hd;/

进行的研究'

利用
_-+,

验证
Q2DE=

蛋白能否与
NB=HH/&,

结合'首先

用探针标记试剂盒制备
NB=H4hd;/

的探针'将不同浓度的

'+;!Q2DE=

蛋白与
NB=H4hd;/H/&,

探针进行结合#结果

发现
'+;!Q2DE=

蛋白能与
NB=H4hd;/H/&,

探针结合#而

'+;

蛋白不能与其结合$图
#

%'进一步说明
Q2DE=

蛋白能够

与
NB=HH/&,4hd;/

结合'
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图
#

!!

通过
_-+,

实验证明
Q2DE=

蛋白能与

NB=H4hd;/H/&,

结合

@

!

讨
!!

论

男性原发无精与少精症的遗传病因正日益受到重视#但由

于生精过程的复杂性#长期以来对精子发生的病理生理认识不

足#导致部分患者诊疗及预后判断上的困难'精子发生是一个

复杂而且严密受控的过程#涉及细胞分裂*分化以及在生精小

管微环境里各细胞之间的作用#涉及众多的基因在空间和时间

上的差异分布和表达(

:

)

'近年来#对与生精过程相关的基因研

究仍未发现直接的证据证实某一特定基因与原发无精和少精

相关#但目前已确定出部分候选基因#如
/CH

M

基因*

IQc

基

因*

I,T

$

I=E=>=139@̀228

K

=BH3@

%基因家族等(

)!*

)

'

Q2DE=

是近

年来发现的
I,T

基因家族的新成员#在结构上与
I,T

家族的

其他成员$

I,T

和
I,TO

%有很多共同点(

5

)

#三者均含有一个

非常相似的
/&,

结合域$

/&,!C39139

?

12H@39

#

/QI

%或
/&,

识别基序$

//-

%#而这个
/&,

结合域与其他
/&,

结合蛋白

不同(

$%

)

#三者均含有
I,T

重复序列#而这个重复序列可能与

蛋白质交互作用有关(

$$!$:

)

'研究发现#

I,T

基因仅在灵长类

表达#

I,TO

基因分布于脊椎动物中#而
Q2DE=

基因在所有后

生动物中都有表达#因此#可以推断与
I,T

和
I,TO

相比#

Q2DE=

是最原始的精子发生调控基因'

gD

等(

$4

)在敲除了果蝇的
Q2DE=

基因后#其生殖细胞停留

在第一次减数分裂中期而不能进入第二次减数分裂从而失去

生殖能力#而在转入人的
Q2DE=

基因后#果蝇恢复了正常的减

数分裂而能够正常的繁殖'经分析#人类和果蝇的
Q2DE=

蛋白

在氨基酸水平上有
#:P

相似性$

4%P

相同%#其中
/Q-

结构域

上有
*%P

的相似性'这一研究结果表明
Q2DE=

在进化上高度

保守而且在精子发生过程中
Q2DE=

起着一个至关重要的作用'

-@39=8

等(

5

)研究发现#在果蝇中
Q2DE=

蛋白表达始于第一次减

数分裂前期#调控
;L39=

的表达#而
;L39=

可磷酸化
G1G:"

进

而激活成熟促进因子$

-.(

%#

-.(

作为减数分裂过程中的关

键性控制因子使细胞从
'

:

期进入
-

期完成第一次减数分裂'

gD

等(

4

)发现在小鼠和人类中#

Q2DE=

表达贯穿于减数分裂和精

细胞'

-3GA@=E

等(

#

)的实验结果表明#在敲除小鼠的
Q2DE=

基因

后#小鼠能够进行正常的减数分裂而产生圆形精细胞#但圆形精

细胞却不能正常地进行精子形态变化而形成精子'这说明

Q2DE=

基因在小鼠精子形态变化这一过程中起着重要的作用'

由于
Q2DE=

基因是一种
/&,

结合蛋白#为了更好地了解

Q2DE=

对生殖细胞影响的分子机制#本研究从分离它结合的靶

H/&,

着手#研究它对生殖细胞的作用'

NB=H

基因在减数分

裂后精子细胞中高表达#作为一种转录激活因子#它对一些单

倍体生殖细胞转变为精子的基因的激活有重要作用#能抑制精

细胞凋亡(

$#

)

'本研究结果表明
Q2DE=

蛋白能够结合
NB=H

基

因
H/&,

的
4h

端非翻译区#提示
Q2DE=

蛋白通过结合
NB=H

H/&,4hd;/

的方式来调控
NB=H

蛋白的表达'在
Q2DE=

基

因缺失的小鼠中#

NB=H

基因的
H/&,

不能正常地翻译表达#

因而精细胞转变为精子的过程不能被激活#导致无成熟精子的

形成'

由于
Q2DE=

基因序列在果蝇*斑马鱼*小鼠*灵长类和人类

中高度保守(

$"

)

#因此#它们可能拥有相同的靶
H/&,

#通过研

究
Q2DE=

在这些物种中的靶
H/&,

#分析这些靶
H/&,

在进

化过程中是否高度保守#以及
Q2DE=

蛋白是通过哪些方式参与

这些靶
H/&,

的代谢过程#有助于全面深入地了解
Q2DE=

基

因在调控精子发生过程中的作用'
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