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小鼠受精卵中蛋白激酶 C 底物的鉴定

于爱鸣宗志宏武迪迪于秉治*

(中国医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室，沈阳 110001)

摘要 为研究蛋白激酶C (protein kinase C , PKC)在小鼠早期发育中的调节作用，逗用超排

卵和体外受精技术，采用体外磷酸化和放射自显彰的方法，鉴定小鼠 1- 细胞期受精卵中 PKC 的底

物。经特殊的反复冻融处理，消除卵中内源性蛋白激酶活性。 55 个受精卵的样品中加入部分纯化

的 PKC，结合应用较强的 PKC 抑制剂 H习和星形抱菌素以及促分裂原活化蛋白激酶抑制剂 PD

098059 作为对照，观察到 12条 PKC底物蛋白的放射自显影带，根据标准蛋白质 Rf值绘制的标准

曲线计算，这些磷酸化蛋白的相对分子量分别约为 120 kDa 、 100 kDa 、 79 kDa , 63 kDa 、 59 kDa , 

47kDa 、 40 kDa 、 34 kDa、 32 kDa 、 26 kDa 、 24kDa~口 22 kDa。实验结果表明， PKC 可通过底物

蛋白活性的调节，在小鼠早期发育中发挥重要作用。

关键词 蛋白激酶 C; 受精卵:底物

蛋白激酶 C (protein kinase C , PKC)是一种钙活

化的、磷脂依赖性的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶。己

知该家族有 12 个成员，由 11 个基因编码。 PKC 的

各种亚型按其序列同源性和生化性质可以分为三

类:常规型 PKC (conventional PKC , cPKC)包括 α、

阳、 ßII 和 y，是二脂酷甘油(DAG)和 Ca2+ 依赖性激

酶:新型 PKC (novel PKC , nPKC)含有 8 、 ε 、 η

和 e，其活性仅依赖于 DAG，但对 Ca2+ 却是非应答

性的:非典型 PKC (atypical PKC , aPKC)含有 5、

λIt、 μ，对 DAG 和 Ca2+ 都是非应答性的。 PKC 普

遍地存在于生物体内的各种组织和细胞中，参与细胞

的生长、增殖、分化等过程[1] 。为了阐明 PKC 家族

成员多种多样的生物学功能，鉴定 PKC 的底物蛋白

及研究底物蛋白的相关性质，是非常必要和重要的。

近些年来，随着发育生物学研究技术的不断改

进和提高，有关动物胚胎早期发育的研究取得了相

应的长足进展，大量的实验证据充分表明， PKC 在

卵母细胞成熟、卵活化、受精及胚胎早期发育中起

着关键性的作用 [21。研究表明，当 PKC 活化时，可

引起卵SJ:细胞生发泡破裂[3]; 导致受精卵的皮质颗粒

出胞I41; 促进卵母细胞减数分裂完成:并激活M 期

促进因子(MPF)[3];活化受精卵 Na+/H+ 交换体，胞质

碱性化[6l; 促进第二极体开始形成:原核形成[7];

PKC巳参与了小鼠受精卵基因组早期转录的调控[8] 。

然而，小鼠受精卵中 PKC 底物蛋白的研究未见报

道。本研究是用部分纯化的 PKC 经体外磷酸化反应

鉴定小鼠 1- 细胞期受精卵中该激酶底物蛋白。小鼠

受精卵中 PKC 底物蛋白的相关研究，将有助于阐明

PKC 在小鼠早期胚胎发育中的调控机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 昆明系小鼠和大鼠均由中国医科大

学实验动物部提供。

1.1.2 试剂 孕马血清促性腺激素(PMSG)购白天

津华孚高新生物中心，人绒毛膜促性腺激素(hCG)购

自上海生物生化制药厂，二脂酌甘油(DAG)、磷脂

酷丝氨酸(PS) 、 H-7、星形抱菌素(staurosporine) 、

PD 098059 均购自美国 Sigma 公司， [y_32P]ATP (比

活度>185 TBq/mmol)购自北京亚辉生物医学工程公

司，牛血清白蛋白(BSA)购自北京邦定泰克生物技

术公司， Triton X-100 为 Boehringer Mannheim 

GmbH产品。快速蛋白层析系统(FPLC)为 Pharmacia

Fine Chemicals 产品，电动组织匀浆机为瑞典产的

polytron 。

1.2 方法

1.2.1 超排卵及卵的收集[9] 取 4-5 周雌性昆明小

收稿日期: 2005-03-10 接受日期: 2005-05-26 
国家重点基础研究发展规划项目 (973计划)资助(No.GI999055900-

2)和国家自然科学基金重点项目资助(No.39730460)
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鼠腹腔内注射 101U/ 只 PMSG ， 47-48 h 后再次腹

腔内注射 10 IU/ 只 hCG，进行超排卵处理。为得

到体内受精卵时，应将注射 hCG 后的雌鼠与 8 周以

上的成熟雄鼠合笼交配。 hCG 注射 17 h 后，将有

阴栓的雌鼠断脊椎处死，然后迅速开腹剔取输卵管

壶腹部于 M2 培养液中，在实体解剖显微镜下用针

刺破壶腹膨大部，让卵细胞团自然流出。用 300μg/

ml 透明质酸酶(用 M2 培养液配制)消化，以去除卵

细胞周围的颗粒细胞，促使卵细胞彼此分开。用口

控微量毛细管将受精卵在 M2 培养液中反复淋洗 3

次，最后将受精卵转移到 M16 培养液(与 M2培养液

不同的是含有 25 mmol/L NaHC03 无 HEPES 成分)

中，置放在 37 .C 、 5% COz 的培养箱中，待全部

受精卵收集结束后，从培养箱取出计数，并转移到

0.5 ml 的 Eppendorf管中， 4.C 、 2000 r/min 离心 10

min，弃去上请液。如不能在当日做实验时，应将

离心后得到的受精卵沉淀置一 70.C保存，以待后

用。

1.2.2 体外受精[9] 4-5 用的雌性小鼠超排卵处理

如前所述。在雌鼠 hCG 注射 12 h 后，将 8 周以上

的雄性小鼠经断脊椎法处死，剔取附辜尾部及输精

管到 500 ml Whittingh缸m'S 培养液，补充 3%BSA。

然后用眼科摄子将精子挤压排出到培养液中，在 37

℃、 5% COz 的培养箱中培养 1.5 h 以上，促使精

子获能。同时，在 hCG 注射 12.5 h 后，取雌鼠断

脊椎处死，并收集卵细胞。将卵细胞放在含 3%BSA

的 100μ1 Whittingharm' S 培养液，置培养箱中培

养。在 hCG 注射后的 13.5 h，取获能后的 100μI

精子液放入到有卵细胞的培养孔内，继续在培养箱

温育 4 h，最后将受精卵吸出，并转移到 M16 培养

液的孔内，培养到适当时间。

1.2.3 卵细胞的裂解 根据收集的受精卵数日，

适当地将一定量的裂解缓冲液(含20 mmol/L Tris-HCl 

pH 7.5 , 2 mmol/L EDTA , 10 mmol/L EGTA , 0.25 

mmol/L 庶糖)加入到卵细胞沉淀的样品管中，充分

振荡混匀，然后经过 4-5 次的冻(-30 .C , 30 min) 、

融(室温， 30 min)循环，裂解受精卵。

1.2.4 PKC 的分离及部分纯化 将 4 只雄性大白

鼠断头处死，剔除小脑后取大脑称重，加 6 倍体积

的粉碎缓冲液(含 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5 , 0.25 

mol/L 煎糖， 2 mmol/L EDTA , 10 mmol/L EGTA , 

20μg/ml 亮抑蛋白酶肤， 20 mmol/L 2- 9JIt基乙醇和

0.1 mmol/L苯甲基磺酷氟)，用电动组织匀浆机进行

·研究论文.

匀浆，然后转移到离心管， 4 .C 、 100000 g 高速

离心 1 h，取上清液浓缩后加到与 FPLC 系统相连接

的 Mono Q 柱 (0.5 cmx5 cm) ，用。-0.7 mol/L 的

NaCl 梯度洗脱，每管收集 1 ml ，测定 PKC 活性，

集中 PKC 活性较高的各管，进行浓缩。酶蛋白含

量按照 Lowry 法，以 BSA 为标准液进行测定。实

验中所用部分纯化的 PKC 液约为 0.8 mg/ml.保存

在 60% 甘油、 0.3% Triton X-I00 的液体中，分装

后置 30 .C冷冻备用。

1.2.5 体外磷酸化反应 除卵细胞裂解液提供PKC

磷酸化底物外，磷酸化反应体系还含有 50 mmol/L 

Tris-HCl pH 7.5 , 2.5 mmol/L醋酸馍， 1.25 mmol/L 

CaClz' 100μg/ml PS , 2μg/ml DAG，约1.6μg

部分纯化的 PKC ， 74 KBq [γ_3ZP]ATP。磷酸化反

应是由混合液加到样品裂解液时开始， 30 .C 、恒

温振荡水浴 20 min，用以样品缓冲液终止酶促反

应。

1.2.6 电泳及放射自显影 七述磷酸化反应后的

样品加入以样品缓冲液后，沸水煮 5 min 。该样

品经 10% SDS-聚丙烯酷肢凝胶电泳使磷酸化蛋白得

以分离。电泳凝胶染色、脱色及风干后，可直接

与 X光底片一起放在带有增感屏的暗盒，置一70.C

放射自显影约 72h 。

2 结果

2.1 小鼠 1- 细胞期受精卵的 PKC 体外磷酸化

在体外磷酸化反应中，既然受精卵细胞裂解液

作为底物样品，则实验中设法避免或消除细胞内源

性蛋白激酶活性，是非常重要和必要的。因此，进

行受精卵细胞冻融裂解时，没有采用常规的快速冷

冻，而是选取 30.C缓慢且长时间冷冻，再结合军

温融解，有效地消除了细胞内源性蛋白激酶活性的

影响，确保了体外磷酸化反应的可信性和重复性。

图 l 显示的是 55 个受精卵样品的实验结果，没有外

加 PKC 激酶时，未见任何磷酸化蛋白的放射自显影

带(泳道1)，当加入部分纯化 PKC 时，可以分辨出

12 条放射自影带(泳道匀，分子量约 35 kDa 以上的

蛋白质较多，且带密度大，而 35 kDa 以下的蛋白

质较少，且带密度较小。根据标准蛋白质 Rf值绘

制的标准曲线，图中放射自显影带对应的磷酸化蛋

白相对分子量分别约为 120 kDa , 100 kDa 、 79

kDa 、 63 kDa 、 59 kDa 、 47 kDa 、 40 kDa 、 34

kDa 、 32 kDa 、 26 kDa 、 24 kDa 平日 22 kDa 0 {ê. 
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图 3 小鼠体外受精卵的 PKC 体外磷酸化

1 :无纯化 PKC ， 3: 纯化 PKC ， 4: 纯化 PKC 和 50μmollL

PD 098059 , 5 ，纯化 PKC 和 80μmol/L H-70 

图 1 小鼠 1- 细胞期受精卵的 PKC 体外磷酸化

1: JG纯化 PKC; 2: 纯化 PKC ， 3: 纯化 PKC 和 40μmollL

H-7 , 4: 纠化 PKC 和n 10 nmol/L 足形抱菌素。
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图 4 63kDa 底物蛋白放射自显影带的相对强度比较

1 :纯化 PKC; 2: 纯化 PKC 和 PD 098059; 3: 纯化 PKC 和 H-70

2 

20 

。图 2 小鼠 L细胞期受精卵的 PKC 体外磷酸化的特异性

1: :k纯化 PKC ， 2: 纯化 PKC; 3: 纯化 PKC 和 50μmol/L

PD 0980590 

放射自显影与上述体内受精卵的实验结果完全一致

(图窍。

对感兴趣的 63 kDa 的底物蛋白放射自显影带，

经凝胶成像系统运用分析软件Ge1works ID进行了灰

度的测定，以未加 PKC 抑制剂样品的 PKC 体外磷

酸化放射自显影带的灰度作为 100% ，则添加 PD

098059 和 H-7 抑制剂样品的灰度值分别是 99% 和

57% (图的。

讨论
磷酸化这种化学修饰方式对于许多蛋白质的功

能，特别是对酶活性的可逆性调节起着十分重要的

作用。在本研究的体外实验中，利用部分纯化的

PKC，检测到小鼠 1- 细胞期受精卵中的多种蛋白质

3 

加入部分纯化 PKC 的同时，添加 H-7 (40μmol/L) 

和星形于包菌素(10 nmo1/L)，磷酸化蛋白的放射自影

带明显地趋淡，甚至偏小分子的蛋白质带己难以辨

认(泳道 3 和的。

2.2 小鼠 1- 细胞期受精卵的 PKC 体外磷酸化的

特异性

在研究中，为确保体外磷酸化反应的特异性，

又选择促分裂原活化蛋白激酶激酶抑制剂PD098059

作为对照，观察其对 PKC 所催化的磷酸化反应的影

响。实验结果显示， PD 098059 对 PKC 体外磷酸

化受精卵底物蛋白没有影响(图 2) 。

2.3 小鼠体外受精卵的 PKC 体外磷酸化

为了进」步证实上述实验结果的正确性，又以

小鼠体外受精卵作为对象进行观察，在实验中，使

用 80μmo1/L H-7 和 50μmo1/L PD 098059，显示的
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可被磷酸化，结合应用 PKC 激酶抑制剂，根据磷

酸化蛋白电泳分离后放射自显影的比较分析，显示

至少有 12种蛋白质是PKC磷酸化作用的靶分子，或

者说是 PKC 底物的候选者，它们的分子大小各异，

主要为分子量在 35 kDa 以上的蛋白质。

PKC 介导的磷酸化作用参与许多复杂的生物学

反应，如分化、增植和细胞凋亡。除 PKCy主要在

脑组织和脊髓特异地被表达外，大多数 PKC 组织分

布较为广泛。当激动剂如激素、神经递质、生长

因子等作用于靶细胞表面的特异性受体时，磷脂酷

肌醇 4，5- 二磷酸阵解生成的二脂酌甘油(DAG)引起

PKC 暂短活化:而 PKC 的持久活化则是由磷脂酷胆

碱(PC)阵解而生成的 DAG 或者佛波醇醋处理所引

起。 PKC 一旦活化，就会作用于合适的靶分子，

导致后者发生磷酸化修饰，进而体现出各种细胞生

物学功能。除了常常用于测定 PKC 活性而作为底物

的组蛋白、髓丰岛碱性蛋白、龟精蛋白外，报道的

其他 PKC 底物包括有糖原合酶-捕、上皮生长因

子受体、维生素 D 受体、神经钙调蛋白和 Raf 等。

MARCKS 是研究得比较清楚的、分布较为广泛的一

个 PKC 特异性底物蛋白，具有与钙调蛋白丰[)肌动蛋

白的结合能力 [1叫经 PKC 作用发生磷酸化后，其

交联肌动蛋白的能力相应改变[Il J 0 PKC 活化导致

Mac MARCKS(MARCKS 的另一→成员)磷酸化后，

则可降低后者结合钙调蛋白的能力 [12] 0 F52 蛋白

(MARCKS 同源序列)受 PKC 催化作用被磷酸化后，

同样导致结合钙调蛋白的能力减弱[13]0 Pleckstrin 是

存在于血小板和白细胞中的一种功能蛋白质，该蛋

白质最初就是作为 PKC 磷酸化底物而被鉴定出来。

Pleckstrin 磷酸化后可以调节肌动蛋白细胞骨架的重

排。鱼精蛋白参与小鼠 1- 细胞期受精卵转录的调

控[14] 。总之， PKC 信号转导途径在细胞的多种生

理过程中起着举足轻重的作用。本实验研究显示，

小鼠 1-细胞期受精卵中至少存在 12种以上的PKC底

物分子，其中包括 63 kDa 的蛋白质。根据本研究

室有关小鼠受精卵卜细胞期发育到 2- 细胞期过程

中， PKC 对 M 期促进园子(MPF)活性影响的研究表

，研究论文·

明， PKC 可以通过调节 MPF活性发挥对受精卵细胞

早期发育的调控作用[15]0 MPF 是由调节亚基细胞周

期蛋白 B 和催化亚基 Cdc2 构成的异一聚休， }t1fT 
性状态在很大程度上取决于细胞周期蛋白 B 的调节

作用。有研究显示周期蛋白 B 的磷酸化在时间 l丁与

MPF 活化相一致，因此，在调节 MPF 的洁性右面，

周期蛋白 B 的磷酸化是重要的。小鼠细胞同期蛋白

B 是 62 kDa 蛋白质，其磷酸化形式为 63 kDa。在

本研究中， PKC 磷酸化底物分子之-怡好为 63 kDa 

蛋白质，它极有可能是周期蛋白 B 。如果是这样，

可以认为， PKC 可通过磷酸化细胞周期蛋白 B，改

变后者与 Cdc2 的结合能力，从而影响 MPF 的激酶

活性，这就进一步支持了本研究室前期的观察。这

些实验结果也与其他相关的研究报道大体相-致[6] 。

由于材料所限，虽不能明确其他 PKC 底物分子究竟

为何种蛋白质，但根据己知的研究资料，口J以推测

它们多数是信号转导分子，如接合蛋白、安体、调

节酶等，→部分为功能效应蛋白质。叮以确信，广

泛深入地研究小鼠受精卵中 PKC 底物蛋白的特性，

将有助于进一步阐明 PKC 在小鼠早期胚胎发育中的

调控机制，也必将为认识小鼠早期胚胎发育的整体

调控作用提供有益的资料。
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Identification of Substrates of Protein Kinase C at 

l-Cell Fertilized Eggs in Mouse 

Ai-Ming Yu, Zl曰-Hong Zong, Di-Di Wu, Bing-Zhi Yu* 
(Department of Biochemistry and Molecular Biology, College of Basic Medical Sciences, 

China Medical University, Shenyang 110001 , China) 

589 

Abstract To study regulatory effects of protein kinase C (PKC) in ear1y development of mouse , identifi-

cation of the PKC substrates at fertilized eggs was carried out with super-ovulation , in vitro fertilization , in vitro 

phosphorylation and autoradiography. The endogenous protein kinase in fertilized egg Iysates was deactivated through 

multiply freezing and thawing cycles. The sample without purified PKC did not show any autoradiography band, so 

it served as blank control in this study. The s臼nple of 55 fertilized eggs with partially purified PKC showed 12 bands 

in autoradiography. While less autoradiography bands were observed in samples containing both purified PKC and 

more potent PKC inhibitor (H-7 or staurosporin). According to Rfvalue of proteins , the relative molecular weights 

of these phosphorylated proteins were determined as 120 kDa, 100 kDa, 79 kDa, 63 kDa, 59 kDa, 47 kDa, 40 kDa, 

34 kDa, 32 kDa, 26 kDa, 24 kDa and 22 kDa, respectively. These results suggested that PKC played an important 

role in early development of mouse. 

Key words protein kinase C; fertilized eggs; substrate 
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