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人牛精浆相关蛋白的亚细胞定位及生物活性

张杰刘莹宗志红宿文辉于秉治*

(中同医科人学基础庆学院生物化学与分子生物学教研言，沈阳 110001 ) 

摘要 利用红色荧光蛋白表达载体pDsRedl-Nl 与人幸九中牛精浆相关蛋白基因 (hbrp)重组

为 pDsRedl-Nl/hb甲，真核表达载体 pcDNA3.1-myc-his 与 hbrp 重组为 pcDNA3.1-myc-his/hb甲，分

别转染 HEK293 细胞，建立稳定的真核表达细胞系。在荧光显微镜下观察HBRP的亚细胞定位，并

用放射自显影检测该细胞系的蛋白激酶 C (PKC)活性。 HBRP 定住在细胞膜及胞浆近膜处; HBRP 

对 PKC 活性有明显的抑制作用。从而确定了人新的精子结合蛋白 HBRP在细胞内的定位，并认定

了 HBRP 为有生物活性的功能蛋白。

关键词 人牛精浆相关蛋白:牛精浆蛋白:亚细胞定位:蛋白激酶 C 活性

我们在人辜丸组织中发现井克隆了一个与牛精

浆(bovine seminal plasma , BSP)蛋白相关的新基因

(human BSP-related protein , hbrp) ，其cDNA 为 1052

bp，开放阅读框(open reading frame , ORF)编码了一

个含有 223 个氨基酸残基的蛋白质，推测分子量 26.1

kDa[3 1 ; 序列同源性分析发现，与之最相近的是

BSP 蛋白家族:氨基酸序列中含有 4 个纤连蛋白 II

型结构域，与 BSP 蛋白在结构上有一定的相似性，

称为 HBRP[ll; 己确定 hbrp 基因定位于 19q 1. 3; 在

肾等多种组织中有表达。本研究构建了 hbrp 基因的

融合蛋白表达载体 pDsRedl-N l/hbrp 和 pcDNA3.1-

myc-his/hb叩，确定 HBRP 的亚细胞定位及其生物学

活性，为进一步研究 HBRP 的生物学功能打下基础。

1 材料与方法
1.1 材料

PCR 试剂盒、 E.coli JM-I09 感受态大肠杆菌、

LB 培养基、质粒提取试剂盒、限制性核酸内切

酶、琼脂糖等为 TaKaRa 公司产品， pcDNA3. 卜

myc-his , pDsRedl-Nl 质粒购于 Clontech 公司，

DNA 连接试剂盒购于 Promega 公司， DNA 快速纯

化/回收试剂盒购于北京鼎国生物技术发展中心，

Lipofectamine TM2000细胞转染试剂购于 Invitrogen 公

司，细胞培养液 DMEM 及胎牛血清为 Gibco 公司产

品，人胚肾 HEK293 细胞由北京协和医科大学细胞

生物学教研韦提供，引物合成和 DNA 厅，列测定由

TaKaRa 公司完成。 [y_32P]三磷酸腺昔由北京福瑞生

物工程公司提供，蛋白激酶 C(PKC)活性测定试剂

均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 目的基因的获得 设计含XhoI和 BamHI酶

切位点的引物:号!物 1: 51-. ATCTCGAGGATGA

CCCGATGGTCCAGTT ACCTG-3 1 ; 引物 2: 于

GTGGATCCTCTGTGCTCAGCCTCAGTATGGCGG

r。以克隆在 pGEX-5X-l 质粒上的 hbrp cDNA 为模

板进行 PCR 扩增， 51 端引入 XhoI 酶切位点和起始

密码， 3 1 端引入 BamHI 酶切位点，反应体系为 50

μl，反应产物为含 BamHI 和 XhoI 酶切位点的 hbrp

片段。

1.2_2 目的基因与 T 载体的连接 PCR 产物经

1 .4%琼脂糖电泳，将约 800 bp 处的 hbrp 胶纯化回

收，与 T 载体 pGEM-T Easy 连接，反应体系为 10

μ1 (2μ1 T 载体含 BamHI 和 XhoI 酶切位点的 2μl

hbrp , 5 μ1 2x 缓冲液， 1μ1 DNA 连接酶)，室温

反应1.5 h。将反应产物转化到 E.coli JM-I09 中，

涂布于 ampR 的琼脂平板培养基中， 37 "C 培养过

夜，挑取单克隆菌落于 LB 培养基中培养 6-8 h，提

取质粒 ， BamHI 和 XhoI 双酶切过夜， 0.9% 琼脂糖

电泳，鉴定插入片段的阳性结果，用于表达载体的

构建。

1.2.3 重组表达载体的构建 将质粒 pcDNA3.1-

myc-his 、 pDsRedl-Nl 分别和 pGEM-T/hbrp 同时
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BamHI 和 XhoI 双酶切， 0.9% 琼脂糖电泳，从胶中

回收 hbrp 片段和酶切后载体，进行连接反应，方

法同 1.2.2 。

1.2.4测序 将培养 pcDNA3.1-myc-hislhb甲和

pDsRedl-Nllhb甲的菌种送 TaKaRa 公司测序。确定

测序结果正确后，用试剂盒小量提取重组质粒，用

于转染。

1.2.5 细胞培养 HEK293细胞用 10%胎牛DMEM

培养，常规传代、接种、冻存。

1.2.6 脂质体转染混合液的配制 溶液A: 用 250

μl 无血清DMEM培养液稀释 4.0μg质粒(pcDNA3.1-

myc-his 、 pDsRedl-Nl ， pcDNA3.1-myc-hislhb叩和

pDsRedl-Nl/hbrp)/ 孔，溶液 B: 用 250μl 无血清

DMEM 培养液稀释 10μl 脂质体转染试剂 Lipofec

tamine ™ 2000/ 孔，在 5 min 内将溶液 A 与溶液 B 轻

柔泪匀，室温放置 20 min 0 

1.2.7 转染(分别设直重组载体转染组、空质粒转染

组和未转染纽) 将 HEK293 细胞接种到 6孔培养

板中，待细胞生长达 50% 汇合时，去除培养液，

无血清DMEM培养基轻柔洗涤细胞一次，各组细胞

分别加入相应的转染混合液， 5% CO2 培养箱内 37

℃培养 6 h，弃去转染混合液，加新鲜全培养基温

育细胞 48 h 。

1.2.8 G418抗性克隆的筛选 将细胞接种至24孔

培养板中，待细胞生长达 70% 汇合左右，换成不

同浓度的 G418 (Genetici时，浓度范围:由 100 到

800μg/ml，以 50μg/ml 递增， 37 'C 、 5%C02 浓

度下培养 14 天，确定抑制细胞生长的 G418 的最小

致死浓度。

1.2.9 转染细胞的筛选 按 1 : 3 比例传代，换

含 G418 浓度为 350μg/ml (最小致死浓度)的细胞培

养液， 5% CO2 培养箱内 37 'C培养 14 天，每 3-5

天更换培养液，同时以正常培养的未转染组细胞作

为对照。

1.2.10 克隆(细胞集落)的挑选及培养 用 10μI加

样器吸取 5μ10.1% 膜蛋白酶吹吸 10-15 次使细胞脱

壁，将消化液连同克隆移入含有同样培养液的培养

瓶中继续培养，以获得稳定转染细胞系。

1.2.11 稳定转染细胞系的鉴定 收集稳定培养的

细胞，提取蛋白质，用 his 蛋白抗体 Western 印迹

检测细胞系中 hbrp 的表达情况。 pcDNA3.1-myc-his

与 hbrp 重组后表达为融合蛋白， his 蛋白的表达代

表 hbrp 的表达情况。

·研究论文·

1.2.12 亚细胞定住 在荧光显微镜下观察实验组

和对照组红色荧光分布情况，将重组体 pDsRedl

Nllhb叩、空质粒 pDsRedl-Nl 稳定转染和未转染的

HEK293 细胞，在荧光倒置显微镜 F观察，以 558

nm 激发波长激发标本，记录红色荧光信号所在各

组细胞内分布。

1.2.13 PKC 活性测定 将重组体、空质粒稳定

转染的细胞和未转染的细胞(106 个)分别用冷 PBS 洗

两次后，加入裂解缓冲液(pH 7.4的 50 mmol/L Tris

HCl , 150 mmol/L 的 NaCl， 1 %CHAPS , 100μg/ 

μ1 PMSF , 1μg/μl 抑肤酶， 1μg/μl 亮肤酶)，超声

波粉碎，将裂解物以 12000 g 离心 30 min ，各收

集上清液 30μ1，分别加入 PKC 反应液 20μ1 (54 

mmol ß- 甘油磷酸盐， 14.5 mmol 对硝苯基磷酸盐，

24 mmol 吗琳代丙;皖磺酸， pH 7 .4, 14.5 mmol 氧

化镇， 14.5 mmol 乙撑双四L酸， 0.12 mmol 乙二

胶四乙酸， 1 mmol 二硫苏糖醇， 2.4μmol 蛋白激

酶 A 抑制剂， 75μmol 鱼藤酬， 10μmol 1-(5- 氯

奈 -1- 磺酷)-IH- 六氢化 -1 ， 4- 二氧杂草(ML-9) ， 5 

g/L 肉豆寇酸化的富含丙氨酸的 C 激酶底物

(MARCKS) , 1.8 MBq/ml [y_ 32P] 三磷酸腺背(166

MBq/mmole)0 37 'C Jj(浴 30 min 后，加入等量样

品缓冲液终止反应， 15%SDS- 聚丙烯瞰肢凝胶电

泳，然后近行放射白显影，凝胶分析系统读取

MARCKS 相应自显影带，代表 PKC 的活性。

2 结果

2.1 PCR 琼脂糖电泳结果

以 pGEX-5X- lIhb叩为模板， 5' 端引入XhoI 酶

切位点和起始密码， 3' 端寻 i入 BamHI 酶切位点，扩

增得到有 XhoI 和 BamHI 接头的 hbrp 片段(图 1) 。

2.2 pcDNA3.1-myc-his/hbrp 和 pDsRedl-NlI

hbrp 重组体鉴定

图 2 为 pcDNA3.1-myc-his/hbrp 重组体经XhoI

和 BamHI 双酶切后，约 800 bp 处为 hbrp ， 5400 bp 

处为 pcDNA3.1-myc-his 载体，表明载体中含有正

确的目的基因片段。

图3为pDsRedl-Nllhbrp重组体经XhoI和BamHI

双酶切后，约 800 bp 处为 hbrp ， 4 700 bp 处为

pDsRedl-Nl 载体，表明载体中含有正确的目的基

因片段。

2.3 稳定转染细胞系的鉴定结果

用 his 蛋白的抗体Westem 印迹检测细胞系中 hbrp 的
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2 3 

图 4 Western 印迹检;~IJ pcDNA3.1-myc-his/hbrp重组体表达

图 1 经PCR扩增得到的含有XhoI和BamHI酶切位点的hbrp 结果

片断 M: marker ; 1: p c DNA3 ， I - m yc- hi s/hbrp 转染组 2 : pc DNA3 . 1 

M: DNA marker ; 1: hb rp 的 PCR 产物 。 - m y c- hi s 转染组 3 : 未转染组 。

M 

?!!; 二

800 • 

图 2 hbrp 与 pcDNA3.1-myc-his 载体连接后， 酶切鉴定结果 图 5 HBRP 的亚细胞定位

M: DNA marker: 约 800 bp 处为 hbrp . 5 400 bp 处为 pcDNA3. 1 pD sRed l -N J/ h brp 转染细胞后 ， 红色荧光信号主要在胞膜及胞浆
-m yc- hi s 裁体 。 近膜处表达 。

bp 

23000 • 
9000 • 

6000 • 
4000 • 

800 • 

M 

图 3 hbrp 与 pDsRedl-Nl 载体连接后， 酶切鉴定结果

M: DNA marke r ; 约 800 bp 处为 hbrp . 4700 bp 处为 pDsRedl 

N I 载体 。

表达情况 ， 确定稳定表达细胞系的建立( 图 的 。 泳

道 l 为重组体转染组 ， pcDNA3.1-myc-his/hbrp 重组

后为融合蛋白 ， hi s 的存在代表 hbrp 的表达情况 ，

在 28 kDa 处可见一条带 ， 说明 hbrp 在细胞中有表

达 ， 稳定转染细胞系建立 : 泳道 2 为空载体转染

组 ， 由于空载体的标签蛋白很小， 因此泳道 2 没有

明显条带显示 : 泳道 3 为未转染组 ， 因而没有印迹

的结果显示。

2.4亚细胞定位结果

在荧光倒置显微镜下，以 558 nm 激发波长激

发标本 ， pDsRedl-Nl/hbrp 转染组细胞红色荧光信

号主要分布在胞膜及胞浆近膜处(图 5 ) 。

2.5 PKC 活性检测结果

将 pcDNA3 . l-m yc -hi s /hbr p 转染的细胞、

pcDNA3 . 1 -myc-his 空质粒转染细胞和未转染的对照
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丁 3 4 

图 6 PKC 活性检测结果

l 、 3: ;{,j!KU'II PKC i ，~'川 2 、 4: pcDNA3.1-myc-his/hbrp ']i 

川体牛毛染细胞纠 I PKC i ，~'川。

细细)归|司 IH 川成射 (1 !J:影 h~L~检测 PKC ~币性，纣!具

如 1 民j 6 所们，第二 4 泳道 11 1μj 见克隆细胞系中 PKC

i川咕 IHM1压 j二百} 1 、 3 ~/]d亘(对照组细胞) PKC 的 ~r~

性。非二 H)j币 HLû'f 1' ，)贡 HBRPX、jpKC ~击性手J 一定的抖l

fBIJ 作用。

3 讨论

找们 门从事 PKC 业理在桔子的分布、精7~吕

立出力 IjPKC 川'f'l 之间的关系以及受精卵甲期发;自机

制的研究。近期从牛拈浆巾纯化了 个 PKC 的才1日j制

剂， ì川~fr1xJ川Uj BSP 蛋白序列完全杆11叶[\]。对 BSP

.lli ( ,LJ PKC ['HJ 关系的探讨，发现 BSP 蛋 n小仪白色+m

制 PKC 的的们 ，)di能抑制内各氨酸蛋 (1激隅(TPK) 的

沾性121 0 ll'rj{(人的个用系统中与 BSP 蛋白功能相犬

的 lli (1质未见报道。 hbrp 是最新发现的与 BSP 蛋白

相关的人类;ßj[ J\t l:kl ，己经{'L: GenBank 注册， {1录

甘为 AF279147 111 。

BSP ~正 (1 J{ 牛料j浆中的 L~蛋白质，在牛粘 f

发言、精 T ~Xíìt戊 J剧本反向过ff. \1 r 只有多种生物学

功能。 BSP lli [', {[ 1I1 )Jl亲或 HDL/apoA-l i秀导的精

f获能过科 rl\ 发 J气， if\:坚的调控作用[抖。有关哺乳 Ä}]

物的生用r~学的似十元j土去明，伴随着哺乳动物桔子

的技能，精刊出脱|二的)m固醇将发生流失。 BSP 蛋

白 )di 只有剌激 '1 二柑 f胞膜上胆固醉迁移的功能15]

A♂众多的 pJ 促进月[1 [， 11]醉迁移的主要生物成分巾，

BSP 蛋白是关键的斗中 o BSP 蛋内对 PKC 洁't'l: 的抑

制作用己任何到证明 121 0 PKC 不仅打在于多种动物

及人将 f厄;'{[) ，而且粘 f尾部全少存白:有 α 、自、

E 二种 PKC 业引:粘 F尾部的 PKC 沾性及含量也JJ

桔子的形态鸟飞构及其沾L:}] )J变化密切相关161 在马

咋多种功物 r1 rι经发现了 BSP 1司 ì'J~蛋白质的仔在，

而J{J二人的生ÝÎ( 系统 Itcr 未 1'-1报道。 hbrp 的发现与此隆

;在补了这 ι王仆， 1' J 关该基国的柑关研究己纤作了

:fj1 j草，然一巾，对士其去达蛋白 HBRP (J{j研究3d二刚刚

ji)j'j'L 论文

起步。

为进伞lL研究 HBRP (I{J功能，俯在 HBRP(内、|巨

细胞在{I';:及其生物学川 YI:):{~\ 旦丰II -l!J' {I : &:;、 1J二 ('<J 。

口先根扎，; HBRP f严J组织去J丰↑ilj 况|汀， J21 )jj 人!比

肾细胞 HEK293 为表ib细胞系。 1 ， iJ lI 'j平Ij川HIUi 悄|丛

技术，选用红色荧光蛋白 RFP c{<达技体 pDsRed 1-

Nl Ij hhrp 构y:ì pDsRed 1-N l/hbrp rfíjll 休， Klíd专

染 HEK293 细胞，确;.E HBRP 的、Jli ffll lJlr1'-L忱。 JI~~斗

+rf l大|技术足将任何 段己俯在的JI[剧式 ìJM 1':川叼rJ 1rH入

报 /R J;叫I;J 上前以控制报击某怀|阳~.~兰达，从 1削 (f圳l也

报i且宿 i二细胞内 b-t间的衣达问J才{)止 l 川、I1 夭 fJILJ-4专飞T

通路的沾tJJI7 1 。将 pDsRed l-N l/hbrp 转染细胞， 36 

h 盯荧 j(;信号最强， {t荧 Y乙 10. j;攻 t~'~ 1" 圳然，尖 j(;{古今

可 híf:分千IJ{正胞H莫及!血浆近胞脱处， j< 11)j hhrp Jrt[ 大 1

编码的蛋 (1 )员在细胞浆皮细胞月~~rlr {/{I: ，从、IVfll!胞

水平确应 hhrp 编 {ilb r 不中细胞浆 ，J才蛋白 .U[J ~达 ú{ifiJ [;JJ 
的业;细胞Ji二位。定{屯的安验结果 iJ生物1，'{ )J、学1'1))洲

的结果是一致的。

BSP 蛋白结构 11 j 含有向一个 lìíf [J川 11 列的纤注 lli (1 

II 电约构城[81 ， HBRP 的芸~ -!，t酸序列分析:民 J见 Jtrii构

中含有 4 个纤连蛋白 II )旦纣构域，去 IUJì去茸-d i 川 l可

能龙一种与 BSP 蛋白功能相关的科j (Ui {f it-Ld , 0 I"J 

源性分析与之最相近的是 BSP 茸u ，家族。 BSP 岳，'，

对 PKC 及 TPK i舌性的拥制作用 ι Iljj 咱们|大|此检测

HBRP 对 PKC~占'ft (l''1 )ì0 nl句， 人人 I(l J 骄 111: HBRP (,{] + t却
学沾忡。

细胞内 PKC~月性较低，如IHBRP 叫 PKC ìr~'f' I: 古

抑制作用，会史增加 PKC ~r~'t'l二 IlJ怡洲 x{ì度。 I大llit ，

利用分 f生物学 T段，的边 pcDNA3.I-myc-his/hbrp

甲:纠休，转染细胞，也主稳定的。':J <<达的细胞系:

)ìv.R-J放射向 !ι影技术l高效地洲运HBRP对 PKC~\[j们的

影响。结果表明 HBRP 明显地抑制 PKC (i<Jì川't，从

而确定 HBRP 是有生物学泪'性的 i:td ， )页。

本实验仅仅足对HBRP的、W. f1H胞庄严l以反对Jl:吁:

物学活'f'l:的初步探ìJ 0 说明 HBRP J{ {f!l:物功能的人

类新的llil气质，这-;'riJí蛋白质对 PKC ìr斤'tt的抑制机

制及其在足rJf {L:精 {j1t能、 J旧体反肉、 JJ lI l ， lrl 畔外i贞

节多厅国古生物学功能 ， )di 1T1,'r r ~ ì~ 入的1i!I j'G 0 
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Biological Activity and Subcellular Localization of HBRP 

Jie Zhang, Ying Liu, Zhi-Hong Zo吨， Wen-Hui 旬， Bing-Zhi YU* 
(Department ofBiochemistry and Molecule Biology, China Medical University, Shenyang llOOOl ,China) 

Abstract Two recombinant eukaryotic expression vectors, pDsRedl-Nl /hbrp and pcDNA3.1-myc-his/ 

hbrp , have been constructed and used to transfect HEK293 cell to form a stable expression cellline. The cellular 

localization and biological function of HBRP were investigated using fluorescence microscope and radioautography 

method, respectively. The experimental results showed that HBRP was a functional protein which localizes in the 

cellular membrane and cellular plasma near the membrane, and had a notable inhibitory effect on the PKC activity. 

Key words HBRP; BSP protein; subcellular localization; PKC activity 
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