
246 细胞生物学杂志 2003年

STUDY ON THE ANTI-岛日CROBIAL ACTIVITY OF MOUSE BINIB 
AND CONSTRUCTION OF THE TRANSGENIC MICE 矶'1TH BINIB 

OVER-EXPRESSION IN EPIDIDYMIS 

FEI Zhao Liang 怜 ， ** .叫 XU Guo Jiang** JIANG Xia ** WANG Long** Y此词Lan Zheng ** 
ZHANG Yong Lian *** W ANG Zhu Gang ** XIA Guang Ming 铮 FEI Jian赞，

( * Shandong University , }inan 250100 atina) 
( ** Shanghai Research Center for Bionuxlel Organism , Shanghai 201203 OLina) 

特**Institute of Biochemistry and úll Biology , SIBS , G屿 ， Shanghai 200031 OLina) 

ABSTRACf The cDNA of mouse Binlb homolog( mBinlb) protein was subcloned into expression vector of 
pCDNA3 and transiently expressed in COS-7 cells. The expression of mBinlb in COS-7 cells was identified by 
RT-PCR. The anti-microbial activity of the transfected cell culture supematant was confirmed by plating on 
growth media. Adding a HA tag to the C- termÎnus of mBinlb (mBinlb-HA)resulted in the s但ne anti-microbial 
activity as the mBinlb protein. This result indicated that anti-microbial activity was not located at the C termi­
nus of mBinlb. To study the function of mBinlb in vivo , the Tet-on gene expr臼sion regulation system was used 
to construct transgenic mice. Two lines of transgenic mice were obtained , one in which th巳mBinlb-HA cDNA 
was under the control of the TRE promoter , and the other with rtTA specifically expressed using the promoter 
of the mE-RABP gene in the epididymis. Crossing the two transgenic lines will produce inducible over-expres­
sion of mBinlb specifically in epididymis. This research will provide a useful mice model to study the function of 
mBinlb in vivo. 

Key wor由: Antimicrobial peptide Binlb Transgenic mice 

We thank Dr. Kichiya S山也i for providing the mE-RABP gene promoter DNA. This study was supported by Chinese 
Academy of Sciences. 
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一种新的精子结合蛋白 HBRP

在原核表达及其活性研究

罗 阳 赘 宗志宏 H 于秉治 H

(中国医科大学警卫生部细胞生物学重点实验室医学基因组学研究室H 生物化学教研室 沈阳 110001) 

摘 要 为了发现和研究牛精浆 ( bovine seminal plasma , BSP)蛋白及其相关蛋白在受精及受

精卵发育中的重要作用，我们克隆了人类生殖相关新基因 HBRP(Human BSP-Related Proteins) ，本

文通过基因重组技术，构建了 GST-HBRP 融合蛋白表达质粒，在大肠杆菌中获得大量表达，并检测

了该蛋白对 PKC 活性的影响。

关键词: HBRP 原核表达 GST-融合蛋白 PKci舌性

我们首先在人生殖系统辜丸组织中发现并克隆

了一个与牛精浆 (bovine seminal plasma , BSP)蛋白

相关基因的 cDNA 序列(登录号为AF27914 ) [ l J ，其

开放阅读框架 (open reading frame , ORF)编码了一

个含 223 个氨基酸残基的蛋白质，氨基酸序列中含

有四个纤连蛋白 H 结构域，与 BSP 蛋白在结构上具

有一定的相似性，称其为人 BSP 相关蛋白 (Human

BSP-Related Proteins ， HBRP) ，预测该蛋白是与 BSP

蛋白功能相关的精子结合蛋白 。 本文通过基因重组

技术，构建了 GST-HB即融合蛋白表达质粒，并在

大肠杆菌中大量获得表达蛋白，由于本室在前期研

本文 2003 年 4 月 21 日收到， 5 月 29 日接受。
基金项目:国家重点基础研究发展规划项目 (No

G1999055900-2) 及国家自然科学基金资助项目 ( No

39730460 ) 。

骨联系人。 E-mail: luoyangjj@sina.com 
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究中发现 BSP 蛋白具有抑制蛋白激酶 C(Protein

Kinase C , PKC) 的作用，因此我们检测了 HBRP 表

达蛋白对 PKC活性的影响，对进一步研究新蛋白的

生物学功能具有重要的意义。

材料与方法

1.质粒和菌株

GST 融合表达载体 pGEX-5X-1 和 E. coli BL21 购于

Parmacia 公司， p扎在D18-T Vector 和感受态细胞 E. coli 

JM109 为 TaKaRa 公司产品 。

2. 主要试剂

plasmid rnini purification kit 25 为 Qiagen 公司产品，小鼠

GST单克隆抗体、 GST Purification Module 以及 IPTG 为

Pharmacia 公司产品，限制性内切酶、Taq DNA polymer岱e、连

接酶等为 TaKaRa 公司产品， [τ_32 P J ATP 购于北京亚辉生

物制品公司 。

3. 引物设计与合成

根据得到的 HBRPcDNA序列进行引物的设计， 5 '端引

物包含起始密码并引人Ba.mHI 酶切位点， 3'端引物包含终

止密码并引人 Xho 1 酶切位点，引物序列如下，引物由

TaKaRa公司合成。

引物 1:5'-CG .G♀A工CCAGATGACCCGATGGτ'CCAGTTACCTG-3 '

BamHI 

引物 2:5二αG豆卫王注♀TCTGTGCTCAI∞CTCAGTATGGCGG-3 '

Xho 1 

4. 配R 扩增和 DNA 回收

以克隆有 HBRP 全长 cDNA序列的 pMD-18T Vector/ 

E由RP 质粒为模板，使用高保真 Pyrobest DNA polyrr田部队进

行 PCR 扩增， PCR 反应体系为 50μ1，反应条件为 : 94 'C 

1rnin; 94 'C 30s , 60 'C 30s , 72 'C 3rnin , 30 个循环; 72 'C 3rnin; 

1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。 采用盼/氯仿拍提法沉

淀 PCR产物。

5. HBRP基因表达载体构建

分别将沉淀后的 PCR 产物和 GST 融合表达载体

pGEX-5X-1 用Ba.mHI 和 Xho 1 双酶切，经 1 %琼脂糖凝胶

电泳检测限制性酶切后的 PCR 产物和载体，回收纯化后

16'C 3 小时完成连接反应，连接物转化 E . coli BL21 感受态

菌，同时转化不插入外源 DNA 的自连载体作为对照，应用菌

落 PCR 的方法鉴定重组阳性克隆。 质粒 DNA提取，双酶切

进一步鉴定插入片段。选择阳性克隆进行 DNA序列测定分

析，确定正确阅读框架克隆。

6. G町-HBRP 融合蛋白的表达

将正确读框的单克隆菌接种于 2 x YT 液体培养基(含

却叩100μg/ml) 培养至~∞为 0 . 5- 1 时，加入终浓度为

O.1mmollL的 IPTG，诱导表达 3- 5 小时，离心收集菌体，

PBS洗涤，超声波破碎后，加入 TritonX-100 至终浓度为 1%

后棍匀，离心收集上清，即为蛋白质粗提液， SDS-PAGE检测

表达情况。 并用凝胶灰度扫描确定蛋白表达量。

7 . Western 免疫印迹分析

经初步纯化的 GST 蛋白以及融合蛋白用 12% SDS­

PAGE分离，然后转移到硝酸纤维素膜上，用含 2%BSA 的

T田r封闭。鼠 GST单克隆抗体用作一抗，碱性磷酸酶偶联

的羊抗鼠 IgG作为二抗，用 NBTIBCIP 底物显色。

8. PKC 活性的测定

从大鼠脑中分离纯化 PKÖ2J ，采用盼试剂法测定蛋白

浓度。 以回stone H1 为底物 ， [ ìí只PJ-ATP标记测定 PKC活

性[3] ，反应总体积为 50μ1 ，含 20mmolIL Tris-HCI pH7. 5 , 

5mmol/L MgA勺， O. 5mmolIL CaCIz，与gPS ， 40ng DG , 

O. 01mmollL[ ìí_32P J-ATP ， 0 . 5 % 阻stone H1 0 30'C 7.)<.浴反应

7 分钟，取反应液点于 Whatman P18 强阳离子交换滤纸上

(1 .5 x 2cm) ，用 LS 3081 Backman 液闪计数分析仪测定 cpm

值，收集有活性部分。

9. 重组蛋白对 PKC 活性的影晌

使用 GST Purification Module分别纯化前述步骤蛋白粗

提液中的 G盯 和 G盯-HB即融合蛋白，用还原型谷脱甘肤

洗脱，测定洗脱液中蛋白含量。 按上述方法以Histone H1 为

底物， [ ìí_32 pJ-ATP 标记， PKC 的加入量为 0.4μg 并设 PKC

空白对照组，分别检测不同浓度的 G盯蛋白及 GSP-HBRP

融合蛋白对 PKC活性的影响。

拉
/μ 果

1. HB盯基因 PCR产物的鉴定

将克隆有m即基因 cDNA序列的 pMD-18T/

阻盯质粒作为模板，扩增出与预计长度相符的

800bp 的 HBRP 基因特异性片段(图1)。并引入了

相应的酶切位点。
bp M 2 

OObp 

图 1 Pα扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析

M. 100bp ladder DNA marker ; 

1 ,2. HBRP基因 PCR扩增产物。

2. HBRP 表达载体的构建
将 PCR 产物和 pGEX-5X-l 质粒均以 BαmH

1 /Xho 1 双酶切后连接，即将 HBRP 基因克隆人
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GST融合表达载体，转化 E. coli BL21 感受态菌，

在含Amp 的 LB 固体培养基上筛选转化的菌落，菌

落 PCR 鉴定获得 13 个重组阳性克隆(图 2 ) 。

+圃 1 2 3 " 5 6 6 8 9 10 11 12 13 

图 2 HBRP 基因片段插入后菌落配R 筛选结果

+ . 阳性对照 ;M.DNAm缸ker;I - 13 菌落 PCR 扩增产物。

3. 限制性内切酶鉴定分析

我们对经菌落 PCR 筛选得到的阳性克隆菌落

提取质粒 DNA，经 BamH I1Xho 1 双酶切鉴定，结

果可见到 800bp 的插入片段和 5kb 质粒条带 (图

3) ，表明外源基因 HBRP 插入片段大小及插入方向

正确。
bp M 2 

800bp 

图 3 pGEXIl四RP 质粒 DNA 的双酶切结果

M. DNA marker; 1. pGEX质粒 ;

2. BamHI /Xho 1 双酶切产物。

4. HB脏基因在大肠杆菌中的融合表达

将正确读框的单克隆菌在 2 X YT 培养基中经

IPTG诱导表达，经过不同 的诱导时间检测表明

IPTG诱导 3-5 小时有较高的目的蛋白表达， SDS­

PAGE结果显示:转化有母本载体质粒 pGEX-5X-1

的 E. coli BL-21 可表达分子量为 26kD的 GST 蛋

白，转化有 pGEXIHBRP 的 E. coli BL-21 经 IPTG

诱导后，可高效表达分子量为 52kD的蛋白，而在

26kD处的蛋白带消失(图的，说明插入的外源

HBRP基因已成功地在大肠杆菌中表达，并与 GST

形成了融合蛋白 。 凝胶灰度扫描结果显示融合蛋白

的表达量占菌体总蛋白的 32%(图 5) 。

kD 

97. 4 

66. 2 

43. 0 

31. 0 

20.1 

14.4 

2 3 

囹 4 IPTG 诱导表达蛋白的 SDS-PAGE 分析结果

1 蛋白 marker ;2. G盯-HBRP 融合蛋白 ;3 .G盯蛋白 。

图 5 GSf-HBRP 融合蛋白表达量的扫描分析图

5. Western 免疫印迹分析

用 GST单克隆抗体进行 Western 印迹分析，结

果显示与 GST 抗体结合的蛋白为 26kD的 GST 蛋

白和 52kD的融合蛋白，证实表达的重组蛋白为含

有 GST 的融合蛋白(图的 。

日

97 . 4 
55. 2 

31. 0 … 

2 3 

图 6 表达蛋白的 Western 印迹分析

1.蛋白 marker ;2. GST-HBRP 融合蛋白 ;3 . GST 蛋白 。

6. 重组蛋白对 PKC 活性的影响

以 Histone H1 为底物 ， [ γ_32PJ _ATP 标记，分别

检测不同浓度的 GST 蛋白及 GST-J岳阳融合蛋白
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隆基因表达成与 GST相融合的蛋白质，融合蛋白是

避免细菌蛋白酶破坏的较好措施，氨基端带有 GST

的融合蛋白可以通过亲和层析方便地从细菌裂解物

纯化。融合蛋白纯化的条件设计为非变性条件以维

持蛋白的完整性，所以获得的蛋白适合于大多数应

用，包括抗体制备、大分子相互作用、分子免疫学、疫

苗制备和酶学分析，并已有很多成功的例子[7 一 11 ) 。

GST序列编码了一个 26kD的 GST 蛋白，在 GST

序列后含有一个蛋白酶切位点，在实验中我们看到，

目的蛋白的读框与 GST蛋白的一致，且蛋白的编码

序列含有一个 3' 端同框终止密码是十分必要的。

用细菌合成真核蛋白的一个重要限制是当蛋白以高

水平表达时会形成包涵体，GST 融合表达系统虽然

没有完全解决这个时题，但它可以增加外源蛋白的
可溶性，在实验中我们观察到，蛋白质合成速度变慢

可以使更多的蛋白可溶，这可以通过在较低的温度

下培养大肠杆菌做到，或者也可以通过降低用于诱

导的 I盯G 浓度来实现。 以 pGEX 载体表达的

G盯-HBRP 融合蛋白，具有表达的蛋白稳定性好，

在体外易于纯化等特点，为下一步研究该蛋白的生

物学功能提供了可靠的手段。 当然，这只是该基因

在原核细胞中表达的结果，为了得到与人体内功能

相近的重组蛋白还应研究其在真核细胞中表达的情

况。

HBRP基因 ORF 编码的含有 223 个氨基酸的

蛋白质序列同源性分析发现，与之序列最相近的是

BSP 蛋白家族，包括 BSP-AlIA2 、 BSP-A3和 BSP-

30kDa 蛋白质[ 12 ] ，同源性为 51% - 58% ，而该段序

列中包括了 BSP 蛋白家族的功能结构域，从已报道

的 BSP 蛋白结构特点来看，它含有两个前后排列的

纤连蛋白 E结构域，该结构与 BSP 蛋白的多种结合

功能密切相关，包括与不同来源的胶原( 1 型 、 E 型 、

凹型、 V 型)、纤维蛋白原、肝素 、胆碱、磷脂酷胆碱、

钙调蛋白、 IGF- 1I , apoA- 1 等的结合，从而参与调节
脂类的转运及精子的获能等过程[4 ， 5 ， 12 ) 。 而 HBRP

蛋白氨基酸序列中含有四个纤连蛋白 H 结构域，表

明该蛋白可能是一种与 BSP 蛋白功能相关的结合

蛋白 。 我室于秉治等在对 BSP 蛋白功能的初步研

究过程中发现， BSP 蛋白具有 PKC 活性抑制作用

(本室待发表 ) 0 PKC 是广泛分布于真核细胞特别

是哺乳类动物细胞中的一种 ea2 + 销脂依赖性的蛋

白激酶，它广泛参与细胞信息传递、分泌、离子通道

调节、细胞增殖、分化及癌变等一系列与生命现象相

关的过程[ 13) 。近几年的研究证明 PKC存在于多种

士ω杂学物

对 PKC 活性的影响，用 LS3081 液闪仪测定 cpm

值。 初步研究发现，以 GST 蛋白为内对照，重组

GST-HBRP 融合蛋白对 PKC 具有一定的抑制活

性，当以 PKC 活性下降百分数表示 G町-r由RP 的

抑制活性时，PKC活性的对数与蛋白浓度之间存在

一定的线性关系(图 7) 。

15 

HBRP 是我们首先克隆并在 GenBanl仨 注册的

人与 BSP 蛋白相关新基因， BSP 蛋白是牛精浆中的

主要蛋白质。 BSP 蛋白可以与胆碱或磷脂胆碱结

合，黠附于精子表面，可促进由肝素、LDH 等诱导的

获能过程[4] ;另外 BSP 蛋白与不同来源的胶原、纤

维蛋白原、肝素、钙调蛋白 、 IGF- 1I ， apoA- I 等结合，

还可抑制精子胞膜上的胆固醇迁移[5] ， 这些都暗示

了 BSP 蛋白在精子胞膜的脂类代谢及调节精子的

获能以及顶体反应方面发挥重要作用。 目前在猪及

马的精浆中都发现了与 BSP 蛋白同源的蛋白质的

存在[6] ，这些蛋白具有与 BSP 蛋白相似的结合特

性，说明 BSP 蛋白及其同源蛋白在哺乳动物中是广

泛存在的，并应具有其生理意义。 而在人的生殖系

统中与 BSP 功能相关的蛋白质至今未见报道。为

了进一步发现和研究 BSP 及其相关蛋白在受精及

受精卵发育中的重要作用，我们克隆出人与 BSP 蛋

白相关基因的 cDNA 序列，并将其命名为田即

(Human BSP-Related Proteins) [ l ) 。 因RP 基因的

。盯编码了一个含有 223 个氨基酸的蛋白质，为了

进一步研究用即蛋白的生物学功能，我们首先构

建了 HBRP 蛋白的原核表达质粒，拟通过基因重组

获得表达蛋白，进而研究该蛋白的生物学功能。

本研究采用了 pGEX 融合蛋白表达载体，将克

生

图 7
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动物和人的精子中，本实验室曾证明精子尾部至少

存在有 α、自、E 三种 PKC亚型，而精子的顶体部位仅

有自亚型的分布[14 ] 。 另外 ， 在精子顶体反应中 ， 一

个重要的现象就是外源性 ci+ 内流 ，从而导致顶体

反应的发生。 尽管引起这种变化的机制尚不十分清

楚，但是几种与 Ca2 + 调节有关的信号系统已被证实

在顶体反应中亦发挥作用。 而 PKC 在体细胞中可

以激活 ea2 + 通道，导致 ea2 + 内流[ 15] 。 因此 PKC可

能在顶体反应中亦发挥着重要的作用。本文实验中

初步检测了 GST-HBRP 融合蛋白对 PKC 活性的影

响，该检测过程中用表达的 GST 蛋白作对照，从抑

制曲线上看 HBRP-GST 融合蛋白对 PKC 的活性有

一定的抑制作用 ，这只是一个初步的研究结果 ，其作

用机制还有待于进一步研究证实。 本研究对进一步

深人研究 BSP 及其相关蛋白的生物学功能将具有

极其重要的意义。
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EXPRESSION OF A NOVEL SPERM-BINDING PROTEIN 
IN PROCARYOTE AND ITS ACTIVITY DETECTION 

LUOYang铃 ZONG Zhi Hong ** YU Bing Zhi ** 

( * The Research center fi旷 Medical Genamics , 
**I尧如γtment of Birx.阳nistry ， aúna Medical Uniærsity , Shenymg 110001 China) 

ABSTRACT In order to investigate the roles of bovin巳 seminal plasma and its related proteins in fertiliza­

tion and development of zygote , we cloned human reproduction related gene HBRP(Hut口an BSP-Related Pro­

teins). In this study , we constructed the plasmid expressing fusion protein-GST-HBRP in Escherichia coli , and 

obtained a 1缸ge 缸nount of fusion protein . And also has been studying the impact of HBRP on PKC activity. 
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