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猴 Fertilin P 氨基端 93 肤基因的克隆及其在大肠杆菌中表达 长

王俊沈卫英刘俊高尔生中庆祥H

(上海市计划生育科学研究所 上海 200032) 

精子需通过其表面的站附分子和卵母细胞

表面带附分子相互作用而穿过卵丘细胞层、透

明带并最终与卵母细胞质膜结合并融合。 Fer­

tilin(原称 PH30)是由辜丸合成，在附辜中进行

剪切加工的精子膜表面糖蛋白，是参与精卵质

膜结合和融合的重要分子之一[ 1 ] 。 它 由 α( 60

kDa)和自 (44 kDa) 两个亚基构成异二聚体结

构，两个亚基本身各自具有二硫键，但亚基间没

有二硫键存在[2] 。 其 中 α 亚基含有一个由 22

个氨基酸组成的疏水肤段，与病毒的融合蛋白

高度相似，在精卵的膜融合中起重要作用 [3 ] 。

成熟的 Ferti lin ß 亚基氨基端 93 肤区域，称作

整联蛋白配体区(简称 FßNTP93) ，可通过与卵

子膜表面整联蛋白的相互作用介导精卵的识别

及结合[ 4 ] 。 体外实验表明， Fertilin 的抗体对精
卵融合具有剂量依赖性的强抑制作用 [ 5 ] 。 以

提纯的 Ferti lin 免疫雄性豚鼠，能导致完全不

育;而免疫雌性豚鼠时，则引起部分不育[6 ] 。

目前已克隆到豚鼠、人及猴的 Fertili n cD­

NA[4 .5 .7 ] 。 由演绎的氨基酸序列，对其中具融

合功能的特异性肤段进行人工合成，进行精卵

结合的竞争性抑制试验，初步证实该区域确实

参与精卵细胞的结合和融合过程[8- 10 ] 。 但不

同的研究者所用合成肤有效剂量相差 10 倍以

上，出现这种现象的原因可能在于合成肤通常

只有六个或八个氨基酸残基组成，而这样小的

多肤不具有空间结构，所以结果的可信度值得

怀疑。 有人用具备空间结构的 28 肤去作精卵

结合的竞争性抑制试验，惊异地发现其对精卵

结合与融合几乎没有什么影响[剖 ，但这不能说

明 Ferti li n日整联蛋白配体区没有功能 ， 因为该

区富含半光氨酸，分子间极易通过二硫键形成

多聚体，影响了其功能的发挥。 鉴于此，我们认

为有必要制备抗 Fertili nß 整联蛋白配体区的抗

体，研究其是否确实能阻断精卵细胞的结合和

融合，从而更直接地证明该区域的功能，也为免

疫避孕提供新途径。

我们采用 RT-PCR 技术，扩增获得编码

mFßNTP93 的 cDNA，克隆入含编码成熟人绒

毛膜促性腺激素 R 亚基基因的表达质粒 p17-

7!hCGß，获得表达融合蛋白 mFßNTP93-hCGß

的表达质粒，进而在大肠杆菌中表达这种融合

蛋白，表达产物经纯化后将用于制备抗猴

Fertilinß-NT P93 (mFßNTP93 )抗体。 由于融合

蛋白中含有 hCGß，不仅可以用抗 hCGß 抗体来

检测融合蛋白的表达，还可以用抗 hCGß 抗体
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柱来纯化融合蛋白 。

材料 与方法

1.材料

猴辜丸由中科院上海实验动物中心提供。 将率丸

切成小块，冻于液氮中备用 。 用逆转录酶进行第一链

cDNA合成的试剂盒购自岛ehringer Mannheimo PCR 

引物由上海生工生物工程有限公司合成。

引物 I :5 '-CTA GAA工工巳 AGC AAG CAG TGT 

EcoRI 识别位点

GTG GTA AT-3' 

对应于已知的mFertili nß cDNA 的核背 酸 序列

1161 - 1181 [7) (参考图 3) 。

引物 Il : 5' -AGA GGA 1豆巳 ATG CCC AGT CTG 

BamHl 识别位点

AAC ATA GTG-3' 

互补 于mF巳rtilinß cDNA 的 核 背酸序列 14 18 -

1439(7) (参考图 3) 。

DNA 限制性内切酶和修饰自每均购自 Promega 公

司 。 TR lwlR 试剂购 自 Gibco - BRL 公司 。

质粒 p17-7IhCGß和兔抗人绒毛膜促性腺激素

(hCG)血清均由本实验室制备保存。 与碱性磷酸蹄酶

偶联的羊抗兔血清购自 Gib∞ -BRL 公司 。 预染的

SDS-PAGE 分子量标准(广谱)购自 Bio - Rad 公司 。 5

1臭 -4-氯 -3- 日引 I垛-磷酸 (BCIP) 和硝基四氮盼蓝 (NBT) 购

自 Sigma 公司 。

2. 总 RNA 制备和第一链 cDNA 合成

取约 500mg 猴辜丸组织 ，加入 6 mL TR lwlR ，匀浆

后按厂商提供的方法 制备总 RNA。 用逆转录酶

(AMV)第一链合成试剂盒合成第一链 cDNA。 反应产

物经盼/氯仿抽提，取水相， 加入 1110 体积的 3molIL

醋酸例和 2 . 5 倍体积乙醇沉淀、离 心，用 70% 冷乙醇

洗，干燥。样品溶于 20μL TE 缓冲液。

3. mFl3NTP93 基因的 PCR 扩增

PCR 反应混合液含 :5μmollL正 向引物和反向引

物各 8μL ; 10 x PCR 缓冲液 ( 500mmol lL KCl, 1 % Tr卜

ton X-I OO , lOOmmollL Tris-HCl ， pH9.0 ) 5μL;2.5mmol / 

L d:"JTP 6.4μL ; 第一链 cD~A 10ng ;25mmollL MgCl2 

6μL，加重蒸水至总体积 49μL，加石蜡汹覆盖液丽，于

95'C孵育 5 分钟 ，在最后一分钟加入 Taq DNA 聚合酶

1μL(2U) 。 反应条件为: 94 'C 1min , 55 'C 1min , 72 'C 

2min ， 40 个循环， 72'C延伸 10min ， 最后冷却至 4'C 。 反

应产物作1. 2%低熔点琼脂糖胶电泳，囚收 294bp 片

段 。 采用上述条件进一步作 PCR 扩增所需片段，但循

环数为 30。

4. mFl3NTP93 基因的克隆和测序

质粒 p17-7 IhCGß含成 熟 hCGß cDNA[ 11) ，编 码

145 氨基酸残基，克隆于 p17-7 的 BamHI 和 Hindill 位

点之间 。 第二次 PCR 扩增产物经 E∞RI 和 B凹lHI 酶

切，作低熔点琼脂糖胶电泳后回收片段。 质粒 p丁7-7/

hα平 经 EcoRI 和BamHI 酶切后也作低熔点琼脂糖胶

电泳后回收，与上述基因片段连接 ， 转化 E ∞li DE3。

用碱裂解法抽提质粒，经 EcoRI 和 民n出I 酶切，电泳

鉴定， 含 插入片段的质粒进行 DNA 序列测定。 含

mFßNTP93 基因的表达质粒称为 p17-7 /mFßNTP93-

hCGß(图 1 ) 。

BamH I 
Bru咀HI

EωRIIB皿证召酶解l
LMP琼脂糖胶 l 
电泳纯化 • 

mFßNTP93 cDNA 

E∞RIlBan证召酶解|
LMP琼脑糖胶 | 
电泳纯化 | 

EcoR 1 • Ban旧 I

pT7-7/hCGß 

EcoR I 

叫
‘
陪
H
E
r
­

mEMM C: L
H 

P M OP M T­ny 

图 1 表达质粒凹7-7 /mFIINTP93-hCG~ 的构建

5. 融合蛋白 mFßNTP93IhCGp 在大肠杆菌中的表

达

按 2% 的接种量接种 过夜菌于 50mL Lß (含

100μgAPÆnL) ， 37'C培养 至 00，ω= 1. 0 ， 加 IPTG 至
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1口.1ffiol lL。 继续培养 4 小时。 取 t ODroo的细菌，离心

后 ，去上消液，加入 200μL 细菌裂解液。 取样品 25μL ，

加入 25μL 2X SDS-PAGE 样品缓冲液，作 12.5% 胶浓

度 SDS-PAGE 分析[ J 2 ] 。 同时以相同 条件的 p丁7- 7 /

mFßNTP93-hCGß * 转化 DE3菌作为对照 ， 因 i亥质粒缺

失 Ribosome 结合位点 ，故mFßNTP93 - hCGß基因不能

表达。 并以经纯化的昆虫细胞中表达的重组 hCGß­

oLHa[ J 3 )和蛋白分子量标准为分子盘参照。 免疫印迹

(Westem blotting)操作方法按文献[12 J 。

结果

1.猴辜丸总 RNA 制备和第一链 cDNA 合

成

用 TRIzoIR 试剂制备总 RNA ， A260 /A280 的

比值一般达 1.9 - 2 .0 。 琼脂糖凝胶电泳可见

完整的 28S 和 18S 条带，说明 RNA 未发生明

显降解，这有利于第一链全长 cONA 的合成。

2. mFpNTP93 基 因的 PCR 扩增、克隆和

测序

用第一链 cO)!A 为模板，在正向引物和反

向引物的指导下，经 PCR 扩增获得一条大约

294 bp 的主带，但量不多 。 经第二次 PCR 扩增

后，得到足够量的产物。 且为 一条带 (图 2 ，

Lane 1) 。 反应产物经简单的酣/氯仿抽提，酒

精沉淀纯化后，用 EcoRI lBamH 1 酶切，经低融

点琼脂糖胶电泳后回收后可直接克隆入 P17-

7!hCGß 的 EcoR I IB缸丑日I 位点，获得表达质粒

P17-7 / mFßNTP93-hCGß (图 1 ) 。 该质粒分别

经 EcoRIlHindIII 、 EcoRI lBamH 1 和 BamHII

Hind ill 双酶切后琼脂糖凝胶电泳显示有大小约

793bp 、 287bp 和 507bp 的条带(图 2 ， Lane 2 , 

Lane 3 和 Lane 4 ) 0 ONA 序列测定结果表明

mFßNTP93 基因序列及两端接头处的 ONA 序

列均符合设计要求，编码区域的序列(图 3 ) 与

文献一致[7J 。

3. 融合蛋白mFPNTP93-hCGp 在 ι coli

中的表达

构建的表达质粒 PTI-7 /mFß~TP93-hCGß

(图 1 )转化大肠杆菌 OE3 ，经 IPTG 诱导后，表

达菌裂解作 SOS-PAGE 后进行 Westem blot-

2 3 4 5 

图 2 表达质粒Y口-7 /mFflNTP93.hCG~的酶切鉴定

图i普

1. PCR 产物 ; 2. EcoRI汗Iind lII; 3. EcoR I/ 
&mHI; 4. &mHIlH indII I ; 5 低分子盘 Marker

(pßR322IMspI) ，从大到小的 5 条主带是 622 、 527 、

404 、 307 、 2421238bp。

ting 分析，结果如图 4。 经 IPTG 诱导(Lane 2) 

和未 经 诱导 (Lane 3) 的大肠杆 菌中，

mFßNTP93 !hCGß 都获得表达，表达产物的表

观分子量约为 33kDa ， 与理论值相近

( mFßNTP93!hCGß 基因全长 735bp，编码 245

氨基酸残基，分子量理论值约为 28.2kOa) 。 由

于 mFßNTP93 基因是以正确读框与 hCGß 基

因融合，采用 Western blotting 分析能检测到

hCGß得以表达， 因此 mFßNTP93 基因理应得

到正确表达。 而含质粒 Y口-7/mFßNTP93-

hCGß* (缺失Xbal-EcoR I 片段， 因而缺失 ribo­

臼me 结合位)的转化菌，不论 IPTG 诱导与否，

在 33KOa 处都没有对应条带出现(图 4 ， Lane 4 

和Lane 5 ) 。

讨 论

本研究报 道了含编码融合蛋白
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1 CAG CAA GCA GTG TGT GGT AAT GCÀ AAG CTG GAA GCÀ GGÀ GÀG GÀG TGT 48 
1 G1n G1n A1a Va1 Cys G1y Asn A1a Lys Leu G1u A1a G1y G1u G1u Cys 16 

49 GAC TGT GGG ACC CAA CAG AAT TGT TTC CTT CTT GGA GCC AAA TGC TGT 96 
17 Asp Cys G1y Thr G1n G1n Asn Cys Phe Leu Leu G1y A1a Lys Cys Cys 32 

97 GAT ACT GCC ACA TGT AGA TTT AAA GCC GGT TCA AAT TGT GCT GAA GGA 144 
3 3 Asp Thr Ala Thr Cys Arg Phe Lys Ala Gly Ser Asn Cys A1a G1u G1y 48 

145 CCA TGC TGT GAA AAT TGT CTA TTT ATG TCA CAA GAA AGA GTA TGT AGG 192 
49 Pro Cys Cys G1u Asn Cys Leu Phe Met Ser G1n G1 u Arg Va1 Cys Arg 64 

193 CCT TCC TTT GAT GAA TGC GAC CTC CCT GAA TAT TGC AAT GGA ACA TCT 240 
6 5 Pro Ser Phe Asp G1u Cys Asp Leu Pro G1u Tyr Cys Asn G1y Thr Ser 80 

241 GCG TCA TGT CCA GAA AAC CAC TTT ATT CAG ACT GGG CAT 279 
81 Al a Ser Cys Pro Glu Asn His Phe I1e Gln Thr Gl y His 93 

图 3 猴 Fertilin-NTP93 基因的核营酸序列及其衍译的氨基酸

mFßNTP93-hCGß 基因的表达 质粒 pTI-7 /

mFßNTP93-hCGß 的构建，及其在大肠杆菌中

的表达。 mFßNTP93 基因和 hCGß 基因的融合

Kda 1 2 3 4 5 

?22: 
80-

49.1-

川-~-~.
28 .9幡

20.6-

7.1- ; 

图 4 表达质粒 P口-7/mFflNTP93-hCGß 转化菌的

W臼tern blot 分析

l 昆虫细胞(Sf9 ) 中表达的 hCG但 oLHa，分子量
约为 40kDa;

2. 含表达质粒 Y口-7/rnFßNTP93-hCGß的表达
菌(经 IPTG诱导 4 小时) ; 

3 含表达质粒PT7-7/rnFßNTP93 - hCGß 的表达
菌(禾经 IPTG 诱导) ; 

4 含 质粒 Y口-7 / mFßNTP93-h∞扩(缺失
XbaI-E∞，RI 片段，因而缺失 Ribosome 结合位的表达
菌)(IPTG 诱导) ; 

5. 含质粒PT7-7/mFßNTP93-hCGß* (缺失

XbaI-E∞R I 片段 ， 因而缺失 Ribosome 结合位的表达

菌)(未经 IPTG 诱导) 。

表达，可用抗 hCGß 抗体来检测融合蛋白的表

达情况，有利于表达产物的鉴定和纯化。 含表

达质粒 pTI-7/mFßNTP93-hCGß 的大肠杆菌 ，

不用 IPTG 诱导，融合蛋白同样得到表达(图

4 , Lane 3) ，用 IPTG 诱导未见表达有明显提高

(图 4 ，Lane 2) ， 导致这种情况的发生可能是由

于培养液中含有乳糖或其他乳糖启动子的诱导

物 。 鉴於这种情况 ， 在培养表达该融合蛋白的

大肠杆菌时可以不用 IPTG 诱导。由于融合基

因经测序证实读框是正确的，而且蛋白免疫印

迹分析也显示出表达产物与抗 hCGß 抗体的特

异结合反应， 表明融合基因中的 hCGß得 以表

达，mFßNTP93 基因也就理应得到正确表达。

同时，蛋白免疫印迹分析结果表明，融合蛋白

mFßNTP93-hCGß 的表达水平较高，这为我们

分离纯化获得足够量的产物用于免疫小鼠，进

一步制备抗 mFßNTP93 单克隆抗体奠定了 良

好基础 。

Ferti lin 是 AD陆Æ(A Disintegrin And M et­

a lloprorease Domain ，整联蛋 白配体区和金属蛋

白酶区)家族成员之一 ， 特异性位于辜丸，且初

步证实其和精卵结合和融合有关，已日益受到

免疫避孕研究者的重视[ l ] 。 Fertilin 发生于晚

期生精细胞[ l4 ] ， 最初位于精子细胞的头部及原

生质滴，辜丸精子进入附辜时， Fertilin 已局限

于精子头部， 以后随着精子的成熟， Fertilin 逐
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渐向头后部迁移，最后定位于豚鼠精子的头后

部[ 5 J或小鼠精子的赤道板区[ I OJ 质膜表面。

Fertilin 日亚基的加工在附辜内完成，并伴随着

Fertilin 向精子头后部的迁移过程。 在 Fertilin

发育成熟的同时，精子获得受精能力 。 随着对

Ferti lin 研究的不断深入以及 ADAM 家族新成

员的不断发现，精子表面整联蛋白配体区和卵

母细胞表面整联蛋白区相互作用的研究已成为

免疫避孕领域的又一新热点。尽管目前对整联

蛋白配体区的活性部位的结构特征己了解得较

为清楚，但对其与卵母细胞膜表面整联蛋白结

合后激活卵母细胞的机制以及信号转导机制还

知之甚少;此外，对于整联蛋白配体区在精子发

育中的作用尚未见报道。

为进一步研究 FßNTP93 在精卵结合中的

功能，我们试图用在大肠杆菌中表达获得抗原

rnFßNTP93 ，并进而制备抗 FßNTP93 单克隆抗

体。 直接表达rnFßNTP93 的困难在于缺乏检

测手段，表达量也不高 ，难于获得足够量的表达

产物用于制备抗rnFßNTP93 抗体。 因此，我们

采用了表达融合蛋白的途径。在我们以前的研

究工作中，曾采用了与本文相同的方法制备了

抗钙结合蛋白D-9k(CabpD9k)单克隆抗体，即

在大肠杆菌中表达CabpD9k-hCGß 融合蛋白，

初步纯化后作为抗原免疫小鼠，并成功制备了

抗CabpD9k 单克隆抗体[ 1 5J 。因 此，用本文方

法表达的rnFßNTP93-hCGß 经纯化后，有可能

用于制备抗rnFßNTP93 单克隆抗体。

摘 要

Fertilin 是一种异二聚体精子表面蛋白 。

业已证明，它在精卵反应中起着重要作用。成

熟的 Fertilinß 亚基的氨基端 93 肤含有与整联

蛋白结合的整联蛋白配体区。该整联蛋白配体

区与蛇毒整联蛋白配体区高度同源，它们能与

细胞表面的整联蛋白相结合。

在此我们报道猴成熟 Ferti l inß 氨基端

93 肤基因的克隆和在大肠杆菌中的表达。 用

RT-PCR 方 法获得rnFßNTP93 基因，克隆入

表达载体 p17-7IhCGß 的 EcoRI 和 B缸吐n 位

点，该基因与 hCGß 基因 一起表达融合蛋白

rnFßNTP93-hCGß , W estern blotting 结果显示，

融合蛋白的表现分子量为 33kDa，能与抗 hCG

抗体专一性结合。 由于rnFßNTP93 基因与

hCGß基因相连，因此我们推测，rnFßNTP93 基

因已获得表达。

关键词: Fertilinfl 整联蛋白配体区 融合

蛋白 表这
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CLONING AND EXPRESSION OF THE GENE ENCODING THE 
AMINOTERMINAL 93 PEPTIDE OF MONKEY FERTILIN~ 

IN E. coli 祷

WA1飞G Jian SHEN Wei Ying LlU Jun 
GAO Er Sheng SHEN Qing Xiang ** 

(Shanghai lnstitute of PLanned Parenthα>d R esearch , Sha.ngha.i 200032) 

ABS1RACf 

Fertilin , a heterodimeric sperm surface protein , has been shown to play an important role in sperm-铠g in teractions. T he 
amino tenninal 93 an1ino acids of the mature fenilin ß subuni t ∞ntuains a putative integrin binding disi nt喀rin dom且in Lhat 
shares significam s呵uence homol喀y wi th the snake venom disin t喀ri邸 ， a family of proteins that 缸e kno啊1 to bind to inte­
grin on cell surfaces. We re阳rt here the cloning and expression of the gene en仅对ing the amino tem1inal 93 amino acids of the 
monkey rnature fert ili n 日 subw1i t (mFßNTP93 ) in E . ∞li . The gene was produced by RT-PCR and subcloned into plasmid 
p17-711长::Gß at EcoRI and BamHI sites , The gene was ex阴暗时 in E ∞li (DE3 )as a fu纪d protein mFßNT用于hCGß. T he 
resul t of Western blotting showed that the fusion protein had an apparent molecular weight of 33 KDa and had the anti-hCG 
ant i lx对y-b inding activity. Therefore , we asswne that mFßNTP93 should be expressed , because the mFßNTP93 gene was 
fused to hGC gene i n ∞口ect reading frame. 

Key wo咄 : FertilinP lnteg胁binding disintegrin domain Fusion protein Expression 

份 This project was suppo口ed by a grant fromα)NRAD/Mellon Foundation( No.ν1FG-97 -23 ). 

**To whom ∞rrespondence should be addre_"Sed 

小紫胶衍生物 ( EBB)体外抑制肺癌细胞增殖机制的初探

张金红 许乃寒 徐畅 陈家童刘志君 段江燕

(南开大学分子生物学研究所 天津 300071) (山西师范大学生物系 临汾 041004) 

由于 ci+ -CaM是细胞内多种信号的调控

中心，它与细胞的增殖和癌变有密切关系[ l ] ，
因此 CaM拮抗剂具有抗肿瘤的可能性[2J 。 在

过去的工作中 ， 我们先后发现经过自行化学修

饰后的小柴胶衍生物-EBB，在体外不仅对恶性

肿瘤细胞 (HeLa， Bowes 细胞等)的增殖有明显

的抑制作用，而且还表现出对正常牛胚肾细胞

(MDBK)毒性低的特点[3-4 J o EBB 对牛胚肾细

胞毒性低的现象是种属差异还是 EBB 在抑瘤

方面的优点，有待进一步证实。 除此之外 ，体内

实验所发现的 EBB 在明显地抑制小鼠移植瘤

S180 生长的同时 ，还具有逆转由于荷瘤引起的

小鼠主要器官细胞中不正常的 CaM 水平的能

力 [5.6] ; 是否与影响了臼M 基 因表达系统有

关? 也有必要研究。

肺癌无论是从发病率还是存活率以及化疗

效果上都是肿瘤治疗中较难解决的问题。 因此

本文选择人胚肺细胞 (HEL) 和人肺巨细胞癌

(PG)分别作为检测EBB毒性的正常细胞株和

抑瘤细胞株，研究了 EBB这种新型的半天然

CaM拮抗剂的抑瘤效果和毒性是否与对细胞内

CaM水平的影响有相关性;以及EBB抑制肿瘤

细胞增殖的同时对细胞内原癌基因，抑癌基因

表达是否有影响 。 为探讨EBB抗肿瘤作用的机

制和应用的可行性提供重要的科学依据。

本文2000年3月 14 日收到 ， 200 1年3月 1 9 日接受。

致谢:本工作得到天津市自然科学基金资助 。
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