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加了人们对乳癌恶性程度的检测能力。这将比

孕嗣受体的检测更为方便。Yang 等(1 983)年利

用聚丙烯眈胶凝胶电泳分析乳癌抽提物 PA，

根据患者的同工酶谱的不同而分为四组类型，

发现这四组患者经手术二年后的复发率分别为

0 、 8.9 、 3 6. 5 和 49%，表明要取得有意义的

结果必须进一步把 PA 分型。尿 PA 也可作为

子宫内膜新生物出现的一个标志，与其它恶性

表型指标结合使用 ，可用于鉴别诊断。从癌患者

血中检测 PA 的报道较少。最近， Colombi 等

(1983)年用等电点聚焦证明了尿 PA 在孔癌病

人血中比正常人要低或甚至没有， 表明将 PA

用于血清学诊断还要做更深入的工作，近年来

血浆尿激酶放射免疫测定的发展将会促进这方

面的研究。
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关于哺乳动物的卵子透明带*

屈建平

(上海第一医学院妇产科研究所〉

透明带是哺乳动物卵子外周的一层特殊结

构。 1870 年 Waldeyer 最早曾作过 有 关的描

述[l ]，他认为所有哺乳类动物卵子外周都包有

透明带。但当时由于技术方面的限制， 有关此

方面的研究进展不大 。 19 4 8 年 Harter[2]用特异

的 PAS 方洁显示了透明带主要由蛋白和 多 糖

柏成。 六十年代随着电镜及化学酶法分离技术

的发展，从组织化学角度对透明带的特征及其

功能进行了深入细致的研究， 并发现透明带在

精卵结合的种属特异性、阻止多精入卵和受精

卵运行的保护等方面具有极其重要 的生 理意

义。七十年代以来，许多学者 [ 3 ， 4川在动物实验

·本文承上海第一医学院妇产科研究所李超荆副

教授审校。
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中发现卵子透明带具有抗原性，用透明带免疫

同种或异种动物可产生抗透明带抗体， 在体内

可产生抗生育作用 ， 在体外可抑制精卵的结合。

这为人类应用免疫避孕提供了一条有希望的途

径。为此，国外学者对透明带的研究极为重视，

并取得了一定的进展。

一、遗明带的表面结掏

八十年代初， 用扫描电镜观察团鼠卵透明

带结构时发现[町，它由内外二层组成，其特点

是: (1)外表面多层次 ， 呈窗格状(图 1 )。内

表面有分布不规则的颗粒( 图 2)0 (2) 用荧光

标记的凝集素与透明带结合后不均匀地分布在

图 1 因鼠透明带外表面多层次，

呈窗格状 x 1500 

图 2 受精J5将卵子从~Elj}帮中刷出， 然后.

将远附带肉哀窗外阁，可见椅子尾部

从外蜀道明帘的孔中突出 [ 6J x 1800

透明带表面[71，呈不对称型分布。 这表明碳水

化合物有些局限在内表面，有些局限在外表面。

由于透明带内外表面结构的不均一性引起

了对精子亲和力的差异性。 Philips 等 [6]取同种

体外获能精液观察透明带的功能时发现z 许多

精子与透明带外表面接触，但很少与内表面接

触甚至不接触。如果所用的精液中约有 40%的

精子已经发生了顶体反应 ， 另有 40 %的精子具

有完整顶体，结果粘附于透明带的是具有完整

或部分完整顶体的精子，而发生了顶体反应的

精子都未与透明带接触。这表明]页体反应需在

精子与卵子透明带接触后才会在透明带表面发

生。

二、透明带的组成和生化特征

1.化学组成

目前认为，透明带由内外二层构成，外层

为中性或弱酸性粘多糖蛋白，内层主要为强酸

性粘多糖蛋白。糖和蛋白的比例在不同种属动

物之间差异很大，如猪的糖和蛋白比例为 19%

丰fl71%[8]; 小鼠为 70% 和 30 % [9]。应用蛋白

酶、变性剂等的作用可以证实透明带内含有蛋

白。通过组织化学染色、外源性凝集素结合以

及放射标记糖的测定等方法可以证实透明带内

含有各种碳水化合物 [ 9] 。

以猪卵透明带为例， 它有四条多肤链以二

硫键的形式连接成单个蛋白结构， 多个蛋白结

构以非共价键形式连接成超分子的复合物，这

就构成了蛋白质的四级空间结构。这表明二硫

键在维持透明带的结构完整性中起着 卡分重要

的作用。

2. 分子结构

目前对许多动物透明带的分子结构尚不清

楚，但对小鼠、 J者和牛的透明带分子量以及组

成等已有报道。

在成熟小鼠的卵子中 [IO] ， 每个透明带含有

蛋白约 4.8 ng，占透明带重量的 80%以上， 用

重氮化 [lOOIJ腆酸盐标记的 蛋白 中可见三种被

标记的糖蛋白，即 ZPj 、 ZP2 和 Z矶，其分子量
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分别为 2 0 0 ， 000 、 1 2 0 ， 0 00 和 83 ， 000 道尔顿，

分别占透明带总蛋白的 36% 、 47%和 17% 。

猪卵透明带在 SDS-聚 丙 烯眈胶凝胶电

泳上呈现三条蛋白带[ll]，估计分 子 量分别为

82 ， 000~ 118 ， 000 、 58 ， 00 0~96 ， 000和40 ， 000~

7 4 ， 000 ， 占透明带总蛋 白的 比例为 50.3% 、

23.7 %和 6% 。

组成猪卵透明带蛋白的氨基酸有 18 种(表

1 ) ( 8 ) 。其中极性氨基酸与非极性氨基酸的比例

是 1 : 1 。

表 1 透明镜中蛋白质的氨荔酸组成成分(猪〉

氨基酸

A1a 丙氨酸

Arg 精氨酸

Asp 天冬氨酸

Cys 半脱氨酸
Clu 谷氨酸

G1y 甘 氨酸

His 组氨酸

Ile 异亮氨酸
Lcu 亮氨酸

Lys 赖 氨酸
Met 甲硫氨酸

Phe 苯丙氨酸

Pro m南军酸

Ser 丝且自主
Thr 苏氨酸

Trp 色 氨酸

Tyr W各 氨酸

Va1 缴氨酸

M 
(mol) % 

6.0 
4.8 
8.5 
3. 2 
9.5 
7.7 
3. 6 
3.1 
9. 1 
3.9 
1.4 
3. 2 
7. 9 
7.4 
9. 3 
1. 7 
1. 8 
7. 8 

M j l0 S 

蛋白质

4-8 
39 
68 
26 
76 
61 
29 
25 
73 
31 
12 
26 
63 
59 
74 
13 
14 
63 

透明艳的碳水化合物比较复杂， 各种动物

的差异性很大。在水解猪卵透明带的碳水化合

物时发现[町，典型的单糖成分有岩藻糖、甘露

糖、 半乳糖、 葡萄糖 、 乙耽葡萄糖胶、乙耽半

乳糖胶以及唾液酸七种， 其中乙耽葡萄糖胶及

半乳糖含量较大 ， 约占全部单糖量的三分之二，

这些成分以糖昔键、硫酸醋和磷酸醋等形式存

在。

透明带中糖和蛋白 占 90~93% [ 8 ] ， 其它成

分主要为脂肪跤， 它们以游离酸和自旨类二种形

式存在。

3. 等电点[1 2]

透明带的等电点较低， 在 SDS一聚 丙烯酷

胶凝胶电泳法分离得到的小鼠透明带的三种成

分中， ZP2 等电点为 4 . 7 ， ZP3 为 3 .7 ， 但 对

ZP1 却未见有关报道。

4. 温度对透明带溶解度的影响 [ 13] 

不同种类卵子透明带的溶解温度不同， 受

精与未受精卵透明带的溶解温度也略有不同。

如小鼠卵子透明带的溶解温度为 70 0C~72 'C，

但受精后为 68 0C ~70 0C 。

5. pH 与遗明带溶解度的关系[ 14] 

透明带糖蛋白在酸性介质中较易溶解，在

pH2.0~ 4 . 5 的溶液中可以完全溶解;pH6.0 ......... 

9.0 时部分海解1 pH 10. 0~ 1 1. 0 则不受影响。

Gwatkin 在实验中发现，不同动物透明带溶解

的 pH 不同， 大鼠为4 . 5~5 . 0，小鼠为 4.1 ，

家兔为 3. 0 。

6. 对酶的反应 [ 14 ] 

蛋白溶解酶具有明显溶解透明带的作用 ，

它可直接破坏形成蛋白质一级结构的肤键。 如

脆酶及 α-膜i疑乳蛋白酶可使田鼠、小鼠、兔、

猪和牛等动物的透明带溶解。

7. 对蛮性剂的反应r~ ， 1 5 ] 

加热煮沸、 强酸强碱或有机降剂等处理均

可破坏透明带的结构使之变性。 如蔬基乙醇、

尿素可直接破坏蛋白质非共价的三级结构。 过

1典酸盐可分裂 α-乙二醇的 c-c 键 ，通过改变透

明带碳水化合物的成分而影响透明带结梅。

8 . 对外源性凝集素的反应[7 ， 16]

外源性凝集素能与卵子透明带表面的凝集

素受体结合， 用荧光标记可发现不同的凝集素

能与不同的糖基发生特异性结合。例如 : BCA 

能特异地与 日-半乳糖结合， WGA 能与 自-1 ， 4

葡萄糖酌胶结合， 这种特异性结合可以因加入

适当的单糖而受到抑制。 Dunbar [ 8 ] 用荧 光标

记的七种凝集亲对猪和牛透明带反应， 结果发

现四种凝集素与二种透明带结合.分布方式见

表 2 。

近年来为了对透明带进行更深入细致的研
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表 2 植物混集索与透明带反应(猪、牛)

年

凝集素
一 一一一一一"'~"" 'r''''咛. .十一一…

α-甘露糖>α-葡萄糖>α-葡萄糖跌胶

α-半乳糖曹先胶>自-半乳糖欧胶>α-葡萄糖

自-葡萄糖
[B-(1，4)-葡萄糖酸胶J2

半乳糖-ß-O ， 3)-半乳糖酌胶>半乳榕

曹先胶 = α-半乳糖

DBA 扁豆凝集紊 α-半乳糖跌胶
UEA 剂豆凝集素 α-L-岩藻糖

究， 应用层析洁、 免疫电泳法[1 7 ]和 SDS一聚丙 卵结合与受精的关键。

烯酷胶凝胶电泳等方法[18 ]进行猪卵 透明带成 (1)椅子受休 细胞的识别是生物体的重

分的分离 。 这为今后在分子水平阐明猪卵透明 要活动之一。细胞糖蛋白中的糖号是细胞识别

带抗原决定簇的分子结构以及人工合成透明带 机能的主要结构基础 [ 2 1 ] ， 细胞的相互辨认就是

的有效成分提供了有利条件。 由于识别糖草中的不同分子结构的结果。 精子

受体就是这种识别糖蛋白中的一种。用 SDS-聚

丙烯酷胶凝胶电泳分离得到的小鼠透明带三种

Shivers 等提出透明带具 有以 下 生理功 蛋白成分在体外作精子竞争性测定时发现 ， ZP3

具有椅子受体活性 ， 此部位对蛋白酶非常敏感 ，

ConA 刀豆球蛋白

SBA 大豆凝集素

BCA 11在麻凝集素

WGA 麦芽凝集素

PNA 花生凝集萦

三、透明带的生理特征

能[ 19] : 

1.机械性保护作用

保护或缓冲各种外环境因素对 卵 子 的影

响。

2. 通道作用

透明带表面有许多小孔， 这使透明带具有

半透膜的性质， 对于某些物质有着选择性的通

透作用 。 例如 : 兔和大鼠卵子透明带对于分子

量小于 1 ， 200 的物质可以任意通过，但分子量

16 ， 000 的肝素却不能通过。

3. 参与阻止多精入卵

Aitken 等在田鼠、 大鼠等动物实验中证

实 [20 ] ， 当 精子穿透透明带后 ，精子头部后顶体

膜与卵子卵黄膜之间发生融合， 皮质颗粒即释

放入卵周间隙， 颗位内容物蛋白酶等物质的释

放引起了透明带反应 ，使透明带结构发生改变 ，

精子无法识别透明带表面的精子受体， 进而阻

止了其它精子穿入卵子。

4. 与精子特异性结合

Aitken 认为 [ 20 ]，在受精开始阶段 ，精子必

须首先识另IJ 卵子透明带表而的桔子受休，然后

才能实现精卵结合， 这种特异性识别是同种精

特异性 Zb生口=~口L 集中部位

+ 一致
+ 内区

+ 外区

+ 内区

二者一旦接触，精子受体活性就完全丧失。加热

可使蛋白变性 ， 因而可破坏受体活性。 Blei1l 1 2 ]

提纯了小鼠受精后的 ZP3 ， 发现受体活性消失 ，

这可能由于顶体反应后透明带结构的改变引起

了椅子受体部位空间构型的变 化所致。

(2) 精卵识别机应 目前认为， 精卵的识

别是精子同卵子表面碳水化合物特异性作用的

结果 [ 2 2 ]。椅子头部表面和卵子透明带表面均具

有糖基，两者糖基的互补和匹配柏成了同种精

卵特异性结合的分子基础 ， 如同酶和底物的构

型匹配才能发生酶促化学反应一样。 生化测定

表明 [21 ]. 透明带表面富有乙耽葡萄糖胶 、 半乳

糖和唾液酸， 精子表面具有唾液酸， 当 同种精

卵相遇时， 精子表面的唾液酸转移酶可将精子

表面的唾液酸转移到卵子透明带表面的乙耽葡

萄糖股上， 改变了透明带表面的末端糖基， 这

样精卵彼此即能识另IJ ， 进而发生结合和受精。

Ahuga[ 2 2 ]发现 ， 应用几种与精子表面结构有关

的单糖和寡糖，在高浓度情况下体外可竞争性

抑制精卵结合。 这些糖类有半乳糖、 岩藻糖、

N一乙航葡萄糖胶和 N一乙酷t半乳棺 !庆 等 。 他还
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发现，由岩稳糖连接的岩藻多糖可使精子与透

明带结合完全受抑制，但由岩藻糖连接的其它

几种多糖则无明显抑制作用。结果提示竞争性

抑制并不依赖一个或多个糖基，而取决于糖基

之间的相互连接， 这表明透明带表面的糖基连

接对于精卵识别起着重要作用 。

5. 透明带的免疫原性

1972 年 Shivers [3 ]发现卵子透明带具有较

强的抗原性， 用田鼠透明带免疫家兔后可产生

抗透明带抗体， 并在体外阻止了田鼠的精卵结

合与受精。 Gwatkin [4]用分离的回鼠卵透明带

主动免疫小鼠，使小鼠持续不孕约 12 周，其它

学者在兔[ 23 ] 、 狗 [ 5] 、 松猴 [ 2 4]等多种动物实验

中也证实了上述作用。

Yanagimachi 报道[叫， 透明带具有较强的

组织特异性，用透明带免疫后产生的抗体与机

体其它组织无交叉免疫性，这提示用透明带作

为抗原而产生的抗体对机体其它组织无明显不

良影响。

近年来不少动物实验表明 z 不同种类的透

明带具有种间交叉免疫反应。例如:小鼠、大

鼠和田鼠[28] ; 兔 、 牛和掖[比];人、猪和松

猴[ 27]之间均有交叉反应。 Shivers[2 8 ， 29]等发现

临床上有些不孕妇女的血清中可以查到抗透明

带自身抗体，用这种抗血清处理猪卵后，在猪

卵透明带表面有一明显的免疫沉淀环形成，免

疫荧光测定呈强阳性， 这表明人类抗透明带抗

体可能具有抗生育作用，人与猪卵透明带之间

具有种间交叉免疫反应，用猪卵透明带作为人

类的免疫避孕疫苗是有希望的。近年来用猪卵

透明带免疫功物后开展杂交瘤技术已成为一新

的研究课题[ 30] ， 这为将来生物提 取高纯度抗

原， 进而作避孕疫苗打下分子生物学基础。

总之 ， 目前对于卵子透明带的表面结构、

生化特征及其生理功能等各方面的研究均取得

了较大进展， 应用透明带作为抗原用于免疫避

孕的前景是广阔的，但是直接应用透明带作为

避孕疫苗还存在下列问题: (1)免疫佐剂。透

明带抗原需借助佐剂才能诱发机体产生免疫反

应， 但是目前应用的矿物油、 乳化剂等混合物

佐剂局部反应和毒性反应较大， 限制了其直接

在人类的应用。 (2) 安全性。抗透明带抗体是

否具有毒性及副作用尚需进一步研究，尤其是

对于引起自身免疫性疾病的可能性还需作进一

步探讨。
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巴豆油对单纯擅殇病毒

诱发小鼠宫颈和/或阴道癌的促进作用警

满 Jt高 陈奇主海

(7胡北医学院病毒研究所细胞生物室， 武汉)

自 19 66 年以来，许多研究表明，阴部单纯

启痊 E 型病毒( HSV斗)感染与宫5";Ýl和阴道癌的

发生密切相关。这些研究包括:细胞病理学观

察 [1- ~ J;血清流行病学调查 [ 3叫 J; HSV一2 感染

对体内及体外细胞的转化[川口气转化细胞和宫

颈癌细胞内 HSV-2 痕迹的检测等 [ 11 句 1 2J 。

为了进一步研究 HSV-2 感染与宫颈 和阴

道启发生的关系及进行实验性治疗和预防，多

年来 ，有关工作者一直希望能建立一个完善的 、

由 HSV-2 诱发的宫颈j自动物模型。

本实验的目的 旨在确定:1.已知促癌剂

巴豆油对 HSV-2 的诱癌潜能是否有促进作用 ，

借以探讨病毒访癌过程是否也符合"两阶段学

说"的规挣;2 . 能否借促癌剂的作用提高肿瘤

的诱发卒， I~J主立更为完善的动物模 型; 3. 

HSV-l 与 HSV- 2 在济发 小鼠宫王府口阴道癌的

作用上是否存在型的区别。

;时料 和方法

1. 病毒

HSV-2(333 株 ) ， 由美国宾夕法尼亚大学 F.Rapp

教授赠给; HSV-1( SM 44 株 ) ， 由本所病毒室提供。

实验前， 经泱乙烯脱氧尿核昔(BVDU) 敏感实验

及细胞选择实验证实， 病毒的株型及生物学洁性均无

改变。

将病毒接种子原代培养的兔婴肾单层细胞中 ， 待

75% 以上的细胞出现细胞病变时， 冻融 8 次， 低速离

心0500 转/分) 15 分钟， 取部分上清液测病毒效价，

其余分装于经高压消毒的小瓶中 ， - 20"(;保存。接种

动物前将效价为 10STCIDso/毫升的病毒悬液倒入小平

皿中 ， 紫外灯下照射 (46 尔格/平方毫米/秒) 6 分钟，

经照射后的病毒悬液按常规方法按种子兔婴肾单层细

胞后， 72小时内不出现细胞病变。

2. 正常细胞悬液

除培养细胞不接种病毒外， 余同病毒悬液的制备。

3. 巴豆油

由本院化学教研室按 VanDuuren[叫介绍的方法，

从巴豆种仁中提取并鉴定， 化学纯， 密封避光保存。

用前加橄榄油(化学纯)配成 2%的溶液。

4ι. 棉击球求

医用脱脂药1棉串经捻成绿T

密封保存备用 。

5. 动物分组及处理

自本院动物窒取得两月 龄 、 昆明示l' 、 雌性处女小

白鼠 330 只，随机 分 为 A-F6 个组 ， A-D 组各 60

只， E 与 F组各 45 只，分组置铁笼中饲养。实验期 180

· 中国科学院科学基金资助的课题。
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