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精子蛋白３２的表达及酪氨酸磷酸化调控

猪精子顶体蛋白的活化

孙培亮，崔明勋，姜园园，曹立朋，金　一
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摘　要：为了探究猪精子蛋白３２（Ｓｐｅｒｍｐｒｏｔｅｉｎ，ｓｐ３２）表达及酪氨酸磷酸化调控猪精子顶体蛋白活化的关系，本

研究对不同处理（鲜精、冷冻解冻、获能、顶体反应）的猪精子顶体膜蛋白进行分离，通过考马斯亮蓝染色、ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测和分析。结果表明，猪精子经过获能处理、冷冻解冻处理以及顶体反应处理后，前

顶体蛋白（Ｐｒｏａｃｒｏｓｉｎ）和顶体蛋白（Ａｃｒｏｓｉｎ）在转化过程中，ｓｐ３２表达有所差异，获能和顶体反应处理的ｓｐ３２的表

达量略高于冷冻解冻处理组，而显著高于鲜精处理组。与其他处理组相比，冷冻解冻精子处理组ｓｐ３２酪氨酸磷

酸化水平产生显著的差异。但在ＳＤＳＰＡＧＥ电泳中，猪鲜精处理组在蛋白质分子质量３８～１７０ｋｕ区间的蛋白表

达条带较其他对比组明显，这表明猪精子在受精前所必需经历的获能和顶体反应过程中，顶体膜蛋白伴随着大分

子的蛋白质修饰和降解。结论：ｓｐ３２作为一种前顶体蛋白结合蛋白，在前顶体蛋白活化过程中它的表达水平及酪

氨酸磷酸化水平上调。
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　　位于猪精子顶体中的分子质量为３２ｋｕ的蛋白

能够特异性的结合顶体素原和顶体素中间体，参与

形成的顶体素可以诱发获能反应进而发生受精作

用，称其为精子蛋白３２（Ｓｐｅｒｍｐｒｏｔｅｉｎ３２，ｓｐ３２），

ｓｐ３２有１４个磷酸化位点，其中３个属于酪氨酸磷

酸化位点［１］。即ｓｐ３２是精子蛋白（Ｓｐｅｒｍｐｒｏｔｅｉｎ，

ｓｐ）中特异性地结合前顶体蛋白（Ｐｒｏａｃｒｏｓｉｎ）并精细

性的调控获能及受精的一类蛋白［２］。

获能是受精的一个重要前提，精子蛋白在经历

了一系列生理生化的改变和修饰后才具备跟卵子受

精的能力，包括前顶体蛋白糖基化，精子脂质体改变

和ｃＡＭＰ及精子表面负电荷的上调等
［３］。尽管获

能的相关分子机制还不完全清楚，但是精子蛋白以

ＡＭＰ依赖的酪氨酸酸化途径发生磷酸化研究已颇

多［４］。有研究发现精子蛋白酪氨酸磷酸化过程可能

受ｃＡＭＰ及Ｃａ２＋调控
［５］，同时重碳酸盐、ＲＯＳ及蛋

白激酶亦为动物精子获能的关键因子［６８］。Ｓ．Ｔａｒ

ｄｉｆ等
［１］通过体外试验，将猪精子分别进行获能培养

（即用获能介质与非获能介质培养）与离子电渗法诱

导顶体反应试验，然后分别提取精子蛋白，经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳后用抗酪氨酸磷酸化抗体筛选，结果发

现经过获能介质培养和离子电渗法诱导顶体反应的

精子，均可在３２ｋｕ处出现一蛋白条带，而非获能介

质培养的精子无此条带，他们将该蛋白称为Ｐ３２，并

推测Ｐ３２可能参与获能。最近Ｊ．Ｌ．Ｂａｉｌｅｙ等
［９］利

用蛋白质组学方法研究Ｐ３２蛋白酪氨酸磷酸化，并

证实Ｐ３２与获能相关。与此同时，Ｃ．Ｄｕｂé研究小

组将体外制备的猪获能精子与非获能精子作对照，

提取精子蛋白，经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后分别用抗酪氨

酸磷酸化抗体与抗ｓｐ３２抗体检测，结果发现ｓｐ３２

与Ｐ３２在电泳图上有条带的重叠迹象，再将Ｐ３２进

行蛋白质质谱（ＭＳ／ＭＳ）分析，通过氨基酸序列查询

证实两种蛋白的序列完全一致［１０］，即Ｐ３２为ｓｐ３２

经过酪氨酸磷酸化修饰的蛋白，这种变化伴随着猪

精子的获能过程。另外ｓｐ３２与精子顶体蛋白的成

熟有非常重要的关系［１１］，所以ｓｐ３２既是一种与精

子获能相关的酪氨酸磷酸化蛋白，也是一种前顶体

结合蛋白。但是ｓｐ３２作为一种促进前顶体蛋白成

熟的结合蛋白，其具体机制尚不清楚［１２］。

本研究通过对不同处理的猪精液进行顶体膜蛋

白免疫印迹，从分子层面找到ｓｐ３２表达程度及酪氨

酸磷酸化程度对猪精子受精过程调控的微量关系，

进而对研究猪精液的长期保存损伤机制提供一定的

参考。

１　材料与方法

１．１　试验动物

试验所需猪精液均采自延吉市韩吉牧业有限公

司的健康成年长白公猪。用保温杯密封避光并且在

２ｈ内带回实验室，运输过程中将其温度保持在（２４±

２）℃，用于试验的精液必须符合以下条件才可用于

试验：①颜色为乳白色；②活率＞８０％；③顶体完整

性＞７５％。

１．２　试验药品

ＤＣ６Ｈ１２Ｏ６、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＮａＨＣＯ３、ＥＤＴＡ、柠檬

酸二钠、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＢＳＡ、ＭｇＣｌ２、ＫＨ２ＰＯ４、ＣａＣｌ２、

Ｔｒｉｓ和咖啡因等均购自Ｓｉｇｍａ公司。预染蛋白质

相对分子质量标准（ＰａｇｅＲｕｌｅｒＰｒｅｓｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎ

ＬａｄｄｅｒＳＭ０６７１）、ＰＶＤＦ膜、免疫印迹一抗（Ｒａｂｂｉｔ

ＡｎｔｉＰｏｒｃｉｎｅｓｐ３２ａｎｔｉｂｏｄｙ）、二抗 （ＧｏａｔＡｎｔｉ

ＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ）、一抗（ＭｏｕｓｅａｎｔｉＰｈｏｓ

ｐｈｏｔｙｒｏｓｉｎｅ）和二抗（ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）

ＨＲＰ）均购于北京华夏远洋生物科技有限公司。

１．３　试验仪器

电子天平、台式高速低温离心机、冰箱、倒置显

微镜、培养箱、超净工作台、垂直电泳槽、转移电泳

仪、紫外分光光度计和荧光显微镜。

１．４　药品的配制

常温保存液（ＢＴＳ）：ＤＣ６Ｈ１２Ｏ６３６．９ｇ，ＮａＣｌ

１．１９１ｇ，ＫＣｌ０．４０２ｇ，ＮａＨＣＯ３１．２６０ｇ，ＥＤＴＡ１．２４７

ｇ，硫酸卡那霉素５０ｍｇ，过０．２２μｍ微孔滤膜消毒，

４℃封存待用。ＰＢＳ：ＮａＣｌ８．００ｇ，ＫＣｌ０．２０ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５６ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．２４ｇ，青霉素

６．００ｍｇ，链霉素５．００ｍｇ，超纯水定容至１０００

ｍＬ，过０．２２μｍ微孔滤膜消毒，４℃封存待用。冷

冻稀释液基础液：ＤＣ６Ｈ１２Ｏ６３ｇ，乳糖４ｇ，超纯水

定容至１００ｍＬ。冷冻稀释液：取冷冻稀释液基础液

７８ｍＬ，煮沸后加２２ｍＬ新鲜卵黄，青霉素和链霉素

各１０ＩＵ，甘油５ｍＬ。现用现配。获能液：ＮａＣｌ

３．３１ｇ，ＫＣｌ０．１１２ｇ，ＣａＣｌ２０．４７３９ｇ，Ｔｒｉｓ１．２１２

０３２１
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ｇ，ＤＣ６Ｈ１２Ｏ６０．９９１ｇ，丙酮酸钠０．２７５ｇ，咖啡因

０．１９４ｇ，ＢＳＡ０．５ｇ，庆大霉素１．０ｍｇ，超纯水定容

至５００ｍＬ，调节ｐＨ为７．６～７．８，过０．２２μｍ微孔

滤膜消毒，４℃封存待用。０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ溶

液：ＮａＣｌ０．８ｇ；ＫＣｌ０．２０ｇ；Ｎａ２ＨＰＯ４０．１４４ｇ；

ＫＨ２ＰＯ４０．０２ｇ；加入去离子水，定容至１００ｍＬ，用

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ ＨＣｌ调节ｐＨ 至７．４。膜蛋白提取

液：Ｔｒｉｓ１．２１ｇ；ＮＰ４００．５ ｍＬ；ＮａＣｌ０．７ｇ；

ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．０８７ｇ；ＥＤＴＡＮａ２ ０．０２８８ｇ；

ＰＭＳＦ０．５ｍＬ，加入去离子水，定容至１００ｍＬ。一

抗稀释：用ＰＢＳ对抗体进行１∶２０００～５０００稀释，

４℃避光保存。二抗稀释：用ＰＢＳ对抗体进行１∶

５０００～１０００００稀释，４℃避光保存。ＤＡＢ显色液：

ＤＡＢ６．０ｍｇ，ＰＢＳ１０．０ｍＬ，硫酸镍铵０．１ｍＬ，

Ｈ２Ｏ２１．０μＬ。

１．５　方　法

１．５．１　　精液的常规检测　 室温下静置２ｈ，使精

液缓慢降温到室温（２０～２３℃）。用显微镜于３７℃

下进行常规品质检查。选择无异味、色泽乳白色、精

子形态正常、活率在０．７以上、密度为“密”精液供

试。每头份精液量，浓稠部分约为８０～１５０ｍＬ左

右。

１．５．２　　精子活率测定　吸取１００μＬ精液样，滴

于预热的３７℃的血细胞计数板上，盖上盖玻片，在

２０×２０的光学显微镜下计数并计算活率。２５格×

１６格的血球计数板计算公式：精子数·ｍＬ－１＝８０

小格内精子个数／８０×４００×１００００×稀释倍数；成

活精子数·ｍＬ－１＝８０小格内成活精子个数／８０×

４００×１００００×稀释倍数；精子活率＝成活精子

数·ｍＬ－１／精子数·ｍＬ－１。

１．５．３　　洗精　把从猪场取回的猪精液与ＰＢＳ进

行１∶５的比例进行稀释，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０

ｍｉｎ，重复３次，留沉淀待用。

１．５．４　　精子的获能　用室温下平衡２０ｍｉｎ的ＰＢＳ

对洗精后的精液进行１∶１（狏／狏）混合，５００ｒ·ｍｉｎ－１

离心５ｍｉｎ，弃上清，加入２ｍＬ获能液，使精子沉淀

悬浮，然后５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，在沉

淀中加入２ｍＬ含有终浓度为２０μｇ·ｍＬ
－１肝素钠

和５０μｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ的获能液，立刻置于３７℃，

５％ＣＯ２ 培养箱４５°倾斜，孵化４ｈ，采用精子上浮

（Ｓｗｉｍｕｐ）法进行获能
［１３］。

１．５．５　　精子的冷冻　洗精后的精子和冷冻稀释

液按照１∶２～１∶５比例稀释混匀后用０．２５ｍＬ的

塑料细管进行分装并封口，用纱布包裹１０～１２层，

先置于４℃冰箱中预冷平衡３～４ｈ，再放入液氮液

面上方５～１０ｃｍ处１０ｍｉｎ，最后将样品完全放入

液氮中长期保存。精子的冷冻解冻处理：从液氮中

取出预先冷冻处理的猪精子，放入５８℃的水浴锅中

８ｓ，迅速取出。

１．５．６　　精子的顶体反应处理　在上浮法获得的

获能精液中加入溶于ＤＭＳＯ的钙离子载体Ａ２３１８７

（２μｍｏｌ·Ｌ
－１），然后孵化３０ｍｉｎ。

１．５．７　精液的品质检测

１．５．７．１　精子活率的测定：取５０μＬ精液放１ｍＬ

ＰＢＳ中，再３７℃下孵育２０ｍｉｎ。然后，取２０μＬ滴

在保温３７℃的血细胞计数板上，盖上盖玻片，在

４００×光学显微镜下观察并计算精子活率。

１．５．７．２　考马斯亮蓝染色（ＣＢＢ染色法）
［１４１５］：吸

取２０μＬＰＢＳ精子悬液涂片晾干；精子涂片用ＣＢＢ

染色液滴于玻片染３０ｍｉｎ，三蒸水冲洗玻片，晾干，

中性树脂封片。并在普通光学显微镜下进行观察、

统计。

１．５．８　精子顶体膜蛋白分离　取鲜精用０．０１ｍｏｌ·Ｌ
－１

ＰＢＳ洗涤离心，２５００ｒ·ｍｉｎ－１，３次，每次１０ｍｉｎ，

弃上清液。再用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ洗涤离

心；２５００ｒ·ｍｉｎ－１，３次，每次１０ｍｉｎ，弃上清液，用

０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ溶解沉淀，然后加入膜蛋

白提取液进行冰上裂解，１．５ｈ后取出，１５０００ｇ离

心２０ｍｉｎ，冰上吸取上清液于透析袋中，用磁力搅

拌器搅拌，去离子水透析２ｈ，其间换水１次。０．０１

ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ透析２４ｈ，中间换透析液数次。

将透析后的膜蛋白溶液分装，－８０℃保存备用。沉

淀用不含有ＮＰ４０的膜蛋白提取液洗涤，－２０℃保

存。

１．５．９　ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳　用紫外分光光

度计测定各样品浓度，将各处理组蛋白浓度调至相

同。本试验蛋白上样量为４５μＬ，电泳条件为浓缩

胶（５％）４０ｍＡ，分离胶（１５％）８０ｍＡ，电泳３～４ｈ

左右。电泳完毕后分胶，放入考马斯亮蓝染色液中，

进行染色脱色。平行组凝胶直接进行免疫印迹。

１．５．１０　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）剪２０张与待转印凝

胶大小相等的滤纸和１张ＰＶＤＦ膜，将它们于转移缓

冲液中浸泡３０ｍｉｎ，直到膜之间没有气泡存在为止。

然后按照阳极、１０层滤纸、ＰＶＤＦ膜、凝胶、１０层滤

纸、阴极的顺序依次摆放，使滤纸、凝胶和ＰＶＤＦ膜之

间对齐，且确保各层之间没有气泡。１ｍＡ·ｃｍ－２电

１３２１
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转印１ｈ。转移结束后，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ洗膜，

之后加包被液，平稳摇动，室温２ｈ。然后弃包被

液，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ洗膜。加入一抗４℃ 放

置１２ｈ，阴性对照，以１％ＢＳＡ取代一抗，其余步骤与

试验组相同。弃一抗和１％ＢＳＡ，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ分别洗膜后加二抗，平稳摇动，室温２ｈ。弃二

抗，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ洗膜。加入显色液，避光

显色至出现条带时放入双蒸水中，终止反应，照相保

存。

１．６　数据统计分析

数据分析使用Ｅｘｃｅｌ２００７软件，采用线性方程

分析方法检测结果。

２　结　果

２．１　犛犇犛犘犃犌犈电泳的 犕犪狉犽犲狉标准曲线回归分析

本研究需要大量反复的应用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

技术，为确保电泳技术的科学和准确性，最后确定使

用１５％的分离胶浓度作为本试验的ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳适用浓度（ｓｐ３２分子质量较小），并对 Ｍａｒｋｅｒ进

行了条带线性方程分析，由犚２＝０．９９３可知，该线

性方程可用，条带标记显示准确（表１和图１）。

表１　犕犪狉犽犲狉的犛犇犛犘犃犌犈电泳条带参数

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犛犇犛犘犃犌犈犫犪狀犱狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犕犪狉犽犲狉

由上至

下条带（狓）

Ｂａｎｄ

距胶块上缘距离／ｃｍ

Ｄｉｓｔａｎｃｅｏｆｓｕｐｅｒｉｏｒｂｏｒｄｅｒ

取ｌｇ值（狔）

Ｖａｌｕｅｏｆｌｇ

１ １．７ ０．２３０４４９

２ ２．２ ０．３４２４２３

３ ３．２ ０．５０５１５０

４ ４．２ ０．６２３２４９

５ ６．０ ０．７７８１５１

６ ７．６ ０．８８０８１４

７ ９．９ ０．９９５６３５

８ １１．９ １．０７５５４７

２．２　不同处理组的猪精子考马斯亮蓝染色法观察

对猪精子４种方式的处理，并用考马斯亮蓝法

进行了精子状态染色，结果见图２。染色结果显示

新鲜猪精子头部蛋白分布较均匀，比较分散，顶体着

色不明显。获能猪精子头部蛋白有部分聚集，顶体

已经明显着色。冷冻解冻猪精子头部蛋白有释放

的现象，顶体显现脱落或者无着色。顶体反应前期

猪精子头部蛋白更为集中，尤其顶体部分蛋白浓度

较高，着色较深。

图１　犕犪狉犽犲狉的犛犇犛犘犃犌犈电泳条带参数对应的标准曲

线

犉犻犵．１　犜犺犲狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犕犪狉犽犲狉

２．３　不同处理组的猪精子顶体膜蛋白组分犛犇犛

犘犃犌犈电泳分离结果

　　将４种处理的猪精子顶体膜蛋白进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ，结果显示（图３），猪精子顶体膜蛋白的分子

质量大部分分布于２５ｋｕ以上，其中２５～３８ｋｕ之

间的蛋白表达量较微弱，而３８～１７０ｋｕ之间的蛋白

表达效果比较明显。顶体反应前期的猪精子顶体膜

蛋白的表达效果较其他３个处理组明显，条带颜色

更深。获能和冷冻解冻猪精子处理组条带相似。

但是获能处理组在３２ｋｕ处条带没有冷冻解冻猪

精子处理组的明显，新鲜猪精子处理组在蛋白质分

子质量３８～１７０ｋｕ区间的蛋白表达条带较明显。

２．４　不同处理组的猪精子顶体膜蛋白组分中狊狆３２

抗体标记的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋结果

　　ｓｐ３２蛋白免疫印迹鉴定结果见图４，结果显示，

新鲜猪精子顶体膜蛋白在分子质量３２ｋｕ处有条

带，但是不够明显。而获能猪精子，冷冻解冻猪精

子，顶体反应前期猪精子在３２ｋｕ处条带显示明显。

其中获能和顶体反应前期处理组的ｓｐ３２表达量高

于冷冻解冻猪精子处理组的ｓｐ３２蛋白表达量。

２．５　不同处理组的猪精子顶体膜蛋白组分中酪氨

酸磷酸化蛋白抗体标记的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋结果

　　酪氨酸磷酸化蛋白抗体免疫印迹的不同处理组

的猪精子顶体膜蛋白组分鉴定结果见图５，结果显

示，新鲜猪精子和顶体反应前期顶体膜蛋白中ｓｐ３２

的酪氨酸磷酸化程度较获能和冷冻解冻精子的酪

氨酸磷酸化程度低。其中冷冻解冻精子较获能精

子的ｓｐ３２酪氨酸磷酸化表达量高，顶体反应前期精

子较鲜猪精子的ｓｐ３２酪氨酸磷酸化表达量高，而顶

体反应前期的猪精子顶体膜蛋白中其它分子量的蛋
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白酪氨酸磷酸化条带几乎没有。

１．新鲜猪精子；２．获能猪精子；３．冷冻解冻猪精子；４．顶

体反应前期猪精子

１．Ｆｒｅｓｈｓｐｅｒｍ；２．Ｃａｐａｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｒｍ；３．Ｆｒｏｚｅｎｔｈａｗｅｄ

ｓｐｅｒｍ；４．Ｔｈｅｐｒｏｐｈａｓｅｏｆａｃｒｏｓｏｍｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｐｅｒｍ
图２　猪精子４种状态的考马斯亮蓝染色结果

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊狋犪犻狀犻狀犵犫狔犆犅犅

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．新鲜猪精子；２．获能猪

精子；３．冷冻解冻猪精子；４．顶体反应前期猪精子。下

同

Ｍ．ＰａｇｅｒｕｌｅｒｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌａｄｄｅｒＳＭ０６７１１；１．

Ｆｒｅｓｈｓｐｅｒｍ；２．Ｃａｐａｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｒｍ；３．Ｆｒｏｚｅｎｔｈａｗｅｄ

ｓｐｅｒｍ；４．Ｔｈｅｐｒｏｐｈａｓｅｏｆａｃｒｏｓｏｍｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｐｅｒｍ．Ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图３　４种处理猪精子的顶体膜蛋白组分犛犇犛犘犃犌犈电

泳结果

犉犻犵．３　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犪犮狉狅狊犻狀狑犻狋犺犳狅狌狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊犫狔

犛犇犛犘犃犌犈

３　讨　论

从ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离结果来看，猪精子在经

过获能，冷冻解冻，顶体反应处理后，在保证冷冻

图４　４种处理猪精子的顶体膜蛋白中狊狆３２表达的免疫

印迹结果

犉犻犵．４　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狊狆３２狆狉狅狋犲犻狀狑犻狋犺

犳狅狌狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

图５　４种处理猪精子的顶体膜蛋白中酪氨酸磷酸化蛋

白表达的免疫印迹结果

犉犻犵．５　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪犮狉狅狊狅犿犲犿犲犿

犫狉犪狀犲狆狉狅狋犲犻狀狋狔狉狅狊犻狀犲狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犳狅狌狉

狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

解冻精子活率＞３０％的前提下，发现其顶体膜蛋白

的表达量较鲜猪精子有较明显差异，主要表现在鲜

猪精子顶体膜蛋白在分子质量较大的３８～１７０ｋｕ

区间的蛋白表达条带较其它３个处理组明显，而其

他３个处理组在２５～３８ｋｕ之间的蛋白表达量较鲜

猪精子明显，由此证明，猪精子顶体膜蛋白的组分变

化可能与精子受精过程中精子的获能变化的密切相

关。从猪精子顶体膜蛋白组分中ｓｐ３２的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果来看，随着猪精子向着获能过程的变化，精

子顶体蛋白中ｓｐ３２呈现出一定的变化规律。获能

和顶体反应前期的猪精子顶体蛋白中ｓｐ３２表达明

显，而鲜精和冷冻解冻的猪精子ｓｐ３２表达不明显

甚至很微弱。从猪精子顶体膜蛋白组分的酪氨酸磷

３３２１
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酸化蛋白免疫印迹结果上看，获能和冷冻解冻处理

组精子的顶体膜蛋白组分的酪氨酸磷酸化程度非常

相似，但冷冻解冻猪精子ｓｐ３２酪氨酸磷酸化程度

最深，这也许从分子层面上说明了冷冻解冻猪精子

虽然和获能精子有相似的状态和生化指标，但是由

于冷冻损伤的原因，使得冷冻解冻猪精子出现受精

障碍［１６］。顶体反应前期的猪精子顶体膜蛋白仅有

ｓｐ３２的酪氨酸磷酸化条带依稀可见，这也许与顶体

为了穿透透明带而逐渐发生顶体反应，相关蛋白降

解或者释放有关系［１７１９］。由此证明，ｓｐ３２蛋白的表

达水平及ｓｐ３２的酪氨酸磷酸化程度调控猪精子顶

体蛋白的活化，进而影响猪精子的受精率。试验还

发现新鲜、获能、冷冻解冻处理猪精子顶体膜蛋白

中分子量在３７～４０ｋｕ蛋白的酪氨酸磷酸化表达呈

现特殊的恒定性，这与Ｐ．Ｋａｌａｂ等
［２０］、Ｍ．Ｍ．Ｂｒａｖｏ

等［２１］研究证实的猪精子获能前后４０～５０ｋｕ的蛋

白磷酸化程度相对较为恒定非常类似，这种特殊的

恒定性可能是对猪精子内源自生性酪氨酸磷酸化蛋

白体系的又一补充。

ｓｐ３２位于精子头部，其前体相对分子质量约６１

ｋｕ，是一种高度保守的哺乳动物蛋白质。Ｔ．Ｂａｂａ

等已发现ｓｐ３２具有连接和促进顶体素原成熟成顶

体素的作用属于顶体素（原）结合蛋白［（ｐｒｏ）ａｃｒｏｓｉｎ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ］
［２２］。随后进一步证实ｓｐ３２的结合

作用具有特异性：它能特异性地结合相对分子质量

为５５、５３ｋｕ顶体素原以及４９ｋｕ顶体素中间体，却

不能结合４３ｋｕ顶体素中间体和３５ｋｕ顶体素，并

且结合５５、５３ｋｕ顶体素原的能力强于４９ｋｕ顶体

素中间体。顶体素在受精过程中起重要作用，ｓｐ３２

特异性地结合顶体素（原）体现了机体在受精过程中

调控的精细性。目前认为ｓｐ３２在获能的后期或者

顶体反应的早期与顶体素原结合，在已发生顶体反

应的精子中未能检测到ｓｐ３２，推测ｓｐ３２随顶体反

应而释放出来或被蛋白酶水解［２３］。

４　结　论

猪精子在受精过程中趋向获能和顶体反应状态

转变过程时，顶体膜蛋白伴随着大分子的蛋白质修

饰和降解；没有受精能力的鲜精顶体膜蛋白组分中，

３８～１７０ｋｕ区间的蛋白表达条带较明显，而３２ｋｕ

蛋白表达不明显，这与膜蛋白未经修饰或激活转变

有直接关系。获能和顶体反应前期的猪精子顶体膜

蛋白中ｓｐ３２表达较高，说明ｓｐ３２的表达调控猪精

子顶体蛋白的活化。冷冻解冻精子处理组中也有

明显的ｓｐ３２条带，但较获能和顶体反应前期的精子

表达水平低，虽然其ｓｐ３２酪氨酸磷酸化程度最高，

但是与正常的获能精子相比存在差异，ｓｐ３２酪氨酸

磷酸化程度超过获能“阈值”的现象也许与受到低温

损伤的猪精子很难发生真正的获能和顶体反应有

关。
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ＲＯＳＭ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｕｅｃａｐａｃｉｔａｔｉｏｎａｎｄｃａｐａｃｉｔａｔｉｏｎｌｉｋｅ

ｓｔａｔｅｉｎｂｏａｒｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ ［Ｊ］．犕狅犾犚犲狆狉狅犱 犇犲狏，

２００５，７１（１）：８８９６．

［２２］　ＢＡＢＡＴ，ＭＣＨＩＫＡＷＡＬＹ，ＫＡＳＨＩＷＡＢＡＲＡＳ，

ｅｔａｌ．Ｐｒｏａｃｒｏｓｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａ３２ｋｕ

ｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｂｏａｒｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ ［Ｊ］．犅犻狅犮犺犲犿犅犻狅

狆犺狔狊犚犲狊犆狅犿犿狌狀，１９８９，１６０（３）：１０２６１０３２．

［２３］　ＢＡＢＡＴ，ＮＩＩＤＡＹ，ＭＩＣＨＩＫＡＷＡＹ，ｅｔａｌ．Ａｎａｃ

ｒｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ｓｐ３２，ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎｓｐｅｒｍｉｓａ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｔｗｏｐｒｏａｃｏｓｉｎｓａｎｄａｎａｃ

ｒｏｓｉｎｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ［Ｊ］．犑犅犻狅犾犆犺犲犿，１９９４，２６９：

１０１３３１０１４０．

（编辑　程金华）
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