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猪精子获能期间蛋白质磷酸化
时间依赖性的上调

张旭成 ,袁慧敏 ,金　一 3

(延边大学 农学院 ,吉林 龙井 133400)

摘要 :通过获能猪精子酪氨酸磷酸化蛋白分离和表达 ,来确定精子获能的最佳状态。将猪精子悬浮于改良的

Tris缓冲液 (mTBM )获能培养基中 ,在体积分数为 5% CO2 孵箱 37 ℃培养 ,以考马斯亮蓝染液染色的方法来评

价精子获能状态 , 经过 SDS - PAGE分离后 ,进行 W estern免疫印迹分析 ,检测获能猪精子间酪氨酸磷酸化蛋白

的分布。有 27, 47 ku的 2种蛋白发生酪氨酸磷酸化 ,其中 27 ku的蛋白酪氨酸磷酸化水平自精子体外培养后

呈递增趋势 ,而 47 ku的蛋白酪氨酸磷酸化水平在精子培养 1. 5 h时最高 ,后呈递减趋势 , 1. 5 h时获能状态最佳。
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Time2dependent Upreulation of
Prote in Phosphorylation dur ing Sperm Capacita tion in Pigs

ZHANG Xu2cheng, YUAN Hui2m in , J IN Yi3

(College of Agronomy, Yanbian University, Longjing 133400, China)

　　Abstract: To determ ine the best condition for sperm capacitating by the separation and exp ression of tyro2
sin phoshporylated p rotein. Sperm from mature p igs was incubated in modified mTBM under 5% CO2 in air at

37 ℃. The effect of capacitation was assessed by Coomassie brilliant blue staining. U singW estern blotting anal2
ysis after SDS - PAGE separation the distribution of tyrosine phosphorylated p rotein of p ig sperm of capacita2
tion was determ ined. There were two p roteins (27 ku, 47 ku) phosphorylated in this experiment . The p rotein

of 27 ku was detected by anti - phosphotyrosine monoclonal antibody, and the intensity of this p rotein in2
creased in incubation . Then another p rotein of 47 ku was found and the level of this p rotein reached the high2
est point at 1. 5 h, and the intensity of the p rotein decreasing in incubation. 1. 5 h is the best condition for

sperm capacitation.
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精子获能时 ,精细胞内游离 Ca
2 +浓度升高后可激活腺苷酸环化酶或者抑制磷酸二酯酶 ,进一步引

起精子内 cAMP水平升高 ,从而启动精子的超激活运动。体外研究已经证实精子超活化需要许多生理

因素 ,包括 Ca2 + 、HCO3 - 、K+ 、BSA和新陈代谢的底物。然而 ,调节精子超活化的细胞内生物化学的机

制基本上还未明确。据报道蛋白酪氨酸磷酸化是重要的蛋白质翻译后的事件 ,参与不同的生物学过程 ;
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蛋白酪氨酸磷酸化与精子超激活运动、超活化、获能及受精有联系。真核细胞中 ,蛋白的磷酸化 /去磷酸

化是调节蛋白生物活性最普遍的方式之一 ,通过它能调节细胞的许多生理活动。成熟精子是高度分化

的特异细胞 ,不能转录翻译合成新的蛋白质。因此 ,蛋白酪氨酸磷酸化对精子运动力的维持、精子获

能、超激活运动以及顶体反应等生理过程十分重要 ,这在小鼠、人和其他许多物种上都有报道 [ 1 - 2 ]。

Tash和 Means
[ 3 ]指出哺乳动物精子中存在各种磷酸化蛋白、蛋白激酶和蛋白质磷酸酯酶 ,提示蛋白

质磷酸化 /去磷酸化与精子生理过程有关。蛋白质磷酸化反应主要发生在丝氨酸 ( Ser)、苏氨酸 ( Thr)和

酪氨酸 ( Tyr)残基上。精子既有 Ser/Thr磷酸化蛋白质 ,也有酪氨酸磷酸化蛋白质。但大量研究结果表

明 ,精子的获能状态同酪氨酸磷酸化程度有关。V isconti等 [ 4 ]研究了小鼠精子获能与蛋白质酪氨酸磷酸

化的关系 ,发现获能过程同 40～120 ku蛋白的酪氨酸磷酸化程度具有时间依赖关系。此后 ,在仓鼠、

牛、猪、马、猕猴及人精子中相继发现获能同酪氨酸磷酸化具有相关性。自 Leyton和 Saling
[ 5 ]首次用磷

酸化特异性抗体证明小鼠精子存在酪氨酸磷酸化蛋白质以来 ,有关精子获能期蛋白质酪氨酸磷酸化的

研究已取得很大进展 ,本试验采用 SDS - PAGE凝胶电泳和 W estern免疫印迹技术检测猪精子获能前后

酪氨酸磷酸化蛋白在精子上的分布特征 ,为探讨猪精子获能的分子机理奠定基础 ,使蛋白质酪氨酸磷酸

化与精子获能的关系更加清楚。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　精液样本 　来自韩吉牧业有限公司 ,成年 ,体质健康 ,性欲旺盛的 8头杜洛克公猪。

1. 1. 2　试剂与仪器 　丙烯酰胺、双丙烯酰胺 (N - N甲叉双丙烯酰胺 )、SDS、过硫酸铵、考马斯亮兰 R -

250、标准蛋白质 Marker等均购自华美生物科技有限公司 ;抗酪氨酸单克隆抗体 (p - Tyr ( PY99) : sc -

7020) , 酶标 (HRP)羊抗鼠 IgG h + 1购于上海优宁维生物科技有限公司 ;底物为二氨基联苯胺 (DAB )

购自北京拜尔迪生物技术有限公司 ;硝酸纤维素膜孔径为 0. 45μm。垂直电泳槽、转印仪购自日本日立

公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　精子获能 　将精子获能所需的清洗液 mPBS和获能液在室温下平衡 20 m in。精子获能时 ,取预

处理精液 ,按照 1∶1添加 mPBS,轻轻摇匀后离心 (500 r/m in, 5 m in) ,弃上清 ;同样加入 2 mL获能液 ,使

沉淀精子悬浮 ;待精子悬浮后第 2次离心 (500 r/m in, 5 m in) ,弃上清 ,在沉淀精子中加入 2 mL含有肝

素 (20μg/mL)的获能液 ,置于 39. 0 ℃,φ (CO2 ) = 5%培养箱中呈 45°角倾斜 ,采用精子上浮 ( Swim -

up)法进行获能。

1. 2. 2　蛋白质的提取 　取预处理精液 ,用 10倍体积含φ(NP - 40) = 0. 5%的膜蛋白裂解液于冰上裂

解 1. 5 h,其间反复振荡。然后 4 ℃离心 20 m in, 15 000 r/m in。吸取上清液于透析袋中 , 0. 01 mol/L

Tris - HCl(pH = 7. 5) 4 ℃条件下透析 48 h,得到猪精子膜蛋白溶液。 - 20 ℃保存备用。

1. 2. 3　SDS - PAGE电泳分析 　SDS - PAGE电泳采用 Laemm li电泳缓冲体系 [ 6 ]。分离胶为 10% ,浓缩

胶为 5% ,上样量为 40μL。连接电源 ,使阳极在下 ,阴极在上。在恒压下 (浓缩胶 80 V ,分离胶 120 V )

电泳 2 h,至指示染料移到凝胶板下口约 1 cm处时停止。电泳完毕后 ,将取下的胶片一部分放入考马

斯亮蓝染色液中 ,在摇床上摇动染色 0. 75 h,然后置脱色液中脱色至蛋白带清晰为止。另一板做免疫

印迹分析。抗原蛋白分析参照标准蛋白 ,记录样品蛋白质的显色条数及分子量。

1. 2. 4　W estern免疫印迹 　另一部分胶片移入转移缓冲液中浸润 5 m in,将用转移缓冲液润湿的 6张

W hatman滤纸、硝酸纤维素膜及凝胶按 3层滤纸、硝酸纤维素膜 (正面朝上 )、凝胶、3层滤纸的顺序依次

铺在半干式电泳凝胶转移仪的石墨平板上 ,每铺一层 ,要用玻璃棒赶走每层间的气泡。铺好后 ,将转印

装置接通电源 ,转印 1. 25 h。蛋白质 Marker切下来单独染色 (考马斯亮蓝染色 ) ,将印迹膜放入封闭液

中于 37 ℃恒温震荡器上放置 1 h,用 TTBS缓冲液洗 3遍后加入一抗 (酪氨酸磷酸化蛋白 )于 37 ℃孵育

1 h。用 TTBS缓冲液洗 3遍后加入酶标二抗 (HRP标记的羊抗鼠 IgG)于 37 ℃孵育 1 h。洗膜法同上 ,

然后加底物 (DAB)显色 ,显现特异性抗原蛋白条带。
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M.蛋白分子质量标准 ; 1.精子获能 (0 h) ;

2.精子获能 (0. 5 h) ; 3. 精子获能 (1 h) ;

4. 精子获能 (1. 5 h) ; 5.精子获能 (2 h)。

M. Molecular weight marker; 1. capacitation boar semen (0 h) ;

2. capacitation boar semen (0. 5 h); 3. capacitation boar semen(1 h);

4. capacitation boar semen(1. 5 h); 5. capacitation boar semen (2 h).

图 1　不同获能时间猪精子

酪氨酸磷酸化蛋白的 SDS - PAGE分析

Fig. 1　SDS - PAGE analysis of tyrosine phosphorylated

p roteins in vitro capacitation of p ig sperm

M.蛋白分子质量标准 ; 1.精子获能 (0 h) ;

2.精子获能 (0. 5 h) ; 3. 精子获能 (1 h) ;

4. 精子获能 (1. 5 h) ; 5.精子获能 (2 h)。

M. Molecular weight marker; 1. capacitation boar semen (0 h) ;

2. capacitation boar semen(0. 5 h); 3. capacitation boar semen(1 h);

4. capacitation boar semen(1. 5 h); 5. capacitation boar semen(2 h ).

图 2　不同获能时间猪精子

酪氨酸磷酸化蛋白的 W estern blotting分析

Fig. 2　W estern blot analysis of tyrosine phosphorylated

p roteins in vitro capacitation of p ig sperm

2　结果与分析

2. 1　SD S - PAGE电泳分析

由图 1可知 :随着获能时间的增加 ,精液蛋白出现了很多新的蛋白 ,而在 2 h时有部分蛋白丢失。

2. 2　W estern免疫印迹分析

猪精子体外获能培养 0～0. 5 h,W estern blot仅检测到 1种分子量为 27 ku的酪氨酸磷酸化蛋白

(图 2) ,且这种蛋白的酪氨酸磷酸化水平随着获能的进行呈递增趋势。体外培养 1 h,检测到另一种分

子质量为 47 ku的酪氨酸磷酸化蛋白 (图 2) ,此蛋白酪氨酸磷酸化水平在体外获能培养 1. 5 h达到最高

峰 ,后随获能的进行呈递减趋势。

3　讨　论

获能过程中 ,酪氨酸磷酸化的 CABYR具有同钙结合的能力 ,在精子主段 Ca
2 +的摄取和释放过程中

发挥作用 [ 7 ]。体外获能条件下 ,人精子 CABYR发生酪氨酸磷酸化 ,一种酸性 ( pH4. 0 )、分子质量为

86 ku、结合钙的 CABYR异构体生成增加 ,而碱性磷酸酶的去磷酸化作用能阻断钙结合于酸性的 CAB2
YR异构体 [ 7 ]。V isconti等 [ 4 ]研究了小鼠精子获能与蛋白质酪氨酸磷酸化的关系 ,发现获能过程同 40～

120 ku蛋白的酪氨酸磷酸化程度具有时间依赖关系。Leyton和 Saling首次利用抗磷酸化酪氨酸抗体 ,

在小鼠精子中发现 52, 75, 95 ku 3种酪氨酸磷酸化蛋白质 ,其中 , 95 ku蛋白质在获能或与透明带相互

作用后与抗体的免疫反应性增强。随后 Naz等 [ 8 ]报道 4种 [ (95 /94 ±3) ku、(46 ±3) ku、(25 ±7) ku、

(12 ±2) ku ]人精子酪氨酸磷酸化蛋白质 ,其酪氨酸磷酸化依赖精子的生理状态。本试验发现体外获能

培养过程中 ,猪精子发生酪氨酸磷酸化蛋白的种类发生变化 ,由未获能培养前 1种蛋白增加到获能后 2

种蛋白。其中分子质量 27 ku的蛋白酪氨酸磷酸化水平在体外获能培养 1 h后随获能的进行呈递增趋

势 , 47 ku的蛋白酪氨酸磷酸化水平在猪精子体外获能孵育 1. 5 h时达最高峰 ,此时精子运动方式剧烈

变化 ,鞭毛大幅度不规则运动 ,为精子超激活阶段 ,推测分子质量 47 ku的蛋白参与精子超激活的调控。

说明了分子质量 27 ku、47 ku蛋白磷酸化程度具有时间依赖性 ,这与 Flesch等报道相一致。而在豚鼠、

仓鼠精子上发现的 80 ku蛋白的酪氨酸磷酸化 ,去磷酸化和再磷酸化与精子超激活运动的发生 ,失活和
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再发生有关 [ 9 ] ,且 KulaNand等 [ 10 ]证明分子质量 80 ku的蛋白为 AKAP83,它的酪氨酸残基磷酸化在啮

齿类动物精子获能培养中起重要作用。最近发现人精子中的 AKAP3和 AKAP4是获能期间主要的酪氨

酸磷酸化蛋白 [ 11 ]。所以 , AKAPs的酪氨酸磷酸化可能是精子获能和 (或 )与运动性有关的信号传导级

联调节部分。猪精子上发现的这种 47 ku的蛋白是否也是 AKAPs家族中一员以及它在精子获能及超

激活过程中如何作用有待进一步研究。
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