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研究项目介绍

	背景知识简介

（或训练内容）

	精卵质膜黏附与融合是哺乳动物受精的关键步骤之一。尽管细胞膜融合对于受精极为重要，但除了通过基因敲除和抗体抑制筛选到几种对于精卵融合必须的分子外，对这一过程的分子机制知之甚少[1]。在精子方面，最早人们发现PH20是一种能帮助精子穿过含有透明质酸的基质的酶[2]。后来又有报道ADAM(a disintegrin and metalloprotease)超家族的成员受精素（fertilin）((蛋白可能是介导精卵融合的候选分子[3]，因为其分子结构都包含一个去整合结构域（disintegrin domain），所以有可能通过与卵细胞膜上的整合蛋白（integrin）结合而介导精卵细胞粘着。此外fertilin (还包含有一个与病毒融合肽相关的结构域，可能介导细胞膜融合。但后来的实验发现敲除fertilin或integrins基因的精子仍然能受精。从而排除了它们作为介导精卵细胞膜融合分子的可能。

目前在精子表面确认的唯一一种介导精子与卵子细胞膜融合的蛋白是一个免疫球蛋白超家族的成员Izumo1[4]。基因敲除小鼠（Izumo1-/-）的精子的运动能力与对照（Izumo1+/+）无明显差异，能正常与卵子透明带结合并发生顶体反应穿过透明带，但精子全部聚集在卵周间隙，卵子无一受精。实验证明Izumo1-/-精子能与卵子质膜结合，受精失败原因在于质膜融合不能完成[4]。由于Izumo1蛋白的胞外部分缺乏病毒性融合肽，所以推测它可能是通过自己的一个包含二硫键的免疫球蛋白样结构域（Ig-like domain）与卵子表面的蛋白结合从而介导精子细胞膜与卵子细胞膜靠近[1]。目前已发现几种免疫球蛋白超家族成员在果蝇成肌细胞融合中发挥作用[5,6]。

近来，在精子膜的赤道区发现了蛋白二硫键异构酶（PDI）家族一些成员如PDI，Pdia3（ERp57）及P5等[7,8]。用Pdia3抗体抑制精卵融合的实验证明Pdia3 在精卵融合中起特殊作用[8]。Pdia3在人精子发生过程中表达于精母细胞和圆形精子的细胞质中[9]。在大肠杆菌中表达的人Pdia3具有硫氧还蛋白活性，能催化胰岛素二硫键的还原反应[10]，因此人们推测Izumo1分子的免疫结构域中的二硫键有可能作为PDI或 Pdia3的作用底物，即在精卵融合过程中，Pdia3催化Izumo1上的二硫键断裂，从而引发Izumo1一系列构象改变，通过与病毒膜融合类似的机制促进精卵融合[11]。不过，目前尚无Pdia3能否催化Izumo1的二硫键反应，也没有其与Izumo1在精卵融合中相互作用的研究报道。
绵羊是我区的主要家畜之一，研究其受精的分子机制对丰富生殖生物学基础理论知识和绵羊生殖改良及分子育种具有重要意义。但绵羊的Izumo1和Pdia3基因序列尚未见报道，更没有其在睾丸中的表达鉴定以及相互作用的研究报道。本实验室首次克隆了绵羊Pdia3（GQ140350）和Izumo1（EU627104）全长cDNA并表达了重组蛋白，且已制作了抗羊Izumo1的多克隆抗体。在此基础上本项目拟制作抗绵羊Pdia3的多克隆抗体、鉴定绵羊Pdia3在睾丸中的表达、体外测定其硫氧还蛋白酶活性并用双分子荧光（BiFC）法[12]测定绵羊Pdia3与Izumo1在细胞内的相互作用。
主要参考文献

1. Schultz R, Williams C. Sperm–egg fusion unscrambled. Nature, 2005; 434: 152-153.
2. Hunnicutt GR, Primakoff P, Myles DG. Sperm surface protein PH-20 is bifunctional: one activity is a hyaluronidase and a second, distinct activity is required in secondary sperm-zona binding. Biol Reprod, 1996; 55, 80–86.

3. Cho C, Bunch DO, Faure JE, Goulding EH, Eddy EM, Primakoff P, Myles DG. Fertilization Defects in Sperm from Mice Lacking Fertilin (. Science, 1998: 281：1857 - 1859

4. Inoue N, Ikawa M, Isotani A, Okabe M. The immunoglobulin superfamily protein Izumo is required for sperm to fuse with eggs. Nature, 2005; 434, 234–238 
5. Chen EH, Olson EN. Unveiling the mechanisms of cell–cell fusion. Science, 2005, 308: 369–373.

6. Galletta BJ, Chakravarti M, Banerjee R, Abmayr SM. SNS: Adhesive properties, localization requirements and ectodomain dependence in S2 cells and embryonic myoblasts. Mech Dev. 2004, 121: 1455–1468. 

7. Stein KK, Go JC, Lane WS, Primakoff P, Myles DG. Proteomic analysis of sperm regions that mediate sperm-egg interactions. Proteomics, 2006; 6: 3533 – 3543.
8. Ellerman DA, Myles DG, Primakoff P. A role for  sperm  surface  protein  disulfide  isomerase  activity  in gamete fusion: evidence for the participation of ERp57. Dev Cell, 2006, 10: 831– 837.
9. Jingjing Zhang, Jindao Wu,et al. ERp57 is a potential biomarker for human fertilization capability. Molecular Human Reproduction, 2007,13:633-639.

10. Hirano N, Shibasaki F, Sakai R, Tanaka T, Nishida J, Yazaki Y, Takenawa T, Hirai H. Molecular cloning of the human glucose-regulated protein ERp57/GRP58, a thiol-dependent reductase. Identification of its secretory form and inducible expression by the oncogenic transformation. Eur J Biochem. 1995, 234(1):336-42.
11. Nixona B, Aitken RJ, McLaughlin EA. New insights into the molecular mechanisms of sperm-egg interaction. Cell Mol Life Sci, 2007, 64: 1805–1823.
12. Hu CD, Chinenov Y, Kerppola TK. Visualization of interactions among bZIP and Rel family proteins in living cells using bimolecular fluorescence complementation. Mol Cell. 2002, 9(4): 789-798.

	现有研究基础


	Izumo1是目前在哺乳动物精子表面确认的唯一一个精卵融合所必需的蛋白，本实验室多年来一直致力于围绕Izumo1解析羊精卵融合的分子机制，首次克隆了山羊和绵羊的Pdia3、Izumo1 、CD9、SLLP等一系列精卵融合相关基因的cDNA全长序列，并已经制备了小鼠抗羊Izumo1的腹水多克隆抗体。用自制的抗体进行免疫组织化学和自制的RNA探针进行RNA原位杂交技术首次成功地揭示了绵羊Izumo1在睾丸中的表达定位，并用双分子荧光技术初步研究了Izumo1与CD9在真核细胞中的相互作用（有关资料正在投稿）。目前正在研究Pdia3在羊睾丸中的表达及其与Izumo1的相互作用。前期的实验已经克隆了羊Pdia3 cDNA并成功地在大肠杆菌中表达了GST-Pdia3融合蛋白，现正在制备抗绵羊Pdia3的多克隆抗体。
前期所得结果显示，我们所克隆的绵羊Pdia3 cDNA序列长1701 bp，ORF 1518 bp，编码505 aa的多肽，N端1-23aa是信号肽，已上传GenBank，登陆号为GQ140350。根据所克隆的绵羊Pdia3 ORF序列设计两条表达引物（分别带有EcoRI和BamHI酶切位点）扩增其信号肽以后的成熟肽部分（1443bp，481aa）。
上游引物：5’-ggatcc TCCGATGTGCTGGAACT-3’，5’端带BamHI位点（下划线）；
下游引物: 5’-gaattcGTGATCCTCCTGTGCC-3’，5’端带EcoRI位点（下划线部分）。
扩增片段成功地与表达载pGEX-4T1连接，序列测定后证实阅读框与序列均正确。转入大肠杆菌BL21（DE3）中经IPTG诱导后在66-97kDa中间成功地大量表达出特异蛋白带，与预期分子量75kDa相符。经GST纯化试剂盒（Clontech 公司的GST purification kit）纯化得到高纯度的GST-Pdia3融合蛋白，目前正在免疫小鼠制作鼠抗羊Pdia3多克隆抗体。


	研究摘要

	二、项目研究的内容

本项目的内容是确定绵羊Pdia3在精子发生过程中表达特性，并在体外测定绵羊Pdia3重组蛋白的硫氧还蛋白酶活性，及绵羊Pdia3与Izumo1在真核细胞中的相互作用。具体有以下4方面的研究内容：

1. 制备小鼠抗绵羊Pdia3腹水多克隆抗体
用前期工作中得到的GST-Pdia3融合蛋白与弗氏佐剂混合，皮下注射免疫小鼠4次。最后腹腔注射S180细胞，收集腹水。

2. 免疫组化分析Pdia3在绵羊睾丸中的表达
采用免疫组织化学方法研究Pdia3在绵羊睾丸组织细胞中的表达定位。即Pdia3在睾丸中由哪种组织（或细胞）合成，是附睾分泌还是在精子发生过程中由精原细胞、精母细胞、圆形精子自己表达的？在成熟的精子上定位于何处，顶体内还是细胞质膜上？精子头部的赤道面上还是整个精子头部？

3. 体外测定大肠杆菌表达的重组绵羊Pdia3蛋白的硫氧还蛋白活性

胰岛素两条链由两个二硫键相连，二硫键被破坏后，两条链分离形成不溶性沉淀。用凝血酶把GST-Pdia3融合蛋白上的GST切掉，过glutathione-Sepharose 4B柱收集Pdia3，浓缩后与绵羊胰岛素反应，650 nm比色记录浊度，测定Pdia3的硫氧还蛋白活性。

4. 测定绵羊Pdia3与Izumo1在真核细胞中的相互作用

我们采用双分子荧光技术和免疫共沉淀技术研究Pdia3能否与Izumo1结合，探讨同在精子上的二硫键异构酶Pdia3能否与Izumo1结合，Pdia3是不是帮助Izumo1介导精卵融合的顺式作用配体。

	进度计划

	本项目将在两年半分阶段实施完成，具体计划安排如下：
1. 第一年度（2010年1月-2011年1月）：
（1） 上半年：完成绵羊Pdia3的多克隆抗体的制备和纯化。
（2） 下半年：绵羊睾丸和精子免疫组织化学检测。构建Izumo1、CD9和Pdia3的BiFC表达载体。
2. 第二年度（2011年1月-2012年1月）：
（1） 上半年：共转染HepG-2细胞评价Izumo1能否与CD9或者Pdia3结合。
（2） 下半年：免疫共沉淀评价Izumo1能否与CD9或者Pdia3结合。
3. 第三年度（2012年10月-2012年6月）：
（1） 上半年：Pdia3的收集和纯化以及酶活性的测定。整理数据写作论文。

	预期成果形式
	至少一篇C类论文。

	项目来源说明
	绵羊PDIA3的克隆由本科生创新基金资助完成，已于2009年10月结题。目前尚无其它经费支持。


注：本表供拟承担指南项目或开放项目的指导教师填写，并向学生公布。
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