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子课题概要
申请类别：   指南项目(             开放项目□           
课题名称： 大鼠Izumo1的结构域与卵子表面接合能力的鉴定   
教师姓名：   邢万金            研究方向：  分子遗传      

合作指导教师：  苏慧敏     
拟接收本科生年级和人数：一或二年级（成绩优秀并热爱科研），2-3名
研究项目介绍

	背景知识简介

（或训练内容）

	Izumo1是2005年才在精子表面确认的一种专门介导精子与卵子细胞膜融合的蛋白，结构上属于免疫球蛋白超家族。是第一个（也是唯一一个）被确认的与精卵融合相关的精子表面蛋白。基因敲除小鼠证明，Izumo -/- 小鼠精子的运动能力与对照Izumo+/+无明显差异，能正常结合卵子透明带和发生顶体反应，但卵子无一受精，穿过透明带的精子全部聚集在卵周间隙。实验证明Izumo-/-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。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免疫球蛋白样结构域（Immunoglobulin-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。

对Izumo1的研究刚刚开始，目前只有小鼠和人的Izumo1 cDNA克隆的报道，尚无关于Izumo1的表达调控、分子结构与功能的进一步研究报道。也没有它与卵子表面识别和结合的详细分子机制，以及研究者极为关注的它在卵细胞表面的潜在识别与结合配体的研究报道。甚至还没有Izumo1能否单独与卵细胞表面结合的报道。本项目拟借鉴前人研究其他精卵结合相关分子的研究策略和方法，研究大鼠Izumo1与卵细胞的识别与结合作用。
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	现有研究基础


	作者已经克隆了绒山羊和绵羊的Izumo1基因及cDNA全长序列，并在大肠杆菌里成功表达，制作了小鼠多克隆抗体。目前正在克隆大鼠的Izumo1cDNA。

	研究摘要

	1. 克隆大鼠的Izumo1 cDNA。

2. 构建原核表达载体在大肠杆菌中表达和纯化大鼠Izumo1胞外部分多肽，免疫小鼠制作抗大鼠Izumo1的多克隆抗体。
3. 设计引物，将Izumo1多肽的胞外部分按其结构特点分为3个结构域（中间的免疫结构域和其N端及C端的多肽部分），分别构建原核和真核表达载体，在大肠杆菌和真核细胞中表达后纯化。
4. 纯化的Izumo1片段分别与大鼠卵子混合，大鼠Izumo1的多克隆抗体结合，带FITC的二抗结合，激光共聚焦显微镜观察重组Izumo1蛋白或其片段与卵子表面结合的能力。

	进度计划

	第一年度（2008年9月-2009年9月）：
1 大鼠Izumo1cDNA克隆

2 原核表达Izumo1全长蛋白，制备Izumo1多克隆抗体。
第二年度（2009年9月-2010年9月）：
1 构建大鼠Izumo1各结构域的原核和真核表达载体。

2 表达和纯化Izumo1蛋白的各个结构域。

第三年度（2010年9月-2011年9月）
① 研究Izumo1全长及其各个结构域与卵细胞的结合作用。
② 撰写论文和结题报告。

	预期成果形式
	至少一篇C类论文。

	项目来源说明
	目前尚无其他经费支持。


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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