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精子膜蛋白 Cyritestin单抗对鼠精卵结合和融合的抑制作用及其意义
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　　提　要:目的　通过观察精子膜蛋白 Cyritestin 单抗对体外鼠精-卵结合和融合作用的影响 ,探讨该蛋白在受精过程中的作用。方
法　应用鼠 Cyritestin单抗 ,通过体外受精试验观察该单抗预孵育不同浓度精子后 ,对精-卵结合和融合功能的影响;应用免疫细胞化学
方法确定 Cyritestin在精子表面的特异性定位。结果　不同精子浓度下, Cyritestin单抗均可显著降低体外精-卵的结合和融合能力;可
使精-卵结合指数降低 37.18%～ 79.00%, 平均 60.33%;使精-卵融合的受精指数降低 51.66%～ 77.01%, 平均 66.90%;受精率下降

32.28%～ 76.15%,平均 57.41%。在精子顶体反应前后 , Cyritestin在精子表面均特异性定位于精子头部赤道区域和顶体内膜区域。结
论　Cyritestin在精-卵的结合和融合中均发挥重要生理作用。该蛋白作为精子靶抗原开发避孕疫苗的可能性值得深入研究。
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Inhibitory effects and significance of monoclonal antibody against sperm surface protein

cyritestin on the mouse sperm-egg binding and fusion
LI Yan-feng , JIN Feng-shuo , HEWei , JIANG Jun , WANG Luo-fu , JIN Wen-sheng(Department of Urology , Daping Hospital , Third Military Medical Uni-

versity , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the role of the sperm surface protein cyritestin in fertilization by observing the effects of anti-cyritestin mAb on

the mouse sperm-egg binding and fusion in vitro.Methods　The effects of anti-cyritestin mAb on the mouse sperm-egg binding and fusion in vitro

fertilization with different concentrations of sperm were observed.The specific location of the cyritestin on the sperm surface was detected with im-
munocytochemical staining.Results　The mAb against mouse cyritestin significantly decreased the sperm-egg binding and fusion.The binding index

reduced from 37.18% to 79.00%(mean 60.33%)and fusion index from 51.66% to 77.01%(mean 66.90%).The fertilization rate reduced

was reduced by 32.28% to 76.15%(mean 57.41%)in different sperm concentrations.Cyritestin was localized in the equatorial region and inner

acrosomal membrane region of the sperm membrane before and after acrosomal reaction.Conclusion　The cyritestin play s a crucial role in the

sperm-egg binding and fusion and the possibility of using cyritestin as a sperm target antigen for the development of contraception vaccine may be fur-
ther studied.
　　Key words:sperm protein;fertilization;contraception vaccine

　　哺乳动物受精过程是一个复杂的生理过程 ,其详
细机制尚未完全明确 。目前研究表明精-卵相互作用
包括:①精子穿透卵丘颗粒细胞层;②穿入透明带;③
精子与卵膜的结合和融合[ 1] 。上述生理过程通常需要
多种精卵表面的粘附分子的参与。尽管精-卵质膜相
互作用的分子机制尚知之甚少 ,但初步研究结果显示
ADAM(A disintegrin and a metalloprotease)家族的部分成
员与精卵的结合和融合关系密切 。ADAM家族具有多
种保守性结构域 ,包括前区 、金属蛋白酶 、去整合素 、富
含半胱氨酸结构域 、EGF 样结构域 、跨膜区和胞浆区。
其中约 80 ～ 90个氨基酸残基的去整合素结构域与所

发现的蛇毒液金属蛋白酶(SVMP' S)去整合素结构域
具有同源性[ 2 , 3] ,由于 SVMP' S去整合素结构域可与血
小板的整合素αⅡbβ3 结合 ,从而阻止纤维蛋白原与血
小板的结合和凝血 ,因此推测精子上含有去整合素结
构域的蛋白能与卵细胞整合素结合 ,介导精卵结合和
融合 。目前发现的ADAM 家族成员超过 29种 ,其中至
少受精素 β和 Cyritestin蛋白是睾丸特异性表达

[ 4]
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深入探讨 Cyritestin 在精-卵相互作用过程中的详细机
制 ,本研究在体外受精情况下 ,应用 Cyritestin 单抗观
察了其对精-卵结合和融合的影响 ,并应用免疫细胞化
学方法 ,观察了 Cyritestin在精子表面的特异性定位 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　8 周龄以上昆明小鼠 100 只 , 雌雄各半;HRP 标记羊抗小

鼠 IgG、DAB 显色试剂盒(北京中山公司);抗-Cyritestin 单抗(美
国Chemicon 公司);小牛血清白蛋白(BSA)(华美公司);考马斯
亮蓝 R-250、透明质酸酶 、α-糜蛋白酶 、钙离子诱导剂 Ionophore

A23187 、 DAPI 荧光染料(美国 Sigma公司);尿促性激素(HMG)、
绒毛膜促性腺激素(HCG)(丽珠集团)。

1.2　方法
1.2.1　卵细胞的分离　　取昆明种雌鼠 , 于腹腔内注入尿促
性激素(HMG)10 U , 48 ～ 72 h 后再于腹腔内注入 HCG 10 U , 12 ～
14 h 后取超排卵雌鼠 , 剖腹取小鼠输卵管内所有卵细胞。一次
超排卵通常可获得 30～ 70 个卵细胞。卵细胞周围颗粒细胞层
及透明带的去除参照文献[ 5] 进行。接着将无透明带卵细胞移
入1 滴 100 μl含 3%BSA的 BWW培养液中 , 上面应用矿物油覆
盖 ,置 37 ℃, 5%CO2 孵箱中孵育 1 h ,备用。
1.2.2　精子的分离和顶体反应的诱导　　取雄鼠附睾尾部精
子置于含 3%BSA的 BWW培养液中 , 37 ℃, 5%CO2 孵箱中孵育
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3 ～ 4 h ,加入钙离子诱导剂 A23187 溶液使终浓度为 10 μmol/L ,
继续孵育 30 min;吸取少量培养液涂于玻片上 , 固定后加入
0.2%考马斯亮蓝染色液染色 15 ～ 20 min , 观察精子顶体反应发
生情况[ 6] 。待超过 70%的精子发生顶体反应后 , 取微量培养液
进行精子计数 ,调整精子浓度为所需浓度 , 备用。
1.2.3　精-卵体外结合和融合分析　　应用 Cyritestin 单抗 10μg
加入含不同浓度精子的 1 滴(50 μl)含 3%BSA的 BWW培养液

中 ,上层覆盖矿物油 , 置孵箱中预孵育 60 min;接着于该培养液

滴内加入 10 ～ 15 个无透明带卵细胞 , 进行精-卵共同孵育;
90 min 后 , 小心吸取液滴内卵细胞依次加入 3 滴预热的高渗

BWW培养液中进行洗涤 , 去除松散地附着于卵细胞的精子。
然后将卵细胞移至载玻片上 ,显微镜下观察精子与卵细胞结合
情况 ,统计每个卵细胞结合的精子数(Binding Index , BI)。 精-卵
的融合通过 DAPI染色[ 5]后荧光和激光共聚焦显微镜下观察。
精-卵融合的统计方法:①受精指数(Fertilization Index , FI),与每
个卵细胞融合的精子平均数;②受精率(Fertilization Rate , FR),
与至少一个精子融合的卵细胞的百分数。
1.2.4　Cyritestin蛋白在精子表面的免疫定位　　采用间接免
疫酶标法进行。
1.2.5　统计学分析　　应用统计分析软件 SPSS 进行。对结合
指数和受精指数进行方差分析 ,对受精率进行χ2 检验。

2　结果

2.1　精子浓度对精-卵结合和融合的影响
　　首先应用 6种不同浓度精子与卵细胞进行了结合和融合

分析 , 以确定精子最适浓度 , 较客观地反映干预因素对精卵作
用影响的细微差别并进行观察和统计 , 结果见表 1。 发现随着

精子浓度的不断升高 , 精-卵结合和融合的结合指数 、受精指
数和受精率均明显增加。当精子浓度过高时 ,每个卵细胞结合
的精子数极多 ,且多精受精的比例大大增加 , 计数时则较为困
难;而当精子浓度过低时 , 由于受精指数 、受精率及结合指数均
过低 , 无法进行干预试验观察 , 故结合文献报道 , 本实验选用
5×104/ml 、1×105/ml 、5×105/ml 3 种精子浓度进行下一步试

验。

表 1　不同精子浓度下精-卵结合和融合情况

Tab 1　Sperm-egg binding and fusion in different

concentration of sperm

Sperm concentration

(ml-1)

Numbers of

the ovum

Binding

Index(BI)

Fertilization

Index(FI)

Fertilization

Rate(FR)(%)

5×103 40 0.73±0.45 0.43±0.50 42.50

1×104 46 1.52±0.66 0.54±0.50 54.35

5×104 41 8.61±1.93 0.88±0.46 82.93

1×105 45 11.16±2.46 1.07±0.50 91.11

5×105 45 25.96±4.72 1.47±0.63 95.56

1×106 45 34.09±7.27 2.07±1.03 95.56

2.2　抗 Cyritestin单抗对精-卵结合和融合的影响
　　应用抗 Cyritestin 单抗预处理 5×104 、1×105、5×105/ml 浓

度精子后 ,精-卵的结合与对照组相比分别显著降低了 37.18%
～ 79.00%, 平均 60.33%;受精指数下降了 51.66%～ 77.01%,
平均 66.90%;受精率下降 32.28%～ 76.15%, 平均 57.41%, 见
表2。同时通过对不同精子浓度下 , Cyritestin 单抗对精卵结合
和融合的抑制率分析 ,发现随着精子浓度的增加 , Cyritestin 单抗
对精-卵的结合和融合的抑制作用呈逐渐减弱趋势。

表 2　不同精子浓度下 Cyritestin单抗对精-卵结合和融合的影响

Tab 2　Effects of anti-cyritestin McAb on sperm-egg binding and fusion in different concentration of sperm

Contro l Anti-cy ritestin McAb group
Sperm concentration

(ml-1) 　Numbers of the ovum BI FI FR(%) 　Numbers of the ovum BI FI FR(%)

5×104 45 8.76±1.61 0.87±0.46 82..22 51 1.84±0.78＊ 0.20±0.40＊ 19.61＊

1×105 45 12.53±2.86 1.18±0.68 86.67 51 4.41±1.19＊ 0.33±0.52＊ 31.37＊

5×105 45 26.84±4.95 1.51±0.84 95.56 51 16.86±3.83＊ 0.73±0.60＊ 64.71＊

＊:P<0.01 vs control

2.3　Cyritestin蛋白在精子表面的免疫定位

　　顶体反应前的精子免疫细胞化学染色显示:Cyritestin 阳性染
色主要限于精子头部的赤道区域和顶体内膜区域, 见图 1A。鉴
于在精-卵相互作用过程中 ,仅有顶体反应后精子能够与卵细胞

质膜融合 ,所以对顶体反应后精子亦同时进行了免疫染色 , 发现
在精子发生顶体反应后 , 该抗原在精子表面的定位模式无明显
改变 , 均大部份为赤道区域和顶体内膜区域的同时染色, 见图
1B。而应用 PBS 取代一抗所进行的阴性对照组染色均为阴性。

图 1　Cyritestin蛋白在小鼠精子表面的免疫定位　(ABC×400)

A:顶体反应前;B:顶体反应后

Fig 1　The immunological localization of the cyritestin on the mouse sperm surface　(ABC×400)

A:Before acrosomal reaction;B:After acrosomal reaction
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3　讨论

　　ADAM 家族蛋白具有共同的结构域和相似的功
能。本研究所选择的 Cyritestin 蛋白已有研究表明系

睾丸内特异性表达 ,与受精素 β一起参与了精-卵的结
合和融合 。Cyritestin最初的鉴定是通过 PCR克隆策略

鉴定 ADAM 家族成员时在猴体内被发现的 。该蛋白
的命名参考其分子组成和表达形式(富含半胱氨酸 、睾
丸特异性)。Cyritestin 在睾丸精子中以 110×10

3
的前

体形式表达 ,当睾丸内精子被释放入输精管腔时 ,该蛋
白水解为 55×10

3
的成熟形式 ,接着转运至附睾。有

证据显示 Cyritestin的去整合素结构域参与了精卵相

互作用 ,Cyritestin去整合素环的合成多肽如 12肽 RK-
SKDQCDFPEF或 8肽SKDQCDFP ,在抑制精卵相互作用
和降低受精的发生率方面均有显著效果

[ 7 ,8]
。荧光标

记的PKSKDQCDFPEF 多肽可与无透明带小鼠卵细胞

结合
[ 8]
。来源于 5个不同 ADAM/MDC家族成员的合

成多肽的比较研究显示 , Cyritestin 多肽在抑制精卵结
合方面非常有效

[ 7]
。Cyritestin基因进行缺失突变后 ,

丧失 Cyritestin基因的纯合子雄鼠则丧失生育能力[ 9] 。
为深入了解 Cyritestin 蛋白在精-卵结合和融合中的地
位和作用 ,本研究应用 Cyritestin单抗对体外受精情况
下精-卵结合 、融合作用的影响进行了研究。
　　在体外受精分析研究中 ,精子浓度的选择对于实
验结果的影响是极为明显的[ 5 ,10] 。选择适当的精子浓
度进行实验方可较客观地反映干预因素对精-卵作用
的影响。本实验发现当精子浓度低于 1×104/ml时 ,
精-卵结合和融合的比率均极低 ,不利于在应用抗体干
预试验后的观察和比较 ,而当精子浓度高于 5×105/ml

时 ,多精受精的比例大大增加 ,而且每个卵细胞结合的
精子数量较多 ,在镜下准确计数极为困难 。故本研究
选用了在 5×104 、1×105、5×105/ml精子浓度下进行
精卵结合和融合研究 。
　　实验结果表明 ,Cyritestin单抗在不同精子浓度下
不但可显著抑制精-卵的结合 ,而且可显著抑制精卵的
融合 ,从而降低受精率。这与应用 Cyritestin 活性位点
多肽在体外精-卵结合和融合试验中对受精的抑制作
用相一致[ 7] 。由于在精卵的相互作用分析中 ,结合和
融合是一个连续的过程 ,且与每个卵细胞结合的精子
数可直接影响精卵的融合数量和受精率 ,因而 ,分辨
Cyritestin单抗是否仅对精卵的结合具有直接影响还是

对结合和融合均有直接作用较为困难。精-卵融合能
力的降低原因可能有二:一是 Cyritestin 单抗本身可直

接对精-卵的融合产生影响 ,即 Cyritestin 蛋白在精-卵
的结合和融合中均发挥直接作用 ,那么其抗体与之的
结合 ,将不但影响精-卵的结合 ,而且影响精-卵的融
合 ,二是Cyritestin单抗对精-卵的结合产生明显的抑制
效应后 ,由于与每个卵细胞结合的精子数量的减少 ,使
精-卵融合的比例自然减少 ,这种效应是抗体对精-卵
结合产生抑制作用后的间接下游效应。所以 ,

Cyritestin单抗是否直接影响精-卵的融合尚需进一步实
验证实。
　　精卵的结合和融合均发生于其特定的细胞表面区
域 ,如精-卵膜的结合最初发生于精子顶体内膜 ,随后
是赤道和头后区域 ,精卵的融合开始于精子头部质膜 ,
但仅有赤道和头后区域与卵膜融合 ,而顶体内膜区域
通过吞噬样作用与卵细胞胞浆溶为一体[ 11] 。精子特
异性表面区域结构与其功能密切相关 ,同时参与精卵
结合和融合的精子表面蛋白的定位也是与其功能相一

致的
[ 7]
。因而明确 Cyritestin 蛋白的精子表面特异性

定位 ,有利于确认该蛋白在精-卵相互作用中的重要功
能 ,本实验证实在精子顶体反应发生前后 ,Cyritestin蛋
白均主要定位于精子头部表面赤道区域和顶体内膜区

域 ,该区域正是精卵结合和融合的特定区域 ,这进一步
表明该蛋白极可能参与了精-卵的结合和/或融合过
程 ,是重要的精子表面功能性蛋白之一 。结合有关文
献报道 ,本结果支持进一步深入研究以探讨将该蛋白
作为精子靶抗原用于免疫性避孕疫苗开发的可能性。
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