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"摘要#
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目的
!

探讨人睾丸特异性基因"

*+,"!

$蛋白在无精子症患者睾丸组织中的表达特征%方法
!

构建人

-

.*("/0*+,"!

表达载体!转化到感受态
12"!

细菌!诱导表达并纯化
*+,"!

蛋白#免疫小鼠!制备抗人的
*+,"!

多

克隆抗体#应用免疫组化方法检测
*+,"!

在健康者睾丸组织和生精阻滞患者睾丸组织中的表达差异%结果
!

成功

制备人
*+,"!

的鼠源性多克隆抗体#

*+,"!

蛋白在健康者睾丸组织中主要定位于精母细胞和圆形精子细胞#在生

精阻滞的无精症患者中表达减弱%结论
!

*+,"!

蛋白对于睾丸发育和精子发生可能具有重要作用!其表达降低可

能是男性不育症发生的重要原因之一%
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目前全世界大约有
!$O

的夫妇受到不育症的影响#男性

因素占
$%O

#其中无精子症在男性不育的致病因素中占
$O

!

"%O

)

!

*

+精子的产生是一个极其复杂的多步骤过程#在这个连

续增殖分化的过程中#任何一个环节出现异常都会引起精子发

生过程停滞#如停滞于精原细胞#精母细胞或精子细胞等某个

阶段而不能产生精子#临床上表现为少精症和无精症)

"

*

+睾丸

特异性基因$

*+,"!

&是本课题组前期工作中鉴定的一个睾丸

特异性基因#已证实
*+,"!

基因在隐睾症和无精子症患者睾

丸组织中的表达明显减少或消失#提示该基因在睾丸组织精子

发生的过程中具有重要作用)

(0&

*

+本研究通过制备人
*+,"!

的多克隆抗体#并进一步采用免疫组化方法研究
*+,"!

蛋白

在健康者和无精症睾丸组织中的表达特征+

$

!

材料与方法

$#$

!

标本来源
!

健康者的睾丸组织取材于意外死亡的健康者

或手术切除#年龄
"&

!

&%

岁#共
!%

例+收集手术切除或活检

的无精症患者新鲜标本#年龄
""

!

()

岁#共
!%

例+只筛选活

检诊断为非梗阻无精症#包括生精阻滞于精子发生过程中不同

阶段及较严重的惟支持细胞综合征$

+,P+

&的睾丸组织+

$#/

!

试剂
!

大肠埃希菌
12"!

感受态菌株,限制性内切酶

.A6Q

"

和
R>6

"

和
*&

连接酶购自
S:I

公司%聚合酶链反应

$

L,Q

&回收试剂盒和质粒提取试剂盒购自
3?

N=

:8

公司%完全

福氏佐剂购自美国
+7

=

C/

公司%免疫组化检测试剂盒购自

T

N

C:H

公司%

.,2

发光试剂盒购自
L7:@A:

公司%硝酸纤维素膜

$

LUVW

&购自
X7JJ7

-

6@:

公司%其他试剂均为国产分析纯+

$#'

!

人
*+,"!

蛋白鼠源抗体的制备

$#'#$

!

*+,"!

蛋白的表达和纯化
!

使用高保真酶扩增出

*+,"!

基因的全长序列#

L,Q

产物经纯化后#与
-

.*("/

空载

体分别经
.A6Q

"

和
R>6

"

双酶切胶回收后#通过连接转化构

建
-

.*("/0*+,"!

重组表达载体+阳性克隆经测序正确后抽

提质粒#进行诱导表达+将重组质粒载体
-

.*("/0*+,"!

转化

到感受态
12"!

细菌+挑选单个克隆加入
$C221

"

3Y

培养

液#

(4Z

#

"%%@

"

C78

摇床过夜+取上述菌液
"C2

加入
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-
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年
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月第
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U6J#5
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S6#!(

"
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C2

新鲜
21

"

3Y

中#

"%%@

"

C78

#

(4Z

摇床
"

!

&>

#至
PV)%%]

%#&

!

%#)

+加
KL*M

至终浓度
!CC6J

"

2

诱导#

"%%@

"

C78

#

(4

Z

摇床
&>

+离心收集诱导后菌液#以未诱导的菌液为对照#

+V+0L3M.

电泳鉴定是否有明显蛋白诱导条带+

*+,"!

在

12"!

细菌中表达形式为可溶性性形式表达#然后用亲和层析

纯化+

$#'#/

!

免疫小鼠制备抗体
!

取
$%

$

=

纯化的
*+,"!

蛋白加

"%%

$

2

灭菌
L1+

与等体积的完全福氏佐剂混合进行充分乳

化#每只
$%

!

!%%

$

=

腹腔注射免疫
1321

"

,

小鼠#总剂量每只

%#$C2

+首次免疫后每隔
"

周加强免疫
!

次#剂量同前#用不

完全福氏佐剂充分乳化后#注射小鼠腹腔+第
(

次加强免疫后

断尾取血#分离血清#测定血清效价+

$#1

!

:̂;<:@8IJ6<

分析
!

取健康者睾丸组织#剪成细小碎片#

细胞漂洗液漂洗一遍#加入
QKL3

裂解液和蛋白酶抑制剂
!_

!%%

#混匀组织#匀浆样品#冰上孵育
(%C78

后#

!"%%%

=

离心

"%C78

#分别获得各种组织裂解液+按比例加入
$̀ +V+

上样

缓冲液#

!%%Z

加热
!$C78

#进行常规
+V+0L3M.

电泳后#半干

法转至
LUVW

膜上#用
!%

=

"

2

小牛血清
&Z

封闭过夜+次日

加入稀释的制备抗体#室温下孵育
&>

#

*1+*

缓冲液洗膜
(

次#室温下孵育
!>

#

*1+*

彻底洗涤后#

.,2

试剂处理后#置荧

光影像扫描仪上曝光#计算机自动将每隔
"%;

检测到的信号

保存+

$#2

!

组织切片制备
!

取睾丸组织#迅速移至
&O

多聚甲醛溶

液固定
()>

#流水冲洗
(%C78

#再浸入各级乙醇$

$%O

,

4%O

,

'%O

,

5%O

,

5$O

,

!%%O

&脱水各
"$

!

(%C78

#苯透明约
">

#至

标本透明后浸蜡
">

#常规包块+组织切片机切片#厚度为
$

$

C

#展片于多聚赖氨酸处理好的载玻片上#于
)%Z

烤箱中烤

片过夜+设立阴性对照#分别以磷酸盐缓冲液$

L1+

&和非免疫

的正常鼠血清代替一抗进行免疫组化染色+染色结果的判定

以细胞内含有棕黄色染色颗粒为阳性染色细胞+

$#)

!

睾丸组织中
*+,"!

的免疫组化
!

准备健康者和无精症

患者睾丸石蜡切片#应用制备的鼠源抗人
*+,"!

抗体进行免

疫组织化学染色#检测蛋白在健康者和无精症患者睾丸组织中

的表达+

/

!

结
!!

果

/#$

!

*+,"!

抗体制备的鉴定
!

:̂;<:@8IJ6<

结果显示#

*+,"!

抗体可识别健康者睾丸总蛋白中相对分子质量约为
"!

!̀%

( 的
*+,"!

蛋白质$抗原&#而与健康者肾脏,肺和子宫组

织蛋白之间没有结合+人
*+,"!

蛋白质相对分子质量
"%#)!

!̀%

(

#

:̂;<:@8IJ6<

结果基本符合理论大小#其结果初步确定

*+,"!

蛋白质在人睾丸组织中表达#见图
!

+

!!

注!

!#X/@a:@

%

"#

菌体全蛋白抗原%

(#

纯化
*+,"!

蛋白%

&

!

$#

人体

睾丸组织+

图
!

!

*+,"!

在人体睾丸组织的表达

/#/

!

*+,"!

蛋白在无精症患者睾丸组织中的表达特征
!

由图

"

的免疫组化结果可见#在正常睾丸中
*+,"!

蛋白主要在精母

细胞和圆形精子细胞中表达$

1

箭头所示&+与正常睾丸组织相

比#

*+,"!

蛋白在生精阻滞的无精症患者中表达减少$

,

&+

!!

注!

3#

阴性对照%

1#

健康者睾丸组织%

,#

无精症患者睾丸组织+

$标尺
]$%

$

C

&+

图
"

!!

*+,"!

蛋白的表达和定位

'

!

讨
!!

论

*+,"!

是本实验室在前期的工作中鉴定的一个睾丸特异

性基因+人
*+,"!

基因)

(

*定位于人染色体
"

-

!!#"

位点#其

AVS3

长度
454I

-

#开放阅读框
$&"I

-

#编码一个由
!'%

个氨

基酸组成,相对分子质量为
"%#)!`!%

( 的蛋白质+前期的研

究证实
*+,"!

基因在人和小鼠中均呈现睾丸特异性和年龄依

赖性表达模式#绿色荧光蛋白融合基因转染实验显示
*+,"!

蛋白质定位于生精细胞的细胞核上#且
*+,"!

在隐睾症和无

精子症患者睾丸组织中的表达明显减少或消失+这些结果提

示该基因在睾丸组织精子发生的过程中具有重要作用+本课

题进一步采用免疫组化方法#对该基因在蛋白质水平的表达特

征进行了研究+

众所周知#精子的产生虽然是生精细胞分裂分化和凋亡的

过程#但它又不是只与生殖细胞有关的单一种类细胞的事件#

+:@<6J7

细胞和
2:H

N

7

=

细胞都积极地参与到精子产生的调控当

中+而睾丸不同种类细胞中表达的基因#在精子产生的过程中

必然起着不同的作用#并有着不同的作用机制+因此明确基

因"蛋白在睾丸中的细胞定位#是对其进行深入功能研究的最

直接而重要的信息+本研究采用免疫组化方法研究
*+,"!

蛋

白在人睾丸的组织定位#结果显示#

*+,"!

蛋白主要分布于人

睾丸组织的精母细胞和圆形精子细胞核中#这与
CQS3

的组

织定位相一致+为了进一步研究
*+,"!

蛋白的功能#本文比

较了健康者和生精阻滞的无精症患者的蛋白表达差异#结果发

现#与正常睾丸组织相比#

*+,"!

蛋白在生精阻滞的无精症患

者中表达减少#表明了
*+,"!

蛋白的表达减少与无精子症患

者的生精障碍可能有一定的关系+

QG/J

等)

$

*采用严格的高通量酵母双杂交方法#构建了一

个包含
'!%%

个开放阅读框的蛋白质
0

蛋白质互作网络#并发

现
*+,"!

是黑色素瘤相关抗原
!!

$

X3M.3!!

&的互作基因+

X3M.3!!

基因表达于雄性激素依赖的组织和前列腺癌细胞

系中#是雄激素受体惟一的辅调控因子#

X3M.3!!

通过调控

相互作用之间的功能域提高雄激素受体的活性)

)

*

+进一步的

研究和探讨该基因的功能对于揭示精子发生过程中的分子机

制#以及临床男性不育的诊断和治疗均具有重要的意义+

参考文献

)

!

*

S7;>7CG8:\

#

*/8/a/F#K8B:@<7J7<

N

A/G;:H

$下转第
!$&%

页&

-

'($!

-

检验医学与临床
"%!"

年
4

月第
5

卷第
!(

期
!

2/IX:H,J78

!

[GJ

N

"%!"

!

U6J#5

!

S6#!(



的信息%测试信息$

*,V

&!包括试验名称,稀释倍数等试验信

息%结果$

P1R

&!检验结果信息#包括试验名称,检验结果,标

志,参考范围,检验仪器等结果信息+

$#'

!

业务流程

$#'#$

!

工作单信息查询
!

检验仪器扫描到标本条码向
2K+

发

出查询工作单的申请消息
PQXeQP!

#

2K+

收到查询申请后返

回工作单的确认消息
PQQe%

+

$#'#/

!

仪器发送结果到
2K+

!

在检验仪器检验完成后主动向

2K+

发送结果
PQdeP%!

#

2K+

收到结果后返回确认消息
3,fe

Q%!

+

$#1

!

接口结构
!

本文的接口程序由
(

个大模块组成#见图
!

+

图
!

!!

F24

接口结构

$#1#$

!

F24

发送"接收模块
!

由于系统采用的是客户机"服

务器$

,J7:8<

"

+:@9:@

#

,

"

+

&模式#可以通过
*,L

"

KL

#利用
;6Aa:<

建立连接传递
F24

消息+传输的数据格式为由符合
F24

的

消息字符串+

$#1#/

!

F24

消息的构建"解析模块
!

F24

消息的构建即将数

据根据
F24

编码成标准的
F24

消息#

F24

消息的解析即为

以上过程的逆过程+

$#1#'

!

27;

数据库操作模块负责数据保存与读取+

/

!

结
!!

果

工作站通过
*,L

"

KL

同时与检验仪器和
2K+

服务器连接#

接口程序作为工作站的一个服务运行在后台#与检验仪器实现

结果数据和测试项目申请信息双向通信#结合
2K+

的标本条码

化管理#可显著提高临床检验效率+

'

!

讨
!!

论

目前各类检验仪器采用的通讯标准不一样#系统管理方式

不一致#使得信息共享难以实现#寻求一个符合各个系统厂商

利益#医疗卫生界认可的标准是解决当前难题的首要条件+异

构医疗信息系统之间实行信息共享是全球医疗卫生信息化的

发展趋势)

$

*

+

F24

是医疗领域不同应用之间电子传输的国际

标准+它自
!5'4

年发布第一版以来#发展迅速#

!554

年发布

的
9"#(

版本得到了美国国家标准化协会$

3S+K

&的认可#从

!55)

年开始
F24

就开始研发
9(#%

的版本#并于
"%%(

年
!"

月

发布了一个比较完整的
9(#%

版本#

"%%&

年
(

月
3S+K

将其接

纳为美国国家标准#

"%%)

年
5

月国际标准化组织$

K+P

&将其接

纳为
K+P

标准
gK+P

"

F24"!4(!

!

"%%)g

+在检验信息系统中使

用
F24

等协议作为数据交换的标准是未来发展的必然趋势+

使用同一的标准将大大减
2K+

系统的开发维护成本#如本文中

的接口程序除了可以用迈瑞的
1,$'%%

外#还可应用于与迈瑞

血细胞分析仪
1,$(%%

,罗氏公司前处理控制系统
K*(%%%

等一

些遵从
F24

通信标准的实验仪器的通信+

F24

支持
*,L

"

KL

#

*,L

提供了对段的检错,应答,重传和

排序的功能#并提供了可靠地建立连接和拆除连接的方法#还

提供流量控制和拥塞控制的机制+从而保证了数据底层通讯

的可靠性+使用
*,L

"

KL

协议在局域网内传输速度最高可达

几十兆#对于一些数据量大的二进制数据$如血常规的散点图

和直方图&的传输这点非常重要#

F24

官方推荐使用
I/;:)&

标

准将二进制的图像编码成字符串符串进行传输)

)

*

#因此
F24

适用于检验仪器与
2K+

之间的实时,高速,可靠的数据交换+

F24

发展迅速#技术日趋成熟#

F24

作为医疗卫生信息化

标准成为了医疗界的共识#

F24

在美国#英国#日本等发达国

家应用广泛)

4

*

+使用
F24

可以简化异构医疗信息系统的集成

方案#节约异构医疗系统信息交换的成本#符合医学信息化的

发展趋势+#因此综合来看#使用
F24

节约了
2K+

开发维护成

本#节省了信息交换时间#保证了数据的可靠性#提高了工作效

率+
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