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草兔卵透明带３（ＺＰ３）基因的克隆及序列分析

张　浩，韩崇选＊，郑雪莉，吴景龙，隋丹丹

（西北农林科技大学 林学院，陕西 杨陵７１２１００）

摘　要：根据ＧｅｎＢａｎｋ中欧洲兔ＺＰ３ｍＲＮＡ序列设计特异性引物，以草兔卵巢组织总ＲＮＡ为模板，
通 过 ＲＴ－ＰＣＲ技 术 首 次 克 隆 得 到 草 兔ＺＰ３ｃＤＮＡ 编 码 区，命 名 为ｈＺＰ３（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：

ＫＣ４４７２８９）。生物信息学分析表明：扩增出的ｈＺＰ３基因编码序列长１　２６０ｂｐ，编码４１９个氨基酸，包
含一个完整的开放阅读框（ＯＲＦ）。与欧洲兔ＺＰ３基因核苷酸一致性高达９６％。预测的ＺＰ３蛋白具

有ＺＰ家族典型特征。系统进化树显示其与欧洲兔亲缘关系最近，其次是啮齿目动物，符合物种进化

规律。ｈＺＰ３基因编码区的成功克隆，为进一步利用该基因通过免疫不育手段防治森林草兔危害提

供了基础。
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　　草兔（Ｌｅｐｕｓ　ｃａｐｅｎｓｉｓ）属 兔 形 目（Ｌａｇｏｍｏｒｐｈａ），
兔科（Ｌｅｐｏｒｉｄａｅ），兔 属（Ｌｅｐｕｓ），真 兔 亚 属（Ｅｕｌａ－
ｇｕｓ）［１］。草兔作为陕西各林区共有物种，随着枪支收

缴、封山禁牧和各种造林工程的实施，其数量剧增，危
害加剧，严重威胁农、林、牧业的发展［２－３］。传统的防

治方法包括捕杀，物理隔离，药剂趋避，药剂毒杀等，
虽然在控制草兔种群数量或减少林木受害上能起到

一定的作用，但普遍面临着工作量大、效果不明显、专

一性差、草兔种群恢复快或存在环境安全等多种问

题［４－５］。因此，迫切需要一种能够满足安全、经济、专

一性强、持久且简单易行的防治策略。通过免疫不育

手段控制有害动物已经成为目前国际研究的热点，一
方面，不育控制能够借助某种技术手段使雄性或雌性

个体绝育或干扰胚胎着床发育，达到降低生育率，控
制种群数量的目的；另一方面，运用免疫手段以生殖

过程中关键因子为靶抗原，借助不育疫苗诱导机体产



生特异性抗体，从而阻断关键因子发挥作用。由于抗

原通常是自身蛋白类或核酸物质，且特异性结合，对
环境无污染，对人畜等非靶标动物安全。加之其维持

效果时间长，可通过特异性减活病毒等载体方便传

播，被越来越多的科学家所探讨。目前，被广泛研究

的靶抗原主要为生殖调控激素类抗原、精子表面特异

性抗原和卵母细胞表面抗原［６］，而卵透明带３正是卵

母细胞表面抗原的一种。

卵透明带（ｚｏｎａ　ｐｅｌｌｕｃｉｄａ，ＺＰ）是哺乳动物卵子

外包裹的一层糖蛋白基质，对卵子生成，精卵结合和

早起 胚 胎 发 育 具 重 要 作 用［７］。卵 透 明 带３基 因

（ＺＰ３）是ＺＰ家族中的一员，是精子的最初受体，并

使其产生顶体反应与卵质膜融合进而完成受精［８］。

已有研究表明，ＺＰ３蛋白能够以抗原的形式 干 扰 精

卵结合达到 抗 生 育 的 作 用。鉴 于ＺＰ３的 重 要 功 能

和具有组织特异性，常被作为免疫不育的靶抗原进

行研究［９－１１］。目前已有褐家鼠（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）、

布氏 田 鼠（Ｌａｓｉｏｐｏｄｏｍｙｓ　ｂｒａｎｄｔｉｉ）、草 原 兔 尾 鼠

（Ｌａｇｕｒｕｓ　ｌａｇｕｒｕｓ）、欧 洲 兔（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ　ｃｕｎｉｃｕ－
ｌｕｓ）、野猪（Ｓｕｓ　ｓｃｒｏｆａ）、牦牛（Ｂｏｓ　ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）、原鸡

（Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ）等 多 种 动 物 的ＺＰ３ｃＤＮＡ序 列 得

到克隆，但 草 兔 的ＺＰ３基 因（ｈＺＰ３）未 见 报 道。本

研究根据预试验结果，以欧洲兔的ＺＰ３ｃＤＮＡ序列

设计特异 性 引 物，扩 增 克 隆 得 到 草 兔ＺＰ３ｍＲＮＡ
的编码区序列并测序，对其翻译的氨基酸序列进行

初步分析预测，以 期 为 后 续ｈＺＰ３蛋 白 的 研 究 以 及

利用免疫不育技术防治森林草兔奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物 　草兔利用“下套法”采自咸阳市

淳化县秦河镇东源村山区。

１．１．２　主要试剂 　ＲＮＡ提取试剂盒购自北京天恩

泽，反转录试剂盒为Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ产品，ＰＣＲ试剂盒购

自东洋 纺，胶 回 收 试 剂 盒 选 自 宝 赛 生 物，ｐＭＤ１９－Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ购自ＴａＫａＲａ，感受态细胞ＤＨ　５α
购自北京全式金，其它试剂为国产分析纯。

１．２　试验方法

１．２．１　草 兔 卵 巢 总ＲＮＡ的 提 取 及 第 一 链ｃＤＮＡ
合成　草兔解剖后取成年未孕草兔卵巢组织于液氮

中保存，取７０ｍｇ左右卵巢组织置于研钵中液氮研

磨成粉末状，按天恩泽柱式动物ＲＮＡｏｕｔ试剂盒步

骤操作提取总ＲＮＡ，按Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ反转录试剂盒说

明书进行反转录，合成第一链ｃＤＮＡ。

１．２．２　ＰＣＲ扩 增　根 据 ＧｅｎＢａｎｋ上 已 收 录 的 欧

洲兔（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ　ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）ＺＰ３基 因 的 ｍＲＮＡ
序列（ＮＭ＿００１１９５７２０），通 过Ｐｒｉｍｅｒ５．０设 计 扩 增

整个ＣＤＳ区特异性引物，委托上海生工合成。

上 游 引 物 （Ｆ１）：５＇－ＡＴＧＧＧＧＣＴＧＡＧＣ－
ＴＡＣＧＧＧ－３＇

下游引 物（Ｒ１）：５＇－ＴＴＡＴＴＧＧＧＡＡＧＣＡＧＡＣ－
ＣＴＧＧ－３＇

以反转录合成的ｃＤＮＡ链为模板进行ＰＣＲ扩

增，反应体系为２５μＬ，其中上下游引物（１０ｐｍｏｌ·

μＬ
－１）各０．５μＬ，模 板 链１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１０．５μＬ，

Ｑｕｉｃｋ　Ｔａｑ　ＨＳ　ＤｙｅＭｉｘ　１２．５μＬ。反 应 程 序 为：

９４℃预 变 性５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６１℃ ３０ｓ，７２℃ １
ｍｉｎ，循环３５次；７２℃ 延 伸１０ｍｉｎ，４℃结 束 反 应。

产物以１．０％的琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．３　ｐＭＤ１９－Ｔ－ｈＺＰ３重组质粒的构建　ＰＣＲ产

物经 ＤＮＡ 凝 胶 回 收 试 剂 盒 回 收 纯 化 后，克 隆 到

ｐＭＤ１９－Ｔ载体上，随后转化到大肠杆菌ＤＨ５α感受

态细胞中，涂布于含Ａｍｐ、Ｘ－ｇａｌ和ＩＰＴＧ的ＬＢ固

体培养基上，３７℃培 养１２～１４ｈ。挑 取 白 色 菌 落，

接种于 含 Ａｍｐ的ＬＢ液 体 培 养 基 中，过 夜 振 荡 培

养。菌液ＰＣＲ验 证 后，筛 选 阳 性 转 化 子 交 上 海 生

工测序。

１．２．４　ｈＺＰ３基 因 生 物 信 息 学 分 析　用 ＤＮＡ－
ＭＡＮ软件 将 核 苷 酸 序 列 翻 译 成 氨 基 酸 序 列，用

Ｂｌａｓｔ在 线 工 具 进 行 相 似 性 比 较；用 ＭＥＧＡ５将

ｈＺＰ３与ＧｅｎＢａｎｋ上收 录 的 其 他 多 个 物 种ＺＰ３相

应区域进行氨基酸的多重比对，构建分子进化树；利
用瑞 士 蛋 白 质 分 析 专 家 系 统 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ），丹 麦 理 工 大 学ＣＢＳ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
Ｓｅｒｖｅｒｓ（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／）对 其 进 行 分

子量、等电点、亲疏水性分析以及信号肽、跨膜区域、

翻译后修饰、二级结构等信息的预测。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ的提取及ＲＴ－ＰＣＲ扩增

草兔 卵 巢 总ＲＮＡ经 Ｍａｅｓｔｒｏ　Ｎａｎｏ微 量 分 光

光度仪测定Ａ２６０／Ａ２８０比值为１．９５９，琼 脂 糖 凝 胶 电

泳清晰可 见１８ｓｒＲＮＡ和２８ｓｒＲＮＡ两 条 带，表 明

质量较好。ＲＴ－ＰＣＲ扩增后电泳检测，得到约１　３００
ｂｐ大小的ＤＮＡ片段，与预期大小相符（图１）。

２．２　重组载体的鉴定

经连接、转 化、涂 板 的 重 组 载 体 进 行 蓝 白 斑 筛

选，挑取６个 白 斑 转 化 菌 克 隆，以 菌 液 为 模 板 进 行

ＰＣＲ验证，证 实 克 隆 片 段 与 预 期 大 小 一 致（图２）。

初步断定测序载体构建成功。
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图１　ｈＺＰ３基因ｃＤＮＡ序列的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　ｏｆ　ｈＺＰ３ｇｅｎｅ

２．３　ｈＺＰ３的序列分析

测序结果显示克隆到的片段全 长１　２６０ｂｐ，编

码一个完整的开放阅读框（１～１　２６０），碱 基 组 成 为

Ａ （１６．２７％）、Ｔ （１８．５７％）、Ｃ（３４．２１％）、Ｇ
（３０．９５％），共 编 码 ４１９ 个 氨 基 酸，其 中 亮 氨 酸

（Ｌｅｕ）比 例 最 高，为１１％，负 电 荷 残 基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）

４０个，正电荷残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）３１个（图３）。

图２　ＭＤ１９－Ｔ－ｈＺＰ３的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｐＭＤ１９－Ｔ－ｈＺＰ３

ＰｒｏｔＰａｒａｍ推导氨基酸序列分子量４５　１７４．４Ｄ，理

论等电点ＰＩ为５．８５，ＧＲＡＶＹ值为０．０２２，可认为

是疏水性蛋白。翻译后修饰预测显示具有３个Ｔｈｒ
Ｏ－糖基化位点，位于第１５４，２１８，３５６位氨基酸残基

（ＮｅｔＯｇｌｙＣ３．１）；２个Ａｓｎ　Ｎ－糖基化位点于第１２３，

１４５位（ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０）；１１个Ｓｅｒ磷酸化位点，分别

为１４７，１６４，１８０，１８５，２２６，２４３，３０６，３４１，３４２，３４５
位，８个 Ｔｈｒ磷 酸 化 位 点，位 于 第４０，８６，２１８，２２０，

２３０，２７５，３５０，３７２位，及 第２１，２８两 处 的 Ｔｙｒ磷 酸

化位点（ＮｅｔＰｈｏｓ２．０）。

图３　ｈＺＰ３基因ｃＤＮＡ序列和推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．３　ｃＤＮＡ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｈＺＰ３
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　　通过蛋白质序列 功 能 位 点 数 据 库（Ｐｒｏｔｓｉｔｅ）搜

索发现该氨基酸序列４５～３０５位具有典型的ＺＰ家

族保守性区域，其中１９６～２３７位符合ＺＰ家族特征

序列 标 签：［ＬＩＶＭＦＹＷ］－ｘ（７）－［ＳＴＡＰＤＮＬＲＶ］－ｘ
（３）－［ＬＩＶＭＦＹＷ ］－ｘ－［ＬＩＶＭＦＹＷ ］－ｘ－［ＬＩＶＭ－
ＦＹＷ］－ｘ（２）－Ｃ－［ＬＩＶＭＦＹＷ］－ｘ－［ＳＴＡ］－［ＰＳＬＴ］－ｘ
（２，４）－［ＤＥＮＳＧ］－ｘ－［ＳＴＡＤＮＱＬＦＭ］－ｘ （６）－
［ＬＩＶＭ］（２）－ｘ（３，４）－Ｃ，可初步断定该序列编码ＺＰ
蛋白。

经Ｂｌａｓｔ比 对 分 析，草 兔ＺＰ３ｃＤＮＡ 序 列 与 欧

洲兔ＺＰ３相似度最高，为９６％，与 马 为８０％，与 草

原兔尾鼠为７５％，与人为７８％。利用 ＭＥＧＡ５软件

将翻译的氨基酸序列与数据库中已登录的１６种动

物ＺＰ３氨基酸序列进行多重比对，构建基于 Ｍａｘｉ－
ｍｕｍ　ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ法的系统进化树，结果显示，草兔与

欧洲兔先归为１类，亲缘关系最近，其次是啮齿目动

物，与原鸡，牛等亲缘关系较远（图４）。
用ＳｉｇｎａｌＰ４．０预测信 号 肽 结 果 表 明，１～２２个

氨基酸为信号肽，信号肽裂解点位于第２２个氨基酸

Ｐｒｏ和第２３个氨基酸Ｇｌｎ之间（图５）。

图４　基于 Ｍａｘｉｍｕｍ　ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ方法构建的ｈＺＰ３与其他１６个物种ＺＰ３的系统进化树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｈＺＰ３ａｎｄ　ＺＰ３ｏｆ　ｏｔｈｅｒ　１６ｓｐｅｃｉｅｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｍａｘｉｍｕｍ　ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ

图５　ｈＺＰ３氨基酸序列信号肽预测

Ｆｉｇ．５　Ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｈＺＰ３

　　去 信 号 肽 后ＧＲＡＶＹ值 为－０．０４０，可 认 为 是

亲水 蛋 白。用 ＴＭＰｒｅｄ在 线 工 具 进 行 跨 膜 区 域 预

测表明除信号肽外，在３８７～４０５位还有一个跨膜区

域，这与ＴＭＨＭＭ预测结果（跨膜区域位于３８２～
４０５）略有差异，可能是由于算法不同在预测的精确

度上存 在 差 异。通 过ＳＯＰＭＡ对 其 进 行 二 级 结 构

预测表明此氨基酸序列主要由无规则卷曲（ｒａｎｄｏｍ
ｃｏｉｌ，５１．３１％），α－螺旋（Ａｌｐｈａ　ｈｅｌｉｘ，１８．６２％），延伸

链（Ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｓｔｒａｎｄ，２５．３０％）和 少 量β－转 角（Ｂｅｔａ
ｔｕｒｎ，４．７７％）组 成。这 与Ｐｈｙｒｅ２预 测 的 二 级 结 构

相似，通 过Ｐｈｙｒｅ２同 源 建 模 得 到 草 兔ＺＰ３三 维 结

构模型，其结果有２６４个残基最大程度与数据库中
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一个ＺＰ３蛋白结构模板 匹 配，相 似 度５７％，置 信 度

为１００．０％（图６）。

图６　ｈＺＰ３蛋白三维结构建模预测

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ（３Ｄ）ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈＺＰ３ｐｒｏｔｅｉｎ

３　结论与讨论

不育控制是通过降低种群的生育率来降低种群

数量，不育个体对种群繁殖起竞争性干扰作用，同时

由于占有巢穴，消耗资源，抑制种群的快速恢复［１２］。
哺乳动物ＺＰ蛋白是由颗粒细胞和卵母细胞共同分泌

的，通常有ＺＰ１，ＺＰ２，ＺＰ３三种糖 蛋 白 构 成［１３］。ＺＰ３
同其他家族成员一样在结构上有一些共性，包括Ｎ
端２２个氨基酸的信号肽，中间２６０个氨基酸左右的

保守ＺＰ基序，位于Ｃ端跨膜区上游弗林蛋白酶切割

位点（ＲＸＫ／ＲＲ），以 及Ｃ端 跨 膜 区 域 和 序 列 尾［１４］。
多项研究表明ＺＰ３作为精子受体是精卵结合过程中

的关键因子，相应基因缺失或受到抗体抑制就会导致

不育，是免疫不育潜在的靶抗原［９，１５－１６］。
本研究在预实验的过程中，根据已知不同物种的

ＺＰ３序列的保守区设计了简并引物，扩增出７１３ｂｐ
草兔ＺＰ３片段（结果未显示），经比对与欧洲兔相似

度高达９８％，于是考虑以欧洲兔ＺＰ３序列为模板设

计整个ＣＤＳ区的特异引物，最终扩增出草兔ＺＰ３的

完 整 编 码 区，并 在 ＧｅｎＢａｎｋ 登 陆，序 列 号 为

ＫＣ４４７２８９。克隆所得片段与欧洲兔保持着较高的一

致性，编码４１９个氨基酸，经序列分析发现具有不同

物种间ＺＰ３前体蛋白都存在的共性结构，这些在结构

上的共性不仅揭示着ＺＰ３功能上的共性及在精卵结

合中的相似作用，而且意味着ＺＰ３蛋白可能拥有共同

的进化起源。构建进化树也表明不同物种间ＺＰ３有

较高的保守型，草兔与欧洲兔亲缘关系最近，符合进

化关系。与欧洲兔ＺＰ３进行氨基酸比对发现有１５个

氨基酸发生变异，其中仅有４个为性质相似的变异。

５个变异在Ｃ端跨膜疏水区比较集中，可能会对ＺＰ３
蛋白的分泌以及装配产生影响［１７］。ＺＰ基序上有４处

变异，但对结构有重要影响的８个保守的半胱氨酸依

然存在，他们主要集中于两簇，将ＺＰ基序分为两个

亚区，对后续ＺＰ纤维丝状蛋白的组装和亚基间的调

节有重要作用［１８］。由于Ｎ端信号肽在分泌前会被切

除，且Ｃ端跨膜区在ＺＰ３形成前由Ｆｕｒｉｎ切除［１９］，因
此，成熟的ＺＰ３在构成上有赖于２３～３４３区间的氨基

酸序列，这其间的差异，很可能通过影响蛋白的结构

和翻译后修饰，从而造成欧洲兔与草兔生育上的差

异。有研究表明ＺＰ３的精子结合位点在低

图７　草兔与欧洲兔ＺＰ３氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．７　ＺＰ３ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｈａｒｅ　ａｎｄ　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　ｒａｂｂｉｔ
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聚糖上，多肽主要对诱导顶体反应起重要作用［２０－２１］。
草兔与欧洲兔相比在ＺＰ序列上有保守的两个Ｔｈｒ
Ｏ－糖基 化 位 点（１５４，３５６）和 两 个 Ｎ－糖 基 化 位 点

（１２３，３４５）多了１个２１８位的Ｔｈｒ　Ｏ－糖基化位点，少
了１个１７８位的Ｎ－糖基化位点，此外还存在一些磷酸

化位点的差异，这些修饰后结构的差异可能是导致生

殖季节草兔繁殖力高于欧洲兔的原因［２２］。二级结构

预测显示ＺＰ３前体蛋白主要包括无规则卷曲，延伸

链，α－螺旋和少量β－转角，对于三级结构的预测目前

只能通过与已知结构蛋白序列同源性比对来完成。
本研究通过ＲＴ－ＰＣＲ技术首次得到了草兔ＺＰ３基因

的完整编码区序列，不仅丰富了我国物种的基因资

源，也为后续蛋白表达抗体制备奠定了基础。
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