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摘 要 

奶山羊产业是我国奶业的重要成员之一，羊奶深受消费者青睐，但其基础母羊数

量与质量存在严重不足，直接影响到本产业发展。性别控制技术由于能有效控制新生

动物的性别，已经在众多动物中广泛应用，然而目前在理论上证据匮乏，在奶山羊产

业中应用较少，而且效果不好，需要深入研究，破解其中存在的科学问题，获得的结

果将直接应用于奶山羊，推动奶山羊产业发展。 

课题组前期研究发现，奶山羊 X 精子和 Y 精子存在一个显著差异的水通道蛋白

7(Aquaporin 7, AQP7)。本研究首先从奶山羊睾丸组织中克隆得到 AQP7 基因完整的

CDS 区全长，成功构建原核表达载体，表达并纯化重组蛋白，利用纯化后的重组蛋白

免疫新西兰大白兔获得多克隆抗体并检测 X、Y 精子中 AQP7 蛋白的表达情况，为研

究 AQP7 蛋白以及通过 AQP7 控制精子性别奠定基础。研究结果如下： 

1.克隆得到奶山羊 AQP7 基因 1077 bp 序列，测序得到该基因 CDS 区全长 993 bp，

共编码 330 个氨基酸。对该基因的 CDS 区进行生物信息学分析，由二级结构分析得到

该蛋白 C 端二级结构丰富；TMHMM 预测该蛋白有 3 段膜外区；最终结合开放阅读框

(ORF)预测结果得到适合作为抗原片段的 339bp 基因序列，克隆得到该抗原片段的基因

序列。同源性分析发现该段序列与兔的同源性低，可作为免疫肽段。并分析该肽段稀

有密码子比例，选择了适合表达重组蛋白的 BL21(DE3)感受态细胞。 

2.构建了 pET32a(+)-AQP7 重组载体，双酶切鉴定得到 5900 bp 的载体序列条带和

339 bp 的抗原片段基因序列条带，诱导表达得到 30 kD 的 AQP7 重组蛋白，并筛选出

该重组蛋白最适表达条件为 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导 6 h，探索蛋白表达形式发现重组

蛋白以包涵体的形式存在于沉淀中，利用8 M尿素破碎包涵体并变性蛋白，后用Ni-NTA 

Resin 对重组蛋白进行亲和纯化，SDS-PAGE 目的条带显示纯化效果良好，对纯化后的

蛋白进行梯度透析复性，复性后用 BCA 法测定 AQP7 重组蛋白的质量浓度≥2.0  

mg/mL。 

3.制备了奶山羊 AQP7 多克隆抗体，I-ELISA 法检测到 1:128000 的抗体效价。

Western blot 检测发现，抗体在稀释 5000 倍时对抗原蛋白仍有良好的特异性识别，该抗

体可以识别奶山羊睾丸组织中的 AQP7 蛋白，且在 X 精子和 Y 精子蛋白中检测到 AQP7

蛋白的差异表达，Y 精子中 AQP7 蛋白含量高；在奶山羊精子上进行免疫荧光发现，

该抗体可以和精子结合，AQP7 蛋白定位于精子顶体；随后制作奶山羊睾丸组织切片并

免疫荧光染色，发现该蛋白在精子发生的各阶段表达量有动态变化，且在分化为长形

精子后表达量最高。 
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综上所述，本研究成功克隆出奶山羊 AQP7 基因，纯化得到 AQP7 重组蛋白，制

备出奶山羊 AQP7 多克隆抗体，利用该抗体检测到 AQP7 基因在奶山羊 X、Y 精子上

表达存在差异，为后续研究奶山羊 AQP7 基因提供理论基础与分子工具。 

 

关键词：奶山羊；AQP7；精子；基因克隆；多克隆抗体 
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ABSTRACT 

Dairy goat industry is one of the important members of China's dairy industry. Goat 

milk is favored by consumers, but its basic ewe quantity and quality are seriously 

insufficient, which directly affects the development of the industry. Sex control technology 

has been widely used in many animals because it can effectively control the gender of 

newborn animals. However, at present, there is a lack of theoretical evidence, it is less used 

in the dairy goat industry, and the effect is not good. It needs in-depth research to solve the 

existing scientific problems. The results obtained will be directly applied to dairy goats and 

promote the development of dairy goat industry. 

The previous study of the research group found that there was a significant difference in 

aquaporin 7 (AQP7) between X sperm and Y sperm of dairy goats. In this study, the 

full-length CDS region of AQP7 gene was cloned from the testis of dairy goats. The 

prokaryotic expression vector was successfully constructed, and the recombinant protein was 

expressed and purified. The purified recombinant protein was used to immunize New 

Zealand white rabbits to obtain polyclonal antibody, and the expression of AQP7 protein in 

X and Y sperm was detected, which laid a foundation for the study of AQP7 protein and the 

control of sperm gender through AQP7. The results are as follows: 

1. The 1077 bp sequence of AQP7 gene of dairy goat was cloned, and the total length of 

CDS region of the gene was 993 bp, encoding 330 amino acids. Bioinformatics analysis of 

the CDS region of the gene showed that the C-terminal secondary structure of the protein 

was rich; TMHMM predicted that the protein had three extracellular regions; Finally, 

combined with the prediction results of open reading frame (ORF), the 339 bp gene 

sequence suitable for antigen fragment was obtained, and the gene sequence of the antigen 

fragment was cloned. Homology analysis showed that the sequence had low homology with 

rabbit and could be used as immune peptide. The proportion of rare codons in the peptide 

was analyzed, and BL21 (DE3) competent cells suitable for expressing recombinant protein 

were selected. 

2. pET32a (+) - AQP7 recombinant vector was constructed. 5900 bp vector sequence 

band and 339 bp antigen fragment gene sequence band were identified by double enzyme 

digestion. The 30 kD AQP7 recombinant protein was induced and expressed. The 

recombinant protein was induced by IPTG with the optimum expression condition of 0.5 

mmol/l for 6 h. The protein expression form was explored. It was found that the recombinant 
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protein was expressed in the form of inclusion body in the precipitation. The inclusion body 

was broken and the protein was denatured with 8 M urea, The recombinant protein was 

affinity purified with Ni NTA resin. The target band of SDS-PAGE showed that the 

purification effect was good. The purified protein was renatured by gradient dialysis. After 

renaturation, the mass concentration of AQP7 recombinant protein was determined by BCA 

method ≥ 2.0 mg / ml. 

3. The polyclonal antibody of milk goat AQP7 was prepared, and the antibody titer of 

1:128000 was detected by I-ELISA. Western blot showed that the antibody still had good 

specific recognition of antigen protein when diluted 5000 times. The antibody could 

recognize AQP7 protein in natural testicular tissue of dairy goat, and the protein differential 

expression of AQP7 gene was detected in X sperm and Y sperm protein. The content of 

AQP7 protein in Y sperm was high; Immunofluorescence on milk goat sperm showed that 

the antibody could bind to sperm, and the difference of fluorescence intensity was observed 

in X sperm and Y sperm, indicating that AQP7 protein was located in sperm acrosome;; 

Then the testicular tissue sections of dairy goats were made and immunofluorescence 

staining showed that the expression of the protein changed dynamically in each stage of 

spermatogenesis, and the expression was the highest after differentiation into long sperm. 

To sum up, this study successfully cloned the dairy goat AQP7 gene, purified the AQP7 

recombinant protein, and prepared the dairy goat AQP7 polyclonal antibody. Using this 

antibody, it was detected that the expression of AQP7 gene was different on the X and Y 

sperm of dairy goat, which provided theoretical basis and molecular tools for the follow-up 

study of dairy goat AQP7 gene. 

 

KEY WORDs: dairy goat; AQP7; Sperm; Gene cloning; Polyclonal antibody 
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IVF In Vitro Fertilization 体外受精 
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Indirect Enzyme Linked Immunosorbent 
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National Center for Biotechnology 

Information 
美国国家生物技术信息中心 

SDS-PAGE 
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis 

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳 
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HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶 
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第一章  文献综述 

1.1 性别控制技术 

1.1.1 性别控制在畜牧生产中的意义 

哺乳动物的性别控制技术是通过人为的技术手段干扰动物后代性别，打破自然界

接近 1:1 的公母比例，根据畜牧生产的需要产生可以控制后代性别的一门技术。哺乳动

物的性别控制技术对当今畜牧业的快速发展具有极其重大的意义。通过性别控制技术

提高群体中母畜比例，对于家畜遗传改良提高，家畜繁殖效率的加快均有促进作用，

进而促进家畜优良品种的繁育速度。在乳用畜种上，增加母畜的比例可以提高生产效

益，且利于快速扩群，扩大产业规模。 

1.1.2 常见性别控制技术 

1.1.2.1 早期胚胎鉴定 

早期胚胎鉴定是用细胞学、免疫学或分子生物学等现在技术手段对完成受精早期

胚胎进行性别鉴定，随着 PCR 技术的发展，早期胚胎鉴定技术越发快速准确。通过早

期胚胎鉴定技术可以较早地淘汰没有经济价值的后代，避免了繁殖期的浪费以及后续

饲料管理消耗。但早期胚胎鉴定技术不仅需要掌握胚胎移植技术高级技术人员，同时

也会对动物造成一定的损伤，因此，在大规模的畜牧生产中并不常用。 

1.1.2.2 控制授精环境 

家畜授精时外部环境对后代性别有重要影响，如阴道内酸碱度、日粮营养水平、

输精时间等。控制授精环境的方法在研究中较好，然而其精准度不高，提高的性别比

例较低。但由于其操作简单，成本较低，且对母畜基本无害等优点，在畜牧生产中有

较高的应用价值。 

1.1.2.3 X、Y 精子分离法 

X、Y 精子分离的方法较多，本质是将人工采集的精液，在体外分离为 X 精子和 Y

精子，然后选用所需要的精子进行人工授精进而控制性别的方法。由于 Y 精子携带其

特有的 Y 染色体，因此与 X 精子之间必然存在某些表型差异，这就使得应用物理、化

学和生物学的方法分离它们成为可能（张光勤和李建民, 2002）。有研究表明，X 精子

和 Y 精子 DNA 含量的差异为 3.8%，利用流式细胞仪分选获得的 X 精子或 Y 精子纯度

可达 90%（张汇东等, 2015）。 

目前，已知的可以实现 X、Y 精子分离的技术有多种，包括梯度离心法、免疫学

分离法、流式细胞法、沉降法和电泳法等。 

( 1) 梯度离心法简单快捷，主要利用 X 精子的比重高于 Y 精子，通过离心的方法
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可以使 X 精子快速下降，从而使 X 精子处于下层，而 Y 精子在上层（刘伯宗，1992）。

但因为公畜自身或采精操作等因素使 X 精子或 Y 精子自身的差异变大，使精子分离的

纯度得不到保证（张夙夙，2014），且离心过程中离心力的作用会对精子尾部造成伤害，

降低精子运动能力。 

(2) 免疫学分离法的原理是利用精子自身存在的差异膜蛋白，制备相应的膜蛋白抗

体特异识别 X 精子或 Y 精子，以此达到分离它们的目的。特异性抗体可以获得高纯度

X 精子和 Y 精子群，操作简单、成本低，但长时间的处理会对精子造成一定的损伤

(Soleymani et al.,2021)。 

(3) 流式细胞法分离原理是根据 X 精子和 Y 精子上 DNA 含量的微小差异，通过

Hoechst 33342 染料激发的荧光强度来区分两种精子，该染料在通过完整的细胞膜和流

式细胞术扩散后与 DNA 结合(Garner, 2009; Garner et al.,2013)。这种方法可导致 X 精子

分离纯度超过 90%，流式细胞法分离 X 精子和 Y 精子只在牛上应用较多。因为流式细

胞仪分离精子成本高、周期慢、技术要求高(Shen et al., 2009)等原因，只适应于牛等大

型动物。 

综上，在当今畜牧生产上，由于人工授精的普及，X、Y 精子分离法是性控精液的

关键。雄性哺乳动物的单倍体精子只能携带一条性染色体，它们形成两种不同的精子

类型（X 和 Y）。后代的性别是在精子与卵子结合期间确定的，卵子和含有 X 染色体的

精子产生女性后代（XX），卵子和含 Y 染色体的精子产生雄性后代（XY）(Diskin et 

al.,2018; Balao et al., 2016; Heuer et al., 2017)。流式细胞术是精子工业化中最成功的方法

之一。但它存在许多缺陷，例如每根吸管的精子剂量限制，对精子细胞的损害，人工

授精后的受孕率较低，成本高(Suh et al., 2005; Moore et al., 2017)。因此，找到一种低成

本、破坏性较小、高效且简单的精子分选方法至关重要。 

1.2 精子发生和成熟控制 

1.2.1 精子发生过程 

睾丸有两个主要功能：外分泌功能和内分泌功能。睾丸外分泌功能的作用是产生

分化成熟的配子，即精子，成熟后的精子被释放到生精小管腔内，最终储存于附睾处。

此过程即为精子发生。 

在精母细胞生成过程中，第一次有丝分裂使干细胞生成精原细胞。后者通过进行

几次连续的有丝分裂而增殖，这导致了细线前期精母细胞的产生。随后进入减数分裂

前期。生殖细胞在经历两次减数分裂之前，依次分化为不同的阶段(细线期、合线期、

粗线期、双线期)。圆形精子细胞会伸长为长形精子细胞，最终形成精子的过程是精子

发生的最终变化。至此，精子在精子发生的最后阶段被释放到曲细精管的管腔内。 
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1.2.2 精子发生中的基因调控 

与精子发生、成熟和获能相关的基因已在小鼠中得到很好的分析。在遗传水平上

的精确调控机制尚不清楚，但已发现有几个基因参与减数分裂前生殖细胞的增殖和分

化(Ar，Etv5，Bax，Pi3k，Nano2，Ddx4，Dazl)，减数分裂本身(Spo11，Mei1，Atm，

Dmc1，H2afx，Trip13，Mlh1，Mlh3，Pms2，Msh4，Msh5)，单倍体细胞及其受精的

成熟和受精(Spem1，Gopc，Prm1，Prm2，Tnp1，Tnp2，Tssk6)(Miyamoto et al., 2017)。

缺乏这些基因的小鼠表现为精子发生或受精失败。因此，人们认为这些基因控制着生

殖细胞在减数分裂前、减数分裂中和减数分裂后的发育。一些研究专门研究了一系列

构成顶端外质特化的基因。Bouchard 等人报告说，缺乏 Nectin-2 的小鼠不育(Bouchard 

et al., 2000)。细胞黏附分子 1(CADM1)也被阐明为雄性生育所必需的(Surace et al., 2006)。

这些研究阐明顶端外质特化相关基因对生殖细胞的分化和成熟是必不可少的。 

生殖细胞死亡对于正常的精子发生也很重要(Gur et al., 2021)。在胚胎发育过程中，

当原始生殖细胞迁移到发育中的性腺时，出现异常迁移的生殖细胞会发生凋亡，这在

很大程度上受 Bcl-xL 和 Bax 的调控。在第一波中，生殖细胞凋亡的数量增加发生在睾

丸。Bax 的缺失和 Bcl-2 或 Bcl-x 的过表达消除了第一波中的细胞凋亡，导致不育的转

基因小鼠精原细胞和精母细胞的积累(Damavandi et al., 2002)。此外，外源性凋亡途径

也参与生殖细胞凋亡。FAS 受体和 FAS 配体在睾丸中表达，需要触发损伤诱导的生殖

细胞凋亡。在实验动物模型中，FAS 的上调参与大鼠精子细胞凋亡。此外，暴露于过

量的激素或激素剥夺，以及暴露于有毒物质和高温也会导致生殖细胞凋亡。 

1.2.3 精子性染色体编码基因 

在精子发生过程中，圆形精子细胞经历了动态的形态变化，包括核凝聚、顶体形

成和精子纤毛的伸长(Oakberg, 1956)。使用基因敲除小鼠模型的研究表明，与精子发生

相关的形态变化与各种基因的表达有关，包括在圆形精子细胞中的 Tekt、Tnp 和

Gba2(Roy et al.,2007)。因此，在单倍体雄性生殖细胞中，活跃的基因转录发生在染色

体上，包括性染色体，其中一些对细胞生存是必不可少的(Braun et al., 1989)。利用精子

细胞之间的细胞质桥梁，包括 RNA 和蛋白质在内的细胞质被共享以挽救携带 Y 染色

体的精子(Y 精子) (Jasin et al., 1992)。据报道，该桥梁在精子发生的早期阶段在精子细

胞中发挥作用，并在此阶段检测到高水平的 RNA 聚合酶 II(Sami et al., 2003)。然而，

在精子发生的后期仍然检测到 RNA 聚合酶 II(Schmidt et al., 1995)，这表明精子的独特

特征不仅可以通过 X 或 Y 染色体的存在来区分，还可以通过每条性染色体编码的不同

基因的表达来区分。 

然而，小鼠Y染色体编码不到700个基因，而小鼠X染色体编码3000多个基因(Ross 

et al., 2005; Soh et al., 2014)。X 染色体包含一些独特的基因，例如编码 Tafazzin 的 Taz
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基因，它是一种被物理刺激激活的转录调节因子(Zucchi et al., 1999)，XIAP 编码的是 X

连锁的凋亡抑制蛋白，它抑制了凋亡信号的激活(Deveraux et al., 1997)，G6pdx 编码的

是 X-连锁的葡萄糖-6-磷酸-1-脱氢酶，它催化了氧化的戊糖-磷酸途径(Mason et al., 

1999)。因此，X 染色体和常染色体在调节体细胞和生殖细胞功能方面起着重要作用。

然而，携带 X 染色体的精子(X 精子)和 Y 精子功能相同，在体内受精或常规体外受精

(IVF)过程中，X 精子和 Y 精子没有明显差异。尽管有这些功能上的相似之处，但在 X

和 Y 精子的流动性方面已经观察到了差异(Umehara et al., 2019)。具体地说，尽管 Sarkar

等人报告说，X 精子和 Y 精子在固定液中的流动性没有区别，但在一种特殊的和流方

案中，X 精子的运动，而不是 Y 精子，转移到了几乎直线的路径上(Sarkar et al., 1984)。

此外，在特定的体外条件下，如低 pH、高温和高氧化应激，Y 精子的活力比 X 精子迅

速降低(Shettles et al., 1970)，而在高 pH 孵育条件下，X 精子的活力下降(Oyeyipo et al., 

2017)。这些观察表明，在特定的体外(或体内)条件下，X 精子和 Y 精子的运动模式不

同，可能与影响 X 精子或 Y 精子独特运动模式的特定基因的转录有关。 

1.3 X、Y 精子膜蛋白抗体的研究 

随着畜牧业的发展，人工授精技术已经熟练运用于畜牧生产，因此，性控精液更

适合作为性别控制的手段。并且，通过免疫学方法分离 X、Y 精子时不需要使用染料

或辐射；因此，对精子的有害影响将减少。此外，免疫学方法需要更少的时间，对精

子细胞的压力也更小。 

迄今为止，尚不清楚 X 和 Y 精子之间 DNA 含量的差异是否会导致基因和蛋白质

的差异表达，从而导致两种细胞类型之间的其他物理、化学和功能差异(Ellis et al., 2011; 

Li et al., 2016)。通过相应的手段具体地鉴定 X 或 Y 精子的质膜相关蛋白(Chen et al., 

2012; De Canio et al., 2014; Scott et al., 2018)，其鉴定可能开发出免疫性控技术，从高效

性、便利性和经济的角度来看，这可能是一种替代流式细胞仪的方案(Hanuman et al., 

2018)。 

H-Y 抗原是哺乳动物最早的 Y 精子特异性抗原之一，曾经在生产中进行测试；然

而，它的抗原特异性较差，降低了其应用价值(Hoppe and Koo, 1984)。Souza 等人制备

了针对来自牛精子的雄性特异性蛋白 19kD 的单克隆抗体，该抗体与 48.2%的精子结合

(Souza et al., 1999)。Matta 等人进一步利用该抗体通过胞浆内单精子注射获得 92.3%的

雌性胚胎，通过体外受精获得 80%的雌性胚胎(Matta et al., 2001)。这些研究表明精子细

胞亚群中存在性别特异性抗原。Yang 等人根据 SSAbs 与性别分类 X 精子结合的偏好，

产生了针对牛 X 精子（XSSAb）的性别特异性抗体（SSAbs），并将其与免疫磁珠结合

以分离 X、Y 精子(Yang et al., 2014)。X 精子胞浆内单精子注射结果显示，74.3%的胚

胎为雌性；然而，研究人员未能特异性地鉴定 XSSAb 及其相应的性别特异性蛋白质。
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Zhang 等人发明了一种分析和鉴定非人类哺乳动物（如牛，羊，猪，兔和马）中 Y 精

子的方法，方法是使用标记睾丸特异性 Y 编码蛋白，该蛋白仅在 Y 精子中表达并且位

于Y精子的顶体中(Zhang et al., 2017)。通过这种方法分离的Y精子纯度至少为 82.2%。

此外，与目前的商业流式细胞术 Y 精子分选方法相比，该方法显著降低了分离成本。

Chowdhury 等人通过使用 WholeMom（一种针对公牛精子表位的单克隆抗体）简单而

轻松地分离 X、Y 精子(Chowdhury et al., 2019)。该抗体可以与 Y 精子头部的质膜结合，

由于头对头凝集，最终沉入底部；相反，X 精子可以在不与抗体结合的情况下自由游

泳，最后使卵母细胞受精，从而导致性别控制。在这项研究中，X 精子和对照组之间

推定受精卵，早期切割和囊胚的发生率没有显著差异。雌性和雄性 IVF 胚胎的准确率

分别为 81.0%和 72.5%，而精子剂量仅为 1.7×106 个，这表明这种技术对精子细胞的压

力较小，并且对它们进行分类更有效。开发针对 X、Y 精子膜蛋白的特异性抗体将为

使用免疫学方法进行精子分选提供基础(Shen et al., 2021)。 

1.4 水通道蛋白 7（AQP7）的研究进展 

甘油是生命中最常见的多元醇之一，在脂质代谢、碳水化合物代谢等重要生物途

径中既是能量载体又是分子骨架。脂肪细胞甘油三酯的水解是由脂肪甘油三酯脂肪酶

(ATGL)启动的，ATGL 的反应之后是激素敏感脂肪酶，主要是二酰甘油脂肪酶(Zechner 

et al., 2017; Smirnova et al., 2006)。水解的最后一步是由单甘油脂肪酶进行的(Zechner et 

al., 2017)。胞浆中产生的甘油通过 AQP7 从脂肪细胞释放到自身循环中，并被肝脏重新

吸收，在那里它被甘油激酶磷酸化成 3-磷酸甘油(G3P)，进入脂质合成或糖酵解途径

(Mugabo et al., 2016)。除了甘油外流，AQP7 在肾脏、肌肉、胰岛和雄性生殖系统的甘

油吸收中起着关键作用(Matsumura et al., 2007; Wakayama et al., 2004; Hibuse et al., 2009; 

Prieto-Martínez et al., 2017)。甘油可以通过 AQP3 和 AQP7 被肌肉细胞吸收，并通过甘

油脱氢酶氧化成甘油醛或由甘油激酶磷酸化成 G3P 作为能量利用(Kormann et al., 1972; 

van et al., 2002)。 

甘油对脂膜的通透性很差，因此需要跨膜载体才能使甘油离开或进入细胞。在细

菌中，例如大肠杆菌，甘油被甘油-3-磷酸转运蛋白(GlpT)和甘油促进剂(GlpF)渗透

(Borgnia et al., 2001)。在真核细胞中，甘油跨膜运输主要通过水通道蛋白家族。AQP

家族有四个成员与甘油在细胞内的转运有关：AQP3、AQP7、AQP9 和 AQP10(Kreida  et 

al., 2015)。甘油转运蛋白在控制能量代谢和细胞渗透压方面起着关键作用，因此甘油转

运蛋白功能障碍可能导致异常的脂质堆积和水平衡，如 AQP3 基因敲除引起的多尿(Ma 

et al., 2000)，以及与 AQP7 基因单核苷酸多态(SNPs)相关的 II 型糖尿病(Prudente et al., 

2007)。AQP7 在脂肪组织中高度表达，使膜对水和甘油具有渗透性(Kishida et al., 2000)。
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脂肪细胞以三酰甘油(TAG)的形式储存多余的营养，并在饥饿时将其水解为游离脂肪酸

(FFA)和甘油，代表了一种在食物供应波动中生存的进化策略。甘油的快速积累需要有

效的清除，以防止渗透压升高引起的细胞损伤。此外，为了避免能量分子的不必要损

失，需要对跨膜运输进行严格的监管。在 AQP7 基因敲除的小鼠模型中，AQP7 功能缺

陷导致脂肪组织中甘油积聚，并导致成年后肥胖(Hara-Chikuma et al., 2005; Hibuse et al., 

2005)。在人类研究中，AQP7 第六个跨膜螺旋 G264V 的功能缺失突变导致了一些健康

问题，如高甘油尿、精神运动迟缓和血小板异常(Goubau et al., 2013; Kondo et al., 2002)。

Aqp7 缺乏的其他后果包括 b 细胞功能和胰岛素分泌受损(Matsumura et al., 2007; 

Louchami et al., 2012)，以及 AQP7 基因敲除小鼠心室肥大的高风险(Hibuse et al., 2009)。 

尽管 AQP 家族之间的序列多样性很高，人类 AQP 家族中各蛋白之间的序列同源

性在 17%到 41%之间，但到目前为止所确定的水-AQP 结构表现出高度保守的折叠模式，

包括 AQP 同源四聚体围绕着垂直于细胞膜的四重对称轴，每个原始体由六个跨膜螺旋

组成，在每个四聚体中建立四个单独的水渗透途径(Frick et al., 2014; Horsefield et al., 

2008; Ren et al., 2001; Ho et al., 2009; Fu et al., 2000)。在水通道的中心区域有一个双重

的 ASN-Pro-Ala(NPA)基序，它被认为是一个离子排斥孔，阻止带电原子穿过水通道。

最近发表的人类 AQP10 结构揭示了一个中心通道，该通道比以前报道的水-AQPs 结构

略宽，并提出了一种 pH 门控机制，通过 H80 的质子化及其与细胞内前庭 E27 的相互

作用来控制该通道(Gotfryd et al., 2018)。作为生理条件下甘油的主要通道，AQP7 与

AQP10 有很高的序列同源性，特别是在 AQP10 的 pH 敏感结构域。在对表达 AQP 的

酵母细胞进行的基于荧光的功能分析中，AQP7 在摄取实验中表现出 pH 门控模式，并

在生理条件下显示出很强的甘油渗透活性，而 AQP10 仅在极端酸性条件下对甘油开放 

(Gotfryd et al., 2018)。 

1.5 本研究的目的及意义  

奶山羊群体数量制约着奶山羊产业发展。产业的快速扩群以及养殖业的增效，都

离不开母畜的数量，因此，利用性别控制的方法增加后代母羔的比例，可以促进奶山

羊产业的发展。本研究利用前期测序得到的奶山羊差异基因 AQP7，制备多克隆抗体，

验证 X、Y 精子中 AQP7 蛋白的表达差异，为后续研究 AQP7 基因提供抗体材料与理

论基础。 

 

 

 



第二章  奶山羊 AQP7 基因克隆及生物信息学分析 

 7   
 

第二章  奶山羊 AQP7 基因克隆及生物信息学分析 

AQP7 是一个广泛存在于所有物种和细胞类型中的跨膜蛋白，主要功能是允许水跨

细胞膜运输，此外还参与甘油、尿素和某些无机离子的运输(Prieto et al., 2017)。1997

年，AQP7 基因从大鼠睾丸 cDNA 中克隆得到。有研究表明，AQP7 基因在夏洛来牛和

西门塔尔牛群体中其内含子和外显子均有不同程度的突变，进行分析发现这些多种突

变的形成与该群体牛的精液品质等存在显著相关性。此外，AQP7 在人类精子中的分布

变化与卷尾精子的存在和其他形态变化呈负相关(Moretti et al., 2012)。 目前为止，

AQP7 在精子方面研究略有不足。而实验室前期测序发现奶山羊 X 精子和 Y 精子 AQP7

基因表达差异显著，因此，研究 AQP7 基因在 X 精子和 Y 精子中的作用至关重要。本

试验对 AQP7 基因进行克隆并进行生物信息学分析，为进一步研究 AQP7 蛋白功能提

供基础。 

2.1 试验材料 

试验所用睾丸组织采自西北农林科技大学萨能奶山羊原种场健康成年公羊，存于

液氮带回实验室。由西安擎科泽西生物科技公司完成引物合成及测序。 

2.1.1 仪器及试剂 

试验用仪器及试剂见附录 A。 

2.1.2 溶液的配置 

配置具体方法见附录 B。 

2.2 试验方法 

2.2.1 引物设计 

选择在 NCBI 中已提交的山羊(Capra hircus)AQP7(XM_005684061.3)mRNA序列为

模板，使用 NCBI 的 Primer-BLAST 设计该基因的引物，引物序列见表 2-1。 

表 2-1 引物序列 

Table2-1Primer sequence 

基因 

Gene 
 

引物序列 

Primer sequence 

产物大小(bp) 

Product size 

退火温度(℃) 

Annealing temperature 

AQP7 
F 5′ CCTTCAGCAGACATCTAAAAATCTC 3′ 

1077 58 
R 5′ GATGCAGGGTCACAAATAGTCTTA 3′ 
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2.2.2 奶山羊睾丸组织总 RNA 提取及 cDNA 合成 

剪碎并研磨 200 mg 采集的奶山羊睾丸组织，向研磨成粉末状的组织中加入 500 µL 

Trizol 冰上静置 5 min，按照 Trizol 法提取睾丸组织中的总 RNA。按照 Primescript RT 

Reagent Kit 反转录说明书反转为 cDNA。 

2.2.3 AQP7 基因 CDS 区全长扩增 

以睾丸组织 cDNA 为模板，利用表 2-1 中的引物进行扩增，体系如表 2-2。 

表 2-2 扩增体系  

Table2-2 Amplification system 

试剂 Reagent 用量 Volume(µL) 

Prime STAR Max 10.0 

cDNA 模板 1.0 

F(10 µmol/L) 1.0 

R(10 µmol/L) 1.0 

ddH2O 7.0 

Total volume 20.0 

PCR 反应程序为 98 ℃变性 10 s、58 ℃退火 5 s、72℃延伸 10 s，共 35 个循环。 

2.2.4 克隆产物纯化 

克隆产物利用 1%的琼脂糖凝胶分离 DNA(120 V 恒压电泳 30 min)，并用琼脂糖凝

胶 DNA 回收试剂盒进行回收。 

2.2.5 目的序列加 poly A 尾及测序 

为了连接 pMD19-T 线性载体，需要对 PCR 已纯化的 DNA 序列利用 LA-Taq 酶进

行加 poly A 尾反应，体系如表 2-3。 

表 2-3 反应体系  

Table2-3 Reaction system 

试剂 Reagent 用量 Volume(µL) 

回收产物 15.8 

10×LA Taq Buffer II 2.0 

dNTP Mixture 2.0 

LA-Taq  0.2 

Total volume 20.0 

反应程序为：(98 ℃)3 min，(72 ℃)20 min。 

对 PCR 产物进行电泳分离和回收，方法同 2.2.4。回收产物与 pMD19-T 线性载体

连接，体系为：pMD19-T 载体 0.5 µL，回收产物 4.5 µL，SolutionⅠ5 µL，总体积 10 µL。

过夜连接。 
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将连接产物转入大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，具体操作见附录 C。取培养后菌液

用质粒小提试剂盒提质粒，取 20 µL 送测序。 

2.2.6 AQP7 蛋白生物信息学分析及抗原片段的选取 

将测序正确的序列利用在线网页(http://www.bio-soft.net/sms/index.html)翻译为对

应 的 氨 基 酸 序 列 。 用 ExPASy ProtPra 在 线 网 站

(http://www.expasy.org/tools/protparam.html)分析该基因编码蛋白的理化性质。用

DNASTAR 软件下的 Protean 子软件预测该基因编码蛋白的二级结构等。用 TMHMM

在线网站（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM）预测该基因编码蛋白的跨膜结构。

用 DNAMAN 软件比对该基因氨基酸序列与兔 AQP7 蛋白氨基酸序列的同源性。并用

Edit seq 预测该基因序列的开放阅读框，选择适合作为 AQP7 蛋白的抗原片段，该抗原

片段具有一下特征：是一个完整的 ORF 区，与兔 AQP7 氨基酸序列同源性较低且含有

膜外蛋白区，亲水性、抗原性、表面可及性均良好。 

2.2.7 抗原片段基因序列的扩增 

对选取的 AQP7 蛋白抗原片段基因序列扩增，序列扩增引物序列信息见表 2-4。 

表 2-4 抗原片段引物序列 

Table2-4 Antigen fragment primer sequence 

 
引物序列 

Primer sequence 

产物大小(bp) 

Product size 

退火温度(℃) 

Annealing temperature 

F 5′ ATGAACTCGGGATATGCCATC 3′ 
339 58 

R 5′ TTAAGGGTGGTACAAGACTGAG 3′ 

PCR 扩增体系同 2.2.3，模板选用 pMD19-T-AQP7 质粒，PCR 产物电泳分离纯化

回收 DNA，-20℃保存。 

2.2.8 抗原片段基因序列的稀有密码子分析 

利用在线网站(https://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html)对抗原片段基因序列

的稀有密码子比例进行分析，若稀有密码子多（大于 15%）的序列应该使用 Rosetta（DE3）

感受态细胞进行转化，对稀有密码子较少的序列则使用 BL21(DE3)感受态细胞。 

2.3 结果与分析 

2.3.1 AQP7 基因 CDS 区全长的克隆 

PCR 扩增得到 AQP7 基因 1077 bp 序列，其中包括 CDS 区全长 993 bp（图 2-1），

编码 330 个氨基酸。连接线性载体后测序得到 AQP7 基因 CDS 区基因序列，见附录 I。 

http://www.bio-soft.net/sms/index.html
http://www.expasy.org/tools/protparam.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM
https://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html
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图 2-1 奶山羊 AQP7 基因 CDS 区全长的 PCR 扩增 

图注：M. Trans 2K Plus DNA Marker；1~2. PCR 扩增片段 

Figure2-1 PCR amplification full-length of AQP7 gene CDS region of dairy goat 

Note: M. Trans 2K Plus DNA Marker;1. PCR amplified fragment 

2.3.2 AQP7 蛋白理化性质分析 

由 Edit seq 软件翻译的 AQP7 蛋白氨基酸序列见附录 I。对 AQP7 基因编码蛋白质

的理化分析结果见表 2-5。该蛋白带正电的氨基酸残基明显多于带负电的氨基酸残基，

总平均亲水系数为 0.335，且该蛋白的不稳定系数为 35.77，因此该蛋白属于稳定疏水

蛋白。 

表 2-5 AQP7 蛋白理化性质分析 

Table2-5 Analysis of physical and chemical properties of AQP7 protein 

项目 Item  

分子式 Formula C1648H2548N422O447S17 

相对分子量 Molecular weight 35.969kD 

原子总数 Total number of atoms 5082 

等电点 Isoelectric point 9.20 

带负电氨基酸残基(ASP + Glu)Negatively charged amino acid residue (ASP + Glu) 18 

带正电氨基酸残基(Arg + Lys) Positively charged amino acid residues (Arg + Lys) 24 

不稳定系数 Instability index 35.77 

总平均亲水系数 Grand average of hydropathicity 0.335 
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2.3.3 AQP7 蛋白二级结构预测 

β-转角和无规卷曲集中处容易被免疫细胞识别，是作为抗原片段的理想位置。预

测结果见图 2-2。结果显示 AQP7 蛋白 β-转角和无规卷曲集中在第 200~300 个氨基酸片

段上，因此，该区域氨基酸序列可作为初步选择区域。 

图 2-2 AQP7 氨基酸序列二级结构分布情况 

Figure2-2 Secondary structure distribution of amino acid sequence of AQP7  

2.3.4 AQP7 蛋白亲水性、抗原指数、表面可及性和跨膜结构域预测 

用 Protean 软件和 TMHMM 在线软件分别对 AQP7 蛋白进行分析，预测结果见图

2-3 和图 2-4。结果表明该蛋白具有 6 个跨膜结构域，仅在第 150 和 230 个氨基酸附近

的片段有较长的膜外区适合作为抗原片段。通过对 AQP7 蛋白亲水性、抗原指数、表

面可及性等预测，并结合 ORF 预测结果（图 2-5），发现 AQP7 蛋白第 219-330 氨基酸

适合作为抗原片段。 

 

图 2-3 AQP7 蛋白亲水性、抗原指数和表面可及性预测 

Figure2-4 AQP7 hydrophilicity and protein surface predictability  
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图 2-4 AQP7 蛋白跨膜结构域预测 

Figure2-4 Prediction of transmembrane domain of AQP7 protein 

图 2-5 AQP7 开放阅读框的预测 

Figure2-5 Prediction of AQP7 Open Reading Frame 

2.3.5 奶山羊 AQP7 蛋白同源性分析 

DNAMAN 软件比对山羊 AQP7 和兔 AQP7 的氨基酸序列同源性为 69.68%，结果

（图 2-6）显示 AQP7 蛋白 C 端与兔 AQP7 同源性较低，可以用作制备兔抗的片段。综

合以上分析结果最终选取 AQP7 蛋白 C 端 219-330 氨基酸作为抗原片段。抗原片段对

应的基因片段为 AQP7 基因 CDS 区 3'端 655-993bp（包括 3'端终止密码子 TAA）。 
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图 2-6 奶山羊 AQP7 和兔 AQP7 氨基酸序列同源性比对 

Figure2-6 Comparison of amino acid sequence homology between dairy goat AQP7 and rabbit AQP7 

2.3.6 抗原片段基因序列的克隆 

PCR 反应扩增得到奶山羊 AQP7 的抗原片段基因序列，大小为 339 bp。（图 2-7）。 

 

图 2-7 AQP7 抗原片段 PCR 扩增结果 

图注：M. Trans 2K Plus DNA Marker；1~2. AQP7 目的抗原片段 

Figure2-7 PCR amplification results of AQP7 Antigen Fragment 

Note: M. Trans 2K Plus DNA Marker;1~2. AQP7 target antigen fragment 

2.3.7 抗原片段基因序列的稀有密码子比例分析结果 

RARE CODON CALTOR 分析得到奶山羊 AQP7 抗原片段稀有密码子共 12 个（图

2-8），在 113 个密码子中占比 10.62%，可以选择 BL21（DE3）感受态细胞进行原核表

达。 
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图 2-8 奶山羊 AQP7 抗原片段稀有密码子比例分析结果 

Figure2-8 Analysis of rare codon ratio of AQP7 Antigen Fragment in dairy goat 

2.4 讨论 

本试验首次克隆得到了奶山羊 AQP7 基因的 CDS 区全长，并根据制备多克隆抗体

的需要，对其进行详细的生物信息学分析，克隆得到该基因适合作为抗原片段的 339 bp

基因序列，为制备奶山羊 AQP7 多克隆抗体提供基础。 

本试验利用 PCR 克隆得到奶山羊 AQP7 基因，该基因 CDS 区全长 993 bp，编码

330 个氨基酸。利用 ExPASy ProtPra 等在线软件分析该基因编码蛋白的理化性质发现，

该蛋白属于稳定疏水蛋白。结果与已经报道的藏山羊 AQP7(张亚楠等, 2019)和小鼠

AQP7(Ishibashi et al.,1997)的结构一致。 

基因上适合作为抗原片段的区域需要满足该蛋白肽段有较多的 β-转角和无规卷曲，

且该区域的跨膜结构属于膜外区。满足以上条件的抗原片段在蛋白折叠后可以有更多

的抗原决定簇暴露，更容易被动物免疫细胞识别，产生高效价的抗体(邱思源等, 2017)。

有研究表明，DDX3Y 蛋白 β-转角和无规卷曲多位于肽段 N 端及 C 端，因此选择了将

N 端及 C 端基因序列整合连接到表达载体表达目的蛋白（杜伟伟等, 2021）。根据 β-转

角和无规卷曲分析结果，并结合 TMHMM 在线软件得到的膜外区结果，发现 AQP7 蛋

白仅在第 200-300 个氨基酸的区域适合作为抗原片段。 

在分子生物学中，开放阅读框从 ATG 开始，是 DNA 序列中具有编码蛋白质潜能

的序列，是一段结束于终止密码子连续的碱基序列。为了在原核宿主菌中表达蛋白，

需要寻找基因上完整的开放阅读框。因此，根据抗原片段位点和 ORF 预测，最终选择

了 AQP7 蛋白 C 端第 655-993 bp 的基因序列作为抗原片段。 

2.5 小结 

克隆得到奶山羊 AQP7 基因 CDS 区全长 993 bp，共编码 330 个氨基酸；筛选出适

合作为抗原片段的 339bp 基因序列以及适合该序列表达的 BL21(DE)感受态菌株。 
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第三章  奶山羊 AQP7 重组蛋白的原核表达及亲和纯化 

原核表达是一种高效表达目的蛋白的方法，具体是通过克隆目的基因片段，将外

源目的基因，与原核表达载体连接，成功构建的表达载体并转化表达菌株，使其在大

肠杆菌内表达(Brazzolotto et al., 2017)。原核表达由于其具有操作方法简单、迅速、经

济等原因，适合大量表达目的蛋白。(Jones et al., 2016)。 

AQP7 蛋白是一个跨膜蛋白，在脂肪组织中大量表达，在全身葡萄糖稳态和肥胖中

起着至关重要的作用，AQP7 表达的上调和下调在调节葡萄糖和脂质稳态中很重要

(Skowronski et al., 2016)，但在精子中的作用鲜有报道。而我们从实验室前期的测序结

果中发现奶山羊 AQP7 蛋白在 X 精子和 Y 精子中表达量差异显著，且作为膜蛋白，更

适合作为精子表面抗原。因此，通过构建原核表达载体，表达并纯化 AQP7 重组蛋白，

为后续制备奶山羊 AQP7 多克隆抗体提供基础。 

3.1 试验材料 

3.1.1 仪器及试剂 

相关仪器及试剂见附录 A。 

3.1.2 菌株及质粒 

大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞由西安擎科泽西生物科技有限公司购置；

pET-32a(+)载体购自 Solarbio 科技有限公司。 

3.1.3 主要溶液的配置 

具体步骤见附录 B。 

3.2 试验方法 

3.2.1 pET-32a(+)重组载体构建及双酶切鉴定 

利用在线网站（http://www.detaibio.com/sms2/rest_summary.html）分析 AQP7 抗原

片段基因序列的可用酶切位点，结合 pET-32a(+)载体质粒图谱，在 AQP7 抗原片段基

因序列扩增引物 5′添加 EcoRI 和 HindIII 作为酶切位点，并添加相应的保护碱基，引物

序列信息见下表： 

 

 

 

http://www.detaibio.com/sms2/rest_summary.html
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表 3-1 引物序列信息 

Table3-1Primer sequence information 

基因 

Gene 
 

引物序列 

Primersequence(5′-3′) 

限制性内切酶 

Endonuclease 

AQP7 抗原片段

基因序列  

F CCGGAATTCATGTCTCTTAGCCATCACAGACAA EcoRI 

R CCCAAGCTTTCAATCGTCGAGGGATTCTCC HindIII 

以克隆得到的 AQP7 抗原片段基因序列为模板，PCR 扩增带酶切位点的 AQP7 抗

原片段基因序列，反应体系同 2.2.3，反应程序同 2.2.7。用 DNA 凝胶回收试剂盒回收

PCR 扩增产物。 

将 PCR 扩增产物与 pET-32a(+)分别进行 EcoRI、HindIII 双酶切，酶切总量为 1µg，

酶切体系见表 3-2。 

表 3-2 酶切体系  

Table3-2 Enzyme digestion system 

试剂 Reagent 用量 Volume(µL) 

pET-32a(+)或目的 DNA 12.0 

10×Hbuffer 2.0 

EcoRI 1.0 

HindIII 1.0 

ddH2O 4.0 

Total volume 20.0 

酶切程序为 37℃恒温 6h。 

液体回收线性 pET-32a(+)质粒及 AQP7 抗原片段，对酶切产物使用 T4 连接酶连接，

反应体系见表 3-3。 

表 3-3 连接体系 

Table3-3 Connection system 

试剂 Reagent 用量 Volume(µL) 

pET32a(+)线性载体 5.0 

AQP7 抗原片段基因 3.0 

T4DNALigase 1.0 

10×Ligationbuffer 1.0 

Total volume 10.0 

将连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，步骤同 2.2.5。菌液用无内毒素质粒

小提试剂盒提取质粒，双酶切鉴定重组质粒，鉴定正确的质粒送测序，测序正确的质

粒-20℃保存。 
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3.2.2 重组蛋白的诱导表达及 Western Blot 鉴定 

将 pET-32a(+)质粒和测序结果正确的 pET-32a(+)-AQP7 质粒分别转化大肠杆菌

BL21(DE3)感受态细胞，铺板后挑取单克隆培养，培养后的菌液加入 1 mmol/L 的 IPTG

诱导表达蛋白，具体方法见附录 F。将未诱导表达的 pET32a(+)-AQP7 菌液作为诱导前

对照；取诱导表达后的 pET32a(+)-AQP7 菌液和 pET-32a(+)菌液各 1 mL，5000 r/min

离心 5 min，弃上清，各用 500 µL 超声缓冲液重悬细胞，置于冰上超声破碎细胞（功

率 30 W，6 min，超声 2 s 停 4 s）。考马斯亮蓝染色检测目的蛋白是否表达；成功表达

蛋白后利用 Western Blot 检测目的蛋白是否融合组氨酸标签，使用鼠 Anti-His tag 单克

隆抗体作为一抗，如果在相同大小检测到目的蛋白，则表明成功表达融合组氨酸标签

的重组蛋白。具体操作方法见附录 E。 

3.2.3 重组蛋白表达条件及表达形式的探索 

为了探索 AQP7 重组蛋白的最适表达条件，分别选取了 0.1 mmol/L、0.3 mmol/L、

0.5 mmol/L 和 1 mmol/L 的 IPTG 浓度诱导 6 h，然后选取表达量最高的诱导物浓度，诱

导 3 h、6 h 和 9 h 三个不同的时间筛选合适的时间。用筛选得到的最佳浓度及时间进行

后续诱导表达。 

取诱导后的 AQP7 重组蛋白菌液 1 mL，5000 r/min 离心 6 min，弃上清，用 500 µL

超声缓冲液重悬细胞，置于冰上超声破碎细胞（功率 30 W，8 min，超声 2 s 停 4 s）。

超声破碎结束后 8000 r/min 离心 8 min，分离上清和沉淀，利用 SDS-PAGE 分离蛋白，

判断重组蛋白的可溶性形式。若重组蛋白以沉淀的方式大量表达，说明重组蛋白以包

涵体的形式表达，需要用高浓度的尿素裂解包涵体使蛋白变性为可溶形式，方可继续

进行纯化。 

3.2.4 重组蛋白的大量诱导表达及纯化 

诱导表达 AQP7 重组蛋白菌液 500 mL，5000 r/min 离心 6 min 收集菌体，用 50 mL

超声缓冲液重悬，置于冰上超声破碎细胞（功率 60 W，45 min，超声 2 s 停 3 s），破碎

期间取出涡旋振荡两次。超声破碎结束后 12000 r/min 离心 10 min 收集包涵体沉淀，加

入 50 mL LE Buffer 4 ℃过夜溶解包涵体，12000 r/min 离心 30 min，取上清，此时上清

中为可溶性蛋白。 

参考金斯瑞纯化说明书纯化在 LE Buffer 中杂蛋白，具体操作见附录 G。纯化时分

别取流出液、洗涤液、洗脱液进行 SDS-PAGE 分离蛋白，并考马斯亮蓝染色分析纯化

效果。 

3.2.5 重组蛋白的透析复性 

纯化后的重组蛋白采用梯度透析方法进行复性处理，分别使用 6 M 尿素透析液复
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性 14 h，4 M 尿素透析液复性 14 h，2 M 尿素透析液复性 12 h，PBS 透析复性液复性

12 h。利用 BCA 法检测复兴蛋白浓度。 

3.3 结果与分析 

3.3.1 pET32a(+)-AQP7 重组质粒的鉴定 

pET32a(+)-AQP7 重组质粒双酶切鉴定结果显示获得了 5900 bp 的 pET32a(+)载体

片段和 339 bp 的 AQP7 抗原片段（图 3-1）。结合对测序结果的比对，表明已成功构建

pET32a(+)-AQP7 重组质粒。 

 

图 3-1 pET32a(+)-AQP7 重组质粒的 EcoRI、HindIII 双酶切鉴定 

M. Trans 2K® Plus II DNA Ladder；1~2.pET32a(+)-AQP7 双酶切结果 

Figure3-1 Identification of pet32a (+) - AQP7 recombinant plasmid by EcoRI and HindIII double enzyme 

digestion  

M. Trans 2K® Plus II DNA Ladder;1~2. Results of double enzyme digestion of pET32a (+) - AQP7 

3.3.2 重组蛋白的鉴定 

通过 SDS-PAGE 染色结果，诱导后的重组菌液蛋白在上样泳道 5~6 出现 30 kD 大

小的目的条带，而诱导后的 pET-32a(+)空载体的菌液蛋白在上样泳道 1~2 中的相同位

置没有观察到明显的重组蛋白条带，在 19 kD 大小处有明显的的 His 标签蛋白条带（图

3-2）。 
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图 3-2 奶山羊 AQP7 抗原片段重组蛋白的诱导表达 

M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards；1~2.pET-32a(+)菌液诱导后； 

3~4.重组菌液诱导前；5~6.重组菌液诱导后 

Figure3-20 Induced expression of AQP7 truncated antigen protein of dairy goat 

M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards;1~2. After induction of pET-32a(+) bacterial solution; 

3~4. Before induction of recombinant bacterial solution;  

5~6. After induction of recombinant bacterial solution 

Western blot 检测重组蛋白 His 标签，重组蛋白大小符合考马斯亮蓝染色结果（图

3-3），表明检测到的目的蛋白为正确表达的重组蛋白。 

 

图 3-3 奶山羊 AQP7 重组蛋白 His 标签的检测 

图注：M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards；1~2.AQP7 重组蛋白 

Figure3-3 Detection of His tag of AQP7 recombinant protein in dairy goat 

Note: M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards;1~2. AQP7 recombinant protein 
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3.3.3 重组蛋白表达条件及表达形式的探索 

SDS-PAGE 检测发现，在使用不同浓度 IPTG 诱导重组菌液 6 h 时，AQP7 重组蛋

白在 0.5 mmol/L 时表达量达较高，且较 1 mmol/L 几乎没有差异（图 3-4-a），因此我们

选择 0.5 mmol/L 的 IPTG 浓度诱导，选择不同的诱导时间探索 AQP7 重组蛋白的表达

量，发现在 6 h 时表达量较高且直至 9 h 仍趋于稳定状态（图 3-4-b），因此，最终选择

了 0.5 mmol/L 的 IPTG浓度处理 6 h 的诱导表达条件进行后续表达形式的探索及大量诱

导表达。 

 

图 3-4 奶山羊 AQP7 重组蛋白表达条件的探索 

图注：M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards；Con. pET32a(+)-AQP7 诱导前； 

(a). 不同诱导浓度对重组蛋白表达量的影响；(b). 不同诱导时间对重组蛋白表达量的影响 

Figure3-4 Study on expression conditions of AQP7 recombinant protein in dairy goat 

Note: M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards; Con. Before pet32a (+) - AQP7 induction; 

(a). Effects of different induced concentrations on the expression of recombinant protein;  

(b). Effects of different induction time on the expression of recombinant protein 

对 AQP7 重组蛋白表达形式的探索发现，AQP7 重组蛋白没有可溶形式，是存在于

沉淀中的不溶解蛋白，此类重组蛋白通常以包涵体形式存在（图 3-5）。 
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图 3-5 奶山羊 AQP7 重组蛋白表达形式的探索 

图注：M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards；1. pET32a(+)-AQP7 诱导前； 

2. pET32a(+)-AQP7 诱导后；3. pET32a(+)-AQP7 诱导后沉淀；4. pET32a(+)-AQP7 诱导后上清 

Figure3-5 Expression of AQP7 recombinant protein in dairy goat 

Note: M. Precision Plus proteinTM Dual color Standards; 1. Before pet32a (+) - AQP7 induction; 

2. After pet32a (+) - AQP7 induction; 3. Precipitation after pet32a (+) - AQP7 induction; 

 4. Supernatant after pet32a (+) - AQP7 induction 

3.3.4 重组蛋白的纯化 

AQP7 重组蛋白以包涵体形式存在，用 LE Buffer 裂解包涵体并变性蛋白。溶解后

的 AQP7 变性蛋白溶液用 Ni-NTAResin 亲和层析介质进行蛋白纯化，SDS-PAGE 分离

蛋白，考马斯亮蓝染色检测纯化效果，AQP7 重组蛋白洗脱液样品上样泳道 7-9 在蛋白

分子量 30 kD 处出现明显的目的蛋白条带（图 3-6）。BCA 法测定纯化后的 AQP7 重组

蛋白质量浓度≥2 mg/mL。 
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图 3-6 奶山羊 AQP7 重组蛋白的纯化 

图注：M. GenStar 全新预染彩色蛋白 Marker； 1~3. AQP7 重组蛋白过 Ni-NTAResin 流出液； 

4~6. AQP7 重组蛋白过 Ni-NTAResin 蛋白洗涤液；7~9. AQP7 重组蛋白洗脱液 

Figure3-6 Purification of AQP7 recombinant protein from dairy goat 

Note: M. GenStar new pre stained color protein Marker;  

1~3. AQP7 recombinant protein passed through Ni-NTAResin effluent; 

4~6. AQP7 recombinant protein Ni-NTAResin protein washing solution; 

 7~9. AQP7 recombinant protein eluent 

3.4 讨论 

pET 系统是原核表达载体中最常用的载体之一。当充分诱导时，大肠杆菌停止克

隆，仅表达目的蛋白；通常只需要 3 h，目的蛋白表达总量就会达到细胞总蛋白量的一

半以上(Chen et al., 2018)。此外，当作用于疏水蛋白时，可以通过降低诱导物的浓度，

延长诱导时间，转入分子伴侣等方法，进而降低表达水平或帮助蛋白正确折叠来获得

可溶性蛋白，提高疏水蛋白的可溶部分产量。但往往对于稳定疏水蛋白来说，不易获

得可溶形式的重组蛋白。郭靖等人研究发现，HbBIN2 在 37 ℃，0.3 mmol/L IPTG 诱

导 12 h 的表达量最大，且在该条件下获得了大量可溶性蛋白（郭靖和袁红梅, 2022）。

而本试验对蛋白表达条件进行了探索，发现 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导 6 h 时就可以完全

表达蛋白，但对蛋白表达形式的探索发现，在低诱导物浓度状态下并没有检测到任何

的可溶形式的蛋白，证明该蛋白并没有进行正确折叠。 

蛋白质的亲水性和疏水性决定蛋白质的溶解性。疏水性蛋白往往更容易形成包涵

体。而包涵体的形成与外源目的蛋白在宿主菌中的折叠和聚集速率有关(Lorimer, 1996)。

有研究表明，原核表达系统中蛋白表达速度快，容易错误折叠形成包涵体，且原核表

达系统中帮助蛋白折叠的分子伴侣有限，因此，蛋白的疏水区更容易暴露聚集形成包
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涵体(Carrió and Villaverde, 2003)。生物信息学分析结果得到奶山羊 AQP7 蛋白是稳定疏

水蛋白，因此，我们在上清中没有检测到任何可溶形式的目的蛋白，因此，该重组蛋

白是以包涵体的形式表达。本试验选择 pET-32a(+)载体，并根据生物信息学分析选择

BL21(DE3)感受态细胞，成功获得高表达的目的蛋白，蛋白表达形式为包涵体，重组蛋

白具有 His 标签，可以与纯化柱中的 Ni 树脂结合进而纯化重组蛋白。 

3.5 小结 

构建了 pET32a(+)-AQP7 重组载体，诱导表达出 30 kD 大小的 AQP7 重组蛋白，确

定了该蛋白的最适表达条件为 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导 6 h，该蛋白以包涵体的形式表

达在沉淀中，纯化并复性后测定 AQP7 重组蛋白的质量浓度 ≥ 2.0 mg/mL。 
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第四章  奶山羊 AQP7 蛋白多克隆抗体的制备及鉴定 

免疫学方法分离 X 精子和 Y 精子的基本概念是基于 X 和 Y 精子表面的不同蛋白

质，以及得到性特异抗原(SSA)或性染色体特异蛋白(SCSP)(Blecher et al., 1999; Howes 

et al., 1997)、子代性特异抗原(OSSA)( Ellis et al., 2011)和 H-Y 抗原(Bennett and Boyse, 

1973)的技术。免疫学方法已被应用于鉴定与透明带结合的精子抗原(Sivapurapu et al., 

2003)，识别与获能相关的抗原(Mollova et al., 1999)和其他功能的抗原(Khan et al., 2009)。 

Chowdhury 等人通过产生抗 Y 精子头部质膜的抗体 WholeMom 表明，该分子只与

Y 精子结合。凝集试验表明，经 WholeMom 抗体处理的精子中的大多数 Y-精子头通过

在反应管底部沉淀的头对头连接在一起(Chowdhury et al., 2019)。在牛的精子中，组织

相容性-Y 抗原(H-Y 抗原)出现在 Y 精子的表面(Peter et al., 1993)；因此，研究人员通过

生产适当的抗体可以将 Y 精子从 X 精子中分离出来，并使其在肉类和乳制品行业中受

益。Wang 等人对小鼠精子的研究表明，DBY 或 DDX3Y，是位于 Y 染色体上的男性特

异性抗原的候选基因。这些研究人员通过生产一种抗 DBY 的单抗，将这种抗体描述为

一种多表位抗原，可与 DBY 的雄性特异性结合，并将其作为性别选择的一种新方法

(Wang et al., 2015)。 

目前，还没有羊上关于免疫法分离 X 和 Y 精子的报道，因此，我们在测序中得到

X 精子和 Y 精子的差异基因 AQP7。以期制备 AQP7 多克隆抗体，鉴定 AQP7 蛋白在 X

精子和 Y 精子中的差异表达，为后续研究 AQ7 基因提供材料基础。 

4.1 试验材料 

试验用精液采自西北农林科技大学萨能奶山羊原种场，精液由河南省鼎元种牛育

种有限公司分离，蛋白样品在本实验室提取。 

4.1.1 仪器及试剂 

试验所用仪器及试剂见附录 A。 

4.1.2 主要溶液的配置 

配置具体方法见附录 B。 

4.1.3 试验动物 

3 月龄雌性新西兰大耳兔，购自成都达硕实验动物中心。 
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4.2 试验方法 

4.2.1 重组蛋白的乳化 

将 AQP7 重组蛋白样品与弗氏完全佐剂按等体积混合，超声破碎仪超声乳化（功

率 30 W，20 min，工作 2 s 停 3 s），10 min 时取出涡旋振荡，超声过程在冰上进行，将

重组蛋白乳化成油状。 

4.2.2 动物免疫及抗血清采集 

将上述完成乳化过程的重组蛋白作为抗原，免疫新西兰大耳兔，。免疫剂量按试验

兔每千克体重 800 µg 抗原，免疫方法采用皮下多点免疫，16 d 后进行第二次免疫，此

时则用弗氏不完全佐剂等体积乳化重组蛋白作为抗原，此后每 10 d 加强免疫一次，均

使用弗氏不完全佐剂乳化重组蛋白，加强免疫后第 7 d 耳缘静脉采血，通过 I-ELISA 法

检测血清抗体效价，当抗血清效价达到 1:64000 时，再加强免疫一次，之后心脏采集全

血，4 ℃过夜，3500 r/min 离心 10 min，收集血清，将收集到的血清分别分装到 10 mL

和 2 mL 离心管后-80 ℃保存。对照血清在免疫前耳缘静脉采血，同样方法收集血清。 

4.2.3 抗血清效价检测 

采用 I-ELISA 法检测抗体效价，具体操作参照附录 H。 

4.2.4 多克隆抗体稀释倍数及特异性检测 

用 AQP7 重组蛋白进行多克隆抗体稀释倍数的检测，用制备的抗血清作为一抗，

羊抗兔 IgG 作为二抗，进行 Westernblot 试验。另取睾丸组织蛋白样品进行 Westernblot

试验，检测该抗体能否与睾丸组织中表达的 AQP7 蛋白特异性结合，具体操作参照附

录 E。 

4.2.5 奶山羊 X 精子和 Y 精子 AQP7 蛋白表达的检测 

取实验室前期从河南省鼎元种牛育种有限公司分离的 X 精子和 Y 精子冷冻精液，

解冻后转移到 1.5 ml 离心管中，在 4 ℃、1000×g 条件下离心 5 min；向离心管中加入

1ml 预冷到 4 ℃的 PBS 洗涤沉淀，在 4 ℃、1000×g 条件下离心 5 min，重复 3 次；向

上述沉淀中加入 200 ul 的组织蛋白裂解液，用涡旋仪涡旋混匀，使样品充分溶解；冰

上静置 5 min 后，在 4 ℃、12000×g 条件下离心 30 min，上清液即为精子蛋白溶液。将

所得蛋白溶液加入 5×蛋白上样缓冲液，煮沸 10 min 后进行 Westernblot 试验，以 β-actin

利用 AQP7 基因重组蛋白抗体检测 X、Y 精子中 AQP7 基因的表达差异。 

4.2.6 精子及睾丸组织切片免疫荧光 

从奶山羊采集新鲜精子样本，涂抹在载玻片上，风干，在 100%甲醇中固定 10 min。

样品经风干后，用 PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。然后用 0.5%(v/v)的 Triton X-100/PBS
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在室温下渗透 30 min。样品载玻片用 PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。精子用 5%牛血清白

蛋白(BSA)封闭液在 37 °C 孵育 30 min。然后用 AQP7 重组蛋白多克隆抗体以 1:100 的

比例在 4 °C 孵育过夜，用 PBS 洗涤后，用 CL488 标记的山羊抗兔 IgG 和 1 μg/mL DAPI

显示抗原。睾丸组织切片制作方法见附录 D，免疫荧光流程如上，用 Cy3 标记的山羊

抗兔 IgG 显示抗原。染色后用荧光显微镜监测和拍摄。 

4.3 结果与分析 

4.3.1 多克隆抗体效价评估 

用 I-ELISA 方法检测多克隆抗体效价，发现在 1:128000 时 OD 值高于对照血清 1：

100 时的 OD 值，而继续倍比稀释后 OD 值明显下降，低于对照血清 1：100 稀释度时

的 OD 值，因此，判定 AQP7 多克隆抗体效价达到 1:128000（图 4-1），表明 AQP7 重

组蛋白免疫效果良好。 

  

图 4-1 抗体效价检测 

Figure4-1 Antibody titer detection 

4.3.2 多克隆抗体稀释倍数的检测 

用原核表达的 AQP7 重组蛋白与制备的奶山羊 AQP7 蛋白多克隆抗体进行

Westernblot 检测，分别按照 1000、3000 和 5000 倍稀释抗体，结果显示，除背景颜色

外条带亮度没有明显改变（图 4-2）。 



第四章  奶山羊 AQP7 多克隆抗体的制备及鉴定 

 27   
 

 

图 4-2 抗体稀释倍数检测 

图注：1~2. AQP7 重组蛋白 

Fig. 4-2 Antibody dilution ratio detection 

Note: 1~2. AQP7 recombinant protein 

4.3.3 多克隆抗体对睾丸组织 AQP7 蛋白的识别 

Westernblot 检测结果发现在上样泳道 1~4 出现明显的目的条带，且条带单一，大

小为 33 kD 左右（图 4-3），表明抗体能够与奶山羊睾丸组织中表达的 AQP7 蛋白特异

性结合。 

 

图 4-3 奶山羊 AQP7 多克隆抗体与睾丸组织 AQP7 蛋白的结合检测 

图注：M. GenStar 全新预染彩色蛋白 Marker; 1~4.睾丸组织蛋白 

Figure4-3 Detection of binding between dairy goat AQP7 polyclonal antibody and testicular AQP7 protein  

Note: M. GenStar new pre stained color protein Marker; 1~4.Testiculartissueprotein 

4.3.4 AQP7 蛋白在奶山羊 X 精子和 Y 精子差异表达的检测 

利用 Westernblot 检测 AQP7 蛋白在 X 精子和 Y 精子中的差异表达情况。发现 X

精子蛋白样品的 AQP7 蛋白条带和 Y 精子蛋白样品的目的条带存在明显差异，且 X 精
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子表达量低（图 4-4）。说明 AQP7 蛋白在奶山羊 X 精子和 Y 精子中表达存在差异，且

在 Y 精子中高表达。 

 

图 4-4 AQP7 蛋白在奶山羊 X 精子和 Y 精子中差异情况检测 

图注：1~2.X 精子蛋白；3~4.Y 精子蛋白 

Figure4-4 Detection of difference of AQP7 protein between X-sperm and Y-sperm of dairy goat  

Note: 1~2. X-sperm protein;3~4. Y-sperm protein 

4.3.5 精子及睾丸组织切片免疫荧光检测 

取奶山羊新鲜精液进行免疫荧光检测，以制备的奶山羊AQP7多克隆抗体作一抗，

用 CL488 标记的山羊抗兔 IgG 作为二抗，用 DAPI 染细胞核。细胞核呈蓝色（图 4-5-a），

抗原呈绿色（图 4-5-b）。图 4-5-c 显示，约 50%的精子(图中红色箭头)细胞顶体有明亮

的绿色荧光（图 4-5-d 和 e），而另外 50%(图中黄色箭头)则没有观察到明显的绿色荧光

（图 4-5-c）。这可能证实了 X 精子和 Y 精子中 AQP7 蛋白的差异表达。 
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图 4-5 精子免疫荧光检测 

图注：(a):DAPI 染色的精子细胞核；(b)：AQP7 多克隆抗体染色的精子细胞； 

(c)：(a)和(b)的合并结果；(d)和(e)：AQP7 在成熟精子中的定位。 

Figure4-5 Immunofluorescence detection of sperm 

Note: (a) : DAPI stained sperm nuclei; (b) : sperm cells stained with AQP7 polyclonal antibody;  

(c) : merged results of (a) and (b); (d) And (e): localization of AQP7 in mature sperm. 
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睾丸组织切片结果如图 4-6，在精子发生过程中，AQP7 蛋白的表达量不断发生变

化，Sg 时期可以检测到该蛋白的表达，PS 时期表达量有所增加，至 SS 时期表达量下

降，几乎检测不到 AQP7 蛋白，而在 ST 时期又出现 AQP7 蛋白表达，且在分化为长形

精子后，AQP7 蛋白表达量较分化前各阶段都明显的升高。 

 

图 4-6 睾丸组织切片免疫荧光检测 

图注：Sg：精原细胞；PS：初级精母细胞；SS：次级精母细胞；ST：圆形精子细胞；Sz：精子 

Figure4-6 Immunofluorescence detection of testicular tissue sections 

Note: Sg: spermatogonia; PS: primary spermatocyte;  

SS: secondary spermatocyte; ST: sperm cell; Sz: sperm 

4.4 讨论 

本试验制备了兔抗 AQP7 多克隆抗体，用于鉴定 AQP7 蛋白在 X、Y 精子上的差

异表达，为分离 X 精子和 Y 精子提供基础。目前，还没有相关报道证明 AQP7 基因在

精子性别鉴定和分离方面有作用。基于 X、Y 精子表面特异性蛋白的免疫学方法适用

于 X、Y 精子的分离。但课题组前期测序没有发现奶山羊 X、Y 精子特异性蛋白，因

此，我们从 X、Y 精子差异显著的蛋白中选择了跨膜蛋白 AQP7 并制备其多克隆抗体。

结果显示，奶山羊 AQ7 多克隆抗体效价可达 1:128000。同时，对其稀释浓度进行检测，
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发现在 1000 倍、3000 倍和 5000 倍时检测到的目的条带没有明显的变化。Choi 等人研

究发现，随着免疫次数的增加，抗体效价会明显增加(Choi et al., 2017; Leitner et al., 

1997)。本试验加强免疫为 4 次，为正常免疫次数，但抗体效价高于先前的奶山羊 DDX3Y

抗体。原因可能是对试验兔所用的免疫剂量（800 µg/kg）高于前人使用的剂量（每只

800 µg）。因此，免疫次数和免疫剂量的增加均为影响抗体效价的因素。 

为了验证多克隆抗体是否对奶山羊 AQP7 蛋白有特异性识别，提取了睾丸组织蛋

白，检测奶山羊 AQP7 多克隆抗体作一抗对该蛋白的特异性识别，结果表明奶山羊

AQP7 多克隆抗体可以与睾丸组织中的 AQP7 蛋白结合，得到的目的条带单一且整齐，

表明该抗体可作为奶山羊 AQP7 蛋白研究的分子试剂。同时，为了验证前期测序结果

的准确性，我们提取已经分离的奶山羊 X 精子和 Y 精子蛋白，用奶山羊 AQP7 多克隆

抗体作为一抗检测X精子和Y精子的AQP7蛋白表达差异，结果同测序结果一样，AQP7

蛋白在 Y 精子上高表达。 

制备奶山羊 AQP7 多克隆抗体的最终目的是为了研究精子的性别控制。因此，我

们对奶山羊新鲜精液进行免疫荧光染色，发现AQP7蛋白在大概一半的精子上高表达，

另一半精子上低表达，这可能是 X 精子和 Y 精子 AQP7 蛋白的差异。且在 AQP7 蛋白

高表达的精子中，强的荧光效应显示奶山羊 AQP7 蛋白定位于精子顶体，本试验的结

果为进一步通过 AQP7 蛋白分离或控制精子性别奠定了基础。 

4.5 小结  

1. 制备出奶山羊 AQP7 多克隆抗体，抗体效价为 1:128000，且稀释 5000 倍时对抗

原蛋白仍有良好的特异性识别。 

2. 成功检测到 33kD 的奶山羊睾丸组织 AQP7 蛋白，且在 X 精子和 Y 精子蛋白中

检测到 AQP7 蛋白的表达差异。  

3. AQP7 蛋白主要定位于精子顶体，且在精子发生的各阶段表达量呈动态变化。 
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结论 

1. 克隆得到奶山羊 AQP7 基因 CDS 区全长共 993 bp。筛选出适合作为抗原片段的

339bp 基因序列以及适合该序列表达的 BL21(DE)感受态菌株。 

2. 成功构建 pET-32a(+)-AQP7 重组载体，纯化得到 AQP7 重组蛋白。制备出奶山

羊 AQP7 多克隆抗体，效价可达 1:128000。 

3. 利用奶山羊 AQP7 多克隆抗体检测到奶山羊睾丸组织中表达的 AQP7 蛋白，该

蛋白在 Y 精子上高表达，主要定位于精子顶体，且在精子发生各阶段表达量呈动态变

化。 
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创新点 

利用制备的奶山羊 AQP7 多克隆抗体发现奶山羊 X 精子和 Y 精子中 AQP7 蛋白表

达存在差异，在 Y 精子中高表达，为进一步通过 AQP7 蛋白分离精子或控制后代性别

提供了分子手段。 

 

创新点
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附录 

附录 A  试验仪器及试验试剂 

PE2400 PCR 仪购自 Bio-Rad 公司（美国）；电泳仪及电泳槽购自六一仪器厂（北

京）；全自动凝胶成像分析系统 JY04S-3C 购自北京君意东方电泳设备公司；ND-2000

紫外/可见分光光度计购自 Nanodrop 公司（美国）；HZP-250 全温振荡培养箱购自精宏

实验设备有限公司（上海）；离心机及超低温冰箱购自 Thermo 公司（美国）；SDS-PAGE

配胶槽、电泳槽、电泳仪、Western 转膜仪，购自 Bio-Rad 公司（美国）；JY88-IIN 超

声波细胞破碎仪购自宁波新芝生物科技股份有限公司；PVDF 膜购自 Millipore 公司（美

国）；BCATM Protein Assay Kit 购自 Thermo 公司（美国）；High Affinity Ni-NTA Resin

购自南京金斯瑞生物科技有限公司；透析袋购自索莱宝科技有限公司；酶标仪购自

Molecular Devices 公司（美国）； 96 孔细胞培养板购自 NEST。 

试验试剂 

一、基因克隆试验试剂 

Primer star Max DNA 聚合酶、LA-Taq DNA 聚合酶、DNA 限制性内切酶 EcoR I

和 Hind III、T4 DNA 连接酶、Primescript RT Reagent Kit RNA 反转录试剂盒、DNA 

Marker，购自大连宝生物公司；琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、高纯质粒小提中量试剂

盒，购自天根生化科技有限公司；其余化学试剂均为国产分析纯试剂。 

二、原核表达及纯化试验试剂 

5×变性蛋白电泳上样缓冲液购自索莱宝；DNA 限制性内切酶 EcoR I 和 Hind III、

T4 DNA 连接酶、异丙基-β-d-硫代半乳糖苷(IPTG)，购自大连宝生物公司；Anti-His tag

鼠单克隆抗体、山羊抗鼠 IgG HRP，购自 CWBIO 公司；蛋白 Marker 购自 Genstar 及

BIO-RAD；其余化学试剂均为国产分析纯试剂。 

三、抗体制备及检测试验试剂 

β-Actin 鼠单克隆抗体、山羊抗鼠 IgG HRP、山羊抗兔 IgG HRP，购自 CWBIO 公

司；TMB 底物显色试剂由天根生物有限公司购置；弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂，

购自北京博奥龙免疫技术有限公司；其余化学试剂均为国产分析纯试剂。 
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附录 B  主要溶液配置用量及步骤 

（1）50×TAE 电泳缓冲液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷(Tris) 242.0g 

冰醋酸(GlacialAceticAcid) 57.1mL 

已二胺四已酸(Na2EDTA·2H2O) 37.2g 

7 双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（2）1%琼脂糖凝胶： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

琼脂糖(Agarose) 0.2g 

1×TAE 电泳缓冲液 20mL 

0.5µg/µL 溴化乙锭(EB) 1µL 

（3）LB 液体培养基： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

酵母提取物(Yeastextract) 5.0g 

胰蛋白胨(Tryptone) 10.0g 

氯化钠(NaCl) 10.0g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（4）LB 固体培养基： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

酵母提取物(Yeastextract) 5.0g 

胰蛋白胨(Tryptone) 10.0g 

琼脂(Agar) 7.5g 

氯化钠(NaCl) 10.0g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（5）AMP (100mg/mL)： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

氨卞青霉素钠(Ampicillinsodium) 1g 

双蒸水(ddH2O) 10mL 

 

（6）超声缓冲液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-cl) 15.76g 

磷酸二氢钠(Na2HPO4·2H2O) 1.56g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（7）LE Buffer： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-cl) 15.76g 

磷酸氢二钠(Na2HPO4·2H2O) 1.56g 
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尿素(Urea) 480g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（8）洗涤缓冲液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-cl) 1.576g 

磷酸二氢钠(NaH2PO4·2H2O) 15.601g 

咪唑(Imidazole) 0.681g 

尿素(Urea) 480g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（9）洗脱缓冲液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-cl) 1.576g 

磷酸二氢钠(NaH2PO4·2H2O) 15.601g 

咪唑(Imidazole) 17.019g 

尿素(Urea) 480g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（10）R-250 考马斯亮蓝染色液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

甲醇(Methanol) 250mL 

冰醋酸(GlacialAceticAcid) 50mL 

考马斯亮蓝

R-250(CoomassiebrilliantblueR250) 

1.25g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 500mL 

（11）考马斯亮蓝脱色液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

甲醇(Methanol) 300mL 

冰醋酸(GlacialAceticAcid) 100mL 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（12）5×Tris-Gly 电泳缓冲液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷(Tris) 15.1g 

甘氨酸(Glycine) 94.0g 

十二烷基硫酸钠(SDS) 5.0g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（13）10%分离胶(5mL)： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

1.5mol/LpH8.8 三羟甲基氨基甲烷(Tris) 1300µL 

30%丙烯酰胺(Acrylamide) 1700µL 

10%十二烷基硫酸钠(SDS) 50µL 

10%过硫酸铵(APS) 50µL 

四甲基乙二胺(TEMED) 2µL 

双蒸水(ddH2O) 1900µL 
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（14）5%浓缩胶(3mL)： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

1.5mol/LpH8.8 三羟甲基氨基甲烷(Tris) 380µL 

30%丙烯酰胺(Acrylamide) 500µL 

10%十二烷基硫酸钠(SDS) 30µL 

10%过硫酸铵(APS) 30µL 

四甲基乙二胺(TEMED) 3µL 

双蒸水(ddH2O) 2100µL 

（15）转膜缓冲液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷(Tris) 3.03g 

甘氨酸(Glycine) 14.42g 

甲醇(Methanol) 200ml 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（16）6M 尿素透析复性液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-cl) 15.76g 

磷酸二氢钠(NaH2PO4·2H2O) 1.56g 

尿素(Urea) 360g 

谷胱甘肽还原型(G-SH) 0.31g 

谷胱甘肽氧化型(GSSH) 0.61g 

甘氨酸(Glycine) 10g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（17）4M 尿素透析复性液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-cl) 15.76g 

磷酸二氢钠(NaH2PO4·2H2O) 1.56g 

尿素(Urea) 240g 

谷胱甘肽还原型(G-SH) 0.31g 

谷胱甘肽氧化型(GSSH) 0.61g 

甘氨酸(Glycine) 10g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（18）2M 尿素透析复性液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-cl) 15.76g 

磷酸二氢钠(NaH2PO4·2H2O) 1.56g 

尿素(Urea) 120g 

谷胱甘肽还原型(G-SH) 0.31g 

谷胱甘肽氧化型(GSSH) 0.61g 

甘氨酸(Glycine) 10g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（19）PBS 透析复性液： 
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试剂 Reagent 用量 Volume 

氯化钠 (NaCl) 8g 

氯化钾 (KCl) 0.2g 

十二水合磷酸氢二钠 (Na2HPO4·12H2O) 3.63g 

磷酸二氢钾(KH2PO4) 0.24 

谷胱甘肽还原型(G-SH) 0.31g 

谷胱甘肽氧化型(GSSH) 0.61g 

甘氨酸(Glycine) 10g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

 

（20）组织蛋白裂解液(RIPA buffer)： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

RIPA 裂解液 800µL 

1×蛋白酶抑制剂 100µL 

1×磷酸酶抑制剂 100µL 

 

（21）磷酸盐吐温缓冲液(PBST)： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

磷酸二氢钾(KH2PO4) 0.2g 

磷酸氢二钠(Na2HPO4) 0.28g 

氯化钾(KCl) 0.2g 

氯化钠(NaCl) 4g 

吐温-20(Tween-20) 5.0mL 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（22）抗原包被液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

碳酸钠(Na2CO3) 1.576g 

碳酸氢钠(NaHCO3) 15.601g 

双蒸水(ddH2O) 定容至 1000mL 

（23）I-ELISA 检测封闭液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

脱脂奶粉 5g 

磷酸盐吐温缓冲液(PBST) 100mL 
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（24）I-ELISA 检测终止液： 

试剂 Reagent 用量 Volume 

浓硫酸 43.4mL 

双蒸水(ddH2O) 374.6mL 

 

（1）50×TAE 电泳缓冲液：称取 Tris 和 Na2EDTA·2H2O 于 1000 mL 烧杯中，加入

600 mL 双蒸水，充分搅拌均匀，于通风橱中加入冰醋酸并搅拌，加双蒸水于容量瓶定

容至 1000 mL，颠倒混匀，NaOH 调节 PH 到 8.3，移至细口瓶中 4℃保存备用。1×TAE

电泳缓冲液用双蒸水稀释 4℃保存后备用。 

（2）1%琼脂糖凝胶：称取琼脂糖于 200 mL 锥形瓶中，加入 1×TAE 电泳缓冲液，

于微波炉加热煮沸两次至琼脂糖彻底融化，水浴冷却至 50℃左右，加入 EB，轻柔混匀

倒入插好梳子的制胶槽中，让其自然冷却凝固备用。 

（3）LB 液体培养基：称取酵母提取物、胰蛋白胨、氯化钠于 1000 mL 烧杯中，

加进 800 mL 双蒸水充分混匀，加双蒸水定容至 1000 mL，高压灭菌锅灭菌后 4℃保存

备用。LB 固体培养基配置、灭菌及保存步骤同 LB 液体培养基。 

（4）氨卞青霉素(100 mg/mL)：称取 1g 氨卞青霉素钠，加双蒸水定容至 10 mL，

0.22 µm 无菌过滤塞过滤，每管 1 mL 分装后-20℃保存备用。 

（5）超声缓冲液：称取 Tris-cl、NaH2PO4·2H2O 于 1000 mL 烧杯中，加入 600 mL

双蒸水，充分搅拌均匀，加双蒸水于容量瓶定容至 1000 mL，颠倒混匀，NaOH 调节

PH 到 8.0，移至细口瓶中 4℃保存保存备用。洗涤缓冲液、洗脱缓冲液配置步骤同超声

缓冲液。超声缓冲液（含 8 mol/L 尿素）配置需添加尿素，配置过程同超声缓冲液。 

（6）R-250 考马斯亮蓝染色液：于通风橱中量取相应体积的甲醇和冰醋酸于 1000 

mL 烧杯中，加入考马斯亮蓝 R-250，混合均匀，加双蒸水于容量瓶定容至 500 mL，

颠倒混匀，移至细口瓶中室温保存备用。 

（7）考马斯亮蓝脱色液：于通风橱中量取相应体积的甲醇和冰醋酸于 1000 mL 烧

杯中，加双蒸水于容量瓶定容至 1000 mL，颠倒混匀，移至细口瓶中室温保存备用。 

（8）5×Tris-Gly 电泳缓冲液：称取 Tris、甘氨酸、SDS 于 1000 mL 烧杯中，加入

600 mL 双蒸水，充分搅拌均匀，加双蒸水于容量瓶定容至 1000 mL，颠倒混匀，移至

细口瓶中 4℃保存备用。1×Tris-Gly 电泳缓冲液用双蒸水稀释后 4℃保存备用。 

（9）转膜缓冲液：称取 Tris、甘氨酸、于 1000 mL 烧杯中，加入 600 mL 双蒸水，

充分搅拌均匀，于通风橱中加入甲醇，加双蒸水于容量瓶定容至 1000 mL，颠倒混匀，

移至细口瓶中 4℃保存备用。 

（10）10%分离胶(5mL)：量取 1.5 mol/L pH8.8 Tris、30%丙烯酰胺、10% SDS、
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10% APS 于 20 mL 烧杯中搅拌均匀，于通风橱中加入 TEMED，再次搅拌均匀，将配

好的 10%分离胶加入配胶槽中，加异丙醇压实，室温让其自然凝固。5%浓缩胶(3mL)

配置步骤同 10%分离胶，将配好的 5%浓缩胶加入已凝固的 10%分离胶的配胶槽中，插

入试验所需孔径的梳子，室温让其自然凝固备用。 

（11）IPTG：2.4 g IPTG 溶于 100 mL ddH2O 水中，0.22 µm 无菌过滤塞过滤，每

管 10 mL 分装后-20℃保存备用。 

（12）Western blot 封闭缓冲液：2.5 g 脱脂牛乳粉，加进 50 mL TBST 充分搅拌直

到彻底溶解，置于 4℃ 冷藏保存，现用现配。 

（13）组织蛋白裂解液(RIPA buffer)：通风橱中吸取 RIPA 裂解液、10×蛋白酶抑

制剂、10×磷酸酶抑制剂于 2 mL 离心管中，移液枪吹打混匀，现用现配。 

（14）磷酸盐吐温缓冲液(PBST)：称取 KH2PO4、Na2HPO4、KCl、NaCl 于 1000 mL

烧杯中，加入 600 mL 双蒸水，充分搅拌均匀，加入 Tween-20 再次搅拌均匀，加双蒸

水于容量瓶定容至 1000 mL，颠倒混匀，移至细口瓶中 4℃保存保存备用。 

（15）抗原包被液：称取 Na2CO3、NaHCO3于 1000 ml 烧杯中，加入 600 ml 双蒸

水，充分搅拌均匀，加双蒸水于容量瓶定容至 1000 mL，调节 pH 至 9.6，移至细口瓶

中 4℃保存保存备用。 

（16）ELISA 封闭液：称取脱脂奶粉于 100 mL 烧杯中，加入 50 mL TBST, 充分

搅拌均匀，加 TBST 于容量瓶定容至 100 mL，移至细口瓶中 4℃保存保存备用。 

（17）ELISA 终止液：500 mL 细口瓶入双蒸水，于通风橱量取浓硫酸缓慢加入预

先加有双蒸水的细口瓶，4℃保存保存备用。 
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附录 C  大肠杆菌 Top10 感受态菌株转化步骤 

（1）从-80℃冰箱取出一管大肠杆菌 Top10 感受态菌株，冰浴缓慢融化，取融化

的菌液各 50 µL 加入 15 mL 离心管，各离心管加入 10 µL 连接产物(pMD19-T-AQP7)，

移液枪轻柔吹打混匀，冰浴 30 min。 

（2）冰浴后的混合物 42℃热激 90 s，再冰浴 2 min。 

（3）冰浴后的混合物中各加入 950 µL LB 液体培养基，摇床 37℃，200 rpm/min

振荡培养 45 min。 

（4）培养后的菌液 4000 rpm/min 离心 5 min，于超净台中各吸弃 900 µL 上清，

移液枪轻柔吹打混匀管底菌液。 

（5）混匀的菌液各小心吸取 50 µL 接种于含 50 µg/mL 氨苄青霉素的 LB 固体培养

基上，37℃倒置过夜培养。灭菌涂布棒均匀涂布菌液，37℃倒置培养过夜。 

（6）次日挑取各 LB 固体培养基上的单克隆菌落于 10 mL 含 100 µg/mL 氨苄青霉

素的 LB 液体培养基中，37℃、200 r/min 振荡培养 12 h。 

（7）取培养后菌液 200 µL 送杨凌奥科生物科技有限公司测序。测序结果正确的

菌液用高纯质粒小提中量试剂盒提取质粒-80℃冰箱保存备用。 

附录 D  睾丸组织切片制作步骤 

（1）组织固定：剪取 1 cm3 的睾丸组织用 4%多聚甲醛固定，24 h 后换成 75%无

水乙醇 2 次后，可长期保存。 

（2）脱水：根据无水乙醇可置换组织内的水分的原理，将睾丸组织经过连续梯度

的无水乙醇，75%无水乙醇 1 h；85%无水乙醇 1 h；95%无水乙醇 1 h；100%无水乙醇

Ⅰ 1 h；100%无水乙醇Ⅱ过夜，使脱水效果更好。 

（3）透明：将睾丸组织块依次浸泡在无水乙醇和二甲苯 1:1 混合液，30 min；二

甲苯 Ⅰ，30 min；二甲苯 Ⅱ，20 min（根据组织透明情况可适当调整时间）。 

（4）透蜡：将睾丸组织块依次浸泡在二甲苯和石蜡 1:1 混合液，30min；石蜡Ⅰ 1 h；

石蜡Ⅱ过夜。 

（5）包埋：将石蜡溶液注入包埋框中，待框底稍有凝固时，将透蜡完成的睾丸组

织块放入框中并做好标记，待石蜡凝固，取出蜡块。 

（6）切片：将修理好的蜡块进行切片，切片厚度为 5 μm；在 42°C 展片机中展开

后，用载玻片捞起，置于 42°C 烤片机中烤 24 h 后，收入切片盒中备用。 
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附录 E  SDS-PAGE 及 Western Blot 步骤 

SDS-PAGE 

（1）SDS-PAGE 凝胶配制：将凝胶槽玻璃板对齐夹紧后放置在制胶架上，先灌注

10%分离胶，异丙醇压实后，弃尽多余异丙醇，再灌注 5%浓缩胶，插上合适孔径的上

样梳，室温让凝胶自然凝固。 

（2）SDS-PAGE 凝胶电泳：待凝胶自然凝固后将其安装于电泳槽中，加入

5×Tris-Gly 电泳缓冲液，拔掉上样梳，每孔加入适量蛋白样品，盖上电泳槽盖，蛋白样

品 80 V 恒压跑浓缩胶，当指示剂跑至浓缩胶与分离胶边界处，电压改为 120 V，当指

示剂跑出凝胶后停止电泳。 

（3）考马斯亮蓝 R-250 染色及脱色：小心切取凝胶，适量加考马斯亮蓝 R-250

染色液于摇床 200 r/min 振荡染色 20 min，双蒸水洗去残留的染色液，加适量脱色液于

摇床 200 r/min 振荡脱色至蛋白条带清晰可见，检测是否有目的条带。 

Western Blot 

（1）配胶及电泳步骤同 SDS-PAGE。 

（2）切胶及 PVDF 膜处理：将浓缩胶切除，TBST 清洗凝胶后将凝胶与剪好的海

绵板浸泡于转膜液中。剪取比凝胶略大的 PVDF 膜，PVDF 膜甲醇处理 10 s，浸泡于转

膜液中。 

（3）转膜：按由正极到负极依次为海绵板、PVDF 膜、凝胶、海绵板的顺序将海

绵板、PVDF 膜、凝胶置于转膜仪上盖上转膜仪盖，16 V 恒压转膜 35 min。 

（4）洗膜及封闭：转膜完成后取出 PVDF 膜用 TBST 冲洗 3 次，每次 5 min，加

入 50 g/L 封闭液，摇床室温封闭 1 h，封闭完成后 TBST 洗膜 3 次，每次 5 min。 

（5）抗体孵育：封闭液稀释后的一抗常温孵育膜 1 h，转入 4℃继续孵育过夜，之

后 TBST 缓冲液洗膜 3 次，每次 10 min。封闭液稀释后的二抗常温孵育膜 15 h，TBST

缓冲液洗膜 3 次，每次 8 min； 

（6）蛋白显影：PVDF 铺于照胶仪上，除尽膜下气泡，膜上均匀滴加显色液，黑

暗反应 2 min，调整曝光时间检测是否有目的条带。 
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附录 F  大肠杆菌 BL21 感受态菌株转化及诱导表达步骤 

（1）转化产物接种于提前倒好的含氨苄青霉素(50 µg/mL)的 LB 固体培养平板上。 

（2）37℃倒置过夜培养，次日挑取单克隆菌落于 10 mL 含氨苄青霉素(100 µg/mL)

的 LB 液体培养基中，37℃、200 r/min 振荡培养 12 h。 

（3）取培养后的菌液各 150 µL，分别接种于 15 mL 含氨苄青霉素(100 µg/mL)的

LB 液体培养基中。 

（4）37℃、200 r/min 振荡培养至对数期（600 nm 处吸光值为 0.4-0.6）。 

（5）剩余菌液加入终浓度 1 mmol/L 的 IPTG，37℃、180 r/min 振荡诱导表达 6 h。 

 

附录 G  Ni-NTA Resin 亲和纯化步骤 

（1）首先进行 Ni-NTA Resin 亲和层析介质层析柱填充，轻轻颠倒翻转瓶子几次，

使介质混合均匀。 

（2）吸取 2 mL 介质加入到柱子中，让介质自由沉降，并放干储存液。 

（3）加入 20 mL 超声缓冲液平衡层析介质。 

（4）之后过柱纯化，将含粗蛋白样品的超声缓冲 40 mL 上样至柱中，流速控制为

0.5-1 mL/min，收集流出液(流穿液)以待后续分析。 

（5）加入 40 mL 洗涤缓冲液以 1 mL/min 的流速洗涤柱子以去除杂蛋白，收集流

出液以待后续分析。 

（6）用 20 mL 的洗脱缓冲液以 0.5-1 mL/min 的流速洗脱目的蛋白，收集洗脱液待

后续分析。 

附录 H  I-ELISA 检测方法 

用抗原包被液稀释抗原质量浓度至 10 µg/mL，96 孔板每孔加 100 µL，4℃过夜包

被，每孔加 150 µL 封闭液，37℃封闭 1.5 h。将免疫兔血清及对照兔血清（阴性对照）

按 1:100、1:1000、1:2000、1:4000、1:8000、1:16000、1:32000、1:64000、1:128000 和

1:256000 稀释度稀释后按每孔 100µL 加入封闭后的 96 孔板，37℃反应 2h，洗涤后每

孔加入 1:2000 稀释后的山羊抗兔 IgG-HRP 100 µL 反应 1 h，洗涤后 37℃避光 TMB 显

色 10min，之后加入终止液，于 450nm 处测吸光值(OD450)，当对照兔血清 1:100 稀释

度对应的吸光值小于免疫兔血清稀释度对应的吸光值时，将免疫组血清的上一个稀释

度确定为抗血清效价。 
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附录 I  AQP7 基因序列及氨基酸序列 

AQP7 基因 CDS 区全序列 

ATGACTCACTCAGACAGGAAGAGGCGGTCCACCCGCATGTCCAAGGTGGTCTCTACACCTAC

AGCAACAAAGATGAAAGTCATATGGCAGAATGAGAATGTTCGAGAGTTCCTGGCAGAGTTC

ATCAGCACATATGTCATGATGGTGTTTGGTCTCGGTGCTGTGGCCCACATGGTTCTAGGAGGT

AAAATGGGGAGCTACCTCGCTGTCAATTTGGGTTTTGGCTTTGGAGTCACCATAGGAATACA

CATGGCGGGGAACATCTCTGGGGCCCACATGAATGCGGCCGTGACCTTCACCAGCTGTGCAC

TAGGCCGCATGTCCTGGAAGAAGTTTCCTGTGTATGTTCTGGGTCAGTTCCTGGGCTCCTTCG

TGGCAGCGGCCACCATCTACAGCCTCTTCTACACCGCTATTATCGACTTCTCGGGGGGAAAG

CTGATGGCGACTGGCCCCACAGCCACTGCTAACATTTTTGCCACCTACCTTCCTGACCACATG

ACACTGTGGAGGGGCTTCCTGGATGAGGTGGTGGTGACTGGGATGCTTCAGCTATGTCTCTT

AGCCATCACAGACAAGGGGAACAACCCAACACTGTTGGGGACACAGGCCATTGTGACCGGC

ATCCTTATTGTCATCATCGGAGTATCCCTGGGCATGAACTCGGGATATGCCATCAACCCATCC

CGGGACCTGCCTCCCCGCTTCTTCACCTTCCTCGCTGGCTGGGGCTCACAGGTCTTCAGAACC

AAGGACTGGTGGTGGGTGCCGGTGGTGGCACCACCCCTGGGTGCCTACTGTGGTGCCATCAT

CTACTTGTTCTTCATTGGCTCCAACAAGCCAGAGGAGCCGCAAGTCCTGGAGAATCCCTCGA

CGATTGAAGACCACAGAGTATCTGTGTTGCCCAAGACCGTGTCTCACCAGCACGGGGTCGCT

TCCCTCACCCCTGTCTCTGTGTACCCCGAAGATAGATCCTCAGTCTTGTACCACCCTTAA 

AQP7 蛋白氨基酸序列 

MTHSDRKRRSTRMSKVVSTPTATKMKVIWQNENVREFLAEFISTYVMMVFGLGAVAHMVLGGK

MGSYLAVNLGFGFGVTIGIHMAGNISGAHMNAAVTFTSCALGRMSWKKFPVYVLGQFLGSFVAA

ATIYSLFYTAIIDFSGGKLMATGPTATANIFATYLPDHMTLWRGFLDEVVVTGMLQLCLLAITDKG

NNPTLLGTQAIVTGILIVIIGVSLGMNSGYAINPSRDLPPRFFTFLAGWGSQVFRTKDWWWVPVVA

PPLGAYCGAIIYLFFIGSNKPEEPQVLENPSTIEDHRVSVLKTVSHQHGVASLTPVSVYPEDRSSVLY

HP 
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兵荒马乱的研二，迎来了专心科研的研三。好像没有在学校经历多久，就已经到了硕
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最有意义的答案，现在我要迎着光的方向继续前行。  

最后，再次向所有在我学习和生活中给予过我帮助的人致以由衷的感谢和诚挚的

祝福。 

李 金 涛  

2022 年 5 月 
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