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ZNF185基因抗原表位分析及合成肽免疫避孕效果研究 *
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摘要目的：预测 ZNF185基因的抗原表位，并研究相应合成多肽诱导的免疫应答和免疫避孕效应。方法：应用 DNA Star软件预测

ZNF185蛋白二级结构、亲水性、可塑性、表面可及性与抗原指数。合成携带 ZNF185抗原表位的多肽，进行小鼠免疫实验，检测小

鼠血清中 IgG抗体水平、交配率、妊娠率及每窝产仔数，并观察生殖器官是否发生病变。结果：筛选 ZNF185两段氨基酸序列合成

多肽，该多肽能够诱导小鼠产生较高的抗体水平，实验组小鼠交配率和妊娠率显著低于对照组，生殖器官并无发生明显的组织病

理学变化。结论：ZNF185具有一定的抗生育作用。
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Antigenic Epitopes Analysis of ZNF185 Gene and Study on the Effect of
Synthetic Peptide Immunocontraception*

To predict the antigenic epitopes of the ZNF185 gene and investigate the immune response and immune

contraceptive effect induced by corresponding synthetic peptides. The secondary structure, hydrophilicity, plasticity, surface

probability and antigen index of ZNF185 protein were predicted by DNA S tar software. The synthetic polypeptide carrying antigenic

epitopesof ZNF185was used to vaccinate mice, and thenthe IgG antibody levels in mouse serum, mating rate, fertility rate and mean litter

size were examined. In addition, pathologic change of the reproductive organs was observed. Two amino acid sequences of

ZNF185 were screened to synthesize polypeptide, the polypeptide could induce mice to produce higher antibody levels. Furthermore, the

rate of mating and fertility was significantly lower in the experimental group than in the control group, and no show significant

histopathological changes was observed in reproductive organs. ZNF185 has a certain anti-fertility effect.
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前言

世界人口的高增长率和非意愿妊娠的高发生率一直影响

着社会经济发展和人类身体健康，而传统的避孕方法(输精管

结扎、激素类避孕药以及避孕套等)都存在一定的局限性[1,2]。因

此，寻找一种安全、有效、可逆的避孕措施对控制人口增长和避

免非意愿性妊娠具有十分重要的意义。近年来，男性避孕疫苗

的研究日益增多，可能成为控制人口过度增长的理想措施，而

抗原靶点的选择是其中的关键[3]。

锌指蛋白(Zinc finger protein，ZNF)185是一种 C端含有保

守序列 LIM(Lin-1, Isl-1 and Mec-3，LIM型锌指蛋白)结构域的

蛋白质，在其 N 末端还含有与肌动蛋白 actin 结合的 ATD

(actin-targeting-domain)结构域，属于 LIM蛋白家族中一员[4]，是

一种具有重要生物学功能的转录因子[5-8]。最近，一些研究表明

ZNF185、ZNF230、ZNF105和 ZNF300等几种锌指蛋白参与了

精子发生和雄性生殖过程[9-12]。本课题组前期研究发现 ZNF185

在小鼠睾丸中的表达显著高于其它组织，特别是在精子和睾丸

间质细胞中呈高表达。此外，ZNF185在性成熟小鼠睾丸中表达

显著高于性成熟前小鼠[9,13]。由此，我们推测 ZNF185可能是避

孕疫苗的候选靶点。本研究将通过 DNA Star软件预测 ZNF185

优势抗原表位，合成携带 ZNF185抗原表位的多肽，进行小鼠

免疫实验，检测小鼠血清中 IgG抗体水平、交配率、妊娠率及每

胎产仔数，以探讨 ZNF185对生育的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

DNA Star分析软件；ZNF185多肽由上海吉尔生化公司合

成；BALB/c小鼠购自青岛大任富城畜牧有限公司；酶标抗体
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图 1 ZNF185二级结构与抗原表位预测

Fig.1 ZNF185 secondary structure and antigenic epitopes prediction

Grouping Immune route The type of immunogen Immunization dose Adjuvant

Ⅰ SI Peptide-Ⅰ 80 滋g CFA/IFA

Ⅱ SI Peptide-Ⅱ 80 滋g CFA/IFA

PBS SI PBS 80 滋g CFA/IFA

表 1实验动物分组

Table 1 Experimental animals grouping

Note: SI, Subcutaneous injection，皮下注射

(HRP-山羊抗鼠 IgG)、5% BSA封闭液、TMB单组份显色液和

包被抗原的 96孔酶标板购自北京索莱宝科技有限公司；弗氏

完全佐剂(CFA)、弗氏不完全佐剂(IFA)购自美国 sigma公司。

1.2 ZNF185抗原表位分析

应用 DNA Star软件的 Gamier-Robson和 Chou-Fasman法

预测 ZNF185 形成 琢 螺旋、茁 折叠和转角的情况；应用
Kyte-Doolittle法预测 ZNF185的亲水性；应用 Karplus Schulz

法预测 ZNF185的可塑性；应用 Emini法预测 ZNF185的表面

可及性；应用 Jameson-Wolf法预测 ZNF185的抗原性区域。

1.3 小鼠免疫实验

1.3.1 动物分组 选取健康的 BALB/c雄性小鼠 (6-8周龄)24

只，小鼠免疫按照抗原的不同分为以下 3组：抗原肽 -Ⅰ组，抗

原肽 -Ⅱ组，阴性对照组(注射 PBS)(表 1)。免疫途径均为皮下注

射免疫(subcutaneous injection，SI)，免疫注射剂量为 80 滋g。

1.3.2 免疫途径 皮下注射免疫：取免疫原 100 滋L(含 80 滋g
的抗原肽)与等体积的弗氏完全佐剂(初次免疫)或弗氏不完全

佐剂(加强免疫)混合，充分乳化，皮下注射免疫小鼠，每周一次，

共免疫四次。

1.3.3 样本采集 初次免疫开始，在 0、2、4、6、8、10、12周，分

别取小鼠尾静脉血约 20 滋L，室温静置 2 h。待血清析出后加入

180 滋L抗体稀释液 (含 0.1%BSA的 PBST稀释液)，1500 rpm

离心 5 min。吸出上清，ELISA法检测 IgG抗体滴度。

1.4 抗体水平检测

采用间接 ELISA法测定抗体水平，操作流程具体步骤为：

抗原包被，4℃孵育过夜；5%BSA封闭液 37℃封闭 1 h；加待测

血清，37℃孵育 1 h；加酶标二抗，37℃孵育 45 min；加底物显

色，室温避光显色 15 min；2 M硫酸终止反应；全自动酶标仪

(BioTek Instruments, Inc)检测 450 nm处的 OD值。每个步骤之

间均用洗涤液洗涤 3次，每次洗 3 min，每种试剂加入的体积均

为 100 滋L。当 OD值大于或等于空白孔 2倍时定为阳性。

1.5 免疫避孕效果检测

于免疫第 12周，将各组免疫过的雄性小鼠分别与正常雌

性小鼠进行合笼，雌、雄比例为 2:1。次日晨检查雌鼠阴栓，将见

有阴栓的雌鼠单独喂养，3-4周后观察计算各组雌性小鼠的妊

娠率和每窝产仔数。

1.6 组织病理学观察

取交配后 3 只雄性小鼠，取其睾丸、附睾等生殖器官常

规脱水、透明、浸蜡，做石蜡切片。HE 染色后，观察组织病理

学变化。

1.7 统计分析

应用软件 SPSS17.0进行统计学分析，结果采用 ANOVA

(one-way analysis of variance) 法分析组间统计学差异，以 P<
0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ZNF185蛋白二级结构预测

应用 DNAStar 软件的 Gamier-Robson 和 Chou-Fasman 法

预测 ZNF185形成 琢螺旋、茁折叠和转角的情况。结果显示琢螺
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图 2氨基酸序列的二级结构及抗原性分析

Ⅰ氨基酸序列Ⅰ；Ⅱ氨基酸序列Ⅱ

Fig.2 The secondary structure and antigenicity analysis of screened amino acid sequence

Ⅰ amino acid sequencesⅠ;Ⅱ amino acid sequencesⅡ

图 3 ELISA法检测免疫后小鼠血清抗体滴度变化

*,b：p<0.05，与 PBS组比

Fig. 3 ELISA was used to detect the changes of serum antibody titer after

immunization

*,b: p<0.05, compared with PBS group

2.7 免疫小鼠的抗体水平检测

实验结果显示抗原肽免疫组 (抗原肽 -Ⅰ和抗原肽 -Ⅱ)的

抗体滴度显著高于对照组(P<0.05)，且随免疫周数的增加而逐
渐上升，于免疫后第 12周达到高峰(图 3)。

2.8 免疫避孕效果研究

实验结果表明抗原肽免疫组 (抗原肽 -Ⅰ和抗原肽 -Ⅱ)的

交配率和妊娠率显著低于对照组(P<0.05)，而每窝产仔数差异
不显著 (P>0.05)。其中，抗原肽 -Ⅱ免疫组的交配率降至

63.67%，妊娠率降至 41.67%，显著低于对照组和抗原肽 -Ⅰ组

(P<0.05)(表2)。

2.9 睾丸和附睾的组织病理学分析

交配后，将雄性小鼠安乐死以用于睾丸和附睾的组织学分

析。结果显示在抗原肽组和 PBS组的睾丸和附睾的组织学中

没有观察到明显的病理变化(图 4)。然而，在睾丸和附睾发现轻

微的变化，例如，与 PBS组比较，抗原肽组附睾管腔内精子数

量明显减少(P<0.05)，其中抗原肽 -Ⅱ组精子数量下降较明显。

3 讨论
虽然国家 "放开二孩 "政策已在全国实施，但长期实行计

划生育政策依然是我国的一项基本国策[14]。另外，控制人口过

旋分布比较均匀，茁折叠比较少，两种方法预测的共同 茁折叠
位于 86-91、295-297、575-580 和 607-610 位氨基酸残基。此

外，长短不一的转角和无规则卷曲分布于各 茁折叠单元之间
(图 1)。

2.2 ZNF185的亲水性预测

应用 Kyte-Doolittle法预测 ZNF185的亲水性，结果显示

ZNF185亲水性区域分布比较均匀，其中 N端和中部的亲水性

最高，亲水性较高区域位于 13-25、42-51、72-81、98-112、157-

164、172-180、225-235、306-317、386-400、419-433、453-465、476

-488、520-530和 540-553位氨基酸残基(图 1)。

2.3 ZNF185的可塑性预测

应用 Karplus Schulz法预测 ZNF185的可塑性，结果显示

ZNF185含有较多的可塑性区域，且分布比较均匀。主要分布于

7-40、42-85、91-115、122-144、150-166、238-256、264-282、300-

330、345-361、385-401、416-436、471-492、494-518 和 520-557

位氨基酸残基(图 1)。

2.4 ZNF185的表面可及性预测

应用 Emini法预测 ZNF185的表面可及性，结果显示可及

性曲线类似于亲水性曲线。可及性较高区域主要分布于

19-24、44-51、72-82、98-106、136-143、157-165、172-180、224-235

、308- 314、416-423、478-486、544-553 和 650-657 位氨基酸残

基(图 1)。

2.5 ZNF185的抗原指数预测

采用 Jameson-Wolf法预测 ZNF185的抗原性区域，结果显

示，ZNF185 存在有多个潜在的抗原表位位点，主要分布于

7-26、47-64、68-83、94-115、127-165、225-254、297-363、384-402、

416-469、476-502、518-574和 644-677位氨基酸残基(图 1)。

2.6 ZNF185抗原表位的选择

根据蛋白质二级结构、亲水性、可塑性、表面可及性及抗原

性预测结果综合考虑，选择氨基酸序列Ⅰ(VPKPRPPSTR，图 2

Ⅰ)、Ⅱ(TPYSERTTGG，图 2Ⅱ)合成多肽，应用该多肽进行后续

免疫避孕实验(二级结构及抗原性分析见图 2)。
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图 4睾丸和附睾组织学分析

交配后，将雄性小鼠安乐死以用于睾丸和附睾的组织病理学分析。(A) PBS-SI组睾丸；(B)肽 -1-SI组睾丸；(C)肽 -2-SI组睾丸；(D) PBS-SI组附

睾；(E)肽 -1-SI组附睾；(F)肽 -2-SI组睾丸。SI: Subcutaneous injection，皮下注射。HE，比例尺 =50 滋m。
Fig. 4 Histological analysis of testis and epididymis

After mating, the male mice were euthanized for histological analysis of testis andepididymis. (A) testis of PBS group; (B) testis of peptide-1 group;

(C) testis of peptide-2 group; (D) epididymis of PBS group; (E) epididymis of peptide-1 group; (F) epididymis of peptide-2 group. IP: Intraperitoneal

injection. HE, scale bar = 50 滋m.

Groups Mating rate(%) Fertility rate(%) Litter size

PBS-SI 100.00a 99.78a 11.03± 0.92a

Ⅰ-SI 100.00a 87.72b 12.40± 2.07a

Ⅱ-SI 63.67c 41.67 c 12.67± 0.52a

表 2小鼠免疫后生育力的影响(x依s，n=6)
Table 2 Fertility of male and female immunized mice(x依s，n=6)

注：同一列中含不同字母的各项之间差异显著(P<0.05)。
Note: The difference between values with different letters in the same column is significant (P<0.05).

快增长，维持正常范围的性别比例，使其与我国经济的发展相

协调是当今社会发展的主题。因此，寻找有效的避孕措施显得

尤为重要。避孕疫苗的出现改变了当前避孕措施的现状，可以

作为理想的避孕措施，因其具有特异性、长期性和最小副作用

等优点。目前，对于免疫避孕抗原的研究主要有三大类：一是生

殖激素类抗原，如促性腺激素释放激素[15]、人绒毛膜促性腺激

素[16]等；二是抗卵透明带抗原[17]；三是抗精子抗原[18]，如 Sp17蛋

白[19]。本课题组前期研究结果表明 ZNF185可能参与精子发生

和雄性生殖过程[9]，但 ZNF185是否是避孕疫苗的候选靶标尚

不清楚。我们首先应用 DNA Star软件预测 ZNF185的抗原表

位，根据蛋白质二级结构、琢螺旋、茁折叠、亲水性、可塑性、表
面可及性及抗原性预测结果综合考虑，选择两段氨基酸序列合

成多肽，进行后续免疫避孕实验。DNA Star软件目前已广泛用

于抗原表位预测，李等利用该软件成功预测 Rv1410c结核分枝

杆菌蛋白抗原表位[20]。Cheng等人应用该软件筛选 FSHR抗原

表位制备男性避孕疫苗，取得良好的避孕效果[21]。Sun等人还通

过该软件预测了人 Eppin表位，共得到 8 个表位[22]，然后合成

肽，纯度达到 90%。类似于以前的研究，这种纯度可以满足避孕

试验的要求[23]。

研究显示肽靶向 ZNF185可以引起明显的抗体反应[24]。我

们用 ELISA法检测免疫后小鼠血清中的抗体水平，实验结果

显示两种抗原肽免疫组的抗体滴度均显著高于对照组，说明靶

向 ZNF185肽能有效激发小鼠机体免疫应答，免疫途径可以影

响机体免疫应答。此外，实验结果还表明抗原肽 -Ⅱ实验组的抗

体滴度随免疫周数的增加而逐渐上升，于免疫后第 12周达到高

峰。这种差异可能是由于这些表位的不同免疫潜力所造成的
[25]。因此，我们将选取免疫后 12周小鼠进行后续生育实验检测。

抗生育的机制可能是肽靶向 ZNF185诱导特异性抗体的

增加，然后抗体可以通过血清进入男性生殖道，进一步抑制

ZNF185的调节机制等功能[26]。生育试验结果显示抗原肽免疫

组(抗原肽 -Ⅰ和抗原肽 -Ⅱ)的交配率和妊娠率显著低于对照

组，其中抗原肽 -Ⅱ对雄性小鼠生育能力的抑制作用显著高于

对照组和抗原肽 -Ⅰ组。抗体的作用机制可能是以 ZNF185为

靶点的肽能够诱导特异性抗体增加，进而通过血清进入雄性生

殖道，进一步抑制 ZNF185的功能[25，26]。该结果说明抗原肽 -Ⅱ

更有制备为避孕疫苗的潜能，同时也验证了我们之前的研究，
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ZNF185涉及精子发生和雄性生殖[19]。此外，我们发现免疫组和

对照组的每窝产仔量无明显差异，该结果说明抗原肽只能降低

受孕的几率，而不能影响产仔量，这与 Chen等[27]人的研究结果

相一致。这一结果表明肽免疫只抑制交配率和妊娠率，而不是

影响幼鼠的数量，ZNF185可能是避孕疫苗的候选对象。组织病

理学结果显示肽组和 PBS组的睾丸和附睾的组织学中没有生

精小管明显的病理改变，与其他研究结果相一致 [24，28，29]。与 PBS

组比较，肽组附睾管腔内精子数量发生明显减少的现象。该结

果说明本研究的 ZNF185避孕疫苗具有安全无副作用等优势，

为男性避孕疫苗的研发提供了新的可能。

总之，本研究通过生物信息学方法筛选 ZNF185两段氨基

酸序列合成多肽，抗原肽 -Ⅱ能够产生较高的抗体滴度和明显

的避孕效果，靶向 ZNF185的肽首次诱导了对小鼠生育力的抑

制而不损害生殖器官，这将为男性避孕疫苗研发提供新的靶

标。下一步，我们将以抗原肽 -Ⅱ为基础进行加工修饰，期望能

研制出理想的避孕疫苗。
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