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摘  要 : 为了获得带有 His、Myc 双标签的 SPAG4L 蛋白，建立能够稳定表达该蛋白的细胞系，本研究利用

PCR 技术从人睾丸 cDNA 中扩增 SPAG4L 开放阅读框，构建到 pcDNA3.1(+)myc-his 真核表达载体中进行测序

和双酶切验证。将 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 质粒和空白载体分别转染 HeLa 细胞，G418 筛选后建立稳

定转染细胞系。用 Western blotting 和免疫荧光技术对新建立的稳定转染细胞系进行检测。结果表明，成功扩

增了 SPAG4L 基因，构建到 pcDNA3.1/myc-His(-)A 真核表达载体后，经酶切和测序验证所插入的 SPAG4L 序

列完全正确；pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L转染 HeLa细胞后，经 G418筛选后建立了稳定转染细胞系。Western 

blotting 检测后发现，新建立的细胞系能够正确表达 SPAG4L 及其标签蛋白，进一步的免疫荧光实验发现，

SPAG4L 能够和内质网标签蛋白 PDI 共定位。研究结果所提供的稳定转染细胞系将为下一步进行免疫共沉淀和

pull-down 实验提供了有力的工具。 
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Construction of eukaryotic expression vector of SPAG4L 
tagged with Myc and His 
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2 Center for Experimental Medicine Research, Third Xiangya Hospital of Central South University, Changsha, 410013, Hunan, China 

Abstract:  The aim of this study is to establish stable transfected cell lines which could produce SPAG4L protein labeled 

with Myc and His tags in vitro. The open reading frame (ORF) of human SPAG4L was amplified by PCR and the fragments 

were cloned into eukaryotic expression vector pcDNA3.1/myc-His(-)A. The recombined plasmids of pcDNA3.1/ 

myc-His(-)A/SPAG4L were verified by sequencing and digestion with enzymes. Then, the recombined plasmids were 

introduced into HeLa cells and screened by G418. Western blotting was performed to detect the expression of SPAG4L and 

its tags in stable transfected cell lines. SPAG4L and its tags were expressed in the stable cell lines transfected with 

pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L, but not in the control group. Further study showed that SPAG4L colocalized with the 

endoplasmic reticulum(ER) marker PDI by immunofluorescence. The stable transfected cell lines established in this study 

will provide a powerful tool for further studies such as co-immunoprecipitation and pull-down. 

Keywords:  SPAG4L, tag, transfection, eukaryotic expression, protein function 

精子发生障碍是引起男性不育的主要原因

之一，在精子发生过程中，生殖细胞先后经历

精原细胞有丝分裂阶段、精母细胞的减数分裂

阶段和精子细胞的变态成形阶段，最后发育为

成熟的精子[1-3]。在精子发生过程中的每个阶段

都会有一些特异性的基因发挥特定作用，维持

精子发生这一重要生殖生理活动[3]。 

当前国内外的研究认为，Y 染色体上的 AZF

基因微缺失与男性不育有关[4–5]。除了 AZF 基因

外，还有许多常染色体上的基因也参与精子发

生过程 [6–7]。近年来研究发现，一个新的包含

SUN 结构域的蛋白家族参与精子发生过程。该

蛋白家族最为明显的特征是 C 端有一个保守的

SUN 结构域，靠近 N 端有跨膜区(TM) ，TM 和

SUN 结构域之间有 coiled-coil 区[8-10]。目前已经

发现在哺乳动物中至少存在 5 种以上 SUN 结构

域蛋白，已报道的有 SUN1、SUN2、SUN3、

SPAG4 (又称 SUN4) 和 SPAG4L(又称 SUN5 或

TSARG4) 等[10]。 

在前期研究中，我们从人类精子尾部基因

SPAG4 出发，克隆了一个与该基因同处染色体

20q11.21 区域的人类睾丸新基因 SPAG4L(或

SUN5) (GenBank Accession No. AF401350) [11-13]。

通过对不同发育阶段的小鼠研究发现，Spag4L 

(或称 SRG4) 基因是一个小鼠睾丸特异性表达

基因，其表达严格受生长发育调控[14]。近年来

研究发现，小鼠 Spag4L 蛋白主要在精母细胞、

圆形精子细胞及成熟精子细胞中表达，在精原

细胞中不表达[13-15]。通过对 SPAG4L 及其突变

体的亚细胞定位发现，SPAG4L 在细胞的内质网

和核膜表达，跨膜区 (TM) 和 coiled-coil 区对

于 SPAG4L 在核膜上的定位是必需的 [13]。
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Frohnert 等[15]研究发现，Spag4L 在小鼠睾丸中

有两个转录本，该蛋白在精子中介导核膜和顶

体的连接。我们研究发现，Spag4L 蛋白在分离

的小鼠精母细胞中能够与内质网标志物 PDI 和

内核膜标志物 Lamin B1 共定位。通过对减数分裂

中 Spag4L 的表达变化进行观察，发现 Spag4L 在

减数分裂过程中参与胞核的迁移和核膜重塑[13]。 

为了获得 SPAG4L 蛋白，前期研究中我们

成功地用 PQE-30 对 SPAG4L 的 C 末端进行了

原核表达[16]，该蛋白可用于研究 SPAG4L 的 C

端 SUN 结构域区的功能，但是不能用于研究 N

端 SPAG4L 的功能。SPAG4L 是通过 N 端与核

膜上的分子相互作用，从而滞留在核膜上。我

们试用了几种原核表达载体对 SPAG4L N 端进

行表达，均未成功。为了获得带有 His、Myc 双

标签的 SPAG4L 全长蛋白，本研究从人睾丸

cDNA 中扩增 SPAG4L 开放阅读框，构建到 

pcDNA3.1/myc-His(-)A 真核表达载体的 CMV

启 动 子 下 游 ， 获 得 pcDNA3.1/myc-His(-)A/ 

SPAG4L 重组质粒。随后，将该重组质粒导入到

HeLa 细胞，经 G418 筛选后，挑取单克隆建立

稳定转染 SPAG4L 的细胞系，该细胞系能够表

达带有 Myc 和 6×His 标签的 SPAG4L 蛋白。

通过本研究，建立稳定表达 SPAG4L 全长蛋白

的细胞系，将为下一步进行免疫共沉淀和

pull-down 实验提供了理想的蛋白，为深入研究

SPAG4L 蛋白定位在核膜上的分子机制奠定了

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人睾丸 cDNA、感受态细菌 JMl09 及 HeLa

细胞由本实验中心保存；Easy-A 高保真 PCR 扩

增酶购自 Agilent 公司；SPAG4L 抗体购自

ABGAB公司(用于免疫荧光) 和 Proteintech 公

司(用于 Western blotting)；PDI 抗体购自 Santa 

Cruz 公司；G418 购自 Amresco 公司；限制性内

切 酶 购 自 Fermentas 公 司 ； pcDNA3.1/myc- 

His(-)A 载体购自 Invitrogen 公司；His 单克隆

抗体、Myc 单克隆抗体、GAPDH 单克隆抗体、

FITC 标记山羊抗兔 IgG(H+L)、Cy3 标记山羊抗

小鼠 IgG(H+L) 均购自碧云天生物技术研究所；

高糖 DMEM 培养基、LipofectamineTM2000、胎

牛血清购自 Gibco 公司等。 

1.2  方法 

1.2.1  PCR 扩增 SPAG4L 基因开放阅读框 

根据我们提交国际 GenBank 登录的序列，

用 PCRDESN 软件设计引物，在上游引物中引

入酶切位点 NheⅠ，在下游引物中引入酶切位点

KpnⅠ，并分别在上游和下游引物的 5'端加上保

护碱基。10 µL PCR 扩增体系如下：10×Easy-A

反应缓冲液 1 µL，2.5 mmol/L dNTPs 1 µL，上、

下游引物各 0.1 µL，Easy-A 高保真 PCR 扩增酶

0.2 µL，睾丸 cDNA 模板 0.8 µL，加双蒸水补充

至 10 µL。在 PE9700 型 PCR 仪上进行 PCR 扩

增，PCR 反应条件为：95 ℃预变性 2 min 30 s；

94 ℃变性 30 s，退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，扩

增 35 个循环；72 ℃延伸 10 min，最后降至 4 ℃

保温。扩增产物经 15 g/L 琼脂糖电泳进行检测。 

1.2.2  pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 重组质

粒的构建 

按照参考文献[10]所述方法将 PCR 扩增的

SPAG4L 基因片段插入到 pUCm-T 载体，转化感

受态 JM109 后，在含有氨苄青霉素的 LB 固体
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培养基上培养。所筛选阳性克隆经 PCR 扩增鉴

定后抽提质粒进行双酶切，回收目的片段，亚

克隆到 pcDNA3.1/myc-His(-)A 表达载体中。所

筛选的克隆经 PCR 鉴定后，抽提质粒进行酶切

鉴定和测序。 

1.2.3  稳定转染 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L

细胞系的建立 

将消化好的 HeLa 细胞接种 6 孔板，每孔接

种约 1×105 个细胞，待细胞融合至 80% 左右，

按照 LipofectamineTM2000 操作说明书提供的

方 法 将 pcDNA3.1/myc-His(-)A 空 质 粒 和

pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 分别转染 HeLa

细胞，24 h 后，更换含有 G418(800 mg/L) 的选

择性培养基进行筛选，每 3 天换液一次。筛选

35~40 d 后，获得 G418 抗性细胞克隆。检测阳

性细胞克隆，用有限稀释法进行亚克隆，用含

G418 的培养基进行培养，观察克隆形成情况，

待克隆形成后挑单克隆进行扩大培养，检测

SPAG4L 的表达，最终获得单克隆阳性表达

SPAG4L 的转染细胞系。 

1.2.4  Western blotting 检测稳定转染细胞系

中 SPAG4L 蛋白的表达 

按照 RIPA 试剂盒说明书所述方法分别提取

稳 定 转 染 pcDNA3.1/myc-His(-)A 空 质 粒 和

pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 的细胞总蛋白，

测定浓度，经过 SDS-PAGE 电泳后转 PVDF 膜。

Western blotting 检测按照常规方法进行。 

1.2.5  免疫荧光技术检测 SPAG4L 表达  

在 6 孔板底预先放置灭菌好的洁净盖玻片,

接种细胞，放置到在 37 ℃、50 mL/L CO2 培养

箱中培养 24 h，取出后用 D-Hanks 液洗脱 3 次，

经 4 %多聚甲醛固定。参照我们已建立的方法进

行免疫荧光实验，检测 SPAG4L 蛋白、标签 Myc, 

标签 His 以及内质网标志蛋白 PDI 的表达[13]。 

2  结果 

2.1  PCR 扩增 SPAG4L 基因结果 

PCR 扩增 SPAG4L 基因开放阅读框，扩增

产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，发现 SPAG4L

基因扩增条带大小符合实验设计。 

2.2  pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L重组质

粒的鉴定 

挑取转化了 pUCm-T-SPAG4L 重组质粒的

阳性克隆，在含氨苄青霉素的液体 LB 培养基中

培养至合适的浓度，以菌液为模板，PCR 扩增

SPAG4L 基因，筛选阳性克隆。分别将 6 号和 2

号阳性克隆抽提质粒 DNA 后测序，将测序正确

的 6 号质粒用 NheⅠ和 KpnⅠ双酶切，回收目的

基因片段，插入到同样经过 NheⅠ和 KpnⅠ双

酶切的 pcDNA3.1/myc-His(-)A 表达质粒中，筛

选阳性克隆，用上述 SPAG4L 基因引物进行 PCR

检测，发现所挑选的阳性克隆能够扩增出

SPAG4L 基因(图 1)，随后，抽提质粒，用限制

性内切酶 NheⅠ和 KpnⅠ进行双酶切分析，结果

发现，重组质粒中所插入的 SPAG4L 基因片段大

小正确 (图 2)。对 pcDNA3.1/myc-His(-)A/  
 

 
 

图 1  PCR 鉴定 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 阳

性克隆 

Fig. 1  Positive clones of pcDNA3.1/myc-His(-)A/ 
SPAG4L were identified by PCR. M: 1 kb ladder; 1–5: 
positive clones; 6: positive control; 7: H2O. 
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图 2  酶切鉴定 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 重

组质粒 

Fig. 2  Identification of recombinant plasmid 
pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L by enzyme digestion. 
M: 1 kb ladder; 1: pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 
plasmid. 
 

SPAG4L 进行双向测序，结果表明，所插入的

SPAG4L 基因序列没有发生点突变和移码突变，

说明重组质粒 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L

构建成功。 

2.3  Western blotting 检测稳定转染细胞系

中 SPAG4L 蛋白表达 

我们将筛选得到的亚克隆进行扩大培养，

提取蛋白，应用 Western blotting 技术检测稳定

转染细胞系中 SPAG4L 及其标签蛋白表达。结

果发现，在稳定转染 pcDNA3.1/myc-His(-)A/ 

SPAG4L 的细胞系中，带有 Myc 和 His 标签的

SPAG4L 蛋白能够正确表达，蛋白大小在 43 kDa

左右，蛋白大小与预期相符。而稳定转染了空

白质粒 pcDNA3.1/myc-His(-)A 的细胞系中，用

SPAG4L、Myc、His 抗体，均未在 43 kDa 左右

处检测到目的条带，而内参 GAPDH 蛋白在转染

pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 组和空白质粒

组均有表达(图 3)。 

2.4  免疫荧光检测结果 

为了观察 S P A G 4 L 稳定转染细胞系中

SPAG4L 及其标签蛋白是否表达，应用兔抗人 

 
 

图 3  Western blotting 检测新建细胞系中 SPAG4L

及其标签蛋白的表达 

Fig. 3  Expression of SPAG4L and its tags was 
detected in stable transfected cell lines. The protein 
samples were obtained from HeLa cell lines stably 
transfected with pcDNA3.1/myc-His(-)A (Lane 1) and 
pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L (Lane 2). 

 
SPAG4L 抗体和 Myc 单克隆(小鼠来源) 抗体对

稳定转染 SPAG4L 的细胞系进行免疫荧光检测。

结果发现，用兔抗人 SPAG4L 一抗杂交后，用

FITC 标记山羊抗兔 IgG(H+L)进行检测，可见细

胞核膜及其周围出现绿色荧光信号；用 Myc 单

克隆抗体作为一抗进行免疫荧光实验，用 Cy3

标记山羊抗小鼠 IgG(H+L) 进行检测，可见细胞

核膜及其周围出现红色荧光信号(图 4)。由此可

见，SPAG4L 及其标签蛋白在稳定转染细胞系中

能够正确表达，即主要分布在细胞核膜及其  

周围。 

PDI 是一种主要存在于内质网腔，大小为

55 kDa 的多功能蛋白，其功能是在内质网腔中

催化二硫键的形成，促使新生肽链成熟成有生

物活性的蛋白质。本研究中，我们将 PDI 作为

内质网的标志蛋白与 SPAG4L 在稳定转染
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SPAG4L 的细胞系中进行免疫共定位实验，结果

发现，标记为绿色的 SPAG4L 蛋白能够和标记

为红色的 PDI 蛋白共定位，说明 SPAG4L 除了

在核膜表达，而且还在内质网表达，该结果与

前期本课题组研究的 SPAG4L 蛋白亚细胞定位

结果一致 (图 5)。PDI 是一个多功能蛋白，

SPAG4L 是否与 PDI 相互作用，还有待于进一步

研究。 

3  讨论 

精子发生是一个复杂的过程[1-2]。前期的研

究发现，SUN 蛋白(SUN1、SUN2、SUN3、SPAG4

和 SPAG4L) 是一类新发现的核膜蛋白，都参

与了精子的发生[9,11,13,17-18]。 

 

 
 

图 4  免疫荧光技术检测稳定转染 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 细胞中 SPAG4L 和 myc 蛋白表达 

Fig. 4  Expression of SPAG4L and myc-tag was detected in stable transfected cell lines by immunofluorescence 
(200×). 
 

 
 

图 5  稳定转染 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 的细胞中 SPAG4L 与内质网蛋白 PDI 免疫共定位 

Fig. 5  SPAG4L colocalized with ER marker PDI by immunofluorescence in cells stably transfected with 
pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L (400×). 
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SUN1 和 SUN2 在精子发生的整个过程中均

有表达，将小鼠中 Sun1 基因敲除，将会导致小

鼠出现雄性不育[17]。SUN3 是一个睾丸特异性表

达蛋白，能够与 Nesprin-1 相互作用形成 LINC

复合物，将分化中的精子核与周围的细胞骨架

结构连接在一起，从而确保精子核能够正确的

成形和延伸，这对于精子头部的形成至关重  

要[18]。SPAG4 主要在睾丸和胰腺中表达[19]，该

蛋白依靠亮氨酸拉链与人精子尾部蛋白 Odf1 相

互作用，在精子尾部的形成以及精子运动方面

发挥着重要作用[11]。Kracklauer 等[20]研究发现，

在雄性果蝇中 Spag4 对于维持中心粒与细胞核

的连接是必需的，如果将 Spag4 基因敲除，那

么在圆形精子和长形精子中细胞核将不能正确

定位，出现核离散的现象，雄性果蝇出现不育。

重新将 Spag4 基因导入，则生殖功能恢复，其

中 SUN domain 对于生殖功能恢复至关重要。 

SPAG4L 是我们研究小组首先成功克隆的，

生物信息分析结果表明，SPAG4L 与 SPAG4 虽

然同属 SUN 蛋白家族，但是它们不是同一个蛋

白，它们的氨基酸序列有 45% 同源性。Chalmel 

F 等[21]对精子发生中基因表达变化的研究发现，

Spag4L 基因是一个减数分裂的标志性基因。我

们研究发现，Spag4L 基因在小鼠出生后 3 周开

始高表达[14]。郭睿等[22]分离纯化了小鼠的各级

生精细胞，对 Spag4L 进行了荧光定量 PCR 检

测，结果发现，从粗线期精母细胞阶段到长形

精子细胞阶段 Spag4L 表达下调，在圆形和长形

精子细胞中其表达量分别下降了 33％和 45％。

这些结果说明，在小鼠减数分裂中 Spag4L 蛋白

发挥着重要的功能。通过对 SPAG4L 及其突变

体的定位发现，SPAG4L 主要定位于细胞核膜和

内 质 网 。 根 据 扩 散 - 滞 留 模 型

(“Diffusion-Retention” model) 理论[10]，从理

论上分析，SPAG4L 蛋白必须与内核膜蛋白或核

质蛋白相互作用才能保证在核膜上的锚定。 

在前期研究中，我们虽然成功对 SPAG4L

的 C 末端进行了原核表达，但是该融合蛋白不

能用于研究 SPAG4L 的 N 端功能。生物信息分

析结果表明，SPAG4L C 端朝向胞质，N 端朝向

核质，靠近 N 端的地方有跨膜区，前期研究中，

我们尝试用不同的原核表达载体对 SPAG4L 全

长进行原核表达，结果均未成功。因此，我们

尝试将 SPAG4L 放到 CMV 启动子下游进行表

达，同时，希望所表达的融合蛋白带有 Myc 和

His 双标签，以利于后续的实验研究。本研究中，

我 们 选 择 了 真 核 表 达 载 体 pcDNA3.1/myc- 

His(-)A，成功构建了 pcDNA3.1/myc-His(-)A/ 

SPAG4L 真核表达质粒，通过体外转染细胞，筛

选获得稳定转染细胞系，这些细胞系能够成功

表达带 Myc、His 标签的 SPAG4L 全长蛋白。这

样，我们下一步可以通过 6×His 标签对 SPAG4L

融合蛋白进行纯化，通过 pull-down 实验研究筛

选 SPAG4L 相互作用蛋白。此外，Myc 标签还

可以用于免疫共沉淀实验，为研究 SPAG4L 蛋

白相互作用及信号通路提供了有力的工具。  

总之，我们成功构建了带有 His、Myc 双标

签的 pcDNA3.1/myc-His(-)A/SPAG4L 真核表达

质粒，并成功获得了稳定转染 pcDNA3.1/myc- 

His(-)A/SPAG4L 的细胞系，为深入研究 SPAG4L

蛋白的功能及其相互作用蛋白奠定了基础。 
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