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摘要： 旨在以杜洛克公猪精液为研究对象， 通过 Ｎ－乙酰－β－Ｄ－氨基葡萄糖苷酶 （ＮＡＧａｓｅ） 抑制剂体外处理精液， 经 １２􀆰 ５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 对处理

好的精子样品进行双向电泳分离， 筛选 ＮＡＧａｓｅ 作用互作点蛋白表达差异； 表达丰度差异的蛋白经酶消化后进行质谱分析。 结果： 银染筛选获得

５７ 个差异表达蛋白点在凝胶中， 蛋白点主要分布在 ｐＨ 值 ３～１０ 和相对分子质量 １４􀆰 ４～１１６ ｋＤａ 的范围内； 经 ＮＣＢＩ 和 Ｍａｓｃｏｔ 数据库进行差异表达

蛋白匹配搜索， 成功鉴定与精子功能相关的上调差异表达蛋白 ８ 个， 分别是磷脂酰乙醇胺结合蛋白 ４ （ＰＥＢＰ４）、 精卵融合蛋白 ４ （ ＩＺＵＭＯ４）、 精

浆糖蛋白 １ （ＰＳＰ－１）、 猪精子黏附蛋白 （ＡＷＮ）、 糖结合蛋白 （ＳＰＭＩ）、 细胞色素 ｃ 氧化酶Ⅵα 亚基多肽 １ （ＣＯＸ６Ａ１）、 二氢硫辛酸脱氢酶蛋白

（ＤＬＤ） 和伴侣蛋白 １ （ＴＣＰ１）； ８ 个上调差异表达蛋白主要涉及精子成熟、 精子运动、 精卵识别等生理功能。 通过 ＳＴＲＩＮＧ 工具分析蛋白质互作

关系表明 ＩＺＵＭＯ 蛋白可能是 ＮＡＧａｓｅ 调节精子功能的一个重要靶点并形成了可能的蛋白质调控网络。 研究结果为提高公猪生产性能研究奠定了

基础。
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　 　 Ｎ－乙酰－β－Ｄ－氨基葡萄糖苷酶 （ＮＡＧａｓｅ） 是一

种广泛分布在微生物、 动物、 植物体内不同组织中的

水解酶［１－３］。 ＮＡＧａｓｅ 已经被证实参与多糖、 糖蛋白、
糖脂的修饰、 分解代谢， 并且这些生理活动都与受精

过程密切相关［４－５］。 猪精液中含有大量的 ＮＡＧａｓｅ，
其比活力远高于其他动物， 如河田鸡、 山麻鸭、 牛

等［６］。 相关研究显示 ＮＡＧａｓｅ 在猪睾丸和精子中大量

表达， 且抑制 ＮＡＧａｓｅ 的活性能够导致精子顶体的完

整性、 线粒体活性以及运动性能受到不同程度的影

响［１，７］。 精子的顶体完整性是精子发生顶体反应的前

提和基础， 而且线粒体活性是保证精子的前向运动获

得能力的基础［８－９］。 基于此， 为了解抑制 ＮＡＧａｓｅ 活

性调节精子顶体完整性和线粒体活性的靶点， 也为更

好地研究精子的生理功能， 本研究通过 ＮＡＧａｓｅ 活性

抑制剂体外处理公猪精液， 分析精子细胞中蛋白表达

的变化， 筛选差异表达蛋白， 以期识别关键蛋白并构

建蛋白质调控网络， 为进一步研究 ＮＡＧａｓｅ 对精子生

理功能调节作用奠定基础， 为公猪繁殖和生产提供新

的科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器

尿素、 二硫苏糖醇 （ ＤＴＴ）、 硫脲、 碘乙酰胺

（ＩＡＡ）、 ３－ ［３－ （胆酰胺丙基） 二甲氨基］ 丙磺酸

内盐 （ ＣＨＡＰＳ） 和 ＩＰＧ 干胶条 （ ２４ ｃｍ， ｐＨ ＝ ３ ～
１０）， 购自于 ＧＥ 公司 （美国）； 丙烯酰胺、 十二烷基

磺酸钠 （ＳＤＳ）、 三羧基氨基甲烷 （ Ｔｒｉｓ）、 甘氨酸、
低熔 点 琼 脂 糖、 三 氯 乙 酸 （ ＴＣＡ ）、 过 硫 酸 铵

（ＡＰＳ）、 碳酸钠、 Ｎ， Ｎ， Ｎ′， Ｎ′ － 四甲基二乙胺

（ＴＥＭＥＤ）， 购自于 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司 （美国）； 蛋白质分

子量标签、 蛋白酶抑制剂 （ ＰＭＳＦ）、 胰蛋白酶， 购

自于 Ｓｉｇｍａ 公司 （德国）； 蛋白测定试剂盒、 蔗糖、
甲酸、 乙腈、 丙酮、 甲醇、 磷酸、 正丁醇、 乙醇、 冰

醋酸、 硫酸铵、 琼脂糖， 购自于厦门速致生物公司

（中国）； ＴＲＩｚｏｌ 试剂、 ＲＮＡ 酶抑制剂、 荧光酶、 反

转录酶 （Ｍ－ＭＬＶ）、 随机引物和 ｄＮＴＰ， 购自于 Ｐｒｏ⁃
ｍｅｇａ 公司 （美国）。

ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 串 联 质 谱 仪 （ ＡＢＩ， 美 国 ），
ＰＤｑｕｅｓｔ 分 析 软 件 （ Ｂｉｏ － Ｒａｄ， 美 国 ）， Ｂｉｏ － Ｒａｄ
ＭｙｉＱＴＭ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪 （ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， 美

国）， 自动凝胶图像分析仪 （上海培清科技有限公

司， 中国）。
１􀆰 ２　 主要溶液配制

双向电泳方法参照文献 ［１０］ 并作调整。 含量

为 １００ μｇ 的样品与水化上样缓冲液 （尿素 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ，
２％ ＣＨＡＰＳ， ０􀆰 ５％ ＩＰＧ 缓冲液， ＤＴＴ １８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 并加

０􀆰 ００１％ 溴酚蓝） 充分混合。 使用 ｐＨ ＝ ３ ～ １０ 非线性

胶条进行电泳。 电泳条件： ３０ Ｖ １２ ｈ， ５００ Ｖ １ ｈ，
１ ０００ Ｖ １ ｈ， ８ ０００ Ｖ ８ ｈ， ５００ Ｖ ４ ｈ）。
１􀆰 ３　 精子细胞差异表达蛋白筛选

１􀆰 ３􀆰 １　 精液样品处理和蛋白样品准备

１００ ｍＬ 杜洛克公猪精子悬液分装于干净灭菌的

离心管内， ４５°置于 ３７ ℃水浴内回温 ３０ ｍｉｎ， 随后每

管吸取一半的精子悬液， 加入等体积的精子稀释液。
取 ４ ｍＬ 的精子 （精子计数为 １􀆰 ８×１０７个 ／ ｍＬ） 分装

于高温灭菌、 ３７ ℃预热的玻璃试管内。 在上述精子

悬液中加入乙酰胺 （１ ｍｏｌ ／ Ｌ） 溶液， 乙酰胺终浓度

为 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ［１１－１２］， 进行 ３ 次重复， 对照样品由与

贝尔茨维尔解冻液 （ＢＴＳ） 混合的精子组成， 无添加

乙酰胺。 随后， 水浴锅中 ３７ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ （期间每

隔 ５ ｍｉｎ 取出轻缓上下颠倒混匀）。 随后取出置于

４ ℃、 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心机离心 ５ ｍｉｎ， 去上清液保留

沉淀， ＰＢＳ 洗涤 １ 次， 离心， 沉淀用 ４ ｍＬ ＰＢＳ 混匀。
蛋白样品准备具体步骤为： 在精液中加入 ５ 倍体

积的丙酮溶液， －２０ ℃沉淀 １ ｈ。 取出于 ４ ℃离心机

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集沉淀。 沉淀用水化液

（７ ｍｏｌ ／ Ｌ 脲， ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫脲， ２％ ＣＨＡＰＳ， ０􀆰 ５％ ＣＡ，
７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ） 和 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＳＦ 的混合物混合。
３０ ℃ 恒温水浴充分溶解蛋白。 室温下 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法进行总蛋白测

定后于－８０ ℃储存备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 等电聚焦

取 ２００ μｇ 蛋白样品与水化液进行充分混合均匀，
样品总体积为 ４５０ μＬ。 等电聚焦的试验过程参考文

献 ［１２］， 双向凝胶电泳等电聚焦参数见表 １。

表 １　 双向凝胶电泳等电聚焦参数 （２４ ｃｍ， ｐＨ＝３􀆰 ０～ １０􀆰 ０）

步骤 电压 ／ Ｖ 持续时间 ／ ｈ 信号 功能

再水化 ５０ ８ 被动水化 水化

１ １００ １ 慢性 除盐

２ ２００ １ 慢性 除盐

３ ５００ １ 慢性 除盐

４ １ ０００ １ 线性 除盐

５ １ ０００～１０ ０００ １ 线性 升压

６ １ ０００ １０􀆰 ５ 快速 聚焦

７ ５００ １２ 快速 保持
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１􀆰 ３􀆰 ３　 凝胶图像扫描及分析

聚焦完成后胶条平衡及 １２􀆰 ５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 过程

参考文献 ［１３］ 进行， 结束后胶条进行染色。 凝胶

采用银染进行染色， 参考文献 ［１４］ 进行。 使用 Ｉｍ⁃
ａｇｅＳｃａｎｎｅｒ 扫描仪对染色后的凝胶进行灰度模式扫

描。 扫描图采用 ＰＤＱｕｅｓｔ ８􀆰 ０ 软件进行图像灰度分

析， 主要步骤包括图像背景扣除、 蛋白点灰度值标准

化、 蛋白点检测、 不同凝胶间蛋白点匹配， 而后根据

匹配结果计算差异表达倍数。
１􀆰 ３􀆰 ４　 差异表达蛋白筛选及标注

分别将处理和对照的双向电泳图片进行比较， 进

行后续差异表达蛋白筛选。 将蛋白点进行酶消化， 并

于 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ 串联质谱仪上进行质谱分析。 采用正

离子、 反射模式进行分析。 蛋白点的数据用在线

ＭＡＳＣＯＴ 程序以及检索 ＮＣＢＩｎｒ 蛋白质数据库。 根据

检索蛋白的蛋白序列覆盖率、 蛋白等电点以及分子量

３ 个因素确定蛋白信息， 并根据京都基因与基因组百

科全书 （ＫＥＧＧ） 在线软件和文献资料对差异表达蛋

白进行分类和标注。
对 ３ 次重复数据进行 ｔ 检验， Ｐ＜０􀆰 ０５ 的蛋白认

为差异显著， 其中倍数变化 （ＦＣ） ＞２， Ｐ＜０􀆰 ０５ 作为

差异表达蛋白选择标准。 ＦＣ＞２ 最终确定是差异表达

蛋白， 用不同颜色标注。
１􀆰 ４　 精子细胞中差异表达蛋白生物信息学分析

根据筛选的差异表达蛋白标注结果， 对差异表达

蛋白之间的互作 （ＰＰＩ） 关系进行预测分析， 进一步

了解筛选的差异表达蛋白功能的关联性。 蛋白质互作

基于蛋白－蛋白之间的靶向或调控关系分析是基于不

同生物体在 ＮＣＢＩ 的 Ｖｉｒｉｄｉｐｌａｎｔａｅ 数据库中列出的确

定的蛋白质功能进行， 通过 ＳＴＲＩＮＧ ９􀆰 ０ 在线数据库

对猪属已注释的蛋白质进行关联度分析， 制作蛋白质

ＰＰＩ 的作用示意图［１５］。
１􀆰 ５　 数据统计与分析

蛋白质组学结果比对统计采用 ＰＤＱｕｅｓｔ ８􀆰 ０
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ） 软件分析， 蛋白表达丰度差异利用

ＡＮＯＶＡ 方法分析。 采用 ＳＰＳＳ ２８􀆰 ０ 软件对差异性试

验数据进行 ＡＮＯＶＡ 分析， 结果以 “平均值±标准误”
表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极

显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＮＡＧａｓｅ 作用互作蛋白筛选差异比较

使用 ２４ ｃｍ， ｐＨ＝ ３～１０ 的胶条通过 １２􀆰 ５％ ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 对处理好的精子样品进行双向电泳分离。 通过

银染筛选， 检测到 ５７ 个差异表达的蛋白点在凝胶中。
这些蛋白点主要分布在 ｐＨ ＝ ３ ～ １０ 和相对分子质量

１４􀆰 ４～１１６ ｋＤａ 的范围内。 结果发现以下蛋白表达水

平发生了显著变化： 磷脂酰乙醇胺结合蛋白 ４
（ＰＥＢＰ４） 上调了 ２􀆰 ０８ 倍， 细胞色素 ｃ 氧化酶Ⅵα 亚

基多肽 １ （ＣＯＸ６Ａ１） 上调了 ３􀆰 ３３ 倍， 精卵融合蛋白

４ （ＩＺＵＭＯ４） 上调了 ２􀆰 ４９ 倍， 二氢硫辛酸脱氢酶

（ＤＬＤ） 上调了 ５􀆰 ３９ 倍， 伴侣蛋白 １ （ＴＣＰ１） 上调

了 ２􀆰 ２９ 倍， 精浆糖蛋白 １ （ ＰＳＰ － １） 上调了 ６􀆰 ８１
倍， 猪精子黏附蛋白 （ＡＷＮ） 上调了 ９􀆰 ８６ 倍， 糖结

合蛋白 （ＳＰＭＩ） 上调了 ３􀆰 ０３ 倍。 这些上调的蛋白可

能并非全部直接由 ＮＡＧａｓｅ 水解活性所调节， 部分变

化可能是精子功能受影响后的间接结果。 为了验证这

些蛋白是否为 ＮＡＧａｓｅ 的直接底物， 进行了额外的文

献搜索和试验分析。 试验重复 ３ 次， 选择具有代表性

的图谱进行标注， 筛选出差异表达蛋白， 将不同比较

组中表达量上调的蛋白点标注到对应的 ２－ＤＥ 图谱上

（图 １）。 扫描图上蛋白点的匹配采用 ＰＤＱｕｅｓｔ ８􀆰 ０ 软

件进行分析， 经手工逐点校准进行质量检查后， 平均

匹配率为 ８３􀆰 １％以上。 比较试验组和对照组分离图，
差异表达蛋白被筛选和选择， 试验组有 １２ 个差异表

达蛋白上调。

Ａ． 对照组； Ｂ． 试验组。 图上数字为样品编号。

图 １　 精子细胞中差异表达蛋白点双向凝胶电泳示意
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２􀆰 ２　 差异表达蛋白点分析

筛选出的表达丰度差异表达蛋白进行蛋白点酶消

化， 而后经质谱仪进行蛋白鉴定。 经 ＮＣＢＩ 和 Ｍａｓｃｏｔ
数据库进行差异表达蛋白匹配搜索， 成功鉴定与精子

功能相关的典型差异表达蛋白 ９ 个， 其中 ２ 个相同蛋

白 （表 ２）。 筛选的差异表达蛋白相对分子质量

（Ｍｒｓ） 和等电点 （ｐＩｓ） 与理论值较为接近。 由表 ２
可知， 其中匹配到的 ８ 个蛋白中与精子成熟、 精子运

动、 精卵识别等生理功能相关的蛋白， 分别是

ＰＥＢＰ４、 ＩＺＵＭＯ４、 ＰＳＰ －１、 ＡＷＮ、 ＳＰＭＩ、 ＣＯＸ６Ａ１、
ＤＬＤ 以及 ＴＣＰ１。

表 ２　 ＮＡＧａｓｅ 抑制剂乙酰胺处理精子差异表达蛋白的鉴定

样品编号 鉴定蛋白名称 变化程度

４３０５ ＰＥＢＰ４ ２􀆰 ０８∗

５１０４ ＣＯＸ６Ａ１ ３􀆰 ３３∗

６２０８ ＩＺＵＭＯ４ ２􀆰 ４９∗

６７１２ ＤＬＤ ５􀆰 ３９∗

６８１０ ＴＣＰ１ ２􀆰 ２９∗

８００３ ＰＳＰ－１ ６􀆰 ８１∗

８１０３ ＡＷＮ ９􀆰 ８６∗

９１０９ ＡＷＮ ３􀆰 ５７∗

９１１０ ＳＰＭＩ ３􀆰 ０３∗

　 　 注： 与对照组相比，∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 差异表达蛋白的功能分类

从图 ２ 可知， ＮＡＧａｓｅ 抑制剂乙酰胺处理显著增

加了精子生理机能相关蛋白的表达。 根据 ＫＥＧＧ 数

据库鉴定差异表达蛋白参与的生理调控进程大致分为

５ 类， 包括精子发生 （１２％）、 单精受精 （３８％）、 线

粒体功能 （１２％）、 精卵识别 （１３％） 和线粒体能量

供应 （２５％）。 这些分类的蛋白参与的过程与精子生

理功能均密切相关， 尤其是精子的能量来源涉及的精

子线粒体功能占比。 另外， 本结果中鉴定出的差异表

达蛋白 ＩＺＵＭＯ４， 涉及蛋白主要是核孔复合体蛋白包

括核孔复合体蛋白 ９３、 核孔复合体蛋白 ２１４、 核孔复

合体蛋白 ８５ 和核孔复合体蛋白 ２１０。 基于以上分析，
推测精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制后， ＩＺＵＭＯ 等

精卵识别和受精相关蛋白上调可能与 ＮＡＧａｓｅ 和

ＩＺＵＭＯ 相互作用有关。
２􀆰 ４　 差异表达蛋白互作关系预测

为了明确精卵识别过程中 ＮＡＧａｓｅ 与 ＩＺＵＭＯ４ 蛋

白相互作用机制， 对蛋白互作效应进行了预测。 通过

ＳＴＲＩＮＧ 工具分析蛋白质互作关系， 结果如图 ３ 所

示。 精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制后， 精子细胞

中差异表达蛋白相互作用以 ＩＺＵＭＯ４ 蛋白为核心蛋白

的代谢网络， 涉及精卵识别和精子获能等过程。

图 ２　 ＮＡＧａｓｅ 抑制剂乙酰胺处理筛选的差异表达

蛋白功能分类

不同颜色表示来源不同的关联度， 绿色表示邻近， 蓝色表示基因

组共呈现， 黑色表示共表达， 红色表示基因融合， 紫色表示试验获

得， 浅蓝色表示来源基础数据库， 黄色表示来源于 ＰｕｂＭｅｄ 摘要。
下同。

图 ３　 涉及 ＩＺＵＭＯ４ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

如图 ４ 所示精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制

后， 精子细胞中差异表达蛋白 ＰＳＰ－１ 被显著上调表

达， 分析以 ＰＳＰ－１ 蛋白为核心蛋白的代谢网络， 涉

及受精过程中精子与卵母细胞的相互作用的透明带结

合蛋白 （ＺＰＢＰ）， 精子获能相关的顶体反应结合蛋

白 （ＡＣＲＢＰ）， 附睾精子结合蛋白 （ＥＬＳＰＢＰ１）， 维

持精 子 形 态 完 整 的 肌 动 蛋 白 结 合 蛋 白 β 亚 基

（ＣＡＰＺＢ）， 外密纤维蛋白 （ＯＤＦＰ）， 谷胱甘肽过氧

化物酶 ５ （ＧＰＸ５） 等。
精液中 ＮＡＧａｓｅ 被抑制可显著降低线粒体的活

性， 对涉及线粒体功能的差异表达蛋白进行蛋白质互

作预测分析， 其结果如图 ５ 所示。 精液中 ＮＡＧａｓｅ 活

性被乙酰胺抑制后， 精子细胞中差异表达蛋白线粒体

终止蛋白 ＰＥＢＰ４ 被显著上调表达， 可能通过调节线
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粒体核糖体蛋白 （ＭＲＰ） －Ｌ４、 Ｌ１７、 Ｌ４４ 和死亡联

合蛋白 （ＤＡＰ） －３ 的表达和功能发挥作用。

图 ４　 涉及 ＰＳＰ－１ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

图 ５　 涉及 ＰＥＢＰ４ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

如图 ６ 所示， 精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制

后， 精子细胞中差异表达蛋白 ＣＯＸ６Ａ１ 被显著上调

表达， 分析以 ＣＯＸ６Ａ１ 蛋白为核心蛋白的代谢网络，
涉及线粒体呼吸链生理过程的泛醌－细胞色素 ｃ 还原

酶 （ＵＱＣＲ） 铁硫蛋白 １ （ＵＱＣＲＦＳ１）， ＵＱＣＲ １０ ｋＤａ
蛋白 （ＵＱＣＲ１０）， ＵＱＣＲ 核心蛋白 Ｑ （ＵＱＣＲＱ） 等。

图 ６　 涉及 ＣＯＸ６Ａ１ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

如图 ７ 所示， 精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制

后， 精子细胞中差异表达蛋白 ＤＬＤ 被显著上调表达，
分析以 ＤＬＤ 蛋白为核心蛋白的代谢网络， 涉及线粒

体的能量供应相关的 ２－氧戊二酸脱氢酶 （ＯＧＤＨ），

ＯＧＤＨ 样蛋白 （ＯＧＤＨＬ）， 丙酮酸脱氢酶 Ｅ１α 亚基

（ＰＤＨＡ１） 等。

图 ７　 涉及 ＤＬＤ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

如图 ８ 所示， 精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制

后， 精子细胞中差异表达蛋白 ＴＣＰ１ 被显著上调表

达， 分析以 ＴＣＰ１ 蛋白为核心蛋白的代谢网络， 涉及

精子的发生相关的 ＣＣＴ 家族蛋白， 巴德－毕德氏综合

征 １０ 蛋白 （ＢＢＳ１０）， 麦库西克－卡恩斯综合征蛋白

（ＭＫＫＳ） 等。

图 ８　 涉及 ＴＣＰ１ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

如图 ９ 所示， 精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制

后， 精子细胞中差异表达蛋白 ＡＷＮ 被显著上调表

达， 分析以 ＡＷＮ 蛋白为核心蛋白的代谢网络， 涉及

维持精子的形态和受精过程中精子与卵母细胞的相互

作用的 ＺＰＢＰ， 精子细胞发育过程中顶体的形成过程

相关的双 Ｙ 结构域包含蛋白 （ＤＹＤＣ１）， 精子的运动

相关的 Ｒｏｐｐｏｒｉｎ１ 蛋白 （ＲＯＰＮ１） 等。
如图 １０ 所示， 精液中 ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑

制后， 精子细胞中差异表达蛋白 ＳＰＭＩ 被显著上调表

达， 分析以 ＳＰＭＩ 蛋白为核心蛋白的代谢网络， 涉及

维持精子的形态和受精过程中精子与卵母细胞的相互

作用的 ＺＰＢＰ、 ＺＰＢＰ２， 与精子获能及单精受精等生

理过程相关的核旁斑点结构蛋白 １ （ＰＳＰＣ１）， 精子
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的运动相关的 ＯＤＦＰ 等。

图 ９　 涉及 ＡＷＮ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

图 １０　 涉及 ＳＰＭＩ 蛋白的蛋白质互作功能预测分析

３　 讨论

３􀆰 １　 ＮＡＧａｓｅ 在精子功能调节中的作用及其潜在

机制

　 　 ＮＡＧａｓｅ 主要存在于脏器、 睾丸组织中， 具有特

殊的生理功能， 其不仅是生物体糖类物质分解代谢的

水解酶， 还是糖蛋白、 糖脂生物合成中寡糖链的修饰

酶， 参与了糖基化过程和生殖细胞识别等。 关于

ＮＡＧａｓｅ对生殖细胞的影响研究已经有一些报道， 但

是 ＮＡＧａｓｅ 如何调节糖蛋白识别并参与受精进程调控

仍不清晰。 试验结果显示， ＮＡＧａｓｅ 抑制剂乙酰胺处

理显著改变了精子细胞中蛋白的表达。 在相同试验条

件下， 双向电泳结果经 ＰＤＱｕｅｓｔ ８􀆰 ０ 软件和 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ 质谱分析发现在乙酰胺处理下精子细胞中出现

１２ 个表达丰度差异大于 ２􀆰 ０ 倍或小于 ０􀆰 ５ 倍的蛋白

点， 成功鉴定 ８ 个差异表达蛋白。 这些差异表达蛋白

的功能主要是： ＰＥＢＰ４ 主要涉及线粒体的翻译终止

进程， 涉及线粒体 ＭＲＰ － Ｌ４、 Ｌ１７、 Ｌ４４ 和 ＤＡＰ －

３［１５］， 对于精子细胞而言， 该蛋白表达上调会降低精

子线粒体提供的 ＡＴＰ， 进而减低精子运动活性。
ＣＯＸ６Ａ１ 主要涉及质子跨膜转运和线粒体 ＡＴＰ 代

谢［１６］。 ＩＺＵＭＯ４ 蛋白主要参与的是精卵识别和受精

的过程， 核心在于精子与卵子的质膜融合参与单次受

精［１７］， 涉及蛋白主要包括 ＩＺＵＭＯ－１、 ２ 和 ３， 睾丸

特异性丝氨酸激酶 ６ （ＴＳＳＫ６）； ＮＡＧａｓｅ 被抑制后，
可能影响了 ＮＡＧａｓｅ 与 ＩＺＵＭＯ 蛋白的相互作用［１８］；
除此外， ＩＺＵＭＯ 蛋白还与核孔复合蛋白关系密切。
ＤＬＤ 蛋白主要参与线粒体能量代谢中的三羧酸循

环［１９］。 ＴＣＰ１ 主要参与输卵管细胞外囊泡与精子的相

互作用［２０］。 ＰＳＰ－１ 主要是参与精子获能、 单精受精

等生理过程［２１］， 与 ＡＣＲＢＰ 和 ＺＰＢＰ 相互作用防止多

精入卵。 ＡＷＮ 属于精子黏附蛋白家族， 与 ＰＳＰ－２ 作

用密切， 参与精子获能， 单精受精等生理过程［２２］。
ＳＰＭＩ 也属于精子黏附蛋白家族， 与 ＰＳＰ －２ 作用密

切［２３］， 参与精子获能、 单精受精等生理过程， 并且

该蛋白具有具结合磷酸化胆碱的活性， 参与受精过程

的信号传递。 差异表达蛋白筛选结果表明精子细胞中

涉及精子线粒体功能和线粒体活性、 精卵识别和精子

活力的蛋白上调。 通过蛋白互作预测分析显示精液中

ＮＡＧａｓｅ 活性被乙酰胺抑制后， 精子细胞中差异表达

蛋白相互作用以 ＩＺＵＭＯ 蛋白为核心蛋白的代谢网络，
涉及精卵识别和精子获能等过程。 尽管本试验观察到

了这些蛋白表达的显著变化， 但目前还不能确定它们

是否都是 ＮＡＧａｓｅ 的直接底物。 考虑到 ＮＡＧａｓｅ 在精

子功能中的多方面作用， 这些蛋白的变化可能部分是

由于 ＮＡＧａｓｅ 活 性 抑 制 后 对 精 子 功 能 的 间 接 影

响［２４－２５］。 例如， ＰＥＢＰ４ 的上调可能影响了精子线粒

体功能的调节， 进而影响了精子的运动能力［２６］。 此

外， ＩＺＵＭＯ 精卵融合蛋白的上调可能与精子与卵子

融合过程中的膜相互作用有关［２７］。
３􀆰 ２　 ＩＺＵＭＯ 蛋白在精卵识别与融合中的作用及其

与 ＮＡＧａｓｅ 活性的关联

　 　 ＩＺＵＭＯ 蛋白被证明是精子的表面关键蛋白， 并

且参与精卵结合［２８］。 在有性生殖过程中， 雌雄个体

产生形态学上完全不同细胞的相遇与结合形成新的个

体， 此过程中雌雄个体生殖细胞的结合具有特定互作

效应， 是细胞膜识别与融合的过程［２９］。 研究指出，
精子在卵细胞透明带表面的结合并不足以诱导精子发

生顶体反应， 精卵的识别取决于透明带蛋白的分裂状

态， 尤其是透明带蛋白中 ＺＰＢＰ２ 的分裂状态［３０］。 精

子表面配体蛋白在精子发生顶体反应前处于隐藏状

态， 参与精卵识别过程， 能够促进精卵的融合［３１］。
相关研究表明精子发生顶体反应以及精卵识别过程需

要 ＣＤ９ 蛋白和 ＩＺＵＭＯ 蛋白参与［３２－３３］。 仓鼠受精试验
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结果显示人 ＩＺＵＭＯ 抗体使用可以抑制精子和卵子融

合［３４］。 基因敲除 ＩＺＵＭＯ１ 后雌性小鼠尽管具有正常

生育能力， 可完成交配行为， 但精卵识别及膜融合受

到抑制而不能产生子代［３５］。 这也进一步说明精子缺

少 ＩＺＵＭＯ 蛋白就不能正常受精。 本研究结果显示抑

制 ＮＡＧａｓｅ 后精子中 ＩＺＵＭＯ４ 蛋白显著上调， 这也说

明 ＩＺＵＭＯ４ 蛋白在精子发挥生理功能中与 ＮＡＧａｓｅ 活

性密切相关。 根据大鼠和人的 ＩＺＵＭＯ４ 蛋白功能推

测， 虽然 ＩＺＵＭＯ４ 蛋白并不是跨膜蛋白， 但很可能参

与精卵融合的环节涉及精卵识别、 顶体反应、 穿越透

明带等［３５－３６］。
３􀆰 ３　 ＮＡＧａｓｅ 抑制对精子蛋白表达的影响及其在精

卵融合中的作用

　 　 过去的研究中指出参与精卵质膜融合的蛋白或关

键分 子 很 多， 如 富 含 半 胱 氨 酸 的 分 泌 蛋 白 ２
（ＣＲＩＳＰ２）、 精子赤道段蛋白 １ （ ＳＰＥＳＰ１）、 ＴＳＳＫ６
等。 基因敲除结果显示精卵融合中涉及 ＩＺＵＭＯ１ 蛋白

的结构与疟原虫孢子阶段表达的入侵蛋白质含血小板

反应蛋白 （ＴＳＰ） 重复序列的匿名蛋白和对细胞穿越

至关重要的孢子体微线蛋白 １ （ＭＣＲＳ１） 的结构相

似［３７］。 精卵融合蛋白的形成中类似于病毒融合的方

式招募［３８］。 相关研究人员在对融合蛋白形成的研究

表明卵细胞膜和精子膜可经历膜识别中形成融合孔，
从而导致膜融合触发精卵融合［３９－４０］。 研究结果显示

抑制 ＮＡＧａｓｅ 后， ＴＣＰ１ 亚基 ３、 ＰＳＰ－１ 和 ＡＷＮ 等蛋

白被显著上调。 ＴＣＰ１ 亚基 ３ 是一种环状的低聚异复

合体， 参与精子发生中的蛋白结构构建， 与 ＰＳＰ －１
和 ＡＷＮ 一起调节精子的活性。 此外， 上调表达的还

包括线粒体 ＤＬＤ 和 ＴＣＰ１。 研究指出 ＤＬＤ 是在好氧

性糖分解时， 作为从丙酮酸形成乙酰辅酶 Ａ 阶段极

其重要的蛋白。 抑制 ＮＡＧａｓｅ 活性后精子的运动性能

降低， 通过上调或异常激活 ＤＬＤ 从而促进精子的继

续运动。 ＮＡＧａｓｅ 作为一种水解酶在高等真核生物中

移除多余糖基成分是维系高等真核生物生命活动的重

要保证［４１］。 在合适环境条件下， ＮＡＧａｓｅ 作为一种外

切糖苷酶从非还原末端专一性地逐步切下复合型 Ｎ－
寡糖， 以精子质膜糖蛋白的形式在精子穿透卵子细胞

的过程中发挥作用［４２］。 另外， ＩＺＵＭＯ 家族蛋白是一

种免疫球蛋白， ＩＺＵＭＯ１ 蛋白是其家族蛋白成员中重

要的一种蛋白， 也是一种膜蛋白， ＩＺＵＭＯ１ 蛋白有一

个含接近 １５０ 个氨基酸的 “ ＩＺＵＭＯ 蛋白结构域” 和

８ 个半胱氨酸残基 “ＩＺＵＭＯ 蛋白结构域”， 这些结构

决定 ＩＺＵＭＯ１ 蛋白的生物活性［４３］。 然而 ＩＺＵＭＯ１ 蛋

白有着胞外区的免疫球蛋白样结构域是保护 ＩＺＵＭＯ１
不被降解的保守的 Ｎ－聚糖［４３］。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 编辑研

究结果也显示 ＩＺＵＭＯ１ 蛋白的表达变化不影响精卵融

合， 这也推测 ＩＺＵＭＯ１ 蛋白不参与融合过程［４４］。 无

论顶体反应后是单次跨膜或是经短胞质尾区的变化，
均具有 ＩＺＵＭＯ１ 蛋白的表达［４４］， 这可能与相对保守

的 Ｎ－聚糖有关。
ＮＡＧａｓｅ 参与精卵的识别过程， 主要涉及蛋白质

的修饰。 ＩＺＵＭＯ４、 ＳＰＭＩ、 ＰＳＰ－１ 等显著上调说明抑

制 ＮＡＧａｓｅ 后这些蛋白参与精卵识别、 穿越透明带并

引起顶体反应的能力下降。

４　 结论

通过蛋白质组学分析揭示了 ＮＡＧａｓｅ 在精子生理

功能中的调节作用。 ＮＡＧａｓｅ 抑制剂乙酰胺处理精子

后， 影响了多个与生殖生理机能相关的蛋白表达， 这

些蛋白参与精子发生、 单精受精、 线粒体功能、 精卵

识别和能量供应等关键过程。 特别是， ＩＺＵＭＯ４ 蛋白

作为 ＮＡＧａｓｅ 的一个潜在靶点， 其上调表达可能与精

子功能的调节密切相关。 通过蛋白质互作网络分析，
观察到 ＮＡＧａｓｅ 抑制对精子线粒体供能和精卵识别过

程的直接影响， 这可能对受精率产生重要影响。 尽管

ＩＺＵＭＯ 蛋白的确切作用机制尚未完全阐明， 但其在

线粒体功能和精卵识别中的作用不容忽视。 ＮＡＧａｓｅ
在精子功能调节中的潜在作用及其通过 ＩＺＵＭＯ 蛋白

等关键蛋白形成的调控网络， 为理解精子生理学提供

了新的视角， 并为改善动物繁殖效率提供了可能的分

子靶点。
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