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!摘"要" 目的!探究人类趋化素样因子超家族 #!S9V̂N6+M-WI(c:V4G),=>->KG),-05>)+,N*5,4)+,+,7;G54-+, #"

SW@W#$在小鼠精子生成过程中的作用% 方法!构建SW@W# 基因敲除小鼠模型"利用B5G4J-G,&(@N[S(及 Y-=4-G,

印迹检测野生型&杂合子及纯合子小鼠的SW@W# 表达水平"统计小鼠生育幼崽数量及生育率"采集并分析精子活

动度&形态及睾丸组织切片"检验血清睾酮及促卵泡激素!<566+*6-N=4+>X6)4+,7J5G>5,-" ?̂T$水平% 结果!SW@W# 在

小鼠生精中呈现准确的调控式高度表达"基因敲除的成年小鼠和野生型成年小鼠在体重上差异没有统计学意义%

纯合子的小鼠睾丸体积及重量小于野生型小鼠睾丸"野生型小鼠与SW@W# 敲除小鼠的睾丸长径比较"差异有统计

学意义,!!!%$# q!%#!$ >>$*+!/%#' q!%'#$ >>" !E&%&D-"睾丸重量比较"差异有统计学意义,!!&!%1$ q

#%$$$ >7$*+!/D%## q#%/.$ >7" !E&%&D-% 与野生型小鼠相比"杂合子精子数量明显减少"纯合子小鼠精子发

生停滞% 在精子形态学方面"与野生型小鼠相比"杂合子小鼠有更多圆形精子"而纯合子则因精子发育停滞"多为

圆形精子细胞% 睾酮和 ?̂T在 $ 组间差异无统计学意义% 纯合子雄性小鼠由于精子发生停滞而不育"纯合子小鼠

缺失生精上皮层% 结论!SW@W# 在生精过程中发挥着不可或缺的作用"其参与精子发生的潜在机制有待于进一步

实验研究以证实%
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""尽管男性生殖在人类健康中占有重要地位"但

目前对于男性不育的发病机制仍然知之甚少,!-

%

多种因素可导致男性不育"如先天畸形&环境污染&

遗传和内分泌紊乱&感染&炎症和自身免疫疾病,#-

%

精子发生依赖于大量睾丸特异基因的精确表达"其

与精子发生的缺陷和男性不育高度相关,$ gD-

%

人类趋化素样因子超家族 #!S9V̂N6+M-WI(N

c:V 4G),=>->KG),- 05>)+,N*5,4)+,+,7 ;G54-+, #"

SW@W#$可能和精子发生相关,1-

"SW@W# 是 SW@W

基因家族中的一员"以前称之为趋化素样因子超家

族"该家族基因的编码产物结构特殊"介于趋化因子

和 . 次跨膜蛋白之间,C g/-

% 有意义的是SW@W家族

多数成员在男性睾丸组织中都有较高水平的表达"

特别是 SW@W# 在人睾丸组织中特异性高表达,'-

"

而且 SW@W# 异常表达和生精缺陷有密切联系"这

都提示了SW@W# 在精子发生中的重要性,1-

% 唯支

持细胞综合征是一种以人类睾丸生精小管上皮完全

缺失为特点的病理学综合征% 随着精子形成缺陷的

加剧"SW@W# 阳性细胞数量和 >(BI转录水平明

显下降"在唯支持细胞综合征患者的睾丸组织中没

有翻译出相应的蛋白产物,1"!&-

"这种相关性提示

SW@W# 在精子生成中可能起到关键作用% 本研究

通过建立 SW@W# 基因敲除小鼠模型"从生殖表型&

精子质量&生育能力和睾丸变化等方面观察SW@W#

对男性生育能力的影响%

BC材料与方法

B%B"实验材料

SW@W# 基因敲除小鼠由美国圣路易斯华盛顿

大学 9+4-ZG),0-=医生惠赠% 实验用小鼠均为

SDCZVL1 株系% SW@W# 基因敲除小鼠饲养在北京

大学人民医院 ?[̂ 级实验动物中心"环境温度控制

在!#.%& q&%D$h"相对湿度 D&F e1&F"自由饮食

进水"昼夜光照节律% 采用大小鼠繁殖饲料!上海

斯莱克试验动物有限公司$及灭菌垫料"二者均为

?[̂ 级"垫料每周更换 # 次"饮水为超纯水"每日补

充饲料及饮水% 饲养笼具及饮水瓶每次更换清洗后

均使用 /.消毒液浸泡"自来水冲洗后高压灭菌处理%

B%D"实验方法

B%D%B"基因鉴定"分别提取 SW@W# 基因敲除野

生型&杂合子及纯合子小鼠睾丸组织总 (BI"进行

(@N[S("扩增目的基因片段并进行 B5G4J-G, K654检

测基因表达情况% SW@W# 引物序列由 ])*M=5, V)N

K5G)45G8提供"由上海生工生物工程技术服务股份有

限公司合成"为干粉状"正义序列为SIIISSS2I2N

2II2ISII2"反义序列为 22IIS2SISII2SII@N

SI"按体积比! i!&&稀释"等体积混合备用% [S(反

应体系为 #&

"

V' # kHG-)>@)f 2G--, [S(W)=4-GW+a

!&

"

V"模板 HBI#

"

V"引物混合物 !

"

V"00T

#

3C

"

V% 采用[S(仪进行扩增"反应条件为预变性 'D h

$ >+,"变性 'D h $& ="退火 1& h $& ="延伸 C# h .D

="循环 .&次"C# h D >+, 终止反应% 琼脂糖凝胶电

泳'取[S(扩增产物 1

"

V"在 #F!质量分数$琼脂糖

凝胶中以 !D& c由负极向正极电泳 $& >+,"于化学发

光凝胶成像系统中拍照观察% 基因型结果判定'常规

突变下游引物扩增产物长度为 #D& K; 左右"为基因

敲除!M,5*M 5X4" 93$小鼠#野生型上游常规引物扩

增产物长度为 C.C K;"为Y@小鼠#两条电泳条带均

存在的为杂合子小鼠% SW@W# 基因敲除纯合子小鼠

(BI采用未加入逆转录酶的对照[S(反应% 睾丸提

取物采用单克隆抗体!?),4)SGX_Z+54-*J,56578" ?),4)

SGX_" SI" Q?I$进行Y-=4-G, K654检测%

B%D%D"睾丸组织的表达定位"研究采用 / e!# 周

的成年雄性小鼠"氯胺酮!!&& >7LM7$和甲苯噻嗪

!!& >7LM7$混合后腹腔内注射麻醉% 取由剑突到

耻骨的腹部正中切口"用解剖显微镜检查腹腔内容

物"随后戊巴比妥!!&& >7LM7$心腔内注射处死小

鼠% 小鼠死后立即取睾丸在 Z5X+, 氏液中固定".

"

>厚度切片"T:染色后镜下观察% 每个睾丸取 D

个!即每个小鼠取 !& 个$精曲小管计数生精上皮特

定细胞数"两个独立的观察者进行细胞计数%

B%D%E"Y-=4-G, K654检测"取 SW@W# 基因敲除野

生型&杂合子及纯合子小鼠睾丸组织"分别加入预冷

的(A[I裂解液"低温均匀后". h 离心 #& >+, 收集

上清"ZSI蛋白定量法定量蛋白后加入 D k蛋白上样

缓冲液"'D h !& >+, 后进行 ?H?N[I2:凝胶电泳"转

移到BS膜上"用 DF!体积分数$Z?I封闭 ! J"加兔

抗 SW@W# 抗体 !S-66?+7,)6+,7@-*J,56578" A,*%"

Z-\-G68" WI" Q?I$. h 过夜"@Z?@洗膜后加 T([

标记羊抗兔A72抗体!?+7>)NI60G+*J" W3" Q?I$室温

! J":SV化学发光液孵育 D >+,"于 A>)7-UX),4凝胶

成像系统仪上显影观察"图像采用A>)7-UX),4软件

)'##)张晓威"等"人类趋化素样因子超家族 # 参与小鼠精子形成



扫描% 抗 2I[HT抗体!?+7>)NI60G+*J W3" Q?I$为

内参%

B%D%F"精子计数&运动参数及形态分析"收集附睾

尾的精子加入改良 YJ+44-, 溶液"D >+, 后肉眼可见

精子充分分散% 取少量样本后以体积比 ! i#& 改良

YJ+44-,溶液稀释"于预热计数腔式载玻片盖片后采

用计算机辅助精子计数分析系统进行分析% 选取载

玻片的 D 个格子进行分析"记录精子的活动度% 两

份样本各取少量以体积比 ! i#&& 蒸馏水固定并采

用血细胞计数器计数"随后计算平均精子浓度% 收

集的精子加入预热的 W!1 溶液中并稀释到 !&

D

L

>V"多聚甲醛固定% 取 $

"

V样本加入 !#

"

VW+*G5N

S-66固定槽 !S5,*-;4+5, @-*J,5657+-=" ?), H+-75"

SI" Q?I$" 用 .& 倍相差显微镜观察% 每一基因型

至少计数 !&& 个精子"包括头部和尾部"使用计算机

辅助精子计数 ! *5>;X4-G)+0-0 =;-G> ),)68=+="

SI?I$收集精子计数&运动参数与形态分析%

B%D%G"交配实验"$ 种基因型成年雄性小鼠与两

种不同种系!Z1 和 SDCZVL1$的野生型成年雌性小

鼠合笼交配"一只雄鼠和两只雌鼠合笼交配"而雌鼠

每周更换 ! 次% 当观察到雌性小鼠的阴道栓后"则

马上进行更换% 观察到阴道栓且生育仔鼠的雌鼠定

义为成功怀孕"计算交配L插入频率"怀孕频率及平

均仔鼠数量%

B%D%H"血清睾酮水平的检测"处死小鼠后静脉采血

离心分离血清"置g#& h冰箱中保存"采用酶联免疫

吸附试验!:VA?I试剂盒$检测样品血清睾酮及促卵

泡激素!<566+*6-N=4+>X6)4+,7J5G>5,-" ?̂T$水平%

B%E"统计学分析

用 ?[??!!%& 软件分析"计量资料以
#

,q*表示"

对于正态分布数据"两组间比较采用%检验"不适用

%检验的数据采用秩和检验"!E&%&D 认为有统计

学差异%

DC结果

D%B"SW@W# 基因敲除小鼠模型的建立

以SW@W# 基因敲除杂合子小鼠进行杂合交

配"共产生 $ 种基因型 #̂ 后代'$1 只野生型&$/ 只

杂合子及 #& 只纯合子% 从 !̂ 到 /̂ 代共 #DD 只小

鼠"死亡 $ 只"提示敲除 SW@W# 并不具有致死性%

SW@W# 基因敲除小鼠在成年过程中未出现畸形和

异常死亡"从外观及行为上看和正常小鼠并无差异%

SW@W# 基因敲除小鼠的体重和野生型小鼠差异无

统计学意义% 部分小鼠鼠尾基因组 HBI扩增产物

凝胶电泳结果及Y-=4-G, K654如图 !&# 所示"B为阴

性对照未见电泳条带"仅 #D& K; 左右位置可见条带

为SW@W# 基因敲除纯合子"仅 C.C K; 位置可见条

带为野生型"#D& K;左右和 C.C K; 位置两条条带均

可见为 SW@W# 基因敲除杂合子% 实验注意到

SW@W# 基因敲除小鼠的睾丸长径,!/%#' q!%'#$

>>$*+!!!%$# q!%#!$ >>" !E&%&D-及重量

,!/D%## q#%/.$>7$*+!!&!%1$ q#%$$$ >7"!E

&%&D-小于野生型小鼠!图 $$"不过"因两组中小鼠

体重差异无统计学意义"考虑睾丸长径与重量减少

可能与小鼠体重无关!表 !$%

W" >)GM-G!!&& K; HBI6)00-G$# B" ,-7)4+\-*5,4G56# 93" J5>5_8N

754-# T:@" J-4-G5_8754-# Y@" b+60 48;-%

图 BC部分小鼠基因型[S(检测结果

M#N2&,BC2-,548;-5<=5>->+*-K8[S(>-4J50

"

I" ,5G4J-G, K654),)68=+=" 4J-(BI<G5>4J->+*-bJ5=-7-,548;-+=

=J5b, )K5\--)*J 6),-b)=J8KG+0+_-0 b+4J )$# [N6)K-6-0 ;G5K-450-4-*4

4J--a;G-==+5, 5<4J-7-,-=J5b, K-65b-)*J ;),-6%@J-SW@W# 7-,--aN

;G-==+5, +=)K56+=J-0 +, BD2DE

gLg

),+>)6=# Z" Y-=4-G, K654),)68=+="

4-=4-=5<BD2DE

jLj

" BD2DE

jLg

),0 BD2DE

gLg

b-G-4-=4-0 <5G

SW@W# ;G54-+, -a;G-==+5,%@J-G-b)=)0G)>)4+*G-0X*4+5, +, 4J--a;G-=N

=+5, 5<SW@W# +, >X4),4>+*-%2I[HTb)=X=-0 )=4J-65)0+,7*5,4G56%

图 DCSW@W# 基因突变小鼠睾丸特异基因表达的检测

M#N2&,DCI,)68=+=5<4-=4+=7-,--a;G-==+5, +, SW@W# >X4),4>+*-

@J-4-=4-=5<BD2DE

gLg

>+*-)G-=>)66-G4J), 4J5=-5<BD2DE

jLj

%

图 ECSW@W# 基因突变小鼠睾丸体积的比较

M#N2&,ECS5>;)G+=5, 5<4J-4-=4+=\56X>-+, SW@W# >X4),4>+*-

"

)&$#)
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D%D"精子计数&运动参数及形态分析

SW@W# 基因敲除小鼠与野生型相比"精子计数

和活动度差异有统计学意义"杂合子小鼠精子数量

显著减少"纯合子小鼠精子发生停滞!表 !$% 在精

子形态学方面"杂合子小鼠有更多圆形精子"而纯合

子因精子发育停滞"多为圆形精子细胞%

表 BC$ 组基因型小鼠的睾丸重量&精子计数&运动参数及形态分析

7.0/,BC@J-*5>;)G+=5, 5<4-=4+=b-+7J4" =;-G>*5X,4),0 >54+5, ;)G)>-4-G=+, 0+<<-G-,47G5X;=

2-,548;- I7-Lb--M= @-=4-=b-+7J4L>7

?;-G>*5X,4L! k!&

C

L>V$

W54+6+48LF W5G;J56578

BD2DE

jLj

/ g!# !&!%1$ q#%$$ $%#/ q&%$. /1%$$ q#%'/ B5G>)6

BD2DE

jLg

/ g!# '/%/C q#%C1 #%&C q&%DC

$$%.D q$%1C

"

W),8G5X,0 =;-G>=

BD2DE

gLg

/ g!#

/D%## q#%/.

"

&

"

&

"

&

"

""c)6X-=)G-

#

,q*%?;-G>*5X,4=),0 >54+6+48;-G*-,4)7-b)=*)6*X6)4-0 K8*5>K+,+,7=;-G><G5>K54J *)X0)-;+0+08>+0-=5<>+*-%

"

!E&%&&!%

D%E"血清激素水平的检测

纯合子小鼠血清睾酮,!!!%'& q&%D#$ ,>56L

V-和 ?̂T水平,!D%$$ q&%!#$ AQLV-&杂合子血清

睾酮 ,! !#%!! q&%DD $ ,>56LV- 和 ?̂T 水平

,!D%$' q&%!D$ AQLV-与野生型血清睾酮,!!!%// q

&%1/$ ,>56LV-和 ?̂T水平,!D%$. q&%!'$ AQLV-"

差异均无统计学意义%

D%F"交配实验

雌性SW@W# 基因敲除小鼠有生育能力"表明

SW@W# 对于雌配子发生不是必需的% 相反"

SW@W# 基因敲除纯合子雄性小鼠则不育% $ 组基

因型雄性小鼠与野生型雌鼠交配的能力组间差异无

统计学意义"然而"纯合子组不能使雌性小鼠怀孕"

杂合子组的怀孕雌鼠和仔鼠数目也比野生型组减少

!表 #$%

D%G"睾丸组织的病理变化

野生型小鼠的生精小管中可见完整的生精上皮

层结构"杂合子小鼠睾丸中生精上皮可见部分缺失"

而纯合子组中未见完整的正常生精上皮结构!图 .$"

且其管腔生精上皮极度不规则甚至缺失!表 $$%

表 DC$ 组基因型小鼠交配实验结果

7.0/,DC@J->)4+,7-a;-G+>-,4+, 0+<<-G-,47G5X;=

W)6->+*-7-,548;- -̂>)6->+*- [6X77-0 >+*- [G-7,),4>+*- 3<<=;G+,7!Wî $ I3I Ŝ[LF ŜLF

BD2DE

jLj

!" mD$

BD2DE

jLg

!" mD$

BD2DE

gLg

!" mD$

Y@!" m.'$

Y@!" mD!$

Y@!" mD&$

$/

$.

$1

$!

!$

&

"

#.' !!$# i!!C$

!&$ !D& iD$$

&

"

/%&

C%'

&

"

CC%1

11%C

C#%&

1$%$

#D%D

&

"

""W" >)6-# "̂ <->)6-# Y@" b+60 48;-%I\-G)7-5<<=;G+,7)>5X,4!I3I$ b)=*)6*X6)4-0 )=4J-454)6,X>K-G5<5<<=;G+,70+\+0-0 K84J-,X>K-G5<<-N

>)6-=4J)47)\-K+G4J 455<<=;G+,7%̂ G-fX-,*85<*5;X6)45G8;6X7! Ŝ[$ b)=*)6*X6)4-0 )=4J-G)4+55<4J-,X>K-G5<;6X77-0 <->)6-=45454)6,X>K-G5<<-N

>)6-=45bJ+*J >)6-=b+4J 4J-=)>-7-,548;-J)0 )**-==% Ĝ-fX-,*85<*5,*-;4+5, ! Ŝ$ b)=*)6*X6)4-0 )=4J-G)4+55<4J-,X>K-G5<<->)6-=4J)47)\-

K+G4J 455<<=;G+,745454)6,X>K-G5<<->)6-=%

"

!E&%&&!%

表 EC$ 组基因型小鼠生精小管上皮中的各类精子细胞数目

7.0/,EC@J-*5>;)G+=5, 5<=;-G>)4+0=+, =->+,+<-G5X=4XKX6-+, 0+<<-G-,47G5X;=

2-,548;- ?2 [?S ??S ?;-G>)4+0= ?;-G>= ?-G456+*-66=

BD2DE

jLj

!" mD$

BD2DE

jLg

!" mD$

BD2DE

gLg

!" mD$

$'%!! q#%'/

$C%C$ q.%DD

"!.%## qD%&!

"

1C%'# q!%&$

1$%$. q1%&!

"#&%!/ q/%/#

"

#%'1 q&%C$

#%#' q&%C.

"&%&& q&%&&

"

!$'%## qC%/!

!#/%!/ q/%!C

""$&%/. q!$%/'

"

.&%/. qD%'#

#'%#/ q$%..

""&%&& q&%&&

"

'%#! q!%#'

'%.D q!%C/

'%&! q!%D.

""c)6X-=)G-

#

,q*%?2" =;-G>)4575,+)# [?S" ;G+>)G8=;-G>)45*84-=# ??S" =-*5,0)G8=;-G>)45*84-=%

"

!E&%&&!%

EC讨论

既往研究表明"SW@W# 参与精子发生"本研究

旨在进一步探讨其在 SW@W# 基因敲除小鼠模型中

的作用% 本研究提示 SW@W# 基因缺失与雄性小鼠

不育有着密切关系%

SW@W# 位于内质网近高尔基体处,'-

"在减数分

裂后期"精子会出现形态改变"并经过高尔基体&基

体N轴丝复合体&线粒体&内质网等细胞器的结构修

饰,!! g!#-

% 此外"SW@W# 蛋白序列中含有 WI(c:V

结构域" 而含有WI(c:V的蛋白!如 WIV&;J8=+,="

78G+,=),0 5**6X0+,7家族等$可能与类固醇合成时胞

)!$#)张晓威"等"人类趋化素样因子超家族 # 参与小鼠精子形成



内物质的转运过程有潜在的关系"如囊泡载体的来 源,!$-

%

I" J+=45657+*)6=4)+,+,75<4-=4+=b+4J J->)45a86+, ),0 -5=+, !T:$" ),0 ,-)G68*5>;6-4-7-G>*-6665==+=);;)G-,4+, BD2DE

gLg

4-=4+=" bJ-G-)=

BD2DE

jLj

" BD2DE

jLg

4-=4-=655M ,5G>)6# Z" =;-G>)4575,+)60-;6-4+5, BD2DE

gLg

>+*-" BD2DE

jLg

>+*-655M ,5G>)6+, *5>;)G+=5, b+4J

BD2DE

jLj

),+>)6=" bJ-G-)=);G57G-==+\-7-G>*-6665==+=)6=5*5X60 K-5K=-G\-0%

图 FCSW@W# 基因突变小鼠睾丸组织表达定位

M#N2&,FC@-=4+=J+=456578+, SW@W# >X4),4>+*-

"

""交配实验显示"$ 种基因型雄性小鼠与野生型

雌性小鼠交配的能力差异无统计学意义"然而"纯合

子小鼠没有产生精子"杂合子小鼠的精子计数和运

动能力明显减少从而影响其生育率% 在人类"男性

不育患者精子的运动能力低"而精子的运动能力是

定义正常精液一个至关重要的参数,!.-

% 精子运动

能力的降低导致受精的机会减少从而会导致不孕

症,!D-

% 基因缺陷者会更容易受到致病因素和生活

方式的影响"包括其他遗传疾病&生殖道感染&环境

污染及吸烟,!1-

"而这些轻微损伤的累积可能会导致

男性不育的发生"除此之外"遗传疾病在精子损伤中

也发挥着重要作用,!C-

%

纯合子小鼠的精子稀少且形态畸形"通常从圆

形精子过渡到蝌蚪状精子!即精子变态$时开始出

现该畸形% 在野生型小鼠"这种转变之前伴随着圆

形精子细胞核 SW@W# 的过表达"同时"SI?I揭示

了纯合子小鼠和野生型小鼠精子运动参数的差异"

不过"有关 SW@W# 蛋白的生物学功能目前仍知之

甚少,!/ g!'-

% 虽然本研究并未检测关键启动子磷酸

腺苷反应元件调节物!*IW[G-=;5,=--6->-,4K+,0N

+,7;G54-+," S(:W$基因以及其他睾丸特异基因的

表达,#& g#!-

"但对精子形成的中止主要发生在精子变

态中的可能解释是特定的单倍体基因没有表达"而

这些基因的表达通常在圆形精子细胞变态的第 D e

C 步骤开始"且在精子变态整个过程中持续转录

>(BI

,## g#$-

% 而转录的启动总是伴随着 SW@W#

表达的高峰"虽然不能排除间接效应"但这表明了

>(BI的表达可能由 SW@W# 直接控制% 这些基因

的特征尚未完全被阐明"其明确的功能尚不为人知%

然而" SW@W# 纯合子小鼠精子形成中止表明

SW@W# 在精子变态成熟过程中发挥着不可或缺的

作用%

本研究存在局限性'首先"研究只是针对小鼠

SW@W# 初期的观察性研究"没有进行基于时间的动

态观察#其次"没有进行细胞凋亡研究阐明过度凋亡

是否参与精子发生减少#也未使用电子显微镜&原位

杂交&免疫荧光显微镜等其他研究方法% 本课题组

将在后续研究中进一步探索 SW@W# 参与精子发生

的机制%

综上所述"本研究成功地构建 SW@W# 基因敲

除小鼠模型"并证实了 SW@W# 纯合子小鼠的生殖

表型&生育状况和睾丸的变化"因此推测 SW@W# 可

能参与了减数分裂后期精子发生和细胞凋亡"最终

导致了不育"具体机制有尚待进一步研究%
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