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牦牛 ＰＲＤＸ５基因的克隆测序
及其在牦牛与犏牛睾丸中的表达差异
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　　摘要：测定牦牛ＰＲＤＸ５基因序列，并比较其在牦牛和雄性不育犏牛睾丸组织中的表达差异，以探究该基因与犏牛
雄性不育的关系。从牦牛睾丸组织中提取总ＲＮＡ，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆并测序获得牦牛 ＰＲＤＸ５基因的 ｃＤＮＡ序
列；利用实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ技术检测该基因在牦牛与犏牛睾丸组织中的表达情况。结果表明：克隆获得的牦牛
Ｐｒｄｘ５序列长７５９ｂｐ，包含长６６０ｂｐ的ＣＤＳ区，该序列与普通牛基因相差４个碱基，序列同源性为９９．４７％，相差的４
个核苷酸导致推导的氨基酸序列存在３个氨基酸残基差异；Ｐｒｄｘ５在牦牛和犏牛睾丸组织中均有表达，在牦牛睾丸组
织中的表达量极显著高于犏牛（Ｐ＜０．０１），是犏牛睾丸组织中表达量的６倍，提示Ｐｒｄｘ５在犏牛睾丸组织中低水平表
达可能与其雄性不育有关。
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　　过氧化物氧化还原酶（Ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ，ＰＲＤＸ）家族是过氧
化物酶超家族成员［１］，广泛分布于原核及真核生物体内［２－３］。

该家族蛋白利用其Ｎ－端保守的Ｃｙｓ残基催化还原细胞内活
性氧（ＲＯＳ），从而保护细胞免受内外界环境中氧化胁迫带来
的损害，是一类巯基依赖性抗氧化蛋白酶［３］。ＰＲＤＸ５别称
ＡＯＥＢ１６６、ＰＭＰ２０、ＡＯＰＰ，是哺乳动物 Ｐｒｘ家族中唯一的非典
型２－ＣｙｓＰｒｘ［４］，主要分布于细胞的线粒体、溶酶体、细胞
质、细胞核中［５－８］。该酶不仅在免疫调控［９］、细胞凋亡［１０］、信

号通路调节［１１］等方面发挥作用，其功能主要在于还原细胞内

过量的ＲＯＳ。过量的ＲＯＳ会引起细胞及组织损伤，对动物精
子细胞更易造成损害，使精子细胞膜脂质过氧化、ＤＮＡ结构

破坏、凋亡加速，最终导致哺乳动物雄性不育［１２］。据估计，约

１／４不育男性患者精液中 ＲＯＳ水平升高［１３－１４］。ＰＲＤＸ５能以
高效的还原能力［１５］保护精子免受氧化胁迫损害，因此 Ｐｒｄｘ５
水平偏低可能与哺乳动物雄性不育有关。

牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）是青藏高原特有牛种，其与普通牛
（Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ）的杂交后代（犏牛）表现出Ｆ１至Ｆ３代雄性不育，
这极大限制了犏牛杂种优势的固定，是牦牛杂交改良的一大

难题。目前，有关犏牛雄性不育分子机制研究的相关基因如

ｂ－Ｂｏｕｌｅ［１６］、Ｄｍｒｔ７［１７］、Ｓｙｃｐ３［１８］、Ｆａｂｐ５、Ｆａｂｐ９［１９］、Ｐｉｗｉｌ１［２０］、
Ｂｖｈ［２１］、Ｌｄｈｃ［２２］等，主要涉及精子减数分裂阻滞、能量代谢、
ＤＮＡ甲基化、转录调控等方面，但从睾丸过氧胁迫角度探究
犏牛雄性不育的机制尚未见报道。对牦牛与犏牛睾丸组织蛋

白质组学研究结果进行比较发现，牦牛睾丸ＰＲＤＸ５蛋白水平
远高于犏牛（约３．９倍），过低的 ＰＲＤＸ５蛋白水平可能会使
犏牛睾丸组织遭受ＲＯＳ氧化胁迫，影响精子的正常发生。本
研究通过基因克隆的方法获得了牦牛 ＰＲＤＸ５基因的完整编
码区序列，并比较了牦牛与普通牛的基因序列及氨基酸序列；

同时利用实时荧光定量 ＰＣＲ方法分析该基因在牦牛和犏牛
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睾丸组织中的 ｍＲＮＡ水平，以探索 ＰＲＤＸ５基因表达水平与
犏牛雄性不育的关联。

１　材料与方法

１．１　材料
供试成年牦牛（ｎ＝９）及犏牛（ｎ＝７）的睾丸组织均于秋

季采自四川省成都市青白江区屠宰场，采集后立即放入液氮

速冻并送回实验室。所有样品均于－８０℃保存备用。
１．２　方法
１．２．１　ＰＲＤＸ５基因的克隆测序　利用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）按照其产品操作说明从睾丸组织中提取总 ＲＮＡ。
以牦牛总ＲＮＡ为模板，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为反转录引物，采用
ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ公司）进
行反转录合成ｃＤＮＡ第１链。根据已公布普通牛的 Ｐｒｄｘ５核
酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿１７４７４９），运用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０软件在该序列的 ＣＤＳ区两侧设计 ＰＣＲ特异引物，即 Ｆ：
５′－ＴＣＣＧＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＴＡＣＣＴＣ－３′；Ｒ：５′－ＧＡＡＡＧＧＧＣＣＧ
ＧＡＧＧＡＧＧＡＴＡＴ－３′。以 ｃＤＮＡ为模板，按照如下程序进行
扩增：９５℃预变性 ４ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，６５℃退火 ３０ｓ，
７２℃ 延伸９０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。预期能扩增
出包含ＰＲＤＸ５基因ＣＤＳ区在内的７５９ｂｐ的片段。ＰＣＲ产物
采用２．０％琼脂糖凝胶电泳进行检测。ＲＴ－ＰＣＲ产物经 Ｅ．
Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭＣｙｃｌｅ－ＰｕｒｅＫｉｔ（ＯＭＥＧＡ公司）纯化后连接到
ｐＭＤ１９－Ｔ载体（ＴａＫａＲａ公司），再转化至大肠杆菌 ＤＨ５α宿
主中进行克隆。抗氨苄重组筛选后挑选出２０个阳性单克隆进
行扩大培养，经菌液ＰＣＲ鉴定后，将含有目的片段的单克隆双

向测序，测序引物为ｐＵＣ系列载体通用引物Ｍ１３Ｆ及Ｍ１３Ｒ。
１．２．２　牦牛ＰＲＤＸ５基因的序列特征分析　在 ＮＣＢＩ数据库
中使用Ｂｌａｓｔ工具将所测序列与野牦牛、普通牛的ｃＤＮＡ序列
进行同源性比对，并在该数据库中比对其编码的氨基酸序列。

使用蛋白质预测在线分析软件 Ｐｈｙｒｅ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．
ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ）对 Ｐｒｄｘ５编码的氨基酸序列的二级结
构进行预测。

１．２．３　牦牛及犏牛睾丸中ＰＲＤＸ５基因丰度检测　采用实时
荧光定量ＰＣＲ方法对牦牛及犏牛睾丸组织中的ＰＲＤＸ５基因
ｍＲＮＡ表达水平进行检测。根据克隆测序后的ｃＤＮＡ序列以
及普通牛内参基因 Ｇａｐｄｈ、１８ＳｒＲＮＡ序列信息，采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件分别设计定量 ＰＣＲ特异引物（表１）。提取
的总ＲＮＡ经质量检测合格后，取４μｇ利用上述试剂盒自带
的随机六聚体引物进行反转录，合成 ｃＤＮＡ作为定量模板。
ＰＣＲ反应体系为：ＱｕａｎｔｉＦａｓｔＴＭ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ
（ＱＩＡＧＥＮ公司）１２．５μＬ、上下游引物各 １μＬ、模板 １μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ，总体积共２５μＬ。ＰＣＲ程序为：预变性９５℃
５ｍｉｎ；变性９５℃ １５ｓ，引物退火（退火温度详见表１）２０ｓ，
７２℃ 延伸１５ｓ，共４０个循环。定量ＰＣＲ检测分为牦牛组和
犏牛组，组内每个样品同时检测目的基因和２个内参基因，每个
基因设３个平行重复。
１．２．４　数据统计分析　每个样品的检测结果利用２个内参
基因ＣＴ值的几何平均数对目的基因进行校正。牦牛和犏牛
组间相对表达水平使用２－ΔΔＣＴ法［２３］进行计算；采用ＳＰＳＳ１３．０
软件对２组数据进行独立样本 ｔ检验分析，以 α＝０．０５作为
差异显著标准。

表１　定量ＰＣＲ引物

基因名称 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 引物序列（５′３′） 退火温度（℃） 扩增子长度（ｂｐ）
Ｐｒｄｘ５ ＫＲ０５６０９４ Ｆ：ＴＣＣＡＧＧＴＧＧＴＧＧＣＡＴＧＴＣＴＧＡＣ；Ｒ：ＧＡＡＡＧＧＧＣＣＧＧＡＧＧＡＧＧＡＴＡＴＣ ６５ ３２２
Ｇａｐｄｈ ＮＭ＿００１０３４０３４ Ｆ：ＣＧＡＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＴＣＡ；Ｒ：ＡＧＧＴＣＣＡＧＧＧＡＣＣＴＴＡＣＴＣＣＴＴ ６０ １６９
１８ＳｒＲＮＡ ＮＲ＿０３６６４２ Ｆ：ＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣ；Ｒ：ＣＡＧＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＣＡＡＴＧＧ ６０ １６８

２　结果与分析

２．１　牦牛ＰＲＤＸ５基因的克隆测序
采用ＲＴ－ＰＣＲ方法对牦牛睾丸组织中的ＰＲＤＸ５基因进

行扩增，扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，获得１条特异
的与预期大小相一致的ＤＮＡ片段（图１）。该片段经克隆测序
显示其长度为７５９ｂｐ，包含长６６０ｂｐ的完整ＣＤＳ区，与普通牛
ＰＲＤＸ５序列比对证实该片段为牦牛ＰＲＤＸ５基因序列。

２．２　牦牛ＰＲＤＸ５基因的序列分析
将克隆获得的牦牛 Ｐｒｄｘ５序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＫＲ０５６０９４）在ＮＣＢＩ数据库中与野牦牛及普通牛进行比对，发
现其与野牦牛预测序列（ＸＭ＿００５８９４０８７）完全相同；与普通
牛（ＮＭ＿１７４７４９．２）的相似性为 ９９．４７％，相差 ４个碱基，其
ＣＤＳ区的２２７、２３１、４３３、４７６位碱基依次为Ａ、Ａ、Ｇ、Ａ，普通牛
则为Ｇ、Ｇ、Ａ、Ｇ。４个碱基差异导致牦牛与普通牛氨基酸序
列存在３处差异，即牦牛的７６、１４５、１５９位氨基酸依次为Ｇｌｕ、
Ａｌａ、Ａｓｎ，普通牛则为 Ｇｌｙ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒ，氨基酸序列相似性为
９８．６３％。

牦牛ＰＲＤＸ５基因推导的氨基酸序列含２１９个氨基酸残
基，是一个肽前体，其 Ｎ－末端 Ｍｅｔ１至 Ｍｅｔ５８区段为定位于
线粒体的导肽，除导肽以外的肽段部分为成熟肽；成熟肽的

Ｃ－末端还存在靶向进入过氧化物酶体的 ＳＱＬ信号序列［２４］。

Ｐｒｄｘ５成熟肽段区共有３个Ｃｙｓ残基，其中Ｃｙｓ４７为该酶保守
的催化残基，Ｃｙｓ１５１为还原活性必需的非典型Ｃｙｓ残基，２个
活性Ｃｙｓ残基周围高度保守的特征序列分别为“ＰＧＡＦＴＰＧＣ
ＳＫＴＨＬＰＧＦ”、“ＬＮＶＥＰＤＧＴＧＬＴＣＳＬＡ”［２４］（图 ２）。另外，使用
在线Ｐｈｙｒｅ２蛋白预测软件对该氨基酸序列的二级结构进行
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预测，发现牦牛Ｐｒｄｘ５基因包含７个α－螺旋、８个β－折叠，
在二级结构中的比例分别为３３％、２２％。
２．３　牦牛和犏牛睾丸ＰＲＤＸ５基因ｍＲＮＡ水平比较

根据测序后的Ｐｒｄｘ５序列及内参基因信息设计特异定量
引物，定量ＰＣＲ扩增获得的溶解曲线峰形单一，表明特异性
好。所建立的所有基因标准曲线显示，扩增效率均落在

９５％～１０５％范围内，符合相应算法要求。定量结果分析表
明，ＰＲＤＸ５基因在牦牛和犏牛睾丸组织中均有表达，在牦牛
睾丸组织中的表达量极显著高于犏牛（Ｐ＜０．０１），是犏牛睾
丸组织中表达量的６倍（图３）。

３　结论与讨论

本研究成功克隆并获得了牦牛睾丸组织 ＰＲＤＸ５基因的
ｃＤＮＡ序列。牦牛Ｐｒｄｘ５所编码的氨基酸序列与普通牛相似
性为９８．６３％，相差３个氨基酸残基，但均不位于该酶的活性

保守区内，表明该基因在进化上具有较高的保守性［２］。有差

异的３个氨基酸残基均位于成熟肽段内；从差异氨基酸极性
上看，３个氨基酸中有２个在牦牛和普通牛中不变，仅１４５位
氨基酸残基在普通牛中为极性的 Ｔｈｒ，而牦牛中为非极性的
Ａｌａ。这种极性的差异是否导致空间结构的变化，最终影响该
酶在牦牛中的功能尚需进一步研究。

　　哺乳动物精细胞中的 ＲＯＳ对于受精、染色质浓缩、细胞
膜的重构、细胞内信号通路的激活、精子获能、顶体反应是必

不可少的［２５］。哺乳动物精细胞膜由大量不饱和脂肪酸组成，

且细胞质仅存有低浓度可抵抗ＲＯＳ的酶，因此氧化胁迫极易
导致脂质过氧化而首先破坏精子细胞膜。此外，过量的 ＲＯＳ
会影响精子运动，损坏ＤＮＡ结构，加速精细胞凋亡，引起精子
数目减少、活力降低、功能损伤，最终导致雄性不育或胚胎发

育异常［１２］。Ｌｅｙｅｎｓ等研究了Ｐｒｄｘ５在普通牛的脑、心、肾、睾
丸等２２个组织中的表达情况，结果表明Ｐｒｄｘ５在睾丸组织中
的表达量最高，且远远高于其他组织［２４］，提示ＰＲＤＸ５基因的
高表达可能与牛的繁育功能密切相关。本研究实时荧光定量

ＰＣＲ结果分析显示，Ｐｒｄｘ５在牦牛睾丸组织中的表达量是犏
牛的６倍，这与笔者所在课题组前期蛋白质组学分析得到的
结果相一致，即ＰＲＤＸ５蛋白在牦牛睾丸组织中的含量是犏牛
的６倍。Ｋｎｏｏｐｓ等通过比较 ＰＲＤＸ５催化过氧化氢与有机过
氧化物的速率，认为ＰＲＤＸ５能更高速特异地还原脂质过氧化
物［４］，提示ＰＲＤＸ５基因的表达水平可能对精子细胞膜完整性
及精子的存亡具有重要意义。ＰＲＤＸ５定位于精子的头部和
线粒体膜间隙，其表达水平对精子ＤＮＡ的完整性及精子运动
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能力均产生影响［２６］。此外，细胞中过量的过氧氮族（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ）可使睾丸功能紊乱、促性腺激素分泌降
低，从而对哺乳动物的生殖能力造成损害［２７］。ＰＲＤＸ５作为
一种过氧亚硝基还原酶，能高速催化还原过氧亚硝基［１５，２８］，

保护睾丸组织内细胞免遭过氮胁迫。相对于牦牛而言，犏牛

睾丸组织中 Ｐｒｄｘ５基因的低表达水平可能导致精子损伤凋
亡［１８］，从而使睾丸组织功能紊乱、激素水平改变以致雄性不

育，ＰＲＤＸ５基因的表达水平可能与犏牛雄性不育有关。
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