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及获能相关基因的表达
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　　摘要：为了探讨不同质量浓度维生素Ｅ和谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）对精子获能的影响，以及与获能有关的关键基
因在获能后相对表达量的差异，在获能液中加入不同质量浓度的维生素 Ｅ（０、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／ｍＬ）或 Ｇｌｎ（０、５、
１０、１５、２０ｍｇ／ｍＬ），并分别将其与精子悬液一同培养，以孕酮诱导顶体反应，通过涂片染色镜检得到顶体发生率；采用
实时荧光定量ＰＣＲ得到获能相关基因蛋白激酶 Ａ催化亚单位 β（ＰＲＫＡＣＢ）和 ＡＣＰ６（ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ６，ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａ
ｔｉｄｉｃ）在获能后的表达。结果表明，添加质量浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ的维生素Ｅ对精子顶体发生率的影响显著高于其他组
别（Ｐ＜０．０５）；添加质量浓度为１５ｍｇ／ｍＬ的Ｇｌｎ，精子顶体发生率显著高于其他组别（Ｐ＜０．０５）；与空白对照组相比，
维生素Ｅ最佳质量浓度处理组（１．０ｍｇ／ｍＬ）的ＰＲＫＡＣＢ和ＡＣＰ６基因的相对表达量显著性降低（Ｐ＜０．０５）；Ｇｌｎ最佳
质量浓度处理组（１５ｍｇ／ｍＬ）处理后，基因 ＰＲＫＡＣＢ、ＡＣＰ６在获能后的相对表达量高于空白对照组，但差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。可见，获能液中添加维生素Ｅ和Ｇｌｎ对兔精子获能具有一定影响。
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　　随着哺乳动物胚胎生物工程技术的深入研究以及商业性
胚胎移植技术的迅猛发展，对卵母细胞和胚胎的需求量日益

增加［１］，加强对体外受精技术的研究十分必要。精子获能是

精卵结合的重要前提，获能效果的好坏直接影响受精效果。

学者以小鼠［２］、山羊［３］等为试验材料，对精子获能机理、获能

方法等进行了大量研究，从而推动了体外受精技术的发展。

动物精液中带有少量的活性氧（ＲＯＳ），在进行孵育的过
程中，精子的呼吸代谢也会产生一定量的 ＲＯＳ，正常范围内
的ＲＯＳ有助于精子获能，但高浓度的 ＲＯＳ会对精子获能过
程造成阻碍。生产中常通过添加抗氧化剂来减少和消除

ＲＯＳ对精子的不利影响［４］。维生素 Ｅ的主要功能是非特异
性的断链抗氧化，因此维生素Ｅ能保证细胞膜结构和功能的
完整性，也可缓解氧自由基造成的应激［５］。谷氨酰胺是一种

重要的氨基酸，参与合成谷胱甘肽。谷胱甘肽对维持生物体

内适宜的氧化还原环境具有至关重要的作用。在动物机体

内，谷胱甘肽参与对异物和亲电代谢物的去毒，是有效的自由

基清除剂，保护细胞免受活性氧复合物的损伤［６］。本试验探

讨维生素Ｅ和谷氨酰胺对兔精子获能的影响，为进一步提高
兔的人工授精效率提供理论及实践依据。

研究表明，蛋白酪氨酸磷酸化（ＰＴＰ）有利于精子获能，精
子中可能存在４种ＰＴＰ信号传导途径，其中最为重要的是可
溶性ＡＣ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ途径。该信号传递路径为：Ｃａ２＋、ＨＣＯ－３

等信号离子→可溶性腺苷酸环化（ａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅ，ＡＣ）被激
活→环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）含量增加→ＰＫＡ被活化→ＰＫＡ底物
磷酸化→蛋白酪氨酸磷酸化→精子获能［７］。ＰＫＡ是可溶性
ＡＣ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ信号途径中最为重要的关键信号节点，由２
个具有调节功能的亚基单位（Ｒ）和２个具有催化功能的亚基
单位（Ｃ）组成，在ｃＡＭＰ的作用下调节亚基并催化亚基分离，
使ＰＫＡ激活，诱发 ＰＫＡ底物磷酸化以及最终的蛋白酪氨酸
磷酸化，进而诱导精子发生获能变化。目前已有５个不同的
人类 Ｃ亚单位基因被鉴定，即 ＰＲＫＡＣＡ、ＰＲＫＡＣＢ、ＰＲＫＡＣＧ、
ＰＲＫＸ、ＰＲＫＹ。ＰＲＫＡＣＡ、ＰＲＫＡＣＢ、ＰＲＫＸ人类 Ｃ亚单位基因
被转录和翻译为功能性蛋白激酶，分别被称为 ＰＫＡＣａ、ＰＫＡ
Ｃｂ、ＰＲＫＸ［８］。随着获能进程的推进，精子 ＡＣ、顶体酶、神经
氨酸苷酶等相继被激活。胆固醇流失引起的 Ｃａ２＋、ＨＣＯ－３ 内
流激活了ＡＣ［９］，最终胞浆内Ｃａ２＋缓慢降低，顶体酶原逐渐活
化变为顶体酶，激活的顶体酶作用于膜上和膜内相关成分，触

发了后续的一系列获能相关反应［１０］。其中，酸性磷酸酶

（ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＣＰ）是精子获能过程中变化最为剧烈的
一种顶体酶类［１１］，磷酸酶的激活提高了膜脂代谢率，产生大

量溶血磷脂，这些溶血磷脂代谢产生的甘油二脂可激活蛋白

激酶，通过调控ＰＴＰ影响精子获能［１２］。溶血磷脂酸性磷酸酶

６型（ｌｙｓｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｔｙｐｅ６）是一种由基因
ＡＣＰ６（ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ６，ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ）编码在人类基因
中的酸性磷酸酶，该基因的表达与溶血磷脂酸性磷酸酶及

酸性磷酸酶的活性相关［１３］。本试验通过对 ＰＲＫＡＣＢ和
ＡＣＰ６相对表达量的测定，从而分析维生素 Ｅ和 Ｇｌｎ对精子
获能的影响。
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１　材料与方法

１．１　试验动物
选用体况相近的新西兰大白兔公兔（购自江苏省南京市

金陵种兔场）进行笼养，饲喂颗粒饲料，自由饮水，定期补充

适量青绿饲料。

１．２　主要试剂
维生素Ｅ（纯度≥５０％）购自上海源叶生物科技有限公

司，Ｌ－谷氨酸钠（含量≥９８．０％）购自北京索莱宝科技有限
公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ（ｃＤ
ＮＡ第一条链合成试剂盒）、ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ均购自天根
生化科技（北京）有限公司。氯化钠、氯化钾、ＮａＨ２ＰＯ４·
Ｈ２Ｏ、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、氯化钙、葡萄糖、０．２％酚红、青霉素、链
霉素、碳酸氢钠、丙酮酸钠、肝素、ＢＳＡ、孕酮、考马斯亮蓝染液
（ＣＢＢ）、１０×ＰＢＳ。
１．３　精液的采集及顶体反应的诱导

选用体况相近的新西兰大白兔公兔，采用假阴道法进行

精液采集。先将采集到的精液进行镜检，保证精子活力在

０６以上；将精液与获能液按１∶（２～３）比例混匀，离心去上
清液后在下层精子沉淀中加入１ｍＬ获能液，于 ＣＯ２培养箱

中培养２０～３０ｍｉｎ；吸取上清液离心后去上清，分别加入含不
同质量浓度维生素 Ｅ（０、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／ｍＬ）、Ｇｌｎ（０、
５、１０、１５、２０ｍｇ／ｍＬ）的获能液稀释 ２～５倍，继续培养 ２～
３ｈ；向培养后的精液中加入孕酮，使其在培养液中的质量浓
度为１μｇ／ｍＬ，并继续培养３０ｍｉｎ。
１．４　考马斯亮蓝法判断顶体反应

精子完成顶体反应后，精子悬液以 １０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，沉淀以固定液固定１０ｍｉｎ，离心去上清，用１０×ＰＢＳ洗
涤２遍。采用适量１０×ＰＢＳ悬浮沉淀，将ＣＢＢ染色液滴于玻
片上染色３０ｍｉｎ，采用ＣＢＢ脱色液冲洗玻片并晾干。采用普
通光学显微镜进行观察，随机观察不同视野中的２００个精子，
并计算其顶体反应率。

１．５　ｑＲＴ－ＰＣＲ
采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂分别提取未添加试剂的获能后精液、添

加了最适质量浓度维生素 Ｅ和 Ｇｌｎ获能液处理后精液的总
ＲＮＡ，采用 ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ将 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，以此
ｃＤＮＡ为模板进行ｑＲＴ－ＰＣＲ，所用引物序列见表１。使用的
仪器为 ＡＢＩ７５００型荧光定量 ＰＣＲ仪，试剂为 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ
ＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）。ｑＲＴ－ＰＣＲ的反应条件为：９５℃
１５ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５８℃３２ｓ，４０个循环。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列

引物名称 序列（５′→３′） 产物大小

ａｃｔｉｎ ＡＧＣＡＧＴＣＧＴＴＧＧＡＧＣＧＡＧ；ＡＣＡＴＧＧＣＡＴＣＴＣＡＣＧＡＴＡＴＴＴＧＧ １２５
Ａｃｐ６ ＣＡＧＣＴＣＡＴＧＡＴＧＴＧＡＣＣＣＴＣ；ＡＴＴＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＴＡＧＡＧＴ １１１
Ｐｒｋａｃｂ ＣＧＡＴＴＣＣＣＡＴＣＣＣＡＣＴＴＣＡＧ；ＧＴＴＧＣＴＧＧＴＡＴＣＴＣＣＡＧＡＧＣ ２１３

１．６　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据处理，采用单因素方差分

析（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）对数据进行分析，以 α＝０．０５作为差
异显著性判断标准。

２　结果与分析

２．１　兔顶体反应诱导与维生素Ｅ的关系
由图１可知，随着维生素Ｅ质量浓度的上升，精子的顶体

发生率呈先上升后下降的趋势，当维生素 Ｅ的质量浓度为
１．０ｍｇ／ｍＬ时，精子的顶体发生率最高，与其他组相比具有显
著性差异（Ｐ＜０．０５）。质量浓度为０．５、１．５ｍｇ／ｍＬ的处理组
与空白组相比，精子的顶体发生率均有所提高，但差异不显著

（Ｐ＞０．０５）。质量浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ的处理组与空白组相
比，精子的顶体发生率有所下降，但差异不显著（Ｐ＞００５），

而与其他试验组相比差异性显著（Ｐ＜００５），可能是由于质
量浓度过高的维生素Ｅ不利于精子的获能反应。
　　由图１得出最佳质量浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ，该质量浓度的
处理组与空白组相比，精子获能后 ＰＲＫＡＣＢ和 ＡＣＰ６基因的
相对表达量均有所下降，且差异性显著（Ｐ＜０．０５）。ＰＲＫＡＣＢ
与ＡＣＰ６基因的相对表达量相比较，二者之间不具有显著性
差异（Ｐ＞０．０５）（图２）。

２．２　谷氨酰胺对兔精子获能和顶体反应的影响
由图３可知，随着Ｇｌｎ质量浓度的上升，精子的顶体发生

率呈先上升后下降的趋势，当 Ｇｌｎ质量浓度为１５ｍｇ／ｍＬ时，
精子的顶体发生率最高，与其他组相比具有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）。质量浓度为 ５、１０、２０ｍｇ／ｍＬ的处理组与空白组相
比，精子的顶体发生率差异性均不显著（Ｐ＞０．０５）。可见，
１５ｍｇ／ｍＬ为最佳处理浓度。
　　由图３得出最佳质量浓度为１５ｍｇ／ｍＬ，该质量浓度的处
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理组与空白组相比，精子获能后 ＰＲＫＡＣＢ和 ＡＣＰ６基因的相
对表达量均有所上升，但差异性不显著（Ｐ＞０．０５）。ＰＲＫＡＣＢ
与ＡＣＰ６基因的相对表达量相比较，二者之间不具有显著性
差异（Ｐ＞０．０５）（图４）。

３　结论与讨论

本试验采用考马斯亮蓝染色法研究添加不同质量浓度的

维生素Ｅ、Ｇｌｎ对精子获能的影响，结果表明，获能液中维生素
Ｅ添加量为０．５、１．５ｍｇ／ｍＬ时，精子顶体发生率有所提高，但
差异不显著（Ｐ＞０．０５）；当添加量为１．０ｍｇ／ｍＬ时，顶体发生
率显著提高（Ｐ＜０．０５）；当添加量为２．０ｍｇ／ｍＬ时，顶体发生
率下降。顶体发生率整体呈先上升后下降的趋势，表明维生

素Ｅ的质量浓度在一定范围内对精子的顶体发生率具有正
向调控作用；当维生素 Ｅ的质量浓度达到一定量时，精子的
顶体发生率会受到一定程度的抑制。试验过程中还发现，高

质量浓度维生素 Ｅ处理后的精子死亡率明显高于其他处理
组，表明高质量浓度维生素Ｅ对精子具有一定伤害作用。添
加Ｇｌｎ的试验结果相似，总体呈先上升后下降的趋势。获能
液中Ｇｌｎ添加量为５ｍｇ／ｍＬ时，精子顶体率有所提高，但差异
不显著（Ｐ＞０．０５）；当添加量为１５ｍｇ／ｍＬ时，顶体反应率显
著提高（Ｐ＜０．０５）。可见，添加一定质量浓度的维生素 Ｅ或
谷氨酰胺可有效清除获能过程中过多产生的 ＲＯＳ，防止精子
细胞膜损伤、脂质过氧化、蛋白质磷酸化，从而影响获能，这与

Ｓｈｉｖａ等的研究结论［１４］一致。

本试验还采用实时荧光定量 ＰＣＲ得到获能相关基因
ＰＲＫＡＣＢ和ＡＣＰ６的相对表达量，结果表明，与空白对照组相

比，维生素Ｅ最佳质量浓度处理组（１．０ｍｇ／ｍＬ）ＰＲＫＡＣＢ和
ＡＣＰ６基因的相对表达量显著性降低（Ｐ＜０．０５）。可见，虽然
宏观上最佳处理质量浓度对于精子的顶体发生率具有显著提

高作用，但由于机体内部存在反馈机制，过多的基因表达开启

了负反馈机制，从而导致相应基因的表达量下调。与维生素

Ｅ相比，Ｇｌｎ最佳质量浓度处理组ＰＲＫＡＣＢ和 ＡＣＰ６基因在获
能后的相对表达量高于空白对照组，但差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。可见，Ｇｌｎ在精子获能过程中可促进蛋白激酶Ａ和磷
酸激酶的活性，与宏观上 Ｇｌｎ最佳质量浓度促进精子的顶体
发生率相一致。在获能液中添加 １．０ｍｇ／ｍＬ维生素 Ｅ或
１５ｍｇ／ｍＬ谷氨酰胺，对兔精子获能具有显著性影响。
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