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　 　 【摘要】 　 目的　 CatSper1 是精子特定的电压门控 Ca2+通道蛋白,在精子生成和受精过程中具有重要作用。 本

研究旨在分析 CatSper1 基因在版纳微型猪近交系(BMI)的表达调控模式、序列特征与潜在的生物学功能。
 

　 方法

取成年 BMI 公猪睾丸进行转录组测序;采用 RT-PCR 技术克隆 CatSper1 的完整编码序列;分析 CatSper1 的序列、结
构特征及相互作用蛋白;利用转录组测序数据构建 CatSper1 的 lncRNA 和 miRNA 调控网络,并进行 GO 功能注释。

 

结果　 RNA-seq 获得 CatSper1 基因的平均表达量和平均 TPM 值分别为 2817. 5 和 33. 6。 CatSper1
 

CDS 区全长为

2166
 

bp(GenBank 登录号:OK042306),编码 721 个氨基酸,含有 233 个氨基酸残基组成的 Ion_trans 保守结构域以

及与精子生成相关的保守跨膜螺旋结构。 CatSper1 蛋白与 10 个雄性育性相关蛋白质存在相互作用,尤其与该基因

家族成员 CatSper2-4 蛋白互作最为紧密。 CatSper1 基因受 10 个 miRNAs 靶向调控,分别有 16 个和 14 个 lncRNAs
与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-1343 和 ssc-miR-744。 GO 注释发现 CatSper1 基因在分子功能( MF)、生物学过程

(BP)、细胞成分(CC)等方面均具有重要功能。
 

结论　 本研究报道了 CatSper1 在 BMI 睾丸中的表达,基因的分子结

构特征和表达调控网络,为深入研究 CatSper1 基因在 BMI 精子发生、精子获能和顶体反应等重要生物学过程中的

功能奠定了基础。
【关键词】 　 版纳微型猪近交系;阳离子通道精子相关蛋白 1;转录组测序;精子生成;转录调控
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【Abstract】　 Objective　 CatSper1
 

is
 

a
 

sperm-specific
 

voltage-gated
 

Ca2+
 

channel
 

protein
 

that
 

plays
 

an
 

essential
 

role
 

in
 

spermatogenesis
 

and
 

fertilization.
 

We
 

analyzed
 

the
 

expression
 

regulation
 

pattern,
 

sequence
 

characteristics,
 

and
 

potential
 

biological
 

function
 

of
 

CatSper1
 

gene
 

of
 

Banna
 

mini-pig
 

inbred
 

(BMI)
 

line.
 

Methods　 The
 

testes
 

of
 

adult
 

BMI
 

boars
 

were
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used
 

for
 

RNA
 

sequencing
 

( RNA-seq ),
 

and
 

the
 

complete
 

coding
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

was
 

cloned
 

using
 

reverse-
transcription

 

polymerase
 

chain
 

reaction.
 

The
 

sequence,
 

structural
 

characteristics,
 

and
 

interacting
 

proteins
 

of
 

CatSper1
 

were
 

analyzed.
 

The
 

lncRNA
 

and
 

miRNA
 

regulatory
 

network
 

of
 

CatSper1
 

was
 

constructed,
 

and
 

gene
 

ontology
 

function
 

annotations
 

were
 

carried
 

out
 

using
 

RNA-seq
 

data.
 

Results 　 The
 

average
 

expression
 

level
 

and
 

transcripts
 

per
 

million
 

of
 

CatSper1
 

obtained
 

by
 

RNA-seq
 

was
 

2817. 5
 

and
 

33. 6,
 

respectively.
 

The
 

full-length
 

coding
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

was
 

2166
 

bp
 

(GenBank
 

accession
 

number:
 

OK042306),
 

encoding
 

721
 

amino
 

acids.
 

CatSper1
 

protein
 

contained
 

an
 

Ion_trans
 

conserved
 

domain
 

of
 

233
 

amino
 

acid
 

residues
 

and
 

a
 

conserved
 

transmembrane
 

helix
 

structure
 

related
 

to
 

spermatogenesis.
 

CatSper1
 

protein
 

interacted
 

with
 

10
 

proteins
 

related
 

to
 

male
 

reproduction,
 

especially
 

CatSper2-4
 

of
 

the
 

CatSper
 

family.
 

Ten
 

miRNAs
 

regulated
 

CatSper1
 

gene
 

by
 

a
 

targeted
 

mode,
 

and
 

16
 

and
 

14
 

lncRNAs
 

completed
 

with
 

CatSper1
 

for
 

binding
 

to
 

ssc-miR-1343
 

and
 

ssc-miR-744,
 

respectively.
 

The
 

gene
 

ontology
 

annotation
 

result
 

indicated
 

that
 

the
 

CatSper1
 

gene
 

plays
 

important
 

roles
 

in
 

molecular
 

functions,
 

biological
 

processes,
 

and
 

cellular
 

components.
 

Conclusions 　 This
 

study
 

reported
 

the
 

expression
 

CatSper1
 

in
 

BMI
 

testis,
 

the
 

molecular
 

structure
 

characteristics
 

and
 

expression
 

regulatory
 

network. The
 

fundings
  

will
 

lay
  

groundwork
 

for
 

further
 

research
 

of
 

CatSper1
 

function
 

in
 

important
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

spermatogenesis,
 

sperm
 

capacitation
 

and
 

acrosome
 

reaction
 

in
 

BMI
 

line.
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　 　 在哺乳动物的许多生物学过程中,离子通道具

有重要的功能,其不仅能传导电信号,还具有传送

Ca2+化学信号、跨上皮转运、调节细胞质或囊泡离子

浓度和 pH 值以及调节细胞体积等功能[1] 。 精子细

胞内的 pH 和 Ca2+浓度可调节精子活力、趋化性、获
能和顶体反应,并对精子到达卵子以及受精成败至

关重要[2] 。 CatSper 家族是精子特定的电压门控

Ca2+通道,对酸碱度较为敏感[3] 。 该通道蛋白主要

存在于成熟精子尾部鞭毛细胞的质膜中[4] ,它允许

Ca2+流入精子,并参与其生理过程,最后启动酪氨酸

磷酸化级联放大反应来控制精子的活力[5] 。 有研

究发现,若小鼠 CatSper 通道功能被抑制,则卵子受

精能力将严重下降[6] 。 CatSper 家族包含 4 个成员

(CatSper1-4)和 6 个辅助亚基( CatSperβ、γ、δ、ε、ζ
和 EFCAB9) [7] ,CatSper 家族成员的序列同一性在

整个离子通道结构域中介于 22%
 

~
 

27%之间[8] 。
在小鼠中,CatSper1、2、3 或 4 的缺失会导致精子活

力异常甚至雄性不育[9] 。 在人类中,该家族能够介

导类固醇性激素黄体酮诱导的 Ca2+ 流入,进而影响

精子的活力、过度活化、获能和顶体反应,最终影响

雄性的生育能力[10] 。 另外,辅助亚基 CatSperβ、γ、
δ、ε 均包含 1 个跨膜片段和 1 个大的细胞外结构

域,可与 CatSper1-4 相互作用形成稳定复合体,在精

子生成过程和受精过程的活化阶段发挥重要作用。
CatSper1(Cation

 

channel
 

sperm-associated
 

protein
 

1)是男性不育的重要标志物之一,其表达水平在精

子活力不足的低生育力患者中显著降低[11] 。 敲除

CatSper1 基因的小鼠,其精子的鞭毛弯曲程度和游

动振幅会受到严重影响,精子运动能力明显减弱,
最终无法使卵子受精[4] 。 而且敲除该基因后,精子

质膜上无法检测到 CatSperβ、 CatSperγ、 CatSperδ、
CatSper2、CatSper3 和 CatSper4,这表明所有 CatSper
亚基都需要正确的通道组装,单个亚基的缺失可能

导致剩余的 CatSper 蛋白降解[6] 。 在大鼠中,敲低

CatSper1 会诱发特发性弱精子症[12] 。 综上说明,
CatSper1 基因在雄性育性方面至关重要,本研究采

用 RNA-Seq 二代测序研究检测版纳微型猪近交系

睾丸组织中 CatSper1 基因的表达[13] ,获得与之相互

作用的 lncRNA 和 miRNA,并利用睾丸 RNA 克隆

CatSper1 基因,对其序列特征和功能进行分析,最终

通过大数据联合分析获得 CatSper1 和 lncRNA、
miRNA 的调控网络,以期为解析 CatSper1 调控版纳

微型猪近交系精子生成及受精过程的分子机制奠

定基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

版纳微型猪近交系是利用云南特有地方猪种

资源,采用连续高度近交加严格选择的科学方法,
经过 40 多年的连续高度近交,培育成功的基因高度

纯合、遗传背景清楚的大型哺乳类实验动物近交

026
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系。 本研究选用普通级版纳微型猪近交系 12 月龄

成年公猪 4 头,来自昆明原种猪场【SCXK(滇)2021-
0008】, 饲养于云南农业大学 【 SYXK ( 滇) 2021-
0019】,体重 35

  

~
 

40
 

kg,光照昼夜交替各 12
 

h,猪舍

内温度 16
 

~
 

25℃ ,湿度 60%
 

~
 

70%。 去势取睾丸

组织样品。 本研究相关的动物护理和实验程序均

严格执行中华人民共和国科学技术部《关于善待实

验动物的指导性意见》 (【2006】 398 号),并经云南

农业大学动物保护委员会批准(2021-JJX-001)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

RNAiso
 

Plus(9108)、反转录试剂盒( 6110A)、
Premix

 

TaqTM
 

version
 

2. 0 ( R004Q ) 均 购 自 大 连

TaKaRa。 高 通 量 测 序 仪 为 Illumina 公 司 的

Hiseq2000 平 台; PCR 仪 为 Eppendorf 公 司 的

Mastercycler
 

proS。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 RNA-seq 测序及数据质控

提取睾丸组织 RNA, 反转录为 cDNA, 采用

RNA-seq
 

Illumina
 

Hiseq
 

2000 平台进行转录组测序,
利用 Fastp 软件[14] 对原始数据进行质控并过滤,分
别去除含接头的序列、含 N 比例大于 10%的序列、
全部是 A 碱基的序列和低质量序列。
1. 2. 2　 序列比对

使用 bowtie2-2. 1. 0 比对工具[15] 将过滤好的数

据与猪核糖体数据库进行比对,去除比对到核糖体

的序列(不允许错配),并保留剩下的数据用于后续

比对分析。
1. 2. 3　 基因扩增及序列测定

根 据 Ensembl 猪 CatSper1
 

201 转 录 本

(ENSSSCT00000014164. 3) 设计 CatSper1 基因引物

F1R1、F2R2(表 1),以睾丸 cDNA 为模板通过 PCR 扩

增、测序、拼接来获得全长编码序列。 反应体系 25
 

μL:Premix
 

TaqTM
 

version
 

2. 0
 

12. 5
 

μL, 10
 

μmol / L
 

CatSper1-1 / 2 上、下游引物各 1
 

μL,25
 

ng / μL
 

cDNA

表 1　 CatSper1 基因引物信息

Table
 

1　 Primer
 

information
 

of
 

Catsper1
 

gene
名称
Name

引物(5’ -3’)
Primer

 

sequence
 

(5’ -3’)
产物(bp)

Product
 

(bp)

CatSper1-1
F1 :GTCTTTTGGGCCCCCGTCTT
R1 :TCGCCCCGGATCTCGACCT 1313

CatSper1-2
F2 :CCCAGACCTCCAGCAAAGTCCA
R2 :TGCAGGCCCAACGATCTTTCC 1324

1
 

μL, H2O
 

9. 5
 

μL; PCR 程序: 95℃
 

5
 

min; 95℃
 

30
 

s,55℃
 

45
 

s,72℃
 

80
 

s,35 个循环;72℃
 

5
 

min。
1. 2. 4　 CatSper1 功能分析

利用 Lasergene
 

7. 1 校对测序的 Catsper1 序列;
分别用 ProtParam 程序、SOPMA、ProtScale 和 Prosite
对 CatSper1 蛋白质序列的结构进行预测分析;用

String 进行蛋白互作网络分析。
1. 2. 5　 CatSper1 的 GO 功能注释和 miRNA、lncRNA
调控网络构建

利用 Uniprot 进行 GO( Gene
 

Ontology)注释;利
用已获得的猪 RNA-seq 数据进行 miRNA 和 lncRNA
表达分析;利用 miRanda

 

3. 3 和 RNAhybrid
 

2. 1. 2 软

件对潜在的调控 Catsper1 的 miRNA 和 lncRNA 进行

分析;用 Cytoscape
 

3. 8. 2 进行网络图绘制。
1. 3　 统计学分析

从 Ensembl 网站下载猪参考基因组( Sus
 

scrofa
 

11. 1)和注释文件(gtf
 

11. 1),用 STAR-2. 5. 2a[16] 软

件建立参考基因组 index,并将已去除核糖体序列的

数据与猪参考基因组比对。 用 featureCounts-2. 0. 1
软件[17]和 salmon-1. 5. 1 软件[18] 分别计算每个样本

中所有基因原始表达量和 TPM 值校正表达量。

2　 结果

2. 1　 CatSper1 基因的转录组表达结果

RNA-seq 获得 CatSper1 基因的平均表达量为

2817. 5,其转录本 ENSSSCT00000014164. 3 在 4 个

样本中的平均 TPM 值为 33. 6。
2. 2　 CatSper1 基因及氨基酸结构信息

利用 F1 / R1、F2 / R2 引物分两段扩增 CatSper1 基

因,分别获得 1313
 

bp 和 1324
 

bp 长的产物(图 1A),
通过核对测序峰图并拼接,获得 CatSper1 基因全长

CDS 序列 2166
 

bp,已获得 Genbank 认证( Accession
  

No. OK042306),编码 721 个氨基酸(图 1B)。 其中,
384

 

~
 

617
 

AA 处含有 Ion_trans 保守结构域(图 1B,
图 1C)。
2. 3　 CatSper1 基因组结构信息

CatSper1 基因定位于猪( Sscrofa11. 1) 2 号染色

体 6312906
 

~
 

6321690
 

bp 位置,有 12 个外显子和

11 个内含子(图 2),剪接位点符合 GT-AG 法则。
2. 4　 CatSper1 蛋白质序列及结构分析

猪 CatSper1 蛋白质分子量 41. 19
 

×
 

103,分子式

C1826H2775N507O545S20,等电点 6. 89,正电荷残基和负

126
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电荷残基均为 26。 二级结构元件中无规则卷曲、α
螺旋、延伸链分别包含 293、54 和 29 个氨基酸;在

393 和 234 氨基酸处分别具有最大疏水值 3. 489 和

最小疏水值-3. 600,N 端和 C 端均亲水。

注:A:CatSper1 基因 RT-PCR 产物;M:DL2000
 

DNA 分子量标准;CatSper1-1:F1 / R1 的 PCR 产物;CatSper1-2:F2 / R2 的

PCR 产物;B:CatSper1 基因编码序列及氨基酸序列;双下划线:起始密码子;单下划线:保守结构域 Ion_trans(384-617

位氨基酸);“∗”:终止密码子;上一行和相应的下一行字母:核酸和氨基酸序列;C:CatSper1 蛋白质保守结构域。

图 1　 CatSper1 基因结构

Note.
 

A.
 

RT-PCR
 

product
 

of
 

CatSper1.
 

M.
 

DL2000
 

DNA
 

Marker.
 

CatSper1-1,
 

PCR
 

product
 

of
 

F1 / R1 .
 

CatSper1-2,
 

PCR
 

product
 

of
 

F2 / R2 .
 

B.
 

Coding
 

sequence
 

and
 

corresponding
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

gene.
 

Double
 

underline,
 

start
 

codon.
 

Single
 

underline,
 

conserved
 

domain
 

Ion_trans
 

(384-617AA).
 

Asterisk,
 

stop
 

codon;
 

Letters
 

in
 

upper
 

line
 

and
 

lower
 

line
 

are
 

nucleotides
 

and
 

amino
 

acids,
 

respectively.
 

C.
 

Conserved
 

domain
 

of
 

CatSper1.

Figure
 

1　 Gene
 

structure
 

of
 

CatSper1

2. 5　 CatSper1 蛋白互作网络

PPI 蛋白互作网络分析表明,BMI
 

CatSper1 蛋

白与 其 他 10 个 蛋 白 有 相 互 作 用 关 系, 包 括

CatSper2、 CatSperB、 CatSperG、 CatSper4、 HSP70. 2、
CKAP2、CatSperD、KCNU1、HSPA2 和 CATSPER3,其
中与 CatSper2、CatSper3 和 CatSper4 蛋白相互作用

最为紧密(图 3)。
2. 6　 跨膜螺旋结构

BMI
 

CatSper1 具有 6 个跨膜螺旋结构,分别位

于 386
 

~
 

408
 

AA、418
 

~
 

440
 

AA、452
 

~
 

471
 

AA、
521

 

~
 

543
 

AA、555
 

~
 

577
 

AA 和 587
 

~
 

609
 

AA 位

置。 通过 BLAST 获得人和小鼠的 CatSper1 基因的

氨基酸序列,比对结果发现该基因在人类中具有

782 个氨基酸,有 5 个跨膜螺旋结构,分别位于

443
 

~
 

465
 

AA、486
 

~
 

508
 

AA、583
 

~
 

605
 

AA、612
 

~
 

629
 

AA、644
 

~
 

666
 

AA 位置。 在小鼠中具有

686 个氨基酸,有 7 个跨膜螺旋结构,分别位于

347
 

~
 

369
 

AA、390
 

~
 

412
 

AA、422
 

~
 

444
 

AA、465
 

~
 

484
 

AA、489
 

~
 

511
 

AA、518
 

~
 

535
 

AA、550
 

~
 

572
 

AA(图 4A) 。 BMI、人和小鼠跨膜螺旋结构长

度分别为 224
 

AA、224
 

AA 和 226
 

AA,序列长度较

为保守,且序列碱基也很保守,100%同源的氨基

酸占比较大(图 4B) 。
2. 7　 BMI

 

CatSper1 的 GO 注释和潜在的 miRNA
和 lncRNA 调控网络

网络图分析发现,版纳微型猪近交系 CatSper1
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图 2　 CatSper1 基因染色体定位、mRNA 序列和蛋白质保守结构域

Figure
 

2　 Chromosome
 

location,
 

mRNA
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

and
 

its
 

conserved
 

protein
 

domain

注:线:蛋白质之间作用的置信度,线越多置信度越高。

图 3　 猪 CatSper1 蛋白互作网络

Note.
 

Line.
 

The
 

confidence
 

of
 

interactions
 

among
 

proteins,
 

and
 

more
 

lines
 

indicates
 

higher
 

confidence.

Figure
 

3　 Interacting
 

network
 

of
 

pig
 

CatSper1
 

protein

受到 10 个潜在的 miRNAs ( ssc-miR-24-1-5p、 ssc-
miR-24-3p、ssc-miR-378、ssc-miR-423-3p、ssc-miR-24-
2-5p、 ssc-miR-193a-5p、 ssc-miR-331-5p、 ssc-miR-
1343、ssc-miR-744 和 ssc-miR-378b-3p) 靶向调控。
有 16 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-
1343,有 14 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-
miR-744,有 3 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合

ssc-miR-24-3p,有 2 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性

结合 ssc-miR-423-3p,有 1 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞

争性 结 合 ssc-miR-378b-3p, 有 1 个 lncRNAs 与

CatSper1 竞 争 性 结 合 ssc-miR-193a-5p, 有 1 个

lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-378。
通过对 CatSper1 的功能注释结果发现其参与

15 个 GO:在分子功能 ( molecular
 

function, MF) 方

面,主要涉及电压门控 Ca2+ 通道活性和钙激活阳离

子通道活性等 3 个 GO;在生物学过程 ( biological
 

process,BP),主要涉及鞭毛精子活力、精子发生、钙
离子转运、参与纤毛运动的纤毛搏动频率的调节、
Ca2+跨膜转运等 9 个 GO; 在细胞成分 ( cellular

 

components,CC),主要涉及 GCatSper 复合体、质膜、
膜的组成等 3 个 GO(图 5)。

3　 讨论

本研究通过版纳微型猪近交系睾丸转录组测

序,获得了 CatSper1 基因在睾丸中的表达量,并通过

RT-PCR 克隆了该基因,拼接后获得 2
 

166
 

bp 全长

CDS 序列,编码 721 个 AA。 将获得的 CDS 序列与

猪基因组( Sscrofa11. 1)比对,发现 CatSper1 基因位

于 2 号染色体 6
 

312
 

906
 

~
 

6
 

321
 

f690
 

bp 之间,共包

含 12 个外显子和 11 个内含子。 有研究通过对啮齿

类动物 9 个亚科的物种进行研究,发现 CatSper1 基
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注:A:CatSper1 的跨膜螺旋结构;B:CatSper1 的跨膜螺旋结构在猪、人和小鼠间的保守性。 红色线条:跨膜;蓝色线条:细胞膜内;紫色线条:
细胞膜外;替换:白色背景;缺失:点;灰、蓝和黄色阴影:序列同源性为 100%、50%和 25%。

图 4　 BMI、人和小鼠 CatSper1 的跨膜螺旋结构及保守性

Note.
 

A.
 

Transmembrane
 

helix
 

structure
 

of
 

CatSper1.
 

B.
 

Conservation
 

of
 

transmembrane
 

helix
 

structure
 

of
 

CatSper1
 

in
 

BMI,
 

human
 

and
 

mouse.
 

Red
 

line.
 

transmembrane.
 

Blue
 

line.
 

Inside
 

of
 

the
 

cell
 

membrane.
 

Purple
 

line.
 

Outside
 

of
 

the
 

cell
 

membrane.
 

Substitutions.
 

White
 

background.
 

Deletions.
 

Dots.
 

Gray.
 

Yellow
 

and
 

blue
 

background.
 

Homologies
 

of
 

100%,
 

50%
 

and
 

25%,
 

respectively.

Figure
 

4　 Transmembrane
 

helix
 

structure
 

of
 

CatSper1and
 

its
 

conservation
 

in
 

BMI,
 

human
 

and
 

mouse

图 5　 BMI
 

CatSper1 的 GO 注释和潜在的 miRNA 和 lncRNA 调控网络

Figure
 

5　 GO
 

annotation
 

of
 

BMI
 

CatSper1
 

and
 

potential
 

miRNA
 

and
 

lncRNA
 

regulatory
 

network

因外显子 1 在调节通道失活过程中起重要作用,能
影响精子的运动和竞争能力[19] 。 对瘤牛和杂交牛

测序分析发现,CatSper1 基因在瘤牛的第 5 外显子

序列中存在变异[20] 。 在斑马中发现,CatSper1 基因

的 1、7 和 9 内含子区域中存在 4 个 SNP,分别是位

于外显子 1 下游 89
 

bp 处的 G1547A;位于外显子 2

上游 126
 

bp 处的 G2241A;位于外显子 7 下游 43
 

bp
处的 C4675T,以及位于外显子 9 下游 206

 

bp 处的

G5270A[21] 。 单 核 苷 酸 多 态 性 和 插 入 缺 失

(INDELs)是目前研究基因组变异的重要方法,目前

已证明 CatSper1 基因的 c. 539-540insT 和 c. 948-
949insATGGC 会导致移码突变和终止密码子提前,
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并与人类男性不育相关[22] 。 另外,CatSper1 基因的

rs1893316 多态性与男性特发性弱精子症显著相

关[23] 。 另外,对于 CatSepr1 基因其他家族成员的核

酸序列变异已经有所研究和发现。
有研究表明 CatSper1 的 N 端区长度可作为精

子游动速度的标志之一[24] ,本研究发现 CatSper1 的

N 端氨基酸为亲水性氨基酸,可与其他残基或水分

子形成氢键或盐桥,从而稳定 CatSper1 蛋白质的构

象并协助形成蛋白质表面的水合层,表明 CatSper1
 

N 端侧链氨基酸的特征与精子运动有关,且在第

393
 

AA 有最大疏水值 3. 489,第 234
 

AA 处有最小疏

水值-3. 600。 跨膜螺旋结构是 CatSper1 家族的重

要特征,CatSper1 在 BMI、人和小鼠均具有跨膜螺旋

结构,分别位于 223
 

AA ( 386
 

~
 

609
 

AA)、223
 

AA
(443

 

~
 

666
 

AA)和 225
 

AA(347
 

~
 

572
 

AA)位置,从
跨膜区域长度和氨基酸同源性来说,该基因的跨膜

螺旋结构域高度保守,能在精子运动过程中发挥重

要作用。 有研究发现 CatSper1 基因的启动子序列中

含有性别决定基因 SRY 的 4 个特异性结合位点,说
明该基因的转录水平受 SRY 调控[25] 。 CatSper1 在

减数分裂的生精细胞中表达[26] ,其表达水平在男性

精子活力不足的低生育力患者中显著降低[11] 。
CatSper1 基因的表达会受到外界因素影响,如醋酸

铅或氯化汞会导致小鼠生精小管的退行性损伤和

精子质量下降,且由于结构的相似性,这些金属可

能会替代 Ca2+ 的作用,对钙通道产生影响,导致

CatSper1 基因表达量降低,从而影响雄性育性[27] 。
γ 辐射不仅会改变睾丸组织学和精子参数,还会降

低雄性小鼠中 CatSper1 基因的表达[28] 。 镉和镍均

会导致精子参数降低以及生发上皮厚度减少,镉会

导致 CatSper1 基因表达下调[29] 。 硒可上调该基因

在的表达,提高精子活力、改善精子形态以及存活

率[30] 。 苦参碱能通过 CatSper 通道抑制小鼠精子的

总运动力、进行性运动、线速度、获能和孕酮诱导的

顶体反应,在苦参碱暴露小鼠的睾丸中,CatSper1 基

因表达量降低[31] 。 人参可使小鼠睾丸中 CatSper1
的 mRNA 水平和蛋白水平显著增加,从而改善精子

的过度活化[32] 。 过量的氟化物会对小鼠精子的趋

化性产生不利影响[33] ,如氟化钠会使小鼠体内 Ca2+

浓度降低, 从而导致 CatSper1 的 mRNA 水平降

低[34] 。 Vitamin
 

E 和左旋肉碱可提高成年小鼠中

CatSper1 蛋白的表达量[35] 。 同样该基因的表达水

平也会受到自身疾病的影响,甲状腺激素是睾丸功

能的重要调节剂,精子的受精能力与精子的正常形

态、染色质质量和运动能力之间关系密切。 甲状腺

功能减退使 CatSper1 基因的表达下调,从而影响了

小鼠的精子形态、精子染色质凝聚和 CatSper1 基因

的表达[36] 。 精索静脉曲张对大鼠的精子参数、睾丸

结构以及 CatSper1 基因的表达均具有不利影响[37] 。
CatSper1-4 是 CatSper 家族的 4 个成员,在雄性

育性方面均发挥着重要作用。 由图 4 可以看出,该
家族的 4 个成员彼此之间的相互作用较为紧密,且
主要 形 成 四 聚 复 合 体 发 挥 作 用。 CatSperG 是

CatSper 家族的相关蛋白,具有一个跨膜螺旋结构

域,该蛋白仅在睾丸中表达并且位于精子的主要部

分。 若 CatSper1 缺失,CatSperG 蛋白也会相应失去

功能, 但 K+ 通 道 亚 家 族 U1 ( potassium
 

channel
 

subfamily
 

u1,KCNU1)蛋白依然可以正常发挥其功

能[38] 。 有 研 究 表 明, CatSperG 和 CatSperB
(CatSperβ)能否发挥正常的生理功能,主要取决于

CatSper1 蛋白。 在不同发育阶段的成年小鼠组织

中,CatSperB 只在睾丸中表达,且在生精小管中的特

异性染色效果较显著,在精母细胞和精子细胞中表

达,这与 CatSpers1-4 是一致的[39] 。 KCNU1 位于精

子的鞭毛部位,是负责获能诱导超极化的主要 K+通

道,能影响精子形态、运动性能和顶体反应,进而影

响雄性育性[40] 。 KCNU1( SLO3)突变后,精子细胞

在过度活化终止后可能会发生顶体反应,但不能实

现透明带穿透,渗透环境是精子流向卵母细胞的重

要问题之一,K+ 和 KCNU1 通道在这种渗透环境调

节中发挥着重要作用。 如果渗透量失调,会导致精

子细胞膨胀并发生形态变化,这些变化可能会阻止

精子细胞粘附在卵母细胞上,最终导致不育[40] 。 由

图 4 可以看出,KCNU1 确实与 CatSper1 / 2 / 3 相互作

用紧密,说明在雄性育性方面发挥着重要作用。
CatSperD 编码一种非成孔跨膜亚基 CatSperδ,该亚

基是 CatSper 家族辅助成员之一,如果雄性小鼠的

CatSperD 缺失,会导致精子特定的电压门控 Ca2+ 通

道无法正常进行生理活动,进而导致不育[41] ,造成

这种原因可能是 CatSperδ 的缺失以及 CatSperD 在

精子细胞中跨膜蛋白的缺失。 CatSper 家族的非成

孔辅助亚基具有较大的胞外域,可能是结合该家族

Ca2+通道的重要因子[42] 。 这也说明 CatSperδ 对

CatSper 家族正常功能的发挥起着至关重要的作用。
HSP70-2 是哺乳动物的生殖细胞和体细胞组织中常

见的 5 种 70
 

×
 

103 热休克蛋白(HSP70)外的一种重
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要热休克蛋白,该蛋白在减数分裂过程中参与联会

复合体的形成,并且与抑制细胞凋亡有关[43] 。 图 3
显示,CatSperB、CatSperD 和 CatSperG 彼此之间均有

相互作用,且这三个亚基均与 CatSper 家族的 4 个主

要成员有紧密的相互作用,也进一步说明,该家族

成员之间存在着依附关系,且主要通过形成复合体

发挥功能。 HSP70. 2 是 HSP70 家族在精子发生过

程中表达的成员之一,主要在小鼠精母细胞粗线期

中表达量较高[44] 。 HSPA2 ( 热休克蛋白 A2) 是

HSP70 家族在精子发生过程中表达的另一成员,该
蛋白与精子成熟度、精子功能和生育力相关,在精

子获 能 和 精 卵 识 别 过 程 中 发 挥 重 要 作 用[45] 。
HSPA2 的表达与精子浓度和形态显著相关,且在可

育个体中的表达显著高于不育个体[46] 。 HSPA2 蛋

白与精子细胞 DNA 包装蛋白、过渡蛋白 1 和 2 紧密

相关,所以 HSPA2 也被确定为第一个过渡蛋白伴

侣[47] 。 从图 3 中也可以看出 HSPA2 和 HSP70. 2 蛋

白的相互作用较为紧密,说明二者在精子发生过程

中可能会有协同作用。 在有丝分裂期间, CKAP2
(细胞骨架相关蛋白 2) 与纺锤体和纺锤体微管相

关,从前期到后期,并在胞质分裂期间从微管中消

失,该蛋白的调节对于正常有丝分裂进程至关重

要[48] 。 当复制的中心体分离后,CKAP2 在细胞的

整个细胞周期均有波动现象,与 G2 晚期的中心体

微管相关。
本研究发现 CatSper1 受到 10 个潜在的 miRNA

靶向调控。 ssc-miR-1343 和 ssc-miR-744 目前已被

广泛研究,使用 ssc-miR-1343 和 ssc-miR-744 的模拟

物,介导猪的颗粒细胞,发现 ssc-miR-1343 可以靶向

调控 Pak4 基因,ssc-miR-744 可靶向调控 Elk1 转录

因子[49] 。 另外有报道认为 miR-744 可以参与调节

细胞增 殖 和 细 胞 周 期[50] 。 p21 活 化 蛋 白 激 酶

(PAK)丝氨酸 / 苏氨酸激酶主要参与细胞形态、细
胞运动以及细胞转化等生物学过程,是 Rho 家族

GTP 酶的主要效应物之一。 Pak4 是 PAK 激酶的成

员,被认为是 Cdc42 的效应蛋白[51] 。 真核转录因子

的众多家族中,通常含有相似度较高的 DNA 结合序

列,Elk1 转录因子具有独特的结合方式,并证明该

转录因子在控制细胞迁移过程中起重要作用[52] 。
对患有乳腺炎的中国荷斯坦奶牛 NF-κB 通路中

miRNA 的研究发现,相比健康的牛 ssc-miR-24-1-5p
表达有所下调[53] 。 miR-24-2-5p 可以通过介导的

EZH2(zeste 同源物 2 的组蛋白增强子)调节,进而

影响 PCSEAT 基因促进前列腺癌细胞的增殖[54] 。
miRNA 可在转录水平调节病原体和宿主的相互作

用,研究表明 miR-24-3p 可调节血红素加氧酶-1
(HO-1)的表达,过表达 miR-24-3p 可降低 HO-1 的

mRNA 和蛋白质的表达,并能致使猪繁殖与呼吸综

合征(PRRSV)病毒快速复制[55] 。 为了研究猪不同

月龄阶段的肌肉发育情况,通过 miRNA 检测和鉴定

发现,ssc-miR-378 在骨骼肌中有较高表达,且骨骼

肌的表达谱表明 ssc-miR-378 是用于肌生成的新候

选 miRNA,并参与猪的骨骼肌发育。 miR-378 可能

通过调节骨形态发生蛋白 2(BMP2)和丝裂原活化

蛋白激酶 1(MAPK1)来调节肌肉生成,并参与细胞

增殖和分化[56] 。 综上,miRNA 不仅在精子生成过

程中至关重要,而且在免疫调节、细胞增殖、细胞凋

亡、乳腺癌以及前列腺癌等方面也发挥着重要作

用。 lncRNA 在表观遗传、细胞分裂和凋亡等多种生

命活动中不可或缺,是研究分子机制的热点方向。
大部分 lncRNA 需与一种或多种 RNA 结合蛋白

(RBP)相互作用来发挥其生理功能;同样,RBP 也

能够结合大量不同的 RNA[57] 。 本研究发现 16 个

lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-1343,14
个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-744,
lncRNA 数量最多,这也说明 lncRNA 的重要性。 从

GO 分析来看,不管是分子功能、生物学过程或者细

胞成分,主要富集的条目都与精子生成过程相关,
且与 CatSper1 基因的结构功能紧密相关,如精子活

力,精子发生、钙离子转运以及电压门控 Ca2+通道活

性等,说明 CatSper1 基因在 BMI 精子发生和受精过

程中发挥重要作用。
综上所述,本研究使用 RNA-seq 二代测序技术

获得了版纳微型猪近交系睾丸组织 CatSper1 基因的

表达量,获得了 CatSper1 基因的全长 CDS;分析了该

基因的结构、氨基酸序列特征;构建了蛋白质互作

PPI 网络;注释了该基因并构建了基因与 miRNA 和

lncRNA 调控网络。 结果可为深入研究 CatSper1 基

因在 BMI 精子发生过程的功能提供数据资料,也可

为挖掘与其他哺乳动物精子发生相关基因的研究

提供借鉴。
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