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　 　 【摘要】 　 目的　 建立生殖细胞特异性敲除去泛素化酶 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎬ并分析其生殖表型ꎬ探究 Ｕｓｐ１６ 是否在精

子发生过程发挥功能ꎮ 方法　 首先ꎬ将 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 转基因小鼠与 Ｕｓｐ１６ 条件性小鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ)杂交获得生殖细胞

特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎻ其次ꎬ利用 ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和免疫荧光检测睾丸中 Ｕｓｐ１６ 表达ꎻ并通过合笼交配、计算

机辅助精子分析和 ＨＥ 染色法进行生殖表型分析ꎮ 结果 　 成功获得了生殖细胞特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 纯合子

(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)ꎬ及杂合子小鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)ꎮ 与野生型相比ꎬＵｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋雄鼠生殖表型

没有显著性变化ꎬ但与纯合子雄鼠交配的雌鼠受孕率仅为 ７％ꎬ精子数量减少约 ７９％ꎬ活力下降约 ８７％ꎬ精子畸形率

高达 ８３％ꎬ睾丸曲细精管中出现多核细胞ꎬ附睾中早熟精子数增多了约 ３ 倍ꎮ 结论　 小鼠睾丸内生殖细胞 Ｕｓｐ１６
纯合敲除会严重降低精子质量ꎬ从而降低雄性生育能力ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １６ ( Ｕｓｐ１６) ｉｎ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ Ｕｓｐ１６ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｒｏｓｓｅｄ
ｗｉｔｈ Ｕｓｐ１６ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ) ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｕｓｐ１６ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ. Ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈａｔ Ｕｓｐ１６ ｈａｄ
ｂｅｅｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ Ｕｓｐ１６
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ (ＣＫＯ) ｍｉｃｅ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏ￣ｃａｇｅ
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ＣＫＯ ｍｉｃｅ ｈａｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ｏｎｌｙ ７％ꎬ ｗｈｉｌｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｍａｌｅ
ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ｃｏｕｎｔ ｏｆ ＣＫＯ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ７９％ꎬ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ８７％ꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｄｅｆｏｒｍｉｔｙ ｗａｓ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ ８３％. Ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ ｔｕｂｕｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｃｏｃｉｏｕｓ ｓｐｅｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ ｈａｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ７６％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅｓ ｓｐｅｒｍ ｑｕａｌｉｔｙꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｍａｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ Ｕｓｐ１６ꎻ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙꎻ Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 精子发生是一个由一系列基因的精细调控完

成的复杂过程ꎬ其间经历剧烈的形态与功能的变

化ꎮ 我们前期发现ꎬ不育患者精子中的 Ｕｓｐ１６ 表达

下调[１]ꎬ提示 Ｕｓｐ１６ 可能与精子质量有关ꎮ
去泛素化酶 Ｕｓｐ１６ 可特异性去除组蛋白 Ｈ２Ａ

的泛素化修饰ꎬ调节 Ｈｏｘ 基因表达[２]、影响胚胎干

细胞和造血干细胞分化[３－４]、对 ＤＮＡ 损伤修复起着

负调控作用[５]ꎮ Ｕｓｐ１６ Ｓ５５２ 的磷酸化是细胞正常

增殖和细胞周期 Ｇ２ / Ｍ 期进程的基础[６－８]ꎮ 此外ꎬ
Ｕｓｐ１６ 参与 Ｗｎｔ 途径的调节[９]、参与 Ｔ 细胞介导的

自身免疫病的发展[１０]、还影响肿瘤的生长[１１]ꎮ 但

是 Ｕｓｐ１６ 在精子发生中相关的功能研究较少ꎮ
由于 Ｕｓｐ１６ 全身性敲除导致动物胚胎死亡[３]ꎬ

所以本研究拟通过 Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ 系统[１２] 构建生殖细胞

特异性(Ｖａｓａ￣ｃｒｅ)敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎬ并分析其生殖

表型来初步探究 Ｕｓｐ１６ 在小鼠生精过程中的功能ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３ 只野生型雄鼠(ＷＴ)、３ 只杂合敲除 Ｕｓｐ１６ 雄

鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)和 ３ 只纯合敲除 Ｕｓｐ１６ 雄

鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ )为 ４ 月龄ꎬ体重约为 ２８
ｇꎬ用于表型分析ꎮ ５ 只野生型雄鼠(ＷＴ)、２７ 只野

生型 雌 鼠 ( ＷＴ) 和 ２ 只 纯 合 敲 除 Ｕｓｐ１６ 雌 鼠

(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)用于生育实验ꎬ３ 月龄ꎬ体重

约为 ２６ ｇ(雄鼠)和 ２２ ｇ(雌鼠)ꎮ １ 只 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 转基

因雄鼠(Ｂ６. ＦＶＢ￣Ｔｇ(Ｄｄｘ４－ｃｒｅ) １Ｄｃａｓ / ＫｎｗＪ)购自

赛业模式生物研究中心 (太仓) 有限公司 【 ＳＣＸＫ
(苏)２０１８－０００３】ꎬ６ 月龄ꎬ约 ２９ ｇꎮ １ 只 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ

雌鼠由上海市肿瘤研究所刘永忠课题组 【 ＳＹＸＫ
(沪)２０１８－００２８】赠送ꎬ４ 周龄ꎬ约 １５ ｇꎮ 以上小鼠

均为 ＳＰＦ 级ꎬ遗传背景均为 Ｃ５７ＢＬ / ６ Ｎꎬ饲养于上海

交通大学实验动物中心【ＳＹＸＫ(沪)２０１８－００２８】ꎬ温
度为 ２０ ~ ２５℃ꎬ湿度为 ４０％ ~ ７０％ꎬ昼夜各半循环

照明ꎬ笼具、饲料、垫料和饮水经高压灭菌处理ꎮ 繁

殖采用雌雄比 １ ∶ １ 或 ２ ∶ １ 合笼ꎬ小鼠出生 ２１ ~ ２８
ｄ 后分笼ꎬ至 ８ 周龄性成熟ꎮ 所有操作均符合上海

交通大学实验动物伦理与使用委员会要求(审批

号:Ａ２０２１０２５)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

引物合成(上海桑尼生物科技有限公司)、血
液 /细胞 /组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ３０４ꎬ天
根生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 )、 ２ × Ｅｓ Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(Ｄｙｅ) (ＣＷ０６９０ꎬ北京康为世纪生物科技

有 限 公 司 )、 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ ( ９１０９ꎬ ＴａＫａＲａ )、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ( ＲＲ０３７Ａꎬ ＴａＫａＲａ)、
ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ ( Ｒｏｘ )
(０４９１３８５０００１ꎬＲｏｃｈｅ)、兔抗小鼠 Ｕｓｐ１６ 抗体(１４０５５￣
１￣ＡＰꎬ武汉菲恩生物科技有限公司)、β￣ａｃｔｉｎ 抗体

(ａｂ６２７６ꎬＡｂｃａｍ)、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ 山羊抗兔荧光二抗

(Ａ￣１１０１２ꎬ赛默飞世尔科技公司)、山羊抗小鼠 ＩｇＧ
(Ｈ＋Ｌ)￣ＨＲＰ(ＣＷ０１０２Ｓꎬ北京康为世纪生物科技有限

公司)、山羊抗兔 ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ)￣ＨＲＰ(ＣＷ０１０３Ｓꎬ北京康

为世纪生物科技有限公司)、抗荧光淬灭封片液(含
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２)(Ｐ０１３３￣５ ｍＬꎬ上海碧云天生物技术有

限公司)、ＥＣＬ 发光试剂(Ｃ５１００４３ꎬ生工生物工程(上
海)股份有限公司)、Ｄｉｆｆ￣Ｑｉｃｋ 染色液(Ｇ１５４１ꎬ北京索

莱宝科技有限公司)ꎮ
迈朗精子分析仪(南宁松景天伦生物科技有限

公司ꎬ中国)、电泳仪、ＰＣＲ 扩增仪、实时荧光定量

ＰＣＲ 仪和凝胶成像仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)、荧光显微镜

(Ｚｅｉｓｓꎬ德国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠的繁殖与筛选鉴定

应用 Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ 基因编辑技术(图 １Ａ)ꎬ将 Ｖａｓａ￣
ｃｒｅ 转基因雄鼠与雌鼠 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 杂交ꎬ得 Ｆ１ 代雄

鼠 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋为杂合敲除组ꎬ继续与雌鼠

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 回交得 Ｆ２ 代雄鼠 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋

为纯合敲除组(图 １Ｂ)ꎮ
剪取 ７ 日龄左右小鼠脚趾ꎬ按照 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂

盒提取 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 扩增并进行 ２％琼脂糖凝胶

７７３
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电泳的方法确定小鼠基因型ꎮ ＰＣＲ 扩增 １０ μＬ 体

系为 ２ × Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(Ｄｙｅ)５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ４ μＬꎬ
１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物各 ０􀆰 ２５ μＬꎬ模板 ＤＮＡ ０􀆰 ５ μＬꎮ
Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 基因扩增条件为 ９４℃ ３０ ｓꎬ６２℃ ３０ ｓꎬ７２℃

４５ ｓꎬ３３ 个循环ꎻＵｓｐ１６￣ｗｔ 基因扩增条件为 ９４℃ ３０
ｓꎬ５９℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ４５ ｓꎬ３８ 个循环ꎻＵｓｐ１６￣ｌｏｘＰ 基因

扩增条件为 ９４℃ ３０ ｓꎬ６１℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ６０ ｓꎬ３３ 个循

环ꎮ 所使用的引物信息见表 １ꎮ

注:Ａ:Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ 敲除原理ꎻＢ:繁殖策略ꎮ

图 １　 条件性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠的构建与繁殖

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ. Ｂ. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

表 １　 小鼠基因型鉴定引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
基因
Ｇｅｎｅ

正向引物(５’－３’)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

反向引物(５’－３’)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

扩增片段(ｂｐ)
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ(ｂｐ)

Ｖａｓａ (ｃｒｅ) ＣＡＣＧＴＧＣＡＧＣＣＧＴＴＴＡＡＧＣＣＧＣＧＴ ＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＡＡＡＣＡＡＣＡＣＣＣＴＧＡＡ ２４０
Ｕｓｐ１６ (ｗｔ) ＣＴＧＴＡＴＴＧＣＴＣＴＴＧＴＣＴＡＧＴＴＧ ＣＴＡＣＴＴＧＴＡＣＴＴＴＣＣＡＧＴＣＣ ６０７
Ｕｓｐ１６ (ｌｏｘＰ) ＧＧＣＧＣＡＴＡＡＣＧＡＴＡＣＣＡＣＧＡＴ ＡＣＴＧＡＴＧＧＣＧＡＧＣＴＣＡＧＡＣＣ ９６１ / １７０

１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠组织总 ＲＮＡ 提取及 ｑＰＣＲ
新鲜组织经液氮研磨后ꎬ用 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 提取组

织总 ＲＮＡꎬ取 １ μｇ 总 ＲＮＡ 按反转录试剂盒合成

ｃＤＮＡꎮ ｃＤＮＡ 为模板ꎬ依照 Ｒｏｃｈｅ 荧光定量试剂盒

说明书ꎬ用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行 ｑＰＣＲꎮ
目的 基 因 Ｕｓｐ１６ 上 游 引 物: ５ ’￣ＣＴＧＣＣＡＡＧＡＣＴ
ＧＴＡＡＧＡＣＴＧＡＣ￣３’ꎬ 下 游 引 物: ５ ’￣ＧＧＴＧＴＣＧＴＧ
ＴＡＧＴＧＣＴＴＣＡＡＧ￣３’ꎬ内参基因 ＧＡＰＤＨ 上游引物:
５’￣ＴＧＧＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＡＣ￣３’ꎬ 下 游 引 物: ５ ’￣
ＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡ￣３ ’ꎮ 反 应 体 系:
ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ (Ｒｏｘ) １０ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８ μＬꎬ上下游引物各 ０􀆰 ６ μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎮ
反应条件: ９５℃ １０ ｍｉｎ 预变性ꎬ ９５℃ １０ ｓꎬ ６０℃
３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 用 ２－ΔΔＣｔ 法分析结果ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

用 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 提取组织总蛋白后ꎬ加入 ５×蛋
白质凝胶电泳上样缓冲液后煮沸 １０ ｍｉｎꎬ取 ３０ μＬ
上样ꎬ恒压 ６０ Ｖ 浓缩蛋白ꎬ恒压 １２０ Ｖ 分离蛋白

(８％分离胶)ꎬ恒流 ３００ ｍＡ 湿转 ９０ ｍｉｎꎬ将蛋白转

移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎬ加入一

抗(１ ∶２０００ 稀释)于 ４℃ 过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜后加入相

应 ＨＲＰ 偶联二抗(１ ∶ ２０ ０００ 稀释)室温孵育 １ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜后 ＥＣＬ 化学发光显色于成像仪成像ꎬ结
果用软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行灰度分析ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色和免疫荧光

组织于 ４％多聚甲醛中固定ꎬ常规石蜡切片ꎬＨＥ
染色ꎬ显微镜下拍照ꎮ 免疫荧光:切片脱蜡至水ꎬ放
入预热的柠檬酸钠抗原修复液中微波加热 ３０ ｍｉｎ
自然冷却后ꎬ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 通透 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗

后 ５％山羊血清 ３７℃封闭 ９０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗后一抗(１
∶ ２００ 稀释) ４℃ 孵育过夜ꎬＰＢＳ 洗后二抗(１ ∶ ２００
稀释)室温孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗后滴加抗荧光淬灭封片

液封片ꎬ荧光显微镜下拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 精液分析及精子涂片

取小鼠一侧附睾ꎬ剪开小口使精液置于精子获

能液 ＨＴＦ 中ꎬ放入二氧化碳培养箱 １０ ｍｉｎꎬ稀释 １００
倍后用迈朗精子分析仪分析ꎮ 其中取 １０ μＬ 精液涂

片风干后ꎬＤｉｆｆ￣Ｑｉｃｋ 快速染色ꎬ显微镜下拍照ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

独立重复实验３ 次ꎬ结果用ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件

统计分析ꎬ以平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ两组间平均

值比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验ꎬ多组间平均数比较采用

单因素方差分析ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｕｓｐ１６ 在野生型成年雄鼠不同组织中表达

情况

ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示 Ｕｓｐ１６ 在成年

８７３
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雄鼠睾丸组织表达量最高ꎬ在其他组织中(心、肝、
脾、肺、肾和胃)表达量较低(图 ２)ꎮ
２􀆰 ２　 Ｕｓｐ１６ 条件性小鼠的建立及验证

Ｕｓｐ１６ 条件性小鼠是在 Ｕｓｐ１６ 基因第 ４ 个外显

子两端插入 ｌｏｘＰ 位点ꎬＰＣＲ 条带大小为 ９６１ ｂｐꎬ若
被 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 重组酶敲除则为 １７０ ｂｐꎬ野生型和 Ｖａｓａ￣

ｃｒｅ 阳 性 条 带 大 小 分 别 为 ６０７ ｂｐ 和 ２４０ ｂｐꎬ
Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ 小 鼠 可 见 ６０７ ｂｐ 和 ９６１ ｂｐ 条 带ꎬ
Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 小鼠只可见 ９６１ ｂｐꎬ杂合子 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ /
Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋小鼠可见 ９６１、６０７ 和 ２４０ ｂｐ 条带ꎬ纯合子

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋小鼠可见 ９６１、１７０ 和 ２４０ ｂｐ
条带(图 ３)ꎮ

注:Ａ:ｑＰＣＲ 检测 Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｕｓｐ１６ 蛋白表达水平ꎮ

图 ２　 Ｕｓｐ１６ 在野生型成年雄鼠不同组织中的表达情况

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｂ. Ｕｓｐ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ

注:１:野生型ꎻ２:Ｖａｓａ￣ｃｒｅꎻ３:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔꎻ４:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘꎻ５:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ /

Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ꎻ６:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ꎮ

图 ３　 小鼠脚趾 ＤＮＡ 经 ＰＣＲ 扩增后电泳条带

Ｎｏｔｅ. １. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. ２. Ｖａｓａ￣ｃｒｅ. ３. Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ . ４. Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ . ５.

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ . ６. Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ .

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｎｄ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｔｏｅ ＤＮＡ

　 　 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋雄鼠与 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 雌鼠杂

交共产仔 ８０ 只 (雄鼠 ４３ 只ꎬ雌鼠 ３７ 只)ꎮ 其中

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ 基因型小鼠 ２６ 只ꎬＵｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 基因型小

鼠 ２１ 只ꎬＵｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ 基因型小鼠 ２７ 只ꎬ
Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋基因型小鼠 ６ 只(雌鼠 ３ 只ꎬ雄

鼠 ３ 只)ꎮ
ｑＰＣＲ 结果显示:相较于野生型ꎬ杂合敲除组和

纯合敲除组雄鼠睾丸中 Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ 表达显著降

低ꎬ分别降低了约 ８３％和 ９９％(Ｍｅａｎ ０􀆰 １７ ＳＤ ０􀆰 ０１
ｖｓ Ｍｅａｎ １􀆰 ０３ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬＰ < ０􀆰 ０００１ꎻＭｅａｎ ０􀆰 ０１ ＳＤ
０􀆰 ０１ ｖｓ Ｍｅａｎ １􀆰 ０３ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬＰ < ０􀆰 ０００１)(图 ４Ａ)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示相较于野生型ꎬ杂合敲除组和

纯合敲除组雄鼠睾丸中 Ｕｓｐ１６ 蛋白表达显著降低ꎬ
分别降低了约 ２２％和 ４３％(Ｍｅａｎ ０􀆰 ５８ ＳＤ ０􀆰 １０ ｖｓ
Ｍｅａｎ ０􀆰 ７５ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０４４５ꎻ Ｍｅａｎ ０􀆰 ４３ ＳＤ
０􀆰 ０５ ｖｓ Ｍｅａｎ ０􀆰 ７５ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０００７)(图 ４Ｂ)ꎮ
免疫荧光结果显示 Ｕｓｐ１６ 高表达于圆形精子ꎬ在体

细胞中弱表达ꎬ纯合敲除组雄鼠睾丸中 Ｕｓｐ１６ 阳性

圆形精子明显少于野生型(图 ４Ｃ)ꎮ 这些结果从基

因和蛋白水平证明生殖细胞特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠

建立成功ꎮ
２􀆰 ３　 Ｕｓｐ１６ 条件性敲除小鼠表型分析

２􀆰 ３􀆰 １　 Ｕｓｐ１６ 敲除对睾丸组织形态的影响

野生型、杂合敲除组和纯合敲除组的睾丸中曲

细精管排列紧密ꎬ结构完整ꎬ直径大小没有明显变

化ꎬ管腔空腔化明显ꎬ管壁至管腔的各类生精细胞

层次分明ꎬ但纯合敲除组睾丸中部分管腔中含有少

量圆形精子相融形成的多核细胞(见图 ５)ꎮ

９７３
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注:Ａ:ｑＰＣＲ 验证野生型、杂合敲除组和纯合敲除组睾丸中 Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ与野生型对比ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证野生

型、杂合敲除组和纯合敲除组睾丸中 Ｕｓｐ１６ 蛋白表达水平ꎬ与野生型对比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻＣ:睾丸中 Ｕｓｐ１６ 的免疫荧光ꎬ红色荧

光代表 Ｕｓｐ１６ꎬ蓝色荧光代表细胞核ꎬ箭头:阳性圆形精子ꎮ

图 ４　 条件性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠验证

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ

ｑＰＣＲ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１. Ｂ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ

ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗ Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｃ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ. Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｕｓｐ１６ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ａｒｒｏｗ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

注:箭头:多核细胞ꎮ

图 ５　 睾丸 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ. Ａｒｒｏｗ. Ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｕｓｐ１６ 敲除对附睾组织形态的影响

相较于野生型ꎬ纯合敲除组附睾中精子密度减

小ꎬ且附睾中早熟精子数显著增加了约 ３ 倍(Ｍｅａｎ
５􀆰 ７７ ＳＤ １􀆰 ６８ ｖｓ Ｍｅａｎ １􀆰 ４０ ＳＤ ０􀆰 ３６ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１１７)ꎬ
而杂合敲除组无明显差异(图 ６)ꎮ

２􀆰 ３􀆰 ３　 Ｕｓｐ１６ 敲除对精子质量及出生率的影响

野生型和杂合敲除组雄鼠生育能力正常ꎬ纯合

敲除雌鼠也能正常生育产仔ꎮ 而纯合敲除组雄鼠

仅与其交配的 １５ 只雌鼠中的 １ 只成功生育鼠仔ꎬ受
孕率约 ７％(表 ２)ꎮ

０８３
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纯合敲除组雄鼠的精子数量、活率和活力相较

于野生型显著下降ꎬ分别下降了约 ７９％、８１％ 和

８７％ꎬ精子运动速度(ＶＳＬ、ＶＣＬ、ＶＡＰ)与精子空间位

移程度(ＡＬＨ、ＢＣＦ、ＭＡＤ)也显著降低ꎬ分别降低了

约 ８０％、８０％、８０％、８０％、７８％和 ７８％ꎬ而杂合敲除

组精子各参数没有显著差异(表 ３)ꎮ

野生型和杂合敲除组中有一些精子的头部、颈
部和尾部会发生畸形ꎬ而纯合敲除组相较于野生型

精子畸形率显著增加了约 ４ 倍ꎬ高达约 ８３％(Ｍｅａｎ
８３􀆰 ３３ ＳＤ ６􀆰 １１ ｖｓ Ｍｅａｎ １８􀆰 ３３ ＳＤ ５􀆰 ５１ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ０００２)ꎮ 畸形类型有精子头部无钩状不定型畸

形ꎬ尾部和颈部出现卷曲或弯曲(图 ７)ꎮ

注:实心箭头:早熟精子ꎻ与野生型相比ꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 附睾 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ. Ｓｏｌｉｄ ａｒｒｏｗ. Ｐｒｅｃｏｃｉｏｕｓ ｓｐｅｒｍ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ

表 ２　 生育能力测试

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
雄鼠基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ
受孕雌鼠数 / 配繁雌鼠数

Ｐｒｅｇｎａｎｔ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ / ｍａｔｉｎｇ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ
产仔数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒ

ＷＴ＃１ ２ / ２ (ＷＴ) ８ꎬ９

ＷＴ＃２ ２ / ２ (ＷＴ) １１ꎬ９

ＷＴ＃３ ２ / ２ (ＷＴ) ９ꎬ１０

ＷＴ＃４ １ / １ (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋) ７

ＷＴ＃５ １ / １ (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋) ８

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃１ ２ / ２ (ＷＴ) ８ꎬ９

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃２ ２ / ２ (ＷＴ) ７ꎬ９

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃３ ２ / ２ (ＷＴ) ７ꎬ８

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃１ ０ / ４ (ＷＴ) ０

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃２ ０ / ４ (ＷＴ) ０

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃３ １ / ５ (ＷＴ) ６

注:实心箭头:精子颈部或尾部异常弯曲ꎻ空心箭头:精子头部异常ꎻ与野生型相比ꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１ꎮ

图 ７　 精子涂片染色

Ｎｏｔｅ. Ｓｏｌｉｄ ａｒｒｏｗ. Ｃｕｒｖｅｄ ｎｅｃｋ ａｎｄ ｔａｉｌ. Ｈｏｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ. Ａｂｎｏｒｍａｌ ｈｅａｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｓｍｅａｒ

１８３
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表 ３　 计算机辅助精子分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｕｔｅｒ￣ａｉｄｅｄ ｓｐｅｒｍ ａｎａｌｙｓｉｓ
精子参数

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｓｐｅｒｍ
野生型

Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ
杂合敲除组

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ
纯合敲除组

Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ

密度(１０６ / ｍＬ)
Ｄｅｎｓｉｔｙ(１０６ / ｍＬ)

３０􀆰 ２７ ±１􀆰 ３９ ２９􀆰 ９３ ± １􀆰 ０９ｎｓ ６􀆰 ２７ ± ０􀆰 ９６∗∗∗∗

活率(％)
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ(％) ９２􀆰 ０６ ± ７􀆰 ００ ９１􀆰 ９３ ± ２􀆰 ７１ｎｓ １７􀆰 ５４ ± ３􀆰 ９４∗∗∗

活力(％)
Ｍｏｔｉｌｉｔｙ(％) ８５􀆰 ８５ ± ９􀆰 ３６ ８１􀆰 ９６ ± ４􀆰 ８５ｎｓ １１􀆰 ２３ ± ２􀆰 １５∗∗∗

直线速度(μｍ / ｓ)
ＶＳＬ(μｍ / ｓ) ８２􀆰 １３ ± ３􀆰 １５ ８２􀆰 ２８ ± ４􀆰 ４８ｎｓ １６􀆰 ３２ ± ４􀆰 ８９∗∗∗∗

曲线速度(μｍ / ｓ)
ＶＣＬ(μｍ / ｓ) ８８􀆰 ５０ ± ３􀆰 ８２ ８７􀆰 ６６ ± ３􀆰 １５ｎｓ １７􀆰 ６２ ± ５􀆰 ３６∗∗∗

平均路径速度(μｍ / ｓ)
ＶＡＰ(μｍ / ｓ) ６２􀆰 １３ ± ２􀆰 ６８ ６１􀆰 ５５ ± ２􀆰 ２２ｎｓ １２􀆰 ３７ ± ３􀆰 ７６∗∗∗

侧摆幅度(μｍ)
ＡＬＨ(μｍ) ２６􀆰 ３７ ± １􀆰 １４ ２６􀆰 １２ ± ０􀆰 ９４ｎｓ ５􀆰 ２５ ± １􀆰 ６０∗∗∗

鞭打频率(Ｈｚ)
ＢＣＦ(Ｈｚ) １５􀆰 ０８ ± ２􀆰 ３２ １５􀆰 ４７ ± １􀆰 ３８ｎｓ ３􀆰 ３４ ± ０􀆰 ６５∗∗

平均移动角度(°)
ＭＡＤ(°) １６􀆰 ５２ ± １􀆰 ７６ １６􀆰 ４６ ± １􀆰 ３０ｎｓ ３􀆰 ６１ ± ０􀆰 ７４∗∗∗

摆动性
ＷＯＢ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ｎｓ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ｎｓ

直线性
ＬＩＮ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０２ｎｓ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０２ｎｓ

前向性
ＳＴＲ １􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０４ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３ｎｓ １􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０３ｎｓ

注:与野生型相比ꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１.

３　 讨论

本研究通过 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 转基因小鼠与 Ｕｓｐ１６ 条件

性小鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ)杂交成功获得生殖细胞特异性

敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎬ并从基因和蛋白水平得到证实ꎮ
Ｖａｓａ 蛋白从 １２􀆰 ５ ｄｐｃ 开始表达持续至减数分裂后

的精子细胞ꎬ通过与 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 小鼠杂交ꎬ雄鼠睾丸中

生殖细胞中的 Ｕｓｐ１６ 被定向敲除ꎬ而除了睾丸中生

殖细胞外ꎬＵｓｐ１６ 在支持细胞和间质细胞中也有表

达ꎬ故敲除后 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 中仍能看到条带ꎬ在免疫

荧光中也有荧光表达ꎮ
精子发生是一个复杂而有序的过程ꎬ从精原细

胞分化、精母细胞减数分裂至精子成熟ꎬ任何一个

环节出现问题都有可能造成生殖缺陷ꎮ 杂合敲除

组相对于野生型ꎬＵｓｐ１６ 表达量也显著降低ꎬ但生殖

细胞中还存在 Ｕｓｐ１６ꎬ可能降低的 Ｕｓｐ１６ 表达量不

足以影响精子发生ꎬ故其精子质量和数量与野生型

相比没有明显差异ꎮ 纯合敲除雄鼠 (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ /
Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)附睾中精子浓度明显减少ꎬ曲细精管管

腔中出现更多的早熟精子被释放入附睾中ꎬ可能是

由于精子释放过程异常[１３]ꎬ使得精细胞未能完成重

塑形成成熟精子而被释放入附睾中ꎮ 而纯合敲除

雄鼠睾丸中出现的少量多核细胞可能是由于圆形

精子相融来抵抗细胞凋亡[１４]ꎮ 此外ꎬ精子变态形成

过程包含顶体发生、鞭毛形成和多余胞质脱落ꎬ其
中生殖细胞染色质重塑[１５] 和组蛋白与鱼精蛋白的

交换[１６]对精子形成至关重要ꎬ此过程的异常往往导

致精子畸形ꎬ精子质量下降ꎮ 例如ꎬＥ３ 泛素连接酶

ＲＮＦ８ 的缺失[１７] 或是 Ｍｉｗｉ 的杂合突变[１８] 都导致组

蛋白上泛素化修饰的缺失ꎬ使得组蛋白和鱼精蛋白

无法完全交换造成精子少弱畸形症ꎬ而纯合敲除

Ｕｓｐ１６ 雄鼠的生殖表型与其类似ꎮ 去泛素化酶

Ｕｓｐ１６ 可特异性去除组蛋白 Ｈ２Ａ 泛素化修饰ꎬ且它

在圆形精子细胞中表达上调[１９]ꎬ推测其可能参与圆

形精子至精子成熟的变态过程ꎬ其是否在此过程中

调节组蛋白的泛素化修饰使得组蛋白和鱼精蛋白

交换异常ꎬ从而造成精子畸形、精子活力低和精子

数量少等ꎬ还需进一步研究ꎮ 此外ꎬ纯合敲除雌鼠

能正常生育产仔ꎬ推测 Ｕｓｐ１６ 对其卵子形成没有明

显影响ꎮ

２８３
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综上所述ꎬ本文从基因和蛋白层面证实了成功

构建了生殖细胞特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎮ 通过对其

生殖表型进行分析ꎬ发现纯合敲除雄鼠精子数量和

活力严重下降ꎬ大量精子形态出现异常ꎬ这些表型

提示ꎬ去泛素化酶 Ｕｓｐ１６ 可调节精子生成过程来影

响精子质量和数量ꎬ最终对雄性生殖能力产生作

用ꎬ具体作用机制还需进一步研究ꎮ
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ｓｐｅｒｍａｔｉｄｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｃＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ [ Ｊ] . Ｇｅｎｅｓ Ｇｅｎｏｍꎬ
２００５ꎬ ２７(２): １６９－１７７.

[收稿日期] 　 ２０２１－０９－２４

３８３


