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泛素特异性蛋白酶７的表达与男性不育的相关性

王美姣１，于廷和１，胡丽娜１，程　志２，李　敏１，郭倩文１

１．重庆医科大学附属第二医院妇产科，重庆４０００１０

２．重庆医科大学基础医学院，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　探讨弱精子症（ａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ）和少弱精子症（ｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ）患者精子中泛素特异性蛋白

酶７（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ７，ＵＳＰ７）的表达及其与男性不育的相关性。方法　随机选取就诊于重庆医科大学附属第二

医院妇产科生殖医学中心的不育症患者１２０例，根据２０１０年世界卫生组织标准进行精液参数常规分析，包括精子浓度和运动

能力，分为弱精子症组（Ａ组）３７例、少弱精子症组（ＯＡ组）２６例和正常精子（ｎｏｒｍｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ）组（Ｎ组）５７例。采用免疫荧光

染色和蛋白质印迹法检测ＵＳＰ７在人精子中的定位与表达变化，并进行相关性分析。结果　ＵＳＰ７定位于精子尾部中段和主

段，与Ｎ组（１．６３±０．７６）相比，在Ａ组（０．８６±０．５３）或ＯＡ组（０．６２±０．４３）精子中ＵＳＰ７蛋白的表达下降（犘＜０．０１）。经相

关分析，ＵＳＰ７蛋白水平与精子浓度（狉＝０．４５５０，犘＝０．００５３）、前向运动精子百分率（狉＝０．４３１２，犘＝０．００８７）和总活动率

（狉＝０．４４３８，犘＝０．００６７）呈正相关。结论　ＵＳＰ７表达下降与人精子活力和浓度降低有关，其可作为评估男性生育力的指

标之一。
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第８期．王美姣，等．泛素特异性蛋白酶７的表达与男性不育的相关性

　　男性不育是一个世界性医学难题，其发病率逐

年上升，弱精子症和少弱精子症是导致男性不育的

两个常见原因，但其病因复杂，发病机制不清，严重

制约了男性不育症的临床诊疗，阻碍了生殖医学的

发展。

精子发生是一个极为复杂的特殊细胞分裂和分

化过程，许多研究表明在此过程中，泛素蛋白酶体

系统（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍ，ＵＰＳ）发挥了重

要调控作用，大量蛋白被泛素化，并最终在精子形成

期被降解［１４］，但具体机制尚未阐明。泛素特异性蛋

白酶７（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ７，ＵＳＰ７）／疱疹

病毒相关性泛素特异性蛋白酶（ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，ＨＡＵＳＰ）是

ＵＰＳ的重要组成成分
［５］。ＵＳＰ７属于半胱氨酸蛋白

酶，是去泛素化酶家族（ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｓｅｓ，ＤＵＢｓ）中

泛 素 特 异 性 修 饰 酶 家 族 （ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ，ＵＳＰｓ）的重要成员之一，它能

调控细胞内多种底物蛋白的定位、活性和功能，在人

类许多疾病的发病过程中发挥重要作用［６７］。目前，

研究较多的是ＵＳＰ７表达异常引起肿瘤和病毒性疾

病的发生［８９］，ＵＳＰ７与男性不育的相关研究极少。

近期Ａｍａｒａｌ等
［１０］用高通量检测方法识别ＵＳＰ７是

与人精子活力相关的蛋白，但未深入研究。本课题

采用间接免疫荧光染色和蛋白质印迹法在蛋白水平

研究ＵＳＰ７在弱精子症（ａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ）和少弱

精子症（ｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ）患者精子中的定位

情况与表达变化，并对ＵＳＰ７表达与精液参数进行

了相关性分析，旨在探讨ＵＳＰ７在男性不育症发病

过程中的功能。

１　材料和方法

１．１　研究对象与分组　标本来源于２０１３年１１月

至２０１５年３月重庆医科大学附属第二医院妇产科

生殖医学中心就诊的男性精液，排除性功能障碍，精

索静脉曲张、隐睾、前列腺炎、附睾炎、睾丸炎或尿道

炎等疾病，随机抽取１２０例。所有供精者禁欲３～

７ｄ，手淫法采集精液于取精杯内，然后置于３７℃水

浴箱内，待精液完全液化后，采用计算机辅助精子分

析（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｓｐｅｒｍａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＡＳＡ），按照世

界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）

于２０１０年出版的第五版《世界卫生组织人类精液检

查与处理实验室手册》推荐标准进行精液常规参数

检测，将这１２０例男性精液分为３组：弱精子症组

（Ａ组）３７例（３０．８％），少弱精子症组（ＯＡ组）２６例

（２１．７％），正常精子（ｎｏｒｍｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ）组（Ｎ组）５７

例（４７．５％）。本研究获得医院医学伦理委员会批

准，所有标本均取得志愿者知情同意。

１．２　免疫荧光细胞化学染色确定ＵＳＰ７在精子中

的定位分布　参照前期免疫细胞化学技术
［１１］处理

精液，去除精浆、杂质，得到精子，涂片后用丙酮固

定，自然风干，破膜３０ｍｉｎ，洗涤缓冲液洗涤。室温

封闭１ｈ后加一抗ＵＳＰ７兔多克隆抗体（１∶１００；货

号ａｂ４０８０，美国Ａｂｃａｍ公司），４℃避光过夜。洗涤

缓冲液洗涤后，滴加二抗（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ?４８８标记

ＩｇＧ，１∶２０００），室温下孵育２ｈ，洗涤缓冲液洗涤，

抗荧光衰减封片剂（含ＤＡＰＩ）封片后在激光共聚焦

显微镜下观察结果。

１．３　蛋白质印迹法检测ＵＳＰ７在精子中的表达　为了

检测ＵＳＰ７蛋白分别在Ｎ、Ａ、ＯＡ组精子中的表达，

分别提取这３组样本的总蛋白，测定蛋白浓度后各

取５０μｇ样品，上样用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离，转膜，用含５％脱脂奶

粉ＴＢＳＴ缓冲液在室温封闭２ｈ后加一抗ＵＳＰ７兔

多克隆抗体（１∶１０００）、微管蛋白α（αｔｕｂｕｌｉｎ）抗

体 （１∶５０００；货号ａｂ５２８６６，美国 Ａｂｃａｍ公司），

４℃孵育过夜后用ＴＢＳＴ洗膜，然后加二抗（辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ，１∶２０００）常温孵育４５

ｍｉｎ，洗膜，最后发光显影。

１．４　统计学处理　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０统计

软件进行统计分析。实验数据均以珔狓±狊表示，３组

变量的比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法；相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ法。检

验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　精液常规分析　经精液常规参数检测得出，与

Ｎ组相比，Ａ组和ＯＡ组的精子总数、浓度、总活动率、

前向运动百分率和正常形态百分率均降低（犘＜０．０１），

但３组对象年龄差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与

Ａ组相比，ＯＡ组的精子总数、浓度和总活动率均下

降（犘＜０．０１），前向运动百分率、正常形态百分率和

年龄差异无统计学意义 （犘＞０．０５）。见表１。

·７８９·
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表１　研究对象的精液参数分析

犜犪犫１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犲犿犲狀狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳狋犺犲狊狌犫犼犲犮狋狊犻狀犮犾狌犱犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

珔狓±狊

Ｓｕｂｊｅｃｔｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｎｇｒｏｕｐ狀＝５７ Ａｇｒｏｕｐ狀＝３７ ＯＡｇｒｏｕｐ狀＝２６

Ｓｐｅｒｍｃｏｕｎｔ（×１０６） ２２９．６±７５．７ １３４．５±６６．３ １６．３±１１．２△△

Ｓｐｅｒｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（×１０６，ｍＬ－１） ７０．４±１１．０ ５０．６±１９．５ ６．７±３．３△△

Ｔｏｔａｌｍｏｔｉｌｉｔｙ（％） ８５．６±３．８ ４４．７±７．６ ３４．９±１１．８△△

Ｒａｔｉｏｏｆｆｏｒｗａｒｄｍｏｖｉｎｇｓｐｅｒｍ（％） ５４．３±９．５ １１．７±６．７ １１．２±６．４

Ｎｏｒｍａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（％） ７．１±１．４ ３．５±１．７ ３．２±１．７

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ３１．８±３．６ ３１．６±３．４ ３１．２±３．８

　　Ｎ：Ｎｏｒｍｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ；Ａ：Ａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ；ＯＡ：Ｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ．犘＜０．０１ｖｓＮｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＡｇｒｏｕｐ

２．２　ＵＳＰ７蛋白在人精子中的定位分布　间接

免疫荧光染色分析结果（图１）显示，ＵＳＰ７（绿色

荧光）定位在人精子尾部中段（包括线粒体鞘）和

主段。与Ｎ组相比，ＵＳＰ７蛋白在Ａ组或ＯＡ组

精子变形或缺失的尾部中段和主段的荧光强度

明显减弱或缺失。

图１　间接免疫荧光染色检测犝犛犘７蛋白的定位

犉犻犵１　犔狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犝犛犘７狆狉狅狋犲犻狀犪狊犪狊狊犪狔犲犱犫狔犻狀犱犻狉犲犮狋犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲

ＤＡＰＩ：４’，６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ；ＵＳＰ７：Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ７；Ｎ：Ｎｏｒｍｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ；Ａ：Ａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ；ＯＡ：

Ｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ．ＵＳＰ７ｐｒｏｔｅｉｎ（ｇｒｅｅｎ）ｗａｓｌｏｃａｌｉｚｅｄｔｏｔｈｅｍｉｄｐｉｅｃｅａｎｄｐｒｉｎｃｉｐａｌｐｉｅｃｅｏｆｓｐｅｒｍｔａｉｌｉｎｃｌｕｄｅｄｔｈｅｓｉｔｅｏｆｔｈｅ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｈｅａｔｈ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１０μｍ
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２．３　ＵＳＰ７蛋白在人精子中的表达水平　蛋白

质印迹法检测结果（图２）显示，与Ｎ组（１．６３±

０．７６）比 较，Ａ 组 （０．８６±０．５３）或 ＯＡ 组

（０．６２±０．４３）中精子ＵＳＰ７的表达水平降低，差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。而与 Ａ组相比，

ＯＡ组中精子 ＵＳＰ７的表达水平下降，但差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

２．４　ＵＳＰ７蛋白水平与精液常规参数的相关性分

析　ＵＳＰ７蛋白表达水平与精液常规参数的相关性

分析结果（图３）显示，ＵＳＰ７蛋白表达水平与精子浓

度（狉＝０．４５５０，犘＝０．００５３）、前向运动百分率

（狉＝０．４３１２，犘＝０．００８７）和总活动率 （狉＝

０．４４３８，犘＝０．００６７）呈正相关。

图２　蛋白质印迹分析检测犝犛犘７蛋白的表达

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犝犛犘７狆狉狅狋犲犻狀犱犲狋犲犮狋犲犱狌狊犻狀犵犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

ＵＳＰ７：Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ７；Ｎ：Ｎｏｒｍｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ；Ａ：

Ａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ；ＯＡ：Ｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｎｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ．犘＜０．０１ｖｓ

Ｎｇｒｏｕｐ．狀＝１２，珔狓±狊

图３　犝犛犘７蛋白表达和精液参数的相关性分析

犉犻犵３　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀狅犳犝犛犘７犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狑犻狋犺狊狆犲狉犿狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊

ＵＳＰ７：Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ７．Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＵＳＰ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｓｐｅｒｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＵＳＰ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈ

ｔｏｔａｌｍｏｔｉｌｉｔｙ；Ｃ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＵＳＰ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｒａｔｉｏｏｆｆｏｒｗａｒｄｍｏｖｉｎｇｓｐｅｒｍ

３　讨　论

ＵＳＰ７是ＤＵＢｓ中的ＵＳＰｓ的重要成员之一，广

泛分布于各种细胞和组织中，有多种底物蛋白，是

ＵＰＳ的重要调节器
［１２１４］。异常的去泛素化存在于

许多疾病中，尤以肿瘤最为明显［１５］。许多研究表明

ＵＳＰ７参与了复杂的蛋白水平调控，它在肿瘤的发

生发展过程中起致癌或抑癌的作用，可因细胞或组

织类型的不同而呈现不同的生物学特性［６，１６］。

精子活力和浓度是评估精液质量和男性生育力

的重要指标，如不正常即表现为弱精子症和少弱精

子症。Ｋｏｎ等
［１７］报道，狌狊狆７基因敲除小鼠表现出早

期胚胎致死性，说明其在早期胚胎发育中起关键作

用。Ｌｕｏ等
［１８］研究发现，ＳＣＭＬ２（ｓｅｘｃｏｍｂｏｎ

ｍｉｄｌｅｇｌｉｋｅ２）是生殖细胞特定染色质相关蛋白，能

与ＵＳＰ７相互作用，并招募ＵＳＰ７到精母细胞ＸＹ

体中。ＳＣＭＬ２／ＵＳＰ７复合体构成了一种新的分子

通路以在男性减数分裂时调控性染色体表观遗传状

态。目前尚未见关于ＵＳＰ７与弱精子症和少弱精子

症的相关报道。本研究采用间接免疫荧光技术和蛋

白质印迹技术在蛋白水平研究了ＵＳＰ７在正常精

子、弱精子症和少弱精子症者精子中的定位情况和

表达变化，并分析了ＵＳＰ７与精子活力和浓度的相

关性。本研究发现，与Ｎ组相比，Ａ组和ＯＡ组患

者精子总数、浓度、总活动率和前向运动百分率均下

降（犘＜０．０１）。间接免疫荧光结果显示，ＵＳＰ７定位

在人精子尾部中段和主段，包括线粒体鞘，推测其可

能与精子活力相关。本研究还发现ＵＳＰ７在精子尾

部形态和结构异常，尤其是在线粒体形态和结构异

常的精子中表达减少，在Ａ组或ＯＡ组患者精子的

绿色荧光强度明显降低。精子尾部的形态和结构异

常可导致精子运动障碍，这就进一步说明了ＵＳＰ７

·９８９·
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蛋白是精子运动所必需的，其与精子活力密切相关。

另外，本研究并未发现ＵＳＰ７在精子核中有表达，这

与之前报道的ＵＳＰ７主要定位在细胞核
［１９］不一致，

可能是由于其他相互作用的蛋白存在，在精子中出

现了细胞核的ＵＳＰ７转位到了细胞质中，也可能是

由于细胞或组织间的差异［２０］。

同时，蛋白质印迹法检测结果也证实了精子中

ＵＳＰ７的表达，与Ｎ组相比，在Ａ组和ＯＡ组中明显

降低（犘＜０．０１）。有研究表明，精子活力低下可能

与精子线粒体能量产生或利用障碍相关，也可能是

由于精子线粒体鞘畸形所造成［２１］。ＵＳＰ７蛋白在Ａ

组和ＯＡ组患者精子的表达水平降低，可能会影响

线粒体鞘结构的形成、能量的产生和利用，最终影响

男性的生育能力。此外，相关性分析结果表明，

ＵＳＰ７蛋白水平与精子浓度、精子总活动率和前向

运动百分率呈正相关（犘＜０．０１）。这些结果与

Ａｍａｒａｌ等
［１０］报道的关于高通量识别发现与人精子

活力相关的蛋白ＵＳＰ７，在弱精子症中的表达低于

正常精子的表达的结论具有一致性。因此，我们推

测与精子活力、浓度异常相关的男性不育症的发病

过程可能与ＵＳＰ７表达异常有关。

虽然ＵＳＰ７在精子形成期的功能尚不清楚，但

作为去泛素化酶的一种，它就会发挥其功能而影响

精子形成期各蛋白的变化。ＵＳＰ７发挥去泛素化酶

的作用，调控底物蛋白的命运，如是否被降解、重新

定位或活化等。不同表达量的ＵＳＰ７发挥作用，可

导致靶蛋白过少或过度降解，从而调控细胞内蛋白

质的水平并影响其功能。因此，我们推测，与Ｎ组

相比，在Ａ组、ＯＡ组精子中ＵＳＰ７表达显著下降，

过少的ＵＳＰ７发挥去泛素化酶作用，有可能使过多

的靶蛋白被降解，从而导致精子发生过程中各级精

子细胞内蛋白质水平失去平衡，进而影响其定位，甚

至影响其功能，这可能是引起弱精子症（和）或少弱

精子症精子活力低下和（或）浓度稀少的原因之一。

研究发现，ＵＳＰ７能调控ｐ５３ＭＤＭ２（ｍｕｒｉｎｅ

ｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２）通路，ＵＳＰ７敲除的Ｈ４６０细胞能

促进凋亡，表明ＵＳＰ７可参与凋亡途径
［２２］。本研究

中Ａ组和ＯＡ组中ＵＳＰ７减少可能也会导致精子线

粒体受损，致使精子运动活力下降；在精子发生期，

凋亡可以调控精子数量，而ＯＡ组中ＵＳＰ７的抗凋

亡调节作用减低，可能会导致过度的精子细胞凋亡，

从而导致精子浓度减低。我们推测，在精子形成期，

ＵＳＰ７可能影响精子细胞内蛋白质水平和功能，也

可能参与精子细胞的凋亡。因此，进一步研究其表

达降低的机制有利于揭示弱精子症和少弱精子症发

生的分子机制，对弱精子症和少弱精子症诊疗具有

重要意义。

总之，本研究证实，与正常精子相比，ＵＳＰ７在

弱精子症和少弱精子症患者精子中的表达明显降

低；ＵＳＰ７蛋白水平与精子总活动率、前向运动百分

率以及精子浓度呈正相关。我们推测ＵＳＰ７表达降

低会改变精子线粒体结构和精子细胞凋亡机制，最

终导致线粒体功能、精子活力下降和精子浓度减少。

本研究结果提示精子ＵＳＰ７可作为筛选精液质量和

男性生育力的一种筛查指标。
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