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摘要  雄性生殖系统中的蛋白酶被认为在生殖过程中起着十分关键的作用. 不同于哺乳动

物生殖系统的蛋白酶, 甲壳类精子酶类的研究相对较少. 在先前的研究中, 我们鉴定了一种

新型的罗氏沼虾精子明胶酶(MSG), 发现它可以特意地被 MRPINK 抑制. 然而,  MSG 参与

到生殖过程的功能仍未阐明. 本研究 Western blotting 的结果显示, MSG 蛋白分布在雄性生

殖系统的输精管和壶腹中, 在精巢中没有分布; 免疫组化和免疫荧光技术结果表明, MSG

只分布在输精管和壶腹的内壁表皮细胞核精子的基部. 为进一步研究 MSG 在罗氏沼虾体内

的生理功能, 采用 RNA 干涉的方法使 MSG 基因沉默, 通过半定量 PCR 和 Western blotting

检测发现, 干涉后个体内 MSG 核酸水平和蛋白水平与对照组相比均下降了 80%以上. 利用

明胶 SDS-PAGE 和明胶薄层分析方法发现, 干涉后精子的蛋白水解活力明显降低. 以上结

果表明,  MSG 在罗氏沼虾精子的水解蛋白活性方面起着重要作用. 
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哺乳动物精子的蛋白酶参与受精过程的理论被

广泛接受 , 这是因为蛋白酶抑制剂和蛋白酶的基因

敲除会对受精过程有负调控[1]. 在小鼠模型中, 许多

蛋白酶备受关注, 包括 Acrosin, TESP5/PRSS21 及纤

溶酶原激活剂(PA)[2~4]. Acrosin 是一种顶体酶, 它的

缺失将导致体外实验中受精早期精子穿过透明带的

延迟[5]. TESP5/PRSS21 是另外一种精子丝氨酸蛋白

酶, 作为一种 GPI 锚定蛋白定位在精子膜上[3]. 缺失

Prss21 小鼠(Prss21–/–)的附睾精子在体外实验中的受

精能力严重缺陷 [6]. 除了哺乳动物精子酶类的研究 , 

精子蛋白酶也从许多非哺乳动物中获得 , 比如鸟

类[7]、鱼类[8]、海鞘类[9]和虾类[10,11]. Spermosin 是一

种来自海鞘精子的、类似于 trypsin 的蛋白酶, 它参与

了海鞘精子穿透卵黄膜这一受精过程 [12]. 此外 , 在

岩虾(Rhynchocinetes typus)的精子抽提物中, 一种类

似于 trypsin 的蛋白酶被认为是精子穿透卵黄膜的参

与者[10].  

哺乳动物的受精涉及一系列复杂的分子和细胞

活动, 包括精子穿过卵丘、附着在透明带上、顶体反

应的发生、精子穿过透明带和 后的精子和卵子质膜

的融合, 终形成一个受精卵[13,14]. 与哺乳动物运动

型的精子不同, 非运动型的精子系统研究很少, 特别

是在十足目甲壳纲中(比如小龙虾、螃蟹、龙虾和对

虾)[15]. 再者, 十足目生物的受精过程与那些运动型

精子的生物有很大程度的差异. 正如上面提到的, 十

足目甲壳类的精子是非运动型的, 没有鞭毛, 所以不

具有像运动型的精子一样游向卵子的能力 . 除此之

外, 十足目甲壳类生物的受精发生在体外, 这又是区
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别于哺乳动物的一大显著特征. 因此, 在非运动型精

子这样一个模型中揭示涉及蛋白酶和蛋白酶抑制剂

的受精机制显然十分有趣.  

在前期的研究中 , 我们鉴定了一种罗氏沼虾雄

性生殖相关的 Kazal 型蛋白酶抑制剂(MRPINK)[16], 

它能够抑制罗氏沼虾的精子的明胶和蛋白水解活性. 

除此之外 , 我们还发现 , 一种新型的精子明胶酶

(MSG)可以被 MRPINK 特异性地抑制 [11]. Northern 

blotting 结果显示, MSG 基因特异地表达在雄性生殖

系统中: 精巢、输精管、壶腹 . 原位杂交结果说明 , 

MSG 的 mRNA 定位在输精管和壶腹的上皮分泌细胞. 

然而, MSG 在罗氏沼虾受精过程中的作用仍然有待

阐明.  

本研究揭示了 MSG 蛋白在雄性生殖道及精子上

的分布情况 . 为了研究 MSG 的功能 , 我们采用了

RNA 干涉的方法. 精子的明胶水解活性、受精率和

胚胎发育情况等多项指标被检测. 我们也对 MSG 可

能具有的功能进行了讨论.  

1  材料和方法 

(ⅰ) 实验材料.  成熟的罗氏沼虾购于浙江省杭

州市袁浦罗氏沼虾养殖基地(体重 20~35.5 g). 实验

进行之前罗氏沼虾在水循环系统 (通氧 , 28±1℃ ,   

光照:黑暗=14:10 h)中至少培养一周以上，每天投饵 

2 次.  

(ⅱ) 抗体制备.  根据罗氏沼虾 MSG 的 cDNA

序列, 设计两条引物 MSG-PF (5′-CGCGGATCCGA- 

CGAAGACCTTGCTTCCGAA-3′, 带有 BamHⅠ酶切

位点)和 MSG-PR (5′-CCGGAATTCTCACTGCTTCT- 

TCTTGGGACA-3′, 带有 EcoRⅠ酶切位点)扩增 MSG

的 ORF. 将扩增后的片段接入 pET-28a(+)(Novagen)

载体. 在 E. coli BL21 (DE3)中诱导表达带有 His6-tag

的 MSG 融合蛋白. 利用 Ni-NTA(Qiagen)纯化后, 对

兔子进行免疫获得 MSG 的多克隆抗体(HuaAn Bio-

technology Co. Ltd.).  

(ⅲ) SDS-PAGE 和 Western blotting.  将性成熟

的雄性罗氏沼虾置于冰浴中 1~2 min, 轻微麻醉后取

其雄性生殖系统, 分段后分别冻于液氮中. 各部分样

品于液氮中研磨成粉末后 ,  用 2×Protein loading 

buffer (0.2 mmol L–1 DTT, 4% (W/V) SDS, 0.2% (W/V)  

溴酚蓝, 20% (V/V) 甘油, 0.1 mmol L–1 Tris-HCl, pH 

6.8)溶液提取总蛋白. 样品上样量 50 μg 于 12.5%凝

胶中电泳分离蛋白质样品. 电泳结束后, 使用半干转

系统将经电泳分离的蛋白转至 PVDF膜上. 随后分别

将膜转移到含有 MSG一抗和-tubulin一抗的溶液中, 

4℃过夜杂交. 杂交信号检测按照 BM Chemilumi-

nescence Western Blotting Kit (Roche Diagnostics  

GmbH)说明书进行.  

(ⅳ ) 免疫组化 .  输精管和壶腹组织包埋于

TissueTek OCT 复合物(Sakura Finetechnical Co. Ltd)

中, 在冷冻切片机上切成 8 μm 厚的切片. 经乙醇梯

度脱水后, 分别与 MSG 一抗和羊抗兔 AP-conjugated

二抗(Promega Corporation)共同孵育, 加入显色底物

NBT/BCIP 暗处显色.  

(ⅴ) 免疫荧光定位 .  取成熟的雄性罗氏沼虾 , 

用镊子轻轻挤压第 5步足基部, 取出精荚, 切成断片, 

碾碎以释放出精子 . 用血涂片法将精子均匀地涂布

在载玻片上, 室温干燥. 将涂有精子的载玻片在多聚

甲醛中固定 10 min, PBS 洗涤 2 次. 按照前述免疫组

化的方法进行抗体杂交 , 二抗使用带有绿色荧光标

记的羊抗兔 IgG (1:100), 充分洗涤之后, 荧光显微镜

下观察.  

(ⅵ) RNA 干涉.  根据罗氏沼虾 MSG 分子的

cDNA 序列设计 RNAi 用引物 RNAi-PF (5′-GCTC- 

TAGACGGTGGAATCCTCTTGTTT-3′, 带有 XbaⅠ

酶切位点)和 RNAi-PR (5′-CGGGATCCGGCGTCAA- 

TGATGCTTACCA-3′, 带有BamHⅠ酶切位点), 以壶

腹组织的 cDNA为模板, 进行 PCR扩增. 将得到一段

350 bp 的 DNA 片段接入 pET-T7 载体中. 同时通过引

物 GFPF (5′-GGAATTCAACTTACCCTTAATTTTA- 

TTTGC-3′) 和 GFPR (5′-GCTCTAGAGCCATTCTT- 

TGGTTTGTCTC-3′)扩增一段 359 bp 的 GFP 序列, 也

将其导入 pET-T7 载体. MSG 双链 RNA 和 GFP 双链

RNA 的制备参照文献[17].  

取健康成熟的雄性罗氏沼虾(体重 25~35 g)进行

RNAi 实验. 根据第 5 步足生殖孔的有无选择 40 只雄

性罗氏沼虾 , 注射前在培养箱中适应一星期 . 而后 , 

取 20 只雄虾每只经头胸甲基部腹膜注射 2 μL (10 μg 

MSG 双链 RNA 溶于 0.9% (W/V)生理盐水中); 对照

组也取 20 只雄虾每只注射等量的 GFP 双链 RNA. 实

验组和对照组虾均放回水循环培养系统中培养, 4 周

后进行干扰效率检测.  

(ⅶ) 明胶 SDS-PAGE.  根据文献[10]报道的方

法, 配制含 0.1%明胶的 SDS-PAGE 分离胶(12.5%). 
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破碎壶腹中的精荚, 于 50 mmol L–1 Tris-HCl, pH 7.4

的缓冲液中冰浴超声破碎 10 min. 产物于 4℃, 12000

×g离心 10 min, 上清液即精子抽提物, 储存于–80℃

备用. 取 20 μg 的精子提取物上样, 在 20 mA, 4℃和

非变性条件下电泳. 电泳结束后, 将凝胶置于 2.5% 

Triton-X-100 的 0.1 mol L–1 Tris-HCl, pH 8.0 缓冲液中, 

室温平衡 1.5 h. 用 0.1 mol L–1 Tris-HCl, pH 8.0 缓冲

液充分洗涤后, 将凝胶置于含 5 mmol L–1 CaCl2和 0.2 

mol L–1 NaCl 的 Tris-HCl 缓冲液中于 37℃反应过夜. 

后, 凝胶用考马斯亮蓝染色, 脱色.  

(ⅷ) 明胶薄层分析 .  根据文献[18]报道 , 精子

对明胶的水解作用通过明胶薄层法进行分析 . 取出

壶腹中的精荚, 破碎后得到游离的精子. 取 40 μL 实

验组和对照组的精子悬液均匀地涂布在明胶薄层上, 

室温下水平放置 10 min. 然后将此明胶板放于湿盒

内 , 37℃反应过夜 . 明胶板在倒置显微镜 (Nikon 

Eclipse TE2000-S)下观察.  

2  结果 

2.1  MSG 蛋白在雄性生殖系统中的分布和组织

定位 

利用 Western blotting 的方法检测 MSG 蛋白在罗

氏沼虾雄性生殖系统不同部分中的分布情况 (图

1(A)). 结果表明, MSG 蛋白分布在雄性生殖系统的

输精管和壶腹中, 精巢中没有分布(图 1(B)). 免疫组

化检测结果显示, MSG 蛋白分布在输精管和壶腹内

壁表皮分泌细胞和精子中(图 1(C), a 和 b), 在精荚壁

上没有分布.  

2.2  MSG 在精子上的定位 

取罗氏沼虾壶腹部的精子进行免疫荧光检测 . 

成熟的罗氏沼虾精子呈浅漏斗形 , 包含锥形的基部

(base)和细长的棘状部(spike)[19]. 免疫荧光结果显示, 

精子基部的突出部位有很强的荧光信号 , 而在棘状

部信号很弱. 没有与 MSG 抗体共同孵育的精子则检

测不到信号(图 2).  

2.3  MSG 干涉后的罗氏沼虾精子明胶水解活性 

明显下降 

取雄性罗氏沼虾进行 MSG 基因的 RNAi 干涉,  

 

图 1  MSG 蛋白在雄性生殖系统中的分布和组织定位 
(A) 罗氏沼虾雄性生殖系统简图. T, 精巢; VD, 输精管; TA, 壶

腹. (B) MSG 蛋白在雄性生殖系统中 3 个部位的分布. 上样量均为

50 μg, 使用抗 MSG 抗体杂交. 肌动蛋白抗体作为对照. (C) 免疫

组化分析 . 输精管(a)和壶腹(b)样品切片使用抗 MSG 抗体检测 . 

在未使用 MSG 抗体检测的切片中没有信号. 比例尺, 50 μm. VD,  

输精管; TA, 壶腹; E, 分泌细胞; SW, 精荚壁; S, 精子 
 
 

 

图 2  MSG 蛋白在精子上的免疫定位 
在精子的基部突出部位观察到免疫荧光信号 (a) .  在没有和抗

MSG 抗体共同孵育的精子样品中没有观察到荧光信号(b). (aʹ)和

(bʹ)光学显微镜下的精子图像. (c)为(a′)的局部放大示意图. (d)为 

(b′)的局部放大示意图 

 
 

注射后不同时期取壶腹组织样品, 检测 RNA 干涉效

率 . 为了去除已经存在壶腹部的先前生成的精子的

干扰, 取样前将雄虾与雌虾进行 3~5 轮的交配. 结果
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显示, 在干扰后的样品中, MSG 基因水平和蛋白水平, 

与对照相比, 均下降 80%以上(图 3(a)和(b)).  

虽然 MSG 干涉后的精子和对照组精子在受精能

力以及后续的胚胎发育过程没有明显区别(结果未显

示), 但是我们发现干涉组的精子的明胶水解活性有

显著的降低. 我们通过明胶 SDS-PAGE 和 Western 

blotting 的结果, 对照确定 MSG 的位置. 结果发现, 

对照组的明胶图谱上主要形成 2 个降解带, 大的约为

20 kD, 小的则为 18 kD, 这 2 个条带在干涉组中几乎

都消失(图 3(c)), 其中 20 kD 大小的条带确认为 MSG. 

与此同时, 通过明胶薄层分析, 我们发现 95%的对照

组精子可以形成晕轮 , 而干涉组的精子无法形成晕

轮. 这个结果表明 MSG 主要负责明胶降解活性, 并

提示其在受精过程中可能参与了精子的活性(图 4).  

 
 

 

图 3  MSG 干涉组及 GFP 干涉组精子抽提物的区别 
(a) MSG RNA 干涉组和 GFP 对照组 MSG mRNA 水平检测. (b) 

MSG RNA 干涉组和 GFP 对照组 MSG 蛋白水平检测. 肌动蛋白抗

体作为对照. (c) 明胶 SDS-PAGE 图谱. 图中箭头所指为 MSG.  

MSG 条带在 MSG RNA 干涉组中没有发现. M 示分子量 marker 

 
 

 

 

图 4  GFP 和 MSG 干涉组精子在明胶薄层分析中的 

明胶水解酶活力 
(a) 对照组精子. 可以在精子基部看到清晰的晕轮. (b) RNA 干涉 

后产生的精子不产生晕轮. 比例尺, 15 μm 

3  讨论 

有很多研究者报道虾类的受精过程中有蛋白酶

的参与 , 但是与受精相关的蛋白酶的分子特征只在

罗氏沼虾中有被报道 [11]. 选择精子明胶酶作为研究

目标的主要原因是它会被同处于雄性生殖道中的蛋

白酶抑制剂 MRPINK 特异性地抑制. 在前期的研究

中, 我们确定了 MSG 的序列和 mRNA 水平的表达特

征. 然而, MSG 在受精过程中的作用仍未被阐明[11]. 

本研究利用 Western blotting 的方法研究了 MSG

蛋白在雄性生殖道中的分布情况 , 结果发现其仅在

输精管和壶腹中有分布 , 而在精巢中没有分布 (图

1(B)). 免疫组化结果显示, MSG 蛋白定位于输精管

和壶腹的上皮内分泌细胞和精子中(图 1(C)). 这些结

果与我们原先的研究结果一致: (1) MSG 的 mRNA 表

达在输精管和壶腹中; (2) MSG 原位杂交的信号分布

在输精管和壶腹的上皮分泌细胞. 通常, 生殖系统的

上皮细胞会分泌许多复杂的调节因子进入到管腔中, 

修饰已存在的蛋白或者维持精子成熟所需的特殊微

环境[20]. MSG 的氨基酸序列信息分析显示其 N 末端

含有一个 20 个氨基酸的信号肽, 推测 MSG 在生物体

内可能是以分泌型蛋白的形式存在[11]. 因为 MSG 蛋

白定位在精子上, 我们推断 MSG 不是来源于精子的, 

而是精子在雄性生殖道转运过程中从上皮分泌细胞

中获得的.  

罗氏沼虾的精子没有鞭毛, 属于非运动型, 在外

形上呈浅漏斗形 , 可分为锥形的基部和细长的棘状

部. 基部主要是杯状核物质, 棘状部主要是蛋白质[19]. 

免疫荧光结果显示, MSG 主要定位在精子基部(图 2). 

MRPINK 的定位类似于这个结果, 也是定位在精子

基部[11]. 考虑到 MSG 的活性会特异性地被 MRPINK

所抑制 , 我们推测 MSG 在雄性生殖道中受到

MRPINK 的调节.   

本研究利用 RNA 干涉技术进一步开展 MSG 在

受精过程中的功能研究. 将体外合成双链 RNA 注射

到成熟的雄性罗氏沼虾体内, 将这些 MSG 基因沉默

的雄性罗氏沼虾与正常的雌虾交配后 , 发现由这些

RNAi 干涉组的雄虾交配产生的胚胎发育过程也和对

照组的没有区别(结果未显示). 然而精子抽提物的明

胶电泳发现, 干涉组精子的 MSG 明胶水解活性远远

低于对照组的精子(图 3(c)). 对照组的精子可以在明

胶薄层上形成晕轮, 而 RNA 干涉组的精子却无法形
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成晕轮(图 4). 这些现象表明, MSG 与单个精子明胶

水解酶活力相关 . 这个结果也与我们先前的研究相

吻合: MRPINK 处理过的精子失去了降解明胶的能

力[11]. 因此, 我们推测 MSG 在精子的蛋白水解活性

方面起到了很重要的作用.  

为什么尽管干涉组的雄虾在体外精子有功能缺

陷 , 但与正常雌虾交配后受精率却没有变化? 可能

如 Cesari 等人[21]假设的那样, 一个酶的活性的关闭

则会引发另一个酶活性的替代行为 . 经典的例子

是 acrosin, 长期以来都被认为是参与有限的透明带

水解过程, 从而保证成功的精卵受精的一个酶. 然而, 

acrosin 缺失(Acr–/–)的雄性小鼠是完全可育的, 说明

acrosin 对精子穿过透明带和受精都不是必需的 [2]. 

Yamashita 等人[6]和 Kawano 等人[22]也报道了类似的

结果. PRSS21 缺失(Prss21–/–)或 Acrosin/PRSS21 同时

缺失(Acr–/–/Prss21–/–)的雄性小鼠虽然在体外有明显

的精子功能缺陷, 但都具有正常的生育能力. 有趣的

是 , 在体外这两个缺失型小鼠附睾精子的功能缺陷

却可以通过将精子暴露于子宫微环境或在体外与子宫

液处理得到补偿. 因此, 我们推测雌虾在产卵过程中

会分泌一些母体物质来补偿精子 MSG 的功能缺失.  

罗氏沼虾受精过程中 , 精子的基部首先接触卵

子表面, 在这个过程中, 并没有观察到有酶类降解卵

膜的现象. 取而代之的是, 棘状部的末端会与卵膜接

触, 导致棘状部发生明显的弯曲, 此时在卵膜上形成

一道裂缝, 随着精子入卵这道裂缝不断扩大. 研究者

认为在棘状部末端存在着一种酶, 在精子基部接触卵

子时被激活, 随后释放. 根据这些结果, 我们推测定

位在精子基部的酶(如本文中的 MSG)可能被棘状部的

酶解活动激活, 为 后的精卵融合提供了便利.  

4  结论 

综合以上实验结果表明, MSG 蛋白与精子的明

胶水解活力相关 , 但对正常受精或胚胎发育可能不

是必需的. 另一种可能性是, MSG 沉默的效应可能通

过雌虾分泌的母体物质得到了补偿 . 在罗氏沼虾的

受精过程中 MSG 可能不是关键酶, 如果后者假设成

立 , 那么研究并鉴定棘状部的末端这种未知的酶类

(可能定位在棘状部的末端)将会为罗氏沼虾精卵受

精机制提供新的视角. 
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