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要!本研究旨在测定牦牛表皮细胞型脂肪酸结合蛋白"

J!?A1

#和睾丸型脂肪酸结合蛋白"

J!?A/

#基因序

列!比较其在牦牛和雄性不育犏牛睾丸中的表达!并结合睾丸中部分能量代谢相关酶的活力分析!以探索这两个基

因及能量代谢与犏牛雄性不育之间的联系'试验从牦牛睾丸中提取总
234

!采用
]?2

方法获得了牦牛
J!?A1

和
J!?A/

基因的
7;34

序列!编码区长度分别为
)&(

和
*//W

R

!与普通牛相比分别有
%

个和
.

个碱基差异!后者

导致
J!?A/

基因推导的氨基酸序列存在
1

个氨基酸差异'实时荧光定量
]?2

分析显示!

J!?A1

基因在犏牛睾

丸中的表达量极显著大于牦牛!而
J!?A/

基因表达量差异不显著'犏牛睾丸中异柠檬酸脱氢酶活力极显著高于

牦牛"

A

$

&'&%

#!而
&

!

羟脂酰
?#4

脱氢酶和乳酸脱氢酶活力与牦牛接近'犏牛睾丸中
J!?A1

基因表达上调以及

参与三羧酸循环的柠檬酸脱氢酶活力提高!可能提示雄性不育犏牛睾丸组织在脂肪酸氧化供能水平上高于成年牦

牛'

关键词!牦牛&

J!?A

基因&杂交雄性不育&睾丸&能量代谢
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脂肪酸结合蛋白"

a4X],

#广泛存在于动物组

织的多种细胞内!主要参与长链脂肪酸的吸收(转运

及代谢*

%!0

+

'根据表达及功能差异!可将
a4X],

分

为
/

种类型!包括脑型"

X!a4X]

#(肝型"

5!a4X]

#(

心型"

Q!a4X]

#(肠型"

M!a4X]

#(脂肪细胞型"

4!

a4X]

#(回肠型"

M5!a4X]

#(髓磷脂型"

Z

E

!a4X]

#(

表皮细胞型"

@!a4X]

#和睾丸型"

C!a4X]

#'

@!

a4X]

"又称
a4X]1

#来源于动物上皮细胞!参与并

调控脂肪酸代谢(信号转导及癌症发生等多个过程!

对细胞的正常生长发育至关重要*

*!)

+

&

C!a4X]

"又

称
a4X]/

(

]@2a%1

#是动物睾丸特异的!在圆形精

子和早期长形精子中大量表达!也是精子顶体的主

要组分*

1

+

!参与精子发生(成熟和受精!在雄性生殖

中发挥重要作用*

.!=

+

'

牦牛"

?+:

1

'7))(&):

#是青藏高原特有的牛种!

它与普通牛"

?+:#$7'7:

#的杂交后代"称犏牛#在产

乳(产肉等方面具有明显的杂种优势!但表现为回交

*

代内雄性不育!无法产生正常的精子*

(

+

!而雌性杂

交后代生殖正常!其机制一直未得到令人信服的解

释'已有的研究表明!与生殖相关的很多基因在犏

牛睾丸中的
A234

水平都低于其亲本"牦牛和普通

牛#!如
-O/A*

(

ABRB<%

(

F3'#=

(

?9,

等*

/!%0

+

'本

课题组在研究牦牛睾丸蛋白质组学时发现!与牦牛

相比!犏牛睾丸中大多数蛋白质表达下调!而

J!?A1

表达显著上调*

%*

+

'后续研究又观察到犏牛

睾丸中参与脂肪酸氧化的中链酰基辅酶
4

脱氢酶表

达亦上调"待发表资料#'另外!成年牦牛睾丸中参与

脂肪酸氧化的
&

!

羟脂酰
?#4

脱氢酶"

Q4;

#活力显著

低于性未成熟的犊牦牛*

%)

+

'这些结果促使人们提出

这样的假设$雄性不育犏牛睾丸的能量代谢"特别是

脂肪酸氧化#可能与成年牦牛有显著差异'

本研究通过
]?2

产物直接测序的方法!比较牦

牛与犏牛
J!?A1

和
J!?A/

基因序列!并利用实

时荧光定量
]?2

分析其在牦牛和犏牛睾丸中的

A234

水平&另外测定睾丸中分别参与脂肪酸氧

化(三羧酸循环和糖酵解的
*

种酶活力!包括
&

!

羟脂

酰
?#4

脱氢酶"

Q4;

#(异柠檬酸脱氢酶"

M?;Q

#和

乳酸脱氢酶"

5;Q

#!以探索
J!?A1

和
J!?A/

表

达水平及能量代谢与犏牛雄性不育的可能关联'

#

!

材料与方法

#E#

!

样品的采集

麦洼牦牛"

?+:

1

'7))(&):

#和犏牛"公黄牛与母

麦洼牦牛的杂交后代#的睾丸组织均采自成都市青

白江区屠宰场'健康的成年公牦牛"

)t%*

#和公犏

牛"

)t=

#在屠宰后立刻取其睾丸!纵切面剖开后用

干冰带回实验室!

c(&m

保存备用'

#E!

!

主要试剂和仪器

2DVDI94$"a$I,9<9IB-"7;34 <

E

-9FD,$,L$9

购自美国
CFDIA#<7$D-9$S$7

公司&

CI$G#82DB

6

D-9

购自美国
4AW$#-

公司&

?

E

78D!

R

OIDL$9

购自美国

`Z@K4

公司&

>OB-9$aB,9<NX2KIDD-]?2L$9

购自德国
>M4K@3

公司&

<O

R

DI5$

D

;34 ]#8

E

!

ADIB,D

购自美国
KD-D?#

R

#D$B

公司&丙酮酸钠(异

柠檬酸(乙酰乙酰
!?#4

(

34;Q

和
34;]

均购自美

国
<$

6

AB

公司&

;50&&&ABIUDI

购自天根生化科技

"北京#有限公司'

?%&&&CFDIAB8?

E

78DI

梯度
]?2

仪(

?%&&&

C#O7FCFDIAB8?

E

78DI

荧光定量
]?2

仪(

bDI,B

;#7%&&&

凝胶成像系统均为美国
X$#!2B"

公司产

品&

;20(&&

分光光度计为美国
Q4?Q

公司产品&

?20%K

高速冷冻离心机为日本日立公司产品'

#EH

!

总
)*+

的提取及反转录

按试剂盒说明书用
CI$G#8

法提取牦牛睾丸总

234

'用紫外分光光度法测定核酸浓度'用
2D!

VDI94$"a$I,9<9IB-"7;34<

E

-9FD,$,L$9

以
0

'

6

0.1



!

)

期 付
!

伟等$牦牛和雄性不育犏牛睾丸
J!?A1

和
J!?A/

基因
A234

水平及能量代谢相关酶活力的比较

总
234

为模板!利用随机引物进行反转录!得到

7;34

第一链'

#E%

!

引物设计与
2Z)

扩增

参照
KD-XB-U

中野牦牛
J!?A1

预测序列

"

:Z

1

&&1(/=0.*'%

#和普通牛
J!?A1

序列"

3Z

1

%=)*%1'*

#!以及野牦牛
J!?A/

预测序列"

:Z

1

&&1(/=0.%'%

#和 普 通 牛
J!?A/

序 列 "

3Z

1

&&%%/0)%&'%

#!用
]I$ADI]IDA$DI1'&

软件分别设

计
]?2

引物"表
%

#'引物由上海生工生物工程有

限公司合成'

表
#

!

本试验所用引物序列

F.A8,#

!

2/5J,/-:3/91,

>

/,-,69,=

>

,/5J,69

目的基因

CBI

6

D9

6

D-D

引物序列"

1[!*[

#

]I$ADI,D

\

OD-7D

退火温度%
m

4--DB8$-

6

9DA

R

DIB9OID

产物长度%
W

R

aIB

6

AD-9,$GD

J!?A1

a

$

4K?C?4??CKC?4?K??CKC

2

$

CCC?CKCK?4444CK4CK4KKK

.0 )=&

J!?A/

a

$

?4??C?CC?C?CK?44K?CCC?

2

$

?4?4C?CC?CC?44KC???4K?

.& )(/

J!?A1

"

>!]?2

#

a

$

4?CKKK4K4K44KCCCK44K4K4??

2

$

K4???K4KC4?4KKC44?4CCKCC?

.0 %(=

J!?A/

"

>!]?2

#

a

$

K44?CKKK4KCK4KCKCCK?4?C?

2

$

CK??KKCC4C?C4CKKCKKCCC?

.0 %=*

=!AF;

a

$

?K4?CC?44?4K?K4?4?C?4

2

$

KKC??4KKK4??CC4?C??CC

.& %./

%(->H!

a

$

?CK4K444?KK?C4??4?4C?

2

$

?4K4?CCK???C??44CKK

.& %.(

!!

牦牛睾丸总
234

经反转录得到
7;34

!再进

行
]?2

扩增!反应体系"

01

'

5

#$

%&n2DB79$#-

XOSSDI0'1

'

5

!

<O

R

DI5$

D

;34 ]#8

E

ADIB,D&'0

'

5

!

%&AA#8

/

5

c%

"3C]&'1

'

5

!模板
%

'

5

!上(下

游引物各
%

'

5

!加超纯水至
01

'

5

'

]?2

程序$

/1

m*A$-

&

/1m*&,

!

.&

(

.0m*&,

!

=0m/&,

!共

*1

个循环&

=0 m 1A$-

!

) m

保存'扩增产物用

%p1Y

琼脂糖凝胶电泳检测'

#E$

!

基因的测序及序列分析

以
*

头牦牛睾丸
7;34

为模板!用
]?2

分别扩

增
J!?A1

和
J!?A/

基因序列!

]?2

产物送上海

生工生物工程有限公司进行直接测序'用
;34!

Z43)'&

软件分析测序结果'

#E&

!

睾丸组织
)!*"$

和
)!*"'

基因的定量分析

以本研究获得的牦牛睾丸
J!?A1

和
J!?A/

基因序列为模板设计定量
]?2

引物!以普通牛

=!AF;

"

3Z

1

&&%&*)&*)

#和
%(->H!

"

32

1

&*..)0

#为内参基因'以反转录获得的牦牛"

)t%*

#

和犏牛"

)t=

#睾丸组织
7;34

为模板!采用实时荧

光定量
]?2

方法检测
J!?A1

和
J!?A/

基因的相

对表达量'

]?2

体系 "

01

'

5

#$

0n >OB-9$aB,9

<NX2KIDD-]?2ZB,9DIZ$H%0'1

'

5

!上(下游引

物各
%

'

5

!模板
7;34%

'

5

!

23B,D!SIDDTB9DI/'1

'

5

'

]?2

条件$

/1m

预变性
1A$-

&

/1m

变性
%1,

!

.&

(

.0m

退火
0&,

!

=0m

延伸
%1,

!共
)&

个循环!

.1

(

/1m

制作熔解曲线'

#E(

!

睾丸组织中酶活力测定

在冰上解冻牦牛"

)t%*

#和犏牛"

)t=

#睾丸组

织!分别准确称取
&'%

6

于装有
%')A5

匀浆液"

%&

AA#8

/

5

c%

CI$,

!

R

Q('&

!

&'01A#8

/

5

c%蔗糖!

0

AA#8

/

5

c%

@;C4

#的
@]

管中!参照
?'_OI$D

等的

方法*

%1

+

!在冰上匀浆
0&,

!

c(&m

冻融
0

次!超声波

0A$-

"每
/,

停止
*,

!输出功率
01& J

#'取
&'1

A5

匀浆液以
%=&&

6

于
)m

离心
%1A$-

!上清液用

于
Q4;

活力测定&剩余部分
%&&&&

6

于
)m

离心

%&A$-

!上清液分装用于测定
M?;Q

和
5;Q

活力'

所有样品于
c(&m

保存'

Q4;

和
M?;Q

活力测定参照
?'_OI$D

等的方

法*

%1

+

!

5;Q

活力测定参照
5'ZBI7FB9

等的方

法*

%.

+

'酶活力的定义为在
01m

条件下!每克新鲜

*.1
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组织每分钟催化
%

'

A#8

底物转化为
%

个单位'

#EI

!

数据统计

采用
0

c

&&

?9法计算
J!?A1

和
J!?A/

基因在

睾丸中的相对表达水平'数据以
X$#!2B"

公司的

?a:AB-B

6

DI*'&

用
=!AF;

和
%(->H!

为内参

进行标准化!以牦牛睾丸的表达量为对照'试验数

据用,平均值
o

标准误-表示!用
<]<<%('&

软件对

荧光定量数据和酶活力数据进行
#

检验'

!

!

结
!

果

!E#

!

牦牛
)!*"$

和
)!*"'

基因测序

试验设计的
]?2

引物从牦牛睾丸总
234

中

均扩增出了与预期长度相符的产物"图
%

#'

]?2

产

物经测序证实为
J!?A1

和
J!?A/

基因!长度分

别为
)=&

和
)(/W

R

'

牦 牛
J!?A1

基 因 "

KD-XB-U

登 录 号$

LZ.1/(1.

#的编码区"

?;<

#长度为
)&(W

R

!与野牦

牛预测序列"

:Z

1

&&1(/=0.*'%

#完全相同&与普通

牛序列"

3Z

1

%=)*%1'*

#相比存在
%

个碱基差异"第

*=0

位碱基!牦牛为
C

而普通牛为
?

#!相似性为

//p=1Y

'牦牛
J!?A1

基因推导的氨基酸序列包

含
%*1

个 氨 基 酸!与 野 牦 牛 预 测 序 列 "

:]

1

&&1(/=*01'%

#和普通牛序列"

3]

1

==.=)&'%

#相同!

理论分子量为
%1'&*/UO

!预测等电点为
='(0

'

牦 牛
J!?A/

基 因 "

KD-XB-U

登 录 号$

LZ.1/(1=

#的编码区与野牦牛预测序列"

:Z

1

&&1(/=0.%'%

#和普通牛序列"

3Z

1

&&%%/0)%&'%

#的

长度均为
*//W

R

!但与后者存在
.

个碱基差异!相似

性
/('1&Y

'牦牛
J!?A/

基因推导的氨基酸序列

含有
%*0

个氨基酸!理论分子量为
%)'(1)UO

!预测

等电点为
1'/.

!与野牦牛预测氨基酸序列"

:]

1

&&1(/=*0*'%

#相同!但与普通牛
a4X]/

"

3]

1

Z';34

相对分子质量标准
;50&&&

&

%

(

0'J!?A1

和

J!?A/

基因
]?2

产物

Z';50&&& ABIUDI

&

%

!

0']?2

R

I#"O79,#SJ!?A1B-"

J!?A/

6

D-D,

!

ID,

R

D79$VD8

E

图
#

!

牦牛
)!*"$

和
)!*"'

基因的扩增结果

N5

4

E#

!

+J

>

85:50.95363:)!*"$.6@)!*"'

4

,6,-3:

C

.O

&&%%=/**/'%

#在预测等电点"

(').

#上存在明显差

异!这是由于二者序列存在
1

个氨基酸差异"表
0

#!

且普通牛中第
01

和
(&

位分别为甘氨酸"中性氨基

酸#(赖氨酸"碱性氨基酸#!而牦牛中相应位置分别

为谷氨酸"酸性氨基酸#(谷氨酰胺"中性氨基酸#!氨

基酸序列相似性为
/.'0%Y

'

!E!

!

)!*"$

和
)!*"'

基因在牦牛和犏牛睾丸中

的表达

以
=!AF;

和
%(->H!

为内参基因!对牦牛

和犏牛睾丸中
J!?A1

和
J!?A/

基因
A234

表

达水平进行了荧光定量
]?2

检测!扩增效率为

/(p.Y

(

//'(Y

!标准曲线线性关系好 "

>

0

'

&p//

#'犏牛睾丸中
J!?A1

基因的表达量极显著

高于牦牛"

A

$

&'&%

#!相差约两倍&而
J!?A/

基因

表达量差异不显著"图
0

#'

表
!

!

牦牛与普通牛
)!*"'

基因推导的氨基酸序列对比

F.A8,!

!

Z3J

>

./5-363:@,@70,@.J563.05@-,

Y

7,60,-3:)!*"'

4

,6,A,9D,,6

C

.O.6@0.998,

牛种
<

R

D7$D,

氨基酸位置
4A$-#B7$"

R

#,$9$#-

01 *& (& %0/ %*0

牦牛
NBU K8O 5DO K8- C

E

I bB8

普通牛
?B998D K8

E

bB8 5

E

, ?

E

, 5DO

!EH

!

牦牛和犏牛睾丸中酶活力分析

睾丸组织酶活力测定显示!犏牛睾丸中参与三

羧酸循环的
M?;Q

活力极显著高于牦牛"

A

$

&p&%

#!而参与脂肪酸氧化的
Q4;

和参与糖酵解的

).1



!

)

期 付
!

伟等$牦牛和雄性不育犏牛睾丸
J!?A1

和
J!?A/

基因
A234

水平及能量代谢相关酶活力的比较

5;Q

活 力 未 见 显 著 改 变 "表
*

#'另 外!睾 丸

J!?A1

和
J!?A/

的
A234

水平与酶活力之间未

见显著相关性'

""

'A

$

&'&%

图
!

!

)!*"$

"

+

#和
)!*"'

基因"

R

#在牦牛和犏牛睾丸中的相对表达量

N5

4

E!

!

),8.95Q,,=

>

/,--5363:)!*"$

"

+

#

.6@)!"*'

"

R

#

4

,6,-5691,9,-9,-3:

C

.O.6@N#1

C

A/5@-

表
H

!

牦牛和犏牛睾丸中的酶活力

F.A8,H

!

<6U

C

J,.095Q595,-5691,9,-9,-3:

C

.O.6@N#1

C

A/5@-

酶
@-G

E

AD

犏牛
a%F

E

WI$",

"

)t=

# 牦牛
NBU

"

)t%*

#

&

!

羟脂酰
?#4

脱氢酶
&

!F

E

"I#H

E

B7

E

8?#4"DF

E

"I#

6

D-B,D

"

Q4;

#

*'1(o&'0) *'.0o&'0=

异柠檬酸脱氢酶
M,#7$9IB9D"DF

E

"I#

6

D-B,D

"

M?;Q

#

%'))o&'%%

""

&'/.o&'&/

乳酸脱氢酶
5B79B9D"DF

E

"I#

6

D-B,D

"

5;Q

#

*%'/0o%'(* 0='/)o%'&%

""

'A

$

&'&%

H

!

讨
!

论

本研究从牦牛睾丸中成功获得了
J!?A1

和

J!?A/

基因的
7;34

序列'牦牛
J!?A1

基因编

码的氨基酸序列与普通牛完全相同!说明该基因具

有高度的保守性&而牦牛
J!?A/

基因编码的氨基

酸序列与普通牛相比存在较大差异!相似性为

/.p0%Y

!稍低于已报道的其他一些蛋白质*

%=!%(

+

!提

示牦牛
J!?A/

基因进化相对较快'

a4X]/

氨基

酸序列的差异是否会影响其功能尚需进一步研究'

实时荧光定量
]?2

分析显示!

J!?A1

基因在

犏牛睾丸中的表达量极显著高于牦牛!表达量相差

约两倍!这与本实验室近期发现的
a4X]1

蛋白在

犏牛睾丸中的表达量比牦牛高
0'.

倍的结果吻

合*

%*

+

'有研究表明!

a4X]1

在牛睾丸支持细胞中

表达*

%/

+

!也存在于脂肪细胞(肝(心等细胞或组织

中*

0&

+

'

Z'aOIOFB,F$

等发现!敲除
J!?A1

基因可

提高小鼠对胰岛素的敏感性!而在脂肪细胞中过量

表达该基因则产生相反的效果*

0%

+

!提示
J!?A1

基

因表达直接影响机体的能量代谢'犏牛睾丸中参与

脂肪酸氧化的中链酰基辅酶
4

脱氢酶表达上调"本

课题组待发表资料#!以及犊牦牛睾丸中
Q4;

活力

显著高于成年牦牛的结果*

%)

+

!提示睾丸脂肪酸代谢

"也可能包括糖代谢#与睾丸精子发生可能有一定关

系'犏牛睾丸中
J!?A1

基因
A234

水平和中链

酰基辅酶
4

脱氢酶蛋白水平的上调!均提示其脂肪

酸
&

!

氧化代谢的加强!但本研究未检测到参与脂肪

酸
&

!

氧化的
Q4;

活力的显著改变!可能与
Q4;

基础水平高!不属于限速酶有关'

有研究证实!男性不育患者睾丸中某些酶的活

力存在异常*

00

+

'睾丸组织的间质细胞和支持细胞

中存在丰富的参与脂肪酸
&

!

氧化的酶*

0*

+

!部分酶也

存在于精母细胞和精子细胞中*

0)

+

'支持细胞可以

通过
&

!

氧化为精子发生提供能量*

01

+

'对精子尾部

1.1
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蛋白质组学研究发现!约
%

%

)

的蛋白质与脂肪代谢

有关!抑制脂肪酸氧化相关酶的活性可显著降低精

子活力*

0.

+

'这些说明脂肪酸代谢对精子发生十分

关键'本研究发现!犏牛睾丸中参与三羧酸循环的

M?;Q

活力极显著高于牦牛!而
Q4;

和
5;Q

活力

则未见显著差异'大鼠精子中三羧酸循环相关酶活

力显著低于精母细胞(精子细胞等生殖细胞*

0=

+

!表

明精子发生不同阶段能量代谢情况存在差异'牦牛

与犏牛睾丸组织在细胞组成方面有显著差异*

0(

+

!犏

牛睾丸中无正常精子!这很可能与犏牛睾丸
M?;Q

活力高有直接关系'笔者推测!犏牛睾丸
M?;Q

活

力的提高可能与脂肪酸代谢的改变相关'

a4X]/

特异表达于动物睾丸组织!是精子顶体

的结构蛋白!与精子发生(获能等过程关系密切*

.!=

+

'

本研究表明!

J!?A/

基因在牦牛和犏牛睾丸中均

表达!但表达量差异不显著'

_'_BA,F$"$

等*

0/

+研究

发现!精子发生障碍患者睾丸中
J!?A/

基因无突

变体存在&另有研究表明!缺乏
a4X]/

的小鼠精子

头部发育异常!但小鼠仍具有生殖能力!说明

a4X]/

虽然是精子形成的重要蛋白!但该蛋白的单

独缺失并不能完全阻断整个生殖过程*

*&

+

'本研究

结果初步表明!牦牛与普通牛
a4X]/

存在较多的

氨基酸差异!但可能不是导致犏牛雄性不育的关键

蛋白质'
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