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要!为探明山羊睾丸和附睾头
&

防御素家族基因表达特点及其蛋白的特性'利用
*

只
2

日龄羔羊睾丸和
*

只

成年种公羊睾丸和附睾头的
N77ME$-FS$@6

L

Y[

0&&&

高通量转录组测序数据!筛选出
&

防御素家族基因并进行差异

表达基因比较分析!利用生物信息学对
&

防御素家族蛋白特性进行预测'结果显示$在山羊
2

日龄睾丸(成年睾丸

和附睾头中分别表达
2

(

%0

和
**

种
&

防御素!其表达量最高的分别是
1

DF%0*

(

1

DF%%/

和
1

DF%0)

!成年睾丸中特

异性表达是
1

DF**

!附睾头中特异表达有
0%

种
&

防御素'山羊
&

防御素分子量在
.'(/

"

%*'(1HM

!为小分子(极

性(带正电荷(疏水性的强碱性多肽'山羊
&

防御素也是含高度保守
.

个半胱氨酸的空间构象!基本结构
!<!̂

0!)1

!<!

^

*!.

!<!̂

*!%*

!<!̂

)!2

!<<!

!其中
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防御素结构为
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'有
%.

种
&

防御素是分泌型糖

蛋白!除
3

CB%0.

无磷酸化位点外!其余的
&

防御素蛋白均有磷酸化位点'山羊附睾头特异性高度表达有丰富
&

防

御素!它们是一类抗微生物的阳离子肽!在精子成熟过程中形成精子膜上糖被!或精子运动获得的过程中发挥重要

作用&也可作为信号分子!某些信号通路中发挥作用'
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CB

#是一种重要的内

源性抗菌肽!作为新型的抗生素替代品!其功能的研

究及其体外提纯对畜产品的安全生产具有重要意

义'在雄性生殖器官中!免疫处于相对抑制状态!因

此!在其中必须有一套可替代的有效保护机制!以保

证生殖系统能够不受侵害'

&

防御素家族正是起到

这种保护作用!雄性生殖器官表达有
*&

多种
&

防御

素!不仅保护精子免受微生物的侵袭)

%!0

*

!而且对附

睾中精子成熟和贮存也有重要作用)

*!)

*

'研究表明

有
*1

种
&

防御素在大鼠生殖器官中表达!仅大鼠附

睾头中就有
0/

种表达)

%

*

!有
*(

种
&

防御素在男性

睾丸和附睾中表达)

0

*

!

0/

种公猪
&

防御素中有
%)

种是在睾丸中表达)

1

*

'

P'8F5K$F-"$

等)

.

*发现!牛

%*

号染色体上编码的
%/

种
&

防御素均在成年公牛

生殖器官中表达!在
.

周龄公犊生殖器官中表达有

%&

种'比较前人的研究发现哺乳动物"人(牛(猪#

和啮齿类"大鼠(小鼠#生殖器官中
&

防御素表达差

异很大!这种差异不仅体现在表达量上!而且也表现

在种类上'然而有关山羊
&

防御素的研究报道很

少!仅有
D'BF

3

-$KHF

等)

2

*克隆了山羊舌头
&

防御素

%

和
&

防御素
0

基因!并比较了其在几个山羊品种

间的变异'目前山羊生殖器官
&

防御素的表达特性

尚未见报道'本研究利用
2

日龄和成年山羊睾丸(

成年山羊附睾头组织的高通量转录组测序结果!分

析了公羊繁殖器官中表达
&

防御素家族表达特点!

利用生物信息学分析对附睾头表达的
&

防御素进行

分类!为山羊附睾头生物学功能的研究提供宝贵的

基因组数据&为研究
&

防御素功能(表达特性和体外

表达生产等提供依据'

#

!

材料与方法

#G#

!

试验样品采集及转录组数据获得

试验动物为
2

日龄!

0

岁太行青山羊""

)2'(i

0c1

#

H

3

#公羊各
*

只'采用手术去势采集其睾丸和

附睾头!液氮保存后!干冰包裹冻存管后送深圳华大

基因科技有限公司进行转录组测序'转录组数据获

取及分析方法参照张春香等)

(

*基于高通量转录组测

序的睾丸和附睾差异基因分析'注释后总
O-$

3

6-6

分为两部分!一部分是
,$-

3

76I#-,

"以
O-$

3

6-6

开

头#!另一部分是
K7M,I65,

"以
<?

开头#'将获取部

分
&

防御素的序列整理后递交
8<BN

数据库

"

=R1&(&20!=R1&(&()

#'

#G!

!

生物信息学分析

利 用
D"$I@6

L

程 序 "

C8A@IF5 ?F,65

3

6-6

Z1c&0

#预测山羊
&

防御素的氨基酸数量(组成和蛋

白质分子量&应用在线软件
N-I6595#@KF-

预测
&

防

御素的结构域和功能区域'通过
86I]>7

J

K*'%

和

86I8>7

J

K%'&

预测
&

防御素潜在
]

(

8

糖基化位

点'用在线
@KF-,$I6

网站中
E#I$G@KF-

软件预测潜

在磷酸化位点&在线网站
9@]\Y

上进行
&

防御素

蛋白的信号肽预测和亚细胞定位&应用在线软件

X

5#I,KF76

程序预测山羊
&

防御素的疏水性"

S

J

"5#!

X

4#W$KK#-,IF-I,"65$V6"G5#E S9?<

X

6

X

I$"656!

I6-I$#-I$E6,

#&利用在线
$Y]?

软件"

Z65,$#-0'%

#

构建人(牛(猪和山羊
&

防御素系统进化树)

/!%&

*

'

!

!

结
!

果

!G#

!

山羊附睾头和睾丸
"

防御素种类及表达特点

山羊附睾头和睾丸中表达的无可变剪接的
&

防

御素"

>#FIW6IF!"6G6-,$-

!

1

DF

#种类及表达特点见

表
%

!

2

日龄山羊睾丸中表达的有
.

种$

1

DF%0*

#

1

DF%&)

#

1

DF%%)

#

1

DF%0&

#

1

DF%&(

#

1

DF%&2

&

在成年山羊睾丸中表达的有
2

种!其表达量顺序$

1

DF%%/

#

1

DF%0*

#

1

DF%0&

#

1

DF%1

#

1

DF%&)

#

1

DF0/

#

1

DF%&2

&

2

日龄和成年山羊睾丸中
&

防御

*0%%
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素表达的种类和表达量不同'成年山羊附睾头中表

达的有
01

种!表
%

中
&

防御素顺序按照附睾头中由

高到低的排列!从表
%

可以看出附睾头特异表达有

%.

种$

1

DF%0)

(

1

DF%&/

(

1

DF%%&7$H6

(

1

DF%%.

(

1

DF%0%

(

1

DF%*0

(

1

DF%%(

(

1

DF%*&

(

1

DF%*)

(

1

DF%0.

(

1

DF%02

(

1

DF%*%

(

1

DF%&*B

(

1

DF%%2

(

1

DF%%1

和
-?!J%%%

'在这些
&

防御素中表达量

最高的是在附睾头中特异性表达的
1

DF%0)

!其片

段长度
)/)W

X

&其次是
1

DF%&/

!长度
.%%W

X

'表达

量排名第
*

的是在
2

日龄山羊睾丸和附睾头中均表

达的
1

DF%&(

!长度
)(*W

X

!其在附睾头的表达量分

别是
2

日龄山羊睾丸的表达量
%&(21

倍'成年公

羊睾丸中仅有
1

DF%%/

和
1

DF%0*

的表达量显著高

于附睾头'

表
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山羊睾丸和附睾头中
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防御素基因"单一#表达量 "
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DF%*& %0/* &'&& &'&& 2&'*)

O-$

3

6-6*&(2/

1

DF%%/ )%& &'&& %)*'&& .)'(*

O-$

3

6-6)*)2.

1

DF%*) ).2 &'&& &'&& )0'0)

O-$

3

6-6)*.)1

1

DF%02 )*2 &'&& &'&& 0('/(

O-$

3

6-6)*./2

1

DF%0. )%% &'&& &'&& 02'0(

O-$

3

6-6)*2(/

1

DF%0/ 1// &'&& &'*. 0)'0.

O-$

3

6-6)*())

1

DF%*% 0/2 &'&& &'&& 0*'22

O-$

3

6-6))*0%

1

DF%&*7 0/( &'&& &'&& %/'1%

O-$

3

6-6))*&2

1

DF%%2 *() &'&& &'&& %*'10

O-$

3

6-6))1)&

1

DF%%1 *** &'&& &'&& %%'()

O-$

3

6-6)20/*

1

DF%0* )11 )'%1 2%'&/ %'(0

F'O-$

3

6-6A

表达量计算使用
P9=[

"

P5F

3

E6-I,

X

65HW

X

65E$77$#-G5F

3

E6-I,

#法$

P9=[h

"

%&&&&&&

"

<

#%"

8

"

?

"

%&&&

#'

<'

比对到
O-$

3

6-6A

上片段数&

8'

所有
O-$

3

6-6

中总片段数&

?'A

基因的碱基数'

P9=[

法能消除基因长度和测序量差异对计

算基因表达的影响!可直接用于比较样品间的表达差异'

W'O-$

3

6-6A

比对到
8I

数据库中的序列描述'表
0

同

F'D;

X

56,,$#-76V67,#GO-$

3

6-6AF56KF7KM7FI6"M,$-

3

P9=[ E6I4#"

$

P9=[h

"

%&&&&&&

"

<

#%"

8

"

?

"

%&&&

#

'<'Y46-MEW65

#GG5F

3

E6-I,M-$

L

M67

J

F7$

3

-6"I#

3

6-6A

&

8'Y46I#IF7-MEW65#GG5F

3

E6-I,M-$

L

M67

J

F7$

3

-6"I#F77

3

6-6,

&

?'Y46-MEW65#GWF,6,

#-

3

6-6A'Y46P9=[ E6I4#"KF-67$E$-FI6I466GG6KI#G"$GG656-I

3

6-676-

3

I4F-",6

L

M6-K$-

3

"$,K56

X

F-K

J

#-I46KF7KM7FI$#-#G

3

6-66;

X

56,,$#-'Y4M,

!

I46KF7KM7FI6"

3

6-66;

X

56,,$#-KF-W6"$56KI7

J

M,6"G#5K#E

X

F5$-

3

I46"$GG656-K6#G

3

6-66;

X

56,,$#-

FE#-

3

,FE

X

76,'W'8I,6

L

M6-K6F--#IFI$#-#GO-$

3

6-6A'Y46,FE6F,IFW760

)0%%
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!!

山羊睾丸和附睾头中表达有可变剪接的
&

防御

素种类及表达特点见表
0

'在成年公羊睾丸和附睾

头中共有
/

种有可变剪切的
&

防御素'在
2

日龄公

羔睾丸中有
1

DF%0(

的
0

个转录本和
1

DF%%0

的
%

个转录本!其表达量均较低!

P9=[

值
$

%

'在成年

公羊睾丸中表达有
1

种可变剪接的
&

防御素!其中

1

DF%00

的
0

个转录本!为睾丸最高表达量!有可变

剪接的
&

防御素&

1

DF**

转录本
%

和
0

是成年睾丸

中特异性表达的&除此之外!还有
1

DF%0(

的转录本

%

(

1

DF%%0

的转录本
0

和
1

DF%&1

的转录本
1

'在

成年公羊附睾头中有
(

种可变剪切的
&

防御素!其

中可变转录本
1

DF%00F

的表达量最高!是成年睾丸

中表达量的
1)

倍'在附睾头中特异性表达的有

1

DF%&(7

的
*

个 转 录 本(

1

DF%%0

的 转 录 本
%

(

1

DF%&1

的转录本
%

"

1

(

1

DF*&

的
0

个转录本(

1

DF%%&

的
0

个转录本和
-?!J%%B

的
0

个转录本'

表
!

!

山羊睾丸和附睾头中
"

防御素基因"可变剪切#表达量

O.C>1!

!

OL11:

K

51;;62/23C19.*,131/;6/B=Q+

"

0>8;915;

#

6/91;91;./,1

K

6,6,

E

B.>0.

K

8923C80A;

基因注释

O-$

3

6-6A

基因名称W

>6-6-FE6

片段长度%
W

X

@6

L

M6-K676-

3

I4

2

日龄睾丸F

2!"F

J

!#7"I6,I6,

成年睾丸F

A"M7II6,I6,

成年附睾头F

A"M7IKF

X

MI

<?*%2&I5%

1

DF%00F **& &'&& /)'&2 ))/'*&

<?*%2&I50

1

DF%00F 1&/ &'&& (*'() )1*(&'&&

<?%0/)I5%

1

DF%0( 0./) &'&2 &'0) 1)'/1

<?%0/)I50

1

DF%0( %*1* &'). &'&& (/%'&&

<?*.%&I5%

1

DF%&(7 (.% &'&& &'&& %2'%0

<?*.%&I50

1

DF%&(7 21. &'&& &'&& .0'2&

<?*.%&I5*

1

DF%&(7 .1. &'&& &'&& *%%'&&

<?0*0)I5%

1

DF%%0 10% &'&& &'&& %'//

<?0*0)I50

1

DF%%0 %1(* &'/* 2'/1 %0('&&

<?00/I5%

1

DF%&1 )&22 &'&& &'&& 0'21

<?00/I50

1

DF%&1 *220 &'&& &'&& &'.&

<?00/I5*

1

DF%&1 0(// &'&& &'&& 1'&(

<?00/I5)

1

DF%&1 01/) &'&& &'&& ))'1%

<?00/I51

1

DF%&1 *2. &'&& 0'(( %'%&

<?/%0I5%

1

DF*& (*0 &'&& &'&& /'2*

<?/%0I50

1

DF*& *&* &'&& &'&& 02')%

<?%0%.I5%

1

DF** )*. &'&& )2'*0 &'&&

<?%0%.I50

1

DF** **) &'&& %'/1 &'&&

<?.(%I5%

1

DF%%& .&/ &'&& &'&& %%&'&&

<?.(%I50

1

DF%%& )(( &'&& &'&& )%/'&&

<?)0*&I5% -?!J%%B %&1% &'&& &'&& )/0'&&

<?)0*&I50 -?!J%%B 1%* &'&& &'&& %1%1'&&

!G!

!

山羊
"

防御素家族生物信息学分析

0'0'%

!

山羊
&

防御素蛋白的理化性质分析
!!

从

表
*

可以看出!山羊附睾头中
&

防御素为小分子(极

性和疏水性蛋白!分子量在
.'(/

"

%*'(1HM

!其中

分 子 量 最 高 的 是
3

BC%%0

!分 子 量 最 低 的 是

3

BC%0%

'除
3

BC%*)

和
3

BC%&(7I5*

为酸性
AA

外!

其余的
&

防御素均为碱性
AA

!其中碱性最强的
AA

是
3

BC%0/

!等电点
/'20/

'当
X

Sh2'&

时!

3

BC%%2

带电量最大
%%'(11

"正电荷#&其次是
3

BC%0/

!带电

量
%%'.%2

&

3

BC%%&I50

带电量最低"正电荷#

&'(/(

'

3

BC%&(I5*

和
3

BC%*)

是带负电荷!带电量分别为

d%'/0(

和
d%'0/.

'

0'0'0

!

&

防御素家族系统发育分析
!!

将从
8<BN

数据库中获取的
*2

个人
&

防御素"

SMEF-"6!

G6-,$-,

!

4CB,

#(

0(

个牛
&

防御素"

<FII76"6G6-,$-,

!

KCB,

#(

%)

个猪
&

防御素"

9$

3

"6G6-,$-,

!

X

CB,

#和山

10%%
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表
)

!

山羊睾丸和附睾头中
"

防御素蛋白理化性质

O.C>1)

!

OL1

K

L

E

;60.>./,0L1B60.>0L.5.09156;960;23C19.*,131/;6/

K

52916/6/91;91;./,1

K

6,6,

E

B.>0.

K

8923C80A;

基因名称

>6-6-FE6

分子量%
HM

[#76KM7F5

U6$

3

4I

强碱性
AA

@I5#-

3

7

J

WF,$K

FE$-#FK$",

强酸性
AA

@I5#-

3

7

J

FK$"$K

FE$-#FK$",

极性
AA

9#7F5FE$-#

FK$",

亲%疏水性

S

J

"5#

X

4#W$K$I

J

等电点

N,#76KI5$K

X

#$-I

X

S2'&

时带电量

<4F5

3

6FI

X

S2'&

3

CB%1 /'2% %* ( 0)

极性 疏水性
('1() )'(.2

3

CB%&) %%'(0 %. 2 *%

极性 疏水性
/'.1% ('2*&

3

CB%&1I5* 2'&* / 1 0&

极性 疏水性
('012 *'.*2

3

CB%&2 2'.* %% . %2

极性 疏水性
('22) )'2**

3

CB%&( ('00 . ( 02

极性 疏水性
(').) )'0**

3

CB%%0 %*'(1 %/ %& *(

极性 疏水性
/'&1* /'&&&

3

CB%%) 2'.) %& ( %(

极性 疏水性
2'/0/ %'(.1

3

CB%%. %&'(1 %& . )&

极性 疏水性
(')(* )'00(

3

CB%%2 %%'%* %2 1 **

极性 疏水性
/'200 %%'(11

3

CB%%( %&'1/ %* ( *0

极性 疏水性
('20( )'2*)

3

CB%0& /'%/ %% / 00

极性 疏水性
('&&& %'2*1

3

CB%0% .'(/ 2 ) %(

极性 疏水性
('0(/ *'&.)

3

CB%0* 2'2( %0 % 0*

极性 疏水性
/'.(. %&'((%

3

CB%0) 2'.1 ( ) 0%

极性 疏水性
('1&& )'&1(

3

CB%0. /'2* %& 1 *1

极性 疏水性
('.&. )'./.

3

CB%02 %%'(1 %( / *%

极性 疏水性
/')20 /'0*)

3

CB%0/ %*'&0 0& / *2

极性 疏水性
/'20/ %%'.%2

3

CB%*% ('&. %* 1 %/

极性 疏水性
/'0)0 2'20*

3

CB%*0 /'&1 %) * 0&

极性 疏水性
/'.2/ %&'(()

3

CB%*) 2'). 1 . 0%

极性 疏水性
)'/.0 d%'0/.

3

CB%&(7I5* 2'/. . ( 0&

极性 疏水性
1'.&0 d%'/0(

3

CB%&/I5% %%'0& %) . 0/

极性 疏水性
/'&.( 2'//2

3

CB%%&7$H6 2'(0 %0 * %.

极性 疏水性
/'201 /'*/&

3

CB%%&I50 2'1* / ( %1

极性 疏水性
2'.*& &'(/(

3

CB%%/I5% 2'%& %& 2 %/

极性 疏水性
('02* 0'2*%

3

CB%00I5% 2'(% / 1 0*

极性 疏水性
(')(% )'&1)

3

CB%0(I50 %&'1/ %) / *&

极性 疏水性
('.1) )'201

羊附睾头中
*(

个
&

防御素"包括转录本#"

3

CB,

#共

%%2

个蛋白质序列用在线构建系统发育树"图
%

#'

从进化树分析可以看出!

)

个物种的
&

防御素蛋白

被划分为类群
A!

类群
S

共
(

个类群!

&

防御素
%0/

(

%0*

和
%*0

单独形成进化支'其中类群
A

和
D

成

员数较少!类群
A

包含
&

防御素
%0*

和
%00

&类群
D

包含
&

防御素
%%2

(

%%(

和
%01

'类群
>

包含
%1

种

共
%/

个
&

防御素$

(

种牛
&

防御素聚为一个次级分

支!人和猪的
&

防御素
%

(

0

和
%&*

各聚一个次级分

支!人
&

防御素
%*.

和
%*2

聚为一个次级分支'大

多数进化树未端分支是不同物种的同一种类
&

防御

素!说明
&

防御素种间保守性较强'从基因组家族

进化历史分析!最先
&

防御素
%0/

!其次是
&

防御素

%0*

和
%*0

!类群由
A

"

S

发生历史越来越晚'

0'0'*

!

&

防御素蛋白的结构特点及其功能区域
!

!

从表
)

可以看出山羊的无可变剪切的单一
&

防御

素蛋白都具有
.

个半胱氨酸残基"阴影区域#!其结

构为
!<!̂

-

!<!̂

-

!<!̂

-

!<!̂

-

!<<!

'除
3

BC%%0

为
!<!

^

)1

!<!̂

.

!<!̂

*

!<!̂

2

!<<!

!

3

BC%%)

为
!<!̂

%)

!<!̂

*

!<!̂

%*

!

<!̂

.

!<<!

!

3

BC%&2

为
!<!̂

.

!<!̂

*

!<!̂

/

!<!̂

2

!<<!

!

3

BC%*&

为
!<!̂

0

!<!̂

1

!<!̂

)

!<!̂

1

!<<!

外!其余
&

防

御素蛋白均为
<!̂

.

!<!̂

*

!<!̂

/

!<!̂

1

!<<!

'

从表
1

可以看出山羊可变剪切
&

防御素蛋白具

有
0

"

(

个半胱氨酸残基"阴影区域#'其中
3

BC%&1

转录本
0

和
3

BC%%&

转录本
%

仅含有
0

个半胱氨酸残

基&

3

BC%0(I5%

和
3

BC%&1I5%

含有
*

个半胱氨酸残基&

.0%%
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图
#

!

人$牛$猪和山羊
"

防御素家族的进化树 "

QU

法'自展值
#

("

#

@6

7

G#

!

+

K

L

E

>2

7

1/60./.>

E

;6;23C19.*,131/;6/

7

1/1;.B2/

7

L8B./;

'

0.99>1

'

K

6

7

;./,

7

2.9;

"

Q16

7

LC25

]

26/6/

7

B19L2,

'

4229;95.

K

#

("

#

3

BC%&1I5*

和
)

的结构特殊!有
(

个半胱氨酸残基$

!<!

^

%2

!<!̂

0

!<!̂

.

!<!̂

*

!<!̂

/

!<!̂

1

!<<!

!

3

BC%&(7I5*

为
!<!

^

0

!<!̂

(

!<!̂

.

!<!̂

*

!<!̂

/

!<!̂

1

!<<!

&

@9A>%%DI50

有
1

个半胱氨酸残基!结构为
!<!̂

/

!<!̂

/

!<!!̂

.

!

<<!

'其 余
&

防 御 素 均 为
!<!̂

1

!

.

!<!̂

*

!

)

!<!̂

/

!<!

^

1

!

.

!<<!

'

N-I6595#@KF-

预测除
3

BC%&1I5%

和
I50

(

3

BC%%&I5%

(

3

BC%0(I5%

外!其余
&

防御素蛋白的功能区域在
.

个半胱氨酸残基的区域内!具有
&

防御素抗微生物

的三级结构特征'

0'0')

!

山羊附睾头
&

防御素蛋白糖基化位点和磷

酸化分析
! !

从 表
.

可 知!

3

CB%%2

(

3

CB%%.

(

3

CB%0/

(

3

CB%%0

(

3

CB%%(

(

3

CB%02

(

3

CB%*%

(

3

CB%*)

(

3

CB%0.

和
3

CB%&(7I5*

均有
8

糖基化位

点'除
3

CB%&2

(

3

CB%%)

(

3

CB%0&

"

%0)

(

3

CB%*%

(

3

CB%*)

(

3

CB%&1I5)

(

3

CB%%&%

(

3

CB%%&I50

(

20%%
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表
&

!

山羊
"

防御素蛋白修饰及亚细胞定位

O.C>1&

!

OL1B2,6360.962/./,;8C01>>8>.5>20.>6̂.962/23C19.*,131/;6/;

K

52916/6/C80A;

名称

8FE6

8

糖基化位点数

8!

3

7

J

K#,

J

7FI$#-

,$I6-MEW65,

]

糖基化位点数

]!

3

7

J

K#,

J

7FI$#-

,$I6-MEW65,

磷酸化位点数

94#,

X

4#5

J

7FI$#-

,$I6-MEW65

信号肽预测

@$

3

-F7

X

6

X

I$"6

亚细胞定位

@MWK677M7F57#KFI$#-

3

CB%&)F & 2 * %/

%

0&

细胞外

3

CB%&2 & & *

无 细胞质

3

CB%&( & 0 %

无 细胞核

3

CB%%0 % * 2

无 细胞核

3

CB%%) & & %

无 细胞质

3

CB%%. 0 % (

无 细胞核

3

CB%%2 1 ) 1 0*

%

0)

细胞核

3

CB%%( % ( 2 00

%

0*

线粒体

3

CB%0& & & 1 %/

%

0&

细胞外

3

CB%0% & & % %)

%

%1

细胞外

3

CB%0* & & 1 0&

%

0%

细胞核

3

CB%0) & & ) %1

%

%.

线粒体

3

CB%0. 0 %& & 0&

%

0%

细胞外

3

CB%02 % 0 1

无 细胞核

3

CB%0/ * %0 (

无 细胞核

3

CB%*% % & % 00

%

0*

细胞核

3

CB%*0 & % *

无 细胞质

3

CB%*) % & *

无 细胞质

3

CB%&1I5) & & 0 02

%

0(

细胞外

3

CB%&(7I5* % * * 00

%

0*

细胞外

3

CB%&/I5% & % 1 **

%

*)

线粒体

3

CB%%&7$H6 & & 0

无 细胞质

3

CB%%&I50 & & * 0%

%

00

细胞外

3

CB%%/I5% & & )

无 细胞核

3

CB%00I5% & & ) 0&

%

0%

细胞外

3

CB%0(I50 & % (

无 细胞核

@9A>%%DI50 & % 0

无 细胞核

3

CB%%/I57

和
3

CB%00I57

无
]

糖基化位点!其余的

%)

个
&

防御素蛋白均含有
]

糖基化位点'从
8

和

]

糖基化位点的情况看!

3

CB%&2

(

3

CB%%)

(

3

CB%%/

"

%0)

和
3

CB%&1I5)

既无
8

糖基化位点!也无
]

糖

基化位点!推测其不是糖蛋白'其余
%.

个
&

防御素

蛋白均可能是糖蛋白'除
3

CB%0.

无磷酸化位点

外!其余的
&

防御素蛋白磷酸化位点'

0'0'1

!

山羊附睾头
&

防御素蛋白信号肽预测及亚细

胞定位
!!

表
.

结果显示!

3

CB%&)

(

3

CB%0&

(

3

CB%0%

(

3

CB%0.

(

3

CB%&1I5)

(

3

CB%&(7I5*

(

3

CB%%&I50

和

3

CB%00I5%

有信号肽!亚细胞定位到细胞外!是分泌

蛋白'

3

CB%%2

(

3

CB%0*

和
3

CB%*%

也有信号肽!亚

细胞 定 位 在 细 胞 核 内'

3

CB%%(

(

3

CB%0)

和

3

CB%&/I5%

也有信号肽!亚细胞定位在线粒体内'

&*%%



!

2

期 张春香等$山羊睾丸和附睾头
&

防御素家族的表达谱及生物信息学分析

3

CB%&(

(

3

CB%%0

(

3

CB%%.

(

3

CB%02

(

3

CB%0/

(

3

CB%%/I5%

(

3

CB%0(I50

和
@9A>%%DI50

均定位在

细胞核内'

3

CB%&2

(

3

CB%%)

(

3

CB%*0

(

3

CB%*)

和

3

CB%%&7$H6

定位在细胞质中'

9@]\Y

预测结果还

显示在
3

CB%&2

(

3

CB%%0

(

3

CB%0/

(

3

CB%*%

(

3

CB%*)

和
3

CB%00I5%

蛋白的
<

端有
D\

膜保留信号"

D\

[6EW5F-6\6I6-I$#-@$

3

-F7,

#$

==̂ !̂7$H6

元件!而

3

CB%%/I5%

和
3

CB%&/I5%

蛋白不仅
<

端有
D\

膜保

留信号
==̂ !̂7$H6

元件!

8

端还有
D\

膜保留信号

^̂ \\!7$H6

元件!因此!这些
&

防御素有可能是内质

网膜的分子伴侣'

)

!

讨
!

论

)G#

!

附睾头和睾丸
"

防御素种类及表达特点

在雄性生殖器官内
&

防御素发挥双重功能!它

们不仅是内源性抗微生物肽而且还对精子的成熟发

挥重要作用)

*!)

!

%%!%0

*

'

@'S'SF77

等研究显示表达在

男性生殖器官中
&

防御素有
*(

种之多)

%

*

!其中高度

表 达 的 有
%/

种$

,DF%0&

(

,DF%**

(

,DF%&)

(

,DF%%%

(

,DF%%(

(

-?!J%%B

(

,DF%&1

(

,DF%%/

(

,DF%&2

(

,DF%0%

(

,DF%&(

(

,DF%01

(

,DF%0.

(

,DF%02

(

,DF%0(

(

,DF%0/

(

,DF%*0

(

,DF%00

X

和

,DF%0*

'

R'@'T4F-

3

等)

%*

*用
\Y!9<\

检测男性附

睾
%*

种
&

防御素中!其中附睾头中
,DF%&)

(

,DF%%(

和
,DF%%/

表 达 量 较 高!

,DF%&2

(

,DF%&(

(

,DF%0*

和
,DF%

是在附睾头中特异表达

的'在大鼠生殖器官中
&

防御素有
*1

种)

%)

*

!

\Y!

9<\

检测结果显示在睾丸中表达有
2

种!表达量顺

序由高到低是$

'DF0)

(

'DF%)

(

'DF**

(

'DF02

(

'DF*2

(

'DF0/

和
'DF*.

&附睾头有
0/

种!其中特

异性 表 达 的 有
'-?!J%%B

(

'DF%0

(

'DF%2

和

'DF%(

!高度表达的有
'DF*/

(

'DF))

(

'DF01

和

'DF0/

)

0

*

'家鼠附睾头表达
&

防御素种类与大鼠基

本相同!大多数
&

防御素的表达部位和表达量也相

同!仅 有
3DF%1

和
'DF%1

(

3DF%

和
'DF%

(

3DF))

和
'DF))

的表达部位和表达量不同)

%1

*

!还

有研究表明
3DF%%

和
3DF%0

是家鼠附睾头特异

性表达的)

%.

*

'

['='<4#$

等)

1

*用
\Y!9<\

方法检

测到
0

周龄公猪睾丸中表达有
%0

种
&

防御素!表达

量顺 序 由 高 到 低 是$

L

DF)

(

L

DF%%/

(

L

DF%&)

(

L

DF%00

(

L

DF%%1

(

L

DF%&(

(

L

DF%0(

(

L

DF%%0

(

L

DF%0/

(

L

DF%0)

(

L

DF%%.

和
L

DF%%(

!其表达
&

防御素种类多于本研究
2

日龄公羔睾丸中
(

种

1

DF%0*

(

1

DF%&)

(

1

DF%%)

(

1

DF%0&

(

1

DF%&(

(

1

DF%&2

(

1

DF%0(

和
1

DF%%0

'

B'>M

J

#--6I

等在

公猪附睾中发现了
2

种
&

防御素!在附睾头中高度

表达的有
L

DF%&/

(

L

DF%%%

(

L

-?!J%%F

(

L

DF%0%

和
L

DF%%*

"按照由高到低排序#!仅
L

DF%0/

在附

睾头中没有检测到)

%2

*

'现研究发现在荷斯坦奶牛

和挪威红牛的公牛附睾头中表达有位于
%*

号染色

体上
%/

种
&

防 御 素!其 中
"DF%)0

(

"DF%0&

(

"DF%00$

(

"DF%%.

(

"DF%%/

和
"DF%%2

表达量最

高!其次是
"DF%0)

(

"DF%00

和
"DF%%(

!然后是

"DF%02

(

"DF%0(

(

"DF%0/

(

"DF%%1

(

"DF%0%

和

"DF%0*

!表 达 量 最 低 的 是
"DF%*0

(

"DF%0.

(

"DF%01

和
"DF%01$

)

.

*

'本研究转录组分析结果发

现成年公羊附睾头中表达
01

种单一
&

防御素和
(

种有可变剪切
&

防御素"共
00

个转录本#!其种类较

男性生殖器官
*(

种少!这可能是本研究没有检测附

睾体和附睾尾而引起的种类上差异'与公牛附睾头

中
&

防御素相比!除没有检测到
DF%)0

(

DF%01

和

DF%01$

!其余
%.

种均在公羊附睾头中检测到!但表

达量高低有较大的差异!除了品种差异外!所检测的

年龄阶段"

%(

(

0)

月龄公羊#差异也有可能引起表达

的差异'

)G!

!

山羊
"

防御素的生物信息学分析

*'0'%

!

&

防御素的理化性质
!!

&

防御素是一类阳

离子肽!分子量
)

"

%&HM

)

%(!0&

*

'山羊睾丸和附睾头

&

防御素的理化性质分析结果显示当
X

S2'&

时!除

3

BC%&(I5*

"

d%'/0(

#和
3

BC%*)

"

d%'0/.

#是带负

电荷!其余均是带正电荷!说明山羊
&

防御素是带阳

离子短链多肽!均为碱性&山羊
&

防御素分子量在

.'(/

"

%*'(1HM

!高于人(鼠上报道的
&

防御素的分

子量!这可能是种间差异引起的'

*'0'0

!

&

防御素的结构特点
!!

A'A'9FI$7

等)

0

*研

究发现人(大鼠(小鼠和狗
&

防御素都有由
.

个半胱

氨酸构成的高度保守的空间模式!基本模式$

!<!

^

1!(

!<!̂

*!2

!<!̂

1!%*

!<!̂

)!2

!<<!

!由此形成了严格的
*

个反平行
&

折叠)

0%!0*

*

!这种结构有利于形成可与细

胞膜相互作用的低聚体!使其通透性增加)

0)

*

!使
&

防御素具有了抗微生物的活性'本研究中山羊无可

变剪切的单一
&

防御素蛋白也都具有
.

个半胱氨酸

残 基!基 本 结 构 为
!<!̂

0!)1

!<!̂

*!.

!<!̂

*!%*

!<!̂

)!2

!

<<!

'除
3

BC%%0

(

3

BC%%)

(

3

BC%&1

和
3

BC%*&

外!

其余
&

防御素蛋白均为
<!̂

.

!<!̂

*

!<!̂

/

!<!̂

1

!<<!

!

该模式与现人(大鼠(小鼠和狗
&

防御素的基本结构

%*%%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

一致!

3

BC%%0

的
8

端比较长!这可能会增强本身的

免疫功能)

0%

*

'对于有可变剪切
3

BC%&1

转录本
*

和

)

(

3

BC%&(7

有
(

个半胱氨酸残基!

@9A>%%D

有
1

个

半胱氨酸残基!这种现象在人
&

防御素也有!例如

4CB%&1

(

4CB%**

等!半胱氨酸超出或缺失是否会引

起三级空间结构的变化目前还尚待进一步研究'

*'0'*

!

&

防御素蛋白修饰与功能
!!

现已报道的

大鼠
5CB00

和猕猴
&

防御素
%0.

是糖蛋白)

*!)

!

01

*

!在

精子整个表面形成糖基化外壳!可以与抗精子的抗

体结合!使其不受免疫识别)

0.!02

*

'大鼠
5CB%1

是包

被精子头部顶体部分!该基因敲除后精子运动能力

下降!受精率降低)

%*

*

'任有蛇等)

0(

*研究结果显示

3

CB%&)F

也是糖蛋白!包被在山羊精子的顶体部分

和精子中段的线粒体上'在山羊睾丸和附睾头发现

的
&

防御素有
%.

种可能是糖蛋白!有些是
8

糖基

化位点!有些是
]

糖基化位点!还有一部分既有
8

糖基化位点也有
]

糖基化位点'山羊
3

CB%0.

有

%&

个
]

糖基化位点!推测其功能与猕猴
&

防御素

%0.

相似)

0/

*

'除
3

CB%0.

无磷酸化位点外!其余的
&

防御素蛋白磷酸化位点!这说明
&

防御素蛋白可能

还是信号分子)

*&!*%

*

!大鼠
B$-%

可与未成熟精子质

膜
<F

0f离子通道结合!激活
<F

0f离子通道促进了

<F

0f吸收!使精子获得了运动能力)

%0

*

'人附睾中高

度表达
4CB0/

通过与趋化因子受体
<<\.

的作用

促进精子运动及其亲
<<?0&

的趋化运动)

*0

*

'

4CB*

通过
<<\.

作用激活
KF,

X

F,6,%F-")

(

@EF"*

(

[A9=,

和
8P!

'

B

的通路增加皮肤角质细

胞的
N?!*2

的表达)

**

*

'已有研究显示
4CB1

行使细

胞信号的功能)

*)

*

'山羊附睾头中
&

防御素的功能

还有待进一步深入研究'

%

!

结
!

论

山羊
2

日龄睾丸(成年睾丸和附睾头中分别表

达有
2

(

%0

和
**

种
&

防御素!表达量最高的
&

防御

素依次是
1

DF%0*

(

1

DF%%/

和
1

DF%0)

'成年睾丸

中特异性表达是
1

DF**

!附睾头中特异表达有
0%

种
&

防御素'山羊
&

防御素分子量在
.'(/

"

%*'(1

HM

!为小分子(极性(带正电荷的(疏水性的强碱性

多肽'

&

防御素结构
!<!̂

0!)1

!<!̂

*!.

!<!̂

*!%*

!<!̂

)!2

!

<<!

'有
%.

种
&

防御素是糖蛋白!除
3

CB%0.

外其

余
&

防御素具有磷酸化位点!可作为信号分子'这

些
&

防御素在精子成熟和母畜生殖道内运输过程中

发挥重要作用'
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