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酪氨酸磷酸化在精子获能中的作用

樊国彪，李洲平，曾海涛*

（中南大学 生物科学与技术学院 分子生物学研究中心，中国湖南 长沙 410078）

摘 要： 获能是精子发生顶体反应以及与卵子结合之前所必需的生理过程. 研究发现在精子获能过程中伴随
有蛋白质的磷酸化特别是酪氨酸的磷酸化. 主要对酪氨酸磷酸化蛋白在精子获能过程中的作用及其存在的部
位进行归纳总结， 为进一步阐明精子获能分子机制奠定基础.
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Abstract：Capacitation is an important physiological pre-requisite that enables sperm undergo acrosome
reaction and fertilize the egg. Researches have found that the protein phosphorylation especially at tyrosine
residues which is one of the most important events that occur during capacitation. The effect of tyrosine
phosphorylation during capacitation and the location where it occurs are reviewed.
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Austin 和 Chang在 20世纪 50年代初期经过
对兔精子的研究发现，精子与卵细胞结合以前必

须经历一系列连续的生化反应和生理上的改变

才能使其与卵细胞粘着并且融合，这一现象被称

为获能［1］. 哺乳动物的精子在受精前必须经历获
能这个过程，精子获能后的变化有超激活运动、
质膜胆固醇含量减少、膜的离子渗透性增加［2］、膜
的超极化、胞内 pH 升高 ［3］、Ca2+和 cAMP 含量增
加［4］、超氧阴离子生成量增多［5］、酪氨酸磷酸化增
强、与卵透明带结合 ［6］、引发顶体反应（acrosome
reaction，AR）等，但是获能过程中完整的分子机
制和信号通路始终不是很清楚.
蛋白质酪氨酸磷酸化是精子获能后显著的

特征之一. 蛋白质磷酸化是蛋白质翻译后的加工
修饰过程，在真核细胞中蛋白质的磷酸化 /去磷
酸化是调节蛋白质活性最常见的方式之一，它能

调控细胞内的许多生理活动. 蛋白质磷酸化主要
发生在丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸残基上. 早期的
研究表明精子既有丝氨酸和苏氨酸磷酸化蛋白

质，也有酪氨酸磷酸化蛋白质. 但大量研究结果
表明，蛋白质酪氨酸磷酸化对于精子获能尤为重要
［7］. 成熟精子是高度分化的特殊细胞，不能转录
翻译合成新的蛋白质，因此精子的获能、超激活
运动的维持、发生顶体反应等都是通过酪氨酸的
磷酸化 /去磷酸化来调控的，因此对其的研究报
道也是最多的.
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1 精子中酪氨酸磷酸化蛋白的研究

早在 1989年，Leyton和 Saling就已经证实在
小鼠精子中存在着酪氨酸磷酸化的蛋白质，他

们用酪氨酸磷酸化抗体得到分子质量为 52、75、
95 kD的 3种蛋白，并且证实精子获能后 95 kD
的蛋白酪氨酸磷酸化增强［8］. Naz等对人、大鼠、
兔和小鼠精子蛋白质酪氨酸磷酸化情况进行了

研究，发现人精子中 14种蛋白质（122、105、95、
89、73、62、48、46、40、33、30、28、25 和 22 kD）
具有自磷酸化作用［9］. 人精子分子质量为 95 / 94±
3 kD、46 ± 3 kD、25 ± 7 kD、12 ± 2 kD 的蛋白质
发生了酪氨酸磷酸化，其中 95 kD 的蛋白与
Leyton 和 Saling 报道的一致 . 孔丽娟发现豚鼠
精子 80、45、40 kD 的 3 种蛋白发生酪氨酸磷酸
化，其中 40 kD的蛋白酪氨酸磷酸化水平自精子
体外培养后呈递增趋势，45 kD的蛋白酪氨酸磷
酸化自培养 3 h后发现并呈递增趋势，而 80 kD
的蛋白酪氨酸磷酸化水平在精子培养 3 h 时最
高，后呈递减趋势［10］.
1.1 精子酪氨酸磷酸化的部位
为了进一步研究在获能过程中精子不同部

位发生磷酸化的情况及发现不同磷酸化蛋白与

精子特殊功能之间的关系，有必要将发生酪氨酸

磷酸化的蛋白质在精子中的分布情况研究清楚，

许多实验室应用免疫细胞化学的方法对酪氨酸

磷酸化蛋白的定位情况进行了观察. CHOI 比较
获能与未获能的猪精子蛋白质二维图谱后，发现

56个有差异的蛋白质点，对其中酪氨酸磷酸化
的蛋白通过免疫荧光定位发现其大多分布在精

子头部和尾部［11］.
1.1.1 精子尾部蛋白质的酪氨酸磷酸化
精子尾部是蛋白质酪氨酸磷酸化最主要的

发生部位，利用免疫细胞化学技术已经在人、猴
子、猪、金仓鼠和小鼠的精子尾部发现有酪氨酸
磷酸化的蛋白存在 ［11］，精子尾部蛋白的酪氨酸

磷酸化与精子的超激活运动有关. 通过药物增加
细胞内 cAMP的水平后发现精子的超激活运动和
尾部的酪氨酸磷酸化增加，人、猴子、大鼠精子中
均存在这种现象.
在人精子中存在精子 A 激酶锚定蛋白（A-

kinase anchoring proteins，AKAPs），AKAP82定位
在纤维鞘. 钙结合酪氨酸磷酸化调节蛋白（Calcium
binding and tyrosine phosphorylation-regulated

protein，CABYR）位于精子尾部的主段 ［12］，获能

过程中 CABYR发生磷酸化后才获得与钙离子结
合的能力，表明酪氨酸磷酸化和钙离子有一定的

关联并且调节精子的超激活运动.
1.1.2 精子头部蛋白质的酪氨酸磷酸化
在获能过程中小鼠精子头部只有一小部分

蛋白发生了酪氨酸磷酸化，没有获能的精子通常

不发生磷酸化，但是在顶体区约有 5%~10%的蛋
白质发生了酪氨酸磷酸化. 与精子尾部发生酪氨
酸磷酸化的蛋白相比顶体区域蛋白的磷酸化程

度不随获能时间的增加而变化［13］. 在没有获能的
小鼠精子头部检测到唯一一个发生磷酸化的己

糖激酶（hexokinase），它定位在顶体区而且磷酸
化的状态不随获能过程改变.
在获能过程中精子头部蛋白酪氨酸磷酸化

作用并不清楚. 分子质量为 95 kD的精子膜蛋白
与小鼠透明带结合以后会发生酪氨酸磷酸化，它

具有受体酪氨酸激酶（Receptor protein tyrosine
kinases，RPTK）的活性，当它与透明带 3（zona
pellucida 3）结合以后磷酸化加强，由于这一性状
它被命名为透明带受体激酶（zona receptor kinase，
ZRK），在人精子中也发现了相似的蛋白 Hu9. 受
体酪氨酸激酶是一类由胞外结构域和胞内酪氨酸

激酶结构域构成的跨膜蛋白，当胞外配体结合以

后，激酶被激活使 RPTK 上的酪氨酸残基磷酸
化，磷酸肌醇 3激酶和磷脂酶 C被聚集到 RPTK
磷酸化后的结构域，RPTK激活磷酸肌醇 3激酶和
磷脂酶 C. 精子头部也存在非受体蛋白酪氨酸激酶
如 c-yes，c-yes是酪氨酸激酶非受体 Src家族中的
一员，在人精子头部检测到其存在，c-yes激酶的
活化依赖于 cAMP的浓度，说明精子头部酪氨酸
磷酸化是 cAMP和酪氨酸激酶通路共同参与的［14］.
1.1.3 精子酪氨酸磷酸化蛋白的鉴定
精子获能过程中有多种蛋白发生酪氨酸磷酸化.
磷脂过氧化氢物谷胱甘肽过氧化物酶（phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidas e，PHGPx）是
精子线粒体的结构蛋白，分子质量为 19 kD，仓鼠
精子获能过程中，PHGPx酪氨酸磷酸化，PHGPs
能影响线粒体的功能，可能在获能信号转导中起

重要的作用 ［15］. 人精子纤维鞘蛋白质 95（fibrous
sheath protein of 95 kD，FSP95）在获能期发生酪
氨酸磷酸化［16］. 人 FSP95与 AKAP11同源，Vijay-
araghavan报道牛精子的 AKAP110位于精子顶体
和尾部主段 ［17］，而 Mandal报道人 FSP95位于精
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子尾部主段的纤维鞘，FSP95在两种生物精子中
的定位差异值得进一步研究. 获能时，人精子尾
部主段发生酪氨酸磷酸化的蛋白还有 CABYR ［12］.
Hsp60和 erp99这两种分子伴侣蛋白位于精子头
部接近顶体的质膜中. Asquith推测精子获能前，
透明带受体没有暴露在精子质膜外表面，获能时

胆固醇从质膜释放，增加膜的流动性，促进膜蛋

白质重新分布 . Hsp60 和 erp99 位于质膜内表
面，Hsp60 和 erp99发生酪氨酸磷酸化后，可能激
活透明带受体复合体，使受体复合体的构象改

变，暴露在细胞表面［18］. Baker发现 SRC的丝氨
酸 17被 PKA磷酸化后，SRC的 Y416发生自磷酸
化，使 SRC呈现酪氨酸激酶活性. C端 SRC激酶
（C terminal SRC kinase，CSK）也参与调节 SRC的
活性，CSK可使 SRC的 Y527发生磷酸化，抑制
SRC的酪氨酸激酶活性. Baker用二维电泳和质
谱分析技术鉴定了小鼠精子 SRC的作用底物，底
物包括精子尾部外周致密纤维 2（Outer dense
fiber from sperm tail 2），α-微管蛋白，β-微管蛋
白，AKAP-3，AKAP-4，HSP-60，HSP90α，HSP70，
葡萄糖调节蛋白 78（glucose regulated proteins，
GRP），钙网蛋白 （Calreticulin）、内质网素
（Endoplasmin），谷胱甘肽转移酶，α-烯醇酶，LDH
C3.上述底物中的酪氨酸可被 SRC磷酸化［19］.

Ficarro 发现人精子获能时酪氨酸磷酸化的
蛋白有电压依赖性阴离子通道（voltage-dependent
anion channel，VDAC）、角蛋白、PHGPx、泛醇-细胞
色素 C还原酶、谷氨酰胺合成酶 、丙酮酸脱氢
酶、纤维型肌动蛋白加帽蛋白 β（F-actin capping
protein β）、AKAP3、AKAP4、肿瘤坏死因子 1型受
体相关蛋白（tumor necrosis factor type 1 receptor-
associated protein）、N-酰基 -氨酰肽水解酶（N-
Acyl-aminoacylpeptide hydrolase）、含缬酪肽蛋白
（valosin-containing protein， VCP）、 HSP70、
HSP90α、前顶体素结合蛋白 、谷胱甘肽转移酶、
外周致密纤维 1、α-微管蛋白［20］.
获能时，精子中有些酪氨酸磷酸化蛋白的分

布会发生变化. 获能前，VCP位于人精子颈部，
获能后，VCP移动到精子头部前端. VCP作为分
子伴侣，将相关的膜融合蛋白聚合在发生顶体反

应的部位，VCP在精子质膜和顶体外膜的融合过
程中起作用［20］.
1.2 酪氨酸磷酸化参与的信号转导通路
1.2.1 cAMP-依赖的蛋白激酶 A（PKA）和 PKA底物

cAMP水平升高是精子获能过程中最早发生
的胞内改变之一. cAMP依赖的 PKA也是精子获
能过程中必需的参与者之一. PKA 由两个具有
调节功能和两个具有催化功能的亚单位组成，它

的活性与 cAMP 的浓度有关. cAMP 能够与 PKA
的调节亚单位结合来达到其调节活性的作用 ［21］，

PKA能使含有（Arg）-X-X-（Ser / Thr）基团的蛋白
质发生丝 /苏氨酸磷酸化，因此含有该基团的蛋
白质被称为 PKA磷酸化的底物［22］.
在精子内 PKA通过其调节亚基与 AKAPs连

接实现定位，而 AKAPs又能将蛋白激酶、磷酸酶
和它们的靶蛋白固定在一定的细胞区域内，以此

来实现对蛋白质磷酸化的调节. 精子中已经发现
许多不同类型的 AKAPs：AKAP82 定位在精子尾
部主段区的纤维鞘［23］，AKAP110定位在精子顶体
区域和精子尾部主段区［17］，S-AKAP84和 AKAP121
定位在线粒体外膜 ［24］而 AKAP220 则与细胞骨架
锚定连接［25］. AKAPs在精子内几乎所有的区域存
在表明它们间接参与了精子头部和尾部酪氨酸

磷酸化的调节［26］.
用抗 Arg-X-X-P-（Ser / Thr）的抗体测定得知
精子获能与 PKA 磷酸化底物有关，PKA 底物含
量随着时间的增加而增加，约获能 30 min后浓度
达到最大，而此时 PKA的活性也处在最大值［27］.
PKA底物的磷酸化能够被非受体型酪氨酸蛋白
激酶（PTK）抑制剂 herbimycin A 和 PP2 所抑制，
而受体型 PTK 抑制剂 tyrphostin A47、PKC 抑制
剂 chelerythrine 和 MEK（MAPK kinase）抑制剂
PD98059和 U126却对其没有抑制作用. 此外用
IBMX + dbcAMP 孵育的精子中 herbimycin A 和
PP2并不能抑制 Arg-X-X-（Ser / Thr）基序的磷酸
化，这表明部分 PTK在位于 PKA活化的上游起
作用，它可能激活 cAMP的生成. 这些结果提示
至少有两种不同的 PTKs参与了获能：一种可能
在精子获能的前期和 PKA的激活有关，另一种可
能与纤维鞘蛋白的酪氨酸磷酸化有关.
1.2.2 促分裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated
protein kinases，MAPK）途径

MAPK 也 被 称 为 胞 外 信 号 调 节 激 酶
（extracellular signal-regulated kinase，ERK），已经
被证实与精子的运动、获能以及顶体反应有关［28］.
精子质膜中有多种 RPTK，相应的配体与 RPTK
结合后，多数 RPTK中的酪氨酸可发生自身磷酸
化，然后发生生物效应. 有些种类的 RPTK发生
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酪氨酸自磷酸化后，通过接头蛋白（adapter
protein）与 Ras结合，Ras活化后则激活 Raf，活化
的 Raf与 MEK结合，Raf 是丝氨酸/苏氨酸蛋白
激酶，可使 MEK 中的丝氨酸磷酸化而激活
MEK，MEK是双重特异性激酶，能使 ERK1 和
ERK2 催化域 VIII 亚区的 Thr-Glu-Tyr 序列中的
苏氨酸和酪氨酸磷酸化，使 ERK1 和 ERK2 活
化，激活的 ERK1和 ERK2可使其下游靶蛋白的
酪氨酸发生磷酸化［27］. ERK 信号途径已经在禽
类和人类的精子中发现，在禽类精子中它参与轴

丝和细胞骨架蛋白的磷酸化并对鞭毛活动进行

调节，在人类精子中 ERK2（p42ERK）可直接被
孕酮激活，因此这个激酶可能与精子获能以及顶

体反应有直接关系.
MAPK亚型 ERK2、接头蛋白 Shc和 Ras定

位在人精子头部，研究表明 ERK信号通路的所
有抑制剂都可以阻断精子获能，通过一种抗磷酸

化的抗体在人精子中发现分子质量为 55、94 和
115 kD的蛋白［29］，这种抗体可以与含丝氨酸磷

酸化的短肽结合. 研究发现这些蛋白的磷酸化程
度在 1 h 内增加，然后会逐渐减弱，尽管通过质
谱检测发现这些蛋白结构与 MEK并不相同，但
是他们都可以被 MEK磷酸化抑制剂所抑制，因
此它们属于 MEK磷酸化相似蛋白.
最近研究发现 MEK相似蛋白大多含有 Thr-

Glu-Tyr［30］或 Pro-X-X-Ser / Thr-Pro［31］基序，这类蛋

白大多分布在精子尾部，其磷酸化程度在获能后

增强，而 PKA似乎具有调节降低 Thr-Glu-Tyr磷
酸化的作用. 当脯氨酸位于+1或-2位（Pro-X-X-
Ser / Thr-Pro）时 ERK1和 ERK2才能使丝 /苏氨酸
磷酸化，用抗 Ser / Thr-Pro磷酸化的单克隆抗体研
究发现人精子中分子质量为 78和 80 kD不溶于
Triton的蛋白可能为 ERk相似蛋白的作用底物.
1.2.3 磷酸肌醇 3 激酶（PI3K）
磷酸肌醇 3激酶参与了许多信号通路，它最

主要的功能是使 PIP3磷酸化. PIP3又是 PIP3依赖

激酶（PDK）、Akt、PLC、PKC、PKA 和 NOS等酶
活化的中间介质. 被牛血清白蛋白处理过的精子
能被 Akt抑制剂和渥曼青霉素阻止获能［32］，PI3K
和 Akt在获能过程中的作用与 Thr-Glu-Tyr-P 基
团和酪氨酸的磷酸化有关. 但是当精子被牛血清
白蛋白诱导获能以后 Akt抑制剂和渥曼青霉素并
不能抑制 PKA磷酸化底物和 MEK相似蛋白磷酸
化的增加［33］. 因此 PI3K / Akt 信号通路可能是独

立于 cAMP / PKA信号通路作用的.
此外许多文献报道胆固醇、钙离子、碳酸氢
根离子、活性氧离子（ROS）、孕酮、γ-氨基丁酸
（GABA）、血管紧张素 II以及细胞因子等物质也
会对酪氨酸磷酸化以及获能产生影响，在此不做

详细介绍.

2 小结

卵子受精前精子必须经过一系列生理生化

变化，研究证明蛋白质磷酸化已经和精子超激活

运动、顶体反应一起成为精子获能的重要特征.
长期深入的研究已经证实了许多在精子获能过

程中与酪氨酸磷酸化有关的信号通路，但是这些

信号通路之间的关系仍待进一步的研究，cAMP /
PKA信号通路调节酪氨酸磷酸化的机制以及在
信号通路中一些未知磷酸化蛋白的识别依然是

需要解决的问题. 因此要完全揭开酪氨酸磷酸化
在精子获能过程中的作用及其参与的信号通路

仍然是今后的主要研究方向. 同时，虽然已经通
过细胞免疫化学技术对许多酪氨酸磷酸化蛋白

进行了定位研究，但是要进一步确定哪些蛋白在

获能过程中起关键作用，以及系统的全面的对精

子蛋白进行研究还需要借助如 HPLC、MS、二维电
泳等新的技术手段，获得更多精子蛋白质组学的

信息.
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