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刘默芳, 中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所研究组长

(PI)、研究员、国家杰出青年科学基金获得者(2013)、上海市优秀学术带头人(2016)、
科技部国家重点研发计划项目首席科学家(2017)。刘默芳研究员主要从事非编码

RNA功能机制研究, 围绕piRNA与精子发生、miRNA与癌症等开展系统性探索, 
获得了前沿性进展, 已发表论文50多篇, 包括作为通讯作者的研究论文12篇(Cell, 
2017; Cancer Res, 2017; Oncogene, 2016; EMBO J, 2015; Cell Res, 2015; Cancer Res, 
2014; Cell Res, 2014a; Cell Res, 2014b; Dev Cell, 2013; EMBO J, 2012; Cell Res, 2012; 
Cancer Res, 2010)。这些原创性研究成果揭示了小分子非编码RNA的生理和病理功

能机制, 可为男性不育症及肿瘤等疾病的诊治研究提供理论依据和相关基础。
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人Piwi基因突变致男性不育的机制研究
苟兰涛  康俊炎  刘默芳*

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所, 上海 200031)

摘要      大量遗传学研究表明, Piwi蛋白对于动物生殖系细胞发育具有至关重要的作用, Piwi
基因敲除致动物不育。人Piwi(Hiwi)基因特异性地在雄性生殖细胞表达, 但目前对其在人精子发生

中的作用及其与男性不育的联系还知之甚少。该研究通过筛查临床男性不育样本发现, 少弱精症

患者Hiwi基因中存在拮抗泛素化修饰的D-box元件突变; 通过构建基因敲入小鼠模型证实, 该突变

导致雄性不育。机制研究表明, 小鼠Piwi(Miwi)D-box突变致MIWI蛋白异常稳定存在于后期精子细

胞中, 导致与其相互作用的组蛋白泛素连接酶RNF8(ring finger protein 8)被扣留于细胞质、不能入

核催化组蛋白泛素化修饰, 进而抑制组蛋白被鱼精蛋白替换, 引发精子形成异常、雄性不育。该研

究发现了男性不育的一类新型致病基因突变, 并发现了Piwi蛋白具有调控组蛋白泛素化修饰的新

功能, 揭示了精子形成中调控组蛋白–鱼精蛋白转换的重要机制。
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The Study of Human Piwi Mutations in Male Infertility

Gou Lantao, Kang Junyan, Liu Mofang*
(Institute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai Institutes for Biological Science, 

Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract      Genetic studies have elucidated critical roles of Piwi proteins in germline development in ani-
mals, but whether Piwi is an actual disease gene in human infertility remains unknown. We report germline D-box 
mutations in human Piwi (Hiwi) in patients with azoospermia. By modeling such mutations in Piwi (Hiwi) knockin 
mice, we demonstrate that the genetic defects are directly responsible for male infertility. Mechanistically, we show 
that D-box mutation caused-MIWI stabilization sequesters ring finger protein 8 (RNF8) in the cytoplasm of late 
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1   相关研究背景及进展介绍
在真核细胞中, 基因组DNA通常与组蛋白八聚

体缠绕构成染色质的基本结构; 而在哺乳动物的精

子细胞核内, 组蛋白将被另一类富含精氨酸、高碱

性的小分子核蛋白—鱼精蛋白取代[1-2]。鱼精蛋

白携带正电荷, 可协助基因组DNA进行高度折叠, 
将父源遗传物质紧密压缩储存于精子头部[1]。在减

数分裂后的精子形成期, 将发生组蛋白–鱼精蛋白

转换, 伴随一系列其他形变, 单倍体精子细胞最终

发育为成熟精子[1,3]。自鱼精蛋白发现至今的100多
年间, 尽管科研人员通过大量实验证据证实了组蛋

白–鱼精蛋白转换故障与雄性不育之间的密切因果

联系[1,3-4], 但对于该转换过程如何起始及具体作用

机制仍然知之甚少。近期有研究表明, 泛素连接酶

RNF8(ring finger protein 8)介导的组蛋白H2A、H2B
泛素化修饰是上述替换过程起始的关键步骤[5], 但
对于该过程如何在精子细胞发育的特定时期被启动

仍然一无所知。

进化保守的 Piwi(P-element induced wimpy 
testis)蛋白是Argonaute蛋白家族的亚家族成员, 特
异性地在动物生殖系细胞表达[6-7]。Piwi蛋白通

过结合一类新近发现的小分子非编码RNA—
piRNA(Piwi-interacting RNAs)形成Piwi/piRNA“机
器”, 抑制基因组中的转座元件, 从而保护维持生殖

细胞基因组的稳定性及完整性[6-7]。此外, 我们及国

际同行的研究均表明, Piwi/piRNA“机器”还参与调

控生殖细胞中的蛋白编码基因[8-11]。在线虫、果蝇、

斑马鱼及小鼠等模式生物中的大量遗传学实验显

示, Piwi蛋白在动物生殖细胞发育分化中发挥重要

功能, 为动物配子发生所必需[6-7]。小鼠基因组编码

三种Piwi成员, 包括Miwi、Mili及Miwi2, 均特异性

地在睾丸中表达, 并为小鼠雄性生殖细胞发育所必

需[12-14]。在人类基因组中, Piwi基因共包含四种成员: 
Hiwi、Hili、Hiwi2及Piwi13[15]。人源Piwi蛋白主要

在睾丸中高度表达, 但目前有关其在人生殖细胞发

育分化过程中的功能还未见报道。

从结构角度而言, Piwi蛋白包含四个功能结

构域 : N-端、PAZ(PIWI-ARGONAUTE-ZWILLE)、
MID(middle)及PIWI结构域[16]。PAZ与MID结构域

主要为piRNA的结合区域, PIWI结构域具有RNase 
H活性[17-19], 而Piwi蛋白N-端结构域的功能尚不清

楚。我们在前期的研究中发现, 脊椎动物PIWI蛋白

(包括MIWI和HIWI)N-端保守地存在一个泛素连接

酶APC/C(anaphase-promoting complex/cyclosome)底
物特征性元件—D-box元件, 并证明MIWI是APC/
C的底物[20]。通过一系列体外及体内实验, 我们证

实在小鼠后期精子细胞中, APC/C通过D-box元件识

别MIWI蛋白并对其进行泛素化修饰, 最终导致其降

解, 且MIWI蛋白在后期精子细胞中适时降解、清除, 
为精子形成所必需[20]。基于以上研究背景, 我们进

而探索Piwi基因在人精子形成中的功能机制。

2   少弱精症患者携带Hiwi D-box突变
为了探究人精子形成中HIWI蛋白代谢调控的

生物学意义, 我们通过与医院合作, 收集了413例少

弱精症患者及300例可育男性人群的血液样本。通

过基因组DNA测序筛查Hiwi基因的D-box元件, 我
们发现有3例病人携带Hiwi基因D-box杂合突变, 分
别为R218A/L221A(病人 #1)、L221G/N225H(病人

#2)及L221R(病人#3); 全长基因测序显示, 这3位病

人的Hiwi基因没有其他的突变。随后, 我们跟踪调

查了其中两位病人的直系亲属并发现: 病人#1的父

母均不携带D-box突变, 表明该病人是后天自发获

得突变; 病人#2的母亲携带与患者相同的杂合突变, 
其父亲与兄弟的Hiwi基因为野生型, 表明该病人的

D-box突变从母亲遗传获得。上述结果表明, Hiwi基
因突变可通过自发变异或母系遗传的方式获得。

3   小鼠Miwi D-box突变导致雄性不育
为了鉴定我们发现的Hiwi基因D-box突变是否

为导致三位男性病人不育的原因, 我们将在病人#1
中鉴定的突变(R218A/L221A)敲入小鼠Miwi构建

了条件型基因敲入小鼠模型。通过与原始生殖细

胞(primordial germ cell, PGC)特异表达的TNAP-Cre

spermatids, with blocking the ubiquitination and removal of histones. The failure of histone-to-protamine exchange 
finally leads to deficient spermiogenesis and male infertility. Collectively, our findings identify Piwi as a factor in 
human infertility and reveal its role in regulating the histone-to-protamine exchange during spermiogenesis.
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转基因工具小鼠杂交, 我们获得了携带Miwi基因

R218A/L221A杂合突变的基因敲入小鼠。表型鉴定

发现, 所有出生的雄性小鼠均不能繁育后代, 而雌性

小鼠的生育不受任何影响。以上疾病模型小鼠获得

了与临床男性病人一致的不育表型, 证明Hiwi基因

D-box突变是造成男性不育的原因。

随后的研究发现, 与对照小鼠相比, 突变小鼠

睾丸中的支持细胞、精母细胞、球型精子细胞及早

期延长型精子细胞的形态及数量均无明显异常, 而
后期延长型精子细胞(steps 14-16)的数量急剧减少, 
表明D-box突变致精子发育后期障碍。进一步对附

睾中精子检测发现, 突变小鼠精子数量显著降低、

精子活力严重不足, 且精子头部形态及染色质凝集

异常, 提示突变小鼠在精子发生中的染色质压缩出

现故障。

4   Miwi D-box突变小鼠精子细胞中组蛋

白–鱼精蛋白转换障碍
为了从分子水平寻找导致突变小鼠精子染色

质压缩异常的原因, 我们通过质谱分析了突变小鼠

精子的蛋白谱。我们发现, 在突变小鼠精子中, 组蛋

白H2A、H2B、H3、H4及其变体的表达水平都剧

烈升高; 免疫染色及免疫印迹实验确认了组蛋白在

突变小鼠精子中大量积累, 且鱼精蛋白水平有一定

程度的降低。这些实验结果表明, Miwi基因D-box突
变小鼠的精子形成出现了问题, 即组蛋白–鱼精蛋白

转换步骤发生严重障碍, 造成组蛋白未被鱼精蛋白

充分转换, 最终导致其精子生成缺陷。

5   Miwi D-box突变体扣留RNF8于细胞核

外
近期的一项研究表明, 小鼠延长型精子细胞中

泛素连接酶RNF8介导的组蛋白H2A、H2B泛素化修

饰是起始组蛋白–鱼精蛋白转换的早期关键事件[5], 
但该过程如何在精子细胞发育中被精准调控并不清

楚。通过免疫染色和免疫印迹实验, 我们发现, 突变

小鼠后期精子细胞中H2A与H2B的单泛素化水平明

显降低。鉴于MIWI蛋白在突变小鼠后期精子细胞

中异常滞留, 我们推测, MIWI蛋白有可能通过某种

方式影响了RNF8对组蛋白的泛素化修饰。我们首

先检测了MIWI蛋白是否能够调控RNF8的泛素连接

酶催化活性。利用体外反应系统, 我们发现, MIWI

蛋白能够抑制RNF8对组蛋白H2B的泛素化修饰。

我们进一步利用免疫染色分析发现, 在小鼠球形精

子细胞内, MIWI大量存在, 并与RNF8共定位于核

外; 而在后期精子细胞中, 野生型对照小鼠的MIWI
蛋白被降解清除、RNF8蛋白入核, 而突变小鼠的

MIWI蛋白异常稳定, RNF8蛋白被继续扣留于核外, 
使其不能入核启动组蛋白修饰及随后的组蛋白–鱼
精蛋白转换。

6   RNF8-N短肽拯救突变小鼠的精子形成

缺陷、恢复精子活性
我们在解析MIWI与RNF8相互作用时发现, 

位于RNF8蛋白N-端的68QNPEG72保守序列是其与

MIWI相互作用的关键结合区域。RNF8蛋白的N-
端截短形式RNF8-N(1~210 AA)能够与全长RNF8
蛋白有效竞争结合MIWI; 而将68QNPEG72突变为
68AAAAA72后, 此N-端截短形式的突变体(RNF8-
Nmut)丧失与MIWI的结合能力。利用体外反应系统, 
我们发现, RNF8-N短肽可显著削弱MIWI对RNF8催
化活性的抑制作用; 相反, RNF8-Nmut因其丧失竞争

结合MIWI的能力而无明显效果。

基于上述发现, 我们通过慢病毒睾丸转导在

D-box突变小鼠精子细胞中外源表达了RNF8-N
短肽, 同时, 利用共表达的可线粒体定位的

EGFP(enhanced green fluorescence protein)追踪被感

染的精子细胞及其衍生的精子。令人兴奋的是, 在
被转导表达了RNF8-N短肽的后期精子细胞中, 内源

RNF8蛋白能够得以逃离MIWI蛋白的扣留、从胞质

中释放并转运入核; 同时, 组蛋白H2B再次获得泛素

化修饰。同样, 由附睾中分离获得的成熟精子也被

成功拯救: 精子头部形态恢复正常、组蛋白异常积

累现象消失、精子重新获得游动能力。

7   总结及研究意义
在本研究中, 我们首先通过大规模筛查发现少

弱精症患者中存在Hiwi基因D-box元件突变, 并通过

小鼠模型证实该突变致雄性不育。通过一系列体内、

体外实验, 我们揭示了D-box突变致精子形成障碍的

病理机制, 也首次发现Piwi蛋白可作为分子开关, 调
节控制哺乳动物精子发生中组蛋白–鱼精蛋白转换

过程的起始。总之, 我们的研究从人类遗传学出发, 
利用动物模型探究分子机理, 首次证明Piwi基因突
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变可导致男性不育, 并为相关男性不育症的诊断及

治疗提供了理论依据和方法策略。
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