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中文翻译全文 

人类精液凝胶块在液化过程中 KLK14 所起的作用研究 

摘要 

KLKs 称为 Kallikrein 的相关肽的缩写，精液凝胶块的液化过程与其中蛋白的降解以及活精

子释放出的物质有关。KLKs 是一个有若干个成员的家族群，它们在精液凝胶块的液化过程

中均参与了作用，发挥其功能作用关键在于极大地调节了蛋白质水解降解的连锁放大效应。

在上述的 KLKs 家族成员中，KLK3（即前列腺专一抗原）是一个具有主要的实质性作用的

酶，负责处理精液凝胶块的原发成分（即精液凝胶素 I 和 II，即 SgI 和 SgII）的生物物质。

我们近来已经鉴别出 KLK14 属于 KLK3 和其他的 KLKs 的潜在的上游激活剂。本研究在

于阐明（ex vivo,即利用在体外的活体实验方法）KLK14 是如何起中介上述蛋白质水解连锁

放大效应的。在临床上，精液凝胶块液化延缓患者的 KLK14 表达极低者（p=0.025），同时

精子活力不足者的 KLK14 也明显地低（p=0.0478）。由人工合成的 ACTG9是具有专一抑制

KLK14 的活力，它能够产生明显的精液凝胶块液化的延缓效应。“原先前”射精后，“类似

于胰凝乳蛋白酶效应”和 KLK1 活力的 30 分钟延缓的，会致使再进一步“延晚”至射精后

90 分钟才液化的“类似于胰凝乳蛋白酶效应”。相反地如果加入 KLK14 就使得精液凝胶块

的液化容易得多，其根源在于增大了早期的“类似于胰凝乳蛋白酶效应”，并且降低了后期

的“类似于胰凝乳蛋白酶效应”。由于观察到的“类似于胰凝乳蛋白酶效应”的活力应该几

乎完全地归属于 KLK3 的作用所致，因此 KLK3 应该是一个具有双相调节作用的。因此高

水平的 KLK3 裂出，可以在 KLK14 诱导的凝胶块中观察到，因此这一结果建议失活机制

来源于内部断裂。最后，精液凝胶素 I 和 II 的分裂是由于 KLK14 起作用的。在锌离子的存

在下，精液凝胶素可以逆转 KLK14 的抑制作用，由此提出了一个新的 KLK14 活力的调节

机制。我们的实验结果展示了，KLK14 起到一个明显的、具有剂量效果的精液凝胶块液化



过程关键作用。 

 

序言 

精子的发生过程，也可以说就是睾丸干细胞分化为成熟精子的过程。它是由睾丸生精管开

始，先产出尚未成熟的精子（1～3），然后在付睾过渡中变成为成熟的精子，因为就是在付

睾环境中使没有成熟的精子变成为具有活动能力和具有受精生育能力的精子的（4、5）。在

受精时精子的活动能力特别地重要，因为此时精子必需非常容易地穿越过卵细胞的透明区，

达到与卵细胞的融合而实现受精生育结局（1、2、6）。 

精子的活力不足，可以认为是精子在活动能力上有损害，它是男性低生育能力、或不能生

育的主要原因。当然也可以由于男性精液不完全液化、液化缓慢、不能液化的状况的原因

有关（7～9）。正常的情况之下，男性的精液凝块被储存于睾丸后部鞘膜腔内的（10～12）。

男性射精以后，精液仅仅在 5～20 分钟内就相继液化（10、13），如此的过程就让精液凝块

所包含的精子群体可以逐步地释放和游动出来，去实现受精作用。如上所谓的液化过程，

实际上是精液凝胶蛋白水解裂解的步骤，将精液凝胶块的精液胶 I 和 II（简称为：SgI 和

SgII）裂解为可溶性强的蛋白质分子，继之又被裂解为更小的肽片，最后又将此类肽片分解

为所组成氨基酸的残基（14～18）。 

在生命系统中精液凝块与液化过程的管理是及其严密有序的。例如，男性射精之前和遭受

结构改造之前，Sg 蛋白质能螯合了非常多的锌离子，诱导其聚集为巨大分子的复合物（19～

23）。Sg 蛋白质的降解主要受 KLK3（全称为：kallikrein-related peptidase 3,中文即为“血

管舒张缓素相关肽酶 3”）的激活而调控着。这一物质也叫做前列腺专一抗原（22、24、25）。

KLK3 的酶活力紧密地受到一系列的内源性抑制物和调节反馈环所调控的（26），如与 Sg

蛋白质一起的有丝氨酸酶抑制剂、蛋白质 C 抑制剂等（这些物质是由精细胞囊泡内腔面所

分泌的）。近来的研究指出蛋白质 C 抑制剂与 Sg 蛋白质的复合物能够阻止由激活的 KLK3

引起其早熟性水解（27）。在前列腺的分泌过程中，KLK3 的活力可以进一步由于游离的锌

离子被抑制（25、28）。Sg 蛋白质与游离锌离子的螯合，即刻产生了可以利用的锌离子水平

的下降，由此而导致了 KLK3 的激活。相反地，当 Sg 蛋白质被切成为碎片时，锌离子就缓

缓地被释放了出来。锌离子水平的增加起到负反馈环的作用，又阻止过多蛋白质的水解，

否则会导致精子自身天然的健康性（29）。 

近来证明 Sg 蛋白质的水解调节过程中更具有复杂性。例如，体外试管实验证明，其他的蛋

白酶也直接与间接地参与 Sg 蛋白质降解的处理过程（30～32），特别是 KLK 相关的其他家

族成员（如 KLK2 和 KLK5）。此外，最新报导认为，精液液化的蛋白质酶学水解机制的调

节是属于一系列正、负反馈环所控制的。例如，KLK5 属于自动激活，继之激活 KLK3（33）。

虽然也有相反的报导，认为 KLK2 激活 KLK3 原（34～36）。最后论及我们的工作，我们

认为，KLK14 是 KLK3 原和其他几个精液 KLKs 原（如 KLK1 原与 KLK11 原）的潜在上

游激活剂（37）。对于经典的蛋白质水解体系的特点，我们以前提到过 KLK3 的双相调节机

制，在此说法中，由 KLK14 中介的激活之后，就有激活的 KLK3 在 145 位的赖氨酸残基

位置内部断裂的失活行为存在（37）。 

KLK14 是一个类似于胰乳蛋白酶的 KLK 成员，优先攻击精氨酸部位（37）。锌离子具有强

烈地抑制 KLK14 的酶活力（38），在精液液化过程中，还具有蛋白质的潜在内力的加固作

用。本文对于精液中企图描述 KLK13 可能功能，本研究阐明，在精液液化过程中 KLK14

酶与其他的潜在的存在于蛋白质水解整个体系中所涉及的其他成分之间的关系。 

 

实验方法 

试剂有： 



合成基质 Suc-Arg-Pro-TyrpNA_HCl (RPY-pNA) 和 Pro-Phe-Arg-AMC (PFR-AMC)/ 

Gln-Ala-Arg-AMC (QAR-AMC)分别购自BACHEM (King of Prussia, PA)公司 和 Pharmacia 

Hepar-Chromogenix(Franklin, OH)公司 

重构自大肠杆菌的pro-KLK3赠自于Spectral Diagnostic Inc. (Toronto, Canada)公司 

小鼠抗KLK3单克隆抗体购自 Medix MAB (Kauniainen, Finland).公司 

重构 KLK1, -4, -5, -11, -12,-14;和KLK14-专一化单克隆 (clone 2E9)和兔抗KLK14/KLK3 

多克隆抗血清由本实验室根据文献所述（38）自制 

重构KLK2赠自Hybritech Inc. (SanDiego, CA)公司 

Western blot用的共轭山羊抗兔抗体和化学发荧光基质分别购自Jackson Immunoresearch 

Laboratories 公司和 Diagnostic Products Corp公司 

N-Hydroxysuccinimide-activated Sepharose 4 快流玻璃珠购自 GE Healthcare公司 

认识KLK1的HUK-IgG抗体和纯化的Sg 蛋白分别赠自Prof. J. Chao (Medical University 

of South Carolina) 和Dr. J. Malm (Malmo¨ University Hospital, Sweden) 

ACTG9,、 KLK14专一重构变株抑制剂与Dr. D. Deperthes (Med-Discovery)合作应用文献

（40）所述方法自制。 

 

材料有： 

凝固的精液：具有正常液化速度的精液在常温下采集，一个样本分为3份，立即储存于－80

摄氏度的冰箱中，直至使用。液化的精液来自于95位个体。其中分为两个组：正常液化组

与迟缓液化组。 

液化的精液：这些个体均经过 the Institutional Review Boards of Mount Sinai Hospital 

and the University Health Network会珍确认，如果需要，则人工收集起来，进行乳化，

加以凝乳蛋白酶37摄氏度保温1小时后使用。 

 

ELISA分析 

KLK14蛋白表达水平的是用Sandwish型号的ELISA仪器进行测定，应用小鼠单克隆/兔多克隆

构型，如前报导所述操作（38、41），主要做法为，每井500ng抗KLK14的单克隆抗体（clone 

2E9）,稀释于覆盖缓冲液中(50 mmol/liter Tris, 0.05% sodium azide (pH7.8)),被固定

于96井白色聚苯乙烯平板上室温过夜。平板然后用缓冲液(50 mmol/liter Tris, 150 

mmol/liter NaCl, 0.05% Tween 20 (pH 7.8))洗2次。精液奖以1：10比例稀释于缓冲液中

(50 mmol/liter Tris,6% bovine serum albumin, 10% goat IgG, 2% mouse IgG, 1% 

bovine IgG, 0.5 mol/liter KCl, 0.05% sodium azide, pH 7.8)，被下载，在室温中温

育2小时。继之平板洗6次。100 μl兔抗KLK14多克隆血清稀释于100倍的缓冲液中保温1小

时。继之平板洗6次，与已经与山羊抗兔IgG（3000倍稀释）的碱性磷酸酶温育45分钟。最

后用缓冲液（diflunisal phosphate，100 μl of a 1 mM solution)溶于基质缓冲液中(0.1 

mol/liter Tris, pH 9.1, 0.1 mol/liter NaCl, and 1 mmol/liter MgCl2)，每井加入保

温10分钟，接着每井加入发展颜色的溶液(100μl,containing 1 mol/liter Tris base, 0.4 

mol/liter NaOH, 2 mmol/liter TbCl3, and 3 mmol/liter EDTA)保温1分钟。所产生的荧

光用时间分辨荧光计读出。同样地KLK1、KLK2、KLK4、KLK5、KLK11、KLK12 均可以用上述

类似方法读出（41）。 

 

精液临床参数测定 

液化速度：用Pasteur吸管，全部液体进入吸管内为完全液化。此外用相差显微镜观察，全

部胶状结构的消失作为完全液化指标。 



总体精子活动率：[(a+b)/(a+b+c)]100%,a、b、c分别示精子具有运动方向的数目、随机运

动的数目、无运动的数目。小于或等于35％者被认为无能精液患者。 

 

Sgi和SgII蛋白质的降解 

分别为500 ng 纯Sgi和SgII蛋白质与56ng的KLK14（溶于30μl的该蛋白的分析液中，分析

液为：100 mM phosphate buffer, 0.01% Tween 20, pH 8.0)，摄氏37保温至各个时间点。

到时中断方法为放入液氮中冷冻中断反应，在还原条件下跑SDS凝胶电泳，跑完电泳用银染

色显示电泳蛋白分布片段。 

 

Sg蛋白中介锌离子的可逆抑制 

用12nM的KLK14与0和120nM锌离子（醋酸锌）温育，最终体积100μl，37摄氏度，10分钟。

之后荧光基质QAR－AMC加入（最终浓度1mM）,释放荧光的测量通过仪器读出（Wallac Victor 

fluorometer，PerkinElmer Life Sciences),激发光为 355 nm，发射光为460nm，测20分

钟，5分钟起开始读。如上所述每井中加入0.05μM 的SgI、SgII或0.01M EDTA，测量如上

所述。粗读数需要减去本地为真值，每个样本实验3次。 

 

酶活力分析 

精液浆样本中“胰凝乳蛋白酶样”活力，稀释10倍动态测定，用0.8mM比色基质RPY－pNA总

体积为100μl的 KLK3缓冲液中(0.1 mM Tris, 3 mM NaCl, 0.01% Tween 20, pH 7.5)，用

Wallac Victor Fluorometer仪器在405 nm.进行吸收光谱测量，粗测定值应该减去本底值。

样品用重构KLK14或ACTG9分别处理。每个样本做3次。 

KLK1专一活性测量测量，采用荧光法（如文献37所述）。200ng的KLK1专一多克隆抗体

（HUKIgG）固定在96孔白色聚苯乙烯平板上过夜。平板洗2次，然后加入反应液。KLK1的活

力的测定，为温育2小时后测定PRF－AMC基质荧光的增量，反应的速度是通过每份荧光单位

与时间作图的斜率。 

 

精液浆中KLK3的剔除 

1 mg的抗KLK3的单克隆抗体固定于1 ml的 50% N-Hydroxysuccinimide激活的Sepharose 

Fast Flow玻璃珠上，用冰冷2 ml的1 mM HCl溶液平衡3次。玻璃珠与1mg的单克隆抗前列腺

专一抗原抗体在常温下保温1个小时，并彻底地摇动混合。继之用2ml缓冲液A(50 mM 

Tris_HCl, 1 M NaCl, pH 8.0)和缓冲液B(0.1 M acetate, 0.5 M NaCl, pH 4.0)，清洗3

次将玻璃珠上残留的活性基团被阻断。玻璃珠继续用缓冲液A清洗2次，常温下保温15分钟。

保温后的玻璃珠在用缓冲液B、A、B分别清洗3次，达到进一步阻断。玻璃珠在TBS中(50 mM 

Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5)与蛋白质结合平衡。20μl的精液浆稀释于总体积为1ml的TBS

缓冲液中，并常温保温1小时，进行彻底混合。流出的液体即为剔除KLK3的精液浆，收集起

来供动力学分析之用。玻璃珠用缓冲液(TBS with 2 M urea, pH 7.5)清洗5次，用1ml缓冲

液(0.1 M glycine with 2 M urea, pH 3.0)洗流出来。与此同时一个对照的剔除KLK3精液

浆的样品同时进行做好。收集流出样品剔除KLK3的百分率，用KLK3专一的ELISA分析获得。

流出液用浓缩膜浓缩10倍，浓缩膜可分离去的分子量为5000，5μl浓缩膜加95μl分析液（合

计100μl）进行分析。对于三肽RPY－pNA基质酶活力按照如上所述进行测定。 

 

为了保证排除KLK3剔除之外的酶活力的下降，2个平行实验，即用20μl免疫剔除与对照实

验同时进行还原状态下跑SDS-PAGE电泳。用银染色显示抗KLK3抗体的痕迹（下有述说）。 

 



Western Blot显示精液浆中KLK3片段 

为了检测KLK14中介KLK3的降解作用，将精液胶与不同量的重构KLK14作用，进行Western 

Blot显示。同样KLK14中介KLK3原也用Western Blot显示。将两者混合温育不同的时间取出

做Western Blot显示。蛋白质做SDS-PAGE电泳（NuPAGE Bis-Tris, with 4–12% gradient 

polyacrylamide gels），200V，45分钟。然后转移至再做电泳（Hybond-C Extra 

nitrocellulose membrane，GE Healthcare），30V，1小时。基质进行膜的阻断一个小时

（用5% milk/TBS-Tween 0.1 mol/liter Tris-HCl 内含 0.15 mol/liter NaCl and 0.1% 

Tween 20，4 °C），所用探针为兔抗KLK3多克隆血清，常温下保温1小时。膜用TBS-Tween

清洗3次，继续用碱性磷酸酶连接的山羊抗兔抗体常温保温45分钟。膜按照如上清洗后，在

X光片上用化学发光基质显示荧光，进行检测。 

  

结果 

精液液化速率与KLK14表达与临床表现的关系：总共有95个标本，其中35个属于正常，零61

个属于精液液化延缓者。KLK14的浓度为0.2～181.2μg/L,平均值为13.2μg/L，中值为

6.8μg/L。 

 

KLK14在液化延缓组（61例）和液化正常组（35例） 

（p=0.0252） 液化延缓组（61例） 液化正常组（35例） 

中值 5.2μg/L 11.5μg/L 

平均值 12.38μg/L 12.99μg/L 

 

（p=0.0478） 精子活动障害组（70例） 精子活动正常组（35例） 

中值 7.9μg/L 13.4μg/L 

平均值 9.8μg/L 22.5μg/L 

 

KLK14具有精液液化蛋白酶的作用 

为了进一步研究KLK14的蛋白降解酶的作用，分别将重组的KLK14和ACTG9加入正常的精液样

品中，同时另一份以蒸馏水加入作为对照。三个样本分别在相差显微镜下观察，结果为与

对照样品相比，KLK14与ACTG9 具有相反作用，KLK14加速液化而ACTG9 阻害液化。图2为相同

时间拍下的显微镜照片，可以充分看出三套照片所显示的结果是明显地不同，与对照样品

相比加ACTG9 ACTG9 的样品明显液化滞后，而加重构的KLK14样品加快液化。说明ACTG9 抑制

液化，而重构KLK14促进液化加快。 

 

KLK14对Sg蛋白的降解作用 

KLK14具有明显的精液液化效应，我们测定构成功能的精液凝胶块的原发组成是否属于

KLK14的即刻下游靶目标。为此我们测定了KLK14的断裂纯化的SgI和SgII的能力。SgI和SgII

分别与重构的KLK14温育后，通过电泳展示只需12分钟KLK14几乎将全部SgI和SgII打靶很快

地裂解(Fig. 3)，其中新断裂片出现于早在2分钟的温育。  

 

由SgI和SgII引起的锌离子抑制的可逆性研究 

认为锌离子具有针对于KLK14的正离子蛋白酶抑制剂的功能(38)。如前所述，SgI和SgII能

够间接通过锌离子结合至分子上去的方式，进行调节一系列的KLKs的活力，以致这些分子

不能够抑制KLK的活力。为了检测是否Sg蛋白具有这种类似的效应（中介抑制KLK14），我

们将KLK14与超10倍锌离子克分子比例进行温育。我们进行了如上所述的KLK14酶活力的动



态检测。反应开始之后5分钟加入SgII的加入，即很快地逆转锌离子的抑制作用(Fig. 4),

因此展示了具有共同的调节机制（即有好几个KLKs涉及进去），但是我们的资料不显示SgI

具有这种效应。 

 

KLK14与“胰凝乳蛋白酶样作用活力”相关性的研究 

通过体外实验证明，KLK3原被认为是接受KLK14下游控制的功能靶区（37），不幸的是现行

在该复杂的精液浆生物样品中，尚没有可利用的工具专门定量KLK3的酶活力，然而因为KLK3

显示攻击具有酪氨酸、脯氨酸、精氨酸的基质底物，因此可以认定在精液中和它的优先与

基质底物认识上，KLK3是属于“胰凝乳蛋白酶样作用活力”的酶系统性质，为此我们有理

由认为KLK3的活力，可以通过应用PRY-pNA基质，测量胰凝乳蛋白酶的活力进行精确地实现

之。为了证明如上的假设，我们做了一系列的复杂的KLK3的剔除实验。实验结果展示约95％

以上的KLK3已经被剔除了，当与对照样本相比时，对RPY的三肽基质显示出零活力

(supplemental Fig. 1A)。此外，以上洗出液和对照样品液均用银染色和针对KLK3的Western 

Blot 实验所证实(supplemental Fig. 1B)，在所有的洗出液中进行蛋白鉴定，均属于全长

的KLK3或属于它的片段。 

在确定KLK3的活力可以用测定胰凝乳蛋白酶活力，以三肽RPY－pNA的手段加以正确评估（我

们简易地称之为“胰凝乳蛋白酶样活力测定”），如此KLK14中介KLK3的调节也就可以随之

测定而出了。精液中胰凝乳蛋白酶的活力与KLK14密切相关，因为经过重构的KLK14处理的

精液样品在早阶段（射精后的30分钟以内），与用KLK14的抑制剂相比时，显示约78％胰凝

乳蛋白酶样活力的高出(Fig. 5A)。先前我们认为，测定道德增加属于快速性和过渡性的，

继之而来的是相反，即以凝乳蛋白酶样的活力下降了。经过较长时间的保温以后（射精后

的90分钟），产生了逆向的调节方向，与未处理的对照相比是下降了(Fig. 5B)。经ACTG9

处理的却增加了约10％，而经过加入重构的KLK14处理的却下降了78％(Fig. 5B)。 

 

精液KLK3被KLK14切割的实验结果 

我们以前体外研究表明，KLK3的失活属于其活性蛋白内部的裂解所致。为了肯定这一点，

我们比较了KLK3的片段，非常地与KLK14的片段十分相似(Fig.6B)。我们所用的实验方法，

属于Western Blot技术，应用兔抗KLK3多克隆血清，应用银染色技术（37），所用血清是

自己实验室生产的（Fig.6A）。如我们所希望地，被切割的碎片与KLK14的活力密切相关。

更有兴趣的是，经KLK14诱导出来的明显电泳带条可以被独特的KLK14降解下来的片段加以

确定，KLK3断裂的条带是在肽链的Lys145-Lys146处（37）。 

 

KLK14如何激活精液中的KLK1 

体外实验结果表明KLK1属于KLK14的下游靶标之一（37）。为了评价精液中KLK1的KLK14中

介激活作用机制，我们考察了用ACTG9处理过的样品中的KLK1专一活力，进行与未经处理的

同时同样射精的样本的一部分作为对照。结果为对照样本与ACTG9处理的相比，KLK1专一活

力只减弱KLK1专一活力约20％（图7A）。此结果展示出KLK14能够激活精液中的KLK1原，在

KLK1的胰蛋白酶样活力高度丰富具有交叉基质底物专业性条件下，关键在于KLK1抗体具有

缩穴专一性。为了排除其他的KLKs也具有的可能性，我们对于KLK1、2、4、5、11、12、14

均用本实验室建立的ELISAs方法测了（补充资料表1）。抗KLK1 HUK IgG 的缩穴专一性的

评估是用重构的KLK1、2、4、5、11、12、14以它们的原精液浆中存在的当量进行的（图7B）。

虽然这些KLKs在溶解的情况下是高度的活跃，但是在KLK抗体缩穴以后，几乎没有酶的活力

可以看到。基于如上所述，一个新奇的KLK14精液块液化功能的连锁放大通路已经被展示了

出来（图8）。 



 

讨论 

人类精液射出后，在正常生理条件下，5～20分钟就液化（11），虽然其机制并不完全清楚，但

是其由凝固至液化的过程认为是属于一系列蛋白酶和抑制因子在起作用(14、15)。近来报导认

为血液凝固和纤维蛋白溶解系统，诸如蛋白C抑制剂、组织和尿激酶类型的血浆素原活化剂、组

织因子、组织因子通路抑制剂、血液凝固因子X等，与精液液化与男性生殖有关(42–46)。整个

精液的调节组成与血液凝固总体来看，所有证据可以认为纤维蛋白溶解与精液液化有类似，均

具有高度、有序的蛋白质水解连锁放大程序(7, 10, 31, 47, 48)。经典的蛋白水解连锁放大系

统，有三个阶段组成：启动、扩展、执行(49)。一个蛋白质降解连锁反应，通常开始于某一个

外部的“刺激”，它如同一个激发器启动了蛋白酶，或内部进行自我激发开动了“开始端”；

接着活性的“开始端”转变为下游的“展开机”蛋白酶变成为具有活性，并开始降解；紧接着

由活性“展开机”激活“执行器”，进行迅速降解。而且激活的酶通常又激活更多的酶，形成

了正反馈机制，产生更为迅速的蛋白质降解的放大效应。为了阻止不必要的蛋白质降解，典型

的蛋白质降解连锁反应系统中还具有多个调节点，如同抑制剂、自动降解、内断裂机制等。积

累以往的证据，可以认为KLK家族有多个成员参与精液凝块蛋白质的降解连锁反应过程中（31）。

本实验室的研究资料认为，KLK14是以上反应的非常重要的成员，调节着多个KLKs的成员，包括 

KLK1, KLK3,和 KLK11 (37, 50)。此外KLK14的活力可以被锌离子所抑制(38),如此加强了精液

和前列腺组织中所论及的酶的功能。在本文我们首次报导KLK14精液凝块液化过程的中介作用，

是起到“胰蛋白酶”样的关键作用的。 

“胰蛋白酶”样的作用具有非同寻常，具有KLKs其他成员的激活剂，而且其不会自身激活的(32).

其中的KLK3就是如此的一个例子，它具有“胰蛋白酶”样的作用，不会自身激活。以往它已经

作为精液浆液化过程中的一个蛋白质降解的执行者被广泛地研究过(22, 28)。然而惊人的是KLK3 

的表达在正常与延缓液化的案例中无差别(51),认为这是属于在蛋白质调节水平上激活不充分

有畸变。以前我们报导KLK14是KLK3原的激活剂，更为有兴趣的是，KLK14表达过低与精液延缓

液化和精子无能的病例相符合。保持凝固状态的物理条件影响着精子的运动能力，我们发现约

有70％的精液液化延缓者的精子是缺乏活动能力的。这是否观察到的KLK14水平的下降属于在前

列腺或精液浆中被测物质取消了表达的缘故。在本文中我们应用KLK14靶目标抑制技术和过分激

活外推方法证明KLK14是精液凝胶块完全液化关键物质。 

我们应用突变抑制剂ACTG9 来进行研究，这一物质高度地选择KLK14进行抑制(40)。它在反应活

性中心环夹上含有抗以凝乳蛋白酶的专门结构，对于噬菌体显示选择作用在KLK14的基质G9位置

上(40)。这一抑制剂专一于KLK14，而对于其他的KLK家族如KLK2、KLK3、KLK4、KLK5、和KLK12

均无抑制作用(40)。 

虽然此抑制剂大大阻断了精液的液化，然而并没有完全阻断全过程。这就使我们想到除此以外，

在精液液化过程中还有其他的多余其他激活剂供KLK14备用，如KLK5和KLK2等有待进一步研究。 

如前所述，精液的精胶素蛋白质（Sgs）也是一个影响精液液化连锁反应的因素。我们的研究资

料表明KLK14能够高效率地裂解Sgs。我们以前资料也显示KLK14也参与纤连蛋白的降解作用，而

后者也是精液凝胶的成分之一(22)。 

而且Sg蛋白质是通过从活化的执行因子退出来的锌离子，起到结构上的支撑作用，老调节蛋白

质的降解活力(29)，这种可逆的效应也是由KLK家族中几个成员来实现的，如KLK3 和 KLK5 (28, 

31)。我们的结果展示KLK14的生理学上调节机制是10倍克分子于SgII的浓度而发挥作用的。我

们以前报道过，在体外实验中显示KLK14能够调节KLK3。更为惊奇的是在精液中KLK3具有最丰富

的以凝乳蛋白酶样的10mg/mlde 表达水平(41, 52).然而，大多数具有活力的KLK3是与精液的抑

制剂构成复合物，如蛋白C和α2巨球蛋白(27, 53, 54),如此一来就使它失活。尽管一些应用色

层与免疫学分析报导，认为可以用来测定具有活力的KLK3(55–57),然而其低回收率限制了其在



生物学中的微量应用。由于技术上的限制，所给定的KLK3的基质底物是RPY三肽，我们以“以凝

乳蛋白杨活力”测定了精液浆的KLK3的活力。为了保证观察到基质底物中酶活力绝大多数的KLK3

的活力，我们使用了对照物是首先把KLK3剔除的样本作为对照物。我们的实验结果展示，对照

物中，95％KLK3已经剔除掉，其他的酶活力也几乎不存在。剔除掉的仅仅是KLK3或其碎片。 

 

KLK14中介KLK3活力具有双相性，因为我们观察到长温育过程中“胰凝乳蛋白酶样”的可逆关系。

当男性精液射出后，KLK3被激活的动作，如同一个开始液化的触发器一样，启动了整个液化的

过程，即Sg蛋白质被“胰凝乳蛋白酶消化蛋白质一样”，把Sg蛋白质切得碎碎片片，致使精液

变成为水样。但是也不能够老是如此切割下去，岂不是走上歪倒，也会把精子自身的蛋白也且

切割了而妨害怀孕，因此在后期这种酶的切割就被阻止掉。这个结果与我们的体外试验相符合，

KLK14juyou后期的致使KLK3的时或作用(37)。我们以前报道过KLK3的激活通过内切割(37)。我

们现在认为属于外源性KLK14的参与，因为我们的体外试验结果认为KLK14与KLK3具有剂量效应。

因此是KLK14激活了KLK3.同样地KLK14也以此方式激活了KLK1。同样地KLK2也被认为是KLK1原的

激活剂(50)，由此支持了KLK1与整个精液中KLKs放大联锁系统的关系。虽然并不完全肯定，但

是临床上已经初步确定KLK1具有增强精子活力功能，对于治疗精子活力不足是有改善的治疗(58, 

59)。根据如上所述，男性射精以后精液的液化是生殖科学具有重大意义，是决定精子活力重要

依据。至于KLK1的功能是否通过调节精液凝固/液化，尚待进一步研究。 

总而言之，本文研究提供了强有力的证据，KLK14是一个生殖科学中的重要作用，中介了人类精

液凝胶块的聚集与液化的功能（图8）。此一连锁时间非常相似于射精时的一触即发的结果：精

液中的不同成分做了一个重新混合，是精液素Sg和锌离子也做了重新分布，在这个连锁反应系

统中，KLKde家族成员或其他蛋白酶类，一下子参与了进来，启动了这一连锁反应。当然还有不

少复杂的关系和调节细节有待进一步阐明。了解KLK中介精液凝胶块所起的蛋白质降解事件，已

经展示出的光芒，不仅对于阐明酶家族的生理学作用，而且对于异常精子的因由也有了阐明。 

同样地，从治疗的角度来看，研究精液的蛋白质降解在生殖事件的价值，几乎是没有应用前景。 

但是相反地，对于生殖连锁事件中的靶标抑制对象的研究，在潜在药物避孕策略上具有良好的

应用前景的。 

 

 

 

图 1  临床上精液液化速度迟缓者（A）与精子活力障害者（B）的 KLK14 表达的关系 

 



 

图 2 精液凝块液化水平的相差光学显微镜观察。在相差显微镜下可以观察精液凝块，箭头

指示精子在空腔中扑获情形。射出精液分为三个样品，A 与 D 用 KLK14 的抑制剂处理（0.8

μM  ACTG9），B 和 E 为加入同样体积蒸馏水作为对照，C 和 F 为重构 KLK14 处理（0.8

μM  KLK14）。液化块的消失通过相差显微镜的观察实现。注意在常温下 10 分钟后凝胶块

强度慢慢减弱。显微镜下照片尺度：A、B、C 为 4μm, D、E、F 为 10μm. 

 

图 3  KLK14 中介精液蛋白 SgI 和 SgII 的降解：将 56ng 的 KLK14 与 500ng 的纯化的 SgI

和 SgII 分别温育，不同时间段取出样品，跑 SDS-PAGE 电泳，银染色，主要成分在邮编用

箭头和星号标出，最左侧电泳条为标准分子量样品，数字为相应的 kDa。 

 

图 4  SgII 对锌离子的可逆抑制：含有 12nM 的 KLK14 的 6 个样品分别加对照缓冲液、0.01MEDTA、0.05

μMSgII，120nM 锌离子、120nM 锌离子＋0.01MEDTA、120nM 锌离子＋0.05μM SgII，向下箭头指示加

入 SgII 或 EDTA 的时间，注意锌离子抑制 KLK14 的残存活力几乎留在加入 SgII 后的基线上 

 



 

图 5  KLK14 调节胰凝乳蛋白酶样活力：A 示前 30 分钟，B 示后 90 分钟。精液分为两份，

一份用 KLK14 处理，另一份用 ACYG9 处理，测定总胰凝乳蛋白酶样活力用 RPY-pNA 基质

底物(0.8μM)。处理组的残基反应速率分别标准化为扣除未处理对照组的本底为准。注意前

30 分钟 KLK14 促进增加，而后 90 分钟略有促进下降。 

 

图6  KLK14中介重构KLK3（A）和原精液KLK3（B）的内裂解。（A）重建的KLK3：KLK3原与



KLK14以1：10的比例进行温育于37摄氏度中，不同时间取出做电泳；（B）原精液KLK3： 2μ

精液内含约22 nM KLK3稀释15倍与磷酸缓冲液中，以 0.3μM (1:70克分子比例)或0.7μM 

(1:30克分子比例)的KLK14的混合物常温温育1小时，降解的KLK3碎片用免疫学方法进行检

测，运用兔多克隆KLK3抗体（1：1000）进行。有实心箭头处为重建KLK3碎片发生处（但是B

中检测不出），空心箭头示A、B均有，*示剂量在光强度和KLK3碎片含量的依赖性增加。SP

示精液浆。 

 

 

 

 

图 7  KLK14中介激活精液 KLK1。A．ex vivo激活：精液分别与 0.8 μM ACTG9的 0.8 μM 

ACTG9或单独本身，37摄氏度温育 10分钟。KLK1放入 96孔平板上，预先覆盖上抗 KLK1抗

体，200ng 的抗体固定过夜 100μl 经处理或未处理样本加入进去，每个孔样做 3 个重复，

室温温育 2 小时，酶活力用 0.5 mM PFR-AMC 基质底物的裂解测定之。B．KLK1 专一化的

sandwich pull-down分析：重构具有活力的 KLK1, 2, 4, 5, 11, 12, 和 14加到 KLK1 抗

体覆盖孔中，美的活力测定如 A所述，除 KLK1外，其余均为零。 

 

 



图 8 精液凝块液化蛋白质水解连锁放大效应中 KLK 作用示意图   KLK14 激活 KLK3 原、

KLK11 原、KLK1 原（38）。激活的 KLK3 是一个主要精液蛋白酶执行者，其结果达到了精

液凝块的液化，其机制通过精液中蛋白如 SgI、SgII、FN（纤维粘连蛋白）的水解分裂为断

片。激活的 KLK11 可激活 KLK3（50），其功能在于扩大反应规模。激活的 KLK14 又能直

接分裂精液胶块蛋白质（如 SgI、SgII、FN）。信号放大效应是通过正、反馈环。整个连锁

放大效应是通过内源性系列抑制剂和锌离子，以及具活力的 KLKs 内源性裂解来实现。实线

为体外活体实验所肯定，而虚线为试管实验结果，即全长组合蛋白实验所证实（38、50）。

“？”处通过试管实验指出可能的作用，实验中应用融合组合蛋白盒（含有每一个具有活力

的成分）。 
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