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ALDH4A1, член суперсемейства альдегиддегидрогеназ, является ключевым ферментом в митохон-
дриальном пути метаболизма пролина. Недавние исследования показали, что мутации в aldh4a1
приводят к снижению фертильности и преждевременному репродуктивному старению самцов не-
матод. Однако влияние ALDH4A1 на фертильность самцов мышей не изучалось. В настоящем ис-
следовании использовали технологию CRISPR-Cas9 для создания мышиной модели с нокаутом Al-
dh4a1, чтобы впервые изучить влияние этого гена на фертильность самцов мышей. Показано, что по
сравнению с самцами дикого типа самцы Aldh4a1–/– были фертильны, имели нормальный сперма-
тогенез, но дефект созревания сперматозоидов в эпидидимисе выражался в нарушении подвижно-
сти, морфологии и увеличении спонтанной реакции акросомы. Кроме того, с использованием
трансмиссионной электронной микроскопии в митохондриях сперматозоидов обнаружены вакуо-
ли, а также выявлены вакуоли и трещины в шейке сперматозоидов у мутантных мышей. Получен-
ные результаты показывают, что ALDH4A1 играет жизненно важную роль в структуре жгутика
сперматозоида и процессе созревания сперматозоидов у мышей.
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ВВЕДЕНИЕ
Мужское бесплодие является одной из основ-

ных проблем здравоохранения во всем мире. По
данным Всемирной организации здравоохране-
ния, 9% пар в мире сталкиваются с проблемами
фертильности, и на долю мужского бесплодия
приходится 50% случаев из общего числа [1]. Здо-
ровье сперматозоидов имеет ключевое значение
для мужской фертильности. Тератозооспермия,
астеноспермия и олигоспермия вызывают муж-
ское бесплодие [2]. Количество спермы у бес-

плодных мужчин значительно снижено [3], а ка-
чество неуклонно снижается с каждым годом
[4]. Недавние исследования показали, что мута-
ция и инактивация альдегиддегидрогеназы 4A1
(ALDH4A1), фермента, катализирующего второй
этап катаболизма пролина [5], ухудшает качество
спермы и приводит к преждевременному репро-
дуктивному старению [6].

Гены суперсемейства альдегиддегидрогеназ
играют важную роль в катаболизме эндогенных и
экзогенных альдегидов [7]. Представитель семей-
ства ALDH4A1 локализуется в митохондриях [8] и
важен в митохондриальном метаболизме пролина
для преобразования 1-пирролин-5-карбоксилата
(P5C) в глутаминовую кислоту [5]. Потеря актив-
ности фермента вследствие мутаций Aldh4a1 при-
водит к возникновению гиперлипидемии [9]. Более
того, уровень флавинадениндинуклеотида (FAD)

1 Текст представлен авторами на английском языке.
2 Эти авторы внесли равный вклад.

Список сокращений: ALDH4A1 – альдегиддегидрогеназа 4A1;
P5C ‒ 1-пирролин-5-карбоксилат; АФК – активные фор-
мы кислорода; РК – ретиноевая кислота; FAD ‒ флавина-
дениндинуклеотид; gRNA – (guide RNA) – направляющая
РНК системы CRISPR/Cas9; WT (wild type) ‒ дикий тип;
H&E – окраска гематоксилином и эозином.

УДК 577.2

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ



586

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

XIAO и др.

снижается, что приводит к изменению функцио-
нирования митохондрий [10]. Центральный ак-
сон сперматозоидов окружен девятью внешними
плотными волокнами и образует спиральную ми-
тохондриальную оболочку шейки и хвоста [11].
Активность митохондрий и цитоплазматический
гликолиз обеспечивают движение сперматозои-
дов [12]. Изменения в ультраструктуре, активно-
сти или функции митохондрий могут негативно
влиять на нормальное функционирование спер-
матозоидов и вызывать их дисфункцию [13].

Сперматогенез – это сложный процесс, проис-
ходящий в семенниках [14]. Образование зрелых
сперматозоидов требует пролиферации и диффе-
ренцировки сперматогоний, мейоза для образова-
ния сперматозоидов и созревания круглых сперма-
тозоидов [15]. После сперматогенеза сперматозои-
ды продолжают созревать в эпидидимисе [16, 17],
который делится на три части: придаточный эпи-
дидимис, каудальный эпидидимис и тело эпиди-
димиса [18–20], в которых специфичные ионы и
белки изменяют созревание сперматозоидов и спо-
собствуют их подвижности [21]. Для изучения вли-
яния ALDH4A1 на мужскую репродукцию были
созданы нокаутные мыши с использованием тех-
нологии CRISPR-Cas9 [22]. Показано, что нокаут
гена Aldh4a1 не влияет на сперматогенез в семенни-
ках, но нарушает созревание сперматозоидов в
хвостовом эпидидимисе, приводит к их аномаль-
ной морфологии, снижению подвижности спер-
матозоидов и преждевременной акросомальной
реакции. Кроме того, у самцов Aldh4a1–/– в мито-
хондриях сперматозоидов обнаруживали вакуо-
ли, а в шейке сперматозоидов наблюдали трещи-
ны и вакуоли. Полученные результаты указывают
на важную роль ALDH4A1 в функционировании
сперматозоидов у мышей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение мышей с нокаутом Aldh4a1. Техно-

логию CRISPR/Cas9 использовали для нокаута
гена Aldh4a1 у мышей C57BL/6. Целевые после-
довательности направляющих РНК (gRNA) бы-
ли следующими: gRNA1 – GTTCGGGCTGG-
GTGATCTGAGGG, gRNA2 – CCCGAGAGAG-
CGCACCATTTTGG. мРНК hCas9 и gRNA получали
путем транскрипции in vitro. Суперовулирован-
ных самок дикого типа (WT) C57BL/6 спаривали
с самцами C57BL/6 для получения зигот для
введения мРНК Cas9 и gRNA. Геномную ДНК
выделяли из хвостов новорожденных мышат. По-
лимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили с
использованием прямого праймера ALDH4A1
5'-CCTTCTCGTGGAAAGGAGAAAC-3' и двух
обратных праймеров 5'-CTGTGTTATCAACAT-
TCACTTCCACT-3' и 5'-GACAATGACTAGCT-
CAAGGCTGAA-3' для того, чтобы амплифициро-

вать фрагменты геномной ДНК, окружающие целе-
вые сайты gRNA. Полученные ПЦР-фрагменты
секвенировали для выявления мутаций. При
скрещивании мутантов F0 сначала гибридизова-
ли с мышами WT на том же фоне C57BL/6, и от-
бирали гетерозиготных мутантов F1. Затем гете-
розиготные F1 скрещивались для получения го-
мозиготных мутантов F2.

Анализ уровней экспрессии мРНК. РНК из тка-
ней мышей WT выделяли с помощью реагента
TRIzol (“Invitrogen”, США). кДНК синтезирова-
ли с помощью обратной транскриптазы Primescript
(“Takara”, Япония), затем проводили полиме-
разную цепную реакцию в реальном времени с
использованием флуоресцентного красителя
SYBR Green (“TakaRa”, Япония). Использовали
следующие праймеры: Aldh4a1 прямой, 5'-TC-
TACTGGGTCTGTGGTGGTGG-3', Aldh4a1 об-
ратный, 5'-GGGGTGATGTCCAGCGTAAG-3'. В
качестве референсного гена использовали Gapdh.
Все образцы анализировали в трех повторах, и от-
носительные уровни мРНК в каждой ткани были
рассчитаны методом –2∆∆t.

Гистологический анализ. Семенники мышей
WT и Aldh4a1–/– и их придатки фиксировали рас-
твором Буэна в течение 12 ч при комнатной тем-
пературе, затем обезвоживали в градиенте этано-
ла и помещали в парафин. Полученную ткань
разрезали на срезы толщиной 4 мкм. После депа-
рафинизации и регидратации срезы тканей окра-
шивали гематоксилином и эозином (H&E) в со-
ответствии со стандартными процедурами.

Анализ морфологии сперматозоидов. У мышей
дикого типа и Aldh4a1–/– двусторонние половые
железы вырезали из хвоста придатка семенника и
помещали в PBS при 37°C на 15 минут. Затем 10 мкл
надосадочной жидкости наносили на предметное
стекло и получали мазки методом “тяни‒тол-
кай”. Предметные стекла высушивали на воздухе
в течение ночи, фиксировали в 95% этаноле в те-
чение 30 мин при комнатной температуре и окра-
шивали стандартным методом H&E.

Активация акросомальной реакции. Среду TYH
(Aibei Biotechnology Co., Ltd, Nanjing, China),
предварительно выдержанную в течение ночи в
инкубаторе при 37°C и 5% CO2, использовали при
индукции акросомальной реакции сперматозои-
дов. Двусторонний каудальный эпидидимис мы-
шей WT и Aldh4a1–/– измельчали в предваритель-
но выдержанной среде и держали в инкубаторе
при 37°C и 5% CO2 в течение 15 мин, чтобы вы-
звать акросомальную реакцию сперматозоидов.
После мазка спермы акросомы окрашивали аг-
глютинином Arachis hypogaea (арахис) (PNA, “Sig-
ma”, L7381), а ядра окрашивали DAPI. Окрашива-
ние акросом наблюдали в конфокальный лазерный
сканирующий микроскоп LSM900 (ZEISS, Oberko-
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chen, Германия). У каждой мыши подсчитывали
не менее 200 сперматозоидов. Рассчитывали зна-
чение AR как соотношение PNA-отрицатель-
ных /API-положительных сперматозоидов.

Анализ подвижности сперматозоидов. Двусто-
ронний хвост придатка семенника взрослых мы-
шей помещали в PBS, затем его надламывали и
инкубировали при 37°C в течение 15 мин, чтобы
сперматозоиды вышли естественным путем. После
этого 10 мкл надосадочной жидкости капали на
стеклянную пластину для количественного анали-
за сперматозоидов. 200 сперматозоидов анализиро-
вали с помощью системы компьютерного анализа
спермы (CASA) (Tsinghua Tongfang, Пекин, Китай)
для получения кинетических параметров спермато-
зоидов.

Трансмиссионная электронная микроскопия
(ТЭМ). Сперматозоиды из хвоста придатка
яичка фиксировали в глутаральдегиде и осмие-
вой кислоте. После добавления 10% желатина
сперматозоиды обезвоживали сахарозой и затем
замораживали в жидком азоте. Готовили заморо-
женные срезы толщиной 50 нм с помощью крио-
ультрамикротома (EM FC7; Leica, Wetzlar, Герма-
ния) и просматривали с помощью трансмиссион-
ной электронной микроскопии.

Иммуногистохимический анализ. Парафиниро-
ванные срезы обезжиривали, регидратировали,
блокировали 3% H2O2 в течение 10 мин и прогре-
вали в растворе для демаскировки (10 мМ цитрата
натрия). Затем срезы инкубировали с кроличьи-
ми моноклональными антителами против SOX9
(1 : 100, “ABclonal”, Китай) при 4°C в течение но-
чи. Иммуногистохимическое окрашивание пара-
финовых срезов проводили с помощью иммуноги-
стохимического набора (Beijing Zhongshan Golden
Bridge, Пекин, Китай).

Иммунофлуоресцентный анализ. После обез-
жиривания и регидратации парафинированные
срезы помещали в цитрат натрия для демаскиров-
ки антигена и пермеабилизировали 0.5% Трито-
ном Х-100 в течение 10 мин. После блокирования
5% козьей сывороткой при 37°C в течение 30 мин,
срезы инкубировали с первичными антителами
(γH2aX, “Abcam”, ab26350, Кембридж, Велико-
британия) при 4°C в течение ночи и вторичными
антителами при 37°C в течение часа. После окра-
шивания DAPI срезы просматривали на LSM900
(ZEISS, Oberkochen, Германия).

Вестерн-блотинг. Общий белок, выделенный
из семенников и придатка, смешивали с 5-крат-
ным буфером для образцов и помещали в кипя-
щую воду на 5 мин. Белки разделяли с помощью
гель-электрофореза SDS-PAGE и переносили на
PVDF мембрану. После блокирования 5%-ным
обезжиренным молоком мембрану инкубировали
с первичными антителами, разведенными 5%

БСА при 4°C в течение ночи (GAPDH, 1 : 20000;
ALDH4A1, 1 : 1000, Novus, Littleton, Colorado,
USA). Затем вторичные антитела разводили 5%-
ным обезжиренным молоком и инкубировали с
мембраной при комнатной температуре в течение
1 ч. Количественный анализ полос проводили с
помощью программы Image J.

Статистический анализ. Все данные представ-
лены как среднее ± стандартное отклонение
(SD). Для сравнения двух групп данных исполь-
зовали t-тест Стьюдента, и p < 0.05 указывало на
статистически значимую разницу.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение Aldh4a1–/– мышей с помощью
CRISPR-Cas9

Экспрессию Aldh4a1 в тканях самцов мышей
анализировали методом RT-qPCR. Обнаружено,
что Aldh4a1 экспрессируется в репродуктивной
системе самцов мышей, причем его экспрессия в
придатках выше, чем в семенниках и в хвосте
придатка (рис. 1a). Для изучения влияния Aldh4a1
на репродуктивную систему самцов мышей с по-
мощью технологии CRISPR-Cas9 получили нока-
ут гена. Aldh4a1 содержит 15 экзонов, и экзоны со
2 по 14 были удалены двумя sgRNA (рис. 1б). Се-
квенирование ДНК подтвердило делецию 13143
п.н. в последовательности гена Aldh4a1 (рис. 1б),
генотип определяли с помощью ПЦР-анализа
(рис. 1в). Вестерн-блот показал также отсутствие
белка ALDH4A1 у нокаутных мышей Aldh4a1–/–

(рис. 1г). Полученные результаты показывают,
что получены мыши с нокаутом Aldh4a1.

Нормальное развитие и фертильность самцов 
мышей Aldh4a1–/–

Влияние ALDH4A1 на фертильность самцов
изучали, наблюдая развитие репродуктивной си-
стемы у самцов мышей Aldh4a1–/–. По сравнению с
самцами мышей WT, морфология и масса тела сам-
цов Aldh4a1–/– значимо не отличались (рис. 2а‒в).
Гистологический анализ показал, что по сравне-
нию с самцами мышей WT у двух-четырехмесяч-
ных самцов Aldh4a1–/– наблюдали нормальную
морфологию семенников и придатков, но у 6-ме-
сячных особей Aldh4a1–/– в большинстве семенных
канальцев присутствовали сфероиды (рис. 2д). Для
проверки фертильности взрослых самцов WT и
Aldh4a1–/– спаривали со взрослыми самками мы-
шей WT при соотношении самцов и самок 1 : 2 со-
ответственно. В ходе последующих трех месяцев
наблюдений обнаружили, что количество потом-
ков, произведенных с участием самцов Aldh4a1–/–,
было таким же, как у самцов WT (рис. 2г), что сви-
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детельствует о том, что делеция Aldh4a1 не влияет
на репродуктивную способность самцов мышей.

Нарушение качества спермы
у самцов мышей Aldh4a1–/–

Далее мы проверили качество спермы самцов
Aldh4a1–/–. Для анализа морфологии и подвижно-
сти сперматозоидов они были извлечены из хво-
ста придатка семенника. Результаты указывают
на то, что уровень деформации сперматозоидов в
хвосте придатка семенника у самцов Aldh4a1–/–

значительно выше, чем у самцов WT. Проявления
деформации в основном выражались в аномалии
развития головки, шейки и хвоста сперматозои-
дов, наиболее часто наблюдали изогнутую шейку

(рис. 3а, б). Кроме того, определяли подвижность
сперматозоидов, в измерениях использовали не
менее 200 образцов от каждой мыши. В результате
показано, что по сравнению со сперматозоидами
самцов мышей WT, жизнеспособность и подвиж-
ность сперматозоидов у Aldh4a1–/– резко сниже-
ны, в то время как количество иммобилизован-
ных сперматозоидов значимо увеличено (рис. 3в).
После этого оценили акросомальные реакции у
самцов Aldh4a1–/–. Акросомальная реакция ини-
циируется после соединения сперматозоида и яй-
цеклетки. Если спонтанная акросомальная реакция
происходит до того, как сперматозоид соединится с
блестящей оболочкой яйцеклетки, сперматозоид
потеряет способность к оплодотворению. Капаци-
тацию сперматозоидов моделировали в среде TYH

Рис. 1. CRISPR-Cas9-опосредованное получение мышей Aldh4a1–/–. а – Анализ экспрессии ALDH4A1 в тканях мы-
ши, включая сердце, печень, селезенку, легкие, почки, желудок, отростки придатков семенников, семенники, хвосты
придатков семенников и мозг, с помощью RT-qPCR. б – Схема нокаута Aldh4a1 с использованием системы CRISPR-
Cas9. Между мишенями sgRNA1 и sgRNA2 был удален участок длиной 13143 п.н., делеция между мишенями иденти-
фицирована с помощью ПЦР с прямым (F) и обратными (R1, R2) праймерами. в – Различные фрагменты ДНК при
анализе продуктов ПЦР у мышей WT и Aldh4a1–/–. г – Подтверждение отсутствия экспрессии белка ALDH4A1 у мы-
шей Aldh4a1–/– с помощью анализа вестерн-блотинга.
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для последующих измерений частоты спонтан-
ной акросомальной реакции. Показано, что неза-
висимо от капацитации спонтанная акросомальная
реакция сперматозоидов самцов Aldh4a1–/– значи-
мо увеличена по сравнению со сперматозоидами
самцов WT (рис. 3г, д). Полученные результаты
говорят о том, что качество спермы у самцов мы-
шей Aldh4a1–/– ухудшено.

Аномальная структура жгутиков сперматозоидов 
у самцов мышей Aldh4a1–/–

В связи с увеличенным количеством повре-
жденных сперматозоидов, первым делом, исследо-
вали, является ли нормальным сперматогенез у
самцов мышей Aldh4a1–/–. Поскольку клетки Сер-

толи выстилают семенные канальца и выполняют
множество функций в сперматогенезе, провели
иммуногистохимический анализ этих клеток. Со-
гласно полученным результатам, по сравнению с
самцами WT, у самцов Aldh4a1–/– не выявлено
значимых различий в морфологии и количестве
клеток Сертоли (рис. 4а, в). Мейоз является важ-
ным процессом в сперматогенезе, и наличие экс-
прессии γH2aX служит одним из отличительных
событий мейоза. Существует два различных типа
детекции γH2aX: в одном случае наблюдается яр-
кое окрашивание ядра, а в другом ‒ агглютина-
ция γH2aX. Первый тип появляется в начале
сперматогенеза, а второй ‒ перед спермиацией.
Анализ двух типов окрашивания γH2aX не вы-
явил их количественных различий у самцов WT и

Рис. 2. Нормальная фертильность и состояние репродуктивной системы у самцов мышей Aldh4a1–/–. а, б – Размеры
самцов и размеры семенников и придатков мышей WT и Aldh4a1–/–. в – Отношение массы семенников, придатков и се-
менных пузырьков к массе тела у самцов мышей Aldh4a1–/– и WT (N = 7). г – Тест на фертильность самцов Aldh4a1–/– и
WT (N = 5). д – Парафиновые срезы семенников, придаточного эпидидимиса и каудального эпидидимиса 2-6-месяч-
ных самцов мышей WT и Aldh4a1–/–, окрашенные H&E. Аномальные сфероиды в семенниках 6-месячных самцов Al-
dh4a1-/- показаны стрелкой. Масштабная линейка = 100 мкм.
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Aldh4a1–/– (рис. 4б, г). Таким образом, у самцов
Aldh4a1–/– обнаружен нормальный сперматоген-
ный эпителий и нормальный сперматогенез.

ALDH4A1 локализуется в матриксе митохон-
дрий и играет важную роль в их функционирова-
нии. Проанализировали субклеточную структуру
сперматозоидов в хвосте придатка семенника с
помощью ТЭМ. По сравнению со сперматозои-
дами самцов WT, структура акросомы сперма-
тозоидов у самцов Aldh4a1–/– была нормальной
(рис. 4д), но в шейке сперматозоидов самцов
Aldh4a1–/– обнаружили трещины и вакуоли
(рис. 4д). Вакуоли присутствовали также во мно-
гих митохондриях самцов Aldh4a1–/– (рис. 4д).
Кроме того, в жгутиках сперматозоидов самцов
Aldh4a1–/– наблюдали нормальное расположение
аксонемы “9 + 2” (рис. 4д).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Зрелые и здоровые сперматозоиды – основа

мужской фертильности. Снижение подвижности,

дегенерация и гибель сперматозоидов могут стать
причиной мужского бесплодия [23, 24]. Мутация
alh-6 гомолога Aldh4a1 у Caenorhabditis elegans мо-
жет изменять содержание FAD и нарушать гомео-
стаз митохондрий, что приводит к дисфункции
сперматозоидов у самцов нематод и ухудшению
репродуктивной способности [6, 10]. Поэтому в
представленном исследовании нами впервые ис-
пользована CRISPR-Cas9 для создания мышиной
модели с нокаутом гена Aldh4a1, чтобы изучить
влияние ALDH4A1 на мужскую фертильность,
сперматогенез и созревание сперматозоидов мле-
копитающих.

Нокаут Aldh4a1 влияет
на созревание сперматозоидов

В нашем исследовании установлено, что сам-
цы мышей Aldh4a1–/– имели нормальную фер-
тильность и сперматогенез, но, по сравнению с
самцами мышей WT, созревание сперматозоидов
было нарушено, что проявлялось в увеличении

Рис. 3. Анализ качества спермы у самцов Aldh4a1–/–. а – Окрашивание H&E сперматозоидов в хвосте придатка семенника
самцов WT и Aldh4a1–/–, аномальная морфология сперматозоидов указана стрелкой. Масштабная линейка = 50 мкм. б –
Соотношение деформированных сперматозоидов в хвосте придатка семенника самцов мышей WT и Aldh4a1–/– (N = 6).
в – CASA-анализ сперматозоидов в хвосте придатка семенника самцов WT и Aldh4a1–/– (N = 6). PR ‒ прогрессивная по-
движность; NP ‒ непрогрессивная подвижность; IM ‒ иммобилизованные сперматозоиды. г – Окрашивание PNA для де-
текции спонтанной акросомальной реакции. Сперматозоиды без акросомальной реакции оставались интактными (поло-
жительное окрашивание PNA, с зеленой флуоресценцией головки, показано красной стрелкой), а сперматозоиды с акро-
сомальной реакцией показали дефект акросомы (отрицательное окрашивание PNA, без зеленой флуоресценции на
головке, показано белой стрелкой). Масштабная линейка = 50 мкм. д – Частота спонтанных акросомальных реакций акти-
вированных и неактивных сперматозоидов в каудальном эпидидимисе у самцов мышей WT и Aldh4a1–/– (N = 3).
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числа дефектов их развития, снижении подвиж-
ности сперматозоидов и увеличении спонтанных
акросомальных реакций. Семейство альдегидде-
гидрогеназ (ALDH) катализирует превращение
ретинола, спиртовой формы витамина А, в рети-
ноевую кислоту (РК), которая имеет решающее
значение для сперматогенеза, и ингибирование
экспрессии ALDH приводит к дерегуляции спер-
матогенеза [25]. ALDH1 ‒ член семейства альде-
гиддегидрогеназ, который высоко экспрессиру-
ется в клетках Сертоли семенников и опосредует
образование РК, которая участвует в синтезе те-
стостерона и способствует сперматогенезу [26].

Аномальный сперматогенез не наблюдали у сам-
цов мышей Aldh4a1–/–, что указывает на то, что
ALDH4A1 не играет важную роль в сперматоге-
незе. Сфероиды, обнаруженные в семенных ка-
нальцах семенников 6-месячных самцов мышей
Aldh4a1–/–, могут быть вызваны аномальным ме-
таболизмом остаточных телец в сперматогенных
канальцах стареющих мышей [27, 28]. Окрашива-
ние H&E среза придатка яичка у самцов мышей
Aldh4a1–/– показало, что морфология эпителия
придатка семенника была нормальной, что ука-
зывает на возможные изменения гомеостаза [29],

Рис. 4. У самцов Aldh4a1–/– наблюдается нормальный сперматогенез. а – Иммуногистохимия SOX9 парафиновых сре-
зов семенников самцов WT и Aldh4a1–/–. Масштабная линейка = 100 мкм. б – Иммунофлуоресценция парафиновых
срезов семенников самцов WT и Aldh4a1–/–, окрашивание γH2aX в сперматогенных канальцах разделено на яркое и
агрегационное. Масштабная линейка = 50 мкм. в – Количество клеток Сертоли у самцов Aldh4a1–/– и WT. В каждом
случае подсчитывали двадцать сперматогенных канальцев одинакового размера с одинаковым сперматогенным эпи-
телиальным циклом (N = 3). г – Количество сперматогониев у самцов Aldh4a1–/– и WT, определенное с использова-
нием двух типов окрашивания γH2aX. В каждом случае подсчитывали двадцать сперматогенных канальцев одинако-
вого размера и одинакового сперматогенного эпителиального цикла (N = 3). д – Ультраструктура сперматозоидов у
самцов WT и Aldh4a1–/–, определенная с помощью ТЭМ. В шейке наблюдали трещины и вакуоли, как показано стрел-
кой. Морфология акросомы, структура “9 + 2” хвоста и митохондриальная оболочка были нормальными. Масштабная
линейка = 1 нм. ODF ‒ наружное плотное волокно; OD ‒ периферические дублеты микротрубочек; CP ‒ централь-
ные микротрубочки.
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что, в свою очередь, влияет на функции сперма-
тозоидов. Таким образом, нокаут Aldh4a1 приво-
дит к изменениям в устойчивом состоянии эпи-
дидимиса, что влияет на созревание сперматозо-
идов.

Дерегуляция митохондриального гомеостаза 
приводит к нарушению функции сперматозоидов

Aldh4a1 находится в митохондриях, и его мута-
ции могут вызывать гиперпротеинемию II типа
[8]. Нокаут Aldh4a1 приводит к нарушению вто-
рого этапа катаболизма пролина, а именно пре-
вращения P5C в глутаминовую кислоту, что приво-
дит к накоплению P5C, снижению уровня FAD, на-
рушению гомеостаза АФК и преждевременной
репродуктивной недееспособности у самцов [6].
Исследования показали, что экспрессия ALDH4A1
в семенниках самцов и ооцитах самок мышей с
возрастом снижается, что предполагает, что
ALDH4A1 может быть связан с репродуктив-
ным старением. Значимо увеличенное количе-
ство изгибов шейки сперматозоидов у самцов
мышей Aldh4a1–/– обусловлено преждевременным
репродуктивным старением. Нарушения в суб-
микроскопической структуре митохондриальной
оболочки указывают на то, что нокаут Aldh4a1 мо-
жет повлиять на митохондриальный гомеостаз,
приводящий к окислительному стрессу. Неболь-
шое количество АФК играет положительную роль в
капацитации сперматозоидов, акросомальной ре-
акции и т.д. Однако высокий уровень окислитель-
ного стресса может вызывать перекисное окисле-
ние липидов сперматозоидов и повреждение ДНК,
и даже окисление белков и инактивацию фермен-
тов в сперматозоидах, что приводит к бесплодию
[30‒32]. Поэтому механизм влияния ALDH4A1 на
мужское репродуктивное старение будет направ-
лением наших будущих исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке
National Key Research and Developmental Program of
China (Grants 2018YFC1003602, 2018YFC1003601).
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DELETION OF Aldh4a1 LEADS TO IMPAIRED SPERM
MATURATION IN MICE
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ALDH4A1, a member of the aldehyde dehydrogenase superfamily, is a key enzyme in the mitochondrial pro-
line metabolism pathway. Recent studies have shown that mutations in aldh4a1 lead to reduced fertility and
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reproductive premature aging of male nematodes. However, the effect of ALDH4A1 on fertility of male mice
has not been studied. In this study, we used CRISPR-Cas9 technology to construct a knockout mouse model
of Aldh4a1 for the first time to explore the effect of this gene on the reproduction of male mice. The results
showed that compared with WT male mice, Aldh4a1–/– male mice were fertile, had normal spermatogenesis
but defect in sperm maturation in the epididymis documented by impaired motility, increased morphological
abnormalities and increased spontaneous acrosome reaction. In addition, transmission electron microscopy
showed vacuoles in the sperm mitochondria, and fracture in the neck of sperms and vacuoles in these mice.
These results revealed that ALDH4A1 plays a vital role in the structure of sperm flagellum and the process of
sperm maturation in mice.

Keywords: ALDH4A1, sperm maturation, CRISPR-Cas9, mitochondria, mouse model
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