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基于 LC-MS/MS技术对荷斯坦奶牛卵泡发育
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摘 要： 为进一步了解荷斯坦奶牛卵泡发育不同阶段类固醇激素及其相关物质的变化，同时为探究奶牛卵泡发育

进程以及机制提供理论基础。本研究基于液相色谱串联质谱（liquid chromatography-tandem mass spectrometry， 
LC-MS/MS）技术以荷斯坦奶牛为研究对象（n=18），对其不同发育阶段的 3 种大小的卵泡进行了靶向类固醇代谢

组学分析，通过对小卵泡（small follicle， SF， <5 mm， n=6）、中卵泡（medium follicle， MF， 5-8 mm， n=6）、大卵泡

（large follicle， LF， >8 mm， n=6）3 种尺寸卵泡的探查以及分组比较。共鉴定出 24 种类固醇物质，其中，在 SF 与

MF 的比对中发现 8 种差异代谢物（6 种下调，2 种上调），在 MF 与 LF 的比对中发现 6 种差异代谢物（2 种下调，4 种

上调），在 SF 与 LF 的比对中发现 6 种差异代谢物（4 种下调，2 种上调）。而后基于 KEGG 数据库分析差异代谢物，

发现 SF 与 MF 中，内分泌抵抗通路（P=0. 04）与前列腺癌通路（P=0. 03）存在显著富集。综上所述，本研究确定了

在荷斯坦奶牛卵泡发育过程中存在着显著的类固醇激素及其相关物质的改变，为深入了解奶牛生殖系统变化提供

了理论依据。
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Abstract： The study aimed to further understand the changes in steroid hormones and their related 
substances at different stages of follicular development in Holstein cows， and to provide a theoretical 
basis for exploring the process and mechanism of follicular development in cows.  In this study， based 
on liquid chromatography-tandem mass spectrometry （LC-MS/MS） technology， Holstein cows （n=
18） were used as research subjects.  Targeted steroid metabolomics analysis was performed on 
follicles of three sizes at different developmental stages， with exploration and group comparison 
conducted on small （Small follicle， SF， <5 mm， n=6）， medium （Medium follicle， MF， 5-8 mm， 
n=6）， and large （Large follicle， LF， >8 mm， n=6） follicles.  A total of 24 steroid substances were 
identified.  Among them， 8 differential metabolites （6 down-regulated， 2 up-regulated） were found in 
the comparison between SF and MF； 6 differential metabolites （2 down-regulated， 4 up-regulated） 
were found in the comparison between MF and LF； and 6 differential metabolites （4 down-regulated， 
2 up-regulated） were found in the comparison between SF and LF.  Subsequent analysis of differential 
metabolites based on the KEGG database revealed that in SF and MF， the endocrine resistance 
pathway （P=0. 04） and prostate cancer pathway （P=0. 03） were significantly enriched.  In conclusion， 
this study confirmed significant changes in steroid hormones and their related substances during 
follicular development in Holstein cows， providing a theoretical basis for in-depth understanding of 
changes in the cow reproductive system.
Keywords： targeted metabolomics； dairy cow； follicle； steroid； LC-MS/MS
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卵泡的发育与成熟是哺乳动物雌性生殖系统

活动中极为重要的环节，对卵巢的功能以及动物的

繁殖性能具有着决定性作用。一般来说，卵泡的发

育过程指卵巢储备中处于休眠状态的原始卵泡通

过卵泡募集，在多种调控因素下被激活并不断生长

发育，依次转化为初级卵泡、次级卵泡、成熟卵泡最

终排卵［1，2］。在这一过程中，卵泡大小的变化是一个

必然现象，并且在最终的受孕和胚胎发育阶段中，

能够与精子形成合子的卵泡的尺寸大小对其繁殖

性能有着重要的作用［3］。

类固醇激素是一种以环戊烷多氢菲母核为核

心的四环脂肪烃化合物，主要由胆固醇衍生而来，

并在雌性生殖功能活动以及卵泡发育中有着重要

作用［4，5］。在雌性生殖与卵泡发育过程中起重要作

用的类固醇激素包括雌激素、孕酮以及雄激素等［6］。

动物体内的雌激素主要包括雌二醇、雌酮以及雌三

醇，三者丰度有所差异但均具备一定的功能，雌激

素通过卵泡的膜细胞合成，且随着卵泡的生长，雌

激素的水平同步增加，当其浓度达到峰值时会触发

促黄体生成素的释放，从而催动卵泡完全成熟从而

排卵［7，8］。此外，雌激素的浓度高低也是诱发雌性动

物发情的重要因素［9］。孕酮又称黄体酮，主要由排

卵之后形成的黄体分泌，孕酮具有促进卵泡发育和

抑制过早排卵的功能，并与雌激素联合作用影响雌

性动物子宫内膜的周期性变化［10，11］。雄激素包括睾

酮、雄烯二酮、双氢睾酮等，通常来说雄激素对雌性

生殖的作用被认为是负面的，但雄激素实则对卵泡

发育有着正反两面的作用，适量的雄性激素可以作

为雌激素合成的前体从而被芳香化酶转化为雌激

素，并且在卵泡发育的特定阶段，雄激素能够对其

发育和成熟起到影响［12，14］。因此，了解类固醇激素

在不同发育阶段卵泡中的浓度变化对我们了解卵

泡与卵巢发育过程有着重要的意义［15］。

代谢组学技术能够识别并量化生物样本中的

小分子代谢物，从而建立对生物系统功能状态的图

谱并基于此比对出不同样本中相同物质之间的相

对差异［16］。根据特性不同，代谢组学分为靶向代谢

组学和非靶向代谢组学。非靶向代谢组学能够非

偏倚性的检测和相对量化样品中所有的可观察的

小分子代谢物。而靶向代谢组学则侧重于检测那
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些预先设定的已知代谢物。目前已有大量的研究

使用了代谢组学。Li 等［17］通过代谢组学技术分析

了尘肺患者肠道菌群以及血浆中代谢物的差异。

浩宇等［18］通过靶向代谢组学技术分析了卵巢静止

奶牛与健康奶牛血浆代谢物之间的差异代谢物。

使 用 液 相 色 谱 串 联 质 谱（liquid chromatography-
tandem mass spectrometry，LC-MS/MS）对极性高、

热稳定性差的化合物进行高精度的定量检测，目前

已广泛应用于代谢组学研究［19，20］。

本研究采用 LC-MS/MS 技术，通过多元统计

分析、差异代谢物分析以及 KEGG 分析从卵泡组织

类固醇物质的角度探索奶牛不同大小卵泡的丰度

差异，为进一步了解卵泡生长过程中的物质与功能

的动态变化奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验动物与样品采集

选取 18 头年龄（2~4 岁）、体况评分（五分制，

3 分左右）、产奶量（前胎次产奶量 9 吨以上）以及胎

次 相 近（1-3 胎）的 饲 喂 全 混 合 日 粮（total mixed 
ration，TMR）的荷斯坦奶牛作为研究对象，具体

TMR 配比见表 1［21］。按照根据屠宰后采集的卵巢

卵泡直径大小（<5 mm， 5~8 mm， >8 mm）划分为

小 卵 泡 组（small follicle， SF， n=6）、中 卵 泡 组

（medium follicle， MF， n=6）和 大 卵 泡 组（large 
follicle， LF， n=6）3 组［22］。所有候选奶牛均在屠宰

场的临时饲养栏舍中进行观察。由两名经验丰富

的专业临床兽医进行检查排除掉具有健康问题的

奶牛。奶牛每天饲喂 3 次，自由饮水。屠宰后由

技术人员采样并选择双侧卵巢均表面光滑未见黄

体的卵巢样本［23］。最终所有采集的卵巢样本在显

微镜下使用手术剪与镊子分离出单个卵泡，使用

移液器反复吹打去除附着的组织碎片。卵泡样品

每组 6 个重复，放置于冻存管中使用液氮速冻处

理后于 -80 ℃ 环境中保存待后续的 LC-MS/MS
分析。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　 卵 泡 组 织 样 本 处 理　　 将 卵 泡 样 品 从

-80 ℃冰箱中取出于冰上解冻，完全解冻后，称取

50 mg 样品置于带有一颗小钢珠的离心管中，以

30 Hz 匀浆 4 次，每次 30 s。将匀浆后的样品加入

400 μL 的甲醇提取液，涡旋 10 min，再于冰上静置

10 min，4 ℃下 12 000 r·min-1离心 5 min。取上清液

370 μL 于 1. 5 mL 离心管中，在 20℃的条件下浓缩

至完全干燥。最后再用 100 μL 的纯甲醇复溶，涡旋

5 min 后在 4℃下 12 000 r·min-1 离心 3 min，最后取

80 μL 上清液用于 LC-MS/MS 上机分析。

1. 2. 2　LC-MS/MS 分析　　LC-MS/MS 系统主

要 包 括 超 高 效 液 相 色 谱（ultra performance liquid 
chromatography，UPLC），（ExionLC ™ AD，https：//
sciex. com. cn/）、串联质谱（tandem mass spectrometry，
MS/MS）（QTRAP® 6500+，https：//sciex. com. cn/）

表 1　试验奶牛 TMR主要组成及营养水平

Table 1　Main composition and nutritional levels of TMR for experimental Holstein cows

原料
Ingredient
水  Water
棉籽  Cottonseed
大豆皮  Soybean hulls
燕麦草  Oat grass
苜蓿  Afalfa
青贮  Silage
玉米  Corn
豆粕  Soybean meal
压片玉米  Flaked corn
糖蜜  Molasses
乳利宝  Dairy booster
高产浓缩  High-production concentrate

含量/kg
Content

5. 47
1. 03
1. 50
0. 50
2. 50

25. 37
3. 00
1. 30
2. 00
1. 00
1. 20
4. 09

营养水平
Nutrient level
干物质/% Dry matter
干物质采食量/% Dry matter intake
淀粉/% Starch
粗蛋白/% Crude protein
脂肪/% Fat
钙/g Calcium
磷/g Phosphorus
中性洗涤纤维/% Neutral detergent fiber
酸性洗涤纤维/% Acid detergent fiber
产奶净能/（MJ·kg-1 DM） Net energy for milk

含量
Content
55. 60
23. 50
22. 70
16. 00
5. 60

180. 00
116. 00
39. 10
20. 30
7. 32
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以 及 色 谱 柱（Phenomenex kinetex C18（1. 7 μm， 
100 mm×2. 1 mm i. d.））。流动相 A 相设置为 30%
的乙腈和 70% 的水，含有 0. 04% 的乙酸。流动相 B
相设置为 50% 的乙腈和和 50% 的异丙醇，含有

0. 04% 的乙酸。洗脱梯度为：0 min A/B 为 95∶5
（V/V），1 min A/B 为 95∶5（V/V），10 min A/B 为

10∶90（V/V），12. 5 min A/B 为 10∶90（V/V），

12. 6 min A/B 为 95∶5（V/V），15 min A/B 为 95∶5
（V/V）。流速 0. 35 mL•min-1，柱温 40 ℃，进样量为

5 μL。 检 测 模 式 为 正 模 式 ，电 喷 雾 离 子 源

（electrospray ionization，ESI）温度 550 ℃，质谱电压

5 500 V，气帘气（curtain gas，CUR）35 psi。在三重

四 极 杆 中 ，每 个 离 子 对 是 根 据 优 化 的 去 簇 电 压

（declustering potential，DP）和 碰 撞 能（collision 
energy，CE）进 行 扫 描 检 测 。 基 于 标 准 品 构 建

MWDB（metware database）数据库，对质谱检测的

数据进行定性分析。定量是利用三重四级杆质谱

的 多 反 应 监 测 模 式（multiple reaction monitoring，
MRM）分析完成。

1. 2. 3　数据预处理　　根据 Analyst1. 6. 3 软件对

所 得 到 的 质 谱 原 始 数 据 进 行 预 处 理 。 使 用

MultiQuant3. 0. 3 软件处理质谱数据，参考标准品的

保留时间与波峰型信息，对待测物在不同样本中检

测到的色谱峰进行积分矫正，以保证检测定性定量

的准确性。配制 0. 01、0. 02、0. 05、0. 1、0. 2、0. 5、1、
2、5、10、20、50、100、200、500 ng·mL-1 不同浓度的

标准品溶液，获取各个浓度标准品的对应定量信号的

色谱峰强度数据；外标与内标浓度比（concentration 
ratio）为横坐标，外标与内标峰面积比（area ratio）为

纵坐标。

1. 2. 4　数据分析　　将检测到的所有样本的积分

峰面积的比值带入到标准曲线线性方程中计算，最

终得到了实际样本中该物质的含量数据。将获得

的 LC-MS/MS 数据矩阵导入到 Metware Cloud 平

台中（https：//cloud. metware. cn）进行数据分析，使

用主成分分析（principal component analysis，PCA）

探析样品的整体分布情况，而后采用正交偏最小二

乘 法 - 判 别 分 析（orthogonal projections to latent 
structures-discriminant analysis，OPLS-DA）来有监

督的区分代谢轮廓以及识别差异代谢物。OPLS-
DA 的模型稳健度通过 200 次置换检验的方式来评

估。根据交叉验证得到的 Q2 值与 R2Y 值进行判别

模型的有效性，其中 Q2值表示当前模型可对数据方

差进行预测的比例，即预测率，该值越大表示该模

型的预测能力越优；R2Y 值为模型的累积方差值，指

当前模型可对数据方差或变异进行解释的比例，即

解释率，该值越大模型解释能力越强。以差异倍数

（fold change，FC） value<0. 5 或>2、变量投影重要

性（variable importance in projection，VIP） value>1
为标准筛选差异代谢物，并基于 KEGG 数据库对差

异代谢物进行注释与富集分析。

2　结 果

2. 1　多元统计分析

使用无监督的 PCA 对样本的总体分布进行观

察（图 1A-C）。观察到在 3 组样本的两两比较结果

中，SF、MF 和 LF 三组样本存在显著的分离，说明

3 组代谢物存在显著的多样性差异。随后，通过有

监督的 OPLS-DA 对各组之间的代谢特征进行分析

（图 1D-F）。并在数据归一化后构建 OPLS-DA 模

型，显示了对照组和和试验组之间的鲁棒性分离。

在构建的 3 个模型中，SF 与 MF 的 OPLS-DA 模型

的 R2值为 0. 990，Q2值为 0. 638，MF 与 LF 的 R2值和

Q2 值分别为 0. 998 和 0. 953，SF 与 LF 的 R2 值和 Q2

值分别为 0. 992 和 0. 862，说明模型结果稳定可靠

（图 1G-I）。

2. 2　差异代谢物筛选

使用 VIP 值>1 和 FC 值>2 或<0. 5 作为标准

筛选差异代谢物。如表 2 和图 2A-C 所示，SF 与

MF 相比共鉴定出 8 种代谢物，其中皮质醇、睾酮、双

氢睾酮、雄烯二酮、17β-雌二醇和 17α-羟基孕烯醇酮

在 SF 中相比 MF 下调，而 7-酮基胆固醇和 25-羟基

胆固醇相比 MF 上调。MF 与 LF 相比共鉴定出 6 种

差异代谢物，其中孕二醇和雌酮相比在 MF 中相比

LF 下调，双氢睾酮、睾酮、7a，27-二羟基胆固醇和

7α，25-二羟基胆固醇相比 LF 上调。SF 与 LF 相比

共鉴定出 6 种差异代谢物，其中 17β-雌二醇、皮质

醇、雌酮和孕二醇在 SF 中相比 LF 下调，25-羟基胆

固醇和 7a-27 二羟基胆固醇相比 LF 上调。

2. 3　差异代谢物的 KEGG 分类与富集分析

为了进一步了解 3 组之间差异代谢物的生物学

意义，使用迈维云平台（https：//cloud. metware. cn）
利用 KEGG 数据库对差异代谢物进行注释，将所有

的差异代谢物分别映射到数据库中完成通路富集

分析（图 3）。利用交互式可视化方法来展示组间的

差异代谢物富集的主要代谢通路。其中，MF 与 LF
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SF 与 MF，MF 与 LF，SF 与 LF 的 PCA 评分图（A-C）；SF 与 MF，MF 与 LF，SF 与 LF 的 OPLS-DA 评分图（D-F）；SF 与 MF，

MF 与 LF，SF 与 LF 的置换检验图（G-I）
PCA score plots for SF vs MF， MF vs LF， and SF vs LF （A-C）； OPLS-DA score plots for SF vs MF， MF vs LF， and SF vs 
LF （D-F）； Permutation test plots for SF vs MF， MF vs LF and SF vs LF （G-I）
图 1　多元统计分析结果图

Fig. 1　Multivariate statistical analysis results

A.  SF 组与 MF 组；B.  MF 组与 LF 组；C.  SF 组与 LF 组

A.  SF group vs MF group； B.  MF group vs LF group； C.  SF group vs LF group
图 2　差异代谢物筛选火山图

Fig. 2　Volcano plots for screening differential metabolites
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的差异代谢物以及 SF 与 LF 的差异代谢物无显著

富集的代谢通路，而 SF 与 MF 之间共有两条代谢通

路受到显著影响，包括内分泌抵抗（P=0. 04）和前

列腺癌通路（P=0. 03）。

3　讨 论

本研究基于 LC-MS/MS 技术对荷斯坦奶牛的

大、中、小 3 种不同发育阶段的卵泡进行了深入的靶

向类固醇物质代谢组分析，进一步阐明该类物质在

奶牛卵泡发育过程中的代谢变化。通过 LC-MS/MS
技术的探查，多元统计分析和差异代谢物的分析，

在所有的卵泡样品中共检测出 24 种类固醇物质。

在各组中检测出的差异代谢物主要包括皮质醇和

各类雄激素、孕激素、雌激素以及氧固醇等的相关

物质。其中，在 SF 与 MF 的比较中发现了 8 种差异

代谢物，其中 6 种代谢物在 SF 中相比于 MF 下调，

2 种上调。在 MF 和 LF 的比较中发现了 6 种差异代

谢物，其中 2 种代谢物在 MF 中相比于 LF 下调，4 种

上调。在 SF 与 LF 的比较中发现了 6 种差异代谢

物，其中 2 种代谢物在 SF 中相比 LF 上调，4 种下调。

而后，通过进一步的 KEGG 分析发现，SF 与 MF 的

差异代谢物显著参与到了两条代谢途径的变化，包

括内分泌抵抗通路和前列腺癌通路。以上结果预

示着类固醇激素及其相关物质在奶牛卵泡发育的

过程中存在着显著的变化。

在此次试验中检测的卵泡在不同发育阶段过

程中，皮质醇的水平表现为在中卵泡中显著高于小

卵泡，同时与大卵泡相比没有显著差异，这预示着

在卵泡的发育过程中，皮质醇的浓度水平在发育的

前中期升高，后期则趋于平缓。通常来说，皮质醇

与动物处于压力环境或应激状态相关，但在先前的

研究中证实，在卵泡的发育过程中适当的皮质醇对

卵母细胞的发育起到促进作用，并且在卵泡成熟的

过程中，卵丘细胞中孕酮局部产生的增加同样能够

表 2　大、中、小卵泡间差异代谢物的靶向 LC-MS/MS筛选

Table 2　Targeted LC-MS/MS screening of differential metabolites among large， medium， and small follicles

组间比较
Between-group 
comparison
SF vs.  MF

MF vs.  LF

SF vs.  LF

序号
Number

1
2
3
4
5
6
7
8
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6

代谢物
Metabolites

皮质醇  C21H30O5
睾酮  C19H28O2

17β-雌二醇  C18H24O2
双氢睾酮  C19H30O2
雄烯二酮  C19H26O2

17α-羟基孕烯醇酮  C21H30O3
7-酮基胆固醇  C27H37D7O2
25-羟基胆固醇  C27H46O2

孕二醇  C21H36O2
雌酮  C18H22O2

双氢睾酮  C19H30O2
睾酮  C19H28O2

7a，27-二羟基胆固醇  C27H46O2
7α，25-二羟基胆固醇  C27H46O3

17β-雌二醇  C18H24O2
皮质醇  C21H30O5
雌酮  C18H22O2

孕二醇  C21H36O2
25-羟基胆固醇  C27H46O2

7a，27-二羟基胆固醇  C27H46O2

VIP 值
VIP value

1. 63
1. 18
1. 33
1. 93
1. 51
1. 16
1. 18
1. 36
1. 54
1. 29
1. 79
1. 02
1. 26
1. 33
1. 03
1. 73
1. 41
2. 01
1. 18
1. 69

差异倍数
Fold change

0. 18
0. 30
0. 30
0. 31
0. 39
0. 48
2. 50
4. 53
0. 20
0. 32
3. 28
3. 30
6. 97
7. 96
0. 11
0. 13
0. 32
0. 36
2. 84
7. 95

变化趋势
Trend of 

change
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↑
↑
↓
↓
↑
↑
↑
↑
↓
↓
↓
↓
↑
↑

差异代谢物的筛选标准为：VIP 值>1，FC 值>2 或<0. 5
The screening criteria for differential metabolites are： VIP value>1， and FC value>2 or<0. 5
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导致卵泡中的皮质醇水平升高［24，25］。此外，在一项

培养卵母细胞的试验中，在培养的初期阶段，高浓

度的睾酮对卵泡生长有促进作用，而在培养后期，

较高浓度的睾酮反而会抑制卵泡的生长，这与此次

报告中，睾酮浓度在小卵泡和大卵泡中较低，而中

卵泡中较高的结果所印证［26］。在卵泡的发育过程

中，双氢睾酮的作用机制相对复杂，但在目前的研

究报告中，双氢睾酮能够通过刺激雄性激素受体与

促卵泡素受体的表达以及与促卵泡素相互作用从

而对窦卵泡的发育起到一定的促进作用，且这种促

进作用主要在卵泡发育的前中期起作用。此次研

究中，双氢睾酮在中卵泡中较多，而在小卵泡与大

卵泡中较少，这与之前的研究结果一致［27，28］。一般

情况下雄激素被认为会对雌性生殖系统产生负面

影响，但雄烯二酮可以作为合成雌激素的前体物质

在卵泡的颗粒细胞中转化为雌二醇，继而对卵泡的

图 3　SF组与 MF组的差异代谢物 KEGG 富集分析

Fig. 3　KEGG enrichment analysis of differential metabolites between the SF group and the MF group
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发育起到促进作用［29，30］。同样的，17α-羟基孕烯醇

酮也可以作为合成脱氢表雄酮的前体物质，继而转

化为雄烯二酮，参与到卵泡颗粒细胞雌激素合成的

过程中［31，32］。本次试验中，17β-雌二醇的浓度表现

为随着卵泡发育过程而增加。17β-雌二醇是卵泡发

育过程中卵泡体细胞快速增殖的重要影响因素［33］。

此外，在一项针对山羊卵泡发育过程的研究中发

现，在山羊卵泡发育期间，雌激素通过 G 蛋白偶联

雌激素受体影响卵母细胞与卵丘细胞之间沟通的

桥梁，这一过程对卵母细胞的发育和成熟有着重要

意义［34］。孕二醇是机体代谢孕酮的产物，在卵泡发

育的周期中，孕酮的浓度通常会呈现逐渐上升的趋

势，这与本次研究中的比对结果相符合［35，36］。雌酮

是雌激素的一种，可以由 17β-羟基类固醇脱氢酶转

化而来，通常来说，在一次排卵波中，卵泡的大小与

其是否能够成为优势卵泡并完成排卵密切相关，并

且较高的雌激素水平是刺激促黄体生成素分泌并

完成排卵的重要前提，而在此次分析中，大卵泡的

雌酮浓度显著高于中卵泡和小卵泡，这预示着雌激

素在卵泡发育过程中的不断累积［37，38］。此外，本研

究检测到 7-酮基胆固醇、7a，27-二羟基胆固醇、

7α，25-二羟基胆固醇以及 25-羟基胆固醇的浓度随

着卵泡的生长而显著下降，它们都是胆固醇代谢过

程中的中间产物，属于氧化胆固醇或者氧固醇［39-41］。

目前没有直接的文献提及这些氧固醇与卵泡生长

之间的关系，但结合本次研究中探查到的这一类物

质的变化趋势可以推测在卵泡的发育过程中氧固

醇或许与类固醇激素的生物合成有关。胆固醇是

卵泡发育过程中类固醇激素生物合成的重要原料，

而在一项报告中指出，类固醇生成急性调节（StAR）
蛋白参与并促进线粒体内胆固醇向胆固醇侧链裂

解系统的递送，而胆固醇侧链裂解系统催化所有类

固醇合成的第一个酶促步骤，而氧固醇可以上调

StAR 的表达，这一现象说明氧固醇在小卵泡与中

卵泡中可能起到了促进激素合成的功能［42］。

此外，在 KEGG 分析中，根据小卵泡和中卵泡

的差异代谢物在 KEGG 分析所有富集到的通路中，

共有两条显著富集的通路，分别为内分泌抵抗和前

列腺癌。KEGG 通路命名往往基于人类疾病或特

定的生物过程，但其代谢通路在不同组织、物种、性

别都存在，因此各个通路实际上包括的是一系列相

关的通用代谢物、信号分子以及其转运过程。两条

通路在中卵泡中均表现为相比于小卵泡上调。这

预示着两条通路中涉及的相关信号分子在中卵泡

中活性与丰度呈现上升的趋势，如 PI3K/AKT 通路

和 MAPK 通路［43，44］。PI3K/AKT 信号通路是卵泡

发育过程中细胞增殖的关键调控因子，其上调可以

通过多方面的生物学机制促进卵泡的生长与成熟，

例如该通路的关键效应分子 AKT 可以磷酸化以及

灭活糖原合成酶激酶 3 以促进细胞周期的进程［45］。

以上的结果通过揭示荷斯坦奶牛卵泡发育过程中

不同大小卵泡的类固醇激素以及物质的变化，印证

了其代谢基础，为后续的研究提供了潜在靶点。

4　结 论

本研究通过 LC-MS/MS 靶向代谢组学技术表

征了荷斯坦奶牛卵泡发育不同阶段中类固醇激素

以及物质的组织代谢组谱，鉴定出 24 种物质以及小

中大卵泡之间的差异代谢物。此外，内分泌抵抗以

及前列腺癌通路在卵泡发育的前中期产生了显著

变化。这些变化与卵泡发育过程密切相关，为研究

奶牛以及其他物种的卵泡发育过程提供了新的思

路。未来的研究应当进一步探讨此次研究中验明

的显著变化的代谢物的机制，例如氧胆固醇可能的

对卵泡体细胞类固醇合成激素的调控作用等，以深

入了解动物卵泡发育的过程，促进后续针对奶牛卵

泡发育调控的研究与发展。
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