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定量蛋白质组学探讨菟丝子黄酮

对雷公藤多苷致雄鼠生殖毒性的影响机制
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　　摘要：目的 基于串联质量标签（Ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｔａｇｓ，ＴＭＴ）定量蛋白质组学和生物信息学方法探讨菟丝子黄酮（Ｃｕｓｃｕ
ｔａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＣＣＦ）改善雷公藤多苷（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒｄｉｉｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ，ＧＴＷ）致雄鼠生殖毒性的作用机制。方法
将２１只雄性ＳＤ大鼠随机分为空白组、ＧＴＷ模型组、ＣＣＦ治疗组，分别灌胃相应药物，连续１２周，实验结束后进行苏木
精－伊红染色以评价ＣＣＦ对ＧＴＷ致生殖毒性的改善作用。利用ＴＭＴ定量蛋白质组学技术来评估从睾丸组织中提取的
蛋白质，通过生物信息学方法对差异表达的蛋白质进行分析，蛋白免疫印迹法验证蛋白质组学筛选出的关键差异表达蛋

白。结果 菟丝子黄酮能显著改善大鼠睾丸组织的病理损伤，干预后共检测到２９种差异表达的蛋白质，包括６种上调蛋
白质和２３种下调蛋白质。京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析
显示，非洲锥虫病、补体与凝血级联系统、生物合成安沙霉素、组氨酸代谢、维生素消化吸收是 ＣＣＦ改善 ＧＴＷ生殖毒性
的主要途径。而基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析显示，ＣＣＦ改善 ＧＴＷ生殖毒性的差异表达蛋白主要与胶原蛋白、血
浆脂蛋白、蛋白质氧化、凝血内在途径、肝素结合相关。ＣＯＧ注释分析显示，防御机制、细胞外结构与 ＣＣＦ改善 ＧＴＷ生
殖毒性的机制密切联系。菟丝子黄酮能使Ａｐｏａ１、Ｔｋｔｌ２上调，Ｈｂａ１、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｐｚｐ、Ｓｅｒｐｉｎｄ１下调。结论 菟丝子黄酮可通

过调控非洲锥虫病、补体与凝血级联系统、生物合成安沙霉素、组氨酸代谢、维生素消化吸收通路介导的胶原合成、脂质

代谢、细胞凋亡、氧化应激等来减轻雷公藤多苷的睾丸毒性。
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　　雷公藤多苷（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒｄｉｉｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ，ＧＴＷ）是从雷
公藤的根芯中提取的脂溶性混合物，具有抗炎、抗肿瘤和免疫

调节作用，可治疗多种免疫性疾病［１］。然而，也是过去半个世

纪中毒最多的中草药之一，雷公藤用药者的总生殖毒性发生率

为１７．９％［２］，可引起女性月经病、男性少精弱精等，成为限制

其临床应用的主要原因［３－４］。因此，寻找能够有效降低其生殖

毒性的药物至关重要。

菟丝子黄酮（Ｃｕｓｃｕｔａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＣＣＦ）是菟丝子最
重要的活性成分，可改善性功能、调节生殖内分泌和免疫功

能［５－６］，通过恢复肾脏和睾丸中睾酮、雄激素受体的 ｍＲＮＡ和
蛋白表达以补肾阳，增加幼鼠睾丸和附睾的重量，促进睾丸间

质细胞分泌睾酮，有效抑制生精细胞凋亡并促进其增殖［７－１０］。

尽管ＣＣＦ是一种很有前途的拮抗ＧＴＷ生殖毒性的药物，但其
减毒机制尚不清楚，需要进一步探索。

因此，本研究采用串联质量标签（Ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｔａｇｓ，ＴＭＴ）
定量蛋白质组学方法阐明 ＣＣＦ改善 ＧＴＷ雄性生殖毒性的作
用机制，对于建立临床安全性和合理用药提供参考依据，也为

开发雷公藤多苷的减毒制剂研究奠定基础。

１　材料
１．１　药品与试剂

雷公藤多苷片（江苏美通药业有限公司，１０ｍｇ／片，批号
１３０９２５），研磨成细粉，用生理盐水溶液配制成１．２ｍｇ／ｍＬ的
雷公藤多苷混悬液；菟丝子黄酮购自陕西昂盛生物医药科技有

限公司（纯度５０％，批号ＺＬ２０１３０８１５），用生理盐水配制成质量
浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的菟丝子黄酮混悬液；ＢＣＡ定量试剂盒（上
海碧云天生物技术股份有限公司，批号 ０２０１２３２３０５１０）；ＴＭＴ
标记试剂盒（美国赛默飞世尔科技公司，批号 ＷＢ３１４８０４）；
Ａｐｏａ１抗体（ＧｅｎｅＴｅｘ公司，批号４４３７０）；Ｐｚｐ抗体（武汉云克隆
科技股份有限公司，批号 Ａ２０２２０６１６３７７）；Ｈｂａ１、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｓｅｒ
ｐｉｎｄ１抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，批号分别是
０００９０５９５、０００９０７５１、０００４８５８８）；Ｔｋｔｌ２抗体（北京索莱宝科技
有限公司，批号２０２２０５１６）；羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ（安诺伦生物科
技有限公司，批号２００００８５８）。
１．２　仪器

ＯｒｂｉｔｒａｐＥｘｐｌｏｒｉｓ４８０液质联用质谱仪（Ｐｒｏｄｕｃｔｃｏｄｅ：
７２５５３３，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓ）；ＥａｓｙｎＬＣ１２００色谱系
统（Ｐｒｏｄｕｃｔｃｏｄｅ：ＬＣ１４０，ＰｒｏｘｅｏｎＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ

ｅｎｔｉｆｉｃ，ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓ）；高强度超声波处理机（宁波 ＳｃｉｅｎｔｚＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｃｏ．ｌｔｄ．，Ｎｉｎｇｂｏ，Ｃｈｉｎａ）。
１．３　动物

２１只清洁级雄性 ＳＤ大鼠（４周龄，体质量１０１～１２５ｇ），
来 源 于 北 京 维 通 利 华 有 限 公 司，质 量 合 格 证 号

１１００１１２１１１０４８１９４２７，生产许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０１６－００１１。
所有大鼠在（２３±３）℃，４０％ ～７０％相对湿度，１２ｈ光暗循环
条件下进食。实验方案经河南中医药大学动物实验伦理委员

会批准（伦理号：ＤＷＬＬ２０２１０５０５３）。
２　方法
２．１　分组和给药

大鼠适应性喂养后随机分为空白组、ＧＴＷ模型组（模型
组）、ＧＴＷ联合ＣＣＦ治疗组（ＣＣＦ组），每组７只，记录体质量。
空白组予０．９％生理盐水１０ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）灌胃。模型组、ＣＣＦ组均
给予雷公藤多苷１２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，１次／ｄ。同时，ＣＣＦ组给予
菟丝子黄酮１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，大鼠给药剂量均为人临床剂
量×６２５（按照人与大鼠的药物剂量折算系数），灌胃体积均为
１ｍＬ／１００ｇ，１次／ｄ，连续灌胃１２周。各组给予相同饮食。
２．２　苏木精和伊红染色

１２周后，腹主动脉放血处死，立即取出两侧睾丸，左侧睾
丸组织放入４％多聚甲醛固定４８ｈ，进行苏木精和伊红染色观
察病理改变。右侧睾丸组织放入 －８０℃冰箱冻存，用于蛋白
质检测及蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）验证。
２．３　ＴＭＴ定量蛋白质组学分析
２．３．１　提取蛋白质　将空白组、模型组和 ＣＣＦ组的右侧睾丸
组织样品中加入裂解液（１．５％ＳＤＳ／１００ｍＭ Ｔｒｉｓ－Ｃｌ，ｐＨ
８０），进行组织匀浆和沸水浴后，在冰水浴中超声 １０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清。用液氮粉碎成粉末。加入
８ｍｏｌ／Ｌ尿素和１％４倍体积的裂解缓冲液，用高强度超声波处
理机在冰上进行３次超声处理。然后，将需要清除的残留物以
１２０００ｒ／ｍｉｎ的速度在４℃离心１０ｍｉｎ。最后，收集上清液，并
按照制造商的说明用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白质浓度。
２．３．２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析　丙酮沉淀法对溶液中的蛋白进行
沉淀。向蛋白沉淀中加入复溶液待复溶后，加入二硫苏糖醇打

开二硫键；加入碘乙酰胺，于室温、暗处进行烷基化反应以封闭

巯基。蛋白质定量后取等量样本用于 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，考马
斯亮蓝染色后观察蛋白条带。按照酶与蛋白１∶５０的质量比
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加入胰蛋白酶进行酶切。第２天终止酶切，并调节溶液 ｐＨ值
在６．０左右，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ。取等量的样品进行
ＴＭＴ处理，利用反相高效液相色谱分离；ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析；采
用Ｕｎｉｐｒｏｔ中Ｒａｔ的蛋白质组参考数据库；数据统计和生物信
息学分析。

２．３．３　生物信息学分析　通过 ｅｇｇＮＯＧ－ｍａｐｐｅｒ软件的 Ｄｉａ
ｍｏｎｄ程序，得到提交蛋白序列对应的基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏ
ｇｙ，ＧＯ）功能、京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析和 ＣＯＧ注释分析
结果。差异倍数变化上调 ＞１．２倍或下调 ＜０８３且Ｐ＜００５
为差异蛋白的筛选条件。对符合条件者，进行ＧＯ术语、ＫＥＧＧ
通路、ＣＯＧ注释和 ＰＰＩ网络展示。ＳＴＲＩＮＧ在线网站（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ＳＴＲＩＮＧ－ｄｂ．ｏｒｇ／）获得差异表达蛋白质ＰＰＩ网络。微生
信在线网站、Ｏｒｉｇｉｎ２０２１、ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９、ＡｄｏｂｅＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ
２０２１软件用于图形展示。
２．４　ＷＢ检测相关蛋白表达

提取约３０ｍｇ睾丸组织并粉碎成粉末，冷 ＰＢＳ洗涤２次，
匀浆，用含有蛋白酶抑制剂混合物的 ＲＩＰＡ缓冲液裂解，离心
１０ｍｉｎ，用ＢＣＡ试剂盒测定浓度。提取３０μｇ蛋白质样品并通
过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶分离并转移到 ＰＶＤＦ膜上。然后用加入
５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ缓冲液封闭１ｈ，与一抗４℃孵育过夜。
用ＴＢＳＴ洗涤３次后，加二抗孵育２ｈ。最后，加入 ＥＣＬ溶液，
利用化学发光软件进行显影分析。

２．５　统计学方法
使用ＳＰＳＳ２６．０进行统计分析，计量资料若符合正态分

布，则采用均值±标准差（珋ｘ±ｓ）描述，两组间比较采用独立样
本ｔ检验，多组间比较采用 ＡＮＯＶＡ分析，方差齐时采用 ＬＳＤ
法，方差不齐时采用塔姆黑尼法；若不符合正态分布，则采用中

位数和四分位数间距［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］描述，两组间比较采用
曼－惠特尼检验，多组间比较采用克鲁斯卡尔 －沃斯利检验。
Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。
３　结果
３．１　病理学分析

空白组大鼠睾丸生精小管呈圆形或卵圆形，结构清楚，各

级生精细胞层次分明、排列紧密，多为５～７层，管腔内可见大
量精子；附睾管排列有序，管壁为正常上皮细胞，管腔内充满精

子。模型组大鼠睾丸组织的病理损伤明显，生精小管萎缩，管

径变细，管间间隙变大，生精上皮变薄、细胞层次疏松，生精细

胞部分脱落；附睾管内精子明显减少。ＣＣＦ组大鼠睾丸生精小
管管腔直径较模型组变化不明显，上皮较空白组略薄，较模型

组明显变厚，细胞层次尚分明，各级生精细胞明显多于模型组，

结构完整且排列整齐，内含的精子也明显增多；附睾管上皮分

布规则，管内精子密集。见插页ⅩⅩⅢ图１。
３．２　菟丝子黄酮处理后差异表达蛋白的 ＴＭＴ定量蛋白质组
学研究

经ＰＣＡ分析，样本重复性较好，见插页ⅩⅩⅢ图２。病理结果
显示ＣＣＦ具有修复ＧＴＷ睾丸损伤的作用，故应用ＴＭＴ蛋白质
组学技术对ＣＣＦ组与模型组之间的差异表达蛋白进行研究，

共筛选了７３８１种蛋白质，其可靠性高。模型组与空白组比较，
上调蛋白数目４个，下调蛋白数目３０个，差异蛋白总数共计３４
个。与模型组相比，ＣＣＦ组总共有２９种差异表达蛋白被显著
调节，包括６种上调蛋白质和２３种下调蛋白，其临界值为１．２
倍或０．８３倍的变化。见插页ⅩⅩⅣ图３。
３．３　菟丝子黄酮处理后差异表达蛋白的生物信息学分析
３．３．１　ＧＯ功能富集分析　对 ＣＣＦ组和模型组进行 ＧＯ注释
分类分析以评价差异表达蛋白的功能注释，结果如插页ⅩⅩⅣ图
４所示。在生物过程中，差异表达蛋白的前５个过程分别为细
胞过程（１５％）、生物调控（１４％）、多细胞有机体过程（１１％）、
对刺激的反应（１１％）和代谢过程（１１％）。在细胞成分中，差
异表达蛋白的比例最大的是细胞解剖实体（５０％），其次是细
胞内（４０％）和含蛋白质复合物（１０％）。在分子功能中，差异
表达的蛋白质主要有结合（４７％）、分子功能调节（１９％）和催
化活性（１６％）。进行ＧＯ富集分析以评估某些功能类型中差
异表达蛋白质的显著富集趋势，结果如插页ⅩⅩⅤ图５所示。在
生物学过程中，差异表达蛋白主要参与血浆脂蛋白颗粒重塑、

组织内稳态和对营养的反应。在细胞成分中，差异表达的蛋白

质与细胞外外泌体、细胞外细胞器显著相关。在分子功能中，

酶抑制剂活性、肽酶调节活性得到显著调节。

３．３．２　ＫＥＧＧ功能富集分析　采用ＫＥＧＧ通路分析ＣＣＦ组和
模型组的差异蛋白。通路富集分析结果显示，主要途径包括非

洲锥虫病（Ａｆｒｉｃａｎｔｒｙｐａｎｏｓｏｍｉａｓｉｓ）、生物合成安沙霉素（ｂｉｏｓｙｎ
ｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｓａｍｙｃｉｎｓ）、组氨酸代谢（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、补体
与凝血级联系统（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｎｄｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｃａｓｃａｄｅｓ）和维生
素消化吸收（ｖｉｔａｍｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ）相关差异表达的
蛋白质，见插页ⅩⅩⅤ图６Ａ。在这些主要途径中，修复雷公藤多
苷致睾丸损伤中起重要作用的载脂蛋白Ａ－１（Ａｐｏａ１）、Ｔ激肽
原１（Ｍａｐ１）、血红蛋白亚基 ａｌｐｈａ－１／２（Ｈｂａ１）、转酮醇酶样基
因２（Ｔｋｔｌ２）、乙醛脱氢酶 ３Ａ１（Ａｌｄｈ３ａ１）、α－１－巨球蛋白
（Ｐｚｐ）、肝素辅因子Ⅱ（Ｓｅｒｐｉｎｄ１）的表达经 ＣＣＦ干预后发生了
显著变化。见插页ⅩⅩⅤ图６Ｂ、表１。
３．３．３　ＣＯＧ注释分析　对差异表达蛋白 ＣＯＧ功能注释富集
分析，结果如插页ⅩⅩⅥ图７所示。在细胞过程和信号中，主要与
防御机制、细胞外结构相关。信息的存储与处理、代谢、无明显

特征中尚未发现被显著调节的途径。

３．３．４　ＰＰＩ分析　为了进一步阐明其分子机制，差异表达的
蛋白质之间的串扰，使用ＳＴＲＩＮＧ数据库来确定模型组和治疗
组之间的关系，共有２６个节点（因Ｓｔｒｉｎｇ数据库中未显示３个
差异蛋白Ｍａｐ１、ＡＡＢＲ０７０６０９７１．１、ＣＯＮ＿＿Ｐ０２７６９对应的基因，
故图中仅能展示２６个差异蛋白的关系）和１５条边相互连接。
图中Ａｐｏａ１、Ｐｚｐ、Ｍａｐ１、Ｈｂａ１、Ｓｅｒｐｉｎｄ１、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｔｋｔｌ２占据 ＰＰＩ
网络的中心位置，并充当与其他差异表达蛋白相互作用的枢

纽。见插页ⅩⅩⅥ图８。
３．４　ＷＢ分析

与空白组比较，模型组 Ａｐｏａ１蛋白表达降低（Ｐ＜００５）、
Ｈｂａ１（Ｐ＜００５）和 Ｐｚｐ（Ｐ＜００１）蛋白表达升高；与模型组比
较，ＣＣＦ组Ａｐｏａ１、Ｔｋｔｌ２蛋白表达升高，而Ｈｂａ１、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｐｚｐ、
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表１　ＫＥＧＧ通路和基因

ＫＥＧＧ通路 基因名称 富集倍数 比率 调控类型 Ｐｖａｌｕｅ 分子量／（ｋＤａ）

非洲锥虫病 Ａｐｏａ１ ３０．６７ ０．６４３ Ｕｐ ０．００８１０９ ３０．０６２
Ｍａｐ１ ０．７７１ Ｄｏｗｎ ０．００４２０１ ４７．７７５
Ｈｂａ１ ０．７９８ Ｄｏｗｎ ０．００３７９０ １５．３２９

生物合成安沙霉素 Ｔｋｔｌ２ １２７．７９ １．２９２ Ｕｐ ０．０４３１２６ ６８．３６４
组氨酸代谢 Ａｌｄｈ３ａ１ ２１．３０ ０．８２５ Ｄｏｗｎ ０．０４９９２４ ５０．３３９
补体与凝血级联系统 Ｍａｐ１ １１．２８ ０．７７１ Ｄｏｗｎ ０．００４２０１ ４７．７７５

Ａ１ｍ ０．８００ Ｄｏｗｎ ０．００８８４９ １６７．１２５
Ｓｅｒｐｉｎｄ１ ０．７８２ Ｄｏｗｎ ０．００５２１２ ５４．５５２

维生素消化吸收 Ａｐｏａ１ ４２．６０ ０．６４３ Ｕｐ ０．００８１０９ ３０．０６２

Ｓｅｒｐｉｎｄ１蛋白表达降低，其中 Ｈｂａ１（Ｐ＜００５）和 Ｐｚｐ（Ｐ＜
００１）蛋白表达降低差异具有统计学意义。见图９、表２。

图９　Ａｐｏａ１、Ｔｋｔｌ２、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｈｂａ１、Ｐｚｐ和Ｓｅｒｐｉｎｄ１的蛋白表达

４　讨论
ＧＴＷ作为临床常用的中成药，相当于西药中的免疫抑制

剂，但产生的生殖损伤不良反应亦不可忽视，多个临床医生在

应用雷公藤制剂时发现男性生殖器官及精子活率异常［１１－１２］。

许多学者在动物实验中也观察到雷公藤对雄性动物生殖系统

的影响与人类相似，可出现抑精等损伤［１３－１４］。前期研究发现

雷公藤多苷长期毒性的靶器官主要为睾丸和附睾，损伤程度与

用药剂量和疗程有关，剂量过大或疗程过长可导致成年大鼠睾

丸生精小管各级生精细胞和支持细胞减少，附睾内精子数量减

少、畸形等，而睾丸支持细胞为精子的发育成熟过程提供主要能

量来源，当其遭到损伤后，精子的能量供应受阻，最终导致弱精

症［１５－１６］。故寻找减轻或修复ＧＴＷ生殖毒性的药物尤为重要。
中药菟丝子由黄酮类、酚酸类、多糖类、木质素类和甾体类

等化学成分组成［１７］。其中，菟丝子黄酮是最常被用于研究的

有效成分，前期多项研究发现菟丝子黄酮能保护睾丸组织的生

精小管、生精细胞、间质细胞，得到雷公藤多苷作用于大鼠后睾

丸损伤及菟丝子黄酮保护损伤的最佳给药剂量［１８］。精子毛细

管试验和低渗肿胀试验评价精子活力和膜功能的结果表明，

ＣＣＦ对精子活力和膜功能有促进作用［１９］。研究表明，ＣＣＦ可
通过提高睾丸中ＥＧＦｍＲＮＡ及蛋白表达而对抗雷公藤制剂引
起的睾丸损伤，调节睾酮的合成与分泌，促进精子的发生［１７］。

同时，ＣＣＦ可上调支持细胞中雄激素受体的水平以促进 ｐ－
ＡＫＴ的表达，促进幼年支持细胞的增殖和分化［７］。ＣＣＦ还可
对抗雷公藤制剂所致雄性幼鼠睾丸组织Ｂｃｌ－２蛋白表达减少
和Ｂａｘ蛋白表达增强，增强雄性幼鼠生育能力［２０－２１］。本课题

组前期研究发现，ＣＣＦ可通过降低生精细胞 Ｓ期细胞百分率、
生精细胞凋亡率，增加ＳＣＦ／ｃ－ｋｉｔ、Ｃ－ｍｙｃ和ＣＲＥＭ蛋白表达
量，同时可通过下调凋亡基因Ｆａｓ与Ｆａｓｌ的表达来发挥调控生
殖细胞增殖、分化、减数分裂和细胞凋亡的作用，保护生精细胞

的增殖能力，从而修复雷公藤多苷导致的雄性生殖损伤［２２－２３］。

本研究以蛋白质组学阐明 ＣＣＦ修复 ＧＴＷ睾丸损伤的作
用机制。发现ＣＣＦ干预后共鉴定了２９种差异表达的蛋白质，
与未治疗的模型组比较，其中上调蛋白质有６种，下调蛋白质
２３种。ＷＢ结果显示靶蛋白趋势的变化与蛋白质组学结果一
致。ＫＥＧＧ通路和ＧＯ分析证实，由ＣＣＦ调节的差异表达蛋白
可以通过多个靶点和途径作用于雷公藤多苷所致的睾丸损伤。

ＧＯ分析显示，在细胞成分中，差异表达的蛋白参与了细
胞外泌体、细胞外细胞器、细胞被膜、细胞包膜、锚定胶原复合

物、胶原蛋白修剪、含胶原细胞外基质和血浆脂蛋白颗粒。在

生物学过程中，差异表达的蛋白质参与血浆脂蛋白颗粒重塑、

调节血浆脂蛋白颗粒水平、高密度脂蛋白颗粒清除、组织内稳

态和对营养的反应、其他生物体细胞的破坏、抗菌药体液反应、

体液免疫反应、先天免疫反应、防御反应、凝血内在途径、蛋白

质氧化、细胞激素代谢过程、激素水平的调节、对细胞外刺激的

表２　各组实验动物睾丸组织中Ａｐｏａ１、Ｔｋｔｌ２、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｈｂａ１、Ｐｚｐ和Ｓｅｒｐｉｎｄ１的蛋白表达量情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量／（ｍｇ·ｋｇ－１） Ａｐｏａ１ Ｔｋｔｌ２ Ａｌｄｈ３ａ１ Ｈｂａ１ Ｐｚｐ Ｓｅｒｐｉｎｄ１

空白组 ３ － １ １ １ １ １ １
模型组 ３ － ０．７７３±０．１７２ａ ０．７９５±０．０５９ １．４４７±０．３２３ １．９１７±０．３２０ａ ２．８９９±０．４８４ｂ ２．２７７±１．１６３
ＣＣＦ组 ３ １００ ０．８７４±０．０５５ １．３０８±０．４４９ １．３５６±０．３００ １．０５４±０．４７５ｃ １．５３６±０．３８４ｄ １．５２０±０．４６４

　　注：ａ与空白组比较，Ｐ＜００５；ｂ与空白组比较，Ｐ＜００１；ｃ与模型组比较，Ｐ＜００５；ｄ与模型组比较，Ｐ＜００１。
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反应、细胞分泌和多细胞生物过程的调节。在分子功能方面，

差异表达蛋白参与了酶抑制剂活性和肽酶调节活性、肝素结

合、氧化还原酶活性作用于供体的醛基或氧代基团、糖胺聚糖

结合、ＤＮＡ聚合酶活性和蛋白质 －脂质复合物结合。研究发
现，Ⅰ型、Ⅲ型、Ⅳ型胶原等参与睾丸内曲细精管基膜的细胞外
基质的组成，进而构成血睾屏障，执行睾丸的免疫豁免功能，维

持正常的睾丸免疫微环境平衡，与精子发生和生精细胞的分化

具有密切关系［２４－２５］。高密度脂蛋白主要由多种载脂蛋白

（Ａｐｏａ１、Ａｐｏａ２、Ａｐｏｃ３和ＡｐｏＥ）组成，负责胆固醇的运输，参与
睾丸间质细胞合成睾酮，维持正常的激素水平［２６－２７］。研

究［２８－２９］发现睾丸局部氧化的低密度脂蛋白表达上升和血脂

异常，可导致机体生殖系统代谢紊乱，曲细精管内环境改变，生

精细胞数目减少，Ｌｅｙｄｉｇ细胞损伤，细胞内脂肪含量增多，细胞
间信号传递受阻，导致生精过程受阻，精子形成减少，活力降

低。超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）是抗氧化酶
的代表性指标，谷胱甘肽过氧化物酶（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＧＳＨ－Ｐｘ）为非酶抗氧化物，丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）是
细胞膜脂质过氧化反应链的终产物之一，三者含量高低反映了

机体氧化应激程度和清除自由基的能力［３０－３１］。ＺＨＡＮＧＫＳ
等［３２］发现雷公藤多苷可通过降低 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ的活性和升
高ＭＤＡ的含量导致睾丸的精子膜出现氧化应激损伤。而ＣＣＦ
可提高精子悬液超氧化物歧化酶活力，降低 ＭＤＡ含量，抑制
大鼠睾丸细胞损伤和凋亡，保护精子膜和顶体避免活性氧的攻

击；还可通过增强大鼠体内清除氧化自由基的能力来减弱自由

基对生精细胞的损伤，下调凋亡基因的表达，促进睾酮分泌，改

善精子质量，从而对大鼠少弱精子症起到治疗作用。肝素可通

过降低大鼠睾丸组织中ＭＤＡ和ＧＳＨ－Ｐｘ水平，保护睾丸因扭
转而出现的缺血再灌注损伤［３３］。总的来说，ＧＯ分析表明ＣＣＦ
可能通过调节睾丸组织的胶原合成、免疫功能、脂蛋白水平、氧

化应激、细胞凋亡、肝素结合等靶蛋白来修复ＧＴＷ所致的睾丸
组织损伤，从而影响细胞过程和结合活性。

ＫＥＧＧ通路富集分析结果表明，经 ＣＣＦ处理后，Ａｐｏａ１、
Ｈｂａ１、Ｔｋｔｌ２、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｐｚｐ、Ｓｅｒｐｉｎｄ１参与了非洲锥虫病、生物合
成安沙霉素、组氨酸代谢、补体与凝血级联系统和维生素消化

吸收通路途径，以减轻 ＧＴＷ的生殖毒性。Ａｐｏａ１是高密度脂
蛋白颗粒的主要结构蛋白，也是机体组织液中浓度最高的载脂

蛋白，主要由肝脏和肠道合成，具有加速胆固醇逆转运、脂质代

谢及抗炎、抗感染、抗氧化、抗凋亡和改善内皮细胞功能和精子

获能［３４］。与心血管疾病、高脂血症、动脉粥样硬化、肿瘤及自

身免疫性疾病相关［３５－３６］。Ａｐｏａ１还可抑制 ＮＦ－κＢ途径、下
调Ｆａｓ／ＦａｓＬ以减少细胞凋亡并增强抗氧化酶活性［３７］。特别

是以下研究表明 Ａｐｏａ１与雄性生殖有关。ＣＨＩＸＰ等［３８］、

ＫＷＯＮＷＳ等［３９］进行免疫荧光分析证实Ａｐｏａ１位于人类精子
的顶体后区域和颈部，是精子的重要组成部分，其基因在成熟

精子细胞中转录表达，可能在调节精子胆固醇稳定性和精子氧

化应激信号方面发挥重要作用，进一步影响精子的成熟、获能

和受精过程。ＰＬＵＭＰＡＳ等［４０］从遗传学上证明Ａｐｏａ１是睾丸

类固醇产生细胞中正常胆固醇酯积累所必需的。ＩＳＨＩＩＴ
等［４１］发现患有ＳｔＡＲＫＯ／Ａｐｏａ１ＫＯ的小鼠睾丸中的脂质沉积
增加，表明Ａｐｏａ１在睾丸间质细胞中的胆固醇转运和脂质积聚
中发挥重要作用。Ｔｋｔｌ２存在于细胞质内，是戊糖磷酸途径
（Ｐｅｎｔｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｐａｔｈｗａｙ，ＰＰＰ）无氧氧化中较重要的酶，能够
催化体内的酮糖变成醛糖，再经多步反应不断生成５－磷酸核
糖和ＮＡＰＤＨ，从而为细胞抗氧化和生物合成等过程提供原
料［４２－４３］。有学者研究比较了卵巢癌、子宫内膜癌等与正常卵

巢组织中Ｔｋｔｌ２的表达水平无差异，具体机制不详［４４］。ＤＡＶＡ
ＬＩＥＶＡＫ等［４５］发现，人类睾丸组织中的Ｔｋｔｌ２与无精子症亚型
密切相关，可作为其新的候选生物标志物。Ｈｂａ１是血红蛋白
（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）的主要成分，脊椎动物红细胞的 Ｈｂ主要由

α、β亚基组成（胎儿、新生儿除外），以四聚体 α２β２的形式存
在，多种非红系细胞也表达Ｈｂ，也是以 α、β亚基的形式存在，
亚基组成是影响Ｈｂ功能的首要因素［４６］。大动脉属于传导血

管，动脉、微动脉属于阻力血管，静脉属于容量血管，毛细血管

属于交换血管。Ｈｂ的 α、β亚基共同在大鼠传导、阻力、容量
等不同类型血管组织中表达，其规律为相对表达量在阻力、容

量血管中较高，而在传导血管中较低［４７］。Ａｌｄｈ３ａ１是乙醛脱氢
酶超家族的重要成员，存在于胞质和核中，在各种组织中表达，

通过影响内源性和外源性醛的代谢来调节细胞功能［４８］。它主

要编码角膜、胃和肝癌同工酶，并在角膜紫外线过滤中起作用，

还可调节细胞增殖、分化、迁移和对氧化应激的反应，通过增强

上皮细胞的抗氧化活性和损伤抗性来抑制炎症［４９］。先前的一

项研究表明，Ａｌｄｈ３ａ１在脂肪醛代谢和脂肪酸降解中发挥重要
作用［５０］。ＤＯＮＧＸＰ等［５１］综合分析发现Ａｌｄｈ３ａ１在性腺生殖
相关和代谢相关通路中发挥重要作用，包括ＤＮＡ复制、剪接体
和代谢通路、抗生素的生物合成，但具体机制尚不清晰，仍需进

一步研究其与睾丸组织的联系。Ｓｅｒｐｉｎｄ１是丝氨酸蛋白酶抑
制剂超家族中的重要一员，由肝脏合成，分布于全身组织，该基

因与凝血系统、血管损伤、炎症反应、肿瘤等相关［５２－５３］，具有抗

凝、抗炎、诱导血管生成等作用［５４－５５］，通过基因上的Ｐ６位点产
生对炎症细胞的趋化作用，因肝素的存在发挥抗凝血酶作

用［５６］。与ＧＯ分析结果一致，尚无报道 Ｓｅｒｐｉｎｄ１与生殖的关
系。Ｐｚｐ属于α－巨球蛋白家族，这是一组大的糖蛋白，通过捕
获机制抑制所有类型的蛋白酶［５７］。该蛋白在损伤后２周和５
周均有过度表达，可能具有不同的功能。事实上，它被发现在

急性炎症模型中上调［５８］。到目前为止，对Ｐｚｐ的研究很少，也
没有研究它与生殖的相关性。在本研究中，ＧＴＷ上调睾丸中
Ｐｚｐ蛋白的表达，而ＣＣＦ下调睾丸中Ｐｚｐ蛋白的表达以保护生
殖功能，这可能与炎症反应有关。

在本研究中，我们发现在非洲锥虫病、生物合成安沙霉素、

组氨酸代谢、补体与凝血级联系统和维生素消化吸收中差异表

达的蛋白Ａｐｏａ１、Ｈｂａ、Ｔｋｔｌ２、Ａｌｄｈ３ａ１、Ｐｚｐ、Ｓｅｒｐｉｎｄ１在ＣＣＦ治疗
后受到调节。因此，ＣＣＦ可能通过上调 Ａｐｏａ１、Ｔｋｔｌ２发挥抗氧
化、抗凋亡、调节自噬、调节免疫的作用，且下调 Ｈｂａ１、Ａｌ
ｄｈ３ａ１、Ｐｚｐ、Ｓｅｒｐｉｎｄ１以抑制炎症反应、减少氧化损伤、抗凝，以
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维持精子活力、调节精子凋亡等，改善 ＧＴＷ所致的睾丸组
织损伤。
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（４）：２４１－２５１．

［５６］　ＶＩＣＥＮＴＥＣＰ，ＨＥＬ，ＰＡＶ?ＯＭＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｅｒｍａｔａｎｓｕｌｆａｔｅｉｎｈｅｐａｒｉｎｃｏｆａｃｔｏｒⅡ－ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，

２００４，１０４（１３）：３９６５－３９７０．

［５７］　ＰＥＲＥＩＲＡＢＲＡＧＡＣ，ＣＡＶＡＬＣＡＮＴＥＳＯＵＺＡＶＩＥＩＲＡＪ，ＤＥＬＩ

ＭＡＬＥＩＴＥＡ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｐｌａｓｍａｉｎａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，

２０１７，１０４：４１４－４２２．

［５８］　ＢＵＲＧＯＳ－ＲＡＭＯＳＥ，ＳＡＣＫＭＡＮＮ－ＳＡＬＡＬ，ＢＡＱＵＥＤＡＮＯＥ，

ｅｔａｌ．Ｃｅｎｔｒａｌｌｅｐｔｉｎａｎｄｉｎｓｕｌｉｎａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｍｏｄｕｌａｔｅｓｓｅｒｕｍｃｙ

ｔｏｋｉｎｅ－ａｎｄｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２０１２，

６１（１１）：１６４６－１６５７．

３２１



第４４卷　第７期
２０２６年 ７月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０２６

ⅩⅩⅢ

定量蛋白质组学探讨菟丝子黄酮对雷公藤多苷致雄鼠生殖毒性的影响机制

（正文见１１７－１２３页）

图１　睾丸和附睾的病理变化

注：Ｍ为模型组，Ｃ为ＣＣＦ组。
图２　ＰＣＡ分析
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ⅩⅩⅣ

注：左侧是模型组ｖｓ空白组，右侧是ＣＣＦ组ｖｓ模型组。
图３　差异蛋白火山图

注：Ａ代表生物过程；Ｂ代表细胞成分；Ｃ代表分子功能。
图４　生物过程、细胞组分和分子功能中的ＧＯ注释分类分析
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ⅩⅩⅤ

注：Ａ代表生物过程；Ｂ代表细胞成分；Ｃ代表分子功能。
图５　ＧＯ在生物过程、细胞成分和分子功能方面的富集分析

　　注：Ａ为模型组和ＣＣＦ组的ＫＥＧＧ通路分析。蓝色表示差异蛋白极显著地富集了ＫＥＧＧ途径（Ｐ＜００１），紫色表示差异蛋白显著
富集了ＫＥＧＧ途径（Ｐ＜００５），红色表示差异蛋白不显著富集ＫＥＧＧ通路。圆圈的大小表示富集程度。Ｂ为模型组和ＣＣＦ组的聚类热
图分析。色条（－１．５～１．５）表示－ｌｏｇ１０和ｚ－ｓｃｏｒｅ转换后的富集 Ｐ值。为了解释本图例中对颜色的引用，黄色越多表示 －ｌｏｇ１０（Ｐ
值）越接近０，蓝色越多表示－ｌｇ１０（Ｐ值）越靠近－１．５，红色越多则表示－ｌｏｇ１０（Ｐ值）越接近１．５。

图６　ＫＥＧＧ通路分析
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ⅩⅩⅥ

注：蓝色越多表示－ｌｏｇ１０（Ｐ值）越大，红色越多则表示－ｌｏｇ１０（Ｐ值）越小。
图７　ＣＯＧ注释分析

图８　差异蛋白的ＰＰＩ分析
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