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双向电泳分析精索静脉曲张不育患者精浆蛋白质的表达差异 
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【摘 要】目的：初步观察精索静脉曲张不育患者与正常成人精浆中蛋白质的差异表达，为进一步探讨精索静脉曲张导致不育 

的分子机制奠定基础。方法：应用蛋白质组学的双向电泳技术，对精索静脉曲张患者与正常成人精浆蛋白质表达进行比较，观 

察其差异点。结果：得到分辨率和重复性均好的精索静脉曲张患者与正常成人精浆蛋白的双向凝胶电泳图谱，发现二者之间在 

表达上有明显差异，差异表达蛋白质点数共 38个。结论：精索静脉曲张患者导致不育可能与精浆中某些蛋白质的表达和修饰 

改变有关，对这些差异蛋白质点的进一步分析有助于揭示精索静脉曲张导致男性不育的分子机制。 
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【Abstract]Objective：To identify differential proteins expression 

of seminal plasnla of varicocele patients and normal person，pro— 

riding evidence for further exploring the molecular mechanism of 

infertil~ caused by varicocdle．Methods：The differential proteins 

expression of seminal p1asma of varicocele patients and norm al 

看，引入微泡造影剂提高了HIFU损伤山羊肝脏含有 

较大血管靶区的效率。 
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person were characterized by means of two-dimensional gel electrophoresis(2一DE)．Results：The well—resolved．reproducible 2-DE sere— 

inal plasma were obtained．The 38 differential protein spots were identified．Conclusion：Th e male infertility might due to the expression 

and modification of some proteins in seminal plasma of varicocele patient．Further analysis on the different proteins’expression helps re— 

vealing molecule mechanism of varieocele causing male infertility． 

【Key words]Varieoeele；Proteome；Two—dimensional gel eleetrophoresis 

精索静脉曲张是由于精索静脉回流受阻或瓣 

膜失效而使血液倒流 ，引起血液淤滞，精索蔓状静 

脉丛迂曲、扩张所致。临床上精索静脉曲张术前患 

者精液常规检查，多表现为精子密度低下，活率、活 

力降低 ，畸形率升高等。目前国外发现大约 30％男 

性不育患者有精索静脉曲张。患者术后随访 ，精液 

常规检查发现，精子质量较术前有明显改观。为了 

了解精索静脉曲张患者术前术后和正常精浆的蛋 

白质改变，探讨其导致男性不育的分子机理，我们 

利用 日益成熟 的差异蛋 白质组学技术进行 了相关 

研究。 

本文中。作者利用双向电泳(Two—dimensional gel 

electrophoresis，2一DE)和基质辅助激光解吸电离飞 

行时间质谱技术 (Matrix—assisted laser desorption 

ionization—time of flight mass spectrometry，MALDI— 

TOF—MS)研究 了 5例精索静脉 曲张患者术前和术 

后精液蛋白质组的改变，对其精液中差异蛋白质与 

不育的关系进行了初步探讨。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1试剂 福尔马林、分析纯异丙醇 、冰醋酸、乙醇、甲醇 、 

电泳纯蔗糖(重庆川东化工集团)、分析纯 NaC1、KC1、Na2CO 、 

Na2S2O3(重庆化学 试剂厂 )、DNase I、RNase A、ASB一14、 

HEPES、分析纯 AgNO (SIGMA，USA)、蛋 白质定量试剂盒 

(SANGON，上海 )、PMSF(Promega，USA)、Pereoll(Bioshorp)、 

TBP、Ampholyte(pH 4～7)、IPG(17 em，pH4~7)(Bio—Rad，US— 

A)、超纯水 (MiniPore，USA)、溴 酚蓝 、电泳 级尿素 、硫 脲 、 

CHAPS、Tris碱 、碘乙酰胺(IAA)、二硫苏糖醇(DTY)、低熔点 

琼脂糖(SANGON，上海)。 

1．1．2 仪器 低温离心机(SIGMA，USA)、电热恒温水浴锅、 

双 向 电 泳 仪 、PROTEAN IEF Cell、PRPTEAN II Xi Cell 

(Bio—Rad．USA)、A~ixSean l100(MICROTEX)(6400×32 00) 

扫描仪、PDQuest software 8．1．0(Bio—Rad，USA)。 

1I2 精浆样品的采集和裂解 

根据世界卫生组织编写的《不育夫妇标准检查与诊断手 

册》(WHO诊断标准)收集精索静脉曲张不育男性手术前的 

精液共 5份，研究对象：①成年男性，年龄 2O～35岁，从事非 

有害有毒工作；②无吸烟史或吸烟极少 ，不善于饮酒和近 2 

周未饮酒 ；③符合精索静脉曲张曲张的诊断标准，男性患者 

的女方妇科检查正常，但婚后一年之内无怀孕史；④标本精 

液量 <2 ml、a级精子 <25％、a+b级 <5O％，用伊红染色活精 

子超过 60％；精子密度 <20×10 个 ／ml；酸碱度 <7．2(正常范 

围为 7．2～8．0)。上述 5例患者术后 5个月随访，收集患者精 

液 5份，在精液量 、密度 、活动率和形态分析等方面符合 

WHO的正常精液标准l】1。收集正常生育患者精液 5份。所有 

样本均禁欲 7 d后收集，并经过伦理道德委员会批准和获得 

志愿者签署知情同意书。 

将精液液化 30 rain，经 300 g／rain离心 20 min，去掉游动 

精子 ，然后将精浆用 4倍体积的冰丙酮沉淀过夜，沉淀物用 

冰丙酮洗 3次后 一70％保存备用于抽提蛋白。总蛋白的提取 

采用含 9 moFL urea，2 mol／L Thiourea，2％(w，v)CHAPS，65 

mmol／L DTr(DL-Dithiothreitol，C4Hl002S2)，0．2％(W／v)的 

Ampholyte，0．001％(w，、，)的Bromchlorphenol blue(溴酚蓝)以 

及用终浓度为 1 mmol／L的PMSF(Phenylmethanesulfonyl fluo— 

ride)与各 10 U／ml的DNase I，RNase A酶的 Buffer在冰浴条 

件下裂解蛋白。提取后的初蛋白溶液在 4~C，6 000 g／min离心 

60 rain，收集上清液冷存备用于双向电泳分离。 

1．3 精浆蛋白质含量测定 

采用经典的 BradfordIzl蛋白质定量检测方法 ：在 0 100 

g／ml浓度范围内，用 595 nm处光吸收与蛋 白质含量成正 

比的特性来建立标准曲线，然后进行样品蛋白质定量。 

1．4 精液蛋白质的双向凝胶电泳分离以及染色 

根据 Gorgf3l的方法进行双向凝胶 电泳 ，第一向固相 pH 

梯度等电聚焦采用 17 em的预制胶条(pH4 7)。上样量为 

300 LL g总蛋白，总聚焦时间电压为 60 O00V·h。聚焦结束后 

用 10％SDS一聚丙烯酰胺凝胶进行第二向分离，电泳结束后 

采用高灵敏度、低成本的酸性硝酸银法染色。 

1．5 凝胶图像扫描与计算机分析 

为了便 于图像分析 ，银染 的凝胶用高分辨率扫描仪 

(ArtixSean 1 100，MICROTEX)透射模式进行扫描，原始2-DE 

图用 PDQuest software 8．1．0软件进行分析 ，蛋 白点的 Mr和 

pI通过 Bio—Rad的 2-DE内参和外标 Marker蛋白校正后计 

算得到，为了保证重复性，每个样品进行 3次电泳。 

1．6 蛋白质斑点的胶内酶解 

进行质谱分析前，差异蛋白斑点按下列程序准备：①脱 

色：将胶块放人 1 ml规格的硅烷化EP管中。胶块先用超纯 
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水 涡 漩 洗 涤 1 m i n × 3 次 ；接 着 用 5 0 斗 1 3 0 m m o l ／L K ，F e ( C N )

6 ／1 0 0 m m o l／L N a ：S ：0 ，( 1 ：1 )溶 液 脱 色 至 银 置 换 完全 ；水 洗 3 遍

至 透 明 ；用 5 倍 胶 块 体 积 的 C H ，C N 脱 水 3 次 ， 弃 去 C H ，C N ，

以 5 0 tx l／g e l 1 0 0 m m o l／L N H 。H C O ， 使 胶 块 溶 胀 ， 时 间 为 2 0

ra i n ／g e l ；吸 出液 体后 用 无 水 C H ，C N 脱 水 完 全 ；将 E P 管 中胶

块 冰冻 干燥 。 ② 酶 解 和 萃取 肽 段 ：将 冰冻 干 燥 的胶 块 在 4 ℃

冰浴 中吸 收 2 0 斗 1 10 n g ／̈ l 的胰 酶 溶 液 ／g e l 1 h ；向每 一 胶 块

上 层 的液体 中加入 3 0 斗 l 4 0 m m o ~ L N H 。H C O J C H 3 C N 溶液 ( 9 ：

1 ， v ，、，) ， 在 3 7 ℃ 水 浴 中酶 解 2 4 h ；吸 出 上 清 液 ， 在 水 浴 中用

3 0 肛 l 5 0 ％ C H 3 C N ／5 ％ T F A 水 溶液 萃 取 1 h X 2 次 ； 分 别将 萃

取 液 合并后 冰冻干 燥 ⋯
。

1 ． 7 质 谱 分 析

以 C H ，C N ／5 ％ T F A 水 溶 液 ( 1 ：1 ， V ，、，) 配 制 C H C A 基 质 饱

和 溶 液 ；取 2 ¨ l C H 3 C N ／5 ％ T F A 水 溶 液 ( 1 ：1 ， V ，V )将 肽 混 合

物溶解并 与 C H C A 基 质饱 和溶液 2 斗 l 混 合均匀 ， 快速 取 1 ¨ l

点 在 质谱 仪样 品板 上 ， 在 室 温 、 洁 净 条 件 下 自然 干 燥 8 h 后

再 对 样 品基 质结 晶进 行质谱 分 析 。

1 ． 8 蛋 白 数 据 库 搜 索

采 用 M S — F i t 搜 索 引 擎 肽 ， 选 择 N C B I ． 2 0 0 8 ． 0 6 ． 1 6 数 据

库 ， 对 获得 的质 谱数 据进 行肽 质量 指 纹 谱查 询 和 候选 蛋 白筛

选 ， 查 询 条 件 ：肽 质 指 纹 图 中 的 肽 片 段 质 量 控 制 在 1 0 ～ 1 0 0

k D ， 表观 p I 的误 差 范 围为 ± 0 ． 1 5 p H ， 表 观 分子 质 量 的误 差 范

围为 , 4 - 1 0 ％ ， 肽质 量 容错 数 为 ± 1 D a ， 漏 切 位 点 数 为 1 个 ， 物

萤

蚕

l

图 1 术 前精 浆 蛋 白质 双 向 电泳 图 谱

2 ． 2 精 索静 脉 曲 张 患 者 术 后 和 正 常 患 者精 浆 蛋 白

的 双 向 电 泳 图谱 分 析

其 术 后 5 个 月 随 访 的 精 浆 标 本 所 提 取 的 蛋 白

质 ， 经 计 算 机 分 析 后 ， 双 向 电 泳 图 谱 重 复 性 高 ， 重 复

性 分 别 达 到 了 9 1 ． 4 ％ 和 8 9 ． 2 ％ ， 用 P D Qu e s t s o f t w a r e

8 ． 1 ． 0 软 件 分 析 术 后 和 正 常 患 者 精 浆 蛋 白 的 双 向 电

泳 图 谱 ， 蛋 白质 斑 点 分 子 质 量 在 1 0 ～ 1 0 0 k D
、 p I 4 ～ 7 ，

蛋 白斑 点 数 量 分 别 为 (4 4 7 + 1 1 ) 和 (4 6 1 + 1 9 )个 。 进 行

定 量 差 异 分 析 发 现 ， 光 密 度 总 值 相 差 1 0 倍 时 ， 仅 在

术 后 精 浆 样 本 中 高 丰 度 表 达 的 蛋 白质 斑 点 有 7 个 ；

种 来源 选 择 人 类 ， 同时 肽 质 量 类 型 根 据校 正 方 式 选 择 平 均 分

子 质 量 或 者单 同位 素 质 量 ， 最 少 匹 配 肽 段 数 为 5 ， 半 胱 氨 酸

为脲 甲基 半 胱 氨酸 化 ( c a r b a m i d o m e t h y l — C y s ) 。

2 结 果

2 ． 1 精 索静 脉 曲 张 患 者 术 前 和 正 常 成 人 精 浆 蛋 白

的 双 向 电 泳 图谱 分 析

利 用 双 向 电 泳 技 术 分 别 分 离 5 例 精 索 静 脉 曲

张 术 前 患 者 的 1 5 份 精 浆 标 本 ( 3 份／人 ) 和 5 份 正 常

精 浆 标 本 所 提 取 的 蛋 白 质 ， 经 计 算 机 分 析 后 ， 双 向

电 泳 图 谱 重 复 性 高 ， 重 复 性 分 别 达 到 了 9 0 ． 1 ％ 和

8 9 ． 2 ％ ， 符 合 比 较 差 异 蛋 白 的 要 求 ， 也 与 文 献 描 述 的

基 本 一 致 l’1
。 用 P D Qu e s t s o ft w a r e 8 ． 1 ． 0 软 件 分 析 术 前

和 正 常 精 浆 蛋 白 电 泳 图 谱 ， 蛋 白质 斑 点 分 子 质 量 在

1 0 ～ 1 0 0 k D 、 p 14 ～ 7
， 蛋 白斑 点 数 量 分 别 为 (4 0 7 + 1 5 ) 和

(4 6 1 ± 1 9 ) 个 。 进 行 定 量 差 异 分 析 发 现 ， 在 光 密 度 总

值 相 差 1 0 倍 时 ， 仅 在 术 前 不 育精 浆 中存 在 的 蛋 白质

斑 点 有 1 4 个 ；仅 在 正 常 成 人 中存 在 的 蛋 白质 斑 点 有

2 1 个 ( 图 1 和 图 2 ) 。

图 2 正 常 人 精 浆 蛋 白质 双 向 电泳 图谱

仅 在 正 常 成 人 精 浆 中 高 丰 度 表 达 的 有 3 个 。 考 虑 到

误 差 和 统 计 学 意 义 ， 本 试 验 未 对 二 者 经 行 比 较 分 析 。

2 _3 用 质 谱 分 析 法 鉴 定 蛋 白 质

选 择 在 计 算 机 定 量 差 异 分 析 中 ， 精 索 静 脉 曲 张

患 者 术 前 和 正 常 成 人 精 浆 蛋 白 的 双 向 电 泳 图 谱 在

光 密 度 总 值 相 差 1 0 倍 时 存 在 明 显 差 异 的 3 5 个 蛋

白质 点 ， 进 行 原 位 酶 解 和 M A L D I — T O F — M S 肽 质 量 指

纹 图 分 析 ( 图 3 ) ， 其 中 2 5 个 点 得 到 较 满 意 的 肽 质 量

指 纹 图 ( 图 3 为 点 3 的 肽 质 量 指 纹 图 示 例 ) 。 对 所 获

得 的 肽 质 量 指 纹 图 用 M S — F i t 查 询 软 件 搜 索 N C B I

卜

鬣
愁蠢

峰誉
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图 3 C D K 6 的肽 指 纹 图谱

数 据 库 ， 结 合 双 向 凝 胶 电 泳 图 谱 上 各 点 的 表 观 分 子

质 量 、 等 电 点 、 匹 配 肽 段 的 多 少 和 覆 盖 率 进 行 综 合

分 析 。

3 讨 论

精 浆 是 精 子 的 天 然 培 养 基 ， 精 浆 中 含 有 的 很 多

成 分 与 血 浆 相 同 ， 同 时 含 有 一 些 来 自睾 丸 、 附 睾 和

相 关 附 属 腺 体 的 特 有 成 分 ， 决 定 着 精 液 的 生 化 及 生

理 学 特 性 。 例 如 前 列 腺 素 及 蛋 白 酶 抑 制 因 子 等 ， 可

直 接 影 响 精 子 的 活 动 度 和 受 精 能 力 。 精 浆 作 为 精 子

的 天 然 介 质 ， 对 精 子 的 生 成 、 表 面 修 饰 、 成 熟 、 运 动

及 受 精 产 生 重 要 影 响 。 随 着 基 因 组 计 划 的 完 成 ， 蛋

白质 组 的 研 究 技 术 变 得 越 来 越 成 熟 ， 它 能 从 整 体 的

角 度 分 析 动 态 变 化 的 蛋 白 质 组 成 成 分 、 表 达 水 平 与

修 饰 状 态 。 本 研 究 即 利 用 蛋 白质 组 学 技 术 ， 对 精 索

静 脉 曲 张 导 致 不 育 的 男 性 精 浆 和 其 术 后 精 浆 、 正 常

男 性 精 浆 进 行 分 离 ， 建 立 精 浆 蛋 白 质 的 双 向 电 泳 图

谱 ， 并 进 行 对 比 后 质 谱 分 析 ， 以 期 对 精 索 静 脉 曲 张

导 致 不 育 的 机 制 有 初 步 探 讨 。

在 本 研 究 中 ， 我 们 利 用 双 向 电 泳 技 术 研 究 精 索

静 脉 曲 张 患 者 术 前 精 浆 和 有 正 常 生 育 能 力 的 成 人

精 浆 之 间 的 差 异 表 达 蛋 白 ， 选 定 3 5 个 差 异 表 达 蛋 白

质 点 ， 其 中 2 5 个 点 得 到 较 满 意 的 肽 质 量 指 纹 图 ， 通

过 M S — F i t 查 询 软 件 搜 索 蛋 白 。 成 功 搜 索 到 1 2 个 差

异 蛋 白 。 蛋 白质 未 得 到 鉴 定 的 原 因 可 能 是 二 维 电 泳

的 分 辨 力 或 质 谱 分 析 敏 感 性 的 限 制 ． 以 及 部 分 蛋 白

可 能 是 未 发 现 的新 蛋 白 。

在 实 验 中我 们 发 现 仅 在 正 常 人 精 浆 中表 达 的 9

个 蛋 白质 点 ， 分 别 是 C D K 6 ( 细 胞 周 期 蛋 白依 赖 性 激

酶 6 ) 、 M s h 5 蛋 白 、 N e k 2 蛋 白 、 酪 氨 酰 一 t R N A 合 成

酶 、 C B S 蛋 白 、 E F R 3 B 蛋 白 、 R I P K 5 蛋 白 、 甘 氨 酸 脱

氢 酶 ， 激 肽 释 放 酶 。 仅 在 精 索 静 脉 曲 张 术 前 精 浆 中

高 丰 度 表 达 的 3 个 蛋 白质 点 ， 分 别 是 磷 脂 酶 A l
、 凝 溶

胶 蛋 白 、 羟 肽 酶 E 。

细 胞 周 期 蛋 白依 赖 性 激 酶 (C y c l i n
— d e p e n d e n t k i

n a s e ， C D K ) 是 一 类 重 要 的 丝 氨 酸 ／苏 氨 酸 蛋 白激 酶 ．

以 与 c y c l i n ( 细 胞 周 期 蛋 白 ) 结 合 的 复 合 物 形 式 出

现 ， 该 复 合物 分 为 催 化 亚 基 和 调 节 亚 基 两 部 分 。 目前

发 现 的 C D K 在 动 物 中有 7 种 。 各 种 C D K 分 子 均 含

有 一 段 相 似 的 激 酶 结 构 域 ， 这 一 区 域 有 一 段 保 守 序

列 ， 与 周 期 蛋 白 的 结 合 有 关 。 王 亚 轩 16 l等 研 究 发 现 ，

在 生 殖 细 胞 增 殖 过 程 中 ， G ． 期 向 S 期 转 变 是 细 胞 分

裂 的关 键 步 骤 。 G 。 期 向 S 期 转 变 发 挥 作 用 的 主 要 是

细 胞 周 期 蛋 白 D ( c y c l i n D ) 及 其 结 合 分 子 C D K 4 和

C D K 6 。 我 们 推 测 ， C D K 6 的 缺 失 使 得 生 殖 细 胞 细 胞

周 期 内 源 性 调 控 ( 细 胞 周 期 蛋 白 一 细 胞 周 期 蛋 白依

赖 蛋 白激 酶 一 细 胞 周 期 蛋 白激 酶 抑 制 因 子 ) 受 阻 ， 使

细 胞 停 滞 在 G ． 期 ， 起 到 抑 制 细 胞 分 裂 的 作 用 。

M s h 5 蛋 白 是 蛋 白错 配 修 复 蛋 白 家 族 中 的 一 个

成 员 。 W i n f r i e d E d e l m a n n 等 I 7 l用 人 工 干 预 雄 性 大 鼠

致 其 M s h 5 基 因 无 效 突 变 ， 研 究 发 现 这 些 大 鼠 均 很

活 跃 但 已 无 生 育 能 力 ， 在 减 数 分 裂 染 色 体 配 对 I 期

出 现 障 碍 ， 并 且 导 致 睾 丸 体 积 缩 小 。 本 实 验 发 现

M s h 5 蛋 白仅 在 正 常 人 精 浆 中表 达 ， 但 临 床 相 关 人 类

实 验 暂 无 报 道 ， 有 待 于 进 一 步 研 究 。

N e k 2 蛋 白 ( N I M A — r e l a t e d k i n a s e 2 ) 是 细 胞 循 环

调 节 激 酶 ， 有 助 于 细 胞 进 入 有 丝 分 裂 。 K R h e e 等 l s j研

究 表 明 ， N e k 2 蛋 白在 细 胞 周 期 减 数 分 裂 阶 段 表 达 ，

并 与 减 数 分 裂 的 同 源 染 色 体 分 离 有 关 。 M a s u m i E t o
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等I9J研究发现 Nek2蛋白与催化亚基蛋白磷酸酶一1 

(Phosphatase一1，PP1)结合，形成一个复杂的络合物 

来发挥生物学作用。在细胞复制和分离阶段，位于 

中心体的络合物互相交织以便进行调节。Nicholas 

R．HELPS等【 01研究发现，Nek2蛋白复合物在细胞分 

裂 M期和 G 期低表达 ，但在 S期和 G 期高表 

达。是不可缺少的细胞周期调节蛋白。Nek2蛋白的 

缺失表达，可能导致了精索静脉曲张患者精原细胞 

复制和分离阶段调节受阻 ，仍有待进一步研究验 

证 。 

激肽释放酶又称血管舒缓素，是一种蛋白水解 

酶，由 18种氨基酸和4种糖所组成，是激肽释放酶一 

激肽 系统 (Kallikrein—kinin system，KKS)的重要 成 

员。激肽释放酶一激肽系统是机体重要的调节系统， 

广泛存在于许多组织和器官中，参与多种生理和病 

理过程【“J。其体内主要作用为：在体内降解激肽原而 

释放出激肽，后者直接作用于小血管和毛细血管使 

其扩张。在扩张血管的同时增加血管网交点，改善 

血管的通透性和血液流量。在生殖方面，激肽释放 

酶可促进睾丸组织核酸的合成及对葡萄糖的吸收， 

增加辜丸血流，为生精细胞提供理想的微循环环 

境。利用这个特性，现在激肽释放酶已广泛应用于 

临床治疗男性不育。其余蛋白如酪氨酰一tRNA合成 

酶，CBS蛋白，EFR3B蛋白，RIPK5蛋白，甘氨酸脱氢 

酶等均未见在生殖方面的报道，有待于进一步研 

究。 

综上所述，精索静脉曲张患者与正常成人精浆 

蛋白的质表达存在差异。上调和(或)下调相关蛋白 

质的表达，经其相应信号传导途径，导致了精索静 

脉曲张患者生育能力下降。但不育发生发展的确切 

分子机制、蛋白质问相互作用及其蛋白质表达调控 

网络，仍有待于今后进一一步 允 ，并对其他有差异 

表达的蛋白质点进行质谱鉴定 ，利用免疫标记等技 

术对单个有意义的蛋白质进行精子中亚细胞定位 

和特征分析。本实验为进一步研究精索静脉曲张导 

致不育的机制提供了线索，相信随着医学科学的高 

速发展。精索静脉曲张导致男性不育的具体机理必 

将被人们所揭示。 
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