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基于蛋白质组学和代谢组学分析初步探讨苯并（ｋ）荧蒽致小鼠生殖损伤的作用机制
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环境污染与疾病监控教育部重点实验室１；４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）军事预防医学系毒理学研究所２

　　［摘要］　目的　通过蛋白质组学和代谢组学探究苯并（ｋ）荧蒽［Ｂｅｎｚｏ（ｋ）ｆｌｕｏｒａｎｔｈｅｎｅ，ＢｋＦ］对雄
性小鼠生殖损伤潜在的作用机制。方法　选取２０只健康清洁级６周龄雄性昆明小鼠［体质量（１８±２）ｇ］，
按完全随机分组分为对照组、低剂量 ＢｋＦ组（７．５ｍｇ／ｋｇ）、中剂量 ＢｋＦ组（１５ｍｇ／ｋｇ）、高剂量 ＢｋＦ组
（３０ｍｇ／ｋｇ），每组５只。对照组灌胃给予玉米油，低、中、高剂量ＢｋＦ组分别给予７．５、１５．０、３０．０ｍｇ／（ｋｇ／ｄ）
剂量的ＢｋＦ，按照１０ｍＬ／ｋｇ的体积，经口连续灌胃３５ｄ生精周期。每周５ｄ进行灌胃，连续５周。建模
完成后，轻断食１０ｈ进行取材。采用计算机辅助精子分析（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｓｓｉｓｔｅｄｓｐｅｒｍａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＡＳＡ）软件
检测分析精液参数；ＨＥ染色分析睾丸组织病理结构；采用生物信息学技术分析差异蛋白通路；采用火
山图分析高剂量ＢｋＦ组和对照组差异表达前１０的蛋白质；液相色谱串联质谱法（ＬＣＭＳ／ＭＳ）非靶向
代谢组学技术，筛选出差异代谢物；通过 ＫＥＧＧ及 ＫＥＧＧ信号通路注释分析和 ＧＯ富集分析差异代谢
物。结果　与对照组比较，ＢｋＦ处理的小鼠精子数量和活力有下降趋势，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。病理切片结果显示，与对照组比较，ＢｋＦ处理的小鼠生精小管管腔扩张，生精细胞排列紊乱。蛋
白质组学检测睾丸组织蛋白水平，发现 Ｓｐａｔａ４６、Ｒａｂ５ｂ等蛋白水平降低，Ｚｓｃａｎ２１、Ａｉｆｍ２等蛋白水平升
高（Ｐ＜０．０１）。蛋白质组学京都基因和基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｃｌｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）富集分析显示，其主要涉及吞噬体、蛋白质输出、核糖体等通路。基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）
富集分析显示其主要涉及雄性减数分裂Ⅰ、组蛋白乙酰化、ｐ５３信号通路的调控、细胞周期的正向调节、
细胞死亡的正向调节等信号通路。代谢组学 ＫＥＧＧ显示发现氨基糖和核苷酸糖代谢与其他代谢途径
联系最为密切。结论　蛋白质组学和代谢组学分析结果表明 ＢｋＦ暴露与精子生成、细胞凋亡和周期、
ＤＮＡ损伤、氨基糖和核苷酸糖代谢等相关。
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　　苯并（ｋ）荧蒽［Ｂｅｎｚｏ（ｋ）ｆｌｕｏｒａｎｔｈｅｎｅ，ＢｋＦ］是多
环芳烃的主要污染物之一，广泛存在于大气、水、土壤

等环境中［１］。人类暴露在ＢｋＦ中的途径包括吸入、食
入和皮肤接触。研究表明，ＢｋＦ是一种致癌物，具有高
度的脂溶性，易于经哺乳动物的内脏和肺吸收，与

ＤＮＡ结合并形成 ＤＮＡ加合物，产生遗传毒性和氧化
应激，最终导致ＤＮＡ损伤［２］。ＢｋＦ在生殖方面的毒性
也不容忽视，研究表明，高环多环芳烃可能是男性生殖

健康的潜在危险因素，多环芳烃有可能通过激活芳香

烃受体（ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡｈＲ）对人类和动物
的男（雄）性生殖系统产生不利影响［３］。ＢｋＦ具有抗
雄激素和部分抗雌激素作用，能够最有效激活芳香烃

受体的内源性代谢，并通过关键机制诱导早期应激和

遗传毒性标志物影响［４］。前期课题组利用建立的重

庆市大学生男性生殖健康队列研究发现，ＰＭ２．５中的高
分子量多环芳烃 （ｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃ
ａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ，ＨＭＷＰＡＨｓ），如 ＢｋＦ、苯并（ｂ）
荧蒽等暴露，会导致精子ＤＮＡ损伤、精子形态异常，进
而导致精子质量下降［５］。目前，对环境中 ＢｋＦ的毒性
的全面研究尚少，因此，ＢｋＦ对雄性生殖毒性的影响需
要进行更深入的研究。

　　蛋白质组学和代谢组学分析均是高通量组学技
术，多组学的联合分析有助于揭示多个组学水平的潜

在机制［６］。通过联合分析可以揭示生物体内复杂的

生物学过程和调控机制，从而更全面地了解代谢调控

机制，发现新的生物标志物，识别代谢通路的调节机

制。然而，目前整合蛋白质组学和代谢组学来评估

ＢｋＦ对雄性生殖毒性的机制报道较少。本研究结合蛋
白质组学和代谢组学，探讨 ＢｋＦ诱导雄性生殖毒性的
毒性作用机制，为进一步研究 ＢｋＦ雄性生殖毒性提供
了基础数据。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
　　计算机辅助精子分析（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｓｅｍｅｎ
ａｎａｌｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＡＳＡ）和小鼠精子检测一次性计数板
（西班牙Ｂａｒｃｅｌｏｎａ公司）；电热恒温水槽（中国精宏实
验设备公司）；正置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
ＹＤＳ５０型液氮生物容器（中国成都液氨容器厂公
司）；恒温水浴锅（中国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；脱水机（米兰
ＤＩＡＰＡＴＨ公司）；包埋机和冻台（中国武汉俊杰公
司）；病理切片机（中国上海徕卡公司）；组织摊片机

４２５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（中国金华科迪公司）；脱色摇床、掌上离心机和组化

笔（中国 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司）；ＢｋＦ和玉米油（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；睾丸组织固定液和柠檬酸（ｐＨ值为６．０）抗原
修复液（中国 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司）；蛋白裂解液和蛋白浓
度测定试剂盒（上海碧云天公司）；１０％ ＣＦＡＳＰＡＧＥ
快速凝胶试剂盒（陕西中晖赫彩生物医药科技有限公

司）；抗 体 Ｓｐａｔａ４６、Ｚｓｃａｎ２１、Ｒａｂ５ｂ、Ａｉｆｍ２（美 国
Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ生物技术公司）；超敏 ＥＣＬ化学发光试剂
盒（赛默飞世尔科技有限公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ成像仪
ＦＵＳＩＯＮＦＸ５（中国北京五洲东方科技发展有限
公司）。

１．２　动物实验
１．２．１　分组及染毒　　选取２０只购自陆军军医大学
动物实验中心的健康清洁级６周龄雄性昆明小鼠［体
质量（１８±２）ｇ］，适应环境 １周后，按完全随机分为
４组：对照组、低剂量ＢｋＦ组（７．５ｍｇ／ｋｇ）、中剂量ＢｋＦ
组（１５ｍｇ／ｋｇ）、高剂量ＢｋＦ组（３０ｍｇ／ｋｇ），每组５只。
小鼠 染 毒 剂 量 根 据 ＢｋＦ毒 物 的 ＩＣ５０值 （为
１００ｍｇ／ｋｇ）以及前期课题组的预实验设定。对照组灌
胃给予玉米油，低、中、高剂量 ＢｋＦ组分别给予 ７．５、
１５．０、３０．０ｍｇ／（ｋｇ／ｄ）的剂量的 ＢｋＦ按照 １０ｍＬ／ｋｇ
的体积，采用强饲法，每周 ５ｄ持续 ５周，连续 ３５ｄ。
在２０～２２℃的温度和５０％～７０％的湿度下饲养小鼠，
给予小鼠充足的食物和水。所有实验遵循国家实验动

物伦理的规定，并通过陆军军医大学实验动物福利伦

理审查委员会批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２１０３３１）。
１．２．２　动物取材　　最后 １次灌胃后，将小鼠禁食
１０ｈ后，进行安乐死，并将组织固定以进行组织学分
析，或者在液氮中冷冻，储存在－８０℃下用于组学
分析。

１．２．３　小鼠精液质量分析　　将双侧睾丸分离，立刻
放入盛有１ｍＬ提前预温（３７℃）并含有４％ＢＳＡ的培
养液中，随后用眼科剪将附睾剪碎，并用剪刀轻压组织

块以便充分获得精子悬液，在３７℃水浴锅静置２ｍｉｎ
后，吸取２０μＬ稀释后的精子悬液加至小鼠一次性精
子计数板中，用 ＣＡＳＡ软件检测分析精子总数、精子浓
度、精子活力等精液常规参数指标。

１．２．４　睾丸组织病理学分析　　将睾丸固定、脱水、
修剪、石蜡包埋，利用石蜡切片机将上述过程获得的睾

丸蜡块切成３～４μｍ，用摊片机将睾丸组织展平，６０℃
烤干后，将切片依次放入二甲苯、无水乙醇、７５％的酒
精中脱蜡，用清水清洗并安装在载玻片上。根据形态

学分析的标准程序，用ＨＥ染色法检查形态学变化，将
样本脱水后，在光学显微镜下观察。本研究测量的生

精小管组分的代表性指标包括：生精小管的横截面积和

生精上皮的高度。每组测量３个样品，从每个样品中选
择５个部分。使用切片扫描分析软件（ＣａｓｅＶｉｅｗｅｒ）在
显微镜下分别对对照组、低剂量 ＢｋＦ组、中剂量 ＢｋＦ
组、高剂量ＢｋＦ组中的生精小管成分进行测量。生精小
管的横截面积为基底到管腔中心的面积。从基底膜到

管腔边缘的距离为生精上皮高度，并且计算彼此垂直的

４个上皮高度，平均值即为该小管的生精上皮高度。
１．３　蛋白质组学分析
１．３．１　蛋白样品的制备　　蛋白质组学样品分别取
自对照组和高剂量 ＢｋＦ组，一组取 ５个样，将对照组
和高剂量ＢｋＦ组的蛋白混合物，分别放入研钵，加入
液氮研碎。在样品中加入适量 ＳＤＴ裂解液进行裂解，
同时沸水浴１５ｍｉｎ，然后进行超声处理，超声后再沸水
浴１５ｍｉｎ。收集蛋白后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收
集上清液，用ＢＣＡ法进行蛋白质定量。
１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　使用 １０％ ＣＦＡＳＰＡＧＥ
快速凝胶试剂盒配制好胶后，每个样本各取１０μＬ，进
行电泳、转膜、封闭，分别加入稀释比为１：１０００的兔
来源的 βａｃｔｉｎ抗体、Ｓｐａｔａ４６抗体、Ｒａｂ５ｂ抗体、
Ｚｓｃａｎ２１抗体、Ａｉｆｍ２抗体。使用 ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白
条带进行量化。

１．３．３　差异蛋白质的生物信息学分析　　分离出小鼠
新鲜睾丸中的总蛋白质，将所有样本混合进行样品酶

解，用高效液相色谱质谱技术进行分级，经过数据依赖
型采集（ｄａｔａｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ，ＤＤＡ）质谱数据采
集，利用液相色谱质谱联用技术（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ）对每个组分进行质谱检测，
并进行数据库检索鉴定。然后，采用Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔｐｕｌｓａｒ
Ｘ软件构建图谱库，利用 ＤａｔａＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＡｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ
（ＤＩＡ）技术获得各样品的质谱数据，对各样本分别进
行ＬＣＭＳ／ＭＳ和数据库搜索，最后对数据进行分析。
通过对测序结果进行筛选，获得差异蛋白，然后进行京

都基因和基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｃｌｉａｏｆＧｅｎｅｓ
ａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）和基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）
富集分析。采用火山图分析高剂量 ＢｋＦ组和对照组
的差异表达前１０的蛋白质。
１．４　代谢组学分析
１．４．１　代谢物样品制备　　代谢组分析的样品分别
取自对照组和高剂量 ＢｋＦ组，每组取 ５只，对小鼠睾
丸组织中代谢物进行分析，样本在 ４℃环境下缓慢解
冻后，取适量样本加入预冷甲醇／乙腈／水溶液（体积
分数为２∶２∶１），涡旋混合，低温超声 ３０ｍｉｎ，－２０℃静
置 １０ｍｉｎ，１４０００×ｇ４℃离心 ２０ｍｉｎ，取上清真空干
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燥，质谱分析时加入 １００μＬ乙腈水溶液（乙腈与水的
体积分数为 １∶１）复溶、涡旋，１４０００×ｇ４℃离心
１５ｍｉｎ，取上清液进样分析。
１．４．２　差异代谢物的生物信息学分析　　进一步筛
选组间的差异代谢物，进行了偏最小二乘判别分析，用

７折交叉验证进行检验。然后用交叉验证后得到的
Ｒ２Ｙ和Ｑ２对模型有效性进行评判。最后通过置换检
验，随机２００次改变分类变量 Ｙ的排列顺序得到不同
的随机Ｑ２值，从而对模型有效性做进一步的检验。
提取样本后，采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０ＩｎｆｉｎｉｔｙＬＣ超高效液相
色谱系统ＨＩＬＩＣ色谱柱进行分离，用 ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ６６００
质谱仪进行质谱分析，分别采用电喷雾电离正离子和

负离子模式进行检测。通过对测序结果进行筛选获得

差异代谢物，然后进行ＫＥＧＧ和ＧＯ富集分析。
１．５　统计学分析
　　计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
８．０．１软件生成统计图。采用单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ）进行３组及以上的多组间均数比较，采用独
立样本ｔ检验进行２组间比较的统计分析，Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢｋＦ对小鼠精子数量和活力的影响
　　为研究ＢｋＦ的雄性生殖毒性，进一步对精液参数
进行分析。结果发现，与对照组比较，随着染毒剂量的

升高，精子总数和精子浓度有下降趋势，且差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０１，图１Ａ、Ｂ）。精子总活动力和精子
活动率有下降趋势，与对照组比较差异无统计学意义

（图１Ｃ、Ｄ）。
２．２　ＢｋＦ对睾丸组织病理结构的影响
　　睾丸组织病理学结构显示，对照组的小鼠睾丸组
织未观察到生精小管有显著形态学变化，管腔内可观

察到大量的精子，各级生精细胞排列有序且紧凑，依次

为精原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、精子细胞，

未观察到形态学损伤和炎症、充血等组织病理变化。

与对照组比较，随着 ＢｋＦ剂量升高，各组的睾丸质量
略有减小，但外观无变化。在低剂量 ＢｋＦ组中，小鼠
睾丸生精上皮厚，曲细精管是圆形或椭圆形，结构完整

饱满，各级生精细胞排列规则，曲细精管之间的疏松组

织的间质细胞也紧密排列，胞质丰富。中剂量 ＢｋＦ组
和高剂量ＢｋＦ组小鼠表现出明显的生殖损伤，包括睾
丸中的生殖细胞减少，生精上皮变薄，生精小管结构疏

松外周有明显水肿，曲细精管呈不规则形，管腔扩大，

生精细胞排列紊乱伴有精子减少，各曲细精管间隙变

大，周围的间质细胞数量减少，呈弥散状分布（图

２Ａ）。与对照组比较，中剂量 ＢｋＦ组和高剂量 ＢｋＦ组
小鼠睾丸生精小管的横截面积有扩大的趋势，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。中剂量 ＢｋＦ组和高剂
量ＢｋＦ组小鼠睾丸生精上皮高度与对照组比较，有下
降趋势，其中，高剂量 ＢｋＦ组差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图２Ｃ）。
２．３　蛋白组学分析
２．３．１　ＫＥＧＧ和 ＧＯ分析　　为研究 ＢｋＦ染毒后小
鼠蛋白质的差异，计算高剂量 ＢｋＦ组蛋白表达量的均
值与对照组蛋白表达量的均值的比值，并以２为底取
对数，得到差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）对数折叠变化
即Ｌｏｇ２ＦＣ。使用｜Ｌｏｇ２ＦＣ｜＞０．５８５和Ｐ＜０．０５作为筛
选差异表达蛋白（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＤＥＰｓ）
的条件［７］，共筛选出高剂量 ＢｋＦ组差异表达蛋白
９９个，其中上调蛋白有 ５６个，下调蛋白 ４３个。为进
一步探究差异蛋白在ＢｋＦ暴露中参与的功能，对差异
蛋白进行ＫＥＧＧ和 ＧＯ通路富集分析（图 ３）。ＫＥＧＧ
富集结果中主要涉及吞噬体、蛋白质输出、核糖体等通

路。ＧＯ富集分析结果主要涉及雄性减数分裂Ⅰ与核
分裂、组蛋白（Ｈ４）乙酰化与修饰、ｐ５３类介导的信号
通路、细胞周期和细胞死亡正向调节等信号通路。
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０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图１　ＢｋＦ暴露后对小鼠精子总数（Ａ）、精子浓度（Ｂ）、精子总活动力（Ｃ）、精子活动率（Ｄ）的影响
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１：对照组；２：低剂量ＢｋＦ组（７．５ｍｇ／ｋｇ）；３：中剂量 ＢｋＦ组（１５．０ｍｇ／ｋｇ）；４：高剂量 ＢｋＦ组（３０．０ｍｇ／ｋｇ）；ａ：Ｐ＜
０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

Ａ：睾丸病理观察（ＨＥ）；Ｂ：睾丸生精小管的横截面积量化分析；Ｃ：睾丸生精上皮高度量化分析

图２　ＢｋＦ对小鼠睾丸组织病理结构的影响
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Ａ：差异蛋白ＫＥＧＧ富集通路；Ｂ：差异蛋白ＧＯ富集通路　红线：蛋白质组学筛选出的主要关键蛋白的通路

图３　蛋白组学差异蛋白通路富集分析

２．３．２　筛选差异蛋白　　通过火山图展示对照组和
高剂量 ＢｋＦ组蛋白差异表达的分布情况（图 ４Ａ）；通
过聚类分析图列出前１０上、下调差异蛋白，其中上调

的蛋白分别是 Ｄｏｃｋ１１、Ｆｃｇｒ２、Ｐｐｌ、Ｓｅｒｐｉｎａ６、Ｃｈｍｐ２ａ、
Ｓｌｃ１６ａ３、Ｚｓｃａｎ２１、Ａｉｆｍ２、Ｒａｄ５１ｃ、Ｓａａ４，下调的蛋白分
别是 Ｐｒｍ３、Ｐｈｉｐ、Ｒａｂ５ｂ、Ｅｓｙｔ３、Ｆｄｘ１、Ｒｐｌ１０ｌ、Ｓｅｔｄ２、
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Ｌｅｌｐ１、Ａｔｐ６ｖ１ｆ、Ｓｐａｔａ４６（图４Ｂ）。其中 Ｓｐａｔａ４６、Ｓｅｔｄ２、
Ｒｐｌ１０ｌ、Ｒａｂ５ｂ蛋白水平降低，Ｄｏｃｋ１１、Ｚｓｃａｎ２１、Ａｉｆｍ２、
Ｒａｄ５１ｃ蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图４Ｃ）。
２．３．３　蛋白验证结果　　根据上述蛋白质组学分析
结果，进一步验证与精子发生、ＧＴＰ酶、细胞凋亡相关
的蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组比较，
高剂量 ＢｋＦ组中 Ｓｐａｔａ４６、Ｒａｂ５ｂ蛋白表达明显减少
（Ｐ＜０．０１），Ｚｓｃａｎ２１、Ａｉｆｍ２蛋白表达显著增加（Ｐ＜
０．０１）。研究结果表明，Ｓｐａｔａ４６、Ｚｓｃａｎ２１、Ｒａｂ５ｂ、
Ａｉｆｍ２的表达与蛋白质组学结果一致（图５）。
２．４　代谢组学分析
２．４．１　质量控制分析　　ＰＬＳＤＡ评分图显示，对照

组与高剂量ＢｋＦ组有明显的区别，表明数据的解释力
强，模型具有良好的预测能力。排列检验结果显示，正

离子模式下分别为（Ｒ２＝０．９２，Ｑ２＝－０．７２），负离子模
式下分别为（Ｒ２＝０．９８，Ｑ２＝－０．６１）。Ｒ２和 Ｑ２均大
于０．５，表明该数据具有良好的稳定性，不存在过拟合
现象（图６）。
２．４．２　代谢物分类　　代谢组学共鉴定出 １１６３种
代谢物，其中正离子模式下有６２２个，负离子模式下有
５４１个。进一步对代谢物的种类进行归类，主要包括
脂质和类脂、有机酸及其衍生物、有机氧化合物、有机

杂环化合物、类苯类等（图７）。

!

"

#

$

%! %& $ & !

'()# *+

%
'
(
)
,
$
!

#-$

#$$

,-$

,$$

-$

$

, #

组别

.
/
0
1
0
"
!

相
对
蛋
白
表
达
量

-$$

"$$

&$$

#$$

,$$

$

, #

组别

.
2
1
3
#

对
蛋
白
表
达
量

,-$$

,$$$

-$$

$

, #

组别

4
/
5
,
$
5

对
蛋
白
表
达
量

, #

组别

#$$$

,-$$

,$$$

-$$

$

,-$

,$$

-$

$

, #

组别
, #

组别

#$$

,-$

,$$

-$

$

, #

组别

#$$

,-$

,$$

-$

$

, #

组别

6$

!$

"$

#$

$

7

+

8

4
0
9
-
9

对
蛋
白
表
达
量

:
(
;
<
,
,

相
对
蛋
白
表
达
量

=
>
;
0
?
#
,

对
蛋
白
表
达
量

7
@
A
B
#

对
蛋
白
表
达
量

4
0
3
-
,
;

对
蛋
白
表
达
量9

9

9

9

9

9

9

0

１：对照组；２：高剂量ＢｋＦ组（３０．０ｍｇ／ｋｇ）；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图４　前１０上、下调差异蛋白的火山图（Ａ）、聚类分析（Ｂ）和箱式图（Ｃ）
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图６　代谢组学质量控制分析

９２５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）



图７　代谢物的化学分类归属

２．４．３　代谢组学的代谢物和 ＫＥＧＧ通路分析　　为
鉴定ＢｋＦ暴露的关键代谢途径，进一步对代谢组学进
行分析，对照组和高剂量 ＢｋＦ组比较共筛选出差异代
谢物５４３种，其中包括 ＰＯＳ代谢物２２３种，ＮＥＧ代谢
物３２０种（｜Ｌｏｇ２ＦＣ｜＞０．５８５，Ｐ＜０．０５）。筛选出对照
组和高剂量ＢｋＦ组共有且存在相反趋势的前１０差异
代谢物产物（表 １）。进一步对差异代谢产物进行
ＫＥＧＧ分析，探讨受 ＢｋＦ影响的潜在代谢途径，其中
Ｐ＜０．１的代谢途径被认为是最相关的途径［９］。将正

负离子进行联合分析，ＫＥＧＧ富集主要涉及氨基糖和
核苷酸糖代谢、脂肪酸代谢、戊糖和葡糖醛酸盐的相互

转化等信号通路（图８Ａ）。为进一步了解这些差异代
谢物，进行 ＫＥＧＧ通路注释分析确定生物过程，即代
谢、环境信息处理、细胞过程、有机体系统、人类疾病、

药物开发等，其中第１圈显示了富集的通路和相关代
谢产物的数量，第２圈显示代谢组背景中的代谢产物
数量和富集Ｌｏｇ１０（Ｐｖａｌｕｅ），第３圈显示下调代谢物
和上调代谢物比例，第４圈显示了富集因子。这些生
物过程主要与代谢和人类疾病有关（图８Ｂ、Ｃ）。通过
网络图分析各个通路之间的联系，本研究发现氨基糖

和核苷酸糖代谢与其他代谢途径联系最为密切

（图８Ｄ）。

表１　对照组与高剂量ＢｋＦ组共有且存在相反趋势的差异代谢物

代谢物 英文名 质荷比 保留时间／ｓ ＦＣ Ｐ值 趋势

米格列醇 Ｍｉｇｌｉｔｏｌ ２０８．１１７ １２３．７３７ ５．１０１ ０．０５０ 上升

戊二酰基肉碱 Ｌｇｌｕｔａｒｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ ２７６．１４４ ３８４．２０５ １．８７２ ０．００４ 上升

脂肪酰基己糖苷 ｆａｔｔｙａｃｙｌｈｅｘｏｓｉｄｅ ３５３．０５６ ２０６．０２２ １．５２２ ０．０１５ 上升

Ｄ２磷酸甘油酸 Ｄ２ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒｉｃａｃｉｄ １８４．９８４ ４６９．６４１ １．４７０ ０．０１８ 上升

葫芦巴碱 Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅ １３８．０５４ ２８５．２１６ １．３３６ ０．０４６ 上升

３羟基癸酸 ３Ｈｙｄｒｏｘｙｃａｐｒｉｃａｃｉｄ ３７５．２７２ ３６．１６０ １．３３０ ０．０５０ 上升

吲哚乙酸 Ｉｎｄｏｌｅｌａｃｔｉｃａｃｉｄ １５８．０６０ ３４．７２５ １．２１３ ０．０３１ 上升

十四烷二酸 Ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｅｄｉｏｉｃａｃｉｄ ２５７．１７４ ２１０．９２８ １．１７７ ０．０４６ 上升

左旋肉碱 Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ １６２．１１２ ３５７．６８６ １．１５７ ０．０１９ 上升

恩贝酸 Ｅｍｂｅｌｉｎ ２９３．１７５ １０９．１５９ １．１４７ ０．０１９ 上升

松三糖 Ｍｅｌｅｚｉｔｏｓｅ ５０３．１４０ ３０６．９７１ ０．７１７ ０．０３５ 下降

１甲基腺苷 １ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ２８２．１１９ ３０１．６５６ ０．７０６ ０．０３６ 下降

Ｌ糖蛋白 Ｌｓａｃｃｈａｒｏｐｉｎｅ ２７７．１３９ ４２８．４５３ ０．７０４ ０．０１４ 下降

精氨酸 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ３４９．２３０ ５４２．０９６ ０．７０２ ０．０４７ 下降

多肽 ＰｒｏＴｈｒ ２１７．１２９ ３７６．４９０ ０．６７２ ０．０５０ 下降

β羟基丁酸 Ｂｅｔａｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ １０３．０３９ ２１４．１３１ ０．６２０ ０．００８ 下降

Ｎ乙酰天冬氨酰谷氨酸 ＮＡｃｅｔｙｌａｓｐａｒｔｙｌｇｌｕｔａｍａｔｅ（ＮＡＡＧ） ３６３．１０９ ２５５．２９３ ０．５９６ ０．０１３ 下降

鸢尾蒽酮 Ｉｒｉｓｘａｎｔｈｏｎｅ ４３５．０９９ ２４．７８９ ０．４２７ ０．００１ 下降

Ｓ甲基５’硫腺苷 ＳＭｅｔｈｙｌ５’ｔｈｉｏａｄｅｎｏｓｉｎｅ ２９８．０９６ ８９．６３９ ０．３７７ ０．０５０ 下降

Ｎ神经酰Ｄ赤型鞘氨酰基磷酸胆碱 Ｎｎｅｒｖｏｎｏｙｌｄｅｒｙｔｈｒｏｓｐｈｉｎｇｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ８１３．６８４ ２０２．４６３ ０．２４６ ０．０３９ 下降
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Ａ：正负离子ＫＥＧＧ富集通路图；Ｂ：ＫＥＧＧ通路注释；Ｃ：ＫＥＧＧ的功能注释Ｄ：ＫＥＧＧ通路的相互联系

图８　ＫＥＧＧ差异代谢产物的关键途径分析

３　讨论

　　ＢｋＦ是高分子量多环芳烃的代表物，在高环多环
芳烃中占主导地位，目前，空气中 ＢｋＦ的含量可能会
逐渐增加［８－９］。现阶段对于 ＢｋＦ的研究报道相对较
少，其雄性生殖毒性及其作用机制尚不明确。在本研

究中，通过构建 ＢｋＦ致成年小鼠雄性生殖损伤模型，
探讨ＢｋＦ暴露对成年雄性小鼠的生殖毒性作用。结
果显示，ＢｋＦ暴露下小鼠精子数量和总活力下降，病理
染色提示睾丸组织发生损伤，睾丸细胞数量减少。结

果表明，ＢｋＦ可能通过影响生殖细胞的增殖能力和精
子功能，从而对精子质量和男性的生育能力产生不利
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的影响。进一步对 ＢｋＦ雄性生殖损伤的作用机制进
行探索，通过蛋白质组和代谢组的综合分析，阐明ＢｋＦ
的雄性生殖毒性作用。其中蛋白质组学分析 ＫＥＧＧ
和ＧＯ分析发现主要通过调控细胞凋亡和周期以及
ＤＮＡ损伤，从而导致雄性生殖损伤。代谢组学分析显
示，ＢｋＦ可能参与氨基糖和核苷酸糖代谢、脂肪酸代
谢、戊糖和葡糖醛酸盐的相互转化等代谢过程。上述

结果提示ＢｋＦ可能抑制糖代谢途径和干扰脂肪代谢、
线粒体的正常功能，导致葡萄糖的摄取和利用减少、脂

肪酸的合成和降解出现问题、造成能量代谢和氧化应激

的紊乱，最终导致细胞凋亡、周期改变、ＤＮＡ损伤等。
３．１　ＢｋＦ对男性生殖毒性的作用机制
　　前期课题组通过对 ＣＴＤ数据库进行筛选和富集
分析发现，ＢｋＦ对男性生殖损伤主要集中在细胞周期
阻滞、氧化应激等通路，并通过细胞实验证实 ＢｋＦ主
要激活ＡｈＲ受体，导致细胞发生氧化应激和遗传损
伤［１０］。进一步提示ＢｋＦ可能激活下游分子，引起糖代
谢、脂质代谢和能量代谢紊乱。有研究表明，多环芳烃

代表物ＢａＰ降解后糖酵解代谢途径、磷酸戊糖途径、
氨基糖和核苷酸糖代谢上调［１１］。这与本研究的组学

结果分析一致，故推测 ＢｋＦ可能也有类似的作用。正
常细胞在细胞质进行糖酵解将葡萄糖代谢为丙酮酸，

然后在线粒体中代谢为二氧化碳［１２］。细胞增殖中，细

胞代谢对脂肪酸、核苷酸、戊糖和己糖衍生物等维持生

物功能分子需求增加，以促进合成代谢过程［１２］。

３．２　蛋白质组学与细胞凋亡、增殖、ＤＮＡ损伤及精子
发生的关联研究

　　蛋白质是细胞功能的执行剂。在蛋白质水解中，
蛋白质被降解为小分子氨基酸，氨基酸进一步代谢产

生代谢产物如尿素、尿酸、丙酮酸等，并且蛋白质结构

和稳定性的改变直接影响代谢过程［１３］。本研究采用

蛋白质组学在ＢｋＦ暴露的睾丸组织中共鉴定出９９个
差异蛋白，其中与精子相关的蛋白包括 Ｓｐａｔａ４６、
Ｓｅｔｄ２、Ｒｐｌ１０ｌ、Ｒａｄ５１ｃ、Ｚｓｃａｎ２１等。研究发现，Ｓｐａｔａ４６
仅在睾丸中表达，缺乏会损害精子形状和生育能

力［１４］。Ｓｔｅｄ２与ＤＮＡ损伤和细胞骨架蛋白甲基化有
关［１５］，缺乏会导致参与糖酵解代谢酶上调，影响细胞

内丙酮酸浓度，干扰代谢过程［１６］。Ｒｐｌ１０ｌ是小鼠生精
细胞中的核糖体成分，也是导致男性不育的新型候选

基因，其和 Ｒａｄ５１ｃ［１７］都在精子的减数分裂过程中发
挥关键作用［１８］。Ｚｓｃａｎ２１在小鼠睾丸中的表达，具有

调节精子发生过程中转录的潜力［１９］。Ｒａｂ５ｂ是一种
小的ＧＴＰ酶，参与各种细胞活动包括增殖、迁移、凋亡
以及激活丝裂原活化蛋白激酶／细胞外信号调节激酶
（ＭＥＫＥＲＫ）信号［２０］。Ｄｏｃｋ１１与免疫疾病有关，激活
鸟嘌呤核苷酸交换因子 ＧＴＰ酶，导致细胞活化、ＤＮＡ
合成以及蛋白质表达和增殖的变化［２１］。Ａｉｆｍ２被称为
细胞凋亡诱导因子样线粒体相关死亡诱导剂，也是

Ｐ５３诱导基因，过表达则导致核外围染色质凝聚和凋
亡体形成［２２］。这些蛋白质许多都和细胞凋亡增殖、

ＤＮＡ损伤、精子发生有关，提示其可能参与 ＢｋＦ致雄
性生殖损伤过程，但具体机制还需进一步研究。

３．３　代谢组学揭示的氨基糖和核苷酸糖代谢与其他
代谢途径的密切关联性

　　基于代谢组学分析，本研究共筛选出差异代谢物
５４３种，其中包括ＰＯＳ代谢物２２３种，ＮＥＧ代谢物３２０
种。其中显著上调的差异代谢物中吲哚乙酸是一种重

要的植物激素，研究表明，吲哚乙酸会导致精子发生停

滞、睾丸退行性变化、生精小管大小减小等精子发生过

程紊乱［２３］。精子的脂肪酸组成已被证明对其功能很

重要，左旋肉碱在精子代谢中起着关键作用，很容易通

过β氧化提供能量［２４］。显著下调的代谢物中，β羟基
丁酸是维持代谢稳态的能量底物、调节脂肪分解、氧化

应激和神经保护的信号分子，缺乏会导致脂肪分解、异

常的糖酵解、ＡＴＰ生成减少［２５］。精氨酸是精子发生的

营养必需氨基酸，精氨酸含量减少可能会降低男性的

生育能力［２６］。以上文献报道与本研究结果一致，本研

究结果表明，ＢｋＦ暴露可能会导致脂代谢、糖代谢和能
量代谢异常。我们通过差异代谢物进行 ＫＥＧＧ富集
分析发现，ＢｋＦ导致雄性生殖损伤主要涉及氨基糖和
核苷酸糖代谢、脂肪酸代谢、戊糖和葡糖醛酸盐的相互

转化等代谢通路，其中氨基糖和核苷酸糖代谢与其他

代谢途径联系最为密切。

　　有研究表明，毒物对睾丸的作用可能通过提高磷
酸戊糖途径与脂肪酸合成从而造成睾丸发育的差异，

同时睾丸与精子中的脂质（胆固醇、磷脂、脂肪酸等）

影响着其形态与功能，并对脂代谢的相关代谢物进行

检测［２７］。目前，对于代谢物的种类和鉴定，本研究还

未能全部探索，后续将会进行相关的研究进一步探讨

ＢｋＦ对男性生殖毒性的作用机制。此外，本研究大多
数多环芳烃数据来自动物研究，但对于多环芳烃暴露

后的毒性作用了解可能不足。后续将进一步扩大样本
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量，结合细胞、动物、人群实验３个方面对 ＢｋＦ暴露后
凋亡信号通路的关键靶分子进行研究。

　　综上所述，本研究揭示了 ＢｋＦ对雄性生殖系统的
损伤机制，重点聚焦于与精子生成、细胞凋亡和周期、

ＤＮＡ损伤及能量代谢相关的关键蛋白。这些蛋白的
变化与代谢组学数据相互呼应，涉及氨基酸代谢、脂代

谢及能量代谢等重要代谢途径，提示这些生物过程可

能在ＢｋＦ诱导的雄性生殖损伤中发挥着重要的作用。
未来的研究可以进一步探索这些关键途径，以寻找潜

在的治疗策略或预防措施，减少 ＢｋＦ对生殖系统的不
良影响。
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