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[摘要] 蛋白质组学是一种复杂生命作用机理的阐述工具，其中蛋白质质谱技术可以揭示参与生命活 

动蛋白质的类别和性质。蛋白质组学应用于精液蛋白质质谱的研究，可以发现不育等疾病的特异性蛋白质标 

志物，探索其发病机制并得出治疗途径，对生育调控和不育的治疗均有重要意义。该文就精液蛋白质质谱的 

研究进展进行综述。 
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Research progress of sperm protein mass spectrometry ZHAO Qi，WANG Xiao-ping．Department()，Urology，the 

People’S Hospital of Guangxi Zhuang Autonomous Region，Nanning 530021，China 

[Abstract] Proteomics is a tool of expounding complex mechanism of life，and the protein mass spectrometW 

reveals the categories and characters of the proteins involved in life activities．Applying proteomics to stndying spetTn 

protein mass spectrnm can find tile specific protein markers of disease shell as infertility etc，explore tile pathogeJle— 

sis，get the treatment methods，and has important significance f(1r fertility regulation and sterility treatment．This paper 

reviewed the research progress on sperm protein mass spectrometry． 
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蛋白质组学是研究细胞内全部蛋白质的存在与 

行为方式的一门科学，它是后基因组研究中最主要 

的部分，是从整体上对体系内的蛋白质进行研究，随 

着分子生物学的发展，近年来蛋白质组学技术已广 

泛应用于生殖男科领域 J̈。蛋白质组学技术的核 

心包括双向凝胶电泳、质谱鉴定和生物信息学分析 

三大部分，其中蛋白质质谱鉴定技术是蛋白质组学 

研究的一个极重要的方面，它对于此类研究起到一 

个核心作用 J。蛋白质质谱鉴定技术有较好的灵 

敏度和准确度，它能准确测定蛋白质的种类。质谱 

机器由进样器、离子源、质量分析器、离子检测器、控 

制电脑及数据分析系统等组成，传统的质谱仅用于 

小分子挥发物质的分析，但随着新的离子化技术，如 

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(matrix assis— 

ted laser desorption ionization·—time of flight mass spec—- 

trometer，MALDI—TOF—MS)和电喷雾电离质谱(elee一 

~ospray ionization mass spectrometry，ESI—MS)等，各 

种质谱技术的出现为蛋白质分析提供了一种新的且 

准确快速的途径。目前，酶解、液相色谱分离、串联 

质谱及计算机算法的联合应用已成为鉴定蛋白质的 

发展趋势。蛋白质质谱主要测定蛋白质一级结构包 

括分子量、肽链氨基酸排序及多肽或二硫键数目和 

位置，在对蛋白质结构分析的研究中占据了重要的 

地位。其基本原理是通过电离源将蛋白质分子转化 

为离子，然后利用质谱分析仪的电场、磁场将具有特 

定质量与电荷比值(M／Z)的蛋白质离子分离开来， 

经过离子检测器收集分离的离子，确定离子的 M／Z 

值，分析鉴定未知蛋白 』。精液由精予和精浆构 

成，精液中精子占5％左右，其中精子分为头颈体尾 

四个部位，精浆中含有大量水、蛋白质、多肽、果糖、 

多种其他糖类(如葡萄糖)、酶类 (如前列腺素)、无 

机盐和有机小分子，精浆主要是前列腺和精囊腺的 
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分泌物。精液蛋白质含量丰富，种类繁多，与精子的 

生理功能息息相关 J。精液蛋白的研究是从蛋白 

质水平揭示了精子不同生理与病理条件下的蛋白质 

表达谱的变化规律，了解精子受精过程中的生理与 

病理的机制，对生育调控和不育的治疗均有重要意 

义。蛋白质质谱技术应用在精液蛋白质方面已有较 

多文献报道，现总结如下。 

1 精子表面蛋白质质谱研究 

国内学者 Wang等 采集 10名正常人精子膜 

蛋白进行分析，运用双向蛋白电泳、图像分析软件及 

质谱分析技术共得到了800多个蛋白点，它们大多 

数蛋白的相对分子质量为20 000～100 000，等电点 

为3．0～7．0，建立 了一个健康人精子膜蛋白谱。 

2004年Tan等 研究了精子及精子头部蛋白质，使 

用双向电泳技术对精子表面蛋白质进行分离，获得 

了428个蛋白点的精子表面图谱。他们发现精子表 

面蛋白与精子的获能及顶体反应有密切联系，为发 

现不育的机制打下基础。Stein等 在成熟精子的 

精卵结合位点上发现有 100种以上的蛋白质表达，初 

步推测它们可能介导精子的受精过程。Rajeev等 

在对不育患者精子膜蛋白的研究中得到了一个蛋白， 

其位于精子头部，分子质量为 57 kDa，它在不育患 

者蛋白图谱上缺失或低表达，该蛋白主要位于未发 

生顶体反应的精子顶体上，当精子发生顶体反应后， 

该蛋白会转移到精子的赤道部，推测其可能为精子 

与卵母细胞的介导反应有关 ，其是两者识别和结合的 

重要介质，应用免疫印迹技术可以得出这种蛋白，可以 

提出一个检测精子质量的新指标。Wolkowicz等 通 

过 WB免疫印迹技术及蛋白质谱分析技术发现精子 

表面一种分子质量为54 kDa的蛋白h-tekB1并定位 

于精子鞭毛，该蛋白可能与精子运动有关。Bohring 

等 。̈。运用分离技术对精子膜蛋白进行钝化分离，运 

用最新的WB技术及质谱分析技术，得到了18种表 

面抗原及6种与抗体亲和率更高的蛋白抗原，它们 

都是抗精子抗体，其中包含惰性半胱氨酸天冬氨酸 

蛋白酶、热休克蛋白70等，并发现一些抗原能被大 

部分抗精子抗体所结合识别 ，说明这些精子表面膜 

蛋白作为抗原与男性精子免疫性不育有着很大的关 

系。Aivado等  ̈运用双向电泳及质谱分析法对218 

名正常人进行了精子蛋白质研究，发现了一种能够 

鉴别骨髓增生异常综合征(MDS)的蛋白，其可作为 

对 MDS诊断的标志物。国内葛少钦等 在对不育 

与基因及蛋白的研究中发现由于基因变异导致 Py— 

go2蛋 白空间结构破坏及相关疾病的产生，它由 
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rs141722381单个氨基酸改变引起，得出了 Pygo2基 

因蛋白质编码序列区 SNPs可能是特发性少精子症 

和无精子症的诱发因素之一，从而最终导致男性不 

育症的发生。国内张纪云 运用双向电泳及 WB 

技术对腮腺炎与不育进行研究，发现不育症患者精 

浆中抗流行性腮腺炎病毒抗体免疫球蛋白 IgG及 

IgM显著升高，提示不育与此类抗体有关。精子免 

疫方面的研究对不育的疾病发展及诊断起着重要作 

用，越来越多的诊断依靠蛋白质抗原抗体的发现来 

确定。 

2 精浆蛋白质质谱研究 

国外学者 Edwards等 和Pilch等 】 都以正常 

人精浆蛋白作为研究对象，应用2D电泳、图像分析 

软件及蛋白质质谱技术分别获得了200多个蛋白点 

及923种蛋白质。国内魏小斌等 对精浆蛋白电 

泳分析的研究中分析了 20例能够生育的患者与 

140例不育患者，应用琼脂糖区带电泳法对精浆进 

行蛋白分离，建立其精浆蛋白质的特征电泳图谱。 

Bai等  ̈在应用双向电泳及质谱分析正常男性精浆 

蛋白的研究中鉴定出331种蛋白质，相对分子质量 

范围8 000～572 068，等电点范围4．36～J 1．05；这 

些蛋白质按功能分类为51个运输蛋白质，11个细 

胞运动蛋白，63个信号转导蛋白质，147个蛋白酶及 

38个酶渊节蛋白质，21个细胞凋亡蛋白，12个结构 

和支撑蛋白质，还有 59个分子功能未知蛋白质。这 

些精浆中的蛋白可能与信号转导密切相关，它们在 

维持精子活力和代谢方面有协同作用。李杰等  ̈

运用双向电泳及质谱分析技术分析了精索静脉曲张 

不育患者精浆蛋白质的表达差异，得到分辨率和重 

复性均较好的精索静脉曲张患者与正常精浆蛋白的 

双向凝胶电泳图谱，发现他们之间在表达上有明显 

差异，差异表达蛋白质点数为38个，提出了精浆中 

某些蛋白质的表达和修饰改变与精索静脉曲张有 

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。 

3 差异蛋白质质谱研究 

国内学者申树林等  ̈在运用双向电泳及质谱 

分析技术寻找人类精子差异表达蛋白，发现正常组 

和弱精子症组分别检出共有蛋白质点为738个和698 

个，按照5倍的表达量计算，发现有差异表达的蛋白 

质点7个，2个点在弱精子症精子中高表达，而在正 

常精子中低表达；相反在正常精子中高表达的5个 

点，则在弱精子症精子中低表达。其初步建立了正 

常精子和弱精子症患者精子的双向电泳图谱，并发 
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现两者之间存在一些差异表达蛋白，为我们对特发 

性弱精子症精子差异表达蛋白的分离及鉴定的进一 

步研究打下了良好基础。孙玲 用蛋白质芯片结 

合质谱技术，分别对精液液化延迟组与正常组、非阻 

塞性无精症组与正常组、严重少精症组与正常组进 

行比较蛋白质组学研究，发现正常组与液化延迟组 

之间有 l9个蛋白表达存在差异，其中锌指蛋白、谷 

胱甘肽转移酶同功酶、动力蛋白轻链、细胞色素氧化 

酶多肽可能与精液液化延迟相关；正常组与无精组 

则有 28个蛋白表达存在差异，据此推测丝氨酸蛋白 

酶抑制因子的表达异常可能是导致无精症的因素之 
一

。 Wang等 对弱精症患者精浆进行差异蛋白质 

组学研究，通过 SDS凝胶 电泳结合 LC．MS／MS技 

术，分离到蛋白质 741种，其中蛋白质的表达3倍上 

调有45种，蛋白质表达3倍下调有56种，其中在弱 

精症患者的精浆中表达下调的蛋白质 DJ，l参与控 

制氧自由基应激，揭示了前列腺和附睾的功能异常 

对弱精症的形成具有重要作用。白洁等L2 对人精 

浆中弱精子症相关蛋白质的研究中得出正常生育男 

性和弱精子症男性精浆中共得到 172种差异蛋白 

质，通过分析差异蛋白质的功能，有 1O种蛋白质尤 

其重要，可能与弱精子症相关，这 1O种蛋白质是膜 

联蛋白Ⅵ同工型2、白介素6受体 B亚单位同工型1 

前体、相对分子质量为400 000的蛋白质、胞质动力 

蛋白重链、仅一辅肌动蛋白4、受体型酪氨酸蛋白磷酸 

酶11前体、维生素D结合蛋白前体、蛋白sl00一All、 

蛋白S100一A9和膜联蛋白A4。Hosseinifar等 在 

应用2D电泳研究弱精症患者差异蛋白中得出3个 

差异蛋白点，包括热休克蛋白 A5(HSPA5)、超氧化 

物歧化酶(SOD1)、ATP合成酶亚基 8(Atp5d)，并提 

出这些蛋白可能与 DNA完整率和精子的运动能力 

有关。 

4 精子蛋白质质谱研究 

Naaby—Hansen 结合银染、同位素标记、生物 

素标记和计算机扫描分析技术得到了 1 397个蛋白 

点，初步建立了全精子蛋白质图谱。范立青 运用 

2-DE技术率先在国内建立了700多个点的人精子 

蛋白质图谱；Johnston等 刮用 LC—MS／MS质谱分析 

技术应用不同溶剂对正常人精子进行全蛋白组分 

析，成功鉴定出 1 760个蛋白质点。Sun等 2 运用 

2-DE技术得到含有(905±57)个蛋白点的人正常精 

子蛋白图谱，结合 MALDI TOF．MS质谱分析对 10 

名健康供精者不同时间取得的30份精子分析，建立 

了具有 1 352个蛋白点的人精子蛋白质图谱。上述 

研究对完善人类全精子蛋白组学打下了坚实的基 

础，随着硬件和软件的发展，相信在未来我们能获得 

人类全精子蛋白图谱，这样将会对男性不育方面的 

研究提供宝贵的资料。 

5 蛋白芯片技术 

蛋白质芯片技术是一种高通量的蛋白功能分析 

技术，可用于蛋白质表达谱分析，研究蛋白质与蛋白 

质的相互作用，甚至 DNA一蛋白质、RNA一蛋白质的相 

互作用，筛选药物作用的蛋 白靶点等。国内白洁 

等 应用蛋白芯片技术对无精症及正常生育男性的 

精浆蛋白质进行研究，结果无精症组与正常组之间有 

28种表达差异蛋白，差异蛋白中发现有 24种含量低 

于正常组，其中 4个 M／Z在 7 196．058、7 630．573、 

7 547．610和7 709．833的蛋白质差异极显著(P< 

0．01)。刘池波等 2 用表面增强激光解吸离子化飞 

行时间质谱(SELDI—TOF-MS)分析少精子症患者和 

正常对照组精浆蛋白质指纹图谱的变化，结果显示 

在相对分子质量 2 000～20 000范围内，共检测到 

185种有差异的蛋白峰，其中23种有统计学意义(P< 

0．05)，初步建立了由3种差异蛋白质组成的少精子 

症诊断模型。蛋白质表达谱分析能够分析出蛋白类 

型，对研究精液蛋白质有很大的帮助。它具有快速、 

简便等优点，可以直接用粗生物样品进行分析，但是 

建立廉价、高通量的蛋白质表达和纯化方法是今后 

研究的重点。 

6 结语 

综上所述，蛋白质质谱分析技术的飞速发展在 

生命科学研究中起到举足轻重的作用，其中它运用 

于精液研究对于我们寻找差异蛋白和生殖不育疾病 

的诊断及治疗提供了强有力的支持，随着我们不断 

深入的研究，必将对此类疾病有更全面深刻的认识， 

为生殖不育患者带来福音。 
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