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局部雌激素作用下大鼠阴道萎缩的蛋白质组学及生物信息学分析

李 娟 1，杨佳琦 2，苏晓强 1，茹普霞 1，李东燕 1* （1山西医科大学第二医院妇产科，太原 030001；2大同市第一人民医院
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摘要：　目的　采用蛋白质组学联合生物信息学探究大鼠阴道萎缩局部雌激素作用前后改变显著的差异蛋白，并推测该蛋白

发挥作用的可能机制。　方法　36只健康 6~8周龄雌性生育龄未孕 SD大鼠分为去势大鼠组（OVX组）、去势大鼠局部雌激素

使用组（OVX+E2组）及假手术组（sham组）。收集三组的阴道标本进行非标记定量蛋白质组学分析，筛选差异蛋白，对差异蛋

白中与雌激素代谢相关的蛋白进行分析得出局部雌激素作用后改变显著的差异蛋白，对差异蛋白进行GO及KEGG分析，推测

蛋白发挥作用的可能机制。　结果　OVX+E2组与OVX组差异蛋白共 102种，74种上调，28种下调；sham组与OVX组差异蛋

白共 655种，494种上调，161种下调。在OVX+E2组与OVX组筛选出的差异蛋白中，与雌激素代谢通路相关的差异蛋白 Shc转
化蛋白 1表达上调。在 sham组与OVX组筛选出的差异蛋白中，与雌激素代谢通路相关的差异蛋白均表达上调，包括蛋白基质

金属蛋白酶 9、Shc转化蛋白 1及角蛋白 14、42、35、33B、23、17。OVX+E2组与OVX组差异蛋白的GO分析发现 Shc转化蛋白 1
参与的差异显著通路是 Shc-EGFR 复合物，分子功能分析发现 Shc转化蛋白 1参与的差异显著通路是磷酸酪氨酸残基结合。

KEGG分析中Shc转化蛋白1参与差异显著上调通路是上皮细胞的细菌侵袭通路。差异蛋白相关性分析表明与Shc转化蛋白1
关系显著的差异蛋白是伪足富集的非典型激酶 1、桩蛋白、MHC Ⅱ类抗原。　结论　局部雌激素可能通过上调 Shc转化蛋白 1
改善去势大鼠阴道萎缩。Shc转化蛋白 1可能通过形成 Shc-EGFR复合物影响磷酸酪氨酸残基结合、参与上皮细胞的细菌侵袭

通路、与非典型激酶1、桩蛋白、MHC Ⅱ类抗原构成互作网络发挥作用。
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Proteomic and bioinformatic analysis of vaginal atrophy in rats under local estrogen treatment
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Abstract：　Objective　To investigate the differentially expressed proteins（DEPs） in rats with vaginal atrophy before and after the local 
estrogen treatment using proteomics combined with bioinformatics， and speculate the possible functional mechanism.　Methods　Thirty-

six healthy 6-8-week-old female reproductive age non-pregnant SD rats were divided into three groups： ovariectomized（OVX） group， 
ovariectomized+local estrogen treatment group（OVX+E2），and sham group. Vaginal specimens from the three groups were collected to 
screen DEPs by non-labeled quantitative proteomics analysis. The significant DEPs related to estrogen metabolism after local estrogen 
treatment were further screened. GO and KEGG analyses of these proteins were performed to speculate on the possible mechanism.
　Results　A total of 102 DEPs were screened between OVX+E2 group and OVX group， among which 74 were up-regulated and 28 
were down-regulated. A total of 655 DEPs were screened between sham group and OVX group， among which 494 were up-regulated 
and 161 were down-regulated. Of DEPs between OVX+E2 group and OVX group， Shc-transforming protein 1， a differential protein 
associated with the estrogen metabolism pathway， was up-regulated. Of DEPs between sham group and OVX group， all identified 
differential proteins related to estrogen metabolism were up-regulated， including matrix metalloproteinase-9（MMP-9）， shc-transforming 
protein 1， and multiple keratins（KRT14， KRT42， KRT35， KRT33B， KRT23， and KRT17）. Of the DEPs between OVX+E2 group 
and OVX group， the significantly different pathway involved in Shc-transforming protein 1 was the Shc-EGFR complex by GO analysis， 
and the phosphotyrosine residue binding by molecular function analysis. KEGG pathway analysis indicated the significantly up-regu⁃
lated pathway involved in Shc-transforming protein 1 was the bacterial invasion pathway of epithelial cells. Furthermore， the protein 
correlation analysis of DEPs showed that Shc-transforming protein 1 was significantly correlated with pseudopodium-enriched atypical 
kinase 1， paxillin， and MHC class Ⅱ antigen.　Conclusion　Local estrogen treatment may improve the vaginal atrophy in castrated 
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rats by up-regulating Shc-transforming protein 1. The Shc-transforming protein 1 may exert its function by forming the shc-EGFR 
complex to affect the binding of phosphotyrosine residues， participate in the bacterial invasion pathway of epithelial cells， and form an 
interaction network with atypical kinase 1， spike protein， and MHC class Ⅱ antigens.
Keywords：　vaginal atrophy；　local estrogen treatment；　Shc-transforming protein 1；　label-free quantitative proteomics；　bioin⁃

formatics； GO analysis；　KEGG analysis
阴道萎缩（vaginal atrophy，VA）是指女性阴道组

织因雌激素水平下降引起的阴道黏膜上皮变薄、胶

原蛋白变性、黏膜血流减少等萎缩性改变。其发病

原因主要包括自然绝经、卵巢早衰、医源性因素（如

手术、放疗、化疗等）以及慢性疾病如糖尿病等，其

临床表现为外阴干燥、瘙痒、灼热感、性交痛、阴道

分泌物减少等，严重影响患者的生活质量［1-3］。大

约 40%~54%的绝经后女性和大约 15%的绝经前女

性会出现这一症状，是中老年女性的常见病［4］。在

中国北京社区的一项调查中，30~75 岁女性该病患

病率为 35%［5］。但是，部分女性因文化、认知等因素

并未进行诊疗，加之全球进入加速老年化，VA实际

患病率极有可能被低估［6］。随着绝经后时间延长，

相关症状体征会出现进行性加重，从而严重影响生

活质量。随着老龄化和生活水平的提高，该病应该

得到进一步重视和发展。雌激素是改善阴道萎缩

有效的药物，根据作用方式不同分为口服药物、阴

道给药和经皮给药，根据作用范围不同分为全身和

局部用药［7］。全身用雌激素可以对全身多个系统产

生作用，但由于其可能增加子宫内膜及乳腺的相关

风险，临床更常采用局部给药方式，以降低全身性

影响。目前研究结果表明局部雌激素可能通过以

下途径发挥作用：①通过雌激素受体（estrogen re⁃
ceptor，ER）介导的生长因子通路引起了阴道上皮的

增殖及角化；②促使胶原前体合成为胶原，改善组

织弹性；③通过抗炎、抗氧化应激使血管舒张，增加

血流量，从而提升阴道血供。然而，在上述已知机

制之外，局部雌激素在改善阴道萎缩过程中所引起

的蛋白质组学变化，目前尚不明确。

蛋白质组学的研究方法有芯片法及质谱法，其

中非标记的定量蛋白质组学（label-free quantitative 
proteomics）不需要对比较样本进行标记处理，只需

要比较特定肽段/蛋白在不同样品间的质谱信号强

弱便可得到组间比较的差异蛋白。差异蛋白可以

通过GO及KEGG通路分析，揭示差异蛋白参与的生

物学过程及相关调控网络，从而系统阐释差异蛋白

在生理或病理过程中的作用，并了解蛋白之间的关

系。目前，针对大鼠阴道萎缩的蛋白质组学研究仍

较为有限，且多集中于单一时间点或局部组织的蛋

白表达谱描述，缺乏动态、系统的蛋白功能与通路

整合分析。因此，本研究拟通过去势大鼠模型阴道

标本的非标记定量蛋白质组学分析，寻找局部雌激

素在改善阴道萎缩的过程中与雌激素代谢有关的

蛋白、基因及通路，并将差异蛋白进行 GO 及 KEGG
分析，推测其发挥作用的可能机制，为下一步的基

础研究提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　主要试剂耗材　阳离子防脱载玻片（ZLI-
9506）、中性树胶（ZLI-9555）、苏木精染色液（ZLI-
9615）、伊红染色液（ZLI-9612）、4'，6-二脒基-2-苯
基吲哚（DAPI）甘油封片剂（ZLI-9557）购自北京中

杉金桥生物技术有限公司，盖玻片（10212432C）购

自江苏世泰实验器材有限公司，无水乙醇、二甲苯

购自国药集团化学试剂有限公司，用于阴道组织处

理与染色；Urea（U5128）、DTT（D0632）、Iodoacet⁃
amide（V900335）购自上海 Sigma-Aldrich 公司，用于

蛋白质提取；考马斯亮蓝G-250（C6232）购自上海麦

克林生化科技股份有限公司，ExpressPlus™ PAGE 
Gel（M81612C）购自南京金斯瑞生物科技有限公司，

SDS（436143）、Tris（T1378）购自上海 Sigma-Aldrich
公司，用于蛋白质定量；胰蛋白酶（V5113）购自北京

Promega Corporation公司，NH4HCO3（A6141）购自上

海Sigma-Aldrich公司，用于蛋白质酶解；Pierce™ High 
pH Reversed-Phase Peptide Fractionation Kit（84868）、

TMT 6plex kit（90066）、TMT 10plex kit（90111）、TMT⁃
pro plex kit（A44522）、Peptide desalting spin column
（89851）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司，10K
超滤管（OD010C35）购自中国 Pall Corporation 公司，

Acetonitrile（1499230-935）、Formic acid（111670）购

自 上 海 Merck Millipore 公 司 ，Trifluoroacetic acid
（T6508）购自上海 Sigma-Aldrich 公司，用于 LC-MS
分析。

1.1.2　主要仪器设备　光学显微镜（MZ62）购自广

州明美光电技术有限公司；电热恒温水槽（DK-88）
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购自上海精宏实验设备有限公司；病理切片机

（RM2016）购自上海徕卡显微系统贸易有限公司；色

谱仪（Easy-nLC1200）、可见紫外分光光度计（Multi⁃
Skan FC）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；真

空离心浓缩仪（Concentrater plus）、离心机（5430R， 
5424R）购自上海 Eppendorf AG 公司；脱水机（JJ-

12J）、包埋机（JB-P5）购自武汉俊杰电子有限公司；

组织摊片机（KD-P）购自浙江省金华市科迪仪器设

备有限公司；动物呼吸机（TM031-1210-01-010-009）
购自成都泰盟软件有限公司；质谱仪（timsTOF）购自

美国 Bruker Corporation 公司；电泳系统（Mini-PRO⁃
TEAN Tetra）购自美国 Bio-Rad Laboratories 公司；超

声波系统（150-96）购自 Biosafer 公司；湿盒购自北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。

1.1.3　实验动物　选取健康 6~8周雌性生育龄未孕

SD大鼠 36只，体质量 240~260 g，动物饲养于山西医

科大学实验动物中心，室内温度为 24~26 ℃，相对湿

度为 50%~70%，12 h/12 h 光暗循环，自由饮食。本

研究经山西医科大学第二医院伦理委员会的审批

同意，伦理批号为DW2024001。
1.2　动物实验

1.2.1　去势模型的构建　36 只大鼠用七氟烷进行

麻醉，其中，24只大鼠进行去势手术，12只大鼠进行

假手术（sham组）模拟正常未绝经状态。去势手术：

将七氟烷麻醉成功后的大鼠，侧卧位固定于无菌手

术板，以最后肋稍后方为中心剪毛备皮，用碘酒和

酒精依次消毒皮肤；无菌手术刀自腰椎沿背部正中

线向下做 1~2 cm 纵向切口，切开皮肤，依次钝性剥

离筋膜及肌肉层进入腹腔，找到脂肪堆后上下探

寻，可见被包裹于脂肪组织中大鼠卵巢，卵巢组织

呈粉红色“桑葚样”，绿豆大小，提起卵巢并分离周

围脂肪团，在输卵管峡部实施结扎，然后剪掉双侧

卵巢组织，检查无渗血以后，将脂肪组织和子宫角

送回腹腔摆正，给予青霉素粉局部撒敷，间断缝合

肌肉及皮肤层关腹［8］。假手术组将大鼠按上述步骤

剪开腰肌暴露腹腔，暴露时间与手术组时间相等，

后将肌层与皮肤缝合，用碘伏擦拭创口。术后自然

喂养。手术后 14 d 开始连续阴道涂片观察动情周

期变化。阴道涂片方法：移液器取 50 μL 生理盐水

于大鼠阴道内吹吸 2~3 次，吸出后涂于载玻片上。

待干燥后，使用瑞氏染液染色，光学显微镜下观察。

当连续 5 d 没有动情周期改变时，初步表示模型构

建成功［8］。

1.2.2　分组及给药　将造模成功后去势大鼠采用

随机数字表法分为两组，每组大鼠 12 只：去势组

（OVX 组）和去势大鼠局部雌激素使用组（OVX+E2
组）。OVX+E2 组大鼠每日给药前先分别称重，按

0.1 g/（kg·d）剂量将雌激素（红丽来，14 g/支，新疆新

姿原生物制药有限责任公司）稀释于 0.5 mL生理盐

水中，注入大鼠的阴道内给予药物局部治疗 21 d。
其余两组不予药物干预。

1.2.3　样本收集与制备　末次给药后大鼠以颈椎

脱臼法安乐死，并取出大鼠阴道组织。将取下的阴

道组织用 PBS液清洗去除残留血液和污染物，迅速

剥离脂肪和筋皮等结缔组织，清洗干净。用组织剪

或手术刀将阴道组织分离。液氮速冻 5 min，-80 ℃
保存，干冰运输。为进行后续蛋白质组学分析，本

研究采用随机数字表将各组（OVX组、OVX+E2组及

sham 组）的 12 个独立样本随机分为 3 个生物学重

复。每例生物学重复样本，均由 4只大鼠的阴道组

织等质量混合后研磨制备而成。

1.2.4　非标记定量蛋白质组学分析　非标记定量

蛋白质组学研究的主要步骤包括：蛋白质提取、蛋

白质定量、蛋白质酶解、LC-MS/MS 分析、数据库检

索、数据分析等环节。

（1）蛋白质提取及蛋白质定量。每例样品分别

加入适量 SDT 裂解液，使用匀浆器进行匀浆，转移

到EP管中，然后沸水浴 3 min，超声破碎 2 min，4 ℃，

16 000g离心 20 min，取上清，使用 BCA 法进行蛋白

定量，每例样品各取 15 μg蛋白进行 SDS-PAGE电泳

实验，电泳结果进行考马斯亮蓝染色。

（2）蛋白质酶解。每组样品各取 100 μg蛋白进

行 FASP酶解，步骤如下：每例样品中分别加入适量

1 mol/L DTT 至终浓度 100 mmol/L，沸水浴 5 min，冷
却至室温。加入 200 μL UA buffer（8 mol/L Urea，
150 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0）混匀，转入 10 kD 超滤

离心管，12 000g离心15 min。加入200 μL UA buffer
离心 12 000g 15 min，弃滤液。加入 100 μL IAA（50 
mmol/L IAA 溶解于 UA），600 r/min 振荡 1 min，避光

室温 30 min，12 000g 离心 10 min。加入 100 μL UA 
buffer，12 000g 离心 10 min，重复 2 次。加入 100 μL 
NH4HCO3 buffer，14 000g 离心 10 min 重复 2 次。加

入 40 μL Trypsin buffer（6 μg Trypsin 溶解于 40 μL 
NH4HCO3 buffer），600 r/min 振荡 1 min，37 ℃ 孵育

16~18 h。换新收集管，12 000g离心 10 min，收集滤

液，加入适量 0.1% TFA 溶液，酶解后的肽段使用
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C18 Cartridge 脱盐，真空冻干。酶解后的肽段干燥

后用 0.1% TFA 复溶，肽段浓度测定，以备 LC-MS
分析。

（3）LC-MS分析：每例样品取适量肽段使用纳升

流速 Easy nLC 1200 色谱系统（Thermo Scientific）进

行色谱分离。缓冲液：A液为 0.1%甲酸水溶液，B液

为 0.1% 甲酸乙腈水溶液（乙腈为 80%）。样品直接

经商品化色谱分析柱（250 mm×75 μm， 1.6 μm， Ion⁃
Opticks）进行梯度分离，流速为 300 nL/min。液相分

离梯度如下：0~45 min，B液线性梯度从 2%到 22%；

45~50 min，B液线性梯度从 22%到 35%；50~55 min，
B液线性梯度从 35%到 80%；55~60 min，B液维持在

80%。肽段分离后用 timsTOF 质谱仪（Bruker）进行

DDA-PASEF（数据依赖采集）质谱分析。分析时长

为60 min，检测模式：正离子，母离子扫描范围：100~
1 700 m/z，Intensity Threshold：5 000.00；Ion mobility： 
0.6~1.6 V·s/cm2；Ramp Time： 100.0 ms；Accumulation 
Time：2.0 ms。达到 20 000 计数目标值的母离子动

态排除时间：0.4 min。Quadrupole isolation width： 2 Th
（m/z<700）/3 Th（m/z>700）。每一个 TIMS 循环时间

为1.1 s，其中包括1个Full MS和10个PASEF MS/MS。
1.2.5　蛋白质组学数据分析　本项目对 LC-MS 分

析所得的质谱数据进行如下处理：首先，使用 MS⁃
Fragger 3.4 软件，在 Uniprot 中的 Rattus norvegicus 
（Rat）蛋白质数据库（版本 20230210，共 54 767条蛋

白质序列）中进行检索，以鉴定样品中的蛋白质。

在此基础上，筛选出组间差异蛋白。随后，为阐释

这些差异蛋白的生物学功能，分别利用 GO 数据库

（Gene Ontology Knowledgebase）和KEGG数据库（Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes）进行功能富集

分析：GO分析从生物过程（biological process，BP）、分

子功能（molecular function，MF）和细胞组分（cellular 
component，CC）3个层面揭示差异蛋白的功能归类；

KEGG分析则从信号通路层面阐释差异蛋白的生物

学意义［9，10］。
1.3　统计学分析

在蛋白质的显著性差异分析中，采用 Student t
检验结合变化倍数（fold change，FC）的方法，筛选出

显著差异蛋白（通常满足P<0.05，同时 FC>1.5或<1/
1.5）。GO与KEGG功能富集显著性通过Fisher精确

检验评估，并使用 Benjamini-Hochberg 法进行多重

检验校正，以控制假发现率（FDR）。结果用 P<0.05
表示功能显著富集，P值越小表示功能富集越显著。

2　结果

2.1　去势模型建立情况

24 只大鼠均造模成功。假手术大鼠阴道上皮

脱落细胞涂片可见大量角化上皮细胞，形状大而不

规则，符合动情期阴道涂片形态学特征，表明大鼠

拥有正常动情周期；去势手术大鼠阴道涂片没有动

情周期的改变（见图1），证明造模成功。

2.2　非标记定量蛋白质组学结果

每例样品各取 15 μg 蛋白进行 SDS-PAGE 电泳

实验，电泳结果进行考马斯亮蓝染色，扫描结果如

图 2 所示。各组蛋白质酶解肽段长度分布见图 3。
通过箱线图、小提琴图及直方图对蛋白质表达数据

进行质量评估。箱线图与小提琴图结果显示，三组

间蛋白质表达量的中位数及分布形态基本一致（见

图 4）；直方图结果显示，所有样本的蛋白质表达量

总体呈近似正态分布（见图 5），表明样本整体质量

较高，组内生物学重复的一致性较好。

图1　去势组和假手术组大鼠阴道涂片比较

Figure 1　Comparison of vaginal smears of rats between 
OVX group and sham group

图2　各组大鼠阴道组织蛋白质的SDS-PAGE电泳图

Figure 2　SDS-PAGE analysis of vaginal tissue proteins 
from rats in different groups
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2.2.1　所有检测蛋白质的亚细胞定位分析　通过

LC-MS/MS分析，本研究 9例大鼠阴道组织样本的蛋

白质酶解肽段中共检测到 46 907种蛋白肽段，最终

鉴定到 5 663个蛋白质，通过数据库比对，这些蛋白

质已成功映射到其相应的基因符号。这些蛋白质

及基因的亚细胞定位主要位于细胞质（见图6）。

2.2.2　差异蛋白及基因的筛选　OVX+E2组与OVX
组共同表达的蛋白及基因 5 522 种，其中上调的差

异蛋白及基因 74 种，占比 1.31%；下调的差异蛋白

及基因 28 种，占比 0.49%（见图 7 及表 1）。sham 组

图3　蛋白质酶解后肽段的长度分布

Figure 3　Length distribution of peptides after protein digestion

图5　各组大鼠阴道组织蛋白质表达量的分布特征

Figure 5　Distribution of vaginal tissue protein expression levels in rats in each group

图4　各组大鼠阴道组织蛋白质表达量的组间差异

Figure 4　Comparison of vaginal tissue protein expression 
levels among groups
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与 OVX 组共同表达的蛋白及基因 5 496 种，其中上

调的差异蛋白及基因 494种，占比 8.72%，下调的差

异蛋白及基因 161 种，占比 2.84%（见图 7 及表 1）。

OVX+E2组与OVX组，以及OVX+E2组与 sham组的

差异蛋白均以上调为主（见图8）。     
2.2.3　与雌激素代谢相关的差异蛋白及基因　在

OVX+E2组与OVX组共同表达的蛋白中，共鉴定出

73个与雌激素代谢相关的差异蛋白。其中，表达上

调的蛋白有 45 个，表达下调的蛋白有 28 个。根据

预设阈值筛选（P<0.05且|FC|>1.5），仅有 Shc转化蛋

白1（Shc1）呈显著上调（P=0.026，FC=2.56）。

在 sham 组与 OVX 组共同表达的蛋白中，共鉴

定出 131 个与雌激素代谢相关的差异蛋白。其中，

表达上调的蛋白有 78个，表达下调的蛋白有 53个。

经相同标准筛选，共有 8 个蛋白表现为显著上调

（见表2）。

2.2.4　差异蛋白之间的相关性分析　差异蛋白间

的相互作用网络通过 STRING数据库（版本 11.5）进

行分析，该数据库采用基于朴素贝叶斯的统计框架

对不同证据进行加权融合，最终为每对蛋白质生成

一个“置信度得分”。对OVX+E2组与OVX组间筛选

得到的差异蛋白进行了关联分析，重点考察其与信

号衔接蛋白 Shc1的互作关系。结果显示，与 Shc1关

图6　非标记定量蛋白质组学鉴定蛋白质的亚细胞定位分析

Figure 6　Subcellular localization analysis of proteins identified by label-free quantitative proteomics

表1　三组间差异蛋白数量统计
Table 1　Quantitative analysis of differentially expressed 

proteins between groups
组间比较

OVX+E2 vs OVX
sham vs OVX

上调

74
494

下调

28
161

显著差异蛋白数

102
655

图7　三组间差异蛋白的筛选

Figure 7　Screening of differentially expressed 
proteins between groups
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系显著的蛋白有 3种，分别是桩蛋白（Paxillin，Pxn）、
MHC Ⅱ类抗原（MHC class Ⅱ antigen，RT1-Db1）、伪足

富集的非典型激酶1（pseudopodium-enriched atypical 
kinase 1，Peak1）。Shc1与 Pxn、RT1-Db1、Peak1构成

蛋白网络发挥作用（见图9及表3）。

2.2.5　OVX+E2组与OVX组差异蛋白的GO分析

对OVX+E2组与OVX组间差异蛋白进行GO富集分

析发现，Shc1在 3个类别中均呈现显著富集。在BP
类别中，共发现200条显著富集通路，其中Shc1参与

了 5条，分别为：细胞组分组织或生物发生、细胞黏

附、骨髓细胞增殖的正向调节、细胞骨架组织以及

骨髓细胞增殖的调控；在CC类别中，共发现 24条显

著富集通路，Shc1参与 1条，即 Shc-EGFR复合物；在

MF类别中，共发现 42条显著富集通路，Shc1参与 1
条，即磷酸酪氨酸残基结合（见表 4）。综合分析表

明，细胞组分组织或生物发生和 Shc-EGFR 复合物

这两个条目，在 Shc1 的功能注释中占据重要地位

（见图10）。

2.2.6　OVX+E2组与OVX组相比差异蛋白的KEGG
分析　对 OVX+E2 组与 OVX 组差异蛋白的 KEGG
富集分析，共鉴定出 104条上调通路，其中 6条通路

差异显著。按富集程度（P 值由小到大）排列，分别

表2　sham组与OVX组间差异蛋白中与雌激素代谢有关的
蛋白及基因

Table 2　Proteins and genes associated with estrogen me⁃
tabolism in differentially expressed proteins be⁃
tween sham group and OVX group

基因    
Krt14
Shc1
Mmp9
Krt17
Krt23
Krt33b
Krt35
Krt42

蛋白名称        
角蛋白14
shc转化蛋白1
基质金属蛋白酶9
角蛋白17
角蛋白23
角蛋白33B
角蛋白35
角蛋白42

P

0.001
0.001
0.002
0.005
0.015
0.027
0.027
0.029

FC
1.58
2.46

20.74
1.59
3.23
1.94
1.94
1.86

图9　OVX+E2组与OVX组差异蛋白间的相关性分析

Figure 9　Correlation analysis of differential proteins 
between OVX+E2 group and OVX group

表3　OVX+E2组与OVX组差异蛋白之间的相关性分析
Table 3　Correlation analysis of differential proteins  between 

OVX+E2 group and OVX group
来源蛋白

Shc1
Gbf1
Shc1
Wasl
Wasl
Wasl
RT1⁃Db1
Wasl
Srgap2

目标蛋白

Peak1
Pxn
Pxn
Pxn
Scrib
Sh3yl1
Shc1
Trip10
Wasl

置信度得分

668
404
600
699
458
780
624
897
653

图8　三组间差异蛋白的火山图

Figure 8　Volcano plots of DEPs between groups
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是：上皮细胞的细菌侵袭通路、内吞作用、戊糖磷酸

途径、耶尔森菌感染、剪接体以及谷胱甘肽代谢。

其中上皮细胞的细菌侵袭通路为 P值最小、富集程

度最高的通路，且有Shc1参与（见表5）。

在 KEGG 数据库的一级类别中，这些显著富集

通路主要归属于细胞过程、遗传信息处理和人类疾

病三大类；其二级类别则涵盖碳水化合物代谢、细

菌性传染病、其他氨基酸代谢、运输和分解代谢以

及转录（见图11）。

表4　OVX+E2组与OVX组差异蛋白Shc1的GO分析
Table 4　GO analysis of differentially expressed protein Shc1 

between OVX+E2 group and OVX group
条目描述

细胞组分组织或生物发生

细胞黏附

骨髓细胞增殖的正向调节

细胞骨架组织

骨髓细胞增殖的调控

Shc⁃EGFR复合物

磷酸酪氨酸残基结合

P

0.005
0.017
0.018
0.024
0.036
0.019
0.039

富集因子

 1.29
1.76

54.41
1.60

27.20
52.48

3.85

GO类别

BP
BP
BP
BP
BP
CC
MF

表5　OVX+E2组与OVX组差异蛋白KEGG分析的差异显著上调的通路
Table 5　Significantly up⁃regulated pathways of DEPs between OVX+E2 group and OVX group by KEGG analysis

通路名称

上皮细胞的细菌侵袭通路

内吞作用

戊糖磷酸途径

耶尔森菌感染

剪接体

谷胱甘肽代谢

代表基因

Pxn（1.19）/Wasl（0.95）/Shc1（1.36）
Zfyve16（2.49）/Wasl（0.95）/Mvb12a（2.78）/Gbf1（0.82）/Hgs（0.92）
Pgd（0.93）/G6pd（0.59）
Tbk1（4.05）/Pxn（1.19）/Wasl（0.95）
Sf3b4（6.23）/Prpf38b（5.14）/Prpf6（0.80）
Pgd（0.93）/G6pd（0.59）

富集因子

9.12
4.27

15.60
5.20
4.62
6.59

P

0.004
0.006
0.007
0.020
0.027
0.037

注：表中基因后面括号内数值表示变化倍数。

图10　OVX+E2组与OVX组差异蛋白的GO富集分析气泡图

Figure 10　Bubble plot of GO enrichment for DEPs between OVX+E2 group and OVX group

图11　OVX+E2组与OVX组差异蛋白中显著富集的KEGG通路

Figure 11　KEGG pathways significantly enriched in differentially expressed proteins between OVX+E2 group and OVX group
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3　讨论

阴道萎缩严重影响绝经女性的生活质量，随着

老龄化和生活水平的提高，该病应该得到进一步重

视和发展。目前，阴道萎缩的一线治疗方式是激素

治疗，其中局部雌激素给药因全身影响较小而成为

常用方案。尽管其临床有效性得到确认，但关于局

部雌激素如何改善阴道萎缩的具体分子机制，尤其

是在蛋白质组学层面的动态改变，尚不明确。阐明

这一机制，对于深入理解治疗原理、优化治疗策略

具有重要意义。

非标记定量蛋白质组学技术通过直接比较肽

段质谱信号强度，能够识别组间差异表达的蛋白，

并借助 GO 与 KEGG 分析系统解析其潜在作用机

制。本研究采用该策略，旨在从蛋白质层面揭示雌

激素改善阴道萎缩的分子基础。

本研究结果显示，阴道萎缩时下调的蛋白并非

全部在局部雌激素治疗后上调。其原因可能在于，

绝经状态时下降的不光是雌激素，还包括孕激素和

雄激素。此外，对与雌激素代谢通路相关蛋白的分

析也表明，阴道萎缩时 Shc1、角蛋白及基质金属蛋

白酶 9的表达均发生改变，而局部雌激素治疗后仅

改变了 Shc1 的表达。这或许可以解释为何局部雌

激素治疗虽能改善症状，却无法完全代替全身雌激

素治疗，以致当效果不好时仍需使用全身全身给药

方案。这间接证实了先前研究提出的观点，即在改

善阴道萎缩的过程中雄激素和孕激素可能也有一

定的作用［11］。
雌激素通过 ErbB 生长因子家族促进阴道上皮

增殖是其经典作用途径。有研究发现，雌激素与受

体结合后，需借助 ErbB 生长因子配体介导，才能引

起阴道上皮增殖及角化［12］。本研究虽未在 OVX+
E2组与OVX组差异蛋白筛选中发现ErbB生长因子

配体表达的差异，但ErbB生长因子配体下游的 Shc1
表达上调。这提示局部雌激素可能通过上调 Shc1
发挥改善去势大鼠阴道萎缩的作用。为验证该推

论，本研究进一步的 GO 分析提示存在“Shc-EGFR
复合物”通路，表明 Shc1 可能与表皮生长因子共同

发挥作用。已知表皮生长因子能促进包括阴道在

内的多种上皮组织增殖。Gao等［13］的研究证实，雌

激素可通过调节表皮生长因子受体（EGFR）来影响

细胞的生长、增殖与凋亡。在分子机制上，EGFR被

激活后，其信号可通过接头蛋白 Shc1向下游的 p21-

Ras通路传递。Ras蛋白作为一种GTP酶分子开关，

通过在其活性（GTP结合）与非活性（GDP结合）状态

间循环，转导细胞外生长因子信号，进而调控细胞

增殖、存活、生长、迁移、分化或细胞骨架活力［14，15］。
本研究中观察到OVX+E2组 Shc1表达上调，这一发

现与上述信号通路的激活机制高度吻合，提示局部

雌激素可能通过上调 Shc1 介导的信号传导改善阴

道萎缩。除增殖相关通路外，局部雌激素治疗还可

通过抗炎、抗氧化应激的作用促进阴道血管舒张、

增加血流量，从而改善阴道萎缩状态［16］。Shc1已被

证实参与调节细胞活性氧水平和氧化应激反

应［17，18］。综上，推测局部雌激素的抗氧化应激作用

亦可能通过 Shc1实现，这为理解局部雌激素多途径

改善阴道萎缩提供了新的线索。

本研究的KEGG通路功能分析显示，Shc1在“上

皮细胞的细菌侵袭”通路中显著富集。该通路中同

时上调的桩蛋白、Shc1、肌动蛋白成核促进因子均已

知能增强上皮细胞抵御细菌入侵的能力［19，20］。提

示 Shc1 上调可能通过上皮细胞的细菌侵袭通路强

化阴道黏膜免疫屏障功能。本研究差异蛋白相关

性分析进一步揭示了 Shc1的作用网络，其与伪足富

集非典型激酶 1（PEAK1）、桩蛋白和MHC Ⅱ类抗原

关联。PEAK1是调控EGFR下游细胞增殖与迁移的

关键节点［21，22］；桩蛋白是局部黏着斑结构蛋白之

一，是细胞内信号传导途径中的关键节点，与血管

形成、细胞-细胞外基质相互作用、酪氨酸蛋白激酶

信号传导、IL-3信号通路及 IL-6信号通路有关，可促

进细胞的增殖、黏附与侵袭［23，24］；MHC Ⅱ类抗原与

细菌感染、抗原处理和呈递、Th1 和 Th2 细胞分化、

免疫稳态相关［25，26］。这一互作网络提示，Shc1的上

调可能作为一个枢纽，同时协调局部雌激素对阴道

上皮的增殖、分化以及免疫稳态维护等多重效应，

从多维度共同促进阴道组织的整体健康。

综上所述，局部雌激素可能通过上调 Shc1改善

去势大鼠的阴道萎缩。生物信息学分析提示，Shc1
可能通过形成 Shc-EGFR复合物调控酪氨酸磷酸化

信号，进而影响细胞组分组织或生物发生、细胞黏

附、骨髓细胞增殖的正向调节、细胞骨架组织、骨髓

细胞增殖的调控等生物过程；同时，其可能参与上

皮细胞的细菌侵袭通路，并与非典型激酶 1、桩蛋

白、MHC Ⅱ类抗原构成相互作用网络发挥作用。这

些发现为深入理解局部雌激素治疗阴道萎缩的分

子机制提供了新的线索，并可能为未来药物研发提
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供潜在靶点。然而，本研究存在一定局限性。首

先，结论基于动物模型，其与人类阴道萎缩的病理

生理学可能存在物种差异。其次，蛋白质组学筛选

出的关键差异蛋白 Shc1及其预测通路，尚未在功能

层面进行实验验证。未来研究可在人类萎缩阴道

组织中验证 Shc1的表达与功能，并利用细胞或动物

模型通过基因敲减、过表达等手段，在体内外深入

阐明 Shc1 在雌激素作用下调控阴道上皮细胞增殖

与分化的具体信号转导通路，以推动其应用向临床

转化。
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