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摘 要

黑线姬鼠（Apodemus agrarius）是我国常见的农田害鼠，控制其种群数量是鼠害防

治的重点。雄性黑线姬鼠的睾丸在繁殖季节会发生下降现象，以此提高其雄性繁殖

强度，睾丸下降会显著影响其基因表达和代谢物含量，而蛋白质作为基因表达的产

物和新陈代谢的基础，主导着睾丸的生理功能，但以往的研究缺乏对黑线姬鼠睾丸

下降期和睾丸正常期睾丸蛋白质种类及功能的比较分析。以处于睾丸下降期（9只）

和睾丸正常期（9只）的黑线姬鼠为研究对象，对其睾丸进行蛋白质组学分析，鉴定睾

丸蛋白质种类、测定含量并进行比较，分析功能注释与富集，筛选出与精子发生相

关的蛋白质。结果表明：在睾丸下降期和睾丸正常期的黑线姬鼠睾丸中共鉴定到

10 533个蛋白质，其中，两个时期共有蛋白质 9 871个，特有蛋白质种类分别为 239、
423个，差异蛋白质 1 932个，两个时期蛋白质功能注释结果相似，但蛋白质的种类和

含量差异较大，GO和KEGG共富集到剪接体、RNA剪接的调控和mRNA加工的调控

等 12条与精子发生相关的功能通路。研究结果揭示了黑线姬鼠睾丸在不同时期的

蛋白质差异，为探究黑线姬鼠睾丸下降的内在作用机制提供了新的思路。
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Abstract：Apodemus agrarius is a common rat pest in China’s farmland， with population management being an important 

facet of rodent control.  Male A. agrarius testicles naturally diminish during the breeding season to boost male reproductive in⁃

tensity.  Testicular descent significantly affects its gene expression and metabolite content.  And proteins， as the products of 

gene expression and the basis of metabolism， dominate the physiological functions of the testicles.  Previous studies lacked 

comparative analysis of protein types and functions in testicles of A. agrarius at different periods.  We comparative analyzed 

A. agrarius testicles（nine pieces） and intestines（nine pieces）， and testicles proteins were identified， annotated， enriched， 

and screened for relevant functions. Result： 10 533 proteins were found， with 9 871 identified.  There were 239 and 423 

unique protein types in the droop and normal stages， respectively， and 1 932 different proteins.  Protein types and contents 

varied significantly， but functional annotation results were similar.  GO and KEGG enrich 12 functional pathways relate to 

spermatogenesis， including spliceosomes， regulation of RNA splicing， and regulation of mRNA processing.  This study re⁃

veals the protein differences in the testicular of A. agrarius at different periods， and provides a new idea for exploring the ex⁃

ternal reasons and internal mechanisms of testicular descent in A. agrarius.

黑线姬鼠（Apodemus agrarius）隶属于鼠科（Muri⁃
dae）姬鼠属（Apodemus），又名长尾黑线鼠、黑线鼠和

田姬鼠，其背部中线为深色毛发，形似黑线，身形细

长，体型较小，是我国一种常见的小型啮齿动物［1−2］。

黑线姬鼠是农田生态系统的优势鼠类之一［3］，其在

不同季节的食物偏好差别较大，在夏季和秋季主要

以大豆（Glycine max）和马铃薯（Solanum tuberosum）
等农作物为食［4］，严重影响农作物的安全生产，黑线

姬鼠也是立克次体（Rickettsia）、副黏病毒（PAPV-1、
PAPV-2）和 J副黏病毒（JPV）等多种病原体的天然宿

主和传播媒介［5−7］，是疾病防控和实验动物化研究的

实验样本［8］，也是我国各地区鼠害防治的重点调查

对象［9−10］。

睾丸是雄性动物的生殖器官，是精子发生和雄

激素分泌的主要场所［11］，是雄性动物参与繁殖过程

的基础［12］。啮齿动物的睾丸在繁殖期会膨胀变大，

由腹腔下降至阴囊，以此提高雄性的繁殖强度。目

前，睾丸下降率已经成为黑线姬鼠等啮齿动物种群

调查的重要参数，是评估其种群繁殖能力的标准之

一，刘毅等［1］通过调查贵州省凯里市黑线姬鼠种群

的睾丸下降率、怀孕率和胎仔数等繁殖参数，推断出

当地黑线姬鼠防治的最佳时期为 4月和 8月。关于

睾丸下降内在功能机制的研究，李强等［2］对黑线姬

鼠睾丸转录组学和代谢组学进行了联合分析，发现

睾丸下降期和睾丸正常期具有6 064条差异表达基因

和289个差异代谢物，且甘油磷脂、α-亚麻酸和花生四

烯酸等代谢通路可能是促进黑线姬鼠睾丸精子发生的

重要代谢通路，这表明黑线姬鼠睾丸下降会显著影响

其基因表达和代谢物含量，而蛋白质作为基因表达的

产物和新陈代谢的基础，主导着睾丸的生理功能，但其

在睾丸下降过程中的变化特征还有待进一步研究。

随着质谱技术的发展和蛋白质功能的深入发

掘，普通蛋白质组、磷酸化修饰蛋白质组和N-糖基化

修饰蛋白质组等技术已广泛应用于动物学领域［13］，

研究人员可通过蛋白质组学技术来探究动物的组织

功能、疾病响应和进化关系等多个方面。Otte et al.［14］

通过研究浮游甲壳动物的角质层蛋白质组，发现结

构角质层蛋白质家族是节肢动物身体结构柔软灵活

的基础。Hulme et al.［15］通过检测啮齿动物在不同损

伤条件下的血液蛋白质组，确定急性期反应信号传导

和肝X受体/视黄酸X受体（LXR/RXR）激活被鉴定为

差异调控通路。Froment et al.［16］比对了人和 4种非人

灵长类动物的牙齿蛋白质组，筛选出14种具有生物分

类学意义的蛋白质，为动物分类学提供了新的思路。

关于黑线姬鼠睾丸下降的现象还有较多问题亟

待研究，如探究黑线姬鼠睾丸下降的外在原因，即环
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境中有哪些生态因子能影响黑线姬鼠睾丸下降；分

析黑线姬鼠睾丸下降的内在作用机制，即睾丸下降

后对器官功能如精子发生过程可产生哪些影响等。

对于外在原因，作为繁殖特征之一［8］，黑线姬鼠的睾

丸下降受季节、气候和食物资源等多方面影响，目前

此类研究主要以野外调查和形态学观察为主［1］，缺

乏内在分子水平的标志物。对于内在结果，已有研

究表明其睾丸下降会对基因表达水平和代谢物产生

影响［2］，作为基因表达的产物和新陈代谢的基础，蛋

白质种类和含量变化必然会对精子发生功能产生影

响。在哺乳动物睾丸中精子的发生过程较为复杂，

该过程是由精原干细胞逐步分裂而进行，其间涉及

精原干细胞的启动、精原细胞的增殖与分裂、精子的

顶体生成、精子轴丝组装和精子获能等多个阶段，因

此，睾丸下降影响蛋白质的具体种类及有关信号通

路有待进一步研究。

本研究通过蛋白质组学技术，比较分析黑线姬鼠

睾丸下降期和睾丸正常期蛋白质的种类和含量变化

情况，筛选出睾丸不同时期的差异蛋白质（differen⁃
tial protein，DP），并对其进行功能注释和功能富集，获

得与精子发生过程有关的蛋白质和信号通路。一方

面可以筛选睾丸不同时期的特有蛋白质作为生物标

志物，另一方面有助于在蛋白质水平上分析黑线姬鼠

睾丸下降对其睾丸精子发生过程的影响机制。

1　材料与方法

1. 1　样本采集

实验样本为体质量 17～22 g的成年雄性黑线姬

鼠，采用笼捕法（20 cm × 50 cm 铝制捕鼠笼）于夏季

（2023 年 6—8 月）和秋季（2023 年 9—11 月）捕捉自

黑龙江省牡丹江市三道关国家森林公园，其中夏季

为睾丸下降期（XJQ），秋季为睾丸正常期（ZCQ），每

组 9只，共 18只，每组 3个生物学重复。通过二氧化

碳窒息法将黑线姬鼠安乐死，解剖后取其睾丸，放入

无菌冻存管后液氮速冻，于冰箱中-80 ℃保存，以备

后续的蛋白质组分析。本研究通过了牡丹江师范学

院实验动物伦理委员会的审查（批件号：IACUC-

MNU-2022-108）。

1. 2　蛋白质提取

在冷冻状态下将所有睾丸样本置于 MP震荡管

中，添加成分为 8 mol/L尿素+1%SDS（含蛋白质酶抑

制剂）的蛋白质裂解液；在高通量组织研磨仪中震荡

3 次，每次 40 s；于冰上裂解 30 min，每 5 min 涡旋混

匀 5～10 s；在 4 ℃条件下 12 000 r/min 离心 30 min，
取上清液；再通过 Thermo Scientific Pierce BCA 试剂

盒（Thermo Fisher Scientific，美国）检测蛋白质含量，

按试剂盒说明书操作。在蛋白质定量检测后，进行

SDS-PAGE电泳，检测其组内重复性。

1. 3　还原烷基化和酶解

取蛋白质样品 100 μg，补充裂解液，添加终浓

度为 100 mmol/L 的三乙基碳酸氢铵缓冲液（triethy-

lammonium bicarbonate buffer，TEAB）；添加终浓度

为 10 mmol/L的三（2-羧乙基）膦（tris（2-carboxyethyl）
phosphine，TCEP），于 37 ℃条件下反应 60 min；添加

终浓度为 40 mmol/L 的碘乙酰胺（iodoacetamide，
IAM），于室温避光条件下反应 40 min。每管按V（丙

酮）∶V（样品） = 6∶1 的比例添加预冷的丙酮，于

-20 ℃条件下沉淀 4 h；10 000 r/min 离心 20 min，取
沉淀；使用 100 μL、100 mmol/L 的 TEAB 溶解样品；

按m（酶）∶m（蛋白质） = 1∶50添加胰蛋白酶，于 37 ℃
条件下酶解过夜。

1. 4　肽段脱盐与定量

胰蛋白酶消化完成后，通过真空泵抽干肽段，再

使用 0. 1% 三氟乙酸（trifluoroacetic acid，TFA）复溶；

通过HLB技术对肽段脱盐，真空浓缩仪抽干；使用肽

段定量试剂盒（Thermo Fisher Scientific，美国）定量。

1. 5　液相串联质谱分析

通过 VanquishNeo色谱仪（Thermo，USA）进行肽

段分离，分析柱为 C18 色谱柱（75 μm × 25 cm，

Thermo，USA），流动相A为98%水+2%乙腈（含0. 1%
甲酸），流动相 B 为 80% 乙腈（含 0. 1% 甲酸）+ 20%
水，流速为1. 25～2. 50 μL/min，色谱分离时间为8 min，
流动相B的液相梯度见表 1，A的比例为 100 - B。数

据采集软件为 Thermo Xcalibur 4. 7（Thermo，USA）。

通过 Orbitrap Astral 质谱仪（Thermo，USA）进行质谱

分析，运行模式为DIA，检测模式为正离子，离子源电

压设置为 1. 5 kV，MS扫描范围（m/z）为 150 ~ 2 000，
得到DIA原始数据，将原始数据导入 SpectronautTM19
进行搜库分析。本研究采用的数据库为转录组预测

的蛋白质序列，每个蛋白质选择 3个肽段，每个肽段

选择 3 个子离子进行定量分析。搜库参数：Protein 
FDR ≤ 0. 01，Peptide FDR ≤ 0. 01，Peptide Confi⁃
dence ≥ 99%，XIC width ≤ 75 × 10-6，排除共享肽段和

修饰肽段，通过峰面积相加得出定量结果。
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1. 6　生物信息学分析

将蛋白质组和微生物多样性数据上传至美吉生

物（www. majorbio. com）云平台［17］进行生信分析。在

蛋白质组学方面，基于Venn分析睾丸下降期和睾丸

正常期所注释到的蛋白质种类差异；通过 R 语言包

中的 student’s t-test检验计算两组间差异显著性P值

与差异倍数（fold change，FC），以 P < 0. 05、FC ≥ 2. 0
或 FC ≤ 0. 5为条件，筛选出睾丸下降期和睾丸正常

期的差异蛋白质，绘制差异火山图；通过 GO数据库

（gene ontology，http：//geneontology. org/）和 KEGG 数

据库（Kyoto encyclopedia of gene and genomes，http：//
www. genome. jp/kegg/）对筛选到的差异蛋白质进行

功能注释与功能富集。

2　结果

2. 1　差异蛋白质的鉴定与筛选

以所有样品缺失值> 90% 为质控条件，在睾丸

下降期和睾丸正常期两组中共鉴定出 10 533个蛋白

质，其中睾丸下降期有 10 110个蛋白质，睾丸正常期

有 10 294个蛋白质，两者共有蛋白质数量为 9 871个

（图 1）；以 P < 0. 05、FC ≥ 2. 0 或 FC ≤ 0. 5 为条件共

筛选出1 932个差异蛋白质，其中上调蛋白质646个，

下调蛋白质 1 286个（图 2），睾丸下降期和睾丸正常

期分别具有239、423个特有蛋白质。

2. 2　差异蛋白质的功能注释

将差异蛋白质进行GO功能注释（图 3），共注释

通路 451条，其中，生物过程（biological process）方面

包括生物过程的调控（regulation of biological pro⁃
cess）、有机物代谢过程（organic substance metabolic 
process）和初级代谢过程（primary metabolic process）

等；细胞组分（cellular component）方面包括细胞器

（organelle）、细 胞 膜（membrane）和 细 胞 质（cyto⁃
plasm）等；分子功能（molecular function）方面包括有

机环化合物结合（organic cyclic compound binding）、

杂环化合物结合（heterocyclic compound binding）和

蛋白质结合（protein binding）等。GO 功能注释结果

表明，睾丸下降期和睾丸正常期的差异蛋白质功能

较为丰富，主要参与有机物的代谢、调控和结合过程

以及生物过程的调控等生理过程，并在细胞膜、细胞

质和细胞器中均有存在。

表1　VanquishNeo液相流动梯度

Table 1　VanquishNeo liquid phase gradient
时间 /min

Time
0
0. 1
1. 0
1. 1
3. 1
4. 6
5. 0
6. 5

A /%
Gradient

96. 0
92. 0
87. 5
87. 4
77. 5
55. 0

1. 0
Stop

B /%
Gradient

4. 0
8. 0

12. 5
12. 6
22. 5
45. 0
99. 0
Stop 红色代表睾丸下降期，蓝色代表睾丸正常期。

Red/blue represents the droop/normal phase of testicular.
图1　睾丸正常期与睾丸下降期的蛋白质Venn图

Figure 1　Venn diagram of proteins in the droop and normal phase of tes⁃
ticular

图2　睾丸正常期与睾丸下降期的蛋白质差异火山图

Figure 2　Differential protein volcano map in the droop and normal phase 
of testicular
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将差异蛋白质进行KEGG功能注释（图 4），共注

释通路 329条，其中，细胞过程（cellular processes）方

面包括运输和分解代谢（transport and catabolism）、

细胞生长与死亡（cell growth and death）和细胞活性

（cell motility）等；遗传信息处理（genetic information 
processing）方面包括转录（transcription）、翻译（trans⁃
lation）和染色体（chromosome）等；环境信息处理（en⁃
vironmental information processing）方面包括信号分

子与相互作用（signaling molecules and interaction）和

信号转导（signal transduction）；生物体系统（organis⁃
mal systems）方面包括免疫系统（immune system）、内

分泌系统（endocrine system）和神经系统（nervous 
system）等；代谢（metabolism）方面包括能量代谢（en⁃
ergy metabolism）、脂质代谢（lipid metabolism）和氨基

酸代谢（amino acid metabolism）等。KEGG 功能注释

结果表明，黑线姬鼠睾丸下降显著影响了其蛋白质

功能，且体现在细胞、系统、代谢和环境信息处理等

多个层次。

图3　差异蛋白质的GO功能注释

Figure 3　GO function annotation of differential proteins

图4　差异蛋白质的KEGG功能注释

Figure 4　KEGG function annotation of differential proteins
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2. 3　差异蛋白质的功能富集

将差异蛋白质进行GO和KEGG功能富集分析，

其中GO功能富集通路 678条，排名前 20的通路见图

5，从中筛选出 10条与 RNA 调控相关的功能富集通

路（表 2），包括 RNA 剪接的调控（regulation of RNA 
splicing）、mRNA 加工的调控（regulation of mRNA 

processing）和 RNA 代 谢 过 程（RNA metabolic pro⁃
cess）等。KEGG 功能富集通路 329 条，排名前 20 的

通路见图6，从中筛选出与精子发生和精子运动有关

的功能富集通路（表 2），包括氧化磷酸化（oxidative 
phosphorylation）和剪接体（spliceosome）。

3　讨论

黑线姬鼠睾丸下降是为提升雄性个体的繁殖强

度，睾丸中蛋白质的种类和含量又会显著影响其生

理功能，因此黑线姬鼠睾丸下降前后蛋白质的种类

和含量变化特征是研究其繁殖机理的重要参考。本

研究分析结果表明，黑线姬鼠睾丸中蛋白质种类丰

富，睾丸下降期和睾丸正常期的特有蛋白质比例相

对较少，具有较高的特异性，可作为区分睾丸下降期

和睾丸正常期的生物标志物。睾丸下降期和睾丸正

常期的差异蛋白质数量占到总蛋白质数量的

18. 34%，比例较高，笔者推测蛋白质的含量变化可

能是影响睾丸功能变化的主导因素，而不同时期睾

丸蛋白质的种类差异对其功能影响相对较少。精子

发生是睾丸的基本生理功能之一，也是哺乳动物睾

丸中高度复杂的细胞发育过程，精原细胞、精母细

表2　睾丸功能的差异蛋白质信息

Table 2　Differential proteins of testicular function
描述

Description
RNA剪接的调控
Regulation of RNA splicing
mRNA加工的调控
Regulation of mRNA processing
RNA代谢过程
RNA metabolic process
RNA加工
RNA processing
mRNA代谢过程
mRNA metabolic process
RNA剪接，通过与凸起的腺苷作为亲核试剂的酯交换反应
RNA splicing， via transesterification reactions with bulged adenosine as nucleophile
通过剪接体进行mRNA剪接
mRNA splicing， via spliceosome
通过酯交换反应进行RNA剪接
RNA splicing，via transesterification reactions
RNA剪接
RNA splicing
mRNA加工
mRNA processing
氧化磷酸化
Oxidative phosphorylation
剪接体
Spliceosome

数据库
Database

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

KEGG

KEGG

分类
Branch

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

PATHWAY

PATHWAY

编码
ID

GO：0043484

GO：0050684

GO：0016070

GO：0006396

GO：0016071

GO：0000377

GO：0000398

GO：0000375

GO：0008380

GO：0006397

mmu00190

mmu03040

蛋白质数量/个
Number of proteins

61

54

270

204

164

85

85

85

130

152

42

76
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胞、伸长型精细胞到未成熟精子的形态变化过程都

在睾丸中进行，而RNA作为基因表达的关键组成部

分，其调控过程（包括 RNA 的修饰、可变剪切、降解

和翻译等）在精子发生中发挥着重要作用［18］。针对

不同时期睾丸差异蛋白质的GO功能富集结果显示，

在富集程度最高的 20 条通路中，共有 10 条通路与

RNA 调控相关，如 RNA 加工、RNA 代谢过程和 RNA
剪接等，因此推测黑线姬鼠的睾丸下降对RNA的调

控过程产生了显著影响，进而影响精子发生过程。

可变剪接（alternative splicing）是调节基因表达与蛋

图5　差异蛋白质的GO功能富集

Figure 5　Differentially proteins enriched protein GO function

图6　差异蛋白质的KEGG功能富集

Figure 6　Differentially proteins enriched protein KEGG function
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白质多样性的关键机制［19］，剪接体作为可变剪接的

组成部分，在精子发生过程中具有重要意义［20］。氧

化磷酸化作为三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，
ATP）产生的途径之一，也可为精子变形、精子运动

及功能发挥提供能量。针对不同时期睾丸差异蛋白

质的 KEGG 功能富集结果，发现在富集程度最高的

20 条通路中，有 2 条通路与精子发生和精子运动有

关，包括剪接体和氧化磷酸化功能通路，其中在富集

到的剪接体相关蛋白质中，Cwc15 参与了 Prp19C 与

RNA聚合酶Ⅱ和TREX的相互作用以及小鼠早期的

胚胎发育过程［21−22］，而SRSF2和SRSF9则参与调节圆

形精子细胞的基因选择性剪接过程［23］。Chen et al.［24］

通过单细胞 RNA 测序技术研究小鼠精子发生过程

中的可变剪接变化特征，发现剪接体的基因数量变

化规律与小鼠精子发生的基因数量变化规律高度相

似，表明剪接体及可变剪接是影响雄性动物种系转

录组复杂程度和睾丸生理功能的关键因素。笔者推

测睾丸下降现象可能通过影响可变剪接过程来促进

精子发生和精子运动，提高其繁殖能力。

黑线姬鼠是典型的 r型对策者，不同季节繁殖特

征不同［9−10］。目前关于季节对黑线姬鼠睾丸下降的

具体影响机制尚未明确。王硕［25］基于全转录组测序

技术，分析了不同光周期下黑线仓鼠（Cricetulus 
barabensis）睾丸 miRNA 的表达谱差异，发现光周期

可以影响其睾丸内各类型RNA的表达水平，miRNA
可与 mRNA 进行特异性结合，抑制转录后的基因表

达，即蛋白质的合成。以往研究表明，黑线姬鼠睾

丸在不同时期存在较多的差异表达基因［2］，因此笔

者推测季节的更替会导致光周期的改变，使黑线姬

鼠睾丸miRNA的表达受到影响，进而间接影响其睾

丸蛋白质的合成，使秋季（短光照）黑线姬鼠睾丸细

胞生长受到抑制，睾丸形态大小正常，而夏季（长光

照）其睾丸细胞正常发育，产生睾丸下降现象。

综上所述，通过对黑线姬鼠睾丸不同时期的比

较蛋白质学研究，共鉴定到 10 533个蛋白质，其中睾

丸下降期和睾丸正常期分别具有 239、423个特有蛋

白质，1 932个差异蛋白质，其中上调蛋白质 646个，

下调蛋白质 1 286 个，结合 GO 数据库和 KEGG 数据

库共筛选出 12 条与睾丸功能相关的信号通路。本

研究结果有助于分析黑线姬鼠睾丸下降的外在原因

和对精子发生的影响机制，为后续黑线姬鼠鼠害防

治及实验动物化研究提供参考。
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