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代谢组学技术对非梗阻性无精子症的诊断价值%
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!!摘!要!目的!通过对非梗阻性无精子症"5aA#和健康捐精者的血清代谢物进行比较分析!确定与生精功
能障碍相关的潜在生物标志物!为5aA的病因诊断和治疗提供依据%方法!采用高效液相色谱"串联质谱法
检测5aA患者"5aA组!)例#和健康捐精者"对照组!)例#的血清标本%通过血清代谢组学技术分析得到

5aA组和对照组的差异代谢物!从中识别出潜在的5aA生物标志物!并分析其可能的代谢途径%结果!共筛
选并鉴定出4*种代谢物可作为5aA的潜在生物标志物!这些代谢物主要与精子发生中的能量产生$氧化应激
和细胞凋亡密切相关%此外!5aA患者花生四烯酸代谢$赖氨酸降解$色氨酸代谢$类固醇激素生物合成$萜类
骨架合成$叶酸合成等多种代谢途径均受到干扰)̀0Pa信号通路$/AS\信号通路$#=a@信号通路$\_(f(

AQG信号通路等都受到影响%结论!5aA的病因可能与血清代谢紊乱有关%血清代谢组学可以识别5aA独
特的代谢模式!为男性不育的发病机制提供新的见解%
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!!不孕不育已成为人类重大的健康问题之一!影响
全球+Z"*)Z的育龄夫妇!其中),Z的生育问题是
由男性因素造成的'*("无精子症是男性不育症中最
严重的类型!主要分为梗阻性无精子症%aA&和非梗
阻性无精子症%5aA&'4("aA是指输精管阻塞或先
天性双侧输精管缺如导致的不育症!其生精功能正

常)而5aA通常是由不明病因的特发性生精功能障
碍引起的"目前!关于5aA的发病机制尚不清楚!对

5aA发生的分子机制进行研究!并在此基础上寻找
治疗5aA的新方法具有重要意义"代谢组学是一种
检测生物样品中小分子代谢物的方法!该技术以生物
指纹标记的方式显现生物体内遗传和环境因素所导
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致的代谢特征!其不仅可展示基因蛋白表达终末产
物!而且还可展现接近真实表型的细胞信号事件'(("
高效液相色谱"串联质谱法%W\31"S8$S8&在代谢
组学研究中具有高准确性*稳定性和敏感性的特
点'7")("血清代谢组学能反映生物体的功能变化!常
被用来进行病原分析和病因预测'B("本研究运用
W\31"S8$S8技术对5aA患者和健康捐精者血清
标本进行特征分析!以期发现与生精功能障碍相关的
潜在生物标志物!为 5aA 的病因诊断和治疗提供
依据"

$!资料与方法
$.$!一般资料!选取本院诊治的)例 5aA患者为
5aA组!患者年龄4)"()岁!体质量指数*+.)"
4(.6QH$#4!无职业及环境暴露!无家族遗传病史!排
除其他重大疾病"另选取广东省人类精子库中的)
例健康捐精者作为对照组!健康捐精者精液满足世界
卫生组织发布的,人类精液实验室检验手册%第五
版&-相关标准"本研究经本院医学伦理委员会批准!
患者对研究内容知情同意"
$./!非靶向代谢物提取!取*,,&3血清置于!\管
中!加入7,,&3含,.*Z甲酸的+,Z甲醇水溶液!涡
旋振荡!冰浴静置) #%C!*),,,YH*7 i下离心

*,#%C"取一定量的上清液加入质谱级水稀释至甲
醇含量为)(Z!置于离心管中*),,,YH*7i下离心
*,#%C!收集上清液!按照,非靶向代谢物提取操作手
册-设置条件进样!采用 W\31"S8$S8进行分析"
从每个实验标本中取等体积标本混匀作为质控标本!
将含,.*Z甲酸的)(Z甲醇水溶液作为空白标本"
$.'!代谢物的鉴定 !将下机数据%.9$M&文件导入

1>搜库软件中!进行保留时间*质荷比等参数的简单
筛选!然后对不同标本根据保留时间偏差,.4#%C和
质量偏差)NN#进行峰对齐!使鉴定更准确!随后根
据设置的质量偏差)NN#!信号强度偏差(,Z!信噪
比为(!最小信号强度为*,,,,,!加和离子等信息进
行峰提取!同时对峰面积进行定量!再整合目标离子!
然后通过分子离子峰和碎片离子进行分子式的预测!
并与 #R1&0JK*#RU$J&G和 S$FF&%FG数 据 库 进 行
比对"
$.1!数据分析!数据首先使用 AC$&OF%F:$FE %̀&E
10CDE9GE9转换为 A:̀ 格式!使用 S8>_A3软件对
转换后的A:̀ 文件进行峰寻找*峰对齐*归一化等数
据处理!同时基于一级与二级图谱搜索 S$FF:$CQ*

S05A*@EFNE/G*̂5\8数据库!得到鉴定结果"再用
S8">_A3软件设置参数!A&%HC#ECG#S8*G0&E9$C/E
,.,*>$)@EGECG%0CG%#EG0&E9$C/E,.*#%C)_KECG%I%"
/$G%0C#A//J9$GE#$FFG0&E9$C/E%S8*&,.,4)>$)A/"
/J9$GE#$FFG0&E9$C/E%S8*&,.4)>$!对于 S8">_"
A3对齐鉴定出来的数据!通过质控标本来控制标本
指标变异系数%AT&#(,Z!然后删除组内缺失值$

),Z的离子峰"采用 \$9EG0"F/$&%CH方法进行归一
化!应用 SEG$L0AC$&OFG软件进行多维统计分析!包
括无监督主成分分析%\1A&*有监督偏最小二乘法判
别分析%\38">A&及正交偏最小二乘法判别分析
%a\38"\A&"符合正态分布的计量资料以@V=表
示!单维统计分析包括2检验和变异倍数分析!用空
白标本去除背景离子!并对定量结果进行归一化!最
后得到数据的鉴定和定量结果"
$.2!潜在生物标志物的筛选!以 U_\$*.,*̀1$
*.)或 1̀#,.BB'且!#,.,)对鉴定到的差异代谢
物进行筛选"在此基础上进行差异代谢物聚类分析
和差异代谢物相关性分析"

$.)!代谢组学途径分析!为了确定 5aA被影响的
可能代谢途径!通过 SEG\A对筛选出的代谢物进行
代谢组学途径分析!SEG\A基于京都基因和基因组百
科全书%f!̂ ^&数据库"通过 f!̂ ^富集分析来确
定差异代谢物行使的主要生物学功能"
/!结!!果

/.$!基本资料分析!5aA组平均年龄为%(,.7V
4.)&岁!对照组平均年龄为%4+.*V4.)&岁!两组比
较!差异无统计学意义%!$,.,)&"
/./!总样本\1A结果!对数据进行初步分析!从
5aA组和对照组观察到分离的趋势'P4JX,.)++!
V4X,.**)!7个成分(!见图*A"通过\38">A 发
现!两组出现明显分离!见图*:"*,,个随机排列也
显示\38">A方法是可靠的!并且未检测到过拟合数
据!两组代谢物差异分析结果为存在明显差异!见
图*1"
/.'!5aA潜在生物标志物的筛选!经比较分析!共
鉴定出4*种代谢物可作为5aA潜在生物标志物!见
表*"5aA组和对照组间的差异代谢物进行层次聚
类分析!通过热图的颜色显示!本研究选择的两组样
本存在明显差异"

差异代谢物分析结果显示!可分成上调和下调两
组!上调的包括\! %*7b,E$4b,&*("羟基"7"甲氧基
苯乙酸*三角洲三癸内酯*7"甲基儿茶酚*>3"(!7"二羟
基苯基乙二醇*̂ S(K(7b*)'S"W(*("%4"萘基&">"
丙氨酸*法赫法**+"("甘草次酸*5*"环己基"7"%7"氟苄
基&"*!7"二氮烷"*"硫代甲酰胺*溶血磷脂酸44bB*花
生四烯酸*4"%(!7"二甲氧基苯基&乙胺*溶血磷脂酸
*+b4*溶血磷脂酸)与对照组相比!上述代谢物在
5aA组中的水平更高"下调的有7"甲基"4"氧代"*!

4"二氢喹啉"("碳腈*4"氰基"("%四氢"("硫苯基氨基&丙
烯酸乙酯*硫酸雌酮*葡萄糖醛酸雄激素*3\1)与对
照组相比!上述代谢物在5aA组中的水平较低"
/.1!5aA代谢组学途径分析!通过f!̂ ^富集分
析发现!两组标本在不饱和脂肪酸代谢和类固醇激素
生物合成方面存在显著差异代谢物%图4&!这些代谢
物主要与精子发生中的能量产生*氧化应激和细胞凋
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亡密切相关"

!!注#A为\1A图):为\38">A图)1为a\38">A图"

图*!!总样本\1A结果

图4!!f!̂ ^富集分析

表*!!5aA潜在生物标志物

名称 分子式 保留时间%#%C&差异倍数%倍& ! @a1 表达情况

\!%*7b,E$4b,& 14*W775a'\ 6.B4 4447.)* #,.,,,,* *.,, 上调

("羟基"7"甲氧基苯乙酸 16W*,a7 **.,* (,.,) #,.,,,,* *.,, 上调

7"甲基"4"氧代"*!4"二氢喹啉"("碳腈 1**W+54a *(.7* ,.*+ #,.,,,,* *.,, 下调

三角洲三癸内酯 1*(W47a4 *(.4, 44.() #,.,,,,* *.,, 上调

7"甲基儿茶酚 1'W+a4 *4.BB ).77 ,.,,4(, *.,, 上调

>3"(!7"二羟基苯基乙二醇 1+W*,a7 *,.)6 4.)* ,.,,(*' *.,, 上调

4"氰基"("%四氢"("硫苯基氨基&丙烯酸乙酯 1*,W*754a48 **.B' ,.4+ ,.,,B)4 ,.6B 下调

硫酸雌酮 1*+W44a)8 **.76 ,.(* ,.,,B+6 ,.64 下调

^S(K(7b*)'S"W( 1)'W*,754a4* *).)B (.*4 ,.,,'76 ,.++ 上调

("%4"萘基&">"丙氨酸 1*(W*(5a4 **.,6 4.'7 ,.,,+*( ,.6B 上调
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续表*!!5aA潜在生物标志物

名称 分子式 保留时间%#%C&差异倍数%倍& ! @a1 表达情况

法赫法 1(+WB7a7 *7.+) 4.(, ,.,,67B *.,, 上调

*+"("甘草次酸 1(,W7Ba7 *7.47 7.6, ,.,*(+6 ,.64 上调

5*"环己基"7"%7"氟苄基&"*!7"二氮烷"*"硫代甲酰胺 1*6W4+̀ 5(8 *,.7B (.*7 ,.,4',6 ,.+7 上调

溶血磷脂酸44bB 14)W(6a'\ *7.B, 4.64 ,.,46+( ,.++ 上调

花生四烯酸 14,W(4a4 *7.+7 *.B, ,.,(B') ,.64 上调

4"%(!7"二甲氧基苯基&乙胺 1*,W*)5a4 *,.+, 4.B, ,.,('7* ,.++ 上调

葡萄糖醛酸雄激素 14)W(+a+ *4.(+ ,.)* ,.,77*7 *.,, 下调

溶血磷脂酸*+b4 14*W(6a'\ *7.BB 4.'( ,.,77'7 ,.++ 上调

溶血磷脂酸 1*6W(6a'\ *7.'6 4.,B ,.,7B7( ,.64 上调

3\1 147W),5a'\ *).46 ,.4+ ,.,76,, ,.++ 下调

'!讨!!论

!!代谢组学是继基因组学和蛋白质组学之后新近
发展起来的一门学科!是系统生物学的重要组成部
分"代谢组学的概念来源于代谢组!代谢组是指某一
生物或细胞在一特定生理时期内所有的低分子量代

谢物!代谢组学则是对某一生物或细胞在一特定生理
时期内所有低分子量代谢物同时进行定性和定量分

析的一门新学科''("代谢组学作为一种新兴的技术
在男性生殖领域受到越来越多的关注!代谢组学的评
估结果不仅代表基因$蛋白质表达的最终产物!也是
最终细胞信号事件产生的原因///基因组$蛋白质组
与环境刺激的相互作用!更接近于实际表型'+("血清
代谢组学分析技术检测灵敏度高!检测标本易于获
取!常作为疾病早期小分子代谢物变化情况的重要检
测手段'6("血液中的代谢物作为所有细胞代谢过程
的产物!在反映疾病和环境变化方面有着较高的灵敏
度与特异度!也是代表所有器官生理功能的终末产
物!形成对个体当前生理状态的详细系统表征'*,("

目前!采用代谢组学方法解析男性不育的原因及
机制成为研究热点!在男性不育人群中!血清代谢组
学表现出不同的代谢活动模式'**("类固醇激素作为
内分泌干扰物的重要组成部分!其较低水平就能引起
生物体发育异常和生殖障碍等"不同的类固醇有不
同的作用!其中胆固醇主要是构成细胞膜和细胞器膜
的一种组分!其可以调节生物膜脂质的物理状态!保
持膜的流动性!还可以合成胆汁酸和类固醇激素前
体"胆汁酸可以与牛磺酸或甘氨酸形成结合物胆汁
盐!胆汁盐的生理功能主要是分泌到肠内!促进脂质
的乳化与吸收"类固醇激素的变化影响糖代谢*脂代
谢!进而影响男性生殖发育"花生四烯酸是天然存在
的1"B必需脂肪酸!其也是前列腺素合成的主要直接
前体!前列腺素与体育锻炼后蛋白质合成和肌肉肥大
的关系密切'*4"*(("葡萄糖醛酸雄激素在肝脏和睾丸
中产生!其是睾酮激素的一种代谢物!可以发挥与激
素前导物一样的作用!同时其也是男性体内一种作用

较强的性激素"本研究结果显示!5aA组患者硫酸
雌酮*葡萄糖醛酸雄激素水平低于对照组!7"甲基儿茶
酚*花生四烯酸*溶血磷脂酸水平高于对照组"5aA
组与对照组代谢物相比!有独特的血清代谢特征!其
中部分代谢物与精子发生中的能量产生*氧化应激和
细胞凋亡密切相关"

精子发生是睾丸生精小管%8=F&内的精原干细
胞%881F&分化为成熟精子的复杂过程!是研究男性生
殖功能的关键环节"881F必须维持自我更新和分化
的平衡!才能使精子源源不断地产生"整个生精过程
大约需要'7K!贯穿于机体整个生命过程中"男性每
天的精子产量为每个睾丸7),,万个!睾丸结构*生精
细胞和支持细胞等在精子发生过程中起着重要作用!
而酶*激素*信号因子等一系列因素是调节细胞增殖
和凋亡的重要因素!最终影响男性生育"根据近年来
的研究报道!精子发生过程中已知的信号通路归纳为
以下(种#%*&\_(f$AQG信号通路)%4&/AS\信号
通路)%(&#=a@信号通路'*7("\_(f$AQG信号通路
对于生精细胞增殖和凋亡均具有重要调控作用)

/AS\信号通路参与精子超激活运动*顶体反应及精
卵结合等过程)#=a@信号通路对生精过程中减数分
裂细胞及其子细胞的正常发育起着调节作用'*)("本
研究中!参与精子发生的 #=a@ 信号通路*\_(f$
AQG信号通路及/AS\信号通路都受到一定程度的
影响!从而影响精子生成!导致5aA的出现"

本研究也存在一定的局限性!一是 5aA患者的
样本量较小!虽然在这些 5aA患者中发现了一些代
谢紊乱!但还需要增加样本量!进一步研究验证潜在
的发病机制)二是由于机体代谢活动容易受到环境*
生活方式和饮食等各种因素的影响!受试者个体间的
代谢差异没有很好的控制"因此!为了消除这些混杂
因素的影响!需要制订更严格的研究对象选择标准和
开展动物模型研究"

本研究通过对机体的整体代谢组分分析发现了

5aA独特的代谢模式!找出了一些特异性生物标志
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物!有助于临床对5aA进行及时*准确的诊断!并为
男性不育的发病机制研究提供了新的方向!为研究疾
病新型治疗策略提供了理论依据"
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