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少弱精子症患者精子候选差异蛋白 Trx 2、TrxR 1的验证
及在少精、弱精子症中的表达研究 *
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摘要目的：根据 TMT技术筛选少弱精子症患者精子差异蛋白的结果，选取硫氧还蛋白 2（thioredoxin 2，Trx 2）、硫氧还蛋白还原

酶 1（thioredoxin reductase 1，TrxR 1）进行验证，探讨二者在少精、弱精和少弱精子症中的表达变化及其意义。方法：收集 105例少

精子症组（O组）、150例弱精子症组（A组）、50例少弱精子症组（OA组）和 106例正常精液男性（N组）精液，分离出精子，对少弱

精子症进行串联质谱标签（Tandem Mass Tag，TMT）技术蛋白质组学分析，根据少弱精子症组的精子差异蛋白结果选取 Trx 2、

TrxR 1，通过免疫荧光和免疫印迹方法检测其在 O组、A组、OA组的表达情况。结果：TMT技术蛋白质组学结果显示 Trx 2为上

调差异蛋白（为 N组的 1.31倍），TrxR 1为下调差异蛋白（为 N组的 0.82倍）。免疫荧光和免疫印迹结果显示 O组、A组、OA组

Trx 2表达显著高于 N组（P约0.05），O组、OA组 TrxR 1的表达显著低于 N组（P约0.05）。二者在 OA组的结果与蛋白质组学结果

一致。结论：Trx 2、TrxR 1可能在少精、弱精及少弱精子症的发生中起着重要的作用，并有望成为少弱精子症患者精子的候选标志

物及治疗靶点。
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Verification of Candidate Differential Sperm Proteins Trx-2
and TrxR-1 in Oligoasthenospermia and Their Expression in the

Oligospermia and Asthenospermia*
·

According to the results of TMT screening of sperm differential proteins in oligoasthenospermia patients,

thioredoxin 2 (Trx 2) and thioredoxin reductase 1 (TrxR 1) were selected to verify their expression and significances in oligospermia,

asthenospermia and oligoasthenospermia. Sperms were collected from 105 cases of oligospermia (O group), 150 cases of

asthenospermia (A group), 50 cases of oligoasthenospermia group (OA group) and 106 cases of normal semen men group (N group) and

separated for proteomic analysis by Tandem Mass Tag (TMT). Trx 2 and TrxR 1 were selected according to the results of differential

proteins and detected their expression by immunofluorescence and Western blotting. The proteomic results of sperm TMT

showed that Trx 2 was up-regulated differential protein (1.31 times higher than that in group N), and TrxR 1 was down-regulated

differential protein (0.82 times higher than that in group N). Immunofluorescence and Western blotting results showed that Trx 2 in group

O, group A, group OA were significantly higher than that in the group N (P<0.05), while the expression of TrxR 1 in group O and group

OA were significantly lower than that in the group N (P<0.05), which was consistent with the screening results. Trx 2 and
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TrxR 1 may play important roles in the pathogenesis of oligospermia, asthenospermia and oligoasthenospermia, and may become

candidate markers and therapeutic targets for the oligoasthenospermia patients.

Oligoasthenozoospermia; Trx 2; TrxR 1

前言

根据世界卫生组织《人类精液检查与处理实验室手册》（第

五版）关于精液质量的诊断标准，当精子浓度＜15× 106/mL时

称为少精子症，当前向运动精子率＜32%或前向运动 +非前向

运动精子率＜40%时称为弱精子症，当两者同时发生称之为少

弱精子症[1]。根据WHO资料显示，育龄夫妇中受到不育不孕困

扰的约占 20%，其中男性因素占 40%～60%[2]，其中少、弱精子

症是男性不育的重要原因之一[3]。不育男性的数量不断增加，其

发病机制复杂，影响因素较多，也给临床治疗带来了困难。

氧化系统及抗氧化系统的损伤是导致少弱精子症的重要

因素之一。在人类精子中，氧化应激可使精子活力降低、数量

减少、受精率下降 [4]。硫氧还蛋白 / 硫氧还蛋白还原酶

（Trx/TrxR）系统在防御氧化应激中起重要作用[5]。因此，本研

究根据少弱精子症 TMT技术筛选差异蛋白的结果 ，并参考

相关文献，选取抗氧化系统 Trx 2、TrxR 1对蛋白质组学结果

进行了验证，并从氧化应激的角度对男性不育的发病机制进

行探讨，现具体报道如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选择 2017年 7月至 2018年 4月在新疆医科大学第一附

属医院生殖医学中心就诊的男性，符合少精子症、弱精子症和

少弱精子症诊断条件的患者（年龄在 21-50岁）及正常精液男

性，排除患有生殖道感染、性传播疾病、输精管堵塞、肿瘤、外伤

手术及糖尿病等疾病的男性。受试者采用手淫法将精液收集到

无菌容器中，立即送检，置于 37℃恒温水浴箱中，液化后按

《WHO人类精液检查与处理实验室手册》（第五版）的标准进行

检测，收集四组的精液标本，经过离心后得到精子，制备精子涂

片、提取精子蛋白备用。

1.2 主要仪器与试剂

WLJY-9000型彩色精子质量检测系统（北京伟力公司），

DYY-8C电泳仪（方正公司），FE 0723凝胶成像仪（Santa Clara

公司），Nikon ECLIPSE 80i显微镜（尼康公司），兔抗人抗体 Trx

2、TrxR 1（Proteintech 公司），细胞裂解液（碧云天生物技术公

司），BCA 蛋白定量试剂盒（聚合美生物科技有限公司），

SDS-PAGE凝胶制备试剂盒（索莱宝科技有限公司），超敏 ECL

化学发光试剂盒（新赛美生物科技公司），Cy3标记山羊抗兔

IgG（H+L）（碧云天生物技术公司），DAPI染色液（碧云天生物

技术公司），牛血清白蛋白（Biofroxx公司）。

1.3 实验方法

1.3.1 TMT 技术筛选少弱精子症差异表达蛋白 30 例 OA

组和 30 例 N 组人精子样品加入裂解液后，通过 bradford 法

定量蛋白质，每样品取 100 滋g 蛋白质，加入胰蛋白酶，37℃

水浴 24h 后使用 TMT 标记试剂盒对酶解得到的肽段进行

同位素标记。使用强阳离子交换色谱柱对样品进行

HPLC 预分离，之后用 C18 反相色谱柱除盐，使用 Q-Ex-

active 质谱仪检测 16 个预分离的组分的肽段信号，并用

PD（Proteome Discoverer 1.4，thermo）软件进行定量分析，选

取 P约0.05，ratio≥ 1.2或 ratio≤ 0.833的蛋白为差异蛋白。

1.3.2 免疫荧光 精子涂片经甲醇固定 10 min，自然风干后

PBS 洗 3 次→5%BSA 封闭 30 min→兔抗人 Trx 2（1:50）、

TrxR 1（1:50）抗体湿盒内 4℃孵育过夜→PBS洗 6次→Cy3

标记山羊抗兔 IgG（H+L）37℃孵育 2.5h→PBS洗 6次→DAPI

染核 10 min→PBS洗 3 次→封片后荧光显微镜下 2h 内观察

并采集图像。

1.3.3 免疫印迹实验（Western-blot） 两组精子经 RIPA裂解

液提取蛋白，测定蛋白浓度，后与 5× 上样缓冲液混合沸水煮

10 min使之变性。根据目的蛋白的分子量，配置分离胶及浓缩

胶，并且上样开始电泳，80V，30 min后样本浓缩到分离胶中，

并将电压改为 120V，持续 90 min。用甲醇激活的 PVDF膜进行

转膜 2h，5%脱脂牛奶封闭 2h，根据目的蛋白条带大小切膜后

用兔抗人 Trx 2（1:300）、TrxR 1（1:300）抗体 4℃孵育过夜，第二

天取出膜后 TBST 洗 3 次，二抗（1:6000）室温孵育 2h，TBST

洗 3 次，ECL检测试剂盒 A液和 B 液按 1:1 混匀滴入 PVDF

膜，用凝胶成像仪观察。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 17.0统计软件包处理实验数据。计量资料用均

数± 标准差进行统计描述，四组之间数据比较采用单因素方

差分析（one way analysis of variance，one way ANOVA），进一

步两组间比较采用 SNK-q检验，以 P约0.05为差异具有统计学
意义。

2 结果

2.1 TMT技术筛选少弱精子症差异蛋白 Trx2、TrxR 1的表达

TMT技术蛋白质组学筛选结果以 ratio≥ 1.2或≤ 0.833为

标准，Trx 2是上调差异蛋白，为 N组的 1.313倍；TrxR 1是下

调蛋白，为 N组的 0.817倍。在少弱精症子症差异蛋白结果中，

Trx 2、TrxR 1情况如表 1。

2.2 四组人精子中 Trx 2表达的检测与验证

免疫荧光结果显示 Trx 2（红色荧光）定位在人精子尾部中

段和主段。与 N组比较，O组、A组、OA组精子的尾部中段和

主段 Trx 2蛋白荧光强度明显增强（P约0.05）。Western-blot实验

结果显示与 N组比较，O组、A组、OA组精子 Trx 2蛋白表达

显著上调（P约0.05），见图 1、图 2、表 2。

2.3 四组人精子中 TrxR 1表达的检测与验证

免疫荧光结果显示 TrxR 1（红色荧光）定位在人精子尾部

中段和主段。与 N组比较，O组、OA组精子的尾部中段和主段
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图 2免疫印迹检测四组人精子中 Trx 2的表达

Fig.2 Western blot detection of Trx 2 expression in four groups of sperm

图 1免疫荧光检测四组人精子中 Trx 2的表达

Fig.1 Immunofluorescence detection of Trx 2 expression in four groups of sperm

Accession Description Score Coverage Ratio

Q86VQ3 Thioredoxin domain-containing protein 2 169.8 0.3797 1.313

E9PIR7 Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic 41.98 0.2116 0.817

表 1 Trx 2、TrxR 1在少弱精症子症差异蛋白的结果

Table 1 Trx 2 and TrxR 1 results in differential protein in oligoasthenozoospermia

TrxR 1蛋白荧光强度明显减弱或缺失（P约0.05）。Western-blot实

验结果显示与 N组比较，O组、OA组精子 TrxR 1蛋白表达显

著下调，（P约0.05），见图 3、图 4、表 2。

3 讨论

随着男性不育发病率的增加，对患者的身心健康及生活质

量有严重的影响，也越来越受到国内外学者的重视，对其研究

也不断深入。男性不育的病因复杂，比较肯定的影响因素包括

生殖道感染、免疫因素、精索静脉曲张、内分泌因素、全身性疾
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病、从事高温和放射职业、吸烟、饮酒和药物因素等，这些因素

均对精子的发生、成熟和运动等造成一定的影响[6-8]。其发病机

制包括基因突变、生殖激素水平异常、氧化应激、微量元素异常

等[9-11]。其中，活性氧（Reactive oxygen species，ROS）可以通过破

坏精子膜脂质、DNA和线粒体引起精子损伤，这是造成精子质

量下降的一个重要因素[12]。

蛋白质组学能够从整体的角度分析精子中蛋白质的组成

和表达水平，从而揭示一系列生命活动，如精子发生、成熟、

图 3免疫荧光检测四组人精子中 TrxR 1的表达

Fig.3 Immunofluorescence detection of TrxR 1 expression in four groups of sperm

图 4免疫印迹检测四组人精子中 TrxR 1的表达

Fig.4 Western blot detection of TrxR 1 expression in four groups of sperm

表 2免荧光检测四组人精子中 Trx 2、TrxR 1表达

Table 2 Immunofluorescence detection of Trx 2 and TrxR 1 expression in four groups of human sperm

Trx 2 TrxR 1

Group N 65.59± 7.63 64.00± 9.50

Group O 78.83± 8.07* 30.17± 5.68*

Group A 79.15± 9.62* 56.25± 4.47

Group OA 84.45± 7.66* 12.79± 1.90*

Note:compared with N group, *P约0.05.
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获能、运动等[13]。蛋白质组学可以从众多的差异蛋白中筛选

出可能有意义的蛋白，而对这些蛋白进行验证是筛选目的蛋

白的第一步[14]。本研究根据差异蛋白分析结果，并通过大量的

文献研究，选取抗氧化系统 Trx 2/TrxR 1对蛋白质组学结果

进行验证。

Trx/TrxR系统存在于人类精子中，在防御精子的氧化应激

中起重要作用。Trx是重要的还原剂，分为 Trx 1和 Trx 2，与

TrxR组成 Trx /TrxR系统，可还原烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，NADPH），在还原

二硫键和检测氧化还原信号中起重要作用[15-17]。Trx /TrxR通过

NADPH还原抗氧化蛋白，而后者可将超氧化物、过氧化氢等转

变为 H2O，从而清除 ROS，避免精子损伤[18，19]。许多研究已证实，

当存在氧化应激时，血清或血浆中 Trx明显升高，是氧化应激

的标志[20-22]。并且研究显示虽 Trx水平显著升高，但其活性明显

下降[23]。本研究中，少弱精子症 TMT技术蛋白质组学筛查结果

显示，Trx 2为上调的差异蛋白，并且通过免疫荧光和免疫印迹

方法验证了这一结果。表明 Trx 2可作为少弱精子症的候选蛋

白标志物，并进一步扩大验证，同时发现，在少精子症、弱精子

症患者精子中，Trx 2也呈显著上调，提示在少、弱精子症患者

精子中，Trx 2作为抗氧化损伤的重要物质，其表达量代偿的增

高可以在一定程度上减轻氧化应激的程度。

TrxR通过催化 NADPH将 Trx上的 -S2还原成（-SH）2来

维持 Trx的还原性，分为 TrxR 1、TrxR 2、TrxR 3三种[24]。目前

关于 TrxR的研究主要集中在其与肿瘤的发生关系上[25-27]，其含

量的降低能够引起肝癌的发生[28]。有研究表明，TrxR在弱精子

症中含量减少，精子 ROS含量增加，精子凋亡增加、未成熟精

子数量增多[29]。TrxR 1被认为是控制细胞氧化还原状态、抗氧

化防御及细胞氧化还原调节的重要酶[30，31]。本研究中，少弱精子

症 TMT技术蛋白质组学筛查结果显示，TrxR 1为下调的差异

蛋白，并且通过免疫荧光和免疫印迹方法验证了这一结果。氧

化状态的 Trx可被 TrxR还原从而发挥其抗氧化作用，而本研

究中，TrxR 1含量的下降可使 Trx的还原活性减低，抗氧化作

用减弱，这与上述的 Trx的水平虽增高，但活性减低的结论相

一致，并表明 TrxR 1可作为少弱精子症患者蛋白候选标志物，

并进一步扩大验证。与此同时可见，TrxR 1在少精子症中呈下

调表达更显著，其机制可能与 TrxR 1的低表达导致精子氧化

应激水平升高、凋亡水平增加相关。而在弱精子症患者精子中，

表达虽然明显下调，但经统计学处理后，无统计学意义（P跃0.05），
具体可能和验证样本含量相关，尚待进一步研究。

综上所述，本研究通过蛋白质组学筛查并获得少弱精子症

患者精子差异蛋白后，在开展生物信息学分析的基础上，以

Trx/TrxR系统的失衡导致精子中清除 ROS能力下降，进而可

导致精子损伤作为切入点，通过对差异蛋白 Trx 2和 TrxR 1的

验证，初步得出上述两个指标可成为少弱精子症的候选蛋白标

志物，并结合在少精子症、弱精子症患者精子中表达含量的检

测，提出其在少精、弱精及少弱精子症的发生发展中发挥着重

要作用，可能是导致精子质量总体下降的关键因素之一，但其

具体机制，仍需在扩大验证的基础上进行深入的研究。
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