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摘   要：为了探究黑线姬鼠睾丸下降的功能与机制，分析其基因及代谢物水平的变化规律。本研究

使用高通量测序技术和超高效液相色谱技术对黑线姬鼠下降期和正常期睾丸分别进行了转录组学和

代谢组学分析。转录组学中基因本体数据库(gene ontology, GO)富集分析得到 240 个差异基因，包括

Spesp1、Izumo1、Hyal5 和 Fabp9 等，京都基因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of genes and 
genomes, KEGG)富集分析得到 52 个差异表达基因，包括 Pcyt1、Pla2g4e、Gpd1l 和 Lypla3 等。实

时荧光定量 PCR 结果表明，随机选取的 6 个基因在黑线姬鼠下降期和正常期睾丸中的表达模式与转

录组结果一致。代谢组学结果表明，差异代谢集中与睾丸功能相关差异代谢物有 28 个，包括 3-脱
氢奎宁酸、α-亚麻酸、磷酸二羟丙酮和 1,6-二磷酸果糖等。联合分析结果显示，甘油磷脂代谢、α-亚
麻酸代谢和花生四烯酸代谢可能是调控黑线姬鼠睾丸下降及功能发生关键代谢通路。本研究将有助

于解读黑线姬鼠睾丸下降对其功能的影响机制，也可为后续深入探究黑线姬鼠种群数量变化机制及

实验动物资源开发奠定理论基础。 
关键词：黑线姬鼠；睾丸下降；转录组学；代谢组学；联合分析 
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Functions and mechanisms of testicular descent in Apodemus 
agrarius based on transcriptomics and metabolomics 

LI Qiang, WANG Zaishan, WANG Yingxin, REN Zhanchen, WAN Xiangxu, LU Sihan, 
SUN Yue, JIA Xiuqi, JIN Zhimin* 

College of Life Science and Technology, Mudanjiang Normal University, Mudanjiang 157011, Heilongjiang, China 
 
Abstract: This study aims to explore the functions and mechanisms of testicular descent in 
Apodemus agrarius, and analyze the changes in genes and metabolite levels in this process. 
Illumina NovaSeq and liquid chromatography-mass spectrometry were used for the 
transcriptomic analysis and metabolomic analysis, respectively, of the normal and descending 
testis of A. agrarius. Gene ontology (GO) enrichment of the transcriptomic results revealed 240 
differentially expressed genes (DEGs), such as Spesp1, Izumo1, Hyal5, and Fabp9. Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) enrichment showed 52 DEGs, including Pcyt1, 
Pla2g4e, Gpd1l, and Lypla3. The qRT-PCR results were consistent with the transcriptomic 
results in terms of the expression patterns of six randomly selected genes in the normal and 
descending testis. The metabolomic results revealed 28 differential metabolites associated with 
the testicular function, including 3-dehydroquinic acid, α-linolenic acid, dihydroxyacetone 
phosphate, and fructose 1,6-bisphosphate. The conjoint analysis showcased that 
glycerophospholipid metabolism, α-linolenic acid metabolism, and arachidonic acid metabolism 
may be the key metabolic pathways regulating testicular descent in A. agrarius. This study will 
help to understand the mechanism of testicular descent and lay a theoretical foundation for 
exploring the mechanisms of the population changes of A. agrarius and developing laboratory 
animal resources. 
Keywords: Apodemus agrarius; testiclar descent; transcriptomics; metabolomics; conjoint 
analysis 

 
 

黑线姬鼠(Apodemus agrarius)是一种小型

啮齿动物，在分类上隶属于啮齿目鼠科姬鼠属，

别名田姬鼠、黑线鼠、长尾黑线鼠等[1]，具有

体型小、繁殖期短、适应能力强的特点，分布

极广且数量众多，是我国常见的野生鼠类。黑线

姬鼠主要栖息生境为农田生境，以植物茎、叶、

种子及小型昆虫为食[2]，在农田生态系统中处优

势地位[3]，是危害我国农作物生产的重要害鼠

之一[4]。黑线姬鼠的活动范围与人类生活区相

近，是多种病原体的天然携带者和传播者，如

汉坦病毒(Hantavirus)、钩端螺旋体(Leptospira 
grippotyphosa) 和 日 本 血 吸 虫 (Schistosoma 
japonicum K)等[5-7]。基于黑线姬鼠的鼠害治理

工作，我国黑线姬鼠繁殖特征方面研究较多，

内容包括肥满度、性别比例、种群密度、年龄

组成、繁殖高峰和胎仔数等繁殖参数[8-12]，但内

在分子机制方面研究较少。 
传统的啮齿动物繁殖行为研究主要以雌性

为研究对象，这是由于其怀孕率、胎仔数与种

群数量直接相关，而雄性繁殖强度的意义往往
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被低估[13]。睾丸是动物的雄性生殖器官[14]，也

叫精巢，主要功能是产生精子和分泌雄激素。

不同季节的睾丸形态变化有所不同，在繁殖季

节，黑线姬鼠的睾丸逐渐发育膨大，自腹腔落

入阴囊，发生下降现象，以提高繁殖的成功率。

随着人们对雄性繁殖强度的深入研究，雄鼠睾

丸的下降率也成为了种群繁殖能力的评估标

准之一。2023 年，何佳凝等 [15]对洞庭湖区域

黑线姬鼠的繁殖特征进行了调查，在计算该种

群繁殖参数时，也将黑线姬鼠睾丸的下降率作为

参考之一。但此类研究更多是从生态调查角度出

发，并未探究其睾丸下降的功能机制。 
近年来，转录组学、代谢组学、蛋白组学

和宏基因组等多组学技术已经广泛用于生物学

研究，可以通过多组学技术揭示动物的损伤修

复、器官发育及各类胁迫下的作用机制。2021 年，

van Every 等[16]探究了鸡在孵化过程中肝脏的转

录组和代谢组数据变化，发现柠檬酸盐、磷酸

烯丙酮酸和甘油是发育过程中的关键代谢物。

2022 年，Zeng 等[17]通过转录组学和代谢组学联

合分析揭示了在脊髓急性损伤条件下大鼠代谢

失调的潜在分子通路，为促进神经修复和再生

的靶点收集提供帮助；2024 年，Wu 等[18]通过

转录组学和代谢组学探究了水体常见污染物溴

氰菊酯(deltamethrin, Del)对鲫鱼脑部的损伤作

用，揭示了 Del 暴露扰乱的关键信号通路。截

至目前，针对黑线姬鼠繁殖特征的研究多以形

态学调查为主，其睾丸下降的功能与机制尚未

清晰。本研究通过转录组学筛选出黑线姬鼠睾

丸下降期和正常期的关键差异基因，对差异表

达基因进行注释和表达量分析，通过代谢组学

剖析繁殖季节睾丸的差异代谢物，结合转录组

学中的差异表达基因对关键代谢物的代谢通路

进行基因注释，从基因及代谢物角度揭示黑线

姬鼠睾丸下降对其功能的影响机制，既可以为

研究黑线姬鼠种群数量变化规律提供依据，也

可为构建基因缺陷模式生物提供候选基因，为

后续黑线姬鼠的实验动物化提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

实验材料为体重 17−22 g的成年雄性黑线姬

鼠睾丸，动物实验经牡丹江师范学院实验动物伦

理委员会批准(批准号：IACUC-MNU-2022-108)，
捕捉地点为黑龙江省牡丹江市三道关自然保护

区，捕捉时间为春季、夏季和秋季，分别对应

C、X、Q 共 3 组，每个季节 9 只，共 27 只，其

中春季与夏季为睾丸下降时期，秋季为正常时

期，转录组每组 3 个生物学重复，样品编号(C, X, 
Q)-HXG1-3，代谢组每组 6 个生物学重复，样品

编号(C, X, Q)-HXG1-6。采用二氧化碳窒息法将

黑线姬鼠安乐死，解剖后取其睾丸，放入无菌冻

存管中液氮速冻，置于−80 ℃冰箱保存，以备后

续转录组学与代谢组学分析。 

1.2  方法 
1.2.1  总 RNA 提取和文库构建 

使用 Trizol 磁珠法进行黑线姬鼠睾丸总

RNA 的提取，使用 NanoDrop 2000 对所提 RNA
的浓度和纯度进行检测，通过 Agilent2100 测定

RNA 质量参数(RNA quality number, RQN)值进

而评估核酸质量。将检测合格的样本送往上海

美吉生物医药科技有限公司测序，采用 Ilumina 
TruseqTM RNA Sample Prep Kit 进行文库构建，

测序平台为 Illumina NovaSeq 6000 (PE 文库，读

长 2×150 bp)。 
1.2.2  测序数据质控与转录组从头组装 

得到原始测序数据(raw reads)后，筛选出

Q20>85%、Q30>80%的高质量序列(clean reads)。
使用Trinity对所有样本的 clean reads进行从头组

装，再通过 TransRate[19]和 CD-HIT[20]对初始组
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装序列进行优化过滤，使用 BUSCO[21]对转录组

的完整性进行评估。 
1.2.3  差异表达基因筛选与功能富集分析 

通过 RSEM[22]计算基因表达量，采用每百万

读段中来自于某转录本的读段数值 (transcripts 
per million, TPM)[23]统计各组基因与转录本的

表达量，使用 DESeq2[24]进行多组间表达量差异

分析，以差异倍数(fold change, FC)≥2 且 P≤0.01
作为筛选条件，筛选出 A 组与 C 组、B 组与

C 组之间的差异表达基因，再取交集，即为 A
和 B 两组与 C 组的共同差异表达基因，命名为

差异基因(differentially genes, DG)。使用 Goatools
对 DG 进行基因本体(gene ontology, GO)和京都基

因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of genes 
and genomes, KEGG)富集分析，获得该基因集中

与睾丸发育及配子发生相关 GO 和 KEGG 功能

基因。 
1.2.4  实时荧光定量 PCR 验证 

随机选取 6 个差异基因进行实时荧光定量

PCR 验证，扩增程序为：95 ℃ 10 min；95 ℃  
15 s，58 ℃ 60s，95 ℃ 15 s，40 个循环；60 ℃ 
60 s，95 ℃ 15 s。使用 Primer 6.0 设计特异性引

物，内参基因 Eid3 和目的基因 Cyp17a1、Gata4、
Ntn4、Plxna1、Tprgl 和 Ldhc 引物见表 1。运用

归一化计算各个基因的相对表达量，每个基因

设 3 次生物学重复。数据结果以平均值±标准差

表示，使用 SPSS 19 进行方差分析。 

1.2.5  代谢物提取 
精准称取 50 mg 样品至 2 mL 离心管中，加

入直径为 6 mm 的研磨珠与 400 μL 提取液(包含

4:1 的甲醇和水及 0.02 mg/mL 的 L-2-氯苯丙氨

酸等)；使用冷冻组织研磨仪研磨 6 min (−10 ℃, 
50 Hz)；于−20 ℃下静置 30 min；13 000 r/min
离心 15 min，取上清液置于带内插管的进样小

瓶中上机分析；每个样本取 20 μL 上清液混合

作为质控样本(quality control, QC)。 
1.2.6  LC-MS 检测参数与质量控制 

本次液相色谱-质谱(liquid chromatography- 
mass spectrometry, LC-MS)分析仪器平台为赛默

飞世尔科技公司的超高效液相色谱串联傅里叶

变换质谱系统。色谱条件：色谱柱为 ACQUITY 
UPLC HSS T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm; Waters)；
流动相 A 为 95%水+5%乙腈(含 0.1%甲酸)，流

动相 B 为 47.5%乙腈+47.5%异丙醇+5%水(含
0.1%甲酸)，进样量为 3 μL，柱温 40 ℃；流动

相洗脱包括正离子模式和负离子模式，具体流

动相洗脱梯度见表 2。 
质谱条件：样品经电喷雾电离，分别采用

正、负离子扫描模式采集质谱信号。具体条件如

下：(1) 扫描范围 70−1 050 m/z；(2) 鞘气流为

50 arb；(3) 辅助气流速 13 arb；(4) 加热温度

425 ℃；(5) 毛细管温度 325 ℃；(6) 喷雾电压(正
模式) 3 500 V；(7) 喷雾电压(负模式) −3 500 V；

(8) S-Lens 电压 50 V；(9) 碰撞能 20、40、60 eV。 
 
表 1  实时荧光定量 PCR 引物 
Table 1  qRT-PCR primers 
Gene ID Gene name Forward primer sequence (5′→3′) Reverse primer sequence (5′→3′) 
TRINITY_DN1144_c1_g1 Eid3 GAAGAGGAGTGCGAGGAGTTGA GCTTGCAGCATCCAGGACTTG 
TRINITY_DN12713_c0_g2 Cyp17a1 TGGAAGAGGCTGTCGGTGATG AGCTGCTGTCGTGCTTGGT 
TRINITY_DN195_c0_g1 Gata4 TTCCTGACTCTGCCTCCTTGC ACTGCTGCTGCTGCTGCTA 
TRINITY_DN8651_c0_g1 Ntn4 TAGGCTGCGTGATGACAGTGTT TGGATGGAGAGGAACCGTGGA 
TRINITY_DN840_c0_g1 Plxna1 TGACTGGAAGAGGCTGAA AGACGAGTTGGAGATGTTG 
TRINITY_DN33842_c0_g1 Tprgl AAGCAGAGCCGCCCTTCTTT TCTCGTCCATGCCAGCCATC 
TRINITY_DN5940_c0_g1 Ldhc GTGGTCGGAGTCGGCAATGT GCTTGGAGTTGGCAGATACACTG 
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表 2  流动相洗脱梯度 
Table 2  Mobile phase elution gradient 
Mode Time  

(min) 
Flow rate 
(mL/min) 

A (%) B (%) 

Positive 0.0 0.4 100.0 0.0 
3.0 0.4 80.0 20.0 
4.5 0.4 65.0 35.0 
5.0 0.4 0.0 100.0 
6.3 0.4 0.0 100.0 
6.4 0.4 100.0 0.0 
8.0 0.4 100.0 0.0 

Negative 0.0 0.4 100.0 0.0 
1.2 0.4 96.7 3.3 
1.5 0.4 95.0 5.0 
2.0 0.4 90.0 10.0 
2.5 0.4 87.0 13.0 
4.5 0.4 70.0 30.0 
5.0 0.4 0.0 100.0 
6.3 0.4 0.0 100.0 
6.4 0.4 100.0 0.0 
8.0 0.4 100.0 0.0 

 
质控样本(QC)由 18 份样本的提取物等量

混合而成，每个 QC 的体积及处理方式与样本

相同，在分析过程中，每 5−15 个分析样本中插

入 1 个 QC，用来评估检测质量。 
1.2.7  代谢产物鉴定与筛选 

代谢组原始数据导入 ProgenesisQI V3.0 进

行基线过滤、峰识别和积分等数据处理，得到

数据矩阵后利用该软件进行特征峰搜库鉴定，

将 MS 和 MS/MS 质谱信息与人类小分子代谢物

组数据库(human metabolome database, HMDB)、
梅特林数据库(metabolite link, METLIN)等公共

数据库及自建数据库进行匹配，MS 质量误差设

置为<10 ppm。根据代谢物在不同样本间的表达

情况，使用 Ropls (R 包)和 Scipy (Python)进行

主成分分析和相关性热图分析，评价组内样本

的相似性和组间样本的差异性。利用 KEGG 和

HMDB 数据库对得到的代谢产物进行分类及功

能注释。运用 t 检验(双尾)对各组代谢物的 P 值

进行计算，设置 P 值<0.05、表量重要性(variable 
importance, VIP)>1、FC>1 作为筛选条件，筛选

出 A 组与 C 组、B 组与 C 组之间的差异代谢物，

再取交集，即为 A 和 B 两组与 C 组的共同差异

代 谢 物 ， 命 名 为 差 异 代 谢 物 (differential 
metabolites, DM)。随后基于 KEGG 数据库对差

异代谢物进行通路富集，预测出与睾丸功能有

关的重要代谢通路。 
1.2.8  转录组学和代谢组学联合分析 

将筛选出的差异表达基因集合(DG)和差异

代谢集合(DM)先进行双向正交偏最小二乘法

分析(two-way orthogonal partial least squares, 
O2PLS)，评估样本质量与组学关联性，再进行

KEGG 富集分析，获得 DG 和 DM 中共同显著

的富集通路，结合转录组与代谢组的聚类分析

结果，分析基因与代谢物之间的调控机制，揭

示黑线姬鼠睾丸下降对其功能的影响机制。 

2  结果与分析 
2.1  测序数据质控与分析 

使用 NanoDrop 2000 和 Agilent 对 9 个样本

的总 RNA 进行浓度、纯度及核酸质量评估，经检

验所有样本 RQN 值≥4.80，28/23 S 亮度≥18/16 S，
满足建库测序要求，进行无参转录组测序分析。

9 个样品的转录组分析共获得 56.72 Gb 的序列

数据，各组样品 clean data 均在 6.01 Gb 以上，

Q20 碱基百分比在 97.17%以上，Q30 碱基百分

比在 92.55%以上，GC 含量均大于 50%。通过

Trinity 等软件组装及优化过滤后得到 114 466 个

基因(unigene)和 159 459 个转录本(transcription)，
平均长度为 875.99 bp 与 1 067.56 bp，优化组装

评估结果见表 3，基因和转录本的 BUSCO 评分

均在 90%以上，表明转录组数据质量较高、完

整性较高，可以用于后续分析。 
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2.2  差异表达基因筛选与表达分析 
以 FC≥2 且 P-adjust≤0.01 为条件筛选出睾

丸下降期(C、X)与正常期(Q)的差异表达基因

(DG)，检测出 6 064 条差异表达基因，其中上

调基因为 4 168 条，下调基因为 1 896 条。将

DG 进行 GO 功能富集分析，共富集通路 640 条， 
 
表 3  转录组数据优化组装结果评估表 
Table 3  Optimized assembly result evaluation 
Type Unigene Transcript 
Total number 114 466 159 459 
Total base (bp) 1 002 712 321 170 231 853 
Largest length (bp) 24 484 24 484 
Smallest length (bp) 201 201 
Average length (bp) 875.99 1 067.56 
N50 length (bp) 1 706 2 165 
E90N50 length (bp) 4 141 3 733 
Fragment mapped percent (%) 77.193 86.154 
G+C percent (%) 50.00 50.81 
Transrate score 0.457 70 0.499 07 
BUSCO score (%) 92.0 99.2 

排名前 20 的通路见图 1，从中筛选出 8 条睾丸

功能富集通路，共有 240 个差异表达基因，见

表 2，其中单次受精过程中精子与卵质膜的融

合 (fusion of sperm to egg plasma membrane 
involved in single fertilization)中有 14 个，包括

Spesp1、Izumo1、Hyal5 和 Folr1 等；顶体组装

(acrosome assembly)中有 15 个，包括 Fabp9、
Txndc8 和 Acrbp 等；精子获能(sperm capacitation)
中有 15 个，包括 Pcsk4、Tssk3 和 Tat1 等；精

子轴丝组装(sperm axoneme assembly)有 19 个；

精子细胞发育(spermatid development)有 42 个；

精卵识别(sperm-egg recognition)有 26 个；受精

过程(ertilization)有 46 个；生殖细胞发育(germ 
cell development)有 63 个。 

将 DG 进行 KEGG 功能富集分析，共富

集通路 345 条，排名前 20 的通路见图 2，从

中筛选出 5 条与睾丸功能相关的富集通路，共有

52 个差异表达基因，见表 4，其中甘油磷脂代谢 
 

 
 
图 1  睾丸差异表达基因 GO 富集分析气泡图 
Figure 1  GO enrichment analysis of differentially expressed genes in testis. 
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图 2  睾丸差异表达基因 KEGG 富集分析柱形图 
Figure 2  KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes in testis. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
表 4  睾丸功能差异表达基因 
Table 4  Differentially expressed genes in testicular function 
Description Database Branch ID Number of unigenes 
Fusion of sperm to egg plasma membrane involved in single 
fertilization 

GO BP GO0007342 14 

Acrosome assembly GO BP GO0001675 15 
Sperm capacitation GO BP GO0048240 15 
Sperm axoneme assembly GO BP GO0007288 19 
Spermatid development GO BP GO0007286 42 
Sperm-egg recognition GO BP GO0035036 26 
Fertilization GO BP GO0009566 46 
Germ cell development GO BP GO0007281 63 
Glycerophospholipid metabolism KEGG PATHWAY MAP00564 24 
Arachidonic acid metabolism KEGG PATHWAY MAP00590 15 
Alpha-linolenic acid metabolism KEGG PATHWAY MAP00592 7 
Thiamine metabolism KEGG PATHWAY MAP00730 5 
Lysine biosynthesis KEGG PATHWAY MAP00300 1 
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(glycerophospholipid metabolism)中有 24 个，包

括 Pcyt1、Pla2g4e、Gpd1l 和 Lypla3 等；花生

四烯酸代谢(arachidonic acid metabolism)中有

15 个，包括 Pla2、Ptgds 和 Pla2g12a 等；α-亚
麻酸代谢(α-linolenic acid metabolism)中有 7个，

包括 Pla2g4a、Pla2g2c 和 Pla2g6 等；硫胺素代

谢(thiamine metabolism)中有 5 个，包括 Ak5、
Ak8 和 Alpg 等；赖氨酸合成(lysine biosynthesis)

中有 1 个：Aadat。 

2.3  实时荧光定量 PCR 验证 
随机选取 6 个基因进行实时荧光定量 PCR

验证，结果见图 3。Cyp17a1 和 Ldhc 在睾丸下

降期表达量更高，Gata4、Ntn4、Plxna1 和 Tprgl
在睾丸正常期表达量更高。六个基因的转录组

测序数据见表 5，其中 Cyp17a1、Gata4、Ntn4、
Plxna1 和 Ldhc 的实时荧光定量 PCR 在睾丸下 

 

 
 
图 3  睾丸下降期与正常期的 6 个随机基因 qRT-PCR 验证 
Figure 3  qRT-PCR verification of six random genes in testicular droop phase and normal phase. *: P<0.05. 
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表 5  睾丸中 6 个基因转录组测序数据 
Table 5  Transcriptome sequencing data of six genes in the testis 
Gene ID Gene name Reference species Droop phase Normal phase 
TRINITY_DN12713_c0_g2 Cyp17a1 Mastomys coucha 111.61 1.59 
TRINITY_DN195_c0_g1 Gata4 Arvicanthis niloticus 3.85 168.63 
TRINITY_DN8651_c0_g1 Ntn4 Camelus dromedarius 2.21 183.41 
TRINITY_DN840_c0_g1 Plxna1 Grammomys surdaster 1.18 190.79 
TRINITY_DN5940_c0_g1 Ldhc Mus pahari 49.10 4.51 
TRINITY_DN33842_c0_g1 Tprgl Rattus rattus 59.01 115.40 
The expression level calculation method for droop phase and normal phase is TPM. 
 
降期和正常期的表达水平与转录组测序结果一

致，Tprgl 在睾丸下降期和正常期的表达模式与

转录组测序结果一致，但实时定量 PCR 检测的

表达量差异显著，转录组测序差异不显著。 
2.4  代谢物分析 

基于 UHPLC-Q Exactive HF-X 系统和上海

美吉生物医药科技有限公司构建的数据库，对

春季、夏季和秋季的黑线姬鼠睾丸进行代谢组

学分析，共提取质谱峰 7 351 个，注释到代谢

物 2 649 个，主要包括脂质和类脂分子(lipids 
and lipid-like molecules)、有机酸及其衍生物

(organic acids and derivatives)、有机杂环化合物

(organoheterocyclic compounds)、有机氧化合物

(organic oxygen compounds) 和 苯 类 化 合 物

(benzenoids)等。 

2.5  差异代谢物筛选与分类 
对 18 个样品进行主成分分析和相关性热

图分析，主成分分析结果表明所有样本组内聚

集性好，组间离散度高，相关性热图结果显示

样本间代谢物组成和丰度相似度较高。这表明

组内重复样本代谢组数据相似度高且组间代谢

组数据差异明显。为深入发掘黑线姬鼠睾丸功

能相关的关键代谢物，以 P 值<0.05、VIP>1、
FC>1 为条件，筛选出睾丸下降期(C、X)与正常

期(Q)的差异代谢物集(DM)。DM 共有 289 个代

谢物，其中 69 个上调代谢物，220 个下调代谢

物。通过 HMDB 数据库对 DM 进行分类，结果

见图 4。DM 中占比最多的化合物类别为脂质及类

脂分子，占比 41.20%；其次为有机酸及其衍生

物，占比 19.85%；再次为有机氧化物，占比为

10.86%；有机杂环化合物，占比为 10.86%。 

2.6  差异代谢物筛选 
通过对差异代谢物集 DM 进行 HMDB 分类

和 KEGG 富集通路分析发现，与睾丸功能相

关差异代谢物主要存在于苯丙氨酸、酪氨酸和

色氨酸生物合成(phenylalanine, tyrosine and 
tryptophan biosynthesis)、α-亚麻酸代谢、甘油

磷脂代谢和花生四烯酸代谢，相关差异代谢物

见表 6，包括苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物

合成中的代谢物 3-脱氢奎宁酸(3-dehydroquinic 
acid)、L-环己烷(L-arogenate)、磷酸烯醇丙酮酸

(phosphoenolpyruvic acid)和 1,6-二磷酸果糖

(fructose 1,6-bisphosphate)等，α-亚麻酸代谢中的

代谢物 9-氧代壬酸(9-oxo-nonanoic acid)、α-亚麻

酸(α-linolenic acid)和愈伤酸(traumatic acid)等，

甘油磷脂代谢中的代谢物 1-十七碳酰-甘油-3-磷
酰胆碱 [ P C  ( 1 7 : 0 / 0 : 0 ) ]、溶血磷脂酰胆碱     
[PC (22:5/0:0)]和磷酸二羟丙酮(dihydroxyacetone 
phosphate)等。其中，1,6-二磷酸果糖、磷酸二

羟丙酮和 3-脱氢奎宁酸等 15 种代谢物在睾丸

正常期含量较高，而 L-环己烷等 13 种代谢物在

睾丸下降期含量较高，上述差异代谢物聚类热 
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图 4  睾丸差异代谢物 HMDB 化合物分类 
Figure 4  Classification of differential metabolites in the testis. 
 
表 6  睾丸差异代谢物 
Table 6  Differential metabolites in the testis 
No. Metabolite KEGG ID Formula RSD 
1 PC (22:5/0:0) C04230 C30H52NO7P 0.018 
2 9-oxo-nonanoic acid C16322 C9H16O3 0.035 
3 PC (17:0/0:0) C04230 C25H52NO7P 0.030 
4 PC (22:6 (4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 16Z, 19Z)/P-18:1 (9Z)) C00157 C48H82NO7P 0.257 
5 LysoPC (17:0/0:0) C04230 C25H52NO7P 0.010 
6 PC (18:0/0:0) C04230 C26H54NO7P 0.009 
7 LysoPC (22:5 (7Z, 10Z, 13Z, 16Z, 19Z)/0:0) C04230 C30H52NO7P 0.020 
8 LysoPC (P-18:0/0:0) C04230 C26H54NO6P 0.071 
9 LysoPC (20:1 (11Z)/0:0) C04230 C28H56NO7P 0.032 
10 GPEtn (16:1/22:5) C00350 C43H74NO8P 0.108 
11 LysoPC (18:1 (11Z)/0:0) C04230 C26H52NO7P 0.023 
12 3-dehydroquinic acid C00944 C7H10O6 0.044 
13 L-arogenate C00826 C10H12NO5 0.078 
14 LysoPC (20:4 (8Z, 11Z, 14Z, 17Z)/0:0) C04230 C28H50NO7P 0.020 
15 Phosphoenolpyruvic acid C00074 C3H5O6P 0.060 
16 LysoPC (16:1 (9Z)/0:0) C04230 C24H48NO7P 0.031 
17 Fructose 1,6-bisphosphate C05378; C00354 C6H14O12P2 0.092 
18 LysoPC (14:0/0:0) C04230 C22H46NO7P 0.003 
19 Alpha-linolenic acid C06427 C18H30NO2 0.030 
20 Dihydroxyacetone phosphate C00111 C3H7O6P 0.005 
21 Traumatic acid C16308 C12H20O4 0.014 
22 9(S)-HpOTrE C16321 C18H30O4 0.021 
23 Shikimic acid C00493 C7H10O5  0.118 
24 Quinic acid C00296 C7H12O6  0.015 
25 20-hydroxy-leukotriene E4 C03577 C23H37NO6S 0.061 
26 5-trans-PGE2 C00584 C20H32O5 0.001 
27 5(S)-HETE C04805 C20H32O3 0.025 
28 15-deoxy-delta-12,14-PGJ2 C14717 C20H28O3 0.040 

 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2188 

图分析见图 5，从中筛选出磷脂酰乙醇胺

(phosphaticlylethanolamine, PE)、磷脂酰胆碱

(phosphaticlylcholine, PC)、α-亚麻酸和磷酸二羟

丙酮(glcerone-P)等 4 种代表性差异代谢物，其

二级质谱图见图 6。 

2.7  转录组和代谢组联合分析 
为探究黑线姬鼠下降期和正常期睾丸中基

因和代谢物的影响机制，将 DG 与 DM 进行转

录组和代谢组联合分析。O2PLS 分析(图 7)表明，

不同样本组内聚集性良好，组间差异明显，转

录组和代谢组同一样本关联性较好，表明转录

组和代谢组数据较准确，可以进行后续分析。

将 DG 与 DM 进行 KEGG 通路富集分析，共发

现 4 条在 DM 和 DG 均显著富集的通路。其中

甘油磷脂代谢、α-亚麻酸代谢和花生四烯酸代

谢存在关联且与睾丸功能相关，对这些通路进

行综合分析，结果见图 8。图中共富集到 17 种

与睾丸功能差异代谢物，包括 9-氧代壬酸、磷 

 

 
 
图 5  睾丸差异代谢物热图 
Figure 5  Testicular differential metabolite heat map. 
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图 6  四种差异代谢物的二级质谱图 
Figure 6  Secondary mass spectrometry of four differential metabolites. A: Phosphaticlylethanolamine. B: 
Phosphaticlylcholine. C: Alpha-linolenic acid. D: Glcerone-P. 
 

 

 
 
图 7  DG 与 DM 的 O2PLS 分析 
Figure 7  O2PLS analysis of DG and DM.  

脂酰乙醇胺、磷脂酰胆碱、磷酸二羟丙酮、α-亚
麻酸和 9(S)-过氧羟基十八碳三烯酸等，其中与

1-酰基甘油磷酸胆碱酰(1-acyl-sn-glycerol-3- 
phosphocholine)功能相似的物质有 11 个。12 个

差异表达基因，包括 Chpt1、Cept1、Pla2g4、
Pla2g6、Pla2g16、Lypla3、Plb (Plb1)、Nte、
Gpd1、Glpa、Cyp2j、Cyp2c。通过综合分析发

现，相关基因和代谢物在黑线姬鼠下降期和正

常期睾丸中变化明显，与代谢物变化趋势相近

的差异表达基因如下，在甘油磷脂代谢过程

中，磷脂酰乙醇胺在睾丸正常期含量更高，属

于 EC 2.7.8.2 的 Chpt1 和 Cept1 的调控趋势与之

一致，1-酰基甘油磷酸胆碱酰(1-acyl-sn-glycerol- 
3-phosphocholine)在睾丸正常期含量更高，属 
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图 8  睾丸功能代谢途径差异分析 
Figure 8  Analysis of differences in metabolic pathways of testicular function. The expression/content of 
red/green is higher than that of blue/yellow in the heat map.  
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于 EC 3.1.1.4 的 Pla2g4 和 Pla216 的调控趋势与

之一致，而磷脂酰胆碱在睾丸下降期含量更高，

Pla2g6 和 Plb1 的调控趋势与之一致，磷酸二羟

丙酮在睾丸正常期含量更高，Gpd1 (TRINITY_ 
DN12465_c0_g1 和 TRINITY_DN38289_c0_g1)
的调控趋势与之相同；在 α-亚麻酸代谢过程中，

α- 亚 麻 酸 、 9(S)- 过 氧 羟 基 十 八 碳 三 烯 酸

[9(S)-HpOTrE]和 9-氧代壬酸 (9-ox-ononanoic 
acid)在睾丸正常期含量更高，属于 EC 3.1.1.4 的

Pla2g4 和 Pla2g16 的调控趋势与之一致；在花生

四烯酸代谢过程中，该分支代谢终产物为四氢呋

喃-二醇(tetrahydrofuran diols, THF-diols)，差异

基因 Cyp2j 和 Cyp2c 在睾丸正常期表达量更高。

由此推测，上述差异表达基因可能是调控黑线

姬鼠睾丸下降及功能发生的关键基因。 

3  讨论与结论 
黑线姬鼠是我国常见的农业有害生物，截

至目前，关于黑线姬鼠繁殖特征的分子生物学

研究相对较少。因此，本研究通过高通量测序

获得黑线姬鼠下降期和正常期睾丸的转录组信

息，从中筛选出差异表达基因集 DG，进行 GO
和 KEGG 富集分析，GO 富集分析筛选出 8 条通

路，主要与精细胞发育、精子发生、精子获能和

精卵识别等睾丸基础功能有关，240 个差异表达

基因，均是睾丸功能基因，如 Spesp1 可以显著

影响精子顶体鞘赤道区域膜的生成，是精子具备

精卵结合能力的关键[25]，Fabp9 在包括小鼠在内

的哺乳动物睾丸中表达，可能具有促进精子形成

和维持精子受精能力的作用[26],而 Tssk3 属于睾

丸特异性丝氨酸/苏氨酸激酶(threonine kinase, 
TSSK)家族，缺乏该基因的小鼠精子会发生严

重的形态缺陷[27]，说明其在精子形态维持方面

具有重要作用；KEGG 富集分析筛选出 5 条通路，

51 个差异表达基因，主要与甘油磷脂、α-亚麻

酸和赖氨酸等精子成分有关。实时荧光定量

PCR 结果表明，随机选取基因的表达趋势与测

序结果一致，表明转录组数据真实准确。 
为了解黑线姬鼠下降期和正常期睾丸在代

谢水平的变化情况，本研究基于非靶向代谢组

学技术对黑线姬鼠下降期和正常期睾丸中代谢

物进行了检测分析，从中筛选出差异代谢物集

DM，KEGG 富集分析筛选出 4 条与睾丸功能代

谢通路，28 种代谢物，其中 3 条代谢通路与转

录组的 KEGG 分析相同。进一步对差异表达基

因集 DG 和差异代谢物 DM 进行联合分析，对

睾丸功能通路进行基因注释，共注释到 13 个基

因，涉及代谢物 17 个。磷脂酰胆碱和磷脂酰乙

醇胺是真核细胞中最主要的两种磷脂，约占总磷

脂含量的 50%和 25%[28]，是精子的主要成分之

一，EC 2.7.8.1 包括 Chpt1 和 Cept1，作为甘油

磷脂代谢过程中的关键酶，EC 2.7.8.1 可以催化

1,2-二油酰基 -sn-甘油 (1,2-dioleoyl-sn-glycerol)
与胞磷胆碱(CDP-choline)合成 PC 或者 PE[29-30]，

其中 Chpt1 专门合成 PC，Cept1 可以合成 PC
和 PE[28]，本实验中 Chpt1 和 Cept1 基因呈下调

趋势，与磷脂酰乙醇胺相同，与磷脂酰胆碱相

反，推测是由于睾丸下降期代谢旺盛，磷脂酰

乙醇胺参与了更多的代谢反应，作为上游代

谢产物被大量消耗，而磷脂酰胆碱则相对消

耗较少；EC 3.1.1.4 催化 PC 和 PE 的次生代谢过

程[31]，是甘油磷脂 sn-2位置脱酰基的关键酶[32]，

与精子活力和雄性繁殖能力密切相关[33]。本实

验中 Pla2g4 和 Pla2g16 呈下调趋势，与 α-亚麻

酸趋势相同，Pla2g6 和 Plb 呈上调趋势，与    
1-酰基甘油磷酸胆碱酰趋势相同，推测是因为

EC 3.1.1.4 参与了甘油磷脂代谢、α-亚麻酸代谢

和花生四烯酸代谢等多个代谢反应，代谢产物较

多，而 Pla2g4、Pla2g6、Pla2g16 和 Plb1 虽同属

于 EC 3.1.1.4，但功能已有分化，比如 Pla2g4
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可以选择性水解花生四烯酸[34-35]，Pla2g6 的功

能则体现在膜重塑方面[36]，因此表达模式存在

差异。EC 3.1.1.5 是 1-酰基甘油磷酸胆碱酰和

1- 酰基甘 油磷酸乙 醇胺 (1-acyl-sn-glycero-3- 
phosphoethanolamine) 合 成 3- 磷 酸 甘 油

(Sn-glycero-3phosphocholine, G3P)过程中的关

键酶[37]，本实验中 Lypla3 和 Plb 呈上调趋势，

Nte 呈下调趋势，推测 Nte 可能对 G3P 的合成

起负向调控作用；G3P 在 EC 1.1.1.8 和 EC 
1.1.5.3 共同催化下转化为磷酸二羟丙酮，本实

验中 Glpa 呈上调趋势，Gpd1 共注释到 4 个基

因，其中 TRINITY_DN70824_c0_g1 和 TRINITY_ 
DN3050_c0_g1 上调，TRINITY_DN38289_c0_g1
和 TRINITY_DN12465_c0_g1 下调，磷酸二羟丙

酮作为糖酵解和甘油代谢的中间产物[38-39]，是

甘油磷脂的前体物质，在睾丸下降期消耗量更

高；α-亚麻酸是精子质膜中的一种磷脂[40]，也是

二十二碳五烯酸(docosapentenoic acid, DPA)和
二十二碳六烯酸(docosahexaenoic Acid, DHA)的
前体，具有调节质膜功能、改善膜完整性和增

强精子活力的功能[41]，而在 α-亚麻酸代谢过程

中，PC 在 EC 3.1.1.4 的催化下转化为 α-亚麻酸[31]，

部分 α-亚麻酸转化为 9(S)-过氧羟基十八碳三烯

酸和 9-氧代壬酸，本实验中 3 种次生代谢物均

在睾丸下降期消耗量更高，推测 α-亚麻酸代谢旺

盛有利于精子的大量产生；四氢呋喃二醇

(tetrahydrofurandiol, THF-diols)是一种雄性内分

泌干扰物[42]，有研究表明四氢呋喃二醇会对生

物体内的类固醇激素产生影响，干扰雄性个体

的性行为[43]，本实验中 Cyp2 基因在睾丸正常期

表达较高，表明黑线姬鼠在非繁殖季节可能通

过分泌 THF-diols 来抑制繁殖行为。 
综上所述，以上基因、代谢物和信号通路可

能是黑线姬鼠睾丸功能发生的关键组成部分，会

在睾丸下降期发生显著变化，以此提高雄性黑线

姬鼠的繁殖强度。本研究对黑线姬鼠下降期和正

常期睾丸进行了转录组学和代谢组学研究，结合

GO 和 KEGG 数据库挖掘出睾丸下降期与正常

期的差异基因和代谢物，并且对睾丸功能代谢

通路进行了基因注释，从基因及代谢物水平上

揭示了黑线姬鼠睾丸下降对其功能的影响机

制。研究结果可以为后续黑线姬鼠繁殖学研究、

实验动物化及分子生物学研究提供依据，并为

其他野生啮齿动物多组学研究提供参考。 
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