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新基因ＴＳＧ２３在正常和无精子症睾丸组织中的表达差异

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　　摘　要：目的　研究ＴＳＧ２３基因在正常和无精子症睾丸组织中的表达差异。方法　应用ＰＣＲ方法检测ＴＳＧ２３基因在人和

小鼠多组织中的表达特征，并比较其在正常和无精子症睾丸组织中的表达差异。结果　ＰＣＲ结果显示ＴＳＧ２３为睾丸组织特异

性表达。与正常睾丸组织比较，ＴＳＧ２３基因在无精子症睾丸组织的表达减弱或消失。结论　ＴＳＧ２３基因对精子发生可能具有重

要作用，其表达降低或消失可能是男性不育症发生的重要原因之一。
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　　全世界大约有１５％的夫妇受到不育症的影响，其中由男

性原因引起的不育占５０％，而无精子症在男性不育的致病因

素中占５％～２０％
［１］。精子发生经历精原细胞的增殖、精母细

胞的减数分裂和精子形成三个阶段，这个精确复杂的发育过程

需要一系列睾丸特异性表达基因的参与［２］，且受到高度有序的

基因表达网络的调控［３］。在精子形成的过程中任何一个环节

出现异常，如染色体核型异常，与精子生成相关的基因缺失、突

变或表达异常都会引起精子发生过程停滞，形成少精症和无精

子症［４］，引起男性不育。ＴＳＧ２３基因是采用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司

的人类全基因组表达谱芯片和小鼠全基因组芯片，对正常成人

睾丸和人胚胎期睾丸组织及４、９、１８、３５、５４日龄和６月龄小鼠

睾丸组织进行了全基因组芯片分析鉴定筛选的人和小鼠同源

的睾丸特异性基因［５］。本研究通过采用ＲＴＰＣＲ的方法检测

ＴＳＧ２３在正常人和小鼠的睾丸组织及其无精子症患者和小鼠

睾丸组织中的表达差异，探讨该基因在精子发生过程中的

作用。

１　资料与方法

１．１　材料　实验用ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠购自中山大学实验动物中

心。对照组的睾丸组织和其他组织取材于意外死亡的健康人，

年龄２４～４０岁。收集手术切除或活检的无精子症患者新鲜标

本，年龄２２～３６岁。该研究获北京大学深圳医院医学伦理委

员会批准，死者家属签署人体组织捐献知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　小鼠无精子症模型的制备　７～８周龄雄性ＢＡＬＢ／Ｃ

小鼠２４只，体质量２６～２８ｇ。随机分成正常对照组和给药后

４周组，８周组，１２周组，每组８只。参照文献［６］将白消安溶

于ＤＭＳＯ溶液后加等体积的灭菌ＰＢＳ，使白消安的终浓度为

４ｍｇ／ｍＬ，于３７℃水浴中保持恒温防止ＤＭＳＯ凝固，每只小

鼠按４０ｍｇ／ｋｇ行腹腔内单次注射。

１．２．２　组织 ＲＮＡ 提取及 ＲＴＰＣＲ　将人和小鼠组织加

１．０ｍＬＴＲＩｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），组织匀浆后加入氯仿

２００μＬ，振荡１５ｓ，离心１５ｍｉｎ（４℃，１２０００ｒｐｍ），取上清加入

５００μＬ的异丙醇，混匀后再离心１０ｍｉｎ，沉淀物经７５％乙醇洗

涤后，溶于焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）处理的水中，紫外分光光度计

定量后于－８０℃储存备用。采用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ反转录试剂盒（美

国 ＭＢＩ公司）进行ＲＴ反应，合成ｃＤＮＡ第一链。取睾丸组织

总ＲＮＡ１μｇ，ＯｌｉｇｏｄＴ１８１μＬ，经ＤＥＰＣ处理的水１２μＬ，７０℃

加热５ｍｉｎ；加入５×反转录缓冲液４μＬ，１０ｍＭｄＮＴＰ２μＬ，

ＲＮＡ酶抑制剂１μＬ，３７℃反应５ｍｉｎ；ＭｕｌＶ 反转录酶１μＬ，

４２℃６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ后，置于冰上，待用。根据人和小鼠

ＴＳＧ２３ｃＤＮＡ 设计引物如下：人 ＴＳＧ２３上游引物：５′ＧＧＧ

ＡＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＴＣＣＡＧＡＡＧＣＡＧＡ３′，下游引物：５′

ＧＧＡＴＧＧＧＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＡＧＣＴＴＧＡＧ３′，扩增片段

２５６ｂｐ；小鼠ＴＳＧ２３上游引物：５′ＣＴＧＴＴＣＣＡＧＡＡＧＣＡＧ

ＡＧＣＴＣＣＣＴＡＴＣＴ３′，下游引物：５′ＧＧＡＴＣＴＣＡＣＴＡＡ

ＡＧＧＣＡＴＣＴＧＴＣＣＡＧＡＡＧ３′，扩增片段３３７ｂｐ。用上述

引物对正常和无精子症的睾丸进行ＰＣＲ扩增。在２０μＬ的反

应总体积中加入下列物质：ｃＤＮＡ１μＬ，ｄＮＴＰ０．４μＬ，Ｍｇｃｌ２
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１．６μＬ，犜犪狇酶１μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，上游引物０．２μＬ，下游

引物０．２μＬ，ＤＥＰＣ水１３．６μＬ。在ＰＴＣ２００型ＰＣＲ扩增仪

上完成ＰＣＲ扩增，条件如下：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性

３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，完成３０个循环，７２℃５

ｍｉｎ，置４℃保温，１％琼脂糖电泳检测ＰＣＲ产物大小。以β

ａｃｔｉｎ作为对照。

２　结　　果

２．１　ＴＳＧ２３ｍＲＮＡ在人各种组织中的分布　人７种组织

（肺、肌肉、肝、肾、食管、胃、睾丸）ＲＴＰＣＲ结果表明，ＴＳＧ２３基

因在人睾丸组织中特异性高表达，在其他组织中均不表达，而

βａｃｔｉｎ对照引物均能扩增出特异性ＤＮＡ条带（图１）。

图１　　ＴＳＧ２３在人多组织中的表达

２．２　ＴＳＧ２３ｍＲＮＡ在小鼠各种组织中的分布　在小鼠１０种

组织包括心、肺、脑、肾、肝脏、脾、胰腺、结肠、附睾和睾丸进行的

ＲＴＰＣＲ结果中可见，ＴＳＧ２３基因在睾丸组织中见到很强的目

的扩增条带，而在其他组织中均未见目的扩增条带（图２）。

图２　　ＴＳＧ２３小鼠多种组织中的表达

图３　　ＴＳＧ２３在无精子症患者睾丸组织的表达

　　Ｃ：对照组；１ｍ：白消安处理１个月组；２ｍ：白消安处理２个月组；

３ｍ：白消安处理个月组。

图４　　ＴＳＧ２３在无精子症小鼠睾丸组织的表达

２．３　ＴＳＧ２３ｍＲＮＡ在健康人和无精子症患者睾丸组织中的

表达差异　ＲＴＰＣＲ结果分析显示，与正常人的睾丸组织比

较，ＴＳＧ２３基因在生精阻滞的无精子症患者的睾丸组织中表

达消失（图３）。

２．４　ＴＳＧ２３ｍＲＮＡ在正常和无精子症小鼠睾丸组织中的表

达差异　小鼠 ＴＳＧ２３基因在正常小鼠的睾丸组织中表达最

强，在白消安处理１个月的小鼠睾丸中表达减弱，而在白消安

诱导无精子症模型２个月和３个月的小鼠睾丸中表达微弱甚

至消失（图４）。

３　讨　　论

近年来无精子症的发病率呈现出上升趋势［７］，而引起无精

子症的病因至今仍未完全明了，多种因素可导致无精子症，包

括药物、内分泌、免疫、感染、创伤等，遗传缺陷和基因的改变与

无精子症的发生密切相关［８］。精子发生过程中，一些体细胞表

达的结构基因静止，而一系列睾丸生精细胞特异的基因如

Ｆａｎｋ１
［９］，Ｓｅｐｔｉｎ１２

［１０］、ＮＡＮＯＳ２
［１１］和 Ｔｅｘ２４

［１２］等表达。人睾

丸组织中表达大量基因，但大部分基因的功能不清楚，同时与

正常生育过程有关的许多基因尚未被发现。这些基因与无精

子症的关系仍有待阐明，越来越多的学者开始关注基因对精子

发生的影响。

ＴＳＧ２３是通过基因芯片鉴定的一个人鼠同源的睾丸特异

性基因。对该基因在人和小鼠多种组织中表达的研究结果显

示其仅在睾丸组织中高表达，而其余被检测的组织中没有表

达。这种睾丸组织特异性的表达模式表明ＴＳＧ２３参与了睾丸

特有的生理功能，如精子的发生。ＴＳＧ２３基因可能在精子发

生中具有重要的作用。通过ＲＴＰＣＲ方法检测该基因在健康

者和无精子症患者睾丸组织中的表达情况，结果发现与正常睾

丸组织相比，ＴＳＧ２３基因在无精子症患者睾丸中表达消失；在

白消安制备的无精子症小鼠模型中发现ＴＳＧ２３ｍＲＮＡ 的表

达减弱或消失。ＴＳＧ２３在无精子症中的表达沉默进一步证实

了其参与了精子发生过程。该基因在无精子症中表达微弱或

不表达，说明该基因在精原细胞及初级精母细胞中没有表达，

而此阶段即是精子发生过程的有丝分裂阶段，从而推测该基因

至少是在减数分裂期开始表达。对于该基因的深入了解还需

要进一步的实验研究。

另外，ＴＳＧ２３在生精阻滞型无精子症患者睾丸组织的表

达明显减少或消失，提示这些患者可能存在ＴＳＧ２３基因的突

变、缺失或显著性差异ＳＮＰ位点，因此，基因敲除小鼠和无精

子症患者的基因突变筛选将更进一步地确定ＴＳＧ２３在精子发

生过程中的确切机制以及它与临床男性不育的关系。
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１．２６３％，计算得出 ＧＡ 的参考值上、下限分别为１１．０４％、

１５．９９％。

图１　　ＧＡ测定结果柱状图

表１　　ＧＡ测定结果频度分析

ＧＡ检测结果（％）
频度（狀）

男性 女性 合计

１０～＜１１ ３ ４ ７

１１～＜１２ １２ ７ １９

１２～＜１３ ２９ ３１ ６０

１３～＜１４ ３５ ３４ ６９

１４～＜１５ ２９ ３０ ５９

１５～＜１６ １０ １２ ２２

１６～＜１７ ２ ２ ４

３　讨　　论

临床实验室应能够并可以很方便地检测出参考区间在人

口统计学和地域方面的差异。依据Ｃ２８２Ａ文件，慎重选择参

考个体，参考人群必须是合理的，而且有助于确定患者的疾病

和异常症状。参考个体健康状况的评价必须以文档的形式保

存。参考区间指的是最高限和最低限的之间的全部数组成的

区间，从参考人群中抽出来的个体检测值可以用一个特定的百

分比（通常 是９５％）来评估
［６］。

目前，ＧＡ的检测方法有亲和色谱法、高效液相色谱法、免

疫化学法和比色法，这些方法都存在检测时间长、精确度差的

缺陷［７］。酶法ＧＡ采用高特异性的酮氨酸氧化酶保证检测结

果的特异性，准确检测人血清或血浆中 ＧＡ 的含量。虽然

ＨｂＡ１ｃ是国际上监测长期血糖控制水平的金标准，由于血液

中血红蛋白的半衰期长，其更新速度对 ＨｂＡ１ｃ监测结果有一

定影响，且其易受血红蛋白变异的影响，故短期内，除受清蛋白

水平的干扰外，高特异性的酶法ＧＡ能及时、准确的反映出糖

尿病患者的血糖控制水平。

具有较高、有效的临床诊断参考价值的ＧＡ参考值范围的

建立对于其在临床诊断的推广、应用是非常必要和急迫的。目

前，沈霞等［８］报道对５６名健康志愿者使用酶法ＧＡ试剂盒检

测并确定成人ＧＡ的参考范围为（１４．３５±２．００）％，周健等
［９］

采用液态酶法检测全国１０个中心３８０名体质量、糖耐量正常

者的ＧＡ水平，得出正常参考值范围为１０．８％～１７．１％，周海

翔等［１０］对５７６名糖耐量正常者采用酶法ＬｕｃｉｃａＧＡＬ法检测

并确定ＧＡ参考范围是１１．８９％～１６．８７％。本次实验研究采

用Ｃ２８２Ａ文件要求，通过筛选新疆地区昌吉市木垒哈萨克自

治县哈萨克族体检健康标本２４０份，同时检测样本 ＨｂＡ１ｃ、

ＧＬＵ、ＡＬＴ、ＴＢＩＬ、ＣＲ结果确保实验参考健康标本的合理性，

确认酶法ＧＡ试剂盒（宁波美康生物科技股份有限公司提供）

在ＢＳ－８００检测体系上的应用于哈萨克族人群的正常参考范

围为１１．０４％～１５．９９％。

在检测样本的过程中，分析前、中及后期处理过程中，需要

严格执行质量管理要求，不排除各个环节的控制水平因素及区

域性人群分布的差异的影响。本次实验研究的是新疆地区哈

萨克族人群的ＧＡ参考值范围，建议有差异的临床实验室依据

相关文件要求建立适合实验室的合理、有效的参考值范围。
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