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东莞地区男性不育患者Ｙ染色体ＡＺＦ基因微缺失分析

曹金如，陈寿云

（东莞市第三人民医院输血科中心实验室，广东东莞５２３３２０）

　　摘　要：目的　探讨东莞地区男性不育患者Ｙ染色体无精子因子（ＡＺＦ）基因微缺失情况和特点。方法　采用多重ＰＣＲ方法

对１２０例来该院就诊的特发性少精症和无精症的不孕患者和６０例同期门诊精液常规检查正常患者进行Ｙ染色体ＡＺＦ基因微缺

失检测，同时对该１２０例患者进行外周血染色体核型分析。结果　１２０例患者外周血核型分析未见明显异常，Ｙ染色体ＡＺＦ基因

微缺失检测检出２３例患者均为ＡＺＦｃ区缺失，检出率为１９．２％，未检出其他位点缺失。结论　ＡＺＦｃ区为该地区男性不育 ＡＺＦ

基因筛查的主要候选基因，Ｙ染色体微缺失是导致男性不育的重要原因。

关键词：Ｙ染色体；　基因；　男性不育

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０６．０３２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０６０７９１０３

犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犃犣犉犵犲狀犲犿犻犮狉狅犱犲犾犲狋犻狅狀狊狅狀犢犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲犻狀犿犪犾犲犻狀犳犲狉狋犻犾犻狋狔狆犪狋犻犲狀狋狊犳狉狅犿犇狅狀犵犵狌犪狀

犆犪狅犑犻狀狔狌，犆犺犲狀犛犺狅狌狔狌狀

（犆犲狀狋狉犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犅犾狅狅犱犜狉犪狀狊犳狌狊犻狅狀，犇狅狀犵犵狌犪狀犕狌狀犻犮犻狆犪犾犜犺犻狉犱

犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犇狅狀犵犵狌犪狀，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５２３３２０，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｗａｓａｄｏｐｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＡＺＦｍｉｃｒｏｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆＹ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｉｎ１２０ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｏｌｉｇｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａａｎｄａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａａｎｄｃｏｎｔｅｍｐｏｒａｎｅｏｕｓ６０ｃａｓｅｓｏｆｎｏｒｍａｌｓｅｍｅｎｒｏｕ

ｔｉｎｅｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｏｕｔｐａｔｉｅｎｔｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ．Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｋａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ

ｏｎｔｈｅｓｅ１２０ｐａｔｉｅｎｔｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＭｕｌｔｉｐｌｅＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅ１５ｌｏｃｕｓｏｆｔｈｅａｚｏｏｓｐｅｒ

ｍｉａｆａｃｔｏｒ（ＡＺＦ）ｉｎｔｈｅ１２０ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｉｄｉｏｐａｔｈｉｃａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａａｎｄｏｌｉｇｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａａｎｄ６０ｍｏｒｍａｌｃａｓｅｓ．ｕｓｉｎｇｔｈｅＫａｒｙｏｔｙｐｅａ

ｎａｌｙｓｉｓｔｅｃｈｎｉｑｕｅｔｏａｎａｌｙｚｅｋａｒｙｏｔｙｐｅｏｆｔｈｅ１２０ｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｅｐａｔｉｅｎｔｓ，ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ．犚犲狊狌犾狋狊　Ａｍｏｎｇ１２０ｃａｓｅｓｏｆｍａｌｅｉｎｆｅｒ

ｔｉｌｉｔｙ，ｎｏｏｂｖｉｏｕｓａｂｎｏｒｍａｌｋａｒｙｏｔｙｐｅｗａｓｆｏｕｎｄ．２３ｃａｓｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄＡＺＦｃｄｅｌｅｔｉｏｎｓｗｉｔｈｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ１９．２％，ｎｏｍｉ

ｃｒｏｄｅｌｅｔｉｏｎｓａｔｏｔｈｅｒｌｏｃｉｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＡＺＦｃｉｓｔｈｅｍａｊｏｒｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｆｏｒＡＺＦｇｅｎｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙｐａ

ｔｉｅｎｔｓｆｒｏｍｔｈｉｓａｒｅａ．ＴｈｅＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍｉｃｒｏｄｅｌｅｔｉｏｎｉｓｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｃａｕｓｅｌｅａｄｉｎｇｔｏｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｙｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ；　ｇｅｎｅ；　ｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ

　　男性不育的原因一般有多种，除输精受阻和射精障碍以及

炎症和梗阻等病因导致不孕外，生精障碍是一个主要原因，而

遗传性缺陷导致的不孕占３０％。正确诊断男性不育的原因，

能有效防治男性不育。经研究发现Ｙ染色体基因缺失是引起

男性不育的重要原因。在精子发生障碍引起的男性不育患者

中，Ｙ染色体微缺失的发生率仅次于 Ｋｌｉｎｅｆｅｌｔｅｒ′ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ

（克氏综合征），是居于第二位的遗传因素。本研究拟采用多重

ＰＣＲ对Ｙ染色体上的精子发生调控基因 ＡＺＦ进行多位点检

测，对东莞地区男性不育病因从分子水平做一探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１３年６月至２０１４年５月来本院门诊

就诊的１２０例广东东莞籍特发性少精症和无精症患者，排除炎

症性输精管梗阻以及结核性睾丸炎等病因，６０例同期门诊精

液常规检查正常者为对照组。

１．２　检测方法

１．２．１　染色体核型分析　抽取外周血２ｍＬ，进行外周血淋巴

细胞培养，常规制备染色体，Ｇ显带计数２０个中期核型，分析

５个核型，按照人类细胞遗传学国际命名体制（ＩＳＣＮ，１９８５）进

行染色体核型描述。采用湖南湘雅基因技术有限公司提供的

外周血培养基进行外周血培养和采用北京国联在线医疗技术

有限公司提供的分析系统进行外周血核型分析。

１．２．２　Ｙ染色体微缺失检测　Ｙ染色体 ＡＺＦ基因微缺失检

测试剂盒由深圳亚能生物技术公司提供。试剂盒中１５对引物

覆盖ＡＺＦ１５个ＳＴＳ位点和一对引物扩增ＳＲＹ基因作为内控，

组成４套ＰＣＲ多重系统，分装在四种不同颜色的扩增管，扩增

出的产物大小具体见表１。静脉抽取外周血２ｍＬ，ＥＤＴＡ抗

凝，混匀后取１００μＬ采用硅胶法进行外周血 ＤＮＡ提取，取

ＤＮＡ１μＬ和１０μＬ去离子水加入反应管中，同时设立正常男

性阳性对照和空白对照及阴性对照。采用 ＡＢＩ２７２０进行完成

扩增，反应条件为预变性５０℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｍｉｎ，然后９４℃

３０ｓ，５８℃６０ｓ，７２℃６０ｓ循环３５次后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应结束后，扩增产物点样于２％琼脂糖凝胶１１０Ｖ，６０

ｍｉｎ水平电泳。采用上海培清全自动凝胶成像系统ＪＳ７８０进

行产物电泳后的分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件，选用四格表

χ
２ 检验比较患者和对照组Ｙ染色体ＡＺＦ基因微缺失检出率，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　染色体核型分析结果　１２０例患者外周血核型分析，均

未见明显异常。９例为多态性表现，其余表型正常，核型分别

为４６，ＸＹ（１１１例）、４６，ＸＹ，１ｑｈ＋（２例）、４６，ＸＹ，１６ｑｈ＋（１

例）、４６，ＸＹ，２１ｐｓｔｋ＋（３例）、４６，ＸＹ，１５ｐｓｔｋ＋（１例）、４６，ＸＹ，

Ｙ＝Ｇ（２例）。

２．２　Ｙ染色体ＡＺＦ微缺失检测结果
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２．２．１　扩增体系有效性检测　所有研究对象标本均能检出

ＳＲＹ基因片段，证实实验中提取的ＤＮＡ模板符合要求，扩增

体系有效。同时以水为模板的阴性对照应无任何扩增条带。

２．２．２　对照组Ｙ染色体ＡＺＦ微缺失检测结果　６０例对照组

均扩增出所有的１９个基因片段，空白对照及阴性对照未检出

任何扩增片段。

表１　　男性ＡＺＦ基因微缺失检测中扩增的ＳＴＳ位点、产物大小及对应区域

扩增管 目的基因检测片段

Ⅰ管（紫色） ＳＴＳ位点 ＳＲＹ ＳＹ２５４ ＳＹ１４３ ＳＹ２４２ ＳＹ２５５

产物大小（ｂｐ） ４７０ ４００ ３１０ ２３３ １２６

区域 － ＡＺＦｃ ＡＺＦｂ ＡＺＦｃ ＡＺＦｃ

Ⅱ管（白色） ＳＴＳ位点 ＳＲＹ ＳＹ８４ ＳＹ２３９ ＳＹ１５２ －

产物大小（ｂｐ） ４７２ ３２６ ２００ １２５ －

区域 － ＡＺＦａ ＡＺＦｃ ＡＺＦｃ －

Ⅲ管（蓝色） ＳＴＳ位点 ＳＲＹ ＳＹ８６ ＳＹ１２７ ＳＹ１４５ ＳＹ１２４

产物大小（ｂｐ） ４７２ ３２０ ２７４ １４０ １０９

区域 － ＡＺＦａ ＡＺＦｂ ＡＺＦｂ／ｃ ＡＺＦｂ

Ⅳ管（黄色） ＳＴＳ位点 ＳＲＹ ＳＹ１３４ ＳＹ８２ ＳＹ１２８ ＳＹ１３３

产物大小（ｂｐ） ４７２ ３０１ ２６４ ２２８ １７７

区域 － ＡＺＦｂ － ＡＺＦｂ ＡＺＦｂ

　　－：无数据。

２．２．３　１２０例患者Ｙ 染色体 ＡＺＦ微缺失检测结果　在本次

研究中的１２０例患者中，２３例患者检出 Ｙ染色体ＳＹ２３９、

ＳＹ２４２、ＳＹ２５４、ＳＹ２５５、ＳＹ１５２位点缺失，表现为 ＡＺＦｃ区缺

失，检出率为１９．２％，未发现其他区域的位点缺失，ＰＣＲ产物

电泳图见图１。６０例对照组 Ｙ染色体微缺失基因检测１５位

点未见缺失。１２０例患者Ｙ染色体ＡＺＦ微缺失检出率和对照

组Ｙ染色体ＡＺＦ微缺失检出率差异有统计学意义（犘＜０．０５）

　　Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 、Ⅳ分别为一次ＡＺＦ微缺失检测的４管扩增产物。

图１　　健康男性和Ｙ染色体ＡＺＦｃ基因微缺失患者微缺失

检测产物琼脂糖凝胶电泳图

３　讨　　论

世界上不育夫妇约占育龄夫妇的１０％～１５％，而其中由

于男性不育引起的占有５０％。男性不育与遗传因素有着密切

的关系［１］。

染色体核型异常是常见的导致男性不育的遗传因素，主要

表现为染色体数目和畸形等原因，Ｋｌｉｎｅｆｅｌｔｅｒ综合征（４７，

ＸＸＹ）是临床最常见的男性型年功能低下疾病。但在本次分

析中，所有的待检者均未见明显异常。

而自从１９７６年Ｔｉｅｐｏｌｏ等
［２］在显微镜下发现无精症的患

者存在Ｙ染色体长臂缺失以来，当前Ｙ染色体ＡＺＦ缺失研究

已经成为男性临床学研究和临床诊断的热点。有资料表明，在

遗传因素引起的男性不育中 Ｙ染色体微缺失的发生率占第２

位［３］。１９９６年 Ｖｏｇｅｔ等
［４］将ＡＺＦ划分为三区ＡＺＦａ区、ＡＺＦｂ

区、ＡＺＦｃ区。ＡＺＦａ区主要负责精母细胞的生成。ＡＺＦｂ区缺

失表现为精子发育停滞在精母细胞阶段无成熟精子生成。

ＡＺＦｃ区候选基因有ＤＡＺ、ＰＲＹ、ＢＰＹ２、ＴＴＹ２、ＣＤＹ等。该区

最重要的基因ＤＡＺ被称为无精子缺失基因
［５６］。

近年来国内相继开展了产前不孕咨询和Ｙ染色体微缺失

基因检测。作为一种遗传因素引起的疾病，往往存在种族和地

域的差异表现［７］，因此广泛的在不同地区开展 ＡＺＦ基因微缺

失检测具有重要的临床实践意义。目前国内不同地区报道的

ＡＺＦ基因微缺失情况均不同。谭建强等
［８］通过对柳州地区

５３０例性不育患者细胞遗传学与分子遗传学的分析发现３４例

存在 ＡＺＦ基因缺失，缺失率为６．４％。郝胜菊等
［９］通过对甘

肃地区３７３例男性不育症患者进行 Ｙ染色体 ＡＺＦａ，ＡＺＦｂ，

ＡＺＦｃ三个区域６个ＳＴＳ位点的微缺失检测，４２例发生了ＳＴＳ

位点缺失，缺失率１１．３％。杨慧敏等
［７］通过对３３１例男性不

育患者进行微缺失分析发现２３例患者微缺失，其中１１例为

ＡＺＦｃ区缺失，占缺失患者中的４７％。

本研究通过对１２０例男性不育患者进行外周血核型和 Ｙ

染色体微缺失检测后分析发现，在本地区 Ｙ染色体 ＡＺＦ微缺

失是造成男性不育的重要原因。在１２０例男性不育患者中有

２３例微缺失，均为ＡＺＦｃ区缺失，占此次分析对象中的１９．２％。

ＡＺＦｃ区的缺失是常见的Ｙ染色体微缺失，患者表现为睾

丸组织学表现为多样化，患者保留有精子生成能力，可以采取

辅助生殖技术解决不孕［１０］，目前，以试管婴儿和卵泡浆内单精

子注射技术为治疗男性不育最有效的辅助生殖技术［１１］，但是

其缺失位点可以遗传下一代，这类患者在辅助生殖实验中建议

选择女性为后代。

本次分析结果提示Ｙ染色体上 ＡＺＦｃ区微缺失是本地区

男性不育患者的缺失热区。这与广州军区广州总医院的叶长

灿，叶长灿等［１２］报道符合。在本次分析中其他位点目前尚未

检出缺失，不排除有其他ＡＺＦ微缺失基因型的存在，是否存在

还有待分析数量的扩大。Ｙ染色体ＡＺＦ基因微缺失检测为男

性不育的诊断以及后续辅助生殖治疗提供了（下转第７９５页）

·２９７· 国际检验医学杂志２０１５年３月第３６卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．６



Ｂ＋）
［１７］。本研究显示，在６８株艰难梭菌临床菌株中，６７株

（９８．５％）为产毒株，其中６４株狋犮犱犃、狋犮犱犅 均为阳性，为毒素

Ａ＋Ｂ＋，３株狋犮犱犃阴性、狋犮犱犅阳性，为毒素 Ａ－Ｂ＋。这一结

果表明悉尼地区流行的艰难梭菌产毒特性与其他地区菌株一

样，以同时产毒素Ａ和Ｂ为主。

总之，本研究表明悉尼地区分离的艰难梭菌基因型分布与

北美和欧洲地区不同，有其自身的地区特异性，但菌株的产毒

特性与其他地区相似，绝大部分均为毒素Ａ＋Ｂ＋。
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重要实验依据，在诊疗男性不育中具有重要意义。
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１５１５．

［７］ 杨慧敏，陈国武．上海地区原发性男性不育患者Ｙ染色体ＡＺＦ微

缺失分析［Ｊ］．检验医学，２０１２，２７（６）：４７９４８１．

［８］ 谭建强，蔡稔．柳州地区５３０例男性不育患者细胞遗传学与分子

遗传学的分析［Ｊ］．中国优生与遗传杂志，２０１２，２０（１）：１８２０．

［９］ 郝胜菊，冯暄，闫有圣．甘肃部分地区３７３例男性不育患者Ｙ染色

体ＡＺＦ微缺失基因诊断的研究［Ｊ］．中国优生与遗传杂志，２０１１，

１９（１０）：４３４５．

［１０］ＣｈａｎｇＰＬ，ＳａｕｅｒＭＶ，ＢｒｏｗｎＳ．Ｙｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍｉｃｒｏｄｅｌｅｔｉｏｎｉｎａ

ｆａｔｈｅｒａｎｄｈｉｓｆｏｕｒｉｎｆｅｒｔｉｌｅｓｏｎｓ［Ｊ］．ＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，１９９９，１４（１１）：

２６８９．

［１１］阮健，贺小进，吴欢，等．无精及严重少精症患者Ｙ染色体微缺失

分析［Ｊ］．安徽医科大学学报，２０１１，４６（７）：７０２７０４．

［１２］叶长灿，江悦华，王捷，等．Ｙ染色体微缺失与男性无精少精的相

关关系［Ｊ］．中国实验诊断学，２０１０，１４（４）：５６６５６８．

（收稿日期：２０１４１２１８）
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