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要!目的
"

采用荧光定量聚合酶链反应"

Wb,C$=

$检测成都地区男性不育患者精子鱼精蛋白
*

"

C=F*

$和鱼精蛋白
&

"

C=F&

$的
-=N?

表达水平!探讨鱼精蛋白的表达对男性不育症的影响(方法
"

以

Q?CDT

为内对照!采用
Wb,C$=

检测
)"

例体检健康组'

')

例少精子症组'

(*

例畸形精子症组患者的精子

C=F*

和
C=F&-=N?

表达水平(结果
"

少精子症组的
C=F*

和
C=F&-=N?

表达水平显著低于体检健康

组和畸形精子症组!差异有统计学意义"

H

%

"6">

$#畸形精子症组与体检健康组的
C=F*

和
C=F&-=N?

表

达率比较!差异无统计学意义"

H

$

"6">

$(联合检测
C=F*

和
C=F&

!可提高对少精子症诊断的灵敏度和阴性

预测值(结论
"

Wb,C$=

检测精子
C=F*

和
C=F&

的
-=N?

表达水平!具有操作简便'价格便宜'标本来源容

易等优点!联合检测
C=F*

和
C=F&

!可提高对少精子症诊断的灵敏度和阴性预测值!成都地区少精子症

C=F*

和
C=F&

的
-=N?

表达量降低!提示与精子发生存在密切关系!有助于临床对男性不育患者进行基因

检测'诊断和个体化治疗!以及进行较大规模的流行病学调查(

关键词!鱼精蛋白#
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""

全世界
*>@

的育龄夫妇不孕不育!而男性因素

占
)"@

"

:"@

!其中精子异常占了
*:@

"

*>@

&

*,)

'

"

越来越多的研究表明!鱼精蛋白的表达与精子的形

成$活力和染色体有密切相关性&

:,>

'

!鱼精蛋白的组成

成分缺失$含量过低或过高温度!都会导致精子
DN?

断裂或组成比例异常!使得精子
DN?

损伤加剧&

(,'

'

"

研究发现在成都地区男性不育的调查报告中!未见有

关于鱼精蛋白
*

(

C=F*

)和鱼精蛋白
&

(

C=F&

)的

-=N?

表达的报道!因此!本研究采用荧光定量聚合

酶链反应(

Wb,C$=

)方法!检测了男性体检健康者
)"

例$少精子症
')

例$畸形精子症
(*

例的不育患者的

精子
C=F*

和
C=F&-=N?

表达情况!用基因分析

方法来探讨成都地区男性不育患者少精子症与鱼精

蛋白基因表达的相关性!现将结果报道如下"

$

"

资料与方法

$6$

"

一般资料
"

选取年龄
&:

"

)(

岁的男性体检健

康者
)"

例作为体检健康组!年龄
&:

"

)>

岁的
')

例

少精子不育症患者作为少精子症组!年龄
&)

"

)(

岁

的畸形精子不育症患者
(*

例作为畸形精子症组"不

育症患者均来自本院生殖辅助研究中心!采集标本前

研究对象禁欲
)

"

>J

!采集后在
);d

$

&"

"

)"-/2

液

化完全后!采用计算机精液分析系统和巴氏改良染色

法进行检测!不育症患者均符合世界卫生组织

(

[TB

)第
>

版不育症临床诊断标准!同时排除由染

色体核型异常$

U

染色体微缺失$隐睾$生殖系统感

染$阻塞性无精子症$性腺发育不良$免疫或内分泌疾

病等引起的不育患者"所有标本均需本人签署医学

伦理知情同意书"

$6%

"

精液纯化和提取
=N?

"

将液化后的精液标本

离心后弃上清!用磷酸缓冲盐溶液(

CS#

)反复混匀!离

心!弃上清!重复
&

"

)

次"采用异硫氰酸胍
,

酚
,

氯仿

一步法提取
=N?

!检测
=N?

浓度$纯度及完整性"

$6&

"

Wb,C$=

引物
"

采用
C+

公司
CL/-IL+Z

K

LI<<

软件设计
C=F*

$

C=F&

和
Q?CDT

引物序列!由广

州达安基因生物公司合成"

C=F*

的序列如下!

W

%

$?Q$$$?$? Q?QEE$$?$$E

!

=

%

Q$?$$E

$?E QQ$ E$E $$E $

#

C=F&

的序列!

W

%

Q$?

?Q?Q$? ?QQ ?$? $$? $

!

=

%

?Q$$E$EQ$

Q?EQ$$E$$E

#

Q?CDT

的序列!

W

%

Q$$ ?QE

QQ? $E$ $?$ Q?$

!

=

%

$?? $E? $?E QQE

EE?$?EQEE$

"

$6'

"

7DN?

合成
"

Wb,C$=

反应体系(美国
%2\/1L8,

4

I2

公司)

&"

$

G

%总
=N?*

$

4

!反转录酶
&"R

!随机

引物
&""2

4

!

>a

反应缓冲液
:

$

G

!

:&d

反应
>"-/2

"

$6E

"

Wb,C$=

反应
"

扩增
C=F*

$

C=F&

和
Q?C,

DT

!循环条件%

>"d&-/2

!

!>d

预变性
*"-/2

!

!>

d

变性
)"<

!

("d

退火
:"<

!循环
:"

次!

;&d

末次延

伸
>-/2

"标准曲线的制备%采用
S%+$T+

的标准曲

线制备方法!在每次扩增均使用标准品制备标准曲

线!范围为
*"

&

"

*"

(

78

KX

*

-G

&

!

'

"定量分析%根据标

准曲线!仪器自动计算出标本中
C=F*

$

C=F&

和

Q?CDT

的每毫升拷贝数!以
C=F*

$

C=F&

和
Q?C,

DT

比值作为
C=F*

和
C=F&

的
-=N?

表达水平"

$6F

"

统计学处理
"

应用
#C##*;6"

软件进行数据分

析!结果以
Rh(

表示!采用
;

检验进行两组比较!

!

&

检验进行率的比较!

H

%

"6">

表示差异有统计学

意义"

%

"

结
""

果

%6$

"

C=F*

和
C=F&

在精液中的表达
"

以
Q?CDT

为内参基因!分别计算体检健康组$少精子症组和畸

形精子症组
C=F*

和
C=F&-=N?

相对表达水平!

精液中
C=F*

和
C=F&

在少精子症组精液中表达率

显著低于体检健康组和畸形精子症组!差异有统计学

意义(

H

%

"6">

)#体检健康组和畸形精子症组
C=F*

和
C=F&

表达率比较!差异无统计学意义 (

H

$

"6">

)"见表
*

"

表
*

""

各组
C=F*

和
C=F&-=N?

相对表达水平比较$

Rh(

%

组别
+

Q?CDT

(

a*"

>

78

KX

*

-G

)

C=F*

(

a*"

&

78

KX

*

-G

)

C=F*

*

Q?CDT

(

a*"

A)

)

C=F&

(

a*"

&

78

KX

*

-G

)

C=F&

*

Q?CDT

(

a*"

A)

)

体检健康组
)" )6&h"6* *;6(h:6) >6(h*6* *!6*h(6& >6!h*6:

畸形精子症组
') )6*h"6* *(6*h)6* >6*h*6& *'6(h>6) >6;h*6)

少精子症组
(* )6&h"6* >6:h*6) *6(h"6)

#1

;6*h&6: *6'h"6(

#1

""

注%与体检健康组比较!

#

H

%

"6">

#与畸形精子症组比较!

1

H

%

"6">

表
&

""

C=F*

和
C=F&

单独及联合检测用于少精子症

"""

诊断的效能$

@

%

基因 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值

C=F* ()6! ;)6( ('6' (!6*

C=F& ((6) ;"6) (;6* (!6(

C=F*fC=F& '"6; (:6' (;6; ;'6;

%6%

"

C=F*

和
C=F&

检测用于诊断少精子症的灵敏

度和特异度
"

结果初步显示!将
C=F*

和
C=F&

联

合检测!可提高对少精子症诊断的灵敏度和阴性预测

值!见表
&

"

&

"

讨
""

论

""

随着分子生物学的不断发展!人们更多地从遗传

学角度对男性不育进行分析!比如染色体畸变$单基

+

&!;

+
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因突变$

U

染色体微缺失$遗传多态性等&

*",**

'

!其中将

鱼精蛋白的核酸和蛋白质进行分析研究!成为特发性

男性不育的一大热点!鱼精蛋白广泛存在于人类及其

他许多物种精子中!是含有丰富精氨酸的碱性蛋白

质!

*';:

年有研究者发现并成功的将其从精子中分离

出来!编码
C=F*

和
C=F&

的基因位于
*(

K

*)6)

(

*(

号染色体短臂)!相对分子质量大约
:a*"

)

"

;a*"

)

!

鱼精蛋白与精子生成$染色质结构$受精卵发育等紧

密相关&

*&

'

"

C=F*

有
>"

个氨基酸残基!在
N

末端有
*

个高

度保守区!和
:

个高度保守的精氨酸组成的中央核心

区!

C=F&

富有的精氨酸和组氨酸残基!临床研究表

明!

C=F*

表达量与精子的产生有密切的关联!当它

的表达量异常时!会出现精子发育失调导致精子数量

减少!而
C=F&

表达异常会改变精子负电荷量!降低

精子染色质的凝聚稳定性!造成
DN?

的损伤&

*),*:

'

"

F%GG+=

等&

*>

'研究报道!

C=F

可以保护精子
DN?

!

使其免受损伤!这是受精成功的关键因素之一"李俊

等&

*(

'采用限制性酶切及
DN?

测序技术对
C=F*

$)&*?

位点进行基因分型!发现不育患者
C=F*

$)&*?

位点
??

基因型频率显著高于生育男性!导致

精子前向运动能力及正常形态比例等参数明显下降!

可能是男性不育的主要因素"

目前对成都地区男性不育的流行病学调查中!尚

未见关于鱼精蛋白基因表达和少精子症相关性的报

道!本研究分别检测了体检健康组$少精子症组和畸

形精子症组
C=F*

和
C=F&-=N?

的表达量!发现

C=F*

和
C=F&

在少精子症组的表达率显著低于体

检健康组和畸形精子症组!差异有统计学意义(

H

%

"6">

)#而在体检健康组和畸形精子症组表达率比较!

差异无统计学异意义(

H

$

"6">

)!提示
C=F*

和

C=F&-=N?

表达水平降低极可能是造成精子数量

减少而不是精子形态异常的原因!这一结果!与国内

学者洪丹等&

*;

'的报道是一致的!即
C=F*

和
C=F&

-=N?

表达量减少可能影响精子染色质包装!使得精

子形成过程异常!从而导致成熟精子数量减少"另一

方面!联合检测
C=F*

和
C=F&

!可提高对少精子症

诊断的灵敏度和阴性预测值"

'

"

结
""

论

""

采用
Wb,C$=

检测精液中
C=F*

和
C=F&-=,

N?

表达!方法简便易行!价格便宜!标本来源容易!不

会给患者带来痛苦!为个体化治疗提供遗传性依据!

同时!也可以进行较大规模的流行病学调查!探究遗

传异常发生类型及分布特点!较为全面的评估无精子

症$少精子症患者的遗传学缺陷!为辅助生殖患者提

供治疗前的遗传咨询!为临床治疗方案的选择夯实

基础"
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