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Y染色体AZFc区部分缺失与男性生精障碍的相关性研究

吴丹红1,郑双林1,黄吴键2,林炎鸿1,曾 健1△

厦门大学附属东方医院/联勤保障部队第九〇〇医院:1.基础医学实验室/福建省移植生物学

重点实验室;2.生殖医学中心,福建福州
 

350025

  摘 要:目的 分析生精障碍人群中无精子症因子(AZF)c区部分缺失的发生率,并探讨
 

AZFc
 

区部分缺

失与生精障碍的相关性。方法 采用基于5个序列标签位点(STS)即sY1197、sY1192、sY1191、sY1291和

sY1189的多重PCR法,对福建地区常规Y染色体微缺失筛查阴性的491例生精障碍患者(包括383例无精子

症患者和108例严重少精子症患者),以及114例生精正常男性的AZFc区域进行检测和分析。结果 生精障

碍组中,AZFc区部分缺失率为13.03%(64/491)。在无精子症组和严重少精子症组中,gr/gr缺失(sY1291和

sY1189缺失)发生率均最高,分别为5.48%(21/383)和8.33%(9/108)。在生精正常组中,b2/b3缺失(sY1192
和sY1191缺失)发生率最高,为4.39%(5/114)。严重少精子症组与生精正常组gr/gr缺失发生率比较,差异

有统计学意义(P<0.05)。b2/b3缺失发生率在各生精障碍组与生精正常组间差异均无统计学意义(P>
0.05)。结论 gr/gr缺失提示生精障碍风险,b2/b3缺失可能对生精障碍无明显影响,属于基因组多态性。

关键词:Y染色体微缺失; 产前诊断; AZFc部分缺失
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  男性不育的致病因素众多,其中由遗传缺陷引发

的生精障碍是男性不育的主要原因[1]。研究表明,Y
染色体无精子症因子(AZF)区微缺失是男性原发性

生精障碍的第二大遗传因素[2]。AZF分为 AZFa、

AZFb和AZFc
 

3个区域,其中AZFc区缺失的发生率

最高,患者生精表型差异性最大[3]。由于AZFc几乎

由扩增子重复序列构成,因此容易通过非等位基因同

源重组(NAHR)的方式造成片段不同程度的缺失。
根据不同扩增子序列的同源重组形式,AZFc缺失可

分为b2/b4缺失、gr/gr缺失、b2/b3缺失和b1/b3缺

失[2],其中b2/b4缺失是 AZFc区完全缺失,一般导

致严重的精子发生障碍,gr/gr缺失、b2/b3缺失和

b1/b3缺失属于AZFc区部分缺失亚型。目前,AZFc
区部分缺失与生精障碍表型之间的关联性仍存在争

议。欧洲男 科 学 协 会/欧 洲 分 子 遗 传 质 量 协 作 网

(EAA/EMQN)指南推荐使 用6个 序 列 标 签 位 点

(STS)常规检测Y染色体微缺失[2],但该微缺失筛查

无法检测 AZFc部分缺失。本研究对本院生殖医学

中心就诊的常规Y染色体微缺失筛查结果阴性的生

精障碍患者进行AZFc区部分缺失的多重PCR检测,
探讨AZFc区部分缺失与生精障碍之间的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2012年1月至2020年12月就

诊于本院生殖中心的男性生精障碍患者491例的临

床资料,平均年龄(30.4±5.4)岁。按照世界卫生组

织(WHO)《人类精液检查与处理实验室手册》及《少
精子症诊疗中国专家共识》分类标准[4-5]将其分为无

精子症组(精液经过离心沉淀未见精子,383例)和严

重少精子症组(精液中有精子,但精子浓度小于5×
106/mL,108例)。生精障碍组纳入标准:基于常规Y
染色体微缺失筛查[2]结果为阴性。排除标准:外周血

染色体核型异常;临床检查为泌尿生殖道感染、隐睾

症、输精管阻塞,囊性纤维化等生精障碍继发性因素。
另选取同期就诊于本院的114例已育1个以上健康

后代且精液常规正常(精子浓度大于15×106/mL)的
健康体检男性纳入生精正常组,平均年龄(35.2±
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8.0)岁。所有受试者均来自中国福建地区汉族人群,
均知情并签署相关知情同意书。本研究已通过本院

伦理委员会审查。

1.2 方法

1.2.1 碘化钾法提取外周血DNA 抽取受试者外

周血2
 

mL,置于乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管中,将
血标本混匀,取400

 

μL于EP管内。加灭菌水950
 

μL,离心,弃上清,加入KI溶液70
 

μL混匀,加入350
 

μL生 理 盐 水,460
 

μL
 

异 戊 醇:三 氯 甲 烷 混 合 液

(1∶24),振荡离心,将上清转至新的EP管中,加入

190
 

μL异丙醇上下颠倒至可见絮状沉淀。离心弃上

清,加入1
 

mL无水乙醇,再次离心弃上清,待乙醇彻

底挥发后加入适量无菌水溶解DNA,-20
 

℃
 

保存。

1.2.2 多重 PCR法检测 AZFc区部分缺失 对

DNA 样 本 的 5 个 STS 位 点 (sY1197、sY1192、

sY1191、sY1291和sY1189)进 行 多 重 PCR 检 测。

AZFc区结构和各STS位点分布参考AZFc区结构和

相关STS位点分布示意图[1,6-7]。sY1197、sY1192、

sY1191、sY1291和sY1189位点的PCR引物序列和

反应条件分别参考网址(www.ncbi.nlm.nih.gov/

genbank/)GenBank编号 G67168、G67166、G73809,

G72340和GF102061。实验设计两个多重PCR扩增

体系:扩增体系Ⅰ包含sY1197、sY1191和sY1291;扩
增体系Ⅱ包含sY1192、sY1189和内参对照锌指蛋白

基因ZFX/Y。同时,将灭菌水设为空白对照,正常男

性设为阳性对照。PCR扩增结束后,将反应产物进行

琼脂糖凝胶电泳。凝胶成像仪内分析电泳条带结果,
判断标准:gr/gr缺失型为仅有sY1291和sY1189缺

失;b2/b3缺失型为仅有sY1192和sY1191缺失;b1/

b3缺失型为sY1191、sY1197和sY1291
 

3个STS位

点的联合缺失。条带缺失者,将该位点进行单独扩

增,重复3次PCR扩增以确认结果。

1.3 统计学处理 采用统计学软件SPSS25.0研究

数据进行分析。计数资料采用例数或百分率表示,采
用比值比(OR)评估AZFc部分缺失亚型与各生精组

的相关性。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组AZFc区部分缺失类型及发生率 对来自

福建地区的491例生精障碍患者进行检测,共检出64
例AZFc区部分缺失,总发生率约占13.03%(64/491);
其中,gr/gr缺失发生率最高[(6.11%(30/491)],b2/

b3缺失发生率次之[4.68%(23/491)],b1/b3缺失发

生率仅为0.20%(1/491),其他特殊类型缺失率为

2.03%(10/491),包括sY1189单独缺失2例,sY1192
单独缺失4例,sY1189和sY1192两位点联合缺失1
例,以及sY1192,sY1197、sY1189、sY1191四位点联

合缺失3例。在无精子症组和严重少精子症组中,

gr/gr缺失发生率均最高,b2/b3缺失次之;生精正常

组中,b2/b3缺失发生率最高。各组 AZFc区部分缺

失类型及缺失率见表1,部分缺失亚型电泳结果见

图1。

表1  各组AZFc部分缺失情况[%(n/n)]

组别 n gr/gr缺失亚型 b2/b3缺失亚型 b1/b3缺失亚型 其他部分缺失亚型

生精正常组 114 1.8(2/114) 4.4(5/114) - 2.6(3/114)

无精子症组 383 5.5(21/383) 4.7(18/383) 0.3(1/383) 2.1(8/383)

严重少精子症组 108 8.3(9/108)* 4.6(5/108) - 1.9(2/108)

  注:与生精正常组比较,t=5.097,*P=0.024;-表示无数据。

2.2 各类AZFc部分缺失亚型与生精障碍的关系 
对各组gr/gr

 

缺失和b2/b3缺失的数据进行统计学

分析以明确这两类 AZFc部分缺失类型对精子生成

的影响。严重少精子症组中的gr/gr缺失发生率显著

高于正常生精组(P<0.05),但无精子症组与正常生

精组之间差异无统计学意义(P>0.05),而b2/b3缺

失在任意两个实验组之间均差异无统计学意义(P>
0.05)。见表2。

表2  gr/gr或b2/b3缺失与生精障碍的关系

组别 gr/gr缺失率[%(n/n)] OR(95%CI) b2/b3缺失率[%(n/n)] OR(95%CI)

正常生精组 1.75(2/114) 1.000 4.39(5/114) 1.000

无精子症组 5.48(21/383) 3.249(0.750~14.070) 4.70(18/383) 1.075(0.390~2.962)

严重少精子症组 8.33(9/108) 5.091(1.074~24.126)* 4.63(5/108) 1.058(0.298~3.763)

  注:与正常生精组相比,Z=2.020,*P=0.040。
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  注:A为PCR体系Ⅰ;B为PCR体系Ⅱ;M 表示 Maker;B为空白

对照;W表示正常女性;N表示正常男性;泳道1和2表示gr/gr缺失

患者;泳道3表示b2/b3缺失患者;泳道4表示sY1189位点缺失患者;

泳道5表示sY1192位点缺失患者;泳道6表示sY1189+sY1191+

sY1192+sY1197位点联合缺失患者。

图1  基于5个STS位点的多重PCR产物电泳图

3 讨  论

  迄今为止,AZFc区是具有最长回文序列的基因

组结构,这种结构特殊性促使AZFc更易出现各种不

同类型的缺失[2]。除了发生率最高的 AZFc区完全

缺失(b2/b4),AZFc区部分缺失常见类型主要为gr/

gr、b2/b3和b1/b3。有研究指出,相较于正常生精男

性而言,gr/gr缺失在无精子症或少精子症患者中更

常见,是精子发生障碍的重要危险因素[8-9]。同时也

有研究者提出相反的结论,他们认为虽然gr/gr缺失

频率在不育男性中发生率较高,但在生精障碍患者和

正常男性对照间差异并无统计学意义[10-11]。总之,

gr/gr缺失与生精障碍之间的相关性,目前还存在

争议。
在本研究中,gr/gr缺失在生精障碍组中最为常

见,且严重少精子症组的gr/gr缺失发生频率显著高

于正常生精组,这表明,gr/gr缺失可能提升了生精障

碍风险。另外,本研究还发现,gr/gr缺失在无精子症

组与正常生精组间无明显差异,推测gr/gr缺失可能

有削弱但非完全丧失精子发生功能。研究表明,DAZ
基因是 AZFc区最为关键的生精障碍候选基因[3]。
因此推测gr/gr缺失中残留的DAZ基因拷贝在生精

障碍中发挥了一定程度的补偿作用。
目前,b2/b3缺失对生精功能的影响尚不清晰。

多数学者认为b2/b3缺失对男性的生育能力无直接

影响,出现概率也较gr/gr缺失低,但另有学者认为

b2/b3缺失与原发性男性不育有显著相关[10-12]。本

研究发现正常生精组的b2/b3缺失发生率与各病例

组的发生率差异无统计学意义(P>0.05),这提示

b2/b3缺失的出现可能属于遗传多态性,对精子生成

无明显影响。本研究认为,造成上述结论差异化的因

素很多,如样本容量差异、检测手段差异或更新迭代,
以及种族和地域的特征性差异等[6,13-14]。b1/b3缺失

较为罕见,受困于检出率(如本研究仅检出1例),暂

未有确切证据表明b1/b3缺失与男性生育能力具有

相关性。
得益于检测技术的发展,除上述常见的AZFc部

分缺失类型外,在无精子症或严重少精子症患者中还

发现了新的AZFc部分缺失类型,新类型的产生可能

是新的断裂位点删除了回文结构P3所致[15]。本研究

亦检出几种特殊的AZFc部分缺失类型,包括标签位

点的单独缺失或多个位点联合缺失类型。新类型的

检出反映了非等位基因同源重组是个复杂的过程,虽
有文章指出罕见的缺失型可能是通过微同源重组方

式产生[15-16],但其产生原因、致病机制和临床意义仍

需进一步研究。
目前,虽然对生精障碍男性开展AZFc区部分缺

失常规筛查的时机还不成熟,但这类检测对原发性无

精子症和严重少精子症患者进行辅助生殖预后有一

定意义。首先,开展 AZFc区部分缺失常规筛查,将
有效避免无明显诱因的原发性生精障碍患者进行“大
撒网”检查,较大程度地减轻患者身心和经济负担。
另外,AZFc部分缺失的遗传特征会垂直传递给男性

后代,进行AZFc区部分缺失筛查有助于患者选择辅

助生殖技术孕育后代时,通过选择孕育女性子代,从
而避免男性后代遭遇不育症困扰。

综上所述,综合分析国内外相关研究发现,该领

域的研究数据受样本量、地域、种族及基因多态性影

响较大,样本容量较小、代表性不强是该领域研究人

员共同面临的难题。因此,收集更多地区和种群的数

据,开展样本数据丰富的分子流行病学调查,无疑是

AZFc部分缺失领域乃至其他遗传病研究努力的

方向。
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·短篇论著·

2型糖尿病患者血清SP1和Robo4水平与糖尿病视网膜病变的关系

常青青,尚绪丽

山东第一医科大学附属人民医院内分泌代谢病科,山东济南
 

271100

  摘 要:目的 探讨2型糖尿病(T2DM)患者血清特异性蛋白1(SP1)和Roundabout4(Robo4)表达与糖尿

病视网膜病变(DR)的关系。方法 选取2019年1月至2022年1月在该院住院治疗的80例DR患者(DR组)
和60例无DR的T2DM患者(无DR组)作为研究对象,根据眼底检查结果将DR患者分为非增殖性DR组(49
例)和增殖性DR组(31例)。收集各组基线资料及血清SP1和Robo4水平等实验室检查数据。采用受试者工

作特征(ROC)曲线分析血清SP1、Robo4水平对T2DM患者发生DR的诊断价值,采用多因素Logistic回归分

析T2DM患者发生DR的影响因素。结果 无DR组、非增殖性DR组和增殖性DR组体重指数、糖尿病病程、
甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)、糖化血红蛋白(HbA1c)、空腹血糖(FPG)、胰岛素抵抗指数

(HOMA-IR)及血清SP1、Robo4水平依次升高,高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)水平依次降低,差异均有统计学

意义(P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,血清SP1、Robo4单独及联合预测T2DM患者发生DR的曲线下面

积(AUC)分别为0.852、0.907、0.947。多因素Logistic回归分析结果显示,SP1、Robo4、FPG、HOMA-IR均是

影响T2DM患者发生DR的危险因素(P<0.05)。结论 血清SP1、Robo4高表达可能增加T2DM 患者DR
的发生风险,二者有望作为预测T2DM患者发生DR的辅助指标。

关键词:2型糖尿病; 糖尿病视网膜病变; 特异性蛋白1; Roundabout4
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  2型糖尿病(T2DM)是一种代谢性疾病,糖尿病

视网膜病变(DR)是其并发症之一。DR以视网膜血

管改变为病理特征,威胁患者的视觉健康。尽管目前

已经使用多种方式治疗DR,但发病率仍在上升[1-2]。
特异性蛋白1(SP1)是一种核转录因子,具有调节基

因转录的功能。Robo4是一种在脉管系统中特异性
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