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ＲＮＦ８基因遗传变异与吸烟饮酒的交互作用对精子ＤＮＡ
碎片率和原发性男性不育的影响
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　　摘　要：目的　探讨环指蛋白８（ＲＮＦ８）基因ＳＮＰｓ与吸烟、饮酒的交互作用对精子ＤＮＡ碎片率（ＤＦＩ）和原发性男性不育的

影响。方法　采用病例对照研究设计，运用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术检测３３２例原发性男性不育

（无精子症不育８７例，少弱精症不育１６６例，精液参数正常不育７９例）和３２９例对照人群ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８位点基因型。运

用精子染色质扩散（ＳＣＤ）实验检测精子ＤＦＩ。结果　ＲＮＦ８基因ｒｓ７６１７３７、ｒｓ２２６９０５８的基因型、等位基因频率在原发性男性不育

组和对照组中的分布差异无统计学意义（犘＞０．０５）；不育组男性精子ＤＦＩ（４６．２±２２．３）％高于生育男性（２１．４±９．２）％（犘＜

０．０５），少弱精症不育组精子ＤＦＩ（５０．０±２２．１）％高于精液参数正常不育组（３８．２±２０．７）％；少弱精症不育组和精液参数正常不

育组中，携带ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８三种不同基因型的个体精子ＤＦＩ比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＲＮＦ８ｒｓ２２６９０５８与吸

烟存在交互作用（犗犚＝２．３７，９５％犆犐１．０６～５．２７，犘＜０．０５）。结论　ＲＮＦ８基因ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８可能与原发性男性不育

及精子ＤＦＩ无关，但吸烟会加重携带ｒｓ２２６９０５８ＡＣ＋ＡＡ基因型的个体患原发性男性不育的风险。精子ＤＦＩ可作为精液常规分

析的重要补充，对揭示原发性男性不育的病因及指导临床治疗具有重要的意义。
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　　精子的发生是多步骤、多阶段的过程，其不仅受睾丸内大

量活性氧的损害，也会受到环境因素如吸烟、饮酒的影响［１２］，

从而导致ＤＮＡ损伤。研究发现，原发性男性不育患者精子

ＤＮＡ碎片率（ＤＦＩ）高于生育男性
［３］，并且高精子ＤＦＩ可导致

复发性流产［４］，提示精子ＤＮＡ损伤可能会导致男性生育力下

降。精子ＤＮＡ损伤包括单链断裂和双链断裂，其中双链断裂

最为严重。环指蛋白８（ｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒ８，ＲＮＦ８）基因介导的泛素

化作用参与ＤＮＡ双链断裂的修复，且敲除ＲＮＦ８的小鼠不能

产生精子，表现为雄性不育［５］。因此，本研究探讨ＲＮＦ８基因

２个标签ＳＮＰｓ及其与吸烟、饮酒的交互作用与原发性男性不
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表１　　ＲＮＦ８ＳＮＰｓ基因型分析基本信息

ＳＮＰｓ 引物 产物（ｂｐ） 限制性内切酶 酶切产物（ｂｐ）

ｒｓ７６１７３７ Ｆ：５′ＡＴＧＴＧＡＴＧＣＣＴＧＴＴＴＧＣＴ３′ ４８５ ｂｓｌⅠ ＴＴ：３５６、１２９

Ｒ：５′ＧＧＧＡＡＴＴＡＣＡＴＣＴＧＡＧＴＴＴＡＧＧ３′ ＣＴ：３５６、４７、８２、１２９

ＣＣ：３５６、４７、８２

ｒｓ２２６９０５８ Ｆ：５′ＴＴＴＴＡＣＡＴＣＣＴＴＣＣＣＴＧＣＡＣＴ３′ ４８４ ｂｓｒⅠ ＣＣ：４８４

Ｒ：５′ＧＧＧＡＴＴＡＣＡＧＡＴＡＴＧＣＡＣＣＡＣ３′ ＡＣ：４８４、２８０、２０４

ＡＡ：２８０、２０４

表２　　ＲＮＦ８ＳＮＰｓ基因型和等位基因频率在各组中的分布

组别 狀

ｒｓ７６１７３７

基因型

ＴＴ ＣＴ ＣＣ ＣＴ＋ＣＣ

等位基因

Ｔ Ｃ

ｒｓ２２６９０５８

基因型

ＣＣ ＡＣ ＡＡ ＡＣ＋ＡＡ

等位基因

Ｃ Ａ

无精子症不育组 ８７ １９ ２６ ４２ ６８ ６４ １１０ １２ ３４ ４１ ７５ ５８ １１６

少弱精症不育组 １６６ ２２ ６９ ７５ １４４ １１３ ２１９ ２３ ６６ ７７ １４３ １１２ ２２０

精液参数正常不育组 ７９ １８ ２７ ３４ ６１ ６３ ９５ １３ ３８ ２８ ６６ ６４ ９４

对照组 ３２９ ４４ １３５ １５０ ２８５ ２２３ ４３５ ３６ １５８ １３５ ２９３ ２３０ ４２８

育及精子ＤＦＩ的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１２月至２０１２年１２月在宁夏医

科大学总医院生殖医学中心确诊的原发性男性不育３３２例，诊

断标准按《ＷＨＯ人类精液检查与处理实验室手册（第五版）》

进行，并排除了染色体异常、梗阻性无精子症、激素异常和 Ｙ

染色体微缺失者。其中无精子症不育８７例、少弱精症不育

１６６例、精液参数正常不育７９例，平均年龄（３０．８±５．３）岁；收

集同期在宁夏医科大学总医院体检且有生育史的健康男性

３２９例为对照组，平均年龄（５１．０±１５．５）岁。收集所有研究对

象吸烟和饮酒情况，其中吸烟定义为：每天吸烟大于或等于１

支，持续１年，或总量大于或等于１８包。饮酒定义为：每周饮

酒大于或等于２次，白酒每次大于或等于５０ｇ或者其他酒类

每次大于或等于５００ｍＬ，达不到此标准认定为不吸烟和不饮

酒。所有研究对象提供２ｍＬ静脉血，收集少弱精症、精液参

数正常不育患者精液标本，另外收集６７例有生育史的健康男

性的精液标本作为ＳＣＤ实验对照。本研究得到了宁夏医科大

学医学伦理委员会批准并获得所有研究对象的知情同意。

１．２　ＳＮＰｓ基因型分析

１．２．１　ＤＮＡ提取　用ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限

公司）提取外周血基因组ＤＮＡ，－８０℃保存备用。

１．２．２　聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）

进行ＳＮＰｓ分型　采用 Ｏｌｉｇｏ７软件分别设计ｒｓ７６１７３７和

ｒｓ２２６９０５８引物，由上海生工生物工程有限公司合成。ＰＣＲ反

应体系为１２．５μＬ，其中２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ６．２５μＬ，ＤＮＡ聚合酶

０．１２５μＬ，上、下游引物各０．２５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

４．６２５μＬ。扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，

６２．８℃／６５．５℃退火４５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环３５次，７２℃总

延伸１０ｍｉｎ。采用ｂｓｌⅠ和ｂｓｒⅠ限制性内切酶（ＮＥＢ公司）分

别对ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８ＰＣＲ产物进行酶切，酶切产物电

泳后在凝胶成像仪上通过条带分布来判断基因型。每种基因

型各挑选２例进行测序验证，以确保基因分型的准确性。见

表１。

１．３　ＳＣＤ实验
［６］
　运用ＳＣＤ实验检测少弱精症不育组、精液

参数正常不育组和对照组精子ＤＮＡ损伤程度。计数３００个

精子，观察精子光晕大小，根据光晕与精子头部横径的比例，分

为大、中、小和无光晕４个等级：小光晕精子头横径小于或等于

１／３，中光晕精子头横径为大于１／３～２／３，大光晕精子头横径

大于２／３。大和中光晕表示精子ＤＮＡ完整无碎片，小和无光

晕表示精子 ＤＮＡ断裂为碎片。精子 ＤＮＡ损伤程度用精子

ＤＦＩ表示，ＤＦＩ＝（小光晕精子数＋无光晕精子数）／总数×

１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学分析，计

数资料用χ
２ 检验，计量资料用犉分析或狋检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验　拟合优度χ
２ 检验结果显

示，ＲＮＦ８ｒｓ７６１７３７、ｒｓ２２６９０５８基因型在对照组中的频数分布

符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（犘＞０．０５），说明本研究所选样本

具有群体代表性。

２．２　ＲＮＦ８ＳＮＰｓ与原发性男性不育的相关性 　ＲＮＦ８

ｒｓ７６１７３７、ｒｓ２２６９０５８基因型和等位基因频率在病例组和对照

组中差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．３　ＲＮＦ８ＳＮＰｓ与疾病各亚组的相关性　ＲＮＦ８ｒｓ７６１７３７

和ｒｓ２２６９０５８基因型和等位基因频率在无精子症不育组、少弱

精症不育组、精液参数正常不育组与对照组中的差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。见表２。

２．４　各组精子ＤＦＩ比较　与对照组相比，原发性男性不育组

精子ＤＦＩ（４６．２±２２．３）％高于对照组（２１．４±９．２）％（犘＜

０．０５）。少弱精症不育组、精液参数正常不育组与对照组相比，

精子ＤＦＩ差异有统计学意义（犘＜０．０５），少弱精症不育组精子

ＤＦＩ（５０．０±２２．１）％ 高于精液参数正常不育组（３８．２±

２０．７）％。

２．５　ＲＮＦ８ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８三种基因型个体精子ＤＦＩ
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比较　少弱精症不育组和精液参数正常不育组中，携带

ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８三种不同基因型个体精子ＤＦＩ比较，差

异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．６　ＲＮＦ８ｒｓ７６１７３７、ｒｓ２２６９０５８与吸烟、饮酒的交互作用　

ｒｓ７６１７３７与吸烟、饮酒不存在交互作用（犘＞０．０５）；ｒｓ２２６９０５８

与吸烟存在交互作用（犗犚＝２．３７，９５％犆犐１．０６～５．２７，犘＜

０．０５），而与饮酒不存在交互作用（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

精子染色质是由ＤＮＡ双链和鱼精蛋白结合而形成的高

度浓缩的结构，其形成过程包括组蛋白向鱼精蛋白转换、二硫

键交联等，并且容易受到环境、药物以及吸烟等因素的损伤［７］。

在不同类型的损伤中，以 ＤＮＡ 双链断裂最为严重。人类

ＲＮＦ８基因位于６ｐ２３．１，由８个外显子和７个内含子组成，编

码一条由４８５个氨基酸组成的多肽链，广泛分布于人体各种细

胞中［８］。ＲＮＦ８不仅参与双链 ＤＮＡ 损伤的修复
［９１０］，同时，

ＲＮＦ８依赖的组蛋白泛素化在组蛋白向鱼精蛋白转变过程中

也起重要作用，ＲＮＦ８缺陷小鼠睾丸组织化学分析显示，睾丸

内缺乏成熟的精子，进一步的研究证实，精子成熟受阻是由于

小鼠睾丸中鱼精蛋白的水平严重降低所致［１１］。ＲＮＦ８基因在

ＤＮＡ双链断裂修复和精子发生过程中均有重要作用，故推测

其遗传变异可能会影响其功能。

本研究显示，ＲＮＦ８ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８与原发性男性

不育及精子ＤＦＩ均无关，提示ＲＮＦ８ｒｓ７６１７３７和ｒｓ２２６９０５８可

能不是原发性男性不育的分子标志。但本研究发现，吸烟会增

加携带ｒｓ２２６９０５８ＡＣ＋ＡＡ基因型的个体患原发性男性不育

的风险，同时，吸烟本身也会导致精子活力降低［１２１３］，故对于

这类人群应该加强教育，及早戒烟以保存生育力。ＳＣＤ实验

结果表明，原发性男性不育患者精子ＤＦＩ高于生育男性，提示

精子ＤＦＩ增加是原发性男性不育的原因之一。精子ＤＮＡ损

伤不仅会影响精子的活力［１２］，还会降低接受辅助生殖技术治

疗的受精率和优质胚胎率［１４］。临床医师给予抗氧化治疗（每

天口服维生素Ｃ和Ｅ各１ｇ，连续２个月）可显著降低不育患

者的精子ＤＦＩ
［１５］，从而提高ＩＣＳＩ的临床妊娠率和胚胎种植

率［１６］。

本研究发现，精子ＤＮＡ碎片是原发性男性不育的原因之

一，其可作为独立于精液参数分析以外的评价精子质量的重要

指标，对揭示原发性男性不育病因以及辅助生殖技术治疗均有

重要的意义。此外，本研究首次发现ＲＮＦ８ＳＮＰｓ与原发性男

性不育和精子ＤＦＩ无相关性，但尚需在不同地区与民族间进

行验证，以进一步阐明ＲＮＦ８基因变异与原发性男性不育的

关系。
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ｃｉｄｅｎｃｅｏｆｓｐｅｒｍＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｙｏｒａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＡｎｄｒｏｌ，２００５，２６（３）：３４９３５３．

［１６］ＧｒｅｃｏＥ，ＲｏｍａｎｏＳ，ＩａｃｏｂｅｌｌｉＭ，ｅｔａｌ．ＩＣＳＩｉｎｃａｓｅｓｏｆｓｐｅｒｍ

ＤＮＡｄａｍａｇｅ：ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，２００５，２０（９）：２５９０２５９４．

（收稿日期：２０１３０６１４　修回日期：２０１３０７１１）

５８９３重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３３期




