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#多态性与壮族男性生育力的相关性$方法
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选取
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例原发不

育男性患者为观察组!
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例生育男性为对照组!分别分析两组血清中
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和
/+D

&

的水平!采用限制性酶切及
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测序技术对
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位点进行基因分型$结果
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频
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水平均比对照组高!两者之间差异有统计学意
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基因
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多态性改变可能与壮族男性生育情况相关!可能与血清
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和
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水平存在一定关系$
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根据世界卫生组织!
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"的标准#男性因素在

降低人类生育能力中起着至关重要的作用,

!

-

$近年

来研究发现#雌激素受体
&

!

/+D

&

"大量存在于人类生

殖组织#其基因多态性与各种疾病#在基因型和人类

生殖行为之间表现出复杂的相互作用,

)

-

$造成男性

不育的因素包括遗传和环境因素#其中相关基因突变

是一个很重要的因素$因此#研究参与男性精子发生

基因的多态性成为该领域的研究热点$有文献报道#

/+D

&

基因上的
+?W

位点
H>.$"#$("

与乳腺癌密切

相关,

.

-

.而与壮族男性生育力的相关性研究报道较少

见$为探明该多态性位点对壮族男性生育力的影响#

本研究分析
/+D

&

H>.$"#$("

位点等位基因和基因型

在生育及不育组男性中的分布频率及血清
/)

和

/+D

&

水平对男性生殖的影响$
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资料与方法
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年
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于右江民族医学院附属医院生殖医学科就诊患者为

研究对象$观察组
#$

例#为排除女方因素#未避孕
!

年以上未育的壮族男性患者#已知临床因素!如精索静

脉曲张%输精管梗阻等"和遗传因素!如染色体异常%

\
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表
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观察组和对照组的各项基本资料"

Db2

#

组别
!

年龄!岁"

I

J

值
禁欲时间

!

9

"

精液体积

!

1B

"

精子水平

!

e!*

&

+

1B

"

前向运动精子

百分比!

L

"

正常精子形态

百分比!

L

"
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!
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+
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"
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&
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对照组
#$ .);&*b&;.) $;!(b*;.' ';$(b);)& .;!#b!;!' $.;('b.#;)' (!;.&b!!;"* (;#$b!;#* !'$;#.b#!;'& !;(&b*;"*

观察组
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$
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$
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$
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$
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染色体微缺失等"导致不育的患者除外$对照组
$.

例#为未借助辅助生殖技术的已育壮族男性$

!;"

!

方法

!;";!

!

精液分析
!

所有检测对象标本采集时使用手

淫取精法#取精前禁欲
)

"

$9

#收集于带刻度的%清洁

干燥试管内#所有标本均于右江民族医学院附属医院

生殖中心取精室内采取#确保送检时间的可控性和及

时性$接收时立即放入
.$g

恒温箱内#并记录标本

采集时间$精液常规检测采用西班牙
+,@

全自动精

液分析系统#光学显微镜为
ZB\OWP+

!日本#

,V'!0

.),*)

"#完成常规检测后标本进行
C3::0̂ K3R

快速染

色!参照(

_JZ

人类精液检查与处理实验室手册)第

(

版诊断标准"

,
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位点基因型分析
!

应用
C?@

提取试

剂盒分离外周血
C?@

!天根生化科技有限公司"#正

向引物*

(h0MMN @N@ @@@ @N@ MN@ N@N NN0

.h

#反向引物*

(h0@,M ,,, MN@ MNM NMN @@,

MN0.h

#由宝生物工程!大连"有限公司合成$建立
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)

B

聚合酶链反应!

W,D

"体系#包括
!

)

B

模板

C?@

#

!*

)

B

高保真
)eN<49+E2HM2

d

O2>E7HO3c

!大连
M2a2D2

"#正%反向引物各
!

)

B

#双蒸水
$

)

B

$

反应条件为*

"(g

预变性
(138

.

"(g

变性
.*>

#

(&g

退火
.*>

#

$)g

延伸
.*>

#共
.(

个循环.

$)g

继续延伸

!*138

$扩增产物为
.')U

I

#将扩增得到的
W,D

产物

用于酶切!北京
?/Q

"!

MH>D

*

酶
.$g

消化
.*138

#

&(g

失活
(138

"#酶切产物用
)L

琼脂糖凝胶电泳检测$

!;";#

!

血清激素水平测定
!

本实验用酶联免疫吸附

法!

/B-+@

"测定血清中
/)

和
/+D

&

的水平#仪器为

DM0&***

!

D2

F

E<

"#试剂由武汉华美生物工程有限公司

提供!批号*

,"&#).!*!'!

%

!*!*!..$.

".测定步骤严格

按照试剂盒说明书进行$

!;#

!

统计学处理
!

采用
+W++!$;*

统计软件进行数

据分析#

+?W

位点在检测人群中的分布比较采用
!

)

检验#检测基因型在不育组及对照组中的分布频率%

关联比值比!

%K

"及
"(L

置信区间!

"(L#C

"#两组血

清
/)

和
/+D

&

水平间的关系比较采用
:

检验#

"

$

*;*(

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

";!

!

调查对象基本情况
!

两组中调查对象的年龄%

I

J

值%禁欲时间及精液体积差异均没有统计学意义

!

"

%

*;*(

"#观察组男性的精子水平%前向运动精子百

分比及正常精子形态百分比均低于对照组#差异均有

统计学意义!

"

$

*;*(

"$观察组的血清
/)

%

/+D

&

水

平均比对照组高#两者之间差异有统计学意义!

"

$

*;*(

"#见表
!
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!

/+D

&

基因
H>.$"#$("

位点基因型分析
!

对照

组只检测出杂合型
NM

#不育男性组均可检测到
NN

%

NM

%

MM.

种基因型#限制性酶切及
C?@

测序结果分

别见图
!

%
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$

!!

O

*相对分子质量.

NN

纯合型*

!

%
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野生型*
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图
!
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目的片段限制性酶切产物电泳结果

!!

@

*

NN

突变型.

Q

*

NM

杂合型.

,

*

MM

野生型

图
)
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目的片段
/+D

&

位点
C?@

测序结果

";#

!

/+D

&

基因
H>.$"#$("

位点多态性与壮族男性

生育力的相关性分析
!

不育组男性等位基因
N

频率

为
)#;)L

#低于生育组!

(*;*L

"#差异有统计学意义

!

!

)

X!&;*(

#

"

$

*;*!

"#等位基因
N

可降低男性不育

症的 发 病 风 险 ,

%K X*;".*

#
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!
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两组
/+D

&

+?W

"

H>.$"#$("

#基因型和等位基因频率

项目 观察组,

!

!

L

"- 对照组,
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基因
H>.$"#$("

多态位点基因型与精液

!!!

常规参数的关联分析"

Db2

#

项目
!

精子水平!

e!*

&

+

1B

" 前向运动精子百分比!

L

"

MM '$ $*;&'b..;). ();)&b)*;'&

NM .! $!;$*b');"!
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2
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'#;.$b)';*(

2

!!

2
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"
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#与
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比较
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!
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基因
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多态与精液质量的关联
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重庆医学
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年
$

月第
'$

卷第
)!

期



分析
!

单因素方差分析!

Z870̀ 2

F

@?ZT@

"结果显

示
/+D

&

基因
H>.$"#$("

多态性与精子水平%前向运

动精子百分比之间不存在显著关联#见表
.

$

#

!

讨
!!

论

!!

近年来多项研究探讨雌激素受体基因多态性与

男性不育的相关性#结果因研究对象遗传背景差异而

不同$随着现在生活成本增高#生活%经济压力增大#

不育症发病率增高#壮族男性的生育能力也受到影

响$关于壮族男性生育情况的研究涉及的有
N+MM!

和
N+MO!

基因多态性%雌激素
+

受体基因
D>2

*

多

态性%

,\W!@)

基因多态性分析等方面的研究,

(0$

-

$

本文分析
/+D

&

H>.$"#$("

位点与壮族男性生育力的

关系$研究对象在年龄%

I

J

值%禁欲时间及精液体积

差异均没有统计学意义!

"

%

*;*(

"#观察组男性的精

子水平%前向运动精子百分比及正常精子形态百分比

均低于对照组#差异均有统计学意义!

"

$

*;*(

"$本

研究发现等位基因
N

可以降低壮族男性不育的易感

性#其不育症的发病风险为等位基因
M

基因型的
*;".

倍#但是不同基因型与精液常规参数之间不存在相关

性$单一多态性的低显性遗传效应通常取决于与其

他多态性位点的相互作用及包括饮食%生活方式等在

内的特定环境因素的综合影响#因此遗传变异的影响

可能为其他尚未发现的致病因素所掩盖,

#

-

$

遗传因素是男性不育众多病因中不可忽略的一

种#全世界约
!(L

的男性不育是由基因突变引起

的,

"

-

$雌激素通过
/+D

&

调节转录过程#包括核转

录%结合特殊的效应原件和目的基因的表达进行调

控#核雌激素受体是调节雌激素复合物功能的转录因

子#即使没有直接结合到靶基因的
C?@

上也可以通

过其他类蛋白质相互作用#从而调控基因表达,

!*

-

$雌

激素对人类生殖系统的分化%成熟和功能发挥着重要

的作用#对促性腺激素具有负反馈作用#通过雌激素

受体会对生殖参数产生不利的影响,

!!

-

$有报道表明

/+D

基因多态性改变可影响常规精液参数,

!)

-

$

雌激素在调节精子的发生中起着直接的作用#影

响生殖细胞的增殖%分化和凋亡,

!.

-

#也是由于在精子

发生过程中广泛存在的雌激素受体,

!'

-

$研究表明#雌

激素可以调节睾丸支持细胞的核转录#维持睾丸的正

常发育#影响生殖功能,

!(0!&

-

$雌激素对生殖细胞的死

亡和凋亡的信号机制具有调控作用#诱导精子的激

活#通过其受体信号通路调控男性精子生成,

!$

-

$

/)

通过结合经典的细胞内雌激素受体或者膜雌激素受

体触发基因组和非基因组信号转导通路#影响和作用

于睾丸细胞%生殖细胞及成熟精子,

!#

-

$

BP,@+

等,

!"

-

研究发现#

/)

激活
/+D

&

基因可参与未成熟支持细胞

的增殖#这表明雌激素作用可能是调节精子发生和生

育的关键步骤$

/+D

&

基因敲除雄鼠出生后睾丸正

常#青春期后睾丸开始变性#成年期睾丸萎缩#精子发

生障碍和精子密度显著降低#并出现不育,

)*0)!

-

#进一

步说明由
/+D

&

介导的雌激素对精子发生具有重要

作用$本研究的结果显示观察组血清
/)

%

/+D

&

水平

均明显高于对照组#血清
/)

%

/+D

&

水平相与男性生

殖具有一定的相关性#推测
/+D

&

基因变异对男性不

育的影响是通过介导
/)

和
/+D

&

水平改变实现的$

宋明哲等,

))

-研究中也发现血清
/)

水平升高提示精

子数目减少#可能是因为
/)

通过多种途径调控或干

扰精子的生成所致$虽然上述等位基因频率在观察

组与对照组的分布频率之间差异有统计学意义#但要

确定血浆
/

与
/+D

&

水平和各基因型之间关系还需

要加大样本量再进行研究$

综上所述#基因
/+D

&

H>.$"#$("

位点的变异可能

与壮族男性不育存在关联性#但研究结果仍需通过大

规模研究进行证实$
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