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#摘要$
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目的
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探讨蛋氨酸合成酶还原酶"
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R

基因多态性与精子活力低下和精子数量低下

的原发性男性不育的相关性&方法
!

通过
O9>=

直接测序分析对
&%"

例河南汉族健康已生育男性和
7!(

例河

南汉族原发性不育男性"少弱精子症
!#6

例)弱精子症
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例)无精子症
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例)少精子症
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例)隐匿精子症
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例%的外周血基因组
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的
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多态性位点进行基因型测序分析&结果
!
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多态

性位点仅与精子活力低下"弱精子症和少弱精子症%的原发性男性不育的发生有关"

!

$

(;($

%!而与精子数量低

下"少精子症)隐匿精子症和无精子症%的原发性男性不育无相关性"
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%&结论
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突变可

能是造成精子活力低下的遗传易感因素但并不是精子数量低下的遗传易感因素&

#关键词$

!

不育!男"雄%性$蛋氨酸合成酶还原酶$少精子症$精子能动性

#中图法分类号$

!

>&"7;&

#文献标识码$

!

@

#文章编号$

!

!#6!=%&7%

"

'(!"

%

(!=((77=(7

E*=1,5.6-75

9

>*,?**6DOEE##A

%

Q

N

*6*,5+

9

.=

8

<.:

9

75-<1647!(545.

9

1,75+56)*:,5=*<1=*-

"

4$JK&-''-'

!

$

'

$

&

$

L3+4"&

!

$

"#>-8

!

$

%#3J)-&

!

$

P*+429-'

6

&

7

$

"#$)8'

7G

-'

!

$

)J$K&-8

=

-'

7

!

$

&

$

,3+4Q&'

7

!

$

&

$

"#3J.9&I&0

!

$

&

#

$

"J+4T&-'

7

-'

7

'

!

!:#'CA&A'AB8

=

4B'BA&;C

$

)B'-'!?8F&';&-<!B8

N

<BSC)8C

N

&A-<

-

A9B!B8

N

<BSC)8C

N

&A-<

8

=

29B'

7

H980$'&FB?C&A

G

$

29B'

7

H980

$

)B'-'7$(((&

$

(9&'-

*

':RBCB-?;9(B'AB?

=

8?D&A8;98'@?&-<

Q&8<8

7G

-'@DB@&;&'B

$

.;988<8

=

"&

=

B.;&B';B-'@>B;9'8<8

7G

$

%&S-'T&-8A8'

7

$'&FB?C&A

G

$

%&S-'

$

.9--'I&

6!((7"

$

(9&'-

*

&:)B'-'(9B'

7

I&'#'CA&A0AB8

=

P8?B'C&;(<&'&;-<T0@&;&-<30A9B'A&;-A&8'

$

29B'

7

H980

$

)B'-'7$(((&

$

(9&'-

*

7:MB

N

-?AEB'A8

=

$?8<8

7G

.0?

7

B?

G

$

29B'

7

H980

P&?CA!B8

N

<BSC)8C

N

&A-<8

=

)B'-'$'&FB?C&A

G

$

29B'

7

H980

$

)B'-'7$((((

$

(9&'-

#

!!

.

A>-,:1+,

/

!

B>

C

*+,5;*

!

)13S

V

Z1*3YP3*3Z+Y01,-P0

V

T3Y]33, 2)>>##@

%

R

V

1Z

W

N1*

V

P0-N+,4Z1]

-

V

3*N=N1Y0Z0Y

W

1*Z1]-

V

3*N=51/,Y0401

V

+YP05N+Z30,.3*Y0Z0Y

W

;D*,7.4-

!

2)>>##@

%

R

V

1Z

W

N1*

V

P0-N0,+N=

V

Z0.05+Y01,1.

V

3*0

V

P3*+ZTZ114Z

W

N

V

P15

W

Y3AF@]+-+,+Z

W

3̂40,&%",1*N+Z.3*Y0Z3N+Z3-+,47!(0401

V

+YP050,=

.3*Y0Z3N+Z3-

!

!#61Z0

U

1+-YP3,1̂11-

V

3*N0+

$

!!&+̂11-

V

3*N0+

$

!(&+-YP3,1-

V

3*N0+

$

!!1Z0

U

1-

V

3*N+Y0-N

$

!#5*

WV

=

Y1̂11-

V

3*N0++N1,

U

YP3N

#

T

W

40*35Y-3

a

/3,50,

U

1.O9>;E*-0=,-

!

)P32)>>##@

%

R

V

1Z

W

N1*

V

P0-N0-1,Z

W

+--150+Y34]0YPZ1]-

V

3*N N1Y0Z0Y

W

!

1Z0

U

1+-YP3,1̂11-

V

3*0N0++,4+-YP3,1-

V

3*N0+

#$

T/Y,1YZ1]-

V

3*N51/,Y

!

+̂11-

V

3*N0+

$

1Z0

U

1-

V

3*N+Y0-N+,45*

WV

Y1̂11-

V

3*N0+

#

0,0401

V

+YP05N+Z30,.3*Y0Z0Y

W

;F.6+=0-5.6

!

2)>>##@

%

R

V

1Z

W

N1*

V

P0-N]+-YP3

U

3,3Y05-/-53

V

Y0TZ3.+5Y1*.1*Z1]-

V

3*NN1Y0Z0Y

W

T/Y,1YZ1]-

V

3*N51/,Y0,0,.3*Y0Z3

N+Z3-;

.

G*

8

?.:4-

/

!

0,.3*Y0Z0Y

W

$

N+Z3

*

N3YP01,0,3-

W

,YP+-3*34/5Y+-3

*

1Z0

U

1-

V

3*N0+

*

-

V

3*NN1Y0Z0Y

W

!!

!(I

#

!$I

的夫妇会出现不育$且其中约
$(I

是

由于男性的原因导致%而男性不育中有
!$I

#

&(I

是基因异常所致%睾丸功能相关的关键基因及受环

境影响的关键易感基因中$有害的基因多态性可能与

男性不育中精子数量少及精子活力低下的发生有关%

$

$

!(=

亚甲基四氢叶酸!

2)ML>

#和蛋氨酸合成

酶还原酶!

2)>>

#是叶酸代谢途径中的关键酶%

2)ML>#669

%

)

基因多态性已被认为与男性不育

有关.

!='
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%然而$

2)>>

与男性不育的相关性研究报

道存在很大分歧%在波兰人群中$

2)>>##@
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R

与

非梗阻性男性不育无关.

&

/

*在约旦人群中$
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与男性不育中的无精子症和少精子症无
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关.
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%而在韩国人群中$
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与非梗阻性

男性不育有关$但分组分析时
2)>>##RR

基因型只

与少弱精子症有关而与无精子症无关.

$

/

%并且$在最

近两篇关于中国人群的报道中)

F:

等.

#

/发现
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与男性不育!只含有无精子症和少精子症患

者#无关*但
H:

等.

6

/发现
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与男性不育

有关$但与非梗阻性男性不育的无精子症无关且只与

少弱精子症有关%这些研究提示
2)>>##@

%

R

基

因多态性似乎与男性不育中的无精子症和少精子症

无关但与少弱精子症有关$由此提出假设)

2)>>
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基因多态性与男性不育中的精子数量无关但

与精子活力有关%为了探究假设是否成立$本研究选

取了不同类型精子异常的原发性男性不育患者进行

精子数量和活力与
2)>>##@

%

R

基因多态性相关

性研究$现报道如下%

!

!

资料与方法

!;!

!

一般资料
!

选取
'(!$

年
%

月至
'(!6

年
!

月河

南省人民医院确诊为原发非梗阻性不育的河南汉族

男性患者!病例组
7!(

例#)染色体核型和性别决定基

因!

8>_

#检测均正常$并且无隐睾&精索静脉曲张&泌

尿生殖道感染和性病*其中$少弱精子症
!#6

例$无精

子症
!!&

例$弱精子症
!(&

例$少精子症
!!

例$隐匿

精子症
!#

例*年龄
'$

#

7!

岁$相互间无血缘关系$无

不良性生活史%选取同期在河南省人民医院产科生

育正常胎儿且无辅助生殖史的健康孕妇的丈夫
&%"

例为对照组$与病例组生活环境相似!均为居住和出

生在河南并无血缘关系的河南籍汉族人#$年龄在

'&

#
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岁%
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方法
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!

基因组
AF@

提取
!

抽取外周静脉血
'NH

$

乙二胺四乙酸!

QA)@

#抗凝$

E'(D

保存%利用
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@F+N

V

R3,1N05AF@\0Y

试剂盒提取
AF@

%
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直接测序分析
!

!

!

#
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多

态性位点扩增的引物序列同文献.

%

/$由生工生物工

程!上海#股份有限公司合成$蒸馏水稀释至
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&

N1Z

-

H

%反应条件为
"$D

预变性
$N0,

$

"7D&(-

$

$"D&(-

$

6'D&'-

共
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个循环$随后
6'D

延伸
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N0,

%

O9>

产物送生工生物工程!上海#股份有限公

司$运用下游引物进行
O9>

产物
AF@

测序%

!;#

!

统计学处理
!

采用
8O88!&;(

软件进行数据分

析$计数资料以频数或百分率表示$比较采用
!

' 检

验$计算比值比!

JR

#评价相对危险度$以
!

$

(;($

为

差异有统计学意义%
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结
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果
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基因多态性的分布
!

经
M+*=

4

W

=J30,T3*

U

平衡检验$对照组和病例组及其各分组

的基因型分布达到遗传平衡!
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#$具有群体代

表性%

2)>>##@

%

R

位点的
R

等位基因频率在对

照组为
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$病例组总体为
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表
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基因多态性与不同类型分组的

原发性男性不育的相关性
!

等位基因
R

或
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基因

型与少弱精子症和弱精子症的发生相关$等位基因
R

的分布在少弱精子症和弱精子症病例组中均显著增

高!
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基因型的分布
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发生弱精子症的
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倍*等位基因
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及
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和
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基因型分布在隐匿精子症&无精子症和少精子症中差

异无统计学意义!
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续表
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病例组各组与对照组中
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等位基因分布的比较&

'

'

组别
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病例组各组与对照组中
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和
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基因型分布的比较

基因型 少弱精子症
FC:

对照组 弱精子症
FC:

对照组 隐匿精子症
FC:

对照组 无精子症
FC:

对照组 少精子症
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基因多态性与精子数量低下的

原发性男性不育的相关性分析
!
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与精

子数量低下的原发性男性不育的发生无相关性!

!

%

(;($

#%等位基因
R

和
RR

及
@R

基因型的分布与对照

组比较$差异无统计学意义!
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#$见表
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表
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精子数量低下的原发性男性不育组中的
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多态性位点与对照组分布的比较

基因型
对照组
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精子数量低下
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隐匿精子症
?

无精子症
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少精子症
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R

基因多态性与精子活力低下的

原发性男性不育的相关性分析
!

等位基因
R

和
RR

基因型与精子活力低下的原发性男性不育的发生有

相关性$

R

是
@

发生精子活力低下的原发性男性不育

的
!;7(6

倍$

RR

是
@@

发生精子活力低下的原发性

男性不育的
';%#6

倍$见表
$

%

表
$

!!

精子活力低下的原发性男性不育组中的
2)>>

!!!

##@

%

R

基因多态性与对照组分布的比较

基因型
对照组

!
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精子活力低下
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精子活力低下的原发性男性不育组中的
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基因多态性与对照组分布的比较

基因型
对照组
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!!

精子活力低下
h

少弱精子症
?

弱精子症

";%

!

2)>>##@

%

R

基因多态性与病例组的关系
!

等位基因
R

和
RR

基因型与原发性不育的发生显著

相关!

!

$

(;($

#)

R

是
@

发生男性不育的
!;&!!

倍$

RR

基因型是
@@

基因型发生男性不育的
';7%"

倍$

见表
#

%

表
#

!!

两组中
R

等位基因及
@R

和
RR

基因型分布的比较

基因型
!
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讨
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论
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2)>>##@

%

R

突变导致位于
2)>>

蛋白第
''

位的异亮氨酸转变为蛋氨酸$可使其酶活性降低.

%

/

%

2)>>

缺陷在人类和小鼠中被发现可导致血浆同型

半胱氨酸!

M5

W

#水平的升高.

"=!!

/

%高血浆
M5

W

可能与

心脏病.

!'

/和妊娠期糖尿病.

!&

/的发生有关$并且可诱

导骨髓间质干细胞凋亡.

!7

/

%

在基因改造的
2)>>

酶活性极低的小鼠中$

2)>>

酶缺陷可导致高血浆
M5

W

$但并不影响胚胎的

#7
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存活率和出生率.

!$

/

$揭示在小鼠中
2)>>

及高血浆

M5

W

可能与生育能力及胚胎的存活性无相关性%在

人类研究中$女性的
2)>>##@

%

R

基因多态性与胎

儿唐氏综合征或胎儿室间隔缺损的发生显著相

关.

!#=!6

/

*然而$在男性研究中$

2)>>##@

%

R

基因多

态性与男性不育的相关性却存在分歧%本研究中发

现$

2)>>##@

%

R

突变可能与少弱精子症的发生有

关但却与无精子症的发生无关$这与先前国内外的一

些报道相符合.

7=6

/

*

2)>>##@

%

R

基因多态性与弱

精子症有关为本研究首次在国内明确阐明*

2)>>

##@

%

R

基因多态性与隐匿精子症无关也为本研究首

次在国内明确阐明%

本研究中发现$

2)>>##@

%

R

基因多态性与精

子活力低下的原发性男性不育的发生有关!

!

$

(;($

#$但与精子数量低下的原发性男性不育的发生

无关!

!

%

(;($

#%此研究发现可能是造成
2)>>

##@

%

R

基因多态性与男性不育相关性存在分歧的重

要原因之一%因为在不同研究中$无精子症&少精子

症&少弱精子症或弱精子症患者所占比例不同$从而

造成各个研究的差异%本研究中$精子活力低下共

'6(

例患者$而精子数量低下共
!7(

例患者$精子活力

低下是精子数量低下患者例数的
!;"&

倍$这可能是

当研究
2)>>##@

%

R

基因多态性与原发性男性不

育!精子活力低下的原发性男性不育和精子数量低下

的原发性男性不育合并分析#之间相关性时本研究能

得出存在相关性结论的原因%

精子活力是精子运动能力的体现%通过本研究$

可提出推论)

2)>>##@

%

R

基因多态性与男性不育

之间的相关性可能是由于
2)>>##@

%

R

突变引发

精子运动能力低下造成的%因此$当研究对象的大多

数存在精子活力低下时便会得出
2)>>##@

%

R

基

因多态性与男性不育之间存在相关性%相反$当研究

对象中的大多数为精子数量低下而非活力低下时便

会得出
2)>>##@

%

R

基因多态性与男性不育之间

无相关性%

核黄素是
2)>>

的辅酶%研究发现$高核黄素

饮食可以改善
2)>>##@

%

R

突变对血浆
M5

W

水平

升高的影响.

!%

/

%国内外已有大量研究表明高叶酸或

核黄素饮食可以预防与
2)>>##@

%

R

基因多态性

有关的不良妊娠结局的发生%因此$对具有
2)>>

##@

%

R

基因多态性高风险基因型的男性增加核黄素

的摄入量可能对提高男性精子质量有帮助$从而对预

防不良妊娠结局的发生起到一定作用%
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粘接即刻剪切强度$并具有粘接耐久性$

QA)@

在瓷

贴面与牙本质粘接耐久性方面具有重要作用$本研究

将为后续的粘接耐久性研究及未来针对
QA)@

在牙

本质粘接方面的临床应用提供依据%
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