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铝暴露工人精子线粒体
:6=4

与精子质量的

相关性及
:6=4

下调的分子机制%
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%摘要&

!

目的
!

探讨铝暴露工人精子线粒体早老素相关菱形"

:6=4

%蛋白与精子质量的相关性及
:6=4

下调的分子机制)方法
!

选取广西某大型铝企业的
#-)

名男性铝作业工人为试验组!

#-)

名企业服务员工为对

照组)检测两组精子线粒体
:6=4

蛋白水平(

:6=4

基因
3++(&&9

多态性!所处环境铝(血清铝(尿液铝水平

及精液常规!分析两组上述指标的差异)结果
!

两组所在环境铝(血清铝及尿液铝的水平!线粒体
:6=4

蛋白

水平!精子活力(精子存活率及畸形率差异有统计学意义"

&

"

(*(&

%!且试验组血清铝及尿液铝水平与作业工龄

呈正相关)精子线粒体
:6=4

蛋白水平与精子活力(精子存活率及畸形率呈相关性"

)"(*%#!
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%$两组间
:6=4

基因
3++(&&9

不同基因型分布频率无差异"
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%!但
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基因

3++(&&9

不同基因型间的铝暴露工人精子线粒体
:6=4

蛋白水平有显著差异"

<"&*#&%
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结论
!

铝暴露工人精子受损与精子线粒体
:6=4

蛋白水平下调有关)

%关键词&

!

铝$早老素相关菱形蛋白$精子质量$分子机制
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O

FG< <RHIJIH

P

#

;

O

FG<;SGXIXCJGCHFCD8<CJQRG<CHIRD

GCHF

!

)"(*%#!

#

(*-),

#

(*$&!

#

&

"

(*(&

"

*/NFGF C̀;DR8IQQFGFDEFIDHNFQGF

a

SFDE

P

RQ8IQQFGFDH

M

FDRH

PO

F;RQ

:6=4

M

FDF3++(&&9WFH̀FFDHNFH̀ R

M

GRS

O

;

!

!

)

"!*%)$

#

&"(*#&&

"#

WSHHNFGF C̀;C;I

M

DIQIECDH8IQQFGFDEFID

;

O

FG<<IHRENRD8GICJ:6=4

O

GRHFIDJFXFJ;C<RD

M

HNF R̀G[FG; ÌHN8IQQFGFDH
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过量的铝会危害人体健康#诱发免疫系统%神经

系统的病变&

#

'

#但铝及其化合物能否引起生殖系统的

损害仍存有争议&

)

'

$广西是我国主要铝产地之一#明

确及评估过量铝是否引起人体生殖系统的危害是本

地区公共卫生领域亟待解决的问题$早老素相关菱

形!

O

GF;FDIJIDC;;REICHF8GNR<WRI8JI[F

#

:6=4

"蛋白
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重庆医学
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年
%

月第
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期
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是组成线粒体膜菱形蛋白成分之一#在保持线粒体形

态%调控线粒体功能中具有重要作用&

!

'

$目前有研究

提示精子形成及获能中#

:6=4

蛋白起到重要作

用&

+

'

$本研究旨在探讨铝暴露工人精子线粒体

:6=4

蛋白水平与精子功能的相关性#以及线粒体

:6=4

蛋白水平下调的分子机制$从而为防治铝生

殖毒害提供全新视角$

D

!

资料与方法

D*D

!

一般资料
!

选取广西某大型铝企业铝作业男性

工人
#-)

名#作业工种为熔炼工!

-+

名"%焊接工!

+)

名"及电解工!

&-

名"#设为试验组$纳入标准(!

#

"连

续
!

年及以上时间从事铝作业*!

)

"未接触引起精子

质量受损的有害环境因素#如多环芳烃%锰%汞%铅%高

温等*!

!

"在标本采集前
)

周内未服用任何影响生殖

系统功能或精子质量的药物*!

+

"依从性良好$排除

标准(!

#

"患有如冠心病%糖尿病%高血压等慢性疾病

及恶性肿瘤*!

)

"曾罹患如生殖器官受损%甲状腺炎等

影响精子质量的疾病*!

!

"酗酒%吸烟#年龄超过
-(

岁$选取
#-)

名该企业下属非直接从事铝暴露作业

的服务公司男性工人#作业工种为电工!

--

名"%钳工

!

+&

名"和锅炉工!

&#

名"#设为对照组$两组研究对

象在年龄%工龄%饮酒%吸烟及文化程度等差异无统计

学意义!

&

$

(*(&

"#见表
#

$研究过程遵循知情同意

原则#并通过本院医学伦理委员会批准$

D*E

!

标本采集

D*E*D

!

血液与尿液
!

抽取及收集各研究对象静脉血

&<4

及尿液
-<4

#静脉血分别注入干燥管和乙二胺

四乙酸二钾!

@5/67A

)

"抗凝管中$

@5/67A

)

抗凝

管充分混匀后#置
+ h

冰箱短时!

"

%8

"保存#用于

:6=4

基因
3++(&&9

多态性检测*干燥管静置
!(

<ID

后#

!(((G

)

<ID

离心
#(<ID

#分离血清置
d)(h

冷冻保存#尿液加入
-<RJ

)

4

适量盐酸预贮存#置于

d)(h

低温冰箱中保存#用于测定血清及尿液中铝

元素$

D*E*E

!

精液
!

研究对象禁欲
!

"

%8

后#采用手淫法

采集精液标本#置于无菌容器中#用于精子常规检测%

精子线粒体
:6=4

蛋白的水平测定$精液标本的保

存及处理参照世界卫生组织人类精液检查与实验室

手册!第
&

版"

&

&

'

$

D*E*!

!

作业环境铝元素检测
!

在电解%配料及铸造
!

个铝作业车间及对照组工作环境#各布置
#&

个采样

点#每个采样点采集
!

个标本$采样严格按照1工作

场所空气中有害物质监测的采样规范 !

9K\J&$7

)((+

"2的要求#使用醋酸纤维滤膜定点连续采集空气

中铝尘标本$

D*!

!

仪器与试剂
!

662\FFDIH-((

石墨炉原子吸收

光谱仪!德国耶拿仪器公司"%安捷伦
93.2

高效液相

色谱仪!美国安捷伦科技公司"%

4CW7CI8,)(

致善核酸

提取仪!厦门致善生物科技有限公司"%

6K?7$%((

核酸

扩增仪!美国
6K?

公司"%超微量紫外分光光度计!美

国赛默飞世尔公司"%电泳仪!北京六一仪器厂"%凝胶

成像仪!珠海黑马公司"*线粒体
:6=4

检测试剂!台

湾
6WDRXC

公司"%

516

抽提试剂!厦门致善生物科技

有限公司"%引物!上海生工公司"%

:3=

扩增试剂!大

连
/CAC=C

公司"$

D*F

!

方法

D*F*D

!

血清和尿液中铝水平测定
!

血清及尿液中铝

水平的测定采用高效液相色谱法检测#实验具体操作

参照参考文献&

-

'$

D*F*E

!

作业环境铝水平检测
!

石墨炉原子吸收光谱

法测定作业环境铝水平#实验详细操作参照美国国立

职业安全与健康研究所!

1?>20

"推荐的环境铝水平

测定$

D*F*!

!

精液常规分析
!

精液常规检测由专业实验技

术人员完成$主要检测指标为外观%精液量%液化时

间%

O

0

值%黏稠度指拉丝%精子存活率%凝集%精子密

度和圆细胞$

D*F*F

!

精子线粒体
:6=4

蛋白水平检测
!

精子线粒

体
:6=4

蛋白水平测定采用酶联免疫吸附试验

!

@4?26

"检测#试验严格按照试剂说明书操作$

D*F*N

!

:6=4

基因
3++(&&9

多态性检测

D*F*N*D

!

516

制备
!

全血
516

的制备采用致善全

自动核酸提取仪提取#严格按照试剂说明书操作#提

好的
516

置
d)(h

冰箱保存备用$

表
#

!!

两组研究对象一般资料比较

组别
!

年龄

!

3c(

#岁"

工龄

!

3c(

#年"

饮酒

&

!

!

'

"'

吸烟

&

!

!

'

"'

文化程度!

!

"

小学及以下 初中 高中及以上

试验组
#-) +&*-c,*$ #)*&c!*) !$

!

)%*(

"

&#

!

!#*&

"

+- %- +(

对照组
#-) +&*-c$*- ##*&c!*& !-

!

))*)

"

&&

!

!+*(

"

+$ ,( !!

>

)

!

)

(*+#( #*))+ (*#&- (*))+ #*!)(

& (*-%) (*)(, (*-$! (*-!- (*&#%

,(+)

重庆医学
)(#$

年
%

月第
+,

卷第
#+

期



D*F*N*E

!

3++(&&9

检测
!

引物(根据
9FDKCD[

提供

的
:6=4

基因启动子序列#用
:GI<FG&*(

软件设计

引物#上游引物序列
&e7/9669/393/9666/7

96/6997!e

#下 游 引 物 序 列
&e76369/6999/7

966999/6/7!e

$

:3=

反应体系(

:3=

混合反应液

,

#

4

!含
81/:

%

WSQQFG

"#

/C

a

酶
#

#

4

#无菌水
!%

#

4

#

516

模版
)

#

4

和上%下游引物各
#

#

4

#共
&(

#

4

反

应体系$扩增条件(

$+h&<ID

预变性*在较高退火

温度渐降循环
,

次(

$+h!(;

#从
-%h

至
-(h

每次

渐降
#h!(;

#

%)h!(;

*

$+h!(;

#

&,h!(;

#

%)

h!(;

#

)+

个循环*

%)h

延伸
%<ID

$

D*F*N*!

!

基因位点
7

限制性片段长度多态性分析
!

酶

切体系(

:3=

扩增产物
)(

#

4

#

WSQQFG!

#

4

#

K;H1?

内

切酶
#

#

4

#无菌水
-

#

4

#共
!(

#

4

反应体系$置
!%h

水浴
#N

$

:3=

产物为
&+&W

O

!

3

等位基因"#酶切后

为
!%%W

O

和
#-,W

O

的两个片段!

9

等位基因"$水浴

后产物经琼脂糖凝胶!

)*('

"电泳验证!

#((Z

电压#

电泳
!(<ID

"#凝胶图像分析仪观察电泳结果并保存$

D*N

!

问卷调查
!

通过自行设计的问卷对研究对象进

行社会经济状况%营养状况%工作岗位及年限%吸烟%

饮酒情况%既往疾病等进行调查#同时结合企业每年

的体检资料#获取职业性铝暴露史及既往疾病史或服

药状况等$

D*O

!

统计学处理
!

采用
2:22))*(

统计软件进行分

析$计量资料用
3c(

表示#比较采用独立样本
>

检

验#多组间的比较采用方差分析$计数资料用率表

示#比较采用
!

) 检验$相关性分析采用
:FCG;RD

相关

性分析$以
&

"

(*(&

为差异有统计学意义$

E

!

结
!!

果

E*D

!

两组作业环境铝%血清铅%尿液铝水平的检测结

果
!

与对照组比较#试验组的作业环境铝%血清铅及

尿液铝水平显著升高#差异有统计学意义!

&

"

(*(&

"#

见表
#

$

:FCG;RD

相关性分析结果显示#血清铝水平与

尿液铝水平呈正相关!

)"(*,+#

#

&"(*(#,

"*作业工

龄与尿铝%血清铝水平均呈正相关!

)尿铝"(*&)&

#

&"

(*()#

*

)血清铝"(*-)#

#

&"(*(#-

"*尿铝%血清铝水平

与作业环境铝水平的相关性差异无统计学意义

!

)尿铝"(*)!,

#

&"(*(-$

*

)血清铝"(*)-#

#

&"(*(&-

"$

E*E

!

两组受试对象精液常规及精子线粒体
:6=4

蛋

白水平检测结果比较
!

与对照组比较#试验组精子存活

率%精子活力及线粒体
:6=4

蛋白水平均明显降低#精

子畸形率却显著升高#差异均有统计学意义!

&

"

(*(&

"$两组间其余精液指标虽有差异#但差异无统计

学意义!

&

$

(*(&

"#见表
!

$相关性分析结果显示#精子

线粒体
:6=4

蛋白水平与精子活力%精子存活率呈正

相关!

)精子活力"(*%#!

#

&"(*(#)

*

)精子存活率"(*-),

#

&"

(*((,

"*而精子畸形率与精子线粒体
:6=4

蛋白水平

表现为负相关!

)精子畸形率"(*$&!

#

&"(*(()

"$

表
)

!!

两组作业环境铝$血清$尿液铝水平测定结果比较

组别
!

作业环境铝!

<

M

)

<

!

"

浓度范围 浓度!

3c(

"

尿液铝!

#

M

)

4

"

浓度范围 浓度!

3c(

"

血清铝!

#

M

)

4

"

浓度范围 浓度!

3c(

"

试验组
#-) !*(,

"

#!*-, %*)!c#*&( %*,-

"

),*-( #!*&&c!*,# (*$)

"

+*$! )*,)c(*%%

对照组
#-) (*(,

"

(*,- (*!#c(*## )*#-

"

$*!- &*##c#*), (*&#

"

#*%( #*(-c(*+#

> &,*!,( +*)&& -*!#&

&

"

(*(# (*(!, (*((#

表
!

!!

两组精液常规检测结果及线粒体
:6=4

蛋白水平比较!

3c(

"

组别
!

精液量!

<4

"

O

0

液化时间!

<ID

" 精子存活率!

'

" 凝集!

'

"

试验组
#-) !*)#c#*%! %*)#c(*)& )+*,)c,*$! +,*),c##*$! ,*,)c#*)!

对照组
#-) !*%+c#*-- %*!)c(*!) #$*%+c%*)% -,*,!c#+*,+ -*$!c#*%-

> (*-+) (*,!# #*,)! &*)(! #*$!)

& (*+#, (*)$- (*#!- (*(## (*($,

续表
!

!!

两组精液常规检测结果及线粒体
:6=4

蛋白水平比较!

3c(

"

组别
!

精子密度!

#f#(

-

" 圆细胞!

#f#(

-

" 精子活力!

'

" 精子畸形率!

'

" 线粒体
:6=4

蛋白!

D

M

)

<4

"

试验组
#-) ))*)!c$*-! +*()c(*,, )#*!#c,*!! !(*%&c,*$) +*&$c#*(-

对照组
#-) )-*,)c#(*+# !*,#c(*,! &)*$#c#)*%+ #-*$)c-*#- #-*&+c+*#)

> (*$!) (*+(+ ,*,) %*-)! -*#!)

& (*#$$ (*-#%

"

(*(#

"

(*(# (*((#

$(+)

重庆医学
)(#$

年
%

月第
+,

卷第
#+

期



E*!

!

两组研究对象
:6=4

基因
3++(&&9

多态性检

测结果比较
!

经
07U

平衡检验#两组的
:6=4

基因

3++(&&9

差异无统计学意义!

&

$

(*(&

"#符合
07U

群体遗传平衡法则#具有群体代表性$试验组的
39

及
99

基因型的分布频率高于对照组#但差异无统计

学意义!

&

$

(*(&

"#见表
+

$进一步分析发现不同基

因型间精子线粒体
:6=4

水平差异有统计学意义

!

&

$

(*(&

"$组间两两比较结果表明#

99

基因型

:6=4

水平显著低于
39

和
33

型!

&

"

(*(&

"#

39

型%

33

型之间的男性
:6=4

水平差异也有统计学意

义!

&

"

(*(&

"#见表
&

%图
#

$

表
+

!!

两组
:6=4

基因
3++(&&9

检测结果%

!

!

'

"&

组别
!

3++(&&9

33 39 99

07U

&

试验组
#-) $%

!

&$*$

"

&)

!

!)*#

"

#!

!

,*(

"

(*#)#

对照组
#-) ##)

!

-$*#

"

+!

!

)-*&

"

%

!

+*!

"

(*),)

!

)

!*%)$

& (*#&&

表
&

!!

:6=4

基因不同基因型精子线粒体
:6=4

蛋白

!!!

水平!

3c(

'

D

M

(

<4

"

基因型
!

线粒体
:6=4

蛋白
< &

33 )($ #)*+&c&*#,

CW

39 $& $*)+c+*()

C

&*#&%

"

(*(#

99 )( !*!,c(*$+

!!

C

(

&

"

(*(&

#与
99

基因型比较*

W

(

&

"

(*(&

#与
39

基因型比较

!!

#

"

)

(

99

基因型*

!

"

+

(

39

基因型*

&

"

%

(

33

基因型

图
#

!!

:6=4

基因
3++(&&9

电泳图

!

!

讨
!!

论

!!

随着铝矿的开采%炼铝#铝制品的加工%使用及食

品添加剂的广泛应用#过量的铝通过呼吸道%消化道

等多 种 途 径 进 入 人 体$进 入 人 体 的 铝 元 素 以

6?

!

0

)

>

"

!g的形式与血液中的清蛋白%转铁蛋白或枸

橼酸离子结合#并随血液分布与脑%肺%肝%肾%骨等组

织中$因此过去认为血液和尿液铝浓度可以作为反

映铝暴露水平的监测指标$但部分研究认为血清铝

水平并不能敏感地反映铝暴露情况&

%7,

'

$本研究结果

表明#广西某大型铝企业的铝作业工人主要通过呼吸

道摄入过量的铝#进而引起机体血清铝和尿液铝水平

显著升高#且血清铝%尿液铝之间呈正相关#这与

9L:/6

等&

%

'认为血铝不能真实地反映铝暴露情况

的结论相悖$进一步的相关性分析发现血清铝%尿液

铝水平均与铝作业工龄呈正相关#提示铝暴露不仅引

起铝作业工人血清铝和尿液铝的水平升高#而且随着

铝暴露时间的增加#铝可在体内蓄积#进而引起血清

铝和尿液铝的水平显著升高*同时#这一结果也提示

从事铝暴露作业工作应适当调整%控制铝暴露时间或

限制工作的年限#以减轻铝暴露对作业工人的损害$

有研究表明#高浓度铝可能是影响精子生成及数

量的高危环境因素&

$

'

$

\0L

等&

#(

'发现给予
#)(8

铝

暴露后的大鼠精子数量%质量显著降低$而
065?

等&

##

'以
#,<

M

)

[

M

的高剂量氧化铝饲养雄性大鼠
!(

8

后#发现大鼠精子数量%精子活力及畸形精子率明显

改变#但精子功能损伤并不严重#提示铝暴露时间对

动物生殖功能的影响至关重要$本研究发现#较对照

组#试验组的精子活力%精子存活率明显下降#畸形率

显著增高$两组在精液量%

O

0

%黏稠度指拉丝%液化

时间%凝集%精子密度和圆细胞等差异并无统计学意

义!

&

$

(*(&

"$分析原因可能是(铝所引起的生殖毒

性#受铝暴露途径%水平%时间%频率%年龄%个体差异

等诸多因素的影响#因此国内外研究结论存在明显的

差别&

#)

'

$

诸多研究表明铝暴露能够诱发精子功能损害#但

其具体的毒性作用机制仍不清楚$

:6=4

蛋白是位

于线粒体内膜上的跨膜螺旋结构蛋白#参与了线粒体

的形态改变%线粒体融合及线粒体通路的细胞凋亡等

过程$有研究认为精子线粒体上的
:6=4

蛋白是精

子生成的关键性调控蛋白#同时也是精子线粒体获能

及能量补给的主要因子&

#!

'

$人的
:6=4

基因位于人

类染色体
!

a

)%

#由
#(

个外显子和
$

个内含子组成$

有研究发现发现
%

号外显子
++(&&

位点的
3

)

9

突变

!

3++(&&9

"#导致
:6=4

第
)-)

位的亮氨酸被缬氨酸

替换!

4FS)-)ZCJ

替换"#这替换进而影响
:6=4

蛋白

第
+

跨膜区保守氨基酸的改变#从而导致了
:6=4

分

泌减少或活性降低$进而导致线粒体数量%形态和功

能的改变#从而引起机体生理功能的改变&

#+

'

$本研究

发现#铝暴露工人的精子线粒体
:6=4

蛋白水平明显

降低#且与精子活力%存活率%精子畸形率相关#说明

过量铝可能引起
:6=4

蛋白水平的降低#进而导致精

子供能系统失衡#诱发精子活力下降#同时启动精子

细胞凋亡#继而精子存活率降低等不良结局&

#&

'

$在本

研究中#铝暴露作业工人
:6=4

基因
39

及
99

基因

型的分布频率明显高于对照组#但差异并无统计学意

义!

&

"

(*(&

"#但分析原因可能是(!

#

"

:6=4

基因

4FS)-)ZCJ

替换不是导致广西铝暴露工人精子线粒

体
:6=4

水平低下的原因$这与
065?

等&

##

'研究

:6=4

蛋白基因
4FS)-)ZCJ

多态性与
)

型糖尿病的

(#+)

重庆医学
)(#$

年
%
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+,

卷第
#+

期



结论相一致#但与
3L==61

等&

#+

'认为高加索人

:6=4

基因
4FS)-)ZCJ

替换严重影响线粒体的数量

及结构#导致线粒体供能不足进而细胞凋亡的结论不

一致!研究对象的种族不同#基因遗传规律存在差

异"*!

)

"

:6=4

基因
3++(&&9

多态性可能是广西铝暴

露工人精子质量下降危险因素#但引起精子质量的影

响因素有环境%遗传%生活习性等诸多因素#可能本研

究纳入研究对象选取上具有局限性#不足以检测出相

关性$

:6=4

基因
3++(&&9

不同基因型男性精子线

粒体
:6=4

水平有显著差异间接验证了这一结论$

综上所述#铝暴露降低铝作业工人精子活力和存

活率#增加精子畸形率#而且这些改变与
:6=4

蛋白

水平密切相关$然而#铝致生殖毒作用损伤的机制及

:6=4

基因
3++(&&9

多态性是否是下调精子线粒体

:6=4

蛋白的作用机制目前仍尚未明确#需后续深入

研究加以论证$
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