
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１４１００９１ 论著

谷胱甘肽Ｓ转移酶基因多态性与特发性男性不育症精子线粒体膜电位的相关性

唐开发１，张　洋１，赵伊立１，王新阳２，邹铁军３，孙　发１，邢俊平２　　（５５０００４贵阳，贵州医科大学附属医院泌尿
外科１；７１００６１西安，西安交通大学医学院第一附属医院泌尿外科２；７１００６８西安，陕西省人民医院泌尿外科）

　　［摘要］　目的　该研究旨在探讨谷胱甘肽Ｓ转移酶基因Ｍ１、Ｔ１及Ｐ１（ＧＳＴＭ１、Ｔ１及Ｐ１）基因多态
性与特发性男性不育症患者精子线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）的相关性。
方法　该研究包括２４６例特发性少弱精子性男性不育症患者。采用聚合酶链反应（ＰＣＲ），聚合酶链反
应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）方法分别对 ＧＳＴＭ１、Ｔ１和 Ｐ１基因进行分型。采用５，５′，６，６′
四氯１，１′，３，３′四乙基苯并咪唑羰花青碘化物（ＪＣ１）染色剂标记流式细胞仪检测精子线粒体膜电位
（ＭＭＰ）进行检测分析。结果　ＧＳＴＭ１及 Ｔ１基因缺失型组特发性少弱精子性男性不育症患者正常
ＭＭＰ精子百分比显著低于野生型组（Ｐ＜０．０１）；且二者间具有协同效应。ＧＳＴＰ１基因突变型组正常
ＭＭＰ精子百分比与ＧＳＴＰ１基因野生型组想比较，无统计学差异（Ｐ＝０．０８５）。结论　ＧＳＴＭ１、Ｔ１基因
缺失型是特发性男性不育症精子ＭＭＰ的危险因素。
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ｉｎｆｅｒｔｉｌｅｐａｔｉｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅ２ｔｙｐｅｏｆｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｈａｄｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｎｏｒｍａｌｓｐｅｒｍＭＭＰｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＧＳＴＰ１ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ
ｗｉｌｄｔｙｐｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＝００８５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧＳＴＭ１ａｎｄＧＳＴＴ１ｄｅｌｅｔｉｏｎｓａｒｅｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｔｈｅｓｐｅｒｍＭＭＰ
ｉｎｔｈｅｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｅｐａｔｉｅｎｔｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ；ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｕｎｄｏｆＣｈｉｎａ（８１３００５４１），ｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ｛ＱＫＨＪＺ［２０１３］
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　　男性不育症（ｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ）是指夫妇同居１年以
上，未采取任何避孕措施，由于男性方面的原因导致女

方不能受孕［１］。３０％的男性不育症患者未发现明确
的致病原因，包括发病机制及病理生理过程均不清楚，

称之为特发性男性不育症（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｚｏｏｎ
ｓｐｅｒｍｉａ）［２］。精液质量是评价男性不育生殖能力的基
础，其对男性不育的诊断、治疗及预后提供重要的辅助

信息，其中精子活力是衡量男性生育能力的一个重要

指标。研究［３］认为，线粒体是精子细胞能量的供应中

心，其功能状况直接决定了精子的运动能力，精子线粒

体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）的
高低与精子的运动能力密切相关。ＭＭＰ的变化与多
种因素存在相关性，如活性氧（ＲＯＳ）堆积、遗传因素
等［４－５］。谷胱甘肽 Ｓ转移酶（ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａ
ｓｅｓ，ＧＳＴｓ）是一组具有解毒功能的蛋白超基因家族，属
于机体Ⅱ相解毒酶系统，其中编码 Ｍｕ、Ｔｈｅｔａ和 Ｐｉ亚
型酶的ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＴ１和ＧＳＴＰ１基因在人群中存在功
能性基因遗传多态性［６］。本研究探讨谷胱甘肽 Ｓ转
移酶基因ＧＳＴＭ１、Ｔ１及Ｐ１基因多态性与特发性男性
不育症患者精子 ＭＭＰ相关性，以期为谷胱甘肽 Ｓ转
移酶基因多态性与特发性男性不育相关性研究提供实

验基础。

１　对象与方法

１．１　研究对象
　　收集２００８年９月至２０１２年６月就诊于西安交通
大学医学院第一附属医院泌尿外科门诊的特发性男性

不育患者共２４６例，患者年龄２１～３４（２７．０±３．６）岁，
不育年限１．２～８．５（３．６±１．１）年。患者均无明确致病
因素。其配偶均无明确不育因素。特发性男性不育症

患者基本资料标准：按ＷＨＯ第４版［７］标准，常规进行

２次及以上精液分析，符合以下标准：睾丸体积在中国
成人睾丸正常体积范围（１５～２５ｍＬ）；精液量≥２．０ｍＬ，

精子密度＜２０×１０６／ｍＬ且 ＞５×１０６／ｍＬ，Ａ级精子百
分比＜２５％且（Ａ＋Ｂ）级精子百分比＜５０％；血清性激
素水平在正常范围内；有规律性生活１年以上，未采取
任何避孕措施女方未受孕。排除患者性生活异常，以

及可能影响精液分析参数的因素。共２４６例患者纳入
研究。

１．２　主要试剂及仪器
　　全血基因组提取试剂盒（美国 Ａｘｙｇｅｎｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司），２×ＰＣＲＭｉｘｔｕｒｅ（立陶宛 ＭＢＩ公司），Ｂｉｏｍｌｔｒａ
梯度ＰＣＲ仪（德国 Ｓｉｇｍａ公司），凝胶成像分析系统
（美国ＢｉｏＲａｄ公司），流式细胞仪（美国 ＢＤ公司），线
粒体膜电位检测试剂盒（ＪＣ１，凯基公司）。
１．３　方法
１．３．１　引物设计和合成　　根据基因序列，ＰＣＲ扩
增引物 ＧＳＴＭ１：上游 ５′ＧＡＡＣＴＣＣＣＴＧＡＡＡＡＧＣＴＡ
ＡＡＧＣ３′，下游 ５′ＧＴＴＧＧＧＣＴＣＡＡＡＴＡＴＡＣＧＧＴＧＧ３′，
扩增产物长度２１９ｂｐ；ＧＳＴＴ１：上游 ５′ＴＴＣＣＴＴＡＣＴＧ
ＧＴＣＣＴＣＡＣＡＴＣＴＣ３′，下游 ５′ＴＣＡＣＣＧＧＡＴＣＡＴＧＧＣ
ＣＡＧＣＡ３′，扩增产物长度４８０ｂｐ；ＧＳＴＰ１上游５′ＡＣ
ＣＣＣＡＧＧＧＣＴＣＴＡＴＧＧＧＡＡ３′，下 游 ５′ＴＧＡＧＧＧＣＡ
ＣＡＡＧＡＡＧＣＣＣＣＴ３′，扩增产物长度１７７ｂｐ；βａｃｔｉｎ为
内参照，引物序列：上游５′ＡＣＴＣＣＣＣＡＴＣＣＣＡＡＧＡＣＣ
３′，下游５′ＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３′，扩增产物长
度为４００ｂｐ［８］。引物由上海生物工程公司合成。
１．３．２　外周血标本采集和基因组ＤＮＡ提取　　所有
研究对象采取外周静脉血３ｍＬ并以乙二胺四乙酸二
钠（ＥＤＴＡ）作为抗凝剂混匀为抗凝血液，放置于－８０℃
低温冰箱备用。基因组 ＤＮＡ提取按照外周血微量基
因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书操作，所提取 ＤＮＡ放置
于－２０℃冰箱备用。
１．３．３　精液标本的收集及处理　　所有研究对象禁
欲３～５ｄ，用手淫、取精仪或体外排精法收集１次排精
的全部精液，留于清洁收集器皿内，标明具体采集时
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间，置３７℃培养箱内，待液化后分离精子及精浆，所有
样本检测３次。
１．３．４　ＧＳＴｓ基因型ＰＣＲ扩增　　采用Ｂｉｏｍｌｔｒａ梯度
ＰＣＲ仪对所有ＤＮＡ标本进行ＧＳＴＭ１、Ｔ１及Ｐ１基因型
检测，并以此将患者分成各基因型亚组。反应体系为

２５μＬ（２×ＰＣＲＭｉｘｔｕｒｅ１２．５μＬ，双蒸水８．５μＬ，各引
物量为０．５μＬ，浓度１．０μｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ模板２μＬ，浓
度为１００μｇ／μＬ）。ＧＳＴＰ１基因 ＰＣＲ扩增产物采用
ＢｓｍＡＩ（ＡＬＷ２６）限制性内切酶进行处理。
１．３．５　精子ＭＭＰ检测及 ＰＣＲ扩增产物电泳检测　
　按照线粒体膜电位检测试剂盒（ＪＣ１）说明，对精子
细胞进行洗涤、悬浮、混匀、孵育，收集细胞、重新悬浮

后，于流式细胞仪进行检测分析，当精子线粒体膜电位

正常时，ＪＣ１染剂进入线粒体基质并形成聚合物可产
生红色荧光，反之膜电位较低是其不能进入线粒体基

质而单体存在于细胞外可产生绿色荧光。红色荧光精

子百分比，即ＪＣ１＋（％），表示正常ＭＭＰ精子的比例。
ＰＣＲ扩增产物用２％琼脂糖凝胶电泳，采用凝胶成像
系统进行检测。样本均重复３次精子ＭＭＰ检测、ＰＣＲ
扩增及电泳检测。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计数资料以珋ｘ±ｓ表示，
组间比较进行方差分析、ｔ检验和χ２检验。

２　结果

２．１　精子ＭＭＰ流式细胞仪检测
　　精子 ＭＭＰ检测采用 ＪＣ１染色后流式细胞仪检
测，见图１。统计分析发现，２４６例特发性男性不育患
者，通过ＧＳＴｓ基因型分组后，在ＧＳＴＭ１、Ｔ１、Ｍ１／Ｔ１基
因缺失型亚组的正常 ＭＭＰ精子百分比与野生型相
比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。
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Ａ：阴性对照；Ｂ：实验样本（右上象限为正常ＭＭＰ精子的百分比）

图１　精子ＭＭＰ流式细胞仪检测

２．２　ＧＳＴｓ基因多态性与精子ＭＭＰ相关性
　　统计分析发现，ＧＳＴＭ１基因缺失型组正常 ＭＭＰ

精子百分比显著低于ＧＳＴＭ１基因野生型组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＧＳＴＴ１基因缺失型组正常 ＭＭＰ
精子百分比显著低于ＧＳＴＴ１基因野生型组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＧＳＴＭ１／Ｔ１基因均缺失型组正
常ＭＭＰ精子百分比显著低于 ＧＳＴＭ１／Ｔ１基因野生型
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＧＳＴＰ１基因突变型
组正常 ＭＭＰ精子百分比与野生型组比较，差异无统
计学意义（Ｐ＝０．０８５）。见表１。

表１　病例组及病例组中ＧＳＴ基因型亚组正常ＭＭＰ精子
百分比比较

组别 例 ＪＣ１＋［（珋ｘ±ｓ）％］
病例组 ２４６ ４９．３８±１６．１１
ＧＳＴＭ１
　（＋） ９７ ５５．０７±１２．９８
　（－） １４９ ４５．６８±１６．８９ａ

ＧＳＴＴ１
　（＋） ９２ ５４．９０±１４．４３
　（－） １５４ ４６．０９±１６．２０ｂ

ＧＳＴＭ１／Ｔ１
　（＋／＋） ３８ ５６．８０±１４．８５
　（＋／－） ５９ ５３．９６±１１．６２
　（－／＋） ５４ ５３．５７±１４．１２
　（－／－） ９５ ４１．１９±１６．７６ｃ

ＧＳＴＰ１
　（Ａ／Ａ） １６７ ５１．２８±１５．９８
　（Ａ／Ｇ＋Ｇ／Ｇ） ７９ ４７．５１±１６．１０

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＧＳＴＭ１比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＧＳＴＴ１比较；ｃ：
Ｐ＜０．０１，与ＧＳＴＭ１／Ｔ１（＋／－）比较

３　讨论

　　线粒体的主要功能是产生能量，可为精子运动提
供三磷腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）。一般认为，
精子ＭＭＰ的高低与其运动能力有关。而且，ＭＭＰ的
丧失是精子凋亡的一个普遍特征，发生于多种因素所

诱导的精子凋亡过程。因此，检测精子 ＭＭＰ对男性
不育患者精子的受孕能力的评估具有重要意义。ＪＣ１
是一种碳氰化合物类荧光染料，在细胞内以聚合物和

单体两种不同形式存在。在 ＭＭＰ较高时，ＪＣ１聚集
在线粒体的基质中，形成聚合物，可以产生橙红色荧

光；在 ＭＭＰ较低时，ＪＣ１不能聚集在线粒体的基质
中，ＪＣ１为单体，产生绿色荧光。因为 ＪＣ１能较特异
地与线粒体内膜结合，只在线粒体膜崩解时才释放出

来，检测结果可靠，敏感性高。应用流式细胞术可以进

行快速、高通量、多参数的定量分析，更加有利于精子

ＭＭＰ的检测。
　　既往研究认为 ＭＭＰ的丧失是精子凋亡的一个普
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遍特征，发生于多种因素所诱导的精子凋亡过程

中［９］。随着氧化剂浓度的增加，氧化损伤程度加重，

ＭＭＰ下降，表明氧化应激可导致精子 ＭＭＰ下
降［１０－１１］。因此，精子在氧化应激作用下，精子ＭＭＰ降
低，从而使其运动能力下降甚或凋亡，最终影响精子的

受孕能力。

　　我们既往研究发现 ＧＳＴｓ基因多态性可以增加机
体内氧化应激水平及对精子的损伤［８］。ＧＳＴｓ是一组
具有解毒功能的蛋白超基因家族，属于机体Ⅱ相解毒
酶系统，其参与细胞对外源性化学物质以及人工合成

有机物质解毒的各个生理阶段，包括ＲＯＳ以及其代谢
产物［１２－１３］。本研究采用 ＪＣ１染色流式细胞仪对２４６
例特发性男性不育患者精子 ＭＭＰ进行检测，同时采
用ＰＣＲ对特发性男性不育患者ＧＳＴＭ１、Ｔ１及Ｐ１基因
多态性进行检测分析，并以此将患者分成各基因型亚

组。统计学分析发现，ＧＳＴＭ１、Ｔ１及 Ｍ１／Ｔ１均缺失型
组精子ＭＭＰ正常精子百分比均显著低于野生型组。
因此，通过增加机体内氧化应激水平及对氧化应激的

易感性是ＧＳＴ基因多态性可能影响精子 ＭＭＰ水平的
机制之一。

　　然而，本研究只是通过实验数据分析发现 ＧＳＴｓ
基因多态性与精子 ＭＭＰ存在相关性的一个现象，没
有有直接的实验数据，如氧化应激水平等来进一步证

实两者之间存在相关性，同时既往也无相关实验研究

表明两者之间存在相关性的研究。本研究还存在样本

量相对较小、研究指标单一等局限性。因此，ＧＳＴｓ基
因多态性与精子ＭＭＰ相关性以及与特发性男性不育的
相关性的发生机制，有待于多中心、大样本进一步研究。

　　本研究采用 ＪＣ１标记流式细胞仪技术对特发性
男性不育患者精子线粒体膜电位进行检测，同时对其

ＧＳＴｓ基因多态性进行分型。经过统计学分析后发现
ＧＳＴＭ１及 Ｔ１基因缺失型组患者精子 ＭＭＰ显著低于
野生型组，同时两者具有协同作用，ＧＳＴＰ１基因多态性
对精子ＭＭＰ无明显影响。
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