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目的
!

分析非阻塞性无精症患者和正常捐精者血清
V#4>:

的表达水平%方法
!

采用
V#4>:

表

达谱芯片分析非阻塞性无精症患者和正常捐精者血清
V#4>:

!应用
CD,D6#\

U

Q";)&%

软件进行数据处理与分

析!寻找差异表达的
V#4>:

!并采用实时定量
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进行验证%确认的
V#4>:

通过生物信息学软件进行靶基

因预测%结果
!

非阻塞性无精症患者和正常捐精者比较共有
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个
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表达有差异%血清中升高的
V#4.
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有
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个!降低的
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有
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个%实时定量
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验证了芯片的准确性!生物信息学软件靶基因预测表

明!这些差异
V#4>:

的潜在靶基因均参与精子发生%结论
!

非阻塞性无精症血清
V#4>:

存在特异性
V#4.
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!有助于精子发生的分子机制研究%
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全世界约
$2G

的育龄夫妇存在不育问题#其中男

性因素导致的不育约占
2%G

'

$

(

)非阻塞性无精症是

最常见的男性不育症类型#成年男性发病率约为
$G

)

在各种影响男性不育的因素中#遗传因素是导致不育

的重要原因#有
$2G

"

'%G

的男性不育症是由遗传性

因素引起的)目前研究较多的包括染色体异常*

h

染

色体微缺失及不育相关基因的突变和遗传多态性'

1

(

)

表观遗传学是研究
8>:

序列未发生变化但表型却发

生可遗传改变的一门学科#其主要包括
8>:

甲基化*

组蛋白修饰*非编码
4>:

调控等几个方面#表观遗传

修饰在精子发生及受精过程中都起着非常重要的作

用'

'

(

)

V#4>:

是一类可调节基因表达*调节生长发

育*维持机体正常生理功能的重要非编码
4>:

)越

来越多的研究表明#

V#4>:

对于正常精子发生是必

要的'

0

(

)在本研究中#笔者选用
V#4>:

表达谱的寡

核苷酸芯片#利用其快速*平行*高通量的检测特点#

对比分析了非阻塞性无精症患者和正常捐精者血清

V#4>:

的表达水平#为进一步研究
V#4>:

在非阻
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塞性无精症中的作用机制提供了坚实的基础)

?
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资料与方法

?&?

!

一般资料
!

非阻塞性无精症患者血清样品来源

于广东省计划生育专科医院#经男科确诊为非阻塞性

无精症患者%对照组为广东省人类精子库捐精且符合

供精条件的健康男性血清标本)非阻塞性无精症诊

断标准为在排除输精管道梗阻因素外#精液常规分析

两次未发现精子的无精症)标本采集前经广东省计

划生育专科伦理委员会同意#患者知情同意后进行)

?&@
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试剂
!

总
4>:

提取试剂为
9PDQV"Y#+PDQ

公司

的
94<O"J
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4>:

纯化试剂为
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公司的
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N

V#,#_#K
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标记试剂为
7\#

[

",

公司的

V#43F4h9= :QQM

N

6"XDQAMIDJ#,

R

_#K

%

V#4>:

表

达谱的寡核苷酸芯片为
7\#

[

",

公司的
V#43F.

4h9= :QQM
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)

?&A
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方法

?&A&?
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血清采集
!

采集
1VA

空腹外周血置于无抗

凝剂试管中#室温放置
'%

"

)%V#,

#使血液凝固#将上

层血清小心转移到收集管中#置
]/%`

保存备用)

?&A&@
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提取
!

取
1

例非阻塞性无精症患者血

清和
1

例正常捐精者血清#采用试剂
94<O"J

提取血

清总
4>:

#按照试剂
V#4>DM+

N

V#,#_#K

说明书纯化

4>:

)然后#采用分光光度计
>M,"8Q"

U

>8.$%%%

检

测
4>:

的量和纯度)

?&A&A

!

V#4>:

标记
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采用
7\#

[

",

公司的
V#43F.

4h9= :QQM

N

6"XDQAMIDJ#,

R

_#K

#按照操作说明书进

行标记)
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芯片杂交
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采用
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&试剂盒进行杂交#于
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#

芯片在室温条件下晾干#分别用不同的缓冲液清洗
1

V#,

#

$%%%Q

"

V#,

离心
2V#,

#待芯片干燥后立即

扫描)
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芯片图像采集和分析
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CD,D6#\

U

Q";)&%

处理原始图像)用原始信号值减去该点的

前景值得到每个探针的修正值#选取本次实验中在芯

片修正值均大于或等于
2%

的非对照探针#将这部分

探针的修正值统计处理后#取其中值作为基准#对整

张芯片的点做标准化处理)以
Y"J!SPM,

R

D

不低于

$&2

#

!

值不低于
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的标准来筛选差异表达的
V#4.
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#并进行聚类分析)

?&A&G
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实时定量
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验证
!

根据
V#4>:

微阵列芯

片结果#选取
2

个
Y"J!SPM,

R

D

较高的
V#4>:

#采用
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[
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进行实时定

量
634

验证)取
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提取
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进行逆转录#逆转

录引物为
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::3CC3:9C:3:C9C.'a

%以
2BQ4>:

为内参

基因)其他按照试剂盒说明进行)本试验所采用的上

游引 物
P+M.V#4.0/'.'

U

!

2a.:39 339 393 393

33C9399.'a

%

P+M.V#4.$(0.'

U

!

2a.:C9CCCC39

C39C99:939C.'a

%

P+M.V#4.01-2

!

2a.C3333:

:99:33 :39 939 99:.'a

%

P+M.V#4.11$.2

U

!

2a.

:33 9CC 3:9 :3: :9C 9:C :99 9.'a

%

P+M.

V#4.$1)'

!

2a.9:3 339 CC3 :9: 39C :C9

:::.'a

%

2BQ4>:

!

2a.C93 9:3 CC3 3:9 :33

:3339C::3.'a

)下游引物采用试剂盒中的
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仪上进行扩增#每组设
'

个复孔)反应条件为!

(0`

预变性
$%+

%

(0`1%+

#
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#共
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个循环)反

应结束由计算机自动计算得到各反应管循环阈值

$
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N
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#
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&#采用
1

.

((

3K法对基因表达进行相

对定量分析)
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靶基因预测
!

采用
'

种在线软件 $

V#4EM+D
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&对 相 应 的

V#4>:

靶基因进行预测)

@
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结
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果
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纯度与质量
!

分离的血清
4>:011)%

"

1/%

%

$&-

#质量大于
$%,

R

#符合芯片分析的要求#纯

度与质量分析见表
$

)

表
$
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测定
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样本
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非阻塞性无精症患者和正常捐精者

血清中
V#4>:

差异表达

@&@

!

非阻塞性无精症患者和正常捐精者血清中差异
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重庆医学
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年
2

月第
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卷第
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期



表达的
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!

非阻塞性无精症患者和正常捐精者血

清
V#4>:+

表达微阵列经扫描和数据分析#共筛选出

-$

个差异表达的
V#4>:+

$图
$

*

1

&#包括
0-

个表达上

调的
V#4>:+

和
10

个表达下调的
V#4>:+

#见表
'

*

0

)

图
1

!!

非阻塞性无精症患者和正常捐精者血清中
V#4>:

表达谱聚类分析结果
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上调的
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名称 差异倍数
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名称 差异倍数
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续表
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上调的
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名称 差异倍数
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名称 差异倍数
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下调的
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名称 差异倍数
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$0--$1 P+W$.V#4.Z$ %&0$/$-(-/) $0/2%0 P+M.V#46JH+.</-0 %&)0$%-)()2

$0/)/- P+M.V#4.$(%/ %&)''()%1$0 010(% P+M.V#4.2%2.2

U

%&'0/2%0$'/

$0/)-( P+M.V#4.-1% %&01(1/0%-) $0-)'$ P+M.V#4.012/ %&2%-%/1'(1

$'$'1 P+M.V#4.2$(D.2

U

%&2/'1'%(%) $0/')$ P+M.V#4.'($$ %&00$122(-2

0)/$/ DIW.V#4.E:49$-.2

U

%&'/2%12'%- $-0(/ P+M.V#4.)%$ %&'--/'(1)'

1-2'- DIW.V#4.E:49$' %&0-)%2/02- $$$2$ P+M.V#4.2$)I.2

U

%&'(1-000%/

$0)$') P+M.V#4.2$/!.2

U

%&20%1$''/1 010-2 P+M.V#4.11$.2

U

%&02/'')$2-

$0-/$) P+M.V#4.'$)1.2

U

%&$-/%'20/1 $$$)) P+M.V#4.21%I %&'2)))(/((

01-(' P+M.V#46JH+.:$%-1 %&'-)'12/$ $0-(1) P+M.V#4.0'1( %&)%/(211/(

$0/0$% P+M.V#4.')-).'

U

%&21/0(-%%2 $0-))1 P+W1.V#4.Z) %&'2'(%(2$'

表
2

!!

受
V#4>

调节的潜在靶基因

V#4>:

差异倍数
9QM,+SQ#

U

K<8

基因名称

P+M.V#4.$1)' %&')%%2)/1- 7>B9%%%%%'-02%-&0 9@>83/

#

KP#"QD!"\#,!"VM#,S",KM#,#,

R

/

$

+

U

DQVMK"O"M

&

P+M.V#4.11$.2

U

%&02/'')$2- 7>B9%%%%%''0'12&$ B6:9:$1

#

+

U

DQVMK"

R

D,D+#+M++"S#MKD!$1

P+M.V#4.0/'.'

U

/&))%/0$$-1 7>B9%%%%%'-%2')&1 B?@'

#

B4h

$

+D\!DKDQV#,#,

R

QD

R

#",h

&

.I"\'

P+M.V#4.01-2 2&/0)2-1))1 7>B9%%%%%'-02%-&0 9@>83/

#

KP#"QD!"\#,!"VM#,S",KM#,#,

R

/

$

+

U

DQVMK"O"M

&

P+M.V#4.$(0.'

U

-&2-/2)%$%$ 7>B9%%%%%'/11(%&' 8:f0

#

!DJDKD!#,MO""+

U

DQV#M0

@&A

!

差异表达
V#4>:

的实时定量
634

验证结果
!

将芯片结果与实时定量
634

结果进行比较#结果显

示在非阻塞性无精症患者和正常捐精者血清中
P+M.

V#4.0/'.'

U

*

P+M.V#4.$(0.'

U

*

P+M.V#4.01-2

表达增

加#而
P+M.V#4.11$.2

U

*

P+M.V#4.$1)'

表达降低#芯片

与实时定量
634

检测到的差异
V#4>:

表达一致#说

明本研究芯片结果真实可靠#见图
'

)

@&B

!

靶基因预测结果
!

采用
'

种在线软件$

V#4EM+D

9MQ

R

DK+

*

9MQ

R

DKBSM,

*

8<:>:.V#SQ"9

&对 相 应 的

V#4>:

靶基因进行预测#可能的靶基因均与生精功

能有关#见表
2

) 图
'

!!

定量
4d.634

与芯片杂交结果比较
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A

!

讨
!!

论

!!

V#4>:

广泛存在于各条染色体中#这些
V#4>:

虽然只占人类基因总数的
1G

#却调控着人类全基因

组中
'%G

以上基因的表达)在哺乳动物细胞中#大多

数
V#4>:

是由基因间
8>:

序列编码#也有部分

V#4>:

是由位于基因内含子的
8>:

序列编码)每

个
V#4>:

可能有多个靶基因#而多个
V#4>:+

可调

节同一个基因'

2

(

)目前在人类细胞发现的
V#4>:

共

有上千种#人体内不同器官组织都具有各自独特的

V#4>:

表达谱#

V#4>:

在血液和尿液等体液中稳定

存在#并与组织中的
V#4>:

相关#分析
V#4>:

在血

液中的表达#能够了解机体组织状况#血清
V#4>:

的

表达改变能预示疾病的产生和转归'

)

(

)在本研究中#

采用
V#43F4h9= :QQM

N

$

W$)&%

&表达谱芯片#分析

非阻塞性无精症患者和正常捐精者血清
V#4>:+

#共

筛选出
-$

个差异表达的
V#4>:+

#包括
0-

个表达上

调的
V#4>:+

和
10

个表达下调的
V#4>:+

)目前尚

无法预知这些表达差异的
V#4>:

中#哪些对精子生

成有影响)在后续实验中#笔者将在增加样本量的基

础上#进一步检测睾丸组织的
V#4>:

表达#阐明这些

V#4>:

在精子生成的作用和功能)

已有研究表明#

V#4>:+

广泛参与精子发生的过

程'

0

(

)

Eg?45

等'

-

(研究表明#

V#4.$/M

可直接作用于

热休克因子
1

$

PDMK+P"S_TMSK"Q1

#

ZBY1

&#来控制精

子发生过程中必需的基因的表达)

A<:>

等'

/

(研究显

示#

V#4.'/'

通过
U

4I

信号通路使
<4Y$

转录增强#导

致精子生成受阻)

A<F

等'

(

(研究表明#

V#4.$11

可以

通过调节
9>61

的表达#从而影响精子正常形态的发

育)

=?4<9?5<

等'

$%

(发现
=#4.$'2M

有助于维持精

原干细胞)

hF:>

等'

$$

(研究表明#两个功能相关的

V#4.'0I

"

S

和
V#4.00(M

"

I

"

S

簇对于精子发生是必须

的)笔者通过在线分析软件发现#差异性表达的

V#4>:

的潜在靶基因都与精子生成有关)

P+M.V#4.

$1)'

与精子特异的硫氧还蛋白域有关#

P+M.V#4.$(0.

'

U

与
8:f

基因有关#

P+M.V#4.11$.2

U

与精子生成有

关%

P+M.V#4.0/'.'

U

的潜在靶基因是
B4h

基因)

笔者分析了非阻塞性无精症患者和正常捐精者

血清中
V#4>:

表达#发现了多个存在显著差异性表

达的
V#4>:

#并进行了初步验证及靶基因预测#为进

一步研究
V#4>:

与非阻塞性无精症发生*发展的关

系提供了新的线索)
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