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【摘要】背景与目的：应用基因芯片技术建立弱精症患者精子基因表达谱。材料与方法：收集 4.份弱精症患者精液标本和 *. 份成年健康

有生育能力男性的精液标本，提取精子 X,C，制备生物素标记的 ?O,C 探针，与含有 4.1W/ 个探针的 YIG%G=Z[=:C99G&E\ 芯片杂交，分析弱

精症患者与健康有生育能力成年男性精子中基因的表达情况。结果：高活力精子和低活力精子共 +113 个基因存在表达差异，上调基因

41-个，下调基因 -45个。功能聚类分析结果提示，弱精症患者精子中表达上调的基因集中在物理化学刺激、压力应激、炎性反应等聚类，或

一些催化酶聚类，这些因素可能是导致精子活力降低的重要诱因；而弱精症患者精子中表达下调的基因主要集中在一些与精子发生和抗

凋亡相关的基因聚类中。结论：弱精症患者精子基因表达谱的建立对分析精子运动的分子机制和探讨弱精症的病因将会有所帮助。

【关键词】弱精症；精子；基因芯片；+#%"；表达谱
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不孕不育是个全球性医学问题，据世界卫生组织统

计，全球约有 +3d e *.d的育龄夫妻存在不孕不育问

题，其中因男性原因导致的不育占一半左右。而精子活

力低下是男性不育的重要原因之一，/*d的男性不育与

精子活力低下直接相关 f+ g。精子活力低下导致的弱精症

2 G;@I:=(;<:9KFG6 是指精液中前向运动的精子数量 2C 类

和 7 类 6 小于 3.d或快速直线向前运动的精子数量小

于 *3d的病症。弱精症主要特征表现为精子活力差 !前
向运动能力低 f* g。关于精子活力低下的分子机制一直是

国内外男性生殖的研究热点。目前对弱精症发病机制的
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了解不是很充分，本研究用基因芯片技术，绘制正常生

育男性和弱精症患者精子中 ’()* 的表达谱，比较其表

达差异，以期为进一步探讨精子活力低下的分子机制并

为弱精症提供新的治疗靶标。

! 材料与方法

!" ! 标本收集

$+ 份成年健康有生育能力男性的精液标本从汕头

大学医学院生殖医学研究中心收集，志愿者平均年龄为

, $- . &/岁。0+ 份弱精症患者精液标本从汕头市生殖保

健中心收集，患者平均年龄为 , 0+ . 1/岁。用计算机辅助

分析系统分析精液参数。所有的志愿者及患者均签订知

情同意书。

!" # 标本处理

!" #" ! 高活力精子处理 将健康有生育能力男

性 的 精 液 $ 2 1 ’3 于 0# 4 液 化 0+ ’56 后 用 标 准

789:;<= 上游技术获取上层高活力精子 !再用 =>?@A33 细

胞分离液做 &+B和 C+B二层密度梯度离心，% +++ D 离

心 $1 ’56。取下层高活力精子，用 E88,E5DD>?F ! 8G5HH>6
I6J 8G5HH56DGI’! E88/ 培养基 1 ’3，混匀，% +++ D 离

心 1 ’56，清洗 $ 次后 K C+ 4保存，备用。

!" #" # 低活力精子处理 弱精症患者精液 $ 2
1 ’3 ，0# 4液化 0+ ’56 后，$ +++ D 离心 C ’56 去除精

浆，将精子用 E88 重悬，% +++ D 离心 C ’56 清洗 $次，

用 =>?@A33 细胞分离液做 0+B、-+B、L+B三层密度梯度离

心，% +++ D 离心 $1 ’56 后，取第 $层精子，再做 &+B和

C+B二层密度梯度离心，% +++ D 离心 $1 ’56，取第 %层低

活力精子，用 E88 清洗 $次后 K C+ 4保存，备用。

!" $ %&’ 的提取

按 照 =<(MN9)OP: 试 剂 盒 操 作 说 明 书 提 取 总

()*。紫外吸收法测定 ()* 在分光光度计 $-+ 6’ 和

$C+ 6’ 处的吸收值，以计算浓度并评估纯度。用甲醛电

泳试剂进行变性琼脂糖凝胶电泳，检测 ()* 纯度及完

整性。 K C+ 4保存，备用。

!" ( 制备生物素标记的 )*&’ 探针

采用 7QR>?*??IS 公司的 *’RANIT>356D;N=( 试剂盒合

成生物素标记的 @U)* 探针，采用 7QR>?F@?5RH !逆转录

酶 ! 以及 VS1,正常组 / 和 VS0,弱精子组 / 标记的 J<P=
将 ’()* 进行逆转录反应合成 @U)*，再在逆转录反应

液中加入 N=( 缓冲液 0+"3，#1 ’’A3 W N 基因特异性引

物 &"3，生物素标记的 J<P= 和耐高温 U)* 聚合酶，线

性扩增生物素标记的 @U)* 探针。

!" + 芯片杂交

参照康成生命科学实验中心优化的缓冲液和实验

方法将合成的上述探针与含有 0+ L-C 个探针的 =GI3I6X
Y6>*??ISP: 芯片置于 -+ 4杂交箱进行杂交。%1 2 %# G
后揭开盖玻片 !依次以 $ Z 77V、+[ $B 7U7、+[ % Z 77V 和

+[ $B 7U7、+[ % Z 77V 洗涤 %+ ’56 ! 室温晾干。探针与

芯片杂交后，加链亲和素偶联的碱性磷酸酶 ,*=/ 及化

学发光底物反应。\ 射线胶片曝光，在胶片上显示检测

结果。

!" , 图像采集与数据分析

图像经 \; 射线胶片曝光后，将胶片上的图像用扫描

仪 扫 描 并 转 换 为 灰 度 P9]] 格 式 的 图 片 保 存 。 运 行

7@I6*3S^> 软件，将灰度 P9]] 格式图片的点阵转化为数字

型数据，将此原始数据储存为 :5@?AFA_H MX@>3 文件。以下

两个条件为判定基因差异表达的标准 ‘ VS1 和 VS0 的比

值大于 $[ + 或小于 +[ 1 ,基因的表达变化在 $ 倍以上 /；
VS1 和 VS0 信号其中之一必须大于 C++ 或二者均大于

$++。同时要求线性表达数据在所有样本中能够重复。使

用芯片配套软件 aM*??IS *6I3S^>? 对原始数据进行去背

景 计 算 以 及 比 较 运 算 。 每 张 芯 片 均 点 有 负 对 照

,=<V%CU)* 和 空 白 / 以 及 管 家 基 因 ， 包 括!&’()*+,
!-./0, 12(3456*3*+ - 和核糖体蛋白 N%0I。原始数据将首

先被减掉背景最小值，继而用管家基因来进行校正，校正

后的数据用来进行样品间基因转录的相对丰度分析。

!" - 基因 ./01234 分析

将基因 9U 号输入 UIb5J 数据库 ,GHHR‘ W W JIb5J[IT@@[
6@5_@?_ [DAb W HAA3F[ cFR/作基因的分类以及功能分析。

# 结 果

#" ! 标本处理结果

显微镜下观察，正常精液标本经上游和密度梯度离

心后，精液中的体细胞均已去除。弱精症患者精液经第

% 次密度梯度离心后观察结果显示精液中还混杂了部

分体细胞，包括一些白细胞和精原细胞等，第 $ 次密度

梯度离心后精子中含有的体细胞则均已去除。

#" # 杂交结果的数据分析

数据分析结果显示在 0+ L-C个基因中，高活力精子

和低活力精子共有 % LL1 个基因存在表达差异。表达量

最高的基因是 7#89:;，它在低活力精子中的表达量是

0+ L1$[ #1，表达差异最大的基因是 <$!".，它的表达差

异倍数是 1&[ -+#。表达差异较大的基因如表 %。其中上调

基因是指低活力精子与高活力精子的表达差异超过 $ 倍

以上的基因，有 0L&个；下调基因为低活力精子与高活力

精子的表达差异低于 +[ 1 倍以下的基因，有 &0#个。

#" $ 基因 ./01234 分析

基因的分类以及功能分析结果显示，这些基因分别

! " # $
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存在于细胞核和细胞质或各种细胞器中。

功能聚类结果表明一些基因参与了多种生物过

程。其中 &’()、(*+&、#,-./0 等基因是呼吸链的成员，

直接参与了线粒体呼吸链氧化磷酸化途径，调节精子体

内的能量代谢。1/,23&、4#5$36*3、166*0、/*"78、
1/,9/ 等 基 因 参 与 了 .,/ 的 合 成 、 修 复 、 重 组 。

0/,23&、*:"5;<3、=/,&/=3、&6:6、&>:"&33、*4/.1
等基因参与了炎症反应。?&:、1!$39%*3 等基因参与了

细胞骨架组成及运动过程。

一些基因参与多种疾病，例如，%4*1@、4="=@06 与

1 型糖尿病易感性有关。/:,;8、*,;/8 与胎儿酒精综

合症、酒精不耐易感性有关。2345 与 1 型癫痫有关。

#,-.$@、#,-.68、#,-.&3、#,-./0、#,-.6) 基因与

亚急性坏死脑病有关。*"72、$4%*3 参与了泽韦格综合

征、脑白质肾上腺萎缩症。

一些基因参与了多种信号通路。例如：*$&,8、
!168、!#/33、/:>738、&&13、*4/.6、*/53、!#!A、
*:/8!)" 参与了由趋化因子和苏氨酸激酶介导的信号

通路、6 蛋白藕联通路、789 信号通路、组胺 :+ 受体介

导信号通路、0;< 信号通路。6=0* 参与了 46=>?@9; 信号

通路，.==/ 参与了天冬氨酸级联凋亡通路、=/3 信号

通路、肿瘤坏死因子信号通路。!168 参与了血管紧张

素!介导的 #,A 信号通路、乙型肝炎病毒介导的钙离

子信号通路、BCD E/FA 信号通路、18<$%G8 信号通路。

在分析对比上调和下调基因的功能时，我们发现不

同功能类型的基因在高活力和低活力精子中存在表达

差异。一些与应激、炎症、负调控酶的催化活力相关的基

因在低活力精子中大量表达，例如：*4/.1、 !*B、
$3CC/0、$/::) 等。具体相关基因分别见表 *。 一些与

精子发生及生殖有关、抗细胞凋亡相关的基因在高活力

精子中大量表达，例如 &1"=、$>7@C、4#*3 等。相关基

因分别见表 C。这些结果提示，物理化学刺激、压力应

激、炎性反应等因素可能会导致精子活力降低；一些酶

的催化活力受到抑制也可以导致精子活力的降低；并且

一些与精子发生和抗凋亡相关基因的大幅下调可能是

弱精症活力不高的原因之一。

! 讨 论

我们首次用基因芯片技术，建立了弱精症患者精子

的基因表达谱，并分析了高、低活力精子间的基因表达

差异，初步探讨了导致精子活力低下的原因。

在高、低活力精子分离方面，最后确定了有效分离

高、低活力精子的方法。一般来说，高活力的精子中经过

371E>HF 方法上游后分布在上层，活力较低的精子分布
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]) +*C]+
]) +*WD]\
]) +*Z\DC
]) +C*]CW
]) +CW]]*
]) +-+*CC
]) +-_--D
]) +-_DZ_
]) +-\WZ+
]) +W+-D\
]) +W+W__
]) +W*ZW+
]) +WD_D-

表 + 在高活力与低活力精子间表达差异较大的基因

’,-./ + 0/1/ 2345 6377/8/14 /9:8/;;3<1 ./=/.; -/42//1 53>5 ?<43.34@ ,16 .<2 ?<43.34@ ;:/8?
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H10)*1*)-09):C0):28 ;09)(+ +*9*/)(+ E +*):9?1(2 IE +20 .:2A:28 ,():; /+()*:2 &E 81<9(/+()*:2 C: K/10)*1*) L E
J:2*3:2 ;0,:1< ,*,.*+ $$E ,:)(8*2-09):C0)*A /+()*:2 J:203* E 9B*,(J:2* K 9-9 ,():; L +*9*/)(+ %E ?2-
9(?/1:28 /+()*:2 $ K,:)(9B(2A+:01 ! /+()(2 90++:*+ L E /103,:2(8*2 09):C0)(+ E ?+(J:203* +*9*/)(+ E B:C-% )0)
:2)*+09):28 /+()*:2 E )0( J:203* $E +0AF B(,(1(8 0 E 0/*> 2?91*03* K 0/?+:2:9 O 0/<+:,:A:2:9 *2A(2?91*03* L
$E )B<,:2*-A20 81<9(3<103* E 8?02:2* 2?91*():A* .:2A:28 /+()*:2 K 8 /+()*:2 L E +*8*2*+0):28 :31*)-A*+:C*A I
01/B0 E 9(,/1*,*2) 9(,/(2*2) %E /(1<,*+03* KA20 A:+*9)*A L E +*):2(.103)(,0 .:2A:28 /+()*:2 PE /B(3-
/B(1:/03* 0$E 3)+*33- :2A?9*A-/B(3/B(/+()*:2 %E 80,,0-81?)0,<1)+023;*+03*-1:J* 09):C:)< %+*):9?1(2 I
H*/):A03* :2B:.:)(+ IE 3J:2-A*+:C*A K 3J01/ L E /*/):A<1/+(1<1 :3(,*+03* K 9<91(/B:1:2 L - 1:J* QE R0/
;(?+-A:3?1;:A* 9(+* A(,0:2 IE 3*+/:2 /*/):A03* :2B:.:)(+
H*/):A03* :2B:.:)(+ IE 3J:2-A*+:C*A E 9<3)0):29 E /*/):A<1/+(1<1 :3(,*+03* K 9<91(/B:1:2 L -1:J* QE R0/
;(?+-A:3?1;:A* 9(+* A(,0:2 IE ):,/ ,*)011(/*/):A03* :2B:.:)(+ IE 3*+/:2 /*/):A03* :2B:.:)(+
@%SS 9019:?, .:2A:28 /+()*:2 0%% K 9018:MM0+:2 L E +0AF B(,(1(8 0 E 301-1:J* &E B*>0,)B<1*2*
.:3-09*)0,:A* :2A?9:.1* $E ;(+JB*0A .(> /%E *)3 C0+:02) 8*2* IE B0:+< 02A *2B029*+ (; 3/1:) %
@%SS 9019:?, .:2A:28 /+()*:2 0%% E +0AF B(,(1(8 0 K 3 T H(,.*L E 301-1:J*& KA+(3(/B:10 L E B*>0,)B<1*2*
.:3-09*)0,:A* :2A?9:.1* $E ;(+JB*0A .(> /%E *)3 C0+:02) 8*2* IE B0:+< 02A *2B029*+ (; 3/1:) %

表 + 低活力精子中高表达的特异性基因

’,-./ + 0123 /456/77189,. 2/9/7 19 .8: ;8<1.1<= 75/6;

’()*+,-./-011 ’*2*3 45674 8*2* 20,* 3/*9:*3
@/*+,0)(8*2*3:3

D*80):C* +*8?10):(2 (; 0/(/)(3:3

U*11 ,():1:)<

%&

P

%$

@/*+,0)(8*2*3:3 033(9:0)*A %F；90,/ +*3/(23:C* *1*,*2) ,(A?10)(+；3+< K 3*> A*)*+,:2:28 +*8:(2 <L -.(>；

9<91:2 0%E ,:9+()?.?1* 033(9:0)*A 3*+:2* O )B+*(2:2* J:203* $；)+023:):(2 /+()*:2 % KA?+:28 B:3)(2* )( /+(-
)0,:2* +*/109*,*2) L；3/*+,0)(8*2*3:3 033(9:0)*A G；3/*+, 033(9:0)*A 02):8*2；B$0 B:3)(2* ;0,:1< ! ,*,.*+
> E 901:9:2 E )*3):3-3/*9:;:9 3*+:2* J:203* IE )*3):3-3/*9:;:9 3*+:2* J:203* # /3*?A(8*2* E +:.(3(,01 /+()*:2
1IF-1:J*；/10)*1*)- 09):C0):28 ;09)(+ 09*)<1B<A+(103*
V?,(+ 2*9+(3:3 ;09)(+ E 01/B0-:2A?9*A /+()*:2 IE 9900) O *2B029*+ .:2A:28 /+()*:2 K 9 O *./ L E +:28 ;:28*+
/+()*:2 #E )?,(+ /+()*:2 E )+02310):(2011<-9(2)+(11*A %E /(1<,*+03* K4D5 A:+*9)*A L E .*)0 E /+()*:2 J:203* E
0,/-09):C0)*A E 022*>:2 0%E 3)0, .:2A:28 /+()*:2
U(2)09):2 &E 0A*2<10)* 9<9103*- 033(9:0)*A /+()*:2 %E )+023:):(2 /+()*:2 % KA?+:28 B:3)(2* )( /+()0,:2*
+*/109*,*2) L E :2)*+1*?J:2 PE )*)+03/02:2 GE 9AF 02):8*2 K /$&L E 3/*+, ,:)(9B(2- A+:0-033(9:0)*A 9<3-
)*:2*-+:9B /+()*:2 E 09):2 +*10)*A /+()*:2 $ O I 9(,/1*> E )B+(,.(3/(2A:2IE /10)*1*)-09):C0):28 ;09)(+ 09*)<1-
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表 > 高活力精子中高表达的特异性基因

’,-./ > 0123 /456/77189,. 2/9/7 19 3123 ;8<1.1<= 75/6;

在中下部。上层只混有少量的比较大的组织碎片，经过$
层 /+*9(11 后，去除组织碎片，剩下的就是高活力的精子。

而活力低的精子由于活力有限而不能采用 @W7X-YH 方

法分离。同时活力低的精子内含有比较多的细菌、微生物

等。首先用 ISZ、GSZ、FSZ的 /+*9(11 分离，除去上层比较

大的组织碎片和下层微小的细菌、微生物颗粒。实验中我

们在相差显微镜下观察，发现分离后的精子仍混有和精

子大小相近的微生物颗粒，所以我们进行用 /+*9(11 进行

第 $次分离，得到了纯度达 FQZ以上的低活力精子。

关于弱精症产生的可能原因，国内外学者做了大量

的研究。精子尾部轴丝中约有 $SS 多种蛋白质，其中 $Q
种蛋白能够影响轴丝的装配，Q$ 种轴丝蛋白与精子运

动直接相关 [I \。精子的外致密纤维里也含有许多运动相

关蛋白。尾部的纤维鞘也是精子运动的重要细胞骨架，

纤维鞘上定位有大量的蛋白家族和代谢相关的信号通

路 [& \，它们作为多信号通路和代谢级联的组织中心，对

维持鞭毛的运动有着重要的作用 [Q \。一些信号通路的异

常比如 95XH O H]5 通路、钙离子信号、’ 蛋白藕联通路

等都可以导致精子运动能力的下降 [G \。我们发现在弱精

症中有很多基因通过各种信号通路而引起精子内的炎

症 反 应 及 氧 化 应 激 反 应 。 &$’()、 !*+)、 !#,--、
,./0-)、’’*-、&1,2+、&,3-、!#!4、&.,)!5" 参与了

由趋化因子和苏氨酸激酶介导的信号通路、’ 蛋白藕联

通路、W2) 信号通路、组胺 ^% 受体介导信号通路、=03

! " # $
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信号通路等。实验结果提示我们，今后弱精症有必要从

信号通路这一角度深入研究其分子机制。

对于精子运动的 ./0 来源，1(23 等学者认为，获能

前精子鞭毛的运动主要依靠糖酵解提供能量，获能时主

要依靠线粒体的呼吸链提供 ./0 45 6，因此糖酵解相关

酶 47 6 和有氧呼吸相关酶类的表达异常 48 6 都可以影响精

子的运动。在比对这些基因在高、低活力精子间的表达

差异时，我们发现 &’()、#*+,-. 等基因在弱精症精子

中表达显著下调，而线粒体 ./0 酶的抑制因子 ./091+
上调，提示弱精症中精子活力低下与供能不足有关。我

们的结果也支持这些学者的结论。以前对弱精症机制的

探讨只是对某一单基因或蛋白的研究，可单基因的表达

异常难以完全阐述精子活力改变的机制，弱精症是多基

因多因素相互作用的综合结果。具体的基因之间相互作

用的分子机制需要进一步的研究。

聚类分析结果显示，弱精症精子中差异表达的基因

也参与了多种疾病，提示非生殖系统的疾病可能也会影

响精子活力。另外，弱精症精子中上调基因主要集中分

布在应激、炎症、负调控活力的催化酶，与临床检测弱精

症患者时常发现少、弱精症不育患者生殖器官发炎相

符。弱精症精子中表达下调基因主要分布在精子生成及

抗凋亡的基因，除表 : 列出的外，表 + 中的显著下调的

基因 )/%$’0、$’-!"1、**21、$3400*、%*" 等参与精子

的形成、成熟及性别分化 4+; <++ 6。

关于精子 =,. 与男性生殖的相关性研究，国内外专

家也做了大量的工作。>$?@A 等 4+* 6用人精子 BC,. 探针与

人睾丸 BC,. 芯片杂交，研究了精子 =,. 选择性剪切与

精子发生之间的关系；DE?@A 等 4+: 6利用 F%GA(HIGB2(?22?& 研

究了人附睾不同区域的基因表达谱；毛向明等 4+- 6应用基

因芯片技术研究了成年男性精子与淋巴细胞间的基因表

达差异；FJKL2ILGL2 等 4+M 6 用含有近 :; ;;; 个 /?A 的人

BC,. 芯片与精子 BC,. 杂交，得到了近 * 57; 个 NO/O；

DE?( 等 48 6用基因序列分析 PO.QNR 技术研究了 +;个不育

病 人 精 子 I=,. 的 表 达 谱 ， 得 到 了 * 5+* 个 /?A；
S$2BT&@JUG 等 4+V 6 认为人精子中近 : ;;;个转录本既包含

了精子发生期间的各种遗传信息，又蕴涵着精子的受精

能力、受精卵的发育和胚胎发育等遗传信息。因此精子

=,. 可以作为一个衡量精子质量、预测精子受精能力的

重要指标。
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