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少弱精子症患者精浆中精子及睾丸组织端粒酶活性实验研究"
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摘
!

要"目的
!

通过对少弱精子症患者精浆及睾丸端粒酶活性"

43

#的检测!探讨少弱精子症患者精浆中精子与
43

的相关

性%方法
!

以端粒重复序列扩增法"

4S3U

#检测受试者精浆中精子和睾丸组织
43

%结果
!

少弱精子症患者精子
43

表达与健

康者比较差异无统计学意义"

!

#

)+)!

#&少弱精子症患者睾丸组织中
43

呈阳性%结论
!

睾丸组织的
43

是反映精子形成的高敏

感和高特异标记物&健康者和少弱精子症患者精浆
43

降低!

43

的缺乏可能是生殖细胞发育停滞的原因之一%

关键词"弱精子症&

!

端粒酶活性&

!

端粒重复序列扩增&

!

实验研究
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端粒酶是维持端粒长度的逆转录酶#也是
"

种核糖核酸蛋

白酶'

"

(

)多数生物细胞
Q̂3

的端粒随着细胞分裂而缩短#当

缩短到一定长度#即达到某个危机点时#细胞不再分裂而衰老*

死亡'

&

(

)少数细胞可逃逸危机点#激活端粒酶#从而永生或恶

变)大部分健康人体细胞中无端粒酶活性$

;695E6?8068>;/7/2

;

C

#

43

%#而在干细胞*生殖细胞和
%),

的恶性肿瘤细胞中端粒

酶却特异性表达'

$2'

(

)生理状态下#端粒酶在生殖细胞中具有

一定的活性)笔者对少弱精子症患者精浆和睾丸组织进行了

43

检测和分析#以期为少弱精子症诊治提供新的研究方向和

理论依据)

@

!

资料与方法

@+@

!

一般资料
!

&))&

年
"

月至
&))-

年
"

月于本院男科就诊#

符合相关诊断标准的
&$

例患者!少弱精子症组
*

例#阻塞性无

精子症组
*

例#生精功能障碍组
*

例*唯支持细胞综合征组
&

例)以体检健康者作为对照组#对照组含正常精液标本
*

例及

睾丸组织
&

例)

@+A

!

方法

@+A+@

!

端粒酶的提取
!

$

"

%睾丸组织!活检手术取
!)

!

"))

E

@

睾丸组织#磷酸盐缓冲液$

A

<50

A

<8;6B:==6?6(089/16

#

ULO

%

洗涤后研碎&加入
"EG

预冷洗涤缓冲液$含
"EE59

"

G

二硫苏

糖醇%后再加入预冷溶解缓冲液#涡旋振荡
")0

#置冰上

$)E/1

#重复
$

!

!

次&

"!)))

@

离心
$)E/1

后吸取上清至新试

管#以溶解缓冲液调整浓度至
"

"

@

"

"

G

#分装后
J&)X

保存备

用)$

&

%精液!根据世界卫生组织的标准在禁欲
!(

后采集精

液标本#每位受试者至少进行
&

次精液分析)

!)))

@

离心精

液标本
")E/1

后收集约
")_")

' 个细胞#

ULO

洗涤#后续操作

同上)

@+A+A

!

UMS

扩增
!

采用端粒重复序列扩增法$

;695E6?/>?62

A

68;8E

A

9/=/>8;/51

A

?5;5>59

#

4S3U

%进行
43

检测)

!)

"

G

反应

体系包括
")_4S3U

缓冲液
!

"

G

*

(Q4U0"

"

G

*

48

F

Q̂3

聚

合酶
"

"

G

*

4O

引物
"

"

G

*上述提取物
&

"

G

*含二乙基焦磷酰胺

去离子水
$%

"

G

#于
UMS

管内混匀离心&置聚合酶链反应$

A

592

C

E6?806><8/1?68>;/51

#

UMS

%扩增仪上
&$X

保温
$)E/1

&再加

入
"

"

GM̀

引物混匀#

%- X !E/1

&

%- X $)0

#

!) X $)0

#

*&X%)0

#

$!

个循环&

*&X!E/1

&

-X

保存)

@+A+B

!

聚丙烯酰胺凝胶电泳
!

取
"

"

GUMS

产物加入等
%

倍

体积的
")_

上样缓冲液#以
"&,

非变性聚丙烯酰胺凝胶

$

")EG

%电泳
-)

!

!)E/1

)

@+A+C

!

银染
!

凝胶于
"),

乙酸溶液固定
$)E/1

#蒸馏水漂洗

$

次#每次
!E/1

&置
)+&

@

"

G

硫代硫酸钠浸泡
"E/1

#蒸馏水漂

洗
$

次#每次
$)0

&于硝酸银染液浸泡
$)E/1

#蒸馏水漂洗

"!0

&置显色液中显色
")E/1

#直至全部条带显色&置
"),

乙酸

溶液浸泡
!E/1

以终止反应)

@+B

!

统计学处理
!

采用
OUOO")+)

软件进行数据统计学分

析)计数资料以百分率表示#组间比较采用
#

& 检验#

!

$

)+)!

时比较差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

UMS

扩增产物为片段相差
'B

A

的数个
443\\\

的

Q̂3

梯度$

Q̂398((6?

%片段即为
43

阳性#其中包括
$'B

A

的内参照片段&阴性结果仅显示内参照片段)结果见表
"

)

+

**&"

+

国际检验医学杂志
&)""

年
#

月第
$&

卷第
"&

期
!

K1;IG8BD6(

!

3:

@

:0;&)""

!

Y59+$&

!

Q5+"&

"

基金项目!甘肃省自然科学基金资助项目$

aO)$"23&!2)'!2N

%)



表
"

!!

不同组别
43

检测结果

组别
精浆

$

阳性'

,

$

$

"

$

%(

睾丸组织

$

阳性'

,

$

$

"

$

%(

阻塞性无精子症组
* "-+&%

$

"

"

*

%

* *"+-$

$

!

"

*

%

生精功能障碍组
* )+))

$

)

"

*

%

* #!+*"

$

'

"

*

%

唯支持细胞综合征组
& )+))

$

)

"

&

%

& )+))

$

)

"

&

%

"

!

少弱精子症组
* "-+&%

$

"

"

*

%

* *"+-$

$

!

"

*

%

对照组
* &#+!*

$

&

"

*

%

& "))+))

$

&

"

&

%

!!

"

!

!

$

)+)!

#与对照组相同类型标本
43

检测阳性率比较&

!

!

!

$

)+)!

#与少弱精子症组相同类型标本
43

检测阳性率比较)

B

!

讨
!!

论

端粒酶长度及活性在生精细胞分化与增殖的各个阶段各

不相同#从精原细胞到精子的成熟过程中#

43

不断下降#端粒

酶长度不断增加#二者间呈负相关&在成熟精子细胞和精子中#

43

完全丧失)随着端粒酶检测技术的发展#深入研究端粒酶

在男性生殖生理及病理学意义已成为可能#有助于探讨激素及

其他药物治疗的端粒酶机制#也使端粒酶技术成为诊断及治疗

男性生殖疾病的重要手段之一)本研究探讨了
43

与少弱精

子症的关系#以期在基因水平探寻少弱精子症的发病机制#为

少弱精子症的临床诊治提供新的研究方向和理论依据)

本研究显示#阻塞性无精子症组和生精功能障碍组睾丸组

织
43

阳性率分别为
*"+-$,

和
#!+*",

#与国外研究报道结

果基本一致'

*

(

&唯支持细胞综合征组未检出
43

#国内外研究

结果一致'

#2")

(

)无生精细胞的唯支持细胞综合征患者睾丸组

织中未检出
43

#提示生精细胞可能是
43

的主要来源#说明

43

是反映精子发生的高敏感和高特异标志)少弱精子症组

与其他各组精浆
43

检出阳性率比较差异无统计学意义#且少

弱精子症组阳性率仅为
"-+&%,

#证实精子中
43

表达受抑#

与
b8E8E5;5

等'

""

(的研究结论一致)笔者认为#在精子发生

过程中#

43

的表达水平呈下降趋势#在精子形成后#成熟精子

中无
43

表达&而少弱精子症患者的发病可能与
43

的异常无

关)少弱精子症组睾丸组织
43

阳性率为
*"+-$,

#与无生精

细胞的唯支持细胞综合征组比较差异有统计学意义)少弱精

子症患者睾丸组织
43

的高低受生殖细胞发育所停滞的阶段

及各级生殖细胞的数量影响)在精子形成前阶段#少弱精子症

的发病与端粒酶有关#

43

的缺乏可能是生殖细胞发育停滞的

原因之一#但是不是其发病的决定性因素有待进一步探索)睾

丸组织的
43

是反映精子形成的高敏感和高特异标记物)随

着精子细胞的分化#

43

减弱#但对于在精子形成的哪一期
43

停止表达仍不清楚)在精子细胞分化过程中
43

的调节作用

仍不确定)

关于
43

与少弱精症子症的关系仍有不明确之处#例如

43

是否为少弱精子症发病的决定性因素/ 精子的发生和成

熟过程非常复杂#其影响因素和作用机制尚未完全明确#少弱

精子症的发生可能是多因素综合影响的结果)从少弱精子症

患者睾丸组织中纯化各级精原细胞以定量分析
43

#对了解

43

对疾病的影响及作用机制具有重大价值)通过调节
43

以干预精子的发生和成熟还有待更为深入的研究)

本研究表明#睾丸组织的
43

是反映精子形成的高敏感和

高特异标记物&健康者和少弱精子症患者精子的
43

表达程度

较低)
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