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　　摘　要：目的　探讨转铁蛋白（Ｔｆ）水平与男性生育及睾丸足细胞功能的关系。方法　收集临床男性不育症患者和正常生育

者的精液标本，采用精子质量分析仪进行精子密度及活动率分析，并检测精液Ｔｆ水平；无菌切取大鼠睾丸，经胶原酶及透明质酸

酶消化，分离出纯度较高的足细胞并培养，测定细胞培养液Ｔｆ水平；Ｔｆ水平测定均采用免疫速率散射比浊法。结果　男性不育

症患者精液Ｔｆ水平［（１５±５）μｍｏｌ／Ｌ］低于正常生育者［（２４．５±６．５）μｍｏｌ／Ｌ，犘＜０．０１］，而且与精子密度和活动率呈正相关（犘＜

０．０１）。正常生育组大鼠睾丸足细胞悬液Ｔｆ水平［（２５±８）μｍｏｌ／Ｌ］高于不育组［（１５±６）μｍｏｌ／Ｌ，犘＜０．０１］。结论　精液Ｔｆ水平

的测定可作为反映足细胞功能，评价曲细精管生精功能及精子质量的指标，对男性不育症的诊断、治疗具有重要的价值。
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　　睾丸足细胞核均匀地分布在小鼠曲细精管中，而足细胞质

与细胞膜以玫瑰花型与曲细精管基底部的干细胞相连，对生殖

细胞起营养、支持及保护作用，能分泌多种物质参与生殖过程。

目前已知大鼠和人睾丸转铁蛋白（Ｔｆ）是足细胞合成的主要蛋

白，对促卵泡激素及睾酮等调节精子发生的激素调控起重要作

用，铁的转运可能是足细胞的一种重要功能且与精子发生的激

素调控有关。目前，只有精液中雄激素结合蛋白（ＡＢＰ）的水平

可以作为反映足细胞功能的特异性指标，但测定 ＡＢＰ繁琐费

时，其在精液中的水平很低。有学者认为Ｔｆ水平可作为判断

睾丸足细胞功能的指标，对了解睾丸曲细精管内的生精细胞有

重要价值［１２］。为此，笔者对临床１４０例精液样品中的Ｔｆ水平

及精子活力、密度等进行了检测，分析了其与男性生育的关系，

并对大鼠睾丸足细胞Ｔｆ分泌进行了初步研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取于西京医院泌尿外科、中医科门诊就诊

的男性不育症患者１１０例作为不育组，纳入者均已婚并同居２

年以上，性生活正常，排除女方不孕原因，年龄２２～２８（２４±３）

岁；另外选取有生育能力且自愿献精的男性３０例作为正常生

育组，年龄２１～２８岁，平均（２４±３）岁。

１．２　试剂与仪器　试剂和耗材主要有ＤＭＥＭＨａｍ′ｓＦ１２培

养液（美国Ｓｉｇｍａ公司生产），２５３Ｕ／ｍｇ的Ⅱ型胶原酶，８９０

Ｕ／ｍｇ透明质酸酶，１０ｃｍ×１０ｃｍ培养皿和２４孔培养板（北京

知麟堂生物科技发展有限公司产）；主要仪器包括ＳＱＡＶ全

自动精子质量分析仪（以色列产）；贝克曼 Ａｒｒａｙ３６０特种蛋白

分析仪（美国产）。

１．３　方法

１．３．１　精液采集　所有受试者禁欲３～５ｄ，用新洁尔灭消毒

手及尿道口，以手淫法获取１次全部精液，放入一次性无菌干

燥带盖塑料容器内，置３７℃恒温水浴箱中，孵育３０ｍｉｎ，待完

全液化后，进行精液分析及Ｔｆ水平测定。

１．３．２　精液分析　取液化的精液，参照 ＷＨＯ 标准
［３］，于

ＳＱＡＶ全自动精子质量分析仪检测。然后将不育男性按精子

密度不同分为：无精子、＜２×１０１０／Ｌ、（２～４）×１０１０／Ｌ和＞４×

１０１０／Ｌ组共４组，各组分别为２０、２８、３３、２９例；按精子活动率

分为：无活动力、＜２０％、２０％～４０％和＞４０％组，４组分别为

２１、３０、３０、２９例；生育男性精子密度为（５～１０）×１０１０／Ｌ，精子

活动率为６０％～９０％，同时测定其各组精液Ｔｆ水平。

１．３．３　各组精液标本 Ｔｆ水平的检测　采用聚乙烯二醇

·６３３· 国际检验医学杂志２０１５年２月第３６卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．３



（ＰＥＧ）兔抗人Ｔｆ血清与待测精液结合，使精液中的Ｔｆ发生特

异性抗原抗体反应，形成极细的乳白色抗原抗体复合物颗粒，

悬浮于溶液中，利用散射比浊原理，与标准浓度管相比较，求得

精液中的 Ｔｆ水平。具体操作步骤：取精液５０μＬ，加入２０

ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ４５０μＬ（１∶９稀释），混匀，于美国贝克曼 Ａｒ

ｒａｙ３６０特定蛋白分析仪上选用尿液Ｔｆ测定应用程序，双管平

行测定。

１．３．４　足细胞的分离、培养及实验　参照文献［４］取２０ｄ日

龄，体质量约４０ｇ的雄性大鼠１３只（第四军医大学动物中心

提供），作为正常生育组。颈椎脱臼处死，无菌切取睾丸，用培

养液冲洗３次，剥去白膜，剪碎放入试管中，每只加入１５８．３７

ｎｋａｔ胶原酶和１３．１７ｎｋａｔ的透明质酸酶，３７℃水浴震荡，消化

１５ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ用吸管轻轻吹打一次，然后静置５ｍｉｎ；弃

上层细胞悬液，剩下的细胞用培养液洗３次，每次１５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ。然后每只加入３１．６７ｎｋａｔ胶原酶和２．６７ｎｋａｔ

透明质酸酶，３７℃水浴震荡，消化４０ｍｉｎ，每５ｍｉｎ用吸管轻

轻吹打一次；２００目滤网过滤，滤液静置５ｍｉｎ，去除部分漂浮

细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ×３次备用。经２４ｈ培养在倒

置显微镜下观察细胞完全贴壁，呈多角形或梭形展开，多数细

胞连成片，为典型的足细胞，细胞纯度高达９３％以上，与文献

［４］基本相同。取足细胞悬液，调细胞浓度为８×１０５／ｍＬ，加入

２４孔培养板中，置３７℃孵箱４８ｈ后，测定上清液中的Ｔｆ水

平。再选雄性大鼠１３只采用腺嘌呤５００ｍｇ／ｋｇ灌胃１５ｄ制

作大鼠不育动物模型［５］作为不育组按上述方法分离、培养足细

胞，测定细胞上清液中的Ｔｆ水平。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ统计软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，相关性分析采用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同精子密度组Ｔｆ水平的测定　正常生育组精液Ｔｆ水

平与精子密度呈正相关（狉＝０．９１，犘＜０．０１），不育组各组（无

精子、＜２×１０１０／Ｌ、（２～４）×１０１０／Ｌ和＞４×１０１０／Ｌ组）的精子

密度与Ｔｆ呈正相关（ｒ分别为０．４５、０．６９、０．７３、０．８９，犘＜

０．０１），不育各精子密度组Ｔｆ水平随精子密度增加而上升，见

表１。

表１　　精子密度与精液Ｔｆ水平间的关系（狓±狊）

组别 精子密度 狀 精液Ｔｆ（μｍｏｌ／Ｌ）

正常生育组 （５～１０）×１０１０／Ｌ ３０ ２５±６

不育组 无精子 ２０ １０±３

＜２×１０１０／Ｌ ２８ １３±４

（２～４）×１０１０／Ｌ ３３ １６±６

＞４×１０１０／Ｌ ２９ １９±７

　　：犘＜０．０１，与正常生育组比较。

２．２　不同精子活动率组Ｔｆ水平的测定　正常生育组和不育

组各亚组（按精子活动率分为：无活动力、＜２０％、２０％～４０％

和＞４０％组）精子活动率与精液 Ｔｆ水平呈正相关（狉分别为

０．９６、０．４６、０．６７、０．７３、０．８８，犘＜０．０１），不育组各亚组 Ｔｆ水

平随精子活动率增加而上升，见表２。

２．３　大鼠睾丸足细胞分泌Ｔｆ的水平与生育的关系　正常生

育组大鼠睾丸足细胞细胞悬液中Ｔｆ的水平［（２５±８）μｍｏｌ／Ｌ］

明显高于不育组大鼠睾丸足细胞细胞悬液［（１５±６）μｍｏｌ／Ｌ］，

两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

表２　　不同精子活动率与Ｔｆ水平间的关系（狓±狊）

组别 精子活动率 狀 精液Ｔｆ（μｍｏｌ／Ｌ）

正常生育组 ６０％～９０％ ３０ ２４±７

不育组 无活动力 ２１ １１±２

＜２０％ ３０ １４±４

２０％～４０％ ３０ １６±５

＞４０％ ２９ １９±６

　　：犘＜０．０１，与正常生育组比较。

３　讨　　论

睾丸足细胞在精子发生过程中发挥着至关重要的作用，是

曲精小管中唯一的非生殖细胞，不仅对生殖细胞发育起支持和

营养作用，而且通过形成血睾屏障决定并保持睾丸液的组分，

还能传递支配精子发生的激素信号。足细胞能分泌多种对精

子发生起重要作用的蛋白质，Ｔｆ就是睾丸足细胞产生和分泌

的，Ｔｆ是由β１球蛋白与血中细胞生长的基本因子铁离子结

合的一种复合体，是通过足细胞膜上Ｔｆ受体，以Ｔｆ的形式将

铁储存于足细胞内，足细胞以顶端分泌的形式将铁传送给曲细

精管生殖上皮上的不同发育时期的生精细胞，以促进生殖细胞

的生长发育、成熟及释放过程起关键性的作用［６８］。精液中

８０％的Ｔｆ是由足细胞分泌，Ｔｆ的主要功能为铁的转运载体，

睾丸足细胞功能缺陷都会影响 Ｔｆ的分泌导致精子的发生障

碍，而影响生育能力，Ｔｆ水平的高低是反应足细胞功能的特定

性标志［４］。当精液中Ｔｆ水平减少可直接影响精子细胞的形成

和释放。Ｔｆ水平和精子总数呈正相关
［９１０］。本研究显示，精液

Ｔｆ水平与精子密度、活动率存在相关性，不育各组精液Ｔｆ水

平随精子密度及活动率减低而下降，与正常生育组比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１），这说明精液Ｔｆ对精子的生长、发育、

排放发挥着重要的作用。正常生育大鼠足细胞培养上清液Ｔｆ

水平明显高于不育组（犘＜０．０１），这也说明了Ｔｆ水平测定对

男性不育症有重要的诊断价值。

精子的顺利产生必须以足细胞功能正常为前提，而足细胞

的功能则通过它所表达或分泌的各类蛋白来执行，蛋白的数

量、构象发生改变会影响足细胞的功能。Ｔｆ水平是反映睾丸

足细胞功能的指标之一，是评价曲细精管生精状态的一种特异

性指标。精子的生成、成熟、运输及附性腺异常导致的精液和

精子异常是男性不育症的最常见原因。临床上少精子症与弱

精子症导致的男性不育症约占７０％，精子数量、质量的变化是

判断男性生育力的重要依据。由于Ｔｆ水平与精子密度、数量、

质量呈正相关，所以检测精液中Ｔｆ水平对男性不育症的诊断

和治疗具有一定的指导意义。
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与ＰＢＦ之间的差异可能主要是由种族差异造成
［１５］。本研究

表明，汉族和维吾尔族ＢＭＩ无明显差异，但是汉族ＰＢＦ均值

却大于维吾尔族，ＢＭＩ与ＰＢＦ之间存在不均衡性。使用分层

分析消除性别对结果的影响，结果提示无论男女均表现为汉族

ＰＢＦ高于维吾尔族。另有研究表明，亚洲人在各年龄段均具

有低ＢＭＩ，高ＰＢＦ的特征，而且在相同ＢＭＩ水平下，亚洲人比

白种人患糖尿病、心血管疾病的危险性更高［１６１７］。相关研究

指出，新疆汉族男性代谢综合征发病率高于维吾尔族男性［１８］。

对于ＢＭＩ和ＰＢＦ两指标诊断肥胖的一致性，使用ＢＭＩ切

点为诊断肥胖的金标准，考虑指标受多种因素影响，故按不同

民族、性别分别计算ＰＢＦ诊断肥胖症的灵敏度、特异度及 Ｋ

值。分组计算的Ｋ值提示维吾尔族男性的ＰＢＦ可以成为诊断

肥胖症的指标。ＰＢＦ用于肥胖诊断，两个民族人群中均有良

好的灵敏度。其实ＰＢＦ作为直接测量出的一项客观指标，其

准确度较ＢＭＩ更高，结果中ＰＢＦ诊断肥胖的低特异度，可以

理解为受到ＢＭＩ指标本身的影响。ＰＢＦ诊断汉族女性的特异

度最低，假阳性率最高，即 ＰＢＦ检测提示肥胖的，大多数经

ＢＭＩ检测属于正常范围。国内多以 ＷＨＯ推荐指标ＢＭＩ≥

２８．０ｋｇ／ｍ
２为诊断肥胖的金标准，但国外一项荟萃分析是以

ＰＢＦ男性大于或等于２５％，女性大于或等于３０％为诊断肥胖

的金标准，ＢＭＩ在肥胖症的诊断中体现出高特异度及低灵敏

度，提出 ＢＭＩ指标漏诊了近一半由 ＰＢＦ 诊断肥胖的人

群［４，７，９］，国外类似研究较多，其得出的结果基本一致。因此，

对于肥胖症的诊断，通过联合ＢＭＩ和ＰＢＦ综合评估可能更全

面。

除了年龄、性别、种族对ＢＭＩ产生影响，民族对ＢＭＩ也有

一定的影响。如条件允许，ＢＭＩ联合ＰＢＦ诊断肥胖将会更加

准确。除此之外，本研究也存在一定不足，研究中维吾尔族与

汉族人数比例不足１∶３，主要由于乌鲁木齐市维吾尔族较汉

族少，本市市民中维吾尔族和汉族的比例约为１∶６，如条件允

许可招募南疆各地维吾尔族体检者进一步进行研究。此外，由

于地方医院仪器条件的限制，ＰＢＦ不能广泛用于所有地区肥

胖症的初筛，在临床研究中也不如ＢＭＩ经济方便。由此可见，

ＰＢＦ的应用还需建立在更多临床数据的支持及相应医疗设备

配置的基础之上。
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