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Ｙ染色体无精子症因子微缺失的筛查与临床探讨

欧妙玲，陈志华，刘丽雅，朱晓丹（广东省佛山市妇幼保健院检验科　５２８０００）

　　【摘要】　目的　筛查男性不育患者Ｙ染色体无精子症因子（ＡＺＦ）微缺失发生率，并分析缺失类型与临床表型

的关系。方法　选取２０１３年１～１２月于佛山市妇幼保健院男科就诊的男性不育症患者２００例，其中非梗阻性无精

子症１４１例，重度少精子症５９例；另选取１００例正常孕育男性作为阳性对照；１００例正常孕育女性作为阴性对照。

采用聚合酶链反应分析男性Ｙ染色体 ＡＺＦ微缺失。结果　特发性不育组 ＡＺＦ微缺失率显著高于非特发性不育

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。在所有ＡＺＦ微缺失类型中以ＡＺＦｃ最常见，占５５．６％；非梗阻性无精子症组与

重度少精子症组微缺失率及微缺失类型分布情况比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　Ｙ染色体 ＡＺＦａ、

ＡＺＦｂ、ＡＺＦｃ区微缺失与男性不育具有密切的相关性。
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　　大约有１０％～１５％育龄夫妇存在不育情况，其中男性因

素大约占了５０％，在男性不育中３０％是因为遗传因素所导致。

Ｔｉｅｐｏｌｏ等于１９７６年发现Ｙ染色体长臂ｑ１１区与精子的生成

相关，称之为无精子症因子（ＡＺＦ）。之后学者进一步研究确

定，ＡＺＦ包含ＡＺＦａ、ＡＺＦｂ、ＡＺＦｃ３个区域，而 ＡＺＦ的缺失与

无精子或重度少精子的男性原发性不育具有相关性［１］。聚合

酶链反应（ＰＣＲ）具有结果稳定、方法简便迅速及成本低等优

点，其在男性不育症患者外周血ＤＮＡ筛查Ｙ染色体微缺失区

间等方面逐渐得到推广应用［２］。本研究对２００例不育症患者

Ｙ染色体微缺失进行ＰＣＲ筛查，分析筛查结果及缺失类型与

临床表型的关系，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年１～１２月于本院男科就诊的男性不

育症患者２００例，其中非梗阻性无精子症患者１４１例，重度少

精子症患者５９例。所有患者均具有正常的男性核型（４６，

ＸＹ），年龄２２～４５岁，平均（３０．５±５．２）岁。另选择１００例正

常孕育男性作为阳性对照；选择１００例正常孕育女性作为阴性

对照，分析微缺失情况。根据患者是否存在其他睾丸异常、长

期服用棉籽油、腮腺炎病史、精索静脉曲张、输精管堵塞等，将

２００例患者分为特发性不育组和非特发性不育组，其中特发性

不育组９６例，非特发性不育组１０４例。

１．２　检测方法

１．２．１　提取外周血ＤＮＡ　采用全血细胞试剂盒进行提取，所

有操作按照说明书进行；采用紫外分光光度计检测 ＤＮＡ浓

度，提取后于－２０℃保存。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　采用多重ＰＣＲ分析 ＡＺＦａ区（ＵｓＰｇＹ和

ｓＹ８６）、ＡＺＦｂ区（ｓＹｌ２７和ｓＹｌ３４）、ＡＺＦｃ区（ｓＹ２５４和ｓＹ２５５）３

个区６个位点。内对照为ｓｒｙ基因，阳性对照为正常孕育男

性，阴性对照为正常孕育女性，空白对照为去离子水。扩增条

件：预变性９５℃１０ｍｉｎ，变性９５℃３０ｓ，退火５９℃３０ｓ，延伸

７２℃３０ｓ，共进行３５个循环，７２℃充分延伸５ｍｉｎ，４℃保存。

１．２．３　结果确认　电泳后检测扩增结果发现，ＡＺＦ缺失的样

本对相应位点进行３次独立ＰＣＲ扩增验证，如仍无目的基因

扩增条带，则确定为该位点缺失。

１．３　结果分析　比较特发性不育组和非特发性不育组的缺失

率，以及无精子症和严重少精子症患者的缺失类型。
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１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计学软件进行数据分

析；计数资料以百分率表示，组间比较采用χ
２ 检验；以α＝０．０５

为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　特发性不育组和非特发性不育组 ＡＺＦ微缺失率比较　

特发性不育组ＡＺＦ微缺失率［１４．６％（１４／９６）］显著高于非特

发性不育组［３．８％（４／１０４）］，两组差异有统计学意义（χ
２＝

５．７７７，犘＜０．０５）。

２．２　ＡＺＦ微缺失类型与临床表型的关系　见表１。非梗阻性

无精子症１３例患者发生微缺失，发生率为９．２％（１３／１４１），严

重少精子症５例发生微缺失，发生率为８．５％（５／５９），两组微

缺失发生率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。在所有 ＡＺＦ

微缺失类型中以 ＡＺＦｃ最常见，占５５．６％（１０／１８）。两组微缺

失类型分布情况比较，差异无统计学意义（χ
２＝２．７１４，犘＞

０．０５）。

表１　ＡＺＦ微缺失类型与临床表型的关系［狀（％）］

组别 狀 ＡＺＦａ ＡＺＦｂ ＡＺＦｃ ＡＺＦａｂ ＡＺＦａｃ ＡＺＦｂｃ ＡＺＦａｂｃ

非梗阻性无精子症 １３ ２（１５．４） １（７．７） ６（４６．２） １（７．７） ０（０．０） ２（１５．４） １（７．７）

严重少精子症 ５ ０（０．０） ０（０．０） ４（８０．０） ０（０．０） ０（０．０） １（２０．０） ０（０．０）

合计 １８ ２（１１．１） １（５．６） １０（５５．６） １（５．６） ０（０．０） ３（１６．７） １（５．６）

３　讨　　论

全球不孕不育症的发生率约为１０％～１５％，而男性因素

大约占到一半。导致男性不育的主要原因包括内分泌紊乱、隐

睾、精索静脉曲张、生殖器炎症、免疫异常等。基因突变及染色

体异常所导致的精子生成障碍在男性不育症发病中超过

３０％，但是文献报道的无精子症患者染色体核型异常检出率约

为１０．５％，主要为４７，ＸＸＹ核型异常。１９９６年有学者研究发

现，精子发生基因位于Ｙ染色体长臂的３个区域，分别为 ＡＺ

Ｆａ、ＡＺＦｂ、ＡＺＦｃ区域，并提出每个亚区均与组织病理学相关。

１９７６年研究发现，Ｙ染色体长臂的缺失与精子生成障碍有关，

并推测在Ｙｑ１１上存在Ｙ染色体精子生成相关基因，将此区域

命名为“无精子症因子”。既往的研究主要通过染色体核型分

析方法对Ｙ染色体长臂的实际情况进行分析。１９９４年报道了

采用ＰＣＲ对不育男性外周血ＤＮＡＹ染色体微缺失区间进行

筛查。由于ＰＣＲ具有结果稳定、方法简便、成本低等优点，近

年来多采用ＰＣＲ进行研究
［３４］。回顾国内外研究结果显示，受

种族特异性、环境因素等影响，不同种族、不同地区、不同病种

患者的微缺失发生率和发生区域不相同。

无精子症患者因不育而使 ＡＺＦ缺失较少发生代代相传，

但是随着现代辅助生殖技术的发展，这样的 ＡＺＦ微缺失很可

能通过人为因素而传给男性后代。通过对 Ｙ 染色体上的

ＤＮＡ序列标记位点，对严重少精子症和无精子症患者进行 Ｙ

染色体上的微缺失进行ＰＣＲ筛查，对存在微缺失的患者通过

胚胎植入前遗传学诊断，选择女性胚胎植入，可以避免该微缺

失传给后代，有利于优生优育。同时，在分子水平上找到精子

生成障碍的病因，可避免不必要的治疗，降低经济损失及治疗

对患者造成的痛苦［５］。

既往因Ｙ染色体体积小，含有的基因少，通常认为Ｙ染色

体的作用就是区别性别。通过目前的研究，比较确定ＡＺＦｃ区

的ｄａｚ基因家族、ＡＺＦｂ区的ｒｂｍｙｉ基因家族、ＡＺＦａ区的ｄｂｙ、

ｕｓｐ９ｙ基因家族与无精子症有关。关于ＡＺＦｃ区的ｄａｚ基因家

族的研究最早，ｄａｚ为多拷贝基因，编码的蛋白质特异性地在

睾丸中表达，分布于晚期精细胞和精子的尾部［６］。

本次研究采用ＰＣＲ检测Ｙ染色体的微缺失，选择 ＡＺＦａ、

ＡＺＦｂ、ＡＺＦｃ区的缺失热点，琼脂糖凝胶电泳紫外线灯下观察

片段的大小简便易行。在本研究中，伴有 ＡＺＦ微缺失的患者

其外周血染色体的核型正常。ＡＺＦ微缺失可导致精子生成决

定基因缺乏，从而造成精子生成障碍。人类Ｙ染色体ＤＮＡ中

存在高度的重复片段，在减数分裂过程中９５％不进行重组，基

因的这种不稳定性导致基因材料具有较高的自发丢失率［７］。

在分析缺失片段的ＤＮＡ序中发现，产生缺失的断裂点多位于

顺向重复序列内。还有学者认为，Ｙ染色体发生微缺失的机制

主要是 Ｙ染色体在精子发生过程中，胚细胞的快速分裂与卵

子发生过程相比具有更多的突变机会，但又不能像常染色体一

样进行ＤＮＡ修复，且Ｙ染色体基因为单倍体，一个基因缺失

就可发生相应的效应。也有学者认为，Ｙ染色体微缺失不依赖

于Ｙ染色体出现的背景，是一种随机事件。卵细胞胞浆内单

精子注射技术的发展为男性不育症的治疗带来了福音，但是其

缺点是可能将遗传缺陷遗传给下一代［８１１］。

近年来研究结果显示，不育男性微缺失的发生率差异很

大，在１％～５５％之间。一方面，这可能与研究设计是否规范，

阳性、阴性及空白对照是否合适等有关。本研究对扩增产物存

在缺失的患者进行了３次重复的单一引物ＰＣＲ，从而确保检

验结果的可靠性。另一方面，所选研究对象的标准和数量不同

也会对发生率产生影响。男性不育的原因除了遗传因素外，还

存在比如炎症、精索静脉曲张、隐睾等其他原因。本研究中

２００例患者共有１８例发生微因子缺乏，占９．０％，其中无精子

症患者微因子缺失的发生率为９．２％，严重少精子症患者为

８．５％，两组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。此外，选取的

序列标记位点（ＳＴＳ）的标记位置、密度不同也会影响检测结

果。有学者认为，无精子症和严重少精子症患者的 Ｙ染色体

微缺失发生率与选择的ＳＴＳ数量的多少无显著相关性。也就

是说，所选择的ＳＴＳ位点数量与检验结果关系不大，而主要需

选择已知的、男性不育患者特异缺失的非多态性位点，同时位

于功能候选基因的ＤＮＡ序列内。本研究对６个缺失的热点

位点进行研究，结果显示ＡＺＦｃ区最多，占５５．６％。

通过对Ｙ染色体微缺失的研究确立Ｙ染色体微缺失基因

型与临床表型的关系，对指导临床实践具有重要意义。精子的

发生经过“精原细胞初级精母细胞次级精母细胞精子细胞

精子”的过程，其发生过程中有许多睾丸特异性的基因表达，从

而产生相关酶类或蛋白分子，对精子的发生进行调控。目前，

原癌基因和无精子症因子基因对精子发生调控作用的研究较
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为肯定。Ｙｑｌｌ上存在 ＡＺＦａ、ＡＺＦｂ及 ＡＺＦｃ精子发生相关的

位点，它们在男性生殖细胞发育的不同时期发挥作用。ＡＺＦａ

区缺失导致精子阻滞发生在青春期前阶段，主要表现为唯塞尔

托利细胞综合征（ＳＣＯＳ）和小睾丸。ＡＺＦｂ区缺失导致精子阻

滞发生在青春期减数分裂前、后或者减数分裂期间，初级精母

细胞阶段。ＡＺＦｃ区缺失可表现为ＳＣＯＳ、单个精母细胞、单个

成熟精子及少精子症等。ＡＺＦｃ区缺失的患者，对睾丸进行多

点活检，有可能发现隐含的具有正常精子的生精小岛，进行冷

冻可行睾丸精子吸取术。有研究发现，ＡＺＦｃ缺失的少精子症

患者，部分可发展为无精子症，因此，对这类患者应尽早给予治

疗，或者将精液冷冻保存。

特发性不育也称原因不明性不育，指应用现有的诊断手段

不能找出不育病因的一种类型，多与遗传缺陷、基因突变、染色

体异常等导致精子发生障碍有关。本研究中特发性不育患者

的ＡＺＦ微缺失率显著高于非特发性不育患者，由此证实遗传

缺陷是特发性不育的主要病因之一。但是，也有３．８％的非特

发性不育患者存在ＡＺＦ微缺失，说明此类患者也存在ＡＺＦ微

缺失的情况。

综上所述，Ｙ染色体 ＡＺＦａ、ＡＺＦｂ、ＡＺＦｃ区微缺失与男性

不育有密切的相关性。本研究共纳入６个基因位点，表明

ＡＺＦ区域与不育症患者无精子之间存在相关性。但因样本量

及所选基因位点数量的局限，需要增加样本量及研究位点进行

进一步研究。
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不良反应为血细胞减少、恶心呕吐、肌肉关节酸痛，患者均能耐

受，未发生严重的心脏及肝肾功能损害。与热疗相关的主要不

良反应为局部皮肤灼伤及脂肪硬结，患者均可耐受。在整个治

疗过程中没有发生严重的不良事件。

综上所述，热疗联合周剂量多西紫杉醇能明显提高晚期

ＮＳＣＬＣ的疗效，且不良反应无明显增加，安全性高，适合年龄

较大、耐受性差的晚期肺癌患者。同时结合肺癌相关肿瘤标志

物的动态变化可以判断治疗疗效及预后。
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