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人精子线粒体基因突变与弱精症的相关性
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【摘要】　目的　探讨精子线粒体ＤＮＡ突变与弱精症的相关性，为弱精症的临床诊疗提供科学依据。
方法　采用高通量基因测序技术对４６例弱精症患者和４０例健康男性进行精子线粒体基因组测序，测
序结果与剑桥版线粒体基因组数据库（ｒＣＲＳＮＣ＿０１２９２０）比对，分析其突变情况。结果　研究组检出５
例线粒体ＤＮＡ突变，包括犜犘基因（ｍ．１５９９５Ｇ＞Ａ）突变２例，犖犇４基因（ｍ．１１９８１Ｃ＞Ｔ）、犆犢犅基因
（ｍ．１５００２Ｇ＞Ａ）和犜犉基因（ｍ．５８６Ｇ＞Ａ）突变各１例。其中犖犇４基因（ｍ．１１９８１Ｃ＞Ｔ）和犆犢犅基因
（ｍ．１５００２Ｇ＞Ａ）２个变异位点国内外尚未见报道。对照组检出犜犉基因（ｍ．５８６Ｇ＞Ａ）突变１例。两组
间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　精子线粒体犖犇４基因（ｍ．１１９８１Ｃ＞Ｔ）、犆犢犅基因（ｍ．
１５００２Ｇ＞Ａ）、犜犘基因（ｍ．１５９９５Ｇ＞Ａ）和犜犉基因（ｍ．５８６Ｇ＞Ａ）突变与弱精子症无相关性，但仍需要
进一步的研究。
【关键词】　弱精症；线粒体ＤＮＡ；突变
【中图分类号】　Ｒ３９４．３　　　【文献标识码】　Ａ

犇犗犐：１０．１３４７０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｐｄ．２０２１．０２．００７
基金项目：韶关市科技计划项目（２００８１２１１４５３１６２２）；韶关市卫生健康科研项目（Ｙ２０１９６）
通信作者：黄文波，Ｅｍａｉｌ：ｈｂｏｂｏ３４５６＠１６３．ｃｏｍ

犛狋狌犱狔狅狀狋犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犺狌犿犪狀狊狆犲狉犿犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犵犲狀犲犿狌狋犪狋犻狅狀犪狀犱犪狊狋犺犲狀狅狊狆犲狉犿犻犪
犎狌犪狀犵犠犲狀犫狅１，犉犪狀犛犺狌狊犺狌１，２，犕犪犣犺犪狀狕犺狅狀犵２，犠犪狀犵犆犺犲狀犵１，犔犻犠犲狀犾犻１，犣犺犪狀犵犛犻１
１．犚犲狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲犕犲犱犻犮犻狀犲犆犲狀狋犲狉，犢狌犲犫犲犻犘犲狅狆犾犲＇狊犎狅狊狆犻狋犪犾犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱狋狅犛犺犪狀狋狅狌犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔犕犲犱犻犮犪犾
犆狅犾犾犲犵犲，犛犺犪狅犵狌犪狀５１２０２６，犆犺犻狀犪；２．犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犘狉犲狀犪狋犪犾犇犻犪犵狀狅狊犻狊犆犲狀狋犲狉，犢狌犲犫犲犻犘犲狅狆犾犲＇狊
犎狅狊狆犻狋犪犾犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱狋狅犛犺犪狀狋狅狌犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犛犺犪狅犵狌犪狀５１２０２６，犆犺犻狀犪
犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：犎狌犪狀犵犠犲狀犫狅，犈犿犪犻犾：犺犫狅犫狅３４５６＠１６３．犮狅犿
【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂｅｔｗｅｅｎｓｐｅｒｍｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｍｕｔａｔｉｏｎｓａｎｄ
ａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａ，ｈｏｐｉｎｇｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
ａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｓｐｅｒｍｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎ４６ｃａｓｅｓｏｆ
ａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄ４０ｈｅａｌｔｈｙｍｅｎｕｓｉｎｇｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．
ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｖａｒｉａｎｔｓｗｅｒｅｙｉｅｌｄｅｄｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｇｅｎｏｍｅｗｉｔｈｔｈｅＣａｍｂｒｉｄｇｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｒＣＲＳ）ＧｅｎＢａｎｋｎｕｍｂｅｒＮＣ＿０１２９２０．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄ５ｃａｓｅｓｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ２ｃａｓｅｓｏｆＴＰｇｅｎｅ（ｍ．１５９９５Ｇ＞Ａ）ｍｕｔａｔｉｏｎ，ＮＤ４ｇｅｎｅ
（ｍ．１１９８１Ｃ＞Ｔ），ＣＹＢｇｅｎｅ（ｍ．１５００２Ｇ＞Ａ）ａｎｄＴＦｇｅｎｅ（ｍ．１５９９５Ｇ＞Ａ）．５８６Ｇ＞Ａ）ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ１
ｃａｓｅｅａｃｈ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｔｗｏｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｉｎＮＤ４ｇｅｎｅ（ｍ．１１９８１Ｃ＞Ｔ）ａｎｄ犆犢犅ｇｅｎｅ（ｍ．１５００２Ｇ＞
Ａ）ｈａｖｅｎｏｔｂｅｅｎｒｅｐｏｒｔｅｄｉｎｌｏｃａｌａｎｄｏｖｅｒｓｅａｓ．ＯｎｅｃａｓｅｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｉｎＴＦｇｅｎｅ（ｍ．５８６Ｇ＞Ａ）ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＞０．０５）．

３３



·论著· 《中国产前诊断杂志（电子版）》　２０２１年第１３卷第２期
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａ；ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ；Ｍｕｔａｔｉｏｎ

　　不孕不育严重影响人类的生殖健康和家庭、社
会的稳定，成为全球关注的问题。据统计，大约
２０％的育龄夫妇患有生育障碍，其中男方因素占
５０％，而弱精症是影响男性生育力的常见病因［１］。
精子活力是衡量精液质量和男性生育力的重要指
标。根据ＷＨＯ诊断标准，将精子活力分为３个等
级：ＰＲ为前向运动精子，ＮＰ为非前向运动精子，ＩＭ
为静止精子。若ＰＲ＋ＮＰ＜４０％或ＰＲ＜３２％诊断
为弱精症［２］。从分子水平分析，精子活力与线粒体
有关，因为线粒体作为细胞的“能量工厂”，通过氧化
磷酸化产生三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＡＴＰ），为精子的生成、分化和运动提供能量，一旦
精子线粒体基因突变就有可能使精子活力下降，导
致男性不育［３］。本研究采用高通量基因测序技术对
弱精症患者的精子进行线粒体基因组测序，探讨线
粒体基因突变与弱精症的相关性，为弱精症的基因
诊断和选择辅助生殖方式提供新的途径和方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１９年３月至２０２０年１０月
在粤北人民医院生殖医学中心就诊的４６例弱精症
患者和精液常规正常的健康男性４０例。弱精症患
者排除性腺功能低下、睾丸炎史、输精管梗阻、精索
静脉曲张后，根据ＷＨＯ关于弱精症的诊断标准，
经ＣＡＳＡ软件分析，ＰＲ＋ＮＰ＜４０％或ＰＲ＜３２％的
弱精症患者为研究组，平均年龄（３３．０７±６．１４）岁；
精液参数正常的４０名健康男性为对照组，平均年龄
（３２．３３±６．００）岁。两组年龄差异无统计学意义。
本试验经本院伦理委员会讨论通过，所有受试者均
签署知情同意书。
１．２　方法
１．２．１　仪器　ＣＦＴ９２０１ＣＡＳＡ精子分析系统（江
苏瑞祺生命科学仪器有限公司）、德国ＩＭＰＬＥＮ
Ｎ５０Ｔｏｕｃｈ超微量分光光度仪、ＧｅｎｅＴｏｕｃｈＴＣＥＡ

基因扩增仪、ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ仪、
Ｎｅｘｔｓｅｑ５００测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）、ＤＹＹ８Ｃ电泳仪（北
京六一仪器厂）和Ｑ８００Ｒ超声破碎仪（Ｑｓｏｎｉｃａ）等。
１．２．２　样本采集　受检者禁欲３～７ｄ，通过手淫法
采集精液样本不少于１．５ｍｌ，用无菌杯收集，送检过
程保持容器温度２０℃～３７℃。样本３７℃水浴
６０ｍｉｎ内液化后进行检测。
１．２．３　提取精子线粒体ＤＮＡ　将液化后的精液缓
慢加入４５％和９０％的ＳｐｅｒｍＧｒａｄ（ｖｉｔｉｌｉｆｅ公司）梯
度分离液中，３００ｇ离心２０ｍｉｎ；弃上清，精子沉淀用
３ｍｌＳｐｅｒｍＲｉｎｓｅ洗涤，３００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清液；
将精子沉淀物用德国ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ试剂
提取精子线粒体ＤＮＡ；用德国ＩＭＰＬＥＮＮ５０
Ｔｏｕｃｈ超微量分光光度仪测定ＤＮＡ浓度。
１．２．４　构建文库、高通量基因测序　将提取的线粒
体ＤＮＡ经过长片段扩增后得到１６．６ｋｂＰＣＲ产物；
用Ｑ８００Ｒ超声破碎仪进行打断，电泳质检峰值在
３５０ｂｐ左右；然后进行末端修复，３’端加Ａ，两端加
上特定序列的接头，不同样本连接不同序列的
ｂａｒｃｏｄｅ；经ＰＣＲ扩增构建文库，Ｑｕｂｉｔ３．０测定文
库的浓度，琼脂糖凝胶电泳测定文库的大小，荧光定
量ＰＣＲ测定文库的质量。质检通过后文库稀释至
上机测序浓度，使用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｅｘｔｓｅｑ５００测序仪
进行测序分析，测序平均覆盖深度５０００×以上。
１．２．５　测序结果分析　测序结果经生物信息学方
法进行数据分析。高通量测序原始数据注释范围
为：线粒体基因组每个变异以及变异的突变比例。
变异类型包括错义、无义、同义、移码、倒位、单重缺
失、多重缺失等。检索ＨｍｔＤＢ、ｍｉｔｏｍａｐ等人群数
据库，标注单核苷酸多态性和低频良性变异。应用
ＨｍｔＶａｒ等软件对变异的保守性／致病性进行预测。
检索ｍｉｔｏｍａｐ、ｐｕｂｍｅｄ等数据库，检索变异相关文
献，分析文献内容。参考美国医学遗传学和基因组
学会（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｅｄｉｃａｌＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ
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Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，ＡＣＭＧ）分类指南以及《Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔＲＮＡｖａｒｉａｎｔｓ》文献，对变异进行分
类。
１．２．６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统
计分析，符合正态分布且方差齐的计量资料（狓－±狊）
采用狋检验，计数资料（％）采用χ２检验，犘＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果
研究组共检出５例线粒体ＤＮＡ突变，包括犜犘

基因（ｍ．１５９９５Ｇ＞Ａ）突变２例，犖犇４基因（ｍ．
１１９８１Ｃ＞Ｔ）、犆犢犅基因（ｍ．１５００２Ｇ＞Ａ）和犜犉基
因（ｍ．５８６Ｇ＞Ａ）突变各１例。对照组检出犜犉基
因（ｍ．５８６Ｇ＞Ａ）突变１例。两组间比较差异无统
计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　研究组和对照组中线粒体ＤＮＡ变异位点比较
基因名称ＨＧ１９位置 核苷酸改变 合子状态（％） 氨基酸改变 研究组（狀＝４６）

阳性 频率（％）
对照组（狀＝４０）
阳性 频率（％） 犘

犖犇４ １１９８１ Ｃ＞Ｔ ９９．４ ｐ．Ｌ４０８Ｆ １ ２．１７ ０ ０ ０．３４８
犜犉 ５８６ Ｇ＞Ａ ３．３ Ｓｙｎ １ ２．１７ １ ２．５ ０．９２０
犜犘 １５９９５ Ｇ＞Ａ ２．９ Ｓｙｎ ２ ４．３５ ０ ０ ０．１８２
犆犢犅 １５００２ Ｇ＞Ａ ７．３ Ｐ．Ｇ８６Ｓ １ ２．１７ ０ ０ ０．３４８

３　讨论

人类线粒体ＤＮＡ突变已被证实与多种疾病密
切相关。线粒体的遗传物质改变将直接影响线粒体
参与氧化磷酸化的功能。近些年，有学者对男性弱
精症与线粒体ＤＮＡ变异的相关性进行研究，
Ｈｏｌｙｏａｋｅ等［４］发现严重少弱精患者中存在线粒体
犃犜犘犪狊犲６基因Ｔ８８２１Ａ位点变异。弱精症的病因
复杂，包括染色体异常、线粒体基因突变、微生物感
染和内分泌紊乱等因素［５］。精子的运动主要依靠尾
部鞭毛的摆动，位于尾部中段的线粒体产生ＡＴＰ
为精子运动提供能量［６］。人类线粒体ＤＮＡ具有排
列紧密、复制速度快、缺少组蛋白保护及有效修复机
制的特点，因此，线粒体基因变异率约为核基因变异
率的２０倍［７］。受精过程中精子只有获得足够的能
量才能到达输卵管受精，线粒体ＤＮＡ上基因突变
会使ＡＴＰ生成减少，男性精子活力减弱，从而导致
受精失败。

本研究中发现犖犇４基因（ｍ．１１９８１Ｃ＞Ｔ）和
犆犢犅基因（ｍ．１５００２Ｇ＞Ａ）两个变异类型在
ＨｍｔＤＢ、ｍｉｔｏｍａｐ、ｐｕｂｍｅｄ和中国知网等数据库均
未见报道。其中线粒体基因组犖犇４基因１１９８１位
点Ｃ＞Ｔ突变，密码子由亮氨酸变为苯丙氨酸；犆犢犅
基因１５００２位点Ｇ＞Ａ突变，密码子由甘氨酸变为
丝氨酸。对氨基酸的变化进行了进化保守性和计算

机辅助的预测，但不能基于这些算法来决定或预测
临床的相关性。我们发现的两处罕见变异均导致了
氨基酸的改变，有可能使翻译出蛋白质的空间结构
及其功能发生损害，使精子的受精能力受损，虽然线
粒体基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｔｏｍａｐ．ｏｒｇ）里
已收录了线粒体基因多态性和突变位点与疾病相关
性的报道，但与弱精症的报道较少，因此，我们现在
仍无足够数据确定这些变异与临床表现是否相关。

此外，线粒体犜犉基因５８６位点Ｇ＞Ａ突变，突
变负荷为３．３％。犜犘基因１５９９５位点Ｇ＞Ａ突变，
突变负荷为２．９％。以上两个变异均为同义突变。
线粒体基因变异只有少数会引起编码氨基酸的改
变，进而影响蛋白质的结构和功能，更为常见的是同
义突变［８］。虽然同义突变不改变氨基酸的序列，但
并不表示同义突变是完全“沉默”的，它有可能会影
响ｍＲＮＡ的结构及稳定性，进一步影响到蛋白质
的翻译过程［９］。同义突变可能会通过改变基因的密
码子使用偏性、翻译效率、ｍＲＮＡ二级结构的稳定
性等，调节翻译效率，改变质子通道的数量，从而影
响精子发生、精子形成及精子的受精能力。而且，转
录过程中，转录相关蛋白相结合时，基因突变可能会
引起相关蛋白的结合能力或效率降低［１０］。

目前，我们对碱基改变的解读认识有限，随着深
入研究，我们会获得更多关于这些基因的信息，解读
更精准。另外，高通量测序覆盖深度在５０００×左
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右，检测突变负荷的敏感度大于２％，还有低突变负
荷和大片段的缺失重复可能存在漏检的风险。加上
本研究收集的病例数较少，尚不能明确线粒体ＤＮＡ
突变和弱精症的相关性，仍需要更多样本进行进一
步的研究。
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