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PCR-RFLP 和 PCR-SSCP 方法对弱精子症精子

mtATPase6 基因突变的检测
金龙金*张春玲楼哲丰 1 张李雅 2 陈林丽李弗 吕建新

(温州医学院生命科学学院，浙江省医学遗传学重点实验室;1 生物学实验中心;

2 温州医学院附属第一医院生殖医学中心;温州1325035)

摘要 为了检测弱精子症精子 mtATPase6 基因突变采用 PCR 方法扩增了 17 例弱精子症

mtDNA 8 602-9416 区域 815 bp 目的片段，用 MspI 和 HaeIII 限制性内切酶酶切，分别用琼脂糖凝

胶电泳、聚丙烯眈滕凝胶电泳和单链构像多态性(SSCP)筛查突变。筛选出 3 例突变标本，经测序

确认突变位点和突变性质。结果显示 17 例标本全部扩增出 mtDNA 8 602-9416 的 815 bp 目的片

段， PCR产物经 MspI 限制性内切酶酶切后电泳结果与剑桥序列预期酶切图谱相一致。 PCR产物经

HaeIII 晦切，聚丙烯眈滕凝肢电泳图谱上出现泳动带的异常，在 17 例弱精子症中共筛选出 211'J酶

切片段异常标本。 PCR-HaeIII 酶切产物的 SSCP 电泳图谱分析结果显示，在 PCR-RFLP(HaeIII)电

泳图谱正常的 15 例弱精子症标本中筛选出 1 例异常。两种方法在弱精子症精子标本中筛选出

mtATPase6 基因突变 3 例(3/17 ， 17.7%). 3 例测序结果发现 A870町、 C8943T、 C8964T、 T8966C 、

G9053A 、 C9060A、 C9075T、 A9120G、 C9296T 共 9 个点突变，其中 A8701G、 T8966C 、 G9053A

三个突变为错义突变，其余均为同义突变。上述结果提示，弱精子症精子 mtATPase6 基因存在较

高突变率; PCR-RFLP和 PCR-SSCP 能简单、快速、灵敏地筛选 mtATPase6 基因突变.

关键词 弱精子症; mtATPase6; 点突变; PCR-RFLP; PCR-SSCP 

近年来不孕症呈逐年增长超势，据 1995 年世界

卫生组织人类生殖特别规划署(WHO/HRP)的统计学

显示，全球不孕夫妇已达 6 000-8 000 万对。仅在

美国， 1ω99归5 年就有 670 万妇女寻求不孕服务[口[1]

Hi让rs曲h[阳2勾]报道，在不孕的夫妇中有一半是因为男方

的精子质量异常或性功能障碍引起。 Topp町等[3]报

道，斯堪的那维亚人近 10 年男性精子浓度下降，精子

活动力和形态恶化，致年轻一代生育力下降。 Petrelli

等[4] 、 Hanke 等[5] 、 Sallmen 等[6]报道随着环境的恶

化男性的精子质量、生育力受到了影响。

男性不育的病因很多，精子质量低下是其中重要

原因之一，精子活动力是衡量精子质量的一项重要指

标， ATP 是精子活动的主要能量来源。精子线粒体

是精子的供能中心， mtATPase6基因编码线粒体氧化

磷酸化ATP酶复合体的第6亚单位，参与线粒体的能

量代谢。近年来， mtDNA 突变和缺失与男性不育

的相关研究已引起人们的关注， Kao等[7]发现mtDNA

4977 bp 缺失、 7345 bp 缺失和 7 599 bp 缺失与精

子活动力障碍有关。但线粒体基因点突变与精子活

动力关系的研究还很少见，而mtATPase6基因点突变

与弱精子症的关系研究更少见。本文用几种方法筛

查了 17 例弱精子标本 mtDNA 8 602-9 416 区域(覆

盖 mtATPase6 基因的绝大部分片段)的点突变。

1 材料与方法

1.1 研究对象

弱精子症精液标本来自本校附属医院生殖医学

中心，按世界卫生组织(WHO)精液参数标准，选取精

子活动力低下(a 级<25% 或 a+b 级<50%)病例 17 例，

禁欲3天以上，于淫法采集精液标本， 37.C液化20-30

mln 。

1.2 主要试剂

PCR 扩增引物依据文献[8]设计，上游引物位于

mtDNA 的 8602-8621，序列为 5'-TTTCCCCCTCT­

ATTGATCCC-3'; 下游引物位于 mtDNA 的 9397-

9416，序列为 5'-GTGGCCTTGGTATGTGCTTT-3'，
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引物由宝生物工程(大连)有限公司合成;限制性内切

酶 MspI 、 HaeIII 为 Fermentas 公司产品; PCR 聚合

酶试剂、 DNA 片段纯化试剂盒为宝生物工程(大连)

有限公司产品;琼脂糖、 Tris 试剂为 Promega 公司进

口分装; 蛋白酶 K 为 Merk 公司的产品; Tris- 饱和盼

(pH 8.0)为上海生物工程技术服务有限公司产品。

1.3 方法

1.3 . 1 精子mtDNA的提取 参照人类血标本DNA

常规盼-氯仿抽提方法略加以改进提取精子基因组总

DNA，主要改进之处是裂解液中加入 DTT和裂解温

度提高到 56 "C裂解 1 h 。

1.3.2 PCR反应和产物鉴定 1μ1DNA 模板，上

游引物和下游引物(10μmol/L)各0.5μ1， dNTP 混合物

(2.5 mmoνL)各 2μ1， 1.5μ1 25 mmol/L MgC12, 2.5μl 

10xPCR 缓冲液(Mg2+ free) , 0 . 1μ1 Taq酶(TaKaRa)，补

充 ddH20 至 25μl。反应体系在 94 "C预变性 5 min 

后，按 94 "C变性 30 s, 58 "C退火 45 s, 72 "C延伸 1 min 

程序共循环 33 次， 最后 72 "C终末延伸 8 min 。 扩增

产物用1.5% 琼脂糖电泳鉴定。

1.3.3 PCR 产物的纯化和限制性内切酶酶切 按

宝生物工程(大连)有限公司 DNA 片段纯化试剂盒说

明书操作纯化 PCR产物纯化以后的 PCR 产物分别

用 MspI ， HaeIII 两种限制性内切酶消化，消化反应

体系和反应条件按说明书操作， MspI消化后的产物用

1.5% 琼脂糖电泳， 澳化乙链染色，凝胶图像分析仪观

察结果并照像。 HaeIII 消化后的产物用 6% 非变性

聚丙烯酌肢凝胶电泳，银染，数码照像。

1.3.4 HaeIII 限制性内切酶酶切产物的单链构像多

态，性(SSCP)分析 配置 6 %聚丙烯酌肢凝胶，交联

度 49 : 1 ，含 5% 甘油 。 电泳槽加 0. 5 xTBE ， 120 V 

预电泳 45 min 。 取 5μ1PCR 酶切产物，与等体积的

2x 上样缓冲液混匀， 95 "C变性 5 min 后冰浴 5 min, 

立即加样，每个加样孔中加 6μl 变性混合物。 220V，

18 "C ，电泳 1 2 h 。 银染显色，将凝胶置于固定液

(10% 冰乙酸溶液) 中固定 30 min ， 去离子水洗涤 3

次，每次 3 min; 染色液( 0. 11%硝酸银， 0 . 15% 甲醒)

中染色列 min，去离子水冲洗 10 s; 置入显色液(3%

无水碳酸铀， 0.2 mg/L 硫代硫酸铀， 0.15% 甲醒)中

显色至条带清晰时用 10% 冰乙酸溶液停显。 白光观

察，数码照像。

1.3.5 序列测定 经 PCR-RFLP(HaeIII)和 PCR-

·研究论文·

序列进行比对，并观察测序峰图是否出现突变。

2 结果

2.1 PCR-RFLP 检测突变

2. 1.1 mtDNA 8 602-9 4 1 6 片 手生 PCR扩增 17 例

精子活动力低下的精子DNA标本全部扩增出特异性

条带 。 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳显示 815 bp ， 与

预期产物片段大小一致( 图 1 ) 。

2. 1.2 PCR-RFLP灭于mtDNA 8 602-9 4 16 片手支突变筛

查 mtDNA 8 602-9 416 片段的 PCR产物经限制

性内切酶MspI酶切消化后， 琼脂糖凝胶电泳产生2条

片段， 1 条为 690 bp, 1 条为 125 bp(图 2)。结果与剑

图 1 mtDNA 8 602-9 416 片段 PCR 扩增产物电泳图谱

M: DNA 标准; 1 -3 弱精子标本 ; 4 活动力正常精子标本。

SSCP筛查出有突变的 3例 PCR产物经纯化后送宝生 图2 mtDNA8ω2-9416PCR扩增片段MspI酶切产物电泳图
物工程(大连)有限公司进行正向测序，将结果与剑桥 M: DNA 标准; 1 -2: 弱精子标本; 3-4: 活动力正常精子标本。

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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桥序列预期酶切片段大小一致。 mtDNA 8 602斗 4 1 6

片段的 PCR 产物经限制性内切酶 HaeIII 酶切， 非变

性聚丙烯酌肢凝胶电泳， 从 17 例弱精子症精子 DNA

标本中共筛查出 2 例有异常电泳带(图 3) 。

2.2 PCR-SSCP 检测突变

HaeIII 酶切产物经变性， SSCP 电泳，从 17 例标

本中筛查出 2 例(其中 1 例在 PCR-RFLP 筛查结果中

异常)具有泳动带异常的标本( 图 的 。

2.3 WZSD70 、 WZSD74、 WZSD79 标本 mtDNA

8 602-9 416 ;91 1J 序

WZSD70 、 WZSD74 、 WZSD79 三个标本测

序结果与剑桥序列比对并观察测序峰图共检测出 9

个点突变， 分别是 A87 0 1 G 、 C 894 3T 、 C 8964T 、

T8966C 、 G9053A 、 C9060A 、 C9075T 、 A9 1 20G 、

C9296T ， 其中 A 8 70 1 G ( WZ SD7 4 ) 、 T8966C

(WZSD70)和 G9053A(WZSD79)3个突变为错义突变，

分别是 Thr-Ala 、 Ile-Thr 、 Ser-Asn 突变(表 1，图 5-

图 1 1 ) 。 突变位点两侧序列与 HaeIII 限制酶识别序

列进行比较， 除WZSD74 的 C9296T 突变使酶切位点

丢失外， 其余突变均未涉及酶切位点 。

2.4 WZSD70 、 WZSD74 、 WZSD79 突变标本

的精子活动力指标分析

3 例筛选出 mtATPase6 基因突变的标本精子活

动力低下，其中WZSD74标本的精子活动力严重低下

(a 级精子 1 .2% ， b 级精子 2.6%) ， 比 WZSD70(a 级精

子 22. 1 %, b 级精子 2.6%)和 WZSD79(a级精子 25.2% ，

b 级精子 7 . 3 % )精子活动力更低 。

1 23 4 5M6 78 

图 3 HaelII 酶切产物聚丙烯酸服;U股电泳图i普 图 4 Hae III酶切产物 SSCP 电泳图i昔
M : 100 bpDNA标准; 1 -5 、 7-9和 1 1-1 3 正常电泳带; 6(WZSD70) 、 M : 100 bp DNA标准; 1 、 3斗 和 7-8 正常泳动带标本; 2(WZSD74) 、
1 0 (WZSD74)箭头所示①和②异常电泳带 。 6 ( WZSD79 )标本箭头所示①②③为异常电泳带。

表 1 WZSD70 、 WZSD74 、 WZSD79 标本测序结果的点突变

释高搞工手 8701 8943 8964 8966 9053 9060 9075 9120 9296 
WZSD70 C-T* T-C *" C-A* C-T* A-G* 

I1e-Thr 
WZSD74 A-G"" C-T* C-T C-T 

Thr-Ala 
WZSD79 G-A "" 

Ser-As n 
A错义突变 *异质性突变，其余均为同义突变和同质性突变

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统， 使实验数据更逼真 T巳1: 021-64040161 www.baolor.com 
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A T C C C C A T A 3 ~O T Å G T T A T T A 3~O C G A A Ã C C A C 320 A G C C T A C T C 310 

8 943 8 966 

M~础阳[\~川仙
图 5 WZSD70 标本 C8943T 和 T8966C 异质性突变峰图

430 450 
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图 6 WZSD70 标本 C9060A 和 C9075T 异质性突变峰图
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图 8 WZSD74 标本 A8701G 突变峰图
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图 11 WZSD79 标本 G9053A 突变峰图
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3 讨论

越来越多的证据证明精子活动力依赖于精子线

粒体的氧化磷酸化供能。线粒体基因编码了呼吸链

和氧化磷酸化ATP酶4个复合体中的部分亚基，这些

基因的突变可能导致精子氧化磷酸化功能异常和产

能不足，从而导致精子活动力降低。 Ruiz-Pesini 等[9]

通过分析了有生育障碍的高加索人线粒体单倍体突

变来研究线粒体突变的作用，结果显示具有H型单倍

体突变的人精于氧化磷酸化功能显著高于其他类型，

而具有 T 型单倍体突变的人精子氧化磷酸化功能显

著低于其他类型，由于限制酶只能发现酶切位置上的

碱基突变， 因而他们未能在 T 单倍型中检测到

mtATPase6 基因的突变。 Holyoake 等[10]发现 2 个最

常见的突变 9055 和 11 719 在低活动力精子中发生

率显著升高。因此线粒体基因突变检测尤其是编码

氧化磷酸化酶亚单位的线粒体基因突变的检测对于

弱精子症发生的相关性研究具有重要的意义。

我们分析的 17 例标本中，采用 PCR-RFLP检测

出了 2例电泳带异常的标本，说明酶切片段产生了差

异(图 3)。这 2 例的测序结果，从突变点及其两侧的

序列看仅 1 例(WZSD74)的 1 个点突变 C9296T 导致

HaeITI限制酶酶切位点的去失，从而产生电泳异常，其

余突变均未涉及 HaeIII 酶切位点。在突变峰图中也

未发现酶切位点的异质性突变。我们推测 WZSD70

酶切电泳图谱中产生的差异可能是渺及酶切位点的

异质性突变， 1M其突变 DNA 的比例未达到能够在测

序中检测出来的水平。 PCR-SSCP 是检测未知 DNA

突变的简单快速的方法之一但该法PCR产物的长度

一般要求在 400 bp 之内，我们 PCR 扩增的片段长度

为 815 bp，超过 400 坤，因此我们应用了 PCR- 限制

酶 -SSCP 方法，结果检测出了 2例异常条带(图 4)，根

据电泳条带的位置和测序序列酶切位点分析

WZSD74 和 WZSD79 标本异常条带①③的产生可能

是位于 8602-8839 或 9027-9 267 区间的碱基突变，

测序结果在 mtDNA 8 602-8 839 区段仅WZSD74 标

本发现 A8701G 的突变，该突变可能是导致 SSCP 电

泳图中异常条带①产生的原因(图的。 WZSD79 标本

测序结果在 8602-8839 区段内未发现基因突变，而

在 9027-9 267 区段内发现了 1 个位点 G9053A 的突

变，该突变可能是电泳异常条带③(图的产生的原

因。另外 WZSD74 标本异常条带②可能是 C9296T

突变使 HaeIII 限制酶酶切位点丢失的结果。如果以

上推测成立，我们认为 PCR-RFLP 和 PCR- 限制酶­

SSCP 方法是一种简单、快速、灵敏的筛选基因突

变的方法。

mtATPase6 基因突变与弱精子症发病相关的研

究报道还很少见， Thangaraj 等[11]在一例低活动力精

子患者中通过对mtATPase6 基因测序检测到 10个单

核昔酸替换，其中 A8678C 和 A8860G 的突变为错义

突变，而在血液细胞中没有发现核昔酸替换。错义

突变可能对蛋白质的空间结构和功能造成影响。

Thang盯aj 等的研究结果和我们对 3 例弱精子症精于

mtATPase6 测序的结果推测在精子线粒体中可能比

体细胞有更多的点突变，这些点突变可能和精子活动

力有关，也可能与精子活动力无关，再根据 Holyoake

等[川的研究结果，推测这些点突变中可能有部分与其

他位点的突变组成突变单倍体影响精子活动力。在

我们测序分析的3例弱精子症标本中出现了 9个位点

的碱基替换(其中 8 个位点突变位于 mtATPase6)，在

这 9 个碱基替换中，有 5 个位点为异质性突变，有 3

个位点的碱基替换为错义突变这 3 个错义突变在弱

精子症的发生中可能更有意义但是否与精子活动力

低下相关有待于做进一步的研究。
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Detection of mtATPase6 Point Mutation on Asthenospermia by 

PCR-RFLP and PCR-SSCP 

Long-Jin Ji肘， Chun-Ling Zhang, Zhe-Feng Lou " Li-Ya Zhang 2, Lin-Li Chen, Wei Li, Jian-Xin Lu 

(College of Life Sciences, Key Research Laboratory for Medical Genetics ofZhejia吨; lCentral Laboratoη ofBiology; 

2Reproductive Medicine Cente r, First Affiliated Hospital; "々nzhou Medical College, "乍nzhou 325035, China) 

Abstract The aim of the research is to detect the relativity between mtATPase6 point mutation in sperms 

and asthenospermia. The 815 bp fragment of mtDNA 8 602-9 416 was amplified by PCR for 17 asthenospermia 

cases. Detection of mutation was performed using PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) with 

restriction enzymes MspI or HaeIII and PCR-SSCP (single strand conformation polymorphism) analysis. Three 

mutant cases were detected and confirmed by DNA sequencing with their mutant sites. The result of PCR-RFLP 

with MspI is consistent with the forecasted restriction map in all 17 cases. But 3 cases with mutations were detected 

by PCR-RFLP with HaeIII and PCR-SSCP. There are several types of mtATPase6 point mutations: A8701G, C8943T, 

C8964T, T8966C, G9053A, C9060A, C9075T, A9120G and C9296T. Three of them (A8701G, T8966C, G9053A) 

were missense mutation. There is higher mutation rate of mtDNAase6 in asthenospermia sperms. PCR-RFLP and 

PCR-SSCP are two simple and quick methods for detecting gene mutation. 

Key words asthenospermia; mtATPase6; point mutation; PCR-RFLP; PCR-SSCP 
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