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mtND2 基因多态性与弱精子症的相关性分析
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摘要 为了探讨线粒体 ND2(mt ND2)基因 多 态性与弱精子症的相关性，按 WHO 标准收集

了 134 例弱精子症和 112 例精子活力正常的精液标本， PCR 测序或双向等位基因 PCR(Bi-PASA)技

术分析 ND2基因 多 态性， 统计 ND2基因 4 个位点多态性在两组间 的差异。 应用 变性高效液相色谱

(DHPLC)分析 m.5442T>C 和 m.5466A>G 多态性变异的异质性。 结果发现了 34 个变异位点， 其中

6 个位点未曾报道;ND2基因 m.5351A>G 、 m.5460G>A 和 m.5466A>G 变异率弱精子症纽显著高于

对照纽(P<O.O日， m3442T>C 变异率对照组显著高于弱精子症纽(P<0.05); 进一步分析 m.5460G>A

和 m.5466A>G 突支阳性标本精子活力显著低于突变阴性标本(P<O.OOI ) ， m.5442T>C 突变阳性标本

精子活力显著高于突变阴性标本(P<O . OOI ) 。 提示 : ND2 基因一些核苦酸变异(m . 5351A>G 、 m .

5460G>A 和 m.546:62bG)可能与弱精子症有关， m.5460G>A 和 m.5466A>G错义突变可能是精子活

力的有害 因素， 而 m.5442T>C 多态性可能对精子活力具有一定的帮助 。

关键词 弱精子症; ND2 基因 ; 点突变;基因变异

近年来不孕症呈逐年增长趋势， 据 1995 年世界

卫生组织人类生殖特别规划署(WHOIHRP)的统计显

示，全球不孕夫妇己达 6 000-8 000 万对 。 仅在美

国， 1995 年就有 670 万妇女寻求生育服务， 而由于男

性因素引起的不育几乎占了一半[ l ]，其多半是精子质

量异常或性功能障碍引起 。 作为细胞能量主要来源

的线粒体(mitochondrion， mt) ， 同时也是精子能量的

主要来源， 其功能的正常与否直接影响精子的活力 。

点突变与弱精子症相关性研究国 内外尚无相关报

道。 为了解 ND2 基因变异与弱精子症的相关性，本

文在 ND2 基因序列分析检测到基因变异的基础上 ，

利用双向等位基因 PCR 方法，通过增加样本进一步

检测可疑的变异位点， 进而探讨弱精子症男性不育

患者与 ND2 基因变异之间的关系，为进一步分析线

粒体基因变异与弱精子症的相关性提供依据 。

1 材料与方法

1.1 研究对象

弱精子症和正常对照精液标本于 2009 年 2 月

-2009年 11 月收集于温州医学院附属第一医院生殖

医学中心， 弱精子症患者的诊断参照世界卫生组织

(WHO)修订标准[7]，选取精子活动力低下(a 级<25%

且 a+b 级<50 % )病人 1 34 例，平均年龄为 32. 10 士

5 .2 岁 ， a 级和 a+b 级精子百分率分别是 16 ，23 ::!:: 14.54 

和 26 .60 ::!:: 16 . 36 。 正常对照精液标本来自经询问病

史后确认夫妻结婚后女方先前己怀过孕或者经试管

, 

NADH脱氢酶亚单位2(NADH dehydrogenase 2, 

ND2)基因是 mtDNA 编码 NADH 脱氢酶的一个亚

基。 NADH脱氢酶是呼吸链复合体 I 的主要组成，其

在呼吸链中直接参与氢与电子传递并通过氧化磷酸

化产生 ATP 。 近年来的研究显示线粒体基因的点

突变和片段缺失、 拷贝数的变化都与精子活力低下

具有相关性 。 Panloup 等 [2J发现在活力正常精子中

mt DNA 拷贝数低于活力低下精子 。 Kao 等口，4J通过

研究发现在活力低下精子发生大片段缺失的概率显

著高于正常活力精子 这些缺失区域包括 ND2 ，

N D 3 , A TPase6 等编码基因及一些 tRNA 基因 ， 我

室 [5 J 己往研究显示 ATPase6 基因突变与弱精子症

(Asthenospermia, AST)可能有相关性 。 Selvi 等 [6J研

究认为 ND4基因的 m， 11994C>T变异与弱精子症有

密切关系 。 迄今为止，对线粒体基因的研究己陆续

发现ND2基因突变与许多疾病相关， 而 ND2基因的

婴儿(in vitro fertilization, IVF)成功怀孕的男性(男方 - <"" 
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Table 1 Bi-PASA primers used for detecting the polymorphism in ND2 

nt 5442 primers (from 5' to 3') nt 5466 primers (from 5' to 3') 

i'- Forward Mutation gcc ggg ccc gGA TGA GTG TGG GGA GGA Q_ Mutation ggc ccc gcg gAG GT A GGA GT A GCG TGG C 
Normal ggc ggc cgg gA T ACA AAA CCC ACC CCA T Normal ggc cgg cgg gCA CAC TCA TCG CCC TTA 

Reverse Mutation ggc ggc cgg gAT ACA AAA CCC ACC CCA C Mutation ggc cgg cgg gCA CAC TCA TCG CCC TTQ_ 

Normal gcc ggg ccc gGA TGA GTG TGG GGA GGA A Normal ggc ccc gcg gAG GTA GGA GTA GCG TGG T 
The underline alphabets are the mismatches which at the 3' end of the Bi-PAS,A primers, the lowercase are IO-nucleot陆 G+C-rich 5' tail. 

生殖系统各项检查和精液常规检查均正常) 。 我们

收集了 112 例正常精液标本(a 级>25% 且 a+b>50%)

作为对照，平均年龄为 33 .62 ::!:: 4.2 岁， a 级和 a+b 级

精子百分率分别是 54 .54 土 8.71 和 68.98 ::!:: 8.30 。 弱

精子症和正常对照标本精子活力通过计算机辅助精

液分析系统(CASA)分析， 所有精液标本在采集前禁欲

3-5 天， 手淫法收集精液标本， 在 37 'C 20min-30 min 

完全液化后进行分析 。

1.2 主要试剂

PCR 扩增引物依据文献[81合成， 分别用 3 对引物

扩增目的片段，引物及扩增片段长度如下， Mit-6F: 5'­

TGG CTC CTT TAA CCT CTC CA-3'(3' 起始位点

3796), Mit-6R: 5'-AAG GAT TAT GGA TGC GGT TG-

3'(3' 起始位点 4654)，扩增片段长度 898 bp; Mit-7F: 

5'-ACT AAT TAA TCC CCT GGC CC-3'(3' 起始位点

4485) ， 岛但t-7R: 5'-CCT GGG GTG GGT TIT GTA TG-

3'(3' 起始位点 5420)，扩增片段长度 975 bp; Mit-8F: 

5'-CTA ACC GGC TTT TTG CCC-3'(3' 起始位点

5255) ， 岛1it-8R: 5'-ACC TAG AAG GTT GCC TGG CT-

3'(3' 起始位点 6031)，扩增片段长度 814 bp; Bi-PASA 

方法正向扩增引物和反向验证引物应用 Primer5 .0 软

件自行设计(表 1) ; DHPLC检测引物应用 Primer5.0软

件自行设计，上游引物序列 : 5'-CCT CAA TCA CAC 

TAC TCC CCA TAT C-3'(3 ' 起始位点 5368)，下游引

物序列 : 5'-AGT TGA TTA GGG TGCπA-3'(3' 起始

位点 5653 )，扩增片段长度 306 bp 。 所有引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。 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、 Tri s 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)为上海生工生物工程技术服务有限公司产

品 DHPLC 分析用洗脱缓冲液 A(成分为 O. lmol/L乙

三肢， TEAA)为 Transgenomic公司产品，缓冲液B(成

分为 O. lmol/L TEAA +25% 乙腊)为 DHPLC 分析所

要求的纯度级。

1.3 方法

1.3.1 精子全基因组DNA的提取 精子标本用PBS

洗涤 2-3 次， 沉淀加 200-500μl 消化液(200 mmol/L 

Tris-HC1， 4∞ mg/L蛋白酶K， 15μmol/L DTT, 0.1 %SDS, 

1 mmol/L EDT A), 56 'C消化过夜， 常规酣 - 氯仿法抽

提精子基因组 DNA， TE 溶解 。

1.3.2 PCR 反应和产物鉴定 引物 Mit-6 、 7 、 8

配对的 PCR反应: 2 .0μlDNA模板，上游引物和下游

引物(20μmol/L)各 0.1μ1 ， 2.0 111 dNTP(2.5 mmol/L), 

1.5μ1 MgCli 25 mmoνL)， 2.0μ110xPCR缓冲液， 0. 1μl

Ex Taq 酶， 补充 ddH20 至 22.0μl 。 反应体系在 94 'C

预变性 5 min，按 94 'C变性 30 s, 60 'C退火 45 s, 72 'C延

伸 1 min 程序共循环 35 次，最后 72 'C终末延伸 6min，

扩增产物用 1. 6% 琼脂糖电泳鉴定 。

Bi-PASA 扩增反应: 2 .0μlDNA 模板， Mit-8F 引

物 、 Mit-8R 引物和等位基因特异引物(20μmol/L)各

0.1 μ1， 2.0μl dNτP(2.5 mmol/L), 1.5μ1 MgC12 (25 mmol止)，

2.0μ110xPCR缓冲液， 0.1μ1 Ex Taq 酶， 补充ddH20
至 22 . 0 111 。 反应体系在 94 'C预变性 5 min，按 94 'C

变性 30 s, 59 'C退火 45 s, 72 'C延伸 1 min 程序循环

3 次， 再按 94 'C变性 30 s, 62 'C退火 45 s, 72 'C延伸

1 min 程序循环 32 次， 最后 72 'C终末延伸 6 min，扩

增产物用 1 . 6 % 琼脂糖电泳鉴定 。

l.3.3 PCR 产物的纯化和序列测定 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， 纯化产物送上海生工生物技术有限

公司进行正向测序。 Bi-PASA 扩增筛查出有突变的

阳性样本，经 Mit-8F 和 Mit-8R 引物重新 PCR 扩增，

产物经纯化后送上海生工生物技术有限公司进行正

向测序，将结果与剑桥序列进行比对， 并观察测序峰

图是否出现突变。

1.3.4 针对可能存在异质性突变的 DHPLC 确证分

析 为避免Bi-PASA方法检测到的异质性电泳条

带可能是假阳性的干扰，我们针对可疑异质性突变

样本再用变性高效液相色谱(DHPLC)确证其异质
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Fig.l T h e PCR amplif ied r esults of mt DNA 

M: DL 2 000 marker; A: the PCR amp l i 日ed products of 6F/6R, 1-3: AST cases, 4 ,5: control cases; B: the PCR amplified products of 7F/8R, 

1-3 : AST cases, 4 ,5: contro l cases. 

(A) 

-J 
、、.... 

% 

4 4 9 1 

4 670 

470 6 

4715 

47 32 

4 8 11 

48 2 0 

4 82 4 

4 826 

4 833 

4850 

4856 

4 8 83 

4884 

4895 

4924 

4 973 

5063 

5090 

5093 

5100 

510 8 

5147 

5153 

517 8 

5 351 

5402 

5417 

5441 

544 2 

54 60 

5466 

5474 

5492 

vd s
1 

咀

au

c

t m
阳-
Y
Y
Y
Y
Y
N
Y
Y
N
Y
Y
N
Y
N
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
N
Y
Y
Y
Y
Y
Y
N

rt

I 

PH 
ND2 mutat ion in the Asthenosp e rmia(AST) and controls 

Contro l χ2 value 

n=60 % 

T a ble 2 

P va lue AST 

n=74 

Rep lacement Pos iti o n 

0 .04 

0.04 

0 .32 1 

0 .001 

0 .001 

0 .011 

0 .01 1 

0 .011 

0 .001 

0 .232 

0 .00 1 

0 .001 

3.044 

0 .01 1 

0 .005 

0 .001 

0 .057 

0 .321 

0 .001 

0 .00 1 

0.001 

0 .001 

0.750 

0 .001 

0.001 

0 .088 

0 .07 1 

4 .230 

0 .00 1 

0.001 

0 .00 1 

3 .044 

4 .230 

0 .9 8 1 

0 .001 

0 .001 

呵
/

70773377707737777777 
h
u

-

n
u
n
u

-

-
·

·

A
U

-
-
A

U

Z
O
e
n
υ
A

U

A
U

-
-

ζ
u
n
u

-
-

n
u
-
A
U
A
U
A
U
n
u
 

'
'
'

且

自
且

句3

。
。

自
且

瓦
U

1
A
E
且

，、
"

，
且

'
且
句
』

'
且
'
且
'
且

1
A

1
A

瓦
U

瓦
U

nunu 

n
υ

1
ι

A
U
ζ
U
'

且

'

且
句

L

气
u

n
u
t
Z

A
"y

n
u
-
-
t
i
。
3
n
u
n
u
h
u
t

-

-
A

7
-
'
且
'

且

'
I

'且

A
U
'
且

A
UT

n
U

A
斗

A
U
O
U
A
U
H
U

74457844427744474l55445144 
l
u

-
-

n
U
A
U

l
v

内
u
h
u

·

ζ
u
n
u

-

-
·

·

A
U
e
A
U
-

-

-

、
3

·

n
u
n
u

-
-
-

2192

U

l
-

-

u

22

111

2

1
4U

IL95

1

94lI 

。
，-
n
u

*
*

2ll700

2

8

1

10

11

022llol0

2

1
3

1704

l

073

ll 

G• AA 

C• T 
A• G 

A• G 

A• GA 

A• G 

G• A 

A• G^ 

C• T 
A• GA 

C• T 

T• C 

C• T 
A• CA 

A• G 

G• AA 

T• C 

T• C 

T• C 

T• C 

C• T 

T• C 

G• A 

A• G 

C• AA 

A• G 

A• G 

G• A 

A• G 

T• C^ 

G• AA 

A• G^ 

A• G 

T• C 

APresents missense mutation ; *P<0.05 

 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 



郑九嘉等 : mtND2 基因多态性与弱精子症的相关性分析 549 

,r-

ACCTCT八CTTCTACCTACGCCTAATCTACTCCA

80 90 100 
• 535 1 

ACCTCTACTTCTACCTGCGCCTAATCTACTCCA 
80 90 • 111 .535IA>G 100 

AI A2 

180 200 
CCTCCCCACACTCATCGCCCTTACCACGCTACT CCTCCCCACACTCA丁CACCCTTACCACGCTACT

200 
•m.546OG>A 

190 • 5460 

BI 

150 210 

州
州 B2 

Fig.2 The partial resuIts of sequencing ND2 gene 
Al: normal; A2: m.535 1A>G mutation; B 1: normal; B2: m.S460G>A mutati on 

性 。 检测到的突变阳性标本用 DHPLC 引物重新

PCR 扩增后， 产物用于变性高效液相色谱(DHPLC ，

Transgenomic 公司，型号: WAVE 系统)分析，每次

DHPLC 仪自动加样~ 5μ1，以一定的变性温度将样本

在 DNA 分离柱(DNA Sep, Transgenomic , USA ) 中

洗脱。 洗脱液(由缓冲 A和 B 组成)所含成分为乙腊

和乙三肢，乙腊浓度线性递增通过缓冲液 A 和 B 的

比例变化来达到，缓冲液B 比例以每分钟2% 的速率

增加 。 缓冲液 A 为 0 . 1 mol/L 乙三肢，缓冲液 B 为

0 .1 mol/L 乙三肢 +25% 乙睛 。 不同的洗脱峰通过

紫外(260 nm)探测器检测获得。 每次运行后以 75%

乙腊清洗分离柱。

1.4 数据分析

1.4.1 序列比对 测序返回结果用 Gentle 软件与

Mitomap 数据库(www.mitomap.org)上提供的人类线

粒体剑桥序列进行比对， 发现可疑的变异位点后用

ChormasPro 软件读取测序结果峰图 ， 进一步确认 。

将序列比对所发现的所有变异位点在 Mitomap 数据

库中检索是否己报道过 。

1.4.2 统计学分析 将序列比对结果进行统计分

析，组间突变率的比较采用卡方检验，平均突变率和

精子活力(均数±标准误， mean ::1: SEM)的 比较采用

t检验或近似 t检验，应用 SSPS 13 . 0 软件进行分析。

1 .4.3 氨基酸变异分析 针对筛查到的变异位点，

在 Mitomap 数据库中的 Amino Acid Translation 

Tables查找氨基酸的相应改变，分析基因变异对应的

氨基酸性质的改变。

2 结果

2.1 ND2 基因序列分析结果

2.1. 1 PCR扩增结果 74 例弱精子症和 60 例正

常对照精子DNA标本经PCR反应全部扩增出特异性

条带，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳显示与预期产物片

段大小一致( 图 1 ) 。

2. 1.2 ND2 基因核苦酸变异分析 134 例精子标

本(74例弱精子症和 60例正常对照)经基因序列分析，

结果与剑桥序列比对，共检测到 ND2 基因 34 个位点

的碱基变异，其中 10 个为错义突变， 24 个为同义突

变; m.5351A>G 同义突变和 m.5460G>A 错义突变的

变异率弱精子症组显著高于对照组(P<0.05 ) ; 其它位

点突变率两组比较无显著性差异(P>0.05 ); 所有突变

经在Mitomap数据库中查找发现6个突变位点未见报

道过，分别是 m.4811A>G 、 m.4826C>T 、 m.4856T>

C 、 m.4884A>G 、 m .5402A>G 、 m . 5492T>C 突变

(表 2，图 2) ; 134 例全部出现 m.4769A>G， nt4769G 可

能是中国人的特异性碱基:ND2基因平均突变率和平

均错义突变率弱精子症组均高于对照组， 但无显著性

差异(P>O.O日，总突变率和总错义突变率也无显著性

差异(P>0 . 05 )( 图 3，图 的 。

2.2 ND2 基因的 Bi-PASA 扩增

2.2.1 ND2 基因 nt5442C 、 nt 5466G 位点 Bi-PASA

扩增检测结果 在134例精子标本基因序列分析的

基础上，选取突变率最接近显著差异的两个错义突变

位点 m.5442T>C(P=0 .081 )和 m.5466A>G(P=0 . 322) ，

采用双向特异等位基因 PCR(Bi-PASA)扩增方法对60
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Fig.5 Detection of m.5442T>C missense mutation by Bi-PASA 

M: DL 2 000 marker; 1, 2: the PCR ampli fied products of Mit-8F and 

Mit-8R primers; 3, 4: nt 5422 negative samples(forward direction 

primers); 5 , 6: nt 5442 positive sample(forward direction primers, 

205bp); 7, 8: nt 5422 negative samples(reverse primerss) ; 9 , 10: nt 

5442 positive sample( reverse primers , 608bp) 

。

AST Controls AST Controls 

Fig.3 Comparison of ND2 gene average mutation rate and average 

missense mutation rate in the AST and controls 

4 例 ， 52 例对照组中检测到 m.5442T>C 变异 2 例 。

结合 134 例的测序结果， 在总共 134 例弱精子症标

本和 112 例正常对照标本中检测到 m.5442T>C 和

m.5466A>G 的突变率(表 匀， 统计两组间的差异，结

果均具有显著性差异(P<0.05 ) 。

2.2.3 阳性标本的测序验证 Bi-PASA 方法检测

到的突变阳性标本重新用 Mit-8F和 Mit-8R引物扩增，

正向测序，测序结果与Bi-PASA扩增结果一致(图 7和

图 8) 。 图中同时附上正常标本测序图作为对照， 与

正常峰图的比对，分析突变位点 。

_ Total mutation 

CJ Missense mutation 
60 

'2 50 
) 

~ 40 
目
巳，

~ 30 
0.. 

豆 20
10 

AST Controls 

Fig.4 Comparison of ND2 gene total mutation and total missense 

mutation in the AST and controls 

例弱精子症和 52例正常对照进行突变筛查。 ND2基

因 m.5442T>C和 m.5466A>G变异位点的Bi-PASA扩

增产物电泳结果见图 5 和图 6 0

2.2.2 nt 5442C和nt 5466G位点的变异率分析 经

Bi-PASA方法检测 ND2基因 nt 5442C 和 nt 5466G位

点变异，在 60 例弱精子组中检测到 m.5466A>G 变异

AST Controls 
。

m .5442 T>C 、 m . 5466 A>G 异质性突变的

DHPLC 分析 在测序验证突变的同时也针对

m.5442T>C 和 m.5466A>G 突变标本进行 DHPLC 分

析， 结果和正常阴性标本比较出现了两个洗脱峰，即

2.2 .4 

9 8 7 6 5 4 3 2 M bp 

2 000 
1000 

750 
500 
250 
100 

Fig.6 Detection of m.5466A>G missense mutation by Bi-PASA 

M: DL 2 000 marker; 1-3 ,10,11: the PCR amplified products of Mit-8F and Mit-8R primers; 4-6: nt 5466 negative samples(forward direction 

primers); 7-9: nt 5466 positi ve sample(forward direction primers, 223bp); 12- 14 : nt5466 nega ti ve samples( reverse primers); 15- 17: nt 

5466 pos itive sampl e(reverse primers, 596bp) . 

~ , 
、-"，

m.5442T>C and m.5466A>G missense mutation in the AST and controls Table 3 

P value χ2 value Con tro l 

n= 11 2 

AST Rep lace ment Positio n 

% 

5442 

5466 

0.022( P<0.05 ) 
0.038( P<0.05 ) 

5.275 

4.281 

5.5 

0 

6 

0 

% 

0 

5.2 

n=1 34 

0 

7 
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Fig.7 The results of sequencing m.5442T>C missense mutation 

a: normal sample, arrow denotes T bas巳 b : mutation sample , arrow 

denotes C base . 

^)~Î州 JIJMI队J1
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a 

CACACTCATCGCCCTTGCCACGCTACTCCTACC 
l佣 2∞ .. .._ .J 210 220 

川、川 f 八八
b 

Fig.8 The resuIts of sequencing m.5466A>G missense mutation 

a: normal sample , arrow denotes A base; b: mutation sample, arrow 

denotes G base 

冉、

_." 

。

一… 5466
-- 5442 
-- NormaJ 国mple

。

~ 

Fig.9 DHPLC analysis of m.5442T>C and m.5466A >G 

heteroplasmic mutation 

m.5442T >C and m.5466A>G mutat ion sample w ith two peaks ; 

normal sample with only one peak 

组(P<O .OO l) ; 而 m.5442T>C 突变阳性组的 a级精子

百分率和 a+b 级精子百分率均显著高于突变阴性组

(P<O.OOI ) 。

2.4 ND2 基因错义突变位点氨基酸性质分析

在 ND2 基因中发现的 10 个错义突变，其中 4 个

错义突变(m.4491G>A 、 m.4924G>A 、 m . 5460G>

A 、 m.5466A>G)仅存在于弱精子症中。有 5 个突

变(m .4 824A>G 、 m .4 833A>G 、 m.5178C>A 、

m.5460G>A和m.5466A>G)导致了编码氨基酸极'性

的改变， 其中 m.4824A>G 、 m.4833A>G 、 m.5466A>

G使极性亲水性氨基酸(苏氨酸)变为非极性疏水性氨

基酸(丙氨酸) ， m .5178C>A 、 m.5460G>A 使非极性

疏水性氨基酸(亮氨酸、 丙氨酸)变为极性亲水性氨

基酸( 甲硫氨酸、苏氨酸)(表 的 。

显示突变标本为异质性突变(图 的， 这与 Bi-PASA 方

法检测结果完全一致。

2.3 ND2 基因错义突变与精子活动力的分析

我们将筛查的精子标本分成突变阳性组和突变

阴性组并比较两组精子活动力的差异(图 10)，结果显

示， m .5460G>A 和 m.5466A>G 突变阳性组的 a 级精 3 讨论
子百分率和 a+b 级精子百分率均显著低于突变阴性 自 1988 年 Wa11ace 等阴首次提出 Leber遗传性视
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Fig.l0 Comparison of sperm motility in mutation and non-mutation group 

忡Compared with mutation samples , P<O.Ol 
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Table 4 The transition of amino acid polarity of 10 missense mutations in ND2 

Nucleotide variance Amino acid change Amino acid polar change 

m.4491G>A Val•Il e NP• NP 
m.4732A>G Asn• Ser NP• NP 
m.4824A>G Thr• Ala P• NP 
m.4833A>G Thr• Ala P• NP 
m.4884A>G Ile→L巳u NP• NP 
m.4924G>A Ser• Asn NP• NP 
m.5178C>A Leu• Met NP• P 
m.5442T>C Phe• Leu NP• NP 
m.5460G>A Ala• Thr NP• P 
m.5466A>G Thr• Ala P• NP 

P: presents polar amino acid, NP: presents non-polar amino acid. 

神经眼病是由 mtDNA 突变引起以来， 己有上百种疾

病被证实或推测与 mtDNA 突变有关。 近年来随着对

线粒体疾病研究的深入， 发现线粒体基因缺失、 突变

与男性不育症，尤其是与精子活动力低下有着密切的

联系， 且很多研究均表明线粒体基因多态性变异与人

群的种族 、 地域及气候环境等也有很大的联系 [ 10] 。

据 目前的相关研究， ND2基因突变与多种人类疾病的

发生相关， 其中 比较明确的是 nt 5460A 位点突变与

早期老年性痴呆(Alzheimer' s disease, AD)和 111自金森病

(Parkinson's disease , PD)的相关性[ llk 此外是nt 5466A 

位点突变可能与，心肌病(Cardiomyopathy)和睡眠呼吸

暂停综合征(Sleep apnea syndrome)存在一定的联系

[ l 2] ， 但与其它疾病包括弱精子症以及 ND2 基因其它

位点的突变与疾病发生的关系都还未见相关的研究

报道。 我们研究发现精子 ND2 基因发生核昔酸变异

的频率较高，共检测出 34 个变异位点 。 在 134 例弱

精子症中观察到 m .5351A>G 、 m . 5460G>A 和 m.

5466A>G 突变率均显著高于对照组(P<O . 05 ) ， 并在

对 m.5460G>A 和 m.5466A>G 这两个错义突变阳性

标本与突变阴性标本精子活动力的比较中发现， m.

5460G>A和 m.5466A>G突变阳性标本 a级和 a+b 级

精子百分率显著低于突变阴性标本(P<O .OOl ) ; 再分析

ND2 基因 m.5460G>A 和 m.5466A>G 突变前后这两

个位点上氨基酸的变化情况， nt 5460A突变后其编码

的氨基酸从疏水性的丙氨酸变成亲水性的苏氨酸，而

nt 5466G 突变后其编码的氨基酸从亲水性的苏氨酸

变成疏水性的丙氨酸。 从以上统计结果和氨基酸极

性的改变推测m.5460G>A和 m.5466A>G突变可能会

改变相关酶的正常活性，从而造成精子线粒体能量代

谢异常，影响精子活力 。 Saka町 等[1 2 ]检测患有心肌

病和睡眠呼吸暂停综合征患者的 mtDNA 发现存在

m.5466A>G异质性突变， 认为该位点突变后其编码的

氨基酸极性发生改变， 导致 NADH 脱氢酶亚单位 之

二级结构的改变， 影响该酶正常的生物学特性 。 随

后， 在我们研究结果中观察到在对照组精子标本中

m.5442T>C变异率显著高于弱精子症组， 且 m.5442T>

C 突变阳性标本的 a 级精子和 a+b 级精子百分率显著

高于突变阴性标本(P<O.OOl ) ， 这一现象提示 ND2 基

因的这-多态性位点 nt5442C 对精子活动力可能是

一个有益因素。 据 Canter 等[1 3 ]对美籍非裔人群浸润

性乳腺癌和前列腺癌的研究认为线粒体基因的某些多

态性位点对疾病的发生可能是一个保护性因子，如 nt

l0398G o Walt 等[ 1 4]在帕金森病的研究中也有类似的

发现。 日本学者最初发现 ND2 基因 nt 5178A 基因型

在长寿人群中比例普遍较高[ 1坷 ， 随后又发现 nt 5178A 

基因型在糖尿病人中有抗动脉粥样硬化作用[叫 最近

国外学者研究表明 nt 5178A 基因型的个体心肌梗死

的发病率较低[1 7] ， nt 5178A位点的多态性可能会消除

一些对机体不利的变异 。 这些结果 、 论点和我们的

结果都支持 ND2 基因 nt 5442C 可能是精子活力的一

个有益因子。

在对 ND2 基因研究的基础上，我们将继续通

过增加病例数，进一步分析 ND2 基因突变与弱精

子症的相关性，井对可能导致线粒体功能异常的核

基因缺陷进行研究;同时对存在于弱精子症中的

m.5460G>A和 m.5466A>G突变的标本，我们将进 亏

二步检测其线粒体基因全序列，以了解这些错义突

变是否与其它突变一起协同作用，共同影响精子活

力 ; 从而帮助我们逐步了解线粒体基因突变在弱精

子症发病中的作用机理。
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554 - 研究论文，

Analysis of the mt ND2 Gene Polymorphisms Associated with 

Asthenospermia Patients 

Jiu-Jia Zheng J, Xue-Feng Huang2, Zong Yang J, Xu Yang2, Li-Ya Zhang2, Jian-Xin Lü J, Long-Jin Jin J* 
e Zhejiang Provincial Key Laboratory f or Medical Genetics, School of Life Sciences, "制zhou Medical College， 陆nzhou3250元， China;

2Reproductive Medicine Center, First Affiliated Hospital, Wenzhou Medical College, Wenzhou 325001 , China) 

Abstract This research attempted to investigate whether there was correlationship between mt ND2 gene 

polymo叩hisms in sperms and asthenospermia. After 134 asthenospermia cases and 112 control cases were col­

lected under the WHO criterion, the ND2 gene variation of them were detected by using sequencing or bidirectional 

PCR amplification of specific alleles(Bi-PASA) technology. Consequently, We analyze ND2 gene polymorphisms in 

the asthenosperrnia and controls. Heteroplasmic mutation of m.5442T>C and m.5466A>G were detected by DHPLC. 

Then, a total of 34 nucleotide variations were found in ND2 genes in asthenosperrnia and controls, six of them were 

the reported for the first time in this study. The frequencies of single point mutation of m.5351A>G, m.5460G>A 

and m.5466A>G in asthenospermia were significantly higher than those in the controls (P<O.05) . However, fre­

quencies of m.5442T>C mutation in the controls was significantly higher than those in the asthenosperrnia(P<O.05). 

The percents of grade a and grade (a+b) sperm in mutation samples(with m.5460G>A or m.5466A>G mutation) 

were significantly lower than that in non-mutation samples(P<O.OOl). However, the percents of grade a and 

grade (a+b) sperm in m.5442T>C mutation samples were significantly higher than that in non-mutation samples 

(P<O.OOl). ND2 gene polymo甲hisms may have some correlation with sperm motility. The m.546OG>A and m.5466A> 

G mutation may imp也r spe口n motility,whereas the m.5442T>C polymo甲hisms may have benefit for sperm motility. 

Key words asthenospermia; mt ND2 gene; point mutation; genovariation 

Received : April 14, 2010 Accepted: July 29, 2010 

Thi s work was supported by the Natural Science Foundation of Zhejiang Province(No.Y206582) and Wenzhou Science & Technology 

Cooperation Program(No .H20090063 ) 

*Corresponding author. Tel: 86-577-86689780 , E-mail : jI20050101 @yahoo.com. cn 

hrd 

 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 




