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中英文对照 

Abbreviations 
英文缩写 英文全称 中文全名 

FXS Fragile X syndrome 脆性 X 综合征 

FMR1 Fragile-X mental retardation gene 1 脆性 X 智力低下 1 基因 

FMRP Fragile X mental retardation protein 脆性 X 智力低下蛋白 

WT Wild type 野生型 

KO Knockout 基因敲除型 

GABA γ-aminobutyric acid γ-氨基丁酸 

mGluR I Metabotropic Glu receptor I 促代谢型谷氨酸受体 I 

Glu Glutamate 谷氨酸 

FSH Follicle-stimulating hormone 卵泡刺激素 

LH Luteinizing hormone 促黄体生成激素 

T Testosterone 睾酮 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液 

CASA Computer-aided semen analysis 计算机辅助精液分析 

Elisa Enzyme Linked Immuno-sorbent Assay 酶联免疫吸附试验 

PDE5 Phosphodiesterase type5 5 型磷酸二酯酶 

AsAb Antisperm antibody 抗精子抗体 

NOS Nitric oxide synthase 一氧化氮合成酶 

PGCs primordialgerminalCells 原始生殖细胞 

GAD Glutamic acid decarboxylase 谷氨酸脱酸酶 

LTD long-term depression 长时程抑制 
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FMR1 基因敲除对雄性小鼠生殖功能的影响 

 

 

 

中文摘要 

最近半个世纪，随着社会的发展，不育夫妇的发病率逐年升高。2004 年欧洲统

计结果显示：育龄夫妇一年内不能怀孕者占 20%，其中为男方因素引起的不育占

50%[1]。据 WHO 的意见，目前已知的男性不育因素包括精索静脉曲张（12.3%），

性功能障碍（1.7%），生殖道感染（6%），先天性发育异常（2.1%），后天获得

性疾病（2.6%），内分泌紊乱（0.6%），免疫性因素（3.1%）及其他疾病（3%），

其他大约 70%以上的男性不育发病机理不明[2]，使得男性不育的诊治变得复杂和特

殊。近年来，对男性不育的遗传性病因不断有一些新的发现，对可导致男性不育的

遗传缺陷，如 X 染色体上的遗传、Y 染色体无精症因子区的微缺失、及染色体异常

和其他某些已知基因的突变等，但上述因素只能解释约 15%的病例。因此对男性不

育的研究已显得非常重要。 

在原发性男性不育病人中，精子发生障碍为主要的类型[3]，因此与精子发生密

切相关的那些基因也成为研究男性不育的候选基因。人类的精子发生是一个极非常

复杂的过程，涉及到原始生殖细胞增殖，减数分裂，细胞分化等，据估计至少有 4000

多个基因参与精子发生过程中。近年来已鉴定出众多与精子发生密切相关的基因，

但这些基因是否都与男性不育相关，尚需进一步的实验研究。 

脆性 X 综合征(fragile X syndrome，FXS)是最常见的遗传性智力低下性疾病之

一，发病率仅次于 Down 综合征，占非特异性智力低下的 2%-6%，在 X 连锁智力

低下中占 40%。FXS 患者存在有不同程度的智力低下、注意力障碍、癫痫易发作、

性格改变、活动过度、自闭等社会行为的异常，特殊面容及男性青春期后大睾丸（单

侧大于 25ml）、生育功能低下，女性成年后卵巢早衰[4-6]。其发病机制是由于 X 染

色体上的脆性 X 智力低下基因（fragile X mental retardation gene 1，FMR1）5’端
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（CGG）三核苷酸重复序列的异常扩增及其邻近部位的 CpG 岛异常甲基化，导致

FMR1 基因沉默不表达，即其蛋白产物脆性 X 智力低下蛋白（fragile X mental 

retardation protein，FMRP）减少或缺乏而发病。目前研究发现 FMRP 主要在脑和睾

丸中表达，且起到重要的作用。为了发现 FXS 患者发病的复杂机制，更好的治疗这

一类疾病，FXS 患者的生殖系统及智力行为等相关问题正成为研究热点。 

FXS 的疾病研究中，FMR1 基因敲除鼠模型是目前公认的研究 FXS 最好的小鼠

模型，其多方面的异常表现与 FXS 病人颇为相似，如过度活动，学习障碍，青春期

后睾丸增大等[7,8]，因此我们通过对 FMR1 基因敲除鼠雄性生殖系统及其功能的研

究，来进一步了解 FMR1 基因对雄性生殖及性行为的影响。 

研究目的   

我们的研究目的在于利用 FMR1 基因敲除鼠，研究 FMR1 基因敲除对雄性小鼠

性功能、生殖功能的影响，为进一步研究 FMR1 基因对个体的生殖系统的影响、在

精子生成中的调节机制和提供可能的治疗措施打下坚实的基础。 

材料与方法   

1．实验动物：FMR1 基因敲除型（KO）纯合子（-/-）及其野生型(WT)纯合子

(+/+)FVB 近交系小鼠，采用 PCR 法检测实验小鼠的 FMR1 基因片段，经基因鉴定

后，由广州医学院实验动物中心饲养及繁育。 

2．动物分组： 

2.1 生殖实验及观察方法：共 72 只。将雄性 FMR1 基因敲除鼠（KO）12 只和

雄性野生型 FVB 小鼠（WT）12 只，每只分别与两只野生型 FVB 成年母鼠（共 48

只）合笼 5 天，观察雄性行为，记录自雌鼠放入至雄鼠发生第一次捕捉雌鼠的时间

（捕捉潜伏期）、 30min 内雄鼠捕捉雌鼠的次数；母鼠怀孕率，母鼠平均产仔数及

雄鼠的生育指数；收集双侧睾丸、附睾组织，称重并计算脏器系数；对一侧附睾尾

部精子进行计数、活率、形态等分析；测定雄鼠血清 T,FSH 及 LH 浓度。 

2.2 组织学实验及观察方法：共 10 只。其中 KO 组和 WT 组成年雄鼠各五只，

灌注固定收集右侧睾丸、附睾常规石蜡包埋、切片、HE 染色，高倍显微镜下分析。 

3 统计方法：所有数据采用均数±标准差(X±SD)表示，WT 与 KO 鼠两组数据

间的比较用两独立样本 t 检验，采用 SPSS15.0 软件进行统计学分析，P 值﹤0.05 为

有统计学意义。 
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结果  

1.睾丸、附睾脏器系数比较结果：KO 组雄鼠睾丸、附睾重量均显著高于 WT

组，KO 鼠和 WT 鼠体重比较结果无明显差异，KO 鼠睾丸、附睾脏器系数高于 WT

鼠。 

2.生殖实验结果：KO 鼠捕捉潜伏期 15.76±6.14min 较 WT 鼠 9.24±5.32min 明显

延长(P<0.05)，30min 内捕捉次数也减少。KO 鼠雄性生殖率 41.7%低于 WT 鼠 91.7% 

(P<0.05)，与 KO 组小鼠交配的母鼠怀孕率 41.7%低于 WT 组 87.5%（P<0.05），KO

组和 WT 组母鼠平均产仔数分别为 6.50±2.27 和 8.22±3.03（P>0.05），无显著差异。 

3.精子分析结果：两组小鼠在精子计数、精子活率、精子各种畸形率比较均没

有统计学差异。 

4.性激素测定结果：比较两组小鼠血清游离 T、FSH、LH 无统计学差异。 

5.睾丸、附睾组织学观察结果：KO 组睾丸组织中曲细精管直径，生精小管上

皮的结构及厚度未见明显差异，支持细胞，精原细胞，各级生精细胞形态及数量与

WT 组未见明显异常，附睾形态、上皮厚度等未见明显异常。 

结论 

可以推测 FMR1 基因对雄性性行为、生殖系统发育有一定的影响，睾丸、附睾

的重量会增加，FMR1 基因的缺失降低了雄性小鼠生育率，但对睾丸、附睾脏器的

组织学及精子生成、精子畸形率等未见明显影响，其对雄性生殖系统影响机制还有

待进一步的实验研究。  

关键词 

脆性 X 智力低下 1 号基因；基因敲除；生殖；精子发生 
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The influence of FMR1 gene knockout on the male mouse 

reproduction 

 

Postgraduate:   

Advisor:   

  

 

 

Abstract 

In last half century，with the development of society, the incidence of infertile 

couples increased year by year. In 2004, statistics from European Reproductive 

Association showed that: accounted for 25% of couples of childbearing age can not 

become pregnant within one year, accounts for 50% of infertility due to male factors. 

According to WHO, the male infertility factors include varicocele(12.3%), sexual 

dysfunction(1.7%), reproductive tract infections(6%), congenital abnormalities(2.1%), 

acquired diseases(2.6%), endocrine disorder(0.6%), immune factors(3.1%) and other 

diseases(3%). But pathogenesis in more than 70% of male infertility is still unknown, 

which makes the diagnosis and treatment of male infertility complex. In recent years, 

some new discovers about the genetic cause of male infertility have been proposed. 

Genetic defects also may lead to male infertility, such as X-chromosome genetic, Y 

chromosome microdeletions in the azoospermia factor district, autosomal abnormalities 

or other known gene mutations. However, only 15% cases can be explained by the above 

factors. So far, study of male infertility is becoming very important. 

In patients with primary infertility, spermatogenesis disorder is the main type. So 

those genes related closely to spermatogenesis are research hotspots. Human 

spermatogenesis is a extremely complex process that involves proliferation of primordial 

germ cells, meiosis, cell differentiation, etc. It is estimated that more than 4000 genes are 
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involved in the process of spermatogenesis. In recent years, many genes closely related 

to spermatogenesis are identified, but whether those genes are associated with male 

infertility requires further experimental study. 

Fragile X syndrome(FXS) is one of the most common inherited mental retardation 

disease, the incidence is second only to Down syndrome, accounting for 2%-6% of 

non-specific mental retardation, 40% of the X-linked mental retardation. FXS patients 

have varying degrees of mental retardation, attention disorders, easy to epilepsy seizures, 

personality changes, hyperactivity, autistic and other abnormal social behavior, a special 

face and giant testes(one side is more than 25ml) after puberty, low male fertility and 

premature ovarian failure in adult females. Fragile X syndrome results from a 

trinucleotide repeat (CGG)n expansion in the 5-untranslated region of  the fragile X 

mental retardation gene 1(FMR1) and subsequent hypermethylation which lead to 

transcriptional silencing of FMR1 and loss of its encoded protein FMRP (fragile X 

mental retardation protein).In order to find the complex mechanism of FXS, and give 

better treatment to FXS patients, reproductive systems and mental behavior-related issues 

are being studied.  

In the study of FXS, the FMR1 gene knockout mice model is widely recongnized as 

the best research model of FXS, a variety of performance are quite similar to the 

abnormalities of patients with FXS, such as excessive activities, learning disabilities, 

testicle increases after puberty, so we try to learn the influence of FMR1 on male 

reproduction through studying the reproductive system and function of FMR1 gene 

knockout mouse. 

Purpose 

To investigate the influence of fragile x mental retardation-1 gene on the  

reproduction of male mice. And put a foundation on further study of the influence of 

FMR1 gene on sexual function and reproduction system, spermatogenesis regulation and 

possible treatments.  

Materials and Methods   

1.Experimental animals: FMR1 gene knockout(KO) and its wild type(WT) FVB 
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inbred strain mice, after genotype identification by PCR to detect the FMR1 gene 

segments, will be fed and bred by Experimental Animal Center of Guangzhou Medical 

University. 

2. Animal grouping: 

2.1Reproductive experiments and methods: in total of 72 mice.12 FMR1 knockout

（KO）male mice and 12 wild type（WT）male mice will be separately put in one cage 

with 2 wt female mice(in total of 48mice) for 5 days for mating，observe the sexual 

behavior of male mice, record the first time to capture the female after they are put in one 

cage (latent period of capture), frequence of male capture female within 30 min, the 

female pregnancy rate, number of litters are counted，and male mice having offsprings 

calculated. Collect the testes and epididymides of 12 mice in each group, weigh and 

calculate the organ coefficient. The density, motility and morphology of one cauda 

epididymis sperms are analysed. Serum T, FSH and LH concentrations are also 

measured.  

2.2Histology and methods: in total of 10 mice. Collect the right testis and 

epididymides of 5 adult mice in each group, perform with HE staining. Observe the 

histology with a high power optical microscope.  

3.Statistical method: All the data results are presented in form of , comparing 

the KO and WT group with independently sample t-test by software SPSS15.0. There are 

statistical significance if P<0.05. 

Results  

1.Result of testes and epididymides organ coefficient comparison: The KO testes 

and epididymides weight are significantly higher than the WT group. No significant 

difference of the body weight between KO mice and WT mice. KO mice testes and 

epididymides coefficient are significantly higher than those of WT mice. 

2.Reproductive experimental results: The capture latent time of KO mice were 

significantly prolonged compared with WT mice(15.76±6.14min vs. 

9.24±5.32min,P<0.05), the frequence of capture within 30min of KO mice was 

significantly lower than WT mice. Male fertility showed that 41.7% of KO mice had 
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pups whereas in the WT group 91. 7% of the mice had pups(P<0.05), The pregnant rate 

of WT female mice mated with KO males was significantly lower than the control 

group(41.7% vs. 87. 5%, P<0.05), the average litter size of KO and WT respectively 

were 6.50±2.27 and 8.22±3.03(P>0.05), no significant difference.  

3. Sperm analysis: two groups of mice in sperm count, motility, and abnormal 

sperm ratio were not statistically different. 

4. Sexual hormones results: No significant difference were found in serum T, FSH 

and LH between two groups.  

5.Testes and epididymides histological observation: there were no significant 

difference in seminiferous tubule diameter, structure, thickness of the seminiferous 

tubule epithelium between KO and WT mice. The morphology and number of sertoli 

cells, spermatogonia, spermatocytes of KO group had no difference with WT. 

Epididymis morphology and its epithelial thickness of KO mice showed no obvious 

abnormality.  

Conclutions  

We can conclude that FMR1 gene may play an important role in the development of 

male genital system. The absence of FMR1 would increase the weight of testes and 

epididymides, reduce the reproduction of male mice. But no obvious abnormal was 

found in morphology of testes and epididymides. The spermatogenesis of FMR1 mice 

also seemed not being affected. The exact mechanism through which FMR1 gene 

influences the male genital system needs further studies.   

Key words  

Fragile X mental retardation-1 gene； Knockout；Reproduction；Spermatogenesis 
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前 言 

现代社会，生殖健康已经越来越为人们所重视。目前，全球约有 15%的夫妇受

到不育症的困扰[1]，其中男性因素占 50%左右。据报道 90%的男性不育是由于精子

发生障碍引起的，但半数以上仍病因不明[2]。这些不育患者都会出现不同类型和程

度的精液异常，包括：无精、少精、弱精、精子畸形过多等。精子的发生是一个极

其复杂的细胞分化过程，它包括了胚胎期卵黄囊内胚层的原始生殖细胞

（primordialgerminalCells, PGCs）迁移至生殖脊后分裂增殖成为精原干细胞，精原

干细胞经有丝分裂形成精原细胞，进而减数分裂形成精母细胞和圆形精子细胞，减

数分裂后阶段圆形精子细胞经过变态过程形成成熟的精子。这个复杂过程由一系列

特定基因程序性的表达、调控，按照特定的时空顺序表达和相互作用。迄今发现至

少数百个基因与精子生成过程密切相关[3]，但对每个基因调控的具体机制仍不十分

明确，许多基因表达在睾丸中具有时空特异性，参与精子发生过程中特异性的细胞

活动，揭开这些基因的具体功能，对认识精子发生和调节的分子机制非常重要，为

男性不育病因研究及治疗打下坚实的基础。                

脆性 X 综合征(fragile X syndrome，FXS)是最常见的遗传性智力低下性疾病之

一。为男性最常见的智力低下病因，也是自闭症病因当中最常见的单基因遗传病[4]。

Verkerk[5]等成功地克隆出其致病基因为脆性 X 智力低下 1 号基因（fragile X mental 

retardation gene 1, FMR1），该基因 5’端（CGG）n 三核苷酸重复序列异常扩增及其

相邻部位 CpG 岛异常甲基化，使 FMR1 基因转录或翻译终止，导致编码产物智力

低下蛋白（fragile X meantal retardation protein, FMRP）表达减少或缺失[6]，而出现

各种临床症状。正常人群中 FMR1 基因上 CGG 重复序列在 7～50 之间，平均 30。

当 CGG 重复序列在 55～200 时称为前突变，因有部分 FMRP 表达，患者一般不表

现出严重的临床症状。当 CGG 重复序列大于 200 时，称为全突变，无 FMRP 表达。

FXS 根据基因型的不同，临床分型也各异[7]，全突变患者临床表现最典型，有不同

程度的智力低下、癫痫易发作、活动过度、自闭症等社会行为的异常，特殊面容及

男性青春期后大睾丸（单侧大于 25ml）、生育功能低下，女性成年后卵巢早衰。 

FMRP 主要表达在脑和睾丸，有研究表明[8]，FMR1 基因的表达期在睾丸发育

的关键时期，表达量为其他组织的 20～30 倍，在小鼠青春期即第六周时表达达到

高峰，至成年前期开始下降，说明 FMR1 基因在睾丸发育过程中起到重要调节作用，
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而当 FMR1 基因不表达或者表达减低，可出现如睾丸增大、生殖力减退等表现。为

了研究 FXS 患者缺乏 FMRP 发病的复杂机制，FXS 患者的生殖系统及智力行为等

相关问题正成为研究热点。 

目前关于 FXS 男性生殖系统的研究主要集中于 FMRP 在睾丸中的细胞定位及

其功能，并探讨 FMRP 对睾丸的精子生成及其超微结构是否有调节作用及其可能的

机制。果蝇中研究表明[9]，其脆性 X 基因相关蛋白在果蝇睾丸中高表达，特别是在

生精早期阶段的一些生精细胞中（精原细胞和精母细胞），使精子缺乏中央微管，

从而影响精子轴丝的稳定性，导致精子活动力降低。 

Bakker[10]等在 FVB 野生型小鼠 FMR1 基因区插入新霉素片断，使 FMR1 基因

不能表达蛋白 FMRP，成为脆性 X 综合征的经典模型，FMR1 基因敲除（knock out，

KO）鼠的许多行为学表现与 FXS 患者非常相似,如过度活动，学习障碍，青春期后

睾丸增大等[11],是目前公认的研究 FXS 最好的小鼠模型。本研究对 FMR1 基因敲除

鼠雄性生殖能力及性功能进行系统的研究，为这类疾病的预防和治疗提供理论基

础，同时为 FMRP 在雄性生殖系统中的作用提供新的见解，为今后更加深入的研究

打下基础。 
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材料与方法 

1.材料  

1.1 实验动物 

实验动物 Fmr1 基因敲除型小鼠（KO）纯合子（-/-）是以正常野生型 （WT）

纯合子(+/+)FVB 近交系小鼠为背景，在其 FMRI 基因中插入新霉素片段，使 FMR1

基因不表达，从而实现 FMR1 基因定点灭活，制备成人类脆性 X 综合征（fragile X 

syndrome ,FXS）的代表性实验动物模型，由广州医学院神经科学研究所从荷兰 

Erasmus大学实验动物科学中心引进,经广州医学院实验动物中心的繁育饲养建立了

该品系的清洁级种群。饲养环境为 12h 光照与 12h 黑暗交替，自由取食、水，所有

实验动物的饲养均符合广东省及广州医学院实验动物管理饲养条例，遵循人道原

则。Fmr1 基因敲除小鼠粤检证字 2004A053 号，FVB 小鼠粤检证字 2004A052 号。 

 

1.2 分组及处理 

实验小鼠共 82 只，均通过 PCR 确定基因型后用于下一步实验。其中 KO 雄性

组为 17 只（8 周龄-10 周龄大小，12 只用于生殖实验，5 只用于组织学观察），WT

雄性组 17 只（8 周龄~10 周龄大小，12 只用于生殖实验，5 只用于组织学观察），

雌性 WT 小鼠共 48 只（大小为 8~10 周龄），每只雄性小鼠都分别与两只雌性 WT

鼠合笼，观察合笼后半小时内雄鼠捕捉雌鼠潜伏期及 30min 内捕捉雌鼠次数，以后

每天早上八点和下午两点观察雌鼠是否有阴道栓子形成，连续观察五天后，将雄鼠

取出，用于观察成年雄鼠的睾丸、附睾脏器重量、脏器系数及组织病理学分析，精

子分析及血清性激素水平的分析。雌鼠分笼饲养，继续观察 19~23 天直至分娩，计

数胎仔数。 

 

1.3 主要试剂 

蛋白酶 K（PK） 北京鼎国生物科技有限公司 

无水乙醇 广州化学试剂厂分析纯 

引物序列（S1, S2，M2，N2） 上海生工生物工程有限公司 

TaqDNA 聚合酶 北京鼎国生物科技有限公司 
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10×扩增缓冲液（10×TaqBuffer） 北京鼎国生物科技有限公司 

三磷酸脱氧核糖酸（dNTP） 北京鼎国生物科技有限公司 

溴化乙锭 （EB） 美国 Sigma 公司 

琼脂糖粉 德国 Boehringer Mannheim 公司 

10×上样缓冲液（10×Loading Buffer） 日本 TaKaRa Biotech 公司 

DNA Marker DL2000 美国 Sigma 公司 

Tris 平衡酚 广州化学试剂厂分析纯 

PBS 平衡液 广州展晨生物科技有限公司 

多聚甲醛 美国 Sigma 公司 

氯仿异戊醇 广州化学试剂厂分析纯 

十二烷基磺酸钠（SDS） 广州化学试剂厂分析纯 

STE 缓冲液 北京鼎国生物科技有限公司 

TBE 缓冲液 广州展晨生物科技有限公司 

乙二胺四乙酸二钠（EDTA） 广州化学试剂厂分析纯 

乙酸钠(NaAc) 广州化学试剂厂分析纯 

75%乙醇 广州化学试剂厂分析纯 

二甲苯 广州化学试剂厂分析纯 

石蜡 上海化学试剂公司 

水合氯醛 上海化学试剂公司 

TE 缓冲液 北京鼎国生物科技有限公司 

已烯雌酚注射液 广州白云山明兴制药有限公司 

EDTA 北京鼎国生物科技有限公司 

无酚红 HBSS 液 上海拜力生物科技有限公司 

HE 染色剂 北京宜科思源科技有限公司 

ELISA 试剂盒 美国 Rapidbio 公司 
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水平电泳仪 美国 Beckman 公司 

Image-Pro Plus 6.0 分析系统 美国 Media Cybernetics 公司 

计算机 中国海尔 

NDA 蛋白核酸分析仪 美国 Beckman 公司 

凝胶图像分析仪 英国 Uvitec 公司 

倒置相差显微镜（CK40-32PH） 日本 Olympus 公司 

高速离心机 上海安亭科学仪器厂 

低速离心机 中国飞鸽牌 

震荡机 美国 Beckman 公司 

酶联免疫测定仪 日本 Olympus 公司 

电热恒温三用水箱 余姚市亚星仪器仪表有限公司 

恒温磁力搅拌器：CU420 型 上海益恒实验仪器有限公司 

电子秒表 深圳惠波工贸公司 

Nickon 多功能显微镜 日本 Nickon 公司 

CASA 精子分析仪 美国 Hamilton 公司 

DT-2 00 型电子天平 美国双杰测试仪器公司 

Olympus New Vanox 多功能显微镜 日本 Olympus 公司 

捷达 JD801 图像分析仪 江苏省捷达科技发展有限公司  

Canon 彩色数码照相机 日本 Canon 公司 

PH 计 瑞士 Mettler-Tolede 公司 

电热恒温鼓风干燥箱 上海申贤恒温设备厂 

组织切片机（820 型号） 美国 Reichert-Jung 公司 

酶联免疫反应仪 日本 Olympus 公司 

超低温冰箱 日本 SANYO 公司 

微量加样器 德国 Eppendorf 公司 

压力蒸汽灭菌器（MLS-3020） 日本 SANYO 公司 

立式冷藏柜 国产华凌公司 

超纯水系统（Direct-Q5） 法国 Millipore 公司 

1.4 主要仪器  

PCR 仪（UNOⅡ型） 德国 Biometra 公司 
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1.5 一般器械 

组织剪，眼科剪、各式镊、钳等器械，50-1000ml 规格量筒，1000ml 容量瓶，

1-50ml 规格一次性注射器，漏斗，滤纸，50ml、1000ml 烧杯，烧瓶，500ml 盐水瓶，

各种吸管(刻度、尖、弯等吸管)，吸头，载玻片，盖玻片，酒精灯，锡纸，封口胶，

pH 试纸，铝饭盒，脱脂棉，10μl/20μl/100μl/1ml 加样枪头，0.1ml／1.5mlEppendorf

离心管，三通输液器，输液管，12 号针头，薄膜、乳胶手套等。 

 

1.6 主要溶液配方 

1.6.1 PBS 

称取 KCl 0.20g，NaCl 8.00g，KH2PO4 0.20g，Na2HPO4.12H2O 1.56g，加入到

800ml 左右的去离子三蒸水中，搅拌使其充分溶解，加水接近 1000ml，调 pH 值至

7.2～7.4，定容为 1000ml，过滤消毒或转入干净的盐水瓶中高压灭菌，4℃保存备用。 

 

1.6.2 4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液 

称取 80g 多聚甲醛粉，溶解在 800ml 配好的 PH 值在 7.4 左右的 PBS

缓冲液中，用密封薄膜盖好烧杯口后，在烧杯中加热至 60℃左右，磁力

搅拌器搅拌至完全溶解，双层滤纸过滤杂质，量筒中加 PBS 缓冲液至接

近 2000ml，调 PH 值在 7.2～7.4 之间，定容至 2000ml， 4℃保存备用。 

 

1.6.3 1.5%琼脂糖凝胶 

称取 1.2g 琼脂糖粉放入 250ml 烧瓶中，加入 80ml 0.5%TBE 缓冲液混匀后，

放入微波炉中火煮 3min，取出加入 8μlEB 后，倒入制胶槽中，枪头吸尽胶中气泡，

待冷却凝固后，取出备用。 
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2.技术路线图 

 

 

3．实验方法  

3.1 实验动物的基因型鉴定 

3.1.1 用于 PCR 扩增的引物的合成 

针对 FMR1 KO 小鼠和 WT 小鼠的不同的 FMR1 基因型设计引物：引物

S15’-GTGGTTAGCTAAAGTGAGGATGAT-3’/S25’-CAGGTTTGTTGGGATTAACAG

ATC-3’用于扩增 WT 小鼠的 FMR1 等位基因片段，扩增基因片段大小约 468bp。引

物 M25’-AGTCATGCTATGGATATCAG-3’/ N25’-TGGGCTCTATGGCTTCTGA-3’用

于检测 KO 鼠插入新霉素片段的 FMR1 等位基因片段，扩增基因片段大小约为

800bp。 

3.1.2 DNA 提取和定量 

DNA 的提取：剪取小鼠尾巴 1.5cm 装在 1.5ml EP 管中并编号，加 500μlSTE 缓

冲液、20%SDS25μl 、10μl 蛋白酶 K 均匀混合后密封，56℃水浴锅中水浴 24 小时，

以溶解小鼠尾巴，然后向溶解液中加 500μlTris 平衡酚并震荡摇匀 30s，12000r/min

高速离心 10min，移液器洗取上层清液加入另一 EP 管，加 500μl 氯仿异戊醇，震荡

摇匀 30s，12000r/min 离心 10min，吸取上层清液于另一 EP 管内，加入 40μl 3mol/L 

NaAC（Ph 值 5.2），加入 1ml4℃无水乙醇，充分摇匀，可见絮状物 DNA 析出，

12000r/min 离心 10 分钟，弃上层清夜，保留 EP 管底部灰白色沉淀物，加入 1ml 75%

乙醇，震荡摇匀 30s 后 12000r/min 离心 10 分钟，弃上层清夜，室内晾干过夜，第

二天加 380μlTE 缓冲液，4℃保存待测。 

＋ ＋ WT 雄性 WT 雌鼠 KO 雄性 

精子分析 激素测定 病理分析 生殖实验 精子分析 激素测定 

WT 雌鼠 

病理分析生殖实验 
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DNA 的定量：根据仪器测定步骤，每次吸取洗脱液 2.5μl 稀释至 1/20，放入比

色杯中，测定其 A 值，并计算出核酸浓度。 

3.1.3 PCR 扩增 

鉴定 WT 基因型的 PCR 反应总体积为 30μl，含提取鼠尾的 DNA100ng（2μl）、

TaqDNA 聚合酶 1.0U（0.5μl）、引物 S1 和 S2 各 0.35μmol/L（1μl）、dNTP200μmol/L

（0.5μl）、10×TaqBuffer3μl 和双蒸水。PCR 扩增条件为：热启动，94℃预变性 5min，

然后按照以下列温度和时间循环 35 次：94℃ 45s，59℃ 45s，72℃ 45s。末次循环

后于 72℃延伸 7min，4℃保存。 

鉴定 KO 基因型的每个 PCR 反应总体积为 25μl，含提取的 DNA 样本 2μl、

TaqDNA 聚合酶 0.3μl、引物 M2 和 N2 各 1μl、dNTP0.5μl、10×TaqBuffer2.5μl 和双蒸

水 19μl。PCR 扩增条件为：热启动，94℃预变性 5min，然后按照以下列温度和时

间循环 32 次：94℃ 45s，61℃ 60s，72℃ 45s。末次循环后于 72℃延伸 10min，4℃

保存。 

3.1.4 1.5％琼脂糖凝胶电泳 

先配好含 0.5 mg/L 溴化乙锭的 1.5%琼脂糖凝胶，分别取 PCR 扩增产物 8μl、

10×Loading Buffer 2μl 加在琼脂糖凝胶电泳槽中，并在其中一个加样孔中加入

DL2000 DNA Marker 6μl 作参照。以 100V 电泳约 15min，观察指示剂近胶边缘后，

取出于凝胶成像仪中观察拍照。 

3.1.5 鉴定一种基因型后，互换体系，再次确认。 

 

3.2 生殖实验 

KO 组和 WT 组各为 12 只，每只雄性小鼠与两只雌性成年 WT 母鼠放入同一笼

中（雌鼠于实验的前两天每天给予皮下注射已烯雌酚 1mg/kg，使其进入发情期），

开始计时并观察合笼后，雄鼠第一次捕捉雌鼠的时间（捕捉潜伏期），及合笼后 30min

内雄鼠捕捉雌鼠的次数。以后每天上午和下午观察雌鼠是否有阴道栓子形成，有阴

道栓子产生的母鼠即为交配成功，可取出分笼，单独饲养直至分娩。未观察到阴栓

的母鼠于合笼五天后，分笼饲养，取出雄鼠进行睾丸称重、精子分析、血清性激素

测定等，母鼠继续观察饲养 19～23 天直至分娩，统计雄鼠生育率、母鼠怀孕率和

产仔数。 
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3.3 雄鼠睾丸、附睾脏器系数比较 

    合笼五天后，取出 KO 鼠和 WT 鼠，天平称量小鼠体重，断头处死小鼠并留血

备用，眼科剪快速解剖分离出小鼠双侧睾丸及附睾组织，吸水纸上吸干后，双侧睾

丸和附睾分别放入已经称重的 EP 中，再次电子天平上称重，并取前后两次称量结

果的差值即为睾丸、附睾组织的重量。睾丸脏器系数（%）=双侧睾丸重量（g）/

小鼠体重（g），附睾脏器系数（%）=双侧附睾重量（g）/小鼠体重（g）。 

 

3.4 精子计数、形态及活率分析 

3.4.1 精子稀释液的制备 

将已经称重完的小鼠的一侧附睾，用眼科剪取附睾尾部成放射状，然后放入 2ml

经 37℃预热的无酚红 HBSS 平衡液中，轻微震荡 10s 后使精子能够充分游出，制成

精子稀释液。在 37℃ 含 5%CO2 的培养箱中培养一小时，使精子获能。 

3.4.2 精子活率、形态分析 

采用人工与 CASA 辅助精子分析系统相结合的方式，对精子数量，活率及形态

进行分析。每个雄鼠分析 200 个精子，即每组分析 2400 个，精子活力等级记为直

线向前运动，非前向运动和不活动，计数时先计直线前向运动的精子数，然后计非

前向运动、不活动精子。精子活率(％)＝活动精子数/（活动精子数＋不活动精子数），

直线向前运动比率(％)=直线前向运动数/（活动精子数＋不活动精子数）。精子形

态分析应用 CASA 系统的电子显微放大镜放大至 2380 倍，观察并计数精子头部、

颈部及尾部异常形态和脂质小体出现比率，头部呈三角形、锤头状、无钩、双头、

无头等记为头部畸形，颈部、尾部弯曲成角、发夹样、卷曲、断裂、双尾等记为颈

部、尾部畸形，精子中段近头部位置含有脂质小体的计数。 

3.4.3 精子计数  

取精子稀释液 1ml 与等量多聚甲醛磷酸盐缓冲液充分混合后，固定精子，取少

量精子稀释液于血细胞计数池一侧，光学显微镜放大 200 倍下计数，以精子头部位

置计数为准，数上线不数下线，数左线不数右线，有头无尾的精子计，无头精子不

计，计数四个角上四个大方格的数量。每侧附睾精子数 n=四个大方格精子总数

×1⁄4×104×稀释倍数 2×2。 
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3.5 血清性激素水平测定 

3.5.1 血清采集 

将断头取出的约 1ml 小鼠血液置于 EP 管中，静置 10min 后，放入离心机中以

3000r/min 离心 10min，留取上层血清，分装后以－20℃保存备用。 

3.5.2 血清 T 浓度测定 

按照 ELISA 试剂盒中双抗体两步夹心酶联免疫吸附法测定步骤进行。 

3.5.2.1 标准品稀释液的配制 

取出测定小鼠血清 T 的 ELISA 试剂盒，吸取浓度 2400pg/ml 的标准品 120μl，

从中取出 60μl 加入等量 60μl 标准品稀释液混匀，配成 1200pg/ml 的标准品稀释液，

再从 1200pg/ml 的标准品稀释液中取出 60μl 加入 60μl 标准品稀释液，混匀，配成

600pg/ml 的标准品稀释液，以此类推，直至配出 300pg/ml、150pg/ml、75pg/ml 的

标准品稀释液各 60μl。 

3.5.2.2 加样本及标准品入酶标板 

取出酶标包被板，设计好加样孔、标准品孔和空白对照孔，所有孔均有复孔。

取出 20 倍浓缩洗涤液，用双蒸水将其稀释为原倍。加入标准品和待测样本：在标

准品中加入 50μl，待测样本孔中加入待测样本 10μl 及样本稀释液 40μl（即样本被

稀释为 1/5 倍），空白对照空不加。 

3.5.2.3 反应过程 

将加好样本的酶标板放入 37℃水浴锅温育 30min 后，弃去液体，吸水纸上拍干，

每孔加满洗涤液，静置 1min，甩去洗涤液，吸水纸拍干，如此反复洗板四次，除空

白孔外每孔加酶标工作液 50μl，37℃水浴锅温育 30min，再次洗板四次，弃去洗涤

液，每孔中加入显色剂 A 液 50μl，再加入显色剂 B 液 50μl，37℃避光显色 15min，

取出酶标板，迅速在每孔中加入终止液 50μl，颜色由蓝色立转为黄色即表示反应终

止。 

3.5.2.4 酶标仪测定 OD 值并计算浓度 

在终止反应的 15min 内，以空白孔调零，酶标仪上测定各孔的 OD 值，由电脑

根据标准品对照孔的浓度值设计好回归方程，并计算出对应的样本浓度。结果取两

孔平均值，并乘以稀释倍数 5 得出实际样本浓度。 

    FSH、LH 浓度依次用相应的试剂盒，采取相同步骤，计算出样本实际浓度。 
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3.6 睾丸及附睾组织病理学分析 

3.6.1 组织固定 

两组各五只雄性 8～10 周龄小鼠，小鼠称重后，以 10％水合氯醛以 250mg/Kg

剂量腹腔注射麻醉，固定于泡沫板上，剪开皮肤、胸腔、心包膜，暴露心脏，将钝

头灌注针自左心室插入主动脉，止血钳固定，剪开右心房。先快速输以生理盐水冲

洗，待右心回流液清亮后，以较前稍慢速度输入 4℃4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液固定，

以肝脏颜色变白并见有明显肢体抽搐、肌肉颤动、僵硬者为固定成功。灌注固定成

功后以眼科剪迅速取出左侧睾丸、附睾组织，置于 4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液

（pH7.4）固定 24～48 小时。 

3.6.2 组织脱水 

取出固定好的睾丸、附睾组织，用流动自来水漂洗 2～4h，按照以下步骤逐步

操作：组织浸入 70%乙醇 4℃过夜，80%乙醇 1h，90%乙醇 1h，95%乙醇（I）1h，

95%乙醇（II）2～3h，100%乙醇（I）20min，100%乙醇（II）20min，100%乙醇（III）

20min，二甲苯（I）10min，二甲苯（II）20min，二甲苯（III）20min，至组织呈棕

黄色或暗红色透明状，待石蜡包埋。 

3.6.3 石蜡包埋、组织切片 

取块状石蜡置于烧杯，放入 60℃烤箱中融蜡，并用滤纸过滤两遍。再分成石蜡

I，石蜡 II,石蜡 III 放烤箱中。将已脱水组织分别浸入石蜡 I，石蜡 II,石蜡 III 各 20min

后，放入融蜡槽中，浇注已溶石蜡，调整好组织块位置，待冷却固定。修整石蜡块，

固定在切片机上以 5μm 厚度切片，在 37℃水中进行捞片，置于载玻片上晾干。 

3.6.4 HE 染色、封片 

将贴片后晾干的石蜡切片放入 60℃烤箱烘干中 1h 后，立即浸入二甲苯（I）

10min，二甲苯（II）10min 脱蜡，后依下列步骤梯度复水：95%乙醇（I）2min, 95%

乙醇（II）2min, 90%乙醇 1min,80%乙醇 1min,蒸馏水 1min，苏木精液染色 10min，

流水洗去苏木精液 3s，1%盐酸乙醇 2s，水洗 10s，促蓝液返蓝 10s，流水冲洗 10min，

蒸馏水过洗 2s，0.5%伊红液染色 3min，蒸馏水 2s，80%乙醇 2s，95%乙醇（I）3min，

95%乙醇（II）3min，100%乙醇（I）5min，100%乙醇（II）5min，二甲苯（I）5min，

二甲苯（II）5min，二甲苯（III）5min，中性树胶封片。 
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3.6.5 组织学观察 

放大 600 倍光学显微镜下观察，每个睾丸组织切片中，选取 10 个圆形生精小

管上皮，测量生精小管的直径及生精上皮的厚度，计数支持细胞，精原细胞，各级

生精母细胞的个数。观察附睾头体尾形态、附睾管周膜的厚度及其中精子情况。 

 

3.7 数据分析 

所有的数据采用 SPSS15.0 软件进行分析，正态分布的计量资料以均数±标准差

（XSD）表示，组间均数采用两独立样本 T 检验，计数资料组间比较采用 χ2 检验。

P<0.05 视为差异具有统计学意义。 
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结  果  

1.实验动物基因型鉴定结果 

WT 鼠和 KO 鼠 FMR1 基因 PCR 扩增结果如图 1（A）所示。1 泳道为所加入

DNA marker。以 S1 和 S2 为引物，在 WT 小鼠基因扩增出的 DNA 条带约为 500bp

附近,如图 1（A）中 5、6、7、8 泳道。以 M2 和 N2 为引物对 KO 小鼠基因扩增出

的 DNA 条带约为 800bp 附近。且将引物体系互换后，WT 和 KO 小鼠均为阴性结

果，如图 1（B）所示，显影条带为 marker。表明 KO 鼠的基因型为插入一个新霉

素片段，阻断了正常 500bpDNA 片段的扩增表达，证实了 FMR1KO 鼠模型的基因

缺陷。 

 

 

                 
图1 A图为PCR 扩增后WT和KO小鼠FMR1基因电泳条带 

    B图为互换引物体系后，PCR 扩增后电泳条带为阴性             
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2．生殖试验结果   

2.1 雄性小鼠性行为观察结果 

雄鼠与雌鼠合笼后，KO 小鼠捕捉雌鼠的潜伏期为 15.76±6.14min 较 WT 鼠

9.24±5.32min明显延长（P<0.05），捕捉雌鼠的次数为2.64±5.52 少于WT鼠5.81±4.05

（P<0.05），与 WT 鼠相比，KO 小鼠表现出性欲较低、功能较差。数据结果见表 1。 

 

表 1 雄性小鼠捕捉潜伏期及捕捉次数的比较                         XS 

项目 KO(n=12) WT(n=12) P 值 

捕捉潜伏期（min） 15.76±6.14 9.24±5.32 0.00 

30min 内捕捉次数    2.64±5.52     5.81±4.05 0.01 

   

2.2 雌鼠阴道栓子产生率、怀孕率、雄鼠生育率、雌鼠平均产仔数等结果 

    与 KO 鼠交配的雌鼠阴栓出现率 25.0%较与 WT 鼠合笼的雌鼠阴栓出现率低

54.2%低（P<0.05），见图 2。KO 组雌鼠受孕率 41.7%低于 WT 组 87.5%（P<0.01），

KO 鼠的雄性生育率 41.7%较 WT 组 91.7%明显降低(P<0.05)，而 KO 和 WT 两组小

鼠合笼的雌鼠平均产仔数分别为 6.5±2.27 只和 8.2±3.03 只，无明显差异(P>0.05)。

数据结果见表 2。 

 

表 2 两组小鼠生育系数的比较                                      XS 

项目 KO WT P 值 

母鼠受孕率（%） 41.7(n=24) 87.5(n=24) 0.00 

平均产仔数（个） 6.5±2.27(n=24) 8.2±3.03(n=24) 0.23 

雄性生育率（%） 41.7(n=12) 91.7(n=12) 0.03 

母鼠阴栓率（%）    25.0(n=24) 54.2(n=24)   0.02 
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图 2 雌鼠合笼后产生的阴道栓子 

 

3.睾丸、附睾重量及脏器系数比较 

KO 鼠体重 27.558±1.030g 与 WT 鼠体重 27.713±1.394g 无明显差异(P>0.05)，

但 KO 鼠睾丸为 0.200±0.010g 明显高于 WT 鼠睾丸 0.149±0.015g(P<0.01)，附睾重

量 0.057±0.007g 明显高于 WT 组附睾 0.050±0.008(P<0.05)，KO 组睾丸脏器系数

（0.727±0.041）%显著高于 WT 组睾丸系数（0.536±0.054）%(P<0.01)，附睾系数

（0.206±0.025）%也明显高于 WT 小鼠（0.176±0.028）% (P<0.01)，数据结果见表 3。

肉眼观，睾丸大体未见任何差异，见图 3。 

 

          

图 3 黑色箭头示 10 周龄 KO 鼠双侧睾丸，白色箭头示 10 周龄 WT 鼠睾丸 
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表 3  两组小鼠脏器重量及体重系数的比较(g)                          
— 
X S 

项目 KO(n=12) WT(n=12) P 值 

体重（g） 27.558±1.030 27.713±1.394 0.73 

睾丸（g） 0.200±0.010 0.149±0.015 0.00 

附睾（g） 0.057±0.007 0.050±0.008 0.01 

睾丸系数（%） 0.727±0.041 0.536±0.054 0.00 

附睾系数（%） 0.206±0.025 0.176±0.028 0.00 

 

4.精子计数、活率和形态观察结果   

显微镜下精子计数，KO 鼠附睾尾精子计数为（16.9±5.31）×106，与 WT 组小

鼠（17.6±3.42）×106 相比无统计学差异(P>0.05)。KO 组精子活率、直线向前运动比

率、畸形精子比率、头部畸形、颈部畸形、尾部畸形、脂质小体出现比率分别为（56.1± 

5.08）%、（24.9± 6.05）%、（27.8± 4.91）%、（5.1± 1.43）%、（4.6 ± 2.14）%、

（18.1 ± 4.19）%、（20.6± 6.83）%，与 WT 组精子活率、直线向前运动比率、畸

形精子比率、头部畸形、颈部畸形、尾部畸形、脂质小体出现比率结果（59.4± 7.01）

%、（27.7± 4.91）%、（21.8± 4.14）%、（4.9 ± 1.27）%、（6.2 ± 2.50）%、（10.8 

± 2.45）%、（18.78± 9.86）%相比，均无统计学差异(P>0.05)。正常精子形态及各

种畸形精子包括头部畸形、双头畸形、无头畸形、颈部成角畸形、尾部卷曲、双尾

畸形及脂质小体等见图 4，各项精子指标比较结果见表 4。 

 

      

图 4（A）正常形态精子（×2380）                 图 4（B）头部畸形（×2380） 
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图 4（C）双头畸形（×2380）                  图 4（D）无头畸形（×2380） 

                    

图 4（E）颈部成角畸形（×2380）              图 4（F）尾部卷曲畸形（×2380） 

       

      图 4（G）双尾畸形（×2380）                 图 4（H）包含脂质小体（×2380）      

图 4 各种不同精子形态照片（×2380） 
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表 4  两组小鼠精子指标的比较                                   XS 

项目 KO(n=12) WT(n=12) P 值 

精子计数(×106)   16.9±5.31 17.6±3.42 0.15 

活率(%) 56.1± 5.08 59.4± 7.01 0.43 

直线前向运动(%) 24.9± 6.05 27.7± 4.91 0.70 

畸形精子(%) 27.8± 4.91 21.8± 4.14 0.53 

头部畸形(%) 5.1± 1.43 4.9 ± 1.27 0.55 

劲部畸形(%) 4.6 ± 2.14 6.2 ± 2.50 0.84 

尾部畸形(%) 18.1 ± 4.19 10.8 ± 2.45 0.40 

脂质小体(%) 20.6± 6.83 18.78± 9.86 0.59 

 

5.血清 T、FSH、LH 浓度测定结果   

ELISA 法测定 FMR1 KO 鼠血清中睾酮 T 为 56.815±3.232 ng/ml，与 WT 鼠 T

的 56.928±4.208 ng/ml 比较结果无显著差异(P>0.05)；卵泡刺激素 FSH15.765±1.366 

mIU/ml 与 WT 鼠的 16.444±1.455mIU/ml 无显著差异(P>0.05)；KO 鼠黄体生成素 LH

测定值为 3283.823±92.980，较 WT 组 3209.779±99.282(P>0.05)，无差异。比较结果

见表 5。 

 

表 5  两组小鼠血清性激素水平的比较                             XS 

项目 KO(n=12) WT(n=12) P 值 

T(ng/ml) 56.815±3.232 56.928±4.208 0.94 

FSH(mIU/ml) 15.765±1.366 16.444±1.455 0.25 

LH(pg/ml) 3283.823±92.980 3209.779±99.282 0.07 

 

6.睾丸附睾组织病理学   

睾丸附睾组织病理切片在光学显微镜下观察，与 WT 小鼠相比，KO 组小鼠睾

丸、附睾组织结构及生精无明显差异，病理对照无显著改变（图 5）。曲细精管直

径，生精小管上皮的结构及厚度亦未见明显差异，支持细胞，精原细胞，各级生精

细胞形态及数量未见明显异常（见表 6）。 
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图 5 A、B 为 10 周龄小鼠睾丸组织切片 HE 染色（×600，A 图为 KO 组，图中黑色箭头示精原

细胞，绿色箭头示支持细胞，红色箭头示初级精母细胞，粉红色箭头示次级精母细胞，黄色示

精子细胞，紫色箭头示发育成形的精子，B 图为 WT 组）；C、D 为附睾组织切片 HE 染色（C

为 KO 组，D 为 WT 组）。 

 

表 6 两组小鼠睾丸曲细精管的生精上皮及单个生精小管横截面上各种细胞数量的比较XS 

项目 KO(n=8) WT(n=8) P 值 

生精小管直径（µm） 191.5±12.9 193.8±9.5 0.68 

生精上皮厚度（µm） 61.9±3.8 64.7±3.9 0.16 

支持细胞（个） 10.0±2.7 9.3±1.7 0.51 

精原细胞（个） 28.0±8.6 33.5±6.9 0.18 

初级精母细胞（个） 50.0±10.1 41.4±9.8 0.10 

次级精母细胞（个） 2.7±2.3 2.4±1.7 0.71 

精子细胞（个） 120.4±12.3 126.0±9.9 0.33 

精子（个）   35.8±6.9 40.6±8.6 0.23  
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讨  论 

FXS 患者的生殖系统病变一直被人们关注关于，Patricia 等对多个 FXS 患者家

族进行分析时，发些绝大部分男性睾丸增大，左右分别为 55.1±28.9ml 和

58.3±26.3ml，且伴有生育率降低[12]，提示 FMR1 基因可能造成男性睾丸增大及生育

力降低。关于其致病机制，以前的研究主要集中在神经系统，现已证实 FMRP 主要

定位于细胞质中，亚细胞结构位于与内质网相连的多聚核糖体和游离核糖体，是一

种 mRNA 结合蛋白，其氨基酸分为三个部分：N 末端（1～204，为一高度保守的氨

基酸序列）、两个 KH 结构域（205～422，核酸蛋白 K 同源结构）和,C 末端（516～

632，含有一个 RGG 框即精氨酸甘氨酸簇），这些结构域均与结合 RNA 的功能有

关，可与细胞内约 4%的 mRNA 结合，从而对蛋白起到负性调控的作用[13]，当 FMRP

缺失时，这些蛋白会过度表达，导致学习和记忆相关的长时程抑制（LTD）的增强，

从而产生神经系统方面的症状。在神经元突触内，FMRP 可在受到谷氨酸盐的刺激

后，迅速在树突棘翻译合成，含量增加，使一些相关的蛋白的 mRNA 翻译受到抑

制，影响神经元突触的发育 [4,5,9]，导致神经元树突棘形态发育异常和神经递质系统

失调，包括 FXS 患者体内代谢型谷氨酸受体（mGluR）信号通路上调[14,15]和 γ-氨基

丁酸（GABA）受体信号通路下调[16]，最终产生智力、学习障碍及其他行为问题。 

睾丸的发育不仅承担生精的作用，而且分泌雄性激素维持第二性征。Serena 等

对 5398 名男性智力低下者进行筛查统计[17]，发现 90%以上 FXS 成年男性会出现睾

丸增大（单侧>25ml），而在青春期前的男性儿童中，则出现睾丸增大的比例很少。

目前很多研究结果均为双侧睾丸青春期后增大，但无病理结构改变[18]。Reyniers 对

患有 FXS 同时并发巨睾的两兄弟进行尸检，除外睾丸体积增大，并没有看到睾丸生

精小管及睾丸间质结构的明显改变[19]，在 FMR1 基因敲除鼠的研究中，得出的结论

是睾丸组织并未发现明显异常[20]，这与本研究所得出的结论一致（结果见图 3、表

3）。一般认为，支持细胞的数量决定了睾丸的大小[21]，支持细胞在青春期末进行

分裂增殖使睾丸体积增大，并辅助睾丸开始产生精子。而 FSH 是推动青春期支持细

胞分裂增殖、睾丸发育的主要因素，其他一些睾丸内外的激素、细胞因子也起重要

作用，如睾丸外的调控因素包括：LH、FSH、甲状腺激素、雌激素、胸腺素、维生

素等，睾丸内的调控因素包括 IGF-1、TGF-β、activin、inhibin AMH、T、白介素、

维甲酸、TNF-α等[22]。研究结果显示在 FMR1 基因敲除鼠中[23]，支持细胞在胚胎期
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12 天和生后 15 天增殖显著加快，但增殖期的起点和维持时间跟对照组相比并无改

变，这段时期血清 FSH 水平，FSH 受体 mRNA 表达，及 FSH 对支持细胞功能的短

期影响（通过 FSH 受体 mRNA 的减低调节），均无显著改变。推断 FXS 巨睾的发

生是由支持细胞增殖加快引起的，这种增快看起来并不是由于 FSH 信号转导的变化

引起的，且排除了甲状腺激素的影响。在本研究中也没有观察到 FMR1 基因敲除鼠

的睾丸组织病理学改变（KO 组小鼠睾丸、附睾组织结构及生精无明显差异，病理

对照无显著改变（见图 5）。曲细精管直径，生精小管上皮的结构及厚度亦未见明

显差异，支持细胞，精原细胞，各级生精细胞形态及数量未见明显异常（见表 6），

这与其他研究者得出的结论相一致。 

据统计在所有病例的FMR1基因的分子研究表明为典型男性脆性X综合征患者

几乎均为全突变，且内分泌研究均没有差异[24]。本研究测定小鼠血清 T、FSH、LH

等性激素，结果与 WT 鼠均无明显差异，这一结果与既往的研究（包括在 FXS 男

性患者在内）结果是一致的，因此我们考虑在 FXS 患者睾丸增大并非由于性腺相关

激素改变引起的。 

有研究表明，在雄鼠睾丸组织中，FMR1 基因的表达期在睾丸发育的关键时期

[7]，表达为其他组织的 20-30 倍，在 6 周青春期时表达增加达到高峰，至成年前期

并开始下降，说明 FMR1 基因在睾丸的发育过程中可能到重要作用，且缺乏 FMRP

可使睾丸在青春期生长过快，有人利用 YAC 转基因技术，增加小鼠组织 FMRP 的

表达，可使小鼠睾丸缩小和其他一些行为学症状改善[25]，且当 FMRP 过量表达时，

小鼠睾丸体积会比正常小鼠的睾丸缩小[26]。这些发现均可能是 FXS 患者睾丸增大

的原因，并且可能通过这些途径对精子细微结构及授精能力产生一定的影响。 

IGF-l 是目前公认的成人睾丸间质细胞功能的自分泌／旁分泌调节因子，它也

是胎儿性腺发育和睾丸间质细胞功能的重要调节因素[27]。研究表明 IGF-1 基因无义

突变可导致性腺组织生长迟缓。在对妊娠后期大鼠胎儿睾丸组织外植培养时，TGF-1

可增加睾丸间质细胞的数量，刺激间质细胞有丝分裂及其分化。而 IGF-1R 的缺失

减少了支持细胞的增殖和增加了支持细胞的死亡，从而使有活性的支持细胞的数量

减少，缩小睾丸的体积[28]。另外，IGF-1R 的缺失改变了培养的支持细胞的形态，

减少了乳酸和转铁蛋白的分泌。而当 IGF-1 过度表达时，可以使性腺体积增加[29]。

目前的研究表明自分泌的 IGF-1 对支持细胞的动态平衡起重要作用，对睾丸功能和
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生精的过程也可能起着重要的调节作用。Bert 等曾经对 FXS 患儿检测 IGF-1，发现

这些患儿中只有一例表现出明显的 IGF-1 高表达[30]。表明 IGF-1 也并非 FXS 患者睾

丸增大的因素。 

睾丸精原细胞分化为精子过程主要分为三个阶段：①有丝分裂期：精原细胞通

过有丝分裂产生 A、B 两类精原细胞，A 型精原细胞不进入分化途径，继续保持有

丝分裂成为精原细胞的能力；B 型精原细胞则分裂、分化产生初级精母细胞，最终

形成精子。②减数分裂期：初级精母细胞经过 1 次染色体的复制和 2 次分裂，形成

单倍体精子细胞。③精子形成：这是精子的细胞形态明显变化过程，包括顶体生成、

细胞核发生聚缩、塑形，尾部鞭毛、轴丝的发生,最终发育成具有头、颈、尾结构的

精子。在人类，精子发生还表现出另外一个特征：即因支持细胞数量相对较少，而

每个支持细胞能够对应的生精细胞也较固定，一般认为人类支持细胞与精子的数目

比为 1:5，在 FXS 的研究中表明，睾丸增大，可能与青春期睾丸支持细胞的数量增

多有关，但本研究在 FMR1KO 鼠没有观察到其精子数量的增多，FMR1KO 反而表

现出较低的生育能力。在果蝇中研究表明[8]，其脆性 X 基因相关蛋白在果蝇睾丸中

高表达，特别是在生精早期阶段的一些生精细胞中（精原细胞和精母细胞），且脆

性 X 相关蛋白缺乏时可使生精细胞增殖加快，使精子缺乏中央微管，从而影响精子

轴丝的稳定性，使精子的活力降低而影响其雄性的生育能力，提示 FMRP 可能对精

子的微观结构产生影响。 

后来 Zhang 等发现 FMRP 的同源蛋白 FXR1P、FXR2P，结构与功能均非常相

似，共同表达于细胞质中[31,32]。Filippo 等研究了正常人和 FXS 患者睾丸中这些蛋

白的特异性表达[33]，发现正常成人睾丸生精小管靠近基底膜的精原细胞质中 FMRP

表达很强，FXR1P 则在靠近生精小管中央的成熟精母细胞表达较强，FX2P 则在生

精小管内所有细胞中均有中等量表达，在体细胞为全突变的 FXS 成年男性患者中的

研究表明，睾丸中精子细胞均为前突变类型，且均有 FXR1P 和 FXR2P 表达，与正

常人表达一致。但在胎儿体内，这些蛋白的表达又不同，正常胎儿中 FMRP 和 FXR1P

在睾丸生精细胞和非生精细胞均有很强的表达，而 FXR2P 则只在睾丸间质细胞中

高表达。在确诊 FXS 的患儿睾丸组织研究表明，FMRP 只表达于部分精原细胞，睾

丸内大部分细胞没有 FMRP 的表达，少数表达 FMRP 的精原细胞被研究者认为是全

突变回缩至前突变、部分 FMRP 蛋白表达所致。FXR1P 和 FXR2P 在胎儿的睾丸表
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达与正常胎儿相似。这些蛋白表达的差异，可能提示我们这些蛋白在细胞中起到特

异性的功能，且 Verheij 研究表明，FMRP 及其 mRNA 在人和小鼠各个部位表达水

平都非常相似[34]，因此我们可以利用 FMR1KO 鼠继续研究 FMRP 在睾丸中的分子

机制，并为这一疾病提供理论基础。 

FXS 全突变的男性患者体内只能检测到基因型为前突变的精子，Dletmar 认为，

目前有两种假说可以解释这一现象：1.全突变的精原细胞因缺乏 FMRP 蛋白，而不

能够发生减数分裂形成精子细胞，从而不能形成精子，而只有前突变的精原细胞才

可以生成精子；2.体细胞为全突变的患者，是由个体受精卵形成以后，前突变等位

基因过渡到全突变，且这种过渡只能发生在体细胞中，从而使生殖细胞仍然保留全

突变[7]。这一发现，可能也为研究 FMRP 在细胞分裂增殖方面的功能提供重要的线

索。 

GABA 是中枢神经系统主要的抑制性神经递质，在调节神经元的活性方面起重

要作用，目前研究发现很多 FXS 病人癫痫发作及睡眠障碍等均与 GABA 受体信号

通路有关，Hulst 等研究发现，在 FXS 病人体内 γ 氨基丁酸（GABA）受体信号通

路是下调的[35]。这项成果也使得 GABA 受体激动剂成为临床治疗 FXS 各种症状的

靶点之一，且研究表明 GABA 受体激动剂可以缩小患者睾丸体积[36,37]。γ-氨基丁酸

(GABA)作为一种抑制性神经递质，目前关于这种递质受体在生殖系统中的功能受

到人们的关注，研究表明可以 GABA 通过下丘脑-垂体-性腺轴系影响性腺生理机能，

GABA 可通过多巴胺抑制系统抑制垂体激素 LH 和 PRL 的分泌，从而参与激素的

内分泌调节。GABA 递质形成的关键酶 GAD65 和 GAD67[38]，及几种 GABA-A 和

GABA-B 受体亚型在人类和哺乳动物睾丸中都有表达。Kanbara 等研究表明在大鼠

睾丸中[39]，GABA 可能通过 GABA(A)受体对间质细胞类固醇合成的进行调节，但

睾丸来源的 GABA 和睾丸 GABA 受体的确切性质都没有完全弄清楚。另外，GABA

在精子生成的调节方面也起到重要作用，Calogero 等研究表明 GABA 与孕酮协同作

用，可刺激人类精子的顶体反应，能明显促进精子的获能，提高精子的体外授精能

力[40]。因此，GABA 可能是精子功能的重要调节因素。总之，这些研究结果说明了

人类和哺乳动物的睾丸与神经内分泌相关的部分，睾丸 GABA 能的研究不仅为 FXS

患者提供一些可能的药物治疗靶点支持，揭开 GABA 在睾丸发育及其生精等过程中

的潜在功能，同时也可为其他一些相关男性生殖系疾病的治疗提供有力的基础研
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究。 

在生殖系统中，氧离子、自由基及过氧化物统称为活性氧（ROS），ROS 生成

增多或者抗氧化减少，都会通过以下机制引发精子的氧化应激损伤：1.过量的 ROS

会引发精子脂质膜的过氧化反应，精子质膜遭到破坏而导致精子微结构缺失和活动

度下降；2.ROS 可影响精子膜的流动性，造成精子轴丝蛋白磷酸化程度降低，使精

子不能运动；3.高表达的 ROS 可诱导精子 DNA 双链断裂形成单链，影响精子的遗

传物质，从而影响生殖[41]。Hessl 等在对 FXS 患者行为学进行研究时发现，FXS 患

者体内，尤其是男性患者，肾上腺皮质功能增强，与氧化应激相关的激素水平显著

升高，提示下丘脑-垂体-肾上腺轴可能发生改变[42]。Yolanda de 等发现 FXS 小鼠也

存在氧化应激状态，且应用抗氧化剂 VitE 对 FXS 的小鼠进行治疗，发现长期给药

可以有效的逆转小鼠氧化自由基的过度表达、改善氧化应激、过度活动及睾丸增大

等，治疗对其有效[43]。这些研究表明 FXS 体内氧化应激增高，且睾丸生精也可能

因此而受到影响。因此，氧化应激也可能成为 FXS 患者生殖功能受损的一个重要原

因。此外，有研究表明应激状态也可以使雄性小鼠性功能表现低下[44]。 

本研究过程中，我们发现 FMR1KO 雄性鼠与雌鼠合笼后的 30 分钟内捕捉雌鼠

的潜伏期延长，且半小时内捕捉雌鼠的次数明显减少，性行为欲望表现不强（结果

见表 1）。我们也不能排除 FMR1KO 雄鼠的生育力降低的原因也可能是其性能力的

降低或性行为的改变引起的，Feng 等报道曾欲对五名不同家系背景的 FXS 成年男

性患者行精液检查，意外的发现他们都同时具有勃起功能障碍的表现，而致取精失

败[45]。性反射是由复杂的神经和内分泌系统调控的，大脑皮质有性中枢，间脑和视

丘下部有性功能中枢，腰骶部脊髓内有勃起中枢和射精中枢。脑垂体、肾上腺、睾

丸等产生的内分泌激素均对性功能发挥有着重要的调节作用。性的兴奋和性欲的激

起常是由于外界环境引起各种感官刺激，通过阴茎背神经、阴部神经，经由骶神经

丛经脊髓传入大脑性中枢，或直接通过其他感受器直接传入大脑性中枢，大脑对这

些信息综合分析之后作出判断，再由传出神经传出刺激冲动经由脊髓的交感神经

干、下腹神经丛阴部神经到达阴茎神经末梢，促进阴茎神经末梢和血管内皮细胞中

的 NOS 催化底物左旋精氨酸合成 NO，NO 进一步激活鸟苷酸环化酶，活化的鸟苷

酸环化酶使三磷酸鸟苷转化为环磷酸鸟苷，进而激活依赖环磷酸鸟苷的蛋白激酶，

导致阴茎平滑肌细胞钙离子外流，平滑肌细胞松弛、阴茎血管扩张充血而产生阴茎
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勃起。5-磷酸二酯酶（PDE5）可降解环磷酸鸟苷，使阴茎回复疲软状态。目前研究

发现导致勃起功能障碍的因素是多样的，研究证明勃起反射弧传导通路的任何部位

中断都有可能导致勃起障碍[46],此外，血管 病变、心里因素及多种神经递质 NO、

VIP、5-HT 等，都可能是 ED 形成的病理机制[47,48]。Chen 等研究认为，FXS 患者存

在有广泛的大脑皮层感觉、运动整合功能障碍，主要表现为感觉传入的高敏性及相

应感觉信息处理困难[49]，此外 FXS 可能还存在一些潜在的尚未被发现的中枢神经

系统和外周神经病变，是勃起反射弧发生改变，导致了 FXS 患者勃起功能障碍，这

些机制有待进一步研究。 

FMR1 的发病机制就是由于 FMR1 基因 5’端的 CpG 岛甲基化使 FMR1 基因沉

默，不能表达 FMRP 而发病。Abdelkrim 在研究基因甲基化而表达沉默的机制时，

发现 FMR1 基因的沉默是由 IL-1β通过 NO 信号转导通路介导的[50]，研究表明 NOS

在这种机制中起到了重要的作用。因此 FMR1 KO 鼠体内 NOS 的变化，可能是导致

小鼠阴茎勃起障碍以致不能顺利完成交配的原因，其具体机制还有待进一步的实验

研究。 

由于 FXS 患者到不育门诊求医的较少，对这类患者直接研究可以取得的材料并

不充足，FMR1 基因敲除鼠的出现，为我们研究 FMR1 基因对男性生殖系统的影响

提供了很好的模型。本研究重点关注雄性 FMR1 基因敲除小鼠的生殖功能和性功能

的改变，为进一步深入研究 FXS 可能存在的性功能改变和精子微观结构的改变打下

基础。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 34

结  论 

1.通过我们的实验证实，通过在 FMR1 基因片段插入新霉素而达到阻止 FMR1

基因表达的方法是可行的，FMR1 KO 模型小鼠表现出了与 FXS 患者十分相似的症

状，如青春期后睾丸增大这一重要的身体特征，行为学方面也表现非常相似，可以

作为研究 FXS 的很好的动物模型。 

2.通过实验我们得知，FMR1 基因对雄性生殖系统有重要的影响，FMR1 基因

的缺失使雄性小鼠生育率降低，性功能减退，其对雄性生殖系统影响机制还有待进

一步的实验研究。 

3.FMR1 基因敲除鼠的睾丸组织学并无改变，且对精子生成、各种畸形率等未

见明显影响，FMR1 基因对精子微观结构可能发生影响，其对雄性生殖系统发育的

影响还有待进一步的实验研究。 

 

展  望 

多方面的研究证实FMR1不仅在神经系统中起着重要的作用，FMRP的缺失可能

导致智力、行为学等多方面的疾病，而且其在生殖系统中同样发挥了很大的作用。

FMRP的缺失可能导致雄性性功能的降低及生育率的减少，精子微观结构的改变，

本实验系统的研究了FMR1雄性小鼠的生殖能力、睾丸附睾组织形态、性激素水平

等，初步证实FMR1基因对雄性生殖系统的影响，为以后进一步研究FMRP在生殖系

统中的作用机制及为这类疾病提供可能的治疗打下基础。 
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综  述 

男性不育的研究新进展 

摘要：现代社会男性不育越来越受到人们的重视，据统计全球约有 15%的夫妇

受到不育症的困扰，其中男性因素占 50%左右。据报道 90%的男性不育是由于精子

发生障碍引起的，但半数以上仍病因不明。这些不育患者都会出现不同类型和程度

的精子异常，包括：无精、少精、弱精、精子畸形过多等。即使对于已经确定病因

的不育疾病中，其发病机理尚未完全阐明。由于辅助生殖技术的开展，使得男性不

育的治疗选择增加,但仍应继续努力找出男性不育的病因，为达到治疗男性不育的目

的打下基础。本文根据对男性不育的病因研究及一些相关热点问题最新进展做一综

述。 

关键词：不育，精子发生，生殖 

Male Infertility Update 

Abstract：Nowadays people are paying more attention to male infertility than 

before, according to statistics，there are about 15% of couples troubled by infertility in 

the world, male factors accounts for about 50%. It is reported that 90% of male infertility 

due to spermatogenesis disorders, but more than half of which are still of unknown 

etiology. These infertility patients appeared in different types and levels of abnormal 

sperm, including azoospermia, oligozoospermia, asthenozoospermia, excessive sperm 

abnormalities. Although in those male infertility who have been identified causes, the 

pathogenesis maybe not completely expounded. Because of assistant reproductive 

technology, more resolution can be chosen in male infertility. But we still should try to 

find out the real causes of male infertility for the foundation of treatment of male 

infertility. The recent progress in causes research of male infertility and some hot issues 

are reviewed.     

Key words：male infertility；spermatogenesis；reproduction 

 

近半个世纪以来，由于各种因素的影响，全球范围内男性生育力呈现下降趋势。

依据 WHO 的推荐认为，育龄夫妇同居一年以上，有正常的性生活而未采取任何避

孕措施，由男方原因造成女方不孕者，称为男性不育[1]。据统计，目前不孕的发生
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率约为 15%，男性因素造成的不育约占 50%[2]，给社会造成很大影响，也不利于人

类的可持续发展。由于多数男性不育的发病原因、发病机理和病理过程仍不十分清

楚，使得男性不育的治疗以辅助生殖技术为主。本文对近年有关男性不育的相关病

因研究综述如下。 

1.性功能障碍与不育 

性功能障碍在目前男性中占有相当比例，其导致的不育约占总的男性不育的

1.7%，与不育相关的男性性功能障碍包括：勃起功能障碍、性交不射精和逆行射精。

正常的性交和射精是生育的必备步骤，但勃起功能障碍有相当一部分原因是由心理

和精神因素引起，研究表明当抑郁症发生时，交感神经和下丘脑-垂体-肾上腺轴功

能亢进，致使夜间自发性勃起明显减少或消失，并且患者对性丧失欲望[3]。在抑郁

症状解除后，患者的性功能也会有一定程度的恢复[4]。另外前列腺炎、膀胱尿道炎、

膀胱颈部肌肉异常、尿道下裂、阴茎血管疾病、阴茎硬结症、手术或外伤后神经损

伤等都可以成为性功能障碍的诱因。最新欧洲泌尿外科会议一致认为，勃起功能障

碍（ED）发生是血管内皮功能障碍的早期信号，作为全身血管疾病的一种早期表现，

与预测冠状动脉疾病发生相关[5]。虽然 ED 和许多心血管疾病的危险因素相关，他

能否作为一种与年龄无关、独立的预测指标心血管事件发生的指标而引起人们的关

注。有研究表明吸烟可导致男性 ED 发生率增加[6]，且目前吸烟引起的 ED 具体机

制不详，有人通过大鼠吸烟模型研究表明，烟雾作用 24h 后的大鼠，发现阴茎海绵

体平滑肌/平均动脉压、Masson 染色检测阴茎平滑肌和阴茎纤维组织比例、末端转

移酶标记技术（TUNEL）检测凋亡指数等，均有不同程度的改变，吸烟大鼠阴茎重

量明显小于正常大鼠[7]。5-羟色胺和多巴胺都是参与射精密切相关的神经递质，有

研究表明对于那些射精障碍或早泄的患者，通过选择性的多巴胺受体拮抗剂，可能

会起到一定的疗效，但其具体作用机制仍不清楚[8]。 

2.免疫因素与不育 

免疫因素约占男性不育的 3.1%，如外伤等原因导致血睾屏障破坏时，精子溢出

被巨噬细胞等免疫细胞吞噬而产生免疫应答，进而产生抗体。输精管结扎术后也会

有相当部分病人出现 AsAb，术后结扎部位会出血、肿胀，而组织中的淋巴细胞、

浆细胞及管腔中的精子与巨噬细胞相遇，都会导致精子蛋白与人体免疫系统相遇而

产生相互作用，由于精子头部、尾部的不同区域含有许多相关特异蛋白，因此机体
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会产生许多不同类型的 AsAb。目前研究认为 AsAb 造成的不育机制主要通过：1.

使精子凝集，使精子丧失前进动力，不能够穿过输卵管而授精；2.阻碍精子释放透

明质酸酶，抑制顶体反应。Kaplan 等曾报道 FA-1 抗体能够阻碍人精子获能及顶体

反应[9]，但对已结合透明带的精子，并不能起到抑制作用。3.影响精子穿过透明带，

从而使精卵融合受影响。4.对受精卵上的精子特异性抗原起反应而造成早期胚胎死

亡。可见，AsAb 对精子会产生多方面的影响，目前的研究重点仍在发生机制探讨

上，只有弄清楚其发病机理，对下一步的治疗才有更好的指导作用。 

免疫系统中的补体成分也可能在不育中发挥了重要的影响。在精子顶体膜表面

表达的 CD55 是一种隐匿性自身抗原，极易与外源性病原体结合，当局部免疫失衡

或受到感染时，CD55 可能成为免疫系统攻击对象，产生抗 CD55 抗体。Mizuno 等

研究发现[10]，若敲除 CD55 蛋白，生殖道内补体 C3 成分将明显增加，免疫活性升

高而产生自身抗体，导致不育。 

3.特发性不育，即原因不明的不育 

此类不育约占男性不育患者的 70%，也是不育症的复杂性和特殊性所在，是目

前研究男性不育的热点之一。他包括原因不明少精子症、弱精子症、畸形精子症、

无精子症等四类。此类不育至今病因、病机未明。但随着检测手段的不断更新发展

及基因定位敲除技术的发展，不断发现很多基因和染色体的病变可能与男性不育相

关，这些相关基因的发现，可能对后续研究和治疗起到重要的作用。 

3.1 无精子症因子（AZF）内的候选基因 

近年来研究表明与精子发生关系最密切的基因叫做 AZF，定位于 Y 染色体 q11

区，他的异常和很多原发性无精子症的发生密切相关。这一区域分为 1996 年 Vogt

等发现的 AZFa、AZFb、AZFc 和后来发现的 AZFd 四个区域。AZFa 主导精母细胞

的分裂增殖，它包含 3 个候选基因，USP9Y、DBY 和 UTY。Foresta 研究表明 DBY

基因在精子发生中起着重要的调控作用[11]，DBY 基因的缺失，患者表现为唯支持

细胞综合症（SCOS）和生精障碍，USP9Y 的作用是对 DBY 的表达起下调作用[12]，

而 UTY 基因的作用有待进一步研究发现。AZFb 缺失的患者表现为生精细胞停滞于

减数分裂时期，而发生这种情况可能是由于缺失的延伸或在 X 和 Y 染色体配对过

程中相关基因的缺失，造成减数分裂时染色体不能匹配而发生生精障碍[13]。AZFc

区最主要的候选基因是 DAZ 基因家族，Ferlin 等对不育男性相关基因序列检测研究
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表明，DAZ 家族中 DAZ1/DAZ2 与生精障碍密切相关，而 DAZ3/DAZ4 与生精关系

不大[14]。Kent-First 等通过对不育患者基因序列比对，发现除了以上 3 个 AZF 区外，

还有一个 AZFd 区，这个区域的微缺失患者表现为轻度少精或者仅表现为精子形态

的轻度异常[15]。另外还有一些其他定位于 Y 染色体的基因，包括 CDY1、BPY2 等，

这些基因与不育的关系有待进一步研究。 

3.2 位于 X 染色体染色体与不育相关的基因 

X 染色体上的雄激素受体（AR）基因突变和泛素蛋白酶 26 基因的缺失等均被

研究发现与男性不育密切相关。AR 突变可导致雄性激素不敏感综合征，并引起不

育[16]。AR 基因位于 Xq11-12 区，包含 8 个外显子。但有研究认为 AR 基因与男性

不育的关系是建立在不同遗传背景上的，因此对其确切的功能仍待进一步探讨。 

3.3 位于常染色体染色体与不育相关的基因 

目前研究发现常染色体上与男性不育密切相关的基因包括：DAZL 基因[17]、

SYCP3 基因[18]、tsMCAK[19]基因、Cstf2t 基因[20]、MTHFR 基因[21]、ER 基因[22]、

CFTR 基因[23]及其他一些性激素受体相关基因 FSHR 基因、LHR 基因等，他们均可

以在男性精子有丝分裂、减数分裂或精子形态方面影响生育，常染色体上还有许多

其他与生殖相关基因的功能有待研究和发现，因此遗传性的检查对于解决男性不育

问题非常重要。 

4.单纯精浆异常导致的不育 

精子形态及功能正常，但精浆理化性质异常至液化时间延长或不液化，炎症导

致白细胞数量增多等，可能会影响精子授精作用。有研究表明，大约 90%的精液不

液化患者同时伴有前列腺炎，而前列腺炎患者中有接近 12%精液不液化者[24]，因此

精液不液化最常见的原因可能是生殖系统炎症所致。精浆中含有蛋白质、脂类、各

类碳水化合物、离子、各种微量元素、有机酸等，有研究表明精液中微量元素的缺

乏如锌离子等，会使性腺分泌减少，精子形成过程受阻及导致不育[25]。因为锌参与

精子细胞发育、成熟、激活、获能和凋亡，正常量的锌可以维持精子较好的活力，

延缓细胞脂质氧化。Sawane 等研究指出，精浆中存在的特殊的乳酸脱氢酶同工酶

LDH-X，在精原细胞和精子内以特异分子形式存在，在精子能量代谢起重要作用，

对精子的发生和成熟具有重要意义，可以作为评价精液质量的一种指标[26],但同时检

测精浆 LHD-X 活性也具有其局限性，例如因梗阻等原因导致的不育，患者 LHD-X
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活性反而较高，而一些少精或无精者这一指标是偏低，这一因子产生的原因及其与

不育的因果关系还有待进一步明确，总的来说，LDH-X 对不育的患者有一定的检测

指导意义[27]。精浆中转铁蛋白作为 β1 球蛋白与铁结合的一种复合物，主要是由睾

丸支持细胞分泌，他的功能是铁的转运载体，将血液中的铁转运至曲细精管上皮处

于不同发育时期的生精细胞，促进精子细胞的发育。当精浆中转铁蛋白含量减少时，

将直接影响精子的形成和释放，也提示支持细胞或曲细精管生精功能障碍[28]。 

5.医源性不育 

主要由于医疗过程中，出现的手术的意外损伤，如误扎输精管、血管、神经等，

盆底手术中损伤勃起相关的神经，长期的放疗或化疗等这些医源性因素，影响精子

生成、储存、转运和排泄，从而导致不育。 

6.全身性疾病与不育 

人体正常生精功能、性功能的维持需要全身循环、神经、内分泌等多个系统共

同参与，当机体出现疾病时，如心血管疾病、糖尿病、肝脏疾病等，生殖能力可能

也会受到影响。有研究指出肝脏疾病也可诱发男性不育患者的精液及精细胞核异常

[29]。维生素 A 对血睾屏障维护及精子生成具有重要的作用，Morales 等研究大鼠在

长时间缺乏维生素 A 的情况下，大鼠发生唯支持细胞综合症，睾丸体积缩小，曲细

精管生精上皮细胞数量明显减少，造成大鼠不育[30]。 

7.先天性疾病与不育 

指先天性睾丸发育异常或生精障碍等导致的男性不育，包括先天性无睾丸症、

隐睾、先天性睾丸发育不全综合征，Klinefdter 综合征、XYY 综合征、XX 男性综

合征、单纯支持细胞综合征等。 

8.后天获得性睾丸损伤与不育 

由于睾丸外伤、放射线、超声波辐射、电磁波等造成睾丸萎缩、生精功能损害，

或睾丸长期处于高温条件下，影响睾丸生精，导致不育。近年来有研究资料表明，

手机辐射[31,32]电脑辐射[33]等也可能对男性精子质量产生重要影响。 

9.精索静脉曲张与男性不育 

精索静脉曲张已成为导致男性不育的一个十分常见的因素，也是临床研究不育

的热点之一。据统计，不育症患者中精索静脉曲张的发生率高达 30%-40%，说明其

与不育关系密切。它所造成不育的机制至今仍未完全阐明，目前研究表明主要与以
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下几种机制有关：1.毒素反流机制：5-HT 是一种重要的神经递质，并通过受体作用

于血管，研究发现精索静脉曲张患者精索静脉血中 5-HT 浓度明显高于外周血，

Devoto 等认为由于睾丸静脉血反流，造成 5-HT 在睾丸异常蓄积，作用于睾丸微血

管使之过度收缩，从而减少睾丸血供，使睾丸向间质纤维化、间质细胞肿胀变性，

雄激素合成障碍，未成熟精子过早脱落，导致精子数量及活力降低致不育[34]。2.活

性氧机制：活性氧是一类具有高度反应活性的含氧基团，包括过氧化氢、过氧离子、

氢氧基等，其含量超标会使氧化/还原动态失衡，过度激活促凋亡基因 P53 的核酸内

切酶、脂质过氧化损伤细胞膜等机制，诱发精子细胞凋亡。Allamaneni 等研究发现

精索静脉曲张致男性不育患者睾丸中活性氧含量明显高于正常人，且其升高程度与

精索静脉曲张的程度正相关[35]，表明活性氧的升高可能是精索静脉曲张导致男性不

育的原因之一。3.NO 机制：NO 作为一种细胞介质，是由 NO 合酶（NOS）以 L-

精氨酸为底物催化生成，且在男性生殖系统各细胞中广泛存在，有研究表明 NO 可

通过鸟氨酸环化酶调节精子获能及顶体反应的过程，当 NO 浓度过高时可抑制精子

获能和降低顶体反应率。Ozbek 等研究发现，精索曲张者精索静脉血中 NO 含量明

显升高，与精子密度、形态异常率及活性异常成相关性[36]。令有研究表明 NO 过高，

能够抑制三羧酸循环中的 NADPH 脱氢酶和琥珀酸脱氢酶系，降低细胞内能量 ATP

生成水平，减少精子活动所需能量。NO 还可通过抑制睾丸间质细胞内细胞色素氧

化酶 P450 的活性，影响睾酮的生成，从而影响睾丸生精。4.免疫机制：正常机体由

于血睾屏障的存在和免疫抑制功能，不会产生自身抗体，Golomb 等发现精索曲张

不育大部分患者外周血及精液中可检测到 AsAb 的存在，AsAb 干扰精子的活力或

黏附在精子膜上，引起精子形态和功能异常，导致不育[37]。但产生这一结果的原因

仍有待进一步研究。5.细胞凋亡机制：精索静脉曲张时，淤血至睾丸局部温度升高，

血液中的代谢废物蓄积、氧化应激及免疫作用等多种因素，使生殖细胞凋亡增加，

导致生育力下降或不育。因此，综上所述精索静脉曲张致睾丸生精异常是一个十分

复杂的病理过程，还有待进一步的实验及临床研究，为精索静脉曲张男性不育的治

疗提供支持。 

10.男性附性腺感染导致的不育 

近年关于前列腺炎、附睾炎、精囊炎等生殖系统的感染研究很多，慢些前列腺

炎由于炎症因素存在，细菌致使精子凝集、精子活动力差、精液的理化性质发生改
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变，导致不育。另有研究表明感染也可通过影响睾丸内 NO、丙二醛 MDA 和超氧

化物歧化酶 SOD 等的含量，介导对生精小管内产生质过氧化损伤，从而降低精子

运动能力等导致不育[38]。支原体和衣原体的感染引起精子膜和顶体的破坏，并产生

神经氨酸样物质干扰精子与卵子结合，造成不育。另外研究发现，支原体、衣原体

和精子具有交叉抗原，可以诱发免疫反应而产生自身抗体，诱发免疫性不育[39]。 

11.内分泌疾病造成的不育 

男性精子生成的需要下丘脑-垂体-睾丸轴激素的正常分泌调节，下丘脑间隔

90～120min 从视前核和弓状核脉冲式释放促性腺激素释放激素，到达垂体门脉系统

后刺激腺垂体分泌 FSH 和 LH，FSH 进一步作用于睾丸间质细胞促进睾酮分泌，LH

则作用于支持细胞促进分泌睾酮及其他精子生成过程需要的营养物质。当性腺轴出

现疾病，如垂体瘤等致神经内分泌失调，影响睾丸发育及精子生成，导致不育。另

外肾上腺皮质醇增多症、甲状腺功能亢进、甲状腺功能低下、糖尿病等内分泌疾病

等内分泌疾病也可通过下丘脑-垂体-睾丸轴或者全身因素影响生育。有研究者指出

对于一些特发性不育病因未明者，对其治疗采用一些激素类的药物进行经验性的治

疗，对男性不育也可能会收到一定效果，这也说明一部分特发性不育可能和内分泌

疾病相关联[40]。 

总结上述各种病因可见，男性不育往往不是一个独立的疾病，而可能是由多种

因素交互作用所致的结果，对某些特发性不育症的诊断目前仍然较困难。随着分子

生物学技术、细胞生物学技术及基因功能的进一步深入研究，不育的病因和病理机

制的初步阐明，相信男性不育的问题将会得到满意的解决。 
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