
whole brain map was set，and the layers called SP( synchronization parameter) too; then the first style of synchro-
nous square wave signal was gathered，the method of MCU external interrupt was used to count the rising edge of
the first synchronous square wave signal，and kept the initial output of high level; until the last layer of the brain
image，the output was set to low level and delayed for a period of time． Ｒesults The first style synchronous square
wave signal was changed to the second synchronous signal successfully by the synchronizer; the SP was set by the
matlab serial program automatically，then transmitted to the single-chip microcomputer by serial port． The results
showed that the synchronizer could set SP automatically． Conclusion The synchronous problem of synchronous
signal from some fMＲI instruments is solved by the synchronizer and the compatibility of devices would be en-
hanced，the SP is set automatically，which can reduce the workload of medical staff．
Key words functional magnetic resonance imaging; synchronization; single-chip microcomputer; serial ports

SPATA22 基因多态性与中国汉族非梗
阻性无精子症的易感性关联分析

查 醒1，贺小进1，2，宋 兵1，杜卫东3，张 妍3，阮 健3，吴 欢1，曹云霞1，2

摘要 目的 探讨精子发生相关基因 22 ( SPATA22) 基因的

7 个标签单核苷酸多态性 ( SNP) 位点多态性与中国汉族非

梗阻性无精子症 ( NOA) 的易感性的相关性。方法 选取

368 例已生育的男性 ( 对照组) 和 361 例 NOA 患者 ( 病例

组) ，应用 Sequenom MassArray 质谱阵列技术检测对照组和

病例组 SPATA22 基因 7 个标签 SNPs 的基因型。应用 Plink
1． 07 软件及 Haploview 软件对数据资料进行统计分析，比较

对照组与病例组 SPATA22 基因的最小等位基因频率( MAF)

基因型及单体型的差异。结果 SPATA22 基因 7 个标签

SNPs 的 MAF、基因型及单体型在对照组与病例组间差异无

统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。结论 SPATA22 基因 7 个标签

SNPs 位点多态性与中国汉族男性 NOA 的易感性可能不相

关。

关键词 不育症; 非梗阻性无精子症; SPATA22 基因; 单核苷

酸多态性

中图分类号 Ｒ 698． 2
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2015) 07 － 0900 － 04

全球不孕症的患病率约为 10%，其中男方因素

2015 － 03 － 13 接收

基金项目: 国家自然基金( 编号: 81300538)

作者单位: 安徽医科大学1 第一附属医院生殖医学中心、3 省部共建

重要遗传病基因资源利用重点实验室，2 安徽省生命资源

保存与人工器官工程技术研究中心，合肥 230022

作者简介: 查 醒，女，硕士研究生;

曹云霞，女，教授，博士生导师，责任作者，E-mail: caoyunx-

ia6@ 126． com;

杜卫东，男，教授，硕士生导师，责任作者，E-mail: weidong-

du@ hotmail． com

约占一半［1］。目前多数男性不育发病机制尚不明

确，称为特发性不育症［2］。非梗阻性无精子症( non
－ obstructive azoospermia，NOA) 是临床上常见的、严

重的不育症之一，虽然小部分 NOA 患者可通过卵

细胞胞质内单精子注射 ( intracytoplasmic sperm in-
jection，ICSI) 获得自己的生物学后代，但 ICSI 绕过

自然选择，一些遗传异常可能会传至子代［3 － 7］。因

此，深入研究 NOA 的分子机制有利于子代人口健

康。精子发生相关基因 22 ( spermatogenesis associat-
ed 22，SPATA22) 是在脊椎动物中新发现的一个保

守基因，位于人类第 17 号染色体［8］。研究［8 － 10］证

明，SPATA22 基因是生殖细胞减数分裂早期的关键

基因，其突变可导致不育症。SPATA22 基因在精子

发生过程中发挥重要作用，该研究探讨 SPATA22 基

因多态性与中国汉族男性 NOA 发生的相关性。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选择 2008 年 3 月 ～ 2014 年 3 月于

安徽医科大学第一附属医院生殖医学中心男科门诊

就诊的 NOA 患者 361 例作为病例组。入选标准:

NOA 患者均行≥3 次精液离心检查，未见精子 ( 参

照第 5 版 WHO 人类精液分析技术手册) ［11］，行睾

丸组织病理检查显示睾丸生精功能减退、阻滞或唯

支持细胞综合征。排除标准:① 染色体核型分析异

常;② Y 染色体微缺失;③ 附睾饱满或存在结节;④
隐睾、睾丸炎、精索静脉曲张、腹股沟疝、输精管结扎
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等病史。选择同期有正常生育史，精液检查正常，排

除生殖道疾病，因女方不孕因素就诊于我中心的男

性共 368 例作为对照组。采集所有研究对象的外周

静脉血 3 ～ 4 ml，置于 5 ml 的 EDTA 抗凝管中，－ 80
℃保存待统一测定。研究对象之间均无亲缘关系且

均为汉族人。本研究获得安徽医科大学伦理委员会

批准( 2008035) ，且所有入选对象签署知情同意书。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 基因组 DNA 的提取和标准化 按照德国

QIAGEN 公司的基因组 DNA 提取试剂盒( 51306) 使

用说明书进行操作，提取样本基因组 DNA 后电泳，

检测浓度后，标准化至 15 ～ 20 ng /μl，－ 80 ℃ 保存

备用。
1． 2． 2 SNP 点选择 本研究依据国际人类单倍体

图计划网站( http: / /hapmap． ncbi． nlm． nih． gov / ) 提

供的基因型，运用 Haploview 软件及前人研究筛选

SPATA22 基因 7 个标签 SNPs，分别为: rs1488689、
rs1488690、 rs2171582、 rs7209613、 rs2291604、
rs17822627、rs9901726。要 求 最 小 等 位 基 因 频 率

( minor allele frequency，MAF) ≥0. 05。PCＲ 扩增及

延伸产物由 Sequenom MassArray Assay Designer 3. 0
软件设计并由 Invitrogen ( 上海) 基因技术有限公司

合成，见表 1。

表 1 SPATA22 基因 7 个 SNPs 位点引物序列

SNPs 位点 引物序列( 5'-3')
扩增片段

大小( bp)

rs1488689 第 1 序列 ACGTTGGATGTGAGTTCGGGAGCTCAACA 100

第 2 序列 ACGTTGGATGGTTGCGAGATAAGTTAGGAG

延伸引物序列 AGTTAGGAGGTTCAGGT
rs1488690 第 1 序列 ACGTTGGATGAACTTAGTGGCAAATGATGG 100

第 2 序列 ACGTTGGATGGTTGCGAGATAAGTTAGGAG

延伸引物序列 GAGCTCCCGAACTCA
rs2171582 第 1 序列 ACGTTGGATGAACTTAGTGGCAAATGATGG 100

第 2 序列 ACGTTGGATGTCAAGAGCAAAGTACACTCC

延伸引物序列 ATTCTTATAGATACTGTGTTATTAGA
rs7209613 第 1 序列 ACGTTGGATGAACTTAGTGGCAAATGATGG 100

第 2 序列 ACGTTGGATGTCAAGAGCAAAGTACACTCC

延伸引物序列 CCCCAATTTATTAGTATAAAGACAGA
rs2291604 第 1 序列 ACGTTGGATGAACTTAGTGGCAAATGATGG 100

第 2 序列 ACGTTGGATGTCAAGAGCAAAGTACACTCC

延伸引物序列 CTGGTATTTTTGTTACCATCT
rs17822627 第 1 序列 ACGTTGGATGAACTTAGTGGCAAATGATGG 100

第 2 序列 ACGTTGGATGTCAAGAGCAAAGTACACTCC

延伸引物序列 AATGCCTGGAAAGTTTTTTG
rs9901762 第 1 序列 ACGTTGGATGAACTTAGTGGCAAATGATGG 100

第 2 序列 ACGTTGGATGTCAAGAGCAAAGTACACTCC

延伸引物序列 TGTGTTTCTGTCAGACC

1． 2． 3 基因分型 利用 Sequenom MassArray 质谱

阵列技术对 7 个标签 SNPs 位点进行基因分型。参

考 Han et al［12］报道的方法，具体步骤如下: 利用多

重 PCＲ 反应扩增 DNA 样本，进行单碱基延伸反应，

将所得产物除去盐分，转移到 384 孔板的 PCＲ 仪

上; 采 用 基 质 辅 助 激 光 解 吸 质 谱 仪 ( MALDI-TOF
MS) 检测等位基因，用 MassArray Typer 软件分析质

谱图［13 － 14］。
1． 3 统计学处理 应用 Plink 1． 07 软件进行分析

和质控，检测对照组和病例组数据是否符合 Hardy-
Weinberg 平衡定律，7 个标签 SNPs 位点的样本检测

率均需 ＞ 90%。比较病例组与对照组 7 个 SNPs 位

点的等位基因频率，采用两独立样本 t 检验计算 P
值、95% 可信区间 ( confidence interval，CI ) 、优势比

( odds ratio，OＲ) 以及分析 7 个标签 SNPs 位点的基

因型。进一步利用 Haploview 软件分析 7 个标签

SNPs 位点的单体型。

2 结果

2． 1 研究对象一般资料 病例组双侧睾丸体积均

显著小于对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见

表 2。

表 2 病例组与对照组一般临床资料( 珋x ± s )

项目 对照组( n = 368) 病例组( n = 361) P 值

体质量指数( kg /m2 ) 23． 01 ± 3． 11 22． 91 ± 2． 95 0． 071
右侧睾丸体积( ml) 14． 58 ± 2． 65 8． 90 ± 3． 51 0． 000
左侧睾丸体积( ml) 14． 51 ± 2． 70 8． 95 ± 3． 55 0． 000
精子浓度( × 106 /ml) 85． 84 ± 53． 45 － －
前向运动精子( % ) 56． 51 ± 9． 99 － －

2． 2 SPATA22 基因 SNPs 与 NOA 发病风险的关

系 SPATA22 基因的 7 个标签 SNPs 位点的相关信

息及 MAF 见表 3，病例组与对照组间的各 MAF 分

布差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。进一步分析 7 个

位点的基因型显示，病例组及对照组各位点基因型

的分布差异亦无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，见表 4。
2． 3 SPATA22 基因单体型分析 分析 7 个标签

SNPs 位点的单体型，显示病例组和对照组之间差异

无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，见表 5。

3 讨论

至少有 400 种不同的基因参与男性精子发生

过程。这些基因本身的变异或者其表达产物、功能

的改变会影响男性正常精子生成，导致精子发生障
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表 3 SPATA22 基因 7 个标签 SNPs 位点相关信息及 MAF

SNPs 等位基因 位点
Hardy-Weinberg 平衡

对照组 病例组

MAF( % )

对照组 病例组
P 值 OＲ 值( 95%CI)

rs1488689 C ＞ T extron 0． 751 0． 086 44． 9 43． 3 0． 535 0． 936( 0． 761 ～ 1． 153)

rs1488690 A ＞ G extron 0． 673 0． 086 45． 2 43． 5 0． 509 0． 933( 0． 758 ～ 1． 148)

rs2171582 A /G intron 0． 520 0． 337 43． 8 45． 5 0． 534 1． 070( 0． 869 ～ 1． 318)

rs7209613 A /G intron 0． 795 0． 895 28． 3 27． 8 0． 851 0． 978( 0． 777 ～ 1． 232)

rs2291604 C ＞ G extron 0． 567 0． 568 10． 3 10． 5 0． 929 1． 016( 0． 724 ～ 1． 424)

rs17822627 G ＞ A extron 0． 524 0． 109 43． 9 45． 5 0． 658 0． 954( 0． 775 ～ 1． 174)

rs9901726 A ＞ G extron 0． 257 0． 581 10． 4 10． 7 0． 875 1． 027( 0． 735 ～ 1． 436)

表 4 病例组与对照组 SPATA22 基因 7 个标签

SNPs 位点基因型分析( % )

SNPs 基因型 对照组 病例组 OＲ 值( 95%CI) P 值

rs1488689 AA 30． 9 34． 4 1
AG 48． 6 44． 7 0． 826( 0． 592 ～ 1． 152) 0． 260
GG 20． 5 20． 9 0． 919( 0． 610 ～ 1． 384) 0． 685

rs1488690 CC 30． 6 34． 3 1
CT 48． 5 44． 6 0． 820( 0． 587 ～ 1． 146) 0． 246
TT 20． 9 21． 2 0． 902( 0． 600 ～ 1． 358) 0． 622

rs2171582 AA 20． 0 22． 1 1
AG 47． 5 46． 9 0． 895( 0． 610 ～ 1． 314) 0． 573
GG 32． 5 31． 0 0． 865( 0． 573 ～ 1． 305) 0． 489

rs7209613 AA 8． 3 7． 9 1
AG 39． 9 39． 9 1． 049( 0． 597 ～ 1． 845) 0． 867
GG 51． 8 52． 2 1． 060( 0． 609 ～ 1． 844) 0． 836

rs2291604 CC 80． 5 80． 4 1
CG 17． 8 18． 2 1． 021( 0． 698 ～ 1． 493) 0． 915
GG 1． 6 1． 4 0． 851( 0． 257 ～ 2． 818) 0． 791

rs17822627 CC 20． 5 20． 8 1
CT 47． 7 45． 0 0． 931( 0． 634 ～ 1． 368) 0． 716
TT 31． 8 34． 2 1． 060( 0． 705 ～ 1． 595) 0． 779

rs9901726 CC 80． 3 80． 0 1
CT 17． 5 18． 6 1． 069( 0． 731 ～ 1． 561) 0． 731
TT 1． 6 1． 4 0． 851( 0． 257 ～ 2． 818) 0． 791
TT 1． 6 1． 4 0． 851( 0． 257 ～ 2． 818) 0． 791

表 5 SPATA22 基因单体型分析( % )

单体型 对照组 病例组 OＲ 值( 95%CI) P 值

ACAACTC 27． 4 27． 6 0． 994( 0． 786 ～ 1． 257) 0． 958
ACAGCTC 16． 2 18． 0 1． 116 ( 0． 845 ～ 1． 475) 0． 438
ACGGGTT 10． 5 10． 6 1． 005 ( 0． 715 ～ 1． 414) 0． 975
GTGGCCC 44． 5 43． 5 0． 941 ( 0． 762 ～ 1． 163) 0． 574

碍［15］。研究［3 － 7］表明，基因突变或易感性在先天性

男性不育中起着重要的作用，一些基因与男性精子

发生障碍密切相关。减数分裂是配子形成过程的决

定性事件，两性生殖细胞经过减数分裂形成单倍体

配子细胞，才有胚胎的形成和发展。如果减数分裂

过程受阻，常常会导致不孕或者非整倍体配子的出

现［8］。同源染色体的配对、重组和联会是减数分裂

的标志。研究［8 － 9］证明，SPATA22 是减数分裂早期

必不可少的关键基因，其突变可导致雄性和雌性生

殖细胞中相应的转录物和蛋白的表达受限，两性生

殖细胞的发育停滞在减数分裂早期并且逐渐丢失。
从而致使减数分裂时期无法正常联会，DNA 双螺旋

的断裂修复受阻。La Salle et al ［8］ 发现 SPATA22 基

因调控的蛋白主要表达于精母细胞中，其转录物存

在于整个睾丸发育过程中。使用 N-乙基-N-亚硝基

脲诱导 SPATA22 基因突变小鼠，显示雄性及雌性小

鼠均出现了不孕不育的表型。雄性突变体小鼠表现

为生精障碍以及完全的缺少精子细胞，突变小鼠减

数分裂过程中染色体不联会情况增加，遗传重组位

点减少。研究［9］显示，在 SPATA22 基因缺失的突变

大鼠 中，SPATA22 蛋 白 调 控 着 DNA 断 裂 双 链 上

ＲAD51 蛋白参与的 DNA 修复过程受阻，其缺失引

起了减数分裂重组的失败，导致了生精障碍。提示

SPATA22 基因突变可能与先天性雄性不育的发生相

关。Aston et al ［10］在 2010 年的一项对欧洲男性人

群的全基因组 SNP 关联分析中检测了 3 个 SPA-
TA22 基 因 的 SNP 位 点 ( rs2291604、rs12602543、
rs1488690) ，发 现 其 变 异 可 能 与 严 重 少 精 子 症 及

NOA 无关。但是在其他人群中尚无此研究。
本研究首次检测中国汉族 NOA 患者和正常生育

对照者 SPATA22 基因 7 个标签 SNPs ( rs1488689、
rs1488690、 rs2171582、 rs7209613、 rs2291604、
rs17822627、rs9901726 ) 的基因型分布特点，结果显

示所选取的 7 个标签 SNPs 与汉族男性 NOA 的易感

性可能不相关。进一步的基因型及单体型分析也显

示在病例组与对照组间差异无统计学意义，与研

究［10］结果相似。推测可能的原因有: ① NOA 的发

病机制十分复杂，SPATA22 基因可能与本组实验的

研究对象的发病无关;② 本研究中选取的 7 个标签

SNPs 可能并没有覆盖到 SPATA22 基因真正易感的

SNP 位点;③ 在动物实验中可以获得诱导后的突变

体，而在人类的研究中很难发现类似个体。
综上所述，SPATA22 基因 7 个标签位点的多态
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性可能与中国汉族男性 NOA 的发生不相关。SPA-
TA22 基因与中国汉族男性 NOA 发生的关系以及发

病中作用机制仍有待进行多中心、大样本、多种族的

人群调查，以及长期前瞻性研究。可以研究 SPA-
TA22 基因编码区和非编码区的直接测序、SPATA22
表观遗传学特点以及深入的功能试验，进一步探索

SPATA22 在人类精子发生中的作用。
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Ｒelationship of SPATA22 gene variants with non-obstructive
azoospermia in Chinese Han population

Zha Xing1，He Xiaojin1，2，Song Bing1，et al
( 1The Ｒeproductive Medicine Center，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，

2Biopreservation and Artifical Organs Anhui Provinvial Engineering Ｒesearch Center，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the relationship of SPATA22 gene polymorphism with the risk of non-obstruc-
tive azoospermia ( NOA) in Chinese Han population． Methods A total of 361 cases with idiopathic NOA and 368
males with normal fertility were collected． The genotypes distribution of seven single nucleotide polymorphisms
( SNPs) in SPATA22 were detected using Sequenom MassArray technique． Allele frequencies and genotype analysis
between the control group and the case group were compared by using Plink 1． 07 software． Haplotype analysis was
studied by Haploview Software． Ｒesults Between the case group and the control group，there was no significant
difference in the allele frequencies of the seven SNPs ( P ＞ 0. 05) and no difference was observed between the case
group and the control group in haplotype analysis ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion The seven SNPs of SPATA22 may not
be associated with NOA in Chinese Han population．
Key words stertility; non-obstructive azoospermia; SPATA22 gene; single nucleotide polymorphism
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