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【摘　要】　目的　研究全面检测 Y染色体 AZF微缺失的方法.方法　用自主设计探针捕获体系和二代测序技术,开

发 Y染色体 AZF区微缺失的全面检测方法.结果　采用的探针捕获体系,结合高通量测序技术,能精确检测 AZF区微缺失

类型、缺失区域及缺失引起的 DNA拷贝数变化、AZF区微重复,发现现未知缺失类型.结论　全面检测 Y 染色体上 AZF
区域微缺失的方法可为男性不育诊断、辅助生殖提供依据.
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　　不育夫妇占已婚育龄夫妇的１５％,其中男性因

素约占一半[１].男性不育症２０％~３０％是由遗传因

素造成的,其中 Y 染色体 AZF区微缺失是男性不

育的重要遗传因素,约占原发性无精和少弱精患者

的１０％~１５％[２Ｇ５].Y 染色体微缺失主要发生在 Y
染色体上的 AZF (azoospermiafactor)区,包括

AZFa、AZFb、AZFc三个亚区,其基因组序列存

在大量的重复和回文结构,使得该区域更容易发生

缺失、重复、倒位等结构变化[６].AZF区域包括许

多与精子形成有关的基因,这些区域的完全缺失或

部分缺失可引起男性精子发生障碍、少精、弱精,
甚至无精[５].

检测 Y染色体 AZF区微缺失现在已经成为男

性不育专科的常规检查,可以为男性不育患者找出

病因,为遗传咨询提供依据,也为临床医生的后续

治疗提供指导.Y染色体微缺失检测主要通过检测

Y染色体特异性STS位点是否存在缺失,进一步

推断 Y染色体是否存在缺失以及具体的缺失类型.
目前,最 常 用 的 检 测 方 案 均 以 ２０１４ 年 EAA/

EMQN联合发表的 Y 染色体微缺失检测指南为依

据,即必须检测６个基础性 Y 染色体特异性STS
位 点 (sY８４,sY８６,sY１２７,sY１３４,sY２５４,

sY２５５),根据６个基础性位点的检测结果可以选择

进一步检测扩展性位点 (sY８２,sY８３,sY１０６４,

sY１０６５,sY１１８２,sY８８,sY１０５,sY１２１,sY１２２４,

sY１４３,sY１１９２,sY１５３,sY１６０).通过检测基础

性STS位点,可以初步判断受检者是否存在 AZF
微缺失;通过进一步分析扩展性位点,可以进一步

判断患者所发生的缺失是否为完全缺失.如果患者

为部分缺失,则患者可能通过睾丸取精等方式获得

精子.目前较常用的 Y染色体微缺失检测试剂盒大

致分为两类,一类是仅检测基础性 STS位点,这

类试剂盒检测方便快捷,但精确度不足;另一类是

在检测基础性STS位点后,进一步检测拓展性位

点,这类试剂盒检测结果较第一种更为准确.但值

得注意的是,由于 Y 染色体 AZF区存在大量的重

复和回文结构,使得该区域更容易发生缺失、重

复、倒位等结构变化[６],因此即便检测扩展性位

点,也不能准确检测患者 Y 染色体 AZF区的突变

类型.
基于下一代测序 (NGS)检测 Y 染色体 AZF

微缺失是近年新兴的技术[７Ｇ８].２０２０年由中华医学

会男科学分会发表的 «男性生殖相关基因检测专家

共识»指出,“Y染色体 AZF区域缺失推荐检测位

点主要根据欧美人群建立,是否完全适用于中国人

群尚无定论.鼓励有条件的医疗机构通过高通量检

测技术 (如 NGS)进行深入研究.”但目前基于

NGS的 Y染色体 AZF微缺失检测还未在实际应用

中大规模展开,因此有必要继续深入研究基于NGS
的 Y 染色体 AZF 微缺失检测的实际效果和应用

前景.
本研究开发了一种新的 AZF区微缺失的检测

方法.采用的探针捕获体系,结合高通量测序技

术,精确判定 AZF区微缺失类型、具体缺失区域

及缺失引起的 DNA 拷贝数变化,包括目前未知的

缺失类型,为男性不育的临床诊断与后续治疗提供
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更多的参考依据.

１　方法

１􀆰１　探针设计:按照 AZF区序列结构特征 (包括

特异性区域、重复区域、回文结构等),在 AZF区

域设计１３８条探针 (包括EAA/EMQN推荐的６个

核心STS位点以及１２个扩展STS位点),均匀覆

盖 AZFa区域、AZFb部分区域的特异性探针;均

匀覆盖 AZFb剩余区域、AZFc区域的低重复探针.
另外在 Y染色体其他稳定区域设计１０条特异性探

针作为参照,包括SRY、ZFY等基因区域的探针.

１􀆰２　临床样本收集以及临床知情签署:选取在

２０１７—２０１９年中,经精子质量分析被诊断为无精症

或严重少精症的１２６名患者为研究组.年龄２０~４９
岁,平均３１􀆰３２岁.纳入标准:所有患者均参照世

界卫生组织 (WHO)标准进行精液常规分析,精

液标本在３~７d内射精获得,连续３次不同时间段

进行精液检查,并经离心沉淀后镜检均无精子者为

无精症,精子计数≤５×１０６/mL 者为严重少精症;
排除标准:全身性疾病、泌尿生殖道感染、逆行性

射精、输精管阻塞、精索静脉曲张及隐睾等非特发

性男性不育病例.

１􀆰３　检测方法:在签署知情同意书,并且经过医

院伦理委员会通过后,采集上述１２６名患者的外周

血,用于 NGS法 Y染色体 AZF微缺失检测.采集

患者静脉血１０ mL 于真空采血管 (EDTA 抗凝)
中,经１６００g离心１０min,１６０００g离心１０min
后得到约 ４ mL 血浆.用磁珠法血清/血浆游离

DNA提取试剂盒 (TIANGEN,DP７０９)分离血浆

游离DNA.５０μLDNA末端标记反应体系中含３００
ng游离DNA,０􀆰３μLbiotinＧ１６ＧdUTP(Sigma),２

μLTerminaldeoxynudeotidylTransferase (TdT)
和１XTdT缓冲液 (Enzymatics),３７℃孵育１h.
加异丙醇沉淀后用 １０ mM TrisＧHCl (pH ８􀆰０),

０􀆰１mM EDTA 溶解 游 离 DNA.将 末 端 标 记 的

DNA和１００μgmyOneC１磁珠 (购自 Dynal公司)

混合,并混合以下缓冲液致体积为５０μL:６０Mm
TrisＧHCl (pH ８􀆰０),６ mM EDTA,３００ mM
NaCl,３５％ formamide,０􀆰１％ TweenＧ８０, 及 ４
nM 结合引物.混合液在７０ ℃反应１０min,退火

后２５℃继续反应２h以上.然后将反应管放到磁力

架上磁吸,加入 ５０μL 洗液 (１０ mM TrisＧHCl,

pH８􀆰０,１mM EDTA,５０mM NaCl)洗涤,磁

珠重悬于５０μL包含１UTaq连接酶和１XTaq缓冲

液 (Enzymatics)的反应液中,３７℃孵育１h.磁

珠用洗液洗涤２次后悬浮于３０μLTE缓冲液中.
连接产物于９５℃洗脱３min.再经PCR扩增２３循

环,PCR 反 应 体 系 为:１U Phusion 多 聚 酶,１X
Phusion缓冲液,２００μMdNTPs,２００nM 上游通

用引物 (序列:CCATCTCATCCCTGCGTGTC),

２００nM 下游通用引物 (序列:CCACTACGCCTCＧ
CGCTTTCCTCTCTATG).PCR 产物用 AMPure
XP (Beckman 公 司 产 品)磁 珠 纯 化.纯 化 后 的

PCR 产物 (即文库)经用IonPGMTM Template
OT２２００ Kit 制 备 成 乳 液 PCR 样 本, 在 Ion
TorrentPGM (lifetechnology)上测序.

１􀆰４　数据分析:首先过滤低质量测序序列,去掉

＜７０bp的测序片段,将过滤后的序列比对到１５５
个用来设计引物的参考基因组序列片段,计算这

１５５个目标区域的总测序序列条数 N 和各自的测序

序列条数 Ni.利用１２个内部参考区域的引物序列

条数的均值 N０,将１４３个 AZF区域的引物序列条

数进行均一化,公式为:Ci＝ Ni/N０.根据每个

引物的 Ci值,计算 AZF 区划分的每个小区的均

值,即得到待检测样本 AZF区各小区的真实拷贝

数信息.

２　结果

２􀆰１　方法建立:根据检测结果图,计算待检样本

理论检测值和实际检测值的比值,将每个样本的检

测结果分为正常、缺失和重复.如图１所示.
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　　注:根据信号值的偏差以及柱子所在的区域判断检测结果类型,图１A的检测结果为正常,图１B为b２/b３缺失,图１C为b２/b４缺

失,图１D为b２/b４重复.

图１　目标区域的拷贝数检测结果

２􀆰２　病人检测:本研究纳入的１２６名少精症患者

中,共检测出１３种、３４例 (２６􀆰９８％)Y 染色体

AZF区拷贝数异常.其中 AZFc区gr/gr缺失发生

频率最高,达到１０􀆰３２％ (表１).
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表１　AZF缺失和重复病例分布

类型
NGS检测结果 经典６位点检测结果∗

样本数 比例/％ 是否存在缺失 检测结果

正常 ９２ ７３􀆰０２ 否 Normal

gr/gr缺失 １３ １０􀆰３２ 否 Normal
b２/b３缺失 ７ ５􀆰５６ 否 Normal

gr/gr重复 ３ ２􀆰３８ 否 Normal
b２/b４缺失 ２ １􀆰５９ 是 AZFc
gr/gr缺 失,b２/b４
重复

１ ０􀆰７９ 否 Normal

b１/b３缺失 １ ０􀆰７９ 否 Normal
b２/b３ 缺失,grey１
r２重复

１ ０􀆰７９ 否 Normal

b２/b３缺失,b３/b４
重复

１ ０􀆰７９ 否 Normal

b２/b３ 缺失,grey１
r１r２重复

１ ０􀆰７９ 否 Normal

AZFb＋c缺失 (y４Ｇ
AZF末端缺失) １ ０􀆰７９ 是 AZFbc

b２/b３重复 １ ０􀆰７９ 否 Normal
b２/b４重复 １ ０􀆰７９ 否 Normal
gr/gr重 复,b１/b３
缺失

１ ０􀆰７９ 否 Normal

综合阳性率/％ ２６􀆰９８ ２􀆰３８

　　注:∗经典６位点是指 AZFa区的sY８４和sY８６,AZFb区的

sY１２７和sY１３４,AZFc区的sY２５４和sY２５５[４].经典６位点的检测

结果是以 NGS检测结果为依据,根据经典６位点的位置进行推断

所得.

３　讨论

目前,多重 PCR 结合电泳技术是临床检测

AZF区微缺失的主要手段.该技术是通过 PCR扩

增 AZF区的STS位点 (通常选取 «欧洲 Y染色体

微缺失分子诊断实践指南»推荐的６个STS),并

以 Y染色体性别决定基因 (SRY)扩增产物为内对

照,最终结合琼脂糖凝胶电泳条带信号判定 Y染色

体 AZF区的缺失类型[９].
虽然该技术简单易行,但在检测准确性和灵敏

性上存在以下不足:１)该技术通过有限的几个

STS位点不足以判定缺失的具体范围,若遇到未知

的缺失类型或缺失区域未涉及到所用的STS位点,
则检测会出现偏差和漏检,造成假阴性;２)该技

术不能检测拷贝数变化,尤其面对类似gr/gr的缺

失情况,这类缺失只是引起g、r区拷贝数发生变

化,而对应的STS位点 (sY２５４、sY２５５)的PCR
条带则正常,最终出现漏检,造成假阴性;３)同

样,由于该技术不能检测拷贝数变化,对于微重复

的病例也会出现漏检,造成假阴性;４)该技术由

于PCR反应和电泳操作的波动,可能在最终STS
位点条带显示上存在偏差 (例如非缺失的STS位

点却没有出现条带信号),造成检测的假阳性和假

阴性.荧光PCR 技术也是临床应用较成熟的检测

技术,然而同样避免不了上述多重 PCR 结合电泳

技术的准确性和灵敏性不足的缺陷[１０Ｇ１１].
我们设计的引物有以下特点:１)均是以 DNA

上一段序列为模板来设计３段连续的引物,这３段

引物连接后形成PCR模板;２)在目标染色体上序

列存在已知的拷贝数,且在目标检测区域之外的其

他染色体区域不存在该序列;３)这些序列引物具

有接近的退火温度,波动范围＜５ ℃;４)与通用

扩增引物序列不存在互补性;５)与目前已知的具

有多态性和染色体拷贝数变异的序列不一致.结果

显示,我们的方法能够精确地判定全部 AZF区微

缺失类型、具体缺失区域及缺失引起的 DNA 拷贝

数变化等,包括目前罕见或未知的缺失类型[１２Ｇ１３].
和目 前 的 多 重 PCR 技 术 相 比,检 出 率 高,达

２６􀆰９８％,高出文献常规方法的检出率,获得的信

息量大大增加.
由于我们所设计的 AZF检测位点包含２０１４年

«EAA/EMQN»推 荐 的 经 典 ６ 位 点,因 此 根 据

NGS检测结果,我们进一步推测了基于 NGS检测

方案与基于经典 ６ 位点的 PCR 检测方案的差异

(表１).经对比发现,经典６位点检测方案仅能检

出３例阳性患者,分别为２例 AZFc缺失患者,１
名 AZFbc缺失患者,综合阳性率仅为２􀆰３８％,显

著低 于 基 于 NGS 检 测 方 案 的 综 合 阳 性 率

(２６􀆰９８％).
在 NGS方案检出的阳性案例中,gr/gr缺失的

频率最高,这与已有的文献报道[８]一致.Gr/gr缺

失在不同人群中致病效果表述不一[４,１４Ｇ１５].考虑到

２０２０年由中华医学会男科学分会发表的 «男性生殖

相关基因检测专家共识»指出 “Y 染色体 AZF区

域缺失推荐检测位点主要根据欧美人群建立,是否

完全适用于中国人群尚无定论.鼓励有条件的医疗

机构通过高通量检测技术 (如 NGS)进行深入研

究”,我们建议在中国人群中进一步推广基于 NGS
检测AZF微缺失的方案,以便进一步明确gr/gr缺

失对中国男性不育的影响.
总之,我们开发了一种基于 NGS的检测 Y 染

色体上 AZF区域微缺失的方法.与PCR检测结果

相比,常规方案检出的阳性全部可以通过 NGS方

案检出,并且 NGS方案可以检出更多常规PCR方

案无法检出的 Y染色体变异,这对进一步探明不同

Y染色体变异与男性不育的关系,提供了有力的实
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验技术方案.
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􀅰临床研究􀅰

上肢功能锻炼对动静脉内瘘术后成熟影响的 Meta分析
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【摘　要】　目的　 系统评价动静脉内瘘术后上肢功能锻炼对其成熟的影响.方法　 计算机检索 PubMed、The

CochraneLibrary、WebofScience、外文医学信息资源检索平台、维普网、万方和 CNKI中对动静脉内瘘术后患者采用上肢

功能锻炼的随机对照试验.采用 RevMan５􀆰３软件对数据进行 Meta分析.结果　共纳入９项研究,１４３４例患者.Meta分析

结果显示,上肢功能锻炼对动静脉内瘘临床成熟率 [RR＝１􀆰０８ (１􀆰０１,１􀆰１５),P＝０􀆰０２]、静脉直径 [SMD＝０􀆰２４ (０􀆰２０,

０􀆰２８),P＜０􀆰００１]、内瘘血流量 [SMD＝１１８􀆰４７ (７５􀆰２１,１６１􀆰７３),P＜０􀆰００１],功能锻炼组与对照组比较差异有统计学

意义;上肢功能锻炼后动静脉内瘘超声成熟率 [RR＝１􀆰１８ (０􀆰９８,１􀆰４２),P＝０􀆰０９]、内瘘吻合口直径 [SMD＝０􀆰０７ (－

０􀆰２６,０􀆰３９),P＝０􀆰６９]、术侧握力 [SMD＝－１􀆰６６ (－９􀆰９１,６􀆰５９),P＝０􀆰６９],功能锻炼组与对照组比较差异无统计学

意义.结论　上肢功能锻炼可提高动静脉内瘘临床成熟率,增加静脉血管直径和内瘘血流量,但对超声成熟率、内瘘吻合口

直径的促进作用尚不明确.目前有关动静脉内瘘术后功能锻炼的文献仍较少,还需要更多高质量研究进一步论证.

􀅰７２􀅰福建医药杂志２０２１年１０月第４３卷第５期　FujianMedJ,October２０２１,Vol􀆰４３,No􀆰５


