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FKBP6基因单核苷酸多态性与原发性无精症相关研究 *
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摘要 目的：对 Fkbp6基因的编码外显子进行突变和多态性分析，初步探讨其与原发性无精症相关性。方法：运用聚合酶链反应
（PCR）结合琼脂糖凝胶电泳和基因序列分析等方法，对 65例原发性男性不育患者以及 96名已生育的正常男性进行了 Fkbp65基

因的外显子区域序列分析。结果：基因 FKBP6中 1个突变位点 T141G在无精症患者和正常生育男性中的基因多态性可能是特发

性少精无精症的诱发因素之一。因此临床上对原发性不孕不育患者进行 FKBP6基因突变筛查是十分必要的。
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Investigation of Single Nucleotide Polymorphisms(SNPs) in Gene FKBP6
and its Association with Idiopathic Azoospermia*

To explore the mutation and polymorphisms in gene fkbp6, and preliminarily investigate these
polymorphisms' association with male asthenozoospermia. Fkbp6 gene of 65 primary infertile patients and 96 normal subjects

with offsprings were detected by PCR techniques, in combination with agarose gel electrophoresis and gene sequence analysis.
T141G, an important disease-causing gene mutation site of Fkbp6 gene which is essential for sperm development was found to be the

candidate gene for male asthenozoospermia. The study demonstrates that T141G, in the coding region of FKBP6 gene, may be one of the

causative factors of oligospermia and azoospermia, resulting in male infertility. Clinically, it is necessary to perform a screening

examination for FKBP6 within the male primary infertile patients.
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前言

男性不育症（Male Infertility）是指男子在规律性生活且双

方没有采取任何避孕措施的情况下，12 个月内未使健康配偶

妊娠[1,2]。据有关调查显示，夫妇不能生育近一半是由于男方的

原因所致[3]。其中相当一部分男性不育的病症伴有无精症或寡

精症，目前已陆续被发现了一系列原发无精症相关基因，提示

其人类同源基因也可能与人类男性原发无精症相关[4-6]。FKBP

是一类具有肽基脯氨酸顺反异构酶活性的蛋白质，是免疫抑

制剂 FK506手提蛋白[7,8]。研究发现 Fkbp6蛋白为联会复合体

（synaptonemal complex，SC）的组成部分，该基因在男性生殖细

胞发育过程中发挥着十分重要的作用[9-11]。本研究运用 PCR技

术对 96例正常生育男性和 65 例原发性男性不育症的 Fkbp6

基因进行多态性分析，探讨其与不孕症发生的相关性。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

选择 2013年 7月 -2013年 11月间 96名正常生育的男性

和 65不育男性的外周血标本。其中正常生育男性作为对照组，

均育有 1个以上子女，精液常规检查精子数均＞ 40× 106/mL。

而特发性不育男性年龄 26-37岁，平均 31岁，平均不育年限

4.6年，经精液检查，确诊为原发无精症。所有参与的人员均通

过临床检查排除精索静脉曲张、内分泌紊乱、生殖道梗阻、隐

睾、附睾损伤等其他泌尿生殖系统疾患，且无特殊病史及家族

史。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 外周血基因组 DNA的抽提 使用德国 Qiagen 公司的

全血 DNA提取试剂盒，(1)每个患者分别取 EDTA抗凝全血 1

mL，加入到 1.5 mL的 EP管中，加入 20 滋L蛋白酶 K和 Buffer

AL，充分混匀并且振荡 15 sec。（2）56℃条件下温育 10 min。（3）

加入 200 滋L的无水乙醇，充分混匀冰振荡 15 sec。（4）将样品
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转入 QIAamp spin column离心柱管中，8000 r/min离心 1 min。

（5）去除离心柱下的滤液，加入 500 滋L的 Buffer AW1，8000

r/min离心 1 min。（6）去滤液，加入 500 滋L的 Buffer AW2，

14000 r/min离心 3 min。(7)将 QIAamp spin column离心柱放入

1.5 mL的 EP管中，在 QIAamp spin column膜中部加入 50 滋L

的超纯水，室温静置 2 min，8000 r/min离心 l min，将 DNA洗脱

下来；(8)取适量的产物进行 DNA定量，4℃保存备用。

1.2.2 聚合酶链反应（PCR）引物设计 采用 FKBP6基因来扩

增，选择 FKBP6基因所含的外显子基因，引物由上海生工公司

合成，引物序列见表 1。
表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

1.3 PCR扩增和检测

PCR反应体系总体积为 25 滋L，包括 DNA模板约 100ng、

10× buffer 2.5 滋L、dNTP 终浓度 200 滋mol/L、10 pmol/L 引物

各 0.5 滋L、DNA 聚合酶 lU。扩增条件为 95℃预变性 3 min、

95℃ 30 s、55℃ 30 s，共 35个循环，72℃延伸 5 min，最后置 4℃

保存。PCR扩增产物检测经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，60V恒压

电泳 30 min，溴乙锭染色后在凝胶成像系统观察结果。PCR反

应中均设有正常生育男性对照。

1.4 外显子 PCR扩增产物序列测定

1.4.1 PCR产物的凝胶回收 用 Qiagen公司的凝胶回收试剂

盒从凝胶中回收 DNA样品，方法如下：

(1)在紫外灯下用刀片切下含有预期条带的凝胶块。

(2)将切下的凝胶块，放入 EP 管中，每 100 mg 凝胶倒入

600滋L Buffer QG缓冲液，55℃水浴 10 min，在此期间每隔 1-2

min中轻摇 EP管，使凝胶完全溶解。

(3)加入 100 滋L异丙醇并振荡混匀。

(4) 将样品转移到 Qiaquick spin column柱中，13000 r/min

离心 l min。

(5) 弃去离心柱底部的液体，加入 0.5 mL的 Buffer QG，

13000 r/min离心 l min。

(6) 弃去离心柱底部的液体，加入 0.75 mL的 Buffer PE，

13000 r/min离心 l min。

(7)弃去离心柱底部的液体，再次 13000 r/min离心 l min。

(8)将 Qiaquick column中的过滤柱放入一支空的 1.5 mL EP

管中，往柱中过滤膜上加入 25 滋L超纯水，室温下静置 2 min，

13000 r/min离心 l min，收集管中离心液。

(9) 取适量的回收产物分别进行 DNA定量和电泳鉴定回

收效果。

1.4.2 序列测定 PCR扩增产物纯化后，以相应引物，委托上海

生工公司进行 DNA序列测定。

2 结果

Fkbp6基因的 PCR扩增产物送生工公司测序，结果显示一

共 13例不孕不育症男性患者中发现 Fkbp6基因第 2个外显子

存在 T-A的点突变（位于编码区的 141位），另有 1例为第 7个

外显子存在突变。96例正常生育的男性中没有发现 Fkbp6基

因中有突变的情况。

表 2 FKBP6基因测序检测结果

Table 2 Gene sequencing detection results of FKBP6

3 讨论

无精症和少精症是男性不育的主要原因之一，男性不育的

病因复杂，是一种多因子疾病，严重影响现代男性健康和家庭

幸福。导致男性不育的原因很多，涉及激素调节、生殖系统功

能、遗传免疫等诸多方面，但仍有部分原因不明，这种病因无法

确定的不育称为原发性男性不育[12-14]。除了从精子数量及活力

方面寻找原发性男性不育的病因外，精子 DNA缺陷等遗传方

面的因素也被发现与男性不育相关[15-17]。

fkbp6是睾丸组织特异性表达基因，位于人类 7号染色体

长臂，其仅在生殖细胞中表达。联会复合体 (Synaptonemal

Complex,SC) 是在减数分裂Ⅰ中起重要作用的一种超分子，

FKBP6是其中的一种，其直接参与减数分裂过程中同源染色

体的联会。作为联会复合体蛋白，FKBP6是哺乳动物精子发生

减数分裂联会复合体形成必需的，由此可见联会复合体蛋白

FKBP6在精子发生中起着十分重要的作用，其基因异常可能

导致无精症和男性不育。作为一种新鉴定的基因，目前对联会

引物名称

Name of primers

序列（5'-3'）

Sequences（5'-3'）

Fkbex1-F

Fkbex1-R

Fkbex2-F

Fkbex2-R

Fkbex3-F

Fkbex3-R

Fkbex4-F

Fkbex4-R

Fkbex5-F

Fkbex5-R

Fkbex6-F

Fkbex6-R

Fkbex7-F

Fkbex7-R

Fkbex8-F

Fkbex8-R

CAG CTA GGA CAT GGG GG

CAC CTG GCC GGG GGC G

GAG GCC TGG CTT TCA TTC

CCG CCC CAG GGC GTA C

TGG CGT GGG TGT TTT TGG

TGG CGT GGG TGT TTT TGG

TGA GCA GGA TAC TGA GCA

GCT GAC ATC TGT GCT CTG

TTA CTG CTT TTG GTT TCC TT

TTC AGG ATC TAA ACT TAC AC

TGT TAC TCC TCT TGA CCA T

TTC CCA AGT CAC TGG CTT

CAA ATG ATA TCT TTT CTA ACTG

GAG TCA CAA CCC CAC CC

TCC AAA CAC AGA CCT CCT

TCC AAA CAC AGA CCT CCT

FKBP6编码区

The FKBP6 coding

region

原发性不孕不育组例数

The number of Primary

infertility group

正常生育对照组例数

The number of normal

birth control group

Exon1

Exon2

Exon3

Exon4

Exon5

Exon6

Exon7

Exon8

0

13

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0
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复合体蛋白 FKBP基因的研究仅限于小鼠模型及基因多态性

方面，尚未在大规模人群中的研究报道，因此在人群中对 fkbp6

多态性和突变展开研究从而探讨其与无精症的关系，是一个值

得研究的课题[18-20]。

为检测 Fkbp6基因中的突变是否是导致男性不孕不育症

的诱发原因，本研究对比了 65例子少精子症和无精子症男性

与 96 例正常生育力男性的外周血 Fkbp6 基因蛋白质编码序

列，确定了少精子症和无精子症男性患者 Fkbp6基因中的单核

苷酸多态性突变位点，Fkbp6基因共有 8个外显子，其中在 13

例患者中发现位于 Fkbp6基因中的第 2 个外显子存在编码区

的点突变位点，测序结果显示改位点位于编码区域的 141位，

为 T-A的点突变。由于该位点的突变率明显高于在不育症患者

中 Fkbp6基因另外一个蛋白编码区域位点的突变率，在调查患

有不孕不育症的男性的精子时发现，有部分患者的该基因突

变，无法正常工作，因此，确认了该基因与人类男性的不孕不育

症有关。因此该位点的突变存在很有可能导致蛋白质结构的破

坏和疾病诱发的可能性，从而导致少精子症和无精子症。

总之，男性少精子症和无精子症是多发因素性疾病，

FKBP6蛋白质编码序列区的 SNPs可能是其诱发因素之一，在

临床上治疗不孕不育症使用体外受精进行筛选精子的时候，该

基因能够成为一个有效的分子标记。
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