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弱精子症精子中 miRNAs特异表达及潜在致病靶点的分析 *
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摘要目的：弱精子症可见于 40%的不育男性，其特征是精子活力低下。微小 RNA（MicroRNAs，miRNAs）在精子发生中发挥重要

作用，但关于精子中 miRNAs在弱精子症中的作用知之甚少。本研究试图初探 miRNAs在弱精子症的分子机制。方法：收集了重

度弱精子症患者和健康男性的精子样本，采用高通量序列技术来识别差异表达的 miRNAs，并对差异显著的 miRNAs进行生物信

息学分析。通过 qRT-PCR证实了 2个特异性改变的 miRNA及其靶基因表达情况。结果：重度弱精子症患者与正常男性相比，共

有 146个 miRNAs（P＜0.05; |log2 Fold Change|＞1）发生改变，其中表达上调的 52个，下调的 94个；预测上下调幅度最显著的前

10个 miRNAs的靶基因，同时在 miRDB和 TargetScan数据库存在的靶基因共有 1407个。富集分析结果显示，miRNAs的靶基因

富集于精子细胞的生物过程，还参与精子细胞的氧化代谢、刺激反应、增殖和分化以及凋亡等生物过程。通路分析显示，靶基因可

能参与细胞自噬、细胞衰老、PI3K-Akt信号通路、MAPK信号通路、HIF-1信号通路、mTOR信号通路等。其中，在弱精子症精子中

特异性上调的 hsa-miR-371a-5p 和 hsa-miR-2355-5p，预测靶基因分别为自噬效应蛋白 Beclin1 和线粒体内膜蛋白抑素 2

（prohibitin2，PHB2），二者直接参与线粒体自噬过程。qRT-PCR结果显示随着精子活力的降低，精子中 hsa-miR-371a-5p 和

hsa-miR-2355-5p的表达量升高。结论：本研究发现弱精子症患者精子中特异性失调的 miRNAs及其靶基因，为后续深入研究低活

力精子中 miRNAs参与调控线粒体自噬功能的机制提供新思路和理论依据。
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Differentially Expressed Key miRNAs and Potential Targets Analysis
in Asthenzoospermia*

Asthenozoospermia, a condition observed in 40% of infertile males, is characterized by reduced sperm

motility. MicroRNAs (miRNAs) play a pivotal role in spermatogenesis, yet their involvement in asthenozoospermia remains poorly

understood. This study aims to elucidate the molecular mechanisms of miRNAs in asthenozoospermia. Sperm samples were

collected from individuals with severe asthenozoospermia and healthy males. High-throughput sequencing was employed to identify

differentially expressed miRNAs, followed by bioinformatics analysis of these significant miRNAs. The altered expression of two specific

miRNAs and their target genes was confirmed using qRT-PCR. When comparing severe asthenozoospermia patients to healthy

males, 146 miRNAs exhibited significant alterations (P＜0.05; |log2 Fold Change|＞1), with 52 upregulated and 94 downregulated

miRNAs.The ten most significantly upregulated and downregulated miRNAs were subjected to target gene prediction through the

miRDB and TargetScan databases, a total of 1407 target genes were found to be supported by both databases. Enrichment analysis

revealed that miRNA target genes were enriched in sperm cell processes, and they were involved in oxidative metabolism, stimulus

response, proliferation, differentiation, and apoptosis in sperm cells. Pathway analysis indicated that target genes might participate in

processes such as autophagy, cellular senescence, the PI3K-Akt signaling pathway, the MAPK signaling pathway, the HIF-1 signaling

pathway, and the mTOR signaling pathway. Notably, among the specifically upregulated miRNAs in ast henozoospermia,

hsa-miR-371a-5p and hsa-miR-2355-5p were identified, with their respective target genes being the autophagy effector protein Beclin1
and mitochondrial inner membrane protein prohibitin2 (PHB2), both directly involved in mitochondrial autophagy. qRT-PCR results

demonstrated an increased expression of hsa-miR-371a-5p and hsa-miR-2355-5p in sperm as motility declined. This study

identified miRNAs with specific dysregulation in the sperm of asthenozoospermia patients and their target genes, offering new insights
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Variables
Normal(High

motility)

Normal(Moderate

motility)

Asthenospermia(Mild

to moderate)

Asthenospermia

(Severe)
P-value

Number 15 15 15 15 ns

Average age, years 31依3.35 31依4.58 33依2.37 32依8.98 ns

Sexual abstinence time, days 4 4 4 4 ns

Sperm concentration 106/mL 110.83依22.01 108.90依9.27 115依8.45 103依19.23 ns

Total volume, mL 4.54依8.52 4.27依4.16 4.15依7.58 4.12依3.38 ns

Progressive motility 78.46依11.88 57.78依9.56* 23.28依7.84* 3.76依9.35* P<0.05

前言

不孕不育已成为全球生殖健康的重要问题。全球约有 10%

～15%的育龄夫妇患有不孕症，其中男性占 50%[1]。在 40%的不

育男性中发现弱精子症，其主要特征是精子活力低下[2]。弱精子

症（Asthenozoospermia，AZS）是指禁欲 2～7 d后取精，前向运

动精子百分率＜32%或前向运动 +非前向运动精子百分率＜

40%[3]。精子活力低下是弱精子症的主要特征，与精子活力器官

异常、精子能量代谢受损和细胞信号传导受阻有关[4]。然而，弱

精子症病因较为复杂，早期的研究结果认为其包括微生物感

染、精液凝固及液化异常、免疫性不育、内分泌紊乱、精子本身

结构异常、染色体异常及精索静脉曲张等原因[5，6]。明确 AZS的

发病机制是有效恢复精子活力的关键。

基础研究资料提示，不同信号通路的多个基因表达异常可

能与弱精子症的发生有关。虽然精子是高度分化的细胞，但它

们含有一定量的 RNA，主要是 mRNA和 miRNA[7]。精子 RNA

在精子运动、获能、受精和胚胎发育中发挥着非常重要的作

用 [8-10]。越来越多的证据表明，非编码小 RNA，特别是 miRNAs

和 piRNAs，可能显著调控生殖细胞的发育和精子发生[11]。研究

表明，miR-525-3p表达降低可调控 SEMG1表达增加，与弱精子

症和男性不育相关 [12]；hsa-miR-206靶向的 mRNA可能在精子

运动中发挥重要作用 [13]；miR-27a的高表达介导 CRISP2蛋白

的低表达与精子形态异常、精子活力低下和不育有关[12]，这些

研究结果表明，miRNAs参与了精子发生中的基因表达调控。

本研究应用下一代测序技术比较了重度弱精子症和健康

男性精子之间的 miRNAs表达谱。基于生物信息学分析结果，

我们选择了一些 miRNAs作为弱精子症的候选分子靶点，对差

异表达的 miRNA及其预测的靶基因进行筛选和验证，试图初

探在弱精子症中 miRNAs的分子角色，为弱精子症的靶向治

疗、临床诊断和分子分型奠定基础。

1 材料与方法

1.1 样品采集

本研究经联勤保障部队第九医院医学伦理委员会批
准( SC-2018-024, 2021-020)，所有参与对象均签署了知情同意

书。样本于 2020年 1月至 2022年 1月在联勤保障部队第九
医院采集。精液分析按照世界卫生组织第 6版标准执行[14]。

精子活力正常对照组（精子浓度≥ 15伊106/mL，前向运动精子百
分率 PR≥ 32%，精子形态正常≥ 4%），弱精子症组仅以 PR

<32%为特征。根据上述标准选取 30例弱精子症样本和 30例

对照样本（表 1），弱精子症组分为轻中度弱精子症组（10%≤

PR<40%）和重度弱精子症组（0<PR<10%），正常对照组分高活

力组（PR≥ 60%）和中等活力组（40%≤ PR<60%），精液其它各

项参数检查均正常。选取 5例重度弱精子症男性（ZR001-005）

和 3例健康男性（ZC001-003）的精液样本，采用高通量测序技

术。弱精子症样本和正常对照样本每组选取 3份精液样本进行

验证。

and a theoretical basis for further investigation into the mechanisms by which miRNAs regulate mitochondrial autophagic functions in

low motility sperm.

Asthenozoospermia; High-throughput Sequencing; miRNAs; Bioinformatics analysis; Mitophagy

表 1弱精子症患者和正常生育男性精子样本的临床资料

Table 1 Clinical features of the asthenospermia patients and healthy people with different vitality

Note: ns, No significant difference. *P<0.05, the control group was the high motility normal group.

1.2 方法

1.2.1 从精子样本中分离总 RNA（包括 miRNA） 取精液

300 滋L，3000伊g，4℃离心 20 min，收集精子。使用 Trizol试剂

（Invitrogen，USA）提取精子总 RNA，加入异丙醇后，每个样品

需要 1 滋g糖原，混合物在 -80℃保存过夜，沉淀小 RNA。使用

Agilent 2100 Bioanalyzer测定纯度和浓度。

1.2.2 miRNA测序及差异表达分析 将提取好的 5例重度弱

精子症组和 3例对照组的精子总 RNA外送至康城生物有限公

司采用 Illumina Hiseq 2500 测序平台筛查收集样品精子中

miRNA表达谱。miRNA的表达定量由软件 mirdeep2通过比对

结果到已知的基因组并统计得到。miRNA表达量阈值为每个

组中 CPM（Counts per million reads）均值超过≥ 1的 miRNA

视为在分组中表达并进行统计分析。使用 edgeR 进行组间

miRNAs的差异表达分析。设定阈值 1.5倍差异，P-value≤ 0.05
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miRNA name miRNA-specific primer Universal primers

hsa-miR-2355-5p CCGATCCCCAGATACAATGGACAA GATCGCCCTTCTACGTCGTAT

hsa-miR-371a-5p ACTCAAACTGTGGGGGCACT GATCGCCCTTCTACGTCGTAT

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

表 2 qRT-PCR引物序列

Table 2 Primer sequences for qRT-PCR

且组内 CPM均值≥ 1来筛选差异表达 miRNA。当 |logFC| >1

且 FDR<0.01时，一个 miRNA被定义为差异表达。logFC >1的

miRNAs是上调的，而 logFC < - 1的miRNAs被认为是下调的。

1.2.3 miRNAs靶基因预测及其 GO功能注释和 KEGG途径富

集分析 基于 TargetScan Human 和 miRDB（https://mirtar-

base.cuhk.edu.cn）2个靶基因数据库，分别对上调幅度和下调幅

度最显著的前 10个 miRNA进行潜在靶基因预测。利用 String

数据库和 Cytoscape软件的 "NetworkAnalyzer"工具进行可视

化处理，构建 PPI网络图。Gene Ontology（GO, http://www.ge-

neontology.org）功能分析和 Fisher算法可以提供基因功能的分

子功能（Molecular Function）、细胞成分（Cellular Component）和

参与的生物过程（Biological Process）三个方面信息。利用

KEGG数据库对差异 miRNA靶基因进行通路富集分析，P＜

0.05代表富集结果显著。最后利用 R语言绘制 GO和 KEGG

富集分析气泡图。

1.2.4 qRT-PCR 使用 miRNA 第一链 cDNA 合成试剂盒

（FastKing）合成 cDNA。使用 PerfectStart Green qPCR SuperMix

(+Dye II)在 ABI 7900 Real-Time PCR系统中进行qRT- PCR。总

反应体系为 10 滋L [ SuperMix 5 滋L、Primer1 (10 滋mol / L)
0 .25 滋L、Primer2 (10 滋mol / L)0 .25 滋L、Template cDNA

1 滋L、ddH2O 3.5 滋L]。反应条件：94 ℃、30 s，95 ℃、5 s，

60 ℃、30 s，40个循环，设置 3个复孔。所有的反应都进行了 3

次重复。采用 2-Δ Δ Ct法计算目的基因的表达量。U6作为内源性

正常化对照来评估 miRNAs的相对基因表达水平。熔融曲线分

析来控制 qRT-PCR产物的特异性。相应引物序列见表 2。

1.3 统计学分析

所有数据均以至少 3个独立实验的均数依标准差（x依s）的
形式呈现，两组间比较采用 t检验；多组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用 LSD-t检验。采用 SPSS软件进行

统计分析。采用非参数Mann-Whitney U检验对数据进行显著

性检验。P<0.05被认为是显著的。

2 结果

2.1 重度弱精子症男性和正常男性精子中差异表达的 miRNAs

成功测序了 5个重度弱精子症和 3个正常精子标本的文

库。经过生物信息学分析，共有 1055个 miRNAs被注释，这些

被认为是已知的 miRNAs。以 |log2FC| > 1和和 FDR < 0.01为标

准，重度弱精子症患者与健康男性相比，共有 146个 miRNAs

表达水平出现显著差异，包括 52个上调的 miRNAs和 94个下

调的 miRNAs(图 1A)。经过滤分析后，其中上调幅度最大的 10

个 miRNAs和下调幅度最大的 10 个 miRNAs 均已列出（图

1B、表 3）。miR-448和 hsa-miR-302a-3p上调和下调的幅度最

大，之前研究中发现的一些差异表达的 miRNAs，如 miR-34、

miR-34、miR-146、miR-449，在本研究中均存在特异性的下调，

与之前的报道一致[22]（表 4）。

2.2 差异表达 miRNAs靶基因的预测

对显著差异上、下调前 10 的 miRNA进行靶基因筛选，

miRDB 数据库中分别有 2805 和 4140 个独立靶基因；

Tar getScan Human数据库中分别有 1842和 1939个独立靶基

因。其中两个数据库中同时存在的靶基因有 526和 881。对两

个数据库同时存在的靶基因分别建立了上调差异表达 miRNA

-靶基因网络和下调差异表达 miRNA -靶基因网络（图 2 A、图

2 C）和每个差异表达 miRNA靶基因数量（图 2 B、图 2 D）。上

调差异表达的 hsa-miR-2355-5p在两个数据库同时存在的靶基

因数最多，有 132 个；下调差异表达的 hsa-miR-302a-3p、

hsa-miR-302b-3p、hsa-miR-302c-3p 和 hsa-miR-302d-3p 在

miRDB数据库和在 TargetScan Human数据库以及两个数据库

同时存在的靶基因数量和对应的靶基因完全一致，有 161个；

hsa-miR-483-3p在两个数据库没有同时存在的靶基因。

2.3 差异表达 miRNAs靶基因的 GO功能注释和 KEGG途径

富集分析

GO分析包括生物过程、细胞成分和分子功能，研究目的基

因的功能和注释。在这三个领域中最显著富集的 10个功能如

图 3所示。涉及的主要生物过程在细胞周期的调节、刺激反应、

氮化物代谢过程的调控、细胞代谢过程的正向调节、细胞内信

号转导、RNA生物合成和代谢过程的调控等。与差异表达基因

相关性最强的细胞成分主要是细胞质、核质、膜、膜细胞器、细

胞外围、质膜、内膜系统、胞质溶胶、膜结合的细胞器、染色体

等。差异表达基因与以下分子功能密切相关：蛋白质结合、

RNA结合、催化活性、碳水化合物衍生物结合、酶结合、转录调

节活性、DNA结合转录激活剂活性、RNA聚合酶 II特异性等

方面。

我们绘制散点图来直观地说明 KEGG分析结果。图 4显

示了 30条 P值较小的路径。值得注意的是，显著富集的途径主
要与细胞自噬、细胞衰老和内分泌抵抗等有关。分析表明，具有

显著相关性的信号通路包括 PI3K-Akt信号通路、MAPK信号

通路、HIF-1信号通路、FoxO信号通路 mTOR信号通路等。

2.4 差异表达 miRNAs及其靶基因的 qRT-PCR验证

依据弱精子症的主要特征为精子活力低下，关注 KEGG

Pathway分析结果中线粒体自噬通路（Mitophagy-animal，P=0.
027，P＜0.05）。其中，在重度弱精子症精子中特异性上调的

hsa-miR-371a-5p 和 hsa-miR-2355-5p，TargetScan 和 miRDB 两

个数据库均预测靶基因分别为自噬效应蛋白 Beclin1和线粒体
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内膜蛋白抑素 2（prohibitin2，PHB2），二者直接参与线粒体自噬
过程。使用 qRT-PCR来验证这 2个 miRNAs和靶基因在不同

活力精子中的表达水平。如图 5所示，miR-371a-5p的表达量在

高活力正常对照组与中等活力正常对照组间无明显差异（P>0.
05）；轻中度弱精子症组和重度弱精子症组中 miR-371a-5p表

达水平比高活力正常对照组高（P<0.01），组间差异大（P<0.
0001）。与高活力正常对照组相比，重度弱精子症组的

miR-2355-5p 表达水平升高（P<0.0001），其他组别与高活力正
常对照组相比，无显著差异（P>0.05）。Beclin1的 mRNA表达水

平在四组中无显著差异（P>0.05）；与高活力正常对照组相比，
PHB2的 mRNA在中等活力正常对照组和轻中度弱精子症组

表达水平升高（P<0.01，P<0.001）。

3 讨论

弱精子症（AZS）是男性不育最常见的原因之一，往往作为

辅助生殖技术的重要临床适应症之一，给家庭福祉和社会医疗

体系带来沉重负担。miRNA在男性不育中起着至关重要的作

用[15]，已有研究报道弱精子症男性的总精液、精浆和精子中的

miRNAs发生改变[16]，miRNAs也可能参与男性不育[17，18]。

在我们的研究中，发现的一些差异表达的hsa-miR-34c-3p、

hsa-miR-34b-3p、hsa-miR-146a-3p、hsa-miR-449a、 和 hsa-miR-

449c-5p，已被报道可用作特发性男性不育的诊断生物标志物

以及新的靶向治疗工具[15]。Abdolmabood等人发现不育男性精

子样本中 miR-34c-5p显著下调[19]。Wang等发现无精子症患者

miR-146b-5p表达显著降低 [20]。另外，睾丸中 miR-34b-5p和

miR-449a可能参与了粗线期精母细胞的损伤，miR-449失调可

能导致精子活力受损，从而出现男性不育[21]。我们的数据在上

述发现的基础上，进一步证实了这些 miRNA参与了弱精子症

分子调控。

有意义的是，除了已经被报道的 miRNAs 外 [22]，我们在

重度弱精子症患者精子中还发现了显著差异表达的新的

miRNAs。

我们发现 hsa-miR-302家族在重度弱精子症患者精子中表

现为显著差异表达下调，以往的研究表明 miR-302a-3p可通过

靶向 METTL3 抑制黑色素瘤细胞的进展[23]，通过靶向 FOXO3
抑制线粒体自噬，加重心肌缺血再灌注损伤[24]。miR-302d-3p通

过调节 TMBIM6介导的 ERK信号通路调节乳腺癌细胞的活

力、迁移和凋亡[25]。hsa-miR-302家族是否同样参与精子的线粒

体自噬或者细胞的活力、迁移和凋亡，从而导致精子活力的下

降，还需进一步探讨。

有趣的是，我们研究发现的重度弱精子症患者精子中显著

差异表达上调的 miRNAs，大部分已被报道与细胞自噬或者线

粒体自噬相关，给本课题以后的研究内容指引了方向。其中，研

究表明 hsa-miR-448可以调节癌细胞的进展和焦亡，可作为肿

瘤预后的标记物[26]；hsa-miR-4772-5p可能与新的细胞自噬标记

物存在关联[27]；另外，在晚期肝细胞癌（HCC）中，miR-371a-5p

对自噬相关因子 BECN1的 mRNA翻译有直接抑制作用，而且

miR-371a-5p的表达与 BECN1蛋白表达呈负相关，miR-371a-5p

图 1重度弱精子症男性和正常精子男性精子中 miRNA差异表达谱热图和火山图

Fig.1 Differentially expressed miRNAs in asthenospermic specimens versus normal sperm

Note: Red indicates high expression, and blue indicates low expression. ZR, asthenozoospermia, ZC, normal control. (A) Heat map based on the

differential expression of the 146 altered miRNAs in asthenozoospermia and normal specimens. (B) Heat map based on the top 10 differentially expressed

miRNAs in asthenozoospermia and normal specimens. (C) Volcano plot based on all the miRNAs annotated in asthenozoospermia and normal specimens.
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Note: compared with the normal group, P<0.05.

Mature_ID log2FC Fold_Change P_value q_value(FDR) DGE

hsa-miR-448 5.53E+00 4.61E+01 1.59E-02 2.13E-01 Up-regulated

hsa-miR-4709-5p 5.36E+00 4.10E+01 2.02E-02 2.39E-01 Up-regulated

hsa-miR-483-3p 5.33E+00 4.02E+01 6.85E-03 1.47E-01 Up-regulated

hsa-miR-371a-5p 4.89E+00 2.97E+01 2.63E-08 4.63E-06 Up-regulated

hsa-miR-4772-5p 4.79E+00 2.77E+01 9.32E-03 1.79E-01 Up-regulated

hsa-miR-4772-3p 4.59E+00 2.41E+01 4.91E-03 1.18E-01 Up-regulated

hsa-miR-3614-5p 4.08E+00 1.70E+01 3.84E-02 3.20E-01 Up-regulated

hsa-miR-4662a-3p 3.97E+00 1.57E+01 2.35E-02 2.66E-01 Up-regulated

hsa-miR-2355-5p 3.94E+00 1.54E+01 1.17E-02 1.93E-01 Up-regulated

hsa-miR-511-5p 3.81E+00 1.40E+01 4.99E-03 1.18E-01 Up-regulated

hsa-miR-302a-3p -7.28E+00 6.44E-03 6.31E-15 2.22E-12 Down-regulated

hsa-miR-302b-3p -6.66E+00 9.89E-03 5.65E-18 5.76E-15 Down-regulated

hsa-miR-302a-5p -6.60E+00 1.03E-02 1.09E-17 5.76E-15 Down-regulated

hsa-miR-302c-5p -6.35E+00 1.22E-02 4.36E-05 5.26E-03 Down-regulated

hsa-miR-4445-3p -6.12E+00 1.43E-02 9.40E-05 9.02E-03 Down-regulated

hsa-miR-302c-3p -5.80E+00 1.80E-02 6.19E-12 1.59E-09 Down-regulated

hsa-miR-302d-3p -5.61E+00 2.04E-02 7.52E-12 1.59E-09 Down-regulated

hsa-miR-519e-3p -4.46E+00 4.56E-02 9.22E-03 1.79E-01 Down-regulated

hsa-miR-541-5p -4.35E+00 4.89E-02 1.59E-02 2.13E-01 Down-regulated

hsa-miR-4728-3p -4.24E+00 5.28E-02 1.66E-02 2.16E-01 Down-regulated

表 3重度弱精子症男性和正常精子男性精子中差异表达 miRNAs上和下调前 10位

Table 3 The top 10 differentially expressed miRNAs (|log2FC| > 1 and FDR < 0.01) in asthenospermic specimens versus normal sperm defined

by high-throughput sequencing

Mature_ID log2FC Fold_Change P_value q_value(FDR) DGE

hsa-miR-146a-3p -3.21E+00 1.08E-01 3.81E-04 2.52E-02 Down-regulated

hsa-miR-449c-5p -2.14E+00 2.28E-01 5.02E-03 1.18E-01 Down-regulated

hsa-miR-34c-3p -1.51E+00 3.51E-01 3.17E-02 2.99E-01 Down-regulated

hsa-miR-34b-3p -1.51E+00 3.52E-01 2.80E-02 2.81E-01 Down-regulated

hsa-miR-449a -1.40E+00 3.78E-01 4.46E-02 3.46E-01 Down-regulated

表 4诊断弱精子症的 miRNA生物标志物的差异表达

Table 4 Differential expression of miRNA biomarkers for diagnosis of asthenospermia

Note: compared with the normal group, P<0.05.

可以通过靶向抑制 BECN1依赖性自噬途径来增强药物治疗反
应[28]。值得注意，已有研究报道 miR-37a-5p靶基因的功能生物

信息学分析显示在自噬途径中的富集，miR-371a-5p过表达抑

制自噬相关表型，反之亦然[29]。另外，全转录组测序及生信分析

发现，hsa-miR-2355-5p可能被视为结核病的潜在诊断生物标

志物 [30]。 miR-2355-5p靶向 CBX5加剧乳腺癌中的细胞增殖

和迁移，靶向负调控 ERRFI1抑制髓核的增殖和炎症，同时，靶
向调节 ATG5来加速癌症细胞的自噬和进展[31-33]。

在功能富集结果中，发现了重要的生物学过程和途径，我

们发现这些在重度弱精子症患者精子中差异表达的 miRNAs

与线粒体自噬通路、PI3K-Akt 信号通路、MAPK 信号通路、

HIF-1信号通路、mTOR信号通路和 FoxO信号通路显著相关。

研究表明，miRNAs可参与多种细胞过程，包括分化、凋亡和发

育，表达特异改变的 miRNAs可通过各种机制对弱精子症产生

影响[15]。目前研究认为，失调的 miRNAs可能是开发新的和增

强的弱精子症诊断和预后技术的关键，并且还可能在个性化医

学领域提供新的治疗可能性[34]。

在我们的研究中，在重度弱精子症患者精子中，不管高通

量测序以及 RT-qPCR 的验证结果均显示 miR-371a-5p 和

miR-2355-5p高表达。依据生物信息学方法对 miRNAs靶基因
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图 3显著差异表达 miRNAs靶基因的 GO分析（BP、CC、MF）结果

Fig. 3 GO enrichment of target genes of differentially expressed miRNAs

Note: (A) Upregulated differentially expressed miRNAs; (B) Downregulated differentially expressed miRNAs. The bar grah of the 10 GO items with the

most significant differences in the results of GO analysis (BP, CC, MF). Red indicates Biological Process, BP; green indicates Cellular Component, CC;

blue indicates Molecular Function, MF. Arranged by P-value from low to high, the ordinate represents P-value (-log10 transformation).

图 2显著差异上、下调的前 10个 miRNA在 miRDB和 TargetScan Human数据库预测的潜在靶基因

Fig. 2 Potential target genes of the top 10 differentially expressed miRNAs predicted by miRDB and TargetScan Human databases

Note: (A) the network of the top 10 upregulated miRNAs target genes constructed by miRDB and TargetScan;

(B) the count of the top 10 upregulated miRNAs target genes; (C) the network of the top 10 downregulated miRNAs target genes constructed by miRDB

and TargeScan; (D) the count of the top 10 downregulated miRNAs target genes.
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图 5 hsa-miR-371a-5p和 hsa-miR-2355-5p以及相应预测靶基因 Beclin1和 PHB2在不同活力精子中 mRNA表达量

Fig. 5 The different expression levels of hsa-miR-371a-5p, hsa-miR-2355-5p and the target genes Beclin1 and PHB2 between asthenozoospermia and

normal specimens as determined by qRT-PCR.

Note: A, Normal control group with high sperm motility, B, Normal control group with moderate sperm motility, C, Mild to moderate asthenospermia

group, D, Severe asthenospermia group. Abbreviations: The control group is sperm high-activity normal control group.

*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.0001.

图 4显著差异表达 miRNAs靶基因的 KEGG途径条目

Fig. 4 Scatter plot of KEGG pathways

Note: (A) Upregulated differentially expressed miRNAs; (B) Downregulated differentially expressed miRNAs.

The x-axis represents the enriched pathways, and the y-axis represents the rich factor (sample number/background number).

The size of the dots indicates the number of target genes differentially expressed in this pathway. The colour of the dots corresponds to different P-value

ranges. Colors from blue to red indicate p-values from low to high, that is, the significance of enrichment is from high to low.

和参与的 Pathway 预测结果，在两个数据库同时存在

hsa-miR-371a-5p的目标靶基因 Beclin1，hsa-miR-2355-5p 的目
标靶基因 PHB2，这两个靶基因均参与调节细胞自噬和线粒体
自噬并占据着重要的角色[35]。疑惑的是，RT-qPCR检测不同活

力精子组中 Beclin1和 PHB2的 mRNA的表达量时，未发现

miR-371a-5p 与 Beclin1，miR-2355-5p 和 PHB2 之间的存在直
接关联性，但不排除两者间存在其他的间接影响靶向关系，为

后期研究弱精子症中是否存在线粒体自噬异常从而导致精子

活力的下降提供了基础。

综上，我们探讨了重度弱精子症患者精子中的 microRNA

特异表达特征和参与致病机制的可能途径，发现了特异性失调

的 miRNAs 及其靶基因，为后续深入研究活力低下精子中

miRNAs参与调控线粒体自噬功能的机制提供新思路和理论

依据。
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