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谷胱甘肽 Ｓ转移酶基因多态性与特发性男性不育患
者氧化应激水平的关系
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［摘　要］目的：分析特发性男性不育患者谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴｓ）基因ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１及 ＧＳＴＰ１基因多态
性与氧化应激水平及精子ＤＮＡ氧化损伤的关系。方法：收集２４６例特发性男性不育患者的静脉血，提取全血基
因组ＤＮＡ，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）对ＧＳＴＴ１及ＧＳＴＭ１基因进行分型，采用限制性片段长度多态性聚合酶链反
应（ＰＣＲＲＦＬＰ）对ＧＳＴＰ１基因进行分型；采集患者精液，酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测精浆中丙二醛（ＭＤＡ）、一
氧化氮（ＮＯ）水平及总抗氧化能力（ＴＡＯＣ），同法检测精子 ＤＮＡ中８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）水平。结果：
ＧＳＴＭ１（－）及ＧＳＴＴ１（－）组中精浆ＮＯ及精子ＤＮＡ中８ＯＨｄＧ水平分别显著高于 ＧＳＴＭ１（＋）及 ＧＳＴＴ１（＋）
组（Ｐ＜００１），ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（－／－）组精浆 ＭＤＡ、ＮＯ及精子 ＤＮＡ中８ＯＨｄＧ水平高于 ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／
＋）组（Ｐ＜００５），而精浆ＴＡＯＣ低于ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／＋）组（Ｐ＜００５），ＧＳＴＰ１（Ａ／Ｇ＋Ｇ／Ｇ）组中ＮＯ及精子
ＤＮＡ中８ＯＨｄＧ水平高于ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）组（Ｐ＜００５），而 ＴＡＯＣ显著低于 ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）组（Ｐ＜００１）。结论：
ＧＳＴｓ的ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１及ＧＳＴＰ１基因突变可增加特发性男性不育患者精浆氧化应激水平，降低精浆总抗氧化能
力，导致精子ＤＮＡ氧化损伤。
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　　引起男性不育的因素有很多，根据生殖环节可
分为睾丸前、睾丸、睾丸后三大因素，特发性男性不

育是指致病原因不明的不育，可能通过其中的一个

或多个因素引起［１］。活性氧（ＲＯＳ）是正常生理过
程的产物，正常水平的 ＲＯＳ有利于维持精子获能
及顶体反应等精子生理功能，而高水平 ＲＯＳ可通
过破坏精子结构引起男性不育［２－４］。谷胱甘肽 Ｓ
转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＧＳＴｓ）能促进亲
电子物质及应激氧化产物与还原型谷胱甘肽结合，

维持氧化还原系统的动态平衡［５－６］。ＧＳＴＴ１、
ＧＳＴＭ１和 ＧＳＴＰ１基因编码 Ｔｈｅｔａ、Ｍｕ和 Ｐｉ亚型
酶，其不同基因型在人群中存在功能差异［７－８］，影

响ＧＳＴｓ酶活性，进而导致机体氧化应激水平的差
异［９］。本研究分析 ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１及 ＧＳＴＰ１基因
多态性与特发性男性不育患者氧化应激水平及精

子ＤＮＡ氧化损伤之间的关系，为临床特发性男性
不育症患者的诊疗提供参考。

１　对象与方法

１１　研究对象
收集２００８年９月－２０１２年６月泌尿外科门诊

就诊的２４６例特发性男性不育症患者作为受试对
象，年龄２１～３４岁、平均（２７０±３６）岁。纳入标
准：（１）有规律性生活１年以上，未采取任何避孕
措施女方未受孕；（２）常规进行２次或以上精液分
析，精子密度小于１５×１０６／ｍＬ或精子总数小于３９
×１０６，精子前向活率小于３２％ ［１０］。排除已知原

因如外伤、隐睾症、生殖系统感染、染色体核型异

常、输精管道梗阻及血清性激素水平异常等导致的

不育。本研究方案经医院伦理委员会批准，所有研

究对象均知情同意并签署知情同意书。

１２　方法
１２１　ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＰ１基因分型　抽取研
究对象外周静脉血 ３ｍＬ，严格按照全血基因组
ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取 ＤＮＡ。参照文献
［１１］，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）对 ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１
进行基因分型，采用限制性片段长度多态性聚合酶

链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）对 ＧＳＴＰ１基因进行分型，
ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＰ１及 βａｃｔｉｎ基因引物均由上
海生物工程公司设计并合成。ＧＳＴＴ１基因上游引
物为 ５′ＴＴＣＣＴＴＡＣＴＧＧＴＣＣＴＣＡＣＡＴＣＴＣ３′、下游
引物为５′ＴＣＡＣＣＧＧＡＴＣＡＴＧＧＣＣＡＧＣＡ３′，ＧＳＴＭ１
基因上游引物为 ５′ＧＡＡＣＴＣＣＣＴＧＡＡＡＡＧＣＴＡ
ＡＡＧＣ３′、下游引物为 ５′ＧＴＴＧＧＧＣＴＣＡＡＡＴＡＴ
ＡＣＧＧＴＧＧ３′，ＧＳＴＰ１基因上游引物为 ５′ＡＣ
ＣＣＣＡＧＧＧＣＴＣＴＡＴＧＧＧＡＡ３′、下 游 引 物 为 ５′
ＴＧＡＧＧＧＣＡＣＡＡＧＡＡＧＣＣＣＣＴ３′；βａｃｔｉｎ为内参
照，上游引物为 ５′ＡＣＴＣＣＣＣＡＴＣＣＣＡＡＧＡＣＣ３′、
下游引物为 ５′ＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３′［１１］。
采用 Ｂｉｏｍｌｔｒａ梯度 ＰＣＲ仪对目的基因进行扩增，
反应体系２５μＬ，反应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ，
９４℃变性 ３０ｓ，退火 ３０ｓ（ＧＳＴＭ１６０℃，ＧＳＴＴ１
６３℃，ＧＳＴＰ１５８℃，βａｃｔｉｏｎ６１℃），７２℃延伸
３０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。采用 ＢｓｍＡＩ
（ＡＬＷ２６Ｉ）限制性内切酶对 ＧＳＴＰ１基因扩增产物
进行处理，扩增产物及酶切产物用２％琼脂糖凝胶
电泳检测。

１２２　精浆及精子 ＤＮＡ中氧化应激相关指标检
测　精液采集方法按第４版《ＷＨＯ人类精液及精
子－宫颈黏液作用实验室检验手册》［１０］标准执行：
禁欲３～７ｄ，用手淫法采集精液置于干燥无菌取精
杯中，用 Ｃｈｅｌｅｘ１００提取精子总 ＤＮＡ；将精液置于
３７℃培养箱内液化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心获得精浆，采
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用ＥＬＩＳＡ法测定精浆中丙二醛（ＭＤＡ）、一氧化氮
（ＮＯ）、总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）水平以及精子 ＤＮＡ
中８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）水平，严格参照试剂
盒说明书进行操作。

１３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ２２０进行数据处理，计量资料用均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用方差分析，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＰ１基因多态性
如图１、图２所示，ＧＳＴＴ１基因扩增产物长度

为４８０ｂｐ，ＧＳＴＭ１基因扩增产物长度为 ２１９ｂｐ，
ＧＳＴＰ１基因扩增产物长度为 １７７ｂｐ；经 ＢｓｍＡＩ
（ＡＬＷ２６Ｉ）限制性内切酶酶切后，野生型（Ａ／Ａ）产
物长度为１７７ｂｐ，突变纯合型（Ｇ／Ｇ）产物长度为
８７ｂｐ及 ９０ｂｐ，突变杂合型（Ａ／Ｇ）产物长度为
１７７ｂｐ、８７ｂｐ及９０ｂｐ，βａｃｔｉｎ内参照扩增产物长
度为 ４００ｂｐ。２４６例特发性男性不育患者中，
ＧＳＴＭ１（＋）及ＧＳＴＭ１（－）患者分别为９７、１４９例，
ＧＳＴＴ１（＋）及ＧＳＴＴ１（－）患者分别为９２、１５４例，
ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／＋）、ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／－）、
ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（－／＋）及 ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（－／－）
患者分别为 ３８、５９、５４及 ９５例，ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）
ＧＳＴＰ１（Ａ／Ｇ＋Ｇ／Ｇ）及患者分别为１６７、７９例。

注：泳道１为阴性对照，泳道２、１２为ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／
＋），泳道３、７、８为ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（－／－），泳道４、９为
ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／－），泳道５、６、１０、１１为ＧＳＴＭ１／

ＧＳＴＴ１（－／＋），Ｍ为５０ｂｐＤＮＡｍａｋｅｒ。

图１　ＧＳＴｓ酶ＧＳＴＴ１及ＧＳＴＭ１基因
扩增产物凝胶电泳

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＭ１ａｎｄＴ１ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ

注：泳道１为阴性对照，泳道２、６为突变纯合型（Ｇ／Ｇ），
泳道３、４、９、１１为野生型（Ａ／Ａ），泳道５、７、８、１２为
突变杂合型（Ａ／Ｇ），Ｍ为５０ｂｐＤＮＡｍａｋｅｒ。

图２　ＧＳＴｓ酶ＧＳＴＰ１基因扩增产物经ＢｓｍＡＩ
（ＡＬＷ２６Ｉ）酶切后凝胶电泳

Ｆｉｇ．２　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒＧＳＴＰ１ｇｅｎｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎｂｙＢｓｍＡｌｅｎｚｙｍｅ

２２　ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＰ１基因多态性与精液氧
化应激水平

ＧＳＴＭ１（－）组精浆 ＮＯ及精子 ＤＮＡ中８ＯＨ
ｄＧ水平显著高于ＧＳＴＭ１（＋）组，差异有统计学意
义（Ｐ＜００１）；ＧＳＴＴ１（－）组精浆 ＮＯ及精子 ＤＮＡ
中８ＯＨｄＧ水平显著高于 ＧＳＴＴ１（＋）组，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）；ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（－／－）组
精浆ＭＤＡ、ＮＯ及精子 ＤＮＡ中８ＯＨｄＧ水平高于
ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／＋）组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），精浆 ＴＡＯＣ水平低于 ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／
＋）组，差异亦有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＧＳＴＰ１
（Ａ／Ｇ＋Ｇ／Ｇ）组精浆 ＮＯ及精子 ＤＮＡ中８ＯＨｄＧ
水平高于 ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）组，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），精浆ＴＡＯＣ水平明显低于ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）
组，差异亦有统计学意义（Ｐ＜００１）。见表１。

３　讨论

既往研究认为氧化应激（ＯＳ）是影响生殖能力
的重要因素之一，精子像其他细胞一样会产生自由

基和活性氧物质［１２］。ＯＳ是机体产生的 ＲＯＳ水平
和机体抗氧化水平之间失去平衡后导致的结果。

低水平的 ＲＯＳ被认为是精子的受精、顶体反应及
获能过程所必须，同时低水平的 ＲＯＳ引起脂质过
氧化，导致细胞膜的改变，从而促进精子和卵母细

胞的交互融合［１３－１４］。正常生育男性精液中 ＲＯＳ
与抗氧化系统处于平衡状态，当某些病理因素导致

该平衡被打破后，过量的ＲＯＳ可诱发精子ＤＮＡ损
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表１　特发性男性不育患者ＧＳＴＴ１、ＧＳＴＭ１、ＧＳＴＰ１基因多态性与精液氧化应激水平的关系（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｌｅｖｅｌｓｉｎＧＳＴｇｅｎｏｔｙｐｅｇｒｏｕｐｓ

　组别 ｎ ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＴＡＯＣ（Ｕ／ｍＬ） ８ＯＨｄＧ（ｎｇ／Ｌ）
ＧＳＴＭ１
　（＋） ９７ ２３２９±８６８ ２９３６±７８２ １６７７±５５３ １２８０６±２４０９
　（－） １４９ ２５０３±８１９ ３４４８±８３６（２） １５２２±６３７ １５４７９±２６６７（２）

ＧＳＴＴ１
　（＋） ９２ ２２８８±７２３ ２９８１±８６６ １６７５±５７６ １３１２６±２４４６
　（－） １５４ ２５２２±８９５ ３４０５±８０４（２） １５２８±６２３ １５１９４±２８４８（２）

ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１
　（＋／＋） ３８ ２１６０±６７２ ２６４５±９０６ １７８５±６１８ １１６４７±１９４５
　（＋／－） ５９ ２４４６±９５４ ３１２４±６３０ １５９０±５２８ １３５５２±２３９８
　（－／＋） ５４ ２３８７±７３９ ３２１８±７６０ １５７７±５６６ １４１８５±２２１８
　（－／－） ９５ ２５５８±８６４（１） ３５７９±８５３（２） １４９０±６７５（１） １６２１４±２６２９（２）

ＧＳＴＰ１
　（Ａ／Ａ） １６７ ２３２９±９８５ ３０７０±１０１０ １６７５±５９２ １４０５１±２４８３
　（Ａ／Ｇ＋Ｇ／Ｇ） ７９ ２５２１±８１３ 　３４０５±７５６（２） 　１４３３±６５１（２） 　１４８０４±２２８９（１）

注：与野生型（＋、＋／＋或Ａ／Ａ）比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

伤、精子线粒体膜受损、精子活力下降、畸形精子增

多及精子细胞凋亡等，从而导致男性不育［２，１５］。

　　ＧＳＴｓ属于机体Ⅱ相解毒酶系统，是人体抗氧
化系统最重要的成员之一，其可以催化外源性化学

物质和内源性ＲＯＳ及其代谢产物与还原性谷胱甘
肽结合，进而促进这些有毒物质的代谢与灭活，减

少对细胞的损害［１６－１７］。既往研究发现 ＧＳＴｓ的基
因多态性可影响其酶分子结构，从而影响酶的活

性［１８］。前期通过对精索静脉曲张患者 ＧＳＴｓ基因
分型及精液氧化应激水平测定，发现 ＧＳＴＭ１及
ＧＳＴＴ１基因缺失型的精索静脉曲张患者对氧化应
激的敏感性较基因野生型患者明显增高［１１］。另

外，有研究发现在特发性男性不育症患者中，

ＧＳＴＭ１及ＧＳＴＴ１基因多态性影响精子对氧化损伤
的易感性［１９－２０］。

本研究采用ＥＬＩＳＡ方法对２４６名特发性男性
不育症患者的精浆 ＭＤＡ、ＮＯ、ＴＡＯＣ及精子 ＤＮＡ
中８ＯＨｄＧ水平进行检测，同时对这些患者进行
ＧＳＴｓ基因多态性测定。通过对相关数据进行统计
学分析后发现，在特发性男性不育患者中 ＧＳＴＭ１
（－）及ＧＳＴＴ１（－）组中精浆ＮＯ及精子ＤＮＡ中８
ＯＨｄＧ水平分别显著高于 ＧＳＴＭ１（＋）及 ＧＳＴＴ１
（＋）组（Ｐ＜００１），而ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（－／－）组精
浆ＭＤＡ、ＮＯ及精子 ＤＮＡ中 ８ＯＨｄＧ水平高于
ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／＋）组（Ｐ＜００５），而精浆 Ｔ
ＡＯＣ低于ＧＳＴＭ１／ＧＳＴＴ１（＋／＋）组（Ｐ＜００５），这
就表明ＧＳＴＴ１（＋）及ＧＳＴＭ１（＋）患者精液氧化应

激水平较ＧＳＴＴ１（－）及ＧＳＴＭ１（－）患者处于相对
低水平。ＧＳＴＰ１（Ａ／Ｇ＋Ｇ／Ｇ）组中ＮＯ及精子ＤＮＡ
中８ＯＨｄＧ高于 ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）组（Ｐ＜００５），而精
浆ＴＡＯＣ水平显著低于 ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）组（Ｐ＜
００１），意味着基因型为 ＧＳＴＰ１（Ａ／Ｇ）和 ＧＳＴＰ１
（Ｇ／Ｇ）的患者比基因型为 ＧＳＴＰ１（Ａ／Ａ）的患者精
液氧化应激水平更高。

综上所述，ＧＳＴｓ基因多态性可以影响特发性
男性不育患者精浆氧化水平和精子 ＤＮＡ氧化损
伤。由于引起特发性男性不育的机制较为复杂，同

时影响机体氧化应激水平的因素有很多，本研究的

样本量较少，且存在地域局限性，有待大样本、多中

心进一步研究。
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