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摘要: 男性不育常伴随精子数量减少。Pygo2 基因在染色质重塑的伸长精细胞中表达, 其功能受损会导致精子

形成阻滞和精子生成减少而引发不育。文章旨在检测引起人特发性少精子症和无精子症的 Pygo2 基因突变。从

77 例正常生育力男性和 195 例特发性少精子症和无精子症患者静脉血提取 DNA, 采用聚合酶链式反应-测序方

法对 Pygo2 基因 3 个蛋白质编码区进行测序对比, 非同义单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphisms, 

SNPs)位点分别用 SIFT、Polyphen-2 和 Mutation Taster 软件进行诱发蛋白质结构和表型改变的检测和分析。结

果表明, 195 例患者中, 178 例(30 例轻度或中度少精子症, 57 例重度少精子症和 91 例无精子症)基因序列分析报

告完好, 无精子症中 3例患者分别在 2个位点(rs61758740, rs141722381)发生了非同义突变 SNPs, 重度少精子症

中 1 例患者在位点 rs61758741 发生了非同义突变, 3 个突变位点在 SNPs 基因数据库都已有报道, 轻度或中度少

精子症患者以及正常生育力男性中不存在 SNPs。rs61758740 可使 PYGO2 蛋白第 141 位蛋氨酸(M)变为异亮氨

酸(I), rs61758741 使 PYGO2 蛋白第 261 位碱性赖氨酸(K)变为酸性谷氨酸(E), rs141722381 使 PYGO2 蛋白第 240

位亲水侧链天冬酰胺(N)变为疏水侧链异亮氨酸(I)。软件分析表明, 在所发现的 3 个 SNP 非同义突变位点中, 

rs141722381 引起的单个氨基酸改变会导致 PYGO2 蛋白空间结构破坏和诱发相关疾病。因此, Pygo2 基因蛋白

质编码序列区 SNPs 可能是特发性少精子症和无精子症的诱发因素之一, 导致男性不育。 
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Abstract:  Male infertility is often associated with a decreased  sperm count. Pygo2 gene is expressed in the elongating 
spermatid when chromatin remodeling occurs, thus it is possible that impairment of Pygo2 function could lead to sper-
matogenic arrest, reduction of sperm count and subsequent infertility. The aim of this study was to detect mutations 
in Pygo2 that lead to idiopathic oligospermia and azoospermia in human. DNA was isolated from venous blood from 77 
fertile and 195 idiopathic oligospermic or azoospermic men. PCR-sequencing analysis was performed for the 3 coding re-
gions of Pygo2. Non-synonymous single nucleotide polymorphisms (SNPs) were detected and analyzed using SIFT, Poly-
phen-2 and Mutation Taster software to determine possible changes in protein structure that could affect phenotype. Of the 
195 patients analyzed, sufficient gene sequencing was accomplished for 178 men (30 mild or moderate oligospermic, 57 
severe oligospermic and 91 azoospermic men). Three previously reported non-synonymous SNPs were identified in azoo-
spermic and severe oligospermic patients and not in mild and moderate oligozoopermic or normozoospermic men. SNP 
rs61758740 (M141I) causes the replacement of a hydrophobic amino acid with another hydrophobic amino acid, 
rs61758741 (K261E) causes the replacement of a basic amino acid with an acidic amino acid and rs141722381 (N261I) 
causes the replacement of a hydrophilic amino acid  with another hydrophobic amino acid. The data predicted by three 
different software programs showed that SNP rs141722381 results in the damage of tertiary protein structure and thus could 
be involved in relevant diseases. The study demonstrates that SNPs in the coding region of Pygo2 gene may be one of the 
causative factors in idiopathic oligospermia and azoospermia, resulting in male infertility. 
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在过去的几十年中, 男性精子数量减少, 男性
不育症患者比例上升[1]。Y-染色体微缺失、囊胞性纤
维症、精索静脉曲张、克氏综合征、化疗或放疗等

所导致的精子减少仅是已知的一些特殊情况。特发

性少精子症和无精子症导致的男性不育是目前难以

解释的多因素疾病, 许多学者在致力于寻找其形成
原因。 

PYGOPUS (PYGO) 是进化保守的 PHD-finger
蛋白家族中一员, 哺乳动物存在两个同源基因 Pygo1
和 Pygo2。Pygo2 基因共有 3 个外显子, 其中 ENSE 
00001447170 位于 2106~2380 之间, 编码 Met1-Gly35
氨基酸; ENSE00001619898位于 2828~2877之间, 编
码 Gly35-Gln51 氨基酸 ; ENSE00001073617 位于
4008~6828之间, 编码Gly52-Gly406氨基酸。PYGO2
蛋白定位于细胞核内, 具有两个结构域, 分别是位
于 C-端的 PHD (Plant homology domain)锌指结构域
和位于 N-端的 NHD(N-terminal homology domain)结
构域。作为 Wnt 通路的辅激活因子, PYGO2通过其
PHD结构域与 BCL9、β-catenin和 LEF/TCF 转录因

子共同构成转录复合体以激活特定靶基因转录, 而
NHD 结构域通过参与组蛋白修饰因子的募集以及
参与组蛋白的甲基化修饰过程而发挥着重要的转录

激活功能 [2]。精子形成 (Spermiogenesis)过程中 , 
Pygo2 基因在伸长精细胞染色质发生重塑过程中表
达, 小鼠 Pygo2 基因突变体研究表明, 限制 Pygo2
功能会使精子形成过程中精蛋白(P1、P2)、过渡性
蛋白 2(Tnp2)和 H1 fnt 等减数分裂后基因选择性地
表达减少, 并且组蛋白 H3 高度乙酰化发生巨大改
变[3], 导致精子形成降低或停滞而引起不育。 

为检测 Pygo2 基因突变是否是人特发性少精子
症或无精子症的诱发原因, 本研究对比 178 例(195
例患者中有 178例基因序列分析完好)特发性少精子
症和无精子症与 77例正常生育力男性血液 Pygo2基
因蛋白质编码序列, 确定少精子症和无精子症患者
Pygo2 基因单核苷酸多态性(Single-nucleotide poly-
morphisms, SNPs)突变位点, 通过软件对这些 SNPs
突变位点进行 PYGO2 蛋白质结构破坏和疾病诱发
的可能性分析, 进而探讨特发性少精子症和无精子
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症与 Pygo2基因蛋白质编码区 SNPs的相关性。 

1  材料和方法  

1.1  研究对象 

本课题经美国犹他大学伦理制度审查委员会批

准, 77 例正常生育力男性以及 195 例特发性少精子
症和无精子症患者用于本实验研究。按照 WHO 精
液临床分类标准, 患者分为 31例轻度或中度少精子
症(5~20×106精子/mL), 63 例重度少精子症(0~5×106

精子/mL)和 101 例无精子症(0×106精子/mL)。全部
患者来自犹他大学 Andrology and IVF 实验室, 年
龄在 25~50 周岁之间, 并已排除 Y 染色体缺失、染
色体核型分析异常、囊性纤维症、精索静脉曲张、

克氏综合征、化疗和放疗、睾丸炎、隐睾、腹股沟

疝等特殊情况。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取 

静脉血用于本实验研究, DNA提取采用DNA提
取试剂盒(Minneapolis, MN, USA), 经检测其浓度, 
标准化至 20 ng/µL, −80℃保存备用。 

1.2.2  聚合酶链(PCR)反应 

反应体积 23 µL, 含 0.02 µg基因组 DNA。扩增
条件：95℃预变性 5 min; 95℃ 30 s, 各引物最适温
度(表1)复性30 s, 72℃ 1 min, 共35个循环; 最后72℃
延伸 7 min。鉴于 Pygo2基因第 3个蛋白编码序列较  

长, 其被分为依次相互交叉的 3个部分(3-1, 3-2, 3-3)
设计引物进行 PCR扩增检测。 

1.2.3  基因测序及 SNPs 检测 

PCR产物用 ExoSAP-IT(核酸外切酶和虾碱性磷
酸酶混合物)清除 PCR 产物中残留的引物和 dNTP, 
由美国犹他大学实验技术中心进行基因测序, 序列
图谱用 Phred(www.phrap.org)进行 SNPs检测分析。 

1.2.4  单核苷酸多态性(SNPs)突变位点软件分析 

对检测出的 SNPs 突变位点分别用 SIFT[4]、

Polyphen-2[5]和 Mutation Taster[6]软件进行蛋白质结

构破坏和疾病诱发的可能性分析。通过比较特发性

少精子症和无精子症患者与正常生育力男性 Pygo2
基因 3个蛋白质编码序列, 来探讨男性不育与Pygo2
基因突变的相关性。 

2  结果与分析 

经过基因测序分析, 195 例(31 例轻度或中度少
精子症, 63例重度少精子症和 101例无精子症)患者
中, 178例(30例轻度或中度少精子症, 57例重度少精
子症和 91 例无精子症)基因序列分析完好, 发现正
常生育力男性、轻度和中度少精子症患者 Pygo2 基
因不存在任何 SNPs, 无精子症患者中 3例患者分别
在 2个位点(rs61758740、rs141722381)发生了非同义
突变 SNPs, 重度少精子症患者中 1 例患者在位点
rs61758741 发生了非同义突变, 3 个突变位点在 SNPs
基因数据库都已有报道, 见表 2。 

 

表 1  Pygo2 基因编码序列 PCR 扩增引物 

编码序列号 上游引物 (5′→3′) 下游引物 (5′→3′) 复性温度(℃) 
产物 
大小(bp) 

1 CTCGGCGCTTCCCTGTCGTC GCCCCCAACCCCTGGAGGAT 64 400 
2 CCTCAGGGAAACTTGTCTGC AACCAGGACAGGAAACATGG 60 351 

3-1 TGAGCTGCCCACAGTATCAG GAGAGGAGAAGGGCCAAAAG 60 640 
3-2 ACAGCCTCCCAGAGCAGAG ATGCCCTCACGGATGTAGAC 60 594 
3-3 GGCTGCTGACCACTGAAGC TTGGAGGAAGCAAAGGAGTG 60 675 

 

表 2  特发性少精子症和无精子症患者 Pygo2 基因 SNPs 破坏蛋白质结构和诱发疾病软件分析 

患者类型 SNP位点 核苷酸替代 非同义突变 SIFT 分析 Polyphen-2 分析 Mutation Taster 分析
       

无精子症 2 例 rs61758740 G2206>A 
(ATG-ATA) M141>I141 不破坏蛋白质结构 不破坏蛋白质结构 不诱发疾病 

       

无精子症 1 例 rs141722381 A2502>T 
(AAC-ATC) N240>I240 破坏蛋白质结构 破坏蛋白质结构 诱发疾病 

       

重度少精子症 1例 rs61758741 A2564>G 
(AAG-GAG) K261>E261 不破坏蛋白质结构 不破坏蛋白质结构 不诱发疾病 
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如表 2所示, Pygo2基因 3个 SNPs中, rs61758740
位于 Pygo2基因 2206位点, 导致 PYGO2蛋白第 141
位蛋氨酸(Methionine , M; pI= 5.74)变为异亮氨酸
(Isoleucine, I; pI=6.02); rs61758741位于 Pygo2基因
2564位点, 导致 PYGO2蛋白第 261位赖氨酸(Lysine, 
K; pI= 9.74)变为谷氨酸(Glutamic Acid, E; pI=3.27); 
rs141722381位于 Pygo2基因 2502位点, 导致 PYGO2
蛋白第 240位天冬酰胺(Asparagine, N; pI= 5.41)变为
异亮氨酸(Isoleucine, I; pI=6.02)。无精子症和少精子
症 SNPs 突变分别使 PYGO2 蛋白两个结构域(N-端
NHD和 C-端 PHD)之间的 3个氨基酸位点发生了改
变, 相应的氨基酸变化位点见图 1。 

3个 SNP非同义突变位点分别经 SIFT、Polyphen- 
2 和 Mutation Taster 软件进行分析, 位点 rs61758740
的 SIFT 和 Polyphen-2 分析值分别为 0.24 和 0.005, 
与 Mutation Taster 疾病诱发预测的阴性结果相一致, 
表明该位点突变并没有引起蛋白质结构的相应破坏; 
rs61758741 的 SIFT 和 Polyphen-2 分析值分别为 1
和 0.435, Mutation Taster 疾病相关预测也为阴性; 
而位点 rs141722381的 SIFT和 Polyphen-2分析值分
别为 0.05 和 0.968, 都表明该位点突变可能导致
PYGO2蛋白结构破环, 并且Mutation Taster 疾病诱发
预测为阳性。总之, 在无精子症患者发现的 rs141722381
位点突变用 3 种软件分析, 皆显示为蛋白结构破坏
或疾病诱发阳性相关。 

3  讨 论 

精子发生包括原生殖细胞发育成为精原细胞 , 
再发育为精母细胞, 精母细胞经过两次减数分裂成
为圆形精细胞, 这些圆形精细胞经过细胞变态形成
精子。在其复杂的细胞分化进程中, 所有细胞事件
都是在多基因的时空调控下进行的  [7,8], 任何影响
精子发生相关基因表达的因素都可能最终导致精子

质量降低、精子数量减少。 
特发性少精子症和无精子症是一种多发因素性

疾病, 国内许多学者已经对其做了大量相关研究。
王文博等[9~11]研究认为, Y染色体微缺失是特发性无
精子症和少精子症的重要原因之一, 对特发性无精
子症和少精子症患者进行 Y染色体微缺失的常规筛
查是有必要的, 并认为同时做细胞遗传学分析对疾
病的准确诊断会有很大帮助[12]。阿周存等 [13]研究认

为, DAZ 基因全部拷贝缺失是重度少精子症患者生
精障碍的常见遗传病因, 而 DAZ1/DAZ2缺失则可能
是一种高风险因素。齐漫龙等[14]研究确定 QF-PCR 
技术能更迅速、直接、可靠地检测到男性不育患者

的染色体异常区域, 及早发现染色体细微结构异常, 
其结果与细胞培养染色体分析和 AZF 微缺失 PCR 
检测结果相符。张炜等[15]综述认为小鼠不育模型中

联会复合体及其编码基因的异常可引起精子发生障

碍, 并且联会复合体编码基因之一单个碱基缺失导
致的无精子症已在人类原发不育患者中得到证实。

吴齐飞等[16]通过研究谷胱甘肽 S-转移酶 T1 基因多
态性(GSTT1)与特发性无精子症和少精子症的关系, 
认为 GSTT1基因多态性与特发性无精子症、少精子
症有相关性, GSTT1 缺失基因型是特发性无精子症
和少精子症发病的危险因素。 

在诸多精子发生相关基因中, Gu等[2]报道Pygo2
突变可降低减数分裂后基因表达 ,  导致 PRM1、
PRM2、TNP2 和 H1fnt 等蛋白生成减少, 这些蛋白
与雄性生殖细胞中导致核浓缩的染色质重塑事件相

关。Pygo2 突变鼠第 9 阶段的精子细胞缺失组蛋白
H3在第 9(H3K9)和 14 位(H3K14)的乙酰化能力, 表
明 PYGO2 能够通过促进这两种组蛋白残基乙酰化, 
激活精子形成过程中基因表达。PYGO2 的 PHD 基
序能结合组氨酸H3尾部第 4个赖氨酸的三甲基化位
点(Histone H3 tails trimethylated on lysine 4, H3K4me3), 

 

 
 

图 1  SNPs 对应的 PYGO2 蛋白中氨基酸位点和 PHD 结构域 
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与基因的转录激活相关, 而NHD结构域则通过募集
组蛋白修饰因子在基因转录激活过程中发挥重要作

用 [17~19]。敲除 Pygo2则产生严重发育异常, 包括晶
状体发育不全和肾脏畸形, 最终导致胚胎死亡[20~22]。

PYGO2 转录激活基因的可能过程是：PYGO2 转录
复合体结合到被 H3K4me3 修饰的等待激活的基因
上, 然后促进组氨酸修饰(H3K9 和 H3K4 乙酰化), 
最后导致转录激活[23]。 

大量研究表明, 罕有的 SNPs与哮喘、糖尿病、
高血压、自发免疫性疾病、帕金森氏综合征、孤独

症、癌症等复杂性人类疾病密切相关[24~27]。因此我

们检测了引起人特发性少精子症和无精子症的 Pygo2
基因 SNPs 突变。发现在无精子症患者 Pygo2 编码
基因中存在 2种不同的非同义突变 SNPs, 在重度少
精子症患者中存在 1种非同义突变 SNPs(表 2)。 

rs61758740 位点突变致使 PYGO2 蛋白第 141
位蛋氨酸变为异亮氨酸, 可能因为异亮氨酸和蛋氨
酸都是疏水性侧链人体必需氨基酸, 等电点 pI 相似
(pIM= 5.74; pII =6.02), 在用 3 种软件检测其改变与
蛋白质结构破坏及疾病诱发相关性时皆显示为阴性; 
rs61758741位点突变致使 PYGO2蛋白第 261位赖氨
酸变为谷氨酸, 当 PYGO2蛋白中碱性氨基酸赖氨酸
(pIK = 9.74)被酸性氨基酸谷氨酸(pIE =3.27)所替代后, 
理论上会影响该蛋白的解离, 进而导致其空间结构
破坏及功能的改变, 但 3 种软件分析结果皆显示为
阴性。 

rs141722381 突变位点会导致 PYGO2 蛋白第
240 位天冬酰胺变为异亮氨酸, 该氨基酸替代位点
处于 PYGO2 蛋白 NHD 结构域和 PHD 结构域之间, 
亲水侧链氨基酸天冬酰胺(pIN = 5.41)变为疏水侧链
氨基酸异亮氨酸(pII =6.02)后, 天冬酰胺原来的游离
羧基与氨基的缺失会导致 PYGO2 蛋白相应空间结
构破坏, 进而影响其功能。3种软件分析结果也同时
显示了该位点 SNP 非同义突变与 PYGO2 蛋白空间
结构破坏呈阳性相关, 可诱发疾病发生。 

在 SNPs基因数据库报道的 rs141722381突变位
点, 其结果来自于 EBI 和 NCBI 的千人基因组工程, 
A>T突变率仅为 0.1%, 在其随机抽取的 1 000例普
通受试对象中, 并没有排除男性不育患者 [28], 因此
数据库报道的 rs141722381 结果并不否定 Pygo2 为
致病基因。本研究在检测的 77例正常生育力男性中

没有检出 Pygo2 基因存在任何的 SNPs, 而在 91 例
无精子症患者中发现 1例 rs141722381突变, 结合软
件分析的阳性结果, 表明 Pygo2基因 SNPs可能是少
精子症和无精子症的诱发因素。 

PYGO2蛋白空间结构的破坏, 会影响其结构域
功能的一系列改变, 可致使其与 BCL9、β-catenin、
LEF/TCF 转录因子以及表观修饰因子 H3K4me3 等
不能结合, 从而影响精子形成过程 Wnt 通路中靶基
因转录[2], 致使生精能力下降, 精子数量减少或无精。 

我们实验室在男性不育疾病 CREM单基因突变
检测中曾经有过成功的先例[29], CREM 是一种由原

型精子细胞向成熟精子分化的关键转录因子, 睾丸
中 CREM活化因子的不同单倍型会导致男性生殖力
低下。现在又发现少精子症和无精子症患者存在

Pygo2基因蛋白质编码序列 SNPs点突变现象, 表明
可以通过检测单一基因突变来研究多发因素疾病发

病原因, 尽管该方法比较费工与耗时, 但其不失为
一种研究罕有突变的可靠、易重复的方法。 

Tuttelmann 等 [30]认为基因拷贝数变异 (Copy 
number variants, CNVs)与人少精子症相关; 另一些
研究表明, 某些 Y 染色体单倍群的改变与精子数量
减少相关 [31~33]; 精子表观遗传研究发现, 精蛋白化
(Protamination)、组蛋白修饰(Histone modification)、
DNA甲基化(DNA methylation)和非编码 RNAs(Non- 
coding RNAs) 等都是基因表达的调节因子, 在精子
发生过程中发挥着重要的调控作用[34], 其中任一表
观遗传修饰因子功能异常都会影响精子发生, 导致
减少受精、降低胚胎植入和妊娠率[35]。 

总之, 特发性少精子症和无精子症是多发因素
性疾病, Pygo2蛋白质编码序列区基因 SNPs可能是
其诱发因素之一。其发生的综合原因尚有待于在单

核苷酸多态性(SNPs)变异分析基础上, 通过大样本
量, 结合多基因筛查、拷贝数变异(CNVs)分析、Y
染色体单倍群分析、表观遗传修饰因子检测等进一

步综合研究。 
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•综合信息• 
 

2013 国际基因组学大会将在青岛召开 
 
近些年来, 基因组学已经成为生命科学的重要组成部分, 同时对整个生命科学的研究起到了巨大的推动作用。基因

组学的规模化方法和海量信息导致科学理念和概念的更新。“发现导向”或“数据导向”的研究与“假说导向”的研究

并举。基因组学的快速发展使基因组和生物信息学已经深入发展到人类健康、农业、环境、能源、生态等各个社会发

展领域。在这样的背景下, 中国科学院北京基因组研究所联合中国遗传学会、中国海洋大学等单位举办 2013 年国际基
因组学大会, 邀请国际基因组学的领军机构科学家和科研人员同聚一堂, 共同探讨基因组学发展的方向与未来。 

会议时间：2013年 10月 28日—30日    会议地点：中国·青岛 
会议网址：http://www.icgchina.org/ 
主办单位：中国科学院北京基因组研究所, 中国遗传学会, 中国海洋大学 

组织委员会： 
主席：于军 中国科学院北京基因组研究所 
副主席：韩斌 中国科学院上海生命科学研究院 
委员：陈润生 中国科学院生物物理研究所 

 
郝柏林 复旦大学 
贺  林 上海交通大学 
徐  鹰 美国佐治亚大学 

韩敬东 中国科学院上海生命科学研究院 
魏丽萍 北京大学 
夏庆友 西南大学 

王  文 中国科学院昆明动物研究所 
牛登科 北京师范大学 
张全启 中国海洋大学 

 
会议主题：基因组学发展的最新进展 

议题： 
1、基因组分析(人类、动物、植物、其它); 
2、基因组调控(核糖基因组、表观基因组、调控网络); 
3、基因组学技术(测序技术、基因组拼接与注释、单细胞技术、数据库、软件及其它生物信息学工具); 
4、基因组应用(个性化医疗、中医药基因组学、海洋基因组学、其它) 
注册方式：通过会议网站在线注册 
联系人: 夏英杰 010-84097425 (关于摘要提交相关的问题) 
王  囝 15811315957(关于注册、付费及其它问题) 
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