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基因是迄今发现与人类肿瘤相关性最高的基因)在

短短的十多年里#人们对
I

9*

基因的认识经历了从癌蛋白抗

原*癌基因到抑癌基因的
*

个认识改变#野生型
I
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参与了

VT8

损伤修复*细胞周期调控*细胞凋亡及抑制血管生成等过

程)基因突变*缺失或重排而造成功能改变或失活#促进细胞

转化#导致肿瘤的发生)
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损伤是
I
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较常见的一种功能

改变)实时荧光定量聚合酶链反应$

Y$#

%是将荧光能量传递

技术应用于常规多聚
Y$#

仪中#通过受体发色团之间偶级
0

偶

级相互作用#能量从供体发色团转移到受体发色团#受体荧光

染料发射出的荧光讯号强度与
VT8

产量成正比#检测
Y$#

过

程的荧光讯号便可得知靶序列初始浓度#从而达到定量目的)

在定量
Y$#

中#需要经过数个循环后荧光信号才能够被

检测到)荧光域值的缺省设置是
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个循环的荧光信号的

标准偏差的
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倍)但实际操作中一般以前
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个循环的荧光

信号作为荧光本底信号)
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代表循环$
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值的含义是!每个反应管内的荧光信号达到设

定的域值时所经历的循环数#它可被视为一种特殊的反应时

间#而该值在反应条件一致*底物充足时#主要与加入的反应物

的起始拷贝数的倍数呈负相关)其他研究表明#每个模板的

$B

值与该模板的起始拷贝数的对数存在线性关系#起始拷贝

数越多#

$B

值越小)因此#只要获得未知样品的
$B

值#即可从

标准曲线上计算出该样品的起始拷贝数,
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基因进行定量扩增#当发生
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损伤的时候#

定量水平就发生相应的下降)通过建立这样的定量方法就可

以检测
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统计学方法
!

使用
2Y22&'3'

统计软件对数据进行统计

分析)重复测定同一份标本
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次#对所得数据进行正态分析#

所得正态数据用
J]B

表示)
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结
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阴性和阳性标本定量扩增结果
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见图
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#阳性标本记录

的曲线呈典型的/
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0型#而阴性对照则基本呈直线)
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正常形态精子百分率

正常形态精子
' '

!

&9

#

&9

- (: *') ):

比例$

6

%

)3) 5(37 ('39

'

!

讨
!!

论

精液常规分析是用于诊断男性生育最基本的临床指标#精

液常规分析只对精液理化性状进行评估#以此来预测男性生育

状况很不准确)精子形态是受孕过程中起重要作用的参数之

一#被认为是衡量男性生育中最好的指标,

&0(

-

)形态正常的精

子的百分率与受孕有直接关系#比精子密度*精液量*活动率更

能在受孕中起预测作用)研究显示精子形态与其功能密切相

关)任何精子形态上的缺陷将导致其功能下降#影响男性生

育力)

一般男科学认为#生育健康男性精液中正常精子大于

5'6

#畸形精子少于
('6

!

4'6

)畸形精子大于
4'6

即为畸

形精子症#它可能影响生育能力,

*04

-

)如畸形精子超子
5'6

#

则属于严重的畸形精子症#会影响男性生殖能力#导致不育)

如正常形态小于
&96

体外受精极低)各种异常精子形态中#

头部畸形比率最高占
9'6

#大多数畸形精子是顶体异常#这种

精子很难穿透卵子透明带#精子缺失后顶体就不能与卵子结

合#妨碍受精过程#或受精失败)睾丸疾病*睾丸功能低下是畸

形精子发生的主要原因,

9

-

)附睾的分泌不足#使精子不能进一

步成熟#造成精子顶头不足#畸形(尾部卷曲#胞质不能浓缩排

出#而残存胞质小体#颈部膨大#折头(尾部成熟不足#引起运动

过小*过大*转圈运动等)当解脲支原体感染时#精子表现为光

头*头尾折角*卷尾,

)

-

)有资料显示#精子正常形态率与不良孕

史密切相关)精子畸形率高会导致习惯性流产*胎儿停止发

育*胎儿畸形等)测定精子正常形态率可为不良孕产史夫妇查

找病因#作为临床诊治的依据)

因此#精子形态染色在临床男性不育的诊断中占有重要地

位)在进行常规精液分析时#增加形态学染色项目#对男性不

育患者的诊治有很大帮助#有助于临床为不孕患者选择助孕方

式#为有不良孕产史夫妇查找病因#作为临床诊治的依据)
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基因是迄今发现与人类肿瘤相关性最高的基因,

&
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野生型
I

9*

参与了
VT8

损伤修复*细胞周期调控*细胞凋亡

及抑制血管生成等过程)

VT8

损伤是
I

9*

较常见的一种功能

改变)由于
VT8

损伤不同于点突变#难于采用传统的限制性

酶切或
22$Y

等方法确认)本文中作者结合实时荧光定量

Y$#

针对
I

9*

基因的第
:

进行定量扩增#当发生
VT8

损伤的

时候#定量水平就发生相应的下降)通过建立这样的定量方法

就可以有效的检测
I

9*

基因的损伤程度)通过对同一标本的

重复测定#说明该方法有一定的可靠性#且该方法简便#只需进

行一次
VT8

的扩增即可发现异常)为
I

9*

基因
VT8

损伤的

研究提供了一条新思路)

作者采用的是
2ba#WHAA=+

染料标记的实时荧光定量方

法#由于该染料是非特异性的与双链
VT8

结合#因此在反应

过程中产生的少量引物二聚体也可能对结果造成干扰)为了

消除干扰#作者又在
)9U

!

7*U

对产物进行了融解曲线的测

定#发现在
:7U

附近有一个由产物形成的荧光峰#因此又在循

环过程中在
:7U

时增加
9J

的停留#因为
95''

扩增仪是在循环

的最后一步记录荧光#这一措施有效地消除了引物二聚体对反

应的干扰)这一措施在目前的
2ba#WHAA=+

染料标记的实时荧

光定量方法中尚很少见报道#具有一定的创新性和可实施性)

Y$#

技术由于具有高敏感性#往往出现污染问题#作者在实验过

程中充分考虑到了该问题#首先是根据卫生部对
Y$#

实验室的

要求对实验室进行合理分区#实验用器械均专室专用#实验室具

备完整的防污染规章制度#并且获得了卫生部技术验收合格证

书)检测过程中设立了阴性对照#证明实验过程中无污染)

2ba#WHAA=+

染料标记的实时荧光定量
Y$#

技术#直接探

测
Y$#

过程中荧光信号的变化使
Y$#

的扩增及其分析过程

的均在同一封闭系统下完成#只需加样时打开一次
Y$#

反应

管#其后的过程完全是闭管操作#免除了标本和产物的污染#且

无复杂的产物后续处理过程#高效*快速#并在电脑分析软件支

持下实现对
Y$#

扩增产物的动态监测和自动定量!荧光染料

能监测任何
KJVT8

序列的扩增#不需要设计探针#使检测方

法变得简便化#同时也降低了检测的成本)
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