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　　摘　要：目的　探讨男性不育症患者精子ＤＮＡ完整性与精液参数间的相关性。方法　已有生育男性健康者５０例（对照

组）；男性不育症患者１００例（不育组），根据精子常规参数检测结果分为参数正常不育组及参数异常不育组。采用计算机辅助精

液分析系统分析精液常规和运动参数，采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ末端标记法检测精子ＤＮＡ碎片化指数（ＤＦＩ）。

结果　参数正常不育组和参数异常男性不育组精子ＤＦＩ均高于对照组（犘＜０．０５），参数异常不育组精子ＤＦＩ高于参数正常不育

组（犘＜０．０５）；不育组精子ＤＦＩ与精子密度、正常形态率、活动率、存活率、ａ级和ｂ级精子活力及精子运动参数（直线速度、曲线速

度、平均路径速度和侧摆幅度）呈不同程度负相关（犘＜０．０５），与ｃ级和ｄ级精子活力呈正相关（犘＜０．０５），与精子直线性、前向

性、摆动性和鞭打频率无相关性（犘＞０．０５）。结论　精子ＤＦＩ是可用于评估精液质量和男性生育能力的理想指标。
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　　精液常规参数和运动参数是评价男性生育能力的常用指

标，然而这些参数不能全面评估精子质量。精子ＤＮＡ损伤可

影响精子受精能力、胚胎发育和着床，进而降低临床妊娠率、增

高流产率，甚至影响子代身体健康［１］。因此，精子ＤＮＡ损伤

被认为是评价精子质量和预测生育能力的更有效指标［２］。本

研究采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ末端标记法

（ＴＵＮＥＬ）检测精子ＤＮＡ碎片化指数（ＤＦＩ），分析其与精子常

规参数和运动参数的相关性，探讨其在评估男性生育力中的应

用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１００例于佛山市禅城区中心医院确诊的男性

不育症患者，年龄２２～３６岁，平均２７．０岁，无外伤及遗传性疾

病家史，无性功能障碍病史，未发现明显睾丸、附睾及输精管异

常，女方生育能力无异常。５０例已有生育健康男性作为对照

组，年龄２４～３８岁，平均２７．５岁。

１．２　仪器与试剂　ＷＬＪＹ９０００型伟力彩色精子质量分析系

统（南昌新长征），精子ＤＦＩ检测试剂盒（上海杰美基因）。

１．３　方法　（１）标本采集：受试者禁欲２～７ｄ后以手淫法取

精，置干燥无菌量杯内，３７℃水浴孵育，记录液化时间。（２）精

子参数指标分析：精子密度、存活率、活力及运动参数等指标测

定采用彩色精子质量分析系统。各指标参考范围为：液化时间

小于６０ｍｉｎ，精液量大于２ｍＬ，精子密度大于２０×１０６／ｍＬ，存

活率大于６０％，精子正常形态率大于１５％。精子活力分级标

准：（ａ＋ｂ）级精子不少于５０％或ａ级精子不少于２５％者纳入

活力正常组；（ａ＋ｂ）级精子少于５０％，但不低于３０％者纳入轻

度弱精子症组；（ａ＋ｂ）级精子少于３０％，但不低于１０％者纳入

中度弱精子症组；（ａ＋ｂ）级精子少于１０％者纳入重度弱精子

症组。男性不育症患者中精子数量、精子形态、精子存活率和

·１２３２·国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１９

 基金项目：广东省自然科学基金资助项目（９１５２９０２００１００００１７）。



活动力等指标均异常者纳入参数异常不育组（７９例），余下患

者纳入参数正常不育组（２１例）。（３）精子形态分析：以改良巴

氏染色法进行标本染色，在彩色精子质量分析系统上采用人工

修正法进行精子形态分析。（４）精子存活率测定：以伊红Ｙ染

色法进行标本染色，采用彩色精子质量分析系统计数２００个精

子，计算精子存活率。（５）ＤＦＩ测定：采用ＴＵＮＥＬ法测定精子

ＤＦＩ，具体操作步骤参照试剂盒说明书。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件包分析数据；计量资

料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料以百分率表

示，组间比较采用χ
２ 检验；相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数

法，并采用显著性检验，相关系数为０．１０～０．３９时判为低度相

关，０．４～０．７０时判为中度相关，超过０．７时判为高度相关
［３］；

显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

对照组、参数正常不育组、参数异常不育组精子ＤＦＩ检测

结果比较见表１。不育症患者随着精子活力降低，ＤＦＩ逐渐升

高递增趋势，不育症患者各精子活力组间ＤＦＩ比较差异有统

计学意义（犘＜０．０５），见表２。不育症患者精子ＤＦＩ与精子密

度、精子正常形态率、精子活动率呈低度负相关（犘＜０．０５），与

精子存活率、ａ级和ｂ级精子活力呈中度负相关（犘＜０．０５），与

ｃ级和ｄ级精子活力分别呈低度和中度正相关（犘＜０．０５），见

表３。不育症患者精子 ＤＦＩ与直线速度（ＶＳＬ）、曲线速度

（ＶＣＬ）、平均路径速度（ＶＡＰ）、平均移动角度（ＭＡＤ）和侧摆幅

度（ＡＬＨ）分别呈不同程度负相关，与直线性（ＬＩＮ）、前向性

（ＳＴＲ）、摆动性（ＷＯＢ）和鞭打频率（ＢＣＦ）无相关性，见表４。

表１　　各研究组精子ＤＦＩ比较（狓±狊）

组别 狀 ＤＦＩ（％）

对照组 ５０ ３．４５±１．４０

参数正常不育组 ２１ １８．５５±６．７２

参数异常不育组 ７９ ３０．９３±５．７１▲

　　：与对照组比较，犘＜０．０５；▲：与参数正常不育组比较，犘＜０．０５。

表２　　不育症患者各精子活力组ＤＦＩ比较（狓±狊）

组别 狀 ＤＦＩ（％）

精子活力正常组 ３５ ６．４５±１．３０

轻度弱精子症组 ２７ １９．５５±４．６２

中度弱精子症组 ２５ ２５．９３±３．９１

重度弱精子症组 １３ ３２．００±３．９１

表３　　不育症患者精子ＤＦＩ与精液常规参数相关性

精液常规参数 相关系数 犘

密度 －０．１７ ＜０．０５

正常形态率 －０．１９ ＜０．０５

活动率 －０．３８ ＜０．０５

存活率 －０．５１ ＜０．０５

ａ级精子百分率 －０．４５ ＜０．０５

ｂ级精子百分率 －０．４１ ＜０．０５

ｃ级精子百分率 ０．２１ ＜０．０５

ｄ级精子百分率 ０．４６ ＜０．０５

表４　　不育症患者精子ＤＦＩ与精子运动参数相关性

精子运动参数 相关系数 犘

ＶＳＬ －０．３５ ＜０．０５

ＶＣＬ －０．２９ ＜０．０５

ＶＡＰ －０．３２ ＜０．０５

ＭＡＤ ０．３７ ＜０．０５

ＡＬＨ －０．１９ ＜０．０５

ＬＩＮ －０．０７ ＞０．０５

ＳＴＲ －０．０８ ＞０．０５

ＷＯＢ －０．１１ ＞０．０５

ＢＣＦ ０．０９ ＞０．０５

３　讨　　论

精子ＤＮＡ损伤主要机制包括生精过程中的细胞凋亡异

常、精子运输过程中氧自由基的影响及精子染色质包装异常

等［４５］。精子ＤＮＡ完整性检测方法主要有精子染色体结构分

析试验（ＳＣＳＡ）、彗星试验、精子染色体扩散试验、ＴＵＮＥＬ和

聚合酶链反应等。ＴＵＮＥＬ检测原理是采用末端转移酶将一

段标记的核糖核酸连接到断裂的ＤＮＡ片段的３羟基末端，可

通过光镜、荧光显微镜观察，也可用流式细胞仪检测［６７］，主要

检测凋亡所致精子ｄｓＤＮＡ损伤，对ＤＮＡ断裂具有较高特异

度和灵敏度。

本研究采用ＴＵＮＥＬ技术对精子ＤＮＡ完整性进行检测，

结果显示不育患者精子ＤＦＩ高于健康者（犘＜０．０５），说明不育

患者精子细胞ＤＮＡ损伤程度较健康者更为严重，这与Ｉｒｖｉｎｅ

等［８］的报道一致，而参数异常不育症患者精子ＤＦＩ高于参数

正常不育症患者。因此，对于精液常规参数正常的特发性不育

症患者，精子ＤＦＩ检测可能有助于发现潜在的致病因素，为临

床诊断提供帮助。

本研究结果显示，不同精子活力不育症患者精子ＤＦＩ比

较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），且随着精子ＤＦＩ增高，精

子活力呈下降趋势。精子ＤＦＩ与精子活动率、存活率、ａ级及ｂ

级精子百分率呈负相关关系，而与ｃ级和ｄ级精子百分率呈正

相关关系，与文献报道基本一致［９］，提示ＤＮＡ损伤可能是导

致弱精子症的重要原因之一。结果表３显示不育症患者精子

ＤＦＩ与精子正常形态率和密度呈低度负相关，与 Ｖａｒｇｈｅｓｅ

等［１０］的研究结果相同。精子染色质组装缺陷、氧化应激、凋亡

异常均可导致精子ＤＮＡ损伤，而这些损伤因素也会对精子密

度、形态造成不良影响。精子ＤＦＩ和精子密度及正常形态率

呈负相关，说明少精子症及畸形精子症患者均有必要进行精子

ＤＦＩ检测，以评估精子ＤＮＡ损伤程度。

精子运动活力主要与精子头部运动速度有关，精子运动方

式则主要受鞭毛摆动方式的影响，形成直线或曲线运动。本研

究结果显示，精子 ＤＦＩ与反映运动活力的参数（ＶＳＬ、ＶＣＬ、

ＶＡＰ和ＡＬＨ）呈不同程度低度负相关，但与反映运动方式的

参数（ＬＩＮ、ＳＴＲ、ＷＯＢ和ＢＣＦ）无相关性，与文献报道基本一

致［１１］，说明精子染色质损伤可直接影响精子运动活力，导致精

子ＶＣＬ、ＶＳＬ、ＶＡＰ降低，精子头沿曲线轨迹瞬间转折角度的

时间增长，但不影响精子运动方式。

综上所述，精子ＤＦＩ可反映精子密度、形态、活力、活动率

及运动方式，部分不育症患者即使精液常规参数正常，ＤＦＩ也

显著升高，说明精子ＤＮＡ完整性是可用于评估精液质量和男

性生育能力的理想指标。　　　　　　　　（下转第２３２４页）

·２２３２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１９



植的促进都均通过ＩＧＦ介导，增加细胞外基质粘连、刺激滋养

层细胞浸润及迁移、促进胚胎早期种植，在此过程中ＩＧＦⅠ大

量消耗，但局部浓度可能增高［４］，从而保证胚胎正常发育；（３）

样本量的影响；（４）采样时间的影响；（５）孕早期尿排出增加，血

清中浓度降低。孕６周妇女血清ＩＧＦⅠ含量明显高于试验组

Ａ、Ｂ（犘＜０．０５）。胚胎发育至１３～２１ｄ时，胎盘主要结构绒毛

进入发育旺盛期，除肝脏外，胎盘也成为合成ＩＧＦⅠ的主要来

源。孕妇血清ＩＧＦⅠ水平降低将导致滋养细胞浸润能力下

降，胎盘缺血缺氧，从而导致胎盘代谢和营养转运功能降低。

随着孕期增加，母血ＩＧＦⅠ持续增加，提示胚胎发育、胎儿生

长正常［５６］。

外周血中７５％的ＩＧＦⅠ和ＩＧＦＢＰ３及酸不稳定亚单位

（ＡＬＳ）形成复合物，该复合物由于体积较大只能留在血管内，

作为ＩＧＦⅠ循环库
［７］。ＩＧＦⅠ大部分细胞效应通过ＩＧＦⅠ受

体（ＩＧＦⅠＲ）实现，其与ＩＧＦⅠＲ的相互作用受ＩＧＦＢＰ的调

节，其中ＩＧＦＢＰ１、３起主要作用，且与妊娠关系密切。有研究

显示ＩＧＦＢＰ３不直接影响滋养细胞浸润，但通过调节ＩＧＦⅠ

对滋养细胞增殖和迁移的促进功能，对其产生间接影响［８］。也

有研究显示ＩＧＦＢＰ３不仅通过影响ＩＧＦ生物学活性而影响胎

儿及胎盘生长发育，而且其自身也有促细胞分裂作用，可直接

参与胎盘形成和胎儿生长［９］。试验结果显示，与试验组 Ａ相

比，试验组ＢＩＧＦＢＰ３含量明显降低。ＩＧＦＢＰ３降低，与游离

ＩＧＦⅠ结合机会降低，导致游离ＩＧＦⅠ增多，使ＩＧＦⅠ迅速与

ＩＧＦⅠＲ结合，发挥其促进有丝分裂及细胞生长、抑制凋亡的

生物活性。孕６周妇女血清ＩＧＦＢＰ３含量明显升高，与试验

组Ａ无差异，但与试验组Ｂ差异显著，显示胎盘ＩＧＦＢＰ３表达

明显增强，提示胎盘也可合成ＩＧＦＢＰ３，说明孕妇血清ＩＧＦＢＰ

３增高可提示胚胎发育正常
［１０］。

血清ＩＧＦⅠ与ＩＧＦＢＰ３呈高度正相关。这种相关性保证

了ＩＧＦＢＰ３调节游离ＩＧＦⅠ的作用。如ＩＧＦＢＰ３病理性增

高，可导致游离ＩＧＦⅠ减少，可能引起胎儿发育迟缓。

由此可见，孕妇血清ＩＧＦⅠ、ＩＧＦＢＰ３含量变化和妊娠周

期有关，与胚胎发育、胎儿生长密切关系。动态检测母血ＩＧＦ

Ⅰ、ＩＧＦＢＰ３水平可预测胚胎发育、胎儿生长状况。
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