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·临床研究·

中国弱精症患者精液氧化损伤评价

张子钰1，姜 辉3，安春娜1，李夏溪1，李璐娟1，赵 欣1，蒲小平1，2

( 北京大学 1 药学院分子与细胞药理学系，2 天然药物与仿生药物国家重点实验室，

3 第三医院生殖医学中心，北京 100191)

［摘要］ 目的: 探讨弱精症发病的分子机制。方法: 收集 113 例弱精症患者和 58 例年龄相仿的健康志

愿者正常精液样本，分离精子、精浆，分别检测其氧化损伤状态。结果: 弱精症患者组的精浆样本中，总抗氧

化能力( T-AOC) ，铜锌-超氧化物歧化酶( SOD-1) ，总超氧化物歧化酶( T-SOD) ，还原型谷胱甘肽( GSH) 的结

果均低于正常组，但是谷胱甘肽-S-转移酶( GST) 活力显著性高于正常组; 精子裂解液测定结果显示，弱精症

患者的 SOD-1 和 T-SOD 的活力显著性低于正常组，而 GST 活力两组基本相当。结论: 弱精症患者精液中存

在的由于 DJ-1 低表达而引起的氧化应激损伤，是其可能的发病分子机制之一。
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Evaluation of oxidative damage of ejaculated spermatozoa from
Chinese asthenozoospermia patients

ZHANG Zi-yu1，JIANG Hui3，AN Chun-na1，LI Xia-xi1，LI Lu-juan1，ZHAO Xin1，PU Xiao-ping1，2

( 1 Department of Molecular and Cellular Pharmacology，School of Pharmaceutical Science，
2 State Key Laboratory of Natural and Biomimetic Drugs，3 Department of Andrology，

Third Hospital，Peking University，Beijing 100191，China)

［Abstract］ Objective: To explore the potential molecular mechanisms of asthenozoospermia． Methods: One
hundred and thirteen semen samples of asthenozoospermia patients and 58 semen samples of healthy volunteers were
collected． Then sperm and seminal plasma were separated，and their oxidative damages were evaluated． Ｒesults:
For the samples of asthenozoospermia patients，the T-AOC，SOD-1，T-SOD and GSH all decreased compared with
the normal group，however，GST activity was significantly higher． The result of sperm lysate analysis suggested that
the activities of SOD-1 and T-SOD of asthenozoospermia patients were significantly lower than the normal group，
while the GST activity was similar between the two groups． Conclusion: There is a high possibility that the oxidative
damage caused by DJ-1-down-expression in asthenozoospermia patients is one of the molecular mechanisms of asthe-
nozoospermia

［Key words］ asthenozoospermia; oxidative damage; DJ-1; SOD-1; GSH

随着社会工业化的快速发展、环境污染的加剧

以及社会压力的增加，不育夫妇明显增多。流行病

学调查显示约有 15%的夫妇不能生育，其中由男方

引起的不育占 25%［1］。按世界卫生组织标准，育龄

夫妇婚后同居 1 年以上，未采用任何避孕措施，由男

方原因导致女方不孕者，称为男性不育症。导致男

性不育的原因有很多，其中常见病因之一即为弱精

症。弱精症又称精子活力低下，由多种原因引起，包

括生殖道感染、精索静脉曲张、前列腺的急慢性炎

症、精子尾部结构异常、吸烟、饮酒，但其具体分子机

制尚不明确。
抗氧化应激蛋白 DJ-1 与雄性不育的关系首先

是在大鼠体内发现的［2］，随后研究者对于 DJ-1 蛋白
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在人类男性生殖系统的分布进行了探究［3］，在精子

中，DJ-1 蛋白主要存在于头后部的表面，以及前段

和中段，并且 DJ-1 蛋白在精子的鞭毛上也有表达，

说明 DJ-1 蛋白在精子的活动性中扮演重要角色。
Wang 等［4］发现 DJ-1 蛋白与弱精症可能存在相关

性，其表达在患者的精浆中显著降低。本课题组对

这一发现进行了进一步探究［5］，发现中国弱精症患

者的精子中，其 DJ-1 蛋白表达显著减少，并且其含

量与 A 级精子的百分比具有较高的相关性，证实

DJ-1 蛋白与弱精症存在密切关系。
DJ-1 蛋白是一个氧化应激相关蛋白，Zhou 等［6］

报道 DJ-1 蛋白可以通过影响还原型谷胱甘肽( glu-
tathione，GSH) 合成限速酶，即谷氨酸半胱氨酸连接

酶，上调 GSH 含量。另外，Wang 等［7］指出 DJ-1 在

SH-SY5Y 细胞中通过 Erk1 /2-Elk1 通路调节铜锌-
超氧化物歧化酶 ( CuZn-superoxide dismutase，SOD-
1) 的表达水平。

那么，精液中 DJ-1 蛋白含量的降低是否会导致

其氧化应激损伤，从而进一步引起弱精症的发生?

因此，我 们 将 与 DJ-1 蛋 白 表 达 水 平 密 切 相 关 的

SOD-1 活力、GSH 含量作为切入点，评价精液的氧化

应激状态。本课题组收集了弱精症患者以及健康志

愿者的正常精液，处理后获得精子裂解液以及精浆

两类样本，分别测定其氧化应激指标，包括: 总体描

述样本抗氧化能力的指标( T-AOC) 、SOD-1 相关抗

氧 化 系 统 ( CuZn-SOD /SOD-1，Mn-SOD /SOD-2，T-
SOD) 、GSH 及 其 相 关 抗 氧 化 酶 系 统 活 力 ( GSH，

GSH-ST) 。

材 料

1 研究对象

弱精症患者为北京大学第三医院生殖医学中心

男科就诊的患者，通过精液常规检查诊断为弱精症，

共计 113 例，弱精症患者的诊断标准为: 快速前向运

动的精子 ( A 级 精 子) ＜ 25% 或 前 向 运 动 的 精 子

( A + B 级精子) ＜ 50%，其他精液常规参数正常; 正

常对照为与弱精症患者年龄相匹配的精液参数正常

的健康志愿者，共 58 例。精液含脓者不予采用。本

实验经北京大学第三医院生殖医学中心伦理委员会

批准，患者被告知实验目的并签署知情同意书。
2 试剂

洗涤缓冲液( Hanks 平衡盐溶液，含有 4． 2 g·L －1

HEPES，0． 35 g·L －1 NaHCO3，0． 9 g·L －1右旋葡萄糖，

0． 1 g·L －1丙酮酸钠，0． 025 g·L －1大豆胰蛋白酶抑制

剂，调 节 pH 至 7． 4，使 用 前 加 入 0． 2 mmol·L －1

PMSF) ; 细胞裂解液( 80 mmol·L －1 Tris-HCl 缓冲液

( pH 7． 4) 含有 150 mmol·L －1 NaCl，2 mmol·L －1 ED-
TA，0． 4 mmol·L －1 DTT，以 及 0． 1% SDS ) ; BCA
( bicinchoninic acid) 蛋白定量试剂盒( 美国 Pierce 公

司) ; 总抗氧化能力( T-AOC) 测定试剂盒( 南京建成

生物工程研究所) ; 超氧化物歧化酶( SOD) 分型测

试盒( 抽提法测 CuZn-SOD，南京建成生物工程研究

所) ; 微量还原型谷胱甘肽( GSH) 测定试剂盒( 南京

建成生物工程研究所) ; 谷胱甘肽-S 转移酶( GSH-
ST) 测试盒( 南京建成生物工程研究所) 。
3 仪器

AEL 40SM 型电子天平( 日本岛津公司) ; pH
计( 德国 Sartorius 公司) ; WLJY 9000 伟力彩色精

子质量监测系统( 北京伟力新世纪科技发展有限公

司) ; 高速冷冻离心机( 美国 Sigma 公司) ; 超低温冰

箱( 美国 Thermo 公司) ; 680 型酶标仪( 美国 Bio-Ｒad
公司) 。

方 法

1 标本采集与处理

所有样本均在禁欲 2 ～ 7 d 后，以常规方式收

集，37 ℃恒温液化后检查精子的形态、数量、活力等

指标。使用巴氏染色法，镜下检查精子的头、尾、颈
部的形态以及精子的畸形率，并进行精子计数。另

在恒温防尘密封的环境下，用精子质量监测系统自

动分析镜下精子运动的特性、精子活力、活率以及动

( 静) 态下各项参数指标。其后向精液样本中加入

PMSF( 终浓度 0． 2 mmol·L －1 ) ，4 ℃ 下 2 500 g 离心

10 min，上清为精浆，底层沉淀即为精子。
取精子沉淀，向其中加入 1 mL 洗涤缓冲液( 临

用前加入 PMSF) ，4 ℃下 2 500 g 离心 10 min，共洗涤

2 次，而后向沉淀中加入 200 μL 细胞裂解液，置于

冰上，30%强度超声粉碎细胞，每次 3 s，超声 5 次至

细胞破碎，进而于冰上孵育 30 min，4 ℃ 下 12 000 g
离心 20 min，取上清液，即为精子裂解物，使用 BCA
法进行蛋白定量，分装后于 － 80 ℃保存备用。

取上清液，在 4 ℃ 条件下进一步以 13 000 g 离

心 20 min，取上清液，即为精浆蛋白，分装后 － 80 ℃
保存备用。
2 精液氧化应激状态评价

将样本处理成精浆及精子裂解液两部分，按照

liuyi
高亮
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试剂盒说明书使用分别测定、并计算其 T-AOC 值、
SOD-1 活力、SOD-2 活力、T-SOD 活力、GSH 含量以

及 GST 活力，各结果计算公式如下:

总抗氧化能力，T-AOC /U·mL －1 = ［( 测定管吸

光度值 － 对照管吸光度值) × 反应体系稀释倍数 ×
样本测试前稀释倍数］/ ( 30 × 0． 01) 。

SOD 活力-精浆 /U·mL －1 = ( 对照管吸光度值 －
测定管吸光度值) /对照管吸光度值 × 2 × 反应体系

的稀释倍数 × 样本测试前的稀释倍数。
SOD 活力-精子 /U·mg －1 protein = ( 对照管吸光

度值 － 测定管吸光度值) /对照管吸光度值 × 2 × 反

应体系的稀释倍数 × 样本测试前的稀释倍数 ÷待测

样本蛋白浓度。
GST 活力-精浆 /U·μL －1 = ( 对照管吸光度值 －

测定管吸光度值) / ( 标准管吸光度值 － 空白管吸光

度值) × 标准管浓度 × 反应体系稀释倍数 ÷ 反应时

间 ÷取样量。
GSH 活力-精子 /U·μg －1 protein = ( 对照管吸光

度值 － 测定管吸光度值) / ( 标准管吸光度值 － 空白

管吸光度值) × 标准管浓度 × 反应体系稀释倍数 ÷
反应时间 ÷ ( 取样量 × 待测样本蛋白浓度) 。
3 统计学处理

结果采用 SPSS 13． 0 统计软件包进行统计学分

析，数据以均数 ± 标准差表示，弱精症与正常组间比

较采用 t 检验，P ＜ 0． 05 为差异具有统计学意义。
并对相关数据进行了偏相关性分析 ( 控制射精体

积) ，P ＜ 0． 05 具有显著相关性。

结 果

1 精液样本临床常规参数

弱精症患者及志愿者正常精液的常规检查结果

见表 1，精液射出体积、A 级精子百分比以及 A + B
级精子百分比表现出组间差异，具有统计学意义。

表 1 弱精症患者及正常人精液常规参数

参 数 正常 弱精症

样本量 58 113

年龄 32． 1 ± 5． 6 32． 3 ± 5． 2

精液 pH 7． 2 ± 0． 3 7． 2 ± 0． 3

射精体积 /mL 3． 3 ± 0． 9 2． 9 ± 1． 1a

精子密度 /106·mL －1 86． 2 ± 46． 3 75． 2 ± 52． 1

A 级精子 /%

平均值 40． 8 ± 10． 2 12． 8 ± 7． 1c

样本范围 25． 15 ～ 66． 38 0． 24 ～ 24． 46

A + B 级精子 /%

平均值 52． 5 ± 11． 1 18． 2 ± 9． 7c

样本范围 37． 92 ～ 75． 50 0． 71 ～ 39． 27

与正常组比较，a: P ＜0． 05，c: P ＜0． 001

2 精浆、精子氧化应激状态的评价

与正常组相比，弱精症患者的精液表现出氧化

损伤: 与 DJ-1 蛋白相关的抗氧化因子 CuZn-SOD 和

GSH 功能显著性地降低，而与 DJ-1 蛋白功能无关的

Mn-SOD 和 GST 活力未见明显降低，并且在精浆中，

显示 GST 活力上调。
2． 1 精子裂解液中抗氧化能力测定结果 弱精症

患者的精子中，SOD-1 ( CuZn-SOD) 活力表现出显著

性的降低，而 SOD-2 ( Mn-SOD) 的活力下降不明显，

由于哺乳动物细胞内 SOD 只含有这两种亚型，所以

SOD-1 的变化进而导致弱精症组的 T-SOD 活力也

表现为显著性下降。GST 活力基本不发生变化。由

于实验方法灵敏度所限，未能获得定量结果的指标

是 T-AOC 和 GSH 含量。结果见表 2。

表 2 精子裂解液氧化损伤评价结果

组别 CuZn-SOD /U·mg －1 protein Mn-SOD /U·mg －1 protein T-SOD /U·mg －1 protein GST /U·μg － 1 protein

正常 182． 5 ± 85． 0

n = 62

81． 8 ± 55． 3

n = 62

264． 3 ± 128． 3

n = 62

0． 133 ± 0． 094

n = 29

弱精症 154． 5 ± 60． 3a

n = 96

71． 0 ± 48． 5

n = 96
225． 5 ± 81． 2a

n = 96

0． 119 ± 0． 093

n = 27

与正常组比较，a: P ＜0． 05

2． 2 精浆中抗氧化能力测定结果 弱精症组精浆的

总抗氧化能力及 GSH 含量均显著性地降低( P ＜
0. 01) ，可能与 DJ-1 蛋白含量的减少有关［4］。而我们

观察到 GST 的活力在弱精症患者组的样本显著性增高

( P ＜0． 01)。弱精症组的两种 SOD 同工酶及总 SOD 活

力下降，但组间差异没有统计学意义。结果见表 3。
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表 3 精浆氧化损伤评价结果

组别
T-AOC

/U·mL －1

CuZn-SOD

/U·mL －1

Mn-SOD

/U·mL －1

T-SOD

/U·mL －1

GSH

μmol·L －1

GST

/U·μL －1

正常 5． 21 ± 2． 40

n = 24

341． 3 ± 126． 9

n = 24

285． 5 ± 76． 1

n = 24

626． 8 ± 164． 7

n = 24

35． 97 ± 13． 71

n = 24

0． 177 ± 0． 077

n = 19

弱精症 3． 59 ± 2． 18b

n = 70

304． 0 ± 95． 3

n = 70

253． 9 ± 106． 4

n = 70

593． 9 ± 145． 8

n = 70
29． 01 ± 11． 73b

n = 70

0． 275 ± 0． 176b

n = 60

与正常组比较，b: P ＜0． 01

3 精液样本氧化损伤状态与精子活力偏相关性

分析

前述结果显示，弱精症患者精液受到氧化性损

伤，且显著表现为精子活力低下，由此推测二者可能

存在一定关系，于是对相关数据进行了偏相关性分

析( 控制射精体积) ，结果见表 4。结果显示，精子的

氧化损伤程度与精子活力无关，而精浆的氧化损伤

程度与 A 级精子比例呈正相关关系( P ＜ 0． 05) 。

表 4 精液氧化损伤状态与精子活力偏相关性分析

变 量
精子裂解液 精浆

CuZn-SOD T-SOD T-AOC GSH GST

A 级精子百分比 P = 0． 556 P = 0． 444 P = 0． 015a P = 0． 007b P = 0． 028a

A + B 级精子百分比 P = 0． 753 P = 0． 979 P = 0． 083 P = 0． 058 P = 0． 011a

a: P ＜0． 05，b: P ＜0． 01

讨 论

根据文献［8］报道，精液中存在过量的 ＲOS，会

对精子的活力等指标产生不良影响，并且在男性不

育症患者精液中可测得比正常组更高的 ＲOS 含

量［9］，MDA 水平显著性的升高［10］，精子中也存在

DNA 水平氧化损伤［11］。但是，弱精症患者精液的

氧化损伤及氧化应激状态，作者未见国内外报道。
本课题组在前期研究中，发现氧化应激蛋白 DJ-1 与

弱精症密切相关［5］，Western Blotting 以及 Elisa 实验

都证实弱精症患者精子中 DJ-1 蛋白含量明显降低，

于是本研究从该蛋白功能出发，提出假设: 精液中

DJ-1 蛋白的降低通过相关通路抑制了精液抗氧化

系统，使在机体受到外界刺激时更易发生氧化应激，

精子活力受到影响，进而引发弱精症。
体外实验已证实在 DJ-1 低表达情况下，会引起

细胞内 SOD-1 表达的下降，但对于 SOD-2 影响不

大［7］。在本实验中，弱精症患者精子裂解液内，观

察到 SOD-1 活力下降，与此同时 SOD-2 活力发生轻

微降低，并由于 SOD-1 的变化，T-SOD 活力也表现

出明显的下降趋势。在精浆样本的测试结果中，

SOD-1，SOD-2 及 T-SOD 三项指标与正常组比较没

有统计学差异。

另一项经由体外实验［6］证实的，与 DJ-1 表达量

相关的指标是 GSH 含量。精子裂解液中未测得定

量范围 以 内 的 GSH，而 在 精 浆 中，弱 精 症 患 者 的

GSH 含量显著性低于正常组。推测由于精液中的

DJ-1 含量下降，谷胱甘肽合成限速酶活力受到限

制，因此产生 GSH 含量降低。
与 DJ-1 蛋白功能不甚密切的 GST 活力表现不

同结果，在精子裂解液样本中，弱精症组与正常对照

组基本一致; 而精浆中，弱精症患者的 GST 活力高

于对照组样本，其原因可能是弱精症患者的精液中

出现 ＲOS 升高的现象［9］，所以精浆中 GST 活力应激

性升高，以对抗 ＲOS 过高对精子的损伤。本文的主

要研究结果作者未见国内外报道。
统计学分析显示，精子活力与精浆的氧化损

伤呈正相关性，而与精子无关，说明因精子中缺乏

蛋白合成能力，胞质内抗氧化能力低［8］，主要依靠

精浆的抗氧化系统［12］，而由于精浆的氧化性损伤

致精子活力下降，引发弱精症。除上述结果，本研

究还测定了过氧化氢酶( CAT) 以及谷胱甘肽过氧

化物酶( GPX) 的活力，由于实验方法所限，未能获

得定量结果，或许需使用高敏感度方法进行进一

步检测。
( 下转第 1570 页)
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者血浆中苯磺酸左旋氨氯地平的浓度，分析时间仅

需 2． 5 min，最低定量下限达 0． 10 ng·mL －1，具有简

便、快速、灵敏度高等特点。
左旋氨氯地平结构中有二氢吡啶环、苯环等官

能团，因含有碱性官能团，所以血样需碱化以提高氨

氯地平的提取回收率，本文分别比较了加入浓度为

1 mol·L －1氢氧化钠溶液 50，100，150 μL 后的回收

率，得出加入 100 μL 的实验结果最佳。
受试制剂和参比制剂的主要药动学参数表明无

显著性差异，受试制剂的相对生物利用度为( 101． 8 ±
18． 0 ) %。受 试 制 剂 的 AUC0 ～ t，AUC0 ～∞ 及 Cmax 的

90%置信区间均符合规定范围，两制剂具有生物等

效性。本文可为临床合理使用苯磺酸左旋氨氯地平

片提供用药依据。
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通过对弱精症患者精液氧化损伤的评价，证实

本课题最初的假设: 弱精症患者精液中，存在由于

DJ-1 降低而导致的氧化损伤，进而引发精子活力下

降，这可能是弱精症发病的分子机制之一。
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