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【摘 要】人类精子保存并承载着父辈遗传信息，精液生成过程缜密有序，但易受机体内在因素及环境外在因素影响。普

通精液常规结果波动较大，通过对精子 DNA 完整性的监测，为男性患者精液质量进行评估参考。现就影响精子 DNA 完整性

高危因素及精子 DNA 检测技术进行综述。
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【Abstract】Objective Human sperm preserve and carry the farthers’genetic information． The generative process of semen is

careful and orderly，but affected by internal factors and environment external factors． Ｒoutine results of semen are instable，the sperm

DNA integrity monitoring can provide evaluation reference of semen quality． We summarized high risk factors affecting sperm DNA

integrity and progress on the detection techniques for sperm DNA integrity．
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有研究表明，精子 DNA 的损伤可能与氧化应

激、细胞凋亡及染色质结构改变有关［1］。虽然精子

核 DNA 损 伤 的 确 切 机 制 尚 未 完 全 明 了，但 精 子

DNA 完整性破坏易导致受精成功率降低、胚胎发育

延迟、习惯性流产增加，甚至影响子代健康［2］。目

前，精子 DNA 完整性检测已成为评价精子质量的重

要指标之一，精子 DNA 碎片率 ( DNA fragmentation
index，DFI) 较常规精液检测结果更具有稳定性［3］。

本文主要对精子 DNA 完整性的高危因素从内部及

外部因素进行探讨，并就精子 DNA 完整性检测的方

法进行综述。
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1 容易影响精子 DNA 完整性的高危因素
1. 1 精子内部生成环境

作为 精 子 内 部 生 成 环 境，需 少 量 的 活 性 氧

( reactive oxygen species，ＲOS) 在精子获能等生理过

程中起作用，但是当生殖道炎症、精索静脉曲张、畸
形精子产生等因素刺激活性氧增加过多时，不仅可

能促使精子基因改变，诱导 DNA 完整性破坏，同时

可能启动细胞凋亡程序，诱使细胞凋亡。
1. 1. 1 氧化应激 炎症因素促进机体产生大量

中性粒细胞参与局部抗炎作用，同时诱导细胞合成

大量 ＲOS，此外，存在于精子膜上的还原型辅酶氧

化酶反应及精子线粒体本身的呼吸链作用，使大量

的 ＲOS 累积储存在附睾中。由于附睾中有抗氧化

作用的多种抗氧化酶，可以暂时阻止损伤发生，但

当超过其负荷时，大量的 ＲOS 攻击精子 DNA，可能

导致其完整性损伤、破坏。魏任雄等［4］在精浆弹性

蛋白酶 ( seminal plasma elastase，SPE ) 与精子 DNA
完整性的相关性研究中利用生殖道炎症标志物 SPE
对精液质量及精子 DNA 完整性探讨，得出与正常对

照组相比，不育组的正常形态精子百分率下降，DNA
碎片指 数 和 SPE 升 高，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) ，说明生殖道炎症可能是导致精子 DNA 损伤

的重要原因之一。
1. 1. 2 细胞膜过氧化 精子膜上本身含有不饱

和脂肪酸，有多个双键固定，维持表面膜流动性。
当 ＲOS 增多后，高浓度的不饱和脂肪酸同时也受到

攻击，使其发生脂类的过氧化反应，失去双键结构，

使精子膜失去流动性，最终导致精子功能障碍。焦

瑞宝等［5］对精子膜脂类过氧化反应的程度以反应

产物丙二醛( malondialdehyde，MDA) 的研究显示，随

着精子活力下降，精子 MDA 呈增加趋势，说明精子

膜的脂类过氧化增加，改变了精子膜流动性结构，

降低精子运动能力，同时与增加的 ＲOS 共同作用，

影响精子 DNA 完整性，减少精子正常形态数，降低

受精成功率。
1. 1. 3 细胞凋亡 ＲOS 的增加及精子膜运动的

改变使得精子细胞生长环境受到改变，诱导精子基

因突变，诱使细胞中凋亡基因与抑凋亡基因表达不

平衡，当促凋亡基因过度表达时可能引起精子细胞

的凋亡，彻底破坏精子 DNA［6］。Hikim AP 等［7］认

为也有可能氧化应激过程中 ＲOS 诱导了细胞凋亡

受体自杀相关因子( factor associated suicide，Fas) 和

配体( Fas Ligand，Fas － L) 表达，从而调控精子细胞

凋亡。
1. 2 机体自身条件因素

1. 2. 1 年龄 乜照燕等［8］在研究不同年龄阶段

男性精子 DNA 完整性变化时发现，相对于 ＜ 35 岁

的男性组，35 ～ 39 岁组和 ＞ 40 岁组精子 DNA 完整

性明显偏低，而且 ＞ 40 岁组的精子凋亡率分别高于

＜ 35 岁组和 35 ～ 39 岁组，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。随着年龄的增加，不仅是精子细胞凋亡数

目增加，精子 DNA 完整性也在不断下降。可能与生

殖器器质性衰退、半胱天冬酶及 Fas /Fas － L 途径异

常等因素有关。
1. 2. 2 乙肝感染 乙型肝炎病毒 ( hepatitis B
virus，HBV) 可以在男性性腺慢性持续性复制、繁殖，

干扰精液生成环境，影响精子形成，同时也作用于

附睾中储存的精子细胞，促使精子染色体畸变，改

变其结构及诱导基因突变［9］。HBV 感染还可导致

全基因组低甲基化，出现高频率杂合性缺失［10］。刘

浩等［11］根据精液乙肝病毒拷贝数，对精液中乙肝病

毒作用于精子 DNA 完整性影响进行探究，证明病毒

载量( 对数换算后) 与精子 DNA 碎片指数呈正相

关，说明乙肝病毒不仅能在男性精液中生存，还可

导致精子 DNA 完整性破坏，使 HBV 感染者不育率

提高。
1. 2. 3 睡眠减少 精液生存环境具有抗氧化系

统保护机制，包括超氧化物酶、维生素 E、辅酶 Q 等。
睡眠减少通过体内条件可以导致氧化还原酶活性

降低，产生精子生存环境不同程度的过氧化损伤，

破坏精子 DNA 完整性。由于睡眠减少也可干扰下

丘脑 － 垂体 － 性腺轴相关激素分泌的平衡，长期处

于应激状态下催乳素 ( prolactin，PＲL) 会相应升高，

大量的 PＲL 会抑制睾丸生精功能，而部分受下丘脑

调节的甲状腺激素、促甲状腺激素处于高水平状

态，诱发机体高血糖、低胆固醇状态，不仅使精子生

成过程中 DNA 组建及线粒体活动的三磷酸腺苷

( adenosine triphosphate，ATP) 功能受阻，也使睾酮合

成原料减少［12］。Methippara MM 等［13］认为在快速

动眼期中促黄体生成素 ( luteinizing hormone，LH) 、
促卵泡生成素 ( follicle － stimulating hormone，FSH)

增多，这两种激素具有促进睾酮产生功能，但长期

睡眠减少则很难进入快速动眼期，从而 LH、FSH 减

少，影响 睾 丸 组 织 产 生 睾 酮，而 睾 酮 可 促 进 精 液

产生。
1. 3 外界环境
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1. 3. 1 久坐 何泳志等［14］对 150 例不育患者以

开车时间多少分为 3 组，其中 A 组( 50 例) 每天开车

1 ～ 5 h，B 组( 60 例) 每天开车 ＞ 5 h，C 组( 40 例)

每天开车 0 h，进行精子 DNA 完整性比对检测，结果

显示 B 组患者 DNA DFI 高于 A、C 组( P ＜ 0. 01 ) ，

说明 DFI 升高与开车时间长有关。究其原因可能与

长期久坐后导致局部温度升高，尤其是睾丸组织，

影响睾丸生殖细胞的生长环境及降低精液质量。
Bujan 等［15］发现司机在驾驶过程中阴囊温度较步行

时温度平均升高 2. 2℃，腹股沟区温度升高后影响

阴囊温度的调控，从而影响睾丸生殖细胞产生及营

养因子的生成，最终可能损害精子 DNA。
1. 3. 2 吸烟或被动吸烟 李强等［16］对 841 例吸

烟患者进行研究，吸烟组 DNA 完整精子比例 ( 34
% ) 显著低于不吸烟组 ( 77 % ) ( P ＜ 0. 05 ) 。细胞

周期检测点激酶 1 ( checkpoint kinase I，Chk1 ) 基因

mＲNA 相对表达量检测吸烟组表达低 ( P ＜ 0. 05 ) 。
DNA 损伤后 DNA 损伤检测点及时延迟或停止细胞

生长周期，启动 DNA 损伤相应修复机制［17］。Chk1
通过细胞分裂周期蛋白 25 同源蛋白 C ( cell division
cycle 25 homolog c，Cdc25c) 磷酸化作用，对 DNA 受

损部位进行修复，是 G2 － DNA 损伤校正的核心［18］。
1. 3. 3 环境污染 在含有苯、甲醛、铅等可挥发

有机物环境中工作，不仅对血液系统、呼吸系统等

产生影响，同样也可能对生殖系统产生损害。黄国

泉［19］对冶炼厂工人( 铅作业人员) 及社会普通工作

者( 非铅作业人员) 进行比对发现，铅工作人员血铅

含量较高，精子活力减弱，精子畸形率增高。但目

前并无直接外界环境导致人精子 DNA 完整性破坏

的实验报道。

2 常见精子 DNA 检测技术
精子 DNA DFI 检测手段可以分为两大类: 直接

法与间接法。
2. 1 直接法

2. 1. 1 荧光免疫杂交( fluorescence in situ hybridization，

FISH) 利用荧光染料通过免疫化学过程，与介

导分子原位杂交，在已损失的 DNA 序列上显示出杂

交信号表明完整性破坏。目前，最新的多彩 FISH
可同时用 7 种颜色进行检测。并且同时兼具测多个

靶序列。而绿色荧光蛋白分子技术则是利用不同

的基因插入质粒或染色体 DNA 而表达的绿色荧光

蛋白，对细胞进行可视化检测及观察基因表达［20］。

2. 1. 2 原位末端标记法( in situ end labeling，ISEL)

原理是凋亡精子细胞会存有 3’－ OH 末端片

段。利用细胞内源性核酸内切酶激活后，切断细胞

体内 DNA 片段成可能含有 3’－ OH 末端片段，将标

记物的脱氧核苷酸转移到 3’－ OH 末端，通过荧光

显微镜、流式细胞仪等技术检测。检测到精子凋亡

细胞 DNA 片段，从而得知该精子 DNA 是否完整。
2. 2 间接法

2. 2. 1 精子染色质结构分析试验法( sperm chromatin
structure assay，SCSA) 是 1980 年由 Evenson 等

提出检测精子受损 DNA 方法，利用吖啶橙( AO) 与

在酸作用下成为受损 DNA 的单链反应生成黄色或

红色荧光，而与双链 DNA 结合发出绿色荧光原理，

在流式细胞仪及荧光显微镜下对精子 DNA 完整性

进行评估。利用 SCSA 法染色后流式细胞仪观察的

精子 DNA 更加准确，有较高临床指导及参考价值，

是检测精子 DNA 完整性的“金标准”［21］。
2. 2. 2 精 子 染 色 质 扩 散 试 验 ( sperm chromatin
dispersion test，SCD) 是 2003 年 Fernández 等在

研究精子 DNA 完整性上提出的另一种方法。利用

酸处理精液后，裂解液裂解精子细胞并去除核蛋

白，再用 染 料 染 色。无 损 伤 的 精 子 DNA 可 形 成

DNA 环状延伸的核晕，而已有损伤的异常精子 DNA
则不能形成核晕，或者核晕很小。最后通过光学显

微镜下进行计数统计。目前已有改良 SCD 法试用

于检测精子 DNA 完整性，如将染色剂改变为荧光染

色剂可以辅助提高辨别核晕大小。邱毅等［22］将中

草药皂角提取液替代三羟甲基氨基甲烷 － 硼酸盐

－ 乙二胺四乙酸二钠盐，在保护环境的同时，也可

以减少破坏精子尾部，使其实验结果更为准确。
2. 2. 3 单细胞凝胶电泳 又称为彗星实验，是

1984 年由 Ostling 等［23］提出，利用精子细胞 DNA 受

损出现断裂时，超螺旋结构不稳定，暴露超螺旋上

的负电荷，在电场力作用下，损伤的 DNA 片段向阳

极运动，当 DNA 损伤越严重，产生的碱性变性断链

或片段就越多，形成类似“彗星”样改变。不仅可以

了解精子 DNA 完整性变化，同时也可以了解 DNA
损伤类型。陈建伟等［24］对彗星实验进行了进一步

改良，利用中性凝胶电泳，当 DNA 双链均断裂时进

入凝胶中向阳极迁移，更加明确提示精子 DNA 是单

链还是双链损伤，对临床男性生育能力预评估提供

参考依据。
2. 2. 4 其他 8 － 羟基脱氧鸟苷法( 8 － OHdG) ，主
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要检测精子 DNA 氧化损伤程度。聚合酶连反应

PCＲ 则是针对性地对精子染色体基因损伤位点检

测，受人群选择、种族差异等影响。

3 总结
精子 DNA 碎片化机制至今尚未清楚，通过汇总

及分析可能影响精子 DNA 完整性的高危因素，期望

在临床工作中对男性不育患者生活习惯及机体状

态进行相应调整，适当提高精子 DNA 完整性。临床

工作中对男性评估依据主要通过常规精液分析，但

精液常规参数波动较大，受仪器、外界环境及检验

者技巧影响。通过检测精子 DNA DFI，对男性精液

质量更为稳定和准确的评估，有助于辅助生殖技术

方式的选择。值得考虑的是，检测后的精液标本不

能继续使用于辅助生殖过程，所以还需要探索对精

子 DNA 完整性更为安全、有效的检测技术。
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