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摘 要：【目的】探讨畸形精子症患者的精子DNA完整性与年龄及常规精液参数的相关关系。【方法】收集

2013年 1月至 2016年 12月在我院生殖中心就诊的 255例畸型精子症患者的精液标本，将患者按年龄分为 ≤ 30
岁、30～35岁和 ≥ 35岁 3组，按WHO第 5版手册进行精液常规分析，采用精子染色质扩散法（SCD）检测精子

DNA完整性。【结果】畸形精子症患者精子DNA碎片指数（DFI）与前向运动精子百分率（PR%）、精子总活力呈负

相关（P < 0.001；P < 0.001），与年龄、正常形态精子百分率（NF%）可能存在弱相关关系（P = 0.003；P = 0.027）。

精子浓度、总精子数与精子DFI之间的相关关系无统计学意义（P = 0.260；P = 0.541）。不同年龄组患者的精子

DFI水平差异具有统计学意义（P = 0.021）；年龄 ≥ 35岁组的精子 DFI水平显著高于 ≤ 30岁组和 30～35岁组

（P =0.030，P = 0.035）；而 ≤ 30岁组和30～35岁组间的精子DFI水平差异无统计学意义（P = 1.000）。年龄 ≥ 35岁
组的精子DFI异常率明显高于 ≤ 30岁组和30～35岁组（P = 0.002）。在年龄 ≥ 35岁组中，年龄、PR%及精子总活力

在DFI正常患者与DFI异常患者之间的差异具有统计学意义（P =0.006；P < 0.001；P < 0.001）。【结论】畸形精子症

患者的PR%是与其精子DFI最密切相关的精子参数；年龄越大的畸形精子症患者的精子DNA完整性越差。
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Abstract：【Objective】To study the correlation of sperm DNA integrity with age and routine semen parameters in ter⁃
atozoospermic men.【Methods】Semen samples were collected from 255 teratozoospermic men between January 1，2009
and December 31，2016. Then we divided them into three groups according to the male age（≤ 30，30～35，≥ 35
years）。 The results of routine semen parameters were evaluated base on the WHO Laboratory Manual（5th ed）. Sperm
DNA integrity was detected by sperm chromatin dispersion（SCD）test.【Results】Sperm DNA fragmentation index（DFI）
was inversely correlated with 2 parameters（progressive motility% and total motility%；P < 0.001；P < 0.001）and corre⁃
lated with male age and NF% weakly（P = 0.003；P = 0.027）in teratozoospermic men. The correlation of sperm DFI with
sperm concentration and total sperm number was not statistically significant（P = 0.260；P = 0.541）. The patients in dif⁃
ferent groups showed significant difference on the level of sperm DFI（P = 0.021）；the level of sperm DFI in ≥ 35 years
group was higher than ≤ 30 years group and 30-35 years group（P = 0.030，P = 0.035）；but there was no statistically
significant difference of the sperm DFI level between ≤ 30 years group and 30-35 year group（P = 1.000）. The abnormal⁃
ity rate of sperm DFI in ≥ 35 years group was higher than ≤ 30 years group and 30-35 years group（P = 0.002）. The dif⁃
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ferences of age，PR% and total motility% are statistically significant between normal DFI patients and abnormal DFI pa⁃
tients from ≥ 35 years group（P = 0.006；P < 0.001；P < 0.001）.【Conclusion】The percentage of the progressive motili⁃
ty is the sperm parameter which is most closely related to sperm DFI；The older teratozoospermic men have worse sperm
DNA integrity than younger patients.

Key words：teratozoospermia；sperm DNA integrity；age；semen parameters
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（5）：731-735］

不孕不育是当今社会的重大疾病之一。随着

国家二孩政策的开放，高龄夫妇的生育需求是临

床迫切需要解决的难题，其中男性因素引起的不

育约占 50%。近年来，人们越来越关注男性年龄

对生育力的影响［1］。有研究发现，精液体积、精子

活动力以及精子形态学参数随着男性年龄的增长

而显著下降［2］。也有学者报道，不育男性年龄的

增长提高了其精子DNA损伤的风险［3］。畸形精子

症作为男性不育的常见表现之一，目前发病机制

尚不明确，药物治疗效果一般，一部分患者需要实

施辅助生殖技术才能达到生育目的［4］。国外研究

显示，畸形精子症患者的DNA碎片率明显高于具

有正常生育力的男性［5］及正常精液参数的男

性［6］。而目前关于我国畸形精子症患者精子DNA
完整性的研究报道甚少，本文旨在研究畸形精子

症患者的精子DNA完整性与年龄及常规精液参

数之间的相关关系，为畸形精子症患者的进一步

诊治提供依据及参考。

1 材料与方法

1.1 研究对象

2013年 1月至 2016年 12月在广州医科大学

附属第三医院生殖中心就诊的不育男性 255例，

年龄 21～57岁，精液常规分析结果：NF% < 4%，

并且精子总数 > 39 × 106/一次射精（或精子浓

度 > 15 × 106/mL），PR% > 32%。研究样本的采集

及信息使用都经广州医科大学附属第三医院伦理

委员会批准，所有患者均签署知情同意书。

1.2 试验分组

按患者年龄分为 3组：≤ 30岁、30～35岁、≥
35岁。

1.3 精液常规检查

患者禁欲 2 ~ 7 d，手淫法完整收集精液于无

菌专用取精杯中，置于 37 ℃恒温台上，待其完全

液化后，按照WHO《人类精液检查与处理实验室

手册》（第 5 版），采用计算机辅助精子分析（CA⁃
SA）系统（Hamilton，USA）检测其精子浓度、总精

子数及活动力，改良巴氏染色法分析精子形态。

1.4 精子DNA完整性检测（SCD法）

采用精子核DNA完整性检测试剂盒（深圳华

康生物医学工程有限公司），实验步骤简述如下：

用精子稀释液将精子浓度调至 5～10 × 106/ mL，
吸取 60 μL已稀释的标本加到低熔点琼脂糖管中

并充分混匀。取出混匀好的 30 μL混悬液滴加至

水平位置的预处理载玻片上，轻轻盖上盖玻片。

将该载玻片置于 4 ℃冰箱 5 min。从冰箱取出后

轻轻滑拉移走盖玻片。迅速将该载玻片浸入变性

液中 7 min，取出载玻片，在蒸馏水中浸泡 5 s；然
后取出载玻片使其竖立并用滤纸吸干玻片表面水

珠；再将载玻片浸入裂解液中反应 20 min。反应

毕，将该载玻片浸入洗涤液 3 min，然后将其取出

依次浸入 70%、90%以及无水乙醇溶液中脱水各

2 min。自然晾干后，用瑞士染色剂进行染色。染

色完成后，待载玻片完全干燥后在常规显微镜下

观察，计数 400条精子，统计小晕环、无晕环和退

化的异常精子的百分率，以DFI表示，DFI = 小晕

环、无晕环和退化的异常精子数/计数精子总数。

正常参考值：DFI < 30%。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 19.0软件进行统计学分析，计量资

料以 x ± s表示，相关性分析采用 Spearman相关分

析；由于数据方差不齐，采用Welch近似方差分析

进行不同年龄组间DFI的比较，多重比较采用Dun⁃
nett’s T3方法。不同年龄组间精子DFI异常率的

比较采用χ2检验。在年龄 ≥ 35岁组中DFI正常者

与异常者的年龄及各参数的比较采用两个独立样

本 t检验方法。P < 0.05 为差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 研究对象的年龄、精子DNA完整性及常规精

液参数结果

精子DNA完整性结果以DFI表示，常规精液

参数包括精子浓度、总精子数、精子总活力、

PR%、NF%（表 1）。

2.2 精子DFI与患者年龄及常规精液参数的相关

性分析

畸形精子症患者精子DFI与PR%、精子总活力呈

负相关关系（r = -0.325，P < 0.001；r = -0.317，P <
0.001），与年龄、NF%可能存在弱相关关系（r =
0.188，P = 0.003；r = -0.138，P = 0.027）。精子浓

度、总精子数与精子DFI的相关关系无统计学意义

（r = -0.071，P = 0.260；r =-0.038，P = 0.541）。
2.3 3组患者的精子DFI水平比较

不同年龄组患者的精子DFI水平的差异具有

统计学意义（P = 0.021）；年龄 ≥ 35 岁组的精子

DFI水平显著高于 ≤ 30岁组和 30～35岁组（P =
0.030，P = 0.035）；而 ≤ 30岁组和 30 ～35岁组间

的精子 DFI水平差异无统计学意义（P = 1.000），

年龄 ≥ 35岁组的精子DFI异常率明显高于 ≤ 30
岁组和 30 ~ 35岁组（χ2 = 12.158，P = 0.002；表 2）。

2.4 年龄≥35岁组中DFI正常者与异常者之间

年龄及各精液参数的比较

年龄、PR%及精子总活力在 DFI正常（DFI <
30%）患者与DFI异常（DFI ≥ 30%）患者之间的差

异具有统计学意义（P = 0.006；P < 0.001；P <
0.001；表 3）；精子浓度、总精子数及NF%在DFI正
常者与异常者之间的差异没有统计学意义（P =
0.929；P = 0.142；P = 0.566；表 3）。

表 1 畸形精子症患者的年龄、精子 DFI 及常规精液参数

Table 1 The age and the results of sperm DFI and semen
parameters in teratozoospermic men

（n = 255）
Items
Age/years
DFI/%
concentration（× 106）/mL
total sperm number（× 106）

total motility/%
PR%/%
NF%/%

x ± s

33 ± 6
15 ± 10
73 ± 59
2.3 ± 1.8
60 ± 15
53 ± 14
1.5 ± 1

表 3 年龄 ≥≥ 35 岁组中 DFI 正常者与异常者年龄及各精液参数的比较

Table 3 Comparison of age and semen parameters between normal DFI patients and
abnormal DFI patients in ≥≥ 35 years group （x ± s）

Parameter
Age
PR%/%
Total motility/%
Concentration（× 106）/mL
Total sperm number（× 108）

NF%/%

DFI < 30%（n = 76）
38 ± 3
54 ± 15
60 ± 17
79 ± 70
2.3 ± 1.8
1.5 ± 0.7

DFI ≥ 30%（n = 16）
44 ± 7
41 ± 7
47 ± 8
80 ± 57
1.6 ± 0.8
1.4 ± 0.6

t

-3.166
4.906
4.840

-0.089
1.481
0.577

P

0.006
< 0.001
< 0.001
0.929
0.142
0.566

表 2 不同年龄组的精子 DFI 水平比较

Table 2 Comparison of sperm DFI in different age groups

Group
n

DFI /%
Abnormality rate /%

≤ 30 years
90

14 ± 8
3.33

30-35 years
73

14 ± 8
5.48

≥ 35 years
92

18 ± 12 1)2)

17.39

F or χ2

3.957
12.158

P

0.021
0.002

Dunnett’s T3 after Welch, 1) compared with the ≤ 30 years group, P = 0.030; 2) compared with the 30-35 years group, P = 0.035

郭丽媛，等 .畸型精子症患者精子DNA完整性与年龄及常规精液参数的关系 733
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3 讨 论

精子 DNA完整性检测是近二十年来发展起

来并日益成熟的新技术。精子DNA损伤是指在

精子生成及成熟过程中，各种原因导致DNA完整

性被破坏而产生断裂的碎片［7］。精子DNA完整性

是遗传物质正确传给子代的前提，在受精和胚胎

发育中起着非常重要的作用，而精子DNA损伤无

论对自然生育还是辅助生殖技术的妊娠结局均产

生不良的影响［8-14］。目前，检测精子DNA完整性

的方法有精子染色质结构分析（sperm chromatin
structure assay，SCSA）、彗星实验（Comet assay）、末

端转移酶介导的 dUTP末端标记法（terminal deoxy⁃
nucleotidyl transferase mediated dUTP nick end la⁃
beling，TUNEL）、精子染色质扩散实验（sperm
chromatin dispersion，SCD）［15］。SCD法具有简单、

准确及价格低廉等特点，自 2003年Fernandez等［16］

发明以来已被广泛应用于精子DNA完整性的研

究。本研究采用 SCD法检测畸形精子症患者的精

子DNA完整性以保证结果的可靠性。

3.1 畸形精子症患者精子DNA完整性与年龄的

关系

本研究发现精子的DFI与男性年龄可能存在

弱相关关系，与已有的采用 SCD法的研究结论相

似［17］。这提示精子DNA损伤可能是男性生育力

随着年龄的增长而不断下降的原因之一。而Nijs
等［18］采用 SCSA 法以及 Brahem 等［19］采用 TUNEL
法的研究则显示，DFI 与男性年龄并不显著相

关。这可能是方法学之间的差异导致了不同研究

之间结论的异同。

此外，本研究发现年龄 ≥ 35岁组的精子DFI
水平及异常率显著高于 ≤ 30 岁组和 30 ~ 35 岁

组，Moskovtsev等［20］在对不育男性的研究中指出，

年龄 > 45岁的男性精子DFI明显高于年轻男性。

但是Moskovtsev等并未对其研究对象的不育类型

进行细分，而本研究则锁定了畸形精子症患者，所

以在畸形精子症患者中，年龄对精子DFI的影响

似乎更加明显。通过对年龄 ≥ 35岁组中 DFI正
常患者与异常患者进行比较，本研究发现DFI异
常患者的年龄高于DFI正常患者，进一步证实年

龄越大的畸形精子症患者的精子DNA完整性越

差。目前，关于精子DNA损伤的分子机制大致分

为三个理论：①染色质包装异常；②活性氧；③凋

亡。 这三种机制可能独立或共同导致精子的

DNA损伤。在畸形精子症患者中，随着男性年龄

的增长，体内氧自由基增多，而精子凋亡效率下

降，这可能更容易导致精子DFI升高。

3.2 畸形精子症患者精子DNA完整性与精液参

数的关系

在精子DNA完整性与精液参数的关系方面，

本研究显示精子DNA完整性与PR%、精子总活力

呈负相关。由于一个成熟、紧密的精子核的形成

与精子鞭毛的发育都是来源于精子的发生过

程［21］，所以精子的DNA完整性会影响精子的活动

力。Belloc 等［21］证明精子活动力减弱是与精子

DNA损伤最密切相关的精液参数异常。本研究

则证实，在畸形精子症患者中，PR%是与精子

DNA完整性最密切相关的精子参数。这与前者

结论基本一致。同时，本研究发现年龄 ≥ 35岁组

中 DFI 异常患者的精子活动力低于 DFI 正常患

者。因此在畸形精子症患者中，如果 PR%接近正

常参考值范围的下限（32%），有必要建议患者进

行精子DNA完整性的检测，这将有利于临床的进

一步诊治。

精子DNA损伤可能起源于睾丸，也有可能在

输精管中或排精的过程中造成，精子DNA损伤可

能会造成精子的形态异常而导致畸形精子症的发

生。这也解释了精子DFI与NF%之间可能存在的

相关性。但是，在年龄 ≥ 35岁组中DFI正常患者

与异常患者之间的NF%没有明显差异，这说明了

在年龄 ≥ 35岁的畸形精子症患者中精子DNA完

整性检测能够弥补形态学检测的不足。由于WHO
目前推荐的精子形态学检测方法仍然是人工评估

方法，因此存在一定的主观性。为尽量避免方法

学存在的缺点，本研究数据来源于男性学实验室

资深技术人员，同时本实验室严格执行室内质控

与室间质控，以保证数据的真实性与可比性。

综上所述，畸形精子症患者的年龄、精子活动

力及正常形态精子百分率与精子DNA完整性密

切相关。年龄越大的畸形精子症患者的精子

DNA完整性越差。因此，在对这类患者的诊治过

程中，不仅需要考虑精子形态异常导致的不育，还

要结合精子活力考虑男性年龄因素可能引起的精

子DNA损伤。
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