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[摘要] 男性生育力受到许多因素的影响，其中精子 DNA损伤一直是生殖医学领域研究的热点之一。 

该损伤可由多种因素诱发精子DNA双链断裂或使其双链变性而形成。该文通过分析精子生成错误、氧化应 

激、精子染色质包装异常、疾病等因素对精子DNA损伤的影响，阐述精子DNA损伤检测在辅助生殖医学中的 

研究现状，为进一步阐明精子 DNA损伤的发生机制以及如何为辅助生殖技术选用高质量精子提供基础材料。 
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[Abstract] The male fertility is affected by many factors，and sperm DNA damage is one of the research 

hotspots in assisted reproductive technology(ART)．A number of factors can lead to the DNA strand breaks or make 

double-s~anded DNA into single-stranded DNA．In this paper we review the damage factors of sperm DNA，including 

sperm production e／l'or，oxidative stress，abnormal assembling of chromatin，and the related diseases，which provides 

some basic inform ation for elucidating the mechanism of DNA dam age，and optimal sperm atozoa selection in ART． 
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诊断男性不育症的重要手段主要依靠精子质量 

检测，长久以来，世界卫生组织所编纂的《人类精液 

及精子-宫颈粘液相互作用实验室检验手册》中，规 

定了精子浓度、精子活动力以及精子形态正常率等 

作为评价精子质量的主要指标。但是近几年来，想 

要全面评估男性的生育能力已经不能单纯依靠常规 

的精液质量分析方法。据报道，约有 15％的男性不 

育患者精液检查是正常的⋯。因此，需要探索新的 

精子质量检测分析手段。近几年来，生殖医学及相 

关技术发展迅速，宫腔内人工授精(intrauterine in— 

semination，IUI)、体外受精．胚胎移植技术(in vitro 

fertilization，IVF)和胞浆内单精子注射技术(intracy— 

toplasmic sperm injection，ICSI)已被广泛应用于临床 

之中。众多在自然条件下几乎没有生育希望的严重 

少弱精子症患者以及畸形精子症患者，借助于ICSI 

技术重新获得生育的可能，这是男性不育治疗技术 
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中的一次革命性的进步。在辅助生殖技术(assisted 

reproductive technology，ART)发展的同时，越来越多 

的研究者开始关注精子 DNA的损伤问题。目前的 

研究结果表明，精子的受精能力除了跟浓度、活动力 

等常规参数密切相关之外，也与精子 DNA的完整程 

度有关，DNA发生损伤的精子受精能力将会下降。 

同时也会造成受精卵在分裂过程中发生错误 ，阻碍 

胚胎的正常发育 J。目前更多的生殖专家倾向于 

评估男性不育症患者的精子 DNA损伤情况，因此精 

子DNA的完整情况被认为是一个新的评估男性不育 

症患者精液质量、进而预测其生育能力的有效指标 J。 

1 精子 DNA损伤因素 

造成精子DNA损伤的因素并不是单方面的，这 

是多种因素共同作用的结果，以下将列举引起精子 

DNA损伤的主要因素。 

1．1 精子形成错误 精子母细胞有一个自我监控 

细胞分裂的能力。在精子形成过程中，如果精子母 

细胞自我监控发生异常或者该功能存在缺陷，异常 

的精子母细胞便会一直分裂，最后产生大量 DNA损 

伤的精子。此外，精子染色质在成熟过程中需要发 

生浓缩，变成致密状态。致密状态下的核染色质才 

能完全装人精子的头部中，并且能使精子染色质对 

外界环境具有一定的抗压性和适应性。如果染色质 

在浓缩的过程中产生错误，将会导致染色质的结构 

变得不那么致密，这一状态的染色质容易受到环境 

因素的影响，比如活性氧类物质(reactive oxygen spe． 

cies，ROS)会将精子 DNA碱基或脂质氧化，产生的 

过氧化产物与 DNA发生共价结合，造成精子 DNA 

损伤 。 

1．2 活性氧类物质因素 ROS是氧自由基和过氧 

化物等物质的总称。ROS参与人体内多种生理生 

化的反应过程，比如调节基因表达和控制蛋白质活 

性等。精液中的 ROS主要来 自于白细胞和精子细 

胞，精子通过精子质膜上的氧化还原酶系统和线粒 

体代谓 为组织功能的正常发挥提供一定量的ROS。 

正常的生理环境中，精液内少量的R0S为精子顶体 

反应提供能量，并能增加顶体与透明带的结合能力； 

低浓度的ROS对生精细胞的增殖、分化和调节精子 

功能方面发挥重要作用。但是如果ROS水平过高， 

可导致 DNA双链断裂，形成单链，引发精子染色质 

的损伤 。正常男性人体中，精浆含有抗氧化剂， 

可以保护精子DNA，避免遭到ROS的破坏。但是当 

积累的ROS浓度过高，精浆抗氧化能力超过极限时 

依然容易对 DNA链造成一定的伤害 J。精液中过 

量的ROS的主要来源是白细胞和非正常形态的精 

子，大量的 ROS会产生氧化应激，从而破坏精子 

DNA的结构完整性。而染色质发生损伤的精子又 

有可能演变成畸形精子，进一步激发更多的ROS。 

在特发性不育症患者中发现了氧化应激增强，并且 

检测到精子 DNA损伤，考虑氧化应激与 DNA损伤 

有关 引。 

1．3 精子核蛋白组成异常 精子核蛋白主要由鱼 

精蛋白跟组蛋白构成。鱼精蛋白是一种富含正电荷 

氨基酸基团的蛋白质，由于其带正电，能与精子 DNA 

的负电荷基团之间形成氢键以维持染色质结构的稳 

定性。作为精子染色质重要的组成部分，在精子的 

形成过程中，精子核蛋白组成构象会发生一系列的 

变化；首先结合在DNA链上的组蛋白将被鱼精蛋白 

逐渐替换。精卵结合后，精子头部核膜发生破裂，与 

此同时精子核内的DNA开始解螺旋状态，组蛋白再 

次替换鱼精蛋白。鱼精蛋白附着在 DNA链上，与 

DNA链相互缠绕，形成高密度紧密有序的结构。DNA 

超螺旋折叠压缩的过程中，为了释放DNA链的扭曲 

应力，加强鱼精蛋白与 DNA链的黏着程度，DNA链 

需要在酶的作用下实现局部解链再重新连接的复杂 

过程。这一过程易受到外界因素的影响，如果中途 

发生异常，将会造成精子 DNA链的紧密状态异常， 

DNA解链后不能被修复，形成碎片，染色体结构发 

生改变，进而引起男性不育。如果这种缺陷精子受 

精成功，甚至会影响胚胎早期的发育[】̈。Nili等[】 】 

的研究结果表明，鱼精蛋白的组成成分缺失、含量过 

低都会引起精子 DNA断裂。而过高的温度会引起 

这两种蛋白的组成比例异常，出现组蛋白短暂增加的 

现象，最终导致精子DNA损伤加剧。 

1．4 精子细胞凋亡异常 正常生理过程下，细胞凋 

亡途径会将精子发生过程中75％以上的精子细胞 

破坏。为了维持精子的数量和质量，需要生精细胞 

的选择性凋亡机制参与。细胞凋亡不仅可以避免产 

生过多的精子，而且也能够中止生成并破坏掉异常 

的精子。凋亡会启动由内源性凋亡激酶及核酸酶组 

成的级联反应，如果细胞凋亡的调控信号发生问题， 

将会导致精子启动凋亡的过程出现异常，进而导致 

DNA损伤。细胞凋亡出现异常可能是引起精子生 

成或运输过程中DNA损伤的原因之一_1 。细胞表 

面蛋白之一的凋亡蛋白Fas，可能是引起精子凋亡 

的一个重要因素。Fas在生精细胞的表面进行表 

达，支持细胞合成表达Fas的配体FasL，Fas／FasL途 

径可能是控制精子凋亡的主要途径。有研究指出， 
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不育症男性患者精子细胞表面Fas的表达量有所增 

加，提示精子正常凋亡途径受阻，DNA受损的精子 

未能正常清除L1引。 

1．5 疾病因素 精子的 DNA损伤也可以由生殖泌 

尿系统感染以及周边组织的非特异性炎症所导致。 

主要原因可能是因为生殖道感染和组织炎症引起的 

白细胞数量增加。精液中白细胞浓度升高，从而增 

加了精浆中的ROS。另有研究表明，温度也是引起 

精子DNA损伤的因素之一，尤其睾丸部位的温度过 

高会引起精子DNA损伤。研究者表示可能由于温 

度敏感的组蛋白和鱼精蛋白的比率增加，造成精子 

DNA链的结构不稳定，同时也可能是温度升高影响 

了生殖细胞的正常凋亡  ̈。经检测，精索静脉曲张 

的患者，其精子DNA受到损伤的程度要比对照组的 

正常人群高，并且发现这类患者的精子DNA受损情 

况与精浆中ROS的浓度呈正相关关系。对此类患 

者施行精索静脉曲张手术后，患者精子的DNA损伤 

得到一定的改善。此外，环境污染、吸烟、药物等易 

引起生殖系统病变的因素以及年龄等原因都可能造 

成精子 DNA的损伤  ̈。 

2 精子 DNA损伤实验室检测方法 

精子DNA损伤与男性不育密切相关，但是如何 

客观地评价精子DNA的损伤程度，制定一个能给临 

床医生提供参考的正常值范围是相关研究的主要目 

的。现阶段在临床检验和科研的过程中，尚未制定 

出统一的规范和标准。目前检测精子 DNA损伤的 

常用方法分为直接法和间接法。直接法中比较常用 

的包括彗星试验(Cometassay)、末端转移酶介导的 

duTP末端标记法 (terminal deoxynu—cleotidyl trans— 

ferase mediated dUTP nick end labeling，TUNEL)、精 

子染色质扩散试验(sperm chromatin dispersion test， 

SCD)。间接法包括精子染色质结构分析试验(sperm 

ehromatin structure assay，SCSA)和吖啶橙试验(AO 

test，AOT)。 

2．1 彗星试验 彗星试验又称单细胞凝胶电泳 

(single cell gel electrophoresis，SCGE)，是世界上第 
一 个能够评估单细胞损伤的技术手段。彗星试验操 

作简便、灵敏度高，不需要很多的细胞，使用荧光显 

微镜就可以直接进行观察，这是一种检测精子细胞 

DNA损伤的有效手段。SCGE的基本原理：当精子 

的DNA发生断裂时，DNA的致密结构会变得松散， 

DNA链上的负电荷暴露在外，受损的 DNA片段在 

外加电磁场的作用下从核内迁出，向电磁场的阳极 

缓慢移动从而形成像“彗星”尾巴一样的脱尾，通过 
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荧光显微镜可以测量该细胞的一些长度数值，如 

“彗星”尾部长度和“彗星”细胞总长度；“彗星”尾 

长与细胞头部直径的比值等，以此可以评估DNA的 

受损程度。 

2．2 末端转移酶介导的dUTP末端标记法(TUNEL) 

TUNEL是一种原位检测凋亡细胞 DNA片段的方 

法，该方法将分子生物学与免疫组织化学相结合，在 

断裂的 DNA片段 3 OH端通过末端转移酶的介导 

连接上一段含有荧光标记的小RNA片段，这样可以 

通过荧光显微镜就可以评估精子DNA断裂的情况： 

出现荧光标记信号的就是发生断裂的 DNA链。 

TUNEL法对 DNA损伤检测具有特异度和敏感度高 

的特点，能够检测出由于细胞凋亡而引起的精子 

DNA断裂。 

2．3 精子染色质结构分析(SCSA)和吖啶橙试验 

(AOT) 两者都属于间接检测精子DNA损伤的方 

法。SCSA在1980年首次由研究者提出，其基本原 

理：正常状态下附睾内成熟的精子细胞中，鱼精蛋白 

含有大量被氧化的巯基，巯基氧化形成的二硫键紧 

密地结合在 DNA链上，因此 DNA的抗酸能力得以 

极大的增强，这种结合有助于稳定 DNA的双链结 

构。而精子的DNA损伤后，染色质中鱼精蛋白的大 

多数巯基未能被氧化，整个染色质结构不紧密，抗酸 

性低 ，因此在酸的作用下容易发生变性，成为单链 

DNA。荧光染色剂吖啶橙(AO)的特性是，当AO结 

合到双链 DNA上以后，结合部位能发出绿色荧光， 

而结合到单链 DNA上时结合部位发出红或黄色的 

荧光。使用荧光显微镜能够方便地检测这些荧光信 

号。或者通过流式细胞仪分析，便能统计精子DNA 

的损伤情况。该方法能够进行客观的定量检测，便 

于标准化。SCSA的参数有别于精液常规参数，是一 

项特殊的数值，反映了不同精子DNA结构上的不一 

致性。该方法简单快捷有效，在医学检验中已成为 

检测精子染色质完整性的金标准。 

2．4 精子染色质扩散试验(SCD) 2003年有研究 

者提出一种新的检测精子 DNA损伤的方法—— 

SCD法。其基本原理是利用精子染色质对酸的反 

应，将正常精子用酸进行处理，去除鱼精蛋白和组蛋 

白，染色质因没有核蛋白的结合保护，结构就会变得 

松散，松散的DNA环附于残留的核结构周围，形成 

光晕。而精子染色质发生损伤的地方，DNA以单链 

形式存在，单链 DNA不能形成正常大小的DNA光 

晕。因此可根据光晕的大小来判断精子的DNA碎 

片化程度。与彗星试验和TUNEL法相比，SCD试验 
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结果不依赖于荧光强度和颜色，元需借助荧光设备， 

染色质光晕扩散的大小可以通过普通光学显微镜直 

接观察，方便精确地统计。该法更为简易实用。 

Chohan等 的研究结果表 明，TUNEL、SCSA、SCD 

等三种方法在检测精子 DNA断裂情况的结果相近， 

因此简单快捷的SCD检测法在今后可能会被大量 

应用，成为检测精子 DNA损伤的主要手段。2011 

年，Dugum等  ̈在一篇综述中指出，SCD法是一种 

新的精子 DNA断裂指数检测方法，它具有特异度 

高、操作简单、耗时短等优点。 

3 精子 DNA损伤检测的临床实用性 

3．1 精液常规参数与精子 DNA损伤之间的相关性 
一 直以来，预测生殖结局主要依靠精子浓度、活动 

力、形态值等传统的精液参数。现在，这些精液常规 

参数与精子 DNA损伤之间是否具有相关性也逐渐 

受到关注。有研究证实，男性不育患者行常规精液 

检查，无论结果是否正常都可能存在精子 DNA异 

常。Giwercman等 发现，精子DNA碎片指数(DNA 

fragmentation index，DFI)与精子活力呈负相关；而 

Cohen—Bacrie等 。。和Zini等 通过 TUNEL试验和 

SCSA试验证实，DFI与精子浓度、活动力、精子形 

态 ，尤其是精子颈部和尾部形态均密切相关；Mosk． 

ovtsev等 的研究结果表明，DFI与精子浓度、总活 

率、精子形态正常率是负相关的关系，差异显著。目 

前临床医生仍然以精液常规分析中的精子浓度、活 

动力、形态学等数据来作为选择常规 IVF还是 ICSI 

治疗不孕不育的根据。由于精液常规检测的结果波 

动范围较大，无论是浓度还是活动力值均容易受各 

种因素影响，因此这些常规指标只能反映最基本的 

精液质量，对可能影响精子功能的潜在异常，～般的 

精液分析不足以作出完整评估。而且，即使精液常 

规结果相近的人群中也会存在有明显不同的受精率 

和妊娠结局。所以，常规精液分析并不能很好地预 

测精子的受精潜能，也不能完全反映精子是否具有 

正常的受精能力。据相关报道，利用精子DNA完整 

率来区分生育力正常与非正常之间所存在差异的特 

异度为89．4％，敏感度为96．9％，这提示精子 DNA 

完整性可以作为另一种评估精子质量的独立指标， 

在临床上作为精子质量评价标准具有一定的可行性 

和可靠性 引。 

3．2 精子 DNA损伤与自然受精率 现有研究表 

明，精子DNA损伤情况将会影响受精能力。细胞内 

氧化状态对精子获能的酪氮酸磷酸化环节起重要作 

用。虽然体内过高的活性氧水平对细胞存活和发挥 

功能不利，但是生精细胞的发生、精子的形成和受精 

等一系列正常的生理过程仍需要低水平的氧化应激 

作用。比如在低水平氧化应激环境下，精子 DNA损 

伤减少，DNA完整率高，精子受精潜能提高；但是在 

高水平氧化应激情况中，活性氧浓度过高，结果就如 

前文所述，精子 DNA将受到严重损伤，而且过氧化 

会破坏精子细胞膜，均可严重影响精子受精能力。 

据报道，精子DNA的完整性与自然受孕率间具有显 

著相关性。有研究者发现，当精子 DNA不完整率高 

于 30％时，无论是 自然受孕率还是人工受精的受孕 

率均下降到极低的水平 J。 

3．3 精子DNA损伤与ART结局 长期以来，如何 

预测妊娠结局一直困扰着生殖专家们。一项可预测 

患者妊娠结局的检查参数可以指导医生制定更合适 

的治疗方案，同时也可提前告知施行ART的患者们 

他们将会获得妊娠的概率，以减少患者治疗、等待的 

痛苦，减轻他们的经济负担。Muriel等 副采用SCD 

法对85例需IVF和ICSI助孕的不孕症患者进行精 

子DNA完整性的检查，探讨精子 DNA损伤与ART 

结局的相关性，结果发现 ART受精率与DNA受损 

水平呈负相关；Velez de la Calle等 刮采用 SCD法 

检测622例第一次借助ART治疗的不育不孕夫妇 

精液样本中精子 DNA断裂水平，结果也发现精子 

DNA断裂率与受精率呈负相关，并指出显著影响受 

精情况的精子DNA断裂率阈值为18％。王丽等 

的研究结果提示DNA断裂率与IVF受精率和优质 

胚胎率均存在显著负相关；然而 Borini等 副利用 

TUNEL法对 IVF及 ICSI患者的精子 DNA进行损伤 

检测，发现IVF组患者的临床妊娠率与精子DNA损 

伤无显著相关性，但是在ICSI组中的结果却正好相 

反，ICSI患者的临床妊娠率与精子DNA损伤呈显著 

负相关；Zini等 29 统计分析了7篇文献报道中共计 

1 549个辅助生殖治疗周期，最后认为辅助生殖治疗 

中出现的流产率与精子 DNA损伤率正相关。 

4 结语 

随着ART的广泛应用，传统的精液分析方法已 

经不足以准确判断男性生殖能力，需要建立更加全 

面、准确的精子评估和选择方法。综上所述，精子 

DNA完整性与 ART结局密切相关，精子的DNA完 

整率为临床医生评估精子质量提供一个新的参考指 

标，在评价男性不育、预测 ART结局和为临床选择 

合适的治疗方案等方面具有重要的指导作用。但是 

评估精子的DNA损伤会受多种因素共同影响，其中 

包括精子 DNA损伤的类型、卵母细胞对损伤的修复 
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能力等。再者目前对于精子 DNA损伤机制的研究 

仍在不断探索之中，其对ART结局的确切影响还不 

是非常确定。因此，通过检测精子 DNA的完整性， 

建立完善的精子质量评价体系，对评估男性生育能 

力和预测ART结局具有十分重要的临床意义。 
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