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孕前保健男性年龄与精子DNA碎片、精液常规参数的相关性分析*
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  摘 要:目的 探讨孕前保健男性年龄与精子DNA碎片、精液常规参数之间的临床关联。
 

方法 收集

2018年5月至2019年6月于深圳市宝安区妇幼保健院生殖健康科就诊的孕前保健检查男性1
 

237例,依据年

龄截点将其分为3组(20~29岁,30~39岁和≥40岁)。采用染色质结构分析实验检测精子DNA碎片指数

(DFI)、精子成熟度,同时依据世界卫生组织第五版标准操作规程检测各项精液常规临床参数。
 

结果 ≥40岁

男性的前向运动精子百分率、精子存活率与20~29岁男性相比,差异均有统计学意义(P<0.05)。≥40岁男

性的前向运动精子百分率、精子存活率、精液体积、不动精子百分率与30~39岁男性相比,差异均有统计学意

义(P<0.05)。同时≥40岁男性精子DFI显著高于20~29岁、30~39岁的男性(P<0.001),且DFI与年龄呈

正相关关系(r=0.11,P<0.000
 

1),尤表现在≥40岁男性精子DFI与年龄呈显著性正相关关系(r=0.18,P<
0.000

 

1)。男性精子DFI与正常形态精子百分率、精液浓度、前向运动精子百分率、精子存活率、非前向运动精

子百分率呈负相关关系(r=-0.21、-0.11、-0.45、-0.45、-0.21,均P<0.05);而与禁欲天数、精液体积、不

动精子百分率、头部畸形精子百分率呈正相关关系(r=0.14、0.13、0.46、0.21,均P<0.05)。年龄、精液体积、
正常形态精子百分率、前向运动精子百分率、精子成熟度、非前向运动精子百分率和不动精子百分率是男性精

子DNA碎片的独立风险因素。结论 年龄影响精子活力,精子DNA碎片显著增加;男性精子DFI与其他精

液常规参数呈紧密相关,可作为一项重要的男性精子质量评价指标,为全面客观评价孕前保健男性生育能力提

供了有利证据。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

clinical
 

associations
 

between
 

the
 

age
 

with
 

sperm
 

DNA
 

fragments
 

index
 

(DFI)
 

and
 

semen
 

routine
 

parameters
 

among
 

preconception
 

care
 

males.Methods A
 

total
 

of
 

1
 

237
 

males
 

undergoing
 

the
 

preconception
 

care
 

examination
 

in
 

the
 

Baoan
 

District
 

Maternal
 

and
 

Child
 

Health
 

Care
 

Hospital
 

from
 

May
 

2018
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

collected
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

three
 

groups(20-29
 

years
 

old,30-39
 

years
 

old
 

and
 

≥
 

40
 

years
 

old)
 

according
 

to
 

the
 

age
 

cutoff
 

points.The
 

semen
 

chromatin
 

structure
 

analysis(SCSA)
 

method
 

was
 

utilized
 

to
 

detect
 

the
 

sperm
 

DFI
 

and
 

sperm
 

maturity,at
 

the
 

same
 

time
 

the
 

semen
 

routine
 

clinical
 

parameters
 

were
 

detected
 

according
 

to
 

the
 

fifth
 

edition
 

of
 

the
 

standard
 

operating
 

procedure
 

by
 

WHO.Results
 Compared

 

with
 

the
 

20-29
 

years
 

old
 

groups,the
 

forward
 

motile
 

sperm
 

percentage,and
 

sperm
 

survival
 

rate
 

in
 

the
 

males
 

of
 

≥40
 

years
 

old
 

manifested
 

statistically
 

significantly
 

differences
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

30-39
 

years
 

old
 

groups,the
 

forward
 

motile
 

sperm
 

percentage,sperm
 

survival
 

rate,semen
 

volume
 

and
 

immo-
tile

 

sperm
 

percentage
 

in
 

the
 

males
 

of
 

≥40
 

years
 

old
 

manifested
 

statistically
 

significantly
 

differences
 

(P<
0.001).Meanwhile

 

the
 

sperm
 

DFI
 

in
 

males
 

of
 

≥40
 

years
 

old
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

males
 

of
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20-29
 

years
 

old
 

and
 

30-39
 

years
 

old
 

(P<0.05),moreover
 

DFI
 

showed
 

the
 

positive
 

correlation
 

with
 

the
 

age
(

 

r=0.11,P<0.000
 

1),particularly
 

the
 

sperm
 

DFI
 

and
 

age
 

in
 

the
 

males
 

of
 

≥
 

40
 

years
 

old
 

demonstrated
 

the
 

significantly
 

positive
 

correlation
 

(r=0.18,P<0.000
 

1).The
 

male
 

sperm
 

DFI
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

normal
 

morphology
 

sperms,semen
 

concentration,forward
 

motile
 

sperm
 

percentage,

sperm
 

survival
 

rate
 

and
 

non-forward
 

motile
 

sperm
 

percentage
 

(r=-0.21,-0.11,-0.45,-0.45,-0.21,
 

P<0.05);but
 

had
 

the
 

positive
 

correlation
 

with
 

abstinence
 

days,semen
 

volume,immotile
 

sperm
 

percentage
 

and
 

abnormal
 

head
 

(r=0.14,0.13,0.46,0.21,P<0.05).The
 

age,semen
 

volume,normal
 

morphology
 

sperm
 

percentage,forward
 

motile
 

sperm
 

percentage,HDS,non-forward
 

motile
 

sperm
 

percentage
 

and
 

immotile
 

sperm
 

percentage
 

were
 

the
 

independently
 

risk
 

factors
 

for
 

male
 

sperm
 

DFI.Conclusion The
 

age
 

affects
 

the
 

sperm
 

motility,the
 

sperm
 

DFI
 

is
 

significantly
 

increased;
 

the
 

male
 

sperm
 

DFI
 

is
 

closely
 

correlated
 

with
 

the
 

other
 

se-
men

 

routine
 

parameters
 

and
 

can
 

serve
 

as
 

an
 

important
 

quality
 

evaluation
 

index
 

of
 

male
 

sperm,which
 

provides
 

the
 

beneficial
 

evident
 

for
 

comprehensively
 

and
 

objectively
 

evaluating
 

the
 

fertility
 

of
 

the
 

preconception
 

care
 

males.
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  研究显示,生殖健康已成为世界性问题,约影响

20%的育龄期家庭[1-2],其中男性因素单独占1/3[3]。
众所周知,男性年龄>35岁或是>40岁被认为是高

龄,并可直接影响妊娠结局。随着年龄的增加,男性

在性激素水平、氧压力、体细胞突变、感染等方面面临

更大的选择性压力进而延长备孕时间,严重的可导致

体外胚胎植入失败,甚至影响新生命的健康[4-6]。目

前临床评估男性生殖能力主要依赖传统的描述性的

精液常规检查参数,包括精液体积,精子数量、形态、
活力、存活率等,但因无法准确衡量男性生育能力的

高低而制约其临床应用。
精子DNA碎片指数(DFI)可衡量精子核DNA

结构完整性,是影响胚胎完整发育的关键因素。当精

子DNA结构受损时,可影响妊娠结局,例如复发性流

产[7];因此,DFI可成为新的评估精子质量和预测生

育结局的临床指标。本研究旨在探讨年龄与精子

DNA结构完整性以及传统精液常规各项参数之间的

临床关联性,为临床全面客观评估男性生育力提供相

关依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年5月至2019年6月在

深圳市宝安区妇幼保健院生殖健康科进行孕前保健

检查的男性1
 

237例,年龄21~58岁。排除患有肿

瘤、无精子症、精索静脉曲张、配偶不良孕产史、隐睾

症等男性患者。依据年龄截点分为3组,分别为20~
29岁、30~39岁和≥40岁。

1.2 方法

1.2.1 精液标本获取 就诊男性禁欲2~7
 

d,采用

手淫法获取精液标本置于无菌取精杯中迅速运送至

精液分析实验室。

1.2.2 精液常规参数分析 将精液标本置于37
 

℃
恒温水浴箱中振荡液化30

 

min,液化完全后进行精液

常规检验。采用计算机辅助精子分析系统(CASA)分
析获取精液常规各项参数。

1.2.3 精子形态参数分析 吸取20
 

μL混匀的精液

标本制作2张精子涂片,采用Diff-Quik
 

(BioMart,深
圳,中国)快速染液进行染色。200倍镜下观察精子形

态,并连续计数200个精子,计算精子正常形态百分

率、精子头部畸形数。

1.2.4 精子DFI分析 利用SCSA方法结合流式细

胞术检测精子DFI和精子成熟度。检测试剂盒为精

子核完整性染色试剂盒(珠海安达圣物科技有限公

司,珠海,中国)。流式细胞术至少计数5
 

000条精子

为有效数据。

1.3 统计学处理 采用SPSS
 

20.0统计软件进行整理

分析,呈偏态分布的计量资料以中位数(M)和四分位数

(P25~P75)表示,3组间比较采用非参数Kruskal-Wal-
lis检验,并同时进行组间两两分析;相关分析采用

Spearman分析,采用多因素Logistic回归分析各精液

参数间的关系。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 精液常规参数一般情况 如表1所示,≥40岁

男性的前向运动精子百分率、精子存活率与20~29
岁男性相比,差异均有统计学意义(P<0.05);≥40
岁男性的前向运动精子百分率、精子存活率、精液体

积、不动精子百分率与30~39岁男性相比,差异均有

统计学意义(P<0.05)。其中随着孕前保健男性年龄

的增加,前向运动精子百分率、精子存活率显著降低

(P<0.05)。正常形态精子百分率、精子浓度、精子总

数、精子成熟度、禁欲天数、精液pH、非前向运动精子

百分率及头部畸形精子百分率等精液临床参数在3
组年龄男性中差异无统计学意义(P>0.05)。
2.2 年龄与精子DFI的相关关系 如图1所示,相
比20~29岁、30~39岁孕前保健男性群体,≥40岁
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男性精子DFI显著增加(P<0.001,图1A);而20~
29岁与30~39岁男性群体精子DFI差异无统计学意

义(P>0.05;图1A)。年龄与精子DFI存在正相关

关系(r=0.11,P<0.000
 

1,图1B),表现在≥40岁男

性相关关系更显著(r=0.18,P<0.000
 

1,图1E),

20~29岁和30~39岁男性群体年龄与精子DFI无相

关关系(P>0.05,图1C、1D)。

表1  基于年龄分组的精液临床参数一般信息[M(P25~P75)]

精液参数 20~29岁 30~39岁 ≥40岁

正常形态精子百分率(%) 4.5(3.0~5.48) 4.0(2.5~5.0) 4.0(2.5~5.5)

精子浓度(×106/mL) 50.9(28.2~81.1) 56.1(32.8~80.9) 54.2(34.7~95.2)

前向运动精子百分率(%) 36.0(24.5~45.0) 34.0(23.0~44.0) 32.0(18.0~40.5)*△

精子总数(×106/个) 169.7(94.5~285.9) 175.6(98.8~282.7) 187.0(79.7~294.8)

精子成熟度(%) 4.8(3.0~6.9) 4.7(3.1~7.1) 4.7(3.4~6.6)

禁欲天数(d) 4(3~7) 4(3~7) 5(3~7)

精子存活率(%) 75(69.5~83.0) 77(68.0~82.0)* 73(60.0~80.0)*△

精液pH 7.4(7.4~7.4) 7.4(7.4~7.4) 7.4(7.4~7.4)

精液体积(mL) 3.4(2.5~4.5) 3.4(2.5~4.3) 3.0(2.2~3.95)△

非前向运动精子百分率(%) 18.0(14.0~22.0) 18.0(13.0~22.0) 17.0(12.0~23.5)

不动精子百分率(%) 45.0(34.0~56.0) 47.0(35.0~59.0) 50.0(37.0~68.5)△

头部畸形精子百分率(%) 95.5(94.5~97.0) 96.0(95.0~97.5) 96.0(94.5~97.5)

  注:与20~29岁比较,*P<0.05;与30~39岁比较,△P<0.05。

  注:A为精子DFI在20~29岁、30~39岁、≥40岁孕前保健男性群体之间的分布,两组间比较,*P<0.001,**P<0.000
 

1;B为孕前保健男

性群体精子DFI与其对应孕前保健男性年龄之间的关联性;C为20~29岁孕前保健男性群体中年龄与其对应精子DFI的关联性;D为30~39岁

孕前保健男性群体精子DFI与其年龄的关联性;E为≥40岁孕前保健男性群体精子DFI与其年龄的关联性。

图1  孕前保健男性年龄与精子DFI的临床联系

2.3 精子DFI与其他精液临床参数之间的相关性分

析 精子DFI与正常精子形态百分率、精子浓度、前
向运动精子百分率、精子存活率、非前向运动精子百

分率呈负相关关系(r=-0.21、-0.11、-0.45、

-0.45、-0.21,均P<0.05);而与禁欲天数、精液体

积、不动精子百分率、头部畸形精子百分率呈显著的

正相关关系(r=0.14、0.13、0.46、0.21,均 P<
0.05)。与20~29岁男性群体相比,30~39岁及≥40
岁男性在前向运动精子百分率、精子存活率、非前向

运动精子百分率、不动精子百分率和头部畸形精子百

分率这5个精液参数中呈更强的相关关系。见表2。
表2  DFI与精液常规基于年龄分组相关性分析

精液参数
20~29岁

r P

30~39岁

r P

≥40岁

r P

正常形态精子百分率 -0.15<0.01 -0.12<0.01 -0.21 0.02

精子浓度 -0.13<0.01 -0.02 0.62 -0.07 0.43

续表2  DFI与精液常规基于年龄分组相关性分析

精液参数
20~29岁

r P

30~39岁

r P

≥40岁

r P

前向运动精子百分率 -0.40<0.01 -0.18<0.01 -0.24 <0.01

精子总数 -0.03 0.61 0.07 0.07 -0.06 0.53

精子成熟度 -0.01 0.84 0.01 0.77 0.01 0.94

禁欲天数 0.10 0.04 0.16<0.01 0.09 0.36

精子存活率 -0.10 0.05 -0.48<0.01 -0.36 <0.01

精液体积 -0.06 0.20 0.02 0.61 0.11 0.22

非前向运动精子百分率 0.03 0.44 -0.23<0.01 -0.28 <0.01

不动精子百分率 0.13<0.01 0.47<0.01 0.50 <0.01

头部畸形精子百分率 0.11 0.02 0.22<0.01 0.35 <0.01

2.4 多因素Logistic回归分析精子DNA碎片的风

险因素 如表3所示,应用多变量Logistic回归分析

显示,
 

年龄、精液体积和不动精子百分率是精子DNA
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碎片的风险因素(OR=1.031、1.215、1.038)。正常

形态精子百分率、前向运动精子百分率、精子成熟度

和非前向运动精子百分率是精子DNA碎片的保护性

因素(OR=0.912、0.011、0.966、0.968)。
表3  精子DNA碎片与年龄及精液临床参数的多变量

   Logistics回归分析

项目 OR 95%CI P

年龄 1.031 1.004~1.059 0.025

正常形态精子百分率 0.912 0.836~0.994 0.037

精子浓度 1.006 0.999~1.103 0.077

前向运动精子百分率 0.011 0.944~0.993 0.011

精子总数 0.999 0.997~1.001 0.258

精子成熟度 0.966 0.936~0.998 0.036

禁欲时间 1.009 0.956~1.066 0.736

精子存活率 0.984 0.958~1.010 0.215

精液体积 1.215 1.113~1.327 0.000
 

1

非前向运动精子百分率 0.968 0.944~0.993 0.013

不动精子百分率 1.038 1.017~1.059 0.001

3 讨  论

  研究证实,年龄增加与精液质量呈负相关关系;
年龄可影响性激素水平,增大机体氧化应激压力,增
加体细胞突变率,从而进一步影响男性生殖能力[8]。
然而,有研究发现男方高龄对处于分裂期的受精卵和

胚胎质量并无显著影响[9]。另一项在415对夫妻试

管婴儿的研究中发现妊娠结局与男方高龄没有显著

关联[10]。因而,目前有关年龄影响男性生育能力的具

体的细节性研究仍存在较大争议,亟待更准确地研究

评估年龄和男性生育能力之间的关系。
本研究主要阐述年龄对精液常规参数以及精子

DNA结构完整性的影响。研究结果显示,年龄的增

加可显著影响精子正常形态、前向运动精子百分率、
精子存活率、精液体积、不动精子百分率以及头部畸

形精子百分率等传统的描述性的精液常规参数。另

外,随着年龄的增加,精子DFI也呈显著增加的态势,
且年龄与精子DFI呈正相关关系。这种正相关关系

更加明显地表现在≥40岁男性群体;年龄在40岁以

下的男性群体,精子DFI变化与年龄并无显著相关

性。类似的研究结果在一项1
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群体研究中也得到证实[8]。精子DFI是评估胚胎质

量的一项关键指标,被广泛应用于生殖实验室,可直

接反映精子DNA结构完整性程度,并与男性生殖能

力紧密相关。研究表明不育男性的DFI显著高于正

常男性[11-12],因此,本研究进一步分析了精子DFI与

传统精液常规参数的关联性,结果发现精子DFI与部

分描述性精液常规参数存在正相关或者负相关关系。

更重要的是,本研究发现与20~29岁男性群体相比,

30~39岁及≥40岁男性在前向运动精子百分率、精
子存活率、非前向运动精子百分率、不动精子百分率

和头部畸形精子百分率这5个精液参数中呈更强的

相关关系。为了消除一些混杂因素的影响,利用Lo-
gistic回归分析精子DNA碎片的风险因素,结果证实

年龄是精子DNA碎片的独立危险因素。这些结果更

进一步证实了年龄可一定程度上影响传统的精液常

规参数和精子DNA结构完整性,可为临床生殖实验

室评估男性精液质量,特别是高龄男性生育能力提供

可靠的证据。
迄今为止,有关年龄如何影响精液参数质与量的

研究结论尚未完全明朗,存在多方面影响因素。一些

研究显示,由于年龄增加而致使体内活性氧(ROS)的
增加、降低精子抗氧化保护屏障以及机体氧化应激反

应引发的精子损伤等原因可降低精液质量合格程

度[13-14];类似的研究发现体内过量的ROS水平与精

子DNA结构损害程度呈正相关关系。另外,有研究

证实男性高龄可能会影响精子DNA结构受损时的结

构重塑过程,从而致使精子染色质结构域组装失败并

且严重降低其DNA片段修复能力[15-16]。这些研究可

在一定程度上解释了高龄男性对氧化应激攻击的脆

弱性,从而导致其生育能力低下。因此,后续需要更

多的研究聚焦探索年龄影响精子DNA结构改变的其

他机制,如生殖细胞突变等方面机制。由于回顾性分

析的限制,本研究未能收集到其他地区以及不同生活

环境的受试者信息以减少偏倚性,因而后续也需要不

同地域的多中心的临床和实验室研究印证结果的准

确性。
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具体细胞信号通路作用未明确,之后将对炎症细胞因

子及细胞衰老凋亡相关蛋白等进行进一步研究。复

方黄柏液在皮肤应用范围较广,对湿疹、接触性皮炎、
脂溢性皮炎、带状疱疹、中毒性表皮松解症具有显著

效果[15-16],对皮肤无明显刺激作用,安全性高,可进行

更多的研究,使其更好地用于临床工作中。
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