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男性不育患者精子DFI与其他精液参数的关系*
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  摘 要:目的 通过研究精子DNA碎片指数(DFI)与其他精液参数的相关性,探讨精子DFI在诊断和治

疗男性不育中的临床应用价值。方法 收集2019年1月至2020年1月在该院生殖中心就诊的959例男性不

育患者的精液标本,通过计算机辅助分析系统进行精液常规检测,运用Diff-quik染色法对精液进行染色处理后

再作形态学分析,采用精子染色质扩散试验检测精子DFI,根据精子DFI值分组,Ⅰ组精子DFI<30%,Ⅱ组精

子DFI≥30%,并对精子DFI与其他精液参数的相关性进行分析。结果 Ⅰ组有754例;Ⅱ组有205例。Ⅰ组

的精子存活率、前向运动精子百分率(PR)、非前向运动精子百分率(NP)和正常形态精子百分率明显高于Ⅱ组,
差异有统计学意义(P<0.05)。Ⅰ组患者的年龄、不动精子百分率(IM)明显低于Ⅱ组,差异有统计学意义(P<
0.05)。精子DFI与精子存活率、PR、NP、正常形态精子百分率呈负相关(r=-0.409、-0.402、-0.198、
-0.216,P<0.05),而与患者年龄和IM呈正相关(r=0.181、0.402,P<0.05)。结论 精子DFI与多项精液

参数相关,因此精子DFI检测应与精液常规检测及精子形态学分析相结合,为临床评估男性不育患者的生育力

提供可靠且准确的评价指标。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

clinical
 

application
 

value
 

of
 

sperm
 

DNA
 

fragmentation
 

index
 

(DFI)
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

male
 

infertility
 

diseases
 

by
 

studying
 

the
 

correlation
 

between
 

sperm
 

DFI
 

and
 

other
 

semen
 

parameters.Methods Collect
 

semen
 

specimens
 

of
 

959
 

male
 

infertile
 

patients
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

Center
 

for
 

Reproductive
 

Medicine
 

of
 

the
 

Sixth
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guangzhou
 

Medical
 

Universi-
ty/Qingyuan

 

People's
 

Hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

January
 

2020,detect
 

semen
 

parameters
 

by
 

computer-ai-
ded

 

analysis
 

system,and
 

use
 

Diff-quik
 

staining
 

to
 

stain
 

the
 

semen,morphological
 

analysis
 

was
 

performed
 

af-
terwards,and

 

sperm
 

DFI
 

was
 

detected
 

by
 

SCD
 

method,and
 

grouped
 

as
 

groupⅠ
 

with
 

DFI<30%,groupⅡ
 

with
 

DFI≥30%
 

according
 

to
 

sperm
 

DFI
 

value,and
 

the
 

correlations
 

between
 

sperm
 

DFI
 

and
 

other
 

semen
 

parame-
ters

 

were
 

analyzed.Results GroupⅠ
 

had
 

754
 

cases,group
 

Ⅱ
 

had
 

205
 

cases.Sperm
 

survival
 

rate,forward
 

movement
 

of
 

the
 

sperm
 

percentage
 

(PR),non
 

forward
 

movement
 

sperm
 

percentage
 

(NP)
 

and
 

normal
 

mor-
phology

 

sperm
 

percentage
 

in
 

groupⅠ
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

groupⅡ,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(P<0.05).Patients'
 

age,motionless
 

sperm
 

percentage
 

(IM)
 

in
 

groupⅠwere
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

group
 

Ⅱ,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Correlation
 

analysis
 

found
 

that
 

sperm
 

DFI
 

value
 

significantly
 

negatively
 

correlated
 

with
 

sperm
 

survival
 

rate,PR,NP
 

and
 

normal
 

morphology
 

sperm
 

per-
centage

 

(r=-0.409,-0.402,-0.198,-0.216,P<0.05),and
 

positively
 

related
 

to
 

the
 

patients'
 

age,IM
 

(r=0.181,0.402,P<0.05).Conclusion Sperm
 

DFI
 

significantly
 

relates
 

to
 

other
 

semen
 

parameters.There-
fore,sperm

 

DFI
 

testing
 

should
 

be
 

combined
 

with
 

routine
 

semen
 

analysis
 

and
 

morphological
 

analysis
 

to
 

provide
 

a
 

reliable
 

and
 

accurate
 

evaluation
 

index
 

for
 

clinically
 

evaluating
 

the
 

fertility
 

of
 

male
 

infertile
 

patients.
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  近年来,不孕不育的夫妇逐年增多,大多数不孕

不育夫妇需要通过辅助生殖技术(ART)来实现生殖

愿望,患者双方经济与精神压力增加,并可能影响家

庭和睦[1]。有研究显示,在中国约有1
 

250万个不孕

不育的家庭,其中约40%是由男性因素造成的[2]。目

前,诊断男性不育的方法主要为精液量、精子浓度、精
子存活率、精子活动力和精子形态等实验室指标检

测,然而这些参数可能会受实验员的主观判断影响,
且波动范围较大,仅靠这些参数评估男性生育力已不

能满足临床需要[3-4]。根据相关研究统计,大约有

15%不育男性的精液常规检测结果是正常的[5]。因

此,临床上需要寻找更客观、更准确、更稳定的检测指

标对精液质量进行评估。精子DNA碎片指数(DFI)
 

检测时受外界影响较少,而且可以从精子的染色质层

面评估精子质量[6]。精子DFI不仅有助于探索男性

不育和女性自然流产的病因,还有助于更好地评估男

性的 生 育 力,对 预 测 辅 助 生 育 的 结 局 具 有 重 要

作用[7]。
1 资料与方法

1.1 一般资料 对2019年1月至2020年1月于本

院生殖中心进行了精液常规检测、精子形态学分析及

精子DFI检测的959例男性不育患者的检测结果进

行回顾性分析,患者年龄为22~59岁,平均(34.3±
6.2)岁。纳入标准:(1)

 

婚后不采用避孕措施,正常性

生活,1年以上不育;(2)无遗传性疾病或性功能障碍

病史;(3)
 

体格检查未发现阴茎、附睾、睾丸、输精管等

有异常。排除标准:(1)生殖系统发育异常;(2)取精

时精液射于杯外,有遗漏;(3)无精子症;(4)女方因素

导致未怀孕。
1.2 方法

 

1.2.1 精液常规检测及形态学分析 嘱咐患者取精

前禁欲2~7
 

d,精液标本采集必须完整,使用本中心

提供的清洁、无毒的专用取精杯,通过手淫的方式收

集一次射精的全部精液于杯内,及时放入37
 

℃恒温

水浴箱。待液化后,精液标本参照《WHO人类精液

检查与处理实验室手册(第五版)》的标准进行处理,
用西班牙SCA精液分析仪做精液常规分析。精液标

本制片干燥后,先用Diff-quik染色法快速染色、晾干,

在显微镜的油镜下镜检,借助实验室计数器,评估200
个没有重叠的完整精子,对每个精子的各部位仔细观

察,严格区分正常与缺陷的精子。正常形态精子百分

率=正常精子数/200×100%,正常参考值为≥4%。
1.2.2 精子DFI检测 采用精子染色质扩散试验

(SCD)进行检测,精子核DNA完整性的检测试剂盒

(生产许可证编号:粤食药监械生产许20030802号)
为深圳华康生物医学工程有限公司的产品。实验操

作步骤严格按照试剂盒说明书实施,精液经过酸化变

性处理,去除核蛋白,保留精子DNA部分。封片染色

后,在高倍显微镜下对400个精子进行精确观察、判
断后再计数。通常,DNA比较完整的精子在其头部

四周能看到因精子染色质环附着于残留的精子核而

扩散形成特征性大晕环或中晕环;而精子核DNA损

伤较大的精子,头部周围仅见少量的晕环,有些甚至看

不到晕环。根据精子是否出现晕环,以及晕环大小判断

该精子DNA是否完整,碎片率有多少。精子DFI=(无
晕环精子+小晕环精子+退化精子)/400×100%,正常

参考值<30%。根据精子DFI的检测结果进行分组,Ⅰ
组精子DFI<30%,Ⅱ组精子DFI≥30%。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计分析。呈正态分布、方差齐的计量资料

以x±s表示,组间比较采用t 检验,相关分析采用
 

Pearson检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 分组情况、精液常规检测及精子形态学分析结

果 根据精子DFI的检测结果进行分组,Ⅰ组精子

DFI<30%,有754例;Ⅱ组精子DFI≥30%,有205
例。Ⅰ组的精子存活率、前向运动精子百分率(PR)、
非前向运动精子百分率(NP)和正常形态精子百分率

明显高于Ⅱ组,差异有统计学意义(P<0.05)。Ⅰ组

的年龄、不动精子百分率(IM)明显低于Ⅱ组,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.2 精子DFI与精液常规检测及精子形态学分析结

果的相关分析 精子DFI与精子存活率、PR、NP和

正常形态精子百分率呈负相关(P<0.05),而与患者

年龄和IM呈正相关(P<0.05)。见表2。

表1  Ⅰ组和Ⅱ组的精液常规检测及精子形态学分析结果比较(x±s)

组别 年龄(岁)
精液量

(mL)

精子浓度

(×106/mL)

精子存活率

(%)
PR(%) NP(%) IM(%)

正常形态精子

百分率(%)

Ⅰ组 33.8±5.8 3.4±1.5 55.3±49.2 77.7±13.0 40.6±15.7 21.3±7.2 38.0±18.6 4.1±1.4

Ⅱ组 36.0±7.6 3.5±1.4 51.8±54.4 65.3±15.3 26.4±15.1 17.7±7.6 55.9±20.5 3.4±1.3

t 20.898 0.277 0.787 135.162 133.493 39.250 141.944 32.920

P <0.001 0.599 0.375 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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表2  精子DFI与精液常规检测及精子形态学分析结果的相关分析

项目 年龄 精液量 精子浓度 精子存活率 PR NP IM 正常形态精子百分率

相关系数(r) 0.181 0.002 -0.016 -0.409 -0.402 -0.198 0.402 -0.216

P <0.001 0.960 0.614 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

3 讨  论

  众所周知,DNA是实现遗传信息传递的重要载

体,父系遗传物质要正确传递给子体必须通过完整的

精子DNA序列来实现信息交换,精子异常的染色结

构会影响精卵结合、受精卵分裂及胚胎正常发育[8],
且可能导致复发性流产。有研究发现,精子核DNA
产生损伤主要是由该患者体内精子出现氧化应激,引
起精子染色质无法进行正常组装,以及精子出现难以

预测的异常凋亡等[9]。精子
 

DNA
 

常见的损伤形式一

般有以下几种:(1)DNA出现碎片;(2)一些形态异常

的染色质难以实现包装;(3)精子体内鱼精蛋白不足

或严重缺乏。而精子DNA出现碎片是最常见、最主

要的DNA损伤形式[10]。MOSKOVTSEV等[11]研究

发现,当精子DFI≥30%时,男性生育力下降。因此,
本研究按照精子DFI值<30%与≥30%分组。

近年来,随着医学技术的快速发展,我国学者对

精子DNA完整性与反复流产的关系做了大量的研

究,发现复发性流产与精子DFI密切相关,精子DNA
碎片可能会导致胚胎无法正常发育,使流产率增

加[12-14]。ZHANG 等[15]的 研 究 发 现,在 实 施 ART
时,高精子DFI可能会对受精、胚胎发育等产生不良

影响。辜秀丽等[16]相关研究认为,不育男性的精子

DFI会随着年龄的增加而明显升高,本研究结果也验

证了这一观点。原因在于随着年龄增长,生殖器官老

化,导致自由基增加、生精过程中的抗氧化作用及精

子DNA修复能力下降,也意味着精子细胞膜无法受

到保护,免受攻击,从而导致精子DNA受损。本研究

结果还显示,精子DFI与PR、NP呈负相关,提示男性

不育患者的精子可能存在着较多的DNA碎片,精子

损伤较严重。ASHOK等[17]研究发现,精子
 

DNA损

伤可能影响精子内呼吸链,使精子运动供能异常,进
而使精子活力减弱,与本研究结果一致。此外,在本

研究中,还发现精子DFI与正常形态精子百分率呈负

相关,这表明精子DNA损伤会破坏精子的正常形态

结构,使畸形精子增多,这与 AYDOS等[18]的观点相

符。因此,精子DFI在一定程度上可以预测患者精子

存活率和形态等情况,临床查找患者不育原因时最好同

时进行精液常规检测、形态学分析及精子DFI检测。
综上所述,精子DNA损伤可能会使精子活力下

降、异常形态精子增多,也可能间接导致无法正常受

精、胚胎停止发育、流产等。精子DFI能较全面、客观

地评估精子质量,为生殖医学临床诊断与治疗男性不

育提供新的方法和方向。在今后的研究中,将深入研

究复发性流产患者其配偶精子
 

DNA
 

损伤是否对行

ART后的胚胎发育产生影响,进一步探讨精子DFI
 

在男性不育中的临床应用价值,希望能 改 善 接 受

ART治疗患者的妊娠结局。
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均升高,差异有统计学意义(P<0.05)。本研究结果

与钟慧芝等[3]的研究一致,这说明精索静脉曲张不育

患者生成的精液质量较差,生育能力下降,也印证了

氧化应激的分子机制学说。
精子遗传信息的载体主要是头部的DNA和中部

线粒体DNA。精子 DNA的损伤主要由细胞凋亡、
ROS的影响、染色质的异常所导致[4]。刘利敏等[5]研

究发现,ROS结果与精子DFI呈正相关,ROS的增加

会导致氧化应激的发生。有研究表明,氧化应激是导

致精索静脉曲张发生的因素之一[6]。本研究通过多

因素Logistic回归分析显示,精子DFI和 HDS是精

索静脉曲张不育的独立危险因素。这说明精子DNA
完整性与精索静脉曲张具有密切的关系,精索静脉曲

张会损伤精子DNA,引起精子染色质异常。通过筛

查精子DNA完整性,可以对男性的生育能力进行评

估,同时进一步印证了上面的分子机制学说。
精子DNA完整性的检测在生殖医学中极其重

要,关于精子DFI与精液常规参数分析、精子形态学

分析的各指标相关性已有较多报道,但关于联合相关

参数在精索静脉曲张不育患者中的诊断效能的研究

相对较少。本研究结果显示,精子DFI与 HDS、TZI、
SDI呈正相关(r=0.530、0.454、0.306,P<0.05),与
PR、PNS呈负相关(r=—0.559、—0.245,P<0.05),
与精子浓度无明显相关性(r=—0.112,P>0.05)。
除精子浓度外,与曾兰等[7]研究结果一致,而精子浓

度结 果 与 李 非 凡 等[8]研 究 结 果 一 致。精 子 DFI、
HDS、PR、精子浓度、PNS、TZI、SDI多参数联合检测

诊断精索静脉曲张不育的 AUC为0.871(95%CI:
0.819~0.924,P<0.05),灵敏度为71.0%,特异度

为95.0%,阳 性 预 测 值 为95.0%,阴 性 预 测 值 为

65.5%,约登指数为0.660,诊断效能最高。联合检测

的特异度高达95.0%,与B超诊断的特异度基本一

致[9]。提示联合检测优于单独检测的诊断效能。单

个项目中,精子DFI和 HDS诊断精索静脉曲张不育

患者效能较高,其次为TZI和SDI,其他参数诊断效

能较低,不能用于男性生育能力的评估和判断患者预

后,这与COCUZZA等[10]研究一致,说明精子DNA

完整性与精索静脉曲张不育关系密切。
精子DNA完整性与精液常规参数分析项目具有

关联性,可以作为精索静脉曲张不育的临床筛查指

标,而精子DNA完整性联合精液常规参数分析能够

为精索静脉曲张不育提供更为准确的诊断,可以更好

地为临床提供帮助,建议将联合检测作为常规检测。
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