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γＨ２ＡＸ与男性不育患者精子ＤＮＡ损伤的关系及意义
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　　［摘要］　目的　研究γＨ２ＡＸ在男性不育患者精液中的表达水平，探讨γＨ２ＡＸ用于评价男性不育患者精子ＤＮＡ双链断裂

（ＤＳＢｓ）损伤程度的可行性。方法　选取就诊于广西医科大学第一附属医院生殖医学研究中心、男性科门诊并确诊为男性不育患

者２７例（男性不育组），另外选取２３例确认有生育能力的健康男性的精液样本作为对照组。通过ＰｕｒｅＳｐｅｒｍ 密度梯度离心法

（ＤＧＣ）优选精子，运用单向凝胶电泳技术（ＳＣＧＥ）和流式细胞术方法对健康男性、男性不育组患者的精液进行精子双链ＤＮＡ损

伤和γＨ２ＡＸ含量的测定和比较。结果　男性不育组患者精子ＤＳＢｓ损伤程度和γＨ２ＡＸ表达含量均高于对照组（犘＜０．０１），而

经密度梯度离心法优选精子后，两组男性精子的ＤＳＢｓ损伤程度和γＨ２ＡＸ表达含量均显著下降（犘＜０．０１）。结论　γＨ２ＡＸ在

男性不育患者精子中的含量明显高于健康男性，可作为检测精子ＤＮＡ双链断裂损伤程度的一个新的标志物。

［关键词］　男性不育；Ｈ２ＡＸ磷酸化；ＤＮＡ双链损伤程度

［中图分类号］　Ｒ４４ ［文献标识码］　Ａ ［文章编号］　１６７１８３４８（２０１５）０８１０４４０４

犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狅犳γ犎２犃犎犪狀犱狊狆犲狉犿犇犖犃犱犪犿犪犵犲犻狀犿犪犾犲犻狀犳犲狉狋犻犾犻狋狔狆犪狋犻犲狀狋狊


犣犺狅狀犵犎狌犻狕犺犻
１，犔狏犉狌狋狅狀犵

２，犡犻犲犇犪狀狀犻２，犕狅犢犻２，犔犻狀犉犪狇狌犪狀
１△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，狋犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犌狌犪狀犵狓犻犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

犖犪狀狀犻狀犵，犌狌犪狀犵狓犻５３００２１，犆犺犻狀犪；２．犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉狅犳犘狅狆狌犾犪狋犻狅狀犪狀犱犉犪犿犻犾狔

犘犾犪狀狀犻狀犵狅犳犆狌犪狀犵狓犻犣犺狌犪狀犵犃狌狋狅狀狅犿狅狌狊犚犲犵犻狅狀，犖犪狀狀犻狀犵，犌狌犪狀犵狓犻５３００２１，犆犺犻狀犪）

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｗｈｅｔｈｅｒγＨ２ＡＸｃｏｕｌｄｂｅａｕｓｅｆｕｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ．

犕犲狋犺狅犱狊　Ｓｅｍｅｍｓａｍｐｌｅｓｉｎｃａｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｆｒｏｍ２７ｉｎｆｅｒｔｉｌｅｍａｌｅｓｗｈｏｗｅｒｅｄｉａｇｎｏｓｅｄｉｎＡｎｄｒｉａｔｒｉｃｓｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｒｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ｃｅｎｔｒｅｉｎｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕａｎｇｘｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ．Ｔｈｅｏｔｈｅｒｓｅｍｅｎｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｆｒｏｍ２３ｈｅａｌｔｈｙｄｏｎｏｒｓｗｉｔｈ

ｆｅｒｔｉｌｉｔｙａｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆγＨ２ＡＸｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｓｉｓ（ＳＣＧＥ）ｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏ

ａｓｓｅｓｓｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＤＳＢｓｏｆｓｐｅｒｍ．Ｄｅｎｓｉｔｙｇｒａｄｉｅｎｔｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ（ＤＧＣ）ｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｏｐｔｉｍｉｚｅｄｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅ

γＨ２ＡＸｌｅｖｅｌｓａｎｄｔｈｅＤＳＢｓｏｆｔｈｅｓｐｅｒｍｏｆｔｈｅｉｎｆｅｒｔｉｌｅｓｕｂｊｅｃｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｈｅａｌｔｈｙｍａｌｅｓ（犘＜０．０１），

ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆγＨ２ＡＸａｎｄｔｈｅＤＳＢｓｏｆｓｐｅｒｍｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｂｙＤＧＣ（犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ

ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａγＨ２ＡＸｉｓｈｉｇｈｅｒｉｎｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙｐａｔｉｅｎｔｓｔｈａｎｉｎｈｅａｌｔｈｙｄｏｎｏｒｓｗｉｔｈｆｅｒｔｉｌｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅａｕｓｅｆｕｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒ

ｅｖａｌｕａｔｉｎｇＤＳＢｓｏｆｓｐｅｒｍ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ；Ｈ２ＡＸｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＤＮＡｄａｍａｇｅ

　　男性精子遗传物质的完整性对于自然受孕及其胚胎的正

常发育起着重要作用。精子ＤＮＡ损伤过高与不明原因的反

复流产有关，而且还会增加子代患不育症的风险［１］。男性不育

患者精子ＤＮＡ损伤程度比健康男性的更为显著
［２］。为此，人

类精子ＤＮＡ损伤机制及其不良影响成为生殖医学领域关注

的热点问题之一；并且在辅助生殖治疗过程中，男性不育患者

精子ＤＮＡ损伤程度已被作为一项重要参考指标纳入治疗前

精子质量评价及对患者生育能力进行预测［３］。目前，国内外的

临床研究主要应用以下几种方法检测精子ＤＮＡ损伤，如单向

凝胶电泳（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｓｉｓ，ＳＣＧＥ）实验、末端标

记检测（ＴＵＮＥＬａｓｓａｙ）、精子染色质结构分析（ＳＣＳＡ）和染色

质扩散试验（ＳＣＤ）等。然而，在临床和科研过程中，对此尚缺

乏规范和统一的检测方法和标准，并且相关研究结论亦存在分

歧。因此，有必要寻找一种新的标志物对精子ＤＮＡ损伤进行

检测，建立一套准确评价精子ＤＮＡ损伤程度的标准。

γＨ２ＡＸ是由组蛋白 Ｈ２Ａ家族中 Ｈ２ＡＸ磷酸化所形成。

有研究发现，当细胞的ＤＮＡ受到损伤时，尤其是ＤＮＡ双链断

裂（ＤＳＢｓ）损伤后，在ＤＳＢｓ位点会出现γＨ２ＡＸ形成的“焦点”

结构，执行 ＤＮＡ 损伤的感受或修复功能。另外，人们发现

γＨ２ＡＸ焦点的形成没有细胞特异性，无论何种因素诱导产生

的ＤＳＢｓ都会伴随有 Ｈ２ＡＸ的磷酸化，并且γＨ２ＡＸ形成焦点

的数量及损伤引起的ＤＳＢｓ数量基本上是１∶１的关系。这表

明γＨ２ＡＸ可作为ＤＮＡ损伤的标志，是目前检测体细胞ＤＮＡ

损伤，特别是ＤＳＢｓ的一个新的特异性指标
［４５］。然而，γＨ２ＡＸ

在男性不育患者精子的检测及与ＤＳＢｓ的相关研究较少。因

此，本研究运用ＳＣＧＥ、流式细胞术等方法对健康男性、男性不

育患者的精子ＤＳＢｓ损伤程度和γＨ２ＡＸ含量进行测定和比

较，并通过ＰｕｒｅＳｐｅｒｍ密度梯度离心法（ＤＧＣ）对精子进行优

选，再次检测２个指标的前后变化，旨在探讨γＨ２ＡＸ用于评

价男性不育患者精子ＤＮＡＤＳＢｓ损伤程度的可行性，为辅助
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生殖技术进一步获得良好结局提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究选取２０１２年１１月至２０１３年１月就

诊于广西医科大学第一附属医院生殖医学研究中心、男性科门

诊确诊为男性不育患者２７例精液样本作为病例组研究对象设

为男性不育组，另外选取２３例确认有生育能力的健康志愿者

的精液样本作为对照组。本研究的男性不育的纳入标准：（１）

男性不育患者均在未避孕、排除女方原因的条件下婚后２年未

怀孕；（２）患者性激素检测正常；（３）患者在过去的３个月内未

进行药物或手术治疗；（４）精液量大于２ｍＬ，精子密度大于２０

×１０６，精子活率大于２０％，且抗精子抗体检查阴性。所有研

究对象在采集精液标本之前均禁欲３～７ｄ；以手淫法收集精液

并用洁净无菌试管收集，立即放入３７℃水浴箱内使其自然

液化。

１．２　主要试剂（盒）与仪器　４０％ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ 液、８０％ｐｕｒｅ

ｓｐｅｒｍ液、Ｐｕｒｅｓｐｅｒｍｗａｓｈ液（ＮｉｄａｃｏｎＩｎｔｅｒｎａｌＡＢ公司），鼠

抗人ＦＩＴＣａｎｔｉＨ２ＡＸＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ（Ｓｅｒ１３９）、兔抗鼠ＦＩＴＣ

ａｎｔｉＨ２ＡＸＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ同型对照（美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司），

蛋白酶Ｋ、多聚甲醛（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），正常熔点琼脂

糖、低熔点琼脂糖（西班牙Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司），盐酸（廉江市爱廉

化工试剂有限公司）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、氯化钠、硼酸、

ＮａＯＨ（天津市博迪化工有限公司），二（羟甲基）氨基甲烷

（ＴｒｉｓＢａｓｅ）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００（广州威佳科技有限公司），精液分析

仪，ＡＸ７０Ｏｌｙｍｐｕｓ荧光显微镜，ＢＤ流式细胞仪器（美国ＢＤ

ＦＡＣＳＣｃａｎｔｏＴＭ Ⅱ），水平电泳槽。

１．３　精子γＨ２ＡＸ的检测　先将已经液化的精液混匀，以

ＰＢＳ缓冲液将精子浓度调整至（５×１０６～１×１０７）／ｍＬ后，用

４％的多聚甲醛固定１５ｍｉｎ。再用ＰＢＳ缓冲液，３００×ｇ离心精

子５ｍｉｎ，去除上清液留下底部沉淀物。随后加入０．５％的

ＴｒｉｔｏｎＸ１００，吹散并混匀沉淀物，破膜１５ｍｉｎ。再次加入适量

的ＰＢＳ缓冲液，以３００×ｇ的离心力离心破膜后的精子５ｍｉｎ，

去除上清液留下底部沉淀物。再加入ＰＢＳ缓冲液，３００×ｇ离

心精子５ｍｉｎ，去除上清液。再向标本中加入２０μＬ鼠抗人

γＨ２ＡＸ单克隆抗体，用加样枪轻轻吹打混匀，室温避光孵育

３０ｍｉｎ。用ＰＢＳ缓冲液洗涤２次并且要在避光条件下处理，最

后上流式细胞仪进行检测。同型对照的处理除所加抗体不同

（加入的抗体为兔抗鼠γＨ２ＡＸ单克隆抗体）外，其余处理步骤

同上。

１．４　ＳＣＧＥ实验

１．４．１　制做凝胶玻片　先将代用样本混匀，将精子浓度调整

至１×１０７／ｍＬ。吸取１００μＬ０．６５％正常熔点琼脂糖平铺于预

先处理好的载玻片上，并快速地盖上盖玻片，置于４℃环境中

１０ｍｉｎ，使琼脂糖充分凝固。再将预先配好的０．６５％低熔点琼

脂糖进行熔解，待其完全熔解后，放在室温下使其温度稍稍下

降后吸取７５μＬ琼脂糖液与１５μＬ预先调配好浓度的精子混

匀。在第１层琼脂糖凝胶均匀地铺上调配好的精子琼脂糖混

合液，置于４℃环境中１０ｍｉｎ，使琼脂糖充分凝固。最后待第

２层琼脂糖凝胶完全凝固后，再铺上７５μＬ０．６５％低熔点琼脂

糖，置于４℃环境中１０ｍｉｎ，使琼脂糖充分凝固。

１．４．２　凝胶玻片的裂解与电泳　将制好的琼脂糖凝胶玻片放

入预先配好的中性裂解液中，在４℃环境中裂解２ｈ，将琼脂糖

凝胶玻片从中性裂解液中取出，先浸泡在ＰＢＳ液３０ｓ，此步骤

重复３次，再将琼脂糖凝胶玻片放入裂解液２中，将其放入３７

℃水浴箱内继续裂解１５ｈ，将裂解好的琼脂糖凝胶玻片再用

ＰＢＳ液浸泡３０ｓ，再放入盛有ＴＢＥ电泳液的电泳槽中平衡２０

ｍｉｎ，然后在１５Ｖ、１００ｍＡ的电场下电泳６０ｍｉｎ，并在４℃和

避光环境中进行。将电泳好的琼脂糖凝胶玻片放入中和液中

进行中和。将中和好的琼脂糖凝胶玻片进行溴化乙锭（ＥＢ）染

色，ＥＢ稀释比例为１∶２０００，吸取调配好的ＥＢ液２０μＬ，均匀

地铺在琼脂糖凝胶玻片上等待２０ｓ，吸去多余的ＥＢ，将染好

ＥＢ的琼脂糖凝胶玻片置于荧光显微镜下观察。

１．５　ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ 密度梯度离心优选精子　吸取８０％ ｐｕｒｅ

ｓｐｅｒｍ液１．５ｍＬ移至无菌锥形离心管底部，再吸取４０％

ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ液１．５ｍＬ，轻轻加至８０％ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ液上，使２种

不同浓度的ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ液出现清晰的分界面。再将１．０ｍＬ精

液标本轻轻加至４０％ ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ液上，使精液与４０％ ｐｕｒｅ

ｓｐｅｒｍ液也出现清晰的分界面。用３５０×ｇ离心２０ｍｉｎ，保留

沉淀物及４～６ｍｍ高的８０％ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ液。再用ｐｕｒｅｓｐｅｒｍ

ｗａｓｈ液对标本进行洗涤，以３５０×ｇ离心１０ｍｉｎ。吸去上清

液，留取沉淀，再向沉淀物中加入少许ｐｕｒｅｓｐｅｒｍｗａｓｈ液，混

匀放置３７℃水浴箱保温。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行分析处

理。计量资料以狓±狊表示，两组比较，符合方差齐时用狋检验

分析，不符合时用秩和检验，计数资料比较用χ
２ 检验，等级资

料用秩和检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　优选前两组精液常规参数的比较　本实验运用ＣＡＳＡ

对两组精液进行精液常规分析，结果见表１。两组精液在年

龄、精液液化时间、精液量等方面比较差异均无统计学意义

（犘＞０．０５），但在精子浓度、精子活率、前向运动精子百分率以

及正常形态百分率上，对照组均高于男性不育组，差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。

表１　　优选前两组精液常规参数的比较（狓±狊）

变量
对照组

（狀＝２３）

男性不育组

（狀＝２７）
犘

年龄（岁） ３０．８３±４．０２ ３２．７４±４．３９ ０．０９４

精液量（ｍＬ） ３．９３±０．９８ ４．１６±１．０７ ０．６４４

浓度（×１０６／ｍＬ） ７７．４９±１６．７３ ５６．７３±３５．８２ ０．０１２

精子活率（％） ５６．７３±９．７１ ４５．３０±１１．８９ ０．００２

前向运动精子（％） ４９．９９±８．９６ ３５．５９±１１．０１ ０．０００

精子正常形态率（％） ２７．８２±２．９７ １５．２６±１．８７ ０．０００

２．２　两组精液γＨ２ＡＸ百分含量的测定结果比较　通过流式

细胞仪对两组优选前精液进行γＨ２ＡＸ含量的测定，结果显示

男性不育组精子中表达的γＨ２ＡＸ为（２３．８７±４．３４）％，明显

高于对照组的（１３．８±２．８８）％，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。如图１所示，“门”左侧为阴性表达精子γＨ２ＡＸ，“门”

右侧为阳性表达精子γＨ２ＡＸ。

２．３　两组精液单向凝胶电泳实验的结果比较　ＳＣＧＥ也称彗

星实验，临床上常用碱性彗星实验检测ＤＳＢｓ。彗星实验指标

有多种，其中尾部ＤＮＡ百分含量是公认的能够反映ＤＮＡ损

伤程度的可靠指标，通过Ｃａｓｐ软件可直接计算出彗尾中ＤＮＡ

百分含量。根据彗星尾部 ＤＮＡ 百分含量可将精子细胞核
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ＤＮＡ损伤程度分为５个等级，见图２（本研究无４级精子损伤，

故无４级精子损伤图片）。０级：＜５％，为无损伤精子，精子核

完整；１级：５％～２０％，为轻度损伤精子，可见彗尾，精子核缩

小；２级：２１％～４０％，中度损伤精子，可见明显慧尾，精子核缩

小；３级：４１％～９５％，重度损伤精子，彗尾荧光信号强而密，并

见明显缩小的精子核；４级：＞９５％，完全损伤的精子，仅见强

而密的荧光彗尾，精子核基本消失。通过Ｃａｓｐ软件对两组优

选前精液精子彗星图像进行观察和分析，结果显示，对照组中

无ＤＮＡ损伤的精子为１８３５个，轻度损伤的精子为３９０个，中

度损伤为７５个，未发现ＤＮＡ重度损伤及完全损伤精子；男性

不育组无ＤＮＡ损伤的精子为１８２５个，轻度损伤的精子为７１９

个，中度损伤为１３２个，重度损伤为２４个，未发现ＤＮＡ完全损

伤精子。两组精子ＤＮＡ双链损伤程度进行统计分析，结果显

示对照组精子ＤＮＡ双链损伤程度显著低于男性不育组，差异

有统计学意义（犘＜０．０１），见表２。

　　Ａ：对照组γＨ２ＡＸ阴性表达图；Ｂ：γＨ２ＡＸ阳性表达图；Ｃ：对照组某一标本γＨ２ＡＸ阳性表达图；Ｄ：男性不育组某一标本γＨ２ＡＸ阳性表达图。

图１　　γＨ２ＡＸ的流式细胞示意图

　　Ａ：０级；Ｂ：１级；Ｃ：２级；Ｄ：３级。

图２　　精子细胞核ＤＮＡ损伤程度等级图（×４００）

表２　　两组精子ＤＮＡ双链损伤程度比较（个）

组别 精子数 ０级 １级 ２级 ３级 ４级

对照组 ２３００ １８３５ ３９０ ７５ ０ ０

男性不育组 ２７００ １８２５ ７１９ １３２ ２４ ０

２．４　经密度梯度离心法优选后两组精液γＨ２ＡＸ百分含量和

单向凝胶电泳结果比较　对两组优选后的精液进行精子

γＨ２ＡＸ含量的测定，并与优选前各组精液的精子γＨ２ＡＸ含

量进行比较。结果显示，优选后两组精子的γＨ２ＡＸ含量与优

选前各组精液的精子γＨ２ＡＸ含量比较均显著降低，差异有统

计学意义（犘＜０．０１），见表３、图３。通过观察单向凝胶电泳结

果，经过ｐｕｒｅｓｐｅｒｍＤＧＣ优选后的两组精液，其彗尾中 ＤＮＡ

的百分含量与优选前各组精液比较均显著减少，见图３；优选

后的两组精液的精子ＤＮＡ双链损伤百分率均减少，与各组优

选前的单向凝胶电泳结果比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表４、图４。

　　Ａ：优选前；Ｂ：优选后。

图３　　精液优选前、后γＨ２ＡＸ百分含量的比较

　　Ａ：优选前对照组；Ｂ：优选后对照组；Ｃ：优选前男性不育组；Ｄ：优选后男性不育组。

图４　　精液优选前、后精子细胞核ＤＮＡ损伤程度比较图（×４００）
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表３　　两组精液优选前、后精子γＨ２ＡＸ百分

　　　含量的比较（狓±狊，％）

组别 狀 优选前 优选后 犘

对照组 ２３ １３．８０±２．８８ ８．７７±２．２８ ０．０００

男性不育组 ２７ ２３．８７±４．３４ １４．９８±２．０２ ０．０００

表４　　两组精液优选前、后ＤＮＡ损伤百分率比较（个）

组别 时间 精子数 ０级 １级 ２级 ３级 ４级 犘

对照组 优选前 ２３００ １８３５ ３９０ ７５ ０ ０ ＜０．０１

优选后 ２３００ ２０３４ ２６６ ０ ０ ０

男性不育组 优选前 ２７００ １８２５ ７１９ １３２ ２４ ０ ＜０．０１

优选后 ２７００ ２２６０ ４２４ １６ ０ ０

３　讨　　论

　　众所周知，高质量的精子与卵子是受孕成功的重要因素。

但在通常情况下，男性不育患者的精子质量比健康男性的精子

质量低下，使得夫妇双方不能通过正常的性行为使女方自然怀

孕。国内外大量的临床试验研究证实，男性不育患者的精子密

度、精子活率、前向运动精子百分率、精子正常形态百分率以及

线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）都显

著低于健康男性［６］。本研究也得出类似结果。

造成男性不育的因素很多，而精子ＤＮＡ损伤是其中一个

重要因素。已有大量研究表明精子ＤＮＡ损伤程度与受孕率

及其胚胎质量呈负相关［７１１］。此外，有研究表明使用有ＤＮＡ

损伤精子进行辅助生殖技术将会增加子代患不育症的可能性

以及某些遗传方面的疾病，并且男性不育患者精液中精子

ＤＮＡ损伤比例显著高于健康男性
［１２１３］。因此，本实验选择男

性不育患者精子进行ＤＳＢｓ的检测。γＨ２ＡＸ焦点检测方法已

开始用于检测各种化学、物理等因素所诱导的体细胞 ＤＳ

Ｂｓ
［１４］。研究发现在人类精子细胞ＤＮＡ损伤过程中同样伴随

γＨ２ＡＸ的出现，并且γＨ２ＡＸ水平与生殖毒性物质 Ｈ２Ｏ２ 或

者阿霉素之间呈现明显的剂量时间效应，认为γＨ２ＡＸ焦点

可以作为生殖毒性物质引发精子 ＤＮＡ损伤的特异、敏感指

标。本研究运用流式细胞仪对健康男性和男性不育患者的精

子进行γＨ２ＡＸ含量测定，观察两组的γＨ２ＡＸ含量是否有差

异，同时运用密度梯度离心法和单向凝胶电泳对两组精液的精

子进行优选和ＤＮＡ双链损伤程度的检测，用于验证γＨ２ＡＸ

的出现与精子ＤＮＡ双链损伤有关。研究结果显示，健康男性

中精子γＨ２ＡＸ的表达含量显著低于男性不育患者，差异有统

计学意义（犘＜０．０１）。运用碱性ＳＣＧＥ检测精子ＤＮＡ双链损

伤程度，结果也显示健康男性精液中ＤＮＡ损伤精子程度显著

低于男性不育患者。通过密度梯度离心法对两组精子进行优

选，两组精子的ＤＮＡ双链损伤的精子显著减低，与优选前比

较差异有统计学意义。这一结果与国内外有关精子优选研究

结果相似。国内外研究显示，经过密度梯度离心法优选后的精

子能有效去除ＤＮＡ损伤的精子
［１５］。与单向凝胶电泳实验相

类似，两组精子在经过密度梯度离心法优选后，γＨ２ＡＸ表达

的精子也显著减低，且与优选前比较差异有统计学意义。这一

结果说明密度梯度离心法能有效去除γＨ２ＡＸ表达的精子。

密度梯度离心法优选精子的原理是利用在离心时，活力好

的精子能更好地沿沉淀梯度的方向运动，迅速穿越不同密度的

液体界面，从而自行与死精子、凝集精子、白细胞以及杂质分

离，达到优选精子的目的。有研究表明精子ＤＮＡ损伤程度与

精子前向运动呈负相关。当有ＤＮＡ双链损伤时，ＤＮＡ断裂

处便会有γＨ２ＡＸ焦点的表达。因此，运用密度梯度心离法可

以有效地去除ＤＮＡ损伤的精子以及γＨ２ＡＸ表达的精子；但

是，该优选方法仍然存在不足之处，它未能有效地去除早期

γＨ２ＡＸ表达的精子，因为当精子出现早期ＤＮＡ损伤时，精子

的活力及前向性运动很可能在正常范围，这样就有可能不能有

效地去除早期γＨ２ＡＸ表达的精子。因此，寻找出一种新的优

选方法筛选出早期ＤＮＡ损伤的精子，仍是生殖医学领域关注

的热点问题之一。

在临床上，ＳＣＧＥ已经广泛用于检测各种细胞的ＤＮＡ损

伤，但是，存在耗时较长、操作繁琐、温度控制较为严格等缺点，

在操作过程中还很容易造成ＤＮＡ的再次损伤，因此，操作要

格外小心。相比于运用流式细胞仪测定γＨ２ＡＸ用于检测

ＤＮＡ损伤，其耗时短、操作简便、结果客观、易于观察，同时运

用抗原抗体结合原理，增加了检测ＤＮＡ损伤的灵敏度和准确

度，并且在细胞双链ＤＮＡ断裂早期即可出现γＨ２ＡＸ，使得有

双链ＤＮＡ断裂的细胞能在早期被检测出来。
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ＮＳ、低值血清均符合要求，但由于干生化检测的检测下限较低，

所以，最多只能做１∶８稀释。Ｖｉｔｒｏｓ淀粉酶干片说明书中对高

值淀粉酶血清标本推荐用低值血清稀释，仅仅能满足卫计委最

新规定的ＴＥａ，以卫计委最新规定的１／２ＴＥａ为标准的话，应该

选用ＮＳ为宜。与喻靓等
［１３］在干生化检测系统中对高值尿素

氮、总胆红素、丙氨酸氨基转移酶和肌酐标本稀释液评价的结果

不一致，可能与涉及测量过程的反应不同有关。

对于高值尿液淀粉酶标本，本研究选用了临床检验工作中

被广大检验工作者广泛使用的纯水、Ｖｉｔｒｏｓ淀粉酶干片说明书

推荐的等渗盐水，以及从理论上引入基质效应最小的低值尿液，

共３种稀释液进行研究。以中国卫计委最新行业标准规定的淀

粉酶检测的总ＴＥａ≤１５％为偏差判断的依据，结合线性评价的

要求进行判断，结果显示，在湿生化检测系统中，３种稀释液基

本满足要求，但只有低值尿液做稀释液时其偏差满足较严格的

质量要求（＜１／２ＴＥａ）；在干生化检测系统中，Ｈ２Ｏ、ＮＳ均不符合

要求，只有低值尿液符合要求，其５个稀释度的偏差均小于卫计

委最新规定的１／２ＴＥａ。值得注意的是，Ｖｉｔｒｏｓ淀粉酶干片说明

书推荐的等渗盐水，在偏差和线性分析２个方面，均不符合要

求。作者再次重复了该实验，得到相同的结果。提示在常规检

验工作中，应及时验证和纠正厂家提供的一些参数。

不管是高值淀粉酶的血清标本还是尿液标本，本研究均发

现同一稀释液在２个系统中稀释后对结果造成的影响是不同

的，这与Ｈａｓｈｉｍ等
［１４］分别使用湿生化检测和干生化检测分析

肾结石的结果吻合。本实验中，Ｈ２Ｏ、生理盐水、７％ＢＳＡ均存在

显著差异，究其原因，主要是检测原理不同造成的。应引起广大

检验工作者的高度重视，建议必须在评价后才能用于临床工作。

本研究还发现，即使是同一检测系统，使用不同的稀释液稀释高

值淀粉酶血清和尿液标本，所造成的偏差也是完全不同的，这与

王淼等［１５］在肌酸激酶中的研究结论一致。
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