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弱精症精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６的表达变化及其与精子运动能力的相关性分析
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　　［摘要］　目的　探究活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）对精子的损伤作用，分析抗氧化蛋白超
氧化物歧化酶２（ＳＯＤ２）和过氧化物酶６（ＰＲＤＸ６）在弱精症患者精子中的表达变化，并分析其与精子运
动能力的相关性。方法　选取２０２０年１－１１月我中心收集的弱精症患者精液标本（ＰＲ＜３２％，ＰＲ＋ＮＰ＜
４０％，精子密度≥１５×１０６／ｍＬ）８４例，正常精液标本（ＰＲ≥３２％，ＰＲ＋ＮＰ≥４０％，精子密度≥１５×１０６／ｍＬ）
５５例。通过精液计算机辅助分析系统（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｓｐｅｒｍａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＡＳＡ）检测精液常规参数及精子
运动参数；不同浓度Ｈ２Ｏ２处理正常精子后通过ＣＡＳＡ检测精子活力和运动参数变化，伊红染色检测精
子存活率变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６表达变化；运用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ同时对弱精症组精子和正常组精子 ＳＯＤ２和 ＰＲＤＸ６表达进行定量检测，进一步统计分析
ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６的表达变化及其与精液参数的相关性。结果　ＣＡＳＡ检测结果显示精子活力在０．１０、
０．３５、１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后显著降低；精子运动参数中曲线速率（ＶＣＬ）、直线速率（ＶＳＬ）、平均路
径速率（ＶＡＰ）和平均角位移（ＭＡＤ）在０．０５、０．１０、０．３５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后剂量依赖式降低，侧摆幅
度（ＡＬＨ）、直线性（ＬＩＮ）、摆动性（ＷＯＢ）和前向性（ＳＴＲ）在０．１０、０．３５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后降低；伊红
染色结果显示精子存活率在０．３５、１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后降低，而 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示精子
ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６表达呈Ｈ２Ｏ２（０．１０、０．３５和１．００ｍｍｏｌ／Ｌ）剂量依赖式增高。ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示
弱精症组精子ＳＯＤ２［（０．２９７±０．０３８）ｖｓ（０．８９５±０．１４０），Ｐ＜０．０１］与ＰＲＤＸ６［（０．７４３±０．１０７）ｖｓ（１．４１６±
０．１６３），Ｐ＜０．０１］ｍＲＮＡ相对表达量低于正常组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示弱精症组精子 ＳＯＤ２［（０．６８９±
０．１４７）ｖｓ（１．４６６±０．２１２），Ｐ＜０．０１］与ＰＲＤＸ６［（０．７２６±０．０８４）ｖｓ（１．１８３±０．１００），Ｐ＜０．０１］蛋白相对表
达量低于正常组。相关性分析结果显示精子 ＳＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达量与前向运动精子百分率（ｒ＝
０．２６７，Ｐ＜０．０１）和总活力（ｒ＝０．３２９，Ｐ＜０．０１）呈正相关；ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ相对表达量与前向运动精子百
分率（ｒ＝０．４５３，Ｐ＜０．０１）、总活力（ｒ＝０．４７６，Ｐ＜０．０１）、ＳＴＲ（ｒ＝０．２７０，Ｐ＜０．０１）、ＶＣＬ（ｒ＝０．３１３，Ｐ＜
０．０１）、ＶＳＬ（ｒ＝０．３４９，Ｐ＜０．０１）、ＶＡＰ（ｒ＝０．４１０，Ｐ＜０．０１）呈正相关。结论　ＲＯＳ可降低精子活力、运动
能力和存活率并上调精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６表达；弱精症患者精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６表达下调且其表达与
精子运动能力正相关。
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（ｒ＝０．２７０，Ｐ＜０．０１），ＶＣＬ（ｒ＝０．３１３，Ｐ＜０．０１），ＶＳＬ（ｒ＝０．３４９，Ｐ＜０．０１）ａｎｄＶＡＰ（ｒ＝０．４１０，Ｐ＜
０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＲＯＳｒｅｄｕｃｅｓｓｐｅｒｍｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ，ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＳＯＤ２ａｎｄＰＲＤＸ６．ＴｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤ２ａｎｄＰＲＤＸ６ａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｐｅｒｍ
ｍｏｔｉｌｉｔｙｉｎａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａｐａｔｉｅｎｔｓ．
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　　世界卫生组织（ＷＨＯ）将弱精症定义为精液样本
中前向运动精子百分率＜３２％的病症，研究发现弱精症
是导致男性不育的重要因素之一。弱精症的病因复杂

多样，但约有５０％的弱精症患者没有明确病因［１］。因

此，研究弱精症的发生机制以及寻找精子质量的预测

指标有着重要的临床意义。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是造成男性不育的重要因素，在男性生
殖道中，ＲＯＳ的过量产生会破坏精子及精浆的抗氧化
系统，通过攻击富含不饱和脂肪酸的精子膜、破坏精子

ＤＮＡ单双链［２］、损伤线粒体及线粒体 ＤＮＡ［３］等途径
对精子的结构和功能造成损伤，大量研究数据已证实

弱精症患者精液的ＲＯＳ水平显著高于正常［４］，这提示

我们ＲＯＳ水平异常增高可能与弱精症的发生相关。
作为超氧化物歧化酶家族的重要成员之一，ＳＯＤ２主

要位于线粒体中，表达于精子头部的顶体区域及颈

部［５］，能够清除超氧阴离子自由基［６］，从而保护细胞

免受ＲＯＳ损伤。此外，ＰＲＤＸ６是一类非硒依赖性抗
氧化蛋白家族成员，具有谷胱甘肽过氧化物酶和磷脂

酶Ａ２活性。ＰＲＤＸ６主要表达于精子头部的顶体后区
域、赤道段和尾部［７］，能够对抗过量 ＲＯＳ产生的氧化
应激损伤，对精子起到保护作用［８］。ＦＥＲＮＡＮＤＥ等［９］

阐明了ＰＲＤＸ６在人类精子发生氧化应激时对其活力
和ＤＮＡ的保护作用。虽然上述研究证实了 ＳＯＤ２和
ＰＲＤＸ６可在精子中发挥重要的抗氧化作用，但仍然缺
少临床数据对精子抗氧化蛋白 ＳＯＤ２和 ＰＲＤＸ６与弱
精症的关系进行阐明，弱精症患者精子中 ＳＯＤ２和
ＰＲＤＸ６的表达量对精子运动能力的预测价值尚未被
报道。
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　　本研究采用外源性 Ｈ２Ｏ２刺激正常精子后通过
ＣＡＳＡ检测精子活力和运动参数变化，伊红染色检测
精子存活率变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测精子 ＳＯＤ２和
ＰＲＤＸ６表达变化，探讨 ＲＯＳ对精子运动能力的损伤
作用及对 ＳＯＤ２和 ＰＲＤＸ６表达的影响；ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ两种方法检测抗氧化蛋白 ＳＯＤ２和
ＰＲＤＸ６在弱精症患者精子中的表达变化并分析其与
精子运动能力的相关性，旨在探讨弱精症发生的分子

机制，寻找精子运动能力的预测指标。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集２０２０年１－１１月于我中心进行精液常规检查
的精液标本进行研究。正常组精液样本纳入标准：

①连续３次精液常规检查 ＰＲ≥３２％，ＰＲ＋ＮＰ≥４０％，
精子密度≥１５×１０６／ｍＬ；② 睾酮、雌二醇等性激素水
平正常；③临床各项检查指标未见明显异常。正常组
精液样本排除标准：①精液常规任一参数存在异常；
②睾酮、雌二醇等性激素水平异常；③先天性生殖系统
异常或后天性生殖系统损伤和疾病等。弱精症组精液

样本纳入标准：①连续３次精液常规均提示ＰＲ＜３２％，
ＰＲ＋ＮＰ＜４０％，精子密度≥１５×１０６／ｍＬ；②睾酮、雌二醇
等性激素水平正常；③泌尿生殖系统体格检查未见异
常。弱精症组精液样本排除标准：①精液常规参数中
除活力相关的任一参数存在异常；②睾酮、雌二醇等性
激素水平异常；③先天性生殖系统异常或后天性生殖
系统损伤和疾病等；④伴有遗传因素的弱精症。
　　检查前受试者均签署知情同意书，本研究通过重
庆医科大学附属第一医院临床科研伦理委员会批准

（２０２０４２）。共５５例正常组精液标本、８４例弱精症组
精液标本纳入本项研究。

１．２　检测方法
１．２．１　标本采集和常规参数检测　　本研究中接受
精液检查者均禁欲３～７ｄ后，依据ＷＨＯ第５版《人类
精液检查与处理的实验室手册》使用手淫法取精后将

精液收集于消毒的广口干燥无菌容器中，３７℃温浴
３０ｍｉｎ，液化后混匀精液，通过计算机辅助的精液分析
（ＣＡＳＡ）检测精液常规参数及运动参数；剩余精液使
用９０％（下层）和４５％（上层）ｐｅｒｃｏｌｌ液以７００×ｇ密度
梯度离心３０ｍｉｎ去除白细胞和死精子后得到精子沉
淀，吸取 ９０％ ｐｅｒｃｏｌｌ液底部的精子沉淀于无菌试管
中，将少量精子沉淀涂片后显微镜下观察多个视野未

见白细胞为准；使用 ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）洗涤精子沉淀
２次，每次６００×ｇ离心 ５ｍｉｎ；得到的精子沉淀分为两
份置于两只１．５ｍＬ离心管中，用于后续实验。精子存

活率检测采用伊红染色法：滴加新鲜液化精液或含有

不同浓度Ｈ２Ｏ２ＢＷＷ培养基处理后的重悬精子标本
３０μＬ于洁净载玻片上，滴加伊红染色液１滴，混匀；
加置盖玻片后立即于高倍镜（×４００）下观察；镜下计数
２００个精子，计算未染色（活精子）精子占 ２００个精子
的百分率得到精子存活率。

１．２．２　精子 Ｈ２Ｏ２处理　　按照前述方法密度梯度
离心处理正常精液标本。将同一精液样本由 ｐｅｒｃｏｌｌ
液分离得到的精子沉淀均分为４～５等份；使用３７℃
预热的ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）轻轻吹打洗涤精子沉淀 ２次，
每次６００×ｇ离心５～８ｍｉｎ以去除ｐｅｒｃｏｌｌ分离液；用配
制好的含有不同浓度 Ｈ２Ｏ２的 ＢＷＷ培养基重悬 ＰＢＳ
洗涤后的精子沉淀，轻轻吹打混匀后加入１２孔板内，
置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内孵育３０ｍｉｎ；孵育结束后
６００×ｇ离心１０ｍｉｎ去除上清液，使用３７℃预热的ＰＢＳ
（ｐＨ＝７．４）轻轻吹打洗涤精子沉淀 ２次，每次 ６００×ｇ
离心５～８ｍｉｎ以去除含有Ｈ２Ｏ２的ＢＷＷ培养基；向精
子沉淀中加入适量３７℃预热的ＢＷＷ培养基重悬，取
少量悬液通过 ＣＡＳＡ检测相关参数，其余部分用于精
子蛋白提取。

１．２．３　精子总ＲＮＡ提取　　ＰＢＳ洗涤后的精子沉淀
（精子总数＞２０×１０６）中加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，严格按照试
剂说明书提取精子细胞总ＲＮＡ后溶解于ＤＥＰＣ水中，
储存于－８０℃以备使用。
１．２．４　精子总蛋白质提取　　ＰＢＳ液洗涤后的精子沉
淀（精子总数＞２０×１０６）中加入５０～１００μＬ含有蛋白酶
抑制剂的细胞裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），冰上震荡
裂解３０ｍｉｎ（５ｍｉｎ１次）后继续于冰上使用超声裂解
（３０％强度 ５次，每次 ３ｓ，避免产热导致蛋白降解），
１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，得到的上清液即为精子总蛋
白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后加入 １／４上清液体积的
ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ煮沸６～８ｍｉｎ，储存于－８０℃以备使用。
１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测　　以１μｇＲＮＡ为模板，２０μＬ
体系进行逆转录反应，再进行ＰＣＲ扩增。每个检测样
本设置 ３个复孔，得到的 Ｃｔ值（３个复孔均值）采用
２△△Ｃｔ法进行计算和统计学分析。ＳＯＤ２上游引物：５′
ＧＴＧＧＡＧＡＡＣＣＣＡＡＡＧＧＧＧＡＧＴＴ３′，ＳＯＤ２下游引物：
５′ＧＴＧＧＡＡＴＡＡＧＧＣＣＴＧＴＴＧＴＴＣＣＴＴ３′；ＰＲＤＸ６上游
引物：５′ＧＣＡＴＣＣＧＴＴＴＣＣＡＣＧＡＣＴ３′，ＰＲＤＸ６下游引
物：５′ＴＧＣＡＣＡＣＴＧＧＧＧＴＡＡＡＧＴＣＣ３′；ＧＡＰＤＨ上游
引物：５′ＧＡＡＧＧＧＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴ３′，ＧＡＰＤＨ下
游引物：５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ３′。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　蛋白上样量为２０μｇ；两
步法电泳；Ｓｔｅｐ１：Ｕ＝９０Ｖ，Ｉ＝１００ｍＡ，电泳 ３０ｍｉｎ；
Ｓｔｅｐ２：Ｕ＝１２０Ｖ，Ｉ＝１００ｍＡ，电泳９０ｍｉｎ；湿转法转膜
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约１ｈ；转膜结束后将 ＰＶＤＦ膜置于５％脱脂牛奶中室
温封闭２ｈ；ＴＢＳＴ洗涤 ２次后加一抗，４℃孵育过夜；
ＴＢＳＴ洗膜 ３次后加二抗，室温孵育 １ｈ；ＴＢＳＴ洗膜
３次后显影液覆盖 ＰＶＤＦ膜显影，结果使用 ＩｍａｇｅＬａｂ
进行蛋白条带定量分析。

１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６．０和 ＳＰＳＳ２５．０软件进行
统计学分析和作图，进行正态性检验后符合正态分布

的数据以 珋ｘ±ｓ表示，通过 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验分析组间差
异，不符合正态分布的以中位数（Ｐ２５，Ｐ７５）表示，采用
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验分析组间差异。使用 Ｓｐｅａｒｍａｎ
秩相关进行相关性分析。

２　结果

２．１　ＲＯＳ损伤正常精子的运动能力
　　为了证实ＲＯＳ对精子运动能力的影响，我们使用

不同浓度 Ｈ２Ｏ２（０．０５、０．１０、０．３５、１．００ｍｍｏｌ／Ｌ）处理
正常精子细胞，在３７℃孵育３０ｍｉｎ后，ＣＡＳＡ检测结
果显示精子的前向运动百分率和总活力在浓度大于

０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ的处理组中显著降低（Ｐ＜０．０５），在
１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理组中几乎降低为 ０（Ｐ＜０．０１，
图１Ａ、Ｂ）。由于１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理正常精子后
精子几乎丧失了活力，所以我们后续使用０．０５、０．１０、
０．３５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 处理正常精子细胞 ３０ｍｉｎ后
ＣＡＳＡ检测精子运动参数，结果显示曲线速率（ＶＣＬ）、
直线速率（ＶＳＬ）、平均路径速率（ＶＡＰ）和平均角位移
（ＭＡＤ）呈Ｈ２Ｏ２剂量依赖式降低（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ～Ｆ），
侧摆幅度（ＡＬＨ）、前向性（ＳＴＲ）、摆动性（ＷＯＢ）和有
线性（ＬＩＮ）在较高浓度（０．１０、０．３５ｍｍｏｌ／Ｌ）的 Ｈ２Ｏ２
处理后显著降低（Ｐ＜０．０５，图 １Ｇ～Ｊ），但反叉频率
（ＢＣＦ）无显著变化（图 １Ｋ）。此外，精子的存活率在
０．３５ｍｍｏｌ／Ｌ和１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理组中显著降
低（Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ａ～Ｋ：ＣＡＳＡ检测Ｈ２Ｏ２处理后正常精子前向运动精子百分率、总活力、ＶＣＬ、ＶＳＬ、ＶＡＰ、ＭＡＤ、ＡＬＨ、ＳＴＲ、ＷＯＢ、ＬＩＮ、ＢＣＦ的变化
　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０ｍｍｏｌ／Ｌ比较

图１　Ｈ２Ｏ２处理正常精子后精子活力和运动参数变化　（ｎ＝３）

２０２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：０．０５～１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理正常精子后ＨＥ染色观察精子存活率变化；Ｂ：精子存活率定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，
与０ｍｍｏｌ／Ｌ比较

图２　Ｈ２Ｏ２处理正常精子后精子存活率变化形态学观察及定量分析　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈ２Ｏ２处理后正常精子中ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６的表达；Ｂ、Ｃ：蛋白表达半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与
０ｍｍｏｌ／Ｌ比较

图３　Ｈ２Ｏ２处理上调正常精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６的表达　（ｎ＝３）

２．２　ＲＯＳ可上调正常精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 Ｈ２Ｏ２处理正常精子
后，精子抗氧化蛋白ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６的表达以剂量依
赖性方式显著增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图３）。
２．３　正常组与弱精症组一般资料比较
　　两组被试前向运动百分率、总活力、ＳＴＲ、ＶＣＬ、
ＶＳＬ、ＶＡＰ显著低于正常组（Ｐ＜０．０５），患者年龄、精液
体积、ｐＨ值、浓度、ＬＩＮ、ＷＯＢ、ＡＬＨ、ＢＣＦ和 ＭＡＤ等指
标数据见表１。

２．４　正常组与弱精症组精子ＳＯＤ２、ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ表
达水平比较

　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示弱精症组精子 ＳＯＤ２与
ＰＲＤＸ６相对表达量显著低于正常组（Ｐ＜０．０１，图４）。
２．５　正常组与弱精症组精子 ＳＯＤ２、ＰＲＤＸ６蛋白表达

水平比较

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示弱精症组精子ＳＯＤ２和
ＰＲＤＸ６蛋白相对表达量均低于正常组（Ｐ＜０．０１，图５）。

３０２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）



表１　正常组与弱精症组一般资料比较 （珋ｘ±ｓ）

项目
正常组

（ｎ＝５５）

弱精症组

（ｎ＝８４）
Ｐ

年龄／岁 ３０．８９±４．３０ ３１．６３±４．８７ ０．３６１

精液体积／ｍＬ ３．３９±１．５８ ３．２６±１．５２ ０．６４１

精液ｐＨ值 ７．４７±０．１０ ７．４５±０．１４ ０．２７２

精液密度／１０６·ｍＬ－１ １２７．６０±９３．６８ １０２．４０±７４．５８ ０．０８１

前向运动精子百分率（％） ４５．７０±１０．２６ １７．３８±７．７２ ＜０．００１

总活力（％） ５３．７０±１０．６７ ２３．２３±８．８０ ＜０．００１

ＳＴＲ（％） ８７．２３±３．７２ ８４．２５±８．３２ ０．０１４

ＬＩＮ（％） ５９．４８±９．３１ ５７．５７±９．７８ ０．２５３

ＷＯＢ（％） ６５．７９±８．８６ ６４．８７±１０．１６ ０．５８４

ＶＣＬ／μｍ·ｓ－１ ６７．７３±２４．０２ ４９．２２±１７．７９ ＜０．００１

ＶＳＬ／μｍ·ｓ－１ ４１．２７±１３．１５ ２８．８２±８．２２ ＜０．００１

ＶＡＰ／μｍ·ｓ－１ ４４．８２±１３．２８ ３１．６５±８．５６ ＜０．００１

ＡＬＨ／μｍ ２．８４±０．６６ ２．７８±０．８９ ０．６６７

ＢＣＦ／ｔ·ｓ－１ ５．７４±０．６９ ５．５８±１．０２ ０．２９３

ＭＡＤ／° ５２．２４±１７．３６ ４８．１７±１７．４４ ０．１８０
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Ａ：ＳＯＤ２ｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ表达　ａ：Ｐ＜０．０１，

与正常组比较

图 ４　ＲＴｑＰＣＲ检测正常组与弱精症组精子 ＳＯＤ２、

ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ表达

２．６　ＳＯＤ２、ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ相对表达量与精液常规参
数及精子运动参数的相关性分析

　　相关分析结果显示ＳＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达量与前
向运动精子百分率（ｒ＝０．２６７，Ｐ＜０．０１）和总活力（ｒ＝
０．３２９，Ｐ＜０．０１）呈正相关，与其余精液常规参数及精
子运动参数无相关性；ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ相对表达量与前
向运动精子百分率（ｒ＝０．４５３，Ｐ＜０．０１）、总活力（ｒ＝
０．４７６，Ｐ＜０．０１）、ＳＴＲ（ｒ＝０．２７０，Ｐ＜０．０１）、ＶＣＬ（ｒ＝
０．３１３，Ｐ＜０．０１）、ＶＳＬ（ｒ＝０．３４９，Ｐ＜０．０１）、ＶＡＰ（ｒ＝
０．４１０，Ｐ＜０．０１）呈正相关，与其余精液常规参数及精
子运动参数无相关性（表２）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常组与弱精症组精子 ＳＯＤ２和
ＰＲＤＸ６表达；Ｂ、Ｃ：蛋白表达半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与正
常组比较

图５　正常组与弱精症组精子 ＳＯＤ２、ＰＲＤＸ６蛋白表达水
平比较 （珋ｘ±ｓ）

表２　ＰＲＤＸ６、ＳＯＤ２ｍＲＮＡ表达量与精液及精子运动参
数的相关性分析

ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ表达 ＳＯＤ２ｍＲＮＡ表达
变量

　ｒ Ｐ ｒ Ｐ

年龄／岁 　－０．０４５ ０．６４４ －０．１２３ ０．２０１

精液体积／ｍＬ －０．０８７ ０．３６６ －０．００６ ０．９５３

精液ｐＨ值 －０．０９５ ０．３２６ ０．０５７ ０．５５７

精液密度／１０６·ｍＬ－１ ０．００３ ０．９７６ ０．１４５ ０．１３０

前向运动精子百分率（％）０．４５３ ＜０．００１ ０．２６７ ０．００５

总活力（％） ０．４７６ ＜０．００１ ０．３２９ ＜０．００１

ＳＴＲ（％） ０．２７０ ０．００４ ０．１７３ ０．０７１

ＬＩＮ（％） ０．１５１ ０．１１６ ０．１１４ ０．２３６

ＷＯＢ（％） ０．０２３ ０．８１４ ０．１６６ ０．０８４

ＶＣＬ／μｍ·ｓ－１ ０．３１３ ＜０．００１ －０．０５０ ０．６０５

ＶＳＬ／μｍ·ｓ－１ ０．３４９ ＜０．００１ ０．０５２ ０．５８６

ＶＡＰ／μｍ·ｓ－１ ０．４１０ ＜０．００１ ０．０５１ ０．５９４

ＡＬＨ／μｍ ０．０４６ ０．６３６ ０．０９６ ０．３１７

ＢＣＦ／ｔ·ｓ－１ －０．０５２ ０．５８９ －０．０９６ ０．３１７

ＭＡＤ／° ０．００６ ０．９５３ －０．００２ ０．９８５

３　讨论

３．１　ＲＯＳ与精子运动能力
　　ＲＯＳ是导致男性不育的重要因素之一，研究发现
弱精症患者精液的ＲＯＳ水平异常增高［４］，而总抗氧化

能力（ＴＡＯＣ）显著低于正常［１０］，这表明 ＲＯＳ水平增

４０２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



高可能与精子活力降低有关。Ｈ２Ｏ２是一种可转变成
如氧自由基和羟基自由基等其他类型 ＲＯＳ的非自由
基ＲＯＳ［６］，这些类型的ＲＯＳ与体内环境中精子细胞产
生的ＲＯＳ类型是相同的，且具备破坏蛋白质、脂质和
核酸［１１］的能力。目前Ｈ２Ｏ２处理是体外条件诱导细胞
发生氧化应激最有效且最常见的方法，研究表明Ｈ２Ｏ２
处理可引起精子细胞内源性ＲＯＳ异常累积，从而导致
线粒体膜电位下降和ＤＮＡ断裂等一系列损伤，而这些
变化与体内氧化应激发生时精子细胞的变化是一致

的［１２－１３］，且目前国内外研究没有明确指出 Ｈ２Ｏ２体外
模拟ＲＯＳ环境和构建氧化应激模型的明显弊端，故本
研究使用不同浓度的Ｈ２Ｏ２处理后检测ＲＯＳ对精子运
动能力和存活率的影响。研究表明 ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的
Ｈ２Ｏ２刺激精子０．５ｈ后可以显著降低精子的活力和
存活率［１４－１５］，也有研究发现０．３ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２能够
在０．５ｈ的孵育后将精子的活力降低至约 ５％，而
０．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２在０．５ｈ的孵育后可将精子的存活
率降低约５０％［１６］。在本研究中，我们发现０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２处理精子０．５ｈ后，精子活力和前向运动百分率
均显著降低，０．３５ｍｍｏｌ／Ｌ处理组精子活力和前向运
动百分率降低至 １０％以下，精子存活率也显著降低，
而１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理０．５ｈ后精子活力几乎完全丧
失，这与上述研究的结果基本一致。也有研究认为

０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理０．５ｈ对精子存活率没有显著
影响，当Ｈ２Ｏ２处理浓度增加至３ｍｍｏｌ／Ｌ时才能降低
精子存活率［１７］。我们认为这可能是精子优选过程中

使用的方法不同导致的，使用上游法优选精子时得到

的精子活力更好，运动能力更强，这样高质量的精子可

能对Ｈ２Ｏ２损伤的抵抗作用更强，而本研究使用密度
梯度离心法优选精子，精子回收率更高但精子回收质

量不及上游法。目前尚未有研究对 Ｈ２Ｏ２处理后精子
运动参数的变化进行报道，本研究发现 ０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２处理即可显著降低精子的ＶＣＬ、ＶＳＬ、ＶＡＰ和ＭＡＤ，
Ｈ２Ｏ２浓度增加至０．３５ｍｍｏｌ／Ｌ和１ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＡＬＨ、
ＳＴＲ、ＷＯＢ和ＬＩＮ显著下降，而ＢＣＦ没有显著变化，我
们推测较低浓度的Ｈ２Ｏ２对精子运动能力造成的影响
主要是通过损伤精子膜导致的，ＲＯＳ可使精子膜发生
脂质过氧化，导致其产生具有高细胞毒性的亲电子脂

质醛，增加电子在电子传输链中的流动［１８］，改变膜的

流动性、渗透性和功能，最终导致精子运动能力的丧

失［１４］。而当Ｈ２Ｏ２浓度达到３ｍｍｏｌ／Ｌ时，精子的线粒
体膜电位降低更为显著［１７］，在这种情况下线粒体功能

受损明显，精子的ＢＣＦ才会产生显著的变化。

３．２　精子抗氧化蛋白ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６与弱精症
　　ＳＯＤ２是超氧化物歧化酶家族在精子中表达最多
的同工酶，研究证实白藜芦醇可通过激活 Ｎｒｆ２促进
ＳＯＤ２的表达降低Ｈ２Ｏ２刺激，从而引起的大鼠肝原代
细胞的氧化应激损伤［１９］。ＰＲＤＸ６是过氧化物酶家族
的重要成员之一，研究表明ＰＲＤＸ６是精子最为重要的
抗氧化酶之一，发生氧化应激时，ＰＲＤＸ６能够起到保
持精子活力和维持精子 ＤＮＡ完整性的作用［９］。

Ｏ’ＦＬＡＨＥＲＴＹ等［２０］研究发现精子 ＰＲＤＸ６在０．０５～
５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后剂量依赖式上调。在本研究
中，我们发现在０．０５～１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后精子
ＰＲＤＸ６剂量依赖式上调，与上述研究结果相符。目
前尚未有研究报道精子 ＳＯＤ２在 Ｈ２Ｏ２处理后的表
达变化，本研究结果证实了精子 ＳＯＤ２在 ０．０５～
１．００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后呈现与 ＰＲＤＸ６相同的剂量
依赖式上调，这提示正常精子中 ＳＯＤ２和 ＰＲＤＸ６可被
高水平的ＲＯＳ上调而发挥抗氧化效应。基于 ＲＯＳ对
精子运动能力和活力的损伤作用以及ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６
重要的抗氧化作用，我们提出假设：弱精症患者精子

ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６的表达是否相较正常存在改变，使精
子抵抗ＲＯＳ损伤的能力减弱，从而对精子的运动能力
和活力造成影响，引发弱精症？

　　人的精子中含有大量的 ＲＮＡ，这些 ＲＮＡ来源于
睾丸，是精子发生、发育过程中的残留物，其在精子的

运动、获能、受精和胚胎发育的过程中发挥重要作

用［２１］。ＯＳＴＥＲＭＥＩＥＲ等［２２］发现在睾丸和附睾中检测

到的 ｍＲＮＡ与在精子细胞中检测到的 ｍＲＮＡ是一致
的，可见精子ｍＲＮＡ对推测精子发生和阐释精子功能
的重要作用。本研究同时检测了精子中抗氧化蛋白

ＳＯＤ２、ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，探究 ＳＯＤ２
和ＰＲＤＸ６在弱精症患者精子中的表达变化及其与精
子运动能力的相关性。

　　研究表明弱精症患者精液ＲＯＳ水平更高［４］，基于

本研究结果提示，精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６在高水平ＲＯＳ
环境下应该较正常表达更高以对抗ＲＯＳ造成的损伤，
而本研究ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果却显示弱
精症组精子 ＳＯＤ２和 ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ与蛋白相对表达
量较正常组均降低。研究发现 ＳＯＤ２和 ＰＲＤＸ６共同
的上游调控分子 Ｎｒｆ２在弱精症患者精子中表达下
调［２３］，这可能是 ＳＯＤ２和 ＰＲＤＸ６表达降低的原因，而
ＣＨＥＮ等［２３］的研究发现ＳＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达量在弱
精症患者精子中表达虽然有下降趋势，但与正常没有

显著差异，这可能与样本数差异和地域差异有关。目
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前尚未有临床研究对弱精症患者精子ＳＯＤ２与ＰＲＤＸ６
的蛋白表达变化和ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ表达变化进行报道。
我们推测正是这两者内源性的表达降低使精子在处

于高水平的 ＲＯＳ环境时更容易发生氧化应激，ＲＯＳ
更容易使精子膜中的脂质过氧化，改变膜的完整性

和蛋白质组成来破坏精子的运动能力，导致精子活

力和运动参数的下降，成为弱精症发生的潜在分子

机制。

　　相关性分析的结果也佐证了我们的推测。结果显
示ＳＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达量与前向运动精子百分率和
总活力呈正相关；ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ相对表达量与前向运
动精子百分率、总活力、ＶＣＬ、ＶＳＬ、ＶＡＰ呈正相关。这
表明当ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６表达量较高时，精子的抗氧化
能力更强，更能有效抵抗ＲＯＳ对精子运动能力造成的
损伤，所以精子的活力和运动参数都位于正常水平；而

当ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６表达量较低时，精子的抗氧化能力
较弱，精子更容易受到 ＲＯＳ对运动能力造成的损伤，
使精子活力和运动参数明显下降，导致弱精症的发生。

并且我们发现ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ相对表达量与精子活力
和运动参数相关性较高，这提示ＰＲＤＸ６具有预测精子
运动能力的潜能。

　　本研究局限在于完成蛋白水平验证的标本量较
少，仍需要进一步扩大标本量；另一方面对弱精症患者

精子ＳＯＤ２、ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ和蛋白水平下调的机制未
进行实验探讨。

　　综上，本研究验证了ＲＯＳ对精子运动能力的损伤
作用和对精子抗氧化蛋白 ＳＯＤ２及 ＰＲＤＸ６的上调作
用。同时发现弱精症患者精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平显著降低，且ＰＲＤＸ６ｍＲＮＡ与精子活
力和运动速率有较好相关性，提示ＰＲＤＸ６具有预测精
子运动能力的潜能。本研究基于精子ＳＯＤ２和ＰＲＤＸ６
的ｍＲＮＡ和蛋白水平检测，对寻找精子运动能力的预
测分子及阐释弱精症发生的分子机制提供了新的实验

数据和理论依据。
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