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　　［摘要］　目的　探讨人精子ＤＮＡ甲基化水平与精液常规参数和精子染色质结构完整性的关系。
方法　纳入２０１４年重庆市大学生男性生殖健康（ｍａｌｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｈｅａｌｔｈｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇｃｏｌｌｅｇｅｓｔｕｄｅｎｔｓ，
ＭＡＲＨＣＳ）队列的 ７３名志愿者，分别采用计算机辅助精子分析系统（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｓｐｅｒｍａｎａｌｙｓｉｓ，
ＣＡＳＡ）和精子染色质结构分析（ｓｐｅｒｍｃｈｒｏｍａｔｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｓｓａｙ，ＳＣＳＡ）系统检测分析精液常规参数和精
子染色质结构完整性指标。通过酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测精子ＤＮＡ５ｍＣ含量，反映精子ＤＮＡ
甲基化水平。同时采用调查问卷收集志愿者的年龄、ＢＭＩ、禁欲时间及生活方式等数据。多元线性回归
模型分析精子ＤＮＡ５ｍＣ含量与精液参数和精子染色质结构完整性的相关性，同时比较高水平和低水
平精子ＤＮＡ５ｍＣ组（按照５ｍＣ％中位数二分类）志愿者各级精子百分率的差异。结果　志愿者各项精
液常规参数（中位数）：精液体积为４．１８ｍＬ，精子密度为５５．６０×１０６／ｍＬ，精子总数为２４６．９３×１０６，精子
活力为５７．００％；染色质结构完整性：精子ＤＮＡ碎片化指数（ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＤＦＩ）和高ＤＮＡ着
色性（ｈｉｇｈＤＮＡｓｔａｉｎａｂｉｌｉｔｙ，ＨＤＳ）指标的中位数分别是１０．９９％和３．３９％；精子ＤＮＡ５ｍＣ水平的中位数
为２．６３％。校正混杂因素后，多元线性回归结果显示精子 ＤＮＡ５ｍＣ与精子密度（β＝－０．２２，９５％ＣＩ：
－０．３６～－０．０６，Ｐ＝０．００８）和精子总数（β＝－０．２０，９５％ＣＩ：－０．３３～－０．０５，Ｐ＝０．０１５）负相关，与精子
ＤＦＩ和ＨＤＳ指标的相关性分析无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与低水平精子ＤＮＡ５ｍＣ组相比，高水平精子
ＤＮＡ５ｍＣ组各级精子百分率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　精子ＤＮＡ甲基化水平升高可能是精
子密度和精子总数下降的标志，而与精子染色质结构完整性指标无关。

　　［关键词］　 精子ＤＮＡ５ｍＣ；精液常规参数；精子染色质结构完整性；相关分析
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　　男性生殖健康是当今医疗保健领域较为关心的问
题之一。精液质量是男性生育能力的预测指标，受到

遗传、生理、病理和环境等多种因素的影响［１］。据统

计，在美国和其他发达国家，７０％的夫妇不育可归因于
男性伴侣［１－２］。已经有研究证实，男性精液质量下降

与精子能量代谢紊乱、精子结构或运动能力异常以及

精子ＤＮＡ损伤等多种因素有关［３］，其潜在的生理生化

因素及相关分子机制仍需进一步研究。表观遗传学是

在不改变ＤＮＡ序列的情况下，通过改变 ＤＮＡ或组蛋
白结构对基因表达进行的修饰［４］，它可能解释许多疾

病的病因，揭示暴露与疾病之间的中间环节。ＤＮＡ甲
基化（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）是目前最早发现且研究最为深
入的表观遗传修饰［５］，是许多生物过程中的重要调节

因子，而精子ＤＮＡ甲基化在胚胎发育进程中具有动态
调控的模式，且这一过程可能参与精子正常功能的维

持、受精以及胚胎发育，精子 ＤＮＡ甲基化已成为生殖
领域的研究热点［６］。有研究显示，接触抗癌药物以及

内分泌干扰物会导致整体ＤＮＡ甲基化水平降低，精子
形态改变、精子活力降低和受精能力下降，提示精液参

数指标下降可能与异常的精子 ＤＮＡ甲基化有关［４］。

因此深入理解普通人群中的精子 ＤＮＡ甲基化状态及

其与精液质量指标的关联，或可为开展相关的调控机

制研究提供线索。由于常规的精液分析指标无法全面

评估男性生育能力，约有１５％精液参数正常的男性仍
然患有不育症［７］；而精子染色质结构完整性是精液质

量评估的新指标，对男性生育能力的诊断和预测性可

能更好，目前已经成为精液常规参数的重要补充。既

往研究招募的志愿者大部分为不孕不育人群，大多采

用精液常规参数来评估男性生育能力，而针对普通人

群开展生殖细胞 ＤＮＡ甲基化与精液常规参数和精子
染色质结构完整性之间的关联研究还少有报道。因

此，为进一步在普通人群中分析精子ＤＮＡ甲基化水平
与精液质量指标之间的关联，本研究基于重庆市大学

生男性生殖健康（ｍａｌｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｈｅａｌｔｈｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
ｃｏｌｌｅｇｅｓｔｕｄｅｎｔｓ，ＭＡＲＨＣＳ）队列数据，以精子中最重要
的表观遗传标记 ５甲基胞嘧啶（５ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ，
５ｍＣ）为甲基化水平的主要指标［８］，分析精子 ＤＮＡ
５ｍＣ水平与精液常规参数、精子 ＤＮＡ碎片化指数
（ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＤＦＩ）和高ＤＮＡ着色性（ｈｉｇｈ
ＤＮＡｓｔａｉｎａｂｉｌｉｔｙ，ＨＤＳ）指标的相关性，探索精子 ＤＮＡ
５ｍＣ水平作为精液质量下降标志物的可能性。

１２９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）



１　对象与方法

１．１　研究对象
　　ＭＡＲＨＣＳ为分析普通人群中社会心理行为和遗
传等因素以及环境低剂量污染物暴露对男性生殖健康

潜在影响的队列研究（２０１３－２０１５年）。研究对象为
２０１４年ＭＡＲＨＣＳ队列研究中的部分志愿者（ｎ＝７３）。
纳入标准：①在重庆市大学城就读的大学二年级学生；
②≥１８岁；③禁欲２～７ｄ。排除标准：①有泌尿生殖系
统疾病史；②有喉结突起、乳房异常、阴茎异常、睾丸缺
失或精索静脉曲张等情况。ＭＡＲＨＣＳ项目获得了第三
军医大学伦理学委员会审查批准（１．０／２０１３．４１２），并
向所有潜在参与者口头解释研究内容并获得知情同意。

１．２　方法
１．２．１　调查问卷信息及精液样本的采集　　采用问
卷的方式调查志愿者的年龄、禁欲时间和生活方式信

息。吸烟行为采用如下问题记录，“您吸烟（平均每天

至少一支，持续半年或以上）吗？”，选项包括“从不吸

烟、吸烟和已戒烟”；饮酒／喝茶行为分别采用如下问
题记录，“您是否饮酒／喝茶？”，选项包括“不饮酒／从
不喝、饮酒／喝、已戒酒／曾喝”；喝可乐／喝咖啡行为分
别采用如下问题记录，“您喝可乐／咖啡吗？”，选项包
括“不喝、＜３瓶（杯）／周、３～６瓶（杯）／周和＞６瓶
（杯）／周”；具体见前期研究［９］。用已称量过的一次性

无菌塑料采精杯收集精液样本。研究对象在经项目工

作者指导后，按照ＷＨＯ推荐的手淫法采集精液样本，
具体方法见前期研究［１０－１１］。工作人员需详细记录每

个志愿者的采集样本时间以及禁欲时长，并将采集的

精液样本迅速放置于３７℃孵箱中孵育，直至所有样本
液化，充分混匀，上样分析。

１．２．２　精液常规参数的检测　　根据 ＷＨＯ推荐的
称量法检测各精液样本的体积。将采集的精液样本放

置于调零的电子天平上称量，减去预先称量过的杯质

量，即得样本的质量，精液样本的体积用所得的精液质

量除以精液密度（根据世界卫生组织标准，统一视为

１ｇ／ｍＬ）。充分混匀后的精液样本分别吸取１０μＬ，加
入已提前在３７℃预热板上加热的人精子检测专用玻
片，放置于显微镜下，找准视野，调整好焦距，通过计算

机辅助精子分析系统（ＣＡＳＡ）自动检测和分析精子密
度和精子活动力等参数。精子总数为所得的精子密度

与精液量的乘积。

１．２．３　精子染色质结构完整性的检测　　采用精子
染色质结构分析（ＳＣＳＡ）检测反映精子ＤＮＡ损伤和精
子染色质成熟度的两个指标：精子ＤＦＩ、精子ＨＤＳ。基

本原理是用荧光染料吖啶橙（ＡＯ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，
ＵＳＡ）对处理后的精液样本进行染色，然后用流式细胞
仪检测１００００个精子的荧光信号；双链 ＤＮＡ精子发
出绿色荧光，单链 ＤＮＡ精子发出红色荧光；精子 ＤＦＩ
为红色荧光与总荧光强度的比值，精子ＨＤＳ是指具有
高绿色荧光的精子所占的百分比。具体操作方法和步

骤见前期研究［１２］。

１．２．４　精子ＤＮＡ５ｍＣ含量的检测　　采用全基因组
ＤＮＡ提取试剂盒（ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ；Ｉｎｃ，Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ，ＵＳＡ）
提取精子ＤＮＡ，具体操作步骤如下：①精液样本裂解；
②核酸分离、纯化；③沉淀或吸附核酸，去除杂质；④核
酸溶解。所有操作按照试剂盒说明书进行。检测各样

本ＤＮＡ浓度，并稀释到２０ｎｇ／μＬ，－８０℃ 长期保存。
采用 ＤＮＡ甲基化定量检测试剂盒 （Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ；
Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌｅ，ＮＹ，ＵＳＡ）检测精子ＤＮＡ样本的甲基化水
平。根据ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书配置各稀释液和进行
实验，具体操作步骤如下：①制备 １×的洗涤缓冲液；
②制备不同浓度梯度的稀释阳性标准溶液；③ＤＮＡ结
合：将阴性对照、稀释阳性标准溶液、精子ＤＮＡ样本分
别加入相应的孔中，每个孔再分别加等量的 ＰＢＳ，于
３７℃孵箱中孵育９０ｍｉｎ；④ＤＮＡ甲基化反应：分别在
各时间点加一抗、二抗和增敏剂于各孔中，依次在室温

下孵育６０、３０、３０ｍｉｎ，每次孵育结束用１×的洗涤缓冲
液清洗各孔；⑤ＤＮＡ甲基化检测：加入显色液，当样本
孔颜色变为中蓝色时，加终止液终止反应，在 ４５０ｎｍ
波长处检测各孔的光密度。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２６．０统计软件进行数据处理与分析。
采用ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检验检测连续变量的正态性，结果
显示所有连续变量数据（年龄、ＢＭＩ、禁欲时间）不服从
正态分布，故连续变量和分类变量分别以中位数

Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）和百分率呈现。采用多元线性回归模型
分析年龄、ＢＭＩ、禁欲时间和喝咖啡等混杂因素校正前
后精子ＤＮＡ５ｍＣ含量与精液常规参数和精子染色质
结构完整性指标的相关性，同时采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ
检验分析不同精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平各级精子百分率的
差异。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　研究对象的特征描述
　　７３名重庆大学生志愿者年龄为２１（２１，２２）岁，体
质量指数（ＢＭＩ）为 ２０．８１（１９．４８，２２．７７）ｋｇ／ｍ２，禁欲
时长为５（３，６）ｄ，其中有吸烟、饮酒、喝茶、喝可乐和喝
咖啡习惯的大学生比例分别为 ２０．５０％、８２．２０％、

２２９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１５．１０％、７２．６０％和 ３８．４０％。研究对象的精液体积、
精子密度、精子总数和精子活力指标分别为：４．１８
（３．０７，５．３６）ｍＬ、５５．６０（３７．２０，８３．８５）×１０６／ｍＬ、
２４６．９３（１３０．６９，３４８．５８）×１０６、５７．００（４７．９０，６７．３０）％。
２．２　精液常规参数、精子ＤＦＩ、精子ＨＤＳ和精子ＤＮＡ

５ｍＣ的数据分布
　　７３名志愿者精液常规参数、精子 ＤＦＩ、精子 ＨＤＳ
和精子ＤＮＡ５ｍＣ的分布结果见表１。同时参考 ＷＨＯ
第５版精液常规参数标准，精子活力≥４０％，精子密度
≥１５×１０６／ｍＬ，精子总数≥３９×１０６／份精液样本，精液
量≥１．５ｍＬ的样本属于精液参数合格的样本。７３名
志愿者精液体积、精子密度、精子总数和精子活力的合

格率分别为：１００．００％、９５．８９％、９８．６３％和 ８４．９３％，
所有指标均达标的志愿者比例为８２．１９％。

表１　精液常规参数、精子ＤＦＩ、ＨＤＳ和ＤＮＡ５ｍＣ的
数据分布情况

变量 最小值 最大值 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）

精液体积／ｍＬ １．５５ ８．５８ ４．１８（３．０７，５．３６）

精子密度／１０６·ｍＬ－１ １０．６０ ５０５．００ ５５．６０（３７．２０，８３．８５）

精子总数／１０６ ３８．６１１１１６．０５ ２４６．９３（１３０．６９，３４８．５８）

精子活力（％） １４．９０ ８７．４０ ５７．００（４７．９０，６７．３０）

ＤＦＩ（％） １．７６ ５３．１９ １０．９９（７．０３，１９．５５）

ＨＤＳ（％） １．５０ １４．１０ ３．３９（２．４１，４．７９）

５ｍＣ（％） ０．８５ ５．１８ ２．６３（２．１２，３．１７）

２．３　精子ＤＮＡ总甲基化水平（５ｍＣ％）与精液常规参
数和精子染色质结构完整性指标的相关性

　　多元线性回归分析结果显示（表２）：①未校正混
杂因素时（模型 Ｉ），精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与精子密度

（β＝－０．２４，９５％ＣＩ：－０．３７～－０．０９，Ｐ＜０．００１）、精子
总数（β＝－０．２２，９５％ＣＩ：－０．３６～－０．０６，Ｐ＝０．０１０）和
精子ＤＦＩ（β＝０．２３，９５％ＣＩ：０．０１～０．５０，Ｐ＝０．０４０）均
显著相关；精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与精液体积、精子活
力、精子ＨＤＳ指标的相关性无统计学意义；②校正年
龄、ＢＭＩ和禁欲时间后（模型Ⅱ），精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平
与精子密度（β＝－０．２２，９５％ＣＩ：－０．３５～－０．０７，Ｐ＝
０．０１０）和精子总数（β＝－０．１９，９５％ＣＩ：－０．３２～－０．０４，
Ｐ＝０．０２０）的相关性仍然具有统计学意义，与精液体
积、精子活力、精子ＤＦＩ和精子ＨＤＳ指标均无相关性；
③校正年龄、ＢＭＩ、禁欲时间、吸烟、饮酒、喝茶、喝可乐
和喝咖啡后（模型Ⅲ）：精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与精子密
度（β＝－０．２２，９５％ＣＩ：－０．３６～－０．０６，Ｐ＝０．００８）和精
子总数（β＝－０．２０，９５％ＣＩ：－０．３３～－０．０５，Ｐ＝０．０１５）
均呈显著的负相关，精子ＤＮＡ５ｍＣ％每增加一个标准
差，精子总数相应减少０．１７×１０６，精子密度相应下降
０．１８×１０６／ｍＬ；精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与精液体积、精子
活力、精子 ＤＦＩ和精子 ＨＤＳ指标的相关性无统计学
意义。

２．４　不同精子ＤＮＡ５ｍＣ水平与各级精子百分率的关
联性分析

　　根据精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平的中位数（２．６３％），将
７３名志愿者分为两类：低水平精子 ＤＮＡ５ｍＣ组
（５ｍＣ％＜２．６３％）和高水平精子 ＤＮＡ５ｍＣ组（５ｍＣ％
≥２．６３％）。结果显示，高水平精子 ＤＮＡ５ｍＣ组精子
密度显著低于低水平精子 ＤＮＡ５ｍＣ组（Ｐ＝０．０３９，
表３）。同时分析发现，两组间各级精子密度的百分率
差异无统计学意义，见表３。

表２　精子ＤＮＡ总甲基化水平（５ｍＣ％）与精液常规参数、ＤＦＩ和ＨＤＳ的线性回归分析

精液体积／ｍＬ 精子密度／１０６·ｍＬ－１ 精子总数／１０６ 精子活力（％） ＤＦＩ（％） ＨＤＳ（％）
自变量

β（９５％ＣＩ）ａ Ｐ值 β（９５％ＣＩ）ａ Ｐ值 β（９５％ＣＩ）ａ Ｐ值 β（９５％ＣＩ）ａ Ｐ值 β（９５％ＣＩ）ａ Ｐ值 β（９５％ＣＩ）ａ Ｐ值

模型Ⅰｂ

５ｍＣ％ ０．０３
（－０．０８～０．１５） ０．５９８

－０．２４
（－０．３７～－０．０９）＜０．００１

－０．２２
（－０．３６～－０．０６）０．０１０

０．０１
（－０．０８～０．１０） ０．８８１ ０．２３

（０．０１～０．５０） ０．０４０ ０．０１
（－０．１１～０．１５） ０．８６９

模型Ⅱｃ

５ｍＣ％ ０．０４
（－０．０８～０．１６） ０．５２６

－０．２２
（－０．３５～－０．０７）０．０１０

－０．１９
（－０．３２～－０．０４）０．０２０

０．００
（－０．０９～０．０９） ０．９１９ ０．２２

（０．００～０．４９） ０．０５１ ０．０２
（－０．１１～０．１６） ０．８２０

模型Ⅲｄ

５ｍＣ％ ０．０３
（－０．０８～０．１６） ０．６０７

－０．２２
（－０．３６～－０．０６）０．００８

－０．２０
（－０．３３～－０．０５）０．０１５

０．０１
（－０．０７～０．０３） ０．４００ ０．１５

（－０．０６～０．４０） ０．１７６ ０．００
（－０．１４～０．１４） ０．９３６

ａ：回归分析时对所有因变量进行ｌｏｇ１０对数转换，呈现的β（９５％ＣＩ）数值已行反函数逆转换；ｂ：模型Ⅰ未校正混
杂因素；ｃ：模型Ⅱ校正的混杂因素包括：年龄、ＢＭＩ和禁欲时间；ｄ：模型Ⅲ校正的混杂因素包括：年龄、ＢＭＩ、禁欲
时间、吸烟、饮酒、喝茶、喝可乐和喝咖啡

３２９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）



表３　不同精子ＤＮＡ总甲基化水平（５ｍＣ％）与各级精子（Ａ～Ｄ级）百分率的关联

变量 低５ｍＣ％组ａ（ｎ＝３９） 高５ｍＣ％组ａ（ｎ＝３４） 统计量Ｚ Ｐ值

精子密度／１０６·ｍＬ－１ ６７．９０（４０．１０，９２．７０） ４７．１５（３４．７５，６７．４３） －２．０６３ ０．０３９

Ａ级精子百分率ｂ（％） １６．９０（１２．００，２０．００） １７．３０（１０．４０，２２．９３） －０．０１７ ０．９８７

Ｂ级精子百分率ｂ（％） ３８．８０（３４．００，４５．００） ３７．３５（３１．３５，４８．１８） －０．１００ ０．９２１

Ｃ级精子百分率ｂ（％） ３３．２０（２５．８０，３６．２０） ３１．５５（２６．１５，３５．５３） －０．６６９ ０．５０３

Ｄ级精子百分率ｂ（％） ９．１０（６．１０，１５．９０） １０．７５（４．８３，１９．５３） －０．１１１ ０．９１２

ａ：按照５ｍＣ％中位数（２．６３％）二分类：低５ｍＣ％＜２．６３％，高５ｍＣ％≥２．６３％；ｂ：参考第５版《ＷＨＯ人类精液检
查与处理实验室手册》的划分标准将精子活力划分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个等级：Ａ级为快速向前运动的精子，Ｂ级为缓
慢向前运动的精子，Ｃ级为原地运动的精子，Ｄ级为不动的精子

３　讨论

　　近年来，国内外诸多研究开始从表观遗传学角度
探索男性生殖健康的影响因素及相关的分子机制。

ＤＮＡ甲基化作为最重要的表观遗传标记，是许多疾病
诊断和治疗的靶点，但其与男性生殖健康表型之间的

关联尚未得到证实［１３］。本研究分析精子ＤＮＡ５ｍＣ水
平与精液常规参数和精子染色质结构完整性的相关

性，结果显示精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与精子密度和精子
总数存在显著负相关，与精子染色质结构完整性指标

精子ＤＦＩ和精子ＨＤＳ的相关性均无统计学意义，同时
分析发现不同精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与各级精子百分率
无相关性。

　　ＤＮＡ甲基化是一种共价生化修饰，可调节基因表
达和基因组稳定性等多种生物过程。现有研究主要关

注ＤＮＡ甲基化在肿瘤、癌症和精神障碍等难治性疾病
中的应用前景［１４－１６］，在男性生殖健康领域，目前与

ＤＮＡ甲基化有关的研究结果主要体现在甲基化水平
异常与精液常规参数下降和胚胎发育的关联性上。前

期有诸多研究者已发现 ＤＮＡ甲基化与精子密度和精
子活力均呈负相关［１７－１９］。与上述研究结果一致，本研

究也发现精子ＤＮＡ５ｍＣ水平与精子密度和精子总数
负相关。虽然精子 ＤＮＡ甲基化是否介导精液质量下
降及其可能的分子机制尚不明确，但已有学者提出一

些印记或非印记基因的异常甲基化可能通过影响细胞

分裂、成熟和组织分化等生物学过程对生育能力、胚胎

发育和妊娠结果产生负面影响［２０］。例如，研究人员发

现印记基因ＩＧＦ２表达的胰岛素样生长因子２可诱导
不同组织中细胞的生长和分裂，Ｈ１９基因对细胞增殖
起着负调节的作用，当精子 ＤＮＡ链中 ＩＧＦ２Ｈ１９的
ＣＴＣＦ结合位点６（ＣＴＣＦ６）调节区域出现 Ｈ１９基因的
异常甲基化，就会导致精子细胞ＩＧＦ２双等位基因失活
的风险增加，从而抑制精子发生，导致精液质量下

降［２１－２２］；此外，亚甲基四氢叶酸还原酶 （５，１０

ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）的活性异
常也可能损害精子发生过程。ＭＴＨＦＲ是一种参与叶
酸代谢以及ＤＮＡ合成和甲基化的关键调节酶，其在睾
丸中的活性是其他器官的 ５倍，当精子细胞中的
ＭＴＨＦＲ基因发生异常甲基化，会引起 ＭＴＨＦＲ酶活性
减弱，从而降低印记基因（Ｈ１９、ＭＥＳＴ等）甲基化水
平，继而导致精子发生停滞、受精受损等［２３］，且

ＭＴＨＦＲ缺失对子代的影响更加显著。然而甲基化水
平升高导致精子密度下降是“无差别攻击”，还是对各

级精子（根据ＷＨＯ划分标准可分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个等
级）的影响存在差异性，目前还没有研究证实。本研

究分析了不同精子 ＤＮＡ总甲基化水平与各级精子百
分率的关联，结果显示各级精子百分率在高ＤＮＡ５ｍＣ
组和低 ＤＮＡ５ｍＣ组间的分布没有差异，提示精子
ＤＮＡ５ｍＣ水平升高不会导致某一特定分级的精子显
著减少。

　　另一方面，有部分学者也发现精子ＤＮＡ甲基化水
平异常与精子染色质结构完整性相关。例如，

ＲＡＨＩＭＩＮＩＡ等［２４］对少精子症男性的研究发现：精子

ＤＮＡ甲基化水平显著升高，并且与精子染色质结构完
整性测试的异常结果具有显著相关性；也有研究结果

显示精子ＤＦＩ与精子中印记基因 ＩＧＦ２甲基化水平呈
负相关，与 ＫＣＮＱ１基因的甲基化水平呈正相关［２５］。

这些结果提示精子 ＤＮＡ甲基化异常可能会导致精子
染色质构型发生变化，其机制尚不清楚，但已有研究提

出了几种可能的理论：一项对精索静脉曲张男性的研

究表明ＤＮＡ甲基化水平降低与较短的端粒长度有关，
而端粒长度变化可影响减数分裂过程中精母细胞同源

染色体的重组，其缩短会导致精子 ＤＮＡ碎片增加，当
精子细胞亚端粒区域的整体甲基化水平降低就可能会

导致端粒缩短，从而失去维持染色质结构稳定性的能

力，继而导致男性生育能力下降［２６］；也有证据表明印

记基因甲基化水平降低会促进染色体重排［２７］，从而导

致精子发生过程中细胞凋亡异常，致使精子 ＤＮＡ受

４２９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



损；另外一种可能的机制是印记基因启动子区域甲基

化水平改变会使基因沉默，同时刺激氧化应激，诱发精

子ＤＮＡ损伤，导致精子染色质完整性受损［２８］。在校

正禁欲时间和生活方式等混杂因素后，本研究并未发

现精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与精子 ＤＦＩ和 ＨＤＳ指标相关，
与上述研究的结果存在差异，原因可能是：①研究对象
的选择存在偏倚，上述研究纳入的是患有男性不育症

的群体，一些生殖相关疾病、慢性病、药物使用等，可能

是影响精液质量的高度危险因素；而本研究采用严格

的纳入和排除标准，选择普通青年人群，避免了男性不

育患者存在的缺陷，研究结果可能对于一般人群更有

参考价值；②ＤＮＡ甲基化检测方法不同，灵敏度会有
差异，从而导致研究结果的不可比性。

　　本研究也存在一定的局限性：①本研究样本量有
限，数据仅来自重庆市部分男性大学生，可能限制了研

究结果的普遍性，结果外推到其他男性群体存在不确

定性，将来需要大样本的独立研究加以验证。②研究
表明精子ＤＮＡ甲基化和精液参数受环境、生活方式等
多种因素的影响，本研究参照同类研究方法，在回归分

析时对年龄、ＢＭＩ、吸烟、饮酒等混杂因素进行了校正。
但由于本研究的样本量有限，仍不能完全排除上述及

其他未知混杂因素对本研究结果的影响。③本研究属
于观察性研究，无法探究精子 ＤＮＡ５ｍＣ水平与精液
常规参数和染色质结构完整性的确切因果关系，需要

证据强度更高的研究类型进一步验证目前发现的精子

ＤＮＡ甲基化对精子密度的效应。④本研究只检测了
样本精子ＤＮＡ的总甲基化水平，而目前的研究一般描
述的是特定基因的 ＤＮＡ甲基化水平与精液质量的关
联，缺乏可比性，建议进一步研究多关注与男性生殖有

关的特定基因簇。

　　综上所述，本研究证实精子ＤＮＡ５ｍＣ水平与精子
密度和精子总数负相关，提示精子ＤＮＡ甲基化异常可
能是导致精液质量下降的重要原因，精子ＤＮＡ５ｍＣ水
平可作为精液常规的必要补充。本研究结果为进一步

研究表观遗传改变与男性生殖健康表型之间的关联奠

定了基础，也为男性不育症的诊断、相关分子机制的深

入研究和改善男性不育表型提供了参考依据和新思路。
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［８］ＪＥＮＫＩＮＳＴＧ，ＡＳＴＯＮＫＩ，ＣＡＩＲＮＳＢＲ，ｅｔａｌ．Ｐａｔｅｒｎａｌ
ａｇｉｎｇａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｔｒａｉｎｄｉｖｉｄｕａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｏｂａｌｓｐｅｒｍ
５ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅａｎｄ５ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅｌｅｖｅｌｓ［Ｊ］．
ＦｅｒｔｉｌＳｔｅｒｉｌ，２０１３，１００（４）：９４５－９５１．ｅ２．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｆｅｒｔｎｓｔｅｒｔ．２０１３．０５．０３９．

［９］ＹＡＮＧＢＷ，ＺＯＵＰ，ＣＨＥＮＱ，ｅｔａｌ．Ｌｉｆｅｓｔｙｌｅｒｅｌａｔｅｄｒｉｓｋ
ｆａｃｔｏｒｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｍｅｎｔａｌｈｅａｌｔｈｐｒｏｂｌｅｍｓ：ａｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙａｍｏｎｇ６８６ｍａｌｅｃｏｌｌｅｇｅｓｔｕｄｅｎｔｓｉｎ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，２０２２，１０：
１０４０４１０．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｐｕｂｈ．２０２２．１０４０４１０．

［１０］ＹＡＮＧＨ，ＣＨＥＮ Ｑ， ＺＨＯＵ Ｎ Ｙ， ｅｔａｌ． Ｌｉｆｅｓｔｙｌｅｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｈｕｍａｎｓｅｍｅｎｑｕａｌｉｔｙ：ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍＭＡＲＨＣＳ
ｃｏｈｏｒｔｓｔｕｄｙ ｉｎ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ， Ｃｈｉｎａ［Ｊ］． Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
（Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ），２０１５，９４（２８）：ｅ１１６６．ＤＯＩ：１０．１０９７／ＭＤ．
００００００００００００１１６６．

［１１］ＺＨＯＵＮＹ，ＪＩＡＮＧＣＴ，ＣＨＥＮＱ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｏｓｕｒｅｓｔｏ
ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃＰＭ１０ａｎｄＰＭ１０－２．５ａｆｆｅｃｔｍａｌｅｓｅｍｅｎｑｕａｌｉｔｙ：
ｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＡＲＨＣＳｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌ，２０１８，
５２（３）：１５７１－１５８１．ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓ．ｅｓｔ．７ｂ０５２０６．

５２９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）



［１２］ＷＡＮＧＸＧ，ＣＨＥＮＱ，ＺＯＵＰ，ｅｔａｌ．Ｓｌｅｅｐｄｕｒａｔｉｏｎｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｐｅｒｍｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｍｏｎｇｙｏｕｎｇｍｅｎ
ｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＪＳｌｅｅｐＲｅｓ，２０１８，２７（４）：
ｅ１２６１５．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊｓｒ．１２６１５．

［１３］ＣＨＥＮＧＹＴ，ＴＡＮＧＱＱ，ＬＵＹＷ，ｅｔａｌ．Ｓｅｍｅｎｑｕａｌｉｔｙ
ａｎｄｓｐｅｒｍＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｌｏｎｇｔｅｒｍｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｔｏａｉｒｐｏｌｌｕｔｉｏｎｉｎｆｅｒｔｉｌｅｍｅｎ：ａｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．
ＥｎｖｉｒｏｎＰｏｌｌｕｔ，２０２２，３００：１１８９９４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｅｎｖｐｏｌ．２０２２．１１８９９４．

［１４］ＤＩＮＧＷＢ，ＣＨＥＮ Ｇ，ＳＨＩＴ Ｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｐｏｔｅｎｔｉａｌＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｐａｎ
ｃａｎｃｅｒｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１９，１４
（１）：６７－８０．ＤＯＩ：１０．１０８０／１５５９２２９４．２０１９．１５６８１７８．

［１５］ＭＯＯＲＥＬＤ，ＬＥＴ，ＦＡＮＧＰ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｉｔｓ
ｂａｓｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２０１３，３８
（１）：２３－３８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｐｐ．２０１２．１１２．

［１６］ＰＡＮＹＢ，ＬＩＵＧＨ，ＺＨＯＵＦＬ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｃａｎｃｅｒｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐ
Ｍｅｄ，２０１８，１８（１）：１－１４．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１０２３８０１７
０４６７０．

［１７］ＮＡＮＡＳＳＹＬ，ＣＡＲＲＥＬＬＤＴ．Ａｂｎｏｒｍａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆＣＲＥＭ ｉｓｂｒｏａｄｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍａｌｅｆａｃｔｏｒ
ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙａｎｄｐｏｏｒｓｐｅｒｍｑｕａｌｉｔｙｂｕｔｉｓｉｍｐｒｏｖｅｄｉｎｓｐｅｒｍ
ｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙｄｅｎｓｉｔｙｇｒａｄｉｅｎｔｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｅｒｔｉｌＳｔｅｒｉｌ，
２０１１，９５（７）：２３１０－２３１４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｆｅｒｔｎｓｔｅｒｔ．
２０１１．０３．０９６．

［１８］ＴＩＡＮＭＰ，ＢＡＯＨＱ，ＭＡＲＴＩＮＦＬ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆ
ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｗｉｔｈ
ｈｕｍａｎＳｅｍｅｎｑｕａｌｉｔｙ［Ｊ］．ＢｉｏｌＲｅｐｒｏｄ，２０１４，９１（４）：
１０１．ＤＯＩ：１０．１０９５／ｂｉｏｌｒｅｐｒｏｄ．１１４．１２２４６５．

［１９］ ＰＯＯＬＫＲ，ＲＩＣＫＡＲＤＪＰ，ＤＥＧＲＡＡＦＳＰ．Ｇｌｏｂａｌ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔａｍｉｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｒａｍ ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｗｉｔｈｓｐｅｒｍ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｑｕａｌｉｔｙｂｕｔａｒｅｎｏｔ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙｍｅｌａｔｏｎｉｎｏｒｓｅａｓｏｎ［Ｊ］．Ａｎｉｍａｌｓ（Ｂａｓｅｌ），
２０２０，１０（１２）：２３０２．ＤＯＩ：１０．３３９０／ａｎｉ１０１２２３０２．

［２０］张耀东，颜宏利．精子ＤＮＡ异常甲基化与男性不育症关
系的研究进展［Ｊ］．发育医学电子杂志，２０２２，１０（３）：
２２８－２３４．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５５３４０．２０２２．０３．０１２．
ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｄ，ＹＡＮ Ｈ Ｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｂｎｏｒｍａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｒｍ ＤＮＡ
ａｎｄｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＪＤｅｖＭｅｄＥｌｅｃｔｒｏｎＶｅｒｓｉｏｎ，２０２２，
１０（３）：２２８－２３４．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５５３４０．２０２２．

０３．０１２．
［２１］ＤＡＲＢＡＮＤＩＭ，ＤＡＲＢＡＮＤＩＳ，ＡＧＡＲＷＡＬＡ，ｅｔａｌ．

ＲｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎｄｕｃｅｄａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎＨ１９Ｉｇｆ２
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ， ｓｅｍｉｎａｌｐｌａｓｍａｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ， ａｎｄ
Ｓｅｍｅｎｑｕａｌｉｔｙ［Ｊ］．ＪＡｓｓｉｓｔＲｅｐｒｏｄＧｅｎｅｔ，２０１９，３６（２）：
２４１－２５３．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１０８１５０１８１３５０ｙ．

［２２］ＳＡＮＴＩＤ，ＤＥ ＶＩＮＣＥＮＴＩＳ Ｓ， ＭＡＧＮＡＮＩＥ， ｅｔａｌ．
ＩｍｐａｉｒｍｅｎｔｏｆｓｐｅｒｍＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ：ａ
ｍｅｔａａｎａｌｙｔｉｃｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ａｎｄｒｏｌｏｇｙ，２０１７，５（４）：６９５－

７０３．ＤＯＩ：１０．１１１１／ａｎｄｒ．１２３７９．
［２３］ＲＯＴＯＮＤＯＪＣ，ＬＡＮＺＩＬＬＯＴＴＩＣ，ＭＡＺＺＩＯＴＴＡＣ，ｅｔａｌ．

Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＤｅｖＢｉｏｌ，２０２１，９：６８９６２４．ＤＯＩ：１０．
３３８９／ｆｃｅｌｌ．２０２１．６８９６２４．

［２４］ＲＡＨＩＭＩＮＩＡＴ，ＹＡＺＤＥＦ，ＦＥＳＡＨＡＴＦ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｒｍ
ｃｈｒｏｍａｔｉｎａｎｄＤＮＡ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ，ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｇｌｏｂａｌＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｎｏ
ｔｅｒａｔｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐＲｅｐｒｏｄＭｅｄ，２０１８，４５（１）：
１７－２４．ＤＯＩ：１０．５６５３／ｃｅｒｍ．２０１８．４５．１．１７．

［２５］ＮＩＷＨ，ＰＡＮＣＳ，ＰＡＮＱＱ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＩＧＦ２ａｎｄＫＣＮＱ１ｉｎｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａｆｒｏｍ ｉｎｆｅｒｔｉｌｅｍｅｎａｒｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｐｅｒｍＤＮＡｄａｍａｇｅ［Ｊ］．Ａｎｄｒｏｌｏｇｉａ，２０１９，
５１（５）：ｅ１３２３９．ＤＯＩ：１０．１１１１／ａｎｄ．１３２３９．

［２６］ＳＡＮＴＡＮＡＶＰ，ＭＩＲＡＮＤＡＦＵＲＴＡＤＯＣＬ，ＰＥＤＲＯＳＯＤ
ＣＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｍｏｎｇｓｐｅｒｍ ｇｌｏｂａｌＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ，ｔｅｌｏｍｅｒｅｌｅｎｇｔｈ，ａｎｄＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎ
ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ：ａｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｏｆ２０ｃａｓｅｓ［Ｊ］．ＳｙｓｔＢｉｏｌ
ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＭｅｄ，２０１９，６５（２）：９５－１０４．ＤＯＩ：１０．
１０８０／１９３９６３６８．２０１８．１５５７７６２．

［２７］ＯＬＳＺＥＷＳＫＡＭ，ＢＡＲＣＩＳＺＥＷＳＫＡＭ Ｚ，ＦＲＡＣＺＥＫＭ，
ｅｔａｌ．ＧｌｏｂａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆｓｐｅｒｍＤＮＡｉｎｃａｒｒｉｅｒｓｏｆ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｂｅｒｒａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡｓｉａｎＪＡｎｄｒｏｌ，
２０１７，１９（１）：１１７－１２４．ＤＯＩ：１０．４１０３／１００８６８２Ｘ．
１６８６８４．

［２８］ＳＯＮＧＢ，ＣＨＥＮ Ｙ Ｊ，ＷＡＮＧ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｐｏｏｒｓｅｍｅｎ
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