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【摘要】　转化医学学会（ＴＳＭ）２０１７年发表了《男性不育症精子ＤＮＡ碎片检测临床实践指南》（以下简称《指南》）。《指

南》阐述了精子ＤＮＡ碎片（ＳＤＦ）的检测方法、检测适应症、精子ＤＮＡ碎片指数（ＤＦＩ）结果分析，及其与辅助生殖预后关系等

方面。本文通过对《指南》的解读，旨在指导临床医师和检验人员规范ＳＤＦ的检测和应用，尤其是对ＤＦＩ的结果进行客观

分析。
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精液分析是评估男性生育能力的基础检查，包

括精液体积、精子浓度、精子存活率、前向运动精子

百分率以及精子形态学分析等，检测结果可为临床

医生提供初步的诊断依据［１］。但精液分析不能准确

预测由于精子质量变化而产生的影响，因此有必要

寻找其他的检测指标，来提高男性生育的预测和管

理［２］。随着对男性不育症病因及机制的深入研究，

精子ＤＮＡ碎片（Ｓｐｅｒｍ　ＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＳＤＦ）

检测可能成为评价男性生育能力的重要手段，精子

ＤＮＡ碎片指数（ＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎｄｅｘ，ＤＦＩ）开

始为患者的病因诊断提供新依据。虽然其在男性不

育症的临床诊断中并未常规使用，但ＳＤＦ检测的

价值已被美国泌尿外科学会和欧洲泌尿外科学会

的相关指南承认。转化医学学会（Ｔｈｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ

Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＴＳＭ）在２０１７年发表了《男
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性不育症精子ＤＮＡ碎片检测临床实践指南》（以

下简称《指南》），介绍了ＳＤＦ的检测方法、ＳＤＦ检

测适应症、ＤＦＩ结果分析等［３］。本文通过对《指南》

进行解读，旨在指导临床医师和检验人员规范

ＳＤＦ的检测和应用，尤其是对 ＤＦＩ结果的客观

分析。

一、ＳＤＦ的检测
《指南》指出，精子ＤＮＡ损伤的机制尚不清楚，

存在多种ＳＤＦ检测方法。在实验室中广泛使用并

将其作为临床指标应用于男性生育评估之前，需要

在方法学上对ＳＤＦ检测进行规范，实现ＳＤＦ检测

的标准化。

１．ＳＤＦ的检测方法：ＳＤＦ检测一般分为直接和

间接检测两类方法。直接测定法通过直接使用探针

和染料来测量。间接测定法既测量现有的断裂，也

可以测量ＤＮＡ对变性的敏感性。目前ＳＤＦ检测有

８种方法［４］，其中末端脱氧核苷酸转移酶ｄＵＴＰ缺

口末端标记（ＴＵＮＥＬ）、精子染色质结构分析（ＳＣＳＡ）

和精子染色质弥散试验（ＳＣＤ）是３种最常用的检测

方法。（１）ＴＵＮＥＬ：利用荧光标记的核苷酸片段检

测ＤＮＡ的“Ｎｉｃｋｓ”或游离端，该方法通过使用流式

细胞术或荧光显微镜对ｄＵＴＰ通过酶反应进入单

链或双链ＤＮＡ断裂进行定量。（２）ＳＣＳＡ：基于流

式细胞术的检测方法，用于评估吖啶橙色染色到

ＤＮＡ断裂的大量细胞，在精子ＤＮＡ的温和酸变性

之后，核酸选择性阳离子荧光染料与产生绿色荧光

的双链 ＤＮＡ或产生红色荧光的单链 ＤＮＡ结合，

ＤＮＡ变性的程度是通过测量从绿色到红色荧光的

异色移位来确定的。（３）ＳＣＤ：也被称为光晕测试，

即具有片断ＤＮＡ的精子在酸变性和去除核蛋白后

不会产生在具有非片断ＤＮＡ精子中观察到的分散

ＤＮＡ环的特征光晕，利用显微镜去观察光晕的有无

和大小从而判断精子ＤＮＡ的完整性。不管使用哪

种检测方法，研究表明ＳＤＦ检测在评估精子ＤＮＡ
损伤和生育潜力方面具有重要价值［５］。

２．ＳＤＦ的检测要求：文献报道新鲜精液最常用

于ＳＤＦ检测（表１，Ｃ级建议），加工处理后的精液会

对检测结果有一定影响。体外受精（ＩＶＦ）／卵胞浆

内单精子注射（ＩＣＳＩ）的精子制备程序会造成精子

ＤＮＡ损伤。密度梯度离心法（ＤＧＣ）是辅助生殖技

术（ＡＲＴ）前一种常见的精子制备程序，虽然 ＤＧＣ

使得精子活动率改善，但ＤＧＣ后精子ＤＦＩ从１５％
显著增加到２５％［６］，从而导致较低的妊娠率［７］。但

也有研究得出相反的观点，显示在ＤＧＣ后ＤＮＡ受

损的精子比例减少了２２％～４７％［８］。此外，精子细

胞上游（ｓｗｉｍ－ｕｐ）后，精子ＳＤＦ与受精率、着床率和

妊娠率之间并没有明显的相关性［９］。因此，精液处

理对ＳＤＦ的影响尚不确定，需要进一步的研究，目

前的证据尚不支持在ＳＤＦ检测中使用处理后的精

液来预测ＡＲＴ结局。

３．禁欲时间对ＳＤＦ结果的影响：采集精液标

本前的禁欲时间对ＳＤＦ结果有一定影响（表１，Ｃ级

建议）。与禁欲时间较长的患者相比，禁欲１ｄ的

ＳＤＦ显著降低，缩短禁欲时间已被建议作为治疗高

ＳＤＦ的一种方法［１０］。虽然最佳的禁欲时间尚未确

定，《指南》建议在精液采集前２～３ｄ禁欲可能会减

少ＳＤＦ个体内和个体间差异对测试结果的影响。

与正常对照组相比，具有高ＳＤＦ的不育男性精液样

本中活性氧（ＲＯＳ）含量较高［１１］。《指南》推荐缩短

精子培养时间、在室温下保存以及向培养基中添加

抗氧化剂／低温保护剂等策略以减少对 ＳＤＦ 的

影响。

４．ＳＤＦ检测的标准化：具有严格质量控制的标

准方案对于ＳＤＦ检测结果的可靠性是必不可少的
（表１，Ｂ－Ｃ级建议）。目前，ＳＤＦ检测的不足之处即

ＤＮＡ损伤的性质和类型是未知的。但通过反映样

本的整体质量和精子ＤＮＡ的性质，这些测试是相

互关联的，并且可能指向共同的损伤来源。研究显

示，当使用相同的仪器在标准化的分析条件下独立

分析同一组精液样品时，两个实验室之间的ＳＤＦ结

果具有高度相关性［１２］。同样，经验丰富的技术人员

使用标准化方案对精液样品ＳＤＦ进行比较测量，

也显示出实验室之间高度可靠的结果［１３］。同时，

流式细胞术的应用允许在相对较短的时间内分析

数千个细胞，大大增加了ＳＤＦ检测的可靠性［１４］。

与其 他 技 术 中 使 用 光 学 或 荧 光 显 微 镜 相 比，

ＴＵＮＥＬ和ＳＣＳＡ中流式细胞术的加入减少了观

察者内和观察者间的变异性。在 ＳＤＦ检测中，

ＳＣＳＡ、ＴＵＮＥＬ、ＳＣＤ和彗星实验（ＣＯＭＥＴ　Ａｓｓａｙ）

具有文献报道的标准化方案［１５－１８］。因此，ＳＤＦ检

测的标准化，需要在专业实验室通过标准方案和

质量控制才能确定检测的可靠性。
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表１　ＳＤＦ的检测要求

ＳＤＦ检测 推荐等级

精液要求：建议使用新鲜的精液样本进行ＳＤＦ检测，加工处理后的精液对ＳＤＦ的影响尚不确定 Ｃ级

时间要求：在收集精液样本之前固定禁欲天数，推荐２～３ｄ Ｃ级

操作标准：采用具有严格质量控制的标准方案，如ＳＣＳＡ、ＴＵＮＥＬ、ＳＣＤ和ＣＯＭＥＴ，以保证ＳＤＦ检测结果的可靠性 Ｂ－Ｃ级

ＳＤＦ检测作用：ＳＤＦ阈值可以反映生殖结果的概率 Ｂ－Ｃ级

二、ＳＤＦ检测的临床适应证
尽管精子ＤＮＡ完整性在人类生殖中的重要作

用已被广泛研究，但ＳＤＦ检测的临床适应证尚不明
确，《指南》根据现有证据支持的试验，在临床实践中
为ＳＤＦ检测提出具体的适应证。

１．精索静脉曲张患者：精索静脉曲张是男性不
育的常见原因，精索静脉结扎术已被证明能显著改
善精液参数，改善自然妊娠结局［１９］。使用传统的精
液分析作为手术治疗获益与否的评价指标是不足
的［２０］，在发现ＳＤＦ与精索静脉曲张显著正相关后，

人们开始关注ＳＤＦ检测，关注精索静脉曲张患者的

ＳＤＦ数值。在包括１６个病例对照研究的文献综述
中，Ｚｉｎｉ等［２１］指出精索静脉曲张男性的ＳＤＦ高于对
照组，表明精索静脉曲张与ＤＮＡ损伤有关。Ｅｓｔｅｖｅｓ
等［２２］的一项多中心研究评估各种病因的ＳＤＦ，发现
男性精索静脉曲张患者ＳＤＦ发生率最高［（３５．７±
１８．３）％］。精索静脉曲张与ＳＤＦ之间的相关性，在
精索静脉结扎术后精子ＤＮＡ损伤改善中得到进一
步验证。Ｚｉｎｉ等［２１］报道１２项研究中共５１１例患者
精索静脉结扎术后ＳＤＦ降低。有 Ｍｅｔａ分析表明，
精索静脉结扎术提高了精子的完整性，与未治疗相
比平均差异３．３７％［９５％ＣＩ（－４．０９，－２．６５），Ｐ＜
０．０００　０１］［２３］。

ＳＤＦ与临床２～３级精索静脉曲张之间的关系
得到了各种研究的证据支持，Ｓａｄｅｋ等［２４］报道，只
有３级精索静脉曲张患者术后ＳＤＦ有统计学上的
显著降低。Ｎｉ等［２５］报道，手术修复后２级和３级精
索静脉曲张患者的ＳＤＦ均减少。因此，ＳＤＦ检测推
荐用于常规精液参数正常的２～３级精索静脉曲张
患者（表２，Ｃ级推荐）。然而，目前还没有足够的证
据来证明ＳＤＦ检测在低度精索静脉曲张中的临床
应用，因此需要进一步的研究来阐明ＳＤＦ在１级精
索静脉曲张中的应用价值。一项研究评估了４８２例

１～３级的精索静脉曲张不育症患者，术后精液参数
均有统计学意义的改善，而且低度精索静脉曲张患

者在手术后获得了与３级精索静脉曲张患者相似的
自然妊娠结局［２６］。因此，《指南》推荐ＳＤＦ检测用
于精液参数临界或异常的１级精索静脉曲张患者
（表２，Ｃ级推荐）。

ＳＤＦ与精索静脉曲张之间具有相关性，以及精
索静脉曲张患者术后ＳＤＦ改善，支持ＳＤＦ检测在
精索静脉曲张患者中应用。ＳＤＦ检测在２～３级精
索静脉曲张患者中的应用较为明确，在１级精索静
脉曲张患者中的应用仍需进一步的研究。

２．不明原因不育、宫腔内人工授精（ＩＵＩ）失败
或反复流产的患者：不明原因不育症约占不育夫妇
的１０％～３０％［２７］。男性因素可能存在精子 ＤＮＡ
完整性受损，而精液参数正常［２８］，这也证明传统精
液分析的局限性。有２５％～４０％精液参数正常的不
育男性出现ＤＦＩ大于２０％～３０％。Ｏｌｅｚｃｚｕｋ等［２９］将

１１９名不明原因不育症的男性与９５名已证实生育
能力的男性进行比较，发现不明原因不育症患者

ＤＦＩ在３０％以上的为１７．７％，而已证实生育能力的
男性为１０．５％（Ｐ＝０．００５）。ＳＤＦ与ＩＵＩ失败相
关，Ｄｕｒａｎ等［３０］评估１５４个ＩＵＩ周期的精液样本，

在ＩＵＩ失败的周期中ＳＤＦ水平明显升高。Ｂｕｎｇｕｍ
等［２８］研究称，ＤＦＩ＞３０％的患者生化妊娠（３％ｖｓ．
２４％）、临床妊娠（３％ ｖｓ．２３．７％）和分娩率（１％
ｖｓ．１９％）较ＤＦＩ＜３０％的患者显著降低。ＳＤＦ与
反复流产相关，Ｃａｒｌｉｎｉ等［３１］发现尽管精液参数正
常，反复流产组ＤＦＩ［（１８．８±７．０）％］高于生育对照
组［（１２．８±５．３）％］，与不育夫妇相似［（２０．８±
８．９）％］，反复流产事件数与ＤＦＩ升高呈显著正相
关（ｒ＝０．２０，Ｐ＜０．０５）。因此，不明原因不育、ＩＵＩ
失败和反复流产的夫妇应该进行ＳＤＦ检测，同时实
施可能的干预措施来减少ＤＦＩ（表２，Ｃ级建议）。

３．ＩＶＦ和／或ＩＣＳＩ失败的患者：ＳＤＦ与ＩＶＦ妊
娠率之间具有显著关系，Ｚｉｎｉ等［３２］评估了９项ＩＶＦ
研究，发现高ＳＤＦ患者的妊娠率较低，合并优势比
为１．５７［９５％ＣＩ（１．１８－２．０７），Ｐ＜０．０５］；未发现
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ＳＤＦ和ＩＣＳＩ妊娠率之间的显著关联，合并优势比为

１．１４［９５％ＣＩ（０．８６－１．５４）］。Ｚｈａｏ等［３３］在２　７５６对
夫妇的荟萃分析中发现，高ＳＤＦ患者ＩＶＦ妊娠率
较低，但ＩＣＳＩ妊娠率没有明显影响，这可能与ＩＣＳＩ
过程是将精子直接注入卵母细胞，精子受到较少的
氧化应激有关，同时质量较好的卵母细胞可能更有
能力修复精子中的损伤。接受ＩＶＦ和ＩＣＳＩ的患
者，ＳＤＦ与活产率之间具有相关性，有荟萃分析显示，
低ＳＤＦ的男性活产率高于高ＳＤＦ的男性［ＯＲ＝
１．１７，９５％ＣＩ（１．０７－１．２８），Ｐ＝０．０００　５］［３４］。另有
研究显示低ＳＤＦ的男性活产率明显较高，ＩＶＦ和

ＩＣＳＩ风险比分别为１．２７［９５％ＣＩ（１．０５－１．５２），Ｐ＝
０．０１］和１．１１［９５％ＣＩ（１．００－１．２３），Ｐ＝０．０４］［３５］。

在ＡＲＴ之前ＳＤＦ检测常规应用存在争议，这
与治疗策略对 ＡＲＴ结局的不确定影响有关，但支
持对高ＳＤＦ患者进行干预的有效性证据仍在不断
发展。Ｂｒａｄｌｅｙ等［３６］发现睾丸抽吸精子的活产率
（４９．８％）、卵胞浆内形态选择后精子注射的活产率
（２８．７％）和生理性ＩＣＳＩ活产率（３８．５％）高于未干
预组（２４．２％）。在ＩＣＳＩ中使用从睾丸获得的精子
是一种合理的策略，这与精子ＤＮＡ损伤发生在附
睾运输过程中有关［３７］。研究证明，高ＳＤＦ、少精子
症或反复ＩＶＦ失败的男性中，采用睾丸取精是有益
的（表２，Ｂ－Ｃ级建议）。

《指南》建议，ＳＤＦ检测适用于反复出现辅助生
殖失败的患者，在ＩＶＦ或ＩＣＳＩ中的检测应该更早
（表２，Ｃ级建议）。自然妊娠和ＡＲＴ可以通过ＳＤＦ
检测来预测结局，反复流产和 ＡＲＴ失败与ＳＤＦ升
高有关。ＳＤＦ检测的结果可为不育夫妇选择成功
率高的ＡＲＴ方案提供依据。

４．具有危险因素的男性患者：ＳＤＦ检测应提供
给具有危险因素（主要指吸烟、肥胖等）的男性不育
症患者，无论精液参数是否正常（表２，Ｃ级推荐）。
氧化应激诱导的ＳＤＦ与男性不育症患者的生活方
式有潜在关系，通过改变这些危险因素，男性ＳＤＦ
检测值可以改善。（１）吸烟：吸烟对常规精液参数、
精子受精能力和不育风险有不利影响［３８］。Ｅｌｓｈａｌ
等［３９］研究显示，不育吸烟者的ＳＤＦ显著高于不吸
烟者。ＳＤＦ程度与精液参数恶化之间存在显著的
负相关。（２）肥胖：肥胖与生育能力低下有关，体重
指数（ＢＭＩ）增加和生育能力之间具有相应关系［４０］。

Ｋｏｒｔ等［４１］评估了５２０对不育夫妇，发现男性ＢＭＩ
与ＳＤＦ呈正相关，平均ＳＤＦ从 ＢＭＩ正常男性的

１９．９％上升到肥胖男性的２７．０％。因此，ＳＤＦ检测
应该对具有危险因素的不育男性提供。ＳＤＦ与生
活方式之间的关联使ＳＤＦ检测成为识别高危患者
和监测干预反应的理想工具，ＳＤＦ检测也有助于督
促患者生活方式的改变。

表２　ＳＤＦ检测的适应证

适应证 说明 推荐等级

１．精索静脉曲张 ＳＤＦ检测推荐用于常规精液参数正常的２～３级精索静脉曲张患者 Ｃ级

ＳＤＦ检测推荐用于１级精索静脉曲张伴精液参数临界或异常的患者 Ｃ级

２．不明原因不育或ＩＵＩ失败或反复流产 ＳＤＦ检测应提供给反复流产或ＩＵＩ失败的不育夫妇 Ｃ级

３．ＩＶＦ和／或ＩＣＳＩ失败 ＳＤＦ检测适用于反复出现辅助生殖失败的患者 Ｃ级

少精子症、高ＳＤＦ和反复ＩＶＦ失败的男性，使用睾丸取精可能是有益的 Ｂ－Ｃ级

４．具有危险因素的男性不育患者 ＳＤＦ检测应提供给生活方式具有危险因素的患者 Ｃ级

　　注：根据证据质量给出的建议等级：Ａ级，基于质量良好且与至少一个随机试验一致的临床研究；Ｂ级，基于设计良好的研

究（前瞻性，队列），但没有良好的随机临床试验；Ｃ级，基于质量较差的研究（回顾性，病例系列，专家意见）。修改自牛津循证

医学中心。

三、ＳＤＦ阈值的作用

ＳＤＦ阈值可反映生殖结局的概率（表１，Ｂ－Ｃ级
建议），缺乏ＳＤＦ检测的标准值是其不足之处。由
于生殖涉及男女双方的多种因素，ＳＤＦ阈值不能完
全评估生殖结局。目前ＤＦＩ实验室参考值一般如

下：ＤＦＩ≤１５％表示精子 ＤＮＡ 完整性好；１５％＜
ＤＦＩ＜３０％表示精子ＤＮＡ完整性一般；ＤＦＩ≥３０％
代表精子ＤＮＡ完整性较差。ＤＦＩ＞３０％与自然受
孕和ＩＵＩ中的阴性妊娠结局一致。ＡＲＴ的成功率
随着ＤＦＩ升高而下降，当ＤＦＩ达到２０％～２５％可能
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会出现不育问题［４２］。然而，并不排除高ＤＦＩ有成功
受孕的可能性。因此《指南》指出ＳＤＦ检测结果应
作为反映妊娠概率的统计值，根据具体临床情况并
考虑其他混杂因素调整该值是合理的，较高的ＤＦＩ
为不良生殖结局提供了一个可能的解释。

四、讨论
《指南》指出，随着ＡＲＴ的快速发展，男性不育

症患者可以通过ＩＣＳＩ繁衍后代，却没有解释引起男
性不育症的原因，忽视了对男性生育能力的评估。
因此，过去几十年男性不育症的研究人员转向了精
子内部的检测，发现精子ＤＮＡ完整性对人类生殖
具有重要作用［４３－４４］。

ＳＤＦ能否被视为影响男性生育能力的一个独
立致病因素，ＳＤＦ检测是否应作为一项常规检测用
以评价精子质量和预测男性生育能力仍然具有争
议，但是针对ＳＤＦ的大部分研究都清晰表明，ＳＤＦ
与人类生殖存在密切联系，ＳＤＦ目前在临床中的可
用性越来越高。《指南》对临床医师提出了具体的建
议，ＳＤＦ检测适应于精索静脉曲张、不明原因不育
或ＩＵＩ失败或反复流产、ＩＶＦ和／或ＩＣＳＩ失败、生活
方式具有危险因素的男性不育患者。同时，《指南》
对ＳＤＦ检测的规范性给出了具体要求，在精子采集
和质量控制等方面确保ＳＤＦ检测的准确性。

精子的产生是一个多因素参与协调的漫长过
程，任何过程受到干扰或者损伤都有可能使精子

ＤＮＡ染色体结构异常，因此ＳＤＦ产生的具体机制
尚不明确。为减少异常ＳＤＦ对生育的影响，口服抗
氧化剂、精索静脉曲张修复、缩短禁欲时间、精子选
择技术以及睾丸抽吸精子用于ＩＣＳＩ的尝试都取得
了不同程度的进展。因此，ＳＤＦ检测应与传统精液
分析一起用于男性不育症的评估中，进一步的研究
有助于ＳＤＦ检测在临床实践中发挥的更大作用。
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