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   摘要      为探讨线粒体呼吸功能与精子活力、核DNA损伤程度之间的相关性, 按WHO标准

收集34例不同活力的精液标本, 采用蔗糖差速离心法或密度梯度离心法提取精子线粒体, 通过铂氧

电极–溶氧仪测定线粒体呼吸耗氧率并计算状态III呼吸、状态IV呼吸、呼吸控制率(RCR)、磷氧比(P/
O)及氧化磷酸化效率(OPR); 应用精子染色质扩散(sperm chromatin dispersion, SCD)实验检测精子

DNA损伤情况。结果表明: 不同活力精子线粒体状态III呼吸耗氧量之间具有显著差异(P<0.01); 弱
精子症组RCR和OPR与正常对照组比较, 分别降低了17.03%(P<0.05)和40.74%(P<0.01); 精子DNA
损伤程度与精子活力、状态III呼吸及OPR均呈极显著负相关(r值分别是-0.812、-0.788和-0.696)。
以上结果提示: 精子线粒体呼吸耗氧和氧化磷酸化功能与精子活力之间存在着密切的联系; 精子

DNA(包括mtDNA)损伤可能影响精子的正常功能。
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目前, 全球约有15%已婚夫妇受到不孕不育的

困扰, 而在男性不育中弱精子症约占19%, 已成为影

响男性生育力的常见病因[1-2]。精子运动所需能量主

要来自线粒体呼吸链的氧化磷酸化, 如果氧化磷酸

化功能异常, 酶活性或表达量改变及mtDNA的变异

等均可能导致线粒体能量合成障碍, 降低精子活力。

1955年, Hoffman-Berling最早证明ATP是精子尾部

运动的能量来源, 所以线粒体的结构和功能状态是

评价精子质量的重要指标之一。近年来线粒体结构

和功能异常与精子活力低下的相关性已引起关注, 
有关精子线粒体基因变异影响精子活力低下的研究

已见一些报道。本实验室已往的研究中也陆续发现

mtATPase6基因变异[3]、mtND2、mtND3和mtND4L
基因突变[4-5]与精子活力低下可能有相关性。但迄今

为止, 有关线粒体呼吸状态与精子活力之间的相关

性研究, 国内外还鲜有报道。

近年来, 精子DNA损伤被认为是一个新的评价

精液质量和预测生育能力的指标[6], 因此, DNA损伤

程度对精子功能的正常与否有着重要的意义。本

研究首次采用氧电极测定精子线粒体的呼吸功能

并应用精子染色质扩散(sperm chromatin dispersion, 

SCD)方法检测精子DNA损伤, 分析精子活力、线粒

体呼吸状态和DNA损伤程度三者之间的相关性, 为
进一步研究线粒体功能与弱精子症提供基础。

1   材料与方法
1.1  研究对象

弱精子症和正常对照精液标本来自温州医学

院附属第一医院生殖医学中心, 参照世界卫生组织

(WHO)的标准, 经计算机辅助精液分析系统(CASA)
分析后, 选取不同活力的精液标本34例, 所有精液标

本在采集前禁欲3~5天, 手淫法收集精液标本, 在37 ºC 
20~30 min完全液化后进行分析。

1.2  主要试剂

 牛血清蛋白、琥珀酸钠、ADP等均购自Sigma
公司; 考马斯亮兰(G250)为Amresco公司产品; Janus 
Green B染料购自Fluka公司; 线粒体裂解液和线粒体

保存液均购自上海碧云天生物技术有限公司; 其它

试剂均为国产分析纯。
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1.3  方法

1.3.1　精液的预处理　　新鲜精液标本一份用磷酸

盐缓冲液(pH6.8)调密度至1×107/mL, 用于DNA损伤

检测; 另一份用PBS(pH8.0)将密度调至5×107/mL左
右, 于4 ºC条件下, 10 000 r/min离心10 min, 弃去精浆, 
PBS洗涤细胞, 再10 000 r/min离心10 min, 重复两次, 
弃去上清, 进行超声破碎精子细胞(超声时间6 s, 间
隔时间6 s, 功率600 W, 16~20次, 超声次数以显微镜

下观察精子破碎情况而定)。
1.3.2　精子线粒体的提取　　参照Tang等[7]介绍的

方法加以改进, 采用蔗糖差速离心或密度梯度离心

法, 向处理后的标本中加入约6倍体积的线粒体提取

液 (250 mmol/L Sucrose, 5 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L 
MgCl2·6H2O, 0.5 mmol/L EDTA, 调pH至7.4, 同时每份

标本加入0.5 mg牛血清蛋白)于3 200 r/min离心8 min, 
取上清于10 000 r/min离心10 min, 弃上清, 沉淀以

3~4 mL分离介质悬浮, 再以10 000 r/min离心10 min, 
沉淀以0.25~0.30 mL线粒体保存液充分混匀溶解, 以
上操作均需在0~4 ºC、1~1.5小时内完成。

1.3.3　线粒体活性鉴定　　在载玻片上加一滴线粒

体悬液, 滴加0.2% Janus Green B染色液, 使线粒体悬

液与Janus Green B染色液1: 1混合, 室温染色10 min, 
于200倍显微镜下观察。

1.3.4　线粒体总蛋白浓度测定　　线粒体沉淀中加

入60 μL线粒体裂解液, 剧烈振荡15 s, 以牛血清蛋白

作为标准, 采用Bradford法测定精子线粒体蛋白浓

度, 并制备成每份标本约含6 mg/mL蛋白含量的线

粒体悬浮液, 用于呼吸测定。

1.3.5　线粒体呼吸功能的测定　　参照柳劲松等[8]

采用的实验改进方法 , 采用铂氧电极–溶氧仪 (英国

Hansatech, DW-1)测定线粒体呼吸功能。反应温度

为30 ºC, 反应杯总体积为2 mL, 加入0.18 mL基质液

(225 mmol/L Sucrose, 50 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L 
MgCl2·6H2O, 1 mmol/L EDTA, 5 mmol/L KH2PO4, 调pH
至7.4)和0.20 mL线粒体悬液(含蛋白浓度为6 mg/mL
左右), 以琥珀酸作为底物(终浓度为5 mmol/L)启动状

态IV呼吸, 等呼吸曲线斜率稳定后(约需2~6 min不
等), 加入50 mmol/L的ADP约8 μL启动状态III呼吸, 
待ADP完全消耗后又转入状态IV呼吸。状态III与状

态IV呼吸, 即线粒体呼吸活性, 以单位时间内每毫

克线粒体蛋白消耗多少摩尔氧的量表示((nmol·O2)/
(min·mg·protein)), 根据状态III与状态IV呼吸, 计算: 

呼吸控制率(respiratory control rate, RCR): ADP供
给充分时线粒体氧耗速率和缺乏ADP时氧耗速率

之比; 磷氧比(P/O): 反应体系中加入的ADP的摩尔

数与因此而消耗氧量的摩尔原子数之比;  氧化磷

酸化效率(oxidative phosphorylation rate, OPR): 单
位时间内每毫克线粒体蛋白合成的ATP量((nmol)/
(min·mg))。
1.3.6　精子染色质扩散(SCD)实验检测精子DNA损伤

采用精子Halosperm试剂盒(Halotech DNA, Spain)说明

书介绍的方法进行SCD检测, 步骤简述如下: 新鲜精液

用PBS稀释至精子密度1×107/mL,  取出60 μL加入溶解

的低熔点琼脂糖凝胶60 μL中, 37 ºC下混匀, 加20 μL精
子凝胶混合液于预处理载玻片上, 盖上22 cm×22 cm
盖玻片, 4 ºC冰箱水平放置5 min。移去盖玻片, 放入

酸性DNA变性液中, 室温避光孵育7 min。取出玻片

浸泡于裂解液中, 避光孵育23 min。在蒸馏水中静

置5 min洗去残余裂解液。玻片依次放入70%、90%
和100%乙醇中各2 min脱水。晾干后玻片用染色液

(Wright’s染色剂和磷酸盐缓冲液等比例混合)覆盖

于样本表面, 曝光10~15 min。用自来水冲洗掉染液, 
烘干。200倍光镜下观察, 比较精子核和核周围晕

轮大小, 计算精子DNA碎片指数(DNA fragmentation 
index, DFI)。
1.4  数据分析

定量数据以平均数±标准差(means±SEM)表示, 
各组均数比较用单因素方差分析或t检验(或近似t检
验); 多重比较采用LSD法检验, 方差不齐时用Dunnert
法, 以P≤0.05为差异有统计学意义, 应用SPSS13. 0软
件进行统计分析。

2   结果
2.1  精子线粒体活性鉴定

Janus Green B是专一针对线粒体的活细胞染料, 
能跨过细胞膜, 有染色能力带正电的基团结合在负

电性的线粒体内膜上, 内膜上的细胞色素氧化酶使

染料保持氧化状态, 呈蓝色或蓝绿色的网状结构, 而
在胞质内染料被还原成无色, 有活性的线粒体被染

成蓝色或蓝绿色。结果显示: 视野中有大量呈蓝绿色

的网状结构, 提示提取的线粒体有较好的活性(图1)。
2.2  精子活力与线粒体呼吸状态、线粒体蛋白含

量的相关性

随着精子活力的提高, 线粒体状态III、IV呼吸
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图1　Janus Green B活体线粒体染色(200×)
Fig.1　Appraisement by Janus Green B(200×)

耗氧量均不断增大, 不同活力之间状态III呼吸具显著

性差异(P<0.05), 尤其是与(10%~30%)组之间的差异

极显著(P<0.01), 而(31%~60%)与(61%~80%)活力组间

的状态IV呼吸无显著性差异(P>0.05), 但这两组间的

蛋白浓度的差异具有统计学意义(P<0.05)(表1)。
以a+b级活力50%为标准将标本分为活力正常

组(a+b≥50%, 平均活力为66.47±9.143)和弱精子症

组(a+b<50%, 平均活力为31.24±12.28)。比较活力

正常组和弱精子症组之间呼吸控制率(RCR)、磷氧

比(P/O)和氧化磷酸化效率(OPR)的差异, 比较结果

如下: 弱精子症组线粒体RCR与正常组比较, 降低了

17.03%, 具有显著性差异(P<0.05)(图2A);  弱精子症组

P/O与正常组相比, 差异无显著性(P>0.05)(图2B)。正

表1　不同活力精子线粒体氧化呼吸功能变化(means±SEM)

Table 1　Mitochondria respiratory function of different sperm motility(means±SEM)

精子活动力 例数 精子平均活力 线粒体总蛋白 线粒体状态III呼吸耗氧量 线粒体状态Ⅳ呼吸耗氧量 
   浓度(mg/mL) ((nmol·O2)/(min·mg·protein)) ((nmol·O2)/(min·mg·protein))
Motility of sperm n Average motility Mitochondrial protein Mitochondrial state III respiration  Mitochondrial state Ⅳ respiration
  of sperm contents(mg/mL) ((nmol·O2)/(min·mg·protein)) ((nmol·O2)/(min·mg·protein))
10%~30% 8 18.88±3.498 8.143±2.085 19.32±3.066△△▲▲ 6.614±1.045△△▲▲

31%~60% 14 45.31±8.412 7.918±1.722▲ 34.63±10.01**▲ 11.96±3.058**
61%~80% 10 67.53±4.920 9.694±2.310△ 41.73±9.177**△ 13.41±3.286**
与10%~30%组比较, *P<0.05, **P<0.01; 与 30%~60%组比较, △P<0.05, △△P<0.01; 与 60%~80%组比较, ▲P<0.05, ▲▲P<0.01。
*P<0.05, **P<0.01 compared with 10%~30% group; △P<0.05, △△P<0.01 compared with 30%~60% group; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01 compared with 
60%~80% group.

A: 精子活力与线粒体呼吸控制率(RCR)的比较; B: 精子活力与磷氧比(P/O)的比较; C: 精子活力与氧化磷酸化效率(OPR)的比较, *P<0.05, 
**P<0.01。
A: comparison of sperm motility and RCR;  B: comparison of sperm motility and P/O;  C: comparison of sperm motility and OPR, *P<0.05, **P<0.01.

图2　弱精子症组和对照组线粒体呼吸功能的比较

Fig.2　Comparison of mitochondria respiratory function in the asthenospermia and controls

常组的OPR比弱精子症组明显增大(图2C), 其单位

耗氧量增加了40.74%, 经统计分析两者间存在极显

著差异(P<0.01)。

2.3  精子DNA损伤与精子活力、线粒体呼吸状态

的相关性

SCD实验分析精子DNA损伤, 根据光晕与精子
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头部横径的比例, 分为大、中、小和无光晕4个等级, 
大和中光晕表示精子DNA完整无损伤, 小和无光晕

表示精子DNA有一定程度损伤(图3)。小光晕以精

子头直径≤1/4为判断标准, 中光晕精子头直径在

>1/4和≤2/3之间, 大光晕精子头直径>2/3。

1: 大晕轮精子; 2: 中晕轮精子; 3: 小晕轮精子; 4: 无晕轮精子; 1~2: 精子核DNA完整; 3~4: 精子核DNA发生断裂。

1: large-sized dispersion halos; 2: medium-sized dispersion halos; 3: small-sized dispersion halos, 4: none dispersion halos. 1~2: sperm nuclei with in-
tegrity DNA; 3~4: nuclei with DNA fragmentation.

图3　精子染色质扩散实验(200×)
Fig. 3　Sperm chromatin dispersion experiment(200×)

根据SCD实验结果, 分析精子活力、线粒体呼吸

状态与精子DNA损伤程度的相关性, 显示精子DNA
损伤与精子活力、线粒体状态III呼吸、氧化磷酸化

效率(OPR)均呈极显著负相关(P<0.01), 而与蛋白浓度

和呼吸控制率(RCR)均无显著相关性(P>0.05)(表2)。

表2　精子DNA损伤与精子活力、线粒体呼吸状态的相关性分析

Table 2　Sperm DNA fragmentation index(DFI) associated with motility of sperm, mitochondria respiratory function
实验项目 例数 r值 P值  
Item n r value P value

The percents of grade a (a%) 24 - 0.796** 0.000
The percents of grade (a+b)(a+b%) 24 - 0.812** 0.000
Mitochondrial protein contents(mg/mL) 24 - 0.104 0.629
ST Ⅲ  ((nmol·O2)/(min·mg·protein)) 24  0.788** 0.000
RCR 24 - 0.029 0.892
OPR ((nmol·O2)/(min·mg·protein)) 24 - 0.696** 0.000
精子DNA碎片与精子活力和线粒体呼吸功能的相关性, *P<0.05, **P<0.01。
DFI correlation to motility of sperm and mitochondria respiratory function, *P<0.05, **P<0.01.

3   讨论
线粒体是细胞进行有氧氧化的主要细胞器, 细

胞的各项生命活动几乎都是由线粒体氧化磷酸化提

供能量, 而精子的运动需要大量的能量供应, 因此精

子线粒体呼吸链的氧化磷酸化功能对维持精子正

常活力具有至关重要的作用, 若其功能异常可能直

接影响能量的产生与传递, 导致精子运动障碍。近

年来, 人们虽然逐渐发现了精子线粒体基因的缺失、

突变以及表达改变都与精子活力存在一定的联系, 
如Kao等[9-10], Thangaraj等[11]和郁金红等[12]研究发现

线粒体基因的变异、长片段缺失与精子活力低下可

能相关。但是与精子能量来源直接相关的线粒体呼

吸功能和呼吸链的能量代谢与精子活力之间是否具

有一定的相关性呢？迄今为止这方面的研究在国内

还未见报道, 而在国外也很少有相关的报道。

目前, 国内外对线粒体呼吸功能和呼吸链能量
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代谢的研究主要集中在一些高耗氧、能量需求大的

组织器官, 如肝脏组织、脑组织、心肌组织等, 这些

高耗氧组织线粒体能量代谢障碍会引起膜电位下

降, ATP生成大大减少, 影响组织器官的功能[13-14]。

而维持精子正常运动需要大量的能量供给, 因此对

精子线粒体呼吸功能和呼吸链能量代谢的研究就具

有重要的意义。本研究主要创新点就在于将线粒体

氧化磷酸化产生ATP的功能直接与精子活动能力相

联系, 能够从分子生理水平探索精子活力低下的致

病机理, 同时通过检测精子DNA的损伤情况与精子

线粒体的呼吸代谢状态, 为弱精子症的临床诊断提

供依据。我们研究发现精子活力与线粒体呼吸、氧

化磷酸化功能以及精子DNA损伤程度之间有着紧

密的联系。通过测定不同活力精子线粒体状态III和
状态IV呼吸耗氧发现, 随着精子活力的下降其相应

的线粒体状态III呼吸耗氧也逐渐降低, 且在不同活

力精子之间表现为显著性差异(P<0.05)。随后我们

检测弱精子症和正常活力精子线粒体的呼吸控制率

(RCR)和氧化磷酸化效率(OPR)等指标, 结果显示弱

精子症精子线粒体RCR和OPR与正常活力精子比较

均具有显著性差异(P<0.01)。与此同时, 我们通过

SCD实验分析精子DNA损伤程度, 发现精子DNA损

伤与精子活力、线粒体状态III呼吸耗氧、OPR均呈

极显著负相关(P<0.01)。根据我们的实验结果可推

测, 活力差的精子线粒体结构可能不完整, 特别是内

膜系统受到破坏, 质子从膜间隙跑到介质中, 使质子

梯度破坏, ATP合成和电子传递解耦联, 使得线粒体

内ATP生成受到很大的影响, 导致精子能量代谢异

常, 表现为运动障碍。另一方面, 由于线粒体能量代

谢的正常运行需要线粒体与细胞核的信息交流及两

套基因组的协同表达, 因此, 精子DNA损伤程度越

高, 就意味着精子遗传物质受到的破坏越严重, 从而

影响氧化磷酸化过程中起主要作用的蛋白质, 最终

表现为精子能量代谢异常、运动障碍。

同时, 国内外诸多研究发现, 许多能量需求大、

高耗氧的组织器官的线粒体一旦发生了能量代谢障

碍、呼吸功能异常, 就直接会影响到该组织器官的

正常功能。在一般的细胞中如果线粒体呼吸功能

发生异常很容易造成线粒体膜电位下降, 使活性氧

(ROS)生成增加, 产生氧应激, 破坏呼吸链的正常运

转, 导致能量障碍[15-16]。在能量需求较大、线粒体

含量丰富的肝脏细胞中, 如果线粒体RCR越低, 能量

代谢障碍越严重, 肝细胞的功能障碍就越严重, 主要

表现为对脂肪的处理、转运能力大大降低, 同时肝

脏脂肪的沉积也随之增多[17]; 倪海霞[18]用银杏叶提

取物治疗糖尿病心肌异常大鼠, 使其线粒体状态III
呼吸、RCR和OPR增高, 改善了心肌线粒体代谢微

环境后, 大鼠的心肌功能得到了明显的改善。在精

子遗传物质研究方面近几年有大量的研究均表明精

子DNA的损伤是造成男性不育的一个极为重要的

致病因素[19]。而线粒体功能相关的遗传物质研究自

1995年Bourgeron等[20]首次报道了核基因异常导致

线粒体复合体II缺陷引起氧化呼吸链功能障碍以来, 
现已陆续发现精子核基因缺陷、核DNA损伤可引

起严重的线粒体氧化呼吸链功能障碍, 主要包括编

码氧化呼吸链酶复合体亚基的核基因变异和编码氧

化呼吸链酶复合体组装蛋白的核基因变异[21-23]。因

此, 本研究通过探讨精子DNA损伤和精子线粒体呼

吸代谢功能的相关性, 对男性不育的诊断和辅助生

殖的治疗具有一定的理论和临床意义。虽然迄今为

止对精子线粒体呼吸的研究很少有类似报道, 但是

众多的高耗氧组织线粒体呼吸研究的结果、论点和

我们得出的实验结果都支持精子活力与线粒体呼吸

状态、氧化磷酸化功能以及精子DNA损伤存在密切

的联系。精子DNA损伤程度越高, 就意味着核基因

和线粒体基因缺陷、变异越严重, 就越有可能引起

严重的线粒体氧化呼吸链功能障碍。

我们在对精子线粒体呼吸功能和精子DNA损

伤研究的基础上, 将继续通过增加病例数量, 进一步

分析精子线粒体的膜电位变化、ATP生成能力和呼

吸链复合体等功能指标检测其与精子活力的相关

性, 同时对可能引起线粒体氧化呼吸链功能障碍的

基因缺陷进行研究, 探索精子遗传物质的损伤与能

量代谢障碍的相关性, 从而帮助我们逐步了解精子

线粒体在弱精子症男性不育中的作用机理, 对指导

临床诊断、治疗和辅助生殖中胚胎植入前遗传学诊

断(PGD)具有重要意义。
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Analysis of Mitochondria Respiratory Function Associated with Motility of 
Sperm and Nucleus DNA Damage

Zheng Jiujia1,2, Lou Zhefeng1, Zheng Weihong3, Jin Jianyuan2, Ni Wuhua2, Li Ping1, Jin Longjin1*
(1Zhejiang Provincial Key Laboratory for Medical Genetics, School of Life Sciences, School of Laboratory Medicine, Wenzhou Medi-
cal College, Wenzhou 325035,China; 2Reproductive Medicine Center, First Affiliated Hospital, Wenzhou Medical College, Wenzhou 

325001, China; 3School of Life and Environment Science, Wenzhou University, Wenzhou 325027, China)

Abstract      The aim of this study is to investigate the correlationship between mitochondrial respiratory 
function and sperm motility and nuclear DNA damage.  Thirty-four semen samples were collected according to the 
WHO motility criteria. The mitochondria of sperm were extracted by differential centrifugation or density gradient 
centrifugation. Oxygen electrode units were used to measure the respiration rate of sperm mitochondria, and calcu-
late mitochondrial state III respiration(ST III), mitochondrial state IV respiration(ST IV), P/O ratio, respiratory con-
trol rate(RCR) and the rate of oxidative phosphorylation(OPR). Sperm DNA damage was assessed by sperm chro-
matin dispersion(SCD). Our results showed that mitochondrial state III respiration significantly different among 
groups with different motility sperm(P<0.01), the RCR and OPR in asthenospermia(AST) group were significantly 
lower than that of control group, decreased by 17.03%(P<0.05) and 40.74%(P<0.001), respectively. Linear regres-
sion analysis indicated sperm DNA damage negative correlation to motility of sperm, STIII, OPR(r=-0.812, -0.788 
and -0.696, respectively). In conclusion, mitochondria respiratory and oxidative phosphorylation might have close 
correlation with sperm motility; sperm function might be impaired when DNA was damaged.
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