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精浆天门冬氨酸氨基转移酶及其线粒体同工酶检测与

精子膜功能完整性的关系

彭　明，顾向明，梁有娣（广州中医药大学附属中山市中医院检验科，广东中山　５２８４０１）

　　【摘要】　目的　对精浆天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）及其线粒体同工酶（ｍＡＳＴ）的活性进行检测，并分析

ＡＳＴ和ｍＡＳＴ活性与精子膜功能完整性的相关性。方法　１２２例精液标本，分别检测精浆 ＡＳＴ和 ｍＡＳＴ活性，

用低渗肿胀伊红Ｙ结合试验（ＨＯＳＥＹ）检测精子头尾膜完整性，用琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）染色法检测精子线粒体

ＳＤＨ，同时分析ＡＳＴ和ｍＡＳＴ活性与精子膜功能完整性的相关性。结果　精浆 ＡＳＴ与 ｍＡＳＴ的活性分别为

（２３８±１２５）Ｕ／Ｌ和（１４７±７９）Ｕ／Ｌ，两者呈明显正相关性（狉＝０．７４０，犘＝０．０００）。ＡＳＴ和ｍＡＳＴ活性均与（Ⅰ＋Ⅱ

＋Ⅲ）型精子呈明显正相关性（狉＝０．４４３，犘＝０．０１３；狉＝０．６９１，犘＝０．０００）。ＡＳＴ和ｍＡＳＴ活性均与Ⅳ型精子呈明

显负相关性（狉＝－０．４３９，犘＝０．０１３；狉＝－０．６８９，犘＝０．０００）。ＡＳＴ活性与精子ＳＤＨ 阳性率无明显相关性（狉＝

－０．１８７，犘＝０．３１３），而ｍＡＳＴ活性与精子ＳＤＨ阳性率呈明显负相关性（狉＝－０．４７１，犘＝０．００７）。结论　精浆

ＡＳＴ和ｍＡＳＴ活性与精子膜功能完整性具有相关性，而ｍＡＳＴ活性检测更适合评价精子膜受损程度以及精子线

粒体受损状况。
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　　男性不育是生育异常中较为常见的问题，而且病因复杂。

多年来，传统的精液常规分析一直是用于判断男性生育力的最

基本临床指标，但在临床上往往忽略了精子相关功能的检查，

特别是精子膜功能的完整性。已有研究表明，其完整性与精子

新陈代谢、顶体反应、精子获能、精卵融合、受精卵着床及胚胎

植入密切相关［１３］。现时评价精子膜功能完整性的传统方法有

伊红Ｙ染色法（ＥＹ）、水试验法和低渗肿胀法（ＨＯＳ）等，但上

述方法只是通过精子膜的受损来揭示精子膜功能的完整性，未

能同时揭示精子线粒体的受损状况。目前，采用传统方法评价

精子膜功能的完整性已成为部分男科学实验室的常规检测项

目，但采用精浆天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）及其线粒体同工

酶（ｍＡＳＴ）评价精子膜功能完整性的研究报道较少。因此，

作者将试剂盒法所测的精浆ＡＳＴ与ｍＡＳＴ活性，以及两者与

精子膜功能完整性的相关性进行了比较，现报道如下。

·５１５·检验医学与临床２０１３年３月第１０卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．５

 基金项目：广东省中山市科技计划项目资助课题（ＮＯ．２０１０２Ａ０６１）。



１　资料与方法

１．１　研究对象　１２２例精液样本来自本院２０１２年６月男科

门诊患者，年龄２０～４３岁，平均３１岁。

１．２　仪器　ＨＩＴＡＣＨＩ７６００１２０全自动生化分析仪；Ｏｌｙｍｐｕｓ

ＣＸ４１显微镜。

１．３　试剂　柠檬酸钠购于广州化学试剂厂；果糖购于Ｃｈｅｍ

ｂａｓｅ公司；伊红Ｙ、琥珀酸钠购于汕头西陇化工股份有限公司；

硝基四氮唑蓝（ＮＢＴ）、二甲亚砜购于Ｓｉｇｍａ公司；ＡＳＴ速率法

试剂盒购于日本和光公司；ＡＳＴ标准品和质控液购于英国朗

道公司；ｍＡＳＴ免疫抑制法试剂盒、标准品、质控品购于上海

北加生化试剂有限公司。

１．４　精液标本采集与处理　所有研究对象均禁欲２～３ｄ，手

淫法留取精液标本于洁净的玻璃容器中，置３７℃水浴箱内液

化。待精液液化后，一部分精液用低渗肿胀伊红 Ｙ结合试验

（ＨＯＳＥＹ）检测精子头尾膜完整性，用琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）

染色法检测精子线粒体ＳＤＨ；另一部分精液标本置３５００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ分离精浆，检测精浆ＡＳＴ和ｍＡＳＴ活性。

１．５　ＨＯＳＥＹ结合试验　实验方法及试剂配制见文献［４］。

取０．１ｍＬ精液加入１ｍＬ低渗液中，混匀。３７℃水浴３０ｍｉｎ

后，加入０．１ｍＬ伊红低渗液，混匀。２ｍｉｎ后吸取１０μＬ的精

液滴在洁净的载玻片上，再盖上一张２２ｍｍ×２２ｍｍ的盖玻

片，置光镜（×４００）观察每条精子头部着色和尾部肿胀情况，随

机计数２００条精子，计算４种类型精子的百分率。４种精子分

型如下，Ⅰ型：头红染（ＥＹ＋）尾不肿胀（ＨＯＳ－），为头膜尾

膜均损伤的精子。Ⅱ型：头未染色（ＥＹ－）尾不肿胀（ＨＯＳ

－），为头膜完整尾膜损伤的精子。Ⅲ型：头红染（ＥＹ＋）尾肿

胀（ＨＯＳ＋），为头膜损伤尾膜完整的精子。Ⅳ型：头未染色

（ＥＹ－）尾肿胀（ＨＯＳ＋），为头膜尾膜均完整的精子。见

图１。

图１　精子头部着色和尾部肿胀情况观察

１．６　精子线粒体ＳＤＨ检测　ＳＤＨ作用液配制见文献［５］；新

鲜精液标本液化后用生理盐水洗涤３次，用适量生理盐水配成

精子悬液；取已在３７℃预温３０ｍｉｎ的ＳＤＨ作用液４５０μＬ，加

入到５ｍＬ小试管中，然后加入５０μＬ精子悬液，３７℃水浴３

ｈ，再将含有精子悬液的作用液混匀，取５μＬ涂于洁净的载玻

片上，自然晾干后树脂封片，油镜下观察２００个精子中颈部（线

粒体所在部位）有蓝紫色颗粒沉着的精子所占百分率，即为精

子ＳＤＨ阳性率，见图２。

　　精子中段有蓝紫色颗粒沉着为精子ＳＤＨ阳性，精子中段

未着色为ＳＤＨ阴性。

１．７　精浆ＡＳＴ活性的检测　精浆ＡＳＴ活性检测采用速率法

试剂盒，精浆标本在生化分析仪上直接测定ＡＳＴ活性，重复测

定两次，结果取平均值，同时测定质控品。

１．８　精浆ｍＡＳＴ活性的检测　精浆 ｍＡＳＴ活性检测采用

免疫抑制法试剂盒，精浆标本在生化分析仪上直接测定 ｍ

ＡＳＴ活性，重复测定两次，结果取平均值，同时测定质控品。

图２　精子线粒体琥珀酸脱氢酶的观察

１．９　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，实验数据

用狓±狊表示。精浆ＡＳＴ和ｍＡＳＴ与精液参数的相关性均采

用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　精浆 ＡＳＴ与 ｍＡＳＴ活性的相关性比较　１２２例精浆

ＡＳＴ与ｍＡＳＴ的活性分别为（２３８±１２５）Ｕ／Ｌ和（１４７±７９）

Ｕ／Ｌ，两者呈明显正相关性（狉＝０．７４０，犘＝０．０００）。

２．２　精浆ＡＳＴ和ｍＡＳＴ活性与精子膜功能完整性的相关性

分析　１２２例精液中（Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ）型精子比率为（６２．５８±

１５．２１）％，Ⅳ型精子比率为（３７．４５±１５．２２）％，精子ＳＤＨ阳性

率为（５８．８６±１９．３４）％。精浆 ＡＳＴ和 ｍＡＳＴ活性与精子膜

功能完整性的相关性见表１。

表１　精浆ＡＳＴ、ｍＡＳＴ活性与精子膜功能

　　　完整性的相关性（狀＝１２２）

参数
ＡＳＴ活性

狉 犘

ＡｍＡＳＴ活性

狉 犘

（Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ）型精子 ０．４４３ ０．０１３ ０．６９１ ０．０００

Ⅳ型精子 －０．４３９ ０．０１３ －０．６８９ ０．０００

精子ＳＤＨ阳性率 －０．１８７ ０．３１３ －０．４７１ ０．００７

３　讨　　论

精子膜是精子最外面的一层细胞结构，对精子内外环境起

着生理屏障作用，但它易受到外界各种物质的刺激，影响精子

活力和新陈代谢，所以其完整性关系到受精的全过程，其功能

的优劣直接反映精子的功能状况［３］。自Ｊｅｙｅｎｄｒａｎ等建立精

子尾部低渗肿胀试验以来，此方法在评价精子功能方面得到广

泛应用，尤其对评价精子膜功能的完整性具有重要意义。而低

渗肿胀试验、伊红 Ｙ染色法等试验只是通过精子膜的受损来

评价精子膜的完整性，未能反映精子膜的受损程度以及揭示精

子线粒体受损状况。

精子尾部中段的线粒体鞘是细胞呼吸链酶系集中的地方，

当精子线粒体受到损害时，其酶逸入精浆中，使精子呼吸链的

酶系统失调，其能量代谢的氧化磷酸化过程中断，能量来源断
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绝，导致精子运动能力减弱甚至死亡。已有研究表明，精子质

膜的破坏必然伴随着精子内容物的丢失，其中包括酶的渗

漏［６８］。在人类和哺乳动物的精子中存在着 ＡＳＴ及其同工

酶［８］。它具有两种同工酶，一种主要分布于胞质中称胞质

ＡＳＴ（ｃｙｔｏｓｏｌｉｃＡＳＴ，ｃＡＳＴ），一种紧密附着于线粒体上称线

粒体型 ＡＳＴ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＡＳＴ，ｍＡＳＴ）。在精子轻度损伤

时，主要是细胞质内的ｃＡＳＴ透过精子膜释放入精浆，而线粒

体内的ｍＡＳＴ有两层线粒体膜的保护，不易释放入精浆。当

精子坏死、线粒体崩解时，附着在线粒体上的 ｍＡＳＴ大量释

放入精浆，导致精浆中ｍＡＳＴ急剧升高。所以精浆中 ｍＡＳＴ

不仅能反映精子膜的受损，更能反映精子坏死的严重程度。

作者在前期采用速率法试剂盒对精浆ＡＳＴ活性进行了方

法学评价［９１０］，而本实验对精浆 ＡＳＴ和 ｍＡＳＴ活性进行测

定，发现精浆中存在 ＡＳＴ和 ｍＡＳＴ活性，平均活性分别为

（２３８±１２５）Ｕ／Ｌ和（１４７±７９）Ｕ／Ｌ，两者呈明显正相关性（狉＝

０．７４０，犘＝０．０００），反映了精子膜的受损伴随着 ＡＳＴ和 ｍ

ＡＳＴ的渗漏。与 ＨＯＳＥＹ实验结果比较表明：精浆 ＡＳＴ和

ｍＡＳＴ活性均与（Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ）型精子呈明显正相关性，由于

精子头部或（和）尾部受损，精子内ＡＳＴ和ｍＡＳＴ渗漏到精浆

中，说明了精子膜功能不完整性与 ＡＳＴ和 ｍ活性具有相关

性，ＡＳＴ和 ｍＡＳＴ活性越高，（Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ）型精子数量就越

多；而精浆 ＡＳＴ和 ｍＡＳＴ活性均与Ⅳ型精子呈明显负相关

性，进一步说明了精子膜功能完整性与ＡＳＴ和ｍＡＳＴ的相关

性。有研究表明精浆中 ＡＳＴ活性的增加是线粒体受损害所

致［１１］，本实验结果显示精浆 ＡＳＴ活性与精子ＳＤＨ阳性率呈

无明显相关性，而精浆 ｍＡＳＴ活性与精子ＳＤＨ 阳性率呈明

显负相关性，说明了精浆 ｍＡＳＴ活性越高，精子ＳＤＨ阳性率

就越低，精子膜不仅受损，而且它受损严重并累及线粒体受到

损害，反映了精液质量的严重程度。

总之，本实验的结果显示，通过对精浆 ＡＳＴ和 ｍＡＳＴ活

性的检测能反映精子膜功能的完整性，而 ｍＡＳＴ活性检测更

适合评价精子膜受损程度以及精子线粒体受损状况。
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