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    序　一
  


  
    人类精子保持遗传物质稳定、完整传递和繁衍后代的使命。生精细胞的发育、增殖、减数分裂、变态和成熟包含了很多复杂的生理过程，都有着独有的特点和复杂性；精子的周期性发生首先启始於精原干细胞的不对称有丝分裂。其中之一保留干细胞特征，而另一个细胞则进入高速增殖，有序地分化为A型精原细胞，继而B型精原细胞，然后在曲细精管由支持细胞间紧密联接形成的血管屏隙内完成减数分裂和变态过程。相对于其他细胞，精子细胞具有特殊的发生调控机制和功能。有受精能力的精子功能还包含了诸多方面的特殊功能，如运动、获能、趋化、顶体反应等。
  


  
    环境污染、人类生活方式的改变和疾病等因素对人类精子来源和质量检控提出了特殊要求和新的挑战。而在另一方面，随着科学技术的进步，尤其是辅助生殖技术的发展与广泛应用，则对人类应对这些挑战提供了广泛支持。近年来有关研究环境，疾病和社会等因素影响精子质量作用途径和分子机制的科学工作者越来越多，可以预见，在不久的未来，在我国在精原干细胞离体增殖与分化成有功能的精子以及血睾屏隙的发生与调控机制研究中有所突破，加上辅助生殖技术安全性研究的进一步发展和合理应用，一定会为男性不育患者带来福音。
  


  
    在华中科技大学同济医学院熊承良教授的组织下，来自全国多所学校和科研院所的专家于2002年出版了《人类精子学》一书。该书出版后受到了从事精子和男性不育的研究者、医生的欢迎与好评，很快售罄。该书于2004年获得“中国图书奖”也是名至实归。时光荏苒，时至今日，与人类精子研究和临床等方面都有了新的进展。《人类精子学》的修订与再版无疑是因时而作，内容基本包括了这些领域的最新进展，相信会给从事精子和男性不育的研究者及医生带来很大的帮助。
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  中国科学院院士


  2012年10月16日


  
    序　二
  


  
    This book takes a comprehensive approach to understanding the biology of human spermatozoa and semen，as well as to clinical applications of this knowledge.
  


  
    It is estimated that roughly half of the cases of infertility are due to a male factor. The developments of IVF and ICSI have done much to alleviate infertility problems；however，health risks are associated with these procedures.Clinicians need the newest scientifically established information in order to reduce risks to their patients. This book brings together clinically relevant information on sperm function and dysfunction，as well as the use of sperm in ART.
  


  
    Many pregnancies are unplanned.According to the Guttmacher Institute，whose mission is to advance worldwide reproductive health through research，education，and policy analysis，the use of contraceptives improves the health of women and babies. Unfortunately，all current contraceptives have one or more side affects that are undesirable.There is still an urgent need to develop contraceptives that are highly effective，do not produce harmful side effects，are reversible and easy to use，and also reduce risk of contracting sexually transmitted diseases.Greater understanding of the physiology of human spermatozoa and the mechanisms by which spermatozoa reach the site of fertilization and fertilize oocytes would assist scientists and physicians in the development of better contraceptives.Hopefully，this comprehensive book will inspire new ideas.
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  Cornell University


  August 27，2012


  
    前　言
  


  
    十年前和业内同仁一道写了一部《人类精子学》专著，系统介绍了人类精子的功能、解剖、生理、生化、病理、与人类精子有关的实验室检查，以及与之相关临床疾病的诊断与治疗等，赢得了国内外读者的认可。尤其感到欣慰的是第一版《人类精子学》曾先后获得国家科学技术学术著作出版基金的资助，2003年8月获得第十届全国优秀科技图书三等奖，2004年获第十四届中国图书奖，这是同行专家对该书学术价值的一种肯定，同时也是对作者的鞭策与鼓励。光阴荏苒，弹指十年，这十年本领域内无论基础研究还是临床应用都有飞速发展，我们深感有责任和义务重修《人类精子学》一书。
  


  
    先有想法，后有焦虑，在出版界越来越注重实效的今天，能否找到心仪我们的出版社，成为心病，欣喜的是这本《人类精子学》受到了国内医药专业出版界顶尖的出版社——人民卫生出版社的接纳和青睐，这是本书作者的荣幸。
  


  
    几度春秋，冬去春来，有感于国内外21所高等医学院校、科研机构和部分省市医疗机构的近80位专家学者，他们以冬者岁之余，夜者日之余，阴雨者时之余的习作精神，在阅读大量国内外文献的基础上，结合自己的科研成果和临床经验，力求反映近十年来人类精子学的研究成果和新进展，围绕基础、临床、节育、实验室检查和辅助生殖技术等5大主要方面，写出了50章，120余万字的大型参考书。
  


  
    “作文如攻玉然，今日攻去石一层，而玉微见；明日又攻去石一层，而玉更见；再攻不已，石尽而玉全出矣”，作文有如玉匠加工玉石一样去精雕细刻，尽管本书作者皆以作文如攻玉的精神对待《人类精子学》的每一章节、段落和文字，然而人类精子学博大精深，奥妙无穷，难免有不妥之处，恳请广大读者及同道不啬赐教，以便再版时更正。
  


  
    感谢中国科学院刘以训院士和美国SSR（Society for the Study of Reproduction）主席Susan S.Suarez教授（康奈尔大学）在百忙之中评阅和提出建议，并作序推荐本书，这对于我们完成和出版本书是很大的鼓舞。
  


  熊承良　商学军　刘继红


  2012年12月20日
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    第一篇　基础篇
  


  
    第一章　精子的功能解剖学
  


  
    人精子（sperm）形态呈蝌蚪状，全长约60μm，分为头和尾两部分。头部由高度浓缩的细胞核和核前的顶体组成，核内含有遗传物质，为遗传信息的携带者。顶体内含有多种酶，与精子穿越放射冠、透明带和卵细胞膜有关。尾部呈鞭毛状，含有轴丝和线粒体鞘等结构，与精子运动有关。
  


  
    第一节　精子头部
  


  
    人精子头部呈扁卵圆形，长3.7～4.7μm，宽2.5～3.2μm，厚1.0μm。正面观呈卵圆形，侧面观呈梨形，头部的主要结构为细胞核和核前的顶体。在顶体尾部还存在与受精密切相关的顶体后环和核后环。
  


  
    一、细胞核
  


  
    位于精子头部的中央偏后，表面包有核膜，其内为核质，核质主要为高度浓缩的染色质。电镜下核内染色质呈不规则的纤维颗粒状，在浓密的核染色质中，可常见不规则的透亮区，称为核泡（nuclear vacuole），核泡是在染色质浓缩过程中形成的，较大的核泡可能是染色体排列发生畸变引起的，正常精子的顶体区没有大的核泡，并且不超过2个核泡，核泡大小不超过头部的20%，顶体后区部不含任何核泡。核染色质主要由DNA和精核蛋白组成，和体细胞相比，精子的DNA和核蛋白的组成有其独特性。这种差异主要表现在两个方面：①由于精子是单倍体，故DNA量仅是体细胞的一半，同时由于精子除合成少量功能蛋白外，基本上处于休止状态，故其染色质的致密度明显高于体细胞，体积也很小，有利于精子的穿透功能。②体细胞的核蛋白主要是组蛋白，而精子的核蛋白主要是精核蛋白，后者为一种富含精氨酸和半胱氨酸的碱性蛋白。
  


  
    精核蛋白（protamine）是精子细胞中特有的一种低相对分子质量的碱性蛋白质，最早由鱼类精子的头部分离所得，所以又称为精核蛋白，以后发现人类精子的核蛋白也以精核蛋白为主。人精子核内的精核蛋白分为两大类：一类为P1精核蛋白，存在于所有哺乳动物精子核中，人精子核中的称HP1（human protamine 1）；另一类为P2族精核蛋白，由P2、P3和P4组成，P2族精核蛋白只存在于人类及很少几种哺乳动物中（如小鼠、仓鼠等）。人精核蛋白是在精子发生过程中形成的。在精原细胞和精母细胞的核中仍以组蛋白为主，因此在精子形成过程中，核内蛋白质经历了组蛋白被精核蛋白取代的过程。在精子细胞的变形过程中，核内的组蛋白首先转换成两种过渡蛋白，称TP1和TP2（transition protein，TP），接着精子细胞新合成的TP3和S12取代了TP1和TP2，形成成熟精子内的精核蛋白。研究发现HP1由50个氨基酸残基组成，哺乳动物的P1结构均相同，整个P1含有3个结构区域：①从N末端开始的顺序为丙、精、酪、精、胱，为一高度保守区；②中央区域含有4个精氨酸丛，也为高度保守区；③C末端为高度可变区，此外P1的第8、10和12位为丝氨酸和苏氨酸。P2除含有丰富的精氨酸外，还有许多组氨酸残基。人精子中已发现有P2a和P2b两种变异体，P2a 为57个氨基酸，P2b为54个氨基酸，N末端比P2a少3个氨基酸，其余的氨基酸序列相同。P2a有可能是P2b的前体分子。在细胞核内，精核蛋白主要和DNA结合，关于结合方式，有二种假设：一种认为精核蛋白分子位于DNA双螺旋的大沟内，蛋白分子中央区的精氨酸丛能与DNA分子上的磷酸基相互作用，而蛋白分子的N端和C端则充填在DNA双螺旋的小沟内，与邻近的DNA或精核蛋白发生作用；另一种假设是，精核蛋白分子位于DNA螺旋的小沟内，暴露部分则镶嵌在邻近DNA螺旋的大沟内，蛋白质N端和C端的一个精氨酸，可与邻近DNA螺旋大沟内的基团形成氢键，同时蛋白分子上的半胱氨酸可形成分子间的二硫键，使平行排列的染色质丝更趋于稳定。与组蛋白相比，精核蛋白与DNA的这种结合方式更为紧密。电镜观察，未染色的标本，精核蛋白区的密度高于组蛋白，但用重金属离子（如铀）染色后，则结果相反。这是由于组蛋白区内，核DNA上的负电荷与离子结合，使电子密度加大，而在精核蛋白区由于DNA的负电荷被中和了，无法与金属离子结合，故电子密度低。精核蛋白的主要作用是通过精氨酸上的正电荷与DNA的负电荷相吸引，加上半胱氨酸间的二硫键，使核染色质高度浓缩，即缩小了精子头的体积，有利于精子穿入卵细胞，又抑制了染色质的转录活性，使精子的核物质更趋于稳定，核物质密度的增加也保护了核内遗传物质免受外界因素的影响。精核内精核蛋白量的多少也成为衡量精子成熟程度的一个指标。已经发现，精子核蛋白的缺乏与不育相关，而少精子症患者有精核蛋白含量的下降，亦已证明抗精核蛋白抗体可以抑制精子与卵的结合，证明了精核蛋白与精子受精能力的关系。此外，精核蛋白亦与胚胎发育有关，精核蛋白的转化障碍，可能引起胚胎发育异常。
  


  
    核的表面为核膜，为类脂双层结构。精子的核膜较体细胞的核膜薄，厚7～10nm，大部分核膜无核孔，但在核后环处，精子变态过程中，核染色质浓缩，核体积缩小，多余的核膜形成一下垂的皱褶，一直延伸到颈段，此处的核膜较厚，同体细胞的核膜一样厚40～60nm，膜上有孔。核膜的内表面有一层蛋白质形成的网，称核板（nuclear lamina），主要由3种层粘连蛋白（laminin）A、B、C组成，起支撑核膜的作用，并可固定染色质。
  


  
    二、顶体
  


  
    顶体（acrosome）为覆盖于精子细胞核前2/3的扁囊状结构，光镜下，精子未染色时较透亮，用瑞-吉染液为9∶1的混合液进行染色，可观察顶体形态，正常精子顶体面积约占头部面积的40%～70%；电镜下，顶体由顶体外膜、顶体内膜和顶体腔三部分组成。顶体外膜与细胞膜之间有薄层的细胞质，顶体内膜与核膜间也有一间隙，称顶体下间隙。内、外膜在顶体后缘相互延续。顶体反应时，顶体外膜具有与细胞膜融合的功能，使得顶体酶释放，同时，顶体内膜暴露出来，位于顶体内膜上的特异分子参与精子和透明带的二次识别。顶体腔内容物呈均质状，含多种与受精有关的化学物质。
  


  
    顶体又可分为顶体前区和赤道部两部分，前者位于精子的前部，构成顶体的大部分，后者较短，位于头部较宽处。
  


  
    顶体是一个特化的溶酶体，其内含有多种与受精相关的水解酶，如顶体蛋白酶（顶体素）、透明质酸酶、乙酰氨基葡萄糖苷酶、酸性磷酸酶、芳基硫酸酯酶A、胶原酶样多肽酶、磷脂酶、放射冠穿透酶等，总称为顶体酶系，其中顶体蛋白酶和透明质酸酶尤为重要。
  


  
    顶体蛋白酶又称为顶体素（acrosin），是一种丝氨酸蛋白溶解酶（serine proteinase，SP），主要位于精子头部的顶体基质或顶体内膜上，本质为糖蛋白，用去垢剂（detergent）、超声处理和低pH值等方法提取，并用凝胶过滤、离子交换层析、等电聚焦、亲和层析和电泳等技术，可获得纯顶体素。但不同物种和用不同方法分离所得到的顶体素，相对分子质量差异较大。人的顶体素相对分子质量为30 000～70 000。Klemn报道，顶体素分子由酶原区（zymogen domain，ZD）、催化区（catalytic domain，CD）和尾区（tail domain，TD）三部分组成，ZD 和CD区的氨基酸顺序无种属差异，但TD有种属差异且在受精过程中起重要作用。顶体素的合成是随着顶体的形成而进行的，在单倍体的精子细胞阶段就开始出现丰富的前顶体素（proacrosin，PA）mRNA，但直到获能前，85%～90%的顶体素仍以酶原形式存在，这对于防止精子的自溶极其重要。多种因素可导致顶体素的活化，特别是pH的变化，在环境pH为5.0时，PA和顶体素均较稳定，但在获能和顶体反应时，顶体内的pH升高，当pH达到8.0～8.5时，PA即自动活化，降解为相对分子质量较小的α、β和γ三种有活性的顶体素。活化的顶体素一方面可通过透明带上的顶体素受体溶解卵细胞表面的透明带，另一方面又可激活更多的PA活化为顶体素。此外，白蛋白和卵泡液也可激活顶体素。顶体素的作用是溶解透明带中的蛋白质，使精子得以穿过透明带，同时还可能与精卵的识别有关，顶体素的活性与精子的顶体反应也密切相关，顶体反应时，顶体素原释放，并转化为顶体素，反过来，顶体素又进一步促进顶体反应。顶体内容物中还含有前顶体素结合蛋白，在碱性环境中能激活顶体素。已发现顶体素活性降低或消失可导致受精能力丧失。体外给予一些蛋白酶抑制剂或给予抗顶体素抗体可抑制精子穿过透明带，从而为寻找对精子顶体特异抑制的避孕药打下了理论和实验基础。
  


  
    顶体透明质酸酶为透明质酸酶的同工酶，存在于顶体基质中。在酸性环境中（pH 5.0）活性最高，pH高于7时，则失去活性。顶体反应时，该酶释放出来，分解卵丘细胞之间的透明质酸，使卵丘细胞消散，精子得以穿过放射冠。抗透明质酸酶的抗体和透明质酸酶抑制剂可抑制精子的受精能力。
  


  
    顶体酶发生作用的前提之一是精子发生获能和顶体反应，获能是精子表面的去能因子丢失过程，获能后，精子进一步发生顶体反应，表现为顶体外膜与细胞膜发生间断性融合，融合后的细胞膜和顶体外膜形成囊状小泡，最终囊状小泡消失，顶体内膜暴露。此间，顶体内各种酶释放或暴露出来，并转化为活性形式，发挥各自的作用。因此通过抑制获能和顶体反应，阻止顶体酶的释放也可抑制受精。
  


  
    顶体内容物中还含有识别透明带的蛋白，SP56位于精子胞膜上，也存在于顶体内，参与精子与透明带的识别。NPTX2、Zonadhesin、SP10等也是位于顶体内的蛋白，参与精子的受精过程。
  


  
    三、顶体后环和核后环
  


  
    顶体尾侧处细胞质局部浓缩，特化成一薄层环状增厚的致密带，紧贴于细胞膜下，称为顶体后环（postacrosomal ring）。受精时，覆盖于此处的细胞膜首先与卵膜融合，因此此处为精卵识别部位，顶体后环的缺乏可导致不育。在顶体后环的尾侧，细胞膜与核膜紧贴，形成一环状线，称核后环（postnuclear ring）。核后环尾侧，细胞膜又和核膜分离，多余的核膜在此形成下垂的皱褶。在核的后极，有一浅窝，称植入窝，与尾部颈段起始端嵌合，加强头与尾的连接。
  


  
    精子头部特别是顶体的形态与精子的受精能力密切相关，已发现缺乏顶体的圆头精子无受精能力，透明带与精子的结合也对精子形态有很大的选择性。顶体前区较大、两侧对称性好和颈部没有畸形的精子容易与透明带结合（图1-1）。
  


  
    [image: ]

    
      图1-1　人精子超微结构模式图
    

  


  
    第二节　精子尾部
  


  
    精子尾部又称鞭毛（flagellum），长约55μm，从头至尾可分为颈段、中段、主段和末段4个节段。
  


  
    一、颈段
  


  
    为精子头和尾的连接部位，故又称连接段（connecting piece），由前端的小头（capitulum）、后端的节柱（segmented column）和中央的中心粒组成（图1-1）。小头由致密纤维样结构组成，与核后端的植入窝相接触，两者间存有狭窄的间隙，其内含有细丝连于两侧的小头和核膜，起连接作用，如用胰酶消化细丝，则头、尾于此处断裂开来。节柱为小头向后延伸形成，首先形成2根较大的和5根较小的节柱，自前向后与尾部的长轴平行排列，此处的节柱呈节段状，每根节柱由9～10个节段相连组成，节柱的前端包围着近端中心粒，末端与中段的外周致密纤维相连。近端中心粒由9组双联微管组成，中心粒是节柱和轴丝形成的组织中心，精子尾部的微管由此长出延伸，并由此带动了精子的拉长。
  


  
    二、中段
  


  
    位于颈段和主段之间，长5～7μm，由内到外，主要由轴丝、外周致密纤维、线粒体鞘和细胞膜组成（图1-1）。
  


  
    1.轴丝（axoneme）
  


  
    前端连于颈段，后部向尾部延伸，贯穿于精子尾部的全部，和纤毛的结构一样，轴丝由周边的9对双联微管和中央两根单独的微管组成，每对双联微管分为A亚微管和B亚微管，其中A亚微管管型完整，离中轴较近，B亚微管呈“C”字形，以其开口的两端附着于A亚微管。每根亚微管均由螺旋形排列的原丝组成，A亚微管有13根原丝，B亚微管有10～11根原丝围在A管一侧，另有3根原丝与A管合用。中央2根单独的微管管型完整，外包有中央鞘，根据双联微管的部位，将9组微管编为1～9号，编号原则为在横断面上，通过两个中央微管连线的中点作一垂直线，与此相交的一个双联微管为1号微管，然后按顺时针方向将其余8对双联微管分别命名为2～9号。每个A亚微管向下一个B亚微管伸出两个短臂，称为动力蛋白臂，分为内侧动力蛋白臂（Inner dynein arm，IDA）和外侧动力蛋白臂（Out dynein arm，ODA），主要由动力蛋白组成。ODA与精子运动密切相关，用0.5mol/L的NaCl处理精子鞭毛，则精子的拍节频率降低了一半，ODA由多个多肽链组成，在人精子有两条重链（HC），每条450 000～530 000，2～3条中等大小链（IC），每条64 000～142 000，4～10条轻链（LC），每条8 000～30 000，ODA对维持精子鞭毛的运动方式并不重要，但影响到精子鞭毛拍击的力量和频率，研究认为，LC与精子运动密切相关，而IC和HC的功能并不清楚，用IC1的单克隆抗体作用后，精子的运动能力受到抑制，说明了IC的可能功能，IC69和IC78连在一起，与四条LC共同组成动力蛋白臂的基部，IC和LC形成的复合体可能与动力蛋白臂与下一微管的结合有关。IDA沿着轴丝由头到尾，IDA又分为三类，大约每96nm的距离为一种IDA，称为I1、I2和I3，I1由两个动力蛋白HC和两个IC（140 000和110 000）组成，研究表明，缺少IDA I1和I2时，精子仍能运动，说明IDA并不是精子运动必需的，但基因突变研究发现，ODA决定精子鞭毛摆动的速率，而IDA则能调节鞭毛摆动的节律。相邻的双联微管间有连接丝相连，长约20nm，自A亚微管的内、外支臂之间伸向B亚微管，连接丝的作用可能是控制动力蛋白与下一微管之间的间隙大小。
  


  
    中央鞘向周围双联微管中的A亚微管发出丝状的结构，称放射辐，长80～100nm，将中央微管和双联微管连接起来（图1-2），放射辐呈杆状，一端连于A亚微管，另一端呈球状，称辐射丝头，指向中央微管。衣藻的放射辐杆部由17种蛋白质组成，其中杆部有12种，头部有5种，杆部和头部蛋白具有磷酸化。
  


  
    微管的化学组成为蛋白质，主要的蛋白成分有：①微管蛋白（tubulin），相对分子质量为110 000，20℃时的沉降系数是4.8s，每个微管蛋白分子又由α-微管蛋白和β-微管蛋白两个亚单位组成，相对分子质量分别为55 000和60 000，是含谷氨酸和门冬氨酸较多的球形酸性蛋白。α-微管蛋白含450个氨基酸，β-微管蛋白含有445个氨基酸，二者间只有少数氨基酸残基不同。每个微管蛋白分子实际上是由2个亚基所组成的异二聚体，许多微管蛋白分子彼此首尾相接形成微管蛋白原丝，再由13条原丝排列组合成圆筒状的微管。中央微管和双联微管的微管蛋白略有不同，中央微管上有GTP的结合位点，而双联微管上则结合有ATP酶，微管蛋白与精子运动密切相关，抗微管蛋白抗体可抑制精子的运动能力。②ATP酶，又称动力蛋白（dynein），为双联微管支臂的主要成分，相对分子质量约500 000，为Mg2+依赖的ATP酶，酶活性占鞭毛ATP酶总活性的50%，其余的酶活性在放射辐的头部。动力蛋白的作用是分解ATP，每个动力蛋白分子每秒钟可分解11～35个ATP分子，精子鞭毛在一次摆动中能水解一个ATP分子，使化学能转变为机械力，使精子能够运动。体外ATP酶抑制剂可抑制精子的运动能力。③驱动蛋白（kinesin），相对分子质量约为600 000，由三个亚单位组成，可能参与微管的相互移动。④连接蛋白，又称为尼克辛蛋白（nexin），位于二联体之间的连接丝上，相对分子质量为150 000～165 000，起稳定轴丝、使其保持为一个整体的作用。
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      图1-2　人精子去细胞膜轴丝横断面模式图
    

  


  
    关于精子尾部能够摆动的机制，一般都接受“滑动微管模型”假设，鞭毛的运动不是微管收缩的结果，而是两个双联微管的A管和B管间可相互滑动，这主要是放射辐和中央鞘之间连接和脱离连续往返进行的结果，二联体臂上的ATP酶能水解ATP，产生能量，供鞭毛运动所需。微管结构异常，如周围微管或动力臂缺乏均可导致精子运动功能丧失，如纤毛不动综合征就是由动力臂缺失引起精子不能游动，同时体内的纤毛也不能摆动，使得在不育的同时伴有呼吸道疾病。
  


  
    2.外周致密纤维（outer dense fiber）
  


  
    围绕轴丝，由9根纵行的柱状结构组成，编为1～9号，分别与相同编号的双联微管靠近。外周致密纤维头端与颈段的节柱相连，尾段伸达主段长度的60%处。每根外周致密纤维的内侧与双联微管相邻，故将纤维给予与相邻双联微管相同的编号。不同部位的外周致密纤维粗细不一，起始段较粗，以后逐渐变细，1、5、6号纤维较其他的粗，横断面上，纤维呈梨形，底部朝外。致密纤维由蛋白质组成，半胱氨酸含量较高，蛋白质内含有大量的二硫键，因此较为稳定，外周致密纤维的作用主要是作为精子尾部的骨架，同时与精子尾部的弹性回缩有关。由于在精子鞭毛近端外周致密纤维较粗，鞭毛甩动时的弯曲振幅较小，随着外周致密纤维逐渐变细，局部抗弯力降低，弯曲振幅也相应增大。因此外周致密纤维的异常可导致精子运动方式的改变，如原地打转。人外周致密纤维是多基因的产物，其中一个基因编码蛋白为27 453 000（241个氨基酸），含二个外显子和一个内含子，定位于8号染色体上，基因突变可导致致密纤维排列异常。
  


  
    3.线粒体鞘（mitochondrial sheath）
  


  
    包绕外周致密纤维，由线粒体呈螺旋形包绕形成。人精子线粒体鞘有10～12圈，每个人精子约含75个线粒体，线粒体为椭圆形的细胞器，直径为0.5～1.0μm，每一线粒体由外膜、内膜及基质3部分组成。内膜又向内折叠形成平行排列的膜片状嵴。线粒体的主要功能是产生能量，在线粒体的内膜及基质中含有多个参与三羧酸循环的关键酶及能量转换的耦联磷酸化装置，为精子运动提供ATP。此外，线粒体还含有丰富的脂肪和磷脂，可维持膜的稳定性，需要时还可作为能量来源。线粒体数量减少或呼吸酶链缺陷均可导致精子活力下降。
  


  
    4.终环（terminal ring）
  


  
    在中段线粒体鞘最后一圈的尾侧，细胞膜反折特化，形成一层致密的板状结构，称终环。细胞膜附着于此环上，可防止线粒体在精子运动时向尾端移位。
  


  
    三、主段
  


  
    为精子尾部最长的一部分，长约45μm，组成精子尾部的主要部分。和中段相比，主段的轴心仍为轴丝，但外周致密纤维仅达头侧的60%。此外，主段无线粒体鞘，但在外周致密纤维的周围包有纤维鞘。
  


  
    纤维鞘（fibrous sheath）由背侧纵柱、腹侧纵柱和环形肋柱组成，背侧和腹侧纵柱与精子长轴平行，分别起始于轴丝的第3和第8对双联微管的外侧。在主段的头侧，附着于第3和第8根外周致密纤维，在尾侧外周致密纤维消失后，两纵柱的内侧各发出纵行的嵴状突起，与相对应的双联微管相连。由于有9对双联微管，因此在横断面上纵柱将主段分成不对称的两部分，一部分含4根外周致密纤维（4，5，6，7），另一部分含3根（1，2，9）。肋柱是由紧密排列的环形细丝组成，两端变宽，与纵柱相连，肋柱之间的间隙较小，且相邻肋柱发出分支相连。纤维鞘的功能是调整精子尾部摆动的平面，由于3号和8号双联微管与背侧和腹侧纵柱相连，限制了微管的滑行运动，只有其余7对双联微管可以滑行，同时由于纵柱的存在使得精子尾部的弯曲只能发生在与背、腹轴相垂直的平面上，也就是在与中央微管连线相垂直的平面上。此外，纤维鞘上还含有三磷酸甘油脱氢酶，为糖酵解酶，提示纤维鞘还与精子的能量产生有关。
  


  
    四、末段
  


  
    为精子尾部的最后一段，起始部有少量纤维鞘，随着末段的变细，纤维鞘消失，仅剩中央的轴丝和外周的细胞膜，末端轴丝的双联微管可相互分离。
  


  
    第三节　精子膜结构
  


  
    和其他体细胞一样，精子膜主要由类脂双层组成，其中镶嵌有蛋白质和多糖，但在这些有机物质的类型、含量和分布上，精子膜与体细胞有着明显的区别，而且，在精子功能的不同阶段，如精子获能和发生顶体反应时，细胞膜成分会发生较大的变化，体现了精子的特异功能。
  


  
    一、精子膜的基本结构
  


  
    精子膜和其他细胞的细胞膜一样，主要由类脂双层组成，脂质双层的亲水端向外，疏水端向内，脂质双层中镶嵌有蛋白质。精子膜的脂质主要是磷脂，一般认为磷脂在把信息从精子外传入精子内的过程中发挥重要作用。
  


  
    在脂质双层的外面有一层细胞外衣，由糖脂、糖蛋白基团和从细胞膜表面伸出的寡糖链组成，细胞外衣上的蛋白常作为受体在精卵识别等过程中发挥重要作用。脂质双层的内面有微管和微丝组成的纤维系统，对于维持精子的正常形态具有重要作用。
  


  
    在精子表面不同部位的细胞膜可有不同的特征，细胞膜总体上比较光滑，但近顶体前端部位的细胞膜比较粗糙，顶体区表面有凹陷，膜上有一些小的颗粒。
  


  
    二、精子膜的脂质成分
  


  
    1.人精子胞膜的脂质组成
  


  
    人精子胞膜的磷脂种类、组成与体细胞基本一致，磷脂约占70%，其余为中性脂质（25%）和糖脂（5%）。
  


  
    磷脂又分为磷酸甘油酯（phosphoglycerolipids）和鞘磷脂（sphingomyelin，SM），磷酸甘油酯主要为胆碱磷酸甘油酯（phosphocholine glycerides，PC）和磷酸氨基乙醇甘油酯（phosphoethanolamine glycerides，PE），前者占50%，后者占12.5%，在精子获能的过程中，PE的甲基化可导致PC水平升高。
  


  
    中性脂质主要是胆固醇，在不同个体，甚至同一个体不同时间射出的精子，胞膜上的胆固醇含量也会有很大的差异，在精子获能过程中，胆固醇逐渐减少，最终消失，因此胆固醇含量高低可能与精子获能的所需时间有关。
  


  
    精子胞膜上的糖脂几乎全以甘露糖脂的形式存在。射精后的精子甘露聚糖被芳基硫酸酯酶类脱硫，甘露糖脂及其脱硫产物均参与受精过程。
  


  
    2.精子胞膜的脂质分布特点
  


  
    精子胞膜根据结构和功能的不同可分为不同区域，各个不同部分在受精过程中发挥着不同的作用。精子各部分的胞膜并非延续的，精子的头部、中段和尾部胞膜分别被跨膜蛋白构成的后环和终环分隔开。精子头胞膜分为两部分，即顶体胞膜（acrosomal plasma membrane，APM）和顶体后胞膜（post acrosomal plasma membrane，PAPM），在APM处有富含胆固醇和鞘磷脂的微域，称为脂筏（lipid rafts），脂筏是细胞膜上的一种特别的微域，其鞘脂所含的多饱和脂酰长链呈高度有序排列，在其间又紧密填充着大量胆固醇，形成质地致密的富集胆固醇的小斑块结构，导致周围膜介质的流动性增强，常处于浮动状的精子膜脂筏使精子的膜结构具可变性，在精子获能、透明带结合反应、顶体反应中均发挥重要作用。精子的尾部胞膜结构也很特别，相对于中段和其他部分，终环和尾部胞膜的胆固醇极低。
  


  
    3.精子胞膜的脂质功能
  


  
    精子胞膜上的脂质成分在精子的获能、顶体反应和精-卵融合等方面发挥着重要作用。精子胞膜上胆固醇在受精过程中发生着量的变化，受精过程中只有在胞膜胆固醇含量较低时，特异信号途径才可被激活，在体内精子获能的速度与其前期胆固醇外流的速度有关。精子膜脂筏内富含胆固醇，其头部中的胆固醇含量最高。胆固醇外流可导致脂筏的大小、糖蛋白含量及在细胞内的分布发生改变，也使其稳定性下降。当胆固醇含量下降到一定程度时，脂筏的稳定性降低，发生迁移并聚集到精子头部前端，同时，脂筏本身具有募集特异信号分子的作用，导致蛋白组成的改变，使其在特定部位释放信号分子并激活相应信号通路，促进精子获能和顶体反应发生。胆固醇的外流受到多种因素的影响，培养液中加入白蛋白可以促进胆固醇外流，其机制可能是吸附在白蛋白上的胆固醇转运蛋白的作用。碳酸氢盐也具有这一作用。
  


  
    精子胞膜脂质的代谢也与受精过程密切相关。磷脂酶可以将磷脂水解为神经酰胺、甘油二酯、烷基酰基甘油、磷脂酸以及溶血卵磷脂和游离脂肪酸等。这些磷脂代谢产物具有多种功能，如作为细胞内信号分子，通过磷酸化激活蛋白酶触发顶体的胞吐功能，也可诱导膜的融合，促进精卵结合等。
  


  
    三、精子膜的蛋白成分
  


  
    1.精子膜蛋白的存在形式
  


  
    在精子胞膜上含有大量的蛋白质，根据部位，可分为外在膜蛋白和内在膜蛋白。外在膜蛋白分布在膜的内外表面，为水溶性蛋白，通过离子键、氢键与膜脂分子的极性头部相结合，或通过与内在蛋白的相互作用，间接与膜结合。分布在外表面的外在膜蛋白在抑制获能、识别透明带和精-卵识别方面发挥重要作用。内在膜蛋白可不同程度地嵌入类脂双层分子中，有的贯穿整个脂质双层，两端暴露于膜的内外表面，这种类型的膜蛋白称跨膜蛋白，其中有的一端嵌入膜内，另一端暴露在膜外，露出膜外的部分含较多的极性氨基酸，属亲水性，嵌入脂质双层内部的膜蛋白由一些非极性氨基酸组成，与脂质分子的疏水尾部相互结合。内在膜蛋白常形成离子通道，在精子运动和顶体反应中发挥重要作用，暴露在膜外的氨基酸也可与糖链结合，参与精-卵识别等受精过程。
  


  
    2.精子膜蛋白的来源
  


  
    精子膜蛋白可分为精子固有蛋白（即精子自身表达的蛋白）和吸附蛋白（即精浆抗原吸附至精子膜上，这些抗原主要来自前列腺、精囊腺和附睾）。精子蛋白中主要为固有蛋白，且常为膜内蛋白，参与精子的多种功能。吸附蛋白主要为外在蛋白，易于脱落，与精子的去能或获能密切相关。虽然精子形成后，蛋白质合成基本停止，但在受精过程中膜上的蛋白仍可发生变化，包括蛋白质修饰、蛋白质重分布，或从精浆中及女性生殖道中吸附蛋白。
  


  
    3.精子胞膜的蛋白质分布特点
  


  
    胞膜蛋白在精子不同部位的含量、类型和功能均有不同，位于精子头部顶体的膜蛋白大多与顶体反应密切相关，位于精子中段和主段的膜蛋白大多影响精子活力和活率，而位于精子赤道部的蛋白则参与精-卵结合。
  


  
    4.精子膜蛋白的功能
  


  
    精子膜蛋白在受精过程中发挥重要的作用，包括：
  


  
    （1）在获能中的作用：
  


  
    精浆中含有附睾、前列腺和精囊腺分泌的一些蛋白质，这些蛋白接触精子后可吸附在精子的表面，成为精子胞膜的吸附蛋白，起到稳定细胞膜、抑制顶体反应的作用，故将这些物质称为去能因子，获能就是去除去能因子的过程。获能过程中，很多蛋白质发生了酪氨酸磷酸化，并认为是获能必须的。此外，多种离子通道蛋白也发挥了重要作用，特别是钙通道蛋白、Na+/[image: ]交换蛋白尤为重要。
  


  
    （2）在顶体反应中的作用：
  


  
    精子的顶体反应是一个复杂的过程，多种精子膜蛋白参与了这一事件。首先，精子特异性的识别卵细胞周围的透明带，为第一次精子识别，精子膜上的SP-56蛋白和β-1，4-半乳糖转移酶等蛋白能特异性的识别ZP，识别后，胞膜上的钙通道蛋白发生改变，钙离子内流，促进顶体外膜和细胞膜的融合，顶体反应发生。此后，细胞膜和顶体外膜消失，顶体内膜暴露，位于内膜上的PH-20、SP-38和顶体素等蛋白发挥第二次识别透明带的作用，使精子固定在透明带上，有利于精子释放的顶体酶溶解透明带和穿过透明带。孕酮受体也参与顶体反应的过程。
  


  
    （3）在精-卵融合中的作用：
  


  
    在精子发生顶体反应的过程中，细胞膜蛋白发生了重要变化，由于胞膜流动性的增加，部分膜蛋白转移到精-卵识别和融合的部位，重要的识别位点也暴露出来，当精子穿过透明带后，膜上的蛋白首先与卵膜上的位点特异识别，接着发生精子和卵细胞膜的融合，其中PH-30和受精素等蛋白起了重要作用。此外，甘露糖配基受体和FA-1等也在精-卵融合中发挥作用。
  


  
    （4）在精子运动中的作用：
  


  
    精子胞膜上的离子通道蛋白（如钙通道蛋白）的开放与否直接影响精子的运动能力，细胞膜上的孕激素受体和雌激素受体也参与精子的运动。在获能和顶体反应过程中，孕激素可与精子膜上的受体结合，钙离子通道和氯离子通道打开，促进钙离子内流和氯离子的外流，精子出现超激活运动。此外，精子胞膜上的胰岛素样因子-1受体、血小板活化因子受体和钙结合蛋白等也与精子的运动密切相关。
  


  
    四、精子膜的离子通道
  


  
    人精子的成熟、运动、获能和精-卵结合是一个复杂的过程，很多因素影响到这些功能，其中多种离子起到重要作用，如Na+、K+、Ca2+、Cl-等，这些离子又大多通过精子细胞膜上的离子通道发挥作用。
  


  
    1.Ca2+通道
  


  
    在影响精子功能的离子中，Ca2+最引人注目。许多顶体反应的激发因子也均能使Ca2+内流增加，继而触发一系列后续过程。研究表明Ca2+通道主要位于精子头部的细胞膜上，由于Ca2+通道对不同的通道阻滞剂有不同的敏感性及通道有不同的开放特点，因此推测精子细胞膜上有不同的Ca2+通道存在，一种为电压依赖性Ca2+通道，用电压依赖Ca2+通道阻滞剂可抑制精子顶体反应时的胞吐作用，体外实验表明，该类阻断剂Nifedipine对精子成熟、获能和受精作用均有抑制作用。Lievano等人用反转录酶-聚合酶链反应技术研究了电压依赖性Ca2+通道几个亚基因α1A、α1B、α1C、α1D和α1E在成熟小鼠睾丸和生精细胞中的表达，结果显示，5种基因在睾丸中均有表达，而在生精细胞中仅有少量α1E和α1A表达。
  


  
    另一种为孕酮控制的Ca2+通道，孕酮可以诱导体外精子的顶体反应，和其他类固醇激素不同的是孕酮并不是通过促进细胞内Ca2+的代谢，而是通过激起Ca2+内流，导致细胞内的Ca2+浓度增加，因此，精子膜上存在的孕酮受体和Ca2+通道可能是同一个蛋白分子的复合体。
  


  
    此外，精子膜上还可能存在着环化核苷门控制的阳离子选择性通道，在以cGMP为激动剂时，该通道在电生理实验结果上表现出对Ca2+有更好的选择通透性。
  


  
    2.单价阳离子通道
  


  
    虽然单价阳离子（Na+、K+和H+等）通道的研究远不如对Ca2+通道那么多，但已有研究证明，Na+和K+浓度的改变会影响到精子的成熟，在顶体反应时，Ca2+通道的开放是由精子细胞膜去极化或者由精子细胞内pH升高引起的，而这些过程可能与Na+、K+和H+的跨膜交换有关。Cox研究发现，精子细胞膜对单价离子的通透选择性依次为K+＞Na+＞Cs+＞Cl-，通道开放无明显的电压选择性，Kupitz发现精子膜上可能存在一种ATP激活Na+通道参与精卵结合的生理过程。
  


  
    3.阴离子通道
  


  
    Cl-通道广泛存在于细胞膜和细胞器膜，参与细胞多种功能的调节，Cl-通道与精子功能的关系也逐渐引起重视，在透明带和孕酮诱导的顶体反应中，Cl-是必需的，孕酮诱发人精子顶体反应时，伴有Cl-的快速外流，在溶液中无Cl-或使用Cl-通道阻断剂时，均可阻断精子的顶体反应，进一步研究发现，精子膜上存在两类氨基酸受体/Cl-通道，介导孕酮诱发顶体反应的是γ-氨基丁酸受体（GABAAR）/Cl-通道，介导ZP诱发顶体反应的是甘氨酸受体（GlyR）/Cl-通道。
  


  
    （1）GABAA受体/Cl-离子通道：
  


  
    用H3标记的GABA进行结合试验，发现精子膜与GABAA有特异性的结合，显示GABAA受体的特性，对孕酮及其多种同系物诱发顶体反应的研究表明，人的获能精子与GABAA受体阻断剂孵育后，孕酮诱发顶体反应的比例明显下降，GABAA在人精子膜上的存在，暗示该通道蛋白和精子膜上的孕酮受体可能是同一个复合体。间接荧光法还观察到，小牛大脑皮层GABAA受体α-亚单位的单抗与人精子产生免疫反应的荧光带，主要出现在靠近顶体附近的窄的赤道板区域，用同一种抗体进行免疫印迹试验，得到相对分子质量分别为50 000和75 000的两个主要反应带，前者与在其他细胞报告的GABAA受体的α-亚单位的相对分子质量接近。
  


  
    （2）Gly受体/Cl-通道：
  


  
    在研究孕酮和ZP诱导的顶体反应时就已观察到，GABAA受体拮抗剂荷包牡丹碱可阻止孕酮和GABAA诱导的顶体反应，提示精子膜上还有另一种受体/Cl-通道存在，它介导ZP诱导的顶体反应，以后证明GlyR/Cl-通道阻断剂士的宁可抑制ZP引起的顶体反应，证明了这一作用，利用大鼠脊髓甘氨酸受体α-亚基和β-亚基的单克隆抗体对猪精子进行免疫荧光和免疫印迹试验，也发现在精子膜上的荧光带主要位于顶体周膜，单抗的两条特异结合蛋白的相对分子质量分别为59 000和58 000，与脊髓甘氨酸受体两个亚基的相对分子质量相近，为GlyR/Cl-通道在精子膜上的存在提供了直接证据。
  


  （周作民）
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    第二章　精子发生
  


  
    精子发生是一个高度复杂的细胞分裂分化过程，在男性的性腺睾丸中完成。胚胎发育早期，原始生殖细胞（primordial germ cells，PGCs）由卵黄囊迁移到原始性腺部位。此后，随着性腺向睾丸分化发育，原始生殖细胞分化形成精原细胞。胚胎期及出生后至青春期前的睾丸发育缓慢，生殖细胞仅见精原细胞。青春期开始，精子发生启动，历经精原细胞的增殖分化、精母细胞的减数分裂以及精子变形三个阶段，从而形成精子。
  


  
    第一节　青春期前的睾丸发育
  


  
    睾丸是男性生殖腺，其发生过程可分为未分化期和性分化期两个阶段。人胚第5周，生殖腺开始形成，第6周时原始生殖细胞迁移至此，此时的生殖腺尚无性别分化，称为未分化性腺。人胚第7周，生殖腺开始性别分化，在男性个体其逐渐分化形成睾丸。随着睾丸的分化发育，原始生殖细胞分化形成精原细胞，此时直至青春期前睾丸的发育均很缓慢。
  


  
    一、未分化性腺的发生
  


  
    （一）生殖腺嵴
  


  
    人胚发生早期呈盘状，由内胚层、中胚层和外胚层三层细胞组成，其中中胚层又分为轴旁中胚层、间介中胚层和侧中胚层，胚胎发育第4周时，间介中胚层逐渐向腹侧移动，形成一对纵行的索条状结构，称生肾索（nephrogenic cord）。以后，生肾索体积不断增大，从胚体后壁突向体腔，沿脊柱两旁形成两条左右对称的纵行隆起，称尿生殖嵴（urogenital ridge）。接着，嵴的中部出现一条纵沟，尿生殖嵴被分成外侧部分长而粗的中肾嵴（mesonephric ridge）和内侧部分短而细的生殖腺嵴（gonadal ridge）（图2-1）。生殖腺嵴就是睾丸和卵巢发生的原基，其表面覆有体腔上皮，深部为间充质。人胚第6周时，原始生殖细胞（primordial germ cells，PGCs）逐渐进入生殖腺嵴的间充质和增厚的上皮内（图2-2、3）。生殖腺嵴表面上皮受PGCs的刺激，日益增厚，并向上皮下方的间充质内呈条索状的增殖，从而形成初级性索（primary sex cord）（图2-2）。此时为未分化性腺，由外部的皮质和内部的髓质构成。
  


  
    （二）原始生殖细胞的发生和迁移
  


  
    1.原始生殖细胞的发生
  


  
    性别分化以前的生殖细胞，称为原始生殖细胞（primordial germ cells，PGCs），是一种具有多向分化潜能的干细胞。这些细胞大而圆并能够游走，在运动时可出现伪足。形态学观察显示PGCs核染色质分布均匀，有1～2个核仁；胞质呈嗜碱性，含有核糖体、中心粒、高尔基复合体、内质网等细胞器，并富含碱性磷酸酶和糖原；细胞边界清晰，表面有一层细纤维衣，特别在细胞运动时伪足表面更为明显，推测其可能与细胞迁移有关。
  


  
    PGCs是如何产生的，历来有不同的意见。目前普遍认为，在脊椎动物中，只有生殖质（germ plasm）的参与，才有可能产生PGCs。生殖质是脊椎动物卵母细胞在发育过程中分化出来的部分细胞质，可能含有mRNA和蛋白质。当卵母细胞受精后，生殖质经卵裂分配到一些卵裂球中，随胚胎发育导致PGCs的产生。PGCs起源部位依动物种类不同可能存在着差别，目前说法不一。在小鼠，有报道PGC的前体细胞存在于早期胚胎的外胚层（epiblast），此后随外胚层细胞的增殖向原条后端移动，并于原肠胚形成早期通过原条进入胚外中胚层，靠近尿囊芽处，在此于胚胎大约7.5d被决定形成PGCs，然后向生殖腺嵴迁移；另有报道则认为PGCs首先来自卵黄囊内胚层，然后迁移到后肠的内胚层，进而进入生殖腺嵴。在人类，研究显示胚胎第19～21d，在卵黄囊后壁近尿囊处的内胚层最早出现PGCs（图2-3）。目前，PGCs的产生机制尚不清楚，最近有研究通过比较小鼠PGCs和其邻近的、具有相同祖先的体细胞发现，决定PGC形成的蛋白质为fragilis，他是跨膜蛋白家族的一个新成员，表达fragilis最多的一组细胞分化为PGCs。
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      图2-1　中肾嵴和生殖腺嵴发生模式图
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      图2-2　未分化性腺示意图
    

  


  
    2.原始生殖细胞的迁移和增殖
  


  
    很多动物的原始生殖细胞都不是直接在生殖腺原基中形成的，而是在生殖腺以外的区域起源，然后沿着一定的路线迁移到生殖腺中，人和小鼠的生殖细胞均是如此。人胚从第25d开始，PGCs由发源地沿背侧肠系膜向生殖腺嵴迁移；至第6周，PGCs进入生殖腺嵴（图2-3）。在小鼠胚胎7.5～8.5d，PGCs从原条后端，也是正在形成的后肠所处的区域，随着后肠的内卷被带进胚胎内部，并到达后肠内胚层；此后PGCs离开后肠内胚层，沿着背侧肠系膜运动，于胚胎第10.5～11.5d到达生殖腺嵴，第12d时几乎所有的PGCs迁移完毕，这个时期的PGCs具有伪足等特征结构，是以变形虫样运动的方式主动地向生殖腺嵴迁移。
  


  
    PGCs的迁移受多种因素影响。调节、引导生殖细胞迁移的因素有以下几个方面：①生殖腺嵴可以释放某些趋化性物质，具有吸引PGCs的能力。例如，生殖腺嵴能释放转化生长因子β-1（transforming growth factorβ-1，TGFβ-1），他们形成特定的浓度梯度，吸引具有TGFβ-1受体的PGCs沿着其浓度梯度进行迁移。②PGCs迁移路径上的体细胞及周围的胞外基质对PGCs具有影响。如PGCs内的c-kit基因编码酪氨酸激酶受体（c-kit受体），而迁移路径上体细胞内的steel基因编码steel因子（steel factor，SLF），该因子是酪氨酸激酶受体的配体，在小鼠胚胎中沿PGCs的迁移路径呈梯度表达，到生殖腺嵴表达最高，因此SLF能通过与c-kit受体相互作用，从而指引PGCs沿正确路径向生殖腺嵴迁移。又如，迁移路径中背侧肠系膜的细胞外基质（纤连蛋白、层黏连蛋白、Ⅳ型胶原等糖蛋白类）能增加PGCs的黏附力，并且通过浓度梯度方式来正确指导PGCs的迁移方向。③PGCs相互接触，形成广泛的信号网络，对迁移也起促进作用。近年来，在不同的物种中，指导PGCs迁移的相关分子陆续被报道。例如在斑马鱼（zebrafish）中，沿着PGCs迁移线路表达的基质细胞衍化因子-1α（stromal cell derived factor-1α，SDF-1α）及其受体CXCR4b可能是指导PGCs定向迁移的关键因子，抑制SDF-1α或CXCR4b，或者使SDF-1α过表达，都导致PGCs迁移的严重异常。而在哺乳动物中，myc、jun、fos和mos等基因被报道与PGCs的发生和迁移有关。
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      图2-3　原始生殖细胞迁移示意图
    

  


  
    研究表明，并非所有的PGCs都能正确迁移到目的地，部分停留在迁移途中，例如小鼠仅有60%的PGCs迁移到生殖腺嵴。如果PGCs由于迁移障碍而没有到达生殖腺嵴，则可分化为其最终到达的那个胚层的细胞，或者退化死亡而消失。在男性，若未分化性腺没有得到PGCs，会导致一种先天性异常，称唯支持细胞综合征（Sertoli-cell-only syndrome）；患者睾丸生精小管上皮仅有支持细胞而没有生殖细胞，将来必将导致无精症和不育。
  


  
    在迁移过程中以及进入生殖腺嵴后，PGCs进行了大量的有丝分裂增殖。在小鼠，PGCs从胚胎7.5d 的45个，到8.5d增殖为约100个，然后快速增殖到13.5d约25 000个，13.5d后停止增殖。PGCs的增殖受各种因子的调节，目前对于影响PGCs增殖和存活的分子机制研究主要是通过体外培养实验来进行的。研究显示，白血病抑制因子（leukemia inhibitory factor，LIF）、碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast growth factor，bFGF）、干细胞生长因子（stem cell factor，SCF）、白介素-2和白介素-4等均参与调控PGCs的增殖和生存。
  


  
    二、睾丸的发生及青春期前发育
  


  
    （一）睾丸发生（development of testis）及睾丸细胞的分化发育
  


  
    男性胚胎第7周时，在睾丸决定因子（testis-determining factor，TDF）的影响下，未分化性腺开始性别分化，其皮质退化消失，而髓质增殖发育，在此基础上，睾丸形态逐渐构建，各种细胞分化形成（图2-4）。
  


  
    1.白膜与血管膜
  


  
    男性胚胎第8周时，表面上皮与髓质之间的间充质分化为一层较厚的致密结缔组织，即白膜（tunica albuginea），它的出现是胎儿睾丸发生的一个重要标志（图2-4A）。人胚第12～13周，在睾丸的上皮深面，白膜已可见数层纤维；14周后，白膜内出现PAS阳性纤维，排列较致密。血管膜于14周出现于白膜深面，随后血管膜中出现较大的血管，血管膜和白膜的厚度均逐龄增加。
  


  
    2.生精小管形成及其细胞分化发育
  


  
    在TDF的作用下，髓质中的初级性索不断生长，与表面上皮分离，向髓质深部增殖发育为睾丸索（testicular cord）（图2-4A）。睾丸索以后发育为生精小管和直精小管，其末端断裂吻合成睾丸网。在人类，胚胎第4个月时睾丸索即已分化形成细长、弯曲的袢状生精小管（图2-4B），但从胎儿期直至出生后青春期之前，生精小管始终是没有管腔的实心细胞索。
  


  
    目前对于人类原始生殖细胞分化发育的时间和过程研究较少，有报道显示，随着生精小管的形成，早期散在于睾丸索中央或周边的原始生殖细胞逐渐移位于管壁上皮细胞基底部，此时其胞质内仍含显著而多少不等的糖原颗粒，并且碱性磷酸酶反应阳性；24周后，沿基膜分布的少数原始生殖细胞，核着色深，显示出精原细胞的特征，可称为精原细胞（spermatogonia）。对小鼠原始生殖细胞分化的研究相对较多。报道显示，胚胎第13.5d的雄鼠性腺已经开始分化，可以见到实心的原始生精小管结构；胚胎第16d时，可观察到生精小管细胞索中含有两种细胞，原始生殖细胞（PGCs）位于索中央，支持细胞（Sertoli cell）位于索周边贴于基膜上；出生后第1d的新生小鼠，可见大多数PGCs仍在索中央，但部分PGCs迁向基膜，有学者认为此时的生殖细胞可称为生殖母细胞（gonocyte）；至出生后第6d，生殖细胞绝大部分迁移至基膜，分化形成原始的A型精原细胞（primitive type A spermatogonia）；出生后第8d，生精上皮中可见到A型精原细胞（type A spermatogonia）和B型精原细胞（type B spermatogonia）；此后直至青春期时，精原细胞才分化形成精母细胞，经过减数分裂和分化变形，最终生成精子。
  


  
    在PGCs发育分化的同时，来源于初级性索的支持细胞也逐渐分化形成。此时支持细胞排列无一定方向，胞体小而边界不清，核长圆形着色深（图2-4C）。在胎儿睾丸中，支持细胞优先占据了生精上皮的大部分。但从人胚20周至32周，支持细胞与生殖细胞之比约从3∶1减少为2∶1。至新生儿期，仅有少数支持细胞，此时细胞核呈三角形，着色深，胞质内可见少许张力原纤维，但其仍不具备性成熟期支持细胞的典型结构。此后直至青春期前，有关人支持细胞的形态结构变化很少见报道。而在小鼠中，有研究者观察了胚胎期和青春期前不同阶段的睾丸中支持细胞的分化发育，结果显示：胚胎第13d，可见支持细胞分散于PGCs之间，呈不规则形状，核圆形或卵圆形，染色浅；胚胎第16d时，支持细胞位于生精小管细胞索周边贴于基膜，核形态变为不规则，可见1至数个核仁；胚胎第18d时，细胞开始向索中延伸；出生后第1d，支持细胞多为长椭圆形，核中核仁明显，核膜可见有异染色质附着，细胞进一步向索中央突出；出生后第10d，支持细胞胞体向索中明显突出，核色浅不规则，明显可见核仁；大约在出生后第15d青春期开始时，生精小管管腔开始形成，支持细胞呈现成熟期的典型结构。
  


  
    从胚胎期直至出生后青春期之前，睾丸中生殖细胞的有丝分裂和减数分裂都受到抑制，直到青春期时，才开始完成精子形成的所有过程，包括生殖细胞的有丝分裂、精原细胞的分化以及精子发生。现在认为，早期睾丸支持细胞和原始生殖细胞之间的相互联系可能起着重要作用，这两种细胞之间的相互作用，直接抑制了原始生殖细胞的有丝分裂，同时阻止生殖细胞进入减数分裂。此外，McLaren等在小鼠中的研究显示，睾丸索结构的形成是减数分裂抑制所必须的，不能形成睾丸索将导致生殖细胞进入减数分裂。
  


  
    3.睾丸间质和间质细胞
  


  
    分散在生精小管之间的间充质分化为睾丸间质及睾丸间质细胞（Leydig cell）。谷华运等通过观察6.5～8周的男性胎儿，发现在睾丸索和生精小管之间，除有丰富的血管和淋巴管等外，还可见到许多胞体较大、呈圆形或多边形、胞质呈嗜酸性的间质细胞。目前一致认为，间质细胞在人胚第8周时已出现，并分泌雄激素。此时的间质细胞为分化前型，主要特征是胞质中滑面内质网和线粒体开始增加，而粗面内质网减少。胚胎第9～14周时，睾丸间质细胞转化为分化型。胚胎第15～18周时，间质细胞发育为成熟型，其数量明显增加，占睾丸体积一半以上，并具有旺盛的合成分泌雄激素能力，形成了胚胎时期雄激素的分泌高峰。随后，间质细胞变性退化。人胚胎间质细胞变性速度缓慢，要低于猴和啮齿类动物，一般在出生后几周，睾丸内几乎见不到间质细胞。直到青春期，间质细胞重新增多增大，再次分泌雄激素。在睾丸发育的早期阶段，雄激素的合成受到胎盘分泌的人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，hCG）的调节，hCG在胚胎第8～12周时出现高峰，刺激间质细胞合成分泌雄激素。睾丸发育到晚期阶段，垂体分泌的促性腺激素逐渐替代胎盘的作用。
  


  
    （二）睾丸的下降
  


  
    睾丸在发生初期位于后腹壁的上部，随着睾丸增大，逐渐突向腹腔，以系膜悬于腹腔中。人胚第8周时，在睾丸下端与阴唇阴囊隆起之间，后腹壁的间充质形成条索，称为引带（gubernaculum）。此后，由于胚胎生长、胎儿腰部直立和睾丸引带相对缩短，睾丸渐被牵拉下降，移向阴囊。人胚第2个月时，睾丸下降约10个体节。至人胚第3个月初，睾丸位置在腹股沟管上口附近，并保持至人胚28周。其时，腹膜沿腹股沟管向阴囊方向突出形成一盲囊，称为睾丸鞘突（testicular vaginal process）。随后，睾丸通过腹股沟环，沿着腹股沟管继续下降，越过耻骨缘，多数于人胚7～8个月进入阴囊（图2-5）。鞘突包在睾丸周围，随同睾丸进入阴囊，形成鞘膜腔。睾丸降入阴囊后，腹膜腔与鞘膜腔之间的通道逐渐闭锁，一般在出生时或出生后不久便消失。若此通道不能关闭，一部分肠袢可以由此降入阴囊，引起先天性腹股沟疝。若一侧或两侧睾丸在出生后3～5个月内仍未能降入阴囊，即为隐睾。促性腺激素和雄激素对睾丸下降有调节作用。
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      图2-4　睾丸发生与分化模式图
    

  


  
    [image: ]

    
      图2-5　睾丸下降示意图
    

  


  
    关于睾丸下降的学说有很多，包括下丘脑-垂体-睾丸轴调控睾丸下降；中肾旁管抑制因子（Mullerian inhibitory factor，MIF）及雄激素的共同调控作用；引带的增生和退化调控睾丸下降；腹腔内压力的作用，等等。目前，多数学者认为，睾丸引带起关键性作用。
  


  
    （三）睾丸分化发育的调控
  


  
    体内任何遗传性状的出现均取决于染色体上的遗传信息，生殖腺的分化同样受到性染色体和常染色体上多种基因的调控。通过这些性别决定基因的协同作用，调节睾丸的发生和分化。
  


  
    1.睾丸决定基因
  


  
    在染色体技术问世之前，一直错误地认为决定睾丸发生的基因在常染色体上。后来发现，不管X染色体的多少（46，XX、45X），只要含有Y染色体（46，XY、47，XXY），人体均发育为男性，证明决定睾丸发生的基因在Y染色体上。进一步研究发现，Y染色体长臂缺失或短臂末端缺失均不影响睾丸的形成，而短臂缺失到着丝粒时则影响睾丸发生，因此认为睾丸决定基因位于Y染色体短臂近着丝粒区。1990年，Sinclair等人在Y染色体短臂上克隆出一个21kb的基因，位于Y染色体的Yp11.3区域，是一个单拷贝基因，含有6 696bp的开放阅读框架，编码蛋白含有204个氨基酸，其中有一个由79个氨基酸组成的HMG（high mobility group）盒，提示其可与DNA结合。该基因被命名为Y染色体性别决定区（sex determining region of the Y chromosome，SRY），同时在小鼠Y染色体相应区域找到了类似基因Sry（图2-6）。经过SRY转基因小鼠实验及对SRY表达特征和保守性的分析，以及对性反转患者多年的研究，现在证实SRY基因的产物即为睾丸决定因子（testis-determining factor，TDF）。TDF是一个转录因子，能激活下游一系列基因的级联表达，从而决定未分化性腺的命运。在TDF的影响下，未分化性腺发育形成睾丸；缺乏TDF，则未分化性腺向卵巢方向分化发育（图2-6）。
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      图2-6　SRY基因及其在性腺分化中的作用
    

  


  
    2.其他相关基因
  


  
    （1）H-Y抗原基因：
  


  
    H-Y抗原是雄性细胞膜表面的一种组织协同抗原（histocompatibility antigen），由于该抗原与Y染色体同时出现，故称为H-Y抗原。根据在小鼠实验以及临床病例中的一些研究发现（例如，用H-Y抗原处理雌性小鼠胚胎，其性腺分化为睾丸；人类46，XX男性综合征和46，XX真两性畸形患者，其H-Y抗原均是阳性），H-Y抗原基因曾经被认为是睾丸决定基因。但后来的研究显示，H-Y抗原基因位于Y染色体长臂的近着丝粒区，与睾丸决定基因位于短臂上的说法矛盾。更重要的是一些雄性小鼠和46，XY的男性虽然有睾丸，但H-Y抗原却阴性；而一些H-Y抗原阳性的46，XY患者表现为无性腺综合征。因此现在多数学者认为H-Y抗原基因不是真正的睾丸决定基因，但其可能在生精小管的形成中发挥作用。
  


  
    （2）SOX9基因：
  


  
    SOX（SRY-like HMG box containing）基因超家族是一组含有HMG盒的基因，目前已发现SOX基因家族有30多个成员，其中在性腺中表达的有SOX3，SOX8和SOX9基因，目前SOX9证实与性分化有关。SOX9基因定位于染色体17q24.3～25.1区段内，其基因结构和编码产物与SRY基因相似，编码蛋白中也含有一个有79个氨基酸残基构成的HMG盒，与SRY基因HMG盒编码序列的同源性达71%。研究证实，SOX9是男性性腺发育所必需的另一个性别决定基因，它紧接着SRY基因表达，SRY基因可能通过与SOX9基因协同才发挥作用。相关实验显示，SOX9对睾丸分化发育的调节作用体现在多个方面，包括使Sertoli细胞的前体细胞分化为有功能的Sertoli细胞；使Leydig细胞的前体细胞在Sertoli细胞的分泌因子作用下分化为Leydig细胞，进而分泌睾酮，等等。
  


  
    （3）SF-1基因：
  


  
    类固醇生成因子-1（steroidogenic factor-1，SF-1）基因位于人染色体9p33，含有7个外显子，编码蛋白是一个孤儿核受体，属于核内受体超家族成员。SF-1在胚胎期的表达有明显的性别差异，在性分化阶段，雌性胚胎SF-1低表达，而雄性胚胎为高表达。研究显示，SF-1能调节细胞色素P450酶系和3β羟类固醇脱氢酶基因的转录，从而影响雄激素合成。近年研究显示SF-1基因敲除的小鼠不能形成肾上腺和睾丸，说明SF-1对早期睾丸的发生发育至关重要。已有证据表明，在XX生殖腺中，SF-1与DAX1（DAS-AHC critical region on the X chromosome，gene 1）组合成二聚体，使睾丸发育的二级决定基因（如SOX9）在卵巢发育中被抑制；而在XY生殖腺中，SRY通过改变DNA的构象以阻止SF-1和DAX1二聚体与其靶序列结合，从而使SOX9达到所需的浓度来促使睾丸支持细胞分化。此外，研究发现，SF-1可能是AMH（anti-Müllerian hormone）基因的直接调控者，是AMH基因激活所必需的，在Sry表达之前启动性腺和肾上腺的发育。
  


  
    （4）WT-1基因：
  


  
    Wilms瘤抑制基因（Wilms’tumor suppressor gene，WT-1）定位于人染色体11p13，编码一个转录因子。研究发现，WT-1基因缺失或突变导致Denys-Dresh综合征，表现为肾和性腺组织发育异常，敲除WT-1基因的小鼠出现性腺不发育，提示WT-1是性腺发育相关基因。进一步的研究证实，WT-1基因在生殖腺嵴向睾丸分化时表达，有抑制细胞分裂和诱导细胞分化的功能，与间质细胞及生精小管的分化形成有关。已有的研究显示WT-1基因对性腺发育的影响可能属于一个依赖SF-1的途径。
  


  
    此外，Fgf9（fibroblast growth factor 9）、Lhx9（Lim homeobox）、Podl（podocyte）、Dmrtl（doublesex and mabrelated transcription factor）等基因也被报道参与调控睾丸的发生发育。
  


  
    第二节　青春期启动
  


  
    男性青春期发育没有严格的界限，一般在10岁至14岁，持续2至4年。青春期开始，睾丸迅速发育增大，精子发生过程启动。
  


  
    一、青春期启动时的睾丸变化
  


  
    男性青春期启动的第一个体征即是睾丸和阴囊增大。睾丸结构发生显著改变，生精小管管腔开始出现，并逐渐与睾丸网相连，进而连接到输出小管。开始时睾丸中生精小管仍然少而小，精原细胞尚未分化。随后，精原细胞被激活，进入分裂分化进程，并且启动减数分裂；同时间质细胞转变为成熟型，重新增多增大，开始分泌雄激素。在性激素的作用下，第二性征逐渐明显，阴茎增长、变粗，身体迅速长高，肌肉发达，胡须和腋毛长出，声音变得低沉，同时前列腺和精囊腺增大并开始分泌液体，精子逐渐生成。
  


  
    青春期时，雄性生殖细胞减数分裂的启动一直是研究者所关注的问题。近年来，关于减数分裂启动的分子机制逐渐可见报道。研究显示，减数分裂启动由内源性基因（如Dazl基因和Stra8基因）和外源性因子（如视黄酸，Retinoic acid，RA）共同诱导作用。例如，在小鼠胚胎期性分化时，胚胎卵巢不表达CYP26（一种P450酶，介导RA代谢），因此有高水平的RA，其能诱导Stra8表达，生殖细胞进入减数分裂；而胚胎睾丸表达CYP26，RA水平低，不能诱导Stra8表达，生殖细胞停留在有丝分裂G0期。进入青春期，睾丸中RA水平增高，诱导Stra8表达，生殖细胞进入减数分裂。
  


  
    二、下丘脑-垂体-性腺轴对青春期启动的调控作用
  


  
    虽然目前对青春期启动机制尚不完全清楚，但下丘脑-垂体-性腺轴在其中发挥的调控作用已经得到肯定。
  


  
    促性腺激素释放激素（gonadotropin-releasing hormone，GnRH）神经元是下丘脑底部的一种神经内分泌细胞，细胞之间可通过长轴突形成网络样联系。研究证实GnRH神经元存在一种联动的自主分泌特性，可脉冲式分泌GnRH，称为GnRH脉冲发生器。下丘脑分泌的GnRH沿轴突运送到正中隆起，再经垂体门脉系统进入垂体前叶，兴奋黄体生成素（luteinizing hormone，LH）和卵泡刺激素（follicle-stimulating hormone，FSH）的脉冲分泌，后者进一步兴奋性腺，使之呈脉冲式释放性激素，从而引起青春期的一系列改变。在幼年恒河猴的实验证明，脉冲式皮下注射GnRH，3个月后全部实验动物出现青春期的内分泌改变，停止注射后恢复到实验前状态。说明青春期性成熟的启动正是GnRH脉冲式释放的结果。
  


  
    青春期发育过程在人的一生中并不是一个孤立的事件，而是下丘脑-垂体-性腺轴系从胚胎时期开始经过缜密安排的发育过程的最后阶段。在胚胎80d时，下丘脑内侧底部的GnRH神经元开始活跃，引起垂体促性腺激素细胞开始合成和分泌LH和FSH，此时下丘脑-垂体-性腺轴系的负反馈调节关系尚未建立，GnRH、LH和FSH的分泌处于自由状态。约在胚胎150d，性激素的反馈调节作用出现，GnRH、LH 和FSH下降至低水平，直到出生。出生后第2周开始，LH和FSH的脉冲频率和幅度增加，男孩的睾酮和抑制素水平增高，可达到成人水平，这种状态可维持6个月，此后LH和FSH下降至低水平，开始了长约10年的抑制期，直至青春期启动。
  


  
    已有的证据表明，青春期前的抑制期可能存在两种调节机制：①性激素的负反馈调节。一方面，青春期前儿童垂体分泌LH和FSH的量很少，提示下丘脑-垂体-性腺轴系是在一个低水平上运行；另一方面，性腺发育不全的患者在婴幼儿时期的FSH和LH水平是增高的，说明正常儿童性腺分泌的低水平性激素有效地抑制了FSH和LH的分泌。②中枢神经系统（central nervous system，CNS）内在的抑制作用，但其作用的本质尚不清楚。有研究认为，下丘脑后部存在一个抑制性神经网络，可能包括去甲肾上腺素、多巴胺、血清素、抑制性神经介质（如GABA）、兴奋性氨基酸（如谷氨酸，门冬氨酸）、一氧化氮（NO）和生长因子等，发挥抑制作用。
  


  
    性激素反馈调节和CNS内在抑制作用两者是相辅相成的。在4岁以前是性激素反馈调节起主导作用，4～10岁性激素的作用减弱，CNS内在抑制机制成为主角。10岁以后，将要萌发青春期的男孩中枢神经系统逐渐成熟，CNS内在抑制作用逐渐减弱，夜间睡眠后GnRH脉冲发生器的抑制解除，出现促性腺激素分泌脉冲，青春期发育启动，重新转变为性激素反馈调节。但是，此时的负反馈调节与幼儿期已有所改变，GnRH脉冲发生器的敏感性下降，促性腺激素和性激素水平在具有成人特性的更高的新“定点”上达到了新的平衡。
  


  
    第三节　精子发生的过程
  


  
    从精原干细胞（spermatogonia type A stem cell）形成高度分化和特异的精子是一个极其复杂的细胞分化过程，由精原干细胞的增殖分化、精母细胞的减数分裂和精子形成3个阶段组成。增殖分化是指精原干细胞通过有丝分裂形成了大量的生精细胞；减数分裂包括染色体配对和遗传重组，并形成单倍体的细胞；精子形成是通过独特的形态学转化过程，使一个球形精子细胞变成一个种属特异、形状特异的精子。在睾丸中，精子产生的数量为300～600个/（g•s）。
  


  
    一、有丝分裂增殖
  


  
    在青春期睾丸，处于分裂间期的生精细胞被启动进入周而复始的有丝分裂，这些细胞称之为精原干细胞或A型精原细胞（type A spermatogonia），它们在增殖过程中形成了两种精原细胞：一种是与精原干细胞完全相同的细胞；一种是正在分化的精原细胞。A型精原细胞分化显示出混合的细胞型，包括A0、A1、A2、A3和A4型精原细胞，但不清楚在这些种类的A型精原细胞中究竟哪种细胞与原始的精原干细胞相同。目前对于精原干细胞的更新和分化提出了几种模式，其中被广泛接受的模式是：在生精小管的基底小室，A0型精原细胞是一种储备型的细胞，这些细胞分裂缓慢，在睾丸损伤后，这种细胞能加快分裂。A1～A4型精原细胞是更新精原干细胞，以维持生育能力，经数次有丝分裂形成同源的姐妹细胞群。其间分裂的次数和产生的细胞群数目视种属而定。如大鼠在42h内进行了6次分裂，理论上应产生64个细胞，但由于许多细胞发生凋亡，实际增殖的细胞数较低。大鼠A1型精原细胞的前3次有丝分裂，形成A1～A4型精原细胞，第4次的分裂形成中间型精原细胞（type intermediate spermatogonia），第5次及以后的分裂形成B型精原细胞（type B spermatogonia）（图2-7）。一旦精原细胞进入中间型和B型，实际上就进入了形成精子的分化之路，这些细胞分裂分化的程序不再可逆，此时的精原细胞不能再回到干细胞。B型精原细胞分裂形成初级精母细胞。在精子发生的有丝分裂增殖的过程中，有丝分裂的精原细胞均位于睾丸的基底小室。
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      图2-7　大鼠精子发生谱系中有丝分裂相的细胞
    


    
      A型精原细胞的核较大，呈卵圆形，染色较浅，染色质均质细粒状，中间型精原细胞的染色质集中分布在核膜下方，B型精原细胞的核较小，呈球形，染色质更集中在核膜下方。
    

  


  
    此外，根据灵长类精原细胞核的形态、染色质的致密程度及核仁的数量等，将A型精原细胞分成A暗型精原细胞（dark type A spermatogonia，Ad）和A亮型精原细胞（pale type A spermatogonia，Ap）。Ap型精原细胞是更新干细胞，为精子发生不断提供干细胞，是否Ad型精原细胞是Ap型精原细胞的前身以及是否有储备干细胞存在，这些仍需要进一步研究。Weinbaure等人发现在猴和人类精子发生的过程中，处于细胞分裂周期S期的Ap型精原细胞能特异表达一种特有的标志蛋白，称之为增殖细胞核抗原（proliferating cell-nuclear antigen，PCNA），在成年灵长类Sertoli细胞和Ad型精原细胞不表达PCNA，表明成年灵长类睾丸Sertoli细胞不发生分裂，Ad型精原细胞是处于静止期的细胞。在未成熟的罗猴睾丸，FSH和hCG刺激Ap型精原细胞增殖，同时也增强Ap型精原细胞表达PCNA，提示这些精原细胞具有增殖的活性。此外，激素也作用于Ad型精原细胞，使其增殖，但这些细胞极少表达PCNA，支持了Ap型精原细胞起源于Ad型精原细胞的推论。
  


  
    二、减数分裂
  


  
    减数分裂（meiosis）起始于细线前期的初级精母细胞，这一时期的男性生殖细胞进行最后的半保留DNA复制，在这些男性生殖细胞中所有的DNA合成均是DNA修复合成，作为减数分裂的早前期，染色体呈细线状，仅性染色体形成致密的异固缩小体。随着细线期（leptotene）和偶线期（zygotene）精母细胞从生精小管的基底小室通过Sertoli细胞的紧密连接进入近腔小室，初级精母细胞的核形态发生明显的变化。在细线期，虽DNA已复制，但染色体看不到两条姐妹染色单体，染色体丝折叠成珠状，形成染色粒（chromomere）。随着染色体的进一步折叠，染色粒越来越大，数目也越来越少，减数分裂进入偶线期。此时同源染色体配对，称为染色体联会（synapses）。染色体配对是高度特异的，在点与点、染色粒与染色粒之间配对是绝对准确和特异的，配对的同源染色体不互相融合，其间有0.15～0.32nm的间隙，间隙中主要成分是蛋白质，形成联会复合体。联会复合体除帮助稳定同源染色体配对，更重要的是帮助同源染色体小片段之间的交换和重组。联会复合体是减数分裂细胞中一个高度保守的结构，自然界存在的生命万物中，无论是水中霉菌，还是人类都需要有效的联会，这是父源和母源染色体基因互换和重组的一个特异结构。在粗线期（pachytene）的精母细胞，随着染色体的进一步折叠，每条染色体出现两条染色单体，每条染色单体均有自己的着丝点。此时，在同源染色单体之间能发生某些片段的断裂和交换（crossing over），这一现象能在光镜下看到，称为交叉（chiasma）现象，也是染色体基因互换和重组的基础。在双线期（diplotene）时，同源染色体之间开始分离，但在交叉的部位仍连在一起。在终变期（diakinesis），核仁消失，交叉数目明显减少，同源染色体只有端部在一起。由终变期进入减数分裂的中期、后期和末期，每一个初级精母细胞分成为两个次级精母细胞。每一个细胞中容纳单倍体染色体数，每一个染色体由两条染色单体组成，两条染色单体靠着丝点处相连。
  


  
    第一次减数分裂完成后，经过短暂的间期（有时此期并不存在），染色体不再进行复制即进入第二次减数分裂。在第二次减数分裂时，两条染色单体在着丝点处分开，各自移向细胞两端，在较短的时间里，次级精母细胞即分裂成为早期的精子细胞（图2-8）。
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      图2-8　在近腔小室中静息期初级精母细胞减数分裂的过程
    


    
      SV：指粗线期时，性染色体发生联会形成的性泡（sex vesicle）；S：联会（synapses）
    

  


  
    减数分裂是一个极其复杂的过程，需要许多新的结构蛋白和酶的参与，它们对染色体的排列、断裂、重组和修复等具有重要的意义。如：Rad51是与人类同源的作用于基因重组的细菌重组蛋白；ATM相关基因是预防DNA损伤的基因家族的一员；泛素偶联修复酶（ubiquitin conjugating repair enzyme）参与蛋白质转化；另外还有减数分裂特异性的DNA双链断裂酶、DNA重组蛋白及减数分裂特异的热休克蛋白等。
  


  
    三、精子形成
  


  
    在精子发生的过程中，最明显的形态学变化是精子细胞的改变。包括：高尔基复合体囊泡融合成一个大的顶体囊泡，覆盖于精子细胞核大部分的表面，形成顶体；中心粒迁移到细胞核的尾侧，远端中心粒分化形成精子尾部的鞭毛中轴；线粒体集中在鞭毛起始部，形成线粒体鞘；多余的胞质形成残余体而弃之，如图2-9所示。
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      图2-9　豚鼠精子细胞变态过程示意图
    

  


  
    在精子形成早期，胞质内含有大量的高尔基复合体。随着精子形成（spermiogenesis）过程的开始，高尔基复合体产生圆形囊泡，称之为前顶体囊泡，囊泡内含有致密的颗粒，称之前顶体颗粒。随后前顶体囊泡逐渐融合形成了一个大的顶体囊泡。随着精子细胞核的浓缩变长，顶体囊泡成为扁平状，覆盖在细胞核的表面，由顶部向尾部逐渐包绕精子细胞核的大半部，形成顶体。
  


  
    在精子细胞形态变化中，较为明显的是细胞能量供应器——线粒体的改变。在精子形成刚刚开始的时候，精子细胞中的线粒体形态已完全不同于精原细胞或体细胞的线粒体形态，此时的线粒体嵴贴附在线粒体膜的周围，其间为弥散的和空泡化的基质。当线粒体组成精子尾部线粒体鞘时，线粒体的形态为月牙状。随着线粒体结构的改变，线粒体的蛋白成分也随之改变。在精子形成完成时，精子细胞多余的胞质已被除去，在留下的很少的胞质中不含核糖体，胞质蛋白质的合成停止了，但线粒体蛋白质的合成仍在继续。形态统计显示，在精母细胞和精子细胞中线粒体数超过103个/细胞，但每个精子中段仅容纳约75个线粒体，表明在精子形成的过程中大量的线粒体被遗弃。
  


  
    在细胞核浓缩时，原先与DNA结合的组蛋白被高碱性的过渡蛋白替代，进一步又被精核蛋白替代，精核蛋白能中和DNA电荷，降低DNA分子间的静电排斥作用，并通过二硫键的交联形成致密的细胞核。
  


  
    在精子发生过程中，生精细胞的核染色体组成及结构在精原细胞向精母细胞及精子细胞的发育过程中发生了极大的变化，其间以核小体组蛋白为基础的结构逐步被排列紧密的精核蛋白代替，通过一系列的变化，形成新的染色质重组。在雄鼠干细胞的减数分裂前组蛋白的合成有两个波峰，分别在细线前期和粗线期。鼠睾丸精原细胞表达睾丸特异的H3蛋白，细线前期表达tH2A和tH2B蛋白，粗线期表达H1t蛋白。减数分裂后的精子细胞特异表达H2B蛋白。精子细胞变形过程中，通过蛋白质转化，使精核蛋白替代核小体上的组蛋白。在鼠和人类，转化蛋白有TP1和TP2（transition proteins 1and 2）两种，精核蛋白有P1和P2（protamines 1and 2）两种。
  


  
    精核蛋白与DNA之间的联系导致染色质形成层层折叠的结构，使精子细胞核高度浓缩，其DNA至少比有丝分裂染色体多六次折叠。在精子细胞的基因组发生浓缩时，其转录活性消失，但仍有少量蛋白质的合成，精子细胞中mRNA的贮存以便用于翻译。组蛋白向精核蛋白转化过程的异常可导致不孕或胚胎早期死亡。
  


  
    整个精子发生的过程是在Sertoli细胞围成的微环境中进行的，发生中的各级生精细胞嵌入在Sertoli细胞质的深处并与Sertoli细胞膜形成独特的半连接接触（图2-10）。在精子发生过程中，生精细胞在Sertoli细胞作用下，由生精小管的基底小室通过Sertoli细胞之间的紧密连接移向近腔小室。当精子细胞完成变形后，被Sertoli细胞释放到管腔（图2-10），浸泡在睾丸液中，并随睾丸液的流动，通过睾丸的输出小管，储存在附睾中。
  


  
    每一个精子都是一个大的克隆的成员之一，这个群体是由一个A型精原细胞通过多次的有丝分裂增殖和减数分裂而来的，但在这个群体中，没有完全相同的精子。第一次减数分裂时，初级精母细胞中来自于父方与来自于母方的23对染色体之间按223随机组合被分到次级精母细胞中，就会形成223=8 388 608种不同的染色体组成。此外，在每一条染色体上都有许多基因，其中许多基因都相互连锁，由于联会时，同源染色体之间可能发生染色单体的部分片段交换，产生新的连锁关系。减数分裂时非同源染色体之间的随机组合，同源染色体之间的相互交换，确保了每一个精子具有自己独特的遗传信息，这是人类表现出复杂的遗传和变异现象的基础。
  


  
    生精细胞分化产生功能成熟精子的过程很长，在此期间，许多分化步骤常常由于各种因素干扰而发生改变，造成精子发生过程中的遗传损伤和结构异常。在减数分裂中，尽管具有一系列复杂的保护措施，包括DNA配对、DNA修复等，但时常还会发生易位和非整倍体。统计资料表明在正常人的精子中，1号染色体双体发生率为0.09%，2号为0.08%，4号为0.11%，9号为0.14%，12号为0.16%，15号、16号和18号为0.11%，20号为0.12%，21号为0.29%，性染色体为0.43%。不育症患者精子中，除总的染色体双体数目增多外，性染色体双体的数目显著升高。因此，不育男性中有相当一部分病人是由于生精细胞分裂阻滞在减数分裂期，这些病人几乎绝大多数为染色体异常配对和等位基因分离。在精子形成的过程中，对于正在成熟的生精细胞也是极易产生遗传和结构缺陷的。在精子形成时，DNA的修复能力已降低，此时组蛋白从核小体上被替换下来，能导致单倍体基因组DNA的损伤；此外，由于大量的形态学改变，均可能使生精细胞阻滞在精子形成阶段而导致男性不育，如精子的轴丝缺少、中部的线粒体异常或尾部的装配异常均可导致精子运动障碍；与精子核形成相关的蛋白质突变将导致精子头部畸形。
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      图2-10　成年睾丸横切面模式图
    


    
      生精小管界膜由基膜、肌样细胞和成纤维细胞等部分构成。肌样细胞间有点状的细胞连接，没有血管、淋巴管和神经穿过界膜进入生精小管。生精小管中Sertoli细胞间的紧密连接复合体分隔近腔小室和基底小室。在紧密连接两侧胞质中存在内质网池，称表面下池，与粗面内质网相连续；在表面下池和紧密连接之间存在着相互平行的微丝束，这是Sertoli细胞连接中的收缩系统，可开启Sertoli细胞的紧密连接，使正在发育的生精细胞从基底小室移向近腔小室；精母细胞、精子细胞和精子位于近腔小室，并与Sertoli细胞存在密切的联系，形成半连接。
    

  


  
    四、精子形成的染色体结构
  


  
    以往一直以为，在精子形成后，精子的染色体组被压缩成如同晶体般紧缩的结构并失去其活性，只有在受精解螺旋后才具有活性。随着近几年来关于精子DNA结构和功能研究的发现，提示精子染色体结构是非常复杂的，它的有些属性与体细胞DNA结构相似，而有些则是生精细胞所特有的。Ward通过自己和其他人的研究对精子形成中染色体结构的变化建立了精子染色体结构模型。在这个模式中，从长链状裸露的DNA到逐渐组装成染色体，其过程共分成4个阶段。①裸露的双链DNA附着于精子细胞核中的特殊结构——核环，称之为染色体锚定；②锚定的染色体通过特殊的片段——基质连接区（MARs）与核基质中的蛋白质每隔30 000～50 000bp相连接，使染色体链形成一系列环状结构；③DNA环结合精核蛋白而浓缩成紧密的结构。④浓缩的染色体进行空间排列。根据这个模拟的精子染色质组装模型，染色体锚定是代表着一种新型DNA结构，这种结构只存在于生精细胞中。如果将精子核经去污剂NP40洗涤，再经盐溶液萃取除去精核蛋白，DNA螺旋完全解除，核结构也同时被破坏，此时的DNA仍被锚定在精子核尾部的核环上。精子的染色质如同扫帚，精子尾像扫帚的柄。由于精子核中精核蛋白已被除去，染色体的锚定结构仍然存在，表明精核蛋白的结合与染色体锚定的核环无关。核环是DNA在解螺旋时的附着点，核环的形状像一个弯曲的环。尽管现在仍不知道在生精过程中的哪一个阶段形成核环，但是它只是存在于精子核中，在体细胞还没有发现任何证据以表明其核中存在核环样的结构。Ward已在仓鼠精子的植入窝中分离得到核环，并从仓鼠的DNA中分离得到4个与核环有重要联系的DNA克隆片段，称之为NADNA。由于这些片段序列都是特异的，表明核环是通过与特殊的DNA片段来锚定染色体的。已有证据显示核环也存在于人、小鼠和非洲蟾蜍精子核中。每一条染色体只有一个在核基部的位点与核环结合，每一条染色体上NA-DNA位点均集中在一个结构区域。核环可能也影响精子核的形状，长的染色体可能伸长形成细长鱼钩状的核，核中高度浓缩的DNA位于核的尾部，浓缩程度不高的DNA则位于核的钩状部位。电镜观察发现靠近植入窝的染色质是精子发生过程中首先进行浓缩的部位之一，为上述的假设提供了有力的依据。
  


  
    图2-11中所示是一个精子DNA组装过程中，锚定的染色体组成为DNA环区。在DNA链中，每隔30～50kb均含有基质连接区（MARs），该区域与核基质中的蛋白质连接，使染色体链成为一系列环状结构，称之为“核圈”。核圈上每一个环区组成了体内呈浓缩状态的染色质结构单位。
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      图2-11　哺乳动物精子核中DNA的组装模式图
    


    
      描述了仓鼠精子核中两条染色体从裸露的DNA组装成完全浓缩的染色质的过程，并且说明了这四个阶段之间的结构关系，而不是实际上发生生精过程中的时间关系。
    

  


  
    在染色体的锚定过程中，DNA环区的形成与精核蛋白结合是两个独立的过程，DNA组成的环区是唯一的既可以在体细胞又可以在精子细胞中发现的结构。体细胞DNA卷曲成核小体，接着又进一步卷曲成30nm螺线管纤维状的结构，最后形成环区。精子的染色体结构与体细胞完全不同，尽管在精子核中仍含有少量的组蛋白，它仍可能组织成核小体，但大多数DNA与精核蛋白结合。由于精核蛋白结合所引起的不同卷曲，DNA折叠形成密集的超环面（toroids）的结构，但是最终还是形成环区。在体细胞中DNA环区在DNA的复制和转录中起着重要的作用，但成熟精子核已不再进行DNA的复制和转录，所以精子DNA环区的作用不清楚。Ward认为其环区的作用有两种可能性：一是生精细胞在发生过程中复制和转录后的一种残留结构；另一种可能性是参与调节早期胚胎发育中的转录和复制。在精子发生过程中，生精细胞核中的组蛋白逐渐被精核蛋白取代。由于组蛋白结合DNA所形成的体积大，因此取代的结果将导致生精过程中细胞核逐渐浓缩。DNA环绕在组蛋白构成的八聚体周围，形成核小体，而精核蛋白在DNA的螺旋沟中结合DNA，完全中和DNA，使DNA相邻的两条链通过范得华力结合在一起（图2-12）。在人精子和小鼠精子核中的所有染色体着丝点均聚集在核中心，而端粒则位于核外周。
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      图2-12　结合于DNA上的组蛋白和精核蛋白
    


    
      体细胞核中DNA缠绕于组蛋白上形成卷曲结构；哺乳动物精子DNA缚于精核蛋白上而形成一种不同于体细胞的浓缩结构。
    

  


  
    五、减数分裂后的转录后调节
  


  
    真核细胞基因的表达在不同的水平被调节，细胞核染色质结构的改变和DNA甲基化对基因转录的时空具有调控作用。包括睾丸在内的许多组织虽然转录的时间经常是由基本的基因表达调控子调控，但在雄性生殖细胞许多蛋白质合成的实际时间常依赖于转录后的mRNA加工活动。转录后调节对于促使精子发生的完成极其重要，因为与其他任何一种真核细胞相反，在雄性生殖细胞其核转录停止于精子形成的中期，在雄性生殖细胞成熟的晚期，合成的大量精子细胞蛋白质和精子蛋白质需要mRNA保存其翻译的活性，精子的许多结构蛋白质和同源蛋白质分子均是在这种转录后调控的作用下产生的。
  


  
    在真核细胞mRNA被转录后，经过了许多重要的修饰过程。这些包括去除内含子、在尾部连接多聚腺嘌呤并在翻译之前转运到特定的胞质部位。虽然对调控剪接、转运和稳定减数分裂后雄性生殖细胞mRNAs的机制了解甚少，但已初步揭示了哺乳类精子形成中调控多聚腺苷酸化、转译和mRNA定位的机制。
  


  
    （一）生精细胞减数分裂后许多mRNAs在转译中脱腺苷化
  


  
    在许多种属卵细胞中mRNAs的多聚腺苷酸化常与储存的mRNAs的活性相关。在睾丸，同样多聚腺苷酸尾出现在许多编码蛋白的mRNAs中，如乳酸脱氢酶C和细胞色素Cs基因，这些基因在减数分裂期时表达，表达的mRNAs储存一直到生精细胞减数分裂后才翻译。在精子形成中许多mRNAs的时序调节和翻译调节均根据翻译的活性缩短多聚腺苷酸尾的长度，例如：编码TP1、TP2、P1、P2及线粒体荚膜含硒蛋白（mitochondrial capsule selenoprotein）的翻译过程均比较长并基本相同，即它们均含有130个腺苷组成的多聚腺苷酸尾，在其附于多聚核糖体时，部分的脱腺苷化（Deadenylation）使mRNAs变短和出现异质性。这5种mRNAs是睾丸特有的并最先在球形精子细胞转录。在转录后内含子被移去，并被作为成熟的和具有潜在功能性mRNAs储存在球形精子细胞的胞质中直到其在精子发生过程的晚期翻译。从mRNAs储存到翻译在小鼠超过7d，并且TP1和TP2的翻译活性早于P1和P2的翻译活性，但目前尚不清楚部分脱腺苷化在这些mRNAs活性中的作用。
  


  
    （二）睾丸聚腺苷酸结合蛋白
  


  
    聚腺苷酸尾的长度发生改变，其可能性是不同的蛋白质结合在mRNAs的3′端非翻译区，在这些蛋白质中，一个广泛被表达的蛋白质是聚腺苷酸结合蛋白（poly A binding protein，ABP），相对分子质量大约70 000。比较酵母、人类、小鼠、非洲爪蟾和果蝇编码ABP的cDNA序列，在高保守蛋白中含有靠近其氨基末端4个RNA结合区域，该区域能与25个聚A相结合。这种蛋白与RNA的相互作用能稳定mRNAs，通过调节聚腺苷酸尾和60s核糖体亚单位的相互作用以增强其翻译，并作用于聚腺苷酸特异核酸酶，促使聚腺苷酸缩短。
  


  
    ABP mRNA水平在精子发生的过程中发生明显改变，在减数分裂前期生精细胞中，ABP mRNA低水平表达，而高水平的ABP mRNA出现在减数分裂的细胞和早期减数分裂后细胞。虽然ABP mRNA在圆形精子细胞的水平最高，变长的精子细胞ABP mRNA水平却很低。在蛋白质水平，ABP广泛分布在哺乳类动物睾丸中，圆形精子细胞中水平最高。在减数分裂过程中，ABP水平增高，在大鼠达到最高水平是在精子细胞Ⅶ～Ⅷ期。这阶段恰好位于核浓缩和变长之前，ABP持续较高的表达水平直至精子细胞的[image: ]～ⅩⅤ期，提示ABP是一个稳定的蛋白质，因为在这些细胞中含很少的ABP mRNA。ABP亚细胞的分布类型在种属之间变化很大，海胆胚胎含大量游离ABP，而非洲蟾蜍胚胎中绝大部分的ABP与mRNAs结合。
  


  
    第四节　精子发生的动力学
  


  
    一、精子发生的效率
  


  
    生精上皮由Sertoli细胞和生精细胞组成，在灵长类和大鼠的生精上皮中，其Sertoli细胞和生精细胞的数量明显不同。大鼠Sertoli细胞占10%～20%，生精细胞占50%～80%；在人类和猴，Sertoli细胞占30%～40%，生精细胞占20%～60%。根据单位体积计数，灵长类睾丸Sertoli细胞比大鼠多2～5倍，人睾丸的Sertoli细胞密度高于大鼠2倍。在不同种属的睾丸中Sertoli细胞与生精细胞的比率不同，使得各种属睾丸Sertoli细胞的工作负担不同，而与每一个Sertoli细胞发生联系的长形精子细胞的数量也不同。大鼠长形精子细胞与Sertoli细胞的比值为10，非人类灵长类是6，人类是4。生精细胞密度较低和Sertoli细胞工作负担较低使灵长类性腺每日生产精子的数量较低，大鼠睾丸每日产生精子数为10×106～24× 106/g，仓鼠、兔、牛、马、羊和猪均大于12×106/g，非人类灵长类为4×106/g，人类为3×106～7×106/g，表明灵长类精子发生的效率较低。
  


  
    二、精子发生的时程
  


  
    精子发生包括有丝分裂、减数分裂和精子形成等一系列复杂的步骤，完成这些步骤需要几周的时间。精子发生的动力学研究需要借助一些特殊的物质，这些物质能够进入到细胞内并能渗入到细胞增殖周期中，细胞分裂后通过对这些物质的观察评估早期的生精细胞。目前最常用的是溴脱氧尿苷（Brdu），在细胞增殖周期的S期，Brdu能被掺入DNA中，并能非常容易地被免疫组化所显示。Weinbauer用Brdu测定了罗猴精子发生周期的时程，在成年罗猴的静脉注射Brdu（33mg/kg），注射后3h、10h和11h分别取睾丸组织，组织块经Bouin液固定，按常规方法制片，用抗Brdu单克隆抗体胶体金的免疫胶体金银染方法，及套用PAS和苏木精染色，能同时测定精子发生的过程及Brdu定位。在注射Brdu后3h，Brdu出现在精原细胞和细线期、偶线期的精母细胞；在注射Brdu后10h，粗线期精母细胞含有Brdu，提示前面标记Brdu的细胞已开始减数分裂。通过渐进的Brdu标记的生殖细胞分裂，能测定精子发生周期的时程。包括人类在内的各种动物，从进入第一次减数分裂到精子释放称之为精子发生的时程，各种属间精子发生的时程是不同的（表2-1）。
  


  
  
    表2-1　几种动物和人精子发生的时程和周期数
  
[image: ]


  
    从上表可见，种属的不同，其精子发生的时程不同，但在同一个种属内，整个精子发生过程中的细胞发育速率是恒定的。同一种属的所有A型精原细胞用同样的时间完成发生的过程。激素或各种外界的有害物能够影响到精子发生，但不能改变精子发生的速率。
  


  
    三、精子发生的规律
  


  
    在一个A型精原细胞有丝分裂增殖时，产生新的A型精原细胞作为干细胞而保留，这些新的干细胞在几天的静息周期后又将进入新一轮有丝分裂的增殖过程，并又保留下一些新的干细胞。在相同的种属，所有A型精原细胞的静息周期的时间是恒定的，每个种属具有其自身特异的静息周期时间。
  


  
    大鼠相邻两批A型精原细胞进入精子发生周期的间隔时程为12d，即大鼠A型精原细胞静息周期为12d，占整个精子发生时程的1/4，因此在同一时间必然出现4批精原细胞各自在4个不同的精子发生的时程中。最早被启动分裂的细胞其位置不断被随后分裂的细胞所取代，向管腔迁移。随着一批A型精原细胞开始分裂，前面3批细胞在朝向精子发生的过程中处于3个不同周期，因此在大鼠，每一个A型精原细胞从启动分裂到精子形成共有4个周期，每一个周期表示一种细胞类型，称之为精子发生周期（spermatogenic cycle）。各种属间精子发生周期数不同（表2-1）。
  


  
    如果在青春期所有的A型精原细胞都准确地在同一时间开始有丝分裂和产生精子，而增殖的干细胞经过一定的静息周期后再进入精子发生，这势必造成脉冲式释放精子，导致男性不育。实际上青春期A型精原细胞是随机启动进入有丝分裂的，尽管不同的细胞其发育的速率和周期均是恒定的，但其进入精子发生的时间被错开，使精子释放连续进行。
  


  
    四、生精上皮周期
  


  
    相邻的两批A型精原细胞进入精子发生的间隔是恒定的，并且，在精子发生过程中，细胞增殖分化的速率也是恒定的，因此同一周期中，所有的细胞发育均是平行的，无论在何种生精小管的横切面，细胞的排列都具有其特征。两次相同生精细胞组合之间的时限称为一个生精上皮周期（cycle of the seminiferous epithelium）。在大鼠，精子发生的周期间隔为12d，当一个新的A型精原细胞经过12d，6次的有丝分裂进入减数分裂时，上一批细胞又经过了12d完成了减数分裂，成为早期的精子细胞。由于精子细胞变形成为精子的过程需要12d，因此进入有丝分裂的细胞不仅与进入减数分裂的细胞同处，而且也与开始变形的精子细胞同处。在这12d的时程中，处在4个周期中的所有细胞组成明确的和容易辨认的14个特殊的细胞组合称之为期。这种特殊细胞组合随时都在变化，在12d中连续出现14个阶段，然后便出现一次重复。
  


  
    在人类，与生精细胞很有规则排列的啮齿类动物不同，生精小管的横断面上，可以辨别出界限清楚的6个期，但并不是每个期都占满生精小管的整个横断面，可识别的细胞组合只占据生精小管上皮较小的锲形区域（图2-13）。这一现象并不意味着人类的精子发生周期和细胞发育的速率调控机制不同于其他种属，这似乎显示人类精子发生过程中，单个细胞群并列的空间较小。
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      图2-13　人生精小管的六种不同细胞组合
    


    
      Sg-精原细胞 Se-支持细胞 SS-次级精母细胞 Sp-精子细胞RB-残余体 PS-初级精母细胞 M-初级精母细胞分裂相
    

  


  
    沿生精小管的纵轴，精子发生的形态学结构具有明显的特征。在青春期，生精小管纵轴的中央处的A型精原细胞最先被启动进入有丝分裂增殖，产生第一个精子发生周期。与此同时，激活物沿生精小管纵轴向两端缓慢伸展，进行性地启动A型精原细胞产生第二个精子发生周期，第三个精子发生周期……在整个生精小管的纵轴上形成精子发生波（spermatogenic wave）（图2-14）。
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      图2-14　大鼠生精小管精子发生波示意图
    

  


  （祝辉　郑英）
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    第三章　精子的成熟
  


  
    睾丸中产生的精子从其形态结构和染色质的角度看已基本成熟，但还不具备运动能力、精卵识别的能力和精卵结合的能力。只有在进入附睾后，在循附睾头、体、尾运行和在附睾的贮存过程中，精子进一步发生了一系列形态结构、生化代谢和生理功能的深刻变化，最终获得了运动能力、精卵识别的能力和受精能力，这就是所谓的精子在附睾中的成熟。精子在附睾中的成熟，可能一方面是受到了精子自身因素的作用，另一方面则受到了附睾微环境的深刻影响。
  


  
    哺乳动物附睾精子成熟的概念最初由Benoit（1921年）以及Young（1931年）提出来。而40多年后，Bedford（1967年）和Orgebin-Crist（1967年）则明确指出了附睾有精子发育成熟和储存的作用。
  


  
    虽然目前人工辅助生殖技术的快速发展已经可以通过从射出精液、附睾甚至睾丸内取出精子进行卵细胞胞质内注射（ICSI）以达到受精，并通过该项技术以解决男性不育问题。但绝大多数动物包括人类都处在一个自然生殖过程中，都是在生理状态和条件下进行生殖活动，需要精子有良好的运动特别是前向运动能力，如人的精子要游动至输卵管壶腹部，才可能与卵子相遇。人的精子游动能力要在附睾中获得，正常的生殖功能需要精子对卵子的识别能力，并在此基础上进一步的结合即受精能力。而这些都有赖于附睾中的成熟，像ICSI技术则是直接由人将精子注入卵子，不存在需要精子的运动、精卵识别和精卵结合的能力。应用ICSI技术达到受精，达到胚胎发育成功主要说明了睾丸的精子形态结构和遗传物质已基本发育成熟。有鉴于此，国际生殖生物学专家Moore在1998年撰文指出附睾精子成熟机制的进一步阐明在生殖生物学上仍具有重要理论意义，并且对附睾环节的男性抗生育研究和附睾环节所引起的男性不育也都有重要的实用价值。
  


  
    第一节　精子成熟过程中形态结构、生化特性和代谢的改变
  


  
    一、精子的形态变化
  


  
    附睾精子成熟过程中，精子的形态结构也发生了进一步的变化，主要包括精子胞质小滴的移行，精子内胞质的减少，以及精子顶体的大小、形状和内容的变化，等等。
  


  
    睾丸精子的胞质小滴位于精子中段的近端，接近精子头部。在附睾运行过程中，精子的胞质小滴逐渐向末端移动，最后脱落。通过透射电镜发现在美洲骆驼附睾中，精子胞质小滴的移动在附睾体部远端完成。在胞质小滴的移行过程中，以精子鞭毛中段弯曲为其特征。在猕猴也见随附睾移行，精子胞质小滴向精子尾部移行，并且这种移行与精子的运动密切有关。在仓鼠上，胞质小滴从鞭毛中段的近端向末端移行从睾丸或输出小管就开始，在附睾尾部完成。
  


  
    如果精子的胞质小滴未能移行，就会影响其受精能力。如果在射出精液中有大量的含有胞质小滴的精子，通常会造成男性不育。为此，20多年前有学者想象如能发现造成精子胞质小滴移行的原因，防止胞质小滴的移行过程，就能在不影响精子发生、性欲和射精过程而进行男性附睾功能性抗生育。但是这个工作至今未有进展。
  


  
    二、精子核的成熟变化
  


  
    精子核DNA与核蛋白的结合越来越紧，随着精子在附睾中运行和贮存，精子核的巯基逐渐被二硫键所替代，这对精子核结构及基因的稳定起保护作用。
  


  
    在精子发生过程中，生精细胞核内核蛋白组分发生了明显的变化，由富含赖氨酸的体细胞型组蛋白被睾丸特异性的组蛋白代替，最后被富含精氨酸和胱氨酸的精核蛋白所取代。睾丸精子进入附睾后，其核蛋白的组分一般不再发生变化，但在精子成熟过程中，精子核DNA与精核蛋白的结合越来越紧密，故而表现为精子核DNA细胞化学染色（如Feulgen DNA染色）不断减弱。这并不说明DNA含量发生了改变，而是提示精核蛋白与DNA链中的磷酸基团结构更为紧密。精核蛋白与DNA紧密结合对DNA有保护作用。此外，精子成熟过程中核结构的另一重要变化是精核蛋白的结合巯基量逐渐减少，而二硫键量则不断增加，这是由于精核蛋白分子内和分子间的巯基逐渐被氧化成二硫键，使精核蛋白与DNA结合更为紧密，使精子核更趋浓集和稳定。
  


  
    未成熟的精子染色质的凝聚程度不及成熟的精子。用DTT（二硫苏糖醇，一种使二硫键降解的二硫键还原剂，可使精子核解凝聚）处理大鼠附睾头、体、尾精子，处理后发现头部精子解凝聚作用最明显，尾部精子最不明显，体部精子介于两者之间。对于附睾头部精子甚至可以不必采用DTT处理，而只要在体外用去污剂或肝素便可使未成熟精子的核内物质膨胀和核解散。
  


  
    睾丸精子不能结合抗成熟精子非组蛋白的抗体，未成熟精子能结合较多的放线菌素D（该物质能与DNA竞争核蛋白的结合位置）和染色剂，成熟精子的核蛋白较未成熟精子为多，染色质对核酸酶的抵抗力也比未成熟精子大，在用子宫液孵育时对其抵抗力也较高。
  


  
    衡量精子核的凝聚程度可反映精子在附睾中的成熟程度，对此可以用精子的吖啶橙染色，用流式细胞仪进行检测分析。许多研究已经表明，精子核染色质的凝聚程度与精子的受精能力（受精率）有一定关系。
  


  
    三、精子膜的变化
  


  
    精子在附睾成熟过程中精子膜的结构也发生了重要的变化，膜上成分以及生化、生理、物理性状的明显改变。包括膜的通透性、膜的流动性、膜电荷、膜脂、膜蛋白以及膜上糖基成分和受体性质的改变。
  


  
    （一）精子膜通透性的改变
  


  
    从睾丸刚进入附睾的精子不具排钠能力，随着在附睾中的移行过程，精子逐步获得了这种能力，同时，精子膜对于钾离子的通透性也明显增加，造成钾离子的内流，使精子内钾离子浓度明显高于精子外附睾液内的钾离子浓度。
  


  
    用渗透进入法测量显示牛、羊、猪的未成熟精子的渗透特性与成熟精子不同，成熟精子与未成熟精子在取出体外后受渗透压损害的危险程度也不一样。用一些去污剂诱导受低渗膨胀的羊附睾精子破裂，可发现附睾头部未成熟精子比尾部成熟精子更容易受到破坏。
  


  
    有间接的证据显示未成熟精子细胞膜对一系列的化合物有比较大的渗透性。与成熟精子相比，未成熟精子能利用更多的6-磷酸果糖来产生乳酸盐（牛精子），或三磷酸尿核苷能较快地合成RNA（大鼠精子）。这提示了是底物进入细胞较快而不是代谢的程度较大。比起附睾尾部的精子，牛的附睾头部精子能摄取较多的钙，猪的附睾体部精子则能摄取较多的钠和钾，这可能反映了未成熟精子的膜渗透性较大或是离子泵的活性较低。在精子附睾成熟过程中，大鼠精子的一种外向转运作用的ATP酶活性逐步下降。有学者发现哇巴因（Ouabain）对大鼠精子表面ATP酶有抑制作用，而且成熟精子比附睾头部未成熟精子所受的抑制更大。在羊成熟精子能测到Ca2+-ATP酶，而在未成熟精子则测量不到。
  


  
    精子膜通透性的这种成熟变化，影响了精子内酶的活性以及精子的代谢，同时也由于精子内离子浓度如钙离子的变化，对于精子在附睾成熟过程中精子运动的启动和成熟有着重要意义。
  


  
    （二）精子膜表面糖基和精子表面负电荷的改变
  


  
    研究精子膜糖基的组成，一般可用植物凝集素（lectin）作为细胞膜的特异性分子探针。如刀豆球蛋白（ConA）可与葡萄糖胺和甘露糖结合，麦芽凝集素（WGA）可与N-乙酰葡萄糖胺结合，蓖麻凝集素（RCA）可与半乳糖或N乙酰半乳糖胺结合。研究结果表明，精子膜上不仅存在不同的糖基，而且在附睾成熟过程中，精子膜糖基发生了规律性的变化，在不同的动物间也有明显差异。
  


  
    家兔附睾头部精子极易和WGA相结合，而附睾尾部的精子和WGA的结合力明显降低，表明精子成熟过程中，精子膜的N-乙酰葡萄糖胺有所减少或被掩盖。用标记的WGA作受体定位，发现附睾头部精子WGA受体主要位于顶体后区，而附睾尾部的精子WGA受体分布稀疏。
  


  
    Sinowatz等用胶体金技术发现牛附睾精子成熟过程中ConA在附睾头部和尾部精子的头部细胞膜上都有大量分布。对于WGA，两个部分精子的顶体区域均有明显分布，在精子的顶体后区，附睾头部精子有稀疏的分布，而尾部精子，在一个杯状细胞膜区域有比较强的分布。在精子的尾部，ConA和WGA的结合部位有些差异。附睾头部精子尾部比附睾尾部精子的尾部，ConA有比较多的结合，WGA在两个区域的精子尾部没有什么变化。同时，随着精子从附睾头部至附睾尾部的移行，RCA和WGA的凝集有明显增加，ConA不明显。荆豆凝集素（UEA）无凝集反应。ConA结合的超微结构观察，在精子尾部，随着精子成熟移行，结合量明显增加，而WGA没有区别。
  


  
    山羊成熟的精子比未成熟的精子更容易与ConA和WGA结合。ConA全部分布在成熟精子的表面，WGA则分布在精子头部顶体帽的区域，RCA分布在成熟精子的顶体后区。精子在成熟过程中，ConA/WGA受体增加。WGA受体是糖脂的可能性比糖蛋白的可能性为大。
  


  
    猴附睾精子在成熟过程中ConA和WGA受体的分布呈相反的规律：随附睾移行，精子膜上ConA受体增加，而WGA受体减少。这种变化主要发生在附睾的远端体部。
  


  
    Hermo等观察了大鼠附睾精子顶体的Lectin标记情况，发现RCA在整个附睾各段精子上的分布类似，但精子顶体标记密度在附睾起始部和头部比体部和尾部要明显降低。
  


  
    在小鼠，WGA结合位点也是增加的。
  


  
    Magargee等发现，在公羊ConA比较弱地结合在附睾各段精子的整个表面，在整个附睾成熟过程中变化不大，SBA（N-乙酰半乳糖胺阳性）在附睾头部精子结合比较强，特别是在精子头部顶端。随着精子在附睾中的成熟，SBA结合明显下降，但是在射精时又重新获得。RCA、PNA和ECA（半乳糖阳性）表现基本相同，开始分布在精子的除了头部前端外的整个表面，随着附睾中成熟，结合量下降。WGA（唾液酸阳性）开始结合较弱，以后随着附睾成熟过程，结合逐渐增加。
  


  
    在恒河猴中发现，大多数存活精子没有表现出与ConA和PNA的结合。WGA在附睾体部至尾部精子结合量一样。未固定精子表现出非常明显的结合方式变化。用多聚甲醛或乙醇固定的大多数精子显示出顶体部分有最强的Lectin结合。但在顶体后区，始终没有Lectin的结合。附睾精子结合Lectin的能力随附睾成熟过程增加，从附睾体部就开始有最大量的结合。狒狒和黑长尾猴附睾精子成熟过程中精子膜WGA结合也有差别。
  


  
    附睾尾部精子膜表面负电荷比附睾头部精子有明显减少，这是由于精子在附睾成熟运行过程中，精子膜表面的唾液酸减少的结果。大鼠附睾头部精子比成熟精子有较多的唾液酸受体。唾液酸是一种带强烈负电荷的酸性糖基，他能使精子在成熟过程中由于同性电荷相斥作用而不发生凝集效应，为精子构成一个良好的微环境。精子顶体前区的胞膜富含唾液酸糖基，对保证精子结构的高度稳定及完整具有重要作用。精子在附睾成熟运行过程中精子膜唾液酸量不断降低可能是为了在受精过程中，精子要先有凝集的能力，然后才获得与卵子结合的能力，呈低电荷状态的精子容易与卵子表面的负电荷相识别，从而加速受精作用过程。有些男性射出精子的表面电荷不正常，导致精卵结合困难，有可能是其不育的原因。
  


  
    丁之德等用FITC-WGA和膜胶体铁方法研究了大鼠附睾精子成熟过程中的WGA结合变化以及精子膜负电荷的变化，并测定了附睾精子膜唾液酸的含量。结果显示三者均随附睾的成熟而降低。
  


  
    精子从睾丸进入附睾头部时并没有获得正常成熟时所获得的蛋白质外衣或膜电荷。在大鼠附睾尾部精子膜含有一种附睾头部精子所缺的唾液酸糖蛋白，该蛋白最先是在附睾尾侧出现。
  


  
    冰冻断裂技术显示牛精子经过附睾头部远端时，顶体区的膜内颗粒暂时呈规则的几何图形；接近附睾尾部时，变成了六角形；在射出精液后的精子，膜内颗粒几乎完全消失。膜内颗粒的变化反映了精子膜的糖衣在附睾成熟过程中以及射精时的变化。
  


  
    （三）精子膜膜脂成分及其代谢以及膜脂流动性的改变
  


  
    有关直接研究精子在附睾成熟过程中膜流动性的报道比较少。但现有结果一般认为是随附睾成熟运行，精子膜的流动性是逐步降低的。Majumder用芘（pyrene）掺入膜的脂相形成在480nm的荧光激发物，发现在山羊附睾头部未成熟精子中比成熟精子产生量要大。用1，6-二苯基1，3，5-己三烯（DPH）作为亲脂探针，其荧光偏振值在未成熟精子最低，尾部成熟精子最高。以此表明精子在附睾成熟过程中，膜脂的流动性有非常明显的下降。张君慧等用两种脂肪酸自旋探针（5DSA，16DSA）分别标记膜表层和膜深层，在电子自旋共振（ESR）波谱仪上研究了大鼠附睾头、体、尾各段精子膜膜脂的流动性，也发现从附睾头部到附睾尾部，精子膜表层和深层的序参数逐渐增大，精子膜越来越有序，流动性越来越小。
  


  
    一般来说，生物膜膜脂的流动方式和强弱取决于膜内磷脂分子的内部结构、胆固醇的含量、膜蛋白分子的影响等。精子从附睾头部被运输到附睾尾部，精子膜中由于新成分的插入或原先成分的失去，其结构发生了变化。精子膜上膜脂的总量是逐渐减少的。
  


  
    精子膜内与磷脂结合的不饱和脂肪酸（C22∶4，C22∶5）含量逐渐增多，磷脂酰丝氨酸、双磷脂酰甘油的量也逐渐增高，而鞘磷脂、磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、胆固醇的含量均有所下降。在山羊大约减少了25%（w/w），磷脂30%（w/w），糖脂80%（w/w），相反，在附睾尾部精子中性脂却增加了50%（w/w）。磷脂酰胆碱（卵磷脂，PC）和磷脂酰乙醇胺（PE）以及鞘磷脂是精子膜脂中的磷脂成分，其中PC和PE为主要的磷脂成分。PC和PE均含有3个成分：二酰、烷基酰和烯基酰，其中二磷脂酰乙醇胺在精子成熟过程中下降的最明显，约65%（w/w）。中性脂成分包括甾醇、蜡脂、1-O-烷基-2，3二脂酰甘油、三脂酰甘油和脂肪酸。甾醇代表了将近75%（w/w）的量。在甾醇中胆固醇又占了95%（w/w）。附睾成熟精子（附睾尾部精子）比未成熟附睾头部精子甾醇量约增加了60%（w/w）。在成熟精子，胆固醇/磷脂比例和饱和脂肪酸/不饱和脂肪酸比例明显增高。这些膜脂成分的改变造成了精子膜脂流动性随成熟过程而下降。
  


  
    有学者发现在大鼠附睾精子膜脂中PE和PC及磷酸甘油酯占了磷脂总量的56%，余下的为鞘磷脂（SM）、磷脂酰丝氨酸（PS）以及二磷酸甘油酯（DPG）。附睾头部精子到附睾体部，PE含量增加，但是从体部到尾部，含量又下降。磷酸酯结合的脂肪酸主要包括棕榈酸盐（软脂酸盐）（C16∶0）和硬脂酸（C18∶0）在鲱油酸酰基（C22∶5）中的摩尔百分比在附睾尾部精子增加。另外，也有学者发现，在大鼠附睾精子上述这些酯类的变化中，磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺下降，而缩醛磷脂量没有变化，使其转化的胆碱缩醛磷脂成为主要的磷脂成分。DPG、鞘磷脂和磷脂酰肌醇略有下降或无变化使其在精子成熟过程中的含量相对增加。对于脂肪酸来说，油酸（C18∶1，n-9）和亚油酸（C18∶2，n-6）从附睾头部精子到尾部精子逐渐下降，而长链不饱和脂肪酸（C22到C24甚至更长）却增加。鲱油酸（C22∶5，n-6）在成熟精子和未成熟精子中均为主要的酰基链，但是一些少见的n-9系列多烯脂肪酸也能在这两个阶段中见到，几乎仅见于甘油磷酸胆碱中，这些脂肪酸在精子成熟过程中也经历了明显的变化。在未成熟精子，胆碱缩醛磷脂量最少，但在成熟后，其量可增加几倍，代表了附睾尾部精子脂酰基链的大部分。
  


  
    在大鼠，随着精子的成熟，精子膜表面的甘油磷酸胆碱（GPC）也是逐步下降的。这点与大鼠精子膜PC量随精子附睾内成熟而降低，精子膜流动性下降等结论相吻合，其意义可能是为受精建立必要的生物膜构型。
  


  
    Parks JE等认为在公羊附睾精子中，胆固醇是膜上主要的甾醇，24-脱氢胆甾醇在精子刚从睾丸进入附睾头部时存在于膜上，但在成熟后的附睾尾部精子上就基本消失了。磷脂酰乙醇胺（PE）和甘油磷酸胆碱（GPC）代表了膜上磷脂的70%～80%。在附睾精子成熟过程中，乙醇胺部分相对于GPC的含量是下降的。胆固醇和磷脂的摩尔比例随精子成熟而上升。大量的磷脂结合脂肪酸在头部精子主要是软脂酸（C16∶0）酰基团，在尾部精子则主要是二十二碳六烯酸（C22∶6）酰基团。
  


  
    Haidl也分析了人附睾精子膜上酯类的情况，发现PC/（PS+PE+SM）在附睾尾部精子要比头部和体部精子为高，原因是PC增加，PS、PE、SM下降。对于脂肪酸，在头部精子以饱和脂肪链为主，在附睾尾部精子则以长链不饱和脂肪酸含量最大。
  


  
    用自旋标记磷脂同型物比较了公羊附睾精子成熟过程中的磷脂的膜内转移运动。发现成熟中的精子其氨基磷脂同类物磷脂酰丝氨酸和磷脂酰乙醇胺从膜外侧面至胞质面有一个快速的移动，而磷脂酰胆碱移动比较慢。这提示了磷脂的一种稳定的不对称跨膜分布，以及胞质面氨基磷脂优先富集。在附睾精子成熟过程中，这种快速内向氨基磷脂同类物的重新分布是与氨基磷脂转移酶活性在精子上的存在相一致的。在附睾精子成熟过程中，这种转移酶活性在精子自附睾移行过程中稍有增强，在射出精子则明显增强，而且PE的不对称性也更加明显。Rana等也分析了山羊附睾精子膜上磷脂的不对称性。附睾成熟各个阶段的精子膜上膜内侧和膜外侧磷脂成分有明显的不同。外侧膜富含PC和SM，内侧则以PE为主。虽然在成熟的附睾尾部精子和未成熟的附睾头部精子内膜上的PE/PC相似，但是在体部精子却有明显的下降。在附睾精子成熟过程中，两侧膜上在磷脂成分中的饱和和不饱和脂肪酸分布也有明显的变化。
  


  
    在仓鼠，附睾头部和附睾尾部精子的总脂肪酸量和总甾醇量稍有区别，然而甾醇的组成区别很明显，胆固醇下降，24-脱氢胆甾醇和7，24-3β-o1-胆甾二烯醇（cholesta-7，24-dien-3β-o1）增加。虽然在附睾移行过程中，脂肪酸链有增长的趋势，但是脂肪酸组成没有明显改变。
  


  
    Nikolopoulou研究了猪的附睾精子膜在成熟过程中酯类的变化。发现附睾头部、体部和尾部精子磷脂/蛋白质，胆固醇/磷脂一致。而仅表现为蛋白量和个别酯类上的变化。在磷脂中，磷脂酰乙醇胺、磷脂酰丝氨酸和磷脂酰肌醇百分比下降，而磷脂酰胆碱和鞘磷脂以及多磷酸肌醇增加。在附睾精子成熟移行过程中，游离脂肪酸和主要的糖脂含量下降。胆固醇量下降，然而24-脱氢胆甾醇和硫酸胆固醇增加，二酰基甘油含量也增加。
  


  
    一般情况下，精子在附睾成熟过程中，精子膜上总磷脂含量减少，有研究也确证了这种减少是磷脂从精子膜上的脱落。有学者认为可能是附睾液中高蛋白浓度就是精子脂质转变的诱导媒介，这功能可能涉及附睾上皮细胞中的亮细胞，在亮细胞中含有脂质小泡，另外在附睾尾部则有能把精子在实验条件下分解的产物累积的现象。
  


  
    在附睾成熟过程中，精子的头部增添了胆碱缩醛磷脂，而未成熟的精子在堵塞的附睾管内增龄后也发现有胆碱缩醛磷脂，因此，他的出现可能是增龄的结果，而不是一种依赖附睾的结果。胆碱可以在体内掺入这种精子磷脂。当人的精子放置于体外时，胆碱缩醛磷脂就慢慢地累积。
  


  
    仓鼠附睾有类固醇硫酸转移酶的存在，而24-脱氢胆甾醇则在附睾远端分泌入附睾管腔。在离体情况下成熟精子比未成熟精子能摄取更多的游离或硫酸甾醇，可能反映了成熟精子膜原本的甾醇总量较低的情况。
  


  
    在附睾精子成熟过程的膜脂的变化中，精子膜磷脂含量是逐步下降的。过去认为这种磷脂的减少是由于精子附睾成熟过程中脂蛋白从精子膜表面脱落，或是精子在代谢使用脂肪酸过程中磷脂的降解。早期的一些研究显示，射出精子不仅能依靠氧化分解缩醛磷脂库以维持内源性的呼吸，而且可以重新合成一些磷脂和甘油二酯。附睾头部和尾部的精子合成能力有差别。很清楚，从大鼠附睾尾部取出的已经丢失了胞质小体及部分顶体的精子含有的脂质比附睾头部精子低，而且［14C］葡萄糖掺入甘油酯和磷酸甘油酯的概率也很低。在这基础上，人们就可以推想大鼠精子甘油脂的缺乏主要在附睾头部的精子而不是附睾尾部精子。从另一个角度讲，附睾精子从头部到尾部的移行过程中一些脂类的丢失可能是由于附睾精子成熟过程中精子脂肪分解活性的改变。在这个关系上，鉴于附睾精子在其附睾移行中特定的糖酵解酶活性变化不大，附睾尾部精子和附睾头部精子的区别在于其碱性磷酸酶活性较低，但其单甘油酯脂肪酶活性较高。这个脂肪酶（酯酶）是明显不同于精子依赖cAMP的三甘油脂肪酶的。
  


  
    但这里有一些问题。上述结果所显示的大鼠附睾头部和尾部精子不同的脂类成分分析是在去除了精子胞质小体和顶体后进行的。然而，这两个结构变化在精子附睾成熟移行具主要意义，尤其是顶体。脱落的顶体中含有相当量结合于脂糖蛋白复合体的缩醛磷脂。那么，缩醛磷脂在精子附睾移行中是否有这种变化，目前结论是矛盾的。有的认为是降低的，有的认为没有变化，而另外的则注意到大鼠精子在附睾移行中胆碱缩醛磷脂是增加的。在兔附睾移行最终阶段的附睾精子头部可见一些特殊的能被孔雀绿染色的物质，可能就是胆碱缩醛磷脂。这种物质，在精子于子宫中12h以后消失，可能与精子的获能有关。至于上述这些相左的结果可能是由于所采用实验的条件不同、不同的动物等关系。另外，精子的代谢与精子的运动能力和受精能力的获得有极其密切的关系，在附睾管中的生理情况下，精子是完全处于一种运动静止的状态，是完全不同于一般实验的从附睾精子的取出，并且将之很大程度稀释，又使其暴露于大气氧环境中，而且也可能提供一些外源性的营养物质的非生理状态。
  


  
    至于精子膜膜脂中的甘油磷酸胆碱（GPC），有学者认为精子本身也能合成。虽然在羊和牛的射出精子只能很慢地将外源性的卵磷脂（磷脂酰胆碱，PC）代谢，但并不释放GPC，羊的睾丸精子和附睾成熟的精子也是同样。但是发现大鼠附睾的精子能结合卵磷脂并将其转化为GPC，而且在附睾头部的精子比附睾尾部的精子这种转化更为活跃。一般认为由于精子本身不能将GPC代谢，所以GPC不会是附睾精子所需能量的来源。但是当精子进入雌性生殖道后，雌性生殖道内含有的二酯酶可利用GPC生成甘油和甘油磷酸酯，两者均可为精子所利用，因此精子上的GPC可能是作为精子代谢底物的储备。
  


  
    （四）精子膜蛋白质组成的改变
  


  
    在附睾精子成熟过程中，精子膜蛋白质组成发生了重大的改变，这种改变或是在运行过程中加进了新的蛋白质成分，用高离子浓度培养液洗涤大鼠和仓鼠成熟精子所得到表面蛋白比未成熟精子为多，如大鼠精子增加了相对分子质量为31 000、32 000、34 000和37 500的膜蛋白成分；人附睾尾部精子有了相对分子质量为21 000、29 000、38 000、37 000、70 000蛋白质，也可以是失去了原有的某些膜蛋白成分，如大鼠附睾头部的精子有相对分子质量为110 000、94 000、72 000和59 000的膜蛋白成分，而尾部的精子则失去这几种蛋白质。精子在附睾成熟移行过程中，其膜蛋白也相应由大分子转变成较小的分子。原子力显微镜（atomic force microscopy）检测显示在精子头部顶体区、赤道区和顶体后区的膜表面存在20nm至60nm大小的蛋白颗粒，而这些蛋白颗粒的大小随着精子在附睾的运行而变化。这些膜蛋白组成的变化包括某些蛋白的降解、再修饰及位置移动。当然也不排除原有膜蛋白分子的改变，或原被覆盖的膜蛋白成分在成熟过程中的暴露。不但是不同成熟阶段精子膜上蛋白质的成分不一样，而且，精子膜上结合的蛋白质与精子的黏附能力在精子的不同成熟阶段也是不同的，如仅需简单冲洗就能使未成熟的豚鼠精子上一些黏附的蛋白质脱落下来，雄激素促进附睾上皮细胞分泌附睾管腔内的附睾特异性蛋白质，这种蛋白质可黏附在正在成熟中的精子的表面，附睾内低钠和高肌醇浓度这两个附睾液特征所造成的附睾液低离子浓度可能促进了蛋白质与精子的结合。
  


  
    精子膜表面蛋白的丢失主要归因于精子在附睾成熟过程中精子膜经历了蛋白质裂解过程。裂解作用主要是存在于精子膜表面、内部或周围附睾液中蛋白水解酶作用的结果，其中附睾液的作用起决定性影响。精子膜表面新蛋白的形成则可能是附睾液中新组分加入到精子表面所致，是精子与附睾液相互作用的结果，这种作用可导致先期存在于精子表面组分的去除、掩饰和暴露或吸附和结合附睾液中的多肽。这种机制的理由是精子本身不具备进一步的生物合成能力，而附睾液中富含氨基酸和多种蛋白质合成、转移、糖基化修饰的酶和转移长萜醇。从小鼠的附睾腔内就能提取到一种蛋白酶抑制物，而且已证明这种抑制物可能与调节或限制酶对精子表面的修饰作用有关。
  


  
    精子在附睾内成熟过程中精子膜蛋白质变化是与其功能的改变密切相关的。有许多实验表明精子膜表面蛋白质重修饰所产生的新蛋白与精子的前向运动、精子表面膜抗原性的变化以及受精能力的出现有关。糖蛋白中糖部分的变化主要是精子在女性生殖道中与卵子相互识别起作用，而蛋白质磷酸化则与精子运动的调节有联系。
  


  
    精子在附睾内成熟过程中膜蛋白的变化比较复杂，而且精子膜上每一种蛋白质的变化都不是孤立的，是与精子膜上、胞质及其周围附睾液中许多组分的改变相一致，如酶、pH、离子浓度等。
  


  
    从附睾内精子比睾丸中的精子抗原性增加等事实来看，精子在整个附睾成熟移行过程中，被覆盖上许多来自于附睾管腔内的蛋白质。下列这些证据可以说明这些：①用透射电镜照片显示大鼠附睾精子顶体质膜上黏附有一种“多种亲和性糖蛋白”（VAG）；②从大鼠、绵羊精子和附睾液分离的蛋白质有某些相似的生化特性，虽然可能也存在差异，但是这些差异可能与蛋白质加入和插入精子膜的机制不同有关；③通过微穿刺取附睾液和附睾精子，发现在注射带有放射性标记的氨基酸后，附睾内取出并经过洗涤的精子上仍有放射性；④从洗涤过的大鼠和仓鼠精子所显示附睾液和成熟精子的蛋白质之间有相似的离体免疫性；附睾特异蛋白能引起精子凝集，而精子又可以阻碍附睾液蛋白本身抗体起作用，表明精子表面拥有附睾特异性蛋白质；⑤其他间接证明精子覆盖蛋白是来自附睾的证据包括附睾精子表面某些蛋白质是睾丸精子所没有的，而且当附睾管腔内缺少精子时，通常与精子结合的糖蛋白就在附睾的上皮内出现。另外，附睾蛋白结合精子的最有力证据是能够直接显示精子对附睾蛋白质的摄取。
  


  
    附睾精子在成熟过程中处于附睾分泌蛋白质的环境中，但是不同的成熟阶段所能摄取附睾蛋白的能力是明显不同的。一般情况下附睾未成熟的精子比成熟的精子更易与附睾蛋白结合。这也从另外一个方面显示了精子在附睾成熟过程中被覆蛋白的逐步加入现象。同时也可能是由于：①精子在成熟过程中，精子表面呈现负电荷，而大部分附睾蛋白是酸性的，两者的结合可能不是单纯的离子作用，用尿素降低精子表面的电荷就能有效地将人精子表面的糖蛋白去除。②由于内源性蛋白先与精子结合，如用一种金标记的猪附睾体部特异蛋白显示其能与睾丸和附睾头部精子结合，而不与附睾体部及尾部精子结合，若先用无标记的附睾体蛋白孵育就能使标记蛋白的结合失败。这种表面结合位置被内源性蛋白饱和的现象就可以解释为什么附睾尾部精子不摄取附睾蛋白和前向运动蛋白，而睾丸和附睾头部精子就可以。③附睾精子摄取或将附睾液中的蛋白质转移至精子依赖于附睾管腔内的一些酶类，不同区域附睾管腔内这些酶类的分布和含量不同也使附睾不同段落的精子表面蛋白质分布和含量上的区别。
  


  
    对于精子膜上的膜本体蛋白，一些附睾分泌蛋白质的特性是大部分蛋白是由非极性氨基酸组成，这就产生了蛋白质插入膜的可能性。在成熟过程中发生的精子质膜无极性部分的变化足以影响精子从附睾液摄取本体蛋白。精子膜脂质的变化也可能便利疏水性蛋白质的插入。
  


  
    一些附睾分泌的蛋白质结合精子的顶体部（大鼠：SEP，SP，蛋白D和E，小鼠：SMA-4），AEG则主要结合精子尾部，而兔的ASF与顶体和尾部均有结合。Isahakia用单克隆抗体（BS A6）发现在狒狒由附睾体部近侧主细胞分泌的MW 82000一种蛋白质结合于附睾体部远侧部精子顶体的侧面，到了附睾尾部，该蛋白分布于整个精子的顶体部。在附睾头部及睾丸的精子中没有见到这种蛋白质的分布。
  


  
    Alison等发现大鼠附睾尾部及射出精子上有相对分子质量为26 000（4E9抗原）（RCA亲和）大鼠附睾特异性精子成熟抗原。该抗原在体部精子就没能被提取到。另外，他认为该蛋白是由附睾上皮细胞分泌的一种相对分子质量为38 000蛋白质降解成26 000的蛋白。由此也说明随着附睾内精子的成熟，精子一方面获得了附睾上皮所分泌的被覆蛋白（抗原），另一方面在摄取的同时，可能对这些蛋白质进行一些修饰。Daulat等通过实验也表明随着精子的成熟过程，精子膜上一些蛋白质如α-D-甘露糖酶活性逐渐增强，这种增强是由于精子将无活性或低活性的大相对分子质量的前体（135 000和125 000）转化成具有明显活性的低相对分子质量的活性形式（115 000）。Francoise发现另外的一些附睾分泌蛋白，如精子前向运动蛋白（FMP），在仓鼠附睾头部精子基本上没有组织细胞学的染色，而在附睾尾部精子主段上就有了明显的染色，如果先用附睾尾液孵育附睾头部的精子，精子的主段也可出现阳性染色。由此说明精子上的FMP也是在附睾尾部被结合上去的。童明汉等用间接免疫荧光的方法观察了人前向运动蛋白在人附睾精子上的表现，发现在附睾头部精子未见阳性染色，而在附睾体部，精子中段可见阳性反应，附睾尾部精子在中段和鞭毛尾段均可见阳性反应。
  


  
    附睾精子表面首先出现的部分附睾分泌蛋白的部位是：①附睾头部近侧段精子：蛋白质H1、H2（仓鼠），AEG、SEP、SP、α乳白蛋白（大鼠），SSEA1（小鼠），R1R3（兔）；②附睾头部远侧段精子：SMA-4（小鼠），前缘比值为0.3、0.43、1.0的蛋白质（人）；③附睾体部精子：ASF（兔）。
  


  
    四、附睾精子成熟过程中巯基的变化
  


  
    精子膜在附睾精子成熟过程中，膜上的巯基逐渐被氧化为二硫键。由于二硫键的键能很大（约125～418kJ/ml），他可把不同肽链或同一肽链的不同部分连接起来，对稳定膜蛋白质起了重要的作用。
  


  
    同样，精子核内部，核蛋白成分精核蛋白分子内和分子间的巯基逐渐被氧化成二硫键，精核蛋白的结合巯基量逐渐减少，而二硫键量则不断增加，在睾丸精子染色质中主要是巯基，而到了附睾尾部精子，则主要为二硫键。这种变化使精核蛋白与DNA结合更为紧密，使精子核更趋浓集和稳定。这对精子核结构及基因的稳定起保护作用。
  


  
    除了上述巯基和二硫键的转化对成熟中的精子作用之外，一些学者也通过用DTT和SDS处理精子尾部后发现精子的连接段，尾部主段粗大纤维（致密纤维）和纤维鞘都是通过二硫键的交联作用而变得稳定。Shalgi发现，大鼠精子巯基和二硫键的总量在整个成熟过程中不变［（26±0.5）nmol巯基+二硫键/ 106精子］。但巯基量却是从巯基和二硫键总量的90%（睾丸精子），到75%（附睾体部精子），25%（附睾尾部精子）。分离精子头部和尾部之后，附睾头部精子头部巯基占了巯基和二硫键总量的84%，尾部占了74%；到了附睾尾部，则分别为14%和45%。由此看出附睾精子成熟过程中巯基的变化在精子的头部和尾部都有改变，尤以精子头部明显。
  


  
    大鼠精子尾部的附属纤维（accessory fibers）非常明显。Baccetti等认为这些纤维含有两种二硫键交联的多肽链，其中一种含有高含量的巯基。Shalgi用mBBr（巯基特异荧光分子探针）标记附睾精子尾部蛋白，发现了一个显示荧光（被mBBr标记上）的蛋白质（相对分子质量为25 000），其可能就是这个多肽。Sattayasai和Panyim也报道了这种相对分子质量介于13 000～32 000，含有高水平巯基的蛋白质可在附睾头部精子发现，在附睾尾部精子上没有。精子尾部致密纤维和纤维鞘二硫键的形成与附睾精子运动的发育有关。外周致密纤维在鞭毛运动中不起主动作用，而与精子尾部被动的弹性回缩有关，外周致密纤维的物理形状与精子摆动时形成的弧度的曲率半径有关联。从附睾头部到附睾尾部精子成熟过程中致密纤维上的巯基逐渐被氧化成二硫键，使外周致密纤维更具稳定，从而决定精子尾部的弹性强度而影响精子的运动形式。
  


  
    Seligman等在通过结扎大鼠附睾头部远端后发现，留在附睾头部的精子可通过在附睾内的增龄而使巯基氧化成二硫键，其转化后的表现与在对照的附睾尾部精子一样。但他们的另外实验显示在体外增龄的附睾头部精子巯基情况没有明显改变，说明精子巯基的转化还是要有附睾的因素，可能是附睾的一些分泌作用。从某一方面来讲巯基的这种转化主要在附睾头部就开始了，并且完全可以在附睾头部完成｀。对于这一点，还需进一步的研究证实。
  


  
    五、附睾精子成熟过程中的能量代谢
  


  
    精子活动和代谢的客观测量显示活动是由糖酵解和线粒体呼吸作用产生的ATP所支持的。
  


  
    附睾精子含有所有能有效进行糖酵解的酶类，其中大多数是处于一个高活性状态。在大鼠附睾精子糖酵解酶的活性要明显高于附睾组织。己糖激酶、磷酸果糖激酶和磷酸甘油变位酶活性至少超过附睾组织的10倍以上。NADP苹果酸脱氢酶、线粒体三磷酸甘油脱氢酶、琥珀酸脱氢酶、肉碱乙酰转移酶和柠檬酸合成酶是附睾组织的5～400倍，山梨醇脱氢酶仅存在于附睾精子中。
  


  
    未成熟的精子不论是从睾丸或是从近侧附睾取出，一般都比成熟精子有较大的氧化和合成能力。但就脱氢酶的组织化学和用寡酶素抑制大鼠睾丸精子或就附睾体部精子的线粒体功能来看，在成熟过程中线粒体有极少变化。虽然睾丸精子可能比射出精子摄取较多的葡萄糖，但从多种动物来看，却没有糖酵解酶于成熟时期改变活性的普遍趋向。ATP酶的总活性在羊和大鼠是成熟精子比较高。但就附睾精子成熟过程中精子内ATP总含量的变化，在大鼠是逐步增加，而在羊和豚鼠是未成熟精子的含量较高。
  


  
    有学者用定量细胞化学的方法发现大鼠精子糖酵解酶LDH-X有随附睾精子成熟逐步增加的趋势，另外附睾精子内的肉碱含量，以及肉碱乙酰转移酶在成熟精子中活性最大，以及附睾精子中ATP含量的这种增加性变化均反映了精子在附睾成熟过程中能量代谢的逐步增强。
  


  
    精子代谢的改变：睾丸内的精子主要依靠糖酵解供能，在附睾内运行过程中，精子在成熟过程中，精子也可利用内源性磷脂作为供能基质，这样一个见解得到了下述实验结果的支持：①当精子经过附睾时其总磷脂含量减少。②成熟期间精子的中性脂质和磷脂两者的酰基酯含量均下降。在羊，从中性脂质除去的脂肪酸（主要是不饱和脂肪酸）比磷脂质去除的酸较多。大鼠精子在成熟过程中总脂肪酸的减少伴随三磷酸甘油脂酶活性的增加。③剩存脂肪酸的相对链长下降，这些表示曾经有过β-氧化作用，精子中的肉碱和肉碱乙酰转移酶就是脂肪酸氧化的重要物质。当然精子失去游离脂肪酸并不完全就是脂肪酸被氧化。一般认为，如果精子的确能够在其附睾成熟过程中利用内源性的脂质，这些脂质也是属于精子结构上的脂质，最适当的可供使用的脂质就是在如羊、牛、猪等附睾精子中段线粒体上的胞质小体内的膜小泡。
  


  
    附睾精子成熟过程中的能量代谢在很大程度上受到了附睾微环境中物质的影响。在离体实验中可见高于精子正常生理接触水平的类固醇能抑制附睾精子和睾丸精子的糖酵解和氧化作用，减低羊睾丸精子将葡萄糖转化为氨基酸，并降低牛睾丸精子对肌醇的利用，但从另外一方面，类固醇则增加了牛附睾精子和睾丸精子的脂质合成。然而生理浓度的类固醇未能表现出影响精子代谢的作用，对此一些学者的解释是：精子在附睾内与类固醇的长期接触，有可能相等于体外采用高类固醇的浓度而引起相似的作用。
  


  
    精胺能刺激大鼠精子需氧的果糖酵解和抑制丙酮酸的氧化作用，其作用需要通过细胞膜而产生。GPC也被一些学者认为能抑制精子的丙酮酸氧化，但这个不可逆的作用不能解释射出精子在女性生殖道中能够利用GPC代谢作为其能量物质而影响的精子运动增加表现。在体外，5mmol/L的肉碱能把羊附睾尾部精子的代谢作用由利用葡萄糖生成乳酸盐改变为生成乙酸盐而维持ATP的生产，也就是增加了精子的代谢效率，但是对附睾头部和体部的精子则无影响。但是肉碱对于精子的能量代谢具有双重作用，低浓度刺激效果可能是由于提供了底物，而高浓度则能抑制乙酰肉碱的代谢。附睾内精子代谢也受到了附睾液内肌醇的影响。有实验表明1mg/ml的磷酸肌醇长时间孵育的睾丸精子其葡萄糖代谢受到了抑制，但250μg/ml的浓度却能促进附睾精子摄取葡萄糖并转化为脂质。但这一点是否确实与精子的不同成熟阶段有关还不清楚。
  


  
    第二节　附睾精子成熟过程中运动能力的获得
  


  
    精子进入雌性阴道并快速通过子宫颈进入子宫，最后到达输卵管。目前已比较明确，这种精子在女性生殖道内的运行，除了受女性生殖道的蠕动或收缩所给予的推动力之外，主要是依靠精子自身的主动运动。虽然雌性生殖道的内环境能明显影响精子的运动，即主要是使精子获能同时，精子产生的一种高度活跃运动，精子在雄性射出精液中就表现出了活跃的运动。精子的这种活跃运动已被证明是在附睾运行即附睾成熟过程中获得的。
  


  
    一、附睾精子成熟过程中运动能力获得的表现
  


  
    早在20世纪70～80年代，学者们就已发现了睾丸精子与附睾精子特别是附睾较远侧部位精子运动能力的明显差别，认为精子在附睾成熟移行的过程中获得了运动能力。但由于受到检测手段和技术条件的限制，对于精子运动能力的获得的具体过程不能进行客观、详细和量化的分析，只能很粗略地以振颤、绕圈及前向等加以描述。20世纪90年代左右开始，随着计算机辅助精子运动分析技术的出现和发展，学者们开始从精子运动动力学角度对附睾中精子运动的发育及其过程进行比较客观、详细和定量化的分析，从而开始对精子在附睾成熟过程中的运动能力获得进行了比较深入的了解。
  


  
    这里需要指出的是，附睾液很少，又很黏稠，在附睾中的精子应该是处于一种静止的状态，精子从睾丸生成运输到附睾，依赖于睾丸网液压力和输出小管上皮纤毛摆动的联合作用。我们所说的附睾精子的运动，都是指的附睾精子被取出，浸没于稀释的介质中所表现出的一种生物学状态，也就是说，精子在附睾成熟运行过程中是获得了能够运动的一种潜在能力，表现在射精时，精子加入到主要由附属性腺分泌液组成的精浆中（这时附睾液已被很大程度地稀释），精子表现出活跃的运动。因此对于分析精子在附睾内获得的这种运动能力，只能通过观察精子在稀释介质中表现出的具体运动来反映精子在附睾成熟过程中获得的运动能力。另外，需要说明的是不同的浸出介质对附睾精子稀释后的运动可产生不同的作用。
  


  
    早先，学者们从显微镜下发现在成熟中的精子具有不同的摆动形式。生精小管中的精子就算能动，也只是展示微弱的震颤。不论从被麻醉的或是清醒的动物中采样，也不论睾丸是否因结扎输出管而有过一段时间的鼓胀，从睾丸网取出的精子活动力很弱。对比之下，多种动物，包括大鼠、兔、仓鼠、猫、狗、豚鼠、猪和猴等的附睾头部精子均有绕圈泳动的趋势。但从近侧附睾取出的人精子不作绕圈泳动。所有动物的附睾尾部精子在体外就像正常射出精子一样向前运动。这种随着从附睾近侧段到远侧段精子运动发生的变化不是突然发生的，而是表现出不同运动形式的精子其占的比例在不同的附睾区域都略有不同。从定量研究中显示，仓鼠的睾丸和附睾头部精子的摆动频率及附睾头部精子的诱发前向运动速度均比成熟精子低，同样，牛的未成熟精子有较低的摆动频率、前向运动速度和旋转频率，而摆动振幅则较成熟精子大。
  


  
    对于附睾中精子的各个具体运动参数值，不同实验室间有些差异，但测试结果所表现出的精子在附睾成熟过程中的运动变化规律基本相似。具体数值上的差异原因可能是由于分析仪器的种类不同，仪器参数设置不同，测试样品室（池）的深度不同，测试时温度不同，附睾精子浸出介质不同，测试前精子处理不同，以及标本采集时间上的差异。另外，不同学者对附睾不同段落的分段方法上也有一定的不同。
  


  
    研究者们对人附睾不同部位的精子运动进行了定量分析（表3-1），结果表明，不同年龄人附睾各段精子运动能力的测定结果有些差异。但是，有一点是很明显一致的，即在附睾头部的精子表现出很弱的运动，速度很慢，而且直线性很差。到了附睾体部，精子获得或明显增强了运动，表现为速度和直线性都有非常明显的增强。
  


  
    这种在人类附睾精子成熟过程中所表现出的精子运动能力获得在其他动物上也有充分的体现。吴立君等分析了家兔、大鼠以及小鼠附睾各段的精子运动（表3-2）。从这些结果看到，精子在附睾中运动能力是在精子成熟过程中逐渐获得的，但是在不同种属动物之间，其运动的发生和发展具有一定的差异；附睾尾部的精子运动能力（包括运动速度和直线程度）最强，证明了精子在附睾成熟过程中，精子运动能力包括较活跃的运动和前向运动的获得是一个精子成熟的结果及成熟的一个重要表现；各种不同种属动物精子在各自附睾成熟过程中，其衡量运动能力的两个方面参数，活力（运动速度）和运动方式的发展是不平行的。例如家兔，从附睾头部到体部，精子运动主要增加的是其直线性，而从体部至尾部却主要是运动速度的增加。大鼠附睾头部和体部精子运动情况基本相似，但到了尾部，精子运动速度和直线性均有明显增加，其运动包括活力和运动方式的改变出现在附睾体部到尾部的过程中。小鼠从附睾头、体、尾移行过程中运动速度逐渐增加，而直线性的增加仅表现在从体部到尾部的过程中。
  


  
  
    表3-1　人附睾不同部位的精子运动特征
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    表3-2　家兔、大鼠和小鼠附睾头、体、尾部精子运动特征（X±SD）
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    二、附睾精子运动能力获得的调控
  


  
    与附睾精子运动能力获得的相关因素很多，也很复杂。目前概括起来可以归结为四个方面：①精子附睾成熟运行过程中的结构调控，如精子鞭毛的结构包括巯基的变化；②附睾精子的能量系统变化，如精子线粒体功能、精子的糖代谢、肉碱以及ATP等；③精子细胞信使系统，如钙离子、钙调蛋白以及cAMP等；④附睾液中的某些离子成分的影响。这些系统间存在着复杂的相互作用关系。
  


  
    （一）精子结构上的因素
  


  
    精子能够运动从结构上讲，是由于精子尾部鞭毛内轴丝中微管间的相对滑动。鞭毛中，外周致密纤维可通过决定精子尾部的弹性而影响精子的运动方式。
  


  
    大鼠、仓鼠和小鼠的未成熟精子的绕圈泳动与其僵硬而微弯的中段鞭毛和不能旋转有关。牛的附睾头部精子则具有比较灵活的中段，而且可以旋转。所以啮齿类动物的精子在成熟过程中由绕圈变为前向运动涉及其精子中段的伸直和旋转运动的开始。而在牛则是与精子中段减低可弯度和增加旋转运动有关。
  


  
    精子之所以能够游动是由于相邻的轴丝体中双联微管的相对滑动。在正常情况下，双联微管是固定在精子的颈部和尾段，加上受到附属结构的牵连即顺圆周走向的连接蛋白和放射轴分别把双联微管互相连接以及牵连至中央微管。当这些附属结构被蛋白水解酶或用二硫苏糖醇（DTT）还原二硫键成巯基时，复活的轴丝体就从精子尾部滑脱伸出，而不再产生向远侧蔓延的弯曲。位于中段线粒体鞘和主段的纤维鞘则更加对鞭毛的活动加以限制。附睾精子成熟过程中精子多种结构上的二硫键增加变化已在前面有所叙述。其中精子尾部致密纤维和纤维鞘二硫键的形成与附睾精子运动的获得有关。外周致密纤维在鞭毛运动中不起主动作用，而与精子尾部被动的弹性回缩有关，外周致密纤维的物理形状与精子摆动时形成弧度的曲率半径有关联。从附睾头部到附睾尾部精子成熟过程中致密纤维上的巯基逐渐被氧化成二硫键，使外周致密纤维更具稳定，从而决定了精子尾部的弹性强度而影响精子的运动形式，更有利于精子的前向运动。
  


  
    所有的睾丸精子都具有颈部胞质小体，精子的中段比较直。但是当大鼠精子的胞质小体移行至中段末端时，中段鞭毛便变成弯曲，在兔也是一样。当精子进一步成熟时，鞭毛再次伸直。
  


  
    经DTT处理的去膜大鼠睾丸网和附睾头部的精子，可用ATP使其双联微管伸出，而且仓鼠附睾头部和尾部的精子其轴丝的滑动速度一致，表明膜完整的未成熟精子微弱的活动一方面是由于ATP的不足，另一方面可能是对动力蛋白和小管蛋白相互作用的控制未得到完善。
  


  
    另外，附睾精子成熟过程中精子膜结构的变化所造成的膜渗透性和通透性的改变也可引起精子内代谢物质，特别是一些离子的改变，从而调控了精子运动的获得。
  


  
    （二）附睾精子的能量系统
  


  
    精子中大量的线粒体构成精子尾部中段螺旋形排列的线粒体鞘，是精子的供能中心。精子糖酵解和线粒体呼吸代谢中产生的ATP是精子运动的主要能量来源，能激活精子的鞭毛系统。
  


  
    在大多数动物的附睾精子成熟过程中，精子内ATP含量是增加的，ATP酶的总活性在羊和大鼠也是成熟精子比较高。ATP水解释放的高能磷酸键一方面为精子的代谢提供了能量，另一方面也为精子鞭毛运动的微管滑动提供了能量基础。
  


  
    用放射性同位素标记的实验证明，诱导精子突然出现活动能力的地点与附睾上皮活跃地转运肉碱的地点一致，而且附睾液内肉碱浓度和精子的活动力平行地增加，提示肉碱与精子运动的诱导有密切关系。用附睾远侧的肉碱浓度孵育附睾头部近侧的不动精子，可使其运动产生。延长孵育时间或增加肉碱的浓度则可由起初的刺激效应转变为抑制效应。表明肉碱对于附睾精子运动是一个双重效应。
  


  
    肉碱对于精子运动的刺激作用，一般认为是低浓度时提供了乙酰肉碱作为精子氧化代谢的底物，乙酰肉碱同样可以刺激未动精子的运动。而高浓度时则反而能抑制乙酰肉碱的代谢，从而抑制精子的运动。实验表明高浓度的肉碱能抑制射出精子的呼吸作用。附睾尾部高浓度的肉碱可能就是起了一个保持附睾尾部已经成熟、精子运动能力已经充分发育的精子仍然处于静息的状态，以作能量储备，为射出精子的活跃运动提供充分的能量基础。
  


  
    （三）精子细胞信使系统的调控
  


  
    附睾精子成熟过程中，与精子运动能力获得和发育调控关系比较密切的精子细胞信使系统，目前认为有钙离子、钙调蛋白、cAMP、磷酸二酯酶抑制剂以及细胞外低浓度ATP的非能量调节作用等。
  


  
    Ca2+不仅在细胞中起兴奋—收缩耦联作用，而且在一切细胞的运动、分泌、代谢、分化等基本过程中都起着耦联和/或第二信使的作用，因此在精子上述生理过程中，Ca2+的调节作用十分引人注目。
  


  
    Ca2+对于精子的调节作用是通过精子内Ca2+浓度的改变和分布变化来实现的。影响这种钙离子浓度和分布变化的机制有很多，如精子膜上的钙泵，一些非离子选择性通道和特异性的钙离子通道。从目前研究情况来看，存在于精子膜上的特异性Ca2+通道在精子内钙离子的调节方面起了重要的作用。现有研究表明，精子膜上钙离子通道主要有：①电压门控通道（volta ge-gated calcium channels，VGCC）；②环核苷酸门控通道（CNGC）；③孕激素受体Ca2+通道（PRC）等。
  


  
    不同种属动物精子上可能有不同类型的VGCC。有的表现为L型，而有的则表现为T型；两型通道其开放的电压阈值不同。不同种族哺乳动物附睾精子运动获得过程中所表现出的种族差异，可能与其不同的钙离子通道行为有关。附睾液内的高钾可能会使精子膜去极化，而使精子内钙离子浓度过高，造成精子运动的抑制，使附睾尾部精子在生理状态下，在附睾尾部中处于静息状态。
  


  
    Falsetti和Giojalas等人发现人射出精子活动率与精子受孕激素作用后钙离子浓度增加的程度呈线性关系。实验证明，精子上有孕激素结合蛋白。孕酮和17α-羟孕酮可与一些大分子物质如白蛋白等共价结合成复合物（Prog CMO BSA）作用于细胞膜受体，这种复合物的作用程度与单独使用相差无几。通过FITC结合荧光标记显示受体位于精子头部而不在中段和尾部。
  


  
    Weyand等从公牛睾丸cDNA文库中分离出特定重叠互补的DNA克隆。这些克隆在很大程度上表现出与已知的CNG通道顺序相似。睾丸CNG通道包含所有具有离子通道家族特征的活性团顺序：环核甘酸位点，孔区和六个公认的跨膜片段，包括一个电压敏感样的S4活性团。将该通道特异性cDNA注入蟾蜍卵，并用膜片钳方法观察，发现电流激活作用cGMP明显高于cAMP。有学者在公牛和人精子膜上也记录到了小的cGMP激活的电流。虽未能在精子上直接看到cGMP诱导的精子内增加，但它们在转染CGTE cDNA的HEK293细胞和精子残余体上，见到了8Br-cGMP能刺激细胞内Ca2+浓度的增加，当去除细胞外Ca2+后，cGMP就不能诱导其Ca2+的增加。说明这种Ca2+的增加是通过CNG通道而来源于细胞外的。
  


  
    精子胞质内游离钙可能是调控精子活动力的关键。精子内线粒体外钙的增加与刺激精子运动有关联。生理情况下，精子跨膜Ca2+梯度浓度保持在相对稳定状态，细胞内Ca2+水平的改变影响鞭毛活动水平和状态。Lindemann等指出，Ca2+在控制精子鞭毛曲率和改变精子活动状态中起着重要的作用。当精子内Ca2+浓度低于10-9 mol/L时，精子显示对称波形态活动，但高于10-6 mol/L时，精子呈不对称游动或活动被抑制。Ca2+载体A23187引起的Ca2+内流，或不同浓度的Ca2+作用于去膜精子，都能明显改变精子的运动。A23187引起Ca2+内流所诱发的精子获能和顶体反应时，精子表现出了一种高度活跃的“鞭打样”运动。不同浓度的A23187作用，精子运动所表现出的形式也不一样，在高浓度时则能明显抑制精子运动。一些实验也表明，哺乳动物附睾尾部精子和射出精子运动的启动与Ca2+的内流有关，但在人射出精液中，加入高浓度CaCl2（127.32mmol/L），精子在1min内全部失活。一些Ca2+通道阻滞剂能明显抑制精子运动和顶体反应。在无钙溶液中，精子不会产生运动。因此，Ca2+对于精子运动的作用具有抑制和刺激的双重作用，精子膜内外Ca2+浓度的变化，都影响精子的活动状态。精子内钙离子浓度改变对运动精子而言可能是以改变精子运动方式为主。
  


  
    Ca2+影响哺乳动物和无脊椎动物精子活动是通过对鞭毛轴丝的调控来完成。轴丝中微管的滑动需要钙ATP酶，有学者发现在羊成熟精子可以测到该酶，而在未成熟精子则测量不到。钙离子对轴丝的影响还可能是通过钙调蛋白而起作用。钙调蛋白是精子主要的酸性糖蛋白，在精子沿着整条鞭毛均发现钙调蛋白的存在。吴立君等用磷酸二酯酶同位素检测方法，以显示该酶活性的方法，观察了大鼠附睾精子中的钙调蛋白。显示在大鼠附睾精子中，以附睾体部精子内的钙调蛋白活性最高。这个区域的变化结果顺应了附睾体部可能是精子运动获得和发育的一个关键部位的论点。钙调蛋白在有钙离子存在的条件下，参与精子鞭毛微管的拆卸和装配，同时，它也可以刺激磷酸二酯酶而降低精子内cAMP的浓度。用钙调蛋白抑制剂可抑制精子的运动和引发牛和狗精子的绕圈运动。
  


  
    cAMP虽然不能引起去膜精子的鞭毛运动，但却能增加制动的精子在加入ATP后复活的运动鞭毛摆动频率和振幅，并促进精子的前向运动。一般认为cAMP可能是通过依赖cAMP的蛋白激酶起作用的。这些激酶在牛、羊和大鼠的精子中均有发现。精子内的磷酸化蛋白磷酸酶的活性很高，微管蛋白的磷酸化作用会影响鞭毛微管的滑动。有学者认为cAMP并不影响精子去膜后轴丝体的微管滑动率，因此cAMP可能作用于微管的附属结构。Cooper用刺激物（cAMP）和反应能力（蛋白激酶）来解释cAMP通过蛋白激酶的调控关系刺激牛附睾精子的运动。牛附睾头部精子比附睾尾部精子含的蛋白激酶活性低，因此，即使提高牛附睾头部精子内的cAMP浓度也未能引发其前向运动，在牛附睾头部的精子刺激物和反应能力都还未发展起来。一些动物精子内cAMP的浓度是随附睾成熟而增加的，而在如大鼠等附睾头部精子内的cAMP浓度要高于附睾尾部成熟精子。因此，在cAMP调节附睾精子运动的机制中还要考虑精子的反应能力问题，在精子的反应能力上，有学者已经证明依赖cAMP的蛋白激酶含量和精子鞭毛运动能力的发展有密切的关系。在附睾尾部精子，如果用磷酸二酯酶抑制剂，如己酮可可碱、茶碱、咖啡因等明显刺激其运动，同时也伴随着精子内cAMP含量的增加。当然，像这些精子运动刺激物不单单是作用于增加cAMP一个环节而刺激精子的运动，如咖啡因还可能抑制胆碱酯酶，通过胆碱能系统刺激精子活动。己酮可可碱还能降低精子的氧自由基反应等。
  


  
    ATP能恢复去膜精子的运动，ATP本身又是精子运动代谢的能量来源。但这些都是从细胞内ATP的能量角度来考虑的。但是近年来发现，细胞外低浓度的ATP（μmol/L）（在大多数细胞，细胞内ATP浓度可达大于5mmol/L的水平），就能影响组织细胞的许多生物过程，包括血小板的聚集，血管张力，神经传导（外周或中枢），心肌功能和肌肉收缩，细胞分化和DNA的合成和分裂，增加上皮细胞纤毛摆动频率和上皮细胞内钙离子浓度，刺激钙离子依赖性钾离子通道和氯离子分泌；刺激内皮细胞产生前列环素（prostacyclin，PGI2）和NO（一氧化氮，或称氮氧自由基），具有神经递质和信使样的调节作用。吴立君等在实验中发现细胞外ATP能明显影响大鼠附睾尾部精子的运动。并且能使因细胞外无钙环境造成的制动精子出现运动，其作用机制可能是细胞外ATP通过精子膜上与G蛋白耦联的P2U受体，调节IP3通路，刺激精子钙库-线粒体内钙离子的释放，引起精子内钙离子的重新分布，调节了精子的运动。细胞外ATP在刺激附睾尾部精子运动的同时，也增加了精子内cAMP和游离钙离子的浓度。
  


  
    细胞内信使系统和能量系统对精子生物活动，包括精子运动的调节不是相互独立的，他们之间也存在着密切的关系。如吴立君等通过实验也发现，细胞外ATP也能促进大鼠附睾精子对介质中肉碱的摄取，并能增强精子的线粒体功能。
  


  
    （四）离子对精子运动的调控
  


  
    降低钠离子的浓度能使牛精子活动力下降。精子外高钾也抑制大鼠、小鼠和仓鼠附睾精子的活动力。高钾能减低牛精子的前向运动速度和鞭毛摆动幅度，提高鞭毛的摆动频率。镁离子对精子鞭毛的摆动频率也有明显影响，这可能是因为轴丝微管上依赖镁的动力蛋白ATP酶的关系。
  


  
    钾离子、氨离子、钠离子和离子载体所导致的对精子前向运动的影响和抑制精子的活动力，目前认为主要是引起精子内pH的改变所致，有实验表明，去膜精子最适宜的是碱性环境。另外，有学者认为，高钾的抑制作用可能与其促进了精子的脂质过氧化作用有关。附睾尾部高钾的环境可能就是精子附睾尾部静息状态的原因。
  


  
    精子对细胞外钙离子的耐受性很大，除非是精子外无钙或高钙环境。这也从一个侧面反映了精子主要是依赖于自己内部的钙离子，由其钙库线粒体对钙离子的释放和摄取引起的精子内钙离子重新分布进行调节。精子外钙离子有可能通过激化腺苷酸环化酶起作用。外向的钙-ATP酶和在精子细胞膜上发现的钙钠对输系统，有可能协同了精子线粒体摄取钙的作用，使精子胞质内钙离子减少。
  


  
    附睾内还有一些如聚阳离子，也能明显调节精子的运动。在附睾中有聚阳离子精胺，含量在大鼠是附睾尾部高于附睾头部。在附睾精子中也有。在牛是附睾头部精子的精胺含量比附睾尾部精子高。精胺对输精管中的精子活动有很大的影响，能引起一种频率高、振幅低而非前向运动的精子鞭毛摆动。精胺能促进兔精子的活动。对人精子运动影响不明显，但能活化人精子的腺苷酸环化酶和磷酸二酯酶。精胺能与附睾头部和体部的精子结合，刺激大鼠附睾精子需氧的果糖酵解和抑制丙酮酸的氧化作用。有学者发现精胺与牛精子蛋白激酶有联结，而且也是该蛋白激酶的活化物，通过上述的蛋白激酶调节机制影响精子的运动。
  


  
    （五）前向运动蛋白（FMP）对精子前向运动的调节
  


  
    上面已经谈到精浆中获得的前向运动蛋白是附睾来源的。它的主要作用是启动精子的前向运动。在体外附睾头部精子对于FMP一是减少精子对观察样品池的黏附，另外，则是降低精子中段的弯曲灵活性（羊），以及防止精子在低渗液体中将颈部反屈至尾部。
  


  
    对于FMP的作用机制，一些学者通过大量的实验得到了初步的结果。
  


  
    （1）FMP能减低未成熟精子摄取细胞外钙，从而启动了精子的前向运动。由于精子成熟过程中由绕圈变为前向运动与精子内钙减少一致。研究证明，用钙离子转运抑制剂或钙调蛋白拮抗剂均可使前进的成熟精子变为绕圈运动。减低精子内的钙离子浓度可促进仓鼠附睾头部精子的前向运动。
  


  
    （2）FMP可能通过对精子膜表面泵的作用而减少精子内钙离子。在精浆中也存在一种具有类似作用的钙精液蛋白（calsemin），它可促进静息状态的成熟附睾尾部精子的运动，与射精时精液中精子爆发的活跃运动有关。它也同时刺激了精子向外转运钙的ATP酶。
  


  
    （3）FMP对未成熟精子前向运动的启动（如人附睾头部精子），一般要在磷酸二酯酶抑制剂如茶碱等的协同下进行。但在一些动物，如兔睾丸精子、猪睾丸精子或大鼠和羊的附睾头部精子，FMP在磷酸二酯酶抑制剂同时存在的条件下，并未能发动其前向运动。这可能提示要对上述因素有反应，还需精子先在近侧附睾进行某些其他的变化，如精子内pH及其他反应物的准备。
  


  
    第三节　附睾精子受精能力的获得和发育
  


  
    受精过程是精卵相互作用最终形成受精卵的复杂过程，包括对透明带的黏附、识别和穿透、精-卵识别、精子的穿入和精卵的融合等。研究表明，精子的受精能力是在附睾运行和贮存过程中获得的，是附睾精子成熟的核心。附睾精子受精能力获得的研究是Bedford和Orgebin-crist于1967年首先在兔子上进行的。他们采用结扎方法使附睾精子不能循附睾头体尾进行运行，而只能停留在附睾近中段。虽然近中段附睾精子能存活，但却无受精能力。随后上述两位学者和其他科学工作者对绢猴、猪、羊、小鼠、大鼠、田鼠等附睾精子进行了系统研究；在人也发现大部分附睾精子进入到体尾部的过程中获得了受精能力。而在附睾管阻塞或缺失时，近中段部分的精子仅一小部分具有受精能力。至此，对包括人在内的附睾精子受精能力获得的部位基本清楚（图3-1）。
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      图3-1　人及动物附睾中精子受精能力获得部位图示
    

  


  
    为了使卵子受精，精子必须获得运动和受精能力，从而在女性生殖道内运行，在女性生殖道精子进行获能、识别、黏附和穿透透明带、精卵的识别和融合，从而形成受精卵。附睾精子受精能力的获得已得到证实，但受精这是一个十分复杂的过程，涉及很多环节。因此附睾精子受精能力的获得也决不会是单一的变化。近年已有不少研究工作，特别是一些分子生物学的研究工作正在揭示出附睾精子受精能力获得和发育的机制及其本质。
  


  
    精子受精能力的获得和发育首先表现在精子对卵丘细胞层的穿越作用。长期以来，人们却忽略了精子对卵丘细胞层的作用。近几年来研究发现，精子膜表面的PH-20蛋白具有透明质酸酶的活性，可使卵丘细胞很快散开。如果PH-20被透明质酸酶抑制剂和抗氨基端活性部位的抗体封闭，精子就无法穿过卵丘细胞层。虽然PH-20蛋白是在精子发生过程中形成，并分布于精子头部，但在附睾精子成熟过程中PH-20蛋白的定位发生了变化，主要定位于精子头后部质膜和顶体内膜，后一部位PH-20蛋白的量是前者的两倍，浓度明显增高。PH-20蛋白在精子膜上的重新分布和浓度变化在受精起始阶段有着十分重要的作用。穿越卵丘细胞后所发生的精子对透明带的黏附和识别。这种黏附和识别主要是精子表面的糖基和透明带的糖基结合蛋白IP3之间的结合。研究表明，精子对透明带的黏附和识别能力是在附睾中获得的。有人将小鼠和羊附睾头部精子与同种卵细胞孵育，发现均不能固定于透明带，而附睾尾部精子却能较好地固定于透明带。附睾头部精子不能固着于透明带的原因是由于精子未成熟，缺乏对透明带的黏附和识别，这可能与附睾头部上皮细胞分泌的酸性糖蛋白有关，将该蛋白与未成熟精子一起孵育能增加精子固着于卵子透明带的能力。
  


  
    精子黏附并穿越透明带后，精子需要和卵细胞质膜融合才能完成受精。精子和卵细胞表面的蛋白质复合物通过结合和融合进而完成质膜的融合。一些附睾分泌的精子结合蛋白参与了这个过程。
  


  
    精子膜融合蛋白Fertilin在精子膜蛋白与卵细胞膜的融合中可能起着关键作用。Fertilin主要位于精子头后部质膜或赤道板区，它由α和β亚单位构成。α亚单位是在睾丸精子发生过程中被酶切，而β亚单位则是在附睾运行过程中成熟（图3-2）。
  


  
    [image: ]

    
      图3-2　Fertilin蛋白α和β亚基结构图
    

  


  
    虽然α和β亚单位的结构和氨基酸序列相近，但是它们的功能则有明显的差别。荧光标记的重组β亚基正好与卵母细胞表面的精子结合位点发生作用，体现为整联蛋白配体区顶端的TDE三肽结构与卵母细胞质表面的型整联蛋白结合，一旦去除整联蛋白的配体区，则β重组亚基的结合能力丢失。另外发现敲除编码β亚基整联蛋白第14外显子区，子代精子在体外黏附和融合去透明带卵母细胞的能力明显下降。
  


  
    酸性附睾糖蛋白（DE/AEG）在精子膜与卵细胞膜的融合中也起着重要作用，它包括附睾蛋白DE、酸性附睾糖蛋白AEG、唾液酸蛋白和相对分子质量为32 000蛋白等。其中附睾蛋白DE最早在大鼠发现，为相对分子质量37 000糖蛋白，由附睾近段合成分泌并结合到精子表面。DE蛋白最初位于精子的顶体区。在获能和顶体反应后迁移到了赤道区，间接免疫荧光证实，在小鼠卵子质膜表面存在DE蛋白结合位点。重组人ARP蛋白的抗体可以阻止人精子穿越去透明带仓鼠卵，但不影响精子的运动能力、顶体反应能力以及与卵透明带的结合能力。同时，在人的卵细胞膜上也发现有ARP的结合位点，提示ARP参与了精卵融合过程。此外，人附睾蛋白SOB2、FLB1、gp20、Ecad等也参与了精卵融合过程。
  


  
    长期以来，人们十分关注附睾上皮合成的蛋白质与附睾精子表面结构的关系，关注在受精过程中的重要作用。不少学者将附睾上皮合成的并参与精子表面结构的蛋白质称为成熟抗原，并认为与精子受精能力的获得有关，在受精过程中发挥作用。
  


  
    Kirchhoff等用分子生物学方法，研究了人附睾蛋白及其精子成熟过程中的作用。他们主要研究了六种附睾分泌蛋白，其中有些蛋白质可能与精子成熟及精子受精能力获得相关。
  


  
    1.HE1可能与胆固醇转移有关
  


  
    HE1编码的人附睾蛋白为分泌性糖蛋白，并在附睾尾液中积累，也大量出现于精液中。这种蛋白质的功能主要涉及胆固醇的转移，被认为是一种“去能因子”，旨在使精子在附睾运行和贮存过程中维持精子膜胆固醇的量，而在进入女性生殖道获能过程中，胆固醇从精子膜上漏出，因而精子膜胆固醇被稀释和散失。
  


  
    2.HE2是起源于附睾头部的精子表面抗原
  


  
    HE2cDNA编码人附睾近侧一种小分子分泌性糖基多肽，它的mRNA具有高度的附睾特异性，尚未在其他人类组织中发现。推测HE2是一种新颖的人精子表面抗原，可能与配子融合有关。
  


  
    3.HE4的cDNA编码
  


  
    一种来自于人远端附睾上皮的小分子量的酸性蛋白HE4抗多肽血清与射出精子的整个表面反应。HE4的二级结构与精子膜上的麦芽凝集素的结构很相似，后者是一种植物凝集素。精子获能的一个重要过程是去除精子膜上的这层保护性蛋白衣。而精子膜上的这层表面蛋白衣是精子的附睾运行和成熟过程中或射精时沉积上去的。因此，HE4可能是精子的一种新颖去能因子，并认为可能与获能和受精过程有关。
  


  
    4.HE5是分离筛选出的重要的人附睾基因产物
  


  
    HE5cDNA和淋巴细胞的CD52的cDNA相一致，编码出一种小分子糖磷脂酰肌醇GPI。原位转录杂交显示出很大部分的附睾mRNA来自于附睾管腔上皮，CD52抗体与部分男性生殖管道上皮发生反应，特别是与附睾尾部上皮和附睾尾液发生反应，和附睾精子而不是和睾丸精子发生反应。这个结果与以下观点一致，即抗原仅由睾丸后生殖管道上皮细胞产生，并与它的GPI-锚着物一起完整地分布于管腔面，并且通过它的GPI-锚着物结合到精子膜上。已知大鼠CD52是其主要成熟抗原或精子膜糖蛋白SMemG，表明它是一种完整的精子膜蛋白，发生于远端附睾精子表面，而这与附睾精子获得成熟的生理特征相吻合。至今人们已知道人淋巴细胞CD52-连接的碳水化合物结构，包括了大量岩藻糖，甘露糖核心相连的唾液酸多聚乳糖单位。在附睾远端，精子膜“糖衣”也是一种碳水化合物结构。同时发现这类碳水化合物的许多单克隆抗体能和精子结合，并能抑制受精。在一些不孕妇女中也能分离出这种类似的抗体。应当指出，附睾精子受精能力的获得和发育机制的研究还很不充分，有待深入。
  


  
    第四节　附睾精子成熟的分子机制与调控
  


  
    精子在附睾运行过程中，通过与附睾液微环境的相互作用而不断成熟，主要表现为运动能力和受精能力的获得。随着各种附睾蛋白的不断鉴定，逐渐揭示精子成熟过程中发生的蛋白质改变，包括蛋白质的新增或去除、暴露或遮盖；膜流动性与通透性的改变；膜蛋白分子磷酸化或糖基化修饰等。近年来，附睾基因组和蛋白组学的研究已成为了解哺乳动物精子成熟机制的重要手段。如利用比较蛋白组学技术，对附睾头部未成熟精子蛋白和附睾尾部成熟精子蛋白进行比较，从而了解附睾精子成熟过程中可能发挥作用的蛋白质。迄今为止，已有几百到几千种人精子和其他实验动物精子蛋白序列被成功鉴定，精子蛋白序列文库已成为男性不育症发病机制、诊断和特异性治疗研究的重要基础和工具。
  


  
    一、附睾蛋白与精子成熟
  


  
    附睾作为精子成熟的场所，提供给精子成熟和储存的特殊微环境。附睾上皮的分泌和吸收活动可调节附睾液的成分，也因此决定了精子成熟的微环境。附睾液中的蛋白质可以通过与精子相互作用或嵌入到精子表面，从而参与精子的成熟。近年发现的参与精子成熟的附睾特异蛋白有核糖核酸酶、类β-半乳糖苷酶、脂质运载蛋白和G-蛋白耦联受体等。
  


  
    核糖核酸酶9（RNase9）是近年报道的一种附睾特异蛋白。大鼠实验显示，RNase9仅表达于附睾头部和体部腔上皮的主细胞中，并分泌进入附睾管腔。附睾头部精子中，RNase9蛋白大量集中于精子的顶体区域，而随着精子在附睾的转运，RNase9逐渐丢失。此外，附睾的RNase9表达表现为雄激素依赖性，受雄激素的正向调节。这些现象提示，RNase9参与附睾精子的成熟过程。
  


  
    类β-半乳糖苷酶（beta-galactosidase-like protein，GLB1L4）是最近才被证实的一种附睾特异蛋白，其氨基酸序列和β-半乳糖苷酶相似，但不具备酶活性。Zhen等对大鼠进行的蛋白质印迹和免疫组化分析表明，GLB1L4特异地表达于附睾头部腔上皮的主细胞中。大鼠出生后60d，附睾头部上皮细胞内的GLB1L4蛋白表达达到高峰，但却不向管腔内分泌，直到附睾上皮细胞完成分化，精子开始由睾丸进入到附睾管腔时，主细胞才开始分泌GLB1L4，使GLB1L4蛋白结合到精子头部。由此推断，GLB1L4可能参与附睾精子的成熟过程。
  


  
    脂质运载蛋白（lipocalin）家族中的LCN5、LCN6和LCN8被鉴定为附睾特异蛋白，参与精子成熟过程中精子膜脂类的转运和分布。在附睾转运过程中，精子通过脂质转运蛋白提供适量的胆固醇维持精子膜的稳定。此外，LCN5和LCN8可以结合疏水性的小分子配体，如类维生素A等调节因子，将其从附睾的头部区域转运到附睾尾部的上皮细胞或精子膜的相应受体上。
  


  
    人类附睾蛋白6/G-蛋白耦联受体64（HE6/GPR64）是G-蛋白耦联受体超家族中的一员，特异性表达在睾丸输出小管和附睾起始段无纤毛的主细胞中。HE6基因敲除小鼠表现为附睾管腔内液体的重吸收受阻，导致液体在睾丸中蓄积，使大部分精子滞留在睾丸和输出小管内。这一结果提示HE6/GPR64参与水平衡的调节，影响精子的成熟过程。
  


  
    二、非编码RNA与精子成熟
  


  
    非编码RNA（non-codinig RNA），即转录后不参与翻译过程，不编码任何蛋白的RNA。其中，近十年来发现的小RNA通过与相应的mRNA结合而抑制对应基因的表达。最近，Zhang等在大鼠附睾中发现了两类具有调控作用的小RNA分子，分别是microRNA和小干扰RNA（small interfering RNA，siRNA）。其中一个附睾特异的microRNA：mil-HongrES2可通过调节附睾羧酸酯酶CES7的表达而影响附睾精子的获能。这一发现阐述了附睾中与精子成熟相关蛋白表达调控的新机制，为全面了解附睾精子成熟的调控提供了新的思路。
  


  
    第五节　精液射出后精子成熟研究及进展
  


  
    成熟精子经射精后进入女性生殖道直至与卵细胞相遇并完成受精的过程中，需要经历获能（capacitation）才能使精子获得穿透卵子透明带的能力。精子获能是精子在受精前必须经历的一个重要阶段。精子获能涉及精子膜上包被的一些大分子物质的去除，尤其是一些来源于附睾分泌物或精浆中的抑制性分子的丢失，才能使精子膜上原有的膜蛋白、膜磷脂、离子通道和受体等暴露出来。另一方面，如果精子过早开始获能过程，会使精子丧失穿越女性生殖道到达子宫及输卵管的能力，因此需要抑制性分子包被于精子表面，保证精子不会提早获能，这些抑制性分子叫做去能因子。附睾分泌的部分蛋白就与防止精子过早获能及发生顶体反应有关。如附睾尾部分泌的丝氨酸蛋白酶抑制蛋白可通过影响精子膜上钙离子的内流抑制精子获能；附睾特异表达的羧酸酯酶类蛋白通过水解酯化胆固醇和胆碱能物质以防止成熟精子过早活化。
  


  
    精液进入女性生殖道后，精浆中的去能因子被稀释或降解，从而使精子进入获能状态。获能是一个多步骤的过程，包括精子的超极化的运动、精子膜蛋白的变化、膜流动性的变化，直到顶体反应的发生，才标志着获能的完成。精子获能的分子机制相当复杂，目前尚未完全明确。能够影响精子获能的因素有Ca2+、[image: ]等离子，胆固醇受体、离子通道等膜蛋白，PKA、PKC、PI3K、PTK等激酶，cAMP、NO等小分子。这些胞外和胞内的物质共同构成了调节精子获能的信号网络。近十年来，研究得比较清楚的两个调控获能的因素是精子胞内Ca2+（intracellular calcium）和蛋白磷酸化（protein phosphorylation）。
  


  
    在获能的早期，精子胞内Ca2+浓度升高。Ca2+本身作为信号分子，可以上调腺苷酸环化酶的活性，以加强cAMP信号通路的效应；其次Ca2+可以激活Ca2+依赖的蛋白激酶或者参与其他离子通道的调节。另外，Ca2+可以和靶分子作用传递信息：如通过与Ca2+调蛋白（CaM）或其他Ca2+结合蛋白相结合，活化后者，发挥其生物学功能。此外，Ca2+可能是精子进入超激活运动的关键分子。高水平的Ca2+浓度也是后续发生顶体反应和精卵融合的必要条件。然而，最初启动胞内Ca2+自发升高的机制还不清楚，可能与精子膜胆固醇流失导致膜通透性改变或者某些钙离子通道的激活或者对Ca2+-ATP酶的抑制有关。
  


  
    在精子获能过程中，蛋白磷酸化水平显著升高。根据磷酸化位点，蛋白磷酸化的激酶大致分为两类：丝/苏氨酸激酶（包括PKA、MAPK）和酪氨酸激酶。一般认为，精子获能过程中，去能因子抑制的消除以及Ca2+升高激活了腺苷酸环化酶活性，催化ATP合成环磷酸腺苷（cAMP），使胞内cAMP水平上升，随后活化cAMP依赖的蛋白激酶A（PKA）并进一步激活其他蛋白激酶，如PKC、MAPK等。Ficarro等检测发现精子获能后有18个蛋白发生了酪氨酸磷酸化，包括离子通道、酶类和鞭毛区的结构蛋白。
  


  （刘悦　丁之德　吴明章）
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    第四章　精子运动
  


  
    第一节　精子运动装置的超微结构
  


  
    精子运动功能的实现与精子结构紧密相关，只有结构正常的精子才具有良好的运动功能和受精能力。精子的结构在光镜下，大体分为头尾两部分。精子的核位于头部，由染色质高度浓缩而成，内含遗传物质。精子尾部是精子的运动装置，决定精子的运动功能。正常成熟的精子均具有正常的尾部结构，大致分为4部分，从连接精子头部至精子尾部末端将尾部分为颈段、中段、主段和末段，每一段均有特殊的细胞器存在，详细结构见第一章。
  


  
    （一）双微管复合物的三维结构
  


  
    （1）放射辐（radial spokes）和连接蛋白丝（nexin filaments）：放射辐最早由Afzelius（1959年）和Gibbons等（1960年）报道。放射辐附着在A型亚微管上，在尾部的横切面上呈向心性突向中央微管。每一放射辐具有一5nm×33nm的细杆状和5nm×15nm的球形头状结构，形似锤或棒糖。它成对排列，相邻两对间隔距离70nm，见图4-1。
  


  
    连接蛋白丝是一种长而细的丝状结构，横穿邻近双微管致密纤维的复合物之间。Gibbons（1965年）认为连接蛋白连接邻近的A型亚微管，又称为连接蛋白纤维（nexin fibers），后来进一步证实连接蛋白纤维沿双微管以96nm的间距附着其上。连接蛋白仍难具体界定它的结构，对它的一个重要证据是当使用化学方法选择性地溶解其他轴丝的基质结构时，9对微管依然保留它的柱状排列。连接蛋白可能通过接触或连接每一对微管的A型和B型亚微管而影响整个微管。连接蛋白丝在轴丝中有2个主要功能：①当轴丝处在静止状态时，起到维持9对微管呈柱状排列的功能。②在滑行期间，连接蛋白调节相邻微管之间的位移，作为一种弹性成分起作用。
  


  
    （2）动力蛋白臂（dynein arms）：以成对方式附着在A型亚微管并突向邻近B型亚微管，这一发现由Afzelius（1965年）首先提出。Gibbons和Grimstone等（1970年）的实验进一步证明，动力蛋白臂沿微管表面呈两排向周边伸出，它由动力蛋白ATP酶组成。动力蛋白臂通常不易附着在B型亚微管上，内外两侧动力蛋白臂形态和化学成分各异，外侧臂呈钩型末端。此外发现，外侧臂与内侧臂错位9nm，更靠近尾部末端。两侧动力蛋白臂的间距为24nm。动力蛋白由相对分子质量为350 000的3种形态的亚单位组成，见图4-2。
  


  
    （二）中央微管复合物的超微结构
  


  
    鞭毛或纤毛在轴丝的中央有一对微管，有些种族的鞭毛缺乏中央微管（9+0轴丝）或中央微管由一种单一的致密核心物质所取代。如果将中央微管有关基因敲除后，结果导致运动丧失。因此认为放射辐和中央微管间的相互作用调节动力蛋白介导的外侧微管间的滑行。Warner和Satir（1974年）发现放射辐附着和去附着至中央鞘正好发生在纤毛轴丝的弯曲部分，推测这一机制与微管滑行、轴丝运动有关。在横切面上，两个中央微管紧密相连处有一短桥相连，长约6nm，有时在切片上发现这一桥连是断开的。
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      图4-1　精子尾部超微结构
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      图4-2　精子双微管复合三维模型
    

  


  
    （三）中央鞘
  


  
    中央鞘（central sheath）是不与微管发生直接联系的辅助结构，细丝状网与中央微管相连，排列有序，实际上是附着在中央微管上的一排排突起物，突起长约18nm，沿中央微管轴以16nm间距排列。
  


  
    （四）线粒体鞘
  


  
    线粒体鞘位于精子尾部中段，围绕外周致密纤维呈紧密螺旋状排列。在人类精子，线粒体鞘只占相对较短的中段部分，大约有15圈。线粒体的形态与其他哺乳动物的精子相似，线粒体内膜向线粒体内折叠形成许多小嵴，嵴的排列与线粒体长轴相平行，嵴间充满线粒体基质。基质致密，内含许多酶系统，是形成高能磷酸化合物三磷酸腺苷（ATP）的部位，也是精子运动的主要供能站。
  


  
    第二节　精子运动的生物化学基础
  


  
    一、运动结构装置的生物化学
  


  
    精子运动沿精子尾部长轴波形传播，人精子在培养液中作前向运动的速度高达75～100μm/s，精子尾部摆动的频率大约为14～16次/s。精子尾部由几种严格按几何图形装备而成的不同细胞器所组成，精子运动的实现与这些尾部结构有关。9+2的轴丝结构已有大量研究，精子尾部微管由一条相对分子质量为110 000的结构蛋白所组成，采用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳发现这条相对分子质量为110 000的蛋白质是由两条55 000的亚单位组成。在氨基酸组成上略有不同的两条基本亚单位分别为α-微管蛋白和β-微管蛋白。α-微管蛋白和β-微管蛋白数量上相等。一条α-微管蛋白单体和另一条β-微管蛋白单体结合形成一条110 000的二聚体。中央微管及双微管的A型亚微管和B型亚微管在稳定性上不同，溶解特性也明显不同。
  


  
    从不同的微管蛋白上获取到的α-微管蛋白的氨基酸组成稍有差异，9+2的轴丝至少含有3种不同的微管类型。
  


  
    微丝中的微管实际上起各种辅助蛋白附着的支架作用，这些辅助蛋白在微丝运动中起作用。附着在每对微管的亚微管上的动力蛋白臂是一种能将ATP的化学能转变成机械运动的蛋白质，称为动力蛋白，是镁依赖型三磷酸腺苷酶。非均一性的动力蛋白可以迅速溶解成至少3条相对分子质量在400 000～500 000的多肽，两排动力蛋白臂形态各异，溶解度也不一样。
  


  
    精子运动需要有ATP和镁离子存在以及适宜的离子强度和pH值等环境。如果将动力蛋白臂完全从双微管的A型亚微管上去掉，精子再度运动已不可能。然而保留两排中一排动力蛋白臂，这些精子的尾部仍可产生正常的弯曲波，尾部摆动的频率只是两排动力蛋白臂存在时摆动频率的一半，提示精子的运动需要ATP酶动力蛋白，亚微管上的两个动力蛋白臂突向邻近双微管的B型亚微管，动力蛋白臂能跨越邻近两个双微管间的间距与B型亚微管发生连接。
  


  
    二、糖酵解
  


  
    精子运动需要能量，ATP是精子运动的主要能量来源。人类精子中ATP的生成主要通过糖酵解途径（EMP途径），极少数情况下通过三羧酸循环产生ATP。1mol/L的葡萄糖经糖酵解可产生2mol/L的ATP：葡萄糖+2ADP+2无机磷酸→2乳酸+2ATP。精子中糖酵解过程不消耗氧，除了生成ATP之外，还产生大量中间产物，这些中间产物在其他代谢途径中很重要，特别是磷酸二羟基丙酮和丙酮酸，前者能减少3-磷酸甘油，它是脂类代谢中的一个重要中间产物，后者在局部进一步氧化成CO2和乙酰辅酶A。
  


  
    人精子中糖酵解速率受许多因素的影响，例如：基质，基质浓度，离子的组成成分和pH值。糖酵解速率一般通过测定乳酸生成的总量而得知。离体精液的果糖浓度为0.16mol/L，正常精液中存在的果糖浓度足以维持最大糖酵解速率几个小时。Murdoch和White（1968年）对pH值影响人精子糖酵解速率进行了研究，他们在离子相似，pH值不同的条件下测定经果糖酵解产生的乳酸含量，发现pH值为8.5时，乳酸含量高。这是由于pH值较高时糖代谢速度加快，乳酸生成增多。pH值在8.5时，精子运动能力最强，糖代谢速度也加快。此外，果糖分解速度受无机磷酸浓度的影响，无机磷酸直接参与糖代谢中3-磷酸甘油醛氧化成3-磷酸甘油酸，将ADP转化成ATP。增加无机磷酸的含量能影响糖酵解，因此，刺激人类精子的糖酵解。早在1968年Murdoch和White就发现当孵育培养液中缺乏磷酸，pH值为7.0时，20mmol/L [image: ]就能提高37%的果糖酵解速率，当pH值为8.5时，提高55%。除无机磷酸外，一些特殊的单价离子也能刺激人类精子糖酵解速率，例如钾离子，人精子射出体外后糖酵解不会因氧的存在而抑制。而人体其他组织的糖酵解则受到氧的抑制。
  


  
    三、脂类代谢
  


  
    哺乳动物的精子利用细胞内的磷脂作为能量来源已有不少的研究。此外，精子能从碳水化合物和脂肪酸前体合成中性脂肪和磷脂。在精子成熟期间脂质的含量与分布都有变化，在成熟精子中，脂质大约占细胞干重的10%～15%，脂质中以磷脂为主。人类精子中脂质的分布是磷脂66%，胆固醇14%，甘油二脂2%，磷脂在精子中的类型有种属差异性，磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺是人精子中主要的磷脂类，占总磷脂的38%。
  


  
    离体精子能从碳水化合物和脂肪酸的前体合成中性脂类和磷脂。
  


  
    葡萄糖与几种脂类的结合较之与乙酸结合的速率大20～100倍。未成熟的人精子将相同基质转变成中性脂质，其速率比离体精子转变速度快。由于脂质是细胞膜的主要组成成分，脂质的变化可能影响精子膜的结构与组成。
  


  
    第三节　环磷酸腺苷和相关酶与精子运动
  


  
    与动力蛋白微管滑行机制密切相关的调节因子有环磷酸腺苷（cAMP）和钙离子2种。
  


  
    一、环磷酸腺苷
  


  
    保持细胞内cAMP的稳态浓度主要取决于腺苷酸环化酶和磷酸二酯酶的相互作用。即cAMP生成速度与分解速度相等。前者催化ATP生成cAMP，后者将3′，5′-cAMP水解成5′-cAMP。细胞内cAMP稳态浓度的维持见图4-3。
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      图4-3　细胞中cAMP稳态浓度的维持
    

  


  
    （一）腺苷酸环化酶
  


  
    腺苷酸环化酶（adenylyl cyclase）是催化ATP生成cAMP的酶，已在人精子和一些哺乳动物的精子中得到证实。Aansbrough和Garbers（1981年）从海胆的卵子中分离出一种相对分子质量为1900的肽类物质，它影响海胆精子的cAMP和cGMP的含量变化和能刺激腺苷酸环化酶的一些其他因子（包括有精胺和钙）的含量变化。精子的活力随cAMP含量增加而增加。钙的作用也相似，细胞外钙的浓度为0.1～0.3mmol/L时，它对精子的活力与cAMP的含量有影响，随剂量增加而加大。锰存在时钙同样激活腺苷酸环化酶，精子中的腺苷酸环化酶不同于其他大多数环化酶，主要的区别是当锰存在时精子腺苷酸环化酶较镁离子存在时更有活性。可利用腺苷酸环化酶的依赖性作为一种标志，在精子成熟期间，腺苷酸环化酶与精子膜结合，在精子的头尾两部分均已发现有腺苷酸环化酶，精子腺苷酸环化酶的这种区室化与精子获能和顶体反应有关的cAMP含量变化相一致，cAMP在这些过程中起重要作用。
  


  
    （二）磷酸二酯酶
  


  
    最初发现磷酸二酯酶（phosphodiesterase）的抑制剂对精子的活力有调节作用，磷酸二酯酶在许多脊椎和非脊椎动物的精子中已被发现。磷酸二酯酶以多种形式存在于精子中，存在于精子中的两种普通型磷酸二酯酶，一种以cAMP为基质，另一种以cGMP为基质，精子磷酸二酯酶并不依赖钙调蛋白的激活。
  


  
    （三）cAMP水平
  


  
    已有不少的实验证明cAMP与精子的活力密切相关，化合物对精子的兴奋作用如咖啡因和茶碱，能明显提高精子的运动能力。这些化合物都是环核苷酸磷酸二酯酶的抑制物，其结果是增加精子体内的cAMP水平，当然，像咖啡因和茶碱这类化合物，同时也不排除它们对一些其他的酶有作用。因此还不能十分肯定地认为这些化合物刺激精子的活力增强仅仅是由于cAMP的含量增加，更多的实验证明，咖啡因对精子的兴奋作用可能是机械刺激，而非抑制了磷酸二酯酶。Tamblyn等（1977年）发现咖啡因能兴奋经去污剂处理过的小牛附睾精子，但并未测出cAMP水平与精子活力呈正相关。在无氧条件下，只要有糖酵解所需基质存在，均可维持精子的运动与cAMP水平。当精子由静止状态转向运动状态期间，牛和金地鼠附睾尾部精子的cAMP水平增加到静止状态的3～10倍。当精子处在0～5℃外界环境条件下，精子的运动受到抑制，cAMP含量也部分受到可逆性抑制，然而如果精子受到冷休克，他的运动及代谢将受到不可逆性抑制，因此，cAMP的含量表现为不可逆性降低。Hoskins等人（1974年）发现附睾尾部精子中cAMP的含量明显高于附睾头部的精子，cAMP水平的升高与精子的运动能力增加相平行。较多学者用磷酸二酯酶抑制剂处理附睾头部精子发现有一种与启动精子前向运动有关的糖蛋白，相对分子质量为37 000，因此精子中cAMP水平升高并非是精子获得正常运动能力的唯一因素。Mohri和Yanagimachi （1980年）比较了睾丸、附睾头和尾部排出体外获能的精子和经去污剂处理去膜以及用ATP再活化精子的运动能力。结果表明，处在不同发育成熟阶段的精子对ATP再激活能产生运动反应。在发育成熟度与摆动频率之间有相关性，尽管睾丸精子对再活化有反应能力，但产生运动和摆动频率的精子比率明显较低，而且到达最大运动的时间也较更为成熟的精子长许多。有资料表明cAMP的变化可能是精子发生前向运动的最早信号，磷酸二酯酶抑制剂最显著的作用是增强运动精子的数目，也可能延长精子的运动时间。cAMP与精子运动的许多参数有关联。磷酸二酯酶抑制剂对运动较弱的精子也有兴奋作用。具有较高活动能力精子体内的cAMP能完全激活cAMP的连锁步骤，如依赖cAMP蛋白激酶的活化和刺激蛋白磷酸化。将牛精子置于含糖及温度在20～40℃不同条件下，发现随着温度的增加精子运动速度加快，大于35μm/s，而整个精子中cAMP的含量未见明显增加。有关cAMP在精子中的基础水平因不同种属的动物而不同。例如海胆精子中的cAMP含量为1～2nmol/g，1克湿重的精子大约为8×1010个。小牛精子cAMP的基础水平为155～183pmol/109个精子。
  


  
    二、与环磷酸腺苷相关的酶
  


  
    （一）cAMP依赖性蛋白激酶
  


  
    cAMP依赖性蛋白激酶（cAMP-dependent protein kinase）在脊椎和非脊椎动物精子中早已证实。特别发现它在精子中的水平较其他组织高。精子的胞质小滴中该酶活性高。依赖cAMP蛋白激酶在大多数组织中主要以两种异构酶形式存在，即Ⅰ型和Ⅱ型。两种异构酶的主要物理差异取决于调节亚单位，Ⅰ型异构酶亚单位相对分子质量为49 000，Ⅱ型为55 000，尽管两个调节亚单位不同，而催化亚单位则完全相同。
  


  
    使用特异性抗催化亚单位的单克隆抗体发现该酶分布在精子头部和尾部。
  


  
    （二）蛋白激酶抑制剂
  


  
    在所有组织中存在一种对热稳定的相对分子质量小的抑制cAMP依赖性蛋白激酶的抑制物，可抑制cAMP依赖性蛋白激酶总活性的10%～20%。在睾丸中，精子发生之前的一个较短时间内该酶有较高活性，免疫组化定位观察，主要存在于精子尾部主段和轴丝的底部，头部没有发现。在精子中，该抑制物浓度低，仅能抑制cAMP依赖性蛋白激酶总活性的0.13%，因此该物质在精子中意义不大。
  


  
    （三）蛋白磷酸酶
  


  
    与蛋白磷酸化作用相反，蛋白磷酸酶（proteinphosphatase）催化去磷酸酶活性主要反映在精子的头尾部，锰激活酶活性而锌和氟抑制其活性。他的相对分子质量大约在300 000以上，有一个的亚单位，有一个相对分子质量为35 000的寡聚体。
  


  
    在精子功能的调节中，蛋白磷酸酶在蛋白磷酸化和去磷酸化方面可能起重要作用。
  


  
    三、钙离子及钙调蛋白与精子运动
  


  
    精子尾部运动中cAMP的正性作用已被多数学者认可，而钙离子的作用可能更为复杂。
  


  
    钙离子不仅影响精子中cAMP的代谢，可能对精子的轴丝运动有直接作用，此外细胞外钙离子对精子的作用不同于细胞内钙。
  


  
    （一）细胞外钙离子
  


  
    人精浆中除钠离子和钾离子外，要算钙离子最为丰富，精浆中钙离子的含量为7mmol/L，较血中浓度高出3倍。钙离子对精子的影响随动物种类而存在差异。细胞外钙（external calcium）离子的浓度达到9mmol/L时，海胆精子表现出活动增加，当超过上述浓度，活动被抑制。1mmol/L的钙离子能使金黄地鼠精子运动，过高或过低都有抑制作用。
  


  
    当精子通过男女性生殖道时，细胞外钙离子因环境而有明显改变，由于螯合物如枸橼酸盐的存在，游离钙离子和总钙离子存在差异，特别是在精浆中，细胞外游离钙离子浓度从附睾管到最后排出体外，呈明显降低。精子质膜中存在钙泵，精子在附睾的运行中钙泵被激活，此外精浆中含有依赖钙的钙调蛋白激活因子。钙泵的激活与细胞外钙离子浓度降低有关，在精子的运动启动中起重要调节作用。钙离子除了与精子运动有关外，对精子的顶体反应起促进作用。
  


  
    （二）细胞内钙离子
  


  
    由于一般状况下，精子膜不允许钙离子通过。所以，精子细胞内的钙（intracellular calcium）含量较低。现已证实在精子质膜上存在非常有效而精细调节精子尾部低浓度的钙泵。精子质膜上的钙泵在附睾的转运过程中也可以被激活，因此，钙泵的激活并以此调节细胞内外钙离子的浓度差异可能在精子运动的启动、活力的强弱等方面起重要的作用。细胞内钙离子对精子的运动作用主要分为两类：①波形运动减弱；②运动完全受抑。将海胆精子去膜后置入0.5mmol/L KCl而缺乏钙的提取液中，精子尾部表现出无节律不匀称的摆动。如果加入1mmol/L的钙（内含的离子钙时），精子鞭毛出现有节律而匀称的摆动。钙离子在鞭毛和纤毛运动中的作用已经受到相当关注，细胞内微摩尔的钙水平即可对精子尾部的运动产生较大影响。
  


  
    （三）钙调蛋白
  


  
    20世纪70年代末80年代初期，较多学者特别注意钙调蛋白（calmodulin，CaM），把它作为一种调节细胞钙机能的细胞内调节因子。钙调蛋白是脊椎和非脊椎动物精子的重要组成成分，占可溶性蛋白中的6%，间接免疫萤光发现钙调蛋白分布于精子的头尾两部位，而头部的含量高于尾部。此外，钙调蛋白是鞭毛和轴丝的主要组成成分。微摩尔的钙对鞭毛运动所起的作用与钙调蛋白所起的作用相似。抗钙调蛋白的药物可以影响精子的运动。钙调蛋白对精子的运动可能与钙离子有关，当然不能排除其他钙结合蛋白的存在。Forrester和Bradley（1980年）就已从精浆中分离出一种热稳定的糖蛋白，这种糖蛋白具有与钙调蛋白相类似的性质。
  


  
    第四节　肌酸磷酸和肌酸磷酸激酶在精子运动中的作用
  


  
    （一）人精子中的肌酸含量
  


  
    Huszar等人测定了34份正常男性精液和23份少精子症患者精液标本中肌酸的含量，前者精子浓度为（56±6.6）×106/ml，后者为（10.5±0.9）×106/ml。肌酸含量分别为（0.86±1.1）和（5.26±2.31）mmol/106精子，P=0.02，二者之间肌酸的水平有6倍的差异。
  


  
    （二）肌酸磷酸对精子运动的作用
  


  
    Huszar等人发现将肌酸磷酸（creatine phosphate）加入到精子培养液中，能显著增加精子的活力和前向运动能力，同时发现肌酸磷酸的这一作用与钙离子内流无关。
  


  
    我们对冷冻复苏后精液加入肌酸磷酸后在0、60、120、180min观察发现肌酸磷酸有延长精子在体外活动的时间及存活时间，延缓精子活率和存活率的快速下降。
  


  
    （三）精子中肌酸磷酸激酶的活力
  


  
    精子中有两种肌酸磷酸激酶（CK）异构体，即CKM和CKB，Huszar等人（1985年）建立人精子CK的检测方法后，测定了180份人精子中CK的活性，发现精子浓度大于30×106/ml，CK活力为（0.106± 0.09）IU/108精子；精子浓度小于10×106/ml，CK活力为（2.24±4.6）IU/108精子；精子浓度为10～20× 106/ml，CK活力为（2.24±0.46）IU/108精子，提示少精子症组精子CK活力显著高于精子数目正常组。他们将90份精液标本根据精子活率不同分为3组，活率分别为＜30%、30%～45%和＞45%，测得CK活力分别为（0.10±0.03）、（0.19±0.06）和（0.13±0.01）IU/108精子，提示精子活率与CK活力之间没有显著性差异。
  


  
    （四）肌酸和肌酸磷酸的穿梭作用
  


  
    [image: ]

    
      图4-4　精子中肌酸磷酸穿梭模型
    

  


  
    尽管精子原地运动和作前向运动都需要消耗ATP，肌酸磷酸（CP）和肌酸磷酸激酶（CK）在精子运动功能中对ATP的生成与利用起十分重要的作用。在位于精子尾部中段的线粒体和中部以下的部位，肌酸磷酸激酶加速磷酸的转移是一种被称为肌酸磷酸穿梭作用的机制为精子提供所需ATP（图4-4），CP的穿梭概念和肌酸磷酸激酶的关键作用已在海胆和鸡的精子中证实。有学者将肌酸磷酸激酶视为精子能量生成转移和利用的关键酶。提出的假设理论认为，与肌组织类似，肌酸磷酸激酶是能量运输和再生的工具。Fakih等人（1986年）的实验表明，CP对离体精子的活率和运动速度均有正性作用，CP是肌酸磷酸激酶发挥作用的重要底物。CP在能量方面对精子的作用机制是在线粒体部位，肌酸与ATP在酶的作用下，ATP变成ADP，肌酸与ATP脱下来的磷酸结合形成磷酸肌酸，后者带至精子尾部，脱去磷酸，转变成肌酸，肌酸又扩散到线粒体部位与ATP再次生成肌酸磷酸。在精子尾部脱下的高能磷酸键与ADP生成ATP，后者在纤维蛋白ATP酶的作用下释放ADP和供精子运动的能量。肌酸磷酸激酶在肌酸的穿梭作用中起重要作用。
  


  
    第五节　ATP与精子运动
  


  
    线粒体的主要功能是进行能量转变，精子线粒体也不例外，线粒体具有丰富的内膜，它是实现电子传递的支架。在电子传递中，将氧化反应的能量转变成精子运动所需的形式即ATP，1mol/L的葡萄糖经过糖酵解只能生成2mol/L的ATP，而经过三羧酸循环则能产生36mol/L或38mol/L的ATP，尽管三羧酸循环生成ATP高效，但精子大多数是以糖酵解形式生成ATP。
  


  
    （一）精子中ATP的含量
  


  
    精子的运动与精子中ATP的浓度有关，转运到精子尾部的能量是通过ATP的水解转变成二磷酸腺苷和一磷酸腺苷来实现的。精液标本中ATP被看做是评估生育能力的重要参数之一。Bosman等（1994年）测定18例正常精液标本精子中ATP的含量为（1.36±2.03）fg/106精子，精子中ATP含量与精子中的浓度呈正相关。精子的能量代谢依赖ATP的合成与水解，ATP作为一种能量维持细胞的活动和细胞内外渗透压平衡。
  


  
    Orlando等（1994年）测定188份精子浓度超过20×106/ml的精液标本和94份精子浓度低于20× 106/ml的精液标本，发现洗涤后精子ATP含量分别为408和723pmol/106精子。Comhaire等（1987年）测定了100名具有生育能力男性的精液标本，结果发现精子ATP的含量为66pmol/106精子。精子中ATP的含量各实验室报告略有不同，这与从精子中提取ATP的方法和使用的检测手段有一定关系。熊承良等研究也发现精子中的ATP含量与精子的计数有相关性。
  


  
    （二）ATP与精子活动的关系
  


  
    Hoffman-Berling（1955年）首先提出ATP是精子尾部运动的能量来源，同时发现添加ATP能重新激活经甘油处理过的精子作尾部运动。Satri（1974年）发现丙三醇溶解纤毛膜，但9+2的轴丝超微结构依然保留完整，当加ATP后尽管鞭毛不动但纤毛仍可运动。然而哺乳动物的精子经丙三醇处理并暴露至ATP中仅表现有活动。Comhaire（1987年）等认为精子中的ATP水平是反映人精子受精能力的最好标志。Bilgeri等认为ATP含量越高，精子活力和运动能力越好，受精的潜在能力越大。Doki等发现具有生育能力的男性，精子细胞内含有高浓度ATP，ATP是精子能量的直接来源，当把能运动的精子和不动的精子分离后，发现可动精子中ATP的含量高于不动精子中ATP的含量。Megory等（1987年）发现人精子穿透子宫颈黏液与ATP含量无关。每毫升精液中ATP的浓度与精子浓度明显相关，与精子运动的百分率也有相关性。精子中ATP的浓度与精子穿透去透明带仓鼠卵的能力呈正相关。测定精液中ATP含量来评估精子的功能作用是有限的。Shlesel等（1985年）比较了两组不育患者精子中ATP的含量，发现平均活率为60%的不育男性组ATP含量为（7.5±3.4）nmol/108精子；活率为26%的不育男性组ATP含量为（16+9.9）nmol/108精子，结果发现两组没有显著性差异。熊承良等采用生物发光技术检测50例弱精子症患者与25例精液参数正常者精子，发现后者精子中ATP含量为（136.7±72.8）pmol/106个精子，前者为（69.5±21.3）pmol/106个精子，两组有显著性差异。
  


  
    第六节　离子通道与精子运动
  


  
    离子通道在各种调控方式作用下，可以快速改变细胞内离子环境，从而实现细胞与外界环境及其他细胞间的信息交换。在精子与周边环境及卵子间的信息交换中，离子通道作为其中一个重要环节，参与精子运动、获能、趋化和顶体反应的调控。各种离子通道在精子上有各自的分布特点，其中一些离子通道是精子所特有的。精子的生理功能中，活动力最容易被观察分析。人们早就猜想到离子通道与精子活力之间存在密切关系，不过一直没有直接的证据，因为精子不仅很小，而且结构特殊，在单个活动精子上进行实验十分困难。直到近几年，随着检测技术和方法的进步，一些离子通道与精子运动之间的关系才逐渐得到证实。精子有活化和超活化两种运动方式，在趋化物质的作用下还可以表现出趋化运动。
  


  
    一、可能参与精子运动调控的几种离子通道
  


  
    （一）钙离子通道
  


  
    精液射出后，活化精子的鞭毛以小振幅的摆动驱动精子向前运动，进入女性生殖道。精子细胞内的钙离子和碳酸氢根离子调控可溶性腺苷环化酶（soluble adenylyl cyclase，sAC）活性，使细胞内cAMP增加。cAMP可作用于蛋白激酶A（PKA）进而参与精子活化的启动。虽然调节sAC活性所需钙离子的来源还不清楚，精子细胞上的钙离子通道很可能起着重要作用。
  


  
    人们在哺乳动物精子上检测到许多电压门控钙离子通道（Cav）的亚基，并测量了这种离子通道在精子细胞和精子上的活性。精子上Cav的种类比较多，广泛分布于精子头部和鞭毛。其中Cav2.3分布于人和小鼠精子的头部及鞭毛中段，将其敲除后的小鼠仍能繁育后代，只是精子在游动时直线性增加了。有一类电压门控钙离子通道仅在睾丸组织中表达，命名为“CatSper”，其中的CatSper1和CatSper2定位于精子鞭毛。CatSper1和CatSper2协同表达于精子，敲除CatSper1或CatSper2基因后的雄性小鼠将因精子不能进行超活化运动而丧失生育力。运用膜片钳技术在小鼠精子的胞质小滴上检测到微弱的钙离子内流现象，当细胞内环境碱性化的时候这个离子流信号会显著加强，而当CatSper1被敲除后这种信号就检测不到。以上现象说明CatSper在精子的活力调控中起着重要作用。
  


  
    瞬时感受器电位（transient receptor potential，TRP）蛋白是存在于细胞膜或胞内细胞器膜上的一类超家族离子通道蛋白，由TRPC（Canonical），TRPV（Vanilloid），TRPM（Melastatin），TRPP（Polycystin），TRPML（Mucolipin），TRPA（Ankyrin）及TRPN（NOMPC）等7个家族组成。在精子中，TRPC可能以经典的SOC（store-operated Ca2+channel，SOC）离子通道形式发挥作用，接受来自睾丸、附睾的促成熟因子的影像，促使精子在女性生殖道内发生获能和顶体反应。其中TRPC1分布于精子的鞭毛上；TRPC3、TRPC4和TRPC6分布于顶体区域和鞭毛中段的质膜；这种分布特征提示它们可能参与精子活化、超活化以及顶体反应。TRPM-8亦分布于精子的头部和鞭毛，在温度变化或薄荷醇的作用下通道开放，增加精子内钙离子浓度。这种钙离子浓度的上升可以被TRPM-8抑制剂（capsazepine和BCTC）所抑制，提示TRPM-8可能参与精子的趋化性运动或温度趋向性的调控。
  


  
    在精子中还有受体型钙离子通道如RyR，它可能参与精子超活化运动中的钙离子震荡。
  


  
    （二）其他参与精子运动调控的离子通道
  


  
    除各种钙离子通道外，在精子中还有钾离子通道、钠离子通道以及氯离子通道，它们在精子的活化、超活化和趋化运动中也起着一定作用。
  


  
    二、离子通道与精子超活化运动
  


  
    超活化运动使精子在具有较高黏滞性的输卵管中具有更好的前进性能，也使精子在受精过程中更有“穿透力”，而钙离子对于精子超活化的启动和维持十分重要。三磷酸肌醇受体（inositol 1，4，5-trisphosphate（IP3）receptor，IP3R）的显效剂可诱导公牛精子超活化，IP3R则位于RNE（redundant nuclear envelope）上。孕酮可诱导人类精子内部出现钙离子震荡，精子的鞭毛呈现超活化样摆动。这种震荡源自含有RNE的精子头部区域，并依赖斯里兰卡肉桂碱受体（ryanodine receptor，RyR）的活性。IP3R和RyR都是受体型钙离子通道。
  


  
    获能后的精子不仅运动形态发生了变化，其细胞膜的构成和细胞内环境也发生了许多改变：细胞膜的流动性增加并出现超极化；许多蛋白成分发生酪氨酸磷酸化；细胞内pH值和钙离子浓度上升等。获能后的精子具备了趋化运动、精卵间信息通讯以及受精能力。在获能过程中有多种离子及离子通道参与其中，人们对其中的信号途径和调控机制已有初步的认知（图4-5）。
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      图4-5　哺乳动物精子获能中的离子流和信号传递途径
    


    
      Kir：inwardly rectifying K+channels ENaC：Epithelial Na+channels PTK：protein tyrosine kinase CNG：cyclic nucleotide-gated channel CFTR：cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
    

  


  
    在体外培养的条件下，精子获能需要钙离子、钠离子、钾离子、碳酸氢根等多种离子和其他成分。其中的重要成分有钙离子、碳酸氢根和牛血清白蛋白。外界碳酸氢根浓度增加，使氯离子碳酸氢根反向转运蛋白SLC26A3活性增强。碳酸氢根离子通过转运蛋白进入精子胞质。CFTR不仅可通过碳酸氢根，还可通过氯离子循环维持反向转运蛋白SLC26A3运转。细胞内碳酸氢根浓度增加可提高sAC活性，使cAMP浓度升高并引发细胞膜脂质重组。cAMP作用于环核苷酸门控通道（CNG）促进钠钙离子内流，作用于PKA引发酪氨酸磷酸化反应并抑制了ENaC活性。
  


  
    细胞内碳酸氢根离子的增加还使胞质pH值升高，促进钙离子经CatSper1和2进入细胞内，而细胞内钙离子浓度升高后又可提高sAC活性并引发精子超活化。
  


  
    在精子细胞上有pH和ATP依赖的Kir。获能之前精子内环境偏酸性，抑制了Kir活性。而ENaC在获能前处于开放状态，这有助于静息电位维持。Kir的关闭和ENaC的开放可以解释获能前精子膜电位为何能处于去极化状态。获能过程中，细胞内pH值升高可促使Kir开放，钾离子外流，而此时ENaC则处于关闭状态。ENaC的关闭和Kir的开放使细胞膜出现超极化。
  


  
    三、离子通道与趋化运动
  


  
    卵子周边的卵丘细胞分泌的孕酮虽然十分微量，却是重要的趋化物质。自卵子到周边环境存在皮摩尔浓度级别的孕酮浓度梯度。精子能感受到微量孕酮的存在，并逆着孕酮浓度梯度找到卵子。关于精子趋化运动的分子机制，Teves等提出如下模型（图4-6）。
  


  
    孕酮与精子上的孕酮受体结合后，跨膜型腺苷酸环化酶（transmembrane Adenylyl Cyclase，tmAC）被活化。tmAC消耗ATP合成cAMP，后者又使PKA活化。PKA引发蛋白质酪氨酸磷酸化，通过某种途径使贮存的钙离子通过IP3R释放。参照顶体反应中PLCδ4所起的作用，有可能某种PLC活性增加，代谢底物产生IP3。IP3又与钙贮存库上的IP3R结合，钙离子通道打开。胞内钙离子浓度的增加使细胞膜上的SOC开放，细胞外钙离子内流。升高的钙离子浓度通过某种途径活化可溶性鸟苷酸环化酶（soluble guanylyl cyclase，sGC），细胞内cGMP浓度上升。cGMP活化PKG，某种钙离子通道开放，发生第二次钙离子内流。精子处在趋化物质的浓度梯度中，鞭毛内钙离子浓度的变化使鞭毛向趋化物质浓度更高的一侧发生更大的弯曲角度。这使精子头部转向趋化物质浓度更高的方向，精子泳动方向发生改变。
  


  
    离子通道与精子运动之间存在十分紧密的关系，这点已经得到证实。随着相关研究的不断深入，人们可能会发现新的参与精子运动的离子通道，对精子运动原理和调控机制也将有更深入的认知。
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      图4-6　人精子趋化运动的分子机制
    


    
      （Maria E.Teves et al.2009，略有改动）
    

  


  
    第七节　一氧化氮与精子运动
  


  
    人类精子从女性阴道开始运行并穿透宫颈黏液，经宫颈抵达输卵管与卵子相遇。这一运行过程需要较高水平的ATP，精子中ATP的生成主要依靠糖酵解和线粒体中的电子传递系统。实验发现一氧化氮（nitric oxide，NO）可能通过ATP影响精子的运动。
  


  
    一、NO的性质与一氧化氮合酶
  


  
    NO因具一额外电子而化学性质显活泼，在体内半衰期约15s，在酸性条件和超氧化物歧化酶存在时较为稳定，而氧存在时易失活，由于它具有较强的亲脂性特点，因而极易通过细胞膜，与体内含铁离子的酶类有较高的亲和性，例如：血红蛋白、肌球蛋白和可溶性鸟苷酸环化酶。一氧化氮合酶（nitric oxide synthase，NOS）是唯一的催化合成NO的合成酶，至少有3个NOS同工酶，即诱导型NOS、内皮型NOS和神经元型NOS，NOS是唯一催化NO的酶分子。根据对细胞内钙离子和钙调蛋白的依赖与否被分为钙离子依赖型NOS和非钙离子依赖型NOS。
  


  
    二、NO的合成、转运及分布
  


  
    NOS有两种形式，即组成型酶和诱导酶，组成型NOS主要见于神经细胞和内皮细胞。NOS催化L精氨酸（LARG），使之末端胍基氮原子氧化，经中间产物羟基LARG，生成胍氨酸和NO，反应过程还需要辅酶Ⅱ、黄素腺嘌呤二核苷酸、黄素单核苷酸和四氢叶酸喋呤等的参与。体内LARGNO的代谢是生成NO的主要途径，NO生成之后，由于它具有良好亲脂性特点，可透过细胞膜并扩散到邻近的细胞。还有一种转化形式，即与半胱氨酸或含硫蛋白形成复合物。NO分布广泛，人体内有多种组织产生NO，男女生殖道也有几种细胞能够产生NO，如单核巨噬细胞、内皮细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞。
  


  
    三、NO的作用机制及对精子运动的影响
  


  
    NO的基本作用原理是通过使组织内cGMP升高，后者激活体内多种特异的蛋白激酶，间接发挥生理作用。有实验表明低浓度的NO显著促进精子运动，高浓度则明显抑制精子运动。在体外试验中，各种供体提供NO均抑制人精子的运动。微摩尔浓度的NO即具有很强的抑制效应。NO猝灭剂血红蛋白单独使用并不能改变精子的运动，但血红蛋白能阻断NO的抑制作用，这种抑制作用可能是通过对精子细胞呼吸抑制起作用的。使用纯净的NO气体或别的NO供体已证明这种抑制精子运动的作用与NO介导有关而非氰化物所致，这一作用与NO引起的精子细胞呼吸抑制作用有一定关系，与细胞内cGMP的水平无关，由于细胞呼吸受到抑制，ATP生成受干扰，因而精子运动障碍。患子宫内膜异位症并伴不育症的女性，腹腔和输卵管壶腹部巨噬细胞增多。体外试验已证明对正常人精子，巨噬细胞能使之制动和黏附其上，随之而发生精子被吞噬和破坏。巨噬细胞和平滑肌细胞均能表达高水平的诱导NOS，并产生高水平的NO，在子宫和输卵管中由这些细胞生成的NO通过抑制精子运动而不利受精。在男性生殖器官（附睾和睾丸等）和精液中有大量的巨噬细胞，主要起吞噬和清道夫的作用。然而巨噬细胞产生的NO则影响人类生殖。男性生殖道的炎性疾病和免疫性疾病均能引起NO的增加，后者抑制精子运动。特发性弱精子症有可能与生殖道NO的浓度增加有关。细胞呼吸链代谢过程中产生的超氧离子与NO作用后生成过氧化亚硝酸根离子，可能是引起精子运动功能下降的另一原因。NO和NO猝灭剂可用来调节精子运动，治疗不育症和作为局部避孕药。
  


  
    第八节　前列腺素、尿激酶型纤溶酶原激活因子及细胞因子与精子运动
  


  
    一、前列腺素对精子运动的影响
  


  
    前列腺素（prostaglandin，PG）是一种脂类物质，最早在动物的精液中发现，可使平滑肌收缩并认为来自前列腺，故称为前列腺素。前列腺素几乎存在于人体一切组织中，它不是由特定的腺体细胞产生，仅作用于局部，对远距离的靶组织作用差，前列腺素的化学本质是脂肪酸衍生物，按五碳环结构的不同分成若干型，其中PGE、PGF、PGA、PGB是重要的4型。在人体体液中精浆前列腺素含量最高，精液中前列腺素主要来源于精囊，已经证明不同类型的前列腺素对精子功能的影响不同。Cohen和他的同事（1977年）发现当精液中加入接近生理浓度100倍的前列腺素时，精子的活力显著降低。而前列腺素能提高精子的运动和果糖的利用，PGF1α和PGF2α降低精子的运动，其中PGF1α降低精子对果糖的利用。PGF系列对精子的ATP酶无影响。Colon等（1986年）发现25μg/ml的前列腺素能显著提高经洗涤过的人精子的运动能力。有学者考虑通过抑制前列腺素的生成如阿司匹林、奈普生等来提高精子的运动能力。
  


  
    二、尿激酶型纤溶酶原激活因子
  


  
    尿激酶型纤溶酶原激活因子（urokinase type plasminogen activator，uPA）又称尿激酶，是一种丝氨酸蛋白水解酶，它通过激活纤溶酶原转变为纤溶酶间接发挥纤溶作用。实验发现uPA存在于人类精子和精浆中，它的生理作用可能是多方面的，它参与精子的生成、运行、顶体反应和帮助精子穿透透明带等生殖生理过程。20世纪80年代中期洪传岳等发现正常健康志愿者离体精液中加入尿激酶后有提高精子活动的作用，熊承良等发现并证实人精子头尾部质膜上均存在有uPA和uPA受体，对弱精子症患者体内外给予uPA均能显著提高精子的活率和前向运动能力，此外对精液液化不良的患者，uPA能减轻和缓解不液化的精液，从而提高精子的活率和前向运动能力。
  


  
    三、细胞因子对精子运动的影响
  


  
    肿瘤坏死因子（TNF）和白细胞介素（interleukin，IL）是一些分泌性蛋白质，它们对精子的运动及受精能力有不同的抑制和促进作用，详见本书第十三章第二节精浆细胞因子。
  


  
    第九节　精子高度活跃运动
  


  
    精子高度活跃运动最先由Yanagimachi（1969—1970年）发现并提出这一现象。他将豚鼠的精子置入卵胞液或血清中发现精子鞭毛呈高曲度的高度活跃运动。他还发现在受精期间输卵管壶腹部的精子也表现高度活跃运动，起初他称这一运动为“活化”或“激活”，之后更名为高度活化，以别于精子在附睾或输精管中的初始运动，人类精子在体外获能时表现出高度活跃运动。在低黏性培养介质中，高度活跃精子具有高活力，但缺乏前向运动，常表现为旋转式泳动，主要由于非匀称性鞭毛摆动所致，鞭毛高曲度运动能协助精子抵达卵细胞质膜。高度活跃精子较活化精子更有效地穿透黏性和黏液弹性物质，同时能够穿透黏液样输卵管分泌物和卵丘的细胞外基质。当高度活跃运动精子在黏液和黏液样弹性物质中游动时，可以前向运动，类似于处在基质中的活化精子，它比活化精子更有效地穿透透明带。高度活跃运动能帮助精子摆脱输卵管黏液形成的袋状和套状的影响，提高精子与卵子相遇的概率，主要是由于运动方向频繁变化的缘故，高度活跃运动还能使精子与输卵管黏液快速分离，实际上进入输卵管的精子许多被输卵管黏液所束缚，这种束缚作用在输卵管中形成精子池，对于已经被黏液束缚的精子需要一种拖力来分开，高度活跃运动起到的这种拖力作用，已在小鼠输卵管中得到证实。
  


  
    Demott等（1992年）发现在体内高度活跃运动可能有多种方式，这些方式都有助于精子靠近卵母细胞的质膜。高度活跃运动精子的泳动方式主要取决精子的长度与厚度，鞭毛外部致密纤维的厚度因种属而有所不同，厚度影响弯曲度，进而影响鞭毛轴丝中微管的滑行。高度活跃运动的主要特征是鞭毛弯曲的幅度增加。运动的方式有：螺旋型，当鞭毛摆动处于三维空间上时即成螺旋型；环行型，当精子鞭毛摆动被限制在某一平面时即为环行型。对精子高度活跃运动形成的组合泳动轨迹，已有多种术语进行描述，如8字形、鞭打型、舞蹈型、星状螺旋型等，见图4-7。高度活化具有双相性。观察到有些精子前后摆动是从高幅度非匀称性弯曲到低幅度匀称性弯曲，人精子在体外处理时特别常见，活化是可逆的，只有当精子表现出高幅度的弯曲时，才可以说处于高度活跃运动状态，当精子处于再度活化或过度运动时，它们仍保留高度活化的能力。对高度活跃运动的生化机制还不是十分清楚，体外实验中发现细胞外钙离子是产生高度活跃运动所必需的条件。Suarez等人（1993年）发现高度活跃运动的精子细胞内自由钙离子（Ca2+in）浓度高于一般活跃状态的精子。对同一标本同一时间亦发现高度活跃精子的头尾部细胞内钙离子浓度略高于活化精子细胞内的钙离子浓度，而尾部的含量略高于头部，也许是高度活跃时钙离子内流的主要或唯一的部位在精子尾部。顶体反应过程中出现内流可以影响到鞭毛轴丝去质膜的大鼠精子，鞭毛弯曲的幅度直接与介质的量有关。钙离子可能是活跃状态转变成高度活跃运动的开关，而引起精子细胞内钙增加的机制可能与钙通道的开启有关。如果使用拮抗剂阻断钙通道，活跃立刻停止，现在对钙通道的开启知之甚少。
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      图4-7　活跃运动和高度活跃运动精子模拟图
    

  


  
    高度活跃不同于顶体反应是可逆的，需要保持细胞内钙离子处于一定浓度，有关高度活跃精子的双相行为可能是细胞内钙离子变化的结果。鞭毛弯曲的非匀称性是到达活跃的特征，当动力蛋白ATP酶固定到一对微管中的某一根时，鞭毛就发生拍打，由于物理限制，滑行转变成弯曲，9对双微管沿中央微管作环行排列，现已证明1～4对双微管司职向一个方向作弯曲，而5～9对双微管则负责鞭毛向另一个方向弯曲。双微管以及相关蛋白并非精确相似，例如，它们对Ni 2+就有不同的敏感性。因此，鞭毛摆动的非匀称性可能受两组双微管不同方式的调节。
  


  
    体内有不止一种引起精子高度活跃运动的诱导剂，这些诱导剂可能是开启高度活跃运动的信使，通过某信息传导通道提高细胞内Ca2+，已知透明带和孕酮可诱发顶体的细胞排粒反应。上述作用与精子膜对钙离子的通透性逐渐增加有关。
  


  
    高度活跃精子的数目只有处在排卵期时增加，况且，高度活跃精子很难从子宫进入到输卵管，因此输卵管内存在与高度活跃有关的信使。
  


  
    在接近排卵时输卵管上皮细胞分泌诱导剂进入管内或进入到具有卵母细胞的管腔内，此时高度活跃运动的精子增加。这些诱导剂或信使只能在几分钟内产生反应而不是几小时，人输卵管和卵泡液中成分如孕酮具有诱致高度活跃的作用，孕酮提高人精子细胞内钙离子内流诱发获能精子产生顶体反应。高度活跃精子在输卵管内接近卵母细胞是否存在有经典的趋化性起作用尚未证实。体外人工授精的成功率与精子高度活跃运动有一定相关性。利用调节精子高度活跃运动机制方面的理论知识开辟新的有关授精方面临床实验并提高成功率具有重要意义。
  


  
    第十节　精子在男女性生殖道运行
  


  
    根据离体精子是否作前向运动，大致将精子的运动分为前向运动和原地摆动两种。尽管精子的活率在正常值范围，如果前向运动的精子数量太少，受精能力也将大大降低。根据精子的游动方式分为旋转式、摆动式和不规则式，根据前向运动精子的速度分为快速运动、中速运动和慢速运动。根据精子前向运动时是否呈线性分为直线运动和非线性运动。离体精液中，直线快速运动的精子数目越多，受精能力越强。
  


  
    一、精子在男性生殖道的运行
  


  
    精子脱离睾丸支持细胞后直接进入到生精小管的管腔内，经直细精管、睾丸网、输出小管进入到附睾，精子在此贮存。从睾丸的生精小管至附睾，精子的运动全靠管壁肌样细胞的收缩和管腔内液的作用，此外睾丸白膜的收缩也起一定作用，精子无自身运动能力。精子在附睾尾部停留时间较长，并在此处逐渐成熟。长期储存在附睾和输精管部位的精子畸形会增高，易衰老，受精和运动能力都会变差。从附睾尾部抽取的人精子已经具有运动能力，但这种运动能力较差，我们发现精子暴露在体外较短时间内运动基本丧失。当性交或手淫达到性高潮时，肌肉挛缩，从输精管同前列腺开口汇合处开始，精液中的精子进入到尿道，然后，输精管和尿道的肌肉发生波式收缩，膀胱颈部括约肌关闭，产生压力，排出精液，射入到女性阴道。精子在这一段路程主要靠输精管平滑肌收缩蠕动，射精管、精囊和前列腺平滑肌相继收缩以及膀胱颈部括约肌的关闭和会阴部的随意肌的收缩，被动排出体外，进入女性阴道。
  


  
    二、精子在女性生殖道的运行
  


  
    性交射出的精液进入女性阴道后，由凝固状态转为液化状，精子可以离开精浆作前向运动，由于阴道是一个微酸环境，不利于精子久留，好在精浆呈碱性，可以缓冲偏酸的阴道环境。据观察射精1.5h后阴道无尾精子数目增加，一般精子只能在阴道内维持几个小时。精子离开阴道向输卵管方向运行须首先通过子宫颈，精子在射精后1.5～3min到达宫颈外口，2～11min通过宫颈管。然而宫颈黏液可能成为精子向子宫方向运行的屏障，只有活动力强的精子才能穿透宫颈黏液进入到子宫。宫颈黏液的理化性质随月经周期不同而不同，它受卵巢激素的调控，在月经前后，宫颈黏液较黏稠，不利于精子穿透，而在月经的排卵期宫颈口开大变松变软，宫颈黏液稀薄，精子较易通过子宫颈，精子进入宫腔后继续向输卵管方向运行，在射精后15～45min，输卵管内精子数目最多达到300～500个。精子从阴道运行至输卵管除自身运动外，还有外力的作用，首先是子宫和输卵管平滑肌的收缩与舒张，造成腔内负压，将精子吸入宫腔内，输卵管壁肌层与子宫肌层相连，收缩的方式较子宫复杂，可以是局部性蠕动，有的则是节段性收缩，均能促进精子在输卵管内运行。其次，子宫内膜液和输卵管液除了为精子提供营养和能量外，输卵管液的主流方向是从子宫与输卵管交界处向腹腔方向流动，有利于精子从子宫进入输卵管，并推动精子在输卵管中的运行。此外精液中的前列腺素刺激阴道，子宫肌引起收缩，亦有利于精子的上行。
  


  
    第十一节　影响精子运动的因素
  


  
    1.精液黏稠度
  


  
    正常精液离体后60min内液化，精液液化不良或黏稠度太高都限制精子运动，使精子活动力下降。
  


  
    2.pH值
  


  
    精液pH值低于6.8或高于9.0时，精子活动力下降，阴道环境偏酸，不利于精子运动。
  


  
    3.渗透压
  


  
    精液的渗透压与体内的体液和血液中的渗透压相等，渗透压异常将影响精子的运动。
  


  
    4.温度
  


  
    温度过高或过低都对精子的运动产生不利影响，精子在5～35℃之间，随着温度逐步升高，精子的活动力呈线性增加，当温度过高时精子活动力减弱。温度过低，精子代谢受抑，活动降低。
  


  
    5.电离轴射
  


  
    电离轴射影响的重点是精原干细胞，同时对精子的活动力也有影响，当X射线照射量达3200尺以上时，精子活动力下降。
  


  
    6.无机离子
  


  
    精浆中有多种无机离子，含量各异，这些离子为钠、钾、钙、镁、锌、铁和铜离子，此外还有氯离子。上述离子在精浆中的含量过高或过低，都会影响到精子的运动，其中有些离子是以辅酶形式参与能量代谢过程，与精子运动有关。
  


  
    7.病原微生物
  


  
    细菌、病毒、支原体、衣原体和滴虫感染生殖道均直接或间接影响精子的运动。
  


  
    8.细胞因子
  


  
    肿瘤坏死因子（TNF）、干扰素等对精子的运动和人精子穿透仓鼠透明带有不利影响。
  


  
    9.抗精子抗体
  


  
    精浆或女性宫颈黏液中存在抗精子抗体时会影响精子前向运动和阻碍精子穿透宫颈黏液而影响生育。
  


  
    10.氧自由基
  


  
    自由基是游离存在的含有不配对电子的原子、离子、分子和原子团，化学性质活泼，生物体内主要是氧自由基。氧自由基主要是有氧代谢时氧的还原不充分而形成的。精子尾部中段含有丰富的线粒体，内含呼吸链中系列氧化还原酶，成为氧自由基产生的主要场所之一。精液中的白细胞和巨噬细胞也可产生一系列氧自由基。氧自由基主要通过对精子细胞膜过氧化损害及改变细胞膜的流动性使精子的活动能力丧失。此外，氧自由基使精子线粒体内外膜上的不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应。膜的脂层排列松散，内膜嵴减少，ATP合成减少，进而影响精子运动能力。
  


  
    11.精子尾部结构异常
  


  
    精子运动装置异常特别是精子的尾部轴丝结构异常均引起精子运动功能障碍。轴丝结构异常包括：①纤毛蛋白臂异常，无内支臂或外支臂或二臂均无；②缺乏中央连接和中央复合结构；③缺乏周围围管及相应的周围连接结构，此外还有轴丝周围结构异常。
  


  
    12.蛋白酶的缺乏
  


  
    与精子运动有关的酶缺乏或酶活性降低都会导致精子活力不足，例如ATP酶、肌酸磷酸激酶、蛋白质羧甲基化酶、尿激酶、类胰蛋白酶等。
  


  
    13.PGE和PGF2α
  


  
    精浆中PGE和PGF2α的平衡对维持精子的运动是必需的，通过对精子的直接作用和对生殖道平滑肌的间接作用影响精子的运动。
  


  
    14.染色体异常
  


  
    常染色体和性染色体畸变可以严重影响精子的数目、活率和前向运动，对精子活力低下的不育男性都应该进行染色体分析。
  


  
    15.内分泌激素
  


  
    16.精索静脉曲张
  


  
    17.化学毒物
  


  
    18.药物、某些抗生素和抗肿瘤药的长期使用
  


  
    19.吸烟与饮酒
  


  
    第十二节　精子运动功能的主要检测方法
  


  
    1.普通光学显微镜法
  


  
    由于方法简单易于掌握，设备不复杂，投资少，我国绝大多数男科和不育症医疗机构以及部分研究室均采用这种方法。该法可以对精子的运动能力作一初步分析，由于受操作者的经验等多种因素影响，同一标本，同一时间，不同操作者可能得出不同的检验数据。以色列学者Makler研制了一种计算盘，称Makler计算盘，用于精液分析具有快速简单的特点，成为世界卫生组织（WHO）认定的标准化检查法之一。
  


  
    2.精子毛细管穿透试验
  


  
    通过在体外观察精子是否穿透毛细管内的宫颈黏液评价精子的穿透能力，由于获取正常妇女排卵期的宫颈黏液有困难，也可寻找可代替人宫颈黏液的穿透介质。
  


  
    利用宫颈黏液或其他介质吸入毛细管内，顶端用胶泥封口，下端插入盛0.2ml精液的精液池内，置37℃水浴盒内1h观察，测定并记录精子穿透的高度和数目，然后对结果进行判断。
  


  
    3.显微摄片法
  


  
    利用显微镜和摄像机将精子运动的图像摄下冲洗成照片，然后分析运动精子的速度和运动轨迹等。由于该方法费时，标准难统一，现很少使用。
  


  
    4.计算机辅助精子分析
  


  
    计算机辅助精子分析（CASA）是近30年来发展起来的一项精子分析新技术。该技术可以使精子运动的分析达到客观准确并可以定量，且自动化程度高。该技术另一个特点是可以对精子的运动轨迹进行分析，得到较之人工方法更丰富的参数，详见本书第四十章。
  


  
    5.过膜游动法
  


  
    过膜游动法是台湾学者洪传岳等于1980年创立，专用于测定药物对人类精子游动力影响的生物测定法。也可反映人精子的运动功能。该方法利用精子游过小孔数目的多少来判断精子游动力。先将新鲜精液分成若干小滴，每滴100μl，置入用塑料管制成的上腔内，上腔之下端黏一Nuclepore膜，此膜上有5μm的小孔若干，小孔之大小，恰好适合一只精子游过。将上腔放入装有2ml缓冲液（Dulbecco“A”缓冲液，pH7.3）的下腔中，下腔由玻璃瓶制成。上下两腔以黏土固定相关位置，要求精液与缓冲液液面呈水平面。在37℃水浴中放置2h，精液内有游动的精子会穿过小孔游至缓冲液，在显微镜下以血细胞计数器计算精液内与缓冲液内精子数目的比率，即可知精子的游动力。
  


  （熊承良）
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    第五章　精子获能
  


  
    第一节　获能的概念
  


  
    获能的概念始于1951年，美籍华裔科学家张明觉和另一位科学家Austin，发现哺乳动物刚射出的精子和新鲜制备的附睾尾精子，如果不在雌性生殖道停留一段时间，均不能使卵子受精，而必须进入雌性动物生殖道，经过一段时间，才会获得受精能力，他们把这一生理现象称为获能（capacitation）。此后大量研究证实精子获能是包括人类在内的所有哺乳动物精子在使卵子受精前必须经历的一个生理阶段，生理学界又把获能称为“张-奥斯汀”原理。最终，精子获能使精子产生高度活跃运动（hyperactivated motility），并具备发生顶体反应的潜能。
  


  
    获能概念的提出，不仅是对生殖生理机制的阐明，表明体内精子功能的进一步完善是精子受精的必要环节，对于临床辅助生殖技术的运用也是必须要重视的方面，获能的发现才使体外受精成为可能，也就是，除了单精子卵细胞胞质内注射，体外受精也需要使精子达到较好的获能状态。
  


  
    精子获能的研究始于体内实验研究。精子在附睾运行和储存过程中，已获得了受精潜能，但由于附睾分泌一种物质，附于精子表面，暂时抑制了它的受精能力。这种物质称为去能因子（decapacitation factor，DF）或顶体稳定因子（acrosome stabilizing factor，ASF）。精囊也能分泌去能因子，在射精过程中附于精子表面。直至精子进入女性生殖道，去能因子对精子受精能力的抑制作用才被解除。同时，精子射出后，所处的微环境发生了较大的改变，精浆及女性生殖道中的CO2及其他促进获能的物质含量相对较高，pH值及离子浓度也有较大的差异，因此，抑制因素的解除和促进因素共同使精子获能，最终获得受精能力。
  


  
    精子获能始于宫颈，主要在宫腔和输卵管中进行。精子在女性生殖道中获能并不是同时发生的，而总是表现出有先有后，即获能并非同步进行，据此通常用精子群体百分率来表示精子获能程度。获能是一个可逆过程，这表现在已获能的精子一旦与精囊液再次接触，精子又呈现非获能状态即去获能。体内这些获能的特点有着其重要的生理意义，因为与体外受精不同的是，体外受精时精子与卵子共同孵育及受精的时间是可以人为控制的，而在自然的体内受精的生理过程中，很多情况下精子与卵子的接触时间并不是精确控制，所以，精子需要等待时机，并通过在不同时间获能的方式延长可能受精的时间，增加受精的机会。
  


  
    进一步研究已可使精子的获能在体外进行，即可使用适宜的获能液使精子在体外获能。不同种属动物所需获能液的成分不尽相同，如人精子可用BWW。体外获能技术已在体外受精中得到广泛应用，并且体外获能技术又发展和加深了人类对精子获能的认识。但是，体外实验研究与体内有较大的差别，比如，体外获能实验往往会导致一些精子发生自发性的顶体反应，这对于体外实验影响并不大，因为精子数量众多，而在体内，只有少数的精子能到达受精部位；体外实验往往使很多精子同时获能，而体内不是这样。尽管体外获能与体内有很大的差异，但是体外实验是研究精子获能的必要手段，也是临床进行体外受精的重要方面。
  


  
    近年发展起来的显微授精技术，已能将单个精子注入卵母细胞内，使其形成受精卵，发育成正常胚胎并繁育后代，其间无需获能过程，这对传统获能理论看来是一大挑战，但应当指出，这种显微注射技术是非生理性的，而获能是正常受精过程中的重要阶段。因此，获能在生殖生理中仍然具有重要意义，仍然有一系列问题有待进一步研究阐明。
  


  
    第二节　精子获能的过程
  


  
    由于在体研究人精子获能受到很大的限制，目前，有关精子体内获能的过程主要是在哺乳动物体内观察的结果。在介绍精子体内获能之前，有必要先了解精子在哺乳动物雌性生殖道的储存及运动（具体请见第四章）。精子进入女性生殖道后，部分精子（人类约为10%）很快通过子宫及子宫输卵管连接部，进入输卵管靠近子宫端形成“储精区”（sperm reservoir）；储精区内的精子不断游出，在排卵所带来的相关因素作用下，可能包括卵子释放的因子的作用，微环境的变化，输卵管收缩等因素的作用下，游向卵子所在的部位。
  


  
    当精子穿过宫颈时，精浆中大量的DF被宫颈黏液阻挡。精子同子宫内膜接触后，子宫内膜产生获能因子，同时输卵管的分泌物也参与精子的获能。精子的获能过程是一个多时相过程。第一时相在子宫内进行，第二时相在输卵管内完成。主要获能过程如下：
  


  
    1.宫颈和输卵管对精浆的初步处理
  


  
    精子在阴道中尚未获能。当精子穿过宫颈时，精浆中的大量去能因子及其他一些酶抑制剂被阻挡，这对精子获能起重要作用。在这一初步处理过程中，子宫是精子获能的主要场所，输卵管的分泌也可能起了一定的作用。
  


  
    2.DF的去除
  


  
    体外实验证实，精子在β-淀粉酶的培养液中孵育8～12h后，出现获能现象。生化测定证明，子宫液内的β-淀粉酶活性为血中的4倍，此外还发现其活性随性周期改变。故认为获能的第一步是水解酶的作用，尤其是在β-粉酶的作用下完成的，最终使覆盖于精子表面的DF失活。因此在临床辅助生殖技术中，精液需要经过上游法或梯度离心去除DF。优化后的精子处于获能或顶体反应的不同阶段，具有不同的生化状态，目前也无好办法分离开不同状态的精子。
  


  
    3.输卵管液和卵泡液的作用
  


  
    精子获能的同时伴有氧耗量增加。实验证明，输卵管液可刺激精子体内的氧化磷酸化代谢过程，增加精子的能量，激活精子运动，增加向卵运转。同时，高度活跃运动精子更容易摆脱精子在输卵管上皮细胞上的黏附，在黏稠的输卵管液中保持前向运动；高度活跃运动也可能是趋化反应的前提，为穿过透明带所必需。另一方面，卵泡液中存在可刺激精子活动的因子和诱发顶体反应的因子，两因子均可促进获能过程。
  


  
    4.顶体酶系的激活及精子穿入卵子
  


  
    精子顶体酶暴露。在子宫输卵管及卵泡液的刺激下，诱发顶体酶释放。顶体酶系是一个复合酶系，在受精过程中起重要作用。它包括一系列水解酶，如透明质酸酶（hyaluronidase）、放射冠穿透酶（radiant corona penetrating enzyme）、顶体蛋白酶（acrosome proteinase）和N酰胺酶（N-amidase）。其中，透明质酸酶可以消化卵丘细胞，放射冠穿透酶可使放射冠解体；然后在顶体酶系中的顶体蛋白酶和N酰胺酶的作用下，精子穿过透明带，与卵子相互辨识，发生受精作用。精子获能的最后阶段是精子深深地陷入卵细胞中，被卵细胞的微绒毛所包围。
  


  
    第三节　精子获能的分子机制
  


  
    虽然获能这一现象在60年前就被发现，然而只是在近年来，发现了一些对于获能必要的成分，如：CO2、Ca2+、血清白蛋白等，才开始了对其分子变化及机制的了解。体外实验研究表明，没有这些物质的存在，精子就不能获能和使卵子受精，而且，这些物质相对浓度的变化在生理情况下也是存在的。这些物质的研究尽管表明了精子获能的一些变化及可能的机制，但其分子机制仍需要进一步的研究。目前，对于获能的分子机制主要是基于这些物质通过调控腺苷酸环化酶（adenylyl cyclase，AC）/cAMP、精子膜的变化和蛋白磷酸化（图5-1），最终使精子获能。
  


  
    一、精子获能的分子机制
  


  
    1.DF和DF受体（DF-R）
  


  
    DF是一种糖蛋白，相对分子质量为40 000，这种糖蛋白对于加热和蛋白水解酶不敏感，这可能与糖基的存在有关。DF通过与DF-R结合起作用，DF-R是具有岩藻糖结合位点的膜GPI锚定受体。分离DF-R进行测序，表明与PEBP1（phosphatidylethanolamine-binding protein 1）高度同源，而重组表达的PEBP1具有类似DF-R的作用。用针对PEBP1的单克隆抗体对人精子进行免疫定位，表明在精子头部和尾部均存在。DF-R被认为是通过调节其他膜蛋白的功能状态来起作用的，包括多种G蛋白耦连受体（G-protein coupled receptor，GPCR）、Ca2+-ATPase等。前者进一步调节激活型或抑制型Gα亚单位（stimulatory Gαsubunit/inhibitory Gαsubunit，Gαs/Gαi），后者则直接影响精子胞内Ca2+浓度。
  


  
    [image: ]

    
      图5-1　精子获能部分分子机制
    

  


  
    2.GPCR和Gαs/Gαi
  


  
    在精子获能中起作用的GPCR包括腺苷、降钙素、肾上腺素及气味受体等，GPCR也是位于精子胞膜上，主要是通过结合这些物质后，通过Gαs/Gαi影响的功能状态而起作用。Gαs是精子获能中，刺激膜型腺苷酸环化酶（membrane associated adenylyl cyclase，mAC）所需要的亚单位，而Gαi则起抑制作用。诸多研究表明，Gαs/Gαi都存在于精子胞膜中。
  


  
    3.精子胞膜的变化
  


  
    精子胞膜的变化，包括通透性及流动性的增加，对于精子获能是很重要的环节。胆固醇含量减少，胆固醇/磷脂比率降低被认为能够增加膜通透性和流动性，尤其是精子顶体膜处胆固醇的流失是精子获能过程的关键步骤。其主要的意义可能在于：①通透性的增加使一些调控分子易于进入精子，如Ca2+和[image: ]的内流，可以通过调控AC而导致cAMP；②上述参与精子获能的很多受体和功能单位，如DF-R、GPCR、Gs/Gi等，都位于细胞膜内，精子胞膜的这些变化，也可能改变这些受体和功能单位的功能状态或活性。在体外获能实验中，白蛋白的主要作用被认为是胆固醇的受体，导致精子胞膜胆固醇的流失，而增加膜的流动性和通透性。在体内生理条件下，白蛋白也是输卵管分泌的一种主要蛋白，所以，这种机制在体内也应该存在。同时，白蛋白的这种作用还需要其他因素的存在或参与，如[image: ]。胆固醇的减少及膜流动性的改变还有其他的机制：在精子胞膜里存在甾醇类及硫酸酯，而雌性生殖道及卵泡内存在甾醇类结合蛋白和硫酸酯酶。当精子进入雌性生殖道后，雌性生殖道内的甾固醇结合蛋白能够去除一部分精子胞膜里的胆固醇；而硫酸酯酶则通过酶解精子极性脂质为非极性脂质，改变精子胞膜的硬度，使精子质膜局部脂质的流动性更易发生改变。
  


  
    4.AC
  


  
    AC有很多亚型，包括上述mAC和另外一种可溶型腺苷酸环化酶（soluble adenylyl cyclase，sAC）。sAC主要表达于睾丸组织中，在精子仅存在于尾部，主要定位于尾部中段和终环。mAC目前已发现有9种，而且大部分存在于多数的哺乳动物中。AC的激活及cAMP的产生是精子获能分子机制及调控的核心环节：cAMP可以激活一些重要的信号途径，包括目前在精子获能中认为很重要的PKA途径，PKA途径目前认为是精子获能中蛋白酪氨酸磷酸化的上游事件。cAMP的代谢是被磷酸二酯酶（phosphodiesterase，PDE）降解为5’AMP，所以PDE可能通过调节cAMP水平，而对精子功能产生影响，这在一些研究中得到证实。目前已知的PDE有11种，其中有一些，如PDE1、4、6、8、10、11等存在于哺乳动物精子中。
  


  
    5.蛋白酪氨酸磷酸化
  


  
    最早是在小鼠精子获能中发现了精子的蛋白酪氨酸磷酸化，后来，这种变化在其他哺乳动物中得到证实；1996年在人精子获能过程中也证实有蛋白的酪氨酸磷酸化。精子获能中这种变化被认为是依赖于cAMP激活的PKA途径，但这个途径中的具体分子事件还不明了。目前，也已经鉴定了一些在精子获能过程中发生酪氨酸磷酸化的蛋白，包括一些可能在糖酵解中起重要作用的蛋白。另外，精子膜蛋白酪氨酸磷酸化加剧，也是精子获能过程中发生的重要变化，它使精子膜胆固醇对磷脂的比率发生改变，即比率降低，从而使精子膜流动性增加及使一些精子膜受体暴露。研究认为，精子膜酪氨酸磷酸化增加可能主要涉及两种因素，一是由于获能过程中活性氧（ROS）的增加，使细胞的还原状态发生改变；另外，酪氨酸磷酸化增强也与cAMP有关。
  


  
    二、离子通道在获能中的作用
  


  
    在附睾的微环境中，离子种类和浓度与精浆及女性生殖道都有很大的不同，与其他体液相比，附睾液中Na+比较低，而K+和Cl-比较高，pH值也偏低，这种环境对于储存精子是必要的。精子射出后，在精浆中及女性生殖道内，K+降低，而Na+和[image: ]升高。这些环境中离子浓度的变化是精子获能分子机制的一个重要方面，因为离子通道的开启及离子浓度的变化速度很快，能激活多种信号途径，这对于翻译和转录都处于惰性状态的精子来说，在功能的完善及执行方面是至关重要的。离子浓度在精子获能过程中这些微环境的变化，也为精子体外受精的获能实验所需要的培养液及条件提供了重要的参考，目前，哺乳动物精子获能的培养液基本都含有与血浆浓度相近的Na+，K+，Ca2+，Cl-和[image: ]，再就是能量物质，如葡萄糖，丙酮酸，还有白蛋白。可能参与精子获能的离子通道几乎包括了目前在精子中发现的所有离子通道，如CatSper家族、Cav、NHE、ENac、Kir、Slo3、CFTR等，然而，在精子获能中研究较多的离子是Ca2+ 和[image: ]。
  


  
    1.Ca2+
  


  
    Ca2+是调节精子获能重要的第二信使分子。当牛精子孵育在获能培养液内，精子胞内Ca2+浓度增加6倍，激活Ca2+依赖的三磷酸腺苷酶（ATPase）以及AC，进而激活相应的信号途径。相反去掉精子周围环境中的Ca2+则抑制精子获能，但不影响蛋白酪氨酸磷酸化的进行，提示Ca2+与蛋白酪氨酸磷酸化在精子获能中的调控机制不相同。与钙调蛋白结合激活多条细胞内信号途径，是Ca2+调节多种精子细胞功能的作用机制之一。在精子获能培养液内分别加入6种钙调蛋白抑制剂均可以抑制精子获能发生。其中有3种抑制剂可同时影响精子存活率和蛋白酪氨酸磷酸化，提示在精子获能过程中钙调蛋白激活了不同的下游信号途径，其中包括PKA相关的蛋白酪氨酸磷酸化途径。
  


  2.[image: ]


  
    在哺乳动物，[image: ]通过改变精子胞内pH值从而在精子获能过程中发挥重要作用。研究显示以NaCl替换培养液内的NaCHO3后精子胞内pH值下降，获能精子数量相应显著下降；用HEPES替代培养液内的NaCHO3可以阻断仓鼠精子获能发生。但是，[image: ]诱导获能的机制并不是单纯升高胞内pH值，因为单纯升高精子胞内pH值而不是用[image: ]，其诱导的精子获能率很低。[image: ]诱导精子获能的机制主要与sAC有关。获能时，[image: ]进入精子胞内，引起细胞内胆固醇外流和sAC活化，促进胞内cAMP合成，cAMP激活蛋白激酶（PKA）信号通路，增加胞内蛋白酪氨酸磷酸化程度，从而在获能中发挥作用。另外，PKA被激活后还能够促进精子顶体外膜上的电压依赖性Ca2+通道打开，激活磷脂酶C，促进磷脂酰肌醇二磷酸（PIP2）生成，PIP2作用于蛋白激酶C，引起精子质膜上电压依赖性Ca2+通道开放，再次升高胞内Ca2+，最后诱发质膜溶解和顶体反应发生等生物学效应。
  


  
    第四节　精子获能速率与状态判定
  


  
    在体内，精子获能速度的测定比想象的要复杂得多。首先，每次射出精子的获能并不是均一的。有些精子或成熟较差或比其他精子对获能更有抵抗性。精子个体是以不同的速率获能的。其他因素如雌性个体的生理状态（如激素）、精子储存部位和与排卵有关的精子储存时间等也影响精子获能时间。精子在体内的获能时间在动物的不同种系也有所不同。
  


  
    对于各种动物的交配反应而排卵（如兔和猫的诱发性排卵），在体内最小的获能时间可通过以下方法估计：①交配或人工授精后，在不同的时间内从雌性生殖道内取精子检测；②将精子转移至其他刚排卵（通过与输精管结扎的雄性或注射LH的方法）的雌性的输卵管内后立即检测其受孕能力。用这种方法测定兔精子在子宫的最小获能时间是5～6h。对于大多数排卵独立于交配性刺激（自发性排卵；绝大多数哺乳动物，包括人类是自发性排卵）的动物来说，体内最小获能时间可通过下列方法测定：①在排卵期或排卵后的短期内与雌性交配或人工授精；②决定精子最先穿透卵子的时间。用这种方法测定各种动物体内的最小获能时间不完全一样，如小鼠是1～2h，羊是约1.5h，猪是2h或稍低于2h，大鼠是2～3h，仓鼠和恒河猴是3～4h。
  


  
    在各种不同种属哺乳动物中精子获能时间差异的原因尚不清楚。Davis（1981年）曾提出一种学说，认为精子在附睾中成熟期间胆固醇被结合在精子质膜的磷脂中，并将精子与精浆联系起来。胆固醇的结合率在种属之间存在着差异。膜胆固醇与磷脂的比率越高则获能时间越长。例如兔的膜胆固醇与磷脂的比率约为1.0，其获能所需最小时间是5～6h；而猪膜胆固醇与磷脂的比率约为0.35，需要2h来获能。
  


  
    有关在光学显微镜下能否从非获能的精子中区别出获能精子的问题目前尚有争论。Ericsson认为可以。他先用荧光色素四环素（tetracycline）标记刚射出的兔精子表面，然后在雌兔子宫内（被认为是精子获能部位）孵育6～7h。这时，在荧光显微镜下运动精子表面不再能测出四环素。Ericsson认为四环素从精子表面的丢失是精子全部获能的表现。尽管后来一些用兔和其他物种研究结果支持这一观点，但Vaidya等对此表示怀疑，因为吸收在精子表面的四环素早在精子完全功能性获能后就已经被去除。也就是说已经丢失四环素的精子也许的确已经获能，但也许是部分获能。迄今为止，如果不干扰精子致孕能力，在光学显微镜下没有可靠的技术来鉴别获能或非获能精子。
  


  
    在体外将精子与卵子混合或将其存放在刚排卵的雌性输卵管内以确定精子是否获能。如果卵子“立即”被受精，则精子毫无疑问已被功能性的获能。这种方法是明显的。即使百分之百的卵子被立即受精，也不意味着精子百分之百地获能。在所有精子中，只有一小部分精子能被获能，然而这一小部分精子也可能使所有卵子受精。但是，毕竟是一个精子使一个卵子受精。我们是否能通过检查精子的顶体反应来判断获能呢？答案是肯定的。但必须注意其不足之处。因为，如果百分之百的精子毫无疑问的立即出现顶体反应，则他们必定已被全部获能。可事实上，在所有人群中并不是百分之百的精子都发生顶体反应。在绝大多数情况下，总有一些精子不发生顶体反应。在发生顶体反应以前我们不能准确判断哪一些精子已经获能或哪些精子没有获能。
  


  
    现代实验中，在体外精子孵育条件下，获能状态的判断多数是通过用各种诱导物诱导后发生的顶体反应来间接进行的。如用ionomycin、LPC、zona诱导的顶体反应（AR）来间接判定精子获能情况。
  


  
    在现代分子生物学水平上，已研究出许多针对人类精子抗原的单克隆抗体。而HS-13单抗可对人、大鼠和小鼠的顶体内抗原起反应。从人类精子中提纯的同类抗原命名为HSAg-13，它是一种相对分子质量约80 000的蛋白质。这种单抗可用作探针用免疫组化技术来研究人类、大鼠和小鼠组织中同类抗原的组织分布和表达。目前，HS-13被认为具有较高的精子特异性，并被发现是唯一在精子和睾丸中表达的抗原。在人和鼠类的其他组织中还没有发现有该抗原的表达。在大小鼠中，它表达于精子发生有丝分裂后期。用直接免疫荧光染色技术证实，HS13只与甲醇固定的完全顶体反应的精子起反应，而对活精子却无此作用。用钙ionophore A23187处理后，顶体反应精子既呈现出在赤道带的阴性染色或呈现出残留染色；提示HSAg-13在顶体内的分布情况。将人精子孵育在BWW液中一夜后可产生自发性顶体反应并导致抗体染色显著性地减少。研究者认为，HS-13单抗可以常规地用于监测精子获能和顶体反应（AR）。
  


  
    第五节　精子获能变化及调节
  


  
    精子获能时发生一系列变化，特别是精子膜的变化、精子运动变化和精子代谢变化。
  


  
    一、精子膜的变化
  


  
    绝大多数研究者认为，精子膜的改变是精子获能的主要变化，特别是精子顶体区质膜的改变。这些改变具有重要的功能意义，旨在为精卵识别和结合作好准备。
  


  
    1.精子膜流动性增加
  


  
    在附睾精子成熟过程中，精子膜流动性减少，膜趋于稳定。但在精子获能后，精子膜的流动性又明显增加。精子膜流动性的增加并不是均质性的，而表现出区域性差异；精子头部细胞膜出现流动性不相等区域，为精子膜与顶体膜的融合作准备；精子顶体后区膜的流动性最大，以准备与卵膜相融合。精子膜流动性增加可能主要是获能后精子膜胆固醇成分的大量丢失和精子膜蛋白酪氨酸磷酸化增加的结果。在获能过程中氧自由基一定程度的增加可能也有利于精子膜流动性的增加。
  


  
    2.精子膜结构的重组
  


  
    获能后精子膜结构在分子水平上发生了一系列有规律和明显的改变，精子膜结构重组。获能精子的膜蛋白改变显著，在射出精子的表面附有雄性生殖道分泌的蛋白质，其中有些蛋白质可稳定精子膜或抑制顶体反应，但在获能过程中，有些蛋白质被去除，另有一些遮盖精卵识别位点的蛋白质也被丢失；与此同时，一些与精卵识别的有关蛋白质（受体）或被暴露或被重新分布，如精子膜蛋白PH-20，获能之前位于顶体后区的质膜，获能后该膜蛋白则主要位于顶体内膜。精子膜蛋白PH-20主动位移现象是与其在精卵识别中发挥的作用相一致的。在精子获能过程中，精子膜的嵌入蛋白也发生了改变。这类蛋白修饰导致精子膜蛋白富集区和稀疏区块状分布的形成。
  


  
    3.精子膜表面受体的改变
  


  
    获能过程中，精子膜表面的受体发生了一系列改变：获能前，四环素受体主要集中于精子头部，可与四环素结合；获能后，四环素受体减少。考虑到与四环素结合部位富含二价阳离子，因此四环素受体的减少提示存在钙结合性能的改变和钙通道转运的改变，而钙离子是受精过程中不可缺少的重要因子。
  


  
    获能的精子对外源性凝集素的结合类型也发生了变化，精子膜表面的凝集素受体在获能后的改变表现在刀头球蛋白即ConA的结合量逐渐下降，麦芽凝集素WGA受体和ConA受体从顶体向后转移到中段及尾部。
  


  
    精子表面有活精肽受体。在精子进入女性生殖道后，活精肽与精子膜相应受体相结合，加速Na+的进入和H+的流出，使精子内的pH值增加，并加速精子呼吸率，增加精子内cAMP，增强精子运动能力。
  


  
    二、精子代谢、运动的变化
  


  
    获能后，精子代谢也有相应的变化，主要表现为获能精子耗氧量明显增加，这与精子运动增强相适应，获能精子糖酵解明显增强，使之同时具有有氧氧化和无氧糖酵解两种方式，从而明显增强精子供能。
  


  
    精子一旦获能，其运动类型发生显著改变，精子头部侧摆幅度和频率明显增加，尾部振幅加大，频率加快，运动形式可以是多种，在不同动物表现有些差别，但典型的是呈现一种特殊的高度活跃运动或鞭打样运动。高度活跃运动是精子为适应受精而形成的一种特殊运动类型，用自动精液分析仪发现高度活跃运动所反映的是精子运动能力和方式的改变，表现为精子曲线速率（VCL）增加，直线性（LIN）和前向性（STR）降低，精子头侧摆幅度（ALH）增加。对于人精子的高度活跃运动可用下列标准界定，即VCL＞100μm/s，LIN≤65%和ALH≥7.5μm。
  


  
    一般认为获能时产生的高度活跃运动精子的意义，主要在于能有利于精子通过输卵管黏稠介质和穿越放射冠的黏弹性基质，增加精子摆脱输卵管上皮的能力，使精子能顺利地在输卵管中运行。实验表明，与在一般非黏稠培养液中的运动很不同，高度活跃运动的精子在黏稠介质中有很好的前向运动，这对于精子在输卵管内的运行是很重要的。此外高度活跃运动精子强有力地鞭打运动赋予精子穿越放射冠和透明带的力学基础。CatSper1敲除小鼠的精子不能发生高度活跃运动，雄鼠完全不育，主要原因在于CatSper家族是高度活跃运动所必需的Ca2+通道，敲除后精子不能产生高度活跃运动，精子体外受精时不能穿过放射冠和透明带，在体内也不能运行到卵子所在的部位。
  


  
    三、体内获能的可能调节因素
  


  
    对于精子在女性生殖道中获能的调节还不十分清楚。可能的调节因素包括：自主神经和女性甾体激素的调控；雌激素有利于精子的获能，而大剂量孕激素则能抑制精子获能，同时分泌某些糖蛋白不仅参与受精的调节，对获能也有重要调节作用，特别是近年发现的输卵管特异糖蛋白（OGP）对精子获能起直接作用。体外实验证明当OGP存在时，精子获能比其缺乏时高2倍并可增加体外受精率。另外，当OGP存在时，获能精子使同源卵子受精的能力更强。获能精子在OGP存在时对卵巢卵子穿透率比无OGP时高出3倍。这表明输卵管分泌的糖蛋白在获能中的重要性。蛋白多糖和氨基葡聚糖均可诱发精子获能，肝素可与人及一些哺乳动物的精子相结合。以上的这些因素也是在排卵周期中可能不断变化的，在生理情况下，排卵前后这些因素的变化，可能对于精子在女性生殖道中的获能起重要的调节作用。例如，有些研究已经提示，储精区的微环境在排卵前对精子获能主要是抑制作用，便于精子的存活，而在排卵后可能发生改变，在其他因素的共同作用下促进获能，使精子能及时获能，游向卵子所在的部位，完成受精。这对于生殖生理有着很重要的意义：精子在受精前需要在女性生殖道存活较长的时间，如果没有一个精确的调控机制，过早发生获能，消耗精子的能量和物质储备，很显然对于受精是不利的。
  


  （李红钢　窦中岭　吴明章）
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    第六章　精子趋化运动
  


  
    第一节　精子趋化运动的概念
  


  
    一、简介
  


  
    对于人和哺乳动物，精子趋化性一般是指精子在雌性生殖道内，顺着趋化物质浓度梯度定向运动并找到卵子的特性。广义而言，精子趋化还包括“温度趋化”：近期发现人和兔子的精子顺着雌性生殖道温度梯度的方向定向运动的特性。精子趋化存在于整个自然界多细胞生物，从海洋生物的体外受精到人和哺乳动物的体内受精，在受精前都能观察到精子向卵子趋化运动的现象。趋化行为最早在蕨类植物中观察到，随后在一些体外受精的海洋无脊椎动物身上观察到精子趋化行为，并较清楚地研究了趋化运动机制。
  


  
    对于海洋无脊椎动物，精子需要趋化性是显而易见的。雌性在受精之前排出它们的卵细胞到海水中，而精子必须找到它们才有可能使它们受精。精子受趋化性引导而找到卵细胞，即精子沿着从卵细胞释放出来的化学引诱剂梯度上游；另一方面的意义是，这些动物的精子趋化性具有种属特异性，所以能够严格维持种属稳定性。
  


  
    二、对于人和哺乳动物精子趋化性的争议
  


  
    然而，对人和哺乳动物受精是否需要精子趋化性一直有争议。导致这一争论的原因主要有两个方面。首先，与海洋无脊椎动物不同的是，人和哺乳动物的受精过程在体内进行，许许多多的精子被直接射入雌性生殖道，在人类有（4～40）×107个/次。由于有足够的精子同时到达卵细胞，所以有人认为趋化性不是必需的。其次，技术上的困难也阻碍人们对人和哺乳动物精子趋化性的认识。最主要的困难是在体外检测精子趋化性时由于在给定时间段内只有极少部分精子产生趋化性应答使得信噪比太低，至少在人和小鼠是这样的；而这些低的信噪比与以下几种原因一起导致实验结果的不一致和不明确，包括：样本间差异大，趋化液浓度很高，仅部分卵泡液具有趋化活性，以及一些研究者未将趋化性与其他可以引起精子数量增加的因素区分开，等等，影响了趋化实验结果的可信性。
  


  
    与上述观点相反，一些研究者认为精子趋化性对于人和哺乳动物的生殖也是必要的。雌性生殖道对于精子而言仍然是“长途跋涉”，在众多精子中真正能到达输卵管的非常少，大约比贮存在阴道中的精子低6个数量级，这么低的精子数量减少了精子与卵子在壶腹部结合的成功率，需要定向运动的诱导来增加概率。此外，在输卵管中发现的精子数目和在输卵管以外其他部位中发现的精子数目有明显差异，在输卵管中精子的分布也有显著差异：在发生受精的输卵管壶腹部的精子比例比未发生受精的壶腹部的多，趋化性可能是决定精子的这种分布的机制之一。另外，实验显示小鼠、大鼠和猪，在受精位点精子最初的分布倾向于大约每个卵子一个精子，并在卵丘的细胞群处穿过卵子。但是，精子的数量会在排卵后的一段时间内慢慢增加。事实是大多数精子不能一起到达单个卵子，也没有某些卵子可以摆脱精子。这说明每个精子都受到控制而与一个卵子结合。也有这样的机制报道（也许是反趋化性）：一个卵子被一个精子激活后就阻止其他精子的进入（至少在短时间内）。
  


  
    三、人和哺乳动物精子趋化性的特征
  


  
    人和哺乳动物精子趋化与海洋无脊椎动物有些不同的方面：①对于海洋无脊椎动物，绝大部分精子都能同时发生趋化反应；而对于人和哺乳动物，在给定数目的精子群中具有趋化性的精子只占一小部分（人类为2%～12%，鼠类大约10%）。对于这种现象，可能的解释有两种：一次射精所有的精子中，存在精子之间的差异，一些基因表达或其他方面异常的精子可能会缺乏对趋化物质反应的能力；另一方面的解释是精子是否发生趋化与精子的获能状态紧密相关，如果精子没有获能到达某种状态，也许不会发生趋化反应。②海洋无脊椎动物的精子趋化有很好的种属特异性，而人和哺乳动物精子趋化没有种属特异性。如人、兔子、牛的卵泡液对人和兔子的精子都有趋化作用，孕酮对人和兔子的精子也都有趋化作用。但是，这些非特异性可能也是相对的，并非所有的人和哺乳动物都能对某种特定的趋化物质产生趋化反应。
  


  
    四、精子趋化的生理意义
  


  
    海洋生物与人和哺乳动物精子趋化性的生理作用可能不一样。在海洋生物，精子趋化性一方面能够维持物种的特异性。因为海洋生物混杂生活在一起，雌性将卵子排入水中后必须释放某种化学趋化物质使同物种的雄性配子能找到卵细胞，而不是漫无无目的地随机碰撞。另一方面，海水是流动甚至激荡的，精子趋化性能够尽可能多地引导精子与卵细胞相遇以保证物种的正常延续。而在人和哺乳动物，由于缺少体内的数据，精子趋化性在体内的作用尚难以知道。趋化性应答与获能状态的相关性产生了一种可能，即在体内人类精子趋化性的作用不是引导许多精子指向卵细胞，而是招募一个选择性的精子群，即获能精子群，用于使卵细胞受精。不断置换的获能精子群可以保证在长达30h的时期内精子群体内有一个稳定比例的获能精子群，从而增加精卵接触概率。
  


  
    第二节　精子趋化运动模式
  


  
    一、精子趋化运动的模式
  


  
    有关海洋无脊椎动物精子趋化性已有很多阐述，这些物种的精子已被作为研究精子趋化性的模型。最早对精子趋化运动模式的观察主要集中在非哺乳动物的多个物种上，表明这些运动是比较复杂的，即使在海洋无脊椎动物物种中似乎没有一个统一的精子趋化性运动模式存在。在一些物种如水螅类，精子游向趋化源时运动方向的改变是很突然的，能观察到三种运动轨迹：①笔直的运动轨迹直接到达生殖壶。②笔直的运动轨迹但超过了生殖壶。③轨迹转弯或撞击生殖壶。而另一些物种如尾索类动物的精子却是呈重复画圈样运动间接游向趋化源。海胆精子对趋化信号的反应是“turn and run”模式，精子在鞭毛非对称和近乎对称的连续鞭打运动中呈现高弧度和低弧度运动轨迹切换，表现为疏松的螺旋样轨迹，但螺旋轴心是指向趋化源。也有一些物种的精子从未表现出趋化性。
  


  
    早在1977年就有研究发现，人和哺乳动物卵丘细胞团分泌的物质在体外能够改变小鼠精子运动模式：当小鼠精子穿越微毛细管游向未受精卵细胞时，呈现奇怪不稳定的运动方式；当去除卵丘细胞团后，小鼠精子又呈现直线运动轨迹。另一些研究观察到在外界低Ca2+环境中精子尾部鞭打要比在外界高Ca2+环境中的对称。但是在人和哺乳动物精子对趋化物的应答中没观察到很确切的运动模式，实际上有关人和哺乳动物精子鞭毛趋化运动的细节也尚不清楚。只是在精子对bourgeonal的趋化应答研究中观察到，人和哺乳动物精子出现一个非对称性鞭打后会立即回到对称性鞭打模式，通过这种间断单个的鞭打运动来调整运动方向，这与无脊椎动物精子连续切换的鞭打模式不一样。这可能是因为仅有极少的人和哺乳动物精子对推测的趋化诱导事件产生应答，而要直接观察极少数产生趋化应答精子的鞭毛运动变化相当困难。
  


  
    另外一个重要的方面是，目前人和哺乳动物精子趋化实验都是做体外实验，而且都是在非黏稠的液体中进行的。然而，在人和哺乳动物体内，输卵管液应该是黏稠的，精子在黏稠液体中的运动速度和方式与非黏稠液体有很大的差别。所以，这些所观察到的趋化运动很可能与生理情况下体内的运动有很大的差别。
  


  
    二、精子趋化运动与获能的关系
  


  
    研究表明，作为获能过程的一部分，人类精子获得他们的趋化性应答，而在获能终止时丢失这种应答。研究者们利用趋化性将富含和缺乏趋化性应答的精子亚群分离开来证明了上述结论，从而确认在获能水平与趋化性精子之间存在紧密并且同时发生的相关性。这些富含和缺乏趋化性应答精子的可得性可以推测出人类精子获能状态不是一个静态的，而是一个在体外有50～240min寿命的短暂过程。在一个精子群中存在获能精子的不断置换的过程。获能精子不断置换的结果形成了一个庞杂的精子群，它包括尚未开始获能过程的精子、不同获能阶段的精子、完全获能的精子、获能后的精子、顶体反应的精子。趋化性应答和获能状态的密切关系表现在：①在给定时间段内趋化性和获能精子的比例具有相似性。象在人类一样，最近在小鼠中也发现，只有约10%的精子是趋化性应答的。这提示在小鼠中亦存在趋化性应答与获能状态的相关性；②获能和趋化性精子的置换动力学是相似的；③小心去除获能精子导致趋化性的完全丧失；反之，去除趋化性精子导致获能精子的消除。刺激兔精子顶体反应以去除获能精子后，精子趋化性相应消失；反之亦然。不正常精液内的精子同时失去获能及发生趋化性的能力。这些结果提示，获能与产生趋化性运动的是同一部分精子。
  


  
    第三节　精子趋化运动的测试方法
  


  
    由于在人和哺乳动物体内直接检测精子趋化性非常困难，目前所有发表的研究都是在体外进行。已被用于人和哺乳动物体外精子趋化性的测试方法可分成以下4类。
  


  
    第一类精子趋化测试是观察在一个升高的梯度化学引诱剂上的精子聚集。在此类测试中，精子感受到一浓度梯度递增的化学趋化物质，因而在化学趋化物质或其附近聚集。化学趋化物质梯度是通过自由扩散方式建立。已经发表了许多使用不同装置的这种测试的改进方法。如将一个填满化学趋化物质的微毛细管浸没在含有精子悬液的孔中。更简单的是用小的滴管直接插到精子培养液中，观察精子对于滴管头内含有的待测物的反应。此类测试的主要缺点是他们不能将趋化和引起精子聚集的其他原因区别开。
  


  
    第二类测试与第一类测试方法相反，即观察精子在一个浓度梯度递减的化学趋化物质上的聚集情况。在此装置上，孔中的精子悬浮在已含化学趋化物质的溶液中，用一根毛细管将含有对照缓冲液或化学趋化物质的两孔连接。毛细管含缓冲液时，如果精子从孔中向毛细管中运动，精子感受到一个浓度梯度递减的化学趋化物质。当化学趋化物质同时存在于毛细管和孔中，精子就不能感受到任何浓度梯度。因此，本测试测出精子离开而不是聚集在化学引诱剂上的趋势。此类测试能将精子趋化性和生物的化学运动、诱捕区别开，因为只有趋化（不像化学运动和诱捕效应）与化学梯度的存在有关。
  


  
    第三类测试包括“选择”测试。这是最常见的测试方法之一，精子在分别含有化学趋化物质和其他对照缓冲液的两个孔中选择。已发表了许多这类方法的不同设计：用于显微测量的密封室和带二、三或五孔的用于放大测量的装置，与一根管或槽接通。此测试能区别精子趋化和化学运动性，但他们不能区别趋化和诱捕。
  


  
    第四类测试是检测精子运动轨迹。因为根据化学趋化物质的位置而改变运动方向是精子趋化的特征，也是与化学动力增加和诱捕区别的关键点。因此，检测精子在一有浓度梯度的化学趋化物质中的运动轨迹就是将趋化性和其他能引起精子聚集过程区别开的基本且客观的方法。但是，几乎所有观察精子运动轨迹的实验采用的方法是将一根装有化学刺激物的微毛细管的一端浸入载玻片上含有精子的液滴里，在结果里仅仅分析了液滴表面对精子运动产生诱捕的影响，却未考虑其他物理现象的影响，诸如：玻壁黏滞效应阻碍精子游动；对精子运动行为的记录局限在化学刺激物加入后最初几分钟内，而后精子接触的趋化物浓度梯度随着时间延长和空间的延展极度不一，这种方法不可能对精子运动行为得出客观概括。
  


  
    由上可见，虽然目前可以采用的检测精子趋化的方法较多，但大部分的方法并不都能将精子趋化与其他可以引起精子聚集的原因区分开，例如与化学动力激活和诱捕区分开，三者各有其特点。趋化是指运动的细胞对某种有浓度梯度的化学刺激物所作出的应答，改变运动方向从而接近或远离该刺激物。化学动力是指在一定浓度的刺激物作用下，细胞改变原有稳定的运动速度。化学动力与刺激物的化学梯度方向无关。诱捕指因为运动速度降低，细胞不能很快离开某个位置，从而聚集在那个位置。诱捕可能是因为细胞对某种化学刺激物不敏感，没有改变运动速度而引起细胞在原地数量的增加；也可能是由于细胞对某种刺激物化学浓度梯度不敏感；也不排除是由于毛细管和玻片对精子的机械性黏附所致。其中上文提及的第2、4两种方法能将趋化与化学运动及诱捕区别。例如，对于孕酮体外聚集精子的现象，现在有新观点认为是由于孕酮引起精子类高度活跃样运动，不能快速离开而被捕获，并非先前所认为的作为化学趋化物诱导人精子趋化性所致。但是，这三者也可能会同时发生。这三者之间的可能联系及运动的复杂性，精子获能的复杂性，以及人和哺乳动物精子仅小部分精子有趋化反应性等，给人和哺乳动物精子趋化实验和观察带来很大困难。
  


  
    第四节　精子趋化运动的诱导物与机制
  


  
    目前，对于精子趋化的启动分子，也就是趋化诱导物，以及其诱导精子发生趋化运动的分子机制，集中于海洋无脊椎动物精子的研究。对于人和哺乳动物，一些鉴定的趋化诱导物中，一些需要进一步证实，也有一些仍存在争议。
  


  
    一、趋化运动的启动分子
  


  
    1.海洋无脊椎动物精子的趋化诱导物
  


  
    已鉴定出多种，从氨基酸、肽、脂质到硫化甾类，包括：
  


  
    （1）resact：
  


  
    resact是一种14个氨基酸大小的精子激活肽（SAP），从海胆卵母细胞外层胶冻样物质中分离出来，是目前海胆生物中唯一被确认的精子趋化物。resact最初激活的胞内信号事件是一过性的cGMP增加。浓度梯度存在的cGMP已被证实可以诱导海胆精子趋化样运动模式出现。
  


  
    （2）海星皂甙（asterosap）：
  


  
    棘皮动物的细胞信号以及对运动的反应是保守的，海星精子在有浓度梯度存在的海星皂甙中调整运动轨迹并聚集于海星皂甙源头附近。Matsumotol等曾经报道极低浓度的海星皂甙就能引起精子钙离子内流；而且，海星皂甙在N-具有一段与“startrak”高度相似的序列，后者是从海星不成熟卵细胞中分离出的一种精子趋化蛋白。这些发现支持海星皂甙是一种化学趋化物质。
  


  
    （3）L-色氨酸：
  


  
    L-色氨酸被报道是红鲍鱼精子天然的化学趋化物，能快速大量被鲍鱼卵细胞释放，足以改变鲍鱼精子的运动速度和方向。活鲍鱼卵细胞分泌的L-色氨酸在其周围形成自然的浓度梯度，特异性吸引精子游向卵细胞；相反，浓度均匀升高的L-色氨酸抑制精子游动，起着避孕作用。
  


  
    （4）allurin：
  


  
    allurin是一种相对分子质量为21 000的蛋白，从非洲爪蛙卵细胞周围胶冻样物质中提取。allurin存在于卵细胞外周胶质的最外层，能在15min内快速释放到周围液体中，运用快速蛋白液相色普法（FPLC）已提取出该蛋白。尽管allurin相对分子质量明显大于其他的精子趋化物，这并不妨碍他从排出的卵细胞表面高效率的扩散出去以形成浓度梯度。Allurin已被证实能吸引精子。
  


  
    2.人和哺乳动物中可能的趋化物
  


  
    卵泡液能够趋化诱导精子，卵泡液内的一些成分被认为是人和哺乳动物精子趋化诱导物的候选对象，如：孕酮和心房钠尿肽（atrial natriuretic peptide，ANP）。但是由于研究精子趋化性的条件不一致，这些候选因子的可靠性值得怀疑。
  


  
    （1）孕酮：
  


  
    孕酮是研究得较多的精子趋化诱导物候选对象之一。Villanueva-Diaz等提取卵泡液不同成分以研究精子趋化性时发现：精子趋化性与一种脂质样分子有关联；卵泡液里的几种激素中只有孕酮能够诱导精子趋化性。用孕酮受体抗体拮抗孕酮作用后，其聚集精子的能力同时被消除。卵丘细胞分泌的孕酮能在卵子周围形成含孕酮浓度梯度分布的环境；皮摩尔到微摩尔浓度的孕酮就能诱导人和兔精子趋化行为。除此外，卵泡液中应该还有其他的精子趋化诱导物，因为有研究去除卵泡液内的甾类仍可检测到精子的趋化运动。然而，孕酮是否精子趋化诱导物仍有争议，原因有二：首先仅有一少部分精子沿着孕酮浓度梯度方向运动；其次，微摩尔到毫摩尔浓度的孕酮可以诱导精子顶体反应，失去顶体的精子头部具有黏附性，易于在朝向孕酮来源的方向上聚集。因此，推测仅低浓度的孕酮可以考虑是具有趋化诱导精子的能力。
  


  
    （2）ANP：
  


  
    卵泡液里存在ANP，其特异性受体被发现存在于人精子。尽管精子对ANP的趋化性已被报道，但有证据显示卵泡液中的ANP可能是作为鸟苷酸环化酶激活因子作用于鸟苷酸环化酶而模拟出生理性的化学趋化物特性。所以，ANP是否是化学趋化物质尚不能最终确定。
  


  
    （3）P物质：
  


  
    P物质存在于卵泡液。含P物质液体里聚集的精子数量显著高于对照组（不含P物质），且呈剂量与时间依赖性，认为这种现象与精子趋化性有关，而非化学动力作用所致。
  


  
    （4）尿激酶型纤溶酶原激活因子（uPA）：
  


  
    uPA是一种丝氨酸蛋白水解酶，广泛分布于雄性生殖系统，从生精上皮、精浆到精子等；参与调节精子获能、顶体反应、受精、精子活力等生理功能。同时存在于排卵后的卵丘细胞团分泌物中，与受精活动关系密切。近来被报道在体外能诱导小鼠精子的趋化性，以及增进精卵交流。
  


  
    （5）血小板活化因子（platelet-activating factor，PAF）：
  


  
    PAF是一种小分子磷脂，是组织细胞的一种自分泌调节因子，广泛参与精子获能、排卵、受精、胚胎着床等生殖生理过程。卵细胞和卵泡细胞均可产生PAF，是人卵泡液内的一种重要成分，于排卵前水平逐渐升高。吴翠娇等体外实验发现PAF能够诱导小鼠精子的趋化性。
  


  
    （6）趋化因子RNATES：
  


  
    RANTES（Regulated on Activation Normal T Expressed and Secreted）是卵泡液内的一种趋化因子，由68个氨基酸组成，相对分子质量约8 000。RANTES存在于精浆、子宫黏液、腹膜液，在体外能够诱导精子趋化性，可能是一种化学趋化物质。同时RANTES还可能是潜在的嗜酸粒细胞、单核细胞以及T淋巴细胞的化学趋化物质。在不育不孕症患者RANTES有不同程度升高，例如子宫内膜异位症以及雄性生殖道感染。因此，RANTES到底是发挥积极促生育作用还是导致不育不孕目前尚不清楚。
  


  
    （7）其他：
  


  
    肾上腺素、催产素、降钙素、乙酰胆碱、纯化的猪抗凝血酶因子等也被报道在体外能诱导精子趋化性。近期有报道关于SDF-1（stromal cell-derived factor-1）对人精子的趋化作用，以及NPPA（natriuretic peptide precursor A）对小鼠精子的趋化作用。
  


  
    3.气味分子及其受体与趋化运动
  


  
    除了孕酮，精子含有许多G蛋白耦联的气味分子（如odorant）受体，被认为与精子趋化行为有关。免疫标记研究显示odorant受体定位于狗和大鼠精子鞭毛中段；hOR17是特异性表达于人睾丸上的odorant受体。Bourgeonal是一种添加于香水里的芳香醛类物质，是hoR17-4的配体，能诱导人精子沿着Bourgeonal分子的浓度梯度上游。在小鼠精子上也鉴定出odorant受体，与类似Bourgeonal的lyral结合，能够吸引小鼠精子。该研究观察到精子围聚在装有lyral的毛细管口处，这种聚集不排除高浓度lyral捕获精子使之不能游动。但是对odorant的报道仅出现在2003年和2004年，暂未见新的进展报道；并且，在遇到Bourgeona或Lyral时，只有36%的人精子和10%的小鼠精子出现Ca2+水平增加。而且，Lyral的受体MOR23仅表达于30%的生精小管；bourgeonal和lyral都是花粉，在人和哺乳动物的对应物尚未发现。因此，即使Bourgeona和Lyral确实是精子趋化诱导物，也不是全部的精子能对他们呈现应答；对odorant在人和哺乳动物精子的趋化诱导作用仍有争议。
  


  
    二、精子趋化运动的机制
  


  
    如前所述，在海洋无脊椎生物中，趋化运动的分子机制已经有了较多的研究和结论，但人和哺乳动物精子趋化运动产生的分子机制尚不清楚。一些研究报道了有些物质可能参与调节精子趋化性的发生，例如Ca2+、cAMP、cGMP、IP3等。下面将分别予以介绍。
  


  
    1.Ca2+与趋化运动
  


  
    Ca2+信号与精子趋化运动有关联。在海洋无脊椎生物，精子对卵子释放的趋化源产生应答，通过改变［Ca2+］i来调节鞭毛非对称性运动。海胆卵子释放的极少量的resact与精子膜上的受体型-鸟甘酸环化酶结合，可以触发电压依赖型Ca2+通道开放，诱导精子产生“turn and run”运动模式。这种情形同样在海鞘精子也观察到。精子［Ca2+］i的升高是间歇性的，与精子转向运动有关。当精子沿着化学趋化物浓度梯度递减方向游动时（即偏离趋化源时），鞭毛内出现Ca2+振荡波（内流）诱发精子鞭毛不对称鞭打及运动曲率增加，表现为转弯运动；当精子转到朝向趋化源运动的方向时，尾部鞭打运动和运动曲率明显降低，表现为一段直线运动。如此周而复始，精子逐渐向趋化源移进。
  


  
    目前为止，有一些关于人和小鼠精子存在odorant受体，并能对浓度梯度分布的特异性odorant产生趋化性应答的报道。人精子暴露于bourgeonal时，其尾部中段的［Ca2+］i水平升高。相似的反应在小鼠精子接触到lyral后也能观察到。然而，尽管孕酮在精子趋化运动中的作用尚有争议，但是，当人精子暴露于浓度梯度分布的孕酮，可以观察到逐渐增高的［Ca2+］i，约三分之一的精子在鞭毛基底部出现钙震荡。产生应答的精子尾部在［Ca2+］i峰值时显示一过性的弯曲幅度增加。到目前仍不清楚，精子对孕酮的Ca2+反应是与高度活跃运动还是与趋化运动有关，或者两者都有关。
  


  
    2.cGMP/cAMP/IP3
  


  
    cAMP是细胞内第二信使，可以激活cAMP依赖性激酶（PKA），后者通过激活内质网上IP3受体或者活化阳离子通道以增进胞内Ca2+释放；cGMP依赖性的蛋白激酶G（PKG）具有多种生理底物，包括细胞骨架动力蛋白、Ca2+信号（IP3受体、L-Type Ca2+channel、K+通道）及其他离子通道调节等，故参与多种生理活动的调节；IP3与其受体结合可以直接促胞内Ca2+释放。因此，三者都参与胞内［Ca2+］i的调节。
  


  
    然而，与精子Ca2+通道开放相关的胞内信使物质目前仍不清楚。cGMP、cAMP和IP3依然是研究较多的信号物质。已观察到精子胞质内增加的pH和cAMP可激发Ca2+内流。Walensky等也提出G蛋白-偶联的腺苷酸环化酶和磷脂酶C可能与趋化性信号转导有关。当cAMP浓度增加就会激活精子呼吸链和活力；同时，IP3能促进精子尾部中段的胞内钙库释放Ca2+，从而调节精子运动模式，诸如出现尾部不对称的鞭打运动。因为［Ca2+］i与精子趋化性关系密切。因此，cAMP和G蛋白-偶联受体通过影响［Ca2+］i而参与调节精子趋化运动。与之相反，Kaupp等认为是cGMP激发Ca2+内流，而cAMP和质子却不一定必需。这种不同的结论可能与实验中记录的Ca2+内流的不同时期有关。
  


  
    3.胞内pH
  


  
    质子被认为在海洋无脊椎动物精子生理活动中发挥重要作用，海胆精子胞质内pH升高可能参与启动精子运动、趋化性信号以及顶体反应等细胞内事件。细胞膜电位变化引起的Na+/H+交换通道激活可能是一种化学趋化性信号。当resact与环鸟苷酸酶（CG）受体结合后可以增加细胞内cGMP浓度，后者开放k+通道引起精子胞膜超极化，进而通过Na+/H+和Na+/Ca2+交换泵将H+和Ca2+泵出细胞外，造成胞内高pH和低Ca2+。高［pH］i激活腺苷酸环化酶，产生cAMP，后者又通过两条途径刺激Ca2+内流：一是在膜电位超极化状态下激活H+/Na+交换泵引起胞膜去极化，相应激活电压依赖性的Ca2+通道使得Ca2+内流。另一条途径是直接作用Ca2+通道使Ca2+内流。
  


  
    4.嗅觉受体
  


  
    研究发现精子上存在G蛋白-偶联的嗅觉受体，这支持在精子膜上存在化学趋化物受体的观点。狗精液内只有少量精子能被睾丸嗅觉受体的抗体所识别，这与先前所提及的事实一致：即在给定时间段内，只有少部分精子表现趋化性应答。嗅觉受体定位于成熟精子尾部中段，那里同时是线粒体富集的位置，推测嗅觉受体可能参与转导趋化性信号。当化学趋化物质与受体结合后，可能会激活一个或一些类似于在嗅觉系统发生的信号通路。例如cAMP在精子趋化运动中可能参与调节晚期Ca2+内流事件。同时，cAMP在嗅觉信号转导中也有重要作用。嗅分子与嗅感受器的纤毛浆膜相结合，激活专一性G蛋白，促使胞膜结合腺昔酸环化酶同工酶活化，引起cAMP水平的升高。cAMP可促使cAMP门控阳离子通道的开启，引起嗅感受器细胞的去极化，从而导致传导性动作电位的产生。因此，嗅觉受体参与调节精子趋化性的可能性很大，因为已在雄性生殖细胞上发现了所有嗅觉细胞上存在的信号通路上的所有元素。
  


  
    5.其他
  


  
    β-趋化因子受体3和5（CCR3，CCR5）被发现存在于射出的人精子表面：CCR3存在于顶体后帽，CCR5存在于顶体周围区域。推测β-趋化因子及其受体一起参与调节精子趋化性。L-色氨酸是神经调节剂5-羟色胺（5-HT）的生物前体。有证据显示5-HT受体存在于软体动物精子膜上，包括5-HT1 和5-HT3，前者可以激活腺苷酸环化酶，后者则与离子通道开放有关。精子激活可能与尾部动力蛋白α 链cAMP-依赖的磷酸化有关。
  


  （李红钢　丁晓芳）
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    第七章　精子的受精功能
  


  
    精子与卵子相互融合形成合子的过程称为受精，它是生命得以延续的基础。精子具有运动能力以及获能是精子自然受精的两个先决条件。
  


  
    虽然90多年前Lillie就进行了有关精卵相互作用的研究，但是从分子水平认识其作用却是近20余年来的事情。受精包括一系列严格有序的生理过程：①精卵识别（sperm-ovum recognition）；②顶体反应（acrosome reaction）；③精卵质膜融合；④两性原核形成与融合，精卵合为一体形成合子或受精卵。
  


  
    第一节　精子与卵子识别
  


  
    精子膜表面与卵子透明带表面都有特殊的相互识别装置，识别是受精过程的启动或扳机，也是保证种族特异性的关键。精子和卵子识别可分两步：第一步是精子附着在卵子表面，称为附着（attachment）；第二步是精子与卵子透明带的结合（bind），是由精子表面的配体和卵子透明带上精子受体的结合而实现的。
  


  
    研究发现，人类及其他许多哺乳动物的卵子透明带仅由3种糖蛋白构成：ZP1，ZP2，ZP3。有证据表明ZP3是精子识别卵子以及与卵子结合的部位，也即卵子的识别装置。其主要依据是：①体外纳摩尔浓度的纯化的卵子ZP3可特异性地与精子头部结合，并阻止精子与卵子结合及体外受精；②纯化的卵子ZP3能体外诱导精子发生顶体反应。
  


  
    多种哺乳动物（包括人类）的ZP3基因已被克隆。由此推断出不同哺乳动物之间（从人到小鼠）ZP3的多肽链一级结构非常相似（约70%相同），包括恒定含有13个半胱氨酸残基。不过，不同动物广泛的异质性主要是由于其中寡糖（oligosaccharides）的差别而不是由于其多肽链大小的差异。例如，尽管小鼠和仓鼠中的多肽链大小相同（约44 000），而且一级结构非常相似（82%相同），但是他们的相对分子质量却分别为83 000和56 000。进一步研究发现，精子识别和结合的部位是ZP3中的寡糖而非多肽链。如小鼠的相对分子质量为83 000，由44 000的一个多肽链和39 000的寡糖组成（与N连接的寡糖为30 000，与O连接的寡糖为9000）。用链霉菌蛋白酶（pronase）消化ZP3中的蛋白质骨架不能破坏其精子受体活性，表明精子结合部位是寡糖。用糖苷酶选择性消化与N相连的寡糖，精子受体仍然完好无损；当用强碱处理ZP3，使与O相连的寡糖释放后，便破坏了精子的受体活性。凝胶过滤这些被强碱所释放出来的寡糖链表明，相对分子质量为3000～4000的寡糖具有精子受体活性。透明带表面糖基在识别中具有重要作用的另一个例子是用麦芽凝集素（wheat germ agglutinin，WGA）预先处理卵子可封闭体外受精，而WGA可选择性地与N乙酰葡萄糖胺及涎酸结合。不过，有研究结果表明，尽管ZP3中多肽链不直接参与精子-卵子结合，但多肽链可影响寡糖的构象，进而可影响精子与ZP3的亲和力。
  


  
    深入研究精子上ZP3结合蛋白，发现有如下候选蛋白质：
  


  
    （1）SP56：这是一种凝集素样的蛋白质，与精子头部质膜相连。它可以识别O-相连的寡糖的末端半乳糖基，也属于蛋白受体超家族的一员。
  


  
    （2）P95：是一种独特的己糖磷酸激酶的酪氨酸磷酸化形式，作为精子膜的组成蛋白而定位于精子头部和尾部，具有内在酪氨酸激酶的活性，这种活性受ZP3的调节。
  


  
    （3）PH-20：是一种精子膜及顶体膜的糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白（glycosyl-phosphatidyl inositol onchored protein）。此蛋白质为单链，与蜜蜂毒液透明质酸高度同源并显示透明质酸酶活性。它使得精子可穿过卵子周围的卵丘层。
  


  
    （4）β-1，4-半乳糖转移酶（β-1，4-galactosyltransferase）：是一个与精子头部膜相结合的酶，可特异性地识别卵子中O相连的寡糖末端乙酰葡萄糖胺残基。
  


  
    （5）受精素β（fertilin-β，PH-30）：又称为精子凝集素，由α和β亚单位组成异二聚体，含金属蛋白酶样和去整合素样功能区。受精素β以去整合素样功能区域与卵细胞膜上的整合素结合来参与精卵识别过程。
  


  
    （6）低相对分子质量的精子蛋白质：如精子黏附素（spermadhesins）和兔精子自身抗原（rabbit sperm autoantigen，RSA）也涉及配子的黏附。表7-1列出了与透明带作用的精子蛋白。
  


  
  
    表7-1　与透明带作用的精子蛋白
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    有关精子上结合候选蛋白的研究之所以不尽相同，可能的原因如下：
  


  
    （1）鉴定蛋白的实验方法不同：诸如Western blotting、亲和交联法、抗体抑制法等。
  


  
    （2）使用了处于不同获能阶段的精子。
  


  
    （3）使用具有或不具有完整顶体的精子。
  


  
    迄今为止，对海胆精子的识别装置研究得最为彻底。其识别装置为一种蛋白质，称结合素（bindin）。哺乳动物精子结合素中有糖基，它们在识别中起重要作用（图7-1）。体外受精时，加入岩藻糖、半乳糖或N乙酰葡萄糖胺等可抑制识别。识别不但与糖基种类有关，而且与糖基的空间构型也有关。如1→2岩藻糖有明显的抑制作用，而1→3岩藻糖则无此作用；用一种特异性与岩藻糖结合的凝集素预先处理精子，则此精子不能受精，表明精子膜糖蛋白末端的岩藻糖对于识别是必需的，只有在去除精子表面的去能因子后，才能暴露出末端的岩藻糖基。有证据表明，精子膜上的结合素作为一种凝集素去识别卵子透明带上蛋白多糖分子中的特异性糖基决定簇。
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      图7-1　海胆精子顶体突出表面上的顶体素分子模式图
    

  


  
    第二节　顶体反应
  


  
    一、顶体及顶体酶
  


  
    哺乳动物精子顶体是一个膜结合的帽状结构，覆盖于精子核的前面。顶体由位于前面的顶体帽和位于后面的赤道板两部分组成。
  


  
    精子获能后，精子膜不稳定性增大，去除了抑制顶体反应的因子，精子就开始顶体反应。哺乳动物卵子透明带具有诱导精子发生顶体反应的能力。在小鼠，ZP中的肽链具有这种功能。海胆卵子胶质外衣上的多糖可触发海胆精子顶体反应。Dan提出，当海胆卵子胶质外衣上的多糖与精子膜上的蛋白质受体结合，便引起精子质膜的构象改变，使膜上的通道短暂开放，大量Ca2+内流。胶质外衣上的多糖还激活精子膜上的质子泵，将细胞内H+泵出并使Na2+内流，细胞内的pH值升高与Ca2+浓度增加一同引发了顶体反应。最初精子顶体外膜与其相贴的精子细胞膜发生众多的点状融合，形成许多膜包小泡，由于顶体外膜的破损，顶体内容物外溢，直至将顶体内膜完全暴露。顶体反应完成的标志是顶体外膜与精子细胞膜的完全融合（图7-2）。Ca2+是激发哺乳类精子顶体反应的必需因子，顶体反应适宜的条件有：温度23～40℃，pH7.2～7.8，渗透压230～343mOsmol/kg。加入血清白蛋白可加速Ca2+内流而促进顶体反应。在生理条件下，附睾液中Ca2+浓度低而输卵管中浓度高，显然有利于顶体反应。顶体含有相对分子质量为59 000的顶体酶复合系统，其中包括许多酸性水解酶，故将顶体视为一个特化的溶酶体。已发现顶体所含的酶至少有20种以上，其中与受精有关的主要酶类有：①透明质酸酶（hyaluronidase），位于顶体的边缘与前部。人精液中抽取的透明质酸酶可使兔卵丘细胞分散并使透明质酸解聚，这显然有利于精子靠近并与卵子结合。人工合成的此酶抑制剂58D/K加入精液可抑制受精作用。②放射冠分散酶（corona removing enzyme），是一个含脂的糖蛋白，此酶可移除卵子表面的放射冠。③顶体蛋白酶（acrosin），亦称顶体素，主要位于顶体内面及赤道部位，作用类似胰蛋白酶，故又称类胰蛋白酶。顶体蛋白酶具有氨基肽酶、酯酶及蛋白酶多种活性，并对精氨酸键有高度选择作用。现在认为，顶体蛋白酶起初与顶体内膜紧密结合，此时无活性，是一种顶体素酶原（proacrosin）。当Ca2+大量内流时，酶原激活成为可溶性顶体蛋白酶，进而可使透明带分解，这在受精中起十分关键的作用。天然的和人工合成的顶体酶抑制剂可抑制精子穿过透明带。④精子神经氨酸苷酶（SN）是与顶体结合最紧密的酶。一般的神经氨酸苷酶可以水解涎酸连接到次末端糖基的两类键（2→3，2→6），而SN只能水解2→6键。有关SN在受精中的作用还不大清楚，有人认为SN可以改变透明带结构，使其他精子不易穿入。表7-2列出了若干种顶体酶类。
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      图7-2　顶体反应过程图解
    

  


  
  
    表7-2　已知的顶体酶类
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    总之，在输卵管内许多精子经历顶体反应释放大量水解酶，使卵丘细胞分散，放射冠移除。另外一些尚未发生顶体反应的精子得以与透明带接近，相互识别，继而也发生顶体反应，释放顶体蛋白酶，分解透明带，逐步穿入。用扫描电镜观察仓鼠体外受精过程，发现精子先在透明带上开一条很深的沟，然后精子头部斜插深入透明带。精子头部十分坚硬，加上获能精子拍击样摆动，使精子穿过透明带与卵细胞膜靠近。有依据提示，至少有一部分男性产生的精子是有缺陷的。这些精子不能完成获能并达到与引起精子内Ca2+升高的卵子相互作用的阶段，因而不能导致顶体反应。另外一些男性，无论是用卵子与其相互作用或者甚至使用钙离子载体A23187，其精子对Ca2+升高都不能产生反应。
  


  
    荧光探针可用于观察人类精子的顶体反应。常用的荧光探针有三种，分别为：金霉素（CTC）、荧光素标记的甘露糖化的小牛血清（MAF）以及阿的平（QN）。研究结果表明，正常人射出的新鲜精液30～60min内，其未获能精子的顶体反应率低于10%，而且3种方法检测结果差别不明显。精子获能3h后，CTC和MAF法检测顶体反应率为12%，而QN法检测顶体反应率为18%（P＜0.001）。加入钙离子载体A23187 1h后，CTC和MAF法检测顶体反应率为31%，而QN法检测顶体反应率为45%。从上述结果来看，CTC和MAF法相当吻合，并使我们能够从中看出精子获能以及Ca2+对顶体反应的影响。
  


  
    二、顶体反应的生理学意义
  


  
    一般认为，顶体反应所释放的透明质酸酶可消化卵子透明带外面的细胞外基质，并由精子携带的顶体酶促使精子穿过透明带。而且，只有经过顶体反应的精子才能通过透明带，并与卵膜融合。因此，Yanagimachi提出，顶体反应至少具有双重功能：①使精子得以穿过透明带；②使精子质膜与卵子质膜融合。但是，顶体反应的具体功能和意义还值得进一步探讨，例如，近期有研究表明，体外实验中，大部分小鼠精子在未接触到卵子透明带前即已经发生了顶体反应；而且，已经发生了顶体反应的小鼠精子，仍然可以使卵子受精。
  


  
    三、顶体反应的相关蛋白
  


  
    精子顶体反应的发生是通过精子膜蛋白与卵子透明带上糖蛋白间的相互识别完成的，有多种蛋白分子参与，如精子表面的胞外酶、细胞黏附分子和凝集素等。而卵细胞表面蛋白主要是组成透明带的糖蛋白ZP1、ZP2和ZP3，尤其是ZP3寡糖链起着识别信号的作用。
  


  
    （一）精子表面相关蛋白
  


  
    （1）β-1，4-半乳糖基转移酶Ⅰ（GalTⅠ）：GalTⅠ能将半乳糖基转移至糖蛋白和糖脂上，但是分布在细胞膜上的GalTⅠ具有分子识别、黏附及介导信号传导的功能。GalTⅠ是最早报道的卵细胞结合蛋白。完整的膜GalTⅠ可以分为三个部分：胞外段、跨膜段和胞内段。胞外段作为凝集素，能够识别并结合末端为N-乙酰葡萄糖残基的寡糖链。胞内段具有信号传导能力，通过结构改变与G蛋白作用，传递信号。GalTⅠ与ZP3寡糖链识别并结合可使精子表面GalTⅠ聚集，激活耦联的G蛋白，引发顶体反应。然而，GalT缺失的精子仍然可以与卵子透明带结合，提示精卵结合过程中存在其他不依赖于GalT-ZP3的结合机制。
  


  
    （2）ZRK/hu9：在人和小鼠精子上都存在一种相对分子质量为95 000的酪氨酸激酶受体（RTK），位于精子头部顶体外侧质膜上，能够特异地与透明带糖蛋白ZP3结合，是公认的ZP3受体。小鼠的这类受体称为ZRK，人的则称为hu9。其大致可分为胞外段、单次跨膜段和胞内段三个部分。胞外段可以与ZP3的多肽链结合，胞内段含有酪氨酸磷酸化位点和Src蛋白结合位点。当精子与透明带结合后，其胞内段酪氨酸残基被酪氨酸激酶磷酸化，随之被含有SH2结构域的靶蛋白识别并结合，通过信号通路引起精子顶体反应。酪氨酸激酶抑制剂可抑制其Tyr残基磷酸化，进而抑制顶体反应。
  


  
    （3）甘露糖受体（mannose receptor，MR）：MR属于C型凝集素超家族成员，是Ⅰ型跨膜受体，可以识别末端为甘露糖、岩藻糖、N-乙酰氨基葡萄糖的糖链。甘露糖受体定位于精子膜下层。当精子在女性生殖道内获能时，甘露糖受体随精子膜结构改变转向膜表面，与透明带上的游离甘露糖结合，快速诱导具有受精能力的精子发生顶体反应。
  


  
    （4）透明带黏合素（zonadhesin）：透明带黏合素能与ZP3特异结合，是一个单次跨膜蛋白。羧基端位于胞内，较短。胞外部分相对较大，类似于嵌合蛋白，包含多个MAM结构、黏合素（mucin）结构、D结构和表皮生长因子（EGF）类似结构域。最近研究表明，透明带黏合素定位于顶体基质而不是质膜上，因此推测其在顶体反应后介导精子与透明带结合。
  


  
    （二）卵子表面相关蛋白
  


  
    （1）ZP3：ZP3是哺乳动物卵细胞透明带的重要组成成分，哺乳动物ZP3的同源性很高，相对分子质量约为94 000，具有O-连接和N-连接的寡糖链。ZP3的多肽结构共有424个氨基酸残基，分为信号肽序列、同源结构区、铰链区、精子结合区、成对的碱性氨基酸蛋白酶切位点、疏水区。目前研究表明，ZP3的寡糖链在精卵识别过程中起主要作用。包含4种精子识别必需的末端单糖残基：α-半乳糖、N-乙酰氨基葡萄糖、岩藻糖和甘露糖。在精子与卵透明带作用过程中，卵子表面成分作为精子表面受体的配体，起着信号分子的作用：①完成精卵识别。②诱发精子顶体反应。此外，ZP3对精卵结合后下游信号通路的调节也起着重要作用。
  


  
    （2）CD81：CD81在氨基酸序列上与CD9同源性很高。已证实CD9参与了精卵膜融合过程，而CD81也参与膜的融合。一般情况下，卵膜表面以及卵细胞周围的卵丘放射冠细胞都高表达CD81。实验发现，CD81双阴性的卵细胞（CD81-/-）不能诱导精子顶体反应。因此认为，在精子与卵子相遇前，卵丘细胞表面CD81与精子作用并参与了顶体反应的发生。
  


  
    四、顶体反应的信号传导
  


  
    顶体反应的发生是一个快速的过程，大多不是通过调节基因表达来完成，而是通过胞内已存在信号分子启动顶体与质膜的融合完成。目前认为，精子顶体反应中信号传导过程大致分为3个步骤：①精子膜表面受体聚集。这就要求精子完成获能，使质膜有良好的流动性；②通过受体介导激活信号通路；③在信号分子作用下，打开电压门控Ca2+通道，维持较高Ca2+水平。参与该过程的受体主要有G蛋白耦联受体、酪氨酸激酶相关受体。而从第二信使激活的角度看，主要有四条信号途径：G蛋白信号传导途径、酪氨酸激酶信号途径、丝/苏氨酸蛋白激酶途径和蛋白水解酶途径。
  


  
    （一）G蛋白耦联的信号传导
  


  
    G蛋白是细胞内重要的信号分子，许多受体与其效应器之间都经过G蛋白介导。与受体耦联的G蛋白都是膜整合蛋白，由3个亚单位（α，β，γ亚单位）组成。α亚单位具有特异的GTP结合位点，有GTP酶活性，通过GTP-GDP的转换调节G蛋白活性。而G蛋白耦联受体在结构上有很大的相似性，都由一条7次跨膜的肽链构成，氨基端在胞外，羧基端在胞内，胞外部分以独特的空间结构共同构成配体结合结构域，胞内部分则可与G蛋白α亚单位结合。
  


  
    活化的G蛋白α亚单位与β，γ亚单位分离。Gα可被位于质膜内侧的腺苷酸环化酶（AC）激活，后者催化ATP合成环磷酸腺苷（cAMP），使胞内cAMP水平上升，活化cAMP依赖的蛋白激酶A（PKA）。结合cAMP的PKA，其催化亚基与调节亚基分离，催化其他蛋白的Ser/Thr残基磷酸化，从而可进一步激活其他蛋白激酶。同时，β，γ亚单位可以在Ca2+协助下活化磷脂酶C（phospholipase C，PLC），分解磷脂酰肌醇三磷酸（PIP3）为二脂酰甘油（DAG）和肌醇三磷酸（IP3）。DAG可以激活PKC，进而引起其他蛋白磷酸化，而IP3可以激活Ca2+通道开放。已证实精子中存在G蛋白耦联受体。如GalT在结合ZP3糖链后，可通过G蛋白进行信号传递。而孕酮作用引发的顶体反应，也是由G蛋白介导、激活下游的磷酸酯酶A2（PLA2）和PLC来完成。另外，在精子中还发现去甲麻黄碱类物质（phenylpropanolamines）也是通过G蛋白作用调节cAMP浓度，加速精子获能，并抑制精子自发的顶体反应。在体细胞中，PKA可以通过MAPK途径或者ERK途径调节基因表达。但在精子中，PKA更多是激活PKC、蛋白Tyr激酶（PTK）或者是活化离子通道，以提高胞内磷酸化水平和Ca2+浓度。对哺乳动物精子来说，PLC调控的非选择性阳离子通道在Ca2+内流并诱导精子顶体反应的过程中起着重要作用。
  


  
    （二）受体酪氨酸激酶（RTK）途径
  


  
    RTK是一种酪氨酸蛋白激酶，同时又担当受体的作用。其大致分为三部分：胞外部分为配体结合区，能与相应配体结合；由一段疏水氨基酸组成单次跨膜区；胞质侧是激酶活性区，具有多个酪氨酸残基。RTK介导的信号通路非常广泛，涉及细胞生长、分化、增殖以及代谢的调节。ZRK/hu9就是存在于精子膜上的RTK。当其与配体结合后，蛋白构象发生变化，相邻受体分子聚集，发生自我磷酸化（autophosphorylation），使得胞质侧激酶活性区的酪氨酸残基磷酸化。这不仅激活RTK的酪氨酸激酶活性，同时还为其靶蛋白提供停泊位点（docking site）。因为磷酸化的酪氨酸残基是SH2结合位点，能与含有SH2结构域的蛋白质结合并使之活化。这些含有SH2结构域的蛋白一般多为参与信号传递的酶蛋白或者是接头蛋白（adaptor protein），能够直接发挥效应或者将信号传递给其他信号蛋白，如hu9活化的下游信号效应蛋白主要是PLC和膜离子通道。
  


  
    （三）其他可能的信号传导途径
  


  
    除上述外，还发现一些神经递质，如γ-氨基丁酸（gamma-aminobutyric acid，GABA）、乙酰胆碱（Ach）、甘氨酸，都可以引发顶体反应，但其生理学意义还不清楚。在精子表面已发现GABA受体、Ach受体和甘氨酸受体。GABA受体和甘氨酸受体是Cl-通道，通过Cl-外流可以引起膜电位去极化。而Ach受体是阳离子通道，可以促使Na+或者Ca2+内流引起膜电位去极化。因此推测其可能通过改变膜电位，激活电压门控的Ca2+通道，参与引起初次Ca2+波。如对小鼠甘氨酸受体和Ach受体进行人工突变的实验发现，精子的顶体反应发生率和体外受精率都有所下降。
  


  
    第三节　精子与卵子融合
  


  
    体外观察动物精子与卵子膜的融合过程，当活泼的精子与卵膜接触5～15s，精子尾部摆动就突然减慢，接触15～25s以后，精子完全丧失运动能力。精子与卵子接触30min时，即可见卵子膜上的微绒毛将精子头部抱合，并使之定向地躺在卵膜表面，卵子表面大量微绒毛在融合过程中有重要作用，可使精子头定向与卵子膜贴合。由于其曲率半径小，可以克服两层膜之间同性相斥的作用而有利于融合。顶体反应后暴露出来的顶体内膜并不与卵膜融合，顶体内膜流动性很差，而顶体后膜的流动性极大，膜的流动性是发生膜融合的先决条件。观察发现，融合发生于卵子膜与精子的顶体后膜之间。在融合的同时，卵细胞质伸出舌样突起覆于精子头部上方，然后以吞噬的方式将精子全部包入卵子胞质内，此时约为受精开始后15min（图7-3）。值得指出的是，精子与卵子膜的融合无严格的种族特异性，而精子与卵子透明带的识别则有严格的种族特异性。
  


  
    长期以来，许多科研工作者致力于寻找参与精卵质膜融合的候选分子。早期的研究主要通过使用抗精子单克隆抗体抑制精卵融合的方法来寻找候选分子，目前基因功能研究技术如转基因和基因打靶技术已经被证明是一个能够揭示细胞间相互作用候选分子功能的有效工具，以前通过抗体抑制试验认为介导了精卵融合的若干关键性分子，因为基因功能的深入研究而被一一否定，如整合素、ADAM1、ADAM2和ADAM3。近年来对精卵融合的分子机制有了许多新的认识。
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      图7-3　A→D精卵融合过程图解
    

  


  
    一、精子表面参与精卵融合的候选分子
  


  
    1.Izumo
  


  
    Izumo的表达具有睾丸组织特异性，然而其不能在新鲜的精子表面被检测到，仅在发生顶体反应后才暴露于精子表面。免疫细胞化学实验证实，Izumo定位于顶体反应后精子的顶体内膜而非赤道段。Izumo蛋白的相对分子质量在小鼠为56 400，在人类为37 200，属免疫球蛋白超家族成员，是Ⅰ型跨膜蛋白，含有一个胞外免疫球蛋白结构域，该结构域可能包含一个糖基化位点。Izumo单克隆抗体能够明显地抑制精卵融合，且多克隆抗体能够阻止精子与去透明带的金黄地鼠卵母细胞的结合和融合。此外，将合成的Izumo肽段注射至雌性小鼠体内可致其免疫性不孕，受精率显著降低。这些结果似乎提示了Izumo具有介导精卵融合的作用。进一步研究揭示，将Izumo基因敲除后，Izumo-/-雌鼠能够正常生育，Izumo-/-雄鼠能够发育成熟并正常射精，且Izumo-/-雄鼠的精子不论形态还是运动能力都正常，而且可以穿越卵丘细胞层和透明带并与卵母细胞膜表面结合，但这种精子不能和卵母细胞融合，因而导致雄性不育。体外授精实验也证实，Izumo-/-雄鼠的精子能与去透明带的卵母细胞正常结合，但精卵融合发生障碍。
  


  
    2.附睾糖蛋白DE
  


  
    附睾糖蛋白DE为富含半胱氨酸分泌蛋白家族的成员，分泌到附睾腔的附睾糖蛋白DE覆盖在精子的表面，并且随着精子的成熟从精子顶体的顶部迁移到赤道部，随后发生顶体反应，DE位于赤道部，提示该蛋白可能具有介导精卵融合的作用。去透明带的卵母细胞在经纯化的DE作用下，精子的穿透率明显减少，但精子和卵母细胞的结合并未受影响，提示DE蛋白通过与卵母细胞表面的互补位点结合，参与了精卵的结合并导致精卵的融合。DE的结合位点位于卵母细胞表面的融合区，并且其在卵子发生过程中短暂的表达与卵母细胞融合能力的获得有关。
  


  
    二、卵母细胞表面参与精卵融合的候选分子
  


  
    1.CD9
  


  
    CD9特异性表达于卵母细胞微绒毛表面。基因敲除实验确定，CD9分子具有介导精卵融合的功能。CD9基因敲除小鼠能够健康生长，但雌性小鼠的生育力急剧下降，产仔率不及野生小鼠的2%。CD9基因敲除的纯合子（CD9-/-）雌鼠与雄鼠交配后，精子都位于卵周间隙，提示精子与透明带的相互作用是正常的，不育的原因可能在于两性配子质膜的结合或融合异常。体外受精实验证实了精卵融合过程中的缺陷：精子能够与去透明带的CD9-/-卵母细胞结合，但不能融合。抗CD9单克隆抗体在体外也能够抑制精卵融合。
  


  
    2.糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白
  


  
    糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白由位于脂质双分子层的蛋白质和与之共价结合的糖基化磷脂酰肌醇两部分构成，磷脂酰肌醇磷脂酶C（PI.PLC）或血管紧张素（ACE）能够将该蛋白从细胞表面释放出来。Coonrod等证实卵母细胞经PI.PLC处理后，与精子结合和融合的能力显著减弱，提示卵母细胞上的GPI锚定蛋白参与了精卵融合。
  


  
    第四节　避免多精受精的机制
  


  
    在正常情况下，一般只有一个精子可与卵子融合形成受精卵。若发生多精受精，则可能造成胚胎异常和夭折。能达到受精地点的精子数不多可能是一个因素，但主要是由于皮质颗粒的释放。皮质颗粒是圆形的膜包细胞器，位于卵膜下方，已知哺乳动物的皮质颗粒中含水解酶类及糖蛋白。受精后可见卵细胞胞质的皮质颗粒边移并以胞吐方式释放。水解酶可改变透明带的结构，使其不再被精子穿过，亦称带反应（zona reaction）。另外，释放出的糖蛋白与卵膜融合后，改变了卵膜的性质，成为受精膜（fertilization envelope），使其不再与精子融合，也叫“卵膜阻断”（egg plasma membrane block）。实际上，到达受精部位的精子往往达数十乃至数百个，单精受精（monospermy）应当在受精后瞬时建立，然而皮质颗粒释放所形成的受精膜（阻断多精受精）直到受精后1min才能完成，因此也称缓慢阻断（slow block）。在海胆、鱼及青蛙，发现了“快速阻断”（fast block），即受精后的卵膜电位除极化。海胆卵膜静息电位为60mV，当加入精子后2s内，膜电位除极化，变为+20mV，然后维持在此水平数分钟，再逐渐恢复到静息水平。如用微电极使未受精卵膜除极化，则精子尽管可以附着卵子，但不发生融合。此时，将同一卵膜用微电极复极化，则已附着的精子可与卵子融合，并进入卵子。
  


  （徐晨　武婷婷）
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    第八章　精子膜受体
  


  
    受体是指存在于细胞膜上或细胞内的一种大分子糖蛋白或脂蛋白，根据其作用原理，受体必须具备以下功能：①识别、结合特异性配体：配体指胞外信号物质如激素、神经递质、神经调质、生长因子等，也称第一信使；②转导信号：配体与受体相互作用可产生第二信使；③效应：通过第二信使将获得的信息整合、转导、放大，产生相应的生理效应。就受体-配体结合而言，受体还应具有以下5大特征：①特异性；②饱和性；③组织特异性；④高亲和性；⑤可逆性。
  


  
    随着研究的深入，人们对许多受体的基因结构、分子结构、信号传导的分子机制的阐明已取得了较大进展。根据受体的结构、分布、信号转导方式和效应特点，一般将受体分为以下4大类：①G蛋白耦联型受体：G蛋白是一类具有信号转导作用的蛋白大家族；而G蛋白耦联受体是迄今发现的最大的受体超家族，其成员结构相似，都由胞外区、单一肽链形成的7个螺旋跨膜区和胞浆区组成。G蛋白结合于胞浆区，由α、β和γ三亚基构成，其中α亚基决定G蛋白特异性。就目前所知，与受体相耦联的G蛋白有150种以上。②蛋白酪氨酸激酶（protein tyrosine kinase，PTK）型受体：它是一类具有酪氨酸激酶活性的受体，由胞外区、1个跨膜区和具有酪氨酸激酶活性的胞内区组成。当配体与膜上的受体结合位点结合后，受体构象发生变化，PTK被激活致酪氨酸残基自我磷酸化，激发胞内级联效应。③离子通道型受体：这类受体有单一肽链4次穿越胞膜形成亚基，并由数个上述亚基构成离子通道。当受体与配基结合后，离子通道开放或关闭，促进或阻断膜内外离子跨膜流动，引起生理效应。上述3类受体均存在于细胞膜上，为膜受体。④细胞内受体：为存在于细胞浆或细胞核内的一类受体，配体多数是能自由通透细胞膜的脂溶性水分子，如甾体激素。
  


  
    精子是高度特化的细胞。精子在附睾中成熟、获能以及与卵子相互作用的过程中，都要与周围环境内的各种因子发生关系，以实现其功能。精子与其他细胞一样，也是通过其特异性受体与上述因子相互作用。本文主要讨论精子膜受体。
  


  
    第一节　精子膜甾体激素受体
  


  
    经典观点认为，甾体激素以自由扩散方式进入靶细胞后，与存在于细胞内的甾体激素受体相结合，形成激素-受体复合物。该激素受体复合物活化后，结合、作用于染色质的核蛋白和DNA特异区域，并通过与辅助因子、基础转录因子和其他转录因子相互作用，调控特靶基因的转录和表达，从而发挥甾体激素的作用。已有资料表明，雌激素、孕激素等甾体激素的受体位于细胞核内；糖皮质激素受体、盐皮质激素受体在胞核及胞质内均存在。甾体激素通过这种基因机制产生效应的潜伏期较长，一般需数小时甚至数天。然而，随着研究的深入和发展，人们发现，甾体激素的许多效应很难用这种经典的甾体激素作用理论解释，表明甾体激素基因机制并非其唯一作用模式，有可能存在一种甾体激素非基因组作用模式，即：细胞膜上存在着甾体激素受体，甾体激素能直接作用于这种受体而产生效应。提出此假设的主要依据有：①甾体激素作用快速，潜伏期短，其作用具剂量依赖性；②甾体激素作用不直接涉及mRNA、蛋白质合成的变化，其作用不被mRNA、蛋白质合成的抑制剂所阻断；③耦联大分子物质的甾体激素虽然不能进入细胞内，但仍能发挥作用；④细胞膜上存在甾体激素特异性结合位点或受体，具有不同化学结构的同类甾体激素，产生的效应不同。
  


  
    已有许多研究表明，哺乳动物的肝、腺垂体、子宫、输卵管、前列腺、附睾、睾丸等器官的细胞膜上含有甾体激素的结合位点。20世纪70年代后期，有人发现甾体激素如雌激素、孕激素能影响精子功能，但成熟精子核高度浓缩，基因关闭，在精卵核融合前，细胞外物质作用于精子，一般不涉及精子基因组变化。故此，甾体激素对精子功能的影响，只能直接通过精子膜而发生。近年来，陆续有许多文献报道，哺乳动物精子膜上有孕激素、雌激素的膜结合位点或受体。
  


  
    一、精子膜孕激素受体
  


  
    人及哺乳动物精子产生于睾丸，在附睾移行过程中，获得了运动和受精能力，达到结构和功能上的成熟。但人及哺乳动物精子在离开雄性生殖管道时，并不能立即使卵子受精，必须先在雌性生殖管道内经历一段生理成熟过程即“获能”。在生理条件下，精子获能发生于雌性生殖管道，自子宫颈开始，经过子宫，最后完成于输卵管壶腹部。输卵管液和卵泡液是诱导精子获能的重要环境因素，近期有许多资料表明，孕酮和17α-羟孕酮是输卵管液、卵泡液中诱导精子获能的最重要成分，在人卵泡液中孕酮浓度高达5μmol/L，主要由卵丘细胞产生。孕酮诱导精子获能的机制还未能最后阐明，但精子结构的特殊性以及大量实验提示，孕酮诱导精子获能不可能通过新蛋白质合成而只能通过与膜有关的机制介导，即在精子膜上存在孕激素受体。目前，表明精子膜存在孕激素受体的主要证据有：
  


  
    （1）孕酮可促进精子外Ca2+快速内流，使精子内游离Ca2+（［Ca2+］i）立即升高。孕酮的这一作用有明显剂量依赖性，最小效应的剂量在10-8～10-9 mol/L范围内，最大剂量在10-5～10-6 mol/L范围内。
  


  
    （2）获能精子具有特殊的高度活跃运动（hyperactivated motility，HA）方式，以HA为指标，观察孕酮及其核内受体特异性阻断剂RU486、ZK98299对精子获能的影响，发现孕酮能以剂量依赖性方式快速诱导精子HA，但RU486、ZK98299都不能阻断其效应；同时，人工合成的孕酮类似物能作用于核内孕酮受体，但不能模拟孕酮对精子的效应，表明孕酮不是通过核内受体，而是直接作用于精子膜激发精子获能。
  


  
    （3）耦联牛血清白蛋白（BSA）的孕酮不能穿过细胞膜进入精子内，但仍能快速促进精子［Ca2+］i升高，诱导精子获能和顶体反应。进一步的研究表明，耦联BSA的孕酮能紧密地结合于精子膜，主要集中在精子头部顶体区。
  


  
    （4）应用人工合成125I孕激素受体配基标记精子质膜，发现精子质膜有两种孕激素结合位点，鉴定出纯化后的膜结合位点分子量分别为54kDa和57kDa。其中，P54位点和孕激素亲和力高，平衡解离常数（Kd）为nmol/L水平，表明为孕酮高度特异；P57位点亲和力较前者低，（Kd）为nmol/L水平，11β-羟孕酮和17α-羟孕酮与其亲和力基本一致，表明其特异性不高。Western blot分析显示，孕激素核受体的孕酮结合区C262单克隆抗体能识别P54、P57，而其DNA结合区及N末端的单克隆抗体不能识别P54、P57；在精子胞质中也无P54、P57。并且C262能抑制孕酮诱导的精子获能和顶体反应，表明精子膜孕激素受体或结合位点和核内孕激素受体有共同的孕激素结合区，但无核内受体的DNA结合区。
  


  
    （一）精子膜孕激素受体类型
  


  
    有关精子膜孕激素受体的研究常常有相互矛盾的结果，如：早期文献报道，孕激素能诱导正常男性10%的射出精子发生顶体反应，这些精子膜都有孕激素结合位点。另一些实验又称，正常男性射出精子的大部分膜上无孕激素受体活性。而近期文献报道，孕激素能诱导90%射出精子［Ca2+］i升高，存在膜孕激素受体的精子明显高于前期报道，达90%以上，等等。射出精子对孕激素不同的反应性以及精子膜孕激素受体实验结果的多样性提示，精子膜可能存在不同类型的孕激素受体。总结目前已有的资料，推测精子膜至少存在3种不同类型的孕激素受体。①Ⅰ型孕激素受体（PR1）：PR1可能与精子膜Ca2+通道为同一复合物。该受体和精子［Ca2+］i快速升高密切相关，90%以上的射出精子该受体具有活性。②Ⅱ型孕激素受体（PR2）：为酪氨酸蛋白激酶型受体。该受体激活后，精子对生理浓度的孕酮敏感性将有较大提高。孕酮诱导的精子顶体反应可能与其有关。③Ⅲ型孕激素受体（PR3）：耦联Cl-通道，类似于GABAA受体/ Cl-通道，主要诱导顶体反应过程中Cl-外流，也可引起Ca2+进一步内流。因此，孕酮作用于精子可能由多受体系统介导，其中，某一受体异常就有可能导致精子正常功能丧失。
  


  
    （二）孕激素对精子的作用及其机制
  


  
    总结相关研究资料，孕激素对精子的作用主要表现在以下几个方面：①快速升高精子［Ca2+］i，并促进精子Cl-外流；②诱导精子获能，并能进一步使获能精子发生顶体反应；③对精子具有趋化性，促进并参与精卵融合。孕激素对精子的上述作用是通过精子膜孕激素受体实现的。
  


  
    孕激素能在数秒内启动精子［Ca2+］i的第一次升高，20s左右精子［Ca2+］i达其最高峰，研究证实参与该过程的精子膜受体是PR1。PR1经孕激素激活后，Ca2+通道开放，引起胞外Ca2+快速内流，从而使精子［Ca2+］i升高。许多资料表明，睾丸生精细胞能表达不同类型的Ca2+通道，如T型（过渡型）-Ca2+通道；在成熟精子质膜、顶体内外膜等精子膜系中也已发现有多种Ca2+通道存在，包括L型（持续型）-Ca2+通道，获得性Ca2+通道（capacitative Ca2+channel）、IP3敏感性Ca2+通道，等等。涉及PR1的通道可能是一种非电压依赖性通道，并且它的开放和关闭与G蛋白、酪氨酸蛋白激酶无关。
  


  
    精子获能和顶体反应分属同一事件的不同时相，前者是后者的基础，后者是前者的发展结果，而精子［Ca2+］i升高是两者发生的必要条件，但精子获能和顶体反应分别需要不同浓度的Ca2+，获能只需nmol/ L水平的［Ca2+］i，而后者所需［Ca2+］i达μmol/L级，所以孕激素诱导精子［Ca2+］i第一次升高至峰值时，已足以诱导精子获能，但可能不足以使精子发生顶体反应。然而，精子［Ca2+］i第一次升高后，可以再通过以下两条信号途径放大其效应，进一步增加［Ca2+］i。其一为cAMP途径。Ca2+和cAMP两种系统能在各种水平上以协同或拮抗的方式相互影响，但这种效应取决于细胞类型和细胞反应过程。就孕激素对精子作用而言，升高精子［Ca2+］i可活化腺甘酸环化酶或者抑制磷酸二酯酶（PDE），使精子内cAMP水平增加；而cAMP可作用于精子顶体膜cAMP依赖性Ca2+通道，导致精子内钙池顶体释放至胞质，进一步升高精子［Ca2+］i。其二为DG-IP3途径。在精子膜系中存在着两种类型的磷脂酶C（PLC），一种是特异性磷脂酰胆碱PLC（PC-PLC），另一种为特异性磷脂酰肌醇PLC（PI-PLC），前者活性对Ca2+不敏感，后者活性依赖于Ca2+。精子［Ca2+］i升高至一定水平，可激活精子膜PI-PLC，水解精子膜磷脂酰肌醇生成二酰基甘油（DG）和1，4，5-三磷酸肌醇（IP3）。随后，DG活化精子内广泛分布的蛋白激酶C，进而使精子膜上的电压依赖性Ca2+通道磷酸化并开放；IP3通过与存在于精子顶体外膜上的特异性受体结合，开放IP3敏感性Ca2+通道，诱发顶体大量释放Ca2+。此外，PR1的Ca2+通道对离子选择性不甚严格，其开放后，除Ca2+内流外，也有大量Na+内流。Na+内流会导致精子膜去极化，这已被实验所证实。精子膜的去极化引起了膜电压依赖性Ca2+通道的开放，促使Ca2+内流。故此，孕激素通过与PR1结合造成的第一次精子［Ca2+］i升高能诱发更进一步的Ca2+内流，这可能与精子顶体反应的发生有关。
  


  
    目前资料表明，绝大部分精子膜存在着PR1，因为几乎所有精子经孕激素作用后都能发生第一次［Ca2+］i升高；而大约只有10%精子膜存在着PR2。孕激素和PR2结合后，受体构象发生变化，引起受体在数分钟内聚集，形成寡聚化的受体配体复合物；5～10min受体活化，造成精子膜蛋白酪氨酸残基磷酸化。精子膜蛋白分离实验证实，发生酪氨酸残基磷酸化的蛋白主要是精子膜蛋白。相对分子质量为94 000的蛋白是精子特异蛋白，位于精子顶体区，它不仅是PR2中酪氨酸蛋白激酶的底物，也可能是透明带蛋白ZP3受体。这种蛋白的磷酸化使膜电压依赖性Ca2+通道开放，促进Ca2+内流；此外，PTK与Ca2+一样也能激活PI-PLC，使磷脂酰肌醇水解为DG和IP3，如前述，后者能导致Ca2+内流和顶体内Ca2+释放，甚至PTK还能直接活化顶体膜IP3门控Ca2+通道，使其开放、释放Ca2+于胞质内。这样，孕激素和PR2结合也造成了精子［Ca2+］i升高，但其至少发生于孕酮和精子作用后5min，并且其作用不依赖于精子第一次［Ca2+］i升高。通过PR2引起的精子［Ca2+］i升高被认为与精子顶体反应直接相关。
  


  
    近期研究表明，孕酮可以使CatSper开放，因此推测，CatSper或与之相连的蛋白可能是孕酮在精子膜上的受体。
  


  
    精子Cl-外流是孕激素诱导精子发生顶体反应的基本因素之一，但它与精子获能无关。有研究表明，孕激素能和GABAA受体激动剂muscimol一样诱发精子顶体反应；同时，GABAA受体/Cl-通道阻断剂bicuculline可显著抑制孕激素诱导的精子顶体反应。这些都有力地证明了精子膜上存在着GABAA受体/ Cl-通道复合物，并提示该复合物和精子膜的某些孕激素受体可能是同一复合体，即前文所述的PR3。当孕激素结合于PR3后，激活GABAA受体/Cl-通道复合物，导致Cl-外流，使精子膜超极化，产生一个依赖超极化的H+外流，而同时存在的Cl-和[image: ]协同运输造成[image: ]内流，这些都使精子内pH值升高，进而激活膜Ca2+通道，引起精子［Ca2+］i升高。最近有文献报道，PTK抑制剂能抑制孕激素诱导的Cl-外流，据此推测，精子膜GABAA受体/Cl-通道还可能和PTK相耦联，形成一功能复合物，当PTK激活后，不但能造成精子第二次［Ca2+］i升高，而且会引起Cl-外流。
  


  
    综上所述，孕激素通过作用于精子膜上的PR1、PR2、PR3、CatSper等，引发了精子［Ca2+］i双相升高和Cl-外流，这些是孕激素诱导精子获能和顶体反应的基本因素和必要条件。一般认为，精子内Ca2+主要通过以下途径发挥作用：①Ca2+以及活化的PTK能激活精子膜系的PKC和磷脂酶A2（phospholipase A2，PLA2），PLA2使磷脂酰肌醇二磷酸酯（PIP2）裂解，生成大量溶血性卵磷脂，增加了精子膜、顶体内外膜的流动性，使精子质膜和顶体膜易于融合；同时，PIP2的裂解使存在于精子质膜和顶体膜之间、顶体后区致密鞘与精子质膜之间的多聚性肌动蛋白单体化，减少了精子质膜和顶体外膜融合的阻力。②Ca2+直接结合于顶体外膜，中和其磷脂极性端负电荷，以利于精子膜和顶体外膜融合。③Ca2+作用于膜融合相关蛋白，使其构象变化，促进膜融合。
  


  
    需要指出的是，目前对诱导精子获能、顶体反应（包括孕酮诱导）所需［Ca2+］i升高涉及的膜Ca2+通道还有争论。有人认为，获能、顶体反应所需的Ca2+来源和Ca2+通道不同，前者Ca2+主要来源于胞外，膜Ca2+通道为非电压依赖性Ca2+通道；后者主要来源于精子钙池，Ca2+通道为电压依赖性。然而，最近的资料及体细胞的研究成果提示真实机制可能远比这复杂，如现在较为流行的钙池耗竭依赖性Ca2+内流（store-depletion dependent Ca2+influx）理论有可能也适用于孕酮诱导精子［Ca2+］i升高机制，概述如下：精子外信号如孕酮激活其PR1以及PR2耦联的PTK，活化PI-PLC，水解磷脂酰肌醇为IP3和DG，进而IP3激活精子钙池，精子顶体在释放Ca2+的同时，通过目前尚不清楚的途径作用于精子膜，再由还不知道的机制激活精子膜上的一种或多种Ca2+通道如获得性Ca2+通道，使其开放，造成Ca2+内流。
  


  
    有趣的是，精子cAMP依赖性蛋白激酶A（protein kinase A，PKA）的锚蛋白也是PTK的胞浆作用底物之一，这提示PKA途径与PTK信号途径可能有交叉。
  


  
    （三）精子膜孕激素受体病理生理学
  


  
    精子膜孕激素受体异常能造成男性不育。Tesarik等发现一些不明原因的不育症患者精子Ca2+内流及顶体反应障碍与精子膜孕激素结合能力低下显著相关；Ochnirger等研究显示畸形精子症病人的精子，孕酮诱导其顶体反应无效；Falsetti等报道少精子症患者的精子对孕酮敏感性也大为降低甚至消失，等等。最近，Kiansz等研究表明孕酮诱导精子顶体反应率与精子受精能力呈正相关，这可以作为诊断精子受精能力的非常有价值的指标。
  


  
    二、精子膜雌激素受体
  


  
    精子膜可能存在着雌激素受体，有以下证据表明：①精子膜有17β雌二醇（17β-E2）的特异性低亲和力的结合位点，放射自显影研究表明其他甾体激素尤其是孕激素能与17β-E2竞争该膜结合位点。②后续研究显示精子膜还存在着高亲和力的17β-E2特异性受体。采用经同位素标记的人工合成的雌激素受体配基标记精子，鉴定出精子雌激素结合蛋白约有75%～85%为质膜蛋白，核内蛋白约有10%，而胞液中无雌激素结合蛋白。③精子膜17β-E2受体主要集中于鞭毛中段。④精子核高度浓缩，其基因关闭。
  


  
    总结已有资料，雌激素对精子的作用主要表现在以下几个方面：①使精子代谢活化，糖和能量利用大幅增加，精子摄O2能力也增加，并激活了精子的运动能力；②显著减少外因诱导的精子凝集；③增加精子半透明带结合试验（HZA）指数。
  


  
    第二节　精子膜凝集素受体
  


  
    一、凝集素和凝集素受体
  


  
    凝集素（lectin）是一类能高度特异地识别、结合糖基，并能促进细胞凝集的蛋白质或糖蛋白。1888年 Stillmark等首先发现蓖麻籽中含有一种能使红细胞凝集的蓖麻籽凝集素；1974年，Hudgin等又从兔肝细胞膜中纯化了一种可与半乳糖专一性结合并引起细胞凝集的蛋白质，这类存在于细胞膜上的凝集素，被称为膜结合凝集素。以后的研究发现，细胞膜不仅有膜结合凝集素，而且存在凝集素受体。所谓凝集素受体是指分布于细胞膜表面能与相应凝集素结合的糖基。精子膜表面存在多种凝集素受体。其中较为常见的有9种。精子膜凝集素受体在精子发生、成熟、获能和受精过程中发生了显著的变化，这些变化与精子和卵子相互识别、黏附、结合等受精能力的获得密切相关。因此，近年来精子膜凝集素受体一直是男科学基础与临床研究中十分活跃的领域之一。
  


  
    二、精子膜凝集素受体变化及其功能
  


  
    精子膜凝集素受体中的糖基主要由一些单糖或寡糖构成，如葡萄糖、甘露糖、半乳糖、唾液酸、N乙酰氨基葡萄糖、N乙酰氨基半乳糖等，这些糖基可与凝集素发生特异性结合，如麦芽凝集素（WGA）能与N乙酰氨基葡萄糖特异性结合，刀豆素A（ConA）可专一性地结合于葡萄糖或甘露糖，所以，人们常用凝集素作为分子探针，研究精子膜凝集素受体的分布及其变化特征。
  


  
    （一）精子膜凝集素受体在精子发生、成熟过程中的变化
  


  
    精子发生经历了精原细胞增殖、精母细胞成熟分裂及精子细胞变形为精子3个阶段。一些哺乳动物精子凝集素受体在精子发生阶段就发生了显著变化，如猪在精子细胞阶段开始出现凝集素受体，主要分布于顶体区；小鼠精子发生过程中也出现了PNA、RCA-I、SBA、ConA、WGA、UEAI和DBA 7种凝集素受体；而人以及公牛、兔、狗、猴、大鼠等精子膜凝集素受体的变化与精子顶体发生、形成也密切相关。
  


  
    精子离开睾丸后，进入附睾，在附睾移行过程中获得了运动和受精能力，达到结构和功能上的成熟。精子在成熟过程中，附睾分泌的糖苷酶和糖基转移酶可能使精子膜一些大分子糖蛋白丢失、降解或者糖基转移；而另一些附睾分泌糖蛋白可能附着、整合于精子膜成为精子膜的一部分。Nicolson等人应用铁蛋白标记WGA、ConA以及RCA的技术研究家兔精子在附睾成熟过程中凝集素受体变化，结果表明精子WGA受体和RCA受体从附睾头部至附睾尾部逐渐减少，减少主要区域为顶体区，而精子ConA受体几乎不变。但Cordon和Lewin的研究报道与Nicolson等人的结果不尽相同。Cordon证实家兔精子附睾成熟过程中ConA受体在顶体区逐渐增加。而Skarker等发现在大鼠精子成熟过程中WGA和ConA与精子的结合量也逐渐增加，增加的主要区域发生于顶体区。
  


  
    上述结果表明，精子在附睾成熟过程中，伴随着精子膜凝集素受体的变化，一些凝集素受体增加了，而另一些凝集素受体减少了，其变化可能主要集中于顶体区。精子膜凝集素受体变化的具体机制尚不清楚，可能有以下原因：①附睾分泌蛋白附着于精子膜，遮盖了原有的精子膜糖基，或者形成了新的糖基，从而改变了精子膜凝集素受体的分布特征；②附睾分泌的糖苷酶使精子膜糖蛋白降解、丢失，糖基转移酶使糖基发生转移；③精子膜糖蛋白立体构型发生变化，使糖基成分被掩盖或被暴露。
  


  
    大量研究表明，凝集素受体在精子发生、成熟过程中，其分布特征的形成与变化为精子获得与卵子识别、结合和融合等受精能力作了相应的准备，也可能与精子运动能力的获得相关。
  


  
    （二）精子膜凝集素受体在精子获能过程中的变化
  


  
    获能是精子受精前的准备，其本质在于暴露精子膜的精卵识别装置，并使精子膜处于不稳定状态。换言之，精子获能是精子膜在分子水平上的重建，其中，精子膜凝集素受体的变化是参与获能的重要因素。Ahuja研究发现仓鼠精子获能过程中ConA受体和LCA受体数量经历了由少至多，又由多至少，再由少至多的复杂变化；而PNA受体和WGA受体逐渐减少。Talbot等人发现豚鼠精子获能后SBA受体增加。Tesarik等采用FITC耦联的甘露糖化牛血清白蛋白（FITC-M-BSA）为探针，研究人精子头部质膜在获能前后甘露糖结合活性的变化，结果表明，获能后的精子头部顶体区或顶体后区表达有甘露糖受体活性，而且只有正常生育力的精子才有此特征。Benoff等人在以后的研究中也得出与其相似的结论。另有研究表明，人精子获能前在顶体后区没有SBA受体，获能后出现了SBA受体，人精子膜WGA受体在获能后也有显著增加，并转移至精子顶体后区。有研究揭示，获能时精子膜凝集素受体重排，可为精卵结合创造条件。
  


  
    精子获能过程中膜凝集素受体分布有序重建、重排的原因可能是：①获能后精子膜流动性增大，糖蛋白发生了位置变化，如一些糖蛋白或集簇或分散，从而导致凝集素结合位点的相应变化；②精子膜相关酶的活化，对膜糖基进行修饰，改变了凝集素受体的分布特点；③糖蛋白、糖脂分子的立体构型改变，使原有的糖基或暴露或掩盖，所以，凝集素结合特性发生了改变。
  


  
    （三）精子膜凝集素受体在受精过程中的作用
  


  
    详见下节。
  


  
    第三节　与精卵结合相关的精子膜受体
  


  
    精子功能是将其DNA传递给卵子，实现精卵核的最终融合，形成受精卵，即受精。受精是哺乳动物新生命的起点。哺乳动物精子在雌性生殖管道内获能后，暴露了精子膜表面与卵子识别、结合的特异性位点或受体。当这些精子与卵子相遇后，卵子外衣包括放射冠、透明带和卵细胞膜能识别、结合精子特异性受体，启动细胞级联反应，使精子核进入卵细胞内，精卵核随之融合，完成受精。可见，受精的本质是来源于父本的精子和来源于母本的卵子相互识别、结合的过程。目前，有关精子与卵子识别、结合乃至融合的基本机制尚未完全被揭示，但是经过多年的研究，一些动物的精卵结合的分子机制正逐渐被阐明，如小鼠、猪。本节主要阐述目前研究较为透彻的、在小鼠精卵结合中发挥主要作用的精子膜受体，包括与透明带结合的精子膜受体、与卵细胞膜融合的精子膜受体，并扼要介绍其他哺乳动物与精卵结合相关的精子膜受体。
  


  
    一、与透明带结合相关的精子膜受体
  


  
    在受精开始阶段，精子首先必须识别卵子。小鼠的卵子被透明带包围着，是一层具有半透性、半透明、多孔状的糖蛋白，厚约7μm。目前已经知道，它主要由3种糖蛋白组成，按分子量从大到小分别称为mZP1、mZP2、mZP3。许多实验证据表明，精子头部膜表面和透明带表面的糖基互补配对是构成同种精卵特异性结合的分子基础。即在精子膜表面存在着相应于卵子透明带的受体，称为精子膜透明带受体或透明带结合蛋白，在卵透明带上也存在有相应于精子膜受体的配基。现已知道，和精子首先结合的透明带主要是mZP3。83kDa的mZP3含有O-连接和N-连接的寡糖链。在mZP3分子中，具有精卵识别、结合作用的主要功能区是其糖链部分。多数人认为，mZP3被精子识别、结合的是其O-连接寡糖链（分子量约为3.9kDa糖肽）的还原端α-半乳糖残基。但最近有人又证实是其O-连接寡糖链的乙酰葡萄糖胺残基在精卵结合中发挥作用。在精子膜表面有数千个mZP3的结合位点，mZP3与之结合后，能诱发精子顶体反应，使精子得以穿透透明带，进入卵周间隙，接触卵细胞膜。所以，精子识别、结合透明带，关键是识别mZP3。换言之，精子膜表面存在有mZP3受体，mZP3受体和透明带结合是受精开始的决定性阶段。大量研究表明，小鼠精子膜mZP3受体主要有3种，分别为sp56、β-1，4半乳糖苷转移酶、p95。
  


  
    （一）sp56
  


  
    应用亲和层析法，人们从小鼠精子膜中分离得到了结合mZP3的56kDa糖蛋白，命名为sp56。sp56具有组织特异性，为睾丸组织所特有。它的mRNA仅见于精子细胞及变态精子。它是一种精子膜外周蛋白，定位于固定后顶体完整的精子头部质膜。在顶体反应过程中，它有再分布现象。受体配基结合实验证实它是mZP3的特异性膜结合位点，并主要与mZP3的O-连接寡糖链相识别和特异性结合，但至今人们未发现sp56含有其他与糖基结合的蛋白质所共有的糖基识别区（carbo-hydrate recognition domain，CRD）。
  


  
    同源性分析显示，仓鼠精子也含有小鼠的sp56及其mRNA的同源成分；而人及豚鼠精子没有其同源结构。
  


  
    但是，sp56作为精子膜受体仍有许多问题有待于阐明，如sp56与mZP3结合后能否启动精子顶体反应？作为膜外周蛋白，它如何与信息传导系统发生联系？是否与跨膜蛋白相耦联？等等。
  


  
    （二）β-1，4半乳糖苷转移酶
  


  
    β-1，4半乳糖苷转移酶（β-1，4galactosyl transferase，GalTase）能将UDPGal转移至糖链末端GlcNAc或游离GlcNAc生成Gal-GlcNAc。Miller等首先提出GalTase参与小鼠精卵结合，并有以下几方面证据表明GalTase是精子膜mZP3受体。①等位基因T/t突变的t型精子膜GalTase活性增加4倍，其受精能力也相应增加；而膜GalTase活性未发生变化的突变精子受精能力没有变化；②活精子头部膜表面有GalTase定位，它能选择性结合于mZP3，但不和mZP1、mZP2发生作用；③α乳白蛋白能与底物GlcNAc竞争性结合GalTase，提高其Km值；当乳白蛋白加至体外受精实验中，精子结合透明带能力受到明显抑制；④在体外受精实验中，GalTase抗体或GalTase抑制剂或纯化的GalTase可以作为“去能因子”，阻止精卵结合；⑤精子膜GalTase表达过量的转基因小鼠，其精子结合mZP3能力显著提高，并对mZP3诱导的顶体反应表现为高度敏感；⑥抗GalTase抗体结合于精子膜GalTase后，能激活精子发生顶体反应；而受精的卵细胞得到活化，其释放的N-乙酰葡萄糖胺酶能修饰分子中GalTase结合位点，使精子失去结合受精卵的能力，等等。
  


  
    尽管如此，GalTase作为精子膜mZP3受体，其种属特异性、组织特异性以及结合后能在多大程度上诱导精子顶体反应等问题还未解决。
  


  
    （三）p95
  


  
    p95是采用受体配基结合实验方法，从小鼠精子头部膜蛋白之中分离、鉴定出的分子量为95kDa蛋白质，它具有酪氨酸激酶活性，位于精子顶体区。有大量研究表明p95为小鼠精子膜mZP3受体，或者说至少是mZP3与精子结合的必要成分之一，其主要依据有：①mZP3能激活从精子膜中分离的p95酪氨酸激酶活性，增加其磷酸化程度；同时，mZP3在诱导精子顶体反应时，精子膜顶体区p95酪氨酸磷酸化水平显著升高；②抗p95单克隆抗体可作为“去能因子”，抑制小鼠精卵结合；③p95具有典型的酪氨酸激酶型受体特征，如配基mZP3可激活精子膜p95双聚化，激活其自身酪氨酸磷酸化，从而诱导精子发生顶体反应；④酪氨酸激酶抑制剂genistein通过抑制p95活性而抑制了mZP3诱导的获能精子顶体反应。
  


  
    但是，要确定p95是精子膜mZP3受体地位，还要阐明p95的分子特征和其基因结构；需要比较mZP3是否能与p95转染细胞结合并激活其生物学活性；需要研究p95基因敲除动物精子是否失去结合mZP3的能力等等。
  


  
    此外，20世纪80年代人们在猪精浆中发现了一种具有相似结构（含有CUB结构域）和相似功能的12～16kDa糖蛋白家族——精子黏附素（spermadherins）家族，包括AQN-1、AQN-3、AWN，家族内糖蛋白之间同源性高达60%。精子黏附素主要由精囊腺分泌，附睾尾部也有较高表达。尽管精子黏附素分子没有CRD同源序列，但它们仍有广泛的糖基结合能力。目前已知道，精子黏附素能识别糖蛋白的O-连接及N-连接寡糖链的Galβ（1-3）-GalNAc、Galβ（1-4）-GlcNAc糖基，并且与其有较高亲和力；精子黏附素能以阳离子依赖方式结合透明带，kDa达nmol/L水平。间接免疫荧光研究证实，精子黏附素结合于经附睾移行后的精子头部顶体区，成为精子膜外周蛋白，获能前这些糖蛋白覆盖于顶体区形成保护衣，以防精子不适时的顶体反应；获能后大部分精子黏附素丢失，留下部分与精子膜磷脂共价结合的黏附素，这些黏附素是精子识别、结合于猪透明带的第一受体。体外受精实验也显示，预先与精子黏附素孵育的未受精卵，其精卵结合能力被抑制。上述结果表明，精子黏附素可能为猪精子膜透明带受体。目前，研究者在马、牛、兔精液中及其精子膜表面也发现了猪精子黏附素的同源物。
  


  
    综上所述，关于精子膜mZP3受体的实验，不同的实验室常有不同甚至是相互矛盾的结果。这可能与他们的实验方法有关，也充分表明了精子和卵透明带结合研究的艰巨性。另外，和透明带识别、结合的精子膜受体，相对于同一种透明带蛋白，并非只有一种精子膜受体，而是有多种，这一方面说明精子、透明带的相互作用涉及多因子、多步骤而十分复杂，另一方面也表明透明带分子中的多种糖基可能同时识别、结合于不同的精子膜受体而启动精卵结合；就不同种动物而言，精子膜受体之间同源性低、差异大，而透明带同源性高、差异小，这一方面表明精卵透明带结合在进化上并非保守，至少精子膜受体如此，另一方面也可能只是我们能认识的蛋白骨架部分不保守，而我们不了解的糖链部分相似性大，精卵结合过程中又恰恰是糖链部分发挥重要作用，这样精卵结合在进化上仍是保守的。
  


  
    二、与卵细胞膜融合相关的精子膜受体
  


  
    精子穿透透明带进入卵周间隙后，得以与卵膜相接近，随后精子膜与卵细胞膜相互识别、结合、融合。尽管精卵膜融合机制至今未能阐明，但是有一点可以肯定：精卵膜融合是以各自存在于精子膜、卵膜上的相互识别、相互配对结合的互补分子为基础。大量研究表明，有多种细胞表面结构参与了精卵膜融合的启动，其中研究较为透彻的是：卵膜的整合素（integrin）和精子膜的受精素（fertilin），它们互为受体配基关系。
  


  
    整合素是由α、β亚基构成的异二聚体型跨膜蛋白，目前已发现整合素有16种α亚基和8种β亚基，由此形成一庞大的整合素家族。整合素能介导细胞和细胞间以及细胞和胞外基质间的相互作用。现已证实在人、小鼠和仓鼠卵膜上有α2、α3、α5、α6、αv、αm、β1、β3等整合素亚基表达，但在精卵膜融合中发挥作用的，目前认为主要是整合素α6β1。其主要依据有：①抗α6单抗或抗β1多抗能抑制体外精卵膜融合；②表达整合素α6β1细胞能结合于精子，其结合能力显著高于只表达α6或β1的细胞；③β1亚基基因敲除的细胞结合精子能力下降75%。
  


  
    受精素，过去称为PH-30，是存在于精子膜的一种跨膜蛋白，也是由α、β亚基组成的异二聚体。它属于ADAM家族（a disintegrin and a metalloprotease，ADAM），具有ADAM家族成员的相似结构，包括信号序列、金属酶结构域、disintegrin结构域、富含胱氨酸区、表皮生长因子样重复单元、跨膜区和短胞质区。其中disintegrin结构域与整合素有高度亲和力，而且重组的disintegrin肽段能在体外促进脂质体的融合。以下一些实验证据表明精子膜受精素作为整合素的受体，在精卵膜融合中有重要作用。①受精素定位于精子头部顶体后区，而精卵膜融合启动首先发生于该区域；②抗受精素抗体能在体外抑制精卵结合；③序列分析显示受精素β亚基的成熟形式含有disintegrin结构域，α亚基的成熟形式无disintegrin结构域，但含有病毒融合蛋白的同源序列；重组的受精素β亚基能与卵膜结合，并抑制体外精卵膜融合，而无disintegrin结构域的β亚基不能结合于卵膜；重组的α亚基无论有否disintegrin结构域都能与卵膜有效结合，并均可在体外抑制精卵膜融合，这表明受精素的β亚基可能主要结合于卵膜整合素，α亚基可能参与膜融合。
  


  
    受病毒与宿主细胞融合模型启发，结合上述实验资料，有人提出了一种精卵膜融合的模式，概述如下：精子发生顶体反应后，其质膜表面与融合相关成分进一步聚集，如受精素；聚集的精子受精素β亚基和卵膜整合素相互作用，诱导受精素构象变化，暴露受精素α亚基的融合蛋白结构域；融合蛋白结合于卵膜亲水区α螺旋或β片层结构，形成融合蛋白复合体；诱导精卵膜的半融合，从而启动精卵膜融合，随后在卵膜上形成融合小孔并最后开放，使精子核进入卵细胞内。
  


  
    然而，精卵膜融合是否就是受精素和整合素相互作用的结果仍有许多问题有待于实验证实，如至今仍没有获得精子受精素和卵膜整合素直接作用的证据；同时，上述实验结果主要来自于小鼠，人及其他哺乳动物精卵膜融合可能与其存在不同之处，如人类有小鼠受精素β亚基的同源基因，但只有α亚基的假基因，这表明人类精卵膜融合可能没有受精素α亚基的参与，人类精卵膜融合存在其他机制。
  


  
    总而言之，虽然人们对精子与透明带、精子膜与卵膜的识别、结合过程有了一定的认识，对参与其过程的精子膜受体也有了一定的具体认识，但对受精的分子机制以及参与的精子膜受体的了解，还十分肤浅，所以该领域的研究仍然是生殖生物学基础研究的一大热点。
  


  （童明汉　吴明章）
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    第九章　精子与免疫
  


  
    精子本身具有抗原性，机体具有一系列防止发生抗精子免疫反应的机制，这些机制一旦被破坏，就会发生抗精子免疫反应而导致免疫性不育或免疫性不孕。另一方面，人们利用精子的抗原性可以进行免疫生育调节。
  


  
    第一节　精液中的抗原
  


  
    抗原的基本性质具有异物性、大分子性和特异性。异物性是指进入机体组织内的抗原物质，必须与该机体组织细胞的成分不相同。自体内的某些隔绝成分也可以成为抗原，如精子、甲状腺球蛋白等，在正常情况下，这些成分通过机体的生理屏障与产生抗体的细胞相隔绝，因此不会引起自体产生抗体。但当受到外伤或感染，这些成分进入血液时，就像异物一样也能引起自体产生抗体，这些对自体具有抗原性的物质称为自身抗原，本章所述的精子抗原与精浆抗原就属于自身抗原。大分子性是指构成抗原的物质通常是相对分子质量大于10 000的大分子物质，相对分子质量越大，抗原性越强。绝大多数蛋白质都是很好的抗原。精子和精浆均含有大量的蛋白质，这是精浆和精子抗原性的分子生物学基础。大分子物质能够较长时间停留在机体内，有足够的时间和免疫细胞（主要是巨噬细胞、T淋巴细胞和B淋巴细胞）接触，引起免疫细胞做出反应。如果外来物质是小分子物质，将很快被机体排出体外，没有机会与免疫细胞接触，如大分子蛋白质经水解后成为小分子物质，就失去了抗原性。特异性是指一种抗原只能与相应的抗体或效应T细胞发生特异性结合。抗原的特异性是由分子表面的特定化学基团所决定的，这些化学基团称为抗原决定簇。抗原以抗原决定簇与相应淋巴细胞的抗原受体结合而激活淋巴细胞引起免疫应答。换言之，淋巴细胞表面的抗原识别受体通过识别抗原决定簇而区分“自身”与“异己”。抗原也是以抗原决定簇与相应抗体特异性结合而发生反应的。因此，抗原决定簇是免疫应答和免疫反应具有特异性的物质基础。下面简要介绍精液中的抗原。
  


  
    一、精浆抗原
  


  
    目前已知精浆含有数十种抗原，其中大多数可以在血清中测出，如前白蛋白、白蛋白、α球蛋白、γ球蛋白、转铁蛋白、非特异性脂酶A和B、前列腺特异性抗原（prostate-specific antigen，PSA）等。另外，乳铁蛋白、PAS阳性蛋白、亮氨酸氨肽酶、蛋白水解酶、碱性磷酸酶、透明质酸酶、顶体蛋白酶、LDHX以及蛋白水解酶抑制剂等均有抗原性，这些抗原可能来源于生殖道腺体分泌物。这些抗原中，有些与其他组织发生交叉，如乳铁蛋白和PAS阳性蛋白与乳汁交叉，亮氨酸氨肽酶与肾组织交叉。此外，也存在ABO血型抗原和HLA抗原，其存在的意义尚不清，与自身致敏无关。精浆中的抗原物质多为自体分泌或旁分泌，很少发生强烈的排斥性免疫反应，一般对男性生殖不产生影响。
  


  
    二、精子抗原
  


  
    20世纪初，Meichnikoff（1900年）、Pffeiffer（1905年）和Henle（1928年）分别发现精子具有抗原性。由于精子抗原结构上的多形性，功能上的复杂性，加之缺乏有效的分离和纯化手段，精子抗原的研究一直进展缓慢。近20余年来，随着杂交瘤技术、免疫印迹技术以及DNA重组技术等分子生物学技术的发展，人们对精子抗原的认识有了显著的提高。有些抗原是物种进化中保留下来的，可与多种哺乳动物精子交叉反应，有些有高度的种属特异性。精子抗原种类繁多，到目前已涉及100多种。按其来源特异性分为精子特异抗原和精子非特异抗原。按其与生育力的关系分为生育相关精子抗原和生育非相关精子抗原。按其部位分为包被抗原、膜固有抗原、胞质抗原和核抗原。近几年，许多与受精和早期胚胎发育有关的精子抗原受到特别关注。
  


  
    （一）特异性精子抗原
  


  
    （1）受精抗原-1（fertilization antigen-1，FA-1）：FA-1是一种精子膜糖蛋白，其单体相对分子质量为23 000，二聚体相对分子质量为49 000±2 000，二聚体间结合键是离子键而非二硫键。主要定位于顶体后区，其次为中段及尾部。用FA-1接种雌兔，绝大多数生育力完全阻断，血清中出现抗体。FA-1的单克隆抗体（简称为单抗）抑制鼠体外受精（IVF）及精子穿透去透明带仓鼠卵试验（SPA）。其单抗或多抗抑制哺乳动物受精，但不引起精子凝集及制动。可使预先致敏的小鼠淋巴细胞活化，分泌可溶性物质，激活巨噬细胞，显著抑制精子运动及胚胎发育；FA-1使免疫性不育患者的外周血淋巴细胞增殖。这表明可引起特异性体液免疫和细胞免疫反应，并通过此机制损伤精子及胚胎。FA-1可与不育男女及输精管切除患者血清反应，不与生育者的血清反应。其抗体的出现与IVF失败呈明显正相关。配偶的血清或男性精浆中有抗体均可阻断受精。免疫性不育患者血清经吸收后，可消除其对SPA的抑制，精子穿卵率明显增加。FA-1无蛋白水解酶/顶体素活性，抗FA-1可抑制人精子与透明带相互作用。免疫亲和色谱纯化的单抗在溶液中（不是在透明带表面）抑制人顶体反应，也抑制人精子与去透明带卵的融合，说明FA-1除参与精子透明带相互作用外，也参与精子获能及顶体排粒反应。调查表明，抗精子抗体（antisperm antibody，AsAb）阳性的不孕妇女宫颈黏液及血清中有IgG及IgA类抗体，阳性率为50%～80%。正常生育的妇女血清中71%（17/24）有抗独特型抗体（Ab2），而免疫性不孕妇女的这一比例仅为13%（3/23），且滴度低，处女则无此种Ab2。说明体内有针对和/或其他精子抗原的免疫网络存在。种属间有交叉反应，如人、鼠、兔等。
  


  
    （2）受精抗原-2（fertilization antigen-2，FA-2）：FA-2亦为精子膜抗原，人精子FA-2的相对分子质量为95 000，尚有少量相对分子质量为61 000及28 000的FA-2。后两者可能是95 000经蛋白酶降解而成。主要定位于活的（特别是获能的）精子顶体区域，也可同时出现在赤道区。其单抗呈浓度依赖性抑制人精子穿卵，也显著抑制精子获能及顶体反应，不影响活动精子的百分率，但影响精子运动特征，如增加精子运动直线性，减少头部侧摆幅度及尾鞭打频率。FA-2的确切作用尚需进一步研究，与其他95 000膜蛋白的关系（如精子膜上与ZP3结合作为酪氨酸激酶底物起细胞信号转导作用的95 000蛋白质）尚需进一步阐明。哺乳动物种属间有广泛的交叉反应。
  


  
    （3）卵裂信号-1（cleavage signal-1，CS-1）：CS-1是一对相对分子质量约14 000及18 000蛋白质组成的偶合抗原（double antigen）。定位在精子膜上。其多克隆抗体可抑制受精卵第一次分裂，不影响精子穿卵及精（卵）原核形成。重组CS-1为33 000，成熟精子上的相对分子质量为14 000和18 000的CS-1可能是生精过程中由33 000裂解而来。推测的作用机制是：CS-1由精子带入卵子，作为卵裂的初始信号，或作为激活精子所必需的离子通道，促使初始卵裂。经检测，免疫性不育患者血清中有抗CS-1抗体。现正在研究微注射重组CS-1对卵母细胞卵裂的影响以及CS-1在免疫不育治疗上的应用价值。哺乳动物种属间有广泛的交叉反应。
  


  
    （4）未知抗原（unknow antigen，AgX）：Goldberg等用不育患者血清中的AsAb作为免疫探针，自睾丸λgtll cDNA文库中筛选出了一个阳性克隆，其表达产物命名为AgX。应用AgX cDNA作为探针，Northern Blot分析显示睾丸组织总RNA中含有大小为2.3kb的mRNA带，证明睾丸内有AgX基因的表达，用基因表达的AgX抗原免疫兔制得抗血清，并用AgX抗原亲和层析提取抗AgX抗体，Western Blot分析，用抗AgX抗体识别睾丸和精子的提取物，各有两条识别带，其中56 000为睾丸和精子特有，用荧光标记的抗AgX抗体进行定位研究，确定AgX抗原位于精子尾部的主段和颈段。由于Goldberg用能导致不育的AsAb筛选睾丸cDNA文库，其阳性克隆的表达产物为受精抗原的可能性极大，该抗原的相关抗体可通过抑制精子功能而降低生育力。
  


  
    （5）精子/滋养层交叉反应抗原（sperm/trophoblast cross-reacting antigen，STX-10）：为定位于人精子顶体内及人胎盘绒毛上的关联抗原（cognate antigen），天然状态下以聚合物形式存在。用其单抗从人胎盘提取的STX-10，主要是一组亚单位为75 000±5 000的糖蛋白，人精子提取物还包括一组相对分子质量小于20 000的三种蛋白质的亚单位。STX-10的免疫活性易被蛋白水解酶和低pH破坏，不受过碘酸钠影响，说明其特异性位点是肽而非糖基。其单抗显著抑制人SPA。STX-10可能在受精及胚胎发育中起重要作用。
  


  
    （6）兔精子膜自身抗原（rabbit sperm membrane autoantigens，RSA）：RSA为非酶性凝集素样蛋白。纯化的RSA经SDS-PAGE分析显示有相对分子质量为14 000、16 000、17 000、18 000的4条区带，较易形成65 000～70 000聚合物。RSA定位于成熟精子顶体后部。各区带经醋酸纤维膜转印后都能与兔卵子透明带提取物（特别是87 000成分）起反应，并可被硫酸葡聚糖和岩藻糖素阻断。去卵丘的透明带完整的卵子用RSA封闭，可抑制精子黏附透明带。这说明RSA与透明带的糖基连接，起凝集素样作用，使精子和卵子结合。其单抗或多抗在体内外均抑制受精，并抑制人SPA。现在尚不知免疫性不育患者血清中是否有RSA抗体。种属间存在有限的交叉反应，如与人、小鼠等。
  


  
    （7）鼠精子抗原-63（mouse sperm antigen-63，MSA-63）：单抗HS-63可以与人和多种哺乳动物的精子顶体发生反应，并有效地阻碍受精发生。HS-63所识别的鼠精子顶体抗原为MSA-63。用TritonX-100自鼠睾丸提取纯化的MSA-63，天然状态下其相对分子质量范围广泛，主要相对分子质量为200 000～300 000。二维凝胶电泳显示其亚单位相对分子质量范围在20 000～84 000，等电点为4.0～6.0，约分为5组。对各组分氨基酸测序，有3组类似于鼠肌动蛋白，1组类似于SP-10蛋白。SDS-PAGE显示其相对分子质量为24 000～50 000。从其cDNA序列推导的蛋白质相对分子质量则为27 900。据推测，MSA-63 与SP-10可能是不同结构基因共同表达到顶体上的同种异构蛋白（iso-proteins）。而MSA-63的多态性，可能是一个单基因产物翻译后修饰（包括糖基化、蛋白酶消化、与肌动蛋白紧密的共价结合）造成的。此抗原定位于获能精子的顶体，顶体反应后脱落。用能与人及鼠顶体结合的MSA-63单抗或抗血清可抑制鼠IVF及人精子SPA。免疫性不育患者血清中尚未发现MSA-63抗体。种属间有广泛的交叉反应。
  


  
    （8）鼠-29抗原（mouse-29antigen，M-29）：免疫印迹显示M-29为一多肽，亚单位相对分子质量为60 000，易被蛋白水解酶分解成40 000。定位于精子赤道部。其单抗在体内外均浓度依赖性抑制受精，其作用部位可能在卵质膜，与精卵融合有关。种属间有交叉反应。
  


  
    （9）PH-20：豚鼠PH-20的相对分子质量为64 000，定位于精子胞质膜上，顶体反应后出现于顶体内膜上。PH-20对精卵结合有重要作用。在体外，抗PH-20血清抑制豚鼠精子与透明带结合。用PH-20免疫或用其抗血清注射均可得到100%的抗生育效果，作用持久但可逆。种属间存在有限的交叉反应（如人与豚鼠）。Gmachl等用单抗从人睾丸cDNA文库中获取人PH-20，发现其有透明质酸酶活性。Lin等发现用基因重组技术得到的重组PH-20，可完全解离围绕在鼠卵细胞周围的卵丘细胞；与抗PH-20共育的顶体完整的精子，不能穿透卵丘层到达透明带，进一步提示PH-20有透明质酸酶活性。但免疫性不育患者的血清中似乎没有抗PH-20抗体。
  


  
    （10）PH-30：是一种精子膜糖蛋白，具有细胞膜的外胞质融合作用。豚鼠实验表明，PH-30定位于成熟精子头后部，相对分子质量约为75 000，由两个抗原性不同的亚单位非共价键紧密连接而成。纯化的PH-30经非还原SDS-PAGE分为α（45 000）、β（25 000～28 000）两个区带，即两个亚单位，后者又可细分为β1、β2、β3。两个亚单位各自有较大的前体，在精子发育过程中不断加工，到附睾后加工成的α、β亚单位聚合成有受精作用的PH-30。用单抗研究表明，与受精有关的位点在β亚单位上。PH-30多抗或β亚单位单抗不抑制精卵连接，但显著抑制两者膜的融合。
  


  
    （11）胚细胞抗原-1（germ cell antigen-1，GA-1）：GA-1为精子膜蛋白。在非还原性SDS-PAGE中相对分子质量为63 000。其抗体不抑制精卵相互作用、顶体反应及精子运动，但影响受精后的胚胎发育。哺乳动物种属间有交叉反应。
  


  
    （12）精子蛋白-10（sperm protein-10，SP-10）：免疫印迹显示人SP-10为一种多态性免疫原性多肽，相对分子质量为18 000～34 000，个体间没有差异，不受还原剂影响，主要多肽抗原相对分子质量为29 000，等电点为4.9。他位于成熟精子顶体内，分布于顶体外膜内面及顶体内膜外面。人SP-10的cDNA序列显示其开放阅读框架由798个核苷酸组成，编码265个氨基酸，相对分子质量约为28 300。其单抗抑制精子穿卵。但目前尚未检测免疫性不育患者血清中是否含有其抗体，也不知用其主动免疫是否会引起生育力下降。种属间存在有限的交叉反应。人SP-10与其他灵长类（如狒狒、猕猴）及猪精子的SP-10有交叉反应，但与兔、牛、鼠、豚鼠、猫精子无交叉反应。
  


  
    （13）糖基化磷脂酰肌醇锚定蛋白（glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins，GPI-APs）：是一类通过其羧基末端的糖基化磷脂酰肌醇结构锚定于精子膜表面的蛋白，因其缺少跨膜区域，没有胞质尾区，特异地定位在质膜的胞外侧。大多数的GPI-APs是在睾丸的精子发生过程中插入的，GPI锚的添加发生在生殖细胞的糙面内质网的管腔中。就如一般的膜蛋白一样，GPI-APs鞘磷脂微区在高尔基体形成，并被包装成顶端运输小泡，以与一般膜蛋白相同的路径被转运到细胞表面。人类的PH-20蛋白就是以这种方式合成的。另外，许多GPI-APs可以在人类男性生殖管道管腔的上皮细胞合成，通过与膜囊泡（如附睾小体）的相互作用被转运到管腔分泌物中，然后再整合入精子膜上。CD55、CD59和P26h就是由附睾上皮以epididymosomes的形式分泌后整合入精子上的。GPI锚定蛋白同时参与精子的免疫保护过程，CD55/DAF是GPI锚定固体的补体调节蛋白，CD55在精液中大量存在，并可整合到精子上。雌性生殖道含有大量的补体成分，用来防御感染，但是同时对精子也会进行攻击，精液和精子上的CD55则对精子提供保护，使其免受补体的攻击。因此CD55对精子功能的发挥、精子在雌性生殖道的存活及过剩精子的消除中均发挥作用。CD73具有胞外5’-核苷酸酶活性，可催化AMP转化成腺苷，利于微环境中的腺苷在调节精子运动甚至顶体反应中具有重要作用。CD73已知的功能为：调节和增强精子的运动；在精子穿越生殖道的过程中，保护精子不受免疫攻击。因此，CD73或许不仅在正常的精子生理，而且在男性不育症的病理生理中发挥重要作用。CD52与CD59也具有免疫保护的功能，但是其功能更加多样，尤其是与男性生育的关系研究得较为深入。
  


  
    （14）YWK-Ⅱ相关抗原：YWK-Ⅱ是一种具有精子凝集作用的单抗，间接免疫荧光显示该单抗的相关抗原位于人精子中段、尾段和精子头赤道部的表面，而精子头赤道部是精卵结合部位，业已证明YWK-Ⅱ单抗可以阻断精子穿透去透明带仓鼠卵。目前已用YWK-Ⅱ作为探针，自大鼠睾丸cDNA文库中筛选出了表达该相关抗原的cDNA片段，约1.8kb，命名为RSD-2，原位杂交显示该抗原出现于精子发生的各个阶段，他的出现对生精细胞的分化有作用，目前已将该cDNA与质粒DNA重组，并在中国仓鼠卵细胞内得到表达。
  


  
    （15）顶体素原结合蛋白：已经发现精子顶体内存在能和顶体素原结合的顶体素原结合蛋白，不同实验室提纯的结合蛋白大小较为接近，约28 000～32 000。SP-32是研究得较多的一种，已证明该蛋白存在于顶体内，相对分子质量为32 000，他能和顶体素原结合，明显促进顶体素原向顶体素转变。有人先提取出SP-32，用其免疫新西兰兔，制得抗SP-32抗体，并用该抗体作为免疫探针，自猪、豚鼠等睾丸cDNA文库中筛选出SP-32基因表达克隆，并证明SP-32仅能在睾丸内表达。其在生育中的作用正在研究中。
  


  
    （16）钙结合蛋白（calcium-binding protein，calBp）：钙离子对于精子运动和顶体反应均具有非常重要的作用，而钙离子的作用又依赖于calBp。有人自大鼠的生精细胞中提取出一种calBp，相对分子质量约为53 000。用该蛋白免疫兔制得抗calBp血清，用该抗体作为探针，筛选生精细胞的cDNA文库，获得阳性克隆。在粗线期生精细胞和圆形精子细胞均有相关mRNA的表达。calBp表达基因的获得为进一步研究该蛋白在睾丸内的表达及其对生精功能的影响等均具有重要意义。
  


  
    （17）单抗S19、S69、S71、S72和S77分别识别的精子膜蛋白：应用S19、S69、S71、S72和S77这5种单抗对精子抗原进行定位观察，发现S19识别的抗原可能是精子表面与透明带结合的受体；S69定位的抗原是精子尾部纤维鞘抗原；S71和S72识别的是顶体抗原，其中S71识别顶体内、外膜抗原，S72识别的是顶体外膜上的某种蛋白；S77识别的是顶体外膜上的顶体抗原。这些单抗具有明显的抗生育作用。
  


  
    （二）非特异精子抗原
  


  
    （1）肌酸磷酸激酶（creatine phosphokinase，CPK）：相对分子质量为80 000，位于精子内，为能量转运关键酶，直接或间接参与精子成熟、精子与透明带结合、顶体排粒反应。精子CPK活性与精子浓度间呈负相关。不育男性精子CPK活性显著高于生育男性。
  


  
    （2）甘露糖配体受体（mannose-ligand receptors，MLR）：相对分子质量为48 000、61 000的糖蛋白，位于精子头表面，与精子获能、顶体反应状态显著相关，不育患者血清中无抗MLR抗体，各种AsAb影响MLR暴露的原因是增加精子膜非酯化胆固醇的含量，降低膜流动性。
  


  
    （3）c-myc蛋白：相对分子质量为62 000及64 000，位于顶体区，其单抗抑制人精子SPA和鼠IVF，降低兔体内受精率，抑制精子运动。他可能参与精子获能或/和顶体反应。
  


  
    （4）c-ras蛋白：相对分子质量为21 000，位于顶体区，其结构和功能与G蛋白极为相似。
  


  
    （5）G蛋白：一组参与细胞膜信号转导的鸟苷酸结合调节蛋白，有大小G蛋白之分，有相似的结构和作用，参与精子生长、分化、顶体反应等。
  


  
    （6）膜磷酸酪氨酸蛋白（membrane phosphotyrosine protein，MPP）：相对分子质量为（94 000±3000）、（46 000±3000）及（25 000±7000）三组蛋白。其中前者可以结合人卵透明带或猪ZP3，为酪氨酸激酶底物，起信号传导作用，受精或接触透明带后自身磷酸化程度增加。其单抗显著抑制人精子接触和穿透去透明带仓鼠卵。
  


  
    （三）其他精子抗原
  


  
    （1）顶体素（acrosin）：又叫精子头粒蛋白，具有丝氨酸蛋白酶活性，能解离透明带。主动免疫动物如兔等，可使血清中出现其抗体，但不影响生育力。
  


  
    （2）ABO血型抗原：非精子固有，为精浆成分包被于精子膜上，对免疫性不育似无意义。
  


  
    （3）HLA抗原：HLA抗原是由位于人第6号染色体主要组织相容性复合物基因所编码的膜结合糖蛋白，已知有与生殖有关的免疫识别功能以及一些非免疫学作用。有报道显示在正常睾丸组织缺乏HLA-I类抗原表达。在体细胞和生殖细胞中，HLA-A、B、C和E位点呈甲基化状态，而在精子前体中，HLA-F和G基因甲基化程度较低。这与免疫耐受的维持有关。
  


  
    （4）精核蛋白（protamine）：为核抗原，其抗体不抑制精卵相互作用、顶体反应及精子运动，故与生育无关。
  


  
    （5）精子膜抗原（sperm-coating antigens，SCA）：又称scafferrin，是一类包被于精子表面的抗原，来源于精囊等。有人用单抗从精浆中提取到相对分子质量为70 000、64 000、60 000三种蛋白质，可与不育患者血清反应；也有人在兔的精浆中发现了来自附睾的由相对分子质量为38 000和92 000亚单位组成的异二聚体，能使已经获能的精子去获能，并能防止顶体反应，据认为对防止贮藏于附睾内尚未成熟的精子提前获能有重要意义。
  


  
    抗原相对分子质量的不同也可能与抗体的形成及种类密切相关，研究显示不育男性中AsAb结合的抗原带主要为55 000，而输精管切除术后的患者AsAb结合的抗原带主要为72 000。由此看来，对人精子抗原的鉴定有助于了解AsAb影响精子功能的机制。众所周知，抗原抗体反应是否发生中和效应取决于抗体结合的蛋白质的抗原决定簇。在Afatoonian等的研究中，所有男性研究对象的血清中均有针对精子的抗体。在大多数病例中，生育和不育男性的抗体明显针对同一精子抗原。这似乎可得出一种结论：生育和不育男性的AsAb的抗原特异性没有差异。然而，很有可能来自不育和生育男性的AsAb针对同一蛋白质，但这两组的抗体针对的可能是不同的抗原决定簇。例如，针对CD46的第一个具有短重复序列（SCR）结构域的抗体可降低精子与卵细胞的作用能力，而与CD46其他结构域作用的抗体则不能阻碍精子和卵母细胞的相互作用。因此，对于针对同一蛋白质的抗体，在生育男性中可能产生无中和作用的抗体，反之，则可能产生有中和作用的抗体。Burden等研究显示针对表达于精子头部不同抗原的同型单克隆抗体，可阻碍精子黏附于透明带或精卵膜融合。此外，针对同一精子表面抗原的不同抗原决定簇的抗体，也可能以不同方式影响精子功能。从精子膜蛋白中分离出6种蛋白质：HSP70、HSP70-2、二硫化物异构酶ER60、惰性半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶以及两种蛋白酶的亚单位（caspase-2和zymogen），对这些蛋白质进行生化鉴定可进一步了解AsAb影响精子功能和受精过程的机制。
  


  
    精子抗原的种类和抗原决定簇的性质、数目和空间结构的多样性，决定不同的抗原诱导机体产生不同类型的抗体。主要组织相容性复合体（MHC）的多态性决定免疫应答的强弱，对特定个体而言，其所携带的MHC基因型由遗传决定，因此不同个体对同一抗原的反应不一，有些男性体内虽然存在AsAb，但这些抗体也许只针对生育影响较小的精子抗原，这部分人仍具生育能力。因此找出那些在生育过程中起重要作用的抗原，对免疫性不育的诊断和治疗将有所帮助。
  


  
    第二节　机体防止发生抗精子免疫反应的机制
  


  
    男性精子具有抗原性，对于男性而言理应易引起抗精子的自身免疫反应，对于女性而言可引起抗精子的同种免疫反应，造成免疫性不育或免疫性不孕。然而在正常情况下，机体并不会对精子产生免疫应答反应，这是由于机体具有防止发生抗精子免疫反应的机制。
  


  
    一、男性防止抗精子自身免疫反应的机制
  


  
    （一）免疫隔离理论
  


  
    男性生殖系统存在“血-睾屏障”，它是由相邻的支持细胞（Sertoli cell）基部牢固而紧密的连接构成，它还包括血管内皮基膜、结缔组织和生精小管基膜。血-睾屏障可防止精子与免疫系统接触，以致淋巴细胞不能识别精子抗原。因此，尽管在精子发生中有一些新抗原形成，但在正常情况下，精子被阻挡在男性生殖道内，与免疫系统隔绝，成为隐蔽抗原，不引起自身免疫反应。支持免疫隔离论观点的依据有：①紧密连接的睾丸支持细胞是宿主免疫系统与精子间的屏障；②在生精小管中缺乏免疫球蛋白、巨噬细胞和其他白细胞；③某些破坏该屏障的因素可增加形成AsAb的危险性。
  


  
    （二）免疫抑制理论
  


  
    1.精浆免疫抑制活性物质的作用
  


  
    精浆中存在一些具有免疫抑制活性的物质，能抑制生殖道内的免疫反应，使具有抗原性的生精细胞不受免疫系统的清除、杀灭作用，顺利完成生殖生理过程。另一方面，有些免疫抑制物质又保护了存在于生殖道的病原微生物，有助于性传播性疾病的发展。精浆中的免疫抑制活性物质同时也抑制生殖系统局部免疫监视机制，这有助于男女生殖道组织发生恶变。
  


  
    精浆免疫抑制活性物质的确切性质和特点尚不完全清楚。目前认为其主要来源于前列腺、精囊等生殖道附属腺体，而非生精细胞。精浆的免疫抑制活性可能是多种物质作用的综合反映，推测精浆中的免疫抑制物质包括锌或/和多肽及蛋白质的结合物、子宫珠蛋白、转谷氨酰胺酶、相对分子质量为94 000的Fc受体结合蛋白、72 000的妊娠相关蛋白A、多胺（精胺、精脒等）、PGE2或/和多肽及蛋白质的结合物、乳铁传递蛋白、一些蛋白酶如丝氨酸蛋白酶、蛋白酶抑制剂等。近来实验证明，来源于前列腺的前列腺小体（prostasome）在生理浓度下能强烈抑制巨噬细胞摄取乳汁小珠。前列腺小体为细胞器大小的颗粒，直径200nm，在精浆中数量较多。
  


  
    精浆在体外的免疫抑制作用主要表现为：①对T细胞的抑制作用：人精浆能抑制多种丝裂原（PHA、ConA、PWN）、微生物抗原（白色念珠菌、破伤风毒素）及同种细胞刺激的人外周血淋巴细胞转化，对混合淋巴细胞反应、E花环形成等都有抑制作用。②对B细胞的抑制作用：精浆对B细胞受到抗原刺激后分化为浆细胞并产生抗体的过程具有抑制作用。③对NK细胞有抑制作用。④对吞噬细胞及多形核白细胞的抑制作用：能抑制多形核白细胞对革兰阴性菌的调理作用。⑤对补体系统的抑制作用：精浆可以显著降低血清内全部补体的活性，有抑制补体介导的杀菌和调理作用。精浆中存在的补体抑制物质能保护精子及某些微生物如淋病奈瑟菌和革兰氏阴性菌免除抗体介导的裂解过程，精浆对补体的抑制主要表现为对C3的抑制和B因子的裂解。⑥对抗体作用的影响：虽然精浆不抑制免疫球蛋白对细菌的吸附，但可抑制某些抗体对某些细菌的杀菌活性。如精浆相对分子质量为94 000的Fc受体结合蛋白能特异性地与人IgG的Fc段结合而影响IgG生物学功能的发挥。
  


  
    对精浆在体内的免疫抑制作用研究较少，主要是动物实验，发现小剂量精浆能抑制小鼠对羊红细胞的初次免疫应答。也能完全抑制对小鼠接种低剂量抗原（牛血清白蛋白、洗涤过的附睾精子）所产生的初次和再次免疫应答。将精浆给兔和小鼠行直肠灌注，发现能抑制两者机体的免疫应答。
  


  
    精浆的免疫抑制作用机制不甚清楚，可能是：①精浆组分改变了精子表面抗原。精浆组分结合到精子表面并遮蔽了抗原决定簇，或是通过内源性酶对精子表面抗原进行修饰，或是由于蛋白质之间相互作用引起抗原构象的改变，所有这些作用的结果是影响了免疫活性细胞对精子表面抗原的识别。②精浆组分直接干扰免疫系统。精浆免疫抑制活性物质可影响免疫活性细胞的识别和触发、抑制触发后的免疫应答，以及直接干扰效应细胞等。
  


  
    2.男性生殖道免疫活性细胞的作用
  


  
    随着特异性抗淋巴细胞表面分化抗原单抗的发现以及高敏感免疫组化技术的发展，人们对生殖道内免疫活性细胞分布进行了研究，发现正常男性生殖道内淋巴细胞几乎都是T淋巴细胞，而且趋向集中于附睾、输精管及前列腺，睾丸网、输精管壶腹及精囊中含量不多。B淋巴细胞主要存在于前列腺间质内。T淋巴细胞呈分隔化分布特征：上皮内主要为TS/C亚群，这一现象见于生殖道各处，TS/C也主要存在于附睾、输精管及精囊的固有膜；相反，TH/I主要存在于间质结缔组织。男性生殖道上皮和固有膜内的TS/C在功能上可形成一个免疫屏障，正常时制止自身体液或细胞的抗精子免疫反应。
  


  
    TS/C细胞的免疫抑制屏障与每一生殖器官的结构和功能特征相一致。如睾丸正常时含极少量或无淋巴细胞，因为此处有由Sertoli细胞间紧密连接形成的血-睾屏障，使生精小管内生精细胞和精子处于遮蔽状态，与免疫系统隔绝。而在睾丸网处血-睾屏障较薄弱或缺乏，但在睾丸网上皮内所观察到相当多数量的TS/C细胞构成了免疫屏障。
  


  
    睾丸间质内可有丰富的单核/巨噬细胞，这些细胞也见于生精小管固有膜内，但不存在于生精小管腔内。巨噬细胞的作用不清楚，可能通过破坏和清除由于血-睾屏障受损而释放的精子提供了一个辅助性保护措施。但是，睾丸间质内巨噬细胞及其他细胞可表达HLA-DR抗原，这表明人类睾丸可能诱导T淋巴细胞提呈外来抗原，因而其可能具有诱发免疫反应的能力。另一方面，生精小管上皮不表达MHCⅡ类抗原，可能保护生精上皮免受T淋巴细胞的损害。
  


  
    二、女性防止抗精子同种免疫反应的机制
  


  
    1.精浆免疫抑制活性物质的作用 如上所述，精浆中含有多种免疫抑制活性物质，精浆中的免疫抑制活性物质可包裹于精子表面，使女性免疫系统不能识别。精浆中的酶可干扰精子表面的表达。
  


  
    2.女性生殖道某些物质的作用 精子进入阴道后其表面很快被一层来自女性生殖道内的蛋白质包裹，对精子有保护作用。
  


  
    3.进入女性宫腔精子数少 每次性交虽射出大量精子，但能进入宫腔的只有极少数精子，故其致敏作用不大。
  


  
    4.女性生殖道上皮的屏障作用。
  


  
    第三节　机体的抗精子免疫反应
  


  
    如前所述，机体有一系列防止发生抗精子的免疫反应机制，这些机制一旦被破坏，机体就会发生抗精子的免疫反应。机体的免疫反应包括体液免疫和细胞免疫，其中对体液免疫研究较多。
  


  
    一、体液免疫
  


  
    机体的B细胞受精子抗原的刺激转化为浆细胞，产生AsAb，AsAb在体内发挥一系列生物学作用而影响生殖过程。
  


  
    （一）抗体的种类
  


  
    （1）按与抗原结合后表现出的不同反应分为过敏素、沉淀素、血凝素、细胞毒素、补体结合抗体、精子凝集抗体、精子制动抗体、调理抗体和免疫荧光抗体素。
  


  
    （2）按抗体的理化性状和结构分为IgG、IgM、IgA和IgE。未见IgD报告。血清中主要有IgG和IgM，而精浆中主要有IgA，也可有IgG和IgE。精浆中IgA主要为分泌型IgA。
  


  
    （3）按抗体在精子表面的分布部位分为顶体、头、颈、尾、尾尖部抗体等。
  


  
    （二）抗体的作用
  


  
    AsAb在免疫性不育中所起的确切作用现在还不完全清楚，但人们观察到AsAb滴度越高，越难于生育。当血清抗体滴度≤1∶32，对生育影响小；1∶64～1∶512，生育能力显著降低；＞1∶512，可能不育。当精浆抗体滴度≥1∶16，生育力显著降低；≥1∶32，可能不育。AsAb的作用主要表现为：
  


  
    （1）妨碍精子正常发生：如变态反应性睾丸炎。
  


  
    （2）干扰精子获能和顶体反应：AsAb可影响精子质膜颗粒的流动性而阻碍获能。实验证明完整的单价AsAb可封闭参与顶体反应的精子膜上的位点，抑制膜的流动性，阻断顶体透明质酸的释放，从而阻碍顶体反应的发生。
  


  
    （3）影响精子的运行：AsAb可直接作用于精子本身，引起精子凝集与制动，影响精子穿透宫颈黏液，并抑制精子在子宫和输卵管中的运行。
  


  
    （4）细胞毒作用：精子表面的抗体本身不能直接引起精子细胞的破坏，它是通过补体介导破坏细胞而起作用的。抗体作用通过两条途径：①细胞的调理作用：导致巨噬细胞吞噬，或补体的激活，导致细胞表面破损，最终出现渗透性破坏。但巨噬细胞在男性生殖系中很少见到，所以这种机制不可能解释抗体介导性的少精子症。②精浆抑制补体的活性：此现象说明补体介导的细胞破坏在这些患者中存在。人们认为，在受精部位的补体活性是一个决定抗体覆盖的精子能否穿入卵子的重要因素。补体也可能是通过渗出的机制进入生殖道的。
  


  
    （5）影响精卵结合：以限制精子与卵子透明带黏附、阻止精子与卵子结合来干扰受精过程。
  


  
    （6）干扰胚胎着床及影响胚胎存活：已发现血清AsAb可与受精卵上的精子特异性结合，在补体存在的情况下引起受精卵的发育停滞及融解。实验还证明AsAb可阻止受精卵的发育和着床，最终导致妊娠中止。
  


  
    二、细胞免疫
  


  
    细胞免疫是由T淋巴细胞参与的免疫应答过程，当记忆T细胞受到特异性抗原刺激后，转变为效应细胞，且分泌多种可溶性淋巴因子。在此过程中，巨噬细胞及其他免疫活性细胞亦被激活。细胞免疫正是通过激活的免疫活性细胞与靶细胞相互作用，以及活化的淋巴细胞和巨噬细胞释放的细胞因子发挥作用而完成的。参与细胞免疫的细胞除T淋巴细胞和巨噬细胞外，还有嗜中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、肥大细胞、NK细胞、K细胞、浆细胞和血小板。他们除直接发挥杀细胞作用外，还可处理、提呈抗原，分泌各种可溶性细胞因子。浆细胞分泌的IgG抗体在K细胞、巨噬细胞和嗜中性粒细胞杀灭靶细胞的抗体依赖细胞介导性细胞毒性（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity，ADCC）作用中起到桥梁作用。目前已知的与生殖过程关系密切的淋巴因子和单核因子有干扰素（interferon，IFN）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）和白细胞介素1（interleukin-1，IL-1）等。
  


  
    大量的临床和实验资料表明，睾丸生精细胞及精子可激发机体的细胞免疫反应。如将精子抗原或睾丸组织匀浆致敏的淋巴细胞注射至未经免疫的小鼠，可诱发免疫性睾丸炎或附睾炎。腮腺炎引起的睾丸炎或无精子症患者精子抗原诱发的迟发性变态反应阳性，来自输精管结扎患者或小鼠的淋巴细胞在精子抗原作用下，可产生淋巴因子。前列腺炎合并不育者前列腺液中T细胞减少（其中T抑制细胞降低，T辅助细胞升高），B细胞明显升高。许多男性不育患者精液中白细胞数量增多，这些存在于精液中的白细胞能使去透明带仓鼠卵穿透试验受损，也与人体外受精失败有关。近来有人发现男性不育患者精浆的白细胞介素-6水平增高。还有人发现激活的淋巴细胞培养上清液和高度纯化的重组γ-IFN和TNF可使人类精子运动能力降低，并可抑制精子体外穿透仓鼠卵的能力。实验证实，激活的淋巴细胞和巨噬细胞释放的可溶性细胞因子可能与某些精液中白细胞数增多的患者生殖能力低下有关。这些患者的精子抗原可激活生殖道中的淋巴细胞和巨噬细胞，后者再释放淋巴因子和单核因子及其他毒性产物；或致病微生物（细菌、支原体、病毒等）激活男性生殖道的免疫活性细胞，继而产生可溶性细胞因子，从而导致免疫性不育。
  


  
    虽然细胞免疫与男性生殖关系十分密切，但目前还有许多问题，如参与生殖细胞免疫的免疫活性细胞的类型、数量，他们的动力学，免疫性细胞因子对生殖细胞的影响以及生殖细胞上细胞因子的受体性质等都有待解决。
  


  
    宫颈及子宫内膜的免疫组化研究发现，宫颈黏膜和子宫内膜内有产生IgG和IgA的淋巴细胞，宫颈黏膜及子宫内膜对精子也有局部免疫作用。
  


  
    第四节　抗精子免疫与不育和不孕
  


  
    1921年Wegeli首次描述人体内存在针对精子抗原的自身抗体。1954年，Wilson和Rümke首先在男性不育症患者中发现AsAb。Shulman等于1982年报告约9%的男性不育患者可检出AsAb。Menge报道不孕女性中约15%～20%AsAb呈阳性。据世界卫生组织人类生殖研究、发展和研究培训特别规划署1988年的报告，6407例男性不育病例中有2.9%的患者病因为免疫因素；在原发性不育中，免疫性不育占2.7%；在继发性不育中，免疫性不育占4.0%。随着生殖免疫学的发展，免疫性不育和不孕的检查方法不断完善，免疫性不育和不孕越来越引起人们的重视。
  


  
    一、抗精子免疫反应发生的原因
  


  
    （一）男性抗精子自身免疫反应发生的原因
  


  
    1.血-睾屏障的破坏
  


  
    血-睾屏障的破坏可导致免疫反应的发生，引起AsAb形成。临床上常见有下列病因：
  


  
    （1）输精管结扎术：
  


  
    50%～80%的术后患者可测出AsAb，术后6～12月达高峰，约30%的患者几年后下降，但有的患者20年后还存在AsAb。AsAb的产生可能与手术时精子漏出、精子肉芽肿、附睾内精子变性等因素有关。
  


  
    （2）输精管吻合术：
  


  
    术后可产生AsAb，精浆中的AsAb主要来源于原结扎处的睾丸侧。吻合术前患者血清中AsAb效价越高，术后再生育的可能性越小。
  


  
    （3）精子肉芽肿：
  


  
    肉芽肿由白细胞浸润形成。白细胞浸润是精子自输精管断端漏至周围组织，产生抗原引起的免疫反应所致。但有些作者却未能在大的精子肉芽肿患者中测得AsAb。
  


  
    （4）输精管梗阻：
  


  
    单侧或双侧、先天或后天的输精管梗阻都可增加AsAb的形成，约71%～81%的患者可检出AsAb。
  


  
    （5）睾丸活检：
  


  
    可引起AsAb产生，但有时测不到抗体或抗体滴度很低，可能与术后时间太久有关。
  


  
    （6）生殖道损伤：
  


  
    对睾丸扭转研究较多。在青春期后的动物，如睾丸严重损伤而不切除，可能由于免疫反应引起对侧睾丸的永久性损害。但人类一侧睾丸扭转后，却很难在血清及精子表面检测到AsAb。
  


  
    （7）隐睾症：
  


  
    约3%的患者有血清AsAb，滴度＜1∶64。
  


  
    （8）生殖道感染：
  


  
    如慢性附睾炎、慢性前列腺炎及腮腺炎合并睾丸炎时，血清AsAb阳性率增加。有研究显示男性附属性腺感染时AsAb的检出率达47%，明显高于非感染者。另外，某些微生物与人精子有共同抗原（交叉抗原），如人精子膜多糖抗原与细菌（沙门菌、大肠埃希菌、肺炎链球菌等）的细胞壁多糖抗原、酵母菌Ⅱ型脂多糖抗原间能发生交叉反应，这些细菌感染时也可导致AsAb产生。
  


  
    （9）精索静脉曲张：
  


  
    25%～91%可触及精索静脉曲张的患者有血清AsAb，且精浆和精子表面有时也可以测得AsAb。
  


  
    2.免疫抑制功能障碍
  


  
    （1）Mathur等发现精子与T细胞有共同抗原，并能发生交叉反应。AsAb与T淋巴细胞的交叉反应损害T细胞对免疫反应的抑制能力。另外，有研究显示AsAb阳性不育患者外周血TH/I亚群升高，而TS/C亚群降低。
  


  
    （2）精液中抗补体物质的活性明显下降。
  


  
    （3）精浆免疫抑制活性物质的含量或抑制活性降低或缺乏。
  


  
    3.遗传及其他因素
  


  
    许多患者找不到抗体形成的原因，有人发现AsAb的形成与HLA A-28抗原有关。
  


  
    （二）女性抗精子同种免疫反应发生的原因
  


  
    （1）某些因素有利于精子进入女性血液循环，如性交引起生殖道与直肠黏膜的损伤、月经期或患有子宫内膜炎时性交等，均可增加精子及其抗原进入女性血液循环致敏免疫细胞，引起免疫反应的机会。
  


  
    （2）精浆免疫抑制活性物质的作用降低。
  


  
    二、免疫性不育症和不孕症的诊断
  


  
    对于免疫性不育症和不孕症的诊断，需要以病史、体检、实验室检查等综合分析判断，其中AsAb的测定是诊断的关键。
  


  
    （一）诊断的间接指标
  


  
    精子引起的自身或同种免疫反应包括体液免疫（产生AsAb）和细胞免疫。AsAb可作用于生精细胞而影响精子的生成，也可作用于精子而引起精子活动力下降、精子凝集、阻止精子穿透宫颈黏液及卵透明带，还可作用于受精卵引起胚胎的死亡。下列指标可作为免疫性不育和不孕症的参考指标。
  


  
    1.精液常规分析
  


  
    精子凝集抗体阳性患者，1/3精子计数和活动力正常，1/3精子计数减少和活动力降低，其余1/3缺乏精子。有些患者可见到精子的自发性凝集现象。
  


  
    2.精子-宫颈黏液相互作用试验
  


  
    （1）体内试验：
  


  
    主要采用性交后试验（post-coital test，PCT）。本试验是测定宫颈黏液中的活动精子数，借以评价性交后若干小时内精子存在及功能表现，反映精子和宫颈黏液的异常情况。当有AsAb存在时，精子很快失去动力而表现为PCT异常，当然这与宫颈黏液的pH、黏液性状等也有关。
  


  
    （2）体外试验：
  


  
    ①精子毛细管穿透试验：测定精子穿透毛细管中宫颈黏液的能力，由Kremer于1965年首先采用。以后人们又使用不同的穿透介质，如动情期母牛宫颈黏液、加白蛋白的精子营养液、鸡蛋清等代替人宫颈黏液，采用塑料管代替玻璃毛细管。AsAb存在时，影响精子穿透能力。②玻片试验：将1滴宫颈黏液滴在玻片上，盖上盖片，在盖片边缘滴精液，检查精子能否穿透进入宫颈黏液中。用1份宫颈黏液评价不同的精液标本，更能反映精子的穿透能力。③精子-宫颈黏液接触试验：由Jafer创建，取1滴排卵前期宫颈黏液放在玻片上，加1滴精液，加盖玻片使之混匀，室温置30min后观察快速颤动而不前进精子的百分率，＞50%时为阳性，如夫妇间精液和宫颈黏液为阳性，则可用供精或供者宫颈黏液作交叉试验，以确定AsAb是存于精液还存在于宫颈黏液中，此类AsAb主要为IgA。
  


  
    3.精子穿透去透明带仓鼠卵试验（SPA）
  


  
    SPA可检测人精子受精能力，AsAb可影响精子与卵子的相互作用，因此免疫性不育者可出现SPA异常。
  


  
    （二）诊断的直接指标
  


  
    1.AsAb检测
  


  
    AsAb可存在于血清、精浆、宫颈黏液和精子表面。血清内的AsAb主要是IgG和IgM，精浆和宫颈黏液内主要是IgG和IgA，少数患者有IgE，而精子表面的AsAb主要是吸附的精浆抗体。
  


  
    （1）凝集反应：
  


  
    可检测血清和精浆内的AsAb。
  


  
    1）直接凝集反应：①明胶凝集试验（GAT）：由Kibrick于1952年报告，此法简单实用，肉眼即可观察凝集，最易检出尾对尾凝集抗体，但每次需较多量的高质量精液，而且不能观察凝集部位；②试管玻片凝集试验（TSAT）：亦较常用，最易检出头对头的凝集抗体，且可观察凝集类型；③组织配型板凝集试验（TAT）：试剂量小，1份精液可检测大批量样品，可以观察精子凝集部位，头对头、尾对尾凝集抗体均较敏感。此外还有玻片凝集和毛细管凝集试验，由于敏感性低，目前已较少应用。
  


  
    2）间接凝集反应：是近几年发展较快的试验。①被动血凝试验+Coombs试验：由Mathur于1979年首先应用于AsAb检测，通过将待测精子匀浆或精浆吸附于红细胞表面，再加入兔抗人免疫球蛋白时可以出现凝集反应，可对AsAb进行定量和鉴别Ig种类的测定，但不能测定抗体结合的部位。②混合抗球蛋白反应（MAR）：直接试验是用抗Rh不完全抗体致敏的人或羊红细胞与待测精液混合后，加入抗IgG或IgA血清，如果游动的精子表面结合有AsAb时，则精子与致敏的红细胞结合，形成可动的混合凝集团。③免疫珠试验（IBT）：由Clark等建立，直接试验为用裹有抗人IgG、IgM、IgA的亲水性聚丙烯酰胺珠（免疫珠）来测定精子表面的AsAb。间接试验是将供精者精子与待测血清或精浆（宫颈黏液）孵育后再与免疫珠反应，如待测标本中有AsAb时就会出现可动的混合凝集团。该法特异性高，可对AsAb作定位和定抗体类型测定，近来应用较广。④免疫洗选法：由Hancock于1984年建立。先用IgG包被聚苯乙烯板，再加羊抗人IgG，然后再加新鲜供精者精子与被测血清和精浆混合液，倒置显微镜见到精子附着孔底为阳性。优点是对供精者精子活动率要求不高，但只能作定性检查，而不能定位。
  


  
    （2）补体依赖试验：
  


  
    精子抗原与AsAb相互作用，激活补体系统，损伤精子细胞膜通透性和完整性，导致精子活动力降低或丧失（可用制动试验测定）和被某些染料着色（用细胞毒试验测定）。
  


  
    1）精子制动试验（SIT）：一般采用精子制动值判定结果，近来有采用多次曝光成像法判定结果。目前认为，在诊断免疫性不育时，制动抗体比凝集更有价值。
  


  
    2）精子细胞毒试验：较常见的方法是染色法区分死活精子。用台盼蓝染色，或伊红-苯胺黑代替台盼蓝染色。近来有用双乙酰荧光素（DAF）和溴乙锭（ethidium bromide）两种荧光素分别标记死活精子，测定精子细胞抗体较满意。
  


  
    （3）免疫荧光法：
  


  
    常用间接免疫荧光法。在精子涂片上滴加待测精子后，再加标记荧光素的抗体，然后镜检荧光强度及分布。可进行AsAb定位，敏感性高，但由于精子固定过程中内部抗原暴露，故假阳性率很高。
  


  
    （4）酶标记免疫法：
  


  
    主要有：①酶联免疫吸附测定法（ELISA），可测定血清或精浆的AsAb。先将供精者精子吸附于聚氯乙烯反应板，将待检标本与精子结合，加入酶的底物后，再测定酶的产物反应，可定量。由于反应前精子已固定，因此假阳性和假阴性较高。适用于大批量标本测定。目前已生产出AsAb检测的试剂盒，检测较为方便。②固相酶染色法（SESA），基本原理同上，但在玻片上进行，可观察精子的着色部位而进行抗体定位测定。
  


  
    （5）放射免疫分析（RIA）：
  


  
    包括：①固相放射免疫结合测定法（RIBA），用整个精子或溶解的精子膜，或人工合成精子10肽作抗原，包裹在直径为3mm的聚苯乙烯珠上，抗原与待测标本（血清等）孵化，加入125I标记的金黄色葡萄球菌A蛋白，如有AsAb则A蛋白与精子-AsAb复合物中AsAb Fc段结合，测定复合物的放射性强度即可计算AsAb含量。②125I标记兔抗人球蛋白的双抗体法，其原理相似于抗球蛋白试验。A.直接法：将待测精子直接与125I标记的抗人Ig反应，测定放射性强度可直接测定精子表面的As-Ab含量。B.间接法：先将待测血清或精浆与供精混合，再与125I标记的抗人Ig结合而测定AsAb含量。此类方法灵敏度很高，可准确定量，但操作较繁琐，费用昂贵。
  


  
    （6）免疫印迹法（immunoblotting）：
  


  
    采用该法测定抗精子多肽抗体。先用SDS-PAGE提取7种精子多肽，将多肽转移至醋酸纤维膜，滴加不同稀释度的待测血清，然后浸入碱性磷酸酶标记的兔抗人IgG，取出后再浸入乙胺醇对硝基苯磷酸盐溶液，最后取出醋酸纤维膜，用扫描仪测定并计算蛋白含量，由此推算抗精子多肽抗体的量。此法可检出用精子凝集试验无法测出的抗精子的多肽抗体。
  


  
    2.细胞免疫功能检测
  


  
    （1）白细胞移动抑制试验：
  


  
    被精子抗原致敏的淋巴细胞，在被精子抗原激活时，可释放出可溶性的淋巴因子使白细胞移动速度减慢。该法可作为测定精子抗原的细胞免疫方法，可用作免疫不育症的辅助诊断手段。
  


  
    （2）白细胞黏附抑制试验：
  


  
    正常人外周血液中的白细胞，在一定条件下，能黏附于清洁的玻璃表面。在精子抗原作用后，被致敏淋巴细胞的黏附能力明显下降，出现黏附抑制现象。免疫性不育症患者黏附抑制指数升高。
  


  
    （3）淋巴细胞转化试验：
  


  
    一般采用3 H-TdR掺入法，该法阳性率与凝集AsAb阳性率明显相关，可检测T和B细胞功能，对诊断免疫性不育症帮助较大。
  


  
    （4）外周血白细胞促凝血活性测定：
  


  
    其作用原理是致敏淋巴细胞再次与抗原（如精子、精浆）接触时可被激活，产生一种可溶性介质，此介质能诱导单个核细胞产生结合在细胞膜上的促凝血活性因子，从而引起血凝固加速。但该法结果与AsAb结果并不完全一致。
  


  
    （5）花环试验：
  


  
    采用T花环试验和活性花环试验分别测定了T细胞和活性T细胞数目，发现免疫性不育者两者均明显下降。
  


  
    3.精浆免疫抑制活性物质的检测
  


  
    （1）抗补体法：
  


  
    该法检出的精浆免疫抑制物质的正常值为（430±60）u/ml。
  


  
    （2）单向免疫扩散法：
  


  
    该法检出的精浆免疫抑制物质的正常值为（3.0±0.3）g/L。
  


  
    （3）间接免疫荧光法：
  


  
    精浆免疫抑制物质位于头部者占69.7%，颈部者占21.2%尾部者9.1%。
  


  
    （4）固相酶联免疫测定法：
  


  
    正常人精浆免疫抑制因子DF2的平均值为（1.32±0.72）mg/ml。
  


  
    三、免疫性不育症和不孕症的治疗
  


  
    （一）病因治疗
  


  
    （1）生殖道感染的治疗：某些患前列腺炎、精囊炎、附睾炎、输精管炎的患者可能产生AsAb，但感染治愈后，抗体会自然消失。因此，对男性生殖道炎症应及时治疗。女性生殖道感染同样应积极治疗，同时避免月经期性交。
  


  
    （2）外科治疗：精液囊肿、附睾囊肿、单侧睾丸萎缩、严重睾丸损伤等都应手术治疗，有助于体内抗体的消失。但文献仅有零星报告，尚缺乏长期随访资料。
  


  
    （二）免疫抑制疗法
  


  
    1.肾上腺皮质激素应用
  


  
    （1）低剂量持续疗法：
  


  
    Hendry报告采用强的松每天15mg，分3次口服，连续服用3～12个月，精子计数明显升高，AsAb滴度逐渐降低，可能生育，成功率为24%～56%。但AsAb滴度难以完全恢复正常。
  


  
    （2）大剂量间歇疗法：
  


  
    采用甲基强的松龙每天口服80mg，分3次口服，每月连服3d、5d、7d。服用时间应与妻子月经周期同步，如采用5d疗法，一般抗体滴度明显降低出现于3周后，因此应用于月经周期的第21～28d服药。临床多采用7d疗法。治疗期间每周查血清、精浆和宫颈黏液的抗体变化，一般3周后抗体逐渐降低。如果未怀孕而抗体滴度降低，要重复使用该法。如抗体滴度无变化，则放弃这种疗法。治疗可连续使用3个疗程，成功率约22%～24%。使用该法期间，应注意类固醇类激素的并发症。
  


  
    （3）周期疗法：
  


  
    Henry报告在患者妻子月经的第1～10d，采用强的松龙每天40mg，如AsAb滴度逐渐降低，剂量可增至80mg，持续使用9个月经周期，有33%的妻子妊娠，无严重并发症。
  


  
    （4）隔周递减疗法：
  


  
    Hargreave报告采用地塞米松，每天2mg连服3d，每天1mg连服2d，每天0.5mg连服2d，不同剂量交替使用数周到6个月；可有85%的妊娠率，不良反应小。
  


  
    对于皮质醇治疗的效果一直存在争论，目前已经进行的双盲安慰剂对照试验未发现皮质醇治疗对提高怀孕率有效果。这似乎说明皮质醇治疗可改善一些患者的生育能力，但对大多数患者无效。
  


  
    2.硫唑嘌呤
  


  
    该药有免疫抑制作用，开始剂量为每天100mg，治疗1～3月，可降低AsAb滴度，然后逐渐减少至每天50mg，直至女方妊娠。曾有一例使用该药1年，患者血清AsAb由1∶512转阴并生育的报告。
  


  
    3.环孢素A
  


  
    Boucouk报告采用该药治疗9例男性不育症患者，3例生育。该药不良反应小。
  


  
    4.左旋咪唑（levamisole）
  


  
    被认为作用于巨噬细胞和淋巴细胞，使AsAb消失。Luisi等（1982年）用该药对25例AsAb滴度为1∶32～1∶512的不育患者进行5个月的治疗，在治疗期间和停药2月内，有7例患者生育。
  


  
    （三）睾酮反跳疗法
  


  
    高剂量的睾酮可抑制精子产生，引起无精子症，则去掉精子形成的刺激，抗体滴度将降低甚至消失。治疗停止后，抗体和精子又恢复到治疗前水平，有部分患者在一段时间内未出现抗体而生育，但1年后可又重新产生抗体。有人报告每两周肌肉注射睾酮250mg，治疗的6～12个月期间，17例患者中的14例患者抗体滴度降低，5例患者的妻子生育。最近，有人采用睾酮250mg每两周肌注1次，直到出现无精子症并维持2个月，然后每日用甲基强的松龙16mg 1个月，再减为每天8mg 1个月，效果更佳。但此法有时可引起睾丸组织损害而出现永久性无精子症，故较少使用。
  


  
    （四）辅助生殖技术应用
  


  
    目前已经有对AsAb夫妇进行IVF的报道，当高水平AsAb存在时受孕率降低。结合ICSI的IVF可以提高这些夫妇的治疗效果。应用ICSI不需要去除抗体或选择无抗体结合的精子。应用ICSI每周期受孕率要高于糜蛋白酶处理的IUI，因为IUI成本低，可以在ICSI之前尝试IUI。在采用IUI、IVF或ICSI进行受孕时，必须评估其优点和风险因素。尽管皮质醇治疗是患者的选择之一，我们鼓励精液质量合格的夫妇考虑IUI或ICSI，如果夫妇要求免疫抑制治疗，我们建议采用Henry的中等剂量循环皮质醇治疗。
  


  
    （五）中医中药治疗
  


  
    国内孙册等采用中西医结合的方法治疗，成功率明显高于单用皮质激素的治疗结果。他们采用小剂量强的松5mg，每天2次，以及中药三棱、莪术、穿山甲、皂角等进行活血化淤、破气利水等综合辨证施治，3个月为一疗程。
  


  
    还有报告用活血化瘀的桃红四物汤加减有一定疗效。
  


  
    （六）其他治疗
  


  
    可采用频繁射精的方法，耗竭男性生殖道的AsAb。还有应用血浆交换的方法去除循环中的AsAb的报告。
  


  
    第五节　抗精子免疫与生育调节
  


  
    控制人口的迅速增长是当今世界各国面临的大事。由于精子具有抗原性，人们可利用精子的抗原性进行免疫避孕（immunocontraception）。然而精子的抗原相当复杂，分离精子的抗原成分是一个复杂而难度较大的课题。利用精子特异性抗原发展避孕疫苗（contraceptive vaccine）正在进行研究中，其中动物实验显示抗FA-1、PH-20、PH-30、SP-10等的抗生育作用较好，在人类对抗LDH-C4的免疫生育调节作用研究较为深入。
  


  （凌青，刘继红）
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    第十章　生精细胞的凋亡
  


  
    第一节　细胞凋亡与死亡的概念
  


  
    一、基本概念
  


  
    细胞凋亡（apoptosis）是指在一定的生理和病理条件下，生物体为维护内环境的稳定或者是器官与组织构建的需要，通过基因调控使细胞自主死亡的一种形式。与细胞坏死不同，细胞凋亡不是一种被动过程，而是一种主动的行为。它涉及一系列基因的激活、表达以及调控等机制。它并不是病理条件下自体损伤的一种现象，而是更好地适应生存环境而主动采取的一种死亡过程。细胞凋亡可发生于成年生物体内无用的、老化的或受损伤的细胞，也可见于早期胚胎发生阶段的器官形成过程中。细胞凋亡的概念由澳大利亚昆士兰大学医学院的Kerr和其同事于1972年首次提出，直到近年来人们才真正认识到细胞凋亡具有重要的生物学意义。细胞凋亡是机体的一种基本生理机制，并贯穿于机体的整个生命活动过程，诸如胚胎的发育、新老细胞的交替、组织的退化与萎缩、肿瘤细胞的自发性抑制等。
  


  
    细胞凋亡的特性有：细胞染色质浓集和边移，核碎裂后被细胞膜包裹而形成凋亡小体（apoptotic body）；细胞固缩而细胞膜完整；胞质空泡；在Ca2+、Mg2+依赖的核酸内切酶作用下，DNA在核小体连接处被切成180～200bp或其整数倍的片段，在琼脂糖凝胶电泳时呈现特殊的DNA阶梯状条带。在多数情况下，细胞凋亡为自然发生，但也可由一些生理性或病理性因素诱发。一般认为，细胞凋亡一旦发生便不可逆转。
  


  
    二、细胞凋亡与细胞坏死的区别
  


  
    细胞死亡通常有两种方式：细胞坏死（necrosis）与细胞凋亡。细胞凋亡与坏死在发生条件、细胞形态以及生化代谢方面均有显著差异，但最主要的区别在于凋亡是由细胞内基因编程调控的。
  


  
    一般而言，细胞凋亡与细胞坏死的主要区别有：①细胞坏死时，先出现细胞膜与受体受损，线粒体膜结构、流动性和渗透性受损，进而细胞溶解、坏死；而细胞凋亡时，上述结构与功能均无变化。②细胞坏死时，ATP和蛋白质合成受到抑制乃至终止；而细胞凋亡时，ATP、mRNA和蛋白质合成依旧，细胞第二信号系统继续活动。③细胞坏死时，DNA随机降解，电泳不出现阶梯状条带；细胞凋亡时，DNA在核小体（internucleosome）连接处被切成180～200bp或其整数倍的片段，因而在琼脂糖凝胶电泳时呈现特殊的DNA阶梯状条带。④细胞坏死时，由于细胞内容物溢出而引起局部炎症反应甚至组织损伤；细胞凋亡时，细胞内容物不外溢，不引起局部炎症反应或局部损伤。⑤细胞坏死时，可因发生机制不同而出现再生修复；细胞凋亡时，不出现再生修复。⑥细胞坏死时，细胞往往成群死亡；细胞凋亡时，在组织中呈分散状态分布（表10-1）。
  


  
    值得指出的是，某些细胞经处理后显示出典型的细胞凋亡形态学变化，但是没有核小体间的DNA断裂现象；与此相对，某些细胞（例如心肌细胞）当呈现明显的核内DNA降解时却不显示典型的细胞凋亡形态学变化（诸如染色质的浓集与边移等）。
  


  
  
    表10-1　细胞凋亡与细胞坏死的比较
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    第二节　细胞凋亡及机制
  


  
    引起细胞凋亡的因素很多，主要有两种：一种是机体生长发育的需要，如细胞凋亡与分裂相互协调共同控制胚胎发育、器官分化及退化、造血等生理过程；一种是除去危害细胞如感染病毒细胞、DNA损伤细胞、免疫系统细胞和癌细胞等。在细胞凋亡过程中，有几种基因蛋白起着十分重要的作用。
  


  
    1.半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（cysteinl aspartate-specific protease，Caspase）基因
  


  
    细胞凋亡机制相当复杂，由大量的胞内/胞外信号调控，并受环境的影响。其信号传导途径是经过特殊的死亡信号激活Caspase系统来诱导实现的。凋亡不发生时，Caspase以无活性的前体形式（procaspase）存在于细胞里。一个procaspase是由前导区、大亚基、小亚基依次排列而成的线性分子。在前导区和大亚基、大亚基和小亚基之间各有一个天冬氨酸，这是procaspase的被剪切位点。Procaspse的拼接分三步：首先在大亚基和小亚基之间切开；第二步：在前导区和大亚基之间切开；第三步：大亚基和小亚基形成有活性的Caspase。
  


  
    目前已发现Caspase家族成员至少有14种，根据其N-末端长短可分为两个亚群：长N-末端亚群（Caspases-1、-2、-4、-5、-8、-9、-10、-14）和短N-末端亚群（Caspase-3、-6、-7、-11、-13）。其中Caspase-3、Caspase-8及Caspase-9是位于凋亡通路上的三个关键因素。
  


  
    2.P53基因家族
  


  
    在细胞凋亡过程中，P53蛋白起着至关重要的作用。P53基因有野生型和突变型两种，这两种P53基因都参与细胞凋亡的调节，现已证明野生型P53（WP53）基因促进细胞的凋亡，而突变型P53基因则抑制细胞的凋亡。
  


  
    3.Bcl-2基因家族
  


  
    Bcl-2基因是1984年Tsujimoto等从人类B细胞滤泡状淋巴瘤中分离出的一种癌基因，为该肿瘤14号染色体和18号染色体移位所致。Bcl-2家族除Bcl-2外，还有Bax、Bcl-x、Bcl-xl、Bcl-XS、Bcl-w、Bad、Bak、Bid、Bik等。Bcl-2家族通常以二聚体的形式发挥作用。其中Bcl-2、Bax和Bclxl具有抑制细胞凋亡的功能；Bal-XS、Bad、Bak、Bik和Bid具有促进细胞凋亡的作用。Bcl-2家族蛋白定位于细胞内膜，尤其是线粒体膜，在调节通过线粒体而使细胞凋亡的过程中起着至关重要的作用。
  


  
    4.Fas/FasL基因
  


  
    Fas基因定位于第10号染色体q23区，Fas又叫死亡受体，是肿瘤坏死因子受体家族成员。Fas与APO-1是细胞表面的同一蛋白分子，又称CD95。Fas/FasL是介导细胞凋亡的一对膜蛋白，研究发现FasL和Fas的结合，能引起细胞凋亡，有效地抑制肿瘤。淋巴细胞、损伤的DNA均能产生FasL，从而有效地杀死不正常的细胞。
  


  
    5.c-myc基因
  


  
    c-myc原癌基因位于第8号染色体，是一种控制细胞增殖和分化、调控细胞周期的主要基因。它具有诱导增殖和凋亡的双重作用。当某些抑癌因素存在或生长因子（如IGF-1，IL-2等）缺乏，抗癌基因、TNF等存在时，c-myc蛋白可促进细胞凋亡，而当致癌因素存在时，则可促进细胞增殖。如Bcl-2异常表达，c-myc可促进细胞“永生化”，从而加速细胞增殖，甚至引发肿瘤。
  


  
    第三节　生精细胞的凋亡及特征
  


  
    一个世纪以前，人们就认识到在精子发生过程中存在着生精细胞的退化变性（degeneration）。后来的研究结果表明，生精过程中实际产生的精子数量比理论上预测的精子数量减少了约25%～75%，其主要原因是生精细胞的退化变性，Billig和Bartk研究证实这种退变就是凋亡。
  


  
    生精细胞在精子发生过程中，其核染色质发生了明显的改变，组蛋白（histone）被精核蛋白（protamine）所代替。正常的精子细胞染色质高度浓缩，对热、酸等变性剂抵抗力增强，DNA链断裂的可能性减小。而携带异常染色质的生殖细胞，在精子异常发生过程中，由于组蛋白（尤其是H1组蛋白）的降解，使DNA的稳定性下降，容易被核酸内切酶降解，对热、酸等变性剂高度敏感。这种细胞虽然有完整的细胞膜、线粒体膜，甚至具有运动能力，但却丧失了受精能力。在受到毒物或变性剂的作用后，这种细胞数目增多。
  


  
    生精细胞凋亡最主要的特征是内源性的Ca2+-Mg2+依赖的核酸内切酶活性增强，在核小体间连接区特异性地剪切DNA，使DNA降解成核小体DNA长度（180～200bp）的整数倍，也即一系列大小相差180～200bp的DNA片段。若将凋亡的生精细胞DNA进行琼脂糖电泳，将显示出规则的DNA阶梯状条带（DNA ladder）。在生精细胞坏死过程中，由于DNA是随机断裂因而呈不规则降解，琼脂糖电泳中呈现弥散带型。DNA阶梯状条带是凋亡的早期特征，先于广泛核固缩以及凋亡小体的出现。
  


  
    第四节　生精细胞凋亡分子机制及调控
  


  
    一、精子的发生与调节
  


  
    （一）精子的发生与代谢活动
  


  
    1.精子的发生
  


  
    由精原干细胞经过一系列发育阶段发展成为精子的过程称为精子发生。此过程可分为三个阶段：①精原细胞经过数次有丝分裂，增殖分化为初级精母细胞；②初级精母细胞经过两次成熟分裂（中间经历短暂的次级精母细胞阶段）变为精子细胞，在此阶段中染色体数目减少一半，故又称减数分裂；③精子细胞不再分裂，而是经过一个变形过程由圆形的精子细胞发育为蝌蚪状的精子，此过程又称为精子形成（spermiogenesis）。具体请参见本书第二章。
  


  
    2.精子发生过程中的代谢活动
  


  
    除了形态学上的巨大变化以外，各级生精细胞合成蛋白质的程度也不尽相同：初级精母细胞＞精原细胞＞次级精母细胞＞早期精子细胞，晚期精子细胞几乎无蛋白质合成。睾丸内血流缓慢，内环境较缺氧，糖的有氧代谢受限，尤其是近腔面的生精细胞，以糖酵解代谢占优势。
  


  
    （二）精子发生的调节
  


  
    精子发生过程除受到基因调控之外，也受到内分泌因素和局部因素的调节。以下仅简要综合介绍，具体请参见本书相关章节。
  


  
    1.精子发生的基因调控
  


  
    生殖系统的特异基因可以在支持细胞、间质细胞以及生精细胞中表达。包括调节精原干细胞的增殖和更新的C-Kit/SCF基因、调节生精细胞周期的周期蛋白（cyclin）基因、减数分裂基因也称卵巢睾丸转录基因（overy testis transcribed gene，Ott gene）和参与精子形成的硒蛋白基因（MCS）等等。
  


  
    2.精子发生的内分泌调控
  


  
    已知下丘脑分泌的促性腺激素释放激素（GnRH）和催乳素释放激素（PRH）作用于垂体前叶细胞，使后者分泌卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）和催乳素（PRL）。LH作用于睾丸间质细胞膜上的LH受体，使间质细胞睾酮合成增加。尽管PRL单独使用不能使间质细胞合成睾酮增加，但是PRL能够增强LH的作用，促使间质细胞的睾酮合成增加。睾酮在生精小管内可与雄激素结合蛋白（ABP）结合形成复合物，由此复合物对精子发生起调节作用。此外，FSH通过支持细胞的介导对精子发生起调节作用。
  


  
    3.精子发生的局部调节
  


  
    研究表明，多种生长因子诸如表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）、转化生长因子（transforming growth factor，TGF）、胰岛素样生长因子（insulin-like growth factors，IGF）、成纤维细胞生长因子（fibroblast growth factor，FGF）以及生长素、活化素和抑制素等，对精子发生有直接或间接的调节作用。
  


  
    二、生精细胞凋亡的分子机制
  


  
    （一）Fas/Apo-1系统
  


  
    Fas/Apo-1基因是近年来在哺乳动物多种组织中发现的一种编码凋亡信号受体基因。其编码的跨膜受体蛋白属于肿瘤坏死因子、神经生长因子受体家族，成员间保守的同源性局限在细胞外半胱氨酸丰富的区域，但受体和细胞内死亡域（death domain）有同源性。多组织杂交显示，睾丸组织中配基的表达量最高，只是长度比其他组织短些。抗原在用抗体处理或与自然存在的配基相互作用后，可诱发自身三聚化或寡聚化，从而活化并传导凋亡信号，引起Fas所在的靶细胞在数小时内死亡。
  


  
    此外，用免疫组化方法定位大鼠睾丸内生精细胞表达Fas，而支持细胞表达FasL。这两种基因的表达在2，5己二酮（2，5hexanedione，支持细胞毒性剂，已知可诱导生精细胞凋亡）作用下明显增强。用反义寡核苷酸处理破坏支持细胞的FasL后，大鼠生精细胞凋亡减少。上述研究结果提示Fas系统是调节睾丸生殖细胞凋亡的关键因素之一。此外，由于在睾丸内Fas系统涉及维持睾丸的免疫赦免（immune privilege）状况，因此，有关Fas与淋巴细胞凋亡的关系值得进一步研究。
  


  
    （二）bcl2和Mcl1
  


  
    bcl2最初是从B细胞淋巴瘤的t（14，18）染色体断裂点（chromasomal breakpoint）发现的，有人提出该基因作为一个癌基因（oncogene）能够防止肿瘤细胞的死亡。bcl2缺失的转基因小鼠（transgenic bcl2-deficient mouse）可完成胚胎发育，但体重明显减轻而且出生后早期死亡率增高。bcl2编码一个相对分子质量约26 000的蛋白质，此蛋白质含有一个跨膜区域（transmembrane domain），此跨膜区域见于线粒体膜、内质网、核膜甚至有丝分裂的染色体上。用bcl2转染（transfection）细胞可防止不同刺激诱导的该细胞凋亡，这些刺激包括射线、多种化学治疗药物、蛋白激酶抑制剂、拓扑异构酶Ⅱ抑制剂和糖皮质激素等。但是，bcl2对CTL诱导的细胞死亡没有作用。Mcl1是bcl2蛋白家族的一员，编码相对分子质量大约37 000的蛋白质，与bcl2有明显的同源性，是凋亡的抑制因子，在许多长寿细胞表达。Krajewski等对正常人睾丸bcl2和Mcl1表达的观察表明，bcl2和Mcl1在最易发生凋亡的精原细胞、精母细胞中极少表达。此外，尽管Mcl-1与bcl2有明显的同源性，但它们在组织中的表达情况却有所不同：在bcl2高表达的组织中，Mcl1表达弱或不表达；在bcl2低表达的组织中，Mcl1呈高表达。睾丸间质细胞同时有Mcl1、bcl2中等程度表达。研究还发现，Smyc基因可促进生精细胞凋亡。
  


  
    （三）bax基因等凋亡抑制基因
  


  
    对脊椎动物的研究表明，存在几种凋亡抑制基因。bcl2、bclX、bax与ced9形成bcl2家族（bcl2family）。bclX能编码两种不同长度的蛋白质。长的形式称bclXL，与bcl2一样能抑制凋亡。短的形式称bclXS，其作用则与bcl2相反。bclXS和bax并非自杀基因，因为当过量表达时并不能诱导细胞死亡，而是促使被剥夺生存信号的细胞对死亡更加敏感。
  


  
    bax是bcl2的“对立”基因，一般认为其具有促进细胞凋亡的作用。Knudson等发现bax基因缺失的小鼠胸腺细胞和B淋巴细胞增生。但是，与此同时，这些小鼠睾丸萎缩，大量生殖细胞停留在不典型的减数分裂前期，但未见成熟的单倍体精子。此外，还见到多核巨细胞和发育的异常细胞伴有生精细胞严重凋亡，并造成小鼠不育。因此，Knudson等认为，bax基因缺失既可导致细胞增生又可导致细胞发育障碍，主要取决于细胞的类型。
  


  
    （四）P53基因与cAMP反应元素调节子
  


  
    野生型P53基因对DNA修复起重要作用，又称“基因组卫士”（genome guide）。它能使细胞在DNA复制过程中“暂停”以修复损伤基因。研究发现，携带有P53启动基因与氯霉素乙酰转移酶（CAT）转基因杂交小鼠睾丸表达明显的CAT酶活性。同时其内源性P53mRNA及蛋白质低于非转基因的对照组小鼠。这些转基因小鼠睾丸出现多核巨细胞，并使得四倍体的初级精母细胞不能完成减数分裂。这种多核巨细胞也见于纯合子P53基因缺失小鼠。鉴于P53在DNA修复中的作用，估计P53在精子发生的粗线期特异性表达，以便有充分的时间供DNA重组与修复。P53表达减低的初级精母细胞可能会损害DNA修复，导致基因有缺陷的多核巨细胞形成以及生精细胞凋亡。
  


  
    cAMP反应元素调节子（cyclic AMP-responsive element modulator，CREM）是一种转录激活因子，在精子细胞中高表达，对使生精细胞转变为精子的基因激活有重要作用。CREM基因突变的小鼠由于精子形成过程受阻，晚期精子细胞和精子缺如，发生凋亡的生精细胞的数量明显增加。
  


  
    （五）生长因子
  


  
    转化生长因子包括转化生长因子α（transforming growth factorα，TGFα）、转化生长因子β（TGFβ）和抑制素相关肽。TGFα与表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）同源，两者都与EGF受体结合，体外具有相似的生物学功能。EGF受体在发育期睾丸中表达。睾丸支持细胞、间质细胞中存在EGF受体，而精母细胞则没有。EGF能增加睾丸中鸟氨酸脱羧酶的活性。在发育期大鼠睾丸中，该酶活性高峰出现先于精原细胞及前细线期精母细胞的DNA合成高峰。TGFβ超家族在细胞生长、分化和组织形成过程中起重要作用。在大鼠睾丸中，TGFβ1在精母细胞和早期精子细胞表达，TGFβ2在晚期精子细胞高表达，TGFβ3则从青春期开始在支持细胞明显表达。睾丸组织中TGF超家族有抗苗勒管激素（anti-Müllerian duct hormone，AMH）和抑制素（inhibin）。AMH是新生的睾丸组织产生的一个有二硫键相连的同源二聚体糖蛋白，其作用是抑制苗勒管的形成。体内、体外实验证实，精子的减少与抑制素的下降有关。在成熟的睾丸组织中抑制素、TGFβ与生精细胞谱系的形成有关。骨形态发生蛋白8B（bone morphogenetic protein 8B，BMP8B）属于TGFβ超家族，鼠类BMP8B的同源体Bmp8B在睾丸生精细胞表达。Bmp8B基因突变的雄鼠，青春早期表现为生精细胞发生障碍或分化延迟，成年鼠则表现为精母细胞凋亡增加、生精细胞减少和不育。
  


  
    三、生精细胞凋亡的调节
  


  
    （一）生殖激素与生精细胞凋亡
  


  
    生殖激素对正常生理状态下生精细胞的凋亡起关键调控作用。给8～70d不同年龄组大鼠注射长效GnRH拮抗剂（azaline-B）以抑制大鼠体内FSH和LH水平，结果发现16～32d龄大鼠睾丸中细胞凋亡的DNA片段量增加1.8～2.0倍，而8d龄和70d龄大鼠睾丸中的DNA片段量几乎未受影响，反映出凋亡与年龄有关。注射azaline-B后，精原细胞、精母细胞和精子细胞均存在凋亡，但支持细胞和间质细胞未见到凋亡发生。进一步研究发现，正常大鼠睾丸中A2、A3、A4精原细胞存在凋亡。凋亡的形态学特征为：在早期，细胞核染色质向核膜边移；至中期，被吞噬的凋亡小体部分降解；到晚期，只剩下降解的凋亡小体碎片。正常大鼠生理状态下精母细胞的前细线期、合线期、粗线期均可出现凋亡，见于生精上皮的Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ～Ⅸ、Ⅻ和■期。精子细胞凋亡水平较低，主要存在于精子形成的第Ⅳ、Ⅶ、Ⅹ、Ⅺ和■期。给成熟及未成熟大鼠注射FSH抗血清以阻断FSH的作用，发现大鼠生精细胞迅速出现凋亡（1d后），以粗线期精母细胞凋亡最多见。改用LH抗血清阻断LH的作用，发现血睾酮浓度下降，大量粗线期精母细胞凋亡，精子细胞凋亡也增加。
  


  
    观察发现，腺垂体切除3d后，变性的生精细胞总数明显增加，主要发生在20～44d龄粗线期精母细胞以及精子细胞。从而认为在生殖细胞发育的特定阶段，需要适当的激素刺激及支持细胞提供营养。由于腺垂体切除，生殖细胞所需要的营养不足而导致了凋亡。
  


  
    垂体促性腺激素（LH，FSH）的协同作用可影响睾丸内睾酮的水平，以维持精子的发生。这种协同作用在成年大鼠减弱。因为随着生精细胞的发育，支持细胞上的FSH受体迅速减少，使得支持细胞对LH诱导的睾酮分泌更加敏感。睾酮主要通过支持细胞内雄激素受体（AR）而发挥作用。在大鼠生精小管上皮的Ⅶ、Ⅷ期有AR的高表达，Ⅻ期则无AR表达。睾丸内睾酮含量的明显减少可能是启动生精小管上皮细胞凋亡的主要因素。
  


  
    人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，hCG）替代治疗也能减少因腺垂体切除而诱发的凋亡，尽管疗效不如FSH。因为只有间质细胞存在LH/hCG的受体，所以LH、hCG对生精小管细胞的生存维持作用是由睾酮介导的。睾酮也同样能减少腺垂体切除诱发的细胞凋亡。给2～3个月龄大鼠腹腔注射一种间质细胞毒剂（EDS），能选择性杀死间质细胞，抑制血清及睾丸内的睾酮含量。注射EDS 2d后几乎所有生精小管上皮周期各个阶段的细胞都产生凋亡，尤其是Ⅶ期。睾酮替代治疗后，Ⅻ期有丝分裂前期细胞凋亡加剧。
  


  
    激素对核酸内切酶活性的调节，可能与第二信使通路有关。细胞内雄激素受体是一种调节基因活性的转录因子。促性腺激素可能通过蛋白激酶-C（PKC）通路而发挥其生理作用。
  


  
    （二）支持细胞、间质细胞与生精细胞凋亡
  


  
    1.支持细胞与生精细胞凋亡
  


  
    精原细胞和精母细胞的凋亡，除了由于对受损细胞或携带异常染色体细胞的清除外，支持细胞和生精细胞数量平衡的维持也是原因之一。对有限生存因子的争夺等因素调节着凋亡的发生，使机体清除过多的生精细胞，保证支持细胞能支持最适数量的生精细胞。
  


  
    研究发现，支持细胞功能的减退或数量的减少均可导致精子生成减少。支持细胞数与晚期初级精母细胞数和早期精子细胞数之间相关性好，而与精原细胞和早期精母细胞数之间的相关性差。老年人支持细胞数量减少，减数分裂前期的生精细胞凋亡数量增加。
  


  
    过去人们曾经认为支持细胞不会发生凋亡。这主要是因为支持细胞在体内附着在富含层粘连蛋白（laminin）、胶原、基底膜聚糖和巢蛋白（nestin）等的基膜上，能通过细胞外基质得到充分的营养，所以不易发生凋亡。但是，一旦脱离基膜，支持细胞则会出现明显的凋亡。
  


  
    2.间质细胞与生精细胞凋亡
  


  
    给大鼠注射间质细胞毒性剂二甲基磺基乙烷（EDS），3d内就选择性地杀死了所有的间质细胞，使血清和睾丸内睾酮浓度降至可测水平之下。注射EDS 3d后的大鼠睾丸中，生精上皮Ⅱ～Ⅺ期的凋亡生精细胞增多；注射7d后，第Ⅶ期的凋亡细胞最多。实验证明，间质细胞缺乏会导致生精细胞大量凋亡，给予睾酮能有效防止EDS所造成的凋亡。当然，不排除间质细胞分泌的其他因子也影响生精细胞的凋亡。
  


  
    人类睾丸中间质细胞数随年龄增长而减少。间质细胞数减少的老年人，其间质细胞体积增大，胞质增多，表明其合成和分泌睾酮的能力增强。这样，老年人睾丸间质细胞可以通过增加其睾酮分泌来弥补其数量上的减少，以防止生精细胞凋亡增加。
  


  
    （三）微生物感染与细胞凋亡
  


  
    Khelef等发现，将小鼠肺泡巨噬细胞与百日咳杆菌共同培养后可发生细胞凋亡。百日咳杆菌可产生两种毒素，即百日咳毒素（PTX）和腺苷酸环化酶-溶血素（ACHLy）。细胞凋亡的诱导作用依赖于ACHLy的活性，当其进入真核细胞并被钙调蛋白激活后可合成大量cAMP，细胞中cAMP浓度升高以及cAMP依赖的蛋白激酶活力上升将导致细胞凋亡。白喉杆菌产生的白喉菌素（DTX）是一种强蛋白质合成抑制物，能直接阻断蛋白质合成的翻译过程，引起细胞坏死；同时，能诱发细胞核染色体DNA的广泛裂解，并导致细胞凋亡。溶脲脲原体（Ureaplasma urealyticum，Uu）是支原体的一种，共有14个血清型。用血清8 型Uu（T960）接种SD大鼠，可造成睾丸萎缩，支持细胞胞质空泡形成，生精细胞染色质浓集、边移，多核巨细胞大量形成，继而生精细胞严重脱落。上述Uu感染造成生精细胞的形态学变化与睾丸毒性剂己二酮引起生精细胞凋亡是一致的。将Uu与小鼠腹腔巨噬细胞（PECM-Mφ）共孵育，可使PECM-Mφ产生TNFγ的活性明显增加。Uu感染的不育患者精浆中IFNγ水平明显高于对照组。TNFα和IFNγ在细胞凋亡的过程中有诱导、促进作用，提示Uu感染与生精细胞凋亡有关。但其作用机制有待进一步阐明。
  


  
    （四）棉酚与生精细胞凋亡
  


  
    已经证实乙酸棉酚（gossypol acetic acid）是抑制哺乳类生精细胞增殖的有效药物。使用棉酚导致雄性生殖细胞出现下列异常：①精子的活力下降；②精子的头部畸形；③生精细胞的DNA断裂；④生精细胞的染色体化学成分改变。上述变化的结果最终导致生精细胞死亡。
  


  
    Teng将乙酸棉酚与大鼠精母细胞体外共孵育5h后，精母细胞DNA琼脂糖电泳呈现阶梯状条带。用于诱导精母细胞凋亡的棉酚浓度为100～200mol/L。进一步研究发现，在此浓度范围内，棉酚还有效地抑制精母细胞内蛋白激酶C（PKC）的活性。这种抑制作用通过测定精母细胞胞质可溶性组分和颗粒组分中所含的PKC而得到证实。而且，棉酚对PKC活性的抑制作用可被PDBu（phorbol-12，13-dibutyrate，PKC的激动剂）所抑制。PDBu还进一步抑制棉酚诱导的DNA链断裂。上述结果提示，棉酚诱导的精母细胞凋亡与PKC活性降低有关，而维持精母细胞中PKC的基本活性对于防止其凋亡非常关键。
  


  
    （五）年龄以及其他引起生精细胞凋亡的因素
  


  
    Johnson研究比较了15名青壮年（平均年龄33岁）和15名老年（平均年龄65岁）男性的睾丸，发现尽管两组受试者睾丸重量有明显差别［分别为（49±3）g和（33±3）g，P＜0.01］，但两组每克睾丸实质内Ad、Ap和B精原细胞的数量是相似的（P＞0.05）。研究还发现，老年组每克睾丸实质每日精子产生量较青壮年组低。年龄相关的生精细胞退行性变化（凋亡）主要发生在早期（细线期）到晚期（粗线期）初级精母细胞。研究发现，隐睾症患者间质细胞和生精细胞都受到影响，但发生凋亡的为精原细胞。使用hCG治疗可使隐睾症患者精原细胞凋亡减少。此外，睾丸扭转的患者对侧睾丸生精细胞凋亡增加。Hadziselimovic观察了17例睾丸扭转的患者，年龄14～34岁。为缓解单侧睾丸扭转而手术，并进行双侧睾丸活检。扭转距手术时间为0.5～11h。睾丸扭转的对侧睾丸细胞凋亡增加，尤其是早期精母细胞及晚期精子细胞。精原细胞、管周组织细胞（成纤维细胞和肌样细胞）及毛细血管内皮细胞很少发生凋亡。扭转对侧睾丸细胞凋亡程度及扭转侧睾丸细胞的坏死程度均与扭转时间有关。扭转睾丸可引起对侧睾丸功能下降。一般认为这种变化的意义是：细胞凋亡及激活凋亡的细胞因子可清除那些明显处于危险状态的细胞。
  


  
    第五节　生精细胞凋亡与不育
  


  
    生精细胞凋亡过度可能是导致男性不育的重要原因之一。在自然状态和正常生精过程中，环境因素如激素、温度、化学药物和放射线及肿瘤均可诱导生殖细胞凋亡。
  


  
    生精细胞凋亡的现象在生育及不育的男性均可见到，但发生细胞凋亡的比例有所不同，过度凋亡与疾病有直接关系。如正常生育男性精液中的细胞凋亡比例仅为0.1%，而不育男子精液中细胞凋亡比例明显增多，精索静脉曲张和感染者为1%、隐睾者为20%、精子成熟障碍者为25%、精原细胞瘤患者为50%，细胞凋亡率增加，睾丸受损程度随之加重。研究显示，正常生精过程中自发性或受到各种外来因素影响而诱发生精细胞减少（精子减少）大多与凋亡有关。
  


  
    第六节　生精细胞及精子凋亡的检测
  


  
    一、生精细胞凋亡的检测
  


  
    精液中的细胞，传统认为是“白细胞”，实际上大部分是生精细胞，因未进行染色分类，容易造成误诊。随着细胞凋亡学说的确立与发展，精液中生精细胞检查和生精细胞凋亡的观察，目前已成为精液分析的一项重要指标。
  


  
    瑞-吉染色、DNA缺口原位末端标记技术（TUNEL）染色（详见四十一章）和流式细胞术（详见四十二章）是检测生精细胞凋亡常用的方法。
  


  
    二、精子凋亡的检测
  


  
    精子凋亡与体细胞凋亡一样，在形态上主要是核固缩，胞质膜起泡，膜内的磷脂酰丝氨酸外翻，细胞器缩聚，凋亡小体形成；在组织学上表现为单个细胞的缺失，周围没有炎症反应；生物化学方面主要表现为线粒体膜电位的改变，活化Ca+依赖的核酸内切酶，使染色质DNA降解成单或寡核苷酸小体。
  


  
    常用的精子凋亡检测技术有：
  


  
    1.Annexin V-FITC/PI检测
  


  
    凋亡早期位于细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸（Ps）可从细胞膜的内侧翻转到细胞膜的表面。膜Ps外翻被认为是细胞早期凋亡最明显的标志，大多数学者根据此特征对细胞早期凋亡进行研究。AnnexinV（AN）是一种磷脂结合蛋白，能与Ps高亲和力结合。将AnnexinV进行荧光素（FITC）标记，结合流式细胞仪或荧光显微镜可检测细胞凋亡的发生。碘化丙啶（PI）是一种核酸染料，它不能透过完整的细胞膜，但在凋亡中、晚期的细胞和死亡细胞，PI能透过胞膜而使细胞核红染。因此将AnnexinV与PI匹配使用，就可以区分正常细胞（AN—PI一）、早期凋亡细胞（AN+PI一）、晚期凋亡（AN+ PI+）和死亡细胞（AN—PI+）。
  


  
    2.线粒体膜电位检测
  


  
    精子线粒体是精子获能后提供能量的重要细胞器，由于线粒体膜上各种生物泵的作用，使膜内外维持着不同梯度的离子浓度，同样也使线粒体产生膜电位。凋亡时由于膜磷脂双分子层的不对称性被破坏，导致细胞线粒体膜电位的丧失，因此对线粒体膜功能的评估很可能成为观察早期细胞凋亡的有力工具。
  


  
    3.单细胞凝胶电泳法
  


  
    又称彗星法（comet assay）。其原理是：精子细胞DNA的断裂造成超螺旋结构变得松散，同时暴露了负电荷。损伤DNA片段在电场力作用下从核内迁出，向阳极迁移，从而形成“彗星”样脱尾，然后在荧光显微镜下进行分析。根据细胞荧光图像是否像彗星样细胞，计数一定量细胞中彗星细胞所占的比例，估计DNA的损伤程度；还可以在显微镜下或在照片上测出彗星细胞的一些长度数值，如尾长和彗星细胞总长、尾长与头部直径比值等，在低损伤剂量范围内其与损伤呈线性关系。SCGE的主要参数有：彗星样细胞发生率、尾部总荧光强度、尾长和尾矩。
  


  
    4.原位标记法
  


  
    原位标记法是将掺入到凋亡细胞中的外源性核苷酸在酶的催化下与凋亡细胞中的单股或双股链相结合，其结果可用流式细胞仪、荧光显微镜或光学显微镜检测。原位标记的方法有两种：原位缺口平移法（ISNT）和TUNEL。ISNT由DNA聚合酶Ⅰ催化反应，常用的标记物为生物素或地高辛；TUNEL由末端转移酶催化反应，常用的标记物为异硫氰荧光素（FITC）。两者的不同在于：DNA聚合酶Ⅰ的催化作用必须有模版链和引物存在，所以ISNT不能标记平头末端的缺口。
  


  
    5.精子染色质结构分析（sperm chromatin structure assay，SCSA）
  


  
    精子核由精核蛋白和DNA组成。精子进入附睾后，精核蛋白中大量的巯基（SH）不断氧化成二硫键（S—S），与DNA紧密结合使其更具抗酸能力，维持双链结构的稳定。而那些受到损伤或未成熟精子的精核蛋白的SH未被氧化，形成松散结构的染色质，其DNA在酸的作用下变性成单链。吖啶橙（AO）可与双链DNA结合呈单体形式发出绿色荧光，与单链DNA结合呈聚合物形式发出红色或黄色荧光。通过配有专用软件的流式细胞仪可进行数据处理得出SCSA参数，主要包括COMPort（cells outside the mainpopulation）、SDott、HIGRE（high green stain ability）。SCSA检测是由Evenson等建立的，他们对SCSA参数用于男性生育力的评估和预测临床不孕进行了大量研究，得出评估生育潜能的阈值；COMPm为0～15%时具有高生育潜能；16%～29%具有中等生育潜能；≥30%具有低生育潜能；80%～90%无生育能力。Virro等研究了SCSA参数与IVF和ICSI后受精率、胚泡发育、妊娠的关系，认为DNA碎片指数可作为预测IVF、ICSI结果的一个有力指标。检测方法见三十七章。
  


  （徐晨　武婷婷）
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    第十一章　精子与内分泌激素
  


  
    睾丸是由内分泌细胞和生精细胞组成的双重器官。内分泌细胞，包括间质细胞（Leydig cell）和支持细胞（Sertoli cell），分泌雄激素和各种促进生精的活性因子；生精细胞，包括精子细胞及其前体细胞，经过复杂而有序的增殖、分裂、分化过程，最终形成精子。这两种成分无论是在结构上还是在功能上都有密切而复杂的联系。精子发生主要受生殖内分泌激素的调控，生殖内分泌激素对精子的产生、分化、成熟，甚至精子的释放（排出）都有重要意义。
  


  
    第一节　下丘脑-垂体-睾丸轴
  


  
    睾丸精子的产生主要受生殖内分泌激素的调控，在生理情况下，下丘脑、垂体及睾丸的内分泌激素形成完整的反馈调控系统，促进和调控精子的发生、成熟，这就是所谓的下丘脑-垂体-睾丸轴。该系统任何平面（部位）发生异常，都将影响精子的产生。
  


  
    下丘脑位于脑底部丘脑之下，为神经内分泌调控系统，在神经递质及来自丘脑或丘脑以外神经元轴索的影响下，产生和分泌促性腺激素释放激素（gonadotropin-releasing hormone，GnRH），包括卵泡刺激素释放激素（FSH releasing hormone，FSHRH）和黄体生成素释放激素（LH releasing hormone，LHRH）。下丘脑产生的GnRH呈脉冲式分泌，大约每小时有一个脉冲，经垂体的门脉系统到达垂体，作用于腺垂体的促性腺激素细胞，分泌卵泡刺激素（follicle-stimulating hormone，FSH）和黄体生成素（luteinizing hormone，LH），二者通过其在睾丸内的特异性受体将激素信息传递至细胞内，促进细胞的活动。FSH和LH也是脉冲式分泌的。
  


  
    一般认为，LH主要作用于Leydig细胞，与细胞膜受体结合后，引起并维持Leydig细胞产生睾酮（Testosterone，T）。FSH主要作用于睾丸生精小管生精上皮中的Sertoli细胞，使后者产生雄激素结合蛋白（androgen-binding protein，ABP）和抑制素（inhibin）。FSH的部分作用也有可能是通过刺激Sertoli细胞中雄激素受体间接实现的。ABP与睾酮有很强的结合力，两者结合后被转运到生精小管生精上皮及管腔中，在局部产生生精细胞分化成熟所必需的高浓度睾酮环境。
  


  
    促性腺激素间相互作用促进精子发生。睾酮与LH间存在负反馈调节，同样抑制素与FSH间也存在负反馈调节，即睾酮浓度增高则LH减少；Sertoli细胞受损，则FSH水平增高。另外，LH还可引起Leydig细胞内的芳香化作用，使睾酮经芳香化转化为雌二醇（estradiol）。FSH也可使Sertoli细胞中的睾酮经芳香化酶的作用而转变为雌二醇。雌激素可能对睾酮的分泌有反馈调节作用，使睾酮分泌控制在一定水平。直接注射睾酮并不能反馈性控制FSH的分泌，反馈性控制FSH主要是靠睾丸分泌的抑制素，抑制素可使垂体失去对下丘脑分泌的GnRH的反应性，从而反馈性地抑制垂体FSH的分泌。Leydig细胞上还含有FSH受体，因此FSH也可作用于Leydig细胞，FSH能增加Leydig细胞上LH受体的数量从而增强LH引起的睾酮分泌功能，而LH则减少Leydig细胞膜上其自身受体的数量（下调作用）。由此可见，下丘脑、垂体及睾丸激素间相互联系，相互制约，相互控制，共同促进精子的正常发生。
  


  
    第二节　FSH、LH、T对精子发生的影响
  


  
    腺垂体分泌的FSH与Sertoli细胞的FSH受体结合后，通过cAMP系统产生ABP，ABP是一种含有少量唾液酸的糖蛋白。ABP分泌水平的高低常作为衡量Sertoli细胞功能的指标。ABP具有很强的与雄激素结合的能力。Leydig细胞产生的睾酮一部分被选择性输送到睾丸的生精小管，与ABP结合，形成ABP-T复合物，使生精小管内出现高浓度睾酮环境。该复合物与生精细胞接触后，雄激素与ABP分离，并进入生精细胞，先后与胞质内受体及核受体结合，启动细胞代谢过程，促使生精细胞分化、发育、成熟。生精小管中，高浓度的雄激素环境对维持精子发生非常重要。精子发生只有在生精上皮及Sertoli细胞都处于高浓度睾酮环境中才能正常进行。最新研究表明，高浓度睾酮对精子发生的最后阶段是至关重要的。ABP对精子发生的重要作用还表现在Sertoli细胞突起中已经变长的晚期精子细胞周围存在大量的免疫反应ABP。FSH在Sertoli细胞“紧密连接”的形成过程中起重要作用，相邻Sertoli细胞胞膜间形成的紧密连接是血-睾屏障的重要组成部分，它将生精上皮分隔为包绕精原细胞及细线前期精母细胞的基底室及近腔面包绕各阶段生精细胞的管腔室，为精子形成、发育提供良好的微环境。FSH还可上调Leydig细胞膜上LH受体的数量，从而增强LH促进Leydig细胞分泌睾酮的功能。
  


  
    腺垂体分泌LH，与Leydig细胞膜上LH受体结合，激活腺苷酸环化酶，使三磷酸腺苷（ATP）转变为cAMP，后经磷酸化生成磷酸化蛋白，帮助胆固醇进入线粒体，促进睾酮的生物合成。睾酮生成后：①进入血循环，大部分与性激素结合球蛋白（sex hormone-binding globulin，SHBG）或其他血浆蛋白结合，只有少量（2%）为游离睾酮，由血循环运至靶细胞，维持性征、性欲、支持前列腺及精囊功能，促进发育等；②被动扩散入生精上皮，与ABP结合，促进精子发生（见上述）；③直接与睾酮受体（如Sertoli细胞膜上的睾酮受体）结合；④在睾丸Sertoli细胞或肝脏经芳香化而形成雌二醇，与Leydig细胞膜上受体结合抑制睾酮产生；⑤形成负反馈，进入血循环抑制下丘脑及垂体生殖激素的产生。
  


  
    然而，内分泌激素对精子发生的调控仍不是很清楚，睾酮只对精子发生过程的某些阶段起作用，而对另一些阶段则不起作用。在促性腺激素不足的患者中，仅有睾酮并不能维持正常精子发生，并且外源性睾酮不能使睾丸内达到生精所需的高睾酮浓度，只有促进Leydig细胞自身产生足够的内源性睾酮，才能达到这一浓度。大剂量服用睾酮可抑制LH，使内源性睾酮降低而抑制精子发生。有证据认为，FSH只对精子发生的启动起作用。在切除垂体的动物，精子发生的再启动需要FSH和LH，而一旦启动，LH可以维持精子发生。在服用睾酮药物引起的实验性促性腺激素不足的无精子症患者中，只用hCG或LH取代LH活性，或单独用FSH药物取代FSH活性都可使精子数量增加，但难以达到正常水平。因此，正常精子数的产生需要正常水平的FSH和LH共同调控。
  


  
    第三节　精子发生的睾丸局部调节
  


  
    研究表明，睾丸各细胞间存在着复杂的旁分泌调节机制，许多细胞还有自分泌调节功能，睾丸生精上皮中的生精细胞是在许多旁分泌因子及自分泌因子形成的局部激素环境（local hormonal milieu）中进行增殖、分裂及分化的。
  


  
    一、Sertoli细胞
  


  
    Leydig细胞分泌的睾酮是启动和维持精子发生的最重要的激素，但是睾酮和FSH两种激素的受体均位于Sertoli细胞而不在各级生精细胞，因此，Sertoli细胞不仅是精子发生的神经内分泌调节中介，也是精子发生的局部调节核心。Sertoli细胞位于睾丸生精小管内皮，参与构成血-睾屏障。作为与生精细胞接触的唯一体细胞，每个Sertoli细胞在其基部平均与47个不同阶段的生精细胞和5个其他Sertoli细胞相接触。相邻Sertoli细胞侧面近基部的胞膜形成紧密连接，将生精上皮分为基底室和近腔室。生精细胞穿越生精上皮由基底室向腔内的运动同Sertoli细胞-Sertoli细胞、Sertoli细胞-生精细胞间的紧密连接、黏附连接和桥粒样连接的结构重建有广泛的联系，为不同阶段生精细胞接受相应调控创造了有利的“空间条件”，对精子发生的调控具有重要作用。
  


  
    各级生精细胞位于Sertoli细胞间的腔隙中，从基底膜向腔面依次为精原细胞、精母细胞、精子细胞和精子，Sertoli细胞分别将各种营养成分运输给生精细胞。生精细胞成熟过程中的能源—乳酸盐、丙酮酸盐是Sertoli细胞在FSH作用下生成并供给的，初级精母细胞减数分裂期和精子细胞ATP的生成量，也依赖于支持细胞的乳酸盐总生成量。还有铜蓝蛋白、维生素结合蛋白、硫酸糖蛋白1和硫酸糖蛋白2、谷氨酰转移酶等，将生精过程中需要的脂类、各种维生素和金属元素等通过支持细胞之间的紧密连接输送到生精细胞，为精子的正常发育提供了必要的物质基础。
  


  
    Sertoli细胞可分泌多种物质，参与生精过程的调控：①ABP：与雄激素结合，保持了生精小管内雄激素的高水平，造成有利于生精细胞分化成熟的内环境，促进精子发生；②转铁蛋白：转铁蛋白结合铁离子，将铁转给生精细胞，维持其细胞色素活动和呼吸功能；③抑制素：抑制素除与FSH形成负反馈抑制外，还可减少鼠睾丸精原细胞的数量；④胰岛素样生长因子1（insulin-like growth factor 1，IGF-1）：其受体存在于人睾丸Leydig细胞、Sertoli细胞及生精细胞，通过旁分泌机制作用于有丝分裂的精子细胞，调节DNA合成，能增加鼠、猪支持细胞转铁蛋白的生成以及睾丸间质细胞hCG引导下的睾酮合成；⑤转化生长因子：其受体位于管周细胞（peritubular cell），可促进生精上皮的形成。另外，Sertoli细胞产生的内皮素、刺激素、白细胞介素、苗勒管抑制物等均通过旁分泌方式调节生精过程。
  


  
    二、管周细胞
  


  
    管周细胞是分布在生精上皮基膜外，围绕生精小管呈环形排列的一类肌成纤维细胞。除了可以促进睾丸液和睾丸精子输往睾丸网外，它也是一种分泌细胞，能合成多种生物活性物质，旁分泌调节Leydig细胞、Sertoli细胞的功能，同时，管周细胞也受这两种细胞的调控，三者相互协调促进精子发生和睾丸雄激素合成。
  


  
    Leydig细胞产生的雄激素可以影响管周细胞中肌样细胞旁分泌因子（PModS）的合成，而PModS可以调节支持细胞的功能和营养供给，从而间接地影响生精细胞的发育。巨噬细胞移动抑制因子（macrophage migration inhibitory factor，MIF）在睾丸中由Leydig细胞分泌直接进入细胞间液，作用于Sertoli细胞和管周细胞，MIF具有信号转导特性，介导了Leydig细胞与管周细胞之间的细胞通讯。管周细胞合成的IGF-1、EGF样物质、TGFα和TGFβ可以作为旁分泌因子调节Leydig细胞增殖及雄激素合成。管周细胞能分泌一种非有丝分裂原性旁分泌因子PModS来影响Sertoli细胞的功能，在体外尚可引起转铁蛋白和ABP的合成，PModS已被分离和纯化，在体外培养中显示比其他调节因子（如FSH）对Sertoli细胞具有更强的效应。管周细胞的非特异性转运与生精功能有密切的关系，而体外实验也表明管周细胞的缺失可导致生精障碍。管周细胞内AR持续表达，且表达稳定，不像Sertoli细胞的AR表达呈生精阶段依赖性，提示他们参与雄激素对精子发生的调控，而且管周细胞可能一直参与维持精子的发生。
  


  
    精子发生是一个复杂的过程，是生精细胞在不同的内分泌激素和旁分泌因子作用下，不同基因以特定的时空程序精确有序地表达和相互作用的结果，并受神经内分泌和局部调节。内分泌激素对精子发生、成熟的作用是多途径、多层次、多功能的，许多机制还不清楚，但精子的产生是在内分泌激素多重作用下进行的。以上内容有助于对这一问题的了解。
  


  （臧光辉，王友宝）
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    第十二章　精子发生与遗传
  


  
    第一节　人类基因的基本概念
  


  
    一、基因的概念及性质
  


  
    基因的概念是随着遗传学、分子生物学、生物化学等学科的发展而不断完善的。基因是生物的遗传物质，是遗传的基本单位，他携带着特定的遗传信息，这种特定的遗传信息由特定的核酸排列顺序所决定，在特定的条件下能表达成特定的性状和生理功能。基因也可以发生突变。
  


  
    基因具有三个基本特性：①稳定性：每个基因都是核苷酸链上的一个特定区段，其在DNA上的数量和碱基顺序上是稳定的，基因的DNA通过半保留复制准确稳定地传给子细胞；②特异性：基因通过转录和翻译决定多肽链的氨基酸顺序，从而决定某种酶和蛋白质的性质，最终表达为某一性状，不同的结构基因决定了不同的酶和蛋白质分子，细胞中不同的基因表达导致了细胞分化，决定了细胞的结构特点和功能；③可变异性：基因虽然很稳定，但在一定的自然条件下，基因的个别碱基可能被另一种碱基替换，也可能由于一两个单核苷酸的增减而改变整个碱基顺序，从而导致基因功能改变，这些基因分子内的变化总称为基因突变。
  


  
    二、基因的结构
  


  
    （一）基因的化学组成
  


  
    基因按其功能可以分为结构基因和调节基因两类，前者决定某种多肽链（蛋白质）或酶分子结构，后者指某些可调节控制结构基因表达的基因。此外，还有一些只转录不翻译的基因，如microRNA、piRNA、rRNA和tRNA基因等。
  


  
    人类的基因主要存在于细胞核内的染色体上，少数存在于细胞质中线粒体的DNA上。细胞核内基因的DNA由编码顺序和非编码顺序两部分构成，编码顺序是不连续的，被非编码顺序隔开。包括人类在内的真核生物基因大小差别很大，平均长度为1～1.5kb，最大的DNA基因全长可达2300kb。
  


  
    核酸的基本单位是核苷酸，每个核苷酸由1个磷酸、1个五碳糖和1个碱基三部分组成，核酸包括两类：一类是脱氧核糖核酸（DNA），另一类是核糖核酸（RNA）。DNA中的碱基包含四种：即胞嘧啶（C）、胸腺嘧啶（T）、腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）；而RNA中的四种碱基中T被U代替，即RNA包含的四种碱基为胞嘧啶（C）、尿嘧啶（U）、腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）。
  


  
    DNA分子是由四种脱氧核苷酸经3′→5′磷酸二酯键聚合而成的多核苷酸链，四种核苷酸的连接和排列顺序构成DNA的一级结构。DNA的空间结构为双螺旋模型，这一结构由Watson和Crick在1953年提出，该学说的要点为：DNA分子是由两条平行的多核苷酸链围绕同一中心轴构成的右手双螺旋结构（B 型DNA）。多核苷酸的方向由核苷酸的磷酸二酯键的走向决定，一条从5′→3′，另一条从3′→5′，两条链呈反向平行排列，彼此由氢键相连，G与C配对，A与T配对。
  


  
    每个基因的碱基顺序只在一股单链上占有特定的位置，这一股DNA链叫有义链，另一股的同一位置上则是其互补顺序，没有基因的性能，不参与DNA的转录表达。含有特定基因的DNA片段在有关染色体上占有一定的位点，这种相应位点的一对基因称为一对等位基因。在配子的减数分裂过程中，随着同源染色体之间有规律的分离和组合，基因稳定而准确地传递给后代。
  


  
    DNA双螺旋在一定条件下，互补的两条链的氢键可以发生断裂和重组，因此出现双链和单链的可逆转变。在细胞分裂的过程中，随着染色体的解旋，DNA双螺旋也解旋进行复制，两链各自合成新的互补链，形成新的DNA双螺旋。DNA双链的分合也可在一定的人工条件下进行。DNA水溶液经过高温和碱的处理，便解开成为两条单链，并往往失去以往活性，这个过程叫变性；变性的DNA在缓慢降温的条件下，两条链重新联合，恢复双链结构和活性，这一过程叫复性。DNA双螺旋的变性与复性在分子生物学和分子遗传学研究中应用甚广。根据两条单链复性的快慢，可以计算基因组的大小，因为基因组越大，所含核苷酸越多，复性时间也会越长。依复性时间的快慢也可发现重复顺序的存在，因为多拷贝比单拷贝复性较快。依据DNA的变性复性与互补配对原理，我们可以设计进行核酸分子杂交技术，用以分析检测基因及其突变。
  


  
    （二）人类结构基因的组成
  


  
    人类结构基因包括4个区：①编码区，包括外显子与内含子；②前导区，位于编码区上游，相当于mRNA5′末端非编码区；③尾部区，位于mRNA 3′编码区下游，相当于3′末端非编码区（非翻译区）；④调控区，包括启动子和增强子等（图12-1）。
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      图12-1　真核生物结构基因的结构示意图
    

  


  
    1.外显子和内含子
  


  
    人类基因与大多数真核生物的基因一样，为不连续基因，也称为断裂基因。基因的编码顺序在DNA上是不连续的，被非编码顺序隔开。编码的顺序称为外显子，是一个基因表达为多肽的部分；非编码顺序称为内含子，亦称为插入顺序。内含子只参与转录，在前体mRNA的加工过程中被剪切掉。
  


  
    真核生物也有一些基因没有内含子，如组蛋白基因、干扰素基因等，他们大多数以基因簇的形式出现。
  


  
    2.外显子-内含子接头
  


  
    真核生物断裂基因的外显子与内含子的接头区都有一段高度保守的顺序，内含子5′端开头的碱基大多是GT，3′端结尾的多是AG，在RNA的加工过程中，内含子的这种特异性结构在细胞核内的sRNA帮助下，被准确地剪切掉。
  


  
    3.侧翼顺序
  


  
    在每个基因的5′端和3′端，即在第一个外显子和最后一个外显子的两侧都存在一段不被翻译的非编码区，这两侧的非翻译区称为侧翼顺序。这些区域中含有基因调控顺序，可以调节该基因表达的活性。在这些侧翼顺序中包含有启动子、增强子和终止子。启动子决定基因转录的起始点，转录的起始频率，激活、调节转录的功能；增强子不能启动一个基因的转录，但有增强转录的作用，增强子顺序可与特异性细胞因子结合而促进转录的进行，因此增强子通常具有组织特异性；终止子具有转录终止的功能，其顺序的共同特征是在转录终止点前有一段回文序列，因此终止子转录后形成的RNA具有发夹结构，帮助转录终止。
  


  
    三、基因的复制与表达调控
  


  
    （一）DNA的复制
  


  
    基因的复制是以DNA复制为基础的。在细胞分裂过程中，DNA准确地进行半保留复制，把遗传信息从亲代传给子代。
  


  
    因为DNA双螺旋分子的双链是依AT和CG互补的，所以一条链上的顺序可以由另一条链上的核苷酸顺序来决定。DNA复制过程中，首先是氢键的断裂，双螺旋解旋，然后每条链各自以自己为模板，按互补配对的原则，从周围介质中吸收游离的核苷酸，进行氢键结合，在聚合酶的作用下，合成新的互补链，形成新的子代DNA双螺旋。这样新的2个DNA分子与原来的DNA分子的碱基顺序完全一样，每个子代的DNA分子的一条链来自亲本DNA，另一条链则是新合成的，这种复制方式称为DNA的半保留复制，见图12-2。
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      图12-2　DNA的半保留复制
    

  


  
    （二）基因的表达
  


  
    基因表达是指细胞在生命活动过程中，将储存在DNA中的信息通过转录和翻译，转成具有生物活性的蛋白质分子的过程。
  


  
    1.转录
  


  
    在RNA聚合酶的催化下，以DNA为模板合成mRNA的过程称为转录。双链DNA中只有一条作为模板，依A-U和C-G互补的原则转录合成mRNA；另一条互补链不表达转录，但其顺序正好与其对应的mRNA相同，只是DNA中的T变成了RNA中的U，其读码与三联密码对应，因此该不参与转录的这条链也称为编码链。
  


  
    转录后形成的前体mRNA需经过加工过程，剪切掉内含子，将外显子准确地拼接起来，并经过末端修饰，才能作为蛋白质翻译的模板。
  


  
    2.翻译
  


  
    以mRNA为模板，tRNA为运载工具，在有关酶、辅助因子和能量的作用下，将活化的氨基酸在核糖体上装配表达为多肽链的过程，称为翻译。
  


  
    真核细胞的转录及加工过程都在细胞核内完成，但翻译过程在细胞质中进行。从核糖体上释放出来的多肽链需进一步加工修饰才能形成具有生物活性的蛋白质。该加工过程包括肽链的切断，氨基酸某些基团的羟基化、磷酸化、乙酰化、糖基化等，见图12-3。
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      图12-3　真核生物结构基因表达（DNA→RNA→蛋白质）流程图
    

  


  
    （三）基因表达的调控
  


  
    所有细胞核都是全能的，他们都携带有全部的遗传信息，理论上每一个细胞都有表达的全能性，但实际上并不是全部基因在每个细胞中都表达，也就是说基因的表达具有特异性。特异性包括两个方面：①时间特异性，即基因的表达往往与细胞或个体的特定分化、发育阶段相适应，又称阶段特异性；②空间特异性，即基因的表达是由细胞在各组织器官的分布差异所决定的，故又称为细胞特异性或组织特异性。基因表达的时间和空间特异性在精子发生和成熟的过程中非常明显而且起着非常关键的作用。精子发生就其本质而言，是在严密完整的调节网络（包括内分泌和局部因素等）调控下，特异基因在特定的时空秩序上，精密有序的表达和相互作用的结果。
  


  
    原核生物的基因表达与调控是通过操纵子机制实现的。1961年Jacob等提出了乳糖操纵子学说，开创了基因表达调控的研究。认为基因的作用单位是操纵子，操纵子的结构是由一个操纵基因和相邻的结构基因构成，他们按一定的线性顺序排列，结构基因的表达产物为特定的酶或蛋白质，操纵基因可以启动全组结构基因的活性，但他又被调节基因激活或抑制。调节基因能合成一种阻遏物，来抑制操纵基因的表达，因此结构基因不能表达；只有当阻遏物被一种特殊的诱导物灭活后，调节基因处于关闭状态，结构基因才能起作用。
  


  
    相比之下，真核细胞生物的基因调控是多样化调控，更为复杂。包括以下水平的调控，但多数为转录水平的调控。
  


  
    1.DNA水平的变化
  


  
    ①基因拷贝数的增加、基因丢失、基因扩增，如癌基因的扩增，可导致癌基因的过度表达，使细胞生长分裂失控，导致癌症发生；②基因重排，典型的例子是抗体基因的重排，哺乳动物可以产生108个抗体分子，但人类抗体基因只有约300个，其机制是B淋巴细胞在发育过程中，基因组中抗体基因在DNA水平发生重排，形成编码抗体的完整基因，一个淋巴细胞只有一种组合的抗体基因。因为抗体基因重排中各片段间的随机组合，300个抗体基因足够产生108个抗体。③DNA表观遗传学修饰，如甲基化等，详见本章第六节。
  


  
    2.转录水平调控
  


  
    主要是蛋白与基因调控序列的作用：①转录因子和启动子是基因转录调控的基本方式，启动子位于基因上游，紧接转录起始点，是转录因子和RNA聚合酶的结合位点；含有TATA盒（RNA聚合酶识别及结合位点）、CAAT盒和GC盒（增强子作用）；②转录强化子（增强子）使基因转录只有在适宜转录因子作用下进行，并能对细胞内外的信号作出反应，可以满足细胞分化的需要。增强子常位于启动子上游700bp～1kb处，被转录激活子结合后，改变染色质构型，使DNA歪曲形成环状结构，使强化子与启动子直接接触，便于转录因子、转录激活子和RNA聚合酶一起形成转录复合体，提高转录效率。转录水平的调控还涉及激活因子的种类及调控、选择性启动子、mRNA的切割等方面。
  


  
    3.翻译水平的调控
  


  
    ①翻译多肽过程的调控，在真核生物的很多生理过程中，转录形成的mRNA被储存起来，在适当的时候才被翻译成蛋白。如海胆卵内的mRNA在受精前不被翻译，在受精后蛋白合成旺盛。其调节的机制是卵细胞内的mRNA仅具有20个核苷酸的多聚A（polyA）尾，只有到了适宜时期，这个尾端序列被加长到几百个的时候，才被翻译成蛋白。在精子发生中，RNA结合蛋白在精子形成期基因的表达也起了重要作用（请参考本章第四节）。②蛋白加工过程的调控，如蛋白的折叠、切割、化学修饰等。
  


  
    4.microRNA对基因表达的调控
  


  
    microRNA是近年来发现的普遍存在于生物中的一类非编码小RNA，长度为20nt左右。近年来研究表明，microRNA的主要作用是通过调控基因表达而在生理或病理过程中起重要作用。microRNA主要通过与靶标mRNA互补结合后降解靶标mRNA，达到调控基因表达的作用；microRNA也可通过抑制蛋白翻译而调控基因表达。目前，已在人类发现数百种microRNAs，一种microRNA可以调控多个基因mRNAs的表达；而一个基因的mRNA也可能受多种microRNAs的调控。另外，虽然大部分研究认为microRNA对基因的表达调控是抑制作用，但是有一些研究表明，microRNA对基因的表达调控也可能是促进作用。
  


  
    以上是表达蛋白的结构基因的表达调控，近年来，对于microRNA、piRNA的表达调控也成为研究热点。目前的结果表明这些小RNA的表达调控与结构基因表达调控有类似之处，有一些microRNA是跟蛋白表达基因一起被转录的。但是，小RNA的表达调控也有其不同的地方，如小RNA稳定性、成熟等水平的调控等。
  


  
    四、人类基因组的组成
  


  
    人类基因组包括细胞核基因组和细胞质中的线粒体基因组。
  


  
    1.细胞核基因组
  


  
    细胞核中的每条染色体包含一个DNA双螺旋分子，因为体细胞为二倍体，所以每个体细胞中有2套染色体（2n），其所含的DNA为两个基因组构成。每个单倍体基因组约含3000Mb，其中编码蛋白质的结构基因只不过5～10万个，仅占基因组的2%～3%，其余的DNA顺序都是不表达的区域，包括基因间的间隔顺序、基因内的插入顺序、重复顺序等。他们的功能目前尚未研究清楚。已定位的基因可以由相关的资料查到，也可在计算机Internet网上获得详尽信息。
  


  
    2.线粒体基因组
  


  
    人类线粒体DNA是独立于细胞核染色体外的一个小基因组，他能半自主地复制，由16 569bp组成，每一个mtDNA分子为环状双链DNA分子，外环为重链，内环为轻链。基因组包含37个基因，其中13个为蛋白质基因，2个为rRNA基因，还有22个tRNA基因。近期，已有学者报道了线粒体中存在microRNA基因。线粒体基因编码的基因主要为与呼吸链相关的一些结构基因，如细胞色素、ATP酶复合体成分、NADH脱氢酶亚单位的基因等。线粒体基因突变导致的疾病多为与神经、肌肉及供能相关的遗传病，自20世纪70年代末开始引起人们的普遍关注。
  


  
    五、基因突变
  


  
    （一）概念
  


  
    突变是指遗传物质发生的可以遗传给后代的变异。广义的突变包含染色体畸变和基因位点的突变两层意义，两种类型的突变其遗传方式各有特点。通常所说的基因突变主要指狭义的基因突变，包括某一基因的核苷酸顺序或数目发生的改变，仅涉及DNA分子中单个碱基改变者称为点突变，涉及多个碱基突变者包括碱基重复、缺失和插入。这种狭义的基因突变所致的疾病在遗传方式上呈单基因性状遗传，细胞核内染色体上的单基因突变的遗传遵循遗传学三大基本定律；细胞质中的线粒体的基因突变在遗传上呈母系遗传。
  


  
    （二）体细胞突变和生殖细胞突变的意义
  


  
    基因突变可以发生在个体发育的任何阶段，可以在细胞增殖周期的任何时期。但发生的时期和部位在遗传学上意义却有不同。如果突变发生在个体形成以后的体细胞中，那么新发生的突变只能传给其子细胞，很少传给后代，通常所见的遗传学效应是在个体的局部产生异常的细胞，导致体细胞遗传病——肿瘤的发生。如果突变发生在生殖细胞如精子和卵子中，则新发生的突变可以通过受精卵传给其子代，若突变基因的性质为显性，则突变的表型在子一代中会马上表现出来；若突变基因的性质为隐性，则会由相应正常显性等位基因的遮盖而不表现该突变基因的性状，子代将成为隐性致病基因的携带者，将来在家系的基因传递中，特别在近亲婚配时，由于隐性致病基因纯合而表现出相应的疾病性状。
  


  
    （三）自发突变和诱发突变
  


  
    基因突变既可自发发生，也可因外界因素的诱导产生。因为自然界中诱变因素的作用或由于偶然的复制、转录、修复时的碱基错误配对所产生的突变称为自发突变。人类单基因病绝大部分是自发突变的结果，自发突变的频率很低，平均每世代每核苷酸的突变频率仅为10-10～10-9左右。由于物理、化学因素诱导而产生的突变，称为诱发突变，这些诱导突变的外界因素称为诱变剂，常见的诱变剂有多种辐射射线（如X射线）、重金属离子（如铅和汞等）、某些化学物质（如亚硝酸钠）等。当这些外界因素的接触或使用剂量超过一定标准时，则成为一种诱变剂，可诱发基因突变，导致遗传病或肿瘤发生。
  


  
    （四）突变热点与频率
  


  
    从理论上讲，DNA分子的每一个碱基都有可能发生突变，但实际突变部位并不是随机分布的，DNA分子上的各个部位的突变频率各不相同，某些部位的频率远远高于平均值，这些部位称为突变热点。不同基因位点的突变热点构成人群中不同遗传相关疾病发病率的差异。一般而言，生殖细胞的突变频率较体细胞突变频率高，因为生殖细胞在减数分裂时对外界环境具有较高的敏感性。女性卵子发生过程中的基因突变概率较男性精子发生过程中的可能性大，因为卵子的发生过程有一较长的核网期，此时期的染色体呈松散解旋状，易受外界环境中物理、化学因素的影响。
  


  
    （五）基因突变的种类
  


  
    按遗传物质DNA的结构改变类型来分，基因突变一般可分为碱基置换突变、移码突变、整码突变及染色体错误配对和不等交换等四种类型。
  


  
    1.碱基置换突变
  


  
    遗传物质DNA的组成包含四种碱基：胞嘧啶（C）、胸腺嘧啶（T）、腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）。一个碱基被另一个碱基取代而造成的突变称为碱基置换突变。其中，同类碱基置换称为转换，即一个嘧啶被另一个嘧啶取代，或者一个嘌呤被另一个嘌呤取代。不同类碱基互相置换称为颠换，即一个嘧啶被另一个嘌呤取代，或者一个嘌呤被另一个嘧啶取代。碱基置换可以在遗传信息的表达过程中导致蛋白质一级结构即氨基酸的组成改变而影响蛋白质或酶的生物学功能。依碱基置换导致氨基酸顺序的影响，又可分为以下几种类型：
  


  
    （1）同义突变：
  


  
    碱基突变后的表达产物中，肽链中的氨基酸没有发生改变，与改变前的氨基酸一样。这是因为遗传密码的兼并性，允许三联密码子的第3个碱基有规律地改变，而且可以编码相同的氨基酸，这种碱基突变并未导致DNA相应遗传信息的改变，即表达产物中的氨基酸没有发生改变，也不会影响相应蛋白质的空间结构，因此将这种碱基突变类型称为同义突变。这种突变不易检出，估计在自然界中这种突变的频率相当高。
  


  
    （2）错义突变：
  


  
    是指DNA分子中的核苷酸置换后改变了mRNA的遗传密码，从而导致合成的多肽链中一个氨基酸被另一个氨基酸所取代，这种碱基突变称为错义突变。在这种情况下，该变异氨基酸的前后氨基酸没有变化，其结果是产生异常蛋白质和酶，也有不少基因由于错义突变而产生部分活性降低和异质组分的酶，因此不完全抑制酶的催化反应。
  


  
    （3）无义突变：
  


  
    在mRNA的表达过程中，有3个密码子的功能是行使终止作用，他们是UAG、UAA、UGA，因为他们没有对应的氨基酸产物，也被称为无义密码。当单个碱基置换导致密码子突变为终止密码时，多肽链的表达将提前终止，所产生的蛋白质或酶大都失去活性或丧失正常功能，这种类型的碱基突变称为无义突变。
  


  
    （4）终止密码突变：
  


  
    当DNA分子中的某一个终止密码发生突变，成为编码氨基酸的密码子时，多肽链的合成将继续进行下去，肽链将延长至下一个终止密码子时才停止，从而形成一条延长的异常的多肽链，这种延长了的多肽链也是功能异常的产物，其功能将部分或全部丧失。这种类型的碱基突变称为终止密码突变。
  


  
    （5）抑制基因突变：
  


  
    当基因内部不同位置上的不同碱基发生了两次突变，其中一次抑制了另一次的突变的遗传效应时，这种碱基的突变称为抑制基因突变。
  


  
    2.移码突变：
  


  
    指DNA链上插入或丢失1个、2个甚至多个碱基（但不是三联密码及其倍数），在读码时，由于原来密码子移位，导致在插入或丢失碱基部位以后的编码都发生改变，结果翻译出来的氨基酸顺序也发生了相应改变。移码后终止密码会推后或提前出现，造成肽链延长或缩短。
  


  
    3.整码突变：
  


  
    如 果在DNA链的密码子之间插入或丢失1个或几个密码子，则合成的肽链将增加或减少一个或几个氨基酸，但插入或丢失部位的前后氨基酸顺序不变，这种突变方式称为整码突变，也称为密码子的缺失或嵌入，其插入或丢失的碱基数为3个或3的倍数，为1个或多个三联密码子。
  


  
    4.染色体的错误配对和不等交换：
  


  
    在配子生成的减数分裂过程中，同源染色体的同源部分会发生联会和交换，如果联会时配对不精确，会发生不等交换，造成一部分基因缺失和部分基因重复。这种突变常用来解释大段核苷酸的丢失或重复。
  


  
    此外，“动态突变学说”是近年来用以解释一些基因病的理论之一。人类基因组中存在着大量的DNA重复顺序，一些基因编码区或非编码区的CGG、CTG、CAG三核苷酸串联重复序列拷贝数过度增加或扩展，可导致一系列遗传病和肿瘤发生，这种三核苷酸重复片段扩增突变是不稳定的，可以随着世代的传递而扩大，这种三核苷酸拷贝数目的突变称为动态突变。例如脆性X综合征［Fra（X）］，即X连锁的智力低下，其发病率：男性1/2000～1/1500；女性1/2500。定位于染色体Xq27.3的FMR1基因突变为该病发生的主要遗传学原因，该基因的5′非翻译区含有三核苷酸重复序列（CGG）n，其动态突变扩展是95%以上的Fra（X）综合征患者发病的分子遗传学基础，前突变n=53～230，全突变n≥230。在前突变状态下，个体无症状或仅有轻微症状。在女性向后代的传递过程中，可累积突变为全突变，这种全突变使其相邻的CpG岛也被甲基化，可关闭相邻基因的表达，从而表现出智力低下等临床症状。
  


  
    （六）基因突变的后果
  


  
    根据基因突变对机体的影响程度大小，基因突变的后果可大致分为如下几种情况：
  


  
    （1）不同基因型个体对外界环境的适应能力可不相同，因而导致个体的生存或生育能力的差异。例如镰状细胞贫血症的HbS突变基因的杂合子与正常的HbA纯合子相比，前者更能抵抗疟原虫的感染，不易患恶性疟疾，因此在热带丛林作战时，HbS突变基因的杂合子个体更能适应恶劣的气候，具有更强的生存能力。
  


  
    （2）产生遗传易感性。有些突变基因在个体内的累积，增加了个体易患某种疾病的可能性，即产生了该种疾病的遗传易感性。
  


  
    （3）导致遗传性疾病的产生。突变基因表达出明显的疾病症状，导致个体生存及生育能力降低，寿命缩短。这些疾病包括基因突变所导致的蛋白质异常的分子病和遗传性酶病。
  


  
    （4）产生致死突变，造成死胎、自发流产或出生后死亡。变异后果轻微，对机体不产生明显的效应。从进化的角度来看，这种突变称为中性突变。因为遗传密码的表达中，三联密码的第3个碱基存在兼并性，如果单个碱基的突变正好发生在三联密码的第3个碱基，则该基因的表达产物与正常产物无异，对个体的表型性状不会产生影响。有些错义突变不影响蛋白质或酶的生物活性，因而不会表现出明显的表型性状和活性，这种突变也属于中性突变。
  


  
    （5）造成正常人体生物化学组成的遗传学差异，这种差异一般对人体无影响，仅构成人群的遗传多态性。如人类ABO血型、HLA类型、各种同工酶等。这些个体的差异在一般情况下，对个体的生存及生育无明显影响。但在一些特定情形下，可因为个体的遗传差异而产生严重的后果，如不同的血型间输血，不同HLA配型间的同种移植产生排异反应等。
  


  
    （6）也可能给个体的生存和生育带来一定的好处。
  


  
    六、基因分析及诊断
  


  
    （一）基因分析
  


  
    长期以来，基因病的诊断主要依靠临床诊断和生化检查，而且检查的主要目标为含有基因表达产物的体液或细胞，受基因表达组织特异性的限制，并要求对基因产物或代谢异常机制有所了解。依目前对遗传病的了解而言，还远未达到这种认识。理想的诊断方法是对患者基因或DNA本身直接进行分析，因为这种分析摆脱了上述各种限制。机体各种组织的有核细胞均含有全能核，有全套基因组DNA，都可以作为分析的材料，而不必考虑表达的问题。如淋巴细胞、皮肤细胞、绒毛细胞、口腔黏膜细胞均可以作为基因分析的便利材料。
  


  
    基因分析最常用的技术之一是核酸分子杂交技术，其基本原理是：互补的DNA单链能够在一定条件下复性结合成双链，即能进行杂交。这种杂交是特异性的，严格按照碱基互补的原理，不仅能在DNADNA间进行，也能在RNA-DNA间进行。因此，当用一段已知基因的核酸序列作为探针，与变性后的单链基因组DNA接触时，如果两者的碱基完全配对，即互补，从而表明被测基因组DNA中含有已知基因的同源序列。因此，我们知道进行基因分析检测必须具备两个条件：①必须有特异的DNA探针；②必须获取待测的基因组DNA。当两者都经变性呈单链状态时，即能进行分子杂交来检测分析基因。
  


  
    （二）基因诊断
  


  
    临床基因诊断常用技术包括如下几种，但随着分子生物学技术的发展，尤其是高通量技术和新技术，以及生物信息学的应用，将会有更多的技术用于临床诊断：
  


  
    1.Southern印迹杂交：
  


  
    当用某种特定的限制性内切酶消化基因组DNA时，DNA会被切割成大小不等的片段，通过凝胶电泳可以将他们按相对分子质量的大小分开，相对分子质量越小的片段迁移速度越快，反之相对分子质量越大的泳动速度越慢。为了分析的便利，英国科学家Southern首创了印迹法：用对单链DNA分子具有很强吸附力的硝酸纤维滤膜（NC膜）或尼龙滤膜覆盖在电泳后的凝胶上，其上方压上多层吸水纸，借助浓盐液的上吸作用，凝胶上的单链DNA将转移到滤膜上。DNA的转移是原位的，其对应的相对分子质量位置不变。转移结束后，经过高温烘烤的DNA将固定膜上，待检基因便包含于其中。用特定的同位素探针进行杂交，便可将信号显示出来。如果有基因的缺失或突变则可能导致检测带的缺失或位置改变，见图12-4。
  


  
    [image: ]

    
      图12-4　Southern印迹杂交示意图
    

  


  
    分子杂交是基因分析诊断的基础，除印迹杂交外，还有斑点杂交法，即将DNA样品变性后直接点在NC膜上，再与探针杂交。
  


  
    2.聚合酶链反应
  


  
    近年来，基因分析和基因工程技术有了革命性的突破，这主要归功于聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）的发展和应用。应用PCR技术可将待测的目的基因片段在体外扩增数十万甚至上百万倍。这样少量的单拷贝基因通过PCR反应便可直接观察到，原来需1～2周才能作出的基因诊断，可以缩短到几小时便可完成。
  


  
    PCR反应的基本原理为：在一个体外建立的体系中，包含有一对引物（每个引物的长度为17～20bp左右）、底物dNTP、Taq DNA聚合酶及一定的镁离子浓度，依次设置一定的高温、中温及低温的循环处理，高温使双链DNA变性成为单链，在较低的温度时，引物将与待检DNA链复性结合，在聚合酶的作用下，利用溶液中的核苷酸原料，不断合成新的互补链，这样反复循环25～40个周期，便可以得到大量的DNA片段，见图12-5。
  


  
    PCR反应特异性强、灵敏度高，极微量的DNA即可作为扩增的模板得到大量的扩增片段，毛发、血痕、肿瘤活检组织、精斑等均可作为鉴定诊断材料。
  


  
    3.扩增片段长度多态性
  


  
    小卫星DNA和微卫星DNA的长度多态性可以通过PCR反应后的电泳检测来鉴定，这种方法可用于致病基因的连锁分析，这种方法称为扩增片段长度多态性（amplified fragment length polymorphism，Amp-FLP）连锁分析法。此法多用于突变性质不明的连锁分析。
  


  
    4.等位基因特异寡核苷酸探针诊断
  


  
    当基因的突变部位和性质已完全明了时，可以合成等位基因特异的寡核苷酸探针（allele-specific oligonucleotide，ASO）用同位素和非同位素标记来进行诊断。ASO探针一般为长20bp左右的核苷酸，检测点突变时通常需要合成两种探针，一种与正常基因序列一致，能与正常基因稳定杂交，而不与突变基因杂交；另一种探针与突变基因序列一致，能与突变基因杂交，但不与正常基因杂交，这样就可以把只有一个碱基发生了突变的基因区别开来。
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      图12-5　PCR扩增原理示意图
    

  


  
    5.单链构象多态性
  


  
    单链构象多态性（single strand conformation polymorphism，SSCP）是指单链DNA由于碱基序列不同可以引起构象差异，这种差异可以造成长度相同或相近的单链DNA的电泳迁移率不同，从而可将发生了单个碱基替代、微小缺失或插入的DNA片段检测出来。
  


  
    用SSCP方法检测基因的点突变时，通常在疑有突变的DNA片段附近设计合成一对引物，进行待测样品的PCR扩增，然后将产物变性，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，突变所引起的DNA构象差异将表现为电泳带泳动位置的差异。PCR-SSCP方法能快速、灵敏地检测有无突变，但要阐明突变的性质，还需作DNA序列分析。
  


  
    6.DNA测序
  


  
    目前，已有多种技术可以用于测定DNA的序列，临床诊断可以根据需要选择实验及测序方案。另外，高通量测序技术的发展，以及成本的大大降低，使得其应用于临床研究，甚至临床诊断，在未来成为可能。
  


  
    七、基因治疗
  


  
    基因治疗是指将外源正常基因导入靶细胞，以纠正或补偿基因缺陷或异常引起的疾病，以达到治疗的目的。通常采用两种策略来达到治疗的目的，其一是纠正突变基因的直接疗法，此为理想的策略，实际上有困难而未实现；其二为用正常基因代替致病基因的间接疗法，此法较为可行，已有一定的临床实践意义。20世纪80年代发展起来的反义技术是在RNA、DNA水平治疗疾病的一种很有前途的高新技术。
  


  
    依基因转移的受体细胞不同，基因治疗分为两条途径：生殖细胞基因治疗和体细胞基因治疗。
  


  
    1.生殖细胞基因治疗
  


  
    生殖细胞基因治疗是将正常基因转移到患者的生殖细胞（如生精细胞、卵细胞和早期胚胎中），使其发育成正常个体。这是一种理想的方法，但在人类研究中，尚未取得实质性进展，限于其可行性或伦理学要求，目前人类的研究多不考虑该途径。
  


  
    2.体细胞基因治疗
  


  
    将正常基因转移到体细胞，使之表达为基因产物，以达到基因治疗的目的。这种方法的理想措施是将外源正常基因导入靶细胞内染色体上的特定基因座位，用其替代突变基因。该法目前有很大的困难。
  


  
    目前体细胞基因治疗主要是将基因转移到基因组中的非特定座位，随机整合，只要该基因能有效地表达出产物，便可达到治疗的目的。这种方法不是修复基因结构异常而是补偿异常基因的缺陷，相对而言易于成功。基因治疗中作为受体细胞的体细胞，多采取离体细胞，先在体外导入外源基因，在有效表达后，再输回到体内，这属于间接基因疗法。
  


  
    体细胞基因治疗不必矫正所有的体细胞，因为每个体细胞都具有相同的染色体，有些基因只在一种类型的细胞中表达，即具有表达的组织特异性，因此治疗只要集中到这类细胞中，如外周血、骨髓等。其次，某些疾病如遗传性酶病，只需少量基因产物即可改善症状，用不着全体体细胞都充分表达。
  


  
    外源基因的转移有多种方法，常用的有4种。
  


  
    （1）化学法：
  


  
    将正常基因DNA与带电荷物质磷酸钙、DEAE-葡聚糖或与若干类脂质混合，形成沉淀的DNA微细颗粒，使其与受体细胞接触混合，正常基因便有可能转入受体细胞中。该法的缺点是效率低。
  


  
    （2）物理法：
  


  
    包括电穿孔法和直接显微注射法，另外应用人工脂质体包装外源基因，再与靶细胞融合，或直接注入病灶，也是物理法基因治疗的方法之一。
  


  
    （3）同源重组法：
  


  
    是将外源基因定位导入受体细胞的染色体上，通过与同源序列的单一交换或双交换，新基因片段替代有缺陷的基因片段，达到修正基因的目的。
  


  
    （4）病毒介导基因转移：
  


  
    以病毒为载体，将外源基因通过基因重组技术，将其组装于缺陷病毒上，让这种病毒特异感染受体的宿主细胞。目前使用的病毒载体包括有反转录病毒载体和DNA病毒介导载体两种类型。
  


  
    第二节　染色体与精子发生
  


  
    人类细胞核中每条染色体含一个DNA分子，一个细胞的全部遗传信息（基因）都编码在线状的DNA分子上。由于每个体细胞中都有2套染色体（2n），因此体细胞所含的DNA是由两个基因组构成。而生殖细胞（精子和卵子）均为单倍体细胞，核中仅含一个基因组DNA，约3.2×109bp。人类的精子有两种，一种是含X染色体的X精子，另一种是含Y染色体的Y精子，而卵子仅有含X染色体的一种，受精后形成两种不同性别的个体，即46，XX女性和46，XY男性，因此，与人类性别相关的X和Y染色体称为性染色体，而其他22对染色体称为常染色体。
  


  
    Y染色体近年来研究较多，已知其包含有与睾丸发育和精子发生相关的基因。Y染色体是一条小的近端着丝粒染色体，估计有6.0×107bp。基于DNA杂交研究，缺失制图将Y染色体分为7个区段，3个在短臂，1个围绕着丝粒区，3个在长臂上。人类Y染色体包含一个异染色质区和一个常染色质区，常染色质包括短臂、着丝粒区和长臂的近着丝粒区域，该区域中至少有25%的碱基序列与X染色体同源，正是该区域行使减数分裂中与X染色体的配对。Y染色体的常染色质区域具有Y特异性的重复序列，定位了Y染色体的大部分基因，如外耳道多毛基因、H-Y抗原基因、睾丸决定因子（SRY）、箭猪病及蹼指等基因，（图12-6）。Y染色体的长臂远端为异染色质区域，其长度变化很大。Yq也包含有X染色体的同源区段，AZF基因定位在该区域附近，AZF基因紧密连锁的是帮助决定牙齿的形状和大小的基因。尽管Y染色体与X染色体有相当一部分具有同源性，但睾丸决定和精子的发生是Y染色体特异性决定的。人类Y染色体与精子发生请见本章第三节。
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      图12-6　人的Y染色体基因定位图
    

  


  
    一、男性生殖器官形成的遗传控制
  


  
    （一）性别决定
  


  
    人类性别决定是在受精的瞬间确定的，即X精子参与受精，则形成46，XX的受精卵，将来发育成女婴；若Y精子参与受精则发育成46，XY受精卵，发育成男婴。在自然情况下，X精子和Y精子参与受精的机会基本上是均等的，所以，人类的男女性出生比例大致保持在1∶1。
  


  
    X染色体和Y染色体在人类性别决定中的作用并不相等，XY胚胎的细胞膜上存在着一种特殊的H-Y抗原，这种抗原是性别分化的决定因素，他可使胚胎的原始性腺向男性方向发展形成睾丸，如果没有这种抗原存在，原始性腺则发育成卵巢。随后进一步的性别分化则依赖于雌激素或雄激素的作用。Y染色体的短臂上有一个睾丸决定因子（testis-determining factor，TDF）基因，他具有强烈的男性化作用，可使胚胎的原始性腺向睾丸方向分化，所以，一个受精卵中只要有一条Y染色体就发育成男性，而不管其有几条X染色体。如46，XY是正常男性，47，XXY和48，XXXY均为男性，但发育异常。不含Y染色体的受精卵都将发育成女性，46，XX为正常女性，45，XO为发育异常的女性。实际上，在性别的进一步分化过程中，X染色体也起到了一定的作用，人们发现雄激素受体基因位于X染色体Tfm位点上，如果XY个体的该基因发生突变或缺失，不能产生雄激素受体，这样的个体虽有睾丸并能分泌雄激素，但雄激素不能发挥功能，所以其性分化不良，外表呈女性特征，如核型为46，XY的睾丸女性化患者。
  


  
    人类的间期细胞核中存在着与性别有关的染色质，包括X染色质和Y染色质两种，均来源于相应的性染色体。X染色质是见于女性间期细胞核膜内缘的一个浓染小体，也称为Barr小体或X小体，见图12-7。Lyon假说认为，女性的两条X染色体中，只有一条有活性，另一条是没有活性的X染色体在间期呈高度固缩状态，因而着色较深，认为Barr小体就是失活的X染色体。现证明X染色质是迟复制的X染色体，在间期细胞核内恰好位于异染色质区，表现出固缩浓染的性质，X小体的直径约为1μm，呈几何形状，如半圆形、三角形、梯形等，X小体的数目=X染色体数目-1。正常女性有一个X小体，47，XXX的个体有2个X小体，正常男性没有X小体。
  


  
    如果用荧光染料处理男性的间期细胞，在荧光显微镜下观察，可见细胞核中有一发强荧光的小体，称为Y染色质，也称Y小体，发出荧光的部分是Y染色体的长臂远端异染色质区，每条Y染色体在间期细胞中均表现出一个Y小体。
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      图12-7　X小体、X染色质
    

  


  
    （二）性别的分化
  


  
    在人类胚胎发育的第1个月内，并无两性的分化。其形态是中性的，其原始性腺由原始的睾丸组织和原始的卵巢组织两部分构成，另外胚胎中还存在着两性的原始生殖管道，例如可发育成男性生殖管道的Wolff管（Wolffian duct）和可发育成女性生殖管道的Muller管（Mullerian duct）。而在性别已分化了的正常个体体内，只有一套生殖管道发育。如果胚胎的性染色体组成为XY，则第7周后原始的性腺向睾丸方向发育，同时发育的睾丸又分泌睾酮、双氢睾酮等雄性激素，以促使睾丸支持细胞分泌Muller管抑制因子，睾酮可刺激Wolff管发育成输精管等男性生殖管道，双氢睾酮可促进阴茎、阴囊等外生殖器的发育。而Muller管抑制因子可阻止Muller管发育成女性的生殖系统，促进其退化。如果胚胎的性染色体组成为XX，则原始性腺向卵巢方向发育，由于无睾酮的刺激，Wolff管逐渐退化，而Muller管则发育成子宫和输卵管等内生殖系统，同时，外生殖器发育成阴蒂和阴唇等结构。发育的卵巢可分泌雌激素促进性别进一步分化。
  


  
    （三）精子的发生
  


  
    人类精子的发生是在男性睾丸的生精小管中形成的，生精小管是一种特殊的复层上皮管道，一层是产生精子的生精细胞，另一层是起支持、营养及有分泌等功能的支持细胞。上皮外面有一薄层基膜，基膜外是胶原纤维及数层具有平滑肌细胞特征的扁平细胞，称为类肌细胞，它有收缩功能，可以促使生精小管内的精子及液体排出。精子的发生过程一般分为增殖、生长、成熟和变形等4个时期，见图12-8。
  


  
    1.增殖期
  


  
    睾丸生精小管上皮中的精原细胞通过有丝分裂大量增殖，这些细胞所含的染色体数目与其他体细胞相同，为二倍体（2n）细胞，都含有46条染色体。
  


  
    2.生长期
  


  
    在增殖期形成的大量精原细胞，一部分继续分裂产生新的精原细胞，另一部分则进入生长期发育成体积较大的初级精母细胞，其染色体数目仍与精原细胞一致，仍为46条。
  


  
    3.成熟期
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      图12-8　精子发生图解
    

  


  
    在生长期发育而成的初级精母细胞要进入一个特殊的分裂时期，即减数分裂期，一个初级精母细胞经过第一次减数分裂后，形成两个染色体数目减半的次级精母细胞，随后，每个次级精母细胞再分裂一次，形成2个精子细胞，这样，每个初级精母细胞经过减数分裂后形成4个精子细胞。
  


  
    4.变形期
  


  
    在成熟期形成的精子细胞还要经过一个形态改变的时期，变成成熟精子。
  


  
    二、人类染色体和染色体异常
  


  
    （一）人类染色体的组成
  


  
    正常人的每个体细胞的染色体组成都为46条染色体，为二倍体细胞2n=46，其中44条（22对）为常染色体，另两条与性别的决定相关，为性染色体，即X和Y染色体，正常女性为XX，正常男性为XY。
  


  
    生殖细胞中卵细胞和精子各有23条染色体，为单倍体细胞n=23，卵细胞n=22+X，精子细胞n= 22+X或n=22+Y。二倍体的精（卵）母细胞通过减数分裂形成单倍体配子，配子通过受精恢复成二倍体受精卵，受精卵进行有丝分裂，不断增加新个体的细胞数目，使个体长大。
  


  
    将一个细胞内的染色体按照一定的顺序排列起来所构成的图像称为该细胞的核型（karyotype）。核型的制备通常是将细胞培养后制备的染色体标本片通过显微摄影，得到的照片经过剪贴而成，现在可直接由细胞遗传学计算机图像分析系统处理得到待分析细胞的核型图，见图12-9。染色体标本片的制备分析方法见第三十七章。
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      图12-9　正常男性的核型
    

  


  
    染色体的显带技术可以帮助我们识别每一号染色体，并为深入研究染色体的异常和人类基因定位创造了条件。1971年在法国巴黎召开的细胞遗传学国际会议制定了一套人类染色体的显带模式图，并对染色体的命名规则作了详细的规定，成为人类细胞遗传学命名的国际体制（ISCN），后经多次修改。根据人类细胞遗传学命名的国际体制（ISCN，1978年），依染色体的长度和着丝粒的位置，将人类染色体顺序由1号编至22号，并分为A、B、C、D、E、F、G七个组，X和Y染色体分别归于C组和G组。每条染色体分为长臂（q）和短臂（p），每条臂又分为若干区和带，依次以数字表示。如2p11表示2号染色体短臂1区1带。将染色体核型模式化以后得到其模式图。
  


  
    （二）人类染色体畸变
  


  
    1.染色体数目畸变
  


  
    染色体数目偏离正常数目称为染色体数目异常或数目畸变。常见的有以下几种情形：
  


  
    （1）多倍性体细胞的染色体数成倍增加：
  


  
    如69（3n），92（4n）时，称为多倍性。人类染色体的多倍数性经常是致死的，常见于流产的胚胎中，是流产的重要原因之一。全身三倍数性可能是二倍数体卵细胞受精，也可能为双受精所致。多倍性细胞常见于肿瘤细胞中。
  


  
    （2）异倍性或非整倍性：
  


  
    细胞中染色体的增减不是23的整数倍时，称为异倍性细胞。如45，47条染色体的细胞。略多于二倍体的称为超二倍体，如47条；略少于二倍体的称为亚二倍体，如45条。同理有亚三倍体、超三倍体细胞常见于肿瘤中。异倍性细胞发生的原因是染色体的丢失，某些染色体的核内复制或染色体的不分离。
  


  
    （3）三体性和单体性：
  


  
    细胞分裂时如发生某号染色体不分离，则导致该染色体增多一条或减少一条。除21、13、18、22和X等少数染色体的三体性个体有存活报道外，其他类型的三体性和单体性个体多是致死的，常导致流产。
  


  
    2.染色体结构畸变
  


  
    许多物理、化学和生物因子可引起染色体断裂，染色体也能自发断裂。断端被认为具有“黏性”，易与其他断端重新连接，若出现非正常的重连，则导致染色体结构异常。常见的染色体结构异常有以下几种类型，见表12-1。
  


  
  
    表12-1　人类染色体常见的染色体结构异常
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    （三）人类染色体核型及其异常的描述
  


  
    为了便于记录和交流细胞的核型，ISCN对人类染色体的核型及畸变染色体的描述作了统一规定，许多描述的符号用一个或三个英文字母表示，一般为其对应英文词汇的前一或三个字母，常用符号见表12-2。
  


  
  
    表12-2　人类细胞遗传学常用符号及术语
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    续表
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    每个细胞的核型描述由三部分组成：该细胞中染色体的总数、性染色体的组成、畸变染色体的构成等，各部分之间用逗号隔开，如46，XX及47，XY，+21等。“+”和“-”号应放在相应的符号之前，表示增加或丢失了整条染色体；若其放在相应的符号之后，则表示染色体长度的增加或减少。
  


  
    结构异常染色体的核型描述可以用简明或详细的描述系统来表示，简式表明了异常核型，并可推断出异常染色体带的构成；详尽系统除指出重排类型外，还依据其带的构成描述了每一条异常的衍生染色体，衍生染色体的描述顺序为先号数小的，再号数大的，每条衍生染色体的描述由短臂末端到长臂末端，当短臂末端丢失而不存在时可先描述长臂末端。举例如下：
  


  
    1.简式：46，XY，t（2；5）（q21；q31）
  


  
    详式：46，XY，t（2；5）（2pter→2q21：：5q31→5qter；5pter→5q31：：2q21→2qter）
  


  
    表示该细胞的染色体总数为46条，性染色体组成为男性XY，有一个染色体的异常，为发生在2号和5号染色体之间的相互易位，简式表明2号的断裂点为长臂2区1带，5号染色体的断裂点为长臂3区1带。详式表明经相互易位后形成的两条异常染色体中一条为从2号染色体短臂末端到2号染色体长臂2 区1带，此处断裂与5号染色体的长臂3区1带重接，从此接至5号染色体长臂末端；另一条为从5号染色体的短臂末端到5号染色体的长臂3区1带，此处断裂与2号染色体的长臂2区1带重接，直至2号染色体的长臂末端。
  


  
    2.简式：46，XX，del（1）（q21q23）
  


  
    详式：46，XX，del（1）（pter→q21：：q31→qter）
  


  
    表示该细胞核型为染色体总数46条，性染色体组成为女性XX，有一种染色体的异常，为一条1号染色体的缺失，缺失的断裂点为1号染色体的长臂2区1带和长臂3区1带。异常的衍生染色体构成为从1号染色体的长臂末端到长臂2区1带断裂，重接该染色体的长臂3区1带，其间片段丢失。
  


  
    第三节　Y染色体结构、基因与精子发生
  


  
    人类Y染色体是G组的近端着丝粒染色体，长约60Mb，仅大于21号和22号染色体。在不同种族、民族人群中Y染色体的长度具有很大的变异性。Y染色体是性染色体，为正常男性独有，由两个遗传功能不同的部分组成（图12-10）。拟常染色体区（pseudoautosomal region，PAR）和Y特异区（male specific region of the Y chromosome，MSY）。拟常染色体区位于Y染色体两端即PAR1和PAR2，在男性减数分裂过程中，参与同X染色体的配对、同源重组和分离。Y特异区占Y染色体全长的约95%，过去认为不参与同X染色体的同源重组，故又称为非重组区（non-recombining region，NRY），但也有研究表明该区同X染色体也有同源重组发生。
  


  
    [image: ]

    
      图12-10　人类Y染色体结构图
    

  


  
    Y特异区由异染色质区和常染色质区构成。异染色质区共有三段（图12-10）：长臂末断与PAR2临近段，长约40Mb；着丝粒，长约1Mb；新近Skaletshy等在对长臂常染色质区测序时，在中间发现了一段长约400kb的异染色质区，是由3000多个长达125bp的串联重复序列构成。Y特异区的常染色质区又根据系列的特点及其与X染色体的关系分为换位区（X-transposed）、X退化区（X-degenerate）和扩增区（ampliconic）。X换位区位于Y染色体短臂，与PAR1仅有一段短的X退化区相隔，并被一段扩增区隔成两段，总长约3.4Mb。该区的系列与Xq21有99%是相同的，被认为是3～4百万年前人类与猩猩分支时，由X染色体转位至Y染色体，故命名为X换位区。X退化区散在分布于Y染色体的短臂与长臂，共有27个与X染色体相对应的单拷贝基因和假基因，同源性60%～96%。可能是X、Y染色体共同从常染色体进化的遗迹。扩增区也呈散在分布，总长约10.2Mb，该区命名的根据是存在非常相近的系列，存在几十kb甚或几百kb系列99.9%相同。扩增区最大的系列结构特点是有8大回文结构系列，这些回文结构长9kb～1.4Mb，8大回文结构系列总长达5.7Mb，占Y特异区总长的约四分之一。扩增区还有反向重复顺序（inverted repeat，IR），主要有三个（IR1，IR2，IR3），重复顺序长度为62～298kb，有99.66%～99.95%相同。
  


  
    无精子因子（azoospermia factor，AZF）基因定位于Y染色体的长臂区域6中，即Y11，控制精母细胞的发生，Chandley等认为AZF基因有助于胚胎发育过程中原始生殖细胞的分化。不同的男性群体可见不同的AZF基因型：如45，XO男性，46，XY正常男性和46，XX不育男性。Anderson等用Y特异DNA探针研究3例45，XO男性发现Y染色体的部分易位到了染色体14或15号上，每个易位的Y染色体节段均包括Yp、着丝粒区域和Yq的常染色质区段，尽管每个患者的断裂点均不相同。一个带有区域1～6的男性是可育的，他的SRY基因和AZF基因均存在；第二个患者具有区域1～5，有SRY基因，但没有AZF基因，该患者为无精子症不育男性；第三个患者是一个尿道下裂的男孩，他只有区域1～4B。综上所述，AZF定位在Y染色体的区域6，Y-常染色体的易位可以导致男性表型的发育，甚至在45，XO男性中导致精母细胞发生。
  


  
    育龄夫妇中约有10%不能生育，其中一个重要的原因是男方生精障碍，表现为严重少精子（＜2× 106/ml）或无精子，约占不育男性的10%。除输精管道梗阻、感染等病因外，遗传性状改变也是一个重要因素。Tiepolo和Zuffardi等于1976年发现6例无精子症患者均有Y染色体长臂的缺失，包括远端的荧光区和与其相连的非荧光区，因此推测在Yq11上存在着“Y染色体精子生成基因”。由于许多男性无精子症患者均有Yq11的异常，故将其称为AZF，以后许多学者的研究也证明了这一推测。1986年，Vergnaud应用Y染色体的质粒克隆DNA作为探针，分析Y染色体明显异常的患者，包括46，XY的男性，真两性畸形和Y染色体长臂缺失的病例，建立了Y染色体的基因缺失图谱；为Y染色体上的基因分析创造了条件。接着，其他一些学者也建立了Y染色体基因缺失图谱，并列出了Y染色体上各DNA片段的PCR引物序列，为用PCR方法检测Y染色体上的精子发生基因带来了极大的方便。他们发现，无精子症患者的基因缺失均发生于Y染色体的长臂，主要位于Yq11.23区域，而且并非是单一基因，可能是含有多个基因的大家族。目前已证明Yq11.23区域中多个基因片段的丢失均可引起生精障碍，但哪一个或哪几个基因是AZF尚不确定。
  


  
    1996年，Vogt等在更大范围内对无精子症和严重少精子症患者进行了研究，他将Yq11区域再划分为25个段落，自Yq11的近侧端到远侧端分别命名为D1～D25，每个段落内选择1～7个不等，共76个DNA片段，用PCR的方法对370例无精子症和严重少精子症患者进行了检测，结果发现12例患者有基因片段的丢失，其中3例患者的丢失片段在Yq11的近侧端（D3～D6），3例患者的丢失片段在中段（D13～16），其余7例患者的丢失片段在Yq11的后段（D20～D22），因此认为在这三个区域内均存在AZF，分别称为AZFa、AZFb和AZFc。
  


  
    （一）AZF的重要候选成分
  


  
    1992年我国留英学者马昆（Ma Kun）用特异探针在50例核型正常的无精子症或严重少精子症患者中，发现4例出现Yq11.23区域上有基因片段的微小丢失（microdeletion），认为这4人的无精子可能是由这些基因的丢失引起的。由于这4人丢失的DNA片段并不重复，相互没有重叠，证明AZF区域很大或不止一个基因，甚至是位于Yq11.23区域上的一个基因家族。接着用相对患者缺失的一段DNA序列作为探针，自Y染色体质粒库中筛选获得一系列质粒克隆，其中用Y367探针筛选获得A5F克隆，再用A5F DNA探针筛选人睾丸cDNA文库，筛出2株阳性克隆，命名为MK5和MK29，均为1.9kb左右，其中MK5为1878bp，推算编码蛋白含496个氨基酸。MK29为1874bp，与MK5相比，少了4个核苷酸，并另有7个核苷酸不同，推算编码蛋白含419个氨基酸，由于7个核苷酸不同，使得肽链中的3个氨基酸也不同，在两个DNA序列中均含有多聚A结尾，查阅基因库未查到相同序列，用MK5探针Northern Blot检测睾丸组织中mRNA，发现一条识别带，约2kb，而在脑、心、肾、肝、脾、前列腺、肌肉等组织中均未见识别带，Southern Blot识别不同物种的基因组DNA，仅在人可见识别带，证明MK5高度专一地在人睾丸内表达。应用基因库（gene bank）进行基因结构分析，发现MK5和MK29均有编译含RNA识别位点蛋白质的序列，因此将MK5和MK29分别命名为YRRM（Y chromosome RNA recognition motif）1和2，提示在Y精子发生初期，该基因可能参与RNA的形成、加工和翻译等过程。此外，在YRRM的基因产物中，含有以Ser-Arg-Gly-Tyr氨基酸为单位的多次重复序列，由于在RNA的翻译启动因子序列及其他一些RNA结合蛋白序列中均有这个重复序列，再次证明YRRM基因对精子发生过程有重要的调节功能。用原位杂交方法定位YRRM1于Yq11.23区域上，睾丸切片原位杂交还显示YRRM1基因主要在精原细胞和初级精母细胞阶段表达。用Southern blot杂交技术检测无精子症患者的基因组DNA，发现2例有YRRM1基因的丢失，进一步用PCR方法扩增YRRM基因，也发现了2例无精子症患者有YRRM的丢失。日本学者选用马昆的YRRM引物，PCR检测日本男性基因组DNA，发现日本人中无YRRM2基因，可能系人种差异，在正常男性中，均检出YRRM1基因，在63例核型正常的无精子症男性中，3例有YRRM1缺失，间接证明了YRRM对精子发生作用，但其调节机制至今尚不明确。江苏省生殖医学重点实验室应用YRRM1引物PCR方法检测了130例核型正常的无精子症或严重少精子症患者基因组DNA，发现10例患者有YRRM1的丢失，丢失率为7.7%。但Reijo的研究显示，在89例患者中未见YRRM基因的丢失，因此他认为YRRM可能不属于AZF的候选成分。
  


  
    除YRRM外，DAZ基因是AZF的又一重要候选成分。1995年，Reijo等人在Y染色体上随机选择了84个DNA片段，用PCR的方法对90例有生育能力的男性和89例原因不明的无精子症和严重少精子症患者进行了检测，90例正常男性均无基因片段的丢失，89例患者中，12例有基因片段的丢失，丢失片段的大小不一，但均位于Yq11的远端，检测这12例患者的父亲和兄弟的基因组DNA，均未见丢失片段，说明基因片段的丢失可能是造成这些患者精子生成障碍的原因，对这些患者进行睾丸活检，未发现生精障碍的组织学变化与基因片段丢失。为获得具有表达功能的AZF候选成分，Reijo用AZF区域内的不同探针筛选人睾丸cDNA文库，获得了一个阳性克隆，称为DAZ（deleted in Azoospermia），并证明原有基因缺失的12位患者均有DAZ的丢失，而他们的父亲和兄弟均未见DAZ的丢失。Southern blot证明DAZ为人和猩猩所特有，但在人的电泳图上显示二条杂交带，其中一条为男女都有，以后证明为DAZ的同源基因，位于常染色体上。Northern blot证明DAZ专一地在睾丸内表达，DAZcDNA的基因结构分析显示其编码蛋白含366个氨基酸，蛋白质的相对分子质量约41 257，氨基端的氨基酸顺序类似于RNA结合蛋白的氨基酸顺序，提示DAZ的表达蛋白可与RNA或单链DNA结合，从而调节RNA或DNA的功能。目前已发现果蝇和小鼠体内也有DAZ的同源基因，分别命名为Boul基因和Dazh基因，已证明Boul基因是果蝇的精子发生基因，Boul基因转移入有生精基因缺陷的果蝇可以明显促进生精功能。Dazla基因位于小鼠的17号染色体上，仅在小鼠睾丸内特异表达，且表达时间和强度与精子发生的时间相一致，用转基因的方法将变异的Dazla基因导入小鼠体内，对携带变异基因的纯合子小鼠，精子不能发生，对携带杂合子的小鼠，则精子生成减少，直接证明了Dazla基因对精子发生的作用，为深入研究DAZ基因的特性和功能意义创造了条件。此外，在人的常染色体上也有一个同源基因，称为DAZH，其编码蛋白含295个氨基酸，相对分子质量为33 170，氨基酸排列顺序与DAZ的编码蛋白相似，但不完全相同，原位杂交显示DAZH位于3号染色体短臂的末端，Northern blot显示DAZH也特异地在人睾丸内表达，但DAZH与精子发生的关系尚不明确。
  


  
    Kobayashi等研究也发现，除YRRM和DAZ外，在Y染色体上还含有多个与生精相关的基因片段，发现在50例正常核型的无精子症患者中，有5例有基因片段的丢失，丢失片段均位于Yq11.23区域内的DYS7C和DYS1之间，另一例患者只有DYS7C的丢失，进一步在该区域内选择15个基因片段，分别为DYS7E、DYS230、DYS224、DYS226、DYS7C、DYS233、DYS232、DYS1、DYS236、DYS237、DYS238、DYS240、DYS239、DYS247、DYZ1，用PCR进行扩增。在63例核型正常的无精子症患者中，有9例至少有一段基因的丢失，其中有8例丢失片段位于DYS7C～DYS239之间，另一例丢失片段较大，DYS226～DYS134，该患者同时有YRRM1的丢失，提示YRRM1位于DYS134和DYS226之间，结果表明在DYS226～DYS247至少有一个基因是生精必须的，特别是DYS1与DAZ极为相似，可能DYS1就是DAZ。
  


  
    （二）AZF缺失的发生率
  


  
    各实验室报道的AZF在无精子症和/或严重少精子症患者中的发病率差异较大，从3%～29%，多数集中在13%～15%，造成这种差异的原因有多种，包括：①病例选择，对于严格选择病例仅对不明原因的无精子症或严重少精子症患者进行检测，则缺失率较高；②实验方法包括实验条件的好坏，影响到结果的可靠性；③检测不同的候选成分也会得出不同的缺失率，如仅检测DAZ基因，则缺失率较高；④人种差异，如西方男性有YRRM2基因，日本人则没有。
  


  
    （三）AZF缺失与睾丸病理的关系
  


  
    对这些患者进行睾丸活检，发现睾丸的病理改变与AZF丢失部位有明显的相关性，其中AZFa丢失的患者最为严重，表现为唯支持细胞综合征（Sertoli-cell-only syndorme），同时有睾丸体积的缩小，AZFb丢失的患者表现为生精阻滞，主要停留在精母细胞阶段，睾丸内可见精原细胞和初级精母细胞，但没有精子生成，以上两类患者的精液检查，AZFc丢失的患者情况比较复杂，对于同一患者，一些生精小管内仅见支持细胞，另一些生精小管内可见精原细胞、精母细胞、精子细胞甚至精子，精液检查表现为严重少精子，有时可见少量活动精子，但畸形精子明显增多。
  


  
    （四）AZF与严重少精子症的关系
  


  
    AZF的丢失不仅可以导致无精子症，也可引起严重的少精子症，马昆已发现一例少精子症患者有YRRM1的丢失，1995年，Iwamoto等亦报道1例严重少精子症患者有AZF的丢失，丢失区域为DYS7C～DYS239，Reijo等1996年报道，在35例严重少精子症患者中有2例发生AZF的缺失，且丢失片段较大，而且与多数无精子症患者的基因缺失部位相同。Vogt研究发现，AZF丢失发生在Yq11远侧端时常导致少精子症。本室用PCR方法检测了25例严重少精子症患者的YRRM1基因，亦发现了1例患者有YRRM1基因的丢失，因此，对于严重少精子症患者，也有进行AZF检测的必要。
  


  
    （五）AZF缺失与ICSI
  


  
    对于严重少精子症或者精液中无精子但睾丸内有单倍体的生精细胞患者，可用单精子卵细胞胞质内注射（intracytoplasmic sperm injection，ICSI）的方法使其获得生育能力，但这种助孕方法有可能将精子带有的基因缺陷传给子代。已证明只要能受精，AZF的缺失并不影响子代的生长发育，但男性子代仍是AZF缺陷患者，成年后也将表现为无精子或严重少精子症，因此对于这些患者是否应该用ICSI的方法助其生育仍是有争议的一大问题。无论如何，在行ICSI治疗或植入前进行AZF缺陷的诊断都是有意义的，也是必须的。
  


  
    第四节　精子发生过程中的基因表达
  


  
    精子发生表现为生精细胞的多阶段的增殖与分化，最终形成有精子的生理过程，在这个过程中，基因的时空表达及调控起着至关重要的作用。精子发生就其本质而言，是在严密完整的调节网络（包括内分泌和局部因素等）调控下，特异基因在特定的时空秩序上，精密有序的表达和相互作用的结果。精子发生过程中，大量基因呈现阶段特异性启动或高表达，这些基因的作用至少体现在两个很重要的方面：①很多基因的产物是完成精子发生过程所必需的，如发生减数分裂、DNA修复、甲基化与去甲基化，等等。实验已经发现，如果一些必需的基因得不到正常的表达，精子发生就不能维持和继续。②在精子发生过程中，很多精子结构和功能密切相关基因得以表达，这些基因在精子复杂的功能中起着重要的作用。通过基因敲除等实验，已表明与精子发生和精子功能密切相关，导致男性不育病因的基因有400余个。
  


  
    近年来，研究表明另外两种小RNA，即microRNA和piRNA，在精子发生过程中起着必要的作用，也可能部分呈现阶段特异性表达模式。但目前关于这些小RNA在精子发生中表达的阶段性和表达调控研究较少，对于小RNA在精子发生中的作用请见本章第六节。本节主要介绍蛋白编码基因的表达调控。
  


  
    一、精子发生过程中的基因表达的时空变化
  


  
    对于精子发生过程中基因阶段性表达的了解始于动物实验研究，尤其近年来，由于基因组学技术的发展和应用，使全面了解精子发生过程中基因表达谱的时空变化成为可能。在小鼠睾丸发育过程中或各阶段生精细胞基因表达谱的结果有力而全面地表明，精子发生各增殖分化阶段都有其特定种类和水平的基因表达。
  


  
    对于人类，虽然不能通过对正常人睾丸组织研究得到阶段特异表达基因谱，但是临床上非梗阻性无精子症患者的活检组织却为这方面的研究提供可能。因为人类非梗阻性无精子症睾丸组织有不同病理类型，也就是精子发生停滞于不同增殖分化阶段的表现，所以，可以用于研究人精子发生各增殖分化阶段的基因表达谱。近期，Cappallo-Obermann通过表达谱芯片分析非梗阻性无精子症患者（唯支持细胞综合征、精子发生阻滞和精子发生低下）睾丸组织的基因表达，找出了约2500个在睾丸特异表达的基因，而这些基因有很多在不同类型的无精子症患者的睾丸中有明显的表达差异，表明这些基因在精子发生的不同阶段高表达。von Kopylow则通过表达谱芯片分析了完全性唯支持细胞综合征（睾丸无精原细胞）和非完全性唯支持细胞综合征（睾丸有少量精原细胞）睾丸组织基因表达差异，得到200多个精原细胞特异性标识的候选基因。
  


  
    二、精子发生过程中基因表达的调控
  


  
    精子发生过程中基因表达的调控复杂，有着与其他生理过程不同的调控特点，主要调控包括以下方面。
  


  
    （一）转录因子
  


  
    1.受体家族
  


  
    主要有：
  


  
    （1）性激素受体家族：
  


  
    性激素能与性激素受体结合后，受体进入细胞核，作用于DNA的反应元件，启动基因转录。研究表明，在一些精子发生中启动表达基因的启动子区域含有类固醇反应元件（steroid response element，SRE），即5′-GGTACAnnnTGTTCT-3′，这个序列可以与雄激素受体、孕激素受体、糖皮质激素受体等结合而启动基因表达，而5′-AGGTCAnnnTGACCT-3′仅与雌激素受体结合。当然，在精子发生过程中主要起作用的性激素是雄激素，目前也在Pem基因上发现了新的雄激素反应元件（androgen response element，ARE），包括5′-AGATCTcattcTGTTCC-3′和5′-AGCACAtcgTGCTCA-3′。
  


  
    （2）维甲酸受体家族：
  


  
    视黄酸受体（retinoic acid receptor，RAR）和视黄醇类受体（retinoid X receptor，RXR）是维甲酸受体家族在睾丸中发现的成员。维生素A缺乏的雄性大鼠表现为不育，RARα或RXRβ基因敲除雄性小鼠表现为精子发生障碍，表明这些受体在精子发生中的重要作用。与RAR和RXR结合的DNA序列被称为视黄酸反应元件（retinoic acid response element，RARE）和视黄醇类反应元件（retinoid X response element，RXRE），序列分别为5′-AGGTCAnnnnnAGGTCA-3′和5′-AGGTCAnAGGTCA-3′。
  


  
    （3）孤儿受体（orphan receptor）家族：
  


  
    生殖细胞核因子（germ cell nuclear factor，GCNF）属于核受体超家族成员，是一个孤儿受体，相应DNA结合序列包括：（AGGTCA）重复序列和半重复序列，如TCAAGGTCA等。在睾丸中有两种转录本，大小分别为7.4kb和2.3kb，前者主要在睾丸发育过程中和粗线期精母细胞中表达，而后者主要存在于圆形精子细胞。目前，已发现受GCNF调控表达的基因，如精核蛋白1和精核蛋白2基因。睾丸中还存在其他孤儿受体，如睾丸孤儿受体2（testicular orphan receptor 2，TR2）和睾丸孤儿受体4（testicular orphan receptor 4，TR4）等。
  


  
    2.其他转录因子
  


  
    （1）热休克因子：
  


  
    包括热休克因子1和2（heat-shock gene activator，HSF），HSF2表达呈连续稳定表达，在睾丸组织中主要存在于粗线期精母细胞和圆形精子细胞中。Hsf2基因敲除雄性小鼠生育力降低，粗线期精母细胞凋亡增加，精子和精子细胞数量下降。近期进一步研究表明，HSF2可与小鼠Y染色体结合，其中有些位点是在精子发生过程中启动表达的基因。
  


  
    （2）亮氨酸拉链家族转录因子：
  


  
    该在睾丸中起重要作用的包括cAMP反应元件调节物（cAMP response element modulator，CREM）、cAMP反应元件结合蛋白（cAMP response element binding protein，CREB）、激活转录因子1（activating transcription factor 1，ATF1）等。这些因子的共同点是在亮氨酸拉链结构附近都含有与DNA结合的区域，在cAMP信号作用下，与相应的cAMP反应元件（cAMP response element，CRE）结合，调控基因转录。CRE基本序列为5′-TGACGTCA-3′。
  


  
    （3）Homeobox家族转录因子：
  


  
    这个家族庞大，又可以根据所含有的保守的同源序列分成亚家族。例如，小鼠Rhox（reproductive homeobox on the X chromosome）基因家族有30多个成员，并且在出生后的主要表达于生殖系统，所以，很可能在生殖中起重要作用，但是目前这个家族大部分成员的功能尚不清楚。近期对于Rhox5敲除小鼠的研究表明，Rhox5敲除后生精细胞凋亡增加，精子功能受损，生育力低下。
  


  
    （4）锌指蛋白家族转录因子：
  


  
    这个家族也有很多成员，OVOL1敲除小鼠睾丸细胞分裂障碍，约半数的精母细胞到达粗线晚期后即发生凋亡。WT1在睾丸中表达于支持细胞，利用条件型敲除WT1后，表现为睾丸发育异常，睾丸体积很小，生精小管发育异常；而用RNAi干扰WT1则导致支持细胞和精子细胞之间的连接结构发生异常，同时，一些基因的转录受到影响。
  


  
    （5）其他转录因子家族：
  


  
    如GATA家族、NF-κB家族、Y-Box家族（结合序列5′-CTGATTGGYYUU-3′）等。
  


  
    另外，一些一般的转录因子，也就是在很多细胞中都普遍存在并起作用的转录因子，也同样在精子发生中起作用。而且，这些转录因子的水平和调节也是调控精子发生过程中基因有序时空表达的重要方面。例如，TBP（TATA-binding protein）在早期单倍体精子细胞中的含量是一般体细胞（如肝细胞）的上百倍，这使得在精子形成前转录足够的mRNAs。
  


  
    （二）表观遗传修饰
  


  
    表观遗传修饰也是基因表达调控的重要方面，详细请见本章第六节。
  


  
    （三）RNA结合蛋白
  


  
    mRNA被转录后，其稳定性或是否被转录也是影响基因表达效率和时空变化的重要方面。另一方面，在精子形成过程中，mRNA的转录和翻译存在着很大的时间差异，mRNA的转录在圆形精子细胞发生变态和形成精子之前就停止了，而在精子形成的整个过程中，却有很多mRNA被翻译。
  


  
    RNA结合蛋白（RNA binding protein，RBP）在这些环节起着重要作用，其作用方式一般被认为是：在mRNA被转录后即被RBP结合，在mRNA被转导出细胞核后，可能更换其他的RBP，或仍然被原来的RBP结合。RBP的结合不仅仅是增加了mRNA的稳定性，所结合的RBP种类也决定了mRNA出核后的命运：是立即被翻译，还是暂时储存。
  


  
    目前已发现了多种在精子发生过程中起作用的RBP，一般认为，这些RBP是结合到mRNA的非转录区域。RBP与mRNA的结合可以有序列的特异性，也有些RBP与mRNA的结合没有特异性。
  


  
    第五节　线粒体DNA与精子
  


  
    线粒体是细胞中能量储存和供给的场所，他含有一个独立的半自主复制的DNA遗传系统称为线粒体DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）。mtDNA编码呼吸链的多种组成成分，进而参加氧化磷酸化（oxidative phosphorylation，OXPHOS），因此mtDNA与细胞的供能密切相关。
  


  
    人类mtDNA为呈高度扭曲的双股闭环结构，几乎不受DNA结合蛋白（组蛋白）的保护。一个细胞中可含有几个到数百个线粒体，而每个线粒体中往往含有2～10个mtDNA分子，他们有时成簇分布于线粒体基质，并与内膜相连。mtDNA全长为16 569bp，其全部核苷酸序列已于1981年由Andersen等阐明。mtDNA闭环双链可分为重链（H）和轻链（L），两条链均具有编码功能，其中重链富含鸟嘌呤，编码12s、16srRNA，14种tRNA及12种多肽；轻链富含胞嘧啶，是8种tRNA和一种多肽的模板。mtDNA基因的排列非常紧凑，除了一个D环（displacement loop）未见编码功能外，其他各基因间几乎无内含子。OXPHOS由五个酶复合体组成，每个复合物含有多种多肽，mtDNA参与其中13种多肽的编码，见图12-11。
  


  
    [image: ]

    
      图12-11　人类线粒体基因组
    

  


  
    精子mtDNA和体细胞的mtDNA结构一样，但数量在精子发生过程中逐渐减少。精子发生过程包括精原细胞有丝分裂增殖分化为初级精母细胞，初级精母细胞经过两次成熟分裂，中间度过短暂的次级精母细胞变为精子细胞，最后精子细胞变形成为成熟精子。Hecht等对小鼠精子发生过程中粗线期精母细胞、圆形精子细胞、长形精子细胞及成熟精子线粒体进行了研究，发现其中mtDNA含量比率分别为8～10、3～4、0.5～1、1，每个细胞中分别含有300～400、150～200、25～50、50～75个mtDNA分子。哺乳动物单个精子中含有约75个线粒体，因而成熟精子每个线粒体中只有1个mtDNA分子，在整个精子发生过程中，生精细胞内每个线粒体中mtDNA拷贝数由原来的2～5个减少到1个。研究表明，一种启动线粒体转录的蛋白质——人线粒体转录因子（human mitochondrial transcription factor，h-mtTFA）可能对人mtDNA拷贝数具有重要的调节作用。在小鼠mtTFA的同源体（mouse mtTFA，m-mtTFA）编码两种蛋白亚型：细胞核亚型和线粒体亚型。核亚型在体细胞中缺乏，但在生殖细胞中占据主导地位，而线粒体亚型在生殖细胞中的含量远比体细胞中低得多。研究结果提示mtTFA核亚型的功能可能为睾丸特异性转录激活因子或参与核染色质浓缩，另一可能是他在编码核和线粒体mtTFA亚型转录的启动子之间起转录干扰作用，从而对小鼠睾丸中线粒体mtTFA mRNA和蛋白水平及精子发生过程中mtDNA的拷贝数起负调控作用。1997年Larsson等研究发现，h-mtTFA在人体内只有一种睾丸特异性h-mtTFA而缺乏h-mtTFA核亚型，提示h-mtTFA核亚型在人精子发生过程中不起作用，睾丸特异性转录h-mtTFA的基本功能可能是对精子发生过程中线粒体内mtTFA水平起负调控作用，从而使精子中mtDNA拷贝数逐渐降低。在精子发生过程中是否还有其他机制来调控生精细胞中mtDNA的拷贝数有待进一步研究。
  


  
    精子线粒体认为与精子运动密切相关，精子活动能力是衡量精液质量和男性生育力的一个重要指标，精子活力低下可以导致男性不育，且大部分精子运动力低下患者往往伴有精子数量减少及精子畸形，而表现为少弱畸精子症。近年来，精子mtDNA缺陷与精子活力及男性不育间是否相关引起人们的关注。1995年Kao等对21名生育男性和19名不育男性（其中11名原发性不育，6名继发性不育，1名少精子症，1名弱精子症）精子mtDNA进行了分析。应用密度梯度离心将精子分成具有不同活力的几层，然后测定各种活力精子mtDNA缺失情况，结果发现mtDNA 4977bp缺失与精子活力呈负相关。正常情况下精子是通过无氧酵解产生ATP，但在精子射出后的泳动过程所需能量中线粒体呼吸链起到一个重要作用，精子mtDNA 4977bp缺失或其他类型的缺失将导致相应编码蛋白的损害，使OXPHOS发生障碍，精子运动能力及生育力相应降低。他们的研究同时还发现弱精子症和少精子症患者mtDNA缺失比正常人高，且原发性不育患者缺失率比继发性不育高。这种现象可能的原因是少弱畸精子症患者可以产生较多自由基团和脂质过氧化，并含有大量未成熟精子。上述结果表明mtDNA缺陷可能对人类精子功能障碍的发生起重要作用。Cummins等研究也发现原发性不育患者睾丸中mtDNA“共同”缺失水平增高，但同时又发现约50%正常男性精子中也可观察到较高水平的mtDNA缺失。因而，mtDNA缺陷与男性不育是否相关尚不能肯定。
  


  
    ICSI作为一种辅助生殖技术目前应用已经比较广泛，由于mtDNA母系遗传的特性，含有缺陷mtDNA的少弱畸精子症患者进行ICSI是可行的。Haushmand等观察了6名通过ICSI助孕技术受精而出生的儿童，他们mtDNA中未见其父亲的单个碱基突变的mtDNA分子。但最近Reynier等报道一名要求做ICSI的少弱畸精子症患者，其骨骼肌和精子中含有多种mtDNA缺失，这种mtDNA缺失是由于核基因产物改变而引起的，进行ICSI后，这种mtDNA缺失有可能通过胞核遗传给下一代，使子代产生线粒体疾病。因此，研究人精子mtDNA的结构及其在辅助生殖技术中可能存在的一些危险性对优生优育是非常重要的。
  


  
    第六节　精子发生的表观遗传学调控
  


  
    表观遗传学（Epigenetics）是研究基因DNA序列不发生改变的情况下，基因表达了可遗传的变化的一门遗传学分支学科。基因的DNA序列基因在决定生命过程中所需要的各种蛋白质，决定生命体的表型起了基本的作用，但是并不是所有的作用。有很多的生命现象和生理病理过程并不能用经典的遗传学理论来解释，例如，同卵双生的两个人具有完全相同的基因组，在同样的环境中长大后，他们在性格、健康等方面会有较大的差异；有些表型特征只是由一个亲本的基因来决定，而源自另一亲本的基因却保持“沉默”。这些说明，在相应的基因碱基序列没有发生变化的情况下，一些生物体的表型却发生了改变，这些方面很多都可以在表观遗传学中找到答案和思路。表观遗传学范围很广，包括DNA修饰（如甲基化）、组蛋白修饰（如甲基化和乙酰化）、染色质重构、非编码RNA等，在本章中主要介绍DNA甲基化、组蛋白修饰、microRNA和piRNA在精子发生中的作用。
  


  
    一、精子发生中的表观遗传调控方式
  


  
    （一）DNA甲基化
  


  
    为研究最多的表观遗传修饰之一，DNA甲基化过程是指转运一个甲基基团至CpG双核苷酸胞嘧啶5′位置碳原子上。在基因组所有CpG序列中有大约60%～90%出现甲基化，未甲基化的CpG双核苷酸主要成簇分布于启动子区CpG富集的序列，称为CpG岛，启动子区DNA甲基化参与基因沉默，DNA甲基化也参与逆转录转座子和印记基因沉默。DNA甲基化由DNA甲基转移酶（DNA methyltransferases，DNMTs）家族来完成，在小鼠中，有四种DNMTs：DNMT1、DNMT2、DNMT3A和DNMT3B。DNMT3A 和DNMT3B功能为重新建立新的甲基化模式，DNMT1用于维持已存在的甲基化模式，DNMT2在人类发现可使RNA甲基化，在小鼠是否有类似作用还不清楚。在人、小鼠及其他物种中，均含有一种与DNMT紧密相关蛋白DNMT3L，DNMT3L缺乏催化结构域，但是可以与DNMT3A和DNMT3B结合，体外及体内实验研究表明，DNMT3L有利于提高新合成的DNMT3A活性，虽然体外实验显示DNMT3L可与DNMT3B相互作用，但是缺乏证据显示DNMT3L可促进DNMT3B活性提高。
  


  
    （二）组蛋白修饰
  


  
    在细胞有丝分裂及精子发生过程中，组蛋白修饰显得必不可少。他们帮助异染色质凝集或常染色质开放形成，组蛋白由球形结构域和延伸的氨基末端（称为组蛋白尾部）组成，组蛋白尾部的残基可被甲基化、乙酰化、磷酸化、泛素化和sumoylation。这些翻译后修饰（post-translational modifications，PTMs）能够改变染色质结构从而使基因被激活或抑制。
  


  
    1.甲基化
  


  
    是最常见的组蛋白修饰之一，目前已知组蛋白N末端有一些精氨酸和赖氨酸残基可被甲基化。组蛋白甲基化受组蛋白甲基转移酶（histone methyltransferases，HMTases）调节，组蛋白精氨酸甲基化参与了基因的激活和沉默，赖氨酸残基可被单甲基化、双甲基化及三甲基化，在精子发生过程中与基因转录和沉默相关。组蛋白去甲基酶调节精氨酸和赖氨酸甲基基团的清除，参与基因转录和沉默。在精子发生过程中，HMTases抑制剂SUV39H1（suppressor of variegation 3-9homolog 1）和SUV39H2、组蛋白H3和H4的甲基化、组蛋白H3的去甲基化起关键性作用。
  


  
    2.乙酰化
  


  
    组蛋白乙酰基转移酶（Histone acetyltransferases，HATs）能乙酰化核心组蛋白N末端特异赖氨酸残基，参与基因激活，组蛋白去乙酰基转移酶与HATs功能相反，与基因抑制相关。在精母细胞减数分裂过程中，组蛋白H3赖氨酸9、14、18、23位点和H4赖氨酸5、8、12、16等位点赖氨酸残基的乙酰化和去乙酰化尤其重要。
  


  
    3.磷酸化
  


  
    组蛋白磷酸化通常发生在所有组蛋白的几个丝氨酸残基，通常与基因转录激活有关，也有例外情况，如组蛋白异构体H2AX磷酸化（形成γH2AX）在精母细胞减数分裂时参与染色质的凝聚和基因沉默。
  


  
    4.泛素化
  


  
    组蛋白特异赖氨酸残基泛素化能促进或抑制基因转录，泛素化是指将泛素单体与赖氨酸残基共价结合的一种蛋白修饰，组蛋白H2A能被单泛素化，在精母细胞减数分裂时出现与转录抑制相关；相反，H2B单泛素化与转录激活相关。
  


  
    5.sumoylation
  


  
    组蛋白赖氨酸残基也可被小泛素相关修饰剂（ubiquitin-related modifier，SUMO）修饰，与抑制基因表达相关。sumoylation将小泛素相关修饰剂蛋白共价连接到组蛋白赖氨酸残基，一般防止PTMs激活，如乙酰化。已发现四种SUMO蛋白（SUMO1～4），目前只发现SUMO1与精子发生相关，在减数分裂过程中沉默XY小体（XY body）。
  


  
    （三）microRNA、piRNA与精子发生
  


  
    近年来，在多种植物和动物中发现了不同数量的小RNA，其特定的表达模式及不同程度的序列保守性提示这些小RNA具有较为重要的生物学功能。目前已确定microRNA具有确切的基因表达调控作用，其主要作用机制是与Argonaut家族的AGO亚家族蛋白结合，通过与RNA干扰类似的途径降解mRNA。2006年，4个研究小组在哺乳动物的睾丸内发现了一类新的小RNA，因能与PIWI亚家族蛋白结合，故命名为piRNA（piwi-interfering RNA），认为其在精子发生中起重要作用。
  


  
    1.microRNA与精子发生
  


  
    miRNA是一类内源性的小分子非编码单链RNA，长度约为22nt，首先由Lee等在秀丽隐杆线虫中发现。他是由70～90nt、具有发夹结构的单链RNA前体（pre-microRNA）经过Dicer酶加工而成，主要通过与靶基因不完全互补结合，进而抑制翻译或促进mRNA聚腺苷酸尾巴的去除等方式调控靶基因的表达。
  


  
    Argonaut家族蛋白是与microRNA、piRNA形成功能复合体的基本组成成员之一，在生物物种中高度保守。Argonaut家族蛋白分两个亚家族：AGO亚家族，包括AGO1、AGO2、AGO3、AGO4 4个成员，与microRNA结合形成核蛋白核糖体，分布广泛；另一个是PIWI亚家族，包括PIWI和AUB蛋白，均特异性分布于生殖细胞，被认为主要与piRNA结合，并在精子发生过程中起重要作用。
  


  
    虽然microRNA在精子发生中具体的基因调节网络及作用尚不明了，但是诸多的研究表明，microRNA在精子发生中起着必要的作用：首先，哺乳动物的睾丸组织中含有大量的microRNA，也包括一些睾丸特异性的microRNA。而且，这些microRNA在精子发生过程中呈阶段性时空变化。例如，很多microRNA在未成年与成年哺乳动物（如小鼠、猪、猴子等）的睾丸组织中存在种类和量的差异；miR-17-92簇和miR-290-295簇在精原细胞中高表达，并且有可能在精原干细胞的增殖和分化中起调控作用；miR-122a、miR-34b和miR-34c主要表达于精子发生的晚期阶段，表明这些miRNA可能在减数分裂后的精子细胞中起调控作用。
  


  
    近年来，对于microRNA在精子发生中的调控机制也有了一些突破，如最近Yu等研究证明miR-122a通过抑制转录蛋白2（Tnp2）的表达，在减数分裂后的精子细胞中起调控作用；Novotny等人发现miR-17-5p在睾丸精子形成过程中不断上调，通过抑制E2F1使生精细胞免受凋亡，利于正常精子的形成；miR-34c通过直接下调TGIF2和NOTCH2，从而在精子发生的晚期阶段起调控作用；miR-18通过作用于热休克转录因子2（HSF2）以利于精子发生的正常进行。由于miRNA进化的高度保守性，因此上面提到的miRNA及其调控机制有可能在人类精子细胞发生过程中也起到类似的作用。
  


  
    2.piRNA与精子发生
  


  
    PIWI亚家族的发现及其在精子发生中的作用先于piRNA，相应成员已在小鼠（MIWI，MIL1）、大鼠（RIWI）、人类（HIWI，HIL1）等睾丸组织中以及斑马鱼（ZIWI）的睾丸及卵巢发现。由于这种生殖细胞表达的特异性，尤其是哺乳动物睾丸表达的特异性，对PIWI亚家族蛋白功能的研究主要集中于精子发生中的作用。MILl和MIWI出现在小鼠精子发生的不同阶段：MILI存在于从精原细胞到粗线期精母细胞阶段的生殖细胞中，MIWI存在于从粗线期精母细胞到圆形精子细胞阶段的生殖细胞中。敲除mili基因，小鼠精子发生停滞于早期——粗线期精母细胞；敲除miwi基因，小鼠精子发生则停滞于圆形精子细胞阶段。AUB蛋白缺失可导致果蝇异常的精母细胞和圆形精子细胞发育。以上实验资料均支持PIWI亚家族蛋白在精子发生中尤其是减数分裂过程中起重要作用，目前认为，通过与piRNA结合在精子发生中起必要的调节作用至少是这个家族作用的一个主要方面。
  


  
    piRNA是特异性存在于生殖细胞的一类小RNA，具有以下一些特点：①相对恒定的长度：26～31nt，较microRNA稍长。②特定的染色体分布：piRNA主要分布于第17、5、2号染色体，在1、3、16、19、x号染色体上分布很少。piRNA的保守分布，提示其功能与这些染色体上的基因组功能相关。③分析piRNA逆转录得到的cDNA序列，发现是源于以前那些被认为不会发生转录的区域。④趋向于簇状分布：对哺乳动物piRNAs的基因组分析显示，粗线期piRNA不均匀分布于主要常染色体的100个不同部位，大小范围1～100kb。而早期——粗线期的piRNA分布广泛，约存在900多个簇，且似乎不与粗线期piRNAs重叠。⑤一个簇内的piRNA来源相同，提示他们有一个共同的转录前体；在有的piRNA簇内，两条piRNA链的方向截然不同，提示他们由中心增强子向不同方向转录形成。⑥与来自于dsRNA的microRNA不同，piRNA可能来自单链RNA（ssRNA）。同一个簇内的piRNA几乎全部从双链DNA中的一条转录而来。极少数的piRNA簇转录自两条DNA链，即便如此，正义DNA链与负义DNA链产生的piRNA之间相互分开，两段DNA之间间隔有几百个碱基对。⑦与其他小RNA一样，在piRNA的5端富集U碱基。⑧与miRNA相比，piRNA的原始序列保守性要相对差些。
  


  
    目前认为，piRNA在精子发生中的主要作用是抑制转座因子，维持基因组的稳定性。转座因子通过剪切/逆转录和粘贴的方式，可以在基因组中移动位置，例如：①DNA转座子编码一种转座酶，这种酶进入细胞核后结合到转座子的两端，剪下转座子再插入到基因组的其他位置；②LTR（long terminal repeat）逆转录转座子编码整合酶和GAG蛋白，GAG蛋白可以捕获LTR逆转录转座子的mRNA并将其逆转录成DNA，再由整合酶将DNA整合到基因组中；③非LTR逆转录转座子的基本过程与LTR逆转录转座子相似，但是作用的酶及复合体等不同。过多的和不适当的转座因子活动会影响基因组的稳定性，而基因组的稳定性对于精子而言是非常重要的。而piRNA通过抑制这些转座因子的活动，对于维持基因组的稳定性起着必要的作用。以后的研究可能会发现PiRNA的其他功能。
  


  
    二、精子发生中的表观遗传调控
  


  
    （一）精子发生表观遗传重要变化
  


  
    精子发生时，基因组经历主要变化包括有丝分裂的复制更新，减数分裂的重组和染色体分离，减数分裂后染色质结构的凝聚和包装。精原干细胞有丝分裂更新可以确保精原干细胞分化能力及父源遗传物质来源，减数分裂重组及父源、母源配对染色体随机分离进入新的单倍体精子细胞，能够确保物种遗传的多样性，同时减数分裂后染色质特异性包装确保父源遗传信息安全传递给下一代。在精子发生连续过程中表观遗传关键变化包括四个方面：转座元件沉默、父系基因印记建立、减数分裂重组、减数分裂后染色质重组和凝聚。
  


  
    （二）精子发生重要表观遗传变化的调控
  


  
    1.转座元件沉默
  


  
    出生前，睾丸唯一的生殖细胞是生殖母细胞（gonocyte），生殖母细胞增殖一段时间后停滞。出生后不久生殖母细胞迁移至生精小管基底膜形成精原细胞并恢复增殖功能。精原细胞经过有丝分裂分化并形成精原干细胞池以参与减数分裂和精子形成过程。精子发生前转座子沉默主要发生在生殖母细胞和前精原细胞。转座元件是一段段移动的DNA，包括DNA转座子、含长末端重复序列的逆转录转座子、长的散在分布核元件（long interspersed nuclear elements，LINEs）和短的散在分布核元件。转座元件存在于45%人DNA和37%小鼠DNA。如果不对这些转座元件进行甲基化沉默，他们的移动可引起遗传突变、染色体断裂、异常的基因重组和基因重排。转座元件也可通过扩增或重新插入基因组引起基因异位表达或沉默。通常情况下，转座元件在生殖母细胞阶段通过DNA甲基化沉默转座元件阻止其扩散传播。DNMT3L可促进睾丸转座元件甲基化，从而起到沉默转座元件的作用。如果DNMT3L缺失，可引起LINE-1和池内A颗粒（intracisternal A-particle，IAP）转座子甲基化作用丢失。DNMT3L在生殖母细胞表达时间与DNMT3L沉默转座子的功能相符，DNMT3L在小鼠交配后14～18d胚胎生殖母细胞表达，这一时间正好与小鼠生殖母细胞全面开始甲基化时间一致。而且，DNMT3L敲除后小鼠转座元件沉默的缺失直接引起成年小鼠减数分裂停滞和不育。
  


  
    2.父系基因印记建立
  


  
    父系印记基因是指单等位基因表达的基因，其表达只存在于母系遗传的等位基因，在雄性生殖细胞中父系印记基因发生甲基化和沉默。印记基因须符合下面三个条件，首先父源和母源等位基因差异性DNA甲基化和组蛋白修饰等表观遗传信息能够在细胞世代连续传递；其次等位基因表观遗传信息在生殖细胞发育时可以擦除并根据性别不同进行重建；最后，等位基因表观遗传信息在受精后胚胎发育体细胞中被继续保留，不能被擦除。
  


  
    在小鼠，父系印记基因大约在交配15.5d后胚胎的生殖母细胞开始建立，一直持续到精原细胞形成。这种基因印记在精子发生后面阶段持续存在，直到进入精子传递给下一代。目前鉴定了3个父系印记基因区：H19-Igf2、Rasgrf和Dlk1-Gtl2，更多的母源印记基因已被鉴定。在雄性生殖细胞，BORIS（brother of the regulator of imprinted sites）因子、DNA甲基转移酶（DNMT3A，DNMT3B和DNMT3L）参与父源印记基因建立。DNMT3L缺失可引起父系印记基因区域甲基化的丢失，DNMT3A和DNMT3B敲除的精原细胞父系印记基因区域的甲基化模式发生变异。DNMT1在基因印记建立过程中也很重要，DNMT1缺陷的胚胎基因组的甲基化丢失，甲基化水平低于Dnmt1杂合子或野生型胚胎的30%；而且，在父系和母系印记基因区域中能观察到异常甲基化模式。建立合适的父系印记对后代自然遗传这一等位基因起决定性作用，近期有文献报道，对少精子症不育男性和精子正常男性7个印记基因甲基化水平进行检测，发现基因印记建立的异常可增加不育概率。
  


  
    3.减数分裂重组
  


  
    （1）减数分裂过程：
  


  
    精原细胞经过分化和连续的有丝分裂周期产生初级精母细胞，然后进入减数分裂。减数分裂包括两次细胞分裂，染色体数目减半。在第一次分裂时，初级精母细胞DNA复制然后分裂变成次级精母细胞。第二次分裂时，次级精母细胞分裂变成圆形精子细胞。在小鼠，减数分裂时间大部分分布于第一次减数分裂前期，占据整个减数分裂时间的90%以上，持续大约三周时间。第一次分裂前期分为四个阶段：细线期、偶线期、粗线期和双线期。在减数分裂的细线期，染色体开始浓缩并开始形成双链断裂（double-strand breaks，DSBs），双链断裂形成是粗线期同源染色体重组必不可少的；偶线期，姐妹染色单体开始配对形成联会复合体（synaptonemal complexes，SCs），联会复合体稳定同源染色体配对，同时协助同源染色体的非姐妹染色单体之间的交换和重组。在粗线期，同源染色体联会，同时进行非姐妹染色单体的交换和重组；进入双线期，同源染色体开始分离，SCs开始消失。第一次分裂前期完成后，初级精母细胞经过中期、后期和末期的分裂形成两个次级精母细胞。在中期，同源染色体进一步凝聚附着于纺锤体纤维。后期，同源染色体分离，但姐妹染色单体仍连接在一起向细胞两极移动。末期，纺锤体压缩，胞核和胞质开始分裂。次级精母细胞中含有单套染色体，但含有二倍体DNA含量。在第二次减数分裂时，染色体发生凝聚，次级精母细胞经过第二次减数分裂的前、中、后、末期。第二减数分裂过程中，姐妹染色单体分开，次级精母细胞分裂为圆形精子细胞，含有单倍体DNA含量。通过减数分裂，每个初级精母细胞最终形成四个单倍体的圆形精子细胞。减数分裂过程的很多方面受表观修饰精确调节。
  


  
    （2）减数分裂的染色质重塑和甲基化：
  


  
    一些研究表明，表观遗传修饰在减数分裂染色体包装、配对和重组的方面是必不可少的。DNMT3L促进雄性减数分裂过程中所需的甲基化模式建立。DNMT3L缺乏时，减数分裂染色体不能精确地形成异染色质导致同源染色体在减数分裂偶线期不能成功配对，细线期和偶线期精母细胞显示非同源联会以及精母细胞无法达到充分的粗线阶段，结果，所有的生殖细胞在偶线期和粗线期阶段凋亡或塌陷而死亡。有报道证实，在Dnmt3l基因敲除雄性小鼠中，甲基化的丢失导致在减数分裂期间形成不合适的常染色质状态以及应该表达抑制的基因继续被激活，包括基因印记区，逆转录转座子和重复元素的保持活跃，从而导致“减数分裂大灾难”。显然，精子发生减数分裂的进展需要DNMT3L介导的甲基化作用。
  


  
    HMTases的SUV39H1和SUV39H2也参与雄性减数分裂表观遗传调控，SUV39H1在多种组织广泛表达，而SUV39H2主要在睾丸中表达。SUV39H1和SUV39H2负责染色体臂间异染色质区组蛋白3赖氨酸残基9（H3K9）上的三甲基化。H3K9的三甲基化（H3K9tri-methylation，H3K9me3）作用导致异染色质蛋白HP1α，Pβ和HP1γ的结合，随后与HMTase SUV420H、甲基转移酶DNMT3A/DNMT3B和二甲基化、三甲基化H4K20结合，从而引起异染色质区转录抑制。Suv39h缺陷小鼠显示精子发生过程受损，精母细胞由于在粗线期阶段同源染色体不完全配对和联会从而发生凋亡。
  


  
    最近研究表明，参与体细胞中常染色质区H3K9单甲基化和双甲基化的HMTaseG9A，在雄性精母细胞减数分裂有重要作用。G9a的缺失，导致妊娠中期胚胎死亡，由于这个原因，产生特殊谱系生殖细胞限制性G9a基因敲除小鼠。这些小鼠不育，因为精母细胞减数分裂不能越过粗线期，许多精母细胞无法形成SCs，推测SC形成障碍可能是由于粗线期染色体无法找到同源染色体配对或G9A调节的基因过表达引起。
  


  
    除了组蛋白修饰的动态变化，雄性减数分裂的完成还需要特异的组蛋白变异体。组蛋白变异体H2AX是减数分裂细胞核小体的重要组成部分。在减数分裂DNA双链断裂过程中，H2AX在丝氨酸残基Ser139处磷酸化，从而形成磷酸化组蛋白H2AX（γH2AX）。在减数分裂的常染色体中，γH2AX集中分布DSBs处，并参与细线期和偶线期精母细胞减数分裂重组时的染色质凝聚。有学者提出，γH2AX可能募集DNA修复结构的成分到DSB部位，一旦DSBs消失和联会形成，γH2AX不再是局限分布于DSB部位。
  


  
    减数分裂过程中存在的其他DNA修复蛋白包括RAD50和RAD51。RAD50是第一个被募集到常染色体DSBs处的蛋白分子，并且从减数分裂前细线期到偶线期结束持续存在。在细线期，RAD51与轴向元件形成有关。RAD54是同源染色体基因片段重组和DNA修复所需的DNA依赖ATP酶。在DNA修复中，RAD54与RAD51相互作用，在同源重组时通过置换核小体而促进染色质重塑。泛素结合酶HR6B也参与DNA损伤修复，并在减数分裂同源染色体基因片段重组时参与染色质结构的调控。在Hr6b基因敲除小鼠，由于SCs的结构发生较大变化从而使精子发生受损。这些小鼠显示减数分裂重组的频率增加。
  


  
    （3）减数分裂所致的性染色体失活（Meiotic sex chromosome inactivation，MSCI）：
  


  
    在减数分裂的粗线期阶段，X和Y染色体形成XY小体，或称为性小体（sex body），并在MSCI的过程中变得转录沉默。与常染色体不同，雄性性染色体是异源性的，仅在他们拟常染色区域联会。XY体的产生及其异染色质状态的维护，一直是最近研究的焦点。现在有大量的已知与MSCI相关的表观遗传修饰，但是其确切发生顺序尚不清楚。
  


  
    当粗线期常染色体联会时，不管DSBs是否发生，γH2AX均募集到XY体。H2AX缺陷精母细胞无法在第一次减数分裂粗线期形成XY体，减数分裂在粗线期停滞。H2AX的磷酸化依赖于DNA修复蛋白ATR（Rad3related，ATR）。在MSCI开始时ATR被募集到XY体。ATR向XY体的募集依赖于乳腺癌肿瘤抑制蛋白1（the tumour suppressor protein breast cancer，BRCA1）。小鼠Brca1低表达的减数分裂细胞不发生H2AX磷酸化，粗线期初级精母细胞不经历MCSI。H2AX的磷酸化、ATR和BRCA1共同作用启动MSCI。这是MSCI过程中发生在XY体的最早的事件之一。
  


  
    在整个粗线期为了维持MSCI，还有许多其他的发生在XY体上的表观遗传修饰。他们包括H2A的泛素化（形成uH2A），SUMO化（涉及SUMO1），H3K27甲基化，H3K9、H4K20、H3K79和H3K27二甲基化，H3K9和H4K20三甲基化，H3K9、H4K12和H4K16去乙酰化。参与基因激活的H4K5和H4K8超乙酰化也存在XY体上。然后，每一种表观遗传修饰各自执行的功能还不清楚。
  


  
    当许多其他异染色质从XY体消失时，H2A变异体H2AZ的出现与粗线期后阶段初级精母细胞MSCI相关。在完成MSCI后，H2AZ整合到XY体，他被认为可部分保持非活动状态的圆形和长形精子细胞中的XY体失活状态。H3变异体H3.3也与MSCI相关，H3.3在MSCI期间被整合到XY体，同时组蛋白变异体H3.1和H3.2和大部分组蛋白PTMS丢失。丢失的PTMs，包括H3K4的单甲基化、双甲基化和三甲基化，H3K9的双甲基化和三甲基化，H3K27的单甲基化和双甲基化，H3K79的双甲基化，H4K20双甲基化和三甲基化。在减数分裂晚期和减数分裂之后，这些主要参与基因沉默的大量组蛋白修饰被选择重新获得。H3.3K9，K14和K18的乙酰化修饰参与基因激活。尽管已经清楚，在精子发生的MSCI晚期和减数分裂之后H3.3整合到XY体可促进广泛的染色质重塑和XY体基因沉默，但是H3.3 在MSCI中执行的确切作用尚不清楚。
  


  
    此外，最近发现SCMH1在调节XY体的部分染色质修饰方面有重要作用。SCMH1是哺乳动物多梳抑制复合体1（polycomb repressive complex 1，PRC1）的一部分，参与大量基因的抑制。在睾丸内，SCMH1在偶线期、粗线期初级精母细胞和圆形精子细胞表达，参与XY体PRC1复合体排斥。最近Scmh1敲除小鼠实验证明，缺乏Scmh1导致精母细胞凋亡丢失，雄性生育力降低。Scmh1缺陷粗线期精母细胞不能维持XY体PRC1合成物排斥，导致XY体H3K27me3。这些结果表明SCMH1是一个关键的PRC1调节成分，维持XY体PRC1排斥。
  


  
    4.精子形成
  


  
    在减数分裂后期，单倍体的圆形精子细胞除了发生充分的胞质变形，还进行广泛的染色质重塑发育为成熟的精子。这一过程涉及细胞核重塑和凝聚以保护DNA，并使基因转录呈惰性状态，DSBs和组蛋白向精核蛋白的转换协助完成这一过程。
  


  
    组蛋白向精核蛋白的转换是指组蛋白首先被转换核蛋白（transition nuclear proteins，TPs）取代，随后TPS被精核蛋白取代。组蛋白向精核蛋白的转换与组蛋白H4超乙酰化有关，H4超乙酰化促进核小体结构松散，便于去除组蛋白、整合TPs和随后的PRMs。
  


  
    一些基因敲除的动物模型结果显示，组蛋白被TPs取代后随后被PRMs取代过程是精子形成所必须环节。缺乏TP1或TP2的小鼠，在精子形成期间染色质凝聚时有微弱异常，精子数目正常，并有生育力的。然而，TPs均缺乏的小鼠显示所有的生精细胞染色质凝聚不规则，许多生精细胞出现DNA断裂，PRM2翻译后不能加工处理，雄性小鼠不育。精核蛋白是仅在生精细胞发现的富含精氨酸和半胱氨酸的碱性小蛋白质。大多数哺乳动物产生两种精核蛋白的变异体，PRM1和PRM2，他们负责将DNA结构包装的非常紧凑。破坏PRM1或PRM2任一基因表达，会破坏精子细胞核形成、PRM2加工处理和精子功能，引起杂合子的后代雄性小鼠不育。精核蛋白在人类也很重要，精子中PRM2的缺乏或PRM1/PRM2的比例失调，与男性不育有关。
  


  
    Jhdm2a基因敲除小鼠研究结果进一步证明了精核蛋白的重要性和其在生育中的调节作用。精核蛋白的表达部分受H3K9me2/H3K9me1脱甲基酶JHDM2A（JmjC-domain-containing histone demethylase 2A，JHDM2A）的调节。JHDM2A在初级精母细胞粗线期后段开始表达，持续到长形精细胞形成，精子中不表达JHDM2A。Jhdm2a敲除造成减数分裂以后染色质凝聚缺陷，包括精细胞核结构和延伸的异常。因此，Jhdm2a突变型雄性小鼠精子数目会减少，不能生育。JHDM2A能够作用于圆形精子细胞的Tnp1 和Prm1启动区，使单甲基化和双甲基化H3K9去甲基化。JHDM2A缺失会导致Tnp1和Prm1启动子超甲基化，从而引起TP1和PRM1的表达缺失，导致不育发生。
  


  
    如上所述，TP和PRM功能，受表观遗传修饰的调节。钙调蛋白依赖的蛋白激酶Ⅳ（CAMK4）对PRM2丝氨酸/苏氨酸的磷酸化作用的丢失可导致不育。Camk4敲除小鼠的生精细胞呈现PRM2的缺失和TP2停留时间的延长。因此，Camk4基因敲除的小鼠长形精子细胞大量减少，附睾中没有成熟的精子，从而引起不育。
  


  
    除了组蛋白向精核蛋白转换，精子形成也依赖于H1连接组蛋白的变化。H1T2是H1变异体，特异地表达于圆形和长形精子细胞。H1T2基因敲除的雄性小鼠附睾精子形态异常，精子胞质滞留和能动性受损，无法生育或者生育能力严重低下。而且，精子PRM1和PRM2的表达降低，说明H1T2参与组蛋白向精核蛋白转换。
  


  （李红钢　周作民　唐艳平）
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    第十三章　精浆中的功能成分与精子
  


  
    第一节　精浆主要成分与精子功能
  


  
    一、精液的组成
  


  
    精液是由精囊液、前列腺液、尿道球腺液、附睾液等共同组成的，精液是精子和精浆的混合物。精浆占95%以上，不但是输运精子的必要介质，而且能激发精子的活动力，并含有维持精子生命必要的物质。在精浆中，精囊分泌液约占总量的60%～70%，前列腺液占20%～30%，其余器官的液体量约占5%～10%。男性在射精时，虽然是一次射出，实际上按各种液体射出的先后次序，大致分为三个部分：首先射出的是尿道球腺液，约0.1ml，接着射出的是前列腺液和精子，总量约0.5ml，最后射出的是精囊液约2.0ml，三者相加总量为2～5ml。
  


  
    二、精浆的成分与精子功能
  


  
    精浆的成分不仅有重要的生殖生理功能，且部分与精子功能密切相关，已作为男性生殖系统疾病无创性诊断的重要生化标志物。精浆中主要成分是水，约占精浆总量的90%以上，化学成分主要有：
  


  
    1.糖类
  


  
    果糖、葡萄糖、半乳糖、甘露糖等。精浆中果糖主要来自精囊，是精子活动主要糖类能源，直接参与精子获能和授精。精子轴丝收缩依赖ATP供给能量，而ATP可由果糖分解代谢产生，故精浆果糖浓度减低将使精子活动力减弱，影响受精率。在精子线粒体鞘内，果糖在一系列酶作用下，通过无氧酵解或三羧酸循环进一步降解，并释放能量，以供给精子运动。精子运动与果糖酵解成正相关，果糖分解率越高，精子活动力也越强。因此，精浆果糖含量与男性生育力密切相关。精浆果糖浓度减少患者，精子存活率常较低，精子活动力明显减弱；当治疗后精浆中果糖浓度升高，精子活率及活动力亦随之升高。此外，进行精浆果糖测定可用于判断精囊功能，且测定精浆果糖含量有助于辅助诊断阻塞性无精子症和非阻塞性无精子症。
  


  
    2.脂类
  


  
    胆固醇、睾酮、前列腺素等。前列腺素分布广泛，在精浆中也有很高的浓度，种类也很多。这些前列腺素的水平与男性不育有关，如不育患者前列腺素E的水平偏低。这些前列腺素对于精子功能的调节是复杂的调控体系，所以，不同种类前列腺素之间的比例对于精子功能也很重要。
  


  
    3.蛋白质
  


  
    免疫球蛋白、蛋白酶抑制剂、去获能因子、酸性磷酸酶、透明质酸酶、α-葡糖苷酶、纤维蛋白酶原激活因子、胰凝乳蛋白酶等。
  


  
    精浆中酸性磷酸酶含量高于任何组织和体液，是目前法医鉴定精液最敏感的方法。酸性磷酸酶可将磷酸转移到葡萄糖和果糖上，故可能与精子能量代谢有关。
  


  
    精浆α-葡糖苷酶可催化精子糖原降解，供给精子代谢与运动能源，精子成熟、获能及受精过程伴有比较活跃糖基反应都与此酶活力有关。精浆中性α-葡糖苷酶主要由附睾分泌，是反映附睾功能的敏感指标，在某些异常情况下，如附睾炎、发生在附睾部位或以下的梗阻等情况下，精浆中酶活力降低，同时附睾本身其他病变也会导致中性α-葡糖苷酶水平降低，因而通过测定精浆中性α-葡糖苷酶水平，可了解附睾在男性不育中作用。但是，在部分唯支持细胞综合征或精子发生阻滞患者中也表现为降低，可能与激素调节或睾丸液体对于附睾营养作用降低等有关。
  


  
    4.无机离子
  


  
    对阳离子研究较多，主要阳离子：钾、钠，其他重要的有锌、硒、钙、铜等。这些离子与精子功能请参见本书第十四章。
  


  
    5.前列腺小体
  


  
    是一种膜性小体，直径50～500nm。虽然被称为前列腺小体，但其来源并不限于前列腺，实际上，附睾、精囊的顶浆分泌都比较旺盛，而精子发生过程中的凋亡小体也可能并未被完全吞噬，所以，精浆中的前列腺小体应该是这个微小体的混合体。在精子功能方面，前列腺小体与精子之间的融合是精子细胞所特有的。除了脂质和蛋白质在融合时发生转移，前列腺小体上一些小分子物质也可以向精子内转移。特别关注的是前列腺小体的钙离子转移，因为钙离子与精子膜的流动性和获能有关。发生融合时，精子内的钙离子浓度升高，增多的钙离子与细胞外的钠离子发生短暂的离子交换，排出细胞外环境中的钠离子，同时钙离子增多。融合时精子内钙离子增多和胆固醇向精子转移都是生理性反应。
  


  
    6.核酸
  


  
    已在精浆中发现高浓度的核酸，包括RNA和DNA。这些核酸是存在于精浆中的，又被称为胞外核酸或游离核酸。有关精浆游离核酸的介绍见本书第三十九章。
  


  
    7.其他
  


  
    包括：①肽类激素，如FSH、LH、PRL等。②20多种氨基酸。③胺类，如精氨、亚精氨、精氨素等。④有机酸、碱，如柠檬酸、肉碱等。
  


  
    第二节　精浆细胞因子
  


  
    一、概述
  


  
    免疫细胞激活后，可释放多种具有免疫学活性或其他生物学活性的物质。1969年Dumonde提出了淋巴因子（lymphokine），T细胞与B细胞的不同亚群皆可释放。考虑到淋巴细胞以外的其他细胞如巨噬细胞等，亦可以产生多种免疫活性物质，1979年，在瑞士举行的第二届淋巴因子专题讨论会上，将在白细胞间发挥作用的因子统一命名为白细胞介素（interleukin，IL）。近来发现，白细胞介素，尚有许多其他生物学功能。其含义的不断扩展使更多学者采用细胞因子（cytokines）作为统称。
  


  
    蛋白质多肽纯化技术的发展推动了细胞因子的研究。大量新的因子不断被发现并向分子、受体、基因水平深入，使一些感染性疾病、自身免疫性疾病、免疫缺陷病、肿瘤的发病机制的研究和防治提高到一个新的阶段。细胞因子是一些分泌性蛋白质，具有可调节和决定免疫应答的功能，他们涉及免疫和炎症的每一环节，包括抗原提呈、骨髓分化、细胞动员和激活、黏附分子的表达和急性相反应。某一免疫应答所产生的特定细胞因子将决定着免疫反应的发展，或向体液免疫，或向细胞免疫，或发生过敏性免疫反应。迄今已发现的细胞因子有几十种，其组织来源或生物学活性错综复杂，难以按生物功能进行严格的命名和分类。目前一般将他们分为单核因子（由单核/吞噬细胞产生）和淋巴因子（由T淋巴细胞产生）两组，然后再按其介导的免疫反应类别而进行分类。
  


  
    细胞因子所发挥的生物学作用具备以下特点：①多种功能同时存在；②一种功能由几种细胞介导；③细胞因子主要在局部即免疫细胞与抗原提呈细胞接触处起作用；④细胞因子具有高特异活性，与不同细胞的微量高亲和力受体结合。另外，循环中的细胞因子抑制因子（可溶性受体或片段）调节相应细胞因子的作用强度。
  


  
    细胞因子与人类生殖的关系研究由于其包罗生殖生理和生育调节，包括性腺功能和精子功能在内的诸多方面，形成一活跃的研究增长点。精浆细胞因子由男性泌尿生殖道各种细胞亚群所释放，包括转化生长因子（transforming growth factor）、表皮生长因子（epidermal growth factor）、肿瘤坏死因子（TNF）和各种白细胞介素及其某些可溶受体在内的许多细胞因子。本章着重对几种研究较成熟的精浆细胞因子加以阐述。
  


  
    二、精浆细胞因子的生物学活性
  


  
    精浆细胞因子在男性生殖特别是对精子功能所发挥的生物学作用与细胞因子自身的产生及特性是分不开的。他们具备基本生物学活性，对生殖器官产生特殊作用。目前研究最多且较为成熟的精浆细胞因子包括IL-1、IL-6、IL-8，下面分别予以简要介绍。
  


  
    （一）IL-1
  


  
    白细胞介素1（interleukin-1，IL-1）是由巨噬细胞和其他多种组织细胞产生的多肽类物质，他在免疫反应和炎症过程中产生，具有传递信息，促进细胞增殖，分化等作用。
  


  
    1.性状
  


  
    人IL-1分为两种，IL-1α和IL-1β。成熟的IL-1α和IL-1β为相对分子质量17 000左右的多肽。其区别主要在于糖基化差异和等电点不同：IL-1α等电点为5.0，IL-1β为7.0。除在生物学反应强度方面有差异外，二者无严格的种间差异。他们分别由两个基因合成的270和269个氨基酸多肽组成。
  


  
    IL-1α和IL-1β表现出类似的功能，他们通过结合同一特定的质膜受体蛋白而对靶细胞起反应。这种受体蛋白分布于许多细胞型。IL-1反应前受IL-1受体拮抗剂（IL-1RA）拮抗而达到平衡。IL-RA与IL-1结合类似，同IL-1受体竞争结合，但无IL-1活性。
  


  
    2.产生
  


  
    转移因子（TF）、脂多糖（LPS）、纯蛋白衍生物（PPD）、乙酰肉豆寇佛波酯（PMA）等可直接作用于巨噬细胞使其合成，释放IL-1；丝裂原、同种抗原、T依赖性抗原等激活淋巴细胞，再作用巨噬细胞使其释放IL-1。尚有许多诱生剂对IL-1的产生发挥作用。在大鼠和人的睾丸组织内发现有IL-1α，他由Sertoli细胞产生。
  


  
    3.功能
  


  
    IL-1作为多功能的细胞因子，在细胞因子网络中发挥着关键作用，包括基因表达、细胞活化，诱导产生因子及引发的一系列临床反应。
  


  
    （1）诱导环氧化酶和脂氧化酶基因表达。
  


  
    （2）抑制IL-1受体Ⅰ型基因表达。
  


  
    （3）诱导IL-2R表达和细胞因子基因表达。
  


  
    （4）诱导内皮细胞的黏附分子表达。
  


  
    （5）刺激活化T细胞。
  


  
    （6）刺激前B细胞分化，与IL-4、IL-6共同刺激B细胞增殖和Ig分泌。
  


  
    （7）促进中性粒细胞和嗜酸性粒细胞脱颗粒，产生G-CSF和GM-CSF。
  


  
    （8）促进表皮细胞的胶原产生。
  


  
    （9）促进成纤维细胞合成胶原酶、基质溶解素、前列腺素和PDGF-AA。
  


  
    （10）活化成骨细胞和内皮细胞。
  


  
    （11）共同刺激胸腺细胞增殖。
  


  
    （12）诱导胰岛素分泌和β胰岛细胞的细胞毒性。
  


  
    （13）增进IL-2及NK介导的IFNγ诱导的细胞毒活性。
  


  
    （14）诱导肝细胞合成急性蛋白。
  


  
    （15）提高睾丸组织细胞DNA合成和精原细胞、细线前期精母细胞合成。
  


  
    （16）诱导产生细胞因子（IL-1、IL-4、IL-6、TNF）、生长因子（血小板源性生长因子，粒细胞/巨噬细胞集落刺激因子）、趋化因子（IL-8、单核细胞趋化蛋白1）。
  


  
    （17）引起临床发热、调节组织损伤修复、加速伤口愈合。
  


  
    （18）IL-1R或IL-1RA可用于防治IL-1引起的慢性炎症。
  


  
    （二）IL-6
  


  
    白细胞介素6（IL-6）既能调节T、B细胞，又能促进造血细胞或粒细胞/巨噬细胞形成克隆，刺激其生长，并参与某些免疫病理的产生，是一种多效性细胞因子。同时，IL-6又是细胞生长的双重调节因子。
  


  
    IL-6首先发现于其抗病毒活性，曾有多个命名，相对分子质量约为22 000～29 000。IL-6由活化的单核细胞或巨噬细胞，内皮细胞，表皮细胞，许多肿瘤细胞，星形（胶质）细胞，成纤维细胞，角化细胞，骨髓基质激活的T、B细胞，还有Leydig细胞和Sertoli细胞等多种细胞分泌。糖基化对IL-6活化来说是必须的。人IL-6有213个氨基酸残基，其中86个氨基酸残基与小鼠IL-6相同，虽然人与小鼠IL-6在氨基酸水平只有41%同源性，但他们却有高度的种间交叉反应。
  


  
    IL-6同其他细胞因子一样，也通过其靶细胞膜上的特异性受体（IL-6R）起作用。IL-6R由两条链组成。IL-6R又参与IL-6高亲和力结合位点的形成。可溶性IL-6R可以增强IL-6的活性。
  


  
    IL-6的生物学功能已知有以下内容：
  


  
    （1）较弱的抗病毒活性。
  


  
    （2）诱导细胞增殖，包括EB病毒转化的B细胞、T细胞、肾小球膜细胞、角化细胞和Kaposi瘤细胞。
  


  
    （3）诱导B细胞分化和刺激IgG分泌。
  


  
    （4）促进多向性血液干细胞的IL-3依赖性增殖。
  


  
    （5）诱导细胞毒T细胞分化。
  


  
    （6）触发中性粒细胞分化，促进巨噬细胞成熟。
  


  
    （7）抑制某些恶性肿瘤细胞系、骨髓白血病细胞系和乳腺癌细胞系生长。
  


  
    （8）具有IL-1某些功能，如：刺激胸腺细胞增殖、诱导肝细胞合成急性蛋白、致发热反应等。
  


  
    （9）低水平提高精子活力、穿透能力、激发顶体反应增加精子受精能力。
  


  
    （三）IL-8
  


  
    白细胞介素8（IL-8）是一种中性粒细胞、T细胞以及嗜碱性粒细胞的趋化因子，在炎症和免疫过程中具有重要的调节意义。
  


  
    1.性状
  


  
    IL-8首先发现于LPS刺激的人血单核细胞，是相对分子质量为10 000的多肽。IL-8以氨基酸顺序被划入趋化因子超家族。此家庭分为CC和CXC两个亚家庭。IL-8有4种不同N末端变型，分别为77、72、70和69个氨基酸组成。人IL-8为72个氨基酸的肽链，是一种主要的成熟分子形式（占总IL-8分子的70%）。
  


  
    IL-8在溶液中为二聚体。IL-8耐热，暴露于56℃1h，其活性能保持82%。在碱性（pH10.0）条件下3h，活性可保持90%。对巯基化合物敏感，在1.0%的巯基乙醇中3h，活性丧失达70%。能耐胰蛋白酶和糜蛋白酶，37℃作用4h，仍有活性，但12h后其活性几乎为零。
  


  
    IL-8通过两个高亲和性受体发挥作用。Ⅰ型受体只与IL-8结合，Ⅱ型可结合IL-8、MGSA/GRO 和NAP2。
  


  
    2.产生
  


  
    人IL-8是一种多源性细胞因子。致病菌本身就产生IL-8。有丝分裂原刺激的T淋巴细胞、单核细胞、成纤维细胞、内皮细胞、表皮细胞、软骨细胞、间皮细胞、IL-1及TNF刺激的角化细胞等也产生IL-8。脂多糖可诱导单核细胞产生高产量的IL-8，但并不能诱导皮肤纤维母细胞产生IL-8。
  


  
    单核细胞的IL-8制备要经一系列纯化步骤，其纯度可达90%以上。
  


  
    3.功能
  


  
    （1）刺激趋化作用（chemotaxis）。
  


  
    （2）促进细胞松弛素B存在下的溶酶体酶释放。
  


  
    （3）调节Mac1和补体受体（CR1）表达。
  


  
    （4）低浓度阻抑中性粒细胞黏合到IL-1α激活的内皮，但高浓度可刺激这种黏合。
  


  
    （5）调节某些黏附分子的表达。
  


  
    （6）促进血管生成。
  


  
    （7）在感染和炎症反应中扮演重要角色，是LPS作用下于感染早期出现的细胞因子之一。
  


  
    （8）介入中性粒细胞介导的粥样硬化血管的破坏。
  


  
    （四）不同细胞因子间的相互作用
  


  
    无论是在免疫反应还是炎性反应中都涉及许多不同细胞因子间的错综复杂的相互作用过程。不同反应中其相互间的作用机制也不同。鉴于本章主要阐述精浆细胞因子以及研究较多的如精浆IL-6和IL-8与附属性腺感染（male accessory gland infection，MAGI）有关，在此就MAGI致男性不育的可能机制分析细胞因子IL-1、IL-6、IL-8间的相互作用。
  


  
    IL-1在对感染炎症的反应中由各种不同类型细胞产生。他影响着许多细胞及生理过程：①多形核中性粒细胞（PMN）在代谢中被激活并向由趋化作用产生的IL-1部位移动；②增加巨噬细胞内前列腺素的产生，提高其杀细胞活性，而且促进了趋化作用；③促进B细胞增殖并分化成抗体形成细胞（AFC），受IL-6等细胞因子的调控，在体内AFC最终分化成浆细胞，这些浆细胞产生大量的抗体，抗体的存在将激活免疫系统的其他部分；④导致带有抗原的病原体（细菌/精子）的清除。IL-1仍为一种炎性介质对包括免疫系统在内的许多细胞群发挥作用；⑤IL-1诱导这些细胞群产生其他细胞因子，如IL-6和IL-8，二者各自发挥相应的继发作用；⑥肝细胞生长因子（HGF）的表达由IL-1起动，但也可以产生于巨噬细胞，可能对受损器官的组织修复和再生起促进作用；⑦病原菌自身能产生IL-8，IL-8拥有特殊化学趋化活性，在炎症区域聚积并活化PMN；⑧中性粒细胞和巨噬细胞两者可能通过产生活性氧（reactive oxygen species，ROS）对生育造成危害。
  


  
    三、细胞因子与精子功能
  


  
    在过去20余年中，多种不同的细胞因子被识别，他们的分子结构在蛋白质和基因水平得到肯定。凡能调节睾丸、附睾精子发育、成熟的细胞因子，同样也能调节精子活力、获能、产生顶体反应、结合并穿透透明带而发育为受精卵。对现有的细胞因子分析结果表明，转化生长因子、白细胞介素1、白细胞介素2、粒细胞-巨噬细胞克隆刺激因子和B细胞生长因子对精子功能和受精无作用；干扰素和肿瘤坏死因子对精子活力和人精子穿透仓鼠卵透明带有损害作用。
  


  
    有研究表明，IL-1β基因的多态性与精子质量有关，IL-1β基因的多态性在少弱畸精子症患者中和精液参数正常男性中的发生频率差别有显著性意义。
  


  
    在所有受试的细胞因子/生长因子/免疫调节因子中，IL-6和胸腺素α能增强精子受精能力。放射免疫法测定生育、不育、免疫性不育男性血清和精浆IL-6水平发现，不育/免疫性不育患者精浆中IL-6明显高于生育组；血浆IL-6水平低于精浆；IL-6高低与精子活力的某些参数和SPA明显相关。用重组IL-6进行体外实验研究其对精子功能的影响发现，高浓度明显提高SPA穿透率，激发类钙离子通道介导的自发性顶体反应并释放顶体素，同时影响精子活力参数。从而证实IL-6通过增强精子获能、顶体反应而提高人精子的受精能力，其确切作用机制尚待研究。
  


  
    IL-8是一种中性粒细胞趋化因子。不育男性精浆中IL-8的水平较生育男性高可能是精液中中性粒细胞数目增加所致。然而IL-8与精子功能的关系尚不清楚。近期有研究则表明，精浆中IL-8与体重指数有关。
  


  
    第三节　脂质及抗氧化系统
  


  
    精浆中脂质的含量、种类和相关代谢物及抗氧化系统都和精子的结构与功能密切有关。这些代谢物及抗氧化系统的异常都会使精子丧失功能，最终导致男性不育的发生。
  


  
    一、脂质
  


  
    精浆中脂质包括胆固醇（游离和脂化胆固醇）、高密度脂胆固醇、甘油三酯、磷脂（鞘磷脂、磷脂酰胆碱和磷脂酸乙醇胺）及前列腺素E系列等。
  


  
    因泌尿生殖道慢性感染引发的不育患者与正常生育对照组相比，其精浆脂质组成与结构有显著性差异，其中最为突出的是精浆中总胆固醇量可明显减少，高密度脂蛋白和总磷脂也呈下降趋势，精浆中总胆固醇与前列腺酸性磷酸酶比例及磷脂与蛋白质比例的下降都呈显著性。在长期酗酒的慢性酒精中毒的男性组中除精液中精子浓度、精子的前向运动下降，异常精子增加，血清睾酮水平下降而雌二醇水平上升外，精浆也出现了类似的改变，即总脂量、甘油脂、游离和脂化胆固醇含量都下降。此外精子的磷脂含量也显著性降低，主要是鞘磷脂、磷脂酰乙醇胺的显著性下降，而胆固醇和磷脂的比例却呈上升趋势。
  


  
    脂质在精子的成熟、获能及受精等过程中发挥重要的作用，如精子膜流动性的改变，精子膜与顶体的融合，精子膜上去能物质的清除，精卵识别及识别后精卵细胞膜间的融合都会受到极大地影响，脂质一旦出现异常，往往会导致受精能力的下降。
  


  
    人精浆具有免疫抑制效应。这种效应由许多因素调节，而前列腺素E系列为其中的重要因素之一。前列腺素E系列能提高白细胞内cAMP水平，在该机制水平上，他能抑制淋巴细胞的增殖，抑制自然杀伤细胞（NK）的活性及调节抗原递呈性细胞释放细胞因子。因此在这种情况下，机体生殖道内先天性或获得性免疫反应包括免疫监视作用至少在性交后的一段时间内将大大地减弱。如子宫颈细胞感染上某种病毒且又多次重复性的暴露于人精浆中，将可能会加速这种疾病的传播与发展，像AIDS病毒在性传播性疾病中呈高度的发病率便是一典型例子。
  


  
    二、抗氧化系统与脂质过氧化
  


  
    精浆和精子中存在许多抗精子脂质过氧化作用的物质，他们统称为精液抗氧化系统。如缺乏这种抗氧化系统作用，精子的脂质过氧化进程将大大加速，最终可导致精子过早地死亡。抗氧化系统中主要的成分有：超氧化物歧化酶（SOD）、维生素E、辅酶Q、谷胱甘肽及精子本身所具备的NADPH依赖性谷胱甘肽过氧化物酶与还原酶系统等。精子的过氧化状态也可从测定其精子或精浆中过氧化氢、活性氧（ROS）、E4羟基2壬烯（HNE）水平及总抗氧化能力（TRAP）等来评估。
  


  
    （一）抗氧化系统
  


  
    1.SOD
  


  
    SOD是一种对超氧阴离子基团具有高度特异性的清除酶，主要为细胞外SOD（eSOD）。人eSOD除了附睾能大量合成和分泌外，男性生殖道的其他一些组织如前列腺也能合成一定的量。人精子SOD活性与精子的浓度和活动率无关，但将SOD（400U/ml）加入到精子悬液中，精子活动率下降的趋势将明显减缓。这些数据都清楚地表明SOD在精子活动率上扮演了重要角色。人精子膜由于脂质过氧化作用会引起精子活动力的丧失，而SOD能抑制这种脂质过氧化进程。因此SOD在体外受精（IVF）或人工授精过程中对精子的处理及运用上可能具备相当可观的临床应用价值。
  


  
    2.维生素E（生育酚）、辅酶Q10
  


  
    在精浆中发挥抗脂质过氧化作用的维生素E主要是α-生育酚，有资料表明精子的α-生育酚含量与精浆总量间无显著的相关性，而活动精子的百分率与精液总α-生育酚含量间有显著相关性，且精子的α-生育酚、SOD及谷胱甘肽过氧化物酶活性在白细胞小于1×106/ml的精液标本中都呈显著性上升趋势。对精子活动率低下的男性不育患者口服维生素E进行治疗后，其精子活动率可明显改善。与同时服用安慰剂作对照组相比较，治疗组夫妇的怀孕率显著性增高且绝大部分能妊娠至成功分娩。α-生育酚在生殖系统中的作用可能与抗氧化酶的活性相关，在氧化剂对精子的影响过程中，他能防止精子因过氧化而引起的功能丢失。
  


  
    辅酶Q10为一种在呼吸链中起关键作用的脂溶性成分。他存在于生物体细胞的多种结构中如细胞膜等等，辅酶Q10的还原形式可作为一种潜在的抗氧化剂。精液中辅酶Q10含量与精子浓度呈显著相关性，而与精浆过氧化氢水平呈负相关。多元归分析的结果也发现精浆辅酶Q10含量与精子数、精子活动率都呈非常显著性相关。除此以外，精液中辅酶Q10还原型与氧化型比例和精子形态的异常数成反比关系。辅酶Q10在精液中具有抑制过氧化氢的形成，防止其对精子产生毒性作用。
  


  
    3.谷胱甘肽和抑制素样多肽
  


  
    人精子膜上含有一种高浓度的特殊磷脂（缩醛磷脂）和一种多聚不饱和脂肪酸（n3PUFA家族）。他们对精子保持合适的膜功能状态及获得相应的受精能力具有重要作用，在精子膜中，这些高含量特殊成分的维持与精浆内谷胱甘肽的水平关系密切。谷胱甘肽具有抗精子膜多聚不饱和脂肪酸（PUFA）过氧化损伤的保护性功能。这种功能发挥的主要机制是根据NADPH依赖的谷胱甘肽过氧化物酶与还原酶系统。该系统能为精子代谢过程中提供一项基本的抗过氧化损伤的防护体系，这种防护体系的作用主要是恢复和重新储存精子膜上PUFA等生理性成分的含量。各种病理条件及系统因素作用如破坏了这一体系将会导致抗氧化剂与氧化剂间平衡的失调即发生精子功能的丧失。由于精子的氧化损伤包括精子体内酶的泄露及代谢的改变，细胞色素氧化酶和乳酸脱氢酶的活性可被用来作为洗涤过与未洗涤过人精子在脂质过氧化过程中代谢的指标。此外，由于NADPH浓度能影响还原型谷胱甘肽的浓度，而NADPH的主要来源为磷酸戊糖通路，并且葡萄糖-6-磷酸脱氢酶的活性可作为代表磷酸戊糖通路的一项功能性指标，因此测定精浆中细胞色素氧化酶、乳酸脱氢酶及葡萄糖-6-磷酸脱氢酶活性，可以发现脂质过氧化作用对精子的损害程度，而精浆中高含量的谷胱甘肽能在很大程度上保护精子发挥其抗脂质过氧化损伤作用。
  


  
    抑制素样多肽是从人精浆中分离出由前列腺产生的一种多肽，相对分子质量为10 400。其主要作用是能加强细胞脂质过氧化的速率，提示抑制素样多肽可能为涉及脂质过氧化作用和精子活动率调节的因素之一。
  


  
    （二）脂质过氧化
  


  
    精子的脂质过氧化状态可通过检测精子或精浆活性氧类，精浆总活性抗氧化剂能力（TRAP）及E-4-羟基-2-壬烯（HNE）水平等来评估。
  


  
    1.ROS
  


  
    ROS是由精子在氧化代谢中产生的一种活性氧基团的总称，这类基团对精子的结构和功能尤其是精子膜具有强大的损伤作用，主要是导致精子膜上PUFA过氧化，继而由膜损伤引发精子的DNA完好性受损。精子与精浆ROS水平受其抗氧化系统因素的影响。许多实验结果表明精子ROS量与精液还原能力的大小间有显著性负相关，洗涤后上游的精子标本与单独从精浆中分离的精子标本相比较，洗涤后上游的精子其ROS含量显著性增加。此外，细胞因子IL-1α、IL-1β及TNFα等都具备刺激精子产生ROS的潜能，并且人精液中的白细胞也具有产生ROS的能力，因此，精液中高含量的白细胞也是精子膜脂质过氧化损伤的重要因素之一，这就能进一步解释为什么男性生殖道的慢性感染同样是男性不育一个相当大的原因。另有文献报道，离心时间长短也会引起精液中ROS含量的上升，所以在体外受精（IVF）或人工授精过程中对精子提纯的离心技术的改良会对精子产生一定积极影响，这是一个值得考虑的问题。
  


  
    2.精浆TRAP及HNE
  


  
    精浆TRAP是存在于精液内一系列抗脂质过氧化反应物的总和。从被检测的不育男性与生育男性精浆中TRAP量的比较及TRAP与脂质过氧化作用间的相关关系中可以得出：正常生育男性精浆中TRAP值明显高于不育患者组，且TRAP量与脂质过氧化程度呈负相关。但也有文献报道精浆脂质过氧化含量与精浆中精子浓度及活动率间无显著性相关。HNE是一种在脂质过氧化过程中产生的具有细胞毒性的代谢类终产物。他在人精浆中呈一个显著水平，外部加入双价的阳离子载体A23187至精子悬液中，会导致HNE量的明显增加。HNE对精子的毒性作用非常强，当外源性小剂量的HNE加入至正常生育者的精液中，几分钟内便可引起精子活力的不可逆性抑制现象。然而人精浆中也含有抗HNE性保护因子，当在精子悬液中加入精浆后，其抗HNE毒性作用的能力则明显提高。
  


  
    （三）精子DNA过氧化损伤
  


  
    相比脂质过氧化而言，过氧化致细胞核DNA的损伤和断裂对生殖细胞的影响更为重要，因为精子担负着将DNA遗传物质准确完整地传递给下一代的重任。在人类射出精子中，普遍存在核DNA的断裂，且与精子质量和男性不育密切相关，也影响辅助生殖技术的成功率。研究者提议将核DNA的断裂列为男科实验室及临床的常规检查，有关精子DNA损伤的检测见本书第三十七章。
  


  
    在人类射出精子核DNA断裂的产生机制方面，众说纷纭，争论颇多。其中，过氧化被认为是重要的因素之一，近年来研究已表明，不育患者射出精子核DNA的断裂较正常生育人群明显增加，且与精液中ROS升高密切相关。但精子的发生与成熟经过了很多阶段和过程，过氧化及DNA断裂的发生主要在哪一些阶段和过程目前还不清楚，缺少体内多过程和多阶段的动态检测。
  


  
    值得提出的是上述精子抗氧化系统的作用并不是某一孤立因素发挥效应，而是由多种因素参加的协同作用，其中任何一种因素功能的丧失都会使精子的抗氧化防御系统受损，最终将导致精子结构和功能的破坏及不育症的发生。
  


  （李红钢　丁之德　吴明章）
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    第十四章　精子与微量元素
  


  
    随着微量元素（trace elements）分析技术以及实验生物化学研究水平的发展和提高，人们发现生物体内的微量元素与人体健康、疾病的发生和发展等生命现象有着至关重要的内在联系。生物体主要由碳、氢、氧、氮4种元素组成（占有机体总量96%），钙、磷、硫、钾、钠、氯和镁这些常量元素占3.6%，其余0.4%成分由80种含量极低的元素构成，即微量元素。医学上把这些微量元素按其生化作用和生物效应分为：必需微量元素、有毒微量元素以及作用尚未确定的微量元素。必需微量元素是指参与生物体新陈代谢过程（包含在酶和蛋白质中），是生物组织细胞中不可缺乏的组成部分，如铁、锌、铜、锰、钴、钼、氟、硒、铬等。有毒微量元素是指阻碍一些代谢活动，抑制合成蛋白质的酶系统，影响正常生理功能的微量元素，如铍、镉、铅等。还有一些微量元素存在于生物体内，但是否参与机体的代谢过程尚不清楚，如铷、钡和铝等。
  


  
    上述微量元素的划分亦不是绝对的。因为一个元素即可以对生物体是必不可少的，也可能是有毒的，元素的这种二重性与他们在体内的浓度水平有关。生物体具有强大的体内自动平衡机制，以维持体内微量元素水平处于最佳范围。当体内某一元素缺乏或过剩时，这种机制能首先保证最紧要器官，使之拥有合适的浓度。这样，当外部环境有相当大的变化时，生物体内并不产生相应的显著变化。
  


  
    生物体内微量元素的化学形式包括：①无机结构，如：氟、硅、锶、钡等，是构成生物体某一器官或组织的物质；②以小分子形式存在于维生素、卟啉等小分子中，如：氟、溴、铜、碘、铁等；③以大分子形式存在于几乎所有蛋白质中，包括具有催化性质的酶中，如：钴、铬、铜、铁、锰、硒、锌等；④存在于细胞器中，如：固氮酶体系、线粒体、溶酶体等，在这些细胞器中，几种金属元素可以同时起作用。
  


  
    迄今已发现人体必需微量元素达到14种。微量元素虽然在体内含量甚微，但在生命活动中的作用却十分重要。微量元素直接参与体内高度的化合过程和分解反应，其作用和蛋白质、酶、维生素以及激素有密切关系。微量元素对人类的生长发育、代谢、免疫功能、骨组织生成、造血以及细胞呼吸等一系列生理过程有极其重要的影响。微量元素还与性功能、生殖激素分泌及生殖系统疾病密切相关，目前对不育男性研究较多的是锌、锰、铁等元素的代谢变化。微量元素是精液中的重要生化成分，对维持精子生存环境的稳定有重要的生物学意义，微量元素直接参与精子的构成，对精子的成熟、运动、获能及顶体反应等一系列生理功能产生影响。
  


  
    第一节　锌元素与精子
  


  
    （一）锌离子在体内的含量和作用
  


  
    锌（zinc，Zn）离子是二价的阳离子，能和许多阴离子相结合，而且对电子亲和力特别高，所以锌能与许多基团和配体相结合，与锌结合的基团或配体所生成的络合物比较稳定，锌在体内主要起3种作用：①酶的催化剂；②酶的调控剂；③作为酶的结构离子。锌的生物学功能主要发生在细胞内部，从对细胞和细胞器的作用，到染色体的组成。人体内锌的含量以精子中为最高，其次是前列腺、指甲和骨骼，均在100μg/g以上。人体组织中锌的生理意义在于：锌在组织中可以构成大约80多种金属酶，锌不仅位于这些酶的活性部位，而且可以对蛋白质的结构起稳定和调节作用。精液中锌元素由前列腺分泌，为前列腺特征性产物，可间接反映前列腺的功能。精液中锌浓度是血浆中锌浓度的200多倍。血浆锌浓度为：1.283～1.967mol/L，精液锌浓度为：256.5～513mol/L。
  


  
    （二）锌与男性生殖功能和精子的关系
  


  
    锌元素缺乏首先是损害血管紧张素转换酶（ACE）的活性，从而可削弱睾酮的作用及阻止精子的发生。动物实验也证实锌缺乏的大鼠往往可见生精细胞的凋亡及精子数量的减少。在男性不育组间，抗精子抗体阳性或精子计数大于20×106/ml患者精浆中呈现高锌含量，可能反映了精子膜脆性的异常增加，可导致精子内锌离子的释放。锌对精子代谢的影响主要表现在作为精液中各种酶的活性调节剂起到一个调节作用。在精子中，锌与巯基和二硫键关系密切并且主要集中在其尾部。此外，锌能通过ATP系统控制精子的活动力，即控制精子在精浆内运动过程中能量的合理利用，锌还能通过精子的磷脂代谢进一步调节精子的能量储备。锌缺乏还可以导致促性腺激素释放明显减少，引起性腺发育不良。锌可升高血浆睾酮和双氢睾酮的浓度，而睾酮的降低又可减少前列腺组织中锌的水平。锌能够延缓精子膜的脂质氧化，维持细胞膜结构的通透性和稳定性，从而使精子保持良好的活动力，精子通过吸收精浆中的锌与胞核染色质的巯基结合，以防止染色质过快解聚，促进精卵结合。动物实验证实锌可以改变睾丸的生精速度，与生殖器官中多种脱氢酶活性有密切关系。
  


  
    已经有研究表明锌可以促进精子数量的增多，精子浓度的增高伴有锌含量的升高。锌元素缺乏可引起睾丸萎缩，从而导致少精、弱精和死精，精子计数多低于20×106/ml，死精子可高达45%，严重缺锌甚至可使精子生成停止。近来，一些研究认为近半数男性不育患者的精液锌浓度低于171μmol/L，说明缺锌是男性不育的重要病因之一。Benoff研究发现精索静脉曲张患者精液中锌离子降低，而镉离子水平升高（与无精索静脉曲张不育者比较）。Fjellberg等研究了115例精液标本中精子染色质的稳定性与锌离子结合特性的关系，发现不育男性中2%～67%精浆锌结合到来源于精囊的高分子配体（HMW），说明不育患者精浆锌的螯合特性变异性大，而且锌HMW结合水平低的标本中精子染色质稳定性差。Stoltenberg用组织化学的方法检测了人精液中的锌离子分布，发现锌离子结合在精子头部、中段以及尾部，但洗涤后主要位于精子中段（精子线粒体鞘附近），超微结构观察发现锌离子位于精子线粒体中，洗涤精子顶体中也有少量锌颗粒。Krupej研究了106例不育男性精液中锌浓度，Bakalczuk用原子吸收光谱法测定了46例不育男性精液标本，均发现正常精子参数组与异常精子组之间锌浓度无显著性差异，但异常精子组中锌含量与精液中精子的数量正相关，而与活动精子的百分率负相关。
  


  
    （三）锌对男性不育的治疗
  


  
    锌制剂加睾酮治疗男性不育采用较多。如：用葡萄糖酸锌50～100mg，1日2次，3个月一疗程。服药后精液锌明显增加，精子数量亦显著升高，对少精和死精也有一定的疗效。临床观察锌治疗能使部分不育患者精液质量和精子活力得到改善和提高，补锌也可能对高铜引起的不育有治疗作用，因为锌离子在体内可以对抗铜离子的作用。
  


  
    第二节　铜元素与精子
  


  
    （一）铜离子在体内的作用
  


  
    铜（copper，Cu）是人体必需的金属元素，参与细胞色素C的氧化作用，有30种以上的酶和蛋白质中含有铜元素，含铜酶的主要特点是能直接利用分子态的氧。在细胞氧化还原反应过程中，含铜金属酶起输送电子的作用。铜与锌可以相互拮抗，可促进铁离子的吸收和利用，还参与体内多种酶的合成、催化和代谢过程。铜可影响脑垂体释放生长激素、促甲状腺素和肾上腺皮质激素以及儿茶酚胺的合成。
  


  
    （二）铜离子与人精子的关系
  


  
    研究表明，铜与男性不育关系密切。临床上，精子活力差或丧失的男性精浆中铜的含量高于生育能力正常者，两组间有极显著性差异。因此，精子活动力对铜是十分敏感的。铜能抑制线粒体基质内LDH-C4的活性，使精子的代谢途径——糖酵解过程受阻。由于精子是依赖糖酵解过程产生ATP来获取能量的，所以LDH-C4活性下降、ATP不足将导致精子活动力减弱乃至丧失。另有资料表明，在铜含量过高直接影响精子运动能力的同时，常伴有锌水平下降的现象。因此，有人设想用补锌的办法来降低体内铜的浓度。
  


  
    有资料表明无精子症患者精浆铜离子明显降低，而少精子症和弱精子症精浆中铜离子明显升高。铜可能在脑垂体的细胞受体上发挥作用，而脑垂体能控制间质细胞刺激素（ICSH）的释放。另有些研究报道表明铜含量在个体取精时间间隔上以及每次射精的不同部分间都存在很大的差异。铜存在于雄性生殖器官及其分泌物中，可抑制精子的氧化酵解过程，使精子活力降低，精液中高浓度的铜离子（正常值0.096～0.756μmol/L）可导致精子制动和死亡。Alsan给大鼠附睾注射大量铜离子，结果造成睾丸生精小管损伤，精母细胞和精子细胞等发育细胞也受到影响。
  


  
    总的来说，研究表明不育男性精液中铜含量较高，进而抑制了精子的活力，使精子穿透宫颈黏液的能力显著性降低，并可能影响受精卵着床。高浓度铜离子的抗生育作用已经得到肯定。
  


  
    第三节　硒元素与精子
  


  
    （一）硒元素在体内的作用
  


  
    硒（selenium，Se）元素是人体必需微量元素。硒在体内的重要生理功能是通过谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）来保护机体免受氧化损害。GSH-Px能特异性催化还原型谷胱甘肽与过氧化物的氧化还原反应。GSH-Px的作用底物是GSH和过氧化物，硒仅对GSH有专一性，而对过氧化物无专一性。即硒具有催化任何过氧化物与GSH的作用。硒可以阻止不饱和脂肪酸的氧化，还是许多重金属的天然解毒剂，因为硒可与许多重金属相结合，使其不能被吸收而排出体外，实现解毒作用，但高浓度硒是有毒的。
  


  
    （二）硒元素与精子的关系
  


  
    精浆硒主要来源于前列腺，浓度为：0.017～0.106μg/ml。硒的含量一方面决定于精浆中前列腺分泌物的状态，也决定于精子的数量，而且硒过少与精子畸形有一定的关系。硒为体内抗氧化剂，参与消除体内产生的各种自由基。Jwanier等给33例不育男性分别补充富含硒元素的酵母和亚硒酸钠，发现补充富含硒元素的酵母能提高患者血浆和精浆中硒的含量及谷胱甘肽过氧化物酶的活性，但补硒不能提高精子的数量、活力和正常精子百分率。Hansen研究认为硒通过结合到精子的线粒体从而影响精子的行为和功能，硒结合人精子细胞的代谢缺陷可能与男性不育有关。动物实验发现低硒影响雄性动物的生育力，高硒和低硒均对精子数量和活力有影响，但合适的精液硒浓度还有待确定。Vzine给9例少弱畸精子症男性同时补充硒和维生素E，6个月后发现硒、维生素E、精子活力、精子活率以及正常形态精子百分率都显著提高，但停药后又降回原水平，呈补充依赖性，研究期间无一对夫妻怀孕成功。Camejo研究发现在精索静脉曲张患者精液中硒含量明显偏低，且硒含量水平与精子数量、活动率等参数密切相关。
  


  
    第四节　其他微量元素与精子
  


  
    （一）铁与精子的关系
  


  
    铁（iron，Fe）是体内的必需金属元素，具有重要的生理功能。铁与锌互相有拮抗作用，铁过多可抑制锌的作用，锌过量又会抑制铁的作用，使铁的吸收和利用发生障碍。精浆中铁元素正常值为0.014μmol/L。Pleban等研究指出，铁与精子数量有关，铁过多可导致睾丸生精小管固有膜中出现大量铁粒沉积，阻碍睾丸的生精功能，致使精子生成受到干扰。据研究报道不育症者精液铁含量低于对照组，同时精液铁含量还与精液锌含量呈正相关。但铁过量对生育是不利的，如慢性铁中毒患者，其生殖器官常发育不全，这与过多的铁对睾丸的损伤有关。Aitken研究认为铁离子能够催化精子脂质过氧化作用，精子脂质过氧化作用的程度能够有效地预测精子3～24h的运动能力以及精卵融合能力。
  


  
    （二）锰与精子的关系
  


  
    锰（manganese，Mn）是精氨酸酶、脯氨酸酶的活性因子或辅助因子，参与氧化还原、磷酸化过程及维生素的合成。精浆锰含量极低，正常值为0.001 3μmol/L。有研究发现不育男性精液锰含量减少，锰过低不仅涉及精子数量的降低，而且影响到精子的活动力。锰过低还可以导致性功能障碍，使性欲减退。动物实验发现锰缺乏可以直接影响鼠和家兔精子的成熟，生精小管出现退行性变化，引起精子数量减少，使动物不育。
  


  
    （三）钴与精子的关系
  


  
    钴（cobalt，Co）在人体内的总含量大约为1.1～1.5mg，钴主要通过生成维生素B来发挥其生物学作用和生理功能。钴主要生物学作用是刺激造血，影响脂肪代谢以及蛋白质、氨基酸、辅酶和脂蛋白的合成，改善锌的生物活性以及可能对甲状腺的作用。印度人Kumar研究发现极低浓度的钴离子对精子的活动力有强烈的抑制作用。
  


  
    （四）铅与精子的关系
  


  
    铅（lead，Pb）是环境污染中的一个有害金属元素，能导致畸胎和流产的发生。慢性铅中毒的男性不育症患者是由于铅的毒性作用，损害了睾丸的生精细胞和精子细胞的结果。关于铅对精子的影响见本书第十八章。正常人的血浆铅浓度高于精液的铅浓度，提示睾丸可能存在有保护性的屏障。各研究对精液的铅浓度报道虽然差异较大，但是未发现在生育组和不育组之间有显著性差异。目前还不能确认精液中铅浓度与男性不育有正相关。
  


  
    （五）镉与精子的关系
  


  
    镉（cadmium，Cd）是人体内非必需的有害元素，积聚到一定浓度时，对机体产生一定的毒性作用，还可以损伤生殖细胞或直接降低精子的活动力。20世纪50年代Parize报道将镉注入多种哺乳动物体内均导致睾丸坏死，认为镉对男性生殖腺有损害作用。1980年Holland报道镉有明显的杀精子作用，可以直接抑制精子的氧化酵解作用，也可以直接抑制精子的运动器官。临床研究表明，男性不育患者血浆和精液中镉浓度高于正常生育组，由于诸多测定值差异较大，尚难肯定其在临床诊断上的作用。有关镉的毒性机制见本书第十八章。
  


  （黄勋彬　官黄涛　丁之德）
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    第十五章　微生物对精子的影响
  


  
    第一节　生殖道沙眼衣原体感染对精子的影响
  


  
    衣原体（Chlamydia）是光学显微镜下可直接观察到的细胞内寄生原核微生物。沙眼衣原体（Chlamydia trachomatis，Ct）属于衣原体科（Chlamydozoaceae）衣原体属（Chlamydozoon）。衣原体属还包括鹦鹉热衣原体（Chlamydia psittaci）和肺炎衣原体（Chlamydia pneumoniae）两个种。早在1900年就首次报告Ct和鹦鹉热衣原体引起沙眼和各种生殖道感染。1956年开始国内外广泛深入地研究了该病原体所致男女性生殖道感染。80年代开始有人报道该类感染可致女性输卵管因素不育，目前Ct感染被列为最常见的性传播疾病。Sellors等于1989年在加拿大汉密尔顿市对年龄为16～29岁的937名青年男女进行了一次Ct感染状况调查，在受试者中已婚者占7.3%，其中包括相当大比例的大、中学生。所有受试者均有异性性生活史及多名性伙伴。用细胞培养法等检测Ct，总感染率为7.2%（67/937）。这一结果低于当地人群中的实际Ct感染率，其原因是已将有性传播疾病（STD）症状者剔除在外。在美国，生殖道衣原体感染发病患者数为440万/年，其中260万发生于女性，180万发生于男性，25万发生于婴儿。1989年从病原学上证实我国大陆地区有生殖道衣原体存在，我国某些地区普查结果表明，泌尿生殖道中衣原体抗体阳性率分别为：婚检人员8.5%，妇科患者17.8%，性病患者25.6%，男性性犯罪人员27.0%。赵季文等对我国七个地区（吉林、沈阳、大连、北京、乌鲁木齐、宜昌、南昌）调查表明，性乱者Ct检出率为18.22%，且流行范围相当广泛，女性高于男性。李武等对664例农村已婚育龄妇女Ct感染调查结果表明，Ct感染率为4.97%。血清中抗衣原体抗体检测结果与泌尿生殖道中衣原体抗体阳性结果呈正相关。
  


  
    最近有报道Ct感染是对生殖健康的威胁之一，患生殖道Ct感染者，精液中常储存该病原体，这与男性不育、女性不孕、早产、宫内死胎及新生儿死亡有关。
  


  
    1.生物学形状
  


  
    衣原体呈圆形或椭圆形。在光学显微镜下勉强可见。常以Giemsa和Macchiavello染色法染色。Ct和鹦鹉热衣原体具有相似的特殊的生活周期。衣原体发育过程可分为3个阶段，在不同生活周期中其形态不同。
  


  
    （1）原体的吸附和侵入：
  


  
    原体（elementary body，EB）呈球形，直径约为0.3μm，内部含有大量核物质与核糖体。原体是衣原体在细胞外具有感染性的非分裂型的致密颗粒，借助于细胞的摄粒作用（endocytosis）吸附在细胞表面，经细胞的吞饮作用进入胞内。宿主细胞膜包绕于原体之外形成空泡，原体在空泡内逐渐增大，形成直径为0.6～1.5μm着色较淡的始体（initial body）。
  


  
    （2）始体的再生与分裂：
  


  
    细胞感染后约5～20h，始体逐渐增大，并分裂成许多核心致密小体，其中有的始体以发芽增殖，有的按几个平面进行等体积二分裂方式增殖分裂后约经几个小时即可形成核心致密的典型原体，充满感染细胞。始体是衣原体在细胞内生活周期中的繁殖型，亦称网状体（reticular body，RB），无感染性。
  


  
    （3）原体的释放：
  


  
    细胞感染后20h，宿主细胞充满两种颗粒，即始体颗粒和原体颗粒，但宿主细胞可不受影响，仍可继续生长和分裂。分裂几个小时后即形成大量具有高度感染性的子代原体，最后宿主细胞破裂，子代原体被释放出来，再感染新的细胞，开始新的生活周期。
  


  
    2.分离培养
  


  
    衣原体能在6～8d龄的鸡胚卵黄囊中繁殖，可在受染后3～6d致死的鸡胚卵黄囊膜中找到包涵体及特异性抗原。组织细胞培养（如Hela细胞、人羊膜细胞等）也可用来分离衣原体，但衣原体多缺乏主动穿入组织细胞的能力，故当衣原体材料加入细胞培养管后，需先经离心沉淀以促使衣原体穿入细胞。也可在细胞培养管中加入适量的二乙氨基乙基多聚糖（DEAE-dextran），提高衣原体吸附细胞的能力，使衣原体易于穿入细胞进行繁殖。
  


  
    3.抵抗力
  


  
    衣原体对低温的抵抗力较强。对温度的耐受性与宿主体温有关，感染禽类的衣原体比感染哺乳类和人类的衣原体耐热。56～60℃的温度敏感，一般仅能存活5～10min。对于干燥的面盆，Ct 0.5h即失去活性，常用消毒剂如0.1%甲醛、2%甲酚皂溶液、75%乙醇，只需数分钟即可灭活或杀死衣原体。
  


  
    4.抗原性
  


  
    衣原体具有以下3种抗原：
  


  
    （1）属共同抗原：
  


  
    所有衣原体的共同抗原存在于衣原体的细胞壁中，并存在于衣原体的整个生活周期中。
  


  
    （2）种特异性抗原：
  


  
    衣原体可能存在种属特异性抗原，是一种不耐热、加温60℃破坏、能被木瓜蛋白酶所降解的蛋白质抗原。
  


  
    （3）型特异性抗原：
  


  
    实验证明衣原体存在型特异性抗原，用微量间接免疫荧光技术可以检测Ct血清型。
  


  
    5.致病性
  


  
    衣原体的细胞壁化学组成为磷脂、蛋白质和多糖。用PAGE电泳从细胞壁中分出9条肽。衣原体能产生脂多糖内毒素，但不会从细胞壁分离出来。衣原体的致病性与宿主细胞对毒素的反应有关。Ct感染主要是接触传播。首先是性传播，其次是手、眼或患者污染的衣物、器皿等媒介物传播。临床上衣原体所致常见疾病有以下几种：
  


  
    （1）沙眼。
  


  
    （2）包涵体结膜炎。
  


  
    （3）非淋菌性尿道炎（nongonococcal urethritis，NGU）：美国每年NGU发病在250万例次以上，其发病率已超出淋菌性尿道炎（gonococcal urethritis，GU），为男性最常见的疾病。在英格兰和威尔士，1960～1986年上述的病例数从1万上升至11万。Ct为最主要的病原体，约40%～50%的NGU是由Ct引起。美国每年约100万例次有症状的Ct性尿道炎发病，而无症状的感染者则难以准确估计。在男性，尿道为Ct感染的最主要部位，19%～45%的GU患者伴Ct感染。混合感染时用仅对淋病奈瑟菌有效的药物治疗，80%以上的患者尿道炎症状持续存在或好转后又复发，故对GU治疗的同时应兼顾对Ct的治疗。
  


  
    （4）附睾炎：附睾炎在男性生殖器官感染中发病率比较高，多数病例由尿道经输精管逆行感染。Ct感染为年轻异性恋性活跃男性的特发性附睾炎的主要病因，约40%～60%的年轻性活跃男性的附睾炎是Ct感染引起。美国每年约有20万例次Ct感染的附睾炎发生。Ct性附睾炎为Ct性尿道炎的主要并发症。理由是：①NGU与附睾炎并存；②部分急性附睾炎患者的Ct抗体升高；③直接从附睾抽吸液中分离出Ct，非Ct性尿道炎伴附睾炎少；④接种Ct于大猩猩能诱发实验模型。对NGU患者应想到发生Ct附睾炎的可能性，对性活跃的青年男性的特发性附睾炎患者应追问病史，仔细检查尿道，了解是否存在或曾患有NGU。
  


  
    （5）前列腺炎：Ct引起前列腺炎感染可合并尿道炎，也可无尿道炎病史。Nilsson等报告，在10%的男性尿道炎患者前列腺按摩液中检测出Ct，认为Ct感染与亚急性前列腺炎存在正相关关系。Krauce等也报道，尿道炎患者在按摩前列腺后，可提高Ct的检出率，指出Ct可感染前列腺。Bruce等则对70例亚急性和慢性前列腺炎患者的晨尿、前列腺按摩液和精液进行培养，结果39例有Ct，均证实Ct可引起前列腺感染。Ct所致的前列腺炎具有典型的症状，表现为尿频、尿急和排尿困难，会阴、直肠部位坠胀不适，阴茎根部刺痛，但较细菌感染为轻；部分患者则表现为反复发作的尿道炎和附睾炎。
  


  
    （6）Reiter综合征（Reiter syndrome，RS）：RS好发于25～30岁的男性，是NGU的后遗症，一般发生在尿道炎之后，潜伏期平均4周，常出现关节、皮肤黏膜及眼方面的症状，症状可同时出现或相继出现。目前认为Ct感染是RS的病因之一。据统计，1%的NGU发生RS，所发生RS的半数与生殖器Ct感染有关。
  


  
    （7）直肠炎：Ct可引起直肠炎，同性恋男性直肠炎15%为Ct所致，直肠活检发现6%无症状的男性同性恋者有Ct感染。Ct所致的直肠炎症状较轻，直肠疼痛、出血、黏液分泌物及腹泻，四环素治疗可获痊愈。
  


  
    （8）男性不育：国内外研究表明，Ct感染与急性附睾炎及慢性前列腺炎有十分密切的关系。由于附属性腺的感染是男性不育的因素之一，因此认为Ct与男性不育有关。Tokuda等报道，83例男性不育患者中血清抗Ct IgG阳性为10例，占12%（10/83）；抗Ct IgA阳性为16例，占19.3%（16/83）；抗Ct IgG或抗Ct IgA阳性者与阴性者相比，精液和尿液白细胞数量增加，而精液体积和精子数量减少。Bjercke报道，不育男性中抗Ct抗体阳性者精液中白细胞＞1×106/ml者占90%，而在抗体阴性者仅占10%；男性免疫性不育者体内抗Ct抗体阳性率明显高于对照组。
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    第二节　支原体感染对精子的影响
  


  
    支原体（Mycoplasma）属有90余种支原体，是一类结构简单、形态微小并能自行复制的原核生物。其重要的特点是缺乏细胞壁，呈高度多形性，在人工培养基上能生长繁殖并形成肉眼可见的微小菌落。其中能致人疾病的支原体有4种，他们分别是溶脲脲原体（Ureaplasma urealyticum，Uu）、肺炎支原体（M.Pheamoniae，Mp）、发酵支原体（M.Fermentans，Mf）、人型支原体（M.Hominis，Mh）。Uu是支原体中最小、最具特征的一种。1954年，Shepard等首先从尿道炎患者的分泌物中分离出Uu。1977年，Taylor医生将分离于患者尿道的Uu接种到自己的尿道，出现了尿频、尿急、脓尿等症状，首先证实了Uu的可致病性。
  


  
    在Uu上行性感染的动物模型中，已证明睾丸可发生明显的病理损伤。扫描电镜及免疫电镜观察发现，部分精子上有Uu吸附，精子畸形率明显增加，主要为明显的卷尾畸形和头尾成角畸形。
  


  
    1.生物学性状
  


  
    支原体基本形态为球形和丝状，最小的球形颗粒直径为125～250nm，大的可达2～3μm，丝状体长短为0.3～150μm。革兰染色着色困难，呈阴性反应，常用吉姆萨染色，染成淡紫色。支原体无细胞壁，电镜下观察细胞外围可见由三层膜组成的细胞膜，厚7.5～10nm，内外层为蛋白质及糖类，中层为脂类，主要是磷脂。支原体胞质内含有无数颗粒状核蛋白体、mRNA、tRNA，其环状双股DNA分散在胞质内，但含量远较细菌为少。支原体无鞭毛，某些株呈现滑动或旋转动作，但非真正的运动。
  


  
    2.分离培养
  


  
    支原体对营养要求较高，可在人工培养基中生长繁殖，对氧要求不高，有氧或无氧条件均可生长，但多数在有氧环境中生长较好，个别菌株为专性厌氧。Uu在含血清的培养液中只需24～48h即可生长，在固体培养基上生长有陷入培养基生长的趋势，经7～10d培养可形成细小的油煎蛋样菌落，直径10～600μm，肉眼可见，也可用低倍显微镜或倒置显微镜观察。
  


  
    支原体无论在固体培养基或是培养液中生长繁殖达到高峰后24h内几乎全部死亡，应及时移种，移种时接种量要大，否则不易生长。如系固体培养基，移种时先从生长的平板培养基上用无菌小刀切取菌落块，放在另一培养基上使菌落面向下，再划线接种。
  


  
    3.抵抗力
  


  
    支原体对糖的酵解可分为两类。一类是发酵糖产酸产气，如肺炎支原体可分解葡萄糖、果糖、半乳糖、糊精和淀粉。另一类对糖不发酵，但能利用脂肪酸和氨基酸，如口腔支原体、唾液支原体和人型支原体。在含精氨酸的培养基中，可水解精氨酸并产生氨（NH3），使培养基中pH值增高。支原体对尿素多不分解，只有Uu分解尿素产碱。
  


  
    4.致病性
  


  
    在男性，Uu感染可引起非淋菌性尿道炎、慢性前列腺炎、附睾炎及不育症。在女性，Uu感染可引起阴道炎、宫颈炎、子宫内膜炎、急/慢性输卵管炎、盆腔炎，并可导致宫外孕和不孕。Uu围产期感染可引起孕产妇和胎儿、新生儿的损害，如流产、早产、死胎、羊膜绒毛膜炎、胎膜早破、低体重儿、胎儿宫内发育迟缓（IUGR）、产褥热以及新生儿的肺炎、脑膜炎、骨髓炎、脐炎等。泌尿道感染Uu，可诱发尿路结石。
  


  
    经流行病学调查，Uu的人群感染率颇高，已婚女性阳性检出率在20%左右，孕妇可更高。不育症男性精液阳性率在40%～50%之间，其伴侣阳性率为对照组2倍以上。淋病后尿道炎和非淋菌性尿道炎者40%～50%Uu阳性。孕妇Uu阳性者，其新生儿阳性率高达30%以上。
  


  
    5.Uu感染的诊断与治疗
  


  
    过去20多年中，Uu感染的诊断和研究均选用液体培养法。该法原理是Uu脲酶分解尿素产生的NH3能使培养液pH值升高，从而使内含的指示剂酚红出现呈色反应。液体培养法缺陷颇大，一为需要连续观察72h，二为常因杂菌的污染而出现假阳性和假阴性。如真菌、变形杆菌也有脲酶可造成假阳性；产碱和产酸类杆菌可直接影响培养液的pH造成假阳性和假阴性。
  


  
    6.Uu感染对精子的影响
  


  
    许多临床及实验研究结果提示，Uu感染与男性不育有关。1991年以色列Bartoov等人检查1250例不育男性精液，其中有692例感染微生物，以支原体感染最高（29.1%）。国内徐晨等（1992年）首次用免疫电镜证实Uu吸附于不育男性精子表面，并可造成部分精子膜缺损甚至膜结构严重破坏。Uu吸附在精子表面后，在局部膜上立即摄取宿主细胞内的营养物，进行代谢和蓄积毒性产物。Uu产生的H2O2能够直接破坏精子细胞膜。此外，Uu膜上的磷脂酶A和磷脂酶C均可作用精子细胞膜上的类脂成分，利用膜内的胆固醇，耗竭精子细胞膜的主要成分，Uu膜上的磷脂酶A1、A2水解精子细胞膜的磷脂，产生溶血磷脂和游离脂肪酸，而磷脂酶C作为脂酰水解酶，水解膜上的磷脂成分，产生1，2-甘油二酯及磷酸酯，这些是造成精子细胞膜破坏的主要病理机制。精子膜具有极其重要的生理功能：构成精子特异性抗原决定簇、参与精子的获能及与卵子的识别过程，是受精的结构基础。因此，Uu对精子膜的破坏，将影响到精子的受精能力。
  


  
    商学军等报道，Uu感染的不育患者，其精子头部、中段及尾部大量附着Uu，使精子由流线型变得“臃肿”，造成精子前进时的流体动力学阻力增大，精子运动速度减慢，运动方式呈锯齿形。此外，Uu培养阳性的精子尾部可严重卷曲，或精子头尾折角，实验证明，人工感染24h的精子，爬高试验几乎处于原地摆动。另一方面，由于精子卷尾或头尾折角，又使精子尾部的自由摆动受到限制，出现原地转圈的运动方式。另有报告，Uu可以通过性行为随精液进入女方体内，从而引起子宫内膜炎、输卵管炎、卵巢炎及自发性流产等。29例妻子习惯性流产的丈夫精浆Uu培养均为阳性的精子，其中82.8%（24/29）的运动轨迹存在原地转圈现象，两者具有较高的相关性。从Uu感染的精子运动轨迹图象分析中发现，Uu感染阳性组的精子运动速度明显低于Uu感染阴性组（P＜0.01），有学者认为附着于精子表面的Uu能分泌神经氨酸酶类物质，随精子进入卵母细胞时，胚胎就会死亡，终止早期妊娠。黄宇烽等研究发现精液中脱落的生精细胞内有Uu定位，说明早在精子成熟前，Uu就侵入生精细胞，破坏精子的正常发生。
  


  
    综上所述，Uu引起男性不育的原因，可能有以下几点：①侵入生精小管，干扰精子的正常发生；②吸附精子表面，掩盖精子识别卵细胞的部位，影响精子通过卵细胞的能力；③影响精子的运动；④产生神经氨酸酶类物质干扰精子与卵细胞结合；⑤通过免疫系统的机制影响受孕，因为Uu感染可引起生殖道的损伤，精子进入血流，导致自身抗体的产生。Taylor-Robinson也认为不能排除Uu抗体与人精子有交叉反应而降低人的生殖能力。
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    第三节　大肠埃希菌感染对精子的影响
  


  
    大肠埃希菌（Escherichia coli）在肠道内一般不致病，但当机体免疫力下降，或某些特殊菌株致病性强，或细菌侵入肠外组织或器官，则可引起肠道感染或肠外感染。肠外感染中以泌尿生殖系统感染较为常见，研究表明，大肠埃希菌是泌尿生殖系统非性传播疾病感染中最常见的致病菌，约占男性泌尿生殖系统细菌感染的65%～80%，其可通过多种途径影响精子功能，导致不育发生。
  


  
    一、大肠埃希菌有关的微生物学
  


  
    大肠埃希菌大小为（0.4～0.7）μm×（1～3）μm，有菌毛，大多数菌株有周身鞭毛，有些菌株有多糖包膜。Bartoov等从692例不育男性精液中分离出181株大肠埃希菌，大肠埃希菌的菌毛主要为I型菌毛（T1F+/P-），占97%。另外还有少量P型菌毛（T1F+/P+），约占15.8%。国内何正平等从234例不育男性精液中检出42株大肠埃希菌，I型菌毛占85.7%，P型菌毛占21.4%。Monga等亦发现大肠埃希菌的表面有I型菌毛和P型菌毛，前者的特异性受体糖类为甘露糖，引起精子头-头凝集，这种凝集能被甘露糖所抑制；后者的特异性受体糖类为gal-gal，引起精子尾-尾凝集，这种凝集能被gal-gal所抑制。
  


  
    大肠埃希菌抗原主要有O、H和K3种，目前已发现的O抗原有170余种，H抗原在56种以上，K抗原在100种以上。Fowler等报道男性泌尿生殖道非淋病奈瑟菌细菌性感染中约80%系由大肠埃希菌引起。Bartoov等从不育男性精液中分离出的大肠埃希菌中，76.4%的菌株属于O1、O2、O4和O6等4种不同的血清型，其中O1占5.7%、O2占7.5%、O4占17.0%和O6占46.2%，而K1和K5抗原仅占12%。因此可见泌尿生殖道感染的大肠埃希菌的常见血清型是大肠埃希菌O6。
  


  
    二、大肠埃希菌对精子的影响及其机制
  


  
    1.大肠埃希菌对精子的影响
  


  
    早在1971年，Teague等就发现从男性泌尿生殖道和女性子宫颈分离出的活大肠埃希菌可明显凝集人精子，使其失去活动力。1975年，Del Porto等也发现大肠埃希菌能引起人精子活动率降低。Diemer等通过电镜观察发现大肠埃希菌可导致体外培养的精子超微结构变化，包括质膜及顶体膜受损，胞质内空泡形成等。研究表明，不同血清型的大肠埃希菌，特别是血清型为O6的大肠埃希菌在体外能引起人精子凝集，抑制精子运动，甚至杀死精子。因此生殖道被某些血清型的大肠埃希菌感染后，精子可被大肠埃希菌凝集而不能达到与卵子结合受孕。
  


  
    另外，不同的大肠埃希菌与精子浓度比例，其对精子的影响程度亦不完全相同。Auroux等研究发现随细菌浓度的增加，其抑制精子运动能力的作用随之增强。
  


  
    2.大肠埃希菌对精子影响的机制
  


  
    （1）菌毛的黏附作用：
  


  
    许多学者认为菌毛的黏附作用是大肠埃希菌致病的关键。Ofek等对含I型菌毛的大肠埃希菌K12株抽提物进行研究，证实抽提物溶液中含有一种可与甘露糖特异结合的配体。Bartoov等发现大肠埃希菌黏附人精子作用系由精子表面的甘露糖残基与大肠埃希菌表面的结合位点结合所致。Wolff等发现大肠埃希菌与精子以1∶1的比例混合时，约91%的精子发生凝集，即使以1∶20的比例混合时仍能观察到明显的精子凝集现象。通过电镜观察到大肠埃希菌主要吸附于人精子的头部和尾部，使精子发生凝集。他还通过对8种糖进行系统筛选，证实仅D-甘露糖和α-甲基-D-甘露糖（αMM）与大肠埃希菌预先孵育后可以完全阻断精子凝集，从而从另一个侧面证实大肠埃希菌-精子凝集现象系甘露糖所介导的。但不知为什么甘露糖酶处理精子后却不能阻断这种异源性凝集。Monga等发现大肠埃希菌表面的I型菌毛能引起精子凝集外，还发现P型菌毛也能引起精子凝集。因此可见大肠埃希菌在体外能通过其表面的I型菌毛和P型菌毛的黏附作用引起人精子凝集而抑制精子运动。
  


  
    大肠埃希菌与人精子凝集具有可恢复性。在大肠埃希菌-精子凝集物中加入D-甘露糖或αMM后，凝集物均可被溶解，而且释放出的精子仍有较强的活动力，表明这种黏附作用是可逆的，且大肠埃希菌对人精子无明显的细胞毒作用。
  


  
    （2）孔蛋白（porin）的作用：
  


  
    Gorga等先发现革兰阴性细菌表面成分孔蛋白对人精子具有毒性，后又发现125I标记的大肠埃希菌外膜孔蛋白能结合于人精子。因此认为人精子存在结合大肠埃希菌外膜上某些蛋白（如孔蛋白）的位点。
  


  
    （3）弹性蛋白酶（elastase）的作用：
  


  
    Kaur等从不孕妇女宫颈中分离出的大肠埃希菌、枯草杆菌、铜绿假单胞菌及白色假丝酵母菌等微生物体外能抑制人、牛和鼠精子运动，并可使精子凝集。研究发现50%不孕妇女携带弹性蛋白酶阳性微生物，弹性蛋白酶阳性的微生物培养72h的上清液在与精子接触60min内即具有杀精子作用，而弹性蛋白酶阴性的微生物培养72h的上清液在与精子接触4～6h时才具有杀精子作用。上述微生物的抑制精子运动和凝集精子的活性随培养时间的延长而增强，人精子仅呈尾-尾凝集，而牛和鼠精子主要呈头-头凝集，并认为杀精子活性与弹性蛋白酶的作用有关。
  


  
    （4）毒素作用：
  


  
    某些大肠埃希菌在生长繁殖过程中可释放出外毒素，这种毒素被称为肠毒素（enterotoxin），存在于培养物上清液或无菌滤液中。按照肠毒素对热的稳定状态，可分为耐热肠毒素、不耐热肠毒素、Vero肠毒素和血管渗透因子等。其中大肠埃希菌O6就是属于致病性产肠毒素大肠埃希菌，但其肠毒素对精子作用的研究报告较少。Paulson等1977年报告大肠埃希菌培养滤液中含有一种低分子的精子制动因子。该因子对热、冰冻和冻干稳定，能引起精子制动，但不能杀死精子。然而，最近刘继红等采用计算机辅助的精子分析（computer-aided sperm analysis，CASA）方法对不同孵化时间的大肠埃希菌悬液、滤液和离心上清液体外对人前向运动精子的百分率影响进行研究，结果显示：不同孵化时间（6h内）的大肠埃希菌悬液在体外能引起人精子前向运动百分率显著降低，但其滤液和离心上清液体外对人精子无类似的作用。因此，可以认为大肠埃希菌在体外对精子的作用主要在于细菌本身，而非细菌外毒素的作用。另外，Auroux等研究亦未能证实大肠埃希菌内毒素对精子有作用。然而，最近智利学者Schulz等发现大肠埃希菌及其可溶性分泌因子均可明显导致精子线粒体膜电位下降，推测大肠埃希菌通过非直接接触的方式也可以影响精子功能，并认为可能与大肠埃希菌分泌的α-溶血素（α-hemolysin）及志贺样毒素（shigalike toxin）有关。
  


  
    （5）免疫作用：
  


  
    Saker等从大肠埃希菌、沙门菌和酵母菌中分离出Ⅰ型和Ⅱ型脂多糖，且证明Ⅱ型脂多糖与精子和胚囊发生交叉反应。张国芬等观察了引起泌尿道感染的14个血清型大肠埃希菌菌株与人精子抗原间的交叉反应，结果发现大肠埃希菌O6和O85与人精子有共同抗原，其抗血清能与人精子发生交叉凝集反应。然而Fowler和Mariano等认为大肠埃希菌在体内虽可黏附于精子表面，但并不能侵袭精子内层结构，因此并非均能产生针对大肠埃希菌表面结构的免疫应答。检测正常和不育男性精液中抗不同O血清型大肠埃希菌抗体IgA，并未发现IgA与不育症有相关性。
  


  
    （6）诱导凋亡作用：
  


  
    Villegas等将精子与大肠埃希菌共孵育60min后，通过V-FITC/PI荧光染色法对精子凋亡及活性氧（ROS）生成情况进行检测，发现大肠埃希菌可以明显诱导精子凋亡，并且该促凋亡作用无需外源性ROS参与。Schulz也证实大肠埃希菌可以明显降低线粒体膜电位（凋亡发生早期标记），但ROS生成并无明显增加。上述研究表明大肠埃希菌可通过不依赖ROS产生的途径诱导精子凋亡。
  


  
    三、消除大肠埃希菌对精子影响的方法
  


  
    1.物理方法
  


  
    Teague和Wolff等研究发现体外煮沸大肠埃希菌可破坏其黏附人精子的活性。煮沸可能是破坏了大肠埃希菌表面具有蛋白质或糖蛋白特性的甘露糖结合位点。Wolff等将大肠埃希菌预先反复冻融或经超声处理形成的细菌碎片仍能使人精子凝集，经10 000r/min离心5min则可彻底去除细菌碎片中的凝集物质。刘继红等报告经煮沸和超声波杀菌处理后的大肠埃希菌O6悬液体外对人精子无凝集作用，对人前向运动精子百分率亦无影响。
  


  
    2.抗生素
  


  
    Diemer等研究发现氯霉素可消除大肠埃希菌体外对人精子的凝集作用。Wolff等还发现通过反复冻融或超声处理形成的细菌碎片仍能引起人精子凝集。文献报告甲氧苄氨嘧啶的最低抑菌浓度（MIC）为1μg/ml，而强力霉素的MIC为1.1μg/ml。刘继红等报告经5倍MIC的甲氧苄氨嘧啶和强力霉素对大肠埃希菌O6进行处理，细菌培养发现这些方法可完全杀灭大肠埃希菌O6，并发现经甲氧苄氨嘧啶和强力霉素杀菌处理后的大肠埃希菌O6悬液体外对人精子无凝集作用，对人前向运动精子百分率亦无影响。
  


  （杨俊　刘继红）


  
    第四节　其他病原体感染对精子的影响
  


  
    除支原体、衣原体和大肠埃希菌对精子有明显影响外，其他病原体如革兰阳性菌、革兰阴性菌、厌氧菌、病毒和滴虫等感染对精子亦有一定影响，但引起男性不育的临床意义尚不确切。
  


  
    一、革兰阳性细菌
  


  
    1.草绿色链球菌
  


  
    Hillier等对37例在不育门诊就诊的患者精液进行细菌培养，发现36例培养阳性，其中65%的精液标本中检出草绿色链球菌（streptococcus viridans，SV）。Merino等对在男科门诊就诊的190例男性不育患者精液作细菌培养，发现细菌阳性者占66%，其中SV占28%。由此可见，SV是男性不育患者精液中重要的病原菌之一。
  


  
    SV的致病作用主要通过其产生的多种毒素（如溶血素）、酶类以及菌体本身的一些成分而发挥。SV呈球形或椭圆形，直径0.6～1.0μm，明显小于精子头，因此并不影响计算机辅助的精子分析系统（CASA）对精子运动参数的检测。刘继红等为了阐明SV体外对人精子运动的影响，先将不同浓度的活SV悬液、滤液、以及经煮沸和青霉素处理的SV悬液在体外与10例健康成年生育男性经上游优化处理的精子一起孵育，于孵育0、2、4和6h采用CASA分别测定其体外对人精子前向运动百分率的影响。结果显示当SV与人精子的比例分别为1∶1～1∶100时，活SV悬液体外能明显降低前向运动精子百分率，且抑制作用随细菌浓度增加而增强。高浓度的SV体外也能引起人精子的凝集。而SV的培养滤液对前向运动精子百分率无明显影响，亦不引起精子凝集。这说明SV的外毒素对人精子前向运动百分率无影响，因此SV体外降低人精子前向运动百分率和引起精子的凝集作用主要在于SV菌体本身。
  


  
    Doern等报告SV高度耐青霉素的最低抑菌浓度（MIC）为4.0μg/ml。刘继红等采用煮沸和最终实验浓度为5倍高度耐药的MIC青霉素对SV进行处理，细菌培养发现这些方法可完全杀灭SV，并发现经煮沸和青霉素处理后的SV悬液体外对人精子无凝集作用，对人前向运动精子百分率亦无影响。这说明这些处理方法能消除SV悬液体外对人精子的影响。
  


  
    2.腐生葡萄球菌
  


  
    腐生葡萄球菌属于微球菌科的葡萄球菌属，为凝固酶阴性葡萄球菌。可存在于人体皮肤和与外界相通的腔道中，一般不致病。现已证明腐生葡萄球菌易黏附于尿道上皮细胞，是引起年轻人尿道炎的常见菌之一。腐生葡萄球菌呈球形或略呈椭圆形，直径0.5～1.2μm，平均0.8μm，明显较精子头小，不影响CASA对精子运动参数的测定。为了证实腐生葡萄球菌体外对人精子的运动有无影响，刘继红等将不同浓度的腐生葡萄球菌悬液体外与经上游优化处理生育男性的精子一起孵育不同时间，应用CASA分析其对精子前向运动百分率的影响，结果显示：细菌与精子分别以不同比例孵育0、2、4和6h后，腐生葡萄球菌体外均对人前向运动精子的百分率无明显影响，且精子形态无明显变化，亦不引起精子凝集。这说明当腐生葡萄球菌与人精子比例小于30∶1时，腐生葡萄球菌体外对人精子运动无明显影响。
  


  
    3.其他革兰阳性细菌
  


  
    除肠道细菌（粪肠球菌）在慢性前列腺感染中为主要致病菌外，大多数学者认为革兰阳性菌仅寄生在男性尿道内。在正常情况下，链球菌属、凝固酶阴性葡萄球菌、类白喉杆菌在男性尿道内计数很低，不会引起泌尿道感染和前列腺炎。Mardh和Nielsen报告慢性前列腺炎1%～2%是由革兰阳性菌引起的。肠球菌在不育男性精液中较为常见，并和精液运动参数不佳有一定相关性。Metha等也发现肠球菌感染与少精子症及畸形精子症相关。除外肠球菌，大多数学者认为革兰阳性菌感染率非常低，至今有关革兰阳性菌对精子活力影响的报告较少。
  


  
    二、革兰阴性细菌
  


  
    革兰阴性细菌是引起男性生殖道感染最常见细菌，常与前列腺炎、附睾炎有关。Mittemyer等回顾610例急性附睾炎，发现278例（占46%）尿道内有细菌感染，其中86%为革兰阴性菌，主要是大肠埃希菌。导致急、慢性前列腺炎的革兰阴性致病菌有大肠埃希菌、变形杆菌、铜绿假单胞菌和淋病奈瑟菌等。慢性前列腺炎时，前列腺液中pH值升高，锌、柠檬酸、果糖含量减小，从而影响精子的活力和精液的质量。Berger等用强力霉素治疗白细胞精子症患者20d，结果精液中的白细胞明显下降，50%患者的精子穿透试验恢复正常。然而，另外一些学者报告使用抗生素治疗后精液质量与生育情况并无改善。
  


  
    1.大肠埃希菌
  


  
    详见本章第三节。
  


  
    2.铜绿假单胞菌
  


  
    铜绿假单胞菌属于假单胞菌属，广泛存在于自然界、正常人皮肤、肠道和呼吸道，当机体免疫力低下时可引起多种感染，其中包括泌尿生殖道感染。铜绿假单胞菌明显较精子头小，不影响CASA对精子运动参数的测定。Kaur等研究发现从不孕妇女宫颈分离出的铜绿假单胞菌、枯草杆菌和大肠埃希菌体外具有杀精子活性，并能引起人精子呈尾-尾凝集。这些微生物的无菌上清液也具有杀精子活性，但不能引起人精子凝集，杀精子活性随培养时间延长而增强。随后他们又发现这些微生物培养72h的弹性蛋白酶阳性无菌上清液在与精子接触60min内就具有杀精子活性，而弹性蛋白酶阴性无菌上清液在与精子接触4～6h才具有杀精子活性。因此认为杀精子活性取决于弹性蛋白酶。Rideout等研究发现铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌和奇异变形杆菌等细菌的无菌滤液能明显降低雄马的活动精子百分率。刘继红等为了阐明铜绿假单胞菌体外对人精子的运动有无影响，将不同浓度的铜绿假单胞菌悬液体外与经上游优化处理生育男性的精子一起孵育不同时间，应用CASA分析其对精子前向运动百分率的影响，结果显示：细菌与精子以不同比例孵育0、2、4和6h后，人前向运动精子的百分率无明显变化，且精子形态无明显变化，亦不引起精子凝集。这说明当铜绿假单胞菌与人精子比例≤1∶1孵化6h以内时，铜绿假单胞菌体外对人精子前向运动百分率无明显影响。实验结果的差异可能与细菌的浓度不同等因素有关。
  


  
    3.淋病奈瑟菌
  


  
    淋病是一种常见的性传播性疾病，主要导致尿道炎相关症状，尽管较少累及前列腺及附睾，但也可发生。1977年Harnish等发现30%的淋病可引起急性附睾炎，然而其他研究并未证实这一结果。1979年Berger等从急性附睾炎患者附睾吸出的附睾液中未分离出淋病奈瑟菌。1981年Stamm等对150例淋菌性尿道炎进行检查，未发现附睾炎。不育男性精液中很少分离出淋病奈瑟菌。尽管如此，淋病在不育症中可能起到一定作用，因为该病在青年男性中较常见，且可无症状。虽然很少引起附睾睾丸炎，但可引起睾丸损伤或输精管堵塞。1979年Gomezden等还研究发现淋病奈瑟菌可吸附在人精子上，影响其功能。Maisey等发现淋病奈瑟菌感染可刺激输卵管上皮分泌IL-1α、IL-1β及TNF-α等促炎性细胞因子，导致女性患者不孕，但该研究未探讨淋病奈瑟菌在男性感染者中是否有类似作用。
  


  
    4.肺炎克雷伯菌
  


  
    1993年Wolff等报告肺炎克雷伯菌可快速凝集人精子，但由于该菌很少寄生于男性生殖道，故未作进一步研究。
  


  
    三、厌氧菌
  


  
    虽然厌氧菌（棒状短小菌、胨链球菌）可以在正常尿道分泌液中发现，但很少成为致病菌。Berger等试图从正常男性的附睾中直接抽吸或从前列腺按摩液中培养出厌氧菌，但均失败。厌氧菌仅在男性泌尿道发生组织坏死、脓肿形成时才会成为致病菌。所以，临床上慢性厌氧菌性前列腺炎是十分罕见的。
  


  
    1993年Balmelli等研究发现厌氧菌溶脲类杆菌（bacteroides ureolyticus，BU）在体内通过诱导对男性生殖道或精子的损伤作用而影响男性生育力。对3196份不育男性精液培养发现314例（9.8%）精液感染BU。BU感染的精液标本有以下改变：果糖含量下降、短尾精子数增加和上皮细胞增加。BU在精囊选择性定居，通过抑制果糖产生或消耗果糖使糖浓度下降。短尾精子增加与下列因素有关：影响精子在附睾中的成熟，直接影响精子形成，BU或毒素对精子的直接作用等。Fortain等认为BU可引起男性生殖道上皮细胞破裂并伴有细胞脱落，因此精液中上皮细胞增多可能是BU感染的征象。
  


  
    四、结核分支杆菌
  


  
    约3%的结核分支杆菌感染累及男性生殖道，肾血源性播散后可引起脓尿并使感染扩散至前列腺、精囊、附睾及睾丸。这些组织受累后可引起炎症、管腔狭窄及堵塞，可引起男性不育症。但结核分支杆菌对精子的直接影响研究较少，目前亦尚未发现人型结核分支杆菌能产生内、外毒素及侵袭性酶类。有研究者把结核分支杆菌活菌悬液与精子细胞在体外共同孵育4h，精子细胞的运动功能未见明显改变。
  


  
    五、幽门螺杆菌
  


  
    幽门螺杆菌（Helicobacter pylori）本身并不影响生殖道及相关的神经体液系统，但流行病学研究证实，幽门螺杆菌在不孕不育人群中的感染率显著高于生育正常人群，而且抗幽门螺杆菌抗体可存在于不孕不育患者生殖道中，其中50%的男性感染者精液样本中可检测到该抗体存在。而进一步研究发现，由于人微管蛋白与幽门螺杆菌蛋白具有一定同源性，因此抗幽门螺杆菌抗体可与精子微管蛋白富集区（精子尾及中心粒周围区）产生免疫应答反应。
  


  
    六、白色假丝酵母菌
  


  
    白色假丝酵母菌（Candida albicans）是尿道常见寄生菌，在附属性腺中较少发现。体外研究表明，白色假丝酵母菌及其滤液可导致精子凝集，使精子前向运动率下降，而电镜观察也发现白色假丝酵母菌可与精子头部黏附，导致精子超微结构受损，从而影响精子功能。
  


  
    七、病毒
  


  
    单纯疱疹病毒（herpes simplex virus，HSV）和人乳头瘤病毒（human papilloma viruses，HPV）可能与非淋菌性尿道炎有关。但疱疹病毒多是男性生殖器皮肤疾患的一种病因。Gordon等在39例无菌性前列腺炎患者中未发现任何病毒，其中9例临床证实为疱疹性生殖器病变。Nielson和Vestergaad对25例无菌性前列腺炎患者进行VB1、VB2和前列腺穿刺标本进行病毒培养也未发现病毒。但Wald等研究者由HSV-2型病毒感染男性精液中成功扩增出HSV-2病毒DNA。随后Kapranos等对113例不育男性患者精液进行检测，成功通过巢式PCR技术在部分患者精液中扩增出HSV、巨细胞病毒（cytomegalovirus，CMV）及EB病毒（epstein-barr virus，EBV）DNA，并发现HSV感染与精子计数低、活动率下降明显相关，而CMV及EBV感染对精子质量未见明显影响。
  


  
    Martorell等发现，非梗阻性无精子症患者睾丸活检标本中可检测出HPV DNA，而且精子感染HPV后，活动率明显下降，可导致弱精子症发生。也有研究证明，在有涎腺病毒（SGV）感染时精液pH值升高，精子数减少。人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，HIV）本身及导致的严重生殖系统感染均可影响精子质量，而且某些特殊的抗-HIV治疗也可能破坏男性生殖系统功能。然而，尽管男性生殖道可能有病毒生长，但毕竟是罕见的。
  


  
    八、阴道毛滴虫
  


  
    阴道毛滴虫（trichomonas vaginalis）在不育夫妇泌尿生殖系统中较常见，但以女性居多。在男性生殖系统寄生的阴道毛滴虫，仅在极少数情况下引起非淋菌性尿道炎、前列腺炎及其他生殖系统感染症状。在非淋菌性尿道炎患者中发现阴道毛滴虫约占1%～5%，而正常男性尿道内很少发现阴道毛滴虫。Tuttle等发现三种常见于阴道内的病原体（大肠埃希菌、白色假丝酵母菌和阴道毛滴虫）会妨碍精子活力或引起精子凝集，并指出在生育年龄配偶一方如存在这些病原体，有可能使精子的活力大为减弱。体外研究证实，阴道毛滴虫分泌的蛋白酶可明显抑制精子活动率，而且在培养液中除去阴道毛滴虫后，该抑制效果仍可持续。而临床实践也证明，对查不出特定原因的不育配偶进行阴道毛滴虫的检查和治疗是有益的。
  


  （杨俊　高兴成　刘继红）
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    第十六章　药物对精子的影响
  


  
    对人体生殖系统有损害或影响的药物主要是在长期的临床用药观察中逐步发现的，这种情况称之为该药物的生殖系统毒不良反应。但由于这种药物的不良反应表现比较隐蔽，且短期内不容易发现，所以其危害可能会更大。故此医生在临床用药方面必须引起重视，尽量避免这种情况的发生。
  


  
    精子发生是一个复杂而漫长的过程，从精原细胞发育至成熟精子需要64～72d。精子从产生至成熟的每一阶段均有可能受到药物的影响。凡是对睾丸生精细胞、支持细胞和间质细胞有损害的药物都可能影响精子的形成。对附睾有损害的药物可改变精子发生、成熟的微环境，因而对精子的质量可以产生不良影响。同时，体内生殖激素的水平也可影响精子的发生、成熟。“下丘脑-垂体-睾丸”轴的平衡对调节精子发生和成熟有至关重要的作用。药物可通过上述多途径影响精子发生和成熟。
  


  
    第一节　激素类药物对精子的影响
  


  
    临床上进行激素治疗时发现，应用大剂量皮质类固醇、雄激素、雄激素拮抗剂、孕激素、雌激素、促性腺释放激素促效剂等均可导致男性不育。例如一些田径运动员及进行重体力训练的青年男性，可能服用含有合成代谢类固醇，从而导致睾丸萎缩。这种睾丸萎缩是由于影响了垂体的反馈功能，从而进一步引起促性腺激素分泌下降所致。
  


  
    干扰体内生殖激素平衡的激素药物有类固醇类、促性腺激素释放激素类和抑制素等。其作用机制是建立在生殖内分泌理论的基础之上的。如前所述，精子的发生是在体内多种激素调控下进行的。下丘脑（hypothalamus）分泌促性腺激素释放激素（GnRH），GnRH通过小血管被转运到垂体（pituitary）调节垂体促性腺激素的分泌，而促性腺激素的分泌又受雄激素的反馈调节。当睾丸的雄激素在血中升至一定程度时，促性腺激素的分泌便会减少，这种反馈机制可不断地调节进入血液中的促性腺激素的水平。因此，凡是能干扰这一平衡的激素均可抑制精子的生成。
  


  
    一、类固醇类
  


  
    类固醇类生殖激素药物有雄激素（androgen）、孕激素（progestin）和雌激素（estrogen）等。类固醇类生殖激素可反馈作用于“下丘脑-垂体-睾丸”轴，干扰和破坏其生理性平衡，从而影响精子的生成和成熟，最终达到少精子或无精子。雄激素、孕激素和雌激素用于节育都是基于这种原理。
  


  
    （一）雄激素类
  


  
    雄激素类药物具有代表性的是庚酸睾酮和睾酮庚酸酯，其他还有丹那唑、苯丙酸诺龙、7-甲基-19-去甲睾酮、18-甲基炔诺酮丁酸酯和十一酸睾酮等。
  


  
    1.庚酸睾酮
  


  
    庚酸睾酮（testosterone enanthate，TE）是长效睾酮酯类，具有抑制促性腺激素分泌和补充外源性雄激素的双重作用。根据垂体促性腺激素反馈调节机制，它通过增加雄激素水平而抑制睾丸精子的产生。此外，TE还可以影响附睾中成熟精子的功能。
  


  
    世界卫生组织对TE进行的多中心研究显示：TE每周注射200mg，用药10周后，50%的志愿者可达到无精子，40%的志愿者可达到少精子（即＜5.0×106/ml），剩余约10%的志愿者精子数量持续大于5.0×106/ml；平均出现无精时间为（20±40）d，平均在停药3.7个月后才恢复生精状态，精子要恢复到正常水平约需6个月。在使用该药期间血清LH和FSH水平持续被抑制在0.04mmol/L以下，血清中睾酮（testosterone，T）和前列腺素则增高2.5倍。国内学者张桂元等发现使用TE 3～12个月后，受试者血清中FSH和LH水平下降，而T升高176%～195%；给药120d后，全部受试者均达到无精子。
  


  
    2.睾酮庚酸酯
  


  
    是一种新型长效雄激素酯，化学名为睾酮-4-n-J基环己基羧酸酯，代号为20Aet-1。WHO对该药进行了一期临床研究，4名志愿者注射600mg TB和8名志愿者注射1200mg TB，血清T均维持在正常水平，但前者未能达到无精子；后者有3例志愿者在用药第10周时达到无精子，并分别维持到第14、20、22周。
  


  
    3.丹那唑
  


  
    丹那唑（danazol）是一种具有弱雄激素和抗孕激素活性的甾体类激素，化学名为2，3-异恶唑-17α-乙炔基睾酮。丹那唑不仅能抑制促性腺激素的释放，还可以直接抑制睾丸间质细胞合成雄激素。丹那唑与T合用，可使精子数明显减少。每天口服600mg丹那唑，联合每月肌注1次TE 200mg，能达到无精子状态，停药后精子数可恢复正常。丹那唑的特点是可以口服，但需要每天用药。
  


  
    4.己氧苯丙酸诺龙
  


  
    己氧苯丙酸诺龙（anadur）又名19-去甲基睾酮-己基-氧-苯丙酸酯，是一种增强合成代谢的甾醇类药物。该药具有抗促性腺激素和雄激素两种活性，其雄激素活性为T的1.5倍，其孕激素活性为孕酮的20倍。
  


  
    Behre等发现联合应用GnRH抑制剂和己氧苯丙酸诺龙12周后，可以使所有受试者均达到无精子。但停用GnRH抑制剂，单用己氧苯丙酸诺龙200mg每3周一次，受试者促性腺激素和T水平迅速升高，并恢复精子的生成。
  


  
    5.7α-甲基-19-去甲睾酮
  


  
    7α-甲基-19-去甲睾酮又名MENT和7-α-pha-methy-19-nortestosterone acetate，也是一种雄激素替代物。Sundaram报道，通过皮下埋植可以使该药的节育作用持续长达1年之久。MENT与睾酮不同之处是MENT在前列腺中不经过5α-还原酶降解，对前列腺没有刺激作用。该药抑制促性腺激素的活性约为T的12倍。
  


  
    6.18-甲基炔诺酮丁酸酯
  


  
    18-甲基炔诺酮丁酸酯（HRP002）与TB作用基本相同，但需要使用的剂量较TE小。
  


  
    7.十一酸睾酮
  


  
    十一酸睾酮（testosterone undecanoate，TU）是我国研制的一种长效睾酮制剂，单剂可以维持药效60d左右。TU注射剂每月注射500mg，92%用药者发生无精子；TU注射剂每月注射1000mg，100%用药者发生无精子。TU作用时间仅次于TB。TU抗男性生育的作用可能是通过作用于生精细胞的有丝分裂或减数分裂环节而实现的。长期应用TU后，TU可以抑制睾丸精子生成和降低附睾内精子活力，这种作用可能与睾丸网液的雄激素水平下降以及睾丸和附睾雄激素受体基因表达受到抑制有关。
  


  
    （二）孕激素类
  


  
    孕激素类中较常用的是醋酸甲地孕酮，另外还有双烯孕睛和醋酸环甲氯地孕酮等。
  


  
    1.醋酸甲地孕酮
  


  
    醋酸甲地孕酮（DMPA）可抑制垂体分泌FSH和LH，从而干扰精子的生成。但单用该药可引起性欲下降、性功能减退和乳房增大等不良反应。为了减少上述不良反应，DMPA常与雄激素联合应用以达到避孕的目的。国外的研究显示联合应用DMPA和T可以使半数受试者达到无精子，其余受试者发生少精子症。
  


  
    2.双烯孕睛
  


  
    双烯孕睛（dienogestril，STS557）属于19-去甲睾酮类孕激素，具有很强的孕激素和抗雄激素的活性。该药可通过影响精子的能量代谢而降低精子活力。其特点之一是在降低精子活力的情况下并不影响精子数量和精液量。另外，该药对人体的正常生理分泌功能无干扰作用，不影响血中T的含量和性功能。因此，用于节育时该药属功能性不育药。双烯孕睛的临床特点是口服吸收快，生物利用率高，目前已用于临床节育治疗。
  


  
    3.醋酸环甲氯地孕酮
  


  
    醋酸环甲氯地孕酮（cyprotenron acetate，CAP）是一种人工合成的具有抗雄激素和抗孕激素活性的化合物，又称赛普隆乙酸酯。研究表明该药可抑制精子的发生，干扰精子的成熟，引起精子活力下降。同时，该药还具有抑制5α-还原酶及顶体蛋白酶的作用，可降低精子的活性。CAP对精子的作用具有剂量反应关系。小剂量时可通过竞争性抑制内源性T受体，从睾丸和附睾水平上对抗内源性雄激素的分泌，结果抑制精子的发生和成熟，但不影响人体正常分泌代谢和性功能。大剂量时可降低睾丸内雄激素和ABP的产生，并抑制促性腺激素的分泌，从而抑制精子的生成。
  


  
    第四代孕激素为近年来合成的一些生物学特性较第一、二、三代孕激素更理想的孕激素。这类孕激素能更加特异地结合孕酮受体，几乎不与其他甾体激素受体结合，无雄激素、雌激素或糖皮质激素活性，作用更接近于天然孕酮。此类孕激素包括：地诺孕素、屈螺酮、诺美孕酮和曲美孕酮等。
  


  
    地诺孕素（dienogest，17-cyanomethyl-17β-hydroxy-4，9′-estradien-3-one；STS557；DNG） 因具有潜在的抗男性生育作用而备受关注。DNG可迅速、持久地诱导FSH和LH分泌，抑制T的分泌，影响精子的生成和成熟。健康成年男性连续口服2、5和10mg DNG 21d，可以明显抑制血中促性腺激素和T水平，不影响SHBG、精子的数量和活力；继续给予DNG 21d以上，可导致精子数量减少，精子的正常形态发生变化。停药后各项指标均可恢复正常。由于DNG不影响SHBG，停止服用后可迅速恢复男性生育能力，因此可能是一个较好的短期男性口服避孕药。
  


  
    （三）雌激素对精子的影响
  


  
    现有的研究资料显示，某些雄性动物的睾丸生殖细胞和附睾的精子上均含有P450芳香化酶，这表明这些动物的生殖道是雌激素的一种靶组织。到目前为止，已发现至少有5种雄性哺乳动物（鸟、熊、鼠等）生殖系统具有雌激素受体（estrogen receptors，ER），该受体主要表达于输出小管。Seok等用免疫组化、免疫印迹和原位杂交技术在雄性鸟类附睾管道中证实也存在ER，雌激素主要分布在输出小管的非纤毛细胞上。
  


  
    由于附睾中含有雌激素受体，所以环境中的雌激素及其类似物可对其产生影响。壬基酚（nonylphenol，NP）是一种环境雌激素，可以影响机体的生殖功能。研究发现每日给雄性SD大鼠喂NP 100mg/kg，5周后即可影响睾丸日产精子数量及引起附睾中精子数量明显减少。当NP的喂养量达到300mg/kg时，SD雄性大鼠的睾丸、附睾和前列腺均萎缩。
  


  
    在人类，尚没有在附睾中检测出有雌激素受体的报道。但雌激素用于男性治疗时却发现其可干扰生殖激素平衡导致性欲减退；同时，还可引起射精功能障碍、精液量减少。应用中等量或大剂量的雌激素更容易抑制精子的生成，并导致男性乳房女性化等。但是，在体外一定剂量的雌激素可以通过与精子膜上的雌激素受体结合，激活腺苷酸环化酶信号途径和增加精子内钙离子浓度，使正常男性精子的活力提高。
  


  
    （四）其他类固醇类激素对精子的影响
  


  
    临床实践表明滥用糖皮质激素类固醇类药物可导致生殖系统损害。有资料显示长期每日应用可的松剂量超过30mg时，可抑制精子的生成，但不影响其他睾丸功能。研究发现醋酸可的松可以使睾丸生精小管生精上皮细胞的细胞间隙扩张，细胞连接被破坏，影响血-睾屏障，使有害物质得以进入睾丸组织，导致睾丸功能异常，严重影响机体的生殖能力。由于生精细胞含有糖皮质激素受体，糖皮质激素类固醇类药物可以直接引起生精细胞凋亡，也可以通过诱导Leydig细胞凋亡，使T水平下降，间接引起生精细胞凋亡。另有报道ATCH或合成的促皮质激素的同类物也有可能降低成年男性血循环中T水平。
  


  
    二、促性腺激素释放激素类似物
  


  
    促性腺激素释放激素类似物有2500多种，包括GnRH激动剂和GnRH拮抗剂。另外，还有GnRH类似物与某些载体耦合后免疫动物生产的免疫制剂。
  


  
    （一）促性腺激素释放激素类似物作用机制
  


  
    正常情况下GnRH每2h分泌一次，从而间歇性地刺激垂体分泌促性腺激素。GnRH类似物可干扰GnRH的调节作用，抑制促性腺激素的分泌。GnRH类似物的作用机制为：①通过对垂体GnRH受体的调节而抑制垂体促性腺激素的释放，最终影响生殖激素T和精子的生成；②通过对生殖激素T的抑制，干扰精子的成熟；③使睾丸促性腺激素受体缺乏。GnRH激动剂、GnRH拮抗剂及其免疫制剂均可干扰雄性生殖激素的合成和精子的发生。其中，GnRH激动剂可通过与垂体细胞膜受体结合，使受体移至细胞内然后降解之。细胞膜受体的逐步减少导致细胞对GnRH的敏感性降低或消失，从而抑制甾体和精子的生成。GnRH类似物激动剂在用药初期对垂体和睾丸功能有兴奋作用，然后才是抑制作用，因此其作用过程是不均一的。GnRH拮抗剂是通过竞争性阻断受体而抑制促性腺激素的分泌，其抑制作用是均一的。
  


  
    （二）GnRH类似物对精子的影响
  


  
    动物实验结果显示，GnRH类似物在抑制垂体促性腺激素和睾丸生精方面，拮抗类似物的效果要比其激动类似物的效果为好，但很少能达到无精子。所以，GnRH类似物的抗生育作用较甾醇类激素差。另外，在应用该类药物时，由于LH也同时被抑制，所以必须联合应用雄激素才能防止对性功能的影响。在动物实验中，给冠毛猕猴用泵注入GnRH激动剂buserelin（D-丝6-GnRH），可使冠毛猕猴产生精子缺乏达3年之久，且在停止用药后可完全恢复产生精子的能力并恢复生育力。如果buserelin与TE合用，同样可使Langurs猴精子生成逐渐减少和活力下降，且其作用强度比单独应用还要大。单独应用buserelin可以使2/5的动物出现少精子症，血清T水平显著下降；而联合应用buserelin和TE可以使4/5的动物出现少精子症，且未见雄激素缺乏的情况。另外，对食蟹猴的研究表明GnRH拮抗剂（antide）在抑制促性腺激素分泌和抑制精子产生方面的作用比GnRH激动剂更强。给雄性裸鼠皮下埋植可缓慢释放的GnRH拮抗剂SB-75，给药1个月后发现裸鼠睾丸重量明显降低，血T水平达到去势水平。受试裸鼠生精小管中生精细胞发育障碍。与TE合用，可以使裸鼠平均精子计数下降85%。GnRH类似物的抗原性较弱，如果将之与某些载体耦联在一起，则可增加其抗原性。用该耦联物免疫动物则可使动物产生抗体，这种抗体可以中和动物体内内源性的GnRH，使GnRH耗竭，从而引起雄性动物睾丸萎缩，雄激素减少，精子生产障碍。用这种制剂有可能造成动物永久性不育。
  


  
    Buserelin和anadur对健康男性首先注射400mg的anadur 1周，部分受试者皮下埋植3.3mg或6.6mg的buserelin，随后每3周注射200mg的anadur直至24周。结果显示，在8名单独应用anandur的受试者中有4例出现无精子症，4例出现少精子症；而buserelin与anandur合用组中有25%出现无精子症，50%出现少精子症。
  


  
    三、抑制素对精子的影响
  


  
    抑制素（inhibin）是性腺内自分泌或/和旁分泌的调节因子，属于一种32 000的大分子糖蛋白。该物质的相对分子质量变异较大，在2×103～2×105之间。抑制素的基本分子结构由两个亚单位组成，即一个α亚单位和一个β亚单位，这两个亚单位可单独存在，也可以借助二硫键形成多聚体。其中β亚基有βA、βB两种形式，从而形成抑制素A和抑制素B。在男性中有重要生理功能的是抑制素B。不同种属间动物抑制素的氨基酸序列和结构极其相似，但其生理活性差异很大。
  


  
    近年的研究发现在精索静脉曲张导致的少弱精子症的低生育男性人群中，睾丸静脉中抑制素B的表达较正常生育能力男性高。抑制素B可直接抑制精原细胞的增殖，引起少弱精子症。抑制素B也可以通过FSH间接影响睾丸的生精功能。从男性青春期Ⅲ期起，抑制素B与FSH之间保持高度的负相关，在Sertoli细胞与垂体间建立了反馈调节的关系。抑制素B可将反馈信息传递给腺垂体，抑制垂体FSH的分泌，调节外周血中FSH的浓度。抑制素抑制FSH分泌的机制是通过三种途径实现的。第一，低浓度的抑制素抑制基础FSH的合成及释放。第二，较高浓度的抑制素可促进细胞内FSH及LH的降解。第三，通过GnRH和GnRH受体而起作用。抑制素对垂体的抑制作用是选择性的，即有选择地抑制FSH的基础分泌，而不是脉冲分泌。这种抑制作用有剂量依赖性。垂体细胞膜上有抑制素受体，抑制素与其受体结合后才发挥作用。FSH可以刺激睾丸中的支持细胞，促进精子生成，当FSH分泌受到抑制后睾丸的生精功能也受到抑制。此外，有学者认为抑制素是通过干扰雄激素结合蛋白的合成而起作用。
  


  
    四、雄激素结合蛋白抑制剂
  


  
    PRDX［D1L3，4-Bis（oxocyclohexan-1-YL）］是一种雄激素结合蛋白抑制剂，属于双环己烷的衍生物。该药能特异性地抑制ABP与雄激素结合。由于雄激素只有与ABP结合才能被转运到附睾发挥其作用，所以PRDX可导致附睾中雄激素浓度迅速下降，使精子成熟受到抑制，精子活力下降。其抗生育作用特点是在降低精子活力的同时并不影响性欲和性功能，到目前尚未发现其有明显的不良反应。
  


  
    第二节　植物提取的抗生育成分对精子的影响
  


  
    很久以前，人们就从日常生活中发现某些植物成分可引起男性不育。近年来，计划生育的需要促使专家们对其进行深入细致的研究，并从中分离提纯出许多具有抗生育活性的成分用于抗生育。这类药物有从棉花的根或种子中提取的棉酚，从中药雷公藤中提取的雷公藤多甙，从楝树种子中提取的neem油，从植物白花酸藤果中提取的信筒子醌，以及从昆明山海棠中提取的昆明山海棠单体等。这些药物作用机制不同，但都可对精子产生不良影响，在临床节育方面有广泛的应用前景。
  


  
    一、棉酚及其衍生物对精子的影响
  


  
    我国从上世纪70年代就开始对棉酚的抗生育作用进行研究，是目前研究最深入的男性抗生育药物。但由于其常有低血钾和停药后生育能力可复性差等缺点，故未能将其作为实用的抗生育药。
  


  
    （一）棉酚及其衍生物的性质
  


  
    棉酚（gossypol）是从植物棉花的根或种子中提取的一种多酚化合物。它是一种黄色晶体，不溶于水，相对分子质量为518.54。其结构为联二荼类，即棉酚结构中有两种不同抗生育活性的旋光异构体。目前发现的棉酚衍生物有40多种，其中有25种对精子有杀伤作用，在这25种中又有14种化合物的杀精作用大于棉酚。棉酚及其衍生物中的醛基或酚醛基是这类物质具有杀精作用的重要活性基团。游离棉酚中的醛基与蛋白质中的氨基起反应后（形成结合棉酚）可降低其毒性。
  


  
    （二）棉酚作用机制及其对精子的影响
  


  
    从生化角度上说，棉酚的作用机制主要是通过其活性基团抑制线粒体的氧化磷酸化、促进前列腺素E的生物合成和影响核苷酸代谢。受损最明显的靶细胞器之一是精子细胞和精母细胞的线粒体，这种损伤发生最早，也最严重。棉酚主要是直接损害精子细胞和粗线期精母细胞，导致精子严重缺乏或少精子症，从而引起不育。棉酚不仅能干扰初级精母细胞组蛋白合成代谢，还可影响晚期精子细胞。近来的动物实验还发现棉酚可以明显升高睾丸组织内的一氧化氮（NO），过量产生的NO作为自由基，破坏睾丸组织内间质细胞，进而影响T的生成，破坏精子的发生和获能，导致精子质量下降。
  


  
    电镜及放射自显影证实，生精小管内对棉酚最敏感的细胞是精子、精子细胞和精母细胞。可见精子头部形态多样，核内出现大泡状结构；精子顶体肿胀、分离和碎裂，有些精子完全缺乏顶体；精子中段的线粒体螺旋鞘排列紊乱并肿胀，嵴数目减少；精子尾部主段和末端大部分发育不良。然而，精原细胞、Leydig细胞及附睾上皮无改变。
  


  
    关于棉酚节育的剂量，目前仍有争议。大多数学者认为开始每天口服20mg，持续2个月，当精子数目降到4×106/ml以下时或产生死精子症以后，改用维持剂量。维持剂量为每月150～220mg，每周1～2次。此时精液中出现不动、畸形或死亡精子，并可见脱落的畸形精子细胞和精母细胞。持续用药可达到无精子状态。在停药3个月后通常可恢复服药者的生育能力。
  


  
    棉酚的主要不良反应有低血钾、软瘫和对生精功能的不可逆性毒性。当前，国内外学者正从棉酚及其衍生物中筛选毒副作用小的有效成分，有望解决这一问题。这些有效成分的主要作用环节是破坏睾丸的生精过程，干扰精子细胞的变形和中后期初级精母细胞的发育，导致细胞损伤和生精小管的结构紊乱。由于棉酚的不良反应较大，近来有学者联合应用棉酚与类固醇激素抑制雄性大鼠的生育力，结果发现小剂量的棉酚和类固醇激素联合应用可以更快地抑制雄性大鼠的精子发生和附睾中精子的活力，而且这个过程是可逆的，停药后大鼠生精功能可以恢复。这为临床应用棉酚抗生育提供新的思路。
  


  
    二、雷公藤
  


  
    雷公藤（tripterigium wilfordii hook，GTW）又名莽草，是我国的一种中草药。长期以来人们在治疗各种自身免疫性和过敏性疾病的过程中，就认识到该药有生殖毒性，并把它看做一种不良反应。但近年来，由于其对男性抗生育的作用而受到了我国计划生育工作者和世界卫生组织的高度重视，并对其进行了深入细致的实验研究工作。研究结果表明，该药是一种影响精子活力的药物。
  


  
    （一）雷公藤的性质
  


  
    雷公藤中有效药物成分是雷公藤多甙（glyside of tripterygium wilfordii hook，GTW）。近20余年来，科学工作者从雷公藤中提取分离出了100多种化学成分，其中已证实具有抗生育作用的除雷公藤多甙外，还有雷公藤单体、雷公藤甲素等。其作用机制基本相同，但各有偏重。雷公藤单体（tripchlorolide）的抗生育效价是GTW的200倍；单体的抗生育作用比棉酚强数10倍，而对睾丸支持细胞和间质细胞的杀伤作用仅为棉酚的1/13～1/16，因此诱发不可逆性不育的可能性较低。
  


  
    （二）雷公藤的作用机制及对精子的影响
  


  
    雷公藤的主要作用部位在睾丸的生精上皮和附睾精子，靶细胞是精子细胞。雷公藤可以抑制睾丸生精上皮的生精过程并影响附睾内精子的成熟，其中对附睾内精子的作用是主要的。雷公藤对精子的影响呈剂量反应关系，并且与精子细胞的发育阶段有关。精子细胞和精子对雷公藤最为敏感，最终也可累及精原细胞。
  


  
    实验发现大鼠用药后开始出现精子数量减少，并有畸形精子出现；睾丸组织在光镜下表现为生精细胞脱落，精子畸形率增加等；电镜显示精子细胞和精子膜结构消失，鞭毛尾部中段轴丝紊乱，线粒体肿胀、空泡样变、破坏等，精子核基质浓缩。其后精子浓度显著下降。这种精子数量和浓度的下降可能与雷公藤多甙可以导致精原干细胞过度凋亡进而影响精子的发生有关。
  


  
    另有研究发现大鼠精子细胞和精母细胞对雷公藤多甙较敏感。应用雷公藤多甙后这两种细胞损伤出现最早，且破坏程度最重。精子细胞和精母细胞受损后表现为睾丸生精小管精子细胞在向长形精子转变过程中受阻，最终产生圆形头部精子。在精子细胞变形的过程中，晚期精子细胞碱性核蛋白替代和转换均受明显抑制。随着用药时间的延长，可出现生精小管严重萎缩，部分生精小管生精细胞完全丧失，为不可逆性。
  


  
    长期用药后雷公藤可影响间质细胞功能，导致血T水平下降。童建孙等在垂体细胞培养液中加入雷藤氯内酯醇后发现，低剂量雷藤氯内酯醇并不影响垂体细胞培养液中LH的含量，但高剂量雷藤氯内酯醇却可降低垂体释放LH的能力，且有剂量依赖关系。而在动物实验［用40g/（kg•d）灌服大鼠，每周6d共6周］中却显示大鼠血清和垂体匀浆中的LH含量与对照无显著性差异。因此，有可能雷公藤通过抑制LH，影响T的释放。
  


  
    亢继文等对19例中药雷公藤服用者精子、精浆中乳酸脱氢酶（LDH）及其同工酶活性进行了测定。结果显示患者服用雷公藤后精液质量明显下降：初期精子活力降低，后期除精子计数减少、精子活力降低外，精液中出现了大量圆核生精细胞；并且，服药后以单位数量精子表示的LDH活性在精子、精浆中均有明显升高。另有报道显示，患者服用雷公藤糖浆也可产生生殖毒性。此外，动物研究发现，用中剂量雷公藤甲素（50μg/kg）对SD大鼠连续灌胃50d后，可以使大鼠附睾中唾液酸和肉碱含量明显下降。唾液酸可以抑制精子之间的相互凝集，同时对维持精子尤其是顶体区的细胞膜的稳定性和完整性发挥重要作用。肉碱在精子线粒体的脂肪酸β-氧化过程中起着重要作用。当附睾中肉碱含量下降时，可以影响ATP的合成，进而影响精子的运动。因此，当雷公藤甲素应用达到一定剂量后，可以使附睾的内环境发生变化。这种变化不仅可以抑制唾液酸的分泌，影响精子的成熟。而且可以抑制附睾上皮对肉碱的摄取，从而妨碍附睾精子成熟过程中的能量代谢与精子运动的发育。当雷公藤甲素的剂量继续加大到100μg/kg时，SD大鼠的附睾可以出现明显萎缩，体积变小。
  


  
    三、楝树芳香油
  


  
    楝树芳香油（neem oil）亦称neem油、Margosa油，是印度楝科植物neem树种子的提取物。该油是印度的一种传统药物，常用于治疗细菌、真菌性疾病、胃溃疡和糖尿病等。近年来的研究表明neem油具有良好的抗生育作用。
  


  
    （一）neem油的性质
  


  
    neem油中含有油酸、棕榈酸、亚油酸和27种三萜及其衍生物等，主要有nimbidin、nimbin、salannin 和nimbinene等。这些物质中确切抗生育成分尚不清楚，可能主要为非脂肪酸成分。
  


  
    （二）neem油对精子的影响
  


  
    研究发现neem油具有强烈的杀精子作用。Sinha等用neem油进行体外实验，在显微镜下观察neem油对恒河猴的精液和人的精液的影响，结果发现neem油可以使精子活动完全受阻，活动速度减慢，30s内精子活动停止。Riar等采用Sander Creamer法体外杀精子研究表明，在最低的NIM76浓度（0.25mg/ ml）下也可使大鼠精子在29s内停止活动；当小鼠的精子暴露在3mg/ml的neem油浓度下，在20s内精子完全停止活动。对于人的精子，达到完全杀精子效果的浓度则为25mg/ml。这表明neem油杀精作用有剂量依赖关系，并有种属特异性。大鼠精子细胞对neem油的敏感性比人的敏感，在精子的复活实验中可见，精子的上述变化是不可复性的。当连续给小鼠喂养200mg/kg的neem油28d后，小鼠的睾丸生精小管出现明显的破坏，使产生的精子DNA和染色体发生断裂，纺锤丝发生紊乱，精子发生变形，最终影响精子的生成。但这一过程是可逆的，停止使用neem油42d后上述变化可以消失。
  


  
    给雄性大鼠两侧输精管内一次注射neem油（50μl）可引起大鼠连续8个月不育，但不影响大鼠的性欲和性交情况。形态学研究未发现附睾和输精管有阻塞、肉芽肿和炎症等改变，输精管中见不到精子。受试后2周，动物的睾丸生精过程受损，第4周生精小管直径变小，生精过程受阻，但生精小管内尚有精原细胞和初级精母细胞。这表明一次性向输精管内注射Neem油可致雄性大鼠长期生育中断，而对雄激素和性欲无影响。这种方法或许可作为一种替代输精管结扎的节育方法。
  


  
    四、信筒子醌
  


  
    信筒子醌（embelin，Em）是从生长在我国广东、云南等地的紫金牛科植物白花酸藤果中提取的一种生物色素。它是一种橙黄色具有金属光泽的晶体物质（苯醌类化合物），具有抗生育作用。其分子式是C17H26O4，相对分子质量为294。1983年Seth等首先对该药的抗雄性生育作用进行研究，结果显示其具有良好的抗生育效果。以后学者们对其作用机制进行了深入研究，并取得了显著成就。
  


  
    国外研究证实信筒子醌能抑制精子糖与能量代谢酶的活性，并在睾丸水平抑制睾酮的分泌，在睾酮水平下降的同时，孕激素和LH的水平明显升高，导致精子活力与成活率下降。我国学者王怀鹏等对信筒子醌抗雄性大鼠生育作用与可逆性进行了研究。他们给大鼠皮下注射信筒子醌20mg/（kg•d），分15d组和50d组进行观察。结果显示信筒子醌可以使睾丸日产精子数量明显减少，部分生精小管层次变薄，多数生精小管结构紊乱，生精小管内见大量脱落的生精细胞。信筒子醌同时可以使附睾精子存活率和活动力显著下降，附睾精子的储存减少，部分附睾腔内可见一些脱落的精子细胞与少量精母细胞。光镜和电镜观察发现信筒子醌可以使精子发生复杂的变化，包括精子头部的丧失，精子体部和尾部膜的连续性破坏，精子细胞内线粒体呈空泡样变和髓样变等。
  


  
    五、昆明山海棠
  


  
    昆明山海棠（triptery gium hypoglaucum hutch）是雷公藤的同属植物，其临床作用与雷公藤相似，且其中所含的某些成分相同。在使用昆明山海棠治疗类风湿性关节炎时，人们发现昆明山海棠可以明显影响男性患者精子的生成，甚至引起不育。应用低剂量的昆明山海棠乙醇提取物即可引起雄性大鼠不育，且这一过程是可逆的，因此昆明山海棠具有良好的抗生育应用前景。
  


  
    昆明山海棠单体是从植物昆明山海棠中获得的烯醇类药物ATH。中国科学院昆明植物研究所已从昆明山海棠中提取出14种单体。周激文等给大鼠白膜下注射昆明山海棠单体后发现THF、TH3、TH17 和T8均可使睾丸受到不同程度的损害。表现为生精小管内各级生精细胞数量减少、变性、坏死、脱落和/或消失等，腔内无精子发生；生精上皮细胞排列紊乱，精子发生严重受阻；间质血管充血及有少许出血，部分生精小管间有不等的炎性细胞浸润和/或异物巨细胞反应等。上述研究结果支持THF等可能是具有潜在抗生育活性的昆明山海棠单体。昆明山海棠抗生育主要作用的靶细胞为精子细胞及精子。昆明山海棠可能通过影响精子细胞DNA转录及结构蛋白、酶蛋白的合成，使遗传信息传递和蛋白质合成有误，最后导致附睾精子减少和畸形。昆明山海棠还可以抑制LDH、SDH而影响精子的能量代谢。此外，昆明山海棠对人精子染色体具有致断作用，可能也是昆明山海棠抗生育的机制之一。
  


  
    六、TM避孕药
  


  
    TM避孕药（ecballium，TM）是从野葫芦科植物ecballium elaterium linn喷瓜中分离提取的一种具有抗男性生育作用的药物，为口服制剂。初期临床试用发现该药物无毒性、无甾体激素活性，是一种可以影响精子活力的药物。其有效成分可使精液酸化，从而直接影响精子的代谢和抑制精子的活性。该药口服后30min就可见精子活动力明显下降，但精子形态不发生改变。其作用时间可维持6～8h，此后，精子数量和精子活力很快恢复。某些受试者在用药后可有性欲增强现象。该药目前已经在美国和欧洲批准应用于临床。
  


  
    第三节　其他药物对精子的影响
  


  
    临床上应用的化学药物有些可能对精子产生直接和/或间接影响。例如，许多化疗药物的治疗可抑制精子的产生；有些影响阴茎勃起功能的抗高血压药物和镇静药对射精过程有影响；一些常用的抗生素可干扰精子的糖代谢等。当然，药物对男性生精及精子发育的影响强弱不同，这不仅与药物用量有关，也与患者对药物的敏感性有关。在药物作用方面存在着个体差异。同时还必须注意，并非所有的用药者均可造成这种损害。
  


  
    一、化疗药物
  


  
    化疗是肿瘤四种疗法（手术、化疗、放疗和免疫调节治疗）之中一种重要而有效的疗法。同时，临床实践表明，绝大多数化疗药物对人体有严重的不良反应，可导致男性患者不育。这说明化疗药物对男性生殖系统及精子具有损害作用。
  


  
    1.烷化剂
  


  
    烷化剂是常用的一类抗恶性肿瘤类药物，又称细胞毒性药物，具有“烷化”的活性基团。该药主要通过对DNA的烷化作用（即DNA双螺旋结构上的鸟嘌呤碱基上第七位氮原子形成链内或链间的“交叉连接”）而干扰DNA的复制和转录。常用的烷化剂有环磷酰胺（cytoxan，CTX）和塞替哌（thiotepa，TSPA）等。一次性给予大鼠腹腔注射环磷酰胺75mg/kg以上就可以造成大鼠明显的生育力损害。环磷酰胺诱导睾丸生精障碍的机制包括以下几个方面：①诱导生精细胞发生凋亡。环磷酰胺在急性期主要诱导有丝分裂活跃阶段的精原细胞和精母细胞凋亡，其诱导凋亡的可能机制是激活c-Kit、p53及Fas/ FasL等生殖细胞内凋亡调控信号。②干扰A型精原细胞自我更新增殖及分化功能。在环磷酰胺的毒性作用下，大鼠睾丸组织中膜型干细胞因子表达下调，影响精原细胞的自我更新增殖及分化。③环磷酰胺可以破坏精子发生的微环境，使生精小管细胞层数减少、结构紊乱、分布紊乱或断裂，Sertoli细胞形态变化，生殖细胞脱落，精子发生障碍。④环磷酰胺还可以损伤生殖细胞的遗传物质，诱导生殖细胞遗传物质突变或畸形，包括精子细胞染色体易位、精母细胞DNA断裂，以及粗线期精母细胞和圆形精子细胞功能基因差异表达。
  


  
    2.植物生物碱类
  


  
    植物生物碱有长春新碱（vincristinum，VCR）、长春花碱（Velban，VLB）和秋水仙素等，属于植物类抗癌药物。这类药物均可抑制细胞有丝分裂，尤其是妨碍纺锤体的形成。实验证实该类药物可影响成年大鼠精子生成发育过程中的有丝分裂和减数分裂。给成年大鼠单次注射15μg长春新碱和40μg长春花碱48h后就可以观察到生精小管发生变化，精原细胞发生退化、变性，初级精母细胞数量减少，精子细胞变圆或变长。VCR是主要作用于增殖细胞M期的细胞周期特异性药物，可能作用于男性的生精上皮，临床上可见用药患者精子生成减少。
  


  
    3.抗代谢类药物
  


  
    抗代谢类药物属于细胞周期特异性药物，主要作用于细胞周期中的S期（即DNA合成期）。临床上常用的抗代谢药物有叶酸、嘌呤及嘧啶类的拮抗剂，因其结构与DNA的前体分子如嘌呤、嘧啶以及它们的核酸辅因子-叶酸相似，所以可与代谢物竞争正常代谢所必需的酶，从而阻断核酸的生物合成，抑制肿瘤的生长与增殖。
  


  
    有报道盐酸阿糖胞甙治疗急性淋巴细胞性白血病的男孩可以出现生精障碍等。另有资料显示，急性白血病联合化疗对男性患者的生精细胞和支持细胞造成损害，引起显著的精子浓度降低和精子畸形率增加以及血FSH的升高。所用化疗方案为HOAP+VDAP/VAA/HOAP，VMP+VMP/COAP。这些药物对生殖细胞的损伤主要在诱导CR早期。至CCR（持续缓解）6个月后各种损伤都恢复了正常。这表明这种损伤作用是可逆的。因此，在联合化疗完全缓解早期不宜生育，经一段时间的治疗后仍能正常生育。
  


  
    二、抗阿米巴药
  


  
    这类药物中能对精子产生影响的药物有甲硝唑（metronidazole）和Win18446。甲硝唑是人工合成的硝基咪唑类化合物，是杀灭各种阿米巴原虫的首选药物。近年来，甲硝唑又被广泛应用于致病厌氧菌的感染治疗。
  


  
    McClain等最早报道甲硝唑可导致大鼠睾丸萎缩、精子数量减少。到目前为止，甲硝唑对睾丸损伤作用的机制尚未完全阐明。王雪艳等通过电镜观察发现接受甲硝唑灌胃的大鼠睾丸精原细胞和精母细胞胞核染色质溶解、均质化，胞质坏死、溶解，脂肪变性，线粒体嵴扩张，粗面内质网扩张、脱颗粒；血管内皮细胞间裂隙增宽，基底板溶解、断裂、蛋白沉着；支持细胞、间质细胞未见形态学改变。该作者认为甲硝唑影响精子发生的途径可能是通过干扰支持细胞的能量代谢酶系统，亦不排除甲硝唑透过血-睾屏障直接损伤生精细胞，但其对间质细胞T合成和分泌的影响很小。
  


  
    此外，甲硝唑对人精子运动速度和运动率有抑制作用。葛百明运用多点曝光法观察了甲硝唑在不同浓度和不同时间内对人精子运动的影响。结果显示该药物对精子的抑制作用与剂量有关，5min时，0.24mol/L甲硝唑对精子有明显的抑制作用；而0.12mol/L和0.06mol/L浓度时对精子的抑制作用不明显。同时，药物的抑制作用还与作用时间有关，当使用0.12mol/L甲硝唑分别与人精子作用5、20和60min时其抑制作用分别呈现为不明显、产生抑制和明显抑制。这表明甲硝唑对人精子运动率和运动速度的抑制随其浓度的增加和时间的延长而增加。
  


  
    Win18446是双二氯乙酰双胺类药物，对动物和人均有可逆的抑制精子发生作用。其作用机制是抑制精母细胞及精子细胞透明质酸酶，降低肝脏中乙醇脱氢酶的活性并可干扰细胞乳酸和碳酸氢盐的形成。该药主要作用于后期精子细胞，使其细胞核和顶体变形。支持细胞内出现许多大又亮的空泡，精母细胞变性。Win18446可影响动物生殖激素的水平。实验显示给大鼠应用该药，当早期精子细胞消失时，血清FSH值可升高，停药后，随着精子生成能力的恢复FSH浓度也逐渐恢复正常。临床试用结果显示服用该药10周后即出现无精子症，但停药14周就可完全恢复。
  


  
    三、抗寄生虫药物
  


  
    1.3-吲唑羧酸类
  


  
    3-吲唑羧酸类属于杀血吸虫类药物。这类药物具有抑制精子生成的作用，其中具有代表性的药物为氯苄吲唑酸（lonidamine）和苄吲唑酸（tolnidamine）。氯苄吲唑酸主要通过下列途径影响抑制精子生成：①阻断生精细胞的能量代谢，主要作用于减数分裂后的生精细胞。②损伤Sertoli细胞。这一方面可干扰其对生精细胞的支持、营养、保护和代谢等功能。另一方面影响ABP的正常分泌，并阻止雄激素结合蛋白分泌入生精小管及附睾，从而抑制精子生成。但对Sertoli细胞的损伤是可逆的。氯苄吲唑酸对生殖系统损伤的结果是导致精液减少和睾丸重量减轻。人类每天口服氯苄吲唑酸3～8mg/kg，2周后精子质量明显下降，停药2周后精子质量可以恢复，无明显毒副作用。大剂量应用氯苄吲唑酸可导致男性绝育，但此剂量常可引起明显的肾功能损害。该药对精原细胞、线前期精母细胞和间质细胞无影响。
  


  
    苄吲唑酸对生殖系统的作用与氯苄吲唑酸相似，但不良反应较小。该药具有较高的抑制精子生成的作用，导致精子缺乏和浓度降低，并可使精液中未成熟生精细胞增加。其抑制精子发生的作用也是可逆的。苄吲唑酸同样也损伤Sertoli细胞，但并不影响间质细胞的功能。所以该药对性欲和性功能无影响。目前已将其应用于临床节育。
  


  
    尼立达唑是另一种抗血吸虫药物，研究表明该药可抑制血吸虫患者睾丸的精子发生，暂时抑制男性的生育能力。
  


  
    2.其他抗寄生虫药物
  


  
    有报道治疗疟疾的药物奎宁（quinine）、阿的平（quinacrine）和氯奎（chloroquine）等可影响精子的运动能力。并且这些药物还具有抑制Leydig细胞和卵细胞培养物中类固醇的合成及抑制前列腺素合成的作用。
  


  
    四、抗生素类
  


  
    有关抗生素类对精子的影响资料不多。由于绝大多数抗生素都具有高度的特异性，故其对人类生殖系统有损害的较少，尤其是新一代的抗生素。
  


  
    1.硝基呋喃妥因类
  


  
    硝基呋喃妥因类是一类老药，现在已很少使用。这类药物主要有呋喃西林（furacin）、呋喃坦啶（furadatin）和硝羟腙（furadoxyl）。该类药物可直接通过毒性作用导致精子质量受损。实验证实，它们可使处在生精过程中的大鼠在精子细胞早期出现可逆性阻滞，其中以呋喃西林的作用最强。同时该类药物也可影响支持细胞的功能。
  


  
    2.柳氮磺胺吡啶
  


  
    柳氮磺胺吡啶（salicylazosulfapyridinum，SASP）属于磺胺类药物，是水杨酸和磺胺吡啶的偶氮化合物。SASP主要用于溃疡性结肠炎的治疗，但近年来发现该药有引起患者不育的不良反应。
  


  
    临床观察发现用SASP治疗肠道感染性疾病后，86%的患者出现精液质量异常，表现为精子浓度下降、精子活力降低以及非典型形态精子数量增多等。进一步研究发现其不影响患者血清LH、FSH和PRL，且在平均停药两个半月后可恢复生育能力。SASP抗生育的作用机制一方面可能是它可以干扰晚期精子和附睾功能，影响精子的活力和顶体反应；另一方面SASP可以引起睾丸和附睾局部的氧化应激，产生的活性氧（ROS）可以使精子膜脂肪酸发生脂质过氧化，进而影响精子的活力和生存率。
  


  
    五、甲氰咪胍
  


  
    甲氰咪胍（cimetidine）又称西咪替丁，是组织胺受体拮抗剂。该药是治疗消化性溃疡的常用药物。临床观察发现某些男性患者应用甲氰咪胍后可使精子数量减少至用药前的40%，并出现血LH、FSH和PRL水平增高，但血清T含量正常。到目前为止，甲氰咪胍的抗生育机制尚不清楚。研究发现甲氰咪胍可以直接或者间接通过多巴胺受体引起高催乳素血症，抑制垂体释放促性腺激素，进而引起男性性腺功能减退，雌激素水平升高，前列腺和精囊生长抑制，睾丸萎缩，影响男性的生育能力。
  


  
    六、鸦片类药物
  


  
    近年来，吸毒已成为日趋严重的社会问题。在吸毒者中绝大多数是男性青壮年，因此毒品对这些人群的危害也成了受关注的医学问题。吸毒的毒品类药物主要是鸦片类（opium）及其粗提品海洛因（heroin）和“黄皮”等，也有注射度冷丁（dolantin）、吗啡（morphine）等药物吸毒的。
  


  
    这类药物主要作用于人体中枢神经系统和胃肠道。吸毒后患者可产生强烈的松弛和欣快感，长期反复吸毒使身体和心理产生依赖性，并产生身体耐受性。这些药物均可影响生殖系统生殖激素的平衡，导致生殖系统损害。成瘾者生殖系统损害的表现为性兴奋性降低、射精量减少、射精困难和/或勃起功能障碍等。对我国103名吸毒期3个月以上的患者调查结果显示吸毒患者血清T水平显著降低（P＜0.01）。方勇飞等对海洛因依赖男性的激素水平检测发现雌二醇和T水平下降，而FSH和LH水平均升高。
  


  
    研究表明鸦片类药物主要是通过调控腺垂体激素的分泌而影响生殖激素的水平。另外，也有资料显示该类药物可通过与阿片受体反应而使催乳素水平增加，并进而抑制LH释放，但不降低FSH的释放。动物实验发现腹腔内注射小剂量大麻提取物（40mg、60mg和80mg）可以使小鼠睾丸发生氧化应激，脂质过氧化反应增强，抗氧化酶SOD和谷胱甘肽过氧化物酶水平下降。睾丸局部的氧化应激导致生殖上皮基底膜受到破坏，生精小管数量减少，生殖上皮细胞胞质减少，胞核缩小，精子发生完全停止。停用大麻提取物45d上述改变可以完全消失。此外，大麻提取物四氢大麻醇可以使精子细胞的细胞膜信号转导失调，释放死亡信号，使精子细胞发生早期凋亡。
  


  
    七、氯代甘油
  


  
    氯代甘油（chlorohydrin）是甘油的衍生物。该药可通过三个方面影响精子的成熟。首先，氯代甘油可以通过抑制精子内β-葡糖苷酶和硫酸酯酶干扰精子的运送；其次，通过抑制糖酵解酶，氯代甘油可以选择性干扰精子的糖酵解过程，使精子中ATP含量降低，精子能量缺乏而导致精子活力下降；再者，氯代甘油可能通过阻断特异性蛋白与精子结合，从而影响精子活力及受精能力的获得。氯代甘油对附睾内精子也有明显的抑制作用。
  


  
    动物实验发现应用氯代甘油（5mg/kg和20mg/kg）3d就可以使雄性大鼠的生育力受到影响，精子活力下降。继续应用18d后不仅可以使精子活力下降，而且精子的浓度也减少，生育力丧失。氯代甘油抗生育的作用具有以下特点：低剂量连续服用不影响性欲；对生殖系统毒性低；只作用于成熟的精子；有种属特异性，对小鼠和兔子无抗生育作用；抗生育作用可逆。大剂量可以引起明显的神经毒性、肾毒性和永久性不育。尽管该药物在抗生育方面具有很大优势，但是此药可以引起脊髓损伤，甚至死亡，故未能应用于临床。
  


  
    八、酮康唑
  


  
    酮康唑（ketoconazole）属于第三代咪唑类化合物，对肾上腺和睾丸的类固醇合成有很强的抑制作用，是一种新型口服男用节育药。该药能够迅速影响精子活力。动物实验发现给动物口服酮康唑1g，4h后就可以使精子活力丧失。现有的研究认为酮康唑可能是通过影响细胞色素P450依赖酶如17，20-碳链裂解酶和17α-羟化酶活性，抑制睾丸和肾上腺内T和肾上腺类固醇的合成，进而影响精子的活力。停用该药后可恢复生育力，对患者的长期影响甚微。该药物的主要不良反应包括抑制中枢、抑制T的合成以及呕吐等。
  


  
    九、免疫制剂类药物
  


  
    由于生殖系统的特殊生理解剖关系，血液中的免疫物质很难通过血-睾屏障对精子产生直接影响。在体内，对生殖系统有影响的免疫制剂类药物主要是通过破坏生殖激素的平衡而起作用的。这类药物就是针对激素抗原的男用避孕疫苗，如GnRH疫苗、FSH疫苗和抗HCG疫苗等。针对激素抗原的男用避孕疫苗是一种抗体，可与血液中相应的抗原反应，从而干扰下丘脑-垂体-性腺轴的平衡。
  


  
    GnRH能控制垂体合成和释放促性腺激素，后者能调节性腺类固醇的生成、精子产生、卵泡发育和排卵。GnRH疫苗可通过其特异性抗体消除内源性GnRH的作用，抑制促性腺激素的释放，继而抑制雄激素的合成与分泌，从而阻断后继过程，抑制精子发生。Khan等发现GnRH质粒DNA疫苗确实有一定抗生育作用，但对血清T的影响也较大，为维持男性的第二性征和性功能需要补充适量的雄激素。此外，研究者发现使用GnRH疫苗可以引起雄性免疫大鼠的睾丸间质细胞变性和萎缩，长时间使用GnRH疫苗可能使生育力无法恢复。
  


  
    FSH疫苗是通过消除内源性FSH的生物学作用而影响精子发生，理论上不影响LH，因此不影响T的合成。随着FSH功能的抑制，实验动物的睾丸功能和精子形成受到抑制，FSH的功能选择性被抑制可以导致精子数量明显减少，且要通过补充外源性FSH才能恢复至正常。近年来通过作用于特异结合靶点（如FSHR多肽片段的克隆）的选择进行免疫性避孕的研究，为高效、特异、可逆的理想避孕疫苗的开发提供了新的方法。
  


  
    精子是一种单倍体细胞，具有组织特异性抗原成分，针对这些精子抗原制备的特异性抗体可以中和精子抗原，损害受精。目前作为候选疫苗的精子抗原包括乳酸脱氢酶-C4、PH-20、精子抗原-10、受精抗原-1、受精抗原-2、卵裂信号蛋白-1蛋白质等。开发以精子抗原为基础的疫苗代表了一种可行、极有希望的生育调节途径。
  


  
    十、环孢霉素A
  


  
    环孢霉素A（cyclosporine A，CsA）是一种免疫抑制剂，在肾脏移植后应用可明显改善移植肾的存活率。有资料显示应用CsA可引起男性生育能力的下降。
  


  
    CsA可以在性成熟前期、性成熟期和性成熟以后，对睾丸以及附属性腺的成熟以及维持功能产生一定的毒不良反应，引起精子形成障碍，最终导致男性不育。Seethalakshmi等发现给大鼠应用CsA后可引起大鼠生育力降低，睾丸萎缩及功能失调，附睾、精囊和前列腺重量下降。每天应用10mg/kg CsA对大鼠的生育能力无影响，而每天应用20～40mg/kg时CsA可导致不育。在所有用药动物中，均出现显著的FSH和LH增高，而血清T水平却明显降低，且这种影响有剂量依赖关系。目前认为CsA可以直接干扰下丘脑-垂体-睾丸轴，影响精子形成；也可以通过线粒体途径阻止精子形成过程；或者直接作用于支持细胞影响精子的成熟等。CsA引起生殖系统的毒副作用的机制还有待进一步深入研究。
  


  
    但是，Hanberman等观察了9例年轻男性志愿者在肾移植后用CsA对生育能力的影响。这组患者中CsA的用量为每天3mg/kg（这远低于Seethalakshmi等的每天10～40mg/kg标准）。尽管有个别志愿者出现精液量减少的现象，但其中8例患者精液分析的大多数指标均正常，且睾丸的内分泌功能也正常。在4例希望生育的患者中，有3例患者的妻子获得自然妊娠。因此作者认为CsA在治疗剂量下对男性生育能力无影响。
  


  
    十一、鱼甘油酸钠
  


  
    鱼甘油酸钠（sodium morrhuate，SM）是一种不饱和脂肪酸盐，是从鱼肝中提取的一种降血脂药物。近年来将其应用于男性局部化学节育取得良好效果。1965年，吴阶平等首创注射SM到兔或人附睾阻断精子的排放得到肯定的结果。上世纪70年代国内对输精管穿刺技术的突破和输精管黏堵剂的广泛应用，使SM有新的应用途径。将SM作输精管腔内注射，封闭管腔，可以达到控制生育的目的。对临床志愿者施行SM栓剂输精管腔内注射，随访3年均未致孕。对1061例已婚多子女有生育能力的成年男性行经皮穿刺或直视下穿刺输精管，将SM经输精管向附睾注射，随机调查了术后7个月到2年零4个月的1019例男性的生育情况，复孕率为1.68%，表明SM的抗生育效果是可靠的。
  


  
    研究表明SM可能通过以下三个方面对精子产生影响：①对精子有直接杀伤作用，可使与之接触的精子质膜很快消失，使精子线粒体发生肿胀及顶体脱落等；②该药可影响附睾功能，使肉碱和α-1，4-葡糖苷酶的分泌下降，从而改变精子成熟的内环境；③SM可损伤附睾管壁上的平滑肌细胞，使精子排出能力减弱，引起精子或脱落的生精细胞滞留于附睾中，从而引起精子细胞的破坏和吸收，造成无精子症和少精子症。该药对精子总的影响结果是使睾丸内晚期生精细胞发育受损，精子产生减少。当这些精子进入附睾后，由于附睾内环境的变化又影响到精子的成熟，使精子活力减弱或消失。尽管有时用药者的精液中仍有精子，但不会致孕。此外，血-附睾屏障的受损使精子抗原与机体免疫系统接触，引起免疫反应，局部淋巴细胞和巨噬细胞增多，血清中出现抗精子抗体。这种局部的免疫反应可能是SM有较长抗生育时效的重要原因。
  


  
    该药的用量为0.5～2ml/侧，临床试用结果显示注射用药（附睾内）7～28个月后就可起到良好的节育效果。用药后对用药者血LH、FSH和T及性功能没有影响。
  


  
    十二、精氨酸锌
  


  
    精氨酸锌（zinc arginine）是20世纪90年代初合成的一种化学药物，具有很强的体外杀精作用。1991年美国密苏里大学生殖科技中心的Fahim等用该药向动物附睾内注射后取得了良好的节育效果。附睾注射精氨酸锌后精氨酸锌可能通过三种途径对精子产生影响：①直接杀伤精子细胞；②破坏附睾尾部的微环境，干扰精子的成熟，并促进精子死亡和溶解等；③激活人体免疫系统，促进巨噬细胞吞噬清除精子的能力。此外，精氨酸锌也可以影响睾丸的生精功能，使精子数量明显减少、精子活力下降以及异常精子增加等，长期用药可达到无精子症。
  


  
    安劬等用10%的精氨酸锌进行大鼠附睾注射，结果显示注射1周后睾丸和附睾均发生改变：①睾丸可见轻度萎缩。光镜下，48h以内实验大鼠睾丸生精功能基本正常，1周后睾丸生精小管精子与精子细胞明显减少，但各级生精细胞均可见于生精上皮中，偶见个别睾丸生精功能严重低下及生精阻滞于初级精母细胞阶段；②附睾也在48h后肿胀，头部无明显改变，而1周后出现附睾尾部萎缩，表面不光滑，个别表面出现小结节。光镜下，48h后附睾尾部管腔有完整精子存在，管腔上皮形态基本正常，但部分纤毛脱落、变短、上皮可见淋巴细胞和间质水肿，而附睾头部组织结构基本正常。1周后附睾管内可见退化脱落的精子、精子细胞及多核巨精子细胞与精子残骸；管腔上皮萎缩呈立方形，纤毛部分消失，间质出现胶原纤维增生等。但附睾头部组织结构基本正常。2周后附睾尾部管腔内已无精子，附睾尾上皮萎缩呈立方状或扁平状，间质胶原纤维增生明显，并可见个别有精子肉芽肿形成及片状坏死。大鼠的输精管、前列腺和精囊的组织结构基本正常。
  


  
    西安医科大学与Fahim等合作研究了狗附睾内注射精氨酸锌的抗生育效果。结果显示注射药物后精液容量明显减少，精子活动率下降（注射前为80%，术后2个月为3%）；注射2个月后异常精子增加，睾丸网被结缔组织包围，横径减少。这表明精氨酸锌可作用于管道系统。
  


  
    十三、甲基丙烯酸羟乙酯-甲基丙基烯酸-甲基丙烯酸乙酯
  


  
    甲基丙烯酸羟乙酯-甲基丙基烯酸-甲基丙烯酸乙酯（HFMC）是一种带有酸性和碱性基团的高分子三元共聚物，具有体内外杀精子作用的化学节育剂。输精管内注入该药后，该药可在输精管内从液态迅速转变为多孔状白色沉淀物。这种沉淀物相对分子质量大，黏度高，且可长期贴附于输精管内，起到良好的杀精子作用，但不完全阻断输精管。动物实验发现HFMC的节育时间与注射HFMC的浓度和剂量相关。给兔每侧输精管注入HFMC 0.1ml 1个月时精子存活率从术前的80%降至15%左右，10个月时存活率为40%。当达到一定的节育时间后，由于该药物在体内溶解排出，可自行逐渐恢复用药者的生育能力。有研究发现60mg HFMC节育效果可维持1.5～3年，而30mg HFMC节育效果仅可维持约2月。如果向输精管内再注射二甲亚砜时也可使用药者恢复生育能力。
  


  
    HFMC的抗生育作用机制是聚羧酸与蛋白质的羧基、氨基形成氢键，从而破坏了受精过程中某些蛋白酶的构象，降低了酶的活性。体外实验证实HFMC具有全面抑制人精子的运动能力、穿透牛宫颈黏液的能力和穿透去透明带金黄地鼠卵的能力，且随着用药剂量的增加或与精子接触时间的延长，这种抑制作用不断增强。HFMC主要损伤精子的膜性结构。
  


  
    该药具有安全、无毒、无突变和无致畸作用；不引起明显、持久的抗精子自身免疫反应；不会因输精管堵塞而引起附睾炎；对组织损伤少等特点。但该药物浓度会随时间延长不断下降，影响杀精效果；药物用完后不易替换；不容易计算和控制药物的释放。这些不足尚有待进一步改进。
  


  
    十四、米非司酮
  


  
    米非司酮（RU486）是以抗孕激素受体为主的药物流产剂，同时也具有杀精子作用。有关RU486对精子的影响目前意见尚不一致。Blackmore等的研究表明RU486不能拮抗孕酮引起的顶体反应，除非其浓度比孕酮大1000倍。但Yang等却认为RU486可以抑制孕酮引起的钙内流，从而阻止精子顶体反应。Jang等的研究发现RU486可以抑制黄体酮诱导的精子顶体反应。王春年等研究认为RU486对精子作用可能是直接抑制外环境中钙离子的跨膜进入精子的过程，使精子内游离钙离子水平下降，结果导致精子运动减弱，甚至消失。
  


  （饶可　窦中岭　孙国贤）
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    第十七章　吸烟与饮酒对精子的影响
  


  
    第一节　吸烟对精子的影响
  


  
    一、概述
  


  
    人类吸烟已有几千年的历史，烟草业在国民经济中也占有十分重要的地位。但随着科学的发展和社会的进步，人们对烟草的危害认识越来越深刻。“吸烟危害健康”几乎成为老幼皆知的常识。世界各国相继颁布法律控制吸烟，我国亦制定了从2011年5月1日起在室内公共场所实行全面禁烟的规定。尽管如此，仍有不少人吸烟，其中包括大量青少年。因此，仍有必要加强宣传和制定相应的法律进一步控制烟草业的生产和戒烟的实施。
  


  
    调查资料显示，全球每年有500万人死于吸烟引发的相关疾病，在发达国家中每年有近200万人死于吸烟，美国约有35万人死于吸烟。在发展中国家，吸烟造成的危害不亚于在发达国家，其中超过20%发生在中国。吸烟几乎可以损害人体的所有器官并引发疾病和死亡，包括：①慢性支气管炎和肺气肿；②冠心病；③外周动脉闭塞；④主动脉瘤；⑤肿瘤，如呼吸道肿瘤、消化道肿瘤和泌尿系肿瘤等；⑥胃溃疡；⑦生殖系统危害，如自然流产等。在这些危害中，以吸烟导致的癌症最为严重。吸烟造成的危害有逐年递增趋势。吸烟不仅对吸烟者（主动和被动）有严重危害，而且对其后代亦有影响。美国威斯康星大学医学院发表的一项研究报告指出，美国每年有6000多名儿童因父母吸烟而染病死亡，超过因其他意外事故死亡的总数。
  


  
    烟草中致癌物质有40多种，促癌物质有10多种。吸烟烟雾中含有致突变物质，即苯丙芘、蒽、二苯丙蒽/茚丙芘、荧蒽、N-二甲基亚硝胺、N-二乙基亚硝胺和甲醛等。这些致突变物质是致癌的主要物质，同时也可对吸烟者的呼吸、循环和生殖系统造成损害。烟草中的多种有害物质可引起生育能力下降和生殖质量下降，不少学者通过研究吸烟者精液的各项指标、精子质量和功能得出肯定的结论。吸烟烟雾对人体生殖系统的损害已被越来越多的研究资料所证实，并引起了生殖医学专家的重视。
  


  
    二、吸烟对精子的影响
  


  
    近年来，各国学者对吸烟者的生殖能力，尤其是吸烟对男性精液质量的影响进行了大量研究。结果显示，吸烟导致精子数量和质量下降，畸形精子比例增加，并且可导致人精子单倍染色体畸变，从而可能导致男性不育。
  


  
    （一）吸烟者的精液特征
  


  
    烟草中化学物质可对精子造成直接和间接损害，从而影响精子的活力，并导致精子畸形率增加等变化。Vine等对18～35岁之间的白人男性志愿者的研究表明，每天、每年吸烟数及log转换Cotinine水平与吸烟者精液质量（精子浓度、精子总数、精子活性）呈负相关。
  


  
    研究表明，吸烟状态（不吸烟、轻度吸烟和重度吸烟）与研究的精液参数之间无显著的统计学意义，但年吸烟数与精液质量如精子浓度、精子总数和活动精子总数之间有密切关系。吸烟量的3种测量方法所测得的值与3种体液（尿液、血液和精液）中经log转换后的cotinine值及年吸烟量与精子浓度、精子总数、总活动精子数和活动精子浓度降低之间有显著的相关性。3种体液中经log转换的cotinine值呈正相关；其中尿的cotinine水平均比其他2种体液高。大多数受试者结果显示，精液质量参数与日吸烟量有明显的相关性。年吸烟量与异常精子百分率呈正相关。另外，日吸烟量和年吸烟量也有明显的相关性。
  


  
    吸烟引起精液变化特征之一是精子浓度和活力下降。Kulikauskas等用双盲法研究了103例吸烟和135例不吸烟者的精液，结果显示，吸烟者精子浓度为（27.31±27.98）×106/ml，而不吸烟者为（64.22± 36.81）×106/ml（P＜0.001）。1h后精子活力在吸烟和不吸烟者分别为49.72%±15.31%和63.15%± 9.48%（P＜0.001）。因此，吸烟者精子浓度及活力明显低于不吸烟者。Kulikauskas等的吸烟标准是至少最近5年每日吸烟4支以上，不吸烟标准为终生不吸烟或至少最近5年不吸烟。王信心等研究表明，少量和中等量吸烟对精液各参数如精子浓度、一次射精总数、活动精子百分率及前向运动级别无明显不良影响。而大量吸烟时以上参数明显下降，但未发现对异常精子百分率有显著影响。
  


  
    吸烟引起精液变化的另一特征是精子畸形率增高。Evans等研究结果显示，不吸烟者正常精子百分率为57.5%±1.18%，吸烟者为52.9%±1.47%，两者有显著性差异。精子畸形有头、体、尾畸形3种，其中以双头畸形最为多见。另外，精子畸形率与吸烟者每日吸烟的量有关。每日吸烟1～10支和每日吸烟11～20支时，精子畸形率只有5%的差别，但当每日吸烟21～30支时精子畸形率显著增高。也有报道在重度吸烟者中，吸烟时间长者精子畸形率增高显著。
  


  
    （二）吸烟对精子影响的机制
  


  
    尽管吸烟可改变精子质量，但到目前为止其确切机制仍不十分明了。吸烟可能通过以下机制对精子产生影响：①吸烟烟雾中含有的化学成分（致突变物质）直接作用于精子及其酶系统而对精子产生影响；②通过干扰生殖内分泌系统平衡途径影响精子的活力。
  


  
    1.吸烟烟雾对精子的直接影响
  


  
    研究表明，吸烟烟雾（包括烟中的尼古丁）是精子发生的致突变物质，可影响生殖细胞的成熟和增殖。在重度吸烟者中其染色体异常率显著增高，并且其外周血淋巴细胞中姊妹染色单体交换也比非吸烟者为高。对吸烟者尿液进行检查发现，其中含有可致细菌突变的物质，该物质在实验条件下可使培养液中的动物细胞姊妹染色单体发生交换。动物实验亦证实，香烟烟雾可使小鼠精子异常率增加。香烟烟雾的凝结液可诱发细菌突变，是导致培养液中人淋巴细胞姊妹染色单体交换的强效诱变剂。人群资料显示，吸烟者外周血淋巴细胞染色体破坏的发生率与吸烟的种类有关。Hopkin等研究发现，在重度吸烟以及抽无过滤嘴香烟的人群中，其淋巴细胞破坏严重。此外，香烟烟雾中含有大量的氧化剂和诱变剂，可引起精子DNA损伤断裂，导致精子染色体突变和畸形精子增多。
  


  
    香烟烟雾凝结液还可通过抑制精子的酶系统对精子产生影响，其主要通过抑制胆碱乙酰化酶而影响精子活力。胆碱乙酰化酶是精子胆碱能系统的重要组成部分。精子胆碱能系统由三部分组成，即乙酰胆碱（Ach）、胆碱乙酰化酶（ChA）和乙酰胆碱酯酶（AchE）。胆碱乙酰化酶、乙酰胆碱酯酶和烟碱型胆碱能受体局限于精子尾部，精子内无储存乙酰胆碱的地方，这表明乙酰胆碱的合成、刺激相应受体以及被乙酰胆碱酯酶水解之间有密切关系。精子在附睾中成熟并具有活力，但这种活力只有在射精时与精浆混合后才表现出来。胆碱乙酰化酶与精子获得向同一方向运动的能力有关，抑制精子胆碱乙酰化酶的活性可产生无活力精子。因此，精子胆碱能系统的改变直接影响精子的活力。Kulikaus研究显示，吸烟组精子的胆碱乙酰化酶活性较不吸烟组显著下降，这表明香烟烟雾凝结液中含有抑制胆碱乙酰化酶的物质。
  


  
    有证据显示，烟草中的尼古丁（nicotine）和/或其他化学成分可对精子产生影响。用尼古丁染毒大鼠可导致其睾丸萎缩并损害生精功能。在吸烟者的精液中可检测到尼古丁和cotinine，cotinine是尼古丁的代谢产物。吸烟烟草中的其他成分也可能进入精液中并影响精子的发育。例如在吸烟者精液中可检测出polonium-210，其浓度比不吸烟者明显增高。Polonium-210是一种具有放射性能的放射元素，可损伤DNA结构。给予雄性小鼠染毒苯芘（benzo（a）pyrene），一种烟草成分，可导致其睾丸重量下降及生精小管萎缩，并影响精子的生成。
  


  
    目前认为，尼古丁代谢产物cotinine水平可作为吸烟染毒量的定量标准。在研究烟草染毒程度时，他比每天吸烟的数量标准更准确。以cotinine水平作为测量吸烟烟草暴露程度来评估吸烟对精液质量的影响发现，精浆中cotinine水平与精子活力降低有密切关系。
  


  
    此外，香烟烟雾中含有大量的金属镉，可造成附睾、睾丸损伤，引起精子生成减少和精子形态异常增多等。
  


  
    2.通过干扰生殖激素而影响精子
  


  
    Fied等研究表明，吸烟可改变与人生精相关的激素水平。吸烟可直接或间接抑制吸烟者血中睾酮的生成。经检测，吸烟者血浆中睾酮浓度明显低于不吸烟者。其血浆睾酮浓度下降的机制与下列因素有关：①吸烟的烟雾成分（尼古丁等）可损伤睾丸间质细胞，引起睾丸组织中睾酮下降，从而干扰精子的发生及附睾功能，间接影响精子活力，并使精子形态发生异常；②香烟中的尼古丁以及受尼古丁刺激而释放出的儿茶酚胺等可直接影响精子及类固醇激素的生成。这一点已为实验所证实。
  


  
    （三）吸烟与其他因素的协同作用
  


  
    动物实验显示，香烟烟雾与酒精对精子具有协同作用，可联合加重对精子的损害。孙丰运等用酒精给小鼠灌胃，同时静式吸入香烟，连续5d后行小鼠精子形态观察和精原细胞染色体畸变分析以及睾丸组织匀浆丙二醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）活力测定。结果发现，高、中剂量组小鼠精子畸变率较对照组显著升高（P＜0.001）。高、中、低3个剂量组染色体畸变率及畸形细胞率与对照组相比均明显升高，且有显著性差异。高、中、低剂量组睾丸组织匀浆的MDA含量明显高于对照组（P＜0.05）。实验结果表明，香烟烟雾和酒精可协同作用于精子生成过程中的不同靶细胞——附睾内精子和睾丸内精原细胞，引起遗传毒性作用。
  


  
    在人群资料中，Vine等的调查却显示中等量的饮酒对精子质量无显著影响。并且，饮酒并不影响吸烟和精子质量的关系。国内研究表明，长期吸烟、大量饮酒可影响正常形态精子百分率，吸烟、饮酒双因素对精子形态的影响大于单一因素的影响，其影响机制尚不清楚。
  


  
    有关吸烟与其他因素联合对精子影响的资料尚不多，仍有待进一步对其进行深入细致的研究。尽管吸烟对精子的影响机制尚未完全清楚，但流行病学调查已证实了这一点。由于吸烟者在男性人群中约占30%～50%，所以必须重视吸烟对男性生殖系统的危害以及由此引起的对子代的影响。总之，吸烟可影响精子的数量、活力和形态，并可能对后代具有遗传损害，从优生角度考虑，应戒烟。
  


  
    第二节　饮酒对精子的影响
  


  
    一、概论
  


  
    世界许多国家和民族均有自己的酒文化。饮酒者在人群中占有相当大的比例，尤其是男性。很早人们就发现饮酒可以助“性”，增加性兴奋。同时也发现长期饮酒对生殖器官、性功能和性征均有不良影响，并且还可导致酗酒母亲子代的生殖器官畸形等出生缺陷。下面就酒精对精子的影响加以阐述。
  


  
    二、酒精对精子的影响
  


  
    酒精（alcohol/ethanol）是影响神经内分泌系统最常见的有害物质之一，其对精子的影响通过下列途径实现：一是通过影响生殖激素的合成间接影响精子；二是直接损害睾丸生精上皮，使性腺发生退化性变、睾丸萎缩；三是直接作用于精子，引起精子头端破裂、中段膨胀和尾端卷缩等形态改变；四是慢性酒精中毒可引起维生素A和锌的缺乏，进而生精上皮发育不良，睾丸萎缩，无法产生精子，出现少精子症或无精子症。
  


  
    （一）饮酒对精子的间接影响
  


  
    1.饮酒对生殖激素的影响
  


  
    大量研究证实，长期嗜酒男性，血液中生殖激素水平紊乱，急性醉酒后更是如此。有人测定了16例正常男性当血中酒精浓度上升达109mg/dl时血中生殖激素水平，结果发现睾酮下降，黄体酮值上升。向鼠组织内灌注乙醇50～300mg/dl，结果引起睾酮下降75%以上。对慢性酒精中毒者，尤其是对慢性酒精性肝硬变者的研究表明，长期嗜酒男性，其睾酮值较正常人或非酒精性肝硬变者明显低下，表现为高雌激素血症。特别是在已伴有乳房女性化的男性，体内雌激素水平增高更明显。
  


  
    2.生殖激素变化的机制
  


  
    男性嗜酒后导致睾酮下降、高雌激素血症的原因目前研究认为有如下几种：
  


  
    （1）影响雄激素（androgen）合成的酶系：
  


  
    乙醇尤其是乙醇的代谢产物乙醛能抑制雄甾烯二酮转化为睾酮。酒精可影响参与雄激素合成的睾丸微粒体酶，使羟化酶和17，20-裂解酶活性增加、3β-羟异构脱氢酶活性下降，而对17β-羟异构脱氢酶活性无影响。据分析，3β-羟异构脱氢酶活性下降又是由于尼古酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD）的效价降低所致。NAD是生理过程中的一种重要辅助因子，饮酒可使NAD过量消耗。酒精使睾酮生物合成的Δ5-3β-脱氢酸化还原酶、Δ5～Δ4异化酶发生改变，同时，酒精也使乙醇脱氢酶转化发生改变，使NAD反应减少，使NADH增加。长期嗜酒的结果使NADH与NAD比值升高，并促使生成某些孕酮类代谢物，如20α-降解复合物。这些孕酮类代谢物是雄激素合成代谢的抑制剂，通过抑制雄激素合成使T下降。
  


  
    （2）雌激素转换增加：
  


  
    正常情况下男性雌激素来源于肾上腺和睾丸内雄激素的代谢转化，主要贮存于脂肪组织、疏松组织等肝外末梢组织中。酒精中毒者上述贮存组织转换雌激素的功能亢进。病变的肝细胞使雌激素结合蛋白（estrogen binding protein，EBP）的形成发生障碍，使雌激素以游离型形式存在。同时，酒精性肝硬化者门静脉高压的存在又使得游离型雌激素易释放进入大循环中，形成高雌激素血症。
  


  
    （3）影响间质细胞及某些受体：
  


  
    间质细胞（mesenchymal cells）主要合成并分泌雄激素，而酒精对间质细胞有细胞毒性效应。正常情况下间质细胞的内质网上含有合成雄激素所需要的酶，间质细胞合成雄激素能力的下降与酒精的直接毒性作用密切相关。电镜观察发现，慢性酒精中毒大鼠的间质细胞滑面内质网减少。间质细胞上有LH受体，短期少量饮酒时，LH受体结合增加，T合成增加。但在长期嗜酒情况下，LH受体的结合能力下降，对LH和人绒毛膜促性腺激素（hCG）的反应性都降低，睾酮合成受到抑制。另外还观察到慢性酒精中毒者睾丸的促性腺激素受体大量减少，其很可能与观察到酒精中毒者血浆中LH和FSH浓度高于正常人有关。还有研究认为，酒精中毒者雄激素低、雌激素高的原因与酒精对氨基丁酸二氮 [image: ]受体、肾上腺素受体、内啡呔受体等的化学变化有关。
  


  
    （4）直接或间接通过“下丘脑-垂体-睾丸”生殖轴影响睾酮的合成：
  


  
    “下丘脑-垂体-睾丸”生殖轴在生殖系统调节中起重要作用。酒精可直接抑制腺垂体释放FSH和ICSH，他们是性腺正常分化成熟的必须因子。酒精中毒者血浆中FSH和ICSH值，无论人体每日节律变化如何均不正常。正常情况下，克罗米芬可以促使FSH和ICSH的合成释放。给酒精性肝硬化者使用克罗米芬后血中LH和促甲状腺激素（TSH）呈显著减少，提示酒精对垂体有影响。黄体生成素释放激素（LHRH）和促甲状腺激素释放激素（TRH）可以刺激LH、FSH和TSH的分泌，但在给酒精中毒者使用LHRH和TRH后，患者血浆中LH 和TSH浓度无明显上升，而血浆中催乳素（PRL）浓度却升高，分泌过度。提示性腺受到酒精的直接损害。另外，PRL浓度上升又可抑制LH和FSH的形成，使睾酮合成减少。同时，合并肝硬化及乳房女性化征象的酒精中毒者对TRH刺激表现为PRL分泌减少。说明垂体已受到酒精损害。酒精中毒者外周组织雌激素转换功能亢进和高雌激素血症又通过反馈机制抑制垂体释放促性腺激素和性腺分泌雄激素。
  


  
    3.生殖激素变化的后果
  


  
    体内生殖激素变化通过间接途径影响精子的正常发育。雄激素对精子的启动、控制和维持起重要作用。A型精原细胞的分化不可缺少雄激素。从初级精母细胞（primary spermatocyte）→次级精母细胞（secondary spermatocyte）→成熟精子细胞（matured spermatid），各阶段都需要睾酮的存在。LH和FSH对精子发育起着非常重要的作用。LH在男性又称间质细胞刺激激素（ICSH），由腺垂体ICSH细胞分泌。ICSH可与睾丸间质细胞膜上的受体结合，通过cAMP的中间作用促使胆固醇转变为孕烯醇酮，然后合成雄激素睾酮。睾酮是精子发生、附睾内精子成熟、维持功能和性行为所必需的雄激素。他通过液体进入生精小管，在睾丸内主要依赖ABP-睾酮复合物进行运转，从而保证了精子发生所必需的高浓度和恒定的睾酮含量。随后，复合物再进入生精小管腔及附睾以保证精子成熟所需。FSH具有促进睾丸生殖细胞发育的作用。近年来研究证实，FSH有始动精原细胞的功能。他不仅能增加人体生精过程DNA的合成，并能加速生殖细胞的分裂。其作用机制是FSH首先与支持细胞（Sertoli细胞）膜上的受体结合，使膜上的腺苷酸环化酶激活，并进而使ATP分解为环腺苷酸（cAMP），cAMP又可促进Sertoli细胞对雄激素结合蛋白（androgen-binding protein，ABP）的合成，且使ABP与睾酮或双氢睾酮结合成ABP-雄激素复合体，从而有利于保证生精小管内高浓度的雄激素。特别是在次级精母细胞发育为精子细胞和成熟精子的阶段必须有FSH的参与。但精子的发生不能单独用FSH来维持，必须有睾酮的协同作用。男性嗜酒所致的低雄激素、促性腺激素异常是造成睾丸萎缩、精子启动、分化、发育及其数量、形态和功能异常的重要原因。
  


  
    酒精中毒者的男性有70%～80%存在睾丸萎缩，其睾丸容积减少到7～9ml（正常值为15～18ml）。组织学检查可发现生精细胞减少，尤其是成熟型生精细胞。日本学者报告对经常饮酒伴有肝损害急性死亡的56名男性进行尸检发现，其左右侧睾丸重量分别为（13.2±3.7）g和（14.5±4.2）g［对照组分别为（18.5±4.2）g和（19.8±4.8）g］。酒精性肝硬化者睾丸重量明显减轻，组织学检查支持细胞萎缩、生精细胞减少、排列不规则，严重者有生精小管钙化、生精细胞消失、间质细胞显著变小等变化。Kley还发现酒精性睾丸萎缩者50%～70%存在不育症。近来研究表明，脂质过氧化可能是酒精导致睾丸损伤的机制之一。
  


  
    （二）酒精对精子的直接影响
  


  
    Alex在1991年丹麦召开的国际环境与健康会议上报道，当饮酒量每公斤体重1.5g发生急性酒精中毒时，于饮酒后10～16h血浆睾酮水平下降25%左右，表明酒精对睾酮产生具有直接作用。生精细胞存在于支持细胞构成的支撑网架中，所以支持细胞对生精细胞的支持、营养保护和代谢等功能以及对精子的生成、成熟和释放有重要作用。动物实验显示，酒精中毒时生精小管（支持细胞+生精细胞）形态改变，管径缩小，生精上皮变薄，并且有相同的顶部无分泌颗粒的单层细胞被覆。而支持细胞基部呈大量脂滴聚集，精母细胞及精子细胞基部也可见脂滴。脂滴的出现可能是酒精对生殖上皮的直接影响，也可能是支持细胞吞噬了各级生精细胞，或者是酒精破坏了支持细胞中雄激素的合成作用。酒精及其代谢产物对微粒体系统代谢有细胞毒性和诱变作用。慢性酒精中毒者中可见精子染色体畸变和姊妹染色质的交换，表明酒精对精子早期发展具有不良影响。
  


  
    对人和动物的研究证实，酒精能对精子数量、活力、形态及功能造成明显损害。摄入中等量的酒精（一般认为＞30～90ml/d）2h后即可在精子中检测到乙醇。酒精对精子的影响程度与开始饮酒的年龄、饮酒量和维持时间有关。在18岁即性成熟以前饮酒对精子造成的影响较性成熟后的影响更大。与对照组相比较，性成熟前和性成熟后饮酒组精子数量分别减少46.5%和18.9%，精子活力分别下降36.9%和32.3%。Anderson等给雄鼠分别喂含有5%和6%乙醇的液体食物5、10、20周后检查精子数量、形态及活力改变情况。结果发现其对精子数量有双相影响，当给5%乙醇食物5周和10周时，精子数量分别增加80%和65%；而当给5%乙醇食物20周后或6%乙醇食物5周后精子数量分别减少52%和72%；形态异常率分别占50%和40%，精子使卵子受精能力分别下降34%（P＜0.2）和62%（P＜0.01）。作者认为乙醇的生殖毒性是引起男性不育的原因之一。
  


  
    酒精引起精子形态改变包括头部破裂、中段膨胀和尾端卷缩。由于酒精对睾丸生精上皮损害，以致只有少量精母细胞发育为成熟精子。观察可见，在生精小管管腔内充满了生精细胞和极少量缺乏正常尾部的精子，精子细胞最后退化、吸收，结果精液中无成熟精子。另有报告，酒精中毒者的精子不活动率高达80%，精子形态异常率高达83%。一项来自WHO（1987年）的对比资料显示，饮酒的不育男性精子缺乏为9.6%，未饮酒的不育男性为7.2%；而饮酒的不育男性精液异常为51.6%，未饮酒的不育男性为46.4%。在饮酒过量的不育男性中精子异常发生率更高，但无显著意义。
  


  
    （三）其他途径
  


  
    有研究表明慢性酒精中毒引起维生素A和锌的缺乏。维生素A与各器官的上皮发育有关。维生素A转化为视黄醛（retinene）需要锌乙醇脱氧酶的参与，但是嗜酒致维生素A缺乏使得转化减少，同时锌缺乏使锌乙醇脱氧酶合成障碍，进而生精上皮发育不良，睾丸萎缩，无法产生精子，从而出现少精子症或无精子症。
  


  
    另有研究表明，酒精对18岁以前患过流行性腮腺炎男性的精子影响特别严重，18岁以前饮酒的危害更甚于18岁以上的成人。
  


  
    美国医学协会报告提出，胎儿生长和发育迟缓可能是受父亲饮酒的有害作用影响，但尚缺乏结论性证据。酗酒男性所生子代怀疑有产生胎儿酒精综合征（fetal alcohol syndrome，FAS），但尚未获得一致的意见。
  


  
    总之，酒精可通过上述途径影响精子数量、形态及活力等，但长期饮酒对雄性生殖系统的毒性作用只是其对全身作用的一个方面，其影响是多因素综合作用的结果，决非单一途径所致。计划生育是我国的基本国策，认识酒精对人体的危害，尤其酗酒对精子进而对子代的影响至关重要，对于指导优生优育具有重要意义。
  


  （转黎　窦中岭　刘继红）
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    第十八章　外界理化因素对精子的影响
  


  
    第一节　概　论
  


  
    近年来，环境理化因素对生殖的影响受到关注。在人类，有确切的证据证明睾丸癌和女性乳腺癌发生有上升趋势，研究热点也转移至其他方面，如精液质量、隐睾、尿道下裂和多囊卵巢。实验研究表明外界环境中的化学物质（包括自然和合成的）对内分泌系统有潜在破坏作用。经鉴定，自然产生的化学物质包括类固醇激素、植物雌激素；人工合成的化学物质包括合成激素、organotins、有机氯杀虫剂、polychlorinated biphenyls、dioxins、alkylphenol polyeth oxylates、phthalates和bisphenol A。然而，由于研究的限制，在人类研究中没有直接证据证实这些物质暴露和效应之间的因果联系，只是对野生动物生殖和进化不利结果的报道加强了这一观点，其可能的途径是经内分泌旁路。暴露在tributyltin环境下的imposex（一种软体动物）的变化给这一机制提供了证据，而且在污染区内的野生鱼类、鳄鱼和鸟类的变化相同。在哺乳动物，有关于佛罗里达州的黑豹和一些海洋物种生育受到干扰的报道。
  


  
    尽管许多报道显示，人类精子质量呈下降趋势，并认为是具有雌激素特性的环境毒物和化学物质（如DDT等）在这一变化中起主要作用。但在有些地区的研究却未能证实，例如，在华盛顿大学医学部的Paulsen等的研究中，他们对大城市的510名正常男性（非工厂工人或者大学雇员）的精液标本进行检测，结果显示，精子浓度和精液体积并没有随时间而降低。他们认为，有关精液质量恶化的报道可能是基于地区选择上的原因。
  


  
    人类是生存在多因素相互联系和相互影响的复杂环境中。因此，必须客观对待环境因素在人类生殖危害上的重要意义。环境因素的影响是广泛的、多发的，但多数是可以控制和进行预防的，关键在于采取正确的对策。
  


  
    第二节　外界物理因素对精子的影响
  


  
    物理因素对生殖系统的危害近年来受到国内外学者的重视，并进行了大量动物实验及流行病学调查。物理因素是指人们在日常生活和生产劳动环境中存在的气象条件（气温、气湿、气流和气压等）、辐射（电离和非电离辐射）、噪声及震动等。其危害有类同于化学物质的毒害，更有别于化学物质损害的特点。物理因素对机体的影响多以功能变化为主，往往是在一定条件下偏离生理状态。物理有害因素对劳动者健康的急性危害相对较少，而长期慢性影响则较多，有的还不那么明显与严重，加之有些物理性有害因素对机体健康的危害原因还不清楚，人们对其危害的严重性认识不够，如果不加预防其后果也是不堪设想。对物理因素的防护原则是降低强度或减少相对分子质量，以使之适合机体生存的需求。物理因素对生殖系统的影响也遵循这一原则。已明确对生殖系统有影响的物理因素有辐射、电离、温度、超声、电流和激光等，其他因素尚需进一步研究。
  


  
    一、辐射对精子的影响
  


  
    辐射（radiation）是指辐射体射出的电磁波或微粒流的统称。依据他们的生物学特性，把可引起物质或生物体成分发生电离作用的称为电离辐射（ionizing radiation）；把辐射的量子能量小于12电子伏特的射线或波能称为非电离辐射（nonionizing radiation）。由于电离辐射发射的量子能量大，对机体的健康伤害要明显大于非电离辐射，然而当特定的器官或部位持续接受大量的非电离辐射时对人体健康也会产生不同程度的影响。辐射对生殖系统的影响基本上也符合这一原理。
  


  
    （一）电离辐射对精子的影响
  


  
    人们对电离辐射损伤的认识几乎在Rontgen发现X射线同时，已有几百年的历史。大量实践证明核能既能造福人类，推动科学技术的发展，同时也能危害人类健康。在人类利用核能的过程中曾付出了一定的代价。1954年美国在日本投下两枚原子弹，造成10万人伤亡，急性放射病受到各级人士重视。电离辐射损伤（radiation damage）是指机体受电离辐射照射后产生的各种类型和不同程度的有害效应。电离辐射除造成皮肤损伤、身体虚弱、死亡和肿瘤等损伤外，对生殖系统也可产生直接危害。其对生殖系统的危害不仅涉及成年男女，而且还可影响下一代的健康，关系到人类的生存和繁衍。电离辐射引起的疾病又称放射病，根据放射剂量的大小、受照时间长短与发病缓急分为急性与慢性。来源于体外照射的称外照射病，来源于体内放射性核素引起的称内放射病，两者可同时存在。
  


  
    1.电离辐射的性质及其生物学作用机制
  


  
    电离辐射是指由天然和人工产生的放射性核素蜕变所发生的射线、中子和工业、科研等的X射线。具体地说，人们生活环境中的电离辐射有的来自外层空间的宇宙射线（主要是电子和氢核等），有的来自地壳岩层中的天然放射性核素（铀、镭、氡等），有的来自生物体内的微量放射性元素（14 C，40 K），有的来自现代辐射源的X线机、核反应堆、高能加速器，以及核武器实验期间漂浮在大气中的放射性落尘和放射性废物等。电离辐射又分为电磁辐射和粒子辐射。电磁辐射由光子组成，是不带电荷的量子，具有波的属性，波长越短，穿透力越强，如X和γ射线的穿透能力最强。γ射线来自核外层电子的激发。粒子辐射是能引起物质电离的微小粒子，如α粒子（氦核、4 He）、中子、质子、负π介子和正电子等。
  


  
    电离辐射的剂量值，在放射生物学、放射医学和放射卫生学中沿用已久的有放射活度（居里，Ci）、照射量（伦琴，R）、吸收剂量（拉德，rad）和剂量当量（雷姆，rem）。1985年后，国际上统一采用国际制单位（SI）：放射活度单位是贝可（Bq），吸收剂量单位是戈瑞（Gy），剂量当量为希沃特（Sv），但Ci、R、red、rem仍为医学上选定的暂时许用单位。电离辐射的剂量、射线的种类、持续或分次照射、氧分压或照射环境的气温及机体的状态等因素都可影响机体对电离辐射的反应。必须强调指出，放射作用在种属和种系间存在着很大的差异，因此用动物实验结果解释人类时应特别谨慎，不能盲目进行。
  


  
    电离辐射的射线具有把其能量传递给其所通过组织的特性。所传递的辐射能量可使组织发生电离作用，产生自由基并作用于组织，使受害的组织发生代谢和组织结构上的变化。组织细胞的损伤和修复可同时进行。辐射量大时可导致细胞死亡、组织变性。电离辐射可导致细胞内外环境中物质的电离，使各种细胞器发生损伤，这种损伤可发生在细胞核和胞质，从而引起杀伤和诱变各种作用。损伤程度与吸收剂量呈阈线性关系，为电离辐射的非随机效应。放射性损伤的严重后果可引起染色体畸变，从而导致细胞突变或遗传效应，呈无阈线性关系，即电离辐射的随机效应。电离辐射所致的遗传改变和诱发肿瘤即属此例。电离辐射对人体细胞的作用可分为直接作用和间接作用。直接作用主要是指辐射作用于具有生物活性的分子，直接引起损伤。具有生物活性的有机化合物分子，如核酸、蛋白质等，在电离辐射的作用下发生电离、激发和化学键的断裂等变化，从而引起其功能和代谢作用的障碍。实验证明，辐射可以引起DNA断裂、解聚、黏度下降等。某些酶也可受到辐射作用而降低或丧失其活性。同时辐射也可直接破坏膜系的分子结构，如线粒体、溶酶体、内质网、核膜和质膜，从而干扰细胞器的正常功能。间接作用主要是指辐射通过水的原发辐解产物如H、OH、[image: ]、H2、H2O2等对生物大分子的作用，而引起后者损伤。间接作用在电离辐射中占有十分重要的地位，以往就已有许多实验证实。由于机体的多数细胞含水量很高，一般达70%以上，细胞内生物大分子一般是存在于含大量水分子的环境中的，因此间接作用对生物大分子损伤的发生具有重要意义。
  


  
    2.电离辐射对精子的作用
  


  
    （1）动物实验：
  


  
    在发现X射线后不久，1903年人们发现用X射线照射兔和豚鼠的睾丸后可引起精子缺乏。生精细胞系统对辐射的敏感性依次为：精原干细胞＞分化的精原细胞＞精母细胞＞精子细胞＞精子。可见精原干细胞对辐射的敏感性最大，精原干细胞成熟分裂最终形成的精子对辐射具有一定的耐受性。大鼠每天接受0.01Gy的持续辐射后，50%的精原干细胞受抑制，而精子细胞的存活力却不受影响。小鼠接受0.03Gy的γ射线辐射就可见精原细胞的数量明显减少。电离辐射对动物生殖腺的敏感性各不相同。1Gy吸收剂量可使大鼠不育，而小鼠、公猪、公牛的不育吸收剂量要超过2Gy。
  


  
    辐射后恢复生育的时间随动物种属和精原干细胞的存活数而异。一般情况下，小、大鼠恢复生育的时间分别为50d和70d，豚鼠和兔则需要更长时间。灵长类是哺乳动物中最敏感的，在小鼠和大鼠生育力不受影响的条件下，而恒河猴则表现为不育，其生育力恢复时间也比小鼠和大鼠长。照射方式是影响不育的一个重要因素，分次照射所产生的不育比单次照射严重。
  


  
    （2）辐射对人类生殖系统的影响：
  


  
    辐射对人类生殖系统，尤其对精子的影响资料不多。一例受到80kV X线和γ射线共0.107C/kg（X射线0.106C/kg，γ射线0.001C/kg）照射后精子数量显著减少，照射后80d至7个月之间，精子数降到零。20个月后才见恢复，并逐渐增多。但照射后50个月时，生精小管仍可见到组织学变化。该例在恢复后生育一例正常婴儿。
  


  
    在日本发生的比基尼核事故中，受照的日本渔民14d内约受到1.4～6.0Gy的照射（相当于单次照射0.7～3.0Gy），均看到精子数量的减少。但约在2年左右恢复，并都生育了健康后代。
  


  
    睾丸的生殖细胞对辐射较为敏感。精子细胞对辐射敏感的顺序为：精原细胞＞初级精母细胞和次级精母细胞＞精子细胞和精子。睾丸局部照射3Gy，3周后生精小管萎缩，生精停止。人受照射0.15Gy时精子数量即可改变。而支持细胞、间质细胞具有较大的耐受性，生殖激素分泌功能仍存在。因此，男性受一定剂量照射后尽管精子数目减少，甚至精子数消失，但也不引起性欲和第二性征的变化。男性一次接受2～6Gy照射可引起永久性不育。辐射作用后，可引起生精上皮损伤，精子数目明显减少而导致不育。
  


  
    睾丸对辐射作用相当敏感，单次照射＞0.15Gy即可引起暂时性不育。产生永久性不育，睾丸所需的最低受照射剂量应大于2Gy，可能在2.0～6.0Gy之内。另外，睾丸也有较强的修复能力，一般可部分或完全修复。
  


  
    受照射不同剂量后精子数目减少和恢复时间的关系为：精子数目减少与剂量明显相关，受照射剂量越高，精子数目减少出现的越早，减少的幅度越大；一般来说，在受照后60d左右，精子数目显著减少。这是因为新精子的产生有一定的周期性，从精原细胞到成熟精子细胞一般约需64d。
  


  
    睾丸辐射损伤后有两个显著的特点：①在受照剂量相同情况下，分次照射的损伤高于单次照射。如每周0.15Sv，总照射剂量为4.75Sv时可使狗产生永久性无精子；但单次照射15.00Sv时对永久性绝育来说还不是一个很大的剂量。②产生严重性腺损伤的阈剂量与安全剂量之间差距很小。如每周0.03Sv，一年内即可发生精子严重减少或绝育；而每周6mSv时，12～13年后未发现对精子有影响。
  


  
    在动物实验中，睾丸重量的变化是观察睾丸辐射损伤的重要参数。国内曾用γ射线（60 Co）对猕猴进行长期照射，照射量为25.5mSv/d，当累积照射量达37.00Sv时睾丸重量显著下降，并丧失生育能力。几年后尚不能恢复，但此时其他器官和系统未见异常。这进一步证实了睾丸的辐射敏感性。睾丸辐射损伤的另一个重要特征是间质细胞对辐射的耐受力特别强，甚至累积照射量高达50.00Sv时也完整无损。
  


  
    职业性受照者不育率的增加主要发生在早年受照的X线工作者，因为那时受照剂量相当高。日本1930年前已婚X线技师的调查结果表明，年受照射剂量＞4.00Sv时不育率高于正常人群。睾丸受照后精子数下降，但恢复也较快。比基尼事故受害者（1.9～2.0Sv到6.6～6.9Sv），照射后3年，精子数完全恢复到正常水平。Heller对睾丸受到不同剂量照射的74名男性精子恢复情况作了调查，也证实生精功能的恢复是很快的。前列腺、精囊、阴茎和尿道都是耐辐射的，受照60～70Gy时仍不会引起严重后果。若放射治疗剂量大于70Gy时附属性腺则出现坏死，其可能与微血管和结缔组织的损伤有关。
  


  
    人的睾丸接受辐射后的后果之一是不育。由于男性的精子细胞和精子耐辐射性较强，故在照射后不能立即观察到不育现象。从产生新的精原细胞到精子形成再进入附睾管的时间估计要64d。人的睾丸接受1Gy的吸收剂量时即可引起精子缺乏。精子的生成量要达到照射前水平或具有生育能力，则需要1年以上。男性遭受（1.85～2.22）×1013Bq的照射，则导致永久性不育；如接受9.25×1012Bq的照射，1年内暂时性不育。有人因事故而遭照射，事后估测全身照射量为（4.44～70.3）×1011 Bq。经检查发现照射后10d内，精子数仍在正常范围内；照射后7～10个月，精子数明显减少，直至为零；20个月检查时，精子数恢复到正常水平。必须指出，已恢复的生殖细胞常伴有遗传损伤。
  


  
    （二）非电离辐射对精子的影响
  


  
    人们最常接触的非电离辐射（nonionizing radiation）是射频辐射（radiofrequency）。射频辐射通常指频率从100kHz～300GHz的电磁辐射，包括微波辐射（300kHz～300GHz）。射频电磁辐射由交流电场和磁场组成（alternating current and magnetic field）。电磁场分量的变化通过空间传播形成电磁波，电磁波在空间传播中某点、某瞬间则以电磁场形式表示。一般将高频（短波）和超高频（超短波）称为“场”，电场和磁场的计量单位分别为V/m和A/m。微波辐射称为“波”，以脉冲调制的微波称为脉冲波，无脉冲调制连续震荡的微波简称连续波，其计量单位为W/m2，通常用mW/cm2或μW/cm2。
  


  
    1.人类接触射频辐射的机会
  


  
    （1）感应加热：淬火、焙炼、焊接切割、电子管排气封口等，其频率通常在200～500kHz，功率为20～60kW。
  


  
    （2）短波介质加热：木材、粮食、纸张等干燥，橡胶硫化，塑料制品热合等。其频率一般为10MHz，功率＜4kW。
  


  
    （3）超短波辐射职业暴露主要为无线电通讯、电视台和理疗。其频率分布较广，在30～300MHz，功率大小不一，从数W至10kW。
  


  
    （4）微波辐射的脉冲波使用频率较广，主要用于雷达导航和通讯等；连续波主要用于工业，包括木材、药材、皮革等加热或干燥，理疗或科研等。国际上规定了用于工业、科研和医疗（ISM）的专用频率，其中最多用的是915MHz和2450MHz。
  


  
    2.生物学作用机制
  


  
    射频辐射通过热效应和非热效应对其作用组织产生影响。
  


  
    （1）热效应：
  


  
    在射频辐射的作用下，组织细胞中各组分蛋白、脂肪、碳水化合物发生极化作用并和水分子等极化分子在取向运动过程中克服周围阻力作功。同时，体内Na+、K+、Ca2+、Mg2+、Cl-等各种无机离子及电胶体颗粒也会快速震动。电磁辐射能的这种损耗和转换使机体产生热量。如果某些组织中血管分布较少，不易散热，则局部温度的上升可引起一些生理生化功能失调或紊乱，甚至导致形态和结构异常。
  


  
    （2）非热效应：
  


  
    机体接受射频辐射后不伴有组织温度升高的生物效应，即所谓非热效应。非热效应的作用机制至今尚不清楚。近十年来，生物电磁学家运用生物系统的非线性电动力学原理进行研究，提出了若干有意义的学说：①脂质蛋白结合能的孤粒子运动模型：认为生物膜内螺旋脂蛋白分子与电磁辐射能结合，以“孤粒子”（solition）形式携带这种能量从胞膜外传入膜内，引起继发性电化学反应；②Volterna模型：认为在电磁辐射的作用下，细胞内一组酶反应中的激活态、基态和底物之间由于生物大分子间弱的相互作用的相互振荡，从而引发各种生物效应；③极限环模型：认为电磁辐射作为一种外界干扰，扰动了处于极限环状态的某一反应系统，例如Ca2+结合到生物膜的阴离子位点的反应过程，更可与之发生共振，破坏核反应的电化学平衡。
  


  
    3.微波辐射对精子的影响
  


  
    Imig等于1948年首先提出了微波辐射对睾丸的影响问题，睾丸是微波辐射较敏感的器官，其损坏阈为10mW/cm2以下。微波辐射通过下列几个方面影响睾丸内精子的发生、成熟。
  


  
    （1）微波辐射的热效应是对精子起作用的主要机制：
  


  
    微波的热效应同其他的致热方式一样，都起着抑制精子发生的作用，但微波热效应产生的效应较强和持久。睾丸对温度变化比较敏感。由于微波是一种透射性加热法，其不仅使阴囊表面温度升高，而且由于辐射能被组织吸收而使组织内部的温度升高更为显著（一般内部温度比表面高0.5～1℃）。同时这种影响存在一种剂量、次数及阴囊暴露时间依赖关系。当阴囊表面温度达41～42℃维持30min或42～43℃维持10～15min时，约在1周左右，精子数已有明显下降，4～5周降至最低水平，以后又慢慢恢复，9～10周后才恢复正常，有的可更长些。有人认为辐射时间以15～20min较好，时间过长会造成睾丸内某些成分的不可逆性损伤。其辐射剂量由于目前各家使用的仪器设备不同，暂无统一标准。但如果剂量过大会造成不良后果，如可引起人和动物神经、心血管、生殖系统的不良反应，并可引起精子有效植入率降低、出现胚胎毒性。
  


  
    （2）影响附睾内精子的成熟：
  


  
    精子的功能性成熟依赖于正常的附睾形态结构和生理。附睾内有很多与精子成熟有关的成分，如甘油磷酸胆碱、肉碱、唾液酸等。其中肉碱的含量比血浆高2000倍，且肉碱浓度是反应附睾功能状态切实有效的指标之一。微波辐射阴囊后可引起精浆中肉碱含量的下降。通常在辐射1周后开始下降，5周左右降至最低水平，以后逐渐恢复。精子的活力亦逐渐减弱，并随着肉碱浓度的下降而进一步减弱。电镜下可见微波造成附睾管主细胞超微结构的损伤：微绒毛退变、减少和局部消失，吞饮小泡显著减少，这反应了细胞吸收功能障碍；内质网、高尔基复合体显著扩张，空泡化及排列紊乱，这反应了细胞合成功能障碍；顶端胞质内质网池出现球性或小团块状的电子致密物，这反应了细胞分泌产物释放功能障碍。主细胞是附睾管上的主要组成细胞之一，他合成甘油磷酸胆碱、唾液酸、脱氢表雄甾酮及睾酮，并能转运和浓缩血液中的肉碱。因此，主细胞功能的障碍势必改变附睾管腔内微环境，从而影响到精子功能上的发育。
  


  
    （3）通过对睾丸内分泌功能的作用影响精子：
  


  
    微波辐射动物睾丸后发现，血浆中FSH、LH（即ICSH）升高，T值下降，且FSH、LH的上升幅度及T的下降幅度与生精小管的损害程度相平行。在精子的形成过程中，FSH是通过支持细胞膜受体促进精子生成的，LH则是通过刺激间质细胞合成和分泌T的。如果支持细胞受损引起支持细胞膜上与FSH结合的受体减少，可使游离的FSH升高；而间质细胞受损同样可使T值降低，LH升高。胡佩瑶等对53例使用微波照射节育的男性进行血清T和LH的测定，并与76例有正常生育能力的男性作对照。结果表明，照射组T明显下降，LH显著上升；照射期越长，T下降越明显，而LH更趋上升，提示微波可损害睾丸间质细胞合成T的功能。
  


  
    从形态学上发现睾丸内的各级精母细胞对微波辐射最为敏感，尤以粗线期初级精母细胞为主。由于粗线期精母细胞正处在减数分裂中，其染色体运动活跃、复杂，易受外来因素的影响，且在减数分裂过程中延续的时间很长，因此受损的机会就较多。精子细胞处于向精子转化的变形发育过程，对热也不稳定。其他繁殖中的各代精原细胞由于分裂持续时间短而受损机会少。精原干细胞及休止期初级精母细胞因为处于休止状态而不易受损。另外，细胞对微波的敏感性与其分化程度有关，分化完全的细胞对微波的耐受性较强，如间质细胞、支持细胞及成熟的精子等。电镜下，可见微波辐射后的精母细胞质膜、核膜模糊崩解，甚至细胞空泡化；精子细胞顶体膨胀、畸形甚至死亡；而精原细胞和支持细胞等均无明显改变，成熟精子具有抗原性。用流式细胞仪分析睾丸细胞成分的变化发现，睾丸细胞悬液的直方图中显示单倍体、四倍体DNA数量的荧光峰明显下降，这说明初级精母细胞后的发育受阻，造成精子细胞和精子数量的减少，也证实了微波辐射后最易受损的是粗线期初级精母细胞。
  


  
    有学者认为，微波引起细胞损伤的类型及生精上皮变化的顺序均由受热量而定。小剂量的热主要损伤粗线期精母细胞，尤其是在减数分裂前期；大剂量的热也同时损伤精子。而支持细胞、间质细胞的形态受影响较晚。微波对各级生精细胞损伤的幅度还取决于：①生精细胞在睾丸或附睾中的位置；②种属对微波的易感性；③微波辐射的程度和时限。哺乳动物中附睾管很长（人约6m左右），其中充满着不同发育阶段的生精细胞。生精小管末端和附睾头部较为幼稚的生精细胞比附睾尾部及输精管中成熟精子更易于受热损伤。不同种属动物对热的损伤作用反应不同。温度对成熟生精细胞的影响则取决于达到的温度及暴露时间的长短。短时间但较高的温度可影响附睾中储存精子细胞的结构与功能。
  


  
    适当剂量微波辐射只抑制精子的发生过程，并不损害睾丸间质组织，也不影响血液中的睾酮水平。受到微波辐射的损伤后，通常发生暂时性不育现象。一般不会达到足以引起永久性不育的辐射量，通常致死量方能如此。
  


  
    二、红外辐射对精子的影响
  


  
    红外辐射（infrared radiation）即红外线，是电磁辐射的一个组成部分，波长0.78～1000μm。他是由物质内原子和分子振动和旋转而产生。凡是绝对零度（-273℃）以上的物质都有红外辐射。因而自然界的所有物质均可成为红外辐射源，仅仅是波长不同而已。辐射光谱中不同强度的各种辐射线均可加热于组织，产生热效应。其穿透组织的能力取决于波长，其中长波（远）红外线（30～1000μm）只能透入人体组织5mm左右，大部分为皮肤表层所吸收，引起灼热感；短（近）红外线（0.73～3μm）可穿透组织30～80mm，为深部组织所吸收，引起生物学效应。大多数生物组织对1.5μm以上的红外线是不可通过的。
  


  
    适当的热效应是生物学作用的基础，对健康有益，可使血管扩张、充血，促进新陈代谢和细胞的增生，并有消炎、镇痛和加强紫外线杀菌作用。但过强的红外线辐射可对机体产生不良影响。有关红外线对精子影响的研究资料不多。有研究报道，近体表的睾丸对红外线异常敏感，可导致精子数目的暂时性减少，但目前尚缺乏详细的研究资料。
  


  
    三、激光对精子的影响
  


  
    激光（laser）是受激发射放大的简称，为20世纪60年代初兴起的一门新兴技术。激光对生物的作用有热作用、压强作用、电磁作用和刺激作用。自1960年Maiman研制出第一台脉冲红宝石激光器以来，激光已迅速应用于国民经济、国防建设以及科研医疗等许多领域。随着激光应用的日益广泛，研究其对人体的危害，制定防范措施显得非常必要。
  


  
    有关激光对生殖系统影响的研究不多。刘升安用医学上常用的He-Ne激光照射精子以研究其对精子的影响。其将绵羊精液分为对照组和四个不同剂量的He-Ne激光照射组。经照射后测定表明：低剂量对照组（0.9、1.8、7.2J/cm2）的精子活力、顶体异常率、呼吸强度、果糖利用率、精浆及浓度等6项指标均优于对照组和剂量14.4J/cm2组（P＜0.01或P＜0.05）；最适剂量为1.8J/cm2。用最适剂量照射新采集精液进行人工授精，绵羊的受精率为97.78%，比对照组提高4.82%（P＜0.05）。也有人报道应用激光照射人精子可提高精子活力，增强精子受精能力，且与剂量和时间有关。
  


  
    四、直流电对精子的影响
  


  
    直流电是人们日常生活中接触最多的物理因素，但其对精子的影响认识不多。王龙生等研究了微小直流电（tiny direct current）对离体人活动精子的影响。研究发现0.5mA的直流电可影响精子的活动，并可在很短时间内（2min）将精子杀死。作用早期可刺激精子，使其运动加速，但约2min内即可将两电极板间的精子全部杀死。精子死亡时间与电流大小成反比，并与电极的金属材料有关。扫描电镜及透射电镜观察发现，实验组精子头部结构基本完整，但尾部中段出现了一些破坏：质膜破裂、线粒体空泡化、微管解聚，并出现在此处折断的精子。研究者认为，微小直流电对精子的影响与直流电的电解原理有关。一方面，通电后Na+离子移向阴极，Cl-离子移向阳极，在电极上发生中和，生成钠原子和氯原子，他们进一步与水作用，生成酸和碱。从而在阴极呈碱性（NaOH），在阳极呈酸性（HCl）。这些变化不利于精子的生存。实验中出现阳极附近的精子先于阴极附近的精子死亡，说明酸性环境对精子功能的破坏。另一方面，在直流电的作用下各种细胞内的离子移动速率不同。首先是在外电场的作用下离子在细胞膜某处的堆积使得该处离子浓度增大。其次是高浓度的离子移动或扩散，如Na+、K+、Ca2+、Mg2+等离子的移动。这些离子的移动可使得蛋白的胶体结构及细胞膜通透性发生改变，从而抑制或提高了细胞的新陈代谢。这说明，所谓的生物电池，有可能作为一种长效而且不需要外加电源的杀精子能源。
  


  
    五、超声波对精子的影响
  


  
    在生活环境中，人类能感受的各种声音的频率范围约为20～20 000Hz，高于可听声音频率上限的声波叫超声波。超声波的频率范围为2×104～2×109 Hz，特超声波频率上限可达1012 Hz。超声波具有声波的一切属性，在其被广泛应用于医疗与诊断及其他工农业、航海、航天方面的同时，人们也发现其对作业人员也有一定的不良影响，如喷气飞机发动机转动时产生的超声可使工作人员产生头痛、恶心和耳鸣等称之为超声病的症状。在医疗应用超声波诊断与治疗的数十年中，真正的职业危害还未发现，但对怀孕妇女是否应做下腹部（子宫）超声检查有不同的看法。有人担心超声检查可能损坏子代健康，甚至诱发恶性肿瘤。但许多学者对大量人群的调查结果不支持这一观点。
  


  
    超声波对生殖系统的危害报告不多。万启智等用不同剂量的超声波对家兔［（17只，日本大耳白兔，平均体重（3.86±0.41）kg］附睾作用后精浆中肉碱及精子浓度进行了分析。结果显示：1～2W超声前后精液肉碱未见变化，精子浓度变化小；2.5～3.5W超声后4～44d肉碱显著下降（P＜0.005），50d后恢复正常，该剂量超声后精子浓度显著下降，50d后恢复正常；5～8W超声后4～85d精浆肉碱及精子浓度显著下降，观察125d精浆肉碱及精子浓度仍未见回升。结果表明，1～2W剂量超声波处理兔附睾后对精浆肉碱及精子浓度影响极小，是抗生育的无效剂量；而用5～8W剂量超声波处理后精浆肉碱及精子浓度在3个月内未能恢复，这可能是超声波抗生育效果不可逆剂量组；用2.5～3.8W剂量超声波处理附睾后在45d内精浆肉碱和精子浓度显著下降，50d后可以恢复正常，这是超声波抗生育有效且可以恢复生育的剂量组。关于超声波对精子的其他方面的影响有待进一步研究。
  


  
    六、体外震波对精子的影响
  


  
    体外震波是由超声频率发生器和限定震荡发生器产生的冲击波。与我们所熟悉的超声波相比较，在正弦性和震荡机械性方面，冲击波是非谐波，具有非线性压力特性。在压力振幅曲线上的陡峭升高导致压力的产生。冲击波的产生有两种基本形式，即超声频率发生器将能量释放于有限的空间里，从而产生一个膨胀的等离子区和一个冲击波。这个冲击波在自然界中常出现，即我们熟悉的暴风雨中闪电和雷鸣。在人为控制的条件下这种冲击波能成功的将结石击碎。压力波最初在水中传导速度比声波快，以后很快减慢至声速。传导的压力以非线性方式衰减，其物理特性早已在水下爆破中广泛研究。用几何上椭圆球面反射原理能将这种冲击波能聚焦于结石上从而予以击碎。
  


  
    限定震荡发生器经放电作用致表面震动产生脉冲冲击波。包括两种主要形式，即压电陶瓷效应和电磁效应。压电陶瓷经放电引起陶瓷晶片伸展，这种位移震荡会产生一种声脉冲波。将成千个这种晶片排列在球形凹面一侧，其球心即为冲击波焦点。在焦点处会产生很强的压力、张力和空化应力。电磁效应让一张绝缘的金属薄片放电产生电流，致使这一金属膜产生的冲击振荡，发生声脉冲击波，再将其聚焦于结石上。各种不同原理产生的冲击波聚焦后均能击碎结石。对结石的粉碎作用包括崩溃和震裂两种方式。空化应力使冲击波在进入和穿出结石的界面上产生崩溃作用。冲击波能被结石吸收后产生压力、强力和切变力导致对结石的震裂作用，从而冲击波对结石周围的生物组织影响很小。
  


  
    震波对人体的影响报道较多，但其对生殖系统的影响研究得不多。Ohmori等观察了震波对人精子及鼠睾丸的影响。精液标本放于37℃的水中，施加100、200、500及1000次震波，随着震波次数的增加精子活力及存活率下降，短尾精子的比率则增加。另外，对雄性幼年及成年Wistar大鼠的睾丸施加500或1000次震波，在震波治疗后睾丸立即可见肉眼血肿，光学显微镜下显示生精小管基底膜破裂、生精细胞溢出。5周后被震波作用的睾丸萎缩，生精小管中无生精细胞，仅有支持细胞。结果表明震波对精子及睾丸结构和功能有损害。
  


  
    七、温度对精子的影响
  


  
    很久以前人们就已经了解到温度与精子生成之间有一定的关系。实际上由于生理解剖的关系，阴囊内容物的温度要比体温低2℃左右，比腹腔温度低4℃。这种生理关系表明，适当的温度是精子生成的必要条件。
  


  
    （一）温热对精子的影响
  


  
    长期以来，由于温热与人类的生活密切相关，其对男性生殖系统特别是性腺组织的形态学、生化、组织化学、免疫学及其由此产生的对精子的影响一直是人们研究的重点。实验证明，给睾丸每天局部加温30min，15～20d内既对生精过程产生不利影响。短期加温时精子生成可逆，长期的温热效应将导致生精作用的不可逆反应。各种内源性的病理改变（如精索静脉曲张和隐睾等）和外源性因素（如长期坐在轮椅上的截瘫患者、电焊工人和穿紧身裤等）均可影响睾丸的温度调节，从而导致男性不育。
  


  
    近年来，利用电镜、各种免疫染色等技术进一步揭示了温热对生精过程的作用机制：
  


  
    1.温热引起的精子形态学改变
  


  
    研究发现，温热对生精细胞的抑制作用是有选择性的，早期精母细胞、晚期精母细胞、粗线期精母细胞和在形成及发育的精子细胞对温热最敏感。温热辐射可使这些细胞发生脱落变性。在精母细胞中，变性最早的形态学特征是胞质溶解。精子细胞变性最早的形态学改变是核染色质溶解，核心形成空泡，染色质聚集不均，使精子细胞呈戒指样结构。精子受热辐射后亦可发生明显的超微结构的改变，如胞质小滴呈中空结构、胞质空泡增加和线粒体模糊不清等。精子颈部等处外层细胞膜可中断。也发现有精子顶体异常的现象。并通过实验证实，温热使附睾内精子出现胞质小滴、精子通过附睾的速率加快、成熟减缓、受精率降低（极低或不能受精）。
  


  
    2.温热引起生殖系统代谢及生化的改变
  


  
    温热可使睾丸发生各种代谢和生化改变，这包括能量的产生、某些物质的利用、睾丸氧耗及酶活性等均有程度不同的异常。其结果导致睾丸生精组织被破坏，精子合成能力下降，使精子在睾丸中大量死亡、睾丸萎缩、体积缩小。
  


  
    3.引起生精微循环的改变
  


  
    在温热的作用下，生精小管和睾丸网的界膜增厚、纤维化和皱缩。其选择性和通透性发生改变，使得有选择性的物质交换和离子的交换发生紊乱，以至于精子上皮的营养供给受到影响，造成生殖上皮脱落。同时，也使生精微循环发生不适宜于精子生长的变化，阻碍了精子的发生和发育。
  


  
    4.免疫反应的改变
  


  
    在温热实验后可在血中检测到抗睾丸抗原的抗体，并观察到一种类似变态反应性睾丸炎的病理反应。这进一步影响了睾丸的生精功能和产生雄激素的功能。
  


  
    近年来，刘以训等对热激引起的睾丸支持细胞、血-睾屏障、精子发生的影响及相关分子的表达进行了深入、系统研究（见本书第二十章）。
  


  
    精子的发生需要生理性阴囊低温条件。临床观察也证实，隐睾患者精子减少或无精子是由于睾丸长期处于高于阴囊温度的腹腔内。经常穿紧身裤的男性患不育的比例大于非穿紧身裤者。长期热水浴、蒸汽浴者亦可观察到同样的情况。全身性疾病造成急慢性高热者亦可出现少精子或无精子症。在长期高温作业和高温环境中生活也可发生精子生成障碍。Thonneau等挑选1992年6～10月期间在法国七所产科医院住院分娩的604例产妇，进行了专项问卷调查。问卷的内容包括受孕前丈夫的工作条件，尤其是热接触环境特殊职业、工作时身体的姿势（站立位、坐位及长期坐在车上等）以及每天实际操作所经历的时间长短等资料。结果显示，因职业的需要每天在运载工具内取坐姿长达3h以上男性，其妻子头3个月内未受孕的比例明显增高；其中坐姿每天超过3h组，其比数比（OR）为4.0，95%可信区间（CI）为1.4～11.4；长期接触热环境组，OR为1.7，95%可信区间（CI）为1.0～2.8。这一流行病学调查结果进一步证实男性职业性热接触是男性不育的危险因素之一。
  


  
    （二）超低温对精子的影响
  


  
    最早文字记载的人工授精，是1770年在伦敦由John Hunter为尿道下裂患者首次进行的。200多年来，人工授精已成为治疗男性不育症的主要辅助受孕技术。为了解决人工授精的精子来源问题，世界各国相继建成了自己的精子库。人们对超低温对精子的影响进行了研究，使超低温精子冻存技术日益成熟。有关超低温冷冻技术请见本书辅助生殖技术篇，下面仅就超低温对精子的影响加以阐述。
  


  
    1.超低温引起的精子超微结构的变化
  


  
    精子超微结构的改变发生在骤然间冷冻和复温过程，尤其是在未添加冷冻保护的情况下。在此过程中，新鲜精液经受室温与-196.5℃之间的变化，精子超微结构发生物理损伤和化学损伤。其结果使精子外膜变薄，呈波浪状改变或破坏；胞质、顶体内和线粒体内透光物质增加，线粒体外形变圆，轴丝增粗；脂质过氧化，膜蛋白功能丧失，精子DNA损伤等。这些变化提示细胞肿胀是精子形态改变的主要特征。其原因是细胞内冰晶直接机械性损伤，细胞外冰晶形成引起渗透压的改变或挤压作用。细胞膜功能紊乱致使钠泵（Na+/K+-ATP酶）障碍，从而影响细胞内外水电解质平衡，造成水分内移。在细胞外有冰晶形成并随着温度的降低而增大，细胞发生脱水皱缩。在复温过程中，冰块融化，由于渗透压梯度的作用细胞转为肿胀状态。
  


  
    2.对精子细胞代谢的影响
  


  
    细胞膜的变化及通透性的增加（尤其是在细胞膜破裂时），使精子内重要代谢酶如葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、6-葡萄糖酸脱氢酶、谷草转氨酶、乳酸脱氢酶及三磷酸腺苷等外渗至精浆内。细胞内糖的有氧和无氧代谢均受到影响，甚至代谢停止。所以，一部分精子在冷冻复温过程中会丧失活力。实验证实，精子超微结构的损伤程度以及酶的漏失与精子活力的降低存在一致性。用于人工授精后，受精力与细胞的损害程度呈显著负相关。因而，细胞膜在冷冻复温过程中受损伤是精子活力和受精能力低于新鲜精子的原因之一。根据Mahadevan的研究，复温后细胞膜超微结构完全正常的精子只占8.8%。虽然用于人工授精后受精能力明显下降，但仍然有50%左右妇女受孕，提示细胞膜的改变并不完全影响受精能力。可能肿胀、甚至破裂的细胞膜仍能附着在卵子透明带上。
  


  
    3.对顶体反应的影响
  


  
    研究发现，冷冻复温精子头部在进入卵子透明带时，顶体前部溶解呈囊泡样改变，但顶体内膜和中纬段仍然保持完整。顶体内的顶体素在受精中能够溶解透明带，有利于精子穿透。顶体素活性可能与顶体内膜及中纬段有关。冷冻复温后肿胀的顶体并不影响顶体素的活性（即使顶体外膜破损），顶体内膜和中纬段并未丢失。因而，冷冻复温可能不影响精子穿透性。除非内膜和中纬段进一步破坏，精子则丧失穿透能力。
  


  
    4.对精子活力的影响
  


  
    冷冻复温后精子活力和运动速率将下降，或丧失活力，从而使授精潜力下降。其主要原因为线粒体肿胀、细胞呼吸受抑制和能量代谢障碍。轴丝的变化也可影响精子尾部的摆动及直线运动。此外，冻存还可导致精子过早获能，人热休克蛋白90（HSP-90）表达水平降低，最终导致精子寿命缩短、活率及活力降低等。
  


  
    5.不同保护液对精子的影响
  


  
    在精子的冷冻过程中，保护液对精子起重要的保护作用。现行的保护液为甘油，可分为单纯甘油和甘油复合液（多数为甘油卵黄单糖枸橼酸钠抗生素复合液）。在冷冻液中添加甘油，可增强精子线粒体的功能，但精液中甘油浓度高于10%时可造成精子制动、活力减退；低于5%时保护效果差。卵黄属于大分子膜外保护剂，有抗精子“温度休克”的作用，与甘油配伍可发挥膜内外协同保护作用，提高复温后精子的存活率和致孕率。单糖在保护液中起调整细胞膜内外渗透压的作用。枸橼酸钠溶液是缓冲盐试剂，起着调整渗透压和pH值的作用。有人发现他还有保护线粒体的功能，能对抗“温度休克”。保护液的浓度对防止精子损伤也有一定的影响。Wolly等曾提出用高浓度解冻液防止在复温过程中形成“渗透性肿胀”，还未得到一致的肯定。在保护液中加入咖啡因可提高细胞内cAMP、稳定细胞膜的通透性，但由于其对精子的毒性作用，仍未被广泛采用。于德新等采用改良保护液（二硫苏糖醇等）可使冷冻复温的人类精子得到更好的保护。这种保护液可防止细胞膜上的磷脂在冷冻复温过程中发生脂质过氧化，保护细胞膜的完整和通透性的稳定。通过与普通甘油卵黄保护液的复温组对比发现，改良组的精子超微结构损伤程度明显减轻；同时，测定精子内ATP含量高于甘油卵黄组，细胞外GOT活性明显低于卵黄组。研究还发现，冻存液中加入精浆蛋白，能抑制精子过早获能、脂质过氧化和冷休克诱导的精子质膜的改变，提高精子活力及膜的完整性。
  


  
    第三节　外界化学因素对精子的影响
  


  
    一、金属及其化合物对精子的影响
  


  
    金属及其化合物是与人类生活关系最为密切且危害最大的一类物质。远古时代人类就发现某些金属可危害人体健康，如炼丹术士的仙丹可使人中毒（含有铅或汞）；曾经一度文明昌盛的古罗马因为食用含铅食物引起生殖系统损害而造成民族衰亡。但真正了解金属及其化合物对人体危害尤其对生殖系统的危害则是近三十年的事。迄今为止，至少发现有21种金属具有不同程度的生殖系统毒性。其中对男性生殖系统有损害的有铅、汞、铝、铜、镉、锰、镍、铬、钒、砷等。下面就金属元素对男性精子的影响加以阐述。
  


  
    （一）铅及其化合物
  


  
    铅（plumbum，Pb）对生殖系统的危害研究最多。Gifllllan于1965年根据史料首先提出罗马帝国的衰亡可能与罗马人铅中毒有关。罗马人尤其是贵族盛行饮用添加铅丹（含Pb3O4）以增加甜味的葡萄酒和其他酒类产生广泛的铅中毒，从而导致普遍的生育能力下降和劣生现象。根据一个贵族区的资料记载，在19岁的101名男性中，已婚的35人中有18人无后嗣，10人每人只有1个子女，7人有2到3个子女（总计101名男性中仅有子女27人）；其家族子代的存活率很低，即使存活其子女中有不少体格和智力发育不全。近年来，各方面专家用生命统计学、毒理学、考古学、古尸骨分析等方法证实了Gifllllan的假设。铅对生殖系统的损害是通过两个途径进行的：一是对睾丸的直接作用；二是通过“下丘脑-垂体-睾丸”轴的间接作用。
  


  
    1.铅对睾丸的直接作用
  


  
    实验证实铅可通过血-睾屏障，直接作用于动物的睾丸，使睾丸发生形态学和功能上的损害。用醋酸铅染毒恒河猴，睾丸组织中和精液中的铅含量可增加；病理学检查可见早期精子细胞顶体泡扩大缺少顶体颗粒，支持细胞膜呈指状镶嵌，精液中异常精子数目增多，睾丸组织中γ-谷氨酰转肽酶（γ-GT）和脂质过氧化物酶量增高，并出现畸形精子增多和精子活力下降现象。这表明铅可引起睾丸代谢障碍并最终导致精子发生异常。小鼠实验发现，睾丸生精上皮损害，上皮层次和Leydig细胞减少，生精小管上皮细胞排列松散，精原细胞的正常分裂受阻，各级生精细胞减少，附睾管腔内缺乏精子，精液中精子畸形，精子数目及活率下降。金向阳等用体外原代培养的方法观察了醋酸铅对hCG刺激的原代Leydig细胞分泌睾酮和细胞内cAMP的影响。结果发现，Pb2+（10-7～10-4 mol/L）可使经hCG（100mIU）刺激处理24h的Leydig细胞内cAMP含量显著下降，并在10-6～10-4 mol/L时可使Leydig细胞T含量明显降低，且有明显剂量反应关系。这表明铅对Leydig细胞有损害，可影响生殖激素的分泌。他们还证明，醋酸铅可使Sertoli细胞内cAMP含量显著下降，乳酸和丙酮酸含量升高，并存在有明显的剂量-反应关系。因此，醋酸铅也可影响Sertoli细胞的功能，从而影响支持细胞对生精细胞的支持、营养、保护和代谢等功能。
  


  
    对接触铅的工人的精液检查发现，其精液中铅含量明显高于对照组，并且精液中铅含量也明显高于其本人的血铅含量；同时，精液中果糖和柠檬酸、乳酸脱氢酶同功酶（LDH-X）和琥珀酸脱氢酶（SDH）的含量也有不同程度的下降。这表明铅可通过人血-睾屏障进入精液，影响生精过程、精子的成熟及精子的活力，并有一定的蓄积作用。对24名20～40岁已婚铅作业工人的调查发现，工人的精子数量减少、畸形增多和LDH-X降低等，与对照组相比有明显差异。另有资料报道，铅作业工人的精子数量有明显改变，尤其是快速直线前向运动明显变慢，不活动精子的比例明显增高。
  


  
    铅对睾丸直接作用的结果是精子质和量发生了改变。其主要表现为精子数目减少，精子畸形率增加和精子活动能力减弱。精子畸形以大头、小头、不定性头、尖头、双头、卷尾、尖尾等最多见。同时，可有精液液化时间延长。
  


  
    2.对睾丸间接影响
  


  
    接触铅的初期，铅的毒性作用主要是对睾丸的直接作用。虽然睾酮的合成也受影响，但此时血清睾酮的水平仍可保持在正常范围。随着铅接触时间的延长，除铅对睾丸的直接作用外出现了对“下丘脑-垂体-睾丸”轴的间接作用。“下丘脑-垂体-睾丸”轴起调节生殖激素的作用，因而对精子的正常发育和成熟起重要作用。铅对睾丸间质细胞、下丘脑和腺垂体直接作用可影响该生殖轴的稳定调节。在这方面，铅主要是破坏GnRH的释放，使血清中FSH、LH和睾酮水平降低。
  


  
    在对铅作业工人生殖激素水平的研究发现，作业工人血清中FSH、LH和睾酮的平均值均明显低于对照组，三种激素和铅含量呈剂量-反应关系，而且与血铅值呈明显的负相关。因此认为，FSH的降低可使精子发育过程受阻；LH的降低使睾丸间质细胞的增殖受到抑制，从而使精子数目减少，活动能力减弱；而睾酮水平的下降是性欲减低和勃起功能障碍的主要原因。在对23名炼铅工人进行的多激素测定中发现，T含量在工龄5年以上者中明显降低，工龄3年以上者类固醇结合蛋白（SBG）明显升高，游离睾酮指数（FTI=T/SBG）降低，LH值升高，而FSH却未见明显改变。这些资料表明，铅可以通过损伤“下丘脑-垂体-睾丸”轴而影响生殖激素的平衡，使精子发育和成熟障碍。
  


  
    铅对精子发生影响的结果最终可累及男方妻子及其后代。有文献显示，中毒男方妻子流产率增加，异常妊娠发生率增高，子女患先天性疾病的机会增加。但这方面目前仍有疑义。
  


  
    （二）镉及其化合物
  


  
    镉（cadmium，Cd）是一种银白色金属，大量用于钢构件的电镀防蚀层、镍镉电池、银镉电池、光电池、钎焊合金及其他含镉合金、镉化合物的制造。镉化合物用于制造颜料、塑料稳定剂和荧光粉等。在镉、锌、铅的冶炼生产和废旧含镉合金回收熔炼过程及镀镉金属或合金在高温切割加工过程中，均可产生大量氧化镉烟尘，引起重度接触。各种含镉化合物、镉合金的生产及应用过程也可导致不同程度的镉接触。镉是一种重要的环境污染物。
  


  
    1.镉的毒性机制
  


  
    镉一般经呼吸道和消化道吸收。吸收后由于其生物半衰期长，常在体内蓄积引起蓄积性中毒。镉对肝、肾和睾丸有一定的亲和力，故常蓄积在这些组织中。在体内，游离的镉可与巯基结合，干扰巯基酶的活性，并可与羧基、羟基、氨基结合干扰酶活性。过氧化物酶、碳酸酐酶、磷酸酶和胰蛋白酶均可被体内的镉所抑制。另外，镉可降低P450的活力，从而干扰真核细胞的生化调节（通过与钙离子竞争钙调素）。因此，镉可影响细胞分裂和生长，从而导致性腺毒、胚胎毒和致突变效应等。
  


  
    2.镉对精子的影响
  


  
    实验证明，哺乳动物的睾丸和附睾组织对镉的毒副作用特别敏感。张明溪等报告了含镉饮水对大鼠睾丸的影响，并作有关酶组织化学检查。结果显示，大鼠连续饮用含CdCl21300mg/L的水后，其睾丸生精小管内各级生精细胞损害严重。生精小管和附睾内精子完全消失；生精小管各级生精细胞核呈固缩状，残留甚少且难以区别。腔内可见较多的多核聚体，嗜伊红团块和网状结构等坏死组织产物。并出现糖原PAS反应减弱，琥珀酸脱氢酶（succinate dehydrogenase，SDH）和镁激活三磷酸腺苷酶（Mg2+-ATPase）的活性降低；而乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）、酸性磷酸酶（acid phosphatase，ACP）的活性增强，提示饮用含CdCl2的饮水可引起睾丸生精小管上皮严重受损。另外，在低剂量大鼠的急性中毒实验中，可引起鼠睾丸、精囊、附睾的平均重量降低，减少幅度可达50%～85%，并可见输精管中精子数目和精液中完整精子明显减少。严重者大鼠睾丸变小、变硬、出血或血栓形成甚至坏死。但有实验证实，急性镉染毒对睾丸间质液和生精小管液的体积及睾酮的含量未产生影响。慢性毒性作用早期以睾丸的血管受损为主，晚期则累及睾丸实质组织的细胞，出现生精上皮广泛变性坏死、核皱缩、生精小管纤维化，直至睾丸萎缩。其他哺乳动物也有类似的损害。镉对附睾的毒性作用较睾丸轻，可出现附睾上皮和体积的缩小，管间结缔组织体积增加，附睾管内精子减少。
  


  
    在生殖系统中，镉可抑制与生殖有关的含锌和巯基的酶，如碱性磷酸酶、乳酸脱氢酶、α-酮戊二酸脱氢酶和作为精子特异标志的LDH-X酶等的活性。实验证明，在睾丸组织受损的同时，血中雄性激素和促性腺激素的水平也发生改变。睾丸内分泌功能的损害影响了精子生成，使精子数目和精子活力均降低；并使精子中乙酰胆碱活性受到抑制，从而影响精子的授精能力，造成生育率低下。
  


  
    以上这些变化通过直接作用和生殖激素的紊乱将最终影响精子的生成和发育成熟，降低精子的活力。在镉作业男工中可出现精子成熟障碍，精子数目减少或缺乏。
  


  
    （三）汞及其无机化合物
  


  
    汞（mercury，Hg）又称水银，是唯一在常温下呈液态并易流动的金属。汞较易蒸发到空气中引起危害。金属汞的生产和应用非常广泛，例如汞矿的开采与冶炼，各种仪表的制造、校验和维修，灯具的生产，化工，医疗以及用汞剂方式提取金银等。汞的无机化合物如硝酸汞、升汞、甘汞、溴化汞、硫化汞、硫酸汞、氰化汞等，用于汞化合物的合成，或作为催化剂、颜料、涂料、药物等。因此凡是与这些生产和应用的接触不当均可引起汞中毒。
  


  
    1.汞的毒性机制
  


  
    汞的毒性作用是多方面的。金属汞以蒸气形式由呼吸道进入人体，皮肤吸收量很少，但在皮肤破损时吸收量较多。消化道基本不吸收，故健康人口服金属汞不会引起中毒。金属汞的静脉和皮下注射均可引起中毒。通常，金属汞易于通过肺泡膜进入体内，溶于血液中。其中吸入的汞可由肺泡吸收50%左右。血液中的汞最初分布于红细胞及血浆中，以后到达全身各处，其中以肾脏含量最多。血液与组织中的汞可与蛋白质及酶系统的巯基结合，抑制其功能。汞与含巯基的硫辛酸、泛酰硫氢乙胺及辅酶A结合，可影响丙酮酸的代谢；汞作用于还原型谷胱甘肽，损害其氧化还原功能。体内有许多非功能性巯基，构成球蛋白的疏水部分，当这些巯基与汞结合时可引起其体积缩小，整个分子扭曲变形，使酶失去活性。高浓度的汞还可与酶中的氨基、羟基、磷酰基、羧基等结合引起相应的损害。汞可通过钙离子而激活细胞内的磷脂酶，分解细胞内的磷脂，生成花生四烯酸与氧自由基等而损害其功能。总之，汞的作用是多方面的，到目前为止许多细节问题仍在研究之中。
  


  
    2.汞对睾丸及精子的影响
  


  
    动物实验证实，无论是无机汞和有机汞均可通过血-睾屏障，但有机汞化合物较无机汞透过的快且在睾丸中蓄积量大，从而影响性腺及内分泌功能。在睾丸中蓄积的有机汞可比无机化合物高4倍；精原细胞和精母细胞中有机汞的含量比无机汞高1倍，吸收的速度也快1倍。蓄积在睾丸中的汞可抑制胸腺嘧啶脱氧核苷、尿嘧啶核苷及L-亮氨酸，从而干扰生精细胞内DNA、RNA以及蛋白质的合成。虽然无机汞和有机汞均可影响雄性动物的生殖能力，但他们对睾丸的损害程度和损害类型有所不同。有机汞对睾丸损害较重，影响早期生精细胞，并可导致不育；无机汞则主要影响精原细胞和精母细胞，使生育能力降低，但其对睾丸的损伤是可逆的。
  


  
    金向阳等用体外原代培养的方法观察了醋酸汞对hCG刺激的原代Leydig细胞睾酮（T）分泌和细胞内cAMP的影响。结果发现，Hg2+（10-8～10-5 mol/L）可使经hCG（100mIU）刺激处理24h的Leydig细胞内cAMP含量显著下降，并使在Hg2+（10-7～10-5 mol/L）时的Leydig细胞T含量明显降低，且有明显剂量-反应关系。这表明汞对Leydig细胞有损害，可影响生殖激素的分泌。研究还证明，醋酸汞可使Sertoli细胞内cAMP含量显著下降，乳酸和丙酮酸含量升高，并存在有明显的剂量-反应关系。因此，醋酸汞也可影响Sertoli细胞的功能，从而影响支持细胞对生精细胞的支持、营养、保护和代谢等功能。朱士雅等通过经口摄入HgCl2对大鼠生殖系统及子代发育影响的观察发现，实验大鼠血汞、胎盘汞、卵巢汞和睾丸汞均高于对照组；染毒组中高剂量组（3.18mol/L）大鼠的受孕率明显低于对照组；病理检查发现，染毒大鼠睾丸生精小管内成熟精子减少。电镜下可见，生精细胞胞质内脂质体增加，生精细胞有退行性变，这表明HgCl可影响精子的成熟。
  


  
    孙志伟等用氚标胸腺嘧啶核苷（3 H-TdR）掺入法和体内程序外DNA修复合成（UDS）研究了甲基汞（Mehyel Mercury）的遗传毒性和生殖毒性。结果显示，甲基汞可抑制雄性生殖细胞DNA合成，损伤生殖细胞DNA，造成程序外DNA复制合成增加。进一步的研究结果显示，在甲基汞慢性染毒时，甲基汞可使成熟精子细胞数量下降，精子畸形率增加。组织学检查可见染毒小鼠生精小管横截面积减少，管内精子数量减少。这种损害作用与甲基汞的染毒剂量和其在体内的蓄积有关。李洪等对38名接触汞蒸气汞作业男工和18名对照男工的精浆成分进行分析。结果显示，接触汞的男工的精浆转铁蛋白、果糖总量和精子浓度均显著低于对照组，且随着血汞浓度的增加而逐渐下降。但未发现接触组精浆柠檬酸、锌和铜含量与对照组有显著性差异。这表明，长期接触汞蒸汽可能对男性生精上皮的支持细胞及精囊功能产生不良影响。
  


  
    （四）锰及其化合物
  


  
    锰（manganum，Mn）是动植物不可缺少的营养成分之一，是人体代谢过程中所必需的微量元素。其对生殖系统有双相作用。一方面，锰是维持正常生殖功能所必需的，当锰缺乏时，可引起精子成熟障碍，导致少精子症或无精子症。另一方面，如果机体摄入过量的锰可使睾丸发生组织学改变和性功能障碍。
  


  
    1.锰的作用机制
  


  
    在人体内锰是多种酶的激活剂，与人体的生长发育有密切关系。人和大白鼠的睾丸中存在有依赖锰的腺苷酸环化酶，所以锰与生殖系统有密切关系。同时，锰可影响乳酸脱氢酶及琥珀酸脱氢酶的活性。不论体内是缺锰或是锰过多均可影响这些酶的活性，从而对生殖激素的合成及精子的生成和发育造成不良影响。
  


  
    2.锰对睾丸的影响
  


  
    雄性动物的生殖器官对大量锰特别敏感（对其他器官无中毒反应的剂量）。染毒早期主要表现为睾丸间质水肿、充血；继之发生生精小管损害，表现为生精上皮细胞解离、脱落，输精管中精子变异、数目减少、活动率下降。同时可见生精小管内精母细胞明显减少。锰中毒时，睾丸组织中的生化变化较明显，且比组织学改变为早。
  


  
    纪淑琴每天给大鼠腹腔注射氯化锰15mg/kg，连续60d及84d，结果发现大鼠睾丸重量下降；血清锰无明显增高，但睾丸组织锰含量却增高；光镜下可见睾丸生精小管呈不同程度的变性，管内生精细胞数目减少、缺如，精子形成少或无。另有实验证实，染毒后30d，睾丸中锰的含量可升高4倍，90d后可达9倍。丙氨酸、亮氨酸、胱氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、谷氨酸等均可明显增高，而乳酸脱氢酶、琥珀酸脱氢酶、胆固醇、磷酸脂、糖原等均见明显降低。生精小管上皮中的G-6PD活性降低甚至消失，而间质中的G-6PD活性却升高；3β-羟类固醇脱氢酶活性升高，生精小管中的黄递酶活性降低和酸性磷酸酶活性升高等。由于以上酶系的变化，影响了生精小管细胞的能量代谢，结果导致生精小管生精上皮的损害，甚至变性坏死。庄碧嘉等给雄性小鼠亚急性染毒腹腔注射硫酸锰30、60mg/kg以观察锰对雄性小鼠生殖系统的影响。结果发现，锰可导致早期生精细胞微核率升高，精子数和活动率减少，畸形精子率增加；且睾丸组织内微量元素铜、锌、钙有所改变，LDH（乳酸脱氢酶）、ALP（碱性磷酸酶）和胆固醇含量下降；血清睾酮含量下降，LH含量升高。对锰矿接触烟尘的52名男工的调查发现，其精子活动率平均为56%，明显低于对照组（64%），精液中LDH明显增高；而乳酸脱氢酶的同工酶LDH-X则明显降低。
  


  
    3.锰对生殖激素的影响
  


  
    有资料表明，锰中毒男工尿中17-羟和17-酮类固醇降低，重度者可见到甲状腺、垂体和睾丸有萎缩性变化；锰接触男工血清T降低，FSH和LH有增高趋势。马勇等对300名电焊男工进行职业生殖流行病学调查，结果显示：焊工组性功能障碍发生率为13.0%，对照组为5.2%；其中，勃起功能障碍、早泄、不射精或射精困难、性欲减退等指标的发生率也明显高于对照组；血清生殖激素配对测试，T均值为17.75nmol/L，对照组22.99nmol/L。电焊男工妻子的自然流产率、死胎率分别为7.71%、1.03%，均明显多于对照组（4.14%，0.15%）。这表明锰接触可造成生殖激素和精子的变化，从而导致性功能障碍和流产率的增加。
  


  
    4.锰对精子的影响
  


  
    锰可抑制生精上皮中线粒体的琥珀酸脱氢酶，使大量细胞死亡，从而影响生精过程。锰中毒患者妻子的流产率增加和出生婴儿的畸形率增加，由此可推测锰中毒可能导致精子细胞遗传结构的改变。动物实验表明，锰中毒可导致早期生精细胞微核率升高，精子数和活动率减少，畸形精子率增加和活动率下降。
  


  
    （五）砷及其化合物
  


  
    有关砷（arsenium，As）对精子影响的资料不多。用小剂量As2O3染毒小鼠，在皮肤、肝脏、肾脏和脾等出现病理学变化时睾丸却未见损害；高剂量时睾丸生精上皮可有显著变性。一次以氨苯基砷酸治疗公猪痢疾而引起的公猪中毒事故中，部分幸存公猪发生睾丸炎和附睾炎，检查发现精子数目减少、活动力降低、畸形精子数目增多，并有交配能力减弱。但高奎斌等却报道，在1/3LD50剂量（1mg/kg）的亚砷酸钠染毒组中，小鼠的各级精母细胞结构基本正常；在1/3LD50剂量（250mg/kg）的醋酸铅染毒组中出现严重的睾丸精子毒性反应（见铅中毒）；而铅、砷混合组的各级生精细胞形态学改变明显较单独染铅组轻。结果表明，在实验条件下，砷可减轻铅对睾丸组织的病理损伤作用。目前尚未有砷对人体生殖系统损害的有关报道。
  


  
    （六）镍及其化合物
  


  
    镍（nickel，Ni）是有色重金属，广泛用于石油、化工机械等工业部门，人类接触较广泛。同时，镍也是人体必需的微量元素。世界卫生组织报道的成人每日生理需要量为0.02mg，主要来自食物中的谷类和蔬菜。Ni 2+缺乏可引起生长抑制，肝功能异常等表现。若母体Ni 2+缺乏还可导致子代死亡率增加。然而，过量摄入Ni 2+亦可造成机体损害。从目前的研究资料表明，Ni 2+具有毒性、致敏性（作为半抗原）、致突变和致癌性。近年来，Ni 2+的生殖毒性问题更引起人们的重视。
  


  
    1.Ni 2+对动物精子及睾丸的作用
  


  
    在以10和20mg/kg的NiCl2染毒小鼠（连续5d作腹腔注射）后，取睾丸作病理组织学和超微结构检查。结果发现，10mg/kg组睾丸生精小管上皮中的各发育阶段的生精细胞有大小不等的空泡；生精小管内支持细胞胞质中溶酶体数量增加，线粒体嵴肿胀；精母细胞核固缩，线粒体空泡样变性；精子顶体发育不良；精原细胞核膜不清，核固缩。20mg/kg组生精小管生精上皮弥漫性空泡样变，支持细胞胞质有空泡，精原细胞皱缩、空泡化，精母细胞代偿性增大。超微结构表现除与10mg/kg组相同外，尚有支持细胞线粒体空泡化；精母细胞核质空泡化，线粒体数量减少；精子细胞顶体发育障碍且颗粒结构不清；部分精子头部顶体形状不规则。以较小剂量的NiCl2（1、5和15mg/kg）对昆明小鼠作腹腔注射，35d后检查发现，5和 15mg/kg组小鼠精子数量减少，精子活动率降低；且三组精子畸形率均明显高于对照组，95%精子畸形表现为头部畸形。三组小鼠睾丸初级精母细胞性染色体早熟分离均显著高于对照组，常染色体早熟分离改变不明显。Lindemann等用0.66mmol/L的NiSO2与公牛精子作体外培养结果显示，精子活力随培养时间延长而逐渐减弱，活动节律不对称，最终精子活力完全丧失。但活力丧失的精子其鞭毛尚保持有不对称的对机械刺激反应性。由此可见，Ni 2+可引起精子能量代谢障碍，并可损伤精子鞭毛轴丝。
  


  
    然而，姜方旭对10～12周龄的LACA雄性小鼠分别用20、30和40mg/kg的NiCl2作一次性腹腔注射，于注射后12和24h解剖取睾丸进行酶组织化学分析。其结果与上述不同：在40mg/kg组小鼠已有明显的中毒症状，但各组小鼠生精小管数个部分（基底小室、围腔小室、晚期精子细胞）和间质细胞中的SDH、Mg2+-ATPase、非特异性脂酶、细胞色素氧化酶、己糖激酶、核苷酸酶等均无明显改变。由此，作者认为小鼠睾丸不是NiCl2毒性的敏感器官。但作者未对乳酸脱氢酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶和酸性磷酸酶活性进行检测分析。
  


  
    2.Ni 2+对人睾丸及精子的影响
  


  
    正常人精子与NiSO2体外培养，当Ni 2+终浓度为10-4和2×10-4 mol/L时，培养150min，精子染色体畸变明显增高，分别为15.4%和16.8%；但精子存活率培养前后变化不大。当2×10-4 mol/L的Ni 2+与精子培养时间延长≥360min，或10-3和10-2 mol/L Ni 2+与精子培养20min/L时，则精子存活率明显降低。人精子和金黄地鼠卵子与2×10-1 mol/L的Ni 2+培养150min之后，再混合孵育2h，人精子对金黄地鼠卵子的穿透率（受精）与对照比较无明显差异。实验表明2×10-4 mol/L以上浓度的Ni 2+能诱发人精子染色体畸变，但Ni 2+浓度低于2×10-4 mol/L时，对人精子受精能力和存活率影响不明显。Ni 2+对精子的作用主要表现为精子遗传物质的损伤，而对精子的受精和生存能力无明显作用。
  


  
    （七）铬及其化合物
  


  
    铬（chromium，Cr）是人体必需的微量元素。人从食物中摄取的铬通常为50～200g/d，但过多摄入铬可对人体产生损害。铬主要用于生产染料、印染和鞣革，除此之外还用作木材防腐剂、农用杀菌剂、阻冻剂、杀藻剂。在玻璃制造、陶瓷、照相雕刻和蓝硒工艺及制造优质合金和钢材也需用铬。铬矿石的冶炼工和电镀工可能接触更多的铬酸雾。自然界存在的三价铬毒性明显小于人工制造的六价铬。职业接触铬化物可造成皮肤和上呼吸道刺激、变态反应性疾病和呼吸道癌症，对胃肠道和肾的损害也有报道。研究证明，铬具有致癌、致突变、致过敏（为过敏源）作用。六价铬化合物是已明确的人类致癌物，几乎所有的六价铬化合物用原核和真核细胞系统作短期诱变实验均有阳性结果。体外实验中三价铬的诱变能力与六价铬相似，但哺乳动物的诱变实验显示，三价铬化合物不能诱发突变。
  


  
    到目前为止，有关铬对精子影响的研究资料不多。一份来自铬酸盐生产工人生殖结局调查协作组的回顾性队列研究表明，从事铬酸盐生产的男工妻子自然流产率为4.92%，显著高于对照组的2.67%，但不孕、死胎、早产、过期产、低体重儿、子代出生缺陷、新生儿死亡和围产儿死亡的发生率与对照组相比差异均无显著性。自然流产率是人类生殖损害的重要指标，可能是男工染毒后致精子损害的结果。
  


  
    （八）矾及其化合物
  


  
    矾（vanadium，V）及其化合物V2O5是人类接触较多的一种物质。含矾矿的开采、选矿、提矾、生产V2O5、含矾合金的冶炼等都可接触矾或V2O5。同时，V2O5还是多种化工生产的催化剂。生产工人主要接触空气中的矾及其化合物的烟尘而染毒。主要经呼吸道吸收，经消化道吸收差。体内许多组织都有富集矾的能力。矾具有多种生化毒理作用，如抑制单胺氧化酶、胆碱酯酶，抑制辅酶A、辅酶I和辅酶Q等的合成，干扰ATP酶、酪氨酸酶等酶系统。同时，矾在体内可使磷酸吡哆醛活化，抑制磷脂和其他脂类、β-羟-β-甲基戊二酸酯、β-甲基-丁稀酸酯和甲羟戊酸的生成和利用。另外，矾还有免疫毒性。
  


  
    近年研究报告表明，矾具有生殖毒性。Roshchin以硝酸矾对大鼠染毒发现，染毒后睾丸生精小管发生明显改变，精原细胞和精子数目减少。染毒雄鼠与健康雌鼠交配后胚胎在着床前死亡。随着时间的推移，大量精子变形和死亡，致孕能力明显降低甚至不孕。张天宝等探讨了V2O5对成年Wistar大鼠精子发生不同阶段的影响。结果显示，V2O5主要损伤睾丸的生精细胞和Sertoli细胞，而对间质细胞损伤不明显。他们将成年大鼠分成四组，经腹腔注射分别给予0、0.32、0.8和2.0mg/kg剂量的溶液每天一次，每周6次，共45d。结果显示，2.0mg/kg剂量组动物出现体重下降、腹泻等毒性反应。睾丸和附睾重量各组均无明显改变，但各实验组每日精子生成量均减少，呈剂量反应关系。2.0mg/kg和0.8mg/kg剂量组观察到生精小管上皮和Sertoli细胞LDH，SDH，NADPH，α-GPD活性下降、部分生精小管ACP活性下降，但间质细胞和生精小管基底膜酶活性未见改变。中、高剂量组交配率有降低的趋势，各实验组均观察到活胎率下降，吸收胎率增高。结果表明，在无明显毒性情况下，矾可通过影响生精细胞的能量代谢及Sertoli细胞的功能，导致精子生成量减少，并影响生殖。
  


  
    （九）铝及其化合物
  


  
    铝（aluminium，Al）是人们日常生活接触较多的金属物质。正常人体内含有一定量的铝，但大量的铝蓄积在体内则会产生毒性作用。近年来，国内外对铝的毒性研究较多，但其对生殖系统的毒性研究则较少，尤其是铝对人生殖系统的影响至今未见报道。
  


  
    铝对雄性动物的睾丸生精功能和精子质量有明显的影响。张明溪等（1991）以含氧化铝的饲料长期喂养雄性大鼠，可使睾丸生精小管的精原细胞明显受损。低剂量时，即可使睾丸有关组织化学和新陈代谢酶的活性受到抑制，从而影响睾丸的正常功能。有报道硫酸铝可使雄性小鼠的精子发生畸形。王松鹤等采取大鼠腹腔注射硫酸铝的方法，观察了铝对睾丸的毒性作用。实验分为高铝组和低铝组，高铝组用量8mg/kg，5次/周，总铝量为60mg；低铝组用量0.8mg/kg，5次/周，总铝量为6mg，注铝后43d处死各组大鼠，取睾丸进行各项检查。结果显示，高铝组睾丸表面凸凹不平，体积变小，剖面浑浊液流出甚少；睾丸重量随着给铝量的增加而减轻。高铝组生精小管明显萎缩，体积变小，管壁变薄，精原细胞无明显减少，各级精母细胞数量减少并固缩，少数精母细胞呈双核或多核巨细胞；精子细胞浅染，结构不清，退化成红染样无结构物。高铝组除以上变化外尚出现特征性病变：①精母细胞定向障碍；②精母细胞发育受阻；③生精低下；④出现袖套状改变：睾丸实质铝染色（-），脏层鞘膜、白膜铝染色（+）等。Yokel（1985）以400μmol/kg的乳酸铝给予雄兔，结果显示，交配母兔的受孕率明显降低。他指出，铝可导致动物染色体畸变，死胎率升高。
  


  
    （十）铜及其化合物
  


  
    铜是人类使用较早的金属物质，是人体内的微量元素。他能明显的抑制精子活动力和运动速度，影响精子的存活率及穿透宫颈黏液的能力。其在医学上用于避孕始于20世纪60年代后期。男科学专家们一直试图将其应用于男性节育。同时，有人试图通过测定精浆中铜含量来作为衡量精液质量的标准之一。详细见本书第十四章。
  


  
    二、苯及同系有机溶剂对精子的影响
  


  
    苯及其同系物甲苯、二甲苯与人们的生产生活关系密切。他们被广泛应用于油漆、喷漆、印刷、制鞋、橡胶、绝缘材料、五金机械、电子仪表以及有关化工合成等许多方面。国内外不少动物实验和人群流行病学资料表明高浓度苯、甲苯、二甲苯具有明显的生殖及发育毒性，可造成胎仔生长发育迟缓、骨骼发育异常等。
  


  
    动物实验表明，苯不影响小鼠睾丸的重量，却影响精原细胞分化，使其出现四倍体或单倍体的比例大大增加。朱玉芬等用昆明小鼠在苯染毒浓度为30、300、3 000及30 000mg/m3下，分别行精子畸形实验、精母细胞染色体畸变实验和精原细胞SCE实验。结果显示，苯染毒组精子畸变率与阴性对照有显著性差异，且有剂量-反应关系。染毒组初级精母细胞异常，有链状四价体、断片和断裂及单价体，与对照相比有显著性差异，且有剂量-反应关系。各染毒组分别与阴性对照组进行比较，精原细胞SCE发生率除30mg/m3外均有显著性差异。
  


  
    在人群资料中，Mckinney调查发现，儿童白血病与其父亲在母亲妊娠前接触苯显著相关。苯接触剂量为15.81mg/m2的可信区间为1.67～26.44mg/m2。这从侧面反映了苯对精子的影响。但Strucker调查了823名化工厂接触苯及其同系物的男工的妻子，统计了1739次妊娠结局，结果表明，父亲接触苯及其同系物并不增加其配偶自然流产率发生的危险度。
  


  
    三、苯的氨基和硝基化合物对精子的影响
  


  
    苯的氨基和硝基化合物是苯（及其同系物）环上氢原子被氨基（NH2）或硝基（NO2）等取代所形成的一类芳香族化合物。该类化合物被广泛应用于染料、印刷、制药、橡胶、炸药和农药等许多化学工业。常见的有二硝基苯、三硝基甲苯、二硝基甲苯等。他们有许多共同的理化性质，如具有挥发性低，易溶于脂肪和有机溶剂，在常温下为固体或气体等。其粉尘或蒸气可经呼吸道进入人体，也可通过直接或间接污染皮肤、水源等而引起人体中毒。另外，虽然该类物质在毒理学上有许多共同的特点，但由于其苯环上所取代的氨基或硝基的位置和数目的不同，其毒性作用相差很大。动物实验和流行病学调查均发现该类物质可对生殖功能和妊娠结局产生不良后果。
  


  
    1.三硝基甲苯对精子的影响
  


  
    三硝基甲苯（trinitrotoluene，TNT）是炸药的主要成分。其毒性作用的靶器官主要是肝脏、眼晶体、血液和睾丸。TNT是一种移码型诱变物，其作用随TNT中存在对位硝基而增强。动物实验证实，TNT可引起睾丸萎缩，生精小管上皮变性和坏死，从而引起各级生精细胞减少。在轻中度损害的睾丸，可见精子细胞和精子缺乏，少数精母细胞留在变性的生精小管内。同时，可见间质细胞增生和生精小管间质水肿。电镜下可见生精细胞明显受损：细胞核固缩、溶解，线粒体局灶性增生，嵴断裂或溶解，胞质有大量空泡；精子顶体形成障碍，表现为顶体局部溶解、破坏或消失等。支持细胞也可见线粒体变性及胞质空泡形成。
  


  
    TNT对大鼠睾丸的酶活性有明显影响。在TNT急性染毒实验中，可发现睾丸乳酸脱氢酶、琥珀酸脱氢酶、6-磷酸葡萄糖脱氢酶的活性均有显著降低。从而直接和间接影响睾丸的能量代谢、睾酮的合成以及生精细胞形成与成熟等。在亚急性和慢性染毒实验中可出现睾丸铜、锌等微量元素的降低。且这种变化比TNT引起ACP等酶活性的变化更敏感。在TNT引起的睾丸损害中，睾丸的间质细胞相对比支持细胞敏感。
  


  
    人类流行病学调查显示，经常接触TNT的男工血清睾酮含量明显下降，并出现了男工性功能异常，如性欲减退、早泄、勃起功能障碍等。精液检查出现每次射精量减少、精液液化时间延长、精子存活率降低、精子数量减少和精子形态异常率增加。生化检查可发现睾丸中铜、锌含量下降。刘海喜等对2个TNT作业工厂进行调查，结果显示，精液中Cu、Zn、Na、Mg和Se在观察组和对照组间均有显著性差异。另有报道，补锌可拮抗TNT对睾丸的毒性作用。
  


  
    2.硝基苯对精子的影响
  


  
    硝基苯（nitrobenzene）是用于工业上制造苯胺、偶氮苯染料、香料、炸药等的原料，为一种无色或微黄色具有苦杏仁味的液体。接触人员可经皮肤或呼吸道吸收染毒。中毒后主要出现高铁血红蛋白症。动物实验证实，硝基苯可直接损害睾丸细胞，引起精原细胞坏死、精子形成障碍、精子排出量减少。引起精子形成障碍的经口染毒剂量大于300mg/kg。体外实验结果显示，硝基苯浓度＞5×10-4 mol/L时，可引起睾丸支持细胞空泡样变，并可使支持细胞乳酸盐和丙酮酸盐的分泌增加，且其增加与染毒剂量呈正相关。这表明硝基苯可直接作用于睾丸支持细胞，干扰其功能的正常发挥，从而进一步影响精原细胞的物质供应和代谢。
  


  
    3.二硝基苯对精子的影响
  


  
    二硝基苯（dinitrobenzene）为无色或黄色单斜片状晶体，工业上用于染料或染料中间体和炸药的制造。该物质极易被皮肤吸收，其毒性远大于苯胺和硝基苯，为一种强烈的高铁血红蛋白形成剂。二硝基苯除具有严重的肝脏损害外还具有较强的睾丸毒性。实验显示，经口一次给雄性大鼠15mg/kg以上的染毒剂量，即可导致广泛的睾丸组织损害和生殖功能障碍。表现为睾丸重量减轻，输精管萎缩，精子数量减少，形态异常，活动度降低以及受精能力丧失。用1，3-二硝基苯对雄性大鼠慢性染毒12周，结果表明，每天剂量大于1.5mg/kg时即可影响生殖功能。但染毒后5个月，其功能可恢复正常。体外实验表明，大鼠睾丸支持细胞是1，3-二硝基苯生殖毒性的主要靶细胞。在精原细胞出现形态改变前，首先损害支持细胞，引起支持细胞功能变化和空泡形成及萎缩等形态改变。随着1，3-二硝基苯染毒剂量的增加，支持细胞分泌乳酸盐和丙酮酸盐的量也相应增加，最终导致精原细胞、初级精母细胞和次级精母细胞出现坏死。
  


  
    4.二硝基甲苯
  


  
    二硝基甲苯（dinitrotoluene）为黄色针状晶体，是工业上用于制造染料和TNT的中间体，其毒性与TNT相似。实验表明，2，4-二硝基甲苯和1，6-二硝基甲苯对雄性大鼠和小鼠均具有生殖毒性。这种毒害表现为睾丸重量降低，生精小管萎缩和精液缺乏，但这种损害在一定条件下是可复性的。
  


  
    四、二硫化碳对精子的影响
  


  
    二硫化碳（CS2）为一种气体化合物，在工农业生产上应用较广泛。储存食品、纺丝工和人造纤维生产等工种均可接触CS2。CS2多经呼吸道吸入进入人体，其不同染毒途径时对人体的损害程度和结果不同。人们对CS2的生殖毒性认识较早，研究亦较深刻。
  


  
    1.CS2对睾丸的作用
  


  
    CS2对许多动物的睾丸有损害作用。研究表明，皮下注射CS2染毒可引起睾丸萎缩，精子生成障碍。急性吸入染毒可引起睾丸间质充血、肿胀，附睾血管扩张，生精细胞轻度萎缩，生精功能减弱。静脉注射染毒同样也可引起睾丸和生精小管萎缩，间质增生。有报道，腹腔注射CS260d，低剂量组（12.5mg/kg隔日）对睾丸未产生影响；但高剂量组（25mg/kg，隔日）睾丸血管发生扩张，基质内出现渗血和渗出物，管内精子数量减少。在120d时可出现精子发生和间质组织进一步退行性变。在接触CS2的男性患者中也发现有睾丸萎缩和间质纤维化的情况存在。
  


  
    2.CS2对生殖激素的影响
  


  
    在动物实验中，Zenick等使成年雄性大鼠吸入CS210周，未观察到对血浆睾酮、FSH及LH等雄生殖激素和促性腺激素分泌的影响。而Tepe等在同样的条件下结果却显示染毒大鼠血浆睾酮降低。对接触CS2男工的检查发现，血清睾酮及雄激素结合蛋白水平均显著下降，LH和FSH明显低于对照组；尿中雄甾酮的排出减少，其程度与CS2接触年限长短呈正相关。这些均表明CS2损害了睾丸的内分泌功能。
  


  
    3.CS2对精子的影响
  


  
    实验显示，CS2对精子的生成具有毒害作用和致突变效应。染毒动物可出现精母细胞常染色体畸变率和性染色体异常率增加。但在探讨CS2对雄性小鼠的生殖细胞致突变效应能否遗传给子代的实验中未发现F0和F1代雄性小鼠的生育力降低。F1代雄性小鼠的睾丸细胞遗传学分析未发现其染色体有移位。Bariliak等使雄性大鼠在含CS2和H2S的环境下染毒70～90d。染毒后的大鼠与健康雌鼠交配，结果显示总胚胎死亡率高达39.1%，显著高于对照组的9.3%。染毒组可观察到胚胎有泌尿生殖系统和骨骼系统异常。Zenik等报道，雄性大鼠吸入CS2后，第7周精子数量显著减少，并在整个吸入的10周内保持减少的状态，但对精子形态及精子活力的影响不明显。也有大鼠慢性低浓度吸入CS2未引起精子发生和精子功能状态受影响的报道。国内外对纺丝男工和人造纤维厂男工的调查均发现，CS2接触可引起男工精子生成障碍，表现为：精子活力低下，精子数减少，精子畸形率增加。对有精子生成障碍的男工追踪观察发现，在脱离CS2环境后精子状况有所好转。同时发现，男工妻子自然流产率和其子代出生缺陷的发生率比对照组明显增高。子代出生缺陷主要表现为腹腔缺陷（腹股沟疝和脐疝）、中枢神经系统缺陷（大脑发育不全、无脑儿和先天性脊柱裂）及先天性心脏病。但在早产、死胎、低体重儿、新生儿死亡和围产期死亡率方面与对照组相比无显著性差异。
  


  
    总之，以上研究表明，CS2通过直接损害睾丸和生殖激素的分泌，从而对精子产生直接和间接影响，使精子生成障碍，并进而引起子代先天性缺陷。同时，CS2还可导致男性性功能障碍，如性欲减退、勃起功能障碍等。
  


  
    五、氟及高分子含氟单体对精子的作用
  


  
    （一）氟
  


  
    氟中毒除产生其他系统的损害外还可引起生殖毒性。甄炯等给雄性大鼠饲饮150mg/L的氟化钠6个月后发现：氟化钠可使生精小管形成过程明显受损，精子头部和顶体形成不良，成熟精子减少；部分支持细胞滑面内质网扩张，线粒体呈多形性改变，溶酶体增加。并可见睾丸间质细胞滑面内质网扩张，甚至呈空泡化，线粒体减少，脂滴减少。这些均表明，氟中毒能导致睾丸生精小管生精细胞和间质细胞损伤，精子生成受阻。
  


  
    （二）高分子含氟单体
  


  
    高分子含氟单体种类很多，主要用于合成塑料。因其在聚合时多以气体形式起反应，故其主要经呼吸道吸入危害人体。已报道的对生殖系统有损害的含氟单体有四氟乙烯和六氟丙酮。
  


  
    1.四氟乙烯
  


  
    四氟乙烯（tetrafluoroethylene）可影响睾丸发育，干扰生精过程。用仓鼠、大鼠吸入四氟乙烯染毒实验，结果显示，仓鼠出现睾丸萎缩，但未见大鼠有类似变化。
  


  
    2.六氟丙酮
  


  
    六氟丙酮（hexafluoroacetone）也可影响睾丸的生精过程。给大鼠吸入本品LD50剂量时可见存活大鼠睾丸变小、软化。镜检可见精子生成减少及间质受损。睾丸损害程度与剂量呈正相关。染毒大鼠在停止染毒后睾丸功能可能有部分恢复。
  


  
    六、甲醛对精子的影响
  


  
    甲醛（formaldehyde）为无色液体，易挥发，有很大的刺激性，是一种应用较广的化合物。在工业上主要用于制造橡胶、药品、塑料、人造纤维及皮革等，在医学和其他领域中可用作消毒剂、防腐剂和熏蒸剂。同时，甲醛又是一种常见的室内外污染物，可导致机体多种器官系统损伤，并具有生殖毒性。
  


  
    动物实验显示，给Wistar大鼠一次灌胃200mg/kg的甲醛，可引起异常精子数增加。雷玲等用不同剂量的甲醛（21、42和84mg/m3）染毒大鼠进行实验。连续10d后结果显示：大鼠睾丸组织中未检出甲醛，大鼠睾丸重量显著增加，脏/体比明显高于对照组；睾丸组织中AKP活性下降，ACP和LDH活性增加，LPO含量增高，GSH-Px活性下降，LPO/GSH-Px比值增加。各指标均呈剂量-反应关系。但也有实验显示，小鼠一次腹腔注射40mg/kg的甲醛，未见精子异常、受精卵着床前丢失及胎仔死亡增加。且每天灌胃100mg/kg共5d时未见对精子有影响。邢沈阳等用静式吸人甲醛染毒小鼠，观察甲醛对雄性小鼠精子畸变、生殖能力和子代胎鼠肝细胞微核率的影响。结果发现，各剂量染毒组雄性小鼠精子头畸形率显著高于阴性对照组，小鼠精子无定形、无钩、香蕉、胖头等精子头畸形均有增加，且精子畸形率与甲醛的染毒剂量呈正相关；各剂量染毒组孕鼠的胎吸收率较阴性对照组显著升高，胎仔的畸形率增加、吸收胎增多。同时亦发现，甲醛可以降低睾丸组织中SDH和G-6PD活性。在流行病学调查中，有资料显示接触甲醛的男性可出现精子数降低、精子细胞二倍体数增加，且与接触情况呈正相关。目前甲醛对人生殖影响的研究报道较少，其对精子的影响及遗传毒性仍有待进一步深入研究。
  


  
    七、农药对精子的影响
  


  
    在农业生产中用于防治病虫害的农药种类很多，其毒性大小和毒性特征各不相同。多数农药为低毒或中等毒性，少数有高毒或剧毒。接触农药者的范围多限于工厂生产工人和农业作业农民。但近年来由于间接通过污染粮食、蔬菜或水源而引起蓄积中毒的情况也不断出现，并引起人们的重视。在一般生产接触剂量下，大多数品种不表现为生殖毒性，但少数品种因含有杂质而显示有明显的生殖毒性。
  


  
    1.有机磷农药对精子的影响
  


  
    有机磷农药属磷酸酯或硫代磷酸酯化合物。其主要毒性作用是抑制胆碱酯酶，引起神经功能紊乱。近年来有报道个别品种具有男性生殖毒性，如敌敌畏和马拉硫磷等。这两种药物可影响动物睾丸组织中的精母细胞、间质细胞、支持细胞和A级精母细胞，从而使睾酮合成及分泌减少，精子正常发育受损。
  


  
    研究发现，有机磷农药暴露可导致男性精液质量下降，表现为快速前向运动精子百分比、精子浓度、精子存活率、正常精子形态率明显降低等。边新安等分别对20例有机磷农药生产男工和23例毛毯生产男工的精液质量进行分析。结果发现，有机磷农药暴露组的精子活率、精子浓度和精子总数显著低于对照组。Padungtod等对有机磷农药厂的60名男工和89名纺织厂男工行的精液质量分析。结果发现，有机磷农药（对硫磷）接触与精子数量和精子浓度的下降明显相关。Padungtod等对23个有机磷农药厂（甲胺磷、对硫磷）的男性工人和43个非有机磷农药暴露男性工人的调查中发现，职业暴露于有机磷农药对精液质量有中度的不良反应。李文英等研究了农民使用有机磷农药对精液质量影响。研究发现，有机磷农药暴露可导致快速前向运动精子百分比、精子浓度、精子存活率、正常精子形态率明显降低。
  


  
    甲胺磷（MAP）是我国南方目前使用较多的广谱、高效、内吸杀虫剂，具有刺激性蒜臭味。其化学名为O，S-二甲基胺基硫代磷酸酯。工业品有两种：70%原油和50%乳油。其中除MAP外，主要含有溶剂甲苯、二甲苯及少量硫酸二甲酯杂质。实验显示，MAP可使染毒小鼠精子活力下降，畸形增多及精子线粒体酶活性下降，并使睾丸组织结构改变。这种影响呈剂量-反应关系。在急性中毒的男性患者，可引起精子畸变增多、数目减少、活力下降和性功能减退等变化。这均表明MAP具有生殖毒性和胚胎毒性。
  


  
    2.苯氧羧酸类农药
  


  
    苯氧羧酸类农药是一类除草剂，常用的有2，4-二氯苯氧乙酸（2，4-dichlorophenoxyacetic）和2，4，5-三氯苯氧乙酸（2，4，5-trichlorophenoxyacetic）。现已证实该类药物具有生殖毒性，尤其是2，4，5-三氯苯氧乙酸中混有的杂质TCDD（2，3，7，8-四氯二-对-二 [image: ]英）具有强烈的生殖细胞毒性、胚胎发育毒性和致畸性等。TCDD是一种较为广谱的致畸性毒物，他可使幼年期、青春期、青春后期和成熟期雄性大鼠的睾丸和附睾重量降低，使每天精子生成和附睾精子储量减少。实验表明，TCDD能诱发雄生殖激素缺陷，从而造成Leydig细胞胞质容量减少，并进一步导致生精过程障碍。
  


  
    3.二溴氯丙烷
  


  
    二溴氯丙烷（dibromochloropropane，DBCP）是一种杀线虫农药，应用于水果、蔬菜和粮食生产的土壤处理。20世纪70年代后期，发现该药物具有生殖毒性，以后逐渐禁止使用。
  


  
    二溴氯丙烷可影响雄性动物精子的生成，从而使精子数量下降、活性降低，并可导致精子形态学改变。精子生成受损过程在一定条件下是可逆的，其程度与接触剂量和时间有关。流行病学调查发现，二溴氯丙烷可造成男性无精子症或严重精子缺乏症，从而导致不育。检查发现生精小管是主要受损部位。中等暴露者可见有明显的精子生成减少，严重者生精小管缺乏精原细胞。血中FSH和LH水平明显增高，而T水平变化不明显。长期随访发现，在终止接触该药12～16个月后生精功能可能恢复，但严重中毒者可产生永久性生精上皮破坏。
  


  
    4.有机汞农药
  


  
    有机汞农药是一类杀虫剂。由于其对人及子代的危害大，目前已禁止生产和使用。在这类药物中已报道对人体生殖系统有损害的有甲基汞和氯化甲基汞。有关内容请见汞对精子的影响章节。
  


  
    5.其他农药
  


  
    其他报道对生殖系统有损害的农药还有有机氯类农药和氨基甲酸酯类农药西维因等。他们均可能引起睾丸发育受损、精子生成减少和精子活动度降低，但这方面的资料不多。
  


  
    八、木尘对精子的影响
  


  
    在职业因素造成的男性生育力的改变中，木尘对人体的危害已被国内外学者所重视。近30年来，许多学者相继报道了家具厂接触木尘工人容易罹患鼻腺癌和鼻窦癌。木尘中所含的成分较复杂。其中除含有木质素和各种糖类外，尚含有鞣酸、稀萜类、生物碱、皂角甙、乙醛、醌等具有生物学活性的化学物质。这些活性物质与木尘本身的机械刺激作用均可导致对木工身体造成损害。长期接触木尘可导致男工生殖系统损害。王安莲等对从事木工工作的6名不育症患者与3名作为对照的非木工作业的不育症患者的精液进行了分析。结果显示，①木工不育症患者的精液量、精子浓度、精子活率、畸形率与对照组相比有显著性差异；②木工组生精细胞总的核异常率、核碎解率和其他核异常率明显高于对照组，而生精细胞微核率、核空泡率及核畸率在两组间无显著性差异。这表明长期接触木尘对作业工人的生殖系统有损害，有关详细情况需进一步研究。
  


  
    九、其他化学物质对精子的影响
  


  
    1.苯乙烯
  


  
    苯乙烯（pheylethylene）是现代化工工业中常用的原材料，广泛用于合成橡胶、塑料等许多方面。有报道苯乙烯存在着严重的生殖毒性，可引起生精细胞受损，但这方面的资料不多。给雄性大鼠吸入苯乙烯200mg/m3，每天5h，每周5d。4个月后可见精子活力降低，生精小管上皮脱落。吴维皑等采用回顾性队列分析的方法对合成橡胶工业中的635名生产和使用苯乙烯的男工和500名对照工人进行生殖流行病学调查。结果显示，接触男工妻子的死胎死产危险度为对照组的3.35倍，差异显著。此外自然流产（＜3个月）和新生儿缺陷发生率的增加也接近统计学意义。其他异常妊娠结局指标及孕期并发症未见差别。
  


  
    2.丁乙烯
  


  
    研究表明，丁乙烯是一种间接致突变剂，其体内环氧化代谢产物则为直接致突变剂。他可使染色体畸变、姊妹染色单体交换等频数增加。丁乙烯对雄性小鼠的生殖细胞具有致死毒性。吴维皑等应用回顾性队列分析研究方法对接触丁乙烯的899名工人（506名男工，393名女工）和对照工人1027人的生殖危害进行了流行病学调查。结果表明，男工妻子的死胎死产和新生儿出生缺陷的发生率明显高于对照组，具有统计学意义。
  


  
    3.环氧乙烷（氧化乙烯）
  


  
    环氧乙烷（ethylene oxide，EtO）是工业上用于合成乙二醇、聚乙酯树脂、聚丙烯腈塑料的中间体，目前广泛用于医疗上消毒剂和熏蒸剂。研究表明，EtO对细胞和哺乳动物均有诱变作用，可导致体细胞突变及生殖细胞的可遗传性损伤——使体细胞和生殖细胞的血红蛋白基因DNA损伤。EtO对肝脏、肾脏和睾丸均有毒性作用，其中睾丸的组织损伤最严重。
  


  
    钟先玖等用Wistar大鼠进行静式吸入EtO染毒实验：EtO浓度751.7mg/m3，每天2h，每周6d，连续9周。分别于4、6、9、13周后处死取组织块检查，光镜检查结果显示，染毒9周后，睾丸生精小管中细胞数目明显减少，出现空泡；附睾尾精子数目明显减少；精子畸形率高达64%。停药4周后，睾丸严重萎缩，绝大部分生精小管空泡样变性，畸形精子率达81.3%，精子数极少。在此实验条件下睾丸组织的损害是不可逆的。另有实验表明，在吸入量达640mg/m3/d，7h，5次/周，环氧乙烷可导致豚鼠睾丸生精小管退行性变。但有报道，Fischer-344大鼠吸入182mg/m3的EtO，每天6h，每周5d，25个月后未见有生殖系统组织学改变。给予12只猴子每天吸入90或180mg/m3的EtO 7h，每周5d观察，2年后除有精子计数和精子活动度降低外，精子头部未见有变化。目前尚缺少人群资料。
  


  
    4.丙烯酰胺
  


  
    丙烯酰胺（acrylamide）是一种无色透明片状晶体，工业上常用作黏合剂、涂料、絮凝剂和纤维改性剂等。有报道雄性小鼠染毒本品后可引起生精小管上皮变性和精母细胞染色体畸变。另外，丙烯酰胺可导致血浆催乳素和睾酮浓度的降低。未见有人群资料报道。
  


  
    5.环氧氯丙烷
  


  
    环氧氯丙烷（epichlorohydrin）是一种无色油状液体，有刺激气味，是合成环氧树脂的原料。动物实验表明，环氧氯丙烷具有抗生育作用，其作用有剂量依赖关系，并且具有种属差异性。高树君等用环氧氯丙烷染毒雄性大鼠以观察其对动物精子骨架影响。结果显示，染毒大鼠精子细胞头部骨骼网状结构分布不均匀，在钩部可见有明显缺损，边界不清晰，尾部缺失排列不连续，越近尾部缺失越严重，并可见末端分叉。这种改变随剂量的增加而加重。另有实验显示，大鼠每天口服10mg/kg，每周5d，3个月后可引起生育率降低。但如每天口服2mg/kg时却无此作用。当大鼠每天口服15mg/kg，连续7d，对生殖系统的作用是可逆的。但当每天口服50mg/kg时连续5d或一次口服100mg/kg，则可引起永久性损害。生殖系统损害表现为精子数降低，精子头部异常率升高。
  


  
    6.2-乙氧基乙醇
  


  
    2-乙氧基乙醇（EE）属醇醚类化合物，易与水、乙醇、乙醚和液态酯等多种溶剂混溶。其低蒸气压及易溶解特性使其广泛应用于制造保护性涂膜及用作清洗剂、提取剂和航空燃料等。EE主要经呼吸道和皮肤吸收进入人体。在体内其主要通过肝脏的乙醇/乙醛脱氢酶途径代谢。研究资料表明，EE具有致突变性、胚胎毒性和对妊娠过程的影响。
  


  
    实验显示，一定量的EE染毒可引起动物睾丸肿大、生精小管萎缩和精子数量减少。病理检查可见睾丸间质水肿及成熟精子数下降。当睾丸严重萎缩时，生精上皮层仅剩支持细胞和精原细胞。EE对睾丸的损伤呈剂量-反应关系。
  


  
    EE对人的生殖系统也有损害。Ratcliffe等对某厂职业接触EE空气浓度在0～96.5mg/m3的37名工人（观察组）和39名未接触人员（对照组）的精液进行检查。结果显示，接触组工人每次平均射精量显著低于对照组；接触组和对照组的精子数量分别为4.4×104和5.3×104。高星等对北京甲、乙、丙三个工厂PS版作业男工精液锌/铜分析与精子毒性关系进行了调查研究。结果显示：PS版作业男工精子浓度、精子总数、精子活动率和存活率显著下降，精子畸形率显著升高；接触EE男工精液锌含量明显下降，精液铜含量随着接触水平的增加而显著升高，均有明显剂量-反应关系。这说明精液锌/铜的变化与精子毒性之间有密切关联。锌/铜含量的改变可作为精子中毒程度评价指标之一。
  


  
    7.硝化甘油对精子的影响
  


  
    有资料表明，硝化甘油（nitroglycerin，NG）对动物慢性毒性作用除引起体重、食欲和行为方面的非特异性反应外，靶器官主要有血液系统、肝脏和睾丸组织。Haarry证明NG可引起哺乳动物睾丸组织萎缩。冯养正等进行的大鼠亚慢性毒性实验显示，较大剂量NG染毒时大鼠生精小管内细胞层次明显下降。
  


  
    在对48名硝化甘油作业男工的流行病学调查中发现：接触组性欲减退人数明显高于对照组，每周性交次数明显下降；接触男工睾酮浓度明显降低。同时，接触男工精子畸形率、精子活力及精子头部畸形也显著增高。另外还发现，接触男工妻子的自然流产率、死产率也比对照组明显增高。对接触男工的精浆生化检查发现，其精液中果糖和镁浓度下降；酸性磷酸酶、LDH及锌浓度与对照组相比无显著差异。这说明硝化甘油对睾丸生精过程和精子的成熟均有影响。
  


  
    8.美发剂
  


  
    美发剂种类较多，目前应用较广泛的是化学冷烫精和定型摩丝。其化学成分较复杂，均为混合物。冷烫精含有高毒的巯基乙醇酸胺，具有刺激性。对摩丝的成分目前还不太了解。有关接触人群除作业工人和专业美发师外，还有广大消费者。近年来发现冷烫精对人体具有毒性，表现为对人体皮肤、黏膜的刺激和腐蚀作用。于素芳等观察了市售T牌冷烫精和K牌摩丝对小鼠骨髓微核率及精子畸变的影响。结果显示，T牌冷烫精和K牌摩丝均可使精子畸变率显著增加。相关分析表明，T牌冷烫精和K牌摩丝的染毒剂量与精子畸变呈正相关。精子畸变的类型以尾折叠、无钩、无定型为多见，并有香蕉头和双尾型。烫发液和摩丝对生殖健康的潜在危害不容忽视，频繁使用可能对男性的生殖能力、胚胎及胎儿的正常生长发育存有一定的风险。
  


  
    9.油烟对精子的影响
  


  
    近年来，有报道油烟可产生生殖毒性。油烟成分比较复杂，目前对其成分了解还不够清楚。汤平涛等选择雄性Wistar大鼠27只，随机分成5组，每天分别被动式吸入菜油烟30、90和180min，并持续35d。阳性对照组采用腹腔注射环磷酰胺30mg/kg阴性对照组，生理盐水（非吸入油烟）。于35d处死大鼠。结果表明，吸入油烟180min组动物睾丸萎缩不明显，镜下部分生精小管上皮排列层次不清。各级生精细胞减少，上皮细胞与基底膜脱离，管内精子数较少。吸入30min和阴性对照未见异常。吸入组大鼠精子畸变率均大于阴性对照组，精子畸变类型主要为无钩和香蕉形。扫描电镜下可见精子头部核染色质聚集，分布不均匀，核膜缺损，顶体间隙增宽；尾部线粒体排列紊乱，稀少，凝缩，嵴模糊消失；二联纤维缺失，外周纤维鞘缺损。这表明，油烟可通过精子遗传物质、线粒体和运动器影响精子的生成，引起精子细胞畸变。
  


  （转黎　窦中岭　刘继红）
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    第十九章　pH调控与精子
  


  
    第一节　引　言
  


  
    酸碱平衡，或者说pH，对于精子具有非常重要的影响。生殖道管腔的酸碱平衡调控与精子的发生、变形与成熟，以及精子获能、受精等过程均有密切关系。生殖道管腔液体环境的酸碱平衡调控失常，会严重影响精子正常的生理功能，从而影响生育力。
  


  
    精子发生是在睾丸中进行的，经过一系列的形态变化，最终形成成熟的精子，并储存于附睾中。雄性生殖道管腔的不同区段，其液体环境的pH是不同的。总的来说，雄性生殖道管腔的液体是弱酸性的。
  


  
    储存精子的附睾液也是弱酸性的，在这种环境下，精子运动受到抑制。射精后，精子需要经过一个活化过程，获得运动能力，这时精子才具备与卵子结合进行受精的能力，这个活化的过程就是精子获能。精子获能的一个重要条件就是要求精子所处液体环境是弱碱性的，首先是形成的精液是碱性的，其次，雌性生殖道，尤其是子宫和输卵管的上皮细胞的分泌液是碱性的，pH较高。
  


  
    在本章中，我们将讨论pH调控与精子的关系。首先，我们将介绍细胞pH调控的一些基本概念，然后我们将讨论雄性生殖道中pH环境对于精子发生、成熟的影响，以及pH调控与精子获能的关系。
  


  
    第二节　pH及体液的酸碱缓冲能力
  


  
    一、溶液酸碱度的指标——pH值
  


  
    溶液的酸碱度与溶液中的氢离子浓度相关，pH是表示溶液酸碱度的指数，pH值定义为溶液中的氢离子浓度是以10为底数的负对数。在溶液中，弱酸通过解离可以释放氢离子，弱碱离子可以吸收溶液中氢离子，因而弱酸弱碱离子对溶液的pH具有缓冲作用。缓冲离子常以共轭酸碱对的形式存在。例如[image: ]和H2CO3就是一对共轭酸碱，[image: ]和NH3是一对共轭酸碱，等等。H2CO3在溶液中不稳定，会分解成CO2和H2O。
  


  
    以一个烧杯中的溶液为例，为了使一个烧杯中溶液的pH维持在一个比较稳定的范围，需要在溶液中加入合适浓度的特定的缓冲剂。而要改变烧杯中溶液的pH值，一方面，可以直接向溶液中加入适量的强酸（H+）或者强碱（OH-），从而直接改变氢离子浓度。另一方面，也可以通过改变溶液中缓冲离子（比如[image: ]）的浓度，从而间接引起氢离子浓度的改变。
  


  
    机体具有一系列复杂的酸碱平衡调控机制，将体液环境以及细胞内pH值维持在适宜的范围内，从而维持机体或细胞的pH稳态。我们可以把细胞或体液作为一个体系。首先，细胞以及体液中含有多种酸碱缓冲物质，这些缓冲物质可以降低各种酸碱扰动对细胞内或体液中pH的影响。另一方面，细胞膜的表面分布有各种酸碱离子跨膜转运蛋白，这些离子跨膜转运蛋白可以直接介导氢离子的跨膜转运，以调节胞内或体液中的氢离子浓度，或者介导弱酸弱碱离子的跨膜转运，来改变细胞内或体液中酸碱缓冲离子的浓度，从而达到调控pH之目的。
  


  
    二、机体中的酸碱缓冲体系
  


  
    机体中可以起酸碱缓冲作用的物质包括各种小分子弱酸、弱碱离子，比如[image: ]，[image: ]，[image: ]，乙酸，乳酸等，也包括各种生物大分子，譬如蛋白质和核酸分子。生物大分子的酸碱缓冲作用主要来源于蛋白质分子中氨基酸残基上的羧基、氨基及侧链上可解离的基团，以及DNA分子中的磷酸基团、碱基上的氨基基团等，这些基团在溶液中具有通过解离释放或者结合吸收溶液中的氢离子的能力。
  


  
    缓冲能力（buffering power）是用来描述一种溶液对抗外界酸碱扰动能力强弱的指标。如下面的方程所示，缓冲能力定义为：使pH升高或者降低一个单位所需要加入的强碱（比如NaOH）或强酸（比如HCl）的当量浓度（mmol/L或mM），因此缓冲能力的单位为mM/pH。体液或者细胞内的缓冲能力是体液或者细胞内各种酸碱缓冲离子作用的总和。
  


  [image: ]


  
    三、CO2/[image: ]在机体pH调控中的作用
  


  
    上已述及，机体中存在许多种不同的具有缓冲能力的物质，体液或细胞的缓冲力是各种共轭酸碱对全部作用的集合。在诸多酸碱缓冲体系中，CO2/[image: ]体系在机体的pH调控中具有特别重要的作用。在溶液中，CO2与[image: ]之间存在以下化学平衡：
  


  H2O+CO2←→H2CO3←→H++[image: ]


  
    该平衡反应的第一步，即H2O与CO2结合形成H2CO3的反应是一个慢反应，是整个化学反应过程的限速步骤。该步骤在机体中受到碳酸酐酶（carbonic anhydrase）的催化。因为第一步CO2的水化作用是限速步骤，上面的方程可以简化为：
  


  H2O+CO2←→H++[image: ]


  
    反应平衡常数K为：
  


  [image: ]


  
    式中的［H+］，［[image: ]］，［CO2］分别表示溶液中氢离子，碳酸氢根离子和CO2的浓度，s表示CO2在溶液中的溶解系数，PCO2表示CO2的分压。对上面的方程两边取对数，并经过变换后得到：
  


  [image: ]


  
    这就是Henderson-Hasselbach方程，该方程显示了溶液的pH与溶液中的CO2和[image: ]浓度之间的关系。根据这个方程可知，在溶液中，［[image: ]］和［CO2］浓度的比值决定了pH。以血液为例，在正常生理条件下，平衡常数pK等于6.1，血液中［[image: ]］约为24mmol/L，CO2的分压约为40mmHg，CO2在血液中的溶解系数约为0.03mmol/mmHg。将这些值代入上面的公式，可以计算出血液的pH约为7.40，这与生理条件下的实验观测值是很接近的，血液的pH一般在7.3～7.5之间。
  


  
    机体内部的体液环境是一个开放体系，机体产生的CO2通过肺的呼吸作用不断地排出体外，而一般来说，大部分细胞膜对气体分子均具有很大的通透性，CO2分子可以通过自由扩散非常容易地进出细胞。在正常生理条件下，机体中体液及细胞内的CO2浓度（或者CO2分压）能够保持在恒定的水平。因此，根据Henderson-Hasselbach方程，正常生理条件下，机体及细胞中的pH与[image: ]浓度具有很大的相关性。如果其他条件保持不变，那么［[image: ]］每增加或降低一倍，pH会升高或降低0.3个单位。
  


  
    因为机体是一个开放体系，可以通过呼吸作用不断地排出CO2，使体内的CO2水平恒定，所以CO2/[image: ]组成的缓冲体系具有非常强的缓冲能力。可以说，在机体中存在的各种酸碱缓冲体系中，CO2/[image: ]是最主要的一种。以血液为例，在没有CO2/[image: ]的条件下，血液的酸碱缓冲能力约为25mmol/ pH单位，而在有CO2/[image: ]存在的开放体系条件下，血液的酸碱缓冲能力约为65mmol/pH单位。所以，CO2/[image: ]缓冲体系所贡献的酸碱缓冲能力占血液总酸碱缓冲能力的60%以上。
  


  
    第三节　pH环境与精子发生
  


  
    在睾丸中，精子的发生与成熟是一个非常复杂的过程，详细见本书第二和第三章。简要过程概括为：首先，精原细胞（spermatogonia）形成精母细胞（spermatocyte），后者通过分裂形成圆形的精子细胞（spermatid）。这种圆形的精子细胞通过变形过程形成带鞭毛的精子，精子被释放到生精小管（seminiferous tubules）管腔中。精子经过输出小管（efferent duct）汇集到附睾，期间经过进一步的成熟，形成成熟的精子，并储存于附睾尾。储存于附睾尾的精子在形态方面已完全成熟，但是它们仍然处于一种静默状态（quiescent state），其运动受到抑制。雄性生殖道腔中液体环境的pH与上述这一系列精子的发生、变形、成熟及储存等生理过程具有非常密切的关系。
  


  
    本章第二节已述及，在机体中，碳酸氢根离子浓度［[image: ]］和pH之间存在着对应关系。［[image: ]］高，则pH高；反之，［[image: ]］低，则pH低。雄性生殖道中的液体呈弱酸性，其pH低于血液的pH。相应地，雄性生殖道管腔中的［[image: ]］亦显著低于血液中的［[image: ]］。
  


  
    早在1971年，Levine ＆Marsh以大鼠为对象，研究了雄性生殖道管腔各部分的离子浓度及pH情况（见表19-1）。由表中数据可以看出，在睾丸的生精小管中，［[image: ]］和pH值比较接近血液中相应的参数（血液pH=7.4，［[image: ]］=24mmol/L）。而随着精子在生殖道管腔中的运输，管腔中的液体环境，包括［[image: ]］和pH值均发生很大的变化。从生精小管开始，经过输出小管、附睾头、附睾体、附睾尾，直至输精管，［[image: ]］和pH值有一个逐渐变化的过程。
  


  
    其他研究人员在牛中也观察到了类似的结果，牛的睾丸液中［[image: ]］约为30mmol/L。进入附睾之前的液体pH为7.2，而储存精子的附睾尾pH为6.5，相应地，[image: ]为3～4mmol/L。
  


  
    这些研究表明，雄性生殖道上皮细胞有一套酸碱离子跨膜运输机制，以维持雄性生殖道中较低的［[image: ]］以及酸性pH值。
  


  
    
      表19-1　雄性大鼠生殖道不同部位及血浆的离子浓度、pH及渗透压比较
    
[image: ]

    
      （数据引自Levine ＆Marsh，1971）。
    

  


  
    雄性生殖道具有跨上皮细胞运输各种离子的功能，以吸收或者分泌各种离子，从而维持生殖道腔液体环境合适的离子环境。从胚胎发生学上来说，雄性生殖道与肾小管是同源的，两者都来源于间介中胚层。这两者在离子跨膜运输机制上具有很多相似之处，因此可以将雄性生殖道和肾小管进行比较。
  


  
    肾脏是机体极为重要的过滤与重吸收器官。人体的肾脏每分钟过滤的体积约为125ml，相当于每天要把人体的血液过滤几十次！在肾脏中，近端肾小管（proximal renal tubule）是[image: ]重吸收的主要部位。通过肾小球形成的滤出液中，80%以上的[image: ]在近端肾小管通过上皮细胞的重吸收作用被重新回收到血液中，因此肾脏对维持全身的酸碱平衡具有极其重要的作用。
  


  
    雄性生殖道中也发生着类似的[image: ]重吸收过程。当然，相对于肾脏来说，雄性生殖道上皮细胞中离子重吸收过程的速率要慢得多。雄性生殖道[image: ]重吸收的主要部位在哪里呢？表19-1的数据显示，生精小管中碳酸氢根离子浓度［[image: ]］较血液中的要略低，这说明在雄性生殖道中，[image: ]的重吸收可能从生精小管即已经开始了。雄性生殖道中的液体经过精子输出小管到达附睾头时，［[image: ]］达到最低，这表明雄性生殖道的近端部分（proximal segment），即输出小管，应该是[image: ]重吸收的主要部位。伴随着[image: ]浓度的降低，雄性生殖道中液体的pH也相应地降低，其中附睾头的pH是最低的。在附睾尾以及输精管处，[image: ]浓度又有一定程度的上升，pH也相应的稍有上升。这提示附睾尾及输精管部位某些特定的上皮细胞可能具有一定的[image: ]分泌功能，当然这还需要进一步的研究。
  


  
    雄性生殖道的上皮细胞有着一系列复杂的酸碱离子跨膜运输机制，以维持生殖道腔中合适的pH环境（详见第五节）。这些蛋白对于精子产生与成熟可能具有非常重要的作用，这些转运体的功能发生异常或者缺失，就有可能导致精子形成障碍。譬如，Slc4a2编码的AE2是一个阴离子交换蛋白，介导Cl-和[image: ]的跨膜交换作用。实验表明，与正常小鼠相比，Slc4a2基因敲除的小鼠，其睾丸显著变小，而且产生的精子细胞数量极大地下降，完全不能形成成熟的精子。由此可见，AE2对于睾丸的发育，以及对于精子的发生与成熟都具有极为重要的作用。
  


  
    第四节　pH调控与精子获能
  


  
    储存于附睾尾的精子处于静默状态，新陈代谢水平很低，运动也受到抑制。射精后，精子必须经过一个叫精子获能的过程，才具备与卵子结合进行受精的能力。研究表明，液体环境的pH变化对精子获能具有重要影响，[image: ]是精子获能的必要因子。本节讨论pH调控以及[image: ]与精子获能的关系。
  


  
    一、精子获能的发现
  


  
    早在1951年，美籍华裔科学家张明觉就发现了精子获能现象。他在用兔子进行受精试验的时候，发现精子到达雌兔的生殖道以后，必须“等待一定的时间”，才能获得与卵子结合进行受精的能力。后来澳大利亚科学家Austin将精子在雌性生殖道中的这个“等待”的过程称为精子获能。
  


  
    附睾液中[image: ]浓度很低，pH较低。在这种酸性环境下，储存于附睾尾中的精子处于静默状态。射精时，形成的精液化学成分较附睾液有很大的改变，精子被活化，从而获得初步的运动能力。射精后，精子在雌性生殖道中经过活化，其运动能力大大增加。这样，精子才具备足够的运动能力，能够进入输卵管，从而才有机会与卵子相遇。在输卵管中，精子会进一步地发生超活化（hyperactivation）。与前者活化的精子相比，超活化精子的运动模式有所不同，其鞭毛运动中可以弯曲的程度更大，穿透能力更强。精子的超活化对于顶体反应，及精子穿透卵子的透明带，都是不可缺少的。在广义上，精子获能过程包括从射精之时精子初步活化开始，至精子在雌性生殖道中经历的活化、超活化的整个过程。
  


  
    在精子获能过程中，精子本身会发生一系列重要的变化，为随后将要进行的受精过程做好准备。在获能过程中，精子发生的变化包括精子胞内pH的改变，精子细胞的膜电位发生超极化，细胞膜磷脂的组成及其分布发生变化——包括膜磷脂分子在精子细胞膜内外层磷脂层间的运动，及由此而导致的膜磷脂在细胞膜上分布的变化以及细胞膜流动性的变化等。
  


  
    精子获能现象的发现，极大地促进了体外人工受精的研究，最终促成了试管婴儿的成功。从分子水平上认识精子获能的生理学机制，对于治疗人类不育、辅助生殖技术的临床实践及对于避孕药物的设计与开发，均有重要的意义。
  


  
    二、精液的pH及主要的离子成分
  


  
    精液是由附睾液和一些生殖腺分泌液混合而成的，其主要来源包括三个部分，即附睾液、前列腺液和精囊分泌液。表19-2列出了人的精液、前列腺液和精囊分泌液的pH及一些主要离子的浓度。数据表明，正常人的精液pH值一般在7.0～7.4之间。关于精液的pH，有大量的文献报道，具体数值在7～8之间，变化比较大。这些不同的报道结果可能与个体差异以及精液的采集方式、前后精液采集的时间间隔有关。但是总的来说，不同结果均显示人精液的pH是呈弱碱性的。
  


  
    
      表19-2　人精液、前列腺液和精囊分泌液的一些主要化学成分
    
[image: ]

    
      数据根据文献（Huggins et al.，1942）
    

  


  
    在整个精液的构成中，约10%的体积来自附睾液（其中精子占大部分体积），约70%来自精囊腺分泌液，约20%前列腺液。此外，还有一些其他的附属性腺分泌液。在射精过程中，精液的成分是不均一的，首先射出来的液体主要是附睾液和前列腺液的混合物，这部分液体含有的精子数量很多。接着射出来的主要是精囊分泌液，含有的精子数量要少些。
  


  
    由表19-2可以看出，精液中的[image: ]浓度非常接近血液中[image: ]的生理浓度（约为24mmol/L）。精囊分泌液的pH较高，因此其[image: ]浓度应该是很高的。由于整个精液中约70%的体积来自精囊分泌液，因此精囊分泌液应该是精液中[image: ]的主要来源。
  


  
    附睾中的精子处于静默状态。由于精液呈弱碱性，富含[image: ]，在这种环境下，精子受到一定程度的激活，获得了一定的运动能力。对人精液的分析表明，精液中[image: ]浓度与精子的运动能力亦具有明显的相关性。
  


  三、雌性生殖道分泌液含高浓度[image: ]


  
    雌性生殖道是精子活动的重要场所，雌性生殖道分泌的黏液是精子活动的基本介质。子宫与输卵管分泌的黏液是碱性的，含有大量的[image: ]离子。雌性生殖道上皮细胞分泌黏液的特点是：黏液的分泌量和离子成分都会随着月经周期而发生变化。在卵泡期，黏液分泌量小，黏液的[image: ]浓度比较低，pH也稍低。而在排卵期，黏液分泌量大增，黏液所含的[image: ]浓度显著升高，pH也更高。根据对恒河猴的研究结果，在卵泡期，雌性生殖道分泌黏液的pH为7.1～7.3，[image: ]浓度约35mmol/L。而在排卵期，分泌的黏液pH达到7.5～7.8，[image: ]浓度可高达90mmol/L。这是生理状态下血液中[image: ]浓度的4倍。
  


  
    四、获能过程中精子胞内pH的变化
  


  
    以上我们介绍了精子活动的基本生理环境。在精子获能过程中，一个显著的变化就是精子的胞内pH会升高，这个过程叫做精子胞内的碱化（intracellular alkalinization）。附睾液呈弱酸性，储存于附睾中的精子其胞内pH也呈弱酸性，一般来说精子的胞内pH低于6.5。而研究表明，经过获能过程后，精子胞内的pH可以升高0.2～0.4。
  


  
    精液是弱碱性的，且含有丰富的[image: ]。在这种环境下，[image: ]进入精子，引发精子胞内的一系列生理变化，精子被活化，获得运动能力，且其新陈代谢也变得活跃起来。所以，精子获能的过程其实从射精之时就已经开始了。可以说，在射精之时，精子活性状态的改变是精子获能的一个初始化过程（priming）。
  


  
    精子胞内pH升高，与精子获能过程中发生的诸多生物学过程都有密切的关系。这些过程包括Ca2+进入精子、精子膜电位发生超极化，精子的超活化，以及受精过程中的顶体反应等。
  


  
    五、[image: ]与精子腺苷酸环化酶的激活
  


  
    哺乳动物精子中表达有一种精子特异的可溶性腺苷酸环化酶（soluble adenylyl cyclase，sAC）。sAC是一种存在于胞质中的可溶性蛋白，相对分子质量约为48 000。sAC对[image: ]敏感，受[image: ]激活。
  


  
    这种sAC与普通细胞中所表达的腺苷酸环化酶在蛋白结构以及生化机制上都完全不同。普通的腺苷酸环化酶是一种具有12个跨膜区的膜整合蛋白，其活性受G蛋白调控。
  


  
    [image: ]离子进入精子后，一方面引起精子胞内pH升高，另一个非常重要效应就是激活sAC，从而使得精子胞内的cAMP水平升高。所以，在精子中sAC具有[image: ]感受器的作用。从这个角度来说，如同Ca2+一样，[image: ]在这里起着信号分子的作用。顺便值得一提的是，Ca2+也是激活sAC所必需的化学因子。
  


  
    上面提到了，人精液中的[image: ]离子浓度与精子的运动能力有很明显的相关性，研究表明sAC的活性也会随着[image: ]浓度的升高而增加。sAC的半激活浓度为24mmol/L[image: ]，非常接近正常精液中[image: ]的浓度。所以在射精时，sAC被激活。而在雌性生殖道中，由于子宫及输卵管上皮细胞分泌的黏液含有很高浓度的[image: ]，尤其是排卵期，高达90mmol/L。因此，在这种条件下，精子会吸收大量的[image: ]，这时sAC会受到最大程度的激活。
  


  
    sAC被激活后，促进精子胞内的cAMP水平升高，从而激活蛋白激酶A（protein kinase A，PKA），PKA激活一系列与精子获能相关的信号传导过程参见图19-1。经过一系列变化，最终导致精子运动能力增加，以及精子的细胞膜脂成分发生变化等。有文献指出，精子受到[image: ]刺激后60s内，细胞内的cAMP水平即达到最高，PKA依赖的蛋白磷酸化90s之内即开始发生。
  


  
    [image: ]

    
      图19-1　[image: ]在精子获能信号传导中的作用
    


    
      [image: ]进入精子，引起细胞内pH升高，同时[image: ]激活腺苷酸环化酶sAC，促进cAMP合成。sAC的激活还需要Ca2+的存在。精子表面有多种介导[image: ]跨膜运输的蛋白（参见后面相关内容）
    

  


  
    sAC在精子中具有很丰富的表达。但是关于sAC在精子细胞中的精细定位，不同的研究结果之间尚有一些矛盾之处。有研究指出，在小鼠中，sAC主要分布在精子的鞭毛中。而另一个研究报道称，在猪的精子中，sAC主要分布在精子头部的赤道段及精子头部与精子鞭毛的连接部。
  


  
    鉴于[image: ]在精子获能中的重要作用，[image: ]/sAC/PKA这一信号通路上的蛋白出现功能异常或缺失，常常会导致雄性不育。比如通过基因敲除技术删除编码sAC的基因，会导致雄性小鼠的精子运动能力出现严重缺陷，从而导致小鼠不育。而通过基因敲除技术删除编码蛋白激酶PKA的催化亚基C2的基因后，小鼠虽然可以正常产生精子，但是这种突变型的精子在获能实验中，一系列受[image: ]触发的生物学过程出现异常，比如不能正常进行蛋白质酪氨酸磷酸化，Ca2+进入精子的过程也会出现障碍。
  


  
    第五节　酸碱跨膜转运蛋白与精子
  


  
    一、酸碱离子跨膜转运蛋白在精子中的表达
  


  
    pH是溶液中氢离子浓度的一个量度，而在机体中，[image: ]是最重要的酸碱缓冲离子。细胞内pH的调控可以通过调节胞内氢离子浓度或者缓冲剂[image: ]的浓度来实现。机体中有许多不同的离子跨膜转运蛋白，介导氢离子或者[image: ]的跨膜运输。这些蛋白可以称为pH调控器（pH regulator），它们对细胞内的pH进行着精细的调节。
  


  
    根据所转运的离子类型，这些pH调控蛋白可以归纳分为两大类（图19-2）：①介导氢离子跨膜转运的膜蛋白，包括质子通道、质子泵及钠氢交换蛋白；②介导[image: ]离子跨膜转运的膜蛋白，包括SLC4家族蛋白、SLC26家族蛋白、及囊性纤维化跨膜转导调节蛋白（CFTR）等。下面我们分别对这些酸碱跨膜转运蛋白进行简单介绍。
  


  
    [image: ]

    
      图19-2　细胞中的pH调控蛋白
    


    
      主要包括两大类：[image: ]跨膜转运蛋白（包括SLC4家族，SLC26家族，及离子通道CFTR）和H+跨膜运输蛋白（包括质子通道、质子泵，以及钠氢交换蛋白）
    

  


  
    精子获能过程伴随着精子胞内pH的升高。要使细胞胞内pH升高，可以有两种策略：①质子外排，即通过质子通道或者钠氢交换蛋白，将细胞中的氢离子排出细胞，使pH升高；②通过主动吸收环境中的[image: ]，中和细胞中的氢离子，使pH升高。
  


  
    在上面介绍的这些酸碱离子转运体中，除了氢离子泵外，其他作用模式的转运体在精子中均有表达，下面分别介绍。
  


  
    1.质子通道
  


  
    至今在人体中只发现了一个质子通道基因，即HVCN1。该基因编码一个273氨基酸残基的跨膜蛋白Hv1。质子通道Hv1具有以下三个特性：①电压敏感性；②对氢离子具有极高的选择通透性；③对胞外Zn2+非常敏感。
  


  
    先简单介绍质子通道Hv1的结构特征。Hv1和电压敏感的钠离子通道、钾离子通道及钙离子通道等一样，属于电压敏感的离子通道超家族成员，后面还会介绍精子中存在的两种pH敏感的钙通道和钾通道，他们也属于电压敏感的离子通道超家族。
  


  
    这些电压敏感的离子通道是由四个重复的基本单元组成的（参见图19-3）。每个基本单元都有6个跨膜螺旋区S1～S6。其中S4富含带正电荷的氨基酸残基，S1～S4是离子通道的电压感受器结构域（voltage-sensing domain，VSD），而S5和S6这两个跨膜螺旋区则是组成这些离子通道的离子跨膜通路的核心部分。钾离子通道基因编码的肽链只有6个跨膜区（S1～S6），四个亚基组成一个同源四聚体，形成一个钾通道。而钠通道和钙通道基因编码的一条肽链上含有四个重复单元，也称为假亚基（pseudo subunit），一个亚基组成一个离子通道。
  


  
    [image: ]

    
      图19-3　几种离子通道的拓扑结构示意图
    


    
      在电压敏感的钙通道以及钠通道（没有展示）中，同一条肽链上含有四个重复的单元，每个单元可以称为假亚基（pseudo subunit）。电压敏感的钾通道，以及精子中的钙通道CatSper和钾通道KSper，其单条肽链上只有一个六次跨膜（KSper为七次跨膜）的单元，四个这样的亚基组成一个功能离子通道。质子通道的单条肽链上只有一个四次跨膜的单元，两个亚基组成含有两个离子通路的功能单位。OUT：胞外，IN：细胞内。
    

  


  
    与钠通道、钾通道及钙通道不同，质子通道Hv1的单个亚基只有四个跨膜区S1～S4，没有S5和S6，其第四个跨膜区S4也富含带正电荷的氨基酸残基。而且Hv1是一个二聚体，每一个亚基均可以构成一个离子通道，因此一个二聚体含有两个离子通道。但是，钾通道等由四个亚基共同构成一个离子通道。虽然质子通道Hv1与钾通道等在一级结构上及离子通道组成方式上都差别很大，但它们是属于一个超家族。据研究表明，通过单个氨基酸残基突变，可以将钾通道的电压感受结构域VSD转变为质子选择性的通道。
  


  
    2010年，Lishko等发现人的精子中存在质子通道Hv1的表达。他们通过膜片钳技术及免疫荧光染色研究发现，这种质子通道主要分布在精子鞭毛的主段（principal piece）。这种质子通道可以介导精子中氢离子的外向跨膜运输。Hv1对氢离子的通透性受精子膜电位、精子胞外pH、精子胞外溶液的Zn2+浓度的影响。精子膜电位去极化、精子所处溶液的pH升高、及精子胞外Zn2+浓度的降低均可以促进质子通道的激活。
  


  
    射精之前，精子储存在附睾中，附睾液是弱酸性的，质子通道不会被激活。相对于其他体液，哺乳动物的精液中富集有较高浓度的Zn2+，这些Zn2+主要来源于前列腺分泌液。综合大量研究报道的结果表明，精液中Zn2+的浓度一般为1～3mmol/L。我们前面提到了，Hv1对于胞外Zn2+高度敏感。膜片钳实验表明，1mmol/L的Zn2+即可完全抑制精子中Hv1介导的氢离子电流，这个抑制浓度非常接近精液中Zn2+的浓度。由于精液中存在很高浓度的Zn2+，所以在精液中精子的质子通道会被抑制。
  


  
    在雌性生殖道中，精子中的Hv1通道会被激活。首先，通过扩散作用，精液中的Zn2+会逐渐被稀释。第二，输卵管上皮细胞具有吸收Zn2+的作用，会进一步降低生殖道腔中的Zn2+浓度。因此精子到达输卵管中以后，Zn2+对质子通道Hv1的抑制作用完全削除。第三，由于雌性生殖道上皮细胞分泌的黏液含有很高浓度的[image: ]，pH呈弱碱性，碱性pH有利于质子通道Hv1的激活。因此，在雌性生殖道中，精子中的质子通道被激活，介导精子胞内氢离子的外排，促进精子胞内的碱化作用。
  


  
    2.钠氢交换蛋白
  


  
    钠氢交换蛋白（Na+-H+exchanger，NHE）属于SLC9家族（solute carrier 9family）。SLC9家族包括10个不同的基因表达的产物，包括NHE1～NHE9，以及一种在精子中发现的可能是精子特异的sNHE （sperm NHE）。这些蛋白具有广泛的生理学功能，介导胞外钠离子和胞内氢离子的跨膜交换作用，钠离子与氢离子的交换比例为1∶1，因而其离子交换过程是电中性。
  


  
    NHE1、NHE2、NHE3及NHE4在上皮细胞的酸碱平衡调控中起着重要的作用。其中NHE1分布非常广泛，起着“看家蛋白”（house-keeping protein）的作用。NHE6～9主要分布细胞内的细胞器膜上，比如高尔基体膜以及内体（endosome）等一些细胞中的囊泡结构。这些分布在胞内的细胞器膜上的NHE可能参与这些细胞囊泡结构内的pH调控。
  


  
    通过钠离子的驱动作用，分布在细胞膜上的NHE可以介导胞外的钠离子与胞内的氢离子之间的交换作用，促进胞内氢离子的外排，从而使胞内的pH升高。
  


  
    目前在哺乳动物精子中至少已经发现了三种钠氢交换蛋白，包括NHE1、NHE5以及精子特异的sNHE。与质子通道Hv1一样，这些钠-氢交换蛋白主要也是分布于精子鞭毛的主段。有研究报道，通过基因敲除编码NHE1的基因，不影响小鼠的生殖能力。但是，敲除编码精子特异的sNHE的基因，会严重损害小鼠精子的运动能力，导致雄性小鼠完全不育。
  


  
    有意思的是，在sNHE缺失的小鼠精子中，sAC表达水平下降，sAC活性降低，导致精子的胞内cAMP水平大大下降，从而影响了精子中cAMP依赖的蛋白酪氨酸磷酸化过程。免疫共沉淀研究表明，sNHE和sAC之间可能存在蛋白相互作用。这些研究结果提示，精子胞内与NHE相关的pH调控过程可能对于sAC依赖的信号传导途径很重要。
  


  
    3.SLC4家族碳酸氢根离子跨膜转运蛋白
  


  
    SLC4家族共有10个不同的基因，它们的表达产物主要包括：①三个阴离子交换蛋白（anion exchanger，AE），分别为AE1（SLC4A1）、AE2（SLC4A2）和AE3（SLC4A3）；②5个钠离子偶联的碳酸氢根转运蛋白（Na-coupled [image: ]transporter，NCBT），分别为NBCe1（SLC4A4）、NBCe2（SLC4A5）、NBCn1 （SLC4A7）、NDCBE（SLC4A8）和NBCn2（也叫NCBE，SLC4A10）。此外，SLC4家族还包括一个硼酸离子转运蛋白（SLC4A11）和一个功能尚有待进一步研究的SLC4A9。
  


  
    在这些SLC4家族离子转运体中，AE1～AE3按1∶1的比例介导Cl--[image: ]的跨膜交换作用，是电中性的。NBCe1和NBCe2介导离子跨膜转运时，其Na+和[image: ]的表观离子化学比为1∶2或1∶3。在NBCe1和NBCe2转运离子的同时，伴随有净负电荷的跨膜运动，因此它们介导的离子转运活动会对细胞膜电位产生影响。因而，NBCe1和NBCe2是生电型的。而NBCn1、NBCn2是电中性的，其Na+和[image: ]的表观离子化学比例为1∶1。它们介导的离子转运过程没有净电荷的跨膜运输，对细胞膜电位没有影响。NDCBE也是电中性的，介导Na+驱动的Cl--[image: ]交换作用（Na+-driven Cl--[image: ] exchange）。
  


  
    SLC4家族的[image: ]跨膜转运蛋白可能是最主要的[image: ]跨膜运输载体，在各种组织中有广泛的表达，包括胰腺导管上皮细胞、肾小管上皮细胞、中枢系统脉络丛上皮细胞以及雌性和雄性生殖道上皮细胞等。在这些组织中，这些SLC4家族的[image: ]跨膜转运蛋白在细胞pH调控、[image: ]跨上皮细胞的运输过程中具有重要作用。
  


  
    研究发现AE2在精子中有表达。Jensen等通过蛋白免疫印记，发现大鼠精子中有NBCe1的表达。RT-PCR分析的证据表明在小鼠精子中表达的是NBCe1-B。
  


  
    Demarco等通过电生理学研究证实了小鼠精子中有生电型的NCBT活性的存在。他们发现，在小鼠精子中，[image: ]跨膜转运依赖于胞外钠离子的存在，他们发现这种Na+和[image: ]共转运过程是生电型的，且对DIDS（4，4-diisothiocyanatostilbene-2，2-disulfonic acid）敏感。对Na+的依赖性以及对于DIDS敏感是NCBT（NBCn1除外）的重要特征。Demarco等发现这种生电型的NCBT的活动引起精子细胞膜电位的超极化。综合基因表达的实验证据及Demarco等功能研究的实验结果，NBCe1可能在哺乳动物精子中起着重要作用。另外，研究人员在海胆（sea urchin）的精子中克隆到了一种Sp-NBC，这种NBC与哺乳动物中电中性的NCBT高度同源性。
  


  
    4.SLC26家族碳酸氢根离子跨膜转运蛋白
  


  
    SLC26家族也包括10个基因，这些基因编码的蛋白介导跨膜运输的底物多种多样，包括I-、Cl-、[image: ]、[image: ]、甲酸根离子HCOO-以及二乙酸根离子[image: ]。它们主要介导I-或Cl-与其他离子的跨膜交换作用。
  


  
    根据目前的研究报道，可以参与Cl-和[image: ]跨膜交换作用的SLC26家族成员包括SLC26A3、SLC26A4、SLC26A6及SLC26A9。SLC26A4介导电中性的I--[image: ]或者Cl--[image: ]交换，而SLC26A3、SLC26A6、SLC26A9介导生电型的阴离子交换。
  


  
    研究报道表明，Slc26a3在豚鼠精子中有表达，免疫组化研究表明，在豚鼠精子中，Slc26a3主要分布在顶体前端区域（anterior acrosome）。这些结果表明，这些阴离子交换蛋白在精子[image: ]跨膜运输中可能具有重要作用，可能参与精子获能过程。
  


  
    5.碳酸氢根跨膜运输的离子通道
  


  
    囊性纤维化跨膜转导调节蛋白（cystic fibrosis transmembrane conductance regulator，CFTR）是一种受cAMP调控的离子通道，属于所谓的ABC超家族成员（ATP-binding cassette superfamily）。编码CFTR的基因突变常常导致囊性纤维化（cystic fibrosis）疾病，这种疾病多见于高加索人种。CFTR对Cl-具有通透性，人们认为其主要起氯离子通道的作用。不过，目前也有很多研究认为CFTR对[image: ]也具有通透性，具有[image: ]通道的作用。
  


  
    人类CFTR基因突变患者常常伴有生殖力下降，甚至完全不育。有的CFTR基因突变患者表现出先天性双侧输精管缺如（CBAVD）。也有些男性CFTR突变携带者表现为精子质量与数量下降，导致生殖力障碍，表明CFTR对于精子的形成数量及质量都很重要。
  


  
    CFTR广泛分布于各种上皮细胞中，参与Cl-和[image: ]的跨膜运输，在跨膜上皮细胞的液体重吸收或分泌过程中具有非常重要的生理学作用。此外，CFTR在精子中也有表达。
  


  
    通过免疫组化发现，在豚鼠精子及小鼠与人的精子中，CFTR主要分布在精子头部的赤道段。香港中文大学的陈小章研究组发现，通过CFTR特异的抑制剂或者CFTR的抗体处理精子，会导致许多精子获能中依赖于[image: ]的过程受到抑制。经过抑制剂或CFTR抗体处理的精子中，[image: ]诱导的精子胞内pH升高、cAMP水平升高、膜电位的超极化等过程均受到一定程度的抑制。体外受精实验发现Cftr+/-杂合子小鼠的精子其运动能力与受精能力均显著低于Cftr+/+纯合子野生型小鼠的精子。这些研究结果表明CFTR对于精子获能以及精子正常受精具有极为重要的作用，这些研究结果可以在一定程度上解释CFTR突变携带者雄性不育的原因。
  


  
    上面提到了精子中存在的多种不同的[image: ]跨膜转运机制，既有钠离子偶联的碳酸氢根转运蛋白（NCBT），阴离子交换蛋白（Cl--[image: ]exchanger），也有[image: ]离子通道CFTR。这些不同的[image: ]跨膜运输机制之间是什么关系？各种不同的[image: ]跨膜转运机制之间是否可能存在互补性？这些碳酸氢根跨膜转运蛋白和氢离子跨膜运输蛋白之间的相互关系如何？这些问题都还有待进一步研究。
  


  
    二、酸碱调控与精子中pH敏感的离子通道
  


  
    我们已经知道，在精子获能的过程中，精子所处液体环境经历了由弱酸性（附睾液）到弱碱性（精液及雌性生殖道上皮细胞的分泌液）的变化。由于精子所处的液体环境pH升高，精子胞内的pH也会升高。前面我们讨论了在精子胞内pH调控过程中，精子会吸收[image: ]，[image: ]激活腺苷酸环化酶，启动一系列精子获能相关的信号传导过程（见图19-1）。pH升高的另一重要效应是导致精子中pH敏感的离子通道的激活。
  


  
    离子通道的门控机制有很多不同的类型，有电压门控、配体门控、机械门控，也有pH门控。pH门控的离子通道对环境pH变化敏感。目前人们在精子中发现了两种pH敏感的离子通道：钙通道CatSper和钾通道KSper。这两种pH敏感的离子通道在精子获能中都具有非常重要的作用，下面分别对他们进行简单介绍。
  


  
    1.精子中pH敏感的钙离子通道
  


  
    CatSper是一类哺乳动物存在的精子特异的阳离子通道（cation channel of sperm）。CatSper对钙离子有很高的通透性，且具有pH敏感的特性。
  


  
    钙离子通道蛋白CatSper的一级结构与常见的电压敏感的钙通道以及钠通道不同。在常见的电压敏感的钙通道及钠通道中，一个肽链包含四个重复的结构域，每个结构域包括6个跨膜区（S1～S6），其中S4为富含正电荷的电压敏感区。而钙通道CatSper的一条肽链只有6个跨膜螺旋区S1～S6，第四个跨膜螺旋S4富含带正电荷的氨基酸残基，因此CatSper也具有较弱的电压敏感性。
  


  
    CatSper的氨基酸序列与常见的电压敏感钙通道的单个重复结构域的序列高度同源，因此，可以说CatSper只有一个重复结构域。这一点和电压敏感的钾通道类似，钾通道的单个肽链（亚基）也只有一个重复单元。一般常见的电压敏感的钙通道及钠通道一个单独的肽链的四个重复单元构成一个离子通道。而钾通道需要四个亚基组成四聚体，形成一个钾通道。至于精子特异的钙通道CatSper是否与钾通道类似，也是通过形成一个四聚体组成一个离子通道，还需要进一步研究。
  


  
    在精子中，CatSper也主要分布在精子鞭毛的主段，其表达分布与Hv1及NHE等pH调控蛋白是一致的。CatSper的一个重要特征是对精子的胞内pH敏感。从pH 6.0升高至pH 7.5，CatSper的通透性大大增加，而且在生理条件下的膜电位范围内（膜电位为负），CatSper更容易被激活。在生理条件下的膜电位范围内，pH6.0时，CatSper基本不被激活，而在pH7.5时，CatSper被激活的概率大大增加。
  


  
    在精子获能的初始，伴随着[image: ]的进入及H+离子的外流，精子的胞内pH会升高，也就是精子获能的胞内碱化过程。在这个胞内碱化过程中，精子中pH敏感的钙通道CatSper也被激活，从而导致钙离子内流，使精子胞内钙离子浓度上升。我们前面提到了，精子特异的腺苷酸环化酶sAC的激活不仅需要[image: ]，还需要钙离子。因此，pH敏感的CatSper对于sAC的激活，从而对于精子获能的启动具有非常重要的作用。
  


  
    哺乳动物中，编码精子特异的钙通道CatSper的基因有四个，即CatSper1-4。这四个CatSper基因对于雄性生殖都是必须的，通过基因敲除技术删除其中任何一个，都会导致小鼠精子活化过程的障碍，从而导致小鼠不育。
  


  
    2.精子中pH敏感的钾离子通道
  


  
    哺乳动物中有一种精子特异的钾通道（sperm-specific potassium channel，KSper），也叫Slo3或者Kcnu1。KSper的一级结构与常见的电压敏感的钾通道KV差别较大，KSper除了含有对应于KV的S1～S6外，S1前面有一个额外的跨膜区S0。这样，KSper的氨基末端Nt位于细胞外，此外KSper含有一个较大的羧基末段（图19-4，见文末彩插）。
  


  
    钾通道KSper也主要分布在精子鞭毛主段。与钙离子通道CatSper一样，这种钾离子通道具有电压敏感性，同时具有高度的pH敏感性。研究表明，从pH 6.0上升至pH 8.0，KSper介导的钾电流增加8倍。
  


  
    精子获能过程中，精子胞内pH碱化会导致精子膜电位的超极化（hyperpolarization）。这个膜电位超极化过程就与pH敏感的钾通道KSper有关。KSper的激活导致胞内K+外流，从而引起精子膜电位发生超极化。在生理条件下，胞外钙离子浓度［Ca2+］远远高于胞内［Ca2+］，膜电位的超极化会增强Ca2+内流的电化学驱动力，因而有利于Ca2+的内向运输。
  


  
    KSper是在精子获能过程中必须的，通过基因敲除技术删除KSper基因，会造成小鼠精子运动能力的障碍，从而导致雄性小鼠不育。KSper缺失的小鼠精子在获能条件下，表现出去极化。
  


  
    [image: ]

    
      图19-4　精子鞭毛上的pH调控蛋白及pH敏感的离子通道
    


    
      在雌性生殖道中，精子通过质子通道和钠氢交换蛋白NHE的作用，将胞内氢离子外排，通过[image: ]跨膜转运蛋白（比如NCBT）吸收[image: ]，使胞内pH升高。精子胞内pH升高导致pH敏感的钾通道KSper和钙通道CatSper的激活。KSper激活引起钾离子外流，细胞膜电位超极化，CatSper激活导致Ca2+内流，使精子中的Ca2+浓度上升。
    

  


  
    第六节　pH调控与雄性不育
  


  
    通过上面几节的讨论，已经知道酸碱平衡调控与精子具有密切的关系。酸碱平衡调控失常是导致雄性不育的重要原因之一。在前面几节的讨论中，已经涉及了许多pH调控相关蛋白的功能异常或基因敲除以及一些pH敏感的离子通道功能突变或敲除导致雄性不育或生殖力下降的例子。为了读者的方便，我们将这些相关基因及基因缺失或突变的一些表型归纳起来，列于表19-3中。关于这些基因的功能，请读者参阅前面的相关内容。
  


  
  
    表19-3　pH调控及pH敏感相关基因与雄性不育
  
[image: ]


  
  
    续表
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    第二十章　温度对精子发生影响的分子机制
  


  
    第一节　温度对支持细胞的影响
  


  
    精子发生过程离不开生精上皮中唯一的体细胞——支持细胞（Sertoli cell）的存在。支持细胞又称为Sertoli细胞，因为早在1865年意大利生理学家Enrico Sertoli通过Belthle显微镜发现并描述了这种细胞，他首次将这种细胞描述成“树状细胞”或“母亲细胞”（mother cell）。从此之后，其他科学家经常在发表的文献中用Sertoli来命名此种细胞。精子发生是在睾丸生精小管中完成的。生精小管主要是由支持细胞和不同发育期的生精细胞组成。生精小管管壁被基膜和管周类肌细胞（peritubular myoid cell）包绕，后者又称管周收缩细胞。在生精周期中，支持细胞与生殖细胞的三维结构关系不断改变，使得支持细胞形状不规则，形态研究比较困难。尽管如此，他仍然是生精小管中研究最为深入的细胞之一。支持细胞有着巨大的表面积，其体积占整个生精上皮体积的17%～19%，使其能以大约1∶50的比例支持各级生精细胞。在光镜下，支持细胞轮廓不清，核不规则，核染色质稀疏，染色浅，核仁明显。电镜下观察，支持细胞呈不规则锥形体，核仁两侧有卫星核小体，基部紧贴基膜，顶部伸向生精小管管腔，侧面和腔面有许多不规则凹陷，其内镶嵌各级生精细胞。胞质内有丰富的高尔基体、糙面内质网、光面内质网和线粒体，有利于支持细胞分泌多种蛋白，并有很多溶酶体、糖原体、微丝和微管。微丝和微管的收缩可使生精细胞向管腔内移动，并有助于精子的排放。
  


  
    一、支持细胞的成熟与功能
  


  
    （一）支持细胞的成熟
  


  
    支持细胞是胚胎性腺中第一个开始分化的体细胞，他的分化带动了精索的形成，并防止此时生精细胞进入减数分裂以及间质细胞的分化和功能。间质细胞分泌睾酮和胰岛素样因子3（insulin-like factor 3，INSL3），对男性性征的分化以及对睾丸下降至阴囊事件起重要作用。此外，支持细胞分泌抗苗勒激素（anti-Mullerian hormone，AMH）保证苗勒管的退化。到了青春期，支持细胞的功能转变为支持精子生成。没有支持细胞在结构和营养代谢上的维护支持，生精细胞的分化、减数分裂、精子变形和成熟都不可能发生。
  


  
    支持细胞在性分化、睾丸形成和精子发生中都起重要作用，但在所作用的时间和功能上并不相同。支持细胞在成年期精子发生中的作用是胚胎期没有的。从胚胎向成年期的转变发生在青春期。大概在青春初期，支持细胞在形态和功能上发生根本变化，从幼稚、增殖的状态转为成熟、非增殖的状态。细胞核增大，核仁变得更明显。相邻的支持细胞之间形成紧密连接，把生精小管分成基底膜侧和管腔侧，使处于减数分裂中的生精细胞隔离在管腔侧，由于血-睾屏障的存在，无法直接从血-睾屏障外血液循环系统摄取营养物质，营养来源只能依赖于支持细胞。此时，支持细胞的主要功能就转变为从营养和结构上支持保护生精细胞。如果在幼稚期，支持细胞发生缺陷，将不可避免影响其成熟期的功能。目前认为，甲状腺激素T3与雄激素或与FSH相互作用，引起支持细胞成熟。新分化的生精细胞也是诱导支持细胞成熟的一个重要因素。
  


  
    成熟支持细胞所表达的蛋白分子与未成熟支持细胞是不同的。观察分析支持细胞所表达的分子将有助于了解支持细胞的状态。如卵泡刺激素受体（FSHR）是一个G蛋白耦联的跨膜蛋白，他仅表达于支持细胞。在大鼠妊娠第14.5d时，胚胎性腺开始出现微弱表达，出生后FSHR表达增加了3倍，在出生后15dFSHR表达达到最高峰，之后逐渐下降至成年水平，相当于出生后2d的表达水平。FSHR的表达变化与支持细胞的增殖时间相吻合。表达雄激素受体（androgen receptor，AR）是支持细胞成熟的标志，尽管它的表达随着生精周期而变化。雄激素受体在支持细胞成熟前开始表达，他参与了支持细胞的成熟过程。Wilms肿瘤基因（Wilms,tumour gene，WT1）在胚胎性腺发育和成年期精子发生过程中是一个起关键作用的转录因子，他特异表达于支持细胞核。胚胎发育过程中，WT1首先在中胚层开始表达，胚胎发育早期，表达于生殖嵴和未发育性腺的体腔上皮及间叶细胞。之后体腔上皮发生迁移，分别形成雄性的支持细胞和雌性的颗粒细胞。支持细胞自此直至成年始终表达WT1。其他分子如AMH、角质纤维蛋白18 （cytokeratin 18，CK18）、芳香化酶（aromatase）、神经细胞黏附分子（neural cell adhesion molecule，NCAM）、抑制素βB亚单位（inhibin beta B-subunit）等表达于未成熟支持细胞，而转铁蛋白（transferrin）、白细胞介素1α（Interleukin-1α）、P27kip1、转录因子GATA-1、层粘连蛋白α5（laminin alpha 5）等表达于成熟支持细胞。
  


  
    （二）支持细胞在精子发生过程中的功能
  


  
    支持细胞是生精小管内唯一与生殖细胞直接接触的体细胞，复杂而精密的精子发生主要依赖于支持细胞。不存在只有生精细胞而没有支持细胞的睾丸，体外培养时也只有将支持细胞和生精细胞共同培养才能维持生精细胞一定时期的存活，而且支持细胞的数量决定了生殖细胞的数量，所有这些现象说明支持细胞在雄性性腺中有非常重要的功能。支持细胞的功能大概包括：血-睾屏障形成、提供生精细胞结构支持、供给生殖细胞营养物质和吞噬作用。
  


  
    1.血-睾屏障形成
  


  
    青春期，相邻支持细胞之间在靠近基底膜附近会形成一个特殊的屏障——血-睾屏障（blood testis barrier，BTB）。血-睾屏障将生精小管分为基底室（basal compartment）和近腔室（adluminal compartment）。基底室存在不受血-睾屏障保护的精原细胞和前细线期精母细胞，近腔室内含细线期以后的各级生精细胞。
  


  
    血-睾屏障主要有三方面功能：①为生精细胞的发育提供一个稳定的微环境。血浆和淋巴毛细血管中的物质可以直接进入到基底室，但由于血-睾屏障的存在，无法进入近腔室。这就保证近腔室内生精细胞进行减数分裂和变形的分化成熟过程能在一个相对稳定的微环境中进行，从而保证正常的精子发生过程和遗传基因的稳定；②封闭细胞间隙的通透性，选择性透过生物分子，调节营养物质和水份出入生精上皮，限制有害物质进入；③血-睾屏障也构造了一个免疫屏障，可以隐蔽生精细胞表面存在的抗原决定簇，同时他把血液循环中的免疫球蛋白和淋巴细胞隔绝在生精小管之外。
  


  
    支持细胞之间形成的血-睾屏障是精子发生正常进行的物理保障，然而血-睾屏障紧密连接的周期性重建和形成机制还有待于阐明。在小鼠精子发生周期的第Ⅷ～Ⅸ期，血-睾屏障进行着活跃的解聚和重建过程。在这个阶段，位于早期精母细胞（主要是细线期精母细胞）之下相邻支持细胞间新的血-睾屏障形成是维持其屏障功能完整性的必要条件。研究发现，小鼠睾丸在43℃水浴30min后，在第10天早期精母细胞重新出现后能促进紧密连接分子ZO-1在生精小管中的正确定位。另外也观察到在缺失早期精母细胞的c-kit基因敲除小鼠中，血-睾屏障的完整性被破坏，ZO-1的分布也不正常。在支持细胞和精母细胞复合培养模型中，将早期精母细胞铺到已培养5d贴壁的支持细胞培养层上，结果发现，在48h内形成了新的紧密连接，同时还伴随着E-钙黏素（E-cadherin）和FRNK（FAK-related nonkinase）蛋白分子表达的上升。在原代支持细胞中过表达FRNK能够诱导E-钙黏素表达及ZO-1在细胞膜上的聚集。加入ERK1/2磷酸化抑制剂能明显阻止早期精母细胞诱导的新紧密连接的形成及FRNK和E-钙黏素的升高。进一步的研究发现，早期精母细胞培养液中含有某（些）因子剌激紧密连接形成。这（些）因子相对分子质量在10 000～30 000之间，他（们）可通过ERK1/2MAPK信号通路促进新的紧密连接的形成。这些研究结果提示，精母细胞对紧密连接，即新的血-睾屏障的形成可能起重要作用，但早期精母细胞在新的血-睾屏障的形成过程中是如何起作用的还不清楚，而研究清楚这点不仅有助于完善血-睾屏障调控机制的理论体系，还可能发现新的调控紧密连接形成的细胞因子，可能为治疗男性不育药物的筛选提供新的理论基础。
  


  
    2.结构支持功能
  


  
    支持细胞具有高度发达的细胞骨架，能维持细胞外形、定位和转运细胞器，在细胞间和细胞-胞外基质的接触点固定细胞膜，帮助发育中的生殖细胞移动，参与成熟精子从生精上皮释放。
  


  
    支持细胞不仅参与分泌基底膜（basement membrane）的组成成分，如laminin和collagenⅣ，还通过他的细胞骨架系统和细胞连接分子与各级生精细胞建立直接的联系。精子发生是一个包含细胞增殖、分化、移位和形态变化一系列复杂有序的精密变化过程。位于生精小管基底部的A型精原细胞经过数次有丝分裂生成B型精原细胞，接着染色质发生重构生成初级精母细胞，此时减数分裂开始，前细线期和细线期精母细胞脱离基底膜，越过血-睾屏障，随着生精细胞的分化逐渐向管腔迁移。最后，长形精子细胞脱离支持细胞释放到管腔，经过附睾，成为有受精能力的成熟精子。在这一系列高度复杂有序的变化中，迁移的生精细胞始终与围绕他的支持细胞紧密接触。各级生精细胞和支持细胞的这种相互作用对于成熟精子的产生是关键。因此，生精细胞在生精小管内成功迁移的前提是有一套精密完善的细胞连接系统。这个系统的典型特征是支持细胞与分化中的生精细胞之间的连接一直处于动态的分解和重建中。
  


  
    上世纪70到80年代，对睾丸的形态学研究发现，睾丸中存在许多与其他上皮中相似的连接。这些连接基本可以分为三大类：闭锁连接（occludin junctions）、锚定连接（anchoring junctions）和通讯连接（communicating junctions）。睾丸中的闭锁连接和通讯连接均只有一种，分别为紧密连接（tight junctions，TJ）和缝隙连接（gap junctions，GJ）。这三种连接在睾丸生精小管中的分类和位置见表20-1。相邻支持细胞形成的紧密连接是血-睾屏障的有效成分。睾丸内的锚定连接按照所在部位、形态及与细胞内骨架的关系可分为四种类型：①黏合带（adhesion belt）或黏附连接（adherens junction，AJ）；②黏着斑（focal adhesion）连接；③桥粒（desmosome）和半桥粒（hemidesmosome）连接。黏附连接是锚定连接中研究最多的连接，他存在于支持细胞之间和支持细胞与各种生精细胞之间，生精细胞在小管内的成功迁移有赖于黏附连接的动态分解与重新构建。睾丸中除了常规的黏附连接外，还有两个独特的黏附连接结构，即胞外特化装置（ectoplasmic specializations，ES）和tubulobulbar复合物（tubulobulbar complexes，TBC）。前者分布于基底部支持细胞间或管腔部支持细胞与生精细胞间；后者分布于支持细胞与延长形精子细胞之间。
  


  
    
      表20-1　生精小管中细胞连接的分类和位置
    
[image: ]

    
      注：Sc：支持细胞；Gc：生精细胞。
    

  


  
    3.营养和分泌功能
  


  
    支持细胞是一类具有分泌功能的细胞，他能分泌蛋白酶及其抑制因子、激素、能量底物、生长因子、旁分泌因子以及细胞外基质成分等，这些蛋白对维持精子发生有重要作用。由于血-睾屏障的存在，血液循环中的大分子无法进入生精小管，生精细胞依赖包绕他的支持细胞提供营养物质和生物因子，包括氨基酸、碳水化合物、脂类、维生素、金属离子和多种细胞因子等，所以又被人称为“保姆细胞”（nursing cells）。而且对生精过程至关重要的两种激素，卵泡刺激素和睾酮也是通过支持细胞上各自的受体来发挥作用的。单独分离培养的生精细胞在体外存活时间不超过24h，表明生殖细胞的存活依赖于支持细胞。
  


  
    4.吞噬作用
  


  
    支持细胞在体内或体外培养中均有较强的吞噬能力。在体外生精小管培养中，退化的生精细胞能迅速被支持细胞所清除并伴随其胞质内包涵物增多。体内生精过程中，支持细胞吞噬从精子细胞脱落的残余小体和在精子发生过程中退化的各种生殖细胞。生精细胞因各种原因受到损害时，支持细胞吞噬活动显著增强。此外，在近腔室和基底室支持细胞有活跃的胞饮和受体介导的内吞作用。支持细胞的吞噬功能对维持生精小管管腔内环境的稳定有一定意义。
  


  
    二、温度对支持细胞的影响
  


  
    长期以来，人们一直关注温度引起生精细胞凋亡的分子机制。事实上，高温虽然不会诱导支持细胞凋亡，但明显影响他的结构和功能，从而影响精子发生。已有的研究结果表明，热激对支持细胞的分泌功能、超微结构、表达的骨架和连接蛋白、上游的核受体和细胞因子和血-睾屏障的通透性都产生可逆性的影响。
  


  
    （一）温度对支持细胞功能的影响
  


  
    早期研究发现，隐睾或43℃局部热浴睾丸，可使雄激素结合蛋白（androgen-binding protein，ABP）和抑制素的生成和分泌明显减少；FSHR表达明显下降；胰岛素样生长因子1（insulin-like growth factor 1，IGF-1）表达增高。
  


  
    中间纤维是支持细胞骨架的重要组分，正常成年动物支持细胞中的中间纤维主要是波形蛋白（vimentin）。在大多数成年隐睾患者的支持细胞中，中间纤维除波形蛋白外，结蛋白（desmin）和角质纤维蛋白（cytokeratin）也明显表达，而此后两者通常只在胚胎期和未成年支持细胞中表达。
  


  
    角质纤维蛋白18可作为鉴定支持细胞成熟状态的标志分子，他仅表达于未成熟的支持细胞，而在成年睾丸的支持细胞不表达。成年猴隐睾手术或43℃水浴处理成年猴睾丸，可诱导其支持细胞重新表达CK18。停止热浴后，他的表达逐渐恢复到热浴前的水平（图20-1，见文末彩插）。
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      图20-1　CK-18在猴睾丸中的免疫定位
    


    
      A：CK-18在成年猴睾丸（a）和幼猴睾丸（b）中的免疫定位，显示CK-18仅在未成熟的支持细胞中表达。B：成年猴睾丸43℃热处理前及处理后第3，8，30，84，144天CK-18的免疫组织化学染色结果。红色为CK-18在支持细胞中的阳性信号，蓝色为背景颜色，con为阴性对照。标尺=100μm。（引自：Zhang XS et al.Endocrinology，2006，147（3）：1237-1245）
    

  


  
    肝细胞受体类似物（liver receptor homologue 1，LRH-1）是一个核转录因子，他在成年生精细胞、间质细胞和未成年支持细胞中表达，但不在成年猴或大鼠支持细胞中表达。与CK-18类似，在热处理成年猴或大鼠睾丸后，在分化的支持细胞中重新表达LRH-1，且其出现和消失的时间都比CK-18早。原代培养的成年猴或大鼠支持细胞的体外实验结果与在体实验结果一致（图20-2，见文末彩插）。且ERK通路抑制剂可以阻止热激后CK18和LRH-1的表达。进一步的实验证实，LRH-1可能是调控支持细胞去分化的重要转录因子之一。这些研究结果提示，热激可能促使成年的支持细胞经历去分化过程，获得了未成熟支持细胞的特性。去分化的支持细胞丧失了支持精子发生的正常功能，从而影响精子发生。热激诱导支持细胞去分化，那么去分化的细胞是否具有增殖能力？在体和离体实验的结果表明，不论是隐睾还是43℃温浴，支持细胞中都没有Ki67的表达，表明虽然支持细胞发生了去分化，但是仍然不具有增殖特性，是一种病理的状态。
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      图20-2　43℃水浴对LRH-1和CK-18在原代培养大鼠支持细胞中表达的影响
    


    
      热处理后不同时间LRH-1（A）和CK-18（B）在支持细胞中的免疫定位。细胞核用PI标记。图中标尺=50μm。（C）LRH-1和CK-18的Western blot检测结果。相对表达水平为目的蛋白条带与内参β-actin条带的灰度比值，图中显示的数值为mean±SEM（n=3）。＊代表与对照组相比P＜0.05，＊＊代表与对照组相比P＜0.01。支持细胞分离自60日龄大鼠睾丸。0min、10min、20min、30min、60min、2h、3h表示43℃处理15分钟后不同时间。（引自：Guo Jian et al.Endocrinology，2007，148（3）：1255-65）
    

  


  
    （二）热激可逆性改变生精小管内超微结构、增强血-睾屏障通透性
  


  
    电镜发现隐睾患者或手术诱导隐睾大鼠的支持细胞结构上出现明显变化：内质网扩张，线粒体嵴明显减少，脂滴积累，电子致密物增加，核膜不规则，胞质空泡化，支持细胞中有各种不同直径的空泡积聚在细胞基底部，似乎是相邻细胞间连接处的细胞间隙局部扩大所致。四周后这种空泡消失。43℃热浴对生精小管内超微结构的变化更明显。热浴后6h已出现较大变化，在小管基膜处结构变得松散，可见较大空泡。支持细胞与生精细胞之间的连接处间隙明显变大。24h后这种现象更明显，胞质中可见许多空泡，这种空泡还出现在相邻支持细胞之间，使血-睾屏障出现断裂，但这种结构上的变化是暂时的，热浴后逐步恢复到正常状态（图20-3）。
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      图20-3　43℃水浴处理后大鼠睾丸曲细精管超微结构的变化
    


    
      A和B：正常大鼠睾丸生精小管电镜图片。正常睾丸相邻支持细胞间的血-睾屏障是完整的（黑色箭头）。C和D：热处理后6小时。C：支持细胞和精原细胞间可见到细胞间隙（＊），黑色箭头所指为锚定连接，白色箭头所指为基底膜内清晰可见的胶原。D：基底膜内可见较大空泡（＊）。E和F：热处理后24小时。E：方框内为相邻支持细胞间的血睾屏障。此时支持细胞胞浆内出现更多的空泡（白色箭头）。F：E图方框内血睾屏障的放大图片。黑色箭头所指即为血睾屏障，此时血睾屏障处也出现了一些空泡（＊）。放大倍数：2500（A）；20 000（B，C，D，and F）；8000（E）。（引自：Chen Min et al. Endocrinology，2008，149：4871-82）
    

  


  
    生物素示踪被广泛用于检测血-睾屏障的功能，通过在睾丸白膜下生精小管间注射EZ-偶联的Sulfo-NHS-LC-Biotin可以检测血-睾屏障的通透性。向13d小鼠生精小管间注射的biotin能自由进入生精小管内，此时血-睾屏障还没有形成。出生18d左右，血-睾屏障开始形成，生精小管间注射的biotin可部分进入生精小管中，到成年后血-睾屏障完全形成，注射的biotin完全不能进入生精小管中。43℃水局部温浴成年小鼠睾丸30min，在热处理2d后生精小管管腔中发现有生物素存在，提示热浴破坏了血-睾屏障的通透性。但随着热处理后时间的延长，在热处理后10d左右，血-睾屏障通透性又恢复到正常水平（图20-4，见文末彩插）。
  


  
    43℃水温浴睾丸不同时间，对生精小管内精子发生和血-睾屏障通透性的影响不同。HE染色结果表明，热激30min或1h，10d后精子发生的恢复情况较好，血-睾屏障的通透性已经恢复到正常水平，而长时间热激（2h和3h）会明显地阻碍精子发生和血-睾屏障通透性恢复的时间。
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      图20-4　热处理可逆性增加成年小鼠血睾屏障通透性
    


    
      热处理前后向小鼠睾丸白膜下注射EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin。a：正常组小鼠注射的生物素不能进入生精小管中。b：向热处理后2d的睾丸内注射生物素30分钟后，生物素渗透入生精小管中。c：热处理5d仍有部分生物素能渗透入生精小管中。d：热处理后10d血睾屏障通透性又恢复到正常水平。细胞核用DAPI标记，图中所有标尺=50μm。（引自：Cai Huan et al.Inter.J.Androl，2011，34（4）：352-62）
    

  


  
    （三）热激对支持细胞骨架和连接分子表达的影响
  


  
    在阴囊睾丸中，波形蛋白主要定位于支持细胞核的周围区域，偶尔呈纤维状伸向管腔。隐睾手术后波形蛋白除了表达量明显增强外，表达模式也发生明显改变，隐睾后10～15d，在支持细胞的整个细胞质中都能检测到波形蛋白的弥散表达。
  


  
    43℃水浴处理原代恒河猴支持细胞30min，热处理后将细胞重新放入33℃培养箱中继续培养。热处理后支持细胞胞质向核周回缩，胞体变圆，这种变化在热处理后2h最明显。6h后细胞形态又逐渐恢复到热浴处理前水平。ZO-1（zonula occludens-1）是构成紧密连接的重要蛋白，缺失ZO-1的小鼠不能形成紧密连接。N-cadherin和β-catenin是构成黏附连接的重要蛋白复合体，表达于支持细胞之间和支持细胞与生精细胞之间。黏附连接分子N-cadehrin、βcatenin和紧密连接分子ZO-1在热处理后24 和48h蛋白表达水平明显降低。他们的mRNA变化比蛋白的变化在时间上早12～24h。但中间纤维vimentin蛋白在热处理后表达明显升高，6h达到正常表达水平的3倍。在热处理后72h上述分子的表达水平逐步恢复到未处理前的细胞正常表达水平（图20-5）。小鼠的体内实验结果与此一致（图20-6，见文末彩插）。由此可见，热激能可逆性地引起睾丸内黏附链接和紧密连接分子表达量和定位的变化，进而对连接的完整性和功能产生影响。
  


  
    （四）热激对支持细胞上游转录因子和细胞因子的作用
  


  
    雄激素和卵泡刺激素是雄性生殖中最重要的两种激素，他们对于支持细胞的增殖分化、精子发生的起始和维持都是不可缺少的。生精小管内，生精细胞并不表达雄激素和卵泡刺激素受体AR和FSHR，只有支持细胞表达这两种激素受体，雄激素和促卵泡生成素是通过支持细胞对精子发生起作用的。此外，WT1在胚胎性腺形成中是极其关键的转录因子，他在出生后及成年期的精子发生过程中同样起着关键的作用。恒河猴支持细胞的离体实验表明，FSHR在支持细胞中的表达在热处理早期没有明显变化，其表达的下调开始出现在热处理后12h，48h降至最低水平，72h恢复到正常水平。而与之相比，热处理15～30min后AR和WT1蛋白开始消失，6h后表达逐渐开始恢复。但其mRNA并未消失，只是表达明显减少。睾酮和蛋白合成抑制剂放线菌酮并不能阻止这两个蛋白在热处理后的消失，26S蛋白酶体抑制剂也只有微弱的阻止作用。因此，这两个蛋白热激后消失的机制还有待于后续的研究。手术诱导大鼠隐睾的在体实验也发现，支持细胞中的AR和WT1在手术后也出现了可逆地消失，只是时相上慢一些，术后24h表达减弱，3d完全消失，10d恢复到正常水平，此时生精细胞的凋亡和脱落已非常明显。在时间上，AR和WT1的变化早于生精细胞的凋亡。在成人隐睾睾丸中，支持细胞表达AR的强弱可反映所在生精小管发育的成熟程度。在存在部分分化（尽管分化不完全）的生精细胞的小管，支持细胞中AR表达强；在无生精细胞的小管，支持细胞中AR表达微弱或没有表达。由此可见，支持细胞中AR表达的缺失与小管局部精子发生缺失相关。因此可以认为，AR和WT1的消失是43℃水浴或手术隐睾引起生精细胞凋亡的重要原因之一。
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      图20-5　43℃热处理支持细胞后不同时间点N-cadherin，β-catenin，ZO-1和vimentin的mRNA及蛋白表达水平分析
    


    
      A：实时定量PCR检测结果。N表示未处理组，2h，6h，12h，24h和48h分别表示热处理完成后不同时间。各处理组相对mRNA浓度以2-ΔΔCT计算，对照组浓度为1；B：Western blot检测结果。相对表达水平为目的蛋白条带与内参β-actin条带的灰度比值。图中显示的数值为mean±SEM（n=3）.＊代表与对照组相比P＜0.05，＊＊代表与对照组相比P＜0.01。（引自：Chen Min et al.Endocrinology，2008，149：4871-82）
    

  


  
    此外，雄激素拮抗剂flutamide对支持细胞中骨架和连接分子的作用与43℃水浴的作用基本相似，即抑制N-cadherin、β-catenin、ZO-1等连接分子的表达，上调中间纤维vimentin的水平。腺病毒载体介导的外源AR能补救热处理后内源AR蛋白的消失，过表达AR能挽救热处理引起的骨架和连接分子的变化，表明热处理后支持细胞中AR蛋白的消失介导了随后骨架和连接分子的变化，但是对于其分子机制尚不清楚。文献报道，转化生长因子β（transforming growth factorβ，TGF-β）以一种时间特异性方式由睾丸支持细胞和生殖细胞所分泌，他们可以在转录水平、转录后水平和翻译后水平调控细胞连接的重构。热激可引起睾丸内TGF-β3表达可逆性增高，伴随热激向睾丸内注射TGF-β拮抗剂可以部分阻止热诱导的血-睾屏障的破坏，提示TGF-β3可能是热激引起紧密连接破坏的一个调节因子之一（图20-7）。
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      图20-6　43℃热处理小鼠睾丸对紧密连接分子Occludin和ZO-1表达水平的影响
    


    
      A：实时定量PCR检测结果。Con表示未处理组，0h、3h、6h、12h、1day、2day、3day和10day分别表示热处理（43℃30分钟）完成后不同时间。各处理组相对mRNA浓度以2-ΔΔCT计算，对照组浓度为1；B：Western blot检测结果。相对表达水平为目的蛋白条带与内参β-actin条带的灰度比值。图中显示的数值为mean±SEM（n=3），＊代表与对照组相比P＜0.05，＊＊代表与对照组相比P＜0.01；C：Occludin和ZO-1在睾丸中的免疫荧光分析。a，d，g中红色荧光为occludin的定位分布；b，e，h中绿色荧光为ZO-1的定位分布；c，f，i中蓝色荧光为DAPI染的细胞核，黄色荧光为红色和绿色荧光的叠加。其中a，b，c为未处理组睾丸；d，e，f为热处理后2天睾丸；g，h，i为热处理后2周睾丸。图中所有标尺=50μm。（引自：Cai Huan et al.Inter.J..Androl，2011，34（4）：352-62）
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      图20-7　热处理诱导小鼠睾丸TGF-βs表达并活化p38MAPK和erkMAPK
    


    
      A：实时定量PCR检测TGFβ1，2，3的mRNA在热处理后小鼠睾丸中的表达变化。各处理组相对mRNA浓度以2-ΔΔCT计算，对照组浓度为1。B：Western blot检测热处理后小鼠睾丸内TGF-β3和p38MAPK、erkMAPK磷酸化表达变化。p-p38MAPK为磷酸化p38MAPK，p38MAPK代表总的p38MAPK水平。p-ERK1/2为磷酸化ERK1/2MAPK，ERK1/2代表总的ERK1/ 2MAPK水平。相对表达水平为磷酸化目的蛋白条带与总蛋白条带的灰度相对比值，对照组设为1。图中显示的数值为mean±SEM（n=3），＊代表与对照组相比P＜0.05，＊＊代表与对照组相比P＜0.01；con表示未处理组，0h、3h、6h、12h、1d、2d、3d和10d分别表示热处理（43℃30分钟）完成后不同时间。（引自：Cai Huan et al.Inter.J..Androl，2011，34（4）：352-62）
    

  


  
    AR和WT1是生精过程必不可少的两个因子，他们各自的支持细胞条件敲除小鼠其精子发生均受到明显的抑制。作为上游因子，AR和WT1在支持细胞中的作用肯定不仅仅是调节细胞连接，热处理后他们的表达变化给支持细胞带来的其他影响和机制还有待挖掘。
  


  
    综上所述，热激可诱发支持细胞发生去分化现象，支持细胞热激后虽然未发生凋亡，但他的细胞极性、分化状态、分泌活性、超微结构、表达的上游核受体和细胞因子以及骨架连接分子都受到了显著而可逆的影响。生精小管中支持细胞与生精细胞紧密相关，精子发生的正常进行有赖于支持细胞提供营养物质和结构的支持。热激后支持细胞结构和功能发生显著变化，必然干扰了支持细胞对生精细胞的支持作用，这可能是热激诱发生精细胞凋亡的一个重要机制（图20-8）。
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      图20-8　热激影响精子发生的作用途径
    

  


  （陈敏　刘以训）


  
    第二节　温度对生精细胞的影响
  


  
    精子发生（spermatogenesis）是一个生殖细胞复杂的分化过程。广义上讲，他起始于原始生殖细胞（PGC）在胚胎期的迁移，到达生殖脊后，PGC开始迅速增殖，经过一系列的分裂、增殖、分化变形，最终形成精子。狭义上讲，精子发生是从精原细胞有丝分裂开始到成熟精子形成的过程，主要包括精原细胞有丝分裂增殖，精母细胞减数分裂和精子细胞变形成为成熟精子三个连续阶段。
  


  
    一、精子发生与生精细胞凋亡
  


  
    （一）生精细胞自发凋亡
  


  
    正常的精子发生伴随着生精细胞的凋亡。这是因为在精子发生过程中精子数量一方面取决于生精细胞的增殖分化，另一方面取决于生精细胞的凋亡。研究发现，小鼠睾丸发育过程中生精细胞凋亡有两个高峰，分别对应于原始生精细胞（PGC）迁移到生殖脊和精子发生周期启动开始的时间。在性成熟的大鼠睾丸中，生精细胞凋亡现象仍然很明显，据统计，实际精子产量要比预期理论产值少75%左右。因为生精细胞依附的体细胞——Sertoli细胞仅能支持有限数目的生精细胞，生精细胞与Sertoli细胞的比例保持恒定是生精细胞分化的一个重要条件。
  


  
    不同物种自发凋亡的生精细胞类型有所不同。在大鼠和仓鼠中，主要是一些分化的精原细胞（特别是A型精原细胞）和精母细胞自发凋亡；在小鼠中主要是精母细胞发生凋亡；人类的生精细胞自发凋亡在生精细胞的各发育阶段都有发生。从生精周期看，自发性生精细胞凋亡主要发生在周期Ⅰ、Ⅻ～[image: ]。
  


  
    （二）诱发生精细胞凋亡
  


  
    生精细胞依存性强，容易受到各种因素的干扰而发生凋亡。生精细胞凋亡除在正常精子发生中自发进行外，还可以被多种调节性信号诱发产生。目前已知的诱导信号包括：温度变化、去除促性腺激素和睾酮的支持、化学药物和睾丸毒素处理、辐射、睾丸急性缺血-再灌注等。
  


  
    （三）参与调控生精细胞凋亡的因子
  


  
    研究表明，隐睾睾丸内生精细胞凋亡主要通过两种机制，即p53依赖性和非依赖性细胞凋亡途径；Bcl-2家族是调控睾丸生精细胞生理性凋亡的主要蛋白，Bax诱发了精子发生过程中的首次凋亡波，Bcl-2能调控正常精子发生期间精原细胞的自主凋亡；Fas/FasL系统能调控睾丸毒素和辐射诱发的生精细胞凋亡；c-kit/SCF在调节生精细胞的增殖和凋亡中发挥重要作用；此外，热休克蛋白（heat shock proteins，HSP）、NO、cAMP反应元件调节因子CREM、孤儿受体TR2、TR3等都参与了生精细胞凋亡的调控过程。
  


  
    二、温度对精子发生的调控
  


  
    精子发生需要适宜的温度，哺乳动物阴囊温度一般比腹腔内温度低2～8℃，适于精子的生成。几乎所有哺乳动物（除大象，鲸鱼外）的精子发生过程对温度非常敏感。正常的阴囊温度是哺乳动物精子发生所必需的。临床上对少精子症或无精子症的不育男性研究发现，由于内源性的睾丸温度调节失控、如隐睾症、精索静脉曲张或者由于职业原因长期高温作业等，几乎所有患者睾丸温度都异常升高。研究表明，睾丸内温度每升高1℃就会抑制14%的精子生成，精子数量明显减少。若将小鼠的睾丸置于腹腔，精子发生就会停滞，继而将睾丸放回阴囊，精子发生得以恢复。若将大鼠或恒河猴睾丸局部置于43℃水短时处理后，精子发生迅速受到抑制，而经过一段恢复期后，精子发生可恢复到正常水平。
  


  
    （一）热激诱导生精细胞凋亡
  


  
    人类的睾丸温度低于体温，用体温或高于体温的温度局部处理睾丸，及隐睾症、精索静脉曲张等均能导致生精细胞死亡增加。对恒河猴和大鼠进行隐睾手术都能引发生精细胞凋亡，并导致无精子或严重少精子。研究结果显示，隐睾手术后，恒河猴生精细胞的凋亡在第7d左右达到高峰，大鼠7.5d左右生精细胞凋亡达到高峰，猴子单侧隐睾手术，术后5d隐睾睾丸中生精细胞发生凋亡，10d后生精细胞大量凋亡，到30d后达到高峰，2个月后精子发生逐步恢复正常，此时几乎检测不到凋亡信号。
  


  
    1.隐睾手术对生精细胞的影响
  


  
    隐睾手术后，随着隐睾天数的增加，隐睾重量呈时间依赖性下降，隐睾第15d时，隐睾重量可降至对照阴囊睾丸的一半。
  


  
    组织形态学分析显示，隐睾第5d时，生精上皮开始脱落，生精小管开始不完整，但生精上皮的有序排列基本不变。第10d时生精细胞数目明显减少，生精上皮的有序排列被严重破坏，生精上皮可见有多核细胞出现，这是生精细胞发生凋亡的一种早期标志。隐睾第15d时，由于生精细胞不断丢失，生精上皮变薄，生精小管中仅保留Sertoli细胞、精原细胞和少数初级精母细胞，生精小管的直径也明显变小。
  


  
    TUNEL结果显示，隐睾手术第3d，大量生精细胞凋亡，第7d达到高峰。TUNEL标记为阳性的细胞主要为初级精母细胞和精子细胞。第10d的隐睾随着生精细胞大量丢失，凋亡信号随之减弱。第15d时，由于生精小管中生精细胞已基本上完全丢失，在隐睾中几乎检测不到凋亡信号（图20-9，见文末彩插）。
  


  
    PCNA是与细胞增殖有关的核蛋白，在核内充当DNA聚合酶的辅基，在体细胞的有丝分裂中，在CDKs及其抑制剂调控下对DNA的复制和修复起着关键的作用，与Ki67同为检测细胞增殖活性的重要标志分子。Ki67和PCNA分析表明，隐睾后期随着生精小管的破坏日趋严重，生精细胞的增殖活性几乎受到完全抑制。说明隐睾导致的生精细胞减少，一方面是由于抑制了生精细胞的分化增殖，另一方面是由于增加了生精细胞凋亡。
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      图20-9　3’末端原位（TUNEL）分析食蟹猴隐睾生精细胞的凋亡
    


    
      n为阴囊睾丸；D1、D3、D5、D7和D15分别为隐睾后第1到第15d的隐睾。ST：生精小管。箭头所示为凋亡的生精细胞。作为对照的阴囊侧睾丸生精上皮中仅有很少的凋亡信号，隐睾第3d凋亡明显增加，第7d时凋亡信号达到最强，而第15d的隐睾中凋亡信号明显减弱。×200（引自Tao SX et al：Frontier in Bioscience，2006，11：1077-89）
    

  


  
    2.43℃水浴局部处理睾丸对生精细胞的影响
  


  
    43℃水浴局部处理大鼠睾丸，生精细胞凋亡增加，导致生精上皮发生可逆性改变。实验证明用43℃水浴局部温浴睾丸被认为是一种安全可逆性抑制精子发生的方法。通过建立短时43℃水浴局部热处理恒河猴和大鼠睾丸的动物模型，观察睾丸局部温度对精液中精子数量下降和睾丸生精小管精子凋亡的影响，系统研究他的作用途径和分子基础。如图20-10所示，恒河猴睾丸在43℃水浴中局部温浴，每天30min，连续2d，停止温浴。在不同恢复期取精液和睾丸样品，检查精液中精子数和生精小管中精子凋亡数。实验结果与隐睾手术所观察到结果基本相似。43℃水浴局部处理恒河猴睾丸每天30min，连续2d，温浴28d后，精子浓度降为处理前对照组的8.4%，随后精子浓度逐步恢复，到第84d基本恢复到正常水平范围，到第144d后精子浓度完全恢复到正常对照组的水平。43℃水浴局部处理恒河猴睾丸严重损坏了生精小管的结构和形态，组织形态学分析显示，43℃热处理后第3d生精上皮中生精细胞开始脱落；第8d开始至30d生精上皮呈现退行性变化，表现为生精上皮排列紊乱，出现空泡化，并形成多核巨细胞（生精细胞发生凋亡的一种早期标志），从他的核形态看，可能是来源于多个圆形精子细胞。大多数的生精上皮变薄，管腔内缺失精母细胞和圆形精子细胞，但靠近基底部的精原细胞不受影响；至84d时，大部分生精上皮已经开始恢复，重新出现各级生精细胞有序排列；至144d，生精上皮已完全恢复到处理前的对照水平（图20-10，见文末彩插）。
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      图20-10　睾丸局部43℃水浴模型中生精凋亡信号
    


    
      A：猴睾丸局部43℃水浴处理模型；B：43℃热处理后不同天数精子数量的变化；C：3’末端原位分析睾丸局部43℃热处理后生精细胞凋亡信号，pre表示正常睾丸，D3、D8、D30、D84和D144分别为热处理后不同天数的睾丸，N为阴性对照，箭头所示为凋亡的生精细胞，标尺=100μm；D：凋亡信号的统计结果。图中显示的数值为平均数±SEM（n=3），＊代表差异显著（P＜0.05）或＊＊（P＜0.01）（引自Zhang XS et al：Endocrinology，2006，147：1237-1245；Frontiers in Biosciece，2005，10：13110-13121）
    

  


  
    43℃热处理睾丸诱导生精上皮发生凋亡并抑制生精细胞增殖活性，引发生殖细胞的凋亡是周期特异和细胞特异的，在热处理6h内处于生精周期早期（Ⅰ～Ⅳ）和晚期（Ⅻ～[image: ]）的生殖细胞发生凋亡，对热最敏感的生精细胞是Ⅰ-Ⅳ期的粗线期精母细胞和早期精子细胞以及Ⅻ-[image: ]期的粗线期、双线期和分裂期的精母细胞，而Ⅴ～Ⅵ及Ⅶ～Ⅷ期对热不是特别敏感，通过GnRH拮抗剂抑制睾丸内睾酮含量的方法，发现睾丸内的睾酮保护了Ⅶ～Ⅷ期生殖细胞在热处理后的凋亡。
  


  
    细胞凋亡和增殖在进化上是十分保守的两个过程，他们在正常发育和维持机体的动态平衡中起重要作用。Ki67作为细胞增殖活性的标志分子表达于G1晚期、S、G2和M期细胞的核基质中，在G2期和M期早期表达最强，在G0期细胞和G1早期的细胞中不表达，而且在DNA损伤修复过程中也不表达。免疫组化结果显示，在热处理前睾丸的精原细胞核中检测到Ki67的表达，热处理后被标记的精原细胞几乎检测不到，与隐睾能显著抑制Ki67在精原细胞中的表达一致。这表明热处理后精原细胞的有丝分裂活性明显受到抑制，热引发的少精不仅与细胞凋亡有关，而且精原细胞的增殖活性也受到抑制。
  


  
    3.热激对睾丸生精细胞凋亡调控因子的影响
  


  
    Bcl-2家族是与CED-9同源的哺乳动物蛋白，主要位于线粒体膜上，控制线粒体内细胞色素C的释放，是调控细胞凋亡的重要因子。隐睾能使Bax蛋白从细胞质转向细胞核分布，使Bcl-2蛋白表达升高，与生精细胞的凋亡一致，说明Bcl-2/Bax在隐睾诱导的睾丸生精细胞的凋亡中起着重要作用（图20-11）。
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      图20-11　Bcl-2蛋白在隐睾中的表达变化
    


    
      A：Bcl-2蛋白的Western blot结果；B：Bcl-2蛋白水平的扫描定量分析。其中n为阴囊睾丸；d1、d3、d5、d7、d10和d15分别为隐睾后第1到第15天的隐睾。（引自Tao SX et al：Frontier in Bioscience，2006，Jan 11：1077-89）
    

  


  
    在热处理后30min内生精细胞内Bax从胞质中向核周的重新定位是生精细胞凋亡的诱因。Bax定位的变化引起了细胞色素C的变化从而激活了caspase9以及caspase3、6、7。在Fas-L缺失小鼠中没有发现热引起生精细胞凋亡的阻碍，说明热诱导的生殖细胞凋亡主要是通过线粒体依赖的以及可能的内质网依赖的通路实现的。
  


  
    在隐睾术后5d，生精细胞发生凋亡的早期，HSP70-2表达几乎不变，但术后10d伴随生精细胞的凋亡丢失，HSP70-2表达显著降低。上述结果提示，在实验性隐睾的早期阶段，HSP70-2可能没有参与抑制生精细胞凋亡过程，他不属于热激诱导的生精细胞早期凋亡相关基因。另外，热激后睾丸中HSP60蛋白表达明显升高是与Bcl-2表达增加有关。因此推测，隐睾生精上皮细胞中HSP60表达的增加可能是通过与Bax形成复合物，将Bcl-2释放出来，由此通过线粒体途径促进生精细胞凋亡。
  


  
    HSP60主要定位在精原细胞和Sertoli细胞中，热处理能上调他的表达，提示HSP60可能也起到了保护精原细胞免于热损伤的作用（图20-12）。HSP105主要在热处理前食蟹猴生精上皮的精子细胞中表达，热处理下调了他的表达水平，但热处理后第3、8d发现有部分精原细胞也表达HSP105，提示HSP105可能通过诱导精子细胞凋亡，而保护精原细胞免于热损伤（图20-13，见文末彩插）。另有文献报道，睾丸温度的升高可以诱发p53与HSP105形成复合体，从而稳定p53于胞质中，避免p53入核发挥凋亡作用。因为非活化的p53是存在于胞质中，远离核作用位点。从这个意义上讲，HSP105起到了稳定p53的作用，从而在热处理中可能发挥抑制精子细胞凋亡的作用。43℃局部处理恒河猴睾丸不同时间p53 mRNA表达模式（图20-14）。小鼠睾丸受热后活化HSF1，但生精细胞中HSP27、HSP70.1以及HSP110并不被诱导合成。HSF1基因敲除小鼠，睾丸热激后粗线期精母细胞凋亡明显受到抑制，而正常对照小鼠粗线期精母细胞凋亡增加。说明HSF1促进热激处理后粗线期精母细胞的凋亡。而与之形成鲜明对比的是，他对精原细胞受热后具有保护作用。这说明HSF1在生精细胞中具有双重作用，这取决于细胞内生存信号和死亡信号之间的平衡。
  


  
    [image: ]

    
      图20-12　HSP60蛋白在热处理猴睾丸中的表达
    


    
      A：HSP60蛋白在猴睾丸中的免疫组织化学定位，Pre表示正常睾丸，D3、D8、D30、D84和D144分别为热处理后不同天数的睾丸，N为阴性对照，标尺=100μm；B：HSP60蛋白的Western blot结果及相对表达量的统计分析。图中显示的数值为平均数±SEM（n=3），＊＊代表差异显著（P＜0.01）。（引自Zhang XS et al：Frontiers in Biosciece，2005，10：3110-3121）
    

  


  
    NO是一个气体自由基分子，由一氧化氮合成酶（NOS）催化合成。NOS家族包括三个成员：诱导型（iNOS）、内皮型NOS（eNOS）以及神经元型NOS（nNOS）。NO和精子发生有着密切的关系。Zini等的研究发现，大鼠经720度扭转精索造成缺血3h后或手术诱导隐睾导致睾丸内生精细胞凋亡时，发现凋亡的生精细胞中有内皮型一氧化氮合成酶（eNOS）的高度表达。研究发现，热激能明显上调诱导型一氧化氮合成酶（iNOS）的表达，而对内皮型一氧化氮合成酶（eNOS）没有明显影响，睾酮也有类似作用（图20-15，见文末彩插）。提示热浴处理和睾酮导致生精细胞凋亡iNOS高表达，表明iNOS可能通过破坏血-睾屏障和黏附连接，参与其中的调控过程。
  


  
    孤儿受体TR2mRNA主要定位在精母细胞中，热处理并没有显著改变他的表达模式；而他的同源家族成员TR4 mRNA在热处理前的睾丸定位在精母细胞和精子细胞中，热处理使其表达下调。p53 mRNA则在受热处理后的睾丸精母细胞中强烈表达，结合已有文献报道，提示p53可能参与了TR4介导的生精细胞凋亡调控。TR3 mRNA则定位在精母细胞和精子细胞中，热处理能够下调他在这些细胞中的表达。而这一表达模式类似于核转录因子E2F1，已知核转录因子E2F1启动子区有TR3的应答元件结合位点，提示热激通过下调TR3的表达进而抑制E2F1的表达，从而抑制了E2F1的凋亡诱导作用。
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      图20-13　HSP105蛋白在热处理猴睾丸中的表达
    


    
      A：HSP105蛋白在猴睾丸中的免疫组织化学定位，Pre表示正常睾丸，D3、D8、D30、D84和D144分别为热处理后不同天数的睾丸，N为阴性对照，标尺=100μm；B：HSP60蛋白的Western blot结果及相对表达量的统计分析。图中显示的数值为平均数±SEM（n=3），＊＊代表差异显著（P＜0.01）。（引自Zhang XS et al.Frontiers in Biosciece，2005，10：3110-3121）
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      图20-14　p53mRNA在热处理睾丸中的表达
    


    
      A：p53mRNA在热处理睾丸中的RT-PCR结果，GAPDH为内参，Pre表示正常睾丸，D3、D8、D30、D84和D144分别为热处理后不同天数的睾丸，M为1kb plus DNA marker（bp）；B：p53mRNA相对表达量的统计分析HSP60蛋白的Western blot结果及相对表达量的统计分析。图中显示的数值为平均数±SEM（n=3），＊代表差异显著（P＜0.05）或＊＊（P＜0.01）。（引自Zhang XS et al：J Androl，2006，27（3）：405-13）.
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      图20-15　43℃水浴热处理后食蟹猴睾丸NOS的变化
    


    
      A：水浴热处理后eNOS在睾丸的定位；B：水浴热处理后iNOS在睾丸的定位，a为正常睾丸，b、c、d、e为43℃水浴热处理后第3、8、30和84天，f为阴性对照。[image: ]和[image: ]分别代表精原细胞和Sertoli细胞。标尺=50μm。C：NOS活性检测。固有型（cNOS）和诱导型（iNOS）。图中显示的数值为平均数±SEM（n=3），＊代表差异显著（P＜0.05）或＊＊（P＜0.01）。（引自Guo J et al.J.Androl，2009，30（2）：190-9）
    

  


  
    LRH-1称为肝受体类似物1，是与SF-1关系最近的Ftz-F1超家族的孤儿核受体。有证据表明LRH-1在大鼠睾丸的生精细胞和Leydig细胞表达，Sertoli细胞没有表达。实验性隐睾能上调LRH-1在食蟹猴睾丸中的表达。在食蟹猴正常睾丸中，LRH-1在圆形精子细胞和Leydig细胞表达，Sertoli细胞没有表达，43℃局部温浴睾丸后，LRH-1在Sertoli细胞中开始表达。随着生精上皮中生精细胞凋亡，LRH-1表达明显上调，随后生精上皮开始恢复，LRH-1表达下调，恢复正常水平（图20-16，见文末彩插），提示LRH-1可能和生精细胞凋亡有关。
  


  
    近期有学者报道，43℃热处理睾丸30min后会增高缺氧诱导因子Hif1amRNA的表达，其蛋白转移到生殖细胞核中。同时由于氧化压的增高引起了亚铁血红素加氧酶-1、谷胱甘肽过氧化物酶和谷胱甘肽转移酶表达的增强，温度的升高可能引起了一些复杂的应激反应，包括氧化压和缺氧反应，从而也诱发了生精细胞的凋亡。
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      图20-16　食蟹猴睾丸局部43℃水浴后LRH-1的变化
    


    
      a为正常睾丸，b、c、d、e为43℃水浴热处理后第3、8、30 和84d，f为阴性对照。[image: ]和[image: ]分别为Sertoli细胞和圆形精子细胞。标尺=50μm。（引自Guo J.et al：. Endocrinology，2007，148（3）：1255-65）
    

  


  
    （二）热激睾丸引发基因组表达改变
  


  
    1.隐睾导致生精细胞凋亡的上游因素
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      图20-17　小鼠隐睾睾丸重量及其基因表达模式的变化
    


    
      A：实验性隐睾（EC）手术后1，2，4，5，6，7，10，14，28d的CD-1小鼠单侧腹腔内睾丸（UAT）与对侧阴囊内睾丸（CST）的重量比。NC为正常对照组。显示的数值为 [image: ]±SD。＊表示与正常对照组相比差异显著（P＜0.05）；＊＊表示（P＜0.01）；B：EC后1，4，7，14，28d，基因表达显著上调（荧光信号强度比值的对数（SLR）≥1）和下降（SLR≤1）的基因数量。Increase表示表达上调，Decrease表示表达下降；C：图中重叠圈内的数值表示相邻处理组别的基因表达显著改变的探针数目。每个圈的大小代表各个处理组探针的数目。向上箭头表示表达上调的探针，向下箭头表示表达下降的探针。（引自Li YC et al：Frontiers in Bioscience，2006，11：2465-2482）
    

  


  
    （1）隐睾后基因表达的变化：
  


  
    通过寡核苷酸芯片对隐睾的研究显示（图20-17，见文末彩插），隐睾手术后前4d，明显变化的基因以上调为主，到隐睾术后7d，这种上调趋势改变，代之出现的是大量基因剧烈下调。这一发现是同前人的报导相符的。然而，在隐睾后14d又迎来了一个基因上调峰，到隐睾28d时基因表达出现了最大的下调峰，这表明此时的隐睾在生理上已发生了严重损坏。通过寡核苷酸芯片对隐睾手术后分析显示，热激对精子发生的影响可能是一种强烈的氧化还原代谢应激反应；热激引发睾丸生精细胞大量凋亡是机体试图通过减少睾丸的生精数量以加强热激引起的睾丸对抗氧化还原能力的代偿性需求。我们的实验证实，隐睾手术后首先引发氧化还原相关分子的变化和线粒体相关基因表达的改变，继而引发糖类代谢加强，随后增加脂类代谢加强，以适应新环境的改变，最终导致生精细胞大量凋亡。
  


  
    （2）隐睾手术后最初阶段氧化还原代谢相关基因表达增强：
  


  
    隐睾手术后氧化还原生理代谢活动增强，包括氧、糖、脂、无机盐、水等代谢底物的转运相关基因的转录活性增强（表20-2），其中最具有代表性的就是葡萄糖转运载体（Slc2a3/Glut3）和高密度脂蛋白结合蛋白（Hdlbp）；另外还包括代谢相关酶类的转录活性增强（表20-3）。
  


  
  
    表20-2　隐睾手术后4d明显上调代谢底物运输相关的基因列表（引自Frontiers in Bioscience 2006，11：2465-82）
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    续表
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    表20-3　隐睾手术后4d明显上调代谢相关酶类的基因列表（引自Frontiers in Bioscience 2006，11：2465-82）
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    续表
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    （3）隐睾导致氧化应激，代谢改变，抗氧化能力不足：
  


  
    氧化应激增强与其相关基因表达的波动在时间上高度一致。在术后第4d隐睾显示出更有效的抗氧化应激能力，从第5d开始，抗氧化应激能力突然降低，到10～14d又逐渐恢复，28d再次降低。在隐睾手术后第4d，隐睾中多基因高表达，在第5d氧化应激水平上调与第7d基因表达突然下降密切相关。芯片数据表明，高水平的活性氧不仅与其直接来源的异常及其功能紊乱相关，而且与能量代谢的上游生理活动，如脂质代谢和细胞周期调控的异常相关。
  


  
    隐睾前4d的代谢活动升高体现在糖、脂肪类等能量代谢底物和离子转运的增强，相关的酶类也上调表达，这是代谢增强的一个重要标志；随着隐睾中生精细胞大规模凋亡，糖类转运和代谢相关基因表达开始选择性下调，其中最明显就是生精小管内细胞的主要葡萄糖供应载体Slc2a3/Glut3。已有报道证实，他与生精细胞凋亡有关。他最初明显上调，预示着生精细胞和Sertoli细胞对葡萄糖的大量需求，但隐睾7d 后Slc2a3/Glut3表达开始明显下调；类似的基因还有乳酸转运载体Slc16a7/MCT2，限速酶HK1等。这些基因的下调可能是由于生精细胞的凋亡引起的。隐睾手术后最初阶段代谢活动的增强和睾丸不能有效的控制代谢水平的突然增加，可能引发较高的自由基产生；隐睾发生第一波生精细胞凋亡后（隐睾术后7d），可能糖类供给和代谢不能满足生精细胞的需要，因而增加脂类合成代谢，这可能又进一步加重了抗氧化剂（如NADPH）的生成和分配的不足，同时在隐睾10、14d后，基因的表达上调没有得到合理控制，这可能是导致隐睾7～28d抗氧化能力无法恢复到正常状态的原因。综上所述，隐睾导致生精细胞凋亡的上游因素可能是代谢失控。
  


  
    2.精子发生特异相关的新基因
  


  
    精子发生是一个复杂过程，涉及生精细胞的分化，程序性表达各种细胞特异或阶段特异的基因，在这个过程中，圆形精子细胞调控表达大量与转录、形态结构改变相关的基因，最终形成的成熟精子。圆形精子细胞的形态改变涉及精子顶体、精子核、精子尾、精子细胞质和细胞器等的形态结构变化。从精母细胞的减数分裂、基因重组到单倍体生精细胞染色体重构与浓缩、顶体形成、精子尾的发生等都需要一个精确而有序的调控机制。对精子形成过程机制的解读需要破译大量基因的功能，而这个独特过程又涉及大量新基因。我们利用隐睾模型筛选和克隆了几个与精子发生相关的特异新功能基因：顶体形成相关因子（acrosome formation associated factor，Afaf），睾丸特异性钠氢交换蛋白（testis-specific sodium-hydrogen exchanger，tsNHE），温度相关序列4（temperature related sequence 4，Trs4）和T6441。
  


  
    （1）Afaf：
  


  
    Afaf在圆形精子细胞中大量表达，并且在顶体形成过程中定位于精子细胞顶体内膜和外膜上，可能是膜泡系统的一个新成员。Afaf随细胞周期和状态不同，在质与核中”穿梭”，可能参与细胞的吞噬。Afaf两个不同转录本与GFP融合转染NIH 3T3细胞，7～14d大约有60%的阳性细胞的质膜体积变大，呈显巨大扁平状贴附生长；过表达导致细胞内的膜泡在核周或高尔基体、内质网间隙中不同分布，可能引起膜泡系统转运的紊乱；将Afaf转染HeLa细胞后，其蛋白主要定位于细胞膜和EEA1呈阳性的早期内吞体中，偶尔也可在细胞核中观察到。因此推测，早期内吞体和质膜可能参与了顶体发生。该基因可能是一个与细胞内膜泡形成或转运相关的重要基因，是控制细胞特殊膜泡状态的开关基因。利用链球菌溶血素O型通透性和体外受精实验，进一步探讨了Afaf抗体对受精和顶体胞吐过程的影响。Afaf参与了钙触发的顶体胞吐过程，用Afaf抗体处理过的精子能显著抑制精子对卵的穿透力，从而降低体外受精率。可见，Afaf在顶体胞吐过程和受精过程中发挥重要作用。
  


  
    （2）睾丸特异性钠氢交换蛋白（tsNHE）：
  


  
    钠氢交换蛋白（NHE）家族对于胞内pH值调节具有重要作用，其家族成员在穿膜区具有较强的保守性，他可能是精子活力和获能的一个关键调节子。小鼠tsNHE基因全长1698bp，编码566个氨基酸，理论相对分子质量为62 100，等电点为6.89。利用多种生物信息学软件pfam、SMART等分析，均发现tsNHE基因编码的蛋白质存在钠氢交换蛋白跨膜区的结构功能域。tsNHE蛋白在成年小鼠睾丸的生精小管中特异分布于精子细胞和延长型精子，在成熟精子中特异表达于精子尾部主段，预测其包含12个跨膜结构域且C端无胞内段。针对跨膜区制备的多克隆抗体处理精子，显著降低了精子活力、顶体反应和体外受精率。向精液中加入该抗体，细胞内pH和钙离子浓度均下降。为了进一步探讨tsNHE抗体对生育率的影响，将tsNHE基因疫苗通过肌肉注射、口服或滴鼻法免疫雌性动物，免疫后雌鼠产仔数和生育率与对照组相比显著降低。其cDNA疫苗免疫的雌鼠血清或阴道液可特异性识别精子主段并引发精子凝集。结果显示，其tsNHE抗体能显著抑制体外精子活力和受精。tsNHE可能为开发一种新的男性避孕方法提供一个很好的靶点。
  


  
    （3）温度相关序列4（temperature related sequence 4，Trs4）：
  


  
    Trs4基因全长3110bp，编码框是2373bp，编码790个氨基酸，对温度变化高度敏感。TRS4蛋白具有高度保守性，从果蝇等低等无脊椎动物到人，都有其同源基因。该蛋白含有一个钙调素结合结构域IQ结构域，其C端内含一个WSPW motif，推测这个区域可能是接头部分或功能活性区，推测TRS4的主要功能是参与对钙-钙调素的调控或者介导钙-钙调素的信号。我们克隆并表达了该基因的部分序列，所获得的蛋白免疫家兔获得了该基因的多克隆抗体，免疫组织化学证明TRS4是定位在晚粗线期精母细胞到Step 10精子细胞的核内。稳定转染过表达该基因对Hela细胞没有毒性，在细胞中的分布与细胞骨架相关。我们的结果提示，TRS4可能是一个新的钙调素结合蛋白（CaMBP）对生精细胞的钙离子平衡和基因的转录起着重要的作用。通过多组织RT-PCR、Northern blot、原位杂交证明，Trs4是一个生精细胞特异基因，在晚期粗线期精母细胞、圆形精子细胞、刚开始核变形的精子细胞的核内表达，可能参与减数分裂末期和精子变态之前的生精细胞分化和基因的转录调控，此基因能够对热激作出迅速反应。利用酵母双杂交系统，鉴定出在小鼠睾丸内，TRS4可与Ddc8、Rshl-2、Gstmu1等基因产物相互结合。进一步研究表明，Ddc8是一个功能未知的新基因，在小鼠睾丸中与Trs4的表达类似。Trs4、Ddc8和Rshl-2共同定位于成熟精子的尾部。这些结果表明，TRS4可能通过与多种结合蛋白相互作用，在精子发生的不同阶段，参与精子发生和受精过程。
  


  
    （4）T6441：
  


  
    T6441基因是我们克隆和命名的新基因，全长664bp，编码149个氨基酸，其N端的90个氨基酸十分保守，在大鼠、小鼠、人、猩猩、牛中都有相似序列。大鼠睾丸的T6441基因有4个转录本，4种产物的表达时空相似，可能参与同一种功能和同一个生物过程。其mRNA特异定位于精子细胞，蛋白特异性的定位在10～19期的精子细胞质中，12～19期表达最高，可能参与精子变态的调控。在19期的精子细胞中，T6441的蛋白主要定位在残余小体中，瞬时转染过表达T6441与绿色荧光蛋白的融合基因导致Hela细胞在48h内死亡，提示该基因可能参与了精子细胞质的移动和精子细胞的变态过程，可能与细胞质的脱落有关，其具体的功能尚需进一步探索。T6441基因具有多种翻译产物、多种组织表达的特点；睾丸表达最高，有4种睾丸特异的翻译产物。
  


  
    上述的4个基因Afaf，tsNHE，Trs4和T6441都在精子细胞中特异表达，且与精子的功能，如顶体反应、获能、精子活力和受精密切相关。局部干扰这些基因的表达不会影响人体健康，因此他们有望成为研发安全有效的男性避孕药的靶点。
  


  
    综上所述，温度的异常变化会引起生精细胞的凋亡，破坏精子发生过程。同时，温度升高或降低还能影响睾丸中其他细胞的形态和功能。隐睾患者表现为低水平的inhibin B和高水平的FSH，实验证明，双侧隐睾比单侧隐睾具有更高的FSH和LH水平。Kerr等人发现隐睾手术后会使间质细胞形态和功能发生改变，隐睾后间质细胞体积增大，LH受体表达降低。此外，热激后支持细胞的形态和功能都发生了改变。在精子发生过程中，支持细胞对生精细胞的发育成熟提供物理支撑、特殊环境、营养供应、细胞因子分泌和形成血-睾屏障等方面的影响。高温引起的支持细胞形态和功能的改变也会影响精子发生的正常进行。
  


  （李喜霞　刘以训）
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    第二篇　临床篇
  


  
    第二十一章　精子与精液异常性疾病
  


  
    第—节　无精子症
  


  
    无精子症（azoospermia）是指射出的精液经离心沉淀后显微镜检查，连续3次均未发现精子，需排除不射精或逆行射精的情况。该病是目前男性不育的最大难题。
  


  
    一、病因
  


  
    无精子症的病因很多，概括起来分为两大类：一是睾丸本身功能障碍，称为原发性无精子症或非梗阻性无精子症（nonobstructive azoospermia）；另一种是睾丸生精功能正常，但因输精管道阻塞或先天性输精管缺如而导致产生的精子无法排出体外，称为梗阻性无精子症（obstructive azoospermia）。
  


  
    （一）睾丸生精功能障碍
  


  
    睾丸生精功能障碍（spermatogenic failure）是因先天或后天因素导致生精过程中断或无生精细胞，表现为精液中无精子。
  


  
    1.原发性或先天性因素
  


  
    （1）体细胞染色体异常：
  


  
    据 报道，染色体异常在不育男性中的比例约为4%～5%，而正常人群中只占0.5%～0.7%。11.9%～15%的无精子症和4.4%的少精子症是染色体异常引起的，其中性染色体异常（主要是47，XXY，如Klinefelter综合征）最常见。21三体、8三体及XYY综合征都会出现不同程度的睾丸生精障碍。Y染色体长臂在精子发生中起重要作用，Yq11（Y染色体长臂1区1带）突变率在原发性不育患者中为5%～20%。因Yq11缺失总是表现为无精子症或严重少精子症，有学者提出了无精子因子（azoospermia factor，AZF）的概念，主要分为AZFa、AZFb和AZFc 3个区域。AZFc缺失占所有Y染色体微缺失的80%，病理表现可从生精功能正常到无精子症，而AZFa和AZFb缺失的病理表现通常为无精子症。目前，已能够用分子生物学的方法检测AZF区域突变引起的基因缺失。另外，Patrizo用PCR法测定了36例严重少精子症患者外周血白细胞Y染色体中100多个DNA位点，发现两例Y染色体中段有与AZF相似的基因缺失，位置在AZF位点或其附近。该研究说明了严重少精子症与Y染色体长臂基因缺失有关，同时为进一步研究Y染色体在精子发生中的作用提供了条件。
  


  
    常染色体与性染色体发生易位，第一次减数分裂期间性染色体稳定性被破坏等，都会影响精子发生。
  


  
    （2）生精细胞染色体异常：
  


  
    在核型正常者，大多数初级精母细胞阶段生精阻滞是由第一次减数分裂出现异常引起的。在第—次减数分裂过程中，同源染色体要进行联会、交叉和交换等一系列变化，此过程发生差错如不联会（asynapsis）、同源染色体异常配对、异常联会丝复合物（synaptonemal complex）、配对染色体解联会（desynapsis）、染色体交叉和二价染色体数量异常以及环状染色体等均能对减数分裂和精子发生造成严重影响。
  


  
    （3）隐睾、先天性无睾症：
  


  
    单/双侧隐睾未能及时治疗，先天性无睾症等均能出现无精子症。
  


  
    2.继发性因素
  


  
    （1）化疗：
  


  
    烷化剂如苯丁酸氮芥、环磷酰胺等对精原细胞有抗有丝分裂和类放射的作用。其他抗癌药物如长春新碱、长春花碱能在细胞分裂中期中止细胞分化。无精子症的产生决定于化疗药物的种类、数量、剂量、用药持续时间以及治疗前患者的生育状态。许多疾病本身已经引起生精功能障碍，霍奇金淋巴瘤男性化疗前20%～40%有原发性少精子症，70%精子活力不足，再经氮芥、硫酸长春新碱、甲基苄肼、强的松治疗后，无精子症的发病率是77%～100%。有些抗菌药物，如呋喃坦啶、庆大霉素、硝咪唑等能引起可复性精母细胞水平的生精阻滞（病理切片上生精细胞停滞于精母细胞阶段，而无进—步成熟的生精细胞）。
  


  
    （2）放疗：
  


  
    放疗可引起暂时性无精子症，这取决于睾丸受照射量的多少。如少于100rads，则9～18个月恢复；200～300rads，30个月恢复；400～600rads，则大于或等于5年才能恢复。有报道单照射区1次照射600～800rads可引起永久性不育。
  


  
    （3）营养：
  


  
    鼠维生素A缺乏及人缺锌都可妨碍精子发生。维生素A缺乏可使鼠睾丸的精子发生（spermatogenesis）停滞于细胞前期精母细胞水平。在酒精性肝硬化患者中，维生素A和锌缺乏是性腺功能减退的原因之一。睾酮水平过低，加上酒精的直接细胞毒性作用，可引起生精功能低下。乙醇能抑制维生素A（视黄醇）转变为具有生物活性的视黄醛。因乙醇与视黄醇氧化需要同一种脱氢酶。同时，乙醇氧化代谢还需锌的参与。肾功能不全者，常发生初级精母细胞或其前期水平的生精阻滞，其原因仍认为是缺锌。严重营养不良者常影响睾丸生精功能而出现无精子症。
  


  
    （4）热量：
  


  
    热（如桑拿浴、体温升高、长期高温作业等）可导致少精子症，重者出现无精子症。将睾丸于43℃暴露15min即可选择性地破坏对高温最敏感的初级精母细胞。18例正常男性，每天阴囊加热至43～47℃，30min，连续12d，5～7周后出现精子计数减少，加热结束23～65d后睾丸生精停滞于精母细胞阶段。
  


  
    （5）内分泌因素：
  


  
    促性腺激素不足能引起不同阶段的生精阻滞。肾上腺生殖器综合征（adrenogenital syndrome）因肾上腺产生异常类固醇物质抑制促性腺激素、高泌乳素血症因相对雄激素不足、男性假两性畸形、LH链异常等，都能引起初级精母细胞阶段的生精阻滞。
  


  
    （6）睾丸因素：
  


  
    精索静脉曲张可引起睾丸生精障碍。McFadden报告101例精索静脉曲张病例中，初级精母细胞水平生精阻滞的发生率为8%。Spera报告的42例患者中，24%发生精子细胞水平生精阻滞。该病主要累及睾丸间质细胞的功能而使睾酮产生减少。进一步研究表明，睾酮合成障碍发生于其合成的最后阶段，即17-羟孕酮转变为睾酮，这一过程需17-醛缩酶的参与，和其他酶一样，17-醛缩酶的活性有温度依赖性。精索静脉曲张患者睾丸局部温度增高，抑制了该酶的活性。睾丸鞘膜积液患者鞘膜内压力增高，睾丸被膜水肿，睾丸内微循环减少，是导致生精障碍的原因。一组120例鞘膜积液患者，不同程度睾丸生精障碍占18%。隐睾、睾丸扭转或手术损伤睾丸血供引起睾丸内微环境改变，都可影响其生精功能。
  


  
    （7）环境因素：
  


  
    与20世纪中期相比，人类精子的数量有日益减少、质量逐渐下降的趋势，已引起人们的注意，说明睾丸生精功能在减退，这不能不考虑生殖毒性物质和环境因素对生精功能的影响。尽管已被证实的毒性物质与精子浓度下降的关系是有限的，但这可能是因为缺少设计严谨的研究而不是对精子浓度没影响。环境污染、食物添加剂、有机溶剂、除草剂及农药对生精功能的远期影响还不清楚，更重要的是人们还没有弄清各种毒性物质在越来越多的遗传性疾病中的潜在作用，也不能确定儿童在其个体发育中的不同阶段对这些物质的敏感性。在Carlsen的一份报告中，调查了过去50年中人类精子的变化后发现，人类精子浓度以每年0.25%的速度减少，且精子质量逐渐下降，他推测，照此发展下去，再过三代人，精子数量将下降25%，男性不育的发生率将大大增加。
  


  
    （二）输精管道阻塞
  


  
    1.先天性因素
  


  
    输精管道先天性梗阻可以发生于从输精管到射精管的任何部位。主要有以下几种：①先天性输精管缺如（congenital absence of vas deferens）或闭锁；②先天性附睾发育不良或附睾与睾丸不连接；③先天性精囊或射精管缺如。
  


  
    2.后天性因素
  


  
    （1）感染：
  


  
    是最常见的继发性因素之一。附睾结核常由逆行感染所致，结核分枝杆菌沿输精管侵及附睾，输精管壁增厚变硬，呈串珠样改变，附睾出现结节。淋病奈瑟菌可破坏附睾尾部，丝虫病感染累及附睾及输精管也可造成阻塞。精囊及前列腺的炎症可造成射精管阻塞。
  


  
    （2）创伤：
  


  
    主要为医源性损伤所致。如精索静脉曲张手术、隐睾固定术、前列腺手术、睾丸鞘膜翻转术以及疝修补术等，都有可能损伤输精管、附睾本身或其血管及神经支配。如为双侧性损伤，则出现无精子症。
  


  
    （3）肿瘤：
  


  
    精索、精囊、附睾、睾丸肿瘤以及前列腺的肿瘤，可因输精管道受压或被破坏而引起无精子症。
  


  
    （4）其他：
  


  
    局部放疗可引起附睾或输精管黏连、纤维化等。
  


  
    二、无精子症的诊断
  


  
    无精子症的诊断主要是病因诊断，精液经离心后镜检未发现精子，虽能诊断为无精子症，但并不能明确其病因，从而不能确立治疗方案。
  


  
    （一）病史
  


  
    对于无精子症患者，要了解其工作和生活环境，有无长期高温作业。有无接受过放疗或化疗及服用对生精功能有影响的药物。有无经常接触毒性物质，是否经常食用粗制棉子油。有无肿瘤病史，如曾患腮腺炎则应询问有无同时并发睾丸肿痛等。
  


  
    （二）体检
  


  
    了解患者的第二性征、生殖器外观是否正常。有无隐睾、鞘膜积液及精索静脉曲张。双侧输精管是否存在，直径及硬度如何。附睾有无肿块、硬结。睾丸大小、质地以及有无肿瘤等。
  


  
    （三）化验检查
  


  
    1.精浆果糖检查
  


  
    果糖产生于精囊，是精子能量的主要来源，可用于精囊功能的判断。对于梗阻性无精子症患者，双侧精囊和输精管完全缺如时，果糖测定为阴性；精囊以上输精管和附睾病变时，果糖为阳性；射精管阻塞时，果糖水平下降或测不出。非梗阻性无精子症患者的果糖水平是升高的，可能与精子的果糖利用率下降有关。另外，精囊炎、不完全性射精和射精过频等也可引起果糖水平下降。
  


  
    2.精浆肉碱和中性α-葡糖苷酶检查
  


  
    这两种成分均为附睾分泌，与精子在附睾内发育成熟及受精等过程密切相关，是附睾的标志物。附睾以后输精管道阻塞，其含量极低。
  


  
    3.内分泌激素检查
  


  
    内分泌激素检查主要是检查血卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）、睾酮（T）及催乳素（PRL）和血清抑制素B（inhibin B），以确定睾丸功能是否有损害及损害程度。其中，血FSH是由垂体分泌的性激素，主要作用于生精细胞和支持细胞，启动生精过程。血FSH水平与生精功能呈负相关，血FSH水平越高生精功能越差，即睾丸中存在精子的可能性越小。但是，其易受到其他因素影响，而不能准确地反映睾丸生精功能。Inhibin B是由支持细胞分泌的糖蛋白激素，与FSH呈显著负相关，对FSH起负反馈作用。大部分研究表明血清抑制素B水平与生精功能呈正相关，受其他因素影响小，能够更为准确地反映睾丸生精功能。由于激素分泌是脉冲式的，所以采血时间不同测得的结果相差很大。有人建议每隔20min采血1次，共采3次，将3次血清混合后测定激素浓度。该法所得结果准确，重复性好，但临床上不实用。临床上仍用单次采血法检查，如所得结果与临床相距甚远时，可重复检查。有些激素的血浓度在一天中有节律性的变化（如T、PRL、肾上腺素等），对这类激素可统一采晨血检查。
  


  
    4.无精子症患者内分泌激素检查结果评价
  


  
    （1）血清T降低，FSH、LH增高：
  


  
    这种情况说明原发性睾丸功能损伤，包括间质细胞（产生T）和生精细胞。促性腺激素，特别是FSH增高，说明睾丸本身受损而非下丘脑垂体病变，应进一步做核型检查，证实有无Klinefelter综合征或其变型。睾丸本身的病变也会出现这一表型。
  


  
    （2）T、LH正常，FSH增高：
  


  
    见于原发性生精功能受损而未累及睾丸间质细胞者。FSH增高的原因一般认为是生精小管中的支持细胞受损后分泌抑制素B减少所致。
  


  
    （3）T、LH、FSH都降低：
  


  
    这种情况仅占不育男性的1%，见于先天性或获得性促性腺激素低下性腺功能减退（hypogonadotropic hypogonadism）。嗅觉丧失症患者常出现先天性LH、FSH缺乏（Kallmann syndrome）。这类患者还应检查其他垂体激素（TSH、促肾上腺皮质激素等）。血清PRL在垂体肿瘤时升高，做头颅垂体窝影像学检查，可发现垂体肿瘤。PRL增高的另一常见原因是服用抗多巴胺类药物或垂体微腺瘤。
  


  
    （4）T、LH、FSH都正常：
  


  
    见于遗精、逆行射精、输精管道阻塞等。逆行射精患者常有自主神经病变，常见于糖尿病患者、精液量少、pH值酸性。果糖阴性说明先天性输精管缺如或阻塞。无精子症患者FSH正常，精液果糖浓度正常时，2/3病例为射精管近端输精管道阻塞，1/3病例为隐匿性生精小管功能障碍。
  


  
    （四）染色体检查
  


  
    对于睾丸体积小、第二特征不明显，或怀疑两性畸形以及有遗传病史的无精子症患者，可做染色体检查（如Klinefelter综合征等）。如前所述，Y染色体长臂上有决定精子发生的基因位点，位于Yq11，对于无精子症患者可采用多种方法（包括多重PCR、荧光原位杂交和Southern印迹等）检查AZF是否缺失。研究AZF的重要意义还在于：①了解该基因缺失是否能遗传给下一代，即从这类患者睾丸组织中获得的精子或精子细胞通过显微授精后所出生的后代是否还是无精子症患者或AZF携带者；②预测非梗阻性无精子症患者睾丸取精成功率，完全性AZFa、AZFb、AZFb+c或Yq缺失患者的取精成功率为0%。
  


  
    （五）影像学检查
  


  
    阴囊超声及经直肠超声检查为无创性检查，对梗阻性无精子症的诊断及定位具有一定的临床价值；输精管造影可鉴别诊断非梗阻性无精子症和梗阻性无精子症，但为有创操作，目前已应用较少；垂体部位CT或MR检查有助于诊断垂体肿瘤，以明确原发病。
  


  
    （六）睾丸活检检查
  


  
    从20世纪50年代到70年代，睾丸活检是评价不育男性睾丸功能、鉴别梗阻性无精子症和非梗阻性无精子症的常规诊断方法。而后人们发现血清FSH和抑制素B可间接反映睾丸的生精状况，从而在很大程度上取代了睾丸活检，使活检的指征局限于睾丸大小正常、FSH正常或轻度增高的无精子症患者。20世纪90年代以来，随着活检技术的改进和卵细胞胞质内单精子注射技术（intracytoplasmic sperm injection，ICSI）的兴起，多种睾丸活检方法如开放性睾丸活检（testicular sperm extraction，TESE）、细针穿刺抽吸（fine needle aspiration，FNA）、粗针穿刺抽吸（large needle aspiration，LNA）、粗针切割活检（large needle cutting biopsy，LNCB）和显微切割睾丸活检（microdissection testicular sperm extraction，Micro-TESE）等，既成了一种诊断手段，又成了一种治疗方法。无论是梗阻性无精子症还是非梗阻性无精子症，都可从活检组织中获取精子或精子细胞，通过显微授精注射到卵细胞中，受精、卵裂，最终获得妊娠。
  


  
    1.睾丸活检的方法
  


  
    （1）开放性睾丸活检：
  


  
    用于无精子症的鉴别诊断已越来越少，除非与睾丸取精手术同时进行。所取组织标本较大，能满足任何临床及科研之需要，但创伤大。目前，常用于非梗阻性无精子症取精。
  


  
    （2）细针穿刺抽吸：
  


  
    用21～23G细长针吸取睾丸细胞，涂片染色镜检。优点是迅速、简便、痛苦小，常在2～3h内出现结果。缺点是需由有经验的细胞病理专家作出诊断，也可将标本制成单细胞悬液，做流式细胞仪定量分析，细胞学标本不能反映生精小管的结构、基底膜病变及生精细胞排列等情况。目前，用于无精子症的鉴别诊断和取精。
  


  
    （3）粗针穿刺活检或活检枪活检：
  


  
    原理相同，穿刺针直径18G，可获得睾丸组织块（长条）。能达到开放手术所获标本的要求，创伤相对较小，是目前常用的诊断方法。
  


  
    （4）显微切割睾丸活检：
  


  
    是美国康奈尔医学中心Schlegel等在1999年首次报道，借助解剖显微镜进行开放性睾丸活检，常用于非梗阻性无精子症取精，取精成功率为42.6%～63%，术后并发症较少。手术方法为解剖显微镜下（放大至6～8倍），观察睾丸鞘膜下方血管，在睾丸中极附近广泛切开白膜。然后，解剖显微镜放大至20～25倍，寻找管径较粗、颜色较白的生精小管并切下，约2～10mg。标本通过机械切碎或酶消化法处理后，倒置显微镜下观察是否存在精子。如果没有找到精子，则再次活检（先同侧，必要时对侧），直到检出精子或再次活检很可能损害睾丸血管为止。
  


  
    2.睾丸活检的病理类型（按2010年Cerilli分类标准）
  


  
    （1）生精功能正常：
  


  
    梗 阻性无精子症的常见类型，病理切片为睾丸生精小管及生精上皮与正常成人标本一致，即各级生精细胞数目正常。
  


  
    （2）生精功能低下：
  


  
    非梗阻性无精子症的病理类型之一，生精小管中各阶段的生精细胞数目不同程度地减少，并包含一些混合类型，即部分生精小管为唯支持细胞综合征或玻璃样变而其余生精小管有正常的精子发生。
  


  
    （3）成熟阻滞：
  


  
    非梗阻性无精子症的病理类型之一，所有生精小管的精子发生停滞于生精细胞的某一阶段，通常为精原细胞或初级精母细胞阶段。其中，早期成熟阻滞为精子发生停滞于初级精母细胞阶段；晚期成熟阻滞为精子发生停滞于次级精母细胞或不成熟精子细胞阶段，如果局部还存在很少的精子细胞，应归为重度生精功能低下。
  


  
    （4）唯支持细胞综合征（Sertoli-cell-only syndrome，SCOS）：
  


  
    非梗阻性无精子症的病理类型之一，所有生精小管中无生精细胞，只存在支持细胞。
  


  
    （5）生精小管玻璃样变：
  


  
    非梗阻性无精子症的病理类型之一，生精小管周围的界膜因硬化或形成基底膜样物质而变厚，管内不存在支持细胞和生精细胞。
  


  
    三、无精子症的治疗
  


  
    （一）内科治疗
  


  
    由内分泌疾病引起的无精子症，可用内分泌激素治疗。如低促性腺激素性性腺功能减退（hypogonadotropic hypogonadism），可给予人绒毛膜促性腺激素（hCG）1500IU，一周3次，连用6～12月。如果精子计数仍不正常可改用尿促性腺激素（hMG，LH与FSH复合制剂）75IU，每周3次，一般1年左右即可见效。文献报道：对这类患者，LH只能使其精子发生恢复到次级精母细胞水平，同时应用LH和FSH才能使精子发生恢复到精子水平。hMG皮下注射后（5.3±3.9）个月出现次级精母细胞，（18.1±9.8）个月出现精子。
  


  
    特发性高泌乳素血症者用溴隐亭治疗，服用抗多巴胺类药物引起高泌乳素血症者应停药并结合其他内科治疗。
  


  
    需要指出的是，许多先天性或遗传性无精子症（如Klinefelter综合征、唯支持细胞综合征、两性畸形等）的治疗，不是以生育为目的，而是通过内科治疗来维持其性征和功能。许多由于下丘脑或垂体肿瘤引起的无精子症，可通过对原发病的放疗或手术而获得改善。
  


  
    （二）手术治疗
  


  
    精索静脉曲张、鞘膜积液、隐睾及睾丸扭转等引起的无精子症，原则上可考虑手术治疗。其疗效取决于睾丸受损的程度和术后生精功能的恢复情况。精索静脉曲张手术能够改善无精子症的精液参数，与病理类型有关（成熟阻滞和生精功能低下的精液参数改善情况明显优于SCOS），但在改善自然生育力上存在很大争议。作者认为，必要时可根据睾丸活检类型决定是否需要手术治疗，以改善患者精液参数，为自然生育或ICSI提供机会。鞘膜积液手术治疗见图21-1、图21-2。
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      图21-1　睾丸鞘膜积液
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      图21-2　高位结扎内环
    

  


  
    双侧隐睾一般主张2岁前手术，如成年后已发生无精子症时再手术，对睾丸生精功能无改善，手术的目的是防止或易于发现恶变。隐睾手术治疗见图21-3、图21-4。
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      图21-3　扩张患侧阴囊
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      图21-4　隐睾松解牵拉固定
    

  


  
    阻塞性无精子症可采用输精管端端吻合、附睾睾丸吻合等手术恢复输精管道。人工精子池、附睾显微穿刺抽取精子行IVF或显微授精，取精成功率很高。长期以来，非梗阻性无精子症患者只能通过领养或采用供精来获得自己的后代。随着研究的深入，学者们发现非梗阻性无精子症睾丸中仍可能存在局部的生精灶。2009版的欧洲泌尿外科学会（EUA）指南明确推荐可采用开放性睾丸活检或显微切割睾丸活检对非梗阻性无精子症患者取精，再行ICSI治疗。
  


  
    （三）显微授精技术
  


  
    正常生殖需要精子具备一定的数量、活力和形态功能。事实上，各种治疗因睾丸本身固有的变化，很难使其生精功能恢复到理想水平，因而成功率都较低。即使是宫腔内人工授精、体外受精胚胎移植（IVFET）、输卵管内配子移植等助孕技术，也因为要求精子的许多参数在正常范围内而限制了治疗的成功率。进入20世纪90年代以来，显微授精技术，尤其是ICSI的开展，使男性不育的治疗有了突破性进展。ICSI使受精所需精子数在理论上减少到1个，且受精率高达60%～80%，卵裂率80%，受精卵移植成功率有65%，妊娠率（听到胎心）为一个治疗周期22%～32%左右。许多研究表明，ICSI的成功率不受精子参数和来源的影响。顶体不完整的精子，顶体反应未发生、不活动的精子，有头无尾的精子，以及来自附睾穿刺抽吸获得的精子，甚至睾丸活检组织中分离出的精子，都有可能通过ICSI而使卵细胞受精。因而，非梗阻性无精子症（包括Klinefelter综合征）患者也能利用从睾丸获取的精子来生育自己的后代。
  


  
    同时，研究发现精子参数与受精率的非相关性，使人们想到了完整精子对于受精并非完全必要。Palemo将去掉颈、尾部的精子头部注入人卵细胞质中：结果13个卵中10个出现了雌、雄性原核（已受精），受精率与ICSI相似。然而，由于正常的精卵融合后有丝分裂的第一个纺锤体是由位于精子颈部远侧的中心体形成的，故他认为精子头部注射后受精卵能否正常发育尚需进一步研究。但这种担忧很快被Sofikitis排除了，Sofikitis将完全性成熟阻滞（精子发生停留于精子细胞水平）患者的睾丸活检组织研碎，分离获取精子细胞，并提取其细胞核注射到相应配偶的卵细胞中（ooplasmic round spermatid nuclear injection，ROSNI）结果受精率为31%，并有2例妊娠，表明生精细胞核基因提取物治疗非梗阻性无精子症也是有可能实现的。
  


  
    应当指出，显微授精只是解决了无精子（或少精子）患者的生育问题，并没有改变睾丸的生精状况，而该技术带来的遗传倾向（如AZF携带者、Klinefelter综合征）有待进一步研究。
  


  
    （四）供精人工授精
  


  
    对部分非梗阻性无精子症，经药物治疗无效，或有遗传风险的无精子症患者，在夫妻双方知情的情况下，均可考虑供精人工授精。详见第46章。
  


  （杨竣　王友宝　刘继红）


  
    第二节　少精子症
  


  
    少精子症（oligospermia）是指射出体外的精液中精子的数目低于正常生育男性的一种病症，少精子症可以导致男性不育。第5版《WHO人类精液检查与处理实验室手册》提供的正常精液参考值较第4版有较大幅度降低，精子浓度≥15×106/ml为正常。因此精子浓度低于15×106/ml可视为少精子症。
  


  
    由于近50多年来人类生殖健康不断受环境、雌激素类物质和其他因素的影响，精液的质量呈下降趋势，精子浓度从上世纪80年代的（20～200）×106/ml下降到今天的15×106/ml，而且还有进一步下降趋势。
  


  
    但临床上少精子症常常与精子活率低下、前向运动能力差及精子畸形率高同时存在，此时称之为少弱精子症或少弱畸精子症。少精子症临床较常见。
  


  
    一、病因
  


  
    睾丸可以分为2个腔室，一个是间质腔，含Leydig细胞，主要产生睾酮，是睾丸产生雄性激素的部位；另一个是生精小管腔，含Sertoli细胞，主要功能是支持和营养发育中的干细胞直至分化形成精子，大约睾丸总体积的90%是由生精小管组成，睾丸体积显著变小可以反映出精子发生减退的改变。精子在睾丸内产生，在睾丸的生精小管内经历精原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、精子细胞，最后形成成熟的精子，并释放到生精小管内，这是一个持续的过程。一般将这一持续过程分为3个阶段，即精原细胞增殖阶段、精母细胞成熟分裂阶段、精子形成阶段。从人的精原细胞到成熟的精子大约在生精小管内经历64d。每天人睾丸能产生120×106/ml个精子。一次射出的精子总数≥39×106或更多。
  


  
    在精子形成的整个过程中都受到内分泌激素的调节，任何影响生精功能的因素均将导致精子数目减少。
  


  
    1.内分泌因素
  


  
    正常睾丸功能需要垂体促性腺激素LH和FSH的作用，他们两者受下丘脑肽类激素促性腺激素释放激素（GnRH）的调控，下丘脑又受中枢神经系统兴奋性神经递质和抑制性神经递质的调节，这些中枢神经递质包括去甲肾上腺素、多巴胺、5-羟色胺等，此外，睾丸负反馈信号也参与调节。LH刺激Leydig细胞产生睾酮，睾酮主要直接作用在Sertoli细胞而不是生精细胞。睾丸内高浓度的睾酮在启动和维持精子发生中发挥着重要作用。激活素和抑制素由Sertoli细胞分泌，是重要的信号分子，可促进FSH的释放，通过自分泌和旁分泌刺激FSH分泌。FSH刺激Sertoli细胞产生生精小管液和分泌许多蛋白质（如雄激素结合蛋白、转铁蛋白、抑制素、纤溶酶原激活因子），调节Sertoli细胞的功能。多胺、乳酸被认为能调节干细胞的发育和精子的发生，实际上是指精原细胞的增殖分化和成熟过程。在青春期睾丸精子的发生需要LH和FSH两种激素的刺激才能启动。对动物而言，LH刺激睾酮分泌，后者诱导精原细胞经历减数和初级精母细胞完成减数分裂，FSH则促进精子细胞形成精子。促性腺激素对人类精子发生的准确作用部位仍不是十分清楚。
  


  
    人体内分泌紊乱，特别是下丘脑-垂体-睾丸性腺轴系统功能紊乱，常导致睾丸生精功能障碍，表现为少精子甚至无精子。
  


  
    （1）原发性低促性腺激素性性腺功能减退症：表现为促性腺激素和睾酮低下、第二性征发育不全、小睾丸、这类患者多表现为无精子。
  


  
    （2）继发性低促性腺激素性性腺功能减退症：第二性征正常，睾酮和促性腺激素低于正常值，但较原发性患者轻，重者睾丸萎缩，有勃起功能障碍表现。
  


  
    （3）高FSH少精子症：LH和睾酮正常，FSH高出正常范围，精子数目少。由于FSH不受睾酮的负反馈调节，推测可能是睾丸受到某种损害，生精功能部分抑制，同时抑制素也产生障碍，不能对FSH产生负反馈效应，因而出现血中FSH升高。
  


  
    （4）高泌乳素血症：血清PRL增高，少精子同时伴勃起功能障碍。
  


  
    （5）肾皮质增生症：表现为青春期早熟、少精子、血浆可的松下降，尿17-酮类固醇，孕酮增加，尿17-羟类固醇低于正常值。
  


  
    （6）慢性肾上腺皮质功能减退症：可出现少精子症。
  


  
    （7）甲状腺疾病和糖尿病等可导致少精子症。
  


  
    2.感染因素
  


  
    生殖系统的特异性和非特异性感染均可以影响精子的发生，如急/慢性附睾炎、附睾结核、慢性前列腺炎、精囊炎可导致精液成分发生改变，导致精子数目减少，畸形精子增多等。细菌性附睾-睾丸炎可出现生精功能下降或生精停滞。含菌的精液可引起精子分解、中毒、精子凝集、死精子。病毒感染，如青春期腮腺炎病毒感染引起的继发性睾丸炎后，睾丸组织受到不同程度的破坏，5%的患者双侧睾丸萎缩，生精功能低下，出现少精子或无精子。
  


  
    3.精索静脉曲张
  


  
    精索静脉曲张占男性不育患者23%～39%，其对生精功能的影响主要通过：①肾静脉血向精索内反流，使睾丸局部温度升高，温度升高可作为凋亡刺激信号之一引起生精细胞凋亡。②由于肾静脉血反流至睾丸的同时，肾上腺和肾脏所产生的毒性代谢产物和部分激素（如5-羟色胺）对睾丸也产生毒性作用。③睾丸内及周围静脉淤血，造成局部CO2储留，乳酸堆积，氧分压降低，缺氧，pH值下降，微循环障碍，影响生精细胞的新陈代谢。④肾静脉血反流，血液淤积，Leydig细胞受损，下丘脑-垂体-睾丸性腺轴功能紊乱。⑤引起精浆中转铁蛋白下降，可能导致精子发生障碍。⑥血液瘀滞，血睾屏障破坏，产生抗精子抗体。⑦高浓度的脂质过氧化物（LPO）可直接损伤睾丸生精细胞及亚细胞膜，导致生精功能障碍。⑧精索静脉曲张可致附睾功能病理改变，表现在精子成熟障碍，动物实验表明上皮细胞排列紊乱、微绒毛稀疏。⑨精索静脉曲张时局部抵抗力低，容易导致溶脲脲原体（Uu）反复感染，不易治愈。
  


  
    4.遗传因素
  


  
    体细胞核型异常有5%～6%为少精子症，15%为无精子症。近年来发现Y染色体微缺失是精子发生障碍的常见原因之一，Y染色体微缺失的发生率在原发性无精子症患者中为15%～20%、严重原发性少精子症男性为7%～10%。林经安等报道在65例无精子症和严重少精子症患者中，5例患者有AZFc的微缺失，缺失率为7.7%。其中43例无精子症患者中，4例患者有AZFc的微缺失，缺失率为9.3%。在22例严重少精子症患者中，1例有AZFc的微缺失，缺失率为4.5%，未发现有AZFa和AZFb的微缺失；36例正常生育男性均未见AZFa、AZFb微缺失。我们对143例严重少精子症患者检查Y染色体发现，有14.4%的患者有微缺失，其中主要是AZFc缺失，占93.3%，AZFb缺失占6.7%。
  


  
    5.免疫因素
  


  
    男性不育患者抗精子抗体阳性者有20%～50%表现出少精。
  


  
    6.隐睾
  


  
    根据组织学研究，1岁内未降睾丸与正常睾丸没有多大区别，然而2岁以后未降睾丸的生精细胞数目比正常睾丸明显减少。隐睾如不早期手术可出现少精子或无精子，单侧隐睾青春期后接受手术，术后仍有83%的患者精子浓度低于正常人。在青春期前不同年龄段进行睾丸固定术治疗的患者，约有75%的双侧隐睾患者和50%的单侧隐睾患者，术后精子数目低于正常人。
  


  
    7.鞘膜积液
  


  
    无论原发还是继发性鞘膜积液均可因睾丸局部温度升高而致生精障碍，可出现少精子。
  


  
    8.营养因素
  


  
    生精所需营养物质氨基酸（如精氨酸）、维生素A和E、叶酸及微量元素（如锌）等缺乏，都可致生精功能低下，表现为少精子，重者可出现无精子。
  


  
    9.环境因素
  


  
    长期接触高温者（如厨师、锅炉工），从事放射职业，接触化学毒物等，均可以导致生精功能低下、少精子甚至无精子。
  


  
    10.药物
  


  
    某些药物可能导致暂时或永久性损害精子的生成，如大剂量皮质类固醇、雄激素、雄激素拮抗剂、促性腺激素释放激素、利血平、西咪替丁、柳氮磺胺吡啶、安体舒通、秋水仙素、呋喃类药物、部分抗生素以及肿瘤化疗药物中一些烷基化合物，均可能导致生殖功能可逆或不可逆的损害。
  


  
    11.其他
  


  
    长期嗜好烟酒，常穿紧身裤和常洗桑拿浴等，都有可能造成少精子。
  


  
    二、诊断
  


  
    （1）禁欲2～7d，精液常规分析至少2次或以上提示精子浓度＜15×106/ml，即可诊断为少精子症，如需连续2次以上采集标本，要注意每次采集标本禁欲的天数应尽可能一致。对查不出任何病因者，可诊断为特发性少精子症。当精子浓度≤5×106/ml时，可诊断为严重少精子症。
  


  
    （2）通过询问病史、体格检查及其他实验室辅助检查（遗传学检查、免疫学检查、内分泌激素测定、微生物学检查、微量元素测定、精子染色质结构分析等），大多能发现引起少精子症的病因。精液分析精子浓度＜15×106/ml并同时伴有引起少精子症的疾病病因时，可诊断为继发性少精子症。
  


  
    精液过多症是指一次排精液量过多，大于6ml时，由于精浆的稀释作用，可能出现精子浓度降低，表现为少精子现象。同时还要注意取精时精液是否有前一部分丢失，由于前一部分精液中精子的浓度较高，丢失后可能造成精子浓度偏低或假性少精。
  


  
    三、治疗
  


  
    1.病因治疗及原则
  


  
    内分泌因素引起的少精子症，根据内分泌激素检测结果给药，原发性低促性腺激素性性腺功能减退症者，病变部位主要在下丘脑，可给予LHRH及其类似物，hCG和hMG等其中一种激素进行代替治疗；继发性低促性腺激素性性腺功能减退症者，主要针对引起的病因，同时也可给予LHRH、hCG和hMG中的一种进行治疗；高泌乳素血症，原发性者可给予溴隐亭，继发垂体瘤者进行手术治疗；先天性肾上腺增生症，给予泼尼松或地塞米松治疗；抗精子抗体阳性者，在使用免疫抑制剂泼尼松或地塞米松治疗的同时，注意抗炎治疗，因为大多数患者可能同时伴有生殖系统的慢性感染，有急慢性感染者给予抗生素治疗；隐睾需手术治疗，青春期后进行手术，提高精子数目的希望较小，可以采用辅助生殖技术；鞘膜积液者以外科手术治疗为宜，特别是大量积液者；营养缺乏者，给予适量的微量元素、氨基酸和维生素；长期从事高温作业、接触放射和化学毒物的职业，注意防范对生殖系统影响外，最好更换岗位；药物因素引起者，停药或改用不影响生殖功能的药物；有不利于生精功能的不良生活习惯者，应尽量纠正不良生活习惯。
  


  
    2.克罗米芬（clomiphene citrate，CC）
  


  
    自从Teoh 1964年报道使用CC治疗不育男性获得成功后，目前已把CC作为治疗少精子症的常选药物，但各家报道的疗效不一，颇有争议，尽管如此，人们还是广泛采用。
  


  
    （1）作用部位：
  


  
    下丘脑、垂体。
  


  
    （2）作用机制：
  


  
    CC主要通过竞争下丘脑的雌二醇受体，抑制负反馈效应，导致GnRH分泌增加，再通过后者刺激内源性LH和FSH分泌增加，激发睾丸的生精功能。
  


  
    （3）选择病例标准：
  


  
    ①3次精液分析精子数目＜2×106/ml。②FSH在正常值范围内。③精索静脉曲张者，1年前已手术纠正。④以前未接受促性腺激素和雄激素的治疗者。⑤根据本文作者观察，年龄宜在28岁以下效果较好。
  


  
    （4）用药方法及剂量：
  


  
    ①每次50mg，连服25d，停药5d，连续服用3个月；②每次50mg，连续服用15d，停1周，连续用药3个月。如果剂量过大（每日200～400mg）可能抑制精子的发生，低剂量（每日25～50mg）有利于精液参数的改变。
  


  
    （5）不良反应和禁忌证：
  


  
    服用CC，一般无不良反应，个别男性服用后有头痛、脱发等不良反应。在持续服用一段时间后，大多数男性症状可能消失。对严重肝肾功能不足者和血中FSH水平增高者应禁用。
  


  
    3.他莫昔芬（tamoxifen）
  


  
    一种抗雌激素药物，对特发性少精子症有一定效果，但也有争议。1次20mg，每日1次。连续用3～5个月。
  


  
    4.激素疗法
  


  
    （1）GnRH：
  


  
    通常认为血清中单项FSH升高的少精子症患者生精上皮有严重损害，这类患者的预后较差，且GnRH的脉冲减少。短期给予生理剂量的GnRH（每90～120min，5～20μg），可以使血清中FSH水平降至正常水平。对部分无精子症和单项FSH升高的严重少精子症使用6个月的GnRH，能够使FSH下降，睾酮水平升高和精子浓度增加，这类患者的生精上皮损伤略轻。
  


  
    （2）促性腺激素：
  


  
    采用hCG和hMG替代治疗继发性下丘脑-垂体功能减退的少精子症患者有较好的效果。对这类诊断明确的患者可试用hCG 2500IU，每周2次肌内注射。hMG 150IU，每周3次肌内注射，连续3个月。
  


  
    （3）雄激素：
  


  
    每周给予庚酸睾酮连续3～4个月，可使60%的正常男性导致无精。大剂量、长时间的使用雄激素，使FSH和LH的分泌受到抑制而不利于生精，但可利用睾酮的负反馈调节机制治疗无精子症和少精子症。十一酸睾酮有两种用法：①每次250mg，15d1次，肌内注射，直至精液分析无精子时停止给药，停药后2～4个月精子浓度较治疗前明显增加。②每次250mg，30d1次，肌内注射，连续3个月。
  


  
    5.芳香酶抑制剂
  


  
    过多的使用雌激素对生精上皮有直接损害作用，还能使睾酮的生物合成降低。使用芳香酶抑制剂能明显改善精子的发生和生育力。睾内酯每天1～2g可以增加精子的计数和妊娠率。有资料表明睾内酯可以增加FSH、LH、游离睾酮和性激素结合球蛋白水平。
  


  
    6.溴隐亭
  


  
    1次2.5mg，口服，每日2次，主要用于高泌乳素血症者。
  


  
    7.抗炎治疗
  


  
    详见弱精子症一节。
  


  
    8.营养疗法
  


  
    （1）左卡尼汀：
  


  
    每次1g，口服，每日2～3次。
  


  
    （2）维生素E：
  


  
    每次100mg，口服，每日1次。
  


  
    （3）维生素A：
  


  
    每次1片，口服，每日1次。
  


  
    （4）多维元素片：
  


  
    每次1片，口服，每日1次。
  


  
    此外，还可以选用精氨酸、抗氧化剂、维生素C、谷胱甘肽、硒、辅酶Q10、维生素B12、叶酸和复方氨基酸等辅助治疗。注意脂溶性维生素应用不要超过30d。
  


  
    9.辅助生殖技术
  


  
    可选用精子优化技术或分次冷冻保存行自体人工授精，对行该手术（IUI）的患者注意查精子染色质结构分析，了解DNA损伤，对DNA断裂指数（DFI）大于或等于27时最好先用药物治疗，待指数低于27时再进行IUI。极度少精子症者可行显微授精术如ICSI，详见本书第49章。
  


  
    10.外科疗法
  


  
    隐睾和精索静脉曲张手术分别见相关章节。
  


  
    11.中医治疗
  


  
    麒麟丸，每次6g，一日3次，连续治疗3个月，能显著提高精子浓度和改善精液质量，包括精子的活动力和前向运动能力。该药方组成中菟丝子、枸杞子等益肾添精补髓，锁阳、淫羊藿温肾壮阳，强筋补虚；首乌补益肝肾，养血敛精；白芍、桑葚子等入肝肾经有滋肾益精、养血调经之用。现代药理学研究表明，该方中多种成分如淫羊藿甙等有兴奋性功能、促进精子发生和精液分泌的作用。
  


  （熊承良）


  
    第三节　多精子症
  


  
    一、定义
  


  
    多精子症（polyzoospermia）是指每次射精的精子总数或精子浓度明显高于正常（国外通常以精液量≥1.5ml，且精子浓度＞250×106/ml为标准），临床较为罕见，约占男性不育人数的0.2%～4.2%。
  


  
    由于多精子症发生率低，所以研究资料分散，在临床上也不常见。从1962年Doefner首次报道至今，总计未超过2000例。1966年Joel提出，多精子症属于精子病理范畴。由于精液病理研究的起步时间和重视程度不够，所以对多精子症的诊断标准和有效治疗尚未达到规范程度。
  


  
    二、病因
  


  
    就目前所知，多精子症的发生与遗传、营养、物理因素关系不明显。由于对多精子症的病因研究较少，所以对其病因认识并不太清楚。从理论上推测，多精子症是由于精子在附睾中成熟天数不够生理所需天数所致，而不是指有些禁欲时间过久者。多精子症对生育功能的影响可能与患者精浆果糖水平降低、α-葡糖苷酶水平降低、精子DNA含量低下、精子染色体异常、精子ATP减少及顶体功能缺陷有关。而多精子症引起配偶习惯性流产的原因可能是精子核成熟障碍，而不能将遗传信息准确无误地传给胚胎和不能很好地维持胚胎的正常发育。
  


  
    三、诊断标准
  


  
    多精子症诊断的成立依赖于详细的男科体检，准确的禁欲天数（3～5d）和精液质量分析操作中精子稀释液添加的严格程度。诊断标准除参见文献外，一定要严格筛选病例以进行病史（如流产史）的详细询问。
  


  
  
    表21-1　多精子症诊断标准背景资料
  
[image: ]


  
    在我国相关研究很少，其中刘子龙等将超过125×106/ml划分为多精子症，他们的理由如下：一是30年来，全球性精子质量下降，正常精子浓度诊断标准已经降低，这可能与环境污染有关；二是在1万余例精液检查中，发现精子浓度超过120×106/ml者仅几十例；三是以精子浓度来划分较客观一些，因为现在有不少人精液量超过6ml，最多的一例达12ml。
  


  
    四、治疗
  


  
    （一）肾气亏虚型
  


  
    本证多由劳倦内伤、禀赋不足、房劳过度，或久病伤肾、肾气不充而致肾气亏虚、腰膝酸软等主要表现的症候，出现以精子浓度显著增高而致配偶发生习惯性流产或引起不育。
  


  
    1.临床表现
  


  
    主症：精子浓度明显高于正常，不育，或配偶习惯性流产，腰膝酸软，阴茎勃起不坚，或射精过快，耳鸣失聪。
  


  
    次症：头昏健忘，神倦乏力，短气自汗，面色晦黯。
  


  
    典型舌脉：舌质淡白，苔薄白，尺脉细弱。
  


  
    诊断标准：凡具备主症，同时伴一个或一个以上次症，典型舌脉者，即可成立诊断。
  


  
    诊治法则：补益肾气。
  


  
    2.方剂选案
  


  
    （1）首选方剂：
  


  
    肾气丸（济生肾气丸）。济生肾气丸又名资生肾气丸。汤头记载：加味肾气丸加牛膝，补肾温阳利水奇。方中熟地、山萸肉、山药补精以复肾气，茯苓、泽泻、丹皮泻肾利水，六药之中“三补”、“三泻”，补而不腻，泻而不损肾，增精，温补肾阳，促肾作强而化气。
  


  
    （2）备用方剂：
  


  
    右归丸。方中鹿角片、菟丝子、杜仲养阳；山药、山萸肉、当归养阴，重用熟地欲求阴中补阳；枸杞温肾而不燥，佐以精，附温中兼暖，全方补中而寓温，以补为主，以温为辅。
  


  
    （二）湿热下注型
  


  
    1.临床表现
  


  
    主症：精子浓度明显增高，常伴排尿不适。
  


  
    次症：会阴部不适。
  


  
    典型舌脉：舌红，苔黄腻，脉滑带数。
  


  
    诊治法则：清利下焦湿热为先。
  


  
    2.方剂选要
  


  
    （1）首选方剂：
  


  
    败酱草合剂。方中败酱草、马齿苋、马鞭草、川萆藓为主，清热利湿解毒；牛膝、延胡索、丹皮有活血凉血止痛之效；生黄芪、蜂房补气益肾，以防清利药物攻伐太过；佐以枳壳，以理三焦之气。
  


  
    （2）备选方剂：
  


  
    大补阴丸。朱丹溪云：“阴常不足，阳常有余，宜常养其阴。”方中以熟地滋补肾阴，龟板育阴潜阳，猪脊髓峻补精髓，知母、黄柏苦寒坚阴，泻肾火则存阴。
  


  
    （三）国外治疗方法
  


  
    主要有以下方法：①增加性生活的方法减少精子浓度；②口服雄激素；③人工稀释精液；④采用辅助生殖技术，体外受精。
  


  
    （四）中西药结合治疗
  


  
    中西药结合治疗多精子症有其独到之处，原因在于中药治疗往往不设对照组，故这种效果易会出现矛盾，或不易被重复，但西药治疗，又缺乏成功的经验。在临床实践中，多采用济生肾气丸6g，每日3次，维生素A每次1片，每日1次，维生素E每次2片，每日3次，叶酸10mg，每日3次，1个月为1个疗程。
  


  
    （五）关于多精子症的讨论
  


  
    多精子症作为一种精子病理现象，其发病及致病机制存在着争议。如果说多精子症是由于精子在附睾中成熟天数不够生理所需天数所致，那么是何原因引起精子提前释放？如果这种释放真是来自附睾，那么又如何排除这些精子不是来自生精小管？这一疑问目前尚难以澄清，当然，要想弄清这个问题，从理论上来说，并不那么复杂。因为成熟的精子核中含蛋白15%，而精核蛋白为85%，所以，无论是生物化学检测、细胞化学检查或分子生物学检测，预计都可以得到令人信服的结果。值得注意的是，检测指标的量化标准是关键。
  


  
    多精子症患者精子核成熟不完全是一突出问题。精子具有两大功能，一是将亲代遗传信息传给子代；二是维持胚胎的正常发育。由此看来，精子核成熟不完全而导致不育，或不能很好维持胚胎发育应引起人们重视。
  


  
    显示精子核成熟的技术方法很多，经常用的经济、简便的方法有2个：一是用水溶性苯胺蓝、台盼蓝显色；二是用分子探针吖啶橙显示。用前一方法染色判断标准是成熟的精子头不着色，由于组蛋白的含量很低，故不显色；后一种细胞化学显色为成熟的精子核发绿色荧光，精子核中DNA单股链发红色荧光，染色质浓缩有障碍发黄色荧光。
  


  
    人们知道，在精子发生过程中，伴随精子核伸长和染色质浓聚，与核DNA相结合的碱性蛋白型由富含赖氨酸残基的体细胞型的组蛋白逐渐被富含精氨酸和半胱氨酸残基的精核蛋白所替代。实际在这一极其复杂的过程中，由中间型碱性蛋白取代组蛋白，再由精核蛋白HP1～HP4取代中间型碱性蛋白。这种替代机制可能与核质蛋白（nucleoplasmin）对核碱性蛋白具有装配和重建作用有极大关系。精核蛋白较之中间型碱性蛋白容易与DNA结合，中和DNA链上负电荷，使染色质高度浓聚，并能通过分子内和分子间形成交叉二硫键，使核结构处于高度稳定状态。精子基因在精核蛋白的保护下，在漫长的受精前过程中紧密浓聚，不发生转录，具有重要的生物学意义。
  


  
    多精子症的致病机制和治疗方法值得深入研究，可能要从精子不成熟及染色体异常方面着手。
  


  （杨俊　刘子龙　刘继红）


  
    第四节　弱精子症
  


  
    弱精子症（asthenospermia）是指射出精液中前向运动精子的百分率＜32%，又称精子活力低下。精子的运动功能或运动能力的强弱直接关系到人类的生殖，只有正常作前向运动的精子才能确保精子抵达输卵管壶腹部与卵子结合形成受精卵。正常离体后的精子，在精液液化前，活动受限制，一旦精液液化，即刻表现出良好的运动能力，如果因某种因素影响精子的运动功能，特别是对前向运动的影响，这将使精子在最佳时间内无法游到卵子所在位置，受精亦不可能发生。此外，如果精子在阴道的时间太长，其酸性环境将使精子的存活时间缩短。据国内文献报道，因精子活力低下而导致的男性不育约占30%。
  


  
    一、精子的运动生理
  


  
    精子运动功能的实现与精子结构紧密相关，只有结构正常的精子才具有良好的运动功能和受精能力。精子的结构在光镜下大体分为头尾两部分。精子的核位于头部，由染色质高度浓缩而成，内含遗传物质。精子尾部是精子的运动装置，决定精子的运动功能。正常成熟的精子均具有正常的尾部结构，大致分为4部分，从连接精子头部至精子尾部末端将尾部分为颈段、中段、主段和末段，每一段均有特殊的细胞器存在。精子运动沿精子尾部长轴波形传播，人精子在培养液中作前向运动的速度高达75～100μm/s，精子尾部摆动的频率大约为每秒14～16次。而精子在女性生殖道的运行速度为0.1～3mm/s。
  


  
    精子尾部由几种严格按几何图形装备而成的不同细胞器所组成，精子运动的实现与这些尾部结构有关。对9+2的轴丝结构已有大量研究，精子尾部微管由一条相对分子质量为110 000的结构蛋白所组成，采用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳发现该蛋白质是由两条相对分子质量为55 000的亚单位组成。在氨基酸组成上有不同的两条基本亚单位，分别为α微管蛋白和β微管蛋白。α微管蛋白和β微管蛋白数量上相等。一条α微管蛋白单体和另一条β微管蛋白单体结合形成一条110 000的二聚体。中央微管及双微管的A型亚微管和B型亚微管在稳定性上不同，溶解特性也明显不同。从不同的微管蛋白上获取到的α微管蛋白的氨基酸组成稍有差异，9+2的轴丝至少含有3种不同的微管类型。微丝中的微管实际上起各种辅助蛋白附着的支架作用，这些辅助蛋白在微丝运动中起作用。附着在每对微管的亚微管上的动力蛋白臂是一种能将ATP的化学能转变成机械运动的蛋白质，称为动力蛋白，是镁依赖性三磷酸腺苷酶。非均一性的动力蛋白可以迅速溶解成至少3条相对分子质量在400 000～500 000的多肽，两排动力蛋白臂形态各异，溶解度也不一样，精子运动需要有ATP和镁离子存在，以及适宜的离子强度和pH值等环境。如果将动力蛋白臂完全从双微管的A型亚微管上去掉，精子再度运动已不可能。然而，保留两排中一排动力蛋白臂，这些精子的尾部仍可产生正常的弯曲波，尾部摆动的频率只是两排动力蛋白臂存在时摆动频率的一半，提示精子的运动需要ATP酶动力蛋白，亚微管上的两个动力蛋白臂突向邻近双微管的B型亚微管，动力蛋白臂能跨越邻近两个双微管间的间距与B型亚微管发生连接。
  


  
    二、精子在女性生殖道中的运行
  


  
    性交射出的精液进入女性阴道后，由凝固状态转为液化状，精子可以离开精浆作前向运动，由于阴道是一个微酸环境，不利于精子久留，好在精浆呈碱性，可以缓冲偏酸的阴道环境。据观察射精1.5h后阴道无尾精子数目增加，一般精子只能在阴道内维持几个小时。精子离开阴道向输卵管方向运行须首先通过子宫颈，精子在射精后1.5～3min到达宫颈外口，2～11min通过宫颈管。然而宫颈黏液可能成为精子向子宫方向运行的屏障，只有活动力强的精子才能穿透宫颈黏液进入到子宫。宫颈黏液的理化性质随月经周期不同而不同，其受卵巢激素的调控，在月经前后，宫颈黏液较黏稠，不利于精子穿透，而在排卵期宫颈口开大变松变软，宫颈黏液稀薄，精子较易通过子宫颈，精子进入宫腔后继续向输卵管方向运行，在射精后15～45min，输卵管内精子数目最多达到300～500个。精子从阴道运行至输卵管除自身运动外，还有外力的作用，首先是子宫和输卵管平滑肌的收缩与舒张，造成腔内负压，将精子吸入宫腔内，输卵管壁肌层与子宫肌层相连，收缩的方式较子宫复杂，可以是局部性蠕动，有的则是节段性收缩，均能促进精子在输卵管内运行。其次，子宫内膜液和输卵管液除了为精子提供营养和能量外，输卵管液的主流方向是从子宫与输卵管交界处向腹腔方向流动，有利于精子从子宫进入输卵管，并推动精子在输卵管中的运行。此外，精液中的前列腺素刺激阴道、子宫肌引起收缩，亦有利于精子的上行。
  


  
    三、病因
  


  
    引起精子活力低下的病因较多。归纳起来主要有以下几类：
  


  
    1.感染
  


  
    附睾、输精管、精囊和前列腺等生殖道或生殖腺体的急慢性炎症都可降低精子的运动能力。感染对精子活力的影响可以是多方面的。微生物对精子的直接作用，如支原体可以吸附于精子的头部、中段及尾部，使精子作前向运动时，流体动力学阻力加大，运动速度减慢，影响精子活力及穿透卵细胞的能力。此外，支原体可造成部分精子膜缺损甚至膜结构破坏，影响精子的受精能力。大肠埃希菌可通过自身的受体与精子发生结合，降低精子活力；微生物可以通过产生或释放毒性物质对精子产生间接作用，支原体在生长过程中产生NH3对精子有直接毒性作用。大肠埃希菌可产生精子制动因子。感染造成精子活力下降还可以通过改变精浆pH值来达到，当pH值低于7或高于9时，精子活力下降明显。急性附属性腺炎症或附睾炎症患者，pH多偏碱，而慢性附属性腺炎症可使pH值低于7以下。此外，炎症引起的精液中白细胞增多，可以通过直接和间接的原因导致精子运动的下降。现在认为精液中的过高浓度的活性氧（ROS）影响精子的运动，直接损伤精子膜，抑制线粒体功能，降低精子的运动能力，妨碍精卵结合，损伤精子DNA结构。白细胞是精液中外源性ROS的主要来源。前列腺炎引起精子活力不足可能是多种因素综合的结果，除微生物、白细胞、pH值等因素外，还可能与锌的障碍有关。
  


  
    2.精液液化异常
  


  
    精液不液化或黏稠度高是引起男性不育的病因之一，其中很重要的因素可能是通过影响精子的运动能力而导致不育。精液不液化的精浆中可见到细长的纤维蛋白并相互间网织，使精子活动的空间减少，精子被牵制，同时还见到粗纤维被许多的细纤维连接成网络，这些可能是机械性限制精子前向运动的原因。本文作者曾对不液化精液标本体外单独使用尿激酶型纤溶酶原激活因子（uPA）时发现，当精液由不液化变为液化状态时，精子活力和前向运动能力明显提高，用糜蛋白酶也获得相同效果。我们进一步发现精液液化异常男性精浆和精子中uPA的含量及酶活性较正常男性低。
  


  
    3.免疫因素
  


  
    抗精子抗体（AsAb）可以从几个不同途径影响精子的受精功能。对精子的活力影响可能是AsAb与精子的尾部结合，精子的活力受到妨碍，运动能力下降，穿透能力变差，这已通过针对精子尾部存在抗精子抗体时，穿透宫颈黏液的能力明显下降而得到了证实。有学者用AsAb阳性血清和人精子接触，观察到一种所谓精子的“颤动现象”（shaking phenomenon），主要是精子的头部和整个尾部结合了抗精子抗体，精子的前向运动受抑制，但存活力无明显变化。
  


  
    4.内分泌因素
  


  
    内分泌激素除了对精子的发生和成熟有作用外，还影响精子的运动能力。Gonzales等人发现精浆中PRL与精子活动呈线性关系，提高精子对氧的摄取或通过cAMP系统影响精子活力，血清中雌激素水平升高时，降低精子的活力。精浆中睾酮过高可能抑制精子的运动。
  


  
    5.Kartagener综合征
  


  
    20世纪30年代初期卡氏最早发现一种病症，后来被其他学者证实是一种先天性纤毛结构缺乏，表现为体内的各纤毛细胞的纤毛不能运动，主要是外周微管的纤毛动力蛋白臂（dynein arms）缺如。有这一综合征的患者除了精子不能运动外，还可能从病史中追问到慢性呼吸道感染的疾患。
  


  
    6.染色体异常
  


  
    常染色体和性染色体异常除影响精子数目外，还影响到精子的活力和前向运动能力。已知与精子运动有关的超微结构装置可以因遗传因素的原因而出现精子尾部结构异常，例如：缺乏内支臂或外支臂或二臂均无。也可以是缺乏中央连接和中央复合结构，因为中央微管与放射辐间的相互作用可以调节外侧微管的滑行，当这一结构异常，精子会出现运动障碍。
  


  
    7.精索静脉曲张
  


  
    精索静脉曲张可通过多种途径导致男性不育，他不仅仅对精子的发生造成影响，还会造成精子活力下降。其机制可能是由于曲张静脉的血液滞留、微循环障碍、营养供应缺乏和氧分压降低、能量生成不足和内分泌功能障碍引起。此外，也可能是因为精索静脉曲张导致自身免疫如AsAb的产生和支原体的感染，间接引起精子活力下降。
  


  
    8.离子通道病
  


  
    精子运动与精子中离子通道的关系近年来受到学者关注，离子通道在配子信号传导中发挥关键作用，参与精子的运动、获能和受精。精子中的离子通道有阳离子通道和阴离子通道，阳离子通道中钙离子通道研究较多，当精子离子通道因先天或后天因素而出现功能障碍时，将会导致精子运动功能和受精能力下降。CatSper1（cation channel of sperm）为精子特异性阳离子通道，是特异性表达于睾丸和精子中的钙离子通道，主要分布在精子尾部，李红钢等发现用抗CatSper1IgG对精子前向运动有抑制作用，在同一份精液标本中高、低活力精子CatSper1蛋白的表达差异显著，提示CatSper1与精子前向运动有关。Avidan等偶然发现1例先天性红细胞生成不良性贫血的法国患者，家庭中兄弟三人均伴发有弱畸精子症（asthenoteratozoospermia），结果表明患者的表型是由于先天性红细胞生成不良性贫血基因和与之相邻的CatSper2基因共同缺失所致。这些研究表明精子中CatSper家族成员表达的异常可能是一种离子通道病。除钙离子通道外，精子中EnaC（epithelial Na+channel）上皮细胞钠离子通道也参与精子运动，EnaC广泛分布于肾脏、结肠、肺、大脑、卵巢、睾丸和胰腺等组织，其生理功能就是跨越紧密连接上皮单向转运钠离子。构成EnaC的亚基有α、β、γ和δ，其中α和δ直接参与通道空隙的形成，而α2βγ是广泛分布的EnaC组成方式。孔祥斌等发现ENaC-α分布于精子尾部中段，推测ENaC-α亚基构成的ENaC很可能参与精子活力的调节，EnaC家族在精子发生和活力调控中所起的作用，目前所知甚少。孔祥斌等使用EnaC特异性抑制剂EIPA，间接观测EnaC活性对精子活力的影响。发现在获能的孵育环境下，EnaC抑制剂EIPA可以提高精子的活力。无论正常人精子还是弱精子组，实验组精子活力均高于对照组。因此EnaC的异常亦影响精子的运动。
  


  
    9.其他因素
  


  
    （1）微量元素：精浆中锌、铜、镁与精液质量有关，精浆锌含量是血浆含量的100倍以上，精子活力低下患者的精浆中锌、铁、镁的含量显著低于活力正常的健康男性。锌可延缓细胞膜的脂质氧化，维持细胞结构的稳定性和通透性，从而确保精子的良好活力。微量元素镉含量高时，可导致精子活力降低，镉可直接抑制精子的氧化酶及运动器官，不育男性精液中镉含量明显高于生育男性。
  


  
    （2）与精子运动有关的酶类缺乏或酶（例如uPA，磷酸肌酸激酶等）活性降低；维生素类缺乏，例如辅酶Q10的缺乏等；
  


  
    （3）从事高温作业如厨师、锅炉工，从事放射职业和接触化学毒物者，都可引起精子活力降低。
  


  
    （4）吸烟、饮酒以及药物因素：烟草中的尼古丁等通过对精子的直接和间接损伤而影响精子活力；长期嗜酒者可以直接和间接影响精子的运动能力；此外，某些药物影响精子活力，如抗癌药、抗风湿药等。
  


  
    还有一些查不出病因的精子活力低下者，称之为特发性弱精子症。
  


  
    四、诊断
  


  
    弱精子症主要根据精液常规分析、病史询问和进一步实验室检查做出诊断。禁欲2～7d，精液常规分析至少2次或以上提示前向运动的精子＜32%，其他参数正常或基本正常者可诊断为弱精子症。如需连续2次以上采集标本，要注意每次采集标本禁欲的天数应尽可能一致。
  


  
    五、治疗
  


  
    （一）西医治疗
  


  
    1.一般治疗
  


  
    禁烟、酒及少吃刺激性食物，不要过度疲劳。
  


  
    （1）多维元素片：含多种微量元素，特别是锌、硒。每次1片，每日1次即可。
  


  
    （2）ATP：ATP参与精子的新陈代谢，为精子的运动直接提供能量。可选用口服制剂，每片20mg，每次2片，每日3次。
  


  
    （3）维生素E：0.1g，每次1片，每日1次。
  


  
    （4）钙制剂。
  


  
    （5）复方精氨酸。
  


  
    （6）辅酶Q10。
  


  
    2.病因治疗
  


  
    （1）抗菌消炎药：精液分析时，当WBC＞1个/HPF提示可能存在生殖道感染，应该考虑给予抗生素治疗以消除精液中的白细胞。有条件者可根据细菌培养和药敏试验选用抗菌消炎药，支原体或沙眼衣原体感染者可选用其中一种抗生素，如美满霉素、四环素、阿奇霉素、强力霉素或红霉素，淋病奈瑟菌感染可选用头孢三嗪等先锋类抗生素。支原体和沙眼衣原体感染，用药时间以10～14d为宜，要求夫妻俩同时服药，服药期间禁房事。生殖道或生殖腺慢性炎症，使用复方新诺明合并喹诺酮类抗菌药，连续用药2周后精液分析，精子活力和前向运动能力常有明显提高。由于某些抗生素在杀菌的同时，对精子活力也造成影响，特别是剂量较大，联合用药，疗程较长地使用抗生素，停药后较短时间内，精子活力并不见增加，有时较用药前差，此外精子畸形也增加。
  


  
    （2）伴有精液液化不良者可用大剂量维生素C，每次0.6～1g，1日3次，连续用药2周；糜蛋白酶5mg，每日1次，肌内注射，连续用2周；同时可服用知柏地黄丸。
  


  
    （3）抗精子抗体阳性者，使用免疫抑制剂，如地塞米松或强的松用递减法给药。
  


  
    3.激素疗法
  


  
    对于生殖激素正常或低于正常者可分别选用
  


  
    （1）hCG：
  


  
    每次2000U，1周3次，肌内注射，连续用1～2个月。
  


  
    （2）十一酸睾酮：
  


  
    十一酸睾酮胶丸，每次40mg，每日2次，口服1～3个月；十一酸睾酮针剂：每次250mg，1个月1～2次，肌内注射连续用1～2个月。
  


  
    4.辅助生育技术
  


  
    （1）精子优化：
  


  
    采用上游或梯度离心法，挑选出运动能力好的精子，做宫腔内人工授精（intra-uterus insemination，IUI）或供其他助孕技术用，在女方排卵期，采用B超监测排卵，在卵泡＞1.8cm时注射hCG 10 000IU，36h后进行IUI。
  


  
    （2）IUI：
  


  
    将优化处理过的精子，用导管吸取0.2～0.3ml，通过宫颈，将精子推入宫腔内。操作时避免损伤子宫内膜。手术后，要求患者抬高臀部，平卧1h，同时用3d消炎药。可用7d黄体酮注射液，也可用hCG 1000～1500IU隔日肌内注射，直至尿hCG阳性。
  


  
    （3）体外人工授精-胚胎移植（IVF-ET）：
  


  
    对精子活率在30%以上的不育男性，经药物治疗2～3周期无效，或经IUI 3个周期失败，可考虑做IVF-ET。
  


  
    （4）ICSI：
  


  
    对于精子活动力极差的不育男性，虽经常规IVF-ET治疗仍未解决生育时，可选用该法。这是解决精液质量极差的弱精子症患者较好的治疗手段。
  


  
    5.左卡尼汀
  


  
    左卡尼汀又名左旋肉碱，其在附睾中水平为血清的2000倍。左卡尼汀在启动精子运动、促进精子成熟和提高精子受精能力方面具有重要作用。国内外研究表明，左卡尼汀在治疗弱精子症方面具有良好疗效，同时也是目前为数不多的经循证医学证实可用于男性不育的治疗药物。左卡尼汀口服液用法为：每次1支（含左卡尼汀1g），1日2～3次，1个月为1个疗程，共3个月。
  


  
    6.uPA
  


  
    一次10 000U，每日1次，静脉注射，连续用药10～14d为一疗程，对部分弱精子症患者疗效满意。
  


  
    7.胰缓激肽释放酶
  


  
    1次60U，1日3次。
  


  
    （二）中医治疗
  


  
    可选用右归丸、龟龄集和五子衍宗丸等中成药进行治疗。
  


  （孔祥斌　熊承良）


  
    第五节　畸形精子症
  


  
    生育年龄的男性连续2次以上精液分析精子浓度≥15×106/ml，前向运动的精子≥32%，头部正常形态的精子＜4%，可诊断为畸形精子症。精子的形态与精子的运动以及精子的受精能力紧密相关。正常形态的精子越多，受精率越高，反之越低。因此，畸形精子症是男性不育的常见原因之一。他常常与少精子症和弱精子症同时存在，当三者并存时又称少弱畸精子症（oligoasthenoteratozoospermia，OAT）或少弱畸综合征。
  


  
    一、精子的正常形态
  


  
    （一）一般形态结构
  


  
    精子形似蝌蚪，全长60μm，分头和尾两部分。
  


  
    1.头部
  


  
    头部正面观呈卵圆形，侧面观呈梨形。头长4～5μm，宽2.5～3.5μm。细胞核位于精子的头部，核内染色质高度浓缩，核内常有不规则和大小不等的透明区。在精子头部，即核前2/3有一帽状的特殊结构—顶体将其覆盖。
  


  
    2.尾部
  


  
    精子的尾部是精子的运动装置，又称为鞭毛，长约55μm，从头到尾可分为颈段、中段、主段和末段4个节段，其中主段是精子尾部中最长的一段，长约45μm，是精子尾部的主要部分。
  


  
    （二）超微结构
  


  
    1.头部
  


  
    电镜下核内染色质呈不规则的纤维颗粒状，染色质中可见核泡。核的表面是核膜，厚7～10μm，为类脂双层结构。顶体在电镜下由顶体外膜、内膜和顶体腔三部分组成。外膜与细胞膜之间有薄层的细胞质，内膜和核膜有一间隙，称为顶体下间隙。顶体又分为顶体前区和赤道部两部分。
  


  
    2.尾部
  


  
    尾部主要由轴丝、线粒体鞘、外致密纤维和纤维鞘等组成。轴丝由周围的9对双联微管和中央的两条微管组成，每对周边的双微管是由A型亚微管和B型亚微管构成，微管是由α微管蛋白和β微管蛋白组成。每个A型亚微管向邻近的B型亚微管伸出两个短臂称为动力蛋白臂，这两个臂分别称为内侧支臂和外侧支臂。
  


  
    二、病因
  


  
    （一）感染原因
  


  
    生殖道和生殖腺体的病原微生物感染均可造成精子畸形率升高，特别是近年来支原体和CT感染逐年上升，这两种病原微生物感染男性生殖系统中尿道、前列腺和附睾较为多见。Uu感染后对精子的影响已有许多临床及实验研究报道，Uu感染与男性不育有关。1991年以色列Bartoov等检查1250例不育男性精液，其中有692例感染微生物，以支原体感染最高（29.1%）。国内徐晨等（1992年）首次用免疫电镜证实Uu吸附于不育男性精子表面，并可造成部分精子膜缺损甚至膜结构严重破坏。Uu吸附在精子表面后，在局部膜上立即摄取宿主细胞内的营养物，进行代谢和蓄积毒性产物。Uu产生的毒物能够直接破坏精子细胞膜。此外Uu膜上的磷脂酶A和磷脂酶C均可作用于精子细胞膜上的类脂成分，利用膜内的胆固醇，耗竭精子细胞膜的主要成分，Uu膜上的磷脂酶A1、A2水解精子细胞膜的磷脂，产生溶血磷脂和游离脂肪酸，而磷脂酶C作为脂酰水解酶，水解膜上的磷脂成分，产生1，2甘油二酯及磷酸酯，这些是造成精子细胞膜破坏的主要病理机制。精子膜具有极其重要的生理功能：构成精子特异性抗原决定族、参与精子的获能及与卵子的识别过程，是受精的结构基础。因此，Uu对精子膜的破坏，将影响到精子的受精能力。商学军等报道，Uu感染的不育患者，其精子头部、中段及尾部大量附着UU，使精子由流线型变得“臃肿”，造成精子前进时的流体动力学阻力增大，精子运动速度减慢，运动方式呈锯齿形。此外，Uu培养阳性的精子尾部可严重卷曲，或精子头尾折角，实验证明，人工感染24h的精子，爬高试验几乎处于原地摆动，而对照组仍有（54±1.9）mm。另一方面，由于精子卷尾或头尾折角，又使精子尾部的自由摆动受到限制，出现原地转圈的运动方式。Uu感染后通过直接和间接的方式对精子的形态、运动和受精功能等造成影响，导致男性不育。Ct感染可引起畸形精子数增多，Ct原生体黏于精子头部而影响精子的活动能力，使精子的活力、活率、运动速度尤其是前向运动速度均降低。
  


  
    （二）精索静脉曲张
  


  
    精索静脉曲张除了影响精子的发生和运动功能外，还可造成非成熟状态精子以及圆头精子数目增加，畸形精子比率增高。这主要是睾丸的血液循环异常改变所引起，导致血液滞留，局部温度升高，供养和必需营养物质缺乏，代谢产物蓄积，使生精小管中的精子发生、发育以及数目减少，精子在附睾中的成熟过程都出现异常变化。
  


  
    （三）环境因素
  


  
    生活环境中化学物质随处可见，人们无时不与这些化学物质直接接触，这些化学物质主要包括金属、杀虫剂等，前者有硼、镉、铬、铅、锰、汞等金属和微量元素，这都是已明确认为具有生殖毒性、可导致精子数量减少和精子畸形增加的一些元素。后者有苯氧羧酸类农药、有机汞农药、有机磷农药，已知这些农药均可引起精子畸形率增加，数目减少，活力下降。除了上述化学物质外，粉尘、苯乙烯、丁乙烯、氧化乙烯、环氧氯丙烷都可以引起生殖系统的损伤。职业环境不同，接触化学毒物的机会不同，专门从事生产上述化学物质的男性，接触浓度要比一般人群高出许多，因此损伤的程度也要严重得多。现在我国经济稳定而持续地增长，但环境污染问题不容乐观。
  


  
    （四）遗传因素
  


  
    对那些病因不明而精液中畸形精子异常高的不育男性，应考虑有遗传性疾病的可能。由于对精子的评估多半是采用染色法，光镜下观察精子的大体外观形态，而不能对精子的超微结构和染色体进行评估，容易使一些染色体病漏诊。目前已发现有些疾病如纤毛不动综合征、Y染色体微缺失、常染色体结构畸变、易位或臂间倒位以及数目畸变，这类患者可能表现出无精子、少精子、弱精子、畸形精子或后三者同时存在，有的患者精子中动力蛋白臂缺如，只有做透射电镜时才能发现，而镜下精子形态正常。
  


  
    （五）药物因素
  


  
    长期应用或大剂量使用皮质类固醇、雄激素、雌激素和促性腺激素，肿瘤患者使用烷化剂（如环磷酰胺）、抗代谢类药物（如阿糖胞苷）和植物生物碱类（如长春新碱、长春花碱），某些抗生素类药物等，可造成精子数目少和畸形精子的比例增高。
  


  
    （六）高温、放射等物理因素
  


  
    现在对生殖系统有影响的物理因素有辐射、电离、温度、超声、电流和激光，这些物理因素通过直接和间接两种途径作用于睾丸和附睾，导致精子数目减少、活动下降、畸形率增加。
  


  
    （七）其他因素
  


  
    吸烟者畸形精子明显高于不吸烟者，人和动物研究证实，酒精对精子数目、活动力、形态和受精力有明显损害。此外微量元素、氨基酸和维生素缺乏也可导致畸形精子增加。但Kwenang等分析了患有严重畸形精子症的男性与正常健康男性大学生这两组人的精液标本，发现精浆中的铁、铁蛋白和铜离子的水平两组间无显著性差异。
  


  
    三、诊断
  


  
    畸形精子的诊断主要依靠实验室检查。由于人类精子的形态在生理情况下有许多变异，活精子形态各式各样，给精子的形态评估带来较大困难，染色是分析精子形态的主要手段，正常生理和病理范围内变异的精子可通过染色来加以鉴别。
  


  
    精子包括头、颈、中段、主段和末段。由于光镜很难观察到精子末段，因此可以认为精子是由头和尾组成。只有头尾正常的精子才认为是正常的，所有处于临界形态的精子可认为异常。染色后精子头部较原精液中活性精子头部略小，但难以觉察，染色后的正常形态精子应该先是头、尾部都正常，头部形状为椭圆形，头部长4.0～5.0μm，宽为2.5～3.5μm，长宽之比为1.50～1.75。
  


  
    WHO将经染色后的畸形精子分为：①头部缺陷。②颈部和中段缺陷。③尾部缺陷。④过多残留胞质。头部畸形又可分为锥形、梨形、圆形、不定型、有空泡、小顶体区6种；颈部和中段缺陷分为颈部弯曲、非对称性、粗、细4种；尾部缺陷分为短、弯曲、卷曲3种；过多残留胞质＞1/3头部1种；共4大类畸形14种形状。
  


  
    除了通过一般染色的方法观察精子形态外，还可借助透射或扫描电镜对精子进行超微结构的观察与分析，特别对那些超微结构有异常的不育男性能做出正确诊断。
  


  
    对严重畸形精子症患者不应忽视染色体异常的因素，常染色体核型分析和性染色体检查也是必要的。
  


  
    一般来说，畸形精子症不难诊断，当生育年龄的男性连续2次以上精液分析精子浓度≥15×106/ml，前向运动的精子≥32%，头部正常形态的精子＜4%，可诊断为畸形精子症。但进一步查明畸形精子症的病因有一定的难度，然而查明病因对指导畸形精子症的治疗有重要的意义。
  


  
    四、治疗
  


  
    1.一般治疗
  


  
    对患有畸形精子症的男性应戒烟、戒酒，对从事放射、高温和接触化学有毒物品的职业者劝其更换岗位，停服某些导致畸形精子的药物，防止睾丸高温，不要穿紧身裤和洗桑拿。
  


  
    2.对因治疗
  


  
    凡因生殖道和生殖腺体的病原微生物感染而造成精子畸形率高的患者可选用抗生素治疗，可先做药物敏感试验，为正确选用抗生素提供依据。抗生素尽量选用广谱抗生素，治疗周期不宜过长，可以考虑抗生素的联合用药缩短治疗周期。服用某些抗生素或服用时间过长可能导致精子畸形或加重畸形。
  


  
    精索静脉曲张引起的畸形精子比率增高可采用精索静脉高位结扎手术治疗，手术后6个月精液质量将逐步改善。
  


  
    3.抗氧化治疗
  


  
    过氧化物或氧自由基常常是导致精子畸形的直接损伤因子，因此绝大多数的畸形精子症使用抗氧化治疗能收到较好的疗效。常用的抗氧化剂有左卡尼汀、维生素E、维生素C和谷胱甘肽/硒（Glutathione/Selenium），后者是人体必需的营养物质，构成谷胱甘肽过氧化物酶，催化还原型谷胱甘肽成为氧化型，使有毒的过氧化物还原为无毒的羟基化物。硒的推荐摄入量为每日50μg。
  


  
    4.营养性治疗
  


  
    给予复方精氨酸或精氨酸每日4g，锌每日30～60mg，辅酶Q10每次10mg，每日3次，维生素B12每日1500～6000μg，维生素A每次3500U，每日1次，左卡尼汀口服液每次1g，每日2～3次，进行营养性治疗至少3个月，但脂溶性维生素应用不宜超过30天。
  


  
    5.辅助生殖技术
  


  
    （1）精子优化：
  


  
    采用密度梯度离心法，挑选出形态正常的精子，做宫腔内人工授精（intra-uterus insemination，IUI）或供其他助孕技术用，在女方排卵期，采用B超监测排卵，在卵泡＞1.8cm时注射hCG 10 000U，注射后36h将丈夫的已优化处理过的精子行IUI。
  


  
    （2）卵细胞胞质内单精子显微注射（ICSI）：
  


  
    对于以圆头精子为主的畸形精子，常规IVF-ET治疗通常难以使卵细胞受精，可选用该法。
  


  
    6.中医药治疗：
  


  
    （1）肾阴亏虚型：
  


  
    采用滋阴清热的方法，可选用知柏地黄丸。
  


  
    （2）肾气不足型：
  


  
    采用补肾固精的方法，可选用无比山药丸。
  


  （熊承良）


  
    第六节　死精子症
  


  
    一、概述
  


  
    1988年，Wilton等将那些射出的精子低运动能力，高密度和高死亡率的精子描述为死精子症。有些不育患者的精子运动呆滞，常规性的被诊断为弱精子症。而运动无力或完全不动，这种情况可臆断为死精子症（necrospermia），而不可将其视为死精子症。至少从理论上讲，精子运动无能应该划分为弱精子症（asthenospermia）较为合理。也就是说，弱精子症与死精子症两者间存在质的差异。死精子症与精子运动装置缺陷又有质的差异。如果要区分出是弱精子症，或精子运动装置缺陷的活精子，或死精子，首先依靠的是严格的精子形态学检查，特别是区分精子死或活的染色方法。因此，要回答这个问题，有几个要点要清楚：一是精子运动呈非线性运动，或不动，那么到底是精子死亡，或因为鞭毛结构或成分的改变？许多情况下，精子结构和运动情况的显示源于精子膜完整性的评估。通过这些经验方法，以区分是活精子，或是运动能力缺陷，或是真正死亡的精子。而这类检测方法，常规是使用精液分析，其结果仍然属于一种评估。总而言之，常规的精液分析，对于死精子症与弱精子症的鉴别诊断价值仍有值得完善的方面。在某些情况下，常规精液检查得出的结果源于对真正的死精子症的发病机制和预兆性含糊的精子结构和功能的混淆，即那些实际上是存活的，但由于运动装置缺陷而不动的精子特征被忽略了。死亡前的精子虽然仍存活，但却完全丧失了受精能力。通俗的说，死精子一定不动，而不动的精子并不一定是死亡的。精子发生退行性改变和死亡，如若在电镜下进行区分困难不大，因为这是基于观察退变的精子质膜，通常表现出质膜的消失，顶体间质成分破碎，顶体周膜发生空泡变性，顶体内质发生溶解，核发生崩裂，由于线粒体的肿胀所引起嵴发生断离，近端中心粒和轴丝消失。这些超微结构水平的病变并不是全部发生才能成立诊断。当然，在光学显微镜水平下，用特殊染色技术鉴别精子死活，确实经济简便。
  


  
    一般情况下，死精子症由于病因不同，故表现也有差异：①精子在生精小管内已发生死亡；②在附睾内已死亡，这些死亡的精子是由于质膜已经破碎，残存极少，所以失去染色屏障而被着色；③处于不同发育阶段的细胞形态特征的死精子症，多具有不同的疾病史或用药史。
  


  
    二、死精子症病因
  


  
    死精子症是指精液中绝大多数精子都是死亡的，但从死亡精子的形态和数量上看并无明显异常。造成死精子症的原因很多，主要包括：①精子营养物质缺乏，引起精子死亡，即“饥饿性死亡”；②生殖道感染时，细菌、炎性细胞的吞噬；③精液低pH值（特别是6.5以下者），造成大量精子死亡；④供氧不足，精子因缺氧中毒死亡；⑤精浆中锌缺乏，致精子死亡；⑥维生素C和生物素缺乏，也会引起严重障碍和死亡；⑦某些原因引起的中毒；⑧禁欲过久致精子在附睾中死亡；⑨某些疾病或某些药物使用过久；⑩脊髓损伤；○11多囊肾等。
  


  
    三、死精子症的诊断
  


  
    1.详细的病史询问。
  


  
    2.详细的男科体检。
  


  
    3.40%的精子已发生死亡。
  


  
    4.精液标本的特殊染色检查。
  


  
    四、死精子症的治疗
  


  
    1.抗菌药物
  


  
    该类药物重点应用于细菌感染引起的前列腺炎和精囊炎导致的死精子症。药物较多，在临床应用中褒贬不一，但一般以强力霉素、灭滴灵、TMP+SMZ联合应用较多。当然，应用抗生素必须要考虑到抗生素的用量，特别是耐药性和细菌菌群的变化，以及不少抗生素的应用可能对精子有致畸、制动等不良反应。
  


  
    2.非甾体类抗炎药物
  


  
    此类药物以吲哚美辛和保泰松较常用。吲哚美辛剂量为1次50mg，每日3次，而保泰松的剂量为1次100mg，1日1次。
  


  
    3.其他
  


  
    静脉点滴Diamantil也可以奏效；低分子右旋糖酐静脉点滴也可以获效。特别是复合氨基酸注射液静脉点滴效果较佳。
  


  
    4.中医药辨症治则
  


  
    （1）肾气虚型：
  


  
    舌质淡，苔薄白，脉象细弱。此型死精子症，首选生精种玉汤。方中仙灵脾、川断、菟丝子温肾壮阳，鼓舞肾气；何首乌、枸杞子、桑椹子补肝肾之阴；复盆子、五味子固肾摄精；车前子泻肾中之虚火，以防助阳之热；黄芪益气，当归养血。备用庆云散，也可用五子衍宗丸，赞育丹，特别是毓麟珠。
  


  
    （2）肾阳虚型：
  


  
    舌质淡，质胖，苔薄白，脉沉细无力。选金匮肾气丸（桂附八味丸）。右归丸实际是由金匮肾气丸加减而来，即金匮肾气丸中去泽泻、茯苓、丹皮、山药，加鹿角胶补肾助阳；菟丝子、枸杞子、杜仲补肝肾，加当归以养血；右归丸在补肾阳方面比金匮肾气丸更胜一筹。
  


  
    （3）肾阴虚型：
  


  
    舌质红，少苔或无苔，脉细数。首选大补阴丸，和滋阴中和丸，方中知母、黄柏清热泻火；二地、桑椹子、何首乌、菟丝子、枸杞子滋肾阴益精血；五味子、山药生津固精；天门冬、麦门冬滋阴生津润燥；川牛膝活血通络，引药下行；黄精益气养阴；茯苓、柏子仁安神养心。
  


  
    五、关于死精子症的讨论
  


  
    死精子症的诊断问题，一般来说争议不大。但是有一个值得重视的问题，那就是世界卫生组织编写的第五版《人类精液检查与处理实验室手册》中未明确提出死精子症诊断标准的条款，这点与我国出版的许多男科学专著不同。如果按照我国一些书中的标准，即精子存活率小于40%即可成立死精子症诊断的话，那么弱精子症又该是个什么标准？即国内男科学书刊中的死精子症的精液参数诊断标准与WHO弱精子症的诊断标准基本接近。当然WHO关于死精子症这个术语系统只是提供某些精液的变量，并不意味着任何因果关系。因此，死精子症的诊断标准也应该科学化、规范化。
  


  
    欲成立死精子症的诊断，有必要弄清楚病因何在。一般来说，有一种叫做“附睾性死精子症”，问题出在转运、贮存过程中，但由于附属性腺感染引起精子运动障碍，多为精子制动或弱精子。附睾性死精子症多半由于精子生存环境的改变所致。还有一部分则是由于禁欲过久，精子在附睾内发生的退变性死亡。外伤后也可造成死精子症，特别是脊髓损伤和多囊肾患者。
  


  （刘子龙）


  
    第七节　血 精 症
  


  
    一、概述
  


  
    精液是由精子和精浆两部分组成。精浆包括精囊液、前列腺液、尿道球腺液、附睾液及尿道旁腺液等。精浆中精囊液占绝大部分，约占60%～70%，前列腺液占20%～30%。精液中存在血液称为血精症。精液镜检时可发现红细胞或肉眼观察精液呈鲜红色或暗红色，甚至有血块。
  


  
    血精症发病年龄不限，青少年及中老年均可发病，有初次遗精并出现血精者，也有在梦遗时出现血精者，但是多发生在性生活旺盛的中青年。在临床上血精症患者可以根据不同的病因将其分为3类：①病理性血精；②功能性血精；③特发性血精。
  


  
    过去认为功能性血精是最常见的，而近年来随着经直肠超声和其他影像学诊断技术的应用，病理性的血精相对增加。
  


  
    二、血精症的病因
  


  
    过去认为血精症的病因主要是精囊结核所致，现在看来，血精症最常见于精囊炎患者，大多数血精是由良性病变因素引起，尤其40岁以下的患者良性多见，而40岁以上的血精症患者，如果血精症持续超过数月，则有5%～10%存在恶性病变。功能性血精多与过度性放纵有关。而长期的性节制、性交突然中断或持续性交也可以导致功能性血精。对于特发性血精的原因，多数学者认为由于膨胀的精囊突然排空后，腺腔内压骤然减低引起出血，类似于因前列腺增生导致尿潴留后导尿使膀胱突然减压而出现血尿一样。
  


  
    现将病理性血精分为：
  


  
    1.精囊炎及前列腺炎
  


  
    血精症中最常见的是精囊炎，其次是前列腺炎。精囊与前列腺发生结核、结石及损伤时易发生血精症。另外，精囊与前列腺、泌尿道、直肠等器官相邻，当这些部位存在炎症时，细菌很容易蔓延到精囊引起炎性损害、精囊壁充血、水肿，再则精囊壁层内有一微小的血管网层，内有许多微血管，如精囊发生炎症时易于受损而引起出血造成血精症。
  


  
    2.肿瘤
  


  
    （1）良性肿瘤：
  


  
    如精囊腺囊肿、血管瘤、精阜乳头状瘤、前列腺增生、精囊平滑肌瘤、精囊腺体腺管扩张。
  


  
    （2）恶性肿瘤：
  


  
    精囊腺癌、前列腺癌、膀胱尿道部肿瘤及睾丸肿瘤等。
  


  
    3.全身的原因
  


  
    如紫癜、白血病，罕见的有肝硬化伴门静脉压增高，致使静脉血通过侧支前列腺丛促其血管内压力增高，阴阜旁后尿道上皮下静脉扩张、破裂所致。
  


  
    4.其他
  


  
    精索精脉曲张、会阴部长期反复压迫、睾丸或会阴部创伤、精囊淀粉样变、精囊膀胱静脉瘘、精索肿瘤等。
  


  
    三、诊断
  


  
    1.病史
  


  
    必须询问血精症患者的有关发病情况、可疑因素和诱因；有无泌尿系症状和性功能障碍或性过度；有无其他慢性病史及全身性疾病，如白血病、紫癜、肝硬化、高血压及血吸虫病等。
  


  
    血精重者肉眼就能见到精液中有血，称为“肉眼血精”；轻者肉眼不能见到，而需借助显微镜检查，在精液中发现红细胞，称为“镜下血精”。
  


  
    重症血精症患者是在排精（包括遗精、滑精、手淫或性交排精）时见到血性精液，其色鲜红、粉红色、棕红色或暗红色，其量或多或少，量多者每次排精均见血液，更重者带有血块，轻者精液中偶见血丝或仅有血迹。
  


  
    血精可间歇出现，也可持续存在。血精可单独出现，亦可伴有泌尿系统症状，如血尿、射精痛、排尿困难等。
  


  
    血精有急性和慢性两种表现，急性者常伴有寒战、下腹部胀痛并放射到腹股沟、会阴部及痛性射精，随之可有尿频、尿急、尿痛、排尿困难、终末血尿等。慢性者，临床表现和体征与慢性前列腺炎相似。精囊炎和前列腺炎二者可能同时存在，但如单纯前列腺炎者，一般没有血精，而精囊炎者主要表现出肉眼或显微镜下血精。
  


  
    2.体检
  


  
    除一般的全身系统检查外，应重点检查睾丸、附睾有无异常，输精管是否增粗，前列腺有无结节状改变，有无摩擦痛或触痛，精囊是否能触及，有无囊性感或者可触及实质性肿块。
  


  
    3.实验室检查
  


  
    实验室检查包括：①血常规检查，排除血液病，必要时作骨髓穿刺检查；②尿常规检查，有少部分患者在出现血精时伴有血尿。③前列腺按摩液常规检查。④精液常规检查，镜检可以见到红细胞。其他实验室检查还应查瘤细胞、结核分枝杆菌检查。
  


  
    4.X线检查
  


  
    腹部平片（KUB）及排泄性尿路造影（IVU）检查。KUB可发现前列腺、精囊或泌尿道的结石、钙化。而IVU则可排除是否存在泌尿系统结石。输精管精囊造影，分两侧进行，可观察到精囊及射精管有无病变。输精管造影：适应于上述检查均为阴性，精囊触诊有异常的患者，如其他检查可以诊断明确，一般情况下，不作此项检查，因该项检查有一定创伤，且可引起继发性输精管梗阻。
  


  
    5.B超检查
  


  
    经直肠超声波检查（TRUS）是客观评价前列腺、精囊的一种简单、安全、有效、无创的诊断方法。对血精症患者的诊断有重要价值。Etherington等对一组血精症患者行TRUS检查发现83%为病理性因素，所以可以在超声引导下对可疑病变区进行活检。近年来亦有作者采用经尿道超声检查血精症的病因。
  


  
    6.膀胱尿道镜检查
  


  
    如果血精持续存在或伴有血尿而其他检查未发现异常者，可进行膀胱尿道镜检查。Fletcher等对一组血精症患者进行膀胱尿道镜检查，发现50%有异常，镜下可以观察到前列腺尿道黏膜充血、水肿、肉芽肿。并还可以见到精阜、膀胱颈附近或者在增生的前列腺表面有静脉扩张，还有尿道血管瘤，当阴茎处于松弛状态时尿道镜不易发现，而在阴茎勃起时明显可见，这类患者常易在性交后发生大量血精。
  


  
    7.CT和磁共振（MRI）检查
  


  
    适应于TRUS检查有可疑病变患者，MRI对显示精囊病变有独特的价值。CT可显示有无精囊肿瘤及囊性病变。
  


  
    四、治疗
  


  
    血精症患者常常有很大的精神负担。因此，医师需进行全面检查，以排除严重的潜在病理因素，消除患者顾虑，增强治疗疾病的信心。治疗原则应是针对病因治疗。
  


  
    对于感染引起的血精，应根据药敏试验结果，选择有效地能从精囊或前列腺液分泌的抗生素治疗，常用的药物有红霉素、磺胺增效剂、环丙氟哌酸、头孢菌素等。
  


  
    1.一般治疗
  


  
    在急性期应避免性生活和性刺激，多饮开水，戒食辛辣食物，避免激烈运动。在治疗方面应注意中西医结合疗法，一般不做精道和前列腺精囊的按摩检查。慢性期可用热水坐浴或中药坐浴。亦有作者主张采用前列腺精囊按摩治疗，可使前列腺精囊内含菌的分泌物尽量排空，有利于治愈。精囊炎的病原菌可以做精囊前列腺液培养药敏试验来选用有效的抗生素。精囊炎的病原菌大多为葡萄球菌、链球菌或大肠埃希菌。所以多选用青霉素、红霉素、头孢菌素类药物。有作者还采用经皮输精管穿刺灌注治疗血精症48例，其中精囊炎11例，同时合并慢性前列腺炎34例，其他3例，方法是经会阴部备皮，严格消毒会阴部，在阴囊中部皮肤较薄处按输精管黏堵法麻醉和穿刺输精管，将6号平针头插入输精管腔，先注入生理盐水1ml后若无局部水肿即可注入灌注药物，药物常用庆大霉素8万单位，对羧基苄胺50mg加地塞米松5mg，可先穿一侧输精管灌注治疗后隔3d再穿刺灌注对侧，一般2～3次为1疗程。中药方为黄柏泻肾火，以滋肾阴；山栀子之苦寒清三焦之湿热；熟地滋补肝肾，龟板育阴潜阳，共奏滋水制火之功；生黄芪、丹参、旱莲草助肝肾之生精固泄，生黄芪还长于内托解毒；蒲公英、败酱草、生甘草清热解毒；车前子利尿，灯芯草引热下行，再佐以旱莲草、茜草凉血之品，甘草调和药性，诸药配合，达滋肾补气、清热利湿、凉血固精之功效，可以使精囊炎迅速治愈，血精停止。
  


  
    当感染可疑而细菌培养阴性时，可能为前列腺液或精液的支原体和Ct感染，可给予四环素、美满霉素、灭滴灵治疗。
  


  
    2.其他
  


  
    前列腺尿道曲张静脉破裂出血可电灼治疗，对息肉、肉芽肿、乳头状腺瘤可先行活检。前列腺结核、精囊结核引起的血精，应先抗结核治疗，高血压引起的血精应行抗高血压治疗，肝硬化门脉高压症引起的血精应行内外科综合治疗，对于精囊圆形囊肿可在超声波引导下穿刺或经内窥镜扩张，亦可经直肠按摩排空囊肿。若为精囊肿瘤、前列腺增生或精索静脉曲张，可行手术治疗，前列腺精囊结石应连同病变的腺体一并切除。射精管口狭窄、精囊囊性扩张、分泌物淤积应行射精管口扩张术，或者是后尿道引流术。
  


  
    对于无阳性发现的持续血精者处理比较困难，可用小剂量的乙底酚1mg，1日3次，口服治疗获得成功。
  


  
    若为前列腺、精囊结石引起的血精症可连同病变一起切除。若为前列腺癌、精囊肿瘤也应做手术切除肿瘤。
  


  （李世文　杨锦霞）


  
    第八节　白细胞精子症
  


  
    精液中的细胞成分除精子外，还含有非精子细胞，如生精细胞（包括精子细胞、精母细胞和精原细胞）、白细胞和尿道的上皮细胞等“圆细胞”。一般认为，一份正常精液圆细胞数不应多于5×106/ml，同时白细胞数不应超过1×106/ml。如果白细胞数超过1×106/ml，且以中性粒细胞为主时，则称为白细胞精子症（leukocytospermia，leukospermia）或精液白细胞症，其在不育男性中发生率约为6.8%～32%。
  


  
    一、男性生殖道组织及精液中白细胞的正常分布和意义
  


  
    1.男性生殖道组织及精液中白细胞的正常分布
  


  
    近年来，随着特异性抗淋巴细胞表面分化抗原单克隆抗体的发现和高敏感免疫组化技术的发展，许多学者对生殖道组织及精液中白细胞的分布进行研究，发现白细胞，特别是免疫活性细胞的分布存在差异，表现为分区分布的特征。
  


  
    （1）睾丸：
  


  
    Ritchie等发现睾丸组织中仅于生精小管的间质中有少量淋巴细胞，且几乎均为T淋巴细胞，其中T辅助/诱导（TH/I）和T抑制/细胞毒（TS/C）亚群的细胞各占一半。在睾丸网中，除T淋巴细胞外还可见到B淋巴细胞，呈滤泡样聚集于间质中，而T淋巴细胞则分布于上皮及间质内，且上皮内以TS/C细胞为主，间质和固有膜内则以TH/I细胞为主。Pollanen等研究表明睾丸间质中可见极少量淋巴细胞，主要是T淋巴细胞，无B淋巴细胞及NK细胞。但有丰富的单核/巨噬细胞，这些细胞也见于生精小管固有膜内，而不存在于生精小管腔内。ElDemiry等认为正常睾丸组织中无淋巴细胞，但生精小管间有大量的单核/巨噬细胞，睾丸网中存在T淋巴细胞，且以TS/C细胞为主。
  


  
    （2）附睾：
  


  
    正常附睾头、体和尾部均有淋巴细胞分布，且均为T淋巴细胞，与睾丸中分布类似，附睾上皮中以TS/C细胞为主，间质和固有膜内以TH/I为主。
  


  
    （3）输精管：
  


  
    阴囊部输精管上皮细胞之间和固有膜内可见T淋巴细胞，占上皮细胞25%，而且60%为TS/C细胞。
  


  
    （4）输精管壶腹和精囊：
  


  
    有少量T淋巴细胞，主要是TS/C细胞，位于上皮内。
  


  
    （5）前列腺：
  


  
    淋巴细胞位于上皮、管腔、管周结缔组织及管间结缔组织内，上皮中淋巴细胞几乎均为T淋巴细胞，以TS/C细胞为主，趋向于管壁基底膜部分布。间质内含丰富的T淋巴细胞和B淋巴细胞，其中T淋巴细胞以TH/I为主。
  


  
    （6）精液：
  


  
    Wolff等将精液中的白细胞百分比与外周血进行对比，发现主要差别在于：①精液中单核/巨噬细胞百分比达20%～30%，而外周血中仅占4%；②精液中淋巴细胞仅占4%，而外周血中占34%。粒细胞在精液中占50%～60%，在外周血中占62%。
  


  
    2.男性生殖道组织及精液中白细胞正常分布的意义
  


  
    精子具有抗原性，且男性生殖道中存在精子被吸收，但大多数男性不产生AsAb。限制抗体产生的机制尚不清楚。血睾屏障分隔抗原无疑非常重要，但血睾屏障并不完整，精子仍可通过血睾屏障与机体免疫系统接触，但正常情况下，男性生殖道并不产生AsAb，大量的研究表明男性生殖道中系统和局部的免疫调节机制可能抑制AsAb的产生，其中睾丸和附睾的白细胞起重要作用。如上所述，具有生育能力的正常男性精液中淋巴细胞以TS/C细胞为主，睾丸网、附睾、输精管、前列腺、精囊等组织的上皮和固有层亦以TS/C细胞为主，而TH/I细胞多分布在间质中。B淋巴细胞的分布多局限在前列腺间质中，在精液中也存在有B淋巴细胞。单核/巨噬细胞在精液和生殖道组织中均有不同程度的分布。免疫细胞在正常生育男性生殖道上皮内以TS/C细胞为主的这种特征性分布，构成一道免疫屏障，从而避免精子抗原的表达。另外，睾丸、附睾及精液中的巨噬细胞可通过吞噬精子使抗原迅速消失，而限制抗原的表达。
  


  
    二、白细胞精子症的病因
  


  
    白细胞精子症的确切原因尚不清楚，可能与下列因素有关：
  


  
    （1）感染：附属性腺感染，如前列腺炎、精囊炎等是精液中白细胞主要来源，但在一些亚临床感染的男性精液中也可以检测到一定数目的白细胞。但是，许多研究显示精液中白细胞增多与附属性腺感染之间并无直接关系。临床上不育患者绝大部分无附属性腺炎症的表现，仅是精液中白细胞增多，精液质量低下。
  


  
    （2）自身免疫：如自身免疫性睾丸炎。
  


  
    （3）其他疾病：如精索静脉曲张等；有流行病学调查显示，血吸虫疫区白细胞精子症发生率显著高于非疫区。
  


  
    （4）精液异常：还有学者认为白细胞精子症与精液中存在异常精子有关，即精液中白细胞的重要功能在于杀死、吞噬异常精子。
  


  
    （5）其他因素：包括吸烟、酗酒、接触刺激性有毒物质、经常热水浴等。
  


  
    三、精液中白细胞及其产物对精液质量的影响及其机制
  


  
    1.精液中白细胞及其产物对精液质量的影响
  


  
    目前的研究显示精液中的白细胞及其产物对精液质量有不同的影响。
  


  
    （1）大多数研究表明精液中的白细胞及其产物可损害精子，影响精液质量，与男性不育有明显的相关性。对人精子及精液质量有害的白细胞产物有γ-干扰素、肿瘤坏死因子、淋巴因子、单核因子等。Wolff等研究表明精液中白细胞数目增多与许多精液参数（包括初级参数：射精量、精子浓度、活动率、运动速度；次级参数：精子总数、活动精子总数、活动指数等）的下降有关。体外试验证实与白细胞作用后的精子对金黄地鼠卵的穿透能力、受精能力均下降。
  


  
    （2）但也有研究得出相反的结论。Linson等对512例不育患者进行22个月的追踪研究，认为白细胞精子症不但与男性不育无关，而且有助于提高精子质量，某些种类的白细胞可增强精子的受精能力。如巨噬细胞数目与正常形态的精子数目呈正相关，因而推测精液中的巨噬细胞和一些中性粒细胞可“清除”不正常和变性的精子。一些研究还表明巨噬细胞数目与精子浓度呈正相关，因而推测巨噬细胞可能来源于附睾，而非附属性腺。El-Demiry等发现精液中白细胞与精子浓度、活动度以及精液细菌培养的阳性率无关。
  


  
    2.精液中白细胞及其产物对精液质量影响的机制
  


  
    大多数的研究表明白细胞精子症与男性不育有相关性。白细胞对精子的损害除与白细胞数目有关外，还可能与某些协同因素有关。
  


  
    （1）白细胞及其产物的直接作用：
  


  
    ①ROS作用：目前研究确认，白细胞精子症患者精液ROS产物是影响精液质量的重要因素。精液中的吞噬细胞在吞噬时，转移单电子的还原型辅酶Ⅱ氧化酶含量增加，可产生一系列ROS，ROS可使精子细胞膜发生脂质过氧化而损害精子膜，脂质过氧化过程中生成的ROS对酶和其他细胞成分造成损伤，脂质过氧化的分解产物对细胞及其成分也有毒性效应，最终导致精子ATP生产减少，活力下降，顶体膜受损，使顶体酶活性及顶体反应功能异常；而且ROS同时可损伤ROS敏感的DNA碱基，导致DNA断裂，尽管研究表明，精子DNA损伤不影响体外受精概率，但却可明显降低后续妊娠率；②直接吞噬作用：精液中的吞噬细胞，即巨噬细胞、粒细胞等主要作用是吞噬细菌及异物，但在AsAb存在的条件下，也可通过抗体的调理作用吞噬精子，使精子数目减少及活力下降；③细胞因子的作用：Makler采用电子显微镜观察到经白细胞产物γ-干扰素作用后的细胞膜结构，发现细胞功能框架结构异常，细胞的新陈代谢障碍，Torti观察到肿瘤坏死因子可通过抑制细胞蛋白的生物合成而破坏其功能和成熟，Shimoya等发现白细胞精子症的男性不育患者精液中白细胞介素-8（IL-8）明显升高，IL-8具有趋化因子的作用，可引起粒细胞聚集，对精子有损害作用；④蛋白酶：粒细胞含有大量的蛋白酶，包括过氧化物酶、弹性蛋白酶和胶原酶等，这些蛋白酶在杀伤细菌的同时，也会损伤精子；⑤白细胞的代谢产物作用：白细胞大量增殖时，其分泌的产物也随之增多，并密切地、长时间地与精子接触，干扰精子的新陈代谢、精子膜的物质交换，造成精子的直接损害，严重影响精子功能。
  


  
    （2）免疫细胞的作用：
  


  
    男性生殖道是免疫活性区域，免疫应答细胞如淋巴细胞、单核/巨噬细胞均存在于这一区域。大量的白细胞可刺激生殖道局部产生AsAb，可造成精子凝集，阻止精子运动。另外，生殖道中的白细胞大量增殖并被激活时，其分泌的产物如淋巴因子、单核因子等也随之增多，这些细胞因子也可明显干扰精子功能。
  


  
    （3）影响附属性腺功能：
  


  
    有人认为，由于严密的血睾屏障，白细胞的大量增殖并不能影响睾丸中精子的发生，精子数量的减少可能与白细胞增殖刺激附属性腺分泌增加成为精液稀释性少精；大量白细胞在附睾和前列腺上皮浸润，引起附属性腺功能障碍，影响精子在生殖道中的运行和成熟。Burkovsky等发现精囊可产生某些抗原物质保护精子。Conzales等发现白细胞精子症伴有精囊功能下降时，精子计数、活动精子百分率和精子活力明显下降，而精囊功能正常的白细胞精子症患者，其精液参数与非白细胞精子症患者相似。另外，伴有精囊功能降低的白细胞精子症患者AsAb的阳性率也升高，而精囊功能正常的白细胞精子症患者和非白细胞精子症患者AsAb阳性率无明显差别。因此认为只有在精囊功能同时受损时，精液中的白细胞才表现出对精子的损害。
  


  
    四、检测精液中白细胞的方法
  


  
    精液中的白细胞主要是粒细胞、淋巴细胞、单核/巨噬细胞，其中以多形核中性粒细胞为主，而且在白细胞总量明显增高的精液标本中，多形核中性粒细胞所占比例亦增多。检测精液中白细胞可采用下列方法：
  


  
    （1）精液直接镜检法：在光镜下直接计数精液涂片上圆形细胞的数目。因为未成熟的生精细胞也为圆形，难以与白细胞区分，所以准确性低。
  


  
    （2）Cytur试验（Cytur-Test）：采用特制的Cytur-Test试纸检测。Riedel发现生精细胞不会引起Cytur-Test试纸呈蓝色反应，而白细胞精子症时试纸则呈清晰的蓝色。因而认为CyturTest可作为白细胞精子症的快速而有用的诊断方法。
  


  
    （3）常规精液染色法：常用的方法有Giemsa染色法、Gram染色法和改良的Papanicolaou染色法等，但还是难以区分未成熟生精细胞与白细胞。
  


  
    （4）过氧化物酶染色法：过氧化物酶染色法可准确检测精液中主要的白细胞，即多形核中性粒细胞的含量，该法操作技术简便。目前较常用的方法有：①正甲苯胺蓝过氧化物酶染色法；②联苯胺过氧化物酶染色法；③邻甲苯胺过氧化物酶染色法。其中正甲苯胺蓝过氧化物酶染色法是WHO推荐的标准检测方法之一。但由于过氧化物酶染色法依赖于内源性过氧化物酶，受细胞成熟度、涂片技术等因素影响，因此亦有一定误差。另外该法对淋巴细胞、单核/巨噬细胞难以检出。
  


  
    （5）免疫细胞化学：应用抗白细胞及其亚群的单克隆抗体检测精液中的白细胞总数及白细胞的亚群。该法是目前最可靠的方法，可鉴别各类白细胞亚群，但操作技术复杂，试剂昂贵。另外，因为其灵敏度高，所以阳性率也相应提高，故有人认为应用此法时应对诊断标准略作修改。
  


  
    （6）荧光原位杂交技术：崔英霞等采用染色体荧光原位杂交技术（FISH），对精液中常出现的细胞间期核进行观察，结果发现根据杂交信号的数目和位置，结合细胞核特有的形态，本法可以对精液中的有核细胞如初级精母细胞、次级精母细胞、精子细胞、精子及中性粒细胞等进行鉴别。
  


  
    （7）化学发光分析（chemiluminescence test）：Leino和Virkkunen采用自动发光计测定生育和不育男性稀释精液由酵母聚糖诱导氨基苯二酰一肼（luminol）依赖的化学发光，采用常规的白细胞过氧化物酶染色法测定精液中白细胞数目，发现白细胞数目与发光反应之间有明显的正相关关系，因此认为化学发光分析法可作为常规诊断白细胞精子症的简便方法。
  


  
    （8）精浆中弹性蛋白酶（elastase）浓度测定：Wolf和Anderson等发现精液中白细胞数目与精浆中多形核白细胞弹性蛋白酶（PMN-elastase）水平之间有明显的正相关关系，因而提出以PMN-elastase高于1000g/L作为白细胞精子症的诊断标准。PMN-elastase水平可采用酶联免疫吸附分析法测定。
  


  
    （9）精浆中IL-8的水平测定：Shimoya等发现IL-8存在于正常生育男性精液中，但白细胞精子症的男性不育患者精液中IL-8明显升高，而且IL-8升高与PMN-elastase的升高之间有明显的正相关性，因而提出测定精液中IL-8的水平也可作为白细胞精子症的诊断方法之一。国内鲁严等的研究亦表明精浆IL-8是白细胞精子症诊断及疗效判断的良好指标。
  


  
    （10）精液中溶菌酶水平测定：黄邱朝等采用辣根过氧化酶标记M.Lysodeikticus的快速酶标记法测定精浆中的溶菌酶，认为精浆中溶菌酶含量升高，精液细菌培养阳性，且与白细胞总数二者之间呈正相关，因为溶菌酶主要来自嗜中性粒细胞和单核/巨噬细胞。
  


  
    （11）流式细胞术：应用流式细胞术检测精液白细胞是简单、高效的方法，无需对精液样品进行复杂预处理，同时可准确地对精液中的白细胞亚型分类。
  


  
    五、治疗
  


  
    由于白细胞精子症的病因学不明，目前关于白细胞精子症的治疗尚处于探索之中，主要包括下列方法。
  


  
    （1）抗生素应用：Branigan等采用单纯的定期排精、单纯应用抗生素和抗生素治疗同时进行定期排精等三种治疗方法治疗患有前列腺炎的白细胞精子症患者，均取得一定的疗效，但以后者疗效最为满意。而Yanushpolsky等对41例患白细胞精子症的男性不育患者及其配偶采用强力霉素和复方新诺明进行前瞻性随机分组治疗2周，发现治疗组与未治疗组精液中白细胞并无变化。Erel等对无症状的白细胞精子症采用强力霉素和强力霉素加头孢三嗪治疗，发现精液中的白细胞数目均较安慰剂组明显降低，但难以达到正常水平，因此认为抗生素治疗价值值得怀疑。Skau等对12项应用广谱抗生素治疗白细胞精子症的研究进行了meta分析，结果显示强力霉素和甲氧苄啶联合使用磺胺甲基异唑，可以提高精液质量。
  


  
    （2）精液的体外处理：在人工授精时，为排除白细胞的干扰，应用密度梯度离心或上游法处理精液，可使白细胞与精子被有效地分离。另外，Sanchez等还报告玻璃纤维过滤（glass wool filtration）也能有效地去除白细胞精子症患者精液中的白细胞。
  


  
    （3）中医药：梁炳银和张琼芳采用调元清精饮与益元强精饮分期论治精液白细胞增多不育症37例，取得较好的临床效果。顾春生采用解毒益精汤和中西医治疗脓精症亦取得较好的疗效。
  


  （杨俊　刘继红）


  
    第九节　精液液化异常
  


  
    正常情况下，精液排出体外很快凝固，一般在15～30min开始液化，如果射精后60min内未能完全液化或超过1h才开始液化称之为精液液化异常或液化迟缓，是引起男性不育的常见病因之一。
  


  
    一、精液液化机制
  


  
    精液中的液体部分即精浆主要由精囊和前列腺分泌。前者约占60%～70%，后者约占20%～30%。人体射出的精液很快凝固呈黏稠胶胨状，使精液射入阴道后不至于立即流失。大约5～30min开始液化，由胶胨状迅速演变为半胶胨状，最后呈液化状态。精液的凝固与液化主要由前列腺和精囊分泌的液化和凝固这一对因子来平衡调节。与精液凝固有关的因子50%～80%来源于精囊，与精液液化有关的因子15%～40%来源于前列腺，5%来源于睾丸和附睾。射出精液凝固的程度与附睾的功能呈正相关，生育力低下者射出的精液凝固性差，与低渗透压、低缓冲力和高pH有关。凝固因子中TF是体内活性最强的促凝物质之一，精浆中的TF与血液中凝固作用没有直接关联，精浆中缺乏Ⅴ因子，仅有pg分子的Ⅶ和Ⅶa因子，与血液凝固的机制不完全一样。精浆中的TF有保护机体免遭AsAb的损伤和预防感染性微生物的扩散。与精液液化相关的因子有唾液酸转移酶、α-淀粉酶、胰激肽原酶、糜蛋白酶、uPA、组织型纤溶酶原激活因子（tPA）、氨基肽酶和透明质酸酶。此外前列腺特异性抗原（Prostate specific antigen PSA）也参与精液的液化，PSA是由237个氨基酸组成的相对分子质量为30 000的单链糖蛋白，属于腺体分泌的激肽释放酶。精浆中PSA含量为0.35mg/ml，血液中0.6ng/ml。PSA由前列腺组织的腺泡和管状上皮细胞合成，是一种具有丝氨酸类胰凝乳蛋白酶、类胰蛋白酶和类酯酶样活性的蛋白水解酶，主要水解由精囊合成并分泌到精液中的凝胶蛋白。
  


  
    人类精液具有凝固并在短时间内液化的特点。其中凝固可以发生在射精时或在精液射出尿道之前的很短时间内，液化则可能始于前列腺的分泌液与精囊液相接触时，常在5～20min内完全液化。按WHO规定：新采集的精液标本在室温60min内发生液化。若超过60min仍未液化，则称为精液液化迟缓。精液凝固及液化是由凝固及液化因子共同作用的结果。凝固因子主要由精囊分泌，可使精液凝固呈黏稠胶胨状，使精液射入阴道后不至于立即流失。液化因子来自前列腺，能使精液由胶胨状迅速演变为半胶胨状，最后呈液化状态。正常情况下，两种因子协调作用，使精液先后发生凝固与液化两个变化过程。慢性前列腺炎患者的前列腺液分泌的质和量发生变化，从而影响精液pH值、精液化学组分，使凝固与液化这种协调关系打破，发生液化异常。液化异常又使精液黏度增高，降低精子活动力，还影响精子的活动力和穿透宫颈黏液的能力。
  


  
    二、病因
  


  
    当前列腺炎或生殖道感染时，前列腺液中蛋白水解酶的含量下降和酶的活性受到不同程度影响。不能水解精液中纤维蛋白，导致精液不液化，从扫描电镜中可以发现不液化的精浆中可见到细长的纤维蛋白并相互间网织使精子的活动空间减少，精子被牵制，同时还见到粗纤维被许多细纤维连接成网络。
  


  
    三、诊断
  


  
    精液液化异常不难诊断，精液排出体外后，将精液放置在37℃水浴箱或温箱内，当超过60min精液仍呈胶胨状或块状，有时可能表现为黏稠度极高，均可以诊断为精液液化异常。
  


  
    四、治疗
  


  
    1.病因治疗
  


  
    精液液化异常者多半伴有生殖道感染，因此要进行抗感染治疗，根据感染的部位和感染微生物的不同选用不同的抗菌药物，伴有慢性前列腺炎的患者注意要选用脂溶性好的抗菌药物，例如美满霉素和喹诺酮类的药物。
  


  
    2.药物治疗
  


  
    （1）糜蛋白酶每次5mg，每日1次，深部肌内注射，连续15～20d。
  


  
    （2）透明质酸酶每次1500U，每日1次，肌内注射，连续15～20d。
  


  
    （3）阴道局部用药，将α-淀粉酶5%混悬液作性交前阴道冲洗，或用阴道栓剂，将α-淀粉酶50mg与可可脂制成的阴道栓剂，在性交后立即将1枚药栓塞入阴道，帮助精液液化。
  


  
    （4）维生素C每次0.6～1.0g，每日3次。
  


  
    （5）uPA每次10 000U，生理盐水稀释，静脉注射，每日1次，连续20d为1疗程。
  


  
    （6）胰激肽释放酶每次120U，1日3次
  


  
    3.辅助生殖
  


  
    （1）丈夫精液人工授精：
  


  
    将精液在体外先进行预处理，然后行丈夫精液人工授精（AIH）。这种预处理可以是物理方法，用18或19号针头加压将黏稠度高的精液注入玻璃容器内，反复5～6次，直至精液在呈液体态而又不损伤精子的情况下，再行AIH；另外一种方法可以在不液化精液中加入糜蛋白酶或透明质酸酶，混均，置37℃水浴箱中5～10min液化，再行AIH。
  


  
    （2）体外受精：
  


  
    不液化精液经上述方法处理后，再按上游法处理精液行IVF-ET。
  


  
    4.中医治疗
  


  
    中医中药对精液液化异常的治疗常常能收到很好的疗效。
  


  
    中医可分为肾阴虚型，可选用知柏地黄汤；肾阳不足型选用右归丸加减；湿热蕴结，选用萆薢分清饮加减；痰湿阻滞，选用导痰汤加减；中成药可选用六味地黄丸、金匮肾气丸、龙胆泻肝丸等。
  


  （熊承良）


  
    参考文献
  


  
    1.刘继红，李路.精浆生化检测在男性不育诊断中的临床应用价值 临床泌尿外科杂志，2009，24：405-7.
  


  
    2.刘子龙，吴昌杰，魏育英，等.自发流产患者配偶精子浓度及其某些有关因素分析.同济医科大学学报，1998，27：80.
  


  
    3.吴明章，曾超文，张慧君，主编.男性生殖病理学.上海：上海科学普及出版社，1996.
  


  
    4.丁晓芳，张帆，官黄涛，等.尿激酶型纤溶酶原激活因子对小鼠精子体外授精能力的影响.生殖医学杂志，2007，16：366-7.
  


  
    5.曾春花，熊承良，官黄涛，等.少、弱精子症患者精浆、精子和血清中锌及性激素水平的相关分析.中国计划生育学杂志，2007，15：352-35.
  


  
    6.Kong XB，Ma HG，Li HG，et al.Blockade of epithelial sodium channels improves spermmotility in asthenospermia patients.Int J Androl，2009，32：330-6.
  


  
    7.Friedler S，Raziel A，Strassburger D，et al.Testicular sperm retrieval by percutaneous fine needle sperm aspiration compared with testicular sperm extraction by open biopsy in men with non-obstructive azoospermia.Hum Reprod，1997，12：1488-93.
  


  
    8.Lewin A，Reubinoff B，Porat-Katz A，et al.Testicular fine needle aspiration：the alternative method for sperm.retrieval in nonobstructive azoospermia.Hum Reprod 1999，14：1785-90.
  


  
    9.Levine LA，Dimitri RJ，Fakouri B.Testicular and epididymal percutaneous sperm aspiration in men with either obstructive or nonobstructive azoospermia.Urology 2003，62：328-32.
  


  
    10.Carpi A，Fabris FG，Todeschini G，et al.Large needle percutaneous aspiration biopsy of the testicle in men with nonobstructive azoospermia：technical performance.Biomed Pharmacother，2006，60：557-60.
  


  
    11.Turi T，Moilanen J，Kaukoranta S，et al.Testicular biopsy gun needle biopsy in collecting spermatozoa for intracytoplasmatic injection，cryopreservation and histology.Hum Reprod，1998，14：1274-8.
  


  
    12.Schlegel PN.Testicular sperm extraction：microdissection improves sperm yield with minimal tissue excision.Hum Reprod，1999，14：131-5.
  


  
    13.Weedin JW，Khera M，Lipshultz LI.Varicocele repair in patients with nonobstructive azoospermia：a meta-analysis.J Urol，2010，183：2309-15.
  


  
    14.Cerilli LA，Kuang W，Rogers D.A practical approach to testicular biopsy interpretation for male infertility.Arch Pathol Lab Med，2010，34：1198-204.
  


  
    15.Harari O，Gronow M，Bourn H，et al.High fertilization rate with intracytoplasmic sperm injection in mosaic klinefecter,s syndrome.Fertil Steril，1995，63：182-4.
  


  
    16.Almagor M，Dan-Goor M，Hovav Y，et al.Spontaneous pregnancies in severe oligoasthenozoospermia.Hum Reprod，2001，16：1780-11.
  


  
    17.Pernice F，Mazza G，Puglisi D，et al.Nonrobertsonian translocation t（6；11）is associated with infertility in an oligoazoospermic male.Fertil Steril，2002，78：192-4.
  


  
    18.Bouloux P，Warne DW，Loumaye E.Efficacy and safety of recombinant human follicle-stimulating hormone in men with isolated hypogonadotropic hypogonadism.FSH Study Group in Men,s Infertility.Fertil Steril，2002，77：270-3.
  


  
    19.Curi S，Ariagno J，Repetto H，et al.Laboratory methods for the diagnosis of asthenozoospermia.Arch Androl，2002，48：177-80.
  


  
    20.Dohle GR，Halley DJ，Van Hemel JO，et al.Genetic risk factors in infertile men with severe oligozoospermia and azoospermia.Hum Reprod，2002，17：13-6.
  


  
    21.Foresta C，Bettella A，Merico M，et al.Use of recombinant human follicle-stimulating hormone in the treatment of male factor infertility.Fertil Steril，2002，77：238-44.
  


  
    22.Foresta C，Bettella A，Moro E，et al.Inhibin B plasma concentrations in infertile patients with DAZ gene deletions treated with FSH.Eur J Endocrinol，2002，146：801-6.
  


  
    23.Fu J，Li L，Lu G.Relationship between microdeletion on Y chromosome and patients with idiopathic azoospermia and severe oligozoospermia in the Chinese.Chin Med J（Engl），2002，115：72-5.
  


  
    24.Hallak J，Sharma RK，Pasqualotto FF，et al.Creatine kinase as an indicator of sperm quality and maturity in men with oligospermia.Urology，2001，58：446-517.
  


  
    25.Hibi H，Kato K，Mitsui K，et al.The treatment with tranilast，a mast cell blocker，for idiopathic oligozoospermia.Arch Androl，2001，47：107-11.
  


  
    26.Mostafa T，Anis TH，El-Nashar A，et al.Varicocelectomy reduces reactive oxygen species levels and increases antioxidant activity of seminal plasma from infertile men with varicocele.Int J Androl，2001，24：261-5.
  


  
    27.Revelli A，Bergandi L，Massobrio M，et al.The concentration of nitrite in seminal plasma does not correlate with sperm concentration，sperm motility，leukocytospermia，or sperm culture.Fertil Steril，2001，76：496-500.
  


  
    28.Siciliano L，Tarantino P，Longobardi F，et al.Impaired seminal antioxidant capacity in human semen with hyperviscosity or oligoasthenozoospermia.J Androl，2001，22：798-803.
  


  
    29.Tzschach A，Thamm B，Imthurn B，et al.Absence of Yq microdeletions in infertile men.Arch Androl，2001，47：167-71.
  


  
    30.World Health Organization.WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen.5th ed.Geneva：World Health Organization；2010.
  


  
    第二十二章　泌尿生殖系统疾病与精子异常
  


  
    第一节　睾丸疾病
  


  
    一、隐睾
  


  
    睾丸下降不全或睾丸未降称之为隐睾。
  


  
    （一）睾丸的胚胎学
  


  
    1.睾丸的胚胎学发生
  


  
    睾丸自中肾体的前内侧发生，当胚胎5mm时开始间皮增厚，渐向体腔膨出而脱离中肾体，在男性睾丸系膜仅有一蒂附属中肾体。性腺的始基出现不久，在其外侧发生包含中肾管的纵嵴，在其上端苗勒管的始基发生，往下生长直到骨盆，横过中肾管的前面，在胚胎45mm时与尿生殖窦连接。苗勒管向骨盆下降时，在其上端的腹口亦被往下牵引，性腺也下降，同时进行分化，髓束自间皮向内生长，充满性腺，髓束内包含睾丸的生发细胞和支持细胞。
  


  
    中肾管成为睾丸的导管，即是原肾和中肾的排泄管，中肾退化时一小部分小管与中肾管连接，与睾丸接近，后来在青春期与睾丸连接而成睾丸网，中肾管形成附睾、输精管、精囊和射精管。苗勒管退化，远端的一部分形成前列腺囊。
  


  
    2.睾丸的下降
  


  
    胎儿在生长的第3个月时，睾丸逐渐下降至腹股沟管的腹环处，腹膜鞘突经前下腹壁向阴囊伸长，有些在出生前或者是在出生后不久，睾丸以及睾丸的血管、淋巴管、神经和输精管一起下降到阴囊；出生时约有86%睾丸在阴囊内，几个星期内达95%～97%，剩下小部分多在0.5～2年内下降。
  


  
    （二）隐睾的发病率及病因
  


  
    隐睾可分为单侧或双侧。单侧隐睾约占2/3，双侧均为隐睾占1/3，发生在右侧的约占70%，左侧约占30%。Kleinteich等（1979年）复习文献资料，在88 562例患者中观察到1岁以后的隐睾占1.82%。
  


  
    隐睾的位置可位于腹内、腹股沟管、阴囊上方及滑行睾丸。睾丸位于腹内的约占8%，位于阴囊上方的约占20%，最常见的是位于腹股沟管内约占72%。滑行性睾丸是指睾丸可用力被推入阴囊上部，但如不按压又立刻回到原处。滑行性睾丸要与异位鉴别，因为滑行睾丸原组织结构与隐睾一致，故80%对内分泌治疗有效果，而睾丸异位其结构是正常的，对内分泌治疗没有效果。
  


  
    隐睾的病因有以下几种可能：①精索（包括精索血管、输精管）过短；②纤维束带阻碍睾丸的下降；③内分泌功能缺乏；④提睾肌的功能发育不良；⑤阴囊发育不良致使睾丸不能容纳在阴囊内。
  


  
    （三）隐睾的病理组织表现
  


  
    隐睾患儿睾丸小管周围的结缔组织变化开始于出生后的第2年，主要表现是可以见到胶原纤维增多，随后1年更明显，表现为胶原纤维增宽、变密，小管周围纤维化可以影响小管收缩而造成黏多糖大量沉积而加重小管的病理损坏。
  


  
    隐睾症患儿由于上述的一些病理变化，致生殖母细胞转化发生障碍，故在出生后第2年时有38%患儿的睾丸没有生殖细胞，隐睾患儿的生殖细胞从第2年起就受到抑制，如单侧隐睾，对侧已降至阴囊的睾丸的生殖细胞数也只是在较低水平的正常范围内。
  


  
    隐睾还易发生恶变，未降睾丸较已降睾丸恶变发生的机会大20～46倍，腹内睾丸又比腹股沟管内睾丸者多4倍，主要是由于生殖细胞有不同程度的萎缩及小管的发育不全，随后即易发生恶变。
  


  
    （四）隐睾的诊断
  


  
    1.一般隐睾患儿并无自觉症状，其主要在家长给患儿洗澡时发现阴囊内无睾丸（双侧隐睾），或一侧空虚（单侧隐睾）、对侧可触及睾丸。医师检查时可见患侧阴囊发育不良，单侧者表现为左右不对称。双侧隐睾则表现为阴囊扁平。
  


  
    2.如在阴囊内不能触及到睾丸，腹股沟也未触及，可采用B超检查。
  


  
    3.腹腔镜对隐睾的诊断 隐睾多为儿童，一般应使用儿童腹腔镜，主要适应于在腹股沟未能触及、B超检查也未明显发现的隐睾患儿。
  


  
    4.磁共振在隐睾的诊断 在检查过程中重点观察肾至阴囊之间的部位，肾下极及膀胱周围。
  


  
    （五）隐睾的鉴别诊断
  


  
    1.单侧睾丸缺如
  


  
    单侧睾丸缺如较少见，Gross及Jewe分析一组988例隐睾患儿中发现有27例单侧睾丸缺如，6例双侧睾丸缺如。睾丸缺如主要是由于性腺未发育或在妊娠早期胎儿睾丸发生扭转血管栓塞而退化。如在手术探查中可以找到附睾、输精管及精索封闭呈盲端，不见睾丸。
  


  
    2.双侧睾丸缺如
  


  
    46，XY的正常男性没有睾丸称之为双侧睾丸缺如，临床极罕见。主要是因睾丸发生退化消失所致。检查发现卵泡刺激素（FSH）及黄体生成素（LH）增高，注射绒毛膜促性腺激素（hCG）后，睾酮不增高，即考虑为无睾症。双侧无睾症者在青春期可用激素替代治疗促使男性化。如丙酸睾酮25mg肌内注射，每周3次以后可以每周10mg维持。
  


  
    （六）隐睾症的治疗
  


  
    1.内分泌治疗
  


  
    目前多采用hCG及促性腺激素释放激素（GnRH）或称黄体生成素释放激素（LHRH）。使用hCG的目的是刺激Leydig细胞，使血浆睾酮增加来促进睾丸下降。而用GnRH的目的是由于隐睾患儿的下丘脑分泌GnRH不正常，也表明这些患儿的基础黄体生成素（LH）低，故给予GnRH矫正。
  


  
    Bergada（1979年）报告治疗一组1204例双侧隐睾的患者应用hCG的睾丸下降率为40%，单侧为30%，大多数作者报告应用hCG后睾丸的下降率为14%～50%。Job等（1982年）提出应用hCG的最低剂量是10 000IU，最大剂量不应超出15 000IU，如超出此剂量则有不良反应。如用hCG剂量在15 000IU之内就不会影响骨龄，睾丸组织学变化也不受影响，在用该药过程中，偶尔可见阴茎增大，一旦停药后即消退。
  


  
    1975～1985年共有17位作者报告1006例隐睾患儿应用GnRH睾丸下降率平均52%，一般应用Gn-RH睾丸下降率是13%，常用的方法是每次喷鼻400ng，每日3次。一般应用4周为1疗程，未见不良反应。又有作者报告如先用GnRH每日1.2mg喷鼻，连用4周，再用hCG每周1500IU，连用3周，其睾丸下降的成功率可达73%。然而6个月后的复发率是10%。
  


  
    对隐睾患儿提出下述综合性治疗方案：
  


  
    （1）如男性婴儿出生后应触摸阴囊有无隐睾，触摸双侧睾丸是否同时下降至阴囊内。
  


  
    （2）如患儿在患有隐睾同时，还要考虑是否还同时伴有其他有关的综合征。
  


  
    （3）10月龄患儿先采用GnRH喷鼻，每次400ng，每日3次。
  


  
    （4）采用上述处理，睾丸仍未下降，每周用hCG 1500IU，连用3周。
  


  
    （5）如回缩，可再继续连用GnRH 4周。
  


  
    （6）采用上述内分泌治疗如不能成功，应在2周岁前手术为宜。
  


  
    2.手术治疗
  


  
    如经过内分泌治疗效果不佳或治疗失败，就需要手术治疗，手术治疗目前较公认的年龄有所提前，一般认为在2周岁前手术最适宜。手术原则是充分地游离松解精索，保存睾丸的良好血供，如合并有疝者应同时修复并存的疝囊，并在无张力的情况下将睾丸置入阴囊底部并加以固定。对一期睾丸固定术有困难的隐睾，可以分两期完成，第一期应尽可能将高位隐睾固定于腹股沟管处，第二期手术时将睾丸再置入阴囊底部。通过以上的办法，如精索血管过短隐睾下降固定仍有困难者，可先切断睾丸动脉保留输精管动脉，看睾丸的血供是否受影响，如不受影响，睾丸可拉入阴囊内作下降固定术。如睾丸血供有影响，则需作睾丸自体移植术。如一侧高位的隐睾已萎缩，可考虑切除之。
  


  
    术前睾丸定位，采用内分泌测定的方法对双侧都不能触摸到的睾丸，可以判定有无功能性睾丸存在，如对于单侧触及不到的隐睾，内分泌检查无作用。手术方法如下：
  


  
    （1）睾丸固定术
  


  
    1）适应证：①正规内分泌治疗无效的隐睾及睾丸下降不全的儿童；②隐睾合并疝。
  


  
    2）术前准备：术前不能确诊位置及在腹股沟不能触及的隐睾，可作B超或CT定位，或采用腹腔镜作定位检查。
  


  
    3）手术方法及步骤：①平卧位；②切口，沿下腹横纹肌作约4cm斜切口或腹股沟疝修补切口，切开腹外斜肌腱膜至外环处（图22-1）；③仔细寻找睾丸，一般可位于腹股沟部、腹膜后、髂甚至腰部。如合并疝，就切开疝囊，作疝囊颈荷包缝合，高位结扎（图22-2）；④切断睾丸引带，充分游离精索，必要时在内环处切开腹内斜肌，向腹膜后分离松解精索。扩大阴囊腔直到阴囊底部（图22-3）；⑤常用睾丸固定方法将睾丸置入阴囊皮肤与肉膜之间（图22-4），将睾丸白膜与阴囊肉膜缝合4针以固定之，以防睾丸回缩；⑥切口放置橡皮引流条，依次缝合腹股沟和阴囊部切口。
  


  
    [image: ]

    
      图22-1　切开腹外斜肌腱膜
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      图22-2　高位结扎
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      图22-3　扩大阴囊腔
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      图22-4　缝合固定
    

  


  
    4）术中注意事项：①位于小骨盆的异位睾丸，需从腹膜后沿髂腰肌小心探查才能找到。位于肾门处高位隐睾需将切口处向上伸延，必要时切开腹膜，才有可能找到睾丸；②儿童的输精管和精索血管细小，分离辨别时应小心。起源于腹主动脉的精索内动脉，来自腹壁下动脉的精索外动脉和来自膀胱下动脉的输精管动脉，在睾丸下极互相吻合，一旦精索血管被切断，不要急于切除睾丸，应仔细观察睾丸供血情况，如血循环好，仍可保留睾丸，如血循环不良，可行睾丸自体移植；③一侧隐睾位置太高，精索血管太短，虽输精管长度足够，经精索血管广泛松解后睾丸仍不能置入阴囊底，则对侧睾丸位置大小正常时，可考虑将高位隐睾离断、自体移植。但在离断睾丸之前可先切断精索血管，观察睾丸血循环情况，如血循环好，仍可继续游离，直到能将睾丸引入阴囊部为止。
  


  
    5）术后处理：①卧床7d；②术后7～8d可拆除皮肤缝线；③应用抗生素预防感染；④术后应继续随访，观察睾丸大小、位置，注意恶变的可能性。
  


  
    （2）自体睾丸移植
  


  
    一般大多数隐睾患儿采用睾丸阴囊内固定术即可成功，但约有7%～8%的患儿由于睾丸血管蒂太短，不能牵拉到阴囊，所以需做睾丸自体移植术。
  


  
    1）适应证：①高位隐睾不适宜或不能行睾丸固定术者。②由于手术损伤或外伤不能行血管修复者或无法行血管修复者。
  


  
    2）手术步骤及要点：①平卧位；②腹股沟斜切口，上端超过内环口，分层切开，向上推开腹膜，沿膀胱前上侧壁探查并寻找睾丸，尤其隐睾常位于内环口、髂窝、腰部及肾下极（除腹股沟管处外）。如找不到睾丸而找到了精索，可沿精索继续向前寻找睾丸。如睾丸发育好，精索较长，可游离松解后行固定术，如实在不能行固定术则行自体睾丸移植术；③分离精索血管，在精索血管起始部分离精索内动、静脉，自腹主动脉、腔静脉处分别切断精索血管；④解剖腹壁下动静脉，游离足够的长度；⑤切下睾丸，近睾端的精索动、静脉分别上无损伤血管夹，远端切断并结扎；⑥在手术显微镜放大20～30倍条件下，将精索内动脉与腹壁下动脉行端端吻合，精索内静脉与腹壁下静脉行端端吻合，一般采用9-0或10-0无损伤血管缝线吻合，作间断吻合，动脉6～8针，静脉8～10针即可。吻合完毕后，先松开静脉血管，再除去动脉血管夹；⑦充分游离输精管能足够拉到阴囊处为止；⑧分离阴囊皮肤及肉膜之间可容纳睾丸为止，然后将移植的睾丸固定于阴囊皮肤与肉膜之间，然后肉膜与隐睾的精索外膜固定以防回缩，注意不要使血管扭转；⑨阴囊底部置橡皮引流条，关闭切口。
  


  
    二、睾丸炎
  


  
    睾丸炎根据病原体不同分为急性非特异性睾丸炎和急性腮腺炎性睾丸炎。又可根据病程分为急性睾丸炎和慢性睾丸炎。
  


  
    （一）急性睾丸炎
  


  
    1.病因
  


  
    急性非特异性睾丸炎可因尿道炎、膀胱炎、前列腺炎、前列腺增生患者行前列腺切除术后及有些患者需长期留置导尿管，感染主要是从尿道经输精管扩散到附睾，亦可通过淋巴系统入侵到附睾、睾丸，如免疫能力下降即可发生睾丸炎。常见的致病菌为大肠埃希菌、变形杆菌、葡萄球菌及肠球菌等。细菌也可经血行播散到睾丸引起睾丸炎，但较少，多合并附睾睾丸炎。
  


  
    2.病理
  


  
    睾丸有不同程度的增大、充血、水肿、张力增高，睾丸实质内有时可有小的脓肿。病理切片检查有广泛的灶性坏死，结缔组织水肿及分叶核粒细胞浸润。生精小管也可有炎性出血、坏死。
  


  
    3.临床表现
  


  
    患者多有全身症状，如高热、寒战、恶心、呕吐，局部表现为睾丸疼痛，有时呈剧痛，并向腹股沟放射，阴囊皮肤红肿，睾丸肿大明显并有触痛。
  


  
    4.治疗
  


  
    应卧床休息，托起抬高阴囊，局部可用冷敷或热敷，也可用50%硫酸镁湿敷以减轻疼痛。消除肿胀。
  


  
    早期应用抗生素以免发生化脓性睾丸炎。
  


  
    睾丸炎治愈后由于结缔组织纤维化、生精小管的受损，可导致睾丸缩小。
  


  
    （二）急性腮腺炎性睾丸炎
  


  
    1.病因
  


  
    多见于青春期后期的男性，在发生流行腮腺炎3～4d出现睾丸肿大。
  


  
    2.病理
  


  
    睾丸高度水肿，血管扩张，有大量的分叶核粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞浸润，生精小管有不同程度的炎性变性。同时有85%睾丸炎患者可并发附睾炎。在睾丸炎治愈后，睾丸缩小变软。
  


  
    3.临床表现
  


  
    （1）高热、畏寒，有时可伴有虚脱。
  


  
    （2）一侧或者双侧睾丸肿大并有明显的触痛，阴囊皮肤呈红色或红斑及水肿。
  


  
    4.诊断及鉴别诊断
  


  
    （1）有流行性腮腺炎病史。
  


  
    （2）体检可以触及一侧或双侧睾丸肿大，局部观察阴囊皮肤呈红色、水肿。
  


  
    （3）实验室检查白细胞增高，而尿液一般正常。
  


  
    应与急性附睾炎鉴别，附睾炎多有尿道分泌物，排尿异常。
  


  
    与精索扭转的鉴别有时较为困难，主要是精索扭转早期，附睾于睾丸的前方可以触及。
  


  
    5.并发症
  


  
    在流行性腮腺炎引起睾丸炎患者中约有30%患者精子可以发生破坏，一般不易恢复。故受累的睾丸治愈后发生高度萎缩。如是双侧睾丸受累可以导致男性不育。
  


  
    6.预防
  


  
    在1岁以下的男孩注射活的减毒流行性腮腺炎病毒疫苗。
  


  
    7.治疗
  


  
    （1）一般应卧床休息。局部睾丸托高并用冷敷或50%硫酸镁湿敷可以减轻疼痛及消除阴囊睾丸肿胀。适当地应用缓解疼痛的药物。如高热可应用退热药或物理降温。
  


  
    （2）可静脉注射或口服抗病毒药物。局部可用1%利多卡因20ml作低位精索封闭以减轻疼痛及改善睾丸的血液循环，同时也可以保护生精功能。
  


  
    三、睾丸附睾结核
  


  
    （一）病因
  


  
    睾丸附睾结核多与生殖系统结核并存。生殖系统结核与泌尿系统结核有密切的关系。泌尿系感染的结核分枝杆菌从双侧射精管及前列腺小管感染进入前列腺、精囊，然后再到达附睾、睾丸。但也有少数患者是由于血行播散引起，而睾丸结核多是由于附睾结核的直接蔓延。
  


  
    （二）病理
  


  
    睾丸附睾结核主要病理表现是镜下可见附睾小管内含坏死脱落的上皮细胞、白细胞和大量的结核分枝杆菌，病变后期可见干酪样变及纤维化，也可见到肉芽肿。输精管也可受结核侵犯而发生管壁增厚、变硬增粗呈串珠样改变。附睾结核外蔓延可与阴囊黏连引起寒性脓肿。
  


  
    （三）临床表现
  


  
    睾丸结核发病一般发展缓慢。临床上主要为附睾逐渐增大，无明显疼痛。肿大的附睾与阴囊皮肤黏连形成脓肿，如果合并其他细菌感染，则阴囊红肿疼痛、脓肿溃破流脓和干酪样坏死物，甚至引起窦道长期不愈蔓延到睾丸后，附睾和睾丸均发生肿胀、界限不清、输精管增厚增粗并呈串珠样表现。前列腺也可发生结核，触摸呈结节状。生殖系统的结核往往合并于泌尿系统结核如肾结核，因此要询问患者有无尿频、尿急、尿痛及脓尿、血尿等。如果双侧附睾睾丸结核发生在结婚生育前，则对该患者的生育有影响。
  


  
    （四）诊断
  


  
    附睾睾丸结核的诊断一般根据：患者的典型临床表现及可触及附睾硬结、输精管串珠样改变，如睾丸结核患者附睾和睾丸界限不清、肿大，可能有阴囊皮肤黏连及窦道形成。
  


  
    （五）治疗
  


  
    治疗原则为早期的附睾睾丸结核可采用药物即抗结核治疗，如果发生干酪样坏死并有脓肿形成均需手术，如果睾丸未受明显侵犯可仅切除附睾，如受累严重则一并切除。
  


  
    四、睾丸肿瘤
  


  
    （一）病因
  


  
    1.先天性因素
  


  
    可由于隐睾、遗传和多乳症等因素。其中隐睾发生睾丸肿瘤机会是正常睾丸的20～30倍。原因主要与局部温度、血运障碍等有关。遗传方面有人统计患睾丸肿瘤的患者近亲中16%有家族史。多乳症与睾丸肿瘤也有一定关系。
  


  
    2.后天性因素
  


  
    为睾丸损伤、激素以及睾丸的感染等原因。损伤认为是比较重要的后天原因。睾丸肿瘤多数发生于性腺旺盛的青壮年。很多病毒性感染如麻疹、天花、流行性腮腺炎可以发生睾丸炎，继发睾丸萎缩、细胞变性引起睾丸肿瘤。
  


  
    （二）病理
  


  
    可以根据肿瘤组织的不同来源分为精原细胞瘤、畸胎瘤、胚胎瘤和绒毛膜上皮癌。也可分为原发性和继发性肿瘤。
  


  
    （三）临床表现
  


  
    精原细胞瘤生长缓慢，多在30～49岁之间发病，也有更年轻的患者，症状不太典型，一般不易引起患者的注意，常常自己感觉到睾丸肿大，仅仅只是感觉到坠胀，尤其是走路和劳动时明显。也有少数患者突然觉察到睾丸疼痛红肿，原因是睾丸肿瘤破损出血所致。隐睾患者表现在腹股沟或者是腹腔内有肿块，甚至主诉远处有转移病灶来就诊。
  


  
    畸胎瘤多见于婴幼儿，主要表现为包块逐渐增大。
  


  
    胚胎瘤是一种高度恶性肿瘤，多发生在20～30岁之间，表现睾丸增大并多有腹膜后淋巴结转移，血行转移至肺、肝、脑、肾。预后较差，5年生存率仅20%～30%。
  


  
    绒毛膜上皮癌多见于10～29岁患者，极度恶性，睾丸肿大不明显，甚至有的还缩小。此癌常与胚胎瘤、畸胎瘤和精原细胞瘤混合在一起，易发生早期的血行转移，预后较差。
  


  
    （四）诊断
  


  
    主要根据病史及体检，可见到睾丸呈弥漫性肿大，检查睾丸时有实体感。睾丸表面光滑、质硬，B超检查时显示为低回声波，一般不做睾丸穿刺，还可做CT或MRI检查。
  


  
    （五）治疗
  


  
    精原细胞瘤采用综合治疗后，90%以上的患者可以缓解甚至达到根治。对于早期的睾丸肿瘤可行手术根治性睾丸切除，较大的肿瘤可先做放疗，然后再手术。手术切除睾丸后再行放射性治疗和化学治疗。
  


  
    畸胎瘤、胚胎瘤、绒毛膜细胞癌在Ⅰ、Ⅱ期也应手术治疗，在做根治性睾丸切除时，并进行腹膜的淋巴结清除术，此类患者对放疗不敏感，故效果较差，因此预后也较差。
  


  （李世文　杨锦霞）


  
    第二节　附睾疾病
  


  
    一、附睾畸形
  


  
    附睾畸形临床上较为常见。通常指在胚胎发育过程中，由于某种原因造成附睾与睾丸不连接或与睾丸附着异常，形成许多类型的附睾畸形。
  


  
    （一）病因
  


  
    先天性附睾畸形病因尚不清楚。由于隐睾患者多合并附睾畸形，故其发生可能与胚胎发育过程中内分泌功能失调有关。因睾酮水平低下，与睾丸相邻的中肾小管及中肾管不发育或发育不全，而形成各种类型的附睾畸形。如中肾管完全不发育，则可导致先天性附睾、输精管缺如。若发生在某一部位中止，则形成该部位闭锁。当附睾管曲折盘绕障碍时，可出现附睾明显延长、发生襻形附睾畸形。由于输精管是由与附睾管连续的中肾管远端部发育而来，故附睾先天异常时常伴有输精管的先天性异常。
  


  
    （二）临床病理
  


  
    附睾畸形主要表现为附睾发育障碍和与睾丸附着异常。前者包括附睾缺如，头部囊性变，中部、尾部不发育，呈纤维索状闭锁，附睾明显变长呈长襻形等。附睾缺如又可分为：①中肾管完全不发育，输精管、精囊及射精管一并缺如；②中肾管发育不全，附睾体尾部缺如，同时伴有输精管缺如；③中肾管未发育成附睾管，而直接衍变成输精管、精囊和射精管，睾丸输出管与输精管相连；④无附睾，输精管不与睾丸连接，其近端呈盲端。附睾附着异常包括附睾与睾丸完全分离和部分分离，后者指附睾头与睾丸不连接，附睾不附着于睾丸下极等。
  


  
    （三）诊断
  


  
    附睾先天性异常者无任何不适，临床上常以隐睾或男性不育而就诊。体格检查除附睾头囊肿外，其他畸形均无明显异常体征。B超、CT等影像学检查无助于附睾畸形的诊断。检查附睾内有无精子对诊断起主要作用，如附睾内无精子，则应考虑附睾与睾丸的连接处畸形。
  


  
    （四）治疗
  


  
    单侧附睾异常者，不影响生育，不必治疗。双侧者治疗困难，采取显微外科手术连接睾丸与附睾间的生殖管道。亦可采用辅助生殖技术。
  


  
    二、非特异性附睾炎
  


  
    （一）病因
  


  
    非特异性附睾炎是附睾最常见疾病，多发生于19～35岁的青壮年。依感染时相的不同可分为急性炎症和慢性炎症。致病原主要经淋巴系统、输精管逆行途径侵入附睾，血行感染少见，病原体多为大肠埃希菌、淋病奈瑟菌、葡萄球菌以及沙眼衣原体。尿道炎、前列腺炎、精囊炎、导尿、尿道梗阻、尿道扩张、前列腺增生是常见诱因。小儿尿道瘘、后尿道瓣膜患者易引起反复发作的附睾炎。
  


  
    （二）症状和体征
  


  
    急性附睾炎发病急，局部明显疼痛，可放射至腹股沟和腰部。可有发热，附睾迅速增大，阴囊皮肤红肿，局部明显触痛；睾丸、附睾分界不清。若形成脓肿，阴囊皮肤可有波动感。
  


  
    慢性附睾炎可由急性附睾炎转化而来，但也可无急性经过，附睾逐渐增大，可无症状或症状轻微，多表现为阴囊区坠胀、隐痛、性生活不适感。附睾肿块与睾丸界限清楚。
  


  
    （三）诊断和鉴别诊断
  


  
    依据临床症状和体征，一般即可作出诊断。急性附睾炎应与睾丸扭转鉴别。彩色多普勒超声技术对睾丸扭转诊断特异性达89%以上，敏感性80%～100%。对不全睾丸扭转彩色多普勒超声表现为血流减慢、减少，而完全扭转者表现为睾丸无血流。
  


  
    慢性附睾炎应与附睾结核鉴别。附睾结核输精管常明显增粗，呈串珠状。前列腺后段，表面不光滑，有结节感，细胞学穿刺可辅助诊断。
  


  
    此外应与睾丸、附睾损伤、流行性腮腺炎并发睾丸炎、睾丸肿瘤等进行鉴别。病史和B超有助于明确诊断。
  


  
    （四）治疗
  


  
    1.一般治疗
  


  
    急性期应卧床休息，避免性生活和体力活动，托起阴囊，局部冷敷。若疼痛剧烈可服用止痛药物，精索用1%利多卡因局部封闭。若阴囊肿胀明显，可用50%硫酸镁湿敷。
  


  
    2.选用抗生素
  


  
    原则上应结合细菌培养选用敏感抗生素。急性期伴发热、血象升高应静脉输入抗生素以迅速控制症状。青霉素、先锋霉素、喹诺酮类、头孢类药物均可考虑选用。一般需连用3～5d，结合患者症状和体征考虑停用、换用或加大用药剂量。急性期患者经输液后症状常迅速改善，此时应换用口服药物巩固疗效。症状完全消失，附睾完全变软一般需连续用药4周以上。疑为衣原体感染应考虑使用美满霉素0.1g，1日2次，或罗红霉素0.15g，1日2次，或喹诺酮类等药物。慢性期患者若无症状，可不予治疗。
  


  
    3.手术
  


  
    局部脓肿形成应切开引流，脓液送细菌培养。反复发作的附睾炎，局部症状明显，长期用药疗效不佳，应行附睾切除术。
  


  
    有生育要求者，择日采取显微技术行输精管附睾吻合术。
  


  
    （五）转归
  


  
    急慢性附睾炎预后良好。部分患者可致生育力下降和不育。
  


  
    三、附睾结核
  


  
    附睾结核多发生于20～40岁中青年，常有泌尿系统及其他系统结核病史。结核分枝杆菌经前列腺、输精管而蔓延至附睾，引起附睾病变。临床上发现有附睾结核，应考虑有前列腺、精囊及肾结核可能。
  


  
    （一）临床表现
  


  
    附睾结核多病程缓慢，主要表现为阴囊区坠胀、隐痛不适。附睾肿块质较硬。病变多数从附睾尾部开始逐渐向附睾体、头部蔓延，若侵及睾丸，则附睾与睾丸界限不清。炎症涉及阴囊，阴囊亦肿胀。结核干酪样坏死形成寒性脓肿，破溃后形成经久不愈的窦道。
  


  
    部分患者起病急，多合并有其他细菌感染，局部明显红肿热痛，类似于急性附睾炎。输精管常增粗、变硬、呈串珠状。前列腺常质硬，表面不光滑。
  


  
    （二）诊断
  


  
    诊断并不困难，附睾结核常有典型的临床表现。尿常规有红、白细胞。阴囊B超、附睾细胞学穿刺、结核分枝杆菌培养和PCR有助于明确诊断，附睾结核患者应详细了解泌尿生殖系统其他部位情况，B超、静脉尿路造影（IVU）有助于了解肾脏、膀胱、前列腺、精囊病变。
  


  
    （三）治疗
  


  
    抗结核治疗。选用异烟肼、利福平、链霉素等药物。方法同一般的抗结核治疗，疗程可酌情缩短。
  


  
    手术治疗。药物疗效不明显，病变严重，或形成寒性脓肿、窦道、结节较大，应考虑手术切除病变，睾丸涉及部分也应一并切除。对于不考虑生育者，为防止病变影响对侧附睾和睾丸，应行对侧输精管结扎。
  


  
    四、附睾肿瘤
  


  
    附睾肿瘤大多数为良性肿瘤，约占附睾肿瘤的70%，多为原发，继发性肿瘤少见，多由邻近部位肿瘤直接蔓延而来。
  


  
    附睾常见良性肿瘤有腺样瘤、平滑肌瘤、纤维瘤、脂肪瘤、浆液性腺瘤、神经纤维瘤等。肿瘤多为单侧，好发于尾部，生长缓慢，多无疼痛或仅有酸胀不适，肿块表面光滑。乳头状囊腺瘤常为多发性病变，15%为双侧，可伴发脑部病变。附睾肿瘤常伴发鞘膜积液。
  


  
    恶性肿瘤少见，常见的有平滑肌肉瘤、附睾癌、横纹肌肉瘤、淋巴肉瘤，肿瘤早期发生转移。
  


  
    附睾良恶性肿瘤鉴别主要根据肿块大小、表面光滑度、质地、界限及生长速度等。良性肿瘤均呈圆形或卵圆形，表面光滑、质地坚韧。恶性肿瘤进展快，质地偏硬，表面不光滑，常侵犯周边组织。但通常需手术病理确诊。
  


  
    鉴别需与慢性附睾炎、附睾结核、精液囊肿相鉴别。B超有助于鉴别诊断，细胞学穿刺有重要鉴别诊断价值。
  


  
    附睾良性肿瘤手术切除效果好。恶性肿瘤必须行睾丸附睾切除加腹膜后淋巴结清扫术，术后配合放疗和化疗。恶性肿瘤预后差，一般在两年内死亡。
  


  
    五、输精管附睾吻合术
  


  
    1978年Silber首次报道了应用显微外科技术行输精管附睾端-端吻合术，将输精管黏膜与附睾管吻合，输精管浆肌层与附睾被膜吻合的两层吻合方法，大大提高了输精管与附睾吻合后的再通率，术后精子检测阳性率及患者妻子怀孕率均明显上升。随后该项技术在阻塞性无精子症治疗中得以广泛应用并不断完善成熟，近期报道术后精子检测阳性率升高到79%～87%，妊娠率达38%～43%。1980年Wagenknecht首次报道了显微外科输精管附睾端-侧吻合术，近期报道术后通畅率是50%～85%。1998年Berger对该手术进行了创新，采用三针法套入式输精管附睾端-侧吻合，术后精子检测阳性率高达92%。随后2000年Marmar对三针套入法进行了改良，采用了操作更为简化的二针法横切套入式输精管附睾端-侧吻合术，应用此种改良方法，术后3个月做精液检查，通畅率达77.7%～85%。2003年Chan又将横切套入法改良为纵切套入法，使吻合通道更为宽敞。
  


  
    （一）输精管附睾端-端吻合术（Silber法）
  


  
    手术步骤：
  


  
    （1）阴囊前正中线切口，先做一侧手术，将睾丸及附睾挤出切口外，切开睾丸鞘膜，观察并轻轻触诊输精管和附睾，如有先天性异常，有可能不能行吻合术。附睾管扩张时在输精管迂曲开始的部位切断；附睾正常时在靠近附睾处横断输精管。向输精管远端管腔内注入生理盐水5ml，如注水顺利且注水时患者有尿意，则表示远侧输精管无梗阻。
  


  
    （2）在放大15～25倍的手术显微镜下，切开附睾被膜，在显微镜下小心分离附睾管，从横断处向附睾端注入美蓝，蓝色到达部位即梗阻所在部位。一般来说在阻塞远端的附睾管变细，近端的附睾管膨胀，内有精液淤滞。如蓝色可达到附睾头，说明附睾管是通畅的，可能是附睾管黏连分解后，管腔压迫解除所致，此时不需行吻合术。
  


  
    （3）于梗阻的近端切断附睾管，收集附睾管断面流出的精液在显微镜下检查，如未发现精子，再取较高位附睾切断，直至发现精子。
  


  
    （4）用9-0无损伤尼龙线将输精管后壁肌层与附睾被膜间断缝合3～4针，然后以10-0尼龙线将附睾管与输精管黏膜后壁缝合3～4针。
  


  
    （5）用10-0尼龙线小心将附睾管与输精管的黏膜前壁缝合3～4针，最后以9-0无损伤尼龙线缝合输精管前壁肌层与附睾被膜前壁3～4针。
  


  
    （6）如果输精管管腔较宽，而与附睾管腔不匹配，则可先将两根附睾管做裤形吻合，然后再与输精管吻合。
  


  
    （7）创面置橡皮片引流，缝合阴囊皮肤。
  


  
    （8）同法行另一侧输精管附睾吻合术。
  


  
    （二）输精管附睾端-侧吻合术（Wagenknecht法）
  


  
    手术步骤：
  


  
    （1）手术切口选择，输精管、附睾的显露均同Silber法。
  


  
    （2）在显微镜下如果可见到小管扩张，环形切开覆盖附睾的被膜，直径大约5mm，如果未发现扩张的小管，首先应切开附睾尾部的被膜。在游离和纵向切开一单个小管襻后，挤出的液体中检查有无精子，如果未发现完好的精子，照此过程逐步朝附睾头端重复切开，直至发现正常的精子。
  


  
    （3）将输精管于近附睾处横断，先用9-0无损伤尼龙线将输精管后壁肌层与附睾被膜吻合，然后将附睾管与输精管黏膜吻合，最后将输精管前壁肌层与附睾管被膜吻合。
  


  
    （三）三针法套入式输精管附睾端-侧吻合术
  


  
    手术步骤：
  


  
    （1）手术切口选择，输精管、附睾的显露和附睾被膜的切开同Wagenknecht法。
  


  
    （2）用9-0无损伤尼龙线将输精管后壁肌层与附睾被膜吻合。
  


  
    （3）用10-0尼龙线以三角构型缝入附睾管，暂不要将针拔出，因为10-0缝线比缝针直径更小，将针拔出后针孔漏液将使附睾管塌陷，导致随后缝针及开孔困难，在三角区内切开附睾管。
  


  
    （4）检查流出液中有无精子（同Wagenknecht法）。
  


  
    （5）拔出三针，从内膜面向输精管横断面穿出，六点位置分别为1、3、5、7、9、11点处，穿出点不超过输精管肌层内1/3厚度。将缝线收紧，使附睾管内陷或套叠入输精管腔，然后将输精管前壁肌层与附睾管被膜吻合。
  


  
    （四）二针法横切套入式输精管附睾端-侧吻合术
  


  
    与三针法的不同点在于，以两针按垂直方向缝入附睾管且针不拔出，在两针间横行切开附睾管，深至管径的一半，证实精子存在后缝针从内膜面向输精管横断面穿出，将缝线收紧，使附睾管内陷或套叠入输精管腔。二针法比三针法操作更简单而手术效果相似，吻合口越临近附睾管上端，三针法将越困难。
  


  
    （五）二针法纵切套入式输精管附睾端-侧吻合术
  


  
    与二针法横切套入式的区别是两针纵向缝入附睾管，在两针间作一纵向切口，然后套叠入输精管腔。纵向切口的优点是附睾管开口可以更长，吻合口更为通畅，而前者开口受到附睾管直径的限制，横向开口若超过一半，则后壁薄弱，导致漏液，缝合不安全。有研究证实横切套入法和纵切套入法术后有相似的机械再通率，而功能再通率纵切法明显优于前者，可能是因为横切套入法吻合口不是足够宽，黏稠的附睾液不能通过。
  


  
    （六）手术要点和注意事项
  


  
    （1）切开附睾时应尽可能靠近附睾尾部，因为行输精管附睾吻合术时，应尽可能保存附睾的功能，使附睾管有足够的长度促进精子成熟。据统计，吻合位置越低，术后怀孕率越高。
  


  
    （2）缝合时要耐心、轻柔，防止撕裂；黏膜对合要十分整齐。
  


  
    （七）术后处理
  


  
    （1）酌情使用广谱抗生素，使用阴囊托7～14d。
  


  
    （2）口服己烯雌酚3mg，每晚1次，以抑制性冲动。
  


  
    （3）术后24h拔除切口引流物，卧床休息2～4d。
  


  
    （4）术后4周内避免性生活、体力劳动或剧烈运动。
  


  
    （5）梗阻性无精子症手术治疗成功的标志为术后精液中出现精子。术后6周和12周开始做精液常规检查，然后每3周1次直至第一个精子被发现，这种情况可能持续9～18个月。
  


  
    （6）定期随访，了解术后生育情况。
  


  
    （八）并发症及处理
  


  
    （1）术后再狭窄：Peter对107例输精管附睾吻合术患者分析发现，端-侧吻合术后1年再狭窄发生率为40%，而端-端吻合术后1年再狭窄率仅为10%。建议在术后精液检查中发现精子后，收集精液冷冻保存，如果患者妻子未能受精则可做人工授精。
  


  
    （2）术后感染和血肿：部分是由于长时间暴露所致。
  


  
    （3）精子肉芽肿：数周或数月后可出现，很少引起疼痛，但可干扰输精管的通畅性。
  


  
    （4）睾丸萎缩：少见，多由于术中意外损伤睾丸动脉所致。
  


  
    （5）阴囊疼痛：少数情况下有，原因不明。
  


  （李路　姜永光　刘继红）


  
    第三节　输精管疾病
  


  
    一、输精管先天性异常
  


  
    输精管先天性异常比较罕见，主要有如下4类畸形。
  


  
    1.先天性输精管缺如
  


  
    先天性输精管缺如是一种可以导致男性不育的少见疾病。临床上分为先天性双侧输精管缺如（CBAVD）、先天性单侧输精管缺如（CUAVD）以及节段性缺如（包括：外缺如，即阴囊段缺如；内缺如，即盆腔段缺如）。节段性缺如相对少见。CBAVD约占梗阻性无精子症的10%～20%。CUAVD在整个男性人群中的发病率＜1%。输精管缺如常合并单侧或双侧精囊缺如、肾发育不全及其他肾异常，亦可合并附睾发育不全或缺如，射精管、输尿管甚至膀胱三角区的缺如。患者常因不育而就诊。CBAVD患者表现为梗阻性无精子症，精液量少、pH低；CUAVD和节段性输精管缺如者可为少精子症、弱精子症或梗阻性无精子症，精液量可正常或降低。因CAVD中精囊的改变不同，精浆果糖可为0、含量低或正常，而精浆中睾丸特异性的乳酸脱氢酶同工酶C4、精浆转铁蛋白以及附睾特异性的中性α-葡糖苷酶、肉碱、γ-谷氨酰转肽酶等一定明显降低或为0。经直肠超声有时可见位于膀胱后方的输精管残余痕迹。诊断主要依靠体检发现单侧或双侧阴囊段输精管缺如、附睾头增大，结合精液检查以及经直肠超声有助于诊断。阴囊超声可以较理想地显示CBAVD患者附睾的解剖结构变异，如附睾管多发扩张，附睾不同部位的缺如及其他异常，可与经直肠超声一起成为诊断CBAVD的重要手段。ICSI是目前治疗先天性输精管缺如所致不育的有效方法。对先天性双侧输精管缺如患者的附睾采用显微外科技术抽吸精子，并在术中予以冷藏，再进行ICSI，可使每对夫妇获得100%的活产率。且该法是所有不育症治疗中，受孕率最高的方法。
  


  
    2.输精管发育不全
  


  
    输精管存在，但发育不全，输精管全部或部分长得纤细或闭锁不通，其病理表现为输精管严重纤维化及组织结构发育不良。患者常常表现为梗阻性无精子症，精浆生化检测类似先天性输精管缺如。
  


  
    3.输精管异位
  


  
    有一侧或双侧输精管异位，位置偏离精索或开口异常，还可合并其他泌尿生殖器官畸形。
  


  
    4.重复输精管
  


  
    较罕见，临床一般无症状，往往在绝育手术后发生再孕，在追述再孕原因时才被发现。因此，在男性绝育术中必须仔细检查，若有重复输精管，应分别结扎。重复输精管患者双侧睾丸正常，性生活、射精及精液亦可无异常。
  


  
    二、输精管炎
  


  
    输精管炎（deferentitis）指输精管的感染性疾病，极少有文献报道。好发于青少年，可单发，也可双侧同时受累。单纯输精管炎少见，常与附睾炎同时存在。可以是一般普通细菌的非特异性感染，也可以是特异性病原体感染，如结核性、淋病性等。本病分急性输精管炎和慢性输精管炎两大类。由于炎症改变可导致输精管阻塞，引起继发性无精子症。
  


  
    （一）病因
  


  
    正常人输精管内可有细菌存在，输精管内存在的致病菌，也是泌尿生殖系炎症比较常见的细菌，如白色葡萄球菌、产碱杆菌等，绝大多数为毒力较低的条件致病菌。所以输精管炎常因泌尿、生殖系统炎症时，细菌侵入输精管引起；另一病因是施行输精管结扎术因阴囊皮肤消毒不严或手术诱发输精管内细菌活动所致。
  


  
    由于精索受到损伤或施行输精管结扎术后的输精管炎性结节，目前认为是一种自身免疫性结节，当输精管损伤或结扎时，精子穿透或外渗到周围组织，引起自身免疫反应，出现输精管结节。另有学者认为结节与术中未执行严格的无菌技术，输精管分离不清而过多结扎了周围组织（包括神经组织），以及结扎力量过大或结扎线太粗、太多等有关。
  


  
    （二）临床表现
  


  
    1.急性输精管炎
  


  
    患侧阴囊坠胀疼痛，皮肤红肿，疼痛放射至腹部及同侧大腿根部，常致使患者屈腰捧腹。阴囊局部压痛，输精管触痛明显。严重者可伴发热，输精管周围形成化脓性病灶。
  


  
    2.慢性输精管炎
  


  
    患侧阴囊坠胀疼痛或红肿，疼痛放射至腹部、大腿根部。其临床症状较急性输精管炎轻，起病缓慢，且有反复发作史。常伴发睾丸、附睾炎。体检可见阴囊段输精管增粗变硬，病情严重者输精管与周围粘连，提睾肌紧张，阴囊及睾丸上缩。
  


  
    输精管损伤或施行输精管结扎术后发生的输精管炎结节，以结节为中心向两端发展，输精管增粗或粘连，结节可为痛性结节或无症状性结节。
  


  
    （三）诊断
  


  
    诊断不困难，依据有泌尿生殖系统炎症史或有输精管结扎史，发病阴囊坠胀、疼痛、红肿，腹部及大腿根部放射痛。体检阴囊段输精管增粗、变硬、触痛，提睾肌紧张，阴囊及睾丸上缩，或有痛性结节。实验室检查血常规见白细胞增高，精液常规出现红细胞、白细胞，合并附睾、精囊、前列腺炎症，可有血精。输精管炎常易与附睾炎、睾丸炎、睾丸扭转、腹股沟疝等疾病混淆。多普勒超声有助于排除附睾炎、睾丸炎、睾丸扭转等，如果仍与腹股沟疝难以鉴别，则可行CT检查。
  


  
    （四）治疗
  


  
    1.急性输精管炎患者应卧床休息，用阴囊托托起阴囊，减轻疼痛。
  


  
    2.抗炎治疗 选用敏感抗生素静脉滴注，若伴发热，可根据血培养+药敏结果选用合适的抗生素。
  


  
    3.止痛治疗 口服止痛药或以1%普鲁卡因10ml做精索封闭，每周1次。辅以热敷或热水浴可减轻疼痛。
  


  
    4.物理治疗 采用音频、超声波、激光等物理疗法改善局部血液循环，且有消炎、消肿、镇痛作用。
  


  
    5.如有脓肿形成，应及早切开引流。
  


  
    6.输精管炎结节的治疗 如结节较小，可采用抗生素与激素联合局部注射治疗。如为痛性结节，可用普鲁卡因加激素（或再加糜蛋白酶）作结节局部浸润封闭，可止痛并促进炎症吸收。如治疗后仍疼痛剧烈或结节较大，影响工作者，应给予手术切除。
  


  
    三、输精管肿瘤
  


  
    输精管肿瘤（deferential tumor）颇为罕见，多半与附睾肿瘤同时发生，或者由附睾肿瘤蔓延浸润而成，其诊断和处理方法与附睾肿瘤相同。
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    第四节　射精障碍
  


  
    一、早泄
  


  
    早泄（premature ejaculation，PE）是指勃起的阴茎刚接触女方，或阴茎进入阴道后不久即射精，阴茎软缩而致不能继续性交。其发生率较高，影响着25%～40%的男性，但早泄的定义临床上尚无统一的标准，国际性医学学会在2007年定义早泄为：总是或几乎总是在插入阴道1min内射精，丧失在性交过程中延迟射精的能力并伴有个人消极情绪，如压抑、烦恼、挫折感和/或回避性生活等。
  


  
    （一）分类
  


  
    1.原发性早泄
  


  
    以首次性生活时发病为特征，且这一状态可持续存在，射精过快（进入阴道前或进入后1～2min内）。
  


  
    2.继发性早泄
  


  
    以渐进性或突然发病为特征，发病前可正常射精，没有原发性早泄严重。
  


  
    3.自然变异早泄
  


  
    仅偶然或条件性的发生射精过快。性生活中的一种正常变异。不应该被视为真正的病理性症状。
  


  
    4.早泄样射精功能障碍
  


  
    指男性实际经历或主诉早泄，而射精时间却在正常范围之内（约3～6min），或甚至更长（5～25min之间）。心理和/或人际关系问题可能是潜在原因，不应被视为病理性症状。
  


  
    （二）病因
  


  
    1.心理因素
  


  
    对女方的畏惧、自卑心理，以及原有早泄，背上思想包袱；原有手淫史，担心性交失败，或夫妻感情不和，女方的责怪等都可致早泄。
  


  
    2.生理因素
  


  
    疲劳、睡眠不好、年龄增大，勉强应付女方等均可致早泄。
  


  
    3.泌尿系炎症
  


  
    尿道炎、前列腺炎、精囊炎造成生殖系充血；敏感性提高，稍遇刺激即可射精。
  


  
    4.房事频繁
  


  
    使脊髓中枢的兴奋性提高，前列腺、精囊经常处于充血状态，某些内分泌和神经系统的病变等可致早泄。
  


  
    （三）诊断
  


  
    PE的诊断包括询问病史、评价问卷、体格检查以及实验室检查等。其中主要依靠询问病史；早泄的评价问卷基本能够鉴别出早泄患者和非早泄患者，是诊断早泄的重要辅助手段，主要包括早泄诊断工具（Premature Ejaculation Diagnostic Tool，PEDT）、阿拉伯早泄指数（Arabic Index of Premature Ejaculation，AIPE）及中国早泄问卷调查表等；早泄患者的体格检查包括血管、内分泌和神经系统等，以筛查与早泄相关的基础疾病，如慢性疾病、内分泌病、自主神经病、Peyronie病、尿道炎、慢性前列腺炎等；实验室检查或神经生理检查并不常规推荐采用，但应关注患者的阴道内射精潜伏期（intra-vaginal ejaculation latency time，IELT）。
  


  
    （四）治疗
  


  
    1.心理治疗
  


  
    早泄多为功能性的。偶尔几次的早泄是正常现象，不能因此而背上思想包袱，产生焦虑和恐惧心理。应向患者介绍一些性生活的常识，详细了解是在什么情况下出现早泄，告知患者不能为应付女方而勉强性生活，树立自信心，逐步掌握性生活规律，女方应配合治疗，体贴和关心男方，促进疾病早愈。
  


  
    2.行为治疗
  


  
    主要包括“动-停”（start-stop）法和挤捏法。两者都是由女方对男方生殖器进行刺激直至有射精感觉时停止刺激，待射精冲动消失后再重新给予刺激。不同的是挤捏法要求患者有射精冲动时采用手法压迫阴茎头，直至患者射精冲动完全消失。行为治疗一般约需数月训练才能使疗效巩固，其短期成功率为45%～65%，但其疗效难以长期维持。
  


  
    3.局部麻醉药物治疗
  


  
    为阴茎局部用药，主要包括利多卡因-丙胺卡因乳膏（EMLA）、利多卡因-丙胺卡因喷雾（TEMPE）以及SS霜等。EMLA可在性交前10～20min涂抹于阴茎头及其周围敏感区，性交时进行阴茎清洗或使用避孕套即可；TEMPE是一种治疗早泄的气雾剂（利多卡因7.5mg+丙胺卡因2.5mg的低共熔混合物），其可在5min内渗透至阴茎头内；SS霜是由9种草药萃取的制剂，性交前1h涂抹于阴茎头处，并在性交前清洗干净。这三者均可降低阴茎头敏感性，延迟射精潜伏期，对射精快感不会产生不良影响。局部用药被早泄患者接受很大原因是他们可以按需使用，不需要长期应用，并且很少有全身的不良反应。然而，他们仍可能会导致阴茎感觉减退、勃起功能障碍（erectile dysfunction，ED）和女性性快感的降低。
  


  
    4.氯丙咪嗪
  


  
    属于三环类抗抑郁药，是一种用于治疗PE的抗抑郁药。其治疗PE的机制可能是作用于5-羟色胺（5-HT）转运体和去甲肾上腺素（norepinephrine，NE）转运体以抑制5-HT与NE的再摄取。有研究显示，在性交前5h服用氯丙咪嗪25mg，可显著增加IELT，其不良反应主要为恶心、呕吐等。
  


  
    5.选择性5-羟色胺再摄取抑制剂（selective serotonin reuptake inhibitors，SSRIs）
  


  
    SSRIs是临床使用最广泛的PE治疗药物，主要有氟西汀、舍曲林、帕罗西汀、西酞普兰、氟伏沙明和达泊西汀等，所有这些药物的药理学作用机制相似，他们通过选择性阻断5-HT再摄取而起作用。Meta分析显示，各种SSRIs 在PE治疗中的效果有较大差异，氟西汀、帕罗西丁、舍曲林、西酞普兰都可以显著增加平均IELT的水平，其中帕罗西丁效果最明显。SSRIs治疗后，一般数日内即可开始出现射精延迟，1～2周后疗效会更为明显，1～2月达到最强效果，长期给药疗效可维持数年。常见的SSRIs不良反应包括恶心、困倦、认知缺损、性欲下降等。
  


  
    达泊西汀是专门为治疗PE而研发的新型按需服用的短效SSRIs类药物，是目前首个、也是唯一获批治疗PE适应证的药物，已经在芬兰、瑞典等欧洲七个国家上市。其口服吸收迅速，60～80min达到药物血浆峰浓度，然后通过多种途径代谢成无活性产物，降低血浆药物浓度。三期临床试验结果表明达泊西汀30mg或60mg在性交前1～3h按需服用，可增加IELT3～4倍，并且服用达泊西汀还可以提高患者及其配偶对性生活的满意度。其不良反应主要是一过性恶心，其他不良反应如性欲下降和勃起功能下降等发生率较低。
  


  
    6.5型磷酸二酯酶（PDE5）抑制剂
  


  
    PDE5抑制剂临床上主要用于治疗ED，其治疗PE的机制，尚不明确。但多项研究均为PDE5抑制剂治疗PE提供了支持，这些药物可通过改善勃起功能而减少患者对性功能减退的焦虑感，并使勃起的性刺激阈值下调至较低水平，而要达到射精阈值则需较高的性刺激水平。
  


  
    7.其他药物
  


  
    α-肾上腺素能阻滞剂治疗PE的目的在于降低精道交感紧张，进而延迟射精，研究显示多沙唑嗪、特拉唑嗪、阿夫唑嗪治疗PE具有一定疗效。曲马多是一种临床应用多年的中枢性镇痛药，具有阿片受体激活以及5-HT和NE再摄取抑制双重作用，也具有改善PE的作用。然而，仍需开展更多研究以全面评价其疗效。
  


  
    8.阴茎背神经选择性切断术
  


  
    手术治疗早泄临床应用很少，主要是阴茎背神经切断术。但目前尚缺乏循证医学证据证实其疗效和安全性。
  


  
    二、不射精症
  


  
    不射精症（anejaculation，AE）是指阴茎能正常勃起和性交，但是达不到性高潮和获得性快感，不能射出精液，或是在其他情况下可射出精液，而在阴道内不射精。不射精症主要分为功能性和器质性两种，其中以功能性较为多见，多与性知识缺乏，没有性交磨擦动作，或磨擦的动作和幅度不够，紧张，担心手淫危害等有关。器质性原因多为神经病变、糖尿病，有些药物也可引起不射精。功能性不射精多有遗精或/和手淫能射精史。
  


  
    （一）病因
  


  
    1.器质性原因
  


  
    器质性不射精约占AE的10%，主要原因有：①大脑侧叶病变：性欲虽正常，但性交不能射精；②脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）：第十二胸椎到第一腰椎段及骶髓段损伤；③传导神经障碍：胸腰交感神经切除术、腹膜后淋巴结清扫术都能损伤神经，引起不射精；④局部病变：膀胱颈松弛，精阜肥大，阴茎外伤、硬结、瘢痕、纤维化，严重尿道下裂；⑤垂体功能低下、甲亢、肢端肥大症、黏液水肿等也可引起射精功能障碍；⑥药物影响：长期应用某些抗高血压药，或服用过量镇静安定药物或α-肾上腺素能阻滞剂等以及长期酗酒都会诱发不射精。
  


  
    2.功能性原因
  


  
    功能性不射精症约占AE的90%，分为原发性和继发性两种，前者是指在清醒状态下从未有过射精；后者是指曾有过射精，后因各种原因导致不射精。其主要原因有：①性知识缺乏为最常见原因。对生殖器官的解剖、性交姿势无知，无阴道内摩擦或摩擦幅度不够使阴茎无足够的性刺激；②对性生活有偏见，视性生活为不洁或例行公事等；③害怕女方怀孕，长期压抑；④无良好的性生活环境，住房狭小、性生活不协调；⑤劳累、忧郁、性交过频；⑥纵欲，使射精中枢处于疲劳衰竭状态。
  


  
    （二）诊断
  


  
    根据病史、临床表现诊断无困难。询问患者时要重点询问性生活方式，有无遗精、手淫射精、服用药物及有无外伤、糖尿病等情况。体格检查重点检查神经系统和睾丸发育程度。B超、尿道造影有助于排除泌尿生殖系器质性病变。
  


  
    （三）治疗
  


  
    1.心理治疗
  


  
    由功能性不射精所致的不射精症多由于反复不射精加强了中枢抑制，性生活时紧张、焦虑、恐惧和不安。治疗的首要方法应采用心理治疗。应详细了解病情，在此基础上应有针对性地向患者介绍性的解剖、生理、性生活方式方法，说明成功、和谐的性生活需要夫妻双方共同努力，排除不利于性生活的各种因素，树立治疗的信心。
  


  
    2.行为疗法
  


  
    夫妻双方性生活时应密切配合，妻子在性生活时应积极、主动，尽可能给予男方有效的性刺激，在男方快要射精时，快速把阴茎插入阴道，并继续刺激至排精。几次射精成功后，双方都会树立起信心，解除苦恼，建立良性循环。
  


  
    3.药物治疗
  


  
    （1）麻黄素：
  


  
    性交前服用麻黄素25～50mg，能兴奋中枢神经系统并增强输精管道平滑肌收缩，促进射精。适用于精神萎靡、中枢抑制性增高患者。有冠心病、高血压、甲亢者禁用。
  


  
    （2）左旋多巴、三羟苯丙酮：
  


  
    尿流动力学检查提示为低张型膀胱内压，可能有高位中枢异常者可试用这两种药物，能提高射精中枢兴奋性。左旋多巴0.25g，每日4次。
  


  
    （3）骶前封闭：
  


  
    普鲁卡因、士的宁、加兰他敏配成溶液，注入骶前间隙，治疗时应注意防止直肠、肛管损伤，预防感染。
  


  
    （4）睾酮、hCG：
  


  
    伴有性功能减退者，可肌注丙酸睾酮25～50mg，每周3次，连用2周；或十一酸睾酮胶丸80mg，每日2次，连用2～4周；或hCG 2000单位，每周2～3次，连用3～4周。
  


  
    （5）维生素：
  


  
    高位清扫手术损伤胸腰交感神经所致不射精症，可试用维生素B1和维生素E等药物。
  


  
    由于内分泌失调或服用药物导致不射精，应补充相应的激素并停止服用可能导致不射精的药物。
  


  
    4.振动刺激诱发射精
  


  
    振动刺激诱发射精（penile vibratory stimulation，PVS）适用于存在完整的射精反射弧（T10水平以上）的射精障碍，通过振动阴茎背神经，刺激位于脊髓胸腰段的射精反射弧，诱导射精，有报道称其有效率高达80%；但是由不同脊髓平面损伤导致的不射精患者，用PVS治疗效果并不一样，颈椎损伤患者有效率为90.9%，胸椎为67.5%，腰椎为22.2%。PVS使用非常简单、无创，而且与电刺激诱发射精（electroejaculation，EEJ）相比无需麻醉，并且对于一个振荡器取精失败的患者，可给予2个或多个振荡器同时使用，因此推荐PVS作为射精障碍患者的首选。
  


  
    5.EEJ
  


  
    适用于任何影响中枢神经和/或周围神经系统射精机制的射精障碍患者，由Horne在1948年首次应用于人体治疗不射精症，其原理是从肛门插入电极，电刺激精囊、前列腺，诱发射精。大量的动物及人体实验证明，由EEJ采集的精液联合辅助生殖技术可成功妊娠，平均妊娠率为25%，并且进一步实验发现，用EEJ采集的精液经过冷冻、融解后虽然存在精子活性的下降，但完全可应用于辅助生殖技术，避免了EEJ的重复进行。由此可见，EEJ联合辅助生殖技术是治疗不射精症不育患者的有效方法，并且显示出了良好的应用前景。但由于EEJ可能显著引起部分患者不适感，因此治疗前需要进行麻醉，另外相对于PVS，EEJ取精有较高的逆行射精率，有报道称采用断续电流刺激可提高顺行射精率。
  


  
    三、逆行射精
  


  
    指有射精感觉和性欲高潮，但精液不向体外排出而是进入膀胱，性交后排尿，尿中可检出精子和果糖。正常射精依赖尿道内口收缩和外括约肌松弛。只有两者协调一致，才不致引起逆行射精。如果因各种原因引起这种协调失常，尿道内口关闭不全，则精液向阻力较低的方向射出，即精液进入膀胱。
  


  
    （一）病因
  


  
    1.非医源性因素
  


  
    包括有先天性的疾病，如尿道瓣膜、膀胱颈部挛缩、脊柱裂等。也包括后天性疾病，如膀胱颈部或后尿道部位炎性增生与肿胀、尿道狭窄、膀胱结石、尿道结石、脊髓损伤、糖尿病等。
  


  
    2.医源性因素
  


  
    在治疗某些疾病时，造成膀胱颈部神经支配的损伤，或者造成膀胱颈部及后尿道部位肌肉的功能失调，例如施行经尿道前列腺切除术、根治前列腺切除术、双侧腰交感神经切除术、直肠癌作腹会阴联合切除术、腹膜后广泛性淋巴结清扫术、腹主动脉瘤切除术等。另外某些药物，如胍乙啶、利血平、甲硫哒嗪、苯甲胍等，也会引起逆行射精。
  


  
    （二）诊断
  


  
    逆行射精患者表现为阴茎能正常勃起，性交中有性高潮和射精动作出现，但无精液从尿道口流出，性交后第一次尿液检查可见尿液混浊，有大量精子和果糖，由此可诊断为逆行射精。其诊断主要依靠询问患者的病史，尤其是手术史和用药史等。
  


  
    （三）治疗
  


  
    1.行为治疗
  


  
    膀胱充盈站立时手淫或性交，有时可成功顺利射精。
  


  
    2.药物治疗
  


  
    只有在膀胱颈部解剖结构完整时药物治疗才有效。
  


  
    （1）拟肾上腺素药：
  


  
    能兴奋α-肾上腺素能受体，增加膀胱颈张力和促进输精管的蠕动：①麻黄素，50mg性交前30～60min口服；②苯丙醇胺1片，1日3次。
  


  
    （2）抗胆碱药：
  


  
    能降低副交感活动及相对增加膀胱颈张力，药物如溴苯吡啶8mg，1日2次。
  


  
    （3）左旋多巴：
  


  
    在体内可合成去甲肾上腺素、多巴胺。能通过血脑屏障，提高射精中枢兴奋性，又可兴奋交感神经，对逆行射精有一定作用。
  


  
    （4）丙咪嗪：
  


  
    每日口服25～75mg，对治疗腹膜后淋巴结清扫和交感神经成形术引起的逆行射精有良好疗效。由于此类药物具有抗组胺和抗胆碱能特性，对治疗糖尿病性神经病变引起的逆行射精有一定疗效。
  


  
    3.手术治疗
  


  
    经尿道精阜切除术：适用于精阜增生造成机械性梗阻患者；膀胱颈缩缝术：切除膀胱上唇部分黏膜，显露膀胱颈部肌肉，然后将颈部缩缝，刚好可容纳F16导尿管。此外，尿道狭窄者可行尿道扩张术，尿道瓣膜切除术等。
  


  
    4.注射疗法
  


  
    其原理是将一个和注射器相连的微小硅胶球囊（0.20～0.90cm3）通过穿刺针置入膀胱颈黏膜下，用水凝胶填充球囊，填充后体积为8.5mm×21mm，并保持球囊停留在注射部位，达到治疗目的。这种操作简单易行，可重复性强。
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    第五节　精囊疾病
  


  
    精囊疾病的临床症状不典型，无特异性症状，尤其和前列腺疾患的临床症状十分相似，容易混淆，不易引起有关医师的注意；再加上解剖位置较深，不易诊断，容易造成误诊和漏诊，常在尸体解剖时才被发现。所以人们一直认为精囊疾病极为罕见。近年来，由于应用超声波及计算机X线断层扫描（CT）诊断精囊疾病，发现精囊的疾病较以往增多起来，改变了一直以来认为精囊疾病极为罕见的观点。
  


  
    一、精囊的组织结构与生理功能
  


  
    （一）精囊的解剖
  


  
    人类精囊是成对的高度盘曲的梨形腺体。每个精囊长约5～6cm，宽约1～2cm，分别位于中线两端，输精管壶腹部的外侧，膀胱的后面，前列腺的上方。精囊是由一条长约15cm的小管自身盘绕而成。如果分离基质，可把这条迂回盘绕的单管伸展开来，该管一端为盲端，位于精囊的顶部；另一端于腺体的底部斜行并于同侧输精管，构成射精管。
  


  
    （二）精囊的组织结构
  


  
    精囊的黏膜高度分支，形成许许多多二级和三级皱襞。皱襞的基部围成很多迂回的憩室，致使腔面很不规则，呈蜂窝状。
  


  
    1.黏膜
  


  
    其腔面为单层柱状上皮或假复层上皮，依所在部位而异，随年龄和激素状况变化。上皮主要包括两种类型的细胞：主细胞和基细胞，然而有人发现还有第三种类型的细胞，即扁平细胞。在活跃的腺体中主细胞呈柱状，表面有少数微绒毛，侧面有连接复合体及侧面质膜突起的指状交叉。主细胞核可位于不同水平，形态各异，然而核的长轴基本平行于细胞长轴。电镜下可见胞质内有丰富的线粒体和粗面内质网。线粒体散布于整个细胞，而粗面内质网则位于基底部和核周围，高尔基复合体在核上区或与核平行部位，分泌小泡以胞外吐方式释放到腔内。胞质内常见致密颗粒，致密颗粒周围是电子透明圈。电子致密颗粒实为脂褐质或脂色素。可能与某种类型的脂代谢，或细胞器的分解代谢有关，或涉及上皮细胞的分泌及吸收活性。基细胞在基底膜上，顶部不达腔面。核圆形，胞质内细胞器不发达，有少量核粒体，可见多泡体和脂滴。该细胞的功能不详。扁平细胞则覆盖在皱襞的脊上，围绕着中央导管，含一深染的多形核，胞质嗜酸性，无分泌颗粒，黏膜固有层是富含弹性纤维的结缔组织。
  


  
    2.肌层
  


  
    为较薄的平滑肌层，分内环外纵两层。
  


  
    3.外膜
  


  
    薄层结缔组织中含有血管、胶原纤维和弹性纤维。
  


  
    （三）精囊的生理功能
  


  
    精囊的分泌物占射出精液的60%～70%，射出的精液最后部分主要是精囊的分泌物。雄激素精确地调节精囊的分泌功能及组织形态。精囊的分泌物含有果糖、山梨醇、前列腺素、凝胶蛋白以及去能因子，催乳素刺激素，钾、重碳酸盐、镁等都与生育有密切关系。比如：果糖和山梨醇能供给精子代谢所需的能量；适量的前列腺素是雄性正常生育功能所必需；凝胶蛋白可使精液凝固，形成阴道栓，以防止精液倒流，并且与精子活力有关；去能因子（DF），则是一种糖蛋白，包裹于精子头部，与精子表面相结合，抑制顶体活动，阻止精子头部顶体酶的释放，使精子稳定；催乳素刺激素被认为与精子的运动有一定的关系；钾、重碳酸盐、镁等均可增强精子运动，其中重碳酸盐刺激精子通过作用于精子腺苷酸环化酶系统，增加cAMP含量从而促进精子运动。精囊分泌物还有柠檬酸，胆碱和一些可溶性蛋白质、维生素C、无机磷以及酸性可溶磷等，均是维持精子正常生理功能的因素。此外，已证实精囊尚分泌精子包裹抗原，即人精浆3号抗原和人精浆7号抗原，他们是非特异性抗原，贴在精子表面，可以遮盖精子固有抗原，使之不被自己的免疫系统识别，防止了自身免疫反应，对精子起保护作用。精囊中分泌一些抗原物质能抑制女性生殖道内的免疫系统对精子和受精胚胎的攻击反应，精囊分泌的抗原IgG-Fc受体Ⅲ成分能保护精子免除抗体介导的免疫反应或抗体介导的细胞毒反应，精囊也分泌滋养层淋巴细胞交叉反应（TLX）抗原，被认为与胚胎植入与受孕有关。另外，精囊分泌的抗氧化物质如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶/还原酶、抗坏血酸、尿酸和硫醇等，可以保护精子免受活性氧（ROS）的损害。
  


  
    （四）精囊对精子功能的影响
  


  
    精囊的分泌物占人类射出精液的60%～70%，而且精囊又是产生精液果糖的源泉，所以当精囊功能紊乱时，必定导致精液总量减少，同时精液内果糖含量也降低。果糖是精子活动的主要能量来源，所以低果糖又必定引起精子活力不足，进而导致不育。
  


  
    精囊通过分泌精液凝胶蛋白促进精液凝固，随后被前列腺特异性抗原水解成小肽段附着精子上或被其利用。精囊功能减弱的患者，分泌的精液凝胶蛋白减少，射精后精液无法出现凝固现象，往往造成精子活力的下降，而致不育。
  


  
    精囊通过调节精液黏稠度从而影响精子活力。精液中的Zn2+易与精浆中的交联蛋白质结合，通过精子表面的离子通道，Zn2+被转运到精子内部，高浓度的Zn2+具有稳定精子染色质的功能。精囊功能低下时，精液的黏稠度增加，精液中Zn2+易与精浆中的交联蛋白质结合，从而干扰精子染色质的稳定性。
  


  
    精囊通过分泌钾、重碳酸盐、镁、19-羟前列腺素和催乳素刺激素等物质，增强精子运动。另外通过分泌抗氧化物质保护精子免受氧化损害；通过分泌免疫物质，保护精子免受自身或女方免疫损伤。
  


  
    此外，精囊的分泌物内还含有山梨醇、前列腺素和去能因子，都与生育有密切关系。
  


  
    因此，一旦精囊发生疾病，不论是功能的紊乱还是器质性损伤，都会影响到射出精液的量与质的变化，就是精液中所含精囊的分泌物增多或减少，也必定会引起精子功能的改变，影响受精，引起男性不育。因此，在男性不育症的临床诊断中，不可忽视精囊的因素。
  


  
    综上所述，精囊疾病的临床症状很不典型，与前列腺疾病很相似，有时又与前列腺疾病并发，再加上精囊的解剖位置较深，故很容易造成漏诊和误诊。现在已经知道精囊的疾病并非罕见，也知道精囊分泌物的成分。如果在射出精液标本的分析中，发现有些成分的变化与精囊分泌有关，临床应用的主要是精浆果糖定量检测。那么可以推测精囊发生了病变，同时可以考虑该男性的不育症是由于精囊疾患所致。
  


  
    二、精囊先天性异常
  


  
    包括一侧或双侧精囊缺如、闭锁、重复畸形、发育不良、精囊囊肿和输尿管开口于精囊内等等。常伴有生殖系统其他异常。
  


  
    精囊发育不良或缺如是由于中肾管在胚胎发育上发生异常所致。先天性精囊缺如常合并先天性输精管缺如或同侧输精管异位开口。临床无特殊症状，患者可无生育能力，往往在男性不育患者做临床检查时才被发现。体检常可发现输精管缺如。成年患者精液检查可见精液量少，pH值低，精浆果糖阴性，精液不凝固。经直肠超声、CT及MRI等有助于诊断。
  


  
    精囊囊肿一般无自觉症状，囊肿较大时，可出现腹部、腰骶部及会阴部不适，可有尿频、尿痛和排尿困难，偶有血精、血尿、射精障碍等。囊内液常为血性，含有精子。可同时有肾、输尿管的畸形或缺如，B超、CT可协助诊断，囊肿穿刺既可做造影检查帮助诊断，又可注入硬化剂做治疗。
  


  
    输尿管开口于精囊内常会引起精囊扩张和炎症，这样的输尿管开口异常所连接的肾脏是重复肾的上肾段，而且常有感染和功能不佳。精囊造影和排泄性尿路造影可明确诊断。
  


  
    精囊先天性异常治疗：①非手术治疗：如精囊发育不良或完全缺如的畸形，无须手术治疗，需随访观察其变化；如造成不育，可用ICSI等解决生育问题。②手术治疗：有合并症和并发症存在时考虑手术治疗。精囊囊肿压迫膀胱或尿路引起明显的尿道梗阻时应切除精囊囊肿，耻骨上经膀胱在膀胱后壁膨隆处切开膀胱后壁切除囊肿较方便。输尿管开口于精囊内引起精囊扩张或炎症时，通常需要切除易感染且功能差的重复肾的上肾段以及所属输尿管。
  


  
    三、精囊感染
  


  
    精囊炎（spermatocystitis）是各种致病因素引起精囊的炎症性疾病。多发于男性中青年，可分为特异性精囊炎和非特异性精囊炎两种。特异性精囊炎常见有结核和淋病。非特异性精囊炎以大肠埃希菌、葡萄球菌和链球菌为多。精囊与前列腺均开口于后尿道，故精囊感染时常同时伴有前列腺感染。但也有相反意见，认为两者不能相提并论，也并非精囊炎必有前列腺炎。非特异性精囊炎根据病程又可分为急性和慢性两种。
  


  
    （一）急性精囊炎
  


  
    1.病因
  


  
    细菌侵入精囊的途径有3种。
  


  
    （1）后尿道直接蔓延：
  


  
    这是最常见的感染途径，后尿道的感染，经尿道的器械检查或治疗以及上尿路感染均可使细菌直接蔓延侵入精囊。
  


  
    （2）血行感染：
  


  
    感染从体内某一病灶经血流进入精囊。
  


  
    （3）淋巴感染：
  


  
    下尿路及结肠的炎症，可通过淋巴管而感染精囊。
  


  
    此外，任何情况导致前列腺、精囊充血，如饮酒过量、受寒、性欲过度、会阴损伤等，都能诱发急性精囊炎。
  


  
    2.临床表现
  


  
    急性精囊炎的临床表现依感染途径不同而不同。
  


  
    （1）由血行感染引起的主要表现：
  


  
    以全身症状为主，如高热、寒战、恶心、呕吐等全身脓毒血症状。如同时伴有输精管炎时，常有较重的下腹部疼痛，并可延及腹股沟和会阴部。
  


  
    （2）由后尿道途径感染引起的主要表现：
  


  
    为尿道烧灼感、尿频、尿急、尿痛及终末血尿与尿流滴沥等类似前列腺炎症状，同时精囊肿大，会阴部及直肠内剧痛，大便时疼痛加重。严重时有血性精液，性冲动可引起疼痛，射精时加剧，故患者常有暂时性抑制现象，也有性欲减退及早泄者。
  


  
    3.诊断
  


  
    急性精囊炎的诊断依据：
  


  
    （1）由尿道或血行感染途径引起的临床表现。
  


  
    （2）体格检查直肠指检可触及肿大的精囊，局部有压痛和热感，若有脓肿形成则有波动感。
  


  
    （3）实验室检查：血常规：白细胞总数及中性粒细胞可增高。尿常规：可有较多红、白细胞。精液检查：也有较多红、白细胞。
  


  
    4.治疗
  


  
    急性精囊炎应注意休息，保持大便通畅，禁忌一段时间房事；使用广谱抗生素，有脓肿形成引流不畅者需行脓肿切开引流；禁做前列腺精囊按摩和精道造影检查；可行坐浴或理疗以促进炎症吸收消散。有报道用黄连素直流电离子导入治疗急性精囊炎取得满意疗效。
  


  
    （二）慢性精囊炎
  


  
    慢性精囊炎多由急性精囊炎病变较重或未彻底治疗演变所致，精囊由于其本身结构特点，感染一旦发生，易引流不畅，感染病灶仍可残留，故急性精囊炎易转为慢性。此外，经常性兴奋，可引起精囊充血，随后继发感染，引起慢性精囊炎。
  


  
    1.临床表现
  


  
    血精为慢性精囊炎的特征，精液呈暗红色，并可有碎屑状陈旧血块，血精不易自止，在每次射精时出现，并能持续数月。
  


  
    精液常规检查有红细胞及白细胞，精子大多死亡或无精子。精囊造影、B超及CT检查有助诊断。
  


  
    2.治疗
  


  
    慢性精囊炎的治疗主要采用整体和局部相结合的中西医结合疗法，由于慢性精囊炎常与慢性前列腺炎同时发生，故治疗方法与慢性前列腺炎相似。首先向患者做好病情解释，消除患者不必要的顾虑，增强战胜疾病的信心。注意生活规律，劳逸结合。忌烟酒及辛辣刺激性食物，保持大便通畅。适当参加体育锻炼或劳动，避免久坐。保持合理的正常性生活。其次是局部治疗，每周1～2次，连续4周的精囊前列腺按摩，每日2次，每次15min的热水坐浴以及采用黄连素离子透入法等局部治疗可增进前列腺及精囊的血液循环，促使炎症吸收和消退。同时使用抗生素及中药综合治疗。另外，血精的治疗可用己烯雌酚1mg加强的松5mg口服，每日3次，连服2～3周多能使血精停止。
  


  
    （三）精囊结核
  


  
    精囊结核（tuberculosis of seminal vesicle）在男性生殖系统结核中发生率次于前列腺与附睾结核。但精囊结核易与前列腺结核同时发生。
  


  
    1.病因
  


  
    结核分枝杆菌感染精囊的途径目前认为有2种。
  


  
    （1）下行感染途径：
  


  
    结核分枝杆菌先侵犯泌尿道，从肾脏下行到尿道，再由前列腺导管开口侵犯前列腺并在前列腺实质内发生结核病变。如射精管引流不畅，结核侵犯精囊而形成精囊结核，即下行途径。
  


  
    （2）血行途径：
  


  
    结核分枝杆菌通过血行途径直接传播到精囊内。
  


  
    2.临床表现
  


  
    早期精囊结核的临床表现多不明显，可表现为类似慢性前列腺炎的症状，病变继续演变可出现如下症状：
  


  
    （1）血精：
  


  
    因结核侵犯精囊造成精囊结核或同时伴有前列腺结核引起腺体内出血。精液呈粉红色或带有血丝，严重时呈血液状。
  


  
    （2）精液减少：
  


  
    前列腺腺泡组织及精囊黏膜大量破坏，使腺体分泌功能障碍，精液减少，因此影响生育能力。
  


  
    （3）射精疼痛：
  


  
    射精管口阻塞，射精时可发生疼痛。如同时伴有附睾结核，则射精疼痛症状更加明显。
  


  
    （4）其他症状：
  


  
    其他可出现的症状有尿频、尿急、尿痛、排尿困难；性欲低下、勃起功能障碍、早泄等性功能障碍；会阴部结核窦道形成及全身中毒症状等。
  


  
    3.诊断
  


  
    早期的精囊结核不易诊断。对患有肺结核、泌尿系统结核或其他部位的结核，又有类似前列腺炎症状者，应考虑前列腺精囊结核的存在，诊断从如下几个方面着手：
  


  
    （1）询问病史：
  


  
    充 分了解临床表现。
  


  
    （2）体格检查：
  


  
    直肠指检：早期病变前列腺、精囊外形正常，严重时可触及肿大的前列腺，呈结节状，表面不规则，质地硬，有触痛；精囊肿大可触及，质地硬，表面不规则，触痛明显，晚期精囊结核可形成梭形肿块。阴囊检查注意附睾有无肿大变硬，输精管有无串珠状结节变化。同时注意会阴部有无窦道形成。
  


  
    （3）辅助检查：
  


  
    精液常规见精液量少，精子计数明显减少或无精子，有较多红细胞、白细胞。X线检查精囊区可见钙化影，精囊造影可见精囊扭转，轮廓不清，扩张或破坏。
  


  
    4.治疗
  


  
    （1）一般治疗：
  


  
    包括休息，适当营养。
  


  
    （2）药物治疗：
  


  
    使用抗结核药物联合应用。①链霉素每日肌注1g，连用2周，以后每周2次，每次1g；②异烟肼：每日0.3g顿服；③利福平：每日0.45～0.6g顿服；④维生素B6：每日5～10mg，每日1次。
  


  
    上述药物应用足量而不间断，一般连续应用3～6个月，然后根据临床症状与体征以及前列腺按摩液（EPS）与精液化验来估计治疗效果。如上述治疗效果不佳，可考虑应用其他抗结核药物。
  


  
    （3）手术治疗：
  


  
    适 用于药物治疗无效，并且形成较大空洞、窦道等情况时，可考虑作病灶清除术，将病变前列腺或精囊切除或将窦道切除。手术前后仍需配合上述抗结核治疗，以免结核播散。
  


  
    四、精囊结石
  


  
    精囊结石（calculus of the seminal vesicle）极罕见，好发于老年人，其发生与慢性精囊炎、射精管阻塞、精囊液潴留或代谢失调等有关。结石可单发或多发，单侧或双侧，可以单独发生，也可和前列腺结石一起发生。结石呈棕色，质硬，圆形，光滑，直径1～2mm，有达1cm者，核心为上皮细胞和黏液性物质，外沉积盐类。结石成分有磷酸钙、碳酸钙。精囊结石多无症状，偶可引起血精或射精疼痛或会阴部不适等症状，可有尿路刺激症状，排尿困难及间断性血尿。经直肠摸到精囊中有表面光滑的硬结，固定而有压痛，多发者有劈啪响声，X线检查精囊区有斑点阴影，有助诊断。
  


  
    精囊结石症状严重者需手术摘除，无症状者不作治疗。
  


  
    五、精囊肿瘤
  


  
    精囊肿瘤（tumor of the seminal vesicle）有良性和恶性之分。原发性肿瘤来自精囊上皮组织（乳头状瘤和癌）或间叶组织（肉瘤），发病年龄50岁以上癌多见，50岁以下肉瘤多见。精囊的原发性肿瘤较少见，多为前列腺癌、膀胱癌、直肠癌或盆腔内转移性肿瘤的直接扩散而来。常见的良性肿瘤有：乳头状瘤、囊腺瘤、纤维瘤、黏液瘤、平滑肌瘤、血管周围细胞瘤等。恶性肿瘤有乳头状癌和肉瘤。由于早期肿瘤无明显症状，就诊时多已晚期，以致临床或病理检查均难以确定肿瘤是原发或继发。
  


  
    （一）原发性精囊乳头状癌
  


  
    是精囊上皮的恶性肿瘤，又称腺癌或未分化癌，常发生于50岁以上老人，左侧精囊癌略多于右侧。
  


  
    1.临床表现
  


  
    精囊癌的主要症状是血精，其原因可能是肿瘤组织侵犯精囊黏膜血管或形成癌性溃疡，精囊的收缩引起出血而产生血精，同时伴有性交后会阴部疼痛。其次是血尿，间歇性血尿多见，严重者可出现全程血尿，血尿多不伴尿频、尿急、尿痛等症状，多在劳动后或按摩前列腺后加重。排尿困难是精囊癌的晚期症状，系肿瘤增大或侵犯前列腺等部位而压迫尿道所致。
  


  
    2.诊断
  


  
    对原因不明的反复血精、血尿病例，在积极地做消炎治疗无好转时，应怀疑精囊肿瘤。精囊肿瘤的诊断主要依据血精病史、直肠指检、膀胱镜检和精囊造影，若辅以经直肠B超、CT等检查，一般诊断不困难。检查精液中可有红细胞、恶性肿瘤细胞。肛门指检扪及精囊部不规则肿块，呈结节状，质地硬。肿块逐渐增大，至晚期病变累及全精囊、前列腺、直肠等处。膀胱镜检可见膀胱颈部梗阻，三角区和后壁抬高、高低不平，输尿管口梗阻等。精囊造影可见精囊阻塞、变形或充盈缺损，可确定肿块与精囊、膀胱、前列腺的关系。B超检查可探及精囊部低回声肿块，可与囊肿鉴别。CT检查可显示肿瘤的部位、范围以及性质，有助于与囊肿鉴别。
  


  
    3.治疗
  


  
    精囊癌治疗的主要手段是手术治疗。切除范围包括双侧精囊、前列腺、膀胱、盆腔淋巴脂肪组织在内的广泛切除（肿瘤根治性切除）。手术途径可由骶前或会阴部切口，也可选用耻骨上切口，但操作不方便。睾丸切除或女性激素治疗作为术后辅助治疗，有一定作用。术后辅以放疗和化疗。早期治疗有存活9～12年的报告。对于晚期精囊癌，已失去手术时机者或者有手术禁忌证者，只暂作姑息治疗，采用放疗和化疗，但预后差，往往1年内死亡。
  


  
    （二）原发性精囊肉瘤
  


  
    极其罕见，其临床表现及诊断方法都和精囊癌相似，唯有病理组织发现不同，治疗方法同精囊癌，但预后不佳。
  


  
    六、原发性精囊淀粉样变
  


  
    随着年龄增长，精囊上皮固有层内出现淀粉样变。其特点是淀粉样变累及精囊之血管壁，而全身性淀粉样变仅累及精囊血管壁，不累及精囊上皮。原发性精囊淀粉样变可引起血精，腹股沟疼痛及尿路刺激症状。直肠指检精囊增厚或有触痛。无特殊治疗。
  


  （王涛　梁培育　刘继红）


  
    第六节　前列腺疾病
  


  
    一、前列腺的解剖、组织结构和功能
  


  
    （一）前列腺的解剖和组织结构
  


  
    前列腺是附属性腺中最大的不成对实质性器官，位于盆腔内。其形状和大小颇似前后扁平的栗子，色淡红而带灰白色。在青壮年，直径约3～4cm，重约20g。
  


  
    前列腺上端宽大，为前列腺底，紧接膀胱颈部，此面最大，稍微凹陷。下端尖细，称前列腺尖。前列腺尖与前列腺底之间为前列腺体。在前列腺底的中央有尿道穿入，贯穿前列腺实质后，再由前列腺尖穿出。左右射精管则在前列腺底部穿入，开口于尿道的精阜。前列腺有前后两面，前面凸隆，与耻骨联合相对；后面平坦，与直肠相邻。在此面正中线有一浅纵沟，称前列腺沟，在活体可经直肠触知前列腺后面和前列腺沟。
  


  
    前列腺分为五叶：前叶、中叶、后叶和左、右侧叶。前叶介于左、右侧叶和尿道之间，临床上无重要作用。中叶又称前列腺峡部，呈上宽下尖的楔形，位于尿道后面、两侧叶及射精管之间。老年人此叶往往肥大，轻度向上发展可将尿道口后方的膀胱三角区下角处的黏膜顶起，形成膀胱悬雍垂，严重时，可压迫尿道而致排尿困难。后叶位于射精管的后下方、中叶、两侧叶及尿道的后面，此叶很少发生肥大。两侧叶发生肥大时，从侧面压迫尿道，可致尿潴留。
  


  
    McNeal（1972年）结合前列腺功能、病理与形态学，对前列腺各部作了新的命名。腺体分为三部分，最大的部分为周边区（peripheral zone），次之为中央区（central zone），两者占腺体的95%，其余5%的腺体为移行区（transitional zone）。周边区为前列腺癌最常发生的区域，而移行区则是前列腺增生发生的唯一部位。移行区结构较为复杂：在膀胱颈至精阜之间，平滑肌构成的圆筒状括约肌包围尿道及其周围腺体。在括约肌的远端，尿道周围腺体的腺管向四周延伸构成移行区。
  


  
    前列腺在组织结构上，其周围被一层由结缔组织与平滑肌细胞所构成的被膜所包绕。前列腺的被膜可分为三层：外层为血管层，中层为纤维层，内层为肌肉层。被膜中的结缔组织和平滑肌细胞与前列腺内部基质中的结缔组织和平滑肌细胞相连接。前列腺由腺组织和基质组成。
  


  
    1.腺组织
  


  
    腺组织由30～50个管泡腺组成，最后汇成15～30条导管，直接开口于尿道前列腺部精阜两侧。腺泡上皮为单层柱状上皮或假复层柱状上皮，部分区域可出现单层立方或单层扁平上皮，一般多呈假复层柱状上皮，由主细胞与基底细胞组成。
  


  
    （1）主细胞：
  


  
    人前列腺主细胞高约12～13nm，宽8～10nm。核位于基底部，其直径约5～7μm。主细胞的顶部与核上区有分泌泡，直径约0.20μm左右，有的是空心的，有的含有较致密的凝集物。细胞质内的高尔基体发达。在细胞的基底有线粒体、粗面内质网、游离核糖体、溶酶体等。溶酶体呈不同形态：初级溶酶体、残余体、脂褐素、多泡体与致密体。此外尚可见到糖原颗粒。细胞表面有微绒毛，并有质膜内陷形成的小泡。
  


  
    （2）基细胞：
  


  
    基细胞高4～6μm，宽9～11μm，位于主细胞与基膜之间，形态多样包括扁平、三角形、立方形，也可看到柱状基细胞，基细胞的膜显示很强的ATP酶与5-核苷酸酶的活性，后者可作为这一细胞的标志酶。基细胞的细胞质较主细胞致密，细胞器较少，具未分化细胞的特征。在腺泡腔内可见到由分泌物凝固而形成的圆形或卵圆形小体，切面上呈同心圆的板层状，有时可发生钙化，形成前列腺结石，结石常随年龄而增加。导管上皮为假复层柱状上皮。上皮细胞内有大量粗面内质网、小的线粒体与糖原颗粒。高尔基体位于核上区，周围有许多电子密度深的分泌颗粒。在前列腺精阜处，可以看到特殊类型细胞。①涎黏蛋白细胞：位于精阜区中央，细胞化学显示有神经氨酸蛋白。核上区有特异性分泌颗粒。颗粒呈圆形，直径60～85nm，有膜包裹，具不同的电子密度。②嗜铬细胞：位于尿道前列腺部上皮细胞间，含有特殊圆形颗粒，内含5-羟色胺、胃动素、P物质等。③星形小颗粒细胞：位于人的尿道前列腺部，仅存在于前列腺开口处附近的尿道上皮中。这种细胞分泌尿抑胃素（urogastrone），具有强烈的抑制胃分泌作用。腺组织在前列腺中的排列有一定的规律。腺组织以尿道为中心，排列成内、中、外三个环行区带。内带位于尿道周围，称为黏膜腺；中间带位于尿道周围的外周部分，称为黏膜下腺；外带居最外侧，是前列腺的主要组成部分，叫主腺。主腺最大，其分泌量占首位，受雄激素的影响。
  


  
    2.基质
  


  
    前列腺的基质由三种成分组成：结缔组织、平滑肌细胞、弹性纤维。各种成分的比例随年龄而不同。胶原纤维自50岁开始逐渐增加，平滑肌纤维与弹性纤维则逐渐减少。肥大细胞在青春期增加，以后保持稳定。
  


  
    （二）前列腺的功能
  


  
    前列腺被认为既有外分泌作用，又有内分泌作用。成年男性每次射精量大约是3.0～3.5ml，可有2～6ml不等。主要由两种重要成分组成：精子和精浆。精浆主要由附属性腺分泌，其中前列腺分泌液约占30%。前列腺分泌液富含钾、锌、柠檬酸、果糖、大量的蛋白和酶。他们的作用尚不完全清楚。
  


  
    1.前列腺的外分泌作用
  


  
    成人前列腺持续分泌一种稀薄的液体，其色与牛乳相仿，呈酸性（pH6.5）。在射出的精液中前列腺液约占精液的30%。
  


  
    （1）锌：
  


  
    人前列腺内含有很高浓度的锌，在精液内，锌的浓度为67.8ng/ml，说明在射精时，前列腺分泌物被大大稀释了。前列腺的锌被分为结构锌和分泌锌。结构锌位于细胞核中，而分泌锌位于细胞顶端。有研究表明锌对双氢睾酮有作用：当锌浓度为50μmol/L时几乎完全抑制了睾酮还原为双氢睾酮，而当锌浓度较低时则相反，可以刺激睾酮还原为双氢睾酮。推测锌可能参与了前列腺分泌的负反馈调节。双氢睾酮可能始动一种锌结合蛋白的合成，这种锌结合蛋白使锌能堆积在前列腺的上皮细胞与管腔内，当锌浓度高时，抑制5-α还原酶的作用。射精时，前列腺锌丧失，5-α还原酶活性恢复，锌重新在前列腺内堆积。
  


  
    前列腺分泌锌进入精液内，具有抗微生物的作用。在前列腺恶性疾病中可以观察到一种特异的锌结合蛋白。大量的研究显示，在前列腺中锌是一种重要的局部抗细菌因子。在慢性前列腺炎患者中锌的浓度明显降低。
  


  
    （2）柠檬酸盐：
  


  
    人前列腺液内的浓度为720～2100mg/dl，精浆内的浓度为320mg/dl。柠檬酸盐的形成受雄激素的影响。
  


  
    柠檬酸盐是人精浆中最重要和必要的阴离子之一，目前认为由于柠檬酸能与钙离子结合而形成可溶性复合物，因而抑制钙盐的沉淀。钙可以抑制酸性磷酸酶，因此柠檬酸具有保护酸性磷酸酶的功能。柠檬酸不影响精子的代谢，似乎能加强精子的运动。此外，柠檬酸具有很强的缓冲能力，可能使精浆维持在适宜的pH与渗透平衡状态。
  


  
    （3）酸性磷酸酶：
  


  
    酸性磷酸酶是一种糖蛋白。前列腺内有两种酸性磷酸酶，一种是溶酶体内的，与其他细胞内的一样；另一种是分泌性的，后者受雄激素的影响。阉割后，后者几乎完全消失而前者仍然存在。前列腺内的酸性磷酸酶较其他组织高出千倍。老年人血清中酸性磷酸酶增加应考虑癌症的可能性。酸性磷酸酶可溶解多种磷酸单脂，最适宜pH为5～6，可将磷酸转移到葡萄糖与果糖上，故此酶与精子能量代谢有关。
  


  
    （4）精胺与亚精胺：
  


  
    人前列腺组织内及其分泌物内含有大量的精胺，他在精浆中的含量大约是50～350mg/dl。精胺被精胺氧化酶氧化可形成一种挥发性碱。精液的特殊气味就来自这种挥发物质。精胺能使平滑肌松弛，并能结合到tRNA、DNA及细胞膜上。氧化的精胺在人的精液中具有抑制细菌的作用。人的精浆中含有二胺氧化酶，能分解精胺而产生细胞毒醛，影响精子的运动与生成。
  


  
    （5）蛋白质：
  


  
    人前列腺分泌物中，蛋白质含量很低。人射出精液的最初部分（主要为尿道球腺与前列腺的分泌物）含有IgG、IgA、白蛋白、转移因子、溶菌酶、淀粉酶、中性蛋白酶、乳酸脱氢酶、芳香酰胺酶、碳酸酐酶等。前列腺液内还含有血纤维蛋白溶酶原与血纤维蛋白溶酶原激活因子，这一因子的作用被认为参与：①射出精液的凝固与液化；②兴奋与维持精子的活动性；③精子穿过宫颈黏液；④精子穿过透明带。
  


  
    （6）前列腺小体：
  


  
    前列腺小体（prostasome）是一个完整的细胞外器，由前列腺的腺上皮细胞分泌，有3层膜结构，有时为5层膜，偶尔也有多层膜结构。前列腺小体很小，直径约150nm，超微结构位于上皮细胞膜限制的贮存泡内。前列腺小体是由细胞内完整地分泌到前列腺液中，没有细胞膜的损失。前列腺小体在人精液中存在着足够的数目，主要发挥免疫抑制作用，可能对包含在人精液中的其他免疫抑制因子起辅助作用，保护精子免受损害，延长寿命，结果增加受孕的机会，同时前列腺小体可能对性传播疾病起促进作用。前列腺小体的免疫抑制作用主要表现在：①调节吞噬细胞的活性；②抑制淋巴细胞的增殖；③对精子产生作用。前列腺小体可以阻止巨噬细胞吞噬乳胶颗粒的能力，对生育可能更有益。前列腺小体可能在精子进入女性生殖道时由精子载入。精子进入阴道后，吞噬细胞摄取前列腺小体，致使部分吞噬细胞失活，功能减弱。另外，前列腺小体可能对前列腺素削弱女性生殖道的免疫防御能力起辅助作用。前列腺小体可依此方式保护精子免遭吞噬，从而延长其寿命，增加受孕的机会。
  


  
    （7）精子素（seminin）：
  


  
    精子素是一种蛋白水解酶。据认为其能够影响精浆的凝固和液化作用。
  


  
    此外前列腺还可能具有分泌PSA等其他分泌功能。
  


  
    2.前列腺的内分泌作用
  


  
    前列腺能分泌多种激素如促甲状腺释放激素、促肾上腺皮质激素、松弛素、内啡肽、催乳素与抑制素等。
  


  
    （1）内啡肽与促肾上腺皮质激素：
  


  
    这两种激素存在于前列腺上皮细胞内。但其量甚微，不影响血液中的浓度。很可能这两种激素从细胞顶端分泌到管腔中，精液中已发现内啡肽样物质，他们可能在局部发挥作用。
  


  
    （2）抑制素：
  


  
    在正常前列腺中抑制素位于上皮细胞的胞质内。用同位素测定其在组织内的浓度，良性前列腺增生者为正常男性的10倍，测定血清中的浓度，前者为后者的4倍。手术切除肥大的前列腺组织后血清中的抑制素浓度下降。抑制素在前列腺中的作用尚不清楚。从结构上看，抑制素很接近前列腺的精子包裹抗原。有报道，对动物用了抗精子抗体后可导致不孕。最近发现，在大鼠前列腺内抑制素刺激鸟氨酸脱羧酶活性，已知多胺合成第一步限速酶即鸟氨酸脱氢酶，多胺对蛋白质、核酸及细胞分化具有刺激作用。在前列腺增生时抑制素增加，影响多胺合成，后者使组织生长。在前列腺增生时，血清中抑制素也增高。
  


  
    3.前列腺在排尿过程中的作用
  


  
    前列腺与膀胱颈并无纤维组织或肌肉组织相隔，前列腺被看成膀胱颈的腺性部分。另一方面，前列腺构成近端尿道壁，包括尿道内括约肌。此肌由平滑肌组成，环绕前列腺部尿道。内括约肌为逼尿肌的延伸。当逼尿肌收缩时，内括约肌即放松。随意志的排尿起始于前列腺尖端的外括约肌的松弛。
  


  
    二、前列腺炎
  


  
    前列腺炎，尤其是慢性前列腺炎（chronic prostatitis，CP）是成年男性的常见病。大约50%的男性在一生中会经历前列腺炎的症状，25%的男性会被发现由于患前列腺炎而出现泌尿生殖系统疾病。前列腺炎原指一种感染性疾病，但是只有5%～10%的患者被发现真正有细菌性感染。事实上，大多数患者EPS中并不能检测到明显的细菌。临床上，常见的前列腺炎类型有急性细菌性前列腺炎、慢性细菌性前列腺炎、非细菌性前列腺炎和无症状性前列腺炎。不同的前列腺炎具有不同的特征。
  


  
    （1）急性细菌性前列腺炎：又称Ⅰ型前列腺炎。常有明显的尿道感染及全身急性脓毒性病变症状和体征，常常伴有发热。在患者的尿液、前列腺液和尿道分泌物中能够查到同一种病原菌。同时伴有尿急、尿频、尿痛等泌尿系统感染症状，可有明显的排尿困难。
  


  
    （2）慢性细菌性前列腺炎：又称Ⅱ型前列腺炎。病程常常迁延不愈，虽然经过数个疗程的抗生素治疗，EPS中仍能培养出病原体，该病原体能够引起反复发作的尿路感染。尿路细菌培养常常为阳性，EPS中含有大量白细胞。
  


  
    （3）非细菌性前列腺炎：又称Ⅲ型前列腺炎。无尿路感染病史，并且下尿路细菌培养为阴性。此型又根据EPS中白细胞多少分为ⅢA及ⅢB两个亚型。前者EPS中含有大量白细胞，每个高倍视野多于10个，后者则少于10个。后者即是以往分类中的前列腺痛的亚类。
  


  
    （4）无症状性前列腺炎：无前列腺炎相关症状，无尿路感染病史，EPS培养阳性。
  


  
    前列腺炎，尤其是慢性前列腺炎是成年男性的常见病，可引起精子或精液异常，是男性不育的重要因素之一。两者之间的关系越来越受到研究者的关注，虽然两者之间尚无确定的因果关系，而且慢性前列腺炎诱发男性不育的机制非常复杂，但是大量研究显示两者之间有一定关系。
  


  
    （一）慢性前列腺炎引起男性不育的机制
  


  
    1.慢性前列腺炎对顶体反应的影响
  


  
    精子顶体酶活性的大小和顶体反应率的高低，对受精过程有很重要的意义。因此，临床上常将精子顶体酶的活力和顶体反应率作为评价精子质量的两个重要指标。文献报道，慢性前列腺炎患者上述两项指标均明显降低，究其原因可归为以下几点：
  


  
    （1）肿瘤坏死因子的影响：
  


  
    ⅢA型前列腺炎患者的精液中白细胞增高，白细胞产生的肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）的浓度随之升高，可通过抑制细胞蛋白的生物合成及趋化作用而破坏精子的功能和成熟外，还可降低精子的Ca2+-ATPase活性，从而直接影响顶体酶活性和顶体反应。Kocak等人报道，TNFα与精子活力密切相关也证实了这一点。TNFα也可使精液中的超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性显著降低，使精液清除ROS的能力减弱，精子受到ROS的攻击和毒性作用，也可导致精子顶体酶及顶体反应下降。TNα还可激活精液一氧化氮合酶（nitric oxide synthase，NOS）的活性，使精液中NO含量显著增加，并与超氧化物反应形成具有精子细胞毒性的过氧化物，进而影响精子的顶体酶活性和顶体反应。
  


  
    （2）顶体反应：
  


  
    顶体反应一般可分为自发性及诱导性二种。只有在女性生殖道内受到透明带和孕酮诱导而发生的顶体反应才是有效的，反之，任何自发性的顶体反应均不会导致受精。Henkel等研究显示，慢性前列腺炎患者中自发性顶体反应水平升高，而诱导性顶体反应水平则明显降低，这或许能在一定程度上解释为何某些顶体反应总水平正常的CP患者仍然不育的现象。
  


  
    2.前列腺腺体分泌功能减退
  


  
    （1）前列腺分泌锌减少对不育的影响：
  


  
    精 液中的锌主要有两个来源，一是精子中的锌，二是精浆中的锌，而精浆中的锌主要是由前列腺分泌的。在前列腺分泌的微量元素中以锌最为重要，其含量为1.8～2.4mmol/ml。雄性激素调节前列腺的泌锌功能，以保证精液中含有足够的锌浓度。锌通过调节存在于前列腺细胞微粒体及细胞核的5α-还原酶的活性来调节细胞内双氢睾酮水平；锌还可调节蛋白及核酸的代谢以及ATP的生成和线粒体的功能，保持大分子结构的完整性。前列腺中锌缺乏可抑制睾酮向双氢睾酮的转化，引起性腺功能不足。锌对精子也有重要作用：①精浆锌参与生殖系统多种酶的组成，可延缓精子细胞膜的脂质氧化，维持胞膜结构的稳定性和通透性，使精子具有良好的活动力。在精浆缺锌时，精浆超氧化物歧化酶含量降低，ROS产生增加，精浆抗氧化能力下降。②在射精过程中精子吸收精浆内的锌，与胞核染色质的巯基结合，使染色质免于过长解聚，有利于受精。③锌与精子的运动力密切有关。Saito等把锌加入含有狗附睾精子的培养液时，精子开始运动，而人的前列腺液亦能使精囊液中不动的精子激活，说明精子由不动到运动这种改变可能由锌所诱导。
  


  
    Fuse等通过对不育与已生育的男性精浆中锌含量的比较发现：①无精子症和少精子症患者的锌浓度低，而弱精子症患者的锌浓度高，肯定精液中锌浓度与精子的活力有关；②精浆中锌浓度与睾酮浓度呈正相关。慢性前列腺炎时，前列腺液的pH值升高，锌、柠檬酸含量减少，最终影响精子的活力与质量，导致不育。Black等研究发现前列腺炎患者EPS中锌含量明显下降，而其血浆锌含量正常，认为EPS中锌含量降低是由于前列腺组织细胞摄取和分泌锌的功能受损造成的。有学者认为精液锌含量的变化，可作为衡量前列腺炎是否好转的一项客观指标。
  


  
    （2）纤溶酶原激活因子：
  


  
    纤溶酶原激活因子（plasminogen activator，PA）是人体内重要的丝氨酸蛋白水解酶，广泛参与人体内多种涉及细胞增殖、迁移和组织重建等的生理和病理过程。有研究表明，PA可能参与精子发生、成熟、精子获能、精液液化等诸多涉及男性生殖的生理过程。PA在精液中有较高的表达，其在精液中的活性要远高于血液，目前普遍认为PA来源于前列腺腺体的分泌。洪锴等研究观察到，慢性前列腺炎患者的精浆PA活性显著降低，并与精液液化时间成反比，与精子浓度及活力成正比，因此认为PA降低是CP影响前列腺的分泌功能所致。
  


  
    （3）PSA：
  


  
    是精浆中最丰富的蛋白酶，其生理功能为降解精液凝胶中的主要蛋白（SgⅠ、SgⅡ及纤维连结蛋白），使精液液化。PSA主要由前列腺腺上皮柱状细胞分泌，由于正常生理情况下前列腺腺泡分泌的PSA与淋巴系统间存在着一个屏障，主要由基底膜、基底细胞和内皮层构成，因此PSA一般不能通过淋巴系统进入血循环。但前列腺炎症的病理变化过程可损害腺泡和导管上皮细胞，并可能破坏生理屏障的完整性，使较多的PSA渗漏到外周循环，导致血清PSA浓度升高，与此同时，随前列腺液分泌入精液的PSA浓度相对降低，因此精液液化时间也随之延长，最终影响精子活率与活力。
  


  
    （4）前列腺小体：
  


  
    前列腺小体（prostasome）是由前列腺上皮细胞分泌的一种亚细胞结构，随着前列腺分泌液进入精浆，目前认为其在精子活力、精子内钙的动态平衡、精液液化方面起作用，同时还具备调节补体与免疫的功能。除去前述由于慢性炎症破坏腺泡和导管上皮细胞而导致分泌功能下降外，pH上升对于前列腺小体的抑制作用也受到关注。Arient等研究表明，前列腺小体与精子的黏附甚至融合程度与pH值成反比。而CP患者前列腺分泌柠檬酸功能下降，导致精液pH值上升，进而影响前列腺小体的功能。
  


  
    3.ROS对不育的影响
  


  
    慢性前列腺炎患者的精液中含有大量的白细胞。以往的研究表明其可通过降低抗氧化剂活性损害精子的功能，使精液中精子浓度下降，精子活力、前向运动降低及精子畸形率增加。Maruyama等把白细胞放入正常人的精液中进行田鼠卵穿透试验，发现白细胞使精子的穿透率下降。正常男性的精浆中含有低水平的ROS，而在40%～80%的不育患者中，其精浆的ROS水平明显增高。在白细胞精子症中，激活中性粒白细胞和巨噬细胞释放出大量的活性ROS，主要包括超氧离子（[image: ]•）、过氧化氢（H2O2）及氢氧根（•OH）等，继而导致精子功能的损害。
  


  
    ROS影响不育的原因主要表现在以下3个方面：
  


  
    （1）ROS抑制ATP的生成及精子运动：
  


  
    精子中ATP的含量与精子的前向运动相平行，Armstrong等通过化学荧光和电子磁共振发现ROS能明显抑制精子ATP的生成，使精子ATP含量降低及运动能力减弱。其中主要起作用的ROS是H2O2，低浓度的H2O2即可抑制精子线粒体的氧化磷酸化，干扰精子的能量代谢，导致精子运动停止。另外，还发现次黄嘌呤和黄嘌呤氧化酶产生的ROS亦可导致ATP的损耗而抑制精子的运动，超氧化物歧化酶亦影响精子的代谢。
  


  
    （2）ROS产生脂质过氧物损害精子膜：
  


  
    人类精子膜内含有大量的不饱和脂肪酸，而其胞质中仅含有低浓度的抗氧化酶和抗氧化物，因而易受脂质过氧化物的损害，精子细胞内的抗氧化酶不能保护环绕在精子顶体、尾部的质膜免受损害。过高的ROS水平可通过诱导产生脂质过氧化物，损害精子膜的不饱和脂肪酸，从而损害精子的功能，使精子膜失去流动性，精子活力下降，导致精卵不能融合。脂质过氧化物还可损害精子的超微结构，从而影响精子活力。
  


  
    （3）ROS破坏精子DNA：
  


  
    许多研究表明ROS可导致精子染色体发生交联、DNA碱基氧化及DNA链断裂。Pasqualotto FF等发现慢性前列腺炎患者EPS中的ROS要高于正常人，并且EPS白细胞阳性者的ROS高于白细胞阴性者，所有慢性前列腺炎患者的总抗氧化能力（Total antioxidant capacity，TAC）都比正常人低，不管精液中有无白细胞，ROS和TAC之间的不平衡表明精液氧化能力和男性不育有关。
  


  
    4.免疫机制对不育的影晌
  


  
    生殖系统是一个相对“封闭”的环境，精子从产生到排出体外全过程均不会接触到自身免疫系统，因此精子是一个隐匿性自身抗原。生殖道的免疫系统既要维持局部不被病原菌及病毒侵犯，又要避免损害生殖系统，处于一个低活性的“稳态”。而慢性前列腺炎打破了这一平衡，免疫系统长期处于炎症刺激下，产生持久而强烈的应答，并随之影响到生育功能。
  


  
    （1）体液免疫：
  


  
    前列腺炎引起的免疫反应引起人们的广泛兴趣。虽然不育症患者抗精子抗体（Anti-Sperm antibody，AsAb）的存在说明AsAb能导致不育，但AsAb与免疫性不育之间的关系仍处于争论之中。Hiroaki等应用计算机辅助分析技术发现449名男性不育患者中AsAb IgG、IgA、IgM的阳性率分别为2.9%、1.56%、0.22%，AsAb附着于精子的表面，且主要集中在精子的头部和尾部，并且对精子的活力具有重要的影响。AsAb可从多个方面影响生育：①影响精子运动；②阻止精子获能；③阻止精子向宫颈管迁移；④阻止顶体反应；⑤阻止精子穿入并溶解卵透明带；⑥阻止精卵结合。黄鹂等的研究发现AsAb的产生和慢性前列腺炎有关，且慢性前列腺炎伴不育患者精浆中AsAb比血浆中的AsAb高，提示在生殖道局部易产生AsAb，认为精浆中AsAb在临床上更有意义。
  


  
    （2）细胞免疫：
  


  
    除了ⅢB型前列腺炎，无论是细菌性还是非细菌性前列腺炎，在前列腺液中都有炎症细胞，主要是中性粒白细胞、淋巴细胞、巨噬细胞。炎症细胞能产生多种细胞因子，如T辅助细胞能产生IL-2及II-6，巨噬细胞能产生TNFα、IL-1β及IL-8等。TNFα、IL-1β为慢性前列腺炎炎症感染的标志，TNFα能损害精子与卵透明带结合。细胞因子影响精子功能的机制还不甚明了，可能通过细胞因子作为介质进行信号传导，激活STAT（Signal transducers and activator）蛋白并使之磷酸化，从而影响了精卵结合。
  


  
    精浆中的细胞因子主要来自前列腺液，在慢性前列腺炎引起不育的发病机制中起重要作用。EPS和精浆中细胞因子（IL-2、IL-6、TNF-α）水平可以作为慢性前列腺炎伴不育患者有价值的指标，在诊断及治疗上有一定的临床意义。
  


  
    5.病原菌的直接影响
  


  
    （1）厌氧菌：
  


  
    厌氧菌是前列腺炎的致病菌之一，而且越来越多的证据表明厌氧菌是引起男性不育的原因之一。Szöke等通过对慢性细菌性前列腺炎患者的EPS进行细菌培养发现：①36%的慢性前列腺炎患者厌氧菌计数＞106CFU/ml，而健康男性厌氧菌计数≤106CFU/ml；②厌氧菌的检出率是需氧菌的3.9倍，认为厌氧菌是慢性前列腺炎患者的主要致病菌之一。Jarvi等运用聚合酶链式反应（PCR）及DNA序列分析技术提高了精液中细菌的检出率，发现样本中90%为厌氧菌。Brunnel等亦从慢性细菌性前列腺炎伴不育患者中分离出厌氧菌，并发现厌氧菌可降低精子对田鼠卵的穿透力。国内学者对慢性细菌性前列腺炎及引起不育者的前列腺液的细菌学亦进行了研究，认为厌氧菌不仅是慢性细菌性前列腺炎的致病菌，并与慢性细菌性前列腺炎所致不育有关；厌氧菌性慢性细菌性前列腺炎可引起精液液化障碍、异形精子数目增多，最后导致不育。
  


  
    （2）需氧菌：
  


  
    慢 性前列腺炎时细菌可随着前列腺液的分泌而混入精液中，通过直接和间接的作用影响精子的活动及其功能。炎症可诱发前列腺的分泌功能发生障碍，导致精液液化不良，这可能和前列腺分泌的与精液液化有关的酶减少有关。细菌通过细胞间相互作用和黏附现象导致精子活动参数改变，并干扰精子的分子结构和细胞的完整性。许多文献报道慢性细菌性前列腺炎患者EPS中最常见的需氧菌为革兰阴性杆菌，如大肠埃希菌、变形杆菌等，其中大肠埃希菌约占80%。Diemer等运用计算机辅助精子分析技术进行研究，发现大肠埃希菌可引起精子直线运动速率及平均运动速率明显下降，前向运动的精子减少，仅占1.8%。大肠埃希菌还可以引起人精子膜及其他表面结构、头部（包括顶体）超微结构改变，导致精子头部、中部及尾部缺陷，使其活力下降。
  


  
    （3）支原体与衣原体：
  


  
    目前尚无足够的证据说明慢性非细菌性前列腺炎的病原体可导致男性不育。Keck等发现溶脲脲原体占非细菌性前列腺炎病原体的10%～40%，认为溶脲脲原体、沙眼衣原体等主要通过性传播途径作用于女性的输卵管而引起不育。Bollmann等对132例慢性前列腺炎患者的精液进行研究发现，由沙眼衣原体、溶脲脲原体引起的前列腺炎与精液质量的改变无明显相关性。
  


  
    6.梗阻
  


  
    慢性前列腺炎患者由于前列腺部长期、慢性病变，使前列腺尿道周围组织出现瘢痕性愈合，这些改变可导致尿道狭窄、射精不完全或逆行射精。如果感染波及生殖道其他组织器官，则能产生相应的病理改变，例如睾丸炎、慢性附睾炎、附睾纤维化结节形成、输精管炎、射精管口阻塞等，这些慢性改变可使前列腺及精子输出管道出现瘢痕黏连、狭窄或闭锁，也可以导致从生精小管到射精管发生梗阻，进而导致精子输送障碍，表现为部分性的排精困难或完全性的梗阻性无精子症。
  


  
    7.其他因素
  


  
    具有神经精神系统症状和性功能障碍的慢性前列腺炎患者常伴有明显的精神心理症状，由于担心CP会严重影响自己生育功能和性功能，患者可出现心因性性功能障碍，包括勃起功能障碍、不射精等，影响到生育。
  


  
    8.治疗慢性前列腺炎的方法和药物影响
  


  
    许多治疗慢性前列腺炎的方法，如热水坐浴、抗生素、抗炎药物，尤其是局部治疗，如输精管穿刺给药、前列腺内注射给药、局部物理疗法等，都对男性生殖能力有负面影响。临床上应尽量避免在治疗合并不育的病例中运用这些方法。
  


  
    因此，慢性前列腺炎与男性不育的发生有一定联系。随着临床和实验技术的不断结合与发展，随着对慢性前列腺炎的进一步深入研究，慢性前列腺炎与不育的关系将得到进一步阐明。因此，对于不育症患者的诊疗应把慢性前列腺炎作为一个重要的病因加以考虑、排除及治疗，如确实存在前列腺炎，则应通过去除感染源、控制局部炎症反应，以提高精液质量，治疗不育。
  


  
    （二）慢性前列腺炎的诊断
  


  
    慢性前列腺炎的诊断单凭临床经验是不够的，病史、体格检查、显微镜分析、精液分析仍是最基本方法。1995年美国国立卫生研究院（NIH）前列腺炎研究协作组制定了前列腺炎症状评分表，用于评价前列腺炎症状的严重程度，目前已经广泛用于临床及科研中。
  


  
  
    慢性前列腺炎症状指数（NIH-CPSI）
  


  
    （美国国立卫生研究院制订）
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      以上表格可作为前列腺炎的症状评估之用。另外，以下检查可以考虑：
    


    
      （1）EPS检查：EPS显微镜检查对前列腺炎的诊断和分类很重要，EPS中每高倍视野含有10个以上白细胞应考虑ⅢA型前列腺炎。但要排除假象，因为尿道疾患、无感染的前列腺结石也可导致EPS中白细胞升高。此外未成熟的精子也不易与白细胞相区别。
    


    
      （2）免疫反应的测定：在慢性前列腺炎患者中，前列腺液中整个免疫球蛋白水平升高。在前列腺分泌液中有高水平的抗原特殊抗体，在血清中对抗前列腺致病菌的抗原特殊抗体水平亦有提高。往往前列腺局部免疫反应超过了血清中的免疫反应。
    


    
      （3）细菌学检查：必须强调做下尿路分段尿培养的重要性。常采用Meares-Starmey定位法，正常成年男性精液中白细胞应小于1×106/ml，在射精时尿道内的白细胞会随之一起排除。前列腺液（EPS）和按摩后尿液（VB3）中细菌计数比首段尿（VB1）、中段尿（VB2）高10倍以上，即有诊断意义。
    

  


  
    （三）治疗
  


  
    1.抗生素
  


  
    急性与慢性细菌性前列腺炎常用抗生素治疗，长期适当的抗生素治疗，不仅治愈和改善前列腺炎，也同时改善和治愈男性不育。理想的抗生素应是在前列腺中浓集的、呈弱碱性和脂溶性的。
  


  
    长期交替使用磺胺类、红霉素、四环素等，可使大多数慢性细菌性前列腺炎患者的症状改善或痊愈，半数患者精子活力和存活率等精液参数恢复正常。
  


  
    喹诺酮类抗生素是理想的两性药物（有两个解离常数pKa值），可在前列腺中浓集，28d的喹诺酮类抗生素治疗可达到36个月以上抗生素治疗同样的疗效。第二代喹诺酮类抗生素enoxacin（ENX）在精液中的浓度高于最小抑菌浓度，并扩散入前列腺液，达到急、慢性前列腺炎的治疗浓度，对98.2%的革兰阳性及阴性菌有效。Giorgi等对30名有生殖道炎症的不育男性，采用ENX 300mg，1日2次的两个周期治疗，每个周期10d，间隔20d。治疗前，26.2%的患者有液化异常，治疗后只有12%的患者有液化异常；在治疗前精液黏度升高占50%，治疗后占16.6%；治疗前白细胞升高为43.3%，而治疗后为23.3%。
  


  
    另一种喹诺酮类抗生素环丙沙星（ciprofloxacin），在精液与精浆中的浓度可能8倍于血浆浓度，在前列腺液中浓度较低（与血浆值比为0.23），但仍超过最小抑菌浓度，可抑制90%的肠道菌，但对铜绿假单胞菌、肠球菌、葡萄球菌无效。局部的抗生素治疗，包括前列腺按摩和广谱抗生素作为基础治疗，前列腺内注射锌和维生素C及前列腺超声治疗作为附加治疗，发现其疗效与传统疗法无明显差别。治疗后，EPS中的白细胞消失，精子活力上升，畸形率下降，但这一疗法被认为是过度的。对采用抗生素治疗前列腺炎能改善精液质量这一点上存在相反的看法。Comhaire的双盲试验中，采用四环素和安慰剂治疗的两组附属性腺感染者，治疗后，白细胞升高和精液培养阳性均得到改善，精子活力和形态在两组中也均有上升。
  


  
    2.α-受体阻滞剂
  


  
    近来研究表明，前列腺内尿液反流造成的化学性前列腺炎可能为前列腺炎病因中的重要因素，而尿液反流程度与后尿道压有关。而α-受体阻滞剂能松弛前列腺和膀胱等部位的平滑肌，降低尿道压而缓解尿液反流，从而改善下尿路症状和疼痛，因而成为治疗慢性前列腺炎（Ⅰ型/Ⅱ型）的基本药物。
  


  
    可根据个体差异选择不同的α-受体阻滞剂。推荐使用的α-受体阻滞剂主要有：多沙唑嗪、萘哌地尔、阿夫唑嗪、坦索罗辛和特拉唑嗪等，对照研究结果显示上述药物对患者的排尿症状、疼痛及生活质量指数等有不同程度的改善。治疗中应注意该类药物导致的眩晕和体位性低血压等不良反应。α-受体阻滞剂可与抗生素合用治疗慢性非细菌性前列腺炎（ⅢA型），合用疗程应在6周以上。
  


  
    3.植物提取物
  


  
    现在临床用于治疗前列腺炎的植物提取物比较多，临床上使用的舍尼通即是植物提取物。但关于植物提取物对慢性前列腺炎患者生育能力的改善的文章并不多见。
  


  
    4.其他治疗
  


  
    若保守治疗无效，可考虑外科疗法。有时男性附属性腺的感染可引起输精管道的梗阻。Hamidinia研究了一组患有慢性前列腺炎、睾丸炎合并无精子症的患者，经行输精管端端吻合，部分患者术后精子计数增加，生育能力得到提高。
  


  
    三、良性前列腺增生
  


  
    良性前列腺增生（benign prostatic hypertrophy，BPH）是老年男性的多发病、常见病。BPH的发病率随着年龄的增加而增高。发病年龄最常见在60～70岁之间，至90岁时尸检发病率高达88%。其发病率欧美高于亚洲。近年来，我国BPH发病率随着平均年龄的增加而增高。
  


  
    （一）病因及发病机制
  


  
    前列腺可分为外层腺体和尿道周围腺体——由膀胱颈到精阜的一段后尿道周围的腺体。两层腺体之间有纤维膜。增生多发生在尿道周围腺体。增生的组织含有腺体、平滑肌和结缔组织。前列腺增生总是从尿道中部的腺组织开始，即射精管进入尿道部分。随后引起基质增生形成结节。这种结节包括四种成分：平滑肌细胞、肌上皮细胞、成纤维细胞和腺上皮。结节一般有三类：基质性结节、上皮性结节和混合性结节。增生结节不断增大，将周围真正的前列腺组织压迫成所谓的“外科包膜”。
  


  
    前列腺增生的病因仍不清楚。内分泌学说比较受肯定。前列腺的发育与睾丸有不可忽视的关系。前列腺的生长、发育与功能的维持依赖雄激素。双氢睾酮学说即是建立在此基础上的最受重视的假说。研究发现增生的前列腺中双氢睾酮含量比正常前列腺高3～4倍，去势后犬给予双氢睾酮后可引起前列腺增生。前列腺组织中有5α-还原酶，他能将进入前列腺细胞的睾丸分泌的游离睾酮转化为双氢睾酮。双氢睾酮对前列腺有较强的活性。他先与细胞内的雄激素受体结合成双氢睾酮复合物，再进入细胞核与染色体上的受体相互作用，在基因的参与下，引起新的蛋白合成，导致前列腺增生。但目前的研究并不完全支持这种学说，表明前列腺增生的原因可能是多方面的。目前发现前列腺除受雄激素的作用外，还受其他激素的影响，如抑制素、催乳素、促甲状腺素、黄体生成素和卵泡刺激素等。
  


  
    最近发现前列腺存在两种生长因子，一种与肝素-琼脂糖的亲和力低，被称为LoA（low affinity）型；另一种亲和力高，被称为HiA（hight affinity）型。HiA型又分为酸性和碱性两种。酸性HiA型可以从一种大鼠前列腺癌（Dunning tumor）（R3327）中分离出。碱性HiA型可以从人前列腺增生中分离出。酸性HiA型与大鼠前列腺上皮生长有关。LoA型则可能与血管形成有关，能引起基质型结节的增大。
  


  
    综上所述，前列腺增生的发生并不是1～2种激素的失调所导致，而是由于一种复杂的多种因素所造成的，其发病机制尚需进一步的研究。
  


  
    （二）临床表现
  


  
    BPH多见于50岁以上男性。男性65岁以上，约2/3可出现前列腺增生的症状，其中1/3需要治疗。
  


  
    尿频是最早期表现，尤其是夜尿次数增多明显。后期由于膀胱逼尿肌失代偿使残余尿增多，有效容量减少，尿频更为严重。排尿困难表现为进行性排尿困难：排尿起始延迟，尿线细，射程短，尿流中断，尿后滴沥等。当尿道压力长期高过排尿压时，膀胱逐渐失去代偿，不能排空尿液，出现残余尿，甚至出现尿失禁。由于饮酒、受凉、劳累、房事等原因可引起腺体及膀胱颈充血，导致急性尿潴留。有时伴有血尿、泌尿系统感染和泌尿系统结石。腹压增加引起的症状如痔疮、脱肛、以及腹股沟疝等。较晚期时可出现肾功能损害的症状。临床上还可见到并发性欲改变、性功能障碍，少数并发血精。
  


  
    （三）诊断
  


  
    凡50岁以上男性，常出现夜尿次数增多、尿频、排尿困难或急性尿潴留，均要考虑前列腺增生症可能。需作全面检查。
  


  
    1.直肠指检
  


  
    是前列腺最简单和常规的检查。正常前列腺如栗子大小。若前列腺增大时，直肠指检可触及长度和/或宽度增大的前列腺，中央沟变浅或变平。增生腺体表面光滑，质中等硬度，有弹性。直肠指检可将前列腺增生分为Ⅲ度：Ⅰ度如鸡蛋大小，突出直肠约1～2cm；Ⅱ度如鸭蛋大小，突入直肠约2cm；Ⅲ度如鹅蛋大小，突入直肠约3cm，通常不能触及腺体上缘。有时直肠指检前列腺不大，但不能因此而否认前列腺增生的存在，应作其他检查。
  


  
    2.残余尿量测定
  


  
    正常膀胱残余尿约0～10ml。测量膀胱残余尿量有助于了解梗阻轻重程度，确定是否手术。方法可选用导尿法或B超法。导尿法比较准确，超声影像学检查没有创伤。此外还有肾盂静脉造影方法，现在临床上已经很少使用。
  


  
    3.膀胱尿道镜检查
  


  
    可观察到前列腺增生的部位和程度，同时了解膀胱内有无结石、肿瘤、炎症或憩室等并发症，有利于制定手术方案。同时也可以测定残余尿量。中叶增生时意义较大。
  


  
    4.超声学检查
  


  
    经直肠前列腺断层检查较经腹部检查更为准确和清晰。断层超声显像可显示前列腺大小和形状。以其前后径，上下径增大明显。包膜均匀完整，内部有均匀细光点。增生前列腺突向膀胱腔时，与膀胱暗区对比清晰。测量前列腺大小，可用简化公式计算其重量，推荐计算公式为：前列腺前后径×左右径×上下径×1/2。
  


  
    5.X线检查
  


  
    可以了解前列腺本身的情况，同时还可以了解因前列腺梗阻所造成的影响。
  


  
    （1）腹部平片了解前列腺部位和膀胱区有无结石及钙化灶，并可观察肾脏情况。
  


  
    （2）静脉肾盂造影能确定肾脏功能、上尿路梗阻扩张情况。还可以观察膀胱颈部充盈缺损情况、有无膀胱结石、憩室、肿瘤。
  


  
    （3）逆行膀胱尿道造影比静脉肾盂造影能更好地显示膀胱、膀胱颈的情况。
  


  
    6.下尿路动力学检查
  


  
    最常用的为尿流率的检查。排尿过程中，尿流率有一定的规律，从尿流率的变化能间接测知下尿路的功能。最大尿流率高于25ml/s以上，一般认为可以排除下尿路梗阻。10ml/s以下者表示存在下尿路梗阻。此外前列腺增生时平均尿流率也比正常低，排尿时间延长。尿流率测定对前列腺增生患者的意义主要有两点：帮助确诊早期前列腺增生和术后随访时判断手术疗效。
  


  
    7.前列腺活检
  


  
    前列腺有硬结或质地较硬时，为了与前列腺癌相鉴别，可经直肠或会阴部作穿刺活检。
  


  
    （四）治疗
  


  
    BPH治疗包括药物治疗和手术治疗。手术治疗是治疗BPH疗效肯定的方法，但前列腺增生个体差异很大，而且也不都呈进行性发展，一部分病变发展至一定程度即不再发展，所以即使出现轻度梗阻症状也并非均需手术。BPH手术晚做不如早做的看法并无根据。
  


  
    1.药物治疗
  


  
    药物治疗的时机一般认为是：有排尿困难，尿频，尿线变细，无力，膀胱小梁开始出现时，又无残余尿，是药物治疗最佳时机。膀胱逼尿肌开始代偿不全，出现残余尿，也可试用。BPH患者有严重心血管疾病，尤其是心功能代偿不全者，或有肺疾患致肺功能代偿不全者，或严重肾功能损害，有尿毒症表现时，为了给手术治疗创造条件，可试用药物治疗。当残余尿量不超过60ml时，试用药物是可行的。
  


  
    （1）肾上腺素能受体阻滞剂
  


  
    在前列腺瘤及其包膜有丰富的α-肾上腺素能受体。体内交感神经兴奋时，腺瘤及包膜内平滑肌收缩，压迫前列腺尿道，尿道内压增高引起梗阻。这种梗阻称为BPH引起梗阻的“动力性成分”；而腺体本身引起的梗阻则称为“机械性成分”。药物治疗可针对这两种情况施治。
  


  
    应用肾上腺素能受体阻滞剂可使前列腺平滑肌张力松弛，减少膀胱颈部阻力，降低尿道内压。
  


  
    （2）5α-还原酶抑制剂
  


  
    目前已用于临床的5α-还原酶抑制剂非那甾胺（finasteride），其机制是通过抑制5α-还原酶活性，从而抑制前列腺组织内睾酮转化为双氢睾酮，使前列腺凋亡增多而增殖降低，从而缩小前列腺。他没有激素作用，与雄激素受体无亲和力。适用于症状不太严重的BPH患者，和不愿意或不耐受手术的患者，宜长期服用，至少应服药6个月。
  


  
    植物提取物如舍尼通、沙巴特等为花粉制剂，有减轻前列腺症状的作用。
  


  
    其他一些药物，如前列腺素拮抗剂、肌肉松弛剂、肾上腺皮质激素及中草药等也有一定疗效。
  


  
    2.手术治疗
  


  
    手术治疗是BPH重要的治疗方法。适应证为：①残尿量超过60ml；②下尿路有梗阻症状，尿流动力学检查已明显改变；③不稳定膀胱症状严重；④已引起上尿路梗阻及肾功能损害；⑤多次发生急性尿潴留、尿路感染、肉眼血尿；⑥并发膀胱结石等。
  


  
    目前较普遍应用的手术有4种：①耻骨上经膀胱前列腺切除术；②耻骨后前列腺切除术；③经会阴前列腺切除术；④经尿道前列腺切除术（TURP）。前三者为开放式前列腺切除术，后一种为闭合式手术（腔内手术）。4种手术方式各有优缺点，其适应证亦有分别，不宜只用一种手术方法处理各种不同的病例。目前经尿道前列腺电切已经成为BPH手术的金标准。
  


  
    除此4种手术之外，手术方式尚有前列腺球囊扩张、支架疗法、膀胱永久造接、睾丸切除等。应严格掌握其适应证。
  


  
    3.其他治疗
  


  
    （1）激光：
  


  
    治疗方式有两种。非接触式激光探头：激光由传输系统呈45度射出，光束射至组织，深度可达1.5cm，须等到坏死组织脱落才能达到前列腺尿道增宽的目的，故起效慢。接触式激光头：激光由传输系统至激光头，治疗时，激光头直接与组织接触，激光能量损失少，可直接气化，达到立竿见影的效果。每次气化深度1mm，故治疗时间稍长，但具有精确安全的特点。目前经尿道前列腺切除有逐年增加的趋势。
  


  
    高强度超声聚焦治疗温度常可达到80～120℃，使前列腺部凝固、坏死，从而达到治疗的目的。
  


  
    （2）冷冻治疗：
  


  
    前列腺经深低温冷冻后组织坏死腐脱，达到冷冻前列腺切除的目的。可经尿道进行，操作简单，适用于年龄大，不能耐受其他手术治疗的患者。经治疗大多数病例下尿路梗阻症状可以解除或改善，残余尿减少。但冷冻治疗有一定盲目性，深度及广度不易掌握。
  


  
    （五）BPH与男性不育的关系
  


  
    由于BPH多发生于50岁以上的男性，他与男性不育的关系，文献报道极少，且涉及的是BPH合并前列腺炎后对男性精液及精子的影响，前面已有论述，在此不再重复。但因前列腺具有分泌功能，前列腺的切除必然会对精液及精子功能有一定的影响。另外在用药物治疗BPH时，激素类药物必然影响男性性功能；血管活性药物的应用也改变了男性性功能。手术治疗BPH时可导致勃起功能障碍以及逆行射精等。因此BPH与男性性功能的关系较与男性不育的关系更为密切，BPH与男性不育的关系文献极少论及。
  


  
    四、前列腺癌
  


  
    前列腺癌（prostatic cancer）是前列腺肿瘤中常见的恶性肿瘤。在美国发病率已居首位，占男性死亡的第二位。流行病学的显著特征是，与年龄呈显著的相关性，且黑人的发病率明显高于白人，其发病率有明显的地理差异，欧美人明显高于东方人，但移居欧美后，其发病率明显高于其原住地人的发病率，提示环境因素可能较遗传特征更为重要。我国是前列腺癌低发病区，但近年来发病率在增加。
  


  
    （一）病因及发病机制
  


  
    前列腺癌的病因不完全清楚。目前认为性激素与前列腺癌的发病有关。睾丸切除术和使用雌激素，均可作为前列腺癌的治疗手段，提示了这一点。已报道的与前列腺癌相关的危险因素，几乎无一能恒定地重现。其中最强的因素之一，就是排除年龄及经济状况的影响之后，有生育力的前列腺癌患者的子女数明显高于正常人及BPH者，但有子女并不能被认为是前列腺癌的诱因。
  


  
    不同地区与不同种族的前列腺癌的发病率不同，其恶性程度也不一致，所以，环境、营养、职业等与发病是否有关有待研究。直系亲属中，前列腺癌发病率较非直系亲属前列腺癌发病率高，提示遗传因素与前列腺癌有关。饮食因素，过多热量、脂肪、动物蛋白摄入，易患前列腺癌。镉可诱发动物的前列腺癌，所以与镉组成的化合物是否为诱因也受到重视。前列腺曾有淋病奈瑟菌、病毒或沙眼衣原体感染，性活动增强等也认为是相关因素。
  


  
    前列腺癌多发在外层腺体。后叶最常见，占75%。前列腺癌多为腺癌，94%来自腺体细胞，1%来自腺管细胞，5%为混合型。李克贤等曾对50例前列腺癌标本（切除及活检）的切片进行了比较观察，发现其中腺癌占40例（80%），其余为黏液腺癌，移行细胞癌与鳞癌。前列腺癌的分期方法很多，但没有一种能被广泛采用。比较常用的有国际抗癌联合会（ULCC）的TNM分类法与Jewett改良法。
  


  
    1.TNM分类法
  


  
    T 原发肿瘤
  


  
    TX 手术标本中偶见癌组织（原位癌）。
  


  
    T0 未见原发肿瘤。
  


  
    T1 肿瘤占前列腺1/2以下，腺体未肿大，无变形。
  


  
    T2 肿瘤占前列腺1/2或1/2以上，腺体未肿大，无变形。
  


  
    T3 肿瘤局限于腺体内，但腺体肿大、变形。
  


  
    T4 肿瘤扩大到前列腺以外。
  


  
    N 局部淋巴结：
  


  
    NX 无法估计淋巴结情况。
  


  
    N0 淋巴造影，局部淋巴结未变形。
  


  
    N1 淋巴造影，局部淋巴结变形。
  


  
    N2 可触及腹腔固定的淋巴结。
  


  
    M 远处转移：
  


  
    M0 无远处转移。
  


  
    M1 有远处转移。
  


  
    M1a 只有骨转移。
  


  
    M1b 其他部位转移，伴有或不伴有骨转移。
  


  
    2.Jewett分期
  


  
    A期 肿瘤局限在前列腺内，血清酸性磷酸酶正常，常在手术活检时确诊。
  


  
    A1F 局灶性癌。
  


  
    A1 侵及腺体一叶。
  


  
    A2 多灶性癌。
  


  
    B期 肿瘤局限在前列腺内，直肠指检可触及肿块，血清酸性磷酸酶增高或正常。
  


  
    B1N 结节不超过1.5cm。
  


  
    B1 侵犯整个前列腺腺叶。
  


  
    B2 弥漫性侵及前列腺。
  


  
    C期 已侵及前列腺包膜，但尚无转移征象，血清酸性磷酸酶正常或增高。
  


  
    D期 有转移，血清酸性磷酸酶在2/3患者中可增高，多为高度恶性的。
  


  
    D1 有盆腔淋巴结转移。
  


  
    D2 已有远处转移。
  


  
    （二）临床表现
  


  
    前列腺癌发病年龄多在65岁以上。早期多无症状。当肿瘤发展到引起下尿路梗阻时，才有与BPH类似的症状：尿频、尿线变细、排尿困难、尿痛、尿潴留、血尿等。发生血尿的不如BPH多见。疼痛发生在尿道、阴茎头、会阴，常放射到下肢。有时可出现急性尿潴留。有症状时已不是早期。部分病例可因前列腺癌转移浸润至别的器官出现症状而就医。
  


  
    由于前列腺癌症状早期不明显，故多在常规体检时发现。晚期可由于转移而发现。前列腺癌最常转移到淋巴结。骨是第二个常见的转移部位。累及的骨依次为：脊柱、股骨、盆骨、胸骨、肋骨、颅骨和肱骨。淋巴转移最普遍的为闭孔、腹下和髂淋巴结，常同时伴有盆腔及腹主动脉旁淋巴结转移。有浸润及癌细胞分化不良的病例，淋巴转移率特别高。约1/3病例可转移至内脏器官，转移到肺的较多，脑、胰腺、肾上腺、泌尿生殖系也可转移。
  


  
    （三）诊断
  


  
    1.直肠指检 直肠指检是诊断前列腺癌的重要方法。可扪及坚硬如石的前列腺硬结，或呈孤立性结节，或波及整个前列腺。
  


  
    2.活检 凡发现前列腺硬结，或有异常突起，疑为前列腺癌肿时，应做活组织检查。可用针吸或针刺活检。必要时配以流式细胞学检查，进一步估计恶性程度。
  


  
    3.血清酸性磷酸酶测定 血清酸性磷酸酶正常值为48.8～208.6U/ml，如持续明显增高，可视为前列腺癌的阳性表现。但其值若正常，不能排除前列腺癌。当癌肿局限于腺体内时，其值往往正常。另一方面雌激素亦可降低酸性磷酸酶。反之，雄激素又能刺激酸性磷酸酶升高。骨肿瘤时，其值也升高。
  


  
    4.PSA PSA为前列腺上皮分泌，仅存在于前列腺组织中。目前认为PSA是敏感性较高的前列腺肿瘤标志物。其正常值为不超过4ng/ml，也有定于2.0～7.0ng/ml之间的，其值受前列腺体积等因素的影响。近来有人提出PSA密度（prostate specific antigen density，PSAD）概念，有作者认为PSAD＜0.1，正常，0.1＜PSAD＜0.2，可疑，PSAD＞0.2，异常。
  


  
    5.经直肠前列腺B超 可准确观察腺体大小、内部形态变化、包膜是否完整，有无直肠、精囊、膀胱浸润，并可引导可疑部位的穿刺活检。
  


  
    6.X线检查 包括静脉尿路造影、膀胱尿道造影、精囊造影、淋巴管造影等。对前列腺癌的诊断、治疗和预后均有重要意义。但淋巴管造影在判断淋巴结转移情况时并不准确，有较高的假阳性和假阴性率。此外骨骼的X线检查对前列腺癌的诊断治疗也很重要。
  


  
    7.CT及MRI检查 有助于确定局部肿瘤分期，并对治疗和预后有帮助。
  


  
    8.核素骨扫描可判断有无骨转移。
  


  
    （四）治疗
  


  
    治疗前列腺癌必须因人施治。目前仅手术和放疗有望治愈前列腺癌，但只适宜于数量有限的患者。很多疗法是姑息性的，可缓解症状。
  


  
    1.手术治疗
  


  
    手术治疗的指征：高度恶性的前列腺癌；无转移症状者；患者年龄及一般情况较好，能耐受手术者；临床直肠指检肿块局限于前列腺内者。根治性前列腺切除术的手术范围包括前列腺腺体、前列腺包膜、精囊等。盆腔淋巴结清扫术及扩大盆腔淋巴结清扫术是在切除前列腺后，清扫双侧髂总血管远端、髂内外血管主干及闭孔淋巴结，扩大清扫术还包括髂总血管周围、骶骨前方和两侧的淋巴结。经尿道电切术仅能缓解梗阻症状。
  


  
    2.内分泌治疗
  


  
    Huggin和Hodges于1941年发现了前列腺癌的激素依赖性，这是内分泌治疗前列腺癌的治疗依据。前列腺癌内分泌激素疗效令人满意，约80%病人的症状得到改善：骨疼缓解、食欲改善、体重增加、原发肿瘤缩小甚至消失、淋巴结肿大消失、骨扫描转移癌消失、血清酸性磷酸酶检查恢复正常等，患者病情稳定。但2～3年后可复发。
  


  
    （1）药物：
  


  
    ①最常用的激素是乙烯雌酚。具体用量各家报道不一。常用量3～5mg/d，维持量1～3mg/d。其疗效优于双侧睾丸切除。乙烯雌酚对前列腺癌的主要作用是减少血浆LH，从而减少睾丸间质细胞分泌睾酮。长期大剂量使用可能对心血管造成严重损害。②抗雄激素药物有黄体酮100～200mg/d，氯硝丁酰胺（缓退瘤）250mg/次，3次/d，口服等。对未用过激素治疗的患者疗效较好。③促性腺激素释放激素类药物，多选用普托雷林3.75mg，每月肌内注射1次。④促黄体生成素释放激素（LHRH）类似物，如抑那通3.75mg或诺雷德3.6mg，每月皮下注射1次，可使前列腺癌消退。不良反应有勃起功能障碍，皮肤潮红等。⑤抗肾上腺药物，如氨鲁米特，2～4次/d；安体舒通100mg/d，1次口服。
  


  
    （2）去势手术：
  


  
    切除双侧睾丸，达到去除体内雄激素来源的目的。
  


  
    内分泌治疗虽然疗效令人满意，不论在疾病的早期和晚期都可以使患者的病情得到控制和缓解，但激素应用后并不能使患者的生存率有所改观。
  


  
    3.化学治疗：
  


  
    化疗仅能作为晚期前列腺癌的辅助治疗。5-氟脲嘧啶（5-Fu）、环磷酰胺，单独或联合使用能对一些对抗内分泌治疗的病例减轻症状，而对前列腺包膜及盆腔淋巴结转移的患者化学治疗更有价值。酮康唑，可抑制细胞色素P450系统，减少睾丸和肾上腺雄激素的合成。
  


  
    4.放射治疗
  


  
    用于不能手术，但远处转移不明显的患者。分①体外照射，照射量6周，用650Gy；②组织内放射治疗，用放射性同位素198金、222镭、125碘，通过耻骨后、会阴或直肠等途径，以手术方式植入前列腺肿瘤部位；③全身照射，采用32磷、89锶全身应用。可一定程度上缓解疼痛等症状。放射治疗有一定的不良反应。
  


  
    5.冷冻治疗
  


  
    以液氮冷冻前列腺，局部温度可以降至180～190℃，间断加温，使局部癌组织坏死。前列腺组织释放抗原，引起免疫反应，可控制肿瘤扩散。
  


  
    6.免疫治疗
  


  
    可用于清除其他方法治疗后残存的极微量的癌肿组织。常用的药物有β-干扰素，200IU/d，连续使用5次。
  


  
    （五）前列腺癌与男性不育的关系
  


  
    前列腺癌与男性不育的关系在文献中很少论及。根治性前列腺切除术切除了精囊，对不育的影响是不言而喻的。在治疗前列腺癌时，常使用雌激素和抗雄激素药物，都对精子及精液有影响。
  


  （蓝儒竹　高兴成　杜广辉）


  
    第七节　精索静脉曲张
  


  
    精索静脉曲张（varicocele）是指精索的蔓状静脉丛异常扩张、伸长、迂曲。近20年的临床研究发现精索静脉曲张是男性不育症的重要原因之一。多数学者都认为精索静脉曲张可以影响精子的发生和精液质量。自Tulloch报告精索静脉曲张可以通过手术来恢复生育能力后，目前通过外科手术及其他治疗手段已使20%～50%的患者恢复生育能力。
  


  
    （一）发病率
  


  
    精索静脉曲张是常见病。多见于青壮年，绝大多数见于18～30岁，最小年龄为5岁，10岁年龄组的发病率为5.7%，14岁时增加至19.3%，其发病率随年龄增长而增加。低生育人群的发病率可达37%。不育男性有精索静脉曲张者约为21%～42%，最高报道可达81%。约80%～98%的精索静脉曲张发生在左侧，双侧者亦可高达20%～58%。
  


  
    目前随着彩色多普勒超声的应用，精索静脉曲张的亚临床型的发现率约占受检人群的21%。在未发现精索静脉曲张的不育症患者中约55%为亚临床型精索静脉曲张。
  


  
    （二）病因与解剖
  


  
    精索静脉曲张的病因可分为先天性解剖因素和后天性症候因素。精索静脉被精索内、外筋膜与提睾肌组成的肌纤维鞘包绕，其蔓状静脉丛由睾丸、附睾的静脉构成。形成三组静脉：前组（即精索内静脉）来自于睾丸，伴随精索动脉，为睾丸、附睾血液回流的主要途径，直接回流至下腔静脉；中组（输精管静脉）位于中间，与输精管伴行，回流至髂内静脉；后组（精索外静脉）行走于精索后侧，位于其提睾肌组，在腹股沟皮下环处离开蔓状静脉丛，进入腹壁下静脉、阴部浅静脉以及阴部深静脉等。这三组静脉又各有侧支形成相互吻合。两侧精索静脉之间有广泛的交通支相连，同时又由深浅两个静脉网与体循环相通。促使精索静脉血液回流的主要因素有：①心脏血液动力学，左右心的压力变化；②包绕精索静脉外面的肌纤维鞘收缩产生的泵压作用；③精索静脉内瓣膜的阻止反流作用。
  


  
    精索内静脉是产生精索静脉曲张的主要静脉，其构成的蔓状静脉逐渐汇合，最后在腹股管近内环处形成一支主干静脉，有时则变成两支或两支以上，但行至后腹膜时通常为一支静脉。右侧精索内静脉成斜角进入下腔静脉，无对冲阻力。左侧精索内静脉则不然，以成近似直角进入左肾静脉，血流受到一定阻力。左肾静脉附近的左精索内静脉无瓣膜，因此血液容易倒流。
  


  
    1.先天性解剖因素
  


  
    归纳起来有：①左精索内静脉行程较长并以几乎垂直的方向进入左肾静脉，血流阻力大，造成血液回流受阻，当血液进入肾静脉后同时产生涡流增加血流阻力，由于长时间的精索静脉内压增大而导致其曲张；②精索静脉的瓣膜缺如或功能不全，加之肾静脉压力大于精索静脉，导致血液反流；③精索内静脉周围的结缔组织薄弱，精索包膜萎缩和松弛，精索包膜的肌纤维鞘的泵压作用降低，影响血液回流；④左精索内静脉受其前侧的乙状结肠压迫；⑤主动脉与肠系膜上动脉搏动时压迫两者之间的肾静脉出现胡桃夹（nutcracker）现象，左侧髂总动脉压迫左髂总静脉以及左髂内静脉迂曲扩张及左髂总静脉延迟回流，又构成远侧胡桃夹征（distal nutcracker）。
  


  
    2.后天性症候因素
  


  
    指的是凡能使精索内静脉血液回流受阻的机械性压迫及后腹膜病变。诸如腹腔内或腹膜后肿瘤、囊肿、肾盂积水、肾脏肿瘤，尤其是肾癌，除本身机械性压迫外，尚可发生肾静脉或下腔静脉癌栓，促使单侧或双侧精索静脉曲张，称为症状性精索静脉曲张。
  


  
    近年来研究发现双侧精索静脉曲张占全部精索静脉曲张的50%～60%，而以往认为仅10%～15%。这一比例上的改变与过去忽略了亚临床型精索静脉曲张，以及检测方法有所发展密切有关。
  


  
    （三）病理
  


  
    1.精索静脉曲张的精索内静脉有明显的组织学改变
  


  
    主要表现为精索内静脉的内膜和内皮细胞变性。内皮下多为平滑肌细胞所填充，且平滑肌细胞严重空泡变性。中膜明显增厚、细胞变性。有的表现为内膜和中膜局部增生，在管壁内形成隐窝状。还见到平滑肌细胞及包绕在其外的纤维发生严重机化。
  


  
    形态学观察还可发现血管内膜普遍存在慢性炎症刺激所引起的增殖性反应，即血管壁增殖，静脉管腔明显缩小，表现为多腔血管结构，腔内血液瘀积。瓣膜的平滑肌细胞增生肥厚，发生机化。瓣膜根部的大量平滑肌细胞增生。
  


  
    精索内静脉的瓣膜功能不全、中膜肥厚以及瓣膜的严重机化等病理变化使血流被迫分道而行，血液回流通路障碍，引起精索内静脉曲张。
  


  
    Shafik等（1972年）曾提出“肌性膜泵”的概念，即由提睾肌筋膜，精索内、外筋膜包绕精索一起构成一组生理单位。此生理单位在正常机体中主要是促进静脉中的血液流动，如果发生萎缩，泵生理作用将减弱至消失，从而造成血液从关闭不全的瓣膜返流。引起精索内静脉压力长期增高，造成瘀血状态持续存在，影响睾丸的血液循环，干扰了睾丸的正常代谢和精子生成。
  


  
    2.精索静脉曲张造成不育的基础是其对睾丸的病理损害和对睾丸功能的影响
  


  
    （1）对睾丸的病理损害主要在四个方面
  


  
    1）睾丸萎缩：这是睾丸受损后最为直观的表现。Evan一组测量数据表明Ⅱ～Ⅲ度的左侧精索静脉曲张的睾丸平均体积小于右侧约30%。另一组报告的53例年龄在11～17岁的Ⅱ～Ⅲ度左侧精索静脉曲张的睾丸测量中，有32例左侧睾丸小于右侧睾丸体积达3ml以上。国外研究者还发现Ⅱ度精索静脉曲张的患者睾丸萎缩率达34.4%，Ⅲ度精索静脉曲张者则可达81.2%。Ⅰ度曲张者患侧睾丸体积大小及睾丸硬度无显著变化。引起睾丸萎缩的原因可能与精索静脉曲张，血液循环障碍，导致睾丸长期处于缺氧状态所致。
  


  
    2）生精小管增厚、精子发育停滞：精索静脉曲张应始发于儿童期。临床研究已发现患精索静脉曲张的儿童，其生精小管的基膜和界膜均明显增厚，生精小管之间的间质明显增生，出现不同程度的精子发育停滞，生精细胞多为A型精原细胞，并多属于扁形精原细胞，生精小管中生精细胞在成熟前已大片脱落，精原细胞稀疏甚至消失；支持细胞透明样变，致使生精小管呈网络样。其中对小于7岁患儿的睾丸进行活检，发现生精上皮普遍变薄，细胞排列紊乱，而对侧睾丸的生精小管基本正常。同期研究的成人精索静脉曲张，其生精小管全部出现上述病变，这说明生精小管的病理损害是逐渐发展的。
  


  
    3）间质细胞增生：研究精索静脉曲张者的睾丸间质变化，还发现间质细胞增多、肥大，并成群分布。睾丸间质的变化除了增生型外还可见到萎缩型及不全性增生。而本病的青少年患者的睾丸间质变化也以增生型和萎缩型居多，这亦说明间质细胞的损害也是逐渐发展的。研究还同时发现上述三方面的病理改变与患病儿童的年龄以及精索静脉曲张的程度呈正相关。即患儿年龄越大，精索静脉曲张越严重，变化越明显。对侧睾丸也会出现同患侧相似的改变，但较患侧程度轻。随年龄增长，对侧的变化也会明显起来。
  


  
    4）毛细血管增厚：Hadziselimovic的一组电镜检查发现随病程发展，毛细血管厚度逐渐增加，内皮层内有较多的囊泡，表明有增加摄取的现象，毛细血管外膜胶原化明显。同时还发现内皮细胞核增多，表明精索静脉曲张的睾丸病理损害主要是增殖而并非是简单的细胞肥大。对青少年精索静脉曲张的睾丸损害研究发现，在还未出现生精小管病变之前，其毛细血管内皮细胞早已出现上述病理损害。当生精小管出现病理损害时，毛细血管内皮层已明显增厚，这说明精索静脉曲张最先损害毛细血管内皮层。
  


  
    （2）精索静脉曲张对睾丸功能的影响
  


  
    1）激素水平变化：国内章咏裳等报告一组精索静脉曲张的黄体生成素、卵泡刺激素和睾酮改变。检测结果显示睾酮有下降，黄体生成素和卵泡刺激素明显高于对照组。造成激素水平变化主要是精索静脉曲张使间质细胞受损害，雄激素产生减少，反馈刺激垂体，使其分泌黄体生成素和卵泡刺激素增加。Evan对一组青少年精索静脉曲张的上述激素测定发现黄体生成素、卵泡刺激素和睾酮的改变不明显，与病程较短，间质细胞受损程度处于早期，睾酮降低不显著，反馈刺激还未建立有关。黄体生成素增高表明间质细胞受损，卵泡刺激素增高表明生精小管受损。
  


  
    2）间质细胞功能紊乱：主要表现在ROS含量的增高导致细胞受损。精子细胞内存在着大量类脂，极易产生内源性类脂过氧化物，其产物严重损伤精子细胞膜，从而导致精子运动及活性降低甚至消失。当机体缺血时，体内ROS生成增多，可启动膜的脂质过氧化生成脂质过氧化物（LPO），含双键脂肪酸过氧化可生成丙二醛（malondialdehyde，MDA）。精索静脉曲张时血流障碍，睾丸呈现缺氧。代谢性酸中毒，无氧酵解增强，ATP逐级分解为次黄嘌呤，后者在黄嘌呤氧化酶的作用下产生ROS，ROS含量的增高不仅使细胞受损，还可以启动膜的脂质过氧化，生成大量的脂质过氧化物（LPO）。ROS的连锁反应和丙二醛对细胞的各级生物膜均产生毒性作用，最终影响精子的发生。
  


  
    （四）症状
  


  
    典型的症状为阴囊坠胀，牵引感，阴囊或睾丸部坠痛或钝痛，向同侧腹股沟及会阴部放射。行走、站立过久，则上述症状可加重。站立时阴囊内可扪及蚯蚓团状软性肿物或一束充盈迂回的条状物。平卧时，团状物明显缩小，甚至恢复正常状态，站立时又再度充盈出现。有时可伴有腰酸乏力、会阴部不适、小腹胀痛，甚至睾丸偏小、头晕、疲倦、易怒等慢性前列腺炎的系列症状。
  


  
    症状性精索静脉曲张多为突然出现。30岁以上，迅速发展的精索静脉曲张；或平卧后阴囊内蚯蚓状团块不能迅速消失；或双侧精索静脉曲张者和右侧精索静脉曲张者，应当警惕有否后腹膜及腹腔肿瘤。特别是肾肿瘤，其主要特点是平卧时曲张的精索静脉并不缩小，即不受体位改变影响。
  


  
    左精索静脉曲张综合征为一组少见症状，合并有左腰背部胀痛或绞痛。腹部平片可排除结石。B超及静脉肾盂造影均提示左肾盂积液。
  


  
    另外，尚有部分患者无自觉症状，往往于体检时偶然发现。
  


  
    （五）诊断
  


  
    临床诊断一般可根据主诉、症状、体征容易对精索静脉曲张作出判断。但轻度无症状的精索静脉曲张需用Valsava方法来检查：即让患者站立，用力屏气使腹压增加，阻止静脉回流，可扪及曲张的精索静脉。
  


  
    根据精索静脉曲张的程度可分为Ⅲ度二型：
  


  
    亚临床型：新近研究把临床检验阴性而超声或者造影提示精索静脉及蔓状静脉丛有反流的称为亚临床型精索静脉曲张。
  


  
    临床型：Ⅰ度：站立时看不到曲张的静脉，仅有精索周围曲张的静脉可扪及，Valsava试验时静脉曲张程度加重，附睾旁正常无曲张静脉，平卧时曲张静脉随即消失。
  


  
    Ⅱ度：站立时可看到精索周围及附睾旁的曲张静脉，并可扪及。平卧时曲张静脉则可逐渐消失。
  


  
    Ⅲ度：精索周围、附睾以及阴囊均有明显的曲张静脉。阴囊外侧皮肤可见曲张的静脉与大腿内侧静脉交通。平卧后曲张静脉缓慢消失。有时加压后方可消失。
  


  
    辅助诊断方法通常有灰阶超声显像、彩色多普勒血流显像诊断（colour doppler fluid image，CDFI）、选择性肾静脉造影及精索内静脉造影等。对于症状体征不明显的病例，辅助诊断则具有一定价值。Meclure根据灰阶超声显像检查，提出在3条以上蔓状静脉丛中，其中至少一条血管直径达3～5mm，可作为初步诊断标准；如大于3～5mm，体检中亦可触及者，即为临床型精索静脉曲张。亦可将灰阶超声与核素扫描结合分析，提出静脉血管扩张超过2mm，就可认为有亚临床型精索静脉曲张的存在。而根据CDFI显像则可将精索静脉曲张分为四级：0级：无反流；Ⅰ级：Valsalva试验时有反流；Ⅱ级：平静呼吸时有间断反流，Valsalva试验时加重；Ⅲ级：持续反流，Valsalva试验时更为明显。CDFI与临床体检触及诊断相结合，可使精索静脉曲张的诊断更为准确，尤其对一般检查未能发现其他病因的男性不育者，CDFI更为适宜。
  


  
    对选择性肾静脉造影，正常情况下，向肾静脉注入造影剂不应逆流充盈精索内静脉，如有精索静脉曲张时，则发生逆流和扩张，部分充盈者属轻度，全部充盈者属重度精索静脉曲张。精索内静脉造影可显示其增粗、逆流、瓣膜功能不全等。
  


  
    精索静脉曲张合并的疾患可有同侧腹股沟斜疝，下肢静脉曲张和鞘膜积液等。故对每一病例做局部体检应仔细，有时发生的症状可能由单纯附睾病变而非精索静脉曲张引起，所以精索静脉曲张还应与精索炎症、输精管及附睾结核、附睾良性肿瘤等疾病相鉴别。
  


  
    （六）治疗
  


  
    轻度精索静脉曲张无症状或症状轻微，分级为Ⅰ度者，可试行非手术治疗，包括阴囊托带、局部冷敷、提睾肌收缩锻炼、避免性生活过度等，减少盆腔及会阴部充血。亚临床型的不育者不包括在保守治疗内。对于症状明显、曲张明显、分级为Ⅱ度以上者、保守疗法不缓解者及伴有不育症者都应积极地采用手术治疗，以预防睾丸萎缩及睾丸生精功能障碍。尤其需注意对伴不育症的亚临床型精索静脉曲张的手术治疗。
  


  
    手术大多选择精索内静脉高位结扎术，可采用腹股沟切口于内环处将曲张的精索静脉切断、结扎，也可经腹切口于腹膜后结扎精索内静脉。Lee研究发现术中保留动脉比不保留动脉的复发率高。最常见的并发症是阴囊包块和疼痛。近年随着腹腔镜的广泛应用，使外科手术领域发生重大突破，有更多的人采用腹腔镜手术来治疗精索静脉曲张。根据对手术方式的研究发现，腹腔镜具有：①手术视野清晰，显微放大下操作，精索动静脉易分辨，不易损伤精索动脉，避免了睾丸萎缩；②精索内静脉易分离，暴露好，结扎完全，不易遗漏而影响手术效果；③结扎位置更高，输精管及其动静脉离开内环后与精索分叉向内走行，易辨认，不会被损伤；④不需解剖提睾肌，从而避免了精索外静脉、输精管动静脉的损伤，有利于术后侧支循环的建立恢复；⑤特别适宜双侧精索静脉的结扎，不需另作切口；⑥损伤轻、痛苦小、恢复快等优点。亦有人采用经皮肾静脉至精索内静脉行静脉栓塞治疗，采用海螺状或螺旋状球形记忆血管栓塞器以及其他各种硬化剂，均可达到70%～98%的成功率。国内也有人尝试经皮刺硬化剂栓塞治疗法或精索内静脉与腹壁下静脉吻合术。
  


  
    腔镜技术的发展以及人们对美的追求，使得腹壁无疤痕手术成为新的研究热点，单孔腹腔镜也应运而生，其主要优势是皮肤美观改善。经脐单孔腹腔镜精索静脉高位结扎术，是一种美容、安全、有效的微创术式。其切口较小，通道小而集中；疗效确切，术中不需使用昂贵器械，术后恢复快。标准的单孔腹腔镜是采用单孔多通道手术平台、可弯曲的观察镜和操作器械，力图在增加美观的同时降低手术难度。
  


  
    随着外科手术机器人应用的增长，国外在精索静脉曲张手术中也逐渐开始使用机器人。几个研究组报道了精索静脉曲张的机器人辅助手术经验。尽管费用昂贵，但是比传统腹腔镜手术还是有其优势。主要优点包括：①三维显示技术提高了解剖的精确度；②增加了手术器械的稳定性和使用效率，克服了传统腹腔镜器械的运动限制。③增加了器械活动的自由度和应用范围。随着手术机器人的普及，当外科医生获得越来越多的使用经验后，机器人辅助手术将成为精索静脉曲张新的治疗选择。
  


  
    然而，无论传统手术还是腹腔镜手术，均不能有效分离出睾丸动脉及精索淋巴管并加以保护，常常将睾丸动脉及淋巴管一并结扎；由于精索内静脉分支多、变异大，传统手术及腹腔镜手术往往结扎不完全。这使得术后睾丸萎缩、鞘膜积液等并发症及精索静脉曲张的复发率增加。Goldstein等率先采用经腹股沟精索静脉曲张显微结扎术，术中保留睾丸动脉和淋巴管，获得了良好的治疗效果。显微手术的优势主要体现在：①有效保护了淋巴管。淋巴管损伤，除可引起睾丸鞘膜积液外，还可导致睾丸肿大、生精小管损伤、睾丸内分泌功能降低等，而显微技术有效保护了淋巴管，睾丸鞘膜积液发生率几乎为零；②有效保护了睾丸动脉。虽然睾丸动脉损伤不一定发生睾丸萎缩，但可损害生精过程，因此保护睾丸动脉对于维持正常生精功能具有重要作用，对于孤立睾丸及儿童或青少年患者保护睾丸动脉更为重要。美国泌尿外科协会（AUA）建议术中借助显微镜或放大镜最大限度地保留睾丸动脉；③术后精索静脉曲张复发率显著降低，仅为0～2%，而非显微手术复发率可达9%～12%。显微外科手术时间较长，具有较高难度，但是其疗效满意、复发率低、并发症少，可显著改善精液质量，提高受孕率，其应用日趋广泛。
  


  
    （七）与男性不育的相关性
  


  
    精索静脉曲张可导致男性不育，早在1880年就已发现。这个古老的病症又成为当今研究颇热的课题，但迄今尚未被学者所共识的精索静脉曲张导致男性不育的机制已被提出。故本章节就几方面的研究作简单的阐述。
  


  
    （1）20世纪90年代初，Fussell等用恒河猴、Saypol等用鼠或狗做成单侧（左侧）精索静脉曲张的动物模型，数月后均发现双侧睾丸组织出现异常，患侧较对侧重。有更多的临床研究报道：精索静脉曲张者有不同程度的少精子，甚至无精子。精子的形态结构和活动度均有不同程度的异常，生育力低或不育，睾丸组织的结构和超微结构均出现不同程度的异常。一致认为精索静脉曲张引起一系列的病理组织学变化，将影响生育功能。精索静脉曲张会影响精子发生，造成精子活力下降，精子细胞呈不成熟形态和尖头精子的数目增多。其机制有：①睾丸局部温度升高。静脉曲张，血液滞留，造成睾丸局部温度增高而影响精子的发生与发育。②血液动力学异常。曲张静脉的血流滞留减缓睾丸的血液循环，使睾丸缺少必需的营养供应和供氧而致精子发生障碍。③代谢物质返流。左精索内静脉的血液逆流，将肾上腺和肾脏分泌的代谢产物如类固醇、儿茶酚胺、5HT等返至睾丸，可抑制精子的发生。④分泌功能障碍。精索静脉曲张影响睾丸间质细胞的睾酮分泌，支持细胞透明样变，改变了睾丸的内分泌功能。
  


  
    （2）近年来的研究还发现精索静脉曲张的不育机制与自身免疫有关。研究者还证实睾丸温度升高时血-睾屏障通透性成倍增加，而构成血-睾屏障的主要结构是Sertoli细胞，体外试验已表明Sertoli细胞功能受温度影响。一组研究发现精索静脉曲张者睾丸温度升高，且温度愈高，则精液质量愈差，同时其血清抗精子抗体（AsAb）阳性率明显高于正常人。其可能性是睾丸温度升高使Sertoli细胞变性导致血-睾屏障破坏，进而使精子释放入血液中产生抗精子抗体，其免疫复合物通过受损的血-睾屏障沉积于睾丸间质或精原细胞，从而诱发睾丸自身免疫反应。睾丸温度升高使精子细胞合成氨基酸速率减缓，干扰蛋白质合成，影响精子生长。Sertoli细胞有支持和释放精子及营养作用，睾丸温度升高不仅使Sertoli细胞透明样变，也阻碍其功能的发挥。睾丸的自身免疫反应主要是免疫复合物沉积于精原细胞，引起吞噬细胞作用直接促使其死亡。沉积于睾丸间质的免疫复合物除妨碍生精小管的正常物质交换外，还可发生Ⅱ型、Ⅲ型变态反应引起免疫性睾丸炎导致生精障碍。体液中的抗精子抗体亦可通过细胞毒作用直接使精子死亡。抗精子抗体尚可使精子不易穿透卵丘、放射冠、透明带，阻碍精卵融合。
  


  
    （3）Megory等1987年经研究提出生殖系统的支原体感染与男性不育密切相关，是男性不育的常见病因之一。因为男性不育者支原体平均感染率为40%～50%，明显高于生育对照组的10%～30%，于是有人对比分析了精索静脉曲张相关的男性不育与生殖道支原体感染的相互关系，结果发现伴有精索静脉曲张的不育者中，生殖道支原体感染率高达55.76%，显著高于无精索静脉曲张不育者（34.93%）。精索静脉曲张后因代谢产物积聚、睾丸缺氧、局部温度增高、附睾功能紊乱而引起一系列变化，这些变化较易使生殖道支原体感染发生，并反复感染不易治愈。这种感染的存在可以影响睾丸的精子形成及其运动能力。这可能是精索静脉曲张者生育能力进行性下降以及双侧睾丸生精损害的原因，同时可以解释精索内静脉结扎术为什么并不能使所有的精索静脉曲张不育者都恢复生育能力。因此认为在对精索静脉曲张进行治疗的同时，应尽早对生殖道的支原体感染作针对性治疗，以降低精索静脉曲张对精子的部分损害作用，从而能部分地恢复生育能力。
  


  
    随着对精索静脉曲张睾丸受损影响生育的深入认识，尤其是针对青少年的精索静脉曲张尤为重要。许多学者都充分认识到早期手术治疗的意义，提出应在睾丸受到不可逆损害前及早手术，保护睾丸功能，消除性成熟后不育的潜在危险。Qkuyama等对40例11～17岁精索静脉曲张者进行研究，发现待18岁后作精液检查，手术组在精子浓度、存活率及正常形态精子比率，均明显优于非手术组。表明本病的青少年患者在其睾丸间质细胞损害处于萎缩期前，及时手术可有效地终止睾丸的继续损害生成，保护睾丸功能。故Qkuyama等提出：青少年精索静脉曲张无论是否已出现睾丸萎缩均应早期手术，同时采用黄体生成素释放激素刺激试验来估价其睾丸功能。并将试验后黄体生成素和卵泡刺激素异常升高，作为青少年精索静脉曲张的重要手术指征。对于成人精索静脉曲张，同样也应积极采用手术治疗。一组研究资料显示手术后的精子计数有42%～70%得到增加，精子活动率有45%～66%的提高和改善。说明手术后在一定程度上改善了附睾功能和精子成熟过程，使其精子发生能力和精子活动率得到增强。但上述研究没有发现正常形态精子率有明显增加，而正常形态精子率与受精率密切相关。而对于亚临床型精索静脉曲张者，尤其伴有不育者，Yarborough认为这类患者在采用传统方法治疗仍未能改善生育状况时，也应考虑行精索静脉曲张的治疗。但有研究发现亚临床型患者的患侧睾丸大小比对照组显著缩小，表明局部静脉曲张已开始影响睾丸，而对亚临床型合并精液常规不正常、低生育力者，采取手术治疗，其术后精液质量的改善明显优于临床型的精索静脉曲张。故及早对亚临床型进行手术治疗，阻碍对睾丸的继续损害是非常必要的。
  


  
    另外还有几点需要加以阐述：
  


  
    （1）本病的青春后期发病率与成人相似，年龄愈大，病程愈长，睾丸功能的损害就愈重，恢复生育的可能性就相对较小。但也有40岁精索静脉曲张手术后生育的报道，故对年龄较大的本病患者，包括伴有不育者仍不应放弃手术治疗。
  


  
    （2）对于轻度与重度精索静脉曲张伴不育者应同样重视早期手术，因为研究表明中重度精索静脉曲张者术后致孕率并不一定低于轻度曲张者，精索静脉曲张严重程度与不育之间并非线性相关。中、重度者术后致孕率亦可高达30%～38%。
  


  
    （3）睾丸活检与容积：术前睾丸容积大小无改变者术后致孕机会高于睾丸萎缩者。睾丸活检可发现生精小管及基底膜纤维化透明样变时，生育能力恢复的可能性较小。术中睾丸活检对术后治疗及预防均有意义。
  


  
    总而言之，精索静脉曲张与男性不育关系密切，但其致不育的机制尚未完全阐明。手术治疗是目前最为有效的方法。不能忽视对亚临床型精索静脉曲张的诊断与治疗。
  


  （詹鹰　卢洪凯　王少刚）
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    第二十三章　遗传性疾病与精子异常
  


  
    生殖细胞或受精卵的遗传物质（染色体和基因）如果发生突变（或畸变）可引起疾病，称为遗传性疾病（genetic disease，hereditary disease），通常具有垂直传递和终生性的特征。遗传病一般分为染色体病（chromosomal disease）和基因病（genic disease）。基因病又分为单基因病和多基因病，单基因病又分为常染色体显性遗传病、常染色体隐性遗传病、性连锁遗传病和其他遗传病。尽管本章所提及的这些遗传性疾病的临床表现不尽相同，但其共同特征是可影响精子的发生，造成少精子症或无精子症，使患者丧失生殖能力，现分别叙述如下。
  


  
    第一节　染色体病
  


  
    因先天性染色体数目或结构畸变（aberration）而发生的疾病，称为染色体病或染色体综合征（chromosomal syndrome）。染色体畸变系指遗传物质的缺失（deletion）、重复（duplication）或重排（rearrangement）而造成的染色体异常，分染色体数目畸变和结构畸变两大类。前者是细胞有丝分裂机制被破坏的结果，后者是染色体断裂、变位重接的产物。在细胞周期的不同时期和个体发育的不同阶段所致染色体畸变的遗传效应不完全相同。染色体是遗传信息单位—基因的载体。人体体细胞具有23对（46条）染色体（chromosome），其中第1～22对为常染色体（autosome），第23对为性染色体（sex chromosome），以X和Y命名。生殖细胞中精子和卵细胞有23条染色体，精子为22+Y或22+X，卵细胞为22+X。
  


  
    现今已报道的染色体数目和结构异常有500多种，已知的染色体病100余种。根据核型（karyotype）和临床表现的相关性，一般将染色体病分为常染色体病、性染色体病和携带者三类。本节主要介绍常染色体异常和性染色体异常。
  


  
    一、常染色体病
  


  
    指1～22号染色体发生畸变引起的疾病，是严重的遗传病，其共同临床特征为先天性非进行性智能发育不全，生长发育迟缓，伴有五官、四肢、皮肤和内脏等方面的畸形，同时常伴有隐睾。这些个体可致自发性流产、婴幼儿期夭折或生存至生育年龄而不育。
  


  
    （一）数目畸变
  


  
    人类体细胞的染色体为46条，称为双倍体，以2n表示，而精子或卵子的23条染色体称为单倍体，以1n表示。上述两类细胞均属于整倍体，如果染色体多于或少于46条，称为非整倍体，多一条染色体称为三体，少一条染色体称为单体，这些都属于数目畸变。目前已发现100余种综合征，可分为单体综合征、三体综合征、部分单体综合征、部分三体综合征和嵌合体5类。如21三体综合征又称为Down综合征，为常染色体遗传病，发病机制可能是由于卵细胞发育过程中减数分裂发生不分离所致。家族发病率高，主要表现为智力障碍、头面部四肢畸形和多脏器发育异常。本病合并有性腺功能减退，男性患儿常有隐睾，生精细胞数目减少或生精阻滞，FSH和LH水平升高。患者多于10岁以前死亡，幸存者常无青春期发育，无生育力。
  


  
    （二）结构畸变
  


  
    结构畸变是很常见的畸变形式，是染色体发生断裂的结果。染色体很容易发生断裂，但在修复酶的作用下仍可粘合起来，根据断裂的部位、数目，以及受累染色体的数目，可产生各式各样的畸变，常见的畸变有易位（translocation）、环状染色体、倒位和缺失等。
  


  
    1.精子和精液异常的染色体畸变发生率
  


  
    由于对选择的对象和畸变的标准不同，不育和生育能力低下的男性染色体畸变发生率有很大的差异，可自0.3%至7.2%，随着淋巴细胞短期培养染色体技术被广泛应用，很多学者采用核型鉴定技术探讨染色体畸变和不育之间的关系。Chandley从1968年至1973年这5年内对1599例生育能力低下的男性作核型鉴定，发现染色体畸变的发生率为2.2%，比正常成年男性高5倍，在精子计数＜20×106/ml的病例中畸变发生率达6%，而在无精子症患者中可高达15%。Chandley等又把这项研究继续进行到1978年（10年），病例总数达2372例，发现染色体畸变51例，其发生率仍为2.2%；他们根据精子数对畸变发生率作一比较，证实精子数和畸变发生率呈负相关，无精子症的发生率高达15.4%，而精子浓度＞100×106/ml仅为0.2%；在51例畸变中，数目畸变占31例，而结构畸变中，以易位最常见，占14例，且多为常染色体相互易位（reciprocal translocation）和罗伯逊易位（Robersonian translocation）。Abrosson等研究证实：精子形态和畸变之间也有关系，如果正常精子百分率＜60%，畸变率为7.3%，若正常精子百分率＞60%，畸变率下降至1.6%，如果把精子数和正常精子百分率两个指标合在一起，那么两者都不正常的畸变率为9%，而两者都正常的畸变率为0，这些资料充分说明染色体畸变在不育男性的病因中占相当重要地位。
  


  
    配偶习惯性流产的男性染色体畸变率在5%左右。Byrd等给55对习惯性流产夫妇进行检查，丈夫染色体畸变有3例，占5.4%；在Tsengh等的77对夫妇资料中，丈夫染色体畸变有4例，占5.2%。这些数字表明，习惯性流产的病因常在女方这一错误的印象，从细胞遗传的角度上应有新改变。
  


  
    2.染色体畸变与精子和精液异常
  


  
    （1）易位畸变：
  


  
    染色体易位畸变对男性不育和配偶习惯性流产有很重要意义，人类染色体易位引起的男性不育和配偶习惯性流产已被证实，文献上也有不少报道，尤其是精子染色体技术的发明，可以从易位携带者的精子中发现染色体不平衡的精子的比例和类型，虽然易位并非总是导致生育障碍，但是易位在不育男性中的比例确实很高，其发生率在不育男性中占8.9%，在习惯性流产病例中，男女双方绝大多数染色体畸变是易位，综合10篇以上习惯性流产资料，41例平衡易位携带者，其中16例为男性（39%）。易位分相互易位和罗伯逊易位两种，相互易位可发生在性染色体之间、常染色体之间、以及性染色体和常染色体之间，而罗伯逊易位大多数发生在D组和G组染色体。常染色体相互易位和罗伯逊易位不管在男性不育还是配偶习惯性流产中都较常见，特别是发生在13和14号染色体的罗伯逊易位，这些男性的精子通常减少。Nielson等在233例少精子症中发现8例为Dq携带者。染色体畸变常作为习惯性流产的病因之一，以往认为主要在于母亲，实际上父亲染色体易位的重要性不亚于母亲。Mennuti等报告6例易位导致流产，5例是男性，大多数易位发生在D组染色体，特别是13、14号染色体受累频率最高。
  


  
    罗伯逊易位在新生儿中的比例为1/1000，无精子症患者占的比例很小，大多数患者为少精子症。大约70%的患者为（13；14）易位，其次是（14；21）易位，占16%；最少的是（13；15）易位，占6%。罗伯逊易位不育患者常常有不同程度的睾丸损害，从几乎正常的生精小管上皮到严重的损害。目前，对于为什么是同一家族中，有些携带者不育，而有些携带者却有正常的生育能力的原因仍然不清楚，不过这说明易位本身不是导致不育的唯一原因，可能与遗传背景有关。
  


  
    （2）染色体臂间倒位（pericentric inversion）畸变：
  


  
    Micic等从1977年到1984年对820例精子浓度＜20×106/ml和无精子症患者进行核型鉴定，发现有23例臂间倒位，且都是9臂间倒位，在23例中9例无精子症，14例少精子症，认为臂间倒位引起不育的原因是减数分裂开始时，倒位的染色体和同源的正常染色体之间的配对发生困难，从而影响精子的发生。
  


  
    （3）环状染色体（ring chromosome）畸变：
  


  
    Mcllra报告1例无精子症病因为21环状染色体，由于环状染色体和正常的同源染色体配对困难，而影响精子发生。
  


  
    Martin对33例正常人1000条精子作染色体检查，发现染色体畸变的精子为8.5%，其中5.2%非整倍体，3.3%为染色体结构畸变，33条结构畸变精子中绝大多数为染色体断裂（22条），相互易位2条。Brandriff等对4例正常男性精子的909条精子进行分析，结果显示数目畸变为1.6%，结构畸变为6.5%，与Martin的总畸变发生率相近。
  


  
    二、性染色体异常疾病
  


  
    性染色体异常疾病系由X或Y染色体数目异常或结构畸变所引起的疾病，其共同临床特征为性发育不全或两性畸形。有的患者只表现为生育力下降、智力较差等特征。
  


  
    （一）性染色体数目异常
  


  
    性染色体数目异常较为常见。
  


  
    1.Klinefelter综合征
  


  
    Klinefelter综合征（Klinefelter syndrome）又称原发性小睾丸症、生精小管发育不良（seminiferous tubule dysgenesis）、先天性睾丸发育不全症等，本综合征为最常见的原发性睾丸功能低下症，系由性染色体异常引起的，以睾丸生精小管发育不良及间质细胞功能减退为主的综合征。1942 年Klinefelter首先报道一组男性患者主要临床表现为乳房女性化，两侧睾丸小呈类阉体型，尿内促性腺激素增高，称Klinefelter综合征。1956年Ptunkett等根据X染色质试验的结果，把这类病例分成阳性和阴性两大类。1959年Jaeobs等发现Klinefelter综合征患者比正常男性多了一条X染色体，证实这是一种性染色体畸变疾患，以后又继续报告了Klinefelter综合征嵌合体及其他类型。
  


  
    （1）发病机制：
  


  
    本病患者的染色体核型异常，最常见的染色体核型为47，XXY，核型多一条X染色体，某些病例为嵌合体46，XY/47，XXY、46，XY/48，XXXY和46，XX/47，XXY；有的患者有两条以上的X染色体，称为Klinefelter变异型，核型可为48，XXXY、47，XXY/48，XXXY或47，XXY/49，XXXXY，即使多达4条X染色体，Y染色体仍决定男性表型。Race等的研究发现约40%的额外X染色体来自父亲，而且多是在减数分裂Ⅰ期出现不分离，60%来自母亲，其中50%的不分离发生在减数分裂Ⅰ期，10%发生在减数分裂Ⅱ期。
  


  
    Klinefelter综合征睾丸受损的病理机制还不甚清楚。在胚胎发育中期，睾丸穿刺结果表明生殖细胞数量减少。在新生儿期，年龄2～3月时，垂体-性腺轴开始发育。据报道，18位Klinefelter综合征的婴儿出现此种病理现象。他们平均的睾酮水平低于215位健康的男孩，这些表明睾丸间质细胞在发育早期就受到了损害。与此相反的是有报道10位Klinefelter综合征的患者睾酮水平是正常的。总之，目前还没有明确的证据证明Klinefelter综合征患者婴儿时期存在性腺功能减退。一些研究表明Klinefelter综合征患者青春期前的睾丸中，生精小管中生殖细胞减少，但是支持细胞和间质细胞是正常的。Klinefelter综合征患者儿童及青春前期的睾酮、FSH、LH和抑制素B是正常的，在hCG的作用下睾酮的反应是正常的。在青春发育早期下丘脑-垂体-睾丸轴活性增强，FSH、LH、抑制素B、胰岛素样生长因子3及睾酮水平明显升高，且为正常水平。然而，在青春发育期中期及晚期抑制素B快速下降，睾酮及胰岛素样生长因子3明显降低，相反，FSH、LH在促性腺激素增高的情况下表现为快速增高，表明睾丸的生精功能及内分泌功能受到了损害。最初睾丸的体积为5～6ml，到了青春发育前期为2～4ml，并且生殖细胞急剧减少，这反映了睾丸的损害发生在青春期。支持细胞变性，生精小管透明变形，间质细胞增生。非镶嵌型的Klinefelter综合征患者睾丸穿刺找到精子的成功率高达50%。
  


  
    （2）临床表现：
  


  
    在青春期前表现轻微，不易被注意。一项纵向研究表明染色体型为XXY的男孩较其他健康男孩生长速度加快，IGF-1及IGFBP-3的浓度没有差异。在青春前期，Klinefelter综合征患者的男孩促性腺激素、抑制素B、胰岛素样生长因子3及睾酮水平是正常的，下丘脑及垂体的发育也是正常的，仅有少数表现为青春发育期延迟。在青春期的第一阶段，直到G3阶段，激素水平是正常的，随后LH升高，抑制素B下降，睾酮和胰岛素样生长因子3水平保持稳定。睾丸的大小在青春期的第一阶段为5～6ml，随后迅速下降为2～4ml。
  


  
    至青春期出现典型症状，睾丸小而硬，超声检查的大小平均为4～5ml。呈类无睾症体型，身材细长，皮肤细腻，体毛少，胡须稀疏，约有半数于青春期呈现女性化乳房，外阴部为正常男性，但阴茎较正常男性短小，性功能较差，无生育能力。25%的患者有骨质疏松，1/3的患者精索有静脉曲张。Klinefelter综合征患者表现出腰围增大、血压升高、糖耐量降低、高甘油三酯、HDL水平降低等代谢综合征症状，低的睾酮水平现在被认为是此综合征的危险因素之一。Klinefelter综合征患者儿童时期表现出肌肉和脂肪的比例失调。大部分患者精子缺乏，19～35岁的131位患者中，在11位患者的精液中找到少量的精子。临床症状的轻重程度和核型关系较大，多余X染色体越多症状越重，其智力障碍愈严重，且常伴有其他躯干畸形如腭裂、隐睾、斜颈等。
  


  
    （3）实验室检查：
  


  
    血浆T值低而血浆和尿中LH和FSH增高，血浆雌二醇也可增高；精液检查精液量很少或无精子；睾丸活体组织检查可见生精小管透明变性，基底膜显著肥厚，生精细胞萎缩以致消失，睾丸间质中胶原纤维大量增生，间质细胞多群集，细胞内脂滴减少。
  


  
    （4）诊断与鉴别诊断：
  


  
    根据青春后期类阉体型，乳房女性化和两侧小睾丸为本病典型体征，此外还伴有性功能减退，精子稀少或无精子，血、尿中促性腺激素增高，最后明确诊断还需依靠染色体核型的检查。
  


  
    本病必须和垂体性性腺不发育和XX男性相鉴别，垂体性性腺发育不良患者血浆促性腺激素值低，身材不高，常伴有其他内分泌疾患，XX男性比较少见，症状同Klinefelter综合征，但身材不高，核型鉴定可以完全加以鉴别。
  


  
    （5）治疗：
  


  
    如果在儿童期发现有本病，应在青春期开始给予男性激素以促使第二性征的较好发育。青春期男性化不足者，应用雄激素可促进男性化，增大阴茎，增强性功能，但生精小管的器质性病变，既不能防止，又难以治疗，长期应用T有可能造成睾丸实质性萎缩和促性腺激素分泌失调，应用时须注意。目前有很多睾酮制剂包括口服、经皮给药及肌肉内注射的药物，他们具有不同药代动力学。口服是最简单的，虽然很难达到稳定的血药浓度。更具活性的睾酮衍生物具有潜在的肝毒性。唯一安全的口服睾酮制剂是十一酸睾酮（40mg/次），每天2～3次，进餐时服药。一般采用丙酸睾酮20～50mg肌内注射，每周3次。亦可给予长效睾酮制剂，如庚酸睾酮或环戊丙酸睾酮，每2～3周注射1次，剂量为100～200mg，并可考虑同时给予绒毛膜促性腺激素肌内注射。低于40岁的男性患者应该监测睾酮对患者的疗效（性欲、射精量、毛发的生长、肌肉的多少及患者的体力）。对于老年患者，每6个月检测患者的红细胞压积、PSA水平，并进行直肠指检。对性格异常患者，激素治疗无改善，可给予精神治疗。如果两侧乳房女性化显著，影响外观，可行乳房切除和整形术。
  


  
    无精子症及隐匿精子症患者可以采用辅助生殖技术治疗。在有经验的睾丸穿刺取精中心的取精成功率为40%～50%，迄今为止，已有超过100位染色体正常的婴儿出生。可以对置入子宫之前的胚胎进行诊断。Klinefelter综合征患者年轻时睾丸中的精子较多，许多研究者认为当患者刚进入青春期时，将患者的精子取出冷冻，为以后备用。在产前诊断时，如果发现了47，XXY的胎儿，医生应告知其父母，可以让其父母选择是否堕胎。
  


  
    2.XYY综合征
  


  
    XYY综合征（XYY syndrome）又名YY综合征，系染色体数为47，性染色体为XYY，常染色体正常的疾病。XYY综合征1961年由Sandberg等首先报道，他们因检查一女性先天性愚型，追溯其父母核型才发现其父亲为XYY综合征，本病也是一种并不少见的性染色体疾患，而且有很多类型，发病率约1∶1000新生男婴。患者生育能力变化很大，可能不育亦可能部分有生育能力。
  


  
    （1）发病机制：
  


  
    染色体核型分析发现比正常男性多了一条Y染色体，本病典型的核型为47，XYY，也可出现XYYY，XYYYY等核型，X染色质阴性。多余的Y染色体系由于生精细胞生成过程中染色体的分离失误所致，即精原细胞有丝分裂时出现不分离，形成XYY精原细胞（16%）或可能在减数分裂Ⅱ期时出现Y染色体不分离（84%）。
  


  
    （2）临床表现：
  


  
    主 要表现为身材特别高，甚至比Klinefelter综合征还要高，智力比较差，智商大多在60～79之间，低于平均水平。自从Jaeobs等对伴有狂暴倾向精神不正常患者中发现XYY核型比较多，以后一般认为XYY综合征患者脾气暴烈，易激动，具有所谓抗社会性格，并认为在罪犯中XYY患者比较多。但最近研究指出，这种现象被夸大了。确实XYY综合征患者要比正常男性显示出较强的抗社会性格和易于犯罪，但这与智力低下所致的教育不好也有关系。患者可出现结节囊性痤疮（nodulocyotic acne）和骨骼畸形，特别是尺、桡骨，患者有正常的青春期，其性腺及第二性征同正常男性一样，但睾丸功能有轻度障碍，其表现是精子形成障碍，患者表现出少精子症及无精子症，尽管减数分裂前额外Y染色体的丢失会产生正常的精子，但是研究表明在减数分裂的粗线期持续存在的额外Y染色体会使大量的精母细胞发生凋亡进而退化，最后产生少量的非整倍体精子，另外一项研究也认为持续存在的额外Y染色体使患者的精子发生障碍进而导致少精子症。为什么有的患者表现出正常的生育能力，而有的患者不育呢？额外Y染色体导致异常的配对模式会导致精子生成障碍，但是如果额外的Y染色体在减数分裂前丢失则可以产生正常的精子。血T含量正常，FSH与LH轻度上升。XYY综合征也有一些变型，文献报道核型有XYYY、XYYYY以及XY/XYYY等嵌合体，智力低下，并有轻度多发性躯干畸形。
  


  
    （3）诊断：
  


  
    身材高为本病特征，智力低下，有犯罪倾向及精子形成障碍，可作为诊断依据，最后确诊应做染色体核型检查，Y染色质有两个和XYY核型可以明确诊断，同Klinefelter综合征临床鉴别是本病患者的第二性征及外阴部正常。
  


  
    （4）治疗：
  


  
    对于少精子症及无精子症不育患者可以进行人工辅助生殖技术-卵细胞胞质内单精子注射（intracytoplasmic sperm injection，ICSI）。
  


  
    3.XX男性综合征
  


  
    XX男性综合征（XX males syndrome）属于性反转综合征（sex reverse syndrome），是指染色体核型为46，XX，而表型为男性者。自1946年Therkelson首先报告一例不育男性，其核型为46，XX后，至今已有150例以上的报告。群体中的发病率为1/25 000～1/20 000。
  


  
    （1）发病机制：
  


  
    核型为46，XX，其表现型为男性，这一特征发生原理可能为：①目的基因的突变。决定男性性别的基因可能位于常染色体上，此基因受到X染色体的抑制调节，Y染色体的激活调节，46，XX的患者由于缺乏X染色体的抑制作用，在缺乏SRY基因的情况下，下游基因自发性的活化，转变成为46，XX男性。②SOX9（SRY box-related gene 9）基因过度表达。SOX是大的基因家族，SOX9位于17q24.3-q25.1区域内，在性别决定中具有重要的意义，研究发现SOX9是参与性分化且比SRY基因更为古老的基因，研究表明在SRY缺乏的情况下，SOX9出现了重复的拷贝，说明在染色体异常的情况下，SOX9表达上调，进而导致SRY阴性的46，XX男性综合征的发生。③在减数分裂时，Y和X染色体之间的染色体片段交换时，含有SRY的片段易位到X染色体或是常染色体上，经检测约有2/3患者SRY阳性。④是一种嵌合体，但含Y的细胞系是隐匿的，不易被检出，估计约17%XX男性在皮肤、血液、睾丸组织培养中出现少数XXY细胞。⑤常染色体基因突变，突变的基因导致H-Y抗原的表达，家族发病史支持这一假设。
  


  
    1990年Sinclair等报道对睾丸决定基因的克隆和精确定位，被命名为SRY（sex-determining region of the Y chromosome）基因，SRY基因是一种单拷贝基因，位于Y染色体短臂上，并认为是TDF的最佳候选基因。1992年有人通过聚合酶链反应对两例46，XX男性综合征患者进行了分析，结果这两例的基因组中都具有SRY的特异序列，认为SRY基因的存在是46，XX男性综合征的重要遗传学基础。Pag等利用多种Y特异性DNA探针，对3例有亲属关系的患者进行检查，认为是患者父亲染色体上决定睾丸发育的片段断裂易位至X染色体上，并根据家谱分析结果认为是常染色体隐性遗传。XX男性综合征大多数为散在性，但也有同胞兄弟和家族同患此病的报道。
  


  
    （2）临床表现：
  


  
    患者为男性表型，身材矮小，体重轻，阴茎正常或较小，睾丸小而结实（直径＜2cm），发生睾丸下降不全症的比例高。无卵巢和副中肾管结构，故与真两性畸形不同。无生育能力，1/3患者呈女性型乳房，半数儿童患有尿道下裂，仅1/5患者于青春期前就医，成年期主要表现为高促性腺激素性性腺功能低下（继发于睾丸功能不全），患者无精子或少精子，血浆LH和FSH值升高，T降低，E2增高，一般无智力障碍及明显的躯干畸形，少数病例有家族史，睾丸病变和Klinefelter综合征相似。临床上46，XX患者被分为两型：SRY阳性及SRY阴性。患者的临床症状表现一定程度的多样性，SRY阳性患者有正常的男性体征及外生殖器正常，青春期之前可能有隐睾，因此类型患者青春期之前很难得以诊断，他们往往是由于不育或是睾丸发育不良而检查染色体偶然被发现。相反，SRY阴性患者症状典型。
  


  
    （3）实验室检查：
  


  
    在青春期前血浆T和促性腺激素同正常男孩，在青春期后前者降低，后者增高，患者X染色质试验阳性，核型为46，XX，H-Y抗原阳性，精液中无精子或少精子。利用FISH和PCR技术可以快速诊断。
  


  
    （4）诊断与鉴别诊断：
  


  
    诊断XX男性综合征需与3种疾病鉴别，即Klinefelter综合征、肾上腺性征异常和核型为46，XX的真两性畸形。Klinefelter综合征有身高特征，很少有尿道下裂和隐睾；肾上腺性征异常所致女性假两性畸形早期出现阴茎及男性化体征，部分患者有失盐症状，尿17-酮类固醇（17-KS）及血17-羟孕酮（17-OHP）值增高；多次核型检查都是46，XX，可作出诊断，约60%真两性畸形患者核型为46，XX，患者有子宫和阴道，在青春期一般有月经来潮及其他女性第二性征。
  


  
    （5）治疗：
  


  
    同Klinefelter综合征。
  


  
    4.混合性腺发育不全
  


  
    混合性腺发育不全（mixed gonadal dysgenesis）患者的核型一般为45，XO/ 46，XY，一侧为睾丸，另一侧为条索状性腺。常见外生殖器有不同程度的男性化，包括不同程度尿生殖窦唇样融合、尿道下裂、阴蒂增大。表型为男性者一个睾丸常位于腹腔，睾丸Leydig细胞无异常，但无生精细胞。性腺发生肿瘤及恶变率较高。治疗主要采用激素替代治疗，性腺恶变应予以切除。
  


  
    （二）性染色体结构畸变
  


  
    易位分相互易位和罗伯逊易位两种，相互易位可发生在性染色体之间、性染色体和常染色体之间，而罗伯逊易位大多数发生在D组和G组染色体。
  


  
    1.X染色体和常染色体之间的相互易位
  


  
    X染色体和常染色体相互易位，每条常染色体都可和X染色体易位，但是大多数为21和22。Madan复习文献107例X染色体和常染色体平衡易位，其中18例为男性，9例成人患者中7例无精子和严重少精子。Quach对两例X染色体和12号染色体、X染色体和2号染色体之间相互易位携带者的睾丸组织作了减数分裂分析，发现t（X，12）病例的一些生精细胞能达到减数分裂，而t（X，2）病例极少生精细胞达到减数分裂Ⅱ期，患者不育较为常见，目前有通过ICSI技术生育后代的报道。
  


  
    2.Y染色体和常染色体之间的相互易位
  


  
    Y染色体和常染色体之间相互易位的发生率为1/2000，目前报道有13种易位方式，少精子症患者占绝大多数。Y染色体和常染色体相互易位者呈男性表型，少数患者睾丸功能不佳。Y染色体和常染色体之间相互易位是否影响精子的生成与Y染色体断裂的地方有关。Casperson曾报告1例t（2p；Yq）的成年男性。受累的染色体大多数为D组和G组的近顶端染色体，而Y染色体的断裂常在长臂1区1带和1区2带之间（Yq11Yq12）。对于不育的患者可以进行ICSI治疗。
  


  
    3.X染色体和Y染色体之间相互易位
  


  
    核型为t（Y；X）者虽大多呈男性，但睾丸发育不良，生精障碍。
  


  
    4.Y染色体结构异常
  


  
    核型为i（Yq），del（Yp），造成决定睾丸分化的有关基因的缺失，导致性腺呈条索状，内外生殖器呈女性，缺乏生殖激素，表现为性幼稚、闭经，无体格异常。核型为del（Yq）时，虽睾丸分化，但大多数发育不全或无精子生成。
  


  
    第二节　基 因 病
  


  
    一、遗传性酶缺陷
  


  
    （一）先天性雄激素合成酶缺陷
  


  
    睾酮（testosterone，T）是由胆固醇经一系列酶的催化作用转化而来，引起T合成障碍的酶缺陷可导致男性胚胎在发育过程中男性化不全。碳链裂解酶P450、17α-羟化酶P450和3β-类固醇脱氢酶，这三种酶为其他肾上腺皮质激素合成所共有，因此这三种酶缺陷不仅导致男性假两性畸形，而且还引起先天性肾上腺皮质增生。另外，17β-羟氧化还原酶和17α-羟化酶P450中的17-、20-裂解酶为雄激素合成途径所特有，两者缺乏只导致男性假两性畸形。因为雄激素是雌激素的前体，除终末性酶缺陷（7β-羟氧化还原酶缺陷）外，所有患者的雌激素合成也降低。
  


  
    1.P450scc缺陷（类脂性肾上腺增生）
  


  
    P450scc（P450Side-Chain Cleavage，P450scc）为碳链裂解酶，存在于线粒体中，由521个氨基酸组成。具有使胆固醇22β-羟化、20α-羟化和碳20-碳-22裂解形成孕烯醇酮的作用。P450scc基因位于第15号染色体（15q23q24），结构基因突变尚未鉴定，酶缺陷是常染色体隐性遗传，推测是基因点突变所致。P450scc基因缺陷使胆固醇转变为孕烯醇酮受阻，因而糖、盐和性皮质激素等所有的肾上腺皮质类固醇激素均不能合成。
  


  
    P450scc缺陷较少见。遗传性别不管是男或女，出生时外生殖器均为女性或近乎女性。男性患者睾丸在腹股沟或腹腔内。出生后立即出现肾上腺皮质功能减退及其危象，明显厌食、恶心、呕吐、腹泻、脱水、体重减轻、皮肤色素沉着以及尿17-羟皮质类固醇（17-OHCS）和17-KS低下。几乎所有的患者都死于婴儿期。尸检见肾上腺增大，切面黄色，泡沫状，细胞内充满类脂质，所以又称为类脂性肾上腺增生。治疗包括早期诊断和强有力的类固醇替代治疗。
  


  
    2.P450C17缺陷
  


  
    P450C17DNA已从人的睾丸和肾上腺中分离而得，含有508个氨基酸，相对分子质量为57 000。系单个复制基因，位于第10号染色体（10q2425）。基因有8个外显子和7个内含子，系常染色体隐性遗传。可同时促使17α-羟化和17、20-裂解反应，但17α-羟化反应较17、20-裂解反应快。同时促使两个反应的机制尚未阐明。同胞兄弟同一基因缺陷可有不同临床表现，这可能是合成酶数量上差异，或这些激素的代谢或清除率不同所致。
  


  
    （1）17-羟化酶缺陷：
  


  
    主要生化改变是盐皮质激素过多，生殖激素缺乏。17-羟化酶缺乏使孕烯醇酮和孕酮不能转变为17-孕烯醇酮和17-羟孕酮，去氧皮质醇和皮质醇减少或缺乏，因而导致ACTH大量分泌。高浓度ACTH可兴奋17-去氧类固醇合成孕酮、11-去氧皮质酮、皮质酮、18-羟去氧皮质酮和18-羟皮质酮增高，其中特别是皮质酮和11-去氧皮质酮有强大的潴钠排钾作用，致使低血钾、碱中毒、高血容量和高血压。肾素分泌受到抑制，醛固酮分泌降低，但也有正常或增高。皮质酮可高达正常60倍。另外，去氢异雄酮、雄烯二酮和T合成降低。雄激素是雌激素前体，因此雌激素亦减少。
  


  
    此型患者罕见，男多于女，多数患者因青春期原发性闭经或青春期延迟而就诊。男性胎儿的外生殖器分化需要少量雄激素，由于缺乏雄激素，出生时表型女性，因仍有副中肾管抑制因子，所以子宫、输卵管退化，阴道呈盲端。睾丸位于腹股沟或腹腔内，体积小，生精小管萎缩，无生精功能。少数患者有男性乳房发育，往往作女孩抚养。少数男性患者可有正常男性外生殖器。多数患者在青春期往往有不同程度高血压，有的在7～8岁时即出现高血压，个别的有严重的高血压，一般的抗高血压药物难以奏效。低血钾多见，患者常伴夜尿、无力、疲劳，甚至麻痹。骨骺融合延迟，停留在青春期。无肾上腺皮质功能减退表现，因被极高的皮质酮所代偿。首选地塞米松治疗，抑制过多盐皮质激素，替代糖皮质激素不足。
  


  
    （2）单纯的17、20碳裂解酶缺陷：
  


  
    现已见两种类型17、20-裂解酶缺乏，一种是Δ4和Δ5通路均有部分缺陷，另一种是仅Δ4通路缺陷。后者尿孕三醇酮和血去氢异雄酮正常。此型患者更为罕见，仅表现为生殖激素合成缺陷，临床上见完全或不完全性腺功能低下。尿孕三醇酮增加，而皮质醇、11-去氧皮质酮正常，无高血压。可伴有18q缺失综合征：侏儒、智力延迟、头面畸形和外生殖器异常。治疗应根据社会性别决定。
  


  
    （3）3β-羟类固醇脱氢酶缺陷
  


  
    3β-羟类固醇脱氢酶存在于内质网，不依赖于P450酶系。至少有2种异构酶：一种在肾上腺和性腺内，另一种在肝脏。3β-羟类固醇脱氢酶基因位于第1号染色体（1p13）。3β-羟类固醇脱氢酶缺陷使得3β-羟Δ5类固醇转变成3β-羟Δ4类固醇受阻，因此雄激素和雌激素合成均减少；孕烯醇酮、17-羟Δ5孕烯醇酮和去氢异雄酮高于正常，而盐皮质激素和糖皮质激素明显减少。Δ5/Δ4类固醇比值高为本病特点。该酶缺陷同时累及肾上腺和性腺。
  


  
    男性胚胎因不能分泌足够的T，出生时男性化不完全，有尿道下裂、隐睾，甚至男性假两性畸形。婴儿皮肤黑，出生后即出现肾上腺皮质功能不足的表现，如厌食、恶心、呕吐、失钠、失水及循环衰竭等，即使及时诊断和治疗，多数患儿难以存活。未经治疗而长期存活仅见于酶部分缺陷者。患病男性除有明显的女性乳房外，可有正常的男性青春期。这是由于去氢异雄酮在周围组织转变成T，男性至青春期有足够男性化。ACTH兴奋后，17-羟Δ5孕烯醇酮、去氢异雄酮明显增加，17羟Δ5孕烯醇酮/17-羟孕酮、17羟Δ5孕烯醇酮/皮质醇比值高于正常，据此可确诊。
  


  
    以糖、盐皮质激素替代治疗。即使及早诊断和治疗，多数患儿难免于早期夭折。少数轻型病例可以存活，轻型儿童的治疗须十分谨慎，必须作全面内分泌检查后才能作出决定，因糖皮质激素对儿童生长有明显的抑制作用。
  


  
    （4）17β-羟氧化还原酶缺陷
  


  
    迄今为止，已有5种17β-羟氧化还原酶同工酶被克隆。17β-羟氧化还原酶是一种依赖NADPH的微粒体酶，主要功能是使Δ4雄烯二酮（Δ4 A）转变成T，脱氢异雄酮转变成Δ5雄烯二醇，雌酮（E1）转变成E2。此酶广泛分布于肾上腺、性腺、胎盘、皮肤及红细胞内。催化E1转变成E2的17β-羟氧化还原酶基因定位于17号染色体长臂（17q11q12），为两个串联基因，89%的氨基酸序列同源。17β-羟氧化还原酶-3同工酶主要是催化雄烯二酮还原成T的反应，且主要在睾丸组织中表达。17β-羟氧化还原酶-3同工酶基因的突变导致男性假两性畸形，目前已有14种17β-羟氧化还原酶-3同工酶基因的突变形式被鉴定。
  


  
    17β-羟氧化还原酶缺陷，在我国甚为罕见，阿拉伯加沙地区居民中高达1/150～1/100，系常染色体隐性遗传。由于酶缺乏，胎儿期T合成受阻。染色体为46，XY者，出生时呈男性假两性畸形，无明显男性外生殖器，表型女性，但子宫和输卵管缺如（因睾丸能分泌副中肾管抑制因子），睾丸分化良好，常位于大阴唇腹股沟或腹腔内至青春期。由于高LH分泌，兴奋间质细胞产生大量雌激素，有些患者伴有乳房发育。
  


  
    实验室检查显示：青春期Δ4 A明显增高，T、双氢睾酮（DHT）亦较前增高。但Δ4 A/T比值增高，提示该酶缺陷。E2正常，甚至高于正常，但E1/E2比值高。实验证实T的90%来自周围组织转换，这是由于周围组织广泛存在17β-羟氧化还原酶缺陷，部分原因是由于长期高LH激活了睾丸内17β-羟氧化还原酶缺陷。17-羟孕酮和去氢异雄酮正常，提示17，20-裂解酶和3β-羟类固醇脱氢酶正常。hCG兴奋试验：E1、Δ4 A明显增高，而T、E2增高不明显，Δ4 A/T比值＞3。
  


  
    治疗方法取决于诊断年龄和外生殖器异常程度，如出生时作为男性抚养，予以T治疗，同时作外生殖器矫形。如作为女性抚养，应切除睾丸，继以雌激素替代治疗，促使女性特征发育。
  


  
    （二）5α-还原酶缺乏
  


  
    5α-还原酶缺乏症（5alpha-reductase deficiency）所致的男性假两性畸形于1961年首先由Nowakowski报告。1974年Walsh等研究达拉斯家族的一名患者，在手术中发现存在中肾管（Wolffian duct）衍化器官，包皮、大阴唇和附睾组织合成的双氢睾酮（DHT）显著低于正常人组织，并命名为家族性不完全男性假两性畸形Ⅱ型。同年Imperato-McGinley等研究多米尼加家族，发现患者血浆DHT降低，T/DHT值增高，尿中5α-雄烯二醇和雄素酮（DHT的代谢产物）降低，提示DHT合成障碍，因此命名为5α-还原酶缺乏症，并沿用多年。近年发现人类有两种类固醇5α-还原酶同工酶，即5α-还原酶1和2，5α-还原酶2的缺陷导致男性假两性畸形，所以现在命名为类固醇5α-还原酶2缺乏症。
  


  
    1.5α还原酶缺乏症的分子遗传学基础
  


  
    应用外生殖器皮肤纤维母细胞匀浆测定5α-还原酶活性，发现有两个活性高峰，两峰的最适pH值分别为5.5和8.0。进一步研究发现这两种不同最适pH值的酶活性是由于存在两种不同基因编码的酶所致，最适碱性pH值的酶称为类固醇5α-还原酶1，而最适酸性pH值的酶称为类固醇5α-还原酶2。类固醇5α-还原酶1的相对分子质量为29 462，由295个氨基酸残基组成，其基因位于第5号染色体短臂（5p15），含有5个外显子。类固醇5α-还原酶2的相对分子质量为28 398，由254个氨基酸残基组成，其基因位于第2号染色体短臂（2p23），亦有5个外显子。两种酶的氨基酸序列约50%相同。初步研究显示，两种酶的分布不同，5α-还原酶2主要分布于雄激素的靶组织中，而5α-还原酶1则分布于皮肤和少数其他组织中。
  


  
    2.发病机制
  


  
    目前已对全世界多民族多家系的5α-还原酶缺乏症进行了大量的酶基因分析和酶活性测定研究，结果显示5α-还原酶缺乏症主要是5α-还原酶2缺乏和不稳定，而5α-还原酶1的活性正常。5α-还原酶缺乏症酶缺乏的原因不一定是酶的合成障碍，酶活性缺乏的原因是：①基因点突变造成酶不能与睾酮结合；②基因缺失、接合点突变和点突变形成提前出现终止信号阻碍了正常酶分子的合成；③点突变影响了酶的功能；④酶编码基因以外的突变影响了基因的表达。迄今为止，已报道5α-还原酶2有31种突变形式。
  


  
    5α-还原酶催化睾酮转化为DHT，5α-还原酶缺乏症患者睾酮不能在靶器官转化为活性的DHT。在胚胎发育期，由胎儿睾丸分泌的雄激素——睾酮促使中肾管向附睾、输精管和精囊分化，而DHT调节尿生殖窦和外生殖器的男性化。男性胚胎DHT合成缺陷导致尿生殖窦和外生殖器的男性化缺陷，但男性中肾管衍化物正常。因为睾酮本身调节LH的分泌，血浆LH正常或稍高，这样T和雌激素产生的速率与正常人相同，故不易出现男性女性型乳房（gynaecomastia）。
  


  
    3.临床表现
  


  
    已发表的家系资料统计结果显示：37%为近亲婚配的后代，63%为同型合子突变，34%为异型合子突变，41%家族中有多个成员患病。这说明本病在遗传上的不均一性，常染色体隐性遗传方式不多见。核型为46，XY。临床上有如下特征：①严重的会阴阴囊型尿道下裂，阴蒂样阴茎；②开口于尿生殖窦或尿道的不同大小的盲端性阴道浅窝；③有正常附睾、输精管、精囊和睾丸，前列腺缺如或发育不良，射精管终止于盲端阴道内；④女性体型，一般没有女性乳房发育；⑤无女性内生殖器；⑥青春期不同程度的男性化，变声，肌肉增加，阴茎增大，但是无阴毛、腋毛和胡须生长或稀少。乳房没有女性化，前列腺不发育是本病的特征。
  


  
    4.诊断
  


  
    本病的诊断主要依据典型的临床表现、家族史和特征性的内分泌变化。青春期前患儿诊断不易，特别是缺乏家族史时。如患者外生殖器呈两性畸形、小阴茎，会阴或阴囊型尿道下裂，睾丸位于腹股沟管或阴唇阴囊皱褶内，核型为46，XY，高度怀疑本病时，可通过hCG试验明确诊断。方法是hCG 2000IU，隔日肌注1次，共3次，注射前后测定血浆T和DHT和/或尿5β-四氢皮质醇（5β-THF）、5α-四氢皮质醇（5α-THF）、5β-四氢皮质酮（5β-THB）、5α-四氢皮质酮（5α-THB）、原胆烷醇酮（ETI）和雄素酮（AND）。本病患者注射后的T/DHT比值或5β-THF/5α-THF、5β-THB/5α-THB、ETI/AND比值都显著高于正常同龄儿童。5β/5α-类固醇代谢物比值的变化主要是肝脏5α-还原酶活性的反映。
  


  
    青春期后患者的诊断较简单，46，XY男性假两性畸形有典型的临床表现，青春期后出现进行性男性化，血浆T达到正常成年男性水平或稍高，DHT低于正常，T/DHT比值或尿5β/5α-类固醇代谢物比值升高即可作出诊断。
  


  
    5.鉴别诊断
  


  
    类固醇5α-还原酶2缺乏症的临床表现与17β-羟氧化还原酶缺乏、睾丸不完全性睾丸女性化和Reifenstein综合征有相似之处，应注意鉴别。17β-羟氧化还原酶缺乏亦可引起男性假两性畸形，胚胎时期由于T合成障碍导致男性化不足、外生殖器呈两性畸形、青春期出现男性化而与本病类似，但17β-羟氧化还原酶缺乏患者多有乳房发育，体毛不稀少，血浆T水平低，雄烯二酮水平增高，雄烯二酮与T比值升高。睾丸不完全性睾丸女性化和Reifenstein综合征属部分性雄激素受体缺乏，由于这种缺陷可损伤DHT合成部位的组织而发生继发性5α-还原酶缺乏，亦可出现T/DHT比值升高，但升高的程度比本病低一些，一般为14～32。但Reifenstein综合征患者外生殖器基本为小阴茎伴尿道下裂，有男性乳腺增生，尿5β/5α-类固醇代谢物比值在正常范围以及遗传方式为X连锁隐性遗传等。
  


  
    6.治疗
  


  
    性别取向确定为男性者，需行尿道成形和外生殖器整形术，如有隐睾者还需行睾丸下降固定术。青春期给予雄激素替代治疗。从本病的病理生理基础出发，最理想的雄激素制剂是DHT，现已合成庚酸双氢睾酮，初步试验每4～6周注射1次可以维持较高的血浆DHT水平。另外，可采用超生理剂量的T，常用丙酸睾酮5mg/kg，每天肌注1次；庚酸睾酮500mg，每周肌注1次；或十一酸睾酮胶丸80mg，每天口服4次。长期治疗可使血浆T水平升高并超过正常男性正常值上限，DHT达到正常值范围，促进患者的男性化，阴茎增大，阴毛、腋毛和胡须生长，精液量增加，性功能显著改善，患者自信心增强。19-去甲睾酮，如癸酸诺龙（nandrolone decanoate）对5α-还原酶缺乏能起到男性化的作用，具体疗效有待评价。
  


  
    性别取向为女性的患者，青春期前切除睾丸，青春期时给予雌激素/孕激素替代治疗以促进女性化，必要时施行阴道成形术。
  


  
    二、雄激素受体异常
  


  
    （一）雄激素受体
  


  
    雄激素对正常雄性发育、分化及功能维持十分必要。雄激素的作用机制与其他类固醇激素相似，即雄激素与胞质中的受体结合形成雄激素-受体复合物，通过雄激素受体（androgen receptor，AR）的介导而起作用。AR是类固醇受体超家族中的典型成员，能以高专一性、高亲和力与激素应答元件结合调控基因转录。AR是一种核蛋白，由918个氨基酸组成，相对分子质量约为99 000，沉降系数为8.3S。编码AR的基因于1988年由Lubahn和Chang等首次克隆成功，并定位于X染色体的长臂上（Xq1112），长7590kb，由8个外显子组成。外显子1最大，编码受体的N端，N端的结构最不保守。结构分析表明，N端结构域与AR的转录激活有关。这个区域包含两种多聚体——多聚谷氨酸和多聚脯氨酸，多聚氨基酸结构被认为在转录激活方面起重要作用。外显子2和3编码AR的DNA结合结构域（DBD），该结构域高度保守，由68个氨基酸组成，能折叠成两个锌指（zinc finger）结构。外显子4～8编码受体的铰链区和配体结合结构域（LBD），该区域起着形成二聚体和结合配体的作用。
  


  
    AR发挥其生物学功能时首先要与其靶基因上的雄激素应答元件（ARE）相互作用。目前对ARE的研究相对较落后，已发现的ARE基本与糖皮质激素受体应答元件一致。迄今为止，已有多个甾体激素的辅助激活因子被克隆，但AR专一的辅助激活因子只有一个，而且其作用机制尚不十分清楚。
  


  
    （二）雄激素受体异常与疾病
  


  
    目前已知与AR突变相关的疾病有雄激素不敏感综合征、延髓脊髓性肌萎缩、前列腺癌和男性乳腺癌等，随着对AR的深入研究，这些疾病的分子基础日益明了。这包括完全的或部分的基因缺失、点突变、mRNA剪接位点突变，插入突变以及谷氨酸多聚结构的增大等。在此主要介绍雄激素不敏感综合征。
  


  
    雄激素不敏感综合征（androgen insensitivity syndrome，AIS），也称为雄激素抵抗征。这是由于AR缺陷致使靶细胞对雄激素反应能力低下或无反应的一类X连锁隐性遗传病。患者染色体核型为46，XY，H-Y抗原呈阳性。
  


  
    1.发病机制
  


  
    AIS系AR编码基因的部分缺失、点突变或受体的mRNA转录过程受损，导致AR功能的不同损害，因此使男性表型分化和/或男性化异常。自1988年第一例AIS患者AR基因突变被报道以来，迄今为止已有110多种AR基因突变被报道。这些突变发生在AR基因的8个外显子上都有发现，但大多数突变发生在AR的LBD及DBD。在LBD有两个错义突变高发区（分别位于726-772及826-846氨基酸残基之间）。
  


  
    目前已确定的AR基因突变按所造成的AR表型可分为下列4类：①受体阴性型：其分子机制为：a.AR基因全部或部分丢失，较少见，分别占总突变的1%和4%；b.无义突变造成AR合成提前终止，由此生成的截短受体因C段的部分缺失，无激素结合能力；c.内含子与外显子边界区的突变造成RNA拼接位点改变，致使基因转录后的mRNA加工发生错误；d.错义突变，如LBD区的某些氨基酸的改变，造成受体无激素结合能力，这说明某些氨基酸对维持LBD的功能非常重要；②受体结合减少型：这主要是由于AR数量的减少或雄激素对AR亲和力降低所致。如Zoppi报道的Gln的无义突变，所合成的受体是以Met为翻译起点，而这一合成效率大大下降，仅为正常的25%左右，且变异受体转录激活能力也下降；③受体热不稳定型：Marcelli报道的一个突变（Pro→Ser）就为此机制，突变受体热稳定性明显下降且与配体的解离率增加；④受体正常型：这种类型的突变大都发生在受体的DBD区。例如Arg→His等，因Arg 在DBD中高度保守，这种突变会造成AR的功能丧失。
  


  
    2.临床表现
  


  
    雄激素不敏感综合征表型的变化很大，自常见的睾丸女性化至单纯尿道下裂。雄激素不敏感综合征典型的症状是出生时外生殖器女性化，青春期第二性征发育异常，患者核型为46，XY，不育。雄激素不敏感综合征被分为3型：完全性雄激素不敏感综合征（complete androgen insensitivity syndrome，CAIS），典型的女性外阴；部分性雄激素不敏感综合征（partial androgen insensitivity syndrome，PAIS），外阴主要表现为女性外阴或是男性外阴或是外阴模棱两可；轻度雄激素不敏感综合征（mild androgen insensitivity syndrome，MAIS），典型的男性外阴。分型及临床表现见表23-1。
  


  
  
    表23-1　雄激素不敏感综合征分型及临床表现
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    续表
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    3.临床诊断
  


  
    根据临床表现及患者的染色体核型46，XY，可以获得初步诊断。实验室检查患者的睾酮水平正常或是升高，并能正常的转化为双氢睾酮，LH正常或是升高，外生殖器皮肤纤维母细胞雄激素结合活性缺乏。分子遗传学方面的主要是检查AR基因，超过95%的CAIS的患者AR基因发生了突变，不到50% 的PAIS的患者AR基因发生了突变。CAIS患者在出生后的3个月之内血清中的LH及T的峰值降低。
  


  
    4.临床治疗
  


  
    治疗CAIS时，为了防止睾丸的恶变，要么待女性化完成后切除睾丸，要么青春期前行性腺切除术并进行雌激素替代治疗，同时应进行阴道扩张术，避免以后的性交困难。PAIS外阴女性化显著的患者治疗方案同CAIS，PAIS外阴女性化显著的患者最好是在青春期以前进行性腺切除术，避免青春期时阴蒂肥大。对于PAIS外阴模棱两可或是男性化显著的患者应该尽早确定按哪种性别进行抚养，确定当作男性抚养的患者应该行泌尿系手术，如睾丸下降固定术及尿道下裂修补术；确定当作女性抚养的患者应该行青春期后性腺切除，并给予雌激素及雄激素替代治疗。MAIS患者需要行乳房整形术。婴幼儿时期补充睾酮治疗可以帮助改善女性男性化。
  


  
    三、Kallmann综合征
  


  
    Kallmann综合征（Kallmann syndrome），即选择性促性腺功能低下型性腺功能减退症，是一种先天性遗传病，其临床特征是先天性性腺功能低下和嗅觉缺失，因此又称为嗅觉-性腺功能发育不良综合征。婴幼儿时期阴茎微小及隐睾。此外，常伴有一些其他神经病学症状及躯体发育缺陷。如能早期发现并及时给予激素替代治疗，可使患者恢复性腺功能，并使部分患者恢复生育能力。
  


  
    1.发病情况
  


  
    该病最早由西班牙病理学家Maestre de San Juan于1859年进行描述。1914年Weidnereich将其归类为一独立的综合征，并发现是由于垂体分泌的促性腺激素缺乏所致。1930年Altmann对垂体和睾丸组织学研究的结果也支持这一观点。上述资料均来自尸检或病理解剖研究。1944 年Kallmann等报告3个家族（62名亲属）中有9例男性发生性腺发育不全伴有嗅觉障碍，并认识到该病为遗传病，故将其命名为Kallmann综合征。1954年De Morsier进一步发现该病的性腺功能低下源于丘脑下部病变，故该病亦称De Morsier综合征。国外最近统计结果显示Kallmann综合征在人群中的发病率为男性1∶10 000，女性1∶50 000，男性为女性的5～6倍。呈家族性发病，亦可散发。
  


  
    2.病因学和发病机制
  


  
    Kallmann综合征属于遗传性疾病，其遗传方式可以是常染色体隐性遗传或不全显性遗传，但以X连锁遗传型最为常见，表明遗传上的异质性。近年来发现该病患者X染色体远端短臂缺失或异常，且X连锁型Kallmann综合征与X染色体Xp22.3区域的Kallmann基因（KAL）突变有关。
  


  
    Kallmann综合征的性腺功能低下是继发于下丘脑促性腺激素释放激素（GnRH）分泌不足或缺乏。嗅觉障碍主要是两侧嗅球及嗅束发育不良或缺失的结果。有人通过免疫细胞化学方法发现嗅觉神经细胞和合成GnRH的神经细胞共同起源于胚胎时的嗅基板，在发育过程中，嗅神经细胞从嗅基板周围伸出轴突穿过筛状板和脑膜组织到达嗅球，而GnRH神经细胞则沿神经迁移，穿过嗅球，最后定位于下丘脑。因而GnRH神经细胞和嗅觉神经轴突存在一条共同迁移途径。正常情况下，在胚胎发育的2～8d就有KAL基因表达，并翻译一种与细胞粘附有关的KAL蛋白来促进上述神经细胞的迁移过程。而在X连锁Kallmann综合征患者的胚胎发育前3个月，由于KAL基因突变而不能翻译出KAL蛋白，导致GnRH神经细胞不能迁移至下丘脑，造成GnRH分泌不足或缺乏，进而引起性腺功能低下的一系列表现。与此同时，KAL基因突变也影响嗅球和嗅束的形成，导致嗅觉障碍或缺失。该病的其他一些神经病学症状如联带运动、共济失调、眼球震颤也与KAL基因突变有关。还有学者发现该病合并的单肾发育不良也与KAL基因突变有关。
  


  
    3.临床表现
  


  
    先天性性腺功能低下是Kallmann综合征的临床特征之一，临床上主要表现为：①性腺和性器官发育障碍：阴茎呈幼稚型，睾丸直径多小于2cm，或同时合并隐睾，第二性征发育不良：阴毛及腋毛分布稀疏或呈女性分布，皮肤细腻，肌肉减少，骨密度降低，性欲减退及勃起功能障碍，可呈女性体型；②嗅觉完全或不完全丧失；③可合并先天性中线发育畸形，如唇裂、腭裂、尿道下裂等。部分患者还伴有其他一些神经病学症状，如联带运动、共济失调、眼球震颤、智力低下、红绿色盲、神经性耳聋、空间注意力异常等。还有学者报告伴发干皮病、痉挛性麻痹、心血管畸形、弓形足、短掌骨畸形及先天性孤独肾等；此外，本征有明显的家族性，身材正常或相对较高，但智力一般正常。
  


  
    4.诊断
  


  
    根据上述临床表现诊断Kallmann综合征并不困难，但由于上述表现在儿童期不易引起注意，故大多数病例在青春期后才得以确诊。体格检查第二性征发育不全的Tanner分期见表23-2。精液常规检查可见无精子或无精液。睾丸活检可见睾丸间质细胞数目减少或缺如，生精小管不形成精子。内分泌激素检查可见血清FSH和LH降低或正常值下限，T明显降低。延缓GnRH刺激试验阳性，克罗米芬刺激试验（作用于下丘脑）阴性。MRI检查可发现大脑嗅回发育不全、嗅球和嗅束缺失，垂体及下丘脑正常。采用PCR检测KAL基因，有利于早期诊断，若发现Xp22.3区域的KAL基因发生突变，即可诊断X连锁Kallmann综合征。目前有6个基因与Kallmann综合征有关，他们是：KAL1（KS1）、FGFR1 （KS2）、PROKR2（KS3）、PROK2（KS4）、CHD7（KS5）和FGF8（KS6）。25%～35%的Kallmann综合征患者以上6种基因同时发生了突变。
  


  
  
    表23-2　体格检查Tanner分期（Tanner staging）
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    5.治疗
  


  
    早期诊断并及时给予激素替代治疗是治疗成功的关键。激素替代疗法是指给予外源性的GnRH脉冲治疗，通过促进患者腺垂体分泌LH和FSH增加，进一步刺激睾丸Leydig细胞产生T，睾丸精子生成增多，同时促进男性附属性腺器官的发育和成熟。应用外源性的GnRH脉冲治疗后，大多数患者血清FSH、LH、T升高，部分患者的妻子妊娠。也有学者采用LHRH。因此认为此病是由于下丘脑GnRH脉冲式释放功能障碍所致，采用促性腺激素类似物或hCG/hMG治疗可以促进精子的生成。如果患者仍然不育，可以考虑辅助生殖技术进行治疗。有学者认为对于以往用过T治疗者，仍可应用GnRH脉冲泵治疗。随着对该病分子病因学的深入研究，可望对其进行基因治疗。
  


  
    四、男性Turner综合征
  


  
    男性Turner综合征（male Turner syndrome），又名Noonan综合征（Noonan syndrome），核型为XY，有Turner表型。本病为畸形发育迟滞综合征，可能为一组疾患，无染色体畸变。表型个体差异很大，以面容特征（见“临床表现”）、身矮、心脏缺陷、生殖器官和性发育异常以及智能落后为特征，其确切患病率、疾病自然经过、发病机制和遗传方式尚不明了。
  


  
    1.发病机制与遗传
  


  
    多数病例为散发，有少数家族聚集现象的报道，符合常染色体显性遗传，有报道个别家系有同胞同病及亲代近亲婚姻史，故常染色体隐性遗传也有可能。现多认为本病有遗传异质性，家系成员有的仅有轻微症状和体征，家系中前一代病情严重者其子代患者亦严重。
  


  
    2.临床表现
  


  
    身材矮小但各部分比例正常，常有轻度智能落后，偶伴感觉神经性听力缺陷，面容特征为：宽前额，眼距宽，单或双睑下垂，睑裂斜向下，内眦赘皮，口角向下，斜视，马鞍鼻，耳位置低，耳廓多皱襞且向后旋，后发际低，颈侧部皮肤松弛或形成翼扑，腭弓高，错牙咬合，悬雍垂分叉，偶可见腭裂。多数患者身矮，即使身高正常的患者也低于其遗传背景，常伴有轻度骨骼异常，表现为：肘外翻，盾状胸，乳突间距宽，脊柱侧后凸，X线检查可见胸骨、椎体、肢体和颅骨异常，胸廓畸形较突出，胸骨上部向外移位，下部向内移位，构成同一患者既有鸡肘胸又有漏斗胸，关节过伸，约30%～50%患者有心脏缺陷，以右侧心脏畸形为特征，最常见的类型为肺动脉口狭窄、动脉导管未闭和主动脉口狭窄；其他类型心脏畸形为肥厚性心肌病，主动脉缩窄，肺动脉分支狭窄和罕见的Ebstin畸形。
  


  
    性发育迟缓，男性患者阴茎常较小，半数以上有隐睾，不育少见，而女性患者多无生育力。其他表现如脑积水，肾盂输尿管梗阻引起肾积水，可伴有甲状腺功能低下，个别患者可发生肺淋巴管扩张或乳糜胸，皮肤常有多发性色素痣，指甲发育不全，手足常发生淋巴性水肿，卷发，多毛，常有瘢痕形成，可有皮肤弹性过度。
  


  
    3.诊断与鉴别诊断
  


  
    诊断主要依靠临床表现，肤纹无特异性改变，染色体核型正常。分子遗传学方面的检查包括一些突变基因的鉴定。50%的患者PTPN11基因突变，13%的患者有SOS1基因的突变，3%～17%的患者有RAF1基因突变，少于5%的患者有KRAS基因突变。此综合征应与Turner综合征鉴别，两病均有身矮，骨骼及皮肤异常，仅面容特征不足以鉴别两病，不育见于Turner综合征，且无家族史，心脏畸形，Turner综合征以主动脉狭窄最多见，而Noonan综合征则以肺动脉口狭窄最常见，染色体核型分析可确切鉴别两者，Aarsvog综合征（面、生殖器官发育异常）也常有身矮，但该综合征阴囊遮过阴茎，这一特征及X连锁隐性遗传有助于鉴别。胎儿苯妥英钠综合征（William综合征）也均有生长迟缓、轻至中度智能落后及颅面畸形，也与Turner综合征鉴别，EhlarsDanlos综合征有皮肤弹性过度及关节松弛，需鉴别。
  


  
    4.治疗
  


  
    手术矫治心脏畸形，但由于瓣膜和结缔组织发育不良，致手术效果不一定理想。认知能力的提高有待对他们进行个体化教育，可以适当补充生长激素加快生长。严重出血的患者可以补充特定的凝血因子或是血小板。隐睾需手术治疗，也可考虑激素替代治疗。患者可有生育力，也可能不育，对于不育的患者可以咨询生殖专家及内分泌医生。除心脏畸形和可能具有发生肿瘤倾向外，对寿命无多大影响，遗传咨询是预防的重要措施。
  


  
    五、唯支持细胞综合征
  


  
    唯支持细胞综合征（Sertoli-cell-only syndrome，SCOS）于1947年由Del Castills首先报道，又称为Del-Castills综合征（Del-Castills syndrome）或生殖细胞不发育征（germinal cell aplasia）。本病睾丸生殖细胞先天性发育不全，生精小管仅有发育良好的支持细胞，以至精子生成障碍而不育。
  


  
    1.病因
  


  
    大多数单纯唯支持细胞综合征患者的Y染色体上的无精子因子（azoospermia factor，AZF）区域的AZFa区域发生了缺失。此综合征分为两型：SCOSⅠ及SCOSⅡ，前者是所有的生精小管内缺乏生殖细胞，后者为可见少量的生殖细胞，但是精子发育不成熟；又分别被称为完全型唯支持细胞综合征（complete SCOS，cSCOS）和不完全型唯支持细胞综合征（incomplete SCOS，iSCOS）。
  


  
    2.临床表现
  


  
    临床症状与Klinefelter综合征相似，但第二性征基本正常，有正常性功能，一般无女性化乳房及其他类无睾丸特点，睾丸体积稍小，质地正常。
  


  
    3.实验室检查
  


  
    （1）精液常规：
  


  
    精液中无精子或极少数的不成熟精子。
  


  
    （2）血中生殖激素测定：
  


  
    血中T正常或稍低，血中促性腺激素，尤其是FSH值明显上升。
  


  
    （3）染色体分析：
  


  
    核型为46，XY。
  


  
    （4）睾丸活检：
  


  
    睾丸活检见生精小管生殖上皮细胞数减少或缺如，含丰富的支持细胞，Leydig细胞形态正常，数目相对增多。
  


  
    4.治疗
  


  
    目前暂无治疗方法。
  


  
    六、性幼稚-多指畸形综合征
  


  
    性幼稚-多指畸形综合征（Laurence-Moon and Bardet-Biedl syndrome）较为少见，系常染色体隐性遗传病。性幼稚-多指畸形综合征Ⅰ型基因定位于染色体11q13，而性幼稚多指畸形综合征Ⅱ型基因定位于染色体16q13q21。他们影响间脑外胚叶和中胚层的发育，引起下丘脑、漏斗、视交叉、视网膜、骨骼发育异常。下丘脑-垂体的先天性缺陷引起促性腺激素分泌不足。典型的临床表现为肥胖、色素性视网膜炎、智能低下、多指畸形、性器官发育不全。至青春期第二性征不出现，睾丸小或下降不全等。此外还可有其他畸形，如头颅畸形、矮小畸形、颜面瘫痪、眼睑下垂、眼球震颤、白内障和幼年性青光眼等。尿17-类固醇低于正常及促性腺激素降低。睾丸活检见生精小管无发育不良，但无成熟精子。可用促性腺激素和雄激素治疗。
  


  
    七、性幼稚肌张力低下综合征
  


  
    性幼稚肌张力低下综合征（Prader-Willi syndrome）亦较少见，是一种与神经元生长抑制因子necdin基因缺失有关的综合征，基因定位于15q11～13。患者的间脑或视丘下部发育障碍。患者自幼肌张力低、肥胖、智力低下，并有特殊的行为表现如：乱发脾气、倔强及强迫症。性腺和性器官发育不全，阴茎短小，常有一侧或双侧隐睾，第二性征出现晚或缺如，多数患者不能生育。一般在10岁以后出现糖尿病。另外，还可合并其他异常，如斜视、蓝色眼球、耳畸形、颌小畸形、齿缺如、手指畸形等。尿中生殖激素和促性腺激素偏低。可根据临床特点并结合分子生物学方法进行诊断。主要采用对症治疗，并适当应用雄激素。尽管切除的隐睾进行活检发现精子的发育是正常的，但是目前还没有此综合征患者生育方面的报道。
  


  
    八、肌强直性营养不良症
  


  
    2型肌强直性营养不良症（myotonic dystrophy type 2，MD2）是一种常染色体显性遗传性疾病，于1890年由Delege首次描述，后于1902年由Rossolomo命名。1915年Curschmann较详细地描述其肌营养不良的特征，并称为营养不良性肌强直（dystrophia myotonica），本病又称为Steinert病。1989年Brunner等把MD的遗传基因定位于第19对染色体上的19q13.3的位点上，随后发现在D19S63和D19S95之间存在强烈的连锁不平衡现象，并且证明编码基因为ZNF9，他的大小为9～10kb，在MD时这个编码基因明显增大，最大可达15kb。Brook证实MD的发病是由该区内CTG三核苷酸的重复序列增多所致。正常情况下，该区的CTG重复序列为5～27个，而MD患者则为50个以上。本病的患病率为1/20 000～1/8000，可发生于任何年龄，但多见于青春期后，特别是20～25岁。临床表现为肌无力、萎缩和肌强直。大部分患者有白内障、额秃、性欲下降、勃起功能障碍、多汗等，部分患者有胃肠平滑肌功能障碍、心脏传导阻滞、2型糖尿病、睾丸功能衰竭及智力减退等。睾丸小而软，实验室检查见精子减少，LH和FSH升高，睾酮降低。病理改变与Klinefelter综合征相似。患者为正常男性化，青春期后出现睾丸功能衰竭，不能生育。可根据临床特点及PCR法检测突变基因ZNF9等方法进行诊断。一般采用对症治疗，性腺功能低下可以补充睾酮治疗。
  


  
    九、LH和FSHβ亚单位基因突变
  


  
    FSH和LH由腺垂体促性腺激素细胞分泌。FSH、LH、hCG和促甲状腺素等同属于糖蛋白激素，均为杂二聚体，由α和β两个亚单位组成。所有的糖蛋白激素的α亚单位的氨基酸序列相同，由92个氨基酸组成，相对分子质量约为16 000，由位于第6号染色体长臂q12～21处单个基因编码。α亚单位基因由4个外显子和3个内显子组成。在各种糖蛋白激素中，β亚单位则不相同。人LHβ亚单位是由115个氨基酸组成的肽，由位于19号染色体上的单个基因编码。LHβ和FSHβ亚单位基因突变较为罕见。
  


  
    FSHβ亚单位基因的失活突变导致的男性促性腺功能低下症和青春期延迟已有报道。Jameson报告1例核型为46，XX的FSHβ亚单位基因点突变纯合子患者，表现为原发性闭经、血清FSH水平低和不孕。FSHβ亚单位基因分析显示有两个核苷酸缺失。FSH缺乏的雄性小鼠虽然其具有小睾丸和少量精子生成，但仍然不可能生育。
  


  
    LHβ亚单位基因突变导致青春期延迟亦有报道。患者血清免疫反应性LH水平升高，而具有生物活性LH水平降低，突变的LH Gln54为Arg纯合性替代，与受体结合能力降低。该家族中杂合性突变的男性患者T水平降低。女性杂合子具有规则的月经，且能生育。在芬兰和日本，已有LH多种突变体报告。LH有两个氨基酸（W8R和I15T）被替代，LH生物活性增高和血清半衰期降低，这种多态性的临床意义尚不明了。
  


  
    十、LH和FSH受体基因突变
  


  
    人类有两种促性腺激素受体，即FSH受体（FSHR）和LH受体（LHR），FSHR和LHR基因均定位于2p21～16，共有10个外显子。Takashi等从人卵巢克隆出来的FSHR的各区段的氨基酸数目为：细胞外区共359个氨基酸，跨膜区为254个氨基酸，羧基端为65个氨基酸。LHR由669个氨基酸组成。FSHR和LHR在结构和氨基酸组成数目方面都很接近，但各自只能与FSH和LH结合，提示两种受体在结构上有其特异性。
  


  
    由于LHR的失活突变导致的LH抵抗已有几个家族报告。LHR突变的男性患者表现为多种表型异常，从46，XY男性外生殖器女性化到Leydig细胞发育不良、原发性促性腺功能低下和延迟的性成熟。迄今为止，仅有1例FSHR的激活突变报告，该患者可生育。
  


  
    第三节　Y染色体微缺失
  


  
    早在20世纪70年代，研究者们在部分无精子症男性患者中发现在细胞遗传学水平上可见的大片段Y染色体缺失或重排，而这些变异又总是累及Y染色体长臂1区1带（Yq11），所以认为在Yq11上存在与精子发生相关的基因，缺失将导致无精子，称为无精子因子（azoospermia factor，AZF），后被许多研究者所证实。近年来，应用多重聚合酶链反应等技术，检测Yq11的微缺失，发现一些在细胞遗传学水平不可见的Y染色体微缺失（Y chromosome microdeletions），也可导致无精子或精子发生异常。现已在Yq11上发现三个容易缺损的片段，分别称为AZFa、b、c，也有提出第四个区，即AZFd。Y染色体微缺失被证实是致男性不育的重要遗传学病因，在目前所明确的男性不育遗传学病因中，Y染色体微缺失发生率仅次于Klinefelter综合征。一些国家已经将Y染色体微缺失检查作为不育男性患者，尤其是无精子症和严重少精子症患者的一项重要必查项目。
  


  
    （一）流行病学
  


  
    目前，临床所检测的Y染色体微缺失是指经典的AZFa、b、c区完全缺失，这类缺失与无精子症和严重少精子症（＜5×106/ml）的关系已被证实。各研究报道的Y染色体微缺失发生率有较大的差别，范围为1%～55%。造成这种差异的主要原因与病例的选取有关，如唯支持细胞综合征患者群体中，Y染色体微缺失达50%以上。还与检测位点的选择有关。另外，不同国家的报道有些差别也提示，Y染色体微缺失发生率和位点可能存在区域和人种的差异。一般认为，在非选择性无精子症和严重少精子症患者群体中，Y染色体微缺失发生率为10%左右。其中，AZFc区缺失最常见，约占总发生率的79%，其次是AZFb区或AZFb+AZFc区缺失，分别占9%和6%，而AZFa区或三个区域同时缺失少见，各占总发生率的3%。在我国，发生率与此相近，我们检测了2005—2010年武汉同济生殖医学专科医院的1352例无精子症和严重少精子症患者外周血白细胞中Y染色体微缺失情况，共检测了分布于AZFa、b、c区的多个位点，发现162例（11.98%）患者有Y染色体微缺失。其中，AZFc区缺失114例，占总发生人数70.4%； AZFb+AZFc区缺失23例，占总发生人数14.2%；AZFb区缺失7例，占总发生人数4.3%；AZFa区缺失6例，占总发生人数3.7%；AZF三个区域同时缺失12例，占总发生人数7.4%。近期有研究还表明，Y染色体微缺失在习惯性流产患者配偶中有很高的发生率。但在我们所检测的40多例习惯性流产患者配偶中，均未发现Y染色体微缺失。
  


  
    除了经典的AZFa、b、c区完全缺失外，近年来发现了一些AZF区的部分缺失。AZFa和AZFb区的部分微缺失报道很少，近年研究较多的主要是AZFc区的部分缺失，包括gr/gr缺失、b1/b3缺失、b2/b3、g1/g3缺失。由于这些缺失在精液正常或有正常生育人群中也有发生，且发生率差别与民族、Y染色体单体群（Y chromosomal haplogroups）有关，所以，这些缺失方式到底是不是造成男性不育的病因，目前还在研究和争论中。据我国和一些亚洲国家近期的研究结果，AZFc区的部分缺失在亚洲有较其他地区（如欧美国家）更高的发生率，一般认为大于10%，但与男性不育的关系还持不同意见。我国已有研究表明，gr/ gr缺失与男性不育有关。
  


  
    （二）发病机制
  


  
    Y染色体微缺失发生主要为位于长臂5～6区间的AZF区，共有三个区域：AZFa、AZFb、AZFc，其中，AZFb与AZFc有相互重叠的区域。
  


  
    近年来，研究者们加强了对Y染色体微缺失的发生机制的研究，并阐明了大部分Y染色体微缺失发生的经典机制——同源重组。同源重组能解释所有的分别发生在AZFa区、AZFb区和AZFc区的全区缺失：在AZFa区发现了两段同源性很高的人类内源性逆转录病毒序列HERV15yq1和HERV15yq2（图23-1），分别分布在AZFa微缺失的两个断端，大部分的AZFa微缺失是由于这两个人类内源性逆转录病毒序列中的同源系列重组，造成792kb的片段缺失，使AZFa区仅有的两个Y染色体单拷贝基因DBY和USP9Y丢失。AZFb和AZFc区的微缺失也主要是这些区域内分布在回文结构中的、同源性高的扩增子发生同源重组而致（图23-2）：AZFb区缺失主要是由于回文结构P5与P1近端同源重组，造成6.2Mb的缺失和共32拷贝的基因和转录单位的丢失；不育男性发生Y染色体微缺失最常见的是AZFc区全部缺失，其机制是由于回文结构P3中的扩增子b2与P1中的扩增子b4同源重组，造成3.5Mb的缺失和共21拷贝的基因和转录单位的丢失；而AZFb区和AZFc区共同缺失可能有两种重组方式：回文结构P5与P1远端同源重组，造成7.7Mb的缺失和共42拷贝的基因和转录单位的丢失，或回文结构P4与P1远端同源重组，造成7.0Mb的缺失和共38拷贝的基因和转录单位的丢失。
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      图23-1　AZFa区的基因及缺失机制
    

  


  
    同源重组也能解释部分的AZF区部分缺失。AZFc区部分缺失的发生率相对较高，近期研究也较多，Repping等发现了三种AZFc区部分缺失的方式，并阐明了发生的机制（图23-3）。gr/gr缺失是由于扩增区g1、r1、r2分别与g2、r3、r4同源重组所致，造成AZFc区1.6Mb片段的缺失和共9拷贝的基因和转录单位的丢失。b1/b3缺失是由于扩增区b1与b3同源重组所致，造成AZFc区缺失片段长度也为1.6Mb，共12拷贝的基因和转录单位的丢失。b2/b3缺失的机制稍复杂，有两种可能的机制：一种是先通过g1、r1、r2与g2、r3、r4发生倒位，使b2与b3的方向一致，再由b2与b3发生同源重组；另一种可能是b2与b3发生倒位后再同源重组。这两种方式的结果是一致的，都造成了相同的长1.8Mb片段的缺失。2004年，Fernandes等又报道了另一种AZFc区的部分微缺失，即由g1/g3缺失，缺失长度约2.2Mb。其机制是先发生b2与b3的倒位，使g1与g3的方向一致，然后g1与g3发生同源重组。同源重组解释了迄今所发现的大部分Y染色体微缺失，但仍有小部分发生在AZF区域的部分缺失不能用这种机制解释。
  


  
    一般认为，Y染色体微缺失致男性不育的分子机制主要是Y染色体缺失区域存在与精子发生相关的基因。男性只要一条Y染色体，如果发生缺失就会有相应表型出现。而且，这些基因多为多拷贝基因，可能存在数目叠加效应，单个拷贝的缺失可能就会影响基因功能的发挥。虽然随着基因组计划的完成，目前已经确定了AZF各区的基因和转录单位（图23-2），对这些基因的表达及功能也有所了解（表23-3），但是还不能确定AZF区缺失后，是哪几个基因的丢失影响了精子发生。对这些基因功能的进一步研究将是阐明Y染色体微缺失致男性不育和表型的分子机制的主要途径。另一个不明确的是AZFc区各种部分缺失，将造成基因和转录单位的丢失（表23-4），但这些微缺失，在某些Y染色体单体群中不影响精子发生和生育力，这也提示了可能有其他的代偿性机制的存在。AZFc区全缺失患者睾丸有多种表型，也提示了这一点。
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      图23-2　AZFb和AZFc区的基因和转录单位
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      图23-3　AZFc区结构、基因和转录单位
    

  


  
  
    表23-3　AZF各区的基因
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    续表
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    表23-4　AZFc区全缺失和部分缺失后的基因及转录单位数目
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    由于大部分Y染色体微缺失将导致不育，就意味着这种遗传缺陷并非来源于父亲。这种缺陷的来源，也就是在精子中为什么会产生这种遗传缺陷呢？目前说法不一。有人认为Y染色体的缺失发生较其他染色体容易，是因为：精子的形成过程比卵子发生过程具有更多的突变机会，Y染色体始终处于这个环境中。而在卵子发生中，X染色体和所有的常染色体只需一半的时间存在于这个不利的环境；X染色体和所有的常染色体的基因在有丝分裂期间与对等数量的DNA配对时，能够进行DNA的修复，而Y染色体不能进行这种修复。也有学者认为Y染色体微缺失是一种随机事件，是遗传或环境等因素所致。
  


  
    （三）诊断
  


  
    随着对Y染色体微缺失研究的广泛开展与深入，研究已经表明经典的AZF区微缺失与患者睾丸表型有些联系。AZFa区微缺失多为AZFa区全部缺失，表现为无精子症和唯支持细胞综合征。唯支持细胞综合征患者AZFa区的微缺失高达55%。AZFa区微缺失也有部分缺失而只导致DBY或USP9Y单个基因的报道，患者睾丸的表型多样化，但这种缺失形式还未被较多的研究证实。AZFb区全部缺失，或AZFb和AZFc同时缺失时，患者表型同AZFa区全缺相类似，表现为精子发生停滞和唯支持细胞综合征，但在少数报道及我们临床上，严重少精子症患者可以出现AZFb区缺失。AZFc区缺失的患者临床和睾丸组织学表型多样化，一般多有精子发生，甚至能使妻子自然受孕而遗传给下一代，但这种情况很少见，仅见个案报道，绝大部分AZFc区缺失的患者表现为无精子或严重少精子。
  


  
    了解经典的AZF区微缺失与患者睾丸表型的联系及患者精液情况，对于确定进行Y染色体微缺失检查的对象有一定的指导意义，即主要检查对象为无精子症和严重少精子症患者，尤其是未找出解释无精子和严重少精子其他病因的患者。但另一方面，由于AZFc区缺失最多见，约占总发生率的79%，而此区缺失的患者临床和睾丸组织学表型多样化；而且Y染色体是100%会遗传给雄性子代的，所以，对于男性不育患者，尤其是病因不明的患者，为了后代的健康，均需行Y染色体的检测，特别是在实行精子卵细胞胞质内注射（intracytoplasmic sperm injection，ICSI）、体外受精-胚胎移植（in vitro fertilizationembryo transfer，IVF-ET）治疗之前。对于不明原因的女性习惯性流产，男方也有必要进行这种检测。Y染色体微缺失在正常生育人群及精液常规检查正常人群发生率很低，如有需要，也可检查。
  


  
    Y染色体AZF区部分微缺失到底会不会影响精子发生目前还未最终确定，各国暂时还没有将其纳入检查范围。近期有报道有些类型的AZFc区部分微缺失虽然可能不会影响生育力，但会遗传给下一代，而增加子代发生AZFc区全缺失的发生率，所以，有学者建议将其纳入临床检查范围，结果供医生和患者参考。
  


  
    Y染色体微缺失的确诊依赖于分子生物学方法。目前，用于临床Y染色体微缺失的检查方法主要包括PCR、DNA芯片技术。DNA芯片技术具有高通量的优点，但成本高。目前应用最多的是多重PCR。位点的选择一般应用欧洲男科学会和欧洲分子遗传学质量控制体系推荐位点，共有六个位点，AZFa、AZFb和AZFc区各两个（图23-4）。考虑到可能存在的地区、种族、民族的差异，可以增加位点。AZFc区的部分缺失，包括gr/gr缺失、b1/b3缺失、b2/b3缺失、g1/g3缺失，检查位点及判断见表23-5。
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      图23-4　EAA、EMAQ推荐位点及分布
    

  


  
  
    表23-5　AZFc各种部分微缺失检测位点及结果
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    （四）治疗
  


  
    AZF区域微缺失与表型的联系对于治疗有指导性意义：首先，这种检查揭示了患者的病因，也同时表明了一般的提高精子质量药物治疗的效果会受限制。另一方面，这种患者往往需要利用辅助生殖技术，有Y染色体微缺失的患者需要选择后代的性别。Y染色体微缺失的发生区域对辅助生殖技术也有指导：一般认为，AZFa区、AZFb区发生全部缺失的患者，以及一些AZFc区微缺失的患者，由于睾丸内无精子产生，故不推荐做睾丸穿刺取精和ICSI；对于AZFc区微缺失而睾丸内有精子产生的病例，可考虑睾丸穿刺取精和ICSI，但同时也要考虑成功率和微缺失的可遗传性。
  


  
    Y染色体微缺失这种遗传缺陷可以100%遗传给雄性子代，导致子代不育，特别是辅助生殖技术的发展，会使这种遗传更为常见。但目前还没有治疗方法能纠正这种遗传物质的异常。所以，即使这些患者睾丸中有精子，还需要进行性别选择，即选择女儿而避免将Y染色体遗传给下一代，这种途径的成功率和经济负担是医生和患者都需要考虑和准备的。我们认为，应将这一类患者纳入供精人工授精的适应证中。
  


  
    虽然从理论上讲，质量药物治疗的效果会受限制，但还是可以配合辅助生殖技术的应用。新近Selman等报道了一个DAZ、BPY2和CDY1基因缺失的32岁特发性无精子症患者，睾丸精子发生停滞于精母细胞阶段，用促性腺激素治疗后有精子产生，并顺利通过ICSI技术使其妻生出两个健康的女婴。因此，对于有Y染色体微缺失的无精子症患者治疗，值得进一步研究。
  


  
    第四节　线粒体DNA与精子异常
  


  
    除了细胞核内有基因组外，线粒体内也有基因组，在线粒体中参与呼吸链的一些基因编码的蛋白对精子的生成及运动能力发挥着重要的作用。精子的质量和数量同时受到环境因素及遗传因素的影响，精子的线粒体在维持精子的正常生理功能中发挥着重要的作用，因为精子需要较多的三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）以维持其自身的运动活力。
  


  
    线粒体是存在于真核细胞内负责能量代谢的细胞器。30年前，人类发现在人和动物的细胞内存在着第二套基因组——线粒体基因组。人类的线粒体DNA是由16 569bp双链环状的DNA分子所构成，他编码了2个rRNA，22个tRNA及13个多肽，4个呼吸酶复合物蛋白。线粒体DNA没有内含子，环状双链DNA转录和翻译成线粒体内所需要的功能蛋白。线粒体DNA突变的概率是细胞核内DNA突变的10～20倍。线粒体DNA更易突变的原因是其与呼吸链相邻很近，并且没有组蛋白及内含子有关。
  


  
    男性射精后，精子需要大量的能量维持其快速的运动。氧化应激损伤或是自由基会导致线粒体内的基因发生不可逆的损伤和突变，进而导致男性不育。在精子的中段包含有70～80个线粒体，每个线粒体内有一个线粒体DNA的拷贝。
  


  
    大约85%的精液标本含有不同程度的线粒体DNA的缺失，大部分精子存在2～7个线粒体DNA的缺失。线粒体DNA缺失中所谓的广泛缺失就是缺失4977bp DNA，这一现象在线粒体DNA缺失中很常见。在不育患者运动力差的精子中发现了一些点突变，2003年在COⅡ基因（编码截短蛋白）中发现了2bp大小的缺失，2001年在男性线粒体DNA中发现了最为常见的碱基替换突变，9055和11 719位碱基发生了替换突变，患者精子活力明显下降。
  


  
    目前发现的线粒体DNA的突变仅仅是冰山一角。受精时，精子需要充足的能力尽可能快的到达输卵管，因此负责能量代谢的线粒体必定在人类生育过程中发挥着重要作用。现在越来越多的证据表明精子中线粒体DNA的异常会导致男性不育。线粒体DNA点突变及缺失可能是精子质量差的主要原因。在不育患者的精子中发现了线粒体DNA的少量缺失。以上这些说明线粒体DNA的这些突变主要是通过影响精子的活力而导致不育。
  


  
    在不育患者的精子中，可以看到大量的精子凋亡，包括Fas表达、活性氧（ROS）产生、caspases活化、DNA碎片、线粒体膜电位下降等。研究发现线粒体DNA中大量的A3243G突变与低的精子运动活力密切相关。
  


  
    最近的研究发现线粒体内DNA的重排及细胞核内参与线粒体内DNA转录的相关的转录因子（TFAM）及转录酶（PolG）也与精子的形成有关，重排可能是导致精子功能障碍的一个原因，转录因子及转录酶的缺乏将导致男性不育。
  


  
    可以通过PCR技术检测线粒体内DNA的基因是否有突变及缺失。不育的患者可以考虑辅助生殖技术进行治疗。
  


  
    第五节　表观遗传学与精子异常
  


  
    一、表观遗传学改变与精子异常的关系
  


  
    精子发生过程中表观遗传学的正确调控至关重要，不仅维持精子的正常功能，并且确保胚胎的正常发育。不育男性表观遗传模式的改变会使体外受精出生婴儿早产、体重降低、先天性疾病、围产期死亡率及其他妊娠相关并发症增加。精子发生过程中印记基因异常可通过辅助生殖技术（assisted reproductive technology，ART）传递给下一代，引起一些临床性疾病，包括Beckwith-Weidemann综合征（Beckwith-Weidemann syndrome，BWS）、Angelman综合征（Angelman,s syndrome，AS）。另外，近年来发现精子表观遗传的异常与非梗阻性无精子症、梗阻性无精子症、少精子症、畸形精子症、少弱畸形精子症、特发性不育具有相关性。
  


  
    二、不同类型表观遗传学改变引起的精子异常
  


  
    （一）DNA甲基化
  


  
    精子不同基因的异常甲基化可能导致精液参数异常和男性不育，这种异常的甲基化可发生在整个基因组或局限于某一特定基因。Houshdaran等对65例不育男性的研究表明，不育男性质量差的精子出现基因的广泛超甲基化，这些表观遗传改变可能与生殖细胞在DNA甲基化擦除时出现异常有关。其中，非印记单拷贝基因PAX8、NTF3、SFN和HRAS等甲基化水平升高与不育男性精子浓度、活力和形态等参数降低明显相关。这一结果表明，印记基因以外的基因甲基化异常可能是某些男性不育的关键病因。但是，单纯对基因甲基化水平与精液参数进行相关分析无法对不同类型男性不育进行病因学诊断。最近，有学者对亚甲基四氢叶酸还原酶（the Methylenetetrahydrofolate reductase，MTHFR）DNA在不同类型不育男性甲基化水平进行研究，其中一项研究对32例非梗阻性无精子症患者和5例精子发生正常的梗阻性无精子症患者的睾丸活检组织DNA进行MTHFR启动子甲基化比较，发现非梗阻性无精子症患者睾丸活检组织MTHFR甲基化比例为53%，而梗阻性无精子症患者均未出现MTHFR甲基化。另一研究对94例特发性不育男性和54例生殖正常男性精子DNA MTHFR启动子甲基化情况进行分析，并对特发性不育男性精子浓度正常组和少精子症组精子DNA MTHFR甲基化水平进行比较，结果显示特发性不育男性MTHFR甲基化比例为正常男性的3倍，分别为45%和15%；不育男性中精子浓度正常组与少精子症组MTHFR甲基化比例分别为40%和45.4%。以上研究表明MTHFR甲基化与非梗阻性无精子症和特发性不育明显相关，有可能应用于临床非梗阻性无精子症和特发性不育人群筛查和辅助诊断。
  


  
    （二）基因印记
  


  
    建立精确的基因组印记对精子生育力的维持至关重要，在大量不同类型男性不育疾病中已发现父系和母系的基因印记缺陷。这些男性不育疾病包括少精子症、无精子症、畸形精子症、少弱畸形精子症和特发性不育。其中，关于少精子症报道最多。
  


  
    1.少精子症
  


  
    Marques等对27例精子浓度正常不育男性和96例少精子症的不育男性进行印记基因H19和MEST（mesodermal specific transcript gene，MEST）甲基化检测，发现各组MEST均正常去甲基化，严重少精子症组（＜5×106/ml））、中等少精子症组（5～20×106/ml）和精子质量正常组出现H19不完全甲基化比例分别为30%、17%和0%，表明H19甲基化水平降低与精子发生功能低下相关。而MEST结果与Houshdaran的研究不一致，Houshdaran等发现不育男性精子母系印记基因MEST甲基化水平增高与不育男性精子浓度降低明显相关，其中严重少精子症组母系印记基因甲基化水平最高，表明母系印记基因异常超甲基化与少精子症具有相关性。出现这一相互矛盾结果可能与其检测方法灵敏度不一致有关。Marques等后来研究也证实了H19低甲基化和MEST超甲基化与少精子症相关。除了对H19和MEST印记基因研究外，也有课题组对更多的父系和母系印记基因进行检测，发现更多与少精子症相关的异常基因印记。Kobayashi等对97例不育男性精子父系印记基因GTL2、H19和母系印记基因EG1、LIT1、ZAC、PEG3、SNRPN进行分析，发现14.4%出现异常的父系印记，20.6%出现异常的母系印记，主要存在于中度和严重少精子症男性。其中，18例少精子症患者中，1例中度少精子症患者和3例严重少精子症患者H19未出现甲基化；2例中度少精子症和4例严重少精子症患者GTL2基因未甲基化，有1例严重少精子症的患者H19和GTL2同时出现甲基化丢失。严重少精子症患者50%（5/10）在母系印记基因的DMR（differentially methylated region，DMR）出现甲基化异常，37.5%（3/8）的中度少精子症患者母系印记的DMR出现甲基化异常。表明少精子症不育患者与父系和母系印记基因甲基化异常均有明显相关性。随后El Hajj等和Hammoud等分别得出相似结论，表明父系和母系异常基因印记可能共同参与少精子症的发生，具体机制不清。
  


  
    2.无精子症
  


  
    最近Marques等比较了射精障碍性无精子症组、继发梗阻性无精子症组、原发梗阻性无精子症组和生精功能低下分泌型无精子症组4组患者睾丸活检精子印记基因H19和MEST/PEG1甲基化水平，发现所有患者MEST基因均完全甲基化，H19生精功能低下分泌型无精子组H19完全甲基化比例明显减少，其中1例出现甲基化完全丢失；表明H19印记基因错误与精子发生异常有关，至于H19印记基因在精子发生异常中起什么作用还有待深入研究。
  


  
    3.畸形精子症及少弱畸形精子症
  


  
    Boissonnas等对58例不育男性H19/IGF2的DMR甲基化情况进行研究，其中19例畸形精子症患者中11例在IGF2 DMR2或IGF2 DMR2和H19CTCF第六结合位点的DMR可变CpG区出现甲基化丢失，22例少弱畸形精子症患者中16例在H19 CTCF第六结合位点的DMR出现严重甲基化丢失，这一研究提示H19 CTCF第六结合位点的DMR甲基化改变可能作为确定精子发生缺陷程度的相关标记物。
  


  
    4.特发性不育
  


  
    Poplinski等比较了33例健康捐精者和148例特发性不育男性患者H19/IGF2印记控制区1（imprinting control region 1，ICR1）和MEST的甲基化水平，结果显示精子浓度正常男性精子95.9%H19/IGF ICR1出现超甲基化，95.7%MEST的DMR出现低甲基化。精子浓度＜40×106/ml特发性不育患者89.6%H19/IGF2ICR1出现超甲基化。随着该部位甲基化水平的增加，精子计数呈线性增加。并且H19/IGF2ICR1部位甲基化水平的下降直接与精子活力下降相关。和H19/IGF2ICR1低甲基化相比，MEST部位的低甲基化与精子质量降低有关。与对照组4.3%MEST甲基化相比，特发性不育男性为9.6%。并且MEST部位甲基化的增加与精子活力下降线性相关。Marques等的研究发现支持这一结果。这些数据表明H19/IGF2ICR1和MEST的DMR甲基化缺陷与特发性男性不育明显相关，MEST DMR甲基化异常可能成为精子质量预测候选指标。
  


  
    （三）核蛋白转换
  


  
    组蛋白向精核蛋白转换是精子发生过程中的关键步骤，这一核蛋白转换使DNA紧密包裹于细胞核内，便于遗传物质在受精时有效传递至卵母细胞。众所周知，细胞核精核蛋白Prm1和Prm2的比率（P1/ P2）被严格调节和控制，偏离正常比值0.8～1.2范围会导致不育。P1/P2升高或降低对精子质量和DNA完整性都有负面影响。P1/P2异常升高或降低的患者均出现精子浓度、活力和形态下降，同时也表现生育力低下。研究表明Prm2水平降低所致P1/P2增高是异常精核蛋白交换导致男性不育最常见的原因。此外，Yebra等的研究发现，高P1/P2比例的不育男性可能出现精核蛋白总水平降低，中间转换蛋白水平升高。这项研究也发现一些不育男性的精子核Prm2完全缺失。目前尚未见生育正常男性出现P1/P2水平异常的报道，P1/P2比例异常为何引起不育男性精液参数下降还不清楚。近来，有研究发现P1/P2与异常基因组印记具有一定关联，Hammoud等报道P1/P2异常的不育男性在母系印记基因KCNQ1、LIT1 和SNRPN出现明显的超甲基化，同时出现父系印记基因H19的低甲基化。印记基因建立发生在减数分裂之前，为精核蛋白在减数分裂后才出现，印记基因异常是否影响P1/P2还有待实验证实。
  


  
    （四）染色体结构
  


  
    染色质整体结构能够通过调整染色质不同区域与转录因子或其他转录蛋白的结合能力来调控基因表达，当控制的这些正常表达基因在精子发生中起重要作用时，这一表观调节作用才显得更加重要。Minocherhomji等比较760例不育患者和555例生育正常人群染色体多态性变异，发现精子异染色质变异的增加与一些男性不育相关。不育男性染色体总变异率由正常人的32.55%增加至58.68%，其中比例最高染色体变异9qh+由正常男性4.25%增加至严重不育男性的14.69%，这种异染色质增加不仅发生在9号染色体，也发生在其他染色体，可能引起与精子发生有关正常基因表达下调或失活。Y染色体多态性变异引起男性不育也是这一原理，至于这些不同染色体变异引起男性不育的具体机制还需要深入研究。
  


  
    三、精子异常的表观遗传学研究意义
  


  
    对精子异常表观遗传学研究开始于人们对ART技术的关注，2002年Cox等报道AS婴儿发病与ICSI存在关联，人们开始担心ART技术是否会增加下一代印记基因紊乱，导致遗传性疾病发生。出现这一担忧是因为在小鼠模型中，培养胚胎的培养基能够影响基因印记。随后，欧洲、美国和澳大利亚等国家大量报道ART与Beckwith-Weidemann综合征、Angelman综合征和视网膜母细胞瘤疾病相关。后来出现大量ART出生婴儿的大样本调查研究，得出的结论是在排除遗传因素后ART本身与这些疾病无关。虽然排除了ART技术对精子基因印记影响，但是引起了人们对精子异常表观遗传的关注。近年来，在多种不同类型男性不育疾病中不断发现印记基因异常，而且这些异常印记基因会通过ART传递给下一代，增加婴儿遗传性疾病发病风险，如何预防这些异常印记基因向下一代传递显得尤为重要，由于Beckwith-Weidemann综合征、Angelman综合征和视网膜母细胞瘤等疾病发病率相当低，发现易引起下一代出现这些疾病的高危男性不育人群，针对这些高危男性不育人群进行筛查才显得切实可行。对男性不育精子异常的表观遗传学研究，为发现Beckwith-Weidemann综合征、Angelman综合征和视网膜母细胞瘤等疾病相关的特异印记基因筛查指标奠定基础，同时也为男性不育发病机制提供了研究方向，为男性不育病因诊断提供了实验依据，为男性不育精子质量评估提供了新的研究途径。精子异常的表观遗传学研究才刚刚起步，有许多问题值得我们去探索和研究。表观遗传学改变究竟在精子异常中的作用是什么？是精子异常的原因，还是精子异常的伴随结果？精子异常表观遗传学改变是特发性男性不育的主要病因吗？精子异常表观遗传学研究能为原因未知的男性不育疾病提供统一的表观遗传学筛查和诊断指标吗？通过药物或分子生物学手段可以治疗表观遗传学改变的精子异常吗？精子异常表观遗传学改变在ART相关遗传性疾病发病机制中的作用是什么？这些问题的研究对临床男性不育的发病机制、病因学诊断、治疗及与ART有关的遗传性疾病的预防均有十分积极的意义。
  


  （李明超　李红钢　唐艳平　刘继红）
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    第二十四章　内分泌性疾病与精子异常
  


  
    男性正常生殖过程在内分泌学上依赖于具有正常反应的下丘脑、垂体、睾丸和附属性腺的存在，并受促性腺激素释放激素、促性腺激素、睾酮及其代谢产物等激素的协同调控。下丘脑-垂体-睾丸轴组成一闭合性负反馈调节机制，是维持正常生殖功能的主要调节机制，任何一个环节发生障碍，都将对精子的发生和成熟产生影响。其他一些内分泌腺轴，如肾上腺和甲状腺等也可通过改变下丘脑-垂体-睾丸轴的功能而对精子产生影响。此外，通过准确测定生殖激素，还有助于评价下丘脑-垂体-睾丸轴的功能，并对下丘脑-垂体-睾丸轴功能障碍进行精确的定位。
  


  
    第一节　下丘脑垂体疾病
  


  
    下丘脑和垂体病变引起的男性不育症，表现为继发性性腺功能减退症（secondary hypogonadism），或称为促性腺激素分泌减少型性腺功能减退症。
  


  
    一、先天性下丘脑垂体疾病
  


  
    （一）性幼稚嗅觉丧失综合征（Kallmann syndrome）
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （二）性幼稚-多指畸形综合征
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （三）性幼稚肌张力低下综合征（Prader-Willi syndrome）
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （四）选择性LH缺陷症
  


  
    选择性LH缺陷症（isolated deficiency of LH）又称生育无睾综合征、能生育阉人综合征（fertile eunuch syndrome），本征为下丘脑病变，表现为选择性LH缺乏而致性腺功能低下，可有男性乳房发育，但睾丸大小正常，精液中精子数少或正常，可有生育能力。血浆LH及T水平低下，而FSH正常。但克罗米酚试验不能使FSH增高。应用促性腺激素后可促进第二性征的明显发育。人绒毛膜促性腺激素（hCG）及雄激素需终身替代。
  


  
    （五）选择性FSH缺陷症
  


  
    选择性FSH缺陷症（isolated deficiency of FSH）是一种罕见疾病。患者具有正常的男性性征，睾丸大小正常，基础血清LH和T水平亦正常，但FSH水平低。经促性腺激素释放激素（GnRH）刺激后，LH值迅速升高，但FSH无反应。表现为无精子或精子数不足5×106/ml、活力减弱、不成熟型增加。睾丸组织学见生精细胞不发育，精子产生少和成熟受阻，Leydig细胞均正常。给予人绝经期绒毛膜促性腺激素（hMG）和克罗米芬可改善患者生精功能，并提高生育力。
  


  
    （六）血色素沉着症
  


  
    血色素沉着症（hemochromatosis）是一种铁储存疾病，由于肠道铁的吸收异常增加，引起受累器官铁沉着，最终出现组织破坏和功能损害，尤其是肝脏、心脏和垂体的功能损害。多数患者为遗传性的，属常染色体隐性遗传，异常的基因与第6对染色体上HLA复合体的A位点紧密相联。临床表现可有睾丸萎缩和性欲丧失，血清LH水平降低，并对GnRH刺激的反应降低，血清T对hCG刺激的反应正常，但有极少数患者血清LH水平增高，睾酮水平降低，提示本病亦可引起原发性睾丸功能减退。铁剥夺治疗对部分病例性功能减退可以完全治愈，无效者通过肠外途径给予睾酮或促性腺激素治疗可部分缓解性欲丧失和继发的性征改变。
  


  
    二、后天性下丘脑-垂体损害
  


  
    下丘脑-垂体的某些后天性病变，如手术、肿瘤、炎症、创伤、放射损伤、系统性疾病以及药物等均可影响下丘脑-垂体的功能而影响精子生成并导致不育。
  


  
    （一）肥胖性生殖无能综合征
  


  
    肥胖性生殖无能综合征（Frohlich,s syndrome）由Frohlich于1901年首次报告。本病系由下丘脑-垂体的功能性或器质性病变所引起，亦可由下丘脑-垂体邻近的病变波及而造成。较常见的有脑水肿、垂体瘤、垂体囊肿、垂体附近的肿瘤、小脑肿瘤、颅底脑膜瘤、视神经交叉附近的肿瘤、结核、脑炎、慢性脑积水等病变。上述病变累及到中央隆起部到下丘脑的腹内侧核，影响促性腺激素的正常分泌，使促性腺激素的靶器官—生殖腺不能正常发育和产生性腺激素，使第二性征发育不完善，且无生殖能力。又因缺乏饱腹感，导致食欲增加，再加上脂肪代谢紊乱便形成肥胖。临床上表现为肥胖，以乳房、下腹部、外生殖器附近尤为明显。儿童的肥胖多始自10岁以后。生殖器发育不全，阴茎和睾丸均较小，还可有一侧或两侧隐睾。第二性征发育障碍，如在青春期前发病，会导致第二性征缺如；如在青春期发病，第二性征出现迟缓，胡须、腋毛、阴毛缺如。同时有皮肤细腻、声音尖细、乳房增大等。成人期发病者，性欲低下，已成熟的外生殖器可萎缩，精液少，射精快等。还可有原发疾病的表现，如头痛、恶心、呕吐、视觉障碍等颅内压增高症状。其他表现有精神萎靡、动作缓慢、表情呆板、反应迟钝。少数患者合并尿崩症。儿童期发病者可见智力差、身材矮小。实验室检查可见促性腺激素及生殖激素水平降低，精液量少、无成熟精子。X线检查可发现有些患者颅内病变。应积极治疗原发病，如手术、放疗、化疗等综合治疗。适当应用促性腺激素和生殖激素治疗性腺功能减退。
  


  
    （二）垂体肿瘤以及影响垂体功能的其他肿瘤
  


  
    垂体瘤如嫌色细胞瘤，其他肿瘤如颅咽管瘤和松果体瘤等也可影响垂体功能，使促性腺激素分泌减少而引起不育。患者除出现原发病表现外，还可有性欲低下，睾丸萎缩，精液少等症状。
  


  
    第二节　睾丸疾病
  


  
    睾丸病变引起的男性不育症，为原发性性腺功能减退症（primary hypogonadism），或称为促性腺激素分泌增多型性腺功能减退症。
  


  
    一、先天性疾病
  


  
    （一）Klinefelter综合征
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （二）XYY综合征
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （三）Noonan综合征（男性Turner综合征）
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （四）XX男性综合征
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （五）XY/XO混合性性腺发育不全（XY/XO mixed gonadal dysgenesis）
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （六）肌强直性营养不良（myotonic dystrophy）
  


  
    详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （七）唯支持细胞综合征（Sertoli-cell-only syndrome）
  


  
    又称Del Castillo综合征，详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    （八）隐睾
  


  
    隐睾症（cryptorchism）是常见的睾丸先天性异常，也是男性不育的主要原因之一，5%～10%的男性不育患者有隐睾史。双侧隐睾的患者若不进行治疗则导致无精子症。睾丸在胚胎发育期间从肾下方逐渐下移，经过腹股沟管降至阴囊。多种因素的异常，包括遗传、内分泌和机械性因素均可使睾丸停留在下降的途中而形成隐睾。目前认为下丘脑-垂体-性腺轴的异常是隐睾发生的主要原因之一。遗传、内分泌及泌尿生殖系统的先天异常，如临床上的遗传内分泌综合征、男性假两性畸形常伴有隐睾的发生。在早产儿中发病率为9.2%～30%，足月产儿中发病率为3.4%～5.8%。双侧占1/3，单侧占2/3，右侧较左侧常见。隐睾在一岁下降概率大，主要由于最初3～5个月出现激素水平升高，并形成一个高峰，随后下降至平稳的激素水平。隐睾经常处于高于阴囊温度的环境中，睾丸的组织学会发生改变。隐睾时Leydig细胞数目减少且萎缩、生精细胞减少。睾丸小管生育指数（tubular fertility index）和管内精原细胞数量与隐睾的位置有密切关系，隐睾位置越高，组织学损害越严重。另外，温度增高还可使多种睾酮合成酶的活性降低，减少睾酮的合成。隐睾患者常有血浆FSH异常，即使是单侧隐睾也有明显的FSH水平改变，血FSH越高者，生精损害越严重。随隐睾年龄的增加，血FSH增加，隐睾的损害加重。治疗包括内分泌治疗（GnRH、HCG）及手术治疗。隐睾患者的生育力与隐睾位置、治疗的早晚、单侧还是双侧等因素有关。世界卫生组织（WHO）推荐合适治疗剂量如下：1～6岁儿童每次肌内注射hCG 500U，6岁以上儿童每次肌内注射1000U，每周2次，共5周，总量不超过15 000U。手术时机对双侧隐睾患者的生育能力有明显的影响，但早期手术后生育能力仍较单侧隐睾患者的生育力明显下降。双侧隐睾无对侧睾丸的代偿能力，对手术时间的依赖性明显的增高。无论是单、双侧隐睾患者，基于日后有不育、恶变、扭转的可能和对精神的影响，都应早期（10个月～2岁）治疗。
  


  
    （九）无睾症
  


  
    无睾症（anorchia）又称青春期前去势综合征（prepubertal castrate syndrome），睾丸消失综合征（vanishing testes syndrome），胎儿发育的某个时期睾丸存在有明显的内分泌功能（例如总有苗勒管退化和不同程度的睾酮合成），这可与胚胎发育期没有性腺功能的单纯性性腺发育不全相鉴别。本病病因不清楚，睾丸退化可能是基因突变、致畸物或外伤所致。有报道在同一家族中有多例本征发生，一些睾丸缺乏为单侧性，另一些为双侧性。临床上有多种表现，可以从男性化完全不发生或不同程度的外生殖器男性化不全到正常男性但双侧无睾丸。睾丸功能衰竭发生的时间不同，其临床表现亦不尽相同：①睾丸功能衰竭发生在输精管形成之后到间质细胞出现之前这段时间。为本病最单纯的一种类型，患者核型为46，XY，而表型为女性。患者无睾丸、性幼稚，双侧无苗勒管衍化物以及男性生殖附属器官。这类患者与46，XY单纯性性腺发育不全的不同之处在于没有性腺的残留物，包括没有索条状的性腺以及苗勒管衍化物。②睾丸功能衰竭发生在妊娠的后期，这些患者可能在性别指定方面出现困难。某些患者苗勒管不退化比不能分泌睾酮表现更为明显，但无正常苗勒氏发育。在那些男性化程度比较高的患者中，外生殖器呈男性表型，但可能会有输卵管和输精管残迹的共存。③本病另一类型为双侧无睾丸，表型为男性者无苗勒管结构和性腺，但有男性午菲管系统和外生殖器的发育。阴茎过小说明在男性尿道形成后期的胚胎发育后期有雄激素介导的生长障碍。持续性的男性女乳征可能出现，也可能不出现。此类患者可能系残余的Leydig细胞分泌足够的睾酮，维持男性性征发育。有些患者身材矮小。青春期FSH和LH明显升高，而睾酮很低。应注意与双侧隐睾症相鉴别。性幼稚、表型为女性者，给予足量的雌激素以保证适当的乳腺发育和女性躯体特征的形成，对于同时伴有阴道发育不良者应采用外科或内科方法治疗。对于双侧无睾丸、表型为男性者，应给予足够的雄激素进行替补治疗以保证男性第二性征的发育。男性化不完全或外生殖器的性别发育不明显者的治疗较为复杂，在青春期需要用激素治疗并根据患者的个体情况决定是否适宜外科治疗。
  


  
    （十）睾丸间质细胞发育不良和不发育
  


  
    睾丸间质细胞发育不良和不发育（Leydig cell hypoplasia and aplasia）为睾丸间质细胞先天性发育不良和不发育，不能合成与分泌睾酮，致使生殖管道与外生殖道女性化，已被认为是男性假两性畸形的原因之一。成年型的睾丸间质细胞不发育亦被描述，其发病率尚不清。患者血LH水平明显升高，FSH水平正常，睾酮水平很低。给予hCG后，T水平亦不升高。患者性功能低下，不育。
  


  
    （十一）雄激素合成异常
  


  
    1.先天性雄激素合成酶缺陷
  


  
    包括P450scc缺陷（类脂性肾上腺增生）、P450C17缺陷、3β-羟类固醇脱氢酶缺陷和17β-氧化还原酶缺陷，详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    2.抑制睾酮合成的药物
  


  
    现已知某些药物能干扰类固醇激素的合成，如氨基导眠能（aminoglutethimide）、安体舒通（spironolactone）、大麻（marijuana）和双氯苯二氯乙烷（o，p-DDD）等。近来发现抗真菌药物酮康唑（ketoconazole）可通过损害细胞色素P450依赖酶如17，20-碳链裂解酶和17α-羟化酶，而阻滞睾丸和肾上腺内睾酮的合成。乙醇可直接抑制Leydig细胞的睾酮合成。另外在酒精性肝病患者中，由于患者血雌激素水平的升高，可通过反馈性抑制下丘脑垂体轴而抑制睾酮的产生。糖皮质激素如强的松等，则主要通过抑制促性腺激素的分泌而引起性腺功能减低。
  


  
    （十二）雄激素作用异常
  


  
    1.5α-还原酶缺乏症
  


  
    又称家族性不完全男性假两性畸形Ⅱ型，详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    2.雄激素受体异常
  


  
    主要包括完全性睾丸女性化、不完全性睾丸女性化、Reifenstein综合征、男性不育综合征和男性化不全生育男性，详见遗传性疾病（第二十三章）。
  


  
    二、后天性睾丸异常
  


  
    睾丸的某些后天性异常，如炎症、创伤、放射损伤、系统性疾病以及药物等均可影响睾丸功能障碍，而导致不育。
  


  
    （一）睾丸炎（orchitis）
  


  
    在男性不育患者中，有15%以上伴随生殖腺的感染，睾丸发生感染性炎症反应时可影响精子数量和质量。睾丸炎的表现为生精小管周围白细胞浸润，伴有生精小管损伤，产生精子的数量减少。流行性腮腺炎如果累及双侧睾丸，则可出现病毒性睾丸炎，约50%的患者在感染1年内发生不同程度的睾丸萎缩。组织学上，萎缩的睾丸呈严重纤维化、生精小管萎缩以及玻璃样变。10岁以上的男性患腮腺炎时，并发睾丸炎者约占30%，但多数10岁以下的腮腺炎患者很少并发睾丸炎。腮腺炎特异性血清学指标已经作为睾丸炎诊断中的常规检查。血FSH增高，有时LH也增高，而睾酮水平往往正常。此外，淋病、麻风病和麻疹等亦可波及睾丸，而引起不育。腮腺炎性睾丸炎无特效治疗方法，目前治疗包括卧床休息、抬高阴囊、止痛、退热、使用非甾体类抗炎药及其他对症支持治疗，若继发细菌感染，可加用抗生素。
  


  
    （二）睾丸创伤
  


  
    阴囊内睾丸所处的暴露性位置易受到创伤（trauma）而发生继发性萎缩。睾丸扭转如治疗不及时，可引起睾丸坏死或萎缩，而影响睾丸功能。
  


  
    （三）睾丸放射性损伤
  


  
    睾丸生精小管及间质细胞都对放射（irradiation）损伤很敏感，极易受到损伤而影响生殖功能。例如对Hodgkin病和前列腺癌患者进行0.15Gy的低剂量照射治疗就可明显降低患者的精子数，0.5Gy可引起无精子症，达到400Gy时引起的不育症将是不可逆的，达到8Gy时生精细胞和间质细胞功能均受损。
  


  
    （四）药物
  


  
    干扰睾丸功能常常通过以下四种途径之一：抑制睾酮合成（详见前述）、阻止雄激素的外周作用、增加雌激素水平或直接抑制精子发生。某些药物具有多种作用，如胍乙啶能损伤下丘脑-垂体-睾丸轴正常功能。抗肿瘤和化疗药物对性腺有细胞毒作用，常可影响Leydig细胞功能及干扰精子发生，如环磷酰胺、卡氮芥、阿霉素、更生霉素和长春新碱等。
  


  
    （五）自身免疫性睾丸功能衰竭
  


  
    自身免疫性睾丸功能衰竭（autoimmune testicular failure） 常由抗精子抗体引起，多见于输精管结扎术后行输精管吻合术，尽管精液中有精子，但仍然不育。精液中主要是IgA抗体，血清中主要是IgG抗体。另一种较少见的情况是自身免疫引起睾丸Leydig细胞功能衰竭。
  


  
    （六）系统性疾病
  


  
    1.肾脏疾病
  


  
    慢性肾衰（chronic renal failure）的尿毒症患者因血清游离及结合睾酮减低、雌激素和催乳素升高，出现下丘脑-垂体-睾丸轴功能障碍、勃起功能障碍、睾丸生精障碍，精液无精子或少精子。口服锌制剂、血液透析和肾移植治疗后，多数病例性功能改善，精子数量增加。
  


  
    2.肝脏疾病
  


  
    如肝硬化（hepatic cirrhosis）患者血清游离睾酮减低和雌激素升高，可出现勃起功能障碍、乳房女性化、睾丸萎缩，许多患者表现为少精子症或无精子症。患者血睾酮水平降低、水平增高、LH 和FSH一般轻度增高。睾酮对hCG刺激的反应增高，LH对GnRH刺激的反应多数正常，FSH对GnRH刺激的反应增高。睾丸组织学检查显示生精减少，生精小管周围纤维化。
  


  
    3.镰状细胞性贫血
  


  
    镰状细胞性贫血（sickle cell disease）可以影响青春期发育，导致青春期延迟。成人镰状细胞性贫血患者中有1/3表现为睾丸萎缩，90%的病例第二性征发育不良。血睾酮水平降低，LH和FSH水平增高或正常。精液检查可为少精子症或无精子症。睾丸活检显示精子成熟障碍。
  


  
    （七）其他疾病
  


  
    营养不良、进行性Hodgkin病、淀粉样变性及肉芽肿等疾病患者可伴有原发性性腺功能减退症，血睾酮水平降低，LH及FSH水平增高和少精子症。
  


  
    第三节　其他内分泌疾病
  


  
    一、高催乳素血症
  


  
    催乳素（prolactin，PRL）与促性腺激素间的相互关系较为复杂，高催乳素血症可使下丘脑-垂体-睾丸轴的功能降低，也可使下丘脑释放的GnRH脉冲信号减弱，因而造成患者血睾酮水平下降，垂体LH和FSH分泌减少，导致生殖功能和性功能障碍。最常见的病因是垂体瘤。临床典型症状为性欲低下、勃起功能障碍、乳房增生、溢乳、少精子症或无精子症。垂体瘤患者还可有头痛和视野缺损。
  


  
    二、甲状腺疾病
  


  
    Litzenberg于1926年首次报告有45%的基础代谢率异常的患者不育。甲状腺素异常可改变下丘脑-垂体-睾丸轴功能。甲状腺功能亢进既可导致生成速率增加，又可使其代谢清除率降低，从而导致血清水平升高。另外，血清LH的基础值升高，对hCG反应迟钝，都提示发生了部分睾丸间质细胞功能衰竭。这可能是间质细胞受高浓度和循环中抗甲状腺刺激素抗体的抑制所致。甲状腺功能减退患者，睾酮分泌减少，并且睾酮代谢向本胆烷醇酮方面转化，而不是转化为雄酮。由于促甲状腺激素释放激素的作用，患者PRL水平亦升高。
  


  
    三、肾上腺疾病
  


  
    引起不育的肾上腺疾病主要有先天性肾上腺皮质增生和Cushing综合征。前述的碳链裂解酶P450、17α-羟化酶P450和3β-类固醇脱氢酶，这三种酶不仅导致男性假两性畸形，而且还引起先天性肾上腺皮质增生。另外，引起先天性肾上腺皮质增生的最常见酶—21-羟化酶P450缺陷，其中单纯男性化型的部分男性患者没有正常青春期，睾丸体积小、无精子而不育。
  


  
    另外，Cushing综合征患者因血睾酮降低，常有性欲低下和勃起功能障碍。高皮质激素状态经适当治疗后，勃起功能障碍可以纠正，睾丸生精情况可改善。
  


  
    四、糖尿病
  


  
    糖尿病患者由于葡萄糖的利用障碍会引起性功能及生精过程的明显减退，患病7年以上者，约有50%发生不育。主要是通过影响下丘脑-垂体-睾丸轴功能、精液质量、以及糖尿病的神经元病变引起勃起功能性障碍和逆行射精，而干扰男性生殖过程。糖尿病患者的糖代谢紊乱可使精子的能量代谢紊乱，影响精子活动力。组织学上，睾丸生精小管萎缩和基底膜增厚，精子生成常受到影响，Sertoli细胞相对增多，而Leydig细胞数目无变化。但也有报告睾丸组织学无变化者。
  


  
    第四节　内分泌异常性不育的实验室检查
  


  
    一、生殖激素测定及结果分析
  


  
    （一）静态试验
  


  
    1.生殖激素测定
  


  
    生殖系统激素测定方法的发展经历了几十年时间，前后经过生物测定法、放射免疫测定法和细胞生物测定法等。能够被测定的生殖激素种类也越来越多。目前多采用放射免疫测定法测定，临床上经常测定的血清或血浆生殖激素有PRL、促性腺激素（包括LH和FSH及其亚单位）、睾酮（包括游离睾酮）、DHT、、孕酮（P）和抑制素（inhibin）等，此外还可测定性激素结合球蛋白（sex hormone-binding globulin）。各实验室正常值不尽相同。
  


  
    2.结果分析
  


  
    激素的静态基础值测定对判断性腺轴系功能状态和临床诊断有重要价值，但必须结合临床表现和其他各种有关检查全面分析结果。见表24-1。
  


  
  
    表24-1　生殖激素异常的结果分析
  
[image: ]


  
    （二）兴奋试验
  


  
    激素的静态基础值测定虽有助于许多生殖内分泌疾病的诊断，但对某些疾病难以进行鉴别诊断，如血清睾酮、LH和FSH均降低，只能说明存在中枢性病变，至于是下丘脑疾病还是垂体疾病，还应作GnRH兴奋试验及结合临床表现来进行鉴别。
  


  
    1.GnRH兴奋试验
  


  
    GnRH又称LHRH，为10肽，由下丘脑分泌，可刺激垂体合成和分泌LH、FSH。本试验可用来检查垂体的储备功能。目前多用人工合成的LHRH进行试验。常用的方法有：
  


  
    （1）单次静脉推注法：
  


  
    一次静注50、150μg LHRH，在注射前和注射后15、30、45、60、90、120min分别取血测LH和FSH。正常人LH在注射后迅速升高，15～30min达高峰，FSH反应较迟缓，其增幅也比LH明显低。促性腺激素分泌减少型性腺功能减退症患者无反应或反应差，部分特发性患者重复兴奋数天后可能出现正常反应；青春前期男性无反应；青春期发育延缓患者也无反应或反应差，难以与促性腺激素分泌减少型性腺功能减退症患者鉴别。
  


  
    （2）脉冲式给药法：
  


  
    以20μg/脉冲•90min的频率静脉或皮下给药。6h给4个脉冲共80μg，每次脉冲前和后0、10、40和70min取血测LH和FSH。近来有人将此法改良为静脉推注和脉冲的联合刺激试验。第一天早晨一次静脉推注60μg/m2LHRH，次日下午6h到第4d上午6h，脉冲间断给药泵以5μg/脉冲•90min的频率静脉给药，36h内共给24个脉冲，总量为120μg。每次脉冲后30min取血测LH和FSH。第4d摘除脉冲间断给药泵后于上午8：00～10：00重复一次静脉推注法。此法优点是模仿生理脉冲给药后，可比较前后两次静脉推注法的反应结果，能更准确地判断垂体功能。此法可以清楚鉴别青春期发育延缓与促性腺激素分泌减少型性腺功能减退症。第一次静脉推注LHRH时，两组患者之间LH和FSH反应有较大的交叉重叠。第二次静脉推注时，两组患者之间LH和FSH反应幅度差别显著。青春期发育延缓患者LH反应明显高于促性腺激素分泌减少型性腺功能减退症患者，两者间无交叉，且前者的血睾酮亦明显升高，而后者血睾酮无明显变化。但此法复杂，需要脉冲自动间断给药泵等。
  


  
    2.hCG兴奋试验
  


  
    hCG主要含有LH的活性，能兴奋睾丸间质细胞分泌睾酮。给予标准量的hCG后，可观察睾酮的储备能力。方法是给成年男性每天早晨肌注4000IU（1000IU～6000IU）共4d。正常反应是第3和第4d血清睾酮至少升高一倍（50%～200%）。患者的反应程度视有无睾丸组织及其功能状态而异。如促性腺激素分泌减少型性腺功能减退症患者无反应或反应差，重复注射可有反应；无睾症、睾丸间质细胞不发育、睾酮合成酶缺陷患者无反应；隐睾患者有一定反应或反应迟缓，需注射4～6d后才出现反应；Klinefelter综合征可有不同程度反应。
  


  
    3.克罗米芬兴奋试验
  


  
    克罗米芬为抗雌激素药物，作用于下丘脑，刺激垂体促性腺激素的释放。此试验对决定下丘脑-垂体-睾丸轴的完整性有价值，但难以区别下丘脑与垂体两者的病变。若LH和FSH反应正常，说明下丘脑和垂体功能正常；若睾酮反应正常，说明睾丸功能正常。试验前一天和当天两次取血测FSH、LH和T的基础值，然后每天口服克罗米芬200mg，共10d，第9和第10d分别取血重复上述测定。正常成年男性反应是LH超过对照值至少72%～245%、FSH增高45%～130%、睾酮增高40%～220%。促性腺激素分泌减少型性腺功能减退症、单纯性青春期延缓和无青春期发育患者无反应，垂体肿瘤患者可无反应或有不同程度反应。
  


  
    二、其他实验室检查
  


  
    对内分泌不育患者还应作精液常规分析，必要时行睾丸活检。疑遗传性疾病需作染色体分析等有关遗传学方面的检查。疑甲状腺疾病、肾上腺疾病及糖尿病引起的不育症时，除必要的生殖激素测定外，还需行甲状腺功能、肾上腺功能测定或糖尿病的有关检查。
  


  
    第五节　内分泌异常性不育的治疗
  


  
    内分泌异常性不育的治疗旨在纠正存在的内分泌紊乱，以改善或恢复生精功能。治疗方法应根据不育症的病因、患者的生殖激素水平和精液质量等指标来选择。多数疾病的治疗是非常困难和复杂的，甚至某些疾病如丧失生精功能的原发性性功能低下症等，目前尚无有效的治疗方法。
  


  
    一、去除病因
  


  
    某些病因去除后或许可达到生育的目的，如隐睾应尽早治疗，因服用药物引起者停止有关药物的摄入，酒精性肝硬化者停止酒精的摄入，垂体肿瘤患者行肿瘤切除或局部放疗等。甲状腺、肾上腺和糖尿病等疾病应采取相应的方法治疗。
  


  
    高催乳素血症目前使用的药物主要是溴隐亭（bromocriptinum），他是一种麦角碱衍生物，是多巴胺受体激动剂，能使中枢神经介质多巴胺分泌增加。多巴胺作用于丘脑下部，与其受体相结合，使PRL抑制因子释放增加，可明显抑制PRL的释放，使血浆PRL水平下降。开始每晚服用1.25～2.5mg，2～3d后增加至2.5mg，每日2次，多数每日达到7.5mg剂量即有效，有时需增至每日10mg。溴隐亭不仅可使血PRL降至正常，使血睾酮水平升高，继而改善性功能和生精功能，而且可使垂体催乳素瘤体积缩小。
  


  
    二、激素治疗
  


  
    正常情况下，下丘脑分泌LHRH，LHRH可脉冲式刺激垂体前叶分泌LH和FSH。LH作用于睾丸间质细胞，促进其合成和分泌睾酮，睾酮扩散入生精小管，供精子生成需要。FSH能增强LH的这种作用。FSH主要作用于睾丸生精小管，促进精子的生成。另外，FSH还可刺激支持细胞，使之产生雄激素结合蛋白（ABP），ABP可使发育的各级生精细胞获得必需浓度的雄激素。可见精子的发育和成熟需要LHRH、LH、FSH和睾酮的共同作用。因此，如因下丘脑-垂体-睾丸轴功能低下而出现生精功能障碍时，可应用相应的激素或其类似物进行治疗。
  


  
    （一）LHRH及LHRH类似物
  


  
    1.LHRH
  


  
    天然的LHRH为10肽，于1971年由Schalley等首先从猪下丘脑中分离出来。由于其生物半衰期极短（仅4～5min），不能在体内维持持久的浓度，作为治疗用药时必须在一天内反复多次给予。加之其含量甚微，提取困难，价格昂贵，限制该药的广泛应用。使用的剂量及疗程各家报告不一。
  


  
    2.LHRH类似物
  


  
    目前已人工合成数千种LHRH类似物（LHRH-analog，LHRH-A），LHRH-A与天然LHRH的区别在于用一个右旋氨基酸取代第6位氨基酸，乙酰胺取代第10位N端甘氨酸。LHRH-A半衰期长，与垂体的亲和力强，LH的释放量可比正常情况增加15～20倍。治疗适应证同上。如Kallmann综合征和特发性促性腺功能减退性性腺功能低下症患者可进行脉冲式LHRH-A治疗（人工下丘脑），该法借助于一便携式输液泵，定时定量地将外源性LHRH-A脉冲式输入体内，一次脉冲剂量为25ng/kg，每2h释放一次脉冲。治疗后血LH和FSH水平逐渐升高，睾酮水平可达正常，生精功能亦可恢复正常，但往往需要一年的时间。尽管LHRH-A具有提高体内LH和FSH水平的作用，但许多学者认为LHRH-A对提高精子质量的效果尚未清楚见到。已用于临床的有下列剂型：滴鼻制剂Nafarelin和Buserelin等；肌内注射制剂D6色氨酸LHRH等；皮下注射制剂Leuprolide（Lupron）和Buserelin等，以及皮下注射的长效制剂Zoladex（ICI118630）等。
  


  
    （二）人促性腺激素药物
  


  
    1.hCG
  


  
    hCG是一种含有30%糖类的糖蛋白激素，主要具有LH样作用。注射后可直接刺激睾丸间质细胞分泌睾酮，促进睾丸生精小管的生精上皮发育和成熟。hCG的生物半衰期约30h，其适应证主要是促性腺功能减退性性腺功能低下症，还可用于特发性男性不育症、肾衰引起的男性不育症和精索静脉曲张结扎术后等。文献报告的剂量和疗程不尽一致。
  


  
    2.hMG
  


  
    hMG也是一种糖蛋白激素，但主要具有FSH样作用，其适应证同hCG，另对选择性FSH缺陷症有一定疗效。一般为每次肌内注射50～100IU，每周2次，连用数周至数月不等。单独应用者较为少见，常与hCG合用。
  


  
    3.hCG和hMG联合应用
  


  
    目前多数学者主张hCG和hMG联合应用，特别是在青春期前发生的促性腺功能减退性性腺功能低下症。联合应用时可以协同作用，提高LH刺激间质细胞产生睾酮以及FSH刺激生精小管生精功能的效果。一般先每周肌内注射hCG 4000～5000IU，4～6周后再加用hMG 150IU，每周3次肌内注射，要达到生精功能的良好恢复约需3～18个月，再停用hMG，改用hCG维持。
  


  
    （三）雄激素类药物
  


  
    1.雄激素替代治疗
  


  
    对于某些原发性性腺功能减退症如Klinefelter综合征、先天性或获得性双侧睾丸缺失等可用雄激素替代治疗，主要是促进男性化发育及获得性功能，但达到生育的目的是很困难的。可采用丙酸睾酮肌内注射，长效睾酮制剂肌内注射、皮下埋藏或睾丸假体、口服十一酸睾酮胶丸等。十一酸睾酮胶丸为脂溶性的天然睾酮，口服后主要与类脂质一起经淋巴系统吸收，可以避开肝脏的减活作用。剂量应根据每个患者的反应情况加以调整，通常起始量为每日120～160mg，2～3周后用维持量每日40～120mg，无明显不良反应。
  


  
    2.睾酮反跳疗法
  


  
    补充外源性睾酮对因内源性睾酮缺乏引起的少精子症或无精子症并无直接疗效。但有些学者报告应用睾酮反跳疗法（testosterone rebound therapy）治疗某些少精子症有一定疗效。其方法是给予大剂量的外源性雄激素，通过内分泌反馈作用，迅速抑制脑垂体促性腺激素的释放，使睾丸生精功能暂时性停止，以致造成无精子或严重少精子状态。停药6个月内，脑垂体可大量释放出储存的促性腺激素，使睾丸生精功能得以恢复。由于是短时期内促性腺激素的骤然增加，刺激睾丸生精功能格外显著，所以精子计数明显增加，并可超过治疗前水平。但这种反跳现象是暂时的，精子数可在数月内降至治疗前水平。如果掌握好这个反跳时机，常可使女方怀孕生育。用作睾酮反跳疗法的常用药物有丙酸睾酮、庚酸睾酮和环戊丙酸睾酮等。常用剂量为：丙酸睾酮50mg，隔日肌内注射1次，共1～3月；庚酸睾酮200～250mg，每1～2周肌内注射1次，共6～8周；环戊丙酸睾酮200mg，每周肌内注射1次，共12周。用于睾酮反跳疗法的药物剂量大，疗程长，应注意药物不良反应。
  


  
    （四）抗雌激素类药物
  


  
    1.枸橼酸克罗米芬
  


  
    克罗米芬（clomiphene citrate）是一种人工合成的非类固醇雌激素——三对甲氧苯基氯乙烯（chlorotrianisene，TACE）类似物，TACE的结构又与己烯雌酚很相似，药用形式为枸橼酸盐。克罗米芬含有顺式和反式两种旋光异构体，顺式具有抗雌激素作用，反式保留部分雌激素特性。其作用机制被认为主要是与雌激素竞争下丘脑细胞胞质内的雌激素受体，占据了正常由内源性雌激素结合位点，因而造成雌激素不足的错觉，因此下丘脑释放GnRH，GnRH作用于垂体，使LH和FSH的分泌增加，促进精子发生。可用于治疗选择性FSH缺陷症、特发性不育症和精索静脉曲张手术后生精功能又未见恢复者等。克罗米芬主要有两种用法。一种是连续法，即每日口服50mg，连服3个月，如果有效可继续服用。另一种是循环法，即每日口服25mg，连服25d，休息5d为一疗程，一般需连用6个疗程或更长。克罗米芬每日口服25～50mg的剂量，一般无明显的不良反应，少数患者用药久后会出现轻度抑郁、视力减退、恶心、眩晕、过敏性皮炎和脱发等，但停药后会逐渐消失。
  


  
    2.他莫昔芬
  


  
    他莫昔芬（tamoxifen）的化学结构和作用机制与枸橼酸克罗米芬相似，但其雌激素作用远比枸橼酸克罗米芬作用弱，因此他更适合于治疗男性不育症。主要用于精子浓度低于15×106/ml以及血FSH水平降低的少精子症治疗。治疗后可使精子计数升高，血LH和FSH水平上升，但精子的活力和形态并无影响。
  


  
    他莫昔芬的常用剂量为每日口服20mg，至少要连服6个月，如果精液质量有改善，治疗还可持续到2年。否则，不必再继续治疗。他莫昔芬的不良反应比克罗米芬更少，仅见少数患者有毛发增多和睾丸容积增加的倾向，停药后会消失。
  


  
    （五）芳香化酶抑制剂
  


  
    睾内酯（testolactone）是内源性芳香化酶抑制剂，能抑制雄激素转化为雌激素，使患者血E2和雌酮水平迅速下降，睾酮水平显著升高。临床上主要用于特发性不育症的治疗。睾内酯增强生精功能的机制不详，患者血LH和FSH不升高，显然不是通过促进LH和FSH分泌而发挥作用的。
  


  
    三、辅助生殖技术应用
  


  
    对无法治愈的不育患者，女方生育力正常，夫妇双方均自愿接受供者精液人工授精时，则可采用供者精液人工授精治疗。此外，对某些严重少精子症或精液质量差者，可应用其他辅助生殖技术如卵细胞胞质内精子注射（intracytoplasmic sperm injection，ICSI）等方法治疗。
  


  （陈智　刘继红）
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    第三篇　节育篇
  


  
    第二十五章　抑制精子发生
  


  
    第一节　男性避孕概述
  


  
    在现代，多种途径的女性药物避孕包括：口服避孕药、注射针剂及皮下埋植剂等具有避孕效率高、不良反应小、可接受性好、廉价与易获得性，博得了广大育龄女性的青睐，具有较高的市场占有率，取得了令人瞩目的成就。但是由于男性生殖生理的特性，男性药物避孕的研究发展缓慢。近20年来，男性药物避孕的临床研究多集中在利用外源性甾体激素通过干扰下丘脑-垂体-睾丸轴系调节达到阻碍睾丸精子发生的避孕目的。由于激素避孕药的起效时间及恢复时间均需要长达3个月以上，且使用者经常需要接受超生理剂量的雄激素制剂，对心血管、血脂代谢等可能引起潜在的不良影响，目前尚不能对男性甾体类避孕药的长期安全性做出评估。
  


  
    迄今为止，世界上尚无一种临床实际应用的男性避孕药。以干扰附睾精子成熟阶段为靶点的非甾体小分子药物则具有一定优越性，他不影响精子发生过程、不存在遗传风险、不会造成不可逆的精子发生抑制、起效时间及恢复时间均较快等，将是一条理想的男性抗生育途径。但是，这些药物的研究仍处于动物实验阶段，距过渡到临床研究尚有很长的路要走。
  


  
    目前可被采用的男性避孕方法仍是上个世纪就已沿用的方法，包括性交中断（体外排精）、阴茎套和输精管绝育术。体外排精是目前已知的最古老的避孕方法，在圣经、古兰经和塔木德经上均有记载。阴茎套最初是为了预防性传播疾病，在避孕用途上已有250年历史。输精管切除术产生于19世纪，但一直被滥用。直到本世纪60年代，他才真正成为人类控制自身繁衍的一种避孕方法。在上述提到的三种避孕方法中，除输精管绝育术存在一些改良术外，并未出现新的男性避孕方法。此外，更多的研究揭示可供选择的避孕措施与避孕使用率呈正相关，与总和生育率呈负相关。因此，为控制我国的人口规模与保持我国目前的低生育水平，开发安全、有效和可逆的男性避孕方法是迫在眉睫的任务。近年，国内外研究人员对甾体类激素与非甾体类化合物用于男性避孕研究进行了不断探索，取得了一些突破性进展。
  


  
    第二节　激素类制剂
  


  
    一、精子发生的内分泌调控
  


  
    下丘脑促性腺激素释放激素（GnRH）的脉冲式释放引发脑垂体黄体生成素（LH）和卵泡刺激素（FSH）的分泌。LH通过其在睾丸间质细胞上的受体刺激睾酮分泌，使之在睾丸内的睾酮浓度达到外周血浓度的几十倍至数百倍，睾酮与FSH共同作用于睾丸支持细胞和管周细胞，从而在青春期间接地始动精子发生并维持精子发生过程。McLachlan等在动物模型的研究结果表明，使用GnRH拮抗剂治疗的雄性大鼠或垂体切除术后的雄性大鼠LH与FSH迅速下降至低于可测定水平。随后，睾丸内睾酮浓度大幅下降、精子发生停滞。此时，如果单纯补充FSH，在缺乏足够量的睾丸内睾酮浓度情况下，大鼠的精子数量发生恢复，但发育过程只能恢复到精子形成的圆形精子细胞阶段，说明睾酮在精子形成过程中发挥重要作用。在睾酮撤退大鼠模型，精原细胞和精母细胞数量降至总数的60%，精子发生停滞；如果单纯补充睾酮，睾丸重量和总精子数只能恢复到原来的85%。给予正常男性超生理剂量的外源性雄激素可抑制GnRH、LH与FSH的分泌和造成精子发生停滞。然而，外源性超生理剂量的雄激素造成的精子发生停滞，单独补充FSH只能使生精细胞发育到圆形精子细胞阶段，但共同补充FSH与睾酮可使生精细胞发育为成熟精子，完成正常精子发生过程。由此可见，FSH在精子发生的数量方面发挥了重要作用。FSH与睾酮协同作用才能诱发或维持正常数量的精子发生过程。
  


  
    二、激素类男性避孕药作用机制
  


  
    1.雄激素单方制剂的避孕机制
  


  
    当通过各种途径，给予超生理剂量的外源性雄激素（包括睾酮衍生物和睾酮酯）能够抑制下丘脑-垂体系统的促性腺激素分泌或功能障碍，抑制并耗尽睾丸内睾酮，从而引发精子发生障碍或完全停滞，达到避孕目的。同时，外源性雄激素可替代内源性雄激素的生理作用。
  


  
    2.雄激素与孕激素复方制剂合用的避孕机制
  


  
    雄激素与孕激素合用可通过其各自独立的负反馈机制来抑制垂体促性腺激素的分泌，继而使精子发生停滞。这种抑制作用具有协同或叠加作用效果。这种配伍可减少联合用药中雄激素的剂量，而生理水平的雄激素浓度可替代内源性雄激素的生理作用，这样可使受试者避免暴露于超生理剂量的雄激素水平。无论是减低雄激素暴露量，还是增加用药间隔都可减少与雄激素有关的不良反应，减低大剂量雄激素长期应用的风险。此外，某些孕激素具有抗雄激素特性。一方面，其可抑制垂体促性腺激素的分泌；另一方面，其可通过竞争抑制睾酮和双氢睾酮与雄激素受体的结合发挥抗雄激素作用，导致精子发生停滞。
  


  
    3.雄激素与GnRH的类似物合用的避孕机制
  


  
    GnRH类似物包括GnRH激动剂（GnRH-A）和GnRH拮抗剂（GnRH-At）两类，通过垂体促性腺细胞膜上的GnRH受体发挥作用。但是两者的作用机制截然不同。与内源性GnRH不同，给予外源性GnRH-A后可在初始的1～2周内刺激促性腺激素的释放，受试者外周血中会出现升高的LH与FSH，继续给药会导致GnRH受体的下调节作用，抑制LH和FSH的合成与分泌。而给予GnRH-At后，即刻与内源性GnRH竞争结合受体，抑制促性腺激素的合成与释放。作为避孕药，两种GnRH类似物均使LH分泌降低以及睾酮合成受阻，从而使精子发生停滞。但要适量和适时地补充雄激素，不宜补充大剂量雄激素也不宜与GnRH类似物同时给药，应延迟补充雄激素，否则会减弱GnRH类似物抑制精子发生作用的效果。
  


  
    三、雄激素单方制剂避孕效果的临床评估
  


  
    睾酮是30年代人类第一个发现并合成的雄激素。为此，Butenandt和Ruzicka分享了诺贝尔奖。从此以后，睾酮和睾酮酯主要用于睾丸功能低下的雄激素补充/替代治疗或骨质疏松症的治疗。尽管早在30年代就已知摄入外源性睾酮可以抑制精子数量和影响睾丸功能，但直到70年代后期国外才开始对睾酮作为激素类男性避孕药物进行系统研究。研究者发现，每天肌内注射25mg睾酮丙酸酯60d可使正常男性受试者全部达到无精子症，并且在停止用药后精子发生可恢复正常，未见严重不良反应。但是，缺乏针对睾酮丙酸酯单方用药的临床避孕效果评估。
  


  
    1.睾酮庚酸酯
  


  
    睾酮庚酸酯（Testosterone Enanthate，TE）是较睾酮丙酸酯作用时间更长的雄激素制剂。目前已知，外源性雄激素、睾酮衍生物或睾酮酯可通过负反馈调节抑制促性腺激素的分泌，使精子发生停滞；与此同时，又可维持性功能和替代雄激素在心脏、肌肉、骨、蛋白质的同化作用、矿物质平衡和造血功能等方面的重要作用。与其他激素避孕方法相比，单方雄激素避孕的主要优点是无需再补充外源性睾酮。为了从临床上客观评估睾酮酯的实际避孕效果，美国国立卫生研究院（NIH）和一些国际组织曾资助了大量临床课题，研究TE的男性抗生育作用。通过对数百名志愿者的研究证明，每周肌内注射200～250mg TE可使90%～95%的男性达到严重少精子症（＜5×106/ml）和40%～60%的男性志愿者获得无精子症。当延长注射间隔至2周，严重少精子症和无精子症的百分率分别下降到45%～60%和20%～30%。当每周肌内注射200mg TE诱导出无精子症或严重少精子症后，在维持期每2～4周肌注200mg TE，只能使少数人获得无精子症和同等水平的严重少精子症。每周200mg TE肌注是最佳诱导和维持剂量，不良反应较少。增加注射剂量并不能增加男性抗生育效果。停止注射TE后3个月左右精子发生可恢复到基线值水平。
  


  
    基于TE的早期研究结果，世界卫生组织（WHO）于1986～1995年组织赞助了两项不同人种间的多中心临床试验，研究每周肌内注射200mg TE的避孕效果、安全性和可逆性。271对志愿夫妇参加了第一项临床试验，其分布在7个国家中的10个研究中心。这些志愿者经过筛选及对照期后进入抑制期，每周肌内注射200mg TE直到获得无精子症（连续3次精液中未查到精子），抑制期最长为6个月。受试者获得无精子症后进入12个月的避孕有效期。在此期间，TE肌内注射避孕是唯一可采用的避孕方法并观察避孕失败例数与精子发生出现反跳的例数。此后，志愿者进入恢复期直到精子计数达到用药前水平或正常生育力水平。6个月累积生命表法统计结果显示64.5%的白种人和91%的中国志愿者获得了无精子症。在累计14～86个月的避孕有效期中，只发生了1例妊娠；若以比尔指数计算，相当于0.8/100人•年。亚洲人获得相对较高无精子症率的机制目前尚不清楚，可能与种族背景有关。由于TE的药代动力学不理想，肌内注射后出现早期爆破性峰值释放，随后很快进入低于正常血药浓度的谷值，造成血中睾酮浓度的极大波动，使志愿者感到很不舒服。
  


  
    WHO于1989年开始实施了第二项临床研究，试图检测每周肌内注射200mg TE导致精子计数低于3×106/ml的避孕有效性。共有来自9个国家15个中心的399对志愿夫妇参加了此项临床试验。357名志愿者完成了抑制期的研究，349人（98%）获得了无精子症或严重少精子症（少于3×106/ml）。在12个月的避孕有效期中，当累积暴露49.5人•年时严重少精子症志愿者发生了4例妊娠。若以比尔指数计算，相当于8.1/100人•年。无精子症志愿者在累积暴露了230.4人•年后，未发生妊娠。将无精子症和严重少精子症两者的比尔指数合并计算，结果为1.4/100人•年，其远远低于阴茎套第一年的失败率（12/ 100人•年）。所有志愿者在停药后精子发生100%可逆。每周肌内注射200mg TE未出现严重不良反应，但是由于睾酮的同化作用可使体重略有增加并可能出现油性皮肤和痤疮，以及血红蛋白浓度在正常范围内的增加。每周肌内注射200mg TE可明显减低总胆固醇，高密度脂蛋白和低密度脂蛋白浓度，但是未发现肝、肾毒性及前列腺特异性抗原（PSA）浓度的变化。在恢复期结束时，所有这些变化都返回到基线或正常参考值水平。此项临床研究结果显示，如果雄激素注射能够使大多数志愿者达到无精子症，其余人获得严重少精子症，将会获得与女性口服避孕药相似的避孕有效性和提供一个安全、稳定和可逆的男性避孕方法。但是，一些研究结果表明，如果TE作为避孕药长期使用，每周肌内注射一次是难以被接受的，亟需开发长效睾酮酯制剂，这样才能提高其可接受性和持续使用率。
  


  
    2.19-去甲基睾酮
  


  
    19-去甲基睾酮（19-nortestosterone，19-NT）是睾酮衍生物。曾被考虑用作TE的潜在替代品。19-NT除具有较强的雄激素特性之外，还兼有睾酮10倍强的孕激素活性。因此，19-NT 比TE对于垂体激素有更强的抑制作用。早期的一些小规模临床试验发现19-NT与孕激素合用能使80%～90%志愿者达到无精子症。WHO曾资助印度尼西亚进行了多中心临床研究，比较每周肌内注射19-NT或TE与孕激素（长效醋酸甲孕酮，DMPA）合用的男性抗生育效果。结果证明，在无精子症率方面，19-NT与TE对亚洲人有同样的效果。但是，19-NT是睾酮的衍生物，不具有睾酮对于靶器官的全部特性或生理作用，可能不是一个理想的用于替代TE或用于单方雄激素避孕研究的雄激素衍生物。
  


  
    3.7α-甲基-19-去甲基睾酮
  


  
    美国人口理事会研制的7α-甲基-19-去甲睾酮（7α-methyl-19-nortestosterone，MENT）是一个人工合成的19-NT的衍生物，其最大特点是在代谢过程中转化为雌二醇（E2），在维持认知功能、骨密度方面具有重大作用；但不转化成双氢睾酮（DHT），具有一定程度的组织特异性；这些特性能使MENT产生避孕效益之外的健康益处。去势大鼠体内生物等效性比较实验结果表明，MENT对于大鼠前列腺及精囊增重效果是睾酮的4～5倍，对于球海绵体肌和提肛肌的增重效果以及对促性腺激素的抑制作用是睾酮的10倍。去势猴的实验结果同样证明，MENT对促性腺激素的抑制作用是睾酮的10倍，但不增加对前列腺的刺激作用。因此，能发挥对垂体的更强抑制作用和减少雄激素不良反应带来的风险。目前国外已研制出MENT的皮下埋植剂，希望能够获得一个高效、低剂量、长周期的男性皮下埋植剂型的雄激素药物用于性腺功能低下患者的雄激素补充/替代治疗。临床试验结果显示，MENT的2根长效皮下埋植剂能够维持性腺功能低下患者的性功能与情绪状态，但是在维持腰椎骨密度方面效果欠佳，这与MENT转化为E2的剂量过低有关。此现象提示，在设计雄激素制剂时要考虑新的合成雄激素可能与自然雄激素转化为E2的比例与效率有所不同，要引起重视。MENT长效皮下埋植剂能够以剂量依赖方式抑制正常人的促性腺激素释放，乙酰MENT单方皮下埋植剂已用于抑制精子发生有效性的探索。一项研究显示，35名白种人志愿者被纳入临床课题研究并分别接受1根、2根和4根MENT的皮下埋植棒。结果表明，精子发生抑制程度出现剂量依赖关系，2根剂量组的精子发生抑制程度不理想，4根组12人中的8人达到无精子症。研究过程中也发现，红细胞压积与血红蛋白浓度出现可逆性的增加，血脂出现一过性变化。MENT也在考虑与孕激素或GnRH类似物合用于男性激素避孕研究。
  


  
    4.十一酸睾酮酯
  


  
    是默沙东公司生产的雄激素口服制剂，商品名为安特尔。口服后药物经胃肠道的淋巴管吸收入血，躲避了肝脏的首过灭活作用。安特尔已在临床上用于雄激素补充/替代治疗20余年。Meriggiola等曾将安特尔与具有抗雄激素特性的孕激素制剂乙酸赛普隆（CPA）合用，测试其抗男性生育作用。尽管CPA与安特尔合用显示出明显的抑制精子效果且无严重不良反应，但是所用剂量较大且价格昂贵，每天需要多次顿服，不适合发展成为男性口服避孕药。由于男性口服避孕药具有自我控制、摄入方便及不需要忍受注射痛苦或创伤性植入释放系统。因此，亟待开发一个具有优良生物活性、长效及易于剂量搭配的口服雄激素酯制剂。
  


  
    十一酸睾酮酯注射剂是目前临床上唯一可用于避孕研究的长效睾酮酯。中国浙江仙琚制药有限公司生产的TU是以茶子油为溶剂，含量为125mg/ml。TU单用或与其他药物长期合用治疗再生障碍性贫血，未发现严重不良反应。Partsch等（1995）在去势猴开展的药代动力学与药效学研究结果表明，TU与TE相比存在明显优越的药代动力学特性。TU的峰值浓度较TE明显有所降低，TU的曲线下面积增大，达峰时间、平均滞留时间与清除半衰期较TE有明显延长。在美国Mellon基金会的资助下，张桂元等（1998）在原发型性腺功能低下（Klinefelter综合征）患者的临床药代动力学研究结果显示，500mg和1000mg TU单次肌内注射可维持正常血清睾酮浓度长达50～60d，不存在明显早期爆破性峰值释放，并且能够明显抑制促性腺激素的分泌。在WHO的资助下，张桂元等（1999）将TU用于男性避孕药的剂量研究，发现500mg和1000mg TU每月肌内注射一次能够有效地和可逆地抑制精子发生。在500mg剂量组，6个月抑制期内，11/12名志愿者成为无精子症；在1000mg剂量组，12名志愿者全部成为无精子症，且精子发生抑制的时相明显要比500mg剂量组出现要早。但是当500mg TU在45d注射间隔时，精子发生抑制出现反跳，可能是由于促性腺激素的抑制出现逃逸所致。在更长效的睾酮酯问世之前，TU单独使用于男性避孕，一个月注射间隔可能是一道不可逾越的屏障。一些研究表明，在同等有效性的前提下，增加注射间隔将会提高男性避孕方法的可接受性。
  


  
    基于TU的前期临床研究工作进展顺利，在WHO与中国政府的资助下，张桂元等于1997年在国内开展了一项有关TU肌内注射剂的多中心临床避孕有效性Ⅱ期临床研究。此项研究涉及308名志愿者，分布在全国6个省市。在筛选合格后，志愿者继续使用或改换成屏障避孕方法，每月接受肌内注射TU，初始剂量为1000mg，随后采用500mg作为维持量使用。每月进行精液常规检查，一旦精子计数连续两次达到无精子症或严重少精子症（＜3×106/ml），志愿者进入避孕有效期。在此期间，每月继续接受500mg TU注射，但不能采取任何其他形式的避孕方法。296名志愿者进入了6个月的避孕有效期，其持续使用率达到95%。避孕有效期6个月累积生命表法统计结果显示98%志愿者获得了无精子症。达到无精子症或严重少精子症的志愿者没有出现配偶怀孕，在这个时期内有6名男性志愿者出现精子反跳，其中一人配偶因为精子反跳怀孕。因此总失败率为5.2%，有效率为94.8%。常见不良反应，包括：出现油性皮肤和轻微的痤疮以及血红蛋白浓度在正常范围内的增加。对于血脂代谢的影响，TU肌内注射引起总胆固醇和低密度脂蛋白在正常范围内的增加；高密度脂蛋白在正常范围内的降低。在治疗期体重明显增加，未发现肝、肾毒性以及其他严重不良反应。在恢复期结束时，所有这些变化都恢复到正常水平。除1例志愿者在停药2年后精子发生才恢复正常之外，全部受试者的精子发生在停止TU注射后1年之内恢复到了基线水平或正常参考值水平。对于中国男性，首次注射1000mg然后每月肌内注射500mg TU作为维持量能够有效、安全且可逆地阻断精子发生而不引起严重不良反应。这些研究结果表明，每月肌内注射500mg TU是安全、有效、可靠及可逆的男性避孕方法。与此项研究同期开展的每月500mg TU肌内注射作为男性避孕药的可接受性调查数据证实，每月肌内注射1次避孕药能被大多数志愿者所接受。如能开发出3个月或更长肌内注射间隔的男性避孕药，将会大大提高该方法的可接受性和持续使用率。
  


  
    为了增大样本量和TU的暴露时间，进一步评价肌内注射TU的长期安全性、避孕有效性和服务可行性，为计划生育政策制订者和服务提供者在男性激素避孕药推广应用方面提供有价值的信息，在WHO和中国政府资助下，谷翊群等（2001年）在中国实施了TU临床Ⅲ期试验。这项研究是按照WHO监控标准实施的前瞻性、多中心男性激素避孕药的有效性、安全性、服务可行性与精子发生可逆性的临床试验。他包括2个月的对照期，30个月的治疗期（6个月的抑制期和24个月的有效期）以及12个月的恢复期。在这30个月的治疗期内首先使用一个1000mg的初始注射剂量，随后改为每月肌内注射500mg TU作为维持剂量。此项研究共招募了来自中国10个中心的1045名志愿者被纳入试验，其中856人进入避孕有效期，733人已经完成了治疗期并进入了恢复期。1045个人中有312人由于各种原因退出试验，其中18人是由于不良反应，持续使用率为85%，在男性甾体类激素避孕方法的长期避孕有效性试验中，85%的续用率是在可以接受的且在预期范围之内。此项研究数据显示，其方法学失败率为6/100人•年。在有效期内有16名志愿者出现精子反跳，其中6人配偶被诊断怀孕（精子浓度2×106/ml～8×106/ml），另外3人诊断为怀孕时的精子浓度（≤1×106/ml），避孕失败率为1.1/100人•年。没有严重的不良反应。常见的不良反应表现为注射局部疼痛及颜面部与背部痤疮。已有文献报道，TU和孕激素作为复方制剂使用时能更有效地抑制精子发生。
  


  
    德国拜耳公司生产的TU注射液是以蓖麻油为溶剂，含量为250mg/ml，单次注射可维持血中睾酮浓度在正常范围长达12周。已在欧洲上市，在临床上用于性腺功能低下患者的雄激素补充/替代治疗。目前，拜耳公司正在积极筹划以蓖麻油为溶剂的TU在中国进行上市前的准备。蓖麻油为溶剂的TU长效注射剂与孕激素合用于抑制精子发生的临床试验结果表明，雄激素与孕激素合用比单方使用有更好的抑制精子发生效果。TU注射液所使用的溶剂不同是否会影响其溶解度，或影响其药代动力学与药效学特性，缺乏实验数据。2004年Wistuba等在WHO的资助下，在德国开展了一项旨在进行溶于不同溶剂的TU药代动力学与药效学特性的比较性研究。此项研究使用了15只已先期进行了睾丸切除的食蟹猴，分为3组，每组5只。分别接受单次10mg/kg体重TU注射，溶剂分别为蓖麻油、茶籽油与黄豆油。注射后定期取血进行生殖激素测定，体重、前列腺重量与射精量测量与评价。结果表明，TU的药效学与药代动力学参数在三种溶剂之间无显著性差异，且与所使用的溶剂无关。因不同的国家药典对使用的溶剂规范不同，应参照本国药典采用允许的溶剂。
  


  
    5.癸酸睾酮酯
  


  
    癸酸睾酮酯（Testosterone Decanoate，TD）：TD在脂肪酸侧链上比十一酸少了一个碳原子。相关文献上未见到TD用于性腺功能低下患者的雄激素补充/替代治疗的报道。但是，有文献报道400mg TD每4周间隔肌内注射与2根孕激素（etonogestrel）的皮下埋植剂合用于男性避孕的研究。在此项研究中共招募了20名志愿者，16名志愿者在12周末时达到了无精子症。增加注射间隔是否影响抑制精子发生的效果尚未有定论，相关研究正在进行中。
  


  
    6.睾酮环丁酯
  


  
    睾酮环丁酯（Testosterone Buciclate，TB）是WHO与NIH合作研制的长效睾酮酯。在灵长类动物进行的药代动力学试验显示TB在各项参数上超过了以往的睾酮酯。在性腺功能低下患者进行的药代动力学试验显示，一次性肌注TB 600mg可维持正常血清睾酮浓度长达12周。给予正常人一次性肌注TB 600mg不能使LH和FSH降至正常范围之下及对精子发生产生影响。然而，增加剂量至1200mg能够明显抑制LH和FSH的分泌；8名受试者中的3人获得了无精子症。非常奇怪的是，这些人的血清睾酮浓度是在正常范围之内，而血清DHT浓度升高到超生理水平。此项研究表明，高剂量TB单方用于特定人群（如亚洲人）或与促性腺激素的抑制剂（如孕激素或GnRH类似物）合用，可能会导致较高的无精子症率和提供足够量的雄激素补充/替代治疗。尽管TB在药代动力学方面显示出优越性，但在初步临床研究阶段发现了包括配方和溶解度在内的一些问题。因此，TB的临床研究暂时终止。虽然TB的研制过程中出现一些挫折，但科学家们正在解决这些问题，期待能在近期内有所突破，并发展成3个月注射间隔的男性激素避孕剂。
  


  
    7.其他雄激素制剂
  


  
    棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂在局麻下可植入腹壁前皮下组织，产生与睾酮几乎完全相同的生物等效性与稳定的零级释放。已知TE肌内注射引起的血中睾酮浓度的波动可诱发停滞的精子发生出现反跳。与TE相比，棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂减少了血清睾酮的峰值释放量，具有较好的药代动力学特性，在临床上用于性腺功能低下患者的补充/替代治疗已经很多年，并且显示较好的可接受性。Handelsman等曾在高加索白种人身上单独应用棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂6× 200mg抑制精子发生，产生了与TE相近的避孕效果。T皮下埋植剂可维持血清睾酮在正常范围的上限达20周，并且比每周TE注射产生较少的不良反应。但是需要一个较小的外科手术将睾酮皮下埋植剂进行皮下植入并需要对施术者提供培训。此外，睾酮皮下埋植剂偶然会发生折断，大约5%出现自发性穿孔，引起睾酮吸收与代谢紊乱。由于这些原因，棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂是否作为男性避孕药常规使用尚存在争论。
  


  
    通过注射可生物降解的装载睾酮的微球能够维持性腺功能低下患者的血清睾酮在正常范围达到10周，也可作为雄/孕激素复方男性避孕中的雄激素组方。为了确保产品批次间的一致性和质量，微球的颗粒大小，装载睾酮的程度等，这些在制作过程中都需要严格控制。由于出现了长效肌内注射剂型睾酮酯，一次注射可维持血清睾酮浓度在正常范围长达12周，睾酮微球注射在临床使用的实用性受到挑战。目前相关文献发表寥寥无几。
  


  
    利用膜控制释放技术，睾酮也可透过皮肤吸收入血。其优点为使用相对方便及无痛、无创伤性，可自我控制并能模拟睾酮的昼夜分泌规律。目前已有两种类型的商品化睾酮皮肤贴剂用于性腺功能低下患者的补充/替代治疗。一种为阴囊皮肤睾酮贴剂，由于该处具有丰富的血管，故吸收效果好。但是相当部分睾酮被转化为双氢睾酮（较T作用更强的雄激素）使睾酮/双氢睾酮比值减低，可能对前列腺有一些潜在风险。此外，对皮肤的局部刺激和使用前需要备皮是影响阴囊睾酮皮肤贴剂使用的主要因素。另一种为躯干型睾酮皮肤贴剂，与增强剂共同使用，可产生与阴囊型睾酮皮肤贴剂相同的血清睾酮吸收效果。目前，一些临床试验正在探讨将睾酮皮肤贴剂单独使用或与孕激素合用于男性避孕的可行性。临床研究结果表明，睾酮皮肤贴剂单独使用，不能产生对垂体促性腺激素的完全抑制而达到与睾酮注射剂型或睾酮皮下埋植剂型相似的抑制精子发生效果。此外，频繁使用睾酮皮肤贴剂可对皮肤产生刺激作用，由此导致使用依从性降低。睾酮凝胶剂型较睾酮皮肤贴剂对皮肤刺激性小，主要用于性腺功能低下患者的补充/替代治疗，未用于男性抑制精子发生效果的探索。但睾酮凝胶剂型可能会因皮肤吸收不全，在贴皮处出现睾酮残留，出现交叉污染导致其性伴侣沾染睾酮制剂。经颊黏膜吸收的睾酮制剂也能够避免肝脏的首过效应，较早期的睾酮自控制剂存在明显的优点。如果经颊黏膜吸收的睾酮制剂与一个口服孕激素制剂合用，有可能成为一个自控的复方男性口服避孕药。
  


  
    四、激素类联合用药的男性避孕效果临床评估
  


  
    （一）孕激素/雄激素合用
  


  
    从女性避孕的机制可知，单独孕激素通过对下丘脑的负反馈调节抑制促性腺激素的分泌，并且孕激素能够有效地补充雌激素水平。在男性激素避孕研究中，与雄激素相比孕激素是LH和FSH释放的较强抑制剂。孕激素与雄激素联合应用，两者可分别通过对下丘脑/垂体的负反馈调节抑制促性腺激素的分泌，这种抑制作用具有叠加效果，继而导致精子发生停滞。而雄激素能补充或替代体内雄激素的生理作用。此外，孕激素还可能作用于睾丸水平直接影响精子发生。在过去的30年中，科学家们将雄激素与多种孕激素进行了配伍临床避孕有效性试验，但是目前尚没有一种男性甾体类复方避孕药形成商品上市。Cochrane Review上有一些文章对已发表的男性甾体类复方避孕药的临床试验进行了评述。概括起来为：一些临床试验没有遵循临床药物试验的基本指南要求；一些临床试验样本例数较小，不能区分出组间显著性差异；一些临床试验缺乏随机分组、盲法与统计学的把握度。近年来，这些问题已得到改善与纠正，现将一些男性甾体类复方避孕药的临床试验结果汇总如下：
  


  
    1.长效醋酸甲孕酮（DMPA）+雄激素
  


  
    孕激素与雄激素合用于男性复方激素避孕的研究始于20世纪70年代初。DMPA是一个来自17-羟孕酮衍生物的孕激素，单独使用能够抑制精子发生，但造成雄激素缺乏症状。因此，DMPA需要与雄激素合用于男性甾体类激素避孕研究。DMPA与TE联合用药开创了男性复方激素避孕研究的先河，具有划时代的意义。美国人口理事会资助实施了5项DMPA与TE合用研究，旨在发现最佳的抑制精子发生效果的剂量组合。在这5项研究中，总共大约有100名志愿者参加了研究，每月接受注射100～300mg DMPA和100～250mg TE的剂量组合，治疗周期4～16个月不等。大约有半数受试者获得无精子症，其余人达到了严重少精子症，9人妻子妊娠。不良反应轻微。当TE的剂量成倍增加后，避孕有效性的增加并未产生实质性变化。恢复期相对较长，可能与DMPA在脂肪组织中贮存有关。DMPA与TE的最佳剂量组合与TE单独使用相比，对于高加索白种人在有效性上并未呈现优越性。然而，亚洲人对激素诱导精子发生抑制较高加索白种人敏感。一项在20名印度尼西亚人进行的DMPA+TE试验，全部受试者获得了无精子症。DMPA+TE导致的较低无精子症率可能与联合用药中TE非全量使用有关；100～250mg/月TE用量可能太低，难以在联合用药中发挥抑制精子发生的作用。
  


  
    Handelsman等曾在白种人身上单独应用6根200mg棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂探索抑制精子发生的效果。结果显示，5/9志愿者达到无精子症，与TE产生的避孕效果相近。将睾酮皮下埋植剂量从1200mg减至800mg维持6个月，并与300mg DMPA每3个月注射剂合用，结果显示，9/10志愿者达到无精子症，10/10志愿者达到严重少精子症，未见严重不良反应。Turner等已开展了棒状晶体融合的药效长达4～6周的睾酮皮下埋植剂与每3个月肌注的DMPA合用对精子发生抑制的临床扩大试验。55名志愿者中的53人达到了无精子症，并且进入长达1年的避孕有效期。在426个人月周期中未发现志愿者的配偶出现妊娠。尽管避孕效果显著，但是存在一些悬而未决的问题，例如：避孕效果起效慢、且精子发生的恢复也较慢；大约有半数志愿者在避孕有效期中由于与试验有关的原因或个人原因中途退出。也有研究报道，棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂在400mg剂量与孕激素合用，可产生长达12周的抑制精子发生效果。不同研究人员在棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂与孕激素合用的试验中所使用的睾酮剂量不同，有的相差几倍。反映出缺乏稳态测量的、可靠的生物学标识物来判断血清中睾酮水平。尽管如此，棒状晶体融合的睾酮皮下埋植剂与孕激素合用于男性避孕，能够减少雄激素的使用量，减少高剂量雄激素使用带来的不良反应。谷翊群等（2003年）开展了注射TU与DMPA合用于中国男性甾体激素避孕的临床研究，目的为比较两种剂量长效醋酸甲孕酮（DMPA）用于男性避孕的药代动力学特性以及抑制精子发生的效果，推荐进一步临床试验配伍剂量和注射间隔。此项研究中共招募了筛选合格的正常志愿者30名，并随机分成3组，每组10名。A组：150mg DMPA+1000mg TU；B组：300mg DMPA+1000mg TU；C组：单独注射1000mg TU，为对照组。以8周间隔接受指定的配伍剂量或TU单独注射，直至完成24周的治疗期，并按要求定期随访进行精液分析及其他安全性指标监测，最后完成24周的恢复期随访。研究结果表明：除雄激素单用组中有2例出现精子浓度反跳外，在治疗期内所有志愿者都获得了持续的无精子症或严重少精子症。所有志愿者都能忍受配伍注射，未见严重不良反应。尽管B组较A组有相对较高的血药浓度，但药代动力学的各项参数在两组之间无显著性差异。A、B和C组抑制精子发生起效时间分别为（80±5）d、（83±8）d和（92±6）d，各组间没有统计学差异。尽管雄/孕激素合用比雄激素单用有更持久地抑制精子发生的趋势，但各组之间没有统计学差异。雄/孕激素合用能更加有效地抑制促性腺激素的分泌，与雄激素单用之间有显著性差异；但促性腺激素的抑制程度与配伍中DMPA的剂量无关。推荐使用低剂量DMPA配伍TU进行临床避孕有效性的研究。150mg DMPA与1000mg TU或更长效的雄激素联合应用，可能成为2～3个月肌内注射一针的男性避孕药的最佳剂量组合。
  


  
    2.左炔诺孕酮+雄激素
  


  
    左炔诺孕酮（Levonorgestrel，LNG）是19-去甲基睾酮（19-NT）的衍生物。其特点为，与DMPA相比是较强的促性腺激素抑制剂，但仍保留一些雄激素特性。LNG女性皮下埋植药物避孕已获得广泛临床应用。在80年代初，研究人员将口服LNG与TE肌注合用对精子发生的抑制作用进行了评估。LNG的剂量为每天250～500μg，与女性口服避孕药日用量相似。TE的剂量为每月肌注200mg，选择这样的剂量配伍是为了减少睾酮的剂量并最小化睾酮引发的精子发生，同时最大化LNG介导的垂体LH和FSH的释放抑制。结果提示：半数受试者获得少精子症，但未达到无精子症。原因可能与联合用药中雄激素用量少有关。因此，这样配伍中的LNG对于垂体的潜在抑制效果并未充分表现出来。但是在既往研究中没有人使用孕/雄激素合用与雄激素单用的直接比较。上个世纪90年代中期，Bebb等一项类似的研究显示，使用TE 100mg/周（垂体的抑制全量）与500μg/日LNG合用比TE单独使用可增加避孕效果（无精子症率+严重少精子症率，94%vs 61%），并减少起效期时间（9周vs 15周）。但孕/雄激素合用比雄激素单用产生相对较明显的HDL的下降和体重增加。由于LNG（特别在高剂量时）可呈现雄激素活性，一方面可增加雄激素的不良反应，另一方面过高的外周血雄激素水平可阻止精子发生停滞。所以，同一组研究人员试图减少联合用药中的LNG日用量，从500μg减至250μg和125μg，获得了相似的避孕效果，并减少了不良反应。在2000年，Kamischke等将溶于蓖麻油的TU长效制剂与口服的LNG合用于精子发生抑制有效性研究。该研究为一个随机、安慰剂对照的临床试验，所有志愿者均达到无精子症或严重少精子症。尽管TU与LNG合用对于垂体促性腺激素的抑制程度较好，但在精子发生抑制的范围上相似，未体现出添加LNG的优越性。
  


  
    因为LNG必须每日口服，易造成血中LNG浓度波动。这样的波动对代谢影响的冲击力较恒速释放为强。中国科研人员首次将LNG皮下埋植剂和TU注射引入男性避孕临床研究领域，即每月肌注250mg TU与国产LNGⅡ型皮埋（2根）合用于精子发生的抑制试验。在6个月治疗期中，累积无精子症率与严重少精子症率（＜3×106/ml）仅为44%（7/16），5人精子浓度明显降低接近3×106/ml，另有4人精子浓度虽有下降，但是一直维持在20×106/ml以上。此研究证明该方案是安全、有效的。但所用的国产LNGⅡ型皮下埋植剂释放量可能太低，使用皮下埋植剂者血中LNG浓度较口服者血中LNG浓度低。应考虑加大LNG皮下埋植剂和/或TU的剂量。2006年Wang等报道了一项LNG皮下埋植剂与T皮下埋植剂合用或单用的研究结果，并比较了中国人与非中国人在精子发生抑制有效性的研究。该研究结果表明，在睾酮皮下埋植剂单用组精子发生抑制的种族差异明显，90%以上中国人达到了严重少精子症。添加LNG没有进一步增加中国人精子发生抑制效果，而在非中国人的精子发生抑制效果明显，严重少精子症率从睾酮皮下埋植剂单用的59%达到添加LNG后的89%。
  


  
    3.炔诺酮+雄激素
  


  
    炔诺酮（Norethisterone，NET）有两种制剂，一种是注射剂型，为庚酸炔诺酮（NETE）；另一种是口服制剂，为乙酸炔诺酮（NETA）。长效注射用NETE是临床上应用的女性避孕药之一。在1988年，Guerin等首先尝试了在男性身上使用口服NETA与口服TU或双氢睾酮贴皮制剂合用于精子发生抑制的研究。该研究的大多数志愿者达到了无精子症，其余的志愿者达到了严重少精子症。已有药代动力学研究结果显示，NETE能够快速起效、较好地维持垂体促性腺激素的抑制，并且能够被很好地耐受。此外，NETE的注射间隔能够维持8周，与长效注射TU的注射间隔匹配。因此，研究人员将注射型NETE或口服的NETA与注射TU进行了剂量配伍临床精子发生抑制试验。结果显示，两者配伍使用比单独使用存在明显的精子发生抑制效果与优越性，在口服剂型与注射剂型之间没有存在明显差异。注射剂型的NETE有可能成为一个与雄激素制剂（TU）在一个注射针筒内的真正的复方男性甾体激素避孕制剂。目前，WHO、世界银行与美国避孕研究开发署（CONRAD）共同资助了一项有400多对夫妇参加的全球多中心的临床Ⅱ期试验，验证注射TU与注射NETE配伍应用于男性避孕的有效性、安全性与可逆性。此项研究正在进行中。
  


  
    4.第三代孕激素
  


  
    最近合成了一些生物学特性较为理想的孕激素，被称为第三代孕激素，包括地索高诺酮（Desogestrel，DSG），孕二烯酮（Gestodene，GSD）及肟炔诺酮（Norgestimate，NGM）。他们的结构与LNG类似，是LNG的衍生物。他们保留了相同的孕激素活性，但较少的雄激素作用。在女性激素避孕方面，DSG是第三代孕激素中第一个获得了广泛临床应用的药物。口服DSG联合TE注射已用于男性激素避孕研究。DSG的剂量为每天100～300μg，TE的剂量为每周50～100mg，分成3组剂量组合。研究结果发现，300μg DSG与50mg TE合用或150μg DSG与100mg TE合用，可使无精子率达到50%。然而，300μg DSG与100mg TE合用的无精子症发生率为75%。3种不同剂量组合均引起相似的高密度脂蛋白的降低，但未见其他明显的不良反应。DSG与睾酮的皮下埋植剂合用于中国人及高加索白种人的精子发生抑制试验结果表明，高剂量DSG抑制精子发生的效果显著。另一项在非洲实施的相同试验获得了类似的结果。
  


  
    DSG的活性代谢产物etonorgestrel（ENG）有口服剂型与皮下埋植剂型，ENG的皮下埋植剂（Implanon）已广泛用于女性避孕临床实践。2002年Anderson等使用ENG的皮下埋植剂与睾酮的皮下埋植剂合用于男性精子发生长效抑制的研究。共有28名志愿者加入此项研究并被随机分成两组，一组（A组）接受1根Implanon与400mg睾酮皮下埋植剂，另一组（B组）接受2根Implanon与400mg睾酮皮下埋植剂。研究数据表明，两者合用能够显著抑制精子发生，A组与B组中的无精子症率分别为64%与75%，B组中除1人外全部达到了严重少精子症。2004年，Brady等报道了使用ENG的皮下埋植剂与睾酮的皮下埋植剂合用于男性精子发生长效抑制的研究。结果显示，所有15名志愿者在8～28周内均获得了无精子症，未观察到体重增加与HDL-C降低。两种皮下埋植剂的抑制精子发生的效果可以持续1年，应进一步探索用于男性长效避孕的可行性。2005年，Hay等报道了使用口服ENG与肌注长效TD用于精子发生抑制的临床试验。112名志愿者参加了此项研究并被分成两组，一组接受300μg口服ENG与每4周肌注400mg TD，另一组接受口服300μg ENG与每6周肌注400mg TD。结果显示，除长间隔组1人外，全部志愿者的精子浓度达到严重少精子症，短间隔组起效更快，不良反应较小。在恢复期内所有志愿者的精子发生恢复到用药前水平。2006年文献报道了一项国际多中心探索ENG的皮下埋植剂与肌注长效TD配伍抑制精子发生的临床试验。该研究共招募了130名志愿者并随机分成3组，第一组：2根Implanon与每4周肌注400mg TD合用；第二组：2根Implanon与每6周肌注400mg TD合用；第三组：2根Implanon与每6周肌注600mg TD合用。结果表明，第一组与第三组垂体激素与精子发生抑制的效果较好。第二组可能由于雄激素剂量较低出现垂体激素抑制的逃逸。血红蛋白与体重无明显增加，HDL-C无明显变化。在一项欧洲实施的有354名志愿者参加的多中心、双盲、安慰剂对照临床试验中，将注射长效TU 与ENG皮下埋植剂配伍应用于男性，验证避孕的有效性、安全性与可逆性。志愿者接受Implanon与肌注TU各种剂量配伍与注射间隔组合。除3%的志愿者外，全部治疗组的受试者均获得严重少精子症，并且91%的受试者精子发生抑制一直维持到治疗期结束。全部受试者精子发生在恢复期内达到正常水平。绝大部分受试者能够忍受肌注与皮下埋植剂治疗。治疗组不良反应报告较多，例如：体重增加，痤疮、多汗、情绪与性欲改变等。在精子发生抑制与安全性方面各治疗组之间没有显著差异。尽管Implanon皮下埋植剂与肌注TU合用于男性避孕是一个能够耐受的方法，并能提供安全、有效与可逆性的精子发生抑制，但是仍有很多空间需要调整剂量配伍组合。
  


  
    5.“杂交孕激素”
  


  
    孕激素制剂分为孕烷（羟孕酮衍生物）及19-去甲睾酮衍生物（睾酮衍生物）。另一类融合了上述两类孕激素的典型特性，并可产生独特的药效学作用，被称作“杂交孕激素”。来源于19-去甲睾酮衍生物的Dienogest（DNG）属于这一类孕激素药物。其特点为不存在雌激素和雄激素或盐皮质激素样的不良反应。灵长类动物实验表明DNG有可能被发展成为一个男性避孕药。一项研究结果表明，口服不同剂量的DNG或安慰剂与CPA合用21d观察对人体生殖激素与代谢参数的影响，由于服药时间较短，精子发生无明显变化，但垂体激素被抑制程度较为明显，未见与雄激素等有关的不良反应。尽管目前DNG作为男性避孕的临床报道较少，但是由于他们独有的生物学特性，预期DNG将会比目前使用的其他孕激素产生更高的避孕效果和更少的不良反应。
  


  
    （二）抗雄激素与雄激素合用
  


  
    既往的研究显示不同受试者对外源性睾酮或孕激素存在不同敏感性，因此精子发生抑制存在明显个体差异；同时一些研究也表明，当额外添加一个垂体激素的抑制剂可获得完全和持续的无精子症。最近的研究结果提示睾丸内雄激素浓度在维持精子发生上发挥了关键作用。睾酮在5α-还原酶作用下能转化成具有更强生物活性的DHT。但是当内源性睾酮被抑制后，睾丸内残余雄激素，特别是DHT可能在维持精子发生上起了重要作用。Anderson等曾报告每周肌注200mg TE后，少精子症者较无精子症者存在较高浓度血清DHT。Anawalt等曾发现大剂量TE（300mg/周）较低剂量（100mg/周）导致更强烈的垂体抑制，然而在抑制精子发生上未发现不同。这个发现提示TE 300mg/周肌注可能会造成较高的睾丸内雄激素水平从而对精子发生存在刺激作用，因此抵消了大剂量TE对精子发生的更强烈抑制作用。
  


  
    乙酸赛普隆（CPA）是一个合成的、能口服的类固醇激素，其兼有孕激素和抗雄激素特性。体内和体外实验均显示CPA可通过竞争抑制睾酮和DHT与雄激素受体的结合，发挥其抗雄激素作用。Prasad等在70年代提出，附睾较睾丸需求较高域值水平的雄激素发挥功能。因此可通过给予低剂量的抗雄激素药物CPA选择性干扰附睾内精子的成熟而不影响其他雄激素依赖性器官的生理功能。而CPA的临床试验只发现中等程度的精子发生抑制，偶见无精子症，未见明显精子成熟抑制。但是雄激素缺乏症引起人们关注这个药物的长期安全性和可接受性。
  


  
    此后，研究人员设想将CPA与雄激素合用，可克服CPA造成的不良反应，并可发挥雄/孕激素对垂体的协同抑制作用。后来的灵长类动物实验和初步临床试验证明，CPA与雄激素合用能够非常有效地抑制精子发生；当外周血睾酮浓度维持在正常范围内，不出现性欲、性功能以及代谢参数的改变。但是这个工作未引起人们足够的重视。Meriggiola等重新使用雄激素与CPA合用评估精子发生的抑制作用。她们假设，CPA作为一个孕激素与雄激素配伍可发挥对垂体的协同抑制作用。另一方面，CPA可直接作用于性腺水平阻断雄激素对精子发生的刺激作用。她们的结果表明：10例TE+CPA受试者全部出现无精子症；TE单用3/5受试者获得无精子症。并且精子从精液中消失比以往的任何一种激素避孕方法都快（6～8周）。其机制可能为：一方面CPA+TE对促性腺激素造成更强的抑制；给药4周后，LH和FSH达到低于检测阈值。另一方面，阻断了睾丸内雄激素对精子发生的刺激作用和减少了钙黏连蛋白（CAM）浓度，使精子成熟过程受到干扰。CAM是连接圆形精子细胞与支持细胞的蛋白质，是受雄激素调控的。CPA可通过阻断睾丸内T作用降低CAM浓度，使不成熟的精子细胞从生精小管上皮脱落进入精液中，这可能是CPA缩短起效期的作用机制。不良反应轻微，包括轻微体重下降。血红蛋白和红细胞压积的下降似乎与CPA存在剂量依赖关系。一些体外培养结果证明CPA对肝功能有影响，但临床上（文献或患者自述）尚未发现相关报告。Meriggiola等也曾试图将口服CPA与口服TU合用，研发出一种男性口服复方避孕药。由于CPA较强的抗雄激素作用导致研发失败。此后，Meriggiola等开展了另一项临床研究，探讨每周肌注100～200mg TE与每日口服5mg CPA的配伍对精子发生的抑制程度。结果显示，尽管垂体促性腺激素水平的抑制程度几乎相同，但增加配伍中的雄激素用量后精子发生的抑制程度有所降低。2003年，Meriggiola等报道了每6周肌注1000mg TU与每日口服20mg CPA的配伍，随后降为每日2mg CPA维持量或安慰剂对精子发生抑制程度的研究。结果表明，CPA与TU联用较单独使用TU在维持精子发生抑制程度上未呈现出优越性，但较低的CPA维持剂量在防止长期风险方面存在益处。
  


  
    （三）GnRH类似物与雄激素合用
  


  
    自1979～1992年间国际上已开展12项涉及106例健康自愿者接受GnRH类似物与雄激素合用的避孕效果研究。结果发现5～500μg的三种不同类（decapeptyl，buserelin和nafarelin）的GnRH-激动剂（GnRH-agonists，GnRH-A）用药时间为6～60周时，只能引起少数受试者出现无精子症，余下多数人为少精子症，甚至部分人精子发生不受影响。由于GnRH-A与雄激素合用存在较低的避孕效果，Behre等为了研究是否GnRH-A与雄激素合用比雄激素单用存在优点，进行了对照性比较研究。他们设置了3个试验组，每组由8人组成。前两组给予皮下长效释放的GnRH-A（buserelin），剂量分别为3.3和6.6mg，第三组给予安慰剂。在注射GnRH-A前1周给予突击量（400mg）的19-NT注射，随后每3周给予200mg的维持量。在GnRH-A试验组，每组中只有2人达到无精子症。而安慰剂组，雄激素单用可使半数受试者获得无精子症。血清激素测定发现，在GnRH-A试验组受试者的血清LH持续被抑制在较低的水平，而受试者的血清FSH在5周后已经恢复到正常水平，并且血清FSH与精子浓度存在较强的正相关关系。这个发现表明要想获得避孕效果，必须使LH和FSH都被抑制。目前尚不清楚是否使用极量的GnRHA能够长效抑制血清FSH。但是，当前所使用的GnRH-A和剂量不能应用于男性避孕。
  


  
    与GnRH-A不同，GnRH-拮抗剂（GnRH-atagonists，GnRH-At）能够快速抑制血清LH和FSH。尽管GnRH-At用于临床男性避孕的临床试验时间比GnRH-A晚10余年，GnRH-At的临床Ⅰ期试验却发现其抑制精子发生作用明显高于GnRH-A，并与补充睾酮的时机有关。如果两者同时给予，无精子症发生率为83.3%（15/18例），而延缓补充睾酮可使无精子症发生率升高到90.9%（20/22例），平均为88% （35/40例），远高于白种人单用睾酮的无精子症发生率（3个月内为43%，6个月内67%）。在美国和德国分别进行的GnRH-At的临床Ⅰ期研究呈现出喜人的态势。在美国进行的研究中共有8人参加，使用的是第一代GnRH-At（Nal-Glu），全部成为无精子症。在德国进行的研究中共有6人参加，使用的是第三代GnRH-At（Cetrorelix），6人全部获得无精子症。此外，引起精子发生完全抑制的时间平均为6～8周，短于睾酮单用抑制精子发生所需的17周。近年来，这方面的研究报道较少。2005年，Matthiesson等报道了一项在睾酮与LNG合用于精子发生抑制研究中加用5α-还原酶抑制剂或长效GnRH-At（Acyline）。结果表明，进一步添加Acyline并不能增加对垂体激素或精子发生的抑制作用。
  


  
    GnRH-At+睾酮的避孕方法最主要的问题是，必须使用多种非天然氨基酸作为GnRH-At合成原料，造价昂贵。此外，需每天皮下注射且剂量较大（20mg/d），注射部位可能会产生类似组织胺样的过敏反应。但因其产生无精子症的比例较高、避孕效果好，欧洲科学家仍在积极改进剂型和给药方法。在抑制期内连续数天给予突击量（20mg/d），进入有效期后可改为＞2mg/d，可维持对促性腺激素的抑制。德国已成功研制出长效GnRH-At（depo Ctrorelix Palmoate）用于抑制期后的维持剂量，肌注1次后对促性腺激素及睾酮的抑制作用达3周。目前正在通过受体结合分析法来筛选更便宜和可能口服的长效GnRH-At，并同长效睾酮或睾酮酯合用，可望成为有前途的高效、安全、可逆和实际可用的男性激素避孕方法。
  


  
    （四）激素类避孕效果的种族差异性
  


  
    几项独立的大样本的临床研究显示亚洲人比高加索白种人对单独睾酮或睾酮+孕激素导致的精子发生抑制十分敏感，90%以上的亚洲人可达到无精子症；只有40%～70%的高加索白种人达到无精子症，而严重少精子症率并未呈现种族间的差异。体重或体表面积差异不能对上述现象做出合理解释。通过对TE（200mg/周）肌注后少精子症与无精子症受试者血清DHT的比较，发现少精子症受试者较无精子症受试者存在较高的DHT水平和5α-还原酶活性，因此推理5α-还原酶活性较高者的精子发生抑制难以达到无精子症。此后，有人假设高加索白种人较亚洲人的5α-还原酶活力高。但最近在中国人（包括美籍华人）与美国白种人之间的比较性研究结果表明，中国人的总体5α-还原酶活力并不比白种人低。单独测定中国人包皮中的5α-还原酶Ⅰ和Ⅱ型酶活性与高加索白种人没有区别。环境/饮食，并非遗传因素，主要影响了雄激素的产生和代谢并可能解释这些差异。目前尽管亚洲人对甾体激素避孕易感的机制尚不清楚，但有一点是明确的。一些对高加索白种人作用弱的甾体激素避孕药可能会对亚洲人或中国人发挥相对较强的作用。
  


  
    2006年，Liu等荟萃了世界上在1990～2005年间实施的30个雄激素单方或雄/孕激素复方男性避孕研究、包含1549名志愿者的个体数据，对影响精子发生抑制后恢复速率与程度的协变量进行了整合分析。结果表明，停止治疗后精子发生恢复到20×106/ml、10×106/ml和3×106/ml的平均时间分别为3.4、3.0和2.5个月。精子发生恢复较快与年龄较大、亚洲人种、短治疗周期、短效T制剂、较高精子浓度基线值、精子发生抑制较快及较低血清LH基线值有关联。精子发生在6、12、24个月恢复到20×106/ml的典型概率分别为67%、90%与100%。精子形态学与活力随着恢复期精子浓度增加有所改善。一些协变量只影响精子发生恢复的速率，但不影响恢复的程度。
  


  
    2008年，Liu等荟萃了世界上在1990～2006年间实施的30个雄激素单方或雄/孕激素复方男性避孕研究、包含1756名志愿者的个体数据，对影响精子发生速率与程度的协变量进行了整合分析。结果表明，雄/孕激素复方摄入能够增加精子发生抑制速率与程度，平均精子发生抑制的中位数值为10周，高加索白种人的精子发生抑制初始时间较快、但最终较非高加索白种人的精子发生不完全抑制程度要高。在同一组内，年龄较小、较低的血清睾酮或精子浓度基线值与较快的精子发生抑制有关联。男性激素避孕可以实际应用到更加广泛的人群，但添加孕激素制剂能够更早、更加完全抑制精子发生。雄/孕激素男性避孕制剂的配伍需要进一步优化。
  


  
    五、激素类男性避孕药物展望
  


  
    通过40多年的男性激素避孕药的临床研究与实践，目前相关科研人员已经达成共识。一个理想的男性甾体激素避孕药应当满足以下条件：①能够使人的睾丸内精子发生在一个生精周期（大约74d）或更短的时间内出现停滞、并在射出的精液中达到无精子症或严重少精子症（＜1×106/ml）。②在一个生精周期或更短的时间内恢复正常的精子发生，精液常规检查各项参数都在正常范围之内。③能够维持稳定状态的循环生理睾酮水平。④不影响性欲及性功能。⑤在雄激素摄入后，不发生严重的不良反应和对代谢的影响。⑥长效，注射间隔以3个月左右为宜。⑦便于使用。⑧价格便宜。这样，才能增加这个方法的实用性、可接受性以及续用率。
  


  
    目前世界上正在规划男女避孕研究的“第二次革命”，希望通过分子生物学和生殖生物学及多学科合作研制满足各种对象，不同年龄段或不同情况下的多种需求的高效、安全、可逆和较少不良反应的避孕方法。Hess等（1997）的动物实验结果显示，单独雌激素受体敲除可影响精子发生和精子成熟。临床上已有男性雌激素受体和芳香化酶出现畸变的病例报告（Carani 1997），但未阐述对男性生育力的影响。如果这些人是不育的，提示阻断雌激素的作用将会是潜在的男性激素避孕的新靶标。当然这样的雌激素阻断剂需要避免阻断雌激素带来的不良反应，如骨质疏松和长骨干骺端不融合等。
  


  
    随着雌激素β受体的发现，Paech等（1997）显示两种雌激素受体根据特殊基因、启动子、激动剂的不同，可触发或抑制受体后的转录作用。这些发现可解释为什么某些抗雌激素药物阻断了一些组织的雌激素作用，而同时触发了另一些组织的雌激素作用。根据两种雌激素受体的特性，科学家们合成了一些被称作“选择性雌激素受体调节剂”的药物，目前已进入临床应用阶段。这样的药物既可治疗乳腺癌，又可作为绝经后妇女的雌激素替代药物。由此我们也可以推测，不远将来可能会研发出既可阻断雌激素对精子发生和精子成熟的作用，又可维持周围靶器官功能的选择性雌激素受体调节剂药物。
  


  
    国外已针对男性避孕制订出具体战略措施和规划。最根本的战略思想是，首先需要通过分子生物学和生殖生物学的基本研究，回答两个问题：①哪些基因产物是参与生殖的各种细胞组织和器官中特异表达的？②在这些特异表达的产物中，哪些产物是受孕所必需的？只有在这个基础上才能进一步地继续前进，最终开发出新一代男性避孕药物与方法。这需要严密的组织规划，大量经费投入，多方合作，长期艰苦奋斗。
  


  
    第三节　植物提取物与非激素制剂
  


  
    一、植物药与植物提取物
  


  
    许多植物中具有避孕作用的有效成分，如：棉籽、雷公藤、昆明山海棠、紫金藤、番木瓜籽、Sarcostemma acidum stem等，这些抗生育作用的机制多为直接影响精子发生，但都因存在难以克服的不良反应而无法临床应用。天然植物药一直是避孕研究的热点，WHO曾在南美和亚洲实施一项特别计划，旨在寻找符合避孕要求的天然植物药物，但迄今尚无突破性进展。
  


  
    1.棉酚
  


  
    棉酚是棉籽油中的提取物，20世纪20～30年代就发现食用粗棉籽油可影响男性生育力。1972年证明了棉酚对大鼠和人的抗生育作用。1978年报道棉酚能够通过阻断精子发生来诱发不育，此后引起国际上的普遍兴趣。棉酚有两个旋光异构体。最初分离的为消旋体，后来又分离出右旋体和左旋体，后者为抗生育的有效旋光异构体。棉酚的临床Ⅰ期试验始于1972年，以后逐步开展了临床Ⅱ、Ⅲ期试验，受试者达8000多人。确定了最佳常规起效量和维持量。此剂量的抗生育有效性达到98.5%。因此，棉酚被认为可以作为一个潜在的男性避孕药，常见不良反应有：乏力，消化道症状，性欲减低，GPT升高，心悸等。严重不良反应包括：0.75%受试者出现了严重的低钾血症，表现为疲劳与乏力，以及大约有9.9%的志愿者停药后一年出现不可逆性精子发生抑制，这些严重不良反应可能与每天及总服药量有关。在90年代后期，国内开展了一项国际合作的多中心临床避孕有效性的研究。目的为评估不同人种口服小剂量棉酚作为一个避孕药是否会产生低钾血症以及不可逆性精子发生抑制。研究招募了来自巴西、尼日利亚、肯尼亚和中国的151名寻求进行输精管切除术的健康志愿者，其中包括77名中国男性加入该项研究并被分为3组：对照组（22人），10mg棉酚用量组（29人）和12.5mg用量组（26人）。治疗组中，受试者每天服用10mg或12.5mg棉酚，直到他们的精子浓度低于4×106/ml。然后，10mg组继续隔天服用相同剂量的棉酚，不使用其他避孕措施直到16～18个月以检测避孕有效性。结果表明：平均精子浓度和活力在用药后2个月末开始大幅度降低。在6个月后，10mg组69%的志愿者和12.5mg组73%的志愿者达到了不育水平（精子浓度＜4×106/ml）。在维持用药期间，治疗组的配偶没有发生一例妊娠。血钾、血清FSH、LH和T没有明显的改变，没有出现肌无力症状。停止给药后，精液指标达到用药前水平。结果表明：每天给予10mg或者12.5mg的初始量以及35mg或43.75mg棉酚作为每周维持量，能够导致男性抗生育作用，且不会产生低钾血症或不可逆的精子发生。
  


  
    2.雷公藤多甙
  


  
    雷公藤（TWH）是一种常见的中草药植物。从这种植物根部得到的粗提取物，雷公藤多甙（GTW）已经被广泛用于临床治疗风湿性关节炎、红斑狼疮等自身免疫性疾病。1986年在雄性大鼠模型上证实了GTW能够引起可逆的抗生育效应。临床治疗上也发现生育力正常的患自身免疫性疾病的患者在使用GTW治疗后出现精子发生抑制、精子形成障碍与附睾精子成熟障碍。此后，开始了寻找其抗生育有效成分的分离和筛选研究。至今，已从GTW中提取和分离出一系列的单体，如雷公藤甲素（T13）、雷公藤氯内酯醇（T4）、雷醇内酯（T9）、雷公藤羟内酯（T15）和16-羟雷公藤羟内酯（L2），这些提取物具有部分阻断钙离子通道防止精子获能的作用，但不影响生殖激素水平，几乎没有遗传学风险。随后，开展了临床前动物实验以研究这些单体的安全性、不产生免疫抑制的有效抗生育剂量、作用机制、毒理和抗生育的可逆性。对于不同的单体，动物实验研究的结果是不同的，且在抗生育效果上存在争议。Lue等报道雷公藤甲素在大鼠并未产生可靠的抗生育作用。尽管一些发表的文章报道了自身免疫性疾病患者在使用GTW后出现了抗生育效应，但也存在由于免疫抑制出现的胃肠道不适等不良反应。目前缺乏一个针对中国健康男性具有良好设计的、前瞻性的、避孕有效性的临床试验。
  


  
    3.苦瓜提取物
  


  
    早在20世纪70年代，印度科学家就开始研究苦瓜提取物对成年雄性大鼠生育力的影响。国内研究人员从80年代开始也在进行类似的研究。研究结果表明，给予大鼠口服苦瓜粗提液可引起83%的大鼠丧失生育力，附睾尾精子活力降低、畸形精子数增加。约8%的生精小管内可见多核巨细胞，晚期精子细胞出现退行性改变。停药2周后生育力开始恢复，至第8周末已趋正常。尽管鲜苦瓜汁与苦瓜粗提液具有可逆的抗大鼠生育作用，但毒理实验结果表明，α、β-苦瓜素有致流产、致畸胎作用。
  


  
    4.番木瓜籽氯仿提取物
  


  
    2002年，印度科学家Lohiya等报道连续给予叶猴口服番木瓜籽氯仿提取物50mg/kg•d长达1年，观察其抗生育作用。服药30～60d后，射出精液中的精子浓度逐渐降低，伴随精子活力降低的出现异常形态精子数量增加。90d后出现无精子症，并维持至治疗结束。停止治疗后，上述检测指标逐渐恢复，停药150d后基本恢复至治疗前水平。光镜和扫描电镜的形态学观察显示，射出精子特别是其中段，发生损害性改变。精子功能试验，包括精子线粒体活性试验、顶体完整性试验和低渗膨胀试验的各项指标在用药期间均维持在不育范围，而停药150d后均恢复至正常水平。睾丸组织学观察显示，生精小管管腔缩小，生精细胞萎缩，而间质细胞正常。睾丸超微结构分析显示支持细胞和生殖细胞细胞质中有空泡形成，精母细胞和精子细胞中有明显的细胞器缺失。圆形精子细胞高尔基体和外周线粒体丢失，细胞质空泡形成，出现精子成熟停滞。间质细胞功能试验显示类固醇合成轻微抑制，但血清睾酮水平未受影响。血液学和血清生化分析未发现明显改变。番木瓜籽提取物的作用机制可能为通过支持细胞的介导，选择性地影响发育中的生精细胞，引发无精子症。
  


  
    5.芹菜
  


  
    泰国研究人员发现，健康成年男性每日摄食芹菜75g，连续6周，精子浓度可以从100×106/ ml锐减到30×106/ml，停食芹菜后4个月精子浓度可恢复到基线水平。近年来，国内研究人员开展了一系列芹菜汁对雄性小鼠生育力影响的研究。结果表明：芹菜汁灌胃能够显著降低精子浓度，并且呈现剂量依赖关系；同时还能影响精子活力与运动参数。电子显微镜形态学研究结果表明：间质细胞核质间隙略有增宽、线粒体扩张，基膜不平整增厚，精原细胞、支持细胞和初级精母细胞溶解坏死，少数精子细胞有坏死，大量精子细胞核内有空泡形成。上述损伤也呈现剂量依赖关系。一些研究表明，芹菜汁中的芹菜素是一种植物性雌激素，能够抑制睾酮生成过程中的17β-羟甾体脱氢酶活性，从而影响精子发生。芹菜汁的抗生育实验结果并不令人乐观，各实验剂量组与对照组比较，在雌鼠受孕率、着床数、胎鼠身长、体质差异均无统计学意义，对胎鼠生长发育亦无明显影响。
  


  
    6.鹿藿
  


  
    鹿藿（Rhynchosia volubilis Lour）是我国女性避孕验方中的一味主药。2006年，徐惠敏等用鹿藿根水煎液进行研究，发现其主要作用于雄性大鼠中晚期的生精细胞，对精原细胞的增殖功能与超微结构无明显影响，停药后精子发生可恢复。此外，鹿藿根水煎液还能降低附睾尾部精子存活率，对雄性大鼠有抗生育作用及抗菌作用，但不影响体内生殖激素水平。随后，王建刚等又进一步探索了鹿藿根乙醇提取物的抗菌及体外杀精子作用。研究结果证实，鹿藿根乙醇提取物对小鼠和人精子有一定体外杀精子作用，对临床常见致病菌有比较强的抗菌作用。2007年王建刚等报道了鹿藿根4种提取物抗雄性小鼠生育作用的比较性研究。结果发现，4种鹿藿根提取物均有抗雄性小鼠生育的化学成分，但水溶物作用较强且对睾丸组织及睾丸精子发生影响较小。既往研究结果表明，生物碱类的鸭嘴化碱有临床抗生育作用；皂苷类的果篱樵皂甙能提前释放精子顶体酶而影响生育；三叶草、苜蓿、羽扇豆等含异黄酮类成分，在绵羊具有抗生育作用。鹿藿根提取物含有以上相似成分，因此推测鹿藿根提取物的抗生育作用靶点在于抑制睾丸精子发生及干扰附睾精子成熟。对于鹿藿根提取物化学成分的进一步分析及抗生育作用的深入研究，有可能发现比较理想的男性避孕药。
  


  
    7.其他
  


  
    南非的科学家发现丁香中的提取物石竹酸在大鼠与猴体内具有可逆性的抗生育作用，并且在猴体内通过了初步安全性检测。从中草药植物紫金藤中提取的化合物，仍停留在临床前实验阶段，包括研究他们的作用靶点，可能的作用机制，单体分离，安全性的鉴定包括毒理学和遗传风险，抗生育的有效性和精子发生的可逆性。
  


  
    二、人工合成药物
  


  
    1.硝苯地平
  


  
    硝苯地平（Nifedipine）是钙离子通道阻断剂，能够产生抗高血压作用。他可能阻断精子膜钙离子通道，影响男性生育力，但不影响生殖激素水平。但是缺乏硝苯地平的抗生育效果与可靠性的系统研究。有文献报告，两例男性服用钙离子通道阻断剂作为避孕药使用未获得抗生育效果，配偶发生妊娠。
  


  
    2.NB-DNJ
  


  
    研究发现，药物直接作用于附睾精子起效快、恢复时间短，并且不干扰激素平衡、不影响精子染色体或基因完整性，无遗传风险。由于附睾液的分泌量大、浓缩效率高，目前一些研究侧重点在于使药物特异性集中到附睾精子周围发挥作用，以便提高药效，减少药物用量，降低毒性。
  


  
    2002年，英国牛津大学的研究人员van der Spoel发现连续3周口服烷化亚氨基糖NB-DNJ，通过抑制葡糖苷（脂）酰鞘氨醇的生物合成，可以引起小鼠附睾中精子顶体缺失、头部畸形、线粒体结构异常等改变，导致精子活力下降和失去与卵子结合能力，产生抗生育作用。这些作用具有可逆性，停药4周后小鼠生育力可以恢复。NB-DNJ不影响精子基因的完整性、不存在遗传风险与避孕失败造成出生缺陷的担忧。2004年，NB-DNJ通过了美国与欧盟的药物安全性评审，用于治疗一种罕见的遗传病—Gaucher病。但是，目前缺乏系统研究来回答：①NB-DNJ能否在人体产生类似小鼠体内的抗生育作用；②正常人口服NB-DNJ后对全身各个系统是否存在不良影响；③正常人能否忍受口服NB-DNJ的不良反应，例如：胃胀气、腹痛、腹泻与体重降低，身体虚弱、震颤与外周神经病变，④是否抗生育作用的剂量远低于治疗Gaucher病的剂量；⑤NB-DNJ价格昂贵，是否正常人群能够承受。这些研究吸引了美国NIH关注。目前，美国西雅图的华盛顿大学正在招募志愿者进行抗生育临床试验，用于确认其抗生育有效性与安全性。
  


  
    3.AF-2364和AF-2785
  


  
    氯尼达明［1-（2，4-二氯苯）-吲唑-3-羧酸）］，lonidamine［1-（2，4-dichlorobenzyl）-indazole-3-carboxylic acid］属于吲唑羧酸类化合物，最初是作为抗癌药使用，对浓集线粒体的肿瘤细胞作用较强，同时也发现存在较强的抑制精子发生作用。作为肿瘤化疗药，烷化剂的不良反应可以被忍受或忽视，但不适合作为避孕药长期使用。Cheng等以1-（2，4-dichlorobenzyl）-indazole-3-carboxylic acid为核心结构合成了两种新型吲唑羧酸衍生物，分别命名为AF-2364和AF-2785。AF-2364，即1-（2，4-二氯苯）-吲唑-3-碳酰肼，其抗生育效能较AF-2785更强，作用可逆。动物实验研究表明AF-2364通过干扰破坏生精细胞与支持细胞间的黏附连接功能，可逆性地使未成熟的生精细胞从生精小管中过早脱落，但不影响精原细胞分裂与更新，使服药大鼠达到不育效果，从而产生抗生育作用。AF-2364作为抑制精子药物，并不影响精子活力，不影响生殖激素平衡，不存在肝、肾毒性，是一种很有潜力的男性避孕药候选化合物。
  


  
    4.CatSper
  


  
    CatSper是精子阳离子通道（cation channel of sperm）的缩写，为离子通道蛋白质大家族之一。研究人员发现，精子前向运动时需要尾部快速摆动，一个精子阳离子通道特异蛋白作为“阀门”掌控精子尾部钙离子电荷内移。这些钙离子作为精子运动的燃料可引起精子尾部的纤维样蛋白快速收缩使精子超活化。目前，科学家已获得CatSper基因缺陷的小鼠，这些小鼠的精子既缺乏泳动能力，也失去穿透卵子外膜能力。如果一个药物能够特异性阻断CatSper的功能，可能会产生男性抗生育作用，然后再进一步评估其安全性。这些研究工作刚刚起步，处于非常早期概念阶段。
  


  
    5.顶体酶抑制剂
  


  
    在精子与卵子识别、结合与穿透过程中，精子的顶体酶需要消化包被在卵子外膜上的糖基。2005年，美国诺福克州立大学的研究人员发现，给雄性大鼠喂食卵子外膜上的包被糖基类似物，其能够在附睾中与精子结合从而使精子失去与卵子的结合能力，由此能够获得92%的避孕成功率。研究人员正在进行计算机辅助药物设计，希望获得更强效的顶体酶抑制剂。
  


  
    6.CDB—4022
  


  
    早在20世纪70年代，科学家们在筛选一系列抗组织胺药物的毒性实验时偶然发现这些化合物具有抗精子发生作用。较为具有代表性的化合物为indenopyridine（Sandoz 20-438），给予大鼠或狗口服后能导致生精细胞从生精小管上脱落，在大鼠停药后10周或狗停药后12周作用可逆。Indenopyridine不影响勃起与射精功能、不抑制下丘脑-垂体-睾丸轴系、未显示出遗传毒性或其他明显毒性不良反应。曾考虑作为潜在的男性避孕药候选化合物。随后，科学家们合成了一些indenopyridine的类似物，例如CDB-3632，在小鼠实验中具有较好的抗生育作用，且不影响小鼠性欲与交配。但是，在大鼠抗生育实验中发现CDB-3632具有类似肿瘤放疗或化疗后产生的睾丸形态学变化，A型精原细胞大量脱落，大部分精子发生出现不可逆样变化。1997年，Cook等合成了一个新型、具有较强的抗生育作用的indenopyridine类似物，代号为CDB-4022。随后开展了一系列的雄性大鼠动物实验，研究CDB-4022的口服抗生育剂量、量效关系、作用机制、毒理实验与促进生育力恢复实验等。基于前期的令人鼓舞的小动物实验结果，2007年Hild等在灵长类猕猴体内进行了药代动力学与抗生育实验。猕猴（每组4只）口服12.5mg/kg CDB-4022或溶媒，17d后精子浓度降至低于1×106/ml。24d时取左侧睾丸与附睾进行病理形态学检查，结果表明：生精小管中只存在精母细胞与圆形精子细胞，而睾丸输出管与附睾管中可见大量未成熟的生精细胞。停药后16周，精子浓度、精子活力与每次射精中的总精子数稳态恢复，CDB-4022治疗组与溶媒对照组没有显著差异。停药后17周，右侧睾丸与附睾的形态学检查已经恢复到了正常。在治疗期间，生殖激素无明显改变，也未见其他严重不良反应。2008年，同一组科研人员也报道了CDB-4022的抗生育机制。他们发现在口服CDB-4022后，血清抑制素B下降、FSH升高，血清激活素A、睾酮与LH没有变化。进一步对治疗大鼠睾丸碎片开展的Western分析结果显示，细胞外信号调节激酶1或2（ERK 1/2）在4h后出现磷酸化，使连接素黏附分子/丝状肌动蛋白结合蛋白（nectin/afadin）复合物在治疗后48h失去功能，但在治疗24h后β1-整合素（integrin），钙黏蛋白（N-cadherin），α与β-环联蛋白（catenin）水平增加。在治疗8h后，Fas配基与受体表达增加。细胞膜与可溶性干细胞因子mRNA比值下降。治疗大鼠睾丸切片的免疫组织化学分析结果表明，生精小管支持细胞网络结构明显紊乱。这些结果揭示CDB-4022激活了丝裂原激活的蛋白激酶（MAPKs）信号转导途径，促凋亡因子与Fas表达增加，减少了促存活（prosurvival）因子，例如：细胞膜干细胞因子的表达，改变了支持细胞-生精细胞黏附连接蛋白的表达，使生精小管支持细胞结构紊乱，最终使生精细胞从生精小管上皮脱落。
  


  
    7.抑制射精药物
  


  
    输精管道与精囊主要受交感神经支配，交感神经可通过调节输精管道与射精管的平滑肌来控制射精，而这些平滑肌的收缩主要经α-受体介导。因此，研究人员曾使用α-受体阻滞剂抑制附睾、输精管与射精管平滑肌的收缩，使男性在性生活高潮射精的一瞬间，自觉有射精快感，但是几乎没有精液从尿道口射出，俗称“干性射精”，从而使精子不能与卵子相遇，达到避孕效果。有报道，正常健康男性口服酚苄明20mg/d，2～3d后即可使射精受阻。由于本品仅使输精管平滑肌收缩无力，既使长期用药，停药后生育力亦可恢复。此外，尚有报道胍乙啶、利血平、溴苯苄胺、苯甲胍及心得安等药物也被确认有抑制射精及杀精子作用。但这类药物具有体位性低血压、性快感降低等不良反应，故其抗生育的实用性，尚有待进一步研究。
  


  
    尽管非激素类药物研制的初衷是避开激素类药物对机体的不良反应，但其同样存在毒副作用。除棉酚与雷公藤多甙进行过人体试验外，上述抗生育候选化合物只停留在动物实验阶段，还需经过长期、大量、细致的考证与研究。
  


  （谷翊群）


  
    参考文献
  


  
    1.孙冉，刘鹏，成倩倩等.芹菜对小鼠生育力及胎鼠生长发育的影响.中国实用医药，2009，4：33.
  


  
    2.徐惠敏，胡廉，熊承良.中药鹿藿的抑菌实验研究.天然产物研究与开发，2006，18：435.
  


  
    3.王建刚，熊承良，王学廷等.鹿藿醇提取物的体外杀精及抗菌作用.时珍国医国药，2007，18：2387.
  


  
    4.王建刚，熊承良，王淑英等.鹿藿根4种提取物抗雄性小鼠生育作用比较.中华男科学杂志，2007，13：871.
  


  
    5.刘秀英，胡怡秀.苦瓜毒性研究概况.国外医学卫生学分册，2006，33：227.
  


  
    6.von Eckardstein S，Noe G，Brache V et al.A clinical trial of 7alpha-methyl-19-nortestosterone implants for possible use as a long-acting contraceptive for men.J Clin Endocrinol Metab，2003，88：5232-5239
  


  
    7.Gu YQ，Wang XH，Xu D et al.A multicenter contraceptive efficacy study of injectable testosterone undecanoate in healthy Chinese men.J Clin Endocrinol Metab，2003，88：562-568
  


  
    8.Gu YQ，Liang XW，Wu WX et al.Multicenter Contraceptive Efficacy Trial of Injectable Testosterone Undecanoate in Chinese Men.J Clin Endocrinol Metab，2009，94（6）：1910-1915
  


  
    9.Von Eckardstein S，Nieschlag E：Treatment of male hypogonadism with testosterone undecanoate injected at extended intervals of 12weeks：a PhaseⅡstudy.J Androl，2002，23：419-425
  


  
    10.Kamischke A，Venherm S，Ploger D et al.Intramuscular testosterone undecanoate with norethisterone enanthate in a clinical trial for male contraception.J Clin Endocrinol Metab，2000，86：303-309
  


  
    11.Kamischke A，Ploger D，Venherm S et al.Intramuscular testosterone undecanoate with or without oral levonorgestrel：a randomized placebocontrolled feasibility study for male contraception.Clin Endocrinol（Oxf），2000，53：43-52
  


  
    12.Wistuba J，Luetjens CM，Kamischke A et al.Pharmacokinetics and pharmacodynamics of injectable testosterone undecanoate in castrated cynomolgus monkeys（Macaca fascicularis）are independent of different oil vehicles.J Med Primatol，2005，34：178-187
  


  
    13.Anderson RA，Zhu H，Cheng L et al.Investigation of a novel preparation of testosterone decanoate in men：pharmacokinetics and spermatogenic suppression with etonogestrel implants.Contraception，2002，66：357-364
  


  
    14.McLanchlan RI，McDonald J，Rushford D et al.Efficacy and acceptability of testosterone implants，alone or in combination with a 5-reductase inhibitor，for male contraception.Contraception，2000，62：73-78
  


  
    15.Wang C，Swerdloff RS，Iranmanesh A et al.Transdermal testosterone gel improves sexual function，mood，muscle strength，and body composition parameters in hypogonadal men.Testosterone Gel Study Group.J Cli Endocrinol Metab，2000，85：2839-2853
  


  
    16.Grimes DA，Gallo MF，Grigorieva V et al.Steroid hormones for contraception in men：systematic review of randomized controlled trials.Contraception，2005，71：89-94
  


  
    17.Moher D，Schulz KF，Altman D.The CONSORT statement：revised recommendations for improving the quality of reports of parallel-group randomized trials.J Am Med Assoc，2001，91：437-442
  


  
    18.Nieschlag E，Zitzmann M，Kamischke A.Use of progestins in male contraception.Steroids，2003，68：965-972
  


  
    19.Turner L，Conway AJ，Jimenez M et al.Contraceptive efficacy of a depot progestin and androgen combination in men.J Clin Endocrinol Metab，2003，88：4659-4667
  


  
    20.Moeloek N，Pujianto DA，Agustin R et al.Achieving azoospermia by injections of testosterone undecanoate alone or combined with depot medroxyprogesterone acetate in Indonesian men（Jakarta centre study）.Proceeding of the 7th International Congress of Andrology.Montreal，Canada 2001，poster 1/2-133
  


  
    21.Gu YQ，Tong JS，Ma DZ et al.Male hormonal contraception：effects of injections of testosterone undecanoate and depot medroxyprogesterone acetate at 8-week intervals in Chinese men J Clin Endocrinol Metab，2004，89：2254-2262
  


  
    22.Hair WM，Kitteridge K，O,Connor DB et al.A novel male contraceptive pill-patch combination：oral desogestrel and transdermal testosterone in the suppression of spermatogenesis in normal men.J Clin Endocrinol Metab，2001，86：5201-5209
  


  
    23.Anawalt BD，Herbst KL，Matsumoto AM et al.Desogestrel plus testosterone effectively suppresses spermatogenesis but also causes modest weight gain and high-density lipoprotein suppression.Fertil Steril，2000，74：707-714
  


  
    24.Kamischke A，Ploger D，Venherm S et al.Intramuscular testosterone undecanoate with or without oral levonorgestrel：a randomized placebo-controlled feasibility study for male contraception.Clin Endocrinol（Oxf），2000，53：43-52
  


  
    25.Gao ES，Lin CH，Gui YL et al.The Clinical Study on Sino-implant plus testosterone undecanoate （TU）administered in Chinese men.Reproduction ＆Contraception，1999，19：158-162
  


  
    26.Wang C，Wang XH，Nelson AL et al.Levonorgestrel implants enhanced the suppression of spermatogenesis by testosterone implants：comparison between Chinese and non-Chinese men.J Clin Endocrinol Metab，2006，91（2）：460-470
  


  
    27.Kamischke A，Diebacker J，Nieschlag E.Potential of norethisterone enanthate for male contraception：pharmacokinetics and suppression of pituitary and gonadal function.Clin Endocrinol（Oxf），2000，53：351-358
  


  
    28.Kamischke A，Heuermann T，Kruger K et al.An effective hormonal male contraceptive using testosterone undecanoate with oral or injectable norethisterone preparations.J Clin Endocrinol Metab，2002，87：530-539
  


  
    29.Meriggiola MC，Costantino A，Saad F et al.Norethisterone enanthate plus testosterone undecanoate for male contraception：effects of various injection intervals on spermatogenesis，reproductive hormones，testis，and prostate.J Clin Endocrinol Metab，2005，90：2005-2014
  


  
    30.Anawalt BD，Herbst KL，Matsumoto AM et al.Desogestrel plus testosterone effectively suppresses spermatogenesis but also causes modest weight gain and high-density lipoprotein suppression.Fertil Steril，2000，74：707-714
  


  
    31.Kinniburgn D，Zhu H，Cheng L et al.Oral desogestrel with testosterone pellets induces consistent suppression of spermatogenesis to azoospermia in both Caucasian and Chinese men.Hum Reprod，2002，17：1490-1501
  


  
    32.Anderson RA，Van Derspuy ZM，Dada OA et al.Investigation of hormonal male contraception in African men：suppression of spermatogenesis by oral desogestrel with depot testosterone.Hum Reprod，2002，17：2869-2877
  


  
    33.Anderson RA，Kinniburgh D，Baird DT.Suppression of spermatogenesis by etonogestrel implants with depot testosterone：potential for long-acting male contraception.J Clin Endocrinol Metab，2002，87：3640-3649
  


  
    34.Brady BM，Walton M，Hollow N et al.Depot testosterone with etonogestrel implants result in induction of azoospermia in all men for long-term contraception.Hum Reprod，2004，19：2658-2667
  


  
    35.Hay CJ，Brady BM，Zitzmann M et al.A multicenter phaseⅡb study of a novel combination of intramuscular androgen（testosterone decanoate）and oral progestogen（etonogestrel）for male hormonal contraception.J Clin Endocrinol Metab，2005，90：2042-2049
  


  
    36.（58）Brady BM，Amory JK，Perheentupa A et al.A multicentre study investigating subcutaneous etonogestrel implants with injectable testosterone decanoate as a potential long-acting male contraceptive.Hum Reprod，2006，21（1）：285-294
  


  
    37.Mommers E，Kersemaekers WM，Elliesen J et al.Male Hormonal Contraception：A Double-Blind，Placebo Controlled Study.J Clin Endocrinol Metab，2008，93：2572-2580
  


  
    38.Meriggiola MC，Bremner WJ，Paulsen CA et al.A combined regimen of cyproterone acetate and testosterone enanthate as a potentially highly effective male contraceptive.J Clin Endocrinol Metab，1996，81：3018-3023
  


  
    39.Meriggiola MC，Costantino A，Bremner WJ et al.Higher testosterone dose impairs sperm suppression induced by a combined androgen-progestin regimen.J Androl，2002，23：684-690
  


  
    40.Meriggiola MC，Costantino A，Cerpolini S et al.Testosterone undecanoate maintains spermatogenic suppression induced by cyproterone acetate plus testosterone undecanoate in normal men.J ClinEndocrinol Metab，2003，88（12）：5818-5826
  


  
    41.（63）Nieschlag E，Kamischke A，Behre HM.Hormonal male contraception：The essential role of testosterone.In：Nieschlag E，Behre HM，ed.Testosterone：Action，Deficiency，Substitution.3rd edition，2004，685-714
  


  
    42.Swerdloff RS，Bagatell CJ，Wang C et al.Suppression of spermatogenesis in man induced by Nal-Glu gonadotropin releasing hormone antagonist and testosterone enanthate（TE）is maintained by TE alone.J Clin Endocrinol Metab，1998，83：3527-3533
  


  
    43.Behre HM，Kliesch S，Lemcke B et al.Suppression of spermatogenesis to azoospermia by combined administration of GnRH antagonist and 19-nortestosterone cannot be maintained by this non-aromatizable androgen alone.Hum Reprod，2001，16：2570-2577
  


  
    44.Matthiesson KL，Amory JK，Berger R et al.Novel male hormonal contraceptive combinations：the hormonal and spermatogenic effects of testosterone and levonorgestrel combined with a 5alphareductase inhibitor or gonadotropin releasing hormone antagonist.J Clin Endocrinol Metab，2005，90：91-97
  


  
    45.Liu PY，Swerdloff RS，Christenson PD et al.Rate，extent，and modifiers of spermatogenic recovery after hormonal male contraception：an integrated analysis.Lancet，2006，367：1412-1420
  


  
    46.Liu PY，Swerdloff RS，Anawalt BD et al.Determinants of the rate and extent of spermatogenic suppression during hormonal male contraception：an integrated analysis.J Clin Endocrinol Metab，2008，93：1774-1783
  


  
    47.Gu ZP，Mao BY，Wang YX et al.Low dose gossypol for male contraception.Asian J Androl，2000，2：283-287
  


  
    48.Qian SZ，Zhong CQ，Xu Y.Effect of Tripterigium Wilfordii Hook.f.on the fertility of rats.Contraception，1986，33：105-110
  


  
    49.Sun HC，Wang XX，Jia TH et al.Studies on effect of Tripterygium Wilfordii Hook f.on human spermatogenesis-morphological observation of cells in semen and testis.Chinese Journal of Family Planning，1996，4：204-206
  


  
    50.Lue Y，Sinha H，Wang C et al.Triptolide：apotential male contraceptive.J Androl，1998，19：479-486
  


  
    51.van der Spoel AC，Jeyakumar M，Butters TD et al.Reversible infertility in male mice after oral administration of alkylated imino sugars：a nonhormonal approach to male contraception.Proc Natl Acad Sci USA，2002，99：17173-17178
  


  
    52.Quill TA，Ren D，Clapham DE et al.A voltage gated ion channel expressed specifically in spermatozoa.Proc Natl Acad Sci USA，2001，98：12527-12531
  


  
    53.Kamal R，Gupta RS，Lohiya NK et al.Plants for male fertility regulation.Phytother Res，2003，17：579-590
  


  
    54.Cheng CY，Silvestrini B，Grima J et al.Two new male contraceptives exert their effects by depleting germ cells prematurely from the testis.Biol Reprod，2001，65：449-461
  


  
    55.Cheng CY，Mo M，Grima J et al.Indazole carboxylic acids in male contraception.Contraception，2002，65：265-268
  


  
    56.Hild SA，Meistrich ML，Blye RP et al.Lupron depot prevention of antispermatogenic/antifertility activity of the indenopyridine，CDB-4022，in the rat.Biol Reprod，2001，65：165-172
  


  
    57.Hild SA，Marshall GR，Attardi BJ et al.Development of l-CDB-4022as a nonsteroidal male oral contraceptive：induction and recovery from severe oligospermia in the adult male cynomolgus monkey （Macaca fascicularis）.Endocrinology，2007，148：1784-1796
  


  
    58.Koduri S，Hild SA，Pessaint L et al.Mechanism of action of I-CDB-4022，apotential nonhormonal male contraceptive，in the seminiferous epithelium of the rat testis.Endocrinology，2008，149：1850-1860
  


  
    59.Lohiya NK，Manivannan B，Mishra PK et al，Chloroform extract of Carica papaya seeds induces longterm reversible azoospermia in langur monkey.Asian J Androl，2002，4：17-26.
  


  
    第二十六章　阻断精卵的结合
  


  
    第一节　屏障避孕法
  


  
    一、屏障避孕法
  


  
    （一）概念
  


  
    屏障避孕法（barrier contraception）在PUBMED的医学主题词（MeSH）中的解释非常贴切：采用物理的、化学的或者生物的方法以阻止精子与可受精的卵子相遇的避孕方法（Methods of contraception in which physical，chemical，or biological means are used to prevent the sperm from reaching the fertilizable ovum）。目前在各种避孕节育措施中，屏障避孕法是唯一兼具避孕和预防部分性传播性疾病（sexually transmitted diseases，STDs）、人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，HIV）感染双重功能的避孕方法。
  


  
    （二）屏障避孕法的发展简史
  


  
    屏障避孕法是人类最早采用的避孕方法。公元前1850年，古埃及人就使用纸莎草、蜂蜜、碱和鳄鱼粪制成栓剂，置入阴道内和宫颈口进行避孕。公元前1200年，希腊神话中克利特岛的米诺斯王使用山羊膀胱制作的阴茎护套预防性传播疾病。我国和日本古代的妓女曾使用油性竹衣作为宫颈屏障。
  


  
    早期的避孕套（condom）是由英国皇家医师Condom用鱼皮制作而成，早期的避孕套利用羊的盲肠制成，价格昂贵，仅在上层社会人群中使用。直到19世纪末期欧美等国采用橡胶材料制作避孕套，进入20世纪避孕套的制作材料及工艺有了很大改进，提高了避孕套的质量，主要是防止避孕套的破裂，微小渗漏，防止老化，延长寿命，提高性感。特别是进入20世纪80年代，避孕套的质量品种改善，类型增多，使避孕套的避孕效果增加，使用率也提高。20世纪50年代之后，由于宫内节育器（intrauterine devices，IUDs）、激素类避孕药等一系列高效、简便避孕方法的迅速发展，屏障避孕法才受到冲击、使用率有所下降。20世纪80年代以来，STDs发病率的日益升高和流行，尤其是艾滋病的出现和传播，使具有避孕和预防性传播疾病双重功效的屏障避孕法再度引起管理者、研究者和使用者等多层次人群的重视，使得相关研究和产品开发更加深入。最新的男用喷雾型避孕套也将面市，德国安全套顾问研究所的研究人员称，他们已经研发出了一种新型的“喷雾式安全套”。使用时，男性应将泵嘴对准阴茎，然后将乳胶均匀地喷在上面。只要短短几秒钟，乳胶就会完全凝固，可能比用传统安全套更快。喷雾安全套最大的优势就是没有尺寸限制，男性可以随时制造一个最适合自己型号的避孕套。
  


  
    （三）屏障避孕法的分类
  


  
    1.传统屏障避孕法
  


  
    主要包括男用避孕套、阴道隔膜、宫颈帽和阴道用杀精子剂等方法。男用避孕套和阴道用杀精子剂是使用较广泛的。
  


  
    2.现代屏障避孕法
  


  
    主要包括阴道海绵、女用避孕套、阀式宫颈帽和生物黏附缓释避孕剂等。其中女用避孕套和生物黏附缓释避孕剂使用较多。
  


  
    3.新型屏障避孕法
  


  
    主要包括：①外用避孕器具，如聚氨酯男用避孕套、Lea,s盾（Lea,s shieldⓇ）、女用杯（FemcapⓇ）；②外用杀精子药物，如苯扎氯胺（benzalkonium chloride，BZK）、氯己定（chlorhexidine，CH）；③其他方法，如新型阴道海绵、新型避孕凝胶、印度楝树籽等植物提取物制造的阴道霜和栓剂、局部抗病原微生物的单克隆抗体避孕剂等。
  


  
    二、男用避孕套
  


  
    （一）概念
  


  
    男用避孕套（male condom）属于屏障避孕方法中使用最广泛的一种，兼具避孕和预防部分性传播性疾病的双重功效，并且不干扰人体正常生理功能，是非常值得推广的重要避孕工具。性交时套在勃起的阴茎上，能使射出的精液阻隔和储存在避孕套里，从而阻断精卵结合的机会而达到避孕目的。使用较方便，不会导致男女双方身体不适，特别是超薄型的避孕套对性生活无妨碍，操作简便、经济，对生育不影响，大多数育龄夫妇容易接受。
  


  
    橡胶避孕套从19世纪中叶人们开始使用，当时的主要应用目的是防止性病的传染而不是用于避孕。美国和日本是避孕套生产的大国，日本是使用最多的国家之一，在日本，使用避孕套避孕占各种避孕方法的58.3%。
  


  
    （二）男用避孕套的避孕效果
  


  
    男用避孕套主要靠其屏障作用阻断精卵结合而达到避孕目的，避孕套的效果很大程度上取决于使用者的经验和不懈地使用以及使用者在性交时的主动性。在避孕套使用者中典型的失效率在第一年约为12%，对那些不想要孩子、主动性高，使用经验足的夫妇失败率较低。英国进行的一份研究表明，年长者和长期使用者其失败率一年以上为1%，如果避孕套结合使用杀精子剂能获得较高的效果。国内上海国际和平妇幼保健院曾对767例使用避孕套进行避孕的对象进行调查，其中431例单独使用避孕套避孕达3年以上，占56.2%，而使用达5年以上的有248例，占32.3%，效果可靠，避孕率达94.4%，失败者主要为避孕套使用不当。
  


  
    （三）使用方法及优缺点
  


  
    （1）使用前先吹气检查，观察有无破损，漏气的不能使用。
  


  
    （2）性交前开始戴上，不要等到射精前才套上，以免射精前少量精子随分泌物排出，有可能导致受孕。
  


  
    （3）戴套前先用手捏瘪套子前端小囊，挤出囊内空气，将卷好的避孕套放在阴茎头上，边推边套，直到阴茎根部为止。
  


  
    （4）戴套后，可在避孕套外涂些避孕药膏，以增加润滑，避免橡皮干涩擦破。
  


  
    （5）射精后，在阴茎尚未完全疲软前，按住套子的上口与阴茎一并抽出，避免精子外溢或套子滑落在阴道内。
  


  
    避孕套作为一种避孕工具主要是操作方法简单，适用于各种年龄段的育龄夫妇，除有1%～3%的人对乳胶过敏外，避孕套对人体无毒副作用，对那些不适宜其他避孕方法的人不失为首选方法。
  


  
    三、其他屏障避孕方法
  


  
    （一）阴道隔膜
  


  
    阴道隔膜（diaphragms）是一种性交前放入阴道内覆盖于子宫颈和阴道后穹隆的乳胶或硅酮（silicone）帽状避孕工具，边缘有弹簧环，柔软而富有弹性。阴道隔膜适用于已婚且有性经验的女性。
  


  
    阴道隔膜采用乳胶或硅酮制造，分为4种类型（图26-1）：①乳胶弧形环型（arcing spring）：该型隔膜的弹簧环较坚韧，放入阴道时折叠弯曲的两边使之呈弧形，有助于较容易的将其置于阴道后穹隆，尤其适用于阴道狭窄、直肠或膀胱膨出的女性；②乳胶螺旋圆环型（coil spring）：该型的弹簧环柔软易弯曲，折叠时不呈弧形，适用于普通阴道肌肉张力的女性，放入时可以使用阴道隔膜置入器辅助；③乳胶扁平环型（flat spring）：外观与螺旋圆环型类似，但其弹簧环扁平、纤细，放入时同样可以使用阴道隔膜置入器辅助，适用于较高阴道肌肉张力的女性；④硅酮宽密封边型（the silicone wide seal rim）：适用于对乳胶过敏的女性，该型由弧形环型或者螺旋圆环型改良而成。
  


  
    1.使用方法
  


  
    选用阴道隔膜宜做妇科检查，由医生协助选配型号大小并指导使用。①使用前应将避孕药膏涂在隔膜两面及弹簧环周围；②取蹲位、坐位、半卧位或者一足踩凳的站立位，两腿分开；③左手分开阴唇，右手拇指、食指和中指将隔膜弹簧环捏成椭圆形，沿阴道后壁放入（图26-2）；通过隔膜顶部触摸宫颈或者触摸弹簧环的中心，以确定隔膜弹簧环后部所处位置是否正确（图26-3）；轻推弹簧环的前部，以使其准确位于耻骨后方（图26-4）；以上操作可使隔膜恰好嵌在阴道后穹隆与耻骨后凹之间，将阴道严密地分隔成上前及下后两部分，子宫颈在隔膜上部，性交时射入的精子在隔膜下部；④阴道隔膜应在性交后8～12h取出，最长不宜超过24h，取出后用肥皂和清水洗净、凉干，检查隔膜有无损坏，置于包装盒内、阴凉处保存。过早取出（＜6h）易导致避孕失败，过晚取出（＞24h）可能对阴道有刺激或出现过敏；⑤由于阴道隔膜边缘与阴道壁不能完全严密封闭，应用时最好与避孕药膏或杀精子剂合用。
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      图26-1　阴道隔膜的类型
    


    
      （Allen.et al，Am Fam Physician，2004，69（1）：97-100）
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      图26-2　折叠和置入已经润滑的阴道隔膜
    


    
      （Allen.et al，Am Fam Physician，2004，69（1）：97-100）
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      图26-3　通过阴道隔膜顶部触摸宫颈
    


    
      （Allen.et al，Am Fam Physician，2004，69（1）：97-100）
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      图26-4　轻推弹簧环的前部，以使其准确位于耻骨后方
    


    
      （Allen.et al，Am Fam Physician，2004，69（1）：97-100）
    

  


  
    2.阴道隔膜的优点
  


  
    阴道隔膜具有安全、无不良反应、不影响性生活等优点。与其他避孕方法相比较，阴道隔膜另有如下优点：①与口服避孕药（oral contraceptive pills，OCPs）和宫内节育器（IUDs）相比，阴道隔膜提供中等的阻止STDs的作用；②与使用男用避孕套相比，阴道隔膜一次放置允许多次性交，并有更好的性快感；隔膜可以在性交前6h置入，也可置入后立即性交；如果置入后6h内再次性交，必须在保留隔膜的同时再次置入杀精子剂；③对于患有疾病的女性和年龄大于35岁且吸烟的女性，与OCPs相比，使用阴道隔膜更安全；④阴道隔膜比OCPs、IUDs或绝育术费用更少；⑤与输卵管结扎术和输精管切除术不同，阴道隔膜是一种简单、可逆的避孕方法；⑥与男用避孕套不同，阴道隔膜可由女性自己控制；⑦使用阴道隔膜每年只需看一次医生，而使用激素注射避孕需要多次就诊。
  


  
    3.阴道隔膜的缺点
  


  
    ①开始使用时要先做妇科检查以选配型号，放置过程比较麻烦，取出后需要清洗保存等；②有人报道使用阴道隔膜增加尿路感染率；③出现中毒性休克综合征的概率是2.4/10 000，几乎均发生于放置时间超过24h的使用者；④解剖因素有时影响阴道隔膜的使用，如阴道狭窄或过浅，直肠或膀胱膨出；⑤体重增加超过6.8kg、妊娠或者盆腔手术，均需要重新选配型号。
  


  
    （二）宫颈帽
  


  
    宫颈帽（cervical caps）是一种与阴道隔膜相类似的橡胶屏障避孕工具。须由医生选配型号大小并对使用方法进行指导，使帽完全套在宫颈上。宫颈帽可在性交前任何时间放置，放置前需将避孕药膏（杀精子剂）涂抹在宫颈帽的边缘，性交后宫颈帽至少保留8h后方能取出，可放置至48h，使用宫颈帽需在性交前后检查其位置。使用宫颈帽的禁忌证包括对橡胶和杀精子剂过敏、不能掌握放置或取出技术、宫颈巴氏涂片异常者。
  


  
    采用硅酮制作的宫颈帽具有低过敏性、柔软、耐用、易清洗等优点，但有不耐热、易受体液腐蚀的缺点。文献报道宫颈帽的避孕失败率为5%～18%，Campbell报道失败率达18%。Shihata等对106例使用宫颈帽的女性随访1年，发现避孕有效率为95%，其中2例出现阴道瘙痒，1例发生宫颈感染。
  


  
    阴道隔膜和宫颈帽的疾病预防作用：①STDs。两者对宫颈均有良好保护作用，对经宫颈感染的淋病和衣原体有防护作用，而对经阴道感染的病原体（包括HIV）则无预防作用。Smith等认为两者与男用避孕套的避孕失败率相当，女性更有自主权，并可防止STDs。Rossenberg等发现使用阴道隔膜或宫颈帽加用杀精子剂，避孕和预防STDs的作用与男用避孕套相似。但大多数学者认为阴道隔膜和宫颈帽对STDs的预防作用低于男用避孕套；②宫颈上皮内肿瘤。Coker等发现阴道隔膜和宫颈帽可降低Ⅱ/Ⅲ级宫颈上皮内肿瘤的危险性，如加用杀精子剂，既有物理保护作用，又有化学保护作用。
  


  
    （三）阴道用杀精子剂
  


  
    阴道用避孕药即杀精子剂（spermicides），即可杀死精子或抑制精子运动或降低精子对宫颈黏液的穿透，从而达到避孕目的的阴道内使用的一类化学药物。杀精子剂的避孕原理为性交前将药物放至阴道顶端，短时间内溶解的药物与精子细胞膜的脂蛋白相互作用、增加膜的通透性，使细胞膜内容物外溢而使精子制动，最后死亡。
  


  
    1.成分和剂型
  


  
    市场上供应的阴道用杀精子剂一般均由活性成分和惰性基质两部分组成。活性成分主要是表面活性剂壬苯醇醚（nonoxynol 9，N-9）等。根据惰性基质的不同，杀精子剂可分为：①避孕片（片剂）；②避孕栓（栓剂）；③避孕薄膜（膜剂）；④避孕胶冻（胶冻剂）；⑤避孕海绵（海绵剂）；⑥缓释凝胶（凝胶剂）等。胶冻剂可以立即显效，有效持续时间1h；栓剂和膜剂需在性交前5～15min放入，有效持续时间2h。如与其他屏障避孕方法联合使用，杀精子剂可以减量。
  


  
    2.优缺点和禁忌证
  


  
    杀精子剂具有使用简单、价格便宜、携带方便，不干扰人体内分泌，不影响身体健康，对35岁以上有阴道干涩者可起到润滑作用等优点。但也存在过敏反应，有些剂型需要水活化而需等待一定时间才发挥作用和令人厌恶的气味等缺点。围绝经期女性阴道分泌物减少，片剂和膜剂不易溶解，不宜作为首选。杀精子剂禁忌证包括子宫脱垂、阴道松弛、严重会阴撕裂、阴道炎、重度宫颈糜烂等。
  


  
    （四）女用避孕套
  


  
    女用避孕套（female condom）是一柔软、宽松的袋状屏障避孕装置，多采用聚氨酯制造，长15～17cm，开口处有一直径7cm柔韧的外环，封闭端套内游离一直径6.5cm的内环（图26-5）。
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      图26-5　女用避孕套的外观及各部分名称
    


    
      （引自徐晋勋等，生殖与避孕，1997，17：235-240）
    

  


  
    1.女用避孕套的有效性
  


  
    Leeper等对女用避孕套和乳胶男用避孕套的比较研究发现，女用避孕套比男用避孕套更少渗漏，使外阴与阴道黏膜更不易直接暴露于精液，且效果比男用避孕套更好、更安全。McNamee的研究表明，若能正确使用，女用避孕套的避孕失败率约为5%，其效果可与其他屏障避孕方法相媲美。美国一项几种屏障避孕法前瞻性比较研究显示，正确和持续使用的年妊娠率分别为：女用避孕套5%，男用避孕套3%，阴道隔膜6%，宫颈帽11%，杀精子剂6%。我国对603对志愿使用者随机化、多中心临床试验显示，国产女用避孕套和男用避孕套6个月的粗累积妊娠率每百名女性分别为1.06和1.69，差异无统计学意义。
  


  
    2.女用避孕套的特点
  


  
    ①能在性交前预先放置，不影响性生活的前戏，也可即时使用，不影响性交全过程，不会使性交过程产生停顿或中断，缓解了男性对戴套的抵触情绪；②由于女用避孕套呈宽松式，套子能够紧贴阴道壁，内置水溶性润滑剂，并不与阴茎皮肤紧贴，性交时可使阴茎活动自由，不影响性快感；并且女用避孕套采用聚氨酯超薄材料制造，性伙伴双方都能达到最大的敏感度、得到最大的欢愉感觉；③女用避孕套由手工放入阴道，与男用避孕套不同，他无需勃起的阴茎作为避孕套置入和取出的辅助，可以允许阴茎在完全勃起前插入，这对轻度勃起功能障碍男性尤为适用。已过育龄期女性可能出现性交过程中阴道干涩，女用避孕套能给她们很大帮助；④女用避孕套同时覆盖女性阴道入口、外阴和男性阴茎根部，这些部位是性传播疾病溃疡的好发部位，HIV容易侵入，因此女用避孕套可以为男女双方提供更多的保护；⑤女用避孕套在性交后很少发生精液漏出现象。采用超声波测试不同性交姿势时避孕套的稳定性，女用避孕套精液溢入阴道的可能性比男用避孕套低1/3；⑥外环有足够的强度使女用避孕套的外口不会滑入阴道内。当外口被拧紧时即可封闭，可让女性在方便的时候取出；⑦聚氨酯具有坚韧耐用、不易受温度和湿度影响的特点，因此对储存条件要求较低，有效期一般为60个月；⑧在一些特殊情况下，如男性饮酒或用药后不能使用男用避孕套时，女用避孕套可以增加对女性的保护；⑨尽管避孕套的使用需要征得双方同意，但女用避孕套给女性自己带来更大的控制权，使女性有权利决定何时采用避孕方法和采取预防措施。研究发现，如果女性在性交前要求性伙伴使用男用避孕套，有可能被男性拒用，于是女性不得不改用其他避孕方法。女用避孕套的问世，提高了女性在性生活中的自我掌控地位，性交前女性可让男性选择使用男用避孕套还是女用避孕套，如此大大减少了STDs的蔓延和意外妊娠的发生，也促进了性和谐。
  


  
    3.女用避孕套的放置方法和步骤
  


  
    ①女性采用一足踩凳的站立位、两腿分开的蹲位或者平卧位均可；②使用前，向女用避孕套内加用润滑剂，轻轻搓动，使润滑剂在套内均匀分布；③内环位于套底（封闭端），放置前可在套底外部加些润滑剂；④用拇、食、中三指捏住女用避孕套封闭端和内环，轻轻挤压，外环（开放端）自然下垂（图26-6）；⑤另一手轻轻分开阴唇，将套、内环沿阴道后壁上推，置入阴道；⑥用食指在套内把内环上缘推入阴道6～9cm深处（图26-7）；⑦再使外环覆盖外阴，即可性交（图26-8）。在外露部分的套内外加些润滑剂可使性生活更满意；⑧性交后，捏住外环旋转1～2周，避免精液外溢，轻轻从阴道内拽出女用避孕套，丢弃。
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      图26-6　放置女用避孕套时的捏持方法
    


    
      （引自周晓波等。中国计划生育学
    


    
      杂志，2000，8：18-20，32，47）
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      图26-7　女用避孕套的放入位置
    


    
      （引自周晓波等。中国计划生育学杂志，2000，8：18-20，32，47）
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      图26-8　放置后的女用避孕套在外阴的形状
    


    
      （引自周晓波等。中国计划生育学杂志，2000，8：18-20，32，47）
    

  


  （周善杰）


  
    第二节　阻断输精管
  


  
    一、输精管结扎术和复通术
  


  
    输精管结扎术（Vasectomy）是阻断输精管使精子无法进入女性生殖道，从而达到避孕目的的一种手术方式。目前主要限制输精管结扎术推广的两大障碍是：①需要切开阴囊皮肤，使受宗教意识影响的印度等国受术者难以接受；②手术复通困难，复通后生育能力难以保证。李顺强等发明了钳穿法输精管结扎术（non-scalpel vasectomy），使世界许多地方手术男性人数大幅度增加，由于此手术方法不用切割阴囊，简洁而快速，由此解决了第一大障碍。解决第二大难点的方法是不切断输精管，靠腔内或腔外阻断使节育方法简便、效果明显，将在后续章节详述。尽管输精管结扎术是一种简单、安全、有效的男性绝育手术，但输精管结扎术的发展历史却是十分曲折的。输精管结扎术引发了超过一个世纪的社会和医学的争论，牵涉到社会哲学、医学、人口统计学和法律等方方面面。这一手术的历史包含着不仅仅是对理想技术和良好结果的不断追求，也包含着对错误观念、错误信仰的不断纠正。
  


  
    （一）输精管结扎术
  


  
    1.手术方法
  


  
    （1）传统的切开技术：
  


  
    在阴囊皮肤用15号手术刀做1cm横行切口。切口一直切开至输精管鞘显露输精管。将输精管从输精管鞘中分离出来并将与输精管伴行的血管神经分离开。切断输精管并切除一定长度，切除的输精管长度一般在0～4cm。如何关闭输精管断端，可以有多种方法在后面讨论。输精管结扎术完成后，用5-0可吸收缝线缝合阴囊皮肤。局部可涂抹抗生素软膏，敷料包扎。
  


  
    （2）直视钳穿法输精管结扎术：
  


  
    输精管用左手固定后，用尖部环形的固定钳在阴囊皮肤外将输精管钳住并固定输精管于钳环内。用尖端锋利的弯蚊式钳从局麻注射针孔穿入阴囊皮肤并钝性分离并挑起。固定的环钳松开再从裂口中将输精管抓出。用蚊式钳将输精管周边包绕的组织撕开使输精管裸露出来。然后离断并结扎输精管。在用蚊式钳将输精管挑出的过程中，固定环钳同时旋转180°帮助暴露输精管，使蚊式钳的尖端能够沿输精管壁穿出并将输精管挑于阴囊皮肤裂口外，即所谓的“外翻手法”。
  


  
    （3）改良的直视钳穿法输精管结扎术：
  


  
    经 典的直视钳穿法输精管结扎术通常采用外翻手法，但这种手法初学者往往感觉最难掌握。Jones采用了一种简单的方式而无需外翻手法。他不采用环钳固定输精管，而仍使用三指固定法，用尖端锋利的蚊式钳穿透皮肤至输精管后，在输精管周边潜行分离后，用环钳直接将输精管钳出。
  


  
    2.输精管结扎术的并发症
  


  
    （1）血肿形成：
  


  
    输精管结扎术最常见的术后并发症是血肿形成。阴囊血肿发生首先导致美学上的不愉快和术后疼痛。术后发生阴囊血肿的概率很低，一般为2%（0.09%～29%）。造成血肿发生的一个因素是手术方式的选择。尤其是采用直视钳穿法输精管结扎术还是传统的切开输精管结扎术。两项随机对照研究证实，直视钳穿法输精管结扎术发生出血和血肿的概率要低于标准切开技术。
  


  
    （2）避孕失败：
  


  
    输精管结扎术避孕失败的定义为术后射精的精液中含有精子。目前推荐的是如果手术后3个月精液中存在活动精子即为手术失败，需重做手术。非预期的怀孕是造成配偶烦恼和引起诉讼的主要原因。与手术失败相关的怀孕率大约在0～2%。术后随访一般在2～3个月之间，最好获得至少一份、最好两份间隔4～6周的无精子症精液样本。输精管结扎手术失败的主要原因还是手术失误：比如过多结扎了输精管外的其他组织，对输精管离断不完全，存在重复输精管未能发现及在同侧输精管做了两次结扎等。术后太早进行无避孕措施的性交也是导致节育失败的原因之一。
  


  
    （3）术后疼痛：
  


  
    通常被称作输精管结扎术后疼痛综合征（Postvasectomy pain syndrome）。疼痛一般为钝性，呈间歇性或持续性，可在性兴奋或射精时加重。术后疼痛的病因较为复杂，可能存在的病因包括充血性附睾炎、输精管伴行神经因结扎、炎症或瘢痕等因素受压等。通常机械性压力增高而不是感染是疼痛的原因。组织学发现，存在有阴囊痛的患者附睾充血、复杂性的囊性改变及附睾炎样慢性改变。从提取的附睾炎组织作培养并未发现存在有感染源。比较开放断端和关闭断端的输精管结扎术的研究发现，关闭断端的输精管结扎术发生充血性附睾炎的概率明显增加［6%vs 2%，相对风险3.0（95%CI，1.2-7.5）］。精子肉芽肿是术后慢性疼痛的病因还是保护机制存在争议，有观点认为精子外溢至间质，诱发了神经周围的纤维化和炎症。病理检查见神经呈密集嵌入纤维组织内，伴扭曲、成角及淋巴浸润。
  


  
    （4）精子肉芽肿：
  


  
    精子肉芽肿是机体对外渗精子的炎性反应。精子肉芽肿内可形成多个上皮化微细管道，连接输精管两残端，重建精子通道，导致手术失败。绝大多数精子肉芽肿无症状，少数（约2%～3%）通常在术后2～3周因精子肉芽肿产生疼痛。输精管炎性结节为一种良性反应性增生性病变，以腺管状增生为特征，可致弥漫性或局灶性结节性或筛状膨大。多见于输精管结扎术后或有输精管损伤史者。临床上很像精子性肉芽肿。病变的输精管直径0.4～1.2cm不等。切面灰白色或棕色。镜下观察表现为潴留的精子和组织细胞构成的肉芽肿。此外，最明显的特征是输精管管壁间的上皮增生，增生的上皮可呈条索状、小腺泡状或不规则腺样排列，细胞立方或矮柱状，核染色质较均匀，核仁较大，增生的腺管可累及输精管周围神经。约一半的病例合并有精子肉芽肿。
  


  
    （5）术后感染：
  


  
    文献报道输精管结扎术后感染并发症的发生率大约为3.5%。感染发生的概率与手术方式存在较大的关系，特别是直视钳穿法输精管结扎与传统的结扎技术相比较，一项随机对照研究显示，直视钳穿法术式感染发生率为0.2%，而传统术式的发生率达到1.5%。另一项研究则感染发生率较高，直视钳穿法术式和传统切开术式的感染发生率分别为7.1%和11.4%。大多数感染为局限性的，通常采用单剂抗生素治疗即可。感染的发生率高低也与手术医生对阴囊备皮消毒的重视程度有关。
  


  
    （6）抗精子抗体：
  


  
    输精管结扎术可引起精子抗原的暴露，诱发机体免疫反应，从而导致抗精子抗体的产生。最近一项研究显示，272例输精管结扎病例中240例（88%）血液中发现有抗精子抗体。另外，很多研究也致力于抗精子抗体免疫复合物与其他免疫学疾病的相关性。Massey等随访了10 590例男性和配对对照组（平均随访7.9年），发现在系统性红斑狼疮、硬皮病、风湿性关节炎患者中未发现有抗精子抗体的异常，但在附睾炎和睾丸炎患者中抗精子抗体滴度明显增高。在另一项23 988例输精管结扎术后的男性和146 000对照组的研究中，作者通过12年随访比较了输精管结扎术后与正常对照免疫复合物疾病的发生率。这项研究得出结论是，输精管结扎术后不会引起免疫相关疾病，如哮喘、炎性肠病、强直性脊柱炎等的发生，只是增加了附睾炎/睾丸炎的发生风险。虽然目前的研究说明抗精子抗体的产生不会增加其他免疫相关疾病的风险，但对于输精管复通术的患者可能会影响精子功能，导致不育。
  


  
    （二）输精管复通术
  


  
    20世纪早期，随着以优生和节育为目的的输精管结扎术的广泛开展，诞生了一种新的外科手术即输精管复通术。输精管复通术包括输精管吻合和输精管附睾吻合术，历史上最早的输精管复通术为输精管附睾吻合术，开始于20世纪初期。
  


  
    1.输精管吻合术
  


  
    （1）常规输精管吻合术：
  


  
    早期大多数输精管吻合术为肉眼下进行。手术间的差别主要在于是否使用放大镜或支架。支架一般在输精管结扎术后采用缝线、细管或其他异物支撑输精管腔，于术后一定时间拔除。术中显露输精管并切除瘢痕断端，在输精管的远端插入钝形针头，注射亚甲蓝以检测其通畅性。显微镜下检查近端管腔流出的液体中是否存在精子。吻合一般采用2-0尼龙缝线作支架。
  


  
    使用支架存在潜在的不利因素，主要包括感染和精子漏出。支架为细菌入侵提供途径，并且异物是导致感染持续的重要因素。
  


  
    （2）显微输精管吻合术：
  


  
    一般将阴茎头牵引到下腹避免干扰术野。手术显微镜一般放置于患者的头侧，手术医生坐在患者的左侧，在需要显微镜时可以用右手将显微镜向足侧平移到达术野。术前导尿。手术切口的选择可采用阴囊皮肤中线旁垂直双切口或阴囊皮肤中线单切口，然后通过双侧肉膜进入。
  


  
    首先用环钳扣住近睾端输精管及其外膜，将输精管周边组织向下牵拉分离，小弯组织剪从输精管后方穿过，助手同时用蚊钳牵引周边组织，将输精管外膜仔细的解剖出来，注意保护好输精管周围的血供。用5-0的铬制肠线在预期横断处下方1～2cm的输精管外膜缝扎。注意尽量不用电凝，如果需要最好使用微细尖端的双极电凝。用一个直径约2～3mm的带槽神经把持钳放到横断部位，并用锋利的手术刀片或刮胡刀片沿细缝将输精管切断。腹侧输精管采用同样的方式切断。中间部分的输精管残段可用4-0丝线结扎或切除。采用双极电凝控制出血，注意尽量不接触输精管。在输精管管腔插入血管导管或硬膜外导管，并注入生理盐水或美蓝溶液。注入受阻并反流、导尿管无蓝色引流提示远端梗阻。
  


  
    此时如果观察到活动的精子，并且患者期望术中保存精子，可进一步轻柔挤压附睾管和输精管迂曲部，并搜集流出液作冷冻保存。如输精管近睾端流出液适合进行输精管吻合，先将两侧输精管断端靠拢。在缝合时应注意两侧断端的张力是否对称。不论采取何种方式，保证输精管吻合时无张力是最重要的。另外需注意吻合口两端口径是否相当，如口径不一致可先采用显微镊扩张后吻合。行双层输精管吻合术，首先用微点标记两侧输精管的6点位，采用9-0的尼龙线在5点、6点和7点处间断缝合输精管外膜和浆肌层固定。然后用10-0尼龙线间断缝合6点位的黏膜层及少量的黏膜下肌层，滴一滴美蓝于输精管断端表面可更容易观察到输精管管腔和黏膜。在6点位两侧进一步缝合两针并打结。另外继续缝合3～5针，待全部完成后再打结。然后在12点位用9-0的尼龙线缝合浆肌层使输精管对合良好。进而用9-0尼龙线沿吻合口环形缝合完成最后的吻合。
  


  
    2.输精管附睾吻合术
  


  
    手术切开鞘膜，显露睾丸和输精管，通常用拇指和食指将附睾抓起，在显微镜下仔细观察可发现明显的界限，梗阻部位近端的附睾管明显扩张。附睾管的梗阻往往由于输精管结扎术后的压力增高造成。输精管附睾吻合的部位应尽量靠近附睾尾，这样精子更容易获得成熟和具有活力。当然最近也有报道，吻合部位较高，短期虽然精子成熟和活力均较差，但只要是输精管附睾吻合通畅，随时间的延长，附睾的功能状态也会发生变化，精子的成熟度和活力均会改善。
  


  
    靠近附睾尾部的附睾管往往由附睾头部几根附睾管逐渐汇集成单根附睾管，管径也较头部粗。镜下观察充盈的附睾管应选择乳白色的附睾管作为吻合位点，靠近梗阻部位的扩张附睾管可能为黄色内容物，提示该处死精子较多或可能合并感染。
  


  
    做吻合之前，先用显微镊将欲吻合处的附睾白膜提起，用显微剪刀剪一直径约0.5cm与输精管外径相当的圆形开口，这时较为容易识别扩张的附睾管合并可将附睾管从周围组织中游离出来。如存在出血影响视野，可用微细尖端的双极电凝止血。局部滴注美兰或靛胭紫，可更利于看清小管和组织层次。
  


  
    一旦确定欲吻合的小管，用10-0双针线沿附睾管走行方向分别于2点和10点位纵行缝合两针，缝合的距离与输精管内腔的直径相当，缝针暂不将缝线引出，便于该处不适合吻合时退针。然后用V型尖刀在两针预缝线之间切开约0.5mm（图26-9）。附睾管流出液用22G血管导管接注射器抽吸，并在显微镜下检查是否存在精子，如果患者期望保存精子，则需将附睾液中活动的精子冷冻保存；如发现精子但无活动精子，需保存精子可通过吻合完后经睾丸的TESE技术取精保存。只要在附睾液中发现有精子，无论活动与否都可用于进行吻合。如果未发现精子，则需进一步向附睾近端切开白膜重新寻找并重复上述工作。
  


  
    腹侧输精管一般通过鞘膜隧道到达与附睾吻合的部位。同时为了减少张力，切口可能需向腹股沟处延伸以更好的暴露输精管。在游离输精管过程中应尽量保留输精管外鞘和血供。用5-0PDS缝合输精管外膜并将输精管从鞘膜隧道中拉出（图26-10），当输精管切缘与附睾白膜开口边缘对齐时，5-0PDS针对相应附睾白膜部位缝合并打结固定，还可增加7-0非吸收线进一步缝合固定。进而用9-0尼龙线将输精管外壁浆肌层与附睾白膜一侧边缘固定3针，以保障吻合时无张力（图26-11）。然后10-0的双针尼龙线采取近端对近端（4点和8点）、远端对远端（2点和10点）由输精管腔内向外出针的方式将附睾管开口套叠入输精管管腔内。在将附睾管套入时，可先打一个松的外科结，助手用显微镊将输精管推向附睾后再将结打紧，以避免套入时缝线切割附睾管壁而撕脱（图26-12）。用9-0尼龙线将输精管外壁与附睾白膜缝合。最后用3-0铬制肠线连续缝合关闭鞘膜。术后护理与输精管吻合术相似，只是术后禁欲时间要求更长，通常3周以上。
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      图26-9　用V型尖刀在两针预缝线之间切开约0.5mm
    

  


  
    [image: ]

    
      图26-10　用5-0PDS缝合输精外膜并将输精管从鞘膜隧道中拉出
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      图26-11　用9-0尼龙线将输精管外壁浆肌层与附睾白膜一侧边缘固定
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      图26-12　将输精管推向附睾后再打结
    

  


  
    二、其他输精管阻断技术
  


  
    （一）输精管黏堵术
  


  
    输精管黏堵术属于输精管化学绝育的一种，是向输精管内注射化学制剂（高分子化合物石炭酸与α-氰基丙烯酸正丁酸混合剂），造成局部无菌性炎症反应致使管腔纤维化而闭锁，或形成管腔机械性阻塞，实现输精管道阻断的一种节育方法。1972年由我国学者解决了经阴囊皮肤直接穿刺输精管的技术，首次将输精管黏堵术应用于临床男性节育。输精管黏堵术不做皮肤切口，不游离、切断及结扎输精管，组织损伤小，并发症发生率较低，在心理上的可接受性优于传统结扎手术。
  


  
    （二）输精管注射栓堵术
  


  
    输精管注射栓堵术是在经皮输精管注射黏堵法基础上对药物的改进。1983年应用于临床。采用医用聚氨酯弹性体（MPU）为栓堵材料。MPU化学性质稳定，生物相容性良好，注入管腔后迅速固化形成栓子，堵塞管腔，阻断输精通道。日后通过阴囊和输精管小切口将栓子取出，便可恢复输精管通畅，无须再做输精管吻合。输精管栓堵术因其非手术性质和潜在的可复性而受到广泛关注。
  


  
    （三）输精管硬化法
  


  
    输精管硬化法是指从阴囊分离出输精管，经阴囊皮肤直接向输精管壁注射小剂量的化学硬化剂，使输精管硬化，从而达到和输精管结扎术一样的节育目的。曾用过几种化学硬化剂获得良好结果，其中有乙醇、10%硝酸银、36%醋酸、3.6%甲醛等。最终选用含有3.6%甲醛的90%乙醇，这是因为此两种化合物都很简单，很容易被代谢掉，不致留下任何能引起不良反应的残余物。
  


  
    （四）电凝法
  


  
    经皮穿刺输精管电凝绝育术，是将特制的绝缘电凝针头通过皮肤插入输精管管腔内，利用高频电流的作用使输精管变性、凝固、组织增生而阻塞管腔，以达到绝育目的。电凝术不仅具有止血、灭菌作用，还降低了对输精管肌壁的损伤和输精管切除部位精子肉芽肿的形成。不过却不能阻止附睾内精子肉芽肿的形成。附睾内的精子肉芽肿可能导致睾丸疼痛、炎症并降低再通手术成功的机会。
  


  
    （五）激光输精管节育术
  


  
    激光输精管节育术是指向输精管内导入激光光纤，照射输精管管腔，导致部分管壁发生凝固、坏死，愈合后发生纤维化闭塞，精子不能通过的一种男性节育新方法。动物实验及临床应用提示有效节育率达到结扎术的效果。优点是效果可靠，在非手术穿刺下进行，比开放手术节育法并发症明显减少。节育者易接受，技术容易掌握，便于推广应用。
  


  
    （六）超声输精管节育术
  


  
    在美国，高能聚焦超声已经证明对于输精管永久避孕可以作为一种非外科阻塞方法。简要过程是将一个小的超声传感器钳夹在输精管和阴囊皮肤上，超声波集中到输精管以便于他们不会额外的加热所通过的皮肤。小规模动物试验已经建立了合适的能量级别（7w）和所需的时间长短（约40～60s），且这个装置在临床上已经用于治疗心脏病。这个技术经过改进后是一个较好的非侵入性方法，但需要进一步的临床试验研究。
  


  
    （七）输精管内节育装置
  


  
    输精管解剖结构相对表浅，是男性避孕和节育更便于干预的部位。输精管结扎术虽然是可靠的男性节育方法，但是，其对输精管的损伤相对较重，输精管的修复比较困难，因此，促发了一系列堵塞性输精管内节育装置（Intra-vas device，IVD）的研制。而输精管结扎术另一个弊端在于其长期堵塞输精管造成的一些急慢性损害，如附睾瘀积、痛性结节、精子肉芽肿以及对睾丸生精功能的潜在影响。这些促使科研人员研制了非堵塞性输精管内节育装置，以便降低输精管内压力升高所造成的短期和长期损害。
  


  
    自上个世纪60年代起，国内外学者对输精管内节育装置的研制付出了大量的努力，先后设计如缝合线、纤维、铜丝、铜管等节育装置。但由于种种局限，这些装置目前一直处于动物实验或小样本临床实验阶段。20世纪60年代末70年代初，詹炳炎等制成了一种以硬膜外导管为外壳，内填尼龙毛的非堵塞性输精管内滤过装置，经动物实验得到了良好的节育效果和复通再孕率，同时有效地减少了术后并发症的发生。在此基础上，叶阳等制成一种以聚四氟乙烯材料作外壳，内填医用尼龙毛的非堵塞性输精管内节育器，进行小样本临床试验，结果表明此种IVD有着良好的节育效果。但制作外壳的聚四氟乙烯组织相容性差，质地较硬，易损伤甚至穿破输精管壁，且不易标准化生产。有鉴于此，陈振文等采用聚氨酯材料作外壳制作了一种IVD，对效性、安全性和可复性进行了多中心随机对照临床试验。与输精管结扎术组相比，两者成功率（无精子症和精子浓度小于3×106/ml且无活动精子）相似，术后3个月分别为85.4%和97.2%；术后12个月时分别为94.3%和97.2%。相对于结扎组，IVD置入组复通手术简单、成功率高（90%vs 70%）且并发症发生率低（11.4%vs 22.5%）。
  


  
    由于铜离子具有较好的杀精子效果，因此研制含铜输精管内非堵塞性节育器成为另一研究思路。有人单纯采用铜丝或铜管制成IVD，实验表明其有一定的节育效果。但这些节育器制作工艺简单，生产工艺不够标准，且所用材料金属铜置于体内后尚存在铜离子爆释和被氧化产生一氧化铜等副产物的缺陷。能否达到过滤精子的作用，亦未见后续临床研究报道。阎勇等研制出一种非堵塞性镀银铜输精管内节育栓，动物实验研究表明此节育器置于兔输精管内后，精液中的铜离子含量明显升高，术后4～6周达高峰，同时精液中精子浓度、活动率明显下降。这一实验表明其设计的非堵塞性镀银铜输精管内节育栓具有一定的节育效果，但此节育器也存在含铜IVD的缺陷。吴伟雄、陈振文等先后用聚丙烯和聚四氟乙烯材料作为外壳，内填医用尼龙线制成了两种非堵塞性输糟管过滤装置节育器，并进行了二期临床试验，获得了较好的节育效果和安全性，产品已经完成技术转让，具有良好的临床应用前景。2006年，黄勋彬等开始采用络合铜钠米高分子复合材料研制了一种过滤型IVD。其复合材料中络合铜的使用，能缓慢而持久地释放铜离子，避免了普通含铜IVD存在的铜离子爆释或产生氧化铜等副产物。该材料配方含有成孔剂，通过成孔剂的高温挥发，在IVD管壁形成大量微孔，达到过滤精子的作用。动物实验表明置入IVD后，精液中精子浓度及活动率明显下降，术后半年内由严重少精子症转变为无精子症。检测此IVD置入前后精浆中α-葡糖苷酶含量并无明显差别，表明此IVD达到了预期“通而不育”的效果。纵观上述各种IVD的研究方法，均以节育效果作为研究的重点，而有关装置材料的生物相容性和生殖毒理学研究极为欠缺。作为新型的体内植入物，显然相关研究需要加强和完善，才望开发广泛应用的产品。
  


  （夏伟　张茨　黄勋彬）
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    第二十七章　抗精子疫苗
  


  
    抗精子疫苗是利用机体自身的免疫防御机制来阻断生殖过程中的某一环节，使正常的生殖生理活动被中止，从而产生抗生育效应。抗精子疫苗是处在发展阶段的一类新的免疫避孕方法，目前尚未有一种精子成分研制成的避孕疫苗可在临床应用。
  


  
    精子的抗原性早在100多年前已被科学家所发现。奥地利学者Landsteiner和俄国学者Metchnikoff 于1899年各自独立试验，将豚鼠精子同种免疫得到抗豚鼠精子的抗体，这种抗体在有补体存在时，可以抑制精子运动。这一实验是精子免疫试验的开端，证实了精子具有抗原性并能诱发出特异性抗体，而且抗体能够影响精子功能。
  


  
    应用精子抗原发展一种免疫避孕疫苗可行性源于早期两方面的证据。一类来自于动物和人的实验性免疫研究：①将精子或精液或成熟睾丸的匀浆，对雌性动物免疫，引起了生育力降低或不育；②1920～1930年间至少有12次试验，反复给女性注射没有加入免疫佐剂的精液或精子，能够产生抗体和造成不育，如1932年Baskin给20位具有生育力女性分别注射其丈夫的精子，这些女性均产生了抗精子抗体，抗体可维持达9～12个月，在抗体持续期内不受孕；③抗体滴度下降至阴性，女性可再次怀孕；④免疫雄性动物和前列腺癌患者诱导出精子生成缺乏。另一类是抗精子抗体的临床观察，1959年Rümke和Hellinga首次发现3%的不育男性血清中有抗精子抗体，这些阳性血清使精子自发凝集。继而，Franklin和Dukes在1964年报告不孕女性血清的精子凝集阳性率明显偏高；70%的男性结扎输精管后产生了抗精子抗体，但没有明显的不良反应；至少10%的男性或女性不育患者是由于抗精子抗体引致不育，而这些男、女不育患者身体是健康的。这些事实提示，对精子抗原的人工主动免疫有可能调控人类生殖。1937年美国给以精子为抗原的“精子毒性疫苗”授予了专利。1973年世界卫生组织人类生殖研究发展和培训规划署（WHO，HRP）成立了专门的生育调节疫苗项目组，组织协调进行免疫避孕疫苗的研制，筛选出了几种抗精子疫苗的候选精子抗原。近三十多年来，借助生化技术、免疫印迹法、DNA重组技术和单克隆抗体技术等，从精子酶、精子膜和精子表面蛋白质筛选到一批精子特异抗原，其中个别已制成疫苗在动物进行抗生育试验。
  


  
    第一节　抗精子疫苗的基本原理、潜在优点与不足
  


  
    抗精子疫苗的方法学实质是给健康的育龄男、女打生育预防针，即通过接种疫苗抗生育。其基本原理是选择精子成分构建成疫苗，进行人工主动免疫，调动受者免疫系统，通过抗体介导，对相应的生殖靶抗原免疫攻击，从而阻断正常生殖生理过程的某一环节，达到避孕的目的。
  


  
    （一）潜在优点
  


  
    1.生殖过程有多个作用靶位可选择供免疫攻击。抗精子疫苗用于男性，作用环节可以选择睾丸生精细胞发育后期已分化为睾丸精子阶段，或精子在附睾经历成熟的阶段。用于女性，可选择精子在女性生殖道的迁移过程，或与卵子受精前精子经历的事件，或精-卵相互作用过程。
  


  
    2.免疫后抗体维持时间相当长（至少12个月），长效避孕。一段时期后，若需继续避孕，进行强化免疫即可。
  


  
    3.一经注射疫苗，免疫反应所引起的避孕效果不易受随意性人为因素影响，减少使用者的失败率。
  


  
    4.抗生育作用具可逆性，可根据计划解除避孕，恢复生育力。
  


  
    5.理想的抗精子疫苗，不引起内分泌和代谢紊乱，不干扰性活动和性反应。
  


  
    6.免疫注射，不需特殊设备，易于推广。
  


  
    7.人们一向已有疫苗注射的概念，对这种方法易于接受。
  


  
    （二）潜在不足
  


  
    1.与非靶标的交叉抗原发生免疫反应，其后果可诱发自身免疫病，造成相应组织细胞病理性损伤和功能障碍或内分泌紊乱。精子是男性的自身成分，抗精子免疫存在诱发睾丸及男性生殖道自身免疫病理损伤的危险。
  


  
    2.抗精子疫苗用于女性，疫苗的有效作用部位若为女性生殖道管腔，例如，抗体介导阻止精-卵识别，或抑制精子顶体反应，则需要输卵管峡部、壶腹部节段管腔内达到较高的抗体水平，才可能产生良好的抗生育效应。常用的免疫注射接种，主要诱导循环抗体的产生，可以作用于经血循环转运的靶抗原分子，但生殖道管腔内部对循环抗体没有高效的转运途径。
  


  
    3.抗体产生及抗原代谢与避孕效果有直接关系。抗精子疫苗注射后，抗体产生要经历静止期和指数期，而且不同个体对疫苗反应有很大的强弱差别，故接受者接种后抗体升至抗生育水平需一段时间（数周甚至数月），在此时期仍需借助其他方法避孕。
  


  
    4.免疫作用的有效时限难以准确预计。抗体滴度下降期若未能及时监测抗体水平和采取补充避孕措施，则容易怀孕。此时期受孕可能会由于抗体与胚胎或胎儿物质起交叉反应，导致胚胎降解，或胎儿损伤甚至先天性畸形。
  


  
    5.疫苗诱导的免疫反应可能对生殖系统的某些组织细胞造成不可逆损伤，导致按计划终止避孕时却不能恢复生育力。
  


  
    以上这些潜在危险或不足仅是理论上的推测和假设，但发展抗精子免疫避孕时必须考虑和排除各种不安全因素，防患于未然。
  


  
    第二节　抗精子疫苗的抗原要求与潜在靶标
  


  
    抗精子免疫避孕主要是通过注射避孕疫苗来实施，故此法能否取得成功的前提是疫苗所采用的抗原。
  


  
    （一）抗原要求
  


  
    1.必须是参与精子发生、成熟或受精过程，或是在这些过程中分泌产生的成分。该成分在结构和功能对某一生殖环节起决定作用。被免疫反应中和、消除或抑制后，导致抗生育效应。
  


  
    2.具有组织特异性。用作抗精子疫苗的精子成分必须为精子所特有，在其他组织中不存在。这样可避免所诱发的抗体或致敏淋巴细胞与非靶标组织发生交叉反应，降低发生代谢紊乱和毒副作用的风险。
  


  
    3.具有高度免疫原性，可诱发有效的特异性免疫反应，但不伴有其他不希望的免疫反应，如产生IgG引起变态反应。
  


  
    4.该成分可以种属交叉存在，以便建立合适的实验动物模型，对疫苗作临床前的安全性和有效性评价。
  


  
    5.化学结构已完全阐明，可以通过经典的化学合成方法或现代分子生物学技术大规模生产抗原，满足制备抗精子疫苗的实际需要。
  


  
    人类生殖是一个复杂的连续过程，从精子的发生、成熟，精子转运或迁移，精-卵相互作用导致受精等，每个环节都存在或涉及一些结构与功能独特的重要分子，包括睾丸精子发生形成的精子质膜的固有成分，附睾精子成熟阶段暴露出的膜成分，附睾分泌附着在精子表面的成分，附属性腺分泌附着在精子表面的成分，对其分离、纯化可以选择作为研制疫苗的抗原。
  


  
    （二）潜在靶抗原
  


  
    接种抗精子疫苗，所期待的效应是能够对靶抗原发动免疫攻击，从而中和灭活靶抗原分子或清除膜表面表达靶抗原的细胞，达到阻断细胞生殖生理活动的目的。
  


  
    在男性，潜在的靶抗原是成熟精子表达的，或存在于它们表面的蛋白质，如精子膜蛋白、精子酶等。但是，由于睾丸生精小管内没有血管，加之血-睾屏障的免疫隔离作用，循环抗体难以接触到睾丸阶段生精小管内的潜在靶标。睾丸精子迁移入附睾贮存和经历成熟，附睾存在血-附睾屏障，一般情况下，循环抗体也难以透入接触到附睾管腔内的成熟精子。故此，虽然理论上可以考虑晚期精子细胞、睾丸精子和附睾中的成熟精子所表达或表露的特异性蛋白作为潜在靶标，但需避免男性自身免疫反应发生，以及需使生精小管内或附睾管腔内有适当的抗体水平以应对巨大的抗原负荷，才能获得良好的抗精子免疫避孕效果。
  


  
    在女性，精子在女性生殖道迁移，发生获能，在输卵管发生顶体反应，与卵子接触发生精-卵识别，这些过程精子表面所暴露出的特异性蛋白质可以作为潜在靶标。但是，女性生殖道管腔内所有精子表达的这种抗原分子构成了高的抗原负荷，有效的免疫避孕要求女性生殖道管腔内需有高的抗体水平，才能中和抗原负荷，阻断生殖过程中的某个环节。动物实验表明，对生殖过程一些靶标免疫攻击，通过抗体中和激素的生物学效应，或抑制酶活性，或改变细胞功能，或溶细胞作用和细胞毒效应等，可以产生不同程度的抗生育效应，但作用于人体需结合安全性、有效性和可接受性来考虑。
  


  
    第三节　抗精子疫苗的候选特异性抗原
  


  
    精子对男性是自身抗原，对女性是同种异体抗原，精子免疫可导致不育。但是，全精子本身不能作为抗原用于疫苗，这是因为精子质膜、顶体、核等部位存在着一些与全身许多组织所共有的抗原。故此，仅有那些是精子特有的关键抗原才具有发展抗精子疫苗的可能性。
  


  
    相对于抗精子疫苗在男性应用存在诱发自身免疫的高风险，选择特异性精子成分发展女用疫苗受到重视。由于性交进入女性生殖道的精子数以亿计，它们又处于不同的成熟阶段，表达的特异性蛋白质各不相同，而且在生殖道迁移时抗原也有变化，故精子的特异成分复杂且数量众多。发展女用抗精子疫苗，候选特异性抗原包括非膜表面蛋白（如LDH-C4）、与顶体相关的蛋白（如顶体素，PH-20，SP-10，HS-63/ MSA-63）、与卵透明带作用相关的蛋白（如FA-1，RSA-1，TCTE1）、与精-卵融合潜在相关的蛋白（如PH-30，CS-1，YWK-Ⅱ）等。此外，以附睾蛋白酶抑制蛋白Eppin为抗原发展男用抗精子疫苗近年来引起了重视。目前认为较有希望且与生育有关的几种候选特异精子抗原见表27-1，其中个别已制成疫苗在动物中进行抗生育试验。
  


  
    （一）LDH-C4
  


  
    LDH-C4是乳酸脱氢酶的同工酶，仅存在于哺乳动物和人类的睾丸和精子。在性成熟后才检测出LDH-C4活性。在精子发生过程，LDH-C4出现于初级精母细胞阶段。在成熟精子，LDH-C4主要位于细胞质和中段线粒体内，也有一部分非特异性地吸附在精子膜上。作为一种精子酶，LDH-C4影响精子能量代谢，但对精子受精有何作用尚不清楚。
  


  
    LDH-C4具有高度的细胞特异性，与体细胞的LDH同工酶没有交叉反应。女性不合成LDH-C4，男性LDH-C4位于血-睾屏障内，与机体免疫系统相隔离，即LDH-C4是一个自身和同种异体的精子特异性抗原，但它的免疫原性弱，全精子免疫小鼠没有产生特异性抗体，不育患者也没有检测出抗LDH-C4抗体。采用纯化的小鼠LDH-C4主动免疫小鼠、大鼠、兔和狒狒，不同程度地抑制了生育。Goldberg等选择合成肽段与白喉类毒素偶联制备成LDH-C4避孕疫苗，主动免疫雌性狒狒，所有被免疫动物都测出抗LDH-C4抗体，对照组妊娠率为71%，实验组仅为22%，而且停止强化免疫后动物恢复了生育力，表明疫苗是有效和具有可逆性。为提高免疫原性，采用表达人LDH-C4的重组牛痘苗（活的运载体）免疫狒狒，生育力显著降低，而且以后也恢复了正常生育力。但是，有报道用LDH-C4主动免疫雄性小鼠，43.3%的免疫雄鼠出现了睾丸炎，这制约了LDH-C4发展为男用避孕疫苗。
  


  
    抗LDH-C4抗体在体外引起小鼠、兔、狒狒和人的精子凝集，加入补体后，精子被制动。主动免疫兔的宫颈黏液、子宫液和输卵管液中均检出特异性抗体，观察到精子在输卵管内转运明显受抑制，提示LDHC4抑制生育的机制是抗LDH-C4循环抗体从雌性生殖道渗出，在宫颈、子宫、输卵管等部位与精子结合，制约精子在生殖道中迁移和行使功能，进而阻止受精。有资料表明被免疫动物的胚胎存活率显著降低，提示LDH-C4抗生育作用的另一机制可能涉及着床后胚胎死亡。但胚胎组织未发现LDH-C4存在，免疫后如何导致胚胎发育中止尚不清楚。
  


  
    （二）PH-20
  


  
    PH-20是相对分子质量为64 000的内膜蛋白质，位于豚鼠精子头部质膜上，顶体反应后出现在顶体内膜，表现有透明质酸酶活性。它与雌性豚鼠其他组织没有交叉反应，是精子特异抗原。Primakoff等用纯化的PH-20主动免疫雌、雄性豚鼠，引起100%的不育，而且免疫雄鼠没有出现睾丸炎。停止免疫后，两性豚鼠均可恢复生育力，表明避孕效果可逆。抗PH-20抗体在体外可抑制精子与卵透明带结合。基因重组兔PH-20（rPH-20）皮下免疫家兔，血浆有高滴度的抗rPH-20抗体，但进入雄雌生殖道的抗体很少，抗rPH-20抗体在睾丸、附睾、阴道、子宫、输卵管内的浓度均不足血浆水平的0.2%。人PH-20与豚鼠PH-20在cDNA水平有59%同源性，但豚鼠PH-20单克隆抗体并不结合在人精子上，免疫不育患者血清也没有检测出对PH-20特异的抗体。故此，PH-20作为抗精子疫苗的靶抗原尚待研究。
  


  
    （三）SP-10
  


  
    SP-10是由单克隆抗体鉴定的一组人精子蛋白，相对分子质量为10 000～34 000，在生精过程中产生，是一个分化抗原。它位于顶体内膜上，可能是结合在顶体内膜和顶体基质表面的蛋白质。在受精过程，精子要经历顶体反应。顶体反应后，顶体内膜裸露，女性生殖道的抗体就可接触到顶体内膜上的抗原，相互结合后影响精子穿透卵透明带，进而阻止受精，故SP-10是有希望的靶抗原。SP-10的单克隆抗体与体细胞没有或有很少的交叉反应。用人重组SP-10主动免疫雌性狒狒获得的抗体，能与这种分化产生抗原反应。几种实验动物免疫后产生了高滴度抗体，但只是一部分减少生育力。免疫不育患者血清中是否存在SP-10的抗体尚未确定。
  


  
    （四）FA-1
  


  
    FA-1是从啮齿动物和人精子膜中通过单克隆抗体分离提纯的糖蛋白，由相对分子质量为（51 000± 2000）的二聚体和（或）23 000单体组成，位于精子顶体后区、中段和尾部。FA-1是一个进化保守抗原，抗FA-1抗体与小鼠、兔、牛、猴和人精子表面上的抗原有交叉反应。人和这几种动物精子FA-1的分子非常相似，功能也相近。动物和人的体外受精试验表明，抗FA-1的单克隆抗体完全阻断了受精。用纯化的FA-1主动免疫兔，几乎完全阻断了生育。Naz等合成了含FA-1抗原有效决定簇的10肽，与不育患者血清起强反应，但与生育正常者血清无反应。抗此10肽段的抗体抑制人精子穿透去透明带仓鼠卵。牛精子发现有与FA-1相似的抗原基因，以牛作模型，应用合成10肽进行主动免疫试验。
  


  
    Naz等证实了FA-1抗体能与猪卵透明带分离纯化的糖蛋白ZP3结合，进一步发现抗体抑制了人精子结合在人卵透明带上，提示抗FA-1抗体的抗生育机制是影响精子与卵透明带的相互作用，阻止受精。另一方面，抗体的存在，使精子丢失进入去透明带仓鼠卵的能力。由于去透明带仓鼠卵穿透试验可以通过穿卵率间接反映人精子的获能状态，穿透卵子受抑制表明精子获能受阻，这是抗体直接作用于精子表面涉及获能成分的结果。Kaplan等证实了抗体抑制人精子顶体反应，这些发现提示FA-1抗原可能是一个精子受体结合蛋白，而且对精子获能和顶体反应有作用。
  


  
    在免疫性不孕女性血清和宫颈黏液中检测到抗FA-1抗体，输精管结扎者和不育男性也存在特异性抗体，表明FA-1抗原对自身和同种异体均有致免疫性，诱发的抗体涉及不育。大多数抗FA-1抗体阳性不育患者是健康的，除不育外没有伴发其他疾病，这间接地提示FA-1是精子特异性的。
  


  
    （五）CS-1
  


  
    卵子在受精后开始卵裂，但受精卵接受了什么信号启动卵裂尚未清楚。人胚胎在4至8细胞期开始转录，故此，发出第一次卵裂的信号应该是卵核外的信息或分子，由精子带入卵的物质有可能提供某种诱导卵裂的信息作用。如果阐明这种成分，调动免疫系统攻击之，则中止卵裂达到避孕。
  


  
    CS-1由相对分子质量为14 000和18 000的双链组成，是一个精子表面抗原。实验证实是一个卵裂信号蛋白质，可以给出卵裂的最初信号。CS-1存在于人精子表面。免疫性不孕女性血清检测出抗CS-1抗体。如果抗CS-1抗体存在，抗体通过抑制原核期卵子的第一次卵裂来阻断生育，这是CS-1抗生育的可能机制。从人睾丸分离的CS-1蛋白已经克隆和测定了氨基酸顺序，未见与已知的顺序有任何同源性。
  


  
    （六）Eppin
  


  
    Eppin是一种睾丸和附睾特异性分泌蛋白，单体相对分子质量约为16 000～18 000，分为两个亚型。Eppin基因含Kunitz和WAP型双重基因结构，具有丝氨酸蛋白激酶抑制剂样结构特点。人精子表面有大量Eppin受体，睾丸和附睾分泌的Eppin结合在精子的头部和尾部。Eppin蛋白参与调节精液液化和精子运动，体外实验表明抗Eppin抗体会干扰前列腺特异性抗原对精囊凝固蛋白的水解，导致精液凝固异常，影响精子前向运动。将人精子与抗Eppin抗体共孵育，抗Eppin抗体能显著抑制钙离子载体A23817诱导的顶体反应，这种抑制作用呈剂量依赖关系。O,Rand等用重组Eppin免疫成年雄猴，精液和血清中出现高滴度抗Eppin抗体，精子前向运动能力降低，精液黏稠度下降，78%雄猴发生不育。通过每3周1次的强化免疫，可以维持抗Eppin抗体的高滴度。停止接种后，71%雄猴恢复生育力，未观察到不良反应。小鼠的Eppin与兔、猴、人分别有51%、60%、62%的同源性。Eppin作为男用抗精子疫苗的靶抗原值得深入研究。
  


  
    第四节　抗精子疫苗的研究趋势
  


  
    抗精子疫苗的抗生育效率是实际应用的关键问题。除个别报道外，迄今还没有动物实验结果显示一个单独的精子抗原能导致动物受孕率100%下降，某些主动免疫产生的抗体经中和后还不能使妊娠率恢复至正常水平。若将多个有特异性的生殖关键抗原合并使用，构建人工合成的、多特异性的复合抗原，研制出多价疫苗，诱发免疫系统产生多种抗体，从受精前开始等多个生殖靶位阻断生殖过程，无疑可提高抗生育效率和增加可接受性。
  


  
    抗精子疫苗接种后，机体对疫苗的反应会有个体差异。以往国际上人类绒毛膜促性腺激素（hCG）避孕疫苗的第一、二期临床试验，包括我国的hCG避孕疫苗第一期临床前预初试验，均表现出受试者之间的抗体反应有明显差别，其中少数女性即使多次强化免疫后的抗体水平仍低，即对疫苗的反应存在较大的个体差异。诱发的免疫反应强弱与避孕效果密切相关，故这个问题解决不好就会给临床应用带来很大的麻烦。此外，即使是抗体反应较好的女性，其免疫注射后至抗体达到抗生育滴度，尚需一段时间，而且抗体维持一定时间后也会下降，这就需要对机体的实际抗体水平进行监测。监测机体抗体水平目前靠定期抽血检验，但频繁的定期抽血不利于实际使用，有必要开发相应的自检式简便抗体检测盒。
  


  
    寻找女性生殖道中对抗原吸收和免疫反应的特异诱导位点，设法采用精子特异抗原诱导生殖道局部黏膜分泌性免疫反应是研究方向。女性有效地达到免疫避孕，生殖道上段需有充分的抗体水平，但用精子抗原仅作阴道免疫或宫腔免疫似无抗生育效果。小鼠子宫内注射精子，生育力没有变化。女性采用经洗涤、浓缩的精子作多次宫腔内授精也没有发现产生了抗精子抗体。故此，抗精子疫苗应用于女性免疫避孕，宜局部黏膜免疫和全身免疫相结合，才能维持和保证生殖道内高的抗体滴度，对进入生殖道内的精子作有效的综合性免疫攻击。
  


  
    生育可逆性是避孕研究必须考虑的重要问题。去除抗原释放系统，抗体滴度应降低和恢复生育力。如果精子抗原应用于女性避孕疫苗，性交可能会引起不断强化的效应，不育期会延长，如何去除循环抗体的机制应予研究。
  


  
    随着各种蛋白质组学、基因组学、生物信息学、基因敲除小鼠模型等技术的建立与应用，越来越多的特异性精子抗原会被鉴定出来并在动物实验中显示出良好的避孕效果，也会寻找出一些针对生殖环节起重要作用的靶标分子。但是，要研制出安全、有效、可供临床实际应用的抗精子疫苗还需要大量的工作。
  


  
    
      表27-1　9种精子特异抗原的分子特点和免疫生物学特性
    
[image: ]

    
      注：bp：碱基对；aa：氨基酸序列；IVF：体外受精；SPA：精子-去透明带仓鼠卵穿透试验；LDH-C4：乳酸脱氢酶-C4；RSAs：兔精子自身抗原；PH-20：豚鼠精子表面抗原；SP-10：精子蛋白；HSA-63：人类精子抗原；FA-1，FA-2：受精抗原；CS-1：卵裂信号蛋白；Eppin：附睾蛋白酶抑制蛋白
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    第四篇　实验室检查篇
  


  
    第二十八章　精液分析
  


  
    精液由精子和精浆组成。精子由睾丸生精细胞分化衍变而来，在附睾内成熟，通过输精管道输出。精浆是前列腺、精囊、尿道球腺等附属腺体及睾丸、附睾分泌的混合液，在排精过程中，精子和精浆混合构成精液。
  


  
    精液常规分析是男性生殖系统最直接、客观的检查。其目的是：对精液质量进行分析；查找不育的原因；对人工授精等提供精子质量报告；并为性传播疾病、生殖系统炎症、肿瘤、结核等疾病提供诊断参考。
  


  
    需要注意的是，由于男性精液分析结果可有相当大的波动，仅通过一次精液标本的评估不可能确定一位男性精液质量的特征，而检测2～3次精液标本有助于获取基线数据。
  


  
    第一节　标本采集
  


  
    正确采集标本是实验室检查首先而重要的一个环节。没有合适的标本，就难以取得正确的实验结果。因而，精液标本的收集必须在适当的标准化程序下进行，以保证为受检对象提供准确的信息。
  


  
    一、精液采集前的准备
  


  
    1.标本容器
  


  
    应该使用无菌广口的玻璃或者塑料容器采集精液，每批容器均需证实对精子无毒性后方可使用。容器应该保持在20～37℃环境中，以避免较大的温度变化对精子产生影响。
  


  
    2.禁欲时间
  


  
    禁欲的时间在2～7d较为合适。如果需要多次采集标本，每次禁欲天数应尽可能保持一致，以减少精液分析结果的波动。
  


  
    3.采集前指导
  


  
    必须给予受检者关于精液标本采集清晰的书面和口头指导，应该强调精液标本采集必须完整，以及受检者要报告精液标本任何部分的丢失情况。
  


  
    二、精液采集的方法
  


  
    1.手淫法
  


  
    手淫法是精液常规分析的标准采集方法。其优点是可在实验室附近采集完整的精液，立即送检，不会或较少受到外界气温的影响，有利于精液分析的标准化操作。
  


  
    在特殊情况下，受检者也可在家中等场所用手淫法采集精液，但必须注意标本运送的时间与方式，同时在检测报告中记录标本的采集场所。
  


  
    2.使用避孕套采集精液
  


  
    在手淫法不能取得精液时，可采用刺激性强的电按摩法或者性交法。这两种方法都必须使用专门为采集精液设计的无毒性避孕套。
  


  
    不能用普通的避孕套采集精液，因为制作避孕套的材料会影响精子的活力和存活率。性交中断法取精也是不可取的，因为很可能丢失精子浓度最高的初始部分，此外标本会有细胞和细菌污染，并且阴道内的酸性pH会降低精子的活力。
  


  
    三、精液标本的运送及检测前放置
  


  
    标本采集后应尽快送至实验室，即便是在家里或实验室外其他场所采集，也应该在采集后1h内送至实验室。标本运送过程中温度应保持在20～37℃，因为温度过低可降低精子活力，温度过高可引起精子损伤。在精液液化过程中，不适的温度可引起精液中生化物质的改变，而且还可增加细菌的生长。
  


  
    实验室接收到精液标本后，可将标本容器放置在实验台上（有温度控制的实验室）或者37℃孵育箱内，等待液化后检测。
  


  
    四、标本采集过程中需要记录的资料
  


  
    受检者姓名、年龄、禁欲时间、采集日期、采集时间、标本的完整性、获取标本遇到的任何困难、采集的场所等。
  


  
    第二节　精液外观及理化性质的检查
  


  
    精液外观及理化性质的检查是精液常规分析的第一步，以定性为主，有助于对每份精液的总体评价。精液外观及理化性质的检查，均应在精液液化后进行。
  


  
    一、精液外观
  


  
    正常液化精液标本一般呈均质性、灰白色的外观。如果精子浓度非常低，精液可显得透明些；如果精子浓度非常高，可呈乳白色外观；长期禁欲者可呈淡黄色。有时精液可呈红褐色（内有红细胞），可能与精囊炎、前列腺炎等生殖系统疾病有关，黄疸患者的精液和服用维生素或者药物者的精液可呈黄色。
  


  
    二、精液体积
  


  
    由于要计算精液中的精子总数和非精子细胞，所以精确测量精液体积是任何精液评价的基础。WHO推荐了两种方法：
  


  
    1.称重法
  


  
    采集前预先称重容器，采集后称重盛有精液的容器，两者重量之差值即为精液标本的重量，假设精液的密度为1g/ml，可计算出精液体积。该方法的优点在于没有造成任何精液的丢失，测量结果比较精准。但由于精液的密度并非一恒定值，其变化范围在1.043～1.102g/ml，所以结果会有轻微的误差。
  


  
    2.直接测量法
  


  
    可将精液标本采集到一个改良的广口带刻度量杯中，直接从刻度上读取精液体积（精确到0.1ml）。该方法操作简单，但对于标本容器的精度要求很高。另外，如果需要对精液标本进行某些处理，这种专为精液体积测量而设计的容器使用起来并不方便。
  


  
    不推荐将精液从采集容器中吸到移液管、注射器或倒入量筒中来测量体积，因为不能完全回收精液，因此会低估精液体积。丢失的体积可以在0.3～0.9ml之间。
  


  
    WHO给出的精液体积参考值下限是1.5ml。在正常的生理情况下，精液量的多少与射精次数相关。精液体积小，可见于前列腺、精囊的病变或射精管、输精管的病变，也可能是采集时丢失精液、不完全逆行射精或者雄激素缺乏等所致。精液体积大，可能反映附属性腺活动性炎症情况下的活跃分泌。
  


  
    三、精液液化
  


  
    刚离体的精液，由于精囊分泌的凝固蛋白作用而呈胶冻状。在前列腺分泌的蛋白酶作用下，精液在室温中开始液化，逐渐变得稀薄。通常在15min内完全液化，很少超过60min或更长时间。正常液化的精液标本可能含有不液化的胶冻状颗粒，这不表明任何临床意义，但黏液丝的存在可能干扰精液分析。
  


  
    若超过60min仍未液化，则称为液化迟缓，这也是引起男性不育的原因之一。不液化的原因除了前列腺功能异常引起的相关蛋白水解酶活性下降外，还有其他一些不明原因。
  


  
    如果精液在30min内不液化，不要开始进行精液分析，而是再等待30min。如果60min后仍未液化，可选择以下方法进行处理并记录这一过程：
  


  
    （1）一些标本通过加入等体积的生理培养液（如Dulbecco磷酸缓冲盐水），并且用加样器反复吹打，可使其液化。
  


  
    （2）精液反复（6～10次）缓慢地通过接在注射器上的18号钝性针头（内径0.84mm）或19号针头（内径0.69mm），可降低精液的非均匀状态。
  


  
    （3）应用一种广谱蛋白水解酶（EC 3.4.22.32）菠萝蛋白酶消化，有助于促使精液液化。
  


  
    四、精液黏稠度
  


  
    黏稠度应在精液完全液化后检测。方法之一是将标本吸入滴管中，然后让精液借助重力滴下，正常的精液应为不连续的小滴。异常时液滴连贯成长于2cm的拉丝。方法之二是将一玻璃棒插入标本中，然后提起，如提起形成拉丝，也应不长于2cm。
  


  
    与不完全液化的标本相比，黏稠的精液标本呈均质黏性，并且其黏稠度不随时间而变化。高黏稠度常干扰精子活力、精子浓度、精子表面抗体和生化标志的检测，可采用与处理延迟液化相同的方法来降低黏稠度。
  


  
    五、pH值
  


  
    pH值应在液化后的同一时间测量，最好在30min后，不要超过1h，否则其测量结果会受到精液中CO2逸出的影响。其测量方法为：充分混匀精液标本后，在pH试纸（测量范围在6.0～10.0）上均匀地涂上一滴精液，待浸渍区的颜色变得均匀（＜30s）后与标准条带进行颜色比对，读出pH值。应使用已知的标准品来检验pH试纸的精确性，对于黏稠的标本，使用为测量黏稠液体而设计的pH计来测量少量精液的pH值。
  


  
    WHO目前将pH≥7.2作为精液pH值的参考值。一般认为，如果pH值＜7.0并伴有体积小，可能存在射精管阻塞或先天性双侧输精管缺如，以及精囊发育不良。高pH值不能提供有用的临床信息。
  


  
    第三节　精子凝集检查
  


  
    精子凝集特指活动精子以头对头、尾对尾或混合型相互黏附在一起的现象。精子经常呈现活跃的快速摆动方式，但有时精子凝集严重导致其活动受制约。应该记录所有活动精子通过头、尾、中段黏附在一起的情况。
  


  
    精子凝集需在湿片下观察，按以下步骤制备湿片：
  


  
    （1）充分混匀标本（可将标本吸入直径约1.5mm的一次性塑料吸管中10次）；
  


  
    （2）混匀后立即取样，使精子没有在悬浮液中沉降的时间；
  


  
    （3）一般取10μl精液，覆以22mm×22mm的盖玻片，可得到深度约为20μm的制片，利于精子自由泳动；
  


  
    （4）避免在盖玻片和载玻片之间形成气泡；
  


  
    （5）一旦精液不再漂移，立即评估此新鲜制备的湿片；
  


  
    （6）如果需要重复取样，必须再次充分混匀精液。
  


  
    应当记录主要的凝集类型（凝集程度和黏附部位），如图28-1，可以按凝集的程度分为4级：
  


  
    1级：零散的 每个凝集＜10个精子，有很多自由活动精子
  


  
    2级：中等的 每个凝集含10～50个精子，存在自由活动精子
  


  
    3级：大量的 每个凝集＞50个精子，仍有一些活动的精子
  


  
    4级：全部的 所有的精子凝集，数个凝集又黏连在一起
  


  
    按黏附的部位分为5类：
  


  
    A：头对头
  


  
    B：尾对尾（可清晰看到精子头部自由运动）
  


  
    C：尾尖对尾尖
  


  
    D：混合（清晰的头对头和尾对尾凝集）
  


  
    E：缠结（头和尾缠结在一起，由于精子以尾对尾的方式凝集，不能清晰看到头部的凝集）
  


  
    不活动精子之间、活动精子与黏液丝、非精子细胞或细胞碎片之间黏附在一起，为非特异性聚集，而非凝集，需注意两者间的区别。存在凝集不足以推断免疫因素导致不育，但暗示存在抗精子抗体，需要做进一步的实验证明。
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      图28-1　精子不同凝集程度的示意图
    

  


  
    第四节　精子计数
  


  
    每次射精的精子总数和精子浓度（以往常用的术语“精子密度”，字义为每单位体积的精子质量，使用“精子浓度”来表述每单位体积的精子数量更为合适）与妊娠时间和妊娠率存在联系，并且可以预测受孕。对于正常射精，当男性输精管道畅通且禁欲时间短的时候，精子总数与睾丸体积相关，可以用来衡量睾丸产生精子的能力和男性输精管道畅通的程度。而精子浓度虽然与受精率和妊娠率相关，但易受精囊和前列腺分泌液量的影响，不是衡量睾丸功能的特异性指标。因此，每次射精的精子总数更具有意义。
  


  
    每次射精的精子总数可以通过测定精液的精子浓度和体积来计算，所以精确的体积测量和精准的浓度检测是计算精子总数的基础。
  


  
    一、改良Neubauer血细胞计数板
  


  
    WHO推荐使用100μm深的血细胞计数板，并给出了改良Neubauer血细胞计数板的稀释系数，也可以使用其他深度的血细胞计数板，但计算时需要不同的系数。以下提到血细胞计数板均指改良Neubauer血细胞计数板。
  


  
    1.血细胞计数板的结构
  


  
    血细胞计数板有两个独立的计数池，每个计数池表面有一个3mm×3mm的微小网格，每个计数网格又划分为9个面积为1mm×1mm的大方格。每个大方格的深度为100μm，容积为100nl。但内部格局并不一样，第1、3、7、9号大方格含16个中方格（4×4）；第2、8号大方格含20个中方格（4×5）；第4、6号大方格含20个中方格（5×4）；第5号大方格含25个中方格（5×5），每个中方格又分为16个小方格。由此可知，第1、2、3、7、8、9号大方格均为4排，每排容积是25nl，而第4、5、6号大方格均为5排，每排容积是20nl（图28-2）。
  


  
    2.使用血细胞计数板网格计数精子
  


  
    计数精子时以一个中方格为基本计数单位，需要遵循以下原则：
  


  
    （1）仅计数完整的精子（带有头部和尾部），大头针状精子不计数。
  


  
    （2）中方格的边界由3条线的中间线表示，如果精子头大部分位于两条内侧线中间，则计数该精子，如果精子头大部分位于两条外侧线中间，则不计数（图28-3）。
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      图28-2　改良Neubauer血细胞计数板
    


    
      （左图为9个大方格，右图为5号大方格，圆圈部分为其中一中方格）
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      图28-3　中方格镜下图像
    


    
      （黑线为边界线，白圈为需计数精子，黑圈为不计数精子）
    

  


  
    （3）当精子头部大部分位于边界线上时，为避免在相邻的中方格里计数同一精子，应规定只计数其中两条互成直角的边界线上的精子，一般可计数左侧和下侧的分界线。
  


  
    二、精子固定液的配制
  


  
    使用血细胞计数板计数精子时，一般需要加入固定液以稀释精液标本。可按50g NaHCO3和10ml 35%（V/V）甲醛溶液加入1000ml纯水中的比例配制，如果需要，添加0.25g台盼蓝（C.I.颜色指数23859）或5ml饱和（＞4mg/ml）龙胆紫（C.I.42555）加深背景显示出精子头部。固定液在4℃冰箱保存，如果溶液中形成结晶，使用前用0.45μm过滤器过滤。
  


  
    三、常规精子计数程序
  


  
    1.确定稀释倍数
  


  
    将湿片置于200倍或400倍高倍镜下，计数每高倍镜视野的精子数目，可用来确定精液标本所需的稀释倍数，详见表28-1。
  


  
  
    表28-1　稀释倍数参考
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    由于评估未稀释样本产生的误差较大，可能根据上表推荐的倍数稀释后并不合适（浓度太高无法计数或者浓度太低不能计数到200个精子），这时需要调整稀释倍数，重新取样稀释。另外，为了减少加样误差，取样的体积应不少于50μl，对于黏稠的精液标本，建议使用正向置换式移液器。
  


  
    2.加样标准程序
  


  
    （1）通过向血细胞计数板上吹气以湿润计数池的两侧，将盖玻片紧压向计数池的支柱，确保盖玻片紧贴计数池。以两层玻璃间的彩虹（Newton环）证实盖玻片的正确位置（如为磨砂玻璃柱则看不到Newton环，可在每个磨砂玻璃柱上加1.5μl水，有助于固定盖玻片）。
  


  
    （2）按照确定好的精液与稀释液的比例，用正向置换型移液器分别向两个稀释管内转移适量的稀释液，然后再往稀释管内转移适量的混匀精液（注意：混匀后应立即取样，在往管内添加精液之前，擦净移液器吸头外的精液，但是小心不要碰到移液器吸头的开口处，制备第二份稀释样本前应再次混匀）。
  


  
    （3）以最快速度涡旋混匀第一份稀释样本10s，使其彻底混匀，立即取样10μl，以避免精子沉降。
  


  
    （4）将移液器吸头小心接触计数板其中一个计数池的盖玻片边缘，慢慢滴加移液器中的样本，通过毛细管作用使样本充满计数池。在充满的过程中，盖玻片不应移动，计数池不应过满（盖玻片移动）或不满（计数池内有气泡）。
  


  
    （5）按上述步骤将第二份稀释样本取10μl充满计数板另外一个计数池。
  


  
    （6）将血细胞计数板放在湿盒内以防止干片，在室温下静置至少4min，使精子沉降到网格上。
  


  
    3.评估精子数目
  


  
    （1）待精子沉降稳定后，在200倍或400倍的相差显微镜下评估，每个计数池至少计数200个精子，以达到可接受的低取样误差。
  


  
    （2）首先评估改良Neubauer血细胞计数板一侧计数池的中央大方格（5号），逐排计数，任何一排都必须数完，不能因为计满了200个精子而停留在某排中间。如果5号大方格计完仍然不足200个精子，则继续计数4号和6号大方格（如4、5和6号大方格计完仍不足200个，不能再计数其他大方格，而是要制备和评估两个新的更低稀释比例倍数的样本），记录所计的排数。
  


  
    （3）在血细胞计数板的另一个计数池中计数相同的排数，即使没有达到200个精子。
  


  
    （4）计算两次计数的精子总数和差异。
  


  
    （5）根据表28-2确定差异的可接受性（每个值显示两次计数之间的最大差异，此差异为预期在95%样本中仅由取样误差造成的）。
  


  
    （6）如果差异在可接受范围内，计算精子浓度。如果差异太大，则制备两个新的稀释样本并重新计数。
  


  
    
      表28-2　对于一定总数的两个重复计数可接受的差异
    
[image: ]

    
      ＊基于四舍五入取整数的95%可信区间
    

  


  
    在整个评估过程中，始终要做到两次取样、两次稀释及两次计数。计数同一计数池两次，或者使用同一稀释样本填充两个计数池都不是真正的重复检测。有可能在第二次重新计数后，其差异仍超出可接受范围，这时需要进行第三次重新计数。罕见情况下，因为样本的不均一性，致使第3批重复样本也不能提供可接受的差异，在这种情况下，需要取所有重复值的平均值，并将其记录在报告中。
  


  
    4.计算精子浓度及每次射精精子总数
  


  
    精子浓度（C）是精子数目（N）除以相对应的体积，即每个重复样本所计数总排数（n）的体积（第4、5和6号大方格每排均为20nl）乘以稀释倍数。
  


  C=（N/n）×（1/20）×稀释倍数


  每次射精精子总数=精子浓度×精液体积


  
    四、少精子症和无精子症的检测
  


  
    1.少精子症的检测
  


  
    如果每400倍视野中精子数目＜4个（即精子浓度＜1×106/ml），考虑到精子数目少时取样误差大，对于绝大多数临床检查的目的，报告精子浓度＜2×106/ml就已足够，需同时注明是否观察到前向运动的精子。
  


  
    如果需要准确评估精子数目，也可使用改良Neubauer血细胞计数板进行评估（1∶2的稀释倍数），其操作步骤与常规精子计数程序相同，此处不再赘述。需要注意的是，评估时不再以排为单位，而是以一个大方格为基本单位，即计数到200个精子时，不能停在某排，要将所有大方格全部计完，同时另一个计数池也要计数相同数目的大方格。最后计算精子浓度时，其值为精子总数目（N）除以相对应的体积，即每个重复样本所计数的大方格数（n）的体积（一个大方格的体积为100nl）乘以稀释倍数。即：
  


  C=（N/n）×（1/100）×稀释倍数


  
    由于精子数目少，有可能两个计数池的精子总数小于400个，这时要按计数到的精子数报告取样误差。如果每个计数池观察到的精子少于25个，精子浓度就＜56 000精子/ml，当检测改良Neubauer计数池全部9个大方格，并且稀释倍数是1∶2时，这个浓度值是20%取样误差的定量下限。这时报告观察到的精子数目，并注明“计数的精子太少，不能准确测定精子浓度（＜56 000/ml）”。
  


  
    2.无精子症的检测
  


  
    无精子症是指射出的精液里没有精子，而不是指睾丸没有生成精子或作为诊断和治疗的依据。当在两张重复湿片中没有观察到精子，疑为无精子症时，应该离心精液标本，以确定是否可在更大标本量中发现精子。可将1ml混匀精液以3000g离心15min，留取50μl精浆重新混匀精子沉淀物后，在两张玻片上各加入10μl沉淀团悬液并覆以22mm×22mm的盖玻片，制成两张湿片后观察。在任一重复样本中观察到精子，则提示隐匿精子症；如果两张重复玻片中均未观察到精子，则提示无精子症。
  


  
    需要注意的是离心后沉淀物内能否发现精子取决于离心时间和速度以及所检查的沉淀物的量，以3000g离心15min并不能把标本内所有精子离心形成沉淀团，在检查的样本中找不到精子，并不意味在剩余标本里没有精子。
  


  
    第五节　精子活力和精子存活率检查
  


  
    一、精子活力
  


  
    1.活力分级
  


  
    WHO手册第五版将精子活力分为3级：
  


  
    （1）前向运动（PR）：
  


  
    精子主动地呈直线或沿一大圆周运动，不管其速度如何。
  


  
    （2）非前向运动（NP）：
  


  
    所有其他非前向运动的形式，如以小圆周泳动，尾部动力几乎不能驱使头部移动，或者只能观察到尾部摆动。
  


  
    （3）不活动（IM）：
  


  
    没有运动。
  


  
    2.精子活力评估程序
  


  
    （1）如果在37℃评估精子活力，应将显微镜载物台、载玻片等预热10min，使温度保持稳定。
  


  
    （2）制备湿片。
  


  
    （3）待湿片内精液样本停止漂移后，尽快在200倍或400倍的相差显微镜下观察分析。
  


  
    （4）应在距离盖玻片边缘至少5mm的区域内，按顺序观察玻片，如图28-4，要随机选择视野（不能根据看见一定数量的活动精子来选择或尽量选择精子活力好的视野）。
  


  
    [image: ]

    
      图28-4　分析视野的选择
    

  


  
    （5）全视野下评估精子活力对于一些高浓度、高活力的标本有一定难度，使用带有网格的目镜有助于界定评估区域。在此区域中，应随机立即开始评估，不要等精子游入界定的区域才开始。
  


  
    （6）首先快速计数评估区域内的前向运动精子，再分别计数该区域的非前向运动精子和不活动的精子。根据经验，可以一次计数3类精子的运动，并且可以观察更大的评估区域。
  


  
    （7）借助实验室计数器，记录三种活力级别的精子数目。
  


  
    （8）为获得一个可接受的低取样误差，在总共至少5个视野中，每份重复样本至少评估200个精子（当达到200个精子时不能停止计数，需将本视野内所有级别的精子计数完全）。
  


  
    （9）在重复的湿片中，计算最常见的活力级别（PR、NP或IM）的两个百分率之间的平均百分率和差异。
  


  
    （10）根据表28-3确定差异的可接受性（每个值显示两次百分率之间的最大差异，此差异为预期在95%样本中仅由取样误差造成的）。
  


  
    （11）如果差异在可接受范围内，以最接近的整数（习惯是调整0.5%至最接近的偶数）报告每类活力级别的平均百分率。如果差异太大，则制备两个新的湿片并重新计数。
  


  
  
    表28-3　从重复计数200个精子（总共计数400个精子）确定所给出平均值的两个百分率之间的可接受差异
  
[image: ]


  
    
      续表
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      ＊基于四舍五入取整数的95%可信区间
    

  


  
    与评估精子浓度一致，仅评估完整精子的活力。在整个评估过程中，始终要做到两次混匀、两次取样及两次计数。计数同一湿片两次，或者使用同一混匀样本同时制备两张湿片都不是真正的重复检测。有可能在第二次重新计数后，其差异仍超出可接受范围，这时需要进行第三次重新计数。罕见情况下，因为样本的不均一性，致使第3批重复样本也不能提供可接受的差异，在这种情况下，需要取所有重复值的平均值，并将其记录在报告中。
  


  
    二、精子存活率
  


  
    精子存活率的检查一般采用伊红、伊红-苯胺黑等染料对精子进行染色，根据精子是否着色判断精子的死活。一般精子死亡后，细胞膜的通透性改变，易于着色。在必须避免精子染色时，也可采用低渗膨胀试验（HOS）来评估精子存活率。这些检查间接反映了精子质膜结构的完整性。可以常规检测所有标本的存活率，但对于前向运动精子少于40%的精液标本特别重要。
  


  
    1.单用伊红法
  


  
    （1）试剂配制：将0.5g伊红Y（C.I.45380）溶于100ml 0.9%NaCl中。
  


  
    （2）充分混匀标本后，取5μl精液和5μl伊红溶液置于载玻片上，用移液器吸头混合、搅拌玻片上的样本，覆盖22mm×22mm盖玻片后静置30s。
  


  
    （3）再次混匀精液标本，制备第二张玻片。
  


  
    （4）使用负相差显微镜在200倍或400倍下计数每张玻片上染色精子和非染色精子的数目。每份重复样本评估至少200个精子。
  


  
    （5）计算重复玻片的两次活精子百分率的平均值和差异，根据表28-3确定差异的可接受性（每个值显示两次百分率之间的最大差异，此差异为预期在95%样本中仅由取样误差造成的）。
  


  
    （6）如果差异在可接受范围内，以最接近的整数报告活精子的平均百分率。如果差异太大，则重新制备两张新鲜玻片并再次评估。
  


  
    评定标准：活精子头部呈白色和淡粉红色，死精子头部呈红色和暗红色。如果染色只限于颈部区域，头部的其余区域未染色，这些精子应被评估为活精子。
  


  
    2.伊红-苯胺黑法
  


  
    （1）试剂配制：将0.67g伊红Y（C.I.45380）和0.9g NaCl溶于100ml纯水中，稍微加热，再将10g苯胺黑（C.I.50420）加入到100ml伊红Y溶液中，煮沸后冷却至室温，滤纸（如90g/m2）过滤后储存在暗色密封玻璃瓶中。
  


  
    （2）取50μl精液，与等体积的伊红-苯胺黑悬液混匀后等待30s，取5～10μl制成涂片（详见精子形态涂片），同法制备第二张涂片。
  


  
    （3）干燥后可立即用亮视野显微镜在1000倍油镜下检查，也可封片后检查。
  


  
    （4）计数每张玻片上染色精子和非染色精子的数目。每份重复样本评估至少200个精子。
  


  
    （5）计算重复玻片的两次活精子百分率的平均值和差异，根据表28-3确定差异的可接受性（每个值显示两次百分率之间的最大差异，此差异为预期在95%样本中仅由取样误差造成的）。
  


  
    （6）如果差异在可接受范围内，以最接近的整数报告活精子的平均百分率。如果差异太大，则重新制备两张新鲜玻片并再次评估。
  


  
    伊红-苯胺黑法评估死精子和活精子的标准与伊红法相同。由于苯胺黑形成的黑色背景，淡染的精子更容易分辨，另外封片后的涂片能保存较长时间，可作为质量控制片使用。
  


  
    3.低渗膨胀试验
  


  
    （1）试剂配制：0.735g枸橼酸钠和1.351g D-果糖溶于100ml纯水配制成膨胀液，将溶液以1ml分装后冻存于-20℃。如果用于治疗用途，可将1份溶液加1份灭菌纯水，即1∶2的比例稀释。
  


  
    （2）使用前解冻膨胀液并充分混匀，取1ml置于一支加盖的微量离心管中，37℃温热5min。
  


  
    （3）充分混匀精液标本后取100μl精液加入膨胀液中，混匀。在37℃孵育30min后，取10μl加到载玻片上，覆盖22mm×22mm盖玻片。
  


  
    （4）按上述步骤制备另一张重复玻片。
  


  
    （5）使用相差显微镜在200倍或400倍视野下检查每张玻片，计数未膨胀（死的）和膨胀（活的）精子，如图28-5。每份重复样本评估至少200个精子。
  


  
    （6）计算重复玻片的两次活精子百分率的平均值和差异，根据表28-3确定差异的可接受性（每个值显示两次百分率之间的最大差异，此差异为预期在95%样本中仅由取样误差造成的）。
  


  
    （7）如果差异在可接受范围内，以最接近的整数报告活精子的平均百分率。如果差异太大，则重新制备两张新鲜玻片并再次评估。
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      图28-5　人精子在低渗透压作用下的特征性形态变化的示意图
    


    
      （a）未发生改变；（b）～（g）尾部变化的不同类型。灰色区域表示尾部膨胀
    

  


  
    第六节　精子形态学检查
  


  
    精子形态学的检查是评估精子质量的一个重要方面，在严格使用精子形态学某些标准的情况下，已经证实正常形态精子百分率与不同的生育力评价的终点指标（妊娠等待时间、体内与体外妊娠率）存在联系。由于人精子形态的多样性，造成精子形态评估困难，因此，标准化的操作程序和有效的质量控制方法显得尤为重要。
  


  
    一、精液涂片的制备
  


  
    1.正常精液标本的涂片制备
  


  
    （1）载玻片的准备：新的载玻片可用流水冲洗10min，70%乙醇浸泡过夜，自然干燥备用。也可在使用前用不掉屑的纸巾，用力擦干净磨砂载玻片的两面。
  


  
    （2）用HB或2B铅笔在载玻片的磨砂处标记上精液样本的编号、日期等。
  


  
    （3）根据精子浓度，取5～10μl的精液滴在载玻片的一端。用另一张载玻片沿第一张载玻片的表面“拖拉”（不是“推”）精液滴，如图28-6a所示。同法制备第二张重复涂片。
  


  
    （4）涂片经空气干燥后进行固定及染色。
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      图28-6　用于精子形态学分析的涂片方法
    

  


  
    2.低浓度精液标本的涂片制备
  


  
    如果精子浓度低于2×106/ml，直接制片很难得到满意的涂片。这时需要浓缩精液标本：将标本600g离心10min后，除去大部分上清液，用移液器轻轻吹打，使精子团重新悬于剩余的上清液中，再按正常精液标本制备涂片。浓缩后的精子以不超过约50×106/ml为宜。
  


  
    3.洗涤精液后制备涂片
  


  
    对于碎片多或黏稠的精液标本，以及为计算机辅助评估精子形态学而减少背景，可以洗涤精液。
  


  
    （1）在室温下，将少量精液（0.2～0.5ml，取决于精子浓度），加入到10ml生理盐水中稀释。
  


  
    （2）800g离心10min后，吸出大部分上清液。
  


  
    （3）用移液器轻轻吹打，使精子团重新悬于剩余的上清液中（20～40μl）。
  


  
    （4）用巴斯德吸管将5～10μl的精子混悬液均匀地涂在载玻片上（图28-6b）。
  


  
    （5）用相差显微镜在400倍镜下检查涂片，确认精子分布均匀、没有聚集成团或相互重叠，空气干燥后染色。
  


  
    对于高黏稠度的精液标本，除了洗涤精液外，也可采用液化不良标本的处理方法后直接制备涂片。这些处理液化不良的方法以及离心、洗涤等操作可能影响精子形态，都必须进行记录。
  


  
    二、精液涂片的染色
  


  
    精液涂片空气干燥后（至少4h，但不超过1周），应立即固定并染色，以便清晰、详细地观察精子。WHO推荐的染色方法有巴氏染色法、Shorr染色法或Diff-Quik染色法。用上述染色法，在光学显微镜亮视野下，精子头部的顶体区染成淡蓝色，顶体后区呈深蓝色，中段可能略呈红色，尾部染成蓝色或淡红色。通常位于头部下部或围绕中段的过量残留胞质染成粉红色、红色（巴氏染色）或者橘红色（Shorr染色）。
  


  
    1.巴氏染色法的程序
  


  
    95%乙醇中至少固定15min。随后步骤如下：
  


  
    80%乙醇　30s
  


  
    50%乙醇　30s
  


  
    纯水　30s
  


  
    Harris苏木精　4min
  


  
    纯水　30s
  


  
    酸性乙醇　　浸4～8次＊
  


  
    冷流水冲洗　5min
  


  
    50%乙醇　30s
  


  
    80%乙醇　30s
  


  
    95%乙醇　　至少15min
  


  
    橙黄G6 　1min
  


  
    95%乙醇　30s
  


  
    95%乙醇　30s
  


  
    95%乙醇　30s
  


  
    EA-50 　1min
  


  
    95%乙醇　30s
  


  
    95%乙醇　30s
  


  
    100%乙醇　15s
  


  
    100%乙醇　15s
  


  
    ＊浸1次约1s
  


  
    2.Shorr染色法的程序
  


  
    将涂片浸入酸性乙醇或75%乙醇中固定1h。随后步骤如下：
  


  
    流动自来水　　浸12～15次＊
  


  
    苏木精　1～2min
  


  
    流动自来水　　浸12～15次＊
  


  
    乙醇胺　　浸10次
  


  
    流水　　浸12～15次＊
  


  
    50%乙醇　5min
  


  
    Shorr溶液　3～5min
  


  
    50%乙醇　5min
  


  
    75%乙醇　5min
  


  
    95%乙醇　5min
  


  
    ＊浸1次约1s
  


  
    3.快速染色法（Diff-Quik）的程序
  


  
    三芳基甲烷固定液15s或95%甲醇溶液固定1h。随后步骤如下：
  


  
    快速染液1 　10s
  


  
    快速染液2 　5s
  


  
    流水　　浸10～15次
  


  
    三、精液涂片的封片
  


  
    精液涂片封片或不封片均可评估精子形态，但封片后的涂片有利于长期保存，并可用于精子形态学质量控制。
  


  
    对于溶于乙醇的封片剂，可在涂片上的乙醇未干时，直接使用。对于不溶于乙醇的封片剂，在染色最后一步乙醇结束后，将涂片浸入二甲苯与乙醇的混合溶液（1+1混合）1min，再浸入100%二甲苯溶液1min，将涂片取出滴干1～2s后即可封片。
  


  
    四、精子形态学评估
  


  
    1.正常精子形态学的分类
  


  
    精子包括头、颈、中段、主段和末段。由于通过光学显微镜很难观察到精子末段，因此可以认为精子是由头（和颈）和尾（中段和主段）组成。只有头和尾部都正常的精子才认为是正常的（图28-7）。所有处于临界形态的精子应该认为是异常的。
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      图28-7　人精子正常形态示意图
    

  


  
    2.异常精子形态学的分类
  


  
    人类精液标本中含有各种各样畸形的精子。精子的异常发生和一些附睾的病理改变常常与畸形精子百分率升高有关联。主要的精子缺陷类型有：
  


  
    （1）头部缺陷：
  


  
    大头、小头、锥形头、梨形头、圆头、不定形头、有空泡的头（超过2个空泡，或空泡区域占头部20%以上）、顶体后区有空泡、顶体区过小（小于头部的40%）、顶体区过大（大于头部的70%）、双头，或上述缺陷的任何组合。
  


  
    （2）颈部和中段的缺陷：
  


  
    中段非对称地接在头部、粗的或不规则、锐角弯曲、异常细的中段，或上述缺陷的任何组合。
  


  
    （3）主段缺陷：
  


  
    短尾、多尾、断尾、发卡形平滑弯曲、锐角弯曲、宽度不规则、卷曲，或上述缺陷的任何组合。
  


  
    （4）过量残留胞质（ERC）：
  


  
    胞质的大小超过精子头部的三分之一，通常伴有中段缺陷（图28-8）。
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      图28-8　人精子一些异常形态的示意图
    

  


  
    3.精子形态学评估程序
  


  
    确定形态正常精子的比例十分重要，但对所有异常形态精子进行分类，得出精子头部、中段、主段缺陷或过量残留胞质的百分率，可能对诊断或研究工作是有益的。应该尽可能采用这种多重缺陷的评估方法。
  


  
    （1）用亮视野在1000倍油镜下观察涂片，有顺序地选择观察区域，对每个可评估的精子（具有头部和尾部的完整精子）进行形态分析。
  


  
    （2）每张重复涂片至少评估200个精子，借助实验室计数器，记录正常和各种异常精子的数目。
  


  
    （3）计算两张重复玻片的正常形态精子百分率的平均值和差异值，根据表28-3确定差异的可接受性（每个值显示两次百分率之间的最大差异，此差异为预期在95%样本中仅由取样误差造成的）。
  


  
    （4）如果差异在可接受范围内，以最接近的整数报告正常和各类异常精子的平均百分率。如果差异太大，则重复评估相同的涂片。
  


  
    精液中，形态正常精子的总数更具有生物学意义。可将精液中精子总数乘以正常形态精子百分率得出正常形态精子的总数。
  


  
    4.精子巴氏染色形态学图片（图28-9～12）
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      图28-9　精子巴氏染色形态学图1
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      图28-9　中的精子形态学评估
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      图28-10　精子巴氏染色形态学图2
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      图28-10　中的精子形态学评估
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      图28-11　精子巴氏染色形态学图3
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      图28-11　中的精子形态学评估
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      图28-12　精子巴氏染色形态学图4
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      图28-12　中的精子形态学评估
    

  


  
    5.多重精子缺陷指数
  


  
    形态学异常的精子通常有多种缺陷（头部缺陷、中段或主段缺陷，或这些缺陷的组合）。各种形态学异常发生率的详细检测可能比单一评估正常形态精子百分率更有用，尤其在研究人类精子发生损伤程度方面。采用WHO第五版《人类精液检查与处理实验室手册》给出的形态学标准，用多重异常记录系统记录精子头部、中段和主段的每种缺陷，可以得出两个指数：
  


  
    （1）畸形精子指数（TZI）：
  


  
    每个异常精子缺陷的平均数（缺陷总数/缺陷精子数），由于将头部、中段和主段缺陷各计数为1，过量残留胞质也计数为1，TZI的数值范围在1～4之间。
  


  
    （2）精子畸形指数（SDI）：
  


  
    缺陷总数/精子总数（包括正常和异常精子）。SDI将几种头部缺陷合并计数为1，中段和主段缺陷各计数为1（将过量残留胞质考虑为中段缺陷），因此其数值范围在1～3之间。
  


  
    相关研究显示，TZI与体内生育力有关，SDI与体外受精有关，这些指数对评估某些暴露或病理状况也是有用的。
  


  
    第七节　精液中非精子细胞成分的检查
  


  
    WHO第五版《人类精液检查与处理实验室手册》认为精液中非精子细胞主要指：来源于泌尿生殖道的上皮细胞、白细胞和不成熟的生精细胞，后两者统称为“圆细胞”。而Schobol等将精液中的非精子细胞分的更为详细：①未成熟的生精细胞，包括精原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、早期和晚期精子细胞、无核胞质体；②白细胞，包括巨噬细胞、多形核细胞、淋巴细胞及亚型；③支持细胞和脱落上皮细胞等其他细胞。
  


  
    在各种非精子细胞成分中，白细胞是大多数人精液中常见的，一般以中性粒细胞为主。精液中白细胞的大量出现，亦称为白细胞精子症，表明生殖系统的感染，并对精液的质量造成危害。准确测定白细胞的数量极为重要，但如何确定多少白细胞可损害生殖力，目前尚无定论。WHO的标准为不超过1×106/ml（过氧化物酶染色法）。
  


  
    尽管在放大1000倍的显微镜视野下观察巴氏染色涂片，可以识别各种非精子细胞，但有时白细胞与其他未成熟的生精细胞容易混淆。WHO第五版《人类精液检查与处理实验室手册》推荐用邻甲苯胺过氧化物酶染色法检查白细胞，这种方法快速、价廉，但对不含过氧化酶的其他白细胞（如淋巴细胞、巨噬细胞、单核细胞等）不能检测。如需更精确地定量检测白细胞，则建议采用针对普通白细胞抗原和精子抗原的免疫细胞化学技术。
  


  
    王敏等报道：采用巴氏染色、免疫荧光和电镜技术对人精液非精子细胞进行分析，发现未成熟的生精细胞占非精子细胞的83.4%，白细胞占9.1%，脱落上皮细胞占6.3%，支持细胞占1.2%。所以单纯显微镜检查白细胞无法准确评价精液中的非精子细胞状态。
  


  
    第八节　计算机辅助精子分析的简要介绍
  


  
    计算机辅助精子分析（CASA）是利用录像机或摄像机和计算机视屏技术产生的新技术。其原理是通过录像或摄像机与显微镜相接，确定和跟踪个体精子细胞的活动，并将所获得的电子信号输入计算机，计算机通过分析这些信号，给出多种参数，评价精子浓度以及精子活力，使人们对精子活动有更深层次的了解。
  


  
    计算机辅助精子分析较人工方法具有两个优势：高精确性和提供精子动力学参数的量化数据，根据WHO《人类精液检查与处理实验室手册》提供的资料，现将这些参数的定义介绍如下：
  


  
    1.VCL
  


  
    曲线速率（μm/s），精子头沿其实际曲线，即在显微镜下见到二维方式运动轨迹的时均速率，反映精子活动能力。
  


  
    2.VSL
  


  
    直线速率（μm/s），精子头在开始检测时的位置与最后所处位置之间的直线运动的时均速率。
  


  
    3.VAP
  


  
    平均路径速率（μm/s），精子头沿其平均路径移动时的时均速率。
  


  
    4.ALH
  


  
    精子头侧摆幅度（μm），精子头关于其平均路径的侧向位移幅度，以侧摆的最大值或平均值表示。
  


  
    5.LIN
  


  
    直线性，曲线轨迹的直线性，VSL/VCL。
  


  
    6.WOB
  


  
    摆动性，实际的曲线路径关于平均路径的摆动值，VAP/VCL。
  


  
    7.STR
  


  
    前向性，平均路径的直线性，VSL/VAP。
  


  
    8.BCF
  


  
    鞭打频率（Hz），精子曲线路径跨越其平均路径的平均频率。
  


  
    9.MAD
  


  
    平均角位移（度），精子头沿其曲线轨迹瞬时转折角度的时均绝对值。
  


  
    需要注意的是，不同的CASA分析仪采用不同的数学运算方式计算多项运动参数，不同仪器测量值之间的可比性尚属未知。
  


  
    CASA分析仪最适宜应用于精子动力学的分析，但评估活动精子百分率可能是不可靠的，因为后者还需要测定不活动精子的数目，而细胞碎片有可能和不活动精子相混淆。随着技术的进步，特别是DNA荧光染色和尾部检测算法的应用，使得精子浓度以及前向运动精子浓度的测定成为可能。如果在样本准备和仪器使用时足够细心，CASA在目前可用于一些临床常规诊断检测，而且要建立并维持高标准的仪器操作，质量控制程序必不可少。
  


  
    CASA也可应用于精子形态学评估，即计算机辅助精子形态计量分析（CASMA）。现在已有商品化的分析系统，可用来定量分析精子头部形态学、中段甚至主段的形态。CASMA比手工操作具有更好地客观性、精确性和可重复性。然而，方法学上的不一致，如聚焦、照明、样本处理和染色等不同，以及正确区分精子头部和精液碎片的技术难度，都可能会影响CASMA结果的可重复性和准确性。因此，即便CASMA具有上述几个优点以及广阔的应用前景，目前阶段来说，其应用于临床检测的时机仍未成熟，技术改进尚有很大的空间，临床价值尚需做更多的研究。
  


  
  
    附：精液特性的参考值下限（第5个百分位数，95%可信区间）
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  （张欣宗　姚康寿　庞雪冰）
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    第二十九章　精子的病理学检查
  


  
    第一节　精子的病理学检查方法和注意事项
  


  
    精液样本的制备
  


  
    1.常规染色精液样本的制备
  


  
    用洁净刻度量杯手淫或体外排精方法，必须禁欲3～5d，取全部精液置入量杯中，37℃水浴完全液化后，将精液以玻璃吸管（约50μl）均匀涂布于载玻片上，风干，以甲醛-钙固定液固定3～5min，自然干燥。按染色程序进行操作，置显微镜下计数正常精子百分率、畸形精子百分率、每类畸形精子的百分率。
  


  
    2.常规透射电镜精液样本的制备
  


  
    用洁净刻度量杯（不超过10ml容积），手淫法收集禁欲3～5d的全部精液标本，置37℃水浴锅中，待其完全液化，以玻璃吸管将精液移至离心管中，2000～2500r/min离心3～5min；弃上清液，补充同体积精子营养液（如3.5ml精液，经离心后，弃上清液2.5ml，加精子营养液2.5ml），2000～2500r/min离心3～5min，吸入沉淀的精子团块（像棉花团一样），在盛有新鲜固定液的固定瓶固定（固定液的体积必须大于精液团块的25～50倍）静置，室温（18～22℃）或4℃冰箱过夜。固定好的标本以无齿眼科镊取出，最好放入盛有0.1mol/L TBS缓冲液（PH7.2～7.4）中清洗3次，每次2～3min，1%四氧化锇中固定2h，上升梯度乙醇脱水（其中在100%乙醇中脱水的时间为20～30min，2次），100%丙酮→环氧丙烷（2次，每次15min）→环氧丙烷：包埋剂=1∶1 （1～2小时）→包埋剂（几小时）→包埋。
  


  
    普通透射电镜标本的固定剂一定要考虑实验的目的和以后的用途，一般以3%多聚甲醛或0.5%戊二醛较好，戊二醛的渗透能力强，但膜性结构保存较差，多聚甲醛的渗透力不如戊二醛，但对膜性结构有很好的保存作用。
  


  
    包埋剂，常用有两种主料，一种是Epon812，一种是环氧树脂618。前者是一种进口的环氧树脂，它的黏度较低，而国产环氧树脂618为一种淡黄色或淡琥珀色的黏稠性液体，黏度较大，我国长江以南还是以环氧树脂618为好，长江以北以Epon812为好。
  


  
    3.普通扫描电镜标本的制备
  


  
    用洁净的玻璃刻度量杯（容积在10ml）采取禁欲3～5d的全部精液标本，以玻璃吸管吸取精液1ml左右，滴在干净的支持物上，5%苏打水清洗，2.5%戊二醛+1%四氧化锇固定（多用快速冷冻固定），用上升梯度乙醇脱水，标本入醋酸异戊酯中，真空中临界点干燥，离子溅射镀膜，组织导电以常规法进行，脱水和干燥按常规手法进行，必须在一周内扫描电镜观察。
  


  
    4.扫描免疫电镜技术标本的制备
  


  
    （1）制成细胞悬液：用10ml内含1mg/ml牛血清白蛋白的清洗缓冲液（WBS-BSA）悬浮精子，250g离心5min，重复清洗1次，加入WBS-BSA至精子浓度为105～106/ml，震摇成单细胞悬液。
  


  
    （2）细胞附着于固体支持物：将 聚-L-赖氨酸（100μg/ml）滴在用乙醇清洗过的盖玻片上，经4℃放置30min。倒去液体，用双蒸水彻底清洗，空气干燥。将精子滴在盖玻片上。
  


  
    （3）前固定：固定前用WBS-BSA洗，每次5min；2%多聚甲醛+0.5%戊二醛固定10～60min；WBSBSA清洗3次，每次5～15min；加含0.1～0.5mol/L氯化铵的PBS，30～60min；
  


  
    （4）免疫标记：加入适当稀释好的一抗，置冰箱内24h，PBS清洗3～4次；加入适当稀释好的胶体金二抗（1∶30～1∶100），淡红色为适宜稀释液，室温10～60min；双蒸水清洗3次，每次3min；5%醋酸双氧铀5min；双蒸水清洗；柠檬酸铅5min；双蒸水清洗；
  


  
    （5）扫描电镜观察。
  


  
    第二节　光镜水平下的精子病理异常
  


  
    1.精子头部异常
  


  
    （1）大椭圆头精子，头部大于正常，一般长＞5μm，宽＞3μm；
  


  
    （2）小椭圆头精子，头部小于正常，一般长4μm，宽2.5μm；
  


  
    （3）尖头（圆锥形）精子，最常见的头部长度＞7μm，宽＜3μm，此类精子不一定能显示顶体；镜下观察顶体局部时，放大倍数要适当的高一些；
  


  
    （4）梨头精子：精子头呈典型的梨状，梨形头精子的精液标本中，或以大圆形头为主，或以小圆形头为主，不会混杂；
  


  
    （5）双头精子：一条精子有两个头，合一个体部和尾部，或无尾，这种精子线粒体鞘不存在，散乱分布；
  


  
    （6）线头精子：又叫长头精子，这类精子核也长，多见于重度睾丸鞘膜积液，特别是精索静脉曲张导致的不育症患者的精液标本；
  


  
    （7）不规则头部畸形。
  


  
    2.精子中段异常
  


  
    这类精子包括头部粗大，＞2μm，体部折裂，不完整等。
  


  
    3.精子尾部异常
  


  
    这类精子畸形包括尾部卷曲，尾部断离，双尾，缺尾。
  


  
    4.连接段异常
  


  
    这类精子多为连接段的部位有残余体，很像在颈部围了一条大厚围巾，颈部左右很可能极不对称。
  


  
    第三节　精子的超微病理表现
  


  
    一、鞭毛缺陷
  


  
    轴丝最重要的缺陷是微管数目异常，以及其附件的结构异常，这些异常通常发生在其他结构正常的精子，是先天性精子发生特异性改变的表现。微管数目的异常可以是数目多或少。较严重的数目异常是外周微管一个或多个缺失，或两个中央微管缺失，后者被称为9+0缺陷。
  


  
    轴丝复合体结构异常主要是指纤毛蛋白臂的异常，还有放射幅或中央鞘的异常。对于那些反复发作的呼吸道感染而又不明原因的不育患者，要特别注意精子轴丝结构的异常。
  


  
    二、外周致密纤维缺陷
  


  
    外周致密纤维结构异常较轴丝异常少见，可表现为数目异常、局部解剖位置的改变及结构改变。
  


  
    三、顶体异常
  


  
    精子顶体同样存在多种不同形式的异常，其中有两种最令人关注，一是顶体发育不全，二是顶体未发育。发育不全的顶体极薄，以至于使顶体前4/5赤道段无明显差别。这种发育不全的顶体可表现为顶体变形，甚至与其下的核分离，基质稀疏，但质膜完整。过去人们常将顶体发育不全归类为小头精子。
  


  
    顶体未发育多被误称为“圆头缺陷”。人们一般习惯性将顶体未发育（也即无顶体）、核圆形、核内染色质发生不成熟称为三联征。这种说法来自超微结构、细胞化学和免疫细胞研究的共同认知。在一份精液标本中，如看到大量的圆头精子，首先怀疑为顶体未发育。
  


  
    四、核的异常
  


  
    人们知道，由于精子核大部分被顶体覆盖，因此，常规精液检查是无法显示精子核的，只有在超微结构水平才能进行客观地评价。精子核异常大体可分为四种：一是在密实的核中常有一个或两个无膜包绕的稀疏区，在稀疏区内含有稀少的颗粒样或丝状物质，这种泡样改变是染色质浓缩不均匀所致。这种异常一般不会影响精子的功能；二是核内空泡包涵体过大，造成核及头部明显变形。在光镜下，这种空泡样结构似乎是空的，但实际上，这种空泡样结构中含有多形性的包涵体，螺旋形或平行状的膜堆积，还有不同形状的小囊、脂滴，细胞器。这种核异常的精子顶体发育不全。三是核内染色质不成熟。染色质不成熟的精子可呈现有多核、顶体发育不全和核包涵体。这种精子的染色质呈粗大的颗粒状，类似精子核在早期伸长阶段的结构特征。四是染色质成熟障碍，即真性核软化（True nucleomalacic）。真性核软化的精子核DNA多为单链，核内磷浓度低，锌浓度可能增高。
  


  
    五、连接段异常
  


  
    精子连接段异常是先天性的。精子头尾发生分离是其结构特征，也有植入小头和植入凹异常的，这种精子叫断头精子。断头精子在常规精液检查时，可能会出现两种情况，一是“死的”，二是运动特别活跃，这两种情况出现时，首先应联想到的是精子中心粒结构和位置因素。
  


  
    六、线粒体鞘的异常
  


  
    精子线粒体鞘在精子尾部中段，螺旋形包绕外周致密纤维。人精子的线粒体鞘短，仅有10～12旋，排列也不甚规则，特别在前端。紧接中段线粒体鞘的最后一旋的尾侧，局部细胞膜反折特化，形成一致密的环形板状结构，其构成和电子密度类似于纤维鞘。细胞膜牢固的附着在此环上，能防止线粒体鞘在精子运动时向尾端移位。线粒体鞘的异常严重的类型是排列杂乱无章。
  


  
    七、精子超微结构检查应注意的问题
  


  
    哪些不育症患者的精液标本需要进行电镜检查，取决于以下几点：①数次精液常规分析，精子浓度正常，活动率、运动能力正常，正常精子形态百分率也基本正常，但有长期不育病史或/和去透明带仓鼠卵穿透试验阴性；②精子不动或运动异常而形态“正常”；③在常规精液分析检查中精子头部形状或大小的异常；④多次反复的精液检查，多个治疗方案治疗后效果不好者；⑤要求准确评估精液质量低下原因的患者。
  


  
    在那些需要进行电镜检查的标本中，其超微结构的异常也会偶见于正常生育能力的男性中，真正病理状况的诊断必须对大量精子相关结构进行认真、细致的检查后方可得出。所以要求在检查鞭毛时，最好是横断面检查顶体时，观察精子不得少于70～100个；检查连接段异常时，不得少于80个精子；检查核异常时，不得少于65个精子。
  


  （刘子龙　印洪林　官黄涛）
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    第三十章　精液细胞染色技术
  


  
    第一节　形态学染色
  


  
    一、苏木精-伊红染色法
  


  
    （一）染色原理
  


  
    带正电荷的碱性染料苏木精与带负电荷的核酸相结合使精子细胞核染成紫蓝色，酸性染料伊红则将细胞质中带相反电荷的蛋白质染成紫红色。
  


  
    （二）试剂配制
  


  
    1.苏木精染液的配制
  


  
    甲液：苏木精1g溶于10ml无水乙醇中；乙液：硫酸铝钾20g加温溶解于20ml蒸馏水中。将甲乙两液混合加热煮沸，沸后去火，待溶液不翻腾后加入氧化汞0.5g，然后使染液迅速冷却，过滤，用时每100ml染液加冰醋酸4ml。
  


  
    2.伊红染液的配制
  


  
    伊红1g溶于5ml蒸馏水中，滴冰醋酸于溶液中，有沉淀生成，至糊状再加水数毫升，再滴入冰醋酸，直至沉淀不再生成，过滤后将沉淀干燥后溶于95%乙醇200ml中即可。
  


  
    （三）染色方法
  


  
    （1）精液液化后涂片，干燥后置95%乙醇和乙醚混合液（1∶1）中固定15min；
  


  
    （2）流水洗2min，蒸馏水洗1min；
  


  
    （3）苏木精染液染色5min，水洗后1%盐酸乙醇分化；
  


  
    （4）流水浸洗15min后，伊红染液染1min；
  


  
    （5）95%乙醇和无水乙醇各浸洗2次，每次1min；
  


  
    （6）苯酚二甲苯（1∶3）5min，二甲苯2次，每次3min，中性树脂封片。
  


  
    二、改良巴氏染色法
  


  
    （一）染色原理
  


  
    同苏木精-伊红染色法。不同的是染液中的俾士麦棕为盐基性染料，伊红、亮绿、橙黄与胞质中不同组分的蛋白质结合，而染成不同颜色，以区分各种细胞结构，精子核染色质形态显示较清楚，顶体帽染成蓝色，头部染成黄色，中间段周围的残留胞质呈绿色。同时该法对区分精液中未成熟的生精细胞效果亦较好。
  


  
    （二）试剂配制
  


  
    1.EA50的配制
  


  
    （1）将伊红Y、俾士麦棕、亮绿SF分别配成100g/L的水溶液，备用；
  


  
    （2）分别取上液伊红Y 5ml，俾士麦棕1ml，亮绿SF1.25ml，用95%乙醇加至200ml；
  


  
    （3）加入0.4g磷钨酸和0.1ml饱和碳酸锂溶液，混匀后放入棕黑瓶中室温保存，用之前过滤。
  


  
    2.橙黄G6的配制
  


  
    取橙黄G6结晶10g溶于100ml蒸馏水中，摇匀贮存于棕黑色瓶中保存一周后取50ml加入95%乙醇至1000ml，混匀，再加入0.15g磷钨酸，混匀后放入棕色瓶中，密封，室温下可保存2个月，用之前过滤。
  


  
    3.哈里斯（Harris）苏木精染液的配制
  


  
    称取硫酸铝铵20g溶于200ml蒸馏水中，苏木精1g溶于10ml 95%乙醇中，将两种溶液混匀加热至95℃，然后缓慢加入氧化汞0.8g，搅拌溶解，冷却后过滤，用之前用等量蒸馏水稀释过滤即可。
  


  
    4.斯各特（Scott）氏溶液的配制
  


  
    取NaHCO33.5g，MgSO4•7H2O 20g，加蒸馏水1000ml即可。此液仅用于自来水硬度较高的情况下，但漂洗200张玻片后即需换液。
  


  
    5.酸性乙醇溶液的配制
  


  
    浓盐酸2ml加入无水乙醇300ml中，再加入蒸馏水100ml即可。
  


  
    （三）染色方法
  


  
    （1）将干燥的精液涂片用等量混合的95%乙醇和乙醚固定5～15min；
  


  
    （2）80%、70%、50%梯度乙醇各浸1～2min至蒸馏水中；
  


  
    （3）苏木精染色3min，酸性乙醇分色，其间每一步骤均需用流水漂洗3min，斯各特氏溶液4min；
  


  
    （4）蒸馏水浸洗一次后50%、70%、80%、95%梯度乙醇各浸1min；
  


  
    （5）橙黄G6染液染色2min，95%乙醇2次各1～2min；
  


  
    （6）EA50染液染色5min，95%乙醇3次各1min，再入无水乙醇中浸2min；
  


  
    （7）二甲苯透明3次各1min，封片。
  


  
    三、瑞-吉混合染色方法
  


  
    （一）染色原理
  


  
    瑞氏染料是由酸性染料伊红和碱性染料美蓝组成，而吉氏染料是由伊红和天青组成，前者在水中混合后产生中性的伊红化美蓝组成的复合染料，其在甲醇中溶解后解离为带正电荷的美蓝离子和带负电荷的伊红离子。精子各组分的异嗜性导致精子被染成紫蓝、紫红或粉红色，如天青对细胞核着色较好，结构显示更清楚。
  


  
    （二）试剂配制
  


  
    1.瑞氏染液配制
  


  
    取瑞氏染料0.1g在研钵中，少量多次加入甲醇（AR级）充分研磨至完全溶解，最后再用甲醇补充至60ml密封置于棕色瓶中保存，可加中性甘油3ml防止甲醇蒸发。
  


  
    2.姬姆萨染液配制
  


  
    取1g吉氏染料放入盛有66ml甘油的圆锥烧瓶内，56℃水浴90～120min，当染料与甘油充分混合后加入66ml甲醇，充分摇匀后室温下棕色瓶保存一周，过滤后即可使用。
  


  
    （三）染色方法
  


  
    （1）取液化精液2000r/min离心10min，沉淀用等渗盐水洗3遍，涂片后自然干燥；
  


  
    （2）瑞吉混合液（临用前10∶1混合）染色30～60s；
  


  
    （3）加等量的PBS（pH6.9）再染色10min；
  


  
    （4）自来水冲洗，自然干燥后封片，镜检。
  


  
    第二节　体外活体染色
  


  
    （一）伊红Y染色法
  


  
    1.染色原理
  


  
    染料通过精子受损的细胞膜将精子染成红色，而结构完整的精子则不着色。
  


  
    2.试剂配制
  


  
    取伊红Y 0.5g溶于等渗生理盐水100ml中即可。
  


  
    3.染色方法
  


  
    取新鲜精液1滴加伊红Y溶液1滴，于玻片上混合染色1min后光镜检查，死精子呈红色，活精子不着色，计数200个精子，得出死活精子百分数。
  


  
    （二）苯胺黑染色法
  


  
    1.染色原理
  


  
    （同上）。
  


  
    2.试剂配制
  


  
    用蒸馏水配制0.5%的伊红Y及10%苯胺黑。
  


  
    3.染色方法
  


  
    取新鲜精液1滴加伊红溶液1滴，于玻片上混合后再滴2滴苯胺黑，混合染色后光镜检查，死精子呈红色，活精子呈清亮色，计数200个精子，得出死活精子百分数。
  


  
    第三节　成熟度的组织化学指标检测
  


  
    一、精子核组蛋白染色
  


  
    （一）苯胺蓝染色法
  


  
    1.染色原理
  


  
    在精子形成阶段，精子核中组蛋白的类型由富含赖氨酸的组蛋白逐渐被富含精氨酸的精核蛋白所取代，因此组蛋白的多少是精子成熟程度的一个重要指标。苯胺蓝能特异性地与精子核组蛋白富含的赖氨酸残基结合，使含组蛋白的精子被染成蓝色，根据着色的深浅来判别精子的成熟程度。
  


  
    2.试剂配制
  


  
    （1）4%戊二醛固定剂：
  


  
    用0.2mol/L pH7.4的PBS 50ml与25%的戊二醛16ml混合，加蒸馏水至100ml即成。
  


  
    （2）苯胺蓝染色液：
  


  
    苯胺蓝染料5.0g溶于4%的醋酸水溶液中，调整pH至3.5即可。
  


  
    3.染色方法
  


  
    （1）取液化精液2000r/min离心10min，沉淀用等渗盐水洗3遍，涂片后自然干燥；
  


  
    （2）4%戊二醛固定20min，蒸馏水洗15min，共2次；
  


  
    （3）5%苯胺蓝染色5min；
  


  
    （4）流水冲洗5min，蒸馏水冲洗2次；
  


  
    （5）50%、70%、80%、95%、100%梯度乙醇各浸1～2min，二甲苯透明，中性树脂封片。
  


  
    （二）磷钨酸染色方法
  


  
    1.染色原理
  


  
    磷钨酸能特异性地与精子核组蛋白中的赖氨酸残基结合，在电子显微镜下呈较高的电子密度。
  


  
    2.试剂配制
  


  
    （1）按常规配制0.1mol/L和0.2mol/L PBS及4%戊二醛固定液；
  


  
    （2）取磷钨酸3g加入无水乙醇100ml中配制成3%磷钨酸乙醇溶液；
  


  
    （3）包埋液的配制：分别取环氧树脂4.5g，DDSA 4.5g，DBP 0.15g，DMP-30 0.075ml混合后于加热搅拌器上轻轻搅拌，注意不能起泡，60℃，30min，然后置于37℃恒温箱中备用。
  


  
    3.染色方法
  


  
    （1）取液化精液1.0ml加入0.1mol/L PBS 3.0ml，2000r/min离心5min后洗涤，共3次，弃上清液留取沉淀部分；
  


  
    （2）在沉淀上小心加入2.0ml 4%戊二醛，4℃环境中固定2h；
  


  
    （3）轻轻取出沉淀精子，用0.1mol/L PBS浸洗3次，4℃环境中每次间隔1h；
  


  
    （4）30%→50%→70%→80%→95%→无水乙醇逐级脱水，各10min；
  


  
    （5）3%磷钨酸乙醇溶液中过夜，20℃，16h；
  


  
    （6）用环氧丙烷浸透，20℃，15min，2次；再入包埋液环氧丙烷（1∶1）混合液中1h，20℃，然后在2∶1混合液中20℃过夜；次日入包埋液6h，其中20℃，2h，37℃，4h；
  


  
    （7）将精子小块与包埋液一起放入包埋后的孔内，60℃烘箱内48h；
  


  
    （8）切片后电子显微镜观察。
  


  
    二、精子核DNA检测
  


  
    1.染色原理
  


  
    含有双链DNA的精子才有受精能力。荧光染料吖啶橙与双链DNA结合后发出绿色荧光，如和单链的DNA结合则发出红色或黄色荧光。
  


  
    2.试剂配制
  


  
    分别取吖啶橙0.1g，枸橼酸1.91g，磷酸氢二钠10.74g，各加入蒸馏水100ml溶解，贮存于4℃备用。临用前按吖啶橙1.0ml，枸橼酸4.0ml，磷酸氢二钠0.25ml的比例配制。
  


  
    3.染色方法
  


  
    （1）取液化精液2000r/min离心10min，沉淀用等渗盐水洗3遍，涂片后自然干燥，甲醇固定10min。
  


  
    （2）新鲜配制的吖啶橙染液染色50min。
  


  
    （3）流水冲洗晾干，荧光显微镜观察。
  


  
    第四节　精子酶学染色
  


  
    一、琥珀酸脱氢酶
  


  
    琥珀酸脱氢酶（SDH）是三羧酸循环中的第6个酶，它催化琥珀酸脱氢转变成延胡索酸，脱下的氢最后生成ATP。SDH主要分布在精子尾部中段，它与线粒体结合较牢固，SDH活力的强弱，反映精子能量代谢的活跃程度。
  


  
    （一）作用液的配制
  


  
    0.1mol/L琥珀酸钠5ml；
  


  
    0.1mol/L磷酸缓冲液（pH7.6）5ml；
  


  
    氮蓝四唑（NBT）10mg；
  


  
    二甲亚砜（DMSO）5ml；
  


  
    NBT先溶于DMSO中，然后加入琥珀酸钠及磷酸缓冲液中。
  


  
    （二）染色步骤
  


  
    （1）洗涤精子，新鲜精液标本待液化后或冷冻精液标本解冻后用生理盐水洗涤3次；
  


  
    （2）制作涂片，用洗涤好的精子悬液进行涂片，放室温内自然晾干；
  


  
    （3）染色，涂片晾干后与配好的作用液在37℃水浴箱中反应3h；
  


  
    （4）生理盐水洗3次；
  


  
    （5）甲醛-钙固定液固定10min；
  


  
    （6）80%乙醇5min；
  


  
    （7）PVP封片。
  


  
    （三）对照
  


  
    （1）免底物；
  


  
    （2）在标准作用液中加入丙二酸钠（3.7mg/ml）。
  


  
    （四）结果
  


  
    酶活性表现为蓝紫色沉淀（颗粒状物）。
  


  
    二、3β-羟基甾体脱氢酶
  


  
    羟基甾体脱氢酶是催化环戊烷多氢菲的甾体脱氢酶系，3β-羟基甾体脱氢酶（3β-HSDH）参与甾体合成，而且和细胞的生理活动有关。
  


  
    （一）孵育液的配制
  


  
    1mol/L磷酸缓冲液（pH7.2）0.75ml；
  


  
    N-苯甲基甲酰胺0.3ml；
  


  
    NBT 3ml；
  


  
    DPN（辅酶I）2.8ml；
  


  
    脱氢表雄酮0.3mg；
  


  
    双蒸水1.95ml
  


  
    NBT 1mg/ml双蒸水；
  


  
    DPN 3mg/ml双蒸水。
  


  
    （二）染色步骤
  


  
    （1）精子洗涤（同上）；
  


  
    （2）用洗涤好的精子悬液进行涂片，室温自然干燥；
  


  
    （3）37℃水浴箱中与孵育液作用3h；
  


  
    （4）0.1mol/L PBS（pH7.2）洗1次；
  


  
    （5）10%中性福尔马林固定5min；
  


  
    （6）双蒸水洗1次；
  


  
    （7）PVP封片。
  


  
    （三）对照
  


  
    免底物和辅酶。
  


  
    （四）结果
  


  
    酶活性位置呈紫蓝色到蓝色或蓝棕黑色。
  


  （官黄涛　熊承良）
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    第三十一章　精子的功能检查
  


  
    第一节　精子-宫颈黏液相互作用的检查
  


  
    一、宫颈及宫颈分泌物与精子功能的关系
  


  
    人类宫颈为厚壁圆柱体结构，并逐渐向宫颈口缩小。宫颈内膜黏膜上隐窝簇聚，类似腺体。隐窝由宫颈黏膜柱状上皮囊组成。隐窝可以横向、直向或斜向，他们可分叉或向下延伸，却不互相交叉。宫颈隐窝结构随年龄、疾病及月经周期而改变。
  


  
    粗略地说，与宫颈黏液关系密切的细胞分为三类：纤毛细胞、储备细胞、分泌细胞。宫颈上皮含有不同类型的分泌细胞，在宫颈的不同部位，这些分泌细胞的嗜色性以及分泌颗粒的丰富程度是不同的。这些细胞的分泌物构成宫颈黏液的丰富度。黏液分泌量取决于细胞的分泌活性及其对循环激素的反应，即宫颈黏液的分泌主要受卵巢激素的调节。17β-雌二醇刺激产生大量的水性黏液，而孕酮则抑制上皮细胞的分泌活性，宫颈黏液的分泌量呈周期性变化。正常育龄妇女每天黏液的分泌量在月经周期的中期为500μl，而在周期的其他时期则可能不到100μl。宫颈黏液中有少量的子宫内膜液和输卵管液，还可能含有卵泡液。另外，黏液中有来自子宫和宫颈上皮的细胞和细胞碎片。因此，宫颈黏液是含水分超过90%的非均质性分泌物。表现出一系列诸如黏稠度、成丝性和羊齿化的流变学特征。
  


  
    受宫颈黏液的分子排列、蛋白质和离子浓度的影响，黏液的黏稠度从经期前的高度黏稠（通常是细胞型），到快要排卵前的月经中期的水样黏稠。在完成排卵之后，黏液的黏稠度又开始再次升高。已如上述，宫颈黏液为一种水性凝胶物质，为高“黏性”成分和含电解质、有机物及可溶性蛋白质成分低的“黏性”成分的组合。构成高“黏性”成分的是黏蛋白的大分子网，决定着黏液的流变学性质。总之，宫颈黏液主要由组成肽核的一些亚单位和低聚糖侧链所构成。
  


  
    宫颈黏液组成成分的周期性变化可能对精子的穿透力和存活能力有影响。精子对宫颈黏液的穿透大约在正常周期的第9d开始，此后其穿透能力逐渐增强而于排卵前达高峰。随后精子穿透能力开始减弱，这种变化甚至在黏液的性质发生较大变化时也很明显。精子穿透能力在时间和程度上的个体差异很常见。活动的精子在体内以宫颈黏液的纤维丝为导向而到达宫颈隐窝，并在此处停留，然后以缓慢的速度释放入子宫和输卵管。
  


  
    黏液中的精子总是悬浮在液体介质之中。黏液的pH范围为4.0～8.0。精子对宫颈黏液pH的变化甚为敏感。酸性黏液可使精子失活，而碱性黏液可使其活力增强。但碱性过强（pH 8.5以上）则对精子存活不利。精子在宫颈黏液中游动和生存的最适pH为7.0～8.5，这也是周期中期时宫颈黏液pH的正常范围。然而，当pH为6～7时精子仍能穿透。
  


  
    由于人们已知宫颈及其分泌物可能具备以下特征：①排卵期或接近排卵期时利于精子穿透，而在其他时期干扰其穿透；②保护精子免受吞噬；③补充精子的所需能量；④滤过效应（即根据精子活力不同选择精子）；⑤精子贮留处；⑥精子获能的部位。所以说，精子与女性生殖道分泌物的相互作用对于精子的生存和功能至关重要。
  


  
    二、精子-宫颈黏液相互作用检查法
  


  
    （一）体内试验
  


  
    1.时间的选择
  


  
    性交后试验应尽可能紧靠排卵期进行。排卵期可根据通常的临床指标，即月经的周期长短、基础体温、宫颈黏液变化和阴道细胞学检查。如有可能，也应测定血浆或尿中的雌激素水平及进行卵巢超声检查来确定。嘱每对夫妇于试验前两天避免性生活。重要的是要使性交后试验评价宫颈黏液的时间标准化，这一时间应是9～24h内。若条件许可，也可在性交后1、3、5、7和9h进行，这样便于观察其动态变化。
  


  
    2.试验技术
  


  
    选择不加润滑剂的窥阴器放入阴道，再用结核菌素注射器（不带针头）、吸管或聚乙烯管在阴道后穹隆部吸取混合标本。然后再用另一注射器或导管吸取宫颈腔中的黏液标本，并迅速地将这些标本置于载玻片上，盖上盖玻片，在光学显微镜下检查。压制标本的标准厚度可用硅胶浸渍过直径为100μm的玻璃微球支撑控制。这样做可以使测定黏液中的精子浓度标准化。
  


  
    3.阴道混合标本
  


  
    通常精子在阴道内2h即死亡。检查阴道混合标本的目的在于证实精液确系曾存留于阴道内。
  


  
    4.宫颈黏液标本
  


  
    宫颈管下部的精子数目随性交后时间的推移而改变。在性交后2～3h内，宫颈管下部积聚大量精子。
  


  
    宫颈黏液中的精子活力分级问题，可以依据世界卫生组织（WHO）以前（1999年）规定的标准，即：
  


  
    a级：快速直线前向运动；
  


  
    b级：缓慢或呆滞的前向运动；
  


  
    c级：非前向性运动；
  


  
    d级：不活动精子。
  


  
    5.结果的评价
  


  
    正常妇女在周期中期与精液指标正常的男性性交后9～24h内，宫颈内黏液在每高倍视野（HPF，×400）通常有50个以上的活动精子，其活力属于a、b两级，即相当于2500条以上精子/mm3。每高倍视野中有20或更多的“a”级前向运动的精子即可认为结果良好。如每高倍视野中活动良好精子数不足10条（＜500mm3），特别是只有缓慢或转圈的“b”级精子，则表现精子穿透能力减弱或宫颈黏液异常。
  


  
    性交后试验的目的不仅是为了测定宫颈黏液中的活精子数量，而更重要的是确定性交后一定时间内精子存活率和运动情况。
  


  
    （二）体外试验
  


  
    1.方法
  


  
    将一滴宫颈黏液置于载玻片上，用盖玻片（22mm×22mm）铺平。玻片之间的标准厚度用硅化的100mm玻璃微球来控制。载玻片两侧各滴1滴精液。使与盖玻片边缘接触，借毛细作用精液移向盖玻片下，这样就在宫颈黏液和精液之间出现一清晰的接触界面，该玻片置于湿润的温箱中，37℃温育30min。数分钟内，精液在接触界面处形成一些指状突起伸入黏液。大多数精子在穿透黏液前，先穿过指状突起通道。在很多情况下，似乎是一个为首的精子引导一纵列精子进入黏液。一旦进入宫颈黏液，精子群便呈扇形散开，并随意游动。其中有些精子返回精浆层，大多数都继续向宫颈黏液深处游动，直至遇到细胞碎片或者细胞的阻力才停止前进。有种现象值得提出以供讨论，即如一个为首的精子一旦接触到宫颈黏液，即刻发生不游动的同时，会发生头尾方位的改变，此时，精子群即会全部发生返游。什么原因造成的这种现象，却不清楚。应该承认，这种玻片法试验结果常带有一定的主观性。故本试验只能作为定性地评估精子-黏液相互作用结果。
  


  
    2.结果评价
  


  
    本试验几项有参考价值的指标：
  


  
    a.精子穿透黏液，并有90%以上具有明显直线运动的活精子（正常结果）；
  


  
    b.精子穿透黏液，但离开精液-黏液接触界面的距离小于500μm（约10条精子长度，结果差）；
  


  
    c.精子穿透黏液，但很快失活或仅作摆动（异常结果）；
  


  
    d.精子未穿透精液-黏液接触界面，指状突起形成不明显或尚未形成，但精子沿接触界面的精液侧凝集（异常结果）。
  


  
    必须特别指出的是，应采用同一份宫颈黏液标本来测量精子的穿透能力，评价精子功能。
  


  
    （三）精子-宫颈黏液接触试验（SCMC）
  


  
    1.试验方法
  


  
    取少量（约10～50μl）排卵前宫颈黏液和大致等量的新鲜精液置于载玻片的一端，将两者充分混匀。取一滴同一精液标本，置于载玻片的另一端。精液-黏液混合物和精液滴都用盖玻片覆盖，然后放入湿润培养皿中，室温下置30min，计算摆动迅速的活动精子百分率。以单独的精液滴作为精子活力的对照，不活动、非前向缓慢活动不作活动精子计数，间歇前向的和缓慢前向运动的精子作为活动精子计数。
  


  
    2.结果解释
  


  
    本试验的结果在于初步评价精子或（和）宫颈黏液是否有抗精子抗体存在，因为抗精子抗体抑制精子穿透和游动高度，即高百分率的摆动精子在多数情况下存在抗精子抗体。
  


  
    a.阴性，摆动精子为0～25%；
  


  
    b.弱阳性，摆动精子为20%～50%（应重复试验，以明确抗精子抗体存在的部位）；
  


  
    c.阳性，摆动精子为50%～75%；
  


  
    d.强阳性，摆动精子为75%～100%。
  


  
    （四）精子-宫颈黏液相互作用检查中的毛细管试验
  


  
    1.器材
  


  
    一根扁平毛细试管，长10cm，横截面为3mm2±0.3mm2，用特殊细尖记号笔在毛细管壁上每隔1cm作一标记。
  


  
    2.方法
  


  
    用射精后不超过1h的新鲜精液，以毛细管将宫颈黏液吸入其内，不可吸进气泡。通过弹性密封剂如硅酮胶密封的巴斯德滴管的大头制成的简单多支移液管完成毛细管的充填。在密封剂上制1个扁形小孔，以他将扁平毛细管插入其中。将扁平毛细管的开口端放入黏液池中。从管的另一端吸入足量的黏液，使半月型液面到管顶端的距离不超过2～3cm。从毛细管下端的入口处切断被牵拉的黏液，用代用黏土、模型土或类似物封闭毛细管的上口。封管时应用足量的封闭剂，以便使黏液柱稍突出于毛细管的开口。装管结束后，应在显微镜下检查毛细管黏液中是否有精子存在，如果有精子存在的话，必须检测其数量和运动情况，以便在分析新鲜精子的穿透力时进行校正。
  


  
    取少许充分混合的精液（50μl）于诸如No.OO BEEM囊的贮黏液容器中，并在其盖上切一裂口以便毛细管的插入得到支撑。这样，在精子穿透过程中毛细管一直保持垂直位。如果贮液器没有盖，则应将毛细管固定，使之基本保持垂直，并用海绵或手帕覆盖贮液器开口。试验操作时的温度应保持在标准的37℃。否则，影响结果的客观性。
  


  
    3.结果的评估问题
  


  
    该试验主要是测定有穿透力精子沿毛细管流动的距离和密度。这一信息被综合成为单一的定量计分标准。在精子放入黏液1h后，将毛细管从贮液器中取出并用生理盐水冲洗开口端，或最好用二硫苏糖醇（DTT）或羟基乙醇冲洗，以便从黏液界面和毛细管表面去除残余精子。在40倍相差显微镜和10倍目镜的显微镜下观察。在毛细管的1cm、4cm、7cm标记处的3个视野中分别计数精子，测定3个视野中每组的精子总数，并以毛细管中任何先前进入的精子进行校正。用已知显微镜视野区中的mm2的精子数表示，这个区域的面积可用镜台测微计定，也要记录位于最前面的精子位置。试验结果用等级分表示。最高为20，这个分数等于毛细管1cm、4cm、7cm处每mm2精子分数加上先前进入的精子分数总和。按照WHO编撰的《人类精液-宫颈黏液相互作用手册》要求程序操作，即可得出客观、科学的结果。计算方法见表31-1，计算结果见表31-2。
  


  
  
    表31-1
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    续表
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    表31-2
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    应该承认，这种试验要求条件较高，对于科研来说是适用的，但不适用于大规模临床的检测。
  


  
    （五）国内常用的精子毛细管穿透试验法
  


  
    1.动情期母牛宫颈黏液（BCM）贮存于带塞的试管中，于4℃条件下可保存一周。
  


  
    2.含人血清精子营养液配方
  


  
    氯化钠　　　　7.721g
  


  
    硫酸镁　　 　0.247g
  


  
    果糖　　 　1.0g
  


  
    磷酸二氮钾　　0.136g
  


  
    双蒸水　　 　加至1000ml
  


  
    将代用品的pH调至7.4。存放于4℃冰箱中备用。用时取25%的血清白蛋白1ml，加6ml精子营养液混合后即可使用。
  


  
    3.含牛血清白蛋白精子营养液150mg牛血清白蛋白溶于5ml精子营养液中，混合后即可使用。
  


  
    4.鲜鸡蛋清 取鲜鸡蛋2枚，去蛋黄，将蛋清混合，搅拌，加100IU/ml的青霉素。
  


  
    5.精浆 新鲜精液1500g/min离心15min，取上清液加青霉素100IU/ml。
  


  
    （1）以上5种代用品均分装于安瓿中，20℃保存。
  


  
    （2）穿透用毛细玻璃管，规格为内径0.91～1.1mm，长120mm。
  


  
    （3）精液池，规格为口径8mm、长40mm的平底聚苯乙烯管。
  


  
    6.操作程序 试验前患者要禁欲3～5d，穿透前将排卵期的宫颈黏液或其他介质吸入毛细玻管内，顶端用胶泥封口，下端插入精液池中，池内盛0.2ml精液。垂直放入37℃水浴箱内1h观察结果，测定精子在毛细管中的穿透高度，并记录活动精子的数目。
  


  
    观察指标和评分，依据世界卫生组织规定标准，即穿透高度、穿透密度和活力三项指标，采用评分的方法，对结果进行判断，试验时间可经预试验定，如30min、1h、3h。
  


  
    （六）人精子-卵细胞间相互作用评价技术的评述
  


  
    精-卵细胞间相互作用的评价准确性问题，可能是目前评价人类精子受精能力的最可靠方法。因为精卵细胞相互作用异常可以导致不育，可由此而为避孕的新途径提供了重要线索。但目前对精子-透明带结合率试验结果的评价有两种不一致的见解。一种意见认为，精子与透明带结合的数量和卵细胞质量或形态结构的成熟度没有关系；而另一种意见则认为，虽然卵细胞的成熟不影响精子-透明带结合，但与精子穿透透明带的能力有关。故此，又陆续发展了一些新技术用于评价此问题，如半带分析、精子-卵黄膜结合率分析技术等。
  


  
    第二节　精子获能的检查
  


  
    一、检查精子获能方法的理论依据
  


  
    精子获能，又可称为精子在女性生殖道内的成熟过程。这一成熟过程与精子在附睾内的生理成熟存在着某些质和量的差异。获能这一术语特指精子代谢活化的过程。这一过程涉及：①去除精浆包被成分；②膜流动性和离子通透性增强；③钙离子的内流；④高度活化诱发顶体反应。这是生殖调节研究的关键，因为只有获能的精子才具有顶体反应的能力，而如果顶体反应在获能之前发生的话，那么这将是一条避孕良好途径。在本书有关章节已介绍了有关精子获能的内容，有助于对本节内容的理解和操作程序的应用。
  


  
    在精子获能时，其膜上cAMP受体在子宫液中高浓度cAMP的作用下，使精子代谢活动明显增强，并使顶体膜不稳定性增加，而输卵管液中cAMP含量较高，可使精子释放顶体水解酶，同时，精子膜上游离的表面活性基团-SH和NH2减少，而ATP酶被激活，表面电荷下降。又由于活精肽作用于活精肽受体，加速了Na+的进入和H+的排出，使细胞内pH增高，并加速精子呼吸率，精子内cAMP和cGMP浓度呈持续性增高状态而致精子活力加强。凝集素是一类能与糖基发生特异性结合的蛋白质，所以常用凝集素作为分子探针去检测结合在糖蛋白或糖脂分子上的各种糖基。用凝集素研究结果表明，获能后的精子从头部开始刀豆蛋白A（ConA）结合量逐渐下降，麦芽凝集素和ConA受体从顶体向后移至精子中段和尾部。精子膜内的嵌入蛋白运动受到抑制，这类蛋白质的修饰导致膜上糖蛋白密集区和稀疏区呈块状分布。
  


  
    在精子表面分布着雌激素受体，雌激素具有改变精子膜结构而使之对底物的通透性与利用率增加的作用，同时雌激素通过受体介导进入精子核后与DNA特定位点结合，使精子基因在受精后开始表达。
  


  
    为了更深入地研究精子获能的机制，需要深入地研究精子在获能过程中的调节因素，但目前有关调节因素并不十分清楚。以往研究表明，蛋白激酶C具有刺激精子获能和增强相对分子质量为57 500的精子磷蛋白的作用。表皮生长因子也具有促进精子获能的作用，其作用机制与酪氨酸蛋白激酶的活性有关，即调节蛋白质磷酸化反应。
  


  
    精子获能的最后阶段，即可在电镜下观察到它深深地陷入卵泡细胞，并被卵泡细胞的微绒毛所包围，卵泡细胞再对精子进行加工。在这种情况下，卵泡细胞产生的糖基转移酶起重要作用。
  


  
    透明带糖蛋白ZP中的多糖残基与精子表面互补性ZP结合蛋白的结合，在受精期间配子细胞的相互作用中起决定性作用。精子表面ZP结合蛋白对ZP的结合表现在植物血凝素样或酶样物质与底物的亲和性。单体岩藻糖抑制大鼠和豚鼠精卵细胞的相互作用，多聚岩藻糖处理后的人精子与透明带的结合受到抑制。这种现象是否是因为多聚岩藻糖中硫原子所带的负电荷介导了与精子表面的结合，还是精子表面识别糖链中岩藻糖残基的作用尚不完全清楚。有学者用荧光素标记牛血清白蛋白、岩藻糖酰化牛血清白蛋白和水解人透明带蛋白对新鲜人精子的作用，结果显示，在B2介质中培养的经洗涤离心的精子30min后，加入岩藻糖酰化牛血清白蛋白荧光素结合物，继续培养后，经洗涤精子涂片中可见部分精子头部有极醒目的荧光着色。由顶体染色确认岩藻糖酰化牛血清白蛋白荧光素结合物，荧光着色阳性区域位于完整活精子的顶体区。用鼠单克隆抗体（顶体外膜特异性）及标记抗鼠IgG证明了结合岩藻糖酰化牛血清白蛋白荧光素结合物（Fuc-BSA）的精子属于顶体反应前的精子。这类精子结合荧光标记的牛血清白蛋白，在精子Fuc-BSA培养液中加入不同浓度的人透明带水解酶，用流式细胞仪计数检测，证明溶解人透明带蛋白对精子与标记了Fuc-BSA的结合表现出明显的剂量依赖性竞争性抑制作用，而去透明带卵细胞匀浆不表现这种抑制作用。由于只有顶体反应前的活化精子能够具有Fuc-BSA结合能力，ZP水解物能够竞争性抑制这种结合。故此结果提示，人精子某一亚群带有Fuc-BSA结合位点，这种结合的生物学意义可能在于其参与了精子与透明带的结合。
  


  
    二、精子获能检查方法：
  


  
    前已述及，精子获能实际上是精子膜功能状况的表达过程。由此而促使人们努力去探索检查精子获能的客观评价方法。就一些检查方法比较而言，以金霉素（CTC）诱发荧光技术较简便、经济、周期短，而且效果可靠。
  


  
    （一）精液标本的制备
  


  
    （1）禁欲3～5d；
  


  
    （2）以电动按摩器或手淫方法采集标本；
  


  
    （3）标本在37℃水浴箱中温育至完全液化；
  


  
    （4）精液与BWW培养液按1∶2比例充分混匀；
  


  
    （5）600r/min离心10min；
  


  
    （6）取上清液；
  


  
    （7）加2ml BWW培养液；
  


  
    （8）离心取上清液；
  


  
    （9）静置30min。
  


  
    （二）CTC诱发荧光工作液（pH7.8±0.05）的配制
  


  
    （1）500μmol/L HCl-CTC缓冲液；
  


  
    （2）20mmol/L Tris液；
  


  
    （3）130mmol/L NaCl；
  


  
    （4）5mmol/L半胱氨酸液。
  


  
    这种工作液必须在4℃条件下避光保存。
  


  
    （三）操作程序
  


  
    （1）5μl处理好的精液；
  


  
    （2）均匀涂片；
  


  
    （3）37℃温育；
  


  
    （4）5μl CTC工作液滴于玻片上；
  


  
    （5）加入1mol/L Tris缓冲液配制而成的1.25%戊二醛0.05ml；
  


  
    （6）玻片置室温中（避光、避免污染）3～12h；
  


  
    （7）荧光封固剂封片；
  


  
    （8）405nm荧光滤片的汞灯，大于500nm波长下观察400条精子，510nm保护性滤片；
  


  
    （9）计数400条精子中荧光标记数（%）。
  


  
    第三节　顶体反应的检查方法
  


  
    一、顶体反应的检查方法原理
  


  
    精子获能后，在一定诱导剂作用下，可立即发生顶体反应（acrosome reaction，AR）。精子在穿过透明带与卵发生融合前，必须经过顶体反应。顶体反应实质上是一种胞吐过程。顶体反应时精子膜和顶体内膜在许多区域发生融合，形成杂合膜颗粒，然后破裂、释放顶体物质，同时也暴露顶体内膜。
  


  
    通过免疫细胞化学观察发现，早在精子获能阶段，顶体素已从顶体内膜向细胞表面移动，随后溶解其基质并释放出来，释放出来的顶体素附着于精子穿透处的透明带上，说明透明带上有顶体素受体存在。增加细胞外液中的浓度，或体外给予酪蛋白载体（A23187），均可提高细胞内浓度，从而导致顶体反应活力增强，同时伴有顶体素释放增加。由此推论，细胞外浓度是诱发精子获能和顶体反应必不可少的物质。顶体反应是Ca2+依赖性的，因A23187对Mn2+的亲和性强于Ca2+亲和性，A23187诱发顶体反应时，如果在溶液中同时存在Ca2+和Mn2+的话，那么细胞外Ca2+则不能进入精子内，由此不能诱发顶体反应。
  


  
    用Sr2+、Ba2+、Mg2+代替Ca2+进行人类精子顶体反应试验结果表明，Ba2+、Mg2+不能替代Ca2+在顶体反应中发挥作用，Sr2+虽能诱发顶体反应的发生，却不能有效地促进顶体反应的完成。由此推测，虽然说精子本身缺乏Ca2+，但精子膜上存在Ca2+通道，当Ca2+通道被打开后，精子外的Ca2+进入其内，从而触发了顶体反应。阻断Ca2+通道，顶体反应不能发生。这可能就是精子Ca2+通道被阻断后引起不育的原因。
  


  
    脂肪酸氧化酶参与了精子的顶体反应，但它并不加强Ca2+的流入，而只是在顶体反应的某些环节发挥调节作用。磷脂酶A参与了人、仓鼠、豚鼠等的顶体反应。在人类精子膜上有人卵透明带ZP3受体分布。G蛋白也具有调节人精子顶体反应的作用。
  


  
    顶体反应发生后，由于顶体的破裂，膜的丢失，精子形态发生了显著地不可逆转的改变。精子的某些抗原也发生了很大变化，如某些大分子物质的迁移和再分布，某些抗原数量增加，某些抗原的释放和丢失，出现新的抗原等。因而，导致某些单克隆抗体及凝集素在顶体反应前后的精子表面出现不同的定位（表31-3）。
  


  
    由于在顶体反应过程中释放的顶体酶作用下，精子便能穿过包裹于卵子外面的卵丘、放射冠和透明带，从而能与卵子的基膜发生接触并形成融合。可见经顶体反应使精子获得了与卵膜融合、使卵子受精的能力。同时不排除获能的精子头部强烈的活动力及楔样作用。
  


  
  
    表31-3　CTC和几种凝集素在AR前后精子的结合位点
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    二、检查顶体反应的形态研究方法简述
  


  
    由于顶体反应在生殖过程中极为重要，检测方法也较多，如豌豆凝集素标记技术、金霉素诱发荧光技术、考马斯亮蓝染色技术、顶体特异性抗精子抗体标记技术等。目前常通过检查精子的顶体反应率，以评价精子的受精能力。
  


  
    （一）透射电镜法
  


  
    这种检查方法最经典、最客观，适用于所有种属的精子，利用电镜技术可清楚地显示不同阶段的顶体反应的形态结构的变化情况，因此能准确客观地进行评价，但由于操作方法复杂，条件要求较高，故一般来说仅适宜科研。
  


  
    （二）相差和微分干涉相差显影术
  


  
    这种方法适用于动物实验，亦可用于检查人类精子顶体反应情况，由于顶体极小，故分辨准确性值得注意。
  


  
    （三）重染色技术
  


  
    重染色技术用于显示顶体反应前后的效果是肯定的。用俾士麦棕加孟加拉玫瑰红显示顶体反应，可见顶体和顶体后区呈现不同的颜色组合，可依此来判断顶体反应阶段和精子存活情况。1981年美国学者Talbot和Chacon用三色法，成功地显示了哺乳动物精子从获能至顶体反应完毕整个过程，效果很好。
  


  
    （四）荧光标记法
  


  
    研究顶体反应的荧光标记法最常用的是金霉素诱发荧光技术。除此之外，还有其他标记技术。由于顶体反应后，精子表面某些大分子物质发生了较大的变化，如重新定位于某一新区域，原来被掩盖的某些大分子由于顶体酶释放而消失才得以暴露等因素，可利用能与糖基结合的凝集素和/或能与某些抗原分子结合的单克隆抗体等作为探针，检测精子的顶体反应时相和能力。
  


  
    三、顶体反应的实验室检测技术：
  


  
    （一）凝集素标记法
  


  
    1.培养液及试剂
  


  
    （1）BWW培养液；
  


  
    （2）孕酮；
  


  
    2.待检精液标本的制备
  


  
    （1）手淫法留取新鲜精液；
  


  
    （2）37℃水浴箱中温育至完全液化；
  


  
    （3）精液置于75%Percoll层，250g离心20min；
  


  
    （4）BWW培养液洗涤，600g离心6min；
  


  
    （5）BWW培养液悬浮；
  


  
    （6）37℃温育5～8h；
  


  
    （7）加孕酮（终浓度5mol/L）；
  


  
    （8）加孕酮前后不同时间点各取0.5ml精子悬液；
  


  
    （9）离心，去上清液；
  


  
    （10）ConA染色。
  


  
    3.检查前程序（标记技术）
  


  
    （1）将上述精子微球充分混匀；
  


  
    （2）加1g/ml Hochest33258；
  


  
    （3）温育5min；
  


  
    （4）装入0.2ml 45%Percoll微量离心管中；
  


  
    （5）250g离心6min；
  


  
    （6）去上清液；
  


  
    （7）加入2ml 4%的多聚甲醛（配制多聚甲醛要边加温边搅拌）；
  


  
    （8）4℃固定60min（可延至80min）；
  


  
    （9）350g离心2～4min；
  


  
    （10）去上清液；
  


  
    （11）将精子微球尽量均匀涂于覆有0.05%多聚赖氨酸玻片上；
  


  
    （12）自然干燥；
  


  
    （13）用0.2mol/L甘氨酸配加10mmol/L PBS（pH7.4）漂洗；
  


  
    （14）FITC-ConA染色（浓度为100μg FITC-ConA/ml）25min；
  


  
    （15）PBS漂洗；
  


  
    （16）荧光封固剂封片；
  


  
    （17）荧光显微镜检查。
  


  
    4.结果分析
  


  
    （1）顶体完整的活精子不着色；
  


  
    （2）发生顶体反应的活精子FITC-ConA着色；
  


  
    （3）退化的精子FITC-ConA和Hochest33258均着色；
  


  
    （4）死精子Hochest33258着色；
  


  
    （5）统计处理四种不同着色类型的精子数。
  


  
    （二）顶体酶活性测定法（Kenned法）
  


  
    1.主要试剂
  


  
    N-苯甲酰-DL-精氨酸-对硝基苯酰胺盐酸盐（Nα-Benzoyl-DL-arginine-4-nitroanilide hydrochloride，DL-NAPNA），二甲基亚砜，Hepes，Triton X-100。
  


  
    2.试剂与配制
  


  
    （1）去污剂缓冲液：0.01%Triton X-100，0.055mol/L Hepes，0.055mol/L NaCl，pH调为8.0，有效期为3d。
  


  
    （2）脒盐酸液：0.5mol/L。
  


  
    （3）底物液：称取25mg DL-NAPNA，溶于2.5ml二甲基亚砜中。
  


  
    （4）底物-去污剂混合液：取22.5ml去污剂缓冲液，与2.5ml底物液混匀。
  


  
    3.主要设备
  


  
    分光光度仪，离心机，24℃电热恒温孵化箱。
  


  
    4.精子顶体酶检测程序
  


  
    （1）禁欲3～5d，以手淫或体外排精法收集全部精液于洁净刻度玻璃量杯（密度不超过10ml）中；
  


  
    （2）37℃水浴锅中完全液化，充分混匀；
  


  
    （3）计数精子浓度，并将其调为2～10×106/ml；
  


  
    （4）每份标本同时设检测管和空白管；
  


  
    （5）每管参加反应的精子数以3～5×106条为宜；
  


  
    （6）采用洗涤、离心、上游法、Percoll分离等技术去除精浆（因为精浆中含有抑制剂）；
  


  
    （7）将最终精子悬液体积调为100μl，加入100μl脒盐酸液，涡旋振荡混匀；
  


  
    （8）每管加入1ml底物-去污剂混合液，24℃孵育3h；
  


  
    （9）加入100μl脒盐酸液（对照管不加）；
  


  
    （10）1000g离心30min；
  


  
    （11）收集上清液，分光光度计测定410nm吸光值（OD）。
  


  
    5.结果计算
  


  
    在24℃，水解1.0μmol的BAPNA/min的底物量定义为1IU顶体酶活性。
  


  
    顶体酶活性（μIU/106）=（测定管OD值-空白管OD值）×106/1485×精子数（×106）
  


  
    6.判断标准：
  


  
    ＜48.2μmol/106精子（正常值48.2～218.7μIU/106精子）
  


  
    第四节　人类精子核成熟度的评价
  


  
    一、评估精子核成熟度的临床意义
  


  
    哺乳类动物精子核所呈现的复杂结构形式似乎反映了DNA功能意义的组织方式。这种严密、复杂形式的生物学意义可能表现在以下几个方面：①精核蛋白为高度碱性的核蛋白，故较组蛋白更易与DNA结合，中和DNA链上的负电荷，使染色质高度浓缩，并能通过与分子内和分子间形成二硫键，使核结构高度稳定，精子基因在此种碱性蛋白的保护下，在漫长的受精前过程中紧密浓缩，不发生转录；②通过这种组织形式将严密顺序的遗传信息导入卵子；③由于这种严密的组织形式，可以将这些信息以恰当的生理化学组织方式传递；④使这些信息能准确无误的进入胚胎，从而保证胚胎的遗传性状和维持胚胎的正常发育。那么有哪些不育类型，或者说精子质量与DNA有关？与精子核有关？头部异常和颈部异常是精子发生阶段的，而尾部异常则多为精子发生阶段后的。
  


  
    二、精子核成熟度检测方法
  


  
    已如上述，检测精子核成熟度有以下几条途径：一是检测DNA功能状态；二是检测组蛋白含量和与DNA空间构型；三是中间型碱性核蛋白的含量，与DNA空间构型，转换机制；四是精核蛋白的含量，空间构型，二硫键分子筑型形式等。这些检查均是常规精液分析无法达到的。
  


  
    （一）精子核成熟度检查中的苯胺蓝染色法
  


  
    （1）禁欲3～5d，手淫法留取精液；
  


  
    （2）37℃水浴箱中温育至完全液化；
  


  
    （3）以BWW培养液调整精子浓度为10～20×106/ml；
  


  
    （4）均匀涂片；
  


  
    （5）自然干燥；
  


  
    （6）3%戊二醛固定30min；
  


  
    （7）空气干燥20min；
  


  
    （8）5%苯胺蓝染色3～5min；
  


  
    （9）95%乙醇洗1次；
  


  
    （10）100%乙醇洗2次；
  


  
    （11）二甲苯透明2次（5～10min）；
  


  
    （12）加拿大树胶封片；
  


  
    （13）计数400条精子中着色和非着色百分率。
  


  
    结果解释：①不成熟的精子头部着色深；
  


  
    ②正常情况下精子头部着色率不应超过35%。
  


  
    （二）吖啶橙诱发荧光试验（AO-Test）
  


  
    1.Krebs-Ringer贮备液的配制
  


  
    0.9% NaCl 80份
  


  
    1.15% 　KCl 　4份
  


  
    0.11mol/L 　CaCl2 　3份
  


  
    2.11% 　KH2PO4 1份
  


  
    3.82% 　MgSO4•7H2O 　1份
  


  
    2.Krebs-Ringer缓冲液的配制（pH6.0～6.5）
  


  
    0.1mol/L PBS稀释Krebs-Ringer贮备液
  


  
    3.AO贮备液的配制
  


  
    1g AO+1000ml双蒸水
  


  
    4.AO工作液的配制
  


  
    AO贮备液1份
  


  
    Krebs-Ringer缓冲液9份
  


  
    5.在AO试验中还可以用TC
  


  
    Tyrode液
  


  
    TC Tyrode液的配制：
  


  
    CaCl2 0.2g/L
  


  
    KCl 　0.2g/L
  


  
    NaH2PO4 0.05g/L
  


  
    MgCl2•6H2O 　0.2g/L
  


  
    NaCl 　8.0g/L
  


  
    NaHCO3 　1.0g/L
  


  
    葡萄糖 　1.0g/L
  


  
    牛磺胆酸 　1.0g/L
  


  
    6.Carnoy液的配制
  


  
    甲醇 　3份
  


  
    冰醋酸　1份
  


  
    7.还有学者主张用另一种AO工作液（pH2.5）
  


  
    AO贮备液 10ml
  


  
    0.1mol/L枸橼酸 　40ml
  


  
    0.3mol/L NaH2PO4•7H2O 　2.5ml
  


  
    （这种工作液可在4℃冰箱中避光保存1个月不影响显色效果）
  


  
    8.操作程序
  


  
    （1）完全液化的新鲜精液1ml；
  


  
    （2）加3ml TC Tyrode液；
  


  
    （3）1300g离心5min；
  


  
    （4）弃上清液；
  


  
    （5）加3ml TC Tyrode液；
  


  
    （6）1300g离心5min；
  


  
    （7）弃上清液；
  


  
    （8）以Tyrode液调整精子浓度为20～50×106/ml
  


  
    （9）空气干燥20min；
  


  
    （10）Carnoy液固定2h；
  


  
    （11）自然干燥3～5min；
  


  
    （12）放入AO工作液中显色5～7min；
  


  
    （13）荧光封固剂封片；
  


  
    （14）荧光显微镜观察，并立即照相；
  


  
    （15）波长要求490mm，滤色片要求530mm。
  


  
    9.结果
  


  
    （1）计数400条精子中精子头部呈红色荧光、绿色荧光、黄色荧光的百分率；
  


  
    （2）绿色荧光为正常成熟的精子核，红色荧光为精子核单股链DNA，黄色荧光为染色质分子变性；
  


  
    （3）由于任何一份标本均有一定量的精子核异常，故必须进行重复试验，以及尽量准确的计数不同荧光着色的精子数。
  


  
    （三）精子核总碱性蛋白提取法
  


  
    1.精液标本的制备
  


  
    （1）手淫法留取新鲜精液；
  


  
    （2）37℃温育至完全液化；
  


  
    （3）-30℃低温冰箱中贮存。
  


  
    2.总碱性蛋白的提取
  


  
    （1）精液标本逐步回温至室温；
  


  
    （2）用0.85%NaCl洗涤2次；
  


  
    （3）900g离心10min；
  


  
    （4）弃上清液；
  


  
    （5）以等量5mol/L盐酸胍溶解；
  


  
    （6）加入1mol/L HCl；
  


  
    （7）冰浴15min；
  


  
    （8）1200g离心10min；
  


  
    （9）弃上清液；
  


  
    （10）沉淀物用0.25mol/L HCl提取一次；
  


  
    （11）取两次上清液混匀；
  


  
    （12）加入60%三氯醋酸；
  


  
    （13）冰浴30min；
  


  
    （14）1200g离心15min；
  


  
    （15）沉淀物用冷丙酮洗涤；
  


  
    （16）离心；
  


  
    （17）提取的碱性蛋白真空干燥。
  


  
    3.各电泳条带的相对含量测定
  


  
    （1）在酸性尿素系统-聚丙酰胺凝胶中电泳；
  


  
    （2）电泳胶用0.1%氨基黑染色；
  


  
    （3）乙醇脱色；
  


  
    （4）拍照；
  


  
    （5）微显像测密仪上扫描各蛋白条带；
  


  
    （6）计算总组蛋白/总碱性蛋白相对含量值；
  


  
    第五节　精子膜完整性及运动能力的评价
  


  
    一、精子膜生理功能状态检查方法问题
  


  
    精子膜完整性和功能活性与精子获能、顶体反应、精子运动能力及与透明带和卵黄膜结合能力紧密相关。评价精子膜完整性的传统方法是台盼蓝或伊红Y或黑色素染色法。这些染色的结果可以帮助人们了解活精子所占的百分率。其原理是活精子膜作为染料穿透的屏障，只有在精子膜受损或死精子时才可以着色。尽管这些方法对评价男性生育能力的临床意义并不大，但对于一份标本中死精子所占的百分率可提供诊断依据，对临床医生的治疗方案的选择有较大的帮助。
  


  
    Jeyendran等首先建立了一种简便、经济且客观的精子膜低渗肿胀试验方法。由于正常的精子膜置入低渗（150mosmol/L）溶液中，渗透压的作用使精子尾部发生肿胀，又由于低渗肿胀试验结果与伊红Y染色结果在评价死精子方面一致，所以说，可用伊红Y染色以鉴定精子膜的结构完整性，而用低渗肿胀试验来评估精子膜生理完整性。
  


  
    二、精子尾部低渗肿胀试验方法
  


  
    （一）低渗肿胀液法
  


  
    1.试剂及设备
  


  
    （1）双蒸水；
  


  
    （2）果糖液（150mOsm/L）；
  


  
    （3）柠檬酸钠液（150mOsm/L）；
  


  
    （4）相差显微镜。
  


  
    2.方法
  


  
    （1）吸取0.1ml，完全液化的新鲜精液；
  


  
    （2）以BWW培养液调整精子浓度为2～10×106/ml；
  


  
    （3）加1.0ml低渗液；
  


  
    （4）混匀；
  


  
    （5）滴片；
  


  
    （6）37℃温育30min～1h；
  


  
    （7）盖片；
  


  
    （8）光学显微镜观察；
  


  
    （9）计数尾部发生肿胀和未发生肿胀精子的百分率；
  


  
    （10）正常参考值：精子总肿胀率为76.28%±6.87%。
  


  
    （二）水试验方法
  


  
    （1）新鲜精液；
  


  
    （2）37℃水浴箱中温育60min；
  


  
    （3）10μl完全液化的新鲜精液加40μl双蒸水；
  


  
    （4）充分混匀；
  


  
    （5）滴片；
  


  
    （6）37℃水浴箱中温育5～30min；
  


  
    （7）相差显微镜下观察；
  


  
    （8）计算200条精子中发生和未发生肿胀精子的百分率。
  


  
    附注：①结果解释：大于或等于60%发生肿胀的精子为正常；59%～50%界于正常与异常之间；小于50%为异常。
  


  
    ②低渗溶液的配制：果糖13.51g；柠檬酸钠7.35g；双蒸水1000ml。
  


  
    （渗透压：150mosm/kg，离子强度0.15）
  


  （刘子龙　官黄涛）
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    第三十二章　生殖激素的检查
  


  
    睾丸具有产生精子和内分泌的双重功能，睾丸的这两种功能之间，以及睾丸与垂体及下丘脑之间都存在着密切的联系，即所谓下丘脑-垂体-睾丸性腺轴。该系统出现异常，最终都会影响到睾丸的功能；同样，睾丸本身的病变也会在该系统中表现出来。因此，生殖内分泌激素的检查可对下丘脑、垂体和睾丸功能作出评价，为分析睾丸功能异常的原因提供可靠的判断依据，有助于男性不育症的定性、定位诊断，为临床治疗方案的选择提供依据。
  


  
    男性生殖激素的检查主要包括血清睾酮（T）、双氢睾酮（DHT）、垂体促性腺激素—卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）、催乳素（PRL）、雌二醇（E2）的测定，以及性腺轴系功能试验，如克罗米酚试验、促性腺激素释放激素（GnRH）刺激试验及人绒毛膜促性腺激素（hCG）刺激试验等。生殖激素的测定，过去主要采用放射免疫分析（RIA）或酶联免疫吸附分析（ELISA）的测定技术。随着免疫学测定技术的发展，近年来，一些先进测定方法相继诞生，包括化学发光免疫分析（CLIA）、时间分辨荧光免疫分析（TRFIA）和电化学发光免疫分析（ECLIA）在内的技术，已能准确、快速、特异和灵敏地测定血液中各种激素浓度。这些新技术不但没有核素的污染，而且可应用于自动化分析仪进行批量测定。本章主要介绍男性生殖激素的上述测定方法。
  


  
    第一节　生殖激素常用检测方法的基本原理和试剂
  


  
    一、放射免疫测定法的基本原理和试剂
  


  
    （一）基本原理
  


  
    放射免疫测定法检测内分泌激素是根据抗原与其相应抗体特异性结合形成抗原-抗体复合物的特性，用定量的放射性同位素标记的抗原和变量的非放射性抗原共同竞争限量的抗体。该反应可用公式表示为：Ag+Ab[image: ]AgAb。该反应是可逆的，当反应达到平衡后，平衡常数[image: ]。因为抗体是定量的，所以结合抗原的总量也是固定的；又因Ag与Ag＊具有相同的与Ab相结合的特性和结合力，所以结合标记抗原量（AgAb＊）与非标记抗原量（AgAb）成反比。在试验中，作为试剂的抗原，当抗体及标记抗原的量一定时，加入一系列已知浓度的非标记抗原（标准品）后，可以得到一条剂量反应曲线（或标准曲线）。从质量作用定律可以看到，标准品浓度越高，结合标记抗原的计数就越低。这条曲线可用不同的数学处理方法画出：如B/B0对Log剂量做图、Logit对Log剂量作图等。一个样品，如果已知结合标记抗原的记数，则样品的浓度（非标记抗原的量）就可在标准曲线上用内查法查出或由直线方程计算出。
  


  
    （二）基本试剂
  


  
    RIA的基本试剂有4种，即抗体、放射性同位素标记抗原、非标记抗原（一系列已知浓度的标准品）和分离剂。目前，大多数内分泌激素都有了相应的放免检测试剂盒，所以一般实验室无须进行抗体的制备、提纯、抗原浓度的控制以及抗原的标记。这里只简单地介绍一下其制备的基本原理。
  


  
    1.抗体
  


  
    多数蛋白激素是完全抗原，既有抗原性又有免疫原性，用它们免疫动物可以得到相应的高效价、高特异性的抗体。由于四种糖蛋白激素（FSH、LH、TSH、hCG）是由共同的α亚基和各自不同的β亚基组成的，只有用它们的β亚基作免疫原才能获得高特异性的抗体。甾体激素如睾酮、双氢睾酮（DHT）、雌酮、雌二醇等为半抗原，只有抗原性而无免疫原性，只能同大分子蛋白联结，如与人血清白蛋白、牛血清白蛋白和丙种球蛋白联结后才可引起抗体的产生。将制好的免疫原同其佐剂制成乳剂免疫豚鼠、兔、羊、驴等动物，8～10d动物体内出现抗体，3～6个月可得到高滴度的抗体。
  


  
    2.放射性同位素标记抗原
  


  
    常用同位素为125I和3 H，125I常用于标记蛋白激素。甾体激素测定多采用3 H标记，目前也有125I标记的。其原因是测定β-射线比测定γ-射线花费要大得多，一般实验室都有γ-计数器，但没有β-计数器。所以目前有125I标记取代3 H标记的趋势。但是碘标记除了使用期短（一般1个月左右）且γ射线比β射线强度大得多，易把大分子打成碎片，而且碘标记物中125I易脱落，需要经常纯化等缺点外，对于甾体激素来讲，一个125I原子体积相当于一个甾核的体积，125I原子易对甾体激素免疫部位起屏蔽效应，阻碍免疫反应正常进行，对测定有一定影响。对于多肽激素来讲，由于其分子体积比碘原子大得多，故不会有什么影响。国内所产放免试剂盒中对标记抗原所用的同位素及其放射比度都有说明。
  


  
    3.标准品
  


  
    每一试剂盒中都有6～8瓶已知浓度的所测激素，其浓度从零开始逐渐增大，其中浓度为零者称零标准品。标准品的作用是用于得出标准曲线。标准品必须高纯度，符合国际参考标准。
  


  
    4.分离剂
  


  
    RIA测定的是结合了放射性同位素标记抗原的抗原抗体复合物，所以必须将反应中游离的部分分离。常用的分离方法有吸附法和二抗法两种。一般RIA试剂盒用二抗体法进行分离，即在RIA系统中加入过量的第二抗体，形成抗原•一抗•二抗（Ag•Ag1•Ag2）沉淀复合物，经离心、弃上清液而除去游离部分。吸附法多采用葡聚糖包裹的活性炭，葡聚糖分子具有网络结构，网络的孔径只允许小分子如游离的甾体分子穿过被活性炭吸附，而与抗体结合的大分子不能穿过，也不能被活性炭吸附，由于 Ag+Ab [image: ] AgAb是可逆反应，当左边的Ag被活性炭吸附后，为了达到新的平衡，AgAb复合物会分解成Ag和Ab。因此采用活性炭吸附时，必须操作迅速，尽量缩小前后的差距，而且要严格控制时间，若时间过长，最后可能导致整批测定管都是NSB。
  


  
    目前虽然有各种检测试剂盒，但质量有时有问题，如何判断是试剂盒质量问题，还是自己操作问题，可以根据实验资料判断。诸如标准抗原效价降低，抗体效价降低，示踪物不纯等，自己的操作问题可以根据质控标本数据、ABCV、RER等判断。
  


  
    同样的试剂盒根据不同的目的可以灵活的应用。譬如，孕妇的孕酮、雌二醇、雌三醇是正常妇女的几十至几百倍，而且变化特别大，用测定正常人的试剂盒测定孕妇的激素水平，只要在标准Ag和Ab用量不变的情况下加大标记Ag＊的用量即可。
  


  
    二、ELISA的基本原理及试剂
  


  
    （一）基本原理
  


  
    将已知的抗原或抗体吸附在固相载体（聚苯乙烯微量反应板）表面，用酶标记的抗原或抗体与被固定的相应抗体或抗原发生特异性反应，反应在固相表面进行，用洗涤法将液相中的游离成分洗除，加入酶底物及色原后显色。根据方法和步骤不同分为以下几种基本反应模式。
  


  
    1.间接法
  


  
    间接法是检测抗体最常用的方法。将特异性抗原包被于固相载体上，形成固相抗原，洗涤除去未结合的抗原及杂质；加待测样本，其中的特异性抗体与抗原结合，形成固相抗原抗体复合物，洗弃未反应成分；加酶标记抗体，使在固相载体上形成抗原-待测抗体-标记抗体（或SPA）复合物；洗涤后，加酶底物或色原显色，在一定波长下测吸光度（A）值判定待测抗体的水平。
  


  
    2.竞争法
  


  
    用于检测待测样本中未知抗原或抗体。以测定抗原为例，受检抗原和酶标抗原竞争与固相抗体结合，因此结合于固相的酶标抗原量与受检抗原的量成反比。将特异性抗体与固相载体连接，形成固相抗体；待测孔中加受检标本和一定量酶标抗原的混合溶液，使之与固相抗体反应。如受检标本中无抗原，则酶标抗原能顺利地与固相抗体结合。如受检标本中含有抗原，则与酶标抗原以同样的机会与固相抗体结合，竞争性地占去了酶标抗原与固相抗体结合的机会，使酶标抗原与固相抗体的结合量减少；加底物显色，待测溶液抗原量越多，则被结合的酶标抗原量越少，呈色越浅。
  


  
    3.双抗体或双抗原夹心法
  


  
    将已知的特异性抗体与固相载体连接，形成固相抗体，洗涤除去未结合的抗体及杂质；加待测样本，使之与固相抗体接触反应一段时间，让样本中的抗原与固相载体上的抗体结合，形成固相抗原复合物，洗涤除去其他未结合的物质；加酶标记特异性抗体，使在固相上形成包被抗体-待测抗原-酶标抗体复合物，彻底洗涤未结合的酶标抗体，此时固相载体上带有的酶量与标本中待测物质的量成正相关；加底物显色，夹心式复合物中的酶催化底物成为有色产物，根据颜色反应的程度进行该抗原的定性或定量。
  


  
    4.捕获法
  


  
    血清中某些抗原的特异性IgM常和特异性IgG同时存在，后者会干扰IgM抗体的测定，因此测定IgM抗体多用捕获法。将抗人IgM抗体包被于固相载体上，形成固相抗人IgM，洗涤；加入待测的人血清标本反应后，血清中的IgM抗体被固相抗体捕获，洗涤除去其他免疫球蛋白和血清中的杂质成分；然后加入特异性抗原试剂，它只与固相上的特异性IgM结合，洗涤；再加入针对特异性的酶标抗体，使之与结合在固相上的抗原反应结合；洗涤后加酶底物及色原显色，在一定波长下测吸光度（A）值判定待测抗体的水平。
  


  
    5.生物素-亲和素ELISA（ABS-ELISA）
  


  
    亲和素是一种糖蛋白，每个分子由4个亚基组成，可以和4个生物素分子亲密结合。现在使用更多的是从链霉菌中提取的链霉亲和素。生物素又称维生素H，用化学方法制成的衍生物，生物素-羟基琥珀亚胺酯（BNHS）可与蛋白质、糖类和酶等多种类型的大小分子形成生物素的产物。亲和素与生物素的结合，虽不属免疫反应，但特异性强，亲和力大，两者一经结合就极为稳定。因此把亲和素和生物素与ELISA偶联起来，就可大大提高ELISA的敏感度。亲和素-生物素系统在ELISA中的应用有多种形式，既可用于间接包被，亦可用于终反应放大。
  


  
    （二）试剂
  


  
    目前ELISA试验均有商品化的试剂盒，不需自己配制。试剂盒通常使用的试剂有以下几种。
  


  
    1.标记用酶
  


  
    目前常用的有辣根过氧化物酶（HRP）、碱性磷酸酶（AP）等，其中以HRP应用最广。
  


  
    2.酶底物与色原
  


  
    （1）HRP的底物
  


  
    HRP的底物是H2O2或（过氧化脲），催化时需要供氢体参与，后者多为还原性染料，通过反应生成深色或有荧光的氧化性染料。HRP可用的色原（供氢体）很多，常用的供氢体有邻苯二胺（OPD）、四甲基联苯胺（TMB）等。
  


  
    （2）AP的底物
  


  
    AP为磷酸酯酶，一般采用对硝基苯磷酸酯（p-NPP）作为底物，产物为黄色的对硝基苯酚，在405nm波长处有吸收峰。用NaOH终止酶反应后，黄色可稳定一段时间。
  


  
    AP也有发荧光底物（磷酸4-甲基伞酮），可用于ELISA荧光测定，敏感度高于用显色底物的比色法。
  


  
    3.洗涤液
  


  
    Tris-HCl-Tween 20缓冲液：Tris 2.42g，1mol/L HCl 13ml，0.05%Tween 20，加蒸馏水至1000ml。
  


  
    4.终止液
  


  
    HRP反应终止液一般采用为2mol/L硫酸，AP用NaOH终止。
  


  
    三、化学发光免疫分析法的基本原理及试剂
  


  
    （一）基本原理
  


  
    化学发光免疫分析法（Chemiluminescence Immunoassay，CLIA）是将化学发光反应与免疫反应结合的一种定量分析的方法，既有发光检测的高度灵敏性，又有免疫分析法的高度特异性。CLIA包括免疫反应和化学发光两个系统。免疫反应系统是将发光物质（在反应剂激发下生成激发态中间体）直接标记在抗原（化学发光免疫分析）或抗体（免疫化学发光分析）上，或酶作用于发光底物。化学发光系统是利用化学发光物质经催化剂的催化和氧化剂的氧化，形成一个激发态的中间体，当这种激发态中间体回到稳定的基态时，同时发射出光子，利用发光信号测量仪器测量光量子产额。根据化学发光标记物与发光强度的关系，可利用标准曲线计算出被测物的含量。
  


  
    （二）试剂
  


  
    目前CLIA均有商品化的试剂盒，CLIA必须具备以下6种试剂。
  


  
    1.标准抗原
  


  
    标准抗原应与待测物质的理化性质相适应，与其相对分子质量、化学结构最好保持一致。一般来说，如果是当做标准品用的抗原，应该经过高度提纯，纯度越高越好。至于基因重组的标准抗原，要求相同。
  


  
    2.抗体
  


  
    要求是效价、亲和力和特异性都高的单克隆抗体。
  


  
    3.分离剂
  


  
    用（羊）抗鼠IgG抗体包被于磁性颗粒表面，以进行磁性分离。
  


  
    4.碱性磷酸酶标记抗原（ALP-Ag）
  


  
    为常用的标记酶，基本要求是既要保持ALP的催化特征，同时也不能损伤抗原的理化特性。
  


  
    5.发光底物
  


  
    AMPPD为磷酸酯酶的直接发光底物，可用来检测碱性磷酸酶或抗体、核酸探针及其他配基的结合物。经ALP催化水解生成一种不稳定的阴离子，后者分解时可持续发光，发光强度稳定，与ALP的量成正比。ALP-AMPPD发光体系具有非常高的灵敏度。
  


  
    6.洗涤液
  


  
    用磷酸盐缓冲液配制。
  


  
    四、电化学发光免疫分析法的基本原理及试剂
  


  
    （一）基本原理
  


  
    电化学发光免疫分析（Electrochemiluminescence Immunoassay，ECLIA）是在电极表面由电化学引发的特异性化学发光反应。采用三联吡啶钌［Ru（bpy）32+］为标记物，［Ru（bpy）32+］在三丙胺自由基（TPA）的催化及三角形脉冲电压激发下，只需0.01ms就可发出稳定的光。ECLIA克服了CLIA技术中每一次发光分子只能利用一次的缺点，Ru（bpy）32+在发光过程中的再循环利用大大提高了分析的灵敏度。
  


  
    ECLIA包括免疫反应系统和电化学发光系统。免疫反应系统与CLIA测定中的抗原抗体反应系统相同，电化学发光系统包括了电化学和化学发光两个过程，是指由电化学反应引起的化学发光过程，在电极上施加一定的电压或电流时，电极上发生电化学反应，即Ru（bpy）32+失去一个电子，成为Ru（bpy）33+，三丙胺（TPA）也失去一个电子被氧化随即脱氢成三丙胺自由基。三丙胺自由基传递一个电子给Ru（bpy）33+，使其还原成激发态的Ru（bpy）32+，后者不稳定，释放能量由激发态返回到基态时产生发光现象。这个过程可反复进行，直到电场中的三丙胺耗尽。
  


  
    （二）试剂
  


  
    与仪器配套的试剂主要为以下几种试剂。
  


  
    1.标准抗原
  


  
    要求与CLIA相同。
  


  
    2.生物素化抗第一位点单克隆抗体
  


  
    将生物素衍生物联结于抗第一位点单克隆抗体上，由于生物素与链霉亲合素的结合反应是特异和牢固的结合，可用于分离技术。
  


  
    3.三联吡啶钌标记的抗第二位点单克隆抗体
  


  
    三联吡啶钌的结构简单，相对分子质量小，每一抗体分子上可同时标记20个以上，同时在无电场和无递电子体（三丙胺）的情况下非常稳定。
  


  
    4.含有三丙胺的缓冲液
  


  
    在电场下用于启动ECLIA。
  


  
    5.链霉亲和素包被的磁性微粒
  


  
    由聚苯乙烯包裹的磁性微粒表面包裹大量链霉亲合素，每一链霉亲合素可以和4个生物素分子结合，通过磁性分析技术实现分离自动化。
  


  
    第二节　睾酮检测
  


  
    男性体内的睾酮几乎全部由睾丸间质细胞合成。分泌受黄体生成素（LH）的调节，并负反馈影响垂体-下丘脑的调节机制。睾酮促进男性第二性征的形成，维持前列腺和精囊的功能。检测男性体内睾酮含量可用于诊断睾酮产生不足的疾病，如性腺发育不足、雌激素治疗、染色体异常（如Klinefelter综合征）。睾酮的测定方法有多种，本节主要介绍RIA法、CLIA法、ECLIA法。
  


  
    一、放射免疫测定法
  


  
    甾体激素由于其不溶于水的特性，所以为了便于输送总是与特定的蛋白（性激素结合球蛋白）结合，使其能溶于体液中。甾体激素与性激素结合球蛋白有一定的亲和力（过去的竞争蛋白结合测定法就是利用这一点来进行的），它势必影响甾体同抗体的结合。因此甾体激素的测定往往要用有机溶媒提取，以打破甾体分子同结合蛋白的结合，使其游离出来，再同抗体结合。提取——重溶过程也可以使标本稀释或浓缩，以使其浓度值落在标准曲线内，以利准确地测定。125I标记的抗原可以不用提取。
  


  
    （一）原理
  


  
    ①Ag+Ag＊+Ab1[image: ]［Ag＊Ab1］+［AgAb1］
  


  
    含睾酮的样品与125I标记的睾酮衍生物与其相应抗体（一抗）反应形成抗原抗体复合物。
  


  
    ②［AgAb1］+［Ag＊Ab1］+Ab2→［AgAb1］Ab2↓+［Ag＊Ab1］Ab2↓
  


  
    在①反应达到平衡后加入第二抗体及PEG，使游离部分与结合部分分离。离心后，用γ-计数器测量沉淀部分的放射性强度。
  


  
    （二）材料
  


  
    （1）125Ⅰ睾酮标记物：含＜10μCi的125Ⅰ标记的睾酮衍生物，PBS和0.1%叠氮钠。
  


  
    （2）抗睾酮抗体（Ab1）：含兔抗人睾酮抗体，PBS和0.1%叠氮钠。
  


  
    （3）睾酮标准物：以人血清为基质，睾酮浓度为0、10、50、100、250、500、1000、2000ng/dl溶液并含0.1%叠氮钠。
  


  
    （4）质控（Q.C）血清（1.0ml/瓶）。在人血清中含正常男性和正常女性睾酮浓度溶液，并含0.1%叠氮钠。
  


  
    （5）PEG-第二抗体（Ab2）溶液，含PEG和驴抗兔抗体及0.1%叠氮钠。
  


  
    （三）方法
  


  
    见表32-1。用聚丙烯试管编号后按表32-1依次进行。
  


  
  
    表32-1　睾酮检测
  
[image: ]


  
    充分混匀，1500g离心20min，弃上清液用γ-计数器测定各管放射性强度。
  


  
    （四）结果计算
  


  
    （1）测每份标本双管的cpm值并计算出平均数。
  


  
    （2）按下列公式分别计算出各标准管，质控和患者标本的B/B0%：
  


  [image: ]


  
    其中B为每对试管计数率的均值，B0为0标准物双管计数率的均值，NSB为非特异结合双管计数率的均值。
  


  
    （3）以各标准管B/B0为纵轴，标准物浓度（ng/dl）log值为横轴，在半对数坐标纸上绘制标准曲线。
  


  
    （4）在标准曲线上查出质控血清及各标本的睾酮浓度。
  


  
    （五）注意事项
  


  
    （1）在正常成年男性中，95%的睾酮是由睾丸产生的，肾上腺分泌少量睾酮，循环睾酮大多数与蛋白质结合，极少部分在血中呈游离状态存在，并有代谢活性。血睾酮含量在一天中有节律性变化，上午含量最高，高峰时间在清晨4：00～9：00，所以采血时间一般应定在上午6：00～9：00空腹时。一般临床诊断可在这一时间内取单次血样。若为科研目的或为求得确切浓度，最好在上述时间每隔30min采血一次，共取3～4次求其平均值，或每天采血一次连取几天。每个实验室都应建立自己的正常值范围，应测定10个以上正常成年男性（年龄20～50岁，有生育力，精子计数正常），10个以上月经期女性，并重复采血多次。老年男性和绝经期妇女睾酮水平较低。下列数据仅供参考：成年男性（20～35岁）外周血浆睾酮含量为20.9±7.1nmol/L（596±202ng/dl），成年女性（20～35岁）为1.6±0.7nmol/L（46±21ng/dl）。
  


  
    （2）血清标本严重溶血者不能使用，如需要可-20℃保存，2～8℃保存不应超过2d。
  


  
    （3）弃上清液时不得丢失沉淀物，否则会明显影响结果。
  


  
    （4）样品中睾酮浓度＞2000ng/dl时，需用0标准稀释后再做。
  


  
    （5）本试验属放射性同位素，故一切操作和处理应按放免实验操作规定进行。
  


  
    二、CLIA法
  


  
    （一）原理
  


  
    此方法使用了一种置换剂，把结合态T从性激素结合球蛋白（SHBG）中置换出来，这样就可以测定血液中的总T含量。
  


  
    37℃孵育后，加入过量的结合着磁性微粒的抗荧光素抗体，它快速地与T衍生物-T抗体复合物发生特异性结合。在外加磁场中直接沉淀，不需离心即可分离，倒去上清液，清洗沉淀的复合物，然后加入酶促发光底物。底物在酶的作用下被催化裂解，形成不稳定的激发态中间体，当激发态中间体回到基态时便发出光子，形成发光反应，即可使用发光仪检测反应的发光强度。在检测范围内，发光强度与样本中的T浓度成反比，通过内插法就可以从标准曲线上读取待测样本的T含量。
  


  
    （二）试剂
  


  
    （1）T试剂1：含碱性磷酸酶标T衍生物；
  


  
    （2）T试剂2：含荧光素标T抗体；
  


  
    （3）T标准品：包括浓度分别为0、0.5、1.0、4.0、8.0和17.0ng/ml（0、1.74、3.47、13.9、27.8和59nmol/L）；
  


  
    （4）分离试剂：内容物含包被着抗荧光素抗体的磁性微粒；
  


  
    （5）清洗液浓缩液：内含表面活性剂、防腐剂；
  


  
    （6）底物溶液：含酶促化学发光底物；
  


  
    （7）T质控品：为冻干品，含一定量的睾酮。
  


  
    （三）操作
  


  
    不同型号的仪器操作程序不同，若使用自动化的仪器，则由仪器自动操作所取代，请严格按照仪器使用说明书执行。
  


  
    （四）质量控制
  


  
    T质控品测定值应在规定范围内。
  


  
    （五）参考范围
  


  
    男性：8.36～39.59nmol/L
  


  
    女性：0.52～3.47nmol/L
  


  
    不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的睾酮水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    （六）注意事项
  


  
    （1）标本应放-20℃贮存，避免反复冻融。
  


  
    （2）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （3）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温。
  


  
    （4）避免严重溶血、高脂血症、黄疸、碱性磷酸酶活性高的标本；
  


  
    （5）患者在采集标本前，不得接受放射性治疗或体内同位素检查。口服避孕药与T有交叉反应。妊娠或服用卵磷脂、丹娜唑、19-去甲T等均影响测定结果。
  


  
    三、ECLIA法
  


  
    （一）原理
  


  
    待测抗原（T）、钌标记的T竞争性地与生物素化的抗T单克隆抗体结合，待测抗原（T）的量与钌标记的T和生物素化的抗T单克隆抗体所形成的免疫复合物的量成反比。加入链霉亲和素包被的微粒，免疫复合物通过生物素与链霉亲和素间的反应结合到微粒上。在磁场作用下，微粒通过磁铁吸附到电极上，未结合的物质被清洗液洗去，电极加电压后产生化学发光，通过光电倍增管进行测定。
  


  
    （二）试剂
  


  
    购买与仪器配套的试剂盒，主要包括以下几种试剂。
  


  
    （1）链霉亲和素包被的微粒，0.72mg/ml；
  


  
    （2）生物素化的抗睾酮单克隆抗体浓度，40ng/ml；
  


  
    （3）钌（Ru）标记的睾酮多肽；
  


  
    （4）质控（Q.C）血清。
  


  
    （三）操作
  


  
    不同型号的仪器操作程序不同，请严格按照仪器使用说明书执行。首先分离血清上机，包括加样、分离、搅拌、温育、打印结果，各操作均由仪器自动完成。
  


  
    （1）质控分析：各浓度质控至少每24小时内检测一次，每次更换试剂盒或定标后也须进行质控。每个实验室可根据各自的情况设定合适的控制限和质控周期。质控值必须处于规定的控制限度内。若失控每个试验室必须采取相应的纠正措施。遵循各地关于质量控制的有关规定。
  


  
    （2）定标：新批号试剂必须进行定标（新试剂盒在分析仪上放置不能超过24小时）。以下情况建议重新进行定标：使用同一批号试剂，1个月后（28d）；7d后（同一试剂盒在分析仪上使用）；根据需要：如失控。
  


  
    （3）样品分析：请遵照本说明书中有关分析仪的相关指导，并参照分析仪操作手册。包括试剂装载，仪器检测，样本分析。
  


  
    （4）样本分析后，对标本结果进行审核并打印。
  


  
    （四）参考范围
  


  
    男性：9.9～27.8nmol/L
  


  
    女性：0.22～2.9nmol/L
  


  
    儿童：0.42～38.5nmol/L
  


  
    不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的睾酮水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    （五）注意事项
  


  
    （1）标本应放-20℃贮存，避免反复冻融。
  


  
    （2）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （3）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温（20℃左右）。
  


  
    （4）由于蒸发因素的影响，样本、定标液及质控品在分析仪上的检测必须2小时内完成。
  


  
    （5）避免试剂和样本（样本、定标液和质控品）产生气泡。
  


  
    第三节　垂体促性腺激素的测定
  


  
    垂体促性腺激素包括间质细胞刺激素（ICSH）或称黄体生成素（LH）和滤（卵）泡刺激素（FSH），是由垂体前叶分泌的两种糖蛋白。其中ICSH作用于睾丸间质细胞（Leydig cell），引起睾酮的产生和分泌，而FSH主要作用于睾丸曲细精管生精上皮中的支持细胞（Sertoli cell），使后者分泌雄激素结合蛋白（androgen-binding protein，ABP）和各种生长因子。在性腺功能减退的患者，促性腺激素水平增高（高促性腺激素性性腺功能减退症），而促性腺激素水平降低，则会发生继发性性腺功能不足（低促性腺激素性性腺功能低下症）。目前，有许多方法可用于检测血液和尿液中的ICSH、FSH水平，本节主要介绍RIA法、CLIA法、ECLIA法。
  


  
    一、FSH检测
  


  
    （一）放射免疫测定法
  


  
    1.原理
  


  
    同睾酮的测定。
  


  
    ①Ag+Ag＊+Ab1[image: ]［Ag＊Ab1］+［AgAb1］+Ag＊+Ag
  


  
    患者标本及125I标记的FSH与定量抗体（一抗）反应，形成抗原抗体复合物。
  


  
    ②［AgAb1］+［Ag＊Ab1］+Ab2→［AgAb1］Ab2↓+［Ag＊Ab1］Ab2↓
  


  
    在①反应达到平衡后，加入第二抗体及PEG，使结合部分与游离部分分离。离心后弃上清液用γ-计数器测量沉淀部分的放射性强度。
  


  
    2.材料
  


  
    （1）125I-FSH溶液：
  


  
    含＜10μCi 125I标记的FSH和PBS。
  


  
    （2）FSH抗体（Ab1）：
  


  
    含兔抗人FSH抗血清和PBS。
  


  
    （3）FSH标准物：
  


  
    7瓶，浓度分别为0、5、10、20、40、100、200mIU/ml的FSH血清。
  


  
    （4）质控血清：
  


  
    2瓶，含正常水平和高浓度FSH的人血清。
  


  
    （5）沉淀抗体（Ab2）：
  


  
    含驴抗兔血清及PEG。
  


  
    3.方法
  


  
    （1）2h温育法
  


  
    试管编号后按表32-2程序进行操作。
  


  
  
    表32-2　FSH放射免疫检测程序（两小时法）
  
[image: ]


  
    （2）过夜温育法（表32-3）
  


  
  
    表32-3　FSH放射免疫测定程序（过夜法）
  
[image: ]


  
    4.结果计算
  


  
    （1）测出每份标本双管的cpm，并计算出平均数。
  


  
    （2）按下式分别计算各标准管、质控和患者标本的B/B0%：
  


  [image: ]


  
    B=每对试管算出计数率的平均值，B0=0标准双管计数率均值，
  


  
    NSB=非特异性结合计数率的均值。
  


  
    （3）以各标准管B/B0为纵轴，标准物浓度Log为横轴在半对数坐标纸上绘制标准曲线。
  


  
    （4）在标准曲线上查出质控血清及各标本的FSH浓度。
  


  
    （二）CLIA法
  


  
    1.原理
  


  
    将一定量的荧光素标单克隆抗体和酶标单克隆抗体加入标本、标准品和质控品中，置37℃孵育。荧光素标单克隆抗体和酶标单克隆抗体分别与促卵泡激素分子的不同表位结合，形成“三明治”结构。加入过量的结合着磁性微粒的抗荧光素抗体，它快速地与促卵泡激素-抗体复合物发生特异性结合。在外加磁场中直接沉淀，不需离心即可分离。倒去上清液，清洗沉淀的复合物，然后加入酶促化学发光底物。底物在酶作用下被催化裂解，形成不稳定的激发态中间体，当激发态中间体回到基态时便发出光子，形成发光反应，即可使用发光仪检测反应的发光强度。在检测范围内，发光强度与样本中的FSH浓度成正比，通过内插法就可以从标准曲线上读取待测样本的FSH含量。
  


  
    2.试剂
  


  
    （1）FSH试剂：
  


  
    含荧光素标FSH单克隆抗体和碱性磷酸酶标FSH单克隆抗体。
  


  
    （2）FSH标准品：
  


  
    包括浓度分别为0、1、3、10、50和150mIU/ml，以小牛血清配制而成。
  


  
    （3）分离试剂：
  


  
    含包被着抗荧光素抗体的磁性微粒。
  


  
    （4）清洗液浓缩液：
  


  
    内含表面活性剂、防腐剂。
  


  
    （5）底物溶液：
  


  
    含酶促化学发光底物。
  


  
    （6）FSH质控品：
  


  
    为冻干品，含一定量的FSH。
  


  
    3.操作
  


  
    不同型号的仪器操作程序不同，若使用自动化的仪器，则由仪器自动操作所取代，请严格按照仪器使用说明书执行。
  


  
    4.质量控制
  


  
    FSH质控品测定值应在规定范围内。
  


  
    5.参考范围
  


  
    男性：成人　1.67～11.98mIU/ml
  


  
    女性：卵泡期 3.43～10.44mIU/ml
  


  
    排卵期 7.87～20.66mIU/ml
  


  
    黄体期 1.46～11.47mIU/ml
  


  
    绝经期 36.77～132.91mIU/ml不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的FSH水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    6.注意事项
  


  
    （1）标本应放-20℃贮存，避免反复冻融，严重溶血、黄疸、高脂血症的标本会影响结果。
  


  
    （2）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （3）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温。
  


  
    （4）由于FSH呈脉冲式分泌，故血中浓度变化较大，慎将一次测定的结果用于临床。
  


  
    （5）测定结果高于标准曲线时应用“O”标准液稀释重测。同时应注意某些激素、药物、体内一些活性物质对测定结果的影响。
  


  
    （三）ECLIA法
  


  
    1.原理
  


  
    采用双抗体夹心法原理。待测样品、生物素化的抗卵泡刺激素（FSH）单克隆抗体与钌（Ru）标记的抗卵泡刺激素（FSH）另一位点单克隆抗体混匀，形成双抗夹心的抗原抗体复合物，加入链霉亲和素包被的微粒与之结合，在磁场作用下，微粒通过磁铁吸附到电极上，未结合的物质被清洗液洗去，电极加电压后产生化学发光，通过光电倍增管进行测定。
  


  
    2.试剂
  


  
    购买与仪器配套的试剂盒，主要包括以下几种试剂。
  


  
    （1）链霉亲和素包被的微粒，粒子浓度0.72mg/ml，生物素结合能力：470ng生物素/mg粒子，含防腐剂。
  


  
    （2）生物素化的抗FSH单克隆抗体，10ml/1瓶，pH6.0，含防腐剂。
  


  
    （3）［Ru（bpy）3］2+标记的抗FSH单克隆抗体
  


  
    （4）质控（Q.C）血清。
  


  
    3.操作
  


  
    同睾酮。
  


  
    4.参考范围
  


  
    男性：成人　1.5～12.5IU/L
  


  
    女性：卵泡期 3.5～12.5IU/L
  


  
    排卵期 4.7～21.5IU/L
  


  
    黄体期 1.7～7.7IU/L
  


  
    绝经期 25.8～134.8IU/L
  


  
    不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的FSH水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    5.注意事项
  


  
    （1）此方法不受溶血、高脂血症、黄疸及类风湿因子的影响，接受高剂量生物素（＞5mg/d）治疗的患者，至少要等最后一次摄入生物素8小时后才能采血。
  


  
    （2）标本放-20℃贮存可稳定6个月。只能冻融一次，避免反复冻融。
  


  
    （3）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （4）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温。
  


  
    二、LH检测
  


  
    （一）放射免疫测定法
  


  
    1.原理
  


  
    采用双抗体放射免疫法：
  


  
    ①Ag+Ag＊+Ab1[image: ]［AgAb1］+［Ag＊Ab1］+Ag＊
  


  
    含LH的患者标本及125I标记的LH与定量的抗体（Ab1）反应，形成抗原抗体复合物。
  


  
    ②［AgAb1］+［Ag＊Ab1］+Ab2→［AgAb1］Ab2↓+［Ag＊Ab1］Ab2↓
  


  
    在①反应达到平衡后，加入第二抗体（Ab2）及PEG，使结合物与游离部分分离，离心后弃上清液，用γ-计数器测量沉淀物的放射性强度。
  


  
    2.材料
  


  
    （1）125Ⅰ-LH溶液：含＜10μCi的125Ⅰ标记的LH和PBS缓冲液。
  


  
    （2）LH抗体（Ab1）：兔抗人LH抗血清和PBS。
  


  
    （3）LH标准物：7瓶，浓度分别为0、5、10、20、40、100、200mIU/ml的LH血清。
  


  
    （4）质控血清：2瓶，含正常水平及高浓度LH的人血清。
  


  
    （5）沉淀抗体（Ab2）：含驴抗兔血清及PEG。
  


  
    3.方法
  


  
    试管编号后按表32-4或表32-5依次进行。
  


  
  
    表32-4　LH放射免疫检测操作程序（2h温育法）
  
[image: ]


  
  
    续表
  
[image: ]


  
  
    表32-5　LH放射免疫检测操作程序（过夜温育法）
  
[image: ]


  
    4.结果计算
  


  
    （1）测出每份标本双管的cpm，并计算出平均数。
  


  
    （2）按下式分别计算各标准管、质控和患者标本的B/B0%：
  


  [image: ]


  
    B=每对试管计数率的均值，B0=0标准双管计数率的均值，NSB为非特异性结合双管计数率的均值。
  


  
    （3）以各标准管B/B0为纵轴，标准物浓度Log为横轴，在半对数坐标纸上绘制标准曲线。
  


  
    （4）在标准曲线上查出质控血清及各标本的LH浓度。
  


  
    5.正常值范围
  


  
    垂体FSH、LH是脉冲式分泌的，其分泌每间隔6h都有1～3次脉冲波动。FSH波动范围小，LH波动范围很大。脉冲的频率和数值在所有正常男性和性腺功能紊乱的患者中几乎是相似的。在许多性腺功能低下症患者中，促性腺激素的基础水平可能与正常范围重叠。所以，单次取血测得值的可靠性受到怀疑。各实验室应根据自己的条件和接触的人群，做出自己的正常值范围。一般LH每隔20min取血一次，共2～3次，将血清混合后测定其基础值。FSH则于上午取血1～2次，取其均值。表32-6所列正常值范围仅供参考。
  


  
    
      表32-6　血清促性腺激素浓度正常值[image: ]±SD）
    
[image: ]

    
      （胡自正等，1982）
    

  


  
    6.注意事项
  


  
    （1）采血，FSH可于上午取血一次，LH取血1～2次。对于放射免疫检测的FSH、LH数值，应结合性腺轴中其他激素水平及患者临床表现综合分析。必要时可重复检测。
  


  
    （2）严重溶血标本不能用，2～8℃保存不得超过48h，否则应放-20℃保存，但应避免反复冻融。
  


  
    （3）若待测标本FSH或LH浓度＞200mIU/ml，则应用0标准稀释后重做。
  


  
    （4）弃上清液应注意不得损失沉淀物，否则会严重影响测定结果。不同批号的试剂不能混用。
  


  
    （5）必须做NSB，且NSB/T应小于5%，每份标本应做双管重复。
  


  
    （6）一切操作和处理应按放射免疫实验规定进行。
  


  
    （二）CLIA法
  


  
    1.原理
  


  
    将一定量的荧光素标单克隆抗体和酶标单克隆抗体加入标本、标准品和质控品中，置37℃孵育。荧光素标单克隆抗体和酶标单克隆抗体分别与促黄体生成素分子的不同表位结合，形成“三明治”结构。加入过量的结合着磁性微粒的抗荧光素抗体，它快速地与促黄体生成素——抗体复合物发生特异性结合。在外加磁场中直接沉淀，不需离心即可分离。倒去上清液，清洗沉淀的复合物，然后加入酶促化学发光底物。底物在酶作用下被催化裂解，形成不稳定的激发态中间体，当激发态中间体回到基态时便发出光子，形成发光反应，即可使用发光仪检测反应的发光强度。在检测范围内，发光强度与样本中的LH浓度成正比，通过内插法就可以从标准曲线上读取待测样本的LH含量。
  


  
    2.试剂
  


  
    （1）LH试剂：
  


  
    含荧光素标LH单克隆抗体和碱性磷酸酶标LH单克隆抗体；
  


  
    （2）LH标准品：
  


  
    包括浓度分别为0、1、3、10、50和200mIU/ml，以小牛血清配制而成；
  


  
    （3）分离试剂：
  


  
    含包被着抗荧光素抗体的磁性微粒；
  


  
    （4）清洗液浓缩液：
  


  
    内含表面活性剂、防腐剂；
  


  
    （5）底物溶液：
  


  
    含酶促化学发光底物；
  


  
    （6）LH质控品：
  


  
    为冻干品，含一定量的LH。
  


  
    3.操作
  


  
    不同型号的仪器操作程序不同，若使用自动化的仪器，则由仪器自动操作所取代，请严格按照仪器使用说明书执行。
  


  
    4.质量控制
  


  
    LH质控品测定值应在规定范围内。
  


  
    5.参考范围
  


  
    男性：成人　1.26～8.76mIU/ml
  


  
    女性：卵泡期 1.36～13.31mIU/ml
  


  
    排卵期 12.79～87.67mIU/ml
  


  
    黄体期 0.51～20.21mIU/ml
  


  
    绝经期 14.9～51.11mIU/ml
  


  
    不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的LH水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    6.注意事项
  


  
    （1）标本应放-20℃贮存，避免反复冻融，严重溶血、黄疸、高脂血症的标本会影响结果。
  


  
    （2）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （3）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温。
  


  
    （4）由于LH呈脉冲式分泌，故血中浓度变化较大，慎将一次测定的结果用于临床。
  


  
    （5）测定结果高于标准曲线时应用“O”标准液稀释重测。同时应注意某些激素、药物、体内一些活性物质对测定结果的影响。
  


  
    （三）ECLIA法
  


  
    1.原理
  


  
    采用双抗体夹心法原理。待测样品、生物素化的抗促黄体生成素（LH）单克隆抗体与钌（Ru）标记的抗促黄体生成素（LH）另一位点单克隆抗体混匀，形成双抗夹心的抗原抗体复合物，加入链霉亲和素包被的微粒与之结合，在磁场作用下，微粒通过磁铁吸附到电极上，未结合的物质被清洗液洗去，电极加电压后产生化学发光，通过光电倍增管进行测定。
  


  
    2.试剂
  


  
    购买与仪器配套的试剂盒，主要包括以下几种试剂。
  


  
    （1）链霉亲和素包被的微粒，6.5ml/1瓶。粒子浓度0.72mg/ml，生物素结合能力：470ng生物素/mg粒子，含防腐剂。
  


  
    （2）生物素化的抗LH单克隆抗体，10ml/1瓶，pH8.0，含防腐剂。
  


  
    （3）［Ru（bpy）3］2+标记的促黄体生成素（LH）-多肽。
  


  
    （4）质控（Q.C）血清。
  


  
    3.操作
  


  
    同睾酮。
  


  
    4.参考范围
  


  
    男性：成人　1.7～8.6IU/L
  


  
    女性：卵泡期 2.4～12.6IU/L
  


  
    排卵期 14～95.6IU/L
  


  
    黄体期 1.0～11.4IU/L
  


  
    绝经期 7.7～58.5IU/L
  


  
    不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的LH水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    5.注意事项
  


  
    （1）此方法不受溶血、高脂血症、黄疸及类风湿因子的影响，接受高剂量生物素治疗的患者，至少要等最后一次摄入生物素8小时后才能采血。
  


  
    （2）标本放-20℃贮存可稳定6个月。只能冻融一次，避免反复冻融。
  


  
    （3）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （4）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温。
  


  
    第四节　血清催乳素检测
  


  
    人垂体催乳素（prolactin，PRL）是由垂体前叶产生的蛋白激素。PRL在雌激素、孕激素等的基础上，对泌乳的开始及维持起着重要作用。妊娠后血清PRL水平逐渐增高，至分娩前达高峰，哺乳期维持较高水平。PRL的测定，对诊断垂体肿瘤和泌乳综合征有特别重要的价值，对男性不育如无精子症、少精子症等的诊断也有重要的意义。PRL水平的变化以增高为多数，只有少数病变如垂体前叶功能减退、单纯性PRL分泌缺乏症等，表现为PRL水平降低。目前血清催乳素检测方法有多种，本节主要介绍RIA法、CLIA法、ECLIA法。
  


  
    一、放射免疫测定法
  


  
    （一）原理
  


  
    采用双抗体放射免疫法
  


  
    ①Ag+Ag＊+Ab1[image: ]［Ag＊Ab1］+［AgAb1］
  


  
    ②［AgAb1］+［Ag＊Ab1］+Ab2→［AgAb1］Ab2↓+［Ag＊Ab1］Ab2↓
  


  
    （二）材料
  


  
    （1）125I-PRL标记物，含＜10uci的125I标记的PRL及PBS。
  


  
    （2）PRL抗体（Ab1）：兔抗人PRL抗血清及PBS。
  


  
    （3）PRL标准物：7瓶，浓度分别为0、5、10、20、25、50、100、200ng/ml的人PRL。
  


  
    （4）质控血清：2瓶，含正常水平及高浓度PRL的人血清。
  


  
    （5）沉淀抗体（Ab2）：驴抗兔血清及PBS。
  


  
    （三）方法
  


  
    试管编号后按表32-7程序进行操作。
  


  
  
    表32-7　血清催乳素放射免疫测试操作表
  
[image: ]


  
    （四）结果计算
  


  
    （1）测出每份标本双管的cpm值，并计算平均数。
  


  
    （2）按下式算出各标准管，质控和患者标本的B/B0%：
  


  [image: ]


  
    （3）以各标准管B/B0为纵轴，标准物浓度Log值（ng/ml）为横轴，在半对数坐标纸上绘制标准曲线。
  


  
    （4）在标准曲线上查出质控血清及各标本的PRL浓度。
  


  
    （五）注意事项
  


  
    （1）PRL的分泌也有波动，而且易受应激状态影响。抚摸乳房或吮乳可造成PRL水平升高。各实验室应根据自己的条件做出正常值范围。对异常PRL测定的结果应综合分析，必要时可重复检测。下列正常值仅供参考：血清PRL正常浓度，男性9.8ng/ml（0～20ng/ml），女性12.3ng/ml（2～25ng/ml）。
  


  
    （2）其他注意事项同促性腺激素测定。
  


  
    二、CLIA法
  


  
    （一）原理
  


  
    以北京倍爱康生物技术公司的催乳素（PRL）为例。本品为夹心法、化学发光免疫分析法与磁性微粒分离技术相结合的一种检测方法，并使用了两种高亲和力单克隆抗体。
  


  
    将一定量的荧光素标单克隆抗体和酶标单克隆抗体加入标本、标准品和质控品中，置37℃孵育。荧光素标单克隆抗体和酶标单克隆抗体分别与PRL分子的不同表位结合，形成“三明治”结构。加入过量的结合着磁性微粒的抗荧光素抗体，它快速地与PRL——抗体复合物发生特异性结合。在外加磁场中直接沉淀，不需离心即可分离。倒去上清液，清洗沉淀的复合物，然后加入酶促化学发光底物。底物在酶的作用下被催化裂解，形成不稳定的激发态中间体，当激发态中间体回到基态时便发出光子，形成发光反应，即可使用发光仪检测反应的发光强度。在检测范围内，发光强度与样本中的PRL浓度成正比，通过内插法就可以从标准曲线上读取待测样本的PRL含量。
  


  
    （二）试剂
  


  
    （1）PRL试剂：含荧光素标PRL单克隆抗体和碱性磷酸酶标PRL单克隆抗体；
  


  
    （2）PRL标准品：包括复溶后浓度分别为0、40、200、500、2000和5000μIU/ml，以小牛血清配制而成；
  


  
    （3）分离试剂：内容物含包被着抗荧光素抗体的磁性微粒；
  


  
    （4）清洗液浓缩液：内含表面活性剂、防腐剂；
  


  
    （5）底物溶液：含酶促化学发光底物；
  


  
    （6）PRL质控品：为冻干品，含一定量的PRL。
  


  
    （三）操作
  


  
    不同型号的仪器操作程序不同，若使用自动化的仪器，则由仪器自动操作所取代，请严格按照仪器使用说明书执行。
  


  
    （四）质量控制
  


  
    PRL质控品测定值应在规定范围内。
  


  
    （五）参考范围
  


  
    正常男性：58.41～338.72μIU/ml
  


  
    正常女性：70.08～487.55μIU/ml
  


  
    绝经妇女：66.19～408.02μIU/ml
  


  
    不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的PRL水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    （六）注意事项
  


  
    （1）标本应放-20℃贮存，避免反复冻融，严重溶血、黄疸、高脂血症的标本会影响结果。
  


  
    （2）不可使用EDTA或柠檬酸钠抗凝血浆标本。
  


  
    （3）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （4）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温。
  


  
    （5）若标本浓度超过5000μIU/ml，需用稀释液稀释后测定。
  


  
    三、ECLIA法
  


  
    （一）原理
  


  
    采用双抗体夹心法原理。待测样品、生物素化的抗泌乳素（PRL）单克隆抗体与钌（Ru）标记的抗泌乳素（PRL）另一位点单克隆抗体混匀，形成双抗夹心的抗原抗体复合物，加入链霉亲和素包被的微粒与之结合，在磁场作用下，微粒通过磁铁吸附到电极上，未结合的物质被清洗液洗去，电极加电压后产生化学发光，通过光电倍增管进行测定。
  


  
    （二）试剂
  


  
    购买与仪器配套的试剂盒，主要包括以下几种试剂：
  


  
    （1）链霉亲和素包被的微粒，粒子浓度0.72mg/ml，生物素结合能力：470ng生物素/mg粒子，含防腐剂。
  


  
    （2）生物素化的抗泌乳素单克隆抗体，10ml/1瓶，pH7.0，含防腐剂。
  


  
    （3）［Ru（bpy）3］2+标记的抗泌乳素单克隆抗体。
  


  
    （4）质控（Q.C）血清。
  


  
    （三）操作
  


  
    同睾酮。
  


  
    （四）参考范围
  


  
    男性：86.0～390.0mIU/L
  


  
    女性：72.0～511.0mIU/L
  


  
    不同地区、不同个体、不同设备以及不同方法进行检测，所测得的PRL水平也有所不同，建议各实验室建立自己的正常值范围。
  


  
    （五）注意事项
  


  
    （1）此方法不受溶血、高脂血症、黄疸及类风湿因子的影响，接受高剂量生物素（＞5mg/d）治疗的患者，至少要等最后一次摄入生物素8小时后才能采血。
  


  
    （2）须注意泌乳素的测定值取决于采血时间，因为泌乳素的分泌呈昼夜的周期性。泌乳素的释放生理性地受吮吸和应激的促进。另外，许多药物（如二苯安定、吩噻嗪）、TRH和雌激素可引起泌乳素升高。多巴胺、L-多巴和麦角胺衍生物抑制泌乳素的释放。
  


  
    （3）泌乳素测定结果应结合患者病史、临床其他检查结果综合起来进行诊断。
  


  
    （4）标本应放-20℃贮存，避免反复冻融。
  


  
    （5）试剂应贮存在2～8℃冰箱内，在有效期内使用，不同批号试剂盒不能混用。
  


  
    （6）待测标本及试剂上机前均应恢复至室温。
  


  
    第五节　血清抑制素B检测
  


  
    抑制素B（Inhibin B）是由睾丸Sertoil细胞分泌的二聚体糖蛋白激素，由两个亚单位共价连接而成，参与下丘脑-垂体-性腺轴的反馈调节。INH B作为转化生长因子β超家族的一员，是男性性腺的一个重要局部调节因子，在精子发生过程中发挥作用，其水平与精子发生或损害有良好的相关性，直接反映睾丸功能和生精上皮状态，被认为是评价精子发生最佳的内分泌标志物。近年来，抑制素B在男性生殖功能中的作用逐渐被人们认识，其在男性不育诊断和辅助生殖领域也得到了广泛的应用。血清抑制素B检测目前主要采用ELISA法，本节主要介绍此分析方法。
  


  
    一、基本原理
  


  
    采用双抗体夹心免疫测定法。在实验中，标准品、质控品及待测血清样本都在包被有抗抑制素bB亚单位抗体的微孔板中孵育。孵育及洗板之后，所有孔都加入生物素标记的抗抑制素a亚单位的检测抗体。再孵育及洗板之后，所有孔加入链霉亲和素-辣根过氧化物酶结合物。第三次孵育及洗板之后，加入TMB底物孵育。之后加入终止液，最后用双波长在450nm及620nm处测吸光度。测得的吸光度与抑制素B的浓度成正比。标准品用于描绘吸光度的标准曲线，待测抑制素B的浓度可从此曲线中读出。
  


  
    二、试剂
  


  
    （1）微孔板：包被有抗抑制素bB亚单位抗体的微孔板96孔；
  


  
    （2）标准品A：2ml×1瓶，胎牛血清，含0pg/ml二聚体抑制素B；
  


  
    （3）标准品B-G：1.0ml×6瓶，胎牛血清，含二聚体抑制素B的浓度为10，30，100，250，500，1000pg/ml；
  


  
    （4）质控品（Ⅰ和Ⅱ）：1.0ml×1瓶；
  


  
    （5）抑制素B抗体生物素复合物：10ml×1瓶；
  


  
    （6）酶结合物：10ml×1瓶，含链霉亲和素-辣根过氧化物酶结合物；
  


  
    （7）样本缓冲液A：10ml×1瓶；
  


  
    （8）样本缓冲液B：10ml×1瓶；
  


  
    （9）TMB底物液：11ml×1瓶；
  


  
    （10）终止液：11ml×1瓶，为0.2M的硫酸；
  


  
    （11）浓缩洗液：100ml×1瓶。
  


  
    三、操作
  


  
    （1）标记待用的微孔板条；
  


  
    （2）分别吸入50ul标准品、质控品和样本加入相应的微孔中；
  


  
    （3）每孔加入25ul样本缓冲液A；
  


  
    （4）每孔加入25ul样本缓冲液B；
  


  
    （5）置于摇床（300～400rmp）中，于室温（-25℃）孵育过夜（14～18h）；
  


  
    （6）用全自动洗板机再清洗6次（或甩尽孔内液体，每孔加350ul去离子水，重复5次操作），倒置吸水纸上拍干；
  


  
    （7）每孔加入50ul抑制素B抗体生物素复合物；
  


  
    （8）加盖置于摇床（500～700rmp）中，于室温（-25℃）孵育1.5h；
  


  
    （9）用全自动洗板机清洗6次（或甩尽孔内液体，每孔加350ul去离子水，重复5次操作），倒置吸水纸上拍干；
  


  
    （10）每孔加入50ul链球菌抗生物素蛋白酶联物；
  


  
    （11）加盖置于摇床（500～700rmp）中，于室温（-25℃）孵育20min；
  


  
    （12）用全自动洗板机清洗6次（或甩尽孔内液体，每孔加350ul去离子水，重复5次操作）。最后一次冲洗后，用冲洗液浸泡孔15min；
  


  
    （13）用全自动洗板机清洗6次（或甩尽孔内液体，每孔加350ul去离子水，重复5次操作），倒置吸水纸上拍干；
  


  
    （14）每孔加入100ulTMB底物液；
  


  
    （15）置于摇床（500～700rmp）中，于室温（-25℃）避光孵育15～30min；
  


  
    （16）每孔加入100ul终止液；
  


  
    （17）在30min内用酶标读数仪读数。
  


  
    四、参考值
  


  
    正常男性：164.32±77.21pg/ml（周慧等，中国妇幼保健，2009，Vol.24，No.28：3987），由于产品不同及各地区实验室的差异，实验室可建立自己的参考值。
  


  
    五、注意事项
  


  
    （1）血清在2～8℃可保存24h，-20℃以下可保存30d。样本应避免反复冻融，不要用溶血或者高脂血症的样本，冰冻样本应解融并混匀后再用；
  


  
    （2）试剂保存于2～8℃冰箱内，有效期内使用，不要混用不同产品的试剂；
  


  
    （3）质控品、标准品开瓶后2～8℃可保存2周，-20℃以下可保存至有效期；
  


  
    （4）酶联复合物、TMB底物等试剂应避光保存，避免金属和细菌污染；
  


  
    （5）所有试剂和样本在使用前应平衡至室温（25℃）并轻轻地摇匀；
  


  
    （6）实验室的温度最好设置在25℃，过低将影响反应程度。
  


  （周慧　袁慧星　官黄涛　王友宝　吴昌杰）
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    第三十三章　精液的免疫学检查
  


  
    不孕不育的原因非常复杂，其中，免疫学因素是导致不孕不育的重要原因之一。在男性的精浆、血清和女性的血清、宫颈黏液、卵泡液、输卵管液中都可能出现抗精子抗体（AsAb），其对精子有制动和细胞毒作用。在女性出现的抗子宫内膜抗体、抗透明带抗体、抗卵巢抗体，可阻止精子对卵细胞的附着、穿透和受精卵的着床。另外，一些自身免疫性疾病，如甲状腺功能亢进、原发性甲状腺功能减退、系统性红斑狼疮等患者多有性功能异常或不育。因此，自身抗体的检测对男性不育的综合分析有重要意义。
  


  
    世界卫生组织（WHO）报道，男性不育患者中有2.9%为免疫因素所造成。在原发性不育患者中，免疫性不育约占2.7%；在继发性不育患者中，免疫性不育约占4.0%。
  


  
    第一节　概　述
  


  
    人类精子具有抗原性，而且精子抗原相当复杂，约有100多种，目前已经被鉴定的精子抗原已达数十种。精子抗原可分为特异性精子抗原和非特异性精子抗原，尤以前者较为重要。在正常情况下，由于血-睾屏障和精液中免疫抑制物质的存在，男性精子难以接触到自身免疫系统而产生AsAb；女性生殖道中也含有丰富的免疫抑制物质，尽管性交时女性多次接触男性精液，但正常情况下也不会产生AsAb。
  


  
    男性AsAb的产生原因主要包括：①睾丸损伤：如睾丸活检、睾丸外伤和睾丸扭转等；②感染：感染会破坏生殖道黏膜、血-睾屏障、血-附睾屏障等，导致精子穿过生殖道黏膜或管腔壁进入血液，从而诱导AsAb产生；③生殖道梗阻或输精管结扎后的免疫反应；④其他因素：如隐睾、精索静脉曲张、同性恋、精浆免疫抑制物质降低等。
  


  
    导致免疫性不育的可能机制包括：①AsAb可阻止精子穿过宫颈黏液，干扰精子获能。无论是精液还是宫颈黏液中存在AsAb，抗体与精子接触后均会产生凝集反应，使精子不能进入宫腔，并被补体或细胞介导的杀伤作用损害，使精子死亡或失去活动能力。②AsAb对精子的代谢及精子收缩蛋白功能有影响，能抑制精子在子宫和输卵管中的运行。③AsAb能封闭引起顶体反应的位点，抑制顶体酶活性，阻碍顶体反应的发生，抑制精子对透明带的附着与穿透作用。④AsAb的存在使自由基产生过多，对精子膜的破坏增加，影响精子质膜颗粒的流动性而阻碍获能。⑤AsAb可以抑制透明质酸酶的释放，阻断卵丘的消散及精子在卵丘细胞上的识别位点，干扰精子与卵丘细胞的黏着，影响精子通过卵丘，从而阻止精子穿过透明带。⑥AsAb可以阻碍精卵结合。⑦AsAb能与受精时转移到卵膜的精子抗原发生反应，干扰受精卵的发育。AsAb还可以通过介导补体、巨噬细胞和杀伤细胞直接损伤受精卵和早期胚胎，导致早期流产。
  


  
    第二节　检测方法
  


  
    精液的免疫学检查主要包括精子凝集检测和AsAb的检测。
  


  
    1.精子凝集检测
  


  
    凝集在测定精子活力时进行评价，检查时可采用半定量的分级方法：从（-）（没有凝集）到（+++）（所有可动的精子凝集到一起），同时记录精子凝集的类型（头对头、尾对尾或混合型）。不活动精子之间、活动精子与黏液丝之间、活动精子与非精子细胞成分和细胞碎片等黏在一起，不能视为凝集。
  


  
    正常生育男性的精子一般不发生凝集。凝集的存在提示不育可能是由免疫性因素引起，但不足以说明不育一定是免疫因素引起的。
  


  
    2.AsAb检测
  


  
    AsAb为诊断免疫性不育的最重要的指标。检测AsAb的方法有多种，包括免疫荧光法、浅盘凝集法（TAT）、乳胶珠凝集试验、精子制动试验（SIT）、固相酶染色法、免疫珠法（IBT）、混合抗球蛋白反应法（MAR）、酶联免疫吸附分析（ELISA）法、免疫金分析法等。目前我国临床上以ELISA法为主，少数单位使用WHO推荐的免疫珠试验（IBT）和混合抗球蛋白反应试验（MAR）。这三种方法可根据医院患者量的多少和能够选用的试剂盒质量而选择使用。
  


  
    （1）ELISA法
  


  
    ELISA法最大的优点是可以同时检测大量标本，而且可用于抗体的分型（IgG、IgM 和IgA）。检测原理为：采用纯化的人精子膜抗原包被微孔，待测标本中的AsAb与微孔板上的精子膜抗原反应，再与辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgG结合，形成抗原-抗体-酶标抗体复合物，加入底物溶液，通过显色深浅来判定AsAb的存在和含量。目前，已有商品化抗精子抗体ELISA检测试剂盒。
  


  
    基本操作程序：①将已包被的微孔板及所有检测试剂置于室温下平衡30min，同时配制标本稀释液（含5%小牛血清的PBS-T）。②根据不同待测标本，每孔加标本稀释液100μl或50μl，阴、阳性对照孔不加，空白对照孔加100μl标本稀释液。③依次加入标本（血清20μl，精浆和宫颈黏液50μl）和100μl阴、阳性对照。④37℃温育40min。⑤用PBS-T洗板4次，每次3min，拍干。⑥每孔加酶结合物2滴，充分混匀，用封膜覆盖，置37℃温育30min。⑦甩净孔内液体，加洗液，洗涤方法同上。⑧每孔加显色液A、B（底物溶液）各1滴，混匀后避光反应10min。⑨每孔加终止液1滴，终止反应。⑩以空白孔调零，450nm测吸光度值，P/N≥2.1为阳性，也可以直接肉眼判断（与阳性对照比较）。
  


  
    （2）IBT试验
  


  
    检测原理为：采用包被羊抗人IgG、IgA的亲水性聚丙烯酰胺珠（免疫珠）来检测精子表面结合抗体、或待测血清（宫颈黏液）中的AsAb。它分为直接法和间接法。直接法检测精子表面结合抗体，具体操作步骤为：①新鲜待测精液1滴，一式3份，分别加1滴最适稀释度的羊抗人IgG、IgA、IgM包被的免疫珠悬液，混匀后加盖玻片。②置湿盒1h，然后在光学显微镜下观察。间接法检测精浆、血清或宫颈黏液中各Ig类别的AsAb。具体操作步骤为：①生育男性提供的精液（活动率＞70%以上）用Baker缓冲液（葡萄糖3g，Na2HPO4•12H2O 0.6g，NaCl 0.2g，KH2PO40.01g，加水至100ml）洗2次，调精子浓度为6×107/ml。②取50μl待测血清或宫颈黏液，加50μl精子悬液，37℃温育1h，再用Baker缓冲液洗2次。③以下操作同直接法。高倍镜视野下计数附着2个或更多免疫珠的活动精子百分率，至少计数200条精子。
  


  
    （3）MAR试验
  


  
    反应原理和操作步骤类似IBT试验。只不过用人IgG或IgA包被于O型人红细胞、绵羊红细胞或乳胶颗粒上，再向悬浮液中加入特异性的抗人IgG或抗人IgA，其起“桥连”的作用。结果判断亦类似于IBT试验。
  


  
    正常生育男性精子表面、精浆及血清中AsAb均应为阴性。ELISA法以阴性报告，IBT和MAR法以结合免疫珠或颗粒的活动精子小于50%为正常。
  


  
    第三节　方法学评价
  


  
    ELISA法、IBT试验和MAR试验均可用于抗体的分型（IgG、IgM和IgA），不同的是，ELISA法的最大优点是可以同时检测大量标本，并可以检测抗体滴度；MAR试验和IBT试验必须每个样本单独检测，而且，如果检测精浆、血清或宫颈黏液中的AsAb时，需要新鲜的高质量的精液，这就大大限制了其临床应用。但MAR试验和IBT试验比较直观，可以直接观察到免疫珠或颗粒与精子的凝集现象，并且可大体确定AsAb在精子表面的位置，从而为临床治疗采取何种措施提供参考。而ELISA法不能检测精子表面结合的抗体。因此，不同的实验室可根据自身实验室的条件和患者量而决定采取何种检测方法。
  


  
    为了保证检测结果的准确可靠，不论是ELISA法还是MAR试验或IBT试验，在检测标本的同时均应同时检测相应的阳性对照和阴性对照，只有阴、阳性对照完全吻合，样本的检测结果才有保证。
  


  
    MAR试验和IBT试验中，供者精液的精子活力要有保证，观察结果时要注意只观察黏附有颗粒或免疫珠的活动精子，而非前向运动精子靠近免疫珠或颗粒时要加以鉴别，而且，颗粒或免疫珠与精子尾尖的结合应忽略不计。MAR试验和IBT试验对黏附颗粒的活动精子进行评分时，应在孵育3min和10min时分别检测一次，如果10min时活动精子全部结合上颗粒或不再活动，以3min时的数值作为试验结果；如果10min时的检测结果低于3min时的结果，应考虑是否有判断或记录误差，因为真正的抗体结合应该是颗粒逐渐凝集成团。由于IBT法和MAR法需要正常生育男性精子，而且每个标本需分别操作，很难满足我国男科实验室大量患者的需求，因此，在我国这两种方法使用相对较少。
  


  
    目前市场上有不少厂家提供ELISA法AsAb检测试剂盒，但检测结果差异较大。因此，临床医生应慎重看待AsAb检测结果。由于目前用于检测AsAb的抗原基本来自用不同方法处理的精子膜抗原，因此成分比较复杂，相应的非特异性反应亦较多。建议临床上检测的阳性标本，用另一品牌的AsAb试剂盒再次检测，只有两种试剂盒检测均为阳性结果方可报告临床，如果两者结果不一致，建议用第三家品牌的AsAb检测试剂盒核实。
  


  
    ELISA检测为阳性的精液标本，建议以MAR试验或IBT试验进一步验证。
  


  
    第四节　临床意义
  


  
    精子抗原包括精子膜表面抗原、精子胞质中的抗原和精子核抗原。精子膜表面抗原可以是二倍体生精上皮的固有成分，也可以是在男性生殖道转运过程中由于表面物质重新组合而得以暴露的精子内部成分和附着在精子表面的生殖道分泌成分。其化学本质主要为膜蛋白或糖蛋白的碳水化合物残基和蛋白质不完全分解产物。常见的精子膜抗原有卵裂信号-1（cleavage signal-1，CS-1）、受精抗原-1（fertilization antigen-1，FA-1）、受精抗原-2（fertilization antigen-2，FA-2）等。精子胞质中的抗原有精子头部胞质中的精蛋白、乳酸脱氢酶-C4（LDH-C4）等，精子破坏时可以暴露胞质抗原。精子核抗原有精核蛋白等。精子抗原按其特异性可分为精子特异性抗原和精子非特异性抗原。精子特异性抗原有FA-1、FA-2、CS-1、LDH-C4、精子/滋养层交叉反应抗原（sperm/trophoblast cross-reacting antigen，STX-10）等，精子非特异性抗原有精核蛋白、肌酸磷酸激酶（CPK）、甘露糖配体受体（mannoseligand receptors，MLR）、C-myc蛋白、G蛋白等。正是由于精子抗原十分复杂，究竟哪一种抗原对应的AsAb对生殖影响较大，目前尚无定论。迄今为止，尚未发现有哪一种抗原的AsAb能完全阻断精卵受精而致不育。因此，应谨慎对待AsAb的检测结果。
  


  
    AsAb主要有IgA、IgG和IgM三种类型，可存在于男女双方血液或生殖道分泌物中。首先出现的是IgM，随后转为IgG，且可长期存在。血清中以IgG（或IgM）为主。局部体液（如精浆、宫颈黏液）中以IgA为主。一般而言，精浆、宫颈黏液中AsAb阳性率低于血清，但其临床意义更大，因为精浆或宫颈黏液中的AsAb可直接与精子结合，从而可能导致精子凝集、制动或活动力减弱等，影响精子正常通过女性生殖道而致不育。
  


  
    IgG为精子制动抗体，主要存在于血清中。IgG很少单独出现，更多的是同时出现IgA和IgG。精子与IgG结合可能促进精子与巨噬细胞或中性粒细胞Fc受体结合，从而介导对精子的杀伤效应。IgM可以固定补体，介导细胞溶解，促进精子凝集，从而影响精子功能。因此，目前临床上使用ELISA法检测AsAb时，除检测总AsAb水平外，往往也检测抗体的类型——IgA、IgG和IgM型抗体。
  


  
    一般认为，AsAb对生育的影响与其滴度有直接关系，AsAb滴度升高时，生育能力随之下降。但由于AsAb对生育影响的复杂性，少数患者即使AsAb滴度很高，精子也可能与卵子结合而受孕，这可能是由于不同类别抗体的作用方式、部位不同，针对的抗原、发挥效应的途径各异，因而对生育的影响能力亦不相同。因此，对AsAb阳性的患者，即使滴度很高，也应用另一品牌的AsAb试剂盒进行复核，同时，应仔细检查精液常规，观察精子的凝集情况，必要时可以用AsAb阳性的血清或精浆处理患者精子或正常生育男性的精子，以观察AsAb对精子活动能力、顶体反应等影响。
  


  
    精子对于女性是一个同种异体抗原，性交活动可视为一个反复注射抗原的过程。正常情况下，由于精浆免疫抑制物质和女性自身保护机制的存在，一般不引起女性的免疫应答。当精浆中的免疫抑制物质减少或女性自身的保护机制遭到破坏时，精液中的可溶性抗原可被阴道黏膜吸收，精子及其附着的精浆抗原可被巨噬细胞摄取，经抗原识别，诱发全身或局部的免疫应答。女性产生AsAb有很多途径。生殖道黏膜层的机械性或化学性损伤，使之暴露于外来精子抗原而形成AsAb。另外，通过输卵管进入腹腔的精子也能通过巨噬细胞吞饮作用和T细胞引起的免疫反应诱导血清AsAb形成。女性生殖道感染后局部炎症也可诱发AsAb产生。
  


  
    一般而言，女性AsAb阳性时进行体外受精，受精率和卵裂率均较低，妊娠率亦降低。然而一旦受精发生后，妊娠率在AsAb阳性和阴性组并无差别，目前没有足够的数据支持AsAb在反复流产中起作用。
  


  
    当精子表面有AsAb抑制或减少受精时，利用单精子卵细胞胞质内注射（ICSI）技术将受损精子注入卵细胞胞质内可以提高受精率，从而克服AsAb对生育的影响。
  


  （陆金春　官黄涛　商学军）
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    第三十四章　精浆的生物化学检查
  


  
    人类精浆的组成几乎都来自于附属性腺，其中约30%来自前列腺，60%来自精囊，5%～10%来自尿道球腺及附睾等。一些精浆生化标志可反映附属性腺功能，如酸性磷酸酶、γ-谷氨酰转肽酶（γ-GT）、锌、柠檬酸和镁反映前列腺功能；果糖和前列腺素反映精囊功能；游离左卡尼汀、甘油磷酸胆碱和α-葡糖苷酶反映附睾功能等。这些特异性标志物总排出量的高低可用于评价男性附属性腺的功能状态，也可用于综合评价不育的发病原因和机制。目前，我国男科实验室已开展的精浆生化指标主要为α-葡糖苷酶、果糖、酸性磷酸酶和锌，但精浆γ-GT的检测可望取代精浆酸性磷酸酶的检测。这些检测的试剂可自行配制，也可购买相应的试剂盒进行检测。另外，本章还介绍了精浆左卡尼汀、柠檬酸、弹性蛋白酶和尿酸等的检测，这些指标有的已在临床实验室开展，有的正被一些试剂生产厂家开发成临床诊断试剂盒，故本章也对此做了介绍。
  


  
    第一节　精浆α-葡糖苷酶的检测
  


  
    精浆α-葡糖苷酶来源于附睾（中性α-葡糖苷酶）和前列腺（酸性α-葡糖苷酶），前者约占80%，后者约占20%。因此，精浆α-葡糖苷酶的检测目前有两种方法，一是精浆总α-葡糖苷酶的检测，为目前我国男科实验室常用方法；二是精浆中性α-葡糖苷酶的检测，为WHO手册推荐方法，检测过程相对比较繁琐。
  


  
    （一）精浆总α-葡糖苷酶的测定
  


  
    1.检测原理
  


  
    使用葡萄糖氧化酶法检测精浆总α-葡糖苷酶活性。麦芽糖含有两个吡喃型葡萄糖残基，由α-1，4-糖苷键相连，经精浆α-葡糖苷酶的作用，水解糖苷键生成葡萄糖。用葡萄糖氧化酶法可测定其生成量。1单位α-葡糖苷酶定义为每毫升精浆与底物在37℃水浴箱中温育30min产生0.1mg葡萄糖。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①醋酸盐缓冲液：0.1mol/L pH5.2。②麦芽糖基质液（56mmol/L）：称取麦芽糖100mg，溶于5ml 0.1mol/L醋酸盐缓冲液中，用时新鲜配制。③Tris-HCl缓冲液：0.5mol/L pH7.0。④葡萄糖标准液：5.56mmol/L。⑤153.06mmol/L氯化钠溶液。⑥葡萄糖氧化酶法测定试剂盒：市场广泛可得。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    具体操作步骤见表34-1。
  


  
  
    表34-1　精浆α-葡糖苷酶测定操作步骤
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    续表
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    混匀，37℃水浴箱中温育15min后，用505nm波长，Bp管调零，读取吸光度值。结果计算：精浆α-葡糖苷酶活性（U/ml）=（U-Ub-Rb）/（S-Rb）×0.01×2×1/0.01÷0.1=（U-Ub-Rb）/（S-Rb）×20。
  


  
    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆总α-葡糖苷酶活性参考值为35.1～87.7U/ml。
  


  
    （二）精浆中性α-葡糖苷酶的测定
  


  
    1.检测原理
  


  
    前列腺分泌的酸性α-葡糖苷酶能够被十二烷基硫酸钠（SDS）选择性抑制，检测过程中加入SDS后，检测出的α-葡糖苷酶活性即为中性α-葡糖苷酶活性。WHO推荐的该检测方法原理为葡糖苷酶将合成的p-硝基苯酚-α-吡喃葡糖苷（PNPG）底物转化为对硝基苯酚（PNP），加入碳酸钠后变为黄色，然后在405nm下比色测定，通过与标准曲线的比较确定样本中中性α-葡糖苷酶活性。1IU葡糖苷酶活性定义为37℃水浴箱中温育每分钟生成1μmol PNP。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①缓冲液1（0.2mol/L磷酸盐缓冲液，pH6.8）：溶解4.56g K2HPO4于100ml纯水中；溶解2.72g KH2PO4于100ml纯水中。将两者等量混合至pH6.8。②缓冲液2：溶解1g SDS于100ml缓冲液1中。③显色剂1（0.1mol/L Na2CO3）：溶解6.20g Na2CO3•H2O于500ml纯水中。④显色剂2：溶解0.1g SDS于100ml显色剂1中。⑤5mg/ml底物PNPG：溶解0.1g PNPG于20ml缓冲液2中，并在50°C的加热板上搅拌约10min。一些晶体可能仍然不溶解。使用过程需将溶液贮存于37℃水浴箱中。每次分析制备新鲜溶液。⑥用于精液空白的葡糖苷酶抑制剂（澳粟精胺，10mmol/L）：溶解18.9mg澳粟精胺于10ml纯净水中，用纯净水稀释10倍成1mmol/L的工作液，分装成1ml-20℃冻存。⑦用于产物PNP的标准曲线溶液（5mmol/L）：溶解69.5mg PNP于100ml纯净水中，必要时加热溶解。用铝箔包裹或装在棕色玻璃瓶中4℃避光保存，每3个月制备新鲜的标准溶液。⑧制备标准曲线的溶液（在孵育的最后一个小时内完成）：加400μl 5mmol/L PNP贮存液于10ml试管中，加显色剂2（200μmol/ L）至10ml，用显色剂1稀释200μmol/L标准得到4个标准液，160、120、80和40μmol/L PNP。⑨用冻融的混合精浆做室内质量控制。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：①精液分析后3000g离心剩余的精液样本15min，取去精子的精浆贮存于-20℃待分析。②溶解去精子的精浆并充分混匀，同时溶解用于内部质量控制的混合精浆。③在2个1.5ml试管中用正向移液器分别加15μl精浆标本，同时设两个空白（15μl纯水）和4份（各15μl）内部质量控制精浆样本。④在两个内部质量控制样本中加8μl 1mmol/L澳粟精胺以提供精浆空白值。⑤加100μl PNPG底物溶液至每管中，混匀每管，37℃孵育2h。⑥2h后加1ml显色剂1并混匀终止孵育。⑦将250μl样本和标准液转移至96孔板中；1h内在405nm波长下用水空白调零读取结果。⑧通过比较吸光度值，从标准曲线上读取标本产生的PNP浓度。⑨乘以校正因子［为0.6194，即经过120min反应，在1.115ml总体积中，从15μl精浆得出的活性，因此，校正因子为（1115/15）/120=0.6194］，得到未稀释精浆中性α-葡糖苷酶活性（IU/L），再乘以精液总体积即为每份精液的α-葡糖苷酶活性（mU）。
  


  
    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆中性α-葡糖苷酶为每次射精精液≥20mU。
  


  
    （三）方法学评价
  


  
    精浆总α-葡糖苷酶活性的测定包含约20%的来自前列腺的酸性α-葡糖苷酶，因此其总活性值可能受到前列腺分泌功能的影响，但其操作简便，影响因素少。而WHO推荐的中性α-葡糖苷酶活性检测中，由于SDS溶液储存很容易发生沉淀，且用于检测的底物PNPG常有结晶难以溶解，这给实际操作带来很大的不确定性，而且，其操作步骤较为繁琐，且每次分析均需制备标准曲线，十分费时，不易在临床推广。
  


  
    为了保证精浆α-葡糖苷酶活性检测结果的准确可靠，应注意三点：①离心分离获得精浆标本时，至少3000g离心15min。WHO推荐的离心速度为1000g离心10min，但以此离心速度分离获得的精浆中仍含有大量精子，其检测出的α-葡糖苷酶活性显著高于3000g离心15min获得的精浆。这可能与精浆中残存的精子、细胞或非细胞成分有关，因为精子顶体中含有α-葡糖苷酶，前列腺分泌的非细胞组分中亦含有α-葡糖苷酶。②精浆总α-葡糖苷酶活性与禁欲时间的长短密切相关。禁欲时间越长，α-葡糖苷酶水平越高。禁欲4～5d和禁欲6～7d的结果之间没有显著性差异，而禁欲2～3d的精浆α-葡糖苷酶水平明显降低，禁欲7d以上的精浆α-葡糖苷酶水平明显升高。③每批精浆α-葡糖苷酶活性的检测中均应包括高、低浓度的两种室内质控品，这可通过混合精浆分装冷藏获得。而且，每次更换新的不同批次的试剂时，应以质控品结果作为参考，结果的一致性应在10%之内。
  


  
    （四）临床意义
  


  
    精浆总α-葡糖苷酶活性高低可反映附睾分泌功能。
  


  
    第二节　精浆果糖的检测
  


  
    精浆果糖的测定几乎被在世界上所有男科实验室进行，而且，WHO也推荐以精浆果糖浓度的测定作为评价精囊功能的指标。目前，用于检测精浆果糖的方法有间苯二酚显色法、气相层析法、吲哚显色法等多种方法。尤以间苯二酚法为临床男科实验室常用，该法操作简单，无需特殊仪器，特异性好。
  


  
    1.检测原理
  


  
    目前临床上精浆果糖检测基本以间苯二酚法为主。原理为：果糖与溶于强酸的间苯二酚溶液加热后，产生红色化合物，参比标准品，即可知其含量。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①果糖标准贮存液（500mg/L）：50mg果糖加蒸馏水至100ml。②果糖标准液（50mg/L）：取果糖标准贮存液1ml，加蒸馏水至10ml。③0.175mol/L ZnSO4•7H2O：称取50.2g加蒸馏水至1L。④0.15mol/L Ba（OH）2•8H2O：称取47.3g加蒸馏水至1L。⑤1g/L间苯二酚：用95%乙醇配制。⑥10mol/L HCl：于87ml蒸馏水中加入浓HCl 413ml。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：①精浆预处理：取精浆0.1ml，加蒸馏水2.9ml，混匀；加Ba（OH）2 （0.15mol/L）0.5ml，ZnSO4（0.175mol/L）0.5ml，混匀；静置5min，离心取上清液备用。②按表34-2加入试剂。加完后，90℃水浴10min，流水冷却，490nm波长下以空白管调零读取吸光度值。③结果计算：果糖（g/L）=测定管吸光度/标准管吸光度×2。
  


  
  
    表34-2　间苯二酚法测定精浆果糖操作步骤
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    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆果糖参考值为0.87～3.95g/L。WHO推荐的正常参考值为每次射精精液≥13μmol。
  


  
    5.方法学评价
  


  
    间苯二酚法检测精浆果糖在临床上已使用十多年，该法重复性和准确性在所有精浆生化检测指标中位于前列，这依赖于显色的相对稳定，但试验过程中必须严格遵守操作程序，加样必须准确，去蛋白的过程中，加入氢氧化钡和硫酸锌后均需充分混匀，而且吸取上清液时不要混入沉淀。由于浓盐酸具有挥发性，应在通风橱中进行操作，且反应的温度和时间必须准确。只要严格按操作程序进行，该法检测精浆果糖在临床上是可行的，但要向全自动检测方向发展，浓盐酸的使用和90℃的高温将是瓶颈，更换新的检测方法可能势在必行。
  


  
    为了保证精浆果糖检测结果的准确可靠，精浆果糖检测中需注意四点：①果糖标准液配制后应放置2周后使用，而使用2周后出现吸光度降低时应立即更换新的果糖标准液。果糖为多羟基酮糖，有不对称碳原子，具有旋光性，在水溶液中有变旋现象，经过大约2周的时间，可能存在的5种异构体达到平衡，此旋光度也达到一个平衡值而相对稳定，因而在随后的2周时间内吸光度值相对稳定且变异小。由于水为弱亲核试剂，经过一段时间酮糖转变为醛糖并达到一个平衡。由于间苯二酚与浓盐酸遇酮糖呈红色，遇醛糖呈很浅的颜色，一旦果糖在水溶液中逐渐转变为醛糖，吸光度值将逐渐降低，此时需更换新的果糖标准液。一般来讲，不同批次检测时，果糖标准液的吸光度应相对恒定。②离心速度不同精浆果糖浓度稍有差异。离心速度增加时精浆果糖浓度有升高趋势。可能原因为：离心速度高时，精浆中残余精子浓度明显降低，由于精子不含果糖，因而低速离心时精浆中残留的精子将占据一定体积，使实际精浆量有所降低，因而浓度有降低趋势。因此，为了得到最真实的精浆果糖浓度值，离心速度不得低于3000g离心15min。③精液液化后应立即离心将精子和精浆分离，否则会影响精浆果糖检测结果。这是由于体外活动精子不断消耗果糖。随着精液放置时间的延长，精浆果糖浓度逐渐降低。精液放置2h后离心所得精浆果糖浓度比立即离心时精浆果糖浓度显著降低，放置4h比2h又显著降低，而且，此种降低与活动精子浓度呈显著正相关。④精浆果糖测定中应引入质量控制体系。对每批标本的测试都应该带有高、低浓度的两种质控品，可以用混合的冻融精浆标本作为质控品。
  


  
    6.临床意义
  


  
    精浆果糖浓度的测定可用于评价精囊分泌功能。精浆果糖可为精子的运动提供能量。当精囊功能紊乱时，精液总量减少，精浆果糖含量降低，进而引起精子活力不足，导致不育。
  


  
    第三节　精浆酸性磷酸酶和γ-GT的检测
  


  
    精浆中含有较高的酸性磷酸酶和γ-GT活性，前者比血清高数十万倍，后者是血清的200～500倍。它们均由前列腺分泌，故精浆酸性磷酸酶和γ-GT活性均可反映前列腺功能。而且，由于两者的检测方法有一定可比性，故本节将两者放在一起叙述。
  


  
    （一）精浆酸性磷酸酶的检测
  


  
    1.检测原理
  


  
    精浆酸性磷酸酶所用检测方法为磷酸苯二钠法。即精浆酸性磷酸酶在酸性条件下分解磷酸苯二钠产生游离酚和磷酸，酚在碱性溶液中与4-氨基安替比林作用，经铁氰化钾氧化成红色醌的衍生物，根据红色深浅测出酶活力的高低。WHO推荐的方法使用的是相同原理，只是底物稍有不同，磷酸苯二钠法的底物为磷酸苯二钠，而WHO推荐的方法所用底物为p-硝基酚磷酸二钠。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①0.2mol/L枸橼酸盐缓冲液（pH4.9）：枸橼酸钠（C6H8O7•H2O）42g，溶于600ml水中，用NaOH矫正pH值至4.9，加蒸馏水至1L。加氯仿数滴，冰箱保存。②0.01mol/L磷酸苯二钠基质液：取无水磷酸苯二钠2.18g（如含2分子结晶水应加2.54g），加蒸馏水至1L。此溶液应迅速煮沸，以消灭微生物，冷却后加氯仿4ml防腐，冰箱保存（一次不宜配过多）。③碱性溶液：碳酸氢钠4.2g，4-氨基安替比林0.1g，溶于100ml蒸馏水中，加入0.5mol/L NaOH 100ml，混匀。④铁氰化钾溶液：分别称取铁氰化钾2.5g，硼酸17g，各溶于400ml蒸馏水中，二液混合，加水至1L，棕色瓶暗处保存。⑤酚标准贮存液（1mg/ml）：称取酚（AR）1g于0.1mol/L HCl中，用0.1mol/L HCl稀释到1L。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：①标准曲线的制备：按表34-3操作，加完试剂后，立即充分混匀，用510nm波长、0号管调零，读取吸光度值，以1～5管所得读数与其相应的酸性磷酸酶单位（依次为100、200、300、400、500U）回归绘制标准曲线。②将精浆用等渗盐水稀释1000倍后按表34-4操作。加完试剂后混匀，于510nm波长、蒸馏水调零后读取吸光度。③结果计算：以测定管吸光度-对照管吸光度之差值，查标准曲线求酶活力。1单位酸性磷酸酶定义为每毫升精浆在37℃水浴箱中与基质作用15min，产生10mg酚。
  


  
  
    表34-3　酸性磷酸酶标准曲线建立步骤
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    表34-4　酸性磷酸酶操作步骤
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    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆酸性磷酸酶活性为48.8～208.6U/ml。
  


  
    （二）精浆γ-GT的检测
  


  
    1.检测原理
  


  
    精浆γ-GT可分解γ-谷氨酰-α-萘酚为游离的α-萘酚，α-萘酚与重氮试剂作用产生红色物质，其色泽深浅与酶活性成正比。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①硼酸盐缓冲液（pH9.0）：硼酸钠3.092g、氯化钾3.728g，溶于500ml蒸馏水中，加1mol/L NaOH 21.4ml，加水至1L。②基质缓冲液（10μmol/L）：取γ-谷氨酰-α-萘酚27.1mg，加pH9.0硼酸缓冲液10ml，加热助溶，注意加热时间不要过长。溶解后即置冷水中冷却，防止基质分解，冰箱保存，可用2周。③重氮试剂：临用时取甲液96ml加乙液4ml混合。甲液：氨基苯磺酸2g，溶于400ml水中加热，冷却后加冰乙酸200ml，再加水稀释至1L。乙液：亚硝酸钠0.1g溶于100ml水中，约可用1周。④α-萘胺标准液（2μmol/L）：取α-萘胺143mg，溶于无水乙醇10ml中，加水至500ml，临用前配制。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：①γ-GT标准曲线的制备：取α-萘胺标准液（2μmol/L）以蒸馏水稀释成每毫升含0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5μmol的标准液，按表34-5分别加入管中，每管0.25ml。试剂加完后，混匀，10min后，用520nm波长以0管调零读取吸光度值，与其相应的γ-GT单位（依次为25，50，100，150，200，250U）绘制标准曲线。②精浆用生理盐水稀释10倍后按表34-6操作。试剂加完后，混匀，10min后，于520nm波长用蒸馏水调零读取吸光度值。③结果计算：以测定管吸光度值-空白管吸光度值的差值查标准曲线，即可得γ-GT活力。1Uγ-GT定义为每毫升精浆在37℃水浴箱中与基质作用30min，释出α-萘胺0.5μmol。
  


  
  
    表34-5　γ-GT标准曲线的制备
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    表34-6　精浆γ-GT检测程序
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    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆γ-GT活性为69.3～206.5U/ml。
  


  
    （三）方法学评价
  


  
    精浆酸性磷酸酶和γ-GT检测目前临床上仍以手工检测为主，每次检测时均需制备标准曲线，操作相对比较繁琐。两者相比，精浆γ-GT的稀释倍数远低于酸性磷酸酶，故检测误差比酸性磷酸酶检测为低，准确性相对高些。随着自动化检测的普及，精浆酸性磷酸酶和γ-GT的检测目前也正在从手工向全自动检测方向发展。
  


  
    为了保证酸性磷酸酶和γ-GT检测结果的准确可靠，需注意四点：①每次检测时均需制备标准曲线，因为不同批次分析时，样本制备、吸样、孵育、比色等条件不可能完全相同。②精浆稀释后需立即检测，而且，由于标本稀释倍数较大，应确保充分混匀。随着精浆稀释后放置时间的延长，ACP和γ-GT活性均有所降低，这可能与ACP和γ-GT因稀释失去了精浆的保护作用有关。③离心速度不得低于3000g离心15min，因为过低的离心速度和时间会导致精液中精子和非精子细胞成分沉淀不完全，可能会干扰检测结果。④精浆酸性磷酸酶和γ-GT测定中应引入质量控制体系，对每批标本的测试都应该带有高、低浓度的两种室内质控品，可以用混合的冻融精浆标本作为质控品。
  


  
    另外，除标准曲线法检测精浆酸性磷酸酶和γ-GT活性外，试剂盒法亦可检测精浆酸性磷酸酶和γ-GT活性，这是利用检测血清酸性磷酸酶和γ-GT试剂盒的方法加以改进而成的。检测精浆酸性磷酸酶时，首先将精浆标本作1∶10 000稀释，即5μl精浆加入495μl生理盐水，充分混匀后再吸取5μl加入495μl生理盐水，再次充分混匀后，取50μl稀释精浆按试剂盒说明书进行。ACP活性（U/ml）=测定管吸光度/标准管吸光度×10，其定义为：1ml精浆与基质在37℃条件下作用30min产生100mg酚为1个活力单位。检测精浆γ-GT活性时，取5μl精浆，加入到995μl生理盐水中，充分混匀后吸取50μl加至0.5ml底物基质液中，37℃水浴15min，加显色剂5ml，混匀后静置5min，在530nm波长处测定A值。精浆中γ-GT活力（U/ml）=（测定管A值-空白管A值）/（标准管A值-空白管A值）×30，其定义为：1ml精浆与基质在37℃作用15min释放出1μmolα-萘胺为1个单位。由于试剂盒法的每次检测中均带有标准品，标准品可以和常规标本同时检测，并且可根据标准品的吸光度直接求出样本的酸性磷酸酶和γ-GT活性值，从而避免了标准曲线法查得酸性磷酸酶和γ-GT活性所带来的不足。而标准曲线不可能在每次检测时都制备，而往往是发现检测结果差异较大或者是更换试剂时才重新制备，这常常需经历相当一段时间。然而，在这一段时期内的每次检测过程中，由于样本制备、吸样、孵育、比色等条件的不同，每次检测的吸光度并不能真正代表所测得的精浆酸性磷酸酶和γ-GT活性。因此，试剂盒法略优于标准曲线法。
  


  
    （四）临床意义
  


  
    精浆酸性磷酸酶活性高低可以反映前列腺的分泌功能。前列腺炎时精浆酸性磷酸酶活性降低；前列腺癌时精浆酸性磷酸酶活性升高。精浆γ-GT活性与酸性磷酸酶活性一样，可以反映前列腺的分泌功能。
  


  
    第四节　精浆锌的检测
  


  
    1.检测原理
  


  
    测定体液中锌含量的一种比色分析方法适用于精浆中锌浓度的检测。精浆样本中的锌可与显色剂反应生成有色复合物，颜色的深浅与精浆中锌的浓度成线性关系，根据锌标准液的浓度可以计算出精浆中锌的浓度。已有测定精浆中锌浓度的试剂盒出售。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①pH10的缓冲液：6g氯化铵加20ml蒸馏水，再加57ml 25%的氨水，补充蒸馏水至100ml；②镁遮蔽液：10g SDS加500ml蒸馏水，再加10g氟化铵，补充蒸馏水至900ml；③锌标准液（15mmol/L）：4.3131g硫酸锌加蒸馏水至1000ml。稀释10倍成应用液1.5mmol/L；④PAN［1-（2-吡啶偶氮）-2-萘酚］溶液：100mg PAN溶于100ml甲醇中；⑤反应液：100ml缓冲液，加900ml镁遮蔽液，加20ml PAN溶液。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：取3支试管，分别标记为空白管、标准管和测定管，按表34-7加样。
  


  
    加好样后，混匀，以空白管调零，用1.0cm比色杯，在554nm波长下读取吸光度。
  


  
    结果计算：精浆锌（mmol/L）=测定管吸光度/标准管吸光度×1.5
  


  
  
    表34-7　精浆锌测定的操作步骤
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    4.正常参考值
  


  
    精浆锌的正常参考值为0.8～2.5mmol/L。
  


  
    5.方法学评价
  


  
    本方法只适用于检测精浆中游离形式的锌，而不能检测与蛋白质结合的锌。为防止对检测结果产生影响，检测过程中需注意：①所用器皿必须经硫酸或盐酸浸泡过夜，然后洗净备用，若用一次性聚乙烯试管效果更佳；②整个操作过程都要严格防止污染；③尽快分离精浆，及时测定；④比色杯尽可能专用，以免污染而影响测定结果；⑤加入反应液后，应在30min内完成测定；⑥标准品的吸光度常稳定在一定范围内，如果吸光度过高或过低，需进行确认试验，找出影响结果的可能因素。
  


  
    6.临床意义
  


  
    检测男性精浆中锌的水平，主要用于医学临床上前列腺炎和男性不育的体外诊断。精浆锌浓度低于正常参考值下限，提示前列腺分泌功能低下，可能与感染或男性不育有关。精浆锌浓度高于正常参考值上限，可能与死精子症或阻塞性无精子症有关。
  


  
    第五节　精浆左卡尼汀的检测
  


  
    左卡尼汀，又称肉碱或维生素BT，化学名称为β-羟基-γ-三甲胺丁酸，相对分子质量为161.2。左卡尼汀广泛存在于自然界中，是一种高极性、小分子季胺类化合物，为人体必需营养素，有重要的生化功能和临床应用价值。左卡尼汀是线粒体膜上唯一的活化脂肪酸载体，主要功能是携带、转运活化的脂肪酸，特别是长链饱和和不饱和脂肪酸穿越线粒体膜，进入线粒体内进行β氧化和三羧酸循环反应，为机体的各种代谢活动提供能量。左卡尼汀还具有促进丙酮酸、支链氨基酸的氧化利用，清除胞质中乙酰辅酶A的积聚和不良反应，调节和维持线粒体基质中酰基辅酶A与辅酶A之间的比例，防止长链脂酰辅酶A对生物膜的损伤等生物功能。
  


  
    人体左卡尼汀主要有两方面的来源，即饮食摄取和体内生物合成，其合成部位主要是肝、脑和肾。左卡尼汀分布于体内多种组织，以附睾中的肉碱浓度最高。附睾中肉碱以游离态和乙酰化形式存在。目前认为左卡尼汀与精子在附睾中成熟有关。附睾本身无合成左卡尼汀的功能，摄取的左卡尼汀来自血浆，但附睾中左卡尼汀的浓度却远远高于血浆。当精液中左卡尼汀缺乏时，精子线粒体内正常的β氧化过程缓慢，为精子提供的能量降低，可导致精子存活力和运动能力明显降低，进而可导致男性不育。对因左卡尼汀缺乏的患者及时给予左卡尼汀已成为目前治疗男性不育的新疗法之一。然而，目前临床上并没有有效、简便的常规精浆左卡尼汀的检测方法，因此，给予左卡尼汀只是一种经验性的治疗。鉴于此，现将左卡尼汀检测的几种方法简介如下，并具体介绍酶测定法和高效液相色谱法，以供参考。
  


  
    （一）方法学评价
  


  
    左卡尼汀的测定方法主要有生物法、化学法、酶法、放射性同位素酶法、高效液相色谱法、电化学法、质谱法和核磁共振法等。生物法为传统的左卡尼汀检测方法，首次提出于20世纪50年代，其选择以左卡尼汀为必需生长因子的大黄粉虫幼虫作为喂养对象，以观察生物体吸收和利用左卡尼汀情况。由于该法特异性、灵敏度和准确性都很差，目前已弃用。
  


  
    化学法的基本原理为，左卡尼汀在酸性条件下与乙醇反应生成酯，酯在弱碱性条件下与溴酚蓝生成有色物质，其颜色的深浅与左卡尼汀的浓度呈正比。由于该法不能区分测定L-型和D-型，而且，样本中凡含季胺基团或羟基基团物质对测定结果均会产生干扰，如果要排除这些物质干扰，测定前样本需进行繁杂的预处理，因此，该法一般仅适用于组分简单、含左卡尼汀浓度高的样本测定，而不太适合精浆样本左卡尼汀的测定。
  


  
    酶法是最常用的左卡尼汀测定方法，基本原理为：左卡尼汀和乙酰辅酶A在肉碱酰基转移酶（CAT）作用下反应，生成乙酰左卡尼汀和辅酶A。生成的辅酶A分子中含有一个活泼的-SH基，利用该基团能与许多化合物反应，可以建立不同的酶测定法，如埃尔曼试剂法（DTNB法）、改良酮戊二酸脱氢酶法、酶荧光测定法以及放射性同位素酶化学法等。①DTNB法：选用5，5′-二硫代双-2-硝基苯甲酸（DTNB）作为显色剂，基本原理为DTNB与辅酶A反应，生成黄色的5-巯基-2-硝基苯甲酸阴离子（TNB-），其在412nm波长下具有强的光吸收，且吸收强度与辅酶中-SH的含量在一定范围内符合朗伯-比尔定律，测定光吸收强度即可测出辅酶A生成量，而辅酶A与左卡尼汀之间为等摩尔反应关系，因此可间接测出左卡尼汀含量。该法的优点是在CAT酶的作用下，左卡尼汀与乙酰辅酶A反应的特异性较好，排除了D-型的干扰，也消除了化学法中含季胺基团或羟基基团物质的影响，灵敏度较高，检测限约为5nmol/ml。不足之处是加入显色剂DTNB后会缓慢抑制CAT活性，使第一步生成辅酶A的反应速度下降。此外，DTNB还可与样本中其他还原性物质发生反应，使光吸收值逐渐增大而产生偏差，影响测定的准确度，不过，如果样本预处理时加入氧化剂可以消除内源性还原性物质的干扰。由于在410nm波长下DTNB试剂有空白吸收，对测定会产生干扰，故建议检测波长选用420nm。②改良酮戊二酸脱氢酶测定法：即使生成的辅酶A在酮戊二酸脱氢酶作用下与NAD-和2-酮戊二酸反应，生成琥珀酰辅酶A和NADH。NADH在340nm处具有强吸收，以紫外分光光度计测定340nm处的光吸收强度就可间接测出左卡尼汀的含量。由于酮戊二酸脱氢酶能专一性作用于该反应过程，因此该法不受样本中胆碱、氨基乙酸等杂质的影响，同时也避免了样本中带巯基共存物质的干扰。③酶荧光测定法：即选用具有荧光特性的衍生试剂与左卡尼汀第一步酶促反应生成的辅酶A进行衍生化反应，生成具有强荧光特性的衍生化合物，再通过测定产物的荧光强度间接测出左卡尼汀含量。该法的特点是灵敏度高，重复性和回收率较好。不足之处是测定结果易受样本中内源性荧光物质的影响，因此对每份样本都应设置空白对照。但由于受衍生化反应的荧光试剂种类和荧光检测仪器的限制，该法很难在临床常规检测中使用。④放射性同位素酶化学法：该法首先将乙酰辅酶A的乙酰基用14C放射性同位素标记，再使其在CAT作用下与左卡尼汀反应，生成带14C标记的乙酰左卡尼汀，将乙酰左卡尼汀从乙酰辅酶A中分离出来，便可测得左卡尼汀的含量。本法灵敏度较高，但其检测步骤烦琐，测定精密度较差，而且存在放射性同位素污染环境和操作者易受损伤问题。另外，作为酶法，酶反应的完全与否以及反应程度的一致性，将直接影响左卡尼汀测定的准确性和重复性。因此，酶法测定左卡尼汀必须满足两个条件：足够量的乙酰辅酶A参与反应，反应中CAT和衍生试剂量必须恒定。而且，试验中各批次的酶试剂活性也应保持一致。然而，由于酶法所需试剂大多比较昂贵，操作步骤较繁杂，耗时较长，目前临床上精浆左卡尼汀的检测仍限于科研用。能否建立一种简便、适合各种规模医院男科实验室使用的精浆左卡尼汀检测方法，酶法仍是考虑的重点，操作过程仍需进一步优化和精简。
  


  
    高效液相色谱法测定左卡尼汀是在20世纪80年代后发展起来的。该法以分离高效、检测灵敏、操作简便、结果准确为特点。根据样本处理方法的不同，该法可分为直接测定法和柱前衍生测定法。直接法是基于对样本中左卡尼汀的高效柱分离和左卡尼汀在短波长有紫外吸收的特征，直接以紫外分光检测器定量检测，但由于左卡尼汀属强极性化合物，色谱保留的时间短，难以与样本中共存物色谱杂峰及溶剂峰良好分离，加之左卡尼汀仅在短波长范围有弱紫外吸收，检测灵敏度较低。因此，本法常限于高含量左卡尼汀或组分简单的样本分析。柱前衍生法选用具有强紫外吸收或荧光特性的衍生剂，与左卡尼汀柱前反应生成酯类化合物，既改变了左卡尼汀与色谱固定相间的吸附特性，又提高了光学检测灵敏度。根据选用衍生剂的不同，衍生化高效液相色谱测定法又分为柱前紫外衍生高效液相色谱测定法和柱前荧光衍生高效液相色谱测定法，以前者较为常用，后者需要荧光检测器，限制了其使用。
  


  
    质谱法不仅能测定游离左卡尼汀，也能测定结合左卡尼汀，并能将结合左卡尼汀按各种脂肪酸结合左卡尼汀一一对应测定，是当前左卡尼汀测定的参考方法，但严格的测定要求和昂贵的仪器设备，使其很难用于临床常规检测。
  


  
    （二）埃尔曼试剂法
  


  
    1.检测原理
  


  
    埃尔曼试剂法即DTNB法。原理见“方法学评价”一节。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①0.1mol/L Tris-HCl缓冲液（pH7.5）；②氯仿、异丁醇混合液：按氯仿∶异丁醇=2∶1配制；③DTNB溶液：用Tris-HCl缓冲液配制成2mg/ml浓度；④乙酰辅酶A溶液：用Tris-HCl缓冲液配制成8mg/ml浓度，临用前新鲜配制；⑤ACT（肉碱酰基转移酶）溶液：用Tris-HCl缓冲液将酶原液（80μmol/mg蛋白特异活性）稀释30倍，临用前新鲜配制；⑥左卡尼汀标准液：取一定量的左卡尼汀用Tris-HCl缓冲液配制成8mmol/L浓度，临用前稀释80倍使成0.1mmol/L浓度的应用液。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：①取精浆0.15ml加95%乙醇0.75ml，混匀，于室温放置2h后，3000r/min离心20min，取上清液在40℃以下减压蒸发至干燥。②干燥物溶于3ml蒸馏水中，加4ml氯仿、异丁醇混合液，混匀，5min后3000r/min离心20min。取上层水液2ml于试管中，在40℃以下减压蒸发至干燥，备用。③取数支试管，B为空白管，U为上述制备的样本管，S为标准管，按表34-8进行操作。
  


  
  
    表34-8　左卡尼汀含量测定步骤
  
[image: ]


  
    加完试剂后，混匀，置水浴35℃温育30min后，于412nm波长读取吸光度值。先绘制标准曲线：以左卡尼汀含量100、200、400、600、800μmol/L为标准点和所测吸光度值绘制标准曲线。根据标准曲线求出精浆左卡尼汀的含量。
  


  
    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆左卡尼汀含量为269.93～653.19μmol/L。
  


  
    （三）高效液相色谱法
  


  
    1.检测原理
  


  
    这里介绍的方法属柱前紫外衍生高效液相色谱测定法。原理见“方法学评价”一节。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    包括：①左卡尼汀标准贮备液（10mmol/L）：精密称取16.1mg左卡尼汀标准品，置于10ml容量瓶内，加蒸馏水适量，摇匀后加蒸馏水至刻度，-5℃保存备用；②左卡尼汀工作液：用7.5%的BSA水溶液将左卡尼汀贮备液依次稀释至12.5、50、100、200、500μmol/L，4℃冷藏待用；③衍生化试剂：称取10mg对-溴苯甲酰甲基溴化物（p-BPB），加500μl乙睛及40μl四丁胺（TBA），摇匀后4℃冷藏待用。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：①标本的处理：精液样本液化后，以6000r/min离心10min，吸取100μl上层精浆置另一试管中，加1ml乙睛，于漩涡振荡器上振摇10min，混匀后，6000r/min离心5min，将有机相吸出后置-5℃保存待测。②测定时，吸取10μl精浆样本或左卡尼汀工作液，加100μl乙睛，于漩涡振荡器上振荡1min，8000r/min离心5min后，吸取80μl上清液置另一试管中，加入40μl衍生化试剂，摇匀。70℃温育1.5h后，取10μl上清液进样分析。③色谱分析：色谱柱为Kromasil Sil柱（150mm× 4.6mm，5μm，瑞典Eka公司）；流动相由20%A和80%B组成，其中A为1.6μmol/L柠檬酸和4μmol/L三乙胺的水溶液（pH 6.4），B为含10%异丙醇的甲醇溶液，用前均经0.45μm滤膜过滤。检测波长：260nm；流速：0.7ml/min；进样量：10μl。所有色谱数据均按峰面积由Agilent提供的软件“化学工作站”（Chemstations，Version A.09.01）自动进行定量计算。
  


  
    HPLC法具有高灵敏度、高特异性等优点，因而被认为是测定左卡尼汀的“金标准”。
  


  
    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆左卡尼汀含量为308.1～903.8μmol/L。
  


  
    第六节　精浆柠檬酸的检测
  


  
    精浆柠檬酸（citrate）含量较高，且几乎全部产生于前列腺。精液中的柠檬酸具有如下功能：①可通过与Ca2+结合而影响精液的液化；②可通过与Ca2+结合调节精液中Ca2+浓度而有助于防止前列腺中形成结石；③柠檬酸有维持透明质酸酶的活性；④柠檬酸与K+和Na+结合，可维持精液内渗透压的平衡；⑤柠檬酸可起前列腺酸性磷酸酶激活剂的作用，从而影响精子活力。因此认为，柠檬酸可能在细胞外环境的稳定上起重要作用，因而能维持正常的生育能力和精子功能。
  


  
    精浆中柠檬酸的测定方法有化学比色法、荧光分析法及气相色谱法等，以化学比色法较为常用。现简述如下。
  


  
    1.检测原理
  


  
    精浆柠檬酸可与乙酸酐和吡啶反应（Furth-Hermann反应）生成有色产物，颜色深浅与柠檬酸含量成正比，故可根据标准曲线求得相应的精浆柠檬酸含量。
  


  
    2.操作步骤
  


  
    具体操作步骤如下：①取精浆50μl加至950μl 500g/L三氯乙酸中，立即充分混匀，3000r/min离心15min后，取上层去蛋白精浆备用；②取试管2支，于测定管中加入去蛋白精浆0.1ml，空白管内加入250g/L三氯乙酸0.1ml，两管中各加入乙酸酐0.8ml，混匀，56℃水浴保温10min，然后各加入吡啶0.1ml混匀，56℃水浴保温50min，取出置冰浴或冷水浴5min。③以蒸馏水调零，用分光光度计于423nm下测定吸光度值，查标准曲线，结果乘以20（稀释倍数）即为精浆中柠檬酸含量。④标准曲线的制备：用250g/L三氯乙酸配制0.119、0.238、0.476、0.952、1.904、2.855mmol/L的柠檬酸标准系列，按②中方法取代精浆操作，每一浓度作三管平行测定吸光度值，取均值。以吸光度均值为纵坐标，对应的柠檬酸标准浓度为横坐标绘制标准曲线。
  


  
    3.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆中柠檬酸含量的正常参考值范围为18.65～55.87mmol/L。
  


  
    4.临床意义
  


  
    在患急性或慢性前列腺炎时，精浆柠檬酸含量显著降低，精浆柠檬酸含量的测定可作为了解前列腺功能的重要指标。另外，研究显示，血浆睾酮浓度与精浆柠檬酸含量呈正相关，柠檬酸的生成和分泌是在睾酮刺激下进行的，因此，精浆中柠檬酸含量可间接反映睾丸分泌的雄激素水平。
  


  
    亦有研究报道用酶法检测精浆柠檬酸含量，原理为：精浆柠檬酸在特异性酶的作用下生成酮酸。酸性条件下酮酸与偶联剂的反应产物在330nm波长处有最大吸收峰，其吸光度大小与精浆柠檬酸含量呈正比。
  


  
    第七节　精液弹性蛋白酶的检测
  


  
    精液弹性蛋白酶由活化的粒细胞分泌，已证实是一敏感和定量的生殖道炎症指标。已报道，弹性蛋白酶浓度与白细胞精子症显著相关。而且，生育男性比不育男性有较低的弹性蛋白酶浓度。由于精液白细胞的检测比较复杂，而且炎症过程中白细胞有可能受破坏不易被检测到，因此，精液弹性蛋白酶的检测就相对有优势，其不仅适合于大量标本的检测，而且操作简单、快速。精液弹性蛋白酶可以作为男性生殖道隐性炎症的可靠指标。
  


  
    1.检测原理
  


  
    常规ELISA法。包被于固相载体的抗弹性蛋白酶抗体可与精液中弹性蛋白酶相结合，结合的待测物再与特异性酶标记物（酶标抗弹性蛋白酶抗体或酶标抗α1蛋白酶抑制剂抗体）反应，最后通过底物显色，其吸光度大小与精液标本中弹性蛋白酶浓度相关。
  


  
    2.操作步骤
  


  
    具体操作依所用试剂盒不同有所不同，基本操作程序为：①将已包被的微孔板及所有检测试剂置于室温下平衡30min；②每孔加待测标本100μl，以及阳性标准品和阴性对照各100μl；③37℃温育30min或1h；④用PBS-T洗板4次，每次3min，拍干；⑤每孔加酶结合物2滴，充分混匀，用封膜覆盖，置37℃温育30min；⑥甩净孔内液体，加洗液，洗涤方法同上；⑦每孔加显色液A、B（底物溶液）各1滴，混匀后避光反应10min；⑧每孔加终止液1滴，终止反应；⑨以空白孔调零，450nm测吸光度值，根据阳性标准品的吸光度值求出精液样本中弹性蛋白酶含量。
  


  
    3.正常参考值
  


  
    正常生育男性精液弹性蛋白酶浓度：＜250ng/ml。250～1000ng/ml为可疑生殖道感染。
  


  
    4.临床意义
  


  
    男性生殖道感染时，分叶核粒细胞参与吞噬病原体等抗炎反应，并分泌大量弹性蛋白酶至胞外。弹性蛋白酶与其他氧化物质（如活性氧、过氧化氢、氢氧根离子等）共同发挥局部抗炎效应，弹性蛋白酶与随后分泌的α1蛋白酶抑制剂结合，形成弹性蛋白酶-α1蛋白酶抑制剂复合物，该复合物浓度与弹性蛋白酶释放量高度相关，可作为分叶核粒细胞生殖道抗感染的活性检测指标。
  


  
    有研究标明，精液弹性蛋白酶浓度与精液中白细胞呈良好相关性。精液白细胞浓度＞1×106/ml时，精液弹性蛋白酶浓度常＞1000ng/ml。但当精液白细胞浓度＜1×106/ml时，亦有少数标本精液弹性蛋白酶浓度＞1000ng/ml。
  


  
    精液弹性蛋白酶可作为隐性生殖道感染的诊断及愈后检测指标，并可用于治疗的随访。
  


  
    第八节　精浆尿酸的检测
  


  
    尿酸（UA）为人体嘌呤分解代谢的最终产物，过去曾认为是一种没有生理意义的物质，现在研究发现，其能直接结合铁、铜离子，发挥预防性抗氧化功能，也能直接清除单线态氧及羟基自由基等物质。正常男性生殖系统中具有多种抗氧化物质，而UA为重要的抗氧化物质之一。精浆中的强抗氧化缓冲能力可以保护精子免受氧化损伤。研究显示，UA对精子活力有利。精浆UA水平亦与正常形态精子百分率呈显著正相关（P=0.025）。而且，正常生育男性的UA平均水平显著高于不育患者。因此，检测精浆UA水平对辅助诊断男性不育可能有重要意义。
  


  
    目前用于检测精浆UA的方法很不统一，一般都要经过萃取后检测，操作非常烦琐和费时。最近，陆金春等利用检测血清UA的UA氧化酶法加以改良后建立了精浆UA检测。由于精浆成分复杂且含有丰富的蛋白质，有一定黏稠度，故精浆UA检测不象血清那么简单，需要先沉淀精浆蛋白后再测定。现将此法叙述如下。
  


  
    1.检测原理
  


  
    尿酸在尿酸酶催化下，氧化生成尿囊素和过氧化氢。过氧化氢与4-氨基安替比林（4-AAP）和3，5-二氯-2-羟苯磺酸（DHBS）在过氧化物酶的催化下，生成有色物质（醌亚胺化合物），其色泽与样本中尿酸浓度成正比。
  


  
    2.所用试剂
  


  
    酶混合试剂：尿酸酶160U/L，过氧化物酶1500U/L，4-AAP 0.4mmol/L，DHBS 2mmol/L，pH7.7磷酸盐缓冲液100mmol/L。称取的混合干粉试剂，在应用前用蒸馏水复溶，在4℃可稳定2周。同时配制300μmol/L的尿酸标准应用液，0.175mol/L ZnSO4溶液和0.15mol/L Ba（OH）2溶液。
  


  
    3.操作步骤
  


  
    基本操作步骤为：取液化后的精液标本0.1ml于测定试管中，加入1.5ml蒸馏水、0.4ml 0.15mol/L Ba（OH）2、0.4ml 0.175mol/L ZnSO4，每一步都充分混匀，静置5min后于3000r/min离心15min，取上清液1.2ml于另一试管中，同时设标准管，加入10μl尿酸标准液和1.2ml蒸馏水，测定管和标准管均加入300μl尿酸试剂，混匀，37℃水浴15min之后于3000r/min离心15min，取上清液，于520nm波长处比色。精浆尿酸浓度=（测定管吸光度/标准管吸光度）×60μmol/L。
  


  
    4.正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆尿酸的正常参考值范围为：397.57～526.45μmol/L。
  


  
    5.临床意义
  


  
    精液UA含量与血液类似。尽管精浆中UA的来源还不清楚，但精浆中UA的抗氧化作用已被证实，而且精子参数正常的不育患者精浆UA水平降低。尿酸有酮式和烯醇式两种形式，烯醇式具有酸性，与钠离子形成尿酸钠盐，尿酸钠盐在弱碱性体液中以阴离子形式存在，与ROS作用后，生成稳定的尿酸自由基，从而起到抗氧化作用。而且，UA可显著增加SOD活性。因此，检测精浆UA水平对辅助诊断与抗氧化能力降低相关的男性不育有重要意义。
  


  
    精浆UA测定中应引入质量控制体系。精浆UA十分稳定，不需加入蛋白酶抑制剂苯甲酰磺酰氟（PMSF）即可在精浆中稳定存在，故冷藏精浆标本可作为不同实验室之间的质控品。对每批标本的测试都应该带有高、低浓度的两种质控品。
  


  （陆金春　官黄涛　商学军）
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    第三十五章　精液的微生物学检查
  


  
    与精液的生成或运输有关的器官和部位发生感染时，均可造成精液感染。可造成泌尿、生殖道感染的常见微生物有葡萄球菌、链球菌、肠球菌、肠杆菌科细菌、不动杆菌、棒状杆菌、乳杆菌、支原体、衣原体、淋病奈瑟菌、拟杆菌、念珠菌、阴道加德纳菌、腺病毒等。早在1976年Hafes在体外实验中观察到大肠埃希菌可引起精子凝集，精子活动率和存活率降低，最近的研究发现大肠埃希菌的表面存在两个黏附位点（p-fimbriae，typel-fimbriae）和相应的配体，当细菌浓度达到104 CFU/ml时，即可引起精子凝集，其中P-fimbriae引起精子尾-尾凝集，Typel-fimbriae引起精子头-头凝集。大肠埃希菌最多可以引起40%～75%活动精子的凝集。其他较常见的细菌如葡萄球菌等为机会致病菌。由此可见精液染菌可直接影响精子功能。
  


  
    第一节　精液细菌和真菌的显微镜检查
  


  
    （一）体征与症状
  


  
    来男科门诊就诊的患者，病史询问中应特别注意以往有无泌尿生殖道感染史，有无性生活紊乱或不洁性生活史，家庭成员及本人有无结核病史等。平时有无阴囊或会阴不适、排尿刺激症状及尿道有分泌物等。男性生殖道感染的体征不明显，慢性感染或急性感染后的体征可以很轻或没有，体检时应加以注意。
  


  
    （二）精液标本的收集
  


  
    清洁尿道外口（包皮过长者应翻起），用无菌生理盐水反复冲洗阴茎、阴囊和双手，再用碘伏及75%乙醇消毒。用手淫法将精液射入无菌瓶中，液化后一式2份，分别用于显微镜检查和细菌培养。
  


  
    （三）显微镜检查
  


  
    对精液、前列腺按摩液（EPS）进行显微镜分析是检查精液是否染菌最常用的方法。
  


  
    1.精液涂片显微镜直接检查
  


  
    精液是前列腺液、附睾液、精囊液及尿道球腺液等的混合液。因此，这些部位的感染都可以引起精液中白细胞增多。精液中的白细胞与未成熟的生精细胞难以区别，虽然WHO推荐的过氧化物酶染色方法可以区分白细胞与未成熟生精细胞，但该技术依赖于内源性过氧化物酶，淋巴细胞不显示过氧化物活性，单核细胞仅显示弥散的胞质染色。多形核白细胞的内源性过氧化物酶活性取决于该细胞的年龄和条件、涂片的新鲜程度，并且随严重感染而丧失。因为感染本身就可以耗竭内源性过氧化物酶。黄宇烽等介绍瑞-吉染色法和用抗全白细胞的CD45单克隆抗体染色区分白细胞和生精细胞，该法直观容易识别。
  


  
    2010年，WHO组织制定的精液正常参考值，提出了正常精液中白细胞少于1×106/ml。Woff（1988年）等运用过氧化物酶结合单克隆抗体试剂对精液中的白细胞及其亚群进行了评价分类，发现精液中的白细胞包括中性粒细胞、巨噬/单核细胞和淋巴细胞，而淋巴细胞主要为T细胞，每毫升精液中白细胞计数大于100万的不育患者称为白细胞精子症（leukocytospermia）。过去认为白细胞精子症即等于附属性腺炎症，当然并不排除急性附属性腺炎症时精液中会出现大量的白细胞。但现在的研究已证实两者之间并无直接的关系。例如精液中白细胞与细菌等的存在无明显相关性。可能有多种潜在的因素可以成为精液中白细胞增加的原因，如吸烟或酗酒相关的生殖道局部炎症性变化，也可以使精液中白细胞升高。ELDemiry等发现，精液中的巨噬细胞很可能还能发挥一些正常的生理功能，如抵抗外来微生物的感染，吞噬退化的细胞残体，破坏并清除凋亡或未成熟的生精细胞。
  


  
    最近，Hill等提出不育男性精液中大量出现的白细胞及其产物主要是干扰精子运动、妨碍精子成熟、降低精子浓度和影响穿透卵子的能力。
  


  
    2.精液涂片、固定、革兰染色及抗酸染色镜检
  


  
    革兰染色法
  


  
    （1）试剂
  


  
    ①结晶紫染液：称结晶紫4g，溶于95%乙醇100ml中，制成饱和液；再取饱和液10ml与10g/L的草酸铵溶液90ml混合即成。②碘液：先溶碘化钾2g于10ml蒸馏水中，再加碘1g；待碘全部溶解后，加蒸馏水200ml即成。③脱色剂：95%乙醇或丙酮乙醇溶液（95%乙醇70ml加丙酮30ml）均可应用。但后者较单用95%乙醇好，易于掌握，反应准确。④复染液：可用稀释石炭酸复红液（取萋-尼抗酸染色液中的石炭酸复红液10ml，加蒸馏水90ml即成）或沙黄溶液（25g/L的沙黄乙醇溶液10ml，加蒸馏水90ml）。
  


  
    （2）操作
  


  
    将结晶紫液滴加在已固定的涂片上，染1min后，流水冲洗；滴加碘液1min后水洗，再用脱色剂脱色，摇动玻片至紫色不再脱落为止；水洗；加稀释石炭酸复红液染0.5～1min；流水冲洗，晾干后镜检。
  


  
    （3）结果
  


  
    精液涂片中革兰阳性菌染成紫色，革兰阴性菌染成红色。
  


  
    （4）注意事项
  


  
    新配制的染液应先用标准的革兰阳性菌和阴性菌株（如金黄色葡萄球菌ATCC25923与大肠埃希菌ATCC25922）作对照，以检查染液的质量。结晶紫与草酸铵溶液混合后不能保存太久，如有沉淀出现应重新配制。
  


  
    抗酸染色法
  


  
    （1）试剂 ①Zieh-Neelsen石炭酸复红液：称碱性复红4g，溶于95%乙醇100ml内，即成碱性复红饱和乙醇溶液。取该饱和液10ml，与50g/L的石炭酸水溶液90ml混匀即成。②脱色剂：取浓盐酸3ml加95%乙醇97ml，混匀。③Loeffler碱性美蓝溶液；称美蓝（亚甲蓝）2g，溶于95%乙醇100ml中制成饱和液；再取饱和液30ml加入蒸馏水100ml及100g/L的氢氧化钾水溶液0.1ml即成。
  


  
    （2）操作 用片夹夹住精液涂片，滴加石炭酸复红溶液，徐徐加热至有蒸汽出现，切勿煮沸；染5min后，流水冲洗；滴加脱色剂，不时摇动玻片至无红色脱落为止；水洗后以碱性美蓝复染1min；水洗，干后，油镜检查。
  


  
    （3）结果 抗酸杆菌染成红色，非抗酸菌或细胞均染成蓝色。
  


  
    （4）注意事项 石炭酸复红加温染色过程中，温度不宜过高，切勿使染料沸腾和蒸发干；如急于观察结果，可将染色后标本用吸水纸平铺于玻片上，轻压吸干，但用过的吸水纸上可能沾有极少量染色的抗酸杆菌，故不宜再用于吸干第二份标本，以免发生错误诊断。
  


  
    第二节　精液的细菌、真菌、支原体培养
  


  
    （一）常用细菌培养基
  


  
    （1）血液琼脂（血平板）
  


  
    ①成分：普通营养琼脂95ml，脱纤维羊血（或兔血）5ml。
  


  
    制法：将已灭菌的普通营养琼脂（pH值为7.6）加热溶化；冷却至50℃左右，以无菌手续加入脱纤维羊血（临用前置37℃水浴箱预温），轻轻摇匀（切勿产生气泡），倾注于灭菌平皿内，每一平皿（直径9cm）20ml或分装试管，等凝固后，抽样置35℃培养，18～24h，观察有无细菌生长；如无菌生长，置4℃备用。
  


  
    ②成分：哥伦比亚血琼脂，脱纤维羊血。
  


  
    制法：按说明书称取哥伦比亚琼脂，加蒸馏水溶后，高压灭菌。冷却至50℃左右，以无菌手续加入脱纤维羊血（使其含量为5%），倾注平皿。
  


  
    （2）巧克力色血琼脂（分离嗜血杆菌用）
  


  
    成分：氯化钠2.5g，蛋白胨5.0g，牛肉粉2.5g，酵母浸膏2.5g，蒸馏水500ml（以上成分亦可用营养琼脂或哥伦比亚琼脂），氯化血红素15mg，25mg/ml万古霉素，7.5g/L辅酶A（NAD）。
  


  
    制法：称取前4种成分后，加蒸馏水溶解，用少量0.25mol/L氢氧化钠溶解氯化血红素后加入培养基，调pH 7.8，高压灭菌，至60℃左右加入30ml脱纤维羊血，置85℃水浴中摇动10～15min，冷却至50℃左右加入上述浓度万古霉素、NAD各1ml。摇匀后倾注平板，抽样做无菌试验后，4℃保存备用。
  


  
    （3）麦康凯琼脂：分离革兰阴性杆菌用。
  


  
    制法：按说明书称取麦康凯琼脂，加蒸馏水溶后，高压灭菌，倾注平皿。
  


  
    （4）罗氏培养基：分离结核分枝杆菌用。
  


  
    成分：磷酸二氢钾（无水）0.96g，天门冬酰胺（天门冬素）0.72g；枸橼酸镁0.12g，硫酸镁（MgSO4•H2O）0.048g，纯甘油（中性）2.4ml，蒸馏水120ml，马铃薯粉6.0g，新鲜鸡蛋6～8个，10g/L的孔雀绿溶液8ml。
  


  
    制法：将前6种成分混合，置沸水中加热溶解；加入马铃薯粉，边加边搅拌，注意勿结成块，并继续在沸水浴中加热30min，同时搅拌；待冷却至65℃时加入全蛋液200ml及10g/L孔雀绿溶液8ml，充分混匀；分装于无菌试管，每管约5～6ml，塞上硅胶塞；斜置血清凝固器内，80℃1h，切断电源放置1d，再加温至80℃1h，如此重复3次。抽样置35℃培养48h，如无菌生长，置2～8℃贮存。
  


  
    （二）常用真菌培养基
  


  
    （1）沙保弱培养基
  


  
    成分：蛋白胨10g，葡萄糖40g，琼脂20g，氯霉素0.1g，蒸馏水1000ml。
  


  
    制法：上述成分混合，加热溶解（一般可不校正pH）分装试管，121.3℃高压灭菌15min，趁热制成斜面。如不加琼脂即为沙保弱液体培养基。
  


  
    （2）念珠菌显色培养基
  


  
    制法：称取柯玛嘉显色培养基，加蒸馏水后，高压灭菌或煮沸灭菌，冷却至50℃左右倾注平板。在该培养基上白色念珠菌显翠绿色，热带念珠菌显灰蓝色，其他念珠菌显玫瑰红色至无色。
  


  
    （三）常用溶脲脲原体培养基
  


  
    （1）溶脲脲原体培养液
  


  
    成分：牛肉浸液70ml（可用进口牛肉粉替代）；蛋白胨1.0g；NaCl 10.5g；KH2PO40.15g；4.0g/L酚红0.5ml。
  


  
    制法：调pH至6.0，加热溶化后滤纸过滤，121.3℃高压灭菌，无菌加入小牛血清20ml；250g/L鲜酵母浸液10ml（可用进口酵母浸膏粉替代）；青霉素20万单位；400g/L尿素（G6滤器过滤除菌）1.5ml，分装试管，每管4ml。
  


  
    （2）溶脲脲原体固体培养基
  


  
    将上述培养液每100ml加入琼脂粉1.0g倾注平板即可。
  


  
    （四）精液中常见细菌、真菌的鉴定程序
  


  
    细菌培养 以无菌技术将待测精液接种于血平板、巧克力平板，或加上麦康凯平板。接种后的培养基置35℃温箱，在分离培养某些细菌（如淋病奈瑟菌）时，需将已接种的培养基置5%～10%的环境（无培养箱时，可用烛缸代替）。
  


  
    （1）淋病奈瑟菌：将精液接种于巧克力平板，5%～10%的环境中，35℃培养24～48h后，取生长的可疑菌落涂片革兰染色，油镜下观察是否为革兰阴性、肾形成双排列，并补做氧化酶及糖发酵试验，对初步认定的菌落可先用头孢硝噻吩（nitrocefin）纸片检测β-内酰胺酶，并做规定的抗生素敏感试验，并可进一步用荧光抗体试验等鉴定。
  


  
    （2）革兰阴性杆菌：取平板上分离的纯菌落，按细菌生化鉴定程序操作，并进行药敏试验。
  


  
    （3）葡萄球菌及链球菌：根据涂片、染色检查结果做血浆凝固酶、O/F、杆菌肽、Optochin等试验鉴定。
  


  
    （4）厌氧菌培养：按厌氧菌培养的要求收集标本，并立即送厌氧培养。
  


  
    （5）结核杆菌培养：标本收集后，自行液化接种于罗氏培养基，置35℃培养约2个月，培养期间每周观察结果。发现可疑菌落，作涂片抗酸染色确认。
  


  
    （6）真菌培养：取精液接种于沙保弱培养基或念珠菌显色培养基进行培养鉴定。
  


  
    （五）精液的溶脲脲原体培养
  


  
    溶脲脲原体除能引起非淋菌性尿道炎外，还可导致不育、自发性流产和死胎。有作者对330例生育和不育男性精液标本进行溶脲脲原体检测，发现不育男性溶脲脲原体检出率（66.1%）高于生育男性（23.6%）。分离培养方法为用无菌滴管吸取精液0.1ml，接种于培养液内，每份标本接种2支。置35℃含5%CO2培养箱或烛缸内培养。分别于24、48、72h观察结果；如溶脲脲原体生长，则水解尿素，使培养基pH升高，液体变红色。再将此液用0.45μm微孔滤膜过滤，滤液转种1支培养液中，仍出现阳性反应，且液体澄清，可确定为溶脲脲原体。将培养悬液转种于平板培养基上，观察集落形态。取培养悬液沉淀或集落涂片，染色后观察溶脲脲原体形态。
  


  
    （六）精液溶菌酶含量测定
  


  
    精液溶菌酶（lysozyme）含量可反映机体防御功能及其所在组织器官炎症程度。精浆中溶菌酶含量可以作为男性生殖道感染的诊断指标。
  


  
    1.检测方法
  


  
    将腐生微球菌菌粉用pH 6.6PBS配成1g/L悬液，通过Sharp UT302R机3min，达成完全乳化。1g/L乳化菌液加等量已溶化的20g/L琼脂混匀浇板，凝固后打孔，孔径3.5mm，孔距11.5mm。将待测精浆10μl加至孔内，37℃温盒扩散6h。用游标卡尺测量溶菌环直径（mm），从标准曲线换算得溶菌酶浓度（mg/L）。
  


  
    2.标准曲线制作
  


  
    将溶菌酶标准品稀释成不同浓度（5、10、20、40、60、80、100、200mg/L），按上法操作，每个浓度设3～5个复孔，测得溶菌环后，算出均值。在半对数纸上，以溶菌酶浓度为纵坐标（对数），溶菌环平均直径为横坐标，制作标准曲线。
  


  
    3.正常参考值
  


  
    正常生育男性的精浆：（38.7±20.1）mg/L，范围：4.6～109.1mg/L。
  


  
    第三节　梅毒的实验室检查
  


  
    梅毒（syphilis）是由苍白密螺旋体（又称梅毒螺旋体）引起的一种慢性传染病，主要通过性交传播。病变可累及体内任何组织、器官，成为全身性疾病。早期主要侵犯皮肤黏膜，晚期主要侵犯心血管及中枢神经系统。患梅毒的孕妇可通过胎盘将梅毒传给下一代，亦称胎传梅毒，其危害性极大。梅毒螺旋体透明不易着色，长6～15μm，宽0.15～0.25μm。长丝状，有8～15个呈锐角弯曲而规则的螺旋。具有6～20个螺旋圈。螺旋体运动特征为：蜿蜒前进、沿纵轴旋转或前后移行。弯曲移动、绕轴转动和前后伸缩运动。
  


  
    梅毒螺旋体属厌氧微生物，在体外不易生存繁殖，煮沸、干燥、消毒剂可迅速致死，40～42℃时能存活2～3h。对寒冷、潮湿耐受性强。
  


  
    人体感染梅毒螺旋体后，可产生细胞免疫与体液免疫应答，产生多种抗体，主要为抗牛心磷脂抗体和抗螺旋体抗体。多数抗体为组织特异性，可与其他非致病性螺旋体发生交叉反应。梅毒的实验室诊断主要是梅毒螺旋体的检查、梅毒血清学试验。
  


  
    一、梅毒螺旋体检查
  


  
    此法最适于第一期梅毒，其次为第二期梅毒。
  


  
    （一）暗视野法
  


  
    用浸过生理盐水的棉花球轻轻擦去皮肤、黏膜损伤处覆盖的痂皮，用玻片沾取渗出物；局部淋巴结用针头穿入淋巴结，注入少量生理盐水，再吸取少量淋巴液，置暗视野或相差显微镜下观察。取样后要尽快检查。阳性时，可见运动活泼的微细密螺旋体，折光强，缓慢而有规律的绕自身长轴来回旋转，或前后移动。在患者新鲜渗出物中看得最清楚，一期梅毒在血清学反应未出现时即可用此法检出，但单靠本法不能确诊，因为病灶部位可能也存在非梅毒螺旋体。
  


  
    （二）免疫荧光染色法
  


  
    可分为以下两种：
  


  
    （1）直接法 将被检标本涂在载玻片上，直径＜1cm，空气干燥，丙酮固定10min；加工作浓度的荧光素标记抗梅毒螺旋体血清（用经非致病性螺旋体吸收后的兔或人抗梅毒螺旋体血清标记荧光素），37℃温盒30min，清洗；用缓冲甘油封固，在荧光显微镜下观察结果。阳性时，螺旋体为亮绿色。
  


  
    （2）间接法 标本涂片制备和固定同直接法。加经吸收的抗血清，37℃反应30min，清洗；加荧光素标记的抗人或兔γ球蛋白，37℃反应30min，清洗，用缓冲甘油封固，在荧光显微镜下观察，结果同直接法。
  


  
    二、梅毒血清学试验
  


  
    一般在感染梅毒2周后才出现阳性。大致分为非梅毒螺旋体抗原试验及梅素螺旋体抗原试验两种。前者是患者体内的反应素（抗类脂质抗体）与类脂抗原反应，出现絮凝现象，灵敏度高，但缺乏特异性，一般用于筛查。后者是患者体内的特异性梅素螺旋体抗体与梅毒螺旋体反应，特异性高，常用作证实试验。
  


  
    （一）非特异性梅毒螺旋体试验
  


  
    这一类实验的抗原是牛心中提取的心磷脂、胆固醇和纯化后的卵磷脂，所以也称类脂质抗原试验。梅毒螺旋体可使被破坏的组织细胞释放类脂样物质，螺旋体自身释放亦产生类脂及脂蛋白，这些物质刺激机体产生的抗体（IgG或IgM）可以与从牛心中提出的心磷脂发生抗原抗体反应，由于非梅毒螺旋体感染的各种急性或慢性组织损伤也可产生类似的抗体，所以这种反应是非特异性的，适用于筛选实验。
  


  
    1.性病研究实验室试验（venereal disease research laboratory test，VDRL）
  


  
    原理：试剂中的心磷脂与抗体发生反应，卵磷脂可加强心磷脂的抗原性，胆固醇可增强对抗原的敏感性，试剂中的抗原悬于无水乙醇中，在试验过程中加入水后，胆固醇析出形成载体，心磷脂和卵磷脂在水中形成胶体溶液包裹在胆固醇载体周围，形成胶体微粒，这种微粒与梅毒血清抗体反应后，通过摇动、碰撞，相互黏附形成较大的颗粒，可通过显微镜观察到。
  


  
    （1）玻片定性试验操作：待检血清于56℃水浴灭活30min。吸取0.05ml血清，加在玻片圆圈中并涂匀充满；用1ml注射器装上专用针头，滴加抗原1滴（每毫升约60滴）；以800r/min速度旋转4min，判断结果。摇动玻片4min，每分钟约180次。
  


  
    结果判断：
  


  
    2+～4+：肉眼可观察到大的或中等大的聚合在一起的块状物。报告阳性。
  


  
    1+：肉眼可观察到小块状物，液体浑浊，需要用显微镜放大到100倍观察块状物的形状。报告弱阳性。
  


  
    ±：显微镜观察颗粒分布不均匀，或呈现细小粗糙颗粒。报告可疑反应。
  


  
    -：显微镜检查颗粒细小，分布均匀。报告阴性。
  


  
    （2）玻片半定量试验 在VDRL玻片定量试验中，为排除前滞现象或假阳性，可做玻片半定量试验。操作：待测血清用生理盐水在小试管中作6个稀释度，即原血清、1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32。每个稀释度血清取0.05ml，加入玻片圆圈中，按照定性试验的方法进行测定和判定结果。
  


  
    2.不加热血清反应素试验（unheated serum reagin test，USR）
  


  
    本实验是将脂质抗原悬于0.1mol/L EDTA，40%氯化胆碱和磷酸盐硫柳汞溶液中。EDTA可保护抗原半年内不变性，氯化胆碱可化学灭活补体，因此，血清不必加热灭活，抗原不必每天配制。
  


  
    （1）玻片定性实验 操作：吸取待检血清（不必灭活）0.05ml，加于玻片上的圆圈中，并分散到整个圆圈。用1ml注射器上专用针头吸取抗原，每份待检标本滴加1滴。摇动玻片，4min后观察结果。
  


  
    结果判断：
  


  
    4+～3+：肉眼可观察到大的或较大的块状物。报告阳性。
  


  
    2+：肉眼可观察到小块状物，液体清亮，显微镜观察较大的块状物。报告阳性。
  


  
    +：在显微镜下可见小块状物，均匀分布。报告弱阳性。
  


  
    ±：显微镜观察颗粒分布不均匀，或呈现细小粗糙颗粒。报告可疑反应。
  


  
    -：显微镜检查颗粒细小，分布均匀。报告阴性反应。
  


  
    （2）玻片半定量试验 玻片试验阳性者，可做半定量试验，以进一步确诊。
  


  
    操作：待测血清用生理盐水在小试管中作6个稀释度，即原血清、1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32。每个稀释度取血清0.05ml，加入玻片圆圈中，按照定性试验的方法进行测定和判定结果。
  


  
    3.快速血浆反应素环状卡片试验（rapid plasma reagin test，RPR）
  


  
    原理和USR基本相同，因抗原吸附于炭粒上，凝集时易观察。
  


  
    操作：取待测血清50μl，加入卡片上圆圈内，并分散到整个圆圈。在每份血清上加入1滴RPR抗原。旋转摇动8min，立即用肉眼观察结果。
  


  
    结果判断：阴性标本不凝集。阳性标本反应液中可见到明显黑色凝集颗粒或絮片，根据颗粒和絮片的大小及有无，记录1+～4+或-。如有需要，阳性标本也可在RPR卡上将血清稀释后，做半定量试验。
  


  
    4.甲苯胺红不加热血清试验（toluidine red unheated serum test，TRUST）
  


  
    采用VDRL抗原混悬于含有特制的甲苯胺红溶液中，与血清中反应素反应，出现肉眼可见的凝集块。操作：将待检血清与TRUS抗原于用前放室温平衡。分别吸取阴性和阳性对照各1滴，加到反应卡的两个圈内并铺匀。吸取待检血清或血浆（不须灭活）1滴（50μl）分别均匀涂于其余圈内。轻轻摇匀抗原，用专用针头垂直滴加抗原1滴于血清圈内。摇动卡片，立即肉眼观察结果。
  


  
    结果判断：
  


  
    阴性：呈粉红色均匀分散沉淀物。阳性：出现粉红色凝集块，根据凝集块大小记录1+～4+。阳性反应需要定量试验的，可将待检血清用生理盐水倍比稀释，然后按定性试验的方法进行。
  


  
    （二）特异性梅毒螺旋体试验
  


  
    试验中使用的抗原是梅素螺旋体抗原，被测抗体针对螺旋体成分。这种抗体在感染后3～4周可检出，直到治愈后仍长期存在，因此在总人群中存在1%假阳性。特异性梅毒螺旋体试验不宜作为常规试验和筛选试验，主要用于梅毒螺旋体感染的证实，排除非梅毒螺旋体试验的假阳性，其对潜伏后期及晚期梅毒的阳性率高于非梅毒螺旋体试验，而早期的阳性率低于后者。
  


  
    1.FTA-ABS试验
  


  
    血清用吸附液1∶5稀释，除去非特异性反应物后，加在已固定了抗原的玻片上。待反应后，加FITC标记的抗人免疫球蛋白抗体。反应后荧光显微镜观察。20世纪90年代后又有人建立了FTA-ABS双染色试验。采用四甲基罗丹明异硫氰酸盐标记抗人IgG。复染用FITC标记的抗梅毒螺旋体抗体。复染可以保证阴性反应是血清中缺乏特异性抗体，以防抗原从玻片脱落而造成假阴性。
  


  
    2.TPHA
  


  
    原理 超声粉碎的梅毒螺旋体抗原致敏醛化羊红细胞，血清或脑脊液中存在抗梅毒螺旋体抗体，即可与致敏的红细胞形成肉眼可见的凝集，用未致敏的醛化红细胞作为阴性对照。
  


  
    操作 取U型微孔板1块。加稀释液，第1孔1滴（25μl），第2孔4滴，第3、4孔各1滴。取1滴血清（25μl）至第1孔，混匀后取1滴至第2孔，混匀后取1滴至第3孔，混匀后弃去1滴，再从第2孔取1滴至第4孔混匀后弃去1滴，第3孔为测试孔，第4孔为对照孔。加75μl致敏红细胞至第3孔，75μl对照红细胞至第4孔。加盖静置45～60min。U型孔底观察红细胞凝集情况。凝集阳性细胞在孔底形成一层凝集，阴性细胞沉于孔底中央弱凝集形成一特异性环形。如果对照孔和测试孔均阳性，说明血清中存在抗红细胞抗体，应将待检血清与对照红细胞按1∶4稀释，室温放置45～60min，1000r/min离心5min，再用稀释液1∶5稀释后分别加入对照或致敏红细胞检测。
  


  
    第四节　精液细菌和真菌的免疫学检查
  


  
    结核菌素试验及检查抗密螺旋体的血清试验正常规用于生殖道结核及梅毒的诊断。生殖道感染时检查血清、EPS及精液非特异性抗体或补体对诊断无多大意义。由于生殖道局部免疫反应是独立于全身系统的，所以生殖道感染检测血清中抗细菌、真菌抗体的敏感性相对较差，许多学者主张直接检测精液及EPS中抗原和特异性抗体来诊断感染。
  


  
    （一）精液特异性抗原、抗体测定
  


  
    1.直接荧光抗体染色检测淋病奈瑟菌
  


  
    取1滴待测精液滴加于载玻片上，制成涂片，火焰固定，滴加工作浓度的抗淋病奈瑟菌荧光抗体，置37℃湿盒1h，以0.01mol/L pH 7.4PBS冲片，晾干，在荧光显微镜下观察结果，如精液中有淋病奈瑟菌，可出现黄绿色荧光。
  


  
    2.间接荧光抗体法检测抗淋病奈瑟菌抗体
  


  
    取数株新分离淋病奈瑟菌，自培养基上刮下，用0.5%甲醛盐水制成悬液，4℃过夜后离心洗3次，用含3%鸡胚卵黄囊悬液的0.01mol/L pH 7.4PBS配成淋病奈瑟菌悬液，浓度为每高倍视野约650～750个细菌。取此悬液10μl涂于洁净载玻片上，自然干燥，甲醇固定10min。滴加用PBS作1∶8稀释的待测血清，37℃湿盒30min，水洗后用PBS浸洗3次，每次5min。片干后加工作浓度的抗人IgG或抗人IgM荧光抗体。置37℃湿盒30min，同上法洗片，晾干后用荧光显微镜检查。同时设阳性、阴性对照。患者血清中抗体阳性时，涂片上发黄绿色荧光。待测血清逐倍稀释后可测效价。IgM类抗体阳性时，常有早期诊断价值。
  


  
    3.直接荧光抗体染色检测衣原体
  


  
    将涂有标本的玻片放入标本缸中以甲醇固定10min，取出后于空气中充分挥发，加衣原体荧光抗体一小薄层（约20μl），放湿盒中，加盖，置37℃30min，用上述缓冲液冲洗，甩干，滴加缓冲甘油加盖玻片封片，再加1滴缓冲甘油作为镜油于光学显微镜下检查。
  


  
    （二）EPS中的特异性抗体测定
  


  
    正常人EPS中无针对某一种细菌抗原的特异性抗体，细菌性前列腺炎时，前列腺液的重要免疫反应是抗原特异性IgA增多，且远远超过IgG，其中70%～100%的IgA是分泌型的。EPS中的IgA同样也超过血清中的IgG。因此可通过测定EPS中的特异性IgA来诊断细菌性前列腺炎。
  


  
    第五节　单纯疱疹病毒感染的检查
  


  
    单纯疱疹病毒（herpes simplex virus，HSV）是疱疹病毒科的成员，属DNA病毒。在发现该病毒以来，从多种动物体内分离到80余种不同的HSV。人类常见且重要的疱疹病毒有：单纯疱疹病毒1和2型（HSV-1、HSV-2）、水痘-带状疱疹病毒（varicella-zoster virus，VZV）、EB病毒（epstein-barr virus，EBV）以及巨细胞病毒（cytomegalovirus，CMV）。人疱疹病毒主要通过接触黏膜表面而传染。此类病毒都能通过胎盘屏障，其他传播途径为器官移植、性传播或通过应用污染的血液制品而感染。
  


  
    HSV通常是隐性感染，但也可引起严重感染，甚至是致命的全身感染。此病毒感染后最常见的临床症状是皮肤黏膜上形成局限的成堆的疱疹。原发性单纯疱疹的表现有：疱疹性口龈炎、疱疹病毒性外阴阴道炎、疱疹性角膜结膜炎、湿疹性疱疹、疱疹性脑膜炎、新生儿疱疹。尽管HSV不论是显性或隐性的原发性感染后都产生特异性抗体，但是HSV能以潜伏的形式持续存在，并且后来可被各种非特异性刺激再激活。HSV-1与大部分生殖器以外的感染有关，而HSV-2主要引起生殖器和新生儿疱疹性感染。另外现已发现HSV-2与子宫颈癌的发生有关。根据血清学研究的结果，HSV-1较HSV-2常见。
  


  
    目前，判断疱疹病毒感染的常用实验方法有：①病毒分离；②病毒或病毒抗原测定，使用的方法有免疫电镜、细胞学方法、免疫荧光法、对流免疫电泳及ELISA方法等；③抗体测定，有补体结合试验（CF）、中和试验（NT）、免疫荧光试验（IFA）、间接血凝试验（IHA）、ELISA和放射免疫试验（RIA）等。病毒分离是直接诊断技术中较特异和敏感的方法，但实验条件要求高，时间长，现多将细胞培养增殖病毒与快速免疫学诊断技术结合起来，以弥补单用细胞培养分离病毒耗时长和单用免疫学方法检测标本中病毒抗原阳性率较低之不足。HSV-1和HSV-2两者DNA的同源性约为50%，每型HSV均含有共同抗原和型特异性抗原。HSV含有多种糖蛋白，据分析，糖蛋白gD为HSV-1和HSV-2所共有，gC为HSV-1型特异，gF为HSV-2型特异。可用基因组成和抗原构成来区别HSV-1和HSV-2。
  


  
    1.单纯疱疹病毒抗原的检测
  


  
    抗HSV单克隆抗体用作包被抗体，兔抗HSV多克隆抗体用作二抗，酶标记抗体用HRP羊抗兔IgG。
  


  
    （1）操作方法
  


  
    标本采集用消毒棉拭子擦拭病灶或宫颈数次，然后将该棉拭子放入0.4～1ml 0.01mol/L pH 7.4PBS中，浸出液供实验用。泪液标本用消毒滤纸条放入穹隆部停1min左右，待吸满泪液后取出放入0.25ml PBS中。为保证阳性检出率，可重复采样3次。标本采集后若不能立即检验，应放30℃保存。
  


  
    （2）检验方法
  


  
    ①用包被液将抗HSV单克隆抗体1∶100稀释后，置包被酶标反应板，每孔0.1ml，4℃过夜后备用。用SP2/0小鼠骨髓瘤细胞制备的小鼠腹水同法包被作为阴性对照。②每份标本加一个试验孔和一个对照孔，每孔加样0.1ml；每次试验同时设阳性对照（HSV阳性抗原）和阴性对照（PBS）各一孔，40℃、40min，洗板3次。③将兔抗HSV免疫血清用含3%绵羊血清作1∶50～1∶200稀释后加入各孔，每孔0.1ml，40℃、40min，洗板3次。④加入工作浓度的HRP-羊抗兔IgG，每孔0.1ml，40℃、40min，洗板3次。⑤加入底物（TMB-H2O2）呈色，10min后加2mol/L H2SO4终止反应。
  


  
    （3）结果判定
  


  
    ①目测包被对照孔和阴性对照孔无色，阳性对照孔显黄色，实验孔呈黄色者可判为阳性。根据显色的深浅，可判定其阳性程度。②比色用酶标仪测450nm吸光度值（A），以P/N≥2.1判为阳性。
  


  
    2.单纯疱疹病毒感染的血清学检查
  


  
    （1）细胞与试剂
  


  
    ①HSV-1Stoker株，HSV-2Sav株，在乳兔肾单层细胞中传代。②Hela细胞，培养于Eagle液或RPMI 1640培养液（培养时均含10%小牛血清，而维持液均只含2%小牛血清）中。③抗原片：将HSV-1、HSV-2分别接种Hela细胞单层，待细胞病变达2+时，将细胞摇落，悬液经3000r/min离心10min，沉淀细胞涂于印有小圈的载玻片孔内，干后冷丙酮4℃10min，置密封塑料袋内，4℃保存。④底物溶液3，3′-二氨基联苯胺（DAB）4mg加二甲基亚砜0.2ml（或丙酮0.5ml）溶解后，加入0.01mol/L pH 7.4PBS 10ml中，再加入30%H2O250μl，备用。
  


  
    （2）操作
  


  
    ①将待测血清用0.01mol/L pH 7.4PBS自1∶5开始作双倍稀释达1∶1280，依次加入抗原片孔内，37℃湿盒30min。②流水冲洗去多余血清，用上述PBS洗3次，每次5min（下同）。③滴加工作浓度HRP标记的抗人IgG，37℃湿盒30min，PBS洗3次。④加入底物溶液，避光反应15min，倒去底物溶液，于无水乙醇中浸泡3min脱水。
  


  
    3.结果观察
  


  
    滴加中性树脂封片后镜检，根据阳性细胞数和染色程度，判定为阳性或阴性，每次试验需设置阳性与阴性对照。
  


  
    目前HSV的检测，也有商品试剂盒出售，包括抗原、抗体及核酸测定试剂等。
  


  
    第六节　巨细胞病毒感染的检查
  


  
    人巨细胞病毒（HCMV）在人群中广泛存在，用测定HCMV IgG、HCMV IgM的方法调查HCMV感染率，发达国家为40%～60%，发展中国家为95%～100%。HCMV感染所致疾病的临床症状和体征等表现为非特异性的，而且许多HCMV感染的患者并不表现出任何临床症状而成为潜在感染状态。健康人群感染HCMV后，一般表现为轻微症状或无症状感染，但在免疫功能低下的人群，如器官移植、艾滋病、肿瘤患者及婴幼儿则可导致严重后果；早孕妇女感染HCMV，可通过胎盘引起胎儿宫内感染，从而导致流产、早产、死胎、胎儿宫内发育迟缓和新生儿先天畸形等。因而HCMV感染是一个值得重视的问题。近年来，HCMV实验室诊断在原有的实验方法基础上，主要在早期、快速和定量方面进行大量研究。目前，HCMV实验室诊断方法主要有以下几点。
  


  
    （一）检查巨细胞包涵体
  


  
    在患者新鲜尿液、活检组织或尸检标本切片寻找巨细胞包涵体；此法现已弃之不用。
  


  
    （二）HCMV组织培养
  


  
    方法 ①培养液：RPMI 1640液，加入20%小牛血清，即常用的细胞培养液。②实验用细胞系：人二倍体胚肺细胞系（HDEL）。③实验标本：精液、尿、血液、胸水、腹水、支气管灌洗液、脑脊液等，均可用于本试验。④操作方法（以尿为例，其他类同）：将HDEL细胞系培养于含20%小牛血清的RPMI 1640液中，待HDEL细胞系长成细胞单层后，将患者新鲜尿液处理后（高速离心沉淀）接种人胚肺纤维母细胞，定期观察细胞病变（CPE）情况。如有CPE产生，证明原培养物中HCMV阳性；10d后，若无CPE，将细胞盲传一次，仍无CPE，可报告HCMV培养阴性。⑤报告结果：尿液（或其他标本）HCMV培养阳性（或阴性）。
  


  
    （三）HCMV抗体检测
  


  
    HCMV抗体检测的方法较多，包括CF、IHA、IFA、免疫印迹试验（IB）、ELISA及RIA等。其中ELISA和RIA具有简便、快速、敏感性好和特异性强等特点，是较为常用的检测方法。目前市售的ELISA测定HCMV-IgG和HCMV-IgM试剂盒，是HCMV抗体检测最简便的方法。应该注意的是，HCMV-IgG抗体阳性，仅能说明患者有既往感染（或称原发性感染）史，HCMV-IgM阳性则表明有活动性感染。两种抗体同时测定，有助于判定患者HCMV感染及活动状况。
  


  
    （四）HCMV抗原的测定
  


  
    HCMV抗原组成非常复杂，有数十种之多。一般认为，患者原发性感染的早期所表达的蛋白为HCMV的即刻早期抗原，继发性感染表达的多为HCMV的晚期抗原，因此，可用单克隆抗体来鉴别患者血清中的病毒抗原成分。以判定患者为原发性感染或继发性感染。这对于某些患者，如早孕女性，因为能判定其为原发性还是继发性感染，对于判定胎儿的损伤程度有一定的临床意义。
  


  
    （1）HCMV早期抗原的免疫荧光检查（detection of early antigen fluorescent foci，DEAFF） 此法是在传统的细胞培养基础上发展起来的。细胞培养虽然是经典的HCMV诊断方法，但此法费时、费力、敏感性低，不利于HCMV的早期快速诊断。DEAFF法通过测定HCMV DNA合成前产生的早期抗原（EA）来确定HCMV存在与否。方法为：将待测标本接种到HDEL细胞单层上，培养24h后用荧光素标记的鼠抗HCMV单克隆抗体，直接测定HCMV感染的α和β蛋白。
  


  
    细胞与试剂：HDEL细胞系。RPMI 1640液（含20%小牛血清）。
  


  
    操作方法：（以尿为例，其他类同）将HDEL细胞系培养于含20%小牛血清的RPMI 1640液中，在培养皿中放入特制的小盖玻片，待HDEL细胞系长成细胞单层后，将患者新鲜尿液处理后（高速离心沉淀）接种HDEL细胞系，24h后将玻片取出，用无血清RPMI 1640液洗3次，直接加入荧光素标记的小鼠抗HCMV早期抗原的McAb，37℃、30min，洗片后直接用荧光显微镜观察结果。出现荧光颗粒为HCMV早期抗原阳性。
  


  
    报告结果尿液（或其他标本）HCMV早期抗原阳性（或阴性）。
  


  
    （2）白细胞中HCMV抗原测定 这是一种直接诊断活动性HCMV感染的方法。将白细胞固定在玻片上，加入HCMV单克隆抗体（抗PP65）温育后，加入荧光素标记的羊抗小鼠抗体（二抗），洗片后可直接用荧光显微镜观察结果。也可用辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗小鼠抗体染色后，加入底物显色，2mol/L硫酸终止反应后用光学显微镜观察结果。凡细胞中有显荧光颗粒（荧光法）或棕黄色颗粒的，即为阳性细胞。
  


  
    操作方法及判定结果同上。
  


  
    （五）HCMV DNA的PCR测定方法
  


  
    PCR技术自1985年Saiki等首次报道以来，此技术迅速发展，出现了多种用途的PCR，如竞争PCR、差异PCR、不对称PCR、巢式PCR、加端PCR、原位PCR、免疫PCR、锚定PCR、重组PCR和定量PCR等。HCMV的测定，可用单次和套式PCR，单次PCR可检出100fg的HCMV DNA，而套式PCR可检出5～10fg的HCMV DNA。PCR检测技术具有简便、快速、敏感及特异等特点，对检测标本要求不高且较为广泛，几乎包括所有临床标本，如血液、尿液、精液、支气管洗液、羊水及石蜡包埋的标本均可用于PCR测定。
  


  
    1.引物的选择
  


  
    应用PCR进行HCMV DNA检测，首要的问题是引物的选择与设计。HCMV DNA在结构上含有三种感染细胞特异性多肽的区段，即刻早期蛋白区（IEP）、早期蛋白区（EP）和晚期蛋白区（LP）。这三种多肽均有免疫原性。在进行HCMV PCR时，引物的设计应考虑到这类不同抗原的编码基因。选取哪一段作为引物可根据不同的情况而定，应注意的是引物所位于的区域为病毒较特异的序列，即该序列为其所特有，而且又存在于不同的突变株，以便检测不同的突变株，以保证DNA序列扩增的特异性及实用性。因此，一般引物均设计在HCMV特异的保守序列。Demmler等设计的位于900～925nt及2101～2125nt的一对引物，其序列为：
  


  
    p1：5′CACCTGTCACCGCTGCTATATTTGC3′
  


  
    p2：5′CACCACGCAGCGGCCCTTGATGTTT3′
  


  
    应用该对引物扩增HCMV可产生一条长约400bp、含HindⅢ酶切点的DNA片段，该序列编码HCMV的晚期抗原蛋白。
  


  
    2.标本处理
  


  
    精液、血清、尿液等液体标本可直接用苯酚-氯仿抽提，用乙醇沉淀，蒸馏水溶解后用于PCR扩增，组织标本需绞碎，水溶后再用上法提取（详细方法请参阅聚合酶链反应一节）。
  


  
    3.PCR扩增
  


  
    （1）取5～10μl提取检样或其他模板DNA溶液，加入10×PCR缓冲液10μl，使最终反应液中含50mmol/L KCl，10mmol/L Tris-HCl（pH 8.4），1.5mmol/L MgCl2及0.01%明胶；
  


  
    （2）两种引物各2μl（浓度10μmol/L）；
  


  
    （3）加入dNTP 10μl（最终为0.2mmol/L）；
  


  
    （4）加高纯水，使反应体积为100μl；
  


  
    （5）将反应液100℃煮沸10min，加入2UTaq DNA聚合酶及50μl液体石蜡油以防蒸发；
  


  
    （6）94℃1min，55℃1min，70℃1.5min，循环40次；
  


  
    （7）扩增产物的电泳分析：20μl扩增产物加入1/10体积的终止缓冲液，在1%琼脂糖-溴乙锭电泳后在紫外灯下观察结果，此法可测出原检样中0.15fg的HCMV DNA。
  


  
    第七节　风疹病毒感染的实验室检查
  


  
    风疹病毒（rubella virus）属于披膜病毒科风疹病毒属，为非虫媒披膜病毒的一种，外层为不规则球形，直径50～70nm。外层为一松散的囊膜，表面有5～6nm的小突起。中央为核壳体，是20面体，直径30～40nm。病毒在蔗糖中的浮密度为1.16～1.19g/ml，在CsCl中的浮密度为1.20～1.23g/ml。沉降系数240S，核壳体沉降系数150S，相对分子质量为2.6～4.0×106。
  


  
    病毒核酸为单链RNA，正链有感染性。病毒含3～8个结构蛋白，主要为E1、E2和C蛋白。E1、E2在病毒外膜，是糖蛋白，相对分子质量分别为62 000和48 000；C为核蛋白，相对分子质量35 000。E1与血凝有关，E2作用尚不清楚；此病毒仅一个血清型，与披膜科的60多种病毒都无抗原交叉。
  


  
    人是本病毒的唯一宿主，猴、雪豹、大鼠、地鼠、家兔等可实验室感染，但仅狒狒受染后出现皮疹。此病毒可在细胞培养中繁殖，但常无病变出现，需用其他致病变的病毒攻击、观察干扰现象的存在来证实本病毒的存在。此病毒能凝集多种动物的红细胞，如雏鸡、鸽、鹅、绵羊、猴、豚鼠、火鸡、猫、家兔、大鼠、田鼠、小鼠、人等。
  


  
    该病毒感染后，IgD、IgE抗体迅速上升，持续于高水平至少2个月。IgM于发疹后1～2d出现，约10d达高峰，1个月起转阴。IgG抗体出现较IgM稍晚，1～2个月达高峰，以后缓慢下降，多维持终身。
  


  
    风疹病毒的实验室诊断主要有以下几个方面。
  


  
    （一）血凝抑制试验（HI）
  


  
    （1）风疹血凝素的制备 以风疹病毒感染Vero细胞，置37℃、7d以上，待出现3+CPE时收获，反复冻融3次，以Tween-80与乙醚处理，滴定效价后-20℃保存备用。
  


  
    （2）细胞 选用鸽、鹅或1日龄雏鸡红细胞。
  


  
    （3）血清处理 人血清中存在非特异性抑制物或凝集物，故血清需进行预处理。抑制物多为β脂蛋白，可用硫酸葡聚糖-氯化钙、肝素-氯化锰、白陶土等除去。
  


  
    （4）血清稀释 血清以生理盐水1∶1稀释后，56℃灭活30min后备用。
  


  
    （5）试验方法 取U形反应板一块。
  


  
    ①第1、2及第9孔加1∶2稀释的血清25μl。第2～9孔加生理盐水25μl；第9孔为血清非特异性凝集对照。
  


  
    ②第2～8孔倍比稀释血清。
  


  
    ③第1～8孔各加2U血凝素25μl，第9孔加生理盐水25μl。
  


  
    ④每孔加1%鹅红细胞25μl。振荡后置37℃1h。
  


  
    ⑤待红细胞对照下滑成泪滴状时读取结果；红细胞下滑与对照完全相同者为完全抑制；完全抑制的血清最高稀释度即为抗体效价，血清对照有凝集时不能判为阴性。
  


  
    目前HI试验主要用于人群抗体水平调查和疫苗免疫效果的观察。用于患者诊断需双份血清，不能达到早期诊断的目的，且敏感性不如ELISA法高。单份急性期血清用二巯基乙醇（2-ME）处理，用HI法测定处理前后抗体效价的变化，或以金黄色葡萄球菌A蛋白（SPA）吸收血清中的IgG，再测定血清中的IgM抗体。
  


  
    （二）间接ELISA法测定抗风疹病毒IgG抗体
  


  
    （1）用pH 9.6碳酸盐缓冲液稀释风疹病毒抗原与对照抗原。
  


  
    （2）于40孔酶标反应板的单排孔和双排孔分别加入0.1ml/孔，4℃过夜后备用。
  


  
    （3）加入连续4倍稀释的待测血清（1∶20～1∶1280），依次分别加入抗人IgG酶结合物与底物等。显色后判定结果。＜1∶20为阴性。本方法可用于个体或群体抗体水平测定；用于诊断患者需双份血清，第一份在出疹4d内采集，第二份≥15d，同时同一板上测定，相差≥4倍即可诊断。血清无需处理，较HI法方便、敏感。
  


  
    （三）捕获ELISA法测定抗风疹病毒IgM抗体
  


  
    （1）以抗人μ链单克隆抗体包被酶标反应板，4℃过夜后备用。
  


  
    （2）加入待测血清（1∶200）2孔，37℃1h，洗板后分别进入风疹抗原和正常细胞对照抗原各1孔，37℃1h，洗板后加入酶标记兔抗风疹病毒抗体，再37℃1h，洗板后加入底物显色。用酶标仪测定吸光度值。以P/N≥2.1判为阳性。根据风疹病毒IgM的动态，出疹后4～5d诊断率可达100%，IgM抗体高峰期在10d左右，采血时间以出疹7～20d为佳。
  


  
    （四）风疹病毒RNA的PCR测定
  


  
    1.引物设计
  


  
    选择编码糖蛋白的基因序列中的一段保守区域作为靶序列，探针被设计在编码主要抗原决定簇基因序列中，定位于扩增的靶序列内里。
  


  
    5′-CAACACGCCGCACGGACAAC-3′
  


  
    5′-CCACAAGCCGCGAGCAGTCA-3′
  


  
    2.标本处理
  


  
    精液、血清、尿液等液体标本可直接用苯酚-氯仿抽提，用乙醇沉淀，蒸馏水溶解后用于PCR扩增，组织标本需绞碎，水溶后再用上法提取（详细方法请参阅聚合酶链反应一节）。
  


  
    3.RT-PCR
  


  
    （1）逆转录：20μl的逆转录反应体系中含1×逆转录缓冲液（50mmol/L Tris-HCl，pH 8.3；75mmol/L KCl；10mmol/L DTT；3mmol/L MgCl2）dNTPs各0.5mmol/L，上游引物，M-MLV逆转录酶200U，RNA酶的蛋白抑制剂40U及待测RNA样品5μl。测定样品的同时做1份正常阴性对照以排除假阳性。37℃反应1h，95℃5min终止反应。
  


  
    （2）PCR：反应体系25μl含1×PCR缓冲液（10mmol/L Tris-HCl，pH 8.3；50mmol/L KCl；1.5mmol/L MgCl2；100ng/ml明胶），dNTPs各125μmol/L，二条引物各1μmol/L，Taq DNA聚合酶1U，逆转录产物5μl，进行扩增反应；94℃1min，54℃1min，72℃1min，进行35个循环，最后一次循环在72℃延长5min，以保证链延伸反应的彻底进行。
  


  
    （3）扩增产物的电泳分析：20μl产物加入1/10体积的终止缓冲液，在1%琼脂糖-溴乙锭电泳后于紫外灯下观察结果，本法的扩增产物约为311bp。
  


  
    除HI法测定风疹病毒血凝素抗体以外，其他几种方法均已有商品试剂盒出售，按说明书操作即可。
  


  （邵海枫　王卫萍　范明　商学军　黄宇烽）
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    第三十六章　精液氧化与抗氧化指标检查
  


  
    第一节　精子与氧化应激
  


  
    人体内所有的细胞都是直接或间接地依靠氧来提供能量，但氧代谢又使细胞存在着极大的用氧矛盾，一方面氧是能量产生的基础，另一方面代谢过程中，又会产生活性氧（reactive oxygen species，ROS）。ROS是具有高反应性并具有氧化作用的物质，含有一个或多个不成对的原子或电子。包括超氧阴离子（[image: ]•）、过氧化氢（H2O2）、羟自由基（•OH）、单线态氧（1 O2）、一氧化氮（NO）等。ROS是一把双刃剑，一方面，在生理条件下，ROS产生与清除保持动态平衡，ROS处于未激活状态，保持较低水平，能够调节细胞正常功能。另一方面，ROS产生过多，或是机体的抗氧化防御能力的下降，导致氧化和抗氧化失衡，导致氧化应激（oxidative stress，OS），是体内许多的病理生理变化的基础。
  


  
    人类的生殖细胞，也需要氧来提供能量，同样会产生ROS。如人类精子，最初的ROS是[image: ]•，为氧与其自身发生歧化反应的产物，在超氧化物岐化酶（SOD）的作用下，产生H2O2，H2O2和[image: ]•相互作用，能产生更有害的物质羟自由基。正常情况下，由于生殖系统内（如附睾）和精子自身具有的抗氧化物和抗氧化酶类的保护作用，以及精液射出体外后精浆中富含的抗氧化物和抗氧化酶的存在，使ROS的产生和清除处于一种平衡状态。抗氧化酶，如SOD、谷胱甘肽过氧化物酶/谷胱甘肽还原酶（GPX/GRD）系统、过氧化氢酶（CAT）等，另外精浆中还含有许多非酶的抗氧化物，如维生素C（VC）、尿酸、维生素E（VE）、丙酮酸盐、谷胱甘肽、牛磺酸、亚牛磺酸等。这种平衡能保持少量ROS的存在。生理条件下，ROS在精子生理方面起着重要作用，如[image: ]•、H2O2和NO与精子高度活跃运动、获能及顶体反应有关，ROS引起的脂质过氧化作用能促进精子与透明带结合的能力，以及ROS能增加蛋白的酪氨酸磷酸化，增加cAMP水平，增加酪氨酸激酶的活性，抑制酪氨酸磷酸酶。但是，精液中ROS产生过多，或者ROS水平超过机体的抗氧化防御能力或机体防御功能下降时，如生殖道处于炎症、损伤、缺血再灌注等病理状态或机体在环境污染、重金属、吸烟、酗酒等不良状态影响下，以及在施行人类辅助生殖技术中精子的准备、处理等多个环节中，均能导致氧化与抗氧化的失衡，产生OS。OS往往能造成细胞和组织器官的损伤，能引起一系列生殖系统病理生理的改变。
  


  
    1943年，McLeod第一次证实在体外有氧条件下人精子会受到损害，活力减低，畸形精子增多，精卵结合能力下降。近年来研究证实，25%～40%的不育男性精液中的ROS的水平都较正常生育男性显著性增高，由于精子膜含有大量的多聚不饱和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid，PUFA），对于ROS的损害比较敏感，尤其是精子顶体和尾部，而且精子是人体内唯一不能自我修复氧化损伤的细胞，如果精子细胞质的抗氧化能力有限，细胞内抗氧化物酶不足以抵抗ROS的攻击，精子的氧化损伤就不可避免了。
  


  
    一、人类精液中ROS的主要来源
  


  
    1.白细胞
  


  
    过氧化物酶阳性的白细胞是精液中ROS的主要来源，过氧化物酶阳性的白细胞包括多形核白细胞和巨噬细胞，多形核白细胞代表了精液中50%～60%的白细胞，巨噬细胞代表了精液中20%～30%的白细胞，精液中过氧化物酶阳性的白细胞大量存在于前列腺和精囊中。白细胞产生ROS的能力依赖于它的激活，这种激活来源于各种刺激，包括炎症和感染。白细胞的髓过氧化酶系统被激活，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）的产生增加，导致呼吸爆发，引发大量的ROS释放，这种机制也是机体早期防御病原微生物侵害的有效手段。
  


  
    2.精子
  


  
    精子产生ROS主要通过两条途径：①存在于精子膜上的NADPH氧化酶与其底物反应生成ROS；②精子线粒体呼吸链一系列氧化反应的产生。线粒体呼吸链在正常条件下通过自氧化一种或多种还原物质（如叶酸、铁-硫复合物和辅酶Q等），释放ROS。
  


  
    研究发现，中段带有残留细胞质的异常精子会产生过多的ROS，而且，精子质量下降与不成熟精子残留过多的细胞质有关。当精子生成的机制遭到破坏，尤其是精子在发育变形成熟的阶段，细胞质的排除机制出现异常，会产生含有过多细胞质的精子，他们被认为是不成熟的和功能缺陷的。精子的代谢是6-磷酸葡萄糖脱氢酶介导的，这个酶通过磷酸已糖途径控制葡萄糖的产生，进而控制细胞内NADPH的产生，精子就是通过NADPH氧化产生ROS，这个过程能产生大量的电子，精子的代谢遭到破坏，NADPH产生增多，会导致ROS的产生增多。在精子成熟的不同阶段，精子产生ROS的量也有不同，头部异常并有残留胞质的未成熟精子ROS产生最多。在不成熟精子从生精小管到附睾的迁移过程中，不成熟精子产生的ROS对于成熟精子的破坏很可能是造成男性不育的一个原因。
  


  
    3.在辅助生殖技术中产生ROS
  


  
    在施行辅助生殖技术中，精子的准备、精浆的去除，精子自身的抗氧化能力不足以对抗ROS的进攻；以及多次的离心、分离以及培养介质抗氧化能力的下降，都会使精子面临OS的威胁。在操作过程中，同样的离心力，离心的时间越长产生的ROS越多；在精子冻/融过程中，也会产生ROS，造成精子的损伤。含有受损的精子施行生殖助孕技术，可能会对移植率、受精率以及妊娠率产生影响，同时大量的研究证明OS能损伤精子的DNA，也可能会增加遗传缺陷的风险。
  


  
    此外，电离辐射、酚类化合物等也会促进生殖系统中ROS产生。
  


  
    二、ROS的生殖毒性
  


  
    实际上，人类的精液就含有潜在的ROS来源，比如过氧化物酶阳性的白细胞和形态异常的精子，会对一部分正常精子产生影响，甚至有可能损害其功能。当出现OS时，精子细胞质的抗氧化能力有限，精子的抗氧化主要依靠精浆提供的抗氧化能力，而且精子膜含有大量的PUFA，对于ROS产生的损害比较敏感。同时，ROS造成的细胞损伤不但与介质和ROS的数量有关，而且还与ROS产生时机、作用时间以及周围的环境因素有关。
  


  
    1.精子膜的脂质过氧化
  


  
    精子膜含有大量的PUFA，PUFA含有被亚甲基分离的两条双链，亚甲基中的C-H键较为脆弱，在•OH和1 O2的进攻下，从脂肪酸侧链甲烯碳中夺取氢原子可启动脂质的过氧化，脂肪酸侧链中双键数目越多越容易失去氢原子，使整个的双链发生重组，生成更稳定的脂质过氧化物，这种脂质过氧化物如果与金属离子（如铁或铜离子）通过Haber-Weiss反应产生•OH，再引发脂质过氧化链式反应，能继续损伤细胞膜甚至整个细胞。此外，膜脂质经磷脂酶A2作用后生成的花生四烯酸也可被过氧亚硝基阴离子（ONOO-）氧化，导致细胞膜功能障碍和结构损伤。脂质过氧化通过链式和链式支链反应，放大ROS的作用，一个ROS能导致很多脂质分解产物的形成。在这些分解产物中，一些是无害的，另一些则能引起细胞代谢和功能障碍，甚至死亡。
  


  
    精子膜的脂质过氧化反应引起膜PUFA受到破坏，使膜的流动性下降和膜的通透性增加，而精子膜的流动性是精子行使其功能的重要保证，并且与膜功能密切相关的离子泵的功能也受到影响，导致ATP的产生下降，精子运动能力减弱甚至丧失；高水平的ROS会破坏精子的顶体反应，影响精子与卵细胞膜融合的能力。膜的通透性增加使正常不能透过膜的物质（如Ca2+）通透性增加。而且膜中蛋白质的聚集和交联会使酶的活性发生改变，导致膜受体失活。
  


  
    脂质过氧化的终产物是丙二醛（malondialdehyde，MDA），能间接的反映脂质过氧化程度。
  


  
    2.精子活力的损伤
  


  
    精子的运动能力是衡量精子功能的重要指标。ROS水平增高与精子的活力成负相关性。在自然受精过程中，精子必须具备一定的动力，否则很难经过宫颈、子宫、输卵管到达受精部位。如前所述精子膜的过氧化损伤会引起ATP产生下降，精子动力来源减少，活力下降。而且，H2O2能透过精子膜，抑制细胞内酶的活性，如糖代谢的关键酶——6-磷酸葡萄糖脱氢酶，进而影响细胞内NADPH的活性，同时氧化型谷胱甘肽和还原型谷胱甘肽积聚，使精子内部产能下降的同时，也能导致精子细胞膜磷脂的过氧化，精子抗氧化防御功能下降。
  


  
    最近研究证实，精子尾部蛋白酪氨酸基团磷酸化可能是精子产生运动的机制之一。此外，精子运动除与ATP合成酶类有关外，还与促进精液液化、果糖分解等酶类有关。ROS可使酪氨酸、色氨酸、鸟氨酸等硝基化或羟化，使巯基氧化，导致生殖系统中使精子蛋白酪氨酸磷酸化-去磷酸化作用的一些酶，及上述与精子运动有关的许多重要的酶被抑制、灭活以及活性部位破坏，最终使精子的运动能力下降。
  


  
    3.精子DNA的损伤
  


  
    一般情况下，有生育力男性精子DNA损伤低于10%，而不育男性精子DNA损伤可达25%。新近报道认为，约有20%不育男性精子DNA的损伤大于30%。夫妻双方中，假如男性精子DNA的变性超过30%，自然受孕的机会就会大幅度下降。即使妊娠，其流产发生率也会大大增加。精子DNA完整性被认为是一个独立的预测精子质量指标，在体内和体外都比常规检测价值的指标有更好的诊断和预测价值。
  


  
    正常情况下，精子DNA紧密包装和精浆的抗氧化物质都使精子DNA免受氧化损伤。精子核占精子头部65%，包含父方的遗传物质。精子发生过程中，各期生精细胞核内DNA的含量发生规律性的变化，精子发生过程中经历精原细胞、精母细胞、精子细胞和精子几个阶段。在精子细胞阶段，细胞核内DNA结合的组蛋白大部分转化为精核蛋白，形成高浓度的DNA精核蛋白复合物。成熟精子核内DNA与精核蛋白紧密结合，高度浓缩，抑制异常基因的表达，使遗传物质保持稳定。精子进入附睾后，精子在附睾成熟过程中，精核蛋白中大量的巯基（—SH）不断氧化成二硫键（―S―S）与DNA更紧密的结合，使DNA更具有抗酸能力，维持了双链结构的稳定。而且，精子核的成熟度直接影响精子受精能力和受精原核的形成。
  


  
    研究显示不育男性精液中高水平的ROS与DNA的碎片增多存在很大的关系。高水平的ROS影响精子细胞核中DNA的完整性。不育男性精子DNA碎片明显增多。当精子暴露于人为的ROS环境中，会造成精子DNA的氧化修饰、DNA链的断裂、交联、片断的氧化、产生游离的片断，造成缺失、DNA的染色质的重组。氧化应激（OS）与DNA链的断裂有密切的关系。
  


  
    而且，精子精核蛋白的缺乏将影响精子核的致密性，会造成精子在受精时发生去聚合的功能失调。精子DNA进入胞质后不能去浓缩，受精将会失败，即使受精也会影响胚胎的质量。另外，DNA损伤的程度也会影响夫妻自然受孕的情况。因此精子DNA损伤程度与妊娠失败率增加有关，这可能是许多不明原因不育的原因之一。
  


  
    4.精子线粒体损伤
  


  
    线粒体是提供精子运动的能量源泉，其含有较大量的PUFA和血红素酶复合体，对包括ROS在内的各种损伤因子也极为敏感。因为线粒体内膜上载有呼吸链及产生ATP的酶系，ROS引起线粒体损伤导致的危害更大。
  


  
    目前认为ROS造成线粒体损伤主要为：
  


  
    （1）引起线粒体膜脂质过氧化改变，引起线粒体内膜上呼吸链及ATP的酶系功能异常；
  


  
    （2）ROS可使含有巯基的酶失活，线粒体内与ATP生成有关的酶活性改变；
  


  
    （3）损伤线粒体DNA（mtDNA）：精子mtDNA是独立于细胞核染色体外的基因组，具有自我复制、转录和编码功能。mtDNA是裸露的DNA，缺少组蛋白和DNA结合蛋白的保护，易受ROS的攻击；而且，mtDNA本身修复损伤的能力较低，因而精子线粒体中产生的ROS易造成精子mtDNA氧化损伤。ROS引起的精子mtDNA改变将破坏mtDNA编码蛋白的合成，而这些蛋白是线粒体呼吸功能所必需的，影响线粒体能量的产生；
  


  
    （4）诱导线粒体Ca2+释放：ROS在线粒体内可通过酶促和非酶促反应，引起NAD（P）H的氧化还原状态发生改变，即NAD（P）H氧化状态比例增高，氧化态的NAD（P）H可被位于线粒体内的一种吡啶核苷酸酶分解为尼克酰胺及ADP-核糖基。后者又可使线粒体内膜上的一种蛋白发生糖基化，激活线粒体膜上钙通道，使钙从线粒体内释放出来。线粒体的膜电位减小，内膜通透性增强，造成膜损伤，线粒体功能障碍，严重者导致精子细胞损伤乃至死亡。
  


  
    5.精子蛋白质的过氧化作用
  


  
    就蛋白质而言，位点特异性损伤理论认为[image: ]•通过歧化反应生成H2O2，其经蛋白质结合的金属催化，在结合处形成•OH，•OH是ROS诱导生物损伤最重要的成分，由于其高反应性和短的扩散距离而使得生物大分子是它最常攻击的目标。•OH与最邻近的氨基酸反应，生成蛋白氢过氧化物。蛋白氢过氧化物是蛋白质与ROS相互作用的主要产物。蛋白质氢过氧化物在过渡金属离子的催化下，产生的蛋白自由基能引发支链反应不断生成蛋白氢过氧化物，扩大蛋白质的损伤。蛋白氢过氧化物及其裂解产物能交联成聚合物或裂解产生众多的新的自由基中间物，由此生成新的损伤源。蛋白质过氧化对蛋白质包括酶本身就是一种损伤，能造成蛋白质主链氧化、蛋白质的断裂，还能造成氨基酸的侧链氧化，形成体内氧化蛋白的积聚。蛋白氢过氧化物还能与谷胱甘肽和维生素C反应，造成它们在体内的耗损，由此降低机体的抗氧化能力，而且能改变细胞的氧化还原状态，影响基因激活。
  


  
    蛋白质过氧化，受到氧化的蛋白质通常失去功能活性，氧化蛋白的伸展增加了它对蛋白质酶的敏感性，但是蛋白的交联影响了蛋白酶对它的水解作用，可见上述种种反应的发生，最终导致细胞和机体正常生理功能的障碍。
  


  
    6.OS与精子的凋亡
  


  
    ROS造成精子的一系列损伤，最终能导致精子的凋亡。生理情况下，凋亡是一个自然的过程，它能去除体内衰老的细胞，又叫程序性死亡。在人类的生殖系统，凋亡能去除异常的生殖细胞，多种外在的和内在的机制控制着凋亡的过程。研究发现ROS的水平与细胞凋亡存在正相关性，凋亡基因及其蛋白与ROS的水平存在关联。实验发现，精子与H2O2一起孵育，就能诱发精子的凋亡，造成有效精子浓度下降。
  


  
    三、男性生殖道抗氧化的防御机制
  


  
    在男性生殖系统中，具有多种保护精子对抗ROS损伤作用的抗氧化酶和抗氧化物。附睾是精子成熟和储存的部位，也是生殖道中保护精子对抗氧化损伤的重要部位。目前已发现有多种抗氧化物和抗氧化酶的mRNA分布于附睾中。机体中的抗氧化酶起着最重要的抗氧化的防御作用，主要有SOD、各种过氧化物酶，如GPX、CAT和其他血红素蛋白过氧化物酶。这些酶不但协同防止ROS的损伤效应，而且相互间还起着保护作用。[image: ]•能灭活CAT和GPX，而SOD能使[image: ]•歧化生成H2O2，H2O2能灭活CuZn-SOD，而CAT和GPX则能催化H2O2生成H2O和O2。SOD保护CAT和GPX免受[image: ]•灭活，同时CAT和GPX保护CuZn-SOD不被H2O2灭活。因此，一旦在这相互保护系统中某一成员的减弱或减少，整个酶性保护系统作为一个整体也会受到影响，甚至导致不可逆性的细胞损伤。抗氧化网络体系使精子在一定精浆水平下保持基础的抗氧化物酶的浓度。精液的防御机制主要在于精子获得受精能力之前，保持必要的功能状态，直至从女性生殖道排出。
  


  
    1.抗氧化酶
  


  
    有机体内的抗氧化酶有多种体系，但都具有一些共同特点：在不同物种、不同组织细胞内的含量及活性有高度特异性；有专门的亚细胞定位；酶活性中心一般含有特殊离子，如铜离子、硒离子等；可协同发挥抗氧化作用，且相互之间还具有保护作用。比较重要的抗氧化酶有：
  


  
    （1）SOD：
  


  
    按酶活性中心金属辅基成分的不同分为Cu-ZnSOD、MnSOD和FeSOD，三种酶均可催化[image: ]•歧化为H2O2和O2。
  


  
    （2）CAT：
  


  
    CAT由四个肽链组成，每条肽链都有一个血红素（Fe3+-原卟啉）结合在肽链的活性中心部位作为辅基。CAT存在于红细胞或某些组织细胞的过氧化物酶体内，催化H2O2分解为H2O和O2，避免红细胞内的H2O2将血红蛋白氧化成高铁血红蛋白或产生其他危害更大的ROS。
  


  
    （3）硒谷胱甘肽过氧化物酶（selenium dependent glutathione peroxidase，SeGSH-Px）：
  


  
    SeGSH-Px与CAT结构相似，也是四聚体蛋白，但是其亚基的金属辅基为原子硒。SeGSH-Px主要分布在胞质和线粒体的基质中，在清除H2O2方面与CAT有协同作用。精子中CAT较少但SeGSH-Px较多。
  


  
    （4）谷胱甘肽转硫酶（glutathione-S-transferase，GST）：
  


  
    GST又叫不含硒谷胱甘肽过氧化物酶，是一种多功能酶，和SeGSHPx有协同作用，在睾丸中活性较高。
  


  
    2.抗氧化物
  


  
    除了抗氧化酶之外，保护精子免遭ROS损伤还有一些抗氧化物。人体内的抗氧化物分为脂溶性和水溶性，前者有VE、类胡萝卜素及泛醌，主要存在于细胞膜上；后者代表为VC，主要在组织液中，常常是机体抗氧化的第一道防线。
  


  
    （1）VE：
  


  
    VE又称生育酚，生育酚酯的形式没有活性，只有水解后才显示抗氧化活性。按其分子结构中甲基数量及位置的不同分为α、β、γ、δ四种形式，其中α-生育酚生理活性最高。在动物界，VE几乎只存在于细胞膜、脂肪细胞脂滴和循环的脂蛋白中。在膜中其侧链与PUFA的碳氢链紧靠，而其苯并二氢吡喃环同PUFA结合的磷脂的极性基团形成复合物，末端伸向膜表面起着保护作用。在细胞中VE主要存在于线粒体和微粒体中。VE不但是1 O2和[image: ]•的清除剂，而且更重要的是脂质过氧化作用的阻断剂。VE是一种脂溶性维生素，主要在细胞膜内起作用。清除自由基时，本身捕捉自由基而形成生育酚半醌自由基，可有效地终止自由基引起的脂质过氧化的链式反应，是一种链阻断式抗氧化物。
  


  
    （2）VC：
  


  
    VC又称抗坏血酸，是一种高效水溶性ROS清除剂，在体内参与胶原合成，是脯氨酸羟化酶和赖氨酸羟化酶的辅助因子。VC最明显的化学活性是作为还原剂。VC提供一个电子生成半脱氢抗坏血酸自由基，其能被进一步氧化生成脱氢抗坏血酸。它可有效清除•OH和[image: ]•，保护机体免受内源性ROS的损伤，其在精浆中含量是血清的9倍，同时在精子本身也存在可检测出的VC。更为重要地是，VC和α-生育酚自由基相偶联，即水溶性的维生素C与苯并二氢吡喃环伸向膜表面的膜中VE相偶联，使α-生育酚自由基还原成VE，间接地起着链阻断剂的作用。
  


  
    （3）谷胱甘肽（glutathiose，GSH）：
  


  
    GSH是生物体内非蛋白性含巯基化合物中含量最多的物质。也是细胞合成的抗氧化剂，主要存在于细胞内，是细胞内重要的水溶性抗氧化剂。谷胱甘肽在生精上皮、附睾以及射出精液的精子中，起着重要的抗氧化防御作用。GSH可催化H2O2还原为H2O的反应，通过二硫化物的交替使部分蛋白质和酶SH保持还原状态，储备并在细胞之间转运半胱氨酸，以及保持VE和VC的还原状态。GSH本身也是重要的自由基清除剂。
  


  
    （4）褪黑素（melatonin，MLT）：
  


  
    是普遍存在于生物体的一种吲哚胺类激素，在人类主要由松果体分泌。MLT具有广泛的生理作用，它能维持昼夜节律，促进睡眠，增强人体免疫功能，抑制肿瘤细胞生长，对生长发育、性功能和许多器官起调节作用。MLT以电子供体的形式直接清除[image: ]•、H2O2、•OH、1 O2以及脂质过氧化产生的脂质过氧化自由基（LOO•）；抑制NO合成的关键酶—一氧化氮合酶（NOS）的活性，减少NO的生成；改变抗氧化酶的基因表达，提高抗氧化酶的mRNA水平；与VE、VC和GSH等小分子抗氧化物协同作用抑制自由基的产生。
  


  
    （5）辅酶Q：
  


  
    辅酶Q常用的名称为泛醌。多以还原形式（氢醌，CoQH2）存在，人类和哺乳动物是10个异戊烯单位，故又称辅酶Q10。它不但存在于线粒体、胞质中，还存在于质膜和微粒体、高尔基体等细胞器中的各种膜结构上。辅酶Q直接清除ROS，并对脂质过氧化有明显的抑制作用，还原型辅酶Q较氧化型的抑制作用更为明显，还可以作为生育酚自由基的还原剂和VE协同作用。除了对线粒体系统作用外，还能抑制由NADPH和ADP-Fe2+引发的微粒体的脂质过氧化作用。
  


  
    （6）类胡萝卜素：
  


  
    包括β-胡萝卜素和叶黄素。人体内主要是β-胡萝卜素，可以和ROS直接起反应，保护细胞免受OS的损伤。除了胡萝卜素外，其他胡萝卜素类物质如canthaxanthin和八氢番茄红素（phytoene）等都是自由基的有效猝灭剂，可抑制ROS的不良作用。
  


  
    （7）金属硫蛋白（metallothionein，MT）：
  


  
    MT含有硫和半胱氨酸，可作为氢原子和电子供体存在，并可以通过转移氢原子直接清除自由基，以及能大量结合重金属离子，形成无毒或低毒的络合物。MT还可以抵抗自由基对免疫系统的抑制，增强精子DNA的修复作用。
  


  
    （8）中药成分：
  


  
    目前研究已证实，黄芪、枸杞、甘草、桃仁、人参等用于提高精子活力等功能的中药单方和复方，其提高精子活力的机制之一即为降低ROS和过氧化脂质水平，增强生殖系统抗氧化能力。阿魏酸是广泛存在于多种中药材中的物质，它能够抑制H2O2和[image: ]•引起的脂质过氧化反应，直接清除ROS。
  


  
    第二节　活性氧类物质的测定
  


  
    活性氧类物质（ROS）一般均具有极活跃的化学性质，其存留时间很短，易受其他物质的干扰，除非采用特殊方法检测外，否则很难检测出其含量。目前，已报道的ROS检测方法主要有化学发光法、分光光度法、酶分析法、电子自旋共振法、气相色谱法、比色法、高效液相色谱法以及高效液相色谱-电化学法、电子顺磁共振波谱法等。
  


  
    下面介绍化学发光法测定精子悬液ROS的检测方法：
  


  
    1.原理
  


  
    在该方法中，需要敏感的光度计和化学发光探针，如鲁米诺，检测精子所产生的微弱光信号。以下介绍的方法是联合应用鲁米诺和辣根过氧化物酶，检测过氧化氢产生的敏感方法。其他探针（如光泽精）也可用于检测人精液中的ROS。由于精子表面没有甲酰三肽（甲酰-甲硫氨酰-亮氨酰-苯丙氨酸，formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine，FMLP）受体，所以，以FMLP为探针所产生的信号对白细胞是特异性的，可用含已知数量多形核白细胞的悬液来校准数据。
  


  
    2.试剂
  


  
    （1）Hanks,平衡盐溶液（Hanks,balanced salt solution，HBSS），不含酚红。
  


  
    （2）Krebs-Ringer液（Krebs-Ringer medium，KRM），不含酚红。
  


  
    （3）鲁米诺（25mmol/L）：将29mg鲁米诺（5-氨基-2，3-二氢-1，4-二氮杂萘二酮）溶解于10ml二甲亚砜（DMSO）中。
  


  
    （4）辣根过氧化物酶（IV型，310IU/mg蛋白）：取5mg（1550IU）溶解于1ml Krebs-Ringer液中。
  


  
    （5）FMLP（白细胞特异性探针，10mmol/L）：将44mg FMLP溶解于10ml DMSO中。
  


  
    （6）PMA（12-十四酸佛波酯-13-乙酸盐，phorbol 12-myristate 13-acetate），1mmol/L储存液：取6.2mg PMA溶解于10ml DMSO中，使用时，用DMSO稀释100倍，得到10μmol/L的工作液。
  


  
    （7）酵母多糖。
  


  
    （8）明胶：0.1%（1g/L），溶于HBSS中。
  


  
    3.酵母多糖的调理
  


  
    （1）溶解500mg酵母多糖于10ml HBSS中。
  


  
    （2）剧烈漩涡振荡。
  


  
    （3）在加盖的烧杯中煮沸20min，以防蒸发。
  


  
    （4）500g离心5min。
  


  
    （5）加10ml的HBSS洗涤沉淀。
  


  
    （6）重复操作4和5，再洗一次。
  


  
    （7）将沉淀重悬于5ml的新鲜人血清中，轻柔吹打混匀。
  


  
    （8）孵育20min。
  


  
    （9）500g离心5min。
  


  
    （10）用10ml的HBSS洗涤沉淀。
  


  
    （11）重复操作9和10，再洗一次。
  


  
    （12）将沉淀重悬于10ml HBSS（含0.1%明胶），使终浓度为50mg/ml，轻柔吹打混匀。
  


  
    （13）将配好的悬液储存于-20℃的冰箱中备用。
  


  
    4.检测自发产生的ROS
  


  
    （1）混匀精液标本，取一定体积的精液（含10×106个以上精子）用于ROS检测。
  


  
    （2）用Krebs-Ringer液洗涤精子，并调整其浓度为10×106精子/ml。
  


  
    （3）取400μl洗涤后的人精子悬液，悬于不含酚红的Krebs-Ringer液中，加入一次性光度计容器中，小心操作，避免产生气泡。
  


  
    （4）加4μl浓度为25mmmol/L的鲁米诺。
  


  
    （5）加8μl浓度为1550IU/ml的辣根过氧化物酶溶液。
  


  
    （6）37℃下监测化学发光信号约5min，直至信号稳定。
  


  
    5.FMLP刺激白细胞产生ROS
  


  
    取2μl浓度为10mmmol/L的FMLP，加入上述样本中以刺激精子悬液中的白细胞产生化学发光信号。
  


  
    6.酵母多糖刺激白细胞产生ROS
  


  
    取20μl的调理酵母多糖混合液，加入上述样本中以刺激精子悬液中的白细胞群产生化学发光信号。
  


  
    7.PMA刺激白细胞和精子产生ROS
  


  
    （1）将PMA储存液用DMSO按1∶100的比例稀释成10μmol/L的工作液。
  


  
    （2）待FMLP或调理酵母多糖的信号消退。
  


  
    （3）加入4μl浓度为10μmol/L的PMA工作液处理精子悬液（终浓度为100nmol/L），使精子产生化学发光信号。
  


  
    第三节　精液抗氧化指标检测
  


  
    一、总抗氧化能力检测
  


  
    1.原理
  


  
    在较低pH值环境下，三价铁复合物Fe3+-三吡啶三吖嗪（ferric-tripyridyl-triazine，Fe3+-TPTZ）可被还原剂还原为二价铁形式，呈现出明显的蓝色，并在593nm具有最大光吸收。这一反应中，众多的抗氧化剂可以作为还原剂。在Fe3+-TPTZ过量的情况下，检测蓝色产物的生成映可以反映待测样品的还原能力，也就是总抗氧能力。根据本法的测定原理，测定结果以FRAP（ferric reducing ability of plasma）表示。
  


  
    2.仪器
  


  
    分光光度计
  


  
    3.试剂
  


  
    （1）0.3mol/L醋酸盐缓冲液（pH3.6）：称取3.1g C2H3NaO2•3H2O，用适量双蒸水溶解，加入16ml冰乙酸，定容至1L。
  


  
    （2）10mmol/L TPTZ（2，4，6-trpyridyl-s-triazine）：用40mmol/L HCl配制。
  


  
    （3）20mmol/L FeCl3。
  


  
    （4）FRAR工作液：用前临时配制。将25ml醋酸盐缓冲液、2.5ml TPTZ溶液、2.5ml FeCl3溶液混合。
  


  
    （5）0.1～1mmol/L FeSO4标准液。
  


  
    4.步骤
  


  
    （1）将300μl新鲜配制的FRAR的工作液预温至37℃，于593nm读取吸光度值（M1）。
  


  
    （2）加入10μl待测样品、30μl双蒸水，混匀。
  


  
    （3）准确反应4min后，测定593nm吸光度值（A）。
  


  
    （4）各吸取10μl不同浓度的FeSO4标准液，替换样品液依上述步骤操作，测定各管的吸光度值。
  


  
    5.结果计算
  


  
    （1）各管净吸光度变化值的计算：ΔA=A-M1。
  


  
    （2）以FeSO4标准液的浓度（也是Fe2+的浓度）为X轴，以对应的ΔA值为Y轴，绘制标准曲线，计算直线回归方程。
  


  
    （3）将样品测定值（ΔA）代入直线方程或直接由标准曲线求得对应的Fe2+浓度。
  


  
    6.注意事项
  


  
    （1）本法操作简便，测量过程迅速，结果较为稳定（显色后30min内吸光度值无下降），适用于测定程序的自动化。
  


  
    （2）由于测定体系中Fe3+过量，且样品制备过程中加入过量的EDTA等螯合剂，样品中的Fe并不对测定结果造成影响。
  


  
    （3）不同的抗氧化成分在FRAR测定体系中的反应时间不同，为使反应较为完全，一般选择测定反应时间为4min。
  


  
    （4）本法与其他测定抗氧化能力的方法一样，由于是在体外进行测定，故结果不一定能够反映精液（精浆）的抗氧化能力。
  


  
    二、超氧化物歧化酶检测（SOD）（黄嘌呤氧化酶-NBT还原法）
  


  
    1.原理
  


  
    氯化硝基四唑氮蓝（NBT，简称氮蓝四唑）可被[image: ]•还原为蓝紫色的甲腙，在560nm处呈现最大光吸收。在SOD存在的条件下，[image: ]•因发生歧化反应而减少，对NBT的还原作用被减弱。因此，用比色法测定NBT还原产物可以间接地反映SOD的酶活力。本方法采用黄嘌呤氧化酶催化黄嘌呤底物作为[image: ]•产生体系，比色测定SOD对NBT的还原的抑制，并根据抑制率计算样品SOD的活力。
  


  
    2.仪器
  


  
    分光光度计
  


  
    3.试剂
  


  
    （1）0.2mol/L磷酸氢二钾溶液（甲液）：称取9.13g K2HPO4•3H2O，双蒸水溶解并定容至200ml。
  


  
    （2）0.2mol/L磷酸二氢钾溶液（乙液）：称取1.36g KH2PO4，用50ml双蒸水溶解。
  


  
    （3）0.2mol/L磷酸钾缓冲液（pH7.8）：取甲液183ml，加乙液17ml混合而成。
  


  
    （4）0.4mol/L EDTA-NaOH缓冲液（pH7.8）：称取乙二胺四乙酸（EDTA）1.49g，加双蒸水2～3ml，再加1mol/L NaOH溶液5ml，水浴加热溶解，最后定容至10ml。
  


  
    （5）10mol/L黄嘌呤，溶于0.1mol/L NH4OH内。
  


  
    （6）7.5mmol/L NBT，溶于20%乙醇。
  


  
    （7）混合底物缓冲液：各取上述3液135ml，4液0.188ml，5液4.5ml，6液3.75ml混合，最后加双蒸水补足至240ml。
  


  
    （8）黄嘌呤氧化酶，用时以50mmol/L磷酸钾缓冲液（pH7.8）配成0.04U/ml的溶液。
  


  
    （9）SOD标准液：用20%乙醇配制成1mg/ml的储存液，用前稀释为10μg/ml。
  


  
    4.步骤
  


  
    （1）未受SOD抑制管、测定样品管和SOD标准管均加入2.4ml混合底物缓冲液；其后待测样品液加入测定样品管；其后10μg/mlSOD标准液加入SOD标准管；再分别在未受SOD抑制管、测定样品管和SOD标准管加入双蒸水0.5ml、0.35ml、0.4ml。
  


  
    （2）各管加样后，置25℃恒温水浴预温5～10min，同时将黄嘌呤氧化酶溶液预温。
  


  
    （3）各留置25℃水浴中，每隔30s依次向各管加入预温的黄嘌呤氧化酶（0.04U/ml）0.3ml，各管于25℃水浴内作用12min后取出。
  


  
    （4）选定测试波长为560nm，以底物缓冲液校正零点，读取各管吸光度值。
  


  
    5.SOD酶活力计算
  


  
    单位定义：在以上规定条件下，NBT还原被SOD抑制50%所需的酶量为1U。
  


  
    SOD活性（μg/mg蛋白）=（AO-AU）/（AO-AS）×10×1/Cpr
  


  
    A0：未受SOD抑制的吸光度
  


  
    AU：测定样品的吸光度
  


  
    AS：SOD标准管的吸光度
  


  
    10：SOD标准液的浓度10μg/ml
  


  
    Cpr：样品液的蛋白质浓度（mg/ml）
  


  
    6.注意事项
  


  
    （1）若样品对NBT还原的抑制范围在35%～65%之间，基本上可按上式计算SOD的酶活力，超过此范围可适当浓缩或稀释样品液，再行测定。
  


  
    （2）测定过程中加入黄嘌呤氧化酶12min后，反应到达平台，在以后的30～60min内吸光度值无明显变化，故选取12min测定吸光度值。
  


  
    （3）温度对本法测定有影响，温度越高，到达对NBT还原抑制50%所需的SOD量越多，反应速率加大，吸光度值增加；而温度过低，测定的灵敏度下降。
  


  
    （4）用20%乙醇配制的SOD标准液，于4℃可保存1个半月。
  


  
    （5）待测样品不可混浊。NBT反应还受组织中其他蛋白质等杂质影响，因此测定生物组织样品中的SOD含量，其结果会受到影响。
  


  
    三、谷胱甘肽检测
  


  
    还原型谷胱甘肽（GSH）的含量，是机体细胞（包括精子）抗氧化能力的一个重要指标，测定GSH的含量在多数氧化与抗氧化研究中十分必要。GSH的氧化产物是氧化型谷胱甘肽（GSSG），GSSG的增多也间接地说明氧化应激的存在。实际上，常用GSH/GSSG的比值来衡量组织或细胞氧化损伤的程度。常用Beutler改良法。
  


  
    1.原理
  


  
    DTNB能被-SH基团还原，产生等克分子2-硝基-5-巯基苯甲酸。硝基巯基苯甲酸阴离子呈黄色，在可见光412nm波长处有吸收峰，可用于测定巯基。
  


  
    2.仪器
  


  
    分光光度计
  


  
    3.试剂
  


  
    （1）5%三氯醋酸
  


  
    （2）0.1mol/L磷酸盐缓冲液，pH8.0
  


  
    （3）1%柠檬酸钠
  


  
    （4）1mmol/L GSH
  


  
    （5）DTNB试剂：0.04%，用1%柠檬酸钠配制。
  


  
    4.步骤
  


  
    （1）绘制标准曲线：分为0、20、40、60、80、100梯度，依次加入1mmol/L GSH、双蒸水、0.1mol/L磷酸盐缓冲液、DTNB试剂，混匀，5min内412nm比色，以双蒸水调零。以标准GSH溶液浓度为X轴，相应的吸光度为Y轴，绘制标准曲线，并求得回归方程。
  


  
    （2）组织样品提取：取新鲜的睾丸组织，用0℃生理盐水漂洗，滤纸吸干水分，称重，按组织：5%三氯醋酸（0℃）（1∶5）的比例制成匀浆，3000g×15min离心，收集上清液待测。
  


  
    （3）测定：在测定管和空白管中分别加入0.1ml上清液，其后在测定管中加入DTNB试剂0.5ml，最后空白管加入0.5ml双蒸水，混匀，5min内，412波长处读光密度。
  


  
    5.结果计算
  


  
    将测得的样品液吸光度值代入直线回归方程，可计算出样品液的GSH浓度，或由标准曲线上查的样品GSH含量。对于组织而言，单位以μg/100mg组织表示。
  


  
    6.注意事项
  


  
    （1）GSH标准曲线重复性很好，可重复使用。
  


  
    （2）GSH可以与包括蛋白质巯基在内的所有含巯基物质反应。用5%三氯醋酸制取组织匀浆的目的在于使蛋白质变性沉淀，并经离心除去，离心后的上清液中所含的巯基为非蛋白质巯基。因此在样品制备过程中应注意对组织蛋白的沉淀，并控制离心条件以保证得到澄清的上清液，避免蛋白质巯基对测定的干扰。
  


  
    （3）当pH低于8.0时，测定反应产生黄色的深浅会随pH值不同而变化，而当pH在8.0～9.0之间时，显色较为稳定，因此反应管内混合液体的最终pH值必须保证在8.0以上。
  


  
    （4）GSH可经酶促氧化成GSSG，因此未经去蛋白处理的组织不宜存放。组织取材后应尽快制成匀浆，进行去蛋白处理，组织匀浆上清液在-20℃可存放3d。GSH标准品也是易氧化物质，平时应密封置冰箱保存，使用时取出后应在室温下回温至试剂瓶外壁不吸附水蒸气后方可开盖。
  


  
    （5）DTNB要在有效期内使用，并按要求保存。DTNB显色液较为稳定，4℃可以保存1个月。GSH浓度低时，显色较快，消退较快，浓度高时，显色较慢，消退较慢。
  


  
    四、维生素C的含量测定（2，4-二硝基苯肼比色法）
  


  
    1.原理
  


  
    总抗坏血酸包括还原型、脱氢型和二酮古乐糖酸，样品中还原型抗坏血酸经活性炭氧化为脱氢抗坏血酸，再与2，4-二硝基苯肼作用生成红色脎，其呈色强度与总抗坏血酸含量呈正比，可进行比色定量。
  


  
    2.试剂
  


  
    （1）4.5mol/L硫酸：量取250ml浓硫酸小心加入700ml水中，冷却后用水稀释至1000ml。
  


  
    （2）85%硫酸：小心加900ml浓硫酸于100ml水中。
  


  
    （3）2%2，4-二硝基苯肼：溶解2，4-二硝基苯肼2g于100ml 4.5mol/L硫酸中，过滤。不用时存于冰箱内，每次使用前必须过滤。
  


  
    （4）2%草酸溶液。
  


  
    （5）1%草酸溶液。
  


  
    （6）1%硫脲溶液：溶解1g硫脲于100ml 1%草酸溶液中。
  


  
    （7）2%硫脲溶液：溶解2g硫脲于100ml 1%草酸溶液中。
  


  
    （8）1mol/L盐酸：取100ml盐酸，加入水中，并稀释至1200ml。
  


  
    （9）抗坏血酸标准溶液：称取100mg纯抗坏血酸溶解于100ml 2%草酸溶液中。
  


  
    （10）活性炭：将100g活性炭加到750ml 1mol/L盐酸中，回流1～2h，过滤，用水洗数次，至滤液中无铁离子（Fe3+）为止，然后置于110℃烘箱中烘干。
  


  
    3.仪器
  


  
    恒温箱或电热恒温水浴锅、分光光度计。
  


  
    4.实验步骤（全部实验过程应避光）
  


  
    （1）称取0.1ml精浆（睾丸组织匀浆）倒入100ml容量瓶，用1%草酸溶液稀释至刻度，混匀。过滤，滤液备用。
  


  
    （2）样品还原型抗坏血酸的氧化处理：量取25.0ml上述滤液，加入2g活性炭，振摇1min，过滤，弃去最初数毫升滤液。吸取10.0ml此氧化提取液，加入10.0ml 2%硫脲溶液，混匀，此试样为稀释液。
  


  
    （3）呈色反应
  


  
    ①取3支试管，各加入4ml经氧化处理的样品稀释液。基中一支试管作为空白，向其余两试管加入1.0ml 2%2，4-二硝基苯肼溶液，将所有试管放入37℃±0.5℃恒温箱或恒温水浴中，保温3h。
  


  
    ②3h后取出，除空白管外，将所有试管放入冰水中。空白管取出后使其冷到室温，然后加入2%2，4-二硝基苯肼溶液1.0ml，在室温中放置10～15min，后放入冰水内。其余步骤同试样。
  


  
    （4）85%硫酸处理：当试管放入冰水冷却后，向每一试管（连同空白管）中加入85%硫酸5ml，滴加时间至少需要1min，需边加边摇动试管。将试管自冰水中取出，在室温放置30min后比色。
  


  
    （5）样品比色测定：用1cm比色皿，以空白液调零点，于500nm波长测定吸光值。
  


  
    （6）标准曲线绘制
  


  
    ①加2g活性炭于50ml标准溶液中，振动1min后过滤。吸取10.00ml滤液放入500ml容量瓶中加5.0g硫脲，用1%草酸溶液稀释至刻度。抗坏血酸浓度20μg/ml。吸取5，10，20，25，40，50，60ml稀释液，分别放7个100ml容量瓶中，用1%硫脲溶液稀释至刻度，使最后稀释液中抗坏血酸的深度分别为1，2，4，5，8，10，12μg/ml，为抗坏血酸标准使用液。
  


  
    ②分别吸取4ml各不同深度的抗坏血酸标准使用液，于7个试管中，吸取4ml水于试剂空白管，各加入1.0ml 2%2，4-二硝基苯肼溶液，混匀，将全部试管放入37±5℃恒温箱或恒温水浴中，保温3h。3h后将8个试管取出，全部放入冰水冷却后，向每一试管中加入5ml 85%硫酸，滴加时间至少需要1min，边加边摇。将试管自冰水中取出，在室温放置30min后，以试剂空白管调零，并比色测定。以吸光值为纵坐标，抗坏血酸含量（mg）为横坐标绘制标准曲线或计算回归方程。
  


  
    5.结果计算
  


  [image: ]


  
    式中 X——样品中总抗坏血酸含量［mg/100g］；
  


  
    c——由标准曲线查得或由回归方程算得试样测定液总抗坏血酸含量（mg）；
  


  
    m——测定时所取滤液相当于样品的用量（g）。
  


  
    计算结果表示到小数点后两位。
  


  
    6.注意事项及说明
  


  
    （1）利用普鲁士蓝反应可对铁离子存在与否进行检验：将2%亚铁氰化钾与1%盐酸等量混合，将需检测的样液滴入，如有铁离子则产生蓝色沉淀。
  


  
    （2）硫脲的作用在于防止抗坏血酸的继续被氧化和有助于脎的形成。
  


  
    （3）加硫酸显色后，溶液颜色可随时间的延长而加深，因此，在加入硫酸溶液30min后，应立即比色测定。
  


  
    （4）检测过程中，测定样的吸光值不落在标准曲线上，可重新调整测定样品的量或标准曲线的浓度范围。
  


  
    （5）本实验法在1～12μg/ml抗坏血酸范围内呈良好线性关系，最低检出限为0.1μg/ml。
  


  
    五、辅酶Q10测定
  


  
    辅酶Q10（Coenzyme Q10，CoQ10）又称泛醌，是一种重要的脂溶性物质，存在于以人类为主的高级动、植物线粒体的内膜中，在呼吸链中起着传递氢体作用。它对许多酶具有激活作用，并能增加机体的免疫力。CoQ10同时也是机体内一种重要的抗氧化物质，具有天然的抗自由基氧化，防止细胞膜脂质过氧化反应、保持膜流动性的功能。CoQ10在氧化条件下可以醌的形式存在，在无氧条件下又可变成对苯二酚。通过这种氧化还原性结构的变换，CoQ10能阻止脂和蛋白质的氧化，清除自由基，抵抗外界氧化因子对生物体组织氧化性破坏，保护生物膜结构的完整性，是机体内自发生成的抗氧剂。当生殖道中细胞受到过氧化损伤时，生物体便应激产生更多的CoQ10，以自发调节抵抗脂质过氧化反应对细胞的损伤。
  


  
    CoQ10的测定方法主要为分光光度法，该方法的灵敏度和特异性都不够理想，一般难于应用于生物样品中微量CoQ10的测定。近年来，具有较高准确度的高效液相色谱分析方法（HPLC）已开始应用于血浆等生物样品中CoQ10含量测定。
  


  
    1.仪器
  


  
    高效液相色谱仪系统，漩涡混合器。
  


  
    2.试剂
  


  
    辅酶Q10储备液（1g/L）：精确称取辅酶Q10对照品10mg，加少许正己烷溶解后，精确定容至10ml，摇匀，置4℃冰箱保存。工作液用流动相稀释配制。
  


  
    辅酶Q9储备液（400mg/L）：精确称取辅酶Q9对照品2mg，加少许正己烷溶解后，精确定容至5ml摇匀，置4℃冰箱保存。工作液用流动相稀释配制。
  


  
    3.试验步骤
  


  
    避光处精确移取精浆1.0ml置于10ml具塞尖底离心管中，加入60μl CoQ9内标溶液（5mg/L），摇匀。加入2ml甲醇，加盖涡漩混合30s淀蛋白后加入5ml正己烷，涡漩混合提取5min，3000r/min离心5min。取正己烷层4ml移至安瓿，45℃下以氮气流吹干。残渣加100μl异丙醇充分溶解后，按以下色谱条件进样测定。
  


  
    色谱条件：色谱柱：Lichrospher C18高效液相色谱分离柱150.0×4.6mmlD。流动相：异丙醇∶甲醇∶四氢呋喃（55∶39∶6），使用前以0.45μm滤膜减压过滤。检测波长：275nm。流速：1.0ml/min。定量管体积20μl。
  


  
    李克等采用HPLC法报道正常生育男性精浆Q10浓度为371.1±12.2μg/L，不育男性精浆Q10浓度为48.5±20.4μg/L。
  


  （徐华　官黄涛　商学军）
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    第三十七章　精子遗传学检查
  


  
    第一节　人精子染色体标本的制备
  


  
    （一）原理
  


  
    人精子为高度分化的细胞，很难在体外直接制备染色体。应用体外获能的人精子，可以穿透去透明带的金黄地鼠卵，形成含有人类和地鼠染色体组的杂交受精卵，受精卵在体外培养进行有丝分裂。用长春新碱或鬼臼毒素阻止纺锤丝微管的形成，可使受精卵停留在有丝分裂中期，通过分化染色，可以观察人精子的单倍染色体。
  


  
    （二）试剂及器材
  


  
    1.器材
  


  
    超净工作台、恒温培养箱、二氧化碳培养箱、普通显微镜、倒置显微镜、解剖显微镜、分析天平、离心机、解剖剪、解剖镊、解剖针、吸管、凹玻板、试管、离心管、平皿、注射器（0.25ml、1ml、5ml、20ml）及针头等。
  


  
    2.试验材料
  


  
    人精液、雌性金黄地鼠。
  


  
    3.试剂及配制
  


  
    BWW培养液、卵培养液、精子获能液、精子洗涤液、人血清白蛋白、10μmol/L ionephore液、30IU/ml孕马血清促性腺激素、30IU/ml绒毛膜促性腺激素、1%透明质酸酶、灭菌石蜡油、0.06mol/L KCl溶液、固定液A、固定液B、固定液C。
  


  
    BWW培养液 成分浓度（g/L）
  


  
    NaCl 5.54
  


  
    KCl 0.356
  


  
    KH2PO40.162
  


  
    MgSO4•H2O 0.294
  


  
    葡萄糖0.1
  


  
    NaHCO32.10
  


  
    丙酮酸钠0.028
  


  
    乳酸钠9.7
  


  
    CaCl2•2H2O 0.25
  


  
    庆大霉素0.05
  


  
    0.4%酚红1ml
  


  
    精子获能液：实验当天，取BWW培养液0.5ml，加入血清白蛋白17.5mg。
  


  
    BWW精子洗涤液：实验当天，取BWW培养液70ml，加入人血清白蛋白210mg。
  


  
    卵培养液 成分与浓度（g/L）
  


  
    CaCl2•2H2O 0.132
  


  
    KCl 0.200
  


  
    KH2PO40.200
  


  
    MgCl2•6H2O 0.100
  


  
    NaCl 8.00
  


  
    NaH2PO41.15
  


  
    牛血清白蛋白4.00
  


  
    葡萄糖1.00
  


  
    丙酮酸钠0.036
  


  
    卡那霉素0.025
  


  
    酚红0.005
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    （三）实验内容和方法
  


  
    1.金黄地鼠超排卵
  


  
    选择动情周期第一天的雌鼠（手指轻压鼠腹部，阴道有淡黄色或白色分泌物），肌肉注射孕马血清促性腺激素（60IU/只），56h后注射绒毛膜促性腺激素（45IU/只），72h后用于取卵。
  


  
    2.获能液滴和受精液滴制备
  


  
    在实验当天于小平皿内取0.05ml精子获能液制备获能液滴。另取BWW精子洗涤液0.1ml，在获能液滴旁制备2个受精液滴，覆盖石蜡油。
  


  
    3.人精子标本制备
  


  
    供精者手淫法取精液，37℃液化30min。将液化精液均量加入分别盛有2ml精子洗涤液的10支小试管底部，放入二氧化碳培养箱1h。收集上层高活力精子，2000r/min离心8min，去上清液。加入精子洗涤液洗涤1次，离心后用10mol/L ionephore液处理5～10min，其间在倒置显微镜下观察，当精子有20%左右停止运动时中止处理，精子洗涤液洗涤，离心，去除上清液。加入精子获能液少许，制成精子悬液。用毛细吸管吸取精子悬液，加入平皿中获能液滴内，镜下观察，精子密度很大，以尾部能摆动为宜。置二氧化碳培养箱中4h，让其充分获能。
  


  
    4.鼠卵标本制备
  


  
    颈椎脱臼法处死金黄地鼠，取出输卵管于精子洗涤液中，在实体解剖镜下用解剖针破输卵管腹壶膨大部，挤压出云雾状卵丘。将卵丘散开。用洗涤液洗涤2次后，吸入盛有0.1%胰酶液的凹玻板内，镜下观察，透明带消失或卵变扁而又复圆时，将卵吸至洗涤液中洗涤两次。
  


  
    5.受精
  


  
    在解剖镜下，用微细管将卵吸至1个受精液滴内，使卵在液滴内均匀分布。从获能液滴的上层以高活力精子注入含卵受精液滴，其密度约为每卵周围20～30个精子游动，放入二氧化碳培养箱。间隔2～3min观察1次卵表面精子数目，当大多数卵表面附着15～20个精子时，将卵移至另1个受精液滴内，继续孵育30min。
  


  
    6.受精后培养
  


  
    受精处理的卵细胞用精子洗涤液洗涤2次，分散移入预温37℃的卵培养液内，二氧化碳培养箱内继续培养6h，加入长春新碱或鬼臼毒素，最终浓度各为0.05g/ml，再培养11h。
  


  
    7.染色体制片
  


  
    将培养后的卵移入预温37℃的0.06mol/L KCl溶液中低渗处理30min。每次将4～6个低渗后的卵移至固定液A中，马上覆盖少许低渗液。约4～6min，卵体积增大，颜色由棕褐色变白，开始浮动，立即用吸管吸出，在载玻片上铺开，吸取固定液B少许，吸管端部接近卵，使固定液B的挥发气体作用于卵30s，将固定液B轻轻吸出。5min后，将玻片轻轻放入固定液C，1min后缓慢取出（约用40s），4%Giemsa液染色30min，镜检。
  


  
    第二节　人类G显带核型的制备及分析
  


  
    （一）原理
  


  
    人们用不同的方法和染料处理染色体标本后，可以在染色体上见到明暗相间的带纹，称为染色体显带技术。自20世纪70年代以来，显带技术得到了很大的发展，如Q带、G带、C带、R带、T带等，其中G带是目前用得最多的一种带型，因为其为Giemsa染料染色后显出的带纹，故称为G带。G显带所显示的带纹分布于整个染色体组，可以分析每号染色体的带纹特征。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    1.材料
  


  
    常规方法制备的人类中期染色体标本（包括外周血、精子及组织培养制备的染色体标本片），片龄不超过30d。
  


  
    2.器材
  


  
    显微镜、恒温培养箱、烤箱、恒温水浴箱、冰箱、染色缸、小镊子、玻片架、香柏油、二甲苯、擦镜纸等。
  


  
    3.试剂
  


  
    0.125%胰蛋白酶溶液、0.02%EDTA溶液、胰蛋白酶EDTA混合液、生理盐水、蒸馏水、Giemsa原液、Giemsa稀释液、66.7mmol/L磷酸缓冲液。
  


  
    （三）实验内容和方法
  


  
    1.G显带标本的制备
  


  
    （1）将25ml生理盐水和25ml 0.02%的EDTA溶液倒入立式染色缸内；
  


  
    （2）取25%胰蛋白酶溶液1ml加入上液内混匀，滴入1～2滴氢氧化钠溶液至上液中，调整pH 7.0～7.2；
  


  
    （3）将配好的胰蛋白酶置37℃水浴中预热；
  


  
    （4）取染色体标本片，置入胰蛋白酶溶液中，轻轻摇动5～20s；
  


  
    （5）立即在生理盐水中洗2次；
  


  
    （6）Giemsa染色5～10min；
  


  
    （7）自来水冲洗，晾干；
  


  
    （8）镜检：选择分散良好，长短适中的分裂相进行分析。
  


  
    2.G显带染色体核型分析
  


  
    选择合适的分裂相，记录坐标，在纸上画出示意图，进行核型分析。异常核型进行显微拍照，进一步进行分析，确定标记染色体的异常结构。人类各号染色体的G显带带纹特征如下：
  


  
    1号染色体：短臂（p）：近端（近着丝粒的一端）到中部可见两深带，远端为着色较浅的部分，有时在这一部分还能见到2条较浅的带。长臂（q）：紧靠着丝粒的地方为深染的次缢痕，此外在整个长臂上分布着4条带，以第二条带最宽，染色最深。
  


  
    2号染色体：短臂（p）：可见4条深带，中间2条最靠近。长臂（q）：可见7条深带，近端的两条较浅。
  


  
    3号染色体：着丝粒深染，长短臂近着丝粒的地方各有一深带，远端各有2条深带，两臂的中部分别为一明显的阴性带，粗看似乎两臂的带型呈对称分布，但短臂远端的两条深带较靠近末端。
  


  
    4号染色体：短臂（p）：可见1条深带。长臂（q）：可见均匀分布的4条深带，近端的一条最深。
  


  
    5号染色体：短臂（p）：可见1条深带。长臂（q）：可见4～5条深带，中部的3条深带较靠近，有时融在一起似2条深带，远端的一条较深，近端的一条带较浅而有别于4号染色体相同部位的那条深带。
  


  
    6号染色体：短臂（p）：近端1条深带，中部为一宽的阴性带，远端2条深带常融合成一条。长臂（q）：可见4条深带，较长的染色体有时可见6条深带。
  


  
    7号染色体：短臂（p）：中部一条较窄的深带，末端为一明显的深带，形似“瓶塞”。长臂（q）：有3条深带，近端和中部的2条深且明显，远端的一条着色较浅。
  


  
    8号染色体：短臂（p）：近端和远端各有1条深带，中部为阴性带。长臂（q）：可见3条深带，近端的一条较浅。
  


  
    9号染色体：短臂（p）：中部和末端各有1条深带，中部的带染色较深。长臂（q）：可见2条明显的深带。着丝粒区深染，其下的次缢痕区浅染，呈现特有的颈部区。
  


  
    10号染色体：短臂（p）：中部可见1条深带。长臂（q）：可见3条深带，近端的一条染色最深而有别于8号染色体。
  


  
    11号染色体：短臂（p）：可见1条深带。长臂（q）中部2条深带，常融合成一条，这2条带与着丝粒之间是一宽的阴性带。
  


  
    12号染色体：短臂（p）：中部可见1条深带。长臂（q）：中部一条较宽的深带，这条带与着丝粒之间为明显的浅染部分，但比11号染色体同部位的阴性带窄一些。
  


  
    13号染色体：长臂（q）：可见4条深带，中部两条宽而深。
  


  
    14号染色体：长臂（q）：也有4条深带，其分布与13号不同，近端一条窄的和一条宽的深带常融合在一起，中部一条很窄的深带，远端有条很宽的深带为其特点。
  


  
    15号染色体：长臂（q）：中部为一条较宽的深带，近端有1条较窄的深带，远端的一条深带位于长臂的最末端，而有别于14号染色体，且着色不如14号长臂远端的带深。
  


  
    16号染色体：该染色体形态多变，一般在短臂中部有1条深带，长臂可见1～2条深带，次缢痕区深染且宽是其特点。
  


  
    17号染色体：短臂（p）：有一条较窄的深带。长臂（q）：有一条明显的深带，位于远端，这条带与着丝粒之间为一宽的阴性带。
  


  
    18号染色体：短臂浅染，长臂近端和远端各有一深带。
  


  
    19号染色体：着丝粒深染，长、短臂均为阴性带。
  


  
    20号染色体：着丝粒深染，长、短臂各有一条深带。短臂上的深带较宽。
  


  
    21号染色体：短臂上一条深带，常和着丝粒在一起。
  


  
    22号染色体：着丝粒深染，长臂中部有一条较窄的深带。
  


  
    X染色体：短臂（p）：正中部有一条明显的深带，近端和远端为阴性带。长臂（q）：可见3条深带，近端的一条特别深而宽，形如“竹节”，远端的2条深带较浅。
  


  
    Y染色体：因个体不同而长短、形态各异，一般整个长臂深染，有时可见2条深带。
  


  
    第三节　人X染色质检查
  


  
    （一）原理
  


  
    女性的两条X染色体在胚胎初期一条保持代谢活性，与常染色体一起进行正常活动，另一条DNA复制较晚，呈异固缩状态，形成X染色质（又称X小体或Barr小体），即女性的性染色质，存在于间期细胞核中，可被特异的染料染色呈深色而显示出来，代表失活了的X染色体。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    口腔黏膜细胞，显微镜、香柏油、消毒压舌板、小烧杯、离心管、离心机、酒精灯、毛细吸管、恒温水浴箱、载玻片；生理盐水、甲醇、冰醋酸、5mol/L HCl、硫瑾染液。
  


  
    （三）实验内容与方法
  


  
    （1）先让待检者用自来水漱口2次，然后用消毒压舌板刮取两颊上的黏膜细胞，第一次刮取物洗去不要，将第二次刮取物立即洗于生理盐水中，如材料少，可反复多刮几次；
  


  
    （2）将上述细胞悬液倒入离心管，1000r/min离心5min，吸去上清液；
  


  
    （3）加5ml左右5mol/L HCl，混匀后置室温或37℃水浴中消化12～15min，离心沉淀，吸去上清液；
  


  
    （4）加新鲜配制的固定液（甲醇∶冰醋酸=3∶1）3～4ml，混匀，固定20min，离心沉淀，吸去上清液；
  


  
    （5）加8ml左右生理盐水，混匀，离心沉淀，1000r/min，5min，吸去上清液；
  


  
    （6）加5～10ml固定液（视细胞多少而定）混匀，制成细胞悬液；
  


  
    （7）取准备好的冷湿玻片一张，用毛细管吸0.5ml左右的细胞悬液，滴2～3滴于玻片上，通过酒精灯火焰，待干；
  


  
    （8）用硫瑾工作液染色10～20min，镜检。
  


  
    （四）观察、计数
  


  
    形态：标本经染色后，细胞核呈淡紫蓝色，X染色质呈深紫蓝色，它紧贴核膜内侧边缘，呈平凸形、馒头形、三角形、球形等状，为一直径约1～1.5μm、边界清楚的深染小体。
  


  
    计数：选择核较大、核质颗粒少、染色均匀清晰、核膜完整无皱叠的细胞核作为可计数细胞。每份标本至少计数100个细胞。
  


  
    第四节　人Y染色质检查
  


  
    （一）原理
  


  
    人类男性的间期细胞，经过荧光染料处理后，在荧光显微镜下可见到一个发强荧光的小体，这个小体就是Y染色质，也称为Y小体或F小体。他由Y染色体长臂远端的异染色质部分所形成，由Y染色质的个数可以判断体细胞中的Y染色体个数。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    荧光显微镜、荧光显微镜油、干净牙签或压舌板、载玻片、盖玻片、乙醇、乙醚、Macllvaine缓冲液（pH 6.0）、0.5%盐酸阿的平染液。
  


  
    （三）试验内容与方法
  


  
    （1）受检男性用水漱口后，取清洁牙签或压舌板在口腔内颊用力刮取口腔黏膜的深层上皮细胞，均匀涂在干净的载玻片中央，立即放入固定液（95%乙醇∶乙醚=1∶1）中固定15～20min；
  


  
    （2）浸入95%乙醇30min；
  


  
    （3）空气干燥；
  


  
    （4）标本浸入Macllvaine缓冲液（pH 6.0）中5min；
  


  
    （5）浸入0.5%的盐酸阿的平染液中15～20min（避光，荧光染料现配现用）；
  


  
    （6）缓冲液或蒸馏水中浸泡10min；
  


  
    （7）加盖玻片，以缓冲液或蒸馏水封片，置于荧光显微镜下观察。
  


  
    （四）Y染色质的观察
  


  
    先在低倍镜下观察，可见散在的口腔黏膜上皮细胞，核染成黄色。换高倍镜或油镜可见靠核膜边缘或核中央有一极小的黄色荧光亮点，就是Y染色质，直径约为0.25～0.3μm。选择50个核膜完整无缺、核质染色均匀、清晰可见的细胞进行观察。Y染色质在口腔黏膜上皮细胞的出现率一般为20%～30%，也有高达70%以上的个体。
  


  
    第五节　精子非整倍性染色质检查
  


  
    本节主要介绍双色FISH检测人精子染色体非整倍体的方法，主要包括精液的前期处理、精子核去浓缩、荧光原位杂交、杂交信号判读。
  


  
    （一）原理
  


  
    人正常精子为单倍体细胞，含22条常染色体和一个X染色体或Y染色体。若精子染色体数目发生了增多或减少，则被称为非整倍体精子。利用荧光原位杂交技术，即使用带荧光素标记的特异性DNA探针，与靶染色体杂交，在荧光显微镜下观察荧光信号的数目，可判断所检测精子中靶染色体的数目。
  


  
    （二）试剂
  


  
    二硫苏糖醇（1，4-Dithiothreitol，DTT），Triton X-100，柠檬酸，甲酰胺，PBS缓冲液，杂交缓冲液（SSC），甲醇，冰乙酸，氯化钾，FISH探针及检测试剂盒等。
  


  
    1.精子的前期处理
  


  
    （1）将手淫法获得的精子室温静置至精液完全液化。将液化后的精液标本转移到离心管中，加入两倍于精液体积的PBS缓冲液，1000g离心5min，去上清液。
  


  
    （2）再逐滴加入75mmol/L氯化钾的低渗液，震荡混匀，置于37℃水浴中30min。1000g离心5min，小心去上清液。逐滴加入固定液（甲醇∶冰乙酸=3∶1），轻柔混匀，终体积为8ml。1000g离心5min，去上清液，用固定液调整精子悬液到合适浓度。取2～3滴悬液自高处滴到预冷的玻片上。风干，立即进行去凝集步骤，或在-20℃保存。
  


  
    2.精子核去凝集
  


  
    由于精子头染色体高度浓缩，增加了精子细胞遗传学研究的难度，精子核去凝集就是打破精子核内精核蛋白的二硫化合物桥，并使精子核肿胀，增加探针的穿透性，提高杂交率。
  


  
    （1）自-20℃取出玻片，置室温10min。在2×SSC中洗2次，每次洗3min，然后依次放入70%、85%、100%乙醇中脱水5min，室温风干。
  


  
    （2）将玻片放入含有5mmol/L DTT和1%Triton X-100的缓冲液中浸泡15～30min。
  


  
    （3）再将玻片在2×SSC中洗2次，每次洗3min，然后依次放入70%、85%、100%乙醇脱水5min，室温风干。
  


  
    3.精子荧光原位杂交
  


  
    （1）取去凝集后的玻片，用钻石笔在背面标记杂交位置。然后将玻片放入到含70%甲酞胺（formamide）的2×SSC中3～5min变性。然后依次放入70%、85%、100%乙醇中脱水。
  


  
    （2）自-20℃冰箱取出探针（AneuVysion Assay Multi-color Probe Panel：CEP18/X/Y or LSI 13/ 21），解冻后混匀，取探针液10μl加在玻片标记位置，加盖玻片，注意避免有气泡产生，以免影响杂交效果，用封口胶将盖玻片封口，放湿盒37℃杂交6～24h。
  


  
    （3）去除封口膜及盖玻片，为减少非特异性的杂交信号，将玻片放入37℃预热的含0.3%NP-40的0.4×SSC洗液中2min，再放入含0.1%NP-40的2×SSC洗液中，室温1min。
  


  
    （4）在加探针液位置加DAPI 10μl进行复染。盖玻片封杂交区，立即进行信号分析或-20℃保存。
  


  
    4.杂交信号判读
  


  
    在荧光显微镜下可见精子头部经DAPI复染后呈蓝色荧光，边缘清楚。每个正常的精子应该有一个蓝的信号（代表18号染色体），一个绿的信号（代表X染色体）或者一个红的信号（代表Y染色体）。如果是13号或者21号染色体探针，在正常精子中只有一个代表信号。
  


  
    第六节　精子DNA损伤检查
  


  
    常规的精液分析能够从精子浓度、精子活力和精子形态等方面反映精液质量，但是其在评价精子功能方面的价值有限，不能直接反映精子受精能力和对胚胎发育的影响。近年来的研究表明精子DNA的完整性与精子活力、精子形态及精子功能有显著相关性，并且可以影响受精卵的分裂以及胚胎的发育。精子DNA是遗传信息的载体，精子DNA的完整性对种族的繁衍具有重要意义，但是精子生成过程中染色质的浓缩异常、受损精原细胞的凋亡异常、环境毒物以及不良的生活习惯都会造成精子DNA损伤。因此，精子DNA损伤的检测越来越受到重视。
  


  
    精子DNA损伤的检测方法有很多，如彗星实验（COMET assay）、精子染色质扩散实验（sperm chromatin dispersion test，SCD）、末端转移酶介导的dUTP末端标记法（TUNEL）以及吖啶橙（AO）荧光染色法。其中AO荧光染色结合流式细胞术的检测方法，即染色质结构分析法（sperm chromatin structure assay，SCSA）是检测精子DNA断裂指数（DNA fragmentation index，DFI）的一种更快捷、准确、直观的方法。采用流式细胞仪对经AO荧光染色的精子进行分析，数秒内就能高速检测数万个精子，检测结果客观可信，重复性高。目前已经广泛应用于临床。SCSA除了能检测精子DNA损伤程度，还能给出受检标本中不成熟精子的百分率，提高了结果的可应用性。本节主要介绍精子染色质结构分析法（sperm chromatinstructure assay，SCSA）和彗星实验。
  


  
    一、SCSA
  


  
    （一）原理
  


  
    是通过AO荧光染料对精子染色质进行染色，从而评估单链DNA和双链DNA的比例（酸性环境会使双链DNA解链）。精子染色体完整性的破坏可以通过流式细胞仪检测荧光显色由绿色（正常的，双链DNA）和红色荧光（受损的，单链DNA）来评估，并且以绿色荧光和红色荧光的比值来显示评估的结果，用精子DNA断裂指数（DFI）来表示精子DNA损伤程度，他表示红色荧光与全部检测到的绿色及红色荧光之和的比值。
  


  
    （二）试剂与配制
  


  
    （1）TNE缓冲液（200ml）配制：准确称取NaCl 1.75g，Tris-Base 2.42g，Na2EDTA.2H2O 0.074g，溶于150ml超纯水中，调节pH值为7.4，再用量筒定容到200ml。该溶液各组分终浓度分别为0.15mol/L NaCl、0.01mol/L Tris-HCl、1mmol/L Na2EDTA。
  


  
    （2）酸变性液（400ml）配制：准确称取NaCl 3.51g，溶于300ml超纯水中，加入1mol/L HCl 32ml及Triton X-100 400μl，震荡混匀，调节pH值为1.2，再用量筒定容到400ml。该溶液各组分终浓度分别为0.08mol/L HCl、0.15mol/L NaCl、0.1%Triton X-100。
  


  
    （3）AO染色液（1000ml）配制：准确称取柠檬酸7.11g，Na2HPO4.12H2O 45.13g，Na2EDTA.2H2O 0.41g，NaCl 8.77g，AO 6mg，溶于800ml超纯水中，震荡混匀，调节pH值为6.0，再用量筒定容到1000ml。该溶液各组分终浓度分别为0.037mol/L柠檬酸、0.126mol/L Na2HPO4、0.0011mol/L Na2EDTA、0.15mol/L NaCl、6μg/ml AO。
  


  
    （4）标记试剂名称和配制日期，以上试剂均置4℃保存。
  


  
    （三）操作过程
  


  
    （1）精液标本液化后存放于-70℃或液氮中；
  


  
    （2）根据精子浓度取一定量精液，与200μl TNE缓冲液（4℃存放）混合，使精子浓度为1～2×106/ml；
  


  
    （3）立即加入400μl酸变性液（4℃）并混合；
  


  
    （4）30s后加入1.2ml AO染色液（4℃），上流式检测（流速应少于300精子/s）；
  


  
    （5）保存检测文件，用分析软件分析DFI。
  


  
    二、彗星实验
  


  
    （一）原理
  


  
    正常精子DNA以大量超螺旋的组织形式存在，当DNA受到氧化损伤发生断裂后，受损部分的DNA可在凝胶电泳时伸展开来。将受损的精子在琼脂糖凝胶上裂解并电泳，在pH9.5条件下，分离的DNA条带出现。精子DNA用荧光染料标记后，荧光显微镜下可呈现具有头尾的“彗星”形状。随着精子DNA受损的加剧，将会有更多物质从“彗星”头部移出。通过测定“彗星”头、尾的相对荧光强度，可对精子DNA损伤程度进行定量。
  


  
    （二）试剂与配制
  


  
    （1）琼脂糖；
  


  
    （2）PBS缓冲液；
  


  
    （3）0.75%低融点琼脂糖，以PBS缓冲液配制，于37℃恒温水浴箱中保温；
  


  
    （4）裂解液：含2.5mol/L NaCl、100mmol/L EDTA、10mmol/L Tris、1%Triton X-100，用NaOH调节pH10.0；
  


  
    （5）TAE缓冲液：40mmol/L tris-acetate、1mmol/L EDTA，pH8.0；
  


  
    （6）0.3mol/L NaOH；
  


  
    （7）0.4mol/L Tris-HCl，pH8.0；
  


  
    （8）2μgl/ml吖啶橙；
  


  
    （9）碱性电泳缓冲液：含0.27mol/L NaCl、1mmol/L EDTA的0.03mol/L NaOH溶液。
  


  
    （三）操作过程
  


  
    （1）将待测细胞用冰预冷的PBS缓冲液洗3次，最后用PBS制成浓度为1×105/ml的悬液，置于冰上待检。
  


  
    （2）在显微镜载玻片上均匀铺上一层琼脂糖（500μl 0.3%的琼脂糖，以PBS缓冲液配制），注意表面平整，置于室温空气中晾干。
  


  
    （3）向15μl细胞悬液中加入150μl 0.75%低溶点琼脂糖。
  


  
    （4）混匀后，立即吸取15μl悬液滴加于预处理过的载玻片上，盖上盖玻片，放在一个金属盘中置于冰上（0℃）。
  


  
    （5）当凝胶凝固后，小心移去盖玻片。
  


  
    （6）把载玻片浸入冰冷的裂解液中，4℃放置1h。
  


  
    （7）将载玻片取出，用TAE缓冲液洗涤脱盐。
  


  
    （8）再将载玻片浸入0.3mol/L NaOH溶液中保持20min。
  


  
    （9）已含0.27mol/L NaCl的0.03mol/L NaOH为电泳缓冲液，将载玻片置于电泳仪上电泳，调节电流为30mA。
  


  
    （10）将载玻片取出，浸入0.4mol/L Tris-HCl（pH8.0）以中和强碱。
  


  
    （11）用双蒸水洗涤载玻片，晾干后用甲醇固定。
  


  
    （12）将载玻片浸入吖啶橙溶液中染色后，于荧光显微镜下观察结果（Ex390-490、Em525），并摄影、分析。
  


  
    （四）结果分析
  


  
    借助于专用图像分析设备，由“彗星”电泳图像可获得许多参数，可以反映细胞DNA损伤的程度，常用的分析参数包括：
  


  
    （1）距“彗星”头部中心一定距离（n）处区域的平均荧光强度（Fn）与头部核心区荧光强度（Fo）的比值。
  


  
    （2）“彗星”尾部或整体的长度。
  


  
    （3）“彗星”尾部长度（头部边缘至尾端距离）与头部直径的比值。
  


  
    （4）“彗星”头、尾或整体于凝胶上的电泳迁移率。
  


  
    （五）注意事项
  


  
    （1）此法中的电泳可采用不同的电泳缓冲液，然而彗星的形状根据所用的电泳条件的不同而异。若采用中性电泳缓冲液，则彗星的尾部较紧凑，用碱性的电泳缓冲液，尾部较为松散。
  


  
    （2）中性电泳缓冲液下的电泳形成的彗星，其尾部在结构上于头部DNA紧密连接。若电泳前预先用碱处理样品使DNA解旋，可增加彗星拖尾的长度，提高检测的灵敏度，这时的彗星尾部中含有一些DNA断裂片段。
  


  
    （3）本法用荧光染色的方法显示彗星，另外也可以预先用（14C）胸腺嘧啶掺入法标记细胞DNA，然后再接受损伤因素的处理，这样可以用放射自显影的方法检测电泳形成的彗星。
  


  
    （4）方法中的吖啶橙也可以用其他DNA染料代替，如10μg/ml溴化乙锭（ED）、2.5×10-5 mol/L PI （propidium iodide）
  


  
    （5）试验中所用的PBS应防止Ca2+、Mg2+的污染，保证以PBS配制的琼脂糖凝胶体系中不含这两种离子。为了抑制核酸酶的活性，防止由DNA酶降解损伤而导致实验误差。在电泳缓冲液中加入一定浓度的EDTA也是为了清除Ca2+、Mg2+等离子。
  


  
    第七节　精子RNA检查
  


  
    一般认为，成熟精子作为高度分化的、丧失转录活性的单倍体细胞，雄性生殖细胞核转录停止于精子形成的中期。在精子形成的早期，在减数分裂的前后，一些与精子形成及精子结构、功能相关基因的mRNA即被转录，这些蛋白有序而适当地表达主要通过转录后调控机制。与翻译不同步而早期转录的mRNA需要较好的稳定性，并保持其翻译活性。
  


  
    精子的上述特点使人们易于接受精子中不存在mRNA的观点，但是，在经历了五十多年的激烈争论后，对精子中存在细胞核基因组的mRNA已基本被承认。证实mRNA存在于哺乳动物成熟精子中的意见始于20世纪80、90年代：1989年，Pessot等用原位杂交及凝胶电泳技术检测了人和大鼠精子中RNA的存在；1993年，Kumar等用RT-PCR及原位杂交等方法证实了人精子中存在c-MYC的mRNA，定位于精子中段和尾部；1994年，Miller等的研究表明，在人精子中含有多种mRNA，包括HSP70、HSP90、β-ACTIN等。继这些早期的报道之后，涌现很多关于人精子中存在一些基因的mRNA的报道。
  


  
    伴随精子中RNA被发现过程的是对精子中是否存在RNA的质疑与争论，引起人们质疑的焦点主要集中于两个方面：首先，从理论上讲，精子是高度特化的单倍体细胞，其唯一的使命是通过授精将遗传物质传递给受精卵。为了在运送遗传物质的过程中保持遗传物质的完整性，精子细胞核被浓缩和致密化，一般认为细胞核的转录活动已经停止，所以，精子中不会有mRNA。精子也不再需要mRNA，因为精子的任务是传递基因组DNA，而非mRNA，mRNA如果不能被翻译，其存在对精子将毫无意义。在这一方面，支持精子中存在mRNA的研究者们认为，虽然目前还不能肯定精子中mRNA的来源，但很可能是精子发生过程中的残余物，精子中mRNA的存在并不一定依赖于精子细胞核基因组被转录，精子发生过程中，尤其是减数分裂后，mRNA的稳定性比一般体细胞强。而对于精子mRNA的意义或使命，目前虽然也不能肯定，但已经有多方面的研究提示，精子中的mRNA并不仅仅是“残留物”，可能有着目前尚不为人知的功能。
  


  
    争论的另一方面是对于精子中mRNA的检测，有些实验得出阴性的结果，认为精子中不存在mRNA，而阳性结果可能是假阳性或是由于睾丸生精细胞/精子胞质残余体的污染。引起这方面争论的主要原因是由于精子中RNA含量很低（不到一般体细胞的十分之一）的缘故，一些实验方法，如普通琼脂糖凝胶电泳，可能会得出阴性结果；另一个原因是人射出的精液含有睾丸生精细胞、体细胞及胞质残余体，如果不加以纯化，一起被用于提取RNA，且用比较灵敏的检测方法，如RT-PCR，所得出的阳性结果就不具备说服力。所以，近期对于精子中mRNA的研究都注意到这些问题，一般采用的控制措施是：对人射出的精子进行纯化，并用含0.5%Triton X-100和0.1%SDS的水溶液处理精子，去除胞质残余体；扩增体细胞和睾丸生精细胞的标记基因mRNA，确保纯化后精子的RNA没有被体细胞和/或睾丸生精细胞污染。
  


  
    精子中mRNA被发现并被确认后，研究者们开始考虑将其作为男性不育的筛查和检测靶点，主要基于以下原因：①虽然对于成熟精子中这些mRNA的来源及其意义还有争论，但一般认为成熟精子中mRNA是精子发生过程中的“残余物”，检测其水平能反映睾丸精子发生过程中的表达事件，是睾丸穿刺的理想替代物；②精子中mRNA与精子的质量有关。研究表明，一些与精子活力有关的蛋白mRNA在人成熟精子中的水平与精子活力相关。
  


  
    精子中mRNA可能还有其他的应用前景，如法医学方面，Bauer等的研究认为，一些特异性表达于精子中的基因，如Protamine-1和Protamine-2，其mRNA存在于射出精子中，就被认为可以用来作为性犯罪中精斑的确认。
  


  
    （一）原理
  


  
    精子中RNA有其特殊性，如RNA主要存在于致密的细胞核中和核周围，RNA含量少，还要避免精液中其他细胞的污染等。提取RNA前，联用Percoll纯化和体细胞裂解液去除精浆和其他细胞，使用能完全裂解精子核的RNA提取试剂提取精子RNA，用于RT-PCR及其他分析。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    1.仪器
  


  
    显微镜、离心机、恒温水浴箱、微量核酸测定仪、PCR仪。
  


  
    2.主要试剂
  


  
    Percoll、生理盐水、RNeasy Kit、RNase-free水、乙醇、DNA酶I、RNA酶抑制剂、逆转录及PCR试剂。
  


  
    体细胞裂解液的配制：0.1%SD，0.5%Triton X-100，用RNase-free的水配制，4℃保存。
  


  
    （三）实验内容与方法
  


  
    1.精液标本的收集及处理
  


  
    精液标本液化后，用Percoll（取80%和40%两个浓度）纯化精子。收集80%层底部精子，加入0.5ml体细胞裂解液，吹打分散沉淀并转移至10ml塑料试管中，加入5ml体细胞裂解液，吹打混匀，置冰浴中15min，间断吹打，显微镜下确认无圆形细胞，并计数精子浓度。
  


  
    2.人精子RNA的提取
  


  
    根据精子浓度取含1～5×107精子的悬液，室温12 000g离心2min，弃上清液，精子沉淀用RNeasy Kit提取RNA。RNA提取的主要步骤为：精子沉淀加600μl RLT缓冲液（可完全裂解5×107个精子），反复吹打30s；反复通过20G一次性注射器针头10次剪切DNA；加入等体积70%乙醇，吹打混匀后加至吸附柱上，室温8000g离心15s；加700μl Buffer RW1至吸附柱上，室温8000g离心15s；加500μl Buffer RPE至吸附柱上，室温8000g离心15s；加500μl Buffer RPE至吸附柱上，室温12 000g离心2min；加30μl水（RNase-free，用前预热至70℃）至吸附柱的膜上，室温12 000g离心1min，收集管中洗脱所得即为细胞总RNA。取20μl RNA，用微量核酸测定仪测定其含量和纯度。剩余RNA加入10IU RNA酶抑制剂，置-70℃保存。
  


  
    3.DNA酶处理及逆转录
  


  
    总RNA在用于逆转录前用DNA酶I处理，取8μl总RNA，加2IU DNA酶I，37℃处理30min，加入1μl EDTA（25mmol/L）终止反应，并于65℃保温10min灭活DNA酶I。置冰上，加1μg Olig（dT）18，5μl 5×逆转录Buffer（含Mg2+），2.5μl dNTPs（10mmol/L），20IU RNA酶抑制剂和100IU MMLV逆转录酶，加RNase-free水至25μl。42℃逆转录1h后，95℃5min灭活RNA酶。逆转录所得cDNA作为模板用于以下PCR扩增。
  


  
    4.PCR
  


  
    为确认所提取RNA的质量，采用PCR扩增以下指标：首先，扩增睾丸特异性表达基因，如CatSper2、Protamine-2等，和广泛表达基因β-Actin，证实所提取RNA能用于PCR检测精子基因mRNA的水平；其次，扩增c-Kit、CD4、E-Cadherin，分别排除生精细胞、白细胞和上皮细胞的污染；同时，为确认RNA经DNA酶I处理的效果，可以将Protamine-2的两条引物设计于其内含子的两端，通过检测其扩增产物判定是否有残存基因组DNA污染：本文提供的引物在扩增时，RNA经逆转录—PCR扩增产物为104bp，而以基因组DNA为模板扩增产物为266bp。表37-1的引物可供参考。
  


  
    PCR体系为25μl，在冰上混合以下组分：10mmol/L Tris-HCl（pH 8.3），50mmol/L KCl，2mmol/L MgCl2，200μmol/L dNTPs，1.5IU Taq DNA聚合酶，0.4μmol/L引物，1μl cDNA。PCR程序为：94℃5min（预变性）后进入循环（35个）：94℃变性30s；退火30s（退火温度见表37-1）；72℃延伸30s。产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定。
  


  
  
    表37-1　参考PCR引物
  
[image: ]


  
    5.结果判定
  


  
    如果扩增睾丸特异性表达基因（CatSper2、Protamine-2）和广泛表达基因β-Actin，均获得成功，证实所提取RNA能用于PCR检测精子基因mRNA的水平。而且，如果扩增c-Kit、CD4、E-Cadherin未见目的条带，则可以排除RNA有生精细胞、白细胞或上皮细胞的污染。如果所有精液标本RNA经DNA酶I处理后，Protamine-2扩增产物为104bp，未见266bp片段出现，则表明无残存基因组DNA污染。
  


  
    第八节　精子DNA甲基化分析
  


  
    一、精子DNA甲基化研究的必要性
  


  
    WHO调查结果显示，全球有10%～15%育龄夫妇出现不孕不育，其中由于男方原因约占50%。与女性不育很不同的是，大部分男性不育找不出病因而被诊断为特发性不育，可能存在目前未知的遗传因素（包括表观遗传学因素）有关。
  


  
    精子基因组对生殖影响要远远超过精子数量和形态的简单评价，精子基因组结构不同、水平改变都可能影响精子生殖功能。目前，精子基因组异常包括：染色体非整倍体畸变、Y染色体微缺失、非特异性DNA链断裂、DNA甲基化表观遗传学改变，其中DNA甲基化表观遗传学变化与男性不育关系成为研究的热点，也为特发性不育男性病因学诊断带来了希望。使用表观遗传学异常DNA的精子可通过ICSI技术而受精，但不能解决损伤DNA对其他生殖参数影响，如胚胎发育、胚胎移植、妊娠失败、出生率、遗传性疾病发生率等。目前，已发现一些精子印记基因异常与遗传性疾病有关，如Angelman综合征、Beckwith-Wiedemann综合征。近年来，有研究报道精子发生过程中的基因甲基化异常与无精子症、少精子症、畸形精子症及少弱畸形精子症有关。因此，从男性不育病因及辅助生殖技术的安全性角度来看，精子DNA甲基化的研究和分析有着重要意义。
  


  
    二、精子DNA甲基化水平检测的方法及特点
  


  
    分析精子DNA甲基化的方法可粗略分为两类，一类是分析精子基因组整体甲基化，另一类是分析精子特异基因启动子区CpG岛的甲基化。精子整体甲基化水平分析，一般使用液相色谱法；精子特异基因甲基化检测有多种不同方法，以前研究时使用甲基化敏感限制性内切酶进行DNA消化，然后进行southern blot检测或PCR扩增；这一方法有一些缺点：①甲基化位点限制性酶切位点很少，仅能分析小于5%的甲基化位点；②需要提供大量DNA样本；③不能检测到部分甲基化的情况。现在，常用的分析甲基化方法是基因组DNA序列经过重亚硫酸盐处理，然后进行甲基化特异性PCR扩增。简单来讲，基因组DNA经过重亚硫酸盐处理后，非甲基化胞嘧啶残基能够转化为尿嘧啶，CpG岛位点的甲基化胞嘧啶不发生转化，然后使用特异性引物进行扩增，扩增序列测序可以提供扩增序列每一个CpG双核苷酸甲基化状态。其好处在于能够提供一个确定DNA的甲基化胞嘧啶阳性结果和完整甲基化分布情况，而不是序列中一部分胞嘧啶甲基化鉴定。通过甲基化敏感单链构象分析（methylation-sensitive single-strand conformation analysis，SSCA）可获得甲基化半定量结果，这一方法是基于DNA重亚硫酸盐处理后PCR扩增的基础上发展而来。在这一方法中，DNA经过重亚硫酸盐处理，使用无CpG位点的引物进行PCR扩增，最后进行SSCA，确定目的基因甲基化的情况。此外，实时PCR可以与重亚硫酸盐处理技术结合起来分析DNA甲基化情况，提供甲基化定量信息。实时PCR可以在96孔板高通量实时分析，省去扩增后步骤，减少污染风险和工作量。近年来，CpG岛微芯片已经用于鉴定基因组未知的甲基化热点区或甲基化CpG岛，这一技术使用与甲基化和非甲基化等位基因相对应的寡核苷酸为探针，附着在固体支持物上，和重亚硫酸盐处理后DNA进行杂交，根据处理DNA与不同等位基因甲基化和非甲基化探针杂交信号的强度来鉴定DNA甲基化情况。除此以外，还有很多研究DNMTs活性的方法。
  


  （李红钢　官黄涛　商学军　唐艳平）
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    第三十八章　精液中化学元素的分析
  


  
    自1921年Betrand和Vladesco首次发现精液中锌浓度明显高于其他体液中含量以来，许多学者对精液中化学元素进行了大量研究，探讨了化学元素与精液质量和男性不育的关系，以及各种化学元素之间的相互作用。化学元素是精液中很重要的生化成分，包括钾、钠、氯、钙、镁、锌等大量元素和硒、铁、锰、铜、钴、铝等微量元素，其对精子的生存环境和生物学功能有着重要影响。必需化学元素的缺乏和有害化学元素的积累，对男性生殖生理功能和内分泌调节活动均会产生极大的影响，精液中这些化学元素的含量变化可影响生育能力，为此，许多专家学者建议，应当将精液化学元素的检测作为精液常规检测的一部分，以此作为判断精液质量和生育能力的一个指标，为临床上男性不育患者的诊断和治疗提供更为可靠的证据。而且，研究这些元素对男性生殖系统的作用，有可能为探索新的男用避孕方法提供线索。为此，我们对精液中各种化学元素的检测方法及其在男性生殖生理过程中的作用和在临床不育症诊断中的意义作一简述。
  


  
    第一节　精液中钾、钠、氯的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    目前国内外测定精液中钾、钠、氯等元素的方法主要有原子吸收光谱法和中子活化法。另外，对睾丸中钾、钠、氯等元素的测定可用电子探针能谱分析法。现将三种方法的基本原理介绍如下：
  


  
    1.原子吸收光谱法
  


  
    常用日本岛津AA—670原子吸收分光光度计测定。将精液离心去除精子，精浆用硝酸/过氯酸处理后制成水相标本。利用钾、钠等元素所具有的吸收光谱谱系的特征来确定其含量。此法灵敏度高，准确性好，干扰少，且快速简便。利用此法不仅可测定钾、钠元素，还可测定钙、镁、锌、硒、铁、锰、铜、镉、铅等多种元素。但由于原子吸收光谱仪比较昂贵，限制了其在中小医院的普及应用。
  


  
    2.中子活化法
  


  
    将1ml精液或精浆滴在滤纸上，40℃下烘干后用高压聚乙烯薄膜封闭，再装入样品室内置入微型中子反应堆内照射，设定所需的照射时间、衰变时间、收集时间及每秒所发出的中子数，同时用牛肝或马肾作生物标准参照物进行测定。中子活化法不仅可测定钾、钠、氯元素，而且可同时测定钙、镁、锌、硒、铝等多种元素。由于微型中子反应堆尚需配套多功能气动传输装置、检测器、分析器及计算机等辅助设备，此法目前多用于科学研究。
  


  
    3.电子探针能谱分析法
  


  
    在扫描电镜下选定检查部位，将局部放大，用能谱分析仪行局部分析，摄下扫描电位图像，用计算机自动算出钾、钠、氯、镁、磷、硫等各种元素平均含量百分比。电子探针能谱分析仪是利用电子束流对样品的照射，致使样品发出发射电子、背射电子、俄歇电子及特征X射线。由于各种元素的原子量不同，产生的X射线及俄歇电子能量不同，根据特征X射线波长和能量，可用X射线分光谱仪、能动散射X射线仪对几千微埃区的元素定性定量测定。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    正常生育男性精浆钾、钠、氯测得值随测定方法略有不同。
  


  
    原子吸收光谱法 精浆钾31.54±10.77mmol/L
  


  
    精浆钠112.61±6.09mmol/L
  


  
    中子活化法 精浆钾39.74±16.92mmol/L
  


  
    精浆钠117.39±28.26mmol/L
  


  
    精浆氯27.32±12.39mmol/L
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    生育男性与不育男性的精浆钾、钠、氯水平没有明显差异。尽管如此，一些学者还是对精浆中钾、钠的生殖生理功能进行了研究，发现K+、Na+与精子顶体反应有关。研究发现，钠泵抑制剂和阻滞剂均可使精子顶体反应率明显降低。顶体反应的发生与一些离子的跨膜运动有关，最初是Na+-H+交换使Na+内流入精子，从而提高胞质内pH，细胞外Ca2+再通过内源性载体与细胞内Na+交换而进入精子内，进入精子内的Ca2+：①可激活磷脂酶A，引起胞膜磷脂改变，使顶体外膜与精子膜融合；②中和顶体外膜与精子膜表面的负电荷，有利于顶体外膜与精子膜的融合；③起“离子桥”作用，从而诱发顶体反应的发生。K+在不同动物精子顶体反应中起不同作用，而且作用似乎与钠泵有关。仓鼠需在K+和钠泵正常工作下才能发生顶体反应，而豚鼠无需K+和钠泵仍可发生顶体反应，而且高K+可提高人精子的顶体反应率。由此可见，人类精子顶体反应的发生需要精子外环境中钾、钠、钙等的存在，并且需钠泵参与。
  


  
    另有报道，精液中Na+是精子启动及维持精子运动的重要离子，精浆中Na+含量与精子平均运动速度有相关性。Na+、Cl-是精子细胞外主要离子，当细胞膜通透性增加时，Na+、Cl-外溢可使精浆Na+、Cl-增高。而且，K+、Na+与其他化学元素如铜、锌、铁、锰、镁、钙等间存在相关性，它们相互协同作用，保证精子正常运动。另外，无精子症患者精液K+、Na+、Cl-含量比正常生育者低，但无显著性差异。
  


  
    第二节　精液中钙的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    1.中子活化法、原子吸收光谱法
  


  
    见本章第一节。
  


  
    2.EDTA络合滴定法
  


  
    利用EDTA与Ca2+螯合生成的螯合物，在钙指示剂下显示蓝色终点来确定Ca2+的含量。
  


  
    3.邻甲酚酞络合酮比色法
  


  
    利用邻甲酚酞络合酮与Ca2+螯合生成紫红色螯合物来测定，同时用8-羟基喹啉消除镁的干扰。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    中子活化法和原子吸收光谱法所测精浆钙为：7.72±3.09mmol/L；EDTA络合滴定法所测精浆钙为：4.14±0.59mmol/L。
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    精液钙是精液中重要的微量元素之一，其与精子的多种功能及男性生育力有关。精液钙含量约为血钙的3～4倍，前列腺按摩液含钙约10mmol/L，其中离子钙约为0.15mmol/L；精囊液中含钙约3mmol/L，其中离子钙约为0.3mmol/L。前列腺中离子钙较低，有利于血中钙向前列腺转运。精液钙约为7.7mmol/L，其中离子钙约占3%；精子钙含量较低，且主要以离子状态存在，这有利于精子内外Ca2+平衡。精液中非离子钙可能与磷酸盐的低分子量（LMW）配基结合。附睾尾部Ca2+含量约为1.5mmol/L，从附睾至精浆Ca2+的明显下降可能是精子运动的启动及维持精子运动的主要调节方向。研究认为钙启动附睾内未成熟精子运动可能是通过：①增强精子呼吸，为精子提供能量，促使精子运动；②直接刺激精子鞭毛的收缩装置，精子钙参与鞭毛收缩与松弛所需酶的活动类似于肌肉兴奋收缩耦联中的作用；③促进精子运动的钙结合蛋白融入精子膜。精子内钙增加可抑制精子运动；钙降低使精子鞭毛呈无节律运动，只有合适的精子钙浓度，精子鞭毛才呈节律性摆动。同样，精子运动也受细胞外Ca2+浓度影响，低Ca2+不利于精子的最适运动，而高Ca2+则使精子泳动异常，螯合环境中Ca2+可阻止精子细胞膜上钙的结合位点，常可完全阻止精子运动。
  


  
    精液钙与精子获能和顶体反应也密切相关。精子获能时必须首先吸收钙，其中精子线粒体在吸收钙上起重要作用。获能后精子发生顶体反应是由钙触发的，其中细胞外Ca2+起重要作用。细胞外Ca2+通过钙泵调节细胞外Ca2+流入，Ca2+进入精子后，通过如上所述（见第一节）的机制促进精子顶体外膜和精子膜的融合。而且，进入精子内的Ca2+可激活顶体膜外表面的钙依赖性ATP酶，进而激活顶体蛋白酶，使精子膜与顶体外膜的融合膜消化，囊泡形成，顶体酶释放。与此同时，精浆中钙结合物及精子膜上钙转运抑制蛋白可保护精子免于提前发生顶体反应。
  


  
    另外，液化不良的精液中钙含量显著降低，提示精液中的钙可能与精液凝固和液化密切相关。
  


  
    由此可见，精浆钙含量的显著升高或降低均为异常。另有报道，输精管粘堵术后精浆钙明显降低；睾丸内低钙浓度可降低间质细胞数及酯酶活性，以及间质细胞对外源性促性腺激素的敏感性；精浆Ca2+含量与精子平均运动速度有相关性。而且，Ca2+可影响精子cAMP的代谢。
  


  
    第三节　精液中锌的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    1.原子吸收光谱法、中子活化法
  


  
    见本章第一节。
  


  
    2.PAN化学比色法
  


  
    1-（2-吡啶偶氮）-2-萘酚（PAN）在碱性介质中与锌反应，产生可溶于有机溶剂的有色复合物，与同样处理的锌标准液比色，可求出精浆锌含量。同时，可用十二烷基硫酸钠消除镁的干扰。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    不同作者所报道的精浆锌含量有所不同，此结果仅供参考。
  


  
    精浆锌　　中子活化法　　2.24±1.45mmol/L
  


  
    PAN化学比色法1.259±0.313mmol/L
  


  
    原子吸收光谱法　2.12±0.95mmol/L，也有均值为2.0、2.58、2.77mmol/L的报道
  


  
    精子锌　　原子吸收光谱法　0.20±.25μmol/108精子
  


  
    精液锌　　原子吸收光谱法　2.87±1.03mmol/L
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    Prasad于1961年发现，儿童缺锌主要表现为身材矮小，性腺发育不全等症状，由此引起锌与人体发育及性腺功能关系的研究。一定浓度的锌对睾丸正常发育、精子形成过程及精子活力均有影响。有报道男性不育患者精浆锌显著低于正常生育者，但也有作者认为两者无显著性差异，而且锌与精子浓度间的相关性也无统一观点。不少作者报道，锌剂对男性不育有一定疗效，可使精子数、精子活动率增加，并可部分恢复生育力，从而间接地证实缺锌确与男性不育有关。锌测定结果的这些差异可能归于：①因男性不育原因甚为复杂，精液微量元素变化只是可能因素之一，有时其单纯浓度高低不足以灵敏特异地反映机体的生殖状况，这就需结合患者的整体情况加以综合分析；②可能与研究对象所处的地理环境、季节变化及不同的个人生活习性等因素有关；③可能与测定方法和测定时间的不同有关；④有人认为，射精后精子与精浆中微量元素之间存在某种交换，而且因精子和精浆中多种酶均富含锌，各种酶含量的差异可能会影响锌的测定结果。
  


  
    精液锌主要来自前列腺，其比血锌高100倍以上。前列腺分泌的锌先与LMW配基结合，射精后与精囊分泌的高分子量（HMW）配基结合，锌与LMW和HMW的竞争结合取决于前列腺液和精囊液的相对量。Zn-HMW结合可影响精子利用锌，故此变化可调节精子功能。新鲜精液中LMW-Zn占11.6%，MMW-Zn占26.9%，HMW-Zn占61.5%。LMW为柠檬酸盐，适于精子需要并能防止锌的毒副作用。精子锌正常为40nmol/108精子，进入附睾前有少量锌进入精子，在转运附睾时被消耗，射精时又从前列腺较快地获得并吸收精子。前列腺液与精囊液之比低，促进精子吸收锌，可能前列腺液中有抑制精子过度吸收锌的因子存在。精浆锌浓度对精子锌影响较小，射精过程中精子吸收的锌不牢固，体外洗涤可除去93%的精子吸收锌。
  


  
    精液中一定浓度锌是维持精子活力的重要因素，精子活力良好者与低下者相比，精子锌有显著差异。精浆中锌能抑制顶体酶离开精子的活动，精子进入宫颈黏液后，其中与锌结合的蛋白可使锌降低，导致顶体酶被激活，从而使精子顺利穿过透明带与卵子结合，锌对顶体酶的可逆性抑制使精子免于男女生殖道对其潜在的损伤。锌也是超氧化物歧化酶（SOD）中金属成分之一，通过SOD可清除精浆中自由基，从而抑制细胞膜发生脂质过氧化反应，保证精子的形态结构和功能正常，锌与精浆SOD呈正相关。另外，精浆锌对精子获能有影响，可能通过抑制精子核后顶体区膜的改变完成，而锌对已获能的精子无影响，可能去获能因子与锌起作用。但是，精液中游离锌增加，对精子运动也有明显毒性作用，可使精子尾部弯曲，锌及其氧化物可抑制精子的酵解及氧化过程，致使精子活力下降，锌剂可用来避孕；精液中锌主要与蛋白结合存在，可保护精子膜，延缓精子胞膜的脂质氧化以维持胞膜结构的稳定性与通透性，维持精子活力。
  


  
    精原细胞、精子细胞及精子头部含锌较高，支持细胞、间质细胞也含锌。缺锌可降低睾丸脂质，增加蛋白及DNA分解代谢，致使睾丸体积减小，生精小管萎缩，生精上皮萎缩。由于锌参与DNA聚合酶、RNA聚合酶、乳酸脱氢酶（LDH）等100多种酶的合成，而这些酶在组织呼吸和细胞代谢中都十分重要，故缺锌可致相关酶活性的降低，从而影响精子发生过程。锌可影响下丘脑-垂体-睾丸轴功能，缺锌可影响睾丸间质细胞功能，睾酮分泌减少，致使睾丸发育不良，性腺功能减退。锌还可调节雄激素代谢，锌含量降低时可促进睾酮转变为双氢睾酮。锌在精子头、颈、中部绝对浓度为8、21和9mmol/kg，这与精子核染色质解聚功能有关。锌与对精子核染色质解聚起决定作用的巯基有较高亲和力，锌与巯基的这种结合为暂时的，并且可逆性抑制核染色质解聚，这种作用在精子存储过程中保存了其内在的核染色质解聚能力，延长了射出精子的功能寿命。射精时精子吸收锌不足，随着锌的消耗，精子就易丧失核染色质解聚能力。
  


  
    精液锌还与抗细菌感染有关。有报道，精液不液化者精浆锌含量降低，而精液不液化者多有前列腺炎，且前列腺炎患者精浆锌含量一般都降低，同时伴有促液化作用酶减少，致使精液不液化。溶脲脲原体感染对前列腺分泌功能有影响，有时虽没有明显的前列腺炎症状，但可能存在亚临床性前列腺炎，致使精浆锌降低。故精浆锌含量可作为前列腺的功能指标。不明原因男性不育患者精子头部锌含量较低，且精子头部锌低的不育患者精液中锌/果糖之比较低（不育患者为0.03～0.17，而正常生育者为0.21～10.3），这可能由于功能锌的不足，即Zn-HMW结合增加，此时尽管锌含量正常，却影响精子对锌的利用。
  


  
    另有报道，无精子症者精浆锌升高，且果糖为零者（提示输精管、精囊缺如）精浆锌升高达正常的3倍；死精子症者精浆锌也明显升高，但输精管结扎前后精浆锌却无显著变化。也有作者报道，无精子症者精浆锌低于正常生育者，精索静脉曲张者精浆锌降低。这些结果谁是谁非，尚待进一步研究。
  


  
    第四节　精液中硒的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    原子吸收光谱法：见本章第一节。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    精浆硒 0.77±0.59μmol/L
  


  
    但也有均值为0.42、0.67及1.00μmol/L的报道，不同地区精浆硒水平的不同可能与地理环境、膳食状况不同有关。而且，精浆硒水平与血硒、头发硒水平成正相关。
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    硒为谷胱甘肽过氧化物酶的重要活性成分，每个酶分子含4个硒原子，可阻止精子膜上过氧化脂质形成，使精子具有良好的形态结构和功能。硒是精子线粒体外膜硒蛋白的成分之一，对维持精子线粒体螺旋状排列结构起重要作用。硒还参与生精上皮的合成及精子早期发生过程。另外，硒还能中和镉、铅、铜、汞等的毒性，且可防止有害元素对生殖系统的损害作用。
  


  
    硒升高和降低都可导致不育。硒降低可致精子尾部缺陷，精子活力降低；硒升高（中毒）时，可致睾丸急性充血，重量减轻。精浆硒水平在0.63～0.81μmol/L时精子活力最佳、活动率最高。精浆硒水平过高或过低均会影响生殖功能。故精浆硒可反映男性生育状况。
  


  
    精浆硒主要来自前列腺，慢性前列腺炎患者精浆硒降低。溶脲脲原体感染对前列腺分泌功能有影响，精浆硒明显下降。另外，无精子症患者精浆硒也显著降低。
  


  
    第五节　精液中铜的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    原子吸收光谱法：见本章第一节。可分为萃取原子吸收光谱法和火焰原子吸收光谱法。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    不同作者所报道的正常生育者精浆铜的参考值变化范围较大，为0.54～24.09μmol/L。
  


  
    精子铜 1.09±0.52nmol/108精子
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    不同作者所报道的生育者与不育患者精浆铜的结果有所不同，有的作者认为两者无显著性差异，甚至不育患者精浆铜有所降低。但大多数作者认为不育患者精浆铜有所升高。铜能抑制精子线粒体基质内LDH活性，使精子代谢途径糖酵解过程受阻，ATP不足，致使精子活力减弱或丧失。铜能抑制精子活力及运动速度，并且影响精子存活率和穿透宫颈黏液的能力；铜还能干扰精子运动和受精卵着床，并且有直接杀精子作用，精浆铜含量与精子浓度和活力成明显负相关。铜避孕环应用于临床就是利用其抑制精子作用。
  


  
    铜是精液的正常成分，铜在睾丸内约为锌含量的1/20。低铜浓度对维持精子运动是必需的，铜升高可直接影响精子功能或通过干扰垂体内分泌腺的分泌功能（可致LH分泌降低）而影响男性生育。精浆铜的升高常伴有锌的降低，并且补锌可降低铜。不育患者精浆铜/锌之比（正常生育者为1.69±1.15）明显升高。精浆铜的变化与头发中铜的变化相一致，故可用头发替代检测。而且，血浆铜升高也可影响男性生育。
  


  
    铜是慢性前列腺炎患者发生不育的危险因素之一。不育患者、输精管粘堵者精浆铜明显升高，提示精囊或前列腺分泌较高铜。因粘堵术后精浆钙明显降低，而低钙有利于精囊分泌，故精浆铜更可能来自精囊。非梗阻性无精子症者精浆铜水平低，提示附睾分泌物中可能存在调节因子使铜降低，从而保护精子。然而，溶脲脲原体感染者精浆铜却明显降低，其原因尚不清楚。
  


  
    第六节　精液中镁的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    1.原子吸收光谱法、中子活化法、电子探针能谱分析法
  


  
    见本章第一节。
  


  
    2.达旦黄比色法
  


  
    精浆镁在氢氧化钠介质中形成氢氧化镁胶体，其能与达旦黄反应生成橘红色。在一定范围内，精浆镁浓度与颜色深浅成正比。聚乙烯醇可提高反应灵敏度和增加显色稳定性。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    原子吸收光谱法：精浆镁4.98±3.3mmol/L，也有均值为4.24、5.99mmol/L的报道。
  


  
    达旦黄比色法：不同作者报道的精浆镁含量不同，分别为5.95±1.80mmol/L和3.5± 1.29mmol/L。
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    精浆中镁含量较丰富。不同作者对正常生育者和不育者精浆镁含量的报道结果有所不同，有的作者认为两者无差异，但也有作者报道不育者精浆镁含量显著升高或降低，提示精浆镁含量的升高或降低对生殖均有不利影响。镁降低，可使性欲减退，睾丸生精小管变性，精子活力降低，精子数量减少，以及附睾内细胞脱落，从而导致不育。
  


  
    精浆镁浓度与锌浓度总是成正相关，而且精浆镁与酸性磷酸酶（ACP）相关，提示精浆镁可能来自前列腺。慢性前列腺炎患者精浆镁含量降低。溶脲脲原体感染会影响前列腺分泌功能，致使精浆镁含量降低。镁还有一定抑菌作用。
  


  
    第七节　精液中锰的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    原子吸收光谱法：见本章第一节。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    精浆锰0.43±0.30μmol/L，也有高达9.98μmol/L的报道。
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    锰为多种酶的激活剂，可激活睾丸中腺苷酸环化酶、糖基转移酶、脱羧酶、蛋白激酶等多种酶的活性。锰含量过高或过低均对生育不利，不育组与生育组相比，精浆锰升高、降低与生育组无差异的报道也有所见。精浆锰含量与精子活动率、活力及运动速度均有明显的相关性，而且，精浆锰含量的变化与头发中锰含量变化一致，可用头发替代检测。
  


  
    锰与性腺功能有关。锰降低，机体发育迟缓，睾丸萎缩，性成熟障碍，性欲低下，进而导致附属性腺萎缩，精子成熟障碍，导致少精子症或无精子症而造成不育；锰被睾丸吸收后参与精子生成。锰过高，睾丸体积可变小，生精小管可不同程度地萎缩、变性，小管内生精细胞数目减少或缺如，无精子形成或有极少精子生成，部分管腔内可见坏死细胞碎片，个别管腔内有多核巨细胞或钙化灶，但间质细胞无明显炎症，组织内亦无出血现象。锰过高，会发生勃起功能障碍。流行病学调查证实，过量的锰进入职业接触锰的男工体内，可在睾丸蓄积，而血清锰无明显变化。进入睾丸的锰可干扰和抑制生精过程，导致少精子症或无精子症。
  


  
    第八节　精液中铁的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    原子吸收光谱法：见本章第一节。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    精浆铁14.30±1.86μmol/L，但也有均值为7.30和60.16μmol/L的报道。
  


  
    （三）生理功能及临床意义
  


  
    生育组与不育组精浆铁无明显差异，但也有不育者精浆铁升高和降低的报道。精浆铁与精浆硒成正比，且精浆铁与精子浓度成明显正相关。精浆中铁直接或间接地影响精子运动速度。
  


  
    铁过多或缺乏对生殖均有不利影响。铁过多可致生殖器官发育不良，性功能紊乱，及睾丸生精小管管壁上大量铁粒积聚；铁不足可致性腺功能减退，可能由于营养缺乏导致促性腺激素分泌减少。铁不参与睾丸精子生成，附睾内铁也不被精子直接吸收。
  


  
    第九节　精液中铅的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    原子吸收光谱法：见本章第一节。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    精浆铅74.25±68.22nmol/L；精子铅0.18±0.18nmol/108精子。
  


  
    （三）临床意义
  


  
    铅为机体非必需的有害元素，在机体内积累到一定程度时对机体产生一定的毒性作用，可损害睾丸生精细胞和精子细胞，对精子活力和活率起抑制作用。不育患者精浆铅和精子铅皆高于生育者。
  


  
    铅污染在当今工业生产中发生率很高，其对生殖器官和生殖功能均有毒性作用。铅可致精子遗传物质突变，从而干扰精子形成，降低精子活力及精子数量，使畸形精子数增加。铅还可致睾丸组织变性，抑制细胞色素P450酶系统，使睾丸内核糖核酸的含量降低，核糖核酸小体活动降低，以及蛋白合成减弱。铅对男性生殖内分泌系统也有影响，不仅可直接抑制男性附属性腺双氢睾酮与雄激素受体的结合，而且可间接导致脑垂体卵泡刺激素（FSH）分泌增加。铅可降低精浆果糖含量和抑制琥珀酸脱氢酶（SDH）活性，从而导致精子能量生成障碍，致使精子活力降低。另外，铅以剂量依赖方式首先活化然后灭活精子表面甘露糖结合位点，从而影响顶体反应的发生。铅还具有极强的胚胎毒性作用，可致畸胎和流产。
  


  
    精液中的铅与锌是互相拮抗的，铅升高可导致含锌的酶活性降低，可增加精子氧化损伤，导致精子质量降低。
  


  
    第十节　精液中镉的分析
  


  
    （一）测定方法
  


  
    原子吸收光谱法：见本章第一节。
  


  
    （二）正常参考值
  


  
    精浆镉68.07±49.00nmol/L，国外亦有精浆镉1.78～4.80nmol/L的报道。
  


  
    精子镉0.019±0.017nmol/108精子。
  


  
    （三）临床意义
  


  
    镉为机体非必需的有害元素。少量镉就可对机体产生毒性作用，不育者精浆镉和精子镉均显著升高，而且镉/锌之比（正常生育者为7×10-5±7.26×10-5）亦明显升高。
  


  
    镉及其氧化物是一类微量的空气传播的污染物。在化学燃料、都市废物、锌容器及其他含镉的盐或合金加工处理的场所，如电池厂及涂料厂附近常有局部高浓度的镉。外界镉经呼吸道、消化道进入体内，从粪便和尿液中排出。在机体中，镉在肾脏分布最多，其次为肝脏和睾丸。因镉具有较长的半衰期，其在睾丸、附睾、前列腺、精囊不断积累，积聚到一定程度时就可对生殖器官造成毒性作用。一般公众接触镉常通过污染的食物、水、烟草，而最大的危险则来自环境烟雾剂的吸入。非吸烟者精浆镉升高与被动吸烟有很大关系。
  


  
    镉损害睾丸主要通过损伤睾丸血供或抑制睾丸的某些酶。镉首先破坏睾丸的血-睾屏障，造成自身免疫性睾丸炎，睾丸生精小管的生精上皮和间质细胞直接受侵害。镉破坏毛细血管上皮后，可进一步损害毛细血管营养的支持细胞和生精细胞，致使睾丸缺血、坏死，同时伴有附睾头部近端出血性坏死。镉对精子的作用是通过其对睾丸的破坏继发引起的，睾丸损伤可致睾酮生成障碍，继而引起睾酮依赖性器官萎缩。镉可阻断精原细胞DNA合成，使精子发育障碍；镉能取代含锌酶中的锌，致使酶失活，使精子运动能力下降。精浆镉、精子镉与精子活力、活动率成明显负相关，而与畸形精子率成正相关；镉还可抑制精子的氧化酶酵解作用，抑制精子的运动器官，从而特异性制动精子。镉和银可分别抑制精子的酵解、氧化活动，两者协同作用则可使精子糖代谢完全受抑制。镉与锌对睾丸功能有拮抗作用，镉替代锌可干扰前列腺对锌的吸收，致使镉进一步升高而锌进一步降低，精子对升高的镉更敏感，精子进一步受损害而致不育。有研究显示，镉与大头精子发生率显著相关（r=0.37）。
  


  
    精索静脉曲张患者精浆镉明显升高，与吸烟者和接触镉的工人几乎在同一水平。精索静脉曲张为一种异常的阴囊脉管系统，在不育患者中约为21%～42%。精索静脉曲张患者可能表达一单一隐性基因，使患者对环境中镉更为敏感。镉以剂量依赖性方式降低精子膜上甘露糖受体，致使甘露糖诱发顶体反应无效；镉可特异性损害生殖道脉管系统的内皮细胞，导致水肿，致使大量镉进入睾丸，在精子发生和附睾成熟期间破坏精子质膜蛋白F肌动蛋白的相互作用。精子头有单体G和多体F肌动蛋白，对维持精子形态尤其是顶体形态十分有益。肌动蛋白的多聚化和去多聚化调节顶体排粒作用，细胞松弛素D抑制多聚化，鬼笔毒环肽抑制去多聚化，两者皆可抑制顶体反应。而镉可抑制肌动蛋白、肌球蛋白活性，降低了细胞骨架形成。精索静脉曲张患者常可使阴囊温度升高1～3℃，温度的升高可使热休克基因活化，产生相对分子质量为70 000的热休克蛋白，其含有与肌动蛋白相关的结构顺序，通过竞争肌动蛋白结构蛋白而间接抑制肌动蛋白多聚化，致使肌动蛋白细胞骨架分解或重构。镉与升高的温度可协同作用，致使精子结构和功能缺陷更为明显而致不育。
  


  
    香烟的成分镉可进入男性生殖系统并在其中浓缩。具临界精液质量的男性可因吸烟而进入不育范围，吸烟同时伴精索静脉曲张的患者比单独有精索静脉曲张或单独吸烟的患者精液质量要差得多。
  


  
    第十一节　精液中其他化学元素的分析
  


  
    对精液中其他化学元素包括镍、钴、钼、氟、溴、碘、砷、汞、银、锡、铀、磷、铝等的研究甚少，目前常用的测定方法有原子吸收光谱法、中子活化法、电子探针能谱分析法、液气相层析法、X光荧光仪法，以及电感耦合质谱仪法（ICPMS）。ICPMS较为先进，可测定多种元素，且灵敏度高，测定范围可达0.1μg/ml。
  


  
    对精子中上述其他化学元素的生理功能及临床意义知之甚少。镍和锡可致睾丸轻度损害，镍可以剂量依赖性方式首先活化然后灭活精子表面甘露糖结合位点而影响顶体反应的发生；钼过多可致性欲减退，生精小管和间质细胞受损，精子发生减弱或消失；氟、溴可引起睾丸损害，可能与有机化合物合成有关。氟可抑制精子早期的发生，且对精原细胞有不利影响；溴可致睾丸变性而影响精子生成，对睾丸损害直接通过睾丸内高浓度溴引起，或通过干扰促性腺激素分泌和非特异的营养紊乱而间接起作用。碘不足可致睾丸发育障碍，生精小管内仅有精原细胞或少数精母细胞，支持细胞萎缩，性欲减退，精液量减少。钴对精子发生有轻度刺激作用，钴降低可致生育力低下。砷参与精子DNA和蛋白质片段的合成，且在精子内有一定浓度，目前未见其毒性的报道。银可致睾丸轻度退变，个别生精小管内精子发生受轻度抑制，周围组织可充血，淋巴管扩张，出现点状出血。汞不引起睾丸坏死，不参与精子生成，也不被精子直接吸收，汞可被睾丸和附睾组织吸收，但很快消退。铀可致睾丸退变，生精障碍，输精管阻塞。低磷摄入可阻止睾丸精子发生。
  


  （陆金春　官黄涛　商学军）
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    第三十九章　精浆游离核酸的分离与应用
  


  
    第一节　游离核酸简介及应用前景
  


  
    游离核酸（cell-free nucleic acids）是指存在于细胞之外的核酸，包括DNA和RNA，又称为胞外核酸（extracellular nucleic acids），在自然界中普遍存在。在人类，游离核酸目前已在多种体液中被检测到，其应用价值在于可以作为疾病研究、临床诊断及法医鉴定的标志物。
  


  
    目前，对人体液中游离核酸的研究包括DNA、mRNA、microRNA（miRNA）。游离核酸应用的前提或优势主要在于两个方面：首先，一般认为，游离核酸来源于死亡的细胞释放，而RNA可以来源于活细胞的分泌，所以，这些游离核酸可以反映体液来源器官的DNA和RNA信息；体液在临床上容易获取，这使得一些无法得到组织标本的疾病研究有了新的途径。其次，诸多研究表明，体液中的游离核酸很稳定，即使是RNA，也能逃脱体液中强效RNA酶的作用而存在。近期有研究表明，稳定的机制在于这些RNA被包裹在微小体中，或与蛋白等结合成为复合体，逃避RNA酶的降解。
  


  
    目前，虽然在很多体液中检测到游离核酸，但主要侧重于研究血液中游离核酸的特点及应用，所涉及的疾病有很多方面，主要包括肿瘤、产前诊断、器官损伤、心血管系统疾病、代谢性疾病、法医鉴定等。然而，在很多研究结果展示了很好应用前景的同时，也存在一些临床应用需要考虑的问题，如提取的方法、诊断的特异性和敏感性、指标的特异性等。
  


  
    男性生殖系统是产生生殖细胞、繁殖后代、分泌性激素维持第二性征的重要器官。男性生殖系统主要包括睾丸、附睾、输精管、精囊、前列腺、射精管和外生殖器。精浆由精囊液、前列腺液以及睾丸、附睾、输精管、尿道旁腺、尿道球腺等分泌少量液体混合而成。精浆含有丰富的生化物质，且与精子接触、相互作用。因此，精浆成分不仅有重要的生殖生理功能，而且是男性生殖系统疾病诊断的重要生化标志物来源。
  


  
    近期，精浆游离核酸的分离、特点及与男性不育相关性研究陆续被报道。综合目前这些研究结果，精浆游离核酸具有以下特点和优势：①浓度高，大部分男性精浆中每毫升DNA和RNA的量在1μg以上，足够用于目前多种常用的分子生物学实验技术；②稳定性好，即使是RNA也有很好的稳定性，这些RNA主要存在于微小体或与其他分子结合形成复合体而逃避RNA酶的降解；③代表性好，对于无梗阻或发育异常的男性，精浆主要来源于双侧睾丸、附睾、精囊及前列腺等的分泌，所以，精浆游离核酸对这些器官的一些基因的表达有比较全面的代表性，这也是比穿刺和活检更有优势的一个方面；④无创性优势。
  


  
    第二节　精浆游离mRNA的分离与特点
  


  
    国外对游离mRNA的研究开始于1999年，两个小组在肿瘤患者血浆中检测肿瘤来源的mRNA，一年后，Poon等在孕妇血浆中检测到胎儿表达的mRNA。目前，对于游离mRNA的研究成为一个新的热点，除血浆外，已在唾液、支气管灌洗液、尿液、精浆等体液发现有游离mRNA的存在，其中以血浆和唾液中游离mRNA研究相对较多。研究表明，尽管外周血和唾液中含有丰富的RNA酶，但游离于细胞外的mRNA确实存在，其来源尚不十分清楚，推测可能是细胞死亡后释放或活细胞分泌至胞外，并可能与其他物质结合，增加其稳定性，逃避RNA酶的降解作用。由于游离mRNA对其来源器官基因表达的全面代表性，加之分子生物学技术的快速、敏感而准确，及其快速发展趋势和前景，游离mRNA被认为在疾病诊断、法医鉴定、产前诊断等方面具有很好的应用前景。例如，可通过检测肿瘤来源的异常游离mRNA来诊断肿瘤，通过检测孕妇血浆中胎儿源性游离mRNA进行产前诊断等。
  


  
    2009年，我们首次报道了精浆游离mRNA（cell-freeseminal mRNA，cfs-mRNA）的分离及一般特征，小结如下。
  


  
    一、cfs-mRNA的分离
  


  
    精浆也许是人体液中分离RNA最有挑战性的液体，主要是由于成分复杂，如含丰富蛋白和多糖，这些均不利于RNA的提取，以下方法是先用TRIzol LS粗取cfs-mRNA，然后再进一步用RNeasy Kit纯化。
  


  
    1.器材准备
  


  
    低温高速离心机，连续可调加样器（1ml，200μl，20μl）及相应加样枪头（RNase-free）。
  


  
    2.试剂准备
  


  
    TRIzol LS，RNeasy Kit，氯仿，异戊醇，无水乙醇。
  


  
    3.实验步骤
  


  
    （1）精液液化后离心获取精浆，为避免高速离心导致细胞破裂而有其他RNA“污染”，建议两步离心法（室温）：1600g，10min，然后收集上清液进行第二次离心，16 000g，10min，小心取上清液即为精浆。
  


  
    （2）按4∶5（v/v）比例将离心后精浆与TRIzol LS混和，室温静置5min。
  


  
    （3）加1/5倍于混和液体积的氯仿，剧烈振荡15s，室温静置5min；12 000g于4℃离心10min。
  


  
    （4）取上层无色清亮液体，勿吸取有机层物质，按1∶1（v/v）与异丙醇混合，吹打混匀后室温静置10min。
  


  
    （5）12 000g，4℃离心10min，去上清液，RNA沉淀用75%乙醇（用RNase-free水配制）洗涤2次后溶解于100μl RNase-free水中。
  


  
    （6）100μl RNA加入350μl RLT工作液（RNeasy Kit），充分混匀；加入250μl无水乙醇，充分混匀后加到纯化柱中，8000g离心15s。
  


  
    （7）加700μl缓冲液RW1到RNeasy Kit的吸附柱中。轻轻旋紧管盖，8000g于室温离心15s，对旋转柱膜进行清洗。
  


  
    （8）弃去收集管中滤液，加入500μl RPE工作液，对旋转柱膜进行清洗。8000g离心15s；
  


  
    （9）弃去收集管中滤液，加入500μl RPE工作液，对旋转柱膜进行清洗。8000g离心2min；
  


  
    （10）弃去收集管中滤液，将纯化柱换入一个新收集管中，12 000g离心1min；
  


  
    （11）将RNeasy旋转柱置于新的1.5ml收集管（RNase-free）中。轻轻旋紧管盖，在最大速度下离心1min。
  


  
    （12）将纯化柱换入一个新的1.5ml EP管（RNase-free）中，在纯化柱膜中间加25μl RNase-free水，室温放置1min，12 000g离心1min；洗脱得到RNA。置-70℃保存。
  


  
    二、cfs-mRNA的特点
  


  
    （一）含量与种类
  


  
    对10例精液参数正常标本分析，cfsRNA含量范围为每毫升精浆0.87～3.64μg，平均含量为1.75± 0.92μg/ml。表达谱芯片结果显示，至少有12 000个基因mRNA存在于精液参数正常男性cfsmRNA中。
  


  
    （二）稳定性
  


  
    由于精液中含有大量的RNA酶，在人精浆中加入大鼠睾丸RNA，15s后就已检测不到大鼠β-actin。但通过时间变化来分析cfs-mRNA的稳定性，与0min时间β-actin mRNA的量相比，β-actin mRNA的5′端、3′端及中段在24h内均无明显减少，说明精浆中β-actin mRNA是稳定的。与0min的时间DDX4 mRNA的量，DDX4mRNA的5′端在24h内稳定，而DDX4mRNA中段的含量在90min时开始慢慢减少，24h后已经降解到最初的25.8%。DDX4mRNA 3′端含量在20min已降到了27.4%，90min时已检测不到mRNA 3′端。这些结果表明，cfs-mRNA的稳定性是相对的，且依不同基因的mRNA而异，但5′端比较稳定。进一步对其存在形式的研究表明，cfs-mRNA主要被包裹于微小体中，而逃避RNA酶的降解。
  


  
    （三）完整性
  


  
    利用RT-PCR，可以从cfs-mRNA中扩增出完整的基因mRNA，所以，虽然部分可能以降解形式存在，但仍有完整的cfs-mRNA。
  


  
    第三节　精浆游离miRNA的分离与特点
  


  
    精浆中不仅有丰富的mRNA，还含有多种miRNA，以及piRNA。上述提取cfs-mRNA的方法也可以用于提取精浆游离miRNA（cell-freeseminal miRNA，cfs-miRNA），但是，由于RNeasy Kit主要用于纯化mRNA，纯化柱对于小分子的miRNA吸附并不强，所以，得到的miRNA含量相对较低。
  


  
    一、cfs-miRNA的分离
  


  
    主要介绍改良的TRIzol LS法用于提取cfs-miRNA。
  


  
    1.器材准备
  


  
    低温高速离心机，连续可调加样器（1ml，200μl，20μl）及相应加样枪头（RNase-free）。
  


  
    2.试剂准备
  


  
    （1）Trizol LS，PEG20000，氯仿，异戊醇，无水乙醇。
  


  
    （2）配制TRI试剂缓冲液：0.15%NaCl，1%SDS，2.5mmol/L EDTA，0.1mol/L Tris-HCl，pH 为8.0。
  


  
    3.实验步骤
  


  
    （1）精液液化后离心获取精浆，为避免高速离心导致细胞破裂而有其他RNA“污染”，建议两步离心法（室温）：1600g，10min，然后收集上清液进行第二次离心，16 000g，10min，小心取上清液即为精浆。
  


  
    （2）取200μl精浆，加入250μl 1×TRI试剂缓冲液和9mg PEG20 000，使其终浓度为2%，充分混匀。
  


  
    （3）于室温下放置10min，然后12 000g，4℃离心10min。
  


  
    （4）取上清液400μl，加入800μl TRIzol LS吹打混匀至少30s，室温静置5min。
  


  
    （5）12 000g，4℃离心10min，取上清液1ml，加入200μl氯仿，剧烈振荡混匀15s，室温静置5min。
  


  
    （6）12 000g，4℃离心15min。
  


  
    （7）取上层无色清亮液体600μl，勿吸取有机层物质，按体积比1∶1与异丙醇混合，吹打混匀后室温静置10min。
  


  
    （8）12 000g，4℃离心10min，去上清液，RNA沉淀用75%乙醇1ml（用RNase-free水配制）洗涤。
  


  
    （9）7500g，4℃离心5min。去上清液，通风干燥后将RNA沉淀溶解于15μl RNase-free水中。
  


  
    （10）如果需要进一步提高纯度，可以进一步用miRNA纯化的试剂盒进行。
  


  
    二、cfs-miRNA的特点
  


  
    （一）种类
  


  
    我们对精液参数正常标本cfs-miRNA进行测序，reads数在100以上的piRNA有261种，miRNA有187种。表明cfs-miRNA含有丰富的miRNA和piRNA。
  


  
    （二）稳定性
  


  
    cfs-miRNA具有很好的稳定性，室温24h后含量基本没有变化。但是，与cfs-mRNA不同，大部分cfs-miRNA并不存在于微小体中，而是可能与蛋白结合在一起形成复合体而逃避RNA酶的降解。
  


  
    第四节　精浆游离DNA的分离与特点
  


  
    一、精浆游离DNA的分离
  


  
    目前还没有专门用于提取精浆游离DNA（cell-freeseminal DNA，cfsDNA）的商品化试剂，以下方法可以快速有效的回收cfsDNA。
  


  
    1.器材准备
  


  
    高速离心机，涡旋振荡器，连续可调加样器（1ml，200μl，20μl）及相应加样枪头，聚丙烯膜DNA纯化柱。
  


  
    2.试剂准备
  


  
    （1）DNA结合缓冲液：
  


  
    6mol/L盐酸胍，10mmol/L尿素，10mmol/L Tris-HCl，20%Triton X-100，pH 4.4。
  


  
    （2）洗涤缓冲液：
  


  
    20mmol/L NaCl，2mmol/L Tris-HCl，pH 7.5，80%乙醇。
  


  
    （3）洗脱缓冲液：
  


  
    10mmol/L Tris-HCl，PH 8.0，20mg/mL RNase A。
  


  
    （4）蛋白酶K：
  


  
    20mg/ml。
  


  
    3.提取步骤
  


  
    （1）精液液化后离心获取精浆，为避免高速离心导致细胞破裂而有其他DNA“污染”，建议两步离心法（室温）：1600g，10min，然后收集上清液进行第二次离心，16 000g，10min，小心取上清液即为精浆。
  


  
    （2）取800μl精浆，与等体积DNA结合缓冲液和8μl蛋白酶K（20mg/ml）混合。
  


  
    （3）70℃孵育10min，加入400μl异丙醇，使用涡旋振荡器混匀。
  


  
    （4）将混合液转移到聚丙烯膜DNA纯化柱，8000g离心15s。
  


  
    （5）弃去滤过液，加入500μl洗涤缓冲液加至DNA纯化柱，8000g离心15s。
  


  
    （6）弃去滤过液，12 000g离心1min，在吸附柱膜上加入40μl洗脱缓冲液，将吸附柱放入1.5ml新收集管，12 000g离心1min，洗脱得到DNA。
  


  
    二、cfsDNA的特征
  


  
    （一）浓度
  


  
    通过紫外分光光度计对11例精液参数正常男性和9例非梗阻性无精子症患者cfsDNA进行浓度检测，发现精液参数正常男性cfsDNA浓度为1.34±0.65μg/ml，而非梗阻性无精子症患者cfsDNA浓度为2.56±1.43μg/ml。比健康人群其他体液的游离DNA浓度高得多，如血浆游离DNA（cell-free DNA，cfDNA）1.8～35ng/ml、羊水9.4ng/ml、尿液0.3～200ng/ml，非梗阻性无精子症患者cfsDNA浓度约为正常男性2倍，这可能与无精子症患者精子发生过程中生殖细胞出现明显的凋亡有关。
  


  
    （二）片段大小
  


  
    cfsDNA在1%琼脂糖凝胶上进行电泳，片段大小为180bp至15kb，有时可以看到明显的凋亡“梯子”条带的特征，其广泛的DNA分子分布范围，为男性生殖系统疾病DNA表观遗传学及传统遗传学异常的无创检测提供了保证。通过常规PCR扩增出1450bp大小sY114位点，表明cfsDNA也可以用于较大片段DNA扩增。
  


  
    （三）来源和稳定性
  


  
    对精浆低速离心后进行高速离心及过滤两种不同处理方法，比较其提取cfsDNA的含量和稳定性差异，发现cfsDNA含量无明显差异，精浆37℃孵育24h后cfsDNA含量只轻微下降。表明这些高浓度cfs-DNA与高速离心时细胞裂解及过滤无关，可能由凋亡、坏死的生殖细胞及分泌精浆的器官释放，cfsDNA电泳出现的明显凋亡条带也证实了cfsDNA部分来自于凋亡细胞；而cfsDNA 37℃孵育24h只有轻微降解，说明精浆cfsDNA稳定。
  


  （李红钢）
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    第四十章　精子动（静）态图像自动分析
  


  
    众所周知，在精液的分析中，许多指标，特别是对精子的动态特性指标的检验是极为复杂和困难的。使用常规的显微目视技术、多次曝光技术等检测手段所测得的结果大都为定性，主观性大，精确度差，对精子质量的好坏难以作出准确的判断，这将直接影响男性生育能力评估。据此，研究一种对精子进行客观分析，准确、快速及定量的检测系统就显得十分必要。它不仅对男性不育症的临床诊断十分必要，而且在其他许多方面的研究中也具有很大的实用价值。
  


  
    第一节　应用范围
  


  
    （1）用于男性不育中精子异常的诊断，能准确、客观、快速地分析出精液的质量，并打印出结果。
  


  
    （2）判断药物的治疗效果，比较用药前与用药后精液参数的改变。
  


  
    （3）用于冷冻精子库，精子复苏后评价精子的活率、存活率、前向运动能力。体外人工授精之前精液的参数分析。
  


  
    （4）在开发和研制杀精子药，男性避孕药及治疗精子质量异常的药物过程中，应用计算机辅助精液分析仪，客观判断药物的药效。
  


  
    （5）应用计算机辅助精液分析仪，开展婚前检查和男性生殖健康的普查，特别是从事接触化学毒物和放射职业的人群。
  


  
    精子数字图像自动分析检测系统不仅可以做到在临床检验中立刻测取所需要的各种参数，还可以通过录像机将图像录制下来保存原始图像，便于深入研究分析精子的特性。即使在没有本套完整系统的单位，只要有显微摄像和录像机，也可以将图像录制下来，到有此系统的单位或检验中心（设有此系统）去检测分析。总之，精子数字图像分析系统具有广泛地实用性，对于提高我国在精液检测方面的水平，推动我国计划生育，男性不育症的临床诊断及生殖医学的深入研究等工作都具有深远的意义。
  


  
    第二节　系统的检测原理
  


  
    利用微机控制下的图像卡所具有的快速抓拍功能，以实现对显微镜下精子的运动图像或静态图像进行随机连续拍摄，所获得的图像序列被暂存在图像卡和计算机存贮单元中，然后图像卡和计算机对每一幅图像分别进行识别运算，提取出图像中样品的位置参数并予以记录，再根据这些不同图像中的位置参数，求出各位置参数之间的关联关系（也就是进行关联运算），由这些关系参数求解出样品运动的轨迹，最后从这些轨迹计算出样品运动的各项参数。这就是精子动、静态自动检测的基本过程，这一过程的表示框图如图40-1所示。
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      图40-1　检查原理方框示意图
    

  


  
    第三节　硬件系统主要组成部分简介
  


  
    硬件系统主要组成见图40-2。
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      图40-2　硬件系统主要组成
    


    
      1.显微镜 2.摄像头 3.视频分配器 4.计算机 5.彩显6.彩监 7.打印机 8.图像卡
    

  


  
    （1）显微摄像系统
  


  
    它主要是由显微镜及CCD组成。它的作用是将被检测的标本信号通过显微放大由CCD随机送往微机控制下的图像板进行抓拍。
  


  
    （2）图像采集系统
  


  
    主要是由图像卡（高速）来负担，其功能是将CCD发送过来的信号进行随机抓拍、识别、预处理、贮存，并进一步将成熟的信号送到计算机进行全面加工处理。
  


  
    （3）微机处理系统
  


  
    它主要由计算机主机、高分辨力监视器、多媒体、图像板、打印机等组成。其功能是所编软件将图像卡抓拍预处理后送来的信号进行全面系统地加工处理，将所有处理好的参数由监视器显示，由打印机打印输出。
  


  
    （4）显示系统
  


  
    实际上是由计算机监视器和单配的彩色图像监视器组成，计算机监视器是负责采集过程及运算过程中的信号显示，而单配彩色图像监视器是专为病人用以观看自己病情的。
  


  
    （5）恒温系统
  


  
    是由加温和保温设备组成，加温是通过热吹风机不断地将温度适中的热风鼓入封闭保温罩内，这种室内空调式恒温方式也是本系统实用新型的特点之一，加热均匀，不受外界气流、人流和室温变化的影响，效果十分优越。
  


  
    （6）专用样品盒
  


  
    是系统中的必配器件，为确保单层取样，样品盒的深度为10cm，盖玻片也宜用0.5mm厚的。
  


  
    （7）多媒体部件
  


  
    是由光驱、声霸卡、解压卡及双音箱组成，其功能是：为医务人员进行医学数据统计和有关彩色图片的制作科教活动等。
  


  
    第四节　软件系统的构成
  


  
    实现精子自动检测除了现代的微机图像卡、显微摄像等硬件设备外，软件也是重要的组成部分。在软件系统中除考虑到所需要的模式识别和数学运算外，还考虑到临床使用的方便简单、灵活性好、适应性强的特点，软件中采用了莱单方式出现的必要的输出输入管理模块，整个软件的运行和结构框图如图40-3和图40-4示：
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      图40-3　软件系统结构图
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      图40-4　软件结构框图
    

  


  
    要特别说明的是：本软件对错误的容受力较高，多数情况下，软件对系统中出现的错误（运行错误，输入输出和系统本身的错误）能自动识别，并能自动中断程序的执行，显示错误信息，所有这些都是通过系统中的出错管理模块来实现的。
  


  
    第五节　检测程序算法简介
  


  
    （一）图像的获取与存储
  


  
    由图40-1可知本系统对精子的检测主要包括以下四部分：图像的拍摄（获取）和存储，精子的识别，关联运算和运动参数计算。其基本原理是通过一系列的有序图像来描述实际样品（指精子，下文统称样品）的运动情况，如图40-5所示（以下主要以精子为例进行详细介绍）的连续图像是表示精子由位置1运动到位置6的轨迹序列。
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      图40-5　精子运动的连续图像
    

  


  
    利用所选用彩色图像板的特有功能很方便地实现图像的连续抓拍和存储，现在很关键的是如何准确地实现对精子的识别。
  


  
    （二）精子的识别
  


  
    从迭加序列图40-5中可见，利用连续图像判断精子的运动情况，首先关键的问题是能否从图像中准确地识别出精子A和精子B，这属于计算机模式的问题，解决此问题要涉及图像的去噪声处理、图像二值化（去背景）处理、图像中精子特征的提取和匹配（模式识别）等等问题，其关系框图如图40-6所示。
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      图40-6 图像中精子特征的提取和匹配的关系框图
    

  


  
    1.局部背景的计算
  


  
    由于在精液中除了有精子外还存有杂质，加之显微光学中光路的不均性，使得所记录到的图像呈现出背景明暗不一致的现象，因此对所获取整幅图采取一个统一的阈值模式进行去背景处理就很困难，往往是某一个具体的阈值仅能实现一部分图像背景的良好分离。
  


  
    针对这一问题，我们采用了动态阈值的方法，对图像进行动态二值化处理，也就是根据局部图像内部的平均值，来计算我们所需要的阈值，使得二值化阈值随局部灰度的变化而变化，这样就可以使整个图像都能实现精子与背景的良好分离。计算局部背景平均值的方法是：将现有的800×600图像分割成8×8 或4×4像素的小块图像，对每一小块的图像计算其灰度的平均值U。
  


  
    2.二值化阈值的计算
  


  
    在一般情况下，从显微镜下所获得的精子运动图像中，精子的灰度级常常是在一定范围内发生变化的，往往是头部颜色较黑，尾部颜色较浅，头的中部颜色较浅，灰度级较高；四周颜色较深，灰度级低。此外，由于噪声的影响，精子体本身的灰度级变化也是随机的，特别是牛、马精子灰度级的变化更为不均匀。为了实现较好的二值化处理效果，我们在二值化过程中采用了双阈值方法，即采用两个阈值分别对颜色深的和颜色浅的部分进行二值化处理，且两个阈值的使用是有一定的限制关系的，如图40-7所示。这种双阈值的处理方法具有背景分离和噪声消去双重处理的功能。
  


  
    [image: ]

    
      图40-7　二值化阈值的关系图
    

  


  
    3.去噪声处理和二值化运算
  


  
    由于各种因素的干扰和对图像观测条件的限制，所获得的图像往往是信噪比很低的，其噪声的来源常常是精液中所含有的呈颗粒状的杂质，这种杂质在简单二值化运算中不随背景的分离而消除，这些噪声的存在影响了精子图像的均匀连续性，给精子的识别带来很大困难，所以我们在图像的二值化过程中引入了噪声消除处理。
  


  
    由于噪声多呈现颗粒状，与精子的尺度相比，它的尺寸一般较小，它的灰度也不像精子图像的灰度那样有明、暗的渐变性，故我们利用这些特点对图像进行去噪声处理，处理的方法是：对要处理的图像进行扫描，对每一个被扫描的像素点（k，i），检测其灰度值U（K，L）及其四周各点灰度值的大小，若满足条件：①该点的灰度值U（K，L）＜T1，②该点的灰度值U（K，L）＜T2，而且上、下、左、右四点中至少有一点的灰度值＜T1时，则该点为精子图像的像素点，否则该点不是精子图像的像素点（为背景点或噪声点）。
  


  
    经过这样的处理之后，图像中的颗粒性噪声被消除了，而精子的图像也因噪声被消除而保证了较好的均匀连续性。另外，由于双阈值法的采用，也使精子图像的轮廓有了较完整的保留。
  


  
    4.边界提取
  


  
    在图像经过二值化处理后，下一步是如何将图像中分离出的轮廓（这些轮廓有些是精子的轮廓，有些可能不是精子的轮廓）进行边界跟踪（也就是边界提取）。即通过跟踪图像中的灰度变化点得到所需要的轮廓曲线，这些轮廓曲线便是我们进行精子形状识别和精子位置参数提取的依据。
  


  
    边界提取的方法有多种，本系统中所采用的是方向链码方法，链码的方向定义如图40-8所示。
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      图40-8　轮廓曲线
    

  


  
    跟踪时采用右手摸墙准则，在跟踪过程中，设当前要查寻得到的方向为direction，而前一个方向为before-direction，对于before-direction取不同的值时，要顺序查找的方向按表40-1：
  


  
  
    表40-1　顺序查找的方向
  
[image: ]


  
    起始方向的选择与具体的扫描方式有关，由于我们所采用的是从下向上的扫描方式，故将起始方向设为before-direction=2。
  


  
    5.位置参数的计算
  


  
    图40-9是我们利用边界跟踪方式得到的精子轮廓，对这一轮廓，我们需要选择精子某一部位中的某一点来计算精子移动的位置参数。因为精子的头部，一方面代表了精子生命的关键物质所在，另一方面，精子在运动过程中头部的形状变化比尾部变化要小得多，明显得多。
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      图40-9　计算精子移动的位置参数示意图
    

  


  
    在实际工作中，位置的选择是利用求平均法得到的，也就是位置点（Cx，Cy）可通过下面两式求出：
  


  Cx=1/2（Xmax+Xmin）


  Cy=1/2（Ymax+Ymin）


  
    其中Xmax和Xmin，Ymax和Ymin分别代表了精子轮廓跟踪过程中所获得的最大和最小边界坐标值。为了保证这一位置参数能够落在精子头部的范围内，我们采取了两个措施：第一，选择合理的二值化阈值，使得图像在经过二值化处理后，精子头部的图像得到完整的保留，而尾部图像不一定全部保留，只保留接近头部附近的图像，以示和其他杂质图像的区别；第二，在实施边界跟踪时，通过计算跟踪曲线各点的曲率，而求其精子头部和尾部位置。对其尾部位置进行部分删除，对中心点的计算主要是头部边界和尾部局部边界跟踪来进行。
  


  
    6.数量的统计
  


  
    在图像完成边界跟踪之后，也就是已确定了所采集精子样本的数量，有多少条跟踪曲线，就有多少个精子样本被采集到。利用计算机强有力的累计计算功能，可很快地求出其数量的多少。但应当指出：利用摄像机（CCD）采集显微镜下的精子数与实际视场内有的精子数相比，存在一定的差异，这种差异的大小与精子的实际运动速度是相关的，这只能通过大量的实验来确定其差异的大小。
  


  
    （三）关联运算
  


  
    据前所述，精子运动的情况是通过一系列有序图像来描述的，对这一系列图像中的每一幅分别进行精子识别运算，便可得到一系列的精子位置参数组（这些参数组也是有序的），每一组参数都一一对应于有序图像序列中的每一幅精子图像，显然，在每一组位置参数之间也是存在有一定的相互关系的。如第二组中的各位置参数分别对应于第一组中各位置参数上精子的下一步位移，找到了这种对应关系，也就找到了位移曲线。所谓关联运算也正是寻找各组位置参数之间的这种对应关系的运算。
  


  
    关联运算的核心是三个基本准则：距离准则、速度准则和方向准则。
  


  
    1.距离准则
  


  
    由图40-10所示，图（1）中某一精子a的位置（参数）为A（即用参数A来记录精子a所在的位置点。在下面的论述中还会提到“位置A”，也就是由参数A所表示的那一位置点）。图（1）的相邻后续图像为图（2），其中有B1、B2和B3三个位置与图（1）中的位置A相接近，那么哪一个参数所对应的位置可能是精子a所对应的下一个位置呢？（我们称这一位置为预测位置）。
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      图40-10　精子a的预测位置
    

  


  
    根据连续拍摄过程中的图像时间间隔和精子运动速度的大致上限，在位置A的附近确定一个区域范围，例如，以位置A为中心，r为半径所划的圆形区域［如图（2）所示］，后续图像中，落在这个区域之内的位置点，如B1、B3位置点，则可能成为精子a的预测位置点，而B2位置则不是精子a的预测位置点，这种确定方式即为距离准则，它把所要处理的位置参数划分为可能预测位置点参数和非预测位置点参数两大类。如用数学表达式描述则为：
  


  
    设｛Ai|i=1，2……，I｝为某一位置参数组，｛ai|i=1，2……，I｝为所对应检测精子的集合，｛Bi|i=1，2……，J｝为参数组｛Ai｝的相后续参数组，r=拍摄时间间隔Δt×精子速度上限Vmax，r称为距离准则的判别半径。
  


  
    距离准则可描述为：
  


  
    对于｛Ai｝中的某一个元素AkKE｛1，2……，I｝，
  


  
    计算距离d=D（Ak，Bj）|j=1，2……，J
  


  
    若d＜r，则Bj为精子ai的可能预测位置点参数，
  


  
    若d＞r，则Bj为精子ai的非预测位置点参数，
  


  
    其中D（Ak，Bj）表示位置Ak与位置Bj之间的距离。
  


  
    2.速度准则
  


  
    当以判定半径r所限定的范围内出现多个可能的精子预测位置时，对每一个可能观测位置下的瞬时运动速度进行预测，取其中速度变化最小的那个可能位置为精子的预测位置，这就是速度判定准则。
  


  
    设精子a所具有的初始速度为V，对应于预测位置B1可以求出相应的瞬时速度为V=D（A，B1）/ Δt，而对应于位置B3的相应瞬时速度是V=D（A，B3）/Δt，于是精子a的观测位置B为：
  


  
    B=Bi，且BiE｛B1，B3｝，Va-Vb=min（Va-Vb，Va-Vb）。
  


  
    3.方向准则
  


  
    首先我们对精子运动的方向性做出定义，即规定精子在图像平面内运动具有16种不同的运动方向，如图40-11所示：对于每一个运动方向，我们也规定了一个数字作为该方向的值。当精子处于静止状态时，我们定义为运动方向值是“16”。
  


  
    所谓方向准则是：当根据速度准则确定了某一精子a的预测位置之后，对该预测位置下的精子运动方向值进行计算。若计算所得的方向值与精子a原有的运动方向值相比，变化在某一范围之内，则该预测位置确为精子a的预测位置，否则变化不在某一范围之内，该位置就不是精子a所预测位置。这时要根据最小距离准则对精子a的预测位置进行重新计算。用公式表示这一方向准则便是：
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      图40-11　精子在平面运动时的方向预测图
    

  


  
    设精子原有的运动方向为SA，由预测位置B所计算得到的运动方向是SB，再设定运动方向的变化阈值为ΔS，于是又有：
  


  
    若1SB-SA1≤ΔS或1（SB-SA）mod161≤ΔS成立，则位置S是所要求的预测位置，否则就不是预测位置。
  


  
    4.最小距离准则
  


  
    当采用速度准则和方向准则不能产生出精子a的确切预测位置时，我们又选择了最小距离准则作为最后确定精子预测位置的计算依据。所谓最小距离准则也即：已知精子a的位置为A，还知精子a的可能预测位置集合是：｛BL|=1，2……，L｝，对所有的L值，计算距离D（A1B1|L=1，……L），选择其中最小的一个作为精子a的预测位置。精子a的预测位置B为：B=Bi|D（A，Bi）=min［D（A7B1）］。
  


  
    作为以上准则规定的基础是：一个正常运动的精子，在没有外界因素的影响下，精子运动的瞬间速度和瞬时方向都不可能发生较大幅度的跳变，这种非跳变的特点表现为精子的运动曲线是一条平滑的曲线，如图40-12所示：
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      图40-12　精子运动曲线示意图
    

  


  
    当精子的运动受到外界影响发生碰撞时，或当精子处于不正常状态时，精子的运动速度和其方向都将发生较大幅度的变化，而这时精子运动的瞬时速度往往较小，这也是我们采用最小距离准则的原因。
  


  
    5.关联运算的流程图
  


  
    前4个问题是介绍了关联运算中的几个准则，下面将给出关联运算的流程图，如图40-13所示：
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      图40-13　关联运算流程图
    

  


  
    从流程图中可见，在利用上述几个判别准则对精子运动的关联性进行计算之后，还要对计算结果进行重叠位置检测和重叠位置消除运算。这是因为在经过速度准则和方向准则的判断之后，每一个精子都有了其相应的预测位置，而这些预测位置有可能是相同的。重叠检测和重叠位置消除运算的处理方法，如图40-14所示。
  


  
    在经过重叠检测和重叠位置消除处理之后，精子运动检测的关联性运算就结束了，接下来的就是计算精子运动的各参数指标。
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      图40-14　重叠位置检测与消除方法示意图
    

  


  
    第六节　运动参数计算
  


  
    在图40-13所示的关联运算流程图中，有一个位置参数重新排序步骤，这一排序步骤的引入，使得各位置参数组之间的对应关系表现为各参数组之间的序号对应（例如，第一组的第一号参数对应第二组的第一号参数，对应于第三组的第一号参数，...，对应于第N组的第一号参数），这使得我们可以根据位置参数和这种简单的对应关系，方便地描绘出精子运动的轨迹，计算出有关的运动参数。
  


  
    设我们已知的位置参数（经过关联运算处理后的参数）集合为｛Ai（j）｝，其中i=1，2……，N为位置参数的组号，j=1，2……J是由每组中的位置参数的个数序号，也即对应的精子的序号。显然，这位置参数集合描述了J个精子｛aj/j=1，2……，J｝的运动轨迹。由于我们已知各组位置参数之间的关系是依据序号来排列的，所以有关精子运动的一系列参数也根据序号j所确定的关系来描述。
  


  
    1.精子运动的轨迹
  


  
    将位置点Ai（j）随i的变化连接起来，就得到了所要求的精子aj的运动轨迹。显然，随j=1到j=J的变化我们可以得到J条精子运动轨迹曲线。
  


  
    2.精子运动的线速度
  


  
    精子运动的线速度定义为：
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    该线速度反映了精子运动的线位移与时间的比值。
  


  
    3.精子运动的直线速度
  


  
    精子运动的直线速度定义为：
  


  V直（j）=D（A1（j），AN（j））/［（N-1）Δt］，j=1，2，…，J


  
    该直线速度反映了精子沿某一方向前进的速度。直线速度大，表明该精子前进速度快，直线速度小，说明精子前进速度慢。
  


  
    4.精子运动线性平均速度和直线平均速度
  


  [image: ]


  
    5.精子运动线性速度方差和直线速度方差
  


  
    这里以二阶中心矩代替样本修正方差，只要其中的精子个数J为足够大即可。
  


  
    6.精子运动的活率百分比
  


  
    定义精子运动的速度阈值，当精子的运动时，则称该精子为活的。线性速度的精子个数占所检验精子总数的百分之几，即被称为是精子运动的活率百分比。
  


  
    7.精子浓度（即样本溶液的精子浓度）
  


  精子浓度=（精子总数C/所观测的样本体积V）×（稀释比d-1）


  
    第七节　检测总流程图
  


  
    [image: ]

    
      图40-15　检测总流程图
    

  


  （官黄涛　宋传琳）
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    第四十一章　生精细胞凋亡分析
  


  
    第一节　概　述
  


  
    精子发生过程中生精细胞凋亡是一连续、动态的过程。细胞凋亡（apoptosis）一词最早由澳大利亚病理学家John kerr于1972年提出，是近年来研究较多的细胞死亡方式，它是由基因控制、细胞自我消亡的过程，其最突出的特点是染色质的有控降解。精子发生是精原细胞经复杂的神经体液调节、不断增殖分化演变为成熟精子的过程，其调节机制非常复杂。近来对一系列动物模型的研究表明，凋亡在精子发生的生理、病理过程中充当了重要角色，它可能是人体清除剩余或缺陷生精细胞的正常生理过程，也可能是引起不育的病理环节，利用对生殖细胞凋亡的毒理学控制有可能研究与开发新的男性避孕药物，同样也可从凋亡的角度研究现有避孕药物的作用机制。引起男性不育的理化因素很多，这些因素是否诱导凋亡，其攻击位置是哪一阶段的细胞等问题也将有待于进一步研究。检测生殖细胞的凋亡对于不育的临床诊疗及生殖系肿瘤的治疗与预后可能具有重要意义。与体细胞相同，生精细胞凋亡的最主要特征是内源性Ca2+-Mg2+依赖的核酸内切酶活性增强，在核小体间特异性地剪切DNA，形成一系列相差100-200bp的整数倍的DNA片段。经琼脂糖凝胶电泳显示出规则的“梯”状（DNA ladder），DNA ladder是凋亡的早期特征，先于广泛核固缩和凋亡小体的出现。
  


  
    精液中的细胞，传统认为是“白细胞”，实际上大部分是生精细胞，因未进行染色分类，容易造成误诊。随着细胞凋亡学说的确立与发展，对精液中生精细胞检查和生精细胞凋亡的观察，目前已成为精液分析的一项重要指标。凋亡最初的检测手段主要是形态学上的鉴别，凋亡细胞具有特征性的核周染色质月牙形的固缩、质膜起泡、细胞器聚缩、凋亡小体形成等；为了区别凋亡与坏死，后来又逐渐在形态学的基础上辅之以检测细胞膜的通透性的变化，诸如放射性核素标记蛋白质、核酸的释放，乳酸脱氢酶（LDH）的释放，染料进入等方法；应用最多的方法是DNA琼脂糖凝胶电泳法，检测凋亡细胞断裂的寡或少核苷酸片段呈现的“梯”状结构；20世纪90年代以来，流式细胞仪被应用于凋亡细胞的检测，随着凋亡细胞体积的缩小，DNA相应减少，荧光散射也相应下降，并出现一个亚二倍体峰，越来越多的研究采用该方法，并逐渐由定性向定量发展。
  


  
    第二节　生精细胞凋亡分析方法
  


  
    生精细胞凋亡的检测方法主要包括形态学检测、琼脂糖凝胶电泳、流式细胞术（FCM）、瑞-吉染色法、DNA切口标记法和DNA末端标记法（TUNEL）等。两种原位检测手段得到广泛应用，即DNA切口标记法和TUNEL法，两者的建立都有赖于凋亡细胞中DNA裂解片段的出现，前者是用末端转移酶，而后者应用DNA聚合酶，将生物合成的核苷酸序列连接到DNA链的断裂处，标记的DNA通过免疫组化的方法转为可视。值得一提的是，DNA链断裂也可能发生于坏死和自溶的过程中，综合检测以避免假阳性是必要的。
  


  
    （一）形态学检测
  


  
    用光镜可观察到凋亡细胞体积缩小，染色质致密聚集成斑块状，细胞周围有环状带，细胞内出现凋亡小体。研究发现，热诱导大鼠生精细胞凋亡时，生精细胞内出现空泡，染色质边缘成月牙状，细胞中央呈现空白。电镜观察可见热诱导大鼠凋亡生精细胞胞质空泡化，核膜增厚，核周隙增宽，染色质浓缩附着于核边缘呈新月形图。严重者染色质固缩﹑断裂凋亡小体出现。
  


  
    （二）琼脂糖凝胶电泳
  


  
    通过观察DNA梯状电泳带或定量检测DNA片段，可测定凋亡细胞DNA在核小体连接处规律性降解形成以180～200bp为最小单位的寡聚体片段，琼脂糖凝胶电泳时呈典型的梯状带，但有研究用琼脂糖凝胶电泳检测到青年男性生精细胞DNA迁移呈圆形，老年男性凋亡生精细胞DNA迁移呈彗星状。
  


  
    （三）FCM
  


  
    可根据DNA、RNA含量分析细胞周期细胞表面标志和细胞受体，分析凋亡细胞的DNA裂解，FCM 的DNA图上呈亚二倍体核型峰特点，应用DNA染色剂穿透正常和凋亡细胞膜的能力及其与凋亡细胞DNA结合能力的不同以区分正常细胞﹑凋亡细胞，FCM还可定量检测凋亡标记蛋白的表达，吞噬凋亡细胞和未吞噬凋亡细胞的巨噬细胞群可利用带有荧光染料反应物的FCM区分。
  


  
    （四）瑞-吉染色法
  


  
    1.原理
  


  
    瑞氏染料（伊红美蓝）是由伊红和美蓝混合组成的中性盐染料，其中伊红是酸性染料，其有色基团为阴离子，美蓝是碱性染料，有色基团为阳离子。这两种有色离子可以与细胞蛋白质选择性的吸附，进而使细胞呈现不同的着色，其中胞质中的碱性蛋白与伊红结合，称嗜酸物质，胞核的核蛋白等酸性蛋白质与美蓝结合呈紫红色，称嗜碱物质。吉姆萨染料由天青、伊红组成，其染色原理和瑞氏染色基本相同。吉姆萨染色法对细胞核着色较好，结构显示更清晰，而胞质和中性颗粒则染色较差，两者混合染色可兼两者之长。
  


  
    2.试剂
  


  
    （1）瑞氏染液：
  


  
    每0.1g瑞氏染料加甲醇（AR）60ml，将瑞氏染料放在清洁干燥的研钵中，加少量甲醇，边加边磨，使染料溶解，如此反复，直至染料溶尽，置于棕色瓶中室温下保存一周后备用。
  


  
    （2）吉姆萨染液：
  


  
    吉姆萨染料0.5g，甲醇33.0ml，纯甘油33.0ml，将染料先放入甘油中水浴2h，使其溶解，加入60℃预热的甲醇，混合后置于棕色瓶中室温下一周后备用。
  


  
    （3）pH 6.4～6.8磷酸盐缓冲液
  


  
    磷酸二氢钾　 0.3g
  


  
    磷酸氢二钠　 0.2g
  


  
    蒸馏水加至　 1000ml
  


  
    3.步骤
  


  
    （1）检测对象用手淫法留取全部精液于清洁容器中，37℃恒温水浴30min，待精液液化后，1500r/min离心5min，弃去精浆，沉淀用生理盐水洗涤3次，离心涂片，晾干；用95%乙醇固定10min。
  


  
    （2）瑞氏-吉姆萨染液临用前按9∶1的比例新鲜配制。
  


  
    （3）将固定的涂片用瑞-吉染液染色30～60s，加等量磷酸盐缓冲液，染色10min。
  


  
    （4）镜检计数凋亡的生精细胞，依据以下标准判别凋亡细胞：细胞核染色质固缩，在核周聚集，呈境界分明的新月形或块状小体；胞膜皱摺或起泡（blebbing）；出现界限分明的含或不含核物质的凋亡小体。依据文献所描述的特征区分生精细胞。观察全片，计数凋亡的精母细胞（包括初级精母细胞与次级精母细胞）、精子细胞，并计算其占同类细胞的百分比。
  


  
    （五）TUNEL法
  


  
    1.原理
  


  
    DNA裂解为许多单或寡核苷酸片段是细胞凋亡的主要生化标志之一，这些离断的DNA序列可以通过末端核苷酸转移酶在其3′-OH末端结合上标记有荧光素的dNTP，然后通过荧光显微镜直接观察，或用标记有辣根过氧化物酶的抗荧光素抗体与其二次结合后和底物进行显色反应，用普通显微镜进行镜检。
  


  
    2.操作步骤
  


  
    目前已有商品化的TUNEL检测试剂盒，其检测的特异性和敏感性都很好。其操作步骤如下：
  


  
    （1）检测对象用手淫法留取全部精液于清洁容器中，37℃恒温水浴30min，待精液液化后，1500r/min离心5min，弃去精浆，沉淀用生理盐水洗涤3次，离心涂片，晾干；用95%乙醇固定10min。
  


  
    （2）将固定的涂片用3%H2O2甲醇溶液封闭30min；
  


  
    （3）用TritonX-100通透细胞；
  


  
    （4）TUNEL混合液孵育60min；
  


  
    （5）POD转换液孵育30min；
  


  
    （6）加DAB底物显色；
  


  
    （7）镜检计数细胞凋亡率：观察全片，计数凋亡的精母细胞（包括初级精母细胞与次级精母细胞）及精子细胞（DAB着色的细胞为凋亡细胞），计算其占同类细胞的百分比。
  


  
    3.结果分析
  


  
    20例正常生育男性检测结果如下：
  


  
    瑞-吉染色法： 精母细胞凋亡率（[image: ]±SD）%：1.4±0.9
  


  
    精子细胞凋亡率（[image: ]±SD）%：1.7±0.8
  


  
    TUNEL法： 精母细胞凋亡率[image: ]±SD）%：4.3±1.8
  


  
    精子细胞凋亡率（[image: ]±SD）%：4.3±2.6
  


  
    引起细胞凋亡的原因很多，细胞生存与繁殖的必要信号的缺乏可引起细胞自杀，如生长因子的缺乏等。Shetty等用抗FSH血清免疫中和大鼠FSH，检测不同阶段细胞凋亡特征性的DNA片段表明，粗线期精母细胞对缺乏FSH最为敏感，精原细胞和精子细胞也出现不同程度的细胞凋亡，免疫中和LH则发现凋亡只出现于粗线期精母细胞和精子细胞，而精原细胞不出现凋亡。Mikim等利用GnRH拮抗剂处理成年雄性小鼠，发现细线前期、粗线期的精母细胞和精子细胞出现凋亡特征的形态学指标。上述研究从不同的角度说明了凋亡在抑制精子发生的过程中充当了重要的角色，同时也用凋亡作为一项指标来说明各种激素在精子发生过程中是如何发挥作用的。Kenth等用乙基二甲基磺酸盐（EDS）通过杀伤成年老鼠Leydig细胞使精浆睾酮和睾丸内睾酮下降到不可检测的水平，生精细胞凋亡几乎涉及精子发生的各个阶段，而对处理组进行T治疗后凋亡显著受到抑制，说明T作为Leydig细胞的分泌产物，对于精子发生具有重要的作用。戈一峰等用超生理剂量的十一酸睾酮（TU）降低生育男性睾丸内睾酮的浓度，引起生精细胞的凋亡，使生精过程受阻于中晚期，即减数分裂和精子形成阶段，从而达到商学军抑制精子发生的效果。
  


  （夏欣一　戈一峰　黄宇烽）
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    第四十二章　流式细胞术在精子（精液）检查中的应用
  


  
    流式细胞术（flow cytometry，FCM）是20世纪70年代发展起来的一种可快速定量单细胞分析的高科技技术，它能在复杂的细胞群体中，逐个测定细胞大小、胞内颗粒的多少、DNA及RNA含量、细胞表面标志、细胞膜上及胞内受体、细胞蛋白质及酶的质和量等多种参数。根据这些参数将不同性质的细胞分开，以获得供生物学和医学研究用的纯细胞群体。现代流式细胞术综合了流体力学技术、激光技术、电子物理技术、光电测量技术、计算机技术、荧光化学技术及单克隆抗体技术，是多学科多领域技术进步的结晶。
  


  
    1934年，Moldavan首次报道了使悬浮的红细胞通过放置在显微镜载物台上的玻璃毛细管的细胞自动计数方法。1956年，Coulter介绍了一种利用细胞在导电溶液中，通过两个室间小孔（75～100μm）时的电阻变化（称为库尔特电阻）进行细胞计数和测定细胞体积的装置。1965年，Kamentsky采用分光光度法测定细胞中核酸的含量和细胞的大小，第一次记录并分析了多参数流式细胞测量数据。1969年，Van Dilla及其同事以氩离子激光器为光源研制了高速染色细胞的流式细胞仪，成为目前流式细胞术的基础。1974年，Arndt-Jovin用电子计算机控制仪器对细胞的分析分离过程，实现了自动化、快速化，促进了流式细胞仪的商品化。近几十年来，随着新荧光染料的不断发现以及计算机在数据存贮、显示分析等功能方面的日趋完善，流式细胞术已广泛应用于细胞生物学、免疫学、肿瘤学、血液学、遗传学、病理学及临床检验等领域。
  


  
    流式细胞术的原理是让待测的已染色细胞在特制的样品管里稳定地流动，细胞一个个依次经过50～100μm的小孔，恒速通过激光束的焦斑区时产生电信号，这些信号代表荧光、光散射、光吸收或细胞的阻抗等，信号被摄取处理后，细胞的一系列特性就被快速地、大量地测定。此外，还可根据有关的参数把指定的细胞亚群从整个细胞群中分选出来。
  


  
    第一节　基本结构
  


  
    流式细胞仪的基本结构如图42-1所示，由4大部分组成，即激光源和光学系统、流动室和液流系统、光电检测及计算机处理系统、细胞分选和自动克隆系统。
  


  
    1.激光源和光学系统
  


  
    经特异性荧光染色的细胞需要合适的光源照射激发才能发出荧光供收集检测。常用的光源有弧光灯和激光；激光器又以氩离子激光器为普遍，也有配合氪离子激光器或染料激光器。光源的选择主要根据被激发物质的激发光谱而定。为使细胞得到均匀照射，并提高分辨率，照射到细胞上的激光光斑直径应和细胞直径相近，因此需将激光光束经透镜会聚。色散棱镜用来选择激光的波长，调整反射镜的角度使调谐到所需要的波长λ，为了进一步使检测的发射荧光更强，并提高荧光讯号的信噪比，在光路中还使用了多种滤片。
  


  
    2.流动室和液流系统
  


  
    流动室和液流系统由压力氮气瓶、鞘液瓶、滤器、样品室、硅化管、流室、喷嘴、吸废瓶、真空泵及多个可调气体控制阀等构成。在氮气压力下，细胞悬液经喷嘴时形成鞘液包裹细胞的层流。调节压力可控制检测细胞的速度，细胞层流垂直而下，与激光束交汇，产生散射光和荧光。
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      图42-1　流式细胞仪基本结构
    

  


  
    3.光电检测及计算机处理系统
  


  
    光电检测及计算机处理系统由中子吸收板（吸收激光，允许散射光通过）、滤光系（阻止或允许一定波长的光通过）、光电倍增管、电子计算机、图像显示屏等组成。光电倍增管感受前向散射光（forward angle light scatter，FLS）、90°散射光（ninety degree light scatter，90°LS）、绿荧光（green fluorescent light，GFL）和红荧光（red fluorescent light，RFL）而形成参数，从光电倍增管输出的脉冲积分经计算机处理转换成图像，并计算出绝对值或相对率，也能将大容量信息贮入磁盘。
  


  
    4.细胞分选和自动克隆系统
  


  
    细胞分选和自动克隆系统由高频压电晶体、静电偏转板、收集器、细胞恒温装置、自动克隆装置等构成，可将细胞分选和自动克隆。
  


  
    第二节　工作原理
  


  
    首先，待测细胞被制成单个细胞的悬液，以保证细胞逐个通过受检。
  


  
    然后，荧光染料使细胞着染，核酸染料（吖啶橙、溴化乙啶、碘化丙啶、光辉霉素、Hoechst 33258等）可直接与DNA或/和RNA结合，结合量与DNA、RNA含量成正比；标有异硫氰酸荧光黄或藻红素的单克隆抗体（如OK7）与相应的细胞亚群结合，使该亚群细胞着染；标有荧光素的配体可与细胞受体产生等当量结合反应。
  


  
    单细胞悬液在高压氮气的驱使下进入流动室，流动室内充满鞘液，在鞘液的约束下，细胞排成单列由流动室的喷嘴喷出，成为细胞液柱，液柱与入射的激光束垂直相交，产生两种效应：①散射效应，包括前向角散射（反映细胞的直径）和90°散射（反映细胞表面状况和胞内颗粒的质和量）；②荧光辐射效应：不同类型的细胞由于结合荧光染料的质和量不同，发出波长不同。散射光和荧光的不同是鉴别不同类型细胞的根据。
  


  
    根据FLS、90°LS两个参数，可将细胞初步分群，若再作荧光染色处理，则可在物理参量相似的细胞群中，再进一步区别细胞亚群（亚型）。例如在增生活跃的肿瘤细胞群体中，处于不同增殖期的瘤细胞的核酸含量不同，对核酸染料的着染也就不同，由此显示的DNA含量的多少，可计算出处于G0和G1期（二倍体）、S期（超二倍体）、G2和M期（四倍体）或其他高倍体的肿瘤细胞比例（图42-2），从而了解该细胞群体DNA倍体和细胞动力学状况。
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      图42-2　细胞周期分布图
    

  


  
    第三节　样品制备及保存
  


  
    FCM的实验对象是单个细胞悬液，故睾丸组织必须分散为单个细胞，精液也要分散为单个细胞。下面介绍其样品的制备：
  


  
    1.培养细胞分散为单个细胞
  


  
    （1）将培养细胞中的培养液倒掉；
  


  
    （2）加入少量0.25%胰酶、过一遍瓶倒掉；
  


  
    （3）加入1～2ml 0.25%胰酶，在倒置显微镜下观察，见细胞稍变圆时，静置消化2～3min，待细胞逐渐变白，停止胰酶作用，弃去胰酶。应注意胰酶消化时间与消化温度、细胞类型及细胞生长情况有关；
  


  
    （4）加入3～4ml无Ca2+、Mg2+的磷酸盐缓冲生理盐水（PBS），用吸管反复操作，使之成为单个细胞悬液，移入离心管中；
  


  
    （5）离心，去上清液，约留0.5ml细胞悬液，用振荡器使细胞分散；
  


  
    （6）用细滴管或注射器将细胞迅速注入4℃冷乙醇中（乙醇浓度为70%），然后保存于4℃冰箱中。
  


  
    2.实体组织分散为单个细胞
  


  
    具体方法参见文献，主要步骤如下（酶消化法）：
  


  
    （1）将睾丸组织剪碎，用Hank液洗涤；
  


  
    （2）胶原酶消化（25μg/ml，33℃振荡30min）；
  


  
    （3）Hank液洗2次；
  


  
    （4）0.25%胰蛋白酶消化30min；
  


  
    （5）用60μm不锈钢网过滤；
  


  
    （6）滤过细胞悬液离心（500r/min，10min）；
  


  
    （7）Hank液洗，离心2次；
  


  
    （8）DNA酶（1U/ml）消化，洗涤；
  


  
    （9）调整细胞浓度为1×107/ml。
  


  
    将细胞悬液充分混匀，吸取0.2ml，加入5ml冰冷的含0.1%TritonX-100、0.3mol/L NaCl的0.01甘氨酸氢氧化钠缓冲液（pH10.0）。然后依次加入200g/ml的溴乙锭（ethidium bromide，EB）染液0.1ml及10mg/ml RNA酶Tris液0.2ml。混匀置于暗处4℃10min，再置于室温下5～10min，取一滴在荧光显微镜下检查，若细胞核呈明亮的橙红色荧光，即可上机分析。
  


  
    3.样品的长期保存方法
  


  
    （1）首先配制枸橼酸盐缓冲液，其配制方法为：将85.5g蔗糖、11.76g枸橼酸钠溶于800ml蒸馏水中，再加入50ml二甲亚砜（DMSO），加蒸馏水至总体积达到1000ml，将pH值调至7.6。
  


  
    （2）被保存的样品如果是单个细胞或者是实体组织针吸样品，细胞悬浮于400μl枸橼盐缓冲液中，然后置于聚丙烯管中，立即将此管浸入干冰和99%乙醇的混合物中，然后移至-80℃的冰箱中保存。
  


  
    （3）被保存的样品如果是实体组织，可直接把样品置入干燥的聚丙烯管中，快速冷冻（方法同上）。
  


  
    （4）样品分析前，将冰冻的样品块快速放入37℃的水浴中融化，以小块实体组织存贮的样品融化后，再悬浮于枸橼酸盐缓冲液中，然后可进行常规的DNA染色和FCM分析。这种方法可保存样品达1年之久，其DNA直方图分析不发生变化。因此，能进行大量的对比实验。
  


  
    第四节　数据的获取及分析
  


  
    一、数据的显示方法
  


  
    1.单参数显示
  


  
    即单参数直方图，是一维数据图用得最多的图形，可用来进行定性分析和定量分析，直方图中，横坐标表示荧光信号或散射光信号强度的相对值，其单位用“道数”（Channel）表示，“道”即多道脉冲分析器中的道，亦可看成相对荧光的单位，横坐标可以是线性的，也可以是对数的，直方图的纵坐标通常代表细胞出现的频率或相对细胞数。只能显示一个参数与细胞之间的关系是它的局限性。单参数显示的典型例子就是图42-3所示的DNA分布曲线。
  


  
    2.双参数显示
  


  
    双参数显示有多种，如散点法、透视法和轮廓法等。
  


  
    （1）散点法
  


  
    是双参数显示的最简单方法，X轴代表一个参数，Y轴代表另一个参数，以点的出现频率代表细胞数，如图42-4，从点的分布密度可区分细胞群体。
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      图42-3　DNA分布曲线
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      图42-4　散点法显示的双参数频率分布图
    

  


  
    （2）透视法
  


  
    很直观的二参数显示法，又称假三维图，两个参数组成一个平面的两根轴，细胞数为到达这个平面的距离，整个分布表现为三维立体图形，有山峰山谷，其方法是每一对X、Y坐标的细胞数以一个距平面一定高度的点来表示，凸起的程度表示细胞数多少，如图42-5，透视法立体感强、直观，被广泛应用，计算机软件可使整个透视图旋转，以利于从不同角度观察分布。
  


  
    （3）轮廓法
  


  
    就是等高线图，在二参数为坐标轴的平面上，根据实验者要求（细胞数等），找出相应于此等级的点联成线，这些线即为等高线，如图42-6。
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      图42-5　透视法显示两参数频率分布图
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      图42-6　轮廓法显示双参数分布图
    

  


  
    此外，还有三参数的四维显示法，在精子（精液）的FCM数据显示中很少用，在此不加详述。
  


  
    二、数据分析
  


  
    在来自流式细胞仪的实验数据已被接收、存储、显示的基础上，接下来的任务就是如何进行处理分析数据，即根据分布图区别细胞群体或亚群，由此得出相应的细胞特性和动力学参数。
  


  
    由于二维以上的参数能很好地反映各个细胞群体或细胞亚群的特性，从其分布图上往往易于区分，所以一般二维以上参数分布图无需特别处理。对于单参数（如DNA含量）的频率分布直方图，就需要分析。
  


  
    图42-7为正常睾丸组织FCM细胞分布直方图。直方图显示，正常睾丸组织主要由三类细胞群组成，就其DNA含量排列在相应的峰道数内，故可见如下三个峰：第一个峰为1C峰（单倍体量DNA的细胞群），包括精子细胞和精子；第二个峰为2C峰（二倍体量DNA的细胞群），包括精原细胞、次级精母细胞、支持细胞和间质细胞等；第三个峰为4C峰（四倍体量DNA的细胞群），包括细线期、粗线期、双线期的初级精母细胞和G2期的精原细胞及非生殖细胞等。如果要计算各部分所占的百分比，只要计算出3个峰下的面积即可。可在3个峰之间的两个谷分别作一垂直横坐标的直线。3个峰各由直线为界，逐道计算峰下的细胞数，并将其与总细胞数相对，则可分别得出每个峰所占的百分数。这种定量分析方法中，既没有使用任何数学模型，也没有引入任何变量，所以称为非参数定量分析法。
  


  
    当变异系数（CV）增大时，非参数分析法因误差过大，显然不能满足要求，必须用计算机拟合的参数分析法。现常用的有二阶多项式拟合法和多正态拟合法，已有相应的软件。
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      图42-7　正常睾丸组织FCM细胞分布直方图
    

  


  
    三、精子（精液）检查中的应用
  


  
    精液检查和睾丸活检，是临床判断男性生育能力的重要依据。FCM为客观地评价男性生育力提供了有利的条件。FCM在男科学研究中应用，把定性的描述过渡到定量研究，可进行数据统计，使实验结果的科学性大大提高，同时可采用穿刺的方法获取样本，并在必要时可多次穿刺，而不必睾丸组织活检，减少患者痛苦；在动物实验中，可不必杀死动物而行睾丸切片，故FCM在男性生殖生物学及男性计划生育研究中有其重要的应用前景。
  


  
    1.精子细胞增殖周期定量分析
  


  
    测定单个细胞内DNA含量是FCM最早、最普遍的用途，细胞成熟程度与DNA含量密切相关。精子发生过程可分为三个阶段：①精原细胞增殖时期：在增殖过程中，通过精原细胞的分裂和分化，由精原细胞产生初级精母细胞。②精母细胞成熟分裂时期：包括初级精母细胞和次级精母细胞的两次成熟分裂，即初级精母细胞经过一次DNA复制继而进行了两次细胞分裂，结果染色体数减少一半。③精子形成时期：由圆形精子细胞变形成为蝌蚪状的精子，在前减数分裂间期的DNA复制，初级精母细胞含有四倍体量的DNA（4C）。经过第一次成熟分裂得到的两个次级精母细胞虽然染色体的数目减半，但由于每条染色体是由两条染色单体组成的，因而其DNA含量与精原细胞相同，为二倍体量的DNA（2C）。次级精母细胞经过第二次成熟分裂所形成的精子细胞，其每条染色体仅为一条染色体单体，DNA含量相当于初级精母细胞DNA含量的1/4（1C）。由计算机程控可按每个精子发生阶段的DNA含量绘制出DNA图形，并计算出各周期时相细胞的相对数量（G0/G1、S、G2+M%）以及各时相细胞的时间（TG1、TS、TG2、TM）或细胞周期时间（TC），故FCM可获得精液或睾丸组织中各类细胞相对比例的精确数据及精子形态学等指标，对精子发生障碍的性质和程度作出客观、精确的评价，在男性不育研究中，尤其是少精子症和无精子症的诊断疗效评价和预后估测，使用FCM具有明显优点。
  


  
    2.检测生精细胞凋亡
  


  
    细胞凋亡是多细胞有机体为调控机体发育、维护内环境稳定、由基因控制的细胞主动死亡过程。研究表明细胞凋亡的失控与许多疾病相关，包括男性不育症。生精细胞凋亡的检测有透射电镜观察法、末端脱氧核苷酸转移酶（TdT）介导的脱氧核苷酸原位末端标记法（TUNEL）等方法。但这些方法操作繁琐、费时、主观性大，不宜常规使用。细胞发生凋亡时，会出现许多特征性的变化，如细胞核的改变和细胞膜成分的改变等，因此根据凋亡的这些特征采用不同的荧光染色方法结合FCM就能检测出精子凋亡情况。FCM检测细胞凋亡有其他方法不可比拟的优越性，既可定性又可定量，且具有快速、简单、客观、可靠等优点。
  


  
    3.检测精子质膜完整性
  


  
    精子的质膜组分对于精子质量有非常重要的作用。精子的质膜完整性是精子存活的基本条件之一，也是检测精液质量的重要指标之一。精子质膜维持和调节胞内成分，质膜破损会导致精子内环境失衡，最终导致精子死亡。碘化丙啶（PI）、溴乙锭（EB）、Hoechst 33258是用于死精子质膜特异性检测的荧光染料，其中PI最常用。它们是膜不通透性的DNA探针，只有质膜破损的精子才能允许染料进入细胞与DNA结合。检测活精子特异性的荧光染料有SYBR-14/羧基荧光素双醋酸盐（CFDA）、羟基二甲基荧光素双醋酸盐（CDMFDA）等，它们是膜通透性的染料，能进入质膜完整的精子。用SYBR-14/PI检测哺乳动物精子，用FCM进行定量分析，活精子被SYBR-14染成绿色，死精子被PI染成红色；同时染上两种荧光的双阳性精子表示正处于由活到死的过渡状态。
  


  
    4.检测抗精子抗体
  


  
    免疫珠试验（IBT）检出抗精子抗体为当前的标准试验法，但费时且有些主观。FCM为检测抗精子抗体提供了快速而极高的检出率，且具有高度敏感性和特异性，克服IBT的缺点。流式细胞计数的主要优点是对所给标本能以1000细胞/s速度分析10 000精子。相比IBT取决于人的视觉评分系统，总共仅检测100个可活动精子。
  


  
    5.检测人精子顶体结构及预测生育力
  


  
    运用流式细胞仪及人精子顶体特异性标记物结合异硫氰酸荧光素的花生凝集素检测精子顶体结构的完整性。表明人精子顶体结构的完整性与精子正常形态百分率、存活率、前向运动百分率正相关，而不育组精子在体外诱导发生顶体反应的能力明显低于生育组。故流式细胞仪能用于预测生育力。
  


  
    6.检测精子线粒体功能
  


  
    线粒体是精子的能量供应中心，其功能状态直接影响精子的活动力。用罗丹明（Rh123）和PI双染结合FCM可以检测精子线粒体功能，此方法具有快速、敏感度高的优点，改变以往检测线粒体功能的方法局限于对固定细胞的观察。Rh123是一种花青苷样荧光染料，呈绿色荧光，对线粒体有特异亲和性，正常生理条件pH时Rh123带正电荷，线粒体功能良好时，代谢旺盛，产生的能量多，把质子泵到线粒体内膜外，使线粒体膜上产生较高的跨膜负电荷，吸引并结合Rh123，通过FCM检测精子可分3群：PI（+） Rh123（-）为死精子；PI（-）Rh123（+）为线粒体功能良好的精子；PI（-）Rh123（-）为线粒体功能丧失的活精子。其绿色荧光越强，说明线粒体功能越好，精子活动力越强；反之精子活动力弱甚至缺乏。有学者还通过此方法研究一些药物（如米非司酮）对精子线粒体功能的影响。
  


  
    7.检测精子染色质缩合度
  


  
    精子染色质结构的稳定性对于精卵的正常结合及受精卵的发育均很重要。精子发生和成熟过程中，染色体呈减数分裂，核内染色质高度缩合，其缩合程度与精子成熟度有关。精子DNA与精核蛋白结合以平行线状排列的方式包装成很致密的体积而不发生超螺旋，核基质和核小体以特异的机制将致密的DNA组织起来，这对精子的正常功能有重要意义，不仅可以将致密的遗传信息导入卵子中，而且可进入胚胎遗传给下一代。用FCM结合DNA荧光染料（如PI）可以间接反映出精子染色质缩合度，从而反映精子的成熟度，判断其生育能力。随着精子病理程度增加，染色质缩合度降低，PI与DNA结合量增加，有研究表明弱畸精子症组DNA荧光值较正常生育组显著增高，且DNA荧光值与精子正常形态百分率负相关，提示精子形态与其染色质缩合程度存在密切关系。
  


  
    8.精子染色体核型分析
  


  
    FCM检测速度可达每秒108染色体。这种分析技术能快速分析染色体核型和分类收集不同类型的染色体，供进一步的专门研究。精子染色体结构异常，导致男性生育力下降。研究表明，染色体结构异常的精子较结构正常的精子耐高温的能力差，当加热至100℃持续5min，即出现部分结构异常的染色体双螺旋结构破坏现象，此时，用吖啶橙染色单链DNA呈红色荧光，双链DNA为绿色荧光，利用红色荧光与总荧光之比，流式细胞仪可反映不稳定染色体链的情况。另外，FCM进行细胞遗传学研究的另一特殊功能是用分类器可以纯化单一染色体型号。精子细胞有22条常染色体和1条性染色体，而性染色体可为X染色体或Y染色体，故精子细胞有X精子和Y精子两类，而X精子和Y精子的DNA含量不同。据此，FCM可描绘出不同的峰型，峰的面积代表这种类型染色体的丰度，从而可检出X、Y精子的比例。FCM还可用分类器收集纯化单一的X精子或Y精子。故FCM可应用于男科学遗传方面的研究。
  


  （刘卓　梁培育　刘继红）
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    第四十三章　人类精子制备技术
  


  
    第一节　精子制备概述
  


  
    在很多情况下，需要将精子从精浆中分离出来，用于精子功能检测、治疗性授精和辅助生育技术（ART）等。用于精子功能检测时，在精液射出后1h内将精子从精浆中分离出来尤显重要，可减少精浆中非精子成分对精子的损害。
  


  
    虽然精浆有助于精子穿透宫颈黏液，但在应用宫腔内人工授精（IUI）或体外受精（IVF）等辅助生殖技术时，精浆中某些成分（如前列腺素、锌）却阻碍妊娠。因此将人精子从精液中分离出来，最终制备成含高比例形态正常的活动精子且没有碎片及死精子的精子悬液，对临床很重要。精子优选技术的种类很多，各有优缺点，如精子上游法，精子下游法，玻璃纤维滤过法，Percoll密度梯度分离法，PureSperm密度梯度分离法等。
  


  
    第二节　精子制备常用方法
  


  
    一、上游法
  


  
    上游法主要利用活动精子的游动能力，即能游过液体界面进入不同的培养液，从而与死精子、活动力差的精子、凝集精子、畸形精子、红、白细胞及其他有害成分及杂质自行分离，由于纯物理作用而使精子重新分布，故理论上不影响精子的生物学特性。适用于精液常规大致正常的精液标本，特点是回收到的精子活动率明显提高，正常形态精子百分率增加，缺点是精子的回收率低，精子密度低和活动力差的标本不适用。
  


  
    1.直接上游法
  


  
    （1）充分混匀精液样本。
  


  
    （2）在10ml的圆底试管中吸取2ml的培养液，然后将约1.5ml液化后的精液小心地加到试管底部，注意培养液与精液之间有一界面，加精液时应小心不要扰乱这个界面。
  


  
    （3）试管静置于室温下10～120min。
  


  
    （4）吸取含活动精子的上层培养液，离心200g×5min。
  


  
    （5）弃上清液，再加入2ml培养液，离心200g×5min。
  


  
    （6）弃上清液，留沉淀待用。
  


  
    直接上游法可收集90%以上的高活动率精子，同时对形态正常的精子也起到筛选作用。有资料表明，直接上游90min后能平均减少41%的形态异常精子，也有研究表明上游90min后培养液中的精子密度不会再提高，一般65min左右密度达到峰值。形态异常精子的比例是随着上游时间的增加而增加的，在精子密度达到最佳后还会继续上升，因此时间延长能使形态异常的低活力精子也上游到顶端，上游时间应根据精液的参数而适当调整。
  


  
    2.沉淀上游法
  


  
    （1）将1ml精液与3ml培养液混匀，对于精液黏度过大的用吸管或针头反复吹打。以400g离心10min。
  


  
    （2）弃上清液，加入2ml培养液，将沉淀物——精子充分混匀后，300g离心5～8min。
  


  
    （3）尽量弃去上清液，用吸管吸取0.5～0.75ml培养液，小心加入到沉淀的表面，避免搅动培养液与沉淀的界面。
  


  
    （4）将试管倾斜45°角，置于37℃5%CO2培养箱内孵育30min。对于活动力非常强的高质量精子，放置10min即能上游，而活动力差的精子，可延长培养时间达1h。
  


  
    （5）小心吸取云雾状上清液，置于另一无菌试管中。
  


  
    （6）精子计数，置于37℃5%CO2培养箱备用。
  


  
    沉淀上游法是ART程序中最常用的方法，最早由Lopata等提出。下列患者的精液一般采用沉淀上游法：因抗精子抗体而将精液收集在含血清培养液者，逆行射精者，精液黏度过大者，精液体积较少者。
  


  
    Gabril及Sapienza等报道，应用上游法处理正常精液，可使精子的活动力增加29%～32%，形态正常精子增加20%～24%，但精子数量减少了80%～88%；而对少、弱、畸精子症者，活动率增加35%～42%，形态正常精子增加25%～28%，但精子数量减少了90%～93%。所以，目前均主张对精液正常者应用上游法，而对精液严重异常者使用Percoll密度梯度离心法能得到更好的效果。
  


  
    二、精子下游法
  


  
    （1）将1.0ml灭活血清置于试管底部。
  


  
    （2）将0.5～1.0ml洗涤过的精子悬液轻轻置于血清上，使形成界面。
  


  
    （3）在37℃中孵育10min。
  


  
    （4）用一细长吸管插入试管底部，吸取包含活动精子的大部分血清备用。
  


  
    上游法要克服重力向上游动，因而回收率低，而下游法由于避免了这一缺点，因而提高了精子的回收率。
  


  
    三、密度梯度离心法
  


  
    密度梯度离心法的原理是正常精子与畸形精子、不活动精子及精液中的其他细胞成分在运动能力、运动轨迹和浮力密度等方面出现差异，在密度梯度溶液柱中运行的能力也有差异，离心后，精液中的各种成分在密度梯度溶液柱中达到平衡，停留在各自的等浮力密度点上，从而达到分类正常精子。不连续密度梯度离心法是目前较常用的方法，即在离心前不同密度的溶液分层制成不连续密度梯度溶液柱。Aitken等认为不连续密度梯度离心可回收高质量的精子，浮力密度在一定程度上能保护精子免受离心力的损伤。
  


  
    现已证实，与上游法比较，密度梯度离心法能回收更多的形态正常的精子，并明显增加精子的活力和体外生存能力。尤其是对于精液严重异常者（少、弱、畸精子症等），更能体现其较高回收率的优越性。
  


  
    1.Percoll密度梯度离心法
  


  
    Percoll是一种用聚乙烯吡咯烷酮包被胶体硅形成的介质，具有分离活动精子的作用。使用的方法有单层或多层由不同密度Percoll液组成，后者又可分为连续或不连续Percoll密度梯度离心。
  


  
    单层法多是用20%Percoll 4ml置于试管底部，然后将液化后的精液加在其上，离心30min后活动力强的精子穿过整个Percoll介质，沉积于试管底部，而活动力差的、死精子、畸形精子及精浆、有害细胞成分和杂质则被留在Percoll液面及其中，小心收集试管底部液体，即可得到活力及形态均好的精子。此法因不能很好地分离活力及形态较差的精子，现已较少用。
  


  
    多层法就是应用不同密度梯度的Percoll（25%～80%）各1ml，放入一无菌无毒的16mm×125mm试管中，密度最大者放入试管底部，向上依次递减，表面密度最小，这样就形成了不连续的Percoll密度梯度，将液化后的精液放在最低密度层的上方，在离心后，试管最底部的部分即为所需的活动力强的精子。多层法可分为2、4、8、12层法。经过多年的临床应用，发现应用简化的二层45%及90%的Percoll密度梯度，可获得与其他多层法相同的结果，所以，现在应用最普遍的是45%及90%的二层Percoll密度梯度离心法。
  


  
    操作步骤与PureSperm梯度离心法相同。
  


  
    为了了解Percoll所含成分可能对精子生物学功能产生的有害影响，F.Sapienza等对动物精子及人类IVF-ET过程中的精子处理方法进行研究发现，与上游法比较，应用Percoll密度梯度离心法的精子回收率明显增高，而两种方法在精子的活动率、顶体反应率及SPA阳性率方面均无显著差异，而且，其体外受精率明显增高，特别是在精液质量差时更显著（46.7%对11.6%）。Collue等进一步研究发现，经Percoll处理过的精子含有更多的核蛋白P2（精核蛋白），因此更容易在卵细胞内浓缩，所以具有更高的受精能力。
  


  
    1996年以后，国外IVF中心已不再在临床应用Percoll处理精液，因为Percoll有以下缺点：①Percoll含有较高量的内毒素；②用Percoll处理过的精液标本，用电子显微镜观察，发现在精子表面黏附了胶体硅微颗粒，他们在精子接触的组织中会引发炎症反应。
  


  
    2.PureSperm密度梯度离心
  


  
    PureSperm是一种用HEPES缓冲的亲水性硅烷包裹的氧化硅胶体溶液，用两层密度梯度离心法能有效的将活动精子与死精子、白细胞及其他精液中的混杂成分分离。PureSperm是一种新产品，它的最大特点是毒性低，而且试剂配制、洗涤操作也较简便。市售的有已配置好的PureSperm“上层液态”（40%）与“下层液态”（80%），可方便直接制成两层密度梯度，也有原液与稀释液出售，用来配制40%与80%密度的液体。
  


  
    具体步骤
  


  
    （1）取2mL 80%PureSperm液加入到一支15mL离心管底部，再沿管壁缓慢加入2mL 40%Pure-Sperm液，注意勿混合，两液体间应有清晰的界面；
  


  
    （2）在两液体表面缓慢加入已液化的精液2ml，注意也应保持其与40%PureSperm液之间的界面清楚；
  


  
    （3）室温下，以300g离心20min；
  


  
    （4）去上清液，将沉淀吸到另一支含5ml培养液的试管中，充分混匀，再次以200g离心10min；
  


  
    （5）弃上清液，再加入培养液，将精子浓度调至1×105～3×105/mL，置37℃5%CO2培养箱内备用。
  


  
    四、玻璃纤维过滤法
  


  
    玻璃纤维具有滤过作用，精液以一定的速率通过时，可以清除精液中的不活动的精子、其他细胞及杂质，特别是对黏滞性较大的标本，可除去大量的凝集精子，增加精子的活动率。玻璃纤维过滤法是用一个5英寸长的Pasteur吸管，管内填入一定数量的玻璃纤维丝，填入的玻璃纤维应松紧适当，若太紧，即使活动力再好的精子也不能通过，而太松，则不能阻挡精液中的死精子、细胞碎屑、细菌、白细胞及其他微生物等。将玻璃纤维丝填满后，用培养液反复冲洗滤过，直到滤过液中无玻璃纤维碎屑存在，然后将Pasteur吸管垂直固定于试管架上，将液化后的精液加在玻璃纤维柱的顶端，其下面用一个无菌无毒的玻璃容器收集滤出的精液。在收集到的精液中，虽然损失了相当多的精子，特别是质量较差的精子，但其几乎保留了所有的活动精子，因此，显著提高活动精子、前向活动精子及有完整功能性膜的精子的百分率，尤其对精液质量较差的标本效果更佳。
  


  
    多数学者认为，通过此法收集到的精子，较其他方法更能有效地除去非活动及形态异常的精子，且回收率较高。但也有人发现，虽然其精子的回收率高，但精子的直线运动速度低于上游法，可能与本方法引起精子的超微结构损害有关。因此，本方法在临床上应用较少。
  


  
    五、血清白蛋白过滤法
  


  
    利用不同浓度的人或牛血清白蛋白对精液产生滤过作用的原理，来分离优选精子的方法。本法不仅可以用来选择高质量的精子，还可以用来有目的地选择性地分离含X或Y染色体的精子，对防治与性别有关的遗传性疾病具有较重要的意义。
  


  
    通常使用的方法是将精液和缓冲液按一定比例混合后放在7.5%到10%的血清白蛋白分离柱上方，经过一定时间后，从下面收集穿过分离柱的精子，再放置到另一含两层血清白蛋白的分离柱上方。第二分离柱的白蛋白浓度通常是上层为7%～10%，底层为17%～20%。经过一定时间过滤，从底部收集穿透到底层的精子。文献报道，通过此法可以回收20%～30%的活动精子，但精子的数量明显减少，而且，对于精液质量较差者，效果更明显。
  


  
    至于对性别的选择，目前尚无肯定的结论。有人报道，运用白蛋白过滤方法行人工授精，在选择男性的病例中，有72%为男婴，28%为女婴，在选择女性的病例中，女婴占69%，男婴占31%。因此，认为通过白蛋白过滤分离的精子能影响出生婴儿的性别比例。但另有人应用染色体探针和荧光原位杂交技术，对白蛋白过滤法分离的精子进行分析，发现通过白蛋白过滤并不能增加Y染色体精子的数量。由此可知，运用此法能否有效、有目的地分离X或Y染色体精子尚有待进一步证实。
  


  
    总之，人类精子优选技术的具体方法较多，各有优缺点，但应用最多的还是上游法及密度梯度离心法。临床上究竟如何选择尚无统一标准，应根据各生殖中心的具体条件和习惯、患者的精液检查结果及所优选精子的用途等综合考虑。
  


  
    第三节　HIV感染患者的精子制备
  


  
    如果精液中有人类免疫缺陷病毒（HIV），在精浆和非精子细胞里可发现病毒RNA和前病毒DNA。HIV由于HIV受体（CD4，CCR5，CXCR4）只在非精子细胞表达，所以密度梯度离心法后再使用上游法来制备精子，被推荐为防止未干扰的女性配偶受到感染的一种措施。这种方法是通过密度梯度离心法去除病毒感染的非精子细胞和精浆（位于密度梯度液的上清液中），再用上游法获得无HIV感染的活动精子（位于密度梯度液的沉淀中）。制备好的精子标本再在使用前，应用反转录聚合酶链式反应（RT-PCR）进行检测，确认无HIV后才能用ART。虽然到目前为止，结果让人振奋，但是，还没有足够的证据显示通过精子制备可完全消除HIV感染的风险。
  


  
    注意此种技术只能在安全设施里进行，以最大限度地降低无HIV感染的标本受到交叉污染的风险。
  


  
    第四节　逆行射精患者精子制备
  


  
    一些男性射精时精液进入膀胱，导致无精子症或无明显射出物。这种情况可以通过射精后，检查尿液中有无精子来证实。假如不可能进行药物治疗或者治疗不成功，可以从尿液中回收精子。摄入碳酸氢钠碱化尿液，可使进入尿液中的精子保持活力的机会增加。
  


  
    收集逆行射精精液的程序如下：
  


  
    （1）向病人仔细的解释整个过程，取得他的合作理解；
  


  
    （2）在试验前一晚的9点，要他将4g NaHCO3放入杯中，混匀后服下；
  


  
    （3）在取样前1h，必须再饮一杯含NaHCO3的水并且再多饮1～2杯水；
  


  
    （4）在射精前排尿（即小便后立即射精）；
  


  
    （5）射精后，将小便排入一含有5%血清的HEPES-HTF液的容器内；
  


  
    （6）射出的精液和尿液都应进行分析。
  


  
    由于尿液体积大，需要离心浓缩标本，500g离心8min。浓缩后的逆行射精标本和前向射精的精液，都能用密度梯度离心法得到有效的处理。
  


  
    第五节　睾丸和附睾精子的获取及制备
  


  
    梗阻性无精子症患者可以通过附睾抽吸或睾丸活检的方法获得精子。睾丸活检可以得到各级生精细胞和成熟精子，用于胞浆内单精子注射。从睾丸组织和附睾中获取的精子需要经过特殊的处理。
  


  
    1.附睾穿刺取精的适应证
  


  
    （1）梗阻性无精子症：
  


  
    如先天性输精管缺如、输精管结扎术后及生殖道炎症、阻塞性无精子症等。
  


  
    （2）某些睾丸性无精子症：
  


  
    如精索静脉曲张、睾丸炎、隐睾及其他原因导致睾丸生精功能低下或生精细胞剥离而精液常规检查未见精子，单侧睾丸活检仍可见曲细精管内有成熟精子。
  


  
    （3）某些特发性无精子症：
  


  
    应进一步追踪原因来分别对待。
  


  
    附睾穿刺取精相对而言能获得较多的精子用于治疗目的。附睾穿刺所获得样本中红细胞和非精子细胞的污染通常极少，活动精子的分离和优选相对简单。如果穿刺获得了大量的附睾精子，密度梯度离心法是一种有效的精子制备手段，但如果精子数目较少，则进行简单洗涤。
  


  
    2.睾丸活检的适应证
  


  
    （1）无精子症患者，需了解是否由睾丸输出管道梗阻、生精功能低下、生精阻滞或支持细胞综合征所致。
  


  
    （2）隐睾或一侧睾丸胚胎癌，需了解对侧是否存在原位癌。
  


  
    （3）附睾取精失败者，通过睾丸活检取得精子或生精细胞。
  


  
    睾丸精子可用开放式活检或经皮穿刺活检来获取。睾丸精液标本不可避免带有非生殖细胞和大量红细胞，因此需要额外的措施分离获得洁净的精子。
  


  
    3.睾丸精子制备
  


  
    为了分离附着在精曲精管上的长形精子细胞（睾丸精子），需要采用酶学或机械方法。由于精子数目少，活力差，睾丸精子制备只能用于ICSI。
  


  
    （1）酶学方法
  


  
    1）将睾丸组织与胶原酶孵育（如每ml培养液含0.8mg的1A型溶组织梭菌）37℃，1.5～2h，每30min蜗旋振荡一次。
  


  
    2）以100g离心10min，然后检查精子沉淀团。
  


  
    （2）机械方法
  


  
    1）用玻璃盖片将睾丸组织在培养液里压碎，直到产生离散的组织匀浆。
  


  
    2）也可将细注射针头折弯成与培养皿底部平行的样子，从曲细精管剥离细胞。
  


  
    （3）处理精子悬液用于ICSI
  


  
    1）加入1.5ml培养液洗涤精子标本。
  


  
    2）以300g离心8～10min。
  


  
    3）弃去精子沉淀团上大部分上清液，用0.5ml培养液重新悬浮精子沉淀团。
  


  
    4）评估精子的活力和数目，当标本的精子数目很少时，需用更少的培养液重悬精子。
  


  
    5）在培养皿中做一个5～10μl的培养液滴。
  


  
    6）用CO2预平衡过的矿物油覆盖。
  


  
    7）在培养液中加入5～10μl的精子悬液。
  


  
    8）用ICSI吸管小心吸取培养液和矿物油交界面上的活动精子。
  


  
    9）转移精子到一种黏稠的液滴中，如PVP〔7%～10%（100g/L）〕。
  


  （官黄涛）
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    第四十四章　人类X和Y精子的分离
  


  
    第一节　概　述
  


  
    在正常生育男性的睾丸中存在着两种配子——含有X染色体的X精子和含有Y染色体的Y精子，而正常生育女性的卵巢中只有一种配子——携带有X染色体的卵子。当来自父方的X精子和来自母方的含X染色体的卵子结合后，产生的后代则为女性（46，XX）；而当来自父方的Y精子和来自母方的含X染色体的卵子结合后，产生的后代则为男性（46，XY）。
  


  
    目前大约有400余种遗传病是属于X伴性遗传病，他们是由母亲携带者将含有致病基因的X染色体传给后代男婴而表现出来，如地中海贫血、血友病、葡萄糖6磷酸脱氢酶缺乏症、视网膜色素变性等疾病。这类疾病严重危害着人类生殖健康，影响人口素质，增加社会和家庭的负担。通过精子分离技术，选择X精子用于人工授精或IVF-ET等途径，是预防此类疾病的有效方法。此外X、Y精子的分离在畜牧养殖业和珍稀动物后代延续等方面也具有重要意义。
  


  
    因而，对于性别选择和X、Y精子的分离已成为目前生殖医学的一个重要研究方向。事实上，早在人类有记载的史料中，就有着不同的性别选择理论和实践。这些观点包括：公元前5世纪的古希腊哲学家认为，在子宫右侧孕育的婴儿为男孩，在子宫左侧孕育的婴儿为女孩，因而如果想要一个男（女）孩，则女性在性交时身体要侧向右（左）侧；亚里士多德则认为一个婴儿的性别由性活动中精力充沛的一方决定；另外有些人认为性交时头朝北（或南）有助于生男孩（或女孩）；在中世纪还有一种说法，即对一个希望做母亲的女性，如果在月圆之夜于做爱前喝一杯掺有狮子血的酒，将会生一个男孩；在18世纪，一些人迷信于“右睾丸精子主要产生男婴，左睾丸精子主要产生女婴”的理论，为了能得到所想要性别的婴儿，不惜采取摘除一个睾丸的冒险行为……。进入20世纪后，随着医学的迅猛发展，人类对性别选择也有了科学的认识，尤其是人工授精等技术的应用，使得通过体外分离X、Y精子来获得所需性别成为可能。在过去几十年中，人们一直试图通过一些公认的存在于X、Y精子方面的差异来分离这两种精子，如精子膜表面电荷，精子核和头部的形态学差异，对pH值的敏感性，Y精子中独特的乳酸脱氢酶和H-Y抗原，以及精子浓度，泳动速度，运动特性，DNA含量方面的差异。同时，伴随着20世纪60年代末喹吖因荧光染色识别Y精子，以及现在采用的流式细胞仪、PCR以及荧光原位杂交技术鉴别X、Y精子的运用，使得X、Y精子的分离技术又得到进一步发展。
  


  
    第二节　改良上游法
  


  
    （一）原理
  


  
    Y精子在培养液中的泳动速度比X精子快，其密度也比X精子低，在上游液中停留时间比X精子长，故可在上游液中得到更多的Y精子。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    （1）Ham F10液；
  


  
    （2）1.5ml微量离心管。
  


  
    （三）方法
  


  
    （1）一份新鲜的液化精液用等量Ham F10液混匀，取0.5ml混和液加入消毒无菌的1.5ml微量离心管中，在混和液上层再加0.5ml Ham F10液，500g离心5min后，置37℃5%CO2培养箱中孵育1h；
  


  
    （2）吸取上层液体，用Ham F10液1∶1稀释离心5min，弃上清液；沉淀用1.0ml Ham F10液悬浮，再离心，弃上清液；
  


  
    （3）最后沉淀用0.2ml Ham F10液悬浮行IUI或用0.5ml Ham F10液悬浮行ICI。
  


  
    （四）结果与讨论
  


  
    Rawlins等用改良上游法获得的精子行IVF，男婴出生率为90.9%，Check等采用该法行人工授精得到88.5%的男婴出生率；而Wang等研究则认为上游法并没有改变X、Y精子的比例。
  


  
    第三节　白蛋白柱分离法
  


  
    （一）原理
  


  
    X和Y精子在白蛋白溶液中泳动速度不等，其中Y精子泳动速度更快，穿透黏稠的白蛋白溶液的能力更强，故可在较高浓度的白蛋白液层中获得更多的Y精子。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    （1）Tyrode液；
  


  
    （2）不同浓度的白蛋白溶液（由Tyrode液稀释人血清白蛋白粉剂而获得）；
  


  
    （3）14ml离心管；
  


  
    （4）试管。
  


  
    （三）方法
  


  
    1.两层白蛋白柱法
  


  
    （1）新鲜的液化精液与Tyrode液按1∶1比例混匀，700g离心10min，沉淀用Tyrode液调成精子浓度为60×106/ml的悬液；
  


  
    （2）在数支消毒无菌的8mm×75mm试管中，自下而上缓慢加入20%和10%的白蛋白溶液各0.5ml 和1.0ml，形成两层白蛋白柱，将上步制备的精子悬液分成0.5ml一份，分别加入白蛋白柱上层，使试管中可见分界清晰的三层液体；
  


  
    （3）室温下孵育60min后，小心移去最上层的精子悬液层，再孵育30min，移去10%白蛋白层，剩下的20%白蛋白层700g离心15min，最后的精子沉淀用Tyrode液调精子浓度为20×106/ml。
  


  
    2.三层白蛋白柱法
  


  
    （1）新鲜的液化精液与Tyrode液按1∶1比例混匀，300g离心10min，沉淀用Tyrode液调成精子浓度为30×106/ml的悬液；
  


  
    （2）将上述精子悬液分成0.5ml一份，分别加到试管中的1.0ml 7.5%白蛋白层上，室温孵育60min，7.5%白蛋白层被吸出，300g离心10min，沉淀用0.5ml Tyrode液悬浮；
  


  
    （3）在另一支试管中，自下而上缓慢加入20%和12.5%白蛋白溶液各0.5ml和1.0ml，形成白蛋白柱层，将上步的0.5ml精子悬液加到白蛋白柱层上；
  


  
    （4）室温下孵育1.5h后，吸出20%白蛋白层，用Tyrode液1∶1稀释后，300g离心10min，最后精子沉淀用Tyrodes液调精子浓度为20×106/ml。
  


  
    （四）结果与讨论
  


  
    Ericsson等采用白蛋白柱分离法获得Y精子含量高达85%，Quinlivan等采用该法Y精子含量平均达74%，而Beernink等采用该法获得的精子行人工授精，男婴出生率为79%；Wang等采用该法获得的Y精子有统计学意义上的增加，但并非如上述结果那么明显。而Brandriff等则发现白蛋白法处理后Y精子未见变化，反而是X精子有轻微增加。
  


  
    第四节　电 泳 法
  


  
    （一）原理
  


  
    正常人精子膜表面含有的大量唾液酸使精子都带有负电荷，其中X和Y精子表面负电荷含量不等，这样在电场作用下可将X和Y精子分离。
  


  
    （二）试剂和器材
  


  
    （1）Hank液（含10mmol/L HEPES，pH 7.4）；
  


  
    （2）电泳池缓冲液：10mmol/L HEPES+30mmol/L NaCl+0.25mol/L蔗糖+1.0mg/ml白蛋白，pH 为7.4，渗透压为350mOsm/kg；
  


  
    （3）电极缓冲液：100mmol/L HEPES+80mmol/L NaCl，pH为7.4，渗透压为295mOsm/kg，传导性为9700μS/cm；
  


  
    （4）ACE710型FreeFlow电泳仪。
  


  
    （三）方法
  


  
    （1）液化精液用Hank液2倍稀释，150g离心15min，上清液一半被弃去，用电泳池缓冲液来代替弃去的一半，混匀离心再重复1次，最后精子沉淀用电泳液混悬并调精子浓度为60～80×106/ml；
  


  
    （2）在标准温度22℃，电场强度80～120V/cm条件下，处理后的精子悬液以细流方式连续注入到电泳池的缓冲液中；电解液、电泳缓冲液和精子悬液垂直通过电场，精子因为带负电荷而向正极迁移，根据不同的电泳迁移率将精子分离开；
  


  
    （3）分离开的精子分段进入到一组35个有出口的管中，最后收集到独立的35个容器中，分离结果直接通过电视摄像系统观察，如果在监视器上观察到密度测定曲线上出现两个明显的峰，则说明分离了X 和Y精子。
  


  
    （四）结果与讨论
  


  
    Engelmann等采用该法获得了近100%的X精子和80%的Y精子；Manger等采用该法也获得满意的分离结果。精子膜表面负电荷是电泳法分离X、Y精子的基础，表面电荷的任何改变都可导致分离可能性的减少，特别在Y精子的分离方面。电泳法分离不成功，有两种可能：①精子没有表达出电荷不同；②电荷差异很小，以致不能用电泳仪鉴别。
  


  
    第五节　Sephadex G50滤过法
  


  
    （一）原理
  


  
    X精子头部长、宽径明显大于Y精子，故采用Sephadex G50滤过时，由于分子筛作用，最后可获得富含X精子的标本。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    （1）Sephadex G50；
  


  
    （2）Lock液；
  


  
    （3）内径为1.08cm的玻璃柱。
  


  
    （三）方法
  


  
    （1）将Sephadex G50浸泡在Lock液中，15℃条件下使其肿胀过夜；
  


  
    （2）在内径为1.08cm的玻璃柱中装入已肿胀好的Sephadex G50至12cm高度，取1～2ml的新鲜精液加入至Sephadex G50柱顶层，室温下用Lock液作分离液进行柱层析；
  


  
    （3）用部分收集器收集液体，每管1.0ml，刚开始的3～4ml收集液弃去不要，收集前9ml的收集液，一般可获得约35%的原精液中的精子。
  


  
    （四）结果与讨论
  


  
    Steeno等采用该法获得95%的X精子，同时因Sephadex G50也可将不活动的精子滞留在柱中，其存活率可增加20%，Broer等采用该法可获得80%～90%的X精子，Quinlivan等采用该法获得平均为74% 的X精子；但Schilling以及Beckett等采用该法未获得有统计学意义上增加的X精子。
  


  
    第六节　密度梯度离心法
  


  
    （一）原理
  


  
    X、Y精子尽管由平衡沉淀作用获得的密度是相似的，但在分离介质中的沉降速度不等，X精子沉降速度比Y精子快；这样在一个由低到高的密度梯度中，通过适当的离心力作用下，经过一定时间离心，可在不同密度梯度中分离出富含X或Y精子的标本。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    （1）Earle培养液；
  


  
    （2）Percoll液；
  


  
    （3）Nycoprep（密度为1.15g/L，渗透压为290mOsm/kg）；
  


  
    （4）14ml离心管。
  


  
    （三）方法
  


  
    100%Percoll液制备：9份Percoll+1份Earle液+100IU/ml青霉素+1.89g/L，密度为1.11g/ml，渗透压280mOsm/kg。
  


  
    在使用前一天，将100%Percoll液放在5%培养箱中平衡8～10min，贮存于4℃冰箱；在使用当天，将100%Percoll液1000g离心10min，以沉淀任何二氧化硅颗粒凝集物。然后用Earle液将100%Percoll液稀释成各种所需浓度。
  


  
    （1）8层Percoll梯度离心法：在14ml离心管中，由下至上从84%到35%Percoll液，按7%递减，各加1.0ml，形成7层Percoll梯度；取1.0ml液化精液加入Percoll梯度的最上层，250g离心30min，移去各层液体，沉淀层用Earle液（含10%胎儿脐带血清）洗涤，300g离心，去上清液，最后沉淀用适量Earle液悬浮。
  


  
    （2）8层Percoll+Nycoprep分离法：在一支14ml离心管中先加入1.0ml Nycoprep液，然后在其上层依次加入各1.0ml的按10%递减的100%～40%Percoll液共7层，最后，最上层再加入1.0ml的液化精液，250g离心25min，移去各层液体，沉淀用1～2ml Earle液洗涤，离心，去上清液，沉淀再用适量Earle液悬浮。
  


  
    （3）12层Percoll梯度离心法：在14ml离心管中，由下至上各加0.7ml，按5%递减的80%～30% Percoll液共11层；取2.0ml液化精液放至4.0ml 25%Percoll层上，250g离心20min，沉淀的精子用0.7ml 25%Percoll悬浮，放到上述Percoll层上，250g离心30min，移去各层液体，沉淀用培养液洗涤、离心后，去上清液，沉淀再用适量培养液悬浮。
  


  
    （四）结果与讨论
  


  
    Percoll为二氧化硅的衍生物，可被制备成等渗的不同密度梯度，其低黏稠度（10±5CP）使其能够在低速离心下即可获得平衡沉淀。Kaneko等采用8层Percoll梯度离心法，在精液层与Percoll层交界处收集的精子中Y精子为73.1%，而在沉淀层中Y精子仅为27.4%；随着Percoll液的密度增加，X精子增加了4.4倍，而Y精子仅下降了1.6倍，表明该法更适合X精子的分离；Iizuka等采用8层Percoll梯度离心法在沉淀中获得82%X精子，而采用12层Percoll梯度离心法于沉淀层中获得94%X精子；Andersen等采用8层Percoll+Nycoprep分离法于沉淀层中检出Y精子为39.3%，认为该法是目前最有效的减少Y精子的方法。虽然通过Percoll梯度离心后产生的精子数量明显低于原精液，但一般整份精液处理后精子仍可达500万到1000万，完全可以用于人工授精或IVF-ET等操作。
  


  
    第七节　流式细胞仪分选法
  


  
    （一）原理
  


  
    待分选的精子被制备成单个细胞的悬液，经特异性的活体荧光染料染色后放入样品管中，在气体的压力下进入流动室，在充满于流动室中的鞘液约束下，细胞排成单列形成液柱；在由喷嘴喷出时，流动室产生频率为30kHz的机械振动，使液柱断裂成一连串均匀液滴流出，如果液滴中精子特性符合分选特性，则仪器在这个被选定的精子刚形成液滴时充以指定电荷，带有电荷的液滴向下落入偏转板的高压静电场时，依所带电荷向左或右偏转，进入指定的收集器内，完成精子分选。
  


  
    （二）试剂与器材
  


  
    （1）Tyrode液；
  


  
    （2）10mmol/L PBS；
  


  
    （3）HO33342（Hoechst33342，DNA特异性的活体荧光染料）；
  


  
    （4）2ml聚丙烯试管；
  


  
    （5）14ml离心管；
  


  
    （6）Epics 753或Epics V型流式细胞仪分选器：专门改进用于精子分选，其前向角散射光检测器被荧光检测器所取代，标准的圆柱状标本注射尖嘴被改制成斜面以产生带状标本细流。
  


  
    （三）方法
  


  
    （1）新鲜液化精液用等量PBS稀释后，取3.0ml左右加入到含有0.25mol/L蔗糖的10mmol/L TrisHCl液（pH7.4）作缓冲的离心管中，室温下400g离心10min，去上清液，并用棉拭子擦去试管壁上黏附的精浆，剩下的精子沉淀用9ml PBS混悬，同上离心后去上清液，最后沉淀用PBS混悬并调精子浓度为20×106/ml；
  


  
    （2）上述精子悬液用10μmol/L HO33342在35℃条件下孵育1h，使其染上活体荧光染料；
  


  
    （3）将已染色的精子悬液加入样品管中，以PBS作为鞘液，紫外光（351nm，364nm）作为激发光，通过流式细胞分选器将X和Y精子收集到两个单独的无菌的2ml聚丙烯试管中。
  


  
    （四）分离效果
  


  
    Johnson等采用该法分离牛、羊、猪和兔的精子，前三种动物X和Y精子纯度高达90%以上，兔的X和Y精子纯度分别为86%和81%，Johnson等随后又采用该法分离了人的精子，其X和Y精子的纯度分别达到80%和75%以上，并且分选后的精子1h后的活率范围仍为65%～75%，说明人精子没有因染色和细胞分选而出现明显的伤害。目前采用该法分离的牛和兔等动物精子进行人工受精已获成功，并生产出正常后代。
  


  
    第八节　X、Y精子分离纯度评价方法
  


  
    到目前为止已经有很多方法用于精子分离纯度的鉴定分析：通过后代的性别比例来进行鉴定；通过胚胎性别鉴定对分离精子进行纯度评价；还有流式细胞仪重分析评价法、荧光原位杂交评价法、PCR评价法。然而这些评价方法各有优缺点。
  


  
    （一）出生性别鉴定评价法
  


  
    通过统计出生性别比例评价精子的分离效率是最原始的评价方法，早期实验中大多采用这种方法。最准确、可靠，但要等到后代出生后才能得出评价结果，鉴定周期太长，不利于分离方法的优化研究，同时非预期性别后代的出生要消耗很多的人力、物力、财力。
  


  
    （二）胚胎性别鉴定评价法
  


  
    胚胎性别鉴定评价法准确率较高，方法也很成熟，很多试验采用这种方法对分离精液进行评价分析。主要有胚胎细胞学检测评价法、胚胎免疫学评价法（H-Y抗原评价法）、胚胎分子生物学评价法。
  


  
    胚胎细胞学检测评价法的基础是核型分析，其原理是在胚胎滋养层上取部分细胞，用秋水仙素处理，使有丝分裂停留在中期，再固定染色，在显微镜下检查其核型，并根据Y染色体的有无判定胚胎性别，然后统计所检胚胎的性别，对精子分离的准确率进行评价分析，准确率可达100%。
  


  
    胚胎免疫学评价法（H-Y抗原评价法）是利用H-Y抗血清或H-Y单克隆抗体与胚胎细胞进行免疫反应，从而进行胚胎性别鉴定，并根据胚胎性别统计结果，对精子分离效果进行评价。主要有间接荧光免疫法和囊胚形成抑制法两种。
  


  
    胚胎分子生物学评价法是根据对胚胎细胞Y染色体上的SRY（Sexdetermining region of the Y-chromosome）等性别特异基因的检测来对分离精子进行评价的方法，检测到特异信号的判定为雄性，未检测到特异信号的判定为雌性。这种方法具有灵敏、准确、快速等特点，主要有胚胎细胞荧光原位杂交法和PCR胚胎性别鉴定法。
  


  
    上述胚胎性别鉴定评价法都需要将胚胎抽出体外进行检测，并需要在胚胎上切取部分细胞进行鉴定，对胚胎有一定损伤。同出生性别鉴定法相比，胚胎性别鉴定评价法鉴定所需周期大大缩短，但过程耗时也较长，而且胚胎离体操作也给体内胚胎的生存带来一定风险。
  


  
    （三）流式细胞仪重分析评价法
  


  
    将分离后的精子先超声断尾，仅留下精子头部，以增加精子的定向效应；然后用荧光染料Hoechst33342进行染色体染色，使染料定量地与DNA重新结合，精子以100～200个/s的速度通过流式细胞仪进行重分离和分析。流式细胞仪重分析评价法具有高效、准确、可靠和快速等特点。
  


  
    （四）荧光原位杂交评价法（FISH评价法）
  


  
    FISH是在细胞遗传学、分子遗传学和免疫学相结合的基础上发展起来的一种检测技术。其原理是利用碱基互补性，将标记上荧光素等非放射性荧光物质的染色体特异核酸探针与细胞核中的染色体序列杂交，在荧光显微镜下直接观察并区分X、Y精子，它不仅可用于分裂中期的细胞，还可用于分裂间期。其特点在于能快速、准确检测大量精子。
  


  
    （五）PCR评价法
  


  
    利用PCR扩增技术可在短时间内将目标DNA片段大量富集，极微量的性别特异信号在短时间得到无限放大，扩增产物通过凝胶电泳及染色分析，就可判断所检测精子的性别，通过统计检测结果对分离精子纯度做出最终评价。
  


  （张欣宗　徐华　商学军）
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    第五篇　辅助生殖技术篇
  


  
    第四十五章　人工授精
  


  
    人工授精是目前人类辅助生殖技术中常用的技术之一。1790年，John Hunter为严重尿道下裂患者的妻子行丈夫精液人工授精获得成功，此为世界上第一例成功的人工授精；1884年William Pancoast报道首例供精人工授精成功；1890年，Dulenson将人工授精应用于临床获得成功；1954年Bunger等首例冷冻精子供精人工授精成功。随着时间的推移，这一技术得到了广泛的应用。到1983年，湖南医科大学人类生殖工程研究所改用冷冻精液实施人工授精获得成功。第二年，上海医科大学用洗涤过的丈夫精液实施人工授精，亦获得成功。
  


  
    第一节　人工授精的定义及种类
  


  
    人工授精（artificial insemination，AI）是将精子以非性交方式送入女性生殖道，以达到受孕目的的技术。人工授精根据精液来源的不同分为丈夫精液人工授精和供精者精液人工授精；根据是否采用促排卵分为自然周期人工授精和促排卵人工授精；根据授精部位的不同主要分为宫腔人工授精、宫颈人工授精、阴道内人工授精等。
  


  
    1.夫精人工授精
  


  
    夫精人工授精（artificial insemination with husband,s sperm，AIH）是指授精用的精子来源于受精者的丈夫自身，但精子是经过了一定的体外处理后置入女性生殖道内的。
  


  
    2.供精人工授精
  


  
    供精人工授精（artificial insemination by donor，AID）是指授精用的精子来源于健康的供精志愿者，而非受精者丈夫自身。
  


  
    第二节　人工授精适应证和禁忌证
  


  
    一、适应证
  


  
    施行人工授精的基本条件是通过子宫输卵管碘油造影或腹腔镜检查证实至少一侧输卵管通畅。
  


  
    （一）夫精人工授精
  


  
    1.精液异常 轻度或中度少精子症（精子浓度小于15×106/ml）、弱精子症（前向运动精子＜32%）、非严重畸形精子症、精液液化异常。
  


  
    2.因宫颈黏液异常造成精子无法通过宫颈导致的不孕。
  


  
    3.因性功能障碍或生殖道畸形造成的性交障碍。
  


  
    4.排卵障碍（如多囊卵巢综合征）、子宫内膜异位症经单纯药物处理不受孕。
  


  
    5.不明原因不孕。
  


  
    6.免疫性不孕。
  


  
    7.逆行射精。
  


  
    （二）供精人工授精
  


  
    1.不可逆的无精子症。
  


  
    2.严重畸形精子症。
  


  
    3.男方有不宜生育的遗传性疾病。
  


  
    4.严重母儿血型不合，经治疗无效。
  


  
    5.严重的少精子症、弱精子症。
  


  
    6.逆行射精（夫精人工授精未能受孕）。
  


  
    7.阻塞性无精子症。
  


  
    8.性功能障碍。
  


  
    对于以上适应证中的第5、6、7条，医务人员必须向患者交待清楚：通过卵细胞胞质内单精子注射（ICSI）技术也可能使其有自己血亲关系的后代；对于适应证中的第8条，医务人员也必须向患者交代清楚：通过AIH或IVF技术也可能使其有自己血亲关系的后代，如果患者本人仍坚持放弃上述技术助孕的权益，则必须与其签署知情同意书后，方可采用供精人工授精技术助孕。
  


  
    二、禁忌证
  


  
    （一）夫精人工授精
  


  
    1.女方患有不宜妊娠的严重的遗传、躯体疾病或精神疾病。
  


  
    2.一方患有泌尿生殖系统的急性感染性疾病或性传播疾病。
  


  
    3.一方近期接触致畸量的放射线、有毒物质，或服用有致畸作用的药品、毒品等并处于作用期。
  


  
    （二）供精人工授精
  


  
    1.女方患有不宜妊娠的严重的遗传、躯体疾病或精神疾病。
  


  
    2.一方患有泌尿生殖系统的急性感染性疾病或性传播疾病。
  


  
    3.女方近期接触致畸量的放射线、有毒物质，或服用有致畸作用的药品、毒品等并处于作用期。
  


  
    第三节　人工授精前的准备
  


  
    人工授精前，男女双方需进行体格检查和实验室检查，以确定人工授精的适应证、是否适合妊娠。
  


  
    1.女方检查
  


  
    主要检查项目包括体格检查和妇科检查、子宫输卵管碘油造影或腹腔与盆腔检查、血尿常规、心电图、肝肾功能、肝炎病毒、TORCH（弓形虫、风疹病毒、巨细胞病毒、疱疹病毒免疫学检测）、人类免疫缺陷病毒（HIV）、梅毒检测等。
  


  
    2.男方检查
  


  
    主要检查项目包括体格检查和男科检查、常规精液检查和精子形态学检查、肝炎病毒、人类免疫缺陷病毒（HIV）、梅毒检测等。
  


  
    3.告知治疗程序
  


  
    在人工授精前，必须告知不孕夫妇双方人工授精的适应证、可以选择的其他方法、可能出现的并发症和随访的要求等，签署人工授精知情同意书。
  


  
    第四节　人工授精时间的选择
  


  
    人工授精时间的选择，是决定人工授精成功的重要环节。授精时间选择在女方的围排卵期，即排卵前日、排卵日、排卵后日。随着检测技术的不断发展，目前已能通过对数项指标的综合分析，比较准确地判定人工授精的时间。常用的检测指标如下：
  


  
    （一）基础体温测定
  


  
    基础体温（basal body temperature，BBT）是机体处于静息状态下的体温。具有正常卵巢功能的育龄妇女基础体温呈特征性变化，在月经后及卵泡期基础体温比较低（36.5℃以下），尤其排卵日体温最低，排卵后体温上升0.3～0.5℃，一直持续到经前1～2d或月经第一天，体温又降到原来水平。将月经周期每日测量的基础体温记录在基础体温表上，画成曲线，进行观察，即为基础体温测定。
  


  
    测定方法为：每晚临睡前将体温表水银柱甩至36℃以下，放至伸手即能取到处。次日清晨醒来后，不要说话，不要起床活动，立即将体温表置于舌下5min，每日测量时间最好固定。如为夜班工作者，应在睡眠6h后，按上述方法测量体温。将每日测得的体温记录在基础体温表上，最后绘成曲线进行观察。另外，应将日常生活中如房事、月经期、患病、熬夜等可能影响体温的因素，都记录在基础体温表上以作参考。一般要求连续测量3个以上月经周期。
  


  
    （二）宫颈黏液检查
  


  
    宫颈黏液是宫颈腺体的分泌物。有正常卵巢功能的育龄女性，在卵巢生殖激素的影响下，宫颈黏液的物理化学性状有周期性变化。排卵期，在体内高水平雌激素的作用下，宫颈黏液的分泌量增多，含水量增加，宫颈黏液变得稀薄透明，黏液丝可拉长达10cm以上；排卵后，在孕激素作用下，宫颈黏液分泌量减少，黏液变得混浊黏稠，黏液拉丝度降低，仅能拉至1cm。此外，一般在月经周期的第8～10d，取宫颈黏液涂片在低倍镜下可观察到结晶，至排卵期时，可在涂片上观察到典型的羊齿状结晶。根据宫颈黏液的上述性状，用于人工授精中女方排卵监测的宫颈黏液检查，主要有以下两个实验：
  


  
    1.宫颈黏液拉丝实验
  


  
    受检者取膀胱截石位，用阴道窥器暴露宫颈，先观察宫颈黏液性状，然后用干棉球或棉签拭净宫颈及阴道穹隆的分泌物，用干燥长钳伸入宫颈管1cm左右夹取黏液置于玻片上，用针头将黏液丝垂直上挑，拉成丝状，观察其最大拉丝长度，直接分开夹取黏液的长钳叶，观察其拉丝长度。排卵期时，黏液可拉到10cm以上而不断，而非排卵期时，黏液黏稠，无拉丝现象或拉丝很短。
  


  
    2.宫颈黏液结晶检查
  


  
    取材同上，将宫颈黏液涂在玻片上，干燥后低倍镜下观察。涂片上宫颈黏液一般分为四型：
  


  
    Ⅰ型：典型羊齿状结晶，主干直而粗，分支密而长；
  


  
    Ⅱ型：类似Ⅰ型，但主干弯曲，分支少而短，似树枝着雪后的形状；
  


  
    Ⅲ型：不典型结晶，其特点为树枝形状较模糊，分枝少而稀疏，呈离散状；
  


  
    Ⅳ型：主要为椭圆体或梭形体，顺同一方向排列，比白细胞长2倍，但稍窄，其内无细胞结构，透光度大。
  


  
    在正常月经周期中，宫颈黏液中羊齿状结晶的出现与消失，有一定的规律性。一般在月经第7d左右出现Ⅲ型结晶，随着体内雌激素水平的逐渐升高，转变为Ⅱ型，至排卵期为典型的Ⅰ型结晶，排卵后又依次转为Ⅱ型、Ⅲ型，最后转为Ⅳ型。
  


  
    （三）激素测定
  


  
    1.雌二醇
  


  
    女性雌二醇（estradiol，E2）水平在正常月经周期中，随卵巢内分泌的周期性变化而波动，其结果需结合月经周期的时期来考虑。正常情况下，早期卵泡期雌激素水平最低，随着卵泡渐趋成熟，雌激素也逐渐升高，至排卵前达一高峰；此后又逐渐下降，排卵后第4d达低点，以后又开始上升，至排卵后7d黄体成熟时，出现第二个峰，但峰值低于第一个峰，以后迅速降至最低水平。故通过连续检测血中E2水平，可监测排卵。
  


  
    E2检测方法主要为：①放射免疫法；②酶联免疫吸附试验。具体操作见本书相关章节。
  


  
    2.孕酮
  


  
    孕酮（progesterone，P）是由卵巢分泌的具有生物活性的主要孕激素，可用于观察卵巢有无排卵。正常月经周期中，卵泡期血中P含量极低，排卵后其分泌量开始增加，在此期间排卵后7～8d黄体成熟时，分泌量达最高峰，以后逐渐下降，至月经来潮时回复到排卵前水平。
  


  
    P检测方法同E2，具体操作见本书相关章节。
  


  
    3.卵泡刺激素和黄体生成素
  


  
    垂体在下丘脑所产生的激素控制下，分泌卵泡刺激素（FSH）和黄体生成素（LH）。这两种激素直接控制卵巢的周期性变化。FSH有刺激卵巢中卵泡生长成熟及促进雌激素分泌的作用，它在卵泡早期维持较低水平，至卵泡晚期随卵泡发育增高，在排卵前24h出现低值，随即迅速升高，24h后又下降，黄体期维持于低水平。LH在卵泡早期处于低水平，以后逐渐上升，至排卵前左右，与FSH同时出现高峰，但较FSH更高，24h后最高值骤降，黄体后期逐渐下降；排卵期出现的陡峰是预测排卵的重要指标。另外，WHO报道，如果以卵泡早期的LH水平均值作基值，当LH开始上升达基值的1.5倍时，排卵将在23.6～38.2h发生，平均32h。近年来，尿LH检测的开展，为临床提供了及时、准确的诊断手段，它既避免了血中LH测定可能受垂体的脉冲性分泌的影响，又可使患者免受多次静脉穿刺之苦，得到了广泛的应用。
  


  
    血中FSH和LH检测方法同上，而尿的LH检测方法主要为免疫渗滤法。
  


  
    （四）超声检查
  


  
    超声检查是利用向人体内部发射超声波，并接收其回声信号，通过所显示的波形图像及信号音进行疾病检查的方法，是将电子学技术应用于临床医学上的一种辅助诊断方法。该法由于能直观地观察卵泡的形状与发育，同时对人体几乎无损伤，故亦在生殖医学中得到广泛应用，包括在卵泡监测方面。卵泡的超声检查一般从月经周期第11～12d开始，结合宫颈黏液检查和基础体温测量，每天进行双侧卵巢扫描检查，方法主要为经腹壁扫描法和经阴道扫描法。
  


  
    经腹壁扫描法的操作为：受检者待膀胱充盈后取平卧位，在探测部位涂适量的耦合剂，将探头置于所测部位作垂直探测或水平探测，并根据需要适当移动探头，以便能更好地观测卵泡。
  


  
    经阴道扫描法的操作为：先在超声探头前部涂适量的耦合剂（也可不必涂），然后外面套一橡胶套（可用避孕套代替）；嘱受检者排空膀胱取膀胱截石位，将探头放在阴道穹隆部，先观察子宫，在子宫两侧寻找卵巢，有些患者卵巢可能异常，则在子宫上方或后方寻找卵巢，观察卵泡。
  


  
    在自然周期中，排卵前5d内，卵泡平均每天增大2～4mm，排卵前卵泡直径达18mm以上；在采用促排卵药的刺激周期中，卵泡的生长速率要大于自然周期，故对其监测更应认真细致。同一月经周期中，可能有数个卵泡同时发育，其中直径最大的为优势卵泡，其在排卵前充盈度高，张力增大，呈圆形或卵圆形，边界清晰，回声增强。当优势卵泡排卵后，卵泡内出现云雾状透声暗区域，并有盆腔液增加的特征。
  


  
    目前国内一些生殖医学中心，主要通过以下四个方面来判定人工授精的时间：①基础体温测量；②宫颈黏液检查；③尿和/或血LH测定；④B超监测卵泡发育情况。
  


  
    此外，为了提高人工授精的成功率，有时对女方采用药物促排卵。采用促排卵方案时，人工授精时间应选择在注射hCG后34～36h；而自然周期则选择在LH峰出现后16～18h，并结合上述另外三项指标进行判断。
  


  
    第五节　人工授精的实施
  


  
    一、自然周期人工授精
  


  
    1.卵泡监测
  


  
    自然周期人工授精通常从月经周期的第10d开始采用B超监测卵泡发育。血E2水平检测也可作为卵泡发育的指标。
  


  
    2.LH峰监测
  


  
    当卵泡直径达到14mm时开始监测LH峰的出现。通常通过检测血或尿的LH水平判断LH峰。
  


  
    3.人工授精时间
  


  
    当优势卵泡直径达到16～20mm，LH水平上升大于基础值2倍以上，可以在24～48h后行人工授精。
  


  
    4.精液处理
  


  
    人工授精当天，留取男方精液，精液经密度梯度离心法或上游法洗涤处理。
  


  
    5.人工授精
  


  
    （1）宫腔内人工授精：
  


  
    患者取膀胱截石位，将处理后的精液吸入连接1ml注射器的人工授精管内，将人工授精管送入宫腔，通过注射器将处理后的精液缓慢注入宫腔，然后将人工授精管缓慢退出。人工授精后第一天，B超检查排卵情况，如果仍然没有排卵，可以考虑第二次人工授精。
  


  
    （2）阴道内人工授精：
  


  
    如果施行阴道内人工授精，精液可以不经洗涤处理，直接将精液注入阴道穹隆部。
  


  
    （3）宫颈内人工授精：
  


  
    如果施行宫颈内人工授精，将洗涤处理后的精液缓慢注入宫颈管内。主要用于宫腔人工授精困难者。
  


  
    6.黄体支持
  


  
    人工授精后可用孕激素进行黄体支持。
  


  
    7.妊娠确认和随访
  


  
    人工授精后14～16d检测β-hCG，人工授精后5周采用B超确认临床妊娠。
  


  
    二、促排卵人工授精
  


  
    1.适应证
  


  
    促排卵人工授精主要用于排卵障碍、原因不明不孕和自然周期人工授精失败的患者。
  


  
    2.促排卵药物的应用
  


  
    （1）氯米芬促排卵：
  


  
    氯米芬（CC）是排卵障碍患者促排卵的首选用药。在月经周期的第3～5d口服CC50～100mg，每天1次，最大剂量通常不超过150mg，连续5～7d。
  


  
    （2）促性腺激素：
  


  
    采用CC无效者和原因不明不孕患者，可应用促性腺激素促排卵。目前常用的促性腺激素有hMG和FSH。通常从月经周期的第3～5d开始，每天注射75～150UhMG和FSH，直到卵泡发育达到16～20mm。为了减少hMG的用量和减少卵巢过度刺激风险，可予CC+hMG联合疗法。多囊卵巢综合征患者可减低促性腺激素的用量，每天37.5～75UhMG和FSH。当有3个以上的卵泡直径大于16mm时，为避免多胎妊娠的发生，建议取消本周期的人工授精或B超引导下取卵，改为施行体外受精-胚胎移植。
  


  
    3.人工授精
  


  
    促排卵开始后的第4～5d开始采用B超监测，当卵泡直径大于或等于16～20mm，注射hCG 5000～10 000U。hCG注射后24～48h行人工授精。
  


  
    第六节　人工授精的并发症及其处理
  


  
    自然周期人工授精的并发症较少，用药促排卵周期的并发症较多，人工授精的操作可能发生少量阴道出血、腹痛、感染、休克。促排卵药物的应用同样可能引发卵巢过度刺激综合征（OHSS）、多胎妊娠、流产、宫外孕等并发症。
  


  
    1.OHSS
  


  
    严重OHSS发生率约为1%，可通过B超监测卵泡发育与测定E2水平进行监测，并针对病者年龄、体重及卵巢基础状况调整用药剂量。年轻患者以及多囊卵巢患者发生OHSS的危险性较高，在使用GnRHα的周期尤应注意。
  


  
    2.异常妊娠
  


  
    异常妊娠包括多胎妊娠、异位妊娠和自然流产。在使用促性腺激素的宫腔内人工授精（IUI）中，当患者年龄小于30岁，有多于6个成熟卵泡，并且E2水平高于3660pmol/L时，尤其要小心多胎妊娠的可能性。
  


  
    3.盆腔感染
  


  
    盆腔感染较少见，据Youleh报道，800例IUI中只有1例发生输卵管炎。精液处理是预防此并发症的重要环节，有报道密度梯度离心法与上游法可有效减少精液中的细菌，培养液中加入青霉素和链霉素对预防感染亦有效。另外，为了预防因人工授精而导致的感染，医务人员进行IUI时还应注意以下几点：①患者生殖道感染的急性期不可行IUI；②在操作中应尽量避免将阴道宫颈分泌物带入宫腔；③尽量减少插管次数；④IUI导管的选择上不可过硬，避免损伤患者的阴道及子宫。
  


  
    4.痉挛性下腹痛
  


  
    前列腺素对子宫的刺激可引起痉挛性下腹痛，故在精液洗涤的过程中要尽量将精浆中的前列腺素除去。另外，适当控制注入宫腔内的精子悬液的量及速度，可以达到预防痉挛性下腹痛的目的。
  


  
    5.产生抗体
  


  
    实施IUI后有可能使患者体内产生抗精子抗体。
  


  （商学军　张欣宗　谭小军）
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    第四十六章　体外受精-胚胎移植
  


  
    体外受精-胚胎移植（in vitro fertilization-embryo transfer，IVF-ET）是临床与基础科研紧密结合的产物，现已成为治疗不孕症患者的重要方法。自从1978年7月25日第一例试管婴儿Louise Brown诞生以来，世界上已成功分娩500万余试管婴儿，首例试管婴儿的成功，成为人类生殖医学史上新的里程碑，英国生物学家Edwards和妇产科学家Steptoe为此作出了突出贡献，他俩被公认为试管婴儿的创始人。鉴如此，2010年10月4日，瑞典卡罗林斯卡医学院宣布将2010年诺贝尔生理学或医学奖授予英国生理学家Robert G.Edwards，以表彰他在体外受精技术领域做出的开创性贡献。几十年来，试管婴儿技术不断发展进步，临床妊娠率已有显著的提高。
  


  
    第一节　适应证与禁忌证
  


  
    一、适应证
  


  
    IVF-ET技术建立的最初阶段主要是针对因输卵管疾患而引起的女性不孕患者所采取的一种辅助生殖技术（assisted reproductive technology，ART），过去的适应证偏窄，随着人们对人类生殖认识的深入和辅助生殖技术的不断发展与完善，适应证的范围也随之拓宽。
  


  
    1.输卵管性不孕
  


  
    女方因输卵管因素导致精子和卵子相遇障碍，如输卵管梗阻、黏连、缺失及输卵管绝育术后，尤其是经腹腔镜手术治疗仍无效者。
  


  
    2.排卵障碍
  


  
    如多囊卵巢综合征、排卵异常（包括卵泡黄素化未破裂综合征）等，经过促排卵治疗未能自然妊娠者。
  


  
    3.子宫内膜异位症
  


  
    部分子宫内膜异位症患者经药物或手术治疗仍无效者。
  


  
    4.男性因素所致不育
  


  
    精子数目异常，或活力低下、形态异常、液化不良等。
  


  
    5.免疫性不孕
  


  
    男性或女性体内存在抗精子抗体等免疫因素所引起的不育，在进行药物治疗及宫腔内人工授精术仍未能妊娠者可考虑IVF。
  


  
    6.宫颈因素引起的不育
  


  
    自然受孕时，宫颈是精子通向输卵管壶腹部受精的必经之道，宫颈黏液异常或宫颈炎症等因素都会妨碍精子通过宫颈进入子宫，从而引起不育。这类患者在经药物治疗及宫腔内人工授精术后仍未妊娠，也可考虑IVF。
  


  
    7.不明原因的不育
  


  
    原因不明性不孕在进行腹腔镜手术或宫腔内人工授精后仍无效者。
  


  
    二、禁忌证
  


  
    1.男女任何一方患有严重的精神疾患、泌尿生殖系统急性感染、性传播疾病。
  


  
    2.男女任何一方具有酗酒、吸毒等严重不良嗜好。
  


  
    3.男女任何一方接触致畸量的射线、毒物、药品并处于作用期。
  


  
    4.女方子宫不具备妊娠功能或严重躯体疾病不能承受妊娠。
  


  
    5.患有《母婴保健法》规定的不宜生育的、目前无法进行胚胎植入前产前诊断的遗传性疾病。
  


  
    第二节　成熟卵母细胞的收集
  


  
    成熟卵母细胞（mature oocyte）的收集，是人类IVF成功的基本前提。世界第一例试管婴儿是在自然周期条件下，获取一个成熟卵母细胞进行体外受精-胚胎移植的。1980年澳大利亚Monash大学Trounson博士将克罗米芬用于刺激卵泡的发育，以获取更多的卵母细胞提高IVF-ET的临床妊娠率。自此以后，控制性的超排卵（controlled ovarian hyperstimulation，COH）技术得到了全世界同行的认可和推广，IVF-ET的成功率也得到了明显的提高。时至今日，应用于COH的药物得到了很大的发展，COH方案也针对患者的不同情况而多样化。
  


  
    一、刺激卵泡生长的方法
  


  
    （一）自然周期卵泡的成熟
  


  
    世界第一例试管婴儿取卵的时间是选在自发排卵前，但只能取到单个的卵细胞。这使Edwards等人认为人工排卵周期对成功的IVF是必需的。人类自发性排卵的时间可通过一些方法，如血浆LH、雌激素和超声图像来预测。
  


  
    1.LH峰出现的时间有每天的规律，通常在上午5：00～10：00较之其他时间发生的机会要多得多。
  


  
    2.血浆雌激素浓度在LH峰出现之前32h升高，雌激素上升的坡度平行于LH峰。
  


  
    3.超声图像研究表明，在自发排卵期约排卵前5d卵泡的大小几乎是逐天增加，从12mm到23mm，雌激素与卵泡直径之间呈线性关系。
  


  
    自然周期IVF仅需要简单监测卵泡，在自发LH峰之前获取单个卵母细胞。因此，多胎妊娠以及卵巢过度刺激综合征的风险也大大降低。但是自然周期IVF的缺点显而易见，提早出现LH峰、过早排卵导致出现较高的周期取消率，起始周期的平均ET率为45.5%，移植周期的平均临床妊娠率为15.8%。每启动周期妊娠率仅有7.2%。对此人们进行了诸多探索。
  


  
    改良自然周期保留了自然周期优点的同时也提高了妊娠率。在改良的自然周期中，在卵泡晚期应用促性腺激素释放激素（GnRH）拮抗剂抑制提早出现的LH峰。使用外源性促性腺激素（Gn）维持优势卵泡的持续生长。目前大多数改良的自然周期在卵泡直径为12～17mm时使用GnRH拮抗剂以及Gn。绝大部分采用改良自然周期的患者是由于对常规方案反应差，因此改良的自然周期IVF有可能提高部分特殊患者的IVF成功率。Pelinck等对350例年龄＜35岁患者进行844个改良的自然周期，每个周期妊娠率为8.3%，3个周期之后的累计继续妊娠率达到20.8%。与自然周期20%的取消率相比，改良的自然周期因提早出现LH峰导致周期取消率为13%。
  


  
    一般认为年龄＜35岁，有正常的月经周期，内分泌正常，有正常的宫腔环境，卵泡发育正常，可以选择自然周期IVF。研究认为自然周期IVF较适合输卵管因素、卵巢反应不良、轻度盆腔子宫内膜异位症的不孕症患者，不明原因性不孕症自然周期IVF的临床妊娠率偏低。对于年轻的有规律月经周期的女性，尤其是有卵巢肿瘤史等应用促排卵药物有禁忌证的患者，自然周期IVF是一种可行的选择。
  


  
    （二）使用克罗米芬和hMG刺激卵泡生长
  


  
    IVF最初阶段多半使用单纯的克罗米芬来刺激卵巢，诱发超排卵，因为他相对经济且用药方便。克罗米芬是最常用的诱发排卵药物，是三茴香基乙烯类似物，他与17β-雌二醇受体的位点结合，干扰雌二醇对下丘脑和腺垂体轴的负反馈效应，增加促性腺激素的分泌，引起多个卵泡发育。克罗米芬从体内清除速度较慢，口服剂量的克罗米芬5d内仅清除50%，用放射性同位素标记克罗米芬，发现用药6周后仍有克罗米芬排出，引起人们对克罗米芬的关注，特别是他对子宫内膜的抗雌激素作用可能逆转子宫对着床的可接受性效应。克罗米芬的主要作用部位在下丘脑和腺垂体。与单独使用绝经期促性腺激素（hMG）相比较，克罗米芬能够使较多卵泡同步生长发育。由于他的这一作用有人采用克罗米芬使用后紧接着给予hMG这一治疗方案，并在IVF的卵巢刺激促排卵中收到较好的效果。hMG能够使经克罗米芬诱发的多个卵泡继续发育和成熟。将这些从卵巢取出的卵母细胞用酶解的方法去除卵丘细胞，发现大多数卵母细胞的核成熟并且第一极体排出，如改用单独hMG刺激卵巢，很难见到上述现象。后来出现许多种刺激卵泡发育和排卵的方案，但大多都基于克罗米芬与hMG的联合应用或单独使用hMG，现在除了使用hMG诱发多卵发育外，还包括使用纯化的FSH。然而，应用CC/hMG/hCG或者hMG/hCG进行促排卵时，多个卵泡发育引起的内源性LH峰的提早出现，影响卵子的质量，导致的周期取消率约为20%。因此，在相当长一段时间内此方案基本不用于临床IVF。
  


  
    近年来对于高龄或卵巢低反应者，有学者提出应用卵巢微刺激方案进行促排卵，即寻求一种接近自然，不用降调节，而使用克罗米芬或来曲唑结合低剂量促性腺激素的方案。虽然提高促Gn的剂量可能获得较多的卵子和较高的妊娠率，但是大多数文献已经证实，对卵巢反应不良的患者，加大Gn的剂量并不能显著增加卵泡的数目、改善卵子的质量和提高妊娠率，同时还面临大量药物刺激带来的不良反应和昂贵的费用。因此对此类患者，增加Gn的药量不是一个可以接受的方案成为一种共识。微刺激的促排卵方案渐渐获得许多医生的青睐。
  


  
    观察发现，对利用克罗米芬刺激垂体产生的Gn反馈性分泌，卵巢低反应的女性似乎更加敏感。由大剂量Gn刺激生长的卵泡数可能与克罗米芬50～100mg用3～5d产生的卵泡数大致相等，克罗米芬周期的卵子质量和妊娠率有所提高。这种悬殊的性能/价格的结果，使克罗米芬刺激周期的使用日益广泛。克罗米芬方案在IVF周期中不能有效控制内源性LH分泌的缺点也是显而易见的，但好在由于Gn拮抗剂的临床普及应用，在克罗米芬周期可采用固定或灵活的GnRH拮抗剂方案，在周期第5d或优势卵泡大于12～14mm直径时，拮抗剂每天2.5mg注射，临床医生不用再担心卵子的提前释放，克服了克罗米芬周期没有降调控制排卵的缺点。
  


  
    同时对卵巢低反应患者妊娠率低和取消率高的特点，接受IVF的治疗周期数可能相对较多，即患者可能接受3～6次IVF周期的卵巢刺激、取卵和移植，克罗米芬方案因为刺激轻微，卵泡数少，对患者的损伤轻微，因此周期的可重复性较高，患者的依从性也较好。即使取消周期，患者的损失也很有限。对克罗米芬抵抗的患者也可以试行芳香化酶抑制剂（来曲唑）取代。如果治疗过程中发现患者内膜薄，可将胚胎冻存，亦可获得一定的累积妊娠率。
  


  
    （三）目前常用的诱发排卵的方案
  


  
    1984年，Porter等首次报道了促性腺激素释放激素激动剂（GnRHα）用于IVF-ET控制性排卵的过程，使排卵用药方案发生了重大的变革。而根据GnRHα的生物学作用特点，衍生出长方案、短方案以及超长方案、超短方案，适用于不同的情况。长方案用于抑制垂体的功能，而短方案及超短方案利用其激发Gn的作用。从20世纪90年代开始，长方案已经被临床医生广泛接受并成为常规方案。
  


  
    1.长方案
  


  
    GnRHα从月经周期的黄体期开始应用，例如达必佳0.1mg/d或0.05mg/d，14～21d后开始用Gn（FSH/hMG）促排卵，两者一直用到注射hCG时停止。
  


  
    长方案可有效地防止内源性LH峰的过早出现，防止卵泡过早黄素化，而且能改善卵泡生长发育的同步性，尽可能获得更多的成熟卵泡，有助于提高卵子的质量及妊娠率。然而，长方案可能引起垂体功能的过度抑制，因此Gn用药时间延长，用药量增加，甚至出现卵巢过度刺激综合征；而随后垂体功能短期内难以恢复，从而黄体功能不全，要求IVF-ET后的黄体期支持，这些情况都增加了患者的医疗费用和经济负担。Dor等对CC+hMG+hCG、hMG+hCG和GnRHα+hMG+hCG三种超排卵方法进行了比较，从取卵数，受精卵数和卵裂数三方面看，GnRHα+hMG+hCG取卵方案最佳，其次是hMG+hCG，从卵子成熟比较也是GnRHα+hMG+hCG优于上述两种方案。之所以GnRHα+hMG+hCG获取卵子质量最佳，可能是因为GnRHα抑制体内LH峰的形成，防止卵泡过早黄素化，使多个卵泡在外源性促性腺激素的作用下进行同步发育。
  


  
    2.超长方案
  


  
    适用于重度PCOS、高LH及子宫内膜异位症的患者。月经周期第一天开始长效GnRHα，第28天视患者情况加用第二支GnRHα，直到达到完全的降调节，即FSH＜5IU/L，LH＜5IU/ L，E2＜20pg/ml，子宫内膜＜4mm。然后同时给予短效的GnRHα和Gn进行超排卵。
  


  
    3.短方案
  


  
    适用于35岁以上或卵巢储备功能较差的患者。月经周期第2d开始注射GnRHα 0.1mg/d，第3～4d注射FSH/hMG直到hCG应用时。有学者认为短方案的临床妊娠率不理想。
  


  
    4.超短方案
  


  
    适用于卵巢反应不良的患者。月经周期第2d开始注射GnRHα0.1mg/d，用3d后停药；月经周期第3～4d注射FSH/hMG至hCG应用时。有研究认为超短方案的临床妊娠率不理想。
  


  
    5.hCG促排卵作用
  


  
    使用hCG控制获取卵泡的时间已被IVF临床普遍接受。给予hCG的时间可依据B型超声波对卵泡大小测定后的结果来确定。当优势卵泡的直径大于1.8cm时，或血浆中雌激素的水平持续上升后的第6d即开始使用。更为复杂的标准是根据内源性LH峰、宫颈黏液的变化、阴道细胞指数、血浆雌激素浓度平台和血浆孕激素上升水平等多种因素来进行判断。
  


  
    二、获取卵泡的方法
  


  
    尽管腹腔镜是一种安全有效的取卵方法，然而很快被后来采用的B型超声仪监测下阴道穿刺取卵方法所取代。采用B型超声仪取卵较腹腔镜取卵法有许多优点：
  


  
    （1）只需使用局部麻醉即可操作；
  


  
    （2）不造成气腹，还可避免卵细胞有可能暴露在酸性pH环境中；
  


  
    （3）降低IVF整个过程中的部分费用，不让患者过分紧张和焦虑。
  


  
    取卵必备器械主要包括B型超声波仪，配有阴道探头，穿刺导向管，穿刺针（长度31cm，内径15G），无菌洁净试管，负压吸引器。患者在注射hCG后36h，排空膀胱，于正式取卵前30min注射哌替啶75mg，取膀胱截石位，外阴用无菌生理盐水反复冲洗直至干净。所有准备就绪后，在B超监测下，经阴道后穹隆穿刺取卵。在取卵时要注意以下几点：①弄清楚子宫和卵巢的位置以及两侧卵巢的卵泡数及卵泡的直径大小；②避开血管，尽量不经膀胱和子宫穿刺；③不要同时穿输卵管积液和卵巢巧克力囊肿，若出现误穿的情况，需要更换穿刺针；④经阴道侧后穹隆带负压进针，穿刺线由近及远；⑤先明确针尖的位置，再进行穿刺操作；⑥在进行对侧卵巢穿刺时必须重新进针；⑦为获取较高的取卵率可在吸净卵泡液时，稍退针和旋转针头。
  


  
    三、卵的识别及培养
  


  
    快速准确的从穿刺取卵液中找到卵细胞显得十分重要，往往由于卵细胞与卵泡液，血液混在一起，不易分辨。将穿刺取出的卵泡液迅速倒入圆形培养皿中，摇晃几次，使之均匀分布，在解剖显微镜下快速寻找卵细胞，发现一个灰色透明的黏液团块，在正中或偏一侧处可见到一致密点状结构，即卵细胞。卵细胞、透明带和放射冠又被称为卵冠丘复合体（oocyte corona cumulus complexes，OCCCs），将其清洗后转移到干净的培养皿，置于培养箱。可对卵冠丘复合体成熟度进行评估和分级，分级的方法可根据OCCCs的形态学判断卵细胞的成熟度：
  


  
    Ⅰ级：卵细胞呈深色，放射冠完全没有分散开，卵丘细胞紧密排列在一起，颜色偏深或卵丘细胞团很小。这级的卵子通常为不成熟卵。
  


  
    Ⅱ级：卵细胞外观颜色变浅，放射冠已呈不同程度的分散，卵丘细胞排列变稀松，颜色变浅。这级的卵子通常为接近成熟的卵子。
  


  
    Ⅲ级：卵细胞外观颜色很淡，形状为规则的圆形，放射冠呈完全分散状，卵丘细胞团通常较大，排列稀松，颜色很淡。这级的卵子通常为成熟卵。
  


  
    Ⅳ级：卵细胞颜色变深，放射冠分散，但外周卵丘细胞很小或缺失。这级的卵子通常为过熟的卵子。
  


  
    第三节　体外受精
  


  
    体外受精技术最初是在小鼠、金黄地鼠和其他动物试验中进行的，目的是为了了解受精的过程和胚胎的形成。在人类IVF成功之前，已对精子获能的要求、精卵间相互作用等有较完整而清晰的了解。有幸的是供体外受精的人精子的制备难度低于已研究过的其他动物的精子制备。人精子在除去精浆成分后自动获能，在受精前不需预培养。在受精3h内，在卵母细胞胞质内可发现精子。当卵母细胞放入培养箱中培养后，即刻要求男方（IVF患者的丈夫）通过手淫采精。一般男方禁欲2～7d，将排出的精液射入到一无菌洁净的玻璃容器内，置37℃、5%CO2培养箱内，待精液液化后进一步处理。
  


  
    一、精子体外获能与处理
  


  
    正常精液多半在30min内液化，对液化后的精液进行常规分析，包括精子浓度、活力、前向运动能力、精子的形态、红细胞和白细胞，精子凝集状况。
  


  
    精液洗涤最常用的有两种方法：
  


  
    （一）标准上游法
  


  
    取已消毒好的离心管，用Pasteur吸管取液化后的精液与精子洗涤液按1∶2的比例分别加入到离心管中，充分混匀，除去精液中的块状物和杂质，300g离心10min；弃上清液，保留离心管底层形成的乳白色沉淀块，注意在吸取上清液时不要触及沉淀块，再次加入精子洗涤液2ml，轻轻混匀，300g离心10min；小心弃去上清液，再徐徐加入1ml精子洗涤液。注意不要触及沉淀，同时也不要混匀，用塞子或试管帽松松盖上离心管，使气体能够进入。然后将离心管倾斜45°，上游1h；1h后精子沉淀块中的一些有活力的精子离开沉淀团块，游至液体的上层，这些精子就是体外受精所需要的精子，另取一支消毒洁净的试管，轻轻收集上层云雾状、活力强的精子约0.6ml，调整精子浓度1×106/ml～3×106/ml。
  


  
    （二）Percoll梯度离心法
  


  
    Percoll是一种用聚乙烯吡咯烷酮包被硅体胶形成的介质，异常和正常活动的精子可以通过非连续或连续Percoll梯度离心来进行分离。具体方法如下：取无菌离心管一支，分别先后加入90%和45%的Percoll各2ml，然后再加入2ml液化精液于45%Percoll之上，注意每次都轻轻加入，每层之间界面要清楚；平衡后放入离心机内，300g，离心20min；弃上清液，用Pasteur吸管取出底部精子，移入另一支无菌离心试管内，与精子洗涤液2～3ml混匀，200g离心5min；可重复上一步再洗一次，以充分去除残留的Percoll，然后将精子沉淀物转移至干净离心管，小心加入少量培养液，置37℃、5%CO2培养箱内备用。Percoll密度梯度离心法适用于正常的精液标本及少弱精子症的精液标本，能大大提高精子的回收率。但当精子浓度过低或活力很低时，需用微量Percoll密度梯度法，以增加活动精子的洗出率。
  


  
    目前，由于Percoll可能的毒性作用，国内外的IVF中心已基本不用Percoll处理精液，替代的是PureSperm。PureSperm是一种用HEPES缓冲的亲水性硅烷包裹的氧化硅胶体溶液，毒性低，其使用方法及效果与Percoll相似。
  


  
    二、体外受精步骤
  


  
    在体外受精前，必须先调节受精液滴中精子的浓度。有关受精时加入活动精子数目的多少各IVF中心有较大差异，一般认为加入精子的数目是20 000～100 000个/ml。增加精子的浓度，可能会增加多精受精率。若每ml少于10 000个有活力的精子，有可能降低正常体外受精率。
  


  
    卵母细胞经体外培养4～6h后即可进行体外受精。受精的方式有两种，一种是微滴法，每个液滴中放一个卵子；另一种用四孔皿进行，每孔放2～3个卵子。常规体外受精的时间为精子与卵子共同过夜培养16～20h。然而有研究表明，长时间的精卵共培养并不能提高正常受精率，相反如果精卵共培养时间长，精子及颗粒细胞可产生大量的氧化物质影响胚胎的质量，同时长时间的共培养又会消耗大量的营养物质，导致受精卵的能量不足，影响胚胎的质量。因此，目前很多IVF中心采取3～4h的短时间体外受精的方式，并不影响受精率。
  


  
    三、分离颗粒细胞及换液
  


  
    在常规体外受精16～20h或短时间体外受精3～4h后，将卵母细胞周围的颗粒细胞与之分开和转移受精卵显得十分重要。前者可在卵母细胞内发现原核，即卵母细胞内出现两个圆形结构，约1.5～2.0μm，且光洁、致密，提示已受精，这就是雌、雄原核。而后者则是通过第二极体的观察来判断受精的情况。此时需要将受精卵转移到预先准备好的胚胎培养液中，使其继续发育。从卵细胞周围分离颗粒细胞的方法主要有两种，一种是用两只注射针头，在解剖显微镜下轻轻将卵母细胞周围残留的颗粒细胞剥离；另一种方法是用微吸管法，其内径比卵母细胞约大一点，反复吹吸几次，同样也能使卵母细胞周围的颗粒细胞脱落。每个IVF中心有自己惯用的分离方法，但无论用哪种方法，原则是不可伤及卵母细胞和透明带。
  


  
    第四节　胚胎的体外培养
  


  
    人类胚胎能在体外培养液和相应培养条件下从1个细胞发育成孵化的囊胚阶段。
  


  
    （一）卵裂
  


  
    规则卵裂是着床前胚胎发育的正常特征，卵裂率和在胚胎移植后是否妊娠两者间存在相关性，快速的卵裂远较滞后卵裂更易导致妊娠，早期卵裂阶段的胚胎外观上有较大变化。
  


  
    根据卵裂球的形状，大小，卵裂球内核的数目和定位，无核碎片的数目，胞质的出现，对胚胎进行分级。然而胚胎的分级不能绝对确定他们发育的潜力。卵裂率和大体的形态外观可以推断，所获卵的成熟度和体外受精的过程是否在所期望成功的IVF范围之内。正常时继续卵裂约为90%以上，如果卵裂不能继续从一个卵裂阶段向另外一个卵裂阶段发展，可能提示培养条件不是处在最佳条件之下，或存在卵细胞成熟的某些异常情况。人类胚胎可以发育成分化较好的滋养外胚层和初期的内胚层胚囊，而且在体外开始产生hCG。这些观察表明，人类可以在体外完成着床前的发育。外观上发育成正常囊胚的比例是胚胎发育能力的最好指标，较根据卵裂阶段的胚胎进行的形态学评估更为恰当。许多异常情况均可以在胚胎发育至囊胚阶段被发现，但现在不知道这些情况的出现是否因为体外延长培养或自动发育成异常所致。
  


  
    （二）胚胎分级
  


  
    胚胎发育有一定的时间顺序，见表46-1。
  


  
  
    表46-1　人类胚胎发育的时间顺序
  
[image: ]


  
    移植前卵裂期胚胎评分按Puissant等的标准，评分特点为：
  


  
    4分：正常形态大小的卵裂球，没有核碎片；
  


  
    3分：轻微的大小形态不均的卵裂球，小于细胞团块1/3碎片；
  


  
    2分：大小形如碎片不均一的卵裂球，大于细胞团块1/3碎片；
  


  
    1分：只有1或2个卵裂球，大量无核碎片；
  


  
    0分：退化，完全是碎片。
  


  
    此种评分方法简便易行，应用较广。但由于他主要关注的是卵裂球的形态，未能体现卵裂球的发育速度，因此，通常将其与卵裂球的数目结合起来评价。
  


  
    （三）胚胎发育能力的评估
  


  
    评估人类胚胎发育能力的技术可以通过两种方法即损伤性和非损伤性试验。前者可能导致全部或部分胚胎破坏，但较非损伤性试验更有价值，它对胚胎的破坏除受到伦理上的指责外，还降低胚胎自身的存活力。染色体缺陷也可以在正常8细胞的胚胎中表现出来，基因表达方面的缺陷可以通过蛋白合成的能力来评估。
  


  
    非损伤性荧光乙酰乙酸盐试验可帮助了解人类胚胎发育能力，但他只是通过细胞内酯酶的活力来反应。其他非损伤性试验主要依靠光镜水平来诊断，对评估胚胎存活率的作用较小。早期卵裂的显微外科活检将允许胚胎存活保留，提供更为详细的细胞功能与正常状况的评估，损伤性技术常用来对进行活检的细胞和胚胎置入子宫前了解活检的胚胎的发育。
  


  
    第五节　辅助孵化技术
  


  
    辅助孵化技术（assisted hatching，AH）是指在体外受精形成的胚胎植入到宫腔之前，人为地在透明带上打洞或使透明带变薄，或使透明带溶解消失，以期达到帮助胚胎孵化促进胚胎植入的目的。
  


  
    透明带是环绕在卵细胞外的一种非细胞结构，其主要组成为糖蛋白。在结构上透明带分为两层，一层是比较厚而易于穿透的外层，一层是比较薄但不易被穿透的内层。透明带在卵子受精至胚胎早期发育这一复杂的过程中起着重要作用。例如透明带作为一种物理屏障，保护卵子和胚胎免遭外来有害物的侵袭；在受精过程中通过受体协助精子穿入，同时在精子进入之后通过自身结构的改变，阻碍其他精子进入，从而防止多精子受精引起的异常受精卵；受精后，由于透明带的存在，使得不断进行分裂的胚胎保持结构上的完整性。如果人为地去除发育早期胚胎的透明带，胚胎的发育似乎受影响不大，但存活率明显降低。
  


  
    正常生理情况下，透明带在胚胎进行第一次或第二次有丝分裂时开始逐渐变薄，到晚期囊胚期，透明带已薄到极易被突破的程度。在多种物理及生化因素作用下，晚期囊胚最终突破透明带，从中完全逸出（这一过程被称之为孵化），准备植入子宫内。如果由于某种原因，胚胎不能完成孵化过程，则无法植入子宫内，导致妊娠失败。
  


  
    在体外受精的临床实践中，人们观察到：经过体外培养后的卵母细胞，在体外受精形成胚胎之后，弹性降低。同时来自于年龄较大女性的卵子，在体外授精形成胚胎之后，其透明带硬度较高。这种透明带硬度改变的现象，可能是造成一部分胚胎在移植回子宫后，不能成功地植入内膜，导致着床失败的原因之一。
  


  
    一、辅助孵化的由来及依据
  


  
    最早提出辅助孵化概念的是Jacques Cohen。他认为：在IVF-ET过程中，胚胎不能从透明带中孵化出来，是造成胚胎植入失败高的原因之一。如果对体外受精的胚胎进行辅助孵化（即人为地在透明带上开口，或使其变薄），将有助于提高胚胎的植入率。他们的依据是：①无论是人或者老鼠的胚胎经过辅助孵化的显微手术后，胚胎开始孵化的时间和孵化的形态学特征都会发生改变，说明辅助孵化的显微手术对胚胎的孵化过程确实可造成影响；②人为地在透明带上开口之后，胚胎的植入率提高。可能是因为辅助孵化增加了胚胎吻合子宫内膜植入窗口开放的机会；③透明带较薄的胚胎易于植入；④任何影响孵化的因素都会导致胚胎孵化过程的延误和缺失，致使植入失败。
  


  
    1991年Cohen的实验室使用酸化的方法对人类体外培养胚胎成功地进行了辅助孵化。经过辅助孵化之后的胚胎，其植入率虽然有所改善，但与对照组相比，并无统计学上的差异。进一步的观察和分析表明：辅助孵化并不是对所有的患者和所有的胚胎都有提高植入率的作用，而仅是对于那些因某种原因导致自身孵化困难的胚胎有帮助，如透明带过厚的胚胎，透明带异常的胚胎，年龄偏大的患者，和FSH水平过高的患者等。由此，产生了选择性辅助孵化的概念。即根据母体以及每个胚胎自身的具体情况，选择自身孵化困难的胚胎，给予辅助性孵化。
  


  
    辅助性孵化有助于提高胚胎的植入率，可能是与帮助透明带厚度和硬度异常的胚胎突破机械性屏障，以及帮助质量差而无足够能量完成自身孵化的胚胎突破透明带有关。
  


  
    二、辅助孵化的指征
  


  
    由于辅助孵化并不是对每一个胚胎都有提高植入的作用，为了避免使胚胎暴露于不必要的操作程序和刺激，Cohen根据他的实验室的观察结果，提出了进行辅助孵化的指征。在以后的IVF实践中，其他的IVF中心又对这些指征进行了不断的扩增和补充。虽然不同的IVF中心对指征的掌握有所不同，但总的说来，在决定某个胚胎是否需要进行辅助孵化时，通常考虑的因素包括：患者的年龄、FSH水平、IVF治疗史、胚胎自身质量、胚胎自身发育速度、透明带的厚度、均匀度以及形状。
  


  
    （一）透明带
  


  
    1.透明带的厚度
  


  
    透明带的厚度大于13μm的胚胎应予辅助性孵化；
  


  
    2.透明带的形状
  


  
    当胚胎的形状不规则时，如椭圆形，常常提示透明带有某种功能上的缺陷。因此，胚胎形状不规则，通常是需要辅助孵化的指征；
  


  
    3.透明带的颜色
  


  
    透明带的颜色偏深，如呈现偏棕色或偏深色，应予以辅助性孵化。
  


  
    （二）女性患者年龄
  


  
    女性患者的年龄是考虑是否需要给予辅助性孵化的一个重要因素。随着女性年龄的增大，其胚胎的透明带通常会变厚、变硬，失去弹性，造成胚胎自然孵化困难。同时，来自女性年龄较大的胚胎，其质量通常较差，也会给胚胎的自然孵化带来困难。有的IVF中心以女性年龄38岁为界，凡年龄38岁或大于38岁，其所有用于ET的胚胎都应给予辅助性孵化。而有的IVF中心是以年龄40岁为界。
  


  
    （三）胚胎的质量
  


  
    对于质量较差、含有较多碎片的胚胎，其植入的能力通常较差。进行辅助性孵化之后，其植入能力也许有所提高。
  


  
    （四）胚胎的发育速度
  


  
    发育速度迟缓的胚胎，其自然孵化能力常常减弱，孵化过程常常延迟。辅助性孵化之后，有助于胚胎保持与子宫内膜植入窗口开放时间的一致性。受精后第3d细胞数目仍少于6个的胚胎，经过辅助性孵化后，其植入率高于未经辅助性孵化的对照组。
  


  
    （五）IVF治疗史
  


  
    对于曾有过IVF治疗失败的患者，应给予辅助性孵化治疗。因为，自然孵化失败很可能是导致他们IVF治疗失败的原因之一。
  


  
    （六）FSH水平
  


  
    如果在周期的第3d，FSH水平过高（大于15mIU/ml），通常提示卵巢的功能状况较差。这类患者的透明带很可能会因为卵泡发育环境不良而结构异常或功能较差。辅助性孵化常常会提高这类胚胎的植入率。
  


  
    （七）冷冻胚胎
  


  
    经过冷冻和解冻之后，胚胎的透明带会变硬。因此，冷冻胚胎是辅助性孵化的指征之一。
  


  
    三、辅助孵化的方法及其操作
  


  
    目前有4种辅助孵化的方法：机械法、酸化法、激光法和酶消化法。其中酸化法和机械法在临床上应用广泛，尤其是酸化法；激光法因为需要特殊的设备，在临床上较少使用；酶消化法是近年来出现的一种新方法。据报道，酶消化法对囊胚的植入有明显的帮助，此方法的效果尚待更多的临床实践予以证实。
  


  
    （一）机械法
  


  
    机械法在英文中称为partial zona dissection，简称PZD。
  


  
    1.辅助孵化工作皿的制作 用含有6%Plasmanate（商品化的人类血浆蛋白制剂）的HTF或PBS在Falcon1006皿中做小滴。根据待辅助孵化的胚胎数目决定小滴的数目。每个小滴的体积为10μl；再在小滴上面覆盖4ml左右的经过处理的矿物油（mineral oil）；最后盖好皿盖后，将工作皿放入37℃培养箱预热待用，一般需在使用前30min进行预热；
  


  
    2.显微操作台的准备 将固定针安装在左手边的显微注射针支架上，将PZD针安装在右手边的显微注射针支架上。
  


  
    3.机械法辅助孵化的操作 其步骤如下：
  


  
    （1）将待辅助孵化的胚胎放入工作皿的小滴中，每滴中放1个，一次以放2个胚胎为宜，以免操作时间长，使胚胎过久地暴露于非培养环境中。
  


  
    （2）将固定针降入小滴，让卵黄间隙较大的区域处于11点至1点处，在9点钟处用固定针将胚胎固定。
  


  
    （3）将PZD针降入小滴，从胚胎的1点钟左右的部位进针，从11点左右的部位穿出。操作时严格避免伤及胚胎的细胞。
  


  
    （4）将固定胚胎的固定针放松，从9点钟处移至PZD针之上，用其反复磨擦PZD针，直至透明带被穿透，PZD针脱出透明带，裂隙形成为止。
  


  
    （5）将胚胎旋转90°，重复上述操作两次。最终在透明带上形成两条十字交叉的裂隙。
  


  
    4.将经过辅助孵化的胚胎在干净的培养液中清洗3次，然后放回原培养皿的小滴中或者移植皿中，等待移植。
  


  
    （二）酸化法
  


  
    酸化法是指使用Acid Tyrode,s Solution（简称AT Solution）溶解透明带，在透明带上形成一个直径约大于20μm的小洞。
  


  
    1.辅助孵化工作皿的制作
  


  
    主要步骤如下：
  


  
    （1）用AT溶液在Falcon 1006皿的上方做一个10μl的小滴，用红色记号笔在皿底部将其圈起来，以示区别。
  


  
    （2）用含有6%Plasmanate的HTF或PBS在该皿的下部做体积为10μl的小滴。小滴的数目等于待辅助孵化的胚胎的数目。
  


  
    （3）在小滴上覆盖4ml左右经过处理的矿物油。
  


  
    （4）盖好皿盖后，将工作盘放入37℃培养箱预热待用，一般需在使用前30min进行预热；
  


  
    2.显微操作台的准备
  


  
    将固定针安装在左手边的显微注射针支架上，再将另一个固定针安装在右手边的显微注射针支架上，并与嘴吸控制装置（mouth-controlled suction）相连接。
  


  
    3.酸化辅助孵化的操作
  


  
    操作步骤为以下两步：
  


  
    （1）在透明带上打洞：
  


  
    1）将固定针降入AT小滴中，用嘴吸控制装置将AT溶液吸入holding pipette，然后将固定针提出液面。
  


  
    2）用固定针在胚胎的9点钟处将其固定，并使卵黄间隙较大的区域或者碎片较多的区域处于3点钟处。
  


  
    3）将固定针置于胚胎的3点钟处，使用嘴吸控制装置小心地将AT溶液吹在透明带上，使其溶解，固定针在吹入AT溶液的同时，应做轻微的上下移动，使接触AT溶液的透明带范围约200μm。
  


  
    4）一旦透明带被溶解穿透，立即停止吹AT溶液并迅速小心地开始回吸，以对该区域的AT溶液进行清除。
  


  
    5）继续用固定针固定胚胎，同时移动显微镜的载物台，使胚胎离开刚才的工作区域，减少酸与胚胎的接触。
  


  
    （2）取出碎片：对于含有碎片的胚胎，可利用刚刚在透明带上溶解出来的小洞，使用固定针将碎片吸出。进行此项操作时，严防伤害胚胎细胞或将胚胎细胞误吸出来。
  


  
    4.酸化后胚胎的清洗
  


  
    将经过酸化法辅助孵化的胚胎在干净的培养液中清洗3次后，放回原培养皿的液滴中或者移植皿中，等待移植。
  


  
    （三）酶消化法
  


  
    近年来，有的IVF中心为了避免酸溶液对胚胎造成的可能性伤害，用Pronase代替AT溶液在局部溶解透明带，以达到辅助孵化的目的。
  


  
    随着囊胚植入受到越来越多的重视，有的中心采用在植入前将囊胚放入一定浓度的Pronase溶液中培养24h，使得透明带完全被酶消化而消失，以促进囊胚的植入。
  


  
    （四）激光法
  


  
    激光AH是通过透明带打孔（openning）、透明带薄化（thinning）和透明带去除等方法，以起到辅助孵化的作用。由于透明带打孔和去除虽可提高孵出率，但其破坏透明带对胚胎的支持、防御、保护功能，而透明带薄化可能由于其薄化既保存了透明带对早期胚胎的上述功能，又削薄了透明带使其易于自然扩张后孵出，因此是目前临床上最常用的方法。许多研究证实了激光法是一种安全有效、操作简便的AH方法。
  


  
    透明带薄化深度不够不能提高种植率，薄化宽度过小易导致胚胎嵌顿，过大易导致单卵双胎，因此薄化的适宜深度和宽度对提高种植率和减低AH并发症是至关重要的。Blake等采用激光法在透明带外缘气化宽约80μm、深为透明带总厚度50%～80%的薄化区，处理后的胚胎可发生自然薄化，囊胚孵出率明显高于对照组。对第3d胚胎实施完全薄化、薄化一半、薄化1/4的结果显示，薄化1/4临床妊娠率比其他组高。Kung等报道激光对第3d胚胎薄化后囊胚冻融移植，结果临床妊娠率31.4%，种植率达16.9%，取得理想的效果。综上所述，激光AH较理想的区域为：深度应达致密层，约相当于透明带厚度的50%～80%，宽度约相当于总透明带1/4长左右，不同AH方法孵化效果争论不一，有研究比较部分切割术（PZD）、酸化法、激光法和酶消化法4种方法的胚胎种植率，指出4种方法的种植率和妊娠率基本相似，Hsieh等研究则认为激光法的妊娠率和种植率明显优于酸化法。
  


  
    激光治疗的安全性是人们关注的另一个问题。研究表明：激光辅助孵化是安全的，只要采用适当的方法，其热效应对胚胎的损伤可得到最大程度的避免。激光为透明带AH提供了一种简便、快速、安全的途径。
  


  
    四、结束语
  


  
    辅助孵化对胚胎植入率和妊娠率的改善作用，在许多IVF中心的临床运用中都得到证实。但改善的程度在不同的IVF中心差别很大。这可能与操作人员的经验和熟练程度、所采用的辅助孵化方法以及对患者的选择等相关。
  


  
    第六节　胚胎子宫内移植
  


  
    一、移植胚胎的数目
  


  
    一般认为移植胚胎以8个细胞以上阶段为适宜，但也可在原核期或囊胚期进行移植。在卵裂阶段选择形态评分好的胚胎进行移植，发育停滞及异常受精的胚胎则被废弃。在IVF妊娠成功中最有影响的因素之一是胚胎移植的数目，妊娠率随胚胎移植的数目而增加。但是移植多个胚胎可能导致多胎妊娠，影响母婴健康。一次移植的胚胎数量依母体年龄、IVF既往史等因素而定。我国卫生部《人类辅助生殖技术规范》强调“每周期胚胎移植总数不得超过3个，其中35岁以下女性第一次助孕周期不得超过2个”。多余的胚胎则进行冷冻以备不成功时进行下一次的胚胎移植。
  


  
    二、胚胎移植的方法
  


  
    首先将选择好的移植胚胎转移至含10%血清的0.8ml培养液的培养皿（Falcon 3037）内，放入培养箱内待用。通常使用的移植管有Wallace和Tom.Catheter，所有移植导管都要接到一个高质量的1ml注射器上。用10%血清培养液冲洗套上注射器的移植管，检查抽吸系统是否完好；然后将胚胎装载在含25～30μl移植培养液的导管内，中间被两段10μl的气体隔开。吸好移植液及胚胎的导管应立即送到手术室，待导管插入宫腔内后，将胚胎与移植液（约30μl）注入宫腔内；移植后，导管送回培养室，将导管内剩余的培养液注入移植皿内，解剖镜下仔细观察是否有胚胎存在。进行胚胎移植的仪器以及最佳程序尚无一致的意见，每个IVF中心都依据自己经验进行操作，缺乏这方面的对照试验。比较认可的因素包括进行移植时患者的体位，紧张状况，使用的药物，Catheter的类型与材料成分，通过宫颈的方法，输送胚胎的液体与气体的量，胚胎放置宫腔的位置，以及胚胎移植后的处理。可以在B超的指导下进行胚胎移植，以便于明确胚胎移植入子宫中的位置。
  


  
    部分患者进行胚胎移植后很难受孕，其原因尚不是很清楚。胚胎发育能力差和子宫容受性相互作用影响妊娠总成功率。胚胎移植的步骤也影响成功率。有些胚胎没有植入子宫内或者从子宫内排出，可能是因为移植过程或子宫状态本身的因素。胚胎在体外培养时间延长，发育能力也会降低。因此，如果患者正常胚胎的数目少于2个，就尽早于取卵后第二天即胚胎在4细胞阶段就将其移植入子宫。
  


  
    第七节　早期妊娠
  


  
    一、黄体支持
  


  
    IVF治疗中黄体期孕激素补充治疗是基于灵长类黄体功能不足提出的，很多学者认为IVF-ET治疗周期应该进行黄体支持。尤其是采用GnRHα与FSH/hMG联合方案超排卵时，由于垂体受到抑制，短期内Gn分泌未能及时恢复，胚胎移植后需黄体支持。
  


  
    黄体支持的方法有多种，常用的有如下两种：
  


  
    （1）取卵后或移植后给予黄体酮注射液40～80mg/d，或阴道用黄体酮胶囊早晚各一次，每次200mg；
  


  
    （2）于取卵后第1、4、7d分别注射hCG 2000IU。但是可能影响早期妊娠的检测，注意注射8d后才能测尿。因此也可以hCG和黄体酮联合应用。
  


  
    二、早期妊娠的检测
  


  
    在胚胎移植到子宫14～16d后通常可检测到尿hCG和血β-hCG，在胚胎移植后可能检测到患者血中的早孕因子（early pregnancy factor，EPF），移植胚胎后患者血中血小板的计数降低也提示早期妊娠。妊娠者在移植后28d需行B超检查。如果B超下发现子宫内孕囊，则称为临床妊娠，否则为生化妊娠。在B超检查时，还应注意孕囊的数目、胚胎有无原始心管搏动以及有无宫外孕。
  


  
    第八节　IVF质量控制
  


  
    建立一个高水平的中心，必须同时有一套严格的质量控制系统，目的在于检测各种试剂和培养器皿是否存在对胚胎有害的内毒素，以提高受精率，保证胚胎形态完整，提高临床妊娠率。质量控制常用方法：
  


  
    （一）鼠胚实验
  


  
    选取3～4周龄雌鼠腹腔内注射10IU孕马血清（PMSG），48h后注射10IU hCG。注射hCG 12～14h后，从雌鼠输卵管壶腹部获取成熟卵子，进行体外受精及胚胎培养。若达到75%以上的受精率以及培养4d后，80%受精卵发育至囊胚期，证明培养系统是合格的。此法曾广泛应用于培养系统的质量控制，近年来其对临床IVF的可靠性受到质疑。
  


  
    （二）精子存活实验
  


  
    用上游法分离活动良好的精子，调整活动精子浓度5×106/ml，取0.5ml精子混悬液，置入5ml已添加被检测培养液试管或培养皿内，作为实验组；另取0.5ml精子混悬液置于空的试管或培养皿内，作为对照组。将两组标本置入5%CO2培养箱内；每隔24h用Makler计数板或血细胞计数板计数试验组及对照组的活动精子，实验第4d计算他们之间的生存指数。生存指数为试验组精子存活率比对照组精子存活率。如果生存指数小于0.85，就应考虑可能存在潜在的胚胎毒性。此方法简单易行，因此被许多IVF中心应用。
  


  （张玲　马华刚　熊承良　池玲）
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    第四十七章　人类胚胎的冷冻
  


  
    第一节　概　述
  


  
    人类胚胎的冷冻（human embryo cryopreservation）是指通过采用某种特殊的技术将IVF患者的胚胎冷冻保存起来，以用于将来的胚胎植入。（冷冻胚胎的植入在英文中称为frozen embryo transfer，FET）。
  


  
    目前人类胚胎的冷冻技术已可常规地应用临床，无论是单细胞受精卵（zygote）的冷冻，或者囊胚（blastocyst）的冷冻，解冻之后均能达到令人满意或者可以接受程度的存活率以及临床妊娠率。
  


  
    （一）人类胚胎的冷冻技术主要用于以下几种情况
  


  
    1.在IVF治疗中除去用于新鲜胚胎植入外，仍有质量良好胚胎剩余的患者。
  


  
    2.由于某种病理原因不能接受新鲜胚胎植入的患者。例如：卵巢过度刺激综合征（ovarian hyperstimulation syndrome，OHSS）；子宫内膜状况不良（poor quality endometrium）；不明原因的阴道出血；明显身体不适等。
  


  
    3.由于某种非医学原因不能接受新鲜胚胎植入的患者。例如：突如其来的某种家庭或个人意外事件发生，患者的情绪因某种原因不能稳定等。
  


  
    （二）与胚胎冷冻有关的几个低温生物学概念
  


  
    在冷冻过程中，胚胎历经降温、低温保存和复温，在这一系列的温度变化中，低温休克（cold shock）以及冰晶（ice crystal）的挤压都会造成细胞代谢紊乱和结构受损。尤其是冰晶对细胞造成的损害往往是致命的，因此成功的冷冻技术意味着：①能将温度变化对细胞造成的打击降低到最小限度；②在降温过程中能严格防止细胞内冰晶的形成（ice crystal formation）以及在复温过程中能严格控制冰晶的再形成（recrystallization），使得冷冻复温后的胚胎结构完整，代谢正常，并能继续分裂发育成为健康胎儿。
  


  
    在目前的冷冻技术中，常常采用某些特殊的方法来减轻低温打击和冰晶形成，如冷冻保护剂的使用、置冰（Seeding）、缓慢降温速率的控制等。
  


  
    1.冷冻保护剂
  


  
    冷冻保护剂（cryoprotectants）在冷冻过程中的作用是多方面的，主要为：①帮助细胞脱水，防止细胞中的冰结晶形成；②维持细胞外一定的渗透压，缓冲渗透压变化对细胞膜形成的压力。
  


  
    常用的冷冻保护剂分两大类：细胞内冷冻保护剂及细胞外冷冻保护剂。
  


  
    （1）细胞内冷冻保护剂：
  


  
    常用的细胞内冷冻保护剂（intracellular cryoprotectants）有丙二醇（propanediol，PROH）、甘油（glycerol，GLY）、二甲基亚砜（dimethyl sulphoxidee，DMSO）、乙二醇（ethylene glycol，EG）等。
  


  
    这类冷冻保护剂的共同特点为：相对分子质量小，在63～97之间，具有良好的水溶性，能穿过细胞膜进入细胞内。
  


  
    （2）细胞外冷冻保护剂：
  


  
    常用的细胞外冷冻保护剂（extracellular cryoprotectants）有：蔗糖（sucrose）；聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）；聚蔗糖（Ficoll）。
  


  
    这类冷冻保护剂的共同特点为：相对分子质量大，在几百或几千以上，不能穿过细胞膜进入细胞内。某些大分子物质，如脂蛋白（Lipoprotein）、卵黄（egg yolk）等也具有细胞外冷冻保护剂的功效。
  


  
    细胞外冷冻保护剂通常是和细胞内冷冻保护剂合并使用。
  


  
    2.置冰
  


  
    置冰是指在胚胎冷冻过程中，当温度降至一定程度时，人为地在细胞外的冷冻液中诱导细胞外冰结晶形成，以提高细胞外渗透压，帮助细胞进一步脱水，避免细胞内冰结晶形成；并缓冲细胞内高渗透压对细胞膜的压力。
  


  
    通常采用的置冰温度为-5～-7℃之间。置冰温度的确定取决于多种因素，如：所冷冻胚胎的发育阶段，所采用的冷冻保护剂以及降温速率等。
  


  
    置冰是冷冻中极为关键的一步，对冷冻胚胎存活率的影响极大。
  


  
    3.控制降温的速率
  


  
    某些冷冻方法采用缓慢降温，并控制降温速率（controlled cooling rate）来缓冲温度骤变和低温对胚胎的打击，同时配合冷冻保护剂的使用，使细胞逐步脱水，以减少和防止细胞内冰结晶的形成。
  


  
    降温率的确定取决于多种因素，如所冷冻胚胎的细胞膜的结构和通透性；细胞容量与表面积的比率；细胞膜内外的渗透压差别以及变化，等等。
  


  
    第二节　人类胚胎冷冻所需物品和设备
  


  
    （一）生物冷冻仪
  


  
    如果采用慢速冷冻法（slow cooling），生物冷冻仪（biological freezer）是必不可少的设备。生物冷冻仪有自动和半自动的，也有完全程序化操作的。
  


  
    生物冷冻仪可帮助控制降温速率，并保持所设温度的恒定，使得所冷冻的胚胎在冷冻过程中处在稳定的特殊设定的温度环境中。
  


  
    （二）冷冻保护剂
  


  
    常用的冷冻保护剂如下：
  


  
    （1）丙二醇（或称propane-1，2-diol，or propylene glycol）相对分子质量76.10；
  


  
    （2）蔗糖，相对分子质量342.3；
  


  
    （3）甘油，相对分子质量92.10；
  


  
    （4）二甲基亚砜，相对分子质量78.13；
  


  
    （5）聚乙二醇，相对分子质量8000；
  


  
    （三）溶液
  


  
    这里所说的溶液是指用于配制冷冻液的缓冲液，通常被采用的是：Hepes缓冲液，如m-HTF；磷酸缓冲液，如D-PBS。
  


  
    （四）血清
  


  
    如人血浆蛋白（如plasmanate），人血清白蛋白（human serum albumin，HSA）。
  


  
    （五）冷冻管
  


  
    冷冻管是指在冷冻过程中装载胚胎的物品。
  


  
    目前普遍采用的是冷冻管（Vials）或麦管（straw）。也有人使用安瓿（Ampoules）。至于近来出现的冷冻环（freezing-loop），尚未广泛用于临床。
  


  
    （六）恒温水浴箱
  


  
    用于胚胎的解冻，一般保持在30～40℃。
  


  
    （七）其他
  


  
    （1）液氮罐；
  


  
    （2）低温保温瓶；
  


  
    （3）盛装液氮的容器；
  


  
    （4）大手术钳、卵圆钳；
  


  
    （5）低温操作手套；
  


  
    （6）培养皿、吸管；
  


  
    （7）定时钟、记号笔等。
  


  
    第三节　人类胚胎的冷冻方法
  


  
    目前，用于人类胚胎冷冻的方法可分为两大类：快速冷冻法（rapid cooling）和慢速冷冻法（slow cooling）。
  


  
    一、快速冷冻法
  


  
    快速冷冻法与缓慢冷冻法的最大不同在于：快速冷冻法不是依赖冰结晶形成速度与细胞脱水速度之间的平衡来防止细胞内冰结晶的形成，而是依赖高浓度的冷冻保护剂和添加剂，使细胞快速脱水，以避免冰结晶的形成，并将冷冻胚胎直接放入液氮中迅速降温冷冻。
  


  
    快速冷冻法又可大体上分为两种，一种称为玻璃化冷冻（Vitrification），一种称为快速冷冻或超速冷冻。玻璃化冷冻是指冷冻保护剂的浓度等于或高于40%（v/v）。在冷冻或解冻过程中溶液里出现冰结晶则称之为快速冷冻，而不能称为玻璃化冷冻。
  


  
    下面详细介绍玻璃化冷冻方法：
  


  
    与常规的慢速冷冻相比，玻璃化冷冻的最大优势在于其降温速度快（500～20 000℃/min），在冷冻过程中组织和细胞能够非常快速地通过+15°C至-5°C这一危险的温度区间，从而有效地避免急速降温（chilling injury）对细胞造成的损害，防止冷冻过程中细胞内冰结晶的形成。同时，玻璃化冷冻过程耗时较短，不需要昂贵的降温设备，因而近年来得到越来越多的关注。虽然慢速程序冷冻仍然是一些胚胎实验室的首选，但是随着近年来冷冻技术的发展和人们对发育生物学理解的不断加深，玻璃化冷冻在人类辅助生殖领域得到了越来越广泛的应用。从目前已有的资料来看，玻璃化冷冻大有取代传统慢速冷冻的趋势，特别是对于一些难以保存的组织和细胞，例如卵母细胞、干细胞以及卵巢组织等，玻璃化冷冻更是具有慢速程序冷冻难以比拟的优势。
  


  
    虽然水的凝固点是0℃，但是要成功地将一小滴水进行玻璃化需要高达每秒300万度的降温速度，很显然这在实际应用中是不可能的。高浓度的冷冻保护剂（5～8mol/L）有效地降低了成功进行玻璃化冷冻所需要的降温速度，从而为玻璃化冷冻的实施提供了可能性。同时，最小量的冷冻保护液以及玻璃化冷冻液与液氮直接接触，将降温速度进一步最大化。但是，高浓度的冷冻保护剂所对于细胞可能带来的影响也引起人们的关注，在操作实践中，多采用逐步添加冷冻保护剂的方法来降低细胞毒性和渗透应激（osmotic stress）。为了达到成功的玻璃化冷冻所需要的降温速度，目前所用的载体多为开放系统，封闭系统虽有成功的报道，但是考虑到其可能降低降温速度，应用尚不如开放系统广泛。由于降温和复温速度都非常快，对操作者的经验和能力要求也相对较高。
  


  
    虽然大多数玻璃化冷冻方法相差不大，但迄今为止还没有一种大家一致公认有效的玻璃化冷冻方案，各个实验室所采用的玻璃化冷冻载体也不一样，目前较常用的商品化玻璃化冷冻载体主要有冷冻载杆（Cryotop），Cryotip，Cryoloop和Cryoleaf等，其他的载体还有自制的OPS（Open pulled straw），电子显微镜铜网等。由于所用的玻璃化冷冻方案和载体不尽相同，目前很难对各家的冷冻结果做一个客观的评价。本节以Cryotop为例介绍人类卵母细胞和胚胎的玻璃化冷冻。Cryotop是一种开放式玻璃化冷冻载体，也是一种新的Minimum Volume Vitrification，他利用一个宽0.4mm、长20mm、厚0.1mm的塑料载片连接到硬塑胶把手上，此外还有一个3cm长的塑胶盖片（图47-1）。
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      图47-1　Crytop
    

  


  
    （一）人卵母细胞的玻璃化冷冻
  


  
    卵母细胞特殊的生物物理特性决定了其冷冻保存较受精卵和分裂期胚胎要困难得多。首先，卵母细胞是人体最大的单细胞，其过小的表面积与体积比影响了冷冻过程中冷冻保护剂和水通过卵母细胞膜的速度，因而更加容易导致细胞内冰结晶的形成；其次，成熟卵母细胞第二次减数分裂中期的纺锤体对急剧冷却（chilling）非常敏感；第三，卵母细胞膜对水和冷冻保护剂的通透性较受精卵和分裂期胚胎要低；此外，冷冻过程还有可能诱发卵母细胞的孤雌生殖和透明带的变硬。
  


  
    1.冷冻前的准备工作
  


  
    （1）冷冻保护液的准备：玻璃化冷冻液可自行配制或者直接从厂家购买成品。
  


  
    （2）人卵母细胞玻璃化冷冻液的配制
  


  
    1）基本操作液（basic solution，BS）：Modified HTF（mHTF）+20%（v/v）血清蛋白替代物（serum protein substitute，SPS）。
  


  
    2）预平衡液（equilibration solution，ES）：以BS为基础液配制7.5%（v/v）二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）+7.5%（v/v）乙二醇（ethylene glycol，EG）。
  


  
    3）玻璃化冷冻液（vitrification solution，VS）：以BS为基础液配制15%（v/v）DMSO+15%（v/v）EG+0.5M蔗糖（sucrose）。
  


  
    （3）冷冻保存载体的标记：在Cryotop上清液楚地标记患者的姓名，冷冻日期，冷冻管的编号以及待冷冻卵母细胞的数目；
  


  
    （4）在玻璃化冷冻开始前至少30min从冰箱中取出玻璃化冷冻试剂盒，并使其在室温（20～25°C）中平衡待用；
  


  
    （5）准备一个塑料或者玻璃内壁的液氮容器，加入足够的液氮以便能够完全覆盖Cryotop；
  


  
    （6）按照图示在Falcon 3003大皿上准备一个200μl大小的BS液滴，靠近其右侧准备一个100μl大小的ES1，然后依次准备200μl大小的平衡冷冻液滴ES2及ES3。
  


  
    2.预平衡
  


  
    （1）第一次液滴合并：将需要冷冻的卵母细胞转移到BS液滴的中央并停留片刻，然后用移卵针将BS 与ES1合并（BS+ES1，第一次液滴合并），合并后的液滴自行融合，在融合过程中可以观察到含有高浓度DMSO和EG的ES1会将卵母细胞从BS液滴的中央推向左侧；
  


  
    （2）在第一次液滴合并后45s将卵母细胞从BS液滴的左侧转移到ES1的右侧并停留45s；在将卵母细胞从培养皿转移到BS的过程中，移卵针上往往会携带少量的矿物油。为避免矿物油对冷冻过程造成的不良影响，建议从这一步开始换用一支新的移卵针；
  


  
    （3）第二次液滴合并：合并ES1和ES2并让BS，ES1及ES2自行融合（BS+ES1+ES2，第二次液滴合并），第二次合并后卵母细胞继续停留在ES1右侧45s；
  


  
    （4）第二次合并完成后将卵母细胞转移到ES2的底部并停留45s；
  


  
    （5）将卵母细胞转移到ES3液滴的中央继续平衡，卵母细胞在ES3中的停留时间不超过12min；
  


  
    （6）预平衡过程中卵母细胞形态变化及观察：在预平衡的初始阶段，卵母细胞外的高渗ES溶液引起卵母细胞脱水，卵膜出现皱缩现象，随着冷冻保护剂渗透入卵母细胞内皱缩逐步停止，卵母细胞再次膨胀；
  


  
    （7）一旦卵母细胞恢复到预平衡前大小，则表明卵母细胞脱水和冷冻保护剂渗入细胞之间达到动态平衡，平衡过程已经完成，此时卵母细胞可以转移到玻璃化冷冻液中进行下一步的操作。如果同时平衡多个卵母细胞，可以根据其平衡完成的时间对它们进行重新分组，先完成平衡的卵母细胞率先被转移到玻璃化冷冻液中。
  


  
    3.玻璃化冷冻
  


  
    （1）在等待卵母细胞预平衡的过程中，准备一个200μl大小的玻璃化冷冻液滴VS1及100μl大小的玻璃化冷冻液滴VS2；
  


  
    （2）待预平衡完成后，用移卵针从ES3中吸取卵母细胞及少量的ES3直到卵母细胞到达距离移卵针针尖端约1～2mm处，吸取少量的VS1并将其与ES3混匀，混合过程中注意始终将卵母细胞保持在移卵针内；
  


  
    （3）吐出部分混合液后吸取新鲜的VS1并与移卵针内的残余液体重新混匀，不断改变移卵针在VS1中的位置，多次来回的反复吸入和吐出直至混合过程中产生的液体旋涡完全消失，然后将卵母细胞释放到VS1中远离可能混有ES的区域。吸取新鲜的VS1并将其吹到VS1液滴外以去除残存在吸卵针内的ES，用移卵针反复拨动卵母细胞至新鲜的VS1，此过程约持续30s；
  


  
    （4）将卵母细胞转移到VS2中，在转移过程中注意尽量减少吸入的VS1的量，拨动卵母细胞至新的位置两次以保持其周围新鲜的VS2，吸起卵母细胞并将其放置于离Cryotop末端黑色标记数毫米的塑料载片表面，尽可能多地回吸卵母细胞周围的玻璃化冷冻液VS2，并确保包括卵母细胞在内的液滴的总体积不超过0.1μl，此过程应控制在60s以内；
  


  
    （5）将装载有卵母细胞的Cryotop从侧面倾斜投入到液氮容器中，特别要注意将从卵母细胞开始接触玻璃化冷冻液到投入液氮的总时间控制在60～90s以内；
  


  
    （6）在液氮液面以下用镊子将Cryotop塑料载片扣在塑料盖片上并扭紧，然后将其装载到金属支架中投入液氮罐中保存（图47-2）。
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      图47-2　人卵母细胞的预平衡和玻璃化冷冻过程示意图
    

  


  
    （二）从原核到囊胚阶段人胚胎的玻璃化冷冻
  


  
    与成熟卵母细胞相比，人类早期胚胎的玻璃化冷冻相对要简单一些，受精卵和分裂期胚胎的细胞膜对冷冻保护剂和水的通透性以及冷冻解冻过程中细胞外渗透压变化的适应能力都较卵母细胞要强。下面的方案可用于从原核到囊胚阶段人胚胎的玻璃化冷冻。值得注意的是，在进行囊胚的玻璃化冷冻前需要使用激光或者机械法对囊胚腔进行人工脱水。
  


  
    1.冷冻前准备
  


  
    （1）冷冻保护液的准备：人胚胎玻璃化冷冻液的配制
  


  
    1）预平衡液ES：以BS为基础液配制7.5%（v/v）DMSO+7.5%（v/v）EG
  


  
    2）玻璃化冷冻液VS：以BS为基础液配制15%（v/v）DMSO+15%（v/v）EG+0.5MSucrose
  


  
    （2）在玻璃化冷冻开始前至少30min从冰箱中取出玻璃化冷冻试剂盒，室温下平衡待用；
  


  
    （3）冷冻保存载体的标记：在Cryotop上标记患者的姓名、冷冻日期、冷冻管的编号、待冷冻胚胎的发育阶段和数目；
  


  
    （4）如图47-3所示，在六孔皿中依次加入0.5ml的ES，VS1及VS2；
  


  
    2.预平衡
  


  
    （1）从培养皿中吸取待冷冻的胚胎并将其释放到ES中央的液面上，在转移胚胎过程中要尽量减少随胚胎吸取的ES量，一般0.5min内胚胎就会自然下沉。
  


  
    （2）密切观察平衡过程中胚胎形态的变化，一旦皱缩的胚胎卵裂球恢复到预平衡前的大小，提示平衡过程已经完成。胚胎在ES中完成平衡所需要的时间长短取决于其直径大小和胚胎本身的质量，同时冷冻多个胚胎时可以根据平衡完成时间的先后对胚胎进行重新分组。
  


  
    3.玻璃化：
  


  
    此过程与卵母细胞的玻璃化基本相同
  


  
    （1）待预平衡完成后，用移卵针从ES中吸取胚胎及少量的ES3直到胚胎到达距离移卵针针尖端约1～2mm处，吸取少量的VS1并将其与ES混匀，混合过程中注意始终将胚胎保持在移卵针内；
  


  
    （2）吐出部分混合液后吸取新鲜的VS1并与移卵针内的残余液体重新混匀，不断改变移卵针在VS1中的位置，多次来回的反复吸入和吐出直至混合过程中产生的液体旋涡完全消失，然后将胚胎释放到VS1中远离可能含有ES的区域。吸取新鲜的VS1并将其吹到VS1液滴外，以去除残存在吸卵针内的ES，用移卵针反复拨动胚胎至新鲜的VS1，此过程约持续30s；
  


  
    （3）将胚胎转移到VS2中，在转移过程中注意吸取尽量少的VS1，拨动胚胎至新的位置两次以保持其周围新鲜的VS2，吸起胚胎并将其放置于离Cryotop末端黑色标记数毫米的塑料载片表面，尽可能多地回吸胚胎周围的玻璃化冷冻液VS2，并确保包括胚胎在内的液滴总体积不超过0.1μl，此过程应控制在60s以内；
  


  
    （4）将装载有胚胎的Cryotop从侧面倾斜投入到液氮容器中，特别要注意将从胚胎开始接触玻璃化冷冻液到投入液氮的总时间控制在60～90s以内；
  


  
    （5）在液氮液面下用镊子将Cryotop塑料载片扣在塑料盖片上并扭紧，然后将其装载到金属支架中投入液氮罐中保存。
  


  
    [image: ]

    
      图47-3　人类胚胎的玻璃化冷冻
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      图47-4　玻璃化冷冻保存人胚胎及胚胎的复温
    

  


  
    （三）玻璃化冷冻胚胎及胚胎的复温
  


  
    虽然预平衡过程有所不同，但玻璃化冷冻的人胚胎和不同发育阶段胚胎的复温方法基本相同。
  


  
    1.复温前准备
  


  
    玻璃化冷冻保存的标本对温度变化非常敏感，一个小小的疏忽就有可能导致卵母细胞或者胚胎的死亡，因此在复温开始前一定要确保各项准备工作就绪。
  


  
    （1）商品化的玻璃化冷冻复温（Vitrification warming）及复苏液可从厂家直接购买，亦可按照下面的方法自行配制；
  


  
    （2）玻璃化冷冻复温及复苏液的配制
  


  
    清洗液（Washing Solution，WS）：mHTF+20%（v/v）SPS
  


  
    复温液（Thawing Solution，TS）：以WS为基础液配制1.0mol/L的蔗糖液；
  


  
    复苏液（Dilution Solution，DS）：以WS为基础液配制0.5mol/L的蔗糖液；
  


  
    （3）在复温前至少1.5h将5ml TS加到Falcon 3001皿中，无CO2的37°C培养箱中预热并使其温度稳定保持在37°C，待用（图47-4）；
  


  
    （4）复温前至少30min从冰箱中取出玻璃化冷冻复温及复苏液，按照图47-4所示，在六孔皿中分别加入0.5min的复苏液DS及清洗液WS1、WS2，室温下（20～25°C）平衡待用；
  


  
    （5）仔细核对患者的姓名、冷冻时间及冷冻标本的时期和数目，将装载有待解冻标本的金属支架从液氮罐中移出并存放于盛装液氮的塑料或者玻璃内壁保温盒中，注意确保始终有足够多的液氮完全浸没Cryotop。
  


  
    2.快速复温
  


  
    在液氮液面下用镊子将塑料盖片从Cryotop移走，然后非常快速地将塑料载片直接浸入到装载有37°C TS溶液的Falcon 3001皿中，此过程非常关键且需在1s内完成。为了确保快速复温的顺利进行，建议将装载有冷冻标本的液氮容器放置于显微镜近旁，以方便快速操作；
  


  
    以塑料载片末端的黑色标记为参照，调节解剖显微镜的焦距并对卵母细胞或者胚胎进行定位。一般情况下卵母细胞或者胚胎会在30s内从塑料载片上脱落到ES中。如果1min时卵母细胞或者胚胎仍然没有脱落，则需要用移卵针将他们从塑料载片上吹下来。
  


  
    3.复苏和清洗
  


  
    在塑料载片浸入TS后1min用移卵针将卵母细胞或者胚胎轻轻吸起，随后吸取少量TS直到卵母细胞或者胚胎到达距离移卵针针尖端约2mm处，将TS缓慢地吹到DS的底部，轻轻地将卵母细胞或者胚胎释放到底层的TS中，停留3min。此为逐步稀释法，旨在防止稀释过程中跨膜渗透压差变化过大，水分进入细胞过快而引起细胞膨胀破裂；
  


  
    同样的方法吸取DS直到卵母细胞或者胚胎到达离移卵针针尖端约2mm处，将DS缓慢地吹到WS1的底部，然后将卵母细胞或者胚胎轻轻地释放到底层的WS1中，停留5min。
  


  
    吸取卵母细胞或者胚胎及尽量少的WS1，将其释放在WS2中央的液面上待其自然沉降到皿底部，然后吸取卵母细胞或者胚胎及尽量少的WS2，重复上面的过程，此过程持续1min。
  


  
    清洗完毕后将卵母细胞或者胚胎转移到相应的培养液中，37°C 5%CO2培养箱中培养。
  


  
    二、慢速冷冻法
  


  
    慢速冷冻法是依靠冷冻保护剂，慢速降温速率以及置冰来减少和避免细胞内冰结晶的形成，以及渗透压变化和温度变化对胚胎的打击。
  


  
    慢速冷冻法目前在临床上的运用较为广泛。可用于胚胎发育的各个阶段，如受精卵、分裂期和囊胚期。目前，受精卵和分裂期的胚胎慢速冷冻效果较为稳定，而囊胚慢速冷冻仍在不断改进之中。
  


  
    下面简单地介绍几种慢速冷冻方法供参考。
  


  
    （一）人类受精卵（2PN）至4细胞分裂期胚胎的冷冻及解冻
  


  
    配制冷冻保护剂的溶液为20%血清的缓冲液。
  


  
    1.冷冻
  


  
    （1）脱水程序：
  


  
    1.5mol/L PROH，10～15min室温；
  


  
    1.5mol/L PROH0.1mol/L Sucrose 15min室温（注意：这里所说的15min包括将胚胎装入冷冻管或麦管并放进生物冷冻仪）；
  


  
    将胚胎装入麦管或已装有0.3ml 1.5mol/L PROH0.1mol/L Sucrose冷冻保护剂的冷冻管中，然后放进生物冷冻仪，开始冷冻降温程序。
  


  
    （2）降温程序：
  


  
    起始温度20℃；
  


  
    停留在20℃等待样品上机；
  


  
    样品上机后开始降温，-2℃/min直至-6℃；
  


  
    停留在此温度5min，作为soaking；
  


  
    人工置冰（manual seeding）；
  


  
    继续停留在-6℃（Holding），5min；
  


  
    继续降温-0.3℃/min直至-30℃；
  


  
    -50℃/min直至-150℃；
  


  
    停留在-150℃，2h；
  


  
    样品下机，直接快速地放入液氮中，然后转入液氮罐中保存。
  


  
    2.解冻
  


  
    （1）快速解冻：
  


  
    麦管：室温30～40s→30℃水浴40～50s至冰融化；
  


  
    冷冻管：30℃水浴1～1.5min直至冰全融化。
  


  
    （2）寻找胚胎：
  


  
    用吸管将冷冻管中的全部溶液转入培养盘中，镜下寻找胚胎，或将麦管中的全部溶液释放入培养盘中，镜下寻找胚胎。
  


  
    （3）反脱水：
  


  
    1.0mol/L，PROH/0.2mol/L，sucrose，5min，室温；
  


  
    0.5mol/L，PROH/0.2mol/L，sucrose，5min，室温；
  


  
    0.2mol/L，sucrose，10min，室温；
  


  
    20%血清缓冲液，10min，室温；
  


  
    将胚胎转入培养液中，放进37℃、5%CO2培养箱培养。
  


  
    （二）人类胚胎4～8细胞分裂期的冷冻及解冻
  


  
    此方法是目前NYU正在使用的方法，由L.chi修改。
  


  
    配制冷冻保护剂的溶液为含10%人血浆蛋白的mHTF。
  


  
    1.冷冻
  


  
    （1）脱水程序：
  


  
    0.5mol/L，PROH，5min，室温；
  


  
    1.0mol/L，PROH，5min，室温；
  


  
    1.5mol/L，PROH，10min，室温；
  


  
    1.5mol/L，PROH/0.1mol/L sucrose，10min，室温。
  


  
    将胚胎装入已装有0.3ml 1.5mol/L PROH0.1mol/L sucrose冷冻保护溶液的麦管中，装管时间应不超过5min。装好样品后上机。
  


  
    （2）降温程序：
  


  
    起始温度：+22℃；
  


  
    停留在+22℃，等待样品上机；
  


  
    样品上机后开始降温：-2℃/min直至-7℃；
  


  
    soaking：5min；
  


  
    manual seeding；
  


  
    holding：5min；
  


  
    继续降温：-0.3℃/min直至-32℃；
  


  
    样品下机，直接快速地放入液氮中，然后转入液氮罐中保存。
  


  
    2.解冻
  


  
    （1）快速解冻：
  


  
    将冷冻管从液氮取出后直接放入31℃水浴1～1.5min，直至冰全部融化。
  


  
    将冷冻管静置于室温下5min。
  


  
    （2）寻找胚胎：
  


  
    用吸管将冷冻管中的全部溶液转入培养皿中，镜下寻找胚胎。
  


  
    （3）反脱水：
  


  
    1.25mol/L，PROH/0.2mol/L，sucrose，5min，室温；
  


  
    1.0mol/L，PROH/0.2mol/L，sucrose，5min，室温；
  


  
    0.75mol/L，PROH/0.2mol/L，sucrose，5min，室温；
  


  
    0.5mol/L，PROH/0.2mol/L，sucrose，3min，室温；
  


  
    0.25mol/L，PROH/0.2mol/L，sucrose，3min，室温；
  


  
    0.2mol/L，sucrose，3min，室温；
  


  
    6%血清培养液，清洗4次（在4个培养液小滴中轻柔地漂洗）；
  


  
    将胚胎转入干净的6%血清培养液中，放进37℃、5%CO2培养箱培养。
  


  
    （三）人类胚胎囊胚期的冷冻及解冻
  


  
    此方法是目前NYU正在使用的方法，来源于D.Gardner的实验室，配制冷冻保护剂的溶液为10%人血浆蛋白的mHTF。
  


  
    1.冷冻
  


  
    （1）脱水程序：
  


  
    5%glycerol，10min，室温；
  


  
    9%glycerol/0.2mol/L sucrose，10min，室温；
  


  
    将胚胎装入已装有0.5ml 9%glycerol0.2mol/L sucrose冷冻保护溶液的冷冻管中。装好后样品上机。
  


  
    （2）降温程序：
  


  
    起始温度：+20℃；
  


  
    停留在+20℃，等待样品上机；
  


  
    样品上机后开始降温：-2℃/min直至-6.5℃；
  


  
    soaking：5min；
  


  
    manual Seeding；
  


  
    holding：5min；
  


  
    继续降温：-0.3℃/min直至-37℃；
  


  
    样品下机，直接快速地放入液氮中，然后转入液氮罐中保存。
  


  
    2.解冻
  


  
    （1）快速解冻：
  


  
    31℃水浴1～1.5min快速解冻。
  


  
    （2）寻找胚胎：
  


  
    将冷冻管中的全部溶液转入培养皿中，镜下寻找胚胎。
  


  
    （3）反脱水：
  


  
    5%glycerol/0.1mol/L，sucrose，5min，室温；
  


  
    0.1mol/L，sucrose，5min，室温；
  


  
    10%人血浆蛋白mHTF，5min，室温；
  


  
    G2培养液中清洗4次（在4个培养液小滴中轻柔地漂洗）；
  


  
    将胚胎转入干净的G2培养液中，放进37℃、5%CO2培养箱培养。
  


  
    第四节　人类胚胎冷冻的注意事项
  


  
    一、冷冻胚胎的保存
  


  
    将冷冻的胚胎保存在-196℃的液氮中，理论上是安全的。只要保存妥当，胚胎的存活能力与冷藏时间的长短无关。
  


  
    能够对冷藏中的胚胎造成伤害的是周围环境中放射线的辐射。因此，存放冷冻胚胎的冷藏罐应放置在不受放射线干扰的环境中。
  


  
    近年来，冷藏中的胚胎被病毒污染（如肝炎病毒，HIV病毒等）的现象引起极大重视。因此，存放冷冻胚胎的冷藏罐中，不应混放其他的标本，如人血、精液等。对患有肝炎或其他感染性疾病的冷冻胚胎要隔离存放。
  


  
    二、冷冻胚胎解冻后培养多少时间进行宫内移植
  


  
    一般说来，解冻后存活的胚胎在体外培养复苏2～4h后即可宫内植入。
  


  
    现在一些中心采用冷冻胚胎解冻后，在体外培养复苏12～24h后再植入的方法，以筛选有分裂潜力的胚胎。
  


  
    三、冷冻胚胎植入前是否需要人工辅助孵化（AHA）
  


  
    在这个问题上，看法尚不一致。根据AHA的原理，冷冻胚胎具有明显的AHA指征，如冷冻解冻后透明带变硬、变脆等。
  


  
    四、与技术无关，但却十分重要的问题
  


  
    在进行胚胎冷冻和解冻之前，患者签署知情同意书，以及实验室内完全的各项记录，是胚胎冷冻工作的一个重要组成部分，也是将来避免各种法律纠纷的重要措施。
  


  （池玲　舒益民）
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    第四十八章　显微授精技术
  


  
    显微注射技术早在20世纪60年代就已开始，主要用于体细胞核移植实验，但同时也开始了动物精子显微注射的研究。进入20世纪70年代后，在畜牧农业方面，哺乳动物的体外受精技术等有了很大发展，并开始选用哺乳动物的精子进行显微注射，积累了较多的实验经验，通过动物实验发现将单个精子注射进入卵细胞内，精卵细胞膜可融合，若注射多个精子，大多数卵发生变性。
  


  
    由于常规IVF技术对男性不育特别是患有重度少精子症和精子活力低下的患者受精率极低，提高IVF对某些男性不育患者的受精率已变得十分重要。1987年Lans-king等首次将人精子注入人卵子透明带下（subzonal sperm injection，SUZI），1988年Cohen等采用部分透明带钻孔（partial zona dissection，PZD）方法，1988年Lanzendort等首先报道有关将单个人精子直接注射入人卵子的胞质内，即卵细胞胞质内单精子注射技术（intracytoplasmic sperm injection，ICSI），并成功受精。1992年Palermo等最先报道首例ICSI试管婴儿诞生。ICSI正常受精率高达70%，在很大程度上提高了精子质量差的男性不育患者的受精率，成为人类辅助生殖发展史的第二场革命，解决了部分男性不育的生育问题，因此又把显微授精技术称做第二代试管婴儿。在我国1997年李蓉等报道我国首例经ICSI技术的第二代试管婴儿诞生。现在ICSI结合常规IVF技术已成为治疗男性严重少弱精子症引起不育症的重要治疗方法。
  


  
    第一节　显微授精的种类
  


  
    （一）透明带钻孔法（zona drilling，ZD）和部分透明带切割法（partial zona dissection，PZD）
  


  
    透明带是卵细胞外一层无细胞结构的糖蛋白，它的主要功能是识别精子，并选择性地让单个精子穿透透明带，防止多精受精。ZD是采用化学的方法，包括用酸化的Tyrode溶液或蛋白水解酶如糜蛋白酶来处理透明带。PZD是采用机械的方法用玻璃针刺破透明带，造成透明带上有一小的约为透明带周长的八分之一的裂口。1988年Cohen等最先采用机械方法刺破透明带，然后将卵细胞放入含精子的培养液中，使精子通过裂口处顺利穿透透明带，最终与卵子形成受精卵，发展成胚胎并成功地妊娠和分娩。该方法简单，对卵细胞造成的损伤较小。然而，PZD要求精子数目大于5×106/ml，而且多精受精率较难控制，对胚胎的进一步发育也有影响。
  


  
    （二）透明带下授精
  


  
    透明带下授精（subzonal insemination，SUZI）指将精子通过显微注射法直接注入到卵黄周围间隙（perivitellinespace，PVS）。该方法最早由Ng等于1988年获得成功妊娠。1990年Fishel等报告第一例成功分娩，该方法很快被许多IVF中心接受。受精率的高低与注射的精子多寡有关，注射的精子愈多，受精率也愈高，但多精受精率也随之升高，一般以注射3～5个精子为宜，超过8个精子可致100%多精受精，完全无运动的精子症如尾部纤毛结构异常的，丧失运动能力的精子采用SUZI能成功受精。将顶体完整的精子注射到PVS，并不能与卵子的质膜发生融合，只有将发生了顶体反应后的精子注射到PVS受精率才明显增加。然而SUZI受精率仍然不是很理想，大约为15%～20%，而且多精受精率难以控制。
  


  
    无论是SUZI还是PZD，精子在与卵膜结合之前都必须自发的发生顶体反应。然而，体外诱导顶体反应对改善他们的受精率无明确作用，因此大大限制了其临床应用。
  


  
    （三）ICSI
  


  
    ICSI技术通过选择活的精子、制动精子并在确保质膜破裂之后将精子注入卵细胞质内，使其受精。正常受精率远远优于PZD和SUZI，可达65%以上，着床率超过20%，因此有更多的胚胎可供移植，能取得较高的临床妊娠率。由于克服了IVF、PZD、SUZI等技术的一系列不足和限制，因此ICSI在临床上得到了广泛的应用。
  


  
    ICSI最初应用于严重男性不育，由于ICS1种植率比常规IVF高，其应用范围逐渐扩大，包括既往常规IVF受精失败、不明原因不育，甚至用于年龄大于38岁的女性。用于ICSI的精子可以是射出精液的精子，也可以是来自附睾和睾丸的精子，1994年Oyura等利用圆形精子细胞进行ICSI取得成功，Sofikitis等用圆形精子细胞核进行ICSI治疗取得成功。1995年Tesarik用长形精子细胞治疗取得成功。圆形精子细胞与精原细胞、精母细胞、白细胞不宜区分，而长形精子细胞较易区分；在激活卵细胞能力方面，长形精子细胞优于圆形精子细胞。但由于确认圆形精细胞困难以及未成熟精子受精可能带来的基因缺陷难以估计，其临床应用较少。但Bhattacharya等近期报道，ICSI对非男性因素的治疗没有优越性。一些前瞻性研究显示，对中等程度畸形精子仍然以常规IVF为首选。
  


  
    ICSI绕过了精子自然受精过程的屏障（如精子穿过透明带、顶体反应等），并且与常规IVF相比，ICSI在显微操作过程中可能损伤细胞骨架或减数分裂中的纺锤体，因此其安全性受到人们的关注。因为非阻塞性无精子症的染色体异常率高，另外，有推测睾丸精子在受精时染色体印迹并未完全结束，虽然可能对受精和胚胎早期发育影响不大。但可能导致出生后的异常。比利时Brussels组追踪调查了229个经ICSI和133个经常规IVF出生的2岁幼儿，并未发现ICSI的幼儿智力发育迟缓，但其性染色体非整倍体率和结构异常率有轻微的增高。尽管现有的研究显示目前ICSI并不提高先天性畸形的发生率，但不容置疑ICSI存在一定的遗传风险。ICSI婴儿中性染色体非整倍体的发生率为0.6%，高于正常人群的0.2%；可遗传的染色体异常（大部分来自父亲）的数目也有所增加。Silber等认为Y染色体微缺失可以100%传给下一代。为了减少ICSI的遗传风险，应进行严格的遗传学检测，如染色体核型分析、Y染色体微缺失的分子检测等方面。
  


  
    第二节　显微授精适应证
  


  
    1.严重的少、弱、畸精子症 严重少精子症，一次射精的活精子浓度＜1×106/ml；少弱畸精症，精子浓度＜20×106/ml，同时a+b级运动精子＜20%，和/或精子形态异常率＞85%；弱畸精症，精子浓度＞20×106/ml，按严格标准进行精子的形态学检查，形态正常精子＜10%，同时a+b级运动精子＜50%；精液处理后a+b级运动精子浓度＜1×106/ml；精子功能异常，如顶体反应异常。
  


  
    2.两次以上不明原因IVF-ET受精失败或受精率低于30%。
  


  
    3.卵母细胞体外成熟治疗周期。
  


  
    4.需行植入前胚胎遗传学检查者。
  


  
    5.射精异常（如逆行射精）者。
  


  
    6.各种原因引起的不可逆的梗阻性无精子症 如先天性输精管缺如、输精管吻合术失败、输精管阻塞。
  


  
    7.非梗阻性无精子症 生精功能障碍（排除遗传缺陷疾病所致）导致的无精子症。
  


  
    第三节　显微授精的方法
  


  
    （一）精液准备
  


  
    精子除了来自于体外排精外，还可以通过显微外科手术获取附睾中精子和睾丸组织中精子。此外还可用睾丸组织中长形精子细胞进行显微授精。不同来源的精子处理方法也不同。
  


  
    少弱精子症可用密度梯度离心法处理，严重少弱精子症可用mini密度梯度离心法处理。经皮附睾穿刺时，先于注射器中吸取1ml培养液，吸取附睾液后连同培养液一起注入培养皿，观察有无精子，若精子浓度尚可，则行mini密度梯度离心法，否则直接离心取沉淀即可。取睾丸精子时，则需在培养皿中预先加入培养液，放置睾丸组织后，用注射器将生精小管撕碎，再将混悬液吸入离心管中离心取沉淀备用。
  


  
    （二）卵子的准备
  


  
    将经37℃、5%CO2培养箱培养4h的卵冠丘复合物吸入含有透明质酸酶溶液的培养皿中，用吸管连续吹打卵冠丘复合物，以除去卵子外层的颗粒细胞，并严格控制卵子在酶中的时间在30s之内。然后将卵子快速移入培养液中，冲洗数次，再用内径约为130μm的管口光滑的巴氏管反复吹打，以除去卵子周围残存的颗粒细胞。将卵子置于倒置显微镜下进行质量及成熟度的评估，确定第一极体是否存在，将选择好的卵子转移到准备好的培养皿中，供ICSI用。
  


  
    （三）ICSI操作
  


  
    在倒置显微镜的恒温载物台上，安装好持卵针和穿刺针，调节显微镜注射装置，使其可灵活地控制吸收精子，在低倍显微镜下依次调节持卵针和穿刺针的角度和位置，两个针头相对并与载物台平行。
  


  
    从Petri皿中央微滴中选择单个形态正常的精子，将吸有少量PVP的穿刺针在精子的尾部1/3处摩擦精子，使精子制动，或在其尾部中段迅速制动，然后将精子吸回穿刺针，吸时尾部在先。移动Petri皿，以便在液滴中发现卵子，用持卵针轻轻拨动卵子，使其第一极体位于6点或12点处，以免穿刺时损伤纺锤体。持卵针轻微负压吸住卵子，穿刺针在3点的位置上推进，穿过透明带和卵膜，进入卵母细胞质内，缓慢将精子注入卵细胞内，应尽量减少进入卵母细胞中的PVP液。轻轻退出穿刺针，退针时，将持卵针保持原固定位置，然后松开持卵针。大多数情况下，裂孔边缘呈漏斗状，指向卵细胞内，提示卵子的质量较好。然后重复上述选精及注射的过程直至所有处于减数分裂Ⅱ期的卵子均被注射完毕。将所有注射过的卵子用培养液冲洗数次，再移入新的培养皿内继续培养。
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    第四十九章　胚胎植入前遗传学诊断
  


  
    第一节　概　述
  


  
    胚胎植入前遗传学诊断（Preimplantation Genetic Diagnosis，PGD）是指在胚胎植入前，对胚胎或卵子进行的一种遗传学检测。当夫妇一方或双方具有已知的基因异常时，PGD可以帮助确定胚胎或卵子是否带有父母的异常基因。对于准父母带有异常基因，而且异常基因有可能遗传给孩子的情况下，PGD是一个不错的选择。它大大地减少了将出生婴儿带有父母异常基因的风险。相比之下，胚胎植入前遗传学筛查（Preimplantation Genetic Screening，PGS）则是用来识别胚胎是否是整倍体，而并不针对父母的任何已知的遗传学缺陷。现在，PGD已成为产前诊断的一种重要手段。而PGS则用于提高辅助生殖的成功率。与经典使用的产前诊断技术（即羊膜穿刺术或绒毛取样）相比，PGD和PGS的优点不言而喻，因为它避免了或大大减少了女性需要终止妊娠的窘境。
  


  
    1967年，Edwards和Gardner在美国自然科学杂志上报道了他们成功地对兔囊胚进行了性别鉴定。此举被后人认为是开创了PGD发展的先河。在其后的十年里，Andrzej Tarkowski等数人又陆续报道了他们对小鼠囊胚进行活检，并成功地分离出中期染色体（Metaphase chromosome）。然而，PGD的临床发展和应用，却是等到了八十年代人类试管婴儿技术的广泛应用，以及同期生物技术，特别是聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction，PCR）技术的快速发展。当时，欧美很多实验室都在竞相研究PGD活检技术，欧洲人着眼于分裂球阶段的检测，而美国人则侧重于对极体的检测上。1990年，Handyside等率先在自然科学杂志上报道了将PGD技术成功地应用于临床的案例。针对带有X连锁疾病基因的夫妇，运用PGD技术选择了雌性胚胎并植入，最后产下了健康的女婴。不久，这个研究小组又报道了将巢式PCR （nested Primer PCR）技术用于囊性纤维化（cystic fibrosis）的PGD检测。几乎与此同时，美国Verlinsky的研究小组发展了用极体活检的方法测定囊性纤维化。至于现在大家都熟悉的荧光原位杂交技术（Fluorescence in situ Hybridization，FISH）也是在20世纪90年代初发展起来的。自此以后，PGD检测技术得到了广泛的应用。到了2004年，因受惠PGD技术而诞生的婴儿已达到1000名。截至2010年，据统计，全世界已有超过5万次PGD/PGS，由此诞生的婴儿数以万名计。
  


  
    在PGS的技术发展方面，美国康乃尔研究小组在1993年报道了他们用FISH的方法，对30名女性的157个早期胚胎的5条染色体（X、Y、18、13和21）进行了遗传学检测。在以后的许多年里，FISH一直成为PGS应用的经典方法，直到近几年，有逐渐被其他技术取代的趋势。PGS现在主要用于高龄产妇，有反复流产史者，反复着床失败者，有不正常怀孕史者（如21三体），以及男性因素等等。值得一提的是，尽管PGS已经广泛地应用于临床，但它究竟能否有助于提高怀孕率和活婴率，目前仍然是一个具有争议的话题。
  


  
    第二节　PGD的适应证
  


  
    PGD的主要适应证可分为三类：性连锁疾病、单基因缺陷和染色体重组。
  


  
    一、性连锁疾病
  


  
    性连锁疾病是由X染色体基因突变而引起的，所以也称为X连锁疾病。X连锁疾病通常是隐性基因遗传，极少数为显性基因遗传。在X连锁隐性基因遗传中，女性杂合子只是携带者。携带者将疾病传给孩子，其男性后代患病的概率是50%，反过来说，如果父亲是X连锁疾病的患者，而母亲是健康人群，那么他们的女儿会成为携带者，而儿子则全部正常。最常见的性连锁隐性遗传疾病包括血友病和肌营养不良症。A型血友病是一种遗传性血液疾病，特点是缺乏凝血因子Ⅷ而导致异常出血。肌营养不良症是一种遗传性疾病，其特点是患者逐渐丧失肌肉细胞。严重的如杜氏营养不良症（DMD），最终导致呼吸衰竭。
  


  
    相对于性连锁隐性疾病，性连锁显性疾病比较少见，但有些却十分严重，如Rett综合征、色素失调症2型和Aicardi综合征通常是致命的，可导致胎儿宫内死亡。
  


  
    目前诊断性连锁疾病的主要方法是FISH。
  


  
    二、单基因缺陷
  


  
    单基因缺陷是指由于单一的基因缺失或突变引起的疾病。已知的单基因缺陷疾病大约有4000余种。单基因缺陷可以是常染色体隐性遗传，也可以是常染色体显性遗传，还可以是性连锁疾病。常染色体隐性遗传代表性疾病有囊性纤维化、β-地中海贫血、镰状细胞病和脊髓肌肉萎缩症1型，常染色体显性遗传的代表性疾病有强直性肌营养不良症、Huntington病和腓骨肌萎缩症。性连锁疾病代表性的疾病有脆性X综合征、A型血友病和杜氏肌营养不良症等。PGD技术的应用有助于帮助患有单基因缺陷疾病的夫妇选择无基因突变的胚胎植入，以降低终止妊娠的概率。
  


  
    此外，PGD也可用于识别一些基因突变。这些基因突变虽然不会导致一个特定的疾病，但会增加某些疾病的风险。典型的例子是BRCA-1基因突变与高乳腺癌发生率的关系。
  


  
    相对于性连锁疾病和染色体异常引起的疾病，单基因缺陷的诊断技术难度比较大。影响诊断正确性的因素有：外源性DNA污染；DNA信号放大失败，以及等位基因脱落（allele drop-out）。针对这些挑战，过去数年中，PCR技术得到不断的改进，目前推崇的多重荧光标记方法较成功地解决了上述影响诊断正确性的困难。
  


  
    三、染色体重组
  


  
    染色体重组最常见的有罗伯逊易位和平衡易位，其发生率高达普通人群的千分之一到千分之二。其他的形式还包括染色体缺失、重复以及复杂形式的重组。夫妇一方或双方有染色体易位，临床上常常见到胚胎不能着床、反复流产或死胎。目前FISH是有效的PGD诊断手段，临床上通常用极体活检或卵裂期活检方法。
  


  
    除了上述三种PGD的主要适应证外，近年来，PGD还被用于人类白细胞抗原（HLA）配对，非医疗原因的性别选择，以及筛选与某些迟发性疾病或癌症易感性有关联的基因。
  


  
    第三节　PGS的适应证
  


  
    大多数的最早期的怀孕流产都与非整倍体有关。因此，从理论上来讲，PGS可以减少流产率，从而增加活婴率。PGS的适应证有：高龄女性；有反复流产史的夫妇；多次试管婴儿失败的夫妇；男方有严重男性不育因素。
  


  
    一、高龄女性
  


  
    随着女性年龄的增加，其怀有非整倍体胎儿的风险也大幅增加。其中比较常见的非整倍体是染色体13、16、18、21和22。据统计，35～39岁的女性怀有非整倍体胎儿的机会是20%左右，其新生儿的非整倍体率是0.6%～1.4%。40岁或以上女性怀有非整倍体胎儿的概率是40%，其新生儿非整倍体率为1.6%～10%。非整倍体胚胎和活产非整倍体婴儿的百分比差异提示了一个证据，即大多数的非整倍体胚胎的结局是流产。
  


  
    对高龄女性是否要做常规的PGS，目前仍然是一个具有争议的话题。早期的研究表明，PGS可减少高龄女性流产率和增加婴儿出生率。然而，近期一些随机对照试验表明，常规的PGS并不能增加高龄女性的怀孕率，但却有助于减少流产的危险趋势，从而增加活婴率。因此，PGS应该是有选择性的，因为它只能使部分高龄女性受益。
  


  
    二、有反复流产史的夫妇
  


  
    复发性流产是指妊娠20周前有连续2个或以上的流产。其原因多半与胎儿异常或子宫异常有关。研究表明，50%～80%的流产是由异常的胚胎染色体引起。另外，复发性流产史的夫妇，其非整倍体胚胎的比例比正常人群更高。因此，PGS的使用，有助于减少流产，增加足月分娩的可能性。
  


  
    三、试管婴儿反复失败
  


  
    试管婴儿反复失败通常定义为三次或以上试管婴儿的尝试失败，而移植的胚胎外观正常者。试管婴儿反复失败的一个重要因素是：相当一部分染色体不正常的胚胎，无论在形态上，还是在发育阶段上，都与染色体正常的胚胎无法区别。好比我们常说的：“金玉其外，败絮其中”。用FISH的方法对那些外观正常的早期胚胎所作的研究发现，非整倍体的概率高达30%～65%。基于这个原因，有些医院对尝试辅助生殖却反复失败的夫妇提供PGS。需要指出的是，PGS是否能帮助这些夫妇增加怀孕率，还有待临床资料的进一步证实。另外，对试管婴儿反复失败的病例，除了胚胎因素以外，各种免疫和子宫因素，也需要纳入考虑的范围。
  


  
    四、男性因素不育
  


  
    正常生育男性约3%～8%的精子染色体异常。这种风险和精液的质量成反比。在低质量的精液中（精子低浓度、低活动率、形态差），约27%～74%的精子是异常的。已发现各种遗传缺陷和男性因素不育相关。这包括非整倍体，最常见的有Klinefelter综合征、罗伯逊易位、Y染色体微缺失、雄激素受体基因突变和其他常染色体显性遗传的基因突变。PGS和PGD的应用，有助于因严重男性因素不育的夫妇增加怀孕率。但这部分患者是否需要常规的PGS/PGD检测，仍是一个讨论的话题。
  


  
    第四节　PGD/PGS的实验室部分
  


  
    一、实验室活检
  


  
    PGD/PGS检测的前提是对合子和早期的胚胎活检取样。现有的PGD活检方法已相当成熟。大致有三种方法：①极体活检（包括未受精卵和受精卵）；②分裂期胚胎活检，通常是指胚胎发育的第3d；③滋养层细胞活检，通常是在胚胎发育的第5d或者第6d进行。
  


  
    无论是上述三种方法的哪一种，活检程序都包括以下两个步骤：第一个步骤是穿透透明带，第二个步骤则是取细胞。
  


  
    穿透透明带可以采用机械的方法，也可以用化学的方法（酸性Tyrode溶液）或者是激光技术。激光技术因具有快速和方便的优点而被众多的实验室所采用。
  


  
    （一）极体活检
  


  
    1.概念
  


  
    第一和第二极体是卵母细胞减数分裂的产物。第一极体通常出现于排卵后，它的存在标志着卵子的成熟，第二极体则在受精后出现。极体活检可用于和女方起源有关的遗传疾病的诊断，如常染色体显性遗传和X连锁母体携带的疾病的诊断、人类白细胞抗原配对等，但是最多的还是用于PGS。
  


  
    相对于其他的活检方法，极体活检对胚胎的有害影响最小，因为极体并不是受精或胚胎正常发育所必需的。极体活检的缺点在于，他只能用于和女方起源有关的遗传疾病的诊断以及PGS，而不能用于和男方起源有关的遗传疾病的诊断。需要提及的是，由于第一极体有降解以及遗传物资重组的可能性，因而导致诊断错误风险增加。因为这个缘故，通常极体活检会包括第一和第二极体，以提高诊断的准确性。还要指出的是，相当一部分的非整倍体是在卵裂球期发生的，极体活检会漏诊这一部分来源的非整倍体胚胎。
  


  
    2.极体活检的试验室操作要点
  


  
    （1）极体活检可分次进行，即取卵当天活检第一极体，次日活检第二极体；也可以同时进行，通常是在取卵的次日早晨活检第一和第二极体。
  


  
    （2）与卵裂球活检不同，极体活检只能用激光或机械的方法在透明带（ZP）上打孔，而不提倡用化学的方法。孔的直径大约10mm，可容活检针穿过即可。
  


  
    （3）活检针直径为10～15mm，可以是尖头的，也可以是钝头的。活检的时候，极体理想的位置是12点（见图49-1）。活检针穿过透明带，沿着PVS同行的方向接近极体，然后将极体小心地吸入活检针内。如果发现极体仍然紧密地连接着卵胞质，不易吸入活检针内，表明极体尚未完成extrusion。此时应将卵子放回培养箱内，等待片刻，直到极体完成extrusion，方可进行活检。
  


  
    [image: ]

    
      图49-1　极体活检（由美国加州大学旧金山分校IVF实验室提供）
    

  


  
    （二）卵裂期活检（卵裂球活检）
  


  
    1.概念
  


  
    卵裂期活检一般指对受精后第3d的胚胎进行的活检。这时候正常胚胎发育达到了6～8个细胞的阶段。与极体活检比较，卵裂期活检的主要优点是可以检测男女双方的遗传信息。但是，卵裂期的胚胎染色体嵌合（chromosomal mosaicism）的发生率比较高，这是卵裂期活检的主要缺点之一。 这个缺点限制了卵裂期活检运用于PGS。为了减少由染色体嵌合而引起的误诊，有些实验室把卵裂期活检和极体活检相结合，也有人主张一次取两个卵裂球细胞进行活检。相对于囊胚活检，卵裂期活检的另外一个缺点是对检测技术要求比较高（单细胞PCR技术）。虽然具有上述问题，卵裂期活检仍然是目前最为普遍使用的方法。主要的原因是：与极体活检相比，他的适用范围更广泛；而与囊胚活检相比，卵裂期活检后，有比较宽裕的时间来完成诊断，通常不需要冷冻胚胎。
  


  
    2.卵裂期活检的试验室操作要点
  


  
    （1）活检选在胚胎发育的第3d上午，一般是在ICSI或IVF68～72h后。此时胚胎在6～8个细胞阶段。活检的卵裂球应含有至少5个细胞。
  


  
    （2）由于此阶段的胚胎具有细胞之间联结紧密的特点，选用不含有钙和镁的活检液有助于减少细胞之间的联结，从而有助于活检操作的进行。
  


  
    （3）用激光或机械/化学的方法在透明带（ZP）上打一个小孔，直径大约是活检细胞的三分之一。
  


  
    （4）一次取1个或2个卵裂球。可以用吸入（aspiration）、机械挤压（extrusion）或液体挤压（flow displacement）的方法（图49-2）。其中以吸入的活检方法最为常用。
  


  
    （5）取出的细胞必须是完整的，细胞核必须是清晰可见。活检过程控制在5min内。
  


  
    （6）如果是用于PCR诊断，转移细胞时必须带手套，以避免外源DNA的污染。
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      图49-2　卵裂球活检（由美国加州大学旧金山分校IVF实验室提供）
    

  


  
    （三）囊胚活检
  


  
    1.概念
  


  
    虽然卵裂期活检仍然是目前最常用的方法，但由于卵裂期活检存在的缺点（染色体嵌合的高发生率和对检测技术的高要求），使囊胚活检成为一个十分具有吸引力的手段。
  


  
    囊胚于取卵后第5d开始形成，其特点是内胚层细胞团的形成和滋养层细胞的存在。发育好的囊胚在此阶段已有100个以上的细胞。动物实验证明，在此阶段如取出5个左右的滋养层细胞，对胚胎的发育没有影响。
  


  
    囊胚活检通常在胚胎发育的第5d或第6d进行。检测手段以PCR为主。胚胎植入的时间则视情形而定：如果第6d就能拿到PGD结果，就可以在当天植入，否则，胚胎需要被冷冻保存到下一个周期植入。
  


  
    同极体活检和卵裂期活检一样，囊胚活检也有他的缺点。其一是数量的限制：平均只有50%的受精卵能发育到囊胚阶段，这使得活检的胚胎数量大大减少，因而在一定程度上限制了PGD的成功。据文献报道，有高达21%的PGD病例因无发育到囊胚阶段的胚胎，而不得不取消PGD活检。这个数字比卵裂期活检要高出四倍。囊胚活检的另一个缺点是如果不能及时拿到PGD结果，胚胎需要被冷冻保存到下一个周期植入。最后需要提到的是，囊胚活检也存在胚胎染色体嵌合的问题，只是与卵裂期活检相比，其发生率很低。
  


  
    2.囊胚活检的试验室操作要点
  


  
    （1）囊胚活检是在胚胎发育的第5d或第6d进行，囊胚必须是质量好的。
  


  
    （2）在胚胎发育的第3d，用激光或机械/化学的方法在透明带上打一个小孔，以利于随后第5d活检的进行。近来，也有人把打孔放在胚胎发育的第4d，或是在活检的当天，他们认为这样做，对胚胎的发育影响最小。
  


  
    （3）与卵裂期活检不同的是，囊胚活检不需要无钙镁离子的活检液。一般认为，无钙镁离子的活检液会影响此时胚胎的继续发育。
  


  
    （4）活检针可为钝头，亦可为尖头，直径为15～20μm。透明带的小孔应该调整到5点钟的位置。取细胞时，应小心地避免内胚层细胞团，用细活检吸管取出5～10滋养层细胞即可（图49-3）。
  


  
    （5）遗传分析是通过PCR或FISH的方法，下节会详细提到。
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      图49-3　囊胚活检（由美国加州大学旧金山分校IVF实验室提供）
    

  


  
    二、细胞固定技术
  


  
    细胞固定技术是一项非常重要的步骤。固定技术不佳会造成高本底或弱讯号，容易造成误诊。常见的固定方法有甲醇-冰醋酸固定法和Tween-20固定法。这里着重介绍甲醇-冰醋酸固定法要点。
  


  
    1.液体的配制
  


  
    固定技术需要的液体有固定液、低渗溶液和预固定溶液。固定液是3∶1的甲醇∶冰醋酸，必须新鲜配制，配制好后置于冰上。低渗溶液是由1%柠檬酸钠和6mg/ml的牛血清蛋白组成。预固定溶液是用400μl低渗溶液加15μl固定液配成。
  


  
    2.玻片的准备
  


  
    滴一滴固定液在玻片表面（预处理玻片），待其挥发后，用钻石笔在玻片上预先画好圆圈。圆圈通常不超过6个，总面积控制在一个盖玻片的范围内。
  


  
    3.固定步骤
  


  
    （1）将活检得到的卵裂球在上述400μl低渗溶液中放置5ml，然后转移到上述配制好的预固定溶液中，直到他变成深色（一般为15s到1min）。
  


  
    （2）将细胞转移到玻片上预先画好的圆圈内并吸出多余的预固定溶液。
  


  
    （3）以下的步骤十分关键，必须把握好时机：吸出多余的预固定溶液后，细胞周边的液体开始蒸发干燥。在液体完全蒸发前一瞬间，添加第一滴固定液。随着添加的固定液的蒸发，细胞开始发光明亮，整个细胞会慢慢扩大。在细胞到达亮度高峰的一瞬间，加两滴的固定液。随着固定液的蒸发，细胞开始再次发光而且体积增大。在到达最大亮度点时，胞质膜骤然破裂，细胞质慢慢开始溶解。
  


  
    （4）添加一滴固定液，以利于清除所有细胞质碎片。
  


  
    （5）待玻片完全干燥后，用钻石笔在玻片上标上所固定细胞的序号。
  


  
    三、PGD/PGS的检测技术
  


  
    目前广泛应用的技术包括单细胞聚合酶链式反应（single cell—single gene polymerase chain reaction）、FISH和比较基因组杂交（Comparative Genomic Hybridization-array，CGH array）。大部分实验室选择在胚胎发育第3d进行活检，通常仅有1个卵裂球可用于诊断，而且诊断时间有限（1～2d），因而所有检测技术必须快且敏感度要高。
  


  
    （一）单细胞PCR
  


  
    PCR主要是针对已知的单基因突变疾病进行诊断。在进行人工受孕及PGD以前，必须对配偶双方的基因进行详细的分析，确定基因突变的位置，进而选择最适合的标记物（Primer）。由于每个病的基因突变区域并不相同，因此诊断实验室的准备工作时间长，而且复杂。一般只有少数实验室可以进行PCR的诊断。
  


  
    单细胞PCR有三个重要的因素必须考虑：污染问题、扩增效率问题及等位基因脱落问题。任何单细胞PCR，必须非常小心外源DNA的感染，外源DNA包括精子、颗粒细胞和操作者之DNA。因此操作环境必须非常干净。另外患者必须采取ICSI，以防精子DNA污染。其次，在单细胞PCR反应中，由于只有1～2个卵裂球可用于聚合反应，其扩增效率比常规PCR低5%～10%，因此在聚合反应后，若诊断区域并未扩增，并不表示该卵裂球没有基因突变，有可能是扩增效率低，单体染色体（非整倍体），或是等位基因脱落等问题。等位基因脱落是指两个等位基因中，只有一个等位基因被扩增至可检测到的程度，其发生率约5%～20%，发生原因并不清楚。基于单细胞PCR扩增效率低及等位基因脱落的问题，有可能导致误诊，因此在给患者遗传咨询时，必须小心告知。针对上述两项问题，可采用多重PCR，增加等位基因的标记物，扩增与目的基因相连的短串联重复序列（Linked Short Tandem Repeat）进行DNA指纹分析，或对目的基因内的单核甘酸多态性（Single Nucleotide Polymorphisms，SNPs）进行分析。此方法可同时确定PCR的产物是否来自配偶双方，同时可去除外源DNA的污染问题。新技术如荧光PCR，其反应物带有荧光染料，当反应发生时，荧光染料标记会被释放出来，再加上即时PCR（real time PCR）的侦测技术，其敏感度比普通聚合酶链式反应高出1000倍以上，可侦测出1～2bp基因的差异，因此为单细胞低扩增效率问题提供了解决方法。
  


  
    （二）FISH
  


  
    1.FISH应用于PGD/PGS
  


  
    FISH是PGD检测常用的手段。这个技术的关键是要有适合的探针（Probe）。探针带有荧光，将卵裂球固定在玻片上与探针杂交后，在荧光显微镜下侦测讯号。广义地说，用于FISH的探针有染色体计数探针（Enumeration Probe）、位点特异性探针（Locus-Specific Probe）和染色体涂抹探针（Whole-Chromosome Painting Probe）。探针一组最多有5个，如染色体X、Y、13、18、21或染色体13、16、18、21、22；每一个探针带有不同的荧光剂，如深蓝、浅蓝、红、绿和金黄。用于PGD的探针是染色体计数探针或位点特异性探针，其原因是第3～5d的卵裂球或滋养层细胞呈现间期核（interphase nuclei）状态，所以在探针的设计上要小，特定性100%，不会产生杂交交叉现象（cross-hybridization），以免造成误诊。染色体涂抹探针，适用于分裂中期（metaphase）的染色体。
  


  
    基于探针的设计，FISH可用于诊断染色体不正常的患者。如染色体X连锁病（X-linked disease），罗伯逊易位（Robersonian translocation）者，平衡易位（balanced translocation）者及非整倍体筛选（Aneuploidy Screening）。对于X染色体连锁病，如血友病（Hemophilia），最简单的遗传学诊断就是以染色体X、Y为探针，进行胚胎性别诊断。另外由于染色体13、18、21三体（Trisomy13，Trisomy18，Trisomy21）的胚胎有存活的机会，因而临床上常用的探针组是筛选染色体X、Y、13、18、21。对于罗伯逊易位及染色体平衡易位携带者，由于精子和卵子的减数分裂过程中染色体的不平衡分布，导致习惯性流产。这种类型的患者，借助PGD的帮助，可筛选出不平衡的胚胎，植入正常或平衡的胚胎。对于携带罗伯逊易位者，如45，XY，der（13；14）（q10；q10），或是发生在15号、21号、22号染色体的易位，可用位点特异性探针。对于平衡易位者，如46，XX，t（2；5）（p12；q31），可选择次端粒探针（Subtelomere probe），或distal探针（探针位置接近断裂点靠近末端）。一般次端粒探针都很小，因此FISH所需的时间较长。
  


  
    随着女性年龄的增加，卵母细胞在减数分裂时染色体产生误差的概率也相应增加。这意味着和正常精子受精后，产生三体性和单体性的概率也相对地增加，导致胚胎着床率降低。由于FISH的敏感度高，诊断过程简单且时间短，所以目前至少有一半以上（66%）的FISH检测是用来筛选非整倍体的胚胎。常用的是筛选5～12个染色体的探针组。如针对染色体三体的5个探针组（X，Y，13，18，21）和针对最常导致自然流产的5个探针组（13，16，18，21，22）。另外常用的有9个探针组（X，Y，13，15，16，17，18，21，22），10个探针组（X，Y，8，9，13，15，16，18，21，22）和12个探针组（X，Y，8，13，14，15，16，17，18，20，21，22）可筛选出41%～77%的非整倍性胚胎。杂交反应可多次进行：在第一次杂交反应结束后，可将原有的探针清除，再加上新的探针进行第二次杂交反应，以此类推，进行第三次杂交反应。一般24h内便可有诊断结果。
  


  
    2.单细胞FISH的误诊可能性
  


  
    单细胞FISH的误诊可由下列因素造成：
  


  
    （1）探针的讯号重叠：
  


  
    比如说，原本是21三体（Trisomy21），但由于两个讯号重叠，结果只显示两个21号染色体。克服的方法是在细胞固定时，细胞核要展开，不可太小。
  


  
    （2）探针的讯号太弱：
  


  
    其原因可能是多态性（Polymorphism）。多态性对于DNA而言，是一种正常现象。所以如果一个患者大部分的卵裂球的同一个染色体都是单体性，则必须用不同的探针，以避免因多态性造成误诊。
  


  
    （3）胚胎嵌合型：
  


  
    胚胎嵌合（Mosaic）是指在一个胚胎中，不同的卵裂球具有不同的染色体，其发生率约为20%～50%。从理论上来讲，如果取两个卵裂球做诊断，可降低由胚胎嵌合而导致误诊的风险。但对于第3d活检是否需要常规地取两个卵裂球，目前仍然是一个颇具争议的话题。反对的理由认为，取出两个卵裂球会使胚胎着床率降低约一倍（由18.5%降低到9.5%）。更有研究指出由于胚胎嵌合型造成误诊的概率只有6.8%。还有一种三倍体自我矫正（Trisomy-Rescue）理论，认为在6～8个细胞阶段的三倍体有机会在囊胚期进行自我矫正而变成二倍体。然而这种自我矫正发生的概率非常小，无显著的临床意义。
  


  
    3.FISH的实验步骤
  


  
    （1）将固定好卵裂球的玻片在相差显微镜下检查每一个卵裂球细胞核是否完整，是否带有微小细胞核（micro-nucleus）。
  


  
    （2）将玻片放入70%、80%、100%乙醇/水溶液中各2min。
  


  
    （3）室温干燥5min。
  


  
    （4）将探针（可自制或购买）放在卵裂球玻片上，盖上一个盖玻片，在盖玻片周围涂上橡皮泥（rubber cement）。
  


  
    （5）将玻片放在75～80℃的热板上5min。此步骤是将双链DNA变成单链DNA，以便进行杂交。
  


  
    （6）将玻片放在37～42℃的保温箱1.5～4h进行杂交。杂交程序的温度和时间是根据不同种类的探针而改变。
  


  
    （7）当杂交程序完成后，将玻片置于室温，除去橡皮泥，然后将玻片放在2倍的SSC/0.3%NP40溶液中（2×SSC=0.3mol/L Sodium Choride+30mmol/L Trisodium Citrate）以便让小玻片自动脱落。
  


  
    （8）将玻片放在73～78℃的0.4×SSC～0.7×SSC/0.3%NP40溶液中2～4min。
  


  
    （9）将玻片放在2×SSC/0.3%NP40溶液中，室温下1min。
  


  
    （10）将玻片放在暗处，室温干燥。
  


  
    （11）最后将antifade或是DAPI加在玻片上，盖上小玻片。
  


  
    （12）在荧光显微镜下检查探针讯号。
  


  
    （三）比较基因组杂交
  


  
    上述提及的FISH技术目前最多可以检查12个染色体。若要检查全部24个染色体，则必须采用比较基因组杂交（Comparative-Genomic Hybridization）。比较基因组杂交方法原则上是结合了PCR和FISH的技术。取出的卵裂球并不放在玻片上，而是直接采用单细胞PCR进行全基因组扩增。接着将扩增后的卵裂球DNA做成探针。另外一组参考探针（Reference DNA Probe）则用正常男性或女性的DNA做成不同荧光剂探针。将检测的卵裂球DNA探针和参考DNA探针做比较，然后做出诊断。
  


  
    1.玻片的类型
  


  
    目前有4种类型的玻片：
  


  
    （1）Comparative-Genomic Hybridization：
  


  
    玻片上的芯片是正常男性分裂中期（metaphase）的染色体。
  


  
    （2）BAC-array：
  


  
    玻片上的芯片是全人类基因组的BAC DNA（Bacterial Artificial Chromosome）。
  


  
    （3）Oligonucleotide array：
  


  
    玻片上的芯片是全人类基因组的寡核苷酸。
  


  
    （4）Single nucleotide Polymorphism Array：
  


  
    玻片上的芯片是全人类基因组单核苷酸多态性。
  


  
    2.实验室步骤
  


  
    将做好的卵裂球探针和参考探针混合，然后放在选定的玻片上进行杂交反应，最后再以扫描器扫描杂交的结果。如果在某一段染色体上卵裂球探针讯号比参考探针讯号大于1，卵裂球则带有三倍体。若比例小于1，则卵裂球是单倍体。
  


  
    比较基因组杂交的缺点是所需时间过长。整套操作通常需要数天的时间，使胚胎无法在囊胚期植入，以致冷冻胚胎成为不得已的选择。尽管如此，对于非整倍体筛选，比较基因组杂交仍然不失为未来的方向。
  


  
    第五节　PGD的未来展望
  


  
    PGD技术自发展以来，在过去的20年里，始终面临着两个挑战：一是PGD活检技术，二是PGD检测技术。活检的挑战是要在不影响胚胎发育的前提下，取到足够的遗传物资，以供PGD测试需要；检测的挑战则是如何利用最少的遗传物资，即一个细胞或几个细胞，进行快速和准确的检测。最后非常重要的是胚胎培养技术。在考虑对患者进行植入前遗传学诊断，必须先建立好能将胚胎体外培养至第5～6d的实验室操作系统。
  


  
    近数年来，PGD检测技术和胚胎体外培养都取得了长足的进步。相比之下，活检技术却基本上还停留在20年前的水平。在改进活检技术方面，对现有技术的改进以求完美是十分现实和重要的。鉴于目前所有的PGD活检都是侵入性质的，即活检针必须进入到胚胎内去取细胞，现在有的研究小组正在探讨是否可用其他方法代替，譬如用激光光镊或激光压力弹射的方法来代替活检针。
  


  
    在PGD检测方面，比较基因组杂交由于费时较长，所以尚未被普遍采用，但被公认为未来的方向。此外，微流聚合酶链式反应芯片（Microfluidic polymerase chain reaction chips）也在研究开发中。
  


  
    由于现有PGD技术条件的限制，目前几乎所有的PGD病例都局限于对严重的遗传性疾病的诊断和筛选，如染色体非平衡易位、非整倍体等。近年来人类基因工程的发展，使人类基因序列的解析成为现实。希望在可预见的未来，一般常见的疾病如糖尿病、高血压、心血管疾病、子宫内膜异位症、癌症等，也可以常规的进行PGD基因筛选，从而避免将这些疾病遗传给后代。相信随着人类遗传学的进展，人类对基因突变的疾病有更多的了解，PGD的应用会更加广泛。
  


  （杨新利　房静玲）
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    第五十章　人类精液冷冻
  


  
    第一节　概　述
  


  
    人类精液冷冻的历史可以追溯至200多年前，1776年，意大利牧师Spallanzanidi首次观察到人的精子在雪中冷冻30min，用适当方法复温后，部分精子仍能恢复活力，但他的发现当时并未引起人们的重视。19世纪中叶，Mouteyazza在-15℃的条件下冻存精子取得成功，并首次提出“精子库”的概念，倡导建立冷冻精子库，冷冻贮存战争期间赴前方打仗士兵的精子，以备其牺牲后运用冷冻贮存的精液供其妻子受孕。限于当时条件，低温冷冻的精子大多死亡，精子复苏后效果不理想，难以实际应用。精子冷冻作为一项应用技术进行深入的研究，始于20世纪，尤其是液氮与甘油在精子冷冻贮存方面的应用，大大促进了精子库技术的发展。1938年，Tahnel发现贮存于-79℃环境中的精液，40d后解冻，尚有部分精子能够存活。1939年，Phillips首次报道卵黄可以保护精子对抗冷冻休克的影响；1942年，Hoagland和Pricus用快速冷冻法将人精液贮存于液氮中（-196℃），复温后得到20%～40%的存活率，技术改进后存活率可以得到提高。1938～1942年，是精子库技术取得第一次突破的时代。1949年，Polge发现了精子冷冻保护剂—甘油，从此，精液冷冻贮存的研究取得了突破性的发展，迄今为止，甘油仍是精子冷冻保护剂中最重要的成分，这可称为精子库技术的第二次突破。1953年，Sherman以甘油作为冷冻保护剂，对精液进行冷冻贮存，3个月后得到67%的存活率，并首先将冷冻精液用于临床人工授精且获得成功。从1954～1963年，Sherman发明了一种简便且行之有效的精子冷冻方法，即以10%的甘油做冷冻保护剂，再将混合后的精液悬于液氮蒸气中，以16～25℃/min降温速率降温至-75℃，然后再浸于液氮中贮存，这一手工精液冷冻方法，直至目前仍然是人们广泛使用的方法。自20世纪60年代美国首创精子库后，许多国家相继建立人类精子库，并大量应用于临床。从1963～1973年10年间，全世界大约出生了1000例左右通过冷冻精液人工授精的婴儿，这些冷冻精液多数冷冻期在3年以内，少数几例贮存10年以上。1973年，Sherman报道，其进行的571例冷冻精液人工授精分娩婴儿中，先天异常仅有7例（占1.2%），明显低于自然妊娠先天异常发生率（3%）。1975年，Augustol报道的103例冷冻精液人工授精妊娠中，自然流产率为18.4%，对比正常人群15%的自然流产率，无明显差异。2010年，英国约翰•罗兰用冷冻22年的精液行卵细胞胞质内单精子注射（ICSI）后出生一名正常男婴，由此可以证明冷冻精子贮存的安全性。1981年卢光琇等首次在我国建立人类精子库，2001、2003年卫生部相继颁布了《人类精子库管理办法》、《人类精子库基本标准和技术规范》和《人类精子库伦理原则》，至2012年12月我国卫生部共批准建立了18家人类精子库。
  


  
    第二节　精子冷冻技术在人类生殖医学中的应用
  


  
    精子冷冻技术在人类生殖医学中主要应用于以下几个方面：
  


  
    （一）生育力保存
  


  
    男性在进行有可能影响生育能力的活动之前，可以通过对精液进行冷冻保存，以备日后使用。比如：为防止因意外事故而导致生殖能力丧失，成年男性可将精液取出进行冷冻保存；因工作及事业等原因而选择晚婚和晚育的男性，也可选择将精液冷冻保存；接受有可能永久损害生精功能的细胞毒性药物或者放射治疗，如因睾丸肿瘤接受外科手术或某些患者因肿瘤疾病要进行化疗和放疗，先将精液保存，因为放疗、化疗可以引起无精子症；考虑到将来存在婚姻状态改变可能性或想再要一个孩子，男性输精管结扎术前可以预先冷冻贮存一部分精液，此时冷冻的精液可以用来弥补。
  


  
    （二）治疗不育症
  


  
    精液冷冻技术在辅助生殖方面具有很重要的意义。以下几种情况可以进行精子冷冻，以备AIH、IVF或者ICSI治疗时使用。如：通过手术从睾丸或附睾取出的精子或逆行射精从尿液中收集的精子进行冷冻保存，供以后行辅助生殖技术时使用；在辅助生育治疗过程中，在取卵日或者AIH日不能留取新鲜的精液；不育症的治疗达不到持久的效果，包括生殖管道堵塞手术再通或者下丘脑-垂体-性腺发育不良的促性腺激素治疗后等；严重少精子症或者精液中间断出现活动精子的情况。
  


  
    （三）供精
  


  
    通过建立人类精子库，对供精志愿者提供的精液进行冷冻保存，为生殖中心提供达到卫生部技术规范标准的冷冻精液，通过供精人工授精或供精试管婴儿技术，使因男方无精子症、男方患有遗传病或遗传病致病基因携带者、母儿血型不合导致婴儿溶血性贫血的女性达到生育目的。我国法律不允许单身女性通过使用供精者的精液怀孕。
  


  
    （四）用于精液分析的质量控制
  


  
    冻存的精液样本可以用于男科实验室的室内及室间质量控制，内容包括评估精子浓度、精子活力、精子形态和精子存活率。然而通过几份精液标本的混合，可能会出现精子凝集现象；冻存精液质控品的运输费用及标本的复苏质量也严重限制了这类质控品的使用。
  


  
    第三节　人类精子冷冻的基本原理
  


  
    人类精子作为一种特殊的组织细胞，具有细胞冷冻的全部特点，与冷冻其他组织细胞一样，在一定的低温条件下，让细胞降温、凝固、非损伤性结冰，促使细胞代谢降低，处于休眠状态，从而达到贮存细胞的目的。
  


  
    细胞生活在细胞外液之中，并通过膜进行内、外物质的交换，水分可以自由通过细胞膜，水分的运动方向，主要取决于细胞内、外液中溶质的浓度差，即溶液渗透压的高低。在细胞冷冻过程中，随着温度的不断下降，细胞会发生一系列的物理化学变化。细胞外液中作为各种电解质溶剂的水分首先因为温度的降低，形成细小的颗粒状冰晶，导致细胞外液中水分减少，电解质浓度增加，细胞外液渗透压升高，细胞内外渗透压失去平衡，水分由细胞内向细胞外渗透，于是细胞由于自身脱水而发生皱缩。冷冻过程中细胞外液中形成的冰晶是热交换的不良导体，具有一定程度的隔热作用，所以外界温度的降低对细胞内液的影响不明显。随着外界温度的持续降低，加上细胞因为脱水，水分减少，这些综合因素作用的结果，使细胞不产生或仅产生少量的冰晶。利用冷冻过程中产生的渗透压差使细胞脱水，产生皱缩，使细胞器或细胞膜不损伤或仅发生轻微损伤，这就是细胞冷冻的基本原理。
  


  
    细胞冷冻过程中，冰晶主要在细胞外形成还是细胞内、外同时形成，主要取决于冷冻降温速度。快速冷冻过程中，细胞内形成的冰晶将引起细胞超微结构的机械性损伤，造成细胞死亡，这一现象称为快速冷冻损伤，又称冰晶损伤。反之，在慢速冷冻过程中，细胞外液中由于冰晶的大量形成，渗透压升高，细胞内水分由于渗透压差快速向外渗透，细胞就有可能由于过分暴露于高浓度的溶质环境中，引起细胞严重脱水而死亡，这种现象称为慢速冷冻损伤，又称溶质损伤。正是基于细胞冷冻损伤的形成机制，在细胞冷冻贮存过程中，需选择一种不引起快速冷冻损伤，并可获得细胞最大冷冻复苏率的降温程序，依据细胞冷冻过程中不同的降温阶段，采用不同的降温速率。但实际上，要发现这种理想的降温程序是极困难的，因为在引起细胞损伤的降温速度之间并无明显界限。因此，仅靠不同的降温阶段，采用不同的降温速度尚不足以达到理想的冷冻效果。在细胞冷冻时，加入一些物质，以保护细胞不受损害或少受损害，以达到最佳冷冻保护效果，这类物质我们称为冷冻保护剂。借助冷冻保护剂的保护作用以及合理的冷冻速率，才有可能获得理想的冷冻效果。不同组织的细胞具有不同的冷冻易感性，由于精子较其他细胞小，仅有很少的细胞质，且胞质中水分含量较其他细胞少，相比其他细胞，精子在冷冻过程中，能发生足够的脱水和皱缩，低温条件下，不会形成过多的细胞内冰晶，因此，精子适宜冷冻保存。
  


  
    从本质上讲，细胞的冷冻过程实际是一个脱水的过程，当温度降低到冰点时，细胞外液首先凝固，化学势能降低，细胞内水分通过细胞膜渗到细胞外，在细胞外结晶，而此时，细胞内液不会凝结。随着温度的持续降低，细胞内也开始形成冰晶，细胞极易在此阶段死亡，因此，此阶段应快速通过。当温度降至-196℃时，细胞处于休眠状态，可在液氮中长期贮存。
  


  
    细胞在冷冻过程中，冷冻损伤的发生是不可避免的，但有关损伤的机制，仍存许多争议。多数学者认为，引起细胞冷冻损伤的主要因素为渗透压的改变和细胞内冰晶的形成，因此，冷冻保护剂和降温速度的选择，对减少冷冻损伤至关重要。冷冻保护剂中的渗透性保护剂可以渗入细胞内，与水分子结合，降低细胞内溶液的凝固点。非渗透性保护剂能稳定细胞膜的结构，当细胞外液结晶大致完成时，细胞内液还处于超临界状态，冰晶尚未形成。另外，渗透性冷冻保护剂还能降低细胞内未凝固部分溶液的盐浓度，有效防止细胞因渗透压的改变而破裂。降温速度决定了细胞内冰晶形成的速率和大小，冷冻过程中降温速度适宜，渗透性保护剂可充分渗入细胞内，细胞内水分向外渗透时间充足，引起细胞脱水皱缩，冰晶主要形成于细胞外，细胞内无冰晶或仅有微小冰晶形成。如降温速度过快，细胞来不及充分脱水，产生超冷效应（supercooling effect），在冰点下，细胞内液中暂无冰晶形成，但随着温度的持续降低，则会在细胞内大量形成冰晶，造成细胞器和细胞膜结构损伤，引起细胞死亡。此外，复温速率的选择也会对细胞的存活率造成影响，如复温过慢，在再结（冰）晶温度阶段，细胞内已形成的冰晶会增大，造成细胞二次损伤；如复温过快，因细胞外液冰晶融化，细胞外渗透压降低，水分大量内流，造成细胞肿胀甚至破裂。
  


  
    第四节　冷冻保护剂
  


  
    研究表明，未添加冷冻保护剂的精子在冷冻贮存并复温后，仅有0.1%的精子具有一定程度的运动能力。在精子冷冻之前，为了减轻精子冷冻及复温过程中细胞的损伤，获得理想的冷冻复苏率，必须加入一些具有保护作用的物质，这些物质统称冷冻保护剂。作为冷冻保护剂需具备如下两个条件：第一，对被冷冻细胞无毒性或很低毒性；第二，具有高的水溶性，可与水以任何比例混合，确保在冰晶形成初期，稀释细胞外液中溶质的浓度。在冷冻过程中，渗透性保护剂渗入细胞内，替代水分延缓了细胞内水分的减少及由此引起的溶质浓度增加，减轻细胞皱缩的程度，保护细胞顺利通过冰晶形成阶段。
  


  
    一、冷冻保护剂分类
  


  
    根据化学结构分类：醇类、酰胺类、高分子多糖类、单糖类、蛋白质类、无机盐类等。
  


  
    根据冷冻保护剂的作用机制分类：渗透性冷冻保护剂和非渗透性冷冻保护剂。
  


  
    （一）渗透性冷冻保护剂
  


  
    渗透性冷冻保护剂也称膜内保护剂，如甘油、二甲亚砜（DMSO）、丙二醇、甲醇、葡萄糖等，均为小分子化合物。这类保护剂极易通过细胞膜进入到细胞内，降低胞质中溶质浓度，减少进入细胞内电解质的量，减轻冷冻及复温过程中细胞渗透性肿胀，减缓细胞皱缩的程度，有效降低细胞内冰晶形成的温度，阻止或减少冰晶的形成。多数渗透性保护剂是水溶性强的小分子物质。甘油是发现最早，也是迄今为止应用最为广泛的精液冷冻保护剂，他具有高渗透性，可与水以任何比例混合，能起到稳定细胞内电解质的浓度，防止蛋白质变性的作用，同时也可使细胞内冰晶形成的温度显著降低，减少或阻止细胞内冰晶形成。甘油还可以渗入细胞内使细胞内外渗透压平衡，减缓细胞的皱缩程度。甘油在温度低于0℃时扩散进入细胞较为困难，因此，冷冻前，在室温下先将精子与冷冻保护剂平衡10～20min，可起到减少细胞冷冻损伤的效果。
  


  
    （二）非渗透性冷冻保护剂
  


  
    非渗透性冷冻保护剂也称膜外保护剂，如果糖、蔗糖、蜂蜜和一些高分子化合物，如聚乙烯吡咯酮、右旋糖酐、卵黄、白蛋白等，这类物质不能穿过精子细胞膜，其作用是通过维持细胞膜的稳定来保护精子。此外，他能够提高细胞外渗透压，在冷冻过程中使细胞内的水分快速向细胞外渗出，减少细胞内水分，从而减少细胞内冰晶形成，保护细胞免遭因冰晶形成而造成的机械损伤。非渗透性保护剂中，白蛋白具有降低精子细胞的氧消耗量、减少活性氧产生的作用。卵黄中的卵磷脂黏附在细胞膜上，可起到稳定精子细胞膜，阻止顶体膜破裂的作用。冷冻精液复温时，由于非渗透性保护剂在细胞外液形成的高渗浓度，可以有效防止水分快速进入细胞引起的肿胀破坏。
  


  
    二、冷冻保护剂的配制方法
  


  
    研究表明，精子冷冻过程中，含卵黄的冷冻保护剂比不含卵黄的冷冻保护剂效果好。现常用的冷冻保护剂均以甘油-卵黄-枸橼酸钠（GEYC）复合剂为基础改良配制而成。通过观察精子冷冻复苏后的超微结构发现，GEYC比单独使用一种成分的保护剂效果好，现将GEYC精子冷冻保护剂及《WHO人类精液检查及处理实验室手册》（第五版）推荐的保护剂配方介绍如下：
  


  
    （一）GEYC的1∶1配方（表50-1）
  


  
  
    表50-1　GEYC1∶1配方
  
[image: ]


  
    已有与GEYC配方相似商品化的冷冻保护剂，因为冷冻保护剂中添加了青霉素和链霉素之类的抗生素，使用时应注意个别受精者发生过敏反应。
  


  
    （二）《WHO人类精液检查及处理实验室手册》（第五版）推荐的GEYC冷冻保护剂1∶2的配制方法：
  


  
    1.称量1.5g葡萄糖和1.3g含2个水分子的柠檬酸三钠，加消毒的纯净水至65ml。
  


  
    2.加入15ml甘油完全混匀。
  


  
    3.加入1.3g甘氨酸，等完全溶解后用0.45μm微孔过滤器过滤。
  


  
    4.加入20ml新鲜蛋黄（最好由特定的无病原蛋中获得）：清洗鸡蛋，去壳，刺破卵膜，用注射器吸取卵黄（每只鸡蛋可获得约10ml卵黄）。
  


  
    5.所制成的悬浮液置56℃水浴箱中孵育40min，经常搅拌。
  


  
    6.检测溶液中的pH值，如果pH值在6.8～7.2范围之外，这样的溶液是不理想的，应该丢弃重新制备，以防加入了不正确的试剂成分或剂量。
  


  
    7.细菌培养可在这一环节进行，以检测溶液是否无菌。
  


  
    8.精子毒性试验也可以在此环节进行。
  


  
    9.在超净台中将溶液以2ml分装，-70℃保存。
  


  
    10.在3个月之内使用。
  


  
    第五节　精子贮存方法和冷冻源
  


  
    一、精子贮存方法
  


  
    人类精子要进行冷冻贮存，必须要进行精子的分装，精子分装方法有三种：即颗粒法、细管法和安瓿法。颗粒法操作方便，但极易污染且无法标记，目前，基本上已不再用于冻存人类精液，现主要采用后两种方法。
  


  
    （一）细管法
  


  
    细管是一种似麦杆的毛细塑料管，有0.25ml和0.5ml两种容积规格。细管冷冻法有许多优点，如冷冻降温过程中降温均匀、降温速率快、易标记、易保存、空间占据少，使用时精液损耗少等优点，且因两端密封贮存，大大降低了交叉污染的可能性。精液冷冻时，将精液和冷冻保护剂混合均匀后，利用负压的作用，将精液和保护剂混合物吸入麦管中，两端用聚乙烯醇密封。进行人工授精时，待冷冻精液复苏后，可剪开麦管两端，用特制的枪将麦管内复苏的冷冻精液注射到女性生殖道。
  


  
    （二）安瓿法
  


  
    早期多采用药用安瓿，使用前高压灭菌，再将与保护剂混合好的精液注入安瓿内，体积约1ml，瓶口可用火焰熔封或塑料帽封口，否则液氮会进入安瓿中。复温时，由于液氮快速气化，体积骤然增大几百倍，极易引起爆炸，其安全性难以保证，目前，安瓿已被对精子无害的有盖塑料管取代，此种塑料管冷冻效果很好，不易爆炸，并有配套的小盒，存取十分方便，目前已被大多数精子库所采用。
  


  
    二、冷冻源
  


  
    早期精子冷冻及贮存均是利用干冰，但不久即发现，精子长期贮存于干冰中后，活率明显降低，其主要原因是因为干冰的最低贮存温度为-79℃，正处于精子冷冻过程中的再结（冰）晶阶段（-15～-80℃），精子可能由于再结晶而造成再次损伤。后来，人们发现了更为理想、有效的冷冻源——液氮。液氮为一种无色、无味、低黏度的液体，其沸点为-195.8℃，具有温度低、不自燃、不助燃、不易爆炸、来源丰富等特点，但极易蒸发，气化后体积可膨大655倍，因此冷冻精子在液氮罐中贮存时，液氮应定期添加，且液氮贮存罐不能密闭，以免发生爆炸；另因液氮温度极低，操作时应佩戴防护手套和护目镜，以免对皮肤和眼睛造成损伤；同时，液氮蒸气比重比空气大，蒸发后容易下沉，应防止液氮蒸气引起的窒息。
  


  
    依据温度对化学反应速度的关系理论推测，生物体在-196℃低温下，可望保存几个世纪，但Smith和Steinberger在1973年指出，精子贮存大于36个月后，会引起精子存活率的下降，但这样的报道较少。目前，大多数冷冻生物学家认为，精子在冷冻过程的开始阶段，活率有部分丧失，而当置于-196℃液氮中贮存后，其活率不会有进一步的丧失。目前认为，精子长期贮存在-196℃的液氮或-142～-150℃的液氮蒸气中，冷冻复苏未有明显差异，而且，采用液氮蒸气贮存精子可以减少液氮消耗，部分或基本减少标本间的交叉感染。
  


  
    第六节　精子的冷冻程序、方法及步骤
  


  
    一、冷冻程序
  


  
    人类精液在冷冻过程中，必须通过以下5个温度阶段：①温度休克阶段，室温～5℃；②冰晶潜热阶段，5～-5℃；③冰晶形成阶段，-5～-15℃；④再结（冰）晶阶段，-15～-80℃，⑤贮存阶段，-80～-196℃。根据精子在各温度阶段理化性质的变化，应采取不同的降温速率，以获得理想的精子冷冻复苏率。
  


  
    （一）温度休克阶段
  


  
    在此温度阶段，由于温度的急剧变化而对细胞造成的损伤称为温度休克，许多种属的细胞，在冰晶形成之前，由于温度的突然下降而致死。如牛的精子以每分钟2℃进行降温就可能在冰晶形成前死亡。相较其他种属的精子和细胞而言，人类精子对冷冻休克的抵抗力较强，大部分精子对冷冻休克不敏感。温度的降低对细胞的新陈代谢功能可能会产生一定影响，如糖的利用降低。在人类精子冷冻过程中，以1～1.2℃/min的降温速度通过温度休克阶段较理想。
  


  
    （二）冰晶潜热阶段
  


  
    在此温度阶段，精液成分由液相转变为固相，物质发生相变。冰晶潜热是指在温度保持不变的情况下，单位质量的物质由液态转变为固态所释放出热量，随着精液冷冻过程的继续，在通过5℃～-5℃温度阶段时，精浆内形成冰晶，释放出大量热量，突然升高的温度，会对精子造成损伤。为了减少潜热释放对精子造成的损伤，冷冻时应以5～7℃/min的降温速度通过此阶段。
  


  
    （三）冰晶形成阶段
  


  
    人类精子中含有约0.15mol NaCl的溶质，因此，精子细胞的冰点应约为-0.6℃左右，和人类其他细胞一样，在温度不低于-10℃时，大部分精子细胞内并不形成冰晶，处于过冷状态。随着冷冻过程的继续，温度由-5℃降低到-30℃，尤其在-5～-15℃阶段，精液整体由液相变为固相，伴有大量冰晶的形成和温度的急剧变化，在此过程中，如降温速度缓慢，冰晶将会围绕最先出现的少数几个冰晶而形成，随着温度的持续下降，已形成的冰晶将逐渐增大，而不是形成新的冰晶，因为从能量的角度看，形成一个新的冰晶比使已存在的冰晶增大更加困难，但是，体积和形态均已发生变化的大冰晶对精子细胞器结构和细胞膜均可造成不可逆的损伤；但如降温速度过快，精子没有充足的时间通过水分的向外渗透来维持细胞内外溶液的渗透压平衡，细胞内溶液过冷，为达到内外渗透压平衡，细胞内最终会形成大量冰晶。因此，应快速通过此阶段，降温速度以5～7℃/min为宜。
  


  
    （四）再结（冰）晶阶段
  


  
    在此温度阶段，冰晶形成阶段所形成的小冰晶，因其具有较高的表面能量，有发生再结晶的趋势，以减少他们的表面能量，再结晶亦称重结晶，是冰晶与冰晶融合的过程。此阶段由于冰晶的生长和相互作用，温度波动加剧，细胞内电解质平衡被打破和重建，造成精子的进一步损伤。通过提高降温速率，以30～50℃/min的降温速率快速通过此阶段可避免这种损伤。
  


  
    （五）贮存阶段
  


  
    精子贮存阶段为-80～-196℃，精子进行程序冷冻时，以30～50℃/min的降温速度由-80℃降至-130℃，再直接投入液氮中贮存，此阶段精子新陈代谢降低，基本处于休眠状态。
  


  
    二、精液冷冻的方法
  


  
    近50年来，关于精子冷冻的方法，人们进行了大量研究，冷冻所需时间从最初的耗时10h改进到现在进行玻璃化冷冻仅需10s左右。现阶段，常规精子冷冻以三阶段降温法应用最广，即依据精子冷冻过程中的理化变化，分为三个不同的温度阶段，以不同的降温速率依次降温。近年来，有关精子玻璃化冷冻技术的研究也有大量报道，尤其在胚胎冷冻过程中，玻璃化冷冻较传统的冷冻方法有较大优势，表现为操作简便、耗时短、费用低、冻融效果好、存活率高、无冰晶形成，在细胞冻融过程中损伤小。
  


  
    （一）慢速冷冻法
  


  
    将精液与保护剂混合分装后，室温平衡10min，运用程序冷冻仪以1℃/min速度降温至4℃，然后以2～3℃/min的降温速率使温度由4℃降温至-30℃，再以10℃/min的速率降至-80℃以下，放入液氮中贮存。
  


  
    （二）快速冷冻法
  


  
    将精液标本在4℃冷水预冷10min或4℃冰箱冷藏室中预冷20min，再将精液标本置液氮表面上2cm 处5～7min后浸入液氮中贮存；或直接将精液标本置液氮表面上5cm处10～20min后浸入液氮中贮存；也可在程序冷冻仪上以1℃/min降至4℃后，再以5～7℃/min降温至-30℃，以30℃/min降温至-80℃后浸入液氮中贮存。
  


  
    （三）玻璃化冷冻法
  


  
    玻璃化冷冻详见本章第十节。
  


  
    三、精子冷冻的具体步骤
  


  
    精液冷冻常用的方法有两种，即快速液氮蒸气冷冻法及程序冷冻仪冷冻法。现将精子库的具体操作步骤介绍如下：
  


  
    （一）快速液氮蒸气冷冻方法操作步骤
  


  
    1.精液取出后，在37℃水浴摇床内液化。
  


  
    2.待精液充分液化后取样，按照《WHO人类精液检查及处理实验室手册》（第五版）的方法进行精液分析，内容包括精液体积、颜色、气味、pH值、液化情况、精子浓度、精子活力、存活率以及圆细胞等，并认真做好实验记录。
  


  
    3.在进行精液分析的同时将冷冻保护剂复温至室温并平衡30min以上。
  


  
    4.根据精子浓度和活力情况，按照1∶1、1∶2或1∶3（冷冻保护剂∶精液）的比例缓慢加入冷冻保护剂，边加边混匀。
  


  
    5.将精液与冷冻保护剂充分混匀。
  


  
    6.将混匀的精液分装至冷冻管或麦管内。
  


  
    7.在冷冻管或麦管上标记或贴上打印好的标签。
  


  
    8.将冷冻管或麦管置入4℃冰箱内保持20min。
  


  
    9.将冷冻管或麦管置于液氮表面2cm处保持5～7min。
  


  
    10.将冷冻管或麦管放入保存盒，直接投入液氮保存。
  


  
    （二）程度冷冻仪冷冻方法操作步骤
  


  
    1.按照上述快速液氮蒸气冷冻方法第1步至第7步进行操作。
  


  
    2.将已标记的冷冻管或麦管置于程序冷冻仪内，开始程序冷冻。降温速率按以下程序设计：
  


  
    （1）20℃，平衡5min；
  


  
    （2）20～4℃，冷冻速率1.2℃/min
  


  
    （3）4～-30℃，冷冻速率7℃/min
  


  
    （4）-30～-130℃，冷冻速率30℃/min。
  


  
    3.冷冻结束后，取出冷冻管或麦管放入保存盒，直接投入液氮保存。
  


  
    第七节　冷冻精液的复苏
  


  
    与精子冷冻相比，精子复苏过程的研究显得薄弱得多，到目前为止，还没有一个最佳的精子复苏方法。从理论上严格地讲，正确的复温过程应是冷却过程的函数，应针对不同的冷却过程，选择不同的复温过程，但目前的研究还极少。由于融化过程温度的控制要比冻结过程困难得多，为减轻复温过程中冰晶及渗透肿胀对精子的损害，根据实验研究认为，在绝对值上，复温速率一般要比冷却速率高得多。有人比较了在37℃、15℃水浴、冰水及室温空气中自然复温的4种方法，结果显示复温后精子存活率均相似。目前临床上常用的精子复温方法多采用37℃水浴复温和室温复温两种，一般认为水浴温度在26～40℃范围内，对精子的影响没有区别。也有人认为快速冷冻法冷冻的精子应选择37℃水浴复温；慢速冷冻法冷冻的精子应选择室温空气中自然复温。
  


  
    第八节　冷冻和复苏对精子的损伤
  


  
    精子在冷冻和复温过程中，不可避免的会发生一些物理和化学损伤。早期研究表明，冷冻精液由于复苏后精子活力下降，会造成精子对宫颈黏液穿透能力和在黏液中活动力持续时间降低，从而导致人工授精妊娠率下降。但是，随着精子冷冻和复苏技术的改进，现在研究表明，冷冻精液人工授精妊娠率和正常妊娠率已基本接近。
  


  
    对精子冷冻复苏后的研究发现，精子的质膜变皱、破裂或丢失，线粒体鞘的结构也发生显著改变。而对冰冻下精子的超微结构进行相关研究，其质膜、顶体及线粒体结构基本正常。此外，也有研究表明，精子冷冻复苏后，外膜变薄，呈波浪状改变或破损，胞质、顶体内和线粒体内透光度增加，线粒体外形变圆，顶体增宽，轴丝增粗，上述现象提示，冷冻复苏后精子大部分超微结构的变化是发生在融化期间或融化之后，细胞肿胀是形态改变的主要征象。
  


  
    在精子冻融过程中，精子顶体是受低温影响最严重的部位之一，冷冻保护剂可以保护顶体膜在冷冻过程中少受损伤。有研究发现，冻融后精子透明质酸酶的活性及释放过程未发生改变，与顶体内膜和赤道带紧密相关的顶体素也不受冻融影响；也有研究表明，精子冷冻复苏后，顶体外膜肿胀、破裂，内、外膜间隙增大，部分顶体的内容物出现泄露，但即使顶体外膜破裂，精子的穿透能力似乎也未受影响。
  


  
    低温对精子中段的影响，可能是由于冷冻过程造成谷丙转氨酶活性降低，精子呼吸代谢发生改变，ATP生成受阻，引起能量供应减少所致。因线粒体在冷冻过程中的微损伤而造成能量代谢受阻，可能是引起冷冻精子活率下降的主要原因。
  


  
    冷冻对精子尾部也会产生较大影响，电镜观察表明，由中心体演变的9+2结构无变化，但观察结果清晰度不够，末端沿远端部分有硬性反折。冷冻精子尾部的功能损伤可引起摆动精子增多，导致复苏后精子的不规则运动和环形运动。
  


  
    目前研究几乎可以肯定，冷冻复苏过程不会损伤精子的DNA，也不会改变人精子性染色体的比例，人精子染色体的畸形率也不会增高，许多临床报道指出，用冷冻精液行人工授精出生婴儿的性别、畸形率较正常受孕出生的婴儿无显著性差异。
  


  
    第九节　精液贮存的交叉污染风险
  


  
    已有证据表明，微生物确实能在液氮中存活，并且在一定条件下会引起交叉污染。目前精液标本交叉污染的问题越来越受到人类精子库及临床生殖中心重视，希望通过一定的预防手段将这种交叉污染的风险降至最低限度。
  


  
    （一）交叉污染的影响因素
  


  
    为了减少贮存样本间通过贮存容器交叉污染传染性微生物（如HIV、乙肝、丙肝病毒），需考虑下列几个方面：
  


  
    1.存储容器的类型：冻存管或麦管和他们的封口方法。
  


  
    2.存储介质：液氮或者液氮蒸气。
  


  
    3.对高危险样本（已知感染病毒或怀疑感染病毒样本）使用的存储方法和程序。
  


  
    （二）降低交叉污染风险的措施
  


  
    1.用液氮蒸气贮存样本
  


  
    液氮蒸气贮存样本能够有效减少交叉感染的风险，然而，使用该方法贮存精液标本，有时可能达不到-100℃，所以当使用液氮蒸气来贮存样本时，必须确保温度低于-130℃，尽量避免温度对冷冻精液的损害。
  


  
    2.样品包装的改进
  


  
    使用一种热封口膜，覆盖在冻存管上，可以解决冻存管密封性不强，长期贮存液氮容易进入管内的问题，从而防止由于液氮引起的交叉污染，该方法无需改变目前的贮存方式。也可使用高效安全的麦管来分装精液标本，两端通过热封口，使内部精液不直接接触液氮，减少由于液氮引起的交叉污染。
  


  
    3.使用标本贮存隔离罐
  


  
    精子库在对供精志愿者的疾病检测结果出来以前，把精子保存在隔离罐中，包括对经过筛选的供精志愿者也进行同样操作，只有被证明是“清洁”的样品才能转移到长期储存罐中。有些精子库对新冻存的精液标本首先放在隔离罐，每3个月换一个罐，直到这个罐中所有的供精志愿者都是病毒检测阴性的，才能将样品转移，如果有一个样品的病毒检测是阳性的，那么这个罐中所有的样品都必须销毁，并且对该液氮罐进行彻底消毒。这一方法非常谨慎和安全，但会造成有价值的精液浪费，并且并不能完全避免其他途径造成的微生物污染。
  


  
    4.程序冷冻仪的消毒
  


  
    程序冷冻仪作为冷冻精子的仪器，在冷冻过程中同样存在交叉污染的危险，程序冷冻仪并不是无菌的，液态和气态的液氮都会是潜在的微生物污染源，环境中存在的微生物会引起程序冷冻仪的污染。除了对程序冷冻仪的内部进行消毒外，所有其他与样品进行接触的部件都要消毒。
  


  
    第十节　精子的玻璃化冷冻
  


  
    玻璃化冷冻是指细胞及其保护剂溶液以足够快的降温速度，从液相直接固化为完全的玻璃态，并以这种玻璃态在低温下长期贮存的技术。在此过程中，无冰晶的形成，液体由液相转变成一种玻璃状的固体状态，避免了冰晶对细胞的物理化学损伤，可获得较传统冷冻方法更好的冷冻效果。
  


  
    （一）玻璃化冷冻技术的主要影响因素
  


  
    玻璃化冷冻技术的诸多变量因素，极大地影响精子冷冻效果和冻融后的存活率，这些因素包括：冷冻保护剂的类型和浓度、玻璃化冷冻液的作用温度、精子投入液氮前与保护剂的接触时间、玻璃化冷冻时使用的冷冻工具、精子本身的质量等，其中，冷冻保护剂和冷冻降温速度是影响精子玻璃化冷冻效果的主要因素。
  


  
    （二）玻璃化冷冻原理
  


  
    将精子置于高浓度保护剂中急速降温，仅高浓度冷冻保护剂在冷冻过程中固化，形成无结构的玻璃态，由于其质点不规则排列，能始终保持精子细胞内外溶液中的水分子和离子分布，使跨膜物质的浓度和渗透压差别不大，从而避免了细胞内冰晶的产生对精子造成的机械性损伤，同时也消除了细胞外因冰晶形成而对精子造成的理化损伤。采用玻璃化冷冻方法，可将精子暴露在0℃左右的时间缩短至几毫秒，提高了冷冻速率，减少了冷冻损伤。
  


  
    （三）冷冻保护剂
  


  
    玻璃化冷冻所需的高浓度保护剂，其浓度可高达8mol/L，易使精子发生毒性效应和渗透性休克，因此，冷冻保护剂的选择及优化是玻璃化冷冻技术应用的关键。较常用的冷冻保护剂有两种：（1）渗透性保护剂：二甲亚砜、乙二醇（EG）、1，2-丙二醇（PROH）等；（2）非渗透性保护剂：蔗糖、海藻糖、聚蔗糖（Ficoll）、聚乙二醇（PEG）、聚乙烯吡咯烷酮（PVP）等。渗透性保护剂的主要作用是透过细胞膜，取代细胞内蛋白、DNA和其他成分中的水分，使细胞内冰点降低，减少或避免细胞内冰晶的形成；非渗透性保护剂通过渗透效应促进细胞缩水，稳定细胞膜，降低达到玻璃化本身所需的冷冻保护剂用量，减少玻璃化溶液的毒性。在玻璃化冷冻过程中，要实现玻璃化，途径之一是提高冷冻保护剂的浓度，但冷冻保护剂浓度的提高又会对精子产生较大毒性，因此，将渗透性、非渗透性保护剂合理化使用，可降低单一保护剂的浓度，减少毒性。在玻璃化冷冻保护剂中，对渗透性保护剂的选择，主要是考虑他的毒性和渗透性。乙二醇是目前普遍认同的毒性低、渗透性快的保护剂。一般情况下，玻璃化保护剂中含有渗透性保护剂的浓度大于30%，非渗透性保护剂（如蔗糖）的浓度通常为0.1～1mol/L，例如用15%EG和15%DMSO添加0.6mol/L的蔗糖作为玻璃化冷冻保护剂，冷冻人囊胚，可取得较理想的效果。
  


  
    （四）玻璃化冷冻速率和冷冻载体
  


  
    提高冷冻速率，迅速通过冰晶形成温度区是实现玻璃化的另一重要途径，-15～-80℃是冷冻样本凝固点温度和玻璃化转变温度之间的区域，在此温度区域内，冰晶产生并迅速增大，以足够快的降温速率通过此阶段，可使液相直接转变为固相，达到玻璃化状态。另外，较高的降温速率能减少精子与高浓度冷冻保护剂接触的时间，降低冷冻保护剂的毒性作用。目前提高降温速度的策略是减少标本体积，增加标本与液氮的作用面积。将冷冻标本与液氮直接、快速接触，可弱化气态氮的热隔绝作用，加快热交换过程，以达到提高冷冻速率的目的。由于玻璃化冷冻需较高的降温速率，而传统的冷冻载体如冻存管、麦管限制了降温速率，因此，目前一般采用开放式冷冻载体，如冷冻环、冷冻薄膜等。运用冷冻环表面张力，精子附在环的表面，直接投入到液氮中，可使降温速率从传统麦管的2500℃/min提高到20 000℃/min，可获得较好的冷冻效果。
  


  
    （五）玻璃化冷冻面临的问题
  


  
    1.安全性问题
  


  
    在玻璃化冷冻过程中，由于考虑冷冻速率的问题，大多采用开放性冷冻载体，虽然达到了提高冷冻速率的目的，但精子与液氮直接接触，潜在的微生物污染及精液之间相互污染问题不容忽视。
  


  
    2.冷冻体积的问题
  


  
    由于玻璃化冷冻过程中需提高降温速率，故精子冷冻体积受到极大限制，冷冻体积过大，则降温速率达不到玻璃化冷冻要求，且降温幅度不均匀，容易形成冰晶。
  


  
    3.降温速率问题
  


  
    玻璃化冷冻时要求冷冻速率达20 000℃/min，但目前所使用的冷冻设备无法达到如此高的冷冻速率，只能将标本直接投入液氮。但研究表明，只要降温速率达到足以阻止冰晶产生的水平，那么他的作用即是次要的。例如以150～2500℃/min的降温速率玻璃化冷冻小鼠胚胎与20 000℃/min玻璃化冷冻时所获得的存活率无显著性差异，目前认为，以200℃/min的降温速率进行玻璃化冷冻即可获得较理想的复苏率。
  


  
    4.复温时渗透性问题
  


  
    由于玻璃化保护剂为高浓度保护剂，复温时，精子对水的渗透性高于对保护剂的渗透性，在保护剂尚未完全渗出细胞的情况下，大量水的进入引起精子顶体过度膨胀、破裂，造成渗透性休克。为了避免复温过程中的损伤，可使用非渗透性物质蔗糖，以维持细胞外液较高的渗透压，以抵抗大量水分子快速进入细胞内而引起的细胞渗透性死亡。
  


  
    第十一节　微量精子冷冻
  


  
    统计表明，不孕不育在育龄夫妇中所占比例为10%～15%，其中，男性因素所占比例为30%～40%，而无精子症在男性不育中所占比例约为10%。1992年卵细胞胞质内单精子显微注射技术（ICSI）的成功，为无精子症和少、弱精子症患者的不育治疗提供了新的技术手段，理论上，只要睾丸或附睾穿刺到一条精子，就可进行ICSI，使无精子症患者拥有自己后代的梦想成为现实。但是睾丸或附睾穿刺为有创手术，且不能保证每次都能穿刺精子，如能将穿刺检查时获得的微量精子进行冷冻保存，以备以后生育所需，既能减少无精子症患者的痛苦，减轻他们的经济负担，又能随时复苏进行ICSI，降低取卵后穿刺得不到精子的风险，因此，微量精子冷冻将是精子库技术发展的一个重要方向。
  


  
    一、微量精子冷冻的载体材料
  


  
    依据微量精子在冷冻过程中所使用材料的性质，可分为生物材料和非生物材料。生物材料主要是不同物种的空卵膜和团藻球；非生物材料为麦管、5mm铜环、尼龙冷冻环、藻酸盐微球、ICSI管、琼脂糖微球等。
  


  
    二、微量精子冷冻方法
  


  
    （一）空卵膜微量精子冷冻法
  


  
    1997年，Cohen等首次采用该法冷冻单精子获得成功，1998年，第一例利用该法冷冻的单精子进行显微授精的试管婴儿出生。目前，利用空卵膜冷冻保存经选择的单精子，是应用最为广泛和最具创新性的单精子冷冻方法，其操作方法为：在显微操作仪上，借助显微注射技术和细胞克隆技术，用激光或显微注射针在人类或动物的卵母细胞上打一个7.5μm左右的小孔，去除卵母细胞的胞质和胞核，将精子进行制动，用显微注射针将经过选择的精子注入空卵膜中，每个空卵膜最少可注入1条精子，最多可注入5～7条经过选择的精子，然后将注入精子的空卵膜置入含卵黄、甘油保护剂的麦管中，用程序冷冻仪进行程序冷冻或手工液氮蒸气冷冻。此外，也可先将冷冻保护剂注入已去除胞质和胞核的空卵膜中，再将经选择的精子注入，然后将含精子的空卵膜置入含保护剂的麦管中进行程序冷冻或手工液氮蒸气冷冻。人类或啮齿类的卵母细胞适于作为单精子冷冻的载体。
  


  
    利用空卵膜为载体的单精子冷冻保存技术，特别适合冷冻精子活力极低患者的精子，因为极低的精子活力，在显微镜下，寻找一条活动的精子，可能会耗时1～2h，因此，冷冻方法的选择显得尤为重要。在技术操作上，卵母细胞极易观察并固定，利用显微技术去除细胞内物质亦确实可行，冷冻保护剂也很容易注入卵膜，复苏精子也极易从卵膜内移走进行ICSI。但是，尽管此方法已被成功用于临床，但要大量应用，还有安全性和技术性方面的限制。首先，此方法必须运用空卵膜作为精子冷冻保存的载体，其安全性及伦理问题是广泛用于临床的最大障碍，将暴露于动物制品和冷冻保存于人类空卵膜中的人类精子用于临床，精子有可能作为载体，将冷冻载体卵母细胞内未去除干净的遗传物质载入待受精的卵子，因此，其应用的安全性有待考虑；其次，在冷冻储存过程中，精子与LP3蛋白结合，可能诱发顶体反应而使精子复苏率及受精率下降；最后，空卵膜冷冻前的准备费时耗力，操作者技术的熟练程度及透明带上所穿孔的大小都能影响精子的冷冻保存。
  


  
    （二）以球形团藻为载体的微量精子冷冻
  


  
    2004年，Just等首次运用球形团藻冷冻15例严重少弱精子症患者（100条活动的精子/ml）的精子获得成功。球形团藻是由1500～20 000个细胞紧密排列形成的一个球形结构。将经过选择的活动精子用显微注射针注入球体内，再将包含精子的团藻球移入事先已注入冷冻保护剂的麦管中，将麦管进行程序冷冻或液氮蒸气冷冻后浸入液氮中。使用时将麦管解冻，在团藻中用显微注射针取出精子，即可进行显微注射，运用此方法可以达到100%的活率并能获得50%以上的复苏率。但此方法在临床大量应用还存在以下不利因素：首先，存在遗传风险，被冷冻的精子暴露在团藻中，有可能将团藻的遗传物质在显微注射时带入卵子中，引发潜在的遗传风险，但是，冷冻前的放射性照射能有效的解决这个问题；其次，虽然团藻便宜且容易培养，但前期过程费时耗力，不适于大量用于临床。
  


  
    （三）以麦管为载体的微量精子冷冻
  


  
    在现代辅助技术中，麦管被大量应用于冷冻受精胚胎，现在亦被应用于冷冻微量精子，1998年，Desai等应用此方法冷冻睾丸穿刺精子获得成功。其方法是：将直径0.2mm用于冷冻胚胎的空麦管截成2.5cm左右，一头用橡胶塞塞住，从附睾或睾丸穿刺取出的精子与保护剂按比例混匀，用显微注射针取10～20μl注入麦管中，另一端再用橡胶塞塞住，置液氮蒸气上30min，后放入液氮中冷冻保存。当进行ICSI时，可将麦管中冷冻精子复苏。2005年，Isachenko等应用此方法对1～5μl精子与保护剂悬液进行玻璃化冷冻取得成功。为了冷冻较多数量的精子，2007年，Koscinski等将30～500μl与冷冻保护剂混合后的精液标本放入麦管中，进行程序冷冻，获得了很好的冷冻效果。麦管冷冻微量精子简单易行，但是当极微量的精子用此法冷冻时，由于复苏后精子可能由于黏附在管壁上而丢失，同时经选择的单精子也不容易从麦管中取出。
  


  
    （四）直接冷冻法
  


  
    为了克服麦管冷冻法精子黏附管壁的缺点，研究人员发明了人类微量精液冷冻的新方法—微滴直接冷冻法。少弱精子症患者的冷冻方法是：将精子离心，与适量冷冻保护剂混合，取50～100μl混合液直接滴在干冰表面或经液氮蒸气预冷的不锈钢盘表面，再将冷冻的微球放入冻存管后置液氮中保存。严重少、弱精子症或睾丸穿刺患者精液的冷冻方法是：将选择好的4～6条精子与保护剂相混合，滴在预冷的无菌塑料培养皿中，再用石蜡油覆盖，盖上盖子，用塑料膜封好，置液氮蒸气上2h后，放入液氮槽中贮存。2008年，Sereni等运用此法冷冻了6名睾丸穿刺患者的精子，其冷冻前平均仅有3.5%的精子具有活动能力，精子经选择后进行直接冷冻，复苏后获得了67%的活动率，将复苏获得的精子进行ICSI，51枚卵子有9枚受精，移植后，生化结果显示，3名患者成功受孕。虽然直接冷冻法已成功应用于临床，但该法也有以下不足：①在干冰或预冷的不锈钢表面直接冷冻精液，其安全性不能得到保证。②经选择的精子冷冻在无菌塑料培养皿上，其安全性可得到保证，但由于培养皿的形状及尺寸，不易为传统的液氮容器保存，同时由聚苯乙烯制造的培养皿也不能长时间在液氮中保存。因此，也限制了此方法的临床应用。
  


  
    （五）显微注射针冷冻法
  


  
    与用麦管冷冻微量精子原理一样，经附睾或睾丸穿刺后取出的精子与保护剂混合后，在显微镜下用显微注射针挑选5～50条精子，再将含有精子混合液的显微注射针直接浸入液氮或置于液氮蒸气上20h后浸入液氮，复苏后可用于显微授精，运用此方法也可冷冻经选择的单精子。显微注射针冷冻法简单方便，但由于显微注射针针尖易碎且极易破损，故不能长期保存。同时，由于显微注射针不能被封闭，在贮存中直接与液氮接触，临床上也增加了交叉感染的风险，因此，其安全性亦限制了此方法的应用。
  


  
    （六）藻酸盐微囊冷冻法
  


  
    藻酸盐为一种无细胞毒性的多聚糖，可从不同种类的褐海藻中提取获得，主要成分为甘露糖醛和古洛糖醛酸组成的重复单位，与二价钙离子相接合，在常温下呈胶体状态。精子可通过钙的螯合作用从藻酸盐中释放出来。运用藻酸盐的这种特性，将穿刺取出的微量精子进行优选、离心，与冷冻保护剂混合后立即加入藻酸盐，混合均匀，再逐滴滴入氯化钙溶液中，待藻酸盐颗粒凝固成微囊后进行洗涤，洗涤后将包含精子的微囊置入已预先添加冷冻保护剂的麦管中，用程序冷冻仪进行程序冷冻后浸入液氮中保存。使用时，待麦管中包含精子微囊的冷冻保护剂溶解后，放入柠檬酸钠溶液中溶解，精子经过离心，进行洗涤后可进行ICSI。良好的膜扩散性及藻酸盐本质特性是微囊法冷冻微量精子最大的优势。但是，精子上少量的藻酸盐残留可影响复苏精子的活动力。同时，在除去藻酸盐的精子洗涤过程中引起的精子丢失也限制了此方法的广泛应用。
  


  
    （七）冷冻环玻璃化冷冻法
  


  
    1999年，冷冻环首先被用于冷冻胚胎，随着玻璃化冷冻研究的深入，冷冻环也被用于冷冻微量精子。严重少、弱精子症或睾丸穿刺患者的精液经选择后，与冷冻保护剂混合均匀，将直径1～3mm的尼龙环或铜环直接浸入含有精子的保护剂中，在表面张力的作用下，冷冻环表面形成一层薄膜，所需冷冻的精子均匀的承载在薄膜上，直接将冷冻环置入液氮中，10s后移入冻存管，液氮中保存。
  


  
    （八）改良微量精子冷冻法
  


  
    为了克服以上微量精子冷冻方法的不足，研究人员利用麦管冷冻胚胎的原理，对微量精子的冷冻方法进行了改良，并已在临床上应用，其方法如下：在显微操作仪上，将2μl精子冷冻保护剂滴在长0.5cm、宽0.2cm的无毒、耐冻的塑料硬片上，用显微注射针将1～5条经选择的精子注入冷冻保护剂中，每100ml冷冻保护剂含丙酮酸钠1.17g、葡萄糖1.43g、甘氨酸1.5g、甘油15ml、蛋黄20ml、青霉素39 000U及链霉素19.5mg，再将已进行精子处理的塑料硬片置入长度为2.5cm左右、直径为0.2cm的安全耐冻塑料管中，两端热封口，用程序冷冻仪进行程序冷冻或手工液氮蒸气冷冻30min后放入液氮中冷冻保存。解冻时，剪开塑料管的一端，取出塑料硬片，直接放入37℃预热的矿物油中，待冷冻精液解冻后在显微操作仪上用显微注射针将精子取出，即可进行ICSI。此方法可避免交叉感染并可获得100%的复苏率，可大量应用于临床。
  


  （姚康寿　张欣宗）
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    附录1　人类辅助生殖技术规范
  


  
    人类辅助生殖技术（Assisted Reproductive Technology，ART）包括体外受精-胚胎移植（In Vitro Fertilization and Embryo Transfer，IVF-ET）及其衍生技术和人工授精（Artificial Insemination，AI）两大类。从事人类辅助生殖技术的各类医疗机构和计划生育服务机构（以下简称机构）须遵守本规范。
  


  
    一、体外受精-胚胎移植及其衍生技术规范
  


  
    体外受精-胚胎移植及其衍生技术目前主要包括体外受精-胚胎移植、配子或合子输卵管内移植、卵胞浆内单精子显微注射、胚胎冻融、植入前胚胎遗传学诊断等。
  


  
    （一）基本要求
  


  
    1.机构设置条件
  


  
    （1）必须是持有《医疗机构执业许可证》的综合性医院、专科医院或持有《计划生育技术服务机构执业许可证》的省级以上（含省级）的计划生育技术服务机构；
  


  
    （2）中国人民解放军医疗机构开展体外受精-胚胎移植及其衍生技术，根据两个《办法》规定，由所在的省、自治区、直辖市卫生行政部门或总后卫生部科技部门组织专家论证、审核并报国家卫生部审批；
  


  
    （3）中外合资、合作医疗机构必须同时持有卫生部批准证书和原外经贸部（现商务部）颁发的《外商投资企业批准证书》；
  


  
    （4）机构必须设有妇产科和男科临床并具有妇产科住院开腹手术的技术和条件；
  


  
    （5）生殖医学机构由生殖医学临床（以下称临床）和体外受精实验室（以下称实验室）两部分组成；
  


  
    （6）机构必须具备选择性减胎技术；
  


  
    （7）机构必须具备胚胎冷冻、保存、复苏的技术和条件；
  


  
    （8）机构如同时设置人类精子库，不能设在同一科室，必须与生殖医学机构分开管理；
  


  
    （9）凡计划拟开展人类辅助生殖技术的机构必须由所在省、区、市卫生行政部门根据区域规划、医疗需求予以初审，并上报卫生部批准筹建。筹建完成后由卫生部组织专家进行预准入评审，试运行一年后再行正式准入评审；
  


  
    （10）实施体外受精-胚胎移植及其衍生技术必须获得卫生部的批准证书。
  


  
    2.在编人员要求
  


  
    机构设总负责人、临床负责人和实验室负责人，临床负责人与实验室负责人不得由同一人担任。
  


  
    生殖医学机构的在编专职技术人员不得少于12人，其中临床医师不得少于6人（包括男科执业医师1人），实验室专业技术人员不得少于3人，护理人员不得少于3人。上述人员须接受卫生部指定医疗机构进行生殖医学专业技术培训。
  


  
    外籍、中国台湾地区、香港和澳门特别行政区技术人员来内地从事人类辅助生殖诊疗活动须按国家有关管理规定执行。
  


  
    （1）临床医师
  


  
    ①专职临床医师必须是具备医学学士学位并已获得中级以上技术职称或具备生殖医学硕士学位的妇产科或泌尿男科专业的执业医师；
  


  
    ②临床负责人须由从事生殖专业具有高级技术职称的妇产科执业医师担任；
  


  
    ③临床医师必须具备以下方面的知识和工作能力：
  


  
    掌握女性生殖内分泌学临床专业知识，特别是促排卵药物的使用和月经周期的激素调控；
  


  
    掌握妇科超声技术，并具备卵泡超声监测及B超介导下阴道穿刺取卵的技术能力，具备开腹手术的能力；具备处理人类辅助生殖技术各种并发症的能力；
  


  
    ④机构中应配备专职男科临床医师，掌握男性生殖医学基础理论和临床专业技术。
  


  
    （2）实验室技术人员
  


  
    ①胚胎培养实验室技术人员必须具备医学或生物学专业学士以上学位或大专毕业并具备中级技术职称；
  


  
    ②实验室负责人须由医学或生物学专业高级技术职称人员担任，具备细胞生物学、胚胎学、遗传学等相关学科的理论及细胞培养技能，掌握人类辅助生殖技术的实验室技能，具有实验室管理能力；
  


  
    ③至少一人具有按世界卫生组织精液分析标准程序处理精液的技能；
  


  
    ④至少一人在卫生部指定的机构接受过精子、胚胎冷冻及复苏技术培训，并系统掌握精子、胚胎冷冻及复苏技能；
  


  
    ⑤开展卵胞浆内单精子显微注射技术的机构，至少有一人在卫生部指定机构受过本技术的培训，并具备熟练的显微操作及体外受精与胚胎移植实验室技能；
  


  
    ⑥开展植入前胚胎遗传学诊断的机构，必须有专门人员受过极体或胚胎卵裂球活检技术培训，熟练掌握该项技术的操作技能，掌握医学遗传学理论知识和单细胞遗传学诊断技术，所在机构必须具备遗传咨询和产前诊断技术条件。
  


  
    （3）护士
  


  
    护士须有护士执业证书，受过生殖医学护理工作的培训，护理工作的负责人必须具备中级技术职称。
  


  
    3.场所要求
  


  
    （1）场所须包括候诊区、诊疗室、检查室、取精室、精液处理室、资料档案室、清洗室、缓冲区（包括更衣室）、超声室、胚胎培养室、取卵室、体外受精实验室、胚胎移植室及其它辅助场所；
  


  
    （2）用于生殖医学医疗活动的总使用面积不小于260平方米；
  


  
    （3）场所布局须合理，符合洁净要求，建筑和装修材料要求无毒，应避开对工作产生不良影响的化学源和放射源；
  


  
    （4）工作场所须符合医院建筑安全要求和消防要求，保障水电供应。各工作间应具备空气消毒设施；
  


  
    （5）主要场所要求：
  


  
    ①超声室：使用面积不小于15平方米，环境符合卫生部医疗场所Ⅲ类标准；
  


  
    ②取精室：与精液处理室邻近，使用面积不小于5平方米，并有洗手设备；
  


  
    ③精液处理室：使用面积不小于10平方米；
  


  
    ④取卵室：供B超介导下经阴道取卵用，使用面积不小于25平方米，环境符合卫生部医疗场所Ⅱ类标准；
  


  
    ⑤体外受精实验室：使用面积不小于30平方米，并具备缓冲区。环境符合卫生部医疗场所Ⅰ类标准，建议设置空气净化层流室。胚胎操作区必须达到百级标准；
  


  
    ⑥胚胎移植室：使用面积不小于15平方米，环境符合卫生部医疗场所Ⅱ类标准。
  


  
    4.设备条件
  


  
    （1）B超：2台（配置阴道探头和穿刺引导装置）；
  


  
    （2）负压吸引器；
  


  
    （3）妇科床；
  


  
    （4）超净工作台：3台；
  


  
    （5）解剖显微镜；
  


  
    （6）生物显微镜；
  


  
    （7）倒置显微镜（含恒温平台）；
  


  
    （8）精液分析设备；
  


  
    （9）二氧化碳培养箱（至少3台）；
  


  
    （10）二氧化碳浓度测定仪；
  


  
    （11）恒温平台和恒温试管架；
  


  
    （12）冰箱；
  


  
    （13）离心机；
  


  
    （14）实验室常规仪器：pH计、渗透压计、天平、电热干燥箱等；
  


  
    （15）配子和胚胎冷冻设备包括：冷冻仪、液氮储存罐和液氮运输罐等。
  


  
    申报开展卵胞浆内单精子显微注射技术的机构，必备具备显微操作仪1台。
  


  
    5.其他要求
  


  
    开展体外受精与胚胎移植及其衍生技术的机构，还必须具备以下条件：
  


  
    （1）临床常规检验（包括常规生化、血尿常规、影像学检查、生殖免疫学检查）；
  


  
    （2）生殖内分泌实验室及其相关设备；
  


  
    （3）细胞和分子遗传学诊断实验室及其相关设备；若开展植入前胚胎遗传学诊断的机构必须同时具备产前诊断技术的认可资格；
  


  
    （4）开腹手术条件；
  


  
    （5）住院治疗条件；
  


  
    （6）用品消毒和污物处理条件。
  


  
    （二）管理
  


  
    1.实施体外受精与胚胎移植及其衍生技术的机构，必须遵守国家人口和计划生育法规和条例的规定，并同不育夫妇签署相关技术的《知情同意书》和《多胎妊娠减胎术同意书》；
  


  
    2.机构必须预先认真查验不育夫妇的身份证、结婚证和符合国家人口和计划生育法规和条例规定的生育证明原件，并保留其复印件备案；涉外婚姻夫妇及外籍人员应出示护照及婚姻证明并保留其复印件备案；
  


  
    3.机构必须按期对工作情况进行自查，按要求向卫生部提供必需的各种资料及年度报告；
  


  
    4.机构的各种病历及其相关记录，须按卫生部和国家中医药管理局卫医发〔2002〕193号“关于印发《医疗机构病历管理规定》的通知”要求，予以严格管理；
  


  
    5.机构实施供精体外受精与胚胎移植及其衍生技术，必须向供精的人类精子库及时准确地反馈受者的妊娠和子代等相关信息；
  


  
    6.规章制度
  


  
    机构应建立以下制度
  


  
    （1）生殖医学伦理委员会工作制度；
  


  
    （2）病案管理制度；
  


  
    （3）随访制度；
  


  
    （4）工作人员分工责任制度；
  


  
    （5）接触配子、胚胎的实验材料质控制度；
  


  
    （6）各项技术操作常规；
  


  
    （7）特殊药品管理制度；
  


  
    （8）仪器管理制度；
  


  
    （9）消毒隔离制度；
  


  
    （10）材料管理制度。
  


  
    7.技术安全要求
  


  
    （1）要求机构具有基本急救条件，包括供氧、气管插管等用品和常用急救药品和设备等；
  


  
    （2）采用麻醉技术的机构，必须配备相应的监护、抢救设备和人员；
  


  
    （3）实验材料必须无毒、无尘、无菌，并符合相应的质量标准；
  


  
    （4）实验用水须用去离子超纯水；
  


  
    （5）每周期移植胚胎总数不得超过3个，其中35岁以下妇女第一次助孕周期移植胚胎数不得超过2个；
  


  
    （6）与配子或胚胎接触的用品须为一次性使用耗材；
  


  
    （7）实施供精的体外受精与胚胎移植及其衍生技术的机构，必须参照人工授精的有关规定执行。
  


  
    （三）适应证与禁忌证
  


  
    1.适应证
  


  
    （1）体外受精-胚胎移植适应证
  


  
    ①女方各种因素导致的配子运输障碍；
  


  
    ②排卵障碍；
  


  
    ③子宫内膜异位症；
  


  
    ④男方少、弱精子症；
  


  
    ⑤不明原因的不育；
  


  
    ⑥免疫性不孕。
  


  
    （2）卵胞浆内单精子显微注射适应证
  


  
    ①严重的少、弱、畸精子症；
  


  
    ②不可逆的梗阻性无精子症；
  


  
    ③生精功能障碍（排除遗传缺陷疾病所致）；
  


  
    ④免疫性不育；
  


  
    ⑤体外受精失败；
  


  
    ⑥精子顶体异常；
  


  
    ⑦需行植入前胚胎遗传学检查的。
  


  
    （3）植入前胚胎遗传学诊断适应证
  


  
    目前主要用于单基因相关遗传病、染色体病、性连锁遗传病及可能生育异常患儿的高风险人群等。
  


  
    （4）接受卵子赠送适应证
  


  
    ①丧失产生卵子的能力；
  


  
    ②女方是严重的遗传性疾病携带者或患者；
  


  
    ③具有明显的影响卵子数量和质量的因素。
  


  
    （5）赠卵的基本条件
  


  
    ①赠卵是一种人道主义行为，禁止任何组织和个人以任何形式募集供卵者进行商业化的供卵行为；
  


  
    ②赠卵只限于人类辅助生殖治疗周期中剩余的卵子；
  


  
    ③对赠卵者必须进行相关的健康检查（参照供精者健康检查标准）；
  


  
    ④赠卵者对所赠卵子的用途、权利和义务应完全知情并签定知情同意书；
  


  
    ⑤每位赠卵者最多只能使5名妇女妊娠；
  


  
    ⑥赠卵的临床随访率必须达100%。
  


  
    2.禁忌证
  


  
    （1）有如下情况之一者，不得实施体外受精-胚胎移植及其衍技术
  


  
    ①男女任何一方患有严重的精神疾患、泌尿生殖系统急性感染、性传播疾病；
  


  
    ②患有《母婴保健法》规定的不宜生育的、目前无法进行胚胎植入前遗传学诊断的遗传性疾病；
  


  
    ③任何一方具有吸毒等严重不良嗜好；
  


  
    ④任何一方接触致畸量的射线、毒物、药品并处于作用期。
  


  
    （2）女方子宫不具备妊娠功能或严重躯体疾病不能承受妊娠。
  


  
    （四）质量标准
  


  
    1.为了切实保障患者的利益，维护妇女和儿童健康权益，提高人口质量，严格防止人类辅助生殖技术产业化和商品化，以及确保该技术更加规范有序进行，任何生殖机构每年所实施的体外受精与胚胎移植及其衍生技术不得超过1000个取卵周期；
  


  
    2.机构对体外受精-胚胎移植出生的随访率不得低于95%；
  


  
    3.体外受精的受精率不得低于65%，卵胞浆内单精子显微注射的受精率不得低于70%；
  


  
    4.取卵周期临床妊娠率在机构成立的第一年不得低于15%，第二年以后不得低于20%；冻融胚胎的移植周期临床妊娠率不得低于10%〔移植周期临床妊娠率=（临床妊娠数/移植周期数）×100%〕；
  


  
    5.对于多胎妊娠必须实施减胎术，避免双胎，严禁三胎和三胎以上的妊娠分娩。
  


  
    二、人工授精技术规范
  


  
    人工授精技术根据精子来源分为夫精人工授精和供精人工授精技术。
  


  
    （一）基本要求
  


  
    1.机构设置条件
  


  
    （1）必须是持有《医疗机构执业许可证》的综合性医院、专科医院或持有《计划生育技术服务执业许可证》的计划生育技术服务机构；
  


  
    （2）实施供精人工授精技术必须获得卫生部的批准证书，实施夫精人工授精技术必须获得省、自治区、直辖市卫生行政部门的批准证书并报卫生部备案；
  


  
    （3）中国人民解放军医疗机构开展人工授精技术的，根据两个《办法》规定，对申请开展夫精人工授精技术的机构，由所在省、自治区、直辖市卫生厅局或总后卫生部科技部门组织专家论证、评审、审核、审批，并报国家卫生部备案；对申请开展供精人工授精的医疗机构，由所在省、自治区、直辖市卫生厅局或总后卫生部科技部门组织专家论证、审核，报国家卫生部审批；
  


  
    （4）中外合资、合作医疗机构必须同时持有卫生部批准证书和原外经贸部（现商务部）颁发的《外商投资企业批准证书》；
  


  
    （5）实施供精人工授精的机构，必须从持有《人类精子库批准证书》的人类精子库获得精源并签署供精协议，并有义务向供精单位及时提供供精人工授精情况及准确的反馈信息；协议应明确双方的职责；
  


  
    （6）具备法律、法规或主管机关要求的其他条件。
  


  
    2.人员要求
  


  
    （1）最少具有从事生殖医学专业的在编专职医师2人，实验室工作人员2人，护士1人，且均具备良好的职业道德；
  


  
    （2）从业医师须具备执业医师资格；
  


  
    （3）机构必须指定专职负责人，该负责人须是具备高级技术职称的妇产科执业医师；
  


  
    （4）机构内医师应具备临床妇产科和生殖内分泌理论及实践经验，并具备妇科超声技术资格和经验；
  


  
    （5）实验室工作人员应具备按世界卫生组织精液分析标准程序处理精液的培训经历和实践操作技能；
  


  
    （6）护士具备执业护士资格；
  


  
    （7）同时开展体外受精-胚胎移植技术的机构必须指定专职负责人一人，其他人员可以兼用。
  


  
    3.场所要求
  


  
    场所包含候诊室、诊室、检查室、B超室、人工授精实验室、授精室和其他辅助区域，总使用面积不得少于100平方米，其中人工授精实验室不少于20平方米和授精室的专用面积不少于15平方米；同时开展人工授精和体外受精与胚胎移植的机构，候诊室、诊室、检查室和B超室可不必单设，但人工授精室和人工授精实验室必须专用，且使用面积各不少于20平方米；另外，技术服务机构须具备妇科内分泌测定、影像学检查、遗传学检查等相关检查条件。
  


  
    4.设备条件
  


  
    （1）妇检床2张以上；
  


  
    （2）B超仪1台（配置阴道探头）；
  


  
    （3）生物显微镜1台；
  


  
    （4）离心机1台；
  


  
    （5）百级超净工作台1台；
  


  
    （6）二氧化碳培养箱1台；
  


  
    （7）液氮罐2个以上；
  


  
    （8）冰箱一台；
  


  
    （9）精液分析设备；
  


  
    （10）水浴箱1台；
  


  
    （11）与精液接触的器皿等须使用无毒的一次性耗材。
  


  
    以上设备要求运行良好，专业检验合格。
  


  
    （二）管理
  


  
    1.实施授精前，不育夫妇必须签定《知情同意书》及《多胎妊娠减胎术同意书》；
  


  
    2.供精人工授精只能从持有卫生部批准证书的人类精子库获得精源；
  


  
    3.机构必须及时做好不育夫妇的病历书写并按《医疗机构病历管理规定》严格管理，对每一位受者都应进行随访；
  


  
    4.实施供精人工授精的机构必须向人类精子库反馈妊娠、子代以及受者使用冷冻精液后是否出现性传播疾病的临床信息等情况，记录档案应永久保存；
  


  
    5.严格控制每一位供精者的冷冻精液最多只能使5名妇女受孕；
  


  
    6.除司法机关出具公函或相关当事人具有充分理由同意查阅外，其他任何单位和个人一律谢绝查阅供受精者双方的档案；确因工作需要及其他特殊原因非得查阅档案时，则必须经授精机构负责人批准，并隐去供受者双方的社会身份资料；
  


  
    7.人工授精必须具备完善、健全的规章制度和技术操作手册并切实付诸实施；
  


  
    8.机构必须按期对人工授精的情况进行自查，按要求向卫生行政审批部门提供必要的资料及年度报告。
  


  
    （三）适应证与禁忌证
  


  
    1.夫精人工授精
  


  
    （1）适应证
  


  
    ①男性因少精、弱精、液化异常、性功能障碍、生殖器畸形等不育；
  


  
    ②宫颈因素不育；
  


  
    ③生殖道畸形及心理因素导致性交不能等不育；
  


  
    ④免疫性不育；
  


  
    ⑤原因不明不育。
  


  
    （2）禁忌证
  


  
    ①男女一方患有生殖泌尿系统急性感染或性传播疾病；
  


  
    ②一方患有严重的遗传、躯体疾病或精神心理疾患；
  


  
    ③一方接触致畸量的射线、毒物、药品并处于作用期；
  


  
    ④一方有吸毒等严重不良嗜好。
  


  
    2.供精人工授精
  


  
    （1）适应证
  


  
    ①不可逆的无精子症、严重的少精症、弱精症和畸精症；
  


  
    ②输精管复通失败；
  


  
    ③射精障碍；
  


  
    ④适应证①②③中，除不可逆的无精子症外，其它需行供精人工授精技术的患者，医务人员必须向其交代清楚：通过卵胞浆内单精子显微注射技术也可能使其有自己血亲关系的后代，如果患者本人仍坚持放弃通过卵胞浆内单精子显微注射技术助孕的权益，则必须与其签署知情同意书后，方可采用供精人工授精技术助孕；
  


  
    ⑤男方和（或）家族有不宜生育的严重遗传性疾病；
  


  
    ⑥母儿血型不合不能得到存活新生儿。
  


  
    （2）禁忌证
  


  
    ①女方患有生殖泌尿系统急性感染或性传播疾病；
  


  
    ②女方患有严重的遗传、躯体疾病或精神疾患；
  


  
    ③女方接触致畸量的射线、毒物、药品并处于作用期；
  


  
    ④女方有吸毒等不良嗜好。
  


  
    （四）技术程序与质量控制
  


  
    1.技术程序
  


  
    （1）严格掌握适应症并排除禁忌证；
  


  
    （2）人工授精可以在自然周期或药物促排卵周期下进行，但严禁以多胎妊娠为目的使用促排卵药；
  


  
    （3）通过B超和有关激素水平联合监测卵泡的生长发育；
  


  
    （4）掌握排卵时间，适时实施人工授精；
  


  
    （5）用于人工授精的精子必须经过洗涤分离处理，行宫颈内人工授精，其前向运动精子总数不得低于20×106；行宫腔内人工授精，其前向运动精子总数不得低于10×106；
  


  
    （6）人工授精后可用药物支持黄体功能；
  


  
    （7）人工授精后14-16d诊断生化妊娠，5周B超确认临床妊娠；
  


  
    （8）多胎妊娠必须到具有选择性减胎术条件的机构行选择性减胎术；
  


  
    （9）实施供精人工授精的机构如不具备选择性减胎术的条件和技术，必须与具备该技术的机构签定使用减胎技术协议，以确保选择性减胎术的有效实施，避免多胎分娩。
  


  
    2.质量标准
  


  
    （1）用于供精人工授精的冷冻精液，复苏后前向运动的精子不低于40%；
  


  
    （2）周期临床妊娠率不低于15%（周期临床妊娠率=临床妊娠数/人工授精周期数×100%）。
  


  
    三、实施技术人员的行为准则
  


  
    （一）必须严格遵守国家人口和计划生育法律法规；
  


  
    （二）必须严格遵守知情同意、知情选择的自愿原则；
  


  
    （三）必须尊重患者隐私权；
  


  
    （四）禁止无医学指征的性别选择；
  


  
    （五）禁止实施代孕技术；
  


  
    （六）禁止实施胚胎赠送；
  


  
    （七）禁止实施以治疗不育为目的的人卵胞浆移植及核移植技术；
  


  
    （八）禁止人类与异种配子的杂交；禁止人类体内移植异种配子、合子和胚胎；禁止异种体内移植人类配子、合子和胚胎；
  


  
    （九）禁止以生殖为目的对人类配子、合子和胚胎进行基因操作；
  


  
    （十）禁止实施近亲间的精子和卵子结合；
  


  
    （十一）在同一治疗周期中，配子和合子必须来自同一男性和同一女性；
  


  
    （十二）禁止在患者不知情和不自愿的情况下，将配子、合子和胚胎转送他人或进行科学研究；
  


  
    （十三）禁止给不符合国家人口和计划生育法规和条例规定的夫妇和单身妇女实施人类辅助生殖技术；
  


  
    （十四）禁止开展人类嵌合体胚胎试验研究；
  


  
    （十五）禁止克隆人。
  


  
    附录2　人类精子库基本标准和技术规范
  


  
    一、人类精子库基本标准
  


  
    人类精子库是以治疗不育症及预防遗传病和提供生殖保险等为目的，利用超低温冷冻技术，采集、检测、保存和提供精子。
  


  
    （一）机构设置条件
  


  
    1.人类精子库必须设置在持有《医疗机构执业许可证》的综合性医院、专科医院或持有《计划生育技术服务执业许可证》的省级以上（含省级）计划生育服务机构内，其设置必须符合《人类精子库管理办法》的规定；
  


  
    2.中国人民解放军医疗机构中设置人类精子库的，根据两个《办法》规定，由所在省、自治区、直辖市卫生厅局或总后卫生部科技部门组织专家论证评审、审核，报国家卫生部审批；
  


  
    3.中外合资、合作医疗机构必须同时持有卫生部批准证书和原外经贸部（现商务部）颁发的《外商投资企业批准证书》；
  


  
    4.人类精子库必须具有安全、可靠、有效的精子来源；机构内如同时设有人类精子库和开展人类辅助生殖技术，必须严格分开管理；
  


  
    5.设置人类精子库必须获得卫生部的批准证书。
  


  
    （二）人类精子库基本任务
  


  
    1.对供精者进行严格的医学和医学遗传学筛查，并建立完整的资料库；
  


  
    2.对供精者的精液进行冷冻保存，用于治疗不育症、提供生殖保险等服务；
  


  
    3.向持有卫生部供精人工授精或体外受精-胚胎移植批准证书的机构提供健康合格的冷冻精液和相关服务；
  


  
    4.建立一整套监控机制，以确保每位供精者的精液标本最多只能使5名妇女受孕；
  


  
    5.人类精子库除上述基本任务外，还可开展精子库及其相应的生殖医学方面的研究，如：供精者的研究、冷藏技术的研究和人类精子库计算机管理系统的研究等。
  


  
    （三）工作部门设置及人员要求
  


  
    1.工作部门设置
  


  
    根据人类精子库的任务，下设4个工作职能部门：
  


  
    （1）精液采集部门：
  


  
    筛选献精者，采集精液；
  


  
    （2）精液冷冻部门：
  


  
    精液冷冻与保存；
  


  
    （3）精液供给部门：
  


  
    受 理用精机构的申请、审核其资格并签定供精合同和供给精液；
  


  
    （4）档案管理部门：
  


  
    建立供精者及用精机构人工授精结局的反馈信息等档案管理制度和计算机管理系统。
  


  
    2.工作人员要求
  


  
    （1）精子库至少配备5名专职专业技术人员，人员构成如下：
  


  
    ①配备1名具有高级专业技术职称、从事生殖医学专业的执业医师；
  


  
    ②配备1名具有医学遗传学临床经验中级以上职称的技术人员；
  


  
    ③配备实验技师2名，要具备男科实验室操作技能并熟悉世界卫生组织精液分析标准程序、生物细胞冷冻保存有关的知识及冷冻保存技术，掌握传染病及各类感染特别是性病的检测及其它临床检验知识和技能；
  


  
    ④配备管理人员1名，具有计算机知识和操作技能并有一定管理能力。
  


  
    （2）所有工作人员必须具备良好的职业道德。
  


  
    （四）场所和设备要求
  


  
    1.人类精子库各种工作用房的规模必须符合下列要求
  


  
    （1）供精者接待室使用面积15平方米以上；
  


  
    （2）取精室2间（每间使用面积5平方米以上），有洗手设备；
  


  
    （3）人类精子库实验室使用面积40平方米以上；
  


  
    （4）标本存储室使用面积15平方米以上；
  


  
    （5）辅助实验室（进行性传播疾病及一般检查的实验室）使用面积20平方米以上；
  


  
    （6）档案管理室使用面积15平方米以上。
  


  
    2.人类精子库仪器设备配制基本标准
  


  
    （1）能储存1万份精液标本的标本储存罐；
  


  
    （2）程序降温仪1套；
  


  
    （3）34升以上液氮罐2个；
  


  
    （4）精子运输罐3个以上；
  


  
    （5）37摄氏度恒温培养箱和水浴箱各1台；
  


  
    （6）超净台2台；
  


  
    （7）相差显微镜1台；
  


  
    （8）恒温操作台1套；
  


  
    （9）离心机1台；
  


  
    （10）电子天平1台；
  


  
    （11）加热平台及搅拌机各1台；
  


  
    （12）计算机1台及文件柜若干个；
  


  
    （13）冰箱1台；
  


  
    （14）纯水制作装置1套（或所在机构具备）；
  


  
    （15）精液分析设备。
  


  
    3.人类精子库或其所在机构必须具备染色体核型分析的技术和相关设置。
  


  
    （五）管理
  


  
    1.业务管理
  


  
    人类精子库必须对精液的采供进行严格管理，并建立供精者、用精机构反馈的受精者妊娠结局及子代信息的计算机管理档案库，控制使用同一供精者的精液获得成功妊娠的数量，防止血亲通婚。具体包括：
  


  
    （1）建立供精者筛选和精液采集、冻存、供精、运输的流程；
  


  
    （2）按流程顺序作好记录；
  


  
    （3）作好档案管理：精子库档案管理应设专用计算机，所有资料应备份，文字资料应放置整齐有序，注意防火、防盗及保密。人类精子库资料应永久保存；
  


  
    （4）严格控制每一位供精者第一次供出去精液的数量最多只能提供5名不育妇女使用，待受者结局信息反馈后，再以递减方式（下次提供的受者人数=5名受者-其中已受孕人数）决定下一轮发放的数量，以确保每一供精者的精液标本最多只能使5名妇女受孕；
  


  
    （5）精子库必须将供精者的主要信息如：姓名、年龄、身份证号和生物学特性的标志等上报精子库中央信息库，予以备案，信息库工作人员必须对各精子库提供的信息保密；
  


  
    （6）各精子库必须将拟定的供精候选人身份情况上报精子库中央信息库，信息库必须在10个工作日内反馈信息，以确保供精者只在一处供精；
  


  
    （7）做好随访工作：每月定期收集用精机构精液标本使用情况并记录受精者的有关反馈信息，包括受者妊娠、子代的发育状况、有无出生缺陷及受者使用冷冻精液后是否出现性传播疾病的临床信息等。
  


  
    2.质量管理
  


  
    （1）人类精子库必须按《供精者健康检查标准》进行严格筛查，保证所提供精子的质量；
  


  
    （2）人类精子库必须具备完善、健全的规章制度，包括业务和档案管理规范、技术操作手册及人类精子采供计划书（包括采集和供应范围等）等；
  


  
    （3）必须定期或不定期对人类精子库进行自查，检查人类精子库规章制度执行情况、精液质量、服务质量及档案资料管理情况等，并随时接受审批部门的检查或抽查。
  


  
    3.保密原则
  


  
    （1）人类精子库工作人员应尊重供精和受精当事人的隐私权并严格保密；
  


  
    （2）除司法机关出具公函或相关当事人具有充分理由同意查阅外，其他任何单位和个人一律谢绝查阅供精者的档案；确因工作需要及其他特殊原因非得查阅档案时，则必须经人类精子库机构负责人批准，并隐去供精者的社会身份资料；
  


  
    （3）除精子库负责人外，其他任何工作人员不得查阅有关供精者身份资料和详细地址。
  


  
    二、人类精子库技术规范
  


  
    （一）供精者基本条件
  


  
    1.供精者必须原籍为中国公民；
  


  
    2.供精者赠精是一种自愿的人道主义行为；
  


  
    3.供精者必须达到供精者健康检查标准；
  


  
    4.供精者对所供精液的用途、权利和义务完全知情并签订供精知情同意书。
  


  
    （二）自精保存者基本条件
  


  
    1.接受辅助生殖技术时，有合理的医疗要求，如取精困难者和少、弱精症者。
  


  
    2.出于“生殖保险”目的
  


  
    （1）需保存精子以备将来生育者；
  


  
    （2）男性在其接受致畸剂量的射线、药品、有毒物质、绝育手术之前，以及夫妻长期两地分居，需保存精子准备将来生育等情况下要求保存精液。
  


  
    3.申请者须了解有关精子冷冻、保存和复苏过程中可能存在的影响，并签订知情同意书。
  


  
    （三）人类精子库不得开展的工作
  


  
    1.人类精子库不得向未取得卫生部人类辅助生殖技术批准证书的机构提供精液；
  


  
    2.人类精子库不得提供未经检验或检验不合格的精液；
  


  
    3.人类精子库不得提供新鲜精液进行供精人工授精，精液冷冻保存需经半年检疫期并经复检合格后，才能提供临床使用；
  


  
    4.人类精子库不得实施非医学指征的，以性别选择生育为目的的精子分离技术；
  


  
    5.人类精子库不得提供2人或2人以上的混合精液；
  


  
    6.人类精子库不得采集、保存和使用未签署供精知情同意书者的精液；
  


  
    7.人类精子库工作人员及其家属不得供精；
  


  
    8.设置人类精子库的科室不得开展人类辅助生殖技术，其专职人员不得参与实施人类辅助生殖技术。
  


  
    （四）供精者筛查程序及健康检查标准
  


  
    所有供精志愿者在签署知情同意书后，均要进行初步筛查，初筛符合条件后，还须接受进一步的检查，达到健康检查标准后，方可供精。
  


  
    1.供精者的初筛
  


  
    供精者的年龄必须在22～45周岁之间，能真实地提供本人及其家族成员的一般病史和遗传病史，回答医师提出的其他相关问题，按要求提供精液标本以供检查。
  


  
    （1）病史筛查
  


  
    ①病史
  


  
    询问供精者的既往病史、个人生活史和性传播疾病史。
  


  
    A.既往病史
  


  
    供精者不能有全身性疾病和严重器质性疾患，如心脏病、糖尿病、肺结核、肝脏病、泌尿生殖系统疾病、血液系统疾病、高血压、精神病和麻风病等。
  


  
    B.个人生活史
  


  
    供精者应无长期接触放射线和有毒有害物质等情况，没有吸毒、酗酒、嗜烟等不良嗜好和同性恋史、冶游史。
  


  
    C.性传播疾病史
  


  
    询问供精者性传播疾病史和过去六个月性伴侣情况，是否有多个性伴侣，排除性传播疾病（包括艾滋病）的高危人群。供精者应没有性传播疾病史，如淋病、梅毒、尖锐湿疣、传染性软疣、生殖器疱疹、艾滋病、乙型及丙型肝炎，并排除性伴侣的性传播疾病、阴道滴虫病等疾患。
  


  
    ②家系调查
  


  
    供精者不应有遗传病史和遗传病家族史
  


  
    A.染色体病：排除各种类型的染色体病；
  


  
    B.单基因遗传病：排除白化病、血红蛋白异常、血友病、遗传性高胆固醇血症、神经纤维瘤病、结节性硬化症、β-地中海贫血、囊性纤维变性、家族性黑蒙性痴呆、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶缺乏症、先天性聋哑、Prader-willi综合征、遗传性视神经萎缩等疾病；
  


  
    C.多基因遗传病：排除唇裂、腭裂、畸形足、先天性髋关节脱位、先天性心脏病、尿道下裂、脊柱裂、哮喘、癫痫症、幼年糖尿病，精神病、类风湿性关节炎、严重的高血压病、严重的屈光不正等疾病。
  


  
    （2）体格检查
  


  
    ①一般体格检查：供精者必须身体健康，无畸形体征，心、肺、肝、脾等检查均无异常，同时应注意四肢有无多次静脉注射的痕迹；
  


  
    ②生殖系统检查：供精者生殖系统发育良好，无畸形，无生殖系统溃疡、尿道分泌物和生殖系统疣等疾患。
  


  
    2.实验室检查
  


  
    （1）染色体检查：供精者染色体常规核型分析必须正常，排除染色体异常的供精者；
  


  
    （2）性传播疾病的检查
  


  
    ①供精者乙肝及丙肝等检查正常；
  


  
    ②供精者梅毒、淋病、艾滋病等检查阴性；
  


  
    ③供精者衣原体、支原体、巨细胞病毒、风疹病毒、单纯疱疹病毒和弓形体等检查阴性；
  


  
    ④精液应进行常规细菌培养，以排除致病菌感染。
  


  
    （3）精液常规分析及供精的质量要求
  


  
    对供精者精液要做常规检查。取精前要禁欲3-7d。精液质量要求高于世界卫生组织《人类精液及精子-宫颈黏液相互作用实验室检验手册》（1999年第四版）精液变量参考值的标准：精液液化时间少于60分钟，精液量大于2毫升，密度大于60×106/毫升，存活率大于60%，其中前向运动精子大于60%，精子正常形态率大于30%。
  


  
    （4）ABO血型及Rh血型检查；
  


  
    （5）冷冻复苏率检查
  


  
    应进行精子冷冻实验。前向运动精子冷冻复苏不低于60%。
  


  
    3.供精者的随访和管理
  


  
    精子库应加强对供精者在供精过程中的随访和管理
  


  
    （1）供精者出现下述情况，应立即取消供精资格：
  


  
    ①生殖器疣；
  


  
    ②生殖器疱疹；
  


  
    ③生殖器溃疡；
  


  
    ④尿道异常分泌物；
  


  
    ⑤供精者有新的性伴侣。
  


  
    （2）至少每隔半年对供精者进行一次全面检查；
  


  
    （3）精子库应追踪受精者使用冷冻精液后是否出现性传播疾病的临床信息；
  


  
    （4）供精者HIV复查：精液冻存六个月后，须再次对供精者进行HIV检测，检测阴性方可使用该冷冻精液。
  


  
    4.对外提供精子的基本标准
  


  
    对外供精用于供精人工授精或体外受精-胚胎移植的冷冻精液，冷冻复苏后前向运动精子（a+b级）不低于40%，每份精液中前向运动精子的总数不得低于12×106。
  


  
    附录3　人类辅助生殖技术和人类精子库伦理原则
  


  
    一、人类辅助生殖技术伦理原则
  


  
    人类辅助生殖技术是治疗不育症的一种医疗手段。为安全、有效、合理地实施人类辅助生殖技术，保障个人、家庭以及后代的健康和利益，维护社会公益，特制定以下伦理原则。
  


  
    （一）有利于患者的原则
  


  
    1.综合考虑患者病理、生理、心理及社会因素，医务人员有义务告诉患者目前可供选择的治疗手段、利弊及其所承担的风险，在患者充分知情的情况下，提出有医学指征的选择和最有利于患者的治疗方案；
  


  
    2.禁止以多胎和商业化供卵为目的的促排卵；
  


  
    3.不育夫妇对实施人类辅助生殖技术过程中获得的配子、胚胎拥有其选择处理方式的权利，技术服务机构必须对此有详细的记录，并获得夫、妇或双方的书面知情同意；
  


  
    4.患者的配子和胚胎在未征得其知情同意情况下，不得进行任何处理，更不得进行买卖。
  


  
    （二）知情同意的原则
  


  
    1.人类辅助生殖技术必须在夫妇双方自愿同意并签署书面知情同意书后方可实施；
  


  
    2.医务人员对人类辅助生殖技术适应证的夫妇，须使其了解：实施该技术的必要性、实施程序、可能承受的风险以及为降低这些风险所采取的措施、该机构稳定的成功率、每周期大致的总费用及进口、国产药物选择等与患者作出合理选择相关的实质性信息；
  


  
    3.接受人类辅助生殖技术的夫妇在任何时候都有权提出中止该技术的实施，并且不会影响对其今后的治疗；
  


  
    4.医务人员必须告知接受人类辅助生殖技术的夫妇及其已出生的孩子随访的必要性；
  


  
    5.医务人员有义务告知捐赠者对其进行健康检查的必要性，并获取书面知情同意书。
  


  
    （三）保护后代的原则
  


  
    1.医务人员有义务告知受者通过人类辅助生殖技术出生的后代与自然受孕分娩的后代享有同样的法律权利和义务，包括后代的继承权、受教育权、赡养父母的义务、父母离异时对孩子监护权的裁定等；
  


  
    2.医务人员有义务告知接受人类辅助生殖技术治疗的夫妇，他们通过对该技术出生的孩子（包括对有出生缺陷的孩子）负有伦理、道德和法律上的权利和义务；
  


  
    3.如果有证据表明实施人类辅助生殖技术将会对后代产生严重的生理、心理和社会损害，医务人员有义务停止该技术的实施；
  


  
    4.医务人员不得对近亲间及任何不符合伦理、道德原则的精子和卵子实施人类辅助生殖技术；
  


  
    5.医务人员不得实施代孕技术；
  


  
    6.医务人员不得实施胚胎赠送助孕技术；
  


  
    7.在尚未解决人卵胞浆移植和人卵核移植技术安全性问题之前，医务人员不得实施以治疗不育为目的的人卵胞浆移植和人卵核移植技术；
  


  
    8.同一供者的精子、卵子最多只能使5名妇女受孕；
  


  
    9.医务人员不得实施以生育为目的的嵌合体胚胎技术。
  


  
    （四）社会公益原则
  


  
    1.医务人员必须严格贯彻国家人口和计划生育法律法规，不得对不符合国家人口和计划生育法规和条例规定的夫妇和单身妇女实施人类辅助生殖技术；
  


  
    2.根据《母婴保健法》，医务人员不得实施非医学需要的性别选择；
  


  
    3.医务人员不得实施生殖性克隆技术；
  


  
    4.医务人员不得将异种配子和胚胎用于人类辅助生殖技术；
  


  
    5.医务人员不得进行各种违反伦理、道德原则的配子和胚胎实验研究及临床工作。
  


  
    （五）保密原则
  


  
    1.互盲原则 凡使用供精实施的人类辅助生殖技术，供方与受方夫妇应保持互盲、供方与实施人类辅助生殖技术的医务人员应保持互盲、供方与后代保持互盲；
  


  
    2.机构和医务人员对使用人类辅助生殖技术的所有参与者（如卵子捐赠者和受者）有实行匿名和保密的义务。匿名是藏匿供体的身份；保密是藏匿受体参与配子捐赠的事实以及对受者有关信息的保密；
  


  
    3.医务人员有义务告知捐赠者不可查询受者及其后代的一切信息，并签署书面知情同意书。
  


  
    （六）严防商业化的原则
  


  
    机构和医务人员对要求实施人类辅助生殖技术的夫妇，要严格掌握适应证，不能受经济利益驱动而滥用人类辅助生殖技术。
  


  
    供精、供卵只能是以捐赠助人为目的，禁止买卖，但是可以给予捐赠者必要的误工、交通和医疗补偿。
  


  
    （七）伦理监督的原则
  


  
    1.为确保以上原则的实施，实施人类辅助生殖技术的机构应建立生殖医学伦理委员会，并接受其指导和监督；
  


  
    2.生殖医学伦理委员会应由医学伦理学、心理学、社会学、法学、生殖医学、护理学专家和群众代表等组成；
  


  
    3.生殖医学伦理委员会应依据上述原则对人类辅助生殖技术的全过程和有关研究进行监督，开展生殖医学伦理宣传教育，并对实施中遇到的伦理问题进行审查、咨询、论证和建议。
  


  
    二、人类精子库的伦理原则
  


  
    为了促进人类精子库安全、有效、合理地采集、保存和提供精子，保障供精者和受者个人、家庭、后代的健康和权益，维护社会公益，特制定以下伦理原则。
  


  
    （一）有利于供受者的原则
  


  
    1.严格对供精者进行筛查，精液必须经过检疫方可使用，以避免或减少出生缺陷，防止性传播疾病的传播和蔓延；
  


  
    2.严禁用商业广告形式募集供精者，要采取社会能够接受、文明的形式和方法，应尽可能扩大供精者群体，建立完善的供精者体貌特征表，尊重受者夫妇的选择权；
  


  
    3.应配备相应的心理咨询服务，为供精者和自冻精者解决可能出现的心理障碍；
  


  
    4.应充分理解和尊重供精者和自冻精者在精液采集过程中可能遇到的困难，并给予最大可能的帮助。
  


  
    （二）知情同意的原则
  


  
    1.供精者应是完全自愿地参加供精，并有权知道其精液的用途及限制供精次数的必要性（防止后代血亲通婚），应签署书面知情同意书；
  


  
    2.供精者在心理、生理不适或其他情况下有权终止供精，同时在适当补偿精子库筛查和冷冻费用后，有权要求终止使用已被冷冻保存的精液；
  


  
    3.需进行自精冷冻保存者也应在签署知情同意书后，方可实施自精冷冻保存。医务人员有义务告知自精冷冻保存者采用该项技术的必要性、目前的冷冻复苏率和最终可能的治疗结果；
  


  
    4.精子库不得采集、检测、保存和使用未签署知情同意书者的精液。
  


  
    （三）保护后代的原则
  


  
    1.医务人员有义务告知供精者，对其供精出生的后代无任何的权利和义务；
  


  
    2.建立完善的供精使用管理体系，精子库有义务在匿名的情况下，为未来人工授精后代提供有关医学信息的婚姻咨询服务。
  


  
    （四）社会公益原则
  


  
    1.建立完善的供精者管理机制，严禁同一供精者多处供精并使五名以上妇女受孕；
  


  
    2.不得实施无医学指征的X、Y精子筛选。
  


  
    （五）保密原则
  


  
    1.为保护供精者和受者夫妇及所出生后代的权益，供者和受者夫妇应保持互盲，供者和实施人类辅助生殖技术的医务人员应保持互盲，供者和后代应保持互盲；
  


  
    2.精子库的医务人员有义务为供者、受者及其后代保密，精子库应建立严格的保密制度并确保实施，包括冷冻精液被使用时应一律用代码表示，冷冻精液的受者身份对精子库隐匿等措施；
  


  
    3.受者夫妇以及实施人类辅助生殖技术机构的医务人员均无权查阅供精者证实身份的信息资料，供精者无权查阅受者及其后代的一切身份信息资料。
  


  
    （六）严防商业化的原则
  


  
    1.禁止以盈利为目的的供精行为。供精是自愿的人道主义行为，精子库仅可以对供者给予必要的误工、交通和其所承担的医疗风险补偿；
  


  
    2.人类精子库只能向已经获得卫生部人类辅助生殖技术批准证书的机构提供符合国家技术规范要求的冷冻精液；
  


  
    3.禁止买卖精子，精子库的精子不得作为商品进行市场交易；
  


  
    4.人类精子库不得为追求高额回报降低供精质量。
  


  
    （七）伦理监督的原则
  


  
    1.为确保以上原则的实施，精子库应接受由医学伦理学、心理学、社会学、法学和生殖医学、护理、群众代表等专家组成的生殖医学伦理委员会的指导、监督和审查；
  


  
    2.生殖医学伦理委员会应依据上述原则对精子库进行监督，并开展必要的伦理宣传和教育，对实施中遇到的伦理问题进行审查、咨询、论证和建议。
  


  
    附录4　人类精液参数参考值
  


  
    本参考值依据2010年世界卫生组织标准。
  


  
    
      人类精液参数参考值
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      WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen，5th Ed.Switzerland：WHO Press.2010.271p.
    

  


  
    中英文名词索引
  


  
    α-溶血素 α-hemolysin 171
  


  
    γ-氨基丁酸 gamma-aminobutyric acid，GABA 85
  


  
    β-1，4半乳糖苷转移酶 β-1，4galactosyl transferase，GalTase 93
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    丙二醇 propanediol，PROH 589
  


  
    丙二醛 malondialdehyde，MDA 323，498
  


  
    丙烯酰胺 acrylamide 215
  


  
    波形蛋白 vimentin 235
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    勃起功能障碍 erectile dysfunction，ED 300
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    粗线期 pachytene 20
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    环核苷酸门控通道 CNGC 42
  


  
    环联蛋白 catenin 379
  


  
    环磷酰胺 cytoxan，CTX 183
  


  
    环氧氯丙烷 epichlorohydrin 215
  


  
    环氧乙烷 ethylene oxide，EtO 215
  


  
    环状染色体 ring chromosome 330
  


  
    缓冲能力 buffering power 219
  


  
    缓慢阻断 slow block 87
  


  
    换位区 X-transposed 139
  


  
    黄体生成素 luteinizing hormone，LH 19，121
  


  
    黄体生成素释放激素 LH releasing hormone，LHRH 121
  


  
    彗星实验 COMET assay 514
  


  
    混合性腺发育不全 mixed gonadal dysgenesis 334
  


  
    活性氧 reactive oxygen species，ROS 157，497
  


  
    获得性Ca2+通道 capacitative Ca2+channel 90
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    机械挤压 extrusion 607
  


  
    肌强直性营养不良 myotonic dystrophy 355
  


  
    肌酸磷酸 creatine phosphate 55
  


  
    肌酸磷酸激酶 creatine phosphokinase，CPK 100
  


  
    基本操作液 basic solution，BS 592
  


  
    基础体温 basal body temperature，BBT 572
  


  
    基底膜 basement membrane 234
  


  
    基底室 basal compartment 233
  


  
    基因病 genic disease 329
  


  
    基因库 gene bank 140
  


  
    基因组卫士 genome guide 115
  


  
    基质细胞衍化因子-1α stromal cell derived factor-1α，SDF-1α　14
  


  
    畸变 aberration 329
  


  
    激光 laser 201
  


  
    激活型或抑制型Gα亚单位 stimulatory Gαsubunit/inhibitory Gαsubunit，Gαs/Gαi 67
  


  
    激活转录因子1 activating transcription factor 1，ATF1 143
  


  
    激素结合蛋白 androgen-binding protein，ABP 456
  


  
    即时PCR real time PCR 609
  


  
    急速降温 chilling injury 591
  


  
    己氧苯丙酸诺龙 anadur 177
  


  
    脊髓损伤 spinal cord injury，SCI 301
  


  
    计数探针 Enumeration Probe 609
  


  
    计算机辅助的精子分析 computer-aided sperm analysis，CASA 171
  


  
    继发性性腺功能减退症 secondary hypogonadism 353
  


  
    甲苯胺红不加热血清试验 toluidine red unheated serum test，TRUST 490
  


  
    甲醇-冰醋酸　608
  


  
    甲基汞 Mehyel Mercury 207
  


  
    甲基化敏感单链构象分析 methylation-sen sitive singlestrand conformation analysis，SSCA 519
  


  
    甲氰咪胍 cimetidine 185
  


  
    甲醛 formaldehyde 213
  


  
    甲酞胺 formamide 514
  


  
    甲硝唑 metronidazole 184
  


  
    假亚基 pseudo subunit 225
  


  
    间期核 interphase nuclei 609
  


  
    间质细胞 mesenchymal cells 193
  


  
    间质细胞 Leydig cell 121
  


  
    减数分裂 meiosis 20
  


  
    减数分裂所致的性染色体失活 Meiotic sex chromosome inactivation，MSCI 150
  


  
    碱性成纤维细胞生长因子 basic fibroblast growth factor，bFGF 14
  


  
    交叉 chiasma 20
  


  
    交换 crossing over 20
  


  
    交流电场和磁场组成 alternating current and magnetic field 199
  


  
    角质纤维蛋白18 cytokeratin 18，CK18 233
  


  
    接头蛋白 adaptor protein 85
  


  
    节柱 segmented column 6
  


  
    拮抗剂 antide 179
  


  
    结蛋白 desmin 235
  


  
    结合 bind 80
  


  
    结合素 bindin 81
  


  
    结节囊性痤疮 nodulocyotic acne 332
  


  
    解联会 desynapsis 259
  


  
    金属硫蛋白 metallothionein，MT 501
  


  
    紧密连接 tight junctions，TJ 234
  


  
    近端部分 proximal segment 221
  


  
    近端肾小管 proximal renal tubule 220
  


  
    近腔室 adluminal compartment 233
  


  
    荆豆凝集素 UEA 33
  


  
    精氨酸锌 zinc arginine 187
  


  
    精核蛋白 protamine 3，101，113
  


  
    精浆游离miRNA cell-freeseminal miRNA，cfs-miRNA 532
  


  
    精浆游离DNA cell-freeseminal DNA，cfsDNA 533
  


  
    精浆游离mRNA cell-freeseminal mRNA，cfs-mRNA 531
  


  
    精卵识别 sperm-ovum recognition 80
  


  
    精母细胞 spermatocyte 220
  


  
    精囊结核 tuberculosis of seminal vesicle 305
  


  
    精囊结石 calculus of the seminal vesicle 306
  


  
    精囊炎 spermatocystitis 304
  


  
    精囊肿瘤 tumor of the seminal vesicle 306
  


  
    精索静脉曲张 varicocele 321
  


  
    精原干细胞 spermatogonia type A stem cell 19
  


  
    精原细胞 spermatogonia 15，220
  


  
    精子 sperm 3
  


  
    精子/滋养层交叉反应抗原 sperm/trophoblast cross-reacting antigen，STX-10 470
  


  
    精子/滋养层交叉反应抗原 sperm/trophoblast crossreacting antigen，STX-10 99
  


  
    精子胞内的碱化 intracellular alkalinization 222
  


  
    精子蛋白-10 sperm protein-10，SP-10 99
  


  
    精子发生 spermatogenesis 242，260
  


  
    精子发生波 spermatogenic wave 29
  


  
    精子发生周期 spermatogenic cycle 27
  


  
    精子卵细胞胞质内注射 intracytoplasmic sperm injection，ICSI 347
  


  
    精子膜抗原 sperm-coating antigens，SCA 101
  


  
    精子黏附素 spermadhesins 81，94
  


  
    精子染色质结构分析 sperm chromatin structure assay，SCSA 118
  


  
    精子染色质结构分析法 sperm chromatinstructure assay，SCSA 514
  


  
    精子染色质扩散实验 sperm chromatin dispersion test， SCD 514
  


  
    精子素 seminin 309
  


  
    精子特异的钾通道 sperm-specific potassium channel，KSper 228
  


  
    精子特异的阳离子通道 cation channel of sperm 228
  


  
    精子细胞 spermatid 220
  


  
    精子形成 spermiogenesis 21，113
  


  
    精子阳离子通道 cation channel of sperm 378
  


  
    静默状态 quiescent state 220
  


  
    酒精 alcohol/ethanol 192
  


  
    局部激素环境 local hormonal milieu 122
  


  
    巨噬细胞移动抑制因子 macrophage migration inhibitory factor，MIF 123
  


  
    巨细胞病毒 cytomegalovirus，CMV 174，491
  


  
    聚合酶链反应 polymerase chain reaction，PCR 132
  


  
    聚腺苷酸结合蛋白 poly A binding protein，ABP 26
  


  
    聚乙二醇 polyethylene glycol，PEG 589
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    看家蛋白 house-keeping protein 226
  


  
    抗精子抗体 Anti-Sperm antibody，AsAb 312
  


  
    抗精子抗体 antisperm antibody，AsAb 98
  


  
    抗苗勒管激素 anti-Müllerian duct hormone，AMH 115
  


  
    抗苗勒激素 anti-Mullerian hormone，AMH 232
  


  
    抗体依赖细胞介导性细胞毒性 antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity，ADCC 104
  


  
    可溶型腺苷酸环化酶 soluble adenylyl cyclase，sAC 67
  


  
    可溶性鸟苷酸环化酶 soluble guanylyl cyclase，sGC 58
  


  
    可溶性腺苷环化酶 soluble adenylyl cyclase，sAC 57
  


  
    可溶性腺苷酸环化酶 soluble adenylyl cyclase，sAC 222
  


  
    克罗米芬 clomiphene citrate 267，361
  


  
    孔蛋白 porin 170
  


  
    控制降温速率 controlled cooling rate 590
  


  
    控制性的超排卵 controlled ovarian hyperstimulation，COH 578
  


  
    口服避孕药 oral contraceptive pills，OCPs 386
  


  
    跨膜区域 transmembrane domain 114
  


  
    跨膜型腺苷酸环化酶 transmembrane Adenylyl Cyclase，tmAC 58
  


  
    快速冷冻法 rapid cooling 591
  


  
    快速血浆反应素环状卡片试验 rapid plasma reagin test，RPR 490
  


  
    快速阻断 fast block 87
  


  
    矿物油 mineral oil 584
  


  
    奎宁 quinine 185
  


  
    昆明山海棠 triptery gium hypoglaucum hutch 182
  


  
    扩增片段长度多态性 amplified fragment length polymorphism，Amp-FLP 132
  


  
    扩增区 ampliconic 139
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    雷公藤 tripterigium wilfordii hook，GTW 180
  


  
    雷公藤单体 tripchlorolide 181
  


  
    雷公藤多甙 glyside of tripterygium wilfordii hook，GTW 181
  


  
    类β-半乳糖苷酶 beta-galactosidase-like protein，GLB1L4 46
  


  
    类固醇反应元件 steroid response element，SRE 143
  


  
    类固醇生成因子-1 steroidogenic factor-1，SF-1 18
  


  
    冷冻保护剂 cryoprotectants 589
  


  
    冷冻管 Vials 590
  


  
    冷冻环 freezing-loop 590
  


  
    冷冻胚胎的植入在英文中称为frozen embryo transfer，FET 589
  


  
    连接蛋白丝 nexin filaments 50
  


  
    连接蛋白纤维 nexin fibers 50
  


  
    连接段 connecting piece 6
  


  
    连接素黏附分子/丝状肌动蛋白结合蛋白 nectin/afadin 379
  


  
    联会 synapses 21
  


  
    联会复合体 synaptonemal complexes，SCs 149
  


  
    镰状细胞性贫血 sickle cell disease 357
  


  
    链霉菌蛋白酶 pronase 80
  


  
    楝树芳香油 neem oil 181
  


  
    良性前列腺增生 benign prostatic hypertrophy，BPH 316
  


  
    淋巴因子 lymphokine 154
  


  
    淋菌性尿道炎 gonococcal urethritis，GU 167
  


  
    磷酸氨基乙醇甘油酯 phosphoethanolamine glycerides，PE 8
  


  
    磷酸二酯酶 phosphodiesterase 53，68
  


  
    磷酸甘油酯 phosphoglycerolipids 8
  


  
    磷脂酶A2 phospholipase A2，PLA2 91
  


  
    磷脂酶C phospholipase C，PLC 85
  


  
    流式细胞术 flow cytometry，FCM 550
  


  
    柳氮磺胺吡啶 salicylazosulfapyridinum，SASP 185
  


  
    六氟丙酮 hexafluoroacetone 213
  


  
    鹿藿 Rhynchosia volubilis Lour 377
  


  
    铝 aluminium，Al 210
  


  
    绿荧光 green fluorescent light，GFL 551
  


  
    氯苄吲唑酸 lonidamine 184
  


  
    氯代甘油 chlorohydrin 186
  


  
    氯己定 chlorhexidine，CH 385
  


  
    氯奎 chloroquine 185
  


  
    卵巢睾丸转录基因 overy testis transcribed gene，Ott gene 113
  


  
    卵巢过度刺激综合征 ovarian hyperstimulation syndrome，OHSS 589
  


  
    卵冠丘复合体 oocyte corona cumulus complexes，OCCCs 580
  


  
    卵黄 egg yolk 590
  


  
    卵黄周围间隙 perivitellinespace，PVS 600
  


  
    卵裂信号-1 cleavage singal-1，CS-1 470
  


  
    卵裂信号-1 cleavage signal-1，CS-1 98
  


  
    卵膜阻断 egg plasma membrane block 87
  


  
    卵泡刺激素 follicle-stimulating hormone，FSH 19，121
  


  
    卵泡刺激素释放激素 FSH releasing hormone，FSHRH 121
  


  
    卵细胞胞质内单精子注射 intracytoplasmic sperm injection，ICSI 333
  


  
    卵细胞胞质内单精子注射技术 intracytoplasmic sperm injection，ICSI 262，600
  


  
    卵细胞胞质内精子注射 intracytoplasmic sperm injection，ICSI 362
  


  
    卵细胞胞质内注射 ICSI 31
  


  
    罗伯逊易位 Robersonian translocation 330，609
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    吗啡 morphine 185
  


  
    埋植剂 Implanon 372
  


  
    麦管 straw 590
  


  
    麦芽凝集素 wheat germ agglutinin，WGA 80
  


  
    慢速冷冻法 slow cooling 590，591
  


  
    慢性前列腺炎 chronic prostatitis，CP 310
  


  
    慢性肾衰 chronic renal failure 357
  


  
    锚定连接 anchoring junctions 234
  


  
    梅毒 syphilis 488
  


  
    酶原区 zymogen domain，ZD 4
  


  
    镁激活三磷酸腺苷酶 Mg2+-ATPase 206
  


  
    锰 manganum，Mn 207
  


  
    锰 manganese，Mn 164
  


  
    棉酚 gossypol 180
  


  
    免疫避孕 immunocontraception 109
  


  
    免疫赦免 immune privilege 114
  


  
    免疫印迹法 immunoblotting 107
  


  
    膜磷酸酪氨酸蛋白 membrane phosphotyrosine protein，MPP 101
  


  
    膜型腺苷酸环化酶 membrane associated adenylyl cyclase，mAC 67
  


  
    母亲细胞 mother cell 232
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    钠离子偶联的碳酸氢根转运蛋白 Na-coupled HCO-3transporter，NCBT 226
  


  
    钠氢交换蛋白 Na+-H+exchanger，NHE 226
  


  
    男性女性型乳房 gynaecomastia 337
  


  
    男性Turner综合征 male Turner syndrome 340
  


  
    男用避孕套 male condom 385
  


  
    囊胚 blastocyst 589
  


  
    囊性纤维化 cystic fibrosis 227，603
  


  
    囊性纤维化跨膜转导调节蛋白 cystic fibrosis transmembrane conductance regulator，CFTR 227
  


  
    内侧动力蛋白臂 Inner dynein arm，IDA 6
  


  
    内体 endosome 226
  


  
    能生育阉人综合征 fertile eunuch syndrome 353
  


  
    尼古丁 nicotine 191
  


  
    尼克辛蛋白 nexin 7
  


  
    拟常染色体区 pseudoautosomal region，PAR 139
  


  
    黏附连接 adherens junction，AJ 234
  


  
    黏合带 adhesion belt 234
  


  
    黏合素 mucin 84
  


  
    黏着斑 focal adhesion 234
  


  
    尿激酶型纤溶酶原激活因子 urokinase type plasminogen activator，uPA 60
  


  
    尿生殖嵴 urogenital ridge 12
  


  
    尿抑胃素 urogastrone 308
  


  
    镍 nickel，Ni 208
  


  
    柠檬酸 citrate 481
  


  
    凝集素 lectin 32，91
  


  
    女用避孕套 female condom 387
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    偶合抗原 double antigen 98
  


  
    偶线期 zygotene 20
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    胚胎嵌合 Mosaic 610
  


  
    胚胎植入前遗传学筛查 Preimplantation Genetic Screening，PGS 603
  


  
    胚胎植入前遗传学诊断 Preimplantation Genetic Diagnosis，PGD 603
  


  
    胚细胞抗原-1 germ cell antigen-1，GA-1 99
  


  
    芘 pyrene 34
  


  
    平衡易位者 balanced translocation 609
  


  
    屏障避孕法 barrier contraception 384
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    气味分子 如odorant 77
  


  
    起泡 blebbing 547
  


  
    铅 plumbum，Pb 204
  


  
    铅 lead，Pb 164
  


  
    前顶体素 proacrosin，PA 4
  


  
    前列环素 prostacyclin，PGI243
  


  
    前列腺癌 prostatic cancer 318
  


  
    前列腺素 prostaglandin，PG 60
  


  
    前列腺特异性抗原 Prostate specific antigen PSA 285
  


  
    前列腺特异性抗原 prostate-specific antigen，PSA 97
  


  
    前列腺小体 prostasome 102，309，311
  


  
    前向散射光 forward angle light scatter，FLS 551
  


  
    前向运动蛋白 FMP 37，44
  


  
    钳穿法输精管结扎术 non-scalpel vasectomy 389
  


  
    桥粒 desmosome 234
  


  
    鞘磷脂 sphingomyelin，SM 8
  


  
    青春期前去势综合征 prepubertal castrate syndrome 355
  


  
    轻度雄激素不敏感综合征 mild androgen insensitivity syndrome，MAIS 338
  


  
    清洗液 Washing Solution，WS 594
  


  
    驱动蛋白 kinesin 7
  


  
    趋化作用 chemotaxis 156
  


  
    去垢剂 detergent 4
  


  
    去甲麻黄碱类物质 phenylpropanolamines 85
  


  
    去甲肾上腺素 norepinephrine，NE 300
  


  
    去能因子 decapacitation factor，DF 65
  


  
    炔诺酮 Norethisterone，NET 372
  


  
    缺失 deletion 329
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    染色粒 chromomere 20
  


  
    染色体 chromosome 329
  


  
    染色体臂间倒位 pericentric inversion 330
  


  
    染色体病 chromosomal disease 329
  


  
    染色体断裂点 chromasomal breakpoint 114
  


  
    染色体X连锁病 X-linked disease 609
  


  
    染色体联会 synapses 20
  


  
    染色体嵌合 chromosomal mosaicism 606
  


  
    染色体13、18、21三体 Trisomy13，Trisomy18，Trisomy21 609
  


  
    染色体涂抹探针 Whole-Chromosome Painting Probe 609
  


  
    染色体综合征 chromosomal syndrome 329
  


  
    染色质结构分析法 sperm chromatin structure assay，SCSA 514
  


  
    热休克蛋白 heat shock proteins，HSP 242
  


  
    热休克因子1和2 heat-shock gene activator，HSF 143
  


  
    人垂体催乳素 prolactin，PRL 462
  


  
    人工授精 artificial insemination，AI 571
  


  
    人精子注入人卵子透明带下 subzonal sperm injection，SUZI 600
  


  
    人巨细胞病毒 HCMV 492
  


  
    人类附睾蛋白6/G-蛋白耦联受体64 HE6/ GPR64 47
  


  
    人类免疫缺陷病毒 human immunodeficiency virus，HIV 174，384
  


  
    人类胚胎的冷冻 human embryo cryopreservation 589
  


  
    人绒毛膜促性腺激素 human chorionic gonadotropin，hCG 15，116
  


  
    人乳头瘤病毒 human papilloma viruses，HPV 174
  


  
    人线粒体转录因子 human mitochondrial transcription factor，h-mtTFA 145
  


  
    人型支原体 M.Hominis，Mh 168
  


  
    人血清白蛋白 human serum albumin，HSA 590
  


  
    壬苯醇醚 nonoxynol 9，N-9 387
  


  
    壬基酚 nonylphenol，NP 178
  


  
    溶菌酶 lysozyme 488
  


  
    溶脲类杆菌 bacteroides ureolyticus，BU 173
  


  
    溶脲脲原体 Ureaplasma urealyticum，Uu 116，168
  


  
    乳胶扁平环型 flat spring 385
  


  
    乳胶弧形环型 arcing spring 385
  


  
    乳胶螺旋圆环型 coil spring 385
  


  
    乳酸脱氢酶 lactate dehydrogenase，LDH 206
  


  
    弱畸精子症 asthenoteratozoospermia 272
  


  
    弱精子症 asthenospermia 270，277
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    塞替哌 thiotepa，TSPA 183
  


  
    三倍体自我矫正 Trisomy-Rescue 610
  


  
    三对甲氧苯基氯乙烯 chlorotrianisene，TACE 361
  


  
    三磷酸肌醇受体 inositol 1，4，5-trisphosphate（IP3）receptor，IP3R57
  


  
    三磷酸腺苷 adenosine triphosphate，ATP 348
  


  
    三硝基甲苯 trinitrotoluene，TNT 211
  


  
    杀精子剂 spermicides 387
  


  
    沙眼衣原体 Chlamydia trachomatis，Ct 166
  


  
    少精子症 oligospermia 264
  


  
    少弱畸精子症 oligoasthenoteratozoospermia 229，274
  


  
    射频辐射 radiofrequency 199
  


  
    摄粒作用 endocytosis 166
  


  
    砷 arsenium，As 208
  


  
    神经细胞黏附分子 neural cell adhesion molecule，NCAM 233
  


  
    肾上腺生殖器综合征 adrenogenital syndrome 260
  


  
    渗透应激 osmotic stress 591
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    生精小管 seminiferous tubules 220
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    生物冷冻仪 biological freezer 590
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    受精素 fertilin 95
  


  
    受精素β fertilin-β，PH-30 81
  


  
    输出小管 efferent duct 220
  


  
    输精管结扎术 Vasectomy 389
  


  
    输精管结扎术后疼痛综合症 Postvasectomy pain syndrome 389
  


  
    输精管内节育装置 Intra-vas device，IVD 393
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    输精管肿瘤 deferential tumor 299
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    鼠精子抗原-63 mouse sperm antigen-63，MSA-63 99
  


  
    鼠-29抗原 mouse-29antigen，M-29 99
  


  
    双链断裂 double-strand breaks，DSBs 149
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      图19-4　精子鞭毛上的pH调控蛋白及pH敏感的离子通道
    


    
      在雌性生殖道中，精子通过质子通道和钠氢交换蛋白NHE的作用，将胞内氢离子外排，通过[image: ]跨膜转运蛋白（比如NCBT）吸收[image: ]，使胞内pH升高。精子胞内pH升高导致pH敏感的钾通道KSper和钙通道CatSper的激活。KSper激活引起钾离子外流，细胞膜电位超极化，CatSper激活导致Ca2+内流，使精子中的Ca2+浓度上升。
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      图20-1　CK-18在猴睾丸中的免疫定位
    


    
      A：CK-18在成年猴睾丸（a）和幼猴睾丸（b）中的免疫定位，显示CK-18仅在未成熟的支持细胞中表达。B：成年猴睾丸43℃热处理前及处理后第3，8，30，84，144天CK-18的免疫组织化学染色结果。红色为CK-18在支持细胞中的阳性信号，蓝色为背景颜色，con为阴性对照。标尺=100μm。（引自：Zhang XS et al.Endocri-nology，2006，147（3）：1237-1245）
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      图20-2　43℃水浴对LRH-1和CK-18在原代培养大鼠支持细胞中表达的影响
    


    
      热处理后不同时间LRH-1（A）和CK-18（B）在支持细胞中的免疫定位。细胞核用PI标记。图中标尺=50μm。（C）LRH-1和CK-18的Western blot检测结果。相对表达水平为目的蛋白条带与内参β-actin条带的灰度比值，图中显示的数值为mean±SEM（n=3）。＊代表与对照组相比P＜0.05，＊＊代表与对照组相比P＜0.01。支持细胞分离自60日龄大鼠睾丸。0min、10min、20min、30min、60min、2h、3h表示43℃处理15分钟后不同时间。（引自：Guo Jian et al.Endocrinology，2007，148（3）：1255-65）
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      图20-4　热处理可逆性增加成年小鼠血睾屏障通透性
    


    
      热处理前后向小鼠睾丸白膜下注射EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin。a：正常组小鼠注射的生物素不能进入生精小管中。b：向热处理后2d的睾丸内注射生物素30分钟后，生物素渗透入生精小管中。c：热处理5d仍有部分生物素能渗透入生精小管中。d：热处理后10d血睾屏障通透性又恢复到正常水平。细胞核用DAPI标记，图中所有标尺= 50μm。（引自：Cai Huan et al.Inter.J.Androl，2011，34（4）：352-62）
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      图20-6　43℃热处理小鼠睾丸对紧密连接分子Occludin和ZO-1表达水平的影响
    


    
      A：实时定量PCR检测结果。Con表示未处理组，0h、3h、6h、12h、1day、2day、3day和10day分别表示热处理（43℃30分钟）完成后不同时间。各处理组相对mRNA浓度以2-ΔΔCT计算，对照组浓度为1；B：Western blot检测结果。相对表达水平为目的蛋白条带与内参β-actin条带的灰度比值。图中显示的数值为mean±SEM（n=3）.＊代表与对照组相比P＜0.05，＊＊代表与对照组相比P＜0.01；C：Occludin和ZO-1在睾丸中的免疫荧光分析。a，d，g中红色荧光为occludin的定位分布；b，e，h中绿色荧光为ZO-1的定位分布；c，f，i中蓝色荧光为DAPI染的细胞核，黄色荧光为红色和绿色荧光的叠加。其中a，b，c为未处理组睾丸；d，e，f为热处理后2天睾丸；g，h，i为热处理后2周睾丸。图中所有标尺=50μm。（引自：Cai Huan et al.Inter.J..Androl，2011，34（4）：352-62）
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      图20-9　3'末端原位（TUNEL）分析食蟹猴隐睾生精细胞的凋亡
    


    
      n为阴囊睾丸；D1、D3、D5、D7和D15分别为隐睾后第1到第15d的隐睾。ST：生精小管。箭头所示为凋亡的生精细胞。作为对照的阴囊侧睾丸生精上皮中仅有很少的凋亡信号，隐睾第3d凋亡明显增加，第7d时凋亡信号达到最强，而第15d的隐睾中凋亡信号明显减弱。×200（引自Tao SX et al：Frontier in Bioscience，2006，11：1077-89）
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      图20-10　睾丸局部43℃水浴模型中生精凋亡信号
    


    
      A：猴睾丸局部43℃水浴处理模型；B：43℃热处理后不同天数精子数量的变化；C：3,末端原位分析睾丸局部43℃热处理后生精细胞凋亡信号，pre表示正常睾丸，D3、D8、D30、D84和D144分别为热处理后不同天数的睾丸，N为阴性对照，箭头所示为凋亡的生精细胞，标尺=100μm；D：凋亡信号的统计结果。图中显示的数值为平均数±SEM（n=3），＊代表差异显著（P＜0.05）或＊＊（P＜0.01）（引自Zhang XS et al：Endocrinology，2006，147：1237-1245；Frontiers in Biosciece，2005，10：13110-13121）
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      图20-13　HSP105蛋白在热处理猴睾丸中的表达
    


    
      A：HSP105蛋白在猴睾丸中的免疫组织化学定位，Pre表示正常睾丸，D3、D8、D30、D84和D144分别为热处理后不同天数的睾丸，N为阴性对照，标尺=100μm；B：HSP60蛋白的Western blot结果及相对表达量的统计分析。图中显示的数值为平均数±SEM（n=3），＊＊代表差异显著（P＜0.01）。（引自Zhang XS et al.Frontiers in Biosciece，2005，10：3110-3121）
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      图20-15　43℃水浴热处理后食蟹猴睾丸NOS的变化
    


    
      A：水浴热处理后eNOS在睾丸的定位；B：水浴热处理后iNOS在睾丸的定位，a为正常睾丸，b、c、d、e为43℃水浴热处理后第3、8、30和84天，f为阴性对照。[image: ]和[image: ]分别代表精原细胞和Sertoli细胞。标尺=50μm。C：NOS活性检测。固有型（cNOS）和诱导型（iNOS）。图中显示的数值为平均数±SEM （n=3），＊代表差异显著（P＜0.05）或＊＊（P＜0.01）。（引自Guo J et al.J.Androl，2009，30（2）：190-9）
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      图20-16　食蟹猴睾丸局部43℃水浴后LRH-1的变化
    


    
      a为正常睾丸，b、c、d、e为43℃水浴热处理后第3、8、30和84d，f为阴性对照。[image: ]和[image: ]分别为Sertoli细胞和圆形精子细胞。标尺=50μm。（引自Guo J.et al：.Endocrinology，2007Mar，148（3）：1255-65）
    

  


  
    [image: ]

    
      图20-17　小鼠隐睾睾丸重量及其基因表达模式的变化
    


    
      A：实验性隐睾（EC）手术后1，2，4，5，6，7，10，14，28d的CD-1小鼠单侧腹腔内睾丸（UAT）与对侧阴囊内睾丸（CST）的重量比。NC为正常对照组。显示的数值为 [image: ]±SD。＊表示与正常对照组相比差异显著（P＜0.05）；＊＊表示（P＜0.01）；B：EC后1，4，7，14，28d，基因表达显著上调（荧光信号强度比值的对数（SLR）≥1）和下降（SLR≤1）的基因数量。Increase表示表达上调，Decrease表示表达下降；C：图中重叠圈内的数值表示相邻处理组别的基因表达显著改变的探针数目。每个圈的大小代表各个处理组探针的数目。向上箭头表示表达上调的探针，向下箭头表示表达下降的探针。（引自Li YC et al：Frontiers in Bioscience，2006，11：2465-2482）
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