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冷冻保护剂对不同质量精液顶体完整性的影响"
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摘
!

要#目的
!

探讨冷冻保护剂对不同质量精液顶体完整性的影响'方法
!

采集青壮年自愿者
2**

份精液标本!按照
Q#R

推荐方法进行精液分析!并将其分为
6

组)正常组&少精子组&畸形精子组&弱精子组&少弱精子组&少弱畸精子组'将各组精液分

为
)

份用于试验'冷冻保护剂用甘油&卵黄及柠檬酸钠配制!精液于液氮中缓冻!

%

个月后复苏!采用巴氏染色!光镜下观察顶体

完整性'结果
!

解冻后!加与不加冷冻保护剂的各组精子顶体完整率比较!差异均有统计学意义#

!

$

*'*2

%$冷冻前!畸形精子组

与少弱畸精子组精子顶体完整率与其他组比较!差异有统计学意义#

!

$

*'*2

%'结论
!

冷冻保护剂在精液冷冻保存中能有效保

护精子的结构和功能'

关键词#精液保存$冷冻$顶体
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随着辅助生殖技术的广泛开展及人类精子库的建立#精液

冷冻技术的应用越来越广泛(精液冷冻复苏过程中#精子将经

历冰晶形成)细胞内外渗透压变化等过程#易造成精子结构和

功能的损伤(顶体位于精子头部#其内富含多种蛋白水解酶#

在精子穿过卵子放射冠)透明带等的受精过程中发挥主要作

用#故精子顶体与精子功能关系密切(顶体完整性是评价顶体

的重要指标之一(现就冷冻保护剂对男性精子顶体完整率的

影响进行研究(

B

!

材料与方法

B'B

!

标本采集
!

2**

份精液取自青壮年自愿者#职业以学生

为主#年龄
%(

!

&2

岁#无遗传性疾病家族史#无外伤及性功能

障碍史#体检无外生殖器疾病#近期无致畸因素接触史(进入

试验前签署供精知情同意书(

B'C

!

精液标本收集)分析及分组
!

禁欲
&

!

:3

#手淫取精存于

取精杯内#置
): _

水浴箱内液化(待精液完全液化后#按

,

Q#R

人类精液及精子000宫颈黏液相互作用实验室检验手

册-%第
+

版'进行精液质量的常规分析*

%

+

#畸形精子症!精子正

常形态率低于
%2̂

&弱精子症!精子活力%

$lD

级'

$

2*̂

&少

精子症!精液密度低于
&*̀ %*

6

"

CO

(根据上述质量分析将精

液分为
6

组!正常组)少精子组)畸形精子组)弱精子组)少弱精

子组)少弱畸精子组(各组精液分为
)

份用于试验(

B'D

!

精液冷冻
!

精液冷冻采用
)

步法#冷冻保护剂用甘油)卵

黄及柠檬酸钠配制*

&

+

(将配制的精液保护剂
):_

预热#取已

液化精液与预热的冷冻保护剂以体积比
%s%

混匀#置于充满

液氮蒸汽的器皿内#先于距液氮液面
2/C

%

c(*_

'处静置
%2

C"9

#然后置于液面
%*C"9

#最后浸入液氮中(

%

个月后复苏(

B'E

!

精子染色
!

采用改良巴氏染色法!%

%

'将干燥的精液涂片

用等量混合的
52̂

乙醇和乙醚固定
2

!

%2C"9

&%

&

'用
(*̂

)

:*̂

)

2*̂

梯度乙醇各浸
%

!

&C"9

#最后浸入蒸馏水中&%

)

'苏

木素染色
)C"9

#酸性乙醇分色#其间每一步骤均依次用流水漂

洗
)C"9

#

!/4??

溶液漂洗
+C"9

&%

+

'蒸馏水浸洗
%

次后用
2*̂

)

:*̂

)

(*̂

)

52̂

梯度乙醇各浸
0C"9

&%

2

'用橙黄
W6

染液染色

*&(%

重庆医学
&*%%

年
6

月第
+*

卷第
%(

期

"

基金项目!重庆市人口和计划生育科学技术研究院自然科学基金资助项目%

*(1%%

'(

!

#

!

通讯作者#

->0

!%

*&)

'
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M
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&C"9

#浸入
52̂

乙醇
&

次#每次
%

!

&C"9

&%

6

'用
V;2*

染液染

色
2C"9

#浸入
52̂

乙醇
)

次#每次
0C"9

#然后浸入无水乙醇
&

C"9

&%

:

'用二甲苯透明
)

次#每次
%C"9

#封片(

B'F

!

精子顶体完整率的评估
!*

型!顶体完整#精子外形正

常#着色均匀#顶体边缘整齐#有时可见清晰的赤道板&

$

型!顶

体轻微膨胀#精子质膜%顶体膜'疏松膨大&

%

型!顶体破坏#精

子质膜严重膨胀受损#着色浅#边缘不整齐&

(

型!顶体全部脱

落#精子核裸露(

*

型是顶体正常的精子#

$

)

%

)

(

型均为顶

体不完整(在光镜下#每份样本分析
&**

个精子#计算顶体完

整率(顶体完整率
b

有完整顶体的精子数"精子总数
%̀**̂

(

B'G

!

统计学处理
!

采用
!S!!%%'2

统计软件进行统计分析#

计量数据用
Ha?

表示#采用两样本比较的
.

检验(以
!

$

*'*2

为差异有统计学意义(

C

!

结
!!

果

2**

份精液中正常精子
):*

份#少精子
&*

份#畸形精子
%*

份#弱精子
6*

份#少弱精子
)*

份#少弱畸精子
%*

份(

解冻后#加与不加冷冻保护剂的各组精子顶体完整率比

较#差异均有统计学意义%

!

$

*'*2

'#畸形精子组与少弱畸精

子组冷冻前精子顶体完整率与其他组比较#差异有统计学意义

%

!

$

*'*2

'#畸形精子组冷冻前与加保护剂解冻后顶体完整率

比较#差异有统计学意义%

!

$

*'*2

'(见表
%

(

表
%

!!

不同质量精液冷冻前"后顶体完整率比较$

Ha?

%

^

&

组别
$

冷冻前
解冻后

加保护剂 不加保护剂

正常组
):* ::'%&a)'2+ :6'52a)'2+ 62'(2a+'+*

"

少精子组
&* :2'2*a)'&6 :+'()a&'(6 62'::a&'6+

"

畸形精子组
%* 65')2a)'+2

'

62'%*a&'*%

#

2:'5*a%'(:

"

弱精子组
6* :2'5)a&'(6 :+'56a)'*2 6+'2:a)'((

"

少弱精子组
)* :2')2a&':+ :+'2)a&'++ 6+'22a)':&

"

少弱畸精子组
%* 6('6*a)'2+

'

6:':a&'2: 25'52a)'22

"

!!

"

!

!

$

*'*2

#与加保护剂比较&

'

!

!

$

*'*2

#与冷冻前正常组)少精

子组)弱精子组及少弱精子组比较(

#

!

!

$

*'*2

#与畸形精子组冷冻前

比较(

D

!

讨
!!

论

顶体是精子头部前端溶酶体样细胞器#紧贴于细胞膜下(

顶体内含多种酶类#这些酶类在发生顶体反应时被释放出来而

使精子穿过卵丘细胞层和透明带#使精子与卵子融合#所以#完

整的顶体是影响精子正常受精的重要因素*

)

+

(只有具备完整

顶体的精子才能出现顶体反应#顶体反应是精子穿过透明带的

关键*

+

+

(顶体不完整常包括以下情况!顶体缺乏)顶体体积小)

泡状顶体)无内容物或电子密度降低等#这些类型的精子顶体

酶缺失或活性降低#精子不能穿越放射冠和透明带导致受精率

降低*

2

+

(精子顶体完整率的检测可采用普通光镜)扫描电镜)

透射电镜和荧光显微技术等#精子染色方法包括三色法)考马

斯亮蓝法)瑞
1

姬氏染色法及巴氏染色法等*

61(

+

#巴氏染色法操

作简便#应用更广泛(精子经过巴氏染色后可清楚显示精子顶

体的大小和形态#因此#可以作为预测精子受精能力的一个指

标*

5

+

(精液冷冻和复苏过程中精子会受到多种损伤#如冷休

克)冷冻损伤)氧化应激)细胞膜成分改变)冷冻保护剂的化学

毒性和渗透性损伤等*

%*

+

(冷冻保存后精子超微结构的改变主

要在顶体*

%%

+

#有研究发现冷冻前与解冻后精子顶体的完整性

有显著差异*

%&

+

(冷冻
1

解冻过程引起精子头部浆膜出现广泛

肿胀)破损#顶体结构异常显著增多#顶体内容物丢失#甚至顶

体帽脱落*

%)1%+

+

(孙研等*

%2

+发现冷冻过程本身)冷冻保护剂和

冷冻速度对精液顶体完整率没有影响#其观点与本研究结果不

同#这可能与本研究对象为正常精液有关(冷冻前精液质量与

精液顶体完整率有关#

V8?>=>8

等*

+

+发现通过上游法优选的精

液在解冻后有更高的顶体完整率(

本研究表明#不加冷冻保护剂的精液解冻后与冷冻前及加

冷冻保护剂解冻后顶体完整率的差异有统计学意义%

!

$

*'*2

'#表明冷冻保护剂在精液冷冻复苏过程中能有效防止渗

透压改变)冰晶形成)氧化应激等对精子结构和功能的损伤#甘

油
1

卵黄
1

柠檬酸钠作为常用的冷冻保护剂具有较好的抗冷冻

损伤作用(

本研究结果显示冷冻前#畸形精子组与少弱畸精子组顶体

完整率与其他组比较#差异有统计学意义%

!

$

*'*2

'(这可能

与畸形精子本身形态异常比率较高有关(畸形精子组冷冻前

与加冷冻保护剂解冻后顶体完整率差异有统计学意义#而少弱

畸精子组却没有差异#这可能是由于本研究样本来源于健康志

愿者而非不育人群#少弱畸精子样本量较少有关(但本研究结

果反映了精子本身形态异常对精液冷冻效果的影响#对寻求更

好的冷冻方法提供了一些思路(
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如家庭)朋友)就业机会以及青少年自身心理因素等造成了他

们态度的不稳定性(%

&

'干预覆盖面大#但次数有限#力度不

够(干预的内容无法深入每个受干预者的内心#也就无法改变

受干预者的态度和行为(对
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的反歧视教育是一个长期)

艰巨的任务#不是靠某个项目团队在一朝一夕之内就能完成

的(按照行为的知信行理论#要形成健康的行为必须有正确的

知识作基础#良好的态度与信念作动力*
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(行为理论认为#要

想使某人形成某种行为#首先必须相信该行为将会带来好
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(所以要强化目标人群的社会责任感#坚定预防艾滋病
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+等研究结果表明#对艾滋病感染者的羞辱
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等人调查结果也表明#农村居民艾滋病防治知识的多少与其对

艾滋病者的态度相关(因此#健康教育的内容应该有针对性#

不仅要包括
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的一些常识问题#还应包括一些心理)伦理

道德及人文关怀等方面的知识(在校外青少年中开展同伴教

育具有积极作用(一项来自四川省成都市的研究显示#在流动

人口中开展为期
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年的同伴教育后#目标人群对
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防治工作纳入日常工作的范畴#创造政府

牵头)部门协作)全社会参与的局面*
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动中的责任和义务(只有这样#才能把
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