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流式细胞术在精液检测中的应用
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流式细胞术$

\4.

%是
%-

世纪
7-

年代发展起来的一种单

细胞快速分析技术#已广泛应用于细胞生物学和医学的各个领

域*精子质量检测是诊断男性不育的重要手段#由于检测精子

数低及主观因素影响#常规的精液检查只能反映精子的形态特

征和有限的功能#不能为生育力提供准确评估的依据*将

\4.

用于精液检查#可把定性的描述过渡到定量的研究#并可

进行数据统计#大大提高了实验结果的科学性#而且可对精液

进行高通量)多参数分析*因而
\4.

为客观地评价男性生育

能力提供了有利的条件#有着广泛的应用前景*本文对流式细

胞术在精液检测中的应用进行综述*
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精子质膜完整性的检测

精子的质膜组分对精子质量具有非常重要的作用*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+
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*碘化丙啶$

3Q
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溴化乙锭$
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%)赫斯特荧光染料
&&%,2
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%是用于

死精子质膜特异性检测的荧光染料#其中
3Q

最常用*它们是

膜不透性的
NU#

探针#只有质膜破损的精子才能允许染料进

入细胞与
NU#

结合*检测活精子特异性的荧光染料有

Wg0/$+9

*

羧基荧光素双醋酸盐$

4\N#

%)羟基二甲基荧光素双

醋酸盐$

4N.\N#

%等#它们是膜通透性的染料#能进入质膜完

整的精子+
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4\N#

等染料对某些细胞的膜功

能和
NU#

完 整 性 具 有 一 定 损 害+
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,用
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3Q

检测哺乳动物精子#用
\4.

进行定量分析#发现

活精子被
Wg0/$+9

染成绿色#死精子被
3Q

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度状态*

3Q

和
Wg0/$+9

联合使用#可以很好地检测精子活力*其原理

可能是
3Q

进入死精子头部后端#取代了
Wg0/$+9

或使
Wg0/$

+9

的荧光淬灭*
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染色质状态的检测

精子的染色质状态是目前研究较多的一个指标*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是

十分重要的*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+
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*用
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结合
NU#

荧光染料$如
3Q

%#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*流式细

胞仪可对精子染色质结构的缩合水平进行快速)精确的分析#

但受样品的保存和放置时间等影响染色质结构完整性的变化

因素较为敏感*精子染色质结构分析测量反映了不同精子染

色质构象结构的异质性*人精子细胞在染色质缩合水平)内源

性
NU#

缺口和组蛋白相关区域的长度方面显示出很大的变

异性#大多数正常精子具有浓密的固缩核#也有许多精子具有

不同含量的染色质缺陷*精子染色质结构分析能提供一个客

观的精子染色质完整性分析#快速识别和评价精子细胞显示出

对
NU#

变性的高敏感性+
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*精子染色质结构的完整性与精

子畸形率)存活率有关#但与顶体完整率无关*
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顶体状态检测

在受精过程中#精子发生顶体反应#释放顶体酶#穿入卵细

胞进行受精*顶体结构及功能与妊娠率显著相关#正常的精子

顶体及顶体反应是精卵结合的必要条件*传统的顶体检测方

法技术要求较高#操作复杂#难以推广应用*

\4.

为研究精子

顶体结构的完整性及顶体反应能力提供了新的方向*实验证

实#一些荧光染料染色后视野反差很大#能够很好的区分顶体

完整和顶体破裂的精子*例如络合异硫氰酸荧光素的花生凝

集素$

\Q:4$3U#

%#或者络合了异硫氰酸荧光素的豌豆凝集素

$

\Q:4$3W#

%*精子顶体膜糖蛋白上存在花生凝集素受体半乳

糖#

\Q:4$3U#

能特异性地标记在顶体膜上#其荧光强度可

反映顶体大小#因此通过测定荧光强度可间接反映顶体结构的

完整性+
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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#因此线粒体功能异常也是导致精子功能缺陷的重要

病因之一*常用检测线粒体功能的荧光探针有!罗丹明
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可检测精子线粒体有

无功能#但不能区别线粒体膜电位的高低*通常用
/C+%&

和

3Q

双染结合
\4.

检测精子线粒体功能*

/C+%&

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#通过

\4.

检测精子可分
&

群!

3Q
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/C+%&
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%为死精子(

3Q

$

d

%

/C+%&

$

c

%为线粒体功能良好的精子(

3Q

$

d

%

/C+%&

$

d

%为线

粒体功能丧失的活精子*在
\4.

检测过程中#绿色荧光的强

弱反应线粒体的功能#荧光越强#说明线粒体功能越好#精子活

动力越强(反之精子活动力甚至缺乏+

1

,

*

M4$+

在检测精子线

粒体膜电位方面具有重要作用*

M4$+

能较特异地与线粒体内

膜结合#只在线粒体膜崩解时才释放出来#因此检测结果可靠#

敏感性高#是目前检测精子线粒体功能最适合的探针*应用流

式细胞术可以进行快速)高通量)多参数的定量分析#更加有利

于精子线粒体膜电位的检测+
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抗精子抗体的检测

+1,9

年在男性不育患者血清中发现了抗精子抗体$

#@$

#J

%#目前其已被列入男性不育患者常规检查的项目之一*

#@#J

主要有免疫球蛋白$

Q

B

%

#
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Q
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种类型#血清中主

要以
Q

B

Z

)

Q

B

.

为主#而精液中主要为
Q

B

#

*有研究认为#只有

精子表面
#@#J

附着才是直接导致男性免疫性不育的免疫因

素#故精液中
#@#J

比血清中
#@#J

对生殖的影响更大+
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,

*

检测
#@#J

的方法较多#免疫株法是当前标准试验法#但费时

且带有主观性#仅计数
+--

个可活动精子*用
\4.

检测
#@$

#J

既提供了快速)高效的检测方法#又具有高度敏感性和特异

性等优点#每秒数千个细胞的速度分析一万个精子#但
\4.

是否会提高
#@#J

的检出水平#需进一步证实+
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生精细胞凋亡的检测

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
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检验医学与临床
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控与许多疾病的发生有关#包括不育症*生精细胞凋亡的检测

方法可采用电镜法或末端脱氧核苷酸转移酶介导的脱氧核苷

酸原位末端转移酶标记法$

:eU*V

%等#但这些方法操作较繁

琐)主观性大#不宜常规使用*现在通常用
#==?R<=$S\Q:4

"

3Q

双标记后上流式细胞仪检测生精细胞凋亡情况*

#==?R<=$

S

是一种
4(

%c依赖性磷脂蛋白#凋亡早期
4(

%c升高#磷脂酰

丝氨酸$

3@

%由质膜内层转移至外层#

#==?R<=$S

与
3@

有高特

异性结合*因此标记了的
#==?R<=$S

作为荧光探针#与凋亡

外侧暴露的
3@

特异性结合#用流式细胞仪检测其凋亡#

#=$

=?R<=$S\Q:4

"

3Q

是一种灵敏)准确)快速的方法*

\4.

检测

精子凋亡是一种迅速)准确)客观)可靠的评估精子功能和男性

生育力的新方法+

+&$+9
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通过
\4.

的检测可以得到精液不同时期的细胞数据及

精子形态指标#对临床诊断精子发生障碍的性质)原因和程度

提供了客观的依据*对少)弱精子和无精子症的判断)治疗及

疗效的观察可作正确的评价*

流式细胞仪在临床上的广泛应用为精子内部结构和功能

的检测提供了一个新的思路*

\4.

可以对精液常规检测进行

补充#对男性不育的诊断和治疗及优生优育具有重要的意义*
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血型变异的研究进展

马海芳"广西壮族自治区疾病预防控制中心!南宁
!
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"关键词#
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基因&

!

血型变异&

!
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抗原变异&

!
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血型抗原是在红细胞)内皮细胞)上皮细胞表面的糖

蛋白或糖脂类蛋白上发现的碳水化合物结构*血型物质的前

体
^

物质受糖基转移酶的修饰和控制*糖基转移酶是由

#0!

基因的
+

对等位基因决定#而红细胞上的
^

抗原则由

\e:+

基因控制的岩藻糖基转移酶所决定*
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抗原由
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乙酰

半乳糖胺修饰
^

抗原表达(

0

抗原由半乳糖胺修饰
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抗原表
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抗原则是
^

抗原本身#没有任何结构的修饰*
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抗

原变异已经被认为是髓系白血病常见的症状#也出现在许多癌

症患者的肿瘤细胞上*健康人的抗原也存在抗原变异的现象#

但是这与细胞表面血型物质受到掩盖以及人体存在一些稀有

#0!

等位基因有关#如
#&

和
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血型与人类发展

#0!

血型起源一直是人类学家的研究兴趣所在#一般公

认的是
!

血型抗原最先出现*在研究人类进化过程中基因变

化的规律时#常用到
(̂DF

O

$]?<=J?D

B

平衡公式#即!人类在进

化过程中#基因频率不会因随机的突变和杂交而改变#低频率

将始终保持低频率(因此#

#0!

血型的遗传规律和分布能够很

好地反映出种族的延续和早期人类的迁移情况*

美国生化学家博依德在血型与种族鉴定关系的研究上成

就显著#他得出的结论是!不同的种族之间#血型明显不同*美

洲印第安人几乎全是
!

型或是
!

型中混有一定比例的
#

型#

没有
0

型或
#0

型(澳大利亚土著人则是
#

型中混有大量的
!

型#也没有
0

型血(西班牙北部的巴斯克人是欧洲最古老的人

种#他们在巴斯克高地上过着与世隔绝的生活#调查发现巴斯

克人含有高频率的
!

基因*遗传学家认为
#0!

血型是在人

类进化迁徙过程中#在食物)气候等外部多种因素作用下形成
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