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胰激肽原酶对精子质量影响的初步研究*
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  摘 要:目的 初步研究胰激肽原酶(PK)对精子质量的影响,为改进精子体外保存条件提供参考。方法 选择

来成都西囡妇科医院行辅助生殖技术治疗的男性患者精液20例,将同一份精液均等地分成3份,并随机分编

为A、B、C
 

3组,每组20例。A组每份加入常规精子冷冻保护剂,B组加入等量的冷冻保护剂及40
 

U
 

PK,C组

加入等量的冷冻保护剂及80
 

U
 

PK。检测冷冻前后3组的精子常规参数及精子DNA碎片指数(DFI)。结果 
(1)冷冻前3组的前向运动精子百分比呈递增趋势,B、C组与A组比较,差异有统计学意义(P<0.05),复苏后

3组差异无统计学意义(P>0.05)。(2)冷冻前3组的精子活动率呈递增趋势,B、C组与A组比较,差异有统计

学意义(P<0.05),复苏后3组差异无统计学意义(P>0.05)。(3)冷冻前及复苏后3组的精子DFI差异无统

计学意义(P>0.05)。结论 PK有助于提高精子体外保存时的活力,当在常规冷冻保护剂中添加PK时,冷冻

复苏后的精子质量有一定改善。
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  近年,辅助生殖技术治疗不育不孕症有了长足的

进步,其中精子质量是关键因素之一。关于如何保护

和提高精子的活力和功能以及如何克服冷冻对精子

的不良影响的研究引人关注。目前胰激肽原酶(PK)
被广泛应用于男科疾病的治疗,有研究报道其对精液

液化及精子质量具有改善作用[1-3]。本研究初步探讨

PK对精子质量的影响,为改进精子体外保存条件提

供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年6-9月来成都西囡妇

科医院行辅助生殖治疗体检的男性患者20例,年龄

25~35岁。入选标准:精液常规检查各项参数正常,
无传染病及遗传病史,近期无吸毒、吸烟、酗酒等不良

生活习惯,近期无生殖道感染病史。专科查体:排除

精索静脉曲张,排除前列腺肿大。本研究通过成都西

囡妇科医院伦理委员会及生殖样本库批准,所有提供

精液标本的患者均知情同意。
1.2 方法

1.2.1 精液检查 患者禁欲2~7
 

d,手淫取精置清

洁的一次性取精杯内,放入37
 

℃恒温箱内孵育。精

液液化后,将同一份精液均等地分成3份,编为A、B、
C组,严格按照《WHO人类精液检查与处理实验室手

册》(第5版)[4]的技术规范进行操作。采用重力分析

法 测 量 精 液 体 积,采 用 HAMILTON
 

THORNE
 

IVOS
 

Ⅱ全自动精液分析仪检测精子活力。精液参数

正常值参考《WHO人类精液检查与处理实验室手册》
(第5版)标准。采用BD

 

FACSCalibur流式细胞仪检

测精子染色质(DNA)的完整性,精子核完整性染色试

剂盒采用浙江星博生物科技股份有限公司产品。
1.2.2 精子冷冻及复苏 将冷冻保护剂 SAGE

 

Quinn's
 

AdvantageTM
 

Sperm
 

Freezing
 

Medium 提前

置于室温中复温并混匀。A、B、C组均按1份体积冷

冻保护剂加入1份体积精液的比例添加保护剂,B、C
组中分别再加入40、80

 

U注射用PK(常州千红生化

制药股份有限公司),逐滴加入并旋转冻存管,将混合

液在30~35
 

℃孵育5
 

min,检测3组标本冷冻前的精

子常规参数及DNA碎片指数(DFI)。将上述混合液

吸入冷冻保存管,再逐步移入液氮中。所有标本冷冻

30
 

d后放入37
 

℃的HH-S2恒温水浴锅中复苏,然后

利用精液分析仪及流式细胞仪分别检测复苏后的精

子常规参数及DFI。
1.3 统计学处理 采用SPSS

 

21.0软件进行统计学

分析,计量资料以x±s 表示,两组间比较采用t 检

验,多组间比较采用单因素方差分析,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

  冷冻前A、B、C
 

3组的前向运动精子百分比呈递

增趋势,B、C组与A组比较,差异有统计学意义(P<
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0.05),复苏后3组的前向运动精子百分比呈逐渐上

升趋势,但差异无统计学意义(P>0.05)。冷冻前A、
B、C

 

3组的精子活动率呈递增趋势,B、C组与A组比

较,差异有统计学意义(P<0.05);复苏后B、C组的

精子活动率高于 A 组,但差异无统计学意义(P>

0.05)。冷冻前A、B、C
 

3组的精子DFI呈逐渐下降

趋势,但差异无统计学意义(P>0.05),复苏后 A组

的DFI高 于 B、C 组,但 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。见表1。

表1  冷冻前后各组标本的精子参数比较(x±s)

组别 n
前向运动精子百分比(%)

冷冻前 复苏后

精子活动率(%)

冷冻前 复苏后

精子DFI

冷冻前 复苏后

A组 20 33.40±4.80 14.76±4.95 38.20±4.68 16.85±5.24 9.57±3.15 10.33±3.30

B组 20 40.80±5.08* 15.00±3.48 45.20±4.40* 18.46±4.90 8.67±2.71 9.56±3.13

C组 20 41.40±5.57* 16.02±3.69 46.00±5.11* 18.43±4.50 7.64±2.43 9.25±3.04

  注:与A组相比,*P<0.05。

3 讨  论

  目前,随着辅助生殖技术的发展,人类配子、睾丸

组织、卵巢组织等冷冻技术也不断提高。精子冷冻技

术为供精助孕、男性不育症治疗提供了条件,但其本

身也会对精子质量及功能造成不良影响[5-6]。随着冷

冻过程中温度的急剧变化,精子细胞内外的冰晶形

成,水分子跨膜移动和渗透压变化,很容易引起精子

细胞膜和线粒体的变化,导致细胞死亡或细胞核的损

伤[7],体现在复苏后的精子质膜破裂、DNA损伤等方

面,最终导致复苏后精子活力下降,存活率降低,受精

能力变差。部分研究表明随着冷冻时间的延长,这种

影响会不断加大[8]。
影响人类精子冷冻后质量的主要因素有冷冻方

法、冷冻保护剂的成分及冻存时间等。近年来,精子

的体外冷冻保存技术层出不穷,各种新型冷冻保护剂

的问世、冷冻技术的改进,使成功冷冻精子变得更加

容易,而怎样减少冷冻对精子的损伤、尽可能保护精

子的功能,是目前精子冷冻技术研究的新方向。郑九

嘉等[9]研究显示,在精子冷冻保护剂中添加适当浓度

的维生素E可以缓解冻融过程对精子造成的伤害,在
一定程度上提高冻融后精子的活动力、存活率及精子

DNA完整性。本研究在精子冷冻保护剂中添加PK,
结果显示冷冻精子复苏后的前向运动精子百分比、精
子活动率均有增高趋势,而DFI呈下降趋势,表明PK
可能具有一定的保护精子作用。

生殖系统微循环障碍影响精子质量,而改善微循

环已经被作为男性不育的基础性治疗方法写入中华

医学会男科学分会制订的《中国男科疾病诊断与治疗

指南(2016版)》[10-11]。PK又称胰激肽释放酶、血管

舒缓素,属蛋白水解酶类,有扩张血管、改善微循环、
调整血压等作用[1,11-12]。从20世纪80年代开始,PK
就被应用于男性不育的治疗,尽管临床观察结果存在

一定的争议,但一些研究结果表明,PK治疗可以改善

精子质量[1]。文献[13]报道,体外实验中将PK加入

到精液中,可以增强精子的活动力和穿透宫颈黏液的

能力,以及提高精子运动速度,而且对冷冻复苏后的

精子存活率和运动能力都有积极的作用,这与本研究

得出的结果一致。50%以上的患者在接受3个月的

PK治疗后,其精子活力得到改善,同时其正常形态精

子的百分率也相应提高,因此在人工授精前常可采用

PK对精液进行预处理[13],该结论在本研究中也得到

证实,本研究向新鲜精液加入PK恒温孵育5
 

min后,
前向运动精子百分比和精子活动率都有明显提高。

随着辅助生殖技术的发展,获得优良精子是提高

成功率的关键,精子的冷冻保存更是治疗男性不育症

中必备的技术,特别是微量精子的冷冻成功,为严重

少精子、睾丸显微取精获得精子提供了生育亲生后代

的可能。本研究证实了PK有助于提高精子体外保存

时的活力,不足之处在于,由于要进行冷冻保存,恒温

孵育时间仅为5
 

min,接下来笔者团队将延长孵育时

间来进一步验证这一结论。另外,在常规冷冻保护剂

中添加PK,冷冻复苏后的精子质量有一定改善,但差

异不显著,这一结论有待扩大样本量来进一步验证。
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  摘 要:目的 通过与湿片法进行比较,分析免疫荧光法检测阴道分泌物病原体的应用价值。方法 分别

采用湿片法和免疫荧光法检测39例阴道分泌物标本中的线索细胞、念珠菌和阴道毛滴虫,并比较分析两种方

法的检测结果。结果 湿片法和免疫荧光法检出线索细胞的例数分别为15例和9例,阳性率分别为38.46%
和23.08%,两种方法检测结果差异无统计学意义(P>0.05);两种方法检出念珠菌的例数分别为15例和14
例,阳性率分别为38.46%和35.90%,两种方法检测结果差异无统计学意义(P>0.05);两种方法均未检出阴

道毛滴虫。结论 免疫荧光染色检测阴道分泌物病原体具有较好的应用价值,临床实验室可直接应用免疫荧

光法染色来检测阴道加德纳菌。
关键词:阴道分泌物; 免疫荧光法; 念珠菌; 阴道加德纳菌; 阴道毛滴虫
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  阴道炎是临床妇科发生率较高的一种疾病,其发

病原因有多种,较为常见的是阴道加德纳菌、念珠菌

和阴道毛滴虫等生殖道病原体导致的感染[1]。目前

阴道分泌物细菌和真菌检测的金标准仍然是培养法,
但是该方法操作较为烦琐,所需时间也较长,因此临

床实验室使用最广泛的检测方法是涂片镜检[2]。阴

道分泌物常规检测采用直接湿片法或革兰染色法,能
够较为便捷地检出阴道加德纳菌、念珠菌、阴道毛滴

虫等病原体,但是此类方法检查阴道分泌物存在一定

程度的漏检[3]。免疫荧光法染色通过荧光素标记抗

体直接与病原体结合后显色,具备免疫学和形态学的

双重优点[4],本研究拟将其与湿片法进行分析比较,
现将研究结果报道如下。
1 资料与方法

1.1 标本来源 标本取自2020年12月广州医科大

学附属顺德医院门诊或住院成年女性患者39例。用

无菌窥阴器扩张阴道,将无菌棉拭子于阴道内约4
 

cm
处内侧壁或阴道后穹窿处采集分泌物,持续转动数秒

后放入收集管中,旋紧管盖后立即送检。
1.2 仪器与试剂 荧光显微镜购自尼康仪器(上海)
有限公司,免疫荧光染色试剂购自深圳市迈科龙生物

技术有限公司。载玻片和盖玻片购自江苏飞舟玻塑

有限公司,无菌棉拭子购自康正卫生材料有限公司。
1.3 方法 参照《全国临床检验操作规程(第4版)》
进行阴道分泌物湿片法常规检测操作。免疫荧光法

染色操作步骤:将采集的阴道分泌物涂抹于载玻片中

央并干燥固定,加入免疫荧光试剂染色(针对不同的

病原体使用对应的染色试剂),以试剂刚好覆盖整个

涂片部位为宜,37
 

℃孵育20~30
 

min,使用蒸馏水缓

慢冲洗载玻片数次,每次5~10
 

s,再将玻片自然晾

干。干燥后使用荧光显微镜进行观察,先用高倍镜

(×40)搜索疑似视野,然后用油镜(×100)观察具体
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