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人精子顶体反应与孵育时间的关系
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提 要 以人新鲜及冷冻精子在不同孵育时间内及不同 A 2 3 1 8 7浓度下进行实验
。

采用低渗

溶液处理以观察精子的死活及顶体反应情况
,

比较不同条件下
,

精子顶体反应的变化
。

结果表明
:

( 1) 新鲜及冷冻精子均可受 A 2 3 1 8 7诱发
,

而出现顶体反应
;

( 2) A 2 3 1 8 7可使部分精子在极短时间内

出现顶体反应
;

( 3) 一定范围内延长孵育时间
,

可提高 A 2 3 1 8 7的诱发效率
; ( 4) 人精子间存在明显

不均一性
。
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顶体反应 ( a e r o s o m e : e a e t i o n )是精子受

精过程中关键步骤之一顶体反应使精子细

胞膜与顶体外膜融合
,

形成通道使 10 多种顶

体酶释出
,

这些酶类作用于卵子透明带
,

协助

精子进入卵细胞
。

同时
,

顶体反应可暴露顶体

内膜上与卵细胞结合的特异位点
。

根据其发

生原因
,

顶体反应可分为 自发性及诱发性两

种
。

对于人类精子而言
,

女性生殖道是一个

复杂的外环境
,

已有许多文献报道输卵管液
、

卵子透明带
,

卵丘细胞
,

某些蛋白溶解酶及某

些生物胺类物质均可不同程度地诱发顶体反

应 ’ ` 。

因此
,

生理情况下精子进入女性生殖道

后
.

会受到多种物质诱发
,

而出现顶体反应
。

在体外
,

以钙离子通道激动剂 A 2 3 1 8 7及 Ion
-

。 m y c in 作为实验性顶体诱发剂为多
。

过去曾经认为精子必须经过获能这一关

键步骤才具有受精能力
,

能够在与卵子透 明

带接触时出现顶体反应
。

然而
,

精子获能的实

质 目前仍在研究探索之中
。

曾有文章报道 人

精子可以超越获能这一步骤
,

而直接出现顶

体反应
。 ”

」 。

为了进一步 了解人精子获能与顶

体反应的情况
,

本文研究和比较 了冷冻及新

鲜精子的自发性顶 体反应
、

即时诱发性顶体

反应以及不同孵育 时间的诱发顶体反应等 3

种情况
。

1
.

材料与方法

1
.

1 实验材料

A 2 3 18 7 (游离 酸 型 )
,

购 于 B o e h
一 r i n g e r

M a n : i h e im
,

G M B H
,

L e w e s ,

U
.

K ; 荧光标 记

P is u m S a t i v u m A g g l u t i : 1 1: i ( P S A )
,

购于 V e e -

t o r L a b o r a t o r i e s ,

1 6W
u l f r i e S q 、一a r e ,

P e t e r -

b o r o u g h
,

U
.

K ;
其 它试剂分 别购于 F l s o n s

S e i e n t i f ie A p p a r a t t一5 .

L o t一g h b o r o u g h L e i e s ,

U
.

K
.

及 B D H C h e m i e a l s L t d
.

P o o le
,

U
.

K
.

A 2 3 18 7预先溶于二 甲基亚枫 ( D im e t h y l

s : : l f o x id e ,

D M S O )
,

使其终浓 度 为 s o m m o l /

L
,

以每份 5川 分装后置于
一

20 C 保存
。

使用前

第一作者
,
3 3 岁

,

女
、

讲师
、

硕士
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1 自发性顶体反应率

在无 A 2 3 1 8 7作用下
,

冷冻精子经过 l h
,

h2
,

h3 及 h7 B w w 液孵育后
,

其存活精子 自

发性顶体反应率为 28 %一 34 %
,

与孵育时间

无 显著相关 ( P > 0
.

0 5 )
。

新鲜精子 延长孵育

至 2 3 h ,

分析结果显示新鲜精子 自发性顶体反

应率与体外孵育时间呈显著正相关关系
。

冷

冻精子自发性顶体反应率显著大于新鲜精子

( P > 0
.

0 1 ) (图 l )
。

(次è并侧以长目祥伟胆

取 一 份 解 冻 后 立 即 以 B i g g e r s ,

w h i t t e m

W h i t t i n g h a m ( B W W ) 液 [ , 」
稀 释 成 浓 度 为

8卜m o l / L 及 2 0拜m o l / L 两 个 浓度 A 2 3 1 8 7备

用
。

1
.

2 标本收集及处理

由于低温储存过 程可使部分精子受损
,

影响实验结果
,

为保证质量
,

所有冷冻标本在

实验前均经过非连 续性 P er co ll 密度梯度离

心法进行处理
。

为了结果的可比性
,

对新鲜的

精子于实验前也经过了相同处理
。

1
.

3 实验方法

对上述处理过的标本进行鉴定精液中活

精子数 < 95 %的标本弃去
。

将选好的标本精

子数调整至 20 义 1 0 `
/ m l

,

以每份 50 川分别置 3

个相 同试管 内
,

再加 入适量 95 %空气及 5 %

C O
: ,

置 3 7℃温育箱分别孵育 l h
, Zh

, 6 h 及 留

一管准备即用
。

新鲜精子则延长孵育时间至

2 2h
。

各管完成 孵育后
,

一份试管只加 B W W

液 5 0川 作 为 对 照
,

其 余两 份 则 分别 加 入

8拌m o l / L 及
·

2 0拌m o l / L A 2 3 1 8 7 液 5 0拜 l
,

使

A 2 3 1 8 7终浓 度 为 4拜m o l / L 及 10拌m o l / L
,

管

内精子数为 10 X 1 0 `
/ m l

。

37 ℃ 条件下重复孵

育 h1 后鉴定结果
。

1
.

4 精子的死活及顶体状态的评定

采用 J e y e n d r a n
介绍的低渗溶液法

〔̀ 1
与

荧光 P S A 相结合的方法基本步骤如下
:

预先

配 制果 糖
一

构榜 酸 钠 低渗溶液 ( 渗透 压 -

1 5 Om os ) 备用
。

使用时将 精子加入此低渗溶

液作用 3 o m i n 后离心 ( 5 0 0 9 义 Z Om i n ,

离心后

取沉淀按 l : 1比例将 沉淀重新悬 浮于 95 % 乙

醇溶液内固定 30 m in
,

取悬浮液 l 滴置干燥玻

片上 (约 3 0拌 l )
,

烘干
,

加入 0一 % P S A 液 1 0 0拜 l

染色 30 m in
,

用 P B S 溶液将 多余染料轻轻洗

去
,

避光干燥后置荧光显微镜下鉴定
。

为防止

荧 光染 料迅速退 色
,

观察 时加 入 20 川 CI T I

G ly e e r o l
。

每张 片随机观察 2 0 0 个精子
,

将所

观察精子分为如下 4类
:

①已顶体反应的活精

子 ;② 已顶体反应的死精子
;③顶体完整的活

精子
; ④顶体完整的死精子

。

2 结 果

姆育时间

图 l a

复温后活精子体外孵育时间与顶体

反应率的关系顶体反应率 ( % )

(次è哥侧喊性妈十任鹅

1 2 1 5

娜育时间
18 21 24 (b创

r .

图 l b 新鲜活精子体外孵育时间与顶体

反应率的关系

2
.

2 即时顶体反应诱发率

所用标本经密度梯度离心处理后立即加

入 A 2 3 1 8 7诱导剂
,

作用 h1 后观察表明
:

与未

加 A 2 3 1 8 7组 比较
,

A 2 3 1 8 7可显著提高精子

顶体反应率 (尸 < 0
.

0 1 )
。

A 2 3 187 诱发顶体反

应率与其浓度有关
,

这一特性同时反映在冷

冻精子与新鲜精子中 (图 2 )
。
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图 2 即时精子 (冷冻 /新鲜 )诱发顶体反应率

2
.

3 时间及 A 2 3 1 8 7同时对顶体反应的影响

同一份标本分别在不同的孵育时间及不

同 A 2 3 18 7浓度下比较其顶体反应率
.

结果显

示
:

在 A 2 3 1 8 7浓度低于 10 料m ol / L 范围内
,

随

A 2 3 1 8 7浓度及孵育时间的同时增加
,

活精子

顶 体反 应诱发率显著增 加
.

电脑 T w 。 一
w ay

V a r i a n e e 程序统计学分析结果表明
,

A 2 3 1 8 7

及体外孵育时间二者可协同提高人精子顶体

反应率
。

( F 二 6
.

31
,

尸 < 0
.

0 1 )
。

A 2 3 1 87 作用

后 精子 死 亡率在冷冻标本 中较 高 (7 % ~

2 0 % )
,

而新鲜标本中精子死亡率较低 (0 %一

6 % )
。

(图 3
,

4 ;
附表 )

。

图 3 不同条件下新鲜活精子顶体反应百分率比较

( ^ 23 1日 7= 1如 n lo l / l )

( A 2 31 87一醉m o t / I )

( ^ 23一 7二 如mo l / l

0000065.口伪吕弓̀
ǎ次)停侧目址昌伟诈收

2 3

附 , 时间 (小时 )

图4 不同条件下冷裁活精子顶体反应

百分率变化比较

附农 不同解育条件下双向差异分析表

资 料

A 2 3 1 8 7

孵育时间

相互作用

误 差

总 值

5 5 M S F P

3 6

4 7

1 3 3 7 6 6 6 8 8

85 7 2 8 6

1 3 9 3 2 3 2

1 3 2 5 3 7

1 6 9 5 1

1 8 1
.

7 4 ( 0
.

0 1

7
.

7 6 < 0
.

0 1

6
.

3 1 < 0
.

0 1

,

表中各数据源于
“

T w 。 一

w ay V ar i an
c e ”

统计学电脑分析软件

3 讨 论

一般认为人精子的自发性顶体反应是完

成获能后的继发现象
。

M or it m e r L’ 飞

曾报道
,

自

发性顶体反应的高低与培养液中的白蛋白含

量密切相关
,

在低量 白蛋 白培 养液 中 (约 。

3 % )
,

1 5 h一 2 4 h 的 自发性顶体反应率为 10 %

~ 2 0 %
,

在高量白蛋白培养液 中 (约 3 % )
,

17

~ 24 h 的反应率可达 55 %一 “ %
。

本实验所

采用的白蛋白浓度为 0
.

3 %
,

所观察的新鲜精

子 自发性顶体反应率相似于多数文献结果
。

然而
,

同样条件下
,

冷冻精子的自发性顶体反

应率却显著高于新鲜精子
。

这说明精子的 自

发性顶体反应的发生除与精子获能条件有关

外
,

还与精子细胞的低温损伤有关
。

B a r t he l e -
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m y t ` 」
等曾利用 电镜观察到 冷冻后的精子普

遍 出现细胞膜超微结构损伤
。

c ir st er
’̀ 〕等报

道
,

精子对低温损伤最敏感的部位是顶体膜
。

不同于其它动物的精子
,

目前对人精子顶体

情况研究的最大障碍是不能在普通光镜下进

行观察
,

电镜研究耗资费时
,

且缺乏代表性
,

所要求的技术条件较高
。

本研究结果提示应

用荧光标记法 了解精子顶体反应率的高低变

化
,

很可能成为鉴定冷藏精子复温后损伤程

度的一种颇具实际意义的指标 sj[
.

无 论是 观察 自发性 顶 体反 应率还 是

A 2 3 18 7下诱发性顶体反应率的变化
,

都显示

了精子间存在着 明显的不均一性
:

少部份精

子可被 A 2 3 18 7立即诱发出现顶体反应
; 另有

少部份精子自始至终都保持完整的顶体
;
大

部份精子需要较长的孵育时间或 /和较高的

A 2 3 1 8 7浓度
。

对此
,

许多学 者提 出人精子获

能过程是否能被
“

超越
”

的问题
。

事实上
,

获能

的机制及其概念至今都尚未完全明了
。

早在

19 5 1年 A u s it n ” 通过免的生殖实验证实刚排

出体内的兔精子并不具备受精能力
,

而在雌

性生殖道内获取的精子与卵子同置却使该卵

子受精
,

逐而提 出了获能这一概念
。

然而
,

随

着 7 0年代体外受精技术的出现
,

人们发现精

子无须通过女性生殖道的特定环境
,

而仅仅

在体外经过一定时间的培养后
,

即可使 卵子

受精
.

由此推测所谓精子获能最关键 的仍是

时间问题
,

而精子细胞膜在这段时间内的结

构改变可能是其实质
。

F r a s e r “ “

曾试 图给精

子获能重新定义
: “

精子获能是一种涉及细胞

内及表面成份变化的复杂现象
,

是为精子顶

体反应作准备的一个过程
” 。

目前有关获能机

制的研究表明
,

钙离子的内流是获能及顶体

反应的重要步骤
。

若有物质能够在短期内改

变精子细胞膜上双层脂类中胆固醇与磷脂的

比例
,

使细胞膜的流动性及通透性增加
,

钙离

子内流达到一定闭值
.

则触发顶体反应
。

这时

则表现出精子获能过程被
“

超越
” 。

S t oc k ” ” ’

等用钙离子通道激动齐
.1 10 : l o m y 。 i: i

的实验结

果以及 F or d ” ,

对金 黄地鼠卵子穿透试验的

结果观察都支持
“
超越

”

获能的现象
,

本实验

中所观察到的即时顶体反应诱发率也证明人

类部份精子确实能
“
超越

”

获能过程而出现顶

体反应
。

然而
,

本文结果表明人精子最大顶体

反应诱发率 出现在体外 h6 孵育之后 (因冷冻

精子的死精量增加
,

故未进行延长孵育 )
。

这

一结果与 B yr d[
` ,〕等人的体外实验结果相似

,

而这一时间恰是人精子从阴道后弯窿向输卵

管壶腹部移行过程所需要时间
。

精子的不均一性涉及因 素较多
。

众所周

知
,

精液中的精子并非同一时间由曲细精管

产生
。

因此
,

尽管是同一份精 液
,

精子的成熟

度可以相差较大
。

这种成熟度的不同表现在

细胞膜上对钙离子通透性不一
,

这种通透性

可能与精子获能及顶体反应诱发的时间密切

相关
。

至于其生理意义
,

已知获能后的精子若

未被
“

去获能
”

( D e e a p a e i t a t i o n )
,

可以很快因

能量耗竭而死亡
,

精子的不均一性可以保证

在一定时间内不断有受精能力的精子与已经

排出的卵子相遇
,

有效地增加了精
一

卵结 合机

会
,

提高人类的生殖能 力
。

相反
,

当精子 自发

性顶体反应率过高时
,

大量精子在与卵子相

遇前
,

即可能因能量耗竭而死亡
,

故有可能与

男性 不育症有关「“
·` 5〕 。

有关这 方面的探索
,

将是我们下一步的研究 内容
。
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