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要"目的
!

探讨精子染色质扩散法检测精子
8S;

完整性这一实验方法的操作及其应用价值%方法
!

对
%((

例男性不

育患者及
'(

例健康对照者进行精液常规检查后!用染色质扩散法进行
8S;

完整性分析!观察实验条件的改变对检测结果的影

响!从而为这一实验方法的应用和改进提供参考价值%结果
!

8S;

完整性正常的精子染色质扩散而在核周形成晕环!并且晕环

的宽度不小于精子头部的半径#而受损伤产生
8S;

碎片的精子则不形成晕环或晕环的宽度小于精子头部的半径%实验中!试

剂(实验条件及操作方法的改变均影响检测结果的判读!从而为临床诊断带来一定困难%结论
!

精子染色质扩散法对男性不育患

者的病因诊断有较大临床意义!该实验过程中应掌握好实验条件及操作方法%

关键词"不育!男性#

!
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目前#有约
$'?

的夫妇患有不孕不育#这与遗传*生态环

境*内分泌等多种因素密切相关#而由男性精子质量下降引起

者约占不孕不育人群的一半'

$

(

#常规的精液分析能够从精子密

度*精子活力和精子形态等方面反映精液质量#但是其在精子

功能的评价方面价值有限#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
8S;

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'

*

(

)

8S;

损伤的精子比例在

*(?

以上就可能是男性不育的重要因素#有时虽可以受孕发育

成胚胎#但多在早期发生自然流产'

=

(

)精子
8S;

是遗传信息

的载体#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

8S;

损伤'

'

(

)本研究对
%((

例不育者进行精液常规检查后用

精子染色质扩散法检测
8S;

完整性#通过改变实验条件分析

该实验过程中的注意事项及其临床意义)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

实验对象为厦门市
%($(

年
$(

月至
%($$

年

$%

月来本院就诊的不育患者#以来本院进行健康体检者作为

对照)年龄
%'

$

=(

岁#平均$

*$i%

&岁)

A&B

!

仪器与试剂
!

精液分析仪为以色列欧霸
:Y;0̀

全自动

精液分析仪#

c7g_+e:

显微镜购自日本
c7g_+e:

公司)

三羟甲基氨基甲烷$

/-9:

&*二硫苏糖醇$

8//

&*十二烷基硫酸

钠$

:8:

&*乙二胺四乙酸$

.8/;

&*硼酸*低熔点琼脂*标准琼

脂*瑞士吉姆萨染液均购自美国
:5

O

IJ

公司%其他试剂有

E(?

*

@(?

*

$((?

浓度梯度乙醇*

"

W

试纸条等由国内生产)

A&C

!

精液常规分析
!

用手淫法收集所有精液于洁净取精杯

内#采样前禁欲
*

$

'#

#记录收集时间后置于
*Eb

恒温水浴

箱#

*(I5D

后取出#若已液化#则记录精液量*

"

W

值后用精子

采集器定量吸取精液后按仪器操作要求进行各项测试%若尚未

液化#则延长温育时间至
A(I5D

再检测)正常精液指标参数!

液化时间少于
A(I5D

#精液量大于或等于
%I7

#密度大于或等

于
%(>$(

A

"

I7

#存活率大于或等于
*(?

)一般应做
*

次精液

常规检查#不以
$

次检查结果为准)

A&D

!

:,8

实验
!

$

$

&精液样本准备!将精液标本用
"

WE&=

磷

酸盐缓冲液$

+6:

&充分洗涤后离心#弃上清#再用
+6:

调至

$(>$(

A

"

I7

)$

%

&制片!取
$

管
$?

低熔点琼脂糖$

E(

#

7

&于

A'

$

@(b

水浴箱融化并于
*Eb

恒温放置
*I5D

%每管加入处

理后的精液标本
*(

#

7

并混匀%取
%(

#

7

滴于预先用
(&A'?

标准琼脂糖凝胶包被的玻片上#迅速盖上
%%2I>%%2I

盖玻

片后置
=b

冰箱
*

$

'I5D

#待琼脂糖固化后取出#小心揭去盖

玻片)$

*

&样本处理!立即将载玻片水平浸入新鲜制备的
(&()

I34

"

7

盐酸中#与
%%b

避光放置
EI5D

使其变性%然后浸入由

/-9:

*

8//

*

:8:

*
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制备而成的含
(&=I34

"

78//

的精

子裂解液内静置
%'I5D

%再将载玻片置于去
+6:

中
'I5D

%然

后以此放入
E(?

*

@(?

*

$((?

的乙醇中脱水#自然晾干待染

色'

A

(
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=

&染色!用瑞士吉姆萨染液作用
*

$

'I5D

后#加
+6:

至染色液形成表面张力#染色
%'

$

%(I5D

)$

'

&观察并计数!待

玻片干燥后#

=(

倍普通光学显微镜观察)每份标本至少计数

%((

个精子)判断标准!如果精子头部周围有晕环#且晕环宽

度不小于精子头部半径#则认为该精子染色质
8S;

完整#记

为
:,8

阴性%如果精子头部周围没有晕环或晕环宽度小于精

子头部半径#则认为该精子
8S;

完整性破坏#

8S;

碎片增

加#记为
:,8

阳性)

:,8

阳性率
j:,8

阳性精子数
n

计数精

子总数
>$((?
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结
!!

果

B&A

!

不同年龄段精子
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碎片完整性检测结果#见表
$

)从

表
$

可以看出#随着年龄的增长#

8S;

碎片阳性率大于
$(?

者所占比例越来越高#依次为
%*&$?
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#最后两组因统计量太小予以剔除#有

研究表明阳性率小于
$(?

组的正常受精率显著高于大于
$(?

组)
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不同年龄段精子
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碎片完整性检测结果%

#

&

年龄分层$岁&

'

$(

&

$(

$'

$'

&

$'

$'

%(

&

%(

$'

%E

&

%E

'

%' $( % ( $ (

&

%'

$'

*( == $( A = $

&

*(

$'

*' =E $A ' A %

&

*'

$'

=( %( $( % $ %

&

=(

$'

=' A % ( ( (

&

=' $ % ( ( (

B&B

!

精液常规检测结果与精子
8S;

碎片检测结果对比分析

发现
8S;

碎片增加与前向运动精子百分率呈负相关)

B&C

!

实验过程中变性液*裂解液的配置及作用时间对结果影

+

*%E$

+

国际检验医学杂志
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年
E

月第
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卷第
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期
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响较大)
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讨
!!

论

精子染色质具有由
8S;

双链和碱性鱼精蛋白相结合形

成的高度浓缩的特殊结构#这种结构的形成涉及精子发生中的

核蛋白组型转换*二硫键交联等一系列过程#容易受到环境因

素*生物因素*药物接触*感染*吸烟等作用会导致染色质结构

异常'

E

(

#同时#高度浓缩的结构造成精子缺乏修复
8S;

缺陷

的能力#结构损伤比较稳定#可一直存在)染色质结构异常的

发生机制假说包括染色质包装缺陷*凋亡异常及氧化应激

等'

)

(

#表现为核蛋白组型异常和
8S;

链碎片化)核蛋白核型

异常的精子由于核蛋白对
8S;

的保护作用减低#更容易出现

8S;

链断裂)而这种损伤较难由传统的如精子密度*精子活

力*活率等指标来反映#这种由
8S;

损伤导致的男性不育在

原发性不育患者中占有较大比例'

@

(

#因此进行精子
8S;

完整

性检测对于诊断男性不育患者的病因及采取相应治疗措施非

常必要)

随着年龄增长#

8S;

碎片阳性率呈增高趋势#也使得辅助

生殖技术的成功率大大降低'

$(

(

#当阳性率大于
%E?

时一般认

为性宫腔内人工授精*

9̀ d

和单精子卵细胞质内注射治疗没有

怀孕或妊娠率很低'

$$0$%

(

)而该项检测与精液常规中的精子前

向运动百分率降低相吻合#这也解释了
8S;

损伤导致受孕率

降低的机制)

精子
8S;

碎片检测方法较多#目前应用较多的有精子染

色质结构分析*彗星实验*末端转移酶介导的
#e/+

末端标记

法及精子染色质扩散法$

:,8

&)

:,8

法检测精子
8S;

碎片

简便易行*灵敏度高*费用低#但实验中所用试剂尤其是变性

液*裂解液一定保证质量且在使用期限内#严格掌握实验条件

对结果的准确判读非常必要#其进一步临床指导意义有待后续

分析研究)
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随机扩增多态性
8S;

反应体系优化的研究

陈华桂

"湖南省怀化市第三人民医院
!

=$)(((

$

!!

摘
!

要"目的
!

筛选出反应体系的最佳优化方案用于金黄色葡萄球菌的随机扩增多态性
8S;

分析"

-;+8

$%方法
!

应用单

因素设计进行
-;+8

反应体系的优化%结果
!

通过优化后得出稳定性良好的优化反应体系"关键成分浓度$为模板
A

#

7

引物

(&'

#

I34

&

7

和镁离子
$&'II34

&

7

%结论
!

采用单因素设计优化
-;+8

反应体系!可获得较稳定(可靠的实验结果%

关键词"葡萄球菌!金黄色#

!

聚合酶链反应#

!

单因素设计#

!

多态性!单核苷酸

!"#

!

$(&*@A@

"

B

&5CCD&$AE*0=$*(&%($%&$=&(%@

文献标识码"

;

文章编号"

$AE*0=$*(

"
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$
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随机扩增多态性
8S;

$

-;+8

&反应中#由于使用的引物

较短#退火温度低#且允许存在一定的错配#一般认为会影响实

验的重复性)

-;+8

的重复性是限制其应用的主要因素#影响

其重复性的因素很多'

$

(

#如模板浓度及纯度*

/J

Z

酶*

#S/+

浓

度*引物浓度*

_

O

%T的用量等)由于
-;+8

的基本原理与聚

合酶链反应$

+,-

&相同#因此#

-;+8
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