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　　[摘要]　目的:探讨在正常精液中加入IgG类抗精子抗体阳性精浆对人精子膜功能完整性及压力敏感性

Ca2+ 内流的影响。方法:在门诊的不育患者中收集精浆IgG抗精子抗体阳性患者,通过离心的方法从其精液中

分离出精浆,并同正常人精子孵育,与正常精浆及正常人精子、精子培养液及正常人精子孵育的对照组比较研究,
分别对它们进行低渗肿胀(HOS)试验及测定精子细胞内钙离子浓度的变化。结果:与IgG抗精子抗体阳性精浆

孵育的精子,其g形精子百分率和精子尾部总肿胀率均明显低于两个对照组,差异有统计学意义(P<0.01);试
验组的精子细胞内Ca2+ 荧光强度差值明显低于两个对照组,差异有统计学意义(P<0.01)。结论:IgG类抗精子

抗体对人精子膜功能完整性及压力敏感性Ca2+ 内流均可造成影响。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheeffectofaddingIgGantispermantibody-positiveseminalplasmato
normalsemenonthefunctionalintegrityofhumansperm membranesandpressure-sensitiveCa2+influx.Method:

TheseminalplasmaIgGantispermantibodypositivesemenininfertilepatientswascollectedfromtheinfertilepa-
tientsintheclinic,andtheseminalplasmawasseparatedfromthesemenbycentrifugationandincubatedwith
normalhumansperm.Andthen,thesampleswerecomparedwithtwocontrolgroupsincludingbothnormalse-
menincubatedwithnormalhumanspermandspermculturefluidincubatedwithnormalhumansperm.After
that,ahypotonicswelling(HOS)testwasperformedandthechangeofcalciumionconcentrationinspermcells
wasmeasuredrespectively.Result:AmongthespermincubatedwithIgGantispermantibody-positiveseminal
plasma,thepercentageofg-shapedspermandthetotalswellingrateofthespermtailweresignificantlylower
thanthoseofthetwocontrolgroups,andthedifferencewassignificant(P<0.01).TheCa2+fluorescenceintensi-
tywithinspermcellsinthetestgroupwasalsosignificantlylowerthanthatinthetwocontrolgroups,andthe
differencewassignificant(P<0.01).Conclusion:IgGantispermantibodiescanaffectthefunctionalintegrityof
humansperm membraneandpressuresensitiveCa2+influx.

Keywords　antispermantibody;sperm;calciumion;hypotonicswellingtest

　　细胞内 Ca2+ 是重要的第二信使物质,精子细

胞也不例外,Ca2+ 在精子获能和顶体反应中起着重

要作用〔1〕。Rossato等研究证明,随着精子细胞肿

胀可以同时出现大量 Ca2+ 内向通道打开,细胞内

钙离子会瞬间增加,称为压力敏感性 Ca2+ 内流。
而且,这种压力敏感性 Ca2+ 内流是引起精子顶体

反应的有效刺激,并足以使卵母细胞受精〔2-4〕。在

女性宫腔内,渗透压广泛的不同,精子暴露在这种

细胞外液中,造成这种由弱的低渗刺激导致的内向

通路的激活和接踵而来的 Ca2+ 内流在卵子受精过

程中起着决定性调节作用。
我们先前已经对抗精子抗体(AsAb)阳性的不

育患者和正常生育人进行过对比实验,发现前者的

精子尾部总肿胀率明显的低于后者的〔5〕,并由此推

测 AsAb对人精子膜功能具有损害作用,从而影响

精子的受精能力。这个试验结果已经发表在当年

的中国男科学杂志上。本研究是在先前试验的基

础上进一步探讨在正常精液中加入IgG类抗精子

抗体阳性精浆对人精子膜功能完整性及压力敏感
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性Ca2+ 内流的影响,从而丰富 AsAb引起不育的

基础理论,希望能为指导治疗免疫性不育以及开发

新型避孕药提供理论依据。

1　资料与方法

1.1　一般资料

正常生育组为15例健康已婚已生育男性自愿

者,年龄在22~36岁。禁欲3~7d,手淫法取精,
均行精液常规分析和精浆、血清 AsAb检测,要求

常规符合 WHO规定的正常标准且 AsAb同时为

阴性。
在门诊的不育患者中收集精浆IgG AsAb阳

性患者30例,他们的年龄在22~36岁,禁欲3~7
d,手淫法取精,均行精液常规分析。
1.2　试剂和溶液

精子膜表面抗体IgG检测试剂盒(MAR)购自

深圳华康生物医学工程有限公司,Earle’s液(Ear-
le’sBalancedSaltSolution;500mL)购自 Sigma
公司,Ca2+ 荧光探针fura-2/AM(Fura-2,AMes-
ter;100μg)购自Biotium 公司。
1.3　方法

1.3.1　 MAR 法筛选IgG　AsAb 阳性精液按

MAR试剂盒(深圳华康生物医学工程有限公司)说
明操作,检测出IgG抗体后,将IgG 抗体阳性精浆

置-20℃冰箱冻存备用。
1.3.2　精液标本处理及分组　标本的处理:正常

精液标本在37℃水浴箱中30min内完全液化的,
通过上游法优选出活力良好的精子,最终用Earle’
s培养液调整精子密度至20×106/mL备用。将前

面备用的IgG类阳性精浆由冷冻复温至37℃。试

验分组:将上面的正常精子悬液分装于50支试管

内,平均每管2mL。首先随机选取10管作为正常

精浆对照组,每管中加入不含 AsAb的正常精浆2
mL。然后再随机选取10管作为Earle’s培养液对

照组,每管中加入Earle’s培养液2mL。最后剩下

的30管作为试验组,每管中加入IgG 类 AsAb阳

性精浆2mL。
1.3.3　低渗肿胀(HOS)试验　各组分别编号后,
从每管中各取一滴精子悬液滴于显微镜下,计数

200个精子中 g型精子百分率、精子尾部总肿胀

率。然 后 再 用 加 样 器 取 10μL 精 液 和 40μL
0.0015mol·L-1 伊红 Y水溶液混匀于载玻片上,
盖上盖玻片;2min后在400倍的显微镜下计数

200个精子,记录并算出g型精子百分率和总肿胀

精子百分率。用加水后的百分率减去相应加水前的

百分率,即为 HOS试验中出现反应的实际百分率。
1.3.4　精子细胞内钙离子的测定　参照 Rossa-
to〔6〕方法,将荧光探针fura-2/AM 分别加入到编了

号的每管中,使其终浓度达2μmol/L,经过37℃孵

育30min,使荧光探针负载了Ca2+ ,然后在500×
g 下离心10min,弃去上清液,沉淀用 Earle’s液

调整精子密度至5×106/mL,制成精子悬液。取

0.5mL精子悬液放入,用磁性搅拌子搅匀,用 RF-
540荧光分光光度计检测荧光强度。计算使其渗

透压减小30%的蒸馏水量,加入比色杯中,再次检

测荧光强度。对前后相应两次的各荧光强度值分

别进行对比计算。
1.4　统计学方法

用SPSS20.0统计软件对所得的实验数据进

行统计学分析。对各组计数的g型精子百分率和

总肿胀精子百分率以及计算出的胞内钙离子荧光

差值分别进行方差分析,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　AsAb对精子 HOS试验的影响

试验数据表明无论是g形精子百分率还是精

子尾部总肿胀率,试验组的都明显低于两个对照

组,差异有统计学意义(P<0.01)。两个对照组比

较差异无统计学意义。见表1。

表1　AsAb对精子HOS试验的影响

组别 例数 g型精子/% 总肿胀精子/%
正常精浆对照组 10 36.6421±14.758821) 79.4853±6.234281)

Earle’s培养液对照组 10 34.3169±6.805311) 82.5617±11.544121)

试验组 30 11.4697±6.50410 49.5187±10.09591

　　与试验组比较,1)P<0.01

2.2　AsAb对人精子压力敏感性Ca2+ 内流的影响

因为细胞内Ca2+ 浓度的改变与细胞内Ca2+ 荧

光强度差值呈正比,所以可以通过比较 Ca2+ 荧光

强度差值来反应Ca2+ 浓度的改变。试验数据表明

比较精子细胞内Ca2+ 荧光强度差值:试验组的明显

低于两个对照组,差异有统计学意义(P<0.01);两
个对照组之间差异无统计学意义。见表2。

表2　AsAb对精子压力敏感性Ca2+ 内流的影响

组别 例数 Ca2+ 荧光差值

正常精浆对照组 10 11.5430±3.587351)

Earle’s培养液对照组 10 10.9145±4.156431)

试验组 30 6.3261±2.10254

　　与试验组比较,1)P<0.01。
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3　讨论

AsAb是目前导致不育的明确原因之一,其对

生育力影响的具体环节包括:精子凝集、运动能力、
穿越宫颈黏液的能力、顶体反应、结合与穿越透明

带的能力、精卵结合等〔7-8〕。为此,我们的团队也在

这方面进行了多年研究,以期进一步完善这个领域

的理论并给予指导临床。
近年来男科学领域研究工作飞速发展,其中对

精子功能方面的研究也越来越受重视。正常精子

表面有一层完整的质膜,精子活率染色仅仅能检测

由于精子死亡而导致的精子质膜发生的物理改变。
然而精子膜物理结构完整的精子其功能可能已经

丧失,膜功能完整的精子其物理结构一定完整。
HOS试验与精子活率染色不同,它不仅可以反应

精子膜物理的完整,还可以通过评价精子质膜在低

渗溶液中对水的通透能力和随后导致的细胞肿胀

和质膜牵伸能力来反应其功能的完整性。如果质

膜在低渗溶液中对水通透很好,可以自然牵伸,精
子细胞肿胀良好,则认为精子质膜功能和物理结构

完整,否则认为精子质膜功能不完整,受精能力差。
膜的物理结构和功能完整是精卵融合的必要条

件〔9〕,所以 HOS在一定程度上可以反应精子的受

精能力,WHO 已于1992年推荐了该试验的方法

与判别标准〔10〕。
肿胀程度最好的精子其形状呈“g”型,表明它

的结构完整,功能良好,具备良好受精能力的潜能。
当精子膜不完整或结构受损时,精子膜内外就不会

再有渗透压差,蒸馏水就不再在膜内外流动,精子尾

部就肿胀不完全或者不发生肿胀,这样的精子功能

不完整,受精能力一定很差。WHO推荐的 HOS试

验正 常 参 考 值:“g”型 精 子 百 分 率 >33.2% ~
43.8%,总肿胀精子百分率>70.2%~84.9%〔11〕。

HOS试验是反应精子尾部低渗肿胀的试验,
而精子细胞肿胀瞬间可以产生压力敏感性钙离子

内流。近30年多来,出现了很多细胞内游离 Ca2+

的测定方法,如离子选择性微电极、钙激活的光蛋

白等,这些方法普遍反应速度慢、灵敏度低。1985
年美国加州大学 Grynkienicz合成的 Ca2+ 荧光探

针fura-2,因其具有灵敏度高、波长漂移、反应速度

快等优点,已经得到了广泛应用。fura-2之所以可

以测定Ca2+ ,是因为fura-2及其与 Ca2+ 结合的复

合物最大激发光波长分别为380nm 和340nm,这
些发射光的强度与Ca2+ 呈比例关系〔12-13〕。

本试验通过在正常精液中加入IgG 类抗精子

抗体阳性精浆与加入正常精浆及Earle’s培养液进

行对照,研究了 AsAb对人精子膜功能完整性及压

力敏感性 Ca2+ 内流的影响。结果发现,试验组的

精子尾部总肿胀率和细胞内 Ca2+ 荧光强度差值均

明显低于两个对照组,差异有统计学意义(P<
0.01)。我们的研究结论和 Omu等〔14〕的一项研究

相吻合,他对单纯因 AsAb导致的不育患者进行了

一项临床试验,长期给予这些不育患者口服皮质类

固醇,结果发现他们的妊娠率、精子动力和 HOS试

验分数都得到了改善。这个试验也从临床的角度

印证了抗精子抗体可以损害精子质膜的功能〔15〕。
综上所述,本文从体外试验再次证实了 AsAb

可以改变精子膜功能的完整性,抑制压力敏感性

Ca2+ 内流,而膜的完整是精卵融合的必要条件,压
力敏感性Ca2+ 内流可以调节受精过程,这些可能

是其导致不育的原因之一。这也可能会成为一项

基础研究成果来解释免疫性不育,或者可能会为临

床上在做辅助生殖时 AsAb阳性患者受精和妊娠

率低的原因。
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且多通道要求穿刺技术较高,难以达到精确的建立

多通道,该术式可有效减少通道建立,利于有效开

展复杂性肾结石的治疗。⑦对于无积水肾结石,可
软镜先部分碎石后使肾脏内形成腔隙,且通过软镜

鞘进行人工肾积水效果较输尿管导管更明显,便于

经皮肾穿刺及通道的建立。⑧软镜可监视经皮肾

穿刺及扩张过程,明确是否是穹隆穿刺,以及扩张

深度,有效降低出血风险,保证视野清晰〔9〕。⑨经

皮肾镜高流量的冲洗,能使软镜视野更加清晰。⑩
合并同侧或对侧输尿管结石可同期处理而无需多

次变换体位。
综上所述,斜仰卧位经皮肾镜联合逆行输尿管

软镜治疗复杂性肾结石使二者优势相互结合,取长

补短,较单纯经皮肾碎石术提高了结石清除率,缩
短手术时间,有效地减少了通道的建立,减少出血

及其他并发症的风险,值得大力推广应用。
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