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摘要 近年来, 精液检测技术在评估男性生育力方面取得了显著进展, 为临床诊断和治疗提供了先进的工具. 这
些技术包括临床常规的精液检测技术, 如精液常规分析、计算机辅助精子分析和DNA碎片检测等. 然而, 由于干

扰因素的复杂性, 目前的方法尚无法全面评估生育力以及缺乏明确的病因学检测方案等问题, 需要进一步开发用

于精子检测及男性生育力评估的技术. 目前, 现代检测技术中逐步使用电子显微镜、高速运动成像分析、流式细

胞仪及激光共聚焦等仪器工程, 为精子的质量评估提供了更全面准确的信息. 未来, 随着技术的不断进步, 将会出

现更加精准和高效的精液检测技术. 睾丸类器官技术将使男性生育力评估更为精确与全面; 荧光活体成像技术可

以实现对精子内指标的活体无创观测, 使得临床病因学检测更加高效、便捷; 基于组学测序技术的精子分析方

法, 可以实现对精子源性遗传突变的全面评估, 包括基因组学、表观遗传学和蛋白质组学等方面的信息; 人工智

能和机器学习的应用也有望提高精子检测的准确性和效率, 为临床决策提供更可靠的依据. 这些先进的精液检测

技术的发展将为不育症患者提供更准确的诊断和个体化的治疗方案. 同时, 它们也有助于深入了解男性生育力的

机制和疾病发生的分子基础, 为生殖医学领域的研究和发展提供重要的支持.
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世界卫生组织将不孕不育定义为在至少12个月的

定期、无保护的性生活之后无法怀孕
[1]. 据统计, 不孕

不育影响了育龄夫妇中的8%~12%,其中约50%的夫妇

是由于男性因素导致的
[2]. 1990~2017年期间, 男性不

育症患病率每年增加0.291%[3]. 精液检测技术在评估

男性生育能力、不育症的诊断、辅助生殖技术的优化

以及男性生殖健康研究等方面发挥着至关重要的作

用. 精子的数量、活力、形态和DNA完整性等参数是

评估男性生育能力的重要指标, 这些指标的测定离不

开精液检测技术
[4]

精液检测技术作为诊断男性不育症的重要工具,
可以帮助医生准确了解精子的数量、活动力、形态和
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DNA完整性等参数, 从而为男性不育症诊断提供依

据
[5]. 尽管大量临床数据表明, 已确定的男性不育因素

与精液分析发现的异常有关, 但是目前已经认识到的

另一个主要挑战是, 有生育能力的男性和不育男性的

精液分析结果的分布存在大量重叠. 这意味着患者的

精液参数并不足以确定患者是否可育或不育
[6]. 因此,

需要不断开发更具临床诊断价值的病因学诊断指标,
如精子生理功能指标、出生缺陷、获得性不育症、感

染、勃起或射精障碍、各种综合征以及代谢和内分泌

紊乱等
[4]. 同时, 为了更好地开发具有临床诊断意义的

病因学指标, 急需不断迭代更敏感、更便捷、更有效

的精液检测技术.
精液检测技术在辅助生殖技术中发挥着重要的作

用. 例如, 在体外受精(in vitro fertilization, IVF)和胚胎

移植等辅助生殖技术中, 通过精子检测可以筛选出活

动力强、形态正常的精子, 从而提高受精和植入成功

率
[7]. 此外, 精液检测技术也是研究男性生殖健康的重

要工具. 例如, 通过精子检测可以研究环境污染、生活

方式、疾病和药物等因素对精子质量的影响, 从而为

预防和改善男性生育问题提供科学依据
[8,9]. 总之, 精

液检测技术在男性生育健康领域中的重要性不言而

喻, 其发展和完善将在提高男性生育能力、降低不育

症发病率、优化辅助生殖技术以及推动男性生殖健康

研究等方面产生深远影响. 近年来随着基因测序等技

术的发展, 人工智能、二代测序等技术进一步应用到

男性精子的检测与筛选, 为男性生育力评估提供了新

的手段.

1 精液检测技术的发展历程

最早期的精子检测方法是直接观察法, 即用显微

镜观察精液中的精子. 17和18世纪的研究者首先发现

了动物与人类精子, 并开始对其进行研究. 其中最著

名的研究者是荷兰人安东尼·范·李文虎克(Antonie van
Leeuwenhoek),他于1677年首次观察到了精子

[10].安东

尼·范·李文虎克使用自制的显微镜观察了大量样本,
包括自己的精液和其他动物的精液. 他发现精液中存

在着许多微小的“动物”, 这些“动物”后来被认为是精

子. 在随后的几个世纪里, 科学家们逐步发展出一套

基本的精子检测方法, 包括显微镜观察、精液分析和

精子计数等. 进入20世纪, 电子显微镜的发明推动了

精液检测技术的进一步发展. 科学家首次通过电子显

微镜观察精子内部结构, 揭示了精子的复杂性
[11]. 随

后, 科学家开始使用化学和生物学方法检测精子的功

能和生理状态, 如精子染色体分析、精子活动度测

定、精子形态分析等. 1978年, 首个试管婴儿诞生, 其
中就使用了精液检测技术, 进一步推动了精液检测技

术的发展. 20世纪90年代, 随着计算机技术的发展, 计
算机辅助精子分析系统(computer-aided sperm analysis,
CASA)被引入精子检测, 使得精子活动性和形态分析

更为准确客观
[12]. 进入21世纪, 精液检测技术进入全

新的阶段. 基因组学的发展使得科学家可以通过分析

精子基因表达情况来评估其质量
[13]. 流式细胞仪和激

光共聚焦扫描显微镜(laser scanning confocal micro-
scope, LSCM)等新兴技术的应用, 使得精子检测更为

精细全面
[14]. 此外, 高通量测序技术和生物芯片技术

的发展, 使得科学家们可以在全基因组水平上分析精

子的基因和表观遗传特性, 为精液检测技术的发展开

辟了新的方向
[15]. 基因检测技术的出现使得人们能够

更准确地评估男性生育能力. 该技术可以检测精子中

的基因突变和染色体异常, 从而更好地预测男性的生

育能力. 最早的基因检测技术是PCR技术, 它可以检

测精子中的DNA序列. 2003年, 国际人类基因组计划

的完成使得基因检测技术的发展迈上了新的台阶
[16].

现在, 基因检测技术现已成为评估男性生育能力的重

要手段之一.

2 临床常规精液检测技术及其不足

2.1 常规精液分析

精液分析反映了睾丸功能、导管系统的通畅性和

辅助腺体的分泌活动. 精液分析提供了有关男性因素

在不孕夫妇中的占比信息
[17]. 同时, 传统的精液特征

为体内受孕以及体外受精的成功提供了一定程度的预

测价值
[18]. 常规精液分析包括: 精液量、液化状态、

精液气味、精液颜色、精子密度、精子数量、精子活

力和液化时间等
[19]. 根据世界卫生组织第六版精液分

析指南, 本文对精常规分析指标及标准值进行了如下

整理(表1). 值得注意的是, 世界卫生组织第六版精液

分析指南中提到有生育力的男性和没有生育力的男性

精液分析结果有很大的重叠, 表明男性不育生物学病

因需要进一步探索
[20].
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(1) 精液宏观评估. 标准精液分析包括对精液宏

观特征进行评估, 其中包括精液液化时间、外观、颜

色、黏度、体积及酸碱度等指标. 精液液化时间是指

从采集样本到液化完成并开始进行精液分析的时间间

隔. 为排除外部因素对精液质量的潜在影响, 液化时间

应不超过60分钟. 正常液化精液呈现均匀的灰乳白色.
精液黏度反映其流动性. 通过将样品吸入移液管中并

观察其通过重力下降的速度来评估精液黏度. 正常精

液样本会形成小的离散液滴, 当精液形成的线状结构

超过2 cm时, 表示精液具有较高黏度. 精液体积反映

附属性腺整体功能. 测量精液体积是一个关键步骤,
直接影响精子总数和其他非生殖细胞计数计算. 据世

界卫生组织第六版精液分析指南建议, 应该在同一容

器中称量收集到的样品, 以避免在转移过程中的样品

损失
[20]. 精液pH值是酸性前列腺分泌物和碱性精囊分

泌物之间平衡的指标. 为评估精液pH值, 可以利用pH
试纸检测少量精液样本, 并将所得颜色与校准条进行

比较. 根据世界卫生组织第六版精液检测指南, 正常

精液pH值下限阈值为7.2[20].
(2) 精液显微镜评估. 精液显微镜评估涵盖凝

集、圆形细胞、精子浓度、精子活力及精子形态等

指标. 凝集是指精子相互黏附形成团块的现象. 凝集

的存在会对精子活力和浓度的评估产生干扰, 因此需

要根据凝集数量和凝集部位(头对头、尾对尾或混合)
进行分级. 凝集的出现可能暗示存在抗精子抗体, 从

而需要进行进一步免疫学测试来推断不育症病因
[21].

除精子外, 还可以在射精样本中观察到圆形细胞, 包

括白细胞和未成熟生殖细胞. 当圆形细胞浓度超过

1×106/mL, 应对精液涂片进行差异染色技术处理以区

分白细胞和未成熟生殖细胞. 精子浓度是指每单位体

积精液中的精子数量, 它与排出精子数量和稀释液体

量成正比. 精子活力检测是通过计算前向运动和非前

向运动精子总数, 以及不动精子总数, 进一步计算出

总运动精子的百分比. 精子活力是判定精子运动能力

及受精能力的重要功能学指标. 精子形态是最具挑战

性的精子参数之一, 对于不同射精个体以及同一个个

体的不同射精, 精子的形状存在显著差异
[22]. 然而, 评

估精子形态是确定精子质量的关键组成部分. 精子形

态评估包括在载玻片上涂抹一滴混合良好的样品, 风

干、固定、染色和显微镜检查. 推荐的染色溶液包括

Papanicolau, Shorr和Diff-Quick, 可引起精子头部、顶

体区域、尾部和细胞质残基的差异染色
[23]. 世界卫生

组织第五版及第六版精液检测指南均提出正常精子

比例为4%以上. 这种方法可以帮助评估男性生育能

力, 对不育症的诊断和治疗具有重要意义
[20]. 但是实

际临床检测时, 实验室间变异率高, 结果仍然相互矛

盾, 这使得在临床研究中精子形态正常率的使用受到

极大的限制.
(3) 辅助检查. 目前应用于临床的精液辅助检查

项目包括精浆生化、精子存活率、顶体酶活性、精浆

内白细胞检测等. 精浆生化检测内容包括果糖、柠檬

酸、酸性磷酸酶等. 果糖主要由精囊分泌, 因此被认

为是腺体功能的标志物. 根据世界卫生组织第六版精

液检测指南, 较低的参考值为每次射精13 μmol. 当怀

疑梗阻时, 建议评估果糖
[20,24]. 柠檬酸是TCA循环的第

一产物, 其合成和分泌对前列腺具有重要的生理作

用
[25], 在精子活力、维持精液pH、影响精子代谢、受

体反应、受精等方面发挥关键作用
[26]. 酸性磷酸酶主

表 1 世界卫生组织精液评估指标
a)

Table 1 World Health Organization’s semen evaluation criteriaa)

评估指标
第一版
(1980)

第二版
(1987)

第三版
(1992)

第四版
(1999)

第五版
(2010)

第六版
(2021)

精液体积(mL) 无 ≥2.0 ≥2.0 ≥2.0 ≥1.5 ≥1.4

精液浓度(/mL) 20×106~200×106 ≥20×106 ≥20×106 ≥20×106 ≥15×106 ≥16×106

精子总数(/mL) ≥40×106 ≥40×106 ≥40×106 ≥40×106 ≥39×106 ≥39×106

精子活动性(前向运动) ≥60% ≥50% ≥50% ≥50% ≥32% ≥30%

精子活力 无 ≥50% ≥75% ≥75% ≥58% ≥54%

精子正常形态 ≥80.5% ≥50% ≥30% ≥15% ≥4% ≥4%

a) 数据摘自世界卫生组织精液分析手册
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要由前列腺合成和分泌
[27], 受到雄性激素的调节

[28],
精浆酸性磷酸酶可作为评估前列腺功能的重要指

标
[29]. 精子存活率最常用的方式是通过Eosin-Nigrosin

染色来评估
[30]. 该方法基于以下原理: 受损的质膜(如

死亡精子中所观察到的)允许不透过膜的染料进入, 而
健康的精子则排除染料并保持未染色状态. HOS测试

是一种用于评估精子存活率的替代方法. 该测试基于

精子在低渗透溶液中孵育时鞭毛肿胀的现象, 用于区

分活精子和死精子. HOS测试的原理是, 只有具有完

整、半透膜的活细胞才能在低渗透条件下发生膨胀.
通过观察精子细胞形状的变化, 如尾巴的盘绕, 可以识

别出肿胀的精子(活体). 在自然受精过程中, 哺乳动物

精子必须通过透明带才能到达卵母细胞质膜. 顶体酶,
一种顶体丝氨酸蛋白酶, 在精子穿过透明带的过程中

发挥着重要的作用
[31]. 明胶法是测定精子顶体酶活性

的一种常用方法, 其检测原理是顶体酶含有多种蛋白

水解酶, 精子在明胶制成的薄膜上富余后引起顶体解

聚, 释放顶体酶, 将明胶溶解形成量环, 酶活性的大小

可以依据形成量环直径的大小进行判断. 多形核白细

胞(polymorphonuclear neutrophil, PMN, 中性粒细胞)
是人类射精中主要存在的一种白细胞形式. 为了鉴定

精浆内白细胞, 一种简单且经济实惠的方法是使用

Endtz测试, 该测试基于过氧化物酶的组织化学鉴定.
该测试通过邻甲苯胺染色来区分过氧化物酶阳性细胞

(即白细胞)和其他无过氧化物酶的圆形细胞.

2.2 计算机辅助精子分析

CASA仪器于20世纪80年代首次推向市场, 目的

是减少与精液评估相关的主观性、劳动和时间, 并减

少观察者之间和观察者内部的变异性(表2). 这些系统

基于将微观场的图像捕获为帧(一系列图片), 图像被

数字化并随后使用算法进行分析. 一些制造商已经生

产了具有不同算法的半自动或全自动CASA系统
[32].

2.3 精子DNA碎片检测法

精子DNA碎片化指数与自然受孕和辅助生殖技

术的结果密切相关. 然而, 对于精子常规检测和DNA
碎片化指数之间的相关性研究结果并不一致. 有报道

指出, 精液常规检测结果正常的男性群体中, 伴有

DNA碎片化升高的占比超过10%[33]. 根据世界卫生组

织第六版精液分析指南, 尽管存在精子DNA碎片的精

子仍然具备受孕能力, 但多项荟萃分析表明, DNA碎
片指数会影响胚胎着床、胚胎发育和妊娠结局

[20]. 已

有研究表明, 在许多精液常规异常的男性中, 存在较

高比例的精子DNA碎片化增加, 而这种情况也与精液

常规正常但不育的男性有关
[20]. 因此, DNA碎片化检

测成为评估男性不育的重要补充, 且已成为男科学和

生育科学中最受关注且具有前景的生物标志物. 目前,
常用的DNA碎片化检测方法包括末端脱氧核苷酸转

移酶缺口末端标记法(terminal deoxynucleotidyltrans-
ferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling, TU-
NEL )、单细胞凝胶电泳法 ( s i n g l e c e l l g e l
electrophoresis, SCGE)、精子染色质结构分析法

(sperm chromatin structure analysis, SCSA)和精子染色

质扩散法(sperm chromatin diffusion, SCD). 前两种方

法直接评估精子DNA是否存在单链或双链断裂, 而后

两种方法通过测定染色质对酸处理的敏感性来间接评

估DNA损伤程度. 这些方法为研究人员提供了可靠的

手段来评估精子DNA碎片化, 并为不育症的诊断和治

疗提供了重要的指导
[34].

除检测精子DNA损伤以外, 世界卫生组织第六版

精液分析指南中新增项目包括检测精子非整倍体、检

测精子染色质、应用CASA系统评估精子超活化运

动、磁激活细胞分选术制备精子、检测精液白细胞介

素、检测精子氧化应激、检测精子中离子通道等
[20].

总之, 以上几种精液检测技术都是临床上常用的检测

方法, 但针对目前临床应用现状而言, 上述方法仍然

存在许多不足.

2.4 临床常用精液检测技术的不足

(1) 检测结果受多种因素影响. 精子计数法、精子

活力检测、精子形态检测及精子DNA碎片检测法的

结果受到多种因素的影响, 如采样方法、采样时间、

精液保存方法等, 这些因素都可能导致结果出现误差,
从而影响诊断结果的准确性. 为了提高诊断结果的准

确性, 通常需要进行多次检测. 这不仅增加了检测时

间和成本, 还可能给患者带来心理压力. 即使CASA可
以快速分析大量样品, 但是多种生物因素(精液高黏

滞、圆细胞的存在、碎片和精子凝集)仍然会干扰

CASA分析. 同时精子浓度测量精度以及精子形态学

评估准确度会在最佳范围之外降低 ( 2 × 1 0 6 ~
50×106/mL).
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(2) 无法全面评估生育能力. 以上所有方法均无法

全面评估生育能力, 例如, 精子计数法只能测量精子数

量,不能评估精子质量和活力等因素;精子活力检测只

能测量精子活力, 不能评估精子数量和其他因素. 因

此, 即使单一结果正常, 也不能完全保证男性生育能

力. 临床上往往需要通过多个指标的联合分析进行

判断.
(3) 检测方法的标准化问题. 不同的精子形态检测

方法可能存在差异, 如不同的显微镜放大倍数、不同

的计数方法等, 可能导致结果的差异. 同理, 精子DNA
碎片检测方法目前缺少统一的标准化方法, 不同实验

室的检测方法可能存在差异, 导致结果的不确定性.
即使CASA会提高实验结果的重现性并降低操作人员

主观因素干预, 但由于缺乏CASA系统的标准化, 不同

仪器的结果没有可比性.
(4) 检测结果解释与检测成本问题. 目前还没有明

确的标准来解释精子DNA碎片检测的结果, 不同实验

室可能会有不同判定标准, 导致结果的不确定性. 精

子DNA碎片检测方法需要使用高端设备和试剂, 成本

较高, 可能会增加患者的经济负担. 同理, CASA仪器

昂贵, 需要专业人员操作, 也会导致临床使用成本

增加.

3 目前研究阶段使用的辅助精子形态与功
能检测的仪器与方法

3.1 电子显微镜检测

电子显微镜检测是一种重要的现代精液检测技

术, 它可以提供精子超微结构的详细信息, 包括精子

头部、中部和尾部的形态和结构
[35]. 这项技术对于

识别精子的形态异常、结构缺陷以及精子成熟度的

评估具有重要的价值. 例如, 通过扫描电子显微镜

(scanning electron microscope, SEM)和透射电子显

微镜(transmission electron microscope, TEM)的检测,
科学家们发现, 不育男性的精子往往存在着各种超

微结构的异常, 如精子头部的形态异常、鞭毛的结

构缺陷、精子线粒体异常等
[36,37]. 这些发现对于理

解男性不育的原因, 以及开发新的治疗策略具有重

要意义. 然而, 电子显微镜检测也存在一些局限性.
首先, 这种技术需要复杂的样本制备过程, 包括固

定、脱水、包埋、切片等步骤, 不仅耗时, 而且可能

会影响精子的原始结构
[35]. 其次, 电子显微镜检测无

法提供精子的功能性信息, 如精子活动性、DNA完
整性等. 因此其对于某些特殊类型的精子畸形的检

测价值更大.

表 2 CASA评估的精子运动学特征
[19]

Table 2 Sperm motility characteristics assessed by CASA[19]

特征 运动参数 说明

精子速率比

曲线速度
(curvilinear velocity, VCL) 精子头在开始检测时的位置与最后所处位置之间的直线运动的时间平均速度

直线速度
(straight-line velocity，VSL) 精子头在开始检测时的位置与最后所处位置之间的直线运动的时间平均速度

平均路径速度
(average path velocity, VAP) 精子头沿其空间平均轨迹移动的时间平均速度

直线性
(linarity, LIN) 曲线轨迹的直线性, 由VSL/VCL计算得出

摆动性
(wobble, WOB) 精子头沿其实际轨迹的空间平均路径摆动的尺度, 由VAP/VCL计算得出

前向性
(straightness, STR) 空间平均路径的直线性, 由VSL/VAP计算得出

精子摆动

精子头侧摆幅度
(amplitude of lateral head displacement, ALH) 精子头沿其空间平均轨迹侧摆的幅度

鞭打频率
(beat-cross frequency, BCF) 精子曲线轨迹越过其平均路径轨迹的时间平均速率

平均移动角度
(mean angular displacement, MAD) 精子头沿其曲线轨迹瞬间转折角度的时间平均绝对值
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3.2 精子的尾部鞭毛运动的高速成像分析

临床上精子运动性分析的黄金标准是由训练有

素的专业人员进行手动分析, 而现有的自动精子诊断

(计算机辅助精子分析, CASA)依赖于跟踪精子头部

并推断测量结果. 目前, 无论是手动分析还是CASA,
都无法对大量细胞的鞭毛波形进行跟踪, 以解锁其中

潜在的丰富信息. Gallagher等人
[38]

于2019年将高速成

像分析应用于精子尾部鞭毛运动成像. Gallagher等人

旨在探讨是否可以通过扩大鞭毛分析的规模, 实现对

活动精子的自动跟踪, 并且通过了解鞭毛波形进一步

提供常规头部跟踪所无法提供的新见解. 研究结果表

明, 高通量的鞭毛波形跟踪和分析可以测量实验中难

以测量的参数, 如能量耗散、对周围介质的干扰和黏

性应力, 仅通过跟踪精子头部是无法实现的. Galla-
gher等人研究开发了一种软件工具(FAST), 可以实现

高通量、准确和可验证的精子鞭毛运动分析. 通过对

大量细胞的鞭毛运动进行全自动跟踪和分析, Galla-
gher等人发现, 直接分析鞭毛运动可以揭示常规测量

方法无法测量的信息. 此外, Gallagher等人提供了一

个强大且易于使用的研究工具, 将精子的机械活动与

其运动能力和对环境的影响联系起来. 通过结合跟踪

的鞭毛和数学建模, 有望揭示新的鞭毛运动机制性见

解. 通过软件包, 希望能够准确量化大量活动细胞的

鞭毛波形, 为诊断、毒理学和治疗等领域提供丰富的

可能性, 并为评估和治疗男性生育能力问题创造新

机会.

3.3 流式细胞仪检测

流式细胞仪检测是一种高通量、多参数的细胞分

析技术, 其在精子检测中的应用已经得到广泛的认可.
这种技术通过将单个精子暴露于一系列激光束中, 然

后通过测量精子散射和荧光信号的强度和时间, 可以

对精子的各种特性进行定量分析
[39]. 流式细胞仪可以

对精子进行多参数的分析, 包括精子的大小、形状、

DNA含量、活性等. 例如, 通过使用特定的荧光染料

和流式细胞仪, 科学家们可以准确地测量精子的DNA
含量, 从而评估精子的染色体完整性

[40]. 流式细胞仪

结合荧光探针是一种用于评估精子功能的强大工具.
通过使用各种荧光探针, 可以对精子的DNA状态、顶

体状态、活化状态、膜磷脂分布和线粒体功能等多个

特征进行评估. 例如, 通过使用荧光标记凝集素和Ly-
soTracker Green DND-26可以确定精子的顶体状态, 而
精子顶体形态/获能金霉素(chlortetracycline, CTC)荧
光染色和Merocyanine 540则可以观察精子的活化状

态和膜流动性的变化. 荧光标记的annexin-V, C6NBD
和Ro-09-0198可用于检测精子膜磷脂分布的变化. 此

外, 通过使用丙碘胺(propylene iodamine, PI)、乙啶季

铵-1(ethidium homodimer-I, EthD-1)或Yo-Pro-1等荧光

探针, 可以评估精子的细胞存活性. 而使用罗丹明123
(rhodamine 123, R123)、MitoTracker Green FM(MITO)
和JC-1等荧光探针可以确定精子的线粒体功能. 流式

细胞仪结合这些荧光探针, 为精子功能的监测提供了

广阔的应用前景
[41]. 但是, 这种技术需要专业人员进

行操作. 其次, 流式细胞仪的分析结果可能会受到精

子样本质量的影响, 如精子的浓度、活性等. 此外, 流
式细胞仪的分析结果可能会受到设备的精度和稳定性

的影响. 尽管流式细胞仪检测存在一些局限性, 但其快

速、准确、高通量的特性使其在精子检测中具有广泛

的应用前景. 未来, 随着流式细胞仪技术的进一步发

展, 流式细胞仪检测将在精子检测中发挥更大的作用.

3.4 激光共聚焦扫描显微镜检测

LSCM是一种先进的光学成像技术, 它利用激光

作为光源, 通过空间滤波原理, 只获取焦平面的信息,
从而实现对细胞内部结构的三维成像

[42]. 在精子检测

中, LSCM可以用于观察精子的形态、结构以及染色

体的分布情况, 为精子的质量评估提供了重要的信

息
[43]. 同时, LSCM作为一种先进的分析工具, 无需进

行组织切片即可跟踪精子发生过程. 为此, 分离的曲精

小管被固定在0.5%的多聚甲醛中, 用碘化丙啶染色

DNA, 并通过LSCM进行分析. 通过在精原细胞、精

母细胞和精子层中产生纵向光学切片 , 可以通过

LSCM跟踪曲精小管的结构的阶段性变化. 此外, 可以

通过将固定的精索管与适当的抗体孵育, 以阶段特异

性的方式在曲精小管内跟踪不同蛋白质在精子发生过

程中的表达
[44]. 然而, LSCM的分析结果可能会受到设

备的精度和稳定性的影响, 且LSCM的价格昂贵, 会增

加医院检测成本. 在精子检测中, LSCM可以用于观察

精子的形态、结构以及染色体的分布情况, 为精子的

质量评估提供了重要的信息.
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3.5 临床实践与挑战

在辅助生殖技术, 特别是IVF和ICSI中, 精子的健

康状况和功能性起到了至关重要的作用. 为此, 以上提

到的适用于精子检测的仪器技术, 可以用于更为详细

地评估精子的形态和功能性. 这些技术不仅提供了关

于精子的宝贵信息, 同样与IVF和ICSI的受精成功率

相关. 例如, 常规透射电子显微镜通过识别畸形精子

症有助于预测男性生育能力
[45], 而流式细胞仪则能够

评估精子的DNA碎片化程度进一步评估辅助生殖的

成功率
[46].

然而, 以上技术在临床实践中并不普及, 目前仍然

面临着样本制备复杂、操作人员专业、精子样本异质

性较大、不同品牌的设备精度和稳定性不一致以及设

备价格昂贵等挑战. 为了更广泛地应用这些技术, 可能

需要进一步的技术改进、操作培训以及经济考虑.

4 未来精子检测及评估男性生育力的高级
技术

目前在临床上应用的精液检测技术主要集中于评

估精子的功能和表型特征, 它们为男性不育问题提供

了基本的诊断参考. 然而, 对于不育结局的深入预

测、探讨男性不育的详细病因, 以及为男性不育提供

精准医疗方案, 现有技术仍显不足. 鉴于此, 我们急切

期盼未来能够涌现更为先进的精液检测技术和评估男

性生育能力的方法, 如睾丸类器官技术、精子活体荧

光标记技术、先进组学研究, 以及机器学习和深度学

习算法的广泛应用. 通过这些技术并结合“模型+人群

+成像+AI”的综合策略, 有望更加精确地预测生育结

局、深入分析不育原因, 并为男性不育的精准治疗策

略提供更为明确的指导.

4.1 睾丸类器官技术

类器官技术, 特别是睾丸类器官的构建和培养, 为
精子检测和男性生育力评估提供了新的研究平台. 睾

丸类器官的构建主要包括细胞选择、细胞培养和类器

官形成三个步骤
[47]. 在细胞选择阶段, 通常选择睾丸

组织中的生殖干细胞和支持细胞. 在细胞培养阶段,
需要提供适合细胞生长和分化的营养物质和生长因

子. 在类器官形成阶段, 细胞会自我组织成为类似于生

物体内器官的结构
[48]. 睾丸类器官已经被成功应用于

精子的生成和发育研究. 例如, 日本科学家利用类器

官技术, 成功地使体外的干细胞发育成为具有生育能

力的精子
[49]. 这一研究不仅为理解精子的生成和发育

过程提供了新的实验平台, 也为治疗男性不育症提供

了新的可能. 在男性生育力评估方面, 睾丸类器官可

以用于模拟精子的生成和发育过程, 以此来评估男性

的生育能力. 例如, 通过观察类器官中精子的生成和

发育情况和对类器官中精子的基因表达和表型特性的

研究, 可以评估男性的生育能力
[50,51]. 2022年, 本课题

组
[52]

首次将睾丸类器官用于评估抗抑郁药物对男性

生育力的影响, 由此证明未来睾丸类器官技术可应用

生殖毒理学的评估. 本团队在类器官的观察与目前抗

抑郁药生殖毒性的观察一致, 进一步证明对于个性化

的评估精神类药物的生殖毒性具有较大的价值
[52]. 未

来, 随着类器官技术的发展, 类器官技术有望提供一

个更加接近生物体内环境的实验平台, 使得研究更加

真实可靠. 同时, 类器官技术的临床化应用, 将使得精

子检测和男性生育力评估更加便捷和准确.

4.2 精子活体荧光探针用于精子受孕能力的相关
参数的评估

荧光活体成像技术是一种基于荧光探针的无创性

成像技术, 它能够实时、动态地观察生物体内的生理

和病理过程
[53]. 在男性生育领域, 荧光活体成像技术

已经被用于精子检测和男性生育力评估. 这种方法可

以帮助医生和研究人员更加准确地诊断精子功能异常

相关疾病, 并为治疗提供更加有效和可靠的手段. 荧光

活体成像技术的关键指标主要包括荧光探针选择、荧

光信号检测和图像分析. 荧光探针选择是荧光活体成

像技术的第一步, 也是最关键的一步. 理想的荧光探

针应具有高的荧光亮度、长的荧光寿命和高的荧光稳

定性. 此外, 荧光探针还应具有良好的生物相容性和高

选择性, 以便在生物体内精确标记目标细胞或分子
[54].

荧光信号检测主要依赖于荧光显微镜或荧光成像系

统. 图像分析则需要利用图像处理软件, 通过对荧光信

号定量分析, 来获取生物体内的生理和病理信息
[55].

荧光活体成像技术的实现主要依赖于荧光探针构建和

活体成像技术. 荧光探针构建主要包括荧光分子的设

计和合成、荧光分子的标记和荧光探针的验证. 活体

成像技术则需要结合荧光显微镜或荧光成像系统, 以
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及图像处理软件, 来实现对生物体内的实时、动态观

察
[56].
活体荧光成像技术已经在精子检测和男性生育力

评估中显示出了巨大的潜力. 例如, 通过使用特异性标

记精子的荧光探针, 研究者能够实时、动态观察精子

的运动和功能状态, 从而评估男性生育能力
[57]. 早期

研究者通过使用标记精子DNA的荧光探针检测精子

的DNA损伤, 从而评估男性的生育能力
[40], 但这些检

测方法是通过固定的方法对固定后的精子进行检测分

析, 尚缺乏活体状态下对精子活性状态与代谢状态进

行实时监测的分子探针, 同时由于精子在体外具有较

高的能量代谢水平, 其活化过程包括获能、超激活、

顶体反应等过程, 因此对精子体外运动、获能等过程

中的相关离子流动, 线粒体功能变化的监测具有重要

的生理学意义.
精子内pH的变化对精子的超激活、获能、顶体

反应等十分重要, 而目前的pH探针BCECF是针对细胞

pH监测设定, 其反映的pH范围较广, 但监测精度不够,
对细胞毒性较大, 且单色荧光成像不利于观测精子内

局部pH的变化. 因此本课题组
[58]

开发了可实时反映精

子内pH变化的双荧光探针, 该荧光探针是一种由罗丹

明和荧光素衍生物修饰的金纳米颗粒构建的纳米“潜
艇”. 这些“黄金纳米潜艇”具有适用于酸性和碱性环境

的双灵敏单元, 不仅能够辅助绘制活细胞内的“pH地
图”, 而且可以定量检测不同刺激下活细胞内的pH变
化. 随后, 本课题组将该探针用于精子成像, 发现其可

以实时检测精子活体状态下pH的变化, 并为运动不良

的精子提供一个新的病因学指征
[59], 同时也发现该探

针可用于类器官, 如呼吸道上皮类器官的特殊类型细

胞比例的监测
[60].

精子的线粒体是精子活化的重要亚细胞结构, 也

是精子获能、受精等生理过程的能量工厂, 对于受精

不良的精子, 其内部可能存在线粒体功能损伤. 本课

题组借助新开发的新型线粒体DNA G-四聚体荧光探

针, 发现反复受精失败的精子与精子内线粒体DNA
G-四聚体的含量具有正相关性, 并为反复受精失败的

精子提供了新的检测技术. 本课题组
[61]

受到聚集诱导

发光机制的启发, 设计并合成了噻唑橙衍生物TPE-
mTO. 探针分子可以通过氢键和离子键结合在DNA
G-四聚体的口袋中, 与DNA G-四聚体的结合限制了

探针TPE基团的振动与旋转, 使得其非辐射能量耗散

显著降低, 进而探针可以发射较强荧光. 本团队
[62]

利

用该探针, 进一步发现精子线粒体的自噬缺陷可能是

导致精子受精失败的重要原因.
未来, 随着荧光活体成像技术的发展, 这种技术将

在精子检测和男性生育力评估中发挥更加重要的作

用. 荧光活体成像技术将提供一个实时、动态的观察

平台, 使得研究更加真实可靠. 同时, 荧光活体成像技

术的临床化应用, 将使得精子检测和男性生育力评估

更加便捷和准确.

4.3 组学技术-精子全基因组与全外显子组测序用
于不育症相关疾病诊断

组学技术是一种全面研究生物系统的方法, 包括

基因组学、转录组学、蛋白组学和代谢组学等. 这些

技术在精子诊断、病因学评估和临床应用中的发展具

有巨大的潜力. 基因组学是研究生物体所有基因的结

构、功能和演化的学科. 在精子诊断中, 基因组学技

术可以用于检测男性生育力的遗传因素. 例如, Y染色

体微缺失是导致男性不育的常见原因, 通过基因组学

技术可以精确地检测这些微缺失
[63]. 此外, 基因组学

还可以用于病因学评估, 通过比较不同个体的基因组,
可以发现与男性生育力相关的遗传变异

[64]. 传统的单

基因遗传病的评估一直依赖于外周血的基因组DNA
提取, 并通过一代测序进行突变位点的鉴定.近年来随

着高通量测序技术的发展, 全外显子测序技术越来越

多地应用到遗传病的筛查与诊断领域. 精子作为单倍

性细胞, 其DNA分析主要用于法医与性别鉴定等领域.
近年来, 随着测序技术的发展, 针对精子的直接全基因

组与全外显子测序的医学价值逐渐得到重视, 因为目

前的遗传学分析发现针对外周血的传统遗传分析, 会

漏掉源自配子细胞或胚胎发育过程中产生的突变, 这

一类突变称为新生突变, 杨晓旭等人通过对自闭症儿

童的父亲精子样本的监测, 在12例自闭症儿童的父亲

精子的全基因组筛查中, 鉴定到5例源自精子的嵌合

变异, 而这一信息可望用于自闭症儿童父亲再生育的

复发风险评估
[65], 此后杨晓旭等人对精子的突变向胚

胎的传递进行了进一步的研究
[66]. 然而, 全基因组测

序存在成本太高、应用场景受限等缺陷. 因此, 进一

步精子的高通量测序是否能应用于不孕症的遗传突变

的筛选是一个值得探索的方向. 最近的一项研究针对

受精失败病人的精子样本进行全外显子测序, 进一步
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发现其可用于受精失败的遗传学诊断
[67], 这些研究为

后期进一步利用精子的高通量测序进行与生殖细胞突

变相关的遗传病的分析与评估奠定了基础.
在男性不育的精子功能评估中, 转录组学、蛋白

组学及代谢组学技术可以用于检测精子总RNA, 蛋白

质表达和修饰以及精子的代谢活动, 从而进一步评估

精子的功能. 例如, 本课题组
[62]

在探究线粒体DNA G-
四聚体对精子内mRNA及蛋白的影响时, 通过比较正

常精子和异常精子的转录组及蛋白组, 可以发现氧化

磷酸化水平与精子线粒体DNA G-四聚体数量升高密

切相关, 并涉及COX5B, ATP5F1E, PPA2, NDUFS8等
线粒体代谢相关的mRNA和蛋白. 尽管精子携带的

RNA功能尚不清楚, 但研究发现畸形精子患者的转录

谱存在紊乱, 可能与细胞重塑通路有关. 这种诊断策

略有助于了解男性因素不孕症
[13]. 此外, 相关组学还

可以用于病因学评估, 通过比较不同疾病状态下的转

录组、蛋白组及代谢组, 可以发现与男性生育力相关

的病理过程
[68~72]. 未来全外显组学与转录组学的联合

分析可能是发现与精子遗传变异导致的相关功能异常

的重要发展方向.

4.4 机器学习与深度算法应用于精子分析与精子
优选

随着科技的进步, 机器学习与深度算法在医学领

域的应用越来越广泛. 在男性生育领域, 这些高级技

术已经开始被用于精子检测和男性生育力评估. 机器

学习和深度算法可以提高精子检测的准确性和效率.
传统的精子检测方法主要依赖于人工显微镜观察, 这

种方法不仅耗时, 而且受到观察者主观因素的影响,
结果可能存在一定的误差. 而机器学习和深度算法可

以通过对大量精子样本的学习, 自动识别并分析精子

形态、活动性等特征, 从而提高检测的准确性和效率.
例如, 一些研究已经使用深度学习算法成功地识别出

正常精子和异常精子, 这对于精子质量的评估和男性

不育症的诊断具有重要的意义
[73]. 其次, 机器学习和

深度算法可以帮助评估男性生育力. 男性生育力受到

许多因素的影响, 包括年龄、健康状况、生活习惯等.
通过对大量临床数据进行学习, 机器学习和深度算法

可以找出影响男性生育力的关键因素, 并预测男性生

育力. 例如, 一些研究已经使用机器学习算法成功地

预测了出男性精子质量和生育能力
[74].

在精子图像智能处理与分析以及精子筛选方向,
机器学习与深度算法也展现出了巨大潜力. 在精子图

像智能处理与分析方面, 深度学习算法, 特别是卷积

神经网络(convolutional neural network, CNN)已经被

广泛应用于图像识别和分析. 通过对大量精子图像的

学习, CNN可以自动提取精子图像特征, 并进行分类

和识别. 例如, 一些研究已经使用CNN成功地识别出

正常精子和异常精子的图像, 这对于精子质量评估具

有重要的意义
[75]. 在精子筛选方面, 机器学习和深度

算法可以帮助实现精子的自动筛选. 传统的精子筛选

方法主要依赖于人工操作, 这种方法不仅耗时, 而且

可能存在一定的误差. 而机器学习和深度算法可以通

过对精子的形态、活动性等特征进行学习, 自动筛选

出优质的精子, 从而提高精子筛选效率和准确性.
然而, 机器学习和深度算法在男性生育领域的应

用还面临一些挑战. 这项任务需要大量高质量数据进

行训练, 而这些数据的获取和整理需要大量的人力和

物力. 其次, 机器学习和深度算法的结果需要通过临

床试验进行验证, 这需要时间和经费. 最后, 如何保护

患者隐私和数据安全也是一个需要解决的问题.
总的来说, 机器学习和深度算法为男性生育领域

的研究和临床应用提供了新的可能性. 未来, 随着技

术的进步和数据的积累, 有理由相信, 机器学习和深

度算法将在精子检测和男性生育力评估方面发挥更大

的作用.

5 结论

精液检测技术的发展在男性生育力评估中起着至

关重要的作用. 传统的精子检测方法, 如精液分析, 虽
然能够提供精子数量和活动性等基本信息, 但无法全

面评估精子功能和质量. 而新型精液检测技术, 如电

镜检测、流式细胞仪检测和精子DNA碎片检测等, 能

够更深入地评估精子形态和功能水平的特性, 从而更

准确地评估男性生育力. 未来, 精液检测技术的发展

将更加注重精子功能和质量的评估. 随着睾丸类器官

技术、精子内病因学指标的活体荧光检测技术、精子

多组学测序技术等的发展, 人们将能够更全面地了解

精子的生物学特性, 从而更加准确地识别导致男性不

育的病因, 进一步地为制定个性化精准治疗方案提供

了可能(图1). 然而, 这些高级技术的应用也面临着一

中国科学: 生命科学 2024 年 第 54 卷 第 1 期

181



些挑战, 如数据解析的复杂性、技术的高成本以及临

床应用的限制等. 因此, 如何将这些高级技术转化为

临床应用, 将是未来精液检测技术发展的重要任务.
展望未来, 期待通过研究开发出更多基于病因学

的精液检测技术, 以更准确地评估男性的生育力. 这

不仅需要开发出更高效、更准确的精子功能和质量的

检测方法, 更需要进一步研究精子的生物学特性, 以揭

示导致男性不育的机制. 最后, 我们需要将这些研究成

果转化为临床应用, 以帮助更多的男性解决生育问题.
总的来说, 精液检测技术的发展将为男性生育力的评

估提供更多的可能性, 也将为男性不育的治疗提供更

多的选择.
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Advancements and future trends in sperm detection techniques and
male fertility assessment
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In recent years, significant advancements have been made in sperm detection techniques for assessing male fertility, providing
advanced tools for clinical diagnosis and treatment. These techniques include conventional methods such as semen analysis,
computer-assisted sperm analysis, and DNA fragmentation detection. However, further development of technologies for sperm
detection and male fertility assessment is needed due to the complexity of interfering factors, the inability of current methods to
comprehensively evaluate fertility, and the lack of clear etiological testing protocols. Modern detection technologies, such as electron
microscopy, high-speed motion imaging analysis, flow cytometry, and laser confocal microscopy, have gradually been employed to
provide more comprehensive and accurate information for assessing sperm quality. In the future, with continuous technological
advancements, more precise and efficient sperm detection techniques are expected to emerge. Testicular organ engineering will enable
more accurate and comprehensive assessment of male fertility. Fluorescence live imaging techniques can achieve non-invasive
observation of intracellular sperm indicators, making clinical etiological testing more efficient and convenient. Sperm analysis
methods based on genomic sequencing technologies can comprehensively evaluate sperm-originated genetic mutations, including
information from genomics, epigenetics, and proteomics. The application of artificial intelligence and machine learning is also
expected to improve the accuracy and efficiency of sperm detection, providing more reliable evidence for clinical decision-making.
The development of these advanced sperm detection techniques will provide more accurate diagnoses and personalized treatment
plans for infertility patients. Moreover, they will contribute to a deeper understanding of the mechanisms underlying male fertility and
the molecular basis of reproductive disorders, providing crucial support for research and development in the field of reproductive
medicine.
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