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FF!摘要"F圆形精子细胞注射$MQWI%技术是通过显微注射技术将单倍体圆形精子细胞注射入成熟卵母细

胞中#使卵母细胞受精进而分裂形成胚胎的技术#是目前部分非梗阻性无精子症患者获得自己遗传学后代的

最后希望( 圆形精子细胞为单倍体雄性生殖细胞#是精原细胞经过减数分裂后变形成为精子前的最后一个阶

段#主要通过睾丸穿刺取精术$XSW:%或显微外科睾丸取精术$Y'(%#2XSWS%获得( 虽然已经有 MQWI试管婴

儿出生#但总体来说MQWI技术效率$妊娠率'活产率%较低#因此到目前为止国内外还没有广泛推行该技术#

其中不能准确鉴别活体单倍体圆形精子细胞是导致 MQWI技术效率低下的主要原因之一( 该文对目前几种

鉴别人睾丸单倍体圆形精子细胞的方法进行综述(

FF!关键词"F无精子症)F圆形精子细胞)F男性不育)F圆形精子细胞注射技术
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FF世界范围内大约有 >@_的已婚夫妇遇到生育

困难!>"

#且发病率有逐年增加趋势#已经成为全球性

社会问题#其中因男性生育能力下降所致近 @=_

!<"

(

男性不育中约 >@_是由无精子症导致!D"

( 无精子症

分为梗阻性无精子症$#5+&%-(&'6*"H##+$*%7'"#Q:%

和非梗阻性无精子症$ !#!2#5+&%-(&'6*"H##+$*%7'"#

]Q:%( 对于Q:患者#由于睾丸生精功能正常#经睾

丸穿刺取精术$&*+&'(-)"%+$*%7"+$'%"&'#!#XSW:%获

得精子后#行卵母细胞胞浆内单精子显微注射$'!2

&%"(4&#$)"+7'(+$*%7'!,*(&'#!#I;WI%#其妊娠率与射

精精子 I;WI相当!?"

( 对于 ]Q:患者#由于睾丸生

精功能异常#大约 ?=_患者经显微外科睾丸取精术

$7'(%#+(#$'(&*+&'(-)"%+$*%7*T&%"(&'#!#Y'(%#2XSWS%

后未发现精子#目前这类患者大多被建议选择供精#

这给患者家庭带来极大的负面心理影响#而 D=_上

述患者的睾丸组织中存在圆形精子细胞!@"

( >AAD 年

Q.-%"和K"!".'7"(1'

!E"将仓鼠的圆形精子细胞核注

入卵周隙#通过电融合#使圆形精子细胞融入卵母细

胞#之后形成原核#提示圆形精子细胞可以使卵子受

精( >AA?年Q.-%"等!O"报道了首例通过圆形精子细

胞注射$%#-!/ +$*%7"&'/ '!,*(&'#!#MQWI%技术出生的

正常小鼠#证明圆形精子细胞具有与精子同样的使

卵母细胞受精及发育的潜能( 随后#S/0"%/+等!C"

建议可采用圆形精子细胞治疗人类男性不育( 随着

>AAE 年第一例人类 MQWI试管婴儿的诞生!A#>="

#这

为部分 ]Q:患者获得具有自己遗传学信息的后代

带来了希望( 然而#目前 MQWI技术效率$妊娠率'

活产率%低也是不争的事实!>>"

#这也是国内外还没

有广泛推行该技术的原因( 而导致 MQWI技术效率

低下的一个主要原因可能是错将其他圆形细胞当成

圆形精子细胞进行注射!@"

#因此#如何从多种睾丸

圆形细胞中准确地挑选出活体单倍体圆形精子细胞

是该技术成功的关键之一(

:4!;<=技术提出的理论基础

人类精子发生$+$*%7"&#.*!*+'+%起始于精原细胞

$+$*%7"&#.#!'"%的分化#终止于成熟精子的形成#历

时共计约 E@ /#分为以下 ? 个阶段&精原细胞增殖分

化形成初级精母细胞$$%'7"%4+$*%7"&#(4&*%)初级精

母细胞经过减数分裂
"

形成次级精母细胞$+*(#!/"%4

+$*%7"&#(4&*%)次级精母细胞经过减数分裂
#

形成

单倍体圆形精子细胞$%#-!/ +$*%7"&'/%)圆形精子

细胞经过变形形成精子$+$*%7"&#H#"%( 因此圆形精

子细胞是完成减数分裂
#

后#在变形成具有运动能

力的功能性精子之前的单倍体细胞#含有一整套可

复制的遗传物质#并且含有中心体# ]̀:甲基化印

记已经完成!><"

#组蛋白2鱼精蛋白的转变几乎还没

有开始( 从理论上讲#跨过自然受精所必需的组蛋

白2鱼精蛋白转换等复杂的精子核 ]̀:修饰#直接

把圆形精子细胞注射入卵母细胞中使其正常受精并

发育成胚胎#这可能是将单倍体父方 ]̀:传递到卵

母细胞中的一种有效手段!C"

(

>4人睾丸圆形精子细胞的鉴别方法

虽然MQWI技术已经实施多年#但导致其效率低

下和阻碍其广泛应用的许多问题尚待解决#其中如何

快速准确地鉴别出活的单倍体圆形精子细胞便是一

个技术挑战( 要提高人类MQWI技术的成功率#必须

具备准确的形态学鉴别和分离正常的活体圆形精子

细胞的方法( 按鉴别后圆形精子细胞能否应用于后

续MQWI#目前人睾丸单倍体圆形精子细胞的鉴别方

法大致可分为非活体鉴别法和活体鉴别法两大类(

>?:4非活体鉴别法4此类方法研究较多#目前主要

有化学染色法'免疫荧光法和荧光原位杂交法$N)-#2

%*+(*!(*'! +'&- 145%'/'H"&'#!#aIWJ%( 这几种方法对

于鉴别单倍体精子细胞较为直观#但是鉴别后的单

倍体圆形精子细胞不再具备生物学活性#因此不能

进行后续的 MQWI#但是它们可以作为一种指导方

法#为前期正确地认识人睾丸单倍体圆形精子起到

指导作用( 化学染色法&基于正负离子彼此结合的

化学反应#碱性染料与酸性细胞核发生中和反应使

细胞核着色#酸性染料使细胞质中的碱性蛋白质染

色#通过细胞各组分异嗜性不同而导致染色效果不同

来分析细胞形态( 目前常用的染色方法有 '̀NN2b-'c

法'瑞士2姬姆萨法'改良品红法和苏木精法等#染色

效果也有一定的差别( '̀NN2b-'c 法染色后#细胞质

呈蓝色#细胞核呈紫红色#核质分明( 人睾丸细胞中

粗线期初级精母细胞核最大#其次为精原细胞'各级

精母细胞'支持细胞$W*%&#)'细胞%'圆形精子细胞(

W*%&#)'细胞的细胞核为均匀着色的整块染色质#有

突出的核仁#细胞质有时部分丢失( 精原细胞胞体

完整#多为卵圆形#染色质较粗( 前细线[细线期初

级精母细胞胞核大于精原细胞和次级精母细胞#染

色质疏松( 粗线期初级精母细胞胞体大#胞核大#染

色质颗粒状或粗糙条索状( 在减数分裂
"

后期见到

两个已经分离的核( 次级精母细胞染色质较疏松#

颗粒状#次级精母细胞极少见( 在减数分裂
#

后期

见到两个已经分离的核#染色质清晰( 圆形精子细

胞核小#染色质块状#着色深!>D"

( 有研究!>?"认为瑞

士2姬姆萨染色法对小鼠圆形精子细胞染色效果较

*AO>>*
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好( 该类方法操作简单#使用耗材少#对于初步认识

不同阶段的生精细胞是一种简单易行的方法( 免疫

荧光染色法&精子发生过程中不同阶段生精细胞有

表达不同的特异性蛋白$抗原%#如 :̂W:蛋白在精

原细胞中特异性表达#其表达量最高#在精母细胞中

表达减少#在精子细胞中表达很少#在精子中不表

达!>@"

( Y;:$7*'(1%#"('/'!%从粗线精母细胞到圆形

精子细胞阶段的细胞质中都有表达#精子尾部轴丝上

也有表达!>E"

( W7%$2> $+$*%7"&'/2+$*('N'(7"!(1*&&*2

%*)"&*/ $%#&*'! >%蛋白表达于长形精子细胞的尾侧

细胞质#但在成熟精子中消失!>O"

( 12X*c&'!2X蛋白

特异性表达于尾部轴丝上#形成丝状聚合物!>C"

( 通

过使用对应的 ? 种阶段特异性生精细胞蛋白抗体进

行免疫荧光染色#然后通过 ?== 倍放大的荧光显微

镜下观察来鉴定不同发育阶段的生精细胞&精原细

胞仅 :̂W:染色#具有非常明显的核膜#细胞核和细

胞质的直径分别为 OZ<<

$

7和 AZ=D

$

7( 前细线期

至偶线期$32R%精母细胞仅 :̂W:染色#细胞核和

细胞质直径分别为 CZEE

$

7和 ><Z@=

$

7#比精原细

胞大而不规则)粗线期精母细胞 :̂W:和Y;:均染

色#细胞核和细胞质直径分别增加到 ><ZD

$

7和

>EZO<

$

7#是精子发生过程中最大的生精细胞( 圆

形精子细胞主要 Y;:染色#很少 :̂W:染色#较精

母细胞小#细胞核和细胞质直径分别为 @ZOC

$

7和

CZ??

$

7#由于轴丝尚未发育#圆形精子细胞均未被

12X*c&'!2&染色( 长形精子细胞和精子由于形态学

较为特殊#因此易于区分!>A"

( 由于每种荧光抗体定

位较为准确#可根据染色的状态和细胞的形态绘制

不同阶段的生精细胞图谱#因此可以用于鉴别不同

阶段的生精细胞( aIWJ&aIWJ技术是一种重要的非

放射性原位杂交技术#其基本原理是被检测的染色

体或 ]̀:纤维切片上的靶 ]̀:与所用的核酸探针

是同源互补#二者经变性2退火2复性#可形成靶 ]̀:

与核酸探针的杂交体#在荧光显微镜下根据杂交荧

光信号来对待测 ]̀:进行定性'定量或相对定位分

析( aIWJ技术操作简单#敏感度高'特异性强#能同

时显示多种颜色#既能用于显示中期染色体数量或

结构#也能用于显示间期染色体( 圆形精子细胞已

经完成减数分裂
#

#是单倍体生精细胞#采用多色

aIWJ#然后在荧光显微镜下根据杂交荧光信号来区

分单倍体精子细胞!<="

#也可以用于对根据细胞大小'

细胞核和细胞质等形态特征挑选出的活体圆形精子

细胞进行准确性验证!@"

( 但是该技术也存在一定

的局限性&探针具有特异性#一种探针只能检测一种

染色体#而目前探针种类有限#因此无法应用于所有

染色体检查)并且荧光信号易受多方面因素影响#可

能会出现有假阴性及假阳性结果(

>?>4活体鉴别法F目前主要有线粒体染色法和活体

细胞显微镜直接观察法( 采用这两种方法鉴别后的

单倍体圆形精子细胞仍然具备生物学活性#可以进行

后续的MQWI#是目前MQWI技术主要采用的单倍体圆

形精子细胞活体鉴别法( 线粒体染色法&Y'&#X%"(c*%

是一种活细胞线粒体特异性荧光探针#对细胞核内

的 ]̀:染色作用较小#对线粒体的染色不依赖于线

粒体膜电位( 在圆形精子细胞阶段#随着细胞核和

细胞质的浓缩#线粒体开始极化并且浓缩到细胞质

的基极( 该方法基于线粒体的极化模式#在荧光显

微镜下能够准确直观地鉴别活体的圆形精子细胞(

W-&#6+c4等!<>"首先报道采用该种无创的方法获得恒

河猴和牛的圆形精子细胞用于 MQWI#通过 ]#7"%+c'

差分干涉差显微镜观察到的顶体颗粒或顶体帽的存

在#证实了该方法获得活体圆形精子细胞的准确性(

J'c'(1'等!<<"研究发现#其他的细胞被染色后不能

出现线粒体偏极效应#故此效应可能为圆形精子细

胞所特有( 由于Y'&#X%"(c*%会通过质膜被动地扩

散并在活跃的线粒体中积累#因此也可能在细胞核

中积累#这取决于孵化的时间和浓度( 他们用不同

浓度Y'&#X%"(c*%染色后的小鼠圆形精子细胞与未

染色的圆形精子细胞分别行 MQWI#发现当浓度 d

<== !7#)[L时#胚胎的发育能力与未染色组相似#并

且有正常的子代出生)但当浓度e@== !7#)[L时#对

胚胎发育有不利影响( 可见圆形精子细胞经线粒体

被染色后再用于 MQWI治疗男性不育会存在潜在风

险( 因此#在Y'&#X%"(c*%法选择圆形精子细胞用于

临床之前#还需要对人类生殖细胞线粒体染色如何

影响受精'妊娠和新生儿等方面进行更深入和广泛的

研究( 活体细胞显微镜直接观察法&无需对精子细

胞进行特殊处理#对精子细胞无损伤#相对安全#但

需要配置专业的显微镜观察系统#目前主要有倒置

相差显微镜观察法'J#NN7"!调制相衬显微镜观察法

和微分干涉差$/'NN*%*!&'")'!&*%N*%*!(*(#!&%"+&# Ì;%

显微镜观察法( 前一种观察法成像效果不如后两

种#因此目前报道主要应用的是 J#NN7"! 调制相衬

显微镜观察法和 Ì;显微镜观察法( J#NN7"! 调制

相衬系统通过检测光学梯度$或斜率%并将其转换

为光强度变化#使观测物体呈现出由相位梯度决定

的明显的三维外观#提高未染色和活体生物材料的

可见度和相衬度#目前主要应用于辅助生殖技术中

*=C>>*
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配子和胚胎质量的观察( 刘书华!<D"应用该技术分

析]Q:患者圆形精子细胞#发现圆形精子细胞直径

在 @ fO

$

7#细胞核直径在 ? fE

$

7#细胞核质比例

较固定#细胞圆形#细胞表面光滑#细胞质较亮#细胞

核较均匀#在圆形精子细胞较早阶段细胞核多位于

细胞的中心位置#较后阶段#细胞核较多位于细胞的

边缘( 通过aIWJ技术对挑选出的圆形精子细胞进

行验证#发现其准确性仅 ECZ@_( Ì;显微镜又称

]#7"%+c'相差显微镜#是 ]#7"%+c'在相差显微镜原

理的基础上改进的新一代活体细胞观测显微镜#利

用光线穿过溶液中带有不同折射率的物质时产生的

相差来增强反差#生成立体感更强的浮雕状的三维

立体影像#细胞内外各种边界清晰'细节明显'对比

度适当#可以准确'生动地显示细胞'细胞核的边界'

细胞质内的细胞器颗粒'核仁'染色质颗粒等细微结

构#适合显微操作( X"!"c"等!@"应用该技术挑选]Q:

患者活体圆形精子细胞用于MQWI#发现圆形精子是最

小的生精细胞#直径约 E fC

$

7#精原细胞 C f>=

$

7#

精母细胞 >= f><

$

7#与其他生精细胞不同#它们没

有明显的核仁#细胞核周围的细胞质边缘比精原细

胞更薄( 在精原细胞中常可见突出的伪足#但圆形

精子细胞中不可见( 顶体小泡或顶体帽是精子细胞

的确切证据#但他们发现仅有约 >=_的精子细胞存

在这个结构( 他们还发现圆形精子细胞的另一个重

要特征#用I;WI注射针轻微抽吸圆形精子细胞时#

其细胞质很容易与细胞核分离( 虽然有些精原细胞

与圆形精原细胞相似#但并不能像精原细胞那样轻

易地将其细胞质与细胞核分离( 淋巴细胞与圆形精

子细胞大小相似#但有一层坚硬的细胞质膜#即使通

过有力的抽吸也无法破坏使核质分离( 他们用

aIWJ和染色体核型分析技术对挑选出的圆形精子

细胞进行验证#准确率接近 >==_( X"!"c"等!<?"最

近报道 A= 个通过该技术出生的婴儿#其 < 岁前的生

理和智力发育与自然生育婴儿没有差异#至少从目

前数据资料来说#该技术是安全可行的( 但该技术

也存在一定的局限性& Ì;显微镜具有光学特性须

与玻璃载体相匹配#常规使用的塑料细胞培养皿由

于折射率的不同#会影响图像的立体感和清晰度)由

于观测样本厚度也会影响成像效果#因此观察皿的

制作要求较高)鉴别不同阶段的生精细胞具有一定

的主观性#制定精确统一的鉴别标准存在一定的难

度#因此该技术需要经验丰富的操作人员(

@4结语

MQWI技术是当前部分]Q:患者获得自己遗传

学后代的最后希望#而不能准确鉴别活体单倍体圆

形精子细胞是目前 MQWI技术效率较低而无法广泛

应用于临床的主要原因之一( 非活体鉴别法对于鉴

别单倍体精子细胞较为简单直观#但不能用于活体

鉴别#鉴别后不能用于后续 MQWI#主要用于对通过

其他方法获得的圆形精子细胞进行准确性验证( 活

体鉴别法鉴别后的活体单倍体圆形精子细胞可用于

后续MQWI#但由于线粒体染色法使用了荧光染料#

因此在应用于临床之前#还需要更深入的研究其是

否对人类生殖细胞受精'胚胎发育'妊娠结局和新生

儿发育等方面造成影响( Ì;显微镜观察法是目前

临床上主要应用于 MQWI的活体单倍体圆形精子细

胞鉴别方法#但该方法具有一定的主观性#需要经验

丰富的操作人员进行操作( 精子中心体作为微管组

装的中心#在正常受精过程中起着至关重要的作用#

而微管组装对于雌雄原核的相互靠拢和融合至关重

要( 虽然目前活体单倍体圆形精子细胞的鉴别已有

较高准确性#但是部分用于 MQWI的圆形精子中心

体可能是不成熟的#因为并没有对其中心体功能进

行检测#这或许也是导致 MQWI效率低的一个影响

因素( 因此活体单倍体圆形精子细胞的鉴别与挑选

技术还需要进一步完善#以期挑选出功能完整'具有

受精潜能的圆形精子细胞行 MQWI( 随着国内越来

越多动物试验的陆续开展!<@ fD>"

#相信经过不断的研

究和改进#不久的将来一定会突破 MQWI技术效率

低下的瓶颈(
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