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摘要 ：目的  观察弱精子症患者的射精精子中是否存在自噬及线粒体自噬现象，并探讨线粒体及其自

噬对精子活动力的影响。方法   收集湖北医药学院附属人民医院男科及生殖中心就诊的精液样本，并依照计

算机辅助精液分析系统（CASA）检测结果，分为正常对照组和轻、中、重度弱精子症组，每组 30 例。采用

电镜观察各组精子线粒体形态及自噬小体分布 ；Western blotting 检测精子线粒体膜蛋白及自噬标志性蛋白

TOM20、LC3 等的表达水平 ；共聚焦显微镜检测精子中的 LC3 及线粒体荧光斑点，以了解精子中发生的自

噬是否属于特异性线粒体自噬。结果   不同程度弱精子症患者的精子中，线粒体分布及自噬发生程度均有不

同的表现，两者存在共定位的特点，并且与弱精子症程度呈负相关（P <0.05）。结论  线粒体自噬是人类精子

的活性过程，自噬的活化在人类精子生理活动中起积极作用，保持并调节精子活动力。
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Abstract:  Objective  To observe the phenomenon of autophagy and mitophaghy of ejaculated sperm in the 
male patients with asthenospermia (AZS), and to determine the role of mitochondria and their autophagy among 
patients with different level of AZS in China.  Methods  According to the WHO manual (the 5th edition), published 
in 2010, semen samples were collected from the Andrology clinics in the People’s hospital which were affiliated to 
Hubei University of Medicine, and were divided into 4 group, the normal control group, mild group, moderate group 
and severe group (30 cases in each group). Electron microscope detection was performed to analyze the number and 
morphology of mitochondria and the distribution of autophagosomes in the sperm of each group. Western blotting 
method was used to judge the expression of TOM20, LC3 and other proteins related to mitochondrial autophagy. LC3 
and mitochondrial fluorescence spots in sperm were detected by confocal laser microscopy to exam if autophagy in 
sperm is the idiopathic mitochondrial autophagy.  Results  In different degree of asthenospermia, the distribution 
of mitochondria and the degree of autophagy were different, they had the characteristics of CO location, and they 
were negatively correlated with the degree of asthenospermia (P < 0.05).  Conclusions  Mitochondrial autophagy is 
an active process in human sperm. The activation of autophagy plays an active role in human sperm physiological 
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精子活动力是决定男性生育能力的关键因素，由

于精子活动力下降导致的弱精子症是男性不育的常见

病因之一 [1]。精子活动力来源于细胞内线粒体的氧化

磷酸化和线粒体外的糖酵解途径 [2]。目前的研究表明，

线粒体及其自噬在维持生精细胞的稳态及在成熟过程

中发挥着重要作用 [3-5]，但是线粒体及其自噬在维持人

类精子活动力方面的作用及调节自噬后对人类尤其是

中国男性射精精子活动力影响的研究较少见。故本研

究通过观察精子形态、检测自噬相关蛋白微管相关蛋

白 1 轻链 3（microtubule associated protein 1 light chain 3, 

LC3）， 以 及 线 粒 体 外 膜 转 位 酶（translocase of outer 

mitochondrial membrane 20, TOM20）的表达水平，探索 

线粒体及其自噬对精子活动力的影响，以期为男性不

育症的诊断、治疗及预后提供实验依据。

1    资料与方法

1.1    研究对象

收集 2017 年 12 月—2018 年 12 月在湖北医药学

院附属人民医院男科及生殖中心就诊的男性精液样

本。纳入标准 ：①精液浓度≥ 15×106 个 /ml ；②年

龄 >22 岁 ；③排除有泌尿生殖系统疾病家族遗传史

及有手术外伤史等可能会影响精子质量的患者。通

过手淫取精于无菌取精杯内，置 37℃恒温培养箱内液

化 30 min。待精液完全液化后，按照 WHO《人类精液

检查与处理实验室手册》第 5 版检验标准对所有的实

验对象进行精液常规检查 [6]，按照精子前向运动速率

（progressive motility, PR）将其区分为 4 组 ：正常对照

组（PR ≥ 32%），轻度弱精子症组（20% ≤ PR<32%），

中度弱精子症组（10% ≤ PR<20%），重度弱精子症组

（0%<PR<10%）。每组 30 例，合计 120 例。本研究经

医院医学伦理委员会同意，患者家属签署知情同意书。

1.2    试剂及仪器

Percoll 液购自美国 Pharmacia 公司，BWW 精子

培养液（由 Biggers-Whitten-Whittingham 研究小组在

1971 年发表，又称为获能培养液）购自生工生物工程

（上海）股份有限公司，电镜固定液购自武汉谷歌生

物科技公司，Mitotracker Deep Red（MTDR）荧光染料

购自北京中杉金桥生物科技有限公司，内参 GAPDH、

兔抗 LC3、TOM20 一抗、HRP- 山羊抗兔 IgG 二抗及

FITC 标记山羊抗兔 IgG 均购自上海碧云天生物技术

有限公司。制冰机、超净工作台、4℃冰箱、-20℃冰

箱及 37℃恒温箱均购自青岛海尔集团，移液器及振荡

器购自北京 Dragon-Lab 实验仪器公司，计算机辅助

精液分析系统（computer-aided sperm analysis, CASA）

购自北京自然基因科技有限公司，高速冷冻离心机购

自德国 Eppendorf 公司，激光共聚焦免疫荧光成像系

统购自荷兰 Olympus 公司。

1.3    实验方法

1.3.1    精子的电镜检测    取 500 μl 精液标本，加入

约 10 倍体积的电镜固定液室温固定 2 h，再转移至 4℃

预冷 1 h 后，恒温 4℃冰袋运输至武汉谷歌生物科技

有限公司，由该公司对标本进行处理后采集图像，根

据图像分析各组精子中线粒体数量、形态、分布等。

1.3.2    Percoll 法分离精液    为避免精液中的生精细胞

及精浆中的白细胞对结果产生影响，采用非连续梯度

离心的方法对精子进行分离。具体操作如下 ：将 40% 

Percoll 液 2 ml+80% Percoll 液 2 ml+ 精液 2 ml 缓慢分

层加入离心管中，1 200 r/min 离心 15 min，弃上清，底

层沉淀即为分离出的精子。底层精子加入 2 ml PBS，

然后 1 200 r/min 离心 15 min，洗涤 3 次。镜下确认纯

化效果并计数，纯化后的精子可用于后续实验。

1.3.3    Western blotting检测LC3及TOM20的相对表达

量    将纯化精子重悬于细胞溶解液 RIPA，同时按 1 ∶ 

100 的比例加入蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（100 mg/

ml），超声裂解 10 s×5 次，全程置于冰上操作。4℃、

15 000 r/min 离心 15 min，上清即为精子总蛋白。用上

海碧云天生物技术有限公司的 BCA 蛋白检测试剂盒

检测蛋白浓度，加入 5×SDS Loading buffer，100℃煮

5 min。配置 12% SDS-PAGE 胶，每孔上样 30 μg 蛋白，

常规电泳和转膜，用含 5% 脱脂牛奶的 PBST 室温封

闭 2 h，兔抗 LC3、TOM20 一抗 4℃孵育过夜。次日，

PBST 洗膜 8 min×3 次。然后用 HRP- 羊抗兔 IgG 二

抗室温孵育 2 h，PBST 洗膜 8 min×3 次，用化学发光

法（ECL）显影。采用 Image Lab 图像分析软件测定

每条带的灰度值，用样本与相对应内参 GAPDH 的灰

度值比值作为该样本蛋白的相对表达量。

1.3.4    免疫荧光检测 LC3 及线粒体数量    将纯化的

activities, maintaining and regulating sperm motility.
Keywords:  asthenospermia; mitophagy; sperm motility; autophagy
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精子重悬于 BWW 精子培养液中，调整浓度为 30× 

106 个 /ml，按照 1 ∶ 100 的比例加入兔抗 LC3 一抗

4℃孵育过夜，1 200 r/min 离心 15 min，弃上清，PBS  

1 200 r/min 离心 15 min，洗涤 3 次，加入 BWW 精子培

养液在显微镜下调整浓度为30×106 个/ml，按照1∶100

的比例加入 FITC 标记山羊抗兔 IgG 及 MTDR 荧光染料，

避光孵育 60 min，1 200 r/min 离心 5 min，弃上清，PBS 

1 200 r/min 离心 5 min，洗涤 3 次，加入抗荧光淬灭封片

剂重悬浮精子，取 5 μl 混悬液置于载玻片上，使用盖

玻片推片，激光共聚焦显微镜观察拍照。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计软件。符合正态分

布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示 ；不服

从正态分布的计量资料，经转化处理后服从正态分布，

多组间比较用单因素方差分析，进一步两两比较用

LSD-t 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    不同活动力精子电镜检测结果 

电镜结果显示，所有精液样本中的精子头部及鞭

毛完整，未见畸形精子，但线粒体的形态、数量及分

布存在差异。具体表现为 ：正常对照组可见线粒体

位于精子尾部颈部至中段，线粒体与精子尾轴呈平行

规则排列，以规则的圆形及卵圆形多见 ；线粒体数次

50 ～ 70 个不等，线粒体长径与横径比约为 2 ∶ 1，相

邻的线粒体分界清晰 ；线粒体双层膜结构清晰，嵴膜

和嵴间隙结构较完整，内有或无颗粒。轻度弱精子症

组可见精子线粒体数量较正常组减少，形态不规则，

趋于圆形 ；双层膜结构尚存在，内部可出现空泡化，

线粒体旁可见自噬小泡形成。中度弱精子组可见精子

线粒体数量较前进一步减少，分布不均匀，主要集中

在头颈部，可出现双重或 3 层重叠线粒体围绕于轴丝，

部分脱鞘，形态明显不规则，线粒体嵴消失，肿胀明显，

伴有内部明显空泡化，可形成微囊状结构 ；肿胀的线

粒体周围可见大量自噬小泡形成。重度弱精子组可见

线粒体排列紊乱、分布极不均匀，可沿尾部分散排列，

伴有数量减少，体积缩小，膜间隙消失，局部可见形

似凋亡小体的不规则高密度结晶状物聚集。见图 1。

2.2    各组线粒体数量及 LC3 的表达

激光共聚焦显微镜可见，在正常对照组中，线粒

体主要位于精子头部及尾部中段，被 MTDR 染色后呈

图 1    不同弱精子症患者精子的线粒体结构    （电镜 ×10 000）

           正常活动力精子                               轻度弱精子症精子

           中度弱精子症精子          重度弱精子症精子
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红色，而 FITC 标记的 LC3 荧光颗粒也同时位于此处，

在荧光显微镜下呈绿色，红绿两者共定位，故呈黄色。

随着弱精子症程度的加重，线粒体分布逐渐由头部及

尾部中段向整个尾部移动，包括 FITC 标记的 LC3 荧

光颗粒也随之向远处移动，并伴有分布不均匀及数量

减少。在不同组的精子中，线粒体的分布以及自噬发

生的程度均有不同的表现，两者存在共定位的现象。

见图 2。

2.3    各组 TOM20 与 LC3 的表达

结果显示，各组 TOM20 与 LC3 的表达量比较，

差异有统计学意义（P <0.05）。在不同程度弱精子症

组中 LC3 和 TOM20 表达随着精子活动力下降，呈现

逐渐递减趋势（P <0.05）。见表 1 和图 3、4。

图 2    不同程度弱精子症患者精子中线粒体及自噬颗粒分布情况    （激光共聚焦显微镜 ×63）

Bright-field FITC MTDR Merge

正常对照组

轻度弱精
子症组

中度弱精
子症组

重度弱精
子症组
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3    讨论

良好的精子质量是成功受精和后代存活的重要因

素，通常可由多个质量指标进行评估 [7]。精子活动力

是男性生育能力的关键因素。对人类而言，发育成熟

的精子只有获得运动能力后才能穿透宫颈黏液，抵达

输卵管壶腹部与卵子结合形成受精卵 [8-9]。而外界环境

污染、不良生活习惯、免疫因素或理化因素等均可导

致人类精子活动力降低 [10-12]。早在 1955 年已经证实，

精子活动力的能量来源是三磷酸腺苷（ATP）[13-14]。而

精子内 ATP 的来源也与大多数真核生物一样来源于 

2 条通路 ：细胞内的氧化磷酸化和糖酵解，但是关于

能量代谢通路的主导作用一直备受争议 [15]。

目前多数研究认为，由于糖酵解相关酶系存在于

细胞质中，反应速度快，涉及的环节少，相对于复杂

的三羧酸循环更加适用于精子的能量供应 ；同时由于

精子尾部轴丝的“9+2”微管结构相互滑动过程导致

精子活动的过程中所需的 ATP 数量巨大，需要 ATP

的快速供应，这时由于线粒体位于精子尾部中段，距

离轴丝尾部较远，所产生的 ATP 无法快速转运至轴丝

尾部，所以此时糖酵解反应的快速性就成为轴丝尾部

运动所需 ATP 的主要“供给者”。结合国内外的研究，

糖酵解可提供精子尾部运动所需能量的 80% ～ 90%，

而线粒体仅提供约 10% ～ 20%[16-17]。线粒体作为成熟

精子唯一保留的细胞器，在维持精子正常功能过程中

尤其是精子的发育成熟过程中发挥重要的作用 [18-19]。

研究证实，精子线粒体与受精卵中父系线粒体 DNA

的清除有重要关联 [20]。线粒体在发挥活性功能的同

时产生的诸如活性氧类（reactive oxygen species, ROS）

等代谢物需要特定的通路进行代谢。正常情况下，睾

丸内 ROS 的产生及清除处于一种相对平衡的状态。

生理浓度的 ROS 不仅对精子无害，而且还可以诱导其

顶体反应，促进精子的获能 ；但是当 ROS 的浓度超过

一定程度，男性生殖系统内的抗氧化系统难以将其清

除时，ROS 可对精子的生存及活动力产生危害，称之

为氧化应激 [21]。而线粒体在此过程中正是通过自噬发

挥一定的清道夫功能。本研究中，通过透射电镜发现，

随着弱精子症程度的加重，线粒体形态逐渐发生水肿

空泡化，同时伴有自噬小泡数量逐渐增多，但是随着

弱精子症程度的进一步加重至重度弱精子症时，自噬

减弱甚至消失，主要因为线粒体的大量破坏，使其无

法发挥正常功能。

精子活动力与精子线粒体的损伤程度息息相关，

随着弱精子症程度的加重，线粒体的形态、分布、功能 

等均发生改变，正常线粒体的数量逐渐减少，在此过程

中线粒体自噬可能对精子活动力起到一个正向调节作

用，但是当损伤线粒体达到一定程度和数量后，线粒

体无法发挥正常功能，自噬减弱或消失从而导致精子 

活动力呈现塌方式下降。本研究仅仅通过对弱精子症

分度后进行研究，发现线粒体膜蛋白及自噬标记蛋白

表达呈现出一定趋势，尚未通过对线粒体功能及自噬

过程的干扰观察到精子活动力改变，需要后期研究深

入探讨。

综上所述，虽然目前尚未明确射精精子活动力调

节就是线粒体自噬在发挥作用，但是线粒体自噬在精

子活动力的调节中起到很大的作用，随着精子活动力

的减弱，线粒体数量及自噬相关蛋白的表达均发生一

定程度的改变，并且不同程度弱精子中线粒体的功能

对于精子活动力有一定的调节作用。当然本研究未考

虑到精浆中的成分对精子活动力的影响。因此，可以

通过调节射精精子线粒体自噬的强度来调节精子的活

表 1    4 组 LC3 及 TOM20 蛋白表达水平比较 

（n =30，x±s）

组别 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ TOM20

正常对照组 3.51±0.52 1.33±0.31

轻度弱精子症组 6.52±0.31 ① 1.10±0.13 ①

中度弱精子症组 2.52±0.21 ①② 0.54±0.20 ①②

重度弱精子症组 0.98±0.12 ①②③ 0.21±0.07 ①②③

F 值 49.647 59.021

P 值 0.000 0.000

注：①与正常对照组比较，P <0.05；②与轻度弱精子症组比较，

P <0.05；③与中度弱精子症组比较，P <0.05。

图 3    各组 TOM20 蛋白的表达
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动力，从而为弱精子症的治疗提供一个新的治疗靶点。
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