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摘要：精子形态学分析可以评估精子的受精能力。但由于精子洗涤、涂片、染色方法的不同，以及不同技术人员判断标准的不

同，可以导致精子形态学分析结果有很大差异。因此，精子洗涤时的离心速度、精子悬液浓度、精子涂片染色方法、染色时间

和染色时的温度等均需标准化，并需建立精子形态学分析的标准操作程序。正常和异常精子形态应以严格的ＷＨＯ标准来判
断，并需进行有效的培训来统一。精子形态学分析的质量控制非常重要，定位质控片和带质控功能的计算机辅助精子形态分

析系统，以及实验室技术人员对精液分析质量控制认识的加强，可以促进精子形态学分析的室内和室间质量控制尽早在临床

实验室开展。
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　　精子形态学分析可以评估精子的受精能力［１］。

近年，精子形态学分析在生殖中心、精子库、男科实

验室以及相关的科研单位、计划生育部门、检验科等

广泛开展。２０１０年第５版《ＷＨＯ人类精液分析与
处理实验室手册》（ＷＨＯ５）的出版［２］，给精子形态

学分析带来前所未有的争议［３］。相比于前 ４版，
ＷＨＯ５修订最明显的内容之一就是精子形态学的
判断标准和正常参考范围，并且手册以大量篇幅介

绍了 各 种 形 态 的 异 常 精 子。Ｅｌｉａｓｓｏｎ［４］、Ｍｅｎ
ｋｖｅｌｄ［５］、Ｐａｃｅｙ［６］、Ａｕｇｅｒ［７］等一些国际著名男科专
家均对此提出一些质疑。ＷＨＯ手册建议将所有临
界形态精子均记为不正常［２］，这听起来非常简单，

但实际操作起来并不容易，因为精子有不同的大小

和形状，如果观察得足够仔细，几乎没有哪个精子的

形态能真正完美。有研究［８１１］显示，精子洗涤、涂

片、染色的不同，以及不同技术人员判断标准的差

异，可以导致精子形态学分析结果有很大变异。因

此，精子形态学分析操作、染色方法的标准化，正常

形态判断标准的一致性，以及贯穿精子形态学分析

始终的室内和室间质量控制非常重要，本文对此进

行阐述。

１　操作的标准化

精子形态学分析过程中的所有操作步骤都可能

影响精子形态学分析的结果，如精液样本的洗涤、制

片、固定、染色方法、显微镜质量、自动化分析系统的

质量等。精液直接涂片染色背景较杂，加之精液成

分的影响，可能会产生一定的杂质沉淀，从而影响精

子形态评估。因此，临床上多采用精液洗涤后的精

子涂片、染色，这样的涂片不仅背景清晰，而且精子

分散度好，有利于精子形态分析。尤其是对于黏稠

度较高和液化不良的精液，通过吸管吹打洗涤后，也

可以得到较好的涂片质量。而且，洗涤后的精子涂

片更适用于计算机辅助的精子形态分析。

因此，精子形态学分析操作的标准化首先是精

子洗涤时离心速度的标准化。离心速度越高，对精

子的损伤越大。ＷＨＯ５规定［２］，不论是低浓度还是

黏稠的或液化不良的精液样本，精液洗涤时的离心

速度为６００×ｇ或８００×ｇ离心１０ｍｉｎ。精液洗涤后
应根据原始精液样本的精子浓度将洗涤后的精子悬

液的精子浓度调整到 ２０×１０６／ｍＬ～５０×１０６／ｍＬ。
这样的浓度制备的精子涂片精子分散相对适中，如

果浓度过高，涂片中的精子会相互重叠，影响精子形

态的准确判断；如果浓度过低，涂片中的精子相对分

散，每个视野中的精子数很少，会大大延长样本分析

时间。由于 ＷＨＯ５规定每份精液样本至少分析２
次，每次至少分析２００条精子，且２次的分析结果应
在９５％的可信区间，因此涂片精子浓度过低，很难
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适应我国男科门诊患者较多的现状。

精子涂片的方法也应标准化，对于未稀释的精

液，采用拉薄技术，将１滴精液沿成角度的载玻片后
缘展开，载玻片向前拖拉，制成涂片；对于洗涤精子

悬液，采用移液管法，水平持移液管向前平滑推动，

将１滴精子悬液沿载玻片表面展开。拉薄涂片时，
载玻片角度约为４５°，拖拉时用力应均匀，类似血液
涂片。涂片制备后自然干燥，等待染色。最佳染色

操作的标准化对保证精子形态学分析结果的重复性

和可比性非常重要［１２］。ＷＨＯ５推荐的精子染色方
法有三种，分别为巴氏染色、ＤｉｆｆＱｕｉｋ染色和 Ｓｈｏｒｒ
染色。而文献报道的染色方法除这三种推荐的方法

外还有瑞氏、瑞姬氏、ＨＥ染色法［１３］、ＧＺＩＮ法［１１］、

湿片法［１０］、Ｔｅｓｔｓｉｍｐｌｅｔｓ染色法［８，１４］等，这些方法所

获得的正常形态精子百分率结果差异很大［８１１］。笔

者［１３］曾对瑞氏、瑞姬、ＨＥ染色、巴氏染色、ＤｉｆｆＱｕｉｋ
染色和Ｓｈｏｒｒ染色等六种染色方法的精子头的长宽
径、顶体比、面积和周长等参数进行比较，结果显示，

长径、宽径、面积、周长４种参数有相同的变化趋势，
即瑞姬染色＞瑞氏染色≈ＤｉｆｆＱｕｉｋ染色＞ＨＥ染色
＞或≈Ｓｈｏｒｒ染色＞巴氏染色。最近，徐元诚首次采
用激光３Ｄ技术分别测量了巴氏染色和ＤｉｆｆＱｕｉｋ染
色前后的精子头的长、宽径，发现巴氏染色后精子头

长、宽径较染色前降低约１０％ ～１５％，而 ＤｉｆｆＱｕｉｋ
染色前、后精子头长、宽径变化不大。这些结果提

示，不同的化学染料和染色试剂的渗透压等因素对

精子形态有明显影响。Ｍｅｓｃｈｅｄｅ等［１０］曾提出，为了

保证实验室之间结果的可比性和增加精子形态学分

析预测生育力的价值，对于形态学玻片的制备和染

色应该仅推荐一种标准方法。这样的建议在现实操

作中很困难，但规范染色试剂的品质、根据不同染色

试剂下精子测量参数来判断精子形态并建立标准的

染色片应是可行的。另外，染色时间和染色时的温

度也应标准化［１５］，使用全自动染色机比手工方法易

于控制。

２　判断标准的一致性

正常形态精子的判断标准是影响精子形态学分

析结果准确性的重要因素之一。尽管 ＷＨＯ５对正
常精子的形态有明确的标准［２］：精子头外形应光

滑、轮廓规则，大体上呈椭圆形，顶体区可清晰分辨，

占头部的４０％ ～７０％，没有大空泡，并且不超过 ２
个小空泡，空泡大小不超过头部的２０％，顶体后区
不含任何空泡；中段应该细长、规则，大约与头部长

度相等，中段主轴应与头部长轴成一条直线，残留胞

浆不超过精子头大小的１／３；主段应该比中段细，均
一，长约４５μｍ，可以自身卷曲成环状，尾部没有显
示鞭毛折断的锐利折角。但标准中的“大体”和“主

段可以自身卷曲成环状”还是给技术人员留下了不

少想象空间，然而，ＷＨＯ５同时指出“所有处于临界
形态的精子应该认为是异常”，这种自相矛盾的描

述让实验室技术人员无所适从。而且，有关精子头、

中段和主段的长、宽径的具体定值的描述虽然ＷＨＯ
５提供了７７条巴氏染色精子的正常参考范围，但由
于不同染色方法对精子大小有明显的影响，这样的

参考范围是否适用于ＷＨＯ５推荐的 ＤｉｆｆＱｕｉｋ染色
和Ｓｈｏｒｒ染色尚难定论。因此，制定一个严格且能
为广大男科实验室技术人员接受和使用的标准是目

前迫切需要解决的问题。

张欣宗等［１６］报告了 ９名实验室人员分别用
ＷＨＯ４和ＷＨＯ５的标准评估了相同的１０００个精
子的结果。用ＷＨＯ５的标准时正常形态精子百分
率为（２６．５０±５．０６）％，显著高于 ＷＨＯ４的
（１１．３９±３．１７）％，而头部异常率 ［（６４．２６±
７．６６）％］和尾部异常率［（１０．９２±２．０３）％］显著低
于 ＷＨＯ４的 （７６．１１±８．１３）％ 和 （３９．８９±
３．８５）％。同样，吴根凤等［１７］分别用 ＷＨＯ５和
ＷＨＯ４的标准比较了５０例精子涂片的精子形态学
结果，使用ＷＨＯ５的标准时正常形态精子百分率为
（１１．８±３．５）％，显著高于 ＷＨＯ４的（８．７±
３．１）％，而头部异常率［（６２．１±２．７）％］和尾部异
常率［（１７．４±３．４）％］显著低于ＷＨＯ４的（６９．３±
３．３）％和（２４．３±３．９）％。作者认为，ＷＨＯ５的评
估标准不如ＷＨＯ４的严格，正常形态精子百分率更
高。其主要原因是ＷＨＯ５的头部“大体呈椭圆形”
的描述，以及尾部ＷＨＯ４认为“尾部自然弯曲大于
９０°的精子为异常”，而ＷＨＯ５可以判定为正常。

因此，精子形态的判断标准应该较为严格，不应

该有模棱两可的描述，否则精子形态学分析结果将

会有很大差异［１８］。只有实验室技术人员按照一致

的标准经过反复的实践操作，彼此之间的分析结果

才会趋于一致，提示遵循推荐的判断标准和经验对

精子形态学分析十分重要［１９］。

３　质量控制

目前精子形态学分析技术尚有待进一步完善，

可通过建立精子形态学分析的质量控制体系来减少

分析过程中由于涂片制备、染色方法、分析标准、技
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术人员的主观性等所致的结果差异，从而保证结果

的准确和可重复性。精子形态学分析的质量控制可

从下列几方面进行：（１）建立精液样本留取、精子洗
涤、涂片和染色的标准化操作程序（ＳＯＰ）文件，在实
际操作中严格照此文件进行；（２）通过培训，掌握和
统一精子形态学的评估标准。Ｆｒａｎｋｅｎ等［１］报道，

ＷＨＯ于１９９５年在 Ｔｙｇｅｒｂｅｒｇ医院启动了精子形态
学培训项目，用 ＷＨＯ形态学判断标准培训来自不
同国家的学员，然后每３个月发送不同的巴氏染色
精子涂片，参与者评价每张涂片后将结果返回。结

果显示，经培训后，大多数参与者维持了形态学阅读

技巧，并且适应了ＷＨＯ形态学判断标准，且彼此间
的结果更趋于一致；（３）定位质控片的使用。中心
实验室可以将已染色的、涂片但未染色的或者空白

的定位质控片按时间先后发给不同的实验室，然后

技术人员将已染色的定位质控片上的定位精子的正

常和异常结果返回给中心实验室，并与中心实验室

的结果对比，可以此评价各实验室对精子形态的评

判标准是否一致；在此基础上，不同实验室可进一步

评价涂片但未染色的定位质控片上的精子，以进一

步评价各实验室染色方法对精子形态学结果的影

响；最终发放空白定位质控片和同一份精液标本至

不同实验室，评价各实验室涂片制备、染色方法及分

析标准等所有精子形态学检查的操作对结果的影

响；（４）计算机辅助精子形态学分析系统（ＣＡＳＡ）的
使用。客观的自动化方法评价精液质量明显优于传

统手工方法［２０２１］。使用带有质控功能的ＣＡＳＡ系统
进行精子形态学分析可以大大提高分析的准确性和

分析速度，而且，ＣＡＳＡ系统可以精确测定精子头的
长宽径、顶体比甚至有无空泡等［２２］。所谓带有质控

功能。即ＣＡＳＡ系统能够自动进行 ９５％可信区间
分析，并带有回放功能和视频刻录功能，当对某些结

果有疑问时，能够通过回放人工校正绝大部分错误，

并可分析这样的错误来自ＣＡＳＡ系统本身还是随机
误差等。但需注意的是，这样的 ＣＡＳＡ系统应带有
刻度标尺，而且其所配置的电脑显示屏应为标屏，因

为标尺有利于人工分析精子大小，而标屏可避免精

子形态被人为异常化。另外，质量控制应该成为男

科实验室日常工作的基本内容之一。

总之，精子形态学分析的质量控制非常重要。

而且，精子形态学评估结果可通过引入严格的ＷＨＯ
标准、强制的培训和建立外部质量控制措施来改善。

在目前还没有特定机构来组织实施外部质量控制的

情形下，实验室内部主动实施内部质量控制很有必

要。在内部质控的基础上，随着男科学者的共同努

力，精子形态学分析的室间质量评价指日可待。

４　问题与展望

要保证精子形态学分析结果的准确、可靠，除了

精子洗涤、涂片、染色等操作的标准化外，掌握统一

的精子形态判断标准，并着手进行一些质量控制措

施非常重要。然而，在现有的精子形态学分析中还

有诸多问题有待解决：（１）精子的不同染色方法对
精子形态参数的影响尚不清楚，是否不同的染色方

法应有不同的精子形态学判断标准？更重要的是，

不同厂家的染液组分和染色质量相差很大，染色剂

没有品质管理，更没有用于鉴别染色效果的标准染

色片；（２）精子形态学的判断标准不够一致，检验人
员对判断标准理解还存在偏差，而且，缺乏对统一标

准的有效培训；（３）缺乏对精子形态学分析的有效
的质量控制体系。绝大多数实验室没有建立精子形

态学分析的ＳＯＰ文件，目前国内外均缺乏有效的精
子形态学质控品，更没有一个特定的机构来组织实

施精子形态学分析的外部质量控制。总之，精子形

态学分析的标准化和质量控制工作还面临许多问

题，但随着各国男科学者的共同努力，定位质控片和

带质控功能的 ＣＡＳＡ系统的面世，以及实验室技术
人员和各级行政管理人员对精液分析质量控制认识

的加强，精液分析尤其是精子形态学分析的标准化

和质量控制研究将会取得更大的进步。
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手册》第５版与第４版精子形态评估标准的比较研究［Ｊ］．中华

男科学杂志，２０１１，１７（１１）：９８９９９２．

［１７］吴根凤，朱卫中．精子形态分类计数不同判断标准的结果差异

［Ｊ］．临床检验杂志，２０１２，３０（５）：３９５．

［１８］ＣａｒｒｅｌｌＤＴ，ＣａｒｔｍｉｌｌＤ，ＪｏｎｅｓＫＰ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ，ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ，

ｂｌｉｎｄｅｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｄｏｎｏｒｓｅｍｅｎｑｕａｌｉｔｙｐｒｏｖｉｄｅｄｂｙｓｅｖｅｎｃｏｍ

ｍｅｒｃｉａｌｓｐｅｒｍｂａｎｋｓ［Ｊ］．ＦｅｒｔｉｌＳｔｅｒｉｌ，２００２，７８（１）：１６２１．

［１９］ＥｕｓｔａｃｈｅＦ，ＡｕｇｅｒＪ．Ｉｎｔｅｒｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉ

ｃａｌａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｈｕｍａｎｓｐｅｒｍ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅａｎｄ

ｔｈｅｕｓｅｏｆｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，２００３，１８（５）：

１０１８１０２２．

［２０］ＧａｒｒｅｔｔＣ，ＬｉｕＤＹ，ＣｌａｒｋｅＧＮ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｍａｔｅｄｓｅｍｅｎａｎａｌｙｓｉｓ：

′ｚｏｎａｐｅｌｌｕｃｉｄａｐｒｅｆｅｒｒｅｄ′ｓｐｅｒｍｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙａｎｄｓｔｒａｉｇｈｔｌｉｎｅｖｅ

ｌｏｃｉｔｙａｒｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｐｒｅｇｎａｎｃｙｒａｔｅｉｎｓｕｂｆｅｒｔｉｌｅｃｏｕｐｌｅｓ［Ｊ］．Ｈｕｍ

Ｒｅｐｒｏｄ，２００３，１８（８）：１６４３１６４９．

［２１］黄茜，刘锋，邹彦，等．计算机辅助分析与人工计数分析精子

形态结果比较［Ｊ］．山东医药，２０１０，５０（１５）：７２７３．

［２２］ＨａｒｒＲ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａｂｙｐｌａｎａｒｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］．ＣｌｉｎＬａｂＳｃｉ，１９９７，１０（４）：１９０１９６．

（收稿日期：２０１２０８３１）

（本文编辑：许晓蒙，陈维忠）
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