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精子线粒体膜电位与供精妊娠结局的相关性研究

黄 静，万 凌，杨继高，孙大光，张 益，张天枫，王 红，盛维琼

（重庆市人口和计划生育科学技术研究院人类精子库，重庆 400020）

【摘 要】目的：比较用于供精人工受精（artificial insemination with donor semen，AID）技术的人类精子库冷冻精液标本高生育力

组、中生育力组与低生育力组精液常规参数、精子形态、精子线粒体膜电位水平，精子DNA碎片率。探讨上述指标与供精妊娠

结局的相关性，从而筛选出评估人类精子库捐精志愿者生育力的有效指标。方法：收集外供生殖中心用于AID同批次冷冻精

液标本共 140例，分别是“低生育力组”44例、“中生育力组”48例以及“高生育力组”48例。使用流式细胞仪检测精子线粒体膜

电位水平（mitochondrial membrane potential，MMP）以及精子 DNA 碎片率（DNA fragmentation，DFI）。比较各组间精液常规参

数、正常精子形态率、精子MMP以及精子DFI。结果：年龄（P=0.476），禁欲天数（P=0.320）、体质指数（P=0.475）、精子浓度（P=
0.751）、前向运动精子百分率（P=0.230）、正常精子形态率（P=0.444）在各组间差异无统计学意义，精子 MMP（P=0.000）、精子

DFI（P=0.004）在各组间存在显著性差异。AID 临床妊娠率与精子 DFI呈负相关（r=-0.308，P=0.000）。结论：精子 MMP、精子

DFI是精子功能评价的重要指标。精子MMP是否能成为完全独立的精子质量指标尚有待进一步的研究。精子MMP联合精子

DFI能否预测AID妊娠结局，还需进一步研究。
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Relationship between sperm mitochondrial membrane potential and 
the outcome of artificial insemination with donor semen

Huang　Jing，Wan　Ling，Yang　Jigao，Sun　Daguang，Zhang　Yi，Zhang　Tianfeng，Wang　Hong，Sheng　Weiqiong
（1.Human Sperm Bank，Chongqing Population and Family Planning Science and Technology Research Institute）

【Abstract】Objective：To compare the routine semen parameters，sperm morphology，sperm mitochondrial membrane potential（MMP），

and sperm DNA fragmentation index（DFI） of frozen semen specimens in the high-fertility，medium-fertility，and low-fertility groups 
from a human sperm bank used for artificial insemination with donor semen（AID），and to investigate the association of the above indi⁃
cators with AID outcome to select useful indicators for assessing the fertility of sperm donors. Methods：We collected 140 frozen semen 
specimens of the same batch used for AID from a reproductive center，including 44 specimens in the low-fertility group，48 specimens 
in the medium-fertility group，and 48 specimens in the high-fertility group. Sperm MMP and DFI were measured by flow cytometry. 
Routine semen parameters，the percentage of morphologically normal sperm，sperm MMP，and sperm DFI were compared between the 
groups. Results：There were no significant differences in routine semen parameters and the percentage of morphologically normal sperm 
between the groups（P>0.05）. Sperm MMP and DFI were significantly different between the groups（P<0.01）. The clinical pregnancy 
rate of AID showed a significant negative correlation with sperm DFI（r=-0.313，P<0.01）. Conclusion：Sperm MMP and sperm DFI are 
important indicators for sperm function evaluation. Further studies are needed to determine whether sperm MMP can be a completely 
independent indicator of sperm quality and whether sperm MMP combined with DFI can predict pregnancy outcome in AID.
【Key words】artificial insemination with donor semen；sperm；mitochondrial membrane potential；sperm DNA fragmentation rate

实施供精人工授精（artificial insemination with 
donor semen，AID）是不育夫妇实现生育愿望的有效

途径之一[1]。因此，如何筛选健康、优良的冷冻精液

标本成为提高AID成功率的关键。

现有评估外供精液标本质量的评判标准仍依
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赖于传统的精子浓度及活力等常规分析指标[2-3]。

在长期供精实践中发现，部分冷冻精液标本虽然符

合甚至高于原卫生部 176号文件中关于人类精子库

冷冻精液标本的外供标准（浓度>12×106/mL，前向

运动精子百分率>40%），但AID临床妊娠率仍不高，

并且不同的捐精志愿者冷冻精液标本受孕能力也

各不相同。部分捐精志愿者冷冻精液标本的周期

妊娠率很高，超过 50%，最高可达 100%（即 5个AID
周期有 5例妇女受孕）；而有些捐精志愿者冷冻精液

标本的周期妊娠率却很低，更有甚者使用 10个AID
周期后，出现未使 1例妇女受孕的情况。这一现象

说明临床上普遍采用的精液常规分析指标实则并

不能准确地反映精子的内部结构和功能，无法全方位

呈现精子状态，故而无法全面评估男性生育能力[4]。

有研究证实精子线粒体作为精子活动能量的

来源场所，与精子发生、发展、凋亡、受精过程密

切相关[5]。目前研究证实精子受精过程所需的能量

主要来自精子线粒体合成的腺苷三磷酸（adenosine 
triphosphate，ATP），且精子线粒体脱氧核糖核酸

（deoxyribonucleic acid，DNA）与精子发生、发展密切

相关[6-7]，精子线粒体的功能对精子质量及男性生育

力存在至关重要的影响。而精子线粒体膜电位是

评价线粒体功能的重要指标之一[8-9]。

国内关于精子 MMP 与辅助生殖技术（assisted 
reproductive technology，ART）妊娠结局的相关研究

较少[10-11]，尤其是针对人类精子库捐精志愿者冷冻

精液标本开展精子 MMP方面的研究尚属空缺。本

研究通过回顾性分析，比较了不同生育力组别之间

精液常规参数、精子 MMP 以及精子 DNA 碎片率的

差异性，进一步分析了精子MMP与AID临床妊娠率

的相关性，探讨了精子MMP对于AID妊娠结局的预

测价值。

1　资料与方法

1.1　一般资料

收集符合条件的精液样本 140例，分别是“低生育力组”

44例、“中生育力组”48例和“高生育力组”48例。回顾性分

析了重庆市人类精子库 2015年 4月至 2023年 12月期间AID
妊娠结局。统计AID外供周期以及妊娠结局数据分布情况，

据此制订高生育力组、中生育力组及低生育力组的入组标

准。排除女方影响因素及各种混杂因素后，将周期妊娠率≤
10%精液判定为“低生育力组”（外供周期≥10，使 0~1例妇女

受孕），将精液周期妊娠率≥50%判定为“高生育力组”（外供

周期≤10，至少使 5例及其以上妇女受孕），将 10%<周期妊娠

率<50%判定为“中生育力组”。

女方入组条件：年龄≤35岁，以男性不育或男方和/或家

族有不宜生育的严重遗传性疾病实施AID。

女方排除条件：内分泌因素、子宫内膜因素、宫腔因素等

导致的女方不孕。

所有提供本研究精液样本的捐精志愿者均签署了知情

同意书，并经重庆市人口和计划生育科学技术研究院生殖医

学伦理委员会批准同意后实施[（2021）伦审第（011）号]。
所有研究对象均需禁欲2~7 d后，通过手淫法获取精液。

1.2　方法

1.2.1　精液标本冷冻　使用人工冷冻法进行精液冷冻，在广

口保温瓶中装入液氮备用，将分装好的冻存管依次放在冷冻

盘上，冷冻盘固定于距液氮液面上方 1 cm处（不能与液面接

触），盖上保温盖，开始计时。30 min 后将冻存管放入液氮

中，至少5 min后方能复苏。

1.2.2　冷冻精液标本复苏　将冻存于液氮的精液冷冻管取

出室温平衡1 min后，放置于37 ℃水浴箱5 min进行解冻。

1.2.3　精子冷冻前后相关参数、指标检测　参照《世界卫生

组织人类精液检查与处理实验手册》第五版的标准、方法，对

精子浓度、活力、形态进行检测。精子形态采用改良巴氏染

色法（巴氏染色液，成都朴华科技）对样本进行涂片、染色。

符合原卫生部 176 号文件外供标准要求者，方可外供实施

AID。

1.2.4　精子 MMP、精子 DFI 检测　精子线粒体膜电位染色

试剂盒（JC-1染色法）、精子 DNA碎片染色试剂盒均购自青

岛复诺医疗科技有限公司，严格按照试剂说明书进行操作。

荧光信号采用流式细胞仪（厦泰DxPAthenaTM）进行检测。使

用 Flowjo10.9.0 流式细胞分析软件对精子 MMP、DFI 检测数

据进行分析。

1.2.5　统计学分析　采用 SPSS 22.0 统计软件进行数据分

析，计量资料以均数±标准差（x±s）表示。2 组间均数比较

采用 t检验，方差齐者多组间均数的比较采用单因素方差分

析，方差不齐采用秩和检验。相关性分析采用 Spearman 分

析。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　不同生育力组间精液参数、精子MMP、精子DFI比较

捐精志愿者年龄（F=0.746，P=0.476）、禁欲天数（F=
1.150，P=0.320）、体质量指数（F=0.749，P=0.475）在各组之间

差异无统计学意义，精子浓度（F=0.288，P=0.751）、前向运动

精子百分率 （F=1.486，P=0.230）、正常形态精子百分率（F=
0.818，P=0.440）在各组之间均无统计学差异，精子 MMP（F=
24.642，P=0.000）、DFI（F=5.885，P=0.004）在各组间存在显
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著性差异。其中，精子 MMP水平在低生育力组显著低于中

生育力组（P=0.000），但与高生育力组相比差异无统计学意

义（P=0.335），精子MMP水平在中生育力组却显著高于高生

育力组（P=0.000）。精子DFI在低生育力组检测值显著高于

中育力组（P=0.006）、高生育力组（P=0.002），见表1。
2.2　未妊娠组与妊娠组之间精液参数、精子 MMP、精子 DFI
比较

将研究对象按照是否使受者妊娠进行分组，捐精志愿者

年龄（t=0.788，P=0.432）、禁欲天数（t=-1.215，P=0.227），BMI
（t=0.960，P=0.339）、精子浓度（t=0.034，P=0.973）、前向运动

精子百分率（t=1.544，P=0.125）、正常形态精子百分率（t=
-0.639，P=0.524）在两组之间均无统计学差异，精子MMP（t=
-3.913，P=0.000）、DFI（t=3.655，P=0.000）在各组间存在显著

性差异，且精子 MMP 水平在未妊娠组显著低于妊娠组（t=

-3.913，P=0.000），精子 DFI 在未妊娠组显著高于妊娠组（t=
3.655，P=0.000），见表2。
2.3　AID 临床妊娠率与精子 MMP、精子 DFI、精液参数相关

性分析

AID 临床妊娠率与精子浓度（rs=0.030，P=0.732）、前向

运动精子百分率（rs=-0.122，P=0.150）、正常精子形态率（rs=
-0.080，P=0.346）、精子 MMP（rs=-0.033，P=0.696）均无相关

性，但与精子DFI呈负相关（rs=-0.308，P=0.000），见表 3。

3　讨 论

精子 MMP是指在正常精子线粒体中发生的三

羧酸循环产生的能量传递给电子，电子经呼吸链的

传递产生 ATP，与此同时将质子从线粒体内膜的基

表 1　不同生育力组间精液参数、精子 DFI、精子 MMP 比较

参数

年龄（岁）

禁欲天数（d）

体质指数（kg/m2）

精子浓度（×106mL）

前向运动精子百分率

正常精子形态率

精子DNA碎片率

精子线粒体膜电位

低生育力组（n=44）

28.80±6.37

4.30±0.51

22.82±2.82

59.16±12.23

0.47±0.06

0.29±0.08

0.21±0.07a

0.19±0.15d

中生育力组（n=48）

28.60±6.16

4.46±0.54

22.0±3.91

60.88±12.72

0.46±0.04

0.30±0.07

0.16±0.07b

0.40±0.14c

高生育力组（n=48）

27.44±4.91

4.42±0.54

22.51±2.76

59.40±10.65

0.45±0.06

0.28±0.08

0.15±0.09b

0.22±0.17d

F值

0.746

1.150

0.749

0.288

1.486

0.818

5.885

24.642

P值

0.476

0.320

0.475

0.751

0.230

0.444

0.004

0.000

注：与中生育力组，与高生育力组比较，a，P<0.01；与低生育力组比较，b，P<0.01；与低生育力组，与高生育力组比较，c，P<0.01；与中生育力组比

较，d，P<0.01

表 2　未妊娠组与妊娠组间精液参数、精子 DFI、精子 MMP 比较

参数

年龄（岁）

禁欲天数（d）

体质指数（kg/m2）

精子浓度（×106mL）

前向运动精子百分率（%）

正常精子形态率（%）

精子DNA碎片率（%）

精子线粒体膜电位

未妊娠组（n=42）

28.86±6.48

4.31±0.52

22.83±2.89

59.88±12.01

0.47±0.59

0.28±0.08

0.21±0.07a

0.18±0.14b

妊娠组（n=98）

28.01±5.54

4.43±0.54

22.26±3.34

59.81±11.81

0.46±0.05

0.29±0.08

0.16±0.08a

0.31±0.18b

t值

0.788

-1.215

0.960

0.034

1.544

-0.639

3.655

-3.913

P值

0.432

0.227

0.339

0.973

0.125

0.524

0.000

0.000

注：2组间比较，a，P＜0.01；两组间比较，b，P＜0.01

表 3　AID 临床妊娠率与精子 MMP、精子 DFI、精液参数的相关性分析

相关系数

精子浓度（×106mL）
前向运动精子百分率

正常精子形态率

精子DNA碎片率

精子线粒体膜电位

rs值

0.029
-0.122
-0.080
-0.308a

0.033

P值

0.732
0.150
0.346
0.000
0.696

注：与临床妊娠率的相关性分析，a，P<0.01
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质侧泵至内膜外，形成的跨膜电位差[12]。精子MMP
是评价精子线粒体功能的关键指标，进而反映精子

功能[13]。在人类精子细胞中MMP的检测，具有广泛

的应用价值，很有潜力成为评价精子受精能力的常

规分析和诊断指标。

本研究发现，AID外供后反馈的随访数据中，显

示不同生育力组别之间，衡量精液质量的传统参数

指标（精子浓度、前向运动精子百分率、正常形态精

子百分率）均无统计学差异，但精子MMP、DFI两项

检测指标均存在显著性差异，精子MMP水平在低生

育力组显著低于中生育力组，但与高生育力组相比

差异无统计学意义，精子MMP水平在中生育力组却

显著高于高生育力组。提示精子 MMP、DFI水平与

成年育龄男性精液质量密切相关，从而影响AID临

床妊娠率。精子DFI值随着AID临床妊娠率的升高

而呈现下降趋势。精子MMP结果较复杂，在各组别

之间未发现明显升高或下降趋势，推测精子MMP一

定范围内的异常通常容易被卵子所修复，卵子不同

的修复能力导致了不同的临床妊娠率。但不可否

认，精子MMP 在低生育力组水平仍低于中、高生育

力组。这与白双勇等[13]研究发现正常不育组精子

MMP 低于正常已生育组的结果一致。精子MMP下

降可能与活性氧（reactive oxygen species，ROS）含量

过多存在密切关联，精液内ROS含量过多易损伤非

致密性的 mtDNA，通过线粒体途径引起细胞凋亡，

亦可破坏线粒体膜结构、破坏线粒体呼吸功能，降

低精子 MMP 水平。Wang X 等[14]研究指出精子内

ROS 含量是导致精子细胞凋亡率的升高的主要原

因。一旦精子细胞凋亡率升高，精子DNA完整性遭

到破坏，精子 DNA 碎片率也相应升高，进而影响男

性生育能力[9]。故本研究中精子 DFI在低生育力组

检测值明显高于中、高生育力组。可见，ROS 含量

过多是导致精子MMP下降、DFI升高的重要因素之

一，但具体发生机制有待进一步研究。

本研究进一步发现，将 140例研究对象按照是

否妊娠进行分组后，结果显示在精子浓度、前向运

动精子百分率、正常精子形态率无统计学差异的情

况下，精子MMP、精子DFI在 2组间却存在统计学差

异，且精子 MMP 在未妊娠组检测值显著低于妊娠

组，精子 DFI 在未妊娠组检测值显著高于妊娠组。

精子 MMP 越高，精子 DFI 越低，AID 临床妊娠率越

高；反之，精子 MMP 越低，精子 DFI 越高，AID 临床

妊娠率越低。本结果与 Marchetti C 等[15]发现精子

MMP 越高，精子 DNA 碎片化越低，IVF 受精率越高

一致。由此可见，在精液常规参数均符合外供标准

的情况下，通过精子 MMP 和精子 DFI 2 两项指标，

反映出精子受精能力方面的差别，最终导致AID临

床妊娠率的高低。

本研究还发现研究对象实施 AID 后的临床妊

娠率与精子浓度、前向运动精子百分率、正常精子

形态率、精子 MMP 均无相关性，但与精子 DFI 呈显

著负相关。这个结果与 Kasai T、Meseguer M 等[16-17]

发现精子 MMP 与精子受精率呈正相关不相符。

DFI呈负相关与国内大多数学者的观点一致[18]。究

其原因，一方面本研究纳入对象是精液常规参数指

标正常的捐精志愿者，有别于临床不育人群。另一

方面，女性卵子细胞质远多于精子，在受精过程中，

精子 MMP 异常可能会被卵子所修复，而且精子

DNA损伤比线粒体功能受损更为严重，故检测后数

据的统计学分析显示 AID 临床妊娠率与精子 MMP
无相关性，但与精子DNA却表现为负相关。精子线

粒体具有不同于其他体细胞线粒体的独特特征，影

响着精子的活力、获能、顶体反应和最终受精能力。

MMP是反映精子线粒体功能的关键指标。MMP水

平的变化、mtDNA突变或缺失均可引起精子能量合

成障碍，导致男性不育。国外学者建议将精子MMP
作为评估男性不育的常规指标[19]。MMP 是否能成

为完全独立的精子质量指标尚有待进一步的研究。

但有学者认为，精子MMP可作为DFI值正常或临界

患者的辅助检测指标，尤为重要的是，精子 MMP和

精子DNA碎片指数联合，预测女性配偶自然受孕的

能力优于精液常规参数，是临床评估特发性男性不

育的重要指标[20]。

AID 是辅助生殖技术常用助孕方式之一，目前

的临床妊娠率也仅 20% 左右。通过传统的精液常

规参数分析来评价捐精志愿者的精液质量是远远

不够的，无法对供精妊娠结局进行精准的把握和预

测，精子内在的功能缺陷也会对男性生育力产生不

良影响。精子 MMP直接反映了精子线粒体功能的

完整性和能量状态，精子 DFI则反映了精子细胞内

遗传物质的完整性。本研究通过精子 MMP、精子

DFI 与 AID 临床妊娠率相关性的探究，进一步证实

了精子DFI与供精妊娠结局的相关性，但精子MMP
与供精妊娠结局的相关性尚不明确。男性精液发
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生发展过程较多环节目前仍不清楚，精子线粒体的

生成过程和精子MMP对男性精子成熟、获能以及受

精过程中扮演的角色尚需要进一步探讨，精子MMP
与妊娠结局的相关性尚存在争议，且其在正常妊娠

过程中的机制及意义尚不明确。故精子 MMP与辅

助生殖技术应用结局的关系有待进一步研究。
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