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摘要 精子体外获能是模仿体内获能的环境条件，经过一系列的生理、生化过程使成熟卵母细胞受精。精子

获能过程中发生了一系列的过氧化过程，产生了过量的氧自由基是导致体外受精率低下的原因之一。本文主要

介绍了体外受精用精子的筛选及抗氧化方法、影响体外获能的因素等。
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经过多年的研究，精子体外获能已取得了很大

进展。体外受精的体内、外环境的显著差异，导致体

外卵子与精子的抗氧化能力显著低于体内环境。由

于抗氧化能力的不足，导致过量的氧自由基（ROS）

对细胞结构和功能产生毒害作用，从而表现出受精

率低下及异常受精现象。

1 体外受精用精子的筛选及抗氧化

方法

精子体外受精时可以见到足够数量的精子围

绕卵子，但是很多却不能受精。这些变化的机理及

对精子及卵子受精能力的影响还有待研究。影响体

外受精效果的因素有很多：受精液的成分、培养的

气相、温度、氧气浓度、渗透压、过氧化物的清除、受

精滴体积等。对体外受精不利因素包括氧化应激和

培养液成分。精子获能必须先要对精液进行筛选，

去除精清、死精等，为体外获能创造类似体内的获

能环境。

1）上浮筛选精子法。将精液加入获能液底部，

然后静置在培养箱 30～60 min。目的是活力高的精

子会上游到上层，吸出上层液后进行离心筛选，获

得高活力精子。在此操作过程中要避免室内的操作

温度过低或过高，尽量避免日光、室内灭菌过程中

紫外线消毒后及操作工作台内臭氧的排出，避免精

子在抗氧化过程产生过量的氧自由基。

2）Percoll密度梯度离心法。Percoll分离筛选精

子的原理是根据形态正常、有活力的精子密度高于

异常死精子及精清，利用平衡离心作用，将正常的

活精子离心到高密度区，而异常的死精子及精清等

杂质则停留在低密度区或界面分层处。筛选精子用

密度梯度为 90%和 45%，此法可以获得更多优质精

子。

3）离心筛选法。通过直接离心即可制备用于体

外受精的精子。牛一般采用 2次离心法，而羊精液

一般采用 1次离心筛选法加上浮筛选法。

2 精子体外获能的试剂

凡是能去除精子质膜蛋白，导致质膜稳定性下

降、通透性增加，使 Ca2+内流的刺激方法均可使精

子获能，肝素与咖啡因联合使用或两者单独使用是

目前采用的精子获能方法。无论哪种方法都要注意

在获能液中添加抗氧化剂，如褪黑素、β-巯基乙

醇、半胱氨酸等，来清除体外受精过程中产生的过

氧化物。

3 抗氧化剂种类

氧自由基（ROS）产生与消除的平衡是体外受精

的重要影响因素。精子与卵子体外受精时会受到氧

化应激，而体外精子及卵子的抗氧化能力弱，细胞

结构易受到破坏。ROS 会引起线粒体功能紊乱，
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