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摘  要 

不论是在体精液，还是射出精液，或者冷冻保存的精液，其都面临一个重要的问题——氧化应激损伤，

并且，冷冻保存的精液由于时间较长、自身抗氧化剂的消耗等问题，在实际应用中，人为地添加额外的

抗氧化剂已成为常态。为此，本文综述了人精液冷冻保存过程中氧化应激的产生和危害、常见抗氧化剂

的应用及其研究进展，为临床应用及实践提供参考。 
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Abstract 
No matter in vivo semen, ejaculated semen or cryopreserved semen, they all face an important 
problem—oxidative stress injury. Moreover, frozen semen has some problems, such as long time, 
consumption of its own antioxidants and so on, it has become normal to artificially add additional 
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antioxidants in practical application. This paper reviews the generation and harm of oxidative 
stress during human semen cryopreservation, the application and research progress of common 
antioxidants, so as to provide reference for clinical application and practice. 
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1. 前言 

随着近几年我国低生育率及不育人口的增多，辅助生殖技术得到更多人的重视，其中人精子冷冻保

存技术发挥着重要的作用。然而冷冻精液受到的氧化损伤是一个普遍存在的问题，这对育龄期不育男性

日益增长的生育需求以及精子库和科研的工作者们都将是一次巨大的挑战。为促进辅助生殖技术的研究

及临床应用，本文对人精液冷冻保存过程中氧化应激的产生和危害、常见抗氧化剂的应用及其研究综述

如下。 

2. 精液氧化物质的产生 

2.1. 概述 

对于需氧型生物而言，我们绝大部分细胞都需要氧气的参与来提供能量，氧代谢时时刻刻都在发生，

三大能源物质又源源不断的提供反应底物。在氧代谢的过程中，会产生一些具有氧化作用的物质，又称

之为活性氧(ROS)，如：羟自由基、超氧阴离子、过氧化物等[1]。正常生理情况下，细胞产生的 ROS 水

平较低，能够在清除的过程中保持动态平衡，而当 ROS 产生过多或者清除能力下降时，其将与细胞的正

常组织发生氧化应激反应，导致细胞损伤。 
同样，精子作为男性的生殖细胞，由于自身的运动需要更多的氧气参与来提供能量，不论在体还是

离体，都极容易发生氧化应激损伤。并且在冷冻保存的精液中，由于保存的时间较长、自身抗氧化剂的

消耗等问题，这种损伤较为明显。在健康男性精液冷冻前后的对照实验中发现，精液冷冻过程中温度的

逐渐降低会导致精子产生大量活性氧[2]，此外，精液低温保存过程诱导低温休克和渗透胁迫，进而提高

活性氧(ROS)的生成速率[3]。尽管低水平的 ROS 在精子运动、获能和顶体反应中起重要作用[4] [5]，但

是我们仍不能忽视其对精子细胞造成的损害，尤其对于冷冻保存的精子。 

2.2. 来源 

人类精子产生 ROS 的主要来源是精液中的白细胞和形态异常的精子[4]，此外，辅助生殖技术中精子

的制备、冻融等过程均会产生 ROS。 

2.2.1. 白细胞 
冷冻保存的精液样本被白细胞污染时，ROS 在降温过程中升高尤为明显，并且在冷冻前去除精液样

本中的白细胞或使用抗氧化剂可以改善精子的存活率和功能[6]。同样作为运动类型的细胞，白细胞依赖

它的氧化能力获能，此外在炎症爆发时，会产生大量的 ROS，一方面可以起到防御的作用，另一方面会
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引起自身组织或细胞的损害，当精液中含有较多白细胞或冷冻保存的精液受细菌污染时，其大量的 ROS
势必会对人精子造成损害。 

2.2.2. 异常精子 
目前研究发现精子产生 ROS 的途径主要有两种：精子质膜上的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)

氧化酶系统与精子发生氧化还原反应的线粒体膜系统[4]。正常情况下，精子处于氧化与抗氧化的平衡状

态，当活性氧和抗氧化剂之间失衡时，使精子发生氧化应激损伤。研究表明，精子活性氧的产生与正常

形态精子比例呈显著负相关，与精子头部无定形、顶体受损、中段缺陷、细胞质滞留、尾部缺陷和精子

畸形指数评分呈正相关[7]。目前认为形态异常的精子产生过多的 ROS 可能与异常的细胞质有关。在冷冻

的精子中，冷冻–解冻引起精子质膜 NADPH 氧化酶的改变和线粒体电子传递链的改变，从而促进活性

氧的产生[8]。 

2.2.3. 冷冻精子 
如上所述，对于离体行冷冻保存的精子，冷冻与解冻本身会促进 ROS 的产生。冷冻保存对精子功能

的不利影响是由于 ROS 的产生增加[9]。尽管人类精子冷冻损伤的可能机制被认为是多因素的，但在冷冻

和解冻过程中过量的 ROS 产生已经被证明是一个重要的促成因素[10]。Saleem [11]等人研究发现，人类

精液的冷冻保存会显著降低精子的总抗氧化能力水平。此外，精浆中抗氧化剂储存库的减少，精子的抗

氧化防御机制能力减弱，氧化物与抗氧化剂之间的失衡同样也有利于活性氧产生，从而使精子发生氧化

应激损伤。 

3. 精子氧化的危害 

3.1. 精子过氧化反应 

精子的过氧化反应可按照反应底物的不同分为脂质过氧化和蛋白质过氧化。人精子特别容易受到脂

质过氧化的影响，这是由精子细胞的结构特性所决定的，人精子质膜含有丰富的多不饱和脂肪酸，在氧

化应激时这种脂肪酸会发生 β氧化，其中间产物脂质过氧化物会继续引发这种反应，并且当 ROS 产生过

多时，又会与精子质膜上的多不饱和脂肪酸发生过氧化反应[12]，这种连锁的链式反应导致精子膜系统受

损，进而使得精子细胞膜的通透性增加和流动性降低，最终导致精子细胞的功能障碍和结构受损。此外，

精子细胞中只含少量抗氧化剂[13]，如：超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)，谷胱甘肽等，并且

冷冻后抗氧化剂的活性会减弱或丧失[14]。另外精子与人体其它细胞不同的是，其具有有限的修复机制

[15]。以上各种因素使得冷冻保存过程中的精子容易发生脂质过氧化反应。由于该反应最后转化为丙二醛，

其浓度可以反映精子发生脂质过氧化损伤的程度[16]。 

3.2. 精子 DNA 损伤 

精子 DNA 完整性对于成功将正确的遗传物质传递给下一代至关重要。不孕男性与正常的男性相比，

其精液对冻融诱导的 DNA 损伤更为敏感，他们的精液在冷冻保存后 DNA 片段显著增加[17]。冷冻保存

会诱导染色质不稳定，DNA 链断裂和精子中的细胞凋亡[18]。在冷冻和解冻精液样品过程中发现精子

DNA 损伤的原因主要与氧化应激有关[19]。活性氧通过修饰所有碱基，产生无碱基位点、染色质 DNA
交联、DNA 链断裂、DNA 碱基氧化、染色体缺失、移码、双着丝粒以及染色体重排等，导致 DNA 损伤

显著增加[20]。Ribas 等人提出了单链 DNA 碎片(SSSDF)可能与氧化应激 DNA 损伤有关，并且将广泛地

分布在整个基因组中，而双链 DNA 碎片(DSSDF)与某种具有非广泛方式作用的酶活性相关[21]。最近的

研究发现，冷冻后单链 DNA 断裂的精子百分率增加了 10%，而 DSSDF 并没有统计学意义上的增加，并
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且 SSSDF 与生育力降低有关，而 DSSDF 与流产风险增加相关，这表明，冷冻保存可能会影响精子细胞

的妊娠能力，而不会增加相关的流产风险[22]。 

3.3. 精子线粒体损伤 

精子运动的原动力来自线粒体产生的能量，其精子的运动能力与线粒体的功能直接相关。在精子冻

融过程中会产生过量的 ROS 已被证实，ROS 诱导线粒体膜脂质过氧化，从而改变 ATP 酶的活性，损害

线粒体的呼吸链功能，减少三羧酸循环产生的能量，最终损害精子的活力[23]。除此之外，与核 DNA 相

比，由于线粒体内的 DNA 缺乏蛋白质的保护，其更容易与 ROS 发生反应，若线粒体 DNA 无法继续编

码蛋白质合成，能量的生成将会受阻，导致精子的运动功能发生障碍。同时，由于精子运动所需的能量

主要由线粒体中发生的三羧酸循环提供，当线粒体的功能受到损害时，因无法继续进行电子链的传递，

内部会产生过量的活性氧，从而损伤线粒体、质膜等，最终损害精子的活力和受精能力。 

3.4. 精子动力与活力下降 

精子的动力与活力是衡量精子受精能力的常用指标。研究表明，冷冻保存可降低精子运动力和精子

活力[24]，与新鲜精液相比，冷冻解冻后的精子的运动性和存活率下降，其最可能的原因是线粒体活性的

丧失[17] [25]，尽管冷冻精子运动性下降不完全是氧化损伤引起，但是由它造成的损伤仍不可忽视。研究

发现，精子冷冻过程中氧化产生的高活性化合物会诱导 DNA片段化，并最终降低精子的活力和存活率[26]。
并且 Georges [27]等人发现，DNA 碎片率与精子的前向运动以及正常形态呈显著负相关，与非前向运动

以及空泡化的精子呈显著正相关。 

4. 常用抗氧化剂 

抗氧化剂根据其性质可分为两类：酶类和非酶类。精液中含有酶类抗氧化剂，如超氧化物歧化酶(SOD)、
谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)、谷胱甘肽还原酶(GRD)和过氧化氢酶(CTA) [6]等；以及非酶类抗氧化剂，如

维生素 E (生育酚) [28]、维生素 C (抗坏血酸) [29]、褪黑素[5] [30]、谷胱甘肽[31]、辅酶 Q (泛醌) [32] [33]、
L-肉碱[34] [35] [36]等。此外，在精液冷冻解冻过程中常用的天然抗氧化剂，如：白藜芦醇[37] [38]、姜

黄素[39]、绿原酸[40]、锌[41]等。在精液冷冻保存过程中使用较多的是非酶类抗氧化剂。 

4.1. 酶类抗氧化剂 

精液中的抗氧化酶起着重要的抗氧化作用，在精子细胞中，各种抗氧化酶不仅单独发挥着抗氧化作

用，而且还具有相互的协同效应。一项研究发现，联合补充 SOD 和 CTA 对防止活性氧引起的精子膜脂

质过氧化有很大帮助，从而使冷冻解冻后的精子参数有较好的恢复，但是单独补充并没有精子参数的明

显恢复[6]，这可能与多种酶之间的协同抗氧化效应有关。 

4.2. 非酶类抗氧化剂 

1) 维生素 E (生育酚)是一种脂溶性维生素，这决定了它主要在膜系统内起作用，其主要通过断裂自

由基链来发挥它的抗氧化作用，通过清除过氧化物和自由基来抑制膜脂质过氧化[4]。然而在一项研究中

却发现维生素 E 添加到冷冻保存介质中仅仅改善了人精子解冻后的动力，精子活力和 DNA 碎片并没有

明显改变[28]。  
2) 维生素 C (抗坏血酸)具有水溶性，作为生育男性精浆中最主要的抗氧化剂，其主要通过抵消 H2O2

和 O2 的不利影响而起到清除 ROS 的作用[42]。Esmat [29]等人发现维生素 C 可以减轻冷冻对精子参数、

染色质质量和凋亡率的不利影响。但是，在一项精子体外研究中发现，较高浓度的维生素 C (>20 μM)对
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精子的质量，特别是对精子活力有负面影响[43]。 
3) 褪黑素是一种由人松果体分泌的吲哚胺类激素，其具有重要的生理功能。研究表明在冷冻保存的

人精液中添加褪黑素，会促进Bcl-2和Nrf-2及其下游基因的表达，从而增强精子对冷冻损伤的抵抗力[30]。
同时，进一步研究发现褪黑素可以上调热休克蛋白家族基因的表达[44]，其中热休克蛋白 90 (HSP90)已被

证明可以修复冻融造成的染色体损伤，并保持 DNA 的完整性[45]。不仅如此，褪黑素还可以提高精子活

力和存活率，保护精子膜完整性，增强精子抗氧化酶活性，有效抑制 ROS 的产生，降低细胞内活性氧，

减少冷冻精子的脂质过氧化损伤[5]。将褪黑素与咖啡因联合应用于冷冻前和解冻后的精液，可以有效改

善精液质量，这种作用对于低质量的精液效果更好[46]。 
4) L-肉碱在线粒体内含量丰富，是脂肪酸进入线粒体内膜的活化剂，能够促进脂肪酸的 β氧化。研

究表明，L-肉碱可以通过调节碳水化合物代谢来保护细胞膜免受 ROS 损伤，并维持膜结构的稳定性[34]。
同时也有报道称添加 L-肉碱可以提高人类精子的活力和存活率，但对冷冻后的精子 DNA 氧化并没有影

响[35]。在一项类似的研究中发现，L-肉碱在减少精子 DNA 氧化损伤方面没有显著效果[36]。然而值得

注意的是，较高浓度的 L-肉碱(50 mg/ml)对精子质量尤其是精子活力有负面影响[47]，因此在实际应用中

需关注抗氧化剂的毒性效应。 
5) 辅酶 Q (泛醌)是一种脂溶性醌类化合物，广泛存在于各种膜结构中，在线粒体内的辅酶 Q 起着调

节呼吸链中电子传递的重要功能。辅酶 Q 可直接消除 ROS，并且对脂过氧化有显著的抑制作用。作为一

种人体内有效的抗氧化剂，可以显著改善不育患者的精液参数(精子密度和活力显著改善，p = 0.01) [48]。
此外，辅酶 Q 能提高冻融精子的动力学参数，尤其对于冷冻的少弱精子更为明显[32]。在一项研究中发

现，将辅酶 Q 与 L-肉碱单独或联合添加到精子培养基中，均可以显著减少冷冻后精子 ROS 的产生，且

单独添加 L-肉碱对精子活力改善最有效[33]。然而值得说明的是，在这项研究中，联合应用辅酶 Q 与 L-
肉碱对冷冻前精子 ROS 的减少并不显著，这可能与冷冻前精液本身抗氧化剂储备有关。 

6) 谷胱甘肽是机体重要的水溶性抗氧化剂与自由基清除剂，是由三种氨基酸组成的三肽化合物，它

可以将过氧化氢转化为水，并在谷胱甘肽还原酶作用下保持还原状态。在精子细胞中与 GPX、GRD 共同

组成一套抗氧化体系。研究发现，在人精液冻融过程中加入 5MM 的谷胱甘肽能减少过氧化氢和超氧阴

离子的含量、降低精子脂质过氧化损伤、减少 DNA 断裂[31]。 
7) 白藜芦醇是一种从植物中提取的天然抗氧化剂，能够防止人精液冷冻保存诱导的氧化损伤，且这

种作用不依赖于剂量，但是它不能恢复精子的运动[49]。研究发现，白藜芦醇的抗氧化效应主要是因为它

对活性氧(尤其是过氧化氢)的清除[37]。Shabani [38]等人发现白藜芦醇对精子的防护效应很可能是通过刺

激 AMP 活化蛋白激酶而引起的，但其具体的机制有待进一步研究。其它天然抗氧化剂也有类似的作用。

在冷冻培养基中添加姜黄素对人类精子参数和精子 DNA 具有保护作用，可对抗冻融过程中引起的氧化损

伤[39]。绿原酸是一种具有潜力的天然抗氧化物，最近研究发现，绿原酸对精子活力和 DNA 完整性没有

不利影响，并且可以防护过氧化氢导致的氧化应激损伤[40]。 

5. 讨论与小结 

在人精液冷冻保存与解冻过程中，精子损伤是复杂且多因素的，氧化应激损伤仅仅只是众多损伤因

素中的一种，但是我们仍然不能忽视这种不可逆损伤对精子产生的不利影响。在冷冻精液中添加适量的

抗氧化剂可以减少精子受到 ROS 的损伤，然而并不能达到完全的预防。对于离体的精液，受到氧化应激

的胁迫应该是从离体那一刻就已经开始，在随后的空气暴露、精液制备、离心等过程会进一步加重因 ROS
引起的损伤，因此冷冻精液抗氧化应激不应该只停留在冷冻与解冻这两阶段。 

冷冻解冻本身会降低抗氧化剂的活性，如超氧化物歧化酶[14]或谷胱甘肽[50]与精液冷冻保存后活性
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明显降低，在实际应用中抗氧化剂的添加应该考虑其本身的耗损以及精液的总抗氧化能力水平。抗氧化

剂的含量并不是越高越好，它是一把双刃剑，较高浓度的抗氧化剂对精子有不利影响[43] [47]。最近研究

发现，冷冻前具有高抗氧化剂的精液样本，解冻后精子活力恢复率较低[51]。此外，不同的冷冻方式也影

响精液的氧化水平，传统的慢速冷冻暴露时间较长，由氧化应激带来的累积效应不可忽视，有研究显示，

在没有冷冻保护剂的液氮中进行快速冷冻，其精子 DNA 损伤最接近使用新鲜人类精液样本获得的结果

[52]。因此在冷冻技术的发展中，除了探索更好的冷冻方案外，未来的研究还应关注在冻融过程中控制过

量的 ROS 生成和增强抗氧化能力保护。 
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