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<<WHO人类精液检查与处理实验室手册》第5版 

与第 4版精子形态评估标准的比较研究 

张欣宗 ，姚康寿 ，熊承良 
(1．华中科技大学同济医学院计划生育所，湖北 武汉 430030； 

2．浙江省计划生育科学技术研究所 ，浙江 杭州 3 10012) 

【摘要】 目的：比较《WHO人类精液检查与处理实验室手册》第5版与第4版(以下称《WHO5)~、《WHO4}) 

精子形态评估标准的差异，了解《wH05》对精子形态评估标准的变化。 方法：由浙江省人类精子库9名工作人 

员分别用《wH05》与《wH04》精子形态评估标准，对96张精子形态照片共计 1 000个精子进行形态评估。 结 

果：用《WHO5~标准评估的形态正常精子百分率[(26．50±5．06)％]高于用《WHO4))标准的评估[(11．39± 

3．17)％]，差异有显著性(P<0．05)；用《WH05》标准评估的头部异常率[(64．26±7．66)％]及尾部异常率 

[(10．92±2．03)％]较《wHo4》[(76．11±8．13)％、(39．89±3．85)％]更低，差异有显著性(P<0．05)，颈和中段 

异常率及过量残留胞质差异无显著陛[分别为(16．46±3．08)％ 雠(15．22±3．51)％、(4．24-±1．66)％ (3．87±1．68)％， 

P>0．05]。 结论：《wHO5》精子形态总体评估标准不~ WHO4>>的评估标准严格，形态正常精子百分率更高。 
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fourth editions of WHO Laboratory Manual 
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【Abstract】 Objective：To compare the criteria of sperm morphology evaluation in the fifth edition of WHO Laboratory Manual 

for the Examination and Processing of Human Semen and those in the fourth edition，and to know the changes in the criteria of sperm 

morphology evaluation in the new edition． Methods：Nine technicians from Zhejiang Human Sperm Bank evaluated the morphology of 

1 000 spermatozoa in 96 sperm  morphological pictures according to the criteria in the fourth and fifth editions of WHO Laboratory 

Manual，respectively． Results：The percentage of morphologically normal sperm by the criteria of the fifth edition was(26．50± 

5．06)％，significantly higher than(11．39±3．17)％ by the fourth edition(P<0．05)，while the rates of sperm head and tail defects 

based on the former were(64．26±7．66)％ and(10．92±2．03)％，significantly lower than(76．11±8．18)％ and(39．89 4- 

3．85)％ according to the latter(P<0．05)．There were no significant differences in the rates of sperm midpiece defects and excessive 

residual cytoplasm by the fifth and fourth editions([16．46±3．08]％ vs[15．22±3．51]％ and[4．24±1．66]％ [3．87± 

1．68]％，P>0．05)． Conclusion：The criteria of sperm morphology evaluation in the fifth edition of WHO Laboratory Manual are 
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精子形态分析在男性不育症的诊断和治疗中发 

挥重要的作用。尽管精子形态分析本身存在不足， 

如：染色方法不同，分析标准各异，以及技术人员的 

主观性，但是精子形态与精子功能的密切关系，以及 

精子形态分析在辅助生殖中的预测价值，均显示出 

精子形态分析在评价精子体内或体外受精(in vitro 

fertilization，IVF)潜能中的重要地位 。《WHO人 

类精液检查与处理实验室手册》从第 1版至第 5版 

(以下称《WHO1》～《wH05》)形态正常精子百分率 

的参考值范围发生很大的变化，呈现逐渐下降的趋 

势，其中《WHO1》为(80．5-4-19．4)％；《WHO2)>为 

50％；《wH03》为30％；《who4>>没有参考值，但认 

为形态正常精子百分率超过 15％，不影响 IVF受精 

率；《WHO5》为 4％_2 。国 内外 诸多学 者对 

《WHO5>>形态正常精子百分率大于4％的参考值范 

围存在很大的争议，这么低的参考值范围对l 床来 

说是否还有意义 7有人认为 WHO手册参考值下 

降的原因是否由于《wHO5》中精子形态的评估标准 

较以前版本更为严格?为了解《WHOS}与<<WH04} 

精子形态评估标准的差异，我们分别用两种版本的 

评估标准对 1 000个精子进行了评估。现将结果报 

告如下 

1．2 方 法 

1．2．1 精子图片的制备 待精液液化后，将精液滴 

于洁净载玻片上，推片，自然干燥后固定，用改良巴 

氏法染色，树胶封固。然后挑选染色比较清晰的精 

子形态片，用显微数码拍照，制成图片，对图片中的 

精子进行逐一标号(1～1 000)。 

1．2．2 研究步骤 ①9名人员用《WHO4))的评估 

标准 J，对上述 1 000个精子进行评估，评估项 目包 

括形态正常精子百分率、头部异常率、颈和中段异常 

率、尾部异常率、过量残留胞质。②9名工作人员同 

时学习《wHO5》中的精子形态学评估标准及精子图 

谱 ，统一评估标准，图片中的精子形态评估时，对 

部分有疑问的精子(如精子头的大小、长宽比、中段 

的宽度等)用专业软件中的测量微尺进行测量，并 

进行分析人员精子形态评估结果之间的室内质量控 

制，经过单因素方差分析，确定工作人员之间的分析 

结果无显著差异。③9名人员用《WHO5》的评估标 

准。。 ，对上述1 000个精子再次进行评估，评估项目 

同上述(<WH04}。 

1．3 统计学分析 采用 SPSS 12．0统计软件包进 

行分析，检测数据用 ±s表示，均值比较采用单因 

素方差分析，P<0．05为差异有显著性。 

1 资料与方法 2 结果 

1．1 临床资料 96张精子形态照片共计 1 000个 

精子均来自浙江省人类精子库的10例供精志愿者， 

年龄22～26周岁，精液常规参数均达N<<WHOS}的 

参考值 ，即精液量≥1．5 ml，精子浓度≥15×10 ／ 

ml，前向运动精子百分率I>32％，白细胞 <1×10 ／ 

ml。 

用{WHO5}标准评估的形态正常精子百分率高 

于用《WHO4}标准评估的形态正常精子百分率，有 

显著性差异；用《WHO5》与《WHO4))的标准评估比 

较，头部异常率、尾部异常率低，有显著差异 (P< 

0．05)；颈和中段异常率、过量残留胞质无显著差异 

(P>0．05)。具体结果见表 1。 

表 1 WHO不同标准精子形态学评估结果比较( ±s，n=1 000) 

Table 1．Results of sperm morphology evaluation according to WHO Laboratory Manual( ±s，／Z=1 000) 

与第4版比较， ：P<0．05 

：P<0．05 versus the fourth edition 
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另外 ，9名工作人员评估各参数之间的 CV分别 

为：形态 正常精 子百分 率 19．1％，头 部异 常率 

11．9％，颈 和 中段异 常率 18．7％，尾部 异 常率 

18．6％，过量残留胞质 39．2％。 

3 讨论 

精子形态学检查是为了解正常精子与生理及病 

理范围内的变异精子所 占的比例，是反映男性生育 

能力的一个重要指标。然而，精子形态学评估标准 

在不断变化，正常精子形态的参考值也在逐渐下降。 

从1980年《WHO1》到2010年《WHO5》，精子形态 

评估的历史包括两种方法或阶段，这也反映在手册 

连续出版过程中精子形态学评估标准的演变 ，分 

别为自由的方法 (1iberal approach)和严格的方法 

(Tygerberg criteria)，严格的精子形态评估方法在 

1987年由Menkveld等 提出并在 1990年对此进 

行了描述((WHO1》、《WHO2))采用的是自由的方法， 

《wHO3》对人类精子形态学分类方法进行了仔细描 

述，手册中指出，“严格标准应该在评估精子形态正 

常时使用”。并给出形态正常精子严格评估 的定 

义，同时还指出，应该认为“临界的”形式均是异常 

的，《wH04》手册已经完全采用了严格方法 ，虽然 

《wH05》也采用严格的方法，但与《WHO4))相比，对 

精子 形态评 估 的标准 仍有 一些 变化。通 过对 

《wH05》与《wH04》精子形态学评估标准的仔细比 

较，我们发现两个版本均认为只有头和尾部正常的 

精子才是正常的，所有处于临界状态的精子认为是 

异常，两版精子形态的评估标准主要区别在于：①精 

子头部的评估标准：《WHO5》头部外形轮廓判断变 

的宽松，仅要求大致成椭圆形，而不是《WHO4))要求 

的必须为椭圆形；《WHO5》对头部空泡的判断更严 

格，多于2个空泡或者顶体后区空泡，都判断为异 

常。②颈和中段的评估标准：《WHO5》中认为颈部 

急剧弯曲才为异常；颈部的长度由《WHO4))要求为 

头部的 1．5倍缩短为 1倍，并且宽度比《WHO4))要 

更细。③尾部的评估标准：尾部只有尖锐的折角才 

判断为异常，而不再以《WHO4))中弯曲角度 90。为 

界限。④过量残留胞质的评估标准：两版标准均为 

大于正常精子头部的 1／3，无差异。精子形态异常 

大多数表现在精子头部外形的异常及尾部的异常， 

而《wH05》与《WHO4))相比，这两种异常的判断标 

准发生比较大的改变，因此，对精子形态的评估结果 

将产生较大的影响。 

《wHO5》有关形态学部份存在很大的争议，Eli— 

asson【101认为根据“Tygerberg严格标准”评估精子形 

态是不科学的，当“Tygerberg严格标准”还存在争 

议，甚至对其的支持很微弱时，WHO手册却对其进 

行了无条件的推荐。Eliasson 也认为《WHO3>>和 

《wHO4》推荐的“严格形态标准”原则令人难于理 

解，正如许多发表的关于精子形态的文献证实，研究 

者并不理解为什么《WHO5》要更加明确强调“严格 

形态标准”。另外，有些学者认为正常形态4％的参 

考值下限似乎太低，应该没有参考最新的研究结果， 

如此低的正常参考值有何实用意义?如何在临床上 

指导患者的诊断及治疗 ?《WHO5》的精子形态 

学彩图仅由一位专家 Kruger进行分析，有些学者并 

不完全赞同他的评估结果。Ariagno等 完全赞同 

Kruger有关异常精子的评估结果，但对于正常精子 

(如：彩图1的3、4、8、19、2O以及彩图4的6、7、11～ 

15)的评估结果持不同意见。 

《WHO5>>推荐“严格形态标准”，认为正常精 

子形态包括头、颈、中段、尾部和末端，由于通过光 

学显微镜很难观察到精子末端 ，因此可以认为细 

胞是由头(和颈)和尾(中段和尾部)组成。只有头 

和尾部正常的精子才认为是正常的。所有处于临 

界状态的精子均认为是异常 。利用严格精子形 

态标准时，很容易认为存在一个公认 、有效地严格 

评估形态的方法，但事实并非如此 。目前，精子 

形态分析技术尚有待进一步完善，各实验室可通 

过建立精子形态分析的质量控制体系来减小精子 

形态分析过程中由于染色方法、分析标准、技术人 

员的主观性等所导致的结果差异，以保证精子形 

态分析结果的稳定性和可重复性 。我们一直以 

来非常重视精子形态学评估的质量控制，主要步 

骤包括 ：①掌握和统一精子形态学的评估标准 ： 

WHO手册对精子的正常及异常有了一个较为详 

细的严格标准，并附有大量 已评估 的精子图谱。 

我们首先认真学习并掌握评判精子正常或异常的 

标准，然后结合 WHO的精子评判标准对图谱中每 

个精子的评估结果进行分析；对部分有疑问的精 

子(如精子头的大小 、长宽比、中段的宽度等)用专 

业软件中的测量微尺进行测量；将图谱中的精子 

根据评估结果进行详细分类，以寻找共同点和差 

异点。通过上述方法 ，逐步理解和掌握评估精子 

形态正常或异常的尺度，从而充分掌握并统一精 

子形态的评估标准。②集中统一读片：使用高清 

数码摄影装置拍摄精子形态图片，所有人员同时 

逐个精子根据 WHO的精子评估标准进行评估 ，对 

于评估为异常的精子，必须说 明异常的部位及原 

因，对每个精子的评估结果必须达成共识。集体 
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读片需反复多次进行，直至所有人员对精子的评 

估标准完全理解并掌握。③精子形态学评估结果 

的质控：选择一张精子形态质控片或者至少包含 

200个精子的图片，所有人员均进行精子形态学评 

估，对评估结果进行统计学分析，以评估分析人员 

之问的评估标准是否有差异，如有差异，仍需反复 

集体读片，重新掌握标准。④稳定精子形态学评 

估标准：定期通过精子形态质控片了解每名分析 

人员精子形态学评估标准的变化；定期分析、评价 

工作人员近期精子形态学评估 的数据 ；定期进行 

集体统一读片。通过手工形态学分类对图片中的 

精子进行形态评估时，人员之间的变异系数受到 

WHO标准的掌握程度、精子分类的主观特性、图 

片的质量及工作人员的情绪等诸多因素的影 

响 ，本研究9名工作人员精子形态评估各参数 

之间的 CV分别为：形态正常精子百分率19．1％， 

头部异常率 11．9％，颈和中段异常率18．7％，尾部 

异常率 18．6％，过量残留胞质39．2％。除过量残 

留胞质外，其它参数的 CV基本都在可接受的范围 

内，由于本研究过量残留胞质比率较低，需分析更 

多的精子才能降低工作人员之间的 CV。 

本组结果显示，用《WHO5》标准评估的形态正 

常精子百分率[(26．50±5．06)％]高于用《wHo4》 

标准评估的形态正常精子百分率 [(11．39± 

3．17)％]；与(WHO4>>的标准评估相比，用{WHO5)) 

标准评估的头部异常率及尾部异常率更低，颈和中 

段异常率及过量残留胞质无显著性差异。上述结果 

基本上与两版精子形态学评估标准的差异相符；同 

时，也与《WHO5》的图谱评估结果相符，如：彩图 1 

中的3、4、6、11、13，彩图7中的 10、21、28、37，头部 

外形评估为正常，然而按《WH04))的标准应该评估 

为异常，因为它们不是标准的椭圆形；彩图8中的 1 
～ 4、18、21，尾部评估为正常，然而按《WH04>)的标 

准应该评估为异常，尾部弯曲的角度均超过90度。 

因此，本组结果认为《WHO5》精子形态总体评 

判标准不如《wHO4》的评判标准严格，形态正常精 

子百分率更高 
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