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如今，不孕不育影响着许多育龄家庭，生殖健

康问题已经逐渐变成一个不容忽视的临床问题。

近年来，精子冻存技术的不断发展给男性的生育力

保存与供精治疗提供了技术支持，也给临床解决男

性不育问题提供了更多的选择。我国自 20世纪 80
年代初开始，在各个省份开展了人类精子冷冻技术

的研究并逐渐用于临床。进入 21世纪，随着《人类

精子库管理办法》的颁布，我国人类精子库陆续规

范开展。人类精子库分为精液采集部、精液冷冻部、

精液档案部、精液外供部，其中精液冷冻部包含了

精子标本库，保障精子标本库的安全运行是精子库

最重要的工作之一［1］。虽然相较北欧我国起步较

晚，但是国内的精子库运行至今 20余年，已经给很

多家庭带去孕育的幸福，与生殖中心的配合也日渐

规范与稳定［2］。随着国家对精子库日益重视，患者

需求的不断增高，精子库库存管理压力不断增大。

本研究通过总结已有的问题与教训，结合日常工作

给出相应的对策。

一、人类精子库库存管理面临的问题

（一）样本交叉污染的现状

为了保证精子长期储存期间的质量维持，低温

储存通常在-196 ℃液氮或低于-150 ℃ 的气相氮气

中进行，这两种方法各有优劣。液氮储存的罐体较

小，温度恒定，标本存取方便，发生意外时标本损失

小，但需定期手动添加液氮，需额外安装温度监控

装置，取样时易造成标本交叉污染，存放标本量较

少。气相储存装置具有温度监控和报警装置，可自

动添加液氮；罐体较大，存放标本量大；标本存放在

气体中，交叉污染的概率降低。但随着液氮挥发，

罐体内液面的高度变化会导致温度不恒定，不利于

标本保存。并且罐体较大，标本存取不便，发生意

外时标本损失大。为避免冷冻过程中冰晶的形成

和渗透压的影响，需经过程序化冷冻或玻璃化冷

冻。这些冷冻方法不仅可以冷冻精子，对微生物也

同样有效，这就导致在精子冷冻保存时存在潜在的

微生物污染风险［3］。意大利一精子库在解冻了98例
肿瘤患者精液样本后，与60例健康新鲜的精液样本

对比发现，人乳头瘤病毒（human papillomavirus，
HPV）精液感染的比例在解冻的患者中为 6.1%，高

于对照组的3.3%，虽然HPV污染是否会将病毒传染

给伴侣并影响辅助生殖技术结果等临床问题仍有

待商榷，但是其污染还是使后续精子的使用存在安

全隐患［4］。艾滋病病毒（human immune deficiency vi⁃
rus，HIV）、丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）也可

在液氮中存活，并通过液氮作为传播媒介，感染其他

标本，造成冷冻精液标本间的交叉污染［5］。此外，来

源各异的微生物可以通过样本本身、商品化的液氮、
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操作人员、容器、环境等多个场景侵入（图1）。
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图1 储存精子的液氮罐中微生物潜在来源概览

（二）样本交叉污染的可能环节

1. 捐精者带来的污染

如上文所述，液氮不仅可以储存生殖细胞，对

于各种微生物也都有很好的储存作用，因此一旦捐

精者自身即为感染者，其精液中已有相应的微生

物，入库后还可能污染其他样本。即使捐精者并没

有感染微生物，但是取精过程中对微生物处理的不

规范，导致带入精液之中，也可能因此污染储存体

系。重庆精子库曾对3 112例精液样本分别进行冻

前和冻后的细菌培养，冻后菌落数大于冻前的有

391例，占12.56%，不容小觑［6］。

2. 样本运输过程中的交叉污染

样本运输过程中，由于精子需要从存储罐转换

入运输罐，过程中如果有纰漏就可能存在污染，而

且运输罐通常也是灌注了商业化液氮的小容积液

氮罐，样本直接与液氮接触，可能会有接触污染。

3. 样本处理过程中的交叉污染

在实验室人员操作过程中，如果存在管理不规

范，会对样本产生污染。处理患者样本时如果存在

耗材的重复使用，也有交叉污染的风险。

4. 样本存储中的交叉污染

样本存储过程中使用到试剂、耗材、设备都是

潜在的污染点，如冷冻液、液氮、罐体被污染，冷冻

管不密闭等。其中由于液氮的长期使用，以及对微

生物有效冷冻的特质，是交叉污染的重灾区。

（三）精液存储设施安全

不同的储存设备有着不同的结构和相应的操

作，也就决定了各自的优缺点。如果细分，在运输

与存储过程中常用的罐子有四种，一种是用于运输

的运输罐，其余三种是储存罐，即小容量液氮罐、大

容量液氮罐和大容量氮蒸汽罐。液氮罐的结构基

本是2~3 层碳钢、不锈钢或铝，各层之间通过焊接密

封，形成一个“环形空间”，该空间通过减压，形成高

真空环境。环形空间内还填充有绝热材料，设计的

初衷就是为了隔绝外界向罐内的热传导。因此，真

空层的数量、隔热层的类型和数量、焊接质量、有无

缺陷（裂缝、穿孔等）都会影响储气罐的隔热能力，

最直观的就是会影响液氮的挥发速度［7］。气罐有着

配套的机械装置（即电磁阀、热交换器或风扇），但

缺点是这些装置必须保持稳定，才能安全地储存样

本，一旦出现电气故障，损失不言而喻。

影响储存罐安全的不仅有结构，还有容积。虽

然目前的储存设备可以很好地保存精子的活力，但

如果储存罐中不能保持足够的液氮，就会导致储存

的样本解冻，最终精子完全失活，这种损失对受影

响的患者、他们的伴侣和生殖中心来说可能是灾难

性的［7］。运输罐容积较小，如果出现缺陷，液氮会挥

发得很快，而且在运输过程中无法像在实验室里那

样做到实时监控、报警以及补救，样本很容易损

失。对于最常用的液氮罐，如果是小容量的，要留

心液氮罐颈部与内罐之间的焊缝出现问题。这些

颈部的故障会导致真空度下降，罐体隔热效率大打

折扣。大容量液氮罐没有小容量液氮罐颈部焊缝

失效的致命弱点，但是补充液氮麻烦，有实验室依

靠机械/电气电磁阀自动补充液氮，这使得电气故障

同样会影响该类液氮罐。不过只要规避这一功能，

手动给这些罐子充气，这类大容量液氮罐就是最安

全的储存罐［8］。

二、相应的对策

（一）多个环节避免污染

面对精液的微生物污染，需要从多个环节控

制，包括供精者筛选、取精时风险管控、样本运输、

样本处理和储存在内的各个处理过程［9］。

目前，我国的志愿者在捐精之前接受了严格的

传染病筛查，包括乙肝两对半、丙肝、梅毒、HIV、巨
细胞病毒、风疹病毒、单细胞病毒、弓形虫、支原体、

衣原体等，其中HIV需要等捐精结束 6个月后再次

进行复查。针对样本本身可能存在的病原体污染，

现有的病原体筛查覆盖面还不够广泛。欧美的精

子库主要筛查HIV、乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，
HBV）、HCV、人类嗜T细胞病毒、巨细胞病毒梅毒、

淋病奈瑟球菌、沙眼衣原体等［10］，对机会致病菌、支

原体、HPV等并没有足够重视。因此，扩大筛查范

围，降低供精者精液中的病原体微生物可以很好地

从源头上减少样本库的污染风险。供精者在精液

采集过程中，有效清洁双手及外生殖器可降低精液

微生物污染的风险，可以减少杂菌感染及携带污

染，同时建议供精者使用一次性的取精用品，加强

有效消毒的宣教［1］。

样本运输过程中可能会有接触污染，但由于暴
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露环境基本是无菌实验室，运输中与液氮接触时间

也较短，只要精子存放的储存管密封性没有问题，

此类污染就会减少。

对于样本处理中精液的优化处理，精子洗涤等

通常被认为是除去精液中微生物的方法。一项回顾

性分析发现在3 994名女性的11 585个周期的辅助

生殖中，通过精子洗涤避免了HIV传播，56.3%的夫

妇通过使用洗涤后的精子实现了临床妊娠［11］。但

是洗涤并非万能，有研究报道采用三种精子洗涤方

法均无法很好地去除HPV，并建议在入库前就对供

精者进行HPV感染的筛查［12］。

对于存储，目前精子多采用程式化冷冻或玻璃

化冷冻方法，而近年来无冷冻保护剂的玻璃化冷冻

逐渐被开发，它通过直接浸入冷却剂来快速冷却精

子，防止致命的细胞内冰结晶和高盐浓度的有害影

响，但随之而来的问题是，无法对可能被不同病原

体污染的商业生产的液氮进行完全灭菌［13］。

商业化液氮可能存在微生物污染的情况，使得

近年来不直接与液氮接触的气相存储备受推崇。

液相存储和气相存储各有优劣，在此笔者建议根据

不同的操作环节与使用场景进行选择（表1）。近年

来，气相存储被研究者不断开发，他们使用台式设

备生产与液氮温度相同的无菌液态空气，而不是低

温氮蒸汽，用于对人类精子进行无冷冻保护剂的玻

璃化冷冻［14］，从根本上解决了存储介质带入的微生

物污染。

表1 精子库不同阶段精液标本存放策略的选择

类别

存放区域

定义

存放时间

存取频率

存放策略
策略优势

第一阶段

捐献区

正处于志愿者捐献过程中的标本

存放时间短，为 2~3个月，最长不超过

6个月

频繁，3~5天/次
小型液相罐
标本存取频繁，采用小型罐便于日常操

作，降低安全事故发生率，且液相罐保存

有利于减少存取过程中的温度波动，有

利于标本保存，标本存放周期短，采用密

封管保存交叉污染可能性低

第二阶段

待供区

志愿者捐献完成，等待 6个月

潜伏期后复查HIV的标本

存放时间为 6个月，少数超过

6个月

一般存取各一次

气相罐
标本存取频次最低，但其中存

贮标本未经过HIV复查，采用

密封管和大型气相罐保存可以

有效防止标本交叉污染

第三阶段

外供区

志愿者完成 6个月潜伏期后复查HIV
合格，可以外供用于临床治疗的标本

长期存放

需不定期存取

中型或者大型液相罐
标本存取频次中等，所存贮标本经过

HIV复查为合格标本，不存在交叉污

染问题，采用中型或者大型液相罐保

存，可以提高标本库的空间利用，维

持标本储存温度的恒定，有利于标本

的长期保存

对于精子样本的包装，主要通过密封型载体和

非密封型载体进行保存。目前精子库使用的主要

是旋盖冻存管和加热封口冻存管。当冻存管不能

完全密闭，液氮和精子标本接触，液氮就成为微生

物互相污染的媒介。加热封口冻存管通过加热使

冻存管完全密封，液氮不会与精子接触，从而杜绝

通过液氮造成微生物污染的可能。

用于保存的储存容器，如液氮罐需要定期消毒，

以降低交叉污染的风险。尽管用于常规消毒的消

毒试剂很多，如过氧化氢、酒精、洗涤剂等，但是目

前还没有关于消毒剂或清洁剂对液氮罐消毒效果

的详细研究报道。因此有研究者建议，将洗涤后不

立即使用的液氮罐干燥储存，同时严格密封，以防

止环境微生物的滋生。当罐子再次使用前最好在

重新注入新鲜液氮前进行额外的清洗［15］。建议对

于不含吸附层的液氮罐定期进行清洗消毒后再使

用，可以先使用中性洗涤剂和温水把液氮罐冲洗干

净，罐内用 75%的酒精消毒或紫外线照射，注意定

期更换陈旧液氮，避免液氮中的病毒细菌不断富集

浓缩。

为了最大限度地降低污染风险，实验室工作人

员应接受培训，并根据相应的材料安全数据、实验

室标准操作程序（standard operating procedure，SOP）
遵守处理液氮的安全规则。标准操作程序应包括

在建筑物和实验室内安全运输，以及容器中注入液

氮的规则和程序等，遵守这些规则可防止因冷冻解

冻标本发生的飞溅与污染风险［16］。

（二）标本库的设备检测与更新

必须意识到，再好的存储设施都有可能发生故

障，早发现早处理，防患于未然，在精子受损之前及

早发现故障才是避免损失的最佳方法。这就需要

预计到故障的发生并随时准备好采取措施，做好定

期监控巡查与检修。应对精子库整体设施进行每

周一次的全面巡查，同时为了避免设备故障或人员

疏忽导致的标本存放危险，需要对液氮罐进行实时

温度监控，给液氮罐安装温度或者液面监控装置，

并提供远程报警，有利于及时处理突发情况。有研

究者开发了一种基于重量监测的低温储罐故障报

警系统，他们将液氮罐放置在定制设计的秤上，并

设置了液氮的慢速、中速和快速三种损失速度，连

续监测重量和温度数据，以模拟储罐故障的三种情

况，然后发现重量的变化快于温度的变化，可以作
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为温度监测的补充与早期警报［17］。监控措施应扩

大到整个实验室，而并非仅仅是储存区域与操作区

域，以避免人员失误导致的存储失败。

除了警报与巡查，液氮罐也需要定期检测，以

防止真空层损坏，造成标本损失。每年请专业机构

对液氮罐的真空层进行检测维护保养，及时淘汰更

换风险较高的液氮罐。使用集成软件提高操作中

的自动化可防止人工流程的弊端。自动化可减少

生殖材料的错误识别、错位或丢失等事件。在自动

化样本库存系统中，样本将被安全地保存在受控温

度下，并对其位置进行持续控制［18］。但是也需认识

到，大量引入自动化设备，电气故障带来的麻烦可

能更多，并且可能与老设备不兼容而导致大量的浪

费。因此，必须权衡新老系统的兼容性。无论采用

何种新技术，都应制定明确可靠的方案，考虑到可

能发生的各种故障，进而通过引入有效的纠正措施

提高安全性［19］。建议实验室对设备每月检测一次。

除了定期巡查监控与定期检修，实验室规划以

及制度的标准化也至关重要，比如，液氮罐安装的

锁具必须有两人才能打开，存放样本也需要三人核

对。同时建议标本尽量分开存放，将同一个志愿者

或者自精保存患者的标本分不同的储存罐存放，降

低标本全部灭失的风险。低温储藏室应该是一个

宽敞的区域，工作人员可以观察和进出，这样做的

目的是方便储罐的日常使用和检查，同时又不会带

来安全风险。

综上所述，精子冷冻保存是辅助生殖技术中一

项重要的生育管理技术，必须对其有清楚的认知并

不断保持敬畏。新技术的开发，如气罐的应用很好

地规避了罐内介质带来的污染，而新的冻干技术更

是有望在常温下就可以保存运输精子［20］，一旦在精

子库应用，那上述的很多问题都可以很好地解决。

因此，作为精子库的工作者，一方面需要脚踏实地

守护精子库库存的安全，另一方面也要积极投身于

新技术的研发与探讨之中。
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Abstract：With the rapid development of assisted reproductive technology，sperm cryopreservation has
played a crucial role in supporting fertility treatment and preserving male fertility. However，there are still
hidden risks in sperm bank management. These risks include cross⁃contamination，storage equipment failures，
and improper personnel operation. This paper focuses on these challenges and proposes corresponding
optimization strategies. This paper aims to provide scientific evidence and practical guidance for sperm bank
management to support the fertility treatment of patients.
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