
34 ATTIVITÀ SCIENTIFICA Lettere GIC Vol. 32, Num. 2 - Agosto 2023

La Citofluorimetria e gli spermatozoi, cellule sempre “in Flow” 

Costanza Calamai1, Oumaima Ammar 1, Monica Muratori1

1Dipartimento di Scienze Biomediche Sperimentali e Cliniche “M Serio”, sezione Fisiopatologia, 
Università degli studi di Firenze

e-mail: monica.muratori@unifi.it

Abstract

Cytometry and spermatozoa, cells continuously “In

Flow” 

Spermatozoa are highly differentiated cells with the role
to deliver paternal genome to the oocyte. As cells conti-
nously in flow, spermatozoa represent a very suitable
sample for flow cytometry. On the other hand, due to its
ability to identify subpopulations in heterogeneous sam-
ples, flow cytometry is a particularly suitable tool to
study both semen and spermatozoa. 
Flow cytometry is frequently used in the research on
spermatozoa. This review presents some typical applica-
tions of flow cytometry in andrological field and exam-
ples of multi-parametric analyses. Spermatozoa are very
compartimentalized cells, where localization of fluores-
cence in of upmost importance to understand sperm
function. Hence, the potentiality of image-based flow
cytometry in studying spermatozoa is also shown.
In clinical field, flow cytometry is underused with
respect to its potentialities. Currently, only two flow
cytometric tests are used in male infertility work up:
SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) and TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling), both employed for detection of sperm DNA
Fragmentation, a sperm anomaly impacting both natural
and assisted reproduction and increasing miscarriage
risk. Since male infertility is multifactorial and flow
cytometry is able to simultaneously reveal many param-
eters, hopefully, flow cytometry will be able to offer a
powerful help in future diagnostic tests for infertile
patients.

Introduzione

Gli spermatozoi sono cellule altamente differenziate con
il compito di trasportare e consegnare principalmente il
genoma paterno all’oocita. Per questo, a partire dalla
spermiazione, ovvero la loro liberazione dall’epitelio
seminifero, sono cellule la cui vita è interamente “in
flow”. Questo aspetto rende gli spermatozoi un campio-
ne elettivo per la citofluorimetria a flusso che, d’altra
parte, risulta particolarmente adatta per le analisi semi-
nali o spermatiche, grazie alla sua abilità di distinguere
sottopopolazioni all’interno di matrici eterogenee, quali
sono appunto il seme e le preparazioni spermatiche. Al
contrario, altri approcci metodologici (ad esempio il
western blotting e i saggi ELISA), producendo valori
mediati nell’intero campione del parametro in studio,
rischiano di mascherare informazioni importanti e/o pro-
durre risultati fuorvianti.
Come accennato, la componente cellulare del liquido
seminale è piuttosto eterogenea, potendo contenere, oltre
agli spermatozoi maturi, anche elementi immaturi della
linea germinale e cellule somatiche (essenzialmente leu-
cociti). Inoltre, soprattutto nei pazienti sub/infertili, è
normalmente presente una quantità variabile di corpi

apoptotici con dimensioni uguali o superiori a quelle
della testa degli spermatozoi (Marchiani et al, 2007;
Lotti et al, 2012; Figura 1). Acquisendo in scala lineare i
parametri FSC e SSC di un campione di liquido semina-
le, è possibile tracciare, nel citogramma morfometrico,
una tipica regione a forma di fiamma contenente sia gli
spermatozoi che una parte dei corpi apoptotici seminali
(Marchiani et al, 2007). Tale regione: i) fu originaria-
mente stabilita con un back gate in FSC/SSC dal picco
della colorazione nucleare, in una preparazione ottenuta
con la tecnica del swim-up che seleziona la popolazione
di soli spermatozoi (Muratori et al, 2000); ii) elimina i
detriti e le cellule non spermatiche del campione
(Marchiani et al, 2014) e iii) solo in un secondo tempo si
è rivelata contenere parzialmente anche i corpi apoptoti-
ci seminali, che possono comunque essere eliminati
aggiungendo una colorazione nucleare alla quale risulta-
no negativi (Figura 1)
Anche gli spermatozoi isolati dalle altre componenti cel-
lulari del seme, sono piuttosto eterogenei, sia per quanto
riguarda il livello maturativo che quello morfologico e
funzionale. Infatti in un eiaculato coesistono diverse
generazioni di spermatozoi e, anche all’interno di una
stessa generazione, lo stato funzionale e morfologico
possono essere diversi. Ad esempio, solo una piccola fra-
zione degli spermatozoi eiaculati andrà incontro a capa-
citazione, quel complesso di modifiche cellulari e di
membrana che rendono i gameti competenti all’intera-
zione con l’oocita. Questo scenario sottolinea di nuovo
l’importanza della misura individuale per l’identificazio-
ne di un particolare stato maturativo/morfologico/funzio-
nale dello spermatozoo.
Un altro aspetto che supporta l’utilizzo della citofluori-
metria a flusso in campo andrologico è legato al fatto che
i processi che lo spermatozoo deve sperimentare per
acquisire la capacità di fertilizzare l’oocita sono molti e
difetti in solo uno di essi possono essere causa di inferti-
lità. In questo scenario, per lo sviluppo dei futuri test dia-
gnostici per il maschio infertile, saranno sempre più
necessari gli approcci in grado di misurare simultanea-
mente più tratti spermatici, come offre appunto la cito-
fluorimetria. 
La capacità della citofluorimetria di individuare sottopo-
polazioni omogenee per una particolare colorazione, ha
consentito nel nostro laboratorio di scoprire gli M540
bodies, corpuscoli ben visibili al microscopio ottico ma
non ancora identificati nella loro vera natura di corpi
apoptotici seminali (Marchiani et al, 2007; Figura 1).
Questo risultato fu prodotto nel tentativo di replicare nel-
l’uomo una tecnica citofluorimetrica per l’identificazio-
ne della frazione spermatica capacitata, sviluppata in
alcune specie di mammiferi. La tecnica utilizzava la
M540 (Merocyanine 540) per rilevare le modifiche di
membrana che si verificano durante la capacitazione e lo
Yo-Pro1, un colorante nucleare che entra nelle cellule
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con membrana danneggiata e che quindi identificava le
cellule vitali (Gadella et al, 2000). Effettivamente anche
nell’uomo questa doppia colorazione individuava una
sottopopolazione colorata con M540 e negativa allo Yo-
Pro1, che tuttavia non risentiva delle condizioni capaci-
tanti ed era anzi particolarmente rappresentata in cam-
pioni con scarsa qualità seminale (Muratori et al, 2004).
Infatti gli esperimenti effettuati per chiarire la natura di
tale popolazione, indicarono che si trattava di elementi
privi di nucleo (e quindi Yo-Pro1 negativi) con modifi-
che di membrana caratteristiche delle cellule apoptotiche
e quindi evidenziate dalla M540 (Marchiani et al, 2007).

1 Applicazioni della citofluorimetria nello studio degli

spermatozoi

L’utilizzo del citofluorimetro in spermatologia dipende
dalla disponibilità degli opportuni fluorocromi e quindi
riflette l’espansione di questi ultimi nelle decadi recenti.
Tratteremo quindi, a titolo di esempio, alcuni parametri
spermatici che, nel corso degli anni, sono stati studiati
con la citofluorimetria.
Vitalità. Si tratta di un parametro la cui valutazione (con
test dell’eosina) è previsto, quando la motilità spermati-
ca è sotto al 40% (WHO, 2021), dallo spermiogramma,
il test cardine per la diagnosi del maschio infertile. In
citofluorimetria, uno degli approcci più affidabili per la
rivelazione della vitalità è la doppia colorazione con
SYBR-14, che entra e colora tutte le cellule nucleate e
ioduro di propidio (PI) che colora esclusivamente le cel-
lule con membrana danneggiata (Garber et al, 1995).
Un’alternativa a questa colorazione è quella che sostitui-
sce al SYBR14, lo Yo-Pro1, in quanto in grado di rivela-
re più precocemente il danneggiamento alla membrana
(Peña et al, 2018). Un’importante innovazione per la
rivelazione della vitalità spermatica è stata offerta dai
coloranti fissabili che si legano in maniera covalente alle
ammine, sono disponibili in un’ampia gamma di colori e
in grado di discriminare fra cellule vitali e non vitali,
anche in procedure che prevedono la fissazione e/o la
permeabilizzazione cellulare. Ad esempio con uno di
questi coloranti, nel nostro laboratorio, abbiamo allestito
una nuova versione del TUNEL (Terminal deoxynucleo-
tidyl transferase dUTP nick end labeling) per la valuta-

zione della frammentazione del DNA spermatico (FDS),
in grado di valutare il danno al DNA negli spermatozoi
vitali e in quelli non vitali (LiveTUNEL, Figura 2)
(Muratori et al, 2020). Con questa nuova tecnica cito-
fluorimetrica è stato possibile testare l’ipotesi secondo la
quale la FDS (vedi anche paragrafo 4) predicesse meglio
il concepimento naturale quando misurata negli sperma-
tozoi vitali, essendo i non vitali incapaci di raggiungere
l’oocita e quindi di impattare sulla riproduzione. In real-
tà lo studio ha, al contrario, mostrato che anche la FDS
degli spermatozoi non vitali è predittiva del concepi-
mento naturale, suggerendo che essa possa essere indice
di un danno più generale che riguarda tutta la popolazio-
ne spermatica (Muratori et al, 2020).
Stress ossidativo. Un altro parametro spermatico molto
studiato in citofluorimetria è lo stress ossidativo, quella
condizione per cui la produzione di ROS sovrasta le
capacità antiossidanti della cellula. La valutazione dello
stress ossidativo seminale è di particolare importanza
perché si ritiene che sia alla base di molti casi di inferti-
lità idiopatica e/o non spiegata, una condizione che
riguarda circa il 40% dei maschi infertili (Corsini et al,
2022). Attualmente nessuna tecnica per la valutazione
dello stress ossidativo è entrata ancora nella pratica cli-
nica routinaria, tuttavia le tecniche citofluorimetriche
sono molto usate in ricerca dove utilizzano una gamma
relativamente ampia di sonde. Le tecniche citofluorime-
triche impiegate a questo scopo in genere sono applicate
a popolazioni spermatiche selezionate, con procedure
come lo swim-up o la centrifugazione su gradiente di
densità, che hanno il vantaggio di essere costituite da soli
spermatozoi altamente vitali. Lo svantaggio di lavorare
con le preparazioni selezionate è tuttavia che esse costi-
tuiscono un campione poco rappresentativo del campio-
ne nativo, oltre alla possibilità che la procedura di sele-
zione induca di per sé stessa un insulto ossidativo
(Muratori et al, 2019; Aitken et al, 2014). Per questo
motivo, nel nostro laboratorio, recentemente abbiamo
sviluppato una tecnica in grado di valutare lo stress ossi-
dativo nella frazione vitale spermatica di campioni nati-
vi, con l’aiuto essenziale della citofluorimetria. Si tratta
di una doppia colorazione con MitoSOX Red e LIVE
DEAD Fixable Green Dead Cell Stain, in grado di esclu-

Figura 1. A. Tipico dot plot FSC/SSC di un campione di liquido seminale umano. La
regione a fiamma include gli spermatozoi e una parte di corpi apoptotici seminali,
riportati nel pannello B e indicati con le frecce bianche. In C, la strategia per isola-
re gli spermatozoi dai corpi apoptotici contenuti nella fiamma, utilizzando un colo-
rante nucleare, in questo caso ioduro di propidio, PI.
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dere sia gli spermatozoi non vitali che i corpi apoptotici
seminali e rilevare quindi lo stress ossidativo nei soli
spermatozoi vitali (Riley et al, 2021; Figura 3). Con que-
sta tecnica abbiamo studiato l’aumento dei ROS dopo
crioconservazione del liquido seminale (Arciero et, al
2022) e evidenziato i livelli drammatici di stress ossida-
tivo spermatico nei pazienti oncologici (Calamai et al,
2023), prima che si sottopongano alle terapie indicate,
notoriamente gonadotossiche. Attualmente la tecnica,
che ha l’ambizione di trovare applicazione nella clinica,
è impiegata nella valutazione dello stress ossidativo
seminale in pazienti infertili e nella costruzione di valori
di riferimento in soggetti sani.
Reazione acrosomiale. La reazione acrosomiale è un
processo a cui vanno incontro gli spermatozoi capacitati
e consiste nella fusione della membrana acrosomiale
esterna con quella plasmatica e nel conseguente rilascio
del contenuto acrosomiale. Rappresenta un requisito per
la capacità fertilizzante in quanto espone le proteine
della membrana acrosomiale interna che sono richieste
per il binding e la fusione con l’oolemma (Barbaux et al,
2020). La valutazione della reazione acrosomiale in cito-
fluorimetria viene effettuata con doppia colorazione con
una lectina, in genere coniugata alla FITC (PNA-FITC),
e con PI per la discriminazione fra cellule vitali e non. La
lectina si lega specificatamente alla membrana acroso-
miale esterna producendo, nello spermatozoo reatto, una
diminuzione dell’intensità di fluorescenza, rispetto agli
spermatozoi con membrana acrosomiale integra (Esteves
et al, 2007). In alcuni studi, la PNA-FITC è sostituita da
un anticorpo marcato e diretto contro CD46, un antigene
espresso nella membrana acrosomiale interna (Carver-
Ward et al, 1994). Come conseguenza, e al contrario di
quanto accade con la PNA-FITC, gli spermatozoi reatti
mostreranno un aumento della fluorescenza dovuto al
legame con CD46, smascherato dalla reazione acroso-
miale stessa.

2 Analisi multiparametriche sugli spermatozoi

L’avvento dei citofluorimetri multi-laser ha consentito di
aumentare anche in questo campo di ricerca il numero di

fluorocromi che possono essere visualizzati simultanea-
mente. Naturalmente, tale numero deve tener conto delle
relative procedure di colorazione che, se lunghe e invasi-
ve, producono dei risultati poco affidabili in quanto rela-
tivi ad una popolazione spermatica, quella processata,
piuttosto lontana da quella di partenza. Al netto di questa
riserva, riportiamo di seguito due esempi di analisi mul-
tiparametrica di popolazioni spermatiche, uno sull’uomo
e l’altro sul bovino 
Studio dell’associazione fra la FDS e danno ossidativo
nella frazione vitale dell’eiaculato. L’esempio è tratto da
uno studio sui meccanismi che originano la FDS
(Muratori et al, 2015), i cui risultati indicavano come tali
meccanismi potessero essere diversi a seconda che si
considerasse la frazione spermatica vitale oppure quella
non vitale. In Figura 4A è mostrata la procedura di gating
per identificare la popolazione vitale spermatica, attra-
verso l’intersezione della regione a fiamma con il gate
degli eventi nucleati (DAPI-positivi) e con quello delle
cellule vive (LIVE DEAD Fixable Far Red Dead Cell
Stain-negative), mentre la figura 4B riporta l’associazio-
ne, in questa popolazione, fra l’FDS, rivelato come
TUNEL-TMR (Tetramethylrhodamine) e la presenza
dell’8-idrossidesossiguanosina (8-OHdG, rivelata in
immunofluorescenza con un anticorpo secondario coniu-
gato con FITC). Questi esperimenti consentirono di
mostrare come il ruolo dello stress ossidativo nella gene-
si della FDS si evidenziasse solo nella frazione vitale
spermatica, mentre nel campione nativo, prevalessero i
meccanismi apoptotici e/o di deragliamento della matu-
razione cromatinica (Muratori et al, 2015).
Un secondo esempio è tratto dal recente studio di Bucher
et al, teso allo sviluppo di un’analisi multiparametrica
che valutasse la qualità di seme bovino e che predicesse
lo stato di fertilità dell’animale (Bucker et al, 2019). Gli
Autori utilizzarono per questi scopi un pannello di 5
fluorocromi: calceina-AM come indicatore della vitalità;
PI per la discriminazione delle cellule vitali e non; lecti-
na PNA marcata con PE (Phycoerythrin) per la rivela-
zione dello stato acrosomiale; Fluo4 AM per la misura-
zione del calcio intracellulare e la sonda mitocondriale
DiIC1(5) (hexamethylindodicarbocyanine iodide) per la
rivelazione di sottopopolazioni a diverso potenziale della
membrana mitocondriale. Per quanto preliminare, lo stu-
dio mostra che l’analisi di un solo campione consente di
classificare l’animale nelle categorie a bassa ed alta fer-
tilità nei 2/3 dei casi. 

3 Applicazioni cliniche

Nella pratica clinica la citofluorimetria è impiegata per
ora solo nella determinazione della FDS, un parametro
predittivo del concepimento naturale (Muratori et al,
2015b) e della gravidanza clinica nelle coppie trattate
con le tecniche della Procreazione Medicalmente
Assistita (Cissen et al, 2016) e associato al rischio di
aborto (McQueen et al, 2019; Tan et al, 2019). Ci sono
due tecniche citofluorimetriche utilizzate allo scopo,
l’SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) diffusa
anche in ambiente zootecnico e il TUNEL. L’SCSA si
avvale dell’arancio di acridina in campioni precedente-
mente trattati con una blanda acidificazione per indurre
denaturazione del DNA. L’arancio di acridina ha la par-
ticolarità di emettere nel verde o nel rosso a seconda che
sia legato, rispettivamente, al DNA a doppia o singola

Figura 2. LiveTUNEL. Dopo aver tracciato la regione
FSC/SSC a fiamma (figura1) e, all’interno di questa, quel-
la contenente gli spermatozoi (marcati con DAPI), la tec-
nica è in grado di evidenziare la FDS distinguendo fra
spermatozoi vitali (quadranti LL+LR) e non vitali (qua-
dranti UL+UR) grazie al colorante fissabile LIVE DEAD
Fixable Far Red Dead Cell Stain (LD-Far red).
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elica. Per ogni spermatozoo è quindi calcolato il DFI
(DNA Fragmentation Index), ovvero il rapporto fra la
fluorescenza rossa (DNA denaturato) e fluorescenza
totale (DNA totale). Il DFI è poi riportato come isto-
gramma di distribuzione nella popolazione spermatica,
dove si individuano le percentuali di spermatozoi con
frammentazione del DNA (Evenson 2022). Il saggio in
realtà non rileva i tagli veri e propri al DNA, ma piutto-
sto la suscettibilità della cromatina spermatica alla dena-
turazione indotta, che comunque è favorita dalla presen-
za di frammentazione. Il TUNEL invece evidenzia diret-
tamente le rotture al DNA, addizionando nucleotidi mar-
cati alle estremità 3’OH dei tagli (Muratori et al, 2010).
La caratteristica saliente di questo saggio è la TdT
(Terminal deoxynucleotidyl transferase), una polimerasi
stampo- e primer-indipendente che opera non solo sui
tagli a singola ma anche su quelli a doppia elica, com-
presi quelli con “blunted ends”, tipici delle endonucleasi
apoptotiche. La versione citofluorimetrica del TUNEL
usata nel nostro laboratorio e nel servizio offerto ai

pazienti infertili dall’AOU Careggi (Firenze) è indicata
come TUNEL/PI. Infatti la tecnica combina la rivelazio-
ne dei tagli del DNA alla colorazione nucleare effettuata
con PI al fine di definire esattamente la popolazione
spermatica, eliminando i corpi apoptotici seminali
(Figura 1).

4 Citofluorimentria a flusso d’immagine e spermato-

zoi 

La citofluorimetria a flusso d’immagine combina il pote-
re di visualizzazione del microscopio con la velocità e la
sensibilità di un citofluorimetro. Questa tecnologia offre
allo studio dello spermatozoo, cellula fortemente com-
partimentalizzata, la possibilità di localizzare subcellu-
larmente un segnale di fluorescenza e al contempo forni-
re delle stime quantitative affidabili. Un recente studio
sulla capacitazione, ed in particolare sull’incremento di
fosforilazione tirosinica che l’accompagna, esemplifica
questa possibilità (Bulkeley et al, 2023). Nello studio gli
Autori mostrano chiaramente che in spermatozoi incuba-

Figura 3. Doppia colorazione con
MitoSOX Red e Live DEAD Fixable
Green Dead Cell Stain (LD-Green) in
un campione di liquido seminale nati-
vo (non selezionato). All’interno della
regione a fiamma riportata in Figura
1, la colorazione è in grado di sepa-
rare i corpi apoptotici seminali e gli
spermatozoi non vitali (quadranti UL
e UR rispettivamente) dagli sperma-
tozoi vitali (LL+LR), in cui misurare
quelli con produzione eccessica di
ROS (LR).

Figura 4. A, strategia di gating per isolare la frazione vitale degli spermatozoi in cui studiare (B) l’associazione fra FDS
(TUNEL-TMR) e presenza dell’8 idrossi deosiiguanosina (8OHdG, rivelata in immunofluorescenza con FITC).
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ti in mezzo capacitante, il segnale dovuto alla comparsa
dei residui tirosinici fosforilati aumenta sia nel flagello
che nella testa dello spermatozoo, ma che l’aumento è
soprattutto nel segmento principale del flagello. Con la
stessa tecnologia, lo studio mostra che le tirosino-china-
si che operano nella testa durante la capacitazione sono
diverse da quelle che operano nel flagello (Bulkeley et
al, 2023). Un altro studio che ha impiegato questa tecno-
logia, compiuto sullo stallone, ha mostrato che c’è una
relazione fra particolari anomalie morfologiche della cel-
lula spermatica e la produzione di ROS (Love et al, 2011).
Secondo questo studio, i ROS sono prodotti in eccesso
quando le anomalie interessano la testa, la coda ed il mid-
piece dello spermatozoo. Questi risultati potrebbero spie-
gare la relazione negativa, precedentemente riportata, fra
anomalie morfologiche e fertilità dell’animale. 

Conclusioni

La citofluorimetria è una tecnologia che particolarmente
si adatta alla valutazione degli spermatozoi, per la quale
rappresenta una risorsa irrinunciabile. Tuttavia, le sue
potenzialità non si sono ancora manifestate a pieno
soprattutto nella clinica andrologica, dove invece potreb-
be fornire un importante contributo alla diagnostica. In
particolare, l’incontro fra la caratteristica multifattoriale
dell’infertilità maschile, anche declinata a livello sper-
matico, e la capacità multiparametrica della citofluori-
metria potrebbe auspicabilmente produrre nuovi test dia-
gnostici in pazienti dove l’infertilità idiopatica raggiunge
percentuali altissime.
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