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【摘要】　人类卵胞质内单精子注射（intracytoplasmic sperm injection， ICSI）技术开展至今已有

30余年。其最初主要应用于针对严重少、弱、畸形精子症导致的男性不育患者的治疗，但随着未成熟

卵体外培养、卵子冷冻、胚胎植入前遗传学检测等辅助生殖技术的开展， ICSI使用比例已大幅提升。

虽然目前 ICSI技术相对成熟，但仍有很多细节值得关注和完善。为规范与优化人类辅助生殖技术从

业者的 ICSI操作，由中国医师协会生殖医学专业委员会发起，并联合全国多家生殖医学中心共同编撰

了本共识。
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【Abstract】 Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) has been developed for over 30 years. 
Initially, it was mainly used in the treatment of male infertility caused by severe oligozoospermia, 
asthenozoospermia and teratozoospermia. However, the use of ICSI has substantially increased due 
to the extensive development of assisted reproductive technology such as in vitro maturation of 
immature oocytes, oocyte cryopreservation and preimplantation genetic testing. Although ICSI 
technology is relatively mature, there are still many details that need to be improved. In order to 
standardize and optimize the technology of ICSI, this consensus is initiated by the Chinese 
Association of Reproductive Medicine, and coedited with other reproductive medicine centers.
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20 世纪 90 年代首例卵胞质内单精子注射

（intracytoplasmic sperm injection， ICSI）婴儿的诞

生［1］，标志着对男性不育的治疗取得了突破性进

展。如今该技术已常规应用于全球各生殖中心，并

且随着未成熟卵体外成熟培养（in vitro maturation， 
IVM）、卵 子 冷 冻 、胚 胎 植 入 前 遗 传 学 检 测
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（preimplantation genetic testing， PGT）等辅助生殖
技术（assisted reproductive technology， ART）的广泛
开展，ICSI 的使用比例也大幅增加［2］。因此，能够
熟练、高效、安全地进行 ICSI操作是每一个胚胎学
家应具备的基本技能。虽然 ICSI技术比较成熟，基
本流程也具有较高的标准化，但仍有部分细节值得
关注或有待完善。本共识将从 ICSI的适应证、正常
及常见异常形态卵子、卵子的显微注射、受精观察、
ICSI特殊情况的应对及其他细节、ICSI技术的质控
及培训等几个方面进行阐述并提出相应推荐意见，
旨在为人类 ART 实验室从业者提供实用性参考，
从而为广大不孕患者提供更高质量的服务。

一、ICSI的适应证
虽然 ICSI 技术成功解决了一些严重男性因素

导致的不孕问题，但在部分非男性因素不孕的治疗
方面，其有效性和安全性仍不明确［3-4］。因此，ICSI
技术的使用需更加谨慎。

1. 男性因素：①极重度少精子症及弱精子症，
即精子浓度<1×106/mL 及精子前向运动百分率<
1%，处理后的前向运动精子总数不足 100 万［5-6］。
对于授精方式的选择，目前国内外尚无明确的精子
参数阈值，应结合前向运动精子总数、精子形态及
病史（不育年限、原发/继发不育等）进行综合考虑。
②特殊类型畸形精子症，如圆头精子症、大头精子
症、无头精子症及精子鞭毛多发形态异常。ICSI是
治疗圆头精子症的主要方法，而其他特殊类型畸形
精子症建议先行遗传学筛查，明确致病基因后再选
择辅助生殖助孕方式［7］。③手术取精，指通过附睾
或睾丸手术取精且无论新鲜或冷冻保存［8］。④精
子功能异常，即精子中缺乏精子特异性卵子激活因
子（sperm-borne oocyte activation factor， SOAF）导致
卵 子 激 活 障 碍 ，目 前 认 为 磷 脂 酶 C ζ 蛋 白
（phospholipases C zeta，PLCζ）是主要的 SOAF［9］。
⑤射精功能障碍，如逆行射精且出现精子浓度或活
力严重下降［10］。⑥精子免疫性因素，即抗精子抗体
阳性导致精子活力下降、发生特异性凝集、影响精
子与卵子透明带的结合及顶体反应［11］。

2. 非男性因素：①需行 PGT 周期［12］；②IVM 周
期［12］；③卵子冻融周期［12］；④不明原因前次常规
IVF周期完全受精失败［12］；⑤前次周期卵子普遍存
在透明带异常（如锯齿样/蜡样透明带）［13-14］。

推荐意见：应将 ICSI作为上述男性与非男性因
素的唯一或首选授精方式。对于常规 IVF 授精有
污染史且未能抗菌治愈的病例，仍然存在再次 IVF
授精污染风险，可尝试选择 ICSI［15-16］。而对于不明
原因不孕、高龄及获卵数较低等因素，尚无证据表
明 ICSI可提高活产率［12］，因此推荐短时受精结合早
补救技术。另外，虽然 ICSI仍为PGT周期的推荐授

精方式［17］，但目前对于单纯为了避免父源 DNA 对
检测结果产生干扰而行 ICSI尚存争议［18-19］，因此也
有共识建议PGT周期中，ICSI应仅限于精子污染可
能对检测结果准确性造成影响的情况下应用［12］。

二、ICSI周期中正常及常见异常形态卵子
通常情况下，仅对出现第一极体（first polar 

body， Pb1）的核成熟卵子进行 ICSI 授精。评估卵
子质量的形态学结构包括：卵丘-卵母细胞复合物
（cumulus-oocyte complexes， COCs）、Pb1、透明带、
卵胞质以及卵周间隙（perivitelline space， PVS）。
理想形态的卵子应该具有：近似椭圆且完整的
Pb1；厚度适中、折光无异常且边缘规则的透明带；
颗粒感均匀适中且不含任何内容物的细胞质；大小
正常且无颗粒/碎片弥散的卵周间隙。在卵丘细胞
去除后，60%~70% 的卵子表现出异常的形态学特
征［20］，但卵子形态对胚胎发育潜能的预测仍存在不
同的结论［21-22］。本共识整理了正常及常见异常形
态的卵子以作参考，详见图1。

推荐意见：COC中卵丘细胞的致密度与卵子成
熟度呈负相关，成熟度越低则卵丘细胞越致密，越
不容易观察到卵子；巨大卵子（卵子直径>200 μm，
胞质直径>150 μm）应予以丢弃；GV 卵子和巨大极
体卵子（长径>40 μm）应根据成熟或正常卵子的比
例，酌情选择丢弃；MⅠ卵子根据患者实际情况决
定继续体外培养或丢弃（见五、ICSI 特殊情况的应
对 及 其 他 细 节 ）；滑 面 内 质 网 簇（smooth 
endoplasmic reticulum cluster， SERc）、大空泡（直径>
14 μm）或多发小空泡、胞质细胞器聚集、锯齿或蜡
样透明带以及多重异常形态卵子会对受精、胚胎发
育及妊娠结局产生较大的负面影响，但部分卵子通
过 ICSI仍然可以获得健康活产婴儿，因此建议这部
分卵子进行特殊标记并不作为移植首选。

三、卵子的显微注射
1. 显微操作系统：显微操作系统是 ICSI操作的

基础设备，主要由倒置显微镜、X-Y-Z轴驱动系统、
油压/气压显微注射仪、恒温加热板及防震系统组
成，不同品牌操作系统之间有所差异，但基本结构
及工作原理相似。

推荐意见：显微操作系统应安置在百级净化区
域（ISO Class5），该区域应相对独立、安静且人员流
动较小，远离门口和传递窗口，尽量避免高效滤器
出风口直吹操作台面和操作人员，这样可以保障操
作环境稳定，使操作人员免受外界因素干扰而更加
专注［23］。除此之外，与显微操作相关的培养箱应尽
量靠近显微操作设备，增加操作流程的顺畅度，减
少配子或胚胎在外界暴露的时间。

2. ICSI操作皿的制备：ICSI操作皿通常由用于
卵子注射的 HEPES/MOPS 操作液微滴和加注精液
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样本的聚乙烯吡咯烷酮（polyvinylpyrrolidone，PVP）
液微滴所组成。ICSI 操作皿应至少提前 2 h 置于
37 ℃不通气培养箱中进行温度平衡［24］。建议使用
通过鼠胚试验和内毒素检测的 ICSI专用皿。

推荐意见：ICSI操作皿各类微滴的具体布局没
有统一标准，可根据个人操作习惯制备，但应遵循
如下基本原则及参考技巧［24］：①操作液微滴应尽量
集中于皿的中部，以避免操作针下降时触碰皿的侧
壁；②如果是极重度少、弱精或睾丸/附睾精子，也
可不用制作 PVP 微滴，直接将精子悬液制成微滴；

③建议双人制皿，及时覆盖培养油，避免因挥发而
改变液滴渗透压。

3. 显微操作针的安装：用于 ICSI的显微操作针
包括注射针和持卵针。通常厂商会根据不同内外
径尺寸、针尖形状、前端角度等提供多种规格的显
微操作针，一般认为采用内径更小、尖端更长的注
射针有助于降低卵子的退化率［25］，有研究表明使用
内径 3~5 μm 的注射针行 ICSI，较使用内径 5~7 μm
的注射针可使卵子退化率下降 7%左右［26］。显微操
作针的正确安装对于 ICSI操作至关重要。

注：COC示卵丘-卵母细胞复合物；Pb1示第一极体；ZP示透明带；PVS示卵周间隙

图1　人类正常及常见异常卵子

A示COC（成熟卵子，卵丘细胞松散，箭头所示为Pb1）；B示COC（未成熟卵子，卵丘细胞致密，未见Pb1）；C示COC（退化卵子且透明带

破裂）；D示正常形态卵子；E示偏振光显微镜下正常形态卵子，纺锤体（箭头所示）位于极体正下方；F示MⅠ卵子；G示GV卵子；H示

胞质粗糙，颗粒感明显且均匀；I示胞质可见滑面内质网簇，光滑似圆盘；J示胞质多发空泡（呈凹陷感，最大空泡直径约16 μm，箭头所

示）；K示胞质细胞器聚集，中央区域颗粒感明显；L示异常ZP，呈琼脂/蜡样、无PVS、胞质出现折光体（箭头所示，约 5 μm）；M示异常

ZP，边缘呈锯齿状，Pb1呈月牙状（箭头所示），无PVS；N示ZP增厚（>20 μm为增厚）；O示ZP着色，透明度下降（箭头所示卵子）；P示

PVS增大（至少可以容纳 2个正常大小的Pb1）；Q示ZP夹层（箭头所示）；R示PVS内大量颗粒碎片；S示巨大Pb1（长径约 80 μm）；T示

多Pb1且较大；U示Pb1碎片化且PVS增大；V示连体卵子；W示胞膜不规则；X示巨大卵子（箭头所示，总体平均直径约 230 μm，胞质

平均直径约 150 μm），双Pb1，胞质细胞器聚集；Y示长椭圆形巨大卵子
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推荐意见：①安装时避免注射针内产生大量气
泡；②操作针在插入持针器过程中如遇到较大阻力
时切勿强行插入，应检查持针器管路内是否有破损
的玻璃残留物；③若发现操作针吹吸不顺畅，尤其
是无法稳定控制注射针内的精子时，应首先检查装
针位置和水晶螺母松紧度；当确保装针到位并拧紧
水晶螺母后上述问题仍未解决，应考虑是水晶螺母
内的密封胶垫出现了老化或破损，需及时进行更
换；④将安装好的操作针在低倍物镜（4×或 10×）下
进行调焦，并使注射针和持卵针成一条直线；⑤注
射针前端角度并非与皿底完全平行，但角度不宜过
大，以成功压停运动精子的最小角度为佳。

4. 卵子的脱颗粒：ICSI 前需将 COCs 的大部分
或全部颗粒细胞剥离，以便于卵子成熟度和形态的
评估及后续的显微注射。脱颗粒过程采用透明质
酸酶消化和机械吹吸相结合的方式。基本步骤：
COCs 在透明质酸酶中剥离大部分的卵丘细胞，随
后在含 HEPES 或 MOPS 的配子缓冲液中用剥卵管
进一步去除透明带外层的放射冠。

推荐意见：建议卵子在透明质酸酶中作用的时
间<30 s［24］。脱颗粒的总时间控制在 1~2 min内，因
此不建议一次操作过多的卵子（5~8 枚为宜）［27］。
建议使用口径（内径）递减的烧拉制成的玻璃吸管
或商品化剥卵针逐步进行卵子脱颗粒：通常先用管
口烧制光滑的巴斯德吸管在酶中进行吹吸消化、随
后用内径 200 μm左右的吸管转移至干净配子缓冲
液中、然后用内径 160~180 μm的吸管/拨卵针进行

“粗拆”、最后用内径 135~140 μm的吸管/拨卵针将
颗粒细胞剥离干净［27］；脱颗粒后的卵子应进行充分
洗涤，最后移入卵裂培养液中孵育至少 1 h［24］。

5. 显微注射基本步骤：精子制动、调整穿刺位
置并固定卵子、穿刺透明带及胞质、负压破膜、注入
精子（图2），操作过程力求简练、轻柔、缓慢。

推荐意见：将精子注入胞质内是受精的关键。
精子头颈部顺利滑出针尖，并且撤针后不随胞膜的
回弹而持续后移，即标志着精子成功注入胞质。当
观察到破膜成功，但精子在注入时明显受阻而依然

停留在针尖内侧，并且在撤针后精子会沿穿刺通道
缓慢向外移动，表明回吐的胞膜“褶皱”阻碍了精子
的进入［23］。如遇此种情况，可以进行二次回吸胞质，
然后再重新注入精子；或者平行于第一次穿刺通道
位置进行二次穿刺，重新破膜后再注入精子。经过
第一次穿刺拉伸后的胞膜，通常在二次穿刺时仅需
轻微负压甚至无需负压即可破膜［23］。推荐在200 ×~
400 ×放大倍数下进行精子的制动和卵子的注射。

6. 精子的制动：精子制动的主要目的是“止
动”。与此同时精子质膜被破坏，导致核周膜暴露
并促进卵子激活因子的释放［28］。部分操作者为了
充分破膜，往往会反复多次地对精子尾部进行滑动
或研磨。有研究显示，相较于多次的精子制动，一
次性的制动并不会降低受精率，反而可以获得更高
的优质胚胎率（一次性制动：37.5%，多次制动：
31.8%，P=0.02）［29］。

推荐意见：对于精子的制动，成功阻止前向运
动及尾部摆动即可；精子制动后尽快进行注射，不建
议提前制动足够数量的精子后再进行注射。对于极
重度少精患者，为避免卵子外界暴露时间过长，可以
提前抓取足够数量的精子，但不提前进行制动。

7. ICSI 过程中极体摆放的位置：理论上，减数
分裂纺锤体应靠近Pb1排出的皮质下方［30-31］。因此
为避免 ICSI过程中穿刺及回吸胞质对纺锤体的损
伤，通常将Pb1置于 6点或 12点位置，从3点位置进
针。当Pb1置于 12点位置时，针尖开口斜面背向纺
锤体，能有效避免胞质回吸过程中对纺锤体的损
伤；当Pb1置于 6点位置时，精子注入后更靠近纺锤
体，有利于受精和胚胎发育［25］。但关于 ICSI过程中
Pb1摆放的位置目前并没有明确定论。实际上，利
用偏振光显微镜观察可以发现，并非所有纺锤体均
靠近 Pb1，推测是拆卵过程导致 Pb1 发生了位移。
但大部分（74%）的减数分裂纺锤体依然是靠近Pb1
的（偏离角度≤45°）［32］；并且发育潜能更好的卵子，
其纺锤体往往是越靠近Pb1的［33］。由此可见，常规
位置进行穿刺，对于大部分卵子，尤其是高质量卵
子是相对安全的。

注：圆圈示精子的位置；箭头示精子移动方向；Pb1示第一极体；PVP示聚乙烯吡咯烷酮

图2　显微注射过程（200 ×）
A示轻压精子尾部中段或下段进行制动；B示调整 Pb1位置并固定卵子，针尖抵住透明带后将精子移到针尖处；C示突破透明带并刺入胞

质，但此时并未破膜；D示当胞质瞬时流入针内时（破膜），即刻终止负压；E示精子进入胞质，应避免注入PVP
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推荐意见：建议将 Pb1 置于 12 点或 6 点位置，
于 3点或 9点位置（左手进针者）进行穿刺。使用显
微注射针轻压卵子透明带，使Pb1旋转至穿刺焦距
平面最清晰位置。

8.注射针穿刺深度：注射针首先穿透透明带并
触及胞质膜，随后继续向卵胞质深部进入。注射针
穿刺胞质的深度不宜过深或过浅，进针过深，会吸
住对侧卵胞质膜；而进针过浅，则会导致注射后卵
子退化率升高。

推荐意见：建议穿刺深度为胞质直径的1/2~2/3
为宜［34］。但对于发生突然破膜（无穿刺漏斗形成）的
卵子则不建议继续进针，可直接将精子注入胞质。

四、受精观察
受精观察时间点为 ICSI后（17±1） h。出现2个

原核（two pronuclei， 2PN）及 2 个极体为正常受精；
出现 1 个原核（monopronuclear， 1PN）或>2PN 为异
常受精；未见原核（nonpronuclear， 0PN）多数情况
为未受精，也有少部分是原核出现的时间不在观察
时间点内。

推荐意见：尽管有研究报道，通过 PGT 筛选正
常双亲二倍体胚胎可以获得健康婴儿［35-36］，但考虑
到较低的正常胚胎率和较高的检测成本，建议丢弃
ICSI-1PN 来源的胚胎。ICSI-0PN 来源的胚胎可能
是原核出现过早或过晚而错过了观察时间。鉴于
高质量 ICSI-0PN 来源的胚胎具有与 ICSI-2PN 来源
胚胎近似的正常染色体发生率、双亲二倍体比例以
及妊娠结局［37-38］，建议对高质量 ICSI-0PN来源胚胎
行囊胚培养，形成可利用囊胚，经充分知情同意后
再行移植或冷冻保存［39］。

五、ICSI特殊情况的应对及其他细节
虽然 ICSI技术已十分成熟，流程也具备较高的

标准化，但某些特殊情况的应对及细节仍不够明确
或尚存争议。

1. 第一次减数分裂（MⅠ）中期卵子的处理：
ICSI周期中可以发现不成熟卵的比例约为 15%，其
中MⅠ卵占 4%左右［40］。这些MⅠ卵通过短时间的
体外培养，一部分仍可以在体外发育成熟。但随着
体外成熟时间的延长，非整倍体卵子的比例也会逐
渐增加［41］，因此对这部分卵子的使用尚存争议［25］。

推荐意见：对于卵子成熟率较低（<50%）或高龄
（≥40岁）的患者，可对 MⅠ卵进行短时间的体外培
养（取卵后8 h内），从而增加卵子利用率及可用胚胎
数量，但鉴于其较高的非整倍体率及不良妊娠结局，
有条件的可酌情对形成的囊胚进行PGT-A检测［42］。

2.易退化卵子的应对：ICSI卵子退化是比较常
见的现象，退化率通常在 5%~19%［25］。一类卵子退
化是发生在 ICSI过程中，表现为进针时突然破膜，胞
质外溢；另一类则是在第1天观察受精时才被发现。

ICSI卵子退化，多数情况下与卵子自身质量有关，但
操作者的技术因素同样会导致卵子退化率的增加。

导致 ICSI 卵子退化率增加的因素主要包括：
①卵子胞质的成熟度。胞质成熟度越低，其含水量
越高，黏滞性便越低。而过熟的卵子，由于膜下的
微丝（尤其是F-肌动蛋白）含量下降，同样会导致胞
质黏滞性降低。胞质黏滞性越低，细胞内压力则越
大，破膜的瞬间便越容易发生胞质的外溢，从而造
成卵子退化。此类卵子通常会表现为，穿刺所形成
的“漏斗”小且持续时间短，甚至无漏斗形成（突然
破膜）［43］。②剥卵针过细或剥卵过度，造成细胞骨
架或胞膜的机械性损伤，其中肌动蛋白丝对机械刺
激尤为敏感［44］。③精子或胞质黏针，使得 ICSI针在
胞质内过度操作，从而引发胞质外溢。④进针过深
导致卵子贯穿。⑤ICSI针前端水平角度过大，造成
穿刺截面增加。

推荐意见：脱颗粒过程中应避免高频率、大幅度
吹吸，剥卵针内径不应<135 μm；避免过度剥离颗粒
细胞，残余颗粒细胞不影响卵子的观察和注射即可；
当出现精子或胞质黏针严重时，应及时更换 ICSI针；
ICSI针前端水平角度不宜过大；对于卵膜脆性较高
的卵子，建议适当延长孵育时间，再行 ICSI。

3.无透明带卵子（zona-free oocytes， ZFOs）的处
理：ZFOs 多数是由取卵或脱颗粒过程中机械应力
导致透明带破裂所致［45］，也可见于少数透明带发育
异常的特殊病例［46］，如图 3。由于缺少了透明带的
保护，此类卵子非常脆弱。但 ZFOs 通过 ICSI 依然
可以获得正常活产［46］，且与透明带完整卵子活产婴
儿具有相似的孕周和出生体质量［47］。因此ZFOs依
然具有临床应用价值，不应直接丢弃，尤其是获卵
数较少的患者。

推荐意见：ICSI过程中，Holding针负压不宜过
大，ICSI针刺入不宜过浅；由于观察不到 Pb1，有条
件的可以利用偏振光显微镜确认纺锤体位置后再
行 ICSI；ZFOs 来源的卵裂期胚胎在移植或冷冻过
程中容易发生解体，因此建议进行囊胚培养；为避
免养囊换液过程中卵裂球分解，可以直接将培养微
滴中的卵裂期培养液移除并重新注入囊胚培养液，
或者使用一步培养液；建议对 ZFOs 进行单滴培养
或应用时差成像系统进行培养。

4. ICSI完全受精失败的应对：ICSI周期完全受
精失败的发生率为 1%~5%［48］。导致 ICSI受精失败
的因素包括技术因素、精子缺陷以及卵子因素，其
中最常见的原因是精子缺陷导致的卵子激活障碍
（oocyte activation deficiency， OAD）［9］。目前，对于
OAD 的 治 疗 通 常 采 用 人 工 卵 子 激 活（artificial 
oocyte activation， AOA），即利用机械、物理、化学等
方式引起卵子外源 Ca2+的内流或内源 Ca2+的释放，

·· 663



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

中华生殖与避孕杂志 2023 年7 月第 43 卷第 7 期　Chin J Reprod Contracep, July 2023, Vol. 43, No. 7

进而诱发一系列与受精相关的生化反应［25］。对于
明确由精子缺陷导致 OAD 的病例，AOA 可以显著
改善再次治疗的结局［49］。尽管有限的研究表明，与
常规 ICSI 相比，AOA 出生的后代患病率和出生缺
陷并没有差异［50］，但仍需要进行前瞻性的多中心长
期研究，以明确该技术的有效性和安全性。

推荐意见：AOA 应谨慎应用，建议对前次 ICSI
受精完全失败或受精率低下的患者进行患者精子与
供者卵子的交叉试验、鼠卵激活试验（mouse oocyte 
activation test， MOAT）或精子的PLC ζ染色，来判断
精源性或是卵源性OAD；可对Ⅰ型圆头精子症或精
源性OAD的病例进行AOA治疗［51］；常用化学法激活
剂包括离子霉素、A23187以及氯化锶。三者之间的
效果比较尚存争议，但对于单独应用上述3种激活剂
临床治疗效果不佳的患者，可尝试联合应用［52］。

5. 完全不活动精子的应对：ICSI过程中，将完全
不活动精子中的活精子和死精子进行区分至关重
要，因为死精子无法激活卵子而发生正常受精［53］。
常用的存活精子鉴别方法包括人工精子激活
（artificial sperm activation， ASA）、低渗膨胀试验（hypo-
osmotic swelling test， HOST）、激光辅助不动精子选择
（laser-assisted immotile sperm selection， LAISS）、精子
尾部柔韧性测试（sperm tail flexibility test， STFT）。

（1）ASA：利用己酮可可碱或茶碱等磷酸二酯
酶抑制剂（phosphodiesterase inhibitor， PDE），通过
cAMP 途径诱导精子尾部的下游蛋白磷酸化，从而
刺激尾部运动［25］。睾丸穿刺获取的精子经过冷冻
复苏通常会表现为不活动或者活力较弱，因此ASA
常用于该类精子的激活，并且效果非常显著［54］。虽
然卵子和胚胎并不直接接触ASA药物，精子暴露浓
度也极低，但关于 ASA 对子代影响的研究非常有
限［55-56］，其安全性尚需更多的长期随访研究来证实。

（2）HOST：具有正常膜功能的存活精子，在低
渗溶液中尾部会发生肿胀。研究表明，将培养液与
超纯水 1∶1 混合配制成的低渗液更有利于对 ICSI
不动精子的选择［57］。HOST具有简单、相对安全、可
重复性高等特点。尽管 ASA 对于睾丸中精子的选
择效果显著优于 HOST［58］，但其对轴突缺陷或功能
性尾部缺陷的精子却是无效的，因此 HOST仍然是
IVF实验室应采纳的一项技术［56］。

（3）LAISS：利用激光击打精子尾部末端，不动
的存活精子尾部会在被击打部位发生卷曲［59］。该
方法具有快速、简单、可重复性高等特点，其识别存
活精子的特异性与 HOST 相当［25］。与常规通过活
力和形态选择精子行 ICSI周期比较，LAISS周期在
受精、胚胎发育及种植潜能等方面没有差异，并且
不会增加产科和新生儿不良结局的风险［60］。但目
前仍缺乏对子代进行长期随访的相关研究。

（4）STFT：利用 ICSI 针将精子尾部向一侧弯
曲，若尾部弯曲后可以恢复原位或者独立于头部移
动，说明精子是存活的［61］。显然，该方法的生物安
全性是最高的，但同时对实验室人员的技术和经验
要求也更高，因此可操作性和准确性相对较低。

推荐意见：虽然上述四种方法存在各自的优缺
点，但 IVF实验室应至少采用其中一种用于不动精
子的 ICSI处理；鉴于ASA的安全性尚不明确，因此应
谨慎应用；HOST和LAISS可以作为ASA无效病例的
备选方法，但尚无证据表明两者哪个更具优势，可以
根据实验室操作习惯及设备条件进行选择应用；
STFT方法通常可以结合HOST和LAISS方法使用。

当使用 HOST时，精子在低渗液中暴露时间应
少于 30 s［62］。具体操作方法：先用 STFT 法选择疑
似活的不动精子，将精子按照先头后尾的方向吸入
注射针内，将注射针移入低渗液内，轻轻地先吐出
尾部尖端，使头部保持在注射针内，一旦发现尾部
出现肿胀，立即将精子转移到等渗培养液中，这样
就可以尽可能避免低渗环境对精子细胞核的影响。
低渗液配制：50%培养液+50%超纯水。

6.精子的优选：精子DNA碎片会对辅助生殖的
治疗结果以及自然受孕产生不利影响［63］。因此，先
进的精子优选技术越来越多地应用于 IVF周期（常
用于 ICSI 周期），旨在提高精液样本中具有完整
DNA 的精子数量［64］。常用的先进精子优选技术包
括磁性活化细胞分选法、电动电位法、电泳分离法、
透明质酸结合法、偏振光显微镜精子选择、形态选
择 性 卵 胞 质 内 单 精 子 注 射（intracytoplasmic 
morphologically selected sperm injection， IMSI）、微
流体分离法以及精子水平迁移法等［65］。但上述方
法的安全性和有效性依然缺乏具有前瞻性和随机
性的相关研究。另外，高比例的精子DNA碎片化是

图3　人类无透明带卵子行卵胞质内单精子注射及胚胎发育情况

A示固定卵子；B示穿刺胞膜；C示注入精子；D示第1天正常受精；E示第3天 8-细胞胚胎；F示第5天囊胚

·· 664



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

中华生殖与避孕杂志 2023 年7 月第 43 卷第 7 期　Chin J Reprod Contracep, July 2023, Vol. 43, No. 7

否会导致 ICSI周期的不良结局，依然存在相互矛盾
的研究结论［66］，这可能是因为常规 ICSI过程中基于
形态动力学的精子挑选本身就是一种优选方式［67］。

推荐意见：目前还没有可靠的技术可以彻底筛
除 DNA 碎片化的精子，并且这些技术的安全性和
有效性有待商榷，因此不建议将上述方法进行常规
应用；对于精子 DNA 碎片指数（DNA fragmentation 
index， DFI）>20%~30% 且具有不良预后因素（高
龄、卵巢功能低下、反复种植失败/流产）的病例可
以尝试上述方法进行精子的优选，但由于相关研究
缺乏前瞻性和随机性，因此目前尚无法推荐最佳的
精子优选技术［68-69］；若 DFI 持续较高且反复 ICSI 周
期失败2次以上可考虑从睾丸中获取精子［68-69］。

7.其他细节
（1）卵子孵育、脱颗粒及 ICSI时机的选择：在促

排卵周期中卵子会存在胞核-胞质发育不同步的情
况，因此对卵子进行短时的体外孵育似乎有利于胞
质的成熟，从而提高受精率和妊娠率［25］。但目前对
于卵子的孵育时间，以及取卵至脱颗粒和脱颗粒至
ICSI的间隔时间仍未形成明确共识。

①取卵至脱颗粒时间：虽然卵丘细胞有助于卵
子的进一步成熟，但长时间孵育会加速卵子的老
化，导致减数分裂纺锤体发生降解［70-71］。

②脱颗粒至 ICSI时间：一般认为在透明质酸酶
的消化以及剥卵管的机械应力作用下，卵子会产生
应激，因而需要一个短暂的恢复过程。

③取卵至 ICSI 时间：目前普遍认为，取卵后对
卵子进行孵育有利于改善 ICSI的结局［25］，但过长的
孵育时间反而会产生负面影响［72-73］。然而，具体时
间范围仍不明确，因为除了孵育时间，患者特征、用
药方案以及实验室培养条件等多种因素都会对
ICSI周期结局产生影响。

推荐意见：取卵后 2~6 h 或人绒毛膜促性腺激
素（human chorionic gonadotropin，hCG）扳机后 38~
42 h 内进行脱颗粒及 ICSI；建议脱颗粒后孵育 1 h
再行 ICSI；预后不良的患者可以利用纺锤体观测仪
评估卵子核-质同步性，对于未见纺锤体的 MⅡ卵
可以适当延后 ICSI时间［74-75］。

（2）PVP 的浓度：商品化 PVP 的浓度通常为
7%~10%，可以直接使用。然而，即使低浓度的
PVP 也会对精子质膜、顶体及核造成损伤，延迟卵
子钙离子震荡和精核去凝集的发生，进而影响受精
及胚胎发育［76］。因此有学者提出用低浓度或不含
PVP 的溶液进行 ICSI 操作［76］。Ding 等［77］分别使用
三种浓度（10%、7% 和 5%）的 PVP 进行前瞻性研
究。结果表明，随着PVP浓度的降低，受精率、卵裂
率、优质卵裂期胚胎率及优质囊胚率均有所增加，
其中 5% PVP组的卵裂率（96.26%）、优质卵裂期胚

胎率（81.73%）和优质囊胚率（54.96%）均显著高于
10% PVP 组（92.00%， P<0.001；69.40%， P<0.001；
42.67%， P<0.001）。但由于低浓度或不含 PVP 的
溶液黏性较低，无论是精子的抓取、制动，还是将精
子注射入卵子的操作过程都需要实验人员具有很
强的操控能力，因此需要进行充分的训练。

推荐意见：建议根据个人技术能力和习惯将
PVP进行适当稀释，5%的PVP是很好的选择，一方
面降低高浓度PVP对卵子发育潜力的负面影响，另
一方面也几乎不增加精子制动操作的时长［77］。

（3）透明质酸酶的浓度：实验室所使用的透明
质酸酶浓度通常为 80 U/mL。高浓度的透明质酸酶
（约 760 U/mL）会增加 ICSI 后卵子退化率及 1PN 发
生率［78］。另外，商品化透明质酸酶多来源于牛睾
丸，人们会担心纯度低、浓度批次差异、卵子消化过
程中的机械创伤和长时间暴露，以及外源 DNA 整
合等因素对卵子产生负面影响［79］。van de Velde
等［78］应用更低浓度的透明质酸酶进行脱颗粒，结果
显示相较于高浓度组妊娠率有所提高（39 U/mL 与
78 U/mL比较，妊娠率分别为49%和32%；10 U/mL与
39 U/mL比较，妊娠率分别为 56% 和 44%），但差异
均无统计学意义。尽管目前尚无充分证据表明低
浓度透明质酸酶更有利于 ICSI治疗结局，但从生物
安全角度考虑，在不影响消化效能的前提下，应考
虑使用更低浓度的消化酶。

推荐意见：商品化透明质酸酶（80 U/mL）可以
直接应用。同时建议在不影响脱颗粒效果和时间
的前提下可以进行稀释应用。

六、ICSI技术的质控及培训
1.质控指标：根据2017年维也纳共识及2018年

中国胚胎实验室关键指标质控专家共识［80-81］，将
ICSI实验室质控指标的计算方式及标准归纳如下，
详见表1。

2.技术培训：2005 年美国生殖医学会规定，新
人要在资深胚胎学家的指导下，完成 20 枚未受精
卵子的注射和 50 枚实际患者卵子的注射，并且受
精率≥50%、卵子退化率<15%方可独立操作［82］。但
随着临床促排卵方案的不断进步和实验室技术的

表1 ICSI实验室质控指标

质控指标计算

正常受精率=可见2PN及2Pb的卵子数/注射MⅡ
卵子数×100%

卵子退化率=退化卵子数/注射MⅡ卵子数×100%
1PN率=1PN卵子数/注射MⅡ卵子数×100%

最低
标准

≥65%
≤10%

<3%

理想
标准

≥80%
≤5%

注：正常受精率和卵子退化率为关键质控指标；1PN率为一般质

控指标；退化卵子定义为 ICSI过程中出现胞质崩解及受精观察时发

现凋亡的卵子；ICSI示卵胞质内单精子注射；PN示原核；Pb示极体
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不断成熟，新人培训合格的标准也应该有所提高。
有研究显示，ICSI 操作经验会直接影响受精率、可
利用囊胚率及持续妊娠率等指标，并且新人需要完
成至少 1 000 个 ICSI周期，才能达到与资深胚胎学
家相近的 ICSI实验室和临床结果［83］。当然，取得高
水平技能所需的 ICSI周期数也会因教学方法和个
人水平而异［84］。因此对新人进行系统、专业且长期
的培训十分重要。

推荐意见：①新人要充分了解 ICSI的理论基础
及影响因素。只有熟练掌握捡卵、胚胎转移、卵子
脱颗粒等基础技能的新人才可以开始训练 ICSI操
作；②训练期间可以使用未受精或废弃的 IVM卵子
进行练习。当新人的平均每卵操作时间（从制动精
子开始，至注射结束）与带教胚胎学家相当、废弃
IVM 卵子受精率>60%、卵子退化率<10% 时，方可
进行患者卵子的操作；③新人在正式操作患者卵子
初始阶段，可以注射获卵数较多患者（>10枚卵子）
的部分卵子。至少注射 50 枚卵子后，当受精率及
卵子退化率与资深胚胎学家注射的同批卵子结果
相当时，方可进行独立操作。

七、小结
ICSI技术的出现为不孕夫妇带来了希望，甚至

已经成为某些病因所致不孕的唯一治疗手段。但
关于 ICSI在先天畸形和子代健康方面的安全性依
然存在争议［85］。而在我国普遍开展的短时受精，
同时结合早期补救 ICSI，目的就是最大限度地降
低 ICSI 应用比例。一项随机对照试验研究表明，
虽然非男性因素行 ICSI 较常规 IVF 可以获得更高
的受精率及更低的周期取消率，但并不会增加活
产率［86］。而获得健康婴儿才是不孕夫妇的最终目
标。因此，对于 ICSI的应用需要严格把控适应证，
在改善治疗结局的同时，更要重视子代的长期
健康。
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