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冻存睾丸精子用于男性生殖力储备的探讨
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【摘要】 目的: 通过研究对无精子症患者实施睾丸活检或其他手术时冷冻睾丸精子经复苏后行卵细胞胞质

内单精子注射( ICSI) 助孕的临床效果，探讨冻存睾丸精子作为男性生殖力储备的有效性。 方法: 回顾性分析了

在本院实施睾丸活检或其他手术时冷冻睾丸精子的患者 96 例，其中的 55 例已在本中心复苏冷冻精子行 ICSI 助孕

共 60 个周期，评估其冷冻精子复苏、卵子受精、卵裂、可移植胚胎、优质胚胎、临床妊娠及其分娩情况。 结果: 复

苏冻存睾丸精子 60 个周期均获成功，复苏后行 ICSI 技术助孕，受精率 77． 6% ( 513 /661) ，2PN 受精率 69． 4% ( 459 /
661) ，卵裂率 99． 4% ( 510 /513) ，可利用胚胎率 84． 5% ( 431 /510) ，优质胚胎率 40． 8% ( 208 /510) ; 所有周期均有可

移植胚胎; 新鲜胚胎移植 52 个周期，临床妊娠 30 例( 临床妊娠率 57． 7% ) ，双胎妊娠 11 例( 其中 1 例双胎自然减为

单胎) ，单胎妊娠 19 例，种植率为 38． 7% ( 41 /106) ，流产率为 3． 33% ( 1 /30) 。目前，已经出生了 20 例健康婴儿( 12
个男婴，8 个女婴) ，未发现先天缺陷儿; 另外 13 例( 7 例单胎和 6 例双胎) 继续妊娠中。 结论: 睾丸精子冷冻复

苏后行 ICSI 助孕可以得到较好的临床结局。冻存睾丸精子是无精子症男性生殖力储备的有效方式。
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【Abstract】 Objective: To investigate the effectiveness of testicular sperm cryopreservation in male fertility preservation by eval-
uating the clinical outcome of ICSI cycles with frozen-thawed testicular sperm for azoospermia patients． Methods: We retrospectively
analyzed 96 samples of cryopreserved testicular sperm obtained by testicular biopsy，vasovasostomy ( V-V) ，vasoepididymostomy ( V-
E) ，of which 55 were subjected to 60 ICSI cycles with frozen-thawed testicular sperm． We evaluated the rates of sperm recovery，ferti-
lization，cleavage，transferable and good-quality embryos，clinical pregnancy，pregnancy outcome，and health of the newborns． Re-
sults: All the frozen testicular sperm samples were recovered successfully． The rates of fertilization，2PN fertilization，cleavage，availa-
ble embryos and good-quality embryos were 77． 6，69． 4，99． 4，84． 5 and 40． 8%，respectively． There were transferable embryos in all
cycles． Fresh embryos were transferred in 52 of the 60 cycles，with the clinical pregnancy rate of 57． 7% ( 30 /52) ，including 19 sin-
gletons and 11 twins，and the rates of implantation and miscarriage were 38． 7% ( 41 /106) and 3． 33% ( 1 /30) ． Up to the present
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time，there have been 20 healthy newborns，including 12 boys and 8 girls，and another 13 ongoing pregnancies． No birth defects have
been found so far． Conclusion: Desirable clinical outcomes can be obtained from ICSI cycles with frozen-thawed testicular sperm，

and testicular sperm cryopreservation is an effective method of fertility preservation for azoospermia males． Natl J Androl，2012，18
( 3) : 231 －234
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不孕症在育龄夫妇中的发生率约为 9． 3%，其

中男性因素约占 30% ～ 50%，而无精子症在男性不

育人群中的发生率为 10% ～ 20%。1992 年卵细胞

胞质内 单 精 子 注 射 技 术［1］ ( intracytoplasmic sperm
injection，ICSI) 的诞生给严重少、弱、畸精子症的患

者带来了福音。次年，Cref 等［2］首次利用睾丸精子

行 ICSI 助孕获得成功，使得无精子症的患者拥有遗

传学后代成为可能。该技术的诞生又将精子的冷冻

技术向前推动了一大步，附睾及睾丸精子冷冻、睾丸

组织冷冻相继获得成功。1996 年 Hovatta［3］和 Gil-
Salom［4］所在不同研究组分别报道用冻融睾丸精子

行 ICSI 术获得成功妊娠，又将无精子症的助孕治疗

向前推进一大步。目前，国内外尝试用多种方法冷

冻保存睾丸精子，提高其复苏率和复苏后行 ICSI 助

孕的临床效果，探索无精子症男性助孕治疗和生殖

力储备的有效方式。现将北京大学第一医院生殖与

遗传医疗中心近几年冷冻保存睾丸精子的情况及其

复苏后行 ICSI 助孕治疗的临床结局总结分析如下。

1 资料与方法

1． 1 临床资料 2009 年 1 月至 2011 年 9 月在本中

心冷冻保存睾丸精子的患者有 96 例。其中已有 55
例患者复苏冷冻睾精，行 ICSI 助孕 60 个周期。男

方的平均年龄为( 33． 4 ± 2． 85 ) 岁，女方的平均年龄

为( 29． 34 ± 3． 71 ) 岁，平均不孕年限( 3． 54 ± 3． 48 )

年、平均基础 FSH( 7． 62 ± 4． 34 ) IU /ml。所有患方

夫妇均充分知情并签署知情同意书。
1． 2 方法

1． 2． 1 控制性超促排卵及卵子的获取 超促排卵

采用黄体中期启动的短效 GnRH-a 长方案或月经周

期第 2 天启动的长效 GnRH-a 长方案，当有≥2 个优

势卵泡的直径达到 20 mm 时，注射绒毛膜促性腺激

素( 艾泽) 250 μg，36 h 后行阴道 B 超引导下穿刺取

卵术。取卵后 4 ～ 6 h 选取成熟卵子 ( MⅡ期) 行

ICSI。
1． 2． 2 睾丸精子的冷冻与复苏

1． 2． 2． 1 睾丸精子的获取 采用睾丸精子抽吸术

或行开放性切开睾丸组织取精方法取出生精小管，

方法见参考文献［5］; 生精小管取出后一部份送病

理检查，余 下 的 放 在 培 养 液 ( Sperm rinse，美 国

Quinn＇s 产品) 中，用 1 ml 注射器分开生精小管，清洗

2 ～ 3 遍，尽量多地去除红细胞，然后用两只折弯了

( 角度为 90 度) 的 1 ml 注射器针头将精子从生精小

管中挤出至 0． 6 ml 培养液中，在倒置显微镜下观察

有无精子及活动情况。若无精子则征求患者意见考

虑取对侧睾丸组织。去除培养液中反复挤压过的生

精小管，收集余下的细胞悬液在试管中。冷冻时机

的选择: 若悬液中见到活动精子则即刻冷冻; 若未见

活动精子则将其放到培养箱( 37 ℃、5% CO2 ) 中培

养 6 ～ 24 h 后再观察，一般会见精子活力明显加强，

一旦见到有活动精子就予以冷冻。
1． 2． 2． 2 精子冷冻与复苏 本中心使用的精子冻

存液为美国 Quinn＇s 公司生产的 Sperm Freezing Me-
dium，其冷冻方法为液氮蒸汽悬吊法，具体步骤为:

①室温下，将等体积的精子冻存液在 30 s 内缓慢加

入精子悬液中;②充分混匀后装载到冷冻管中，室温

放置 3 min; ③4 ℃水浴 60 min;④再在液氮液面上

方 15 ～ 20 cm 的液氮蒸汽中悬吊 30 min; ⑤置入液

氮中长期保存。一般在取卵的前日下午或者当日上

午复苏精子。精子复苏步骤为: 首先将装有精子悬

液的冷冻管放入 35 ℃的水浴中; 直至冰晶完全融化

后将精子悬液转移到 15 ml 离心管中; 再向其中缓

慢( 30 s 内) 加入 8 倍于精子悬液体积的精子培养

液; 充分混匀后，300 × g 离心 10 min; 去除上清液留

取精子沉渣洗涤。
1． 2． 2． 3 精子洗涤与评估 精子复苏后用培养液

( Sperm rinse 美国 Quinn＇s 产品) 3 ml 悬浮沉渣，取

出 50 μl 悬液至培养皿中，在倒置显微镜下评估精

子质量; 余下悬液 300 × g 离心 5 min，离心后去除大

部分上清液，留取 0． 3 ～ 0． 5 ml 液体重新悬浮沉渣。
精子悬液放在室温或培养箱中待用( 如果活动精子

易找则放置室温，否则培养箱中培养) 。以活动精

子的数量满足 ICSI 的要求，即大于或等于患者获得

成熟卵子的数目判定为精子复苏成功。
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1． 2． 2． 4 体外受精、培养、胚胎移植及妊娠情况

采用 ICSI 方法受精，所用培养体系为 Vitrolife 公司

提供的 G-FERT、G1、G2 系列。ICSI 后 16 ～ 20 h、取
卵后 48、72 h 分别观察受精及胚胎发育情况。取卵

后第 3 天进行胚胎移植，胚胎移植后 14 d 验尿、查

血 hCG，若为阳性，则于移植后 4 周来院行 B 超检

查，确定临床妊娠。所有临床妊娠患者随访至胎儿

出生。

2 结果

2． 1 睾丸精子取材来源 2009 年 1 月至 2011 年 9
月在本中心冷冻保存睾丸精子 96 例。笔者出于最

大限度地保护患者生殖力目的考虑，尝试性地探讨

取材来源的多样性，包括以下几种情况: 诊断性睾丸

活检术中; 行输精管探查术、输精管 － 输精合术( V-
V) 、输精管 － 附睾吻合术( V-E) 等手术中; ICSI 周

期受精后剩余的睾丸精子; 睾丸肿瘤放、化疗或手术

前。本研究总结的 60 个 ICSI 周期均来自前两种情

况。
2． 2 睾丸精子的复苏结果 复苏冻存睾丸精子 60
个周期均获成功，所有周期均找到了足够数量的活

动精子完成 ICSI。其中 51 个周期在行 ICSI 过程中

较为容易地找到了足够数量的活动精子，找精时间

为 30 ～ 60 min; 另 9 例因活动精子形态差或精子活

力差( 尾巴偶尔微微摆动) 或活动精子数量少( 显微

镜下多个高倍视野见 1 ～ 2 条尾巴活动精子) 而导

致在行 ICSI 过程中找精困难，找精时间超过了 1 h。
2． 3 睾丸精子复苏后行 ICSI 助孕的结局 精子复

苏后行 ICSI 助孕 60 周期，受精率为 77． 6% ( 513 /
661) ，2PN 受精率 69． 4% ( 459 /661) ，卵裂率 99． 4%
( 510 /513) ，可利用胚胎率 84． 5% ( 431 /510 ) ，优质

胚胎率 40． 8% ( 208 /510) 。所有周期均有可移植胚

胎。8 例未行新鲜周期移植，其中 5 例因预防卵巢

过度刺激综合征的发生，2 例因 HCG 日孕酮升高，1
例因移植当天女方发烧。行新鲜胚胎移植 52 个周

期，临床妊娠 30 例( 临床妊娠率 57． 7% ) ，双胎妊娠

11 例( 其中 1 例双胎自然减为单胎) ，单胎妊娠 19
例，种植率为 38． 7% ( 41 /106 ) ，流产率为 3． 33%
( 1 /30) 。目前，已经出生了 20 个健康婴儿( 12 个男

婴，8 个女婴) ，均未发现先天缺陷儿; 另外 13 例在

( 7 例单胎和 6 例双胎) 继续妊娠中。

3 讨论

睾丸精子冷冻在辅助生殖领域的应用较为广

泛，意义重大。睾丸活检是判断无精子症患者睾丸

有无精子的最直接、有效的方法。对于非梗阻性无

精子症者，即使前次手术取精成功，下次手术取精也

有 15% ～20% 的失败风险［6］。对于死精子症患者

如果在睾丸组织中找到活动精子并利用其进行 ICSI
助孕，其临床结局更好。睾丸活检时冻存精子，以便

用于后期 ICSI 治疗，除了可以避免反复睾丸取精术

本身给患者带来的精神、肉体、经济方面的负担，还

可以避免取卵日取精失败，方便医患双方掌握治疗

进度。
冻存睾丸精子也是男性尤其是无精子症男性生

殖力储备的一种重要方式。男性生殖力储备主要有

以下几种方式: 冻存精子( 包括精液精子、附睾精

子、睾丸精子) ; 冻存睾丸组织; 冻存胚胎。睾丸组

织冷冻后再复苏、移植，技术本身不成熟，效果欠佳，

对于肿瘤患者的睾丸组织冷冻后再复苏、移植还有

再次种植肿瘤的风险; 胚胎冷冻仅适合于已婚男性;

而冷冻精子技术本身相对成熟，复苏后助孕的临床

效果也相对肯定。因此，冷冻精子应该是生殖力储

备的最主要方式。冻存睾丸精子用于生殖力储备主

要适应于以下几种情况: ①无精子症癌症患者在进

行对生育力有损伤的放、化疗、手术之前［7］。由于

医学的进步，许多癌症患者经过正规的治疗有很好

的预后，完全能恢复正常人的工作、生活能力。而且

冻存生殖细胞后会增加肿瘤患者继续生存的勇气，

有利于改善治疗预后。有学者［8］认为，肿瘤会导致

精液中精子质量下降，助孕效果差，而主张冻存睾丸

精子或组织;②无精子症患者同时合并有免疫缺陷

性疾病、肾病综合征、糖尿病等系统性疾病时，由于

对合并症的治疗往往也影响生殖功能，在治疗前进

行生殖力储备也有必要［9］; ③无精子症患者在接受

输精管探查术、输精管 － 输精管吻合术( V-V) 、输精

管-附睾吻合术( V-E) 等男科手术时，考虑到输精管

缺如、手术复通失败发生率高、手术本身也有可能影

响睾丸精子生成，手术中顺便取材冻存睾丸精子或

组织也十分必要［10］;④无精子症或死精子症或极度

少精子 症 患 者 在 进 行 诊 断 性 睾 丸 活 检 时 冻 存 精

子［11］;⑤无精子症患者在接受新鲜睾丸精子行 ICSI
助孕时的剩余精子。笔者在以上几个方面均进行了

尝试，尽可能地对无精子症男性的生殖力进行储备。
目前，绝大多数研究者认为睾丸精子经冷冻复

苏后行 ICSI 治疗能取得与新鲜睾丸精子行 ICSI 治

疗后一样的受精率及临床妊娠率［11-13］，; 还有研究

者报道，同一患者不同 ICSI 周期分别使用新鲜和冷

冻睾 丸 精 子 的 受 精 率、临 床 妊 娠 率、流 产 率 无 差

异［11-12］。本中心数据也提示睾丸精子经冷冻复苏
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后行 ICSI 治疗能取得较好的临床结局: 受精率为

77． 6%、卵裂率为 99． 4%、可利用胚胎率为 84． 5%、
临床 妊 娠 率 为 57． 7%、流 产 率 为 3． 33%，与 文

献［11-13］报道的结果相似。
本研究结果显示，睾丸精子冷冻后有很好的复

苏效果，结合 ICSI 技术对无精子症患者进行助孕治

疗取得了令人满意的临床结局。笔者认为在对无精

子症患者施行睾丸活检或其他有创手术时，冻存精

子，以储备其生殖力值得推广。而对于某些特殊人

群，如对癌症或免疫缺陷性疾病患者进行放、化疗之

前，应该关注男性生殖力的保护，在有需求的情况

下，尽可能对其生殖细胞进行储备。综上所述，冻存

睾丸精子是无精子症男性生殖力储备的有效方式。
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