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单精子冷冻和常规冷冻对显微取精患者的胚胎培养及
妊娠影响的比较

李婷婷，刘贵华，张 靖，孙桂花
（中山大学附属第六医院生殖医学中心，广东 广州 510655）

摘 要：【目的】　比较单精子冷冻和常规冷冻对显微取精患者的胚胎培养及妊娠影响。【方法】　回顾性分析自

2018年1月至2021年12月于中山大学附属第六医院生殖医学研究中心行显微镜取精术患者的临床资料，行单精子

冷冻共 39例 307枚成熟卵子为单精子冷冻组，通过 SPSS统计软件倾向性评分匹配女方基本助孕信息 1：1匹配选择

对照组，为常规冷冻组，共 410枚成熟卵子，分析单精子冷冻与常规冷冻两组的受精、胚胎培养及移植后妊娠情况。

【结果】　单精子冷冻组和常规冷冻组的年龄、体质量指数（BMI）、不孕年限、基础基础卵泡刺激素（FSH）、基础黄体生

成素（LH）、基础雌二醇（E2）、抗苗勒管激素（AMH）、窦卵泡计数（AFC）、获卵数、移植胚胎数等一般资料的比较，差

异均差异无统计学意义（P>0.05）；两组的受精率、可利用胚胎率、优质胚胎率比较分别为 65.8% vs. 60.49%、67.82% 
vs. 58.87%、70.80% vs. 75.34%，差异均无统计学意义；两组的临床妊娠率为 45.45% vs. 70.0%，有统计学差异（P=
0.049）。【结论】　显微取精患者若获取精子极少，为增加每颗精子利用机会以及保证后续助孕精子解冻后获取精子，

单精子冷冻可为有效选择，但临床妊娠率下降，因例数限制，对后续妊娠的影响还需增加例数再观察分析。
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Abstract：【Objective】 To compare the effects of single sperm cryopreservation and conventional cryopreservation on 
embryo culture and pregnancy in patients undergoing microdissection testicular sperm extraction （micro-TESE）.【Meth⁃
ods】 A retrospective analysis was done on the patients who underwent micro-TESE at the Reproductive Medicine Center in 
the Sixth Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen University between January 2018 and December 2021. The single sperm cryo⁃
preservation group included 39 patients undergoing single sperm cryopreservation and 307 MII oocytes. The conventional 
cryopreservation group included 39 patients undergoing conventional cryopreservation and 410 MII oocytes. Propensity 
score matching （PSM） was performed to balance the selection bias. The fertility rate， embryo culture and pregnancy of 
these two groups were compared.【Results】 There was no statistical difference in age， body mass index （BMI）， years of in⁃
fertility， basal FSH， basal LH， basal E2， AMH， AFC， number of oocytes retrieved and number of transferred embryos be⁃
tween the two groups （P>0.05）. No significant difference was found in fertilization rate （65.8% vs. 60.49%）， available em⁃
bryo rate （67.82% vs. 58.87%） and high-quality embryo rate （70.80% vs. 75.34%）. The single sperm cryopreservation 
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group had significantly lower clinical pregnancy rate than conventional cryopreservation group （45.45% vs. 70.0%， P=
0.049）.【Conclusion】 If the patients undergoing micro-TESE have very few sperms， single sperm cryopreservation could 
be an effective choice to increase the utilization of each sperm and ensure the subsequent sperm retrieval after thawing， but 
the clinical pregnancy rate is decreased. Due to the limited number of cases， we need a large additional number of cases to 
observe and analyze.

Key words： micro-TESE； single sperm cryopreservation； fertilization rate； available embryo rate； high-quality em⁃
bryo rate； clinical pregnancy rate
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我国育龄夫妇的不孕不育率约 12%~18%，其中男方因

素约占 1/3。男性不育的病因复杂，其中无精子症是导致男

性不育的重要原因之一［1］。临床上严重少精子症和无精子

症患者主要是通过显微睾丸精子提取术（micro-TESE）获取

少量精子再结合卵胞浆内精子注射（intracytoplasmic sperm 
injection，ICSI）技术以获得良好的妊娠结局，妊娠率可达

72.4%［1-2］，其中精子冷冻是显微取精术后的一个关键步骤，

在显微镜下取出来的精子做精子冷冻保存，可以避免取卵

日时无精子可用而取消授精和减少反复穿刺带来的疼痛与

负担，这技术很大程度上保存了男性生殖能力，然而常规冷

冻方法会损失掉部分冻融精子，这对本来精子数量有限的

患者来说增加了助孕难度，而单精子冷冻技术的提出减少

了常规冷冻方法的不足［3］。国内外不少研究表明，单精子

冷冻方法是对极度少精子症患者保存生育能力有效方

法［4-5］，有研究已探讨了单精子冷冻对胚胎培养及临床应用

的结局的影响［6-7］。目前，相比于常规精子冷冻，单精子冷

冻方法是否能提高胚胎培养和妊娠结局尚无研究观察和评

估。因此，我们进行回顾性分析单精子冷冻和常规精子冷

冻，冻融后进行 ICSI的受精率、可利用胚胎率等实验指标和

临床妊娠结局，评估单精子冷冻对这显微取精患者的效用

价值，以便更好地指导临床工作。

1 材料与方法

1.1　研究对象

选择 2018 年 1 月至 2021 年 12 月于中山大学附属第六

医院生殖医学研究中心行显微镜取精术患者的临床资料，

行单精子冷冻得 39例 307枚成熟卵子为单精子冷冻组，通

过 SPSS统计软件倾向性评分匹配女方基本助孕信息 1：1匹

配选择对照组，为常规冷冻组，共 410枚成熟卵子。所有患

者在体外受精治疗前均给予书面知情同意提取其医疗记

录。此研究获得中山大学附属第六医院机构伦理批件

（2017ZSLYEC-016S）。

1.2　方　法

1.2.1　促排卵方案　根据女方卵巢储备状态采用适当的控

制性卵巢刺激（control ovarian stimulation， COS）方案，当卵

泡监测到 2枚卵泡达到≥18 mm或 3枚卵泡达到≥17 mm时，

注射 250 μg重组HCG（注射用重组人绒促性素，艾泽， 默克

雪兰诺，每支 250 μg），在注射 34~38 h 后在 B 超引导下取

卵。

1.2.2　精子获取方法及精子冷冻方法　在取卵日前经过显

微取精子术获取含有精子的生精小管，在显微镜下寻找足

够的精子，根据精子的情况采用单精子冷冻方法或常规冷

冻方法保存精子。本中心单精子冷冻采用的是微滴冷冻

法，通过显微操作仪和 ICSI 针将精子加入用冷冻保护剂制

作成超薄冷冻载体的液滴中，再通过一系列降温程序处理

进行冷冻处理，本中心采用此法进行冷冻的患者精子回收

率是 100%。常规冷冻方法是将处理后的精子加冷冻保护

剂后放入商品化的冷冻管里进行直接冷冻的方法，此方法

简单方法，操作难度小，不需要用到显微操作仪。

1.2.3　冻融、胚胎培养、移植　在取卵日时根据精子冷冻的

方法复苏冷冻的精子后，在显微镜观察下选择有活动的精

子行 ICSI，体外培养观察卵子受精/胚胎培养情况，取卵后第

3天（D3）在B超引导下行可用胚胎移植 1~2枚，若新鲜周期

因各种原因取消移植，D3冷冻保存 2枚胚胎，剩余胚胎囊胚

培养后若形成囊胚行冷冻保存，后续再行冻胚移植。

1.3　妊娠结局判断及随访

移植后 7 周时行 B 超检查，宫腔内见孕囊及原始心管

搏动，即诊断为临床妊娠。所有患者资料随访至 2022
年3月。

1.4　统计分析

数据分析采用SPSS统计软件（25.0版本）。计量资料为

连续变量用均值±标准差表示，并用独立样本 t检验进行比

较；不符合正态分布用中位数（四分位数范围）表示，用

Mann-Whitney U检验进行比较；分类变量用比例表示，并用

卡方检验进行比较。P值< 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果
2.1　一般资料

本研究两组患者的年龄、体质量指数（body mass index， 
BMI）、不孕年限、基础促黄体生成素（luteinizing hormone， 
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LH）、基础雌二醇（estradiol， E2）等基本特征差异无统计学

意义（P>0.05；表 1）； 两组的获卵数、成熟卵子数和移植胚

胎数分别为（13.20±6.75） vs. （13.50±10.45）、（8.08±4.42） vs. 
（10.51±8.59）、（1.76±0.44） vs. （1.99±0.27），差异均无统计学

意义（P>0.05）。

2.2　胚胎培养和移植后妊娠情况

两组的受精率、可利用胚胎率、优质胚胎率分别为

65.80% vs. 60.49%、67.82% vs. 58.87%、70.80% vs. 75.34%，

差异均无统计学意义（表 2）。常规精子冷冻组累积临床妊

娠率为 70.0%，单精子冷冻组的累积临床妊娠率为 45.45%，

两组比较有统计学差异（P=0.049；表2）。

3 讨 论
目前我国育龄夫妇的不孕不育率在逐年增加，男方因

素是导致不孕不育的重要因素，而极度少精子症和无精子

症是男性不育的重要原因。显微镜取精术适用于无精子症

的情况下取得有限的精子，精子冷冻是显微取精术后冷冻

保存的不可或缺的环节，最佳的冷冻方法对他们的生育能

力保存至关重要，因此单精子冷冻方法是针对这类患者保

存少量精子的重要方法，其优点在于能完整保存该类患者

精子且减少了精子冻融后的损失［4-5］，并且在单精子冷冻前

能有效确认每条精子的情况，减少其他死亡精子细胞产生

有害物质来影响正常精子的保存［8］，这极大程度地保存男

方的生育能力。单精子冷冻方法自 1997年Cohen等最先提

出并证实该法可行后［9］，国内外的研究重点大多数在于探

索对单精子冷冻方法的冷冻载体［4， 10］，目前临床上单精子

冷冻方法的应用相对较少，其后续胚胎培养和临床结局缺

乏统计分析，虽然有部分研究报道了单精子冷冻冻融后精

子的复活率和临床妊娠结局的情况，但文章的报道仅限于

少量的案例的研究［11-14］。

因此，我们对我院生殖中心新鲜移植周期中 307 枚卵

子和 410枚卵子分别与单精子冷冻方法和常规冷冻方法的

冻融精子行 ICSI后的受精情况和胚胎培养的结果进行统计

分析，探讨单精子冷冻和常规冷冻两种方法对胚胎培养和

妊娠结局的影响。本研究结果显示两组受精率相似，差异

无统计学意义，而单精子冷冻的临床妊娠率相对较低。有

研究表明单精子冷冻能有效提高精子活动的恢复率和受精

率［11， 15-16］，这与我们研究结果一致，其中 Sun等［15］的研究中

纳入了 4名严重少精子症或非梗阻性无精子症患者的精子

进行单精子冷冻，在取部分精子进行解冻复苏行常规 ICSI

表1　两组基本情况的比较

Table 1　Comparison of general data between 2 groups ［（x̄ ± s），M（P25，P75）］

Items
No. of patients
No. of oocytes
No. of MII oocytes
Female age/years
Male age/years
BMI
Duration of sterility/years
Basal FSH /（U/L）
Basal LH/（U/L）
Basal E2/（pg/mL）
AMH/（ng/mL）
AFC
No. of retrieved oocytes
No. of MⅡ
No. of embryos trans⁃
ferred

Single  sperm cryopreser⁃
vation group

39
462
307

28.49±3.20
31.31±6.05
21.32±3.04
3.74±2.94

7.20（7.17~7.22）
6.59±4.59

51.53±28.77
3.78±3.03

14.38±7.39
13.20±6.75
8.08±4.42
1.76±0.44

Conventional  cryopreser⁃
vation group

39
513
410

28.51±3.08
30.56±3.98
21.92±2.72
3.38±2.00

6.83（6.80~6.86）
5.33±2.69

39.30±21.68
3.53±2.06

14.36±6.52
13.50±10.45
10.51±8.59
1.99±0.27

t/U

0.036
-0.641
-0.617
-0.922
-0.589
-1.410
-0.201
-0.417
-0.016
0.144
1.557
1.224

P

0.971
0.523
0.359
0.539
0.119
0.163
0.049
0.678
0.987
0.886
0.124
0.231

BMI： body mass index； Basal FSH： Basal follicle stimulating hormone； Basal LH： Basal luteinizing hormone； Basal E2： Basal estradiol； 
AMH： anti mullerian hormone； AFC： antral follicle count.
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后成功受精胚胎有 22个（受精率 73%），最终有 3例成功分

娩了 4 个健康婴儿。在马超［16］的研究中，他们纳入了总共

15例患者探讨了单精子冷冻技术下解冻复苏的精子与新鲜

精子行 ICSI后的受精情况进行了对比，他们研究结果表明

了冷冻复苏的精子和新鲜精子具有相似的受精率，均具有

较高的受精能力。总结这两项研究，我们能相信无论是单

精子冷冻还是常规冷冻均与新鲜精子一样具有较高的受精

能力，可以解释有：①随精子冷冻技术的发展与完善精子的

冷冻和复苏成活率大大提升；②我们研究的对象都是严重

少精子症或无精子症患者，有研究报道精子的活动度不代

表精子的受精能力，精子活动度低的仍然有受精能力［17］。

在 Sun［15］的文章中也表明了单精子冷冻能提高成功怀

孕的结果，而本研究中单精子冷冻组临床妊娠率较低，这可

以解释为：①Sun的研究仅报道了单精子冷冻方法的胚胎培

养及临床结局，但没有对常规冷冻方法做比对；②患者都有

个体差异，个体的差异很大程度能影响研究的结果，Sun的

研究中仅采用 4 例，本研究纳入了单精子冷冻的有 39 例，

Sun的研究例数相对太少；③Sun研究中采用的单精子冷冻

方法中冷冻保护介质和冷冻速率不同对精子影响可能不一

样，Sun研究中采用的单精子冷冻方法与本院采用的冷冻方

法不同，这得出的结果会存在一定的差异。还有研究纳入

了共 12 例患者经过多种取精方法提取出精子进行单精子

冷冻，总体的受精率达 65.9%，临床妊娠率为 58.3%［18］，与我

们的研究结果相一致。最近一篇关于单精子冷冻的荟萃分

析，得出单精子冷冻解冻后受精率为 63%（95%CI，58%~
67%），妊娠率为 57%（95%CI，39%~74%）［6］，这跟我们研究

结果相符。

但是我们的统计结果中单精子冷冻的妊娠率比常规冷

冻的低（P=0.049），这可能的原因是：①虽然我们将女方的

基本助孕信息进行了 1：1 匹配，但是因为本研究案例数量

有限，这可能是数据的离散值影响所造成的；②有研究评估

了精子冷冻保存对裂解阶段胚胎质量和囊胚形成机会的影

响，他们结果表示在冷冻保存的精子形成的卵裂期胚胎质

量无明显影响，但确实影响了囊胚形成的机会［19］。本研究

对象为极重度少精子症和无精子症患者，进行单精子冷冻

的患者生精功能可能更差，获取的精子量更稀少，每个精子

都用来授精，不排除一些异常精子仍然选择了被使用，在受

精成胚胎的第 2或第 3天并不能完全显现出来，但会影响囊

胚的形成从而影响了后续的怀孕；③本研究案例数量有限，

这些患者取出的精子量少，而新鲜周期中卵母细胞数量足

够，造成胚胎培养虽然结果较好，而没有提高临床妊娠率，

若要探讨单精子冷冻对临床结局的效果仍需要大量的研究

例数。

综上所述，单精子冷冻可为显微取精获取精子量极少

的患者的优先选择，以确保利用好每颗精子，提高 ICSI受精

率，因例数限制，对后续妊娠的影响还需增加例数再次

分析。
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