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摘　要　目的:评价附睾取精术结合卵浆内单精子注射技术治疗阻塞性无精症所致不育症的疗效。方法:对 24 例精液

常规检查无精症的男性不育患者之妻子 ,进行超排卵治疗 30 个周期。获卵当日同时从患者阴囊行微切口附睾取精液 , 或经

皮附睾穿刺抽吸术获得活动精子 ,进行卵浆内注射。精子准备方法可从常规的 Minipercoll法简化为作者自创的“ N”字游出

法。结果:30 个治疗周期共获卵 378 个 , 其中 298 个(占 78.8%)为减数分裂中期Ⅱ的卵子 ,可行显微精子注射 ,受精率和卵裂

率分别为 55.7%和 94.6%;每周期平均移植的胚胎数 3.6个。在所有治疗周期中共妊娠 9 例 ,其中流产 1 例 , 已分娩 3 例 ,继

续妊娠 5 例 ,妊娠率为 30.0%/周期(9/ 30)。结论:精路阻塞的无精症不育患者 , 只要获得活动精子 , 结合卵浆内单精子注射 ,

仍然有机会获得妊娠。
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Abstract　Objective:To observe whether epididymas sperm could be used to perform int racy toplasmic

sperm injection(ICSI)for men w ith obst ructive azoospermia.Methods:24 obstructive azoospermic males , 30
cycles , with their w ives underwent controlled ovarian hyperstimulation , on the day of her oocy tes ret rieval w e
did open o r percutaneous epididymas sperm aspiration and ICSI.N-shape sperm sw im-out founded by ourselves
is one kind of sperm preparation method which can be an alternative to minipercoll.Results:We retrieved 378
oocy tes f rom 30 cycles , among them 298 w as M Ⅱ oocy tes suitable for ICSI.The fert ilization rate w as 55.7%,
and cleavage rate w as 94.6%.3.6 embryos were t ransfered per cycle , and the pregnancy rate was 30%(9/30).
Among 9 pregnant cases , 1 case was aborted , 3 cases w ere delivered , and 5 cases w ere still ongoing.Conclu-
sion:Infertili ty caused by obst ructive azoospermia may be treated w ith ICSI using aspirated epididymas sperm.

Subject　headings　　male;infertility ;epididymas;puncture;azoospermia/ treatment;fertilizat ion-in
vi tro-methods;microinjection;embryo t ransfer

　　使用卵浆内单精子注射术(int racy toplasmic

sperm injection , ICSI)是近年来治疗严重男性少 、

弱 、畸形精子不育的最有效的方法 ,它包括使用附

睾或睾丸取精治疗阻塞性或非阻塞性无精症的不

育症 。我院生殖中心从 1996年 8月至今共治疗了

24例 30个周期 ,因输精管先天缺如或炎症阻塞性

无精症的不育夫妇 ,现将初步结果报告如下。

1　材料与方法

1.1　治疗前的有关检查

对 24例经精液常规检查发现为无精症的男性

不育患者 , 均作如下检查:①抽血检查血清 FSH 、

LH 、T ,了解有无睾丸功能衰竭;②行睾丸活检 ,确
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认有成熟精子 , ③夫妇双方染色体 G 带检查正常。

即列入治疗计划 。

1.2　常规超排卵治疗法

女性患者行常规的超排卵治疗[ 1] ,即于上次月

经的黄体中期开始使用促性腺激素激动剂(busere-

lin , hoechst)喷鼻 ,月经第 5天开始注射促卵泡素

(metrodin , serono)或人绝经期促性腺激素(perg-

onal , serono)行超排卵治疗 。当主导卵泡平均直径

达 18 ～ 20 mm 时 ,当晚注射 hCG 10 000 IU , 36 ～

38 h后经阴道B超介导下行卵泡抽吸术 ,将卵母细

胞收集在 Earle' s液(SIGMA , E7883)含 10%灭活

血清的培养液中培养 。

1.3　附睾取精法

收集卵母细胞后 ,随即进行局部阻滞麻醉下阴

囊微切口 ,暴露附睾或附睾管 ,直视下或经皮穿刺

附睾 ,用 6号针头抽吸精子 ,若失败则改用切开 ,吸

取其中液体置上述培养液中 ,立即在显微镜下观察

有无活动精子 ,将吸出的含有精子的液体计数精子

的数量 、活动率 、畸形率后 ,置于 37 ℃孵育待用。

1.4　精子的分离

如果活动精子计数较高 ,大部分精子活动力在

Ⅱ级以上者 ,可用微量 Percoll梯度离心法收集活

动精子 。如活动精子含量很少 , 可采用另一种作

者自制的方法 , 即在培养皿 (Falcon 1006)上用

5% ～ 10%的聚烯 吡酮 (polyvinylpy rrolidone ,

PVP)溶液 10μL 划写 “N” 字 , 然后将含精子的

溶液离心 (1 000 r/min , 10 min)后 , 取沉淀 1

μL加入“N”字的左下角 ,在“N”字上方用 Hepes缓

冲的 Earle' s液(Hepes-EBSS)5 μL 做 6个液滴 ,为

放入卵母细胞用 ,然后上盖矿物油 ,置培养箱中数

分钟 ,等待精子从沉渣中游出至液滴边缘后即可加

入准备好的卵母细胞进行 ICSI操作。

1.5　卵母细胞处理与 ICSI 针制备及操作步骤
[ 2]

卵母细胞必须去除其周围的颗粒细胞 ,先将其

置于含80 ～ 100 IU/mL 透明质酸酶的 Hepes-EBSS

中连续吹打数次 ,然后将卵母细胞吸出置于 Hepes-

EBSS中 ,换用内径为 150 μm 的毛细玻璃管继续

吹打 ,直到几乎完全去除颗粒细胞 ,再用 Hepes-EB-

SS液冲洗数次 ,加入已准备好的培养皿中进行 IC-

SI 。只有处于减数分列中期 Ⅱ(M Ⅱ期)的卵母细胞

可用于注射精子 。

1.6　受精 ,卵裂的观察和诊断妊娠

ICSI后 16 ～ 18 h 观察有无原核形成 ,再过 24

h后观察有无卵裂 ,并将胚胎根据卵裂球的数目 ,

其大小是否均等及无核碎片的多少给予评分 ,然后

选择评分高的胚胎进行移植 ,常规移植数不超过 4

个 ,移植后 2周 ,检验尿 hCG了解妊娠与否 ,7周后

B超观察妊娠囊数目与胎心搏动 。

2　结　果

2.1　30个治疗周期小结

迄今附睾取精结合 ICSI 共治疗 24例患者 30

个周期 ,获卵 378只 ,其中 298 只(占 78.8%)为 M

Ⅱ期卵子可用于精子注射 ,受精率为 55.7%,卵裂

率为 94.6%,每周期平均移植的胚胎数 3.6 个。

30个治疗周期妊娠9例 ,流产 1例 ,分娩 3例(1997

年 6月 7日第 1例孕足月剖腹产 1男活婴),继续

妊娠 5例 ,妊娠率为 30.0%/周期 。

2.2　附睾精子 ICSI组与射出精子 ICSI组及常规

IVF 组比较

附睾取精结合 ICS I治疗周期与本中心同期少

弱精患者的 56个 ICSI 周期及1996年常规 IVF 组

255个周期比较 ,以及微量 Percoll法与“N”字游出

法处理精子比较 。结果见表 1 ～ 3。

表 1　附睾取精与手淫集精 ICSI 结果比较(%)

Table 1　Ferti lization rate(FR)and pregnancy rate(PR)

af ter ICSI with epididymal and ejeculative sperm

Cycles(n) FR PR

Ejeculative 56 59 28.6

Epididymal 30 55.7 30.0

t test analyse P >0.05 P >0.05

表 2　ICSI 组与我院 1996 年常规 IVF 组结果比较(%)

Table 2　FR and PR of ICSI and normal IVF g roup

Cycles(n) 　　FR PR

Group ICS I 　 86 　　58.7 29.0

Group IVF 255 75.3 21.6

t test analyse P <0.01 P >0.05

表 3　微量 percoll法与“N”字游出法比较

Table 3　Com paration of the two kinds of sperm preparation

method:minipercoll and “N” shape swim-up

M Ⅱ oocytes FR(%) Time cost

“N” swim-up 56 34(60.1) 40 min±

Minipercoll 242 132(54.5) 10 min±

Total 298 166(55.7)

t test analyse P >0.05
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3　讨　论

3.1　附睾取精结合 ICSI技术治疗阻塞性无精症

的不育是有效的

本文阻塞性无精症患者 24例 ,包括先天性输

精管缺如 10例 ,炎症阻塞输精管 14例。附睾取精

ICSI 组与本中心非输精管阻塞少弱精手淫集精

ICSI 组的妊娠率分别为 30.0%、28.6%,基本上无

差异 。大多数精液常规无精症引起的不育 ,女方通

常具有正常的生育力 ,其排卵功能与内膜允许胚胎

着床生长的能力是正常的 ,文献报道附睾取精的妊

娠率可高达 58%[ 4] 。随着本中心应用此技术的成

熟 ,其妊娠率应比目前初步结果(30%)更高。

3.2　精路阻塞者附睾精子的特点及 ICSI治疗有

效的原因

精子能否穿越透明带取决于其在附睾中停留

的机会 ,生理情况下 ,大多数精子在到达附睾远端

时才获得受精的能力 ,伴形态成熟[ 6] ,这是由于附

睾及输精管分泌特定的物质促进精子的成熟 。当

输精管阻塞时 ,精子在附睾中成熟的部位提前 ,具

有受精能力的活动精子可出现在附睾头部甚至于

输出小管[ 7] ,所以这时如果将附睾头部或输出小管

直接与输精管吻合后 ,也能射出具有生育力的精

子[ 8] ;正常情况下 ,附睾尾部是精子贮存的主要部

位 ,当输精管阻塞时 ,长时间停留在附睾尾部的精

子活动力明显下降 ,老化死亡。基于上述两个特

点 ,本研究从附睾头部取精 , 24例患者都获得质量

较好的活动精子供显微注射。显微注射的刺激及

注射后精子膜和卵膜的互相接触释放出特定的因

子 ,如 Ca2+等相互激活 ,从而使精子核去浓缩 ,雌 、

雄原核形成并进一步发生卵裂 ,是 ICSI 治疗有效

的主要原因。事实上 ,附睾精子组与手淫集精组比

较其受精率无显著差异 ,说明借助 ICSI 附睾精子

也能使卵子受精 。在本组中 1例用精子细胞注射 ,

也有受精及正常的卵裂 ,提示尽管附睾精子成熟度

较低 ,但 ICSI 治疗仍然是有效的 。

3.3　精子准备方法的改进

从附睾获取的精子混杂有大量血细胞及组织

碎片 。采用 mini-percoll梯度离心法处理可以获得

活动精子 ,并去除杂质及部分死精以供显微注射。

Silber
[ 4]
认为不同的处理精液方法对能否妊娠影响

不大 ,但直接影响显微注射操作的难易。当不能将

活动精子与杂质及死精分离时 ,使注射针易堵塞 ,

还可能将杂质及其它染色质或 DNA成分随微注射

带入卵母细胞 ,使流产率增高 。mini-percoll法处理

精液时活动精子的获得率为 20%～ 30%,残留死

精约 20%[ 10] ,附睾取精最常见的是活动精子极少

或活动力很低 ,即采用 mini-percoll法处理精子常

令人失望;当处理精子的 Percoll成分没有完全去

除便加入 PVP 中有可能使 PVP 变得粘稠无法吸

取精子 ,使显微操作显得异常困难 。作者自创的精

子“N”字游出法让活动精子从杂质中游出 ,是一种

简化 、有效的方法 ,且获得活动精子数较 miniper-

coll法多 ,本文用此方法 ,受精率与对照组无显著差

异 ,而且其用精液量较少 ,省下的精液可以冻存。

3.4　附睾取精方式的改进

随着治疗例数的增加 ,附睾取精的经验也增

加 ,开始时我们曾用附睾切开吸取贮留在附睾管内

的精液 ,这种术式范围大 ,破坏附睾严重 ,手术时间

长 ,第 2次再从手术侧附睾无法获取精子 ,是一种

杀鸡取蛋的操作 ,现已不用。现常用的是直接经皮

附睾穿刺或阴囊微切口暴露附睾直视下(也较少

用)抽吸精子 ,这种方式简便 、创伤小 ,时间短 ,对患

者的影响小 ,可再次取精 。当数次穿刺抽吸不到精

子时 ,为避免更大的创伤 。我们宁可改用提取睾丸

曲细精管数条 ,从中分离精子进行显微操作[ 12] 。
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瘤中呈阳性反应 ,而在表皮及其他附属器和其他附

属器肿瘤中则为阴性。CEA 在汗腺肿瘤的腺腔

面 、管腔面及其内的分泌物中染色最强 ,同时也可

注意到以向导管方向分化的汗腺肿瘤或瘤体中的

导管样结构 ,才常见明显的 CEA着染 ,而其外围的

实性细胞团则呈阴性。这也从一个侧面说明 CEA

可能主要是由汗腺管 、腺腔内层细胞所分泌的。我

们的染色结果及特点也与 Penney s等人的结果相

似[ 2] 。同时 ,我们也发现 ,汗腺恶性肿瘤中 CEA 除

可见腔膜型着染外 ,随着肿瘤恶性程度的增加 ,可

出现胞浆型形态不规则的着染 。我们认为由于

CEA 是一种糖蛋白 ,随着肿瘤恶性程度的增加 ,它

们的癌变造成细胞器结构 、功能异常 ,使 CEA的合

成 、转运 、分泌等功能障碍 ,从而出现胞浆内不规则

着染。因此 ,其 CEA着染类型 、形态的异常也在一

定程度上反映了肿瘤的生物学性质与预后 ,与吴继

锋等人在胃癌及皮脂腺癌中发现的结果有相似之

处
[ 1 ,3]

。

CEA 在胚胎早期出现 ,并较稳定地存在于汗

腺及汗腺肿瘤中 ,是一种对诊断汗腺来源肿瘤有帮

助的标记物;CEA 阳性有助于对汗腺肿瘤及其它

皮肤来源肿瘤的鉴别[ 2] 。因大小汗腺肿瘤中都存

在CEA ,故它不能鉴别大小汗腺的肿瘤 。本研究

中部分汗腺肿瘤中 CEA 染色阴性 ,可能与标本的

处理 、保存及染色过程中 CEA抗原的破坏 、遮盖或

抗原暴露不好等因素有一定关系 。因此 ,在临床免

疫病理诊断中 ,必要时可用不同处理方法多做几次

染色 ,以降低假阴性率。
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