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【摘要】　常规体外受精（conventional in vitro fertilization， c-IVF）是利用优化后的精子与卵母细胞
自然结合完成 IVF的一类辅助生殖技术，主要应用于女性因素不孕、部分男性因素不育及不明原因不
孕不育患者的助孕治疗。但目前尚缺乏 c-IVF相关的操作标准或共识，尤其对于如何选择最佳授精
方式以避免受精率低下或完全受精失败的发生，始终是困扰辅助生殖临床医生与胚胎实验室人员的
难题。因此，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，旨在规范 c-IVF的选择标准、精液优化处理及授精操作流程，为辅助生殖临床医生和胚胎实验
室人员提供实用性参考，以期获得稳定且满意的辅助生殖助孕结局。

【关键词】　生殖技术，辅助；　常规体外受精；　精液参数；　精液优化方式；　授精方式；　共识

Chinese expert consensus on conventional in vitro fertilization (2024) 
Chinese Association of Reproductive Medicine
Corresponding authors: Li Rong, Center for Reproductive Medicine, Department of Obstetrics and 
Gynecology, Peking University Third Hospital, Beijing 100191, China, Email: roseli001@sina.com; Li Da, 
Center for Reproductive Medicine, Shengjing Hospital of China Medical University, Shenyang 110022, 
China, Email: leeda@sina.cn

【Abstract】 Conventional in vitro fertilization (c-IVF) is one of the most commonly used 
assisted reproductive technology (ART) approaches. In c-IVF, cumulus-intact oocytes are incubated 
with a defined range of spermatozoa, followed by a fertilization assessment a few hours later. c-IVF 
is primarily used for patients with female factor infertility, some cases with male factor sterility, and 
unexplained infertility. Given the absence of standardized operating protocols or consensus 
regarding c-IVF, the selection of an optimal insemination method poses challenges for ART clinicians 
and embryologists when dealing with special cases involving critical semen parameters. Therefore, 
this consensus was initiated through collaboration with the Chinese Association of Reproductive 
Medicine and collaboratively compiled by numerous reproductive medicine centers in China. The 
objective of this consensus is to establish standardized protocols for semen preparation and 
fertilization procedures in c-IVF while providing selection criteria for insemination methods. This 
consensus serves as a practical reference for ART clinicians and embryologists aiming to achieve 
consistent and satisfactory outcomes in ART.

【Key words】 Reproductive techniques, assisted; Conventional in vitro fertilization; Sperm 
parameters; Sperm preparation methods; Insemination methods; Consensus

常规体外受精（conventional in vitro fertilization， 
c-IVF）是人类辅助生殖技术（assisted reproductive 
technology， ART）中被广泛应用的授精方式之一，
其主要是针对女性因素（如输卵管性不孕、子宫内
膜异位症、排卵异常及宫颈因素等）、部分男性因素
（如轻、中度少弱畸形精子症）及不明原因不孕不育
（卵巢功能评估、输卵管通畅度评估及男性精液分

析均正常）患者所采取的治疗方案。相较于卵胞质
内 单 精 子 注 射（intracytoplasmic sperm injection， 
ICSI）技术而言，c-IVF的精卵结合方式更接近人类
生理状态，实验室操作也相对简单。然而在精液参
数正常的情况下，c-IVF 仍然有 20% 左右的取卵周
期发生受精率低下（low fertilization rate， LFR，<
25%）及 5%~15% 的取卵周期发生完全受精失败
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（total fertilization failure， TFF）［1］。目前尚缺乏 c-
IVF的操作标准或共识，尤其对于精液参数处于临
界值的病例，授精方式的选择多根据临床医生和胚
胎实验室人员的经验并结合患者病史决定，虽然做
到了个性化处理，但由于缺乏有力数据的支持，无
法避免发生 LFR 和 TFF 的风险。部分中心为了避
免受精失败的发生，则会选择对全部或部分卵母细
胞行 ICSI技术授精，无形中导致了 ICSI技术的过度
应用。本共识根据国内外发表的文献，并结合长期
实践经验，经过专家讨论制定而成。通过对 c-IVF
选择标准、精液的优化处理、授精操作、授精时机的
选择、短时受精及早期受精判断、受精失败的补救
措施、受精观察、其在胚胎植入前遗传学检测
（preimplantation genetic testing， PGT）与无创胚胎
染 色 体 筛 查（non-invasive chromosome screening， 
NICS）的应用、质量控制及胚胎实验室新员工培训
与考核等多方面进行详细阐述，并提出相应推荐意
见，以期为辅助生殖临床医生和胚胎实验室人员提
供实际可行的建议和指导。

一、c-IVF的精液标准
《世界卫生组织人类精液检查与处理实验室手

册（第六版）》（WHO 手册第六版）提出的正常男性
精液质量下限参考标准（第五百分位值）：精子总量
为 39×106、精子浓度为 16×106/mL、前向运动精子率
为 30%、正常形态精子率为 4%［2］，但该下限标准对
ART治疗中是否可以选择 c-IVF缺乏指导意义。因
此，仍需制定一个可以选择 c-IVF 授精方式的精液
质量下限标准。

对于少、弱精子症患者（精子浓度<20×106/mL
和/或精子活动率<40%，WHO 手册第四版［3］）授精
方式选择的一项随机对照试验研究中，将 106个取
卵周期的 1 518枚卵母细胞进行随机分配，行 c-IVF
（669 枚）或 ICSI（849 枚），结果表明 ICSI 组受精率
（50%）高于 c-IVF 组（41%），且 c-IVF 组发生 TFF 的
风险要明显高于 ICSI组［4］；另一项随机对照试验研
究分别对少精子症组［精子浓度（5~20）×106/mL，
WHO 手册第四版］与少弱精子症组［精子浓度（5~
20）×106/mL 且前向运动精子 10%~32%，WHO 手册
第四版］的卵母细胞行 c-IVF或 ICSI，结果表明两组
不同授精方式间的受精率差异没有统计学意义［5］。
但目前尚缺乏基于最新版WHO手册少弱精子症诊
断标准的相关研究。

鉴于 ART 治疗所使用的精子通常是经密度梯
度离心或上游后所获得的活力较高的精子，因此将
处理后的精子参数作为受精结果的预测指标更为
合适。一项回顾性研究显示，当处理后前向运动精
子总数（total progressively motile sperm cell count， 
TPMC）<1.1×106 时发生 TFF 的风险>25%［6］。另一
项对 112个同时行 c-IVF和 ICSI周期的回顾性研究
显示，ICSI 受精而 c-IVF 未受精周期的处理后活动

精子总数［（1.06±0.9）×106］显著低于 c-IVF 与 ICSI
均受精周期的处理后活动精子总数［（4.4±3.4）×
106］，表明优化处理后的活动精子总数为较好的预
测受精失败的指标；该研究将处理后活动精子总
数<1.5×106作为临界指标，结果显示其对 c-IVF 受
精失败的预测灵敏度为 80%［7］。聂玉林等［8］的一项
回顾性研究表明，上游后前向运动精子回收率≤5%
和TPMC<1.0×106，是影响受精率的高危因素。

针对畸形精子症的最佳授精方式选择同样存
在争议。一项荟萃分析表明：虽然单纯畸形精子症
行 c-IVF 可能影响受精率，但与其行 ICSI或与正常
精子形态行 c-IVF 的妊娠结局相比，差异均无统计
学意义［9］。近期的一项回顾性研究对畸形精子症
做了进一步区分，结果表明，当 96% <精子畸形率≤
98% 时，c-IVF 组与 ICSI 组的受精率、卵裂率、人绒
毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，
hCG）阳性率、临床妊娠率和活产率差异均无统计
学意义；当精子畸形率>98% 时，c-IVF 组卵裂率、
hCG 阳性率、临床妊娠率和活产率显著低于 ICSI
组［10］。但对于特殊类型的畸形精子症，如圆头精子
症、无头精子症、大头精子症、精子鞭毛多发形态异
常等，采用 c-IVF 不能实现正常受精。该类精子畸
形可能具有遗传性，需根据精子缺陷类型选择个体
化的ART助孕［11］。

推荐意见 1：①对于精子浓度、活力均正常的
样本可以采用短时或过夜 c-IVF的方式。②对于精
子浓度、活力处于临界值的样本，尤其精液优化处理
后 TPMC<1.5×106，建议采用短时受精结合早期脱
颗粒的方式。③当精液优化处理后 TPMC<1.0×
106，尤其获卵数较多时，可在签署知情同意的情况
下对部分或全部卵母细胞行 ICSI技术以保障正常
受精。④目前尚无有力证据表明单纯畸形精子症
对 c-IVF 的受精率及妊娠结局产生不利影响，但对
于特殊类型的畸形精子症患者（如圆头精子症、无
头精子症、大头精子症、精子鞭毛多发形态异常
等），则需要根据精子缺陷的种类及其致病基因，选
择 ICSI 或供精治疗［11］。精液质量参数与推荐授精
方式详见表1。

二、精液优化处理
ART 治疗中精液优化处理的主要目的是最大

限度地提高优质精子浓度，减少非前向运动精子、

表1 精液质量参数与推荐授精方式

推荐授精方式

短时/过夜受精

短时受精结合
早期脱颗粒

部分 ICSI或 ICSI

精子浓度
（×106/mL）

≥16
5~16

<5

前向运动
精子率（%）

≥30
10~30

<10

TPMC
≥1.5×106

1.0×106≤TPMC<1.5×106

<1.0×106

注：ICSI示卵胞质内单精子注射；TPMC示前向运动精子总数；
精子浓度、前向运动精子率为优化处理前参数，TPMC为优化处理
后参数
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不动精子、形态异常精子、未成熟的生精细胞和白
细胞，以及去除精浆中抑制精子获能的因子、细胞
碎片和其他可能产生负面影响的有害物质（如活性
氧、微生物或导致子宫收缩的化合物等）［12］，但目前
尚无一种方法可以满足上述所有要求，因此可以根
据不同精液质量，选择合适的精液优化处理方法。

临床上常用的精子制备技术有上游法（swim-
up， SU）和 密 度 梯 度 离 心 法（density gradient 
centrifugation， DGC）。关于两种方法进行精液优
化处理的效果比较，多数是通过处理后的精子浓
度、前向运动、正常形态、精子DNA碎片比例、线粒
体膜电位及活性氧水平等方面进行对比，但两种处
理方法的优劣尚无一致的结论［13］。多项研究表明，
DGC 法较 SU 法具有更高的精子回收率（分别为>
20% 和<20%），而 SU 法可以获得更高的前向运动
精子比例［2， 14-15］。一项回顾性研究分析了 719 个经
DGC 处理和 719 个经 SU 处理的 c-IVF/ICSI 周期治
疗结局，结果显示累积活产率、每移植周期活产率
以及其他临床和胚胎实验室结果差异均无统计学
意义［16］。也有学者认为，DGC 联合 SU 应用效果较
优，与单独 SU相比，联合应用可提高正常形态精子
获得率；与单独 DGC相比，联合应用可有效减少超
微结构异常精子比例、降低精子 DNA 碎片率和核
不成熟比例［17］。另外，值得注意的是 DGC 相对 SU
更容易做到标准化［2］，相对便于胚胎实验室精液处
理的质量控制。

近些年，微流控技术也开始应用于 ART 的精
液优化处理，其模拟精子在女性生殖道中经过生理
性筛选的过程，具有分选高效、操作简便快捷、对精
子 DNA 损伤少等优势［18-20］。与传统精液优化处理
方法相比较，微流控技术是否能改善生殖结局，仍
需更多的临床数据证实。

推荐意见 2：①鉴于目前尚无充分证据证实
DGC和SU对 c-IVF治疗结局有差异，因此单独使用
或者两种方法联合使用均可作为 c-IVF精液优化处
理的常用技术。②对于精液参数正常的样本，可优
先使用 SU 法。③而对精子浓度较低的样本，或精
子浓度较高但活力较低、供精、精液内伴有大量圆
形细胞、精子凝集程度较高的样本，或男方存在感
染因素的样本，建议使用DGC法或DGC联合 SU法
进行精液的优化处理［2， 21-22］。

三、授精操作及调整授精浓度
每个 ART 胚胎实验室均有符合本实验室操作

规范的授精操作方式及授精器皿，目前尚无统一的
要求或规范。常用受精皿包括：圆形皿（微滴法）、
中央孔皿（双井皿）、四孔板等。不同受精皿对应的
受精液体积也有所不同，中央孔皿或四孔板通常为
0.5~1.0 mL，微滴法通常为 30~100 μL。加精的方
式常见以下 3 种：①将精子调整至合适浓度，通过
计算吸取合适体积的精子悬液，加入含有卵丘-卵

母细胞复合物（cumulus-oocyte complexes， COCs）的
培养液中，此法适用于使用中央孔皿或四孔板受
精；②根据受精液体积，加入适当浓度精子，然后再
加入COCs，此法多用于微滴法受精；③用预平衡的
受精液将精子稀释至合适浓度，然后制成微滴或加
入中央孔皿或四孔板中，再加入COCs。为防止培养
液pH值和温度发生改变，建议平衡时间至少1 h。

尽管受精过程中精子的浓度范围较宽，但所获
得的总受精率却相近［23］。而有研究显示，随着精子
浓度的增加，多精受精的比例逐渐上升，临床妊娠
率逐渐下降［24］。因此，在保障稳定受精率的前提
下，精子浓度应尽量控制在较低的范围。

推荐意见 3：①目前尚无有力证据表明不同的
受精皿、受精液体积及加精方式对 c-IVF 结局有影
响，因此各中心可根据操作习惯和工作流程进行选
择。②本共识建议授精浓度为 30~50 μL的液滴内
加前向运动精子 5 000~10 000 条，或 1 mL 的培养
液内加前向运动精子 10 万~30 万条。③是否对
COCs 卵丘细胞进行切割目前尚无统一规范，但建
议尽量将血块切割去除，避免将红细胞带入卵母细
胞孵育液或受精液中。④胚胎实验室宜结合自身
条件与特点进行具体方法改良，比如可进一步根据
精子在镜下的活力情况、卵母细胞数量、卵丘成熟
度、过夜受精或短时受精方式，灵活调整精子添加
浓度，形成符合自身条件的标准操作流程。

四、授精时机
促排卵周期中卵母细胞会存在细胞核与细胞质

发育不同步的情况，因此理论上对卵母细胞进行短
时间的体外孵育有利于细胞质的进一步成熟，从而
提高受精率和临床妊娠率［25］。几十年来关于卵母细
胞授精前孵育时间的相关研究较多，但最佳孵育时
间却较为宽泛且观点并不一致［26-40］，详见表2。

近期一项纳入了 9 575个周期的大型回顾性研
究显示，不同的孵育时间对 c-IVF 卵母细胞受精能
力的影响不同（<1.5 h 受精率显著降低，而受精率
提高可能增加累积妊娠率），而胚胎发育及妊娠结
局却无明显差异［39］。因此该研究认为，体外孵育时
间对卵母细胞的发育潜能无显著影响，可根据胚胎
实验室的工作流程在一定时间范围内（孵育 1.5~
6.5 h）安排授精时机。

另外，适当延长扳机至取卵的间隔时间（36~
38 h）同样有助于卵母细胞胞质的进一步成熟（体
内成熟），从而改善临床结局［41］，因此授精时机的选
择应结合扳机时间来决定。也有学者在授精前将
COCs 置于体外成熟培养液中孵育，发现可以促进
胞质的成熟并提高囊胚形成率［42］。

推荐意见 4：鉴于各中心促排卵方案、扳机时
间、取卵时机及患者个体间的差异，导致成熟卵母
细胞（MⅡ）比例有所不同或卵母细胞间胞质成熟
度不一致，因此授精时机的选择应综合考量后合理
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安排时间节点。本共识建议根据取卵后COCs的状
态选择个体化的孵育时间，正常情况下建议在扳机
后38~40 h内完成授精。

五、短时受精
短时受精是将精卵共孵育的时间由过夜受精

的 16~24 h缩短至 1~6 h的一种 c-IVF衍生技术［43］。
有研究显示，精子产生的活性氧可促进卵丘细胞的
凋亡［44］，且卵母细胞长期暴露在高浓度的精子中可
能会对早期胚胎发育产生负面影响［45］。另外
Li等［46］的研究显示，过夜受精组受精液中的铵离子
浓度显著高于短时受精组，缩短受精时间可以显著
降低早产率。早期的荟萃分析显示，缩短精卵共孵
育的时间会增加临床妊娠率、持续妊娠率及种植
率［43］。但也有研究提示，尽管短时受精比过夜受精
在提高优质胚胎率、种植率和持续妊娠率方面具有
优势，但受精率有所降低，且活产率和临床妊娠率
并未提高［47］。

短时受精分两种：①将 COCs 从受精液移至新
的培养液中继续培养；②将 COCs 移出受精液后对
其进行脱颗粒，去除卵丘细胞及放射冠，使卵母细
胞透明带完全或大部分暴露，该方法可以同时观察
第二极体的排出情况，有助于尽早预测受精失败从
而避免LFR或TFF的发生。

现有研究尚不能证实短时受精可显著改善
ART治疗结局。对于LFR或TFF高风险病例（如精
液参数处于临界值、不明原因不孕、不孕年限较长、
多次人工授精失败等），可选择脱颗粒后进行早期
受精预判。但需注意的是，受精早期颗粒细胞较为
致密，脱颗粒过程中的机械应力可能对受精卵产生
不利影响［48］；另外，早期脱颗粒或与多精受精相

关［47， 49-51］。对于继发不孕且精液质量较好或既往 c-
IVF受精正常的病例，可采用过夜受精或不进行脱
颗粒操作的短时受精。

推荐意见 5：①鉴于尚无更充分的证据表明过
夜受精与短时受精在活产率方面存在差异，因此两
者均可作为 c-IVF的常规授精方式。②对于不明原
因不孕、多次人工授精（≥3 次）失败、原发性不孕、
继发不孕年限≥5 年且无其他明显器质性疾病（如
双侧输卵管阻塞、宫腔粘连等）和/或精液质量处于
临界值的周期可以采用短时受精结合早期脱颗粒
方式，通过观察第二极体排出情况，对受精情况进行
早期预判。③对于继发不孕<5年且精液质量较好
的周期，若采用短时受精，也可考虑不进行早期卵母
细胞脱颗粒或部分脱颗粒。④对于获卵数≤3枚的
周期，为避免误判可考虑采用过夜受精或短时受精
而不进行脱颗粒观察。如果有条件，也可早期脱颗
粒后利用纺锤体观测仪辅助判断受精与否。

六、c-IVF受精失败的补救 ICSI
在行 c-IVF周期中，当第 1天（授精后 18~24 h）

发生 TFF 时，可以对未出现原核的卵母细胞（仅明
确见第一极体）进行 ICSI，即晚期补救 ICSI（late 
rescue ICSI， L-RICSI）。虽然通过 L-RICSI 可以对
部分病例进行挽救，但效果并不理想［52］。2003 年
早期补救 ICSI（early rescue ICSI， E-RICSI）被首次
提出，即通过观察授精后 6 h的卵母细胞是否排出
第二极体来判断受精情况，并对明确未受精的卵母
细胞（未见第二极体排出）实施补救 ICSI［53］。E-
RICSI相较于L-RICSI，可以减少卵子老化对胚胎发
育的影响，并且胚胎发育与子宫内膜生长的同步性
也更好。事实证明，E-RICSI 可以获得比较满意的

表2 授精前卵母细胞最佳孵育时间的相关研究

作者（发表年份）

Trounson AO， et al. （1982）［26］

Harrison KL， et al. （1988）［27］

Fisch B， et al. （1989）［28］

Rienzi L， et al. （1998）［29］

Jacobs M， et al. （2001）［30］

Ho JY， et al. （2003）［31］

Isiklar A， et al. （2004）［32］

Falcone P， et al. （2008）［33］

Bárcena P， et al. （2016）［34］

Pujol A， et al. （2018）［35］

Carvalho M， et al. （2020）［36］

Vandenberghe L， et al. （2021）［37］

Smith MB， et al. （2021）［38］

Esiso FM， et al. （2021）［39］

Singh N， et al. （2022）［40］

周期数

90
716
286

95
1 313

240

1 260
135

3 986
1 468
1 378
8 811

12
9 575

726

受精方式

c-IVF
c-IVF
c-IVF
ICSI

c-IVF/ICSI
c-IVF/ICSI

ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI

c-IVF/ICSI
ICSI

有利的孵育时间

5~5.5 h
3~16 h
0.5~9 h

>3 h
1~7 h/0.5~8 h

2.5~5.5 h
（c-IVF）

2~4 h
5~6 h

1 h 25 min~17 h 13 min
1~12.5 h

<6 h
0~≥41 h

2~6 h
1.5~6.5 h

2~6 h

不利的孵育时间

0~0.5 h
<2 h或>20 h

/
<3 h

/
<2.5 h或>5.5 h（c-IVF）、<2.5 h（ICSI）

（c-IVF）
0 h

>7 h
/

随着孵育时间延长，hCG阳性率和临床妊娠率逐渐下降

≥6 h
/
/

<1.5 h或>6.5 h
（c-IVF）

/

主要影响指标

受精率

临床妊娠率

/
受精率、优质胚胎率

无差异

受精率（c-IVF）、成熟卵母
细胞比例（ICSI）

受精率、卵裂率、优质胚胎率

受精率、卵裂率、临床妊娠率

/

活产率、累积活产率

/
/

受精率

/
注：c-IVF示常规体外受精； ICSI示卵胞质内单精子注射；hCG示人绒毛膜促性腺激素；“/”示文中无相关内容
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治疗结局［54-55］。目前尚无证据表明 L-RICSI/E-
RICSI（相较于 c-IVF/ICSI）会对子代安全产生负面
影响，但相关研究有限，亟需更多的长期随访数据
进行评估［52， 54-57］。

多数情况下，典型的第二极体较容易判断，但
若极体碎裂或因第二极体排出推迟，则容易造成误
判进而出现医源性多精受精［48， 53］。尤其部分卵母
细胞受精失败的周期，行早期补救 ICSI会增加多精
受精的风险［58］。对于获卵数≤3 枚的早期受精观
察，误判的风险也会增高，同时也给胚胎实验室人
员带来压力。因此早期受精观察的时机和准确的
判断尤为重要。

另外，对于ACROSIN基因突变导致的c-IVF受精
失败，通过 E-RICSI 可以实现正常受精［59］；但对于
PLCζ、ACTL7A 、ACTL9、IQCN等基因突变导致的受精
失败则需要利用 ICSI结合人工卵母细胞激活才可能
实现正常受精［60］。因此，对于E-RICSI依然受精失败
的患者，条件允许的情况下可以进行受精失败相关
基因的遗传学检查，以明确病因指导后续ART治疗。

推荐意见 6：① E-RICSI 的效果明显优于 L-
RICSI［52］，对于已实施 L-RICSI 的周期，可以考虑将
胚胎培养至囊胚阶段，再行复苏周期移植［56， 61］。
②目前仍然以第二极体的排出作为早期受精判断
的依据，也可结合纺锤体观察进行辅助判断。③建
议短时受精时精卵共孵育 4~5 h后再行脱颗粒，当
含有第二极体的卵母细胞比例<30%~50%时（分母
为成熟卵母细胞），应延迟至授精后 6 h再行观察，
若含有第二极体的卵母细胞比例仍<50%，可行补
救 ICSI；鉴于临床结局与补救推迟的时间呈负相
关［62］，建议授精后 7 h 之内完成补救 ICSI［63］。对于
透明带异常卵母细胞（如蜡样透明带），发现无第二
极体排出时即直接行补救 ICSI操作。

七、受精观察
c-IVF 的原核观察时间点通常为授精后（17±

1） h［64］，即出现 2个原核（two pronuclei， 2PN）及 2个
极 体 为 正 常 受 精［65］ ；出 现 1 个 原 核
（monopronuclear， 1PN）或>2个原核为异常受精；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［66］。因此，结合相关的新技术避免误判对于胚胎
实验室正确观察和处理卵母细胞非常重要。

推荐意见 7：①不建议将 c-IVF 的 1PN 或 0PN
来源的胚胎直接丢弃，尤其对于高龄或卵巢储备低
下的患者。由于囊胚培养有利于筛选正常胚
胎［67-69］，故建议对 0PN 或 1PN 来源的卵裂期胚胎进
行囊胚培养，若形成可利用囊胚，经充分知情同意
后再行冷冻保存或移植。如果对这部分胚胎进行
遗传学筛查，在筛选整倍体胚胎的同时还需进一步
排除单亲二倍体及多倍体胚胎［70-72］。由于安全性
尚需进一步的研究和评估，故临床移植 0PN或 1PN

来源的胚胎仍需谨慎［73］。②对于有条件的中心，也
可以考虑将短时受精并脱颗粒后的卵母细胞放入
时差成像系统进行培养和观察，以避免原核早消失
造成的误判。

八、c-IVF在PGT与NICS周期的应用
2020 年欧洲人类生殖与胚胎学会发布的 PGT

指南依然推荐将 ICSI作为 PGT 周期的首选授精方
式［74］。选择 ICSI 的主要目的是避免精子携带的父
源性遗传物质的干扰及颗粒细胞引起的母源性污
染。但近几年的相关研究显示，PGT周期中应用 c-
IVF 同样可以获得与 ICSI 相似的胚胎发育结局和
遗传诊断结果［75-78］。因此，对于非男性因素不育行
PGT的病例，ICSI是否仍然作为首选授精方式产生
了争议。2020年美国生殖医学学会和辅助生殖技
术学会发布的非男性因素 ICSI适应证委员会意见
中指出，在非男性因素行 PGT 周期的情况下，ICSI
仅限在精子DNA可能对检测结果准确性造成影响
的情况下应用［79］。这归因于部分扩增技术（如
MALBAC、PicoPLEX）较难扩增出精子 DNA，父源
性污染的发生率可忽略不计［77， 80］。但多重置换扩
增技术（multiple displacement amplification， MDA）
中使用的碱裂解法对细胞裂解效力更强，可以实现
精子 DNA 的扩增，因此基于 MDA 的 PGT 周期不能
选择 c-IVF 作为授精方式［78］。2023 年国际生殖遗
传学学会发布的PGT指南认为，使用囊胚滋养层细
胞活检结合第二代测序（next-generation sequencing， 
NGS）技术的PGT周期，可以采用 c-IVF作为授精方
式，但应尽量避免附着在胚胎上的精子或颗粒细胞
的污染［81］。同样，也有研究表明在NICS周期中，利
用 c-IVF 与 ICSI 来源的囊胚培养液进行 NICS 检测
的结果相似，并且检测结果的准确性与滋养层细胞
活检相比无差异［82］。

推荐意见 8：①本共识建议 ICSI作为 PGT 周期
的首选授精方式。对于胚胎植入前非整倍性检测
（preimplantation genetic testing for aneuploidies， 
PGT-A）周期也可考虑选择 c-IVF作为授精方式，但
应严格限制使用条件并签署知情同意书。②基于
MDA的PGT周期仍需选择 ICSI授精。③应用NICS
技术进行胚胎优选，可考虑选择 c-IVF授精。

九、c-IVF 的质量控制及胚胎实验室新员工培
训与考核

1. c-IVF 的质量控制指标及参考标准：根据
2017 年维也纳共识［65］及《胚胎实验室关键指标质
控专家共识》［83］中的指导意见，将 c-IVF实验室质控
指标的计算方式及参考标准归纳如下，详见表3。

2. 辅助生殖实验室新员工培训与考核：c-IVF
的技术操作相对简单，应从精子动静态分析、精液
的优化处理、捡卵、颗粒细胞去除以及早期受精的
判断（短时受精）等方面进行重点培训。并且培训
完成后需通过相应的考核方能上岗，当考核指标和
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同期同条件下的质控指标与带教老师偏差较大时，
应积极帮助新员工寻找原因并及时给予纠正。

推荐意见 9：①辅助生殖实验室新员工在进行
岗前培训期间，要求充分掌握《世界卫生组织人类
精液检查与处理实验室手册（第六版）》［2］中ART相
关理论及操作技能，充分了解精子动静态分析技术
及相关指标临床意义，并能够熟练掌握精子浓度、
形态及活动率计数。②对不同质量精液进行优化
处理时，当处理后 TPMC和前向运动精子百分率与
带教老师差异小于 10% 后（n=10），方可开始尝试
进行临床操作。③新员工须在经验丰富的带教老
师指导下完成至少 50 例捡卵操作并有能力对
COCs进行初步评价。④卵母细胞脱颗粒的前期培
训包括巴氏吸管或剥卵针口径的选择、剥卵时吹吸
力度、幅度、频率及体外操作时间的控制等。操作
熟练后，可在带教老师指导下对 1~2 枚卵母细胞
（应选择获卵数>15枚的病例）进行脱颗粒操作，建
议累计操作至少 100枚卵母细胞，且后续胚胎发育
指标达到中心同期质控要求。⑤当对早期受精进
行判断时，在严格控制体外观察时限的情况下判断
结果与带教老师差异小于 10% 后（n=100），方可开
始尝试进行临床操作。

十、相关操作参考方法
1.精液优化处理参考方法
（1）DGC 法：①在 15 mL 离心管中制备非连续

密度梯度离心液，分别取 40%~45% 上层梯度液和
等体积的 80%~90% 下层梯度液 1.0~2.0 mL；②将
液化后的精液样本（≤2 mL）缓慢沿管壁注入低浓度
的梯度离心液上方，（300~500）× g离心 15~20 min；
③弃去上清液或直接吸取精子沉淀，将精子沉淀重
悬于 1.5~2 mL 培养液中，（200~300）× g 离心 5~
10 min，此步骤可进行1~2次。最后弃去上清液，依
据沉淀量将精子重悬于 0.5~1.0 mL 培养基（受精
液）中备用，以上方法仅作为参考。

（2）SU 法：①首先将精液（≤2 mL）置于圆底试
管中（建议使用容量较大的试管），随后将 1.5~
2.0 mL 培养基轻轻铺在精液上方，或者将精液（≤
2 mL）缓慢加入 1.5~2.0 mL培养基底部。注意保持

精液与培养基界面分明。②将试管倾斜 45°置于通
气培养箱内上游 30~60 min。③将孵育后的上清液
（中上层呈云雾状液体部分）转移至新的无菌离心
管，（200~300）× g 离心 5~10 min。弃去上清液，将
精子沉淀重悬于1.5~2.0 mL培养基中，（200~300）× g
离心 5~10 min。最后弃去上清液，依据沉淀量将精
子重悬于0.5~1.0 mL培养基（受精液）中备用。

（3）DGC 联合 SU 法：①首先进行 DGC 法（同
上），最终保留 0.5~1.0 mL的精子沉淀悬液；②将精
子悬液移入新的离心管底部，再将1~1.5 mL培养基
轻轻置于精子沉淀悬液上层，或将精子沉淀悬液轻
轻加入含 1~1.5 mL新培养基的试管底部；③将试管
倾斜 45° 置于培养箱中上游 5~30 min，随后吸取上
清液备用。

（4）其他新方法：除了上述经典方法外，胚胎实
验室宜结合自身条件与特点进行具体方法改良，也
可以参照其他相关新方法进行尝试（如微流控技
术），经过实验室质控稳定后形成标准操作程序。

（5）特殊情况处理：①精液不液化或液化不良
的样本，建议在离心前用巴氏吸管反复吹打混匀，
或加等体积的培养液反复吹打（尽量避免产生大量
气泡），促其液化后再离心处理；②精液黏稠度较大
的样本，可以添加适当培养液进行稀释，再行优化
处理；③精液里有团块或者胶冻样物，可将精液转
移到 15 mL尖底离心管内，待团块或者胶冻样物自
然沉淀后弃去，再对样本进行密度梯度离心；④若
精液存在絮状漂浮物，待液化后可采用瞬时离心方
法去除，如将液化后的精液利用 Eppendorf 的
ShortSpin功能瞬时离心3~5 s。

2. 前向运动精子浓度的调节方法：吸取制备后
的精子混悬液 10 μL，滴入 Makler 计数板，双人分
别计数横竖各 10 个小方格后取平均值，计数所得
前向运动精子个数×106/mL 即为前向运动精子浓
度。例如：计数结果为 20 条精子/10 个小方格，则
前向运动精子浓度为 20×106/mL（2 000万/mL）。加
精体积计算参考公式如下：

加精体积 (μL) = 预期受精体系前向运动精子总数 (万条 )
前向运动精子计数浓度(万条/ mL) × 1 000

举例 1：预期受精体系前向运动精子总数为
15万条（例中央井皿法），计数浓度为2 000万条/mL，
加精体积（μL）计算如下：

15(万条 )
2 000 (万条/mL) × 1 000 = 7.5 (μL)

举 例 2：预 期 受 精 体 系 前 向 运 动 精 子 总
数为 1 万条（例 100 μL 微滴法），计数浓度为
3 500万条/mL，加精体积（μL）计算如下：

1(万条 )
3 500 (万条/mL) × 1 000 ≈ 0.3 (μL)

提示：制备后的精子浓度越高，加精体积则越
小，移液枪的定量偏差则越大，因此建议依据最后
一次离心沉淀量进行 0.1~1.0 mL的稀释；或者先将

表3 c-IVF实验室质控指标及参考标准

质控指标计算

正常受精率 =授精后 16~18 h 出现2PN 及 2PB 的卵母细胞数/行授精
的COCs总数× 100%

受精失败率=受精失败周期数/行授精
周期数× 100%

多 PN 率=大于 2PN 卵母细胞数/行授
精的COCs总数× 100%1PN 率=1PN 卵母细胞数/行授精的COCs总数× 100%

质控标准

≥60%
（最低标准）

<5%
<6%
<5%

≥75%
（理想标准）

注：正常受精率和受精失败率为关键质控指标；多 PN 和 1PN
率为一般质控指标；PN示原核；PB示极体；COCs示卵丘-卵母细胞
复合物
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制备后的精子混悬液调整至合适浓度，便可以按固
定的体积进行加精。另外使用移液枪加精时，建议
选用长枪头，避免移液枪杆接触到精子样本导致交
叉污染。

3.短时受精观察的辅助判断方法
（1）常规辅助判断方法：短时受精的判断除观

察第二极体外，还可结合 COCs形态（图 1）、卵周间
隙变化（部分受精卵卵周间隙会有所增加）、卵母细
胞形态规则性（部分受精卵胞质轮廓可能呈现不规
则形态）综合判断。对于较难判断受精情况的卵母
细胞，也可适当延时观察时间，通过前后时间点极
体形态和数量变化鉴别。

（2）纺锤体观测仪辅助判断方法：通过极体结
合纺锤体观察（授精后 5~6 h），可以进一步提高卵
母细胞受精情况判断的准确度［62， 84］。具体判定方
法：①出现双极体或碎裂极体，未见纺锤体（图 2A）
或纺锤体位于胞膜并与极体形成交联（图 2B），则
为完成受精的卵母细胞，无需早补救；②出现单极
体或碎裂极体，纺锤体位于胞质内（图 2C），则为未
完成受精的卵母细胞，可行早补救；③出现单极体

却未见纺锤体（图 2D）或纺锤体位于胞膜并与极体
交联（图 2E），为刚排出第一极体或质量较差的卵
母细胞，可根据具体情况考虑延迟行补救 ICSI或不
进行补救。

十一、小结
目前我国已普遍开展短时受精结合早期补救

技术，有效限制了 ICSI的过度应用。本共识通过对
c-IVF相关操作细节的归纳总结及相应推荐意见的
阐述，以期为 ART从业者提供实用性的参考，进而
选择更合适的授精方式，最大限度地避免 LFR 或
TFF的发生，在获得稳定且满意的临床治疗结局的
同时，亦可节约医疗支出、减轻患者经济负担。
执笔专家：李达（中国医科大学附属盛京医院）、章志国（安徽医科

大学第一附属医院）、吴克良（山东大学附属生殖医院）、韩伟（重庆

市妇幼保健院）、杨大磊（中国医科大学附属盛京医院）

参与编写共识的专家组成员（按姓氏汉语拼音排序）：毕星宇（山西
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图2　纺锤体成像系统辅助判断早期受精情况（200 ×，授精后5 h，箭头示纺锤体）
A示双极体，胞质内未见纺锤体（未行E-RICSI，第 1天为 2PN）；B示碎裂极体，纺锤体位于胞膜并与极体交联（未行
E-RICSI，第 1天为 2PN）；C示碎裂极体，纺锤体位于胞质内（行E-RICSI，第 1天为 2PN）；D示单极体，胞质内未见纺
锤体（未行E-RICSI，第 1天为 1PN）；E示单极体，纺锤体位于胞膜并与第一极体交联（授精后 6 h行E-RICSI，第 1天
为2PN）

注：COCs示卵冠丘复合物；COCs松散程度与精子浓度及共孵育
时间相关，因此其仅作为辅助早期受精判断的参考指标之一
图1　短时受精5 h后受精与未受精卵母细胞COCs的形态（40 ×）
A示受精卵母细胞, COCs表现为卵丘细胞松散、脱落；B示未受
精卵母细胞, COCs表现为卵丘细胞致密、黏稠，不易将卵母细胞
与卵丘细胞剥离
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