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一、指南的介绍 

（一）临床需要 

体外受精-胚胎移植（IVF－ET）技术已在我国大陆地区发展27年，近15年来，该项技术迅

速成长，大批生殖中心在各地陆续建成。2001年～2003年，卫生部主管部门颁布了一系列针对

辅助生育技术的技术规范及管理办法，使得该项技术走向规范化，得到健康发展。2005年12月，

中华医学会生殖医学分会成立，进一步促进了该学科的学术发展。近些年来，中华医学会生殖

医学分会各方面专家在临床、实验室方面均积累了丰富的经验，形成了独特的见解。为了进一

步规范IVF实验室操作，为患者提供更优质的临床医疗服务，学组根据国内外发表的文献和国

内实验室专家意见，并参考了美国生殖医学协会和欧洲生殖医学会的相关指南[1]，制定本指南。

由于专业的特点，目前国内外的临床胚胎实验室相关指南大量观点证据级别均较低，或者无循

证证据。因此按照CSRM指南共识编写手册的分类，本指南为正式的专家共识指南。 

（二）指南范围 

本指南的适用范围为我国已经正式实施体外受精-胚胎移植技术的生殖中心，在为不育患者

实施体外受精-胚胎移植治疗中，临床胚胎学家进行的人类配子和胚胎操作。制定本指南的目标

是协助各个实验室制定自己的标准操作程序，从而获得更加稳定的临床结局，减少差错发生。 

 

二、关键问题 

（一）配子与胚胎的总体操作原则 

IVF实验室内负责管理工作的临床胚胎学家，应该针对所有配子或胚胎进行的操作制定标
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准操作程序，并应该按照该标准操作程序培训下级临床胚胎学家。 

所有操作方法应该简便、安全、可靠。胚胎培养室还应遵循无菌、无毒、无味、无尘的原

则。 

新装修胚胎培养室启用前需要做鼠胚试验，鼠胚试验合格后才能投入使用。胚胎培养室还

应该有 UPS 电源，以保障 24h 不间断供电。 

除冷冻复苏等特定操作外，操作与观察过程应该保持配子或胚胎处于37℃的温度、40-60%

湿度的环境下。 

IVF实验室内的空气质量情况会明显影响胚胎的发育潜能，建议采取适当的措施改善实验

室的空气质量，特别是能够去除空气中VOC的净化系统[2]。 

所有操作应该符合无菌原则；所有配子或胚胎操作应该在百级洁净区域内进行。 

所有配子或胚胎的培养皿、试管等应该在放入配子或胚胎前标注患者姓名。不应该在同一

操作区域内同时操作两位或多位患者的配子或胚胎。应该将一位患者的样本完全处理完并放置

入培养箱或液氮容器后再处理下一位患者的样本。不同的容器间转移配子或胚胎前，应该核对

两个容器上的患者姓名标识。 

所有接触患者配子或胚胎的耗材、试剂需要经过精子存活实验后方可使用，有条件的建议

进行鼠胚试验。 

所有接触患者配子或胚胎的耗材（培养皿、巴斯特管、吸管、加样器头、取卵针、移植管

等），只能一次性使用，使用后按医用垃圾处理。 

对配子或胚胎进行的操作时应该进行双人复核。 

具体的每一步操作过程，应该有纸质和电子记录保存，以备日后查验。 

详细记录每个病人所用的试剂、耗材批号。 

（二）取卵及捡卵 

IVF实验室的胚胎学家在取卵前应与临床医生核对患者信息,在临床医师对患者实施取卵术

时，应该同步进行捡卵操作。 

由于卵母细胞在长时间处于低于体温的环境下受精能力将下降，非整倍体几率增加[3]，因

此，在取卵过程中，应从患者卵巢内抽出的卵泡液应由负压吸引器直接吸入37℃恒温试管架上

的无菌试管中。取出的卵泡液应该保持在37℃左右的环境下，尽快在体视镜下识别卵冠丘复合



物，通过轻柔吹打、洗涤的方法去除卵冠丘复合物周围的血液、血凝块和卵泡液成分。以尽可

能减少开启培养箱次数、尽可能缩短在培养箱外停留时间为原则，将卵冠丘复合体移至培养箱，

记录所用培养液批号、取卵者及拣卵者姓名、培养箱号、卵冠丘复合物形态评估情况以及捡卵

核对者的姓名等。 

（三）精液处理 

所有患者夫妇在进行IVF治疗之前，应该进行精液常规分析，分析推荐采用WHO第5版的

标准。 

除特殊情况外，男性配偶应该在取卵前2～7天排精一次。精液收集在无菌、无毒性的取精

杯中，并在取精杯上注明患者夫妇姓名及编号。取精后尽快将取精杯送入精液处理室，建议在

一小时内开始处理[4]。 

精液处理应该在室温下进行[5]，精液处理的目的是去除精浆以及精液中的污染物、杂质和

异常精子。并使精子获能。精液处理过程中应该记录取精方法、精液的量、颜色、液化情况等

基本参数。如院外取精，或者在采集精液过程中发生特殊情况，应该予详细记录。 

目前暂无统一的精液处理方法，可根据各中心经验和精液样本质量选择优选方法。不管采

用何种方法，反复长时间离心可能会导致精子的损伤[6]。处理过程（每步时间、操作者等）及

处理后的精子密度、活率，应该记录备案。 

常用精液处理方法为密度梯度离心法或上游法，但对浓度极低的精液样本，建议仅洗涤1～

2次后备用，以单精子卵细胞浆内注射（ICSI）方式受精。 

1. 液化不良精液处理： 

对液化不良的精液，建议在离心前，用无菌注射器吹吸混匀，或巴氏吸管反复吹打混匀，

混匀后让未液化团块自然沉淀后弃去，再对样本进行密度梯度离心。 

2. 上游法： 

上游法处理精液，推荐直接将原精液样本置于培养基下层，收集上层悬液。不建议先与培

养基混匀离心后再上游的处理方式。 

3. 密度梯度离心法： 

相对上游法处理精液，密度梯度离心处理后精子的回收率较高。 

上游法和密度梯度离心法都会显著降低凋亡精子的比例[7]。 



（四）自然受精 

1. 自然受精的加精时间： 

HCG注射后38～40h加精，受精率较为理想。加精时应该双人核对并记录时间、加精量。 

加精密度在很大的一个范围内，获得的受精率类似，在30～50ul的液滴内加精5000～10000

条，或在1ml的培养液内加精15～30万条。但过高的加精密度可能导致多精受精率升高和培养

体系生化环境下降，因此可能有害。 

2. 精卵共培养时间： 

常规受精：将精卵共培养18-20h。 

短时受精：缩短精卵共培养至1-6h（短时受精仅指缩短共培养时间，不包括剥除卵冠丘复

合物的颗粒细胞）。 

短时受精缩短了精子与卵母细胞共培养的时间，能够改善临床妊娠率[8]。短时受精周期中，

多原核发生可能与患者年龄有关[9]。短时受精周期中，多原核发生率对临床妊娠结局的影响尚

不明确[10]。与常规受精相比，短时受精的可移植胚胎率及优质胚胎率更高[11]。 

 

（五）ICSI 

ICSI适应症： 

除了原卫生部颁布的《卫生部关于修订人类辅助生殖技术与人类精子库相关技术规范、基

本标准和伦理原则的通知》中的适应症之外，对于前次IVF 多精受精比例较高，没有获得足够

可移植胚胎的患者，再次治疗可以考虑ICSI[12]。 

解冻睾丸精子行ICSI，能得到与新鲜睾丸精子类似的受精结局[13]。 

ICSI之前需要用透明质酸酶和机械的方法去除颗粒细胞，在此过程中，应该尽量减少卵子

接触酶的时间，机械去除颗粒细胞的过程中应该使用适当口径的巴斯特管，尽量减少吹吸次数，

从而减少机械刺激的应激。 

透明带明显异常的卵母细胞自然受精能力下降，采用ICSI方式授精能明显改善受精结局[14]。 



在经过常规卵巢刺激后，获得的未成熟卵母细胞常常存在染色体异常，未表明对这些卵进

行ICSI能改善结局[15]。如经过卵巢刺激获卵均为MI期停滞的卵细胞，行体外成熟培养（IVM）

结局不良[16]。 

Half ICSI: 

部分卵子ICSI（Half ICSI）作为可疑受精困难者的备选，在一定程度上预防IVF完全受精失

败[17]。 

ICSI操作过程中，可以考虑采用PVP等液体来降低操作难度，但要尽量减少注入卵母细胞

的PVP的量。 

影响ICSI受精率的最重要的因素包括： 

卵母细胞的质量和成熟度、精子质量及制动情况、破膜的情况。在操作人员技术熟练的基

础上，受精率低或卵母细胞退化率高的最可能原因是卵母细胞的质量差或成熟度不良[18]。应该

尽一切可能选择活动精子制动后注射，制动过程如果不充分（未划破精子尾部细胞膜）将影响

受精率。如全部精子均为不动精子，可以考虑在ICSI操作中使用睾丸精子、经低渗处理的精子

或者在精子中加入精子激动剂[19] 

ICSI后应该在记录中记录卵母细胞和精子的情况、操作过程、操作者、所用培养液及耗材

详情。 

 

（六）早期补救性ICSI 

短时受精结合早剥除卵冠丘复合物颗粒细胞（早拆卵），以极体排出（卵子激活）判断受

精发生，如卵子激活完全失败或卵子激活发生率低于一定比例时，在加精时间短于8h行补救ICSI

称早补救ICSI。 

短时受精（早拆卵）联合早期补救性ICSI对常规IVF周期完全受精失败患者的临床结局有

明显改善[20]，早期补救ICSI后妊娠的出生结局及新生儿状况与采用射精精液的ICSI后出生的结

局无差异[21]。早期补救性ICSI周期出生婴儿的性别比无偏差，出生体重正常，无严重出生缺陷

[22]。但目前还缺乏长时间的随访的结果，因此临床医生可以考虑对这类患者进行短时受精联合

早期补救性ICSI。 

 

（七）胚胎培养 



常规受精结束或ICSI后应该更换培养液及培养皿，随后在IVF授精或ICSI后16～18h之间观

察受精情况，记录原核形态、数量。 

胚胎培养时间点设置： 

根据2011年版ESHERE发布的Istanbul共识[23]，胚胎观察时间点设置（表1），由于各实验

室培养体系不同、操作方法不同而产生胚胎发育速度不一致。因此，学组建议各中心应在Istanbul

共识的时间点基础上找出符合各自中心最佳观察点。 

虽然多原核的胚胎依然有继续发育甚至妊娠的可能性，但多原核胚胎有导致滋养细胞疾病

的可能，不应该用于移植和冷冻[24]。 

人类胚胎对外部应激非常敏感，不良应激会导致细胞代谢异常，影响细胞功能和基因表达

[25]，因此，胚胎体外培养的核心工作应该着眼于使胚胎时刻保持在合适的pH值、温度、渗透压

等指标的环境中，以利于胚胎保持稳态[26]。 

胚胎的观察应该注意卵裂球数量、碎片所占的百分比、细胞大小的均一性及排列、胞浆颜

色以及多核现象等。推荐参考Istanbul共识中的胚胎评分方法，针对每一枚卵裂期胚胎，形态学

评分应包含三个方面信息：卵裂球数、级别以及评为这个级别的原因。Istanbul共识中级别的评

定见表2。 

胚胎培养记录中应详细记载所用培养液的品种、批号、培养箱的情况、操作人员等详情。 

 
 

表 1.胚胎观察时间点设置（修改自 Istanbul 共识） 

 

观察点 时间点（/小时，授精后） 期望值 

卵子活化 4±2 第二极体排出 

受精 17±1 原核形成 

合子 23±1 
1 细胞发生率 50% 

2 细胞发生率 20% 

早卵裂 
26±1（ICSI） 

28±1(IVF) 

2 细胞 

D2 卵裂期评估 44±1 4-5 细胞 

D3 卵裂期评估 68±1 8-9 细胞 



D4 评估 92±2 桑葚胚 

D5 评估 116±2 囊胚 

 

表 2.胚胎的形态学评级（除卵裂球数之外的评价内容）（引自 Istanbul 共识） 

 

评分 质量 形态描述 

1 优 

碎片<10%  

细胞大小与发育阶段相符 

无多核现象 

2 中等 

碎片含量为10–25%  

多数细胞的大小与发育阶段相符 

没有多核的证据 

3 差 

大量碎片 (>25%) 

细胞大小与发育阶段不相符 

有多核现象 
 

（八）胚胎移植 

1. 移植胚胎数目：我国卫生行政部门已经有明确的法规限制了移植胚胎的数量[27]，但是对

于瘢痕子宫、双子宫等畸形子宫、宫颈内口松弛、身高过于矮小等高危患者，移植2枚胚胎将

会对母婴造成很大的安全风险，建议进行单胚胎移植。 

2. 移植胚胎选择：相对而言，卵裂球数量比卵裂球均一情况及胚胎碎片含量更能预测胚胎

的发育能力；散在的胚胎碎片比集中的胚胎碎片更加影响胚胎着床；卵裂球内是否存在多核现

象显著影响胚胎的着床率[28]。除了形态学选择外，测定胚胎的氨基酸代谢情况等生化检测指标

[29]，胚胎分泌的微量HCG等方法，也可以考虑作为一种无创选择胚胎的手段。 

3. 移植方法：应该使用一次性移植导管。超声引导下移植有使手术更加精准，并保证稳定

的妊娠率[30]。在装载移植管时务必双人核对，在将含胚胎的移植管置入患者宫腔之前，应该双

人核对患者姓名[31]。 



4. 移植记录：移植记录应该详细记载胚胎数目、形态学评分、移植时间、移植过程中导管

置入深度、出血的情况、以及临床医师和临床胚胎学家的姓名。 

 

（九）囊胚培养 

囊胚培养的主要目的是对胚胎进行自然选择。对于部分患者来说，囊胚培养移植可能改善

他们的临床妊娠率[32]。囊胚培养可以等待PGD结果出具，利于筛选移植胚胎。囊胚培养增加了

胚胎在体外的培养时间，也增加了不利因素影响的风险[33]。 

由于囊胚的营养需求与卵裂期胚胎有差异，因此囊胚培养过程中通常采取一些特殊的条件。

目前较多采用序贯培养液进行囊胚培养，但这并非唯一方案。另外低氧培养、集合培养也有可

能利于囊胚形成。如果进行囊胚培养，应该具备良好的培养条件。 

目前大多数中心按照Gardner囊胚分级法对形成的囊胚进行分级[34]，在此基础上，为了消除

工作人员之间在评分方法上的差异，推荐采用更为细化和客观化的评分手段，扩张之后的囊胚

因为囊胚腔明显扩大，内细胞团与滋养层清晰，而且囊胚在此阶段发育的时间较长，因此在此

发育阶段进行形态学评分更客观可靠。可以在扩张囊胚的中部最大直径平面（“赤道面”）上以

及囊胚最贴近培养皿的底面上分别聚焦后观察滋养细胞和内细胞团。细化的扩张囊胚形态学评

分标准见表3。虽然滋养细胞层将来并不发育成胎儿，但其形态对于囊胚的进一步发育和着床

有着非常重要的意义[35]。D5和D6形成的囊胚均可进行移植或冷冻，D5的囊胚着床率高于D6的

囊胚。 

不同来源的精子受精后的胚胎，形成囊胚的比例和质量可能存在差异[36]。D3的优质胚胎，

囊胚形成率较高，而且囊胚质量较好[37]。 

囊胚培养移植可能会增加移植取消率。 

囊胚培养记录中应该包含培养箱、培养液的情况，并记录囊胚形成的时间。 

 

表3.细化的扩张期囊胚形态学评分标准 

 

评分 内细胞团 滋养细胞层 

A 

形态规则，直径在

60um 以上，细胞大小

均匀，融合 

沿囊胚“赤道面”分布的卵裂球数明显超过 10

个，大小均匀，在囊胚底面的细胞全部形态清晰，

大多数可见细胞核 



B 

形态不规则，直径在

60um 以上，细胞大小

不匀，有相当一部分

没有融合 

沿囊胚“赤道面”分布的卵裂球数10个左右，大小

欠均匀，在囊胚底面的部分细胞形态清晰，部分

可见细胞核 

C 
明显小于正常大小，

卵裂球数极少 

沿囊胚“赤道面”分布的卵裂球数明显少于 10

个，大小明显不均匀，滋养细胞与透明带之间有

明显的碎片残留，囊胚底面的细胞难以辨认 

 

 

（十）配子及胚胎冷冻 

每个生殖中心实验室均应该建立可靠的冷冻保存技术，冷冻过程及放入液氮灌的储存位置

时应双人核对。 

冷冻方法： 

虽然玻璃化冷冻技术中采用的冷冻保护剂浓度更高，可能带来胚胎毒性的风险，但玻璃化

冷冻的卵母细胞、卵裂期胚胎和囊胚复苏率均明显优于程序冷冻技术[38]。且从目前国内外获得

的短期随访数据看来，玻璃化冷冻复苏的胚胎，移植后出生的新生儿，出生缺陷无明显增加，

身长体重也未见异常[39]。因此推荐采用玻璃化冷冻技术进行胚胎的冷冻。 

 

卵母细胞冷冻： 

目前卵母细胞冷冻技术上不完全成熟，效率较低，建议仅用于因医学原因无法在取卵日受

精的患者。HCG后36h取卵，取卵后2h玻璃化冷冻卵子的复苏率显著高于取卵后5-6h冷冻的卵

子，因此建议在取卵后2小时左右进行冷冻[40]。  

冷冻复苏后的卵母细胞，纺锤体在2~3小时重建，线粒体的膜电位2小时后恢复[41]，因此建

议在复苏2~3h后进行ICSI。 

 

胚胎冷冻： 

移植剩余的胚胎，可以考虑按照一定的质量标准选择后，进行胚胎冷冻。发育速度过慢或

质量太差的胚胎，不论是卵裂期胚胎还是囊胚，其复苏后存活率低和着床率都会显著降低。每

个冷冻容器内的胚胎数量推荐结合拟复苏移植的胚胎数量和本中心的复苏率来确定42。 

玻璃化冷冻液中的平衡时间明显影响胚胎复苏率以及复苏后的发育能力，平衡时间的长短



应该与温度相适应，温度越高（37℃），平衡时间越短，温度较低（“室温”），平衡时间应该

适度延长。扩张较充分的囊胚冷冻复苏后存活率较好，建议这些胚胎在进行玻璃化冷冻前应进

行人工皱缩排出囊胚腔内的液体[43]。 

复苏后胚胎存活的情况，可以根据胚胎形态和继续培养过程中胚胎发育的情况来综合判断，

能进一步发育的胚胎预后良好。卵裂期胚胎，如果复苏后有部分卵裂球发生损伤，提示胚胎发

育潜能不良，不利于后续的临床结局[44]。 

冷冻记录：应该包括冷冻方法、每个容器内的胚胎数量、发育阶段、形态学评分、在液氮

容器内的储存位置。 

为保证冷冻中的配子或胚胎的安全，应该监测液氮容器内的液氮液面位置，建立完善的冷

冻管理制度。 

 

（十一）辅助孵出 

辅助孵出应用于新鲜周期移植的价值一直存在争议，目前的证据不推荐对所有移植的胚胎

进行辅助孵出。而对于那些临床预后较差的患者，比如反复植入失败、胚胎质量较差、胚胎透

明带异常的胚胎以及高龄的患者（>38岁），辅助孵出可能改善种植率[45]。通过时差成像技术

观察，发现复苏胚胎，尤其是复苏囊胚，辅助孵出后可以利于胚胎的后续孵出，但对临床结局

是否存在改善尚不明确。目前可以考虑采用激光辅助孵出设备进行胚胎的辅助孵出。 

 

三、总结部分 

（一）索引 

配子与胚胎的总体操作原则；取卵及拣卵；精液处理；自然受精；ICSI；早期补救性ICSI；

胚胎培养；胚胎移植；囊胚培养；配子及胚胎冷冻；辅助孵出 

 

（二）简写说明 

IVF实验室负责人，应该针对所有配子或胚胎操作制定标准操作程序。捡卵时，尽可能缩

短卵冠丘复合物在培养箱外停留时间；精液处理方法应根据精液具体情况而定；自然受精的加



精时间为HCG注射后38～40h加精，受精率较为理想；加精密度在很大的一个范围内，获得的

受精率类似；影响ICSI受精率的最重要的因素包括：卵母细胞的质量和成熟度、精子质量及制

动情况、破膜的情况；短时受精（早拆卵）联合早期补救性ICSI对常规IVF周期完全受精失败

患者的临床结局有明显改善；胚胎培养和观察应严格按照设定的时间点进行，Day3胚胎的卵裂

球数量比卵裂球均一情况及胚胎碎片含量更能预测胚胎的发育能力；囊胚培养的主要目的是对

胚胎进行自然选择；虽然滋养细胞层将来并不发育成胎儿，但其形态对于囊胚的进一步发育和

着床有着非常重要的意义；玻璃化冷冻的卵母细胞、卵裂期胚胎和囊胚复苏率均明显优于程序

冷冻技术；辅助孵出应用于新鲜胚胎移植的价值一直存在争议，对复苏胚胎移植可能改善临床

结局。 

（三）下一步研究指导、方法学 

下一步的研究应该着重于各种操作技术对比的RCT研究，获得更强的证据，考虑到全国范

围内环境、人群和实验室具体条件的区别，多中心研究要纳入不同地域的中心。 

 

参与本指南修订与讨论专家: 

黄国宁（重庆市妇产医院）、孙莹璞（郑州大学第一附属医院）、孙海翔 （南京大学医学院附属鼓楼医院）、

刘平（北京大学第三医院）、徐艳文（中山医科大学附属第一医院）、孙正怡（北京协和医院）、黄元华（海南

医学院）、金帆（浙江大学医学院附属妇产科医院）、靳镭（武汉华中科技大学同济医学院附属同济医院）、田

莉（北京大学人民医院）、康跃凡（福建省妇幼保健院）、师娟子（陕西省妇幼保健院）、刘丽英（沈阳市妇婴
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院）、张爱军（上海交通大学医学院附属瑞金医院）、辛志敏（郑州大学第一附属医院）、杜湧瑞（天津市中心
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