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A 
摘 要 全面系统地总结了哺乳动物显檄受精的发展厉史和现状．从注射部位、精子状 

态、精于发生、卵子状态、卵子敲活等方面匍述了影响显教受精的主要因素，井指出了在我国 

开展显散受精的重要性和必要性。 
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显微受精是 80年代后期发展起来的一种新型的体外受精技术，即借助显微操作仪， 

将精子或精子细胞直接注人卵母细胞质内(卵胞质内受精，Intracyt0pIasmic Sperm Injec— 

tion，ICSI)或卵周隙中(带下受精，Subzonal Insemination，SUZI)来实现受精的过程 这 
一 技术不仅对于揭示哺乳动物雌雄配子问的相互作用和受精本质等具有重的理论意义， 

而在提高优良种公畜的利用率和治疗男性不育方面具有重要的实践意义，尤其在野生动 

物的遗传资源保存及保护和挽救珍稀动物方面具有重要的现实意义和应用前景。如与其 

他生物工程技术相结合，必将在畜牧业育种、转基因动物(制药)生产和性别控制等方面发 

挥一定的作用。 

1 研究进展 

精子注射试验首次是在啮齿类哺乳动物中进行的。早在 1976年，Uehara 等将仓鼠 

和人精子注入仓鼠卵母细胞质中，观察到精核能够去致密并可以发育形成雄原核，证明雌 

雄配子膜融合并非精核去致密和原核发育所必需。此后，lrltani0 和 Mann0 分别报道了 

兔单精子胞质内受精和小鼠单精子带下受精成功，并获得后代，兔附睾尾精子胞质内受精 

卵的原核发育率可达 53 ，少数卵可分裂发育至 2～4细胞；小鼠成熟精子(活动精子)注 

入卵透明带下，受精率可达 25 ，其中 54％的受精卵发育为个体。迄今为止，该项技术已 

先后在大鼠、小鼠、仓鼠、兔、羊、牛、猪、绵羊和马等动物 及人取得成功，并在兔、牛、小鼠 

马等动物和人获得了试管后代。进人90年代，相继在澳大利亚、美国、加拿大和法国等国 

家有大批精子显徽受精的试管婴儿诞生，使该项技术发展为男性不育症治疗的理想手段。 

人精子胞质内注射的受精率高达 60 ～70 ，胚胎附着率也达到 20 或更高 ]。精子的 

功能是使成熟卵母细胞受精，为此，精子从睾丸中产生，并经历附睾中的成熟和雌性生殖 

道中的获能过程，发生一系列形态、结构和生化变化 ，目的是能够到达受精部位(输卵管壶 

腹部)，并获得受精能力。那么，变态前的单倍体球形精子细胞能否象精子～样参与基因组 
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的融合和胚胎发育呢?1993年，Ogura“’ 将仓鼠球形精子细胞棱注入成熟的卵母细胞质 

中．结果表明75％的受精卵能分裂成 2细胞。同年，Ogura 将仓鼠球形精子细胞注射到 

卵透明带下，然后加一直流脉冲，使之融合，结果 2O ～40 的精子细胞可 融入卵子， 

7O 的卵子能分裂发育至 2细胞。小鼠球形精子细胞与卵母细胞的电融合 率为 30 ， 

95 的卵子可分裂为 2细胞，移植后．获得了6只仔鼠“]。此后，小鼠球形精子细胞核和次 

级精母细胞核的卵胞质内注射受精也获成功．并获得试管小鼠” 。 

我国的同类研究起步较晚。1992年，卢圣忠0 进行了牛和猪精子显微受精的研究。牛 

冷冻精子注射的受精率为 19．9 ，分裂率为9．4 ；猪新鲜和冷冻附睾精子注射的受精率 

达 25．2 ，分裂率达21．6 ．此后 ，罗军 报道了兔单精子胞质内注射受精的成功，获得 

70 的桑椹胚和囊胚发育率，2～4细胞胚胎移植后，顺产4其健康仔兔。曾嵘⋯ 用胞质内 

注射和带下注射法研究小鼠精子显微受精，带下受精的受精率迭 29．2 ，卵裂率为 42． 

8 ．移植后出生两只健康仔鼠，而小鼠卵的胞质内注射没有取得良好结果。近期资料表 

明，我国人冷冻一解冻后卵母细胞 ICSI的受精率为 42．6 ，未受精卵的再砍受精率达 

36．7 “ 。此外．尚未见到更为深入的研究报遭。 

2 影响显微受精的因素 

影响显微受精的因素很多．其中主要有注射部位．精子的状态，精子发生，卵子状态， 

显徽受精卵的激活和显微操作环境条件等。 

2．1 注射部位 

根据注射部位的不同，显微受精可分为卵胞质内注射和带下注射两种方式。注射方式 

的选择是依据动物卵母细胞的耐操作能力而定。大量的实验表明，鼠类 ，尤其是小鼠卵母 

细胞的 ICSI十分困难。1983年．Markert仅获得少数囊胚，直至 1995年，Kimura 才获 

得了首批小鼠ICSI的试管后代。所以鼠类的显微受精多采用带下注射法，受精率可达 

67．3 ，其中 54％的受精卵可正常发育成个体。在人类．ICSI和 SUZI技术都十分有 

效 ]，截至 1994年 8月，全世界由ICSI技术获得的胚胎，已使 500~600名妇女怀孕，175 

个试管婴儿顺利诞生“ 。Steirteghem 系统研究人ICSI和 SUZI的结果表明，ICSI(16． 

3 )对卵母细胞的机械损伤大于SUZI(8．5 )，同时．Ics1(49．1 )法的正常受精率显著 

高于SUZI(16．6 )，随后的双原核卵发育率分别为 73．9 和 80 没有显著差异，但 IC- 

s1法往往比suzI法产生更多的三倍体胚胎，受精卵移植后．分别有 29．3 和 14．7％的 

妇女妊娠。可见，ICSI和 suzI两种方法各有优缺点，一般活的精子多选择SUZI法，而死 

的或不完整的精子则选择 ICSI法。在家畜，也可得出类似的结论 。 

2．2 精子状态 

精子的状态直接影响显傲受精的效果。如精子获能与否．顶体反应与否，新鲜与否，活 

动与否，完整与否．死活与否等。 

2．2．1 精子获能和顶体反应与否与显擞受精 早在 1988年，Mann 用体外获能的小鼠 

附睾尾精子单精子带下受精，获得 25 的受精率和 54 的原核发育，并获得世界首批带 

下受精的试管小鼠。分别用获能 0．5，2和 6小时小鼠精子进行 SUZI，其受精率分别为 

36 ，34 和29 ．不产生明显差异 。Yang“ 将1个新鲜精子、2～5个新鲜精子和 1个 
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获能耩子分别进行 SUZI，分别获得 42，岳，40 和 50 的分裂率和 26 ，35 和21 的囊 

胚 发育率 ，表 明{{孽子获能与否对 SUZI不产生显著影响。然而，Minhas 则认为用 

IA23187使小鼠{{孽子获能后，可明显提高其 SUZI受精率，同时，获能{{孽子比未获能{{孽子 

有更有效的原棱形成和发育能力．精子获能和顶体反应与否对 ICSI不产生显著影响。 

2．2．2 精于新鲜和活动与否与显微受精 Uehara和 Yanagimachi[1 提出，仓鼠{{孽棱注射 

到仓鼠卵内，可以发育形成雄原棱。新鲜、冷冻．解冻、冻干的人精核注射进仓鼠卵也能发 

育形成雄原棱。继这些首创性的试验之后，HosoiC1 D]等将不活动但是活的兔{{孽子注射到兔 

卵胞质内获得的胚胎，移植到输卵管内，获得了仔兔。Goto[j 采集牛附睾{{孽子，并进行玲 

冻保存，35℃冰沿中解冻后，作获能处理。将获能处理后的精子不加玲冻保护剂深冻(一 

2O℃)一解冻两次，以停止其运动．然后单{{孽子注入牛体外成熟的卵母细胞质中．受{{孽卵可 

发育到桑椹胚和囊胚期，并获得 3头试管犊牛。HeuwieserCt1]进行了常规体外受精和显微 

受{{孽的比较试验表明．精子经 IA23187获能后，4头公牛的体外受精串分别为 8O ， 

54 ，l 和 2 ．精子在不加玲冻保护jffJ的条件下，在一25℃玲冻处理以停止其运动，然 

后进行 ICSI，其受精率分别为 39 ，22 ，2l 和 34 ，没有显著差异．表明玲冻精子和 

不活动精子同样可以获得理想的胞质内受精串。 

2．2．3 精于完整与否与显徽受精 1993年，Goto[I 应用超声波将牛{{孽子头尾分开，然后 

将耩子头注入体外成熟的卵母细胞质中，可使卵子受精，受精卵发育到 2～4细胞 ，6～16 

细胞、桑椹胚和囊胚期的比率分别为 3O．3 ，6．3 ，2．1 和 0．3 ．澳大利亚皇家北滨医 

院的资料也表明．用超声波去掉精子尾巴后，{{孽子头的 ICSI受精率由全{{孽子时的 l9 提 

高到 44 。这些结果表明，精核是受精卵发育为个体不可少的部分，而其尾巴，只是精子 

的运动器官，以保证精子能运动到达受{{孽部位。 

2．2．4 精于的死活与否与显徽受精 关于精子的死活是一个含糊的概念，为了分析死亡 

{{孽子的受{{孽发育潜力，Goto 从牛附睾中采集精子，装在 0．5 mL塑料细管中玲冻，25℃ 

水浴中解冻后，在含有BsA和咖啡因的B0液中预培养2～3 h，作获能处理。将获能处理 

后的耩子不加冷冻保护剂深冻(一2O℃)一解冻两次，用0．5 伊红B液染色，全部{{孽子都 

着色，表明精子已被杀死。将单个的死精子注入牛体外成熟卵母细胞质中，注射卵用 

IA23187激活后进行体外培养，发育到 2～4细胞、6～12细胞、桑椹胚和囊胚期的比率分 

别为 l 2 ，9．3 ，5．9 和 7．8 ．桑囊胚移植后，3头受体中有两头怀孕，分别于移植后 

的281和 288 d分娩。其中 1头犊牛因难产而死亡 ，经检查，发育良好，另一头犊牛发育正 

常。相反，Yanaglda[1 则以高温法杀死{{孽子，来分析精棱的耐热性。分别采集仓鼠、小鼠、 

人、鸟和鱼的精子，用超声波去除质膜和顶体及尾巴后，精子棱于 6O～l 25℃水浴或蒸气 

中处理 20～120 min，然后单{{孽子核注入仓鼠卵母细胞质内，结果表明，精子核于 9O℃下 

处理 30mln，仍具有原核发育潜力。将仓鼠{{孽子棱完全灭活的温度高达 125℃，鸟、鱼和不 

成熟的仓鼠和小鼠{{孽子核在 90"C处理后，虽可去致密，但却不能形成雄原棱．表明精子核 

对低温和高温都具有很强的耐受性。死精子同样具有受{{孽和发育潜能。 

2．3 精子发生 

2．3．1 辜丸和附辜精于与显徽受精 从取自不同附睾段精子的体内、体外受{{孽资料中可 

以看出，大多数哺乳动物附睾中段或尾段以前的精子不能完成受精。Lacham口 比较了小 
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鼠睾丸、附睾头、附睾体和附睾尾精子的受精潜力。将上述各段精子获能处理 2 h后，单个 

注入小鼠成熟卵母细胞的透明带下，结果表明，睾丸和附睾头精子几乎不能使卵子受精， 

受精率为 0 ～7％，远段和近段附皋体及附睾尾的前进运动精子具有相似的受精能力， 

受精率为30％～45 ，而振动和原地转圈精子的受精率(6 ～l0 )则明显降低。受精卵 

体外培养后，附睾体近段、远段和附皋尾精子受精卵发育到囊胚的比率分别为 65％，87 

和 94 ，附睾尾以前的各段精子带下受精高于常规体外受精． 

与带下受精不同，睾丸和附睾精子在卵胞质内受精却十分有救。牛睾丸、附睾(头、体 

和尾)和射出精子的ICSI受精卵发育到2～8细胞期和桑椹胚的比率分别为31．O％～ 

37．8 和 11．1％～18．2 ，没有显著性差异，但睾丸和附睾精子受精卵发育到囊胚的比 

率 (11．4 和 8．9 )显著高于附睾体、附睾尾和射出精子(7．1％，4．4 和 6．7 )受精卵 

的发育率 。 

2．3．2 辜丸变态前生精细胞与显擞受精 球形精子细胞是精母细胞减数分裂后形成的 

最早的单倍体雄性生殖细胞，那么球形精子细胞能否象精子一样参与基因组的融合和胚 

胎发育呢?Ogura“ 将仓鼠球形精子细胞核注入成熟卵母细胞中，95 的卵子其精核能够 

发育形成雄原核，89 的雄原核表现 DNA合成活性，其染色体可与卵子染色体配合， 

75 的受精卵能分裂为2一细胞。同年，Ogura“ 将仓鼠球形精子细胞注射到卵透明带下， 

然后加一直流脉冲，使之融合，结果表明20 ～4O 的精子细胞可融入，其中5 ～10 

的融合卵子其精核可以发育形成正常大小的雄原核，其他卵子其精核发育不全，体积较 

小 。但能形成核仁和合成DNA，75 的卵子能分裂发育至 2一细胞。同时证明，先用链酶蛋 

白酶和神经氨酸酶(neuraminidase)处理卵母细胞后，再进行电融合，可获得理想的融合 

率．这可能是这些酶可以击除卵膜上的某些分子，使配子问能够更加紧密的接触．小鼠卵 

母细胞则不具有这种特性，而当卵母细胞首先被擞活后，可有利于球形精子细胞的融合， 

融合率可达 3O ，8O 的融合卵子可发育形成一个大的雌原核和一个很小的雄原核“]． 

自Kimuran'~首次报道了小鼠精子卵胞质内注射技术成功之后，小鼠睾丸生精细胞 

的显徽受精研究取得很大进展。小鼠球形精子细胞核注入电激活的卵母细胞质中，注射成 

功率高达 96％，可获得 77 的受精率 ，2一细胞发育率高达 96 ～100 ．1 31枚 2一细胞胚 

移植后。获得37只试管小鼠，产仔率为28．2 。此后，Kimura[日 从成年小鼠睾丸中分离 

到次级精母细胞，将其核注入卵母细胞质中 2 h。电激活注射卵母细胞，75 的注射卵其 

精核和卵核各自形成雄原核和雌原核，2一细胞、4一细胞、桑椹胚和囊胚发育率分别为98 ， 

94．2 。76．9 和 65．3 ，29枚 2—4细胞胚移植后，产仔鼠7只，产仔率为24 。初级精母 

细胞核在卵母细胞质中可以完成一次减欺分裂，形成雌雄两个原核，染色体检查表明。卵 

裂球为兰倍体。可见，球形精子细胞已具备了潜在的受精能力。精于形成期的变态、精子的 

附睾成熟、获能和顶体反应等过程，只是为了保证将雄性单倍体核送入卵母细胞，并非受 

精本质所必需。 

关于家畜睾丸变态前生精细胞显微受精研究极少。自Sofikitis报道了兔球形精子细 

胞核 ICSI成功，并有妊娠和产仔结果之后。Goto[! 首次报道牛睾丸精子细胞的 ICSI试 

验，2—8细胞、桑椹胚和囊胚发育率分别为35．7 。11．9 和 7．1 ，尚没有试管后代诞 

生。也没有其它家畜的同类研究报道。 
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2．4 卵子状态与显微受精 

受精是精子和卵子相互作用最终形成合子的过程，已知显微受精往往给卵子造成不 

同程度的机械损伤，因此，卵子的状态必然对显徽受精产生影响。卢圣 的试验表明，有 

第一极体的猪卵母细胞的 ICSI受精率和分裂率分别可达 32．9 和 32．6 ，而无第一极 

体卵则仅为 16．3 和 10．9 ，没有卵子能发育到囊胚期。美国对 1 41对夫妇(妇女年龄为 

25~44岁，平均为34．3岁)的ICSI治疗资料表明，妇女的年龄对 ICSI的效果有显著性影 

响，在 36岁以上妇女的 6O个周期中，注射卵的存活率、适合于冷冻和胚胎移植的胚胎发 

育率、胚胎移植平均数量和妊娠率均显著低于 36岁妇女的 103个周期的结果 。Green— 

Matt 的研究表明，超数排卵方法直接影响卵母细胞的成熟度，34名妇女被分为两组(各 

l 7名)分别进行长GnRH和短 GnRH两种超排处理。注射hCG后 36 h分别回收卵母细 

胞，短 GnRH处理和长 GnRH处理组回收的 M I期和 M I期卵母细胞分别为 6O ，4 

和 26 ，81 ；两种处理回收的卵母细胞ICSI后，其卵裂率分别为 9 和36 ；M I期卵 

母细胞 ICSI后的卵裂率分别为 7．0 和 23．7 {各自能产生的可移植周期分别为29 和 

7O ．各组间均有显著差异 表明只有成熟的卵母细胞才能诱导精核正常发育 

2．5 显微受精卵的激活 

受精激活包含两个概念，一是卵母细胞的激活，这一激活过程可以由精子激活，也可 

不依赖于精子的存在而人为激活；另一是精子的激活，精子只有进入卵母细胞后，在成熟 

卵母细胞质中某些物质的作用下，才能真正激活。卵母细胞的激活是以启动并完成第二次 

减数分裂，放出第二极体、皮质反应、雌原核的形成与发育和启动卵子代谢为标志 精子激 

活则以核去致密，雄原核形成和发育及其 DNA合成等为标志。最终两性原核融合，发生 

第一次卵裂，进入早期胚胎发育。 

Kimura“ 证明，小鼠睾丸精子象成熟精子一样，具备了激活卵子的因子，将其注入卵 

胞质后，可形成雄原核，而精子细胞则缺乏这种因子，注射后需要激活处理。虽然精子已具 

有了激活卵子的能力，由于显微受精部分或全部越过了正常受精时精子必须经过的环节， 

所以往往不能使卵母细胞完全激活。牛“ 和兔的显微注射卵于IA23187培养液中短时间 

培养，即可大大改善其受精率 人 ICSl卵的自发受精率仅为 32 ，用IA23187处理后，受 

精率可达88 ．表明ca 有利于显散受精卵的激活与发育。近期资料表明，由显微操作传 

递的 ca”不足于激活人卵母细胞，卵母细胞的激活发生在显微注射后的一定时间里，推 

测激活卵子的因子可能是由注入精子释放的可溶性物质。 

2．6 其 他 

带下受精往往要求精于应具有一定的运动能力或经过获能处理或发生顶体反应，所 

以，单精子带下受精的效果并不稳定，为克服这一不足，人们常将多个精于注入透明带下， 

以增加使卵子受精的机会。O’Neill将 l～35个精子注入人卵母细胞透明带下，正常受精 

率为 l7．2 ，多精子受精率为 9．5 ，虽然其受精率较低，但发育至可移植或冷冻保存的 

胚胎比率高达 98．5 ，胚胎移植后的 hCG阳性率高达21．t ，17个怀孕妇女共产21个 

婴儿，其中 4个妇女均产双胞胎。有趣的是婴儿的性别比例为 8：13(舍：旱)。 

显微受精是一项精细操作技术，所以，操作工具的质量往往影响其成败。小鼠卵母细 

胞不象仓鼠和人卵母细胞，抗损伤力较差，细胞质往往从注射孔流出，卵子迅速崩解。1 995 
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年，Kimura_l 对显微操作仪做了改进，安装了 Piezo—pulse设备，通过轻微的负压，在透明 

带和卵质膜上打孔，对卵母细胞的损伤大大降低，ICSI的卵子存活率高达 97，6，世界首批 

精子胞质内注射受精的试管小鼠诞生。 

显微注射针的直径对 ICSI受精至关重要，罗军“ 证明，使用 5 gm 口径的注射针优 

于 8／tm 口径的注射针，注射兔卵的存活率分别为 85．6 和 61． ；激活率分别为 59．9 

和 47．2 ；卵裂率分别为 43．5 和 l9．4 。咀7 ptm和 12／tm外径的注射针进行牛 ICSI 

试验表明，7 m针的显微受精率、2-3细胞、4一细胞、8一细胞、16—32细胞、桑椹胚和囊胚发 

育率(54．5 ，68．0 ，61．1 ，44．0 ，36．1 ，22．2 和 l5．7 )显著高于 l2 gm注射针 

的结果(44．4 ，41．9 ，30．8 ，24．6 ，23．4 ，l2．3 和 4．9 )。因此显微注射针应使 

用尽可能细的外径。无论注射针的外径多小，ICSI操作不可避免地对卵母细胞结构造成 

损伤。注射针进出卵胞质可能破坏卵子的徽管系统，而微管是纺锤体的重要组成部分，所 

以可能引起染色体不正常分离，产生复杂的单倍体或三倍体胚胎。损伤微丝系统，也引起 

纺锤体异常，卵子染色体全部分配给第二极体，或全部滞留于卵子内，产生单原核卵和雄 

性异型的三原核卵。如果将纺锤体移位到卵子中央，可引起卵子迅速分裂，形成两个等大 

的细胞，而不是一个大的卵细胞，一个小的第二极体。对附着于纺锤体的染色体和原核的 

损伤，往往导致多个小原核卵的产生。 

3 显微受精的前景与展望 

显微受精作为一项新的体外受精技术，在短短的 l0年里能得以迅猛发展，关键在于 

该项技术同时具有重要的理论价值和实践价值。首先显徽受精技术作为一种重要的实验 

手段，被广泛应用于受精生物学研究。如精卵识别、精卵相互激活及某些成分对卵子激活 

的影响等。其次显徽受精技术是男性不育治疗的理想手段。自带下受精和胞质内受精的 

试管婴儿首次诞生以来，人们比较了男性不育治疗的各种方法，结果表明，尽管显徽受精 

的方法还不完全成熟，并且有先天性畸形发生的危险，但该项技术仍不失为目前能及的最 

佳手段，并制定出了不同程度不育患者的相应治疗方案。再者，显徽受精技术必将在动物 

育种和野生动物遗传资源保存方面发挥巨大的作用。我国的何类研究相对落后，仅有试管 

小鼠和兔诞生，还没有应用该技术解决男性不育问题的研究报道。我国拥有多种野生动物 

资源 ，但其中大多数均濒临灭绝，所以开展显散受精技术研究，无论在人类生育，还是动物 

育种和野生动物保护方面，均具有重要意义。 
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Advances in M crofert订izatiOn in M ammals 

Liu Ling Qian Jufen Chen Deyuan。 

(1 f r栅  Science，Ⅳ州  ̂ Ⅱ舯 Agric*dt~',d 口耐州  一Yanglin~t ?12100) 

(2 fd 埘 _P惴“ 占岫 ．1astita~ z咖 ， 州 ，Bejin~100080) 

Abstract This paper，at first，presents the developing history and the status puo of 

the microfertilization in mammala．Then，a systematic exposition is made co the main 

factors which affect mieroferlizatlon，such aa spermatozoa injection position，spermatozoa 

state，spermatogenesis．ocyte state，oocyte activation and 8o on．The paper also points out 

it is important to do further research work On micr0fertiIizati0n in China． 
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