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摘　要：目的　研究来源于超排卵周期中的未成熟卵进行体外成熟培养 （ＩＶＭ） 的成熟、受精及胚胎发育能力�探讨
适宜的未成熟卵体外培养条件�探索ＩＶＭ技术的临床应用。方法　选取68名体外受精／卵胞浆内单精子显微注射 －胚胎移
植 （ＩＶＦ／ＩＣＳＩ－ＥＴ） 患者为研究对象�比较采用基本细胞培养基与改良培养基条件下�ＭＩ和ＧＶ期不成熟卵的体外成熟情
况；并比较体内成熟卵和体外成熟卵进行ＩＣＳＩ后的受精、卵裂和优质胚胎形成情况。结果　采用常规培养基培养条件下�
ＧＶ期未成熟卵培养失败�ＭＩ期卵成熟率为明显低于改良培养基条件下未成熟卵成熟率；改良培养基条件下 ＧＶ期与 ＭＩ期
卵成熟率无明显差异 （Ｐ＞0∙05）；体外培养中69∙23％的 ＭＩ期卵和76∙74％的 ＧＶ期卵均在24ｈ内达到成熟�其24ｈ和
48ｈ的成熟率无明显差异 （Ｐ＞0∙05）；体外成熟卵与体内成熟卵相比较�受精率、卵裂率均无明显差异 （Ｐ＞0∙05）�优
质胚胎形成率较低�差异有显著性 （Ｐ＜0∙05）。结论　常规超排卵周期中的未成熟卵在改良培养基中能够发育成熟；未
成熟卵在拆除卵丘细胞后继续体外发育成熟�具有与体内成熟卵相似的ＩＣＳＩ受精、卵裂能力；虽然优质胚胎的形成率低于
体内成熟卵�但增加了胚胎数目�可增加移植胚胎数和冷冻胚胎数量�是一种有效的辅助生殖措施。

关键词：未成熟卵；体外成熟培养；体外受精－胚胎移植 （ＩＶＦ－ＥＴ）；卵胞浆内单精子显微注射 （ＩＣＳＩ）
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　　卵母细胞体外成熟 （ｉｎｖｉｔｒｏｍａｔｕｒａｔｉｏｎ�ＩＶＭ）是指通过
体外培养�使卵泡内的未成熟卵母细胞发育成为成熟的第二
次减数分裂中期 （ＭＩＩ）卵母细胞�受精分裂成胚胎并移植获
得妊娠的技术。在体外培养后�未成熟卵母细胞可恢复减数
分裂并达到ＭＩＩ期�具有受精、发育为正常胚胎的能力。包
括完整的卵泡培养和单纯的卵丘复合体培养 ［1］�目前应用于
辅助生殖技术的主要限于后者。ＩＶＭ的应用优势主要在于：
可以节省用于募集卵泡的药物费用；重新利用常规 ＩＶＦ中收
集的不成熟卵；降低发生卵巢过度刺激和卵巢癌的危险性；
可以作为研究卵子发生减数分裂异常和非整倍体的模型；为
冷冻卵子提供了一条出路。

在常规的体外受精／卵胞浆内单精子显微注射 －胚胎移
植 （ＩＶＦ／ＩＣＳＩ－ＥＴ）治疗周期中�所获卵子约15％为未成熟
卵 ［1］�这些未成熟的卵子在过去常常因无法使用而被丢弃�
如果将这些未成熟卵进行体外培养成熟 （ｉｎｖｉｔｒｏｍａｔｕｒａｔｉｏｎ�
ＩＶＭ）�将增加可移植胚胎的数量�提高累积妊娠率�有利于
助孕结局。本文探讨来源于超排卵刺激周期的未成熟卵在
拆除卵丘细胞后进行体外培养的条件�未成熟卵的成熟、受
精和发育能力及其临床应用。

资料与方法

1．一般资料
选择北京妇产医院生殖医学中心接受 ＩＶＦ／ＩＣＳＩ－ＥＴ治

疗的不孕患者68名�平均年龄31∙86±4∙19岁�治疗指征包
括输卵管阻塞、少弱精子、无精子症、多囊卵巢综合征 （Ｐ-
ＣＯＳ）、子宫内膜异位症等。本研究开展获北京妇产医院生
殖医学伦理委员会批准�受试者经知情同意并签字后进入本
研究。

2．研究方法
（1）超排卵方案

通讯作者：王树玉

采用促性腺激素释放激素类似物 （ＧｎＲＨ－ａ）和促性腺
激素 （ＦＳＨ／ＨＭＧ）联合长／短／超短方案�肌注人绒促性素
（ＨＣＧ�Ｓｅｒｏｎｏ�瑞士 ）10000Ｕ�36ｈ后经阴道Ｂ超下穿刺取卵。

（2）卵子采集
采集的卵冠丘复合体 （ＯＣＣＣ）放置于人输卵管培养液

（ＨＴＦ�Ｑｕｉｎｎ．ｓ1023�ＳＡＧＥ�美国 ）中孵育 2ｈ。ＩＣＳＩ之前�使
用透明质酸酶 （Ｓｉｇｍａ�Ｈ－3757�美国 ） （80ＩＵ／ｍｌ）处理 ＯＣ-
ＣＣ�再以机械法剥除卵丘细胞�在倒置显微镜下观察卵母细
胞成熟度。

（3）分组标准及培养方法
将所有卵母细胞按剥除卵丘细胞时的卵母细胞的成熟

度分为3组：Ⅰ组�有第一极体�为ＭＩＩ期卵 （成熟卵 ）；Ⅱ组�
无第一极体也无生发泡 （ＧＶ）�为 ＭＩ期卵；Ⅲ组�有生发泡�
为ＧＶ期卵。

其中Ⅱ组和Ⅲ组的未成熟卵分别采用 ａ：基本细胞培养
基－人输卵管培养液 （ＨＴＦ�Ｑｕｉｎｎ．ｓ1023）�ｂ：改良培养基 －
基本细胞培养基 ＋0∙075ＩＵ／ｍｌ人绝经期促性腺激素 （ＨＭＧ
Ｓｅｒｏｎｏ�瑞士 ）进行体外成熟培养。培养液20μＬ在5ｃｍ培养
皿内做成微滴�上面覆盖矿物油�于37℃、6％ＣＯ2及饱和湿
度条件下单个培养24ｈ、48ｈ�分别在显微镜下观察�排出第一
极体者被认为成熟�立即用于ＩＣＳＩ受精。

（4）成熟卵的受精及胚胎培养
取卵当日的成熟卵立即进行ＩＶＦ或ＩＣＳＩ授精�采用的精

子为新鲜精液。ＩＣＳＩ后的卵转入卵裂培养基 （Ｑｕｉｎｎ．ｓ1026�
ＳＡＧＥ�美国�加15％ＨＳＡ）的微滴中 （25μＬ）单个培养。ＩＣＳＩ
后16～18ｈ观察受精情况�出现双原核或双极体为受精标
志�每天观察胚胎生长情况并评分�直至采卵后72ｈ。

（5）胚胎分级标准
根据ＢｒｉａｎＤａｌｅ的分级标准 ［2］�常规将分裂期胚胎分为4

级�评级≤2者为优质胚胎�评级≤3者为可移植胚胎�评 4
级的胚胎为不可用胚胎�丢弃。

3．统计学处理
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采用ＳＰＳＳ11∙5软件�数据处理应用方差分析和χ2检验
方法�Ｐ＜0∙05为差异有统计学意义。

结 果

1．未成熟卵体外成熟情况比较
68个ＩＶＦ／ＩＣＳＩ或 ＩＣＳＩ周期中共采集卵子790个�平均

每个周期获卵11∙62±5∙32个。其中655个 （82∙91％ ）为成
熟卵�135个为未成熟卵 （17∙09％ ）。�未成熟卵中74个为 ＭＩ
期�61个为ＧＶ期�分别占总数的9∙36％ （74／790）、7∙72％
（61／790）。其中未成熟卵采用 ａ：基本细胞培养基培养 ＭＩ
期22个、ＧＶ期18个；采用ｂ：改良细胞培养基培养 ＭＩ期52
个、ＧＶ期43个。

表1　未成熟卵体外成熟情况
Ⅰ组 （ＭⅡ） Ⅱ组 （ＭＩ）（％ ） Ⅲ组 （ＧＶ）（％ ）

ａ ｂ ａ ｂ

卵子数 （ｎ） 655 22 52 18 43
24ｈ体外成熟 （ｎ�％） － 11（50∙00） 36（69∙23） 0 33（76∙74）
48ｈ体外成熟 （ｎ�％） － 1（4∙05） 6（11∙54） 0 2（4∙65）
成熟卵子 （ｎ�％） 655 12（54∙55） 42（80∙77） 0 35（81∙40）
　　未成熟卵成熟率比较：

Ⅱ组采用不同培养方法 ａ�ｂ比较�Ｐ＝0∙020＜0∙05�差
异有统计学意义。

Ⅲ组采用不同培养方法 ａ�ｂ比较�Ｐ＝0∙000＜0∙05�差
异有统计学意义。

采用相同培养方法 ａ�Ⅱ、Ⅲ组比较�Ｐ＝0∙000＜0∙05�
差异有统计学意义。

采用相同培养方法 ｂ�Ⅱ、Ⅲ组比较�Ｐ＝0∙938＞0∙05�
差异无统计学意义。

采用不同培养方法ａ�ｂ比较�ａ成熟率为30％ （12／40）�
ｂ成熟率为 81∙05％ （77／95）�Ｐ＝0∙000�差异有统计学意
义。

2．卵子ＩＣＳＩ受精、卵裂情况比较
三组卵子受精率和卵裂率比较无明显差异�两两比较亦

无统计学差异 （Ｐ＞0∙05）。
三组卵子在优质胚胎形成率比较差异有统计学意义�Ⅰ

组优质胚胎率高于其他两组。两两比较结果：Ⅰ、Ⅱ组比较
Ｐ＝0∙002�差异有统计学意义；Ⅰ、Ⅲ组比较Ｐ＝0∙021�差异
有统计学意义；Ⅱ、Ⅲ组比较Ｐ＝0∙751�差异无统计学意义。

表2　卵子受精和卵裂率的比较
Ⅰ组 （ＭⅡ） Ⅱ组 （ＭＩ） Ⅲ组 （ＧＶ） Ｐ

ＩＣＳＩ卵子数 （ｎ） 423 54 35 －
受精率 （％ ） 78∙96（334／423） 74∙07（40／54） 77∙14（27／35） 0∙703
卵裂率 （％ ） 90∙42（302／334） 85（34／40） 88∙89（24／27） 0∙558
优质胚胎率 （％ ） 57∙62（174／302） 29∙41（10／34） 33∙33（8／24） 0∙001

讨 论

1．卵母细胞成熟的生理过程
卵母细胞成熟是指卵母细胞恢复和完成第一次减数分

裂�进入并停滞于第二次减数分裂中期 （ＭⅡ ）�此间伴随着
胞浆成熟�也就是说卵母细胞的成熟包括其核成熟和胞浆成
熟两个方面。核成熟是核膜破裂�同源染色体分离和排出第
一极体 ［3］；胞浆成熟是胞浆内各种蛋白组成达到一定水平及

线粒体有效重排�对于受精及将来的胚胎发育具有十分重要
的义。因此�维持减数分裂的静止状态�使卵母细胞核质成
熟得以同步进行�是哺乳动物在进化过程获得的一种重要机
制。在自然发育的卵母细胞中�胞核和细胞质的成熟是高度
统一的�但在 ＩＶＭ中�胞核与细胞质的成熟却不完全同步�
其机制不明。卵母细胞成熟阻滞主要发生于生发泡 （ＧＶ）期
向生泡破裂期 （ＧＶＢＤ）转化及第一次减数分裂中期 （ＭⅠ ）向
ＭⅡ 转化这两个阶段。卵母细胞的成熟受促性腺激素、表皮
生长因子、胰岛素生长因子等因素调控 ［4］。

2．去除卵丘细胞的未成熟卵的体外发育
未成熟卵可在没有卵丘和颗粒细胞的情况下经历核成

熟�虽然有证据表明丘细胞对卵子的胞浆成熟有帮助�但有
报道在合适的培养基条件下�去掉丘细胞的人卵母细胞有较
高比例的囊胚形成率 ［5］。这可能与有些培养基是通过支持
丘细胞的新陈代谢�经与卵母细胞间的缝隙连接起调节作用
而达到促进成熟�而有些培养基则是通过支持卵母细胞自身
的需求起到促进成熟的作用 ［6］。本研究的结果指出如果卵
子在合适的ＩＶＭ培养基中培养�丘细胞对卵子的成熟似乎变
得不那样重要�表明没有丘细胞的卵母细胞在合适的培养基
条件下可以进行体外成熟�也可进一步完成早期胚胎发育。

3．刺激周期中未成熟卵的体外培育条件
有研究认为来自刺激周期的未成熟卵可能已经获得了

启动成熟的能力�因为它们已经暴露在大剂量的促性腺激素
之下。促性腺激素通过ｃＡＭＰ途径促进颗粒细胞增生�卵丘
细胞膨散�刺激颗粒细胞分泌成熟促进物�启动卵母细胞成
熟。也有学者认为�在培养基中添加 ＦＳＨ和 ＬＨ可以进一步
增加卵母细胞的成熟�维持颗粒细胞之间及颗粒细胞与卵母
细胞之间的缝隙连接�促进卵成熟�提高受精率和卵裂率�在
培养基中添加生理浓度的Ｇｎ能刺激体外培养的颗粒细胞和

卵丘细胞分泌类固醇激素雌二醇 （Ｅ2）和孕酮 （Ｐ）�很好地促
进卵母细胞成熟 ［7］。有研究发现�在培养液中加入0∙075ＩＵ／
ｍｌＦＳＨ和 ＬＨ�可使 60∙5％的 ＭＩ期卵达到 ＭⅡ�而不含
ＦＳＨ／ＬＨ组只有49∙5％的卵成熟 ［8］。

在我们的研究中�ＧＶ期未成熟卵在未添加促性腺激素
的基本细胞培养基中不能成熟�而在添加了 ＦＳＨ和 ＬＨ的改
良培养基中发育良好；ＭＩ期未成熟卵在改良培养基中的成
熟率显著高于基本细胞培养基。此结果表明了促性腺激素
在未成熟卵母细胞成熟过程中的作用是肯定的�尤其在生发
泡 （ＧＶ）期向生泡破裂期 （ＧＶＢＤ）转化过程中。激素平衡对
于卵母细胞的发育是非常重要的�ＬＨ和 ＦＳＨ协同维持卵泡
发育�能够促进人类卵母细胞的成熟和卵裂�人类卵母细胞
对促性腺激素十分敏感�通过 ｃＡＭＰ途径来启动卵母细胞的
成熟、分裂�增加受精率。ＦＳＨ能够加速细胞核的成熟、减少
染色体异常的发生�排卵前 ＬＨ峰使卵母细胞完成生发泡
（ＧＶ）期向生泡破裂期 （ＧＶＢＤ）转化成为 ＭＩ期卵母细胞�促
进生发泡期卵母细胞核成熟和胞质成熟 ［9］。

4．刺激周期中未成熟卵的体外成熟发育能力
据报道80∙0％以上的卵母细胞体内成熟�而仅 46∙4～

81∙0％的未成熟卵母细胞能够体外成熟 ［9］�可能是在体外培
养过程中�有的卵母细胞早已发生凋亡或者是体外培养条件
不佳�导致卵母细胞未获得足够的成熟能力�第一极体释放
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失败。研究表明�来自卵巢刺激 （ＨＭＧ／ＨＣＧ）周期和非刺激
周期的ＧＶ卵的生发泡破裂 （ＧＶＢＤ）时间和卵子成熟时间是
不同的�但最终的成熟率与发育率相当 ［1］。本研究中未成熟
卵子所占的比例达17∙09％�研究显示来自刺激周期的未成
熟卵有在体外发育成熟并完成早期胚胎发育的能力�并且
ＭＩ与ＧＶ卵的体外成熟能力无明显差异。

5．体外成熟卵与体内成熟卵来源的胚胎质量
本研究中ＭＩ卵与 ＧＶ卵的来源的胚胎质量相似�但体

外成熟卵的胚胎发育质量低于体内成熟卵�是否与过早去除
了丘细胞从而影响了卵母细胞的胞浆成熟有关�尚需进一步
的研究探讨。但在人卵ＩＶＭ研究中�核浆成熟度不一致一直
是影响胚胎质量的关键问题。胞浆的成熟度不完全�尚未合
成维持胚胎进一步发育的有关成分�可造成精原核 （ＰＮ）形
成落后�导致精ＰＮ和卵ＰＮ形成不同步�将影响受精卵的发
育。另外�胞浆成熟缺陷�可能导致卵裂时的纺锤体缺陷�不
能够完全支持胚胎的发育和成功种植 ［10］。因此�仍需不断
改善ＩＶＭ的培养系统。

6．体外培养的时间
我们的研究结果表明�在改良培养基体外培养中

69∙23％的ＭＩ期卵和76∙74％的ＧＶ期卵均在24ｈ内达到成
熟�11∙54％的ＭＩ期卵和4∙65％的 ＧＶ期卵在进一步培养到
48ｈ前成熟。有研究显示�体外培养28ｈ成熟的卵母细胞与
体外培养36ｈ成熟的卵母细胞其受精、胚胎发育能力相似�
并可避免由于体外培养时间过长导致的衰老 ［11］。体外培养
时间过长可能导致透明带结构发生变化�多为变厚变硬�并
可能导致精卵结合障碍�所以目前对 ＩＶＭ卵多采用 ＩＣＳＩ方
法授精。我们的研究也表明�采用 ＩＣＳＩ方法授精的 ＩＶＭ成
熟卵受精率和卵裂率与体内成熟卵是相当的。

7．ＩＶＭ技术的临床应用
目前在我们中心还没有将经ＩＶＭ产生的胚胎用于移植�

主要从医疗安全和伦理角度考虑。我们的研究结果提示对
于未成熟卵通过体外培养可以成熟�完成受精与卵裂�我们
将进一步改善卵子体外成熟培养的条件�寻找更适合卵子体

外成熟的培养基�探讨卵发育成熟的特点和调控机制�以期
提高ＩＶＭ后胚胎的质量�增加可胚胎数量�增加移植周期�减
少取消周期�提高累积妊娠率�改善助孕结局。对常规 ＩＶＦ
有积极补充作用�具有重要的临床应用价值。
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　　 （上接第54页 ）
体移位的结果 ［1］�既源自平衡重排列的样本�多来自父源。
本文两例中患儿1父母染色体结果正常�是新发生的突变所
致。患者2父母拒绝做染色体检查�尚不知患儿染色体异常
来源。

国外研究表明�猫叫综合征5ｐ缺失的长度与症状无明
显相关�关键在于缺失的部位。其关键片段位于 5ｐ15∙2、
5ｐ15∙3 ［2］。Ｇｅｒｓｈ等研究发现5ｐ15∙2关键区域的缺失在临
床上表现为小头、圆脸、眼距宽、小下颌、低耳位等面容异常
及智力发育迟缓的特征 ［3］；Ｃｏｒｎｉｓｈ等发现5ｐ15∙3的缺失导
致患儿喉肌发育不全�患儿在哭叫时表现出高音调的猫叫样
哭声特征�并伴有发音功能缺陷 ［4］。Ｃｈｕｒｃｈ等研究发现
5ｐ15∙32基因的缺失可导致患儿在临床上表现出语言发育迟
缓的特征 ［5］。本文中患儿1染色体的断裂位点位于5ｐ15�患
儿1染色体的断裂位点位于5ｐ13�均包含上述猫叫基因、小
头、智力发育迟缓相关基因、语言发育迟缓基因�亦有相应的
临床表现�支持5ｐ15∙2－15∙3为猫叫综合征关键区的观点。
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