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人卵母细胞体外成熟培养研究进展
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　　[摘　要 ]　卵母细胞体外成熟是辅助生殖的基础,提高人卵母细胞的体外成熟率可为胚胎移植病人提供更多

优质的胚胎。影响人卵母细胞体外成熟率的因素主要包括:年龄、体外培养时间及体外培养系统等。文章对人卵母

细胞体外成熟的机理、影响卵母细胞体外成熟的因素进行了综述,最后对卵母细胞体外成熟的临床意义进行了展

望。
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　　1935年, P incu s等[1 ]在对兔卵母细胞进行体外

培养时发现,部分初级卵母细胞可在体外培养条件

下排出第一极体,完成卵母细胞的成熟过程,这为生

殖工程开辟了一个新领域——卵母细胞体外成熟

(In V itroM atu ra t ion, IVM )。1965年 Edw ards[2 ]开

始卵母细胞体外成熟的研究, 但直到 1991 年, Cha

等[3 ]才成功地从自然月经周期中获得了人未成熟卵

母细胞,并进行了卵母细胞体外成熟研究,进而通过

体外受精- 胚胎移植技术 ( In2V itro Fert iliza t ion -

Em b ryon ic T ran sfer, IV F- ET )治疗临床不孕症患

者。2004年Ch ian 等[425 ]报道, IVM 卵母细胞的临床

妊娠率和种植率分别为 30%～ 35%和 10%～ 15%。

到目前为止, 世界上采用该技术分娩的婴儿约有

300个。

卵母细胞体外成熟的优点是不需要超促排卵,

从而避免了超促排卵过程中产生的过多的雌激素

(E2) ,减少了卵巢过度刺激综合征 (O varian H yper2
st im u la t ion Syndrom e, OH SS)的发生, 降低了患者

的费用[6 ]。本文对卵母细胞体外成熟的机理及影响

卵母细胞体外成熟的主要因素进行了分析,以供相

关研究人员参考。

1　卵母细胞的成熟机理

1. 1　胞核成熟

　　虽然目前尚不完全清楚排卵前促黄体生成素

(L u tein izing Ho rmone,L H )峰如何启动生发泡破裂

(Germ inal V esicle B reakdow n, GVBD ) , 但已明确

有许多潜在因素通过卵丘细胞来控制GVBD。卵母

细胞与卵丘细胞之间通过缝隙连接相通,这提示颗

粒细胞可能通过卵丘细胞来控制 GVBD。缝隙连接

允许一些调节分子,如类固醇、Ca2+、1, 4, 52三磷酸
肌醇 ( Ino sito l 1, 4, 52T rispho sphate, IP3)、环磷酸

腺苷 (cyclic A deno sine M onopho sphate, cAM P )和

嘌呤等在卵母细胞胞浆和卵丘细胞胞浆之间自由出

入。来源于卵泡颗粒细胞及卵泡膜细胞的 cAM P 通

过缝隙连接进入卵母细胞。cAM P 对GVBD 有 2种

调节方式: 一种方式是持续高浓度的 cAM P 能阻止

GVBD 的发生[7 ]; 另一种方式是在 L H 刺激下,

cAM P 浓度的升高则能促进 GVBD 的发生。

然而生发泡破裂后,并不是所有的卵母细胞都

能释放第一极体即核成熟。其主要原因是成熟促进

因子 (M atu ra t ion P romo ting Facto r, M PF )不能被

激活,从而抑制卵母细胞内蛋白质的合成,导致发育

停滞。

有丝分裂原活化的蛋白激酶 (M itogen2A ctivat2
ed P ro tein K inase,M PA K)是调节卵母细胞减数分

裂阻滞的关键因子。Catherine 等[8 ]报道,当将卵丘

细胞植入到一种三维材料中用于支持裸卵成熟时,

与裸卵相比, 这种联合培养卵母细胞的M PA K 水

平很高,而M PF 水平无变化。M A PK 在人未成熟卵
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母细胞中无活性,但在成熟卵母细胞中有活性,受精

及原核形成后其活性均降低。目前,对 GVBD 的机

理和排卵前卵母细胞在L H 峰的诱导下进入第二次

减数分裂中期的信号传导路径尚不清楚。

1. 2　胞浆成熟

卵母细胞内集聚大量的mRNA 和蛋白质是卵

母细胞成熟的基本条件, 二者可以催化M PF 的扩

增,使卵母细胞进入分裂期 (GÊ - M ) ,同时生成大

量的L H 和人绒毛膜促性腺激素 (hum an Cho rion ic

Gonado trop in, hCG) ,调节减数分裂过程。W assar2
m an 等[9 ]报道,在为期 1 h 的 GVBD 中, RNA 以低

水平不断合成,而且一些新合成的RNA 在生发泡

破裂前释放到胞浆中去。D e L a Fuen te 等[10 ]报道,

RNA、蛋白质和印迹基因共同作用于卵母细胞的胞

质,同时能维持胚胎DNA 表达开始前的胚胎发育。

在卵母细胞生长前期,mRNA 迅速启动表达并高效

转录和翻译,在卵泡生长末期尤其是排卵前,停止翻

译并被降解。所以,卵母细胞和早期胚胎依赖于排卵

前期积累的蛋白和mRNA。P icard 等[11 ]认为,除了

mRNA 和蛋白质,胞质成熟的因素还包括母体遗传

背景对基因重甲基化的程度、基因表达和先天异常

的作用等。N ogueira 等[12 ]认为,在卵母细胞成熟液

中, 添加磷酸二酯酶 3 型抑制因子 ( Pho sphodi2
esterase T ype 32Inh ib ito r, PD E32I)等减数分裂抑

制剂,可使胞质与胞膜成熟同步。

哺乳类动物卵母细胞提供的蛋白质不仅是受精

卵开始分裂所必需的,也调节着受精后父系基因组

的表达。如果卵母细胞胞浆未充分成熟,将导致雄性

原核不能激活, 使受精后染色体异常。Yu 等[13 ]报

道, Y2box 蛋白家族的M SY2蛋白能在生长期卵母

细胞中表达,是卵母细胞中最丰富的蛋白之一。但

是,对卵母细胞成熟过程中母体特异性分子积累的

详细机理仍不清楚。

促卵泡激素 (Fo llicle St im u la t ing Ho rmone,

FSH )作用于颗粒细胞,使其分泌多种物质,这些物

质不仅调控卵母细胞的核成熟,而且对卵母细胞胞

浆的成熟也起着重要的作用。其作用机理是, FSH

与颗粒细胞上的 FSH 受体结合, 进而通过 cAM P

依赖的蛋白激酶通路发挥作用。

特异性蛋白质的合成既是胞浆成熟必需的,也

是M PF 激活和 GÊ - M 过程的标志。在特异性蛋

白质合成过程中,胞浆细胞器重新定位,膜运输系统

发生变化。如果这个过程未完成,将导致妊娠失败。

1. 3　胞膜成熟

卵母细胞胞膜不仅能防止多精子受精,而且还

能选择性透过一些小分子物质调节卵母细胞的成

熟。Bo ldt等[14 ]研究发现,卵母细胞胞膜表面存在精

子受体。T esarik 等[15 ]报道,雌激素可能作用于卵母

细胞胞膜表面,在胞膜成熟时引起Ca2+ 释放系统的

改变。J i等[16 ]指出,在卵母细胞成熟过程中,尽管胞

膜蛋白的总量下降很快,但相对分子量为 71 ku 的

蛋白的含量在 GV 期、M É 期和M Ê 期均表现为升
高,分别为 9. 9% , 13. 1%和 27. 4%。尽管上述现象

的机理还不完全清楚,但它们可能与卵母细胞胞膜

的成熟有关。Sezen 等[17 ]研究发现,从初级卵母细胞

到M Ê期卵母细胞,其胞膜表面微绒毛的数量不断

增多,微绒毛长度逐渐增加,至完全成熟后微绒毛数

量下降。表明卵母细胞活化与胞膜成熟有关,而且对

精子穿过卵母细胞膜完成受精也有作用。

2　不同来源卵母细胞的体外成熟培养

2. 1　原始卵泡或腔前卵泡

　　A b ir 等[18 ]在对从成人卵巢得到的腔前卵泡培

养时发现, 4 周后卵泡的直径增至 120 Λm , 但仅有

20%的卵泡中含有卵母细胞,而且得到的这些卵母

细胞存活率很低。在卵母细胞体外成熟培养开始时,

如果卵丘卵母细胞复合物 (OCC s)的直径大于 190

Λm ,则原始卵泡只能发育到早期窦卵泡阶段。

2. 2　从激素刺激周期得到的卵母细胞

常规促排卵的方法是,先给患者注射适量促性

腺激素 (Gonado troph in, Gn) , 当优势卵泡直径达

18～ 22 mm 时,再给患者注射 hCG 10 000 IU 超促

排卵, 36 h 后取卵,进行体外培养。K im 等[19 ]研究认

为,用激素刺激方法能得到大约 85%～ 90% M Ê期
卵母细胞和 10%～ 15% M É期或 GV 期卵母细胞。

但不同时期 (GV 期、M É 期及M Ê 期)的卵母细胞

由于受相同剂量激素的刺激,其显微结构可能发生

变化,导致卵母细胞发育不同步。Cha 等[20 ]发现,采

用激素刺激得到的卵母细胞第一个 GVBD 发生在

体外培养 6 h 之后,而未采用激素刺激的卵母细胞

第一个 GVBD 发生在体外培养 12～ 15 h 之后。

2. 3　控制性超促排卵

目前,为了增加可移植的胚胎数,大部分体外受

精 ( In2V itro Fert iliza t ion, IV F )中心均采用激素刺

激的方法提高采卵数,但每个周期能得到多少枚胚

胎还不清楚。一般从月经第 3天开始,给多囊卵巢综

合征 (Po lycyst ic O vary Syndrom e, PCO )患者每人
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注射 FSH 75 IU öd,连续注射 6 d 后,在月经的 10～

14 d 取卵,取卵前 36 h 给患者注射 hCG 10 000 IU。

用B 超检测子宫内膜厚度及卵泡大小,如果发现在

注射 hCG 当日,卵泡直径> 10 mm 或者取卵时其直

径达 12 mm , 则取消本次取卵。H rein sson 等[21 ]认

为,在进行 IVM 时,应保证至少有 1个直径为 10～

14 mm 大卵泡。但L in 等[22 ]研究发现,采用 FSH 促

排组的成熟率、受精率和妊娠率分别为 76. 5% ,

75. 8%和 31. 4% ,而未采用 FSH 促排组的成熟率、

受精率和妊娠率分别为 71. 9% , 69. 5%和 36. 4% ,

二者差异不显著。说明采用 FSH 促排对 IVM 的成

功率没有显著影响。

2. 4　自然周期得到的卵母细胞

由于一些患者对促排卵激素敏感,容易导致卵

巢过度刺激综合征和一些副作用,从而影响患者的

身体健康。从自然月经周期中取卵,能够避免卵巢过

度刺激,并使治疗更加简单。Cha 等[23 ]报道,年龄、

月经周期的天数等均会影响获得未成熟卵母细胞的

数量。Barnes等[24 ]发现,来自月经周期规则患者卵

母细胞的分裂率比来自月经周期不规则患者高。

Ch ian 等[25 ]通过动物模型也发现,卵巢中的优势卵

泡不会影响其他未成熟卵母细胞的质量及早期胚胎

的发育。

3　影响卵母细胞体外成熟培养的因素

3. 1　年　龄

　　随着年龄的增长,卵巢上的卵母细胞数量及可

获得的未成熟卵母细胞数量均逐渐减少。由于年龄

增长,卵巢内的氧自由基会累积并影响卵母细胞的

质量,从而导致减数分裂时染色体异常运动产生非

整倍体,使卵母细胞发育潜能下降[26 ]。一般 21～ 30

岁患者卵母细胞体外成熟培养的成熟率最高, 41～

50岁患者的最低。随着年龄的增大,临床获得卵母

细胞率及可用移植胚胎数目均会下降, 从而导致

IVM 成功率降低。

3. 2　采卵时间

关于采卵时间还是个有争议的问题,一般取自

月经增生期成熟度比较高的卵母细胞。但Cha 等[20 ]

认为,取自月经周期增生期和分泌期的卵母细胞体

外成熟率并无差别,只是增生期的取卵数目较多。

3. 3　体外培养时间

目前对卵母细胞体外成熟培养时间尚无定论,

一般认为约为 28～ 32 h, 但也有人认为, 要根据卵

母细胞成熟度来确定,从自然月经周期取得的未成

熟卵母细胞,一般要经过 32～ 48 h 的体外培养[27 ]。

Son 等[28 ]报道,体外培养时第 2 天成熟卵母细胞的

分裂率及囊胚率 (91. 5 % , 50. 4 % )均极显著高于

第 3天成熟的卵母细胞 (72. 2 % , 19. 0 % )。这说明

在体外培养时越早发育到M Ê 期的卵母细胞,其后

期的分裂率及囊胚率越高。这可能由于长时间的体

外培养,一方面导致卵母细胞胞浆内的营养物质不

足,另一方面造成其老化、死亡。

3. 4　体外培养体系

目前尚无统一的体外培养体系,各体系培养液

的成分及含量均不相同。Ch ian 等[25 ]报道的培养体

系为: TCM 199+ 体积分数 10%合成血清替代物+

0. 075 IU ömL rFSH + 0. 075 IU ömL hCG + 1. 0

m gömL E 2 + 0. 25 mmo löL 丙酮酸钠+ 1 mmo löL

谷氨酸。H rein sson 等[21 ] 报道的培养体系为:

TCM 199+ 体积分数 10%病人血清+ 0. 3 mmo löL
丙酮酸+ 0. 075 IU ömL rFSH + 0. 05 m gömL 青霉

素+ 0. 5 IU ömL rL H + 0. 075 m gömL 链霉素,此培

养体系中卵母细胞的成熟率为 56%。

4　卵母细胞体外成熟培养的临床意义

4. 1　临床治疗

　　自 1991 年Cha 等[3 ]首次报道卵母细胞体外成

熟培养技术与显微受精技术结合治疗不孕症获得成

功以来,有关 IVM 结合 IV F 或卵胞浆单精子注射

( ICS I) 成功地应用于临床的报道越来越多。

S derst r m 2A n tt ila 等[29 ]报道, 无论是自然月经周

期还是 PCO 患者获得的卵母细胞,通过 IVM - IV F

及 IVM - ISC I均可得到良好的妊娠结果。F riden

等[30 ]报道, 在自然月经周期中获得了 3 枚卵母细

胞,经体外成熟、移植后获得了 1个健康的胎儿。这

种方法既免除了病人的痛苦及发生卵巢过度刺激综

合征的危险, 又节省了医疗费用, 减轻了患者的负

担。

D em irci等[31 ]报道, 冷冻保存的卵巢可以进行

自体及异体移植,或者为 IVM 提供原始卵泡。利用

IVM - IV F - ET 等方法,结合卵巢皮质组织冻存,

为面临早绝经 (T u rnerπs综合征家族性早绝经)、卵

巢早衰 (P rem atu re O very Failu re, PO F )及肯定将

不孕 (肿瘤治疗后或者严重子宫内膜异位症治疗后)

的年轻妇女提供了生育希望。而且还可以为患有严

重遗传病的患者提供正常的胚胎,防止遗传病传至

下一代。
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4. 2　建立卵母细胞库

Stacheck i等[32 ]和 Go sden [33 ]报道, 冻存卵母细

胞将为那些面临卵巢去势 (手术切除、化疗及放疗)

的患者提供一种保存生育能力的途径。IVM 技术与

卵母细胞冷冻结合,将有助于卵母细胞库的建立。
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R esearch p rogress of hum an oocytes m atu ra t ion in v itro

W ANG Hong-feng1, SH I Juan -z i2,L IU J in -p ing2, ZHOU Han -y ing2,DOU Zhong-y ing1

(1 S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cells E ng ineering & T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 M aterna l and Ch ild Care H osp ita l of S haanx i P rov ince, X iπan, S haanx i 710003, Ch ina)

Abstract: In v itro m atu ra t ion of hum an oocytes is the foundat ion fo r assisted rep roduct ion techno logy.

Imp roving the m atu ra t ion ra te of oocytes w ill p rovide mo re quality em b ryo s fo r pat ien ts. T he facto rs w h ich

affect the m atu ra t ion ra te include pat ien tsπage, length of t im e fo r IVM , and so lu t ion fo r IVM. T h is review

h igh ligh ts the m echan ism s that a t p resen t are know n to be invo lved in the oocytes m atu ra t ion and facto rs

fo r IVM , and the sign if icance of IVM clin ica l app lica t ion is an t icipated.

Key words: hum an; in v itro m atu ra t ion of oocytes; m echan ism s of oocyte m atu ra t ion; affect ing facto r;

sign if icance of clin ica l app lica t ion
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Effect of soybean p ro te in hydro lysa te on d igest ive t ract

developm en t of early w eaned 212day2o ld p ig le t

PAN Cui- l ing, CHEN W e i-hua , ZOU Si-x iang,YANG X iao- jun
(K ey L abora tory of A n im al P hy siology and B iochem istry ,M inistry of A g ricu ltu re,A nim al M ed icine Colleg e,

N anj ing A g ricu ltu re U niversity ,N anj ing , J iang su 210095, Ch ina)

Abstract: A n experim en t w as done to invest iga te the effect of soybean p ro tein hydro lysa te on digest ive

tract developm en t of 212day2o ld w eaned p ig lets by m ak ing 282day2o ld w eaned p ig lets as the con tro l. T he

resu lts show ed that, compared w ith the con tro l, pep sin to ta l act ivity of gastric chym e of p ig let in the trea t2
m en t increased by 3. 22% , bu t the difference w as no t sign if ican t (P > 0. 05) , p ro tease to ta l act ivity of duo2
denal chym e rem arkab ly increased by 136. 05% (P < 0. 01) ,w hereas lipase act ivity and am ylase act ivity of

duodenal chym e decreased (P < 0. 01). T he th ickness of gastric an trum m uco sa, m iddle duodenum villu s

heigh t, cryp t dep th and m iddle ileum villu s heigh t of p ig let in the trea tm en t w ere all sign if ican t ly h igher

than tho se of the con tro l (P < 0. 01) , bu t there w as no sign if ican t d ifference in m iddle duodenum villu s,

fo reside jejunum , m iddle ileum villu s w idth and villu s heigh töcryp t dep th of p ig let in the trea tm en t w hen

compared w ith the con tro l.

Key words: early w eaned p ig let; soybean p ro tein hydro lysa te; d igest ive tract enzym e act ivity; mo rpho l2
ogy of gastro in test ina l t ract
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