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［摘　要］目的：观察两种培养基在未成熟卵母细胞体外培养时，对卵子成熟及授精后胚胎发育的影响。方
法：１４４枚未成熟卵母细胞随机分为两组行体外成熟培养，组１为囊胚培养基，共培养８０枚卵子；组２为人输卵
管液培养基，共培养６４枚卵子培养，两种培养基除基础液不同，其余组分及含量均相同，比较两组卵子的体外成
熟、受精及胚胎发育情况。结果：组１卵子成熟率（８６２５％）明显高于组２（６０９４％），差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；两组卵子的受精率、卵裂率及优胚率无明显差异（Ｐ＞００５），但组１有优于组２的趋势。结论：两种培养
基均可将未成熟卵母细胞培养成熟，但囊胚培养基更优于人输卵管液培养基，且方便配制，更适用于临床。
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　　卵母细胞体外 （ｉｎｖｉｔｒｏｍａｔｕｒａｔｉｏｎ，ＩＶＭ）成
熟是指通过体外培养，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（ｍｅｔ
ａｐｈａｓｅＩＩ，ＭＩＩ）卵母细胞的一种辅助生殖技术。
人未成熟卵母细胞体外成熟的培养基系统已在

临床应用，但价格昂贵。本研究根据卵细胞成

熟理论，采用两种培养基体外培养卵母细胞，现

报告如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料
选用２０１０年４月～２０１２年４月在辅助生殖科

经卵巢刺激行常规体外受精／单精子卵胞浆内注射
－胚胎移植（ＩＶＦ／ＩＣＳＩ－ＥＴ）治疗中获得的剩余未
成熟卵母细胞，患者年龄２６～３７岁，不孕因素为输
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卵管因素或男方因素。本研究获医院伦理委员会

批准，受试者均知情同意。

１．２　方法
１．２．１　分组　根据所获取的未成熟卵母细胞的采
集日期随机分为２组，８０个未成熟卵母细胞在囊
胚培养基（组１）中培养，６４个未成熟卵母细胞在
人输卵管液培养基（组２）中培养。因实验中生发
泡（ｇｅｒｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅ，ＧＶ）期卵母细胞较少（组１有
５枚，组２有３枚），故未再将第一次减数分裂中期
（ｍｅｔａｐｈａｓｅＩ，ＭＩ）及ＧＶ期卵母细胞分组比较。
１．２．２　实验方案 （１）超排卵方案：采用促性腺激
素释放激素类似物和促性腺激素（ＦＳＨ／ＨＭＧ）联
合长方案，肌注人绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）５０００
～１００００Ｕ或皮下注射达菲林０２ｍｇ，３４～３６ｈ后
经阴道Ｂ超下穿刺取卵。（２）卵子采集及处理：取
卵术中获得的卵冠丘复合体先以形态学特征初步

评价其成熟度，当所获成熟卵超过５个且超过所占
获卵总数比例的３／４时，选出外观提示不成熟的常
规废弃的卵母细胞置于显微镜下观察，ＧＶ期或
ＭＩ期未成熟卵母细胞用于 ＩＶＭ实验。当天收集
的所有未成熟卵母细胞进行体外成熟培养。（３）
卵母细胞体外成熟方案：所有成熟培养基中均加入

７５ＩＵ／ＬｒＦＳＨ、１５０ＩＵ／ＬｒＨＣＧ（均为 Ｓｅｒｏｎｏ，瑞
士），１０％ ＨＡＳ（Ｑｕｉｎｎ’ｓ３００１，ＳＡＧＥ，美国），２ｍｇ／
ＬＥＧＦ、２５ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠（均为 Ｓｉｇｍａ，美国）。
培养基总量约为１０ｍＬ，在使用前１ｄ配制，置培
养箱中过夜平衡。组 １的基础液为囊胚培养基
（Ｑｕｉｎｎ’ｓ１０２９，ＳＡＧＥ，美国，含１０％ＨＳＡ），组２的
基础液为人输卵管液培养基（Ｑｕｉｎｎ’ｓ１０２０，
ＳＡＧＥ，美国，含１０％ＨＳＡ）。所获取的未成熟卵母
细胞先移入含有人输卵管液培养基的皿内，３７℃、
５％ＣＯ２饱和湿度培养箱内培养２ｈ，然后移入成熟
培养基中继续培养２４～２６ｈ后观察，视第一极体
排出为成熟卵母细胞。成熟的卵子数除以培养的

卵子数为成熟率。

１．２．３　授精方式　成熟后的卵母细胞行ＩＣＳＩ方式
授精。精子来自ＩＶＦ?ＥＴ周期正常的男性自愿者精
液。受精后１６～１８ｈ将受精卵移入卵裂培养基
（Ｑｕｉｎｎ’ｓ１０２６，ＳＡＧＥ，美国，含 １０％ＨＳＡ，每滴 ２５
μＬ）中观察原核的形成情况并单个培养，以后每隔
２４ｈ观测胚胎发育情况。授精后１６～１８ｈ出现原
核为受精，将受精卵数除以授精的卵子数为受精率，

受精后分裂的卵子数除以受精卵数为卵裂率。

１．２．４　胚胎分级标准　按参考文献［１］分级。将

授精后第３天胚胎的卵裂球数目≥６、但≤８、卵裂
球均匀、碎片≤１０％的胚胎定为优质胚胎，优质胚
胎数除以胚胎总数为优质胚胎率。经伦理委员会

讨论后将所有胚胎予以丢弃。

１．３　统计学方法
采用χ２检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

组１中８０枚卵子共有６９枚卵子成熟，成熟后
５９枚卵子受精，５６枚合子卵裂，有优质胚胎２６枚；
组２中６４枚卵子共有３９枚卵子成熟，成熟后３２
枚卵子受精，２９枚合子卵裂，有优质胚胎 １２枚。
组１中１枚 ＧＶ期卵子成熟，组２中无 ＧＶ期卵子
成熟。不成熟卵母细胞、成熟卵母细胞及受精卵、

卵裂期的胚胎见图１，图１?Ａ为不成熟的 ＧＶ期卵
母细胞，胞质内可见生发泡；图１?Ｂ为不成熟的ＭＩ
期卵母细胞，可见胞质内生发泡已破裂，卵间隙内

未见第一极体；图１?Ｃ为成熟的 ＭＩＩ期卵母细胞，
卵间隙可见第一极体；图１?Ｄ为受精卵，胞质内见
清晰的双原核，卵间隙见双极体；图１?Ｅ为授精后
第２天卵裂的优质胚胎，可见四个卵裂球，大小略
不均，见少许碎片；图１?Ｆ为授精后第３天卵裂的
优质胚胎，可见８个卵裂球，大小较均匀，见少许碎
片）。各组的成熟率、受精率、卵裂率和优胚率比

较见表１。

表１　两组卵子成熟率、受精率、卵裂率
和优胚率（％）

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ，ｃｌｅａｖａｇｅｒａｔｅａｎｄｔｏｐｑｕａｌｉｔｙｅｍｂｒｙｏｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ
组别 成熟率 受精率 卵裂率 优胚率

组１ 　８６２５（１） 　８５５１（２） 　９４９２（２） 　４６４３（２）

组２ ６０９４ ８２０５ ９０６３ ４１３８

与组２比较，（１）Ｐ＜００５；与组２比较，（２）Ｐ＞００５

３　讨论

ＩＶＭ可以弥补 ＩＶＦ、ＩＣＳＩ的不足，具有较大的
发展潜力，这在临床上已是不争的事实。然而，目

前面世的商品化 ＩＶＭ培养基价格昂贵，自行配制
ＩＶＭ培养基的报道亦不多见，本研究基于对卵母细
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Ａ：不成熟的ＧＶ期卵母细胞；Ｂ：不成熟的ＭＩ期卵母细胞；
Ｃ：成熟的ＭＩＩ期卵母细胞；Ｄ：受精卵；Ｅ：授精后第２天卵

裂的优质胚胎；Ｆ：授精后第３天卵裂的优质胚胎。

图１　人未成熟卵母细胞体外成熟前、后及成
熟后受精、卵裂情况

Ｆｉｇ．１　Ｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｉｍｍａｔｕｒｅｈｕｍａｎｏｏｃｙｔｅ，ｍａｔｕｒｅ
ｈｕｍａｎｏｏｃｙｔｅ，ｏｏｓｐｅｒｍ，ａｎｄｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｕａｔｉｏｎｓ

胞成熟的理论基础，进行了实验性研究。

葡萄糖、丙酮酸盐和乳酸盐是卵子能量代谢的

主要底物，卵母细胞的成熟受促性腺激素、表皮生长

因子等因素调控［２－３］；卵母细胞的成熟不仅有核的

成熟，还包含细胞浆的成熟，在自然发育的卵母细胞

中，两者的成熟是高度统一的，但在ＩＶＭ中，两者的
成熟却不完全同步，而且核浆成熟度不一致一直是

影响胚胎质量的关键。有报道指出，仅有丙酮酸盐

并不能有效地支持卵子的胞质成熟，在培养液中添

加必需氨基酸对卵胞质成熟和支持进一步的胚胎发

育是必需的，而且非必需氨基酸和必需氨基酸对于

卵子的胞质成熟也起到了辅助作用［４－５］。在胚胎培

养液内加入水溶性维生素进行未成熟卵子的培养，

对卵子的核成熟和胞质成熟都有益处［６］。本研究组

２所用的人输卵管液培养基属于简单培养液，其成
分比较简单明确，但往往仅加有丙酮酸、乳酸以及葡

萄糖等胚胎发育所必需的能量物质，而不含氨基酸

等复合成分。组１中所用的囊胚培养基则属于复合
培养液，它是由体细胞培养液衍化而来，其内除了含

有必须的无机离子、碳水化合物以及蛋白质外，还含

有必需氨基酸、非必需氨基酸、维生素等成分［７］。本

研究显示，囊胚培养基组其卵子成熟率明显高于人

输卵管液培养基组，而且其后的卵子受精率、卵裂率

及优胚率在前者有优于后者的趋势，较报道的商品

化培养基及人输卵管液培养基效果更好，这可能与

囊胚培养基是复合培养基有关［８－１１］。此外作为基

础液，囊胚培养基与ＴＣＭ１９９培养基相比也有其优
势［８］。囊胚培养基是生殖医学中心常用的培养基，

一般不需额外订购，也不存在因使用频率过低而发

生浪费的现象，因而更适于临床应用。
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