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线粒体功能指标在辅助生殖技术中的应用

王佳怡，凌秀凤，童华△

【摘 要】 细胞核、细胞质同步发育的卵母细胞是辅助生殖技术（ART）获得成功的关键因素之一。线粒

体是为细胞活动提供能量的细胞器，可作为衡量细胞质成熟的标志，大量证据显示了线粒体在卵母细胞发

育与ART中的重要作用。体现线粒体功能的指标包括线粒体DNA拷贝数、线粒体结构与分布、线粒体跨膜电

位、ATP水平及活性氧簇（ROS）等。ART可对这些指标产生影响。多项措施可改善线粒体功能，例如线粒体移

植、极体移植和使用线粒体营养剂等。利用线粒体异体移植及自体移植技术已分别成功产生子代，α硫辛酸、
白藜芦醇、左旋肉碱和辅酶Q10等线粒体营养剂也已在临床投入使用。
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【Abstract】 It is important for assisted reproductive techniques （ART） to choose oocytes with the
synchronous development of nucleus and cytoplasm. Mitochondria are cellular organelles that are required for
energy production. More and more evidence demonstrated that mitochondria played important roles in oocyte
development and reproduction. Mitochondria could be used for measuring the quality of oocyte cytoplasm. The
indicators of mitochondria include mitochondria DNA copy number, mitochondria structure and distribution,
mitochondrial transmembrane potential, ATP level and ROS level. ART can affect the mitochondria indicators.
There are the plenty of ways to protect oocyte mitochondria and improve mitochondrial function, such as
mitochondria transplant, polar body transplant, using mitochondria nutrients and so on. There were some
successful fertility cases of the mitochondrial transplantation with the allograft or autoplastic mitochondria.
Mitochondria nutrients including alpha lipoic acid （ALA）, resveratrol, L-carnitine and coenzyme Q10 have been
used in clinic.
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辅助生殖技术（assisted reproductive technology，

ART）是指采用医疗辅助手段，帮助不孕症夫妇受孕

的技术。在ART中如何挑选优质卵子是学界关注的

焦点。目前普遍认为，细胞核、细胞质发育不同步是

造成ART失败的重要原因。生发泡（germinal vesicle，

GV） 破裂及第一极体排出是卵母细胞核成熟的标

志。线粒体是卵母细胞中含量最多的细胞器，同时

其形态及分布也在卵母细胞发育的过程中产生显

著的变化，因此认为，线粒体的各项指标是衡量卵

母细胞胞质成熟的标志，可以在ART中帮助医生挑

选出更优质的卵母细胞，从而提高ART的成功率。

1 线粒体和卵母细胞

1.1 线粒体及线粒体DNA（mtDNA） 线粒体是双

层膜结构的细胞器，电镜下可见线粒体由基质、嵴、
内膜、外膜构成。同时，线粒体嵴也是电子传递链存

在的场所，是氧化呼吸链的最后一环———氧化磷酸

化发生的地点。线粒体是细胞的能量工厂，生产对

细胞生命活动至关重要的能量ATP。除此之外，线粒

体在维持钙离子稳态、脂肪酸氧化、细胞凋亡、嘧啶

和血红素的合成中均有重要作用[1]。
人类mtDNA长约16.6 kb，共编码37个基因，即编

码2个rRNA，22个tRNA及13个蛋白。这13个蛋白都

是氧化磷酸化所需的酶复合物的亚单位，是电子传

递链的一环。相比核DNA，mtDNA更易突变。有研究

表明，随时间推移，mtDNA会累积越来越多的基因

突变，而这些基因突变会有损人体的健康[2]。
1.2 线粒体与卵母细胞发育 卵母细胞是真核动

物中最大的细胞，来源于胚胎中胚层的原始生殖细

胞（primordial germ cell，PGC）。PGC逐步迁徙至生殖

嵴后，分化为卵原细胞并进入减数分裂。在出生前

卵子阻滞在第一次减数分裂前期的双线期；出生

后，卵泡不断发育并向卵巢外围移动。在这一发育

过程中，线粒体的数量迅速增加，在最初的PGC中，
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只有几十个线粒体；而到了成熟卵子时期，卵子中

所含线粒体可达100 000个。
精子中的线粒体集中在精子尾部形成线粒体

鞘，为精子游动提供能量。线粒体为母系遗传，是由

于精子头部进入卵子之后就会通过蛋白酶体及自

体吞噬过程降解其线粒体蛋白[3-4]。尽管这一现象的

机制目前尚未完全明了，但有研究认为精子线粒体

会被降解是由于以下几点：①精子mtDNA在精子游

动的过程中累积活性氧簇 （reactive oxygen species，
ROS），大量ROS可能会导致有缺陷的基因突变，降

解精子线粒体是为了避免将这些基因突变带入胚

胎[5]；②如果精子mtDNA进入卵子，那就会带来更多

的异质性问题[4]。

2 衡量卵母细胞质量及胚胎发育潜能的线粒体指标

2.1 mtDNA 拷 贝 数（mtDNA copy number）
mtDNA是一个高度扭曲的环形双链DNA分子，不同

的生物含有不同数量的线粒体及线粒体DNA拷贝

数。近年来关于人类成熟卵细胞线粒体的研究认

为，每个线粒体中含1～2个mtDNA，而mtDNA拷贝数

范围则被预估在30 000～1 000 000[6]。尽管具体的成

熟卵母细胞mtDNA拷贝数有较大的争议，但学界普

遍认为绝大多数哺乳动物卵细胞mtDNA拷贝数应

该是105数量级。
线粒体在生殖中的重要作用可体现在未受精

的卵子及退化的卵子中mtDNA有更低的拷贝数；而

相比于受精失败的卵子，正常受精的卵子具有更高的

mtDNA拷贝数[7]；同时有研究表明，含有更多mtDNA
拷贝的卵子具有更高的囊胚形成率及种植率 [8]。但

也有研究认为，较低的mtDNA拷贝数会导致较高的

胚胎种植率[9]。目前普遍认为存在一个线粒体数目

阈值，当线粒体数目大于这一阈值时，胚胎可正常

发育；而当线粒体数目小于这一阈值时，则会造成

胚胎发育阻滞 [10]。能支持小鼠发育持续至植入后

阶段的卵子，其mtDNA拷贝数的最低阈值应该在

40 000～50 000，这一结果是由在小鼠生殖系发育不

同阶段敲除Tfam（一个线粒体拟核的关键组成部

分）从而操纵mtDNA拷贝数的实验获得的[10]。
2.2 线粒体结构与分布 足够的线粒体数并不是

完成卵母细胞成熟过程的唯一条件，还需要线粒体

正常的动态分布。实验证实，线粒体正常动态分布

的卵细胞具有更好的发育潜能[11]。在GV期之前，卵

细胞胞质内线粒体基本呈均匀分布，在靠近细胞膜

处有线粒体聚集灶出现，其原因可能是由于这一时

期卵母细胞需要与内环境有大量物质交换，靠近细

胞膜处能量代谢活动较为丰富。GV期时卵母细胞中

线粒体大多围绕在生发泡周围，为生发泡破裂提供

能量。当进入第一次减数分裂时期，线粒体大多围

绕在纺锤体周围，与纺锤体一起由卵细胞胞质中央

移动至卵细胞胞质周围，并且在分裂时大多数线粒

体都会留在卵子中，小部分会留在极体中[12]。这一不

平等分布十分重要，因为卵子中的线粒体对胚胎发

育有重要的能量支持作用。在第二次减数分裂时

期，线粒体先围绕在纺锤体周围，再分散在细胞质

中[12]。受精后，受精卵中的线粒体则大量环绕在原核周

围[13]，基本呈对称分布。若出现非对称分布，则会导

致受精卵停止分裂[14]。以上证据证实，ART中线粒体

动态分布也可作为卵细胞质量的衡量指标之一。
2.3 线粒体跨膜电位 线粒体内膜上的质子泵将

线粒体基质内的质子泵出膜外，造成膜内外电位差

称为线粒体跨膜电位 （mitochondrial transmembrane
potential，ΔΨm）[15]。ΔΨm直接关系到线粒体的活性，

在卵细胞和胚胎生长发育中起到重要作用。ΔΨm较

大 的 线 粒 体 又 称 高 极 化 线 粒 体 （high polarized
mitochondria，HPM）。小鼠和人类试验均发现，HPM出

现在靠近细胞膜处，呈圆周形紧贴细胞膜。有大量

实验可证实这一圆周分布的HPM与受精相关：①与

成功受精的卵细胞相比，受精失败的卵细胞缺乏这

一圆周形HPM膜下区域[16]；②Van Blerkom等[15]发现，

降低ΔΨm后精子可以与卵子结合但不能穿透进M
Ⅱ小鼠卵细胞，当再度提高ΔΨm后精子可穿透进入。
除此之外，Van Blerkom等 [15]还于体外受精（in vitro
fertilization，IVF）术后观察发现，成熟的人类卵子若

缺乏圆周形HPM膜下区域，则精子无法穿透透明带。
2.4 ATP水平及ROS水平 通过氧化磷酸化为细

胞供能是线粒体最主要的功能，ATP水平反映了线

粒体氧化磷酸化功能，因此卵母细胞ATP水平对卵

母细胞发育至关重要。充足的线粒体活动保证了卵

母细胞至囊胚期胚胎的发育，在胚胎的生发泡破裂

及第一极体的排出这两个重要细胞事件中可观察

到ATP峰的产生。较低的ATP水平不仅会导致卵子

质量的下降，更会导致植入前胚胎质量及种植率的

下降。足量的ATP对于受精后一系列事件的触发十

分必要，包括微管聚集、细胞周期调控、染色体分离

及细胞膜生物合成[17]。
但是氧化磷酸化活性是否与卵细胞受精能力

相关，目前尚有争议。尽管在2001年，Stojkovic等[18]发

现ATP含量较高的卵子具有更高的受精能力。但是
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Thouas等[19]用光敏损伤小鼠卵母细胞线粒体氧化磷

酸化功能后行IVF-胚胎移植（ET），卵细胞体外受精

率并没有随着氧化磷酸化功能的降低而显著变化。
氧化磷酸化不仅产生为细胞活动供能的ATP，

同时也会产生副产物ROS。ROS可在排卵前期促进

卵子的释放及卵母细胞成熟，但当线粒体功能下

降，机体对ROS清除能力也随之下降，ROS累积过多

则会出现氧化应激反应使细胞膜受到攻击，影响细

胞内钙离子储存，从而降低卵母细胞发育潜能。ROS
的清除主要依赖颗粒细胞产生的抗氧化酶及抗氧

化物，ROS与抗氧化剂之间的平衡对于卵母细胞发

育潜能具有重要影响，大量文献证实了这一点[20]。由

此可见，一定水平的ROS反映了卵母细胞代谢活性的

正常，但过高的ROS会影响卵母细胞后续发育结局。
因此ROS水平也可作为衡量卵母细胞质量的指标。

3 ART对线粒体各项指标的影响

最近有研究阐述了ART对线粒体功能的影响以

及线粒体对IVF结局的影响。研究显示，玻璃化冷

冻后的小鼠卵子线粒体具有更低的膜电位，更低的

受精率及更低的发育潜能 [21]。在玻璃化冷冻的卵

子中，观察到了线粒体功能紊乱，这可能是导致这

一结果的原因[22]。控制性超促排卵（controlled ovarian
hyperstimulation，COH）及体外成熟（in-vitro maturation，

IVM）是ART中的重要技术，这两项技术将卵子“强

行催熟”，跳过了卵泡优势化过程和卵泡闭锁过程，

有大量实验证实这两项技术对线粒体各项指标均

有影响。COH后，mtDNA拷贝数、膜电位及ATP含量

都会降低[23]，说明COH所得的小鼠卵子线粒体可能

存在影响卵细胞后续发育的缺陷[24]。COH还会导致

恒河猴颗粒细胞的线粒体异常[25]。剪取正常小鼠发

情后第3天的卵巢，收集其GV细胞后进行IVM，结果

显示mtDNA拷贝数显著降低，线粒体ROS水平则有

所上升[23]。有研究表明，IVM会增加牛卵子的线粒体

活性，但会降低牛卵子的囊胚形成率[26]。除此之外，

IVM/COH后的卵子纺锤体及染色体结构异常率显

著上升，推测可能与较低的ATP含量及较高的ROS
水平有关[23]。生长激素应用到COH时会提高由于高

龄等因素而导致的卵巢低反应患者的卵子质量，提

高线粒体功能[27]。由此可见，关于卵子质量与线粒体

功能的进一步研究将有助于ART的发展。

4 线粒体功能的改善及临床治疗

4.1 线粒体移植 线粒体移植作为改善卵母细胞

线粒体质量的方法近年来获得了较多的关注。线粒

体移植是使用捐赠者卵子中的线粒体替换母体有

缺陷的线粒体。也有研究将年轻女性卵子中的“健

康”线粒体移植至IVF反复失败或高龄女性的有缺

陷的卵子中。除了用于改善卵母细胞质量，原核移

植、纺锤体移植等胚胎线粒体移植技术还可以治疗

线粒体疾病，2016年9月，世界首例通过原核移植术

妊娠的“三亲”婴儿诞生，这一治疗方法将胚胎的原

核取出，移植入健康的供体细胞质，最终获得了临

床妊娠。接受原核移植术的患者经历了两次IVF失

败，其胚胎均发育阻滞于2-细胞期[28]。尽管以上这些

操作获得了成功，但从长远来看，线粒体异质性给

子代健康带来的问题却令人担忧。由于线粒体移植

及线粒体置换术均涉及除父母外的第三方遗传物

质，且细胞核与线粒体之间具有复杂的交互作用，

因此，“三亲”的基因可能会在组织相容性、异质性

及伦理方面存在值得忧虑的地方。这一忧虑已经得

到一定的证实：研究表明，具有异质性问题的小鼠

存在认知障碍及新陈代谢障碍综合征[29]。
由于异体线粒体移植可能带来的异质性问题

及伦理问题，自体线粒体移植开始引起学界的关

注。2015年，Oktay等[30]通过腹腔镜将卵巢皮质取出

后利用单克隆抗体anti-DDX及荧光激活进行分类

筛选，筛选后的卵母细胞通过离心技术获得线粒

体，这些线粒体再由胞浆内单精子注射（ICSI）技术

注射到取出的卵子中进行自体线粒体移植。10例反

复移植失败的患者参与了这一试验，最终有4例获

得了临床妊娠。2004年，孔令红等[31]将颗粒细胞线粒

体移植到IVF反复妊娠失败和高龄患者的卵子中，

结果明显提高了患者的囊胚形成率，且18例患者中

有7例获得了临床妊娠，证实了利用自体颗粒细胞

线粒体改善卵子质量的可行性。
4.2 极体移植 极体移植，即用极体中的遗传物质

代替胞浆内遗传物质的方法。同一初级卵母细胞减

数分裂后形成的极体与卵子所含的基因相同，但极

体中所含的线粒体却明显少于卵子，因此极体可成

为线粒体置换治疗的首选母方遗传物质供体。研究

显示，在两种不同线粒体遗传背景的小鼠之间进行

线粒体移植第一极体置换产生的子一代小鼠及其

衍生的子二代小鼠体内仅含卵胞浆供体小鼠的线

粒体，在最大程度上避免了有疾病基因的异质线粒

体DNA的“捣乱”，证明极体移植确有潜在的临床应

用价值，但依然存在一定的安全问题[32]。例如，极体

DNA突变的发生率及DNA损伤是否与同卵卵母细
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胞相同；此外，极体DNA是否与同卵卵母细胞具有

相同的表观基因组，这些问题都需要进一步研究。
4.3 线粒体营养剂 线粒体营养剂是一类能促进

线粒体产生能量的生物或化学复合物。α硫辛酸（α
lipoic acid，ALA）是一种线粒体代谢中的重要辅酶，

也是小鼠胚胎生存的必需物[33]。白藜芦醇是抗老化复

合物的一种，可提高线粒体数量及线粒体功能[34]。向

小鼠卵子胞质中补充左旋肉碱，可以有助于卵子体

外成熟时纺锤体的形成和线粒体的正常分布[35]。辅酶

Q10是一种脂溶性电子传递物，其水平随着年龄逐

渐下降，文献证实向高龄小鼠补充辅酶Q10可以延缓

其卵巢储备的减少，修复其卵巢线粒体基因表达以

及提高其线粒体活性[36]。尽管利用线粒体营养剂听起

来很有吸引力，但其临床效应还有待进一步探究。

5 结论与展望

种种迹象都指出了线粒体在生殖健康中的重

要作用：卵子成熟、受精和胚胎发育都需要最佳的

线粒体功能。不论是利用小分子物质还是包括线粒

体移植在内的一系列技术，线粒体各项指标的优化

将有助于更好的妊娠结局。此外，线粒体置换技术

为治疗线粒体疾病打开新的大门。可以预见，利用

线粒体各项指标评估卵细胞及胚胎质量，我们将可

能步入通过改善线粒体质量来提高卵子质量及生

殖结局的新时代。
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