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自体颗粒细胞线粒体移植对胚胎发育

质量的影响

孔令红!刘忠!李红!朱亮!陈思梅!陈士岭!邢福祺

!!!摘要"!目 的!探 讨 自 体 颗 粒 细 胞 线 粒 体 移 植$线 粒 体 移 植%对 改 善 胚 胎 发 育 质 量 的 影 响&

方法!对$次行体外受精%胚胎移植$&’(%)*%治 疗 未 获 妊 娠 或 年 龄 大 于$+岁 的",例 患 者"采 用 长

周期超促排卵方案促排卵&当患者取出的成熟卵子多于-个时"采用常规方法"进行卵母细胞浆内单

精子注射$&./&%’或进行线粒体移植&线粒体移植的方 法 为 收 集 卵 丘 复 合 体 上 和 卵 泡 液 中 的 颗 粒 细

胞"经匀浆离心提取线粒体"应用显微操作技术将线粒体和精子一并注入卵母细 胞 浆 内&观 察(比 较

两种方法获得卵子的受精和 胚 胎 发 育 情 况&!结 果!",例 行 超 促 排 卵 方 案 后"获 得 成 熟 卵 子"0,
个"其中行线粒体移植卵子,0个"受精0-个"受精率为+-1-2’行&./&卵子,3个"受精0$个"受精

率为+01,2&两种方法比较"差异无显 著 意 义$!"#1#!%’行 线 粒 体 移 植 的 良 好 胚 胎 形 成 率 为!41-

2"行&./&的良好胚胎形成率为$-142"两种方 法 比 较"差 异 有 显 著 意 义$!##1#!%&",例 中+例

临床妊娠"妊娠率为$,142&!结论!自体颗粒细胞线粒体移植可明显改善胚胎发育质量"提 高 妊

娠率&

!关键词"!粒层细胞’!线粒体’!移植’!胎儿发育
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!!常 规 行 辅 助 生 殖 技 术$B>>6>D;F9;895FAHD6:;
D;HJE6@A;"LO*%"会 出 现 有 些 患 者 多 次 胚 胎 种 植

失败和年龄偏大患者妊娠率低的现象"其原因可能

是由 于 卵 细 胞 内 线 粒 体 数 量 减 少"或 线 粒 体 STL
结构变异导 致 卵 子 L*U能 量 产 生 不 足"细 胞 分 裂

时非等倍染色体增多等"影响了胚胎的发育质量和

种植潜能+""3,&本研究拟通过采用患者自体颗粒细

胞线粒体移植$线粒体移植%的方法"以改善胚胎发

育质量"提高妊娠率&

资料与方法

!!一(研究对象

选择自3##3年+月至3##$年"#月"在我院生

殖医学中心进行体外受精%胚胎移植$&’(%)*%治疗
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的患者",例!患者年龄$$!-0"$,X$#岁$因胚胎

发育质量差$进行$次以上&’(%)*均未妊娠$或患

者年 龄 大 于$+岁!经 超 促 排 卵 治 疗$取 出 的 成 熟

卵子少于-个者仅行线粒体移植%多于-个者随机

行线粒体移植及&./&!本研究经过患者知情同意$
并得到我院伦理委员会的认可!

二&方法

"1 超促排卵’全部患者采用促性腺激素释放激

素激动剂"NEOP%B#长 周 期 超 促 排 卵 方 案%即 于 黄

体中期肌内注射曲普瑞林"商品名达菲林#"1,+!G$

"-F左右垂体功能受到抑制后$给予促卵泡激素"商

品名果纳芬#促排卵!于出现直径达到",77的3
个 卵 泡 的 当 晚$肌 内 注 射 人 绒 毛 膜 促 性 腺 激 素

"J.N#"####&Y$$-J后在阴道Z超导引下取卵!
将卵丘复合体放入含有!2人血白蛋白"PL/#的人

输卵管培养液"P*($美国&9:6E;/H6;ED6K6H公 司 产

品#内$在$+[$!2二氧化碳培养箱中培养!

31 颗粒细胞线粒体提 取’卵 丘 复 合 体 经,#"(

7C透明质酸酶"美国/6G7B公司产品#消化后$拆除

卵子周围的颗粒细胞!颗粒细胞用 P*(培养液离

心&洗 涤 后$记 数 并 调 整 浓 度 为"#0(7C!卵 丘 颗 粒

细胞数量少的 从 卵 泡 液 中 收 集 颗 粒 细 胞!取"7C
用冰浴后的细胞匀浆器将颗粒细胞匀浆-!0次$采
用-[的冷冻离心机$3###G离心3#76E%取上3($
上清液$以"####G离心3#76E!弃上清液$沉淀物

即为线 粒 体!用#1!"C平 衡 后 经 人 输 卵 管 培 养 液

"美国&9:6E;/H6;ED6K6H公 司 产 品#悬 浮$并 放 入-[
冰箱保存备用!

$1 线 粒 体 移 植 ’移 植 的 准 备 工 作 同 行 卵 细 胞

浆内单精子注射"&./&#!将制动的精子吸入直径为

+"7的 显 微 注 射 针"美 国&’R 公 司 制 作#$并 移 入

线粒体微滴即吸入相当于约"!"1!个卵子直径长

度的液体!然后将线粒体与精子一同注入卵细胞胞

浆内!反复吸 吐"!3次$使 线 粒 体 与 卵 细 胞 浆 混

匀$防止精子处在线粒体的液泡中不利受精!用这

种方 法 移 植 到 每 个 卵 子 的 液 体 约 是 卵 子 体 积 的

"2$线粒体约$###个左右)$*!

-1 卵子受 精 和 胚 胎 质 量 的 观 察’在 受 精 后 的

第"0!3#J$观 察 卵 子 的 受 精 情 况$计 数 卵 子 的 受

精率"即出现的3个原核占所有卵子的比例#!在第

3天和第$天观察胚胎的发育情况$包括发育速度&
细胞形态和碎片$计数良好胚胎"即在第$天胚胎移

植时$每个胚胎内的细胞数目不少于0个$细胞碎片

不超过胚胎 总 体 积 的3#2#的 形 成 率"即 良 好 胚 胎

占正常受精卵子的比例#!
三&统计学方法

将两种胚胎移植方法所获得卵子的受精率和良

好胚胎形成率输入计算机$采用/U//软件进行#
3

检验!

结 果

!!",例患者经过超促排卵后$获得成熟卵子"0,
个$其中行线粒体移植卵子,0个$正常受精0-个$
受精率为+-1-2%行&./&卵子,3个$正常受精0$
个$受精率为+01,2!两种方法的受精率比较$差

异无显著意义"!"#1#!#!
行线粒体移植的胚胎发育速度正常$细胞碎片

较少%移 植 日 良 好 胚 胎 形 成 率 为!41-2!行&./&
的 胚 胎 质 量 较 差$移 植 日 良 好 胚 胎 形 成 率 为

$-142!两种方法的良好胚胎形成率比较$差 异 有

显著意义"!##1#!#!见表"!移植的胚胎全部选

择线粒体移植$行&./&的胚胎进行冷冻保存!每个

患者移植的胚胎数目为"!$个!",例中+例获临

床妊娠$-例为双胎$妊娠率为$,142$与我生殖医

学中心同期行&./&的平均妊娠率为-"1+2接近!
其中"例香港患者年龄-0岁$在$个卵泡中获得卵

子3个$行线粒体移植后"个卵子正常受精$胚胎发

育良好$移植后获临床妊娠)$*!

表@!两种胚胎移植方法获得卵子的受精率和

良好胚胎形成率比较

类别
获卵数
"个#

受精

受精数
"个#

百分率
"2#

良好胚胎

良好胚胎
数"个#

百分率
"2#

线粒体移植 ,0 0- +-\- $, !41-
&./& ,3 0$ +01, 33 $-14

讨 论

!!一&线粒体移植可以改善胚胎发育质量

提高老龄生育期妇女和多次行&’(%)*失败患

者的妊娠率$是近年来人类生殖领域的重大课题和

难题!多项研究提示$与年龄有关的老化卵子是由

于线粒体数量或线粒体STL变异造成的!线粒体

产生L*U能力的降低$不能维持正常染色体分离&
生物合成&有 丝 分 裂 及 胚 胎 细 胞 的 各 种 生 理 功 能!
由此导 致 种 植 期 胚 胎 细 胞 的 发 育 异 常&停 滞 或 凋

亡)-$!*!卵子产生L*U的能力是不相同的$这对以

后胚胎的发育有显著影响!有测定发现$成熟卵子

中的线 粒 体 含 量 有 明 显 的 区 别$不 能 正 常 受 精 的
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卵子含量低!0"#我们通过行线粒体 移 植$给 卵 子 提

供补充受精和继续发育的能量$明显改善了胚胎的

质量$并提高了妊娠率#在卵子受精方面$线粒体移

植没有显示优势$原因可能是线粒体移植比单纯行

&./&操作难度大$回吸卵细胞浆对卵细胞骨架的破

坏较重$可能伤及纺锤体#
二%线粒体移植的安全性及可行性

有文献报道$将年轻妇女的卵细胞质注入年老

或多次行&’(%)*失败患者的卵 子 内$可 明 显 改 善

胚胎的质量$提高了妊娠率!+"#但是由于卵 细 胞 质

移植存在导致 胚 胎 和 胎 儿 线 粒 体STL嵌 合$以 及

传播线粒体 遗 传 性 疾 病 的 可 能 性!,$4"$以 致 卵 细 胞

质移植技术已被多个国家禁止于临床应用#颗粒细

胞来源于患者自身$消除了异体线粒体移植的各种

危险因素#且颗粒细胞是最靠近卵子的组织细胞$
在卵子的发育过程中提供营养物质和调节因子$两

者的线粒体的形态和功能有着最大的相似性#本研

究行线粒体移植$取得了良好的效果#随访至今$+
例临床妊娠患者的胎儿发育均正常$"例患者已 出

生健康的新生儿!"#"#
总之$线粒体移植为改善老龄生育期妇女以及

反复妊娠失败患者的胚胎质量$提供了比较有效和

安全的方法#在此基础上$我们将谨慎地就移植线

粒体在 卵 子 内 迁 徙 和 功 能 发 挥 方 面$开 展 进 一 步

研究#
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