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摘 要：【目的】分析青春期及青春期前重度β-地中海贫血（TM）患儿生育力保存行小儿腹腔镜的术中及术后

情况，进一步探讨小儿腹腔镜在生育力保存手术中的应用前景。【方法】对 13例青春期及青春期前拟行造血干细胞

移植的 TM患者通过小儿腹腔镜获取卵巢组织行卵巢组织冷冻（OTC）合并卵子体外成熟（IVM）行生育力保存的病

例进行分析，探索小儿腹腔镜在生育力保存手术中的安全性及可行性。【结果】13名患儿的手术方式均为腹腔镜下

单侧卵巢切除，平均手术时长（58.31±20.25）min，术中平均出血（2.46±1.13）mL，13例手术术后均无并发症，平均住

院日为（3.62±1.33）d。13例患儿均成功获得卵巢组织可供冷冻，平均冷冻卵巢组织 7.77±2.31片；其中 11名患儿同

时获得成熟卵母细胞可供冷冻，平均冷冻卵母细胞 4.92±4.27枚。【结论】小儿腹腔镜获取卵巢组织是安全有效的生

育力保存术式，可在青春期及青春期前血液疾病患者中大力推广。
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Abstract：【Objective】The purpose of this study is to analyze the intraoperative and postoperative conditions of pediat⁃
ric laparoscopy in fertility preservation in pubertal and prepubertal patients with β-thalassemia major（TM）and to further
explore the prospects of pediatric laparoscopy in fertility preservation surgery.【Methods】Totally 13 pubertal and prepuber⁃
tal patients with β-TM who underwent ovarian tissue cryopreservation（OTC）combined with in vitro maturation（IVM）for
fertility preservation through pediatric laparoscopic acquisition of ovarian tissue before hematopoietic stem cell transplanta⁃
tion were analyzed.【Results】All 13 children underwent laparoscopic unilateral oophorectomy，with an average operative
time of（58.31±20.25）minutes and an average intraoperative bleeding of（2.46±1.13）mL. All 13 children had no
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postoperative complications and an average hospital stay of（3.62±1.33）days. All children had ovarian tissue available for
cryopreservation；the average pieces of ovarian tissue frozen was 7.77±2.31. Eleven of them also had mature oocytes avail⁃
able for cryopreservation；the average number of oocytes frozen was 4.92±4.27.【Conclusion】Pediatric laparoscopic is a
safe and effective fertility-preserving procedure that can be strongly promoted in pubertal and prepubertal patients with β-
TM.

Key words：pediatric laparoscopy；thalassemia major；fertility preservation；ovarian tissue
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2022，43（5）：764-771］

全球每年约有 68 000名儿童出生时患有各种

地中海贫血症。其中，β-地中海贫血症的发病率

尤其高。据报道全世界有 8 000万至 9 000万人是

携带者，占全球人口的 1.5%［1］。β地中海贫血在中

国的发病率为 2.21%。目前，β-地中海贫血的主要

治疗方法包括定期输血，脾切除及造血干细胞移植

（hematopoietic stem cell transplantation，HSCT）。儿

童时期的HSCT是治愈重型β地中海贫血（thalasse⁃
mia major，TM）的唯一方法［1］。无风险因素的患儿，

行HSCT的无病生存率超过 90%。而且，患儿年龄

越小，如小于 5岁，行HSCT的无病生存率越高［2］。

然而，HSCT前的放、化疗等预处理方案会对生育力

造成严重破坏，有研究显示，65%~84%的患者在

HSCT后会发生卵巢功能衰竭［3-4］。行 HSCT的患

者，在术后会长期关注自己的生育力［5］。这就凸显

了生育力保存在此类患儿中的必要性和重要性。

目前，生育力保存的主要方法有胚胎、卵母细胞及

卵 巢 组 织 冷 冻（ovarian tissue cryopreservation，
OTC）［6］。以上多种的生育力保存方案适用人群不

同。青春期后或育龄期女性可选择卵母细胞/胚胎

冷冻或OTC［7］；青春期前的女性，因下丘脑垂体卵

巢轴功能暂不成熟，无法施行超促排卵，也不可能

行胚胎冻存［8］，故根据目前指南建议，只能选择

OTC［6］。卵巢组织可通过开腹或腹腔镜的方式获

取，已有文献报道，针对青春期及青春期前患者，小

儿腹腔镜是安全可行的手术方式，它具有微创手术

的优势：切口小，镇痛要求低，术后恢复快。Mario
Lima的研究中，2002~2013年的 10年间共为 54名
儿童及青春期女性行小儿腹腔镜获取卵巢组织，仅

1例发生术中出血，所有患者均在 48小时内出院，

证实了小儿腹腔镜技术的安全性［9］。本研究旨在

总结本中心经验，进一步探讨小儿腹腔镜在 TM患

儿生育力保存中的应用前景。

1 材料与方法

1.1 研究对象

回顾性分析 2021年 9月至 2022年 4月于中山

大学附属第六医院生殖医学研究中心及小儿外科

行小儿腹腔镜获取卵巢组织的患儿。纳入本研究

的患者均因病情需要行HSCT，均具有生育力保存

指征。本研究已经通过中山大学附属第六医院伦

理委员会审批，所有患者及其一级亲属均签署书面

知情同意。

1.2 术前准备

本研究中的患儿均经多学科专家会诊，综合血

液科、生殖中心、小儿外科治疗方案及患者的一般

情况、患者及家属的生育力保存意愿，最终确定生

育力保存方式及方案。所有患者均在术前完善基

础性激素，抗缪勒管激素（anti-Müllerian hormone，
AMH）及妇科彩超检查。

1.3 卵巢组织获取

所有患者在排除手术禁忌症后，均在气管插管

全身麻醉下接受腹腔镜手术。手术过程如下：患者

取仰卧位，常规消毒铺巾，取脐上约 5 mm切口，气

腹针穿刺建立气腹，置入 5 mm穿刺器，于左右侧腹

各进 1个 3 mm戳卡，仔细探查腹腔，选择体积较

大，术前超声提示卵泡更多的一侧卵巢，用刀头直

径为 5 mm的超声刀（美国强生公司），设定为 3档，

行单侧卵巢切除，切除后从戳卡处完整取出卵巢组

织，结束手术。

1.4 卵巢组织转运及冷冻及卵子体外成熟

卵巢组织在 4 ℃，肝素钠盐水中转运至胚胎实

验室，室温下连接 20 mL注射器针头与 10 mL注射

器，针口斜面向下在卵巢组织表面行穿刺及卵母细

胞卵丘颗粒细胞复合体（cumulus-oocyte complex⁃
es，COCs）抽吸。将收集到的 COCs 进一步置入取
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卵冲洗液中充分清洗，再移入 pre-卵子体外成熟

（in vitro maturation，IVM）培养皿培养 4~6 h后移入

IVM培养皿。在 IVM液中培养，每隔 12 h观察卵母

细胞成熟情况，最长观察至 72 h。获得的成熟MⅡ
卵母细胞进行冷冻，余未成熟卵予以废弃。卵泡抽

吸结束后，用生理盐水冲洗切除的卵巢组织，擦干

卵巢组织表面的生理盐水。用切割器剥离卵巢皮

质组织，厚度为 1~2 mm。用手术刀将卵巢皮质切

割成长宽厚 10 mm × 10 mm × 1 mm的组织块，获得

的卵巢皮质片中的其中 1片用于病理检查，其余卵

巢皮质片置于恢复至室温的平衡液［成分及体积分

数为 65%羟乙基哌嗪乙硫磺酸（N-2-hydroxyethyl⁃
piperazine-N-ethane-sulphonicacid，Hepes）+7.5%
乙 二 醇 +7.5% 二 甲 基 亚 砜（dimethyl sulfoxide，
DMSO）+20%血清蛋白替代品（serum protein substi⁃
tute，SPS）］中平衡 25 min，用无菌纱布吸干卵巢组

织表面多余的平衡液。将卵巢皮片放置于恢复至

室温的冷冻液表面［成分及含量：0.57 mol/L蔗糖+
23%乙二醇+23%SPS+23%DMSO+31% Hepes］平衡

15 min，待卵巢组织降至冷冻液底部后，用无菌镊

子将卵巢组织髓质侧紧贴冷冻载体，用无菌纱布吸

除多余的冷冻液，快速置于液氮中。观察卵巢组织

片出现玻璃化后，在液氮中套外管并旋紧，最终放

入液氮罐中进行保存。

1.5 统计学方法

采用R软件（版本 1.4.1717）对患者的基本资料

及相关结局指标进行分析。由于病例数相对较少，

在分析前均对患者的相关基线指标进行正态性检

验，所有连续型变量指标均提供均数±标准差及中

位数和四分位数间距。

2 结 果

2021年 9月至 2022年 4月间，我院总共为 13
名需行骨髓移植的TM患儿行生育力保存手术。这

13名患儿，年龄从 4~15岁不等，其中 2名患儿已有

月经初潮，余 11名患儿未有月经初潮。对所有指

标的正态性检验显示：身高，基础LH，E2，术中出血

量，住院天数及穿刺卵泡数这 7项指标不符合正态

分布。AMH平均值为（3.05±1.21）ng/mL，中位数和

四分位数间距为 2.62（2.25~3.73）ng/mL；FSH平

均值为（3.80±2.45）U/L，中位数和四分位数间距为

3.26（2.11~6.61）U/L；双侧窦卵泡数平均值为

10.40±4.40 ng/mL，中 位 数 和 四 分 位 数 间 距 为

9.50（8.25~12.00）个；平均获卵（16.08±10.18）枚，

中位数和四分位数间距为 14.00（11.00~17.00）枚；

IVM后平均的成熟卵母细胞数为（4.92±4.27）枚，中

位数和四分位数间距为 5.00（2.00~7.00）枚，平均

卵母细胞成熟率为 29.40%，平均冷冻卵巢组织

（7.77±2.31）片，中位数和四分位数间距为 8.00
（6.00~9.00）片（表1-2）。

13名患儿的手术情况可见表 3。术式均为小

儿 腹 腔 镜 下 获 取 卵 巢 组 织 ，平 均 手 术 时 长

（58.31±20.25）min，中位数和四分位数间距为

55.00（50.00~74.00）min，术 中 平 均 出 血（2.46±
1.13）mL，中位数和四分位数间距为 2.00（2.00~
2.00）mL，13例手术术后均无并发症，平均住院日

为（3.62±1.33）d，中位数和四分位数间距为 3.00
（3.00~4.00）d。3例患儿卵巢切除前后详见图1.

3 讨 论

地中海贫血在东南亚及地中海等地区多见，是

全球范围内的重大健康问题。20世纪 80年代对我

国 20省市自治区 60万人口的地中海贫血流行病学

调查工作结果显示：该病分布于我国多达 11个省，

其中广东和广西两省尤为高发。按平均 3%的β地

中海贫血基因携带率估算，广东省每年出生 TM新

生儿约 500例［10］，给家庭和社会带来了沉重的经济

和精神负担。TM患儿常有特殊面容，合并免疫功

能低下、生长发育迟缓及多器官功能受损，症状体

征随年龄增长而日益明显。目前 β地中海贫血的

主要治疗方式是规范性终身输血及祛铁，但该治疗

方法仅可维持患儿血红蛋白浓度接近正常水平，无

法治愈疾病。造血干细胞移植是目前TM临床治愈

的唯一方法。且年龄越小，移植效果越好。指南明

确指出，有条件的患儿，应在（2~7）岁接受造血干细

胞移植［11］。移植前需要进行清髓治疗，经典的清髓

方案为白消安及环磷酰胺。这两种烷化剂，由于其

主要杀伤生长活动旺盛的细胞，所以对颗粒细胞、

生长发育中的卵泡和卵母细胞的损害尤其明显。

使用烷化剂的儿童肿瘤患者，发生卵巢早衰的风险

升高 2~5倍［12］。一项针对 138名在儿童时期行造血

干细胞移植的女性患者的研究显示，其中83%的患

者在移植后，卵巢功能均受到损害［13］。以上种种证

据表明，我们有必要对拟行造血干细胞移植的 TM
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表1 患者基线资料

Table 1 Patients’baseline characteristics

Items
Age/years
Height/m
Weight/kg
BMI
AMH/（ng/mL）
FSH/（U/L）
LH/（U/L）
E2/（pg/mL）
Menarche/（Y/N）
Right ovary/mm2

AFC in right ovary
Left ovary/mm2

AFC in left ovary

x̄ ± s
11.00±3.11
1.39±0.14
32.71±8.08
16.67±1.80
3.05±1.21
3.80±2.45
2.35±2.47
28.05±28.24
/
/
5.4
/
5

M（P25~ P75）
11.00（9.00~13.00）
1.42（1.33~ 1.49）
32.00（29.00~38.00）
15.90（15.72~17.75）
2.62（2.25~3.73）
3.26（2.11~6.61）
1.42（0.10~3.98）
5.00（5.00~52.60）

4.50（4.00~6.50）

5.00（4.00~5.75）
BMI：body mass index；AMH：anti-müllerian hormone；FSH：follicle-stimulating hormone；LH：luteinizing hormone；AFC：antral follicle

count.

表2 卵巢组织及卵母细胞冷冻结局

Table 2 Ovarian tissue and oocyte cryopreservation outcome

Case
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
x̄ ± s
M（P25~ P75）

No. of
COCs/n
13
14
17
24
11
14
40
15
6
31
9
3
12

16.08±10.18
14.00（11.00~17.00）

No. of mature
Oocyte/n
5
1
7
9
8
6
15
6
2
2
0
0
3

4.92±4.27
5.00（2.00~7.00）

Oocyte maturation
rate /%
38.50
7.10
41.20
37.50
72.70
42.90
37.50
40.00
33.33
6.50
0
0
25.00
29.40
/

No. of ovarian
tissue/n

6
7
10
11
8
6
8
11
8
9
4
4
9

7.77±2.31
8.00（6.00~9.00）

COCS：cumulus-oocyte complexes.

767



第43卷中山大学学报（医学科学版）

患者行生育力保存，而且，生育力保存的时机一定

是在患儿接受造血干细胞移植之前，这样可以避免

清髓治疗对卵巢功能的毁灭性打击，让更多的卵泡

得以保存［14］。

OTC是目前青春期前女性生育力保存的唯一

方案，而 OTC联合 IVM则是青春期或青春期月经

初潮前女性最佳生育力保存方案［15］。以上两种方

案均需要通过手术获取卵巢组织。早在 1998~
2006年间，以色列的中心就已为 23名癌症患儿开

展小儿腹腔镜下获取卵巢组织生育力保存手术。

术前由外科医生、小儿肿瘤学家和生殖中心医生根

据患儿卵巢的大小和肿瘤治疗的情况，个体化决定

行完全或部分卵巢切除术。他们的研究证实，小儿

腹腔镜用于获取儿童和青少年癌症患者的卵巢组

织的手术是安全的，没有增加并发症，也没有延缓

癌症的治疗［16］。在过去的 20年间，世界各地的多

家医院都开展了腹腔镜下获取卵巢组织的生育力

保存手术，证实了腹腔镜在生育力保存手术中的安

全性和有效性［17］。

文献报道了多种获取卵巢组织方案，包括：单

侧卵巢切除，单侧部分卵巢切除，单侧或双侧卵巢

活组织检查［18-21］。单侧卵巢切除与部分卵巢切除

相比，优势在于术中创面小，明显减少术中或术后

出血风险，也减少了术后盆腔局部手术部位形成严

重粘连可能，为日后卵巢组织移植创造相对较好的

盆腔环境；同时还减少术中止血时间，缩短手术用

时，降低了术后并发症的可能性。Lima等［9］曾报道

1例行腹腔镜下单侧卵巢部分切除的患儿，因术中

出血多而需行输血治疗。青春期前卵巢体积相对

较小，行卵巢活组织检查手术操作难度大，而且可

能导致可供冷冻的卵巢组织数量不够。目前，据报

道，卵巢皮质组织片移植后的平均存活时间为 2~5

A，B：Case 13，14 years old，no menarche，right ovary oophorectomy，A：before oophorectomy；B：after oophorectomy. C，D：Case 8，13 years
old，with menarche，left ovary ovariectomy，C：before oophorectomy；D：after oophorectomy. E，F：Case 7，14 years old，no menarche，right ovary
oophorectomy，E：before oophorectomy；F：after oophorectomy.

图1 卵巢切除前后

Fig. 1 Before and after ovary oophorectomy
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年［22-23］，很显然单侧卵巢切除术为生育力保存提供

了最大数量的皮质组织，与部分卵巢切除或卵巢活

组织检查相比，提供了最大量的皮质组织供病人未

来使用。有研究曾证实，切除单侧卵巢会使患者的

AMH下降 50%［24］，理论上可能对患儿短期内的生

长发育有一定负面影响。但是，本研究中的患儿都

在生育力保存术后很快地接受了骨髓移植，卵巢功

能下降是一个不可避免的事实。及时切除并冻存

的卵巢组织，为日后患儿的卵巢组织移植和生殖内

分泌功能的恢复做好了充分的准备，最大限度地保

存了生育力。所以，本中心为所有需行生育力保存

的患儿采用了单侧卵巢切除的手术方案，以期最大

获益。

卵巢切除需要离断骨盆漏斗韧带，卵巢系膜及

卵巢固有韧带。既往研究中，离断骨盆漏斗韧带及

卵巢固有韧带的器械不尽相同：包括双极［25］、超声

刀、ligasure、直线切割闭合器及 Endoloop套扎［16］。

既往研究未针对不同器械的手术效果进行对比。

本院均采用超声刀完成卵巢切除。超声刀能将电

能转换成机械能，通过金属刀头机械振动致使组织

内胶原蛋白结构破坏，闭合血管管腔，同时达到组

织切割和凝血的作用，缩短了手术时间。本报道

中，13名患儿的手术平均时间为（58.31±20.25）min。
超声刀刀头温度低，对周围组织的热损伤小，超声

刀刀头尖锐，更利于小儿手术中的精细解剖。在更

高效的手术器械出现之前，超声刀应是腹腔镜下获

取卵巢组织的最佳器械。

在手术路径的选择上，研究者们也在不断地进

行探索。2015年西班牙的一家中心采用单孔腹腔

镜进行卵巢切除获取卵巢组织，结果显示，单孔腹

腔镜术式的术中出血量，手术时间，术后疼痛等指

标与传统腹腔镜相比并无显著优势。传统腹腔镜

与单孔腹腔镜相比，在取出卵巢标本上提供了更大

的灵活性和可操作性。6岁以前，卵巢的平均体积

小于1 cm2。青春期后，卵巢的平均体积为8 cm3，但

根据月经周期的不同，可从 2.5 cm2到 20 cm2不

等［26］。若使用传统腹腔镜，术者可根据患儿卵巢大

小灵活选择合适的穿刺器，以利于标本取出。本报

道中，所有患儿的卵巢组织均顺利从脐上 5 mm穿

刺器中完整取出。

稍显可惜的是，本研究中 13名患儿的平均

IVM成熟率只有 29.40%，与既往文献报道的成熟

表3 患者手术情况

Table 3 Patients’surgery situation

Case

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
x̄ ± s
M（P25~ P75）

Duration of surgery/min

78
74
100
56
80
50
57
55
35
24
52
44
53

58.31±20.25
55.00（50.00~74.00）

Intraoperative bleed⁃
ing/mL
2
5
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
5

2.46±1.13
2.00（2.00~2.00）

Postoperative an⁃
tibiotic use/（Y/

N）
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
/

Postoperative
complications/（Y/

N）
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
/

Hospital day/d

4
6
3
4
3
2
3
5
6
2
3
3
3

3.62±1.33
3.00（3.00~4.00）
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率相近。Fasano的研究中，青春期前女孩的卵母细

胞 IVM成熟率仅有 10.3%，远低于同研究中成人女

性的 IVM成熟率［27］；Revel和Abir的研究数据则相

对可观。前者的研究中，5到 10岁女孩的 IVM成熟

率约为 33.3%［28］；后者的研究中，42名小儿女性癌

症患者接受生育力保存手术，共获卵 395枚，最终

体外成熟的卵母细胞共 121枚，IVM成熟率约

31%［29］，均远远低于文献报道的成人的 61.7%的

IVM成熟率［30］。2014年Anderson的研究［31］得出结

论，青春期前女性的卵巢内异常形态的非发育卵泡

比例较成年女性显著升高，且她们的卵泡的体外发

育能力明显降低，推测可能与卵巢组织局部环境和

卵泡间微环境有关。这可能是青春期前女性卵子

IVM成熟率低的原因之一。另外，小儿在行生育力

保存手术时，我们不确定卵巢卵子的发育处于什么

时期，因此儿童期卵巢离体后穿刺获得卵子所处的

阶段不同，这也可能导致成熟率参差不齐，我们使

用的体外成熟液未必能精确符合所获取卵子的所

处发育阶段，这可能是本研究中病例 11和 12未培

养出成熟卵子的原因。具体机制还有待进一步的

研究和探讨。

行生育力保存的患儿通常为需行骨髓移植的

重型β地中海贫血，基因型主要为（β0β0）纯合子，所

以，这些患儿所获取的卵巢组织及卵母细胞都会携

带 β0基因。这些患者在未来婚配时，应与配偶一起

进行遗传咨询。医生应根据双方基因型做出合适

的婚配建议。目前，胚胎植入前遗传学检测和介入

性产前诊断已是相对成熟的阻断 β地中海贫血遗

传的方法。对这些患者，我们应有良好的跟踪随访

机制，及时做出合理的医学建议，从源头上避免下

一代患儿的出生。

本研究中所有 13例患儿均采用小儿腹腔镜方

式获取卵巢组织，平均住院日约 3 d左右，无一例发

生术后并发症，均顺利出院。我们的研究结果与既

往研究结果一致，即青春期前及青春期 TM患儿行

小儿腹腔镜获取卵巢组织的生育力保存是安全的，

术中和术后风险都很小。未来，小儿腹腔镜术式可

在需行生育力保存的患儿中大力推广。
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