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摘 要 : 【目的】探讨电脉冲刺激进行人卵母细胞的人工辅助激活的可行性
。

【方法】不 同卵龄和来源的人卵

母细胞分为 4 组
,

4 9 个新鲜成熟的卵母细胞作为 A 组
,

4 2 个常规体外受精 ( vI )F 中未受精的成熟卵母细胞为 B

组
,

c 组为卵浆内单精子注射 ( cI s l) 后未受精卵母细胞 57 个
,

D 组为体外培养 4 8 h 的 cI sl 后未受精卵母细胞

37 个
,

所有卵母细胞以直流电脉冲刺激 2 次
,

观察电脉冲刺激后卵母细胞激活和胚胎发育情况
。

【结果】A 组卵

母细胞激活率为 4 3% ( 21 / 4 9 )
,

与 B
、

C
、
D 3 组相 比偏低

,

差异具有统计学意义 (尸均
< 0

.

0 5 )
,

A 组中激活后卵

母细胞主要表现为一原核二极体 ( I P N + ZP B )
,

而 C 组和 D 组则 以二原核二极体 ( ZP N + ZP B )占多数
。

A
、

玖 C 组

激活后卵母细胞分裂率分别为 5 1% ( 1 7 / 2 一)
,

5 3% (2 4 / 2 9 )和 5 5% (35 / 4 3 )
,

较 D 组 ( 1 9%
,

5 / 2 6 ) 显著增加

( P < 0
.

0 1 )
,

在电脉冲刺激后第 3 天
,

A
、

B
、

C 组分别有 1 8% ( 3 / 17 )
,

2 9% (7 / 2 4 )
,

3 1% ( 1 1 / 35 ) 的胚胎发育

到 8
一

细胞阶段
。

【结论】不同来源和卵龄的人卵母细胞在电脉冲刺激后表现为不同的激活类型和胚胎发育情况
,

直流电脉冲作为一种有效的卵母细胞人工激活方法可以应用于辅助受精
。
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卵母细胞激活及钙离子 内流是受精过程 的两

个重要事件
。

对卵母细胞激活规律的认识有助于加

深人们对受精机制的理解
〔`

,

2 ’ 。

卵母细胞的电激活

在哺乳动物核移植中研究较多
,

在人卵母细胞中应

用甚少
[ 21

。

本文以成熟人卵母细胞作为研究对象
,

观察 电激活对不同卵龄及来源人卵母细胞激活效

果以及胚胎发育的影响
,

探讨电脉冲刺激在人类卵

母细胞辅助受精 中应用的可能性及具体的实验条

件
。

1 材料与方法

1
.

1 对 象

所有 卵母细胞均来源于 2 0 01 年 5 月至 2 0 0 2

年 4 月在本 中心进行体外受精
一

胚胎移植的不孕

症患者
,

在实验前征得患者的同意
。

1 85 个卵母细

胞根据来源不同可分为以下 4 组
。

A 组 中包括 49

个 新鲜成 熟卵母 细胞
,

收集 卵浆 内单 精子受 精

( i
n t ar e y t o p l a s m i e s p e

mr inj e e t io n ,

I e s l ) 中处于第一

次减数分裂 中期 的未成熟卵母细胞进行体外培养
,

12 h 后观察卵母细胞成熟情况
,

挑选形态正常的成

熟卵母细胞作为研究对象
。

B 组为 42 个常规体外

受精 ( i n 。 it or fe rt i l i z a t i o n ,

vI F ) 中受精失败的成熟

卵母细胞
: 在常规体外受精 中精卵结合后 12 一 16 h

去除卵丘颗粒细胞
,

未受精卵母细胞于 4 h 后再观

察一次
,

如仍未见原核形成
,

则作为未受精卵母细

胞用于电激活
。

按 B 组的观察方法收集 IC SI 后第 2

天未受精卵母细胞共 94 个
,

其中 57 个于受精后第

2 天进行电激活作为本实验的 C 组
,

另外 37 个继

续培养 24 h 至取卵后 48 h 作为 D 组用于电脉冲刺

激
。

电激活时各组卵母细胞卵龄有明显不同
,

其中

A 组卵母细胞较新鲜
,

卵母细胞成熟时间不超过 12

h
,

B 组和 C 组为成熟后 24 h
,

D 组卵母细胞卵龄更

长
,

为成熟后 4 8 h
。

1
.

2 电脉冲刺激

采用 BXT
2 0 01 细胞 电融合仪 (美国 B T X 公司

产品 ) 进行卵母细胞的电脉冲刺激
,

各组卵母细胞

以相 同条件进行刺激
,

所用 电激活液成分为 0
.

3

mo l / L 甘露醇
,

0
.

1 m m o l / L M g C 1
2 ,

0
.

0 5 m mo l / L

C a C 1
2 。

在进行电刺激前需将卵母细胞在激活液中

平衡 2 m in
,

然后将其转移到两根间距为 1 m m 的铂

丝 电融合槽中
,

强度 1
.

2 一 1
.

6 k v / c m
、

脉宽 6 0 脚

的直流电脉冲刺激一次
,

3 0 m in 后 以相 同电脉冲再

刺激一次
,

电刺激后卵母细胞在胚胎培养液 VI F
一

20

中清洗 5 遍
,

最后转移到 CO
:

培养箱中进行继续培

养
。

1
.

3 激活情况观察及胚胎培养

电刺激 12 h 后在倒置显微镜下观察卵母细胞

的存活
、

原核 (p or un d ea r ,

P N ) 形成以及第二极体

( p o lar b o d y
,

p B ) 排出情况
,

按 l p N + Zp B
,

l p N +

I P B
,

ZP N + ZP B
,

3 P N 等激活类型记录激活情况
,

仅

有第二极体排出而无原核形 成不列人激活卵母细

胞
。

不同激活类型卵母细胞分开培养
,

48 h 后观察

并记录胚胎的发育情况
。

1
.

4 统计学处理

两组间率的差异性采用 扩检验进行分析
。

2 结 果

2
.

1 电脉冲对卵母细胞激活效果的观察

比较各组卵母细胞激活情况 (表 l) 发现
,

A 组

卵母细胞激活率 (43 % )较 B
、

C
、

D 组明显降低
,

其

差异具有统计学意义 ( 尸 均 < 0
.

0 5 )
。

A 组 21 个发

生活化的卵母细胞 中 14 个表现为 IP N + ZP B 的孤

雌激活类型
,

C 组和 D 组激活类型相似
,

Z PN + ZP B

的激 活 类 型 分 别 占激 活卵 母 细 胞总 数 的 70 %

( 3 0 / 4 3 )和 6 5% ( 17 / 2 6 )
,

B 组激活后卵母细胞 中

I P N + Z PB 和 ZP N + Z PB 为主
。

2
.

2 激活后卵母细胞分裂和胚胎发育情况

结果见表 2
。

D 组 2 6 个激活卵母细胞仅有 4 个

发生分裂
,

分裂率为 19 %
,

A
、

B
、

C 组激活后卵母细

胞分裂率分别为 81 %
,

83 % 和 88 %
,

较 D 组显著

增加 ( 尸 < o
,

0 1 )
,

A
、

B
、

C 组中分别有 15% ( 3 /

17 )
,

2 9% ( 7 / 2 4 )
,

3 1% ( 1 1 / 3 5 ) 的胚胎发育到

8
一

细胞 阶段
。
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表 1 不同卵龄卵母细胞电激活效果比较
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表 2 激活后卵母细胞胚胎发育情况
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l ) P < 0
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0 1

3 讨 论

3
.

1 卵母细胞激活与受精失败

卵浆内单精子注射在辅助生殖领域的应用为

男性不育提供 了一个很好的治疗手段
,

但是 即使是

非常成功的 IC sl 操作仍然会有部分卵母细胞不受

精
。

研究表明 IC SI 后约 30 % 卵母细胞不能正常受

精
,

少 部分患 者会 出 现完 全不 受精 的 情况
’ 2] 。

Y a n a g id a
等 I , ’ 对 4 2 4 对夫妇 IC s l 后的受精情况进

行统计
,

发现其中有 3 对夫妇的 4 个 IC SI 周期卵

母细胞受精完全失败
,

受精完全失败的发生率为

0
.

9%
。

大量研究表明
,

卵母细胞激活不足是受精失

败的一个重要影响因素
。

来 自人类和哺乳动物的研

究结果均证实
,

将圆形精子细胞注射到卵母细胞浆

内受精率为 O
,

但是以化学法进行卵母细胞辅助激

活后却能有效地提高受精率和获得正常妊娠和分

娩 14, 5 1
,

提示卵母细胞辅助激活可能有利于受精的

正常进行
。

3
.

2 电脉冲对人类卵母细胞作用的可能机制

卵母细胞的人工辅助激活在哺乳动物的体外

受精中得到广泛的应用
,

按作用机理可以分为化学

法
。

机械法以及电脉冲刺激等
。

人卵母细胞辅助激

活研究多以化学激活为主
【6, 7 , 。

本研究结果显示
,

直

流电电脉冲也能有效地对人卵母细胞进行激活
。

目

前电激活的具体机制还不太清楚
,

推测可能与电脉

冲刺激后引起卵母细胞内的钙离子 内流有关
,

多次

电脉冲刺激会引起卵母细胞多次钙离子内流
,

从而

有效地刺激卵母细胞完成第二次减数分裂
。

体外成熟的新鲜卵母细胞 中含有较高水平的

成熟促进因子
。

随着成熟卵母细胞体外培养时间的

延长
,

卵浆 中成熟促进因子水平逐渐下降
,

常规

w F 或 IC sl 受精失败的卵母细胞成熟促进因子水

平较新鲜卵母细胞 明显下降
,

因而更易于发生激

活
,

这一点与其他哺乳动物卵母细胞的激活特点相

类似
`吕 ]。 本研究发现

,

不同来源卵母细胞在电脉冲

刺激后表现为明显不同的激活类型
: A 组中新鲜的

体外成熟卵母细胞 以 I P N + ZP B 的孤雌激活类型

为主
,

而 C 组和 D 组中 IC SI 后未受精的卵母细胞

则以 ZPN 十 ZP B 为多见
。

这与 IC sl 后未受精的卵母

细胞中本身含有精子有关
,

在卵母细胞激活的同时

排 出第二极体并伴有雄原核形成
,

而新鲜卵母细胞

受到电脉冲刺激后只能发生孤雌激活
。
D 组中受精

后 4 8 h 的卵母细胞虽然也能被激活
,

但是卵裂率

很低
,

而 A 组和 B 组 中卵母细胞在电激活后胚胎

发育具有较高的分裂率和胚胎发育潜能
,

提示随着

体外培养时间延长卵母细胞功能逐渐下降
。

虽然 电

激活后未受精卵母细胞发育潜能下降
,

但是它们作

为研究人卵母细胞激活和受精机理的不可多得的

实验材料仍有其可取之处
。

本研究结果显示
,

对于

多次受精失败的患者
,

可以考虑联合应用电脉冲辅

助激活来提高受精率
。
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大鼠阿霉素肾病肾小球细胞凋亡介导因子的表达及 AC EI 的影响 3 5 1

口

张素 11 ( Agn ll ) 可下调体外培养的肾小球上皮细胞

cB l
一

2 表达
,

上调 F a s
抗原的表达

,

从而增加细胞凋

亡
。

使用 I 型血管紧张素 n 受体 ( A IT R ) 拮抗剂

肠
s a rt a n 或 AT ZR 拮抗剂 P D 12 3 3 19 均可部分抑制

细胞凋亡
,

而二者联合应用则可完全阻止 A gn 且引

起的细胞凋亡
。

这与本研究在阿霉素肾病大鼠肾小

球观察到的结果是一致的 ; 不过我们未观察到大鼠

肾小球内 AT ZR 表达
。

由于依那普利干预在大鼠体

内可引起血压下降
、

抑制系膜细胞增生和系膜基质

产生等一系列病理生理改变
`.9 ’ “ , ,

因此本研究观测

到依那普利干预组大鼠肾小球硬化时
,

肾小球细胞

表达 B d
一

2 下降程度减轻和 F a s
抗原表达增加程度

减少 (干预组与模型组比较差异无显著性
,

可能与

样本例数不足有关 )
,

肾小球细胞凋亡减少等
。

所有

这些结果 目前尚难以区分是依那普利阻断 Agn ll生

成后直接影响肾小球细胞所致的结果
,

还是 由于依

那普利干预引起大 鼠体内一系列病理生理变化后

的间接作用
。

(本 文图 l
,

2 见封 3
.

F i g
.

1
,

2
s
h

o w n in s id
e b a e k e o v e r
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