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　　近年来随着辅助生育技术的不断发展 ,控制性

超排卵得到越来越广泛的应用 ,在一个控制性超排

卵周期获得较多的成熟卵母细胞有助于提高体外

受精-胚胎移植的成功机会 。但是控制性超排卵所

需昂贵的治疗费用及其可能导致的一系列并发症

(如中度或重度卵巢过度刺激综合征等)也已引起

人们越来越多的关注和重视
[ 1]
。获取不成熟卵母

细胞在体外成熟(in vitro maturation , IVM),然后将

成熟卵母细胞进行体外受精和胚胎移植 ,为人们解

决上述问题提供了一条可能的途径。本研究从接

受小剂量促卵泡生成素(follicle stimulating hormone ,

FSH)刺激的多囊卵巢综合征(polycystic ovary syn-

drome , PCOS)患者获取不成熟卵母细胞进行体外

成熟 ,探讨在小剂量 FSH 刺激周期中进行 IVM 的

可行性及具体的实验条件 ,为 IVM的临床应用及机

理研究提供实验依据 。

1　材料与方法

1.1　病例选择

本实验所选取的 10例病例均为月经周期不规

则PCOS不孕患者 ,其中 9个患者为原发不孕 ,另 1

例为继发不孕 。在这些患者中 3例既往有中度或

重度卵巢过度刺激综合征病史 , 2例为卵巢反应不

良患者 ,1例为 3次 ICSI 治疗周期失败患者 ,不孕

时间(5.5±3.1)年 ,平均年龄(30.6±3.4)岁 。

1.2　小剂量 FSH刺激

所有患者均在使用促性腺激素释放激素激动

剂后 15 d或撤退性出血后第 5天 ,采用小剂量 FSH

(Metrodin HP , Serono , Switzerland)进行刺激 ,FSH 的

应用时间一般为 5 ～ 7 d , 11个周期使用 FSH 的平

均剂量为(1159±462)IU ,于 FSH 刺激后(5 ～ 8)d ,

或于周期的第 11 ～ 14 d 取卵 ,取卵前 17 h肌注人

绒毛膜促性腺激素(human chorionic gonadotropin ,

hCG)(Profasi , Serono , Switzerland)10 000 IU ,取卵当

天最大卵泡直径不超过 10 mm。

1.3　不成熟卵母细胞的获取

阴道 B 超引导下穿刺取卵 ,双腔管冲洗 1 ～ 2

遍 ,将卵泡穿刺液转移到 Em-Con过滤器中反复冲

洗 ,待卵泡液冲洗清亮后在解剖显微镜下仔细查找

卵-冠-丘复合体(oocyte-corona-cumulus complexes ,

OCCCs), 捡出的形态较好 OCCCs 置成熟培养液

(TCM 199+体积分数 20%胎牛血清+75 IU/L FSH

+10
4
IU/L hCG+0.05 g/L青霉素+0.075 g/L链霉

素)中 ,37 ℃,体积分数 5%CO2培养箱中进行成熟

培养。取卵后 20 h 观察 OCCCs的扩展情况 ,取卵

后 36 h观察并记录成熟情况 。

1.4　受精和胚胎培养

取卵后 36 h 后去除卵母细胞周围的卵丘细

胞 ,当观察到有第一极体排出时 ,认为卵母细胞成

熟。成熟卵母细胞均采用卵浆内单精子注射 (in-

tracytoplasmic sperm injection , ICSI)辅助受精 ,其余

生殖泡期(germinal vesicle , GV)或处于第一次减数

分裂中期(metaphase Ⅰ , M Ⅰ)的卵母细胞在成熟

培养液中继续培养 12 h ,至取卵后48 h将所得成熟

卵母细胞再进行 ICSI。 ICSI 后 14 ～ 18 h 观察并记

录原核及受精情况 ,受精卵在胚胎培养液 IVF-20

(IVF Science , Sweden)中继续培养2 ～ 3 d ,于取卵后
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第4天下午进行胚胎评分和胚胎移植 。

1.5　统计学分析

用 χ2检验分析各组率间差异显著性 , P <

0.05时认为差异具显著性 , P <0.01差异有极显

著意义。

2　结　果

2.1　OCCCs的形态学变化

11个 IVM周期共获取 209个 OCCCs用于体外

成熟。在 IVM前形态较好的 OCCCs卵丘细胞排列

得很紧密 ,整个卵母细胞被卵丘细胞完全包裹 ,有

些卵母细胞的卵浆中可见比较明显的生殖泡 , IVM

后20 h OCCCs逐步伸展 ,卵丘细胞之间的间隙变

大 ,卵母细胞中央的 GV也发生破裂 , IVM 后 36 h

OCCCs变得更加舒展 ,卵母细胞卵周间隙中可见第

一极体的排出。

2.2　卵母细胞成熟及胚胎发育情况

IVM后 36 h 去除卵母细胞周围的卵丘细胞 ,

209个不成熟卵母细胞中有 125个成熟(125/209 ,

59.8%),将体外培养 36 h尚未成熟的卵母细胞继

续培养至 48 h成熟卵母细胞总数达到 144个 ,48 h

成熟率为 68.9%, 体外成熟 36 h 时成熟卵母细胞

数目占 48 h 成熟卵母细胞总数的 86.8%(125/

144),这说明体外成熟36 h可以获得绝大多数的成

熟卵母细胞 ,只有少数卵母细胞(13.2%)要等到 48

h才能成熟。144个成熟卵母细胞受精率和分裂率

分别为71.5%(103/144)和 94.2%(97/103)。

2.3　临床结局

总共 10个患者 11 个 IVM 治疗周期共移植 41

个胚胎 , 胚胎移植后14 d hCG阳性 8例 ,其中 5例

于胚胎移植后 5周可见孕囊及胎心搏动 ,临床妊娠

率45.5%, 1例于 hCG阳性后第 5周阴道 B超检查

发现为空囊 ,另 2例分别于验尿阳性后 3周流产 ,

胚胎种植率 12.2%。其中第 1例妊娠阳性患者于

2000年 12 月进行胚胎移植 ,现为孕 21周+正常妊

娠中 。

3　讨　论

IVM 已经比较广泛地应用于哺乳动物的研究 ,

但是对于包括人类在内的灵长类动物 , IVM的研究

和应用还处于起步阶段 ,有关人类卵母细胞成熟的

机理还有很多问题值得进一步探讨[ 1] 。早在 1991

年Cha[ 2]就报道世界上第一例不成熟卵母细胞体

外成熟后出生婴儿 ,可是直到现在全世界通过 IVM

获得的出生婴儿也不超过 100 个[ 3] 。 IVM 成功率

低除与体外成熟卵母细胞胚胎发育及种植潜能下

降有关外 ,由于不能获得足够数量的不成熟卵母细

胞而导致可供移植的胚胎数目及质量下降也是一

个重要原因
[ 3]
。与体内成熟的卵母细胞相比 ,来源

于体外成熟卵母细胞胚胎发育相对较差 ,因此获取

一定数量的不成熟卵母细胞对于提高 IVM 的成功

率具有特别重要的意义。

研究证实 ,从 PCOS 患者获取的不成熟卵母细

胞比非 PCOS 明显增加
[ 4]
,目前 IVM 多以 PCOS 或

多囊卵巢患者为研究对象。至于在获取不成熟卵

母细胞前是否需要进行促性腺激素刺激一直存在

争议。在以往的研究中 ,Wynn 等[ 5]对比研究了在

月经周期正常患者中应用小剂量 FSH 刺激的探讨

研究 ,他们对 17 例供卵者短期内应用 600 IU 的

FSH ,然后从直径小于或等于 4 mm 的卵泡中获取

不成熟卵母细胞在体外成熟培养 48 h ,对照组 9例

患者没有进行 FSH 刺激 ,结果对照组与进行 FSH

刺激的患者卵母细胞成熟率分别为 43.5%和

71.1%,平均每个患者所得到的MII期卵母细胞由

(2.1±0.7)个上升到(4.8±0.7)个 ,作者认为 FSH

刺激有利于得到更多的成熟卵母细胞用于体外受

精和胚胎移植 ,而 Suikkari[ 6] 从黄体晚期开始给予

小剂量FSH刺激直到最大卵泡达到10mm 大小 ,他

们的结果也显示 ,小剂量 FSH能够有效地提高卵母

细胞获取率和受精率 。

本研究以 PCOS 患者作为研究对象 ,首次在卵

泡发育早中期对 PCOS患者给予小剂量 FSH 刺激 ,

于优势卵泡发生选择前获取不成熟卵母细胞进行

体外培养。11个 IVM 周期共获得 209个形态较好

的OCCCs ,平均每个周期获卵 19个 ,较 Cha等
[ 3]
从

非促性腺激素刺激周期平均获卵 13.6 个明显增

加。分析造成这种差异的原因 ,一方面可能与病例

选择有关 ,同时也提示在避免引起卵巢过度刺激综

合征的同时 ,小剂量 FSH刺激可能有利于形成一批

大小比较均匀的卵泡 ,增加不成熟卵母细胞的获取

效率 ,从而为进行下一步的体外成熟提供了比较充

足的卵母细胞来源。

虽然本研究中 11个周期获得了 5 例临床妊

娠 ,但是由于病例数较少 ,对小剂量 FSH 在 PCOS

中应用的可行性还无法作出一个明确结论 ,今后还

需要进行比较大样本的对照研究。不过本研究为
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进一步探讨如何提高 IVM的成功率提供一条思路 ,

也为减少PCOS患者卵巢过度刺激综合征的发生提

供了一条新的途径。
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采用自动模式转换 DDD起搏器 ,在快速心律失常

发生时 ,起搏器将及时转换起搏模式为双腔感知双

腔起搏按需型(DDI)或心室感知双腔起搏按需型

(VDI),避免阵发快速心律失常时双腔起搏器跟踪

快速心房率而产生的较快的心室起搏频率 ,防止心

悸 、心慌 、心功能恶化[ 5 , 6] 。自动模式转换(AMS)的

功能明显受房颤低感知和由于干扰引起过度感知

的限制。心房感知程控影响房颤的正确发现 ,适当

调程心房感知灵敏度 ,能提高 AMS的准确性[ 6～ 8] 。

根据AMS的程控记录判断该起搏技术对快速房性

心律失常疗效 ,才具有准确的客观依据。本组 2例

阵发心房颤动者安装具有自动模式转换的三腔起

搏器 ,术后发生阵发房颤时 ,起搏器均有效地自动

转换模式 ,效果良好 。

合并房内阻滞心功能差的病人 ,DDD起搏可能

发生 DDD频率应答(R)起搏综合征[ 1] ,这是由于左

右心房不同步起搏 ,左房的激动延迟发生 ,影响左

房收缩对左室充盈作用 ,使心排血量减少 ,病情加

重。应用双房同步起搏消除了房间传导阻滞使双

房电活动恢复同步化 ,可以预防某些快速房性心律

失常 ,治疗 DDD(R)起搏器综合征。本组 1例扩张

性心肌病心功能低下的病人 ,应用三腔起搏器治

疗 ,没有发生 DDD起搏器综合征 ,患者术后 1个月

复查心功能明显提高 ,左室腔缩小 。
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