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体外低氧培养系统下的高质量早期人胚形态学特征
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［摘要］目的 探讨低氧（7.5% O2）和高氧（20% O2）培养体系对人早期胚胎（D1~D3）体外发育及胚胎移

植临床结局的影响．方法 选取 2012 年 2 月至 2013 年 8 月在云南省第二人民医院生殖医学中心接受常规

IVF-ET治疗，行 D3新鲜胚胎移植的周期资料，共 280个周期，比较 7.5% O2低氧组（120个周期）和 20% O2高

氧组（160个周期）早期胚胎体外发育的结果和胚胎移植的临床结局．结果 低氧组 D3优级胚胎形态外观上明

显有别于次优级胚胎（即传统优级胚胎），呈卵裂球紧贴，裂球边界渐模糊的形态学特征，且优级胚胎率显著高

于高氧组（66.22%与 47.54%），但 2组受精率、卵裂率和可用胚胎率比较差异无统计学意义．低氧组胚胎的着床

率显著高于高氧组（42.94%与 31.01%），生化妊娠率（62.22%与 47.06%）和临床妊娠率（53.33%与 39.22%）也

均比高氧组高．结论 体外低氧培养系统能产生质量更高的人早期胚胎，对提高 IVF临床结局有益．
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of low oxygen tension（7.5% O2） on human embryo

development in vitro and outcome of women undergoing IVF-ET. Methods The data of 280 routine IVF cycles with
fresh embryo transfer on day3 conducted in the 2nd People's Hospital of Yunnan Province from February 2012 to

August 2013 were retrospectively analyzed. Two groups， 7.5% O2 low oxygen tension（n=120） and 20% O2 high

oxygen tension（n＝160），were setup for early embryo （D1-D3） development in vitro. Results Good quality

embryo on day 3 in low oxygen tension group showed morphologically appearance of blastomere mutually clinging to

each other，a characteristic of slight compaction. Higher rate of good quality embryo （66.22% V. 47.54%） and of

clinical pregnancy（53.33% v. 39.22%） were found in the low oxygen tension group. There were no significantly

differences in rates of fertilization，cleavage and embryo utilization respectively between the two groups （ all >0.

05） . Conclusion High quality early stage human embryos can be developed in vitro in low oxygen tension， and

may improve clinic outcome of IVF.
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以体外受精 - 胚胎移植 （in vitro fertilization

embryo transfer， IVF-ET）及其衍生技术为基础的

人类辅助生殖技术最近 10 a发展迅速，并在国内

外成为了临床治疗不孕不育症的常规手段之一．随

着 IVF-ET及其衍生技术的不断完善，人们逐渐认

识到，目前对人类辅助生殖技术的最大挑战是以最
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小的干预过程为患者提供最大的单胚移植活产率．

这就要求辅助生殖技术实验室优化胚胎早期发育阶

段的环境，为培养高质量发育潜能的胚胎提供物质

基础，进而实现单胚移植高活产率的目的．

在体外培养早期胚胎过程中，氧气对人胚胎的

作用一直未有定论[1]．30 a来，人类及动物早期胚

胎的体外培养方法一直沿用传统的体细胞培养方

案，即在 5%CO2＋20%O2的培养箱中进行．但是，

动物子宫和输卵管里的 O2浓度通常在 2%～8%之

间波动[2，3]，提示动物早期胚胎的生存环境是低氧

的．将大鼠[4]、猪 [5]、山羊[6]和牛[7]等动物的早期胚

胎培养在低氧（5%~7%）环境下均获得了更好的

发育结果．低氧条件下培养的小鼠早期胚胎，非整

倍体数量明显减少[8]．Ottosen等[9]报道人宫腔内的
O2浓度为 2%，人的早期胚胎是否也在低氧环境中

发育？迄今体外低氧培养系统对人类早期胚胎发育

及临床结局影响的报道不尽一致．Dumoulin等[10]和

Kea等[11]认为低氧培养的人胚在 D2和 D3移植的着

床率及临床妊娠率并无明显优势．虽然杨雨等[12]的

结果与 Kea等 [11]的相似，但认为低氧培养环境对

ICSI授精短期体外培养胚胎优于高氧培养环境．

Kovacic等[13]的结果则支持低氧对 IVF治疗周期中

的妊娠率和活产率有帮助，而且对卵巢反应不良的

患者的临床妊娠率更有益．本研究旨在比较低氧

（7.5% O2）和高氧（20% O2）培养体系对人早期胚

胎（D1~D3）体外发育及临床结局的影响，为优化

胚胎早期发育阶段的环境提供科学依据．

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2012年 2月至 2013年 8月到云南省第二

人民医院生殖医学中心接受常规 IVF-ET治疗，行

D3新鲜胚胎移植的周期资料，共 280个周期．不

孕原因为免疫因素、输卵管盆腔因素及原因不明因

素，排除因男性因素导致的不育．根据培养箱中

O2 浓度分为 2 组：20％O2 高氧组，7.5％O2 低氧

组．使用同一品牌的三气或单气 ASTEC 培养箱

（Astec 公司，日本），型号分别为 APM-30D 和

APC-30D．

1.2 研究方法

1.2.1 超排卵方案 2组对象都采用常规长方案超

排卵 [14]，即用促性腺激素释放激素 （gonadotropin

releasing hormone，GnRH-a）降调节，月经来潮后

开始用促性腺激素（Gn）促卵泡发育，期间用超

声观察和测定血清激素监测卵泡发育状况，当大于

18 mm卵泡的数量占 14 mm 以上卵泡总数量的比

例≥60%时，给予人绒毛膜促性腺激素 （human

chorionic gonadotropin，HCG） 5 000～10 000 U 促

卵子成熟．注射 HCG后 36～38 h，行阴道超声介

导下穿刺取卵术，并记录卵子成熟度和获卵数．

1.2.2 体外受精及胚胎发育 2组卵子被拣出后即

放入相应氧浓度的培养箱预培养，体外受精过程在

各自的培养箱中进行．操作配子和胚胎用的培养基

为 Quinn’s系列产品（SAGE in Vitro Fertilization公

司，美国），精液处理采用上游法．受精后 17～19

h观察原核并对原核评分，观察到 2个原核（2PN）

判断为正常受精．正常的受精卵在各自氧浓度的培

养箱中培养至 D3移植．D2和 D3分别记录 1次胚
胎发育情况．

1.2.3 胚胎评级 参照 Brinsden[15]的方法并结合云

南省第二人民医院生殖中心的工作实践，优级胚胎

为 Brinsden标准的 I或 II级胚，同时卵裂球在 D3

表现出紧贴外观，次优级胚胎（或传统优级胚胎）

为 Brinsden标准的 I或 II级胚，但 D3卵裂球边界

分明，未紧贴．

1.2.4 胚胎移植取卵后第 3天（D3）按胚胎发育

进度和评级情况选择高质量胚胎移植，视患者的年

龄、周期情况和优级胚胎数量确定移植 1或 2个优

级或次优级胚胎，剩余的可用胚胎采用玻璃化冷冻

保存．胚胎移植后 14 d检测血 HCG≥50 U/L者判

定为生化妊娠，若 2周后 B 超检测到孕囊则为临

床妊娠．

1.2.5 相对指标计算

正常受精率 = 2PN数
获卵数

×100%

优胚率 = 优胚数
2PN卵裂数

×100%

可用胚率 =移植胚胎数 +冷冻胚胎数
2PN卵裂数

×100%

胚胎着床率 = 孕囊数
移植胚胎数

×100%

1.3 统计学分析

采用 SPSS统计软件进行统计学分析，组间均

数比较采用 检验，率的比较采用χ2检验．

2 结果

2.1 一般情况

本研究的 7.5% O2低氧组 120个周期，20% O2

高氧组 160个周期．在 2组的一般性资料中，患者
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平均年龄、平均不孕时间、平均体重指数（BMI）、

HCG日 E2浓度及内膜厚度、获卵数、移植胚胎数

等差异无统计学意义，表 1．

2.2 不同氧浓度环境下胚胎发育结果比较

2组受精率、卵裂率和可用胚胎率比较均差异

无统计学意义，高氧组同期的胚胎（图 1 A列）只

是传统优级胚胎．但低氧组的 D3胚胎形态表现的

优级状明显（图 1 B 列），而且低氧组 D3优级胚

胎率显著高于高氧组（＜0.01），见表 2.

2.3 低氧浓度培养胚胎对临床结局的影响

低氧组胚胎着床率显著高于高氧组 （ ＜

0.01），而且低氧组生化妊娠率和临床妊娠率均比

高氧组高（＜0.05），见表 2．

组 别 受精率 卵裂率 优胚率 可用胚胎率 着床率 生化妊娠率 临床妊娠率

7.5% O2组 82.69 97.14 66.22 85.03 42.94 62.22 53.33

20% O2组 81.14 96.57 47.54* 86.54 31.01** 47.06** 39.22**

表 2 胚胎体外发育结果和临床结局比较（%）

Tab. 2 Comparison of embryos development in vitro and clinical outcome（%）

表 1 2组一般资料比较（x±s）
Tab. 1 Comparison of baseline data between two groups（x±s）

组 别 n
年龄

（岁）

不孕时

间（a）
BMI

hCG日 E2

浓度（ng/mL）

hCG日内

膜厚度（mm）

获卵数

（枚）

移植胚

胎数（个）

7.5% O2组 120 32.14±3.52 4.11±2.95 20.56±2.11 2651±1104 11.3±1.5 11.27±4.21 2.67±0.41

20% O2组 160 31.89±3.01 4.07±2.32 21.05±2.27 2729±1201 10.8±1.2 10.89±3.65 2.72±0.34

与 7.5% O2组比较，* ＜0.05，** ＜0.01.

3 讨论

为了应对人类辅助生殖技术的挑战，即为患者

提供最大的单胚移植活产率，优化早期胚胎发育阶

段的体外培养环境是目前可选的措施之一．本研究

比较了 7.5% O2和 20% O2的体外培养环境对人胚

早期发育及胚胎移植临床结局的影响．结果表明：

受精卵在 7.5% O2低氧环境中培养 48 h，可在 D3

上午观察到优级胚胎（图 1 B列），这些优级胚在
形态学上明显有别于次优级胚胎（即传统优级胚

胎，图 1 A列）．这是国内外首次报道在 IVF操作

过程中，人早期胚胎在 D3上午或下午移植前表现

出卵裂球紧贴，裂球边界渐模糊的形态学特征．过

去 30 a国内外 IVF操作实践表明，人早期胚胎在

传统的单气培养箱（即本研究的 20% O2高氧组）

培养 48 h，传统优级胚在 D3表现的形态特点是卵

裂球大小均匀或轻度不均匀，裂球清晰分布规则，

胞质透明均质，无或少见裂球碎片（<5%） （图 1 A

列） [15]．用传统单气培养箱培养的人早期胚胎通常

在 D4表现致密化（Compact），并在 D4晚些时候

形成桑椹胚（Morula）．本研究低氧组 D3优级胚

的形态有别于桑椹胚，比桑椹胚致密化的程度低，

仅仅表现为裂球间边界紧贴程度高，但尚能在显微

镜下分辨出卵裂球．本研究观察到的 D3优级胚胎

形态特征可能与笔者的操作有关．本研究使用的

低氧浓度是 7.5% O2，与文献报道的 5%O2作为低

氧浓度有所区别，而且在胚胎分组培养之前，从

培养基的过夜预平衡，到拣卵及受精等操作过程

都是在各自的氧浓度下完成的．笔者认为在 COC

取出来后即实行氧浓度分组操作，能尽可能减少

前期高氧浓度对卵母细胞和受精过程的影响，进

而干扰分组后胚胎的发育结果．

本研究低氧组的生化妊娠率和临床妊娠率均

比高氧组高 （ ＜0.05），这一结果与 Kasterrstein
等[16]的报道一致．在笔者的 IVF实践中，行 D3胚

胎移植操作的时间往往在下午，此时已经可以从

形态学上判别并挑选高质量的优级胚胎（图 1 B

列），为取得好的临床结局提供了物质保障．本研

究低氧组 D3优级胚胎率显著高于高氧组（表 2）

是低氧组获得高临床妊娠率的直接原因．本研究

的结果表明，认为人早期胚胎可能对较高浓度氧

气产生的毒性不敏感这一观点值得商榷．此外，

从 IVF临床结局来看，本研究从形态学上确定的

D3 优级胚胎有比较高的可信度，而且容易识别

（图 1 B列）．

细胞间的粘连是细胞间物质和信息交流的一

种表现形式，属于间隙连接介导的细胞间通讯

（gap junction intercellular communication，GJIC）．虽

然对 GJIC 的形成和确切的生理功能目前仍不清
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楚，但人们认为 GJIC在胚胎发育，卵裂球的同步

化活动和细胞分化等方面有重要作用[17，18]．GJIC在

小鼠和兔早期胚胎的启动时间为 4～8细胞期，其

对胚胎致密化和卵裂球分化命运应该有影响．本

研究低氧组培养产生的优级胚，卵裂球细胞间的
粘连程度比高氧组的高，笔者推测这种现象可能

更符合人生理状态下自然受孕胚胎的发育情况．

综上所述，低氧环境下培养的人早期胚胎，在

D3有外观特征明显的优级胚，用这种胚胎移植，

能获得较高的着床率和妊娠率．因此，体外低氧

培养系统对提高 IVF临床结局有益．
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