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学科专业 ： 妇产科学

导师 ： 姚元庆 教授

自体脂肪间充质干细胞线粒体移植在

辅助生殖技术中应用 的初步研究

中文摘要

研究背景及 目 的 ：

女性 的生殖能 力 在 ２５ 岁 左 右 达 高峰 ，
３ ５ 岁 以后 生殖能 力 明 显下 降 。 在辅助 生

殖技木工作 中 ，
３ ７ 岁 以上不孕 患者 的妊娠率仅在 ２０％左 右 。 多 项研 究表 明 ， 年龄

相 关 的妊娠率下降 以 及 ＩＶＦ 反 复种植失败是 由 于 卵子 线粒体功 能 障碍 ，
生成 ＡＴＰ

能 力 减低
， 影响 染 色体正 常分 离 、 受精及胚胎 发 育潜 能等 。 因 此

，
为 了 提 高 高龄

女性辅助生殖成功 率
，
本 实验研 究

，
通过人 自 体脂肪 间 充质 干 细胞 中 线粒体进行

卵细胞 内 移植的初 步研 究
，
改善 卵母细胞质 量及胚胎 发 育潜能 ，

进 而提 高 ＩＶＦ 成

功率 。

方法 ：

第
一部分 ： 整形 外科吸脂 术获得腹部 皮 下 脂肪 ，

０ ． １％Ｉ 型股原酶消化
，
贴壁

培养获得人脂肪 间 充质 干 细胞 ，
绘制 细胞增殖 曲 线 ， 进行流式细胞检测 细胞表型

，

并通过人脂肪 间 充质 干细胞成脂 、 成骨诱导验证其是否 具有 多 功 能分化潜 能 。

第 二部分 ： 通过流式细胞术检测 线粒体膜 电位及 活性氧 （ ＲＯＳ ） 含量
，
化学

发 光检测仪 （ 丨ｕｍ ｉｎｏｍ ｅｔｅｒ ） 测 定 ＲＬＵ 值
，
进 而 反映 ＡＴＰ 浓度 。 比较脂肪 间 充质 干

细胞与 脂 肪细胞 中 线粒体功 能 。 数据分析采 用 配对 ｔ 检验
，

Ｐ＜ ０ ． ０ ５ 具有统计 学 意

义 。

第三部分 ： 进行 临 床上首例 自 体脂 肪 间 充 质 干 细胞 线粒体移植 。 通过 差 速 离

心 法提取 线粒体 。 于取 卵 当 日
，
线粒体 与 制 动 的精子一 同 注 入 卵细胞胞 浆 内

， 作

为 实验组
， 单纯 ＩＣ Ｓ Ｉ 的胚胎作 为 对照 组 。 之后 观察 卵子 的 受精情况及胚胎 发育情

况
， 并对胚胎进行植入前遗传 学 筛 查 以 及 线粒体 ＤＮＡ 拷 贝 数 的测 定 。

２
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结果 ：

第
一

部分 ： 获得形 态 均 一 、 长梭形 、 贴 壁 生 长 的人脂肪 间 充质 干 细胞
，

细胞

增殖 良好 ， 有 明 显的指数生 长期 ，
体外 能 长期培 养 存 活 ， 并保持不分化状 态 ；

流

式检测 细胞 高 表达 ＣＤ １ ０５ 、 ＣＤ ９０
，
低表达 ＣＤ ３ ４ 、 ＣＤ４ ５ 。 能 向 成脂 、 成骨诱

导分化 。

第 二部分 ： 随着年龄的增 长 ，
脂肪 细胞 、 脂肪 干细胞线粒体功 能均 下 降 。 但

来源 于 同
一脂肪组织 中 ，

脂肪 间 充质 干细胞的 线粒体 ＡＴＰ 水平 、 膜 电位 高 于脂肪

组织
，
活性氧水平低于脂肪细胞 。

第三部分 ： 临床上首例行 线粒体移植的胚胎 受精与 胚胎 发育情况无 明显异常 ，

ＰＧ Ｓ 显示胚胎 染 色体均 异 常 。 实验组 中胚胎 线粒体 ＤＮＡ 拷 贝 数 高 于对照组 中 未行

线粒体移植的胚胎 。

结论 ： 稳 定分 离 培养脂肪 间 充质 干细胞
，
研 究证实 脂肪 间 充质 干 细胞 中 线粒体功

能 更优 。 开展临 床首例 自 体脂肪 间 充质 干细胞线粒体移植
，
并且胚胎 线粒体 ＤＮＡ

拷 贝 数增加 ，
具有一 定 的 可行性 。

关键词 ： 脂肪 间 充质 干细胞 、 线粒体 、 辅助 生殖 、 胚胎

３
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前言
一

随着社会的发展及我国二孩政策的颁布 ， 高龄女性生育 问题逐渐成为社会关

注的焦点 。 根据美 国疾病控制 中心在 ２０ １ ５ 年发表的 《 ２０ １ ３ 年辅助生殖技术国家总

结报告 》 的最新数据显示 ： 在美 国 ４６７ 个生殖医学机构报告的 １ ９０７７３ 个辅助生殖

技术周期 中 ， ６２ ． ５％患者的年龄超过 ３ ５ 岁
［

１
］

。根据英 国人类胚胎和受精管理局 ２０ １ ４

年发表的 《 ２０ １ ３ 生育治疗趋势和数据 》 显示 ： 在英国 ， ５ ６ ． ３％接受辅助生殖技术治

疗的患者年龄超过 ３ ５ 岁 ［
２

］
。 在我国 ， 根据国家卫计委的预测 ， 目 前 ， 全国符

合全面二孩政策条件的夫妇约有 ９０００ 万对 ， 约有 ６０％在 ３ ５ 岁 以上
［
３

］
。 因此 ，

高龄女性的生育 问题是 目前所面临 的重大社会需求 。

研究显示 ： 随着女性年龄的增长 ， 其生育能力下降 ， 不孕几率增加 ， 辅助生

殖技术成功率下降 。 大量的临床数据显示 ： ３ ０ 岁 时 ， 女性 １ 年 内 的 自 然受孕率为

７ ５％ ，３ ５ 岁 时女性 １ 年 内 自 然受孕率为 ６６％ ， ４０ 岁 女性 １ 年 内 自 然受孕率时为

４４％
［
４

］
。 同时 ， 高龄女性妊娠后的流产率及生缺陷发生率也显著增高 。 人类辅助

生殖技术是采用体外受精 －胚胎移植 （ ＩＶＦ ） 等人工方法获得妊娠的 临床技术 。 高

龄女性不孕症患者体外受精 －胚胎移植 （ ＩＶＦ ） 的临床结局较年轻患者明显差 。 根

据美 国和英国 的最新统计数据
［

１
，

２
］

，４０ 岁 以上高龄女性的辅助生殖技术活产率

低于 ２０％ ， 与 ３ ０ 岁 以下女性 比较 ， 其活产率下降超过 ５ ０％ 。 改善高龄女性不

孕 的 临床结局 ， 降低 出 生缺陷 的风险是人类辅助生殖技术发展的新趋势 。

高龄女性生育能力下降 ， 辅助生殖技术失败率增高 ， 其主要原因之
一

为胚胎

非整倍体 。 Ｆｒａｎａｓ ｉ ａｋ 等检测 了１ ５ １ ６９ 个 ＩＶＦ 囊胚的染色体数 目 ， 发现 ６ １ ６ ８ 个胚

胎为非整倍体 （ ４０ ． ７％ ） 。 女性年龄 ３ ５ 岁 以上 ， 胚胎非整倍体的 比例 为 ３ ５％ ，３ ７

岁 以上超过 ４０％ ，４０ 岁 以上高达 ５ ０％以上
［

５
］

。 早期胚胎的非整倍体将造成大部

分胚胎发育阻滞或种植失败 ， 造成妊娠失败或流产 。 如果妊娠继续 ， 将造成严重

的 出 生缺陷 。 例如 ２ １
－三体综合征等 。 导致胚胎非整倍体重要原因是卵母细胞线粒

体功能不全或受损 。

导致胚胎非整倍体重要原 因是卵母细胞线粒体功能不全或受损 。 线粒体是 由

内 、 外双层膜包被的细胞器 。 是细胞进行能量转化和有氧呼吸的主要场所 。 参与

细胞生长 、 分化 、 凋亡和信号传导等基本生物学过程 。 线粒体为
一

种半 自 主细胞

器 ， 拥有独立的遗传物质和遗传体系 。 人类线粒体 ＤＮＡ（ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａｌＤＮＡ ，

６
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ｍ ｔＤＮＡ ）为双链环状 ， 长度为 １ ６
，

５６９ｂｐ ， 含有 ３ ７ 个基因 ， 编码两种 ｒＲＮＡ （１ ２ ＳｒＲＮＡ

和 １ ６ＳｒＲＮＡ ） 、 ２２ 种 ｔＲＮＡ 以及 １ ３ 种多肽 。 线粒体在细胞中 的分布 、 形态 、 代

谢具有组织和器官特异性 。 分化成熟的体细胞含有 １ ０００－

１ ００００ 个线粒体 ， 形态

为通常为棒状或细丝状颗粒 ， 氧化磷酸化为 ＡＴＰ 转化途径 。 成熟的人卵母细胞

含有超过 １ ０ 万个线粒体 ， 是人体含有线粒体最多 的细胞 。 卵母细胞线粒体形态

特点是圆形 ， 内 、 外膜厚度大 ， 嵴数 目 少 。 ＡＴＰ 转化途径为糖酵解和磷酸戊糖

途径 。 胚胎中 线粒体遗传 自 母方 ，故线粒体对于卵母细胞成熟 、 受精及胚胎发育等

密切相关 。

卵母细胞的线粒体通过对纺锤体形成 、 染色体分离 、 细胞周 期等的调节在

早期胚胎发育 中起重要作用 。 高龄女性的卵母细胞 ｍ ｔＤＮＡ 受到几十年 的活性氧

作用 而出现累积性损伤 ， ｍ ｔＤＮＡ 拷贝数下降 、 突变和缺失增加 ， 导致线粒体功

能不全和 ＡＴＰ 水平下降 ， 引起纺锤体形成缺陷和染色体分离异常 ， 造成胚胎染

色体非整倍体 。 同时 ， 卵母细胞线粒体损伤也使早期胚胎发育所需能量供应下降 ，

造成胚胎卵裂和囊胚形成受阻 ， 导致胚胎停育 、 流产等不 良妊娠结局 。 因此 ， 高

龄女性卵母细胞线粒体功能不全是生育力下降 ， 不孕及辅助生殖技术不 良临床结

局 的主要分子生物学机制 。

前言 二

针对高龄女性卵母细胞中线粒体功能下降 ， 导致卵母细胞成熟受阻 ， 受精卵 ／

胚胎发育异常这
一

辅助生殖技术的 问题 ， 研究者试 图通过增加 卵母细胞中线粒体

的个数 ， 或改善线粒体的功能 ， 进而改善卵母细胞质量 ， 促进受精卵 ／胚胎的发育 ，

提高辅助生殖技术的成功率 。

１ ９ ８ ２ 年 ， Ｍｕｇｇｌ ｅｔｏｎ
－Ｈ ａｒｒｉ ｓ 等在 《 自 然 》 杂志发表 了经典论文 ， 将健康小

鼠的卵母细胞胞浆注射到两细胞发育阻滞的小 鼠卵母细胞中 ， 克服小 鼠胚胎发育

的两细胞阻滞 。 此后 ， 卵母细胞胞衆移植 （ ｏｏｐ ｌａｓｍ ｉｃｔｒａｎｓｆｅｒ ， ＯＴ ） 开始应用于

ＩＶＦ 中 。 将年轻女性卵母细胞胞浆通过显微注射的方式移植到高龄女性的卵母细

胞胞浆中 。 １ ９９ ８ 年 ， Ｃｏｈｅｎ 等报告 了首例采用 ＯＴ 技术诞生的新生儿 。 至今 ，

约有超过 ３ ０ 个 ＯＴ 技术的辅助生殖技术婴儿出 生 ， 主要应用于高龄 、 反复流产和

ＩＶＦ 失败的患者
［
９

］
。 ＯＴ 技术的具体机制仍然不 明 。 大部分学者认为 ， 供者卵母

７
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细胞胞浆中 的线粒体对受者卵母细胞的补充可能发挥 了重要作用 。

此 外 ， ２ ０ １ １ 年 ， 英 国 开 展 了
一

项 技 术 为 人 卵 母 细 胞 线 粒 体 置 换 技 术

（ ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｒｅｐ ｌ ａｃｅｍｅｎｔ ） 。 正常生理状态下 ， 胚胎细胞的线粒体基因组来源

于母体 ， 具有勻
一

性 （ ｈｏｍｏｐ ｌ ａｓｍｙ ） 。 当胚胎细胞同时存在突变或缺失的 ｍ ｔＤＮＡ

和正常的 ｍｔＤＮＡ 时 ， 处于异质状态 （ ｈｅｔｅｒｏｐ ｌ ａｓｍｙ ） 。 当异常 ｍｔＤＮＡ 的 比例

在胚胎细胞中超过
一

定 的 阈值 ， 通常是 ５ ０ －

６０％时 ， 线粒体的功能出现异常 ， 有可

能导致胚胎发育异常或线粒体疾病 。 而导致线粒体疾病发生的异常 ｍｔＤＮＡ 比例

的 阈值称为
“

瓶颈 （ ｂｏ ｔｔ ｌ ｅｎｅｃｋ ）
”

。 目 前 ， ｍ ｔＤＮＡ 突变或缺失造成的遗传性疾

病 尚无有效的临床治疗和预防方法 。 ２０ １ １ 年 ， 英 国人类胚胎和受精管理局组织

专家委 员 会对人卵母细胞线粒体置换技术 （ ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｐ
ｌａｃｅｍｅｎｔ ） 防止

ｍ ｔＤＮＡ 异常导致的线粒体疾病的可行性和安全性进行 了 系统评估 ， 正式批准在

英国 临床应用人卵母细胞线粒体置换技术 ， 并于 ２０ １ ３ 年和 ２０ １ ４ 年进行 了 两次

再评估
［
１ ０

］
。 ２０ １ ４ 年 ， 美国药品和食品管理局 （ ＦＤＡ ） 也在考虑批准人卵母细胞

线粒体置换技术的初步临床试验
［

１ １
］

。 人卵母细胞线粒体置换可 以通过核移植技术

（ ｎｕｃ ｌ ｅａｒｔｒａｎ ｓｆｅｒ
，ＮＴ ） 和母体纺锤体移植 （ ｍａｔｅｒｎａ ｌｓｐ ｉｎｄ ｌ ｅｔｒａｎ ｓｆｅｒ

，ＭＳＴ ） 技

术完成 。 前者将 ｍｔＤＮＡ 异常患者卵母细胞核移植到 ｍｔＤＮＡ 正常供者去除核的

卵母细胞 ， 重构成为
一

个新的卵母细胞 。 后者则将 ｍ ｔＤＮＡ 异常患者受精卵 的

纺锤体 （ 含雌原和和雄原核 ） 移植到 ｍｔＤＮＡ 正常供者去除纺锤体的受精卵 ， 重

构成为
一

个新的受精卵 。 两者 的共 同点是 ， 核移植或纺锤体移植后 ， 重构的卵

母细胞或受精卵的胞浆和 ｍ ｔＤＮＡ 是来 自 第三方供者 ， ｍ ｔＤＮＡ 正常 。 英国人类

胚胎和受精管理局组织的专家委员会对 ＮＴ 和 ＭＳＴ 从技术可行性 、 安全性及涉

及的医学伦理 、 法律法规 、 社会影响等方面进行 了全面的综合评估 ， 并两次依据

新的研究结果再评估 ， 展现 了对于新的生殖医学技术在临床应用上的高度慎重和

积极进取 ， 值得借鉴 。

然而 ， 人卵母细胞胞浆移植技术及人卵母细胞线粒体置换技术仍然存在着安

全性和伦理方面的 问题和广泛争议 。 主要 问题如下 ．

？

（ １ ） 卵母细胞胞浆移植导致的线粒体异质性可能引起线粒体疾病正常生理状

态下 ， 胚胎的线粒体基因组来源于母体 ， 具有匀
一

性 。 而移植了异体线粒体的

卵母细胞含有两个来源的线粒体 ， 具有异质性 。 研究显示 ， 采用体卵母细胞胞

８
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浆移植的体外受精 －胚胎移植
“

试管婴儿
”

含有母体和供体的两种线粒体 ， 比例从

０ －

８０％不等 。 线粒体的异质性的后代存在发生代谢综合征和线粒体疾病 的风险

［
１ ２

］
。 实验研究发现 ， 异体卵母细胞胞浆移植出生的小 鼠发生高血压 、 体重指数

增加 、 电解质和血液指标紊乱等代谢综合征表现 。 其可能 的机制是两个来源 的

ｍ ｔＤＮＡ 编码不同 的氨基酸造成类似于线粒体疾病的表现 。

（ ２ ） 卵母细胞胞浆移植和线粒体置换技术子代存在三方基因组 ， 引发争议和伦

理 问题 。 人卵母细胞胞浆移植和卵母细胞线粒体置换技术均 由供体提供卵母细胞

胞浆 ， ｍ ｔＤＮＡ 来 自 第三方 ， 出生的后代中存在三种来源的基因组 ＤＮＡ 。 因此 ，

异体卵母细胞线粒体移植在医学伦理上也存在巨大和广泛争议 。 这些争议包括 了

父母认定 、 家庭价值 、 供者风险 、 社会公义 、 宗教因素等方面 。

（ ３ ） 卵母细胞线粒体置换技术存在潜在技术风险 。 卵母细胞线粒体置换所采用 的

卵母细胞核移植技术和纺锤体移植技术涉及卵母细胞和受精卵重构 ， 存在胞核和

纺锤体损伤的潜在风险 。

（ ４ ） 卵母细胞核移植技术和纺锤体移植技术均需要卵母细胞捐赠 。 供卵者来源 困

难 ， 这将极大限制技术的临床应用 。

综上所述 ， 高龄女性卵母细胞线粒体功能不全导致胚胎非整倍体 、 发育阻滞

和种植失败 。 目 前解决的办法 ： 卵母细胞胞浆移植和 卵母细胞线粒体置换技术均

存在着线粒体异质性造成的子代安全性风险和伦理 问题 。 因此 ， 我们提 出新的研

究思路和临床策略 。 将 自 体脂肪组织间充质干细胞线粒体移植到高龄女性的卵母

细胞 ， 纠正线粒体功能不全 ， 改善辅助生殖技术的临床结局 。

人间充质干细胞 （ ｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍ ａｌｓ ｔｅｍｃｅ ｌ ｌ ｓ
，ＨＭＳＣ ） ， 广泛存在于人类

脐带 、 胎盘 、 脂肪及骨髓等多种组织 ， 可被诱导分化成硬骨 、 软骨 、 脂肪和其他

类型的细胞 ， 具有 多 向 分化潜能 、 间充质干细胞线粒体移植被应用于治疗心肌细

胞和呼吸道上皮细胞线粒体功能障碍 ， 显示 了崭新的应用前景 ［
１ ３

］
。

自 体脂肪 间充质干细胞线粒体移植的优势在于 ：

（ １ ） 不存在异体线粒体移植所造成的线粒体异质性 ；

（ ２ ） 避免子代存在第三方基因组所带来的争议和伦理 问题 ；

（ ３ ） 不需要卵母细胞或受精卵重构 ， 降低 了损伤风险 ；

（ ４ ） 不需要第三方供卵 ， 提高 了 临床应用 的可行性 ；

９
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（ ５ ） 不涉及生殖细胞的基因编辑 ， 避免 了相关的争议和伦理问题 ；

（ ６ ） 自 体间充质干细胞技术成熟 、 简单 、 可行性高 。

开展 自 体脂肪间充质干细胞线粒体移植在高龄不孕女性患者体外受精 －胚胎移

植 中应用 的探索性研究将成为解决高龄女性生育 问题和阻断线粒体疾病提供
一

个

新的临床思路及途径 ， 对于辅助生殖技术的发展具有重要 的 临床应用价值 ， 对于

进
一

步 了 解高龄女性生殖生理和遗传性线粒体疾病具有理论意义 ， 也将有助 于我

国在人类辅助生殖技术保持在世界前沿领域 。
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第一部分 ： 人脂肪间充质干细胞分离 、 培养及鉴定

引 言

干细胞 （ ｓ ｔｅｍｃｅｌ ｌ ） 是
一

类可进行 自 我复制 、 并在
一

定诱导环境中 具有多 向

分化潜能的细胞 。 单
一

来源的干细胞经过不 同诱导剂诱导后 ， 可形成多种不 同类

型 的细胞 ， 同 时也具有在生物机体中分化 、 重建组织的功能 。 是人类医疗科研中

理想的组织种子 。 ２００ １ 年 ， Ｚｕｋ 等
［
２

］
首次成功从人类脂肪组织分离 、 培养 出脂肪

间充质干细胞 （
ｈｕｍａｎａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓ ｔｅｍ／ｓ ｔｏｍａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓ ，ＨＡＤＳＣ ｓ
） ［
２ － ７

］
。 人脂肪干

细胞经过不 同的诱导剂诱导后可分化为 ： 脂肪细胞 、 软骨细胞 、 成骨细胞 、 肝脏

细胞 、 骨骼肌细胞等多种 中胚层分化而来的细胞 ， 并且 ， 可 以分化成其他胚层的

细胞 ， 由此显示 ， 脂肪干细胞是具有多 向分化潜能的干细胞 ［
８

］
。 流式细胞技术分

析脂肪间充质干细胞表达的分子 ， 发现和其他组织间充质分离 出 的干细胞相似

［
９

］
。

ＨＡＤ ＳＣ ｓ 作为
“

组织种子
”

应用 于科研 、 医疗 ， 具有 以下优势 ：

１ 、 取材便捷 、 组织量多 、 同时患者痛苦小

与其他间充质干细胞
一

样 ， ＨＡＤＳＣ ｓ 可分化成为 多种类型的组织细胞 ， 但在

取材方面 ， 抽脂培养 ＨＡＤＳＣ ｓ 比骨髓干细胞较容易
［

１ １
］

。 骨髓穿刺过程中 ， 患者

十分痛苦 ， 同 时存在
？

定的操作风险 。 并且获取的骨髓量很有限 。 然而 ， ＨＡＤＳＣ ｓ

可 以从患者吸脂术后得到 ， 局麻下操作腹部吸脂术 ， 所获取的脂肪组织极其丰富 ，

取材便捷 ， 操作过程相对简单 。 在临床上 ， 患者 自 体脂肪经过分离 、 培养 出

ＨＡＤ ＳＣ ｓ ， 可直接用于患者 自 身 ， 是优化个体化治疗的 良好选择 。

２ 、 自 体 ＨＡＤ ＳＣ ｓ 应用不存在免疫排斥

多项研究显示 ， 间充质干细胞表面表达人类主要组织相容性复合体 （ ＭＨＣ ）

较低 ， 其本身 的免疫源性若 。 在本研究中我们采用 了 高龄女性 自 体的脂肪间充质

干细胞进行分离 、 培养 ， 并提取线粒体 ， 不存在免疫排斥反应 ， 在线粒体移植中

更具有优势 。

３ 、 ＨＡＤＳＣ ｓ 临床应用 的安全性

ＨＡＤ ＳＣ ｓ 在临床科研研究中具有较好的安全性 。 ＨＡＤＳＣ ｓ 与胚胎干细胞相 比

１ ２
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较 ， 胚胎干细胞可 以无限增殖 、 传代 ， 研究证 明胚胎干细胞具有致瘤风险 （ 例如

畸胎瘤 ）
［
１ ０

］
， 目 前尚未发现人类脂肪干细胞具有致瘤的风险 。

同时在该研究屮 ， 高龄女性 自 体 ＨＡＤＳＣ ｓ 分离 、 培养 ， 提取线粒体进行移植 ，

不存在医学伦理的 问题 ， 可 以被人们所接受 。

本部分实验 ， 将通过经典的胶原酶消化法 ， 分离 、 培养 出 ＨＡＤＳＣ ｓ ， 研究其

生物学行为 ， 分析鉴定细胞表面分子 。 为进行 自 体脂肪间充质干细胞线粒体移植

保证稳定的细胞来源 。

材料和方法

一

、试剂与耗材

１ ． 脂肪组织

人脂肪组织来源于解放军总 医院整形外科 ， 取 自 女性吸脂患者术后弃用 、 无

菌的脂肪组织 。 术前告知患者脂肪组织用途 ， 患者同意并签字后取得 。

２ ． 原代人脂肪间充质干细胞分离 、 培养及鉴定试剂

２ ． １ 主要试剂

ＤＭ ＥＭ 低糖培养基 Ｇ Ｉ ＢＣＯ 公司 １ １８８５
－

０８４

Ｄ Ｐ ＢＳ溶液 Ｇ Ｉ ＢＣＯ 公 司

双抗／青霉素和链霉素 Ｇ Ｉ ＢＣＯ 公 司

胶原酶 Ｉ 型 Ｇ Ｉ ＢＣＯ 公 司

胰蛋 白酶／含〇 ． ２ ５％Ｔｒｙｐ ｓ ｉ ｎ
－

Ｅ ＤＴＡ Ｈｙｃ ｌ ｏ ｎ ｅ公司

Ｆ ＢＳ 胎牛血清 Ｇ 丨 ＢＣ０ 公司 １６０００４４

油红
“

０
”

染色试剂 Ｓ ｉｇｍ ａ 公司

茜素红 Ｓ ｉｇｍ ａ 公司

Ｆ ＩＴＣ 标记的抗人 ＣＤ４５ ＢＤ 公司

Ｆ ＩＴＣ 标记的抗人 ＣＤ９０ ＢＤ 公司

Ｆ ＩＴＣ 标记的抗人 ＣＤ ｌ ｌ ａ ＢＤ 公司

Ｆ ＩＴＣ 标记的抗人 Ｈ ＬＡ － Ｄ Ｒ ＢＤ 公司

Ｐ Ｅ 标记的 Ｉ

ｇＧ ｌ Ｂ Ｄ 公 司

Ｐ Ｅ 标记的 ｌ ｇＧ ２ ａ Ｂ Ｄ 公司

１ ３
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Ｐ Ｅ 标记的 ＣＤ３４ ＢＤ 公司

Ｐ Ｅ 标记的 ＣＤ １ ０５ ＢＤ 公司

Ｐ Ｅ 标记的 ＣＤ ７ ３ ＢＤ 公司

２ ．２ 主要耗材

３ ５ｍｍ 培养皿 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

６０ｍｍ 培养皿 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

１ ００ｍｍ 培养皿 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

６ 孔板 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

２４ 孔板 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公 司

１ ５ｍ ｌ 尚心管 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

５ ０ｍ ｌ 尚心管 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

Ｃ 〇
２ 培养箱 Ｔｈｅｒｍｏｒ 公司

光学倒置显微镜 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

低温罔心机 Ｔｈｅｒｍｏｒ 公司

流式细胞仪ＭｅｒｃｋＭ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏ
ｒｅ 公司

２ ．３ 主要实验试剂的配制方法

（ １ ）０ ． １ ％ １ 型胶原酶配制 ： 将 １ ０ｍｇ 型胶原酶干粉充分溶解于 ｌ Ｏｍ ｌＰＢ Ｓ 中 ，

为浓度为 １％ １ 型胶原酶溶液 ， 于 －２０

°

Ｃ 保存 。 待用 时 ， 将 １ ％ １ 型胶原酶稀释 １ ０ 倍 。

（ ２ ） 完全培养基配制 ： １ ００ｍ ｌ 完全培养基中加入 ８９ｍ 】ＤＭＥＭ 、 １ ０ｍ ｌ 胎牛血

清及 ｌｍ ｌ 双抗 ， 混匀后置于 ４
°

Ｃ待用 。

（ ３ ）ＨＡ ＳＣ ｓ 成脂诱导试剂配制 ： ４４ ． ５ｍ ｌ 高糖培养基中加入 ５ｍ ｌＦＢ Ｓ 、 ０ ． ５ｍ ｌ

双抗 、 ｌ ｕｍｏ ｌ／Ｌ 地塞米松 ， １ ０ｕｇ／ｍ ｌ 胰岛素 ， ０ ． ５ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ｌ
－ 甲基－

３
－异丁基－黄 卩票呤 ，

１ ００ｕｍｏ ｌ ／Ｌ 吲哚美辛 。

（ ４ ）ＨＡ ＳＣ ｓ 成骨诱导试剂配制 ： ４４ ． ５ｍ ｌ 高糖培养基 中加入 ５ｍ ｌＦＢ Ｓ 、 ０ ． ５ｍ ｌ

双抗 、 Ｐ
－甘油磷酸钠 １ ０ｍＭ ／Ｌ ， 地塞米松 ５ ｕｍｏ ｌ ／Ｌ ， 维生素 Ｃ ５ ０ｍｇ／Ｌ ， 谷氨酰胺

１ ０ｍｍｏ ｌ／Ｌ 。

（ ５ ） 磷酸盐缓冲液 （ Ｐｈｏ ｓｐｈａｔｅ
－Ｂｕｆｆｅｒ Ｓ ａ ｌ ｉｎｅ ，ＰＢ Ｓ ） ：ＮａＣ １ ４ｇ ，ＫＣ ｌ ｌ ＯＯｍｇ ，

Ｎ ａ２ＨＰ０４
． １ ２Ｈ

２
０１ ． ７ ５ｇ ， ＫＨ

２
Ｐ０

４ｌ ＯＯｍｇ ， 溶解于５ ００ｍ ｌ超纯水中 ， ＰＨ值调控在

７ ． ２
—

７ ．４ ， １ ２０

°

Ｃ 高压蒸汽灭菌 ２０ｍ ｉｎ ， 于 ４
°

Ｃ冰箱密封保存 。

１ ４
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二、 实验方法

１ ． 人脂肪间充质干细胞分离 、 培养

１ ． １ 将脂肪组织用含 ５％双抗 （链霉素＋青霉素 ） 的 ＰＢ Ｓ 溶液漂洗 ３ 次 ， 洗去组织

油脂及血液 ； 并于培养皿 中 ， 用眼科剪 、 眼科镊剔除脂肪组织中小血管及胶原纤

维组织 ， 之后剪碎呈大小约 １＿脂肪粒 ， 置于无菌瓶中 ；

１ ． ２ 加入浓度为 ０ ． １％的 Ｉ 型胶原酶 ， 量约脂肪组织的 ２ 倍 ， 磁力搅拌棒搅拌 ， ３ ７

°

Ｃ

消化 ４０ｍ ｉｎ
；

１ ． ３ 按照 １ ： １ 体积加入完全培养基终止消化 ， 先后用 １ ００ 目 、 ２００ 目 细胞筛过滤脂

肪组织消化液 ；

１ ． ４ 将过滤液离心 １ ５ ００ｒｐｍ／ １ ０ｍ ｉｎ ， 离心后 ， 离心管最底层为血管基质细胞混合

物 ， 去除上清液与油脂 ， 再次加入 ＰＢ Ｓ 溶液重悬细胞 ， 反复 、 轻柔吹打 ， 离心

１ ０００ｒｐｍ／５ｍ ｉｎ
；

１ ． ５ 去除上清液 ， 加入完全培养基 ４ｍ ｌ ， 吹打均匀 ， 铺种在 ６０ｍｍ 培养皿中 ， 将

培养皿置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０ ２
、 ９５％湿度 的培养箱中孵育 ；

１ ． ６ 细胞铺种后 ２４ｈ 后吸 出培养基 （ 内 含为贴壁生长的细胞 ） ， 重新加新鲜的入

完全培养基 。 之后每 ３ｄ 换液并观察细胞生长状态 ， 待细胞贴壁达 ７０％－－８０％时 ，

进行传代 。

２ ． 人脂肪间充质干细胞的传代及冻存、 复苏

２ ． １ 当人脂肪间充质干细胞贴壁生长达 ７０％－－

８０％时 ， 吸出培养基 ， 用 ＰＢ Ｓ 缓慢

冲洗细胞表面 ２ 次 ， 旨在去除培养皿中未贴壁的细胞 、 油脂 以及残留的培养基 ；

２ ． ２ 加入 ０ ．２ ５％胰蛋 白酶常规消化 ， 同 时光学倒置显微镜下观察 ， 可见细胞胞质

回缩 ， 细胞间 隙增大 ， 由长梭形 、 贴壁生长转为 圆形 、 游离状态 ；

２ ． ３ 待大部分培养皿 中 贴壁细胞消化后 ， 及时加入完全培养基 （ 比例为 １ ： １ ） 终止

消化 ， 避免胰蛋 白 酶过度消化 ， 损伤人脂肪 间充质干细胞的状态 ；

２ ．４ １ ０００ｐｍ／５ｍ ｉｎ 离心 ２ 次后 ， 重悬细胞 ， 按照 １ ： ３ 进行传代 ；

２ ． ５ 细胞冻存 ： 将待用 的细胞加入细胞冻存液 ＤＭ ＳＯ ， 移入冻存管密封后 ， 置于

冰箱梯度冻存细胞 （ ４
°

Ｃ ３ ０ｍ ｉｎ ，

－２ ０

°

Ｃ ２ｈ ，
－

８ ０

°

Ｃ ） 。 长期冻存细胞需放入液氮罐 中 ；

２ ． ６ 细胞复苏 ： 将细胞冻存管迅速放入 ３ ７

°

Ｃ水浴箱中 ， 同时摇晃冻存管 ， 待冻存

１ ５
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液溶化后 ， 迅速加入完全培养基 ， ｌ 〇〇〇ｐｍ／５ｍ ｉｎ 离心 ２ 次后 ， 重悬细胞 ， 按照 １ ： ３

进行铺种 。

３ ． 人脂肪间充质干细胞成脂 、 成骨多能性鉴定

３ ． １ＨＡＳＣ ｓ 成脂诱导分化

选取第三代 ＨＡＳＣ ｓ ， 常规消化细胞 、 重悬 。 以 ５ｘ ｌ ０
４

细胞／ｃｍ
２

密度接种于 ６

孔板培养皿 中 ， 每孔加入 ２ ． ５ｍ ｌ 完全培养基 。 待细胞贴壁达 ７０％后 ， 加入成脂诱导

培养液 。 诱导培养 ２ 周后 ， 油红
“

０
”

染色并观察 ；

３
．

２ＨＡ ＳＣ ｓ 成骨诱导分化

选取第三代 ＨＡＳＣ ｓ ， 常规消化细胞 、 重悬 。 以 ５ｘ ｌ ０
４

细胞／ｃｍ
２

密度接种于 ６

孔板培养皿中 ， 每孔加入 ２ ． ５ｍ ｌ 完全培养基 。 待细胞贴壁达 ７０％后 ， 加入成骨诱导

培养液 。 诱导培养 ３ 周后 ， 茜红素染色并观察 ；

４ ． 人脂肪间充质干细胞的表型鉴定

４ ． １ 选取第三代 ＨＡＳＣ ｓ ， 常规消化细胞 ， 离心后 ， 加入 ｌｍ ｌＰＢ Ｓ 溶液重悬细胞 ；

４ ．２ 加入
一

抗 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ３ ０ｍ ｉｎ （

—

抗包括 Ｆ ＩＴＣ 标记的抗人 ＣＤ４５ 、 ＣＤ９０ 、 ＣＤ ｌ ｌ ａ 、

１１ １＾－０ １１ ， ？￡ 标记的 ００ ３４ 、 ００ １ ０５ 、 £ ０７ ３ ， 同型对照为 ？ １丁 （： 标记的 １§０ １ 、 １
§０ ２ ３ ）

；

４ ． ３ 流式洗液洗 ２ 次 ， 加入 ０ ． ５ｍ ｌ／管上机液 ， 流式细胞仪分析 。

实验结果

一

、 稳定分离 、 培养人脂肪间充质干细胞

抽取我院整形科吸脂术后无菌脂肪组织 ２０ｍ ｌ ， 稳定分离 、 培养人脂肪间充质

干细胞 。 光学倒置显微镜下观察 ： 人脂肪间充质干细胞呈长梭形 、 贴壁生长 。 原

代人脂肪间充质干细胞培养 ７ 天后 ， 可见细胞贴壁达 ８０％ ， 传代后细胞生长速度

较原代细胞增快 ， ３ 天后可见细胞贴壁达 ８ ０％ 。 传代后及冻存复苏后的脂肪间充质

干细胞形态无明显差异 ， 并绘制细胞生长 曲线 ， 典型的生长 曲线包括 四个阶段 ：

生长缓慢的潜伏期 、 斜率较大的指数生长期 、 平台期及退化衰亡 。 （ 图 １ ） 。

１ ６
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图 １ ． 显微镜 （ ｘ Ｉ ＯＯｕｍ ） 下观察人脂肪间充质干细胞 ： 原代 （ ＰＯ ） 、 第三代 （ Ｐ３ ）

及复苏后第五代 （ Ｐ ５ ） 生长形态无明显变化 ， 呈长梭形 ， 轮廓清晰 。 对应的生长

曲线显示 ： 细胞传代 、 冻存复苏后 ， 出现对数生长期 ， 细胞状态 良好 。

二 、 人脂肪间充质干细胞流式鉴定结果

选取第三代人脂肪间充质干细胞进行流式细胞学测定 ， 结果显示 ： 人脂肪 间

充质干细胞高表达阳性抗体 ： ＣＤ １ ０５（ ９４ ． ８ ９％ ） 、 ＣＤ ９０（ ９ ５ ． ７２％ ） ， 低表达阴性

抗体 ： ＣＤ４ ５Ｒ（ ２ ．４ １％ ） 、 ＣＤ ３４（ ２ ．４７％ ） 、 ＣＤ７ ３（ １ ． ０９％ ） 、 ＣＤ １  ｌ ａ（ ０ ． ０９％ ） 、

ＨＬＡ －ＤＲ（ ０ ． ０５％ ） 、 空 白对照 （ ０ ． ０２％ ） ， 见图 ２ 。 ＣＤ １ ０５ 及 ＣＤ９０ 为 间充质干细

胞表型 ， ＨＬＡ－ＤＲ 为成纤维细胞的特异表型 ， ＣＤ ３ ４ 及 ＣＤ４５ 为造血干细胞的特异

表型 。 三者阴性表示该实验中分离培养的 间充质干细胞为脂肪间充质干细胞 ， 而

非成纤维细胞及造血干细胞 。

１ ７
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图 ２ ． 脂肪间充质干细胞高表达 £ ０ １ ０ ５ （ ９４ ． ８９％ ） 、 £ ０９０ （ ９５ ． ７２％ ） ， 低表达 ００４５ １１

（ ２ ． ４ １％ ） 、 ＣＤ３ ４（ ２ ．４７％ ） 、 ＣＤ７３（ １ ． ０９％ ） 、 ＣＤ １ １ ａ（ ０ ． ０９％ ） 、 ＨＬＡ－ＤＲ（ ０ ． ０５％ ） 。

三、 人脂肪间充质干细胞成脂 、 成骨诱导结果

选取第三代人脂肪间充质干细胞进行成脂诱导 ， 两周后 ， 使用油红染色 （可将

脂滴染成红色 ） 。 结果可见人脂肪间充质干细胞经过诱导后 ， 细胞 内 出现脂滴 ，

１ ８
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油红染色呈阳性 （ 图 ３ ） 。

邊’
＿ 广

． ，
＇耀

，
＇

条
公 鲁

，

－

：

＾ｍＰ．

１

^
图 ３ ． 人脂肪间充质干细胞成脂诱导 ２ 周后 ， 细胞 内 出现被油红染色的脂滴 （ 箭头

指示 ）

选取第三代人脂肪间充质干细胞进行成骨诱导 ， 三周后 ， 使用茜红素染色 （可

将骨结节染成棕红色 ） 。 结果可见人脂肪间充质干细胞经过诱导后 ， 细胞内细胞

内 出现被茜红素染色的骨结节 （ 图 ４ ） 。

、乂
■

■■ ■■
图 ４ ． 人脂肪间充质干细胞成骨诱导 ３ 周后 ， 细胞 内 出现被茜红素染色的骨结节 （ 箭

头指示 ）

讨 论

研究表明 ， 人脂肪间充质干细胞具有和骨髓间充质干细胞相似的多 向 分化潜

能 。 然而 ， 与其他间充质干细胞相 比 ， 人脂肪间充质千细胞的分离培养 ， 取材容

易 ， 主要通过局麻下腹部脂肪抽吸术获取 ， 患者的痛苦明显减小 。 并且脂肪间充

质干细胞有增殖快速优点 ， 与 已分化细胞相 比 ， ＨＡＤ ＳＣ ｓ 在体外扩增能获得相对

较高的细胞浓度并易培养 ， 经过计算 １
ｇ 脂肪能得到 （

１ ． ０ －２ ． ０
）

ｘ
ｌ ０

６

的 ＨＡＤ ＳＣ ｓ
［
１ ３

］
。

可 以作为
一

种理想的种子细胞 。 流式细胞仪鉴定人脂肪间充质干细胞表型 ， 高表

达阳性抗体 ： ＣＤ １ ０５ （ ９４ ． ８ ９％ ） 、 ＣＤ９０ （ ９５ ． ７２％ ） ， 低表达阴性抗体 ： ＣＤ４ ５Ｒ （ ２ ．４ １％ ） 、

１ ９
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ＣＤ３ ４（ ２ ．４ ７％ ） 、 ＣＤ７３（ １ ． ０９％ ） 、 ＣＤ １ ｌ ａ（ ０ ． ０９％ ） 、 ＨＬＡ －ＤＲ（ ０ ． ０５％ ） 、 空 白

对照 （ ０ ． ０２％ ） 。 ＣＤ １ ０５ 及 ＣＤ９０ 为 间充质干细胞表型 ， ＨＬＡ －ＤＲ 为成纤维细胞的

特异表型 ， ＣＤ３ ４ 及 ＣＤ４ ５ 为造血干细胞的特异表型 。 三者阴性表示该实验中分离

培养的 间充质干细胞为脂肪 间充质干细胞 ， 而非成纤维细胞及造血干细胞 。 经过

对细胞成骨 、 成脂诱导 ， 证实 了 实验中分离 、 培养的细胞具有干细胞的多能性 。

该部分实验主要验证 了通过胶原酶消化法 ， 可 以从吸脂术获取的脂肪组织中

稳定分离 、 培养形态均
一

、 呈长梭形贴壁生长的细胞 。 并通过细胞表型鉴定 以及

多能性验证该贴壁细胞确实为脂肪间充质干细胞 。 通过描绘不 同代数 以及复苏后

人脂肪 间充质干细胞生长 曲线 ， 证实传代或复苏后的人脂肪间充质干细胞的生长

特性并无明显的改变 ， 均 出现对数生长期 。 该部分为之后研究脂肪干细胞中线粒

体功能 以及 自 体脂肪间充质干细胞线粒体移植奠定 了扎实的实验操作基础 。

２０
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第二部分 ： 人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞线粒体功能比较

引 言

线粒体为真核细胞的重要细胞器之
一

， 作为细胞
“

能量工厂
”

合成三磷酸腺

苷 ＡＴＰ ， 参与细胞生长 、 分化 、 增殖 、 凋亡 、 信号传导等细胞活动 。 线粒体 由 内 、

外两层膜包被 ， 内 含基质 、 嵴 。 线粒体嵴的形态反映细胞氧化代谢的能力 。 线粒

体为
一

种半 自 主细 胞器 ， 拥有独立 的遗传物质和遗传体系 。 人类线粒体 ＤＮＡ

（ｍｔＤＮＡ ） 呈双链环状 ， 长度为 １ ６
，

５ ６９ｂｐ ， 含有 ３ ７ 个基因 ， 编码两种 ｒＲＮＡ（ １ ２Ｓ

ｒＲＮＡ 和 １ ６Ｓ ｒＲＮＡ ） 、 ２２ 种 ｔＲＮＡ 以及 １ ３ 种多肽 。 线粒体的数量 、 分布 、 形态 、

代谢具有组织特异性 ， 这取决于细胞的代谢水平 。 不 同组织 中线粒体数量差异 巨

大 ， 细胞代谢活动越旺盛的细胞线粒体数量越多 。 不 同细胞类型中 ， 线粒体生成

ＡＴＰ 方式不同 。 在成体细胞中 ， ＡＴＰ 生成主要为氧化磷酸化途径 ， 而在卵母细胞

中 ， ＡＴＰ 生成主要为糖酵解和磷酸戊糖途径 。 根据能量代谢方式不 同 ， 相对应的

线粒体结构亦不 同 ［
１ ３ 、 １ ４

］
。 通过糖酵解和磷酸戊糖途径生成 ＡＴＰ 的线粒体 ， 呈

圆形 、 含有少量的嵴 ； 而通过氧化磷酸化途径生成 ＡＴＰ 的线粒体 ， 呈长形 、 含有

较多 的嵴 。 人的成熟卵母细胞中含有超过 １ ０ 万个线粒体 ， 是人体含有线粒体最多

的细胞 ， 胚胎 中线粒体遗传 自 母方 。 故线粒体对于卵母细胞成熟 、 受精及胚胎发

育潜能等密切相关 。

线粒体功能正常依赖于线粒体结构特点 ： 线粒体膜电位 ， 即线粒体呼吸链中

电子的传递 ， 质子移动的过程 ， 质子通过跨膜移位形成质子梯度 ， 作 为细胞能量

的储存形式 。 目 前通过试剂罗丹 明 １ ２ ３ ，ＪＣ －

１ 测定线粒体膜 电位的变化 ， 进而检测

线粒体 内 膜 的 完整性 。 线粒体功 能不足是表现 为 活性氧增 加 以 及钙调节 失衡

（ ｒｅａｃ ｔ ｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃ ｉ ｅ ｓ ， ＲＯ Ｓ ） 。 线粒体是活性氧 自 由基主要产生的场所 ， 机体

大部分 ＲＯＳ 来 自 线粒体 。 当线粒体功能下降 ， 清除 ＲＯＳ 能力下降 ， 出现氧化应激

反应 。 研究发现 ， 高龄妇女卵泡中 Ｒ０ Ｓ 含量较年轻女性显著增高 。 线粒体功能异

常 ， 表现 ＡＴＰ 水平下降 。 ＡＴＰ 生成不足会导致非整倍体发生
［
１ ６ －２ １

］
。 人类 中 ， 卵

母细胞中染色体分离易错率较高 ， 达 １ ５
—

２０％
［

１ ５
］

。 该实验通过测定线粒体膜 电位 、

活性氧含量 、 ＡＴＰ 浓度来评估线粒体功能 。

本研究最终 目 的是要改善高龄女性卵母细胞中线粒体不足 ， 同时为 了避免之

前研究遇到的安全 、 伦理 问题 ， 旨在选择
一

种更优的 自 体细胞线粒体进行移植 。

２ １
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在 自 体脂肪抽吸后 ， 可能会有个疑 问 ， 为何不直接提取脂肪细胞 中 的线粒体进行

移植 ， 而是选择分离 、 培养 出脂肪间充质干细胞 ， 进行线粒体提取 、 移植 ？

因此 ， 在本部分实验中 ， 通过 比较脂肪细胞与脂肪间充质干细胞中线粒体功

能 ， 验证人脂肪间充质干细胞中线粒体是否优于脂肪细胞 。

材料与方法

一

、 主要材料

根据整形外科吸脂女性患者的年龄 ， 分为 ３ 个小组 （ ＞ ２ ０ 岁 ；
彡 ３ ０ 岁 ；

彡 ４０

岁 ） ， 每组 １ ０ 例组织 ， 并且患者既往体健 ， 未患线粒体相关疾病 ， 否认家族遗传

病史 。

吸脂术后弃用 、 无菌脂肪约 ４０ｍ ｌ ， 分为两份 （ ２０ｍ ｌ ／份 ） ，

一

份为脂肪细胞组 ，

一

份经胶原酶消化法分离 、 培养为人脂肪间充质干细胞组 。

二 、 主要试剂及耗材

增强型 ＡＴＰ 检测试剂盒 中 国 Ｂ ｅｙｏ ｔ ｉｍｅ

活性氧 （ ＲＯＳ ） 测试盒说明书南京建成生物工程研究所

线粒体膜电位 （ ＪＣ －

１ ） 检测试剂盒中 国 Ｂ ｅｙｏ ｔ ｉｍｅ

Ｌｕｍ ｉｎｏｍｅｔｅｒ 德 国Ｐ ｆｏｒｚｈｅｉｍ公司

流式细胞仪 美 国 Ｂ ｅｃｋｍａｎ 公司

三 、 实验方法

１ ． 检测人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中线粒体膜电位

１ ． １ 配制 ＪＣ －

１ 染色工作液 ：

将 ｌｍ ｌ／孔的 ＪＣ －

１ 染色工作液加入六孔板屮 。 将 ＪＣ －

１
（
２００Ｘ

）与超纯水混匀 ， 稀

释配比为 ５ ０ 微升 ＪＣ －

１ ：８ 毫升超纯水 ， 为确保允分溶解 、 混匀 ＪＣ －

１ ， 将混合液剧

烈 Ｖｏｒｔｅｘ 。 然后将 ２ｍ ｌ ＪＣ －

ｌ 染色缓冲液 （
５Ｘ

）
加入稀释液屮 ， 配成 ＪＣ －

１ 工作液 。

１ ． ２ ． 设置阳性对照组 ：

按照 １ ： １ ０００ 的 比例 ， 用细胞培养液稀释 ＣＣＣＰ
（
ｌ ＯｍＭ

）
至 ｌ Ｏ ｙ Ｍ ， 孵育细胞

３ ０ 分钟 。 处理后阳性对照组 中细胞 屮 ， 线粒体的膜 电位消失 ， 荧光显微镜下观察 ：

２２
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显示呈绿色荧光 。

１ ． ３ 贴壁细胞 （人脂肪间充质干细胞 ） 样本的制备 ：

ａ ． 选择
一

个孔作为 阴性对照 ， 吸 出培养液 ， ＰＢ Ｓ 洗涤细胞 中 ， 加入细胞培养液 ｌｍ ｌ 。

ｂ ． 将配制的 ＪＣ －

１ 染色工作液 ｌｍ ｌ 加入实验孔中 ， 混匀 ， ３ ７

°

Ｃ３ ０ｍ ｉｎ 孵育

ｃ ． 同时 ， 按照 １ ：４ 比例 ， 加入蒸馏水 ， 配制 ＪＣ －

１ 染色缓冲液 （ ＩＸ ） ， 冰浴中 待用 。

ｄ ． 孵育结束后 ， 将上清液吸 出 ， 并用 ＪＣ －

１ 染色缓冲液清洗 ２ 次 。

ｅ ． 每孔加入新的细胞培养液 。

ｆ． 观察染色结果 。

１ ．４ 脂肪细胞的制备 ：

ａ ．ｌｍ ｌ 脂肪组织中含 ｌ ＯＯＯＯＯＯＨＡＤ ＳＣ ｓ

ｂ ． 加入 ｌｍ ｌＪＣ －

１ 染色工作液 ， 混勻 。 ３ ７

°

Ｃ 细胞培养箱中孵育 ２０ 分钟 。

ｃ ． 孵育结束后 ， ４
°

Ｃ １ ０００ｒ／ｍ ｉｎ ， 离心 ５ 分钟 。 吸 出上清液 。

ｅ ． ＪＣ －

１ 染色缓冲液洗涤细胞 。

ｆ． 重新加入细胞培养液 ， 用荧光显微镜或激光共聚焦显微镜观察 ， 也可 以用流

式细胞仪分析 。

１ ． ５ 荧光显微镜下观察 ：

ＪＣ －

１ 聚合物 （
Ｊ
－

ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｓ
）
时 ， 设定 ５ ８ ５ｎｍ 最大的激发波长 ， 设定 ５ ９０ｎｍ 为

最大发射波长 。 ＪＣ －

１ 单体时 ， 设定 ５ １ ４ｎｍ 为最大激发波长为 ， 设定 ５２９ｎｍ 为

最大发射波长 。

２ ． 人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中活性氧 （ＲＯＳ ） 检测

２ ． １ 人脂肪间充质干细胞 （ ＨＡＤ ＳＣ ｓ ） 活性氧检测

２ ． １ ． １０ ． ２ ５％含 ＥＤＴＡ 胰蛋 白酶常规消化 ＨＡＤ ＳＣ ｓ ， 完全培养基终止消化后制成

细胞悬液 ， ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， ＰＢ Ｓ 洗涤 ２ 次后收集 ＨＡＤＳＣ ｓ 至 １ ０ｍ ｌ 离

心管 中 ， 细胞密度约 ｉ ｏ

６

／ｌ
；

２ ．１ ．２ＤＣＦＨ －ＤＡ 按照 １ ：
１ ０００ 比例稀释于无血清培养基 ＤＭＥＭ 中 ， 工作浓度

为１ ０ｕｍｏ ｌ ／Ｌ
；

２ ３





解放军医学院博士学位论文


２ ． １ ． ３ 吸取 ｌ ｍ ｌ ＤＣＦＨ－ＤＡ 稀释液加入收集 ＨＡＳＣ ｓ 的离心管 中 ， 吹打均匀 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ

细胞培养箱中孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。 孵育过程中 ， 间隔 ５ｍ ｉｎ ， 摇晃离心管使得 ＤＣＦＨ－ＤＡ

探针与细胞充分接触 ；

２ ． １ ．４ 将加入探针孵育后 的细胞 ， 用 ＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次后 ， 并用 ＰＢ Ｓ 重悬细胞 ，

待上机检测 ；

２ ． １ ． ５ 将加入探针孵育后 的细胞 ， 用 ＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次后 ， 并用 ＰＢ Ｓ 重悬细胞 ，

待上机检测 ；

２ ． ２ 人脂肪细胞中活性氧检测

２ ． ２ ． １ 取同
一

来源的脂肪组织约 ｌｍ ｌ ， 立即放入预冷的 ＰＢ Ｓ 中 ， 清洗血迹 ， 去

除组织中 的纤维血管 ；

２ ．２ ．２ 利用离心分离法将脂肪组织封层 ， １ ３ ９ｇ 离心 ３ｍ ｉｎ ， 离心后顶层 、 中层及

底层 ， 上层为油滴 ， 中层为脂肪组织 ， 底层为血管及纤维细胞等 ；

２ ． ２ ． ３ 收集中层的细胞悬液 ， 并用 ＰＢ Ｓ 洗涤 ２ 次 ， 再次 １ ３ ９ｇ 离心 ３ｍｉｎ ， 弃上清 ，

ＰＢ Ｓ 重悬脂肪细胞 。 通过该法 ， 每 ｌｍ ｌ 脂肪组织中可提取 １ ０
６

个细胞 ；

２ ． ２ ．４ 力口入 ｌｍ ｌＤＣＦＨ －ＤＡ 稀释液 ， 吹打均匀 ， 置于 ３ ７

。

。 细胞培养箱中孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。

孵育过程中 ， 间 隔 ５ｍ ｉｎ ， 摇晃离心管使得 ＤＣＦＨ －ＤＡ 探针与细胞充分接触 ；

２ ． ２ ． ５ 收集孵育 （探针标 ｉ己 ） 后的单细胞悬液 ， １ ３ ９
ｇ 离心 ３ｍ ｉｎ 收集细胞 ， 用 ＰＢ Ｓ

洗涤 ２ 次 ， 离心后用 ＰＢ Ｓ 重悬 ， 待上机检测 ；

２ ． ２ ．６ 流式细胞仪检测不 同年龄人脂肪间充质干细胞平均荧光强度 ， 激发波长为

４９０ｎｍ ， 发射波长为 ５２ ５ｎｍ
；

３ ． 人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中 ＡＴＰ 水平测定

３ ． １ 样品 的制备 （样 品裂解需在 ４

°

Ｃ或冰上操作 ）

３ ． １ ． １ 对于人脂肪间充质干细胞 ：

吸去培养基 ， 调整细胞密度 １ ０ ５ ／孔 ， 将 ２００ｕ ｌ 裂解液加入 ６ 孔板每孔 。 反

复吹打细胞 ， 充分裂解细胞 。 ４

°

Ｃ１ ２ ０００ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 除去上清液 ， 测定 ＡＴＰ

浓度 。

３ ． １ ． ２ 对于脂肪组织

按照每 ２ ０ｍｇ 脂肪组织中加入 ２００ｕ ｌ 裂解液 ， 脂肪细胞约 １ 〇 ５ 个 ， 用玻璃

２４
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勻浆器进行匀浆 。 充分匀浆可 以确保组织被完全裂解 。 裂解后 ４
°

Ｃ１ ２ ０００ｇ 离

５ｍ ｉｎ ， 取上清 ， 用于后续的测定 。

３ ． ２ 配制 ＡＴＰ 检测工作液

按照 １ ： ５ 的 比例 ， 适量 ＡＴＰ 检测试剂中滴加稀释剂稀释 。 ＡＴＰ 检测工作

液放置在冰上待用

３ ． ３ 测定 ＡＴＰ 浓度

３ ． ３ ． １ 每个检测孔加 ｌ ＯＯｕ ｌＡＴＰ 检测工作液 ， 室温中 ５ 分钟 ， 充分消耗本底 的

ＡＴＰ

３ ． ３ ． ２ 将 ２０ｕ ｌ 样品 力口入至每个检测 孑Ｌ中 ， 迅速混勻 ， 用 Ｌｕｍ ｉｎｏｍｅｔｅ ｒ 测定 ＲＬＵ

值 。

４ ． 统计学处理

所得实验数据用 ＳＰＳＳ２０ ． ０ 进行处理 ， 不 同年龄女性 ， 人脂肪间充质干细

胞中线粒体功能与脂肪细胞比较 ， 运用 ｔ 检验 。 设定 ＰＣ ０ ． ０ ５ 认为两组间的差

异有显著性 。

实验结果

一

、 人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中线粒体膜电位 （
Ａｖ

ｉ

ｒｎｉ
）的 比较

线粒体功能的正常依赖其完整的膜结构 。 线粒体 内膜上存在质子泵 ， 在线粒

体呼吸过程中 ， 质子泵将基质 内 的质子泵入 内 、 外膜间隙 ， 产生浓度梯度 ， 最终

形成跨 内 、 外膜的 电势 ， 即 为线粒体膜电位 （
Ａ ｖ

）

／ｍ
）

。 正常线粒体膜 电位是维持线粒

体进行呼吸运动 、 产生 ＡＴＰ 前提 ， 维持线粒体功能所必需 。 在细胞凋亡前 ， 最

早 出现的变化就是线粒体膜电位丧失 。

运用流式细胞术检测 ＪＣ －

１ 荧光强度 ， 通过红 ／绿荧光强度比值 ， 比较人脂

肪间充质干细胞与脂肪细胞中线粒体功能 （图 ５
）

。

结果显示 ： 人脂肪间充质干细胞线粒体膜电位 （
Ａ ｖ

ｊ

ｍｉ ， 即红 ／绿荧光强度 比值 ）

为 １ ． ０７ １ ± ０ ． ０４３ ， 人脂肪细胞线粒体膜 电位 ０ ． ７２７ ± ０ ． １ ８ ８ ， 差异具有统计学意义 。

如图 ５ 所示 ， 来 自 同
一

脂肪组织中 ， 脂肪间充质干细胞线粒体膜电位较脂肪细胞

高 ， 即人脂肪间充质干细胞中线粒体功能优于脂肪细胞 。

２ ５



９
（ｎ

■

ｌ
ｉ

－

＾
０

＜ｄ

６
ｊ

０
ｉ

／
＼
ｉ


Ｊ

ｔｕ
Ｌ
Ｕ

Ａ
Ｉ

Ｏ

Ｑ．

Ｊ

０
Ｕ
Ｊ

Ｏ
Ｕ

Ｏ
Ｉ

Ａ
Ｉ

ｗ ｌ

＾ ｌ

赵
釙
屮

ｓ
遯
釙
凼

阱
转
溪



Ｌ
Ｉｏ）

０）

ｖ

＞
０
＾

Ｎ


Ａ
〇
ｅ


Ａ
〇
３議

Ｉ

－

？

ｕ


？

Ｍ

ｏ

ａ̄

＾

＜

ｌ



－

§

ｉ



＿

ｓ

ｏ

ｗ

ａ

ｖ

Ｈ

Ｉ

Ｂ

？

＞
Ｊ

Ｓ

ｌ

ｌ

？

ｕ



－

ｏ
ｏ
ｃ

ｌ

ａ

ｕ

ａ

—

９


Ｔ
ｏ
ｒ



—

９

Ｉ

－

Ｏ
Ｔ



Ｃ

Ｉ

Ｏ

￣

ｒ

°

卜
：

＿

Ｔ
＿

ｒｇ
…

：

ｏ

ｙ



ｒｇ

ｏ
－

ｒ ｇ
ｕ

Ｊ

＃

４

３


ｏ

＾
ｕ

ｐ
ｒ

－


０
，

^


ｃｇ

ｏ
ｏ

ｓ

ｏ

ｄ


ｂ
．





解放军医学院博士学位论文


图 ５ ．Ａ 图利用 ＪＣ －

１ 探针荧光共聚焦显微镜下观察 ， 脂肪细胞及脂肪间充质干细胞

中线粒体膜电位荧光图像 。 红色荧光与绿色荧光融合后显示 ， 脂肪细胞中线粒体

膜 电位荧光颜色偏绿 ， 比脂肪间充质干细胞线粒体膜电位低 ， 线粒体功能差 ；
Ｂ

图 为 阳性对照 ， 双氧水处理细胞使其死亡 ， 流式鉴定结果 中绿色荧光表示细胞死

亡
；
Ｃ 、 Ｄ 图 中所示为实验组 中脂肪干细胞 、 脂肪细胞流式检测结果图 ， 通过 比较

红色荧光强度 ／绿色荧光强度 ， 分析线粒体膜 电位的差异 ；
Ｅ 图根据实验对象年龄

分层 ， 配对 ｔ 检验结果 ： 人脂肪间充质干细胞线粒体膜电位 （
ＡＶｍ ， 即红 ／绿荧光强

度 比值 ）为 １ ． ０７ １ ± ０ ． ０４ ３ ， 人脂肪细胞线粒体膜电位 ０ ． ７２ ７ ± ０ ． １ ８ ８（ ＰＣ ０ ． ０ ５ ） ， 表

示人脂肪间充质干细胞线粒体功能优于来 自 同
一

组织的脂肪细胞 。

二 、 人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中线粒体活性氧 （ＲＯＳ ） 的比较

线粒体是活性氧 自 由基 （ ＲＯＳ ） 产生的主要场所 ， 机体大部分 ＲＯＳ 来 自 线粒

体 。 当细胞线粒体功能下降 ， 清除 ＲＯＳ 能力下降 ， 出现氧化应激反应 。 ＤＣＦＨ －ＤＡ

是 目 前最常用 、 最灵敏的细胞 内 活性氧检测探针 ， 通过流式细胞术检测人脂肪间

充质干细胞 、 脂肪细胞中 ＲＯＳ 含量 ， 比较二者线粒体功能 （ 图 ６ ） 。

２ ８
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图 ６ ．Ａ 脂肪间充质干细胞 ＲＯ Ｓ 流式检测结果 图 ；
Ｂ 脂肪细胞 ＲＯＳ 流式检测结果

图 ；
Ｃ 脂肪间充质干细胞 ＲＯ Ｓ 荧光强度为 ６５ ． ９７ 土 １ ６

，
７ １ ， 脂肪细胞 ＲＯ Ｓ 荧光强度

为 ９６ ．
１ ９ ±１ ９ ． １ ０ ， 通过分层配对 ｔ 检验 ， 结果如图所示 ： 人脂肪 间充质干细胞中

Ｒ０ Ｓ 含量低于脂肪细胞 ， 反映人脂肪间充质干细胞中线粒体功能优于脂肪细胞 。

２９
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三、 人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中 ＡＴＰ 浓度的 比较

本实验利用化学发光检测仪 （ ｌｕｍ ｉｎｏｍｅ ｔｅ ｒ ） 测定 ＲＬＵ 值 ， 进而反映 ＡＴＰ 浓

度 （ 图 ７ ） 。 检测结果显示 ， 随着实验对象年龄的增加 ， 人脂肪间充质干细胞与

脂肪细胞中 ＡＴＰ 水平均下降 。 分层配对 比较二者 ＡＴＰ 水平 ， 在各年龄阶段 ， 人

脂肪 间充质干细胞中 ＡＴＰ 水平均高于脂肪细胞 ， 差异具有统计学意义 。 提示人

脂肪间充质干细胞线粒体功能优于脂肪细胞 。

１ 〇〇〇〇〇〇 〇〇〇
－Ｃｅ ｌ ｌＳｔｙ ｌｅ

ＨＡＤＳＯ ｓ

■Ａｄ ｉｐ ｏ ｓｅＣｅ ｌ ｌ

８０００００ ０００
－

■■
ａ６０００００ ＯＯＯ

－

ｌｌ■ｍｍｍＪ４０００００ＯＯＯ
－

｜Ｉ■２０００００ ＯＯＯ
＿

〇 〇〇〇
－＊＾ ＾ ＾

２０ｙ ３０ｙ４ ０ｙ

Ａｇｅ

图 ７ ． 随着实验对象年龄的增加 ， 人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中 ＡＴＰ 水平

均下降 。 分层配对比较二者 ＡＴＰ 水平 ， 在各年龄阶段 ， 人脂肪间充质千细胞中 ＡＴＰ

水平均高于脂肪细胞 ， 差异具有统计学意义 。 提示人脂肪间充质干细胞线粒体功

能优于脂肪细胞 。

讨 论

多项研究表明 ， 线粒体老化与年龄相关 。 线粒体被认为是人体的
“

衰老钟
”

。

３０
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其功能的变化与年龄有着密切的关系 。 在早期的研究中 ， 发现在人类肌 肉细胞 内

伴随年龄增高出现的 ， ＡＴＰ 水平相关指标下降 。 最近的动物研究再次表明 ， 随着

年龄的增长 ， 卵母细胞中 ＡＴＰ 水平下降 。 通常与 ＡＴＰ 水平下降同时出现的是线粒

体膜电位下降 。 正常线粒体膜电位是维持线粒体进行氧化磷酸化 、 产生 ＡＴＰ 的前

提 ， 维持线粒体功能所必需的 。 研究表明 ， 线粒体膜电位随着年龄的增长而呈下

降趋势 。 线粒体是活性氧 自 由基主要产生的场所 ， 机体大部分 ＲＯＳ 来 自线粒体 。

当线粒体功能下降 ， 清除 ＲＯＳ 能力下降 ， 出现氧化应激反应 。 研究发现 ， 高龄妇

女卵泡中 ＲＯＳ 含量较年轻女性显著增高 。

该实验三组不 同年龄女性 比较线粒体功能 ， 结果显示 ， 脂肪细胞和脂肪间充

质干细胞中线粒体膜电位 、 ＡＴＰ 浓度随着年龄的增长下降 ， ＲＯＳ 含量上升 。 提示

随着女性年龄的增长 ， 脂肪细胞和脂肪间充质干细胞中线粒体功能均下降 。

按照女性年龄分层 ， 对于来源于同
一

脂肪组织中 的脂肪细胞与脂肪间充质干

细胞线粒体功能配对比较时发现 ， 脂肪间充质干细胞线粒体功能优于脂肪细胞 。

分析其原 因可能是相对于体细胞 （脂肪细胞 ） ， 脂肪间充质干细胞具有
一

定
“

细

胞干性
”

， 维持在相对静止的状态 ， 代谢较脂肪细胞慢 ， 线粒体不易受到长期累

积的活性氧的损伤 。

３ １
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第三部分 ：

一例高龄女性 自体脂肪间充质干细胞线粒体移植

在辅助生殖过程的可行性研究

引 言

已有大量研究表 明 ， ３ ０ 岁 时女性 １ 年 内 的 自 然受孕率为 ７ ５％ ，３ ５ 岁 时

６６％ ，４０ 岁 时为 ４４％
［
４

］
。 同时 ， 高龄女性妊娠后的流产率及 出 生缺陷发生率

也显著增高 。 同时 ， 高龄女性不孕症患者体外受精 －胚胎移植 （ ＩＶＦ ） 的临床结局

较年轻患者 明显差 ， 部分患者因胚胎质量差多次种植失败 。 根据美 国和英 国 的最

新统计数据 ［
１

，

２
］

，４０ 岁 以上高龄女性的辅助生殖技术活产率低于 ２０％ ， 与 ３ ０

岁 以下 比较 ， 下降超过 ５０％ ， 这与 卵细胞 内 线粒体功能不足或受损有关 。

成熟的卵细胞中 大约有 １ ０ 万个线粒体 ， 而精子 中仅有 ２０ 个左右 ， 因此前期

胚胎发育 ， 尤其是囊胚发育阶段所需的能量主要来 自 于卵子所携带的线粒体 。 随

着女性年龄增长 ， 线粒体 ＤＮＡ 拷 贝数减少或变异 ， 导致 ＡＴＰ 能量产生不足 ， 进

而影响卵母细胞成熟 ， 染色体分离异常 ， 生物合成 ， 受精卵及胚胎的发育 。 最终

高龄女性体外受精 －胚胎移植 （ ＩＶＦ ） 成功率亦下降 。

本研究经过前两部分实验证实 ： （ １ ） 本实验中心可 以稳定地从吸脂术后脂肪

组织中 分离 、 培养人脂肪间充质干细胞 ， 并通过细胞表型鉴定 、 干细胞多能性诱

导证实所得细胞为人脂肪间充质干细胞 ， 此技术成熟 ；
（ ２ ） 通过 比较来源同

一

脂

肪组织中 ， 脂肪间充质干细胞与脂肪细胞中线粒体功能 ， 得 出人脂肪间充质干细

胞线粒体功能优于脂肪细胞 。 因此 ， 经过解放军总医院伦理委员会批准 （批准文

号 ： Ｓ２０ １ ６
－

１ １ ７
－０ １ ） ， 开展 了 首例人 自 体脂肪间充质干细胞线粒体移植 ， 改善胚

胎发育质量 ， 提 尚 尚龄女性 ＩＶＦ 的成功率 。

试验对象及方法

一

、 自体脂肪间充质干细胞线粒体移植对象

１ 、 纳入标准 ：

（ １ ） 年龄 ４０ 岁 以上 ；

３ ２
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（ ２ ） 自 身无线粒体相关疾病 ；

（ ３ ） 不 明原因 ＩＶＦ 反复失败 （胚胎形成困难 、 移植后未着床 、 胚胎停育等 ）
；

（ ４ ） 不孕患者生育要求强烈 ， 同意 自 体脂肪 间充质干细胞线粒体移植以提高妊娠

率 ， 并接受可能出现的并发症 以及再次 ＩＶＦ 失败 。

根据纳入标准 ， 选择首例行 自 体脂肪间充质干细胞线粒体移植高龄不孕女性 。

一

般信息 ：

患者 ： 何某某 年龄 ： ４３ 岁 身高 ： １ ６２ｃｍ 体重 ： ５６Ｋｇ

配偶 ： 李某某 年龄 ： ４６ 岁 身高 ： １ ６ ５ ｃｍ 体重 ： ６４Ｋｇ

病史采集 ．

？

主诉未避孕未孕 １ ０ 年 ， ＩＶＦ 失败 ３ 次

孕 ４ 产 ０
，
１ ９９４ 年 、 １ ９９５ 年及 １ ９９ ７ 年分别于孕 ４０ 余天行人工流

产术

２０ １ ３ 年 ３ 月 ， 于北大第三医院经长方案促排卵 ， 获卵 １ ７ 枚 ， 新

鲜胚胎移植 （ ｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｓｆｅｒ ， ＥＴ ）１ 次 ， 冷冻 ／解冻胚胎移植

现病史 （ ｆｒｏｚｅｎ／ｔｈｒａｗｅｄｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｆｅｒ ， ＦＥＴ ）３次 ， 均失败 ；

２０ １ ４ 年 ， 于北医三院行微刺激方案促排卵 ， 获卵 ８ 枚 ， 得胚胎 ４

个 ， ＥＴ１ 次 ， ＦＥＴ１ 次 ， 均失败 ；

２０ １ ５ 年 ， 于北医三院再次行微刺激方案促排卵 ， 获卵 ８ 枚 ， ＦＥＴ ２

次 ， 胚胎停育 １ 次 ， 失败 １ 次 。

初潮 １ ５ 岁 ， 平素月 经规律 ， ５／２６ －２ ８ 天 ， 量中等 ， 无痛经 ， ＬＭＰ ：

月 经史
２０ １ ６ －

１ １
－２ ３ 。

婚育史２０ 岁 结婚 ， 孕 ４ 产 ０ ， 末次妊娠时间为 ２０ １ ５ 年 ， 配偶弱精症 。

既往史２０ １ ３ 年行腹腔镜下双侧输卵管切除术

个人史无吸烟 、 酗酒等不 良生活习惯 ， 无药物过敏史

家族史父母体健 ， 否认家族遗传病史

丁 ３ ６ ． ５

。

。
；

１？１ ８ ０ 次 ／分 ；
１１ ２ ０ 次 ／分 ；

８？１ ３ ０ ／７ ８ １１１１１１抱 。 全身 系
体格检查

统检查未见明显异常 。

妇科查体 正常

主要检查ＴＣＴ 正常
 Ｉ 

３ ３
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二 、 主要试剂 、 药品及耗材

１ 、 主要试剂及药品

无血清培养基 军事医学科学院

氯化钠注射液石家庄四药有限公司

达菲林 法 国益普生制药有限公司

基因重组促性腺激素 （ ｒＦ ＳＨ ）瑞典雪兰诺公司

透明质酸酶 Ｓ ｉｇｍａ 公司 ， 美 国

人输卵管培养液 （ ＨＴＦ ） Ｉ ｒｖ ｉｎｅＳ ｃ ｉｅｎｃｅ ， 美 国

人血 白蛋 白 Ｉ ｒｖ ｉ ｎｅＳ ｃ ｉ ｅｎｃｅ ， 美 国

胚胎培养专用矿物油 Ｉｒｖ ｉｎｅＳ ｃ ｉ ｅｎｃｅ ， 美 国

２ 、 主要耗材

倒置显微镜 Ｌｅ ｉ ｃａ ＤＭ ＩＲＢ ， 德 国

培养箱 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔ ｉｆｉｃ ， 美 国

台式冷冻离心机 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ ， 美 国

电动移液器 ＢＲＡＮＤ ， 德国

玻璃匀浆器上海玻璃仪器厂 ， 中 国

低速台式离心机 北京时代北利离心机有限公司 ， 中 国

电子恒温水浴箱天津泰斯特仪器有限公司 ， 中 国

显微注射针 Ｓｕｎ ｌ ｉｇｈｔＭｅｄ ｉ ｃａ ｌ ， 美 国

倒置显微镜 （ ＩＶＦ 实验室 ）Ｎ ｉｋｏｎＥＣＬ ＩＰＳＥＴｉＵ ， 円 本

三、 自体脂肪间充质干细胞线粒体移植临床操作步骤

３４
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临床路径

线粒体移植高龄不孕患者

１  ｒ”

我院整形外科局麻下腹部脂肪抽吸术生殖中心促排卵 ， Ｂ 超检测排卵

ｙ

Ｇ Ｌ Ｐ 实验室分离 、 培养脂肪间充质干细胞



１ ？

传 代培 养 至 第 二 代 予 流 式 检 测 鉴 定 表 面 分 子


（ ＣＤ９０ 、 Ｃ Ｄ １０ ５ 、 ＣＤ４５ Ｒ等 ） ｜ Ｂ齡 丨 胃ｈ ＆卵


将 自 体脂肪间充质干细胞 以 ｌ〇
６

／ｍ ｌ 为
一

管冻存备用



ｆ
 ▼

复苏 １０
６

自 体脂肪间充质干细胞 ， 差速离心提取
 ｜ Ｉ ＣＳ Ｉ 过程 中 ， 同时将线粒体注入卵细胞

线粒体 ，
４

°

Ｃ无菌运送至生殖中心实验室

体外形成胚胎 ， 观察形态 ， 并进行植

入前筛齐 ， 结果正常后移入 宫腔

１ 、 自 体腹部脂肪抽吸术

手术地点 ： 解放军总医院整形外科 门诊手术室

麻醉方式 ： 局部麻醉

手术经过 ： 麻醉成功后 ， 患者取仰卧位 ， 常规消毒手术区 ， 铺无菌手术单 ， 手术

开始 。 沿脐环做 〇 ． ５ ｃｍ 切 口 ， 应用吸脂膨胀液 （ 每 １ ０００ｍ ｌ 含利 多卡 因 ２ ００ｍｇ 、

肾上腺素 ｌｍｇ ） 均匀注入腹部 、 腰部标记范围的脂肪层 ， 至皮肤 、 皮下组织呈现

紧绷感 ， 皮肤略苍 白 ， 刺入吸脂针 ， 接注射器负压于上腹部 、 下腹部 、 腰部 由深

３ ５
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至浅勻速进行抽吸 ， 抽吸时随时抓捏皮下脂肪 ， 检测均勻度和对称性 ， 抽 出 的脂

肪组织经洗涤纱布过滤 ， 共获得脂肪量约 ４０ｍ ｌ ， 检查双侧腰腹部基本对称 ， 挤 出

残余液体 ， 切 口 用 ６
－

０ 尼龙线缝合 。

２ 、 自 体脂肪间充质千细胞分离 、 培养

２ ． １ 将吸脂术脂肪组织 ４０ｍ ｌ 无菌环境下送至解放军总医院 ＧＬＰ 实验室 。 用生理

盐水清洗 、 离心 ２ 次 ， 去除可见的红细胞及油脂 ；

２ ． ２ 眼科剪将脂肪组织剪成糊状 ， 置入无菌玻璃瓶中 ， 加入 ０ ． ２ ５％胰蛋 白酶 ， ３ ７

°

Ｃ

水浴中震动消化约 ４０ｍ ｉｎ
；

２ ． ３１ ： １ 加入无血清培养基终止消化 ， 先后用 ２００ 目 细胞筛过滤 。 滤液 １ ５ ００ｒ／ｍ ｉｎ

离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 弃上清 ；

２ ． ４ 生理盐水重悬细胞 ， 清洗 ， １ ０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ；

２ ． ５ 加入无血清培养基重悬细胞 ， 均勻铺种于 １ ０ｃｍ 培养皿中 ， 放入 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２

的培养箱 中 ；

２ ． ６ 原代培养细胞达 ８ ５％融合时 ， 以 ０ ． ２ ５％胰蛋 白酶将贴壁细胞消化 ３ｍ ｉｎ ， 无血

清培养基终止消化 、 离心后 ， １ ： ３ 接种于 ２ ５ｍ ｌ 培养瓶中 。

３ 、 自 体脂肪间充质干细胞鉴定 、 冻存及复苏

（ １ ） 选取第三代脂肪间充质干细胞 ， 流式细胞仪检测表面特异抗原 。

常规消化细胞 ， ０ ． ２ ５％胰蛋 白酶消化待检测细胞 ， １ ： １ 加入培养基终止消化 ；

１ ０００ｒ／ｍ ｉｎ ， 离心ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 在细胞沉渣中加入ＣＤ９０ 、 ＣＤ７３ 、 ＣＤ １ ０ ５ 、 ＣＤ ３ ４ 、 ＣＤ４５ 、

Ｄ ｌ ｌ ａ 、 ＨＬＡ－ＤＲ 荧光抗体各 ２ ０ｕ ｌ ， ４

°

Ｃ 孵育 ３ ０ｍ ｉｎ
； 生理盐水清洗 ２ 次 ；

上机检测

抗原阳性率 。

（ ２ ） 脂肪间充质干细胞冻存

常规消化细胞 ， ０ ． ２ ５％胰蛋 白酶消化待检测细胞 ， １ ： １ 加入培养基终止消化 ；

１ ０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉｎ
； 调节细胞密度 ｌ ｘ ｌ ０

６

／ｍ ｌ ， 加入 ｌｍ ｌ 胎牛血清 。 冻存管上详

细标 明冻存患者 ＩＤ 号 、 细胞名称 、 代数 、 冻存时间及冻存者 ； 冻存管放入冻存

盒 ， 之后放入
一

８ ０

°

Ｃ冰箱中过夜 ， 第二天取 出 ， 移入液氮容器 内 。

（ ３ ） 脂肪 间充质干细胞复苏

复苏时间 ： 不孕患者取卵前三天复苏其 自 体脂肪间充质干细胞 。

从液氮容器中取 出冻存管 ， 迅速放入 ３ ７

°

Ｃ温水中 ， 并不时摇晃令其尽快融化 ；

３ ６
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

从 ３ ７

°

Ｃ水浴中取 出冻存管 ， 打开盖子 ， 将细胞悬液吸入 １ ５ｍ ｌ 离心管 中 ， 按 １ ： １ ０

比例加入培养基 ， 混匀 ；
１ ０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉｎ

； 调整细胞密度后 ， 接种在培养瓶

中 ， 待不孕患者取卵 当天同时提取线粒体 。

４ 、 差速离心法提取 自 体脂肪间充质千细胞线粒体 （ 冰上操作 ）

（ １ ） 常规消化脂肪间充质干细胞约 １

＊
１ 〇

６

个 ， 生理盐水重悬后 ， 置于 ４

°

Ｃ预冷 、

１ ． ５ｍ ｌＥＰ管中 ；

（ ２ ） 自 动匀浆器充分裂解细胞后 ， ４

°

Ｃ 、 ８ ００ｇ ， 离心 ２０ｍ ｉｎ ， 细胞核 、 大的膜碎

片 、 未裂细胞等沉在管底 ；

（ ３ ） 将匀浆后的上清液移至另
一

预冷的 ＥＰ 管 中 ， ４
°

Ｃ 、 １ ５ ０００ｇ ， 离心 ２０ｍ ｉｎ ， 离

心后的上清含胞浆成分 ， 线粒体沉淀于管底 ；

（ ４ ） 在线粒体沉淀中加入 ｌ ｕ ｌ 人输卵管液 （ ＨＴＦ ） 重悬线粒体沉淀后 ， 低温送至

生殖中心实验室 ， 放入 ４

°

Ｃ冰箱备用 。

５ 、 根据该例患者情况采用控制性卵巢刺激

月 经第二天予促性腺激素释放激素激动剂 Ｏ ． ｌｍｇ 至停促排卵 日 。 月 经第 ３ 天

结合患者情况给予 Ｆ ＳＨ（ 果纳芬 ） 每 日 １ ５ ０ ＩＵ 促排卵 。 Ｂ 超检测排卵 ， 有
一

个

多 １ ． ８ ｃｍ 或者两个 ＞１ ． ７ｃｍ 或者三个多 １ ．４ｃｍ 的 卵泡时停止促排卵 ， 并于当晚予

ＨＣＧ２ ５０ｕｇ 肌 肉注射 ， 注射后 ３ ６ 小时 ， 于生殖 中心手术室 Ｂ 超检测下取卵 。

６ 、 显微授精操作及线粒体移植 （准备工作 同 ＩＣ Ｓ Ｉ ）

（ １ ） 体外培养卵子 ３ｈ 后 ， 进行 ＩＣ Ｓ Ｉ
；

（ ２ ） 吸取线粒体溶液 ， 和制动后的精子注入卵细胞 内 ；

７ 、 观察卵子受精和胚胎质量

观察并评估受精后第
一

天 、 第二天 、 第三天及第五天

胚胎发育情况的评价标准

（ １ ） 细胞数 ；

（ ２ ） 碎片 ： 无碎片 ， 碎片 ＜ １ ０％ ， 碎片 １ ０
—

３ ０％ ， 碎片 ３０
—

５ ０％ ， 碎片 ＞ ５ ０％
；

（ ３ ） 卵裂求均勻程度

三位评分法 ：

（ １ ） 囊胚腔的大小 ：

１ 分 ： 不到整个胚胎的
一

半 ；

３ ７
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２ 分 ： 超过 了胚胎体积的
一

半 ；

３ 分 ： 完全 占据整个胚胎 ；

４ 分 ： 扩张囊胚 ；

５ 分 ： 孵化囊胚 ；

６ 分 ： 孵化后囊胚

（ ２ ） 内 细胞团细胞分级 ： Ａ 包裹紧密 ， 大量细胞 ；
Ｂ 结构松散 ， 少量细胞 ；

Ｃ

极少量细胞

（ ３ ） 滋养层分级 ： Ａ 许多细胞紧密结 ；
Ｂ 少量细胞 ， 结构松散 ；

Ｃ 极少量细胞

四 、 胚胎植入前遗传学筛查 （ Ｐ ｒｅｐ
ｌａｎｔａｔ ｉｏｎＧｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃＳｃ ｒｅｅｎ ｉ ｎｇ ， ＰＧＳ ） 及线粒

体 ＤＮＡ 拷 贝术测定 由 贝瑞和康生物技术有限公司进行 。

试验结果

一

、 自体脂肪间充质干细胞分离 、 培养 、 冻存

患者何某某 ， 于 ２０ １ ６ 年 １ ０ 月 ２ ８ 日在解放军总医院整形外科进行局麻下腹部

脂肪抽吸术 。 患者术中 、 术后生命体征平稳 ， 切 口 愈合 良好 ， 无不适 。 共抽取脂

肪组织 ４０ｍ ｌ ， 无菌环境下运送至解放军总医院 ＧＬＰ 实验室 。 胶原酶消化法分离原

代人脂肪间充质千细胞 ， 铺种 ３ 个 １ ００ｍｍ 培养皿 。 培养原代细胞 ６ 日后 ， 按照 １ ： ３

比例传代 Ｐ １ ， 按照人脂肪间充质干细胞生长特性 ， 之后 间隔 ３ 天 ， 细胞贴壁生长

达 ８ ０％传代至第三代 Ｐ３ ， 以 １ ０
６

／管的密度冻存 自 体脂肪间充质干细胞共 １ ３ 管 ， 待

用 。 镜下观察该患者 自 体脂肪 间充质干细胞形态 ， 无 明显差异 ， 生长 良好 。 通过

人脂肪间充质干细胞表型鉴定 （ 图 ６ ） ， 确定贴壁细胞为脂肪间充质干细胞 。

ｍ
ｊｊ
ｍ

■

嫌

夢 ：

：

？
－

－

Ａ Ｂ

３ ８
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嘴 １ ０Ｓ／９０ ００４，４５／３４ ． ００３
ｏ
 Ｉ３ 

＂

１
■ ■ ■

ｉ

；

：

—
—

〇
ｉ

＇

＂
＊

＇

＊
：

ｙＶ －
：＾４Ｓ：

ｏ
ｌ

？

＇

＾

ｔ 〇
〇 １ ０

， １ 〇
２ １ 〇

３ １ 〇
４

＾

１ ０
° ｌ Ｏ

１ ｌ Ｏ
２ ｌ Ｏ

３ １ 〇
４

Ｃ０９０ Ｆ ｆＴＣＣ０４５ ＦＩＴＣ

＾
７３／ １  ｌ ａ００６
＾

ＨＩ－Ａ

｜

ＯＲ００５


ＣＯ ＣＯ

〇 
－Ｏ 

－



；｜ｒ１：Ｕ ： ： １

ｉ ｏ
° ｉ ｏ

１ ｔ ｏ
２ ｉ ｏ

３ ｉ ｏ
４ ｔ 〇

° ｉ ｏ
１ ｔ ｏ

２ ｉ ｏ
３ ｔ ｏ

４ Ｉ

ｃｏ ｔ  ｌ ａＦｆＴＣＨＬＡ－ＯＲＦ ＩＴＣ Ｊ
＇

Ｃ

图 ６ ．Ａ 、 Ｂ 该患者脂肪 间充质干细胞成脂 、 成骨诱导结果 ， 均诱导后经油红
“

０
”

及茜红素染色 ， 分别可看到油滴及骨结节 ；
Ｃ 该患者脂肪间充质干细胞表型测

定高表达ＣＤ １ ０５（ ９７ ． ５６％ ） 、 ＣＤ９０（ ９６ ． ８４％ ） ， ＣＤ４５Ｒ 、 ＣＤ ３ ４ 、 ＣＤ ７ ３ 、 ＣＤ ｌ ｌ ａ 、

ＨＬＡ －ＤＲ阴性 。

二 、 受精后及胚胎发育情况观察

患者于 ２０ １ ６ 年 １ ２ 月 ４ 日晨于解放军总医院生殖中心手术室 ， 超声引导下取

出 ４ 枚卵子 。 并在取卵后 ３ 小时进行 Ｉ ＣＳ Ｉ ， 其 中两枚卵子只进行了 Ｉ ＣＳ Ｉ ， 作为对

照组 ， 胚胎标记为 １ 和 ２
； 另外两枚卵子行 Ｉ ＣＳ Ｉ

＋线粒体移植 ， 作为实验组 ， 胚胎

标记为 ３ 和 ４ 。

倒置显微镜下观察并评估受精后第
一

天 （ Ｄ ａｙ ｌ ） 、 第二天 （ Ｄａｙ ２ ） 、 第三天

（

Ｄａｙ３ ）
及第五天

（

Ｄ ａ ｙ５ ）
的胚胎形态 。 根据胚胎三位评分法 ： 囊胚腔的大小 （ １ 分 ：

不到整个胚胎的
一

半 ；
２ 分 ： 超过了胚胎体积的

一

半 ；
３ 分 ： 完全占据整个胚胎 ；

４ 分 ： 扩张囊胚 ；
５ 分 ： 孵化囊胚 ；

６ 分 ： 孵化后囊胚 ） 、 内细胞团细胞分级 （ Ａ

３ ９
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包裹紧密 ， 大量细胞 ；
Ｂ 结构松散 ， 少量细胞 ；

Ｃ 极少量细胞 ） 、 滋养层分级 （ Ａ

许多细胞紧密结 ；
Ｂ 少量细胞 ， 结构松散 ；

Ｃ 极少量细胞 ） 评估胚胎发育情况 。

结果显示 ： 体外培养三 日 ， 对照组获 ２ 个 ２ 级胚胎 ， 实验组获 １ 个 １ 级胚胎 ，

１ 个 ２ 级胚胎 。 体外培养 ５ 日 ， 对照组获 １ 个 ４ Ｂ Ｂ 囊胚 ， １ 个 ３Ａ Ｂ 囊胚 ； 实验组

获 １ 个 ４ Ｂ Ｂ 囊胚 ， １ 个 ３ ＢＣ 囊胚 （ 图 ７
； 表 １ ） 。

，蒙① ②，‘
｜

Ｄ ａｙ
１

４０
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藥③ ④， ！

Ｄａｙ
２

觸Ｄ ② 參
；

－

＂ ＾
 －

Ｖ． ： ，
 ？

？”

？

魏 ④．
Ｄａｙ

３

４ １
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１＾７ 。雜Ｔ

ａ？１
ｉｎ ｉ

Ｄａｙ
５

图 ７ ． ① 、 ②号胚胎为单纯 Ｉ ＣＳ Ｉ ， ③ 、 ④号胚胎为 Ｉ ＣＳ Ｉ ＋线粒体移植 。 Ｄａｙ ｌ

受精后第
一

天 。 Ｄａｙ２ 、 Ｄａｙ３ 受精后第二 、 三天胚胎 ， 对照组获 ２ 个 ２ 级胚胎 ，

实验组获 １ 个 １ 级胚胎 ， １ 个 ２ 级胚胎 。 Ｄａｙ５ 对照组获 １ 个 ４ＢＢ 囊胚 ，
１ 个

３ＡＢ 囊胚 ； 实验组获 １ 个 ４ＢＢ 囊胚 ， １ 个 ３ＢＣ 囊胚 。

表 １ ．体外受精及卵裂观察

Ｄａｙ ｌＤａｙ２ Ｄａｙ３Ｄａｙ５Ｄａｙ６

受精观察


卵裂观察


卵裂观察


发育情况发育情况
□

２０ １ ６
－

１ ２ －５ ２０ １ ６ －

１ ２
－６ ２０ １ ６

－

１ ２ － ７２０ １ ６ －

１ ２
－９２０ １ ６

－

１ ２ －

１ ０

期


ｉ类细胞数细胞数 ｜

分
储 ，

（

？主抑长古棒抑

号
ＰＮ／ＰＢ

型 （碎片％ ）级 （碎片％ ）级

１２ ／２Ｚ４
（
０

） １ ７
（
０
） １４ＢＢ

２２ ／２Ｚ４
（
０

） １ ８
（
０

） １融合 ３ＡＢ

３２／２Ｚ ４
（
５
） １ ７

（
０

） １２分 ４ＢＢ

４２／２Ｚ４
（
５

） １ ６
（
０

）２部分融合退化

４２
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三、 胚胎植入前遗传学筛査结果

体外将受精卵培养到第五天 ， 用显微操作法从囊胚期胚胎滋养外胚层吸

取 ５
－

１ ０ 个细胞作遗传学筛查 。 用囊胚期胚胎细胞检测的优势在于 ： 无降解的

细胞和碎片 ， 在卵裂期 ， 经常会有降解细胞和碎片 。 因 为不影响 内 细胞团 ，

故不会累及胚胎发育 。

结果显示 ： 对照组 （ 单纯 ＩＣ Ｓ Ｉ ） 的 １ 号 、 ２ 号胚胎测序结果显示具有小片

段缺失 ， 胚胎染色体为非整倍体 ； 实验组 （ ＩＣ Ｓ Ｉ＋线粒体移植 ） 的 ３ 号胚胎测

序结果显示染色体复合型异常 ， ４ 号胚胎未通过质检 。

表 ２胚胎植入前遗传学筛査

ＩＶＦ 胚胎编号
｜样本类型ＣＮＶ － Ｓｅｑ 结果结果备注

＾

＾
＾

，柳 ：

１  ？孖 １ １Ｍｂ
＞

一

^
－ ５

， ，

－

（
ｌ ｌｑ ｌ ｌ ．

－

２ （

ｉ

ａ２ ． ３３ ． ８ｓ ． ２Ｍｂ
）＂ ＇

‘

〇２ ｚｍ ｕ 常
－

（ ２２ （
｜

Ｕ ． ２ １ ｑ ｌ ３ ． ３３ ． ３３ ． １Ｍ ｂ
）

〇４ 丨ｍ ｍ ｜ｍｗｍ

四 、 两组胚胎线粒体 ＤＮＡ 拷贝数结果

两组胚胎进行线粒体 ＤＮＡ 拷 贝数检测 。 对照组 （ 单纯 ＩＣ Ｓ Ｉ ） 囊胚 中线粒

体 ＤＮＡ 拷 贝数为 ８ ５ ． ２５６４３ ３ １ ４ ， 实验组 （ ＩＣ Ｓ Ｉ＋线粒体移植 ） 囊胚 中线粒体

ＤＮＡ 相对拷 贝数为 １ ０８ ． ０９０ １ ５４４ ， 明显高于对照组 （ 未行线粒体移植 ） 。 初步

证实线粒体移植在临床上的可行性 。

讨论

卵母细胞的线粒体通过对纺锤体形成 、 染色体分离 、 细胞周期等的调节在早

期胚胎发育中起重要作用 。 高龄女性的卵母细胞 ｍ ｔＤＮＡ 受到几十年的活性氧作

用而 出现累积性损伤 ， ｍ ｔＤＮＡ 拷 贝 数下降 、 突变和缺失增加 ， 导致线粒体功

能不全和 ＡＴＰ 水平下降 ， 引起纺锤体形成缺陷和染色体分离异常 ， 造成胚胎染

色体非整倍体 。 同时 ， 卵母细胞线粒体损伤也使早期胚胎发育所需能量供应下降 ，

造成胚胎卵裂和囊胚形成受阻 ， 导致胚胎停育 、 流产等不 良妊娠结局 。 因此 ， 高

龄女性卵母细胞线粒体功能不全是生育力下降 ， 不孕及辅助生殖技术不 良临床结

４３
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局的主要分子生物学机制 ， 因此 ， 产生 了
一

种新的临床思维 ， 线粒体移植 ！

自体脂肪间充质干线粒体移植的安全性

２００ １ 年 Ｊａｃｑｕｅ ｓＣｏｈｅｎ
［
１ ６

］
曾将供体卵母细胞的线粒体注入多名不孕女性的卵

细胞中 ， 这种所谓
“

细胞质移植
”

技术至少使得两名妇女成功妊娠 。 但此技术是

的婴儿携带供体卵母细胞的线粒体 ， 即婴儿将获得来 自 母亲 、 父亲 、 第二位女性

（供体 ） 的遗传信息 ， 这使得
“

细胞质移植
”

陷入伦理争议并就此搁浅 。 ２０ １ ５ 年

首例干细胞婴儿 ＺａｉｎＲａ
ｊ
ａｎ ｉ 在加拿大 出生 ， 其母亲因 卵子质量差 ， 选择新型 ＩＶＦ

技术 ， 该技术中通过获取女性的卵巢干细胞 ， 将卵巢干细胞中 的线粒体移植入卵

母细胞中 。

然而 ， 人卵母细胞胞浆移植技术及人卵母细胞线粒体置换技术仍然存在着安

全性和伦理方面的 问题和广泛争议 。 主要 问题如下 ：

（ １ ）卵母细胞胞浆移植导致的线粒体异质性可能引起线粒体疾病正常生理状

态下 ， 胚胎的线粒体基因组来源于母体 ， 具有匀
一

性 。 而移植 了异体线粒体的

卵母细胞含有两个来源的线粒体 ， 具有异质性 。 研究显示 ， 采用体卵母细胞胞

浆移植的体外受精 －胚胎移植
“

试管婴儿
”

含有母体和供体的两种线粒体 ， 比例从

０
－

８ ０％不等 。 线粒体的异质性的后代存在发生代谢综合征和线粒体疾病的风险

［
１ ７

］
。 实验研究发现 ， 异体卵母细胞胞浆移植 出 生的小 鼠发生高血压 、 体重指数

增加 、 电解质和血液指标紊乱等代谢综合征表现 。 其可能的机制是两个来源的

ｍ ｔＤＮＡ 编码不 同 的氨基酸造成类似于线粒体疾病的表现 。

（ ２ ） 卵母细胞胞浆移植和线粒体置换技术子代存在三方基因组 ， 引 发争议

和伦理 问题 。 人卵母细胞胞浆移植和卵母细胞线粒体置换技术均 由供体提供卵母

细胞胞浆 ， ｍ ｔＤＮＡ 来 自 第三方 ， 出生的后代中存在三种来源的基因组 ＤＮＡ 。

因此 ， 异体卵母细胞线粒体移植在医学伦理上也存在 巨大和广泛争议 。 这些争

议包括 了父母认定 、 家庭价值 、 供者风险 、 社会公义 、 宗教因素等方面 。

（ ３ ） 卵母细胞线粒体置换技术存在潜在技术风险 。 卵母细胞线粒体置换所采用 的

卵母细胞核移植技术和纺锤体移植技术涉及卵母细胞和受精卵重构 ， 存在胞核和

纺锤体损伤的潜在风险 。

（ ４ ） 卵母细胞核移植技术和纺锤体移植技术均需要卵母细胞捐赠 。 供卵者来源困

难 ， 这将极大限制技术的临床应用 。

４４
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本研究所选择的人脂肪间充质干细胞 ＨＡＤ ＳＣ ｓ 具有以下特征与优势 ：

１ 、 取材便捷 、 组织量多 、 同时患者痛苦小

与其他间充质干细胞
一

样 ， ＨＡＤＳＣ ｓ 可分化成为 多种类型的组织细胞 ， 但在

取材方面 ， 抽脂培养 ＨＡＤＳＣ ｓ 比骨髓干细胞较容易
［
１ １

］
。 骨髓穿刺过程中 ， 患者

十分痛苦 ， 同时存在
？

定的操作风险 。 并且获取的骨髓量很有限 。 然而 ， ＨＡＤＳＣ ｓ

可 以从患者吸脂术后得到 ， 局麻下操作腹部吸脂术 ， 所获取的脂肪组织极其丰富 ，

取材便捷 ， 操作过程相对简单 。 在临床上 ， 患者 自 体脂肪经过分离 、 培养 出

ＨＡＤ ＳＣ ｓ ， 可直接用于患者 自 身 ， 是优化个体化治疗的 良好选择 。

２ 、 自 体 ＨＡＤＳＣ ｓ 应用不存在免疫排斥

多项研究显示 ， 间充质干细胞表面表达人类主要组织相容性复合体 （ ＭＨＣ ）

较低 ， 其本身 的免疫源性若 。 在本研究中我们采用 了 高龄女性 自 体的脂肪间充质

干细胞进行分离 、 培养 ， 并提取线粒体 ， 不存在免疫排斥反应 ， 在线粒体移植中

更具有优势 。

３ 、 ＨＡＤ ＳＣ ｓ 临床应用 的安全性

ＨＡＤ ＳＣ ｓ 在临床科研研究中具有较好的安全性 。 ＨＡＤ ＳＣ ｓ 与胚胎干细胞相 比

较 ， 胚胎干细胞可 以无限增殖 、 传代 ， 研究证明胚胎干细胞具有致瘤风险 （例如

畸胎瘤 ）
［
１ ０

］
， 目 前 尚未发现人类脂肪干细胞具有致瘤的风险 。

通过第
一

部分研究 ， 可 以稳定分离 、 培养并鉴定人脂肪间充质干细胞 ； 第二

部分通过 比较 同
一

个人脂肪间充质干细胞与脂肪细胞线粒体膜电位 、 ＡＴＰ 水平 以

及活性氧 ＲＯＳ 含量 ， 证实来源于 同
一

脂肪组织中 ， 脂肪间充质干细胞线粒体功能

优于脂肪细胞 。 因此 ， 在对患者抽吸脂肪后 ， 并未直接提取脂肪细胞中 的线粒体 ，

而是分离 、 培养脂肪间充质干细胞中 的线粒体进行移植 。

经过解放军总医院伦理委员会审核通过 ， 选择我院生殖 中心高龄不孕且反复

ＩＶＦ 失败的患者 。 与患者充分沟通并告知线粒体移植的优势与风险 ， 患者及家属

同意并签字 。 该患者在生殖 中心进行 了短方案促排卵并 Ｂ 超检测排卵后 ， 成功取

出 ４ 枚成熟卵子 ， 其中两枚进行 了线粒体移植 。

常规观察受精后 、 卵裂期 以及囊胚期 ４ 枚胚胎的发育 。 单纯单精子胞浆 内注

射 （ ＩＣ Ｓ Ｉ ） 的 ２ 枚胚胎 ， 发育 良好 ， 其中
一

枚达 ４ＢＢ ， 而 ＩＣ Ｓ Ｉ＋线粒体移植的 ２

４５
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枚胚胎 ， 发育 良好 ， 评估后胚胎标准达 ４ＢＢ 。 在胚胎发育第五天 ／囊胚期 ， 对 ４ 枚

胚胎进行染色体分析 ， 结果显示 ： ４ 枚囊胚染色体均异常 。 可能原因还是该患者

自 身 的卵子老化 ， 胚胎染色体的缺失 。 通过对 ４ 枚胚胎线粒体 ＤＮＡ 拷 贝数的测

定结果显示 ， 线粒体移植的胚胎 ｍ ｔＤＮＡ 拷 贝数明显高于未行线粒体移植的胚胎 。

尽管该患者本次 ＰＧ Ｓ 结果异常 ， 但线粒体 ＤＮＡ 拷 贝数的差异肯定 了之前的工作 ，

通过显微注射线粒体 ， 使得卵母细胞中线粒体数量增加 ， 初步证实 了 自 体脂肪间

充质干细胞线粒体移植在临床上应用 的可行性 。

该例 患者线粒体移植过程 中 不足 ： 由于显微操作技术的 限制 ， 以及脂肪 间充

质干细胞中线粒体数量 、 卵子 的体积存在差异 ， 分离的线粒体的浓度不能准确测

定 ， 我们仅仅是限定 了提取线粒体时细胞个数 １ 〇
６

。 未能明确注入到每个卵母细胞

中线粒体的个数 。 在改善高龄女性生育及辅助生殖成功率 ， 提供了
一

个很好的方

向 ： 自 体脂肪间充质干细胞线粒体移植 。 在进
一

步的研究中 ， 我们将扩大纳入的

不孕患者 ， 并研究线粒体移植后 的功能变化 。
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ｏｏｃｙｔ ｅｓ ．Ｍｏ ｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏ ｌ２ ００９
，
２ ３

（
１ ０

）
： １ ６０ ３ １ ６ １ ２ ．

４ ．Ｚｈｏｎｇ

Ｚ
，
Ｈ ａｏＹ

，
Ｌ ｉＲ

，
Ｓｐａ

ｔｅＬ
，
ＷａｘＤ

，
Ｓｕｎ

Ｑ
－Ｙ

，
ＰｒａｔｈｅｒＲＳ

，
Ｓｃｈａｔ ｔｅｎＨ ：Ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｏｆ

ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａｄ ｉ ｓ ｔｒｉｂｕ ｔ ｉｏｎ ｉｎｓｏｍａｔ ｉ ｃｃｅ ｌ ｌｎｕｃ ｌ ｅａｒ ｔｒａｎ ｓｆｅｒｐｏ ｒｃ ｉｎｅ

ｅｍｂ ｒｙｏ ｓ ．Ｍ ｉ ｃｒｏｓｃＭ ｉ ｃｒｏａｎａ ｌ２００ ８
，１ ４

（
５

）
： ４ １ ８＾３ ２ ．

５ ．Ｗａｋｅｆｉｅ ｌｄＳＬ
，ＬａｎｅＭ

，Ｍ ｉ ｔｃｈｅ ｌ ｌＭ ：Ｉｍｐａ ｉ ｒｅｄｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｌｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ

４６
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ｐｒｅ ｉｍｐ ｌ ａｎ ｔａｔ ｉｏｎｅｍｂｒｙｏｐｅｒｔｕｒｂ ｓｆｅ ｔ ａ ｌａｎｄ
ｐ ｌ ａｃｅｎ ｔａ ｌｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔｉｎｔｈｅｍｏｕ ｓ ｅ ．Ｂ ｉｏ ｌ

Ｒｅｐｒｏｄ２０ １ １
，

８４ ： ５ ７２
—

５ ８ ０ ．

６ ．Ｃｈａｐｐｅ ｌＳ ：Ｔｈｅｒｏ ｌ ｅｏ ｆ ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｆｒｏｍｍａ ｔｕｒｅｏｏｃｙｔｅｔｏｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｂ ｌ ａｓ ｔｏｃｙｓ ｔ ．Ｏｂ ｓ ｔｅ ｔ

Ｇｙｎｅｃｏ ｌＩｎ ｔ ｅｍａｔ２０ １ ３
，
２０ １ ３

（
１
）

： １
－

１ ０ ．

７ ．Ｓ ｃｈａｔ ｔｅｎＨ
，
Ｓｕｎ

Ｑ
－Ｙ

，
Ｐ ｒａｔｈｅｒＲＳ ：Ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ ｉ ａｔ ｉｏｎ ｉｎｅａｒ ｌｙ

ｅｍｂｒｙｏｃｅ ｌ ｌ ｓ

ａｎｄ
ｐ ｌｕｒｉｐｏ

ｔｅｎｔｓ ｔｅｍｃｅ ｌ ｌ ｓ ．ＩｎＣ ｅ ｌ ｌａｎｄＭｏ ｌｅｃｕ ｌａｒＢ ｉｏ ｌｏｇｙ
ａｎｄＩｍａｇｉｎｇ

ｏｆＳ ｔｅｍＣ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

Ｈ ｅ ｉｄｅＳ ｃｈａｔｔｅｎ ．Ｈｏｂｏｋｅｎ ：Ｗ ｉ ｌｅｙ ；
２ ０ １ ４ ． ｉｎ

ｐｒｅ ｓ ｓ ．

８ ．ＷａｎｇＺＢ ，Ｓ ｃｈａｔ ｔｅｎＨ
，ＳｕｎＱＹ ：Ｗｈｙ ｉ ｓｃｈｒｏｍｏ ｓｏｍｅｓｅｇｒｅｇａｔ ｉｏｎｅｒｒｏｒｉｎｏｏｃｙｔｅ ｓ

ｉｎｃ ｒｅａｓｅｄｗ ｉ ｔｈｍ ａｔｅｒｎａ ｌａｇ ｉｎｇ？Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌｏｇｙ
２ ０ １ １

，
２ ６

（
５

）
： ３ １ ４－３ ２ ５ ．

９ ．

Ｑ ｉａｏＪ
，Ｗａｎｇ

ＺＢ
，Ｆｅｎｇ

ＨＬ
，Ｍ ｉ ａｏＹＬ

，ＷａｎｇＱ ，ＹｕＹ，Ｗｅ ｉＹＣ
，ＹａｎＪ ，Ｗａｎｇ

ＷＨ
，

ＳｈｅｎＷ
，
ＳｕｎＳＣ

，
Ｓ ｃｈａｔｔｅｎＨ

，
Ｓ ｕｎ

ＱＹ ：Ｔｈｅｒｏｏ ｔｏ ｆ ｒｅｄｕｃ ｅｄｆｅｒｔ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｉｎａｇｅｄｗｏｍｅｎａｎｄ

ｐ
ｏ ｓ ｓ ｉｂ ｌ ｅｔｈｅｒａｐｅｕ

ｔ ｉ ｃｏｐ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ：Ｃｕｒｒｅｎ ｔｓ ｔａ ｔｕ ｓａｎｄｆｕ ｔｕｒｅｐｅｒｓｐｅｃ ｔ ｉｖｅｓ ．Ｍｏ ｌＡ ｓｐｅｃ ｔｓ

Ｍｅｄ ｉ ｃ ｉｎｅ２０ １ ４
，
３ ８ ： ５ ４

＾

８ ５ ．

１ ０ ．Ｍｏ ｌ ｅｙＫＨ ，Ｃｈ ｉＭＭ
，Ｍｕｅｃｋ ｌ ｅｒＭＭ ：Ｍ ａ ｔｅｒｎａ ｌｈｙｐｅｒｇ ｌｙｃｅｍ ｉａａ ｌ ｔｅｒｓｇ ｌｕｃｏ ｓｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒ
ｔａｎｄｕｔ ｉ ｌ ｉｚａ ｔ ｉｏｎ ｉｎｍｏｕ ｓ ｅｐｒｅ ｉｍｐ ｌ ａｎ ｔａ ｔ ｉｏｎｅｍｂｒｙｏ ｓ ．ＡｍＪＰｈｙｓ ｉｏ ｌ１ ９９ ８

，

２ ７ ５ ： Ｅ３ ８
—Ｅ４ ７ ．

１ １ ．ＯｕＸＨ
，
Ｌ ｉＳ

，
Ｗａｎｇ

ＺＢ
，
Ｌ ｉＭ

，ＱｕａｎＳ
，
Ｘ ｉｎｇ

Ｆ
，
ＧｕｏＬ

，ＣｈａｏＳＢ
，
ＣｈｅｎＺ

，
Ｌ ｉａｎｇ

ＸＷ
，

ＨｏｕＹ
，Ｓ ｃｈａｔ ｔｅｎＨ

，ＳｕｎＱＹ ：Ｍ ａｔｅｒｎａ ｌｉｎｓｕ ｌ ｉ ｎｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅｃａｕｓｅ ｓｏｘ ｉｄａｔ ｉｖｅｓ ｔｒｅｓ ｓａｎｄ

ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｄｙｓ ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ｉｎｍｏｕｓｅｏｏｃｙｔ ｅｓ ．Ｈｕｍ ａｎＲｅｐｒｏｄ２０ １ ２
，
２ ７

（
７
）

： ２ １ ３ ０ ２ １ ４５ ．

１ ２ ．Ｚｈａｎｇ
ＣＨ

，Ｑ ｉ ａｎＷＰ
，Ｑ ｉＳＴ

，
ＧｅＺＪ

，
Ｍ ｉｎＬＪ

，
ＺｈｕＸＬ

，
Ｈｕａｎｇ

Ｘ
，
Ｌ ｉｕＪ Ｐ

，Ｏｕｙａｎｇ

ＹＣ
，

ＨｏｕＹ
，Ｓ ｃｈａｔ ｔｅｎＨ

，ＳｕｎＱＹ ：Ｍａ ｔｅｒｎａ ｌｄ ｉ ａｂｅ ｔｅｓｃａｕｓｅ ｓａｂｎｏｒｍ ａ ｌｄｙｎａｍ ｉ ｃｃｈａｎｇｅ ｓｏ ｆ

ｅｎｄｏｐ ｌ ａｓｍ ｉｃｒｅｔ ｉｃｕ ｌｕｍｄｕｒｉｎｇ
ｍｏｕｓ ｅｏｏｃｙｔｅｍ ａ ｔｕｒａ ｔ ｉｏｎａｎｄｅａｒ ｌｙ

ｅｍｂｒｙｏｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔ ．

ＲｅｐｒｏｄＢ ｉｏ ｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏ ｌ２０ １ ３
，１ １ ： ３ １ ．

１ ３ ．Ｍ ｉａｏＹ
，Ｋ ｉｋｕｃｈ ｉＫ

，Ｓ ｃｈａｔｔｅｎＨ
，ＳｕｎＱ

－Ｙ ：Ｏｏ ｃｙｔｅａｇ ｉｎｇ ：ｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒａｎｄｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒ

ｃｈａｎｇｅ ｓ
，
ｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔａ ｌ

ｐｏ
ｔｅｎｔ ｉａ ｌａｎｄｒｅｖｅｒｓ ａ ｌ

ｐｏ ｓ ｓ ｉｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ ．ＨｕｍａｎＲｅｐｒｏｄＵｐｄａｔｅ２００ ９
，

１ ５
（
５

）
： ５ ７ ３

—

５ ８ ５ ．

１ ４ ．ＧｅＨ
，Ｔｏ ｌ ｌｎｅｒＴＬ

，ＨｕＺ
，
Ｄ ａ ｉＭ

，Ｌ ｉＸ
，ＧｕａｎＨ

，ＳｈａｎＤ ，Ｚｈａｎｇ
Ｘ

，ＬｖＪ ，Ｈｕａｎｇ
Ｃ

，

ＤｏｎｇＱ ：Ｔｈｅ ｉｍｐｏ ｒｔａｎｃｅｏｆｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｃａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙａｎｄｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａｌＤＮＡ

ｒｅｐ ｌ ｉｃａ ｔ ｉｏｎｄｕｒｉｎｇ
ｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａ ｔ ｉｏｎ ｉｎｖ ｉ ｔｒｏｏｎｏｏｃｙｔ ｅ

ｑｕａ
ｌ ｉ ｔｙ

ａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎ ｔｅｍｂｒｙｏ

４ ７
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ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔａ ｌｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ ．Ｍｏ ｌＲｅｐｒｏｄＤ ｅｖ２ ０ １ ２
，
７９

（
６

）
： ３ ９２＾０ １ ．

１ ５ ．Ｇ ｅＺＪ
，Ｌ ｉ ａｎｇＸＷ，ＧｕｏＬ

，Ｌ ｉ ａｎｇＱＸ ，ＬｕｏＳＭ ，ＷａｎｇＹＰ，Ｗｅ ｉＹＣ
，Ｈ ａｎＺＭ

，

Ｓ ｃｈａ ｔ ｔｅｎＨ
，ＳｕｎＱＹ ：Ｍ ａｔｅｒｎａ ｌＤ ｉ ａｂｅｔｅ ｓＣ ａｕ ｓ ｅｓＡ ｌ ｔｅｒａｔ ｉｏｎ ｓｏｆＤＮＡＭ ｅｔｈｙｌ ａｔ ｉｏｎ

Ｓ ｔａ ｔｕｓｅｓｏ ｆＳｏｍｅＩｍｐ
ｒｉｎ ｔ ｅｄＧ ｅｎｅｓ ｉｎＭｕｒｉｎｅＯｏ ｃｙｔｅ ｓ ．Ｂ ｉｏ ｌＲｅ

ｐ
ｒｏｄ２０ １ ３

，８ ８
（
５

）
： １ １ ７ ．

１
－

９ ．

１ ６ ．Ｅ ｉ ｃｈｅｎ ｌ ａｕｂ －Ｒ ｉ ｔ ｔｅｒＵ ：Ｇ ｅｎｅｔ ｉ ｃ ｓｏ ｆ ｏｏ ｃｙｔｅａｇｅ ｉｎｇ
．Ｍ ａ ｔｕｒｉ ｔａｓ１ ９９ ８

，
３ ０

（
２

）
： １ ４３

－

１ ６９ ．

１ ７ ．Ｅ ｉ ｃｈｅｎ ｌ ａｕｂ
－Ｒ ｉ ｔｔｅｒＵ

，Ｗ ｉｅ ｃｚｏ ｒｅｋＭ
，Ｌ ｉｉｋｅＳ

，Ｓ ｅ ｉｄｅ ｌＴ ：Ａｇｅｒｅ ｌ ａ ｔｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎａｎｄｎｅｗａｐｐ ｒｏａｃｈｅｓｔｏｓ ｔｕｄｙｒｅｄｏｘｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｉｎｍａｍｍ ａ ｌ ｉａｎ

ｏｏ ｃｙｔ ｅｓ ｉｎｒｅ ｓｐｏｎｓ ｅｔｏａｇｅｏ ｒｍ ａｔｕｒａｔ ｉｏｎｃｏｎｄ ｉ ｔ ｉｏｎ ｓ ．Ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ｏｎ２ ０ １ １
，１ １ ： ７ ８ ３

－

７９６ ．

１ ８ ．Ｓ ｃｈａｔ ｔｅｎＨ
，ＳｕｎＱＹ ：Ｎ ｅｗｉｎｓ ｉｇｈ ｔ ｓ ｉｎ ｔｏｔｈｅｒｏ ｌ ｅｏ ｆｃｅｎ ｔｒｏ ｓｏｍ ｅｓｉｎｍａｍｍ ａ ｌ ｉ ａｎ

ｆｅｒｔ ｉ ｌ ｉ ｓ ａｔ ｉｏｎａｎｄｉｍｐ
ｌ ｉ ｃａｔ ｉｏｎ ｓｆｏｒ ＡＲＴ ．Ｒｅｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉｏｎ２０ １ １

，１ ４２ ： ７ ９ ３
－

８ ０ １ ．

１ ９ ．Ｓ ｃｈａｔ ｔｅｎＨ
，ＳｕｎＱＹ ：Ｃ ｅｎ ｔｒｏ ｓｏｍｅｄｙｎａｍ ｉ ｃ ｓｄｕｒｉｎｇｍｅ ｉｏ ｔ ｉ ｃｓｐ ｉｎｄ ｌｅｆｏｒｍ ａｔ ｉｏｎｉｎ

ｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａ ｔ ｉｏｎ ．Ｍｏ ｌＲｅｐｒｏｄＤｅｖｅｌ２０ １ １
，
７ ８ ： ７ ５ ７

－

７６ ８ ．

２０ ．Ｐｅ ｌ ｌ ｅ ｓ ｔｏｒＦ
，ＡｎａｈｏｒｙＴ ，ＨａｍａｍａｈＳ ：Ｅ ｆｆｅｃｔｏｆｍａｔｅｒｎａｌａｇｅｏｎｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ

ｃｙｔｏｇｅｎｅｔ ｉｃａｂｎｏｒｍａ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅｓ ｉｎｈｕｍ ａｎｏｏｃｙｔｅ ｓ ．ＣｙｔｏｇｅｎＧ ｅｎｏｍ ｅＲｅ ｓ２ ００ ５
， １ １ １

（
３

４
）

： ２０６
－

２ １ ２ ．

２ １ ．Ｈ ａｓ ｓｏ ｌｄＴ
，
Ｈｕｎ ｔＰ ：Ｔｏｅｒｒ

（
ｍｅ ｉｏ ｔ ｉ ｃａ ｌ ｌ ｙ ）

ｉ ｓｈｕｍａｎ ：Ｔｈｅ
ｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｏｆ ｈｕｍａｎａｎｅｕｐ ｌｏ ｉｄｙ ．

Ｎ ａ ｔＲｅｖＧ ｅｎｅ ｔ２００ １
，
２

：
２ ８ ０

－

２９ １ ．

２２ ．Ｃ ｏｈｅｎＪ
，Ｓ ｃｏｔｔＲ

，Ａ ｌ ｉ ｋａｎ ｉＭ
，Ｓ ｃｈ ｉｍｍｅ ｌＴ

，ＭｕｎｎｅＳ
，ＬｅｖｒｏｎＪ

，ＷｕＬ
，Ｂ ｒｅｎｎｅｒＣ

，

ＷａｒｎｅｒＣ
，
Ｗ ｉ ｌ ｌ ａｄ ｓｅｎＳ ：Ｏｏｐ ｌ ａｓｍ ｉ ｃｔｒａｎｓ ｆｅｒｉｎｍ ａ ｔｕｒｅｈｕｍ ａｎｏｏｃｙｔｅ ｓ ．Ｍｏ ｌＨｕｍＲ ｅｐ ｒｏｄ

１ ９９ ８
，
４

（
３

）
： ２６９

－

２ ８ ０ ．

２ ３ ．Ｙ ｉＹＣ
，ＣｈｅｎＭＪ

，ＨｏＪＹ
，ＧｕｕＨＦ，ＨｏＥＳ ：Ｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒｉ ａｔｒａｎｓｆｅｒｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅ

ｍｕｒｉｎｅｅｍｂｒｙｏｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔ ．ＪＡ ｓ ｓ ｉ ｓ ｔＲｅ
ｐ
ｒｏｄＧ ｅｎｅ ｔ２ ００７

，
２４

（
１ ０

）
： ４４５＾４９ ．

２４ ．Ｍａ ｌ ｔｅｒＨＥ
，ＣｏｈｅｎＪ ：Ｏｏｐ ｌａｓｍ ｉ ｃｔ ｒａｎ ｓｆｅｒ ：ａｎ ｉｍ ａ ｌｍｏｄｅ ｌ ｓａｓ ｓ ｉ ｓ ｔｈｕｍａｎｓ ｔｕｄ ｉ ｅｓ ．

ＲｅｐｒｏｄＢ ｉｏｍｅｄＯｎ ｌ ｉｎｅ２ ００２
，
５

（
ｌ
）

： ２６
－

３ ５ ．

２ ５ ．ＳｃｈｏｎＥＡ
，Ｄ ｉＭ ａｕｒｏＳ

，Ｈ ｉ ｒａｎｏＭ
，Ｇ ｉ ｌｋｅｒｓｏｎＲＷ ：Ｔｈｅｒａｐｅｕｔ ｉ ｃｐｒｏ ｓｐｅｃ ｔ ｓｆｏｒ

ｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｄ ｉ ｓｅａｓｅ ．Ｔｒｅｎｄ ｓＭｏ ｌＭ ｅｄ２ ０ １ ０
，１ ６

（
６

）
： ２６ ８ ２ ７６ ．

２６ ．Ｒｅｉｎｈａｒｄ ｔＫ
，Ｄｏｗ ｌ ｉｎｇ

ＤＫ
，ＭｏｒｒｏｗＥＨ ：Ｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒｉａ ｌｒｅｐ

ｌ ａｃｅｍ ｅｎｔ
，ｅｖｏ ｌｕｔ ｉｏｎ

，ａｎｄ

ｔｈｅｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃ ．Ｓ ｃ ｉ ｅｎｃｅ２ ０ １ ３
，３ ４ １

（
６ １ ５ ２

）
： １ ３ ４５ １ ３４６ ．

４ ８
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

２ ７ ．Ｓｍ ｅｅ ｔ ｓＨＪＭ ：Ｐｒｅｖｅｎｔ ｉｎｇｔｈｅｔｒａｎ ｓｍ ｉ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌＤＮＡｄ ｉ ｓｏｒｄｅｒｓ ：

Ｓ ｅ ｌ ｅｃ ｔ ｉｎｇｔｈｅｇｏｏｄｇｕｙｓｏ ｒｋ ｉｃｋ ｉｎｇｏｕ ｔｔｈｅｂａｄｇｕｙｓ ．ＲｅｐｒｏｄＢ ｉｏＭ ｅｄＯｎ ｌ ｉｎｅ２０ １ ３
，

２ ７ ： ５ ９９
－

６ １ ０ ．

２ ８ ．ＡｍａｔｏＰ
，Ｔａｃｈ ｉｂａｎａＭ

，ＳｐａｒｍａｎＭ
，Ｍ ｉ ｔａ ｌ ｉ

ｐｏｖ ：Ｔｈｒｅｅ
－

ｐ
ａｒｅｎｔ ｉｎｖ ｉ ｔｒｏｆｅｒｔ ｉ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ：

ｇｅｎｅｒｅｐ ｌ ａｃｅｍｅｎｔｆｏｒｔｈｅ
ｐｒｅｖｅｎ ｔ ｉｏｎｏｆ ｉ ｎｈｅｒｉ ｔｅｄｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｄ ｉ ｓｅａｓｅｓ ．Ｆｅｒｔ ｉ ｌＳ ｔｅｒｉ ｌ

２ ０ １ ４
，１ ０ １

（
１
）

： ３ １
－

３ ５ ，

２９ ．Ｍ ｉ ｔａｌ ｉ

ｐｏｖＳ ，Ｗｏ ｌ ｆＤ Ｐ ：Ｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃａ ｌａｎｄｅ ｔｈ ｉ ｃａ ｌｉｍｐ ｌ ｉ ｃａ ｔ ｉｏｎｓｏｆｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｆｅ ｒ ．Ｔｒｅｎｄ ｓＥｎｄｏ ｃｒｉｎｏ ｌＭｅｔａｂ２０ １ ４
，
２ ５

（
１

）
： ５
－

７ ．

３ ０ ．Ｃｈ ｉｎｎｅｒｙＰＦ ，Ｃ ｒａｖｅｎＬ
，Ｍ ｉ ｔａ ｌ ｉｐｏｖＳ ，Ｓ ｔｅｗａｒｔＪＢ

，Ｈ ｅｒｂｅｒｔＭ
，Ｔｕｒｎｂｕ ｌ ｌＤＭ ：Ｔｈｅ

ｃｈａ ｌ ｌ ｅｎｇｅ ｓｏｆ ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉａ ｌｒｅｐ
ｌ ａｃｅｍ ｅｎ ｔ ．ＰＬｏＳＧ ｅｎｅ ｔ２０ １ ４

，１ ０
（
４

）
： ｅ ｌ ００４３ １ ５ ．

３ １ ．Ｍｏｒａｅ ｓＣＴ
，
Ｂ ａｃｍａｎＳＲ

，Ｗ ｉ ｌ ｌ ｉ ａｍ ｓＳＬ ：Ｍａｎ ｉ

ｐｕ
ｌ ａ ｔ ｉｎｇ

ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｎｔｈｅ

ｃ ｌ ｉｎ ｉｃ ：

ｐ ｌ ａｙ ｉｎｇ
ｂｙ

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｒｕ ｌ ｅｓ ．Ｔｒｅｎｄ ｓＣ ｅ ｌ ｌＢ ｉｏ ｌ２０ １ ４
，２４ （

４
）

： ２０９
－

２ １ １ ．

３ ２ ．Ｊ ａｃｏｂ ｓｏｎＪ
，ＤｕｃｈｅｎＭＲ ：Ｉｎ ｔｅｒｐ ｌａｙｂｅｔｗ ｅｅｎｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒｉ ａａｎｄｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒｃａ ｌ ｃ ｉｕｍ

ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ．Ｍｏ ｌＣ ｅ ｌ ｌＢ ｉ ｏ ｃｈｅｍ２００４
，
２ ５ ６／２ ５ ７ ： ２０９

－

２ １ ８ ．

３ ３ ．Ｄ ａｎ ｉ ａ ｌＮＮ
，ＫｏｒｓｍｅｙｅｒＳ Ｊ ：Ｃ ｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ：ｃｒｉ ｔ ｉ ｃａｌｃｏｎｔｒｏ ｌ

ｐｏ
ｉ ｎ ｔ ｓ ．Ｃ ｅ ｌ ｌ２００４

，１ １ ６ ： ２０５

２ １ ９ ．

３４ ．Ｄ ｙａｌ ｌＳＤ
，ＢｒｏｗｎＭＴ

，ＪｏｈｎｓｏｎＰＪ ：Ａｎｃ ｉ ｅｎｔｉ ｎｖａｓ ｉｏｎｓ ：ｆｒｏｍｅｎｄｏ ｓｙｍｂ ｉｏｎｔ ｓｔｏ

ｏｒｇａｎｅ ｌ ｌ ｅｓ ．Ｓｃｉｅｎｃｅ２００４
，
３ ０４ ： ２ ５ ３

－

２ ５ ７ ．

３ ５ ．Ｄ ｅｔｍｅｒＳＡ
，
ＣｈａｎＤＣ ：Ｆｕｎｃｔ ｉｏｎｓａｎｄｄｙｓ ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ｓｏｆ ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｄｙｎａｍ

ｉ ｃｓ ．Ｎ ａｔ

ＲｅｖＭｏ ｌＣ ｅ ｌ ｌＢ ｉｏ ｌ２ ００７
，
８ ： ８ ７０

－

８ ７９ ．

３ ６ ．Ｓｍ ｉ ｔｈＰＭ
，ＦｏｘＪＬ ，Ｗｉｎｇｅ

ＤＲ ：Ｂ ｉｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｏｆｔｈｅｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂｃ
（

ｌ
）ｃｏｍｐ ｌ ｅｘａｎｄ

ｒｏ ｌｅｏｆ ａ ｓ ｓｅｍｂ ｌｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ．Ｂ ｉｏｃｈ ｉｍＢ ｉｏ

ｐ
ｈｙｓＡｃ ｔａ１ ８ １ ７

，
２ ０ １ ２ ：

２ ７６
－

２ ８ ６ ．

３ ７ ．ＡｎｄｅｒｓｏｎＳ
，
Ｂ ａｎｋ ｉ ｅｒＡＴ

，Ｂ ａｒｒｅ ｌＢＧ
，
ｄ ｅＢ ｒｕ ｉ

ｊ
ｎＭＨ

，Ｃｏｕ ｌ ｓｏｎＡＲ
，
Ｄｒｏｕ ｉｎＪ

，Ｅｐｅｒｏｎ

ＩＣ
，Ｎ ｉ ｅｒｌ ｉ ｃｈＤＰ

，ＲｏｅＢＡ ，Ｓ ａｎｇｅｒＦ，Ｓ ｃｈｒｅ ｉｅｒＰＨ
，Ｓｍ ｉ ｔｈＡＪＨ

，Ｓ ｔａｄｅｎＲ
，ＹｏｕｎｇＩＧ ：

Ｓ ｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｏｒｇａｎ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎｏｆ ｔｈｅｈｕｍ ａｎｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌ

ｇｅｎｏｍ ｅ ．Ｎ ａｔｕｒｅ１ ９ ８ １
，
２ ９０ ： ４５ ７

４６ ５ ．

３ ８ ．Ｓ ｔＪ ｏｈｎＪＣ
，Ｆ ａｃｕｃｈｏ

－Ｏ ｌ ｉｖｅ ｉ ｒａＪ
，Ｊ ｉａｎｇ

Ｙ
，Ｋｅ ｌ ｌｙ

Ｒ
，Ｓａ ｌ ａｈＲ ：Ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌＤＮＡ

ｔｒａｎｓｍ ｉ ｓ ｓ ｉｏｎ
，ｒｅｐ ｌ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎａｎｄ ｉｎｈｅｒｉ ｔａｎｃｅ ：ａｊ

ｏｕｒｎｅｙｆｒｏｍｔｈｅｇａｍｅ ｔｅｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ

ｅｍｂ ｒｙｏａｎｄｉｎ ｔｏｏ ｆｆｓｐｒｉｎｇａｎｄｅｍｂ ｒｙｏｎ ｉ ｃｓ ｔｅｍｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｈｕｍ ａｎＲｅｐｒｏｄＵｐｄａ ｔｅ２ ０ １ ０
，

４９
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

１ ６
（
５

）
：４８ ８

—

５０９ ．

３ ９ ．ＴａｋａｓｕｇｉＭ
，Ｙａｇ ｉＳ

，Ｈ ｉ ｒａｂａｙａｓｈ ｉＫ
，Ｓｈ ｉｏ ｔａＫ ：ＤＮＡｍ ｅｔｈｙｌ ａｔ ｉｏｎｓ ｔａｔｕｓｏｆ

ｎｕｃ ｌｅａｒ
－

ｅｎｃｏｄｅｄｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌｇｅｎｅｓｕｎｄ ｅｒｌ ｉ ｅ ｓｔｈｅ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ －ｄｅｐｅｎｄｅｎ ｔｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉ ａ ｌ
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综述

线粒体功能在卵母细胞成熟中 的作用

随着女性年龄的增长 ， 其生育能力下降 ， 辅助生殖临床结局差 ， 原因在于高

龄女性中 卵母细胞老化 ， 非整倍体发生率增加 ， 导致受精失败或胚胎发育异常 。

不孕不育逐渐发展为世界性 问题 。 近年来 ， 多项研究显示线粒体功能异常与高龄

女性不孕不育 、 辅助生殖临床结局差相关
［

１
－

５
］

。 研究显示 ， 在患有糖尿病 、 肥胖

等代谢性疾病的女性患者中 ， 线粒体功能异常与不孕具有相关性 ［
１

，
８
－

１ ０
］

， 该趋势

同样 出现在高龄女性中
［
６

，
９ －

１ ２
］

。 因此 ， 分析研究线粒体在卵母细胞成熟过程中 的

影响 ， 对改善卵母细胞中线粒体功能具有重要的意义 。

线粒体及代谢方式

线粒体是真核细胞的重要细胞器之
一

， 作为细胞
“

能量工厂
”

合成三磷酸腺

苷 ＡＴＰ ， 参与细胞生长 、 分化 、 增殖 、 凋亡 、 信号传导等细胞活动 。 线粒体为
一

种半 自 主细胞器 ， 拥有独立的遗传物质和遗传体系 。 人类线粒体 ＤＮＡ （ｍ ｔＤＮＡ ）

呈双链环状 ， 长度为 １ ６
，

５ ６９ｂｐ ， 含有 ３ ７ 个基 因 ， 编码 ２２ 种 ｔＲＮＡ 、 ２ 种 ｒＲＮＡ （ １ ２Ｓ

ｒＲＮＡ 和 １ ６Ｓ ｒＲＮＡ ） 以及 １ ３ 种 多肽 。 线粒体 由 内 、 外两层膜包被 ， 内含基质 、

嵴 。 线粒体嵴的形态反映细胞氧化代谢的能力 。 线粒体的数量 、 空间分布 、 形态 、

代谢方式均具有组织特异性 ， 这取决于细胞的代谢水平 。 不 同细胞类型中 ， 线粒

体生成 ＡＴＰ 方式不同 ： 在成体细胞中 ， ＡＴＰ 生成主要为氧化磷酸化途径 ， 而在卵

母细胞中 ， ＡＴＰ 生成主要为糖酵解和磷酸戊糖途径 。 根据能量代谢方式不 同 ， 相

对应的线粒体结构亦不同 ［
３

，

４
］

： 通过糖酵解和磷酸戊糖途径生成 ＡＴＰ 的线粒体 ，

呈 圆 形 、 含有少量的嵴 ； 而通过氧化磷酸化途径生成 ＡＴＰ 的线粒体 ， 呈长形 、 含

有较 多 的嵴 。 根据细胞活动所需能量不 同 ， 细胞所包含 的线粒体数量差异 巨大 ，

细胞代谢活动越旺盛的细胞线粒体数量越多 。 人的成熟卵母细胞 中含有超过 １ ０

万个线粒体 ， 是人体含有线粒体最 多 的细胞 。 在受精卵形成及早期胚胎发育过程

中 ， 线粒体绝大部分来 自 于卵母细胞 中
［
２ １

］
， 故线粒体功能正常对于卵母细胞成

熟 、 受精及胚胎发育潜能等密切相关 。

线粒体的空间分布与卵母细胞成熟

线粒体通过微管动力 蛋 白及驱动蛋 白 ， 在细胞 内 移位至功能区 ［
３ ３

］
。 线粒体

５ ３
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

空间分布的改变依赖于细胞活动 。 在卵母细胞成熟过程中 ， 线粒体的空间分布十

分重要并且可作 为评估 卵母细胞质量的
一

项可靠 的指标 。 在生发泡 （ ｇｅｒｍ ｉｎａ ｌ

ｖｅ ｓ ｉｃ ｌｅ ，ＧＶ ） 期 ， 线粒体呈幼稚型 ， 为 圆形 、 少嵴或呈管泡状嵴 ， 分布在细胞质

中 。 当进行减数分裂时 ， 即在生发泡破裂 （ ｇｅｒｍ ｉｎａ ｌｖｅｓ ｉ ｃ ｌｅｂｒｅａｋｄｏｗｎ
，

ＧＶＢＤ ） 期 ，

线粒体增多 、 浓集 ， 成簇聚集于细胞核周 围 ， 线粒体呈成熟型 ， 长梭形 ， 基质加

深 ， 嵴呈板层状 。 线粒体空间分布的变化原 因 ， 可能是在卵母细胞发育成熟过程

中 ， 中心体形成 、 纺锤体的微管运动 、 蛋 白分子水平的磷酸化及去磷酸化等活动 ，

均需要线粒体提供大量的 ＡＴＰ 。 Ｍ Ｉ／Ｍ Ｉ Ｉ 期纺锤体的形成对染色体精准的分离十分

重要 ， 故在 Ｍ Ｉ Ｉ 期纺锤体周 围具有较多线粒体时 ， 提示该卵母细胞具有较好的发

育潜能 。 研究显示 ， Ｍ ｉ ｌ 期卵母细胞中线粒体沿纺锤体分布 ， 表示线粒体对于纺

锤体的形成及完整性的维护十分重要 ［
３４

］
。 刘珊等研究发现未成熟卵母细胞中线

粒体分布与细胞周边 ， 成熟卵母细胞中线粒体均勻分布在核周 围
［
３ ５

］
。 线粒体空

间分布的变化在其他哺乳动物卵母细胞同样存在 。 大多数哺乳类动物 ， 线粒体主

要分布在 Ｍ Ｉ Ｉ 期卵母细胞纺锤体周 围
［
１ ６

，
１ ７

，

２９ －

３ ２
］

， 显示线粒体的分布对于纺锤

体形成及稳定性具有很大的作用 。 因此线粒体在细胞核周 围聚集是优质卵母细胞

的
一

个标志 。

线粒体膜电位与卵母细胞成熟

线粒体膜电位正常对卵母细胞成熟十分重要 ， 并且卵母细胞中线粒体膜电位

降低造成异常胚胎发育 。 线粒体膜 电位 （

Ｗ ｍ
） 即线粒体的极性 ， 其产生来 自 于线

粒体的活动 。 线粒体 内膜上存在有质子泵 ， 线粒体呼吸运动 中 电子的传递产生 ，

形成质子梯度 ， 即跨膜 电位 。 正常线粒体膜电位是维持线粒体进行呼吸运动 ， 生

成 ＡＴＰ 等 细 胞活 动 等 必 须 。 目 前 有 多 重探针 检 测 试 剂 盒 如 罗 丹 明 １ ２ ３ ，

ＪＣ －

１
［
９

，

２ ８
］

。 当线粒体功能受损或下降时 ， 线粒体膜 电位下降 ， 检测 时荧光试剂

ＪＣ －

１ 在细胞 中 以单体的形式存在 ， 在荧光显微镜下呈绿色荧光 ；
ＪＣ －

１ 形成多聚

体 ， 显示红色 ， 线粒体膜 电位正常 。 因此 ， 可 以通过检测荧光强度及红 ／绿荧光的

比值反映细胞中线粒体功能 。 ＶａｎＢ ｌ ｅｒｋｏｎ 等研究发现 ， Ｍ Ｉ Ｉ 卵母细胞中线粒体

膜 电位随着年龄的增加而降低 ， 进而影响胚胎发育
［
２３

］
。

活性氧与卵母细胞

线粒体生成 ＡＴＰ 的过程中 ， 同时产生 了 同 时也产生 了 副产 品 － －活性氧 （ ｒｅａｃ ｔ ｉｖｅ

５４
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

ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃ ｉ ｅｓ ，ＲＯＳ ） ， 后者造成线粒体 ＤＮＡ 氧化损伤 ， ｍ ｔＤＮＡ 突变或缺失 。

卵母细胞的老化 、 损伤伴随着线粒体 ＤＮＡ 突变 、 缺失 。 线粒体是活性氧 自 由基

主要产生的场所 ， 机体大部分的活性氧 自 由基来 自 线粒体 。 当线粒体功能下降 ，

清除 ＲＯ Ｓ 能力下降 。 研究发现 ， 高龄妇女卵泡 中 ＲＯＳ 含量较年轻女性显著增高 ，

从多方面影响卵母细胞及受精 ［
２５

，

２ ６
］

。 当细胞 内 ＲＯＳ 含量增高时 ， 破坏细胞 内膜

上离子转换孔道 （ｍＰＴ ） ， 使钙离子外流 ， 线粒体膜电位消失 ， 进而启 动细胞凋

亡程序 。 在胚胎发育过程中 则表现为 卵裂球溶解 ， 出现细胞碎片 。 ＶａｎＢ ｌ ｅｒｋｏｍ Ｊ

等研究发现 ， 出现碎片的胚胎中 ＲＯＳ 水平明显高于正常胚胎
［
２ ７

］
。 同样高浓度的

ＲＯ Ｓ 也会对 ｍ ｔＤＮＡ 造成损害 。 由于线粒体 ＤＮＡ 没有组蛋 白保护 ， 且线粒体 自

身无有效的 ＤＮＡ 损伤修复系统
［
２０

］
， 因此 ， 线粒体 ＤＮＡ 容易受损或突变 ， 影响

线粒体氧化磷酸化能力 ， 致其供能不足 ， 造成卵母细胞发育不成熟 ， 受精率低下 ，

胚胎发育潜能差或胚胎停育 ， 辅助生殖成功率降低 。

线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏ ｃｈｏｎｄｒ ｉａ ｌＤＮＡ ， ｍｔＤＮＡ ） 与卵母细胞成熟

Ｍ Ｉ Ｉ 期获取的卵母细胞是卵母细胞成熟的最终产物 。 成熟的 Ｍ Ｉ Ｉ 卵母细胞中

含有 １ ０００００？２ ０００００ 线粒体拷 贝数 。 卵母细胞中 ｍ ｔＤＮＡ 拷贝数与受精 、 胚胎发

育潜能成正相关 。 Ｃｈａｎ 等研究发现高龄女性 （大于 ３ ５ 岁 ）ＭＩ Ｉ 卵母细胞中 ｍ ｔＤＮＡ

拷 贝数较年轻女性也是显著下降 ， 提示 ｍ ｔＤＮＡ 拷贝数减少与卵母细胞老化相关

［
２４

］
。 Ｓ ａｎｔｏ ｓ 等对卵母细胞体外受精 ， 比较受精卵 、 受精失败卵及退化的卵母细

胞中 ｍ ｔＤＮＡ 拷 贝数 ， 结果表明受精失败 、 退化的卵母细胞中 ｍ ｔＤＮＡ 拷 贝数较受

精后的卵母细胞显著下降
［

２２
］

。 Ｓａｎｔｏ ｓ 等进而发现 ， 发育正常的受精卵 中 ｍ ｔＤＮＡ

拷贝数较发育停止的受精卵显著增高 。 提示 ｍ ｔＤＮＡ 拷 贝减低 ， 导致卵母细胞成

熟 、 及胚胎发育受阻 。

结语

线粒体是细胞活动 中最重要的细胞器之
一

， 随着研究的深入 ， 线粒体的空间

分布 、 线粒体膜 电位 ， 活性氧及 ｍ ｔＤＮＡ 拷 贝数及完整性对卵母细胞成熟的影响逐

渐清晰 。 然而对于线粒体在卵母细胞中作用 的机制不 明确 ， 需要进
一

步研究 ， 对

改善高龄女性卵母细胞质量 ， 提高辅助生殖成功率具有重要的意义 。
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博士在读期间发表文章

王元芬 ， 郝建秀 ， ：Ｅ辉 ， 姚元庆 。 线粒体功能在卵母细胞成熟 中 的作
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致 谢

岁 月 如梭 ， 白驹过隙 ， 转眼间博士学习 生活即将结束 。 回望三年的学习经历 ，

每
一

步成长的都离不开众多师长 ， 同窗和亲友们的支持与帮助 ， 谨在此致以我最

诚挚的感谢 。

首先 ， 感谢我的导师引我进入师 门 ， 进入妇产科学领域深造 。 感谢导师对我

的临床能力精心的培养 ， 完整安排相关科室的轮转 。 同 时 ， 对我的科研能力 的指

导 ， 让我在临床和科研两方面均受益匪浅 。 感谢导师对我的谆谆教导和关怀 ， 是

导师的指引让我明确 了 未来的发展方 向 。 三年来 ， 导师高 尚 的医德医风 ， 严谨勤

奋的治学风范 ， 国 际化的视野 ， 前沿而精髓的学术造诣 ， 都深深感染着我 ， 让我

永志不忘 。

感谢实验指导陈德云老师 、 刘杰杰老师 ， 因 为有你们的指导及帮助 ， 使得实

验可 以顺利完成 。

感谢妇产科全体主任 、 医师对我临床工作的指导与帮助 ， 让我从
一

名 医学生

渐渐成长为
一

名 医生 。 感谢妇产科全体教员三年来给予的帮助 。

感谢师姐 、 师妹三年来
一

路 同行 ， 陪我同甘苦共分享 ； 感谢郭
一

帆师姐逐字

为我修改论文 ； 感谢王辉师姐 ， 蔚春华师姐 ， 刘忠宇师兄 ， 牛子儒师兄等同 门师

兄师姐师妹对我学习 和生活上的关心和照顾 ， 你们给我的工作和生活带来了无限

欢乐 ， 愿我们友谊长存 。

感谢解放军总医院给我这个平台 ， 感谢各位领导 ， 老师及同窗给我的帮助 。

最后 ， 谨 以此文献给我挚爱的双亲 ， 感谢家人的理解支持和艰辛付出 。

再
一

次 向所有关心我的老师 、 朋友致 以最诚挚的谢意 ！

北京 ２０ １ ７ 年 ５ 月

６０


