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透明质酸酶处理污染胚胎后获得正常活产2例报道
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  胚胎培养过程中微生物污染是所有体外受精(in
 

vitro
 

fertilization,IVF)实验室面临的严重问题。胚

胎污染可能导致无可用胚胎,从而给患者带来经济和

心理双重负担[1-3]。IVF胚胎发生污染的概率极低,
国内多个中心报道其发生率为0.24%~0.51%[1,4-5],
与国 外 报 道 的IVF 周 期 污 染 发 生 率 0.18% ~
0.68%[6-10]基本一致。鉴于此,建立有效的预防和处

理方案对保障IVF成功率至关重要。
目前,含抗生素培养基洗涤是胚胎污染的常用补

救措施,但其有效性常受限于细菌耐药性[4-5,11]。本项

研究通过使用含透明质酸酶溶液 G-MOPS
 

PLUSTM

(10130;瑞典Vitrolife公司)及G-1
 

PLUSTM(10128;
瑞典Vitrolife公司)处理后,成功防止了微生物的再

次污染,并且最终使患者获得妊娠及活产。本研究已

通过本院医学伦理委员批准(审批号:NFEC-2021-
363)。

1 临床资料

  患者1,女,29岁,原发性不孕4年(多囊卵巢综

合征);性 激 素6项 检 测 显 示 卵 泡 刺 激 素(follicle
 

stimulating
 

hormone,FSH)、黄体生成素(luteinizing
 

hormone,LH)、雌二醇(estradiol,E2)和抗缪勒管激

素正常。配偶精液检查无精子,精曲小管发育不全

(47,XXY),FSH 和LH 均升高,抑制素B<10
 

pg/

mL。经显微外科睾丸取精术后未获精子,经患者知

情同意后使用供精。采用拮抗剂方案进行卵巢刺激。
精子制备和授精流程:按世界卫生组织《人类精

液检查与处理实验室手册(第5版)》评估精液标本

(制备前后)的精子浓度和活力。供精解冻后,使用非

连续密度梯度液(浓度为90%和45%,SpermGrad;

10099;瑞典Vitrolife公司),450×g离心15
 

min。收

集沉淀于 G-IVF
 

PLUSTM(10136;瑞典 Vitrolife公

司)培养基300×g离心5
 

min;沉淀0.1~0.2
 

mL重

悬于G-IVF
 

PLUSTM 培养基,37
 

℃、6%
 

CO2 培养箱

中孵育上游30
 

min。取上层悬液于0.5
 

mL用于授

精。IVF周期精子终浓度为5.0×106/mL。
共获卵母细胞22个,置于已平衡并覆盖油的G-

IVF
 

PLUS四孔皿(353654;美国BD
 

FALCON公司)
培养3~5

 

h后,加入精子悬液。精卵共培养之前评估

精子浓度和活力,授精时精子密度为每毫升10万条/
孔。卵母细胞与精子在培养基中共孵育16~18

 

h,

17
 

h后剥落卵母细胞并转移至已平衡并覆盖油的25
 

μL
 

G1培养皿(353654;美国BD
 

FALCON公司)中培
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养。评估授精情况,第1天受精结果见表1。共获11
个双原核受精卵(two

 

pronucleus,2PN)和2个单原

核受精卵(one
 

pronucleus,1PN)。
受精后第2天,G-1

 

PLUSTM 培养皿中观察到不

透明颗粒;高倍镜下授精精子悬液含大量不动精子及

高密集性和高活动性不透明颗粒,见图1。收集胚胎

培养基及授精精子悬液,密封后送微生物学检查。

  A:受精后第2天精子悬液微生物污染;B:受精后第2天胚胎形态及G-1
 

PLUSTM 培养皿污染;C:新鲜周期第5天选择移植胚胎形态;D、E:新

鲜周期第5天选择冷冻胚胎形态;F、G:新鲜周期第6天选择冷冻胚胎形态。
 

图1  患者1精液与胚胎污染情形及胚胎去向(400×)

  检查结果显示污染菌为大肠杆菌。分离微生物

进行药敏试验、抗生素耐药性检查,发现该菌对庆大

霉素耐药。
制备含80

 

IU透明质酸酶G-MOPS
 

PLUSTM 四

孔皿,每个胚胎经酶溶液洗涤15
 

s(重复2次)后,转
移至平衡过的G-1

 

PLUS
 

TM培养基中洗涤3次,再转

移至另一个平衡好的G-1
 

PLUS
 

TM培养基中继续培

养。至第3天时,将13枚可利用胚胎(4细胞及以上,
评级在Ⅲ级以下)转移至 G-2

 

PLUSTM(10132;瑞典

Vitrolife公司)培养基继续培养至第6天,未见再污

染。移植第5天优质囊胚4AB一枚,冷冻第5天囊胚

2枚、第6天囊胚2枚。本研究采用的胚胎评级标准

参考《人类卵裂期胚胎及囊胚形态学评价中国专家共

识》[12]。移植前已充分告知患者胚胎移植风险及注意

事项并获书面同意。移植后未予抗生素治疗,常规黄

体支持。移植后第6周通过阴道超声确认了宫内单

胎妊娠。39+6 周剖宫产获得一女婴,体重3
 

850
 

g。
患者2,女,29岁,原发性不孕6年。基线FSH、

LH、E2正常,配偶为克氏综合征(47,XXY),精液无

精子(FSH/LH升高,Y染色体无微缺失),显微外科

睾丸取精术后未获精子,知情同意后供精助孕,长效

长方案(黄体期)促排卵,获卵母细胞29个。
精子制备、授精及卵母细胞的剥落流程同患者1。

IVF周期精子终浓度为2.0×106/mL。受精结果见
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表1。受精后第2天,培养皿中见不透明颗粒。高倍

镜下授精精子悬液含大量不动精子及高密集性和高

活动性浑浊颗粒,见图2。收集胚胎培养基及精子悬

液,密封后送微生物学检查。

  A:受精后第2天精子悬液微生物污染;B:受精后第2天胚胎形态及G-1
 

PLUS
 TM培养皿微生物污染;C:新鲜周期第5天选择冷冻胚胎形态;

D:第1个冻融胚胎移植(frozen
 

embryo
 

transfer,FET)周期移植胚胎形态;E:第2个FET周期移植胚胎形态。
 

图2  患者2精液与胚胎污染情形及胚胎去向(400×)

  检查结果显示,污染菌为大肠杆菌。分离微生物

进行药敏试验、抗生素耐药性检查,发现该菌对庆大

霉素耐药。
使用患者1流程洗涤污染细胞。培养至第3天

冷冻卵裂期胚胎2枚,余8枚可利用胚胎转移至G-2
 

PLUS
 

TM培养基继续培养至第6天,未发现再污染。
冷冻第6天囊胚3枚。移植前已充分告知患者胚胎

移植的相关风险及注意事项,并获患者书面同意。第

1个冻融胚胎移植(frozen
 

embryo
 

transfer,FET)周
期移植优质囊胚3BB一枚,

 

10
 

d后验血清人绒毛膜

促性腺激素0.57
 

mIU/mL,未妊娠。第2个FET周

期移植两枚卵裂期胚胎(14CI&7CI)。移植后6周确

认宫内单胎妊娠。移植后未予抗生素治疗,常规黄体

支持。40+1 周剖宫产获得一女婴,体重3
 

600
 

g。

表1  患者的基本信息
 

女方信息
数值

患者1 患者2
男方信息

数值

患者1 患者2

基线FSH(U/L) 5.23 1.51 FSH(mIU/mL) 29.36 29.13

基线LH(U/L) 8.23 2.87 LH(mIU/mL) 19.30 23.11

基线E2(pg/mL) 18.99 <5 睾酮(ng/mL) 3.27 3.37

抗米勒管激素(ng/mL) 7.62 胰岛素样生长因-1(ng/mL) 151 117

孕激素(ng/mL) 0.420 0.122 抑制素B(pg/mL) <10 73

促性腺激素总量(IU) 1
 

087.5 1
 

200.0 核型分析 47,XXY 47,XXY

获卵总数(个) 22 29

2PN(个) 11 13
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续表1  患者的基本信息
 

女方信息
数值

患者1 患者2
男方信息

数值

患者1 患者2

1PN(个) 2 4

Multiple
 

PN(个) 0 0

MⅡ(个) 1 8

MⅠ(个) 6 4

GV(个) 2 0

  基线FSH、
 

LH、基线E2(pg/mL)
 

分别为月经期第2天对应激素水平;Multiple
 

PN:多原核受精卵数;MⅡ:第2次减数分裂中期卵子数;MⅠ:

第1次减数分裂中期卵子数;GV:生发泡期卵子数。

2 讨  论

  本研究结果表明,透明质酸酶溶液洗涤可有效预

防胚胎再次污染,移植后成功妊娠分娩,但仍需大样

本量验证。
已有实验证据表明,液氮中存在细菌交叉污染风

险[13]。移植后剩余胚胎多采用封闭式载体冷冻,并储

存于专用液氮罐中。
本研究精液均来自同一供精,受污染胚胎源于两

名不同患者。两例标本微生物检测均显示大肠杆菌

污染且对庆大霉素耐药,提示污染源可能为精液。供

精也是污染来源之一。文献报道,供精IVF胚胎污染

发生率为1.22%(12/986)高于夫精IVF[0.81%(82/

10
 

065)][8],但差异无统计学意义(P>0.05)。
微生物污染多见于第2~4天胚胎观察期[8]。文

献报道,污染结果与细菌类型相关:大肠杆菌污染预

后较差[5,8];念珠菌对胚胎发育影响较小,可用于胚胎

移植[6,9];巴氏葡萄球菌污染短期内对胚胎发育速度

及妊娠结果无明显影响[14]。
已有研究表明,移植后的种植率及活产率与胚胎

的评级相关,囊胚的内细胞团和滋养层细胞评级与妊

娠率和活产率呈正相关[15]。本研究两个供精IVF周

期污染胚胎均发育为囊胚并成功妊娠分娩。该结果

可能源于细胞冷冻解冻过程中微生物增殖活性降低,
或透明质酸酶溶液洗涤对该微生物效果明显,仍需进

一步验证。
细菌增殖不仅与胚胎竞争营养物质,其产生的内

毒素 还 可 引 发 胚 胎 碎 裂、气 泡 形 成 及 妊 娠 率 降

低[16-17]。使用含抗生素培养基洗涤污染胚胎也许可

清除其表面微生物。张敏等[18]和罗清炳等[19]研究中

使用商品化培养液反复冲洗污染胚胎,但无法完全避

免再污染。研究表明,洗涤液中加入外源性青霉素、
链霉素(0.15

 

mg/mL)或庆大霉素(0.15
 

g/L)可抑制

细菌生长[18,20]。但该方法可能并非最优解,抗生素洗

涤后仍有胚胎再污染的可能[4-5,10],原因可能为以下两

个方面:培养基细菌浓度过高,或细菌对所用抗生素

耐药[8]。因细菌培养及药敏试验需数天获取结果,临

床中研究者只能主观选择抗生素应急处理污染胚胎。
人透明带(zona

 

pellucida,ZP)主要由4种糖蛋白

(ZP1、ZP2、ZP3和ZP4)组成。其外表面是由相互连

接的细丝组成的规则孔隙网络结构[21-22],且外表面孔

径大于内表面[23],易致微生物黏附,导致单纯含抗生

素洗涤液难以清除ZP表面的微生物。
古米娜·卡米力等[24]通过台式酸去除胚胎透明

带以阻断再污染,效果明显。SHU 等[10]和LI等[11]

亦报道使用该方法获得妊娠及活产的报告。但台式

酸操作时间过长可能损伤卵膜或者卵裂球胞质膜,影
响胚胎发育。ZP在受精和植入前对胚胎发育至关重

要,在胚胎卵裂球致密化前维持胚胎空间结构[21],限
制卵裂球分离及外部干扰。因此,胚胎早期发育阶段

去除透明带预防再污染并非最优选择。
人透明质酸酶是卵质内单精子注射(intracyto-

plasmic
 

sperm
 

injection,ICSI)操作前卵母细胞剥除

卵丘颗粒细胞的常用酶,其安全性和有效性已获广泛

认可[25-28]。BUREAU等[29]研究发现,使用透明质酸

酶溶液洗涤能有效清除所有测试的病毒。尽管透明

质酸酶似乎没有抗菌作用[8],但考虑到其安全性和有

效性,本研究仍使用透明质酸酶及商品化培养液来处

理受污染的胚胎。除精子梯度分离液外,其余培养液

均含庆大霉素。受污染胚胎先以含透明质酸酶的溶

液快速冲洗,再经培养基洗涤。该方案在除菌同时,
可降低高浓度抗生素长期暴露对胚胎发育的潜在

抑制[30]。
因微生物增殖需要一段时间才能达到稳定期,应

急处理后需延长培养时间以评估污染风险。洗涤后

的胚胎不建议进行卵裂期胚胎移植及冷冻;对有胚胎

污染史的患者,后续治疗周期应直接采用ICSI授精

方式。ICSI是一种无需额外预防措施即可预防胚胎

污染的方法[1,8,31]。其预防污染的机制,主要有以下

两个方面:一是卵母细胞脱除颗粒细胞时经透明质酸

酶消化及反复洗涤后降低卵源性污染;二是授精时选

取单个精子进行显微注射,将其与白细胞、细菌等分

离,进而降低污染的可能性。
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利用透明质酸酶溶液处理胚胎污染是IVF胚胎

污染后补救处理的有效方法。经处理的胚胎可实现

着床并获得活产,且妊娠期内未发生宫内感染。但对

曾受细菌污染的胚胎移植需谨慎,其远期影响尚不明

确,需前瞻性研究验证其用于移植的有效性和安

全性。
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