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【摘要】随着我国人口出生率显著下降，辅助生殖技术在缓解生育力低下方面的作用

日益显著。未成熟卵母细胞体外成熟技术作为辅助生殖技术的一部分，临床应用逐渐增多。

本文介绍了未成熟卵母细胞体外成熟技术的发展历史，总结了双相培养体系、培养体系添加剂、

3D 培养体系等未成熟卵母细胞体外成熟现有培养体系技术，并对未成熟卵母细胞体外成熟培

养在多囊卵巢综合征、卵巢抵抗综合征、女性生育力保存、常规取卵过多的补救等方面的临

床应用进行概述，以期为未成熟卵母细胞体外成熟培养的相关研究和临床应用提供理论依据。
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【Abstract】With the significant decline of China's birth rate, the role of assisted 
reproductive technology in alleviating low fertility is increasingly significant. Immature 
oocyte in vitro maturation technology, as a part of assisted reproductive technology, is 
gradually being applied in clinical practice. This article introduced the development history 
of immature oocyte in vitro maturation technology, summarized the existing culture system 
technologies for immature oocyte in vitro maturation such as biphasic culture system, 
culture system additives, 3D culture system, and then summarized the clinical applications 
of immature oocyte in vitro maturation culture in polycystic ovarian syndrome, resistant 
ovary syndrome, female fertility preservation, and remediation of excessive conventional 
egg retrieval, to provide theoretical basis for related research and clinical applications of 
immature oocyte in vitro maturation.
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近年来我国人口出生率显著下降，不孕人群

逐渐增多，辅助生殖技术的应用也越来越多。辅

助生殖技术在改善生育力方面具有重要作用，其

中未成熟卵母细胞体外成熟（in vitro maturation，

IVM）技术作为一种特殊的辅助生殖手段，越来

越受到生殖及胚胎学家的重视。IVM 是通过收集

有腔卵泡的未成熟卵丘 - 卵母细胞复合体并进行

体外培养成熟，以获得成熟卵母细胞的辅助生殖

技术。该技术因其能提高卵母细胞利用效率，减

少卵巢过度刺激综合征（ovarian hyperstimulation 

syndrome，OHSS） 发 生， 为 多 囊 卵 巢 综 合 征

（polycystic ovarian syndrome，PCOS）患者提供了

更多选择，也为女性肿瘤患者生育力保存提供更

多机会。近年来，为提高未成熟卵母细胞的成熟率，

IVM 培养体系不断改进，包括培养方案改良、培

养液调整及培养环境优化等。为此，本文对 IVM

的发展历史、培养体系的优化、临床应用进行综述，

以期为 IVM 的相关应用与研究提供参考。

1  IVM的发展历史

IVM 的 生 物 学 定 义 是 将 未 成 熟 的 生 发 泡

（germinal vesicle，GV）期卵母细胞从窦卵泡中取

出并在适当的培养体系中培养，使其可以在体外

发育到第二次减数分裂中期（MII 期）。IVM 相关

研究历史悠久，1935 年 Pincus 等第一次使用兔的

未成熟卵母细胞，经体外培养，最终获得了成熟

的卵母细胞 [1]。随后，1960 年代 Rock 等使用人的

未成熟卵母细胞进行体外培养，获得了成熟的卵

母细胞 [1]。1991 年，Cha 等报道了第一例来自卵

母细胞捐赠者的未成熟卵母细胞，经体外培养成

为成熟卵母细胞后，经体外受精形成胚胎，产下

全球第一个活产婴儿 [1]。这一里程碑事件确立了哺

乳动物卵母细胞自发成熟的潜力，即从卵泡释放

的卵丘 - 卵母细胞复合体在特定的时间间隔内显

示出减数分裂和发育的能力。1990 年代开始 IVM

得到广泛关注，IVM 的临床应用也越来越广泛 [1]。

2  IVM培养体系

卵母细胞的核成熟一般包括两个阶段：第一

阶段是 GV 期发育至 MI 期，以 GV 破裂为标志的

减数分裂恢复；第二阶段是 MI 发育至 MII 期，

以第一极体排出为标志的核成熟 [2]。女性卵巢中

的卵母细胞常被阻滞在减数分裂的双线期，目前

研究认为该阻滞作用的原理有两点：其一是卵母

细胞与其周围颗粒细胞建立了紧密联系，颗粒细

胞能够给卵母细胞提供环腺苷酸（cyclic adenosine 

monophosphate，cAMP），使其保持在双线期；

其二是卵泡液中的次黄嘌呤等因子能抑制减数分

裂。基于以上原理，细胞核与细胞质的成熟才能

保持同步化 [3]。

在体内生理状态下，细胞核的减数分裂停滞

为细胞质发育成熟提供了时间。Kirillova 等 [4] 研

究表明 IVM 过程中从卵泡中取出的卵母细胞会

自发地恢复减数分裂，但细胞质的发育程度并不

及细胞核，于是表现为核、质成熟不同步，这是

IVM 必须克服的障碍。体外成熟的卵母细胞虽然

能够完成核成熟，但其受精和支持后续胚胎发育

的能力依赖于细胞质成熟 [5-6]。因此通过改良培

养体系、使用培养体系添加剂等，使细胞核、质

同步成熟显得尤为重要。

2.1  双相IVM体系
IVM 过程中将未成熟卵从机体卵泡环境中

取出后，需为未成熟卵提供合适的培养环境，使

其进一步成熟。目前常规 IVM 培养基包括 TCM-

100、Ham's F10、Chang's 等，通常添加各种促性

腺激素，置于 37 ℃、含 5% CO2 的细胞培养箱中

培养 24~48 h[7]。体外卵母细胞培养通常在无促性

腺激素刺激的周期进行，或在促性腺激素刺激最

少的周期进行。常规 IVM 体系是将未成熟卵母细

胞在取卵后直接培养为 MII 期卵母细胞，常侧重

于核成熟，而忽略了细胞质的同步成熟 [8]。细胞

质成熟滞后于核成熟可能是常规 IVM 培养体系成

功率不高的原因之一。

针对常规 IVM 培养体系的不足，研究者对其

进行改良，使用双相 IVM 培养体系进行培养。双

相 IVM 培养体系也称为体外获能 IVM，在动物实

验中得到了很好的应用 [9-11]。该系统包括两个步

骤，第一步是在 IVM 前阶段，使用减数分裂抑制

剂在体外 GV 期阶段捕获卵母细胞，并通过间隙

连接和在培养基中提供囊胚调节剂，提高卵母细

胞发育支持囊胚发育的能力。也就是在 IVM 培养

的前 24 h，在培养基中添加 cAMP 调节剂、环鸟

苷酸（cyclic guanosine monophosphate，cGMP）调

节剂、3- 异丁基 -1- 甲基 - 黄嘌呤（3-isobutyl-

1-methylxanthine，IBMX）或 C 型利尿钠肽（C-type 

natriuretic peptide，CNP）等，主要目的是让核质
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同步化。已有研究发现 CNP 介导的双相 IVM 可

以改善动物（小鼠、牛和山羊等）的卵母细胞体

外成熟，显著提高可利用胚胎的数量和质量 [12]。

第二步是 IVM 阶段，使用表皮生长因子（epidermal 

growth factor，EGF） 和 促 卵 泡 激 素（follicle-

stimulating hormone，FSH）使减数分裂恢复。与

常规 IVM 相比，双相 IVM 培养体系的体外受精

率和临床妊娠率明显提高，卵母细胞退化率明显

降低，而且减少异步发育的卵母细胞比例，避免

分次进行卵泡浆内单精子注射 [13]。双相 IVM 培养

体系也存在多种形式和条件设置，需要更进一步

探索和改进，以寻找最适合未成熟卵母细胞发育

的条件。

2.2  培养体系添加剂
2.2.1  CNP或cAMP水解抑制剂

卵泡颗粒细胞分泌的 CNP，与卵丘细胞表达

的 CNP 受体结合，使卵母细胞内的 cGMP 水平

增高，提示 CNP 控制颗粒细胞的 cGMP 合成，

cGMP 反过来通过磷酸二酯酶调节卵母细胞内

的 cAMP，从而调节 GV 破裂。卵母细胞在 CNP

或 cAMP 水解抑制剂作用下，减数分裂停滞，

并保留卵丘 - 卵母细胞复合体（cumulus-oocyte 

complexes，COCs）结构。Sanchez 等 [14] 认为哺乳

动物卵母细胞在减数分裂成熟期间大部分转录处

于静止状态，依赖于蛋白质合成和翻译后机制来

完成核成熟，并在胚胎受精卵基因组激活之前获

得支持早期胚胎发育的能力，因此应尽可能在体

外模拟卵母细胞的体内环境。Cadenas 等 [15] 通过

将 CNP 和卵丘细胞 cGMP 注入卵母细胞，来提高

卵母细胞内 cAMP 的水平，阻止卵母细胞减数分

裂。Yang 等 [16] 研究证明在体外成熟前用 CNP 猪

卵母细胞可增强卵母细胞线粒体功能。Lu 等 [17]

研究表明在 IVM 之前用 CNP 处理牛卵母细胞可

以改善牛卵母细胞的线粒体功能和抗氧化防御机

制。Medina-Chavez 等 [18] 证 实 在 IVM 期 间 使 用

cAMP 调节剂能影响减数分裂和细胞质重组，减

数分裂和细胞质重组是卵母细胞发育到具有受精

能力及胚胎具有发育能力所必需的。但 CNP 或

cAMP 水解抑制剂的最佳浓度和剂量仍待探索。

2.2.2  激素和细胞因子
体内卵泡的生长依赖多种激素的相互作用，

卵母细胞的体外成熟系统同样依赖于激素，因此

在 IVM 培养基中常添加促性腺激素、绒毛膜促性

腺 激 素（human chorionic gonadotropin，HCG）、

雌二醇和胰岛素等 [19]。Cadenas 等 [20] 研究表明加

入 75 mIU·mL-1 FSH 可促进核成熟，延缓减数分

裂进程，对卵母细胞细胞质成熟有积极作用。有

研究通过小鼠和牛卵母细胞研究表明，在 IVM 培

养液中添加 1 IU·mL-1 生长因子可能会产生质量

更高的卵母细胞，这些生长因子可改善卵母细胞

的线粒体功能和糖代谢 [17]。李玉杰等 [21] 研究发

现体外向 IVM 培养液中添加 EGF 会影响 COCs 代

谢，有利于提高卵母细胞成熟率。

2.2.3  抗氧化剂
与体内环境相比，卵母细胞的体外培养缺乏

天然的抗氧化系统，可能会导致过量的活性氧

自由基（reactive oxygen species，ROS）的产生，

从而导致氧化应激。培养基中的抗氧化剂可能

是 ROS 的清除剂。Richani 等 [22] 在人类卵母细胞

体外成熟培养液中添加抗氧化剂，如辅酶 Q10、

褪黑素、栎素、白藜芦醇，实验结果提示抗氧化

剂在提高人卵母细胞体外成熟率方面具有积极作

用。添加抗氧化剂的最终目的是将 ROS 保持在

生理范围内，并维持氧化还原平衡。然而，培

养条件的改善是一个复杂的挑战，不仅取决于

抗氧化剂的选择，还取决于其浓度。Liu 等 [23] 研

究发现 IVM 培养基中白藜芦醇的适宜浓度是 1 

μmol·L-1，能显著提高 IVM 体系中未成熟卵母

细胞的线粒体免疫荧光强度和纺锤体、染色体的

正常形态，促进未成熟卵母细胞成熟，提高其质

量。Khazaei 等 [24] 研究揭示褪黑素作为一种广泛

应用的抗氧化剂和强大的自由基清除剂，IVM 培

养基中浓度为 0.001  μmol·L-1 时可以补偿氧化应

激损伤，促进未成熟卵母细胞细胞质成熟，提高

卵裂率和着床率。Gad 等 [25] 在水牛卵母细胞 IVM

培养基中添加 5 nmol·L-1 的 9- 顺式维甲酸，可

以通过 ROS 保护机制促进水牛卵母细胞核和细胞

质成熟，但高浓度的维甲酸（50 nmol·L-1 和 200 

nmol·L-1）会减慢成熟速度。Saini 等 [26] 发现在

IVM 培养基中添加 50 μmol·L-1 的叶酸可显著降

低卵母细胞内的 ROS 水平，并上调叶酸受体 1、

5- 甲基四氢叶酸 - 同型半胱氨酸甲基转移酶等的

转录，促进未成熟卵母细胞发育成熟。

2.3  3D IVM培养
为了保持与体内相似的细胞形态和功能，有

学者引入三维体外成熟技术，即 3D IVM 培养体系，
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以防止 COCs 的扁平化，保持其结构和功能的完

整性，提高体外成熟效率。3D 培养系统是在胶原

蛋白、基质、纤维蛋白或其他生物材料中培养细

胞，这些材料可以为细胞生长提供 3D 微环境 [27]。

Bebbere 等 [28] 研究使用 3D 胶原凝胶共培养系统

培养未成熟卵母细胞，结果表明与仅在微滴中培

养的卵母细胞成熟率相似，而该系统培养的未成

熟卵母细胞显示出更高的体外成熟效率。3D 培养

系统模拟了体内的生理条件，属于一种无支架的

3D 微生物反应器，允许维持卵母细胞的生理结

构，更好地模拟减数分裂成熟期间的卵泡环境，

研究发现该系统能最大限度地弥补传统 2D IVM

的不足之处，即卵丘细胞变平、粘附到 2D 支持

物，在 3D 培养系统中卵母细胞在成熟培养液中

的悬浮保持了细胞的生理结构，对卵母细胞和卵

丘细胞的分子、代谢和发育能力具有积极影响 [28]。

Mastrorocco 等 [29] 在研究中将含有 COC 的微珠用

于绵羊实验，首先制备藻酸盐微珠，然后 COC 包

埋保持其完整性，结果表明与标准 2D IVM 培养

对比，3D IVM 培养的卵母细胞染色质构型、生物

能、氧化状态、线粒体活性和卵母细胞发育能力

均显著提升。

3  IVM技术的临床应用

根据未成熟卵母细胞来源的不同大致可分为

经典 IVM 和补救性 IVM 两大类。第一类经典 IVM

指自然周期内获取未成熟的卵母细胞在体外培养

成熟，不给予任何激素处理或者给予最小激素刺

激，这适用于 PCOS 患者以降低 OHSS 的风险，

也适用于恶性肿瘤患者生育力保护。第二类补救

性 IVM 指 IVM 作为常规体外受精过程中获得的卵

母细胞多数为未成熟的情况下的补救措施，目的

是使未成熟卵母细胞成熟，以提高可用胚胎率。

3.1  IVM技术在PCOS中的应用
PCOS 患者行常规的控制性超促排卵，极易

发生 OHSS，而 IVM 技术为 PCOS 患者提供了一

条安全有效的途径。Gong 等 [30] 研究发现 PCOS

患者卵巢中存在大量窦卵泡，对促性腺激素敏感，

常规促排卵后 OHSS 的风险较大，而 IVM 可以有

效消除 OHSS。Jie 等 [31] 研究表明对 PCOS 患者，

仅在取卵前 36 h 使用小剂量 HCG，接着采集卵

巢中的未成熟卵母细胞进行 IVM，使其成为成熟

卵母细胞，再进行体外授精，可以得到良好的妊

娠结局。Guo 等 [32] 研究表明由于 IVM 显著优势

在于最小甚至无卵巢刺激，对于激素刺激不耐受

或过度反应的情况，它是一个很好的选择。此外，

部分对激素无反应或反应低的 PCOS 患者，IVM

也是可行的 [33]。

Delvigne 等 [34] 通过检索与女性 OHSS 流行病

学和预防相关的数据，发现 PCOS 患者发生 OHSS

的风险远大于正常人群，其产生的经济代价和心

理代价不容忽视。而 IVM 技术激素刺激更少和

刺激时间更短，更能避免 OHSS，减轻患者经济

和心理负担，具有成本低、安全、方便等优势。

Guo 等 [35] 通过小样本的初始研究发现 IVM 和传

统的超促排卵周期在产科并发症、围产期结局和

子代发育结果方面没有显著差异，但仍需大样本

的长期随访以评估后代的发育结果。然而，Zheng

等 [36] 通过随机对照试验发现 IVM 对预防 OHSS

有显著作用，两组产科及围产期并发症发生率无

统计学差异，但 6 个月的累积妊娠率低于常规体

外受精。

3.2  IVM技术在卵巢抵抗综合征中的应用
卵巢抵抗综合征（resistant ovary syndrome，

ROS）是一种罕见的内分泌疾病，以原发或继发

闭经、月经稀发、不排卵、不孕等为临床表现 [37]。

其发病机制是卵泡刺激素受体基因突变，卵泡对

内源性或外源性 FSH 无反应。ROS 患者的血清促

性腺激素水平升高，尽管抗米勒管激素水平正常，

有腔卵泡计数正常 [37]。Khor 等 [38] 通过采集患者

的卵巢组织发现，该类患者双侧卵巢较小，卵巢

内见大量始基卵泡、原始卵泡、小腔卵泡，未见

成熟卵泡和黄体，患者的卵泡发育和成熟受阻。

供卵是既往解决该类患者唯一的办法，但 IVM 技

术成为解决 ROS 患者生育问题的又一手段，对于

ROS 且希望获得本人生物学后代的患者具有重要

意义。Kornilov 等 [39] 报道了一例 23 岁的 ROS 女性，

采用 IVM 技术促进未成熟卵母细胞体外成熟，结

合卵泡浆内单精子注射得到胚胎后，并经遗传学

检测获得染色体正常胚胎后移植，成功产下活产

婴儿，随访至今发育健康。

3.3  IVM技术应用于女性生育力保存
对于寻求生育力保护、冷冻卵母细胞，但

又不愿意接受超促排卵的女性来说，可以选择

IVM。大多数生育力保存过程中，小腔卵泡中的

卵母细胞会丢失。但 IVM 技术可以很好地捕获到
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这类未成熟的卵母细胞，保存生育潜能。此外，

对于尚未生育的年轻肿瘤女性，生育力保存尤为

重要，可以采取的方式有两种，一是冷冻卵巢组

织，即在进行放化疗前将健康的卵巢组织在腹腔

镜下取出并冷冻，当需要生育时，将冷冻保存的

卵巢组织解冻后移回患者体内，再采用 IVM 技

术进行辅助生殖助孕 [40]；二是冷冻卵母细胞。

Huang 等 [41] 报告了一例交界性卵巢恶性肿瘤女性

生育力保留的病例，该患者被取出 4 个未成熟卵

母细胞并进行 IVM，3 个卵母细胞在 48 h 后成熟

并冷冻保存。研究表明，随着技术的不断更新，

新鲜卵母细胞与冷冻卵母细胞的妊娠率基本相

同，IVM 可以很好地应用于生育力保存，并提高

生育力保存的效率 [42]。

3.4  IVM作为常规取卵过多的补救措施
常规辅助生殖取卵过程中可能取到一部分未成

熟的卵母细胞，为了挽救这部分未成熟的卵母细胞

而进行 IVM，待培养成熟之后再进行受精。Esbert

等 [43] 研究发现补救 IVM 并不会在第一次减数分裂

时对染色体分离产生不利影响，即补救 IVM 过程

中 GV 期和 MI 期的卵母细胞在成熟的过程中并不

增加染色体异常改变。Gordon 等 [44] 采用随机对照

试验发现，在液滴中共培养未成熟卵母细胞与玻璃

化加热的卵丘细胞，并不能改变未成熟卵母细胞的

成熟度，然而在三维基质中共培养新鲜未成熟卵母

细胞与卵丘细胞时，IVM 能改善未成熟卵母细胞的

成熟度，提示 IVM 补救有效。

除了上述常见人群，IVM 的临床适应证已扩

大到如下人群：①存在失去生育风险的妇女和寻

求有计划的卵母细胞冷冻的妇女 [45-46]；②对外源

性促性腺激素治疗反应高 / 差的妇女 [47]；③卵母

细胞捐献者 [48]；④有血栓倾向者 [49]；⑤既往试管

受精失败 / 反复植入失败者 [50]。

4  小结与展望

IVM 作为一种辅助生殖技术，能够提高卵母

细胞利用效率，减少 OHSS 发生，已在临床实践

中实际应用，为 PCOS、ROS 等患者提供了更多

生育方案。尽管如此，IVM 仍存在许多问题需要

解决，例如如何将较小的未成熟卵取出，以提高

IVM 过程中获卵率；确定添加剂最佳浓度、剂量，

以提高 IVM 的胚胎质量；如何将传统胚胎培养与

IVM 和卵巢组织冷冻保存的技术方案整合到临床

实践中，用于更多需要生育力保护的人群；如何

将卵泡体外生长技术和 IVM 技术相结合，以实现

早期卵泡的开发利用。此外，未来应对 IVM 技术

的患者和通过该技术生育的后代进行包括代谢、

心脑血管疾病监控和儿童生长指标、智力发育评

估等在内的长期随访，以评估该技术的长期影响。
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