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　 　 【摘要】 　 不孕症已成为影响人类生殖健康的全球性问题，作为治疗不孕症的一种重要治疗手段，辅助生殖技

术经过几十年的发展已经获得长足进步。 辅助生殖技术用医疗器械产业快速发展，对此类产品进行风险管理，制
定相应的安全性评价检测方法已势在必行。 ２０１６ 年行业标准 ＹＹ ／ Ｔ １４３４ － ２０１６《人类体外辅助生殖技术用医疗器

械体外鼠胚试验》已经发布，本文就体外鼠胚试验中的关键节点和试验体系要素进行简要综述。
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ｆｏｒ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ， ａｓｓｉｓｔｅｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ｍａｄｅ ｇｒｅａｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｐａｓｔ ｆｅｗ ｄｅｃａｄｅｓ． Ｒａｐｉｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｈａｓ
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ｖｉｔｒｏ Ａｓｓｉｓｔｅｄ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｗｉｔｈ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｉｎ ｖｉｔｒｏ Ｍｏｕｓｅ Ｅｍｂｒｙｏ Ｔｅｓｔ” ｗａｓ ｏｆｆｉｃｉａｌｌｙ ｒｅｌｅａｓｅｄ． Ｉｎ
ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ， ｔｈｅ ｋｅｙ ｎｏｔｅｓ ａｎｄ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏ ｔｅｓｔ ａｒｅ ｂｒｉｅｆｌｙ ｒｅｖｉｅｗｅｄ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｓｓｉｓｔｅｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏ ａｓｓａｙ； ２⁃ｃｅｌｌ ｂｌｏｃｋ； Ｍｅｄｉｃａｌ ｄｅｖｉｃｅｓ

１　 引言

生态环境恶化、生活节奏加快和工作压力增

加导致不孕症的发病率升高，已成为全球性问

题，在发展中国家尤为突出。 我国不孕症的发病

率约为 １５％ ，数千万患者饱受疾病困扰，并由此

衍生出更深层的社会问题。 人类生殖健康问题

催生体外辅助生殖技术，自第一例试管婴儿诞生

至今，辅助生殖技术已获得长足进步，应用日益

广泛，尤其在发达国家，应用辅助生殖技术出生

的婴儿占年度总出生人口的 １％ 以上。 同时，辅
助生殖技术用医疗器械市场也得到快速发展，产
品种类、产业规模和临床使用量均呈逐年上涨的

趋势，对辅助生殖技术用医疗器械的风险管理应

予以高度重视。



２　 辅助生殖技术及相关医疗器械

１９７８ 年 Ｒｏｂｅｒｔ Ｅｄｗａｒｄｓ 利用体外受精⁃胚胎移

植技术（ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＩＶＦ⁃
ＥＴ）培育了世界上第一个试管婴儿［１］，为不孕症患

者带来福音。 ＩＶＦ⁃ＥＴ 是辅助生殖技术 （ ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＡＲＴ）中的一种，ＡＲＴ 是指通

过对精子、卵子、受精卵和胚胎进行操作处理，治疗

不孕不育的技术。 除了 ＩＶＦ⁃ＥＴ，ＡＲＴ 还包括卵子体

外 成 熟 （ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ， ＩＶＭ ）、 人 工 授 精

（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｎｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ， ＡＩ ）、 胞浆内单精 子 注 射

（ｉｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｓｐｅｒｍ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＩＣＳＩ）、精子和胚胎

冻融和移植前遗传学诊断等技术。
细胞生物学技术带动 ＡＲＴ 不断发展完善的同

时，辅助生殖技术用医疗器械也在迅速发展。 辅助

生殖技术用医疗器械主要包括手术类器械如取卵

针、培养皿、胚胎移植导管等器具耗材类产品和与

精子、卵子、受精卵和胚胎接触的操作液、缓冲液、
洗涤液、培养液、保存液和冷冻液等液体类产品。
辅助生殖技术用医疗器械中的液体类产品与配子

和合子接触时间较长，应用种类繁多，在风险等级

较高的产品中液体类产品居多。 目前国内的液体

类产品主要以进口为主，取得注册证的进口液体类

产品均按照风险等级最高的三类医疗器械进行

管理。

３　 辅助生殖用医疗器械的安全性评价

辅助生殖技术的核心环节是用人工手段使卵

子和精子结合成受精卵，待发育成 ８⁃细胞早期胚胎

后移入子宫继续发育直至分娩。 早期胚胎的质量

是保证胚胎移植成功和胎儿健康的关键，因此对相

关辅助生殖用医疗器械进行风险管理必不可少，建
立有效的安全性评价检测方法也势在必行。 ２０１６
年 １ 月国家食品药品监督管理总局颁布了 ＹＹ ／ Ｔ
１４３４ － ２０１６《人类体外辅助生殖技术用医疗器械体

外鼠胚试验》行业标准，为辅助生殖技术用医疗器

械的监管提供了有力的技术支持。

４　 体外鼠胚试验

４􀆰 １　 体外鼠胚试验

体外鼠胚试验是指在体外培养体系中，使小鼠

的受精卵培养发育到囊胚的过程，主要包括性腺激

素促进卵子超排、交配合笼、受精卵采集和体外培

养以及囊胚形成率检测几个步骤。 １９５６ 年 Ｗｈｉｔｔｅｎ
成功使小鼠 ８⁃细胞胚胎在体外培养发育成囊胚［２］，
ＭｃＬａｒｅｎ 和 Ｂｉｇｇｅｒｓ 将体外培养得到的囊胚移植入

雌鼠子宫获得成体小鼠［３］，小鼠早期胚胎体外培养⁃
胚胎移植入母体妊娠⁃成体小鼠分娩整个试验体系

基本建立，为人类辅助生殖技术的发展提供了科学

依据。
４􀆰 ２　 ２⁃细胞阻滞

在大量的科学试验中，人们发现大多数近交系

和封闭群小鼠的受精卵体外培养经过第一次分裂

后就出现发育停滞，不再继续分裂发育成囊胚，这
种现象称为 ２⁃细胞阻滞。 Ｗｈｉｔｔｅｎ 和 Ｂｉｇｇｅｒｓ 证明 ２⁃
细胞阻滞是由雌鼠的基因型决定的［４］。 与近交系

和封闭群小鼠相比，近交系杂交 Ｆ１ 代小鼠通过 ２⁃
细胞阻滞能力大大增强， 如 Ｂ６Ｄ２Ｆ１、 Ｂ６ＡＦ１ 和

Ｂ６Ｄ１Ｆ１ 等，而近交系和封闭群杂交的小鼠也会发

生 ２⁃细胞阻滞，如 ＳＪＬ ／ Ｌ，１２６ ／ Ｂｒ 和 ＤＢＡ 等［４，５］。 将

非阻滞小鼠胚胎细胞质转移到阻滞小鼠后可以顺

利通过 ２⁃细胞阻滞，但是将非阻滞小鼠处于 Ｇ１ 期

的 １⁃细胞细胞质注射给阻滞品系却不能通过 ２⁃细
胞阻滞［６］，提示在这一阶段通过 ２⁃细胞阻滞所需的

因子没有表达，而将非阻滞小鼠处于 Ｇ１ 和 Ｇ２ 期

（非 Ｓ 期）的 ２⁃细胞的细胞质可以帮助阻滞小鼠通

过 ２⁃细胞阻滞［７］。 而在体内经过一次分裂得到的

２⁃细胞可以在体外培养条件下顺利发育成囊胚，并
且在体外发生阻滞的 ２⁃细胞转入到含输卵管组织

块中，能够继续分裂发育［８］，有研究证实输卵管可

以提供受精卵发育到囊胚所需的激素、生长因子和

抗氧化物质［９］。 这些结果提示 ２⁃细胞阻滞不仅受

机体因素影响，也受到培养环境的调控。
４􀆰 ３　 几种常见的小鼠胚胎培养液

在 ＢＭＯＣ２ 之后，科研人员对培养基进行了多

次改良衍生出多种培养基，目前常用的有 Ｍ１６、ＣＺＢ
和 ＫＳＯＭ 三种。 上世纪 ７０ 年代 Ｍ１６ 培养基配制成

功，通过试验证明，Ｍ１６ 可以支持几种近交系小鼠

（如 Ｃ３Ｈ）和杂交 Ｆ１ 代（如 Ｂ６Ｄ２Ｆ１）发育形成囊胚，
而很多近交系小鼠在 Ｍ１６ 中会发生 ２⁃细胞阻滞。
为能使受小鼠胚胎通过 ２⁃细胞阻滞，ＣＺＢ 培养基和

ＫＳＯＭ 培养基应运而生其应用 效 果 也 得 到 证

实［１０，１１］。 培养液的主要能量底物是丙酮酸、乳酸和

葡萄糖。 丙酮酸是早期卵裂期的主要能量来

源［１２ － １４］；乳酸能够支持 ２ 细胞阶段后的胚胎发育并

且培养基中乳酸盐可以影响丙酮酸盐的代谢［１５］；葡
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萄糖则为致密化期的主要供能物［１６］，ＣＺＢ 培养基在

４⁃细胞后加入葡萄糖成分，ＫＳＯＭ 降低了葡萄糖的

浓度，当葡萄糖浓度升高时，非阻滞小鼠会发生 ２⁃
细胞阻滞现象［１７］。 将链脲霉素诱导的糖尿病雌鼠

的受精卵和胚胎移植分别给正常假孕雌鼠妊娠

１４􀆰 ５ ｄ 后发现胚胎神经管畸形率显著上升，而将正

常小鼠 ２⁃细胞在体外高浓度葡萄糖环境下培养至

囊胚再移植给正常小鼠发现胚胎畸形率没有上升

但是吸收胎和移植成功率却显著下降［１８］。
４􀆰 ４　 影响小鼠胚胎体外培养的因素

４􀆰 ４􀆰 １　 氧含量

培养环境的氧含量对早期胚胎发育有重要调

控作用，大气中氧气的浓度为 ２１％ 左右，而哺乳动

物细胞中氧含量却为 ２％ ～ ８％ ，已有研究证实在

相对比 ５％氧浓度的培养环境，２０％ 氧浓度的环境

下哺乳动物囊胚形成率和质量都显著下降［１９，２０］，高
浓度氧导致胚胎发育延迟及对胚胎发育的副作用

是积累性的，产生的副作用是不可逆的，在人的胚

胎体外培养也得到类似的结果［２１，２２］。 在高氧环境

下加入抗氧化剂后，小鼠胚胎的发育情况可以得到

改善［２３］。 有研究证明高氧环境对卵子发育也有负

调控作用［２４］。 培养基中的氧可以影响胚胎对碳水

化合物和氨基酸的代谢，并且在致密化前、后阶段

表现出相反的调节作用，在致密化前，高氧环境下

胚胎糖酵解和氨基酸代谢水平升高，而致密化后反

而降低［２５，２６］，提示胚胎发育不仅受营养成分影响还

受到营养代谢方式的影响。 高氧浓度可以调控受

精卵 －囊胚阶段基因的表达和甲基化［２７ － ２９］，并且诱

导移植前胚胎细胞衰老标志表达和 ＤＮＡ 损伤导致

细胞周期停滞［３０］。
４􀆰 ４􀆰 ２　 氨基酸

氨基酸在小鼠早期胚胎发育中也发挥重要作

用，受精卵在添加 Ｅａｇｌｅｓ 非必需氨基酸的培养基

中，囊胚形成率、细胞数和孵化率都显著提升［３１］。
研究表明在培养体系中加入甘氨酸可以调节渗透

压从而促进 ＭＩＩ 卵细胞的细胞质成熟进而促进胚胎

的体外发育［３２］。 但是氨基酸经过代谢产生的铵盐

对胚胎发育是不利的，当培养基中的铵盐浓度达到

７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 就会对胚胎产生毒性作用，也会影响胚

胎发育的关键基因的表达［３３］。 作为培养液中的营

养成分，谷氨酰胺的代谢是铵盐的主要来源，科学

家为降低铵盐的浓度，对谷氨酰胺进行修饰，发现

铵盐的产生很难完全避免，培养基换液可以有效缓

解铵盐对胚胎的毒性作用，研究表明高氧浓度对铵

盐的产生也有促进作用［３４］。
４􀆰 ４􀆰 ３　 渗透压

渗透压对小鼠胚胎发育有重要调节作用，输卵

管中的渗透压为 ２９０ ～ ３１０ ｍＯｓＭ［３５，３６］， ＣＺＢ 和

ＫＳＯＭ 培养基降低了无机盐浓度，使动物对渗透压

敏感性降低，当渗透压升高时，非阻滞小鼠也会发

生阻滞现象［１７］，有报道证明渗透压对胚胎发育的阻

滞效应主要是使 ２⁃细胞不能进入 Ｍ 期［３７］。 石蜡油

也是胚胎体外培养所需的材料，小鼠从 １⁃细胞到检

测囊胚形成率所需时间为 ９６ ｈ，石蜡油可以防止培

养液蒸发带来的渗透压、ｐＨ 和温度对培养发育的副

作用［３８］，但是石蜡油对胚胎有一定的毒性［３９］。
４􀆰 ５　 培养方法的选择

哺乳动物胚胎早期体外培养有单一培养和共

培养两种方式，共培养是将两种或两种以上的细胞

在同一环境下共同培养，通过细胞通讯和信号转导

等方式相互作用，支持生长的一种培养方式。 前文

提到将产生阻滞的 ２⁃细胞转移至含输卵管组织块

的培养基中可以通过 ２⁃细胞阻滞。 有学者将多种

体细胞共培养，建立更加接近体内微环境的培养体

系可以促进昆明小鼠的胚胎发育［４０］。 在培养方式

中可以选择单一培养或序贯培养，序贯培养是根据

胚胎发育到不同阶段的不同营养需求，采用不同成

分的培养基的培养方法。 人类辅助生殖的培养基

则更加细化，在配子、合子和囊胚期分别使用不同

的培养基，可以有效提高胚胎移植成功率，已经被

广泛应用。

５　 体外鼠胚试验的标准化

体外鼠胚试验受内因和外因共同作用，内因为

小鼠遗传背景，外因为培养体系和培养方法。 在培

养体系建立、培养成分调整、试验仪器耗材改进和

操作方法优化中，研究人员做了大量工作并取得很

多成果，但是小鼠自身调节胚胎发育机制还有待更

加深入的研究。 ２⁃细胞阻滞是体外鼠胚试验的关键

节点，直接影响试验成败，新的标准有 １⁃细胞和 ２⁃
细胞两种方法可供选择，其中后者受 ２⁃细胞阻滞的

制约相对较小，但是对产品的检验工作应从实际出

发，根据产品的预期用途、接触部位和接触时间合

理评估风险并选择适当的检测方法。 医疗器械的

安全性评价要求试验体系具备足够的稳定性和敏

感性，所以应结合试验动物、培养体系、培养方法和

４０１ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７



阳性对照等因素综合考虑。 例如 ＩＣＲ 雌鼠超排卵

能力强，应用此品系小鼠可以减少实验动物用量，
但是 ＩＣＲ 属于阻滞系小鼠，对培养条件要求相对较

高。 杂交 Ｆ１ 代小鼠抗阻滞能力较强，但其成本普

遍较高。 稳定的试验体系是检验工作的基础，而体

系的敏感性是检验工作有效、可靠的保证。 将近交

系、封闭群和杂交 Ｆ１ 代小鼠在不同的次优级培养

环境下进行比较，发现封闭群小鼠相较其他两者对

环境的反应更加敏感［４１］。 体外鼠胚试验的主要判

定依据为囊胚形成率和囊胚质量，尤其是对囊胚质

量的评价受检验人员经验等主观因素制约，进而研

究人员在细化判定标准中做了更加深入的工作。
现在普遍认为在 ２⁃细胞后合子基因激活 （ ｚｙｇｏｔｉｃ
ｇｅｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ＺＧＡ），之后 Ｐｏｕ５ｆ 和 Ｃｄｘ２ 在小鼠早

期胚胎中发挥重要的调控作用，利用转基因动物对

关键基因进行标记并在体外培养中对基因表达水

平进行检测，在微观层面去评价胚胎发育是否受到

影响［４２］。 物种间对培养环境的敏感性有一定差异，
有研究发现小鼠受精卵在体外优化培养体系和较

差培养环境下获得胚胎与在体内环境培养或是含

输卵管组织块培养环境下获得胚胎相比，在移植成

功率方面没有显著差异［４３］，因此阳性物足够敏感，
与产品相适应也是非常必要的。

６　 总结

辅助生殖技术用医疗器械应用于配子⁃合子⁃胚
胎⁃胚胎移植的各个阶段，产品创新和产业升级都要

求产品安全、有效性评价工作与时俱进，与产业发

展相适应。 建立稳定可靠的评价方法，对现有标准

进行改进和延展，为监管工作提供技术支持，助推

行业发展是医疗器械检验工作从业人员的奋斗

目标。
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ａｓｓａｙ： ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ （ＡＲＴ） ｗｉｔｈ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｂｉｏａｓｓａｙ［ Ｊ］ ．
Ｒｅｐｒｏｄ Ｂｉｏｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０１６， １４： １３．

［４３］ 　 Ｐｉａｎｅ ＬＤ， Ｌｉｎ Ｗ， Ｌｉｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ｃｏｎｃｅｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｎ ｍｉｄ⁃ｇｅｓｔａｔｉｏｎ
ｐｌａｃｅｎｔａ ａｎｄ ｆｅｔａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ａｎ ＩＶＦ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ［Ｊ］ ． Ｈｕｍ
Ｒｅｐｒｏｄ， ２０１０， ２５（８）： ２０３９ － ２０４６．

〔修回日期〕２０１７ － ０２ － ０８

６０１ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７


