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体外受精 -胚胎移植中完全受精失败的原因分析 *
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摘要：受精是生命起源至关重要的一个步骤。在辅助生殖的过程中，完全受精失败发生具有其复杂性和不可预见性。受精失败常

伴随着一些胞间调控机制异常，其中，可能阻滞在与精子穿越卵冠丘复合体、精子 -透明带结合 /穿透、精子 -卵膜结合、卵子激

活、精子去浓缩或原核形成等任一阶段。通过卵胞浆内单精子注射可以避免大部分受精失败现象，但某些患者仍无法成功受精，

即使采用辅助人工激活也无法完全避免其发生。对于在辅助生殖过程中完全受精失败患者，结合其卵子成熟情况、精子质量及相

关检测结果，在后续周期调整临床方案可有效避免受精失败的再次发生。
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Analysis of the Causes of Total Fertilization Failure in Vitro
Fertilization-Embryo Transfer*

Fertilization is a crucial step for origin of life. During Assisted Reproductive Technologies (ART), total fertilization

failure is complex and unpredictable. Total fertilization failure may related to some abnormal cellular mechanistic events, such as: any

stage of sperm and cumulus-oocyte-complexes penetration, sperm-zona pellucida binding / penetration, sperm-oocyte membrane binding,

oocyte activation, sperm discondensation or pronuclear formation. Most of total fertilization failure could be solved by intracytoplasmic

sperm injection. But oocytes of some patient still can't fertilize successfully, even though assisted oocyte activation be used. As for total

fertilization failure patients in ART, combining the mature of oocyte, sperm quality and some trail to improve clinical protocol in later cy-

cle may prevent failure to happen again.
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前言

在哺乳动物中，成熟卵母细胞减数分裂阻滞在减数第二次

分裂中期，等待与精子受精。受精过程主要分为以下步骤：精子

-卵冠丘复合体结合，精子 -透明带结合 /融合，精子解聚，卵母

细胞激活，原核形成。原核形成是受精过程中重要的一步，是判

断受精成功的金标准，常规 IVF受精率一般在 70-80%。如果受

精后 14-18 h，所有卵母细胞均未见原核形成，继续培养仍未见

卵裂胚胎，称为受精失败(total fertilization failure，TFF)。文献报

道排除男方因素后，传统 IVF受精失败的发生率在 2-3%[1]。此

外，一些大型研究报道 ICSI受精失败的发生率为 1.3%和 3%[2]。

受精失败的原因从卵母细胞考虑，可能是透明带异常、卵母细

胞提前激活、卵母细胞胞质不成熟等因素；从精子因素考虑，

可能是精子未能穿透透明带(ZP)、精子缺乏激活因子等因素造

成的。

当患者遇到受精失败的情况，该周期将无可移植胚胎，这

不仅给患者身体和心理都造成了极大的负担，对于胚胎学家而

言也带来了困扰。本周期传统 IVF受精失败的病人中，10%左

右病人在下一 ICSI周期中仍出现受精失败的现象。因此，探索

受精失败的阻滞阶段和预防措施将成为现在体外受精 -胚胎

移植所需解聚的一大难题。下面将就受精不同阶段可能出现的

问题进行逐一综述。

1 精子穿越卵冠丘复合体障碍

在卵母细胞方面，大量动物试验表明卵子分泌的旁分泌因

子可以调节卵丘细胞的特化和扩张。这类扩张是由于卵子内生
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长特化因子 -9(GDF-9)和骨形成蛋白 -15(BMP-15)[3]或者另外

一条信号通路 SMAD2/3的激活子调控形成透明质酸酶 [4]，透

明质酸酶分泌的增加使卵冠丘复合体(COC)扩张，卵丘细胞凋

亡的增加导致 IVF临床的受精率低。研究发现卵丘细胞的

GDF-9和 BMP-15 mRNA水平与卵子成熟、受精、胚胎发育有

关[4]。此外，通过调节卵丘细胞的转录水平可以影响卵丘细胞的

生长与功能。目前有研究认为卵丘细胞的转录组学能预测卵子

受精潜能和发育潜能。

在精子方面，肝素和透明质酸酶对于精子获能、穿透卵丘

细胞起了重要作用。精子穿过卵丘细胞主要依靠精子膜表面上

大量的透明质酸酶，如果来源于男性生殖道透明质酸酶少或精

子未获能达到超活力状态，则可能导致精子无法穿过卵丘细

胞。在临床上，对于穿越卵丘细胞障碍的卵子，在脱去颗粒细胞

后观察透明带上不粘精子。

2 精子 -透明带结合与穿透障碍

精子在穿越卵丘细胞后会与 ZP结合、穿透、进入卵周间隙

与卵膜融合。卵子透明带通过识别、结合精子头部糖蛋白的受

体分子。人类透明带蛋白包括 ZP1、ZP2、ZP3、ZP4[6]。ZP3与精

子结合的初级受体，ZP2为次级受体。普遍为大家接受的观点

是：精子结合到 ZP3上诱发顶体反应，裸露的精子顶体内膜结

合 ZP2，进而穿透透明带[7]。然而，有新的研究发现精子先与

ZP2结合[8]，皮质颗粒释放蛋白酶水解 ZP2，破坏 ZP受体，阻止

多精受精[9]。

在卵母细胞方面，初级受体 ZP3与精子的结合类型有蛋白

-蛋白结合、碳水化合物 -蛋白结合以及一些未知的结合类型。

在鼠的精子 -ZP识别中，ZP3上 O-连寡糖和 N-连多糖起结合

作用[10]。ZP上多糖的氧化作用会导致精子结合数量下降，但不

会完全不结合。敲除 O-连寡糖或 N-连多糖的小鼠是可育的。

通过扫描电镜对 ZP结构进行观察[11]，发现在卵子成熟过程中

ZP的结构会发生改变，表现在糖结合物的分布、密度、位置的

改变。有研究表明 ZP3结构或显微结构异常会影响精子诱导顶

体反应；卵子成熟会影响 ZP糖蛋白产生的信号通路，导致精子

识别；外源促性腺激素影响 ZP结构，可能影响精子结合[12]。然

而，现在有关于人 ZP蛋白的研究较少，其具体机制仍有待进一

步研究。

在精子方面，精子与 ZP3相结合后释放顶体内酶，顶体内

酶主要包含丝氨酸蛋白酶、顶体酶等。随着顶体内膜的裸露，与

ZP2结合后穿透 ZP蛋白。因此，由于圆头精子缺乏顶体结构，

无法发生顶体反应，这类病人需要通过 ICSI加辅助激活来受

精，通过这种方式，使得这类病人的受精率达到正常水平。此外

研究表明精子膜表面的完整性会影响受精。然而，顶体酶酶活

与受精失败的相关性存在争议，顶体酶结合顶体反应发生率可

能是受精潜能的评价指标。精子顶体 gACE(原始血管紧张素转

化酶)的缺乏会导致 IVF受精失败或受精率低[13]。对于不育男

性中有超过 25%的患者存在 "ZP诱发顶体反应障碍 "(DZPI-

AR)[14]。这类患者精液常规检查正常，但 ZP上精子诱发顶体反

应率低，导致受精失败或受精率低等现象。在临床上，为防止精

子 -透明带结合与穿透障碍，可以观察ZP诱发顶体反应率来

预测受精结局或用人工合成 ZP3来检测顶体反应诱发情况。

3 精子 -卵膜结合障碍

穿透 ZP后，精子进入卵子间隙，卵膜与精子赤道板部分质

膜结合并发生膜融合，位于精子头部后端的细胞核进入卵子。

在卵母细胞方面，通过电镜观察到卵膜表面有大量微绒

毛，微绒毛能包裹精子头部，有助于精卵融合。而精子很难与卵

膜微绒毛缺乏的部分融合，人卵子微绒毛的分布受雌激素水平

的调控，很多研究聚焦在研究卵子微绒毛与精子赤道部分的结

合与融合分子上。SAS1B(卵子微绒毛膜限制性金属内切蛋白

酶)能与精子 SLLP1结合，SAS1B与 SLLP1为第一对确定的参

与精子 -卵膜识别过程的分子[15]。已有研究证明位于微绒毛上

的卵膜四次跨膜蛋白 CD9参与精子的结合，使用 CD9抗体封

闭或 CD9缺乏的小鼠模型导致精卵膜融合能力下降或缺乏，

其卵子微绒毛的长度、密度、厚度改变。然而最近更多的研究表

明 CD9在精卵附着方面起重要作用，CD9外泌体与精子结合
[16]。跨膜蛋白及一些周围蛋白会形成多分子复合物，在复合物

中的一些蛋白也会影响精子的结合与融合，如 fertilin(整合素)、

GPI(糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白)。研究表明 fetilin(即 ADAM)的

敲除不会影响精卵结合与膜融合[17]。GPI的敲除会导致不孕及

精子结合数量的急剧下降[18]。最新研究发现 Juno为参与精子 -

卵膜融合的分子，与精子上 IZUMO蛋白相互作用[19]，对受精成

功起关键作用。

在精子方面，CRISP(富含半胱氨酸分泌蛋白)家族位于精

子上并参与膜融合。CRISP1/DE蛋白参与膜融合，精子在卵膜

缺乏微绒毛的部分无法发生膜融合[20]。IZUMO-null的精子能穿

越 ZP，但无法与卵膜融合。在临床上，精子 -卵膜结合或融合

障碍无法进行预测，但可以通过对上周期未受精的卵子脱 ZP

进行诊断以确定阻滞阶段，方便在下一周期采取卵胞浆内单精

子注射的受精方式。

4 卵子激活不完全

在精子与卵膜融合后进入卵胞浆内，卵子会发生一系列的

形态及生理的变化，这个过程为卵子激活，大致分为两个主要

事件：皮质反应阻滞多精受精及释放第二极体并完成第二次减

数分裂。

在卵母细胞方面，防止多精受精的主要系统是皮质颗粒

(CGs)的外泌物进入卵周间隙。在皮质反应中，CGs分泌的蛋白

酶体水解 ZP2，茁-已糖苷酶消化 ZP3上的寡糖受体使 ZP"硬

化 "，活动精子无法继续结合到 ZP上，而已经结合到 ZP上的

精子无法继续穿透 ZP[21]。

在精子方面，精子进入胞浆后会引起卵子 Ca2+的震荡。

Ca2+储存于滑面内质网，释放后与内源的三磷酸受体(IP3)结合
[22]。关于受精后 Ca2+是如何在卵子中释放有几个假说，其中被

普遍接受的是来源于精卵结合后精子所释放的因子。在十年

前，这种因子得到验证为 PLCζ [23]。已有文献报道 PLCζ 的缺

失或缺少会导致不同程度的受精失败[24]。升高的 Ca2+水平激活

了钙 /钙调依赖性激酶 II(CaMK II)[25]，此外，高的 Ca2+水平使

Emi2 迅速降解，恢复活性的 APC 可以降解 Cyclin B 和使

Cdc2失活，从而破坏了 CSF诱导的 MII阻滞，排除第二极体，

实现中期到后期的转化。在临床上，可以通过组蛋白和鱼精蛋
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白的免疫荧光染色来确定本周期受精失败的是否由于卵子激

活不完全造成，下周期可采用 Ca2+辅助人工激活的方式受精。

5 精子去浓缩及原核形成失败

卵子激活后，精子将在卵胞浆内进行修饰过程。精子发生

解凝聚并形成原核(PN)主要包括以下三个步骤：① 无孔的精子

核膜的去除；② 核纤层蛋白的重组；③ 染色质的解凝聚[26]。精子

解凝聚是指精子的染色质由鱼精蛋白紧密缠绕包裹，使精子头

部保护防止 DNA碎片的产生，在进入卵子后，鱼精蛋白被卵子

内组蛋白替代，形成较松散的结构。卵子对精子解凝聚的能力

是由卵子成熟程度决定的。卵子中谷胱甘肽的含量的成熟过程

中逐渐增加，这也是精子解凝聚和雄原核形成所需物质。此外，

精子染色体过早凝聚(PCC)在受精失败卵子的较普遍的病理现

象，这可能是由于卵子激活不完全导致的[27]。

精子解凝聚后周围会募集酌-微管蛋白形成精子星体[28]。精

子星体染色质周围会包裹有核纤层蛋白的核膜，成为雄 PN。雄

PN先于雌 PN或与雌 PN同时形成，雌 PN最先在第二极体附

近形成，逐渐变大，沿着微管在微管动力蛋白的作用下，向雄

PN迁移，最后形成并列的两个原核。但若卵子存在原核形成的

障碍，原因可能是细胞骨架的异常或核膜组装障碍导致，现无

有效解决办法，若提高卵子成熟度仍无法解决则需要患者考虑

供卵周期。

6 受精失败的预防措施

目前，在临床上如遇到 IVF受精失败的现象，在第二周期

将会改为 ICSI的受精方式。然而，在 ICSI受精中，仍有 10%的

受精失败的病人再次出现受精失败[29]，对于这部分病人，通常

会在第三周期采取 ICSI加辅助激活的受精方式[30]。若再次出现

受精失败，现在临床并无有效的解决办法。因此，深入地认识受

精的过程及其机制能为受精失败的预防提供帮助。我院将本周

期受精失败的废弃受精卵通过知情同意，收集后通过免疫荧光

染色，根据卵胞浆内鱼精蛋白和组蛋白的信号来判断精子是否

进入，精子进入卵母细胞的解聚情况，原核形成情况等等，从而

指导下一周期治疗。若精子阻滞在结合 ZP或与卵膜结合阶段，

下一周期可采用 ICSI的方案；若阻滞在卵子激活或形成原核

的过程中，下一周期可采用 ICSI加辅助人工激活的方案，这样

可以防止受精失败再次出现，避免无可移植胚胎而取消周期给

病人带来的身心负担。
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