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经自体颗粒细胞线粒体移植 46岁妇女获临床妊娠 1例报告
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摘要院一名患不孕症的 46岁妇女经自体颗粒细胞线粒体移植获临床妊娠遥具体方法为院经用达菲林 1.875mg脱敏抑
制袁果纳芬和尿促性腺素超促排卵袁有 4个卵泡生长袁取得 2个成熟卵子遥用 Percol梯度离心收集卵泡液中的颗粒细胞
与卵丘颗粒细胞合并袁调整细胞密度为 1伊106/ml遥取 1ml的颗粒细胞袁用制冷后的玻璃匀浆器匀浆 6次遥匀浆液经 4益
冷冻离心机 2 0 0 0 g伊20min离心遥之后取上清液 9 8 0 0 g伊20 min离心袁线粒体沉淀用 1ml 的人类输卵管液稀释遥所有操
作尽量保持样品在 4益遥用显微注射针吸取线粒体溶液袁长度约 1个卵子的直径袁和制动后的精子一并注入卵子内袁注
射针的直径约 7mm遥采用这种方法每个卵子约移植 3000 个线粒体遥两个卵子都成熟曰一个正常受精袁一个为 3原核遥
正常受精的卵子袁第 3天移植时发育成 8细胞胚胎遥移植后 1 5 d查尿阳性遥移植后 3 0 d于 B超下可见胎芽和胎心搏
动遥妊娠 9周时患者发生自然流产遥
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Abstract: Growthof4follicleswasachievedina46-year-oldinfertilewomanand2matureoocytesweresubsequentlyob-
tainedafterpituitarydesensitizationwithtriptorelin(1.875mg)andhyperstimulationwithrecombinanthumanFSH(Gonal-F)
andurinaryhumanmenopausalgonadotropin(HMG).Thegranularcellswerecollectedfromthecumulusandfolliclefluidof
thepatientwithPercolgradientcentrifugation.Thecells(about1伊106 /ml) werehomogenatedfor6timeswithcoldglassho-
mogenizer, theresultantcrudehomogenatecentrifugedfor20minat2000伊g. Thesupernatantwasagaincentrifugedfor20
minat9800伊g, afterwhichthepelletsofthemitochondriawereresuspendedin1滋l modifiedhumantubalfluid (mHTF)
mediumandmaintainedat4益. Amicroinjectionneedlewiththeinnerdiameterofapproximately7滋m wasusedtoaspirate
themitochondrionsuspensionforabout100 滋minlengthonthescaleoftheneedlefordeliveringthemitochondria, along
with theimmobilizedsperms,intoasingleMIIoocyte.About3000mitochondriaweretransferredintoeachoocyte.Thetwo
oocyteswerebothfertilized,butonehad3pronucleus,andthenormalfertilizedoocytedevelopedinto8-blastomereembryo3
d afteritstransferintothepatient'suterus.Theurinetestconfirmedclinicalpregnancyinthewoman15dlater,and30dafter
thetransfer,thefetalbodyandheartbeatcouldbeobservedbyultrasound,butunfortunately,spontaneousabortionoccurredat
theninthweek.Accordingtoourknowledge,thiswomanistheeldestpersoninmainlandChinatoreceiveassistedreproduc-
tionoperationsthatsuccessfullygotclinicalpregnancywithherownoocyte. .
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37岁以上妇女的卵巢对促性腺激素的反应较差袁妊娠率
也较低遥根据本科室的资料袁这部分患者进行体外受精－胚胎
移植的妊娠率仅为 15%左右遥经历 1~2个治疗周期失败后袁患
者一般需通过接受年轻妇女捐赠的卵子借以实现怀孕生子遥
我科通过自体颗粒细胞线粒体移植使 1名 46 岁妇女采用自
己的卵子成功妊娠袁现报告如下遥

1 临床资料
患者 46岁袁中国香港公民袁因人流后 16年未孕来我院生
殖中心求治遥患者初潮年龄 14岁袁平素月经规律袁量中袁无痛
经袁末次月经为 2002年 11月 14日遥患者曾孕 2产 1袁1984年
顺产 1男婴袁1986年孕 7周左右人工流产遥其后未避孕袁一直

不孕遥2002年 8月 26日于外院腹腔镜检查确诊为双侧输卵管
阻塞遥患者丈夫的精液检查正常遥患者夫妇要求行体外受精－
胚胎移植渊IVF-ET冤治疗遥考虑患者年龄较大袁建议做自体颗粒
细胞线粒体移植袁患者同意遥

11月 30日给予达菲林 1.875mg肌肉注射袁12月 9日月
经来潮遥12月 11日 B超提示右卵巢 2个窦状卵泡袁左卵巢有
3个窦状卵泡袁决定当日起给予果纳芬渊FSH袁75U/ 支袁瑞士雪
兰诺药厂冤促排卵袁7支 /d遥6日后 B超提示双侧卵巢无反应袁
决定改果纳芬为尿促性腺素渊HMG袁珠海丽珠药厂冤袁6支 /d袁
12月 20日袁B超监测结果显示只有 3个卵泡生长发育遥建议
患者取消此治疗周期袁患者拒绝后继续原治疗方案遥12 月 21
日袁有一卵泡直径达到19.5mm袁其余 3个卵泡直径小于 14 mm遥
当晚给予绒促性腺素渊HCG袁瑞士雪兰诺药厂冤1 0 0 0 0 U遥12月
23日经阴道超声介导下取卵袁得到 2个卵子遥
由于患者的卵子少袁卵丘复合体上的颗粒细胞相应也少袁
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酸的峰面积增加近一倍袁因此袁建议样品溶液即配即
用遥

4 讨论
本研究经对阿司匹林在 4种溶剂中稳定性的比
较发现袁冰醋酸－甲醇渊V颐V=1颐10冤溶液对阿司匹林的
稳定性较好袁从测得数据可以看出袁在 30 min内测定
样品溶液袁其阿司匹林峰积分面积的值基本不变袁可
以认为阿司匹林水解反应很慢袁对样品测定影响较
小袁对阿司匹林咀嚼片两批次样品的测定结果均符合
药典规定袁故本实验选择冰醋酸－甲醇渊V颐V=1颐10冤溶
液作为本方法的测定溶剂遥另外袁根据实践经验袁我们
建议院渊1冤制备样品溶液时袁从加溶剂开始溶解样品时
起袁最好在 10min 内完成曰渊2冤制备的样品溶液最好
在 30min内测定袁否则袁应从新制备样品溶液进行测
定遥
本法色谱条件与系统袁能较好的将阿司匹林咀嚼
片中水杨酸与其他成分的完全分离袁并用对照品按外
标法计算含量袁能准确地求出水杨酸的含量遥参照中

国药典 2000年版的阿司匹林肠溶片游离水杨酸检查
法袁选择乙醇作溶剂袁经本实验观察袁证明水解是很快
的袁且结果的判定是化学反应目视法比色袁特别当颜
色相近时袁误差较大遥综上所述袁采用HPLC法测定阿
司匹林咀嚼片中的游离水杨酸袁操作简单尧快速尧准确遥
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不能满足线粒体移植的需要袁所以同时用 Percol梯度离心的
方法收集卵泡液中的颗粒细胞遥卵子经透明质酸酶消化袁拆除
卵丘复合体的颗粒细胞遥将所有的颗粒细胞混合并离心洗涤袁
调整密度为 1伊106/ml遥取 1 滋m 的颗粒细胞袁用 4益冰箱制冷
后的玻璃匀浆器匀浆 5次遥匀浆液加入 1ml 的微量离心管袁4
益冷冻离心机 2 0 0 0 g伊20min离心遥之后取上清液 9800g伊20
min离心袁线粒体沉淀用 0.5滋l 的人类输卵管液 渊美国 Irvine
Scientific冤稀释袁放入 4益冰箱备用遥卵子体外培养 3 h后袁开始
线粒体移植和显微授精操作遥用显微注射针吸取线粒体溶液袁
长度约 1个卵子的直径袁和制动后的精子一并注入卵子内遥采
用这种方法每个卵子约增加 3000 个线粒体咱1暂遥两个卵子都成
熟并受精袁但有一个为 3原核遥正常受精的卵子袁在 12月 26
日移植时发育成 8细胞良好胚胎遥移植后给予黄体酮补充袁40
mg/d遥移植后 15日在香港当地医院查尿阳性遥1月 24日在本
生殖中心 B超下可见单活胎袁有胎心搏动袁证实为临床妊娠遥2
月 19日患者出现阴道流血尧间伴腹痛等流产先兆袁至当地医
院保胎失败袁胎儿及附属组织完全娩出遥

2 讨论
提高大龄生育期妇女的妊娠率是人类生殖领域的重大课

题和难题遥多项研究提示袁随年龄增长而老化的卵子由于线粒
体数量或线粒体DNA 变异袁产生ATP 的能力降低袁不能维持
正常的染色体分离尧生物合成尧有丝分裂及胚胎细胞的各种生
理功能袁由此导致种植期胚胎细胞的发育异常或终止咱2袁3暂遥
成熟的卵细胞质中大约有 10万个线粒体袁而精子中只有

25个左右遥由于线粒体大量增殖发生于囊胚孵出阶段袁前期胚
胎所有的耗能主要依靠卵子所携带的有限的线粒体提供遥
Cohen等咱4暂曾用显微注射的方法袁将年轻妇女卵细胞质的线粒
体注入年老患者的卵子内袁明显改善了胚胎的质量袁提高了妊
娠率遥但是由于卵细胞质移植可能导致胚胎和胎儿线粒体
DNA 嵌合性以及传播线粒体遗传性疾病袁此项技术在美国已
被停止使用遥我国台湾的曾启瑞教授咱1暂在 2001年首次报道了
用患者自体颗粒细胞线粒体移植获临床妊娠的消息遥本科生
殖中心在中国大陆首先采用自体颗粒细胞线粒体移植袁并在
操作方法上进行了一些改进袁目前已有 5例患者通过此项技
术获临床妊娠遥文献检索显示目前中国大陆尚无这方面的报
道袁这位 46岁妊娠妇女应当是我国大陆通过辅助生殖技术孕
育有自己嫡亲孩子的年龄最大的孕妇遥
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