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Abstract
A key step in assisted reproduction is to evaluate embryo viability to determine the embryo that is most likely to lead to pregnancy. 
The currently used embryo assessment systems are mainly based on morphology and cleavage rate. Although these systems have 
played a key role in improving implantation and pregnancy rates, as well as reducing multiple pregnancies, their accuracy is still 
insufficient,	the	limitations	of	morphology	based	strategies	have	promoted	research	on	assistive	techniques	for	non-invasive	embryo	
viability assessment in assisted reproduction. The paper explores the measurement of glucose, pyruvate, or amino acid levels 
in embryo culture medium, as well as the evaluation of embryo oxygen consumption and its relationship with embryo viability. 
With the increasing number of global ART cycles, improving the ability to quickly and non-invasive identify the best embryos for 
transplantation has become an increasingly important goal in reproductive medicine.
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在辅助生殖中无创评估胚胎活力的生物标志物的展望
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摘  要

辅助生殖的一个关键步骤是评估胚胎活力，以确定最有可能导致怀孕的胚胎。目前使用的胚胎评估系统主要基于形态和卵
裂率，虽然这些系统在提高着床率和妊娠率以及减少多胎妊娠方面发挥了关键作用，但它们的精度仍然不足，基于形态学
策略的局限性促进了对辅助生殖中无创胚胎活力评估的辅助技术的研究。论文探讨胚胎培养基中葡萄糖、丙酮酸或氨基酸
水平的测量，胚胎耗氧量的评估与胚胎活力的关系。随着全球ART周期数量的增加，提高快速和无创地识别最佳胚胎用于
移植的能力成为生殖医学日益重要的目标。
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1 引言

不孕症是一种低生育力状态，指 1 对配偶未采取避孕

措施，有规律性生活至少 12 个月未能获得临床妊娠 [1]。在

为不孕夫妇提供的治疗方式中，利用辅助生殖技术（Assisted 

Reproductive Technology，ART）的治疗方式的成功率最

高，ART 程序包括从女性卵巢中取出卵母细胞，在实验室

进行体外受精，以及将所得胚胎返回女性体内或捐赠给另

一名女性，超过 99% 的 ART 手术涉及将所得胚胎通过子宫

颈移植到女性子宫中，称为体外受精—胚胎移植（In Vitro 

Fertilization and Embryo Transfer，IVF-ET）[2]。胚胎的植入

前阶段从受精开始。然后胚胎经历卵裂分裂，达到二细胞、

四细胞和八细胞阶段，并成为桑葚胚，其中包含 10~30 个

细胞。桑椹胚阶段是形成称为囊胚腔的充满液体的腔之前的

最后阶段，此时胚胎被称为早期囊胚。胚胎到达囊胚阶段后

不久，其全能细胞将开始分化成两种不同的细胞类型。第一

个是内部细胞团，它将作为胚胎继续发育。剩余的细胞将成

为滋养外胚层，最终发育成胎盘 [3]。在植入前胚胎发育的这

些关键阶段，胚胎的代谢需求发生巨大变化。适当的代谢周

转对于植入前胚胎保持存活和形成最佳的妊娠潜能表现至

关重要。植入前胚胎发育的一个基本机制是从羧酸到葡萄糖

代谢的转换，是胚胎代谢调节最典型的现象之一，在发育的

早期阶段，以羧酸为基础的代谢占主导地位，当时丙酮酸和

乳酸是胚胎的主要能量来源，而葡萄糖的摄取很少 [4]。随着

发育的进展，从受精卵阶段到紧凑期，葡萄糖摄取量稳步增

加，并在囊胚期开始以葡萄糖代谢为主 [5]。这种晚期植入前

胚胎葡萄糖消耗量的增加已经在许多物种中观察到，包括小

鼠、大鼠、人类、牛、羊和猪的胚胎，植入前发育遵循一系

列有组织的关键事件，并要求在正确的时间满足胚胎的新陈
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代谢需求，当胚胎沿着生殖道移动时，这些不断变化的营养

需求反映在体内环境的组成上，胚胎在压缩前阶段遇到的输

卵管液，含有相对较高水平的丙酮酸和乳酸，以及较低水平

的葡萄糖，而子宫液中则相反 [6]。对最佳胚胎发育也至关重

要的还有氨基酸，它具有广泛的功能，包括蛋白质合成、新

陈代谢、螯合、pH 调节，并作为能量底物 [7]。

2 丙酮酸与胚胎活力

卵母细胞和植入前胚胎具有独特且严格调节的代谢需

求，这些需求对胚胎活力和诊断应用具有影响。就相关底物

而言，卵母细胞和胚胎都能够利用丙酮酸、乳酸和葡萄糖

等营养物质。在卵母细胞和早期卵裂阶段胚胎中，丙酮酸比

葡萄糖更可取，但随着成熟的临近，囊胚阶段糖酵解变得

更加依赖 [8]。糖酵解是一个六碳葡萄糖分子转化为两个三碳

丙酮酸分子的过程。该过程的净产物是两分子 ATP 和两分

子烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）。糖酵解是一种古老的

代谢途径，存在于大多数原核生物和真核生物中。它是厌

氧菌和需氧菌葡萄糖分解的第一阶段，因为它不需要氧气。

在真核生物中，糖酵解发生在细胞质中，并开始于 ATP 中

的磷酸基团用于从葡萄糖生成葡萄糖 -6- 磷酸，然后这种糖

被异构化，生成 6- 磷酸果糖。随后使用另一种 ATP 生成果

糖 1,6- 二磷酸。然后通过果糖 1,6- 磷酸二酯的裂解产生两

种糖：磷酸二羟丙酮和 3- 磷酸甘油醛。在过去的几十年里，

基础科学家为我们理解许多物种早期发育的关键时期的代

谢动力学奠定了基础，这些发现随后被转化为辅助生殖技术

（ART）实验室的临床应用，并使人类胚胎高效培养至囊胚

阶段，早期植入前（卵裂状态）胚胎主要使用三羧酸 [9] 循环，

其中主要底物是乳酸和丙酮酸，并且葡萄糖的使用最少。因

此，培养物中胚胎对丙酮酸的吸收已被研究为胚胎活力和生

长潜力的可能标志。Loutradis D 等人 [10] 报道了发育成囊胚

阶段的人类胚胎吸收更高的丙酮酸。在之前的一项研究中，

Gardner 等人 [11] 发现，与未能发育到囊胚阶段的胚胎相比，

继续形成囊胚的人类胚胎在第 4 天的丙酮酸摄取量显著更

高，这与最初的报告一致。

3 葡萄糖与胚胎活力

在从桑葚胚阶段到囊胚阶段的过渡阶段，葡萄糖的利

用率显著增加，似乎反映了胚胎的发育潜力和活力，与葡萄

糖摄取较低的牛相比，葡萄糖摄取较高的牛胚泡发育得更成

功，与未能发育的胚胎相比，足月妊娠的第 4 天小鼠胚胎在

培养物中的葡萄糖摄取量显得更高 [12]。最近，Gardner 等人 [13]

使用先进的培养基报道，在形成囊胚的胚胎中，第 4 天人类

胚胎的葡萄糖消耗较高，并且与形态等级相关，这与动物模

型中的发现一致。根据最初的动物研究和最新的人类胚胎报

告，第 4 天或第 5 天人类胚胎的葡萄糖摄取很可能与生存能

力一致相关。上述研究一致使用微荧光酶法测定丙酮酸、乳

酸和葡萄糖。尽管准确，但该方法在技术上存在困难，需要

大量的专业知识和时间投入，因此不适合临床应用。然而，

Urbanski 等人最近的一项原理验证研究 [14] 报道了微流体系

统的开发，该系统允许同时测量小体积小鼠胚胎培养基中的

丙酮酸、乳酸和葡萄糖。该系统对代谢物测量的临床适用性

作出了重大改进。

4 氨基酸与胚胎活力 

Houghton 等人 [15] 使用高效液相色谱（HPLC）来测定

人类胚胎在植入前发育的不同阶段分泌和吸收的氨基酸，并

将他们的发现与胚胎发育相关联，他们发现，第 2 天和第 3
天谷氨酰胺、精氨酸和蛋氨酸的摄取量降低，丙氨酸和天冬

酰胺的释放量降低胚胎与囊胚阶段的发育相关，而在 8 细胞

和桑葚胚阶段胚胎中，囊胚发育与丝氨酸的摄取较低以及丙

氨酸和甘氨酸的释放有关。在所有检查的阶段中，较低的氨

基酸周转率（消耗和出现的总和）与更好的发育相关，这与

“安静胚胎”假说一致 [16]。胚胎的氨基酸代谢也被评估为

活力预测因子。精氨酸、蛋氨酸、丝氨酸和谷氨酰胺摄取的

减少与囊胚发育相关，丙氨酸和天冬酰胺产生的减少也是如

此。最近，Brison 等人 [17] 测定了单独培养的人类胚胎的培

养基中的氨基酸浓度，并确定了与临床妊娠和活产相关的

氨基酸。在本研究中，在第 2 天转移之前，将受精卵在 4μL
滴含有氨基酸生理混合物的预平衡培养基中单独培养 24 小

时，并通过 HPLC 分析用过的培养基，他们发现培养基中

较低的甘氨酸和亮氨酸以及较高的天冬酰胺水平与临床妊

娠和活产相关，丙氨酸和天冬酰胺产量的减少也与囊胚发育

有关，第 2 天天冬酰胺摄入量的增加以及甘氨酸和亮氨酸摄

入量的减少都与妊娠和活产有关，第三天谷氨酸摄入量的增

加也与怀孕和活产有关。他们还发现，具有较高活力的胚胎

比那些停滞的胚胎具有更低或更安静的氨基酸代谢，这与

Houghton 等人之前的报告一致 [15]。

5 氧浓度与胚胎活力

胚胎植入前胚胎的发育依赖于生殖道环境中存在的营

养物质。虽然在讨论植入前胚胎营养时经常考虑碳水化合

物、氨基酸、脂质和微量营养素，但环境氧气经常被忽视。

虽然氧气通常不被认为是一种营养物质，但它是体外培养环

境的重要组成部分，也是细胞生理学的关键调节剂。氧气是

维持氧化代谢所必需的，但当氧气变得有限时，细胞会产生

由称为“缺氧诱导因子”的转录因子家族驱动的生理反应，

这些转录因子会促进多种氧敏感基因的表达，正是这种缺氧

反应不仅导致了糖酵解代谢的转变，而且还导致了大量其他

细胞反应 [18]。近年来，关于哪种环境氧张力更适合植入前

胚胎的培养，一直存在很多争论。本综述将评估这个问题，

并强调使用人类胚胎干细胞的研究如何帮助我们理解为什

么在生理氧张力下培养可能有利于通过临床体外受精产生

的胚胎的发育。在一项随机对照试验中，配子和胚胎在 5%
或 20% 的氧气下培养并在第 2~3 天或第 5 天移植，活产着

床率（活产数除以移植的胚胎数）或活产率（至少有一名活

产婴儿的患者人数与取出卵母细胞的患者人数相比）被测量
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为主要终点，当胚胎在早期卵裂阶段移植时，氧张力对这些

参数没有影响。然而，当胚胎在缺氧条件下培养并在囊胚期

移植时，与在 20% 氧气下培养的胚胎相比，活产着床率和

临床妊娠率显著增加。当第 2~3 天和第 5 天转移的数据合并

时，在 5% 氧气下培养显示活产着床率和活产率显著提高 [19]。 
大约在囊胚形成时，氧消耗量以及碳的吸收和结合会大幅增

加，使用葡萄糖并将其转化为乳酸的能力可能使囊胚能够在

植入时不同程度发生的缺氧中存活下来。同样，最近的数据

表明，在移植前第 2 天或第 3 天之前，在 5% 或 20% 氧气

下培养对每个周期的活产率没有影响，但缺氧培养确实会导

致更高质量的胚胎在移植后进行冷冻保存。在含氧量为 5%
的组中，质量良好的胚胎数量显著增加（45.8% vs 20% 组

为 30.9%，校正 OR[95%CI]=1.9 [1.6-2.4]），这并没有导致

每个周期的活产率更高，但在新鲜移植后，可以冷冻保存

更多高质量的备用胚胎（46.1 vs 29.7%，校正 OR [95% CI]= 
2.0 [1.7-2.5]），经过 5~7 年的随访期，其中 5% 氧气组的

82.4% 的冷冻保存胚胎和 20% 氧气组的 85.4% 的胚胎解冻，

低氧组研究周期至少产生一次活产的患者百分比显著更高

（校正 OR [95% CI]= 1.5 [1.01-2.2]），在 124 例来自新鲜胚

胎移植的活产单胎和 45 例来自冷冻保存胚胎移植的活产单

胎中，在校正混杂因素后，两个氧气组的出生体重相似 [20]。

6 结语

胚胎移植前当代 ART 的一个关键方面是评估体外生长

的胚胎，以确定最有可能成功妊娠的胚胎。目前，这种评估

主要基于形态学进行。尽管目前使用的胚胎评估策略在提高

妊娠率和减少多胎妊娠方面发挥了作用，但其准确性仍远未

理想。事实上，与 ART 相关的两个关键问题至少部分源于

我们无法准确评估胚胎活力：超过 8/10 的移植胚胎未能植

入，超过 2/3 的 ART 周期未能怀孕 [21]，给不孕不育夫妇带

来巨大的身体、心理和经济负担。因此，寻找新兴的非侵入

性方法，对体外生成的胚胎提供快速可靠的评估就显得至关

重要。
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