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两种促排卵方案对卵子纺锤体参数及胚胎发育结局的影响*
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  摘 要:目的 比较高孕激素状态下超促排卵(PPOS)方案和克罗米芬(CC)微刺激促排卵方案对卵细胞质

内单精子注射(ICSI)助孕患者卵子纺锤体参数、胚胎发育潜能及冻融胚胎移植(FET)临床妊娠结局的影响。
方法 回顾性分析2017年6月至2019年8月在该院生殖中心接受ICSI助孕356例患者的临床结局。按促排

卵方案不同将356例患者分为PPOS组[226例(534枚卵子)]和CC组[130例(312枚卵子)]。比较两组患者

纺锤体参数、胚胎质量和FET的临床妊娠结局。结果 PPOS组和CC组平均年龄、不孕年限、获卵数、行授精

数、抗缪勒管激素及卵泡刺激素、黄体生成素、雌二醇和孕酮水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05),CC组

促性腺激素(Gn)应用时间[(5.05±3.13)d]明显短于PPOS组[(7.03±3.04)d],CC组Gn用量[(781.78±
578.92)U]明显少于PPOS组[(1

 

110.07±580.49)U],差异均有统计学意义(P<0.05)。两组患者卵子纺锤

体参数及ICSI后受精率、正常受精率、优胚率、囊胚形成率和囊胚期FET临床妊娠率比较,差异均无统计学意

义(P>0.05)。CC组卵裂期胚胎FET临床妊娠率(53.85%)明显高于PPOS组(29.86%),差异有统计学意义

(P<0.05)。结论 PPOS不影响卵母细胞纺锤体参数和早期胚胎发育。CC微刺激促排卵方案用药量少,用

药时间短,患者经济负担轻,来源卵子的卵裂期FET的临床妊娠率高于PPOS,囊胚妊娠率与PPOS组无差异。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

the
 

spindle
 

parameters,embryo
 

development
 

potential,and
 

clinical
 

preg-
nancy

 

outcomes
 

of
 

frozen-thawing
 

embryo
 

transfer
 

(FET)
 

in
 

patients
 

with
 

progestin-primed
 

ovarian
 

stimula-
tion

 

(PPOS)
 

protocol
 

and
 

clomiphene
 

(CC)
 

mild
 

stimulation
 

protocol
 

assisted
 

by
 

intracytoplasmic
 

sperm
 

in-
jection

 

(ICSI).Methods A
 

retrospective
 

analysis
 

was
 

conducted
 

on
 

356
 

patients
 

who
 

received
 

ICSI
 

in
 

Repro-
duction

 

Center
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

June
 

2017
 

to
 

August
 

2019.The
 

overall
 

356
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

according
 

to
 

ovarian
 

stimulation
 

protocols,namely,226
 

patients
 

(534
 

oocytes)
 

in
 

PPOS
 

group
 

and
 

130
 

patients
 

(312
 

oocytes)
 

in
 

CC
 

group.Spindle
 

parameters,embryo
 

quality
 

and
 

FET
 

clinical
 

pregnancy
 

outcomes
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

mean
 

age,infertility
 

years,number
 

of
 

oocytes
 

retrieved,number
 

of
 

insemination,antimullerian
 

hormone,follicle
 

stimulating
 

hor-
mone,luteinizing

 

hormone,estradiol
 

and
 

progesterone
 

levels
 

between
 

PPOS
 

group
 

and
 

CC
 

group
 

(P>0.05).
The

 

days
 

of
 

gonadotropin
 

(Gn)
 

administration
 

in
 

CC
 

group
 

was
 

(5.05±3.13)
 

d,(7.03±3.04)
 

d
 

in
 

PPOS
 

group,and
 

the
 

time
 

in
 

CC
 

group
 

was
 

shorter
 

than
 

that
 

in
 

PPOS
 

group,total
 

Gn
 

dosage
 

in
 

CC
 

group
 

was
 

(781.78±578.92)U,(1
 

110.07±580.49)U
 

in
 

PPOS
 

group,and
 

the
 

dosage
 

in
 

CC
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

PPOS
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

were
 

no
 

significant
 

differ-
ences

 

between
 

the
 

two
 

groups
 

in
 

spindle
 

parameters,fertilization
 

rate
 

after
 

ICSI,normal
 

fertilization
 

rate,good
 

quality
 

embryo
 

rate,blastocyst
 

formation
 

rate
 

and
 

FET
 

pregnancy
 

rate
 

of
 

blastocyst(P>0.05).But
 

the
 

clini-
cal

 

pregnancy
 

rate
 

of
 

cleavage
 

stage
 

embryo
 

in
 

CC
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

PPOS
 

group
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(53.85%
 

vs.
 

29.86%,P<0.05).Conclusion PPOS
 

protocol
 

does
 

not
 

affect
 

oocyte
 

spindle
 

parameters
 

and
 

early
 

embryo
 

development.The
 

CC
 

protocol
 

had
 

less
 

dosage,shorter
 

duration
 

of
 

medication,and
 

less
 

economic
 

burden
 

on
 

the
 

patients.The
 

clinical
 

pregnancy
 

rate
 

of
 

FET
 

of
 

cleavage-stage
 

embryo
 

in
 

CC
 

group
 

was
 

signifi-
cantly

 

higher
 

than
 

that
 

in
 

PPOS
 

group,but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

blastocyst
 

stage
 

between
 

the
 

two
 

groups.
Key

 

words:mild
 

stimulation; progestin-primed
 

ovarian
 

stimulation; spindle; embryonic
 

develop-
ment; clinical

 

pregnancy

  近年来,随着我国社会环境的变化及人们生活习

惯的改变,不孕人群比例逐年增加[1],越来越多的不

孕患者需要借助辅助生殖技术进行助孕治疗。因此,
在临床治疗过程中如何选择合适的促排卵方案提高

患者的促排卵效率和卵子利用率,增加优质胚胎数,
改善临床妊娠结局是当今生殖医学讨论的热点问题。
目前,临床上应用的促排卵方案很多,不同方案各有

优劣,适合不同患者人群。对于年龄偏大和卵巢储备

功能较差的患者,克罗米芬(CC)促排卵和卵泡期高孕

激素状态下促排卵(PPOS)是近年来应用较多的促排

卵方案[2-4]。目前,以上两种方案在全国的应用也较

为普遍,相关研究报道也在逐年增加,但是,两种促排

卵方案对卵子纺锤体相关参数的影响尚少见报道。
本院应用较多的促排卵方案为PPOS方案和CC促排

卵方案。为探讨PPOS方案和CC促排卵方案对卵子

纺锤体参数及胚胎发育的影响,本研究对本院就诊患

者的临床资料进行回顾性分析,现报道如下。
1 资料与方法

 

1.1 一般资料 选取2017年6月至2019年8月在

本院行卵细胞质内单精子注射(ICSI)[ICSI指征:男
性因素及前次体外受精(IVF)完全失败或受精率低于

30%]助孕治疗患者356例作为研究对象,将入选的

356例患者分为PPOS组226例,平均年龄(36.60±
5.15)岁;CC组130例,平均年龄(36.17±5.73)岁,
两组患者精液来源差异无统计学意义(P>0.05)。本

研究获得本院伦理委员会批准,所有患者均知情同意

并签署知情同意书。
1.2 纳入和排除标准

1.2.1 纳入标准 采用PPOS方案或CC微刺激方

案促排卵,行ICSI的 MⅡ期卵母细胞纺锤体观察。
1.2.2 排除标准 (1)重度宫腔粘连及子宫内膜异

位症患者;(2)复发性流产及反复种植失败者;(3)存
在内、外科基础疾病且不能耐受妊娠者;(4)男方梗阻

性无精子症或极重度少、弱、畸精子症,经皮睾丸/附

睾穿刺取精的患者;(5)卵子成熟障碍及各种原因行

卵子激活的患者。
1.3 研究方法

1.3.1 基础激素水平检测 于月经周期第3天检测

患者基础激素水平。抗缪勒管激素(AMH)采用电化

学发 光 法 检 测(E602,Roche,瑞 士);卵 泡 刺 激 素

(FSH)、黄体生成素(LH)、雌二醇(E2)和孕酮(P)均
采用荧光磁微粒酶免法 检 测(AIA2000,TOSOH,
日本)。
1.3.2 促排卵方案 (1)PPOS方案:于月经周期第

3天开始口服醋酸甲羟孕酮(MPA,浙江仙琚制药股

份有限公司)10
 

mg/d至扳机前一日;同时肌肉注射

尿促性素(HMG,珠海丽珠医药集团股份有限公司)
150~225

 

U/d。当主导卵泡直径≥18
 

mm时皮下注

射醋酸曲普瑞林(辉凌制药有限公司)0.1
 

mg扳机,
34~36

 

h后取卵。(2)CC促排卵方案:采用 CC+
HMG促排卵方案。于月经周期第3天开始口服CC
胶囊(高特制药有限公司)50

 

mg/d至扳机前一日;周
期第8天开始,肌肉注射HMG

 

75~150
 

U/d,隔日一

次。当主导卵泡直径≥18
 

mm时皮下注射醋酸曲普

瑞林(达必佳,辉凌制药)0.1
 

mg扳机,34~36
 

h后

取卵。
1.3.3 取卵和精液优化处理 B超引导下经阴道穿

刺取卵,将获得的卵丘卵母细胞复合体置于培养箱中

培养2~3
 

h,然后用透明质酸酶消化去除卵子周围的

颗粒细胞,将成熟卵子转移至受精液(SAGE,美国)中
待用。精液来源于手淫取精的新鲜精液,采用Pure-
Ception(SAGE,美国)密度梯度离心法处理,处理后

的精液置于室温,待用。
1.3.4 纺锤体观察和ICSI授精 将卵裂皿中的成

熟卵子转移至ICSI操作皿(NIPRO,日本)中,使用

Oosight纺锤体成像系统(HAMILTON
 

THORNE,
美国)进行观察:在Live

 

Oosight模式下扣除背景,然
后拍摄卵母细胞纺锤体的图像,拍摄后将纺锤体置于

12:00位置,从3:00位置进针,进行ICSI操作,注射

完成后将卵子按顺序转入新的卵裂液微滴中,置于三

气培养箱(KITAZATO,日本)中单胚胎培养。然后

利用Oosight
 

Meta软件测量纺锤体的长轴和短轴、纺
锤体与极体的夹角及纺锤体的光阻滞值。
1.3.5 受精观察及优胚评价 ICSI后16~20

 

h观

察受精情况,统计单原核(1PN)、双原核(2PN)、多原

核(≥3PN)和无原核(0PN)卵裂的卵子数为受精数,
其中2PN为正常受精。受精率=受精数/行授精数×
100%;正常受精率=正常受精数/行授精数×100%。
优胚是指正常受精来源且第3天为Ⅰ、Ⅱ级的胚胎,
而Ⅲ、Ⅳ级的胚胎常规进行囊胚培养。优胚率=优胚
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数/正常受精卵裂数×100%;囊胚形成率=Ⅱ级及Ⅱ
级以上囊胚数/囊胚培养数×100%。
1.3.6 冻融胚胎移植(FET) 内膜准备方案和黄体

支持:统一采用激素替代周期方案进行内膜准备。从

月经第10天起B超观察子宫内膜厚度及形态,当内

膜厚度≥8
 

mm时,解冻胚胎行单胚胎移植,移植后常

规黄体支持治疗。移植后14
 

d检测血清人绒毛膜促

性腺激素(β-HCG)水平,β-HCG阳性者判定为生化妊

娠,移植后30
 

d行B超检查,宫腔内见到孕囊及原始

心血管搏动者判定为临床妊娠。
1.4 观察指标 比较两组患者平均年龄、不孕年限、
获卵数、行授精数、AMH 水平及基础内分泌激素水

平、促性腺激素(Gn)应用时间、Gn用量、纺锤体体积、

纺锤体与极体的夹角、纺锤体光阻滞值、受精率、正常

受精率、优胚率、囊胚形成率和临床妊娠率。
1.5 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,两组间比较采用t检验;计数资料以例数或百分

率表示,两组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组一般情况比较 PPOS组与CC组平均年

龄、不孕年限、获卵数、行授精数、AMH水平及FSH、
LH、E2和P水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。CC组 Gn应用时间和 Gn用量均明显低于

PPOS组,差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1  两组患者一般情况比较(x±s)

组别 平均年龄(岁) AMH(ng/mL) FSH(U/L) LH(U/L) E2(pg/mL) P(ng/mL)

PPOS组 36.60±5.15 1.26±0.52 11.01±3.91 4.32±3.49 50.47±22.39 0.52±0.17

CC组 36.17±5.73 1.45±0.62 10.99±5.50 3.86±2.23 47.05±16.12 0.50±0.16

t 2.364 3.595 0.036 1.353 3.377 0.049

P 0.183
 

0.274
 

0.971
 

0.177
 

0.355
 

0.264
 

组别 不孕年限(年) 获卵数(枚) 行授精数(枚) Gn应用时间(d) Gn用量(U)

PPOS组 5.10±3.95 2.33±0.15 2.28±1.68 7.03±3.04 1
 

110.07±580.49

CC组 4.83±3.55 2.36±0.21 2.32±1.57 5.05±3.13 781.78±578.92

t 0.654 0.898 0.219 5.437 4.776

P 0.514
 

0.370
 

0.827
 

<0.001
 

<0.001
 

2.2 两组卵母细胞纺锤体参数比较 PPOS组患者

卵子纺锤体体积、纺锤体与极体的夹角及纺锤体的光

阻滞值与 CC组比较,差异均无统计学意义(P>
0.05),见表2。

表2  两组卵母细胞纺锤体参数比较(x±s)

组别
纺锤体体积

(μm
3)

纺锤体与

极体的夹角(°)
光阻滞值

(nm)
PPOS组 241.43±117.38 16.74±10.52 1.98±0.62
CC组 243.16±124.03 15.51±8.52 1.97±0.53
t 0.203 0.845 0.322
P 0.840 0.399 0.747

2.3 胚胎发育及妊娠结局 PPOS组受精率、正常受

精率、优胚率和囊胚形成率与CC组比较,差异均无统

计学意义(P>0.05),见表3。其中PPOS组534枚

卵子,CC组312枚卵子。两种促排卵方案进行胚胎

移植患者平均年龄和内膜厚度差异均无统计学意义

(P>0.05),CC组卵裂期FET临床妊娠率明显高于

PPOS组,差异有统计学意义(P<0.05),囊胚期FET
临床妊娠率虽然高于PPOS组,但差异无统计学意义

(P>0.05),见表4。其中卵裂期行FET的患者数为

PPOS组144例,CC组65例;囊胚期行FET的患者

数为PPOS组18例,CC组16例。
表3  两组胚胎发育情况比较[%(n/n)]

组别 受精率 正常受精率 优胚率 囊胚形成率

PPOS组 86.89(464/534)82.77(442/534)70.14(310/442)40.00(54/135)

CC组 84.94(265/312)83.65(261/312)64.94(163/251)47.00(47/100)

χ2 0.632 0.717 1.994 1.149
P 0.427 0.397 0.158 0.284

表4  两组FET临床妊娠结局比较

组别

卵裂期

平均年龄

(x±s,岁)
内膜厚度

(x±s,mm)
FET临床妊娠率

[%(n/n)]

囊胚期

平均年龄

(x±s,岁)
内膜厚度

(x±s,mm)
FET临床妊娠率

[%(n/n)]

PPOS组 37.98±2.42 10.56±4.85 29.86(43/144) 36.28±5.58 10.54±2.19 38.89(7/18)

CC组 36.74±2.38 10.07±6.12 53.85(35/65) 36.75±4.89 11.75±2.88 43.75(7/16)

t/χ2 2.208 1.363 11.014 0.261 1.355 0.083
P 0.117 0.174 <0.001 0.780 0.185 0.774
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3 讨  论

  近年来,随着女性生育年龄的不断推后,以及国

家二孩政策的全面放开,接受助孕治疗的夫妇越来越

多,患者平均年龄也越来越大。选用合适的促排卵方

案提高卵巢储备功能差的患者的助孕效果、改善临床

妊娠结局显得尤为重要。本研究对来本院就诊的应

用PPOS方案和CC促排卵方案行ICSI助孕的患者

进行研究,对患者一般情况进行比较分析显示,两组

患者平均年龄、不孕年限、获卵数、行授精数、AMH水

平及FSH、LH、E2和P水平等比较,差异均无统计学

意义(P>0.05)。CC组Gn应用时间和Gn用量均明

显 低 于 PPOS 组,与 以 往 众 多 研 究 的 用 药 情 况

一致[5]。

ICSI应用 Oosight纺锤体成像系统(HAMIL-
TON

 

THORNE,美国)对卵子纺锤体的相关参数进

行测量[6],结果发现,两组卵子纺锤体相关参数(包括

纺锤体体积、纺锤体与极体的夹角及纺锤体的光阻滞

值等)比较,差异均无统计学意义(P>0.05),初步推

测这两种促排卵方案对卵子纺锤体参数的影响无明

显差异。目前已有许多关于纺锤体有无、纺锤体大

小、纺锤体与极体的夹角及纺锤体光阻滞值的研

究[7-10],但少见促排卵方案对纺锤体参数影响的研究。
本研究结果显示,PPOS方案和CC促排卵方案对纺

锤体参数的影响无明显差异,后续将扩大样本量,深
入探讨促排卵方案与纺锤体参数之间的关系。

本研究对两种促排卵方案卵子的受精、胚胎发育

情况及FET临床妊娠结局进行统计分析,结果显示,
两种促排卵方案卵子的受精率、正常受精率、优胚率

和囊胚形成率比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。
有学者认为,PPOS方案能很好地抑制早发LH峰,从
而获得更高的优胚率[11-12]。HUANG等[13]的研究显

示,PPOS组的优胚率高于CC组,而本研究中PPOS
组的优胚率略高于CC组,差异不明显。优胚是对发

育至第3天的胚胎进行的评价,单凭形态学评价的第

3天优胚率还不能很好地预测胚胎的后续发育潜能。
因此,本研究进一步对胚胎发育后期的囊胚形成率进

行统计分析发现,常规对第3天Ⅰ、Ⅱ级的优质胚胎

进行玻璃化冷冻,而Ⅲ、Ⅳ级的胚胎进行囊胚培养,结
果显示,CC组的囊胚形成率高于PPOS组,但差异不

明显。两种促排卵方案卵子的早期胚胎发育情况比

较差异均无统计学意义(P>0.05)。因此,本研究继

续追踪了进行FET患者的临床妊娠结局。

FET患者统一采用激素替代周期方案进行内膜

准备,然后进行单胚胎解冻移植。本研究对卵裂期和

囊胚期的胚胎分别进行统计分析。两组移植患者平

均年龄和移植日内膜情况差异均无统计学意义(P>
0.05),临床结局显示,CC组卵裂期胚胎FET的临床

妊娠率明显高于PPOS组,而囊胚期FET的临床妊

娠率虽有增高,但无差异。由于目前进行囊胚期FET
的患者数量较少(PPOS组18例、CC组16例),所以

囊胚期FET临床妊娠率的比较还需要继续随访。沈

秀等[14]和LU等[15]的研究结果显示,CC促排卵方案

的FET临床妊娠率高于PPOS方案。本研究中CC
组优胚率虽略低于PPOS组,但FET后的临床妊娠

率却明显高于PPOS组。由此推测,CC促排卵方案

来源的胚胎与PPOS方案比较,在FET后的发育潜

能和着床方面表现出更大优势。本研究推测可能与

临床促排卵过程中CC方案的Gn用量少和CC来源

的胚胎整倍体率高有关。有研究证实,高剂量的Gn
用量可能对胚胎发育潜能有影响[16],后续计划做这方

面的比较。

4 结  论

  综上所述,PPOS和CC微刺激两种促排卵方案

对卵子纺锤体参数及早期胚胎发育的影响无差异。

CC促排卵方案的卵裂期FET临床妊娠结局明显优

于PPOS方案。
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高,这可能是因为他们没有对细菌载量半定量区分的

原因。在细菌水平较低时,进行针对性的肺段冲洗能

够增加结核杆菌的获取概率,而痰液中经常混合口咽

部其他杂菌,这些杂菌对结核杆菌的核酸扩增也会产

生一定程度的抑制。当结核杆菌细菌载量较高时,结
核杆菌的核酸水平和纯度已经足够高,在不同类型标

本中扩增差异不大。因此,支气管镜诊疗的推广应用

是结核病防治能力提高的一项重要措施[13]。
4 结  论

  结核病的实验室诊断技术已取得极大的进展,新
的检测技术大大提高了结核病诊断的灵敏度和特异

度,但不管是哪种检测技术,均存在一定的局限性[14]。
在研究新技术GeneXpert

 

MTB/RIF应用深度的同时

也要扩展其广度,本研究提示,肺泡灌洗液相对于痰

液在结核杆菌低载量时应用GeneXpert
 

MTB/RIF技

术具有更好的提示作用。未来联合多种检测技术,对
疑似结核病患者同时进行诊断,综合分析检测结果,
将成为结核病防治的重要方向。
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