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"摘要#

!

目的
!

探讨不同受精方式及
R5PR

中不同来源精子对胚胎继续发育能力的影响$方法
!

本研究回顾性分析该中心

1%$'

年
$

月至
1%$'

年
$1

月
1)(-

例患者剩余胚胎的囊胚率!按不同受精方式分为体外受精"

Rgb

#胚胎组和显微受精"

R5PR

#胚胎

组!其中
R5PR

胚胎组又根据精子来源不同再分为精液精子组胚胎和附睾精子组!序贯培养后比较不同受精方式及不同来源精子

对剩余胚胎的囊胚形成率及优质囊胚率的影响$结果
!

1)(-

例患者共培养胚胎
/01)

枚!其中
Rgb

组
-%0/

枚囊胚形成率

2'&$/X

!

R5PR

组
$'-/

枚囊胚形成率
0(&1-X

!

Rgb

组囊胚形成率和优质囊胚率之间差异无统计学意义"

;

%

%&%2

#$同时与常规

Rgb

组相比补救受精组剩余胚胎的囊胚率差异无统计学意义"

;

%
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#$常规
R5PR

组与
_3P8

组的剩余胚胎囊胚形成率和优质

囊胚率之间差异无统计学意义"
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#$结论
!

不同受精方式及
R5PR

精子来源的囊胚率之间差异不明显$

"关键词#
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受精!体外%精子注射!细胞质内%精子%精液%存活率%胚胎发育
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胚胎移植$
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%成功以来#人类辅助生殖技术
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84:

%得到了迅速地发展)

$((1

年#

_B6<=C"

首次利用显微受精$

R5PR

%治疗了严重男性因

素的不育#获得妊娠)随后与经外科皮质附睾精子抽吸术

$

H

<=DK?B,<"K+<

H

#!#!
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<=CB+
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#
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%相结合#

R5.

PR

被广泛应用于阻塞性和非阻塞性无精子等男性不育)因

此#受精方式及精子来源对
84:

胚胎质量的影响开始受到研

究人员的关注&

$.1

'

)一个辅助生殖周期通常会在胚胎移植和冷

冻后仍有部分剩余胚胎#而囊胚培养具有可提供发育潜能较好

的胚胎供移植#在囊胚培养过程中部分携带异常基因的胚胎进

行自我修复#为移植前基因诊断$

_VO

%提供材料等优点)囊胚

移植缩短了胚胎继续发育与种植的时间#更加符合自然的生理

现象#同时单囊胚移植还可以进一步降低多胎率)对优质囊胚

行冷冻还可提高胚胎的利用率)随着体外受精$

Rg5

%技术的

发展#囊胚培养已经成为一种常规的胚胎培养技术)本研究主

要探讨体外受精$

Rgb

%与
R5PR

两种受精方式及
R5PR

中不同来

源的精子$精液精子及附睾精子%对囊胚形成率的影响#为临床

应用提供参考)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

本研究回顾分析
1%$'

年
$

月至
1%$'

年
$1

月在本中心行辅助生殖治疗的患者共
1)(-

对夫妇#纳入患者

需要在第
'

天$

O'

%移植后仍有新鲜胚胎行囊胚培养)本研究

仅选取患者问题为男方因素*女方盆腔或输卵管因素#各组之

间女方年龄*不孕年限*应用促性腺激素天数差异均无统计学

意义$

;

%

%&%2

%)患者在
O'

新鲜移植后仍有胚胎行囊胚培

养#所选择胚胎排除多原核$

_W

%胚胎$

'

个原核及以上%*发育

停滞及不分裂*碎裂等异常卵裂胚胎)本中心所有患者均签署

))'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
02

卷第
'

期

"

基金项目!广西自然科学基金资助项目$

1%$2VSWPbQ8$'($--

%(广西卫生厅自筹经费科研项目$

f1%$2$/%

*

f11%$%02

%(柳州市科学研究

与技术开发计划资助课题$

1%$2T%'%2$2

%)

!

作者简介!李楠$

$(/0^

%#助理研究员#博士#主要从事胚胎工程研究)

!

$

!

通讯作者#

3.CB#6

!

J

*

@$$1$

&

$1)&D"C

)



配子及胚胎去向知情同意书)

@&A

!

方法

@&A&@

!

卵母细胞的采集与受精
!

本中心常规促排卵方案#所

有周期均从月经第
/

天起每天
Q

超监测卵泡大小#至少
'

个主

导卵泡直径大于或等于
$/CC

时#注射人绒毛膜促性腺激素

$

95V

%

2%%%

$

$%%%%c

#

'0

$

')@

后
Q

超介导下取卵)

男方采用手淫法取精液于无菌无毒容器#在培养箱中液化

后用
R+"6B?<

密度梯度离心法$

R=>#,<

#美国%处理)

Rgb

患者采

用加精法授精#浓度
$&2]$%

) 个"
CY

)注射
95V

后
'(@

后#

根据临床指征进行常规
Rgb

"

R5PR

)除患者特殊要求外#本中

心所有周期均行短时受精#卵子置于
Rgb

液中培养
2@

#通过

观察第二极体的形成判断是否受精#受精后
$)

$

1%@

后对受

精胚胎进行评分)

R5PR

患者的卵丘
.

卵母细胞经培养液洗涤数遍清除血清等

杂质#置于
Rgb

序贯培养液中预培养
'@

#用
/%c

透明质酸酶

$

P#

E

CB

#美国%去除卵母细胞周围的颗粒细胞#选择有第一极体

的卵细胞注射活动的精子进行显微受精)在
1%%

$

0%%

的放大

倍数下挑选形态相对正常精子#常规精子制动后行
R5PR

术)

将
Rgb

"

R5PR

受精卵去除颗粒细胞后放入覆盖矿物油的
V$

培

养液滴#每
10

小时观察胚胎发育情况#于
O'

观察胚胎形态并

选取优质胚胎移植)

@&A&A

!

_3P8

!

对严重少弱精或者射精障碍患者行
_3P8

#此

法可进行局部麻醉#用拇指和食指固定附睾#将接有注射器的

针头插入附睾头部或体部#轻轻按摩附睾头部并抽吸直至有液

体进入针管#吹打于培养液中并冲净针头)显微镜检查精子及

其活动力后#离心备用)

@&A&B

!

胚胎评分及筛选
!

受精后每
10

小时观察胚胎发育情

况#受精
O'

观察胚胎形态并选取选择优质胚胎进行移植和冷

冻)于
O'

胚胎评估方法及标准!将胚胎培养皿置于莱卡$

Y<#.

DB

#德国%倒置显微镜下观测胚胎发育情况)根据胚胎的形态

及碎片所占比例来判断胚胎的级别#详述评分系统如下)

'

级

胚胎!胚胎卵裂球等大#形态规则#胞质均匀清晰#碎片无或少

于
$%X

(

!

级胚胎!胚胎卵裂球不均#形态欠规则#碎片

$%X

$#

1)X

(

(

级胚胎!胚胎卵裂球大小不均#形态欠规则#

碎片
1)X

$

2%X

(

)

级胚胎!胚胎卵裂球大小严重不均#碎片

大于
2%X

)

@&A&C

!

囊胚培养及评分
!

将受精后
O'

剩余胚胎转移到囊胚

培养液
V1

微滴中培养至
O2

$

-

#观察囊胚形成情况)根据

VB=!,<=

囊胚分级法对囊胚进行评分)根据囊胚扩张和孵出

程度将囊胚分成
$

$

)

级)

$

级!早期囊胚#囊胚腔体积小于囊

胚总体积的一半(

1

级!囊胚腔体积大于囊胚总体积的一半(

'

级!完全扩张囊胚#囊胚腔占据整个囊胚(

0

级!扩张后囊胚#囊

胚腔体积较早期囊胚明显扩大#透明带变薄(

2

级!正在孵出囊

胚#囊胚正在从透明带破裂口孵出(

)

级#孵出囊胚#囊胚完全

从透明带中脱出)

'

$

)

级囊胚对内细胞团$

#,,<=D<66CB++

#

R5N

%和滋养层$

?="

H

@<D?"!<=C

#

:3

%进行评分)

R5N

评分!

8

级#细胞数目多#结合紧密(

Q

级#细胞数目较少#结合较松散(

5

级#细胞数目极少)

:3

评分!

8

级#细胞数目多#囊胚四周均

有细胞分布(

Q

级#细胞数目较少#上皮细胞较松散(

5

级#细胞

数目极少)将
O2

评分为
'88

*

'8Q

*

'Q8

*

'QQ

或
O)

评分为

088

*

08Q

*

0Q8

*

0QQ

的囊胚定为优质囊胚)

@&B

!

统计学处理
!

采用
P_PP$/&%

统计软件#计数资料用率

表示#组间采用
!

1 检验#检验水准
"

i%&%2

#以
;

#

%&%2

为差

异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

Rgb

和
R5PR

胚胎囊胚形成情况的比较
!

1)(-

例患者共

获得剩余胚胎
/01)

枚#其中
Rgb

组
-%0/

枚#囊胚形成率

2'&$/X

)

R5PR

组
$'-/

枚#囊胚形成率
0(&1-X

)

Rgb

组囊胚

形成率和优质囊胚率虽高于
R5PR

组#但差异无统计学意义

$

;

%

%&%2

%#见表
$

)

A&A

!

常规
Rgb

组中常规受精及补救受精胚胎囊胚形成情况

的比较
!

与常规
Rgb

组相比#补救受精组剩余胚胎的囊胚形

成率差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%#见表
1

)

A&B

!

不同来源精子
R5PR

后囊胚形成情况的比较
!

常规
R5PR

组与
_3P8

组之间剩余胚胎囊胚形成率和优质囊胚率之间差

异无统计学意义$

;

%

%&%2

%#见表
'

)

表
$

!!

Rgb

组与
R5PR

组囊胚形成情况的比较

组别
胚胎数

$

$

%

O'

可利用胚胎数

&

$

$

X

%'

O'

优胚数

&

$

$

X

%'

囊胚培养数

$

$

%

囊胚形成数

&

$

$

X

%'

优质囊胚数

&

$

$

X

%'

Rgb

组
$'1/0 $$-()

$

//&/%

%

)'0(

$

0-&-(

%

-%0/ '-0/

$

2'&$/

%

($0

$

10&'(

%

:.R5PR

组
1-10 1')$

$

/-&)-

%

$12$

$

02&('

%

$'-/ )-(

$

0(&1-

%

$21

$

11&'(

%

!!

优质囊胚率
i

优质囊胚数"囊胚数(囊胚形成率
i

囊胚数"囊胚培养数)

表
1

!!

常规
Rgb

组中常规受精及补救受精胚胎囊胚形成情况的比较

组别
胚胎数

$

$

%

O'

可利用胚胎数

&

$

$

X

%'

O'

优胚数

&

$

$

X

%'

囊胚培养数

$

$

%

囊胚形成数

&

$

$

X

%'

优质囊胚数

&

$

$

X

%'

Rgb

组
$1)10 $$11%

$

//&//

%

)%(1

$

0/&1)

%

)-%1 '2/$

$

2'&0'

%

//(

$
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表
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!!

精液精子和
_3P8

精组剩余胚胎的囊胚率

组别
胚胎数

$

$

%

O'

可利用胚胎数

&

$

$

X

%'

O'

优胚数

&

$

$

X

%'

囊胚培养数

$

$

%

囊胚形成数

&

$

$

X

%'

优质囊胚数

&

$

$

X

%'
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组
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B

!

讨
!!

论

近年来#囊胚培养与囊胚移植已经成为
84:

新的研究热

点)临床数据显示囊胚移植可以显著地提高胚胎种植率及妊

娠率#且降低多胎率&

'.0

'

)胚胎继续发育能力与胚胎质量有着

密切的关系#多种因素如受精方式*胚胎培养系统*卵子质量*

精子因素等均影响剩余胚胎继续发育能力)

本研究采用
V$.V1

序贯培养法#探讨不同的受精方式及

精子来源对囊胚形成率的影响)结果显示#

Rgb

组囊胚形成率

和优质囊胚率高于
R5PR

组#但差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%)

本研究结果与
>B,YB,!K

A

?

等&

1

'在
1%%2

年的研究结果相似#

Rgb

组囊胚形成率略高于
R5PR

组#差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%)但也有相反的结果#

$((/

年
P@"KL#=

结果显示
Rgb

组

囊胚形成率显著高于
R5PR

组)

1%%%

年#

OKC"K6#,

等&

$

'也得到

了相似的结论)其原因可能是在
R5PR

的操作过程中经历了如

用透明质酸酶去除颗粒细胞*卵膜穿刺#在
R5PR

过程中带入

_g_

或培养液*精子的顶体等在
Rgb

过程中所没有的杂质#这

些物质均影响胚胎的发育(还有可能是由于早期补救卵子的质

量问题)

R5PR

囊胚率低于
Rgb

的原因也可能来自精子#在

Rgb

过程中卵子会对精子进一步筛选#能够与卵子相结合的精

子#其活力*

OW8

完整性要明显优于那些没有穿过透明带的精

子)而在
R5PR

过程中仅对精子活力进行判断#无法保证每一

个精子的
OW8

完整性#将有缺陷的精子注入卵细胞内#降低

了胚胎的发育能力)重度精子畸形还影响
84:

的结局*增加

复发性流产和
R5PR

后代患遗传病的风险)

R5PR

是针对男性生育力低下而出现的新一代辅助生育技

术#其精子来源分为射出精子和睾丸*附睾穿刺精子#射出精子

在数量*活动力和核成熟度等方面均高于睾丸"附睾穿刺的精

子)本研究还探讨了不同来源的精子囊胚形成率的影响#结果

显示#常规
R5PR

组囊胚形成情况与
_3P8

组相似$

;

%

%&%2

%#

常规
R5PR

组优质囊胚率高于
_3P8

组#但差异无统计学意义

$

;

%

%&%2

%)

1%%)

年#

QKFFB?

等&

2

'研究结果显示睾丸"附睾精

子组的可用胚胎数要低于常规精子
R5PR

组)同年
O"I"=?+<>

等&

)

'也得到相似的试验结果#与本研究结果相同)

1%$$

年

:+B#

等&

-

'研究表明不同来源的精子行
R5PR

受精#其受精率*卵

裂率*胚胎质量等无显著差异)

V=<D"

等&

/

'比较睾丸精子与精

液中精子行
R5PR

发现#在受精*卵裂*胚胎质量等方面没有差

异)

g<=IB

等&

(

'在
1%%/

年的研究结果显示#附睾精子组与射

出精子组
R5PR

后优胚率之间差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%)

W#D"

H

"K66"+

等&

$%

'通过
N<?B

分析发现射出精子与
_3P8

和

:3P8

获得精子
R5PR

后#射出精子组的受精率*卵裂率*优质

胚胎率等高于
_3P8

组#但差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%)其

原因可能是由于睾丸穿刺来源的精子成熟度低#进而造成胚胎

发育能力下降#畸形精子的中心体功能低下是会引起胚胎卵裂

障碍或胚胎染色体嵌合#当精子
OW8

碎片*染色体非整倍体

性越高时其精子活力和正常形态正常率越低#同时还伴随有基

因印记的改变&

$$

'

)随着
84:

技术的进展#

R5PR

也可得到更为

满意的临床结局)本研究结果显示
Rgb

组胚胎的发育能力与

R5PR

组相比差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%#可获得相近的临床

效果)但是#目前
R5PR

过程中对卵子的损伤*人为挑选的精子

及对子代造成不良影响等问题的不确定性已开始受到关注#有

研究显示
R5PR

后出生的婴儿存在较高出生缺陷率&

$1

'

)

综上所述#

84:

中心对于要严格
R5PR

指征#如原发不孕

且不孕年限大于或等于
2

年*年龄大于或等于
0%

岁*配偶间人

工授精大于或等于
'

次的不孕患者)不提倡为避免完全受精

失败#而对所有不明原因不孕患者均行
R5PR

)临床工作中为

了避免受精完全失败#若患者获卵数大于
$%

个#可行一半

Rgb

*一半
R5PR

#胚胎移植时优先选行
Rgb

受精的胚胎)同时

还可以在行短时受精后拆蛋#将短时受精结合补救性
R5PR

术

相结合#避免受精失败)还可对配子的质量*是否存在精卵结

合障碍等进行评估#为下个周期选择正确的受精方式提供参

考)对上个周期行
Rgb

受精率
'%X

的患者#在下个周期时选

择行
R5PR

受精)这样可以在保证受精率的同时适当地减少

R5PR

的使用#利于降低出生缺陷#提高出生胎儿的安全性)

参考文献

&

$

'

OKC"K6#,T5

#

5"",<,3

#

Q=B+N

#

<?B6&5"C

H

B=#+","F#,.

>#?="!<><6"

H

C<,?"F<C;=

A

"+"=#

E

#,B?#,

E

F="C<#?@<=D",.

><,?#",B6#,.>#?="F<=?#6#IB?#","=#,?=BD

A

?"

H

6B+C#D+

H

<=C

#,

*

<D?#",

&

T

'

&9KC4<

H

="!

#

1%%%

#

$2

$

1

%!

0%1.0%(&

&

1

'

>B,YB,!K

A

?Y

#

O<g"+8

#

T"=#+9

#

<?B6&Q6B+?"D

A

+?F"=.

CB?#",#,#,>#?="F<=?#6#IB?#",><=+K+#,?=BD

A

?"

H

6B+C#D

+

H

<=C#,

*

<D?#",D

A

D6<+

!

#,F6K<,D<"F?@<F<=?#6#IB?#",

H

="D<.

!K=<

&

T

'

&b<=?#6P?<=#6

#

1%%2

#

/'

$

2

%!

$'(-.$0%'&

&

'

'

_B

H

B,#L"6B"K3V

#

5BCK+N

#

a"6#;#B,BL#+3N

#

<?B6&R,

>#?="F<=?#6#IB?#",J#?@+#,

E

6<;6B+?"D

A

+?.+?B

E

<><=+K++#,.

E

6<D6<B>B

E

<.+?B

E

<<C;=

A

"+

&

T

'

&W3,

E

6TN<!

#

1%%)

#

'20

$

$$

%!

$$'(.$$0)&

&

0

'

!<66B4B

E

#",<:

#

g<=@<

A

<,V

#

_B

H

B,#L"6B"K3V

#

<?B6&O<.

><6"

H

C<,?B6+?B

E

<",!B

A

.2B,!F=B

E

C<,?B?#",=B?<",!B

A

.

'DB,#,F6K<,D<?@<#C

H

6B,?B?#",

H

"?<,?#B6"F?"

H

.

Z

KB6#?

A

;6B+?"D

A

+?+#,RgbD

A

D6<+J#?@+#,

E

6<<C;=

A

"?=B,+F<=

&

T

'

&

4<

H

="!Q#"63,!"D=#,"6

#

1%%-

$

2

%!

1.2&

&

2

'

QKFFB?5

#

_B?=B?5

#

N<=6<?b

#

<?B6&R5PR"K?D"C<+#,";.

+?=KD?#><BI""+

H

<=C#B

!

#,F6K<,D<"F?@<"=#

E

#,"F+K=

E

#DB66

A

=<?=#<><!+

H

<=CB?"I"BB,!?@<DBK+<"F";+?=KD?#",

&

T

'

&

9KC4<

H

="!

#

1%%)

#

1$

$

0

%!

$%$/.$%10&

&

)

'

O"I"=?+<>O

#

W<C<4

#

O#BC",!N_

#

<?B6&3C;=

A

"+

E

<,.

<=B?<!K+#,

E

?<+?#DK6B=+

H

<=CB?"I"B@B><@#

E

@<=!<><6"

H

.

C<,?B6

H

"?<,?#B6?@B,?@"+<";?B#,<!K+#,

E

<

H

#!#!

A

CB6

+

H

<=CB?"I"B#,C<,J#?@";+?=KD?#><BI""+

H

<=C#B

&

T

'

&b<=.

?#6P?<=#6

#

1%%)

#

/)

$

'

%!

)%).)$$&

&

-

'

:+B#55

#

9KB,

E

bT

#

eB,

E

YT

#

<?B6&56#,#DB6"K?D"C<+B,!

!<><6"

H

C<,?"FD@#6!=<,;"=,BF?<=#,?=BD

A

?"

H

6B+C#D+

H

<=C

#,

*

<D?#",

$

R5PR

%

K+#,

E

<G?=BD?<!?<+?#DK6B=+

H

<=C"=<

*

BDK.

6B?<! <G?=<C< +<><=< "6#

E

".B+?@<,".?<=B?"I""+

H

<=C#B

+

H

<=C

!

BD"C

H

B=B?#><+?K!

A

&

T

'

&b<=?#6P?<=#6

#

1%$$

#

()

$

'

%!

2)-.2-$&

&

/

'

V=<D"3

#

PDB=+<66#b

#

RBD";<66#N

#

<?B6&3FF#D#<,??=<B?C<,?

"F#,F<=?#6#?

A

!K<?"+

H

<=COW8!BCB

E

<;

A

R5PRJ#?@?<+.

?#DK6B=+

H

<=CB?"I"B

&

T

'

&9KC 4<

H

="!

#

1%%2

#

1%

$

$

%!

11).

1'%&

&

(

'

g<=IBPT=

#

3+?<><+P5&P

H

<=C!<F<D?+<><=#?

A

=B?@<=?@B,

+

H

<=C+"K=D<#+B++"D#B?<!J#?@6"J<=F<=?#6#IB?#",=B?<+

BF?<=#,?=BD

A

?"

H

6B+C#D+

H

<=C#,

*

<D?#",

&

T

'

&R,?Q=BITc="6

#

1%%/

#

'0

$

$

%!

0(.2)&

&

$%

'

W#D"

H

"K66"+TO

#

V#66#,

E

.PC#?@5

#

86C<#!B_8

#

<?B6&c+<"F

+K=

E

#DB6+

H

<=C=<?=#<>B6#,BI""+

H

<=C#DC<,

!

BC<?B.B,B6

A

+#+

&

T

'

&b<=?#6P?<=#6

#

1%%0

#

/1

$

'

%!

)($.-%$&

$下转第
'-$

页%

/)'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
02

卷第
'

期



者中有出血表现者#

:3V

多项指标均较无出血者差异有统计

学意义$

;

#

%&%2

%)且当
_Y:

#

'%]$%

( 个"
Y

时#通过比较急

性白血病患者
:3V

指标$

a

值*

"

角*

N8

值%来评估患者出血

风险#具有更好的临床实用价值)其中
N8

值在诊断急性白

血病患者出血方面具有较高的诊断价值$

475

曲线下面积大

于
%&-

%)

综上所述#

:3V

在评价急性白血病患者出血风险应用上#

多参数综合分析更能全面评估患者出血风险#具有较好的临床

实用性)当然#该项研究由于数据来源受到不同工作人员临床

观察记录详细情况#临床检测有误差#

_Y:

与
:3V

检测有一

定时间差等多因素的影响#可能存在一定的局限性)
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