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  [摘要] 目的 观察促性腺激素释放激素(GnRH)激动剂长方案与GnRH拮抗剂方案在新鲜周期及冻融

周期(FET周期)囊胚移植后的临床结局。方法 回顾性分析在中国人民解放军联勤保障部队第901医院生殖

中心接受囊胚移植患者的临床资料,其中长方案组包括437例新鲜周期和163例FET周期,拮抗剂组包括227
例新鲜周期和344例FET周期。比较两种促排方案的促排卵效应及囊胚移植后妊娠结局。结果 新鲜周期

长方案组和拮抗剂组的单囊胚移植后临床妊娠率、种植率和持续妊娠率均无明显差异(P>0.05),FET周期长

方案组和拮抗剂组的单囊胚移植后临床妊娠率、持续妊娠率差异无统计学意义(P>0.05)。拮抗剂组中FET
周期单囊胚移植后临床妊娠率及持续妊娠率均明显高于新鲜周期(P<0.05),而长方案组新鲜周期和FET周

期单囊胚移植后妊娠结局相似。结论 拮抗剂方案在FET周期囊胚移植后的临床结局更好。
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  [Abstract] Objective To
 

compare
 

the
 

clinical
 

outcomes
 

of
 

blastocyst
 

transfer
 

in
 

fresh
 

cycles
 

and
 

frozen-
thawed

 

embryo
 

transfer
 

(FET)
 

cycles
 

between
 

gonadotropins
 

release
 

hormones
 

(GnRH)
 

agonist
 

long
 

proto-
col

 

and
 

GnRH
 

antagonist
 

protocol.Methods Data
 

of
 

600
 

patients
 

received
 

GnRH
 

agonist
 

long
 

protocol,inclu-
ding

 

437
 

cases
 

of
 

fresh
 

cycle
 

and
 

163
 

cases
 

of
 

FET
 

cycle,and
 

571
 

patients
 

received
 

GnRH
 

antagonist
 

protocol,

including
 

227
 

cases
 

of
 

fresh
 

cycle
 

and
 

344
 

cases
 

of
 

FET
 

cycle,were
 

analyzed
 

retrospectively.Differences
 

in
 

o-
vulation

 

induction
 

effect
 

and
 

pregnancy
 

outcome
 

after
 

blastocyst
 

transfer
 

were
 

compared.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

rates
 

of
 

clinical
 

pregnancy
 

and
 

ongoing
 

pregnancy
 

between
 

GnRH
 

agonist
 

long
 

protocol
 

and
 

GnRH
 

antagonist
 

protocol
 

irrespective
 

of
 

fresh
 

single
 

blastocyst
 

transfer
 

or
 

FET(P>0.05).Mo-
reover,the

 

rates
 

of
 

clinical
 

pregnancy,implantation
 

and
 

ongoing
 

pregnancy
 

of
 

single
 

blastocyst
 

transfer
 

were
 

higher
 

in
 

FET
 

cycles
 

than
 

those
 

in
 

fresh
 

cycles
 

under
 

the
 

antagonist
 

protocol
 

group(P<0.05).However,the
 

pregnancy
 

outcomes
 

were
 

similar
 

in
 

fresh
 

transfer
 

cycles
 

and
 

FET
 

cycles
 

after
 

single
 

blastocyst
 

transfer
 

under
 

the
 

long
 

protocol
 

group.Conclusion The
 

clinical
 

outcome
 

of
 

antagonist
 

protocol
 

was
 

better
 

in
 

FET
 

cycle
 

with
 

blastocyst
 

transfer.
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  辅助生殖技术(ART)治疗的目的是获得足月、单
胎、健康的婴儿,尽量减少多胎妊娠[1]。随着辅助生

殖技术的广泛开展,控制性促排方案的逐步完善,体
外培养条件及冷冻技术的改进,活产率明显提高。目

前,对于正常反应患者的促排卵方案,各个中心并无

统一标准,其中促性腺激素释放激素(GnRH)激动剂

长方案和GnRH拮抗剂方案应用较广泛。拮抗剂方

案因其促排卵时间短、用药少,卵巢过度刺激综合征

(OHSS)风险低,逐渐成为主流促排卵方案。而传统

的长方案能有效抑制黄体生成素(LH)峰的产生,同
时获卵数多,周期取消率低,仍然具备它的优势[2]。
本研究通过回顾性分析比较拮抗剂方案与长方案囊

胚移植的妊娠结局,旨在为制订合适的囊胚移植策略

提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2015年1月至2018年12月在中国人民解

放军联勤保障部队第901医院生殖中心行新鲜周期

囊胚移植664例和冻融周期(FET周期)囊胚移植

507例患者为研究对象。其中长方案组包括437例新

鲜周期和163例FET周期,拮抗剂组包括227例新

鲜周期和344例FET周期。接受体外受精/卵胞浆

内单精子注射(IVF/ICSI)患者均签署知情同意书。
新鲜周期纳入标准:(1)促排方案为长方案或拮抗剂

方案;(2)年龄小于或等于37岁;(3)月经周期24~35
 

d;(4)获卵数大于5枚;(5)取卵后第3天至少有5枚

优质胚胎;(6)人绒毛膜促性腺激素(HCG)日孕酮

(P)<2.0
 

ng/mL。排除标准:(1)多囊卵巢综合征

(PCOS);(2)HCG日子宫内膜小于8
 

mm;(3)宫腔积

液,子宫畸形或腺肌症;(4)曾行3次及以上促排卵周

期;(5)有OHSS风险;(6)患者夫妇染色体核型异常;
(7)有辅助生殖禁忌证。FET周期纳入标准:(1)促排

方案为长方案或拮抗剂方案;(2)年龄小于或等于37
岁;(3)移植次数小于或等于3次。排除标准:(1)子
宫畸形或腺肌症;(2)患者夫妇染色体核型异常;(3)
有辅助生殖禁忌证。

1.2 方法

1.2.1 促排卵方案

长方案包括黄体期长方案和卵泡期长方案。黄

体期长方案:从月经周期的第21~24天即黄体中期

开始,给予醋酸曲普瑞林(GnRH-α)每天皮下注射

0.05~0.10
 

mg,共14
 

d,B超及激素水平确认达到降

调节标准[卵泡刺激素(FSH)<5
 

U/L,LH<5
 

U/L,
雌二醇(E2)<183

 

pmol/L]后,给予促卵泡激素(Gn)
促排卵,根据卵巢反应即血清E2 水平及B超结果调

整Gn剂量。当3个以上卵泡直径大于或等于18
 

mm

时,注射 HCG
 

5
 

000~10
 

000
 

U,扳机36
 

h后取卵。
卵泡期长方案:即从月经周期第2~3天肌肉注射长

效GnRH-α
 

1支3.75
 

mg降调节,28~40
 

d达到降调

节标准后使用Gn促排卵,根据血清E2 水平及B超结

果调整 Gn剂量。当3个以上卵泡直径大于或等于

18
 

mm时,注射HCG
 

5
 

000~10
 

000
 

U,扳机36
 

h后

取卵。拮抗剂方案采用灵活方案,即从月经周期第

2~3天给予Gn促排卵,4~5
 

d后根据卵泡大小及激

素水平调整Gn用量,当优势卵泡达到12~14
 

mm时

添加西曲瑞克(GnRH-A),当2个以上卵泡直径大于

或等于18
 

mm时,注射HCG
 

5
 

000~10
 

000
 

U,扳机

36
 

h后取卵。取卵后120
 

h可行新鲜囊胚移植,术后

给予黄体支持。

1.2.2 体外受精、胚胎培养及评分

取卵日B超引导下行卵泡穿刺术,体视显微镜下

分拣出卵丘复合物,于6%CO2 过夜平衡后IVF-plus
培养液(瑞典Vitrolife公司)中培养3~4

 

h,根据精液

优化处理结果行常规IVF或ICSI受精,然后于三气

培养箱中平衡后的G1-plus培养液(瑞典Vitrolife公

司)微滴中培养3
 

d。第1天即受精后16~18
 

h观察

原核,有1~2个原核形成或双极体见卵裂者均视为

正常受精。第3天卵裂速度正常,卵裂球大小较均

匀,细胞数大于或等于7且卵裂球碎片小于25%的胚

胎视为优质胚胎。正常受精第3天胚胎细胞数大于

或等于4且卵裂球碎片小于50%胚胎转移至平衡后

G2-plus培养液(瑞典Vitrolife公司)微滴继续培养至

第5~7天。按照 Gardner分级对囊胚进行评分[3],
先根据囊胚的扩张和孵出程度将囊胚分成1~6期:1
期,早期囊胚,囊胚腔体积小于囊胚总体积的一半;2
期,囊胚腔体积大于囊胚总体积的一半;3期,完全扩

张囊胚,囊胚腔占据整个囊胚;4期,扩张后囊胚,囊胚

腔体积较早期囊胚明显扩大,透明带变薄;5期,正在

孵化的囊胚,囊胚正在从透明带破裂口孵出;6期,孵
化出的囊胚,囊胚完全从透明带中脱出。3~6期囊胚

需对内细胞团(ICM)和滋养外胚层细胞(TE)进行评

分。ICM评分:A级,细胞数目多,结合紧密;B级,细
胞数目较少,结合较松散;C级,细胞数目极少。TE
评分:A级,细胞数目多,囊胚四周均有细胞分布;B
级,细胞数目较少,滋养层细胞较松散;C级,细胞数

目极少。≥2期囊胚纳入形成囊胚数计算,≥3期且

ICM评分和TE评分不同时含C级的囊胚为可利用

囊胚。移植后多余可利用囊胚行玻璃化冷冻。

1.2.3 囊胚玻璃化冷冻与解冻

冷冻按照玻璃化冷冻试剂盒(日本 Kitazato公

司)说明书操作,冷冻前常规激光辅助皱缩。在室温

下将皱缩后囊胚转移至ES液中,平衡5~8
 

min后转
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移至VS液中,40
 

s后将囊胚转移至玻璃化冷冻载体

前端,迅速投入液氮,囊胚从转移至VS液到投入液氮

整个过程不超过1
 

min,套上冷冻冒放入相应支架,转
移至液氮罐中相应位置保存。解冻按照玻璃化解冻

试剂盒(日本 Kitazato公司)说明书操作。从液氮罐

中找到需解冻囊胚,液氮中取下冷冻冒后迅速将冷冻

载杆前端插入37
 

℃预热的TS液中平衡1
 

min,然后

将囊胚转移入 DS液(室温)中平衡3
 

min,再转入

WS1液中5
 

min,WS2液中5
 

min,激光辅助消除1/4
周长透明带后转移至G2-plus培养液中培养,2

 

h后

在B超引导下移植。

1.2.4 FET周期内膜准备

包括自然周期和激素替代周期准备子宫内膜。
约95%患者采用激素替代周期准备内膜,自月经周期

第3天开始使用戊酸雌二醇每天4~8
 

mg,根据内膜

生长情况调整剂量及用药时间。内膜达到8
 

mm以

上即以肌肉注射黄体酮60
 

mg/d转化内膜,第6天行

囊胚移植。

1.2.5 妊娠判断

胚胎移植后10~14
 

d血HCG>20
 

IU/L诊断为

β-HCG阳性,30~35
 

d
 

B超检查见妊娠囊和原始心管

搏动诊断为临床妊娠,并记录孕囊数,≥2个孕囊视为

双胎。持续妊娠至8周及以上视为持续妊娠。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,采用t检验;计数资料以率表示,采用χ2

检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 新鲜周期囊胚移植长方案和拮抗剂方案患者一

般情况及实验室数据比较

两组患者女方年龄、体质量指数(BMI)、窦卵泡

数(AFC)、基础FSH(bFSH)、原发不孕比例、ICSI比

例差异均无统计学意义(P>0.05)。长方案组患者平

均获卵数和成熟卵母细胞(MII)数明显高于拮抗剂组

(P<0.05),但平均第3天优质胚胎数、平均囊胚形成

数、正常受精率和卵裂率无明显差异(P>0.05),见
表1。

2.2 新鲜周期囊胚移植长方案和拮抗剂方案患者临

床结局比较

单囊胚移植中长方案组和拮抗剂组患者β-HCG
阳性率、临床妊娠率、种植率、多胎妊娠率及持续妊娠

率均无明显差异(P>0.05)。双囊胚移植中长方案组

患者β-HCG阳性率和临床妊娠率均明显高于拮抗剂

组(P<0.05),但种植率、多胎妊娠率及持续妊娠率均

无明显差异(P>0.05)。总的单囊胚移植的β-HCG
阳性率(P=0.004

 

8)和临床妊娠率(P=0.044
 

0)均
低于双囊胚移植,种植率和持续妊娠率无明显差异

(P>0.05),单囊胚移植的多胎妊娠率明显低于双囊

胚移植(P<0.000
 

1),见表2。

2.3 新 鲜 周 期 和FET周 期 单 囊 胚 移 植 妊 娠 结 局

比较

拮抗剂组FET周期单囊胚移植的β-HCG阳性

率、临床妊娠率及持续妊娠率与长方案组均无明显差

异(P>0.05)。长方案组新鲜周期与FET周期单囊

胚移植的β-HCG阳性率、临床妊娠率及持续妊娠率

均无明显差异(P>0.05),而在拮抗剂组中FET周期

单囊胚移植的β-HCG阳性率、临床妊娠率及持续妊

娠率均明显高于新鲜周期单囊胚移植(P<0.05),见
表3。

表1  新鲜周期囊胚移植激动剂长方案和拮抗剂方案患者一般情况及实验室数据比较

项目 长方案组(n=437) 拮抗剂组(n=227) P

女方年龄(x±s,岁) 28.99±3.93 29.46±4.08 0.149
 

6

BMI(x±s,kg/m2) 23.81±2.78 23.67±2.86 0.542
 

4

AFC(x±s,个) 18.77±6.29 18.97±6.56 0.701
 

9

bFSH(x±s,IU/L) 7.47±1.78 7.26±1.97 0.165
 

1

原发不孕[%(n/n)] 43.02(188/437) 40.53(92/227) 0.537
 

4

ICSI[%(n/n)] 22.65(99/437) 18.50(42/227) 0.214
 

6

平均获卵数(x±s,枚) 16.27±4.49 15.16±5.15 0.004
 

2

平均 MII数(x±s,枚) 14.22±3.99 13.33±4.64 0.010
 

2

正常受精率[%(n/n)] 76.18(5
 

417/7
 

111) 75.74(2
 

607/3
 

442) 0.622
 

1

卵裂率[%(n/n)] 98.36(5
 

520/5
 

612) 97.78(2
 

689/2
 

750) 0.063
 

5

平均第3天优质胚胎数(x±s,枚) 8.97±2.90 8.68±3.59 0.261
 

3

平均囊胚形成数(x±s,枚) 7.14±2.80 7.26±3.28 0.621
 

9
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表2  新鲜周期囊胚移植激动剂长方案和拮抗剂方案患者妊娠结局比较[%(n/n)]

项目
单囊胚移植

长方案组(n=67) 拮抗剂组(n=104)
P

双囊胚移植

长方案组(n=370) 拮抗剂组(n=123)
P

β-HCG阳性率 62.69(42/67) 53.85(56/104) 0.253
 

9 71.89(266/370) 60.97(75/123)
 

0.023
 

1

临床妊娠率 55.22(37/67) 50.00(52/104) 0.504
 

5 63.51(235/370) 52.85(65/123)
 

0.035
 

7

种植率 55.22(37/67) 50.00(52/104) 0.504
 

5 48.39(358/740) 42.28(104/246) 0.096
 

6

多胎妊娠率 0 5.77(3/52) 0.263
 

0 51.49(121/235) 58.46(38/65)
 

0.318
 

9

持续妊娠率 53.73(36/67) 48.08(50/104) 0.531
 

8 58.38(216/370) 50.41(62/123) 0.122
 

5

表3  激动剂长方案和拮抗剂方案在新鲜周期与FET周期单囊胚移植结局比较[%(n/n)]

项目
长方案组

新鲜周期(n=67) FET周期(n=163)
P

拮抗剂组

新鲜周期(n=104) FET周期(n=344)
P

β-HCG阳性率 62.70(42/67) 59.51(97/163) 0.654
 

3 53.85(56/104) 66.57(229/344) 0.018
 

1

临床妊娠率 55.22(37/67) 54.60(89/163) 0.931
 

3 50.00(52/104) 61.34(211/344) 0.039
 

6

持续妊娠率 53.73(36/67) 53.37(87/163) 0.960
 

7 48.08(50/104) 59.88(206/344) 0.033
 

0

3 讨  论

  按照胚胎移植数目的国内外专家共识[1,4-5],临床

医生有必要根据患者的具体情况,例如年龄、孕产史、
子宫因素、健康因素、胚胎质量及胚胎发育时期(卵裂

期胚胎或囊胚)等,选择个体化的胚胎移植数目,在不

影响临床妊娠率或累积临床妊娠率的前提下,降低多

胎妊娠率。本研究结果发现,与双囊胚移植相比,新
鲜周期单囊胚移植临床妊娠率稍低,种植率和持续妊

娠率相当,多胎妊娠率下降明显,这也与国内外大多

数研究结果相似[6-10],证实对于卵巢储备功能正常的

年轻女性(年龄小于或等于37岁,取卵后第3天至少

有5枚优质胚胎),单囊胚移植可获得较为满意的临

床妊娠率,是避免多胎妊娠的有效措施。
近期一项 Meta分析显示,对于卵巢正常反应患

者,拮抗剂组的持续妊娠率明显低于长方案组,而对

于PCOS及卵巢低反应人群,持续妊娠率在两组间无

明显差异[11]。本研究结果发现,不论是单囊胚移植,
还是双囊胚移植,新鲜周期拮抗剂组的种植率和持续

妊娠率均与长方案组相似,但有下降趋势,国内外也

有类似结果报道[12-14]。辅助生殖技术促排卵过程中

一个重要部分涉及联合用药以防止卵泡过早黄素化,
长方案主要是通过长时间给予GnRH激动剂使垂体

脱敏进行降调节,拮抗剂方案是通过GnRH拮抗剂阻

断LH的分泌实现[15]。与 GnRH 激动剂长方案相

比,拮抗剂方案具有以下优势:(1)没有激动剂的前期

激发作用;(2)起效迅速,用药时间短,恢复快;(3)

OHSS发生风险低。有研究报道,拮抗剂方案妊娠率

低可能与LH峰没有被充分抑制有关[16],即在早卵泡

期内源性垂体促性腺激素分泌抑制不足,导致LH峰

过早出现[11]。也有研究认为拮抗剂方案获卵数少可

能与妊娠率低有关[17]。在长方案中,长时间 GnRH
激动剂的给予抑制了内源性FSH 的分泌,卵泡发育

趋于同步化;而在拮抗剂方案中,如果内源性GnRH
分泌抑制不足,导致内源性FSH的分泌,卵泡发育不

同步,对部分大的“先行者”卵泡不得不给予 HCG扳

机及终止刺激,导致获卵数少[2]。这在本研究中也有

类似发现,拮抗剂组平均获卵数少于长方案组,但平

均优质胚胎数和囊胚形成数并无差异。有研究发现,
拮抗剂方案和长方案中来源于受精卵及优质胚胎的

成熟卵卵泡液中平均妊娠相关血浆蛋白A(PAPP-A)
水平并无差异,PAPP-A在预测 ART成功率中有一

定价值[18]。此外,本研究还发现单囊胚移植,包括新

鲜周期和FET周期,这两种方案的临床妊娠率和持

续妊娠率并无差异,这也间接说明这两种方案对胚胎

质量并无明显影响。因此,获卵数少可能不是拮抗剂

方案妊娠率较低的主要原因。
影响胚胎种植因素主要有3个方面:(1)胚胎具

备种植潜能;(2)子宫内膜具备良好的容受性;(3)胚
胎与子宫内膜发育同步。有研究表明,新鲜周期第6
天选择性单囊胚移植的妊娠率和种植率明显低于第5
天移植[19]。因此,相对于FET周期,新鲜周期移植卵

巢刺激可能促进种植窗提前,降低子宫内膜的容受

性[20]。FET周期中子宫内膜的脱落后重新生长,降
低了促排卵周期中卵巢刺激和超生理雌激素水平对

子宫内膜发育的不利影响,为囊胚植入提供了更有利

的子宫内膜环境,有助于囊胚滋养层细胞的植入和胚

胎发育。有研究表明,FET周期囊胚移植的出生婴儿

体质量明显高于新鲜周期囊胚移植,也可能与此有
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关[21]。最近一项有关拮抗剂方案的多中心随机对照

研究发现,对于年轻有排卵女性,FET周期单囊胚移

植要优于新鲜周期单囊胚移植,单胎活产率高10%左

右[22]。另一项随机对照研究发现,经植入前遗传学筛

查正常的囊胚在FET周期移植的持续妊娠率和活产

率明显高于新鲜周期第6天移植,这项研究中90%患

者应用的是拮抗剂方案,FET周期是在内膜转化后第

7天移植[23]。这些结果也与本研究结果相似,即拮抗

剂方案FET周期的临床妊娠率、种植率和持续妊娠

率明显高于新鲜周期。近期关于自然排卵或取卵后

第7天子宫内膜(分泌中期)蛋白质组学研究结果发

现,能量代谢和免疫应答可能是人类子宫内膜容受性

的关键生物学机制,相对于长方案,拮抗剂方案对子

宫内膜容受性的损害更加严重[24]。拮抗剂方案中异

体移植炎症因子-1(AIF-1)的表达更高,可能通过肿

瘤坏死因子(TNF-α)抑制胚胎黏附和种植于子宫内

膜[25]。因此,抗TNF-α治疗有可能降低拮抗剂方案

对子宫内膜容受性的不利影响。此外,最近也有研究

表明,拮抗剂方案新鲜周期移植在黄体酮基础上添加

GnRH-α行黄体支持可提高临床妊娠率和胚胎种植

率[26]。荟萃分析也证实,添加 GnRH-α行黄体支持

可提高IVF/ICSI周期妊娠结局[27]。因此,黄体期添

加GnRH-α可考虑作为新鲜周期移植黄体支持的新

选择。
综上所述,对于卵巢储备功能正常的年轻女性

(年龄小于或等于37岁,取卵后第3天至少有5枚优

质胚胎),新鲜周期和FET周期单囊胚移植,拮抗剂

方案和长方案均可获得较为满意的临床妊娠结局,并
能有效避免多胎妊娠。相对于新鲜周期囊胚移植,拮
抗剂方案在FET周期囊胚移植临床结局更好。
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