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反复种植失败患者种植期子宫内膜FST、Activin
 

B表达水平*

李伟伟1,刘 聪1,闫娅妮1,殷秀荣1△,史凤颖2,李丽玮1

(河北省秦皇岛市妇幼保健院:1.生殖医学科;2.产科 066000)

  [摘要] 目的 探讨卵泡抑素(FST)、活化素B(Activin
 

B)在反复种植失败患者种植期子宫内膜的表达情

况及其影响。方法 选取2018年5月至2019年12月在该院生殖医学科进行体外受精与胚胎移植(IVF-ET)
或卵泡浆内单精子显微注射(ICSI)治疗的不孕患者,由于男方因素或者输卵管因素于该院首次进行辅助生殖

技术(ART)助孕,其中成功妊娠的患者作为对照组;至少进行3次移植(新鲜或者解冻的胚胎,每次至少有1枚

优质胚胎,移植优质胚胎数大于或等于4)均未妊娠的患者作为反复植入失败(RIF)组;每组15例。采用免疫发

光化学法检测两组患者血中性激素和抗缪勒管激素(AMH)的水平;采用超声监测移植日内膜的厚度;采用

Western
 

blot检测两组患者内膜组织中FST、Activin
 

B、骨形态蛋白4(BMP4)、Smad3蛋白的表达情况。结果

 两组患者性激素、AMH及移植日内膜厚度比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。RIF组患者FST的表达

水平明显低于对照组,而Activin
 

B的表达水平明显高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。RIF组患者

内膜中BMP4的表达明显低于对照组,而Smad3水平明显高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论

 FST和Activin
 

B在反复种植失败患者的种植窗期的子宫内膜中起重要的调节作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

situation
 

of
 

follistatin(FST)
 

and
 

Activin
 

B
 

in
 

the
 

endometrium
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

repeated
 

implantation
 

failure
 

during
 

implantation.Methods The
 

infertile
 

patients
 

treated
 

by
 

IVF-ET
 

or
 

ICSI
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

May
 

2018
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

selected.Among
 

them,the
 

patients
 

with
 

successful
 

pregnancy
 

after
 

the
 

first
 

assisted
 

reproductive
 

technology
 

(ART)
 

in
 

this
 

hospital
 

due
 

to
 

the
 

male
 

factors
 

or
 

fallopian
 

tube
 

factors
 

served
 

as
 

the
 

control
 

group;the
 

patients
 

without
 

pregnancy
 

by
 

conducting
 

at
 

least
 

3
 

times
 

of
 

transfers
 

(fresh
 

or
 

thawed
 

embryos,at
 

least
 

one
 

high-quality
 

em-
bryo

 

each
 

time,and
 

the
 

number
 

of
 

high-quality
 

embryos
 

transferred
 

≥
 

4)
 

served
 

as
 

the
 

repeated
 

implantation
 

failure(RIF)group;there
 

were
 

15
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

levels
 

of
 

blood
 

hormones
 

and
 

antimullerian
 

hor-
mone

 

(AMH)
 

were
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

immunoluminescence
 

chemical
 

method;the
 

thickness
 

of
 

the
 

en-
dometrium

 

on
 

the
 

day
 

of
 

transplantation
 

was
 

monitored
 

by
 

ultrasound;the
 

expression
 

of
 

FST,Activin
 

B,bone
 

morphogenetic
 

protein
 

4
 

(BMP4)
 

and
 

Smad3
 

protein
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
Results The

 

sex
 

hormones,AMH
 

and
 

thickness
 

of
 

the
 

endometrium
 

on
 

the
 

day
 

of
 

transplantation
 

had
 

no
 

sta-
tistical

 

dfference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

FST
 

in
 

the
 

RIF
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Activin
 

B
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

BMP4
 

in
 

the
 

RIF
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,while
 

the
 

Smad3
 

level
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
Conclusion FST

 

and
 

Activin
 

B
 

play
 

an
 

important
 

regulatory
 

role
 

in
 

the
 

endometrium
 

during
 

the
 

implantation
 

window
 

period
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

repeated
 

implantation
 

failure.
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  目前,随着女性生育年龄的延迟和生育能力的降

低,不孕症已经成为全社会关注的热点。辅助生殖技

术(ART)近年来成为不孕不育患者有效的治疗方法。
随着ART技术的优化,胚胎质量有了较大的提高和

改善,但胚胎的着床率仍然不高,所以ART中胚胎的

着床问题已成为提高妊娠率的限制性问题。胚胎植

入成功与否不仅取决于胚胎发育成囊胚的潜能,更决

定于 内 膜 的 容 受 性 状 态[1-2]。胚 胎 反 复 植 入 失 败

(RIF)降低了体外受精(IVF)的妊娠率,近年来成为

辅助生殖领域的研究热点。胚胎RIF目前尚未有统

一的定义,主要观点认为移植大于或等于3个周期,
且均有优质胚胎移植,但是未获得妊娠[3]。内膜的容

受性是指内膜对胚胎的接受能力,子宫内膜种植窗持

续时间较短,种植窗期内膜对胚胎的接受能力决定移

植成功的关键因素。
激活素(Activin)和卵泡抑素(FST)是细胞转化

生长因子-β(TGF-β)超家族的成员,主要由垂体细胞

和卵巢颗粒细胞分泌[4]。通过内分泌及自(旁)分泌

调节作用参与了女性体内众多的生殖生 理 活 动。
FST和Activin存在于人的子宫内膜和输卵管上皮细

胞,在月经周期中调节内膜的生理性改变[5]。FUL-
LERTON等[6]学者认为,FST在小鼠子宫内膜的容

受性和蜕膜化过程中发挥了重要的作用。
 

PRAKASH
等[7]研究显示,与健康可育女性相比,RIF女性子宫

内膜上皮腺细胞中FST的表达水平明显降低。FST
通过与TGF-β超家族的共有β亚单位结合,从而拮抗

其结合物的生物活性。CRUZ等[8]研究表明,子宫内

膜的FST缺失,将会导致内膜对雌激素和孕酮的信号

不应答,所以胚胎无法着床于内膜,不能妊娠。本研究

旨在探讨Activin
 

B、FST与RIF患者的关系及其影响

机制,从而对IVF周期中发生RIF的风险做出预测,并
为临床治疗提供更为科学的指导。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2018年5月至2019年12月在本院生殖医

学科进行ART[IVF与胚胎移植(ET)或卵泡浆内单

精子显微注射(ICSI)]治疗的不孕患者,其中由于男

方因素或者输卵管因素于本院首次进行ART助孕后

妊娠并分娩的患者作为对照组;至少进行3次移植

(新鲜或者解冻的胚胎,每次至少有1枚优质胚胎,移
植优质胚胎数大于或等于4)均未妊娠的患者作为

RIF组;每组15例。
 

两组患者进入周期前评估,卵巢

储备功能尚好,同意选择常规的方案进行控制性促排

卵。纳入标准:(1)符合不孕症的诊断标准;(2)年龄

23~37岁;(3)进行3次及以上取卵周期并每个周期

有1个优质胚胎移植而未孕;(4)基础内分泌正常,且
有正常月经周期;(5)

 

进入周期前6个月未进行过宫

腔操作或使用激素类药物。排除标准:(1)
 

宫腔异常

形态;(2)
 

染色体异常或其他遗传因素引起的 RIF;
(3)既往有卵巢功能不全

 

、卵巢早衰
 

、多囊卵巢综合

征等影响卵巢反应性的疾病;(4)子宫内膜异位症患

者;(5)可移植的优质胚胎(7个细胞以上,碎片小于

10%的卵裂胚,或者4BB、5BB的囊胚)<2个;(6)
 

有

传染性疾病;(7)
 

输卵管积水。本研究经秦皇岛市妇

幼保健院伦理委员会讨论通过,所有受试者均签署知

情同意书。
1.2 方法

1.2.1 内膜标本的采集

所有研究对象的内膜均在进入治疗周期前1个

月经周期的第21~22天[体内促黄体生成素(LH)峰
的第7天]或排卵后第6天行宫腔镜取内膜或者子宫

内膜刺激时留取。将内膜一式两份,一份送病理科用

于切片和免疫组织化学(IHC)检查,一份保存于液氮

中用于 FST、Activin
 

B、骨 形 态 蛋 白4(BMP4)及
Smad3的 Western

 

blot检测。并收集该日的空腹静

脉血2
 

mL,离心取上清液,保存于-20
 

℃待用。
1.2.2 内膜组织总蛋白的提取

总蛋白提取试剂盒购自北京索莱宝有限公司,严
格按照试剂盒操作说明进行提取蛋白。迅速从液氮

中取出内膜组织放于冰上,融于室温下。用剪刀剪碎

组织后,称取0.1~0.2
 

g组织,置于干净的离心管内,
加入500

 

μL组织裂解液(已加入蛋白酶抑制剂),然
后用组织匀浆器匀浆至无明显固状物质。吸取匀浆

于预冷的尖底离心管内,4
 

℃,10
 

000
 

r/min,离心5
 

min,吸取上清液于-80
 

℃保存待用。
1.2.3 采用 Western

 

blot检测内膜组织中FST、Ac-
tivin

 

B、BMP4和Smad3蛋白的表达

采用牛血清蛋白(BCA)法测定蛋白浓度,根据吸

光度值从标准曲线中计算蛋白的浓度。根据蛋白浓

度计算上样量。本研究实验的样品量为20
 

μL,上样

量为30
 

μg。临用前加入最终的样品缓冲液:2%十二

烷基硫酸钠(SDS)、100
 

mmol/L二硫苏糖醇(DTT)、
60

 

mmol/L 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 盐 酸 盐(Tris,pH
 

6.8)、0.01%溴酚蓝和10%甘油。在电极(正极)上依

次叠放聚偏二氟乙烯(PVDF)膜和凝胶。转膜结束,
将膜浸入封闭液(含5%脱脂奶粉的Tris缓冲盐)中
缓慢振荡后洗涤;加一抗(FST一抗购自invitrogen,
批号 AB_10982080;Activin

 

B抗体ProSpec,批号:
CYT-058;BMP4抗体购自abcam,批号:ab209851;
Smad3抗体购自abcam,批号:ab40854)4

 

℃缓慢振荡
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过夜;加 辣 根 过 氧 化 物 酶 (HRP)标 记 的 二 抗

(1∶10
 

000稀释),室温缓慢振荡2
 

h后洗涤;以β-ac-
tion作为内参,采用Quantity

 

One软件将条带转化为

灰度值,蛋白表达量=目的条带灰度值/内参条带灰

度值。
1.2.4 采用免疫发光法测定性激素和抗缪勒管激素

(AMH)的水平

采用罗氏公司的Cobas601测定两组患者基础的

内分泌水平,包括雌二醇(E2)、孕酮(P)、LH、卵泡刺

激素(FSH)的水平及AMH的水平,每个结果测定3
次,取平均值。

   

1.2.5 观察指标及随访

参照欧洲辅助生殖会议,RIF定义:3次及以上优

质胚胎移植未妊娠或移植大于
 

10
 

枚胚胎未妊娠[9]。
胚胎质量评价标准参照

 

Brown's
 

形态学评分系统评

分[10]。优质胚胎定义:胚胎评级为Ⅰ级和Ⅱ级的胚

胎。采用超声监测移植日内膜厚度。
1.3 统计学处理

数据采用
 

SPSS20.0
 

软件进行统计学分析。符

合正态分布的计量资料以x±s表示,两两比较采用
 

LSD-t检验;
 

计数资料以例数和百分比表示,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 两组患者一般资料比较

两组患者年龄、不孕年限、体重指数(BMI)、不孕

原因、不孕类型、受精方式比较,差异均无统计学意义

(P>0.05),见表1。
表1  两组患者一般资料比较(n=15)

项目 RIF组 对照组 F/χ2 P

年龄(x±s,岁) 33.45±1.24 32.76±1.95 1.156 0.257

不孕年限(x±s,年) 3.82±0.69 4.23±0.75 1.558 0.130

BMI(x±s,kg/m2) 23.13±2.47 23.78±1.96 0.798 0.431

不孕类型[n(%)] 0.136 0.713

 原发 7(46.67) 6(40.00)

 继发 8(53.33) 9(60.00)

不孕因素[n(%)] 0.188 0.910

 男方因素 4(26.67) 5(33.33)

 输卵管因素 7(46.67) 6(40.00)

 混合因素 4(26.66) 4(26.67)

受精方式[n(%)] 0.536 0.464

 IVF 9(60.00) 7(46.67)

 ICSI 6(40.00) 8(53.33)

2.2 两组患者性激素及AMH水平的比较

两组患者基础内分泌水平和AMH的水平比较,
差异均无统计学意义(P>0.05),见表2。

 

2.3 两组患者控制性促排卵及移植日内膜厚度比较

扳机日比较两组患者的E2、P、获卵数、促性腺激

素(Gn)用量、注射Gn时间等,两组差异均无统计学

意义(P>0.05);两组患者移植日内膜的厚度比较,差
异无统计学意义(P>0.05),见表3。

表2  两组患者基础内分泌水平及AMH水平

   比较(x±s,n=15)

项目 RIF组 对照组 t P

基础E2(pmol/L) 113.58±11.56 109.47±8.65 1.103 0.280

基础P(nmol/L) 0.85±0.02 0.86±0.01 1.732 0.094

基础LH(mIU/mL 6.49±0.76 6.85±0.83 1.223 0.232

基础FSH(mIU/mL) 6.98±1.12 7.39±0.97 1.072 0.293

AMH(ng/mL) 2.45±0.69 2.17±0.78 1.041 0.307

内膜日E2(pmol/L) 396.42±23.76 403.57±19.36 0.374 0.903

内膜日P(nmol/L) 25.81±1.97 26.43±2.14 0.416 0.825

表3  两组患者控制性促排卵情况比较(x±s,n=15)

项目 RIF组 对照组 t P

扳机日E2(pmol/L) 10
 

798.54±453.79 10
 

953.74±892.53 0.600 0.553

扳机日P(nmol/L) 2.53±0.98 2.41±1.05 0.324 0.749

获卵数(个) 12.45±2.01 11.78±1.96 0.924 0.363

Gn用量(IU) 2
 

109.84±389.05 1
 

980.37±562.86 0.733 0.470

注射Gn时间(d) 12.45±1.08 13.67±2.14 1.971 0.058

内膜厚度(mm) 11.12±1.90 11.85±2.13 0.991 0.330

2.4 两组患者内膜FST
 

和Actvin
 

B表达水平比较

Western
 

blot检测结果显示,RIF组FST蛋白的

相对表达量明显低于对照组,RIF组Actvin
 

B蛋白的

相对表达量明显高于对照组,差异均有统计学意义

(P<0.05),见表4、图1。
表4  两组患者FST、ActivinB蛋白相对

   表达量比较(x±s,n=15)

项目 RIF组 对照组 t P

FST 0.65±0.05 0.97±0.07 14.407 0.000

Activin
 

B 0.95±0.02 0.81±0.04 12.124 0.000

图1  两组患者FST和Activin
 

B蛋白表达

2.5 两组患者内膜BMP4和Smad3表达水平比较

Western
 

blot检测结果显示,RIF组BMP4蛋白

的相对表达量明显低于对照组,RIF组Smad3蛋白的

相对表达量明显高于对照组,差异均有统计学意义

(P<0.05),见表5、图2。
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表5  两组患者BMP4、Smad3蛋白相对表达量

  比较(x±s,n=15)

项目 RIF组 对照组 t P
BMP4 0.66±0.07 0.84±0.06 7.562 0.000
Smad3 0.98±0.09 0.77±0.04 4.326 0.000

图2  两组患者Smad3和
 

Bmp4蛋白的表达

3 讨  论

  ART技术已经成为不孕患者的主要治疗手段,
但仍然有些不孕女性存在RIF的情况,目前如何解决

此问题成为辅助生殖领域研究的热点。高质量的胚

胎和良好的内膜容受性是胚胎成功妊娠的关键因素。
子宫内膜在植入期间和蜕膜期间会受许多因素的影

响,这些因素可能对IVF成功妊娠的结局至关重要。
REFAAT[11]提出 Activin及其相关蛋白在调节子宫

内膜容受性,滋养细胞活性和胚胎着床中起着重要作

用。这些候选蛋白的病理表达与植入异常和早孕失

败有关。有研究表明,在流产、反复流产、妊娠期高血

压及IVF后RIF的妇女中,FST、Activin和抑制素的

表达与调节存在异常[12-15]。本文主要研究子宫内膜

容受性的相关蛋白的表达情况,在蛋白水平上研究子

宫内膜容受性的调控,以改善内膜的容受性,提高

ART的成功率及胚胎的利用率。
     

子宫内膜在雌孕激素的作用下,发生增殖、分泌,
出现短暂的种植窗,一部分基质细胞分化为蜕膜细

胞。有学者研究表明,Activin和FST在子宫内膜异

位症患者的内膜中表达增加[16],说明FST和Activin
在子宫内膜的蜕膜化的调节中发挥了重要作用。有

研究在2006年报道,Actvin
 

A在子宫内膜在蜕膜化

的细胞中高度表达[17]。本研究结果表明,RIF组患者

FST蛋白表达明显低于对照组,说明FST的缺失可

能是RIF的影响因素,但是具体机制还有待进一步研

究。本研究进一步检测下游基因,RIF组的BMP4蛋

白水平明显降低,而Smad3蛋白的表达量明显增高

(P<0.05)。在临床工作中,可以用FST和 Activin
 

B在内膜上的表达情况预测RIF的情况,从而为患者

节省胚胎、减轻其心理负担。
综上所述,RIF患者种植窗期,子宫内膜FST蛋

白缺失,Actvin
 

B蛋白增加,说明其在内膜容受性中

均起到重要的调节作用,可能会导致胚胎不能成功着

床。由于本研究的样本量不够多,可能存在一定的误差

性,但是仍然希望本研究能够对ART中发生RIF的风

险做出预测,并为临床治疗提供更为科学的指导。
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