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宫腔灌注粒细胞刺激因子不同次数对反复种植失败
患者冻融胚胎移植临床结局的影响*
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  [摘要] 目的 探讨宫腔灌注粒细胞刺激因子(G-CSF)次数对2次及以上反复种植失败(RIF)患者临床

结局的影响。方法 回顾性分析2017年9月至2020年4月在该院行冻融胚胎移植治疗的不明原因2次及以

上RIF患者的369个周期资料,按150
 

μg
 

G-CSF宫腔灌注次数分A组(宫腔灌注0次,278例)、B组(宫腔灌注

1次,51例)和C组(宫腔灌注2次,40例)。比较3组患者临床妊娠率等。结果 3组患者年龄、不孕年限、基

础卵泡刺激素水平、移植胚胎数、早期流产率、活产率比较,差异均无统计学意义(P>0.05);A组患者移植日内

膜厚度[(9.35±1.39)mm]与B、C组[(9.62±1.89)、(8.45±1.38)mm]比较,差异均有统计学意义(P<
0.05);且A、B、C组患者β-人绒毛膜促性腺激素(hCG)阳性率(分别为58.4%、70.6%、77.5%),临床妊娠率

(分别为50.4%、64.7%、68.4%)均依次递增,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 不明原因2次及以上

RIF患者宫腔灌注G-CSF可增加β-hCG阳性率和临床妊娠率,且宫腔灌注2次效果优于灌注1次者。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

times
 

of
 

intrauterine
 

G-CSF
 

infusion
 

on
 

the
 

clini-
cal

 

outcome
 

of
 

frozen-thawed
 

embryo
 

transfer
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

recurrent
 

implantation
 

failures
 

(RIF)
 

≥2
 

times.Methods The
 

369
 

cycles
 

data
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

RIF≥2
 

times
 

due
 

to
 

unknown
 

reasons
 

in
 

this
 

hospi-
tal

 

from
 

September
 

2017
 

to
 

April
 

2020
 

were
 

retrospectively
 

analyzed.According
 

to
 

the
 

times
 

of
 

intrauterine
 

G-
CSF

 

150
 

μg
 

perfusion,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

group
 

A
  

(
 

0
 

time
 

of
 

intrauterine
 

perfusion,278
 

ca-
ses),group

 

B
 

(once
 

of
 

intrauterine
 

G-CSF
 

perfusion,51
 

cases)
 

and
 

group
 

C
 

(twice
 

of
 

intrauterine
 

G-CSF
 

per-
fusion,40

 

cases).The
 

clinical
 

pregnancy
 

rates
 

were
 

compared
 

among
 

3
 

groups.Results There
 

were
 

no
 

statis-
tically

 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

age,infertility
 

years,basic
 

FSH
 

level,number
 

of
 

transplant
 

embryos,early
 

abortion
 

rate
 

and
 

live
 

birth
 

rate
 

among
 

3
 

groups
 

(P>0.05).The
 

endometrium
 

thickness
 

on
 

the
 

implantation
 

day
 

had
 

statistical
 

difference
 

among
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C
 

[(9.35±1.39)mm,(9.62±1.89)mm
 

and
 

(8.45±
1.38)mm

 

respectively,P<0.05)];moreover
 

the
 

β-hCG
 

positive
 

rates
 

in
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C
 

were
 

58.4%,
70.6%

 

and
 

77.5%
 

respectively,and
 

the
 

clinical
 

pregnancy
 

rates
 

were
 

50.4%,64.7%
 

and
 

68.4%
 

respectively,
which

 

were
 

increased
 

in
 

order,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

intrauterine
 

G-CSF
 

infusion
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

RIF≥2
 

times
 

due
 

to
 

unknown
 

reasons
 

may
 

increase
 

the
 

β-
hCG

 

positive
 

rate
 

and
 

clinical
 

pregnancy
 

rates,moreover
 

the
 

effect
 

of
 

twice
 

intrauterine
 

G-CSF
 

perfusion
 

is
 

better
 

than
 

that
 

of
 

once
 

intrauterine
 

G-CSF
 

perfusion.
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  不明原因性反复种植失败(RIF)给不孕不育患者 带来巨大经济和心理压力,成为辅助生殖技术中一个
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亟待解决的难点和热点问题。导致不明原因性RIF
的机制复杂[1],除采用植入前遗传学筛查排除非整倍

体胚胎移植外,提高子宫内膜容受性成为其治疗的重

要措施之一[2]。近年来,有研究发现,宫腔灌注粒细

胞刺激因子(G-CSF)可增加子宫内膜厚度,提高临床

妊娠率,但其在RIF患者中的应用效果尚存在争议。
目前,大部分研究集中于移植前宫腔灌注G-CSF

 

1次

对RIF效果的分析,而对宫腔灌注时机及次数的不同

是否影响其疗效的研究尚少。本研究探讨了G-CSF
宫腔灌注不同次数对不明原因性2次及以上RIF患

者临床妊娠率、早期流产率等的影响,希望能为临床

工作提供帮助。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2017年9月至2020年4月在本院行冻融胚

胎移植治疗的369个RIF周期资料。根据患者接受

150
 

μg
 

G-CSF宫腔灌注次数不同分为 A组(宫腔灌

注0次,278例)、B组(宫腔灌注1次,51例)和C组

(宫腔灌注2次,40例)。本研究已通过本院伦理委员

会审核批准(201801088号)。纳入标准:(1)移植年龄

小于40岁;(2)既往至少2次或以上移植周期(包括

新鲜或冻融胚胎),每个周期移植至少1个优质胚

胎[3],累积移植大于或等于4个优质胚胎[4-5];(3)基
础卵泡刺激素(FSH)<15

 

U/L;(4)均为冻融囊胚移

植;(5)签署本研究知情同意书。排除标准:(1)男女

双方染色体核型异常;(2)自然周期排卵日或激素替

代疗法(HRT)内 膜 转 化 日 子 宫 内 膜 厚 度 小 于7
 

mm[6];(3)女方抗磷脂抗体阳性;(4)D-二聚体、凝血

酶Ⅲ异常;(5)输卵管积水;(6)子宫畸形;(7)中、重度

子宫粘连电切术后。
1.2 方法

1.2.1 宫腔灌注时间

(1)B组:自然周期卵泡破裂日或激素替代人工

周期内膜转化日。(2)C组:第1次在自然周期卵泡

晚期或行激素替代人工周期雌激素补充第12天左

右;第2次在自然周期卵泡破裂日或行激素替代人工

周期内膜转化日。
1.2.2 操作步骤

外阴和阴道常规消毒后用5
 

mL注射器连接人工

授精软管,抽取重组人 G-CSF注射液(瑞白,齐鲁制

药有限公司)150
 

μg
 

,超声引导下缓慢注入宫腔后卧

床休息30
 

min。
 

1.2.3 子宫内膜准备及胚胎移植

根据患者月经周期特点选择内膜准备方案。月

经周期规律、排卵正常患者采用自然周期准备子宫内

膜;月经紊乱、排卵异常患者则行雌孕激素替代疗法

(即人工周期)准备子宫内膜。囊胎解冻当天超声引

导下轻柔将移植管置入子宫腔内,缓慢推注胚胎后停

留片刻退出,于胚胎室观察无胚胎遗留后结束。
1.2.4 囊胚解冻

移植日行囊胚解冻(Vitrolife,瑞典),采用David
 

Gardner评分系统对复苏囊胚进行评分。
1.2.5 移植后黄体支持及随访

囊胚移植后常规行激素黄体支持,移植后第12
天检测血清β-人绒毛膜促性腺激素(hCG)水平判断

是否妊娠,β-hCG>25
 

μg/L诊断为β-hCG阳性,移植

1个月后阴道超声观察宫内有孕囊则诊断为临床

妊娠。
1.2.6 观察指标

观察3组患者妊娠结局,包括移植日内膜厚度、
移植胚胎数、种植率、β-hCG阳性率、临床妊娠率、早
期流产率、活产率等。
1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行数据分析,满足正

态分布的计量资料以x±s 表示,采用 ANOVA 检

验;计数资料以例数或率表示,采用χ2 检验或Fisher
确切概率法。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组患者一般资料比较

3组患者年龄、体重指数、不孕年限、基础FSH、
基础黄体生成素(LH)、基础雌二醇(E2)、基础窦卵泡

数、抗苗勒管激素、既往移植周期数比较,差异均无统

计学意义(P>0.05),见表1。
2.2 3组患者妊娠结局比较

 

A、B、C组患者β-hCG阳性率、临床妊娠率依次

递增,差异均有统计学意义(P<0.05),3组患者种植

率、早期流产率、活产率比较,差异均无统计学意义

(P>0.05),见表2。

表1  3组患者一般资料比较(x±s)

项目 A组(n=278) B组(n=51) C组(n=40) t/Z
 

P

年龄(岁) 32.57±3.99 32.82±3.95 32.68±4.16 0.083 0.920

体重指数(kg/m2) 21.15±2.49 21.12±2.87 21.82±2.71 1.251 0.287

不孕年限(年) 3.60±2.64 3.62±2.44 3.78±3.32 0.078 0.924

基础FSH(U/L) 7.06±1.97 7.09±3.17 7.27±3.31 0.140 0.868

基础LH(U/L) 6.25±3.56 6.12±3.20 5.41±2.19 1.064 0.346
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续表1  3组患者一般资料比较(x±s)

项目 A组(n=278) B组(n=51) C组(n=40) t/Z
 

P

基础E2(pg/mL) 44.43±32.21 41.45±27.45 46.41±23.20 0.314 0.731

抗苗勒管激素(ng/mL) 4.98±4.28 5.22±4.33 4.32±5.15 0.689 0.502

基础窦卵泡数(个) 13.68±7.19 13.55±6.90 13.28±7.50 0.058 0.943

既往移植周期数(个) 3.29±1.45 3.75±1.44 3.55±1.45 2.463 0.087

表2  3组患者妊娠结局比较

项目 A组(n=278) B组(n=51) C组(n=40) t/Z
 

P
 

移植日内膜厚度(x±s,mm) 9.35±1.39 9.62±1.89 8.45±1.38 9.230 0.001

移植胚胎数(x±s,个) 1.52±0.50 1.60±0.49 1.55±0.50 0.658 0.519

种植率[%(n/n)] 42.6(180/423) 52.4(43/82) 45.2(28/62) 2.743 0.254

β-hCG阳性率[%(n/n)] 58.5(162/277) 70.6(36/51) 77.5(31/40) 7.138 0.028

临床妊娠率[%(n/n)] 50.4(139/276) 64.7(33/51) 68.4(26/38) 7.002 0.030

早期流产率[%(n/n)] 18.7(26/139) 18.2(6/33) 15.4(4/26) 0.162 0.922

活产率[%(n/n)] 77.4(89/115) 69.6(16/23) 78.9(15/19) 0.727 0.695

3 讨  论

  RIF指多次移植优质胚胎仍未能成功植入,但其

定义尚未统一[5,7],近年来认可年龄小于40
 

周岁、连
续移植大于或等于

 

4个优质胚胎(包括新鲜及冷冻胚

胎)均未能获得临床妊娠者[5]。胚胎成功种植需高质

量胚胎、良好的子宫内膜容受性及母体恰当的免疫改

变,其中子宫内膜容受性异常被认为是导致不明原因

性RIF的主要因素。随着生殖免疫的发展,人们逐渐

认识到宫腔免疫环境异常将影响子宫内膜容受性[8]。
CAVALCANTE等[9]认为,宫腔灌注G-CSF可改善

子宫内膜容受性,是RIF患者的一种新的免疫治疗方

法,但目前对宫腔灌注G-CSF治疗RIF的效果尚存

在争议[3,6,10-13]。RIF患者宫腔灌注G-CSF剂量及次

数是否影响其疗效尚有待于进一步研究验证。
3.1 RIF患者G-CSF宫腔灌注与未灌注的临床结局

宫腔灌注G-CSF可提高薄型子宫内膜患者体外

受精-胚胎移植
 

(IVF-ET)
 

助孕的子宫内膜厚度、胚
胎种植率及临床妊娠率[14-15],也可显著提高RIF患者

种植率和生化妊娠率及临床妊娠率[13,16-17],但未增加

不明原因性RIF患者活产率[11-12]。基础研究发现,G-
CSF通过短暂抑制淋巴细胞、巨噬细胞和辅助性T淋

巴细胞2的免疫应答,在胚胎着床和持续妊娠中发挥

重要作用[18]。宫腔灌注G-CSF可调节自然杀伤细胞

(NK)的细胞毒性及降低干扰素和IL-8的产生[19];同
时可通过增加单核细胞内皮祖细胞与促血管生成基

因的表达促进局部血管生成,诱导血管重塑、内膜蜕

膜化和改善子宫内膜容受性而有利于妊娠的建立和

维持[20-22]。WURFEL等[23]研究表明,RIF患者中出

现缺少3个活化型免疫球蛋白样激活受体的概率可

达78.0%,对该部分RIF患者行粒细胞治疗后发现

其妊娠率明显增加。本研究对连续2次以上移植且

累积移植大于或等于4个优质胚胎仍未孕患者常规

行宫腔镜及子宫内膜 CD138,外周血淋巴细胞(T
 

cells,B
 

cells
 

and
 

NK
 

cells,TBNK)
 

亚群分析、抗磷脂

抗体、抗核抗体谱、同型半胱氨酸、蛋白C和蛋白S等

检查。针对不明原因性RIF,经验性行G-CSF宫腔灌

注治疗。针对宫腔灌注G-CSF是否改善RIF患者临

床结局,本研究发现,宫腔灌注1次或2次的RIF患

者β-hCG阳性比例、临床妊娠率明显较未灌注的RIF
患者高,3组患者早期流产率、活产率比较,差异均无

统计学意义(P>0.05)。然而也有研究表明,宫腔灌

注G-CSF不提高非薄型子宫内膜RIF患者的子宫内

膜厚度、临床妊娠率和活产率[6]。分析发现其纳入标

准并未限制不明原因性RIF患者及未限制移植的胚

胎,即纳入了卵裂期和囊胚移植的RIF患者,可能对

妊娠率的统计产生偏倚。另一项研究发现,虽然宫腔

输注G-CSF或安慰剂患者妊娠率明显高于未灌注G-
CSF的患者,但宫腔输注G-CSF的患者流产率明显

低于其他两组[3],分析其原因认为,宫腔灌注本身可

能提高妊娠率,G-CSF药物的治疗增加了活产率。
3.2 G-CSF宫腔灌注1、2次的RIF患者临床结局

据文献报道,RIF患者一次性给予G-CSF皮下注

射的妊娠率为50.7%,多次应用G-CSF
 

治疗长期不

孕患者和(或)合并连续5次辅助生殖技术助孕失败

及缺乏免疫球蛋白样激活受体的患者移植妊娠率进

一步增加[24-25]。WÜRFEL[24]研究表明,内膜薄的患

者通过增加宫腔灌注G-CSF次数可持续增加子宫内

膜厚度而改善临床结局。目前,RIF患者G-CSF宫腔

灌注治疗频率有1次/周期[6]和2次/周期[17],是否增

加宫腔灌注的次数而增强疗效? 本研究虽然宫腔灌

注2次的患者内膜薄于宫腔灌注1次及未灌注的患

者,但通过增加宫腔灌注次数可获得较高的β-hCG阳
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性率和临床妊娠率。因此,临床工作中对连续2次及

以上移植大于或等于4个优质胚胎未孕的患者建议

给予G-CSF
 

150
 

μg宫腔灌注2次治疗,尤其针对自

然周期卵泡晚期或行 HRT人工周期补充雌激素第

12天子宫内膜厚度小于或等于8
 

mm的患者。
本研究为回顾性分析,由于样本量有限等因素可

能使β-hCG阳性率及妊娠率等数据的统计产生偏倚,
故尚需设计良好前瞻性的随机临床试验进一步证实。

  

总之,RIF患者宫腔灌注 G-CSF
 

150
 

μg可能增

加移植周期β-hCG阳性率和临床妊娠率,且宫腔灌注

2次效果优于灌注1次者。
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