精子形态特征对体外受精及胚胎移植临床结果的影响#
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摘要 目的：探讨精子形态特征对体外受精及胚胎移植（In Vitro Fertilization-Embryo Transfer，IVF-ET）临床结果的潜在影响。方法：漯河市中心医院生殖医学与遗传中心根据世界卫生组织 WHO《人类精液检查与处理实验室手册(第 5 版)》染色方法和评价标准，对助孕治疗的700个新鲜取卵周期的男性精液进行分析。研究方案分2组，常规体外受精（In Vitro Fertilization-Embryo，IVF）和卵胞浆内单精子显微注射（Intra Cytoplasmic Sperm Injection，ICSI）两个组别。各小组又分A、B、C三组：A组：重度畸形精子，正常形态率≤1%；B组：中度畸形精子，1%＜正常形态率＜4%；C组：精子正常形态，正常形态率≥4%。分别比较 IVF 和 ICSI 两组相同指标在组内和组间是否有明显差别。结果：患者的一般资料各项参数无统计学差异（P＞0.05）。胚胎卵裂率、优质胚胎率、囊胚形成率和临床妊娠率在IVF和ICSI之间也不存在统计学差异（P＞0.05），但在IVF分组中，总受精率和异常受精率（≥3PN）随精子正常形态率的增加而增加，具有显著性（P＜0.05）。结论：精子形态率在常规辅助生殖技术治疗中，在不考虑其他男性因素的情况下，虽然对胚胎发育质量无明显影响，也不影响其正常受精率，对临床妊娠结局无明显影响，但可引起行IVF助孕人群的总受精率降低。
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Influence of sperm morphological characteristics on the clinical outcomes of in vitro fertilization and embryo transfer# 
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Abstract: Objective: To investigate the effect of sperm morphology on the clinical outcomes of In Vitro Fertilization Embryo Transfer (IVF-ET). Method: The Reproductive Medicine and Genetics Center of Luohe Central Hospital analyzed the semen of 700 fresh egg retrieval cycles treated with assisted reproductive technology based on the staining method and evaluation criteria of the WHO "Laboratory Manual for Human Semen Examination and Processing (5th edition)". The research plan is divided into two groups: conventional in vitro fertilization (IVF) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Each group is further divided into three subgroups: Group A: severely deformed sperm with a normal morphology rate of ≤1%; Group B: Moderately deformed sperm, 1%<normal morphology rate<4%; Group C: Sperm with normal morphology, with a normal morphology rate of ≥4%. Compare whether there are significant differences in the same indicators between IVF and ICSI groups within and between groups. Result: There were no statistically significant differences (P>0.05) in the general information of patients. There was no statistically significant difference in embryo cleavage rate, high-quality embryo rate, blastocyst formation rate, and clinical pregnancy rate between IVF and ICSI (P>0.05). However, in the IVF group, the total fertilization rate and abnormal fertilization rate (≥3PN) increased significantly with the increase of normal sperm morphology rate (P<0.05). Conclusion: Sperm morphology rate in conventional assisted reproductive technology treatment, without considering other male factors, although has no significant effect on the quality of embryo development, normal fertilization rate, or clinical pregnancy outcome, can cause a decrease in the overall fertilization rate of IVF assisted reproductive population.
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育龄期夫妇未避孕且规律性生活1年未孕即诊断为不孕症。据WHO统计，男性因素约占不孕病因的40%~50% [1]。男性精子正常形态率降低的不育患者已占不育其他病因造成不育的一半以上，且精子形态异常发生率逐年上升，可能与环境污染、生活方式改变及诊断标准调整有关[2]。
精子形态评估通过Diff-Quick染色法实现，正常形态率＜4%诊断为畸形精子症，＜1%为重度畸形精子症，精子形态异常与受精率降低、流产风险升高相关，但其对辅助生殖技术（ART）结局的影响仍存争议[3]。传统观点认为，精子形态异常可能通过以下机制影响受精：头部缺陷阻碍透明带穿透，尾部缺陷降低运动能力，核染色质浓缩异常导致胚胎发育潜能下降[4]。然而，ICSI技术通过直接注射形态正常精子可部分规避上述问题[5]。
近年来，关于IVF与ICSI的临床选择争议不断，部分学者主张重度畸形精子症应优先选择ICSI，但亦有研究显示两者妊娠结局无差异[6]。本研究对中心接受IVF/ICSI辅助妊娠治疗的700个取卵周期男性精液的精子形态进行回顾性分析，探讨生殖临床治疗过程中精子形态的应用价值。

１ 资料与方法 

1.1研究对象及分组

回顾性分析本中心行IVF/ICSI助孕治疗的700个取卵周期，纳入标准：（1）夫妻双方第1次接受助孕治疗；（2）女方患者年龄≤40周岁；（3）取卵数≥4个。排除标准：（1）染色体异常者，夫妻双方均无任何染色体异常；（2）先天性或后子宫畸形者；（3）有明确影响着胚胎着床因素者，如输卵管积水、宫腔粘连等；（4）反复着床的失败者；（5）需要采用胚胎植入前遗传学筛查/诊断助孕的患者；（6）需要采取供精或供卵助孕的特殊周期患者；（7）取卵当日的助孕方式除去补救ICSI组和附睾或睾丸穿刺组。

根据取卵前精子的正常形态比率分为以下几组：IVF组：A组：精子正常形态率≤1%的重度畸形组；B组：1%＜精子正常形态率＜4%的中度畸形组；C组：精子正常形态率≥4%的精子正常形态组。ICSI组：A组：精子正常形态率≤1%的重度畸形组；B组：1%＜精子正常形态率＜4%的中度畸形组；C组：精子正常形态率≥4%的精子正常形态组。比较IVF组与ICSI两组受精率、正常受精率(2 pronucleus，2PN)、异常受精率（≥3PN受精率）、胚胎卵裂率、优质胚胎率、囊胚形成率和临床妊娠率等相关指标。

1.2 方法

1.2.1精液检查（常规和形态）

取精前男性患者需禁欲2～57，取精当日，用专用取精杯采用手淫法获得精液，严格的采用精液分析质量控制标准，进行分析。精液常规使用北昂S6全自动精子分析仪，用Diff-Quick试剂对正常形态或头部、颈部及中段或尾部畸形的精子进行快速染色，精子计数200条，详细统计精子正常形态并计算相关比率。
1.2.2 授精方式与胚胎培养 

按照本中心临床及实验室操作常规，注射绒毛膜促性腺激素（HCG）36-38 h后取卵。根据男方精液质量，由胚胎实验室最终决定授精方式。胚胎培养采用三气培养箱（美国 K-MINC-1000桌面台式三气培养箱，COOK），培养液采用Vitrolife系列序贯培养（瑞典vitrolife公司）。授精18-20 h以后，观察记录雌雄原核的授精情况，对D3胚胎发育情况进行详细的观察和评价，与患者知情沟通后，对剩余胚胎进行处理。
1.2.3 卵裂期胚胎和囊胚评分 

卵裂期胚胎评分系统，按照卵裂球大小的均匀度，卵裂球细胞的胞质形态，卵裂球细胞的碎片化程度，依次分为I、II、III和IV四个级别的胚胎。囊胚评分系统参照Gardner评级，考虑囊胚腔的扩张程度、内细胞团（Inner Cell Mass，ICM）细胞情况和滋养外胚层细胞（Trophoectoderm，TE）细胞情况三个方面。按囊胚腔比例，分3-6级；根据细胞团松散程度的大小，以及细胞数分为A、B和C三个等级；同理，根据滋养外胚层的细胞松散程度的大小以及细胞数分为A、B和C三个等级[4]。

1.2.4 评价指标 

优质胚胎定义：受精后第一日（Day 1，D1）2PN，受精后第三日（Day 3，D3）细胞为6-10，按照卵裂期胚胎，最后评为I-II级胚胎；可利用囊胚的定义：本中心规定在受精后第5日或第6日（Day 5、D5，Day 6、D6）形成的囊胚；临床妊娠定义：胚胎移植4周后，出现囊胚，在B超下可见妊娠囊。 

1.3 统计学分析 

采用SPSS 25.0 统计学软件，针对符合正态分布的计量资料，比较采用t检验，对于实验过程中计数资料，利用卡方检验进行分析，当P值小于0.05时，差异有统计学意义。

2 结果 

2.1 IVF组患者一般资料比较

A、B、C的精子正常形态率在586个取卵周期中的平均值分别为0.62±0.25%、2.94±0.50%、5.33±1.36%。比较3组病人的一般数据（年龄、不孕年限、BMI指数、AMH值、基础FSH值、平均获卵数）无统计学意义（P＞0.05），详见表1。

表１ IVF组患者一般资料比较（x±s)
	组别
	n
	年龄
	不孕时间
	BMI
	AMH值
	基础FSH
	平均

获卵数

	A组
	4
	33.5±1.29
	2.13±0.75
	22.14±0.46
	0.74±0.63
	8.48±0.56
	8.25±12.53

	B组
	136
	33.85±4.84
	3.43±2.51
	22.41±2.44
	3.85±3.56
	7.74±2.46
	11.28±7.75

	C组
	446
	32.79±5.06
	3.21±2.46
	22.51±2.41
	4.02±3.95
	8.29±4.30
	11.26±7.53

	F值
	-
	2.376
	0.807
	0.14
	1.506
	1.042
	0.312

	P值
	-
	0.094
	0.447
	0.869
	0.223
	0.353
	0.732


注：BMI体质量指数，单位：kg·m-2；AMH，抗苗勒氏管激素，单位：ng·mL-1；FSH基础促卵泡生成素，单位：mIU·mL-1。

2.2 ICSI组患者一般资料比较

A、B、C 组的精子正常形态率在114个取卵周期中，平均值分别为0.66±0.30%、2.59±0.72%、5.19±1.60%。比较3组患者一般数据（年龄、不孕年限、BMI指数、AMH值、基础FSH、平均获卵数）无统计学意义（P＞0.05），详见表2。

表2 ICSI组患者一般资料比较（x±s)
	组别
	例数
	年龄
	不孕时间
	BMI
	AMH值
	基础FSH
	平均

获卵数

	A组
	10
	31.8±3.49
	4.4±1.90
	22.93±2.38
	5.18±6.10
	6.70±2.16
	15.60±3.86

	B组
	65
	33.72±5.22
	4.02±3.76
	22.65±2.33
	3.59±3.23
	7.35±3.08
	10.69±6.71

	C组
	39
	32.59±4.98
	4.01±3.04
	22.22±2.91
	4.43±4.55
	7.59±3.89
	10.54±6.17

	F值
	-
	1.028
	0.058
	0.482
	0.992
	0.297
	2.807

	P值
	-
	0.361
	0.943
	0.619
	0.374
	0.744
	0.065


2.3 患者在IVF组治疗中的结局分析

受精率和≥3PN受精率存在显著性差异（P＜0.05），且随着精子正常形态率的降低而降低，其余参数未见明显统计学意义，详见表3。

表3 IVF治疗组中的参数比较［%（例)］

	组别
	n
	受精率
	2PN受精率
	≥3PN

受精率
	优胚率
	囊胚

形成率
	临床

妊娠率

	A组
	4
	69.70

(23/33)
	45.45

(15/33)
	3.03（1/33）
	60

(9/15)
	50

(8/16)
	100

（1/1）

	B组
	136
	73.92

(1134/1534)
	52.48

(805/1534)
	7.04

(108/1534)
	44.13

(353/800)
	56.86

(348/612)
	44.62

(29/65)

	C组
	446
	76.38

(3836/5022)
	51.78（2600/5022）
	9.34（469/5022）
	46.51

(1206/2593)
	55.48

(1088/1961)
	52.31

(113/216)

	χ２ 
	-
	164.59
	0.787
	9.124
	2.587
	0.578
	2.161

	P
	-
	＜0.001
	0.675
	0.01
	0.274
	0.749
	0.34


2.4 患者在ICSI组治疗中的结局分析

各参数之间比较，无统计学意义（P＞0.05），详见表4。

	


表4 ICSI治疗组中的参数比较［%（例)］
	组别
	n
	受精率
	2PN

受精率
	≥3PN

受精率
	优胚率
	囊胚形成率
	临床

妊娠率

	A组
	10
	77.78

(105/135)
	61.48

(83/135)
	0
	36.23

(25/69)
	40

(22/55)
	66.67

（2/3）

	B组
	65
	74.65

(427/572)
	62.59

(358/572)
	0.18

(1/572)
	35.23

(124/352)
	28.57

(58/203)
	39.29

(11/28)

	C组
	39
	80.46

（280/348）
	68.68

（239/348）
	0.29

(1/348)
	34.87

(83/238)
	32.44

(52/151)
	50

(5/10)

	χ２ 
	-
	4.176
	4.101
	0.439
	0.043
	3.098
	1.025

	P
	-
	0.124
	0.129
	0.803
	0.979
	0.212
	0.599



3 讨论

男性精子正常形态率是评估生殖能力的重要指标之一[5]。世界卫生组织（WHO）《人类精液分析实验室技术手册》中第三版和第四版精子正常形态率的界定值分别为≥30%和＞14%[6]，第5版[7]将精子正常形态临界值定为4%，低于4%称作畸形精子症，小于1%称作重度畸形精子症[8,9]。精子成熟过程染色体分离异常，精子的异常形成是核染色质浓度和异常核蛋白转化[10]，人类精子变形成熟阶段主要依靠鱼精蛋白，其与精子形态密切相关[11]。

受精率低是妊娠结局不良的主要原因之一[12]，形态异常的精子可能在头部、尾部或中段存在结构缺陷，导致精子运动能力下降，影响卵母细胞的受精结果，精子正常形态率较低时无法有效穿透卵子膜，透明带结合率和穿透率出现显著性降低，受精率明显下降，但在临床妊娠率和活产率方面的影响有限[13]。正常精子形态率可能在IVF-ET中发挥重要作用，但其影响的复杂性和多样性仍需进一步探讨。正常精子形态率的评估可以帮助优化治疗方案，与本文结果一致，受精率和≥3PN受精率显著性差异，优胚率、囊胚形成率和临床妊娠率等未有明显影响。在精子活力和精子密度达标的情况下，仅考虑男性精子形态正常率，IVF可能是更合适的选择，但不同类型的不孕不育患者，精子形态的影响可能会有差异。

Zhou等人将2960个ICSI助孕周期分为1673个畸形精子形态周期和1287个精子正常形态周期两组进行研究，两组的妊娠率和新生儿结局并无显著性差异，上述表明精子正常形态率在ICSI中几乎没有预测意义[14]。在轻度或中度畸形精子症患者中，传统IVF与ICSI的各项结果相似，因此不需要单独考虑精子正常形态率而采用ICSI[15]。造成这种现象的原因可能是，在精液处理过程中，胚胎实验室选择的精液处理方法主要是密度梯度离心，然后是上游处理；获得的精子经过多次处理后，其活力和精子形态均优于原始精液，在筛选异常方面可能具有一定优势[16]。胚胎学家及临床医师在ICSI显微操作时相对“形态正常”的精子被选择进行显微注射，也大大减少了畸形精子自然受精的可能性。结合本文结果，体外受精的总受精率在一定范围内受到正常形态率的影响，但是对于体外受精正常受精率并没有明显影响。因此，对于畸形精子症患者，如果精子密度和活力符合常规体外受精的标准，建议使用常规体外受精用于助孕治疗。

综上所述，常规IVF中精子正常形态率对总受精率有一定作用，但对于正常受精率影响不大，同时对胚胎发育质量以及临床妊娠结局方面无明显影响。我们认为精子正常形态率下降是精子成熟过程染色体分离异常造成的一种情况，在评价过程中，未考虑精子活率、密度等多个精子质量参数对于辅助生殖技术的影响，仅通过该项检测来评估体外受精-胚胎移植的结果，对辅助助孕结局预测价值具有一定局限性，后续我中心将加大样本量进一步分析，同时对新生儿健康状况进行进一步综合评价，以充分评估精子形态对辅助生殖的助孕效果及后代的长远影响，建立更高效和准确的预测系统。
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