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摘要 目的：评价畸形率和DNA碎片指数对辅助生殖技术胚胎发育情况与妊娠结局的影响。方法：本研究为回顾性分析，选择医院2022.01-2024.01本院实施辅助生殖技术的108对夫妇，根据男方DNA碎片水平分为两组，A组（DFI＜25%）（79例）、B组（DFI≥25%）（29例），比较两组的受精率、优胚率、临床妊娠率与早期流产率。同时根据精子形态学分析结果，对比精子畸形组与正常形态精子组的妊娠结局。结果：A组受精率、卵裂率及优质胚胎率高于B组（P＜0.05）；A组早期流产率低于B组（P＜0.05），妊娠率、持续妊娠率高于B组（P＜0.05）；正常形态精子组的妊娠率高于精子畸形组（P＜0.05）。结论：高水平的精子DNA碎片指数与畸形率是导致辅助生殖技术妊娠不良结局的主要影响因素，因此需重视进行男性精子畸形率与DNA碎片指数的检测。
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Retrospective study on the impact of DNA fragmentation index and malformation rate on pregnancy outcomes using assisted reproductive technology
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Abstract: Objective: To evaluate the effects of malformation rate and DNA fragmentation index on the development of assisted reproductive technology embryos and pregnancy outcomes. Method: This study is a retrospective analysis of 108 couples who underwent assisted reproductive technology in our hospital from January 2022 to January 2024. The cycles were divided into two groups based on the male's DNA level: Group A (DFI<25%) (79 cases) and Group B (DFI ≥ 25%) (29 cases). The fertilization rate, excellent embryo rate, clinical pregnancy rate, and early miscarriage rate were compared between the two groups. At the same time, based on the analysis of sperm morphology, compare the pregnancy outcomes between the abnormal sperm group and the normal morphology sperm group. Result: The fertilization rate, cleavage rate, and high-quality embryo rate in Group A were higher than those in Group B (P<0.05); The early miscarriage rate in Group A was lower than that in Group B (P<0.05), while the pregnancy rate and sustained pregnancy rate were higher than those in Group B (P<0.05); The pregnancy rate of the group with normal sperm morphology was higher than that of the group with abnormal sperm morphology (P<0.05). Conclusion:  High levels of sperm DNA fragmentation index and abnormality rate are the main influencing factors for adverse pregnancy outcomes in assisted reproductive technology. Therefore, it is necessary to pay attention to the detection of male sperm deformity rate and DNA fragmentation index.
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妊娠过程中不仅受女性生理状况的影响，男性精液情况也会一定程度影响ART技术的临床效果，导致妊娠结局受到影响。虽然世界卫生组织已推荐对特定人群，包括不孕症、复发性流产或反复胚胎种植失败、高龄男性进行精子DNA碎片指数（DNA fragmentation index，DFI）检测，但临床并未将其统一规定为助孕检查前必须项目，且检测标准、结论也无统一定论[1-2]。临床上在评估男性精子质量时，在进行DNA碎片评估的同时，常进行精子畸形率检查。近些年临床研究发现，男性生育能力会随着精子DNA碎片指数升高而下降，无论是自然受孕或是通过辅助生殖技术助孕均有体现，相较于常规精液参数，精子DNA碎片指数被认为是更有效的男性不育指标。但关于精子DNA碎片指数、精子畸形对辅助生殖技术胚胎发育影响的相对较少。基于此，本文回顾性分析男性精子畸形率与DNA碎片指数与辅助生殖技术胚胎发育的相关，详情如下。

1 资料与方法
1.1临床资料
本研究为回顾性分析，选择医院2022-01至2024-01进行体检的108对夫妇，根据男方DNA碎片水平分为两组，A组（DFI＜25%）（79例）、B组（DFI≥25%）（29例）。本研究经我院医学伦理委员会批准。纳入标准：（1）女方年龄＜35岁；（2）获卵数至少5枚；（3）男方已经完成精液常规与DNA碎片水平检查；（4）临床资料完整者。排除标准：（1）女性存在子宫畸形、子宫内膜异位症等明显影响妊娠的疾病；（2）夫妇任何一方存在染色体核型异常；（3）周期因重度卵巢过度刺激综合征而取消移植 。
A组年龄22-30岁，平均（26.41±2.64）岁；体质量指数（BMI）21-25 kg·/m-2，平均（23.40±1.05）kg·m-2/m2；文化水平：初中及以下22例，高中20例，专科及以上37例；吸烟史14例；饮酒史17例。B组年龄22-31岁，平均（26.78±2.75）岁；BMI 20-25 kg·m-2/m2，平均（23.34±1.17）kg·m-2/m2；文化水平：初中及以下、高中、专科及以上各6、11、12例；吸烟史、饮酒史各5、6例。两组临床资料对比差异不显著（P＞0.05）。
A组育龄期女性配偶年龄24-30岁，平均（27.04±1.58）岁；BMI 22-27 kg·m-2/m2，平均（24.34±1.77）kg·m-2/m2；受教育水平：初中及以下22例，高中29例，专科及以上28例；居住地：城镇41例，乡村38例；吸烟史22例；饮酒史30例。B组年龄范围23-30岁，平均（27.01±1.46）岁；BMI 21-27 kg·m-2/m2，平均（24.08±1.40）kg·m-2/m2；受教育水平：初中及以下7例，高中9例，专科及以上13例；居住地：城镇15例，乡村14例；吸烟史8例；饮酒史9例。两组临床资料对比差异不显著（P＞0.05）。
1.2方法
精子形态学分析：男方禁欲3-7d，手淫采集精液样本，置于无菌取精杯中。37℃充分液化，将液化标本置于清洁载玻片上，制备涂片，测量精液量与pH值，利用计算机辅助精子分析（CASA）系统分析、记录精子浓度、前向运动精子百分比等。精液标本洗涤后涂片，利用DIFF-Quik法染色，随后进行精子形态学分析。
精子DFI检验法：精子染色质结构分析（SCSA），利用深圳博瑞德生物提供的SCSA试剂盒，根据说明书处理精液样本，采用密度梯度离心法、上游法处理精液，处理后的精液悬液经精子染色质扩散法（SCD）检测精子DFI（精子DNA碎片检测试剂盒，深圳华康生物科技有限公司），密度梯度离心法：样品离心沉降、分离。上游法：经活动精子具有游过液体界面进入不同培养液能力，分离活力强精子、死精子、凝集精子、畸形精子、白细胞与杂质。SCD步骤：室温20-28℃，试剂盒室温下平衡30-60 min，低熔点琼脂糖管（含140μL低熔点琼脂糖溶液）与90℃-100℃的水进行混合，直至琼脂糖凝胶完全溶解，放到37℃水浴箱直至温度恒定；应用精子稀释液调整精子密度到（5-10）×106个·/mL-1，取其中60μL放入到低熔点琼脂糖管中，混合均匀；取混悬液30μL滴入预处理载玻片中，轻盖上盖玻片，注意不要产生气泡，放到2-8℃冰箱中静置4 min，整个处理过程中，需维持水平位置载玻片；取出载玻片后，盖玻片轻轻移动，之后快速放到变性液中浸泡7 min，取出后放入蒸馏水中，至少浸泡5s，之后将载玻片取出，竖立放置，用滤纸吸掉上面水珠，操作中不要接触标本区域，在进入裂解液中反应20 min，反应结束后，进入到洗涤液中，浸泡时间3 min，将裂解液清洗掉，之后分别浸入到70%、90%、无水乙醇溶液中脱水处理2 min，保持自然晾干，并用瑞士染色剂进行染色处理。染色结束后，应用蒸馏水冲洗10-15次，将多余染色剂清除，自然风干，经显微镜观察。
取卵当天常规进行体外受精，受精后16-18 g观察，2PN（原核）则判定为正常受精胚胎，0PN、1PN和≥3PN则判定为异常受精胚胎。受精后48 h观察胚胎情况，卵裂球6-8个，细胞大小均匀或基本均匀，且观察无空泡，碎片≤20%，则判定优质胚胎。依据患者具体情况，从中选取1-3枚胚胎移植，移植后2周检测血清β-HCG，确定生化妊娠，移植24d后探查到宫腔内妊娠囊，则判定临床妊娠。
1.3观察指标
（1）胚胎发育情况比较：比较A组、B组的2PN受精率、卵裂胚胎率、优质胚胎率。
（2）妊娠结局比较：对比A组、B组的妊娠率、早期流产率、持续妊娠率。
（3）精子畸形率对妊娠结局的影响分析：对男性精子进行形态学分析，分为精子畸形组与无畸形组，对比两组妊娠率。精子畸形判断标准：正常形态的精子比例＜4%。
1.4统计学分析
[bookmark: _Toc31264_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc18537_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc1470_WPSOffice_Level2]分析数据时应用SPSS22.0软件，计数资料[n(％)]选择χ2x2检验；计量资料（x (_)±s）应用t检验，P＜0.05，差异显著。

2 结果
2.1两组胚胎发育情况比较
对比两组受精率、胚胎形成率数据，A组受精率、卵裂率及优质胚胎率高于B组（P＜0.05），见表1。
表1 两组胚胎发育情况比较[n(％)]
	组别
	例数n
	2PN受精率
	卵裂率
	优质胚胎率

	A组
	79
	74（93.67）
	70（88.61）
	70（88.61）

	B组
	29
	17（58.62）
	17（58.62）
	17（58.62）

	χ2x2
	
	17.095
	12.178
	12.178

	P
	
	＜0.001
	＜0.001
	＜0.001


2.2两组妊娠结局比较
对比两组妊娠率、早期流产率、持续妊娠率数据，A组早期流产率低于B组（P＜0.05），妊娠率、持续妊娠率高于B组（P＜0.05），见表2。
表2 两组妊娠结局比较[n(％)]
	组别
	例数n
	妊娠率
	早期流产率
	持续妊娠率

	A组
	79
	68（86.08）
	4（5.06）
	64（81.01）

	B组
	29
	20（68.97）
	7（24.14）
	13（44.83）

	χ2x2
	
	4.116
	6.481
	13.572

	P
	
	0.042
	0.011
	＜0.001


2.3精子畸形率对妊娠结局的影响分析
本研究所选的108例女性以及其配偶中，男性精子畸形率为22.22%（24/108），可知精子畸形组24例患者，正常形态精子组84例患者。精子畸形组妊娠率为11例（45.83%），正常形态精子组妊娠率为59例（70.24%），两组对比差异显著（χ2x2=4.875，P=0.027）。

3讨论
据统计，育龄夫妇中，不育问题中男性问题占比也较高，精子DAN完整性不仅会影响精子受精能力，还会影响受精后原核形成，可能会导致流产、先天畸形发生。针对辅助生殖技术助孕患者，精子形态与精子DNA碎片指数在预测辅助生殖技术结局中发挥着重要作用。
本次研究发现，A组受精率、卵裂率及优质胚胎率、妊娠率、持续妊娠率高于B组（P＜0.05），且A组早期流产率相对较低（P＜0.05），反映了DNA碎片可影响育龄期女性妊娠结局。高雁[5]等学者为了分析精子DFI、高可染性指数、早老素相关菱形样蛋白（PARL）与IVF-ET妊娠结局的关系，选取了113例男性不育症患者分为妊娠成功组、妊娠失败组进行分析，发现精子DFI与IVF-ET妊娠结局密切相关，可作为IVF-ET妊娠结局的独立预测因子，并认为精子碎片情况能一定程度影响妊娠结局，与本研究观点相似，进一步重视了本研究结论，表明DNA碎片指数与妊娠结局相关。
DNA为男性精子储存遗传信息的主要物质，并为染色体的主要成分，以双螺旋的形式存在，由核苷酸组成，具有储存、传递遗传信息的作用，可用于身份鉴定积极抗衰老医学的发生等应用中。另外精子DNA作为男性生殖细胞中携带遗传信息的关键物质，其完整性是指精子中DNA的完整性与稳定性，为评估男性生育能力的重要指标，并与精子的受精能力、胚胎的发育情况具有一定关系。精子DNA碎片是指精子DNA完整性受损，出现碎片化现象，如精子头部、中段或尾部的DNA出现断裂或缺失，DNA断裂后会导致受惊后父源基因组不能正常激活表达，胚胎分裂过程中，受损DNA会影响复制、修复，导致胚胎发育停滞、凋亡或出现染色体异常，这些异常，即便会出现胚胎着床，也会在早期自然流产[6-7]。黄旋[8]等学者的研究中也提出了精子DNA碎片与精子活率具有一定关系，可影响精子浓度、精子总数与受精率，与本研究观点具有相似之处。
本次研究中发现所选的研究对象中，精子畸形率为22.22%，且精子畸形组妊娠率相对低于精子无畸形组（P＜0.05），反映了精子畸形率可影响育龄期女性妊娠结局。韦莉莉[9]等学者认为畸形精子症合并弱精子症可影响IVF的妊娠结局，与本研究观点相似。常文亮[10]等学者为了分析IVF-ET助孕期间精子生化指标对妊娠结局的影响，选择了139对接受IVF-ET助孕的夫妇，根据妊娠情况分为妊娠组与未妊娠组，发现男性精子形态、精子DFI、精浆锌水平均为影响妊娠结局的重要因素，与妊娠结局密切相关，并提出对于IVF-ET助孕患者应密切关注精子状态。精子正常形态对受精与胚胎发育均具有重要作用，正常形态精子数为男性生育能力的重要指标之一，可直接影响精子的受精能力与胚胎发育。精子畸形率较高，导致能穿透宫颈黏液的精子数就减少，精子受精能力下降。另外对于男性而言，精子畸形可导致精子无法进入卵子，或在受精后出现胚胎发育异常，影响妊娠结局。刘闯[11]等学者提出，活力正常、但异常形态精子率≥98%的患者，利用ICSI授精方式，能降低授精失败率，提升可用胚胎率，认为异常形态精子可影响妊娠结局，与上述本研究观点有相似之处。
综上所述，精子畸形率和DNA碎片是导致辅助生殖技术中胚胎质量下降、妊娠结局不良的重要男性因素，因此临床实践中，针对受精失败、胚胎发育不良或反复妊娠丢失的夫妇，可以重点进行男子精子DNA碎片指数、形态方面的检查，以此指导个性化方案制定与预后指导。
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