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摘 要：【目的】探索本中心使用促性腺激素释放激素拮抗剂（GnRH-ant）方案促排后新鲜单囊胚移植患者妊

娠失败的独立危险因素。【方法】回顾性分析2017年1月至2020年4月在中山大学附属第三医院生殖医学中心行助

孕治疗的 325个治疗周期的资料。根据妊娠结局分为临床妊娠组（172例）和未妊娠组（153例），比较两组患者间的

基础资料，临床促排卵情况，胚胎发育情况，移植囊胚的分期、内细胞团（ICM）和滋养外胚层（TE）评分，将P＜0.1的
变量纳入回归方程进行多因素Logistic回归分析，找出临床妊娠失败的独立危险因素。【结果】两组患者间的基础资

料差异无统计学意义，促性腺激素（Gn）使用天数（8.9±1.3 vs. 8.6±1.2）、人绒毛膜促性腺激素（HCG）注射日的卵泡刺

激素（FSH）水平（12.1±3.7 vs. 13.0±4.0）U/L、受精方式及移植囊胚的 ICM和TE评分在临床妊娠组和未妊娠组的差异

有统计学意义。将P＜0.1的变量即不孕类型、受精方式、Gn使用天数、HCG注射日FSH水平、HCG注射日黄体生成

素（LH）水平和移植囊胚的 ICM和TE评分纳入回归模型，采用逐步法分析后发现临床妊娠失败的独立危险因素是

移植囊胚的TE评分［P=0.001，OR=2.173，95%CI：（1.359，3.476）］、Gn使用时间［P=0.015，OR=0.794，95%CI：（0.659，
0.955）］和受精方式［P=0.024，OR=2.065，95%CI：（1.098，3.882）］。【结论】本中心的数据提示≤40岁预后良好的患者

使用拮抗剂促排并行新鲜单囊胚移植时，较差的滋养外胚层评分，较短的Gn使用时间和使用 ICSI受精方式是临床

妊娠失败的独立危险因素。
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Abstract：【Objective】To explore independent risk factors of pregnancy failure in patients with fresh single blastocyst
and GnRH-ant protocol.【Methods】Data from 325 IVF treatment cycles performed at the Reproductive Medicine Center of
the Third Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University from January 2017 to April 2020 were retrospectively analyzed. Pa⁃
tients were assigned to clinical pregnant group（172 cycles）or non-pregnant group（153 cycles）. The basic information，
stimulation characteristics，embryo development，the degree of blastocoele expansion，the grades of inner cell mass（ICM）
and trophectoderm（TE）of the transferred blastocyst were compared. The variables with P < 0.1 were included in the logis⁃
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tic regression equation to detect independent risk factors affecting the clinical pregnancy rate.【Results】The basic charac⁃
teristics of patients were not significantly different between pregnant and non-pregnant group. However，the duration of Gn
application（8.9±1.3 vs. 8.6±1.2），FSH level on HCG trigger day（12.1±3.7 vs. 13.0±4.0）U/L，fertilization method，the
grades of ICM and TE of the transferred blastocyst were statistically different between the two groups. When infertility type，
fertilization method，duration of Gn，FSH level on HCG trigger day，LH level on HCG trigger day，the grades of ICM and
TE of transferred blastocyst were included in the regression model，the independent influence factors were the trophecto⁃
derm score of transferred blastocysts［P=0.001，OR=2.173，95%CI：（1.359，3.476），duration of Gn use［P=0.015，OR=
0.794，95%CI：（0.659，0.955）］and fertilization method［P=0.024，OR=2.065，95%CI：（1.098，3.882）］.【Conclusion】Our
results suggest that poor trophectoderm score，shorter Gn using time and ICSI fertilization method are independent risk fac⁃
tors of clinical pregnancy failure in patients ≤ 40 years old with fresh single blastocyst transfer and GnRH-ant protocol.

Key words：single blastocyst transfer；gonadotropin-releasing hormone antagonist/GnRH-ant；in vitro fertilization-
embryo transfer/IVF-ET；trophectoderm；intracytoplasmic sperm injection/ICSI

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（4）：596-602］

辅助生殖的目标是让患者获得健康的单胎活

产儿［1-2］。新鲜周期单囊胚移植（fresh single blasto⁃
cyst transfer，FSBT）能维持妊娠率，降低多胎率，缩

短患者从治疗到妊娠的时间，是部分预后良好患者

理想的胚胎移植策略［2］。研究［3］显示，月经规律的

年轻患者使用拮抗剂方案促排后，FSBT的种植率

和单胎活产率显著低于解冻囊胚，作者推测可能与

刺激周期时内膜与囊胚发育的不同步有关，并指出

新鲜囊胚种植的生理机制和影响因素尚需更多研

究。拮抗剂方案用药周期短、用药总剂量小、可降

低卵巢过度刺激综合征的发生风险但不影响活产

率而在临床上广泛使用。但目前关于拮抗剂方案

促排后FSBT妊娠结局危险预测因素的研究在国内

外都未见报道，为此，我们回顾性分析了本中心预

后良好患者使用拮抗剂方案促排且行FSBT的相关

资料，试图找出临床妊娠失败的独立危险因素，为

该方案的优化使用及适宜人群的挑选提供更多的

理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象和分组情况

本研究已取得中山大学附属第三医院生殖伦

理委员会批准，患者均签署知情同意书。回顾性分

析 2017年 1月至 2020年 4月在中山大学附属第三

医院生殖医学中心行取卵手术的患者资料，纳入标

准：①女方年龄≤40岁；②使用拮抗剂方案促排且

获卵数≥5个；③新鲜周期第 5天单囊胚移植；④移

植囊胚质量为 3BB及以上。排除标准：①取卵周期

数大于 3次；②反复自然流产；③多囊卵巢综合征

或子宫异常；④睾丸取精的患者。

共有 325个治疗周期纳入该研究，临床妊娠组

172例，未妊娠组 153例，比较两组患者的基础资

料，促排情况，胚胎发育情况及移植囊胚的分期、内

细胞团及滋养外胚层质量等。

1.2 促排方案及黄体支持

患者均使用拮抗剂方案，具体用法同前所

述［4］。在月经周期的第 2~3天使用Gn（果纳芬，默

克雪兰诺，瑞士；或普丽康，默沙东，美国；或丽申

宝，丽珠，中国珠海；或乐宝得，丽珠，中国珠海）启

动，启动剂量根据患者的年龄、体质量指数（BMI）、

卵巢储备及卵巢反应性而定。在Gn刺激 4~5 d后
常规每天皮下注射拮抗剂 0.25 mg（思则凯，默克雪

兰诺，瑞士；欧加利，默沙东，美国；固定方案），或者

当优势卵泡直径≥14 mm，或E2≥400 pg/mL时，开始

每天皮下注射拮抗剂 0.25 mg直至HCG注射日（灵

活方案），同时根据患者对药物的反应性及时调整

Gn剂量。当 2个或 2个以上优势卵泡直径≥ 18 mm
时，于当晚 20：30 ~ 21：00注射HCG（丽珠，中国珠

海）5 000 ~ 10 000 U或重组HCG（艾泽，默克雪兰

诺，瑞士）250 μg，34 ~ 36 h后取卵。取卵当天起使

用达芙通（雅培，美国）10 mg，每天 2次口服+雪诺

酮（默克雪兰诺，瑞士）90 mg，每天 1次阴道塞药或

黄体酮注射液 40 mg，每天 1次肌注+安琪坦（法杏，

法国）200 mg，每天 2次阴道塞药进行黄体支持直

至验孕，若妊娠则继续用药至妊娠10周。
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1.3 体外受精、胚胎培养及评估和胚胎移植

注射 HCG后 36 h取卵，取卵后 4～6 h授精。

患者精液采用密度梯度离心+上游法洗涤后使用常

规体外受精（in vitro fertilization，IVF）或单精子卵

胞浆内显微注射（intracytoplasmic sperm injection，
ICSI）受精。本中心 ICSI适应证为：①严重少弱畸

精子症；②不明原因的前次 IVF完全不受精或受精

率小于 20%；③前次 IVF多精受精率较高且无可利

用胚胎；④ IVF患者精液处理后前向运动精子总数

＜1×106。授精后 16～18 h观察原核，67～69 h进
行卵裂胚质量评分。胚胎培养使用商品化序贯培

养液（vitrolife，瑞典），在体积分数为 6% CO2，5%
O2，89% N2培养环境下进行。卵裂期胚胎评分从卵

裂球数目、卵裂球的均匀度、胚胎碎片比例 3个指

标进行评价。按患者要求及本中心常规在第 3天
冷冻 1~2枚优质或良好卵裂胚后，剩余胚胎转移至

囊胚培养液中继续培养。新鲜囊胚移植的患者行

囊胚培养的标准为至少有 4枚 6细胞及以上，卵裂

球均匀或中等均匀且碎片小于 25%的卵裂胚。在

受精后 114～118 h，即第 5天上午，观察囊胚形成

情况并根据Gardner分级对囊胚进行评分，先根据

囊胚腔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，囊胚腔体积大于或等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（inner cell
mass，ICM）和滋养外胚层细胞（trophectoderm，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 4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。挑选出该患者最优的一

个 3期及以上的囊胚，在超声引导下行单囊胚移

植。移植后剩余的可利用囊胚行玻璃化冷冻或继

续培养至第 6天后再予以冷冻。若第 5天上午无 3
期及以上囊胚形成，则取消新鲜囊胚移植，胚胎继

续培养发育到3期及以上时予以冷冻。

1.4 妊娠判断

移植后 14 d查血 β-hCG阳性为生化妊娠，移

植后 5周行阴道B超检查，超声下见孕囊为临床妊

娠，本研究以临床妊娠为主要观察指标。

1.5 统计学方法

统计分析所有数据采用 SPSS23.0软件进行处

理，计量资料采用均数±标准差（x̄ ± s）表示，组间比

较使用 t检验。计数资料均用频数表示，组间比较

用 χ2检验。P<0.05认为差异有统计学意义。为了

筛选出临床妊娠失败的独立危险因素，将 P＜0.1
的变量即不孕类型、受精方式、Gn使用天数、HCG
注射日促卵泡生成素（follicle-stimulating hormone，
FSH）水平、HCG注射日促黄体生成素（luteinizing
hormone，LH）水平、移植囊胚的 ICM和 TE评分纳

入多因素 Logistic回归模型，采用向后逐步法获得

调整后的OR值和95%CI。

2 结 果

2.1 两组患者基础资料比较

两组患者的资料总体符合近似正态且方差齐。

临床妊娠组和未妊娠组患者的基线资料见表 1，两
组患者的女方年龄、男方年龄、平均周期数、BMI、
不孕年限和不孕类型构成差异均无统计学意义。

2.2 两组患者临床促排卵情况

两组患者的临床促排卵情况见表 2，临床妊娠

组的促排天数（8.9±1.3）高于未妊娠组（8.6±1.2），

HCG日的 FSH水平（12.1±3.7）U/L低于未妊娠组

（13.0±4.0）U/L，差异有统计学意义，其余指标差异

无统计学意义。

2.3 两组患者胚胎发育及移植囊胚质量比较

两组患者的胚胎发育和移植的囊胚质量情况

见表 3。受精方式、移植囊胚的 ICM和TE评分在两

组间的差异有统计学意义。

2.4 拮抗剂方案新鲜单囊胚移植临床妊娠失败的

多因素回归分析

将P＜0.1的变量即不孕类型、受精方式、Gn使
用天数、HCG注射日 FSH水平、HCG注射日 LH水

平、移植囊胚的 ICM和 TE评分纳入多因素 Logistic
回归模型后发现，移植囊胚的TE评分、Gn使用天数和

受精方式是临床妊娠失败的独立危险因素（表4）。

3 讨 论

本研究使用多因素 Logistic回归分析后发现，
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小于等于 40岁预后良好的患者使用拮抗剂方案促

排卵并行新鲜单囊胚移植后，临床妊娠失败的独立

危险因素是较差的滋养外胚层评分［P=0.001，OR=
2.173，95%CI：（1.359，3.476）］、较短的Gn使用时间

［P=0.015，OR=0.794，95%CI：（0.659，0.955）］和使

用 ICSI 受 精 方 式［P=0.024，OR=2.065，95%CI：
（1.098，3.882）］。

关于囊胚内细胞团和滋养外胚层形态对囊胚

表1 两组患者基础资料比较

Table 1 Basic information of patients ［（x̄ ± s），n（%）］
Items
Cycles/n
Female age/years
Male age/years
Average cycle number/n
BMI/（kg/m2）
Duration of infertility/years
Infertility type
Primary infertility
Secondary infertility
Infertility course
Male factor
Female factor
Both factor

Clinical pregnancy group
172
31.1±4.1
33.2±5.0
1.08±0.31
21.7±3.3
3.2±2.3

64（37.2）
108（62.8）

32（18.6）
135（78.5）
5（2.9）

Non-pregnant group
153
31.1±3.9
33.1±4.6
1.11±0.36
21.3±3.2
3.3±2.4

72（47.1）
81（52.9）

33（21.6）
115（75.2）
5（3.3）

t/χ2

0.002
-0.037
0.801
-1.143
0.225
3.228

0.506

P

0.999
0.971
0.424
0.254
0.822
0.072

0.777

BMI：body mass index.

表2 两组患者临床促排情况比较

Table 2 Stimulation characteristics of patients ［（x̄ ± s），n（%）］
Items
Cycles/n
Basel FSH/（U/L）
Basel LH/（U/L）
AMH/（ng/mL）
Starting dose of Gn/U
Starting time of Gn
The 2nd day
The 3rd day
Other days
Duration of stimulation/day
Total dose of Gn administered/U
FSH level on HCG trigger day/（U/L）
LH level on HCG trigger day/（U/L）
E2 level on HCG trigger day/（pg/mL）
P level on HCG trigger day/（ng/mL）
Endometrial thickness level on HCG trigger day/mm

Clinical pregnan⁃
cy group

172
6.3±1.7
5.7±3.3
5.0±3.2
176±44

128（74.4）
33（19.2）
11（6.4）
8.9±1.3
1 626±493
12.1±3.7
3.8±2.4
2 672±856
0.67±0.30
10.7±1.7

Non-pregnant
group

153
6.5±2.8
6.2±4.2
5.2±3.2
178±49

110（71.9）
34（22.2）
9（5.9）
8.6±1.2
1 550±472
13.0±4.0
3.4±2.1
2 708±815
0.72±0.29
10.7±1.9

t/χ2

0.676
1.226
0.547
0.358
0.467

-2.546
-1.409
2.130
-1.682
0.381
1.513
0.013

P

0.499
0.221
0.585
0.721
0.792

0.011
0.160
0.034
0.093
0.703
0.131
0.990

FSH：follicle-stimulating hormone；LH：luteinizing hormone；AMH：anti-miüllerian hormone；Gn：gonadotrophins；E2：estradiol，HCG：
human chorionic gonadotropin；ICSI：intracytoplasmic sperm injection；IVF：in vitro fertilization.
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种植潜能的影响，一部分研究认为滋养外胚层比内

细胞团更能预测胚胎种植潜能［5］，另一部分研究则

认为内细胞团更重要［6］。不同的研究结论可能与

使用的胚胎培养液类型（单一或序贯）、培养方式

（高氧或低氧）、移植周期类型（新鲜或解冻）和囊胚

形态分级的标准不统一等有关。本研究中患者移

植的囊胚评分均为 3BB及以上，多因素回归分析后

滋养外胚层评分为A级的囊胚相对于评分为 B级

的囊胚获得临床妊娠的OR值为 2.173，P=0.001，提
示滋养外胚层质量对胚胎的种植潜能影响更大。

TE在着床过程中的重要性可能归因于它在这一关

键阶段中的以下作用：①它是胎盘及其附件的起

源，②它促进胚胎的孵化和子宫内膜的侵袭［7］，③
它通过分泌人绒毛膜促性腺激素（HCG）和诱导免

表3 两组患者胚胎发育及移植囊胚质量比较

Table 3 Comparison of embryo development and quality of transferred blastocyst［（x̄ ± s），n（%）］
Items
Cycles/n
No. of oocytes retrieved/n
No. of matured oocytes/n
Fertilization method
ICSI
IVF
No. of normal fertilized oocytes/n
No. of good cleaved embryos/n
No. of vitrified embryos/n
Quality of transferred blastocyst
Degree of blastocoele expansion
Stage 3
Stage 4
Stage 5
Quality of ICM
A
B
Quality of TE
A
B

Clinical pregnancy group
172
12.5±3.9
10.3±3.4

20（11.6）
152（88.4）
8.5±3.1
4.7±2.6
5.4±2.4

10（5.8）
153（89.0）
9（5.2）

141
31

123
49

Non-pregnant group
153
12.3±3.9
9.8±3.3

31（20.2）
122（79.8）
8.3±3.1
4.7±2.7
4.9±2.4

19（12.4）
128（83.7）
6（3.9）

105
48

83
70

t/χ2

-0.493
-1.461
4.562

-0.415
-0.288
-1.647

4.522

7.843

10.398

P

0.623
0.145
0.033

0.678
0.774
0.101

0.104

0.005

0.001

ICSI：intracytoplasmic sperm injection；IVF：in vitro fertilization；ICM：inner cell mass；TE：tropheetoderm.

表4 拮抗剂方案新鲜周期单囊胚移植患者临床妊娠失败的多因素回归分析

Table 4 Multivariate analysis of pregnancy failure inpatientswith fresh single blastocyst transfer andGnRH-antprotocol

Constant
Fertilization method
Duration of stimulation/day
Quality of TE

b

-0.773
0.725
-0.231
0.776

Sb
1.072
0.322
0.095
0.240

Wald χ2
0.520
5.063
5.974
10.496

P

0.471
0.024
0.015
0.001

OR
0.462
2.065
0.794
2.173

95%CI

（1.098，3.882）
（0.659，0.955）
（1.359，3.476）

TE：trophectoderm.
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疫耐受来建立与母体免疫系统的联系［8］。有研究

发现质量越好的 TE分泌的HCG水平越高且分泌

的时间越早［9］。以上这些都证实数量多且形态好

的滋养外胚层细胞可以让囊胚更好地从透明带孵

出和植入子宫内膜，会有更好的妊娠结局，与我们

的研究结果一致。

本研究中临床妊娠组的 Gn使用天数为（8.9±
1.3）d，高于未妊娠组的（8.6±1.2）d，而两组间的启

动日构成比、起始剂量和Gn总剂量差异无统计学

意义。提示我们拮抗剂方案时Gn药物剂量的调整

和扳机时机的选择非常重要。我们一般通过监测

优势卵泡的大小来决定扳机时机，本研究中当 2个
或 2个以上优势卵泡直径≥18 mm时注射HCG触发

卵子最后成熟，当患者的卵泡发育比较均匀时，优

势卵泡的代表意义比较好，但是当卵泡发育不均匀

径线差异较大时，使用该标准进行扳机似乎欠佳，

尤其是拮抗剂方案，卵泡发育的同步性相对较差，

所以Gn药物剂量的调整和扳机日的确定需要临床

医生具有丰富的经验［10］。目前一些研究发现使用

拮抗剂方案促排时，在传统注射HCG时机基础上

延迟 1天注射可以获得相似的临床妊娠率［11-12］。对

于拟行单囊胚移植的病人，卵巢对促排卵药物的反

应较好，生长的卵泡较多，适当延迟HCG注射时间

可能使卵母细胞在卵巢内生长发育更充分，能兼顾

大部分卵母细胞的成熟性，但是，延迟HCG的注射

时间对子宫内膜的影响尚需进一步研究。

本研究共 325例，其中 IVF周期 274例，临床妊

娠率为 55.5%，ICSI 周期 51 例，临床妊娠率为

39.2%，显著低于 IVF周期。我们追踪了 ICSI周期

未妊娠的 31例患者首次行冻融胚胎移植的妊娠结

局，有 29例在研究期间进行了冻融胚胎移植，17例
获得临床妊娠，临床妊娠率为 58.6%。同时我们也

比较了本中心在研究期间拮抗剂方案新鲜卵裂胚

移植时 IVF和 ICSI的临床妊娠率和种植率，临床妊

娠率分别为 57.7%（345/816）和 56.9%（53/123），种

植率分别为 30.1%（459/1 523）和 31.0%（70/226），

差异均无统计学意义。以上数据提示我们 ICSI周
期新鲜单囊胚移植较低的临床妊娠率，可能与 ICSI
来源的囊胚发育特点及刺激周期的内膜容受性有

关。日本一项使用时差显微成像系统记录胚胎发

育动力学参数的研究显示，在将原核消失作为统一

时间点后，卵裂胚阶段 IVF和 ICSI的胚胎发育速度

无差异，但到囊胚阶段时，ICSI比 IVF形成囊胚的

时间延迟了 3.2 h，形成完全扩张期囊胚的时间延

迟了 5.7 h［13］。也有使用姐妹卵子分别行 IVF和 IC⁃
SI受精的对比研究显示，在卵裂胚阶段 IVF和 ICSI
具有相似的胚胎发育速度和质量，但是到囊胚阶段

时 IVF比 ICSI具有更高的囊胚形成率，更快的发育

速度和更好的囊胚质量［14-16］。在内膜方面，新鲜促

排卵周期时子宫内膜受高水平雌激素和孕激素影

响，成熟发育相对提前，胚胎与内膜发育的不同步

可能会影响种植率［17-18］。本中心囊胚评分使用的

是Gardner评分标准，未能对囊胚的滋养外胚层细

胞进行计数，且评分带有主观性；本中心 IVF周期

的授精时间统一为 13：00，而 ICSI周期的授精时间

约为 15：00，比 IVF周期延迟了约 2 h，我们推测这

种胚胎发育与内膜成熟的不同步在 ICSI周期新鲜

囊胚移植时可能更明显；另外，ICSI周期延迟两小

时授精，可能会导致卵子在体外过熟，错过了最佳

授精时间，降低了后续胚胎的发育潜能。以上可能

皆与较低的 ICSI新鲜囊胚移植妊娠率有关。同时

我们也注意到本研究中 ICSI仅 51个周期，例数偏

少，所以还需要更长时间和更多样本量的研究。

本文的不足之处为，是单中心的回顾性研究且

样本量不够大，另外我们是以临床妊娠为主要观察

指标，未能全部追踪到活产结局，所以尚需要扩大

样本量进行长期的观察研究。

总之，我们的结果提示，≤40岁预后良好的患

者使用拮抗剂促排并进行新鲜单囊胚移植时，较差

的滋养外胚层评分，较短的Gn使用时间和使用 IC⁃
SI受精方式是临床妊娠失败的独立危险因素。
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