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精子自发顶体反应率与体外受精胚胎质量的相关性研究"

刘树沅!韦剑洪!陈伟辉!霍骏业

"广东省中山市博爱医院生殖中心
!

&6/-,$
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摘
!

要"目的
!

探讨精子自发顶体反应率以及两种精子处理方法与体外受精"

]Rc

#胚胎质量的相关性$方

法
!

将
6,,

例接受
]Rc

治疗的男性随机分为观察组和对照组!每组
*,,

例$对照组患者精液采用密度梯度离

心法进行处理!观察组患者采用密度梯度离心法联合上游法优化精子!两组均进行常规
]Rc

授精$比较两组间

受精率和优胚率!分析观察组精子自发顶体反应率与胚胎质量的关系$结果
!

观察组患者受精率明显高于对

照组患者!差异有统计学意义"

!

$

,3,&

#!且精子自发顶体反应率与受精率呈负相关"

>iV,3/4,

!

!

$

,3,&

#$

观察组患者优胚率明显高于对照组!差异有统计学意义"

!

$

,3,&

#!且精子自发顶体反应率与优胚率呈负相关

"

>iV,3+-0

!

!

$

,3,&

#$结论
!

密度梯度离心联合上游法有助于分离自发顶体反应率更低的精子!从而提高

]Rc

成功率!而精子自发顶体反应率在预测胚胎质量方面具有一定的临床应用价值$

关键词"体外受精&

!

胚胎质量&

!

自发顶体反应率&

!

密度梯度离心
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依据世界卫生组织$

S2T

%调查显示#已婚育龄

夫妇的不孕症发生率约为
*,U

#其中男性不育因素占

总不孕患者的
-,U

'

*

(

#而在国内由于二孩政策开放和

环境污染等因素#这一比例还有一定的升高'

6

(

)为帮

助不孕夫妇#辅助生殖技术$

%).

%得到了广泛应用#

由于只有发生顶体反应的精子才能完成受精#检测精

子是否已经发生顶体反应已成为评价精子质量和功

能的重要指标#高于
*,U

的自发顶体反应率则表现为

病理性自发顶体反应升高#因此在男性不育的治疗中

调整自发顶体反应率是治疗的重点目标'

$

(

)在常规

体外受精$

]Rc

%中#密度梯度离心法和上游法常用于

优化精子#是筛选不同顶体反应率精子简单*易行的

方式)本文研究了精子自发顶体反应率以及两种精

子处理方法与
]Rc

胚胎质量的关系#探讨更合适的精
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液处理方法以及自发顶体反应率在临床指导授精方

式方面的应用)现报道如下)

$

!

资料与方法

$3$

!

一般资料
!

选取
6,*&

年
$

月至
6,*+

年
6

月在

本院生殖中心接受
]Rc

治疗的不孕夫妇
6,,

对#男方

年龄$

$$34b&3*

%岁#女方年龄$

643+b&3$

%岁#每周

期获卵数$

**3&b$36

%个)将所有患者分为观察组和

对照组#每组不孕夫妇
*,,

对#两组间男女年龄和周

期获卵数差异无统计学意义$

!

%

,3,&

%#具有可比性)

排除标准!女年龄
'

$0

岁#获卵数
$

&

个者#男方严重

少*弱精或无精子症者)

$3/

!

方法

$3/3$

!

标本采集和处理
!

按照+

S2T

实验室手册,

$第
&

版%采集和处理精液)不育男性患者需禁欲
6

!

0G

#

]Rc

当天通过手淫法取精#精液收集在无毒*无菌

容器内#放置于温度为
$0\

的恒温板上#充分液化后

混匀待用)

$3/3/

!

对照组精子优化
!

采用密度梯度离心法处

理)取
-,U

和
/,U

精子梯度分离液$商品名!

a

;

9=J

5=EG

%各
*JX

#复温后在
*&JX

离心管内依次放入

/,U

和
-,U

精子梯度分离液各
*JX

#注意保持液面

分界清晰#在
-,U

精子梯度分离液上方加入液化后的

精液#

$,,̀

@

离心
6,JBC

#除去上清液#将沉淀移入
$

JX57]Rc

受精液中混匀#

6,,̀

@

离心
&JBC

#去上清

液#留约
,3&JX

底层液体及沉淀#混匀后调整浓度

备用)

$3/3'

!

观察组精子优化
!

采用密度梯度离心法联合

上游法处理)密度梯度离心法处理步骤同上#第
6

次

离心处理后#弃上清液#将沉淀缓慢加入到含
*JX57

]Rc

受精液的小试管底部#倾斜放置#上游
6&

!

-&

JBC

#吸取云雾状的上层液体调整浓度后备用)

$3/31

!

授精方法和胚胎观察
!

取卵当天#患者注射

绒毛膜促性腺激素$

2!5

%后
$/3&

!

-,3,?

进行常规

]Rc

授精#授精后
*0

!

*4?

观察受精情况#计算受精

率&授精后第
$

天观察胚胎发育情况#计算优胚率)

$3/32

!

精子自发顶体反应率检测
!

采用络合异硫氰

酸荧光素的豌豆凝集素$

c].!7#a%

%荧光标记法顶体

染色#使用安徽安科生物工程股份有限公司提供的试

剂盒)取优化处理后的精子悬浮液
&

#

X

涂片
6

张#

自然干燥后以
4&U

乙醇固定
$,JBC

)加入
+,

!

*,,

#

Xc].!7#a%

工作液#

-\

下反应
6

!

*0?

&用纯水冲

片#

*,,,

倍油镜下观察#计数
6,,

个精子#计算自发

顶体反应率)顶体完整精子判断标准为$

*

%顶体完整

$

%]

%!精子头部有超过
*

"

6

荧光染色明亮且具有均匀

性&$

6

%已发生顶体反应$

%F

%!精子仅在赤道带存在

荧光带#或顶体区无荧光染色&$

$

%顶体异常!除上述

两类精子之外的所有精子)

$3'

!

观察指标
!

记录观察组自发顶体反应率#两组

的受精率和优胚率)自发顶体反应率
i

顶体反应数"

$顶体反应数
d%]

%

*̀,,U

)顶体反应为已发生顶体

反应精子#

%]

为顶体完整的精子)受精率
i

受精卵

子数"获卵数
`*,,U

#优胚率
i

优质胚胎数"
6#1

受

精卵数
`*,,U

#其中优质胚胎是指
($

评分为
0

(

*

0

)

*

/

(

*

/

)

*

4

(

或
4

)

的胚胎)

$31

!

统计学处理
!

采用
a#aa*43,

进行统计学分

析)计数资料以百分率表示#组间比较采用
!

6 检验&

自发顶体反应率与受精率和优胚率的相关性用

a

;

9E=JEC

检验&以
!

$

,3,&

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/3$

!

两组间受精率比较及与自发顶体反应率相关

性
!

对照组受精率为
&$3+U

#观察组受精率为

0,34U

#两组间差异有统计学意义$

!

$

,3,&

%)观察

组自发顶体反应率为
*+34U

#与受精率呈负相关$

>i

V,3/4,

#

!

$

,3,&

%#见图
*

)

图
*

!!

自发顶体反应率与受精率相关性

/3/

!

两组间优胚率比较及与自发顶体反应率相关性

!

对照组优胚率为
-$3+U

#观察组优胚率为
&&34U

#

两组间差异有统计学意义$

!

$

,3,&

%)观察组自发顶

体反应率为
*+34U

#与优胚率呈负相关$

>iV,3+-0

#

!

$

,3,&

%#见图
6

)

图
6

!!

自发顶体反应率与优胚率相关性

'

!

讨
!!

论

]Rc

是帮助不孕不育夫妇妊娠的重要治疗手段#

在
]Rc

治疗过程中#最为重要的就是提高受精率和优

胚率#以达到改善不孕不育患者妊娠结局的目标'

-

(

)

精液处理技术是男性不育治疗的重要手段#其中上游

法和密度梯度离心法是目前精子优化处理的常用技

-

0*

-

检验医学与临床
6,*/

年
*

月第
*&

卷第
*

期
!

XEL'9G!<BC
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YECKE=

I

6,*/

!

R8<3*&
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183*



术)上游法是利用精子自身的活动能力上游到培养

液上层而进行优化#密度梯度离心法则根据精子密度

利用离心力筛选精子#二者都能提高活动精子的百分

率#上游法回收率较低)本文研究显示#观察组的受

精率和优胚率均明显高于对照组$

!

$

,3,&

%#密度梯

度离心法联合上游法能够选出质量更好的精子#有利

于提高胚胎质量)

顶体反应是精子在受精过程中所经历的重要环

节之一#在受精过程中精子必须完成顶体反应#释放

顶体细胞溶解酶#使得精子在穿透透明带过程中产生

一条轨道#协助精子穿过透明带与卵子结合'

&

(

#如果

精子在与透明带结合之前便发生自发顶体反应#则会

失去受精能力#因此检测精子是否发生顶体反应已成

为评价精子质量和功能的重要手段)目前#大多数顶

体反应试验方法是使用各类的诱导剂或激动剂#如人

卵泡液*孕酮或钙离子载体等'

+

(

)这些试验都具有费

用高*不稳定等特点#临床应用受限)本研究采用

c].!7#a%

荧光标记法顶体染色对精子顶体功能进

行检测#能够实现对精子顶体完整性进行科学评估#

同时该种检测方法能够解决常规形态学方法不能有

效判别精子自发顶体反应的问题#检测结果更具客观

性和科学性'

0

(

)

通过人工诱导发生顶体反应在临床上有大量研

究)

X]e

等'

/

(在对钙离子载体
%6$*/0

诱导的顶体反

应精子形态及体外受精率进行的两次研究就出现过

结果不一致现象&而
X]e

等'

4

(采用人卵泡液对精子顶

体反应进行诱导#观察到顶体反应率与体外受精率存

在明显相关性#但是李建平等'

*,

(的研究结果却与之相

悖)这提示在使用人工诱导顶体反应的尝试中仍存

在稳定性差*成本高等难题)本文研究结果显示#自

发顶体反应率与受精率呈负相关$

>iV,3/4,

#

!

$

,3,&

%#与优胚率呈负相关$

>iV,3+-0

#

!

$

,3,&

%#提

示降低精子自发顶体反应率可以提高受精率和优胚

率#有助于改善
]Rc

的成功率和妊娠结局)另外#对

于常规精液分析正常#而
]Rc

不明原因反复受精失败

的患者#可能存在顶体反应缺陷#可以通过检测精子

自发顶体反应率考虑优先采用何种授精方式)对于

自发顶体反应率明显升高的患者#可考虑选择卵子胞

质内单精子注射的辅助生殖技术#而用于选择授精方

式的自发顶体反应率参考阈值#则需要扩大样本量进

一步研究和探讨)

综上所述#密度梯度离心联合上游法可以获得更

好的受精率和优胚率#自发顶体反应率与组间
]Rc

受

精率呈负相关#随自发顶体反应率的增加#受精率呈

降低的趋势&自发顶体反应率与组间
]Rc

优胚率呈负

相关#随自发顶体反应率的增加#优胚率呈降低的趋

势)自发顶体反应率可以为不孕不育患者临床治疗

方式的选择提供指导)
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