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  摘 要:目的 分析宫腔灌注粒细胞刺激因子(G-CSF)、人绒毛促性腺激素(HCG)、富血小板血浆(PRP)
对反复种植失败患者妊娠结局及免疫状态的影响。方法 选取2021年6月至2023年12月该院收治的80例

反复种植失败拟进行冻融胚胎移植患者作为研究对象,按照随机数字表法分为对照组、G-CSF组、HCG组和

PRP组,各20例。对照组不进行宫腔灌注,其余3组灌注方案分别为G-CSF、HCG和PRP。比较4组胚胎移

植后子宫动脉血流[舒张期峰值流速(EDV)、收缩期峰值流速(PSV)、阻力指数(RI)]、子宫内膜血流分型、妊娠

结局(早期流产率、胚胎着床率、持续妊娠率、临床妊娠率)。比较G-CSF组、HCG组和PRP组治疗前后白细胞

介素(IL)-2、干扰素-γ(IFN-γ)、IL-4、IL-10水平。结果 胚胎移植后,G-CSF组、HCG组和PRP组EDV、
PSV、RI低于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。PRP组EDV、PSV、RI低于G-CSF组、HCG组,差异

均有统计学意义(P<0.05)。胚胎移植后,G-CSF组、HCG组和PRP组子宫内膜血流分型为Ⅱ型+Ⅲ型比例

高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05),PRP组子宫内膜血流分型Ⅱ型+Ⅲ型比例高于G-CSF组、HCG
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。G-CSF组、HCG组和PRP组胚胎着床率、持续妊娠率、临床妊娠率高于

对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。PRP组胚胎着床率、持续妊娠率、临床妊娠率高于G-CSF组、HCG
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。治疗后G-CSF组、HCG组和PRP组IL-2、IFN-γ水平低于治疗前,IL-4、
IL-10水平高于治疗前,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 宫腔灌注G-CSF、HCG、PRP治疗反复种植

失败患者均可改善患者的子宫动脉血流,提高患者胚胎着床率、持续妊娠率、临床妊娠率,改善患者的免疫状

态,且宫腔灌注PRP患者的妊娠结局优于G-CSF、HCG灌注的患者。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

intrauterine
 

infusion
 

of
 

granulocyte
 

stimulating
 

factor
 

(G-
CSF),human

 

chorionic
 

gonadotropin
 

(HCG)
 

and
 

platelet-rich
 

plasma
 

(PRP)
 

on
 

the
 

pregnancy
 

outcome
 

and
 

immune
 

status
 

of
 

patients
 

with
 

repeated
 

implantation
 

failure.Methods Eighty
 

patients
 

with
 

repeated
 

implan-
tation

 

failure
 

who
 

were
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

June
 

2021
 

to
 

December
 

2023
 

and
 

planned
 

to
 

undergo
 

fro-
zen-thawed

 

embryo
 

transfer
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.According
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,they
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,G-CSF
 

group,HCG
 

group
 

and
 

PRP
 

group,with
 

20
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

control
 

group
 

was
 

not
 

perfused,and
 

the
 

other
 

three
 

groups
 

were
 

perfused
 

with
 

G-CSF,HCG
 

and
 

PRP
 

respectively.The
 

uterine
 

artery
 

blood
 

flow
 

[peak
 

diastolic
 

velocity
 

(EDV),peak
 

systolic
 

velocity
 

(PSV),
resistance

 

index
 

(RI)],endometrial
 

blood
 

flow
 

classification,pregnancy
 

outcomes
 

(early
 

abortion
 

rate,embryo
 

implantation
 

rate,ongoing
 

pregnancy
 

rate,clinical
 

pregnancy
 

rate)
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

four
 

groups.The
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)-2,interferon-γ
 

(IFN-γ),IL-4
 

and
 

IL-10
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

in
 

G-CSF
 

group,
HCG

 

group
 

and
 

PRP
 

group
 

were
 

compared.Results After
 

embryo
 

transfer,EDV,PSV
 

and
 

RI
 

in
 

G-CSF
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group,HCG
 

group
 

and
 

PRP
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistical-
ly

 

significant
 

(P<0.05).The
 

EDV,PSV
 

and
 

RI
 

in
 

PRP
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

G-CSF
 

group
 

and
 

HCG
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

embryo
 

transfer,the
 

propor-
tion

 

of
 

endometrial
 

blood
 

flow
 

type
 

Ⅱ
 

+Ⅲ
 

in
 

G-CSF
 

group,HCG
 

group
 

and
 

PRP
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

endometrial
 

blood
 

flow
 

type
 

Ⅱ
 

+Ⅲ
 

in
 

PRP
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

G-CSF
 

group
 

and
 

HCG
 

group,and
 

the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

embryo
 

implantation
 

rate,ongoing
 

pregnancy
 

rate
 

and
 

clini-
cal

 

pregnancy
 

rate
 

in
 

G-CSF
 

group,HCG
 

group
 

and
 

PRP
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

embryo
 

implantation
 

rate,ongoing
 

pregnancy
 

rate,and
 

clinical
 

pregnancy
 

rate
 

in
 

PRP
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

G-CSF
 

group
 

and
 

HCG
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

treatment,the
 

levels
 

of
 

IL-2
 

and
 

IFN-γ
 

in
 

G-CSF
 

group,HCG
 

group
 

and
 

PRP
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

before
 

treatment,and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-4
 

and
 

IL-10
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

before
 

treatment,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).Conclusion Intrauterine

 

infusion
 

of
 

G-CSF,HCG
 

and
 

PRP
 

can
 

improve
 

the
 

uterine
 

artery
 

blood
 

flow,
embryo

 

implantation
 

rate,ongoing
 

pregnancy
 

rate,clinical
 

pregnancy
 

rate
 

and
 

immune
 

status
 

of
 

patients
 

with
 

recurrent
 

implantation
 

failure,and
 

the
 

pregnancy
 

outcome
 

of
 

intrauterine
 

infusion
 

of
 

PRP
 

is
 

better
 

than
 

that
 

of
 

G-CSF
 

and
 

HCG
 

infusion.
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  体外受精-胚胎移植是临床上用于治疗不孕症的

常用方式,随着医学技术的发展,临床结局随之改善,
但是仍有10%左右的患者多次进行胚胎移植仍未成

功,称为反复种植失败[1]。血液营养供应、免疫耐受、
子宫内膜容受性(ERT)等都可影响胚胎移植成功率,
因此,在保证胚胎质量的条件下,可通过调控宫腔微

环境对ERT进行改善,提高胚胎移植成功率,改善患

者妊娠结局为医学关注的重点[2]。宫腔灌注是指将

移植管通过阴道送入子宫,并在宫腔灌注药物刺激子

宫内膜,从而改善ERT的方法,其具有创伤小、操作

简便的优点,逐渐应用于反复种植失败患者的治疗

中[3]。粒细胞刺激因子(G-CSF)对 NK细胞具有抑

制作用,可以改善 ERT,有研究表明,宫腔灌注 G-
CSF有利于改善反复种植失败患者的妊娠结局[4]。
人绒毛促性腺激素(HCG)具有调控胚胎着床部位生

成血管、胚胎植入时免疫状态和胎盘滋养细胞的功

能,有研究表明,宫腔灌注HCG可以改善复发性流产

患者的妊娠结局[5]。富血小板血浆(PRP)是通过自

体血液离心得到的,近年来其逐渐应用于生殖领域,
可促进血小板活化释放细胞和生长因子增殖分化,有

利于子宫内膜的恢复,从而改善患者的妊娠结局[6]。
但是目前临床对于反复种植失败患者使用哪种药物

进行宫腔灌注仍有争议,因此本研究探讨了宫腔灌注

G-CSF、HCG、PRP对反复种植失败患者妊娠结局及

免疫状态的影响。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年6月至2023年12月本

院收治的80例反复种植失败拟进行冻融胚胎移植患

者作为研究对象,按照随机数字表法分为对照组、G-
CSF组、HCG组和PRP组,各20例。纳入标准:(1)
至少经历≥3次,新鲜或冷冻的胚胎移植未成功妊娠;
(2)年龄<40岁;(3)有生育需求且有冷冻优质胚胎;
(4)拟进行体外受精-胚胎移植;(5)卵巢储备正常、子宫

内膜和形态正常。排除标准:(1)合并多囊卵巢综合征、
输卵管积水;(2)染色体异常;(3)合并心血管等系统疾

病;(4)半年内使用过免疫抑制剂或激素;(5)不能配合

治疗和各项检查;(6)精神异常。4组一般资料比较,
差异均无统计学意义(P>0.05),具有可比性,见表

1。本研究经本院伦理委员会批准(KYKT2021-070),
所有参与者签署知情同意书。

表1  4组一般资料比较(x±s)

组别 n 年龄(岁)
不孕时长

(年)
移植失败次数

(次)
子宫内膜厚度

(cm)

体质量指数

(kg/m2)

促卵泡激素

(mU/mL)

G-CSF组 20 30.32±4.67 5.19±1.51 4.52±0.68 9.47±1.65 22.51±2.32 7.23±1.39

HCG组 20 30.74±5.13 5.34±1.62 4.86±0.62 9.71±1.83 22.62±2.38 7.34±1.27

PRP组 20 31.06±4.85 5.25±1.57 4.64±0.74 9.62±1.69 22.49±2.41 7.58±1.42
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续表1  4组一般资料比较(x±s)

组别 n 年龄(岁)
不孕时长

(年)
移植失败次数

(次)
子宫内膜厚度

(cm)

体质量指数

(kg/m2)

促卵泡激素

(mU/mL)

对照组 20 30.28±5.06 5.21±1.59 4.76±0.65 9.56±1.77 22.68±2.29 7.46±1.38

F 0.113 0.036 0.955 0.068 0.029 0.245

P 0.952 0.991 0.418 0.977 0.993 0.865

1.2 方法

1.2.1 子宫内膜准备 月经规律患者:月经结束后

10
 

d时监测卵泡发育情况,当卵泡最大径≥16
 

mm
时,开始监测患者孕酮(P)、雌二醇(E2)、促黄体生成

素(LH)的水平,当E2>549
 

pmol/L、LH达到峰值、
内膜厚度>7

 

mm时,肌肉注射绒促性素(上海丽珠制

药有限公司,H44020673,2
 

000
 

IU/支),注射3支诱

导排卵,然后在注射后第2天开始注射黄体酮(浙江

仙琚制药股份有限公司,H33020828,1
 

mL∶20
 

mg),
每天注射40

 

mg。月经不规律患者:用激素替代,月
经第3天开始口服补佳乐10~14

 

d,当内膜厚度≥8
 

mm时,开始使用黄体酮肌肉注射转化内膜(40
 

mg),
其余准备同上。
1.2.2 灌注药物准备 G-CSF组:注射用重组人G-
CSF(齐鲁制药有限公司,S19990049,100

 

μg∶0.6
 

mL)1.0
 

mL。HCG组:注射用 HCG
 

1
 

000
 

IU,加入

生理盐水混合为1.0
 

mL。PRP组:采集自体血液用

2次离心法进行制备[7]。在月经结束的第3天,使用

注射器(装有3.2%柠檬酸钠5.0
 

mL)抽取患者静脉

血15.0
 

mL,离心后取上2层(血浆层和血沉棕黄

层),再次离心,舍弃3/4的上清液,在底部抽取1.0
 

mL
 

PRP,加入氯化钙(20
 

mmol/mL,美国Kalmia公

司)和凝血酶(25
 

U/mL,美国Sigma-Aldrich公司)激
活PRP。
1.2.3 灌注步骤 3组在胚胎移植前进行宫腔灌注,
患者取膀胱截石位,对阴道和子宫颈进行常规清洗消

毒,通过一次性授精管将各组的灌注药物缓慢注入子

宫腔中(PRP组激活PRP后应立即灌注),将授精管

取出后,患者抬高臀部15°~30°,静卧30
 

min后才可

活动。对照组无特殊药物灌注治疗(口服强的松治

疗,5
 

mg/d)。第1次灌注时间为自然周期卵泡晚期,
第2次灌注时间为自然周期的排卵日。
1.3 观察指标

1.3.1 子宫动脉血流 胚胎移植后采用多普勒超声

仪(深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司)检测所有

患者的动脉血流[舒张期峰值流速(EDV)、收缩期峰

值流速(PSV)、阻力指数(RI)]。
1.3.2 子宫内膜血流分型 胚胎移植后通过阴道超

声(深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司)检测所有

患者的子宫内膜血流分型。血管穿过子宫内膜外侧,
子宫内膜有血流信号且贴近宫腔中线(Ⅰ型);血管穿

过子宫内膜边缘,子宫内膜有血流信号但低于1/2内

膜(Ⅱ型);血管经内膜的低回声区穿过,子宫内膜下

有血流信号(Ⅲ型)。
1.3.3 妊娠结局 胚胎移植后对所有患者进行随

访,记录4组患者的早期流产率[(孕12周前流产总

例数/临床妊娠总例数)×100%]、胚胎着床率[(着床

胚胎总数/移植胚胎总数)×100%]、持续妊娠率[(妊
娠持续≥20周临床妊娠数/总例数)×100%]、临床妊

娠率[(移植后30
 

d阴道检查见胎心搏动或孕囊临床

妊娠数/总例数)]×100%。
1.3.4 免疫状态 采集所有患者治疗前后宫腔液

(宫腔灌注及胚胎移植前的宫腔液),离心后保存备

用。检测白细胞介素(IL)-2、干扰素-γ(IFN-γ)、IL-4、
IL-10水平。采用液相芯片技术检测,试剂盒购于北

京旷博生物技术股份有限公司。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件分析数

据。计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2

检验;符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间

比较采用单因素方差分析,多组间两两 比 较 采 用

LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 4组患者胚胎移植后子宫动脉血流比较 胚胎

移植后,G-CSF组、HCG组和PRP组EDV、PSV、RI
低于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。PRP
组EDV、PSV、RI低于G-CSF组、HCG组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  4组胚胎移植后子宫动脉血流比较(x±s)

组别 n EDV(cm/s) PSV(cm/s) RI

G-CSF组 20 3.27±0.56#* 8.73±2.09#* 0.65±0.12#*

HCG组 20 3.15±0.54#* 8.65±2.142#* 0.67±0.11#*

PRP组 20 2.01±0.53# 6.12±1.02# 0.51±0.13#

对照组 20 3.96±0.58 13.26±2.53 0.81±0.15

F 42.733 43.107 18.290

P 0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,#P<0.05;与PRP组比较,*P<0.05。

2.2 4组 胚 胎 移 植 后 子 宫 动 脉 血 流 分 型 情 况 比

较 胚胎移植后,G-CSF组、HCG组和PRP组子宫

内膜血流分型为Ⅱ型+Ⅲ型比例高于对照组,差异均

有统计学意义(P<0.05),PRP组子宫内膜血流分型

Ⅱ型+Ⅲ型比例高于G-CSF组、HCG组,差异均有统
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计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  4组胚胎移植后子宫动脉血流分型情况比较[n(%)]

组别 n Ⅰ型 Ⅱ型+Ⅲ型

G-CSF组 20 9(45.00)#* 11(55.00)#*

HCG组 20 10(50.00)#* 10(50.00)#*

PRP组 20 3(15.00)# 17(75.00)#

对照组 20 15(75.00) 5(25.00)

χ2 14.632

P 0.001

  注:与对照组比较,#P<0.05;与PRP组比较,*P<0.05。

2.3 4组妊娠结局比较 G-CSF组、HCG组和PRP
组胚胎着床率、持续妊娠率、临床妊娠率高于对照组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。PRP组胚胎着床

率、持续妊娠率、临床妊娠率高于 G-CSF组、HCG
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表4。
2.4 G-CSF组、HCG组、PRP组治疗前后免疫指标

比较 治疗前G-CSF组、HCG组、PRP组IL-2、IFN-
γ、IL-4、IL-10水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。治疗后 G-CSF组、HCG组和PRP组IL-2、
IFN-γ水平低于治疗前,IL-4、IL-10水平高于治疗前,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见表5。

表4  4组妊娠结局的比较

组别 n 早期流产率(%) 胚胎着床率(%) 持续妊娠[n(%)] 临床妊娠[n(%)]

G-CSF组 20 27.21 52.08#* 8(40.00)#* 11(55.00)#*

HCG组 20 20.00 53.06#* 9(45.00)#* 10(50.00)#*

PRP组 20 11.76 78.00#* 15(75.00)# 17(85.00)#

对照组 20 16.67 38.30 5(25.00) 6(30.00)

χ2 1.111 16.235 10.610 12.525

P 0.774 0.001 0.014 <0.001

  注:与对照组比较,#P<0.05;与PRP组比较,*P<0.05。

表5  G-CSF组、HCG组、PRP组治疗前后免疫指标比较(x±s,μg/L)

组别 n
IL-2

治疗前 治疗后

IFN-γ

治疗前 治疗后

IL-4

治疗前 治疗后

IL-10

治疗前 治疗后

G-CSF组 20 23.53±3.44 17.86±2.52* 16.78±2.91 11.23±1.67* 7.38±1.54 11.36±2.71* 8.37±1.29 10.82±1.65*

HCG组 20 23.67±3.52 18.04±2.58* 16.93±3.02 11.85±1.85* 7.25±1.49 10.92±2.54* 8.22±1.34 11.37±1.59*

PRP组 20 22.96±3.28 17.43±2.61* 16.85±2.96 11.72±1.76* 7.17±1.51 11.74±2.68* 8.43±1.36 11.22±1.61*

F 0.243 0.297 0.013 0.689 0.098 0.482 0.132 0.526

P 0.785 0.744 0.987 0.506 0.907 0.620 0.876 0.594

  注:与同组治疗前比较,*P<0.05。

3 讨  论

  虽然胚胎移植技术不断提升、促排卵方案不断改

进,但是仍有部分患者会出现反复种植失败,其原因

较为复杂,包括免疫排斥、宫腔粘连、移植技术局限、
子宫内膜炎、ERT差等,其中ERT差是导致种植失

败的重要因素[8]。目前,对于改善ERT的方式较多,
如内膜搔刮、药物治疗、宫腔灌注等,但是内膜搔刮具

有明显机械疼痛,而药物治疗会对患者肝肾、胃肠功

能造成影响,且会影响妊娠和分娩,临床应用有一定

限制[9-10]。宫腔灌注是指在特定时期将药物通过宫颈

内口注入宫腔中,从而改善子宫环境的方式,具有无

创、操作简便的优点[11]。但是宫腔灌注的药物多样,
为提高妊娠率,改善患者分娩结局,本研究使用不同

灌注方案来治疗反复种植失败患者,并探讨其对患者

妊娠结局的影响。
G-CSF在卵泡生长发育、排卵、妊娠等方面发挥

重要作用,宫腔灌注可以改善子宫内膜血流信号,促
进增生内膜细胞,刺激内源性细胞因子的分泌,从而

改善ERT[12]。有研究显示,G-CSF灌注后,可以诱导

环磷酸腺苷的生成,从而提高胚胎种植率,同时可以

调节内膜相关受体、因子的表达改善ERT[13]。HCG
为内源性激素的一种,在妊娠过程中具有重要作用,
在胚胎植入期和妊娠早期具有刺激合成雌孕激素、维
持黄体功能、刺激卵母细胞成熟等功能,有研究显示,
HCG灌注后,通过旁分泌作用,增长内膜植入期,达
到改善ERT的作用,且还会促进母胎血管形成、早期

胎盘形成、免疫耐受等,有利于提高胚胎种植率[14-15]。
季晓媛等[16]研究表明,宫腔灌注 HCG治疗反复种植

失败患者,促进胚胎着床,改善了临床妊娠率。PRP
为全血离心后的浓缩物,其包含血管内皮生长因子、
转化生长因子-β、表皮生长因子、源性生长因子等多种

因子,这些因子都具有细胞增殖、迁移、组织再生的促
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进作用,可以促进子宫内膜的恢复,从而改善患者的

妊娠结局[17]。刘科鹏等[18]研究表明,宫腔灌注PRP
可以改善种植失败患者子宫内膜厚度和动脉血流,提
高种植成功率和妊娠成功率。

有学者认为,G-CSF可通过改善血流灌注改善

ERT[11],本研究结果显示,胚胎移植后,G-CSF组、
HCG组和PRP组患者EDV、PSV、RI低于对照组,
子宫内膜血流分型Ⅱ型+Ⅲ型比例高于对照组,且胚

胎着床率、持续妊娠率、临床妊娠率更优,表明不同宫

腔灌注方案都可以加强ERT,改善了患者的妊娠结

局,可能是除了药物的作用外,宫腔灌注的机械操作

还可以刺激旁分泌-内分泌作用,刺激分泌多种内源性

细胞因子,改善ERT[19]。然而PRP组上述指标的改

善均优于其他2组,可能是因为PRP中含有多种生长

因子和细胞因子,其能促进细胞迁移,促进血管生成,
修复子宫内膜,最终促使子宫内膜生长,改善临床妊

娠结局,而且PRP取材方便,制作成本低,主要来源

于自体血浆,避免出现免疫排斥反应,所有具有一定

的临床应用价值。1型辅助性T淋巴(Th1)细胞能诱

导NK细胞活化,2型辅助型T淋巴(Th2)细胞则可

分泌IL-10、IL-4细胞因子,Th1细胞相关指标(IL-2、
IFN-γ)水平降低可诱导免疫耐受,Th1和 Th2间的

平衡在胚胎种植时起着重要作用[13]。进一步研究表

明,治疗后G-CSF组、HCG组和PRP组的IL-2、IFN-
γ水平降低,IL-4、IL-10水平升高,表明不同宫腔灌注

方案都可以改善患者的免疫状态。
综上所述,宫腔灌注 G-CSF、HCG、PRP治疗反

复种植失败患者均可改善患者的子宫动脉血流,提高

患者胚胎着床率、持续妊娠率、临床妊娠率,改善患者

的免疫状态,且宫腔灌注PRP患者妊娠结局优于其

他2组患者。后续应扩大样本量,继续研究证实。
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