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卵泡液激素水平和卵泡大小与卵母细胞发育潜能的相关研究*
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  摘 要:目的 探讨卵泡液中生殖激素水平和卵泡大小与卵母细胞发育潜能的关系。方法 一对一搜集

48例行胞浆内单精子注射(ICSI)助孕患者的636份卵泡液,测量各卵泡直径[直径≥18
 

mm(大卵泡),14~<
18

 

mm(中卵泡),<14
 

mm(小卵泡)]并记录,测定卵泡液中促卵泡生成素(FSH)、促黄体生成素(LH)、雌二醇

(E2)、睾酮(T)水平,拆蛋后记录获取的卵母细胞的成熟度[生发泡期(GV)、第一次减数分裂中期(MⅠ)、第二

次减数分裂中期(MⅡ)]。对444枚 MⅡ卵行ICSI助孕,观察实验室结局。结果 MⅡ组FSH水平显著高于

GV组和 MⅠ组,差异有统计学意义(P<0.05);GV组FSH 水平与 MⅠ组比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。大卵泡组、中卵泡组和小卵泡组FSH、LH、E2、T水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。大卵泡组

双原核受精率高于小卵泡组和中卵泡组,差异有统计学意义(P<0.05);大卵泡组可利用胚胎率高于小卵泡组

和中卵泡组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 卵泡液中
 

FSH、LH、T水平与卵母细胞成熟度密切相关,
直径≥18

 

mm的卵泡获取的 MⅡ卵发育潜能优于直径<18
 

mm的卵泡。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

of
 

follicular
 

fluid
 

hormone
 

levels
 

and
 

follicle
 

size
 

with
 

oocyte
 

developmental
 

potential.Methods Follicular
 

fluid
 

of
 

636
 

follicles
 

were
 

collected
 

from
 

48
 

patients
 

un-
dergoing

 

ICSI
 

treatment
 

and
 

all
 

the
 

follicle
 

size
 

were
 

measured
 

and
 

recorded
 

[diameter≥18
 

mm(big
 

follicle
 

group),14-<18
 

mm(middle
 

follicle
 

group),<14
 

mm(small
 

follicle
 

group)].Maturity
 

of
 

the
 

oocytes
 

was
 

re-
corded[(germinal

 

vesicle,GV),(metaphase
 

Ⅰ,MⅠ),(metaphase
 

Ⅱ,MⅡ)]and
 

the
 

concentrations
 

of
  

follicle-
stimulating

 

hormone(FSH),luteinizing
 

hormone(LH),estradiol(E2),testosterone(T)
 

were
 

measured.444
 

M
Ⅱ

 

eggs
 

were
 

treatmented
 

with
 

ICSI
 

and
  

laboratory
 

outcomes.Results The
 

level
 

of
 

FSH
 

in
 

MⅡ
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

GV
 

group
 

and
 

MⅠ
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).The

 

level
 

of
 

FSH
 

in
 

GV
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

MⅠ
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

levels
 

of
 

FSH,LH,E2
 

and
 

T
 

between
 

the
 

large
 

follicle
 

group,the
 

medium
 

folli-
cle

 

group
 

and
 

the
 

small
 

follicle
 

group
 

(P>0.05).The
 

fertilization
 

rate
 

of
 

two
 

pronuclear
 

in
 

large
 

follicle
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

small
 

follicle
 

group
 

and
 

medium
 

follicle
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

available
 

embryo
 

rate
 

of
 

large
 

follicle
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

small
 

follicle
 

group
 

and
 

medium
 

follicle
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

con-
centrations

 

of
 

FSH,LH,T
 

in
 

follicular
 

fluid
 

were
 

closely
 

related
 

to
 

oocyte
 

maturity.The
 

oocyte
 

development
 

potential
 

of
 

MⅡ
 

follicles
 

obtained
 

from
 

the
 

follicles
 

≥18
 

mm
 

was
 

better
 

than
 

that
 

from
 

the
 

follicles
 

<18
 

mm.
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  卵母细胞的发育和成熟是一个复杂的过程,促卵

泡生成素(FSH)、促黄体生成素(LH)、雌二醇(E2)、
睾酮(T)、孕激素(P)、褪黑素等与卵母细胞的生长发

育密切相关,为卵母细胞核及胞浆的同步成熟提供内
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环境的卵泡液至关重要,因此卵泡液及其对卵母细胞

的发育成为辅助生殖领域的研究热点[1-2]。在体外受

精胚胎移植过程中胚胎实验室会获得不同成熟度的

卵母细胞,尤其在多囊卵巢综合征患者中,未成熟卵

母细胞体外成熟培养受到越来越多胚胎学家的重视。
但是,目前没有一种未成熟卵体外培养体系能够获得

满意的实验室结局。本研究通过测定不同成熟度的

卵母细胞卵泡液的生殖激素水平,观察不同卵泡大小

来源的第二次减数分裂中期卵(MⅡ)实验室结局,探
讨生殖激素和卵泡大小与控制性超促排卵(COH)过
程中卵母细胞发育潜能的关系,为完善未成熟卵体外

培养体系提供理论依据。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2015年7月至2016年4月接

受胞浆内单精子注射(ICSI)助孕患者作为研究对象。
纳入标准:(1)女性年龄22~35岁;(2)体重指数

(BMI):18~25
 

kg/m2;(3)基础激素正常;(4)无其他

内分泌疾病;(5)因女方输卵管因素或男方因素行IC-
SI助孕;(6)采用《辅助生殖促排卵药物治疗专家共

识》里标准的长方案促排卵[3]。排除标准:(1)高泌乳

素血症;(2)多囊卵巢综合征;(3)子宫内膜异位症;
(4)甲状腺功能亢进症或甲状腺功能低下症。本研究

均经河北医科大学第三医院伦理委员会批准且研究

对象签署知情同意书。
1.2 COH 方案 患者排卵后给予皮下注射醋酸曲

普瑞林(法国益普生)0.1
 

mg/d降调节,至月经第2
天或第3天起检测血清FSH、LH、E2、P及B超监测

研究对象降调节情况。达到降调节(FSH<5
 

mIU/
mL、LH<5

 

mIU/mL、E2<50
 

pg/mL,子宫内膜厚

度<5
 

mm)标准后开始皮下注射醋酸曲普瑞林0.05
 

mg/d直至人绒毛膜促性腺激素(hCG)日,应用醋酸

曲普瑞林至18
 

d时给予促性腺激素(Gn)
 

75~300
 

IU/d直至hCG日,根据超声监测的卵泡情况及血清

激素水平调整Gn用量。当B超提示出现
 

3
 

个及以

上主导卵泡直径≥18
 

mm
 

时,肌肉注射绒毛促性腺激

素5
 

000~10
 

000
 

U,36~38
 

h后经阴道超声引导下

取卵。
1.3 卵泡液标本收集 取卵日,采用单腔取卵针取

卵(美国库克)。记录每个穿刺卵泡的直径,一一对应

收集研究对象卵泡液,将混有血块或者红细胞污染的

卵泡液丢弃。将搜集的无血液污染的卵泡液200×g
离心10

 

min,取上清液3
 

mL置于5
 

mL的EP管内,
标记后置于-80

 

℃冰箱中保存储备。
1.4 体外受精-胚胎培养 胚胎实验室将获得的每个

卵丘复合物单独置于微滴中培养2~4
 

h后拆蛋,观察

卵母细胞成熟度。卵胞浆内可见生发泡,卵周间隙未

见第一极体为生发泡期(GV);卵胞浆内未见生发泡,
卵周间隙未见第一极体为第一次减数分裂中期(M

Ⅰ);卵周间隙可见第一极体为第二次减数分裂中期

(MⅡ)。按卵母细胞成熟度进行分组:GV组、MⅠ组

和 MⅡ组,并根据卵泡直径将 MⅡ卵分为大卵泡组

(直径≥18
 

mm)、中卵泡组(14
 

~<18
 

mm)和小卵泡

组(直径<14
 

mm)。
对 MⅡ卵行ICSI,受精后的卵置于卵裂胚培养液

做成的微滴中。18~20
 

h观察受精情况并记录,观察

到两个极体算正常受精。68~70
 

h进行卵裂胚评分。
卵裂胚评分如下:Ⅰ级,碎片

 

<10%,卵裂球均匀;Ⅱ
级,碎片10%~<25%,卵裂球均匀或略不均匀;Ⅲ
级,碎片25%~<50%,卵裂球不均匀;Ⅳ级,碎片

50%~≤100%,卵裂球不均匀。7~9细胞Ⅰ/Ⅱ级胚

胎定义为优质胚胎,6~10细胞Ⅲ级及以上胚胎为可

利用胚胎。实验室结局中各组双原核(2PN)受精率、
优质胚胎率、可利用胚胎率计算方法如下:2PN受精

率=2PN卵子数/注射 MⅡ卵子总数×100%,优质胚

胎率=优质胚胎数/正常受精胚胎总数×100%,可利

用胚胎率=可利用胚胎数/卵裂胚胎数×100%。
1.5 实验室方法 卵泡液中FSH、LH、E2、T水平

测定采用化学发光法测定,使用德国罗 氏 公 司 的

ELECSYS试剂,严格按照试剂盒说明书操作。
1.6 统计学处理 采用SPSS21.0统计软件处理数

据。呈正态分布的计量资料以x±s表示,用方差分

析对多组均数行显著性检验;计数资料以例数、百分

率表示,比较行χ2 检验;P<0.05表示差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 研究对象一般情况 本研究共纳入48例患者

作为研究对象,平均年龄为(28.23±3.43)岁,平均体

重指数(BMI)为(21.43±1.76)kg/m2,基础FSH 为

(5.94±1.03)mIU/mL,LH 为(4.15±0.84)mIU/
mL,E2为(43.60±5.55)pg/mL,T为(1.06±0.22)
nmol/L。穿刺卵泡688个,共获卵636枚,其中大卵

泡获卵379枚,中卵泡获卵143枚,小卵泡获卵114
枚。拆蛋后观察卵母细胞成熟度:GV卵79枚,MⅠ
卵113枚,MⅡ卵444枚。将444枚MⅡ卵行ICSI治

疗,其中小卵泡来源20枚,中卵泡来源69枚,大卵泡

来源355枚。
2.2 GV组、MⅠ组、MⅡ组激素水平比较 MⅡ组

FSH水平显著高于GV组和 MⅠ组,差异有统计学

意义(P<0.05);GV组FSH水平与 MⅠ组比较,差
异有统计学意义(P<0.05)。MⅡ组LH水平显著高

于GV组和 MⅠ组,差异有统计学意义(P<0.05);
GV组LH 水平与 MⅠ组比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。各组 E2水平比较差异无统计学意义

(P>0.05)。MⅡ组T水平显著高于GV组和 MⅠ
组,差异有统计学意义(P<0.05);GV组 T水平与

MⅠ组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。
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2.3 MⅡ卵各组激素水平比较 大卵泡组、中卵泡

组和小卵泡组FSH、LH、E2、T水平比较,差异无统

计学意义(P>0.05)。见表2。

表1  GV组、MⅠ组、MⅡ组激素水平比较(x±s)

组别 FSH(mIU/mL) LH(mIU/mL) E2(pg/mL) T(nmol/L)

GV组 5.99±0.78* 0.29±0.09 5
 

285.43±1
 

474.24 34.99±2.35

MⅠ组 6.57±1.27 0.30±0.08 5
 

575.51±1
 

552.62 34.86±2.58

MⅡ组 6.93±1.37 0.37±0.05 4
 

967.29±1
 

143.45 41.78±4.26

F 18.671 96.261 2.362 216.954

P <0.001 <0.001 0.095 <0.001

  注:与 MⅠ组比较,*P<0.05。

表2  MⅡ卵各组激素水平比较(x±s)

组别 FSH(mIU/mL) LH(mIU/mL) E2(pg/mL) T(nmol/L)

小卵泡组 6.71±1.47 0.38±0.06 4
 

466.14±735.22 41.52±3.64

中卵泡组 6.93±1.28 0.38±0.05 5
 

419.56±1
 

311.44 41.37±4.39

大卵泡组 6.94±1.39 0.37±0.05 4
 

907.62±950.98 41.88±4.28

F 0.264 1.247 1.032 0.453

P 0.768 0.289 0.357 0.636

2.4 各组2PN受精率、优质胚胎率、可利用胚胎率

比较 从受精率看,大卵泡组2PN受精率高于小卵

泡组和中卵泡组,差异有统计学意义(P<0.05);而小

卵泡组2PN受精率与中卵泡组比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。大卵泡组可利用胚胎率高于小卵泡

组和中卵泡组,差异有统计学意义(P<0.05);而小卵

泡组可利用胚胎率与中卵泡组比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。大卵泡组优质胚率略高于小卵泡和中

卵泡组,但两两比较差异无统计学意义(P>0.05)。
见表3。

表3  各组2PN受精率、优质胚胎率、可利用

   胚胎率比较[%(n/n)]

组别 2PN受精率 可利用胚胎率 优质胚胎率

小卵泡组 60.0(12/20) 26.7(4/15) 25.0(3/12)

中卵泡组 62.3(43/69) 35.7(20/56) 27.9(12/43)

大卵泡组 92.4(328/355)#* 63.9(214/335)#* 34.1(112/328)

  注:与小卵泡组比较,#P<0.05;与中卵泡组比较,*P<0.05。

3
 

 讨  论

  在卵泡早期FSH 可以诱发颗粒细胞逐渐产生

LH受体,随着卵母细胞的发育,颗粒细胞中LH受体

增多,当卵泡成熟最后阶段,产生的E2对LH形成正

反馈,LH达峰值,LH 同时促进卵泡膜细胞产生T,
与FSH共同促进卵母细胞的成熟[4]。
FSH、LH自垂体分泌后经血液运输作用于颗粒

细胞及卵泡膜细胞。FSH在卵泡早期的募集发挥重

要作用,随着卵母细胞成熟度的增加,本研究发现,M
Ⅱ组 FSH 水平显著高于 GV 组和 MⅠ组,GV 组

FSH水平与 MⅠ组比较差异有统计学意义(P<
0.05)。GV组LH水平与MⅠ组比较,差异无统计学

意义(P>0.05),但是 MⅡ组LH水平显著高于GV
组和 MⅠ组,差异有统计学意义(P<0.05)。这可能

是在LH峰发生前环磷酸腺苷(cAMP)和环磷酸鸟苷

(cGMP)抑制细胞成熟因子(MPF)的活性,当LH水

平增加时,卵母细胞内及卵泡内细胞的cAMP和

cGMP急剧降低,对 MPF的抑制作用减弱从而促使

减数分裂继续,促进卵母细胞成熟[5]。本研究结果显

示,不同卵母细胞的卵泡液中E2水平并无显著增加,
甚至随着卵母细胞成熟度增加略有下降,这可能与卵

泡后期卵泡液体积增大对 E2起到稀释作用有关,
WALTERS等[6]研究同样发现这一现象。有研究认

为左右卵巢的E2水平存在显著差异,但是不同卵母

细胞之间E2水平无显著差异[7]。本研究还发现,M
Ⅱ组T水平显著高于GV组和 MⅠ组,这与周易等[8]

研究结果一致。随着卵母细胞的成熟,颗粒细胞LH
受体的增加,T 的生成增加。T 通过

 

PI3K/AKT/
Foxo3a

 

信号通路上调始基卵泡中卵母细胞的胰岛素

样生长因子-1受体促进始基卵泡的激活,同时 T与
 

FSH
 

协同作用,增强
 

cAMP
 

介导的信号通路活性,从
而促进颗粒细胞的增殖和窦前卵泡发育[9-10]。有研究

显示,给予T可显著增加窦前和小窦状卵泡的数目,
减少了卵泡的闭锁,促进卵泡的发育[11]。但是过量的

T,会激活缺氧诱导因子1促进血管内皮生长因子表

达,导致卵巢人血管内皮细胞及平滑肌细胞的增殖,
进而导致卵巢胶原纤维合成过度,间质弥漫性增生,
抑制排卵[12-13]。这在多囊卵巢综合征与非多囊卵巢
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综合征患者的卵泡液比较中得到验证[14]。
卵泡大小与卵母细胞成熟度及发育潜能的关系

一直存在争议。有学者认为卵母细胞的成熟及卵裂

能力与卵泡大小无关[15],也有学者持相反观点[16]。
本研究发现:大卵泡组、中卵泡组和小卵泡组FSH、
LH、E2、T水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
但是大卵泡组受精率、可利用胚胎率显著高于小、中
卵泡组。大卵泡组优质胚率略高于小卵泡和中卵泡

组,但两两比较差异无统计学意义(P>0.05)。国外

有学者同样发现卵泡直径大具有更高的胚胎利用率,
而随卵泡直径减小,卵母细胞成熟度和受精率降低,
胚胎质量下降[17]。不完全的细胞质成熟可能是造成

临床结局差异的原因之一,这也是研究者进行未成熟

卵母细胞体外培养成熟(IVM)后行ICSI治疗结局不

太理想的主要原因。本研究 MⅡ组FSH、LH、T水

平显著高于其余两组,因此笔者认为在对GV、MⅠ卵

行IVM时应适当添加这3类激素可以促进卵母细胞

的成熟。
综上所述,激素与卵泡的发育成熟密切相关,直

径≥18
 

mm的卵泡获取 MⅡ卵行ICSI助孕的实验室

结局优于直径<18
 

mm的卵泡。在超促排卵获取较

大直径的卵泡中,提高卵母细胞细胞核与胞浆成熟的

同步化是IVM获取优质胚胎的重要因素,对于IVM
时各种激素的适宜浓度仍需大样本、多中心的研究。
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