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精子DNA碎片对IVF和ICSI中囊胚形成的影响
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  摘 要:目的 探讨精子DNA碎片对体外受精(IVF)和单精子卵浆内注射技术(ICSI)中囊胚形成的影响。
方法 选取在该院生殖医学诊疗中心行IVF/ICSI治疗的患者夫妇,按精子DNA碎片指数(DFI)的结果分为4
组,把第3天(D3)胚胎培养成囊胚,分析各组囊胚形成率、可用囊胚形成率和优质囊胚形成率,并且通过Logis-
tic多因素回归模型分析囊胚形成的影响因素。结果 随着DFI的升高,囊胚形成率、可用囊胚形成率和优质

囊胚形成率呈现下降趋势,Logistic多因素分析结果提示精子活力、DFI和授精方式与囊胚形成结局显著相关

(P<0.05)。结论 DFI是囊胚形成过程当中的重要影响因子。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

sperm
 

DNA
 

fragments
 

on
 

blastocyst
 

formation
 

in
 

IVF/

ICSI.Methods Couples
 

who
 

received
 

IVF/ICSI
 

treatment
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

according
 

to
 

the
 

re-
sults

 

of
 

sperm
 

DNA
 

fragmentation
 

index
 

(DFI).The
 

third
 

day
 

(D3)
 

embryos
 

were
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into
 

blastocyst,

and
 

blastocyst
 

formation
 

rate,available
 

blastocyst
 

formation
 

rate
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quality
 

blastocyst
 

formation
 

rate
 

were
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group.Logistic
 

multivariate
 

regression
 

model
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to
 

analysis
 

the
 

influence
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of
 

blastocyst
 

formation.Results With
 

the
 

increasing
 

of
 

DFI,blastocyst
 

formation
 

rate,available
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formation
 

rate
 

and
 

high
 

quality
 

blastocyst
 

formation
 

rate
 

showed
 

a
 

downward
 

trend,and
 

Logistic
 

multivariate
 

analysis
 

suggested
 

that
 

sperm
 

motility,DFI
 

and
 

fertilization
 

mode
 

significantly
 

correlated
 

with
 

blastocyst
 

for-
mation

 

outcomes.Conclusion DFI
 

index
 

is
 

an
 

important
 

effect
  

factor
 

on
 

blastocyst
 

formation.
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  精子DNA碎片指的是精子成熟过程中在各种因

素的作用下,其DNA片段发生断裂、交联等损伤。当

这种存在碎片的精子数量超过一定程度,可能导致男

性不育。而这种精子DNA损伤导致的男性不育通常

无法通过常规的精液分析检查出来,成为不明原因不

育[1]。近年来,辅助生殖技术(ART)的广泛应用为患

者带来了孕育新生命的希望。在应用ART治疗过程

中,这些患者的预后与结局受到高度的重视。有研究

表明,精子DNA损伤与反复的胚胎质量差、种植失败

及流产存在密切的关系[2],但对于精子DNA损伤通

过何种途径影响妊娠结局,以及影响胚胎发育的哪个

阶段,目前仍然没有统一的结论。近年来,把第3天

(D3)的胚胎培养成为囊胚,再移植到子宫内膜的技术

受到生殖界的青睐,囊胚具有种植率高,与子宫内膜

移植窗口期更为同步等优点,成为实验室开展囊胚培

养的着眼点。使用囊胚培养更是能准确地反映和评

估胚胎发育潜能的重要手段[3]。已经有学者对精子

DNA碎片是否会影响到胚胎的发育潜能或者影响到

卵裂期胚胎发育成囊胚进行了研究[4-5]。这些研究主

要使用单因素分析法,鉴于影响囊胚形成的影响因素

众多,仅使用单因素进行分析有可能造成偏倚,因此,
有必要进一步使用多因素分析法分析各因素对囊胚

形成的影响,从而观察DNA完整性对囊胚形成结局

的独立作用。
1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾分析2016年1月至2018年12
月在本院生殖医学诊疗中心行囊胚培养周期的患者

夫妇资料。纳入标准:女方年龄≤35岁,受精方式包

括常规体外受精(IVF)和单精子卵浆内注射技术(IC-
SI)。排除标准:(1)经皮附睾/睾丸穿刺取精(PESA/
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TESA)周 期;(2)女 方 卵 巢 储 备 功 能 低 下,参 照

ZHANG等[6]介绍的标准,基础窦卵泡数<5个,或者

基础促卵泡生成素(FSH)>10
 

U/L,或者曾经出现过

前一个卵巢刺激周期获卵数<5个的卵巢低反应史;
(3)卵母细胞冷冻周期。

1.2 方法

1.2.1 促排卵方案 在促排卵的前1个月经周期的

黄体中期开始用促性腺释放激素激动剂(GnRH-a)进
行降调。用GnRH-a后16~20

 

d,达到降调标准后使

用促性腺激素(Gn)启动,同时B超监测卵泡发育,并
测量血清性激素水平,当至少1个卵泡直径达18

 

mm
或至少3个卵泡直径达17

 

mm时,注射人绒毛膜促

性腺激素(HCG)。注射HCG后34~36
 

h取卵。

1.2.2 精液采集及处理 男方禁欲3~5
 

d,取卵日

用手淫法收集精液。使用上游法或密度梯度离心法

处理精液。

1.2.3 IVF和胚胎培养 取卵术后,收集和观察卵

母细胞形态,根据处理后精子数量选择IVF方案或者

ICSI方案进行受精。若受精率低,则采取补救卵胞浆

内单精子注射(R-ICSI)方案。受精72
 

h后观察D3
胚胎情况。

1.2.4 囊胚培养 采用Quinn's
 

Adavantage序贯培

养液或 Vitrolife序贯培养液对卵裂期胚胎作囊胚培

养,按试剂说明书操作。第5天(D5)上午进行观察,
若当天形成可用囊胚则移植,若未形成则在第6天

(D6)再观察,若有可用囊胚形成再移植。囊胚的评价

标准采用 Gardner人类囊胚分级系统,D5评分≥
3BB、D6评分≥4BB定义为优质囊胚,D5评分>
3CC、D6评分>4CC定义为可用囊胚。

1.2.5 精子染色质结构分析试验(SCSA)检测精子

DNA碎片指数(DFI) 精液液化后用 TNE(Tris,

NaCl,EDTA)缓 冲 液 进 行 稀 释,使 精 子 浓 度 为

(1~2)×106/mL,取0.05
 

mL稀释后的悬液置于流

式细胞仪进样管中,加入0.1
 

mL酸处理液处理30
 

s,
再加入0.3

 

mL吖啶橙染色液,调整精子流速。检测

5
 

000个精子的荧光,用软件分析各种荧光的精子比

例,并且计算出DFI。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计学软件进行

数据处理及统计分析,计量资料以x±s表示,若满足

正态分布及方差齐性的条件,多组间比较采用单因素

方差分析,多组间中的两两比较采用SNK-q 检验;若
不符合正态分布,则采用非参数检验进行比较。而单

向有序分类资料的比较,采用线性相关趋势分析法或

者χ2 检验。囊胚培养结局与各变量之间的关系使用

二分类Logistic回归分析。以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 患者夫妇一般资料 符合条件的患者夫妇的基

础情况见表1。

2.2 各组囊胚培养结果 各组的囊胚形成状况见表

2。随着DFI的升高,囊胚形成率、可用囊胚形成率和

优质囊胚形成率呈现下降趋势。

表1  患者的基础条件和获卵数(x±s)

DFI n
女方年龄

(岁)

BMI

(kg/m2)

不孕年限

(年)

基础FSH

(U/L)

基础E2
(pg/mL)

获卵数

(个)

Gn用量

(U)

男方年龄

(岁)

<20% 342 30.21±3.22 21.48±3.07 3.95±2.48 5.58±1.82 56.72±35.06 15.27±6.13 2
 

339.20±1
 

032.97 32.77±4.59

20%~<30% 133 30.07±3.22 21.13±2.97 4.13±2.74 5.59±1.72 58.86±27.03 15.53±6.27 2
 

362.41±902.64 32.07±3.96

30%~<40% 94 30.33±3.06 21.39±3.54 4.34±3.04 6.12±2.03 52.15±21.56 15.16±6.96 2
 

482.98±900.47 33.19±4.26

≥40% 60 30.55±3.22 21.76±3.10 3.88±2.32 5.87±1.87 57.47±25.12 14.47±5.78 2
 

448.54±861.99 32.02±3.52

P 0.864 0.366 0.595 0.160 0.168 0.056 0.602 0.210

表2  各组囊胚培养结果

DFI 囊胚培养周期数(个) 囊胚培养数(个) 囊胚形成率(%) 可用囊胚形成率(%) 优质囊胚形成率(%)

<20% 467 2
 

057 55.75 44.13 20.79

20%~<30% 194 818 52.67 43.21 19.75

30%~<40% 134 535 45.00 32.50 11.87

≥40% 73 299 18.92 10.81 2.07

P - - 0.001 0.002 0.010

  注:-表示无数据。

2.3 多因素回归分析 把DFI和能够影响囊胚形成

率的其他变量,如女方基础条件、授精方法,以及男方

精子浓度、活力及形态等作为协变量,把是否形成囊

胚作为因变量进行Logistic多因素回归模型分析,在
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模型中把有囊胚形成设定为1,没有形成囊胚设定为

0;把不孕因素中的男方因素设定为1,女方因素设定

为2,双方因素设定为3,其他因素设定为4;把授精方

法中的IVF设定为1,ICSI设定为2,R-ICSI设定为

3。结果提示精子活力、DFI和授精方式与囊胚形成

结局显著相关(P<0.05),见表3。
表3  囊胚形成多因素Logistic回归分析

项目 β Wald P OR 95%CI

女方年龄 0.027 0.891 0.345 1.028 0.971~1.088

BMI -0.045 3.433 0.064 0.956 0.912~1.003

不孕年限 -0.008 0.076 0.783 0.992 0.936~1.051

基础FSH -0.018 0.195 0.659 0.982 0.908~1.051

获卵数 0.024 3.223 0.073 1.024 0.998~1.051

男方年龄 -0.007 0.132 0.717 0.993 0.957~1.031

精子浓度 -0.001 0.037 0.848 0.999 0.994~1.005

精子活力 0.011 6.561 0.010 1.011 1.003~1.019

精子形态 0.036 1.099 0.295 1.036 0.969~1.108

DFI -0.016 5.128 0.024 0.984 0.970~0.998

不孕因素

 男方因素 - 6.395 0.094 1.000 1.000

 女方因素 0.183 0.590 0.442 1.201 0.753~1.916

 双方因素 0.022 0.008 0.930 1.022 0.632~1.653

 其他因素-0.344 1.901 0.168 0.709 0.435~1.156

授精方式

 IVF - 20.73 0.000 1.000 1.000

 ICSI -1.134 17.99 0.000 0.322 0.191~0.543

 R-ICSI -0.601 7.142 0.008 0.548 0.353~0.852

  注:-为无数据。

3 讨  论

精子DNA片段发生损伤是外界理化因素及内在

精子缺陷共同作用的结果[7]。较高的精子DNA损伤

率可以引起男性不育[8]。而随着生殖医学技术的发

展和进步,不少不孕不育夫妇接受ART而成功妊娠,
因此,精子DNA损伤程度对于采取了ART治疗后的

临床结局及预后是否也存在着影响,是一个重要的研

究课题。目前,已经有大量的研究表明,精子DNA损

伤与不良的IVF妊娠结局有密切关系[4,9]。
胚胎的体外培养是IVF过程中至关重要的一环,

胚胎的质量直接影响妊娠结局。利用卵裂期胚胎培

养至囊胚阶段,观察其是否形成囊胚或者囊胚是否可

用,比起单纯的对卵裂期胚胎进行形态学评估,更能

客观、准确地反映胚胎的质量与发育潜能[3]。因此,
本研究通过观察囊胚培养结局作为胚胎发育潜能指

标来研究精子DNA损伤对其的影响。研究发现,随
着精子DNA损伤程度的升高,囊胚形成率、可用囊胚

形成率和优质囊胚形成率呈现下降趋势,表明精子

DNA碎片能影响卵裂期胚胎发育到囊胚的过程,与
VIRRO

 

等[10]和 NI等[5]的研究结果相同。SIMON
等[11]把这种影响称为胚胎晚期发育的父源效应。

先前已经有研究报道了精子DNA碎片对囊胚发

育的影响[12],然而由于女方年龄、卵巢储备功能及使

用的授精方法也可能影响到囊胚形成结局[13-14],对研

究结论造成干扰。为此本研究不但选取了年龄35岁

以下、卵巢储备功能好的女性患者作为研究对象,还
把这些因素及授精方法等变量纳入Logistic多因素

回归模型进行分析,结果显示,囊胚形成与授精方式

有关,与唐永梅等[15]的研究相符合。除此以外,从模

型分析结果还可以看出,男方精液参数中的精子活力

也能影响囊胚形成,可能与精液处理过程中所选择的

方法有关[16]。综合分析以上因素及模型分析结果,笔
者认为DFI是囊胚形成过程中的重要影响因子。

精子DNA损伤能够广泛地影响胚胎细胞各个发

育过程,包括受精、细胞分裂、胚胎发育和着床过程。
带有DNA损伤的精子与卵母细胞受精后,卵母细胞

会以有限的修复能力启动DNA修复程序,但严重的

DNA损伤卵母细胞无法修复,可能会激活凋亡通路,
诱导胚胎凋亡,以上机制可能是影响胚胎发育潜能的

重要机制之一[17]。
综上所述,本研究探讨了精子DNA完整性对囊

胚形成的影响,可为今后深入研究精子DNA完整性

对囊胚形成的预测价值及作用机制奠定基础。
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