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摘要　 目的　 探究褪黑素（ＭＴ）应用于胚胎体外培养能否改

善卵巢储备功能低下 （ＤＯＲ） 患者体外受精 － 胚胎移植

（ＩＶＦ⁃ＥＴ）治疗效果。 方法　 收集进行辅助生殖治疗的 ＤＯＲ
患者共 １２８ 例，所有患者均采用拮抗剂方案促排卵，根据是

否在胚胎培养液中添加 ＭＴ（ＭＴ 浓度为 １０ － ９ ｍｏｌ ／ Ｌ），将患

者分成褪黑素组（ｎ ＝ ５６）和对照组（ｎ ＝ ７２）。 结果　 两组患

者后期胚胎培养过程中卵子受精率、卵裂率差异均无统计学

意义，但褪黑素组的囊胚形成率（６５. ２２％ ｖｓ ５６. １６％ ）及优

质囊胚率（５２. ９６％ ｖｓ ４０. ９４％ ）均较对照组高，且差异均有

统计学意义 （ Ｐ ＜ ０. ０５）。 两组患者冻胚移植的种植率

（５０. ００％ ｖｓ ３８. ６７％ ）和临床妊娠率（４８. ３９％ ｖｓ ４６. ００％ ）
相比较差异均无统计学意义，但褪黑素组获得优质囊胚的周

期占比数较对照组高（８５. ７１％ ｖｓ ６９. ４４％ ），且差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＭＴ 应用于早期胚胎的体外培养

在一定程度上能促进卵巢储备功能低下患者卵子的发育，提
高胚胎质量，最终可以实质性地改善此类患者的治疗效果。
关键词　 卵巢储备功能低下； 褪黑素； 体外受精 － 胚胎移

植； 治疗效果
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　 　 卵巢储备功能低下（ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｖａｒｉａｎ ｒｅｓｅｒｖｅ，
ＤＯＲ）是指女性卵巢内储备的卵泡数目减少，排出

的卵子质量下降，导致患者生育功能减退，常伴有基

础卵泡刺激素（ ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ）、
抗米勒管激素（ ａｎｔｉ⁃Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＭＨ）水平

降低以及窦卵泡数目（ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｏｕｎｔ，ＡＦＣ）减

少［１］。 ＤＯＲ 患者临床上常表现为月经周期不规律、
经量减少、闭经和不孕等。 该类患者在辅助生殖技

术助孕过程中常面临获卵数少，周期取消率高的困

境，让临床医师和胚胎学家非常棘手。 研究［２ － ３］ 报

道 ＤＯＲ 可能与氧化应激损伤有关，而褪黑素（ｍｅ⁃
ｌａｔｏｎｉｎ，ＭＴ）有强大的抗氧化性，研究［４］ 显示将 ＭＴ
添加至小鼠的体外培养液中能明显提高其囊胚形成

率。 该研究探讨了在胚胎培养液中添加 ＭＴ 是否可

以改善 ＤＯＲ 患者辅助生殖治疗过程中的胚胎发育

情况及最终的临床结局。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 收集 ２０２０ 年 ８—１１ 月于安徽医科

大学第一附属医院生殖医学中心进行体外受精 －胚

胎移植（ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ， ＩＶＦ⁃
ＥＴ）的 ＤＯＲ 患者 １２８ 例，通过掷硬币方式将其随机

分为褪黑素组（ｎ ＝ ５６）和对照组（ｎ ＝ ７２）。 进一步

对采取 ＩＶＦ 和 ＩＣＳＩ 方案的褪黑素组和对照组患者

进行分组，分为采取 ＩＶＦ 方案的褪黑素 Ａ１ 组患者

（ｎ ＝ ３７）和对照 Ｂ１ 组患者（ｎ ＝ ５２），采取 ＩＣＳＩ 方案

的褪黑素 Ａ２ 组患者（ｎ ＝ １９）和对照 Ｂ２ 组患者（ｎ ＝
２０）。 根据本课题组之前的研究［５ － ６］ 结果，添加

１０ － ９ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭＴ（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）可以改善未成

熟卵子的后期发育质量，该研究在褪黑素组的胚胎

培养液中添加该浓度的 ＭＴ。 两组患者的一般临床

资料如年龄、基础 ＦＳＨ 值、体重指数（ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎ⁃
ｄｅｘ， ＢＭＩ）及患者的不孕类型等基本资料差异均无

统计学意义，见表 １。 收集标准：基础 ＦＳＨ 水平 ＞ １０
ＩＵ ／ Ｌ；ＡＭＨ 值 ＜ １. １１ μｇ ／ Ｌ；卵泡早期经阴道 Ｂ 超提

示双侧窦卵数≤７ 个，满足上述其中两条即可［１］。
排除患者双方染色体检查异常、复发性流产、子宫内

膜异位症、子宫腺肌症及排除男方严重少弱精子症

引起的不孕症等。

表 １　 ＤＯＲ 患者的基本临床资料（�ｘ ± ｓ）

项目 褪黑素组（ｎ ＝ ５６） 对照组（ｎ ＝ ７２） ｔ 值 Ｐ 值

年龄（岁） ３２． ７１ ± ３． ６６ ３３． ３３ ± ４． ５０ ０． ８３７ ０． ４０４
ＦＳＨ 值（ＩＵ ／ Ｌ） １０． ２６ ± ３． ８８ １１． ０６ ± ５． ３９ ０． ９３８ ０． ３５０
ＢＭＩ（ｋｇ ／ ｍ２） ２２． ８４ ± ３． ２４ ２３． ００ ± ４． ５９ ０． ２２３ ０． ８２４
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１． ２　 控制性促排卵方案　 月经来潮第 ２ ～ ４ 天根据

性激素水平和卵巢情况启动促性腺激素释放激素拮

抗剂（ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ， Ｇｎ⁃
ＲＨ⁃ａｎｔ）方案（丽申宝、ＨＭＧ 或果纳芬），药物使用 ５
ｄ 后开始监测卵泡发育情况。 当≥３ 个主导卵泡直

径达 １８ ｍｍ，平均每成熟卵泡 Ｅ２ 水平为 ２００ ～ ３００
ｎｇ ／ Ｌ，注射 ｈＣＧ（５ ０００ ～ １０ ０００）ＩＵ 或 ｒｈＣＧ ２５０ μｇ，
３６ ｈ 后 Ｂ 超引导下行阴道穿刺取卵术。
１． ３　 胚胎培养　 取卵后根据精子质量行常规体外

受精（ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ＩＶＦ）或卵胞质内单精子注

射（ｉｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｓｐｅｒｍ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ＩＣＳＩ）受精，ＩＶＦ
受精后 ５ ｈ 拆除卵周颗粒细胞，在倒置显微镜下观

察卵母细胞是否排出第二极体以确认受精，若受精

将其移至卵裂期培养液（澳大利亚 ＣＯＯＫ 公司）中

（褪黑素组于卵裂期培养液添加 ＭＴ）；ＩＣＳＩ 受精后

立即移至卵裂期培养液中（褪黑素组于卵裂期培养

液添加 ＭＴ），置于 ３７ ℃培养箱中继续培养。 所有

卵裂期胚胎均在受精后第 ３ 天移至囊胚期培养液

（澳大利亚 ＣＯＯＫ 公司）中（褪黑素组置于囊胚期培

养液添加 ＭＴ），受精第 ５ ～ ６ 天观察囊胚形成情况，
囊胚期胚胎评分标准参照 Ｇａｒｎｄｅｒ 囊胚分级法。
１． ４　 胚胎冷冻及解冻　 胚胎评分第 ５ 天（Ｄ５）囊胚

等级大于等于 ３ＢＣ 和第 ６ 天囊胚等级（Ｄ６）大于等

于 ４ＢＣ 者可冷冻。 取卵术后第 ２ 次或第 ３ 次月经

来潮后可准备移植冷冻胚胎。
１． ５　 胚胎移植　 该研究纳入的所有患者均选择冻

融周期进行胚胎移植，当患者子宫内膜厚度≥８ ｍｍ
且形态较好时，肌注黄体酮或人绒毛膜促性腺激素

（ｈｕｍａｎ ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ， ｈＣＧ），数天后行胚

胎移植。 移植后继续予以黄体支持，移植第 １４ 天检

测血或尿 ｈＣＧ 值，若为阳性则继续支持治疗。 并于

移植后第 ２８ ～ ３０ 天行阴道超声检查宫腔内有无孕

囊以明确临床妊娠的诊断。
１． ６　 统计指标　 比较两组间卵子成熟率、受精率、
卵裂率、第 ３ 天（Ｄ３）优质胚胎率、囊胚形成率、优质

囊胚率、囊胚种植率及临床妊娠率是否存在差异。
１． ７　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 统计

软件进行数据统计分析。 正态分布计量资料资料采

用（�ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用 ｔ 检验，计数资料采用

χ２ 检验法或 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 褪黑素组与对照组的胚胎发育情况及临床结

局比较　 两组的卵子成熟率、受精率和卵裂率，差异

无统计学意义，但褪黑素组的 Ｄ３ 优质胚胎率、囊胚

形成率及优质囊胚率均较对照组增高，且差异有统

计学意义；褪黑素组获得优质囊胚的周期占比数较

对照组高，且差异有统计学意义。 见表 ２。 已移植

周期中褪黑素组（ｎ ＝ ３１）和对照组（ｎ ＝ ５０）的着床

率和临床妊娠率差异均无统计学意义（目前未出现

流产情况）。 见表 ３。

表 ２　 ＤＯＲ 患者卵子的成熟、受精及胚胎早期发育状况［％ （ｎ ／ Ｎ）］

项目 褪黑素组（ｎ ＝ ５６） 对照组（ｎ ＝ ７２） χ２ 值 Ｐ 值

成熟率 ８８． ２２（２９２ ／ ３３１） ８４． ８６（３１４ ／ ３７０） １． ６７６ ０． １９５

受精率 ９０． ４１（２６４ ／ ２９２） ８９． ５０（２８１ ／ ３１４） ０． １４２ ０． ７０７

卵裂率 ９５． ８３（２５３ ／ ２６４） ９８． ２２（２７６ ／ ２８１） ２． ７２２ ０． ０９９

Ｄ３ 优质胚胎率 ７２． ７３（１９２ ／ ２５３） ５６． ２３（１５８ ／ ２７６） ２０． ４９０ ＜ ０． ００１

囊胚形成率 ６５． ２２（１６５ ／ ２５３） ５６． １６（１５５ ／ ２７６） ４． ５３２ ０． ０３３

优质囊胚率 ５２． ９６（１３４ ／ ２５３） ４０． ９４（１１３ ／ ２７６） ７． ６６５ ０． ００６

优质囊胚周期占比 ８５． ７１（４８ ／ ５６） ６９． ４４（５０ ／ ７２） ４． ６４７ ０． ０３１

表 ３　 ＤＯＲ 患者移植后的妊娠结局［％ （ｎ ／ Ｎ）］

项目 褪黑素组（ｎ ＝ ３１） 对照组（ｎ ＝ ５０） χ２ 值 Ｐ 值

着床率 ５０． ００（２１ ／ ４２） ３８． ６７（２９ ／ ７５） １． ４１３ ０． ２３５
临床妊娠率 ４８． ３９（１５ ／ ３１） ４６． ００（２３ ／ ５０） ０． ０４４ ０． ８３４

２． ２　 采取 ＩＶＦ 方案的褪黑素组和对照组患者的卵

子受精及胚胎早期发育结果　 Ａ１ 组和 Ｂ１ 组的受精

率、卵裂率、囊胚形成率差异均无统计学意义，Ａ１ 组

Ｄ３ 优质胚胎率和优质囊胚率均较 Ｂ１ 组高，且差异

有统计学意义。 见表 ４。

表 ４　 褪黑素组和对照组 ＩＶＦ 患者受精及胚胎

早期发育状况比较［％ （ｎ ／ Ｎ）］

项目 Ａ１ 组（ｎ ＝ ３７） Ｂ１ 组（ｎ ＝ ５２） χ２ 值 Ｐ 值

成熟率 ９１． ７４（２００ ／ ２１８） ８９． ９６（２１５ ／ ２３９） ０． ４３５ ０． ５０９

受精率 ９２． ５０（１８５ ／ ２００） ９４． ８８（２０４ ／ ２１５） １． ００３ ０． ３１７

卵裂率 ９７． ８４（１８１ ／ １８５） ９７． ５５（１９９ ／ ２０４） － ＃ ＞ ０． ９９９

Ｄ３ 优质胚胎率 ７７． ３５（１４０ ／ １８１） ５６． ７８ （１１３ ／ １９９） １８． ０１０ ＜ ０． ００１

囊胚形成率 ６４． ６４（１１７ ／ １８１） ５６． ７８（１１３ ／ １９９） ２． ４４９ ０． １１８

优质囊胚率 ５２． ４９（９５ ／ １８１） ４１． ７１（８３ ／ １９９） ４． ４２２ ０． ０３６

　 　 ＃表示该组数据运用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法

２． ３　 采取 ＩＣＳＩ 方案的褪黑素组和对照组患者的卵

子受精及胚胎早期发育结果　 Ａ２ 组和 Ｂ２ 组的受精

率、Ｄ３ 优质胚胎率、囊胚率和优质囊胚率差异均无

统计学意义，Ａ２ 组卵裂率较 Ｂ２ 组低，且差异有统计

学意义。 见表 ５。
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表 ５　 褪黑素组和对照组 ＩＣＳＩ患者受精及胚胎

早期发育状况比较［％ （ｎ ／ Ｎ）］

项目 Ａ２ 组（ｎ ＝ １９） Ｂ２ 组（ｎ ＝ ２０） χ２ 值 Ｐ 值

成熟率 ８１． ４２（９２ ／ １１３） ７５． ５７（９９ ／ １３１） １． ２１８ ０． ２７０
受精率 ８５． ８７（７９ ／ ９２） ７７． ７８（７７ ／ ９９） １． ２２１ ０． ２６９
卵裂率 ９１． １４（７２ ／ ７９） １００． ００（７７ ／ ７７） － ＃ ０． ０１４
Ｄ３ 优质胚胎率 ７２． ２２（５２ ／ ７２） ５８． ４４（４５ ／ ７７） ３． １１０ ０． ０７８
囊胚形成率 ６６． ６７（４８ ／ ７２） ５４． ５５（４２ ／ ７７） ２． ２８６ ０． １３１
优质囊胚率 ５４． １７（３９ ／ ７２） ３８． ９６（３０ ／ ７７） ３． ４６０ ０． ０６３

　 　 ＃表示该组数据运用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法

３　 讨论

　 　 卵巢储备功能减退是一个渐进的过程，早期

ＤＯＲ 若未及时诊治，可能进一步发展到早发性卵巢

功能不全（ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ， ＰＯＩ），甚
至卵巢早衰［７］。 在该研究中，通过在 ＤＯＲ 患者的胚

胎培养液中添加 ＭＴ，观察其胚胎发育情况及临床

治疗结局以了解 ＭＴ 是否能改善胚胎发育。
　 　 该研究显示胚胎培养液添加 ＭＴ 后，ＤＯＲ 患者

的卵子受精率和卵裂率与对照组差异无统计学意

义，而褪黑素组的 Ｄ３ 优质胚胎、囊胚和优质囊胚均

较对照组高，且差异有统计学意义。 Ｇａｏ ｅｔ ａｌ［８］ 在
小鼠胚胎培养液中添加 ＭＴ，其囊胚形成和胚胎中

的平均细胞数均有明显提高。 Ｂａｔıｏｇ̌ｌｕ ｅｔ ａｌ［９］ 在女

性不孕症患者培养液中补充 ＭＴ，卵子成熟率呈提

升趋势，但差异无统计学意义。 这些结果均提示

ＭＴ 可以改善人类卵子的后期发育，作用机制可能

与 ＤＯＲ 致病机制及 ＭＴ 特性相关。 Ｍａ ｅｔ ａｌ［１０］发现

氧化应激参与 ＰＯＩ 的发生。 而卵母细胞发生氧化应

激后可能导致卵子受精后胚胎体外发育异常。 Ｐａｒｋ
ｅｔ ａｌ［１１］发现 ＭＴ 可以通过减少卵子体外成熟过程中

的内质网应激改善猪卵母细胞的成熟。 以上结果提

示 ＤＯＲ 患者的卵巢功能减退可能与氧化应激相关，
在胚胎培养液中添加一定浓度的 ＭＴ 能对抗氧化应

激对胚胎造成的损伤，促进胚胎的后期发育。
　 　 ＩＶＦ 方案两组患者的受精率、卵裂率、囊胚形成

率的差异均无统计学意义，但 Ａ１ 组 Ｄ３ 优质胚胎率

和优质囊胚率均高于 Ｂ１ 组，且差异有统计学意义。
另外，ＩＣＳＩ 方案两组患者的受精率、Ｄ３ 优质胚胎率、
囊胚形成率和优质囊胚率的差异均无统计学意义，
但卵裂率差异有统计学意义。 以上结果表明，在精

子质量有保障的前提下，ＭＴ 可以提高卵子发育潜

力，改善胚胎发育质量。

　 　 胚胎质量是影响胚胎着床的决定性因素之一，
获得 更 多 优 质 囊 胚 的 ＤＯＲ 患 者 受 孕 概 率 增

加［１２ － １３］。 Ａｓｇａｒｉ ｅｔ ａｌ［１４］ 在小鼠胚胎培养液中分别

添加 １０ 和 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭＴ，卵裂率、囊胚的总细

胞数及胚胎植入均有显著改善。 Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ［１５］ 在
２０２０ 年发表的系统性综述中分析了 １３ 份动物培养

液中添加 ＭＴ 的实验报导，５ 份关于人类不孕症和 １
份关于 ＤＯＲ 患者口服 ＭＴ 的病例报导，结果显示

ＭＴ 能改善动物卵母细胞的质量和胚胎发育，并促

进不孕症患者卵子成熟及提高胚胎质量。 但褪黑素

组所获得优质囊胚的周期数较对照组高，且差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 目前对于人类胚胎培养液

中直接添加 ＭＴ 的研究尚少，该研究的结果证明了

在胚胎培养液中添加 ＭＴ 能够促进 ＤＯＲ 患者的胚

胎发育，获得更多的优质胚胎，从而为 ＤＯＲ 患者的

生育力改善提供更多的保证。 该研究中，褪黑素组

和对照组的着床率和临床妊娠率差异均无统计学意

义，说明两组优质囊胚质量是相当的。 因此，改善

ＤＯＲ 患者临床结局的关键就是尽可能获得更多优

质囊胚。 该研究结果显示褪黑素组所获优质囊胚的

周期占比数较对照组高，且差异有统计学意义，这说

明 ＭＴ 应用于早期胚胎的体外培养能提高 ＤＯＲ 患

者卵子的发育潜力，使更多治疗周期获得优质囊胚，
进而改善 ＤＯＲ 患者的治疗效果。
　 　 综上所述，ＭＴ 应用于早期胚胎的体外培养在

一定程度上能促进 ＤＯＲ 患者卵子的发育，提高胚胎

质量，改善 ＤＯＲ 患者的治疗效果，为 ＤＯＲ 患者的临

床治疗提供了一种新思路，具有重要的临床应用价

值。
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