阴道超声引导下胚胎移植对于反复种植失败患者妊娠结局的影响
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[摘要] 目的：探讨阴道超声引导下胚胎移植对于反复种植失败（repeated implantation failure, RIF）患者冻融胚胎移植妊娠结局的影响。方法：回顾性分析2017年6月至2019年6月，本中心进行IVF-ET（in vitro fertilization and embryo transfer）周期患者中，再次行冻融胚胎囊胚移植的48例RIF患者临床资料，根据胚胎移植时是否使用阴道超声引导下移植分为实验组（24例）和对照组（24例）。分析比较两组间的胚胎种植率、临床妊娠率及流产率。结果：实验组临床妊娠率（37.50%）和胚胎种植率（29.26%）均显著高于对照组（分别为29.16%、21.05%），差异具有统计学意义（P < 0.05）；流产率对照组（14.28%）和实验组（11.11%）无统计学差异（P > 0.05）。结论：采用阴道超声引导下胚胎移植可显著改善RIF患者的临床妊娠结局。
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The effect of transvaginal ultrasound-guided embryo transfer on pregnancy outcome in patients with repeated implantation failure
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of transvaginal ultrasound-guided embryo transfer on the pregnancy outcome of patients with recurrent implantation failure (RIF). Methods: From June 2017 to June 2019, the clinical data of 48 RIF patients who underwent frozen thawed embryo transfer again were analyzed retrospectively. According to whether the embryo transfer was guided by transvaginal ultrasound, they were divided into experimental group (24 cases) and control group (24 cases). The clinical pregnancy rate, embryo implantation rate and spontaneous abortion rate between the two groups were analyzed and compared. Results: The clinical pregnancy rate (37.50%) of the experimental group and embryo implantation rate (29.26%) of the experimental group were significantly higher than those of the control group (29.16% and 21.05%, respectively), the difference was statistically significant (P < 0.05); the difference of the abortion rate of the control group (14.28%) and experimental group (11.11%) has no statistically significance (P > 0.05). Conclusion: Transvaginal ultrasound-guided embryo transfer can significantly improve the clinical pregnancy outcome of RIF patients.
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现代辅助生殖技术为不孕不育患者的治疗带来了革命性的改变，但仍有相当一部分患者历经多次胚胎移植仍然不能获得妊娠，已成为当前生殖领域亟待解决的问题。反复种植失败（recurrent implantation failure，RIF）是指不孕患者经多个体外受精（in vitro fertilization，IVF），并移植多个胚胎而未发生胚胎着床或临床妊娠[1]。目前国内外对于RIF 的诊断还没有统一标准，以Coughlan等提出的“年龄小于40岁，移植周期超过3个（新鲜胚胎移植+冻融胚胎移植），移植胚胎数≥４枚优质卵裂期胚胎或≥２枚囊胚后，仍未获得妊娠的不孕女性”这一定义被采用率最高[2]。本研究采用回顾性分析方法，观察经阴道超声引导下的冻融胚胎移植对于RIF患者妊娠结局的改善情况，以期对RIF的妊娠结局改善提供新的治疗方案。
1 资料与方法

1.1一般资料  选取2017 年6 月至2019 年6 月于复旦大学附属中山医院生殖医学中心行IVF/ICSI（in vitro fertilization/ intracytoplasmic sperm injection）治疗的RIF患者共48例。纳入标准：符合RIF的诊断标准，女方年龄小于40岁，经IVF-ET（in vitro fertilization and embryo transfer）移植3次及以上均未能获得妊娠者[2]；排除标准：（1）移植前经宫腔镜检查，有子宫内膜病变的不孕患者；（2）经免疫学检查，患有自身免疫疾病的不孕患者；（3）经染色体检查，存在染色体异常的不孕患者；（4） 合并输卵管积水的不孕患者；（5）合并子宫肌瘤、子宫腺肌症和子宫内膜异位症的不孕患者。

1.2 冷冻胚胎移植周期内膜准备方法 所选病例采用冻融胚胎移植周期方案，激素替代法进行内膜准备：于月经第2-3 天开始予补佳乐片口服，依据内膜厚度决定药量，4-6 mg/d，当内膜厚度> 7 mm时予以黄体酮转化，以口服地屈孕酮(40 mg/d)和阴道用安琪坦（600 mg/d）日为D0，D5行囊胚解冻和囊胚移植。移植后第14天如果确定妊娠，则进一步继续黄体支持治疗；如未妊娠则停止用药。
1.3 胚胎复苏及移植 冷冻囊胚的解冻为移植前4h 进行，移植前对所移植囊胚行激光打孔辅助孵出，胚胎移植统一采用美国COOK 公司移植管。囊胚评分采用Gardner 评分系统[3]，选择囊胚评分在3BC或3CB以上级别的囊胚进行移植。采用日立阿洛卡F37全数字彩色多普勒超声诊断仪，探头频率4.5～7.5MHz。
IVF具体胚胎移植方法：患者排空膀胱，取膀胱截石位。对照组（24例）采用腹部超声引导下胚胎移植。实验组（24例）患者采用阴道超声引导下胚胎移植方法，首先将移植外管轻轻送入至宫颈内口处，然后将阴道超声探头送入阴道内，达阴道穹窿部，扫查出子宫长轴正中矢状面，确定移植管外管的顶端位于宫颈内口处；随后将携带有胚胎的移植内管缓缓送入移植外管，在阴道超声监测下观察内管的移植位置，当移植内管顶端位于子宫内膜宫底部内膜最厚处，即缓慢将胚胎注入宫腔，随后撤出移植内管和移植外管，阴道超声再次确定胚胎移植位置位于宫底部。（见图1）
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图1 阴道超声引导下胚胎移植 

红色箭头所指的红色圆圈内为胚胎位置，蓝色箭头所指为缓缓撤出的胚胎移植内管。

1.4 观察指标 胚胎移植术后14天患者进行血清β-HCG水平检测，β⁃HCG > 5 mIU/mL定义为生化妊娠；胚胎移植后28天B超检查见宫内妊娠囊及原始心管搏动定义为临床妊娠。临床妊娠率为临床妊娠周期数与移植周期数之比；胚胎种植率为超声可见妊娠囊数与移植胚胎数之比，流产率为流产例数与临床妊娠周期数之比。
1.5 统计学分析 采用SPSS 18.0软件进行统计学分析，正态分布计量资料以均数±标准差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分析；计数资料以率（％）表示，采用卡方（χ2）检验或者Fisher 确切概率法检验。以P＜0.05 认为差异具有统计学意义。
2 结  果
2.1  一般资料分析 两组患者在年龄、不孕年限、既往移植失败周期等方面均无显著差异，两组间转化日子宫内膜厚度及平均移植胚胎数无显著性差异，见表1。
表1 实验组与对照组患者一般临床资料比较

	临床参数
	对照组（24例）
	实验组（24例）
	P值

	年龄（岁）
	31.56±3.61
	32.74±2.75
	> 0.05

	不孕年限（年）
	3.88±1.91
	4.05±1.57
	> 0.05

	既往移植失败周期（次）
	3.79 ±0.51
	3.85±0.79
	> 0.05

	转化日内膜厚度（mm）
	8.55±1.85
	8.69±1.32
	> 0.05

	移植胚胎数（个）
	1.59±0.41
	1.69±0.31
	> 0.05


2.2 实验组与对照组临床妊娠结局比较 实验组的RIF患者其胚胎种植率（29.26%）和临床妊娠率（37.50%）均显著高于对照组（分别为21.05%和29.16%），差异均有统计学意义（P < 0.05）；对照组的流产率（14.28%）与观察组（11.11%）相比差异无统计学意义（P > 0.05）。见表2。
表2 实验组与对照组的不同妊娠结局比较

	
	对照组（24例）
	实验组（24例）
	P值

	胚胎种植率(%)
	21.05% (8/38)
	29.26%(12/41)
	< 0.05

	临床妊娠率(%)
	29.16% (7/24)
	37.50% (9/24)
	< 0.05

	流产率(%)
	14.28% (1/7)
	11.11% (1/9)
	> 0.05


3 讨  论

反复种植失败已经成为阻碍体外受精-胚胎移植（IVF-ET）妊娠率进一步提高的瓶颈问题, 且日益受到生殖医学界的广泛关注。但对RIF的发生原因尚不完全清楚, 亦没有明确有效的治疗措施[4]。影响胚胎种植的因素很多，在植入前的任何一个环节异常都有可能导致胚胎着床失败，目前常用的具体改良策略包括植入前宫腔镜检查，子宫内膜搔刮术，序贯移植法等。Margalioth等的分析证实[5], 对有IVF-ET失败史的患者行宫腔镜检查，对子宫内膜息肉、黏膜下肌瘤、宫腔粘连等病变进行相应处理，可显著提高再次移植的成功率。另有学者提出在胚胎移植前行子宫内膜搔刮术可显著提高RIF患者的胚胎种植率、妊娠成功率和活婴出生率[6]。Machtinger 等报道[7]，对 RIF 患者采用2 次移植的方法，可提高种植率及妊娠率。但关于阴超引导下移植法用于改善RIF妊娠结局的研究，国内尚未见报道。

传统的胚胎移植方法是在经腹超声引导下进行，这种方法简便易行。但移植前患者需要充盈膀胱，而且对于肥胖或者腹部胀气的患者，腹部超声往往不能很好的观察到胚胎移植的精确位置。经阴道超声阴道下的胚胎移植在国外已有不少文献报道，但这种方法是否可以改善IVF患者的妊娠结局，还是颇有争议。Kojima 等[8]认为经阴道超声引导下的移植可以显著改善IVF患者的妊娠结局。Bodri 等[9]认为经阴道超声引导下的移植与传统的经腹部超声引导下的移植相比，并不会提高妊娠结局，但是可以提高患者的舒适感，因为患者不用充盈膀胱。Karavani等[10]认为虽然经阴道超声引导下的移植并不能显著提高临床妊娠率，但可以提高移植的可视性，对于患者起到很好的心理安抚作用。
本研究中，我们入组的RIF患者，再次移植前均进行了宫腔镜检查和免疫学检查，排除了子宫内膜容受性和免疫因素导致的移植失败，结果表明经阴道超声引导下的胚胎移植确实可以改善RIF患者的妊娠结局。这与Anderson 等[11]报道，对于前次移植失败的患者，再次移植时应用经阴道超声引导的胚胎移植可显著改善妊娠结局的结论一致。因为经阴道超声引导下的胚胎移植，可以对于移植的胚胎进行比较精确的定位，避免了单纯腹部超声引导下移植位置可视度不够的弊端。另外，有研究表明，胚胎移植时移植管进入宫腔的时间越长，或碰触宫腔壁均可降低胚胎着床率[12]。我们经阴道超声引导下移植可以清楚的看到移植管的移动位置，缩短了移植时间，也是提高临床妊娠率的一个因素。
另外本研究无论对照组还是实验组，均采用了冷冻周期的囊胚移植。因为与新鲜周期胚胎移植相比，胚胎冻融后移植的新生儿活产率较高[13]。Walsh 等通过一项为期5 年的研究证实[14], 囊胚移植对于 RIF 患者是有益的。而且囊胚培养可降低宫外孕风险并淘汰掉发育潜能差的胚胎[15]。
综上所述，经阴道超声引导下的胚胎移植可以改善RIF患者的临床妊娠结局，提高临床妊娠率和胚胎种植率。但本研究样本量较小，可能影响结果的偏倚，因此，未来需要大规模随机对照试验来更全面地观察经阴道超声引导的方法对RIF患者的治疗作用。
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