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摘要   目的  探讨各动力学参数对常规IVF受精率的影响。方法  分别对103例常规IVF周期病人的新鲜精液、优化后精液及孵育后三个阶段的精液进行CASA的动力学参数检测，同时根据第五版WHO《人类精液检验及处理实验室手册》，对各组间正常和异常精液进行各组间动力学参数的差异分析。结果  （1） 异常精液组在新鲜精液的大部分参数水平显著低于正常精液组，但经过优化处理以及一定条件下的孵育后，这种差异消失；（2）检测的大部分参数在新鲜精液和优化后精液之间均有极显著性差异，在孵育后精液和优化后精液之间均有显著性差异。此外，各参数同受精率之间均无显著相关性（3）受精组和不受精组间的各动力学参数无显著性差异。结论  使用精液优化方法以及加精之前的孵育过程可以显著改善精子的活动力和直线运动能力；CASA分析各动力学参数的结果，可作为病人精液分析结果诊断的依据，但不能以此推断IVF结局。
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Abstract   Objective   To investigate the influence of sperm motility parameters on fertilization rate in vitro by using computer assisted sperm analysis (CASA) in 103 IVF cycles. Methods   The sperm motility parameters of the fresh semen sample, purified semen sample, and sample after incubation were tested. Also, the difference between normal and abnormal semen groups was tested following the 5th WHO guide. Results   (1) There were significant differences of most parameters between normal and abnormal groups, but these differences disappeared after purification and incubation. (2) Most parameters had extremely significant differences between fresh semen sample and purified sample, and had significant differences between purified sample and sample before insemination. And, there was no significant correlation between the sperm motility parameters and fertilization rate in vitro. (3) There were no significant differences on sperm motility parameers between fertilization and non-fertilization groups. Conclusion   Semen motility and linear motion ability can be significantly improved through purification and incubation. The CASA results of sperm motility parameters can be used as basis of diagnosis, but not as inference of IVF result.
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精液的常规分析是男性生殖系统最直接、客观的检查，其中，精子动力学特征的测定，被认为是鉴定男性生育能力的重要指标。目前临床检验人员大多以WHO《人类精液检验及处理实验室手册》为标准进行临床检查，这种检查往往带有一定的主观性，且重复性较差[1]。为此，计算机辅助精子分析（CASA）因其能更加客观的评价精子活动和运动特征，而日益引起人们的重视。Duncan[2]研究认为传统精液分析在常规IVF受精率高于35%时，预测的精确性较高；而低于35%时，精确性较低。且传统的精液分析方法无法反映出诸如精子获能和超活化等生理过程，而CASA可以基于对获能和受精所必需的生理过程的评价，对精子运动作出快速客观的分析。同时，相对于传统分析方法，在对于精子运动轨迹记录的重复分析上，CASA在质量控制方面更有潜力[3]。我们采用Sperm Class Analyzar精子分析系统对103例常规IVF男性患者精液标本进行分析，以探讨各动力学参数对常规IVF受精结局的影响，现报告如下。
材料与方法
一、研究对象 
从2009年11月11日至2010年1月21日到我院生殖遗传一科行常规IVF周期治疗的男性患者，年龄从26~45岁，平均年龄34岁。患者禁欲2~7d，手淫法取精液收集于洁净无菌的一次性采精杯中，于37℃热台液化，摇匀取少量测量；常规梯度离心处理精液后，取少量测量；孵化后（37℃，5%CO2孵育3~4hr）取少量精液进行测量。
二、检测仪器及方法  
采用精子质量分析仪（Sperm Class Analyzar V.4.0.0, Spanish），将待测精液滴到计数板上，每份标本随机采样至少200条精子以上，检测各项动力学参数，每份标本在3~5min内完成检测。
（1） 检测项目 
运动活跃型精子率（PR）、曲线运动速度（VLC）、直线运动速度（VSL）、平均路径速度（VAP）、 直线性(LIN)、摆动性(WOB)、前向性(STR)。
（2） 精液分组  
根据第五版WHO《人类精液检验及处理实验室手册》， PR≥32%为正常精液组、PR＜32%为异常精液组。
（三）数据处理 
应用SPSS17.0对数据进行统计处理，两组数据比较采用两组成对t 检验,多组数据比较采用单因素方差分析，P ≤0. 05为差异有统计学意义。
 结      果
一、正常精液组和异常精液组动力学参数比较
在新鲜精液组、优化后精液组、孵育后精液组三组中，正常精液组和异常精液组的比较结果及与受精率相关性分析见表1。异常精液组在新鲜精液的大部分参数水平极显著低于正常精液组，提示其活力较差；梯度离心后，差异仍然存在，且正常组PR显著高于异常组。但经过一定条件下的孵育后，该差异消失，异常精液中精子各动力学参数可恢复到正常水平；同时，两组病人的受精率（D1观察原核为2pn）无显著性差异（P=0.39）。
表1 各处理组动力学参数的比较（x±s）
	
	新鲜精液
	
	优化后精液
	
	孵育后精液

	
	异常组
	正常组
	
	异常组
	正常组
	
	异常组
	正常组

	N
	46
	57
	
	46
	57
	
	46
	57

	PR(%)
	
	
	
	70.58±14.95
	77.12±16.38△
	
	72.18±18.37
	74.16±19.80

	VCL(μm/s)
	20.74±3.00
	29.40±6.28*
	
	45.22±6.74
	52.61±9.81*
	
	50.70±8.34
	52.07±11.16

	VSL(μm/s)
	6.61±1.56
	10.93±5.37*
	
	13.67±2.68
	17.88±5.96*
	
	17.87±5.51
	18.82±7.71

	VAP(μm/s)
	13.61±1.94
	18.65±3.48*
	
	23.37±3.36
	27.32±6.12*
	
	27.89±7.08
	28.18±7.59

	LIN(%)
	31.35±4.53
	34.93±5.19*
	
	30.26±4.51
	33.58±6.99*
	
	35.83±7.05
	35.35±8.83

	STR(%)
	49.17±9.23
	55.32±5.78*
	
	58.54±7.73
	64.12±9.59*
	
	66.20±10.16
	65.86±10.81

	WOB(%)
	65.48±5.27
	63.95±3.93
	
	51.70±2.46
	52.30±5.22
	
	53.89±4.37
	53.22±5.40


*：P＜0.01，与异常组相比，有极显著性差异；△：P＜0.05, 与异常组相比，有显著性差异
二、各处理阶段精液的动力学参数分析
分别对三个处理阶段的各动力学参数进行分析，结果见表2。除LIN，其余检测的各个参数在新鲜精液和优化后精液中与新鲜精液相比，之间均有极显著性差异，VCL, VSL. VAP, LIN, STR均显著提高，WOB有所下降，提示优化后精子的活力和运动直线性显著提高；除VCL，其余检测的各个参数在孵育后精液中均比优化后精液中显著提高，提示一定条件下的孵育，也可以显著提高精子的活力和运动能力。进行各项参数与受精率相关性的检测，各参数与受精率之间均无显著相关性。
表2 各动力学参数在精液处理前后及加精前分析（n=103）
	　
	新鲜精液
	　
	优化后精液()
	　
	孵育后精液

	
	(x±s)
	与受精率相关性
(P值)
	　
	(x±s)
	与受精率相关性
(P值)
	　
	(x±s)
	与受精率相关性
(P值)

	N
	103
	
	103
	
	103

	VCL(μm/s)
	25.33±0.66
	0.741
	
	49.31±0.92*
	0.544
	
	51.46±0.98*◆
	0.969

	VSL(μm/s)
	9±0.46
	0.948
	
	16.00±0.51*
	0.654
	
	18.40±0.67*◆
	0.339

	VAP(μm/s)
	16.4±0.38
	0.503
	
	25.55±0.54*
	0.703
	
	28.05±0.72*
	0.95

	LIN(%)
	33.33±0.51
	0.961
	
	32.10±0.61
	0.867
	
	35.56±0.79△◆
	0.549

	STR(%)
	25.27±0.80
	0.869
	
	61.62±0.91*
	0.664
	
	66.01±1.04*◆
	0.664

	WOB(%)
	64.63±0.46
	0.835
	　
	52.03±0.41*
	0.822
	　
	53.52±0.49*◇
	0.471


与新鲜精液相比： *P＜0.01, 有极显著性差异; △P＜0.05, 有显著性差异
与优化后精液相比： ◆P＜0.01, 有极显著性差异; ◇P＜0.05, 有显著性差异
三、受精组和不受精组之间的动力学参数比较
我们按是否有卵子受精，将病人分为完全不受精组和受精组；我们定义受精率≤ 30%为受精失败，受精率>70%为成功受精。分别对以上分组进行各参数的统计分析，结果见表3。结果表明，各组间的动力学参数均无显著性差异。
表3 按受精情况分组的各动力学参数比较结果（x±s）
	
	
	是否受精
	
	是否受精失败
	
	是否成功受精

	
	
	完全未受精
	受精
	
	受精率≤30%
	受精率＞30%
	
	受精率≤70%
	受精率＞70%

	新鲜
精液
	N
	2
	101
	
	4
	99
	
	41
	62

	
	VCL(μm / s)
	27.50±4.95
	25.50±6.70
	
	25.25±5.61
	25.55±6.72
	
	25.66±6.03
	25.45±7.10

	
	VSL(μm / s)
	9.50±2.12
	8.99±4.68
	
	8.25±9.10
	9.03±4.70
	
	8.78±2.80
	9.15±5.55

	
	VAP(μm / s)
	17.00±2.83
	16.39±3.85
	
	15.75±3.59
	16.42±3.85
	
	16.68±3.61
	16.21±3.98

	
	LIN(%)
	34.50±2.12
	33.31±5.25
	
	31.75±5.31
	39.39±5.21
	
	33.14±5.70
	33.45±4.88

	
	STR(%)
	55.50±3.54
	52.51±8.15
	
	51.00±7.16
	52.64±8.15
	
	51.95±6.88
	52.98±8.83

	
	WOB(%)
	63.00±0.00
	64.66±4.65
	
	62.75±2.87
	64.70±4.66
	
	64.87±4.85
	64.47±4.48

	优化后精液
	VCL(μm / s)
	48.50±2.12
	49.33±9.39
	
	50.50±2.65
	49.26±9.47
	
	48.34±8.86
	49.95±9.60

	
	VSL(μm / s)
	16.00±0.00
	16.00±5.26
	
	15.00±1.41
	16.04±5.30
	
	15.51±4.79
	16.32±5.47

	
	VAP(μm / s)
	25.00±1.41
	25.56±5.48
	
	25.25±0.96
	25.57±5.53
	
	24.85±5.15
	26.01±5.59

	
	LIN(%)
	32.50±0.71
	32.09±6.27
	
	29.50±4.04
	32.20±6.27
	
	31.83±5.56
	32.27±6.64

	
	STR(%)
	63.50±2.12
	61.58±3.28
	
	59.00±6.98
	61.73±9.29
	
	61.71±8.49
	61.56±9.70

	
	WOB(%)
	50.50±0.71
	52.06±4.24
	
	50.00±0.82
	52.11±4.27
	
	52.07±5.18
	52.00±3.46

	加精前精液
	VCL(μm/s)
	52.00±2.83
	51.45±10.07
	
	55.75±9.03
	51.28±10.02
	
	51.27±10.62
	51.58±9.61

	
	VSL(μm/s)
	16.50±2.12
	18.44±6.86
	
	17.25±4.34
	18.44±6.89
	
	17.63±6.50
	18.90±7.01

	
	VAP(μm/s)
	26.00±1.41
	28.09±7.40
	
	28.50±5.07
	28.03±7.43
	
	28.12±8.50
	28.00±6.52

	
	LIN(%)
	32.00±1.41
	35.63±8.12
	
	31.00±2.83
	35.75±8.15
	
	34.85±7.19
	36.03±8.60

	
	STR(%)
	64.50±3.54
	66.04±10.57
	
	60.75±6.84
	66.22±10.56
	
	65.12±9.78
	66.61±10.95

	
	WOB(%)
	49.50±0.71
	53.60±4.97
	
	50.75±1.50
	53.64±5.01
	
	53.17±4.32
	53.76±5.34


*：P＜0.01，有极显著性差异; △：P＜0.05,有显著性差异
结       论
早期研究表明，CASA在预测男性生育力方面有潜在价值，有人认为优化后的超活精子率和体外受精结果相关，受精率和新鲜精液及优化后的精子活动率、活动力、形态正常率、运动速度以及优化后的ALH相关，和其他的动力学参数没有显著相关性[4]，低VCL均值的人群，其受精率和妊娠率都较低，VCL在预测受精率方面，敏感性较高，但特异性较低。相对于常规IVF，其对ICSI妊娠结局预测的帮助更大[3]。同时，精子前向运动参数对受精结果非常重要[5]；相反的意见认为各动力学参数与体外受精率之间无显著相关性，精子动力学参数对IVF结局的预测作用有限[6]，其预测相关性较小[7]。目前，国内在此领域研究较少。
本研究以103例常规IVF男性患者为对象，依据第五版WHO《人类精液检验及处理实验室手册》[8]，分别对103例病人的新鲜精液、优化后以及孵育后这三阶段精液进行CASA的各动力学参数检测，运用SPSS 17.0进行数据统计分析。分析表明，与新鲜精液相比，精液优化后，多个动力学参数的值均发生极显著提高（VCL，VSL，VAP，STR，WOB）；孵育后各参数，较之优化后，亦发生极显著提高（VCL，VSL，LIN，STR）或者显著性提高(WOB)，说明使用精液优化方法以及加精之前的孵育过程可以显著改善精子的活动力和直线运动能力。
据第五版WHO《人类精液检验及处理实验室手册》的分类标准，对正常精液组（PR≥32%）和异常精液组（PR＜32%）数据进行分析，结果表明，新鲜精液各参数中，除了WOB，各参数都有极显著差异（P＜0.01），优化后精液各参数中，除了WOB，各参数都有极显著差异（P＜0.01），且PR之间依然存在显著性差异，说明梯度离心的过程，并不能明显缩小正常精液和异常精液中精子活动力的差异。而孵化后检测的各参数，均无显著性差异，异常组的动力学参数恢复至正常水平，精子的生理功能较处理前得到显著提高，且两组病人的受精率也无差异（P=0.39）。我们推测，在精液优化过程中，首先，梯度优化的过程可以去除精浆中可能对受精有影响的成分，去除可能存在的炎性细胞和抗精子抗体等杂质，降低精液黏稠度，促进精子获能，优选出活力好、形态正常的精子，从而改善异常精液组精子的受精能力。其次，孵育的过程对恢复精子的活动力和生理能力起着重要的作用。在孵育过程中，培养液中各活性成分的激活作用，可很好的模拟精子在体内自然状态下与卵子结合过程中的自发优化过程，从而引起其各项参数指标以及受精能力的恢复，达到正常精液组的水平，因而并不影响其IVF受精结局。
根据受精与否将病人分为两组进行各参数的分析，结果表明，新鲜精液、优化后精液以及孵育后精液的各个参数在两组间均无显著性差异；同时，将病人以30%受精率和70%受精率分组，各参数在各组之间均无显著性差异；进行各参数于受精率相关性的分析，结果表明各参数和受精率之间无显著相关性。因此，CASA分析各动力学参数的结果，可作为病人精液分析结果辅助诊断的依据，但不能以此推断IVF受精结局。
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