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IVF促排卵不同卵巢反应病人血清 let-7的表达及意义

（1.山东省立第三医院 妇产科，山东 济南 250000；2.内蒙古医科大学；3.内蒙古医科大学附属医院 生殖中心）

摘 要：目的：通过比较let-7g、let-7f及let-7i在促排卵卵巢不同反应月经期血清中的表达情况，初步探讨let-7

在预测卵巢反应的价值。方法：选取2014-03~2015-11期间于医院生殖中心因输卵管因素或男方因素行体外受精-

胚胎移植（IVF-ET）的不孕40例，卵巢高反应组14例、中反应组14例、低反应组12例。常规长方案促排卵，分别在月

经第2天抽取外周血5 mL。采用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）方法，检测血清中let-7g、let-7f及let-7i的

表达水平。结果：let-7g、let-7f及 let-7i在中反应组血清中表达量最高，差异有统计学意义（P=0.014、P=0.001、P=

0.008）；高反应组血清中let-7f的表达量高于低反应组，差异有统计学意义（P=0.028）；let-7g-5p、let-7i-5p在高反应

组及低反应血清中的表达无显著差异（P=0.704、P=0.310）。结论：let-7g、let-7f及let-7i在卵巢中反应组病人血清中

表达升高，提示不同卵巢反应的病人血清let-7的表达水平存在差异，可能对卵巢反应性的评估有一定预测价值。
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Abstract: Objective：To detect the expression of let-7g, let-7f and let-7i in basal serum of different ovarian response pa-

tients during menstrual period, preliminary discuss the value of let-7 in predicting ovarian response. Methods: 40 infertility pa-

tients with fallopian tube and male factors in vitro fertilization（IVF）were collected at reproductive center of Inner Mongolian

Medical University affiliated Hospital from March 2014 to December 2015, including 14 high ovarian responders, 14 moderate

responders and 12 poor responders, undergoing controlled ovarian hyperstimulation（COH）. peripheral blood samples were col-

lected at menstrual period. The expression of let-7g, let-7f and let-7i were detected by quantitative real time polymerase chain

reaction.Results: qRT-PCR confirmed that, let-7g, let-7f and let-7i were expressed highest in moderate response patients bas-

al serum（P=0.014，P=0.001,P=0.008）; The expression of let-7f in high group was higher than that in poor group（P=0.028）and the

let-7g and let-7i expression shows no significant difference among three groups（P=0.704、P=0.310）.Conclusion: Let-7g, let-

7f and let-7i were expressed highest in moderate response patients basal serum. It is suggests that let-7 expression level in basal

serumwere different among three ovarian response patients, and that might have any value in prediction of ovarian response.
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EXPRESSION AND SIGNIFICANCE OF let-7 IN SERUM OF IVF
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控制性超排卵（controlled ovrian hyperstimula-

tion，COH）是辅助生殖技术的重要环节，是为了一

次获取适当数量及质量的卵子，受精形成胚胎后植

入宫腔，以提高妊娠的机率。卵巢储备功能是女性

生育能力的重要标志，卵巢内卵泡数目随年龄的增

长不断减少且质量逐渐变差，即卵巢储备功能逐渐

下降。卵子的数量和质量对IVF至关重要，一定的

卵巢储备功能是卵巢反应的前提[1]。卵巢反应性是

指卵巢对促性腺激素的敏感程度，根据在促性腺激

素（gonadotropin，Gn）作用下卵巢的反应性，可分为

卵巢低反应、正常反应及高反应。卵巢对Gn刺激

反应不良的状态，称为卵巢低反应。相反，当卵巢

对Gn的刺激异常敏感，超出了预期的范围与合理

水平时，则称为高反应，卵巢过度刺激综合征（ovar-

ian hyperstimulation syndrome，OHSS）是最常见的表

现之一。卵巢低反应和OHSS是目前导致IVF治疗

周期取消的主要原因，因此，正确评价卵巢对COH

的反应性，防止卵巢低反应和OHSS的发生，成为生

殖领域的研究热点。

Let-7是卵巢中含量最丰富的miRNA之一，其

在卵巢的不同发育时期和不同细胞中表达不同[2]，

在维持卵巢正常功能与卵巢疾病的发生发展中具

有重要的作用，例如，参与卵泡发育的调控、卵巢激

素的合成与释放、卵丘-卵母细胞间的信息交流[3]、

卵巢癌细胞的发展等过程。

近年来，卵巢功能方面的研究越来越多，但对

于卵巢反应性的评估尚无明确标准。本文采用

qRT-PCR法分别检测卵巢高、中、低反应组病人月

经期血清中let-7g、let-7f及 let-7i的表达水平，探讨

let-7g、let-7f及 let-7i可能参与调节卵巢生理的作

用，初步评价其对IVF促排卵病人卵巢反应性的预

测价值，为临床评价卵巢反应性提供一条新的可能

途径。

1 材料与方法

1.1 病例资料

收集2014-03~2015-11期间于医院生殖中心因

输卵管因素或男方因素行IVF-ET的原发不孕病人

40例，其中卵巢高反应组14例、中反应组14例、低

反应组12例，新鲜周期均移植。入选妇女年龄25~

42岁，平均31.6岁，月经规律，3个月内未服用过激

素类药物，无不良生活嗜好。分别在常规长方案促

排卵之前的月经第二天，抽取外周血5mL，将上层

血清提取，-80℃冰箱冻存待检测。标本采集均征

得内蒙古医科大学伦理委员会批准及病人本人知

情同意，所以标本有完整病例资料。

卵巢反应性分组参照：（1）卵巢高反应组[4]（满

足以下任意两项）：①总卵泡数≥14个或单侧卵巢卵

泡数＞10个或获卵数＞15个；②人绒毛膜促性腺激

素（HCG）日雌二醇（E2＞12000pmol/L或E2峰值＞

75～90百分位[5]；③有OHSS史或因OHSS风险致流

产史；（2）卵巢中反应组：介于卵巢高低反应组之

间，3个＜获卵数＜14个；（3）卵巢低反应组：2011

年欧洲人类生殖及胚胎学会年会上制定的博洛尼

亚标准[6]，（满足以下任意两项）：①高龄（≥40岁）或

存在卵巢反应不良的其它危险因素；②前次IVF周

期卵巢低反应，常规方案获卵数≤3个；③卵巢储备

下降（窦卵泡（AFC）<5～7 个或抗苗勒氏管激素

（AMH<0.5～1.1 ng/mL））。如果年龄或卵巢储备功

能检测正常，病人连续两个周期应用最大化的卵巢

刺激方案仍出现卵巢低反应也可诊断。其他危险

因素包括：影响卵巢储备和对卵巢刺激反应的遗传

或获得性的疾病，如染色体的数量和结构异常、基

因突变（如Turner综合征等）；既往的盆腔炎、子宫

内膜异位症、卵巢囊肿手术史、放化疗（特别是烷基

化的化疗药）史。

1.2 RT-PCR引物序列设计和合成：

为了使目标基因归一化，正确反映不同标本的

RNA产量和质量，cDNA合成效率中的变化趋势，结

合本实验的特点，选取了血清中表达稳定的miR-

16-5p作为内参基因。所有引物设计软件基于Gen

Bank数据库的let-7g、let-7f、let-7i及miR-16-5p序

列，设计特异扩增引物，引物均由宝生物工程（大

连）有限公司合成。合成的引物序列如下：

基因

let-7g

let-7f

let-7i

miR-16-5p

上游引物序列（5'-3'）

CCGCGTGAGGTAGTAGTTTGTACAGTTAAA

GCGCGCTGAGGTAGTAGATTGTATAGTTAAA

CGGCTGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTTAA

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG

下游引物序列（5'-3'）

GTGCAGGGTCCGAGCT

GTGCAGGGTCCGAGCT

GTGCAGGGTCCGAGCT

GTGCAGGGTCCGAGCT
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1.3 定量 PCR 检测 let-7g、let-7f、let-7i 及 miR-

16-5p的表达水平

1.3.1 总RNA提取 取出保存的上层血清制备总

RNA，RNA提取试剂购自宝生物工程（大连）有限公

司Takara，根据说明书提取总RNA，置于-80℃冰箱

保存备用。

1.3.2 RNA的纯度及质量鉴定 紫外线分光光度计

检测提取总RNA的吸光度（A）值，A260/A280值在

1.8~2.1可进行下一步实验，并用琼脂糖变性凝胶电

泳检测RNA的完整性。

1.3.3 let-7g、let-7f、let-7i及miR-16-5p的检测 以

RNA为模板进行反转录，获得互补DNA，反转录试

剂购自Takara公司，反转录条件：37℃ 60 min；85℃

5s，采用实时荧光定量PCR试剂盒（Takara公司）扩

增 let-7g、let-7f、let-7i及miR-16-5p，荧光定量PCR

仪（美国Bio-rad 7300公司）行定量PCR，反应参数

为95℃30s，预变性95℃ 5s，60℃ 30s，溶解曲线分析

95℃ 15s荧光检测1次，共40个循环，记录每个反应

管中的荧光信号到达所设定的阈值时所经历的循

环数（Ct值），若未检测到Ct值或复孔间Ct值之差>

1，需要重复实验。反应结束后根据溶解曲线分析

产物是否单一，每组均设3个复孔。

1.4 统计学方法

采用SPSS17.0统计软件进行分析，计量资料用

单因素方差分析。显著性检验水准α=0.05，P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 统计数据

Let-7g、let-7f及 let-7i在中反应组病人血清中

表达量最高，差异有统计学意义（P=0.014、P=0.001、
P=0.008）；高反应组病人血清中let-7f的表达量高于

低反应组病人，差异有统计学意义（P=0.028）；let-

7g、let-7i在高反应组及低反应病人血清中的表达无

显著差异（P=0.704、P=0.310）。

2.2 临床特征

体重指数：三组病人体重指数无明显差异（P=
0.403）；年龄：卵巢低反应组病人明显比中、高反应

组大，差异具有统计学意义（P=0.034）；Gn天数：卵

巢低反应组病人明显比中、高反应组病人用药时间

长（P=0.001）；Gn总量：低反应组病人比中、高反应

组病人用量大，差异具有统计学意义（P=0.003），余

两组间无明显差异（P=0.173）；基础FSH水平：低反

应组比高反应组水平高，差异具有统计学意义（P=
0.008），而低、中反应组及中、高反应组之间差异无

明显统计学意义（P=0.091、P=0.264）；FSH/LH比值：

低反应组比值＞2，且高于其余两组，差异具有统计

学意义（P=0.003），余两组组间无明显差异（P=
0.163）；AMH：卵巢低、中、高反应组中呈上升趋势，

差异无统计学意义（P=0.437）；AFC：卵巢低、中、高

反应组中呈上升趋势，差异无统计学意义（P=
0.145）获卵数：卵巢低、中、高反应组病人逐渐增

加，三组间差异具有统计学意义（P=0.001）；新鲜周

期胚胎移植后妊娠率：三组病人分别25.0%、57.14%

和42.86%。

3 讨论

近期国外研究发现，let-7a、b、d、f、h在团头鲂

卵巢发育I期至V期逐渐升高，VI期显著下降，let-7

可能在其卵巢发育中发挥重要作用[7]。本实验团队

前期高通量测序的技术分析早期流产蜕膜和正常

早孕蜕膜中miRNAs的表达谱显示[8]，let-7家族高丰

度表达，qRT-PCR显示let-7f、let-7g和let-7i在流产

蜕膜中的表达显著低于早孕蜕膜中的表达，let-7i

在早孕蜕膜中表达显著升高[9]，这些都提示let-7可

能参与早期流产。

IVF中，年龄大的病人COH时间长，因对Gn的

反应性下降而使用量增多，胚胎的着床率及妊娠率

降低，妊娠后流产、早产及子代染色体异常几率也

增高[10]。Chuang[11]等研究认为，年龄是妊娠率的独

立预测因子，女性的生育潜能与年龄密切相关，35~

41岁女性不孕的概率比30~35岁女性增加一倍。

图1 let-7g、let-7f及let-7i分别在卵巢低中高反应组的
相对表达量

Fig. 1 Expression of let-7g, let-7f and let-7i in serum of
different ovarian response patients
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本研究中卵巢低反应组病人明显比其余两组病人

大、Gn天数长、Gn总量也最多，结果与上述描述相

符。由于个体间存在差异，且女性生理年龄常常与

卵巢功能不完全相符，因此，实际年龄预测结果有

出入，应结合其他预测指标综合评估。

生理状态下，随卵巢功能的下降，卵泡刺激素

（FSH）及黄体生成素（LH）水平升高。在卵巢反应

不良病人中，FSH的水平升高，导致卵泡生长及消

耗加快，加速卵巢功能的衰竭。本研究中，卵巢低

反应组病人基础FSH水平最高。而在一项回顾性

研究中[12]，对689例IVF病人以获卵数为依据将病人

分为低反应（0～3枚）、中反应（4～15枚）及高反应

（16枚以上）三组，根据血清FSH的水平为指标预测

卵巢的反应性，结果显示FSH作为预测因子是有限

的。本研究中卵巢低反应组病人FSH/LH＞2，且高

于中、高反应组病人，差异具有统计学意义，目前影

响卵巢储备功能和卵巢反应性的基础血清FSH/LH

比值的阈值目前尚无统一标准，文献报道从＞2.0~

3.6不等[13]。

AMH 属于 β2 转化生长因子家族的糖蛋白，

2015年荷兰的一项大型观察性研究得出结论，干预

前 AMH 能准确预测使用促性腺激素释放激素

（GnRH）拮抗剂方案者的卵巢反应性，AMH＞4.5ng/

mL提示卵巢反应性好，而且AMH＜0.8ng/mL则提

示卵巢无反应[14]。目前多项研究认为直径2-6 mm

的AFC数目更能定量直接的反映卵巢储备功能。

AFC减少，尤其是≤9h，在预测卵巢低反应时，敏感

度为84%，特异度为79%[15]。在本研究中，卵巢低、

中、高反应组中，血清中AMH水平呈上升趋势。目

前尚无能够独立评价卵巢储备功能的特异性标志

物，应考虑个体差异，通过联合多种指标进行评估，

除上述外，还有获卵数、HCG注射日血清E2峰值、

抑制素B、卵巢体积及卵巢基质血流等。

研究发现，在卵泡发育中，miR-143、let-7a和

miR-125b的表达可被FSH抑制[16]。let-7c在始基卵

泡中的表达很少，在初级卵泡、次级卵泡和窦卵泡

中持续表达[17，18]，其主要存在于颗粒细胞中[19]，颗粒

细胞可促使卵巢周围微血管的生成。let-7c在MⅠ
期卵母细胞周围的颗粒细胞中的表达明显高于M

Ⅱ期。let-7c 的水平增加，卵母细胞的成熟率升

高[20]，这提示let-7c参与卵母细胞与周围颗粒细胞

的相互作用。let-7b可通过转化生长因子β（TGF-

β）信号转导途径影响雌激素的分泌[21]。let-7c的表

达可被雄激素（A）抑制，使用抗A药物可解除let-7c

的表达抑制，并缓解A介导的细胞增生，而let-7c可

通过抑制雄激素受体（AR）的转录过程从而抑制AR

的表达及其活性[22]。多囊卵巢综合征（PCOS）病人

存在高雄激素血症，Ding等[23]检测病人血清miRNA

发现，let-7c的表达下调。

本研究中，卵巢低、中、高反应组病人获卵数依

次升高，而中反应组新鲜周期胚胎移植后的妊娠率

最高，低反应组最低。qRT-PCR结果显示，卵巢中

反应组病人血清中let-7g、let-7f及 let-7i在相对表

达量最高，提示基础血清中let-7g、let-7f及 let-7i的

表达水平可能与IVF病人卵巢反应及其妊娠结局有

一定相关性。

Let-7与女性内分泌激素调节、卵泡发育之间

存在一定的相互作用，因此而影响卵巢功能。我们

的研究是相对较小的病人群，虽然研究结果显示

let-7的表达存在差异，但显然需要进一步扩大样本

量或改变COH方案等方面进行研究，探讨let-7是

否可能作为IVF病人卵巢反应性的预测因子。
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