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胚胎反复种植失败与淋巴细胞主动免疫的应用 
 
赵  芳，吕玉珍，王  娟，蒋  毅，田可可(河南省焦作市妇幼保健院生殖中心，河南省焦作市  454000) 

 
文章亮点： 
应用淋巴细胞主动免疫治疗，可以改善患者的体液免疫和细胞免疫功能，提高封闭抗体水平，而且该技术简

单易行、安全有效。对于体外受精-胚胎移植中反复种植失败患者，如其封闭抗体检查阴性，可建议行淋巴细

胞主动免疫治疗，待封闭抗体转阳后再行胚胎移植。 
关键词： 
组织构建；移植；体外受精-胚胎移植；反复种植失败；封闭抗体；主动免疫治疗；临床妊娠率；胚胎种植率；

流产率；淋巴细胞；免疫系统；母胎耐受 
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摘要 
背景：目前文献大多报道主动免疫治疗对复发性流产取得较好效果，而关于主动免疫治疗对反复种植失败的

效果有待于进一步研究证实。 
目的：探讨封闭抗体检测和淋巴细胞主动免疫治疗在体外受精-胚胎移植反复种植失败患者中的应用。 
方法：对 52 例封闭抗体检查为阴性的反复种植失败患者，行淋巴细胞主动免疫治疗，设为观察组，74 个周

期，封闭抗体转阳后行胚胎移植。另选对照组 65 例，92 个周期，直接行胚胎移植。 
结果与结论：反复种植失败患者行淋巴细胞主动免疫治疗后封闭抗体转阳率 92%。观察组的临床妊娠率和胚

胎种植率明显高于对照组(P < 0.05)。两组的流产率差异无显著性意义(P > 0.05)。结果表明，淋巴细胞主动

免疫治疗有助于提高反复种植失败患者再次助孕的妊娠率。 
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Effect of active immunotherapy with lymphocytes on repeated implantation failure   
 
Zhao Fang, Lv Yu-zhen, Wang Juan, Jiang Yi, Tian Ke-ke (Maternal and Child Health Hospital of Jiaozuo, 
Jiaozuo 454000, Henan Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: There are many reports addressing the good effect of active immunotherapy on repeated 
miscarriage, but the effect of active immunotherapy on repeated implantation failure needs to be confirmed by 
further studies. 
OBJECTIVE: To study the effect of active immunotherapy with lymphocytes on repeated implantation failure in in 
vitro fertilization-embryo transfer． 
METHODS: Active immunotherapy with lymphocytes was done in 52 repeated implantation failure patients 
lacking blocking antibodies. Repeated implantation failure patients were divided into two groups: study group (74 
cycles): active immunotherapy was done and blocking antibodies turned positive before embryo transfer; control 
group (92 cycles): active immunotherapy was not done before embryo transfer. The pregnancy outcome was 
compared between two groups.  
RESULTS AND CONCLUSION: After the active immunotherapy with lymphocytes, the positive rate of blocking 
antibodies was 92% in repeated implantation failure patients. The pregnancy rate and implantation rate of study 
group were significantly higher than those of the control group (P < 0.05), but there was no significant difference 
in the miscarriage rate between two groups (P > 0.05). So the active immunotherapy with lymphocytes in 
repeated implantation failure patients may be helpful to improve the rate of pregnancy in following embryo 
transfer. 
 
Subject headings: transplantation; antibodies; pregnancy; lymphocytes; immune system 
 
Zhao F, Lv YZ, Wang J, Jiang Y, Tian KK. Effect of active immunotherapy with lymphocytes on repeated 
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0  引言  Introduction 
近年来，人类辅助生殖技术发展迅速，体外受精-胚胎

移植(in vitro fertilization-embryo transfe, IVF-ET)的临床

妊娠率和胚胎种植率不断提高，但反复种植失败(repeated 
implantation failure, RIF)是生殖医学领域尚未解决的难

题，也是限制体外受精发展的瓶颈。反复种植失败是移植

了至少3次优质胚胎，或者多次移植的胚胎数量≥10个仍

未获妊娠[1]。 
反复种植失败已成为困扰临床医生和不孕患者的一个

难题[2]。胚胎着床过程较复杂且受诸多因素的精细调节，

在胚胎植入前的任何一个环节异常均有可能导致着床障

碍，尽管反复种植失败的具体病因及相关机制尚未明了，

但已有研究证实反复种植失败的相关危险因素与子宫内膜

容受性降低、胚胎质量、胚胎移植技巧缺陷、精神心理因

素和不明原因等多因素相关[3]，其中优质的胚胎和良好的

子宫环境是胚胎种植成功的关键[4]。但在体外受精-胚胎移

植中，经常会发现许多患者有优质的胚胎，子宫内膜形态

正常，但是经多次移植胚胎无法成功妊娠。反复种植失败

患者在排除了染色体异常、解剖结构异常、内分泌失调、

生殖道感染、自身免疫疾病等病因，多次移植优质胚胎仍

未妊娠，被认为可能与免疫平衡遭到破坏致使免疫耐受下

降有关。 
体外受精-胚胎移植治疗周期中，为了募集更多卵泡而

使用外源性促性腺激素，产生高水平的雌二醇，患者处于

性激素高生理水平状态，免疫微环境也发生相应变化。 
DeLoia等[5]发现，内膜和外周血淋巴细胞总数量，特别是

自然杀伤细胞，在超生理水平的雌二醇影响后数量会增加。 
随着生殖免疫学的发展，越来越多的研究发现反复种

植失败与母胎免疫调节紊乱有关。胚胎携带父系抗原种植

于母体，相当于半同种异体移植物，胚胎中来自父亲的基

因抗原对孕妇而言属于外来异物，因此受到母体的排斥[6]。

母体的免疫系统与胚胎源性抗原形成免疫平衡状态是胚胎

得以存活的前提条件，一旦这种免疫平衡状态被破坏，导

致母胎免疫失衡，将可能造成反复胚胎种植失败或流产的

发生，免疫学调控在胚胎种植过程中发挥重要的角色[7]。

在正常妊娠中，人类白细胞抗原相互排斥，这样胚胎所携

带的父源性人类白细胞抗原抗原能刺激母体免疫系统，并

产生一类称为封闭抗体的IgG型抗体，该抗体既可与母体淋

巴细胞表面抗原结合，又可与滋养细胞本身结合，从而阻

断母体胎儿之间的免疫识别和免疫反应[8]。  
应用淋巴细胞对封闭抗体缺乏的反复种植失败患者进

行免疫治疗，主要是利用丈夫(或第3人)淋巴细胞注射给妻

子后，刺激妻子免疫系统，使其产生具有免疫保护作用的

封闭抗体，当妻子再次妊娠时，这些封闭抗体就能识别胚

胎上来自丈夫的抗原，并与之结合，继而产生封闭作用，

防止胚胎或胎儿父系抗原被母体免疫系统识别和杀伤，产

生免疫保护，使胚胎得到保护并生长发育[9]。 

文章以此探讨体外受精-胚胎移植中淋巴细胞主动免

疫治疗在反复种植失败患者中的应用及疗效。 
 
1  对象和方法  Subjects and methods 
    设计：回顾性临床对照研究。 

时间及地点：2012年1月至2013年12月在河南省焦作

市妇幼保健院生殖中心完成。 
对象：行新鲜周期体外受精-胚胎移植助孕的反复种植

失败患者117例。 
纳入标准：①行新鲜周期体外受精-胚胎移植助孕的反

复种植失败患者，患者年龄21-43岁，平均(31.75±3.28)
岁。②宫腔镜检查正常。③患者签署知情同意书。 

排除标准：排除染色体、解剖、内分泌异常及生殖道

感染、输卵管积水、自身免疫性疾病和卵巢反应不良等异

常情况。 
 
 
 
 
 
方法： 

分组及干预：将117例患者分为2组，观察组(74个周期，

52例)行淋巴细胞主动免疫治疗，封闭抗体转阳后行胚胎移

植；对照组(92个周期，65例患者)不行淋巴细胞主动免疫

治疗，直接行胚胎移植。 
封闭抗体检测方法：封闭抗体采用酶联免疫法检测[10]，

操作按试剂盒(美国One Lambda公司)说明书进行。向试剂

盒的96孔板中加入阴性、阳性对照液，取20 μL待测血清，

加入20 μL 抗体稀释液，混匀后加入96 孔板中，37 ℃孵

育45 min，弃去各孔中液体，用洗涤液洗涤各孔2次，扣干。

向各孔中加入已稀释酶标抗体10 μL，37 ℃孵育30 min，
弃去各孔液体，洗涤液洗涤3次，扣干。各取向A，B液    
500 μL，混匀，加入各孔10 μL，避光孵育10 min(37 )℃ ，

加入50 μL 终止液，放入酶标仪中检测。观察结果蓝色为

阳性，无色为阴性。 
淋巴细胞主动免疫治疗：治疗前常规检查夫妻传染性

疾病，若丈夫有传染性疾病，则采用与女方无血缘关系的

健康第3方供血。按照李大金等[11]的方法，抽取丈夫(或第3
方)外周血30 mL肝素抗凝，在无菌条件下常规分离提取淋

巴细胞，用生理盐水洗涤3次后，调至淋巴细胞浓度为

1×1011 L-1，给妻子上臂皮内多点注射。每间隔3周免疫1
次，3次为1个疗程。末次免疫后一两周复查封闭抗体各项

指标。 
体外受精-胚胎移植助孕：观察组患者免疫治疗一两个

疗程，封闭抗体转阳后行新鲜周期胚胎移植。对照组患者

不行淋巴细胞主动免疫治疗，直接行胚胎移植。两组患者

按本中心常规进行长方案体外受精-胚胎移植。移植后行 

封闭抗体检测及淋巴细胞主动免疫治疗所需的试剂： 

试剂 来源 

淋巴细胞分离液 国药集团化学试剂有限公司 

封闭抗体试剂盒 美国One Lambda公司 
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黄体支持，两组患者采用相同的黄体支持方案。移植后30 d
的B超检测见孕囊为临床妊娠。观察组患者妊娠后继续行

免疫治疗至妊娠12周。 
主要观察指标：反复种植失败患者淋巴细胞主动免疫

治疗后封闭抗体转阳率，封闭抗体转阳率=封闭抗体转阳患

者数/淋巴细胞主动免疫治疗患者数。比较两组患者的临床

妊娠率、胚胎种植率及流产率，临床妊娠率=临床妊娠周期

数/移植周期数，胚胎种植率=孕囊素/移植胚胎数，流产率=
流产周期数/临床妊娠周期数。 

统计学分析：计量资料用x
_

±s表示，计数资料用率表示，

采用SPSS 13.0统计学软件进行数据分析，数据符合正态

分布，组间数据差异比较采用独立样本t 检验和χ2检验，

P < 0.05为差异有显著性意义。 
 

2  结果  Results  
2.1  受试者数量分析  纳入 117 例患者，均进入结果分

析，无中途退出者。 
2.2  受试者基线分析  两组患者的平均年龄、不孕年限、

既往移植次数、平均移植胚胎数、移植日平均子宫内膜厚

度、基础促卵泡生成素(FSH)水平、窦卵泡数和体质量指

数比较差异无显著性意义(P > 0.05)。 
2.3  体外受精-胚胎移植反复种植失败患者封闭抗体转阳

率  52例封闭抗体阴性的反复种植失败患者，经淋巴细胞

主动免疫治疗后，封闭抗体阳性48例，转阳率92.31%。 
2.4  两组患者妊娠结局的比较  观察组的临床妊娠率和

胚胎种植率高于对照组(P < 0.05)，两组患者的流产率比较

差异无显著性意义(P > 0.05)，见表2。 
 
3  讨论  Discussion 

辅助生殖技术为不孕不育夫妇解决了生育问题，近年

来随着个性化促排卵方案的合理应用和胚胎培养技术的进

步，体外受精-胚胎移植的临床妊娠率和累积妊娠率逐步提

高，但胚胎的种植率仍较低，为20%-30%[12]。引起反复种

植失败的原因是很多，包括胚胎质量、子宫内膜的容受性

和免疫因素等。近年来，许多证据表明免疫因素在反复种

植失败中发挥重要作用。 
目前国内外大量文献报道主动免疫治疗对复发性流产

取得较好效果，而关于主动免疫治疗反复种植失败报道甚

少。淋巴细胞主动免疫治疗用于不明原因复发性流产患者

的主要机制是淋巴细胞免疫可提高患者的免疫反应性，使

其获得封闭抗体，提高患者外周血CD4+ CD25+调节性T细
胞的数量[13-15]，并可诱导患者体内Th1/Th2平衡Th2偏离，

防止胚胎或胎儿父系抗原被母体免疫系统识别和杀伤，产

生免疫保护，从而帮助维持正常妊娠[16-19]。有学者认为，

反复种植失败与复发性流产的病因可能存在相当部分的重

叠[20]， 反复种植失败与复发性流产可能是同一病理机制的

不同时期的表现，即胚胎种植障碍，反复种植失败 为胚胎

种植失败，而复发性流产为妊娠继续失败，均由多因素所

致[21]。Kling等[22]将在复发性流产患者中证明行之有效的免

疫治疗引入反复种植失败患者的治疗中，同样取得了令人

振奋的结果。 
文章将淋巴细胞主动免疫治疗应用于体外受精-胚胎

移植中不明原因的反复种植失败患者，取得了较好的妊娠

结局。应用淋巴细胞对封闭抗体缺乏的反复种植失败患者

进行免疫治疗，主要是提取丈夫(或第3人)淋巴细胞注射给

妻子后，刺激妻子免疫系统，使其产生具有免疫保护作用

的封闭抗体， 当妻子再次妊娠时，这些封闭抗体就能识别

胚胎上来自丈夫的抗原并结合，防止胚胎或胎儿父系抗原

被母体免疫系统识别和杀伤，有利于妊娠。 
文章中52例封闭抗体阴性的反复种植失败患者，经淋

巴细胞主动免疫治疗一两个疗程后，封闭抗体阳性48例，

转阳率92%，显著提高了其封闭抗体水平。有研究报道主

动免疫治疗后约90%产生封闭抗体，较治疗前显著提高，

可诱导CD8+细胞增殖，淋巴细胞免疫治疗能够提高Th2型
细胞因子及下调Th1型细胞因子，促使Th1/Th2的平衡而进

一步诱导免疫耐受[23-26]。 
林其德等[27]研究发现淋巴细胞来源于丈夫与来源于无

关的第3个体以及第3个体淋巴细胞来源于男性或女性之间

的疗效比较差异无显著性意义，从而扩大了供血者的范围。

因此，文章中大多数患者免疫治疗淋巴细胞来源于丈夫，

对丈夫有传染性疾病者采用与女方无血缘关系的健康第3
方供血。 

文章结果表明，观察组反复种植失败患者经淋巴细胞

表 1  两组患者基线资料的比较 
Table 1  Baseline data of patients in the two groups         (x

_

±s)

表注：两组患者的平均年龄、不孕年限、既往移植次数、平均移植胚胎数、移

植日平均子宫内膜厚度、基础促卵泡生成素水平、窦卵泡数和体质量指数比较

差异无显著性意义。 

项目 观察组(n=52) 对照组(n=65) 

周期数(n) 74 92 
平均年龄(岁) 31.67±3.36 31.99±3.17 
不孕年限(年) 4.48±2.55 4.18±2.63 
既往移植次数(次) 3.73±0.37 3.42±0.40 
平均移植胚胎数(枚) 2.30±0.43 2.39±0.38 
移植日平均内膜厚度(mm) 10.25±2.16 10.57±2.34 
基础卵泡刺激素水平(U/L) 7.58±2.35 7.64±2.46 
窦卵泡数(n) 8.11±2.49 7.78±2.63 
体质量指数(kg/m2) 21.53±1.55 22.16±1.43 

表 2  两组患者妊娠结局的比较 
Table 2  Comparison of pregnancy outcomes in the two groups 

 [n/n(%)]

表注：与对照组比较，P < 0.05。 

项目 观察组 对照组 

临床妊娠率 30/74(41)  24/92(26) 
胚胎种植率 39/170(23) 33/220(15) 
流产率 4/30(13)        4/24(17) 
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主动免疫治疗，封闭抗体转阳后再次行新鲜周期胚胎移植，

其临床妊娠率和胚胎种植率均高于对照组。观察组和对照

组两组患者的一般情况如平均年龄、不孕年限、既往移植

次数、平均移植胚胎数、移植日平均子宫内膜厚度、基础

促卵泡生成素水平、窦卵泡数和体质量指数等比较差异无

显著性意义，具有可比性。两组患者体外受精助孕前均行

宫腔镜检查为正常，并排除了胚胎质量和子宫内膜因素导

致的胚胎种植失败。免疫治疗后, 可有效刺激母体产生封

闭抗体，调节母体的体液和细胞免疫功能，母体免疫耐受

形成，胚胎易于存活，妊娠成功率提高。 
娄华等[28]报道采用淋巴细胞主动免疫治疗反复种植失

败可调节异常的细胞免疫功能，但并未明确能否提高反复种

植失败的临床妊娠率。文章中对于辅助生殖中的反复种植失

败患者，淋巴细胞主动免疫治疗后仍可获得41%的妊娠率，

有较好的临床应用价值。淋巴细胞主动免疫治疗不仅增加患

者体内的封闭抗体水平，改善患者免疫状态，以利于胚胎继

续发育，还同时降低自然杀伤细胞毒性，降低母体对胚胎的

攻击能力，产生免疫保护，提高妊娠成功率[29]。 
文章中两组患者的流产率比较差异无显著性意义，提

示淋巴细胞主动免疫治疗并未降低反复种植失败患者的流

产率。有文献报道主动免疫治疗可降低复发性流产患者的

流产率[30-31]，根据患者体内封闭抗体的变化来判断淋巴细

胞免疫治疗的效果和对指导习惯性流产患者妊娠及对再次

妊娠的结局有良好的预示价值[32]。 
文章中可能是由于两组患者均为反复种植失败患者，

既往无反复流产史，其流产率并不高，与本中心其他体外

受精患者的流产率相近。由于本文研究对象较少，关于主

动免疫治疗后封闭抗体转阳率和封闭抗体对反复种植失败

患者再次助孕的疗效， 尚有待于今后进一步的研究和大样

本量的数据。 
目前，关于国内外主动免疫治疗对 反复种植失败 治

疗的确切效果仍缺乏大量的前瞻随机对照研究的循证医学

证据，仍有待日后进一步研究和探索。Coulam等[33]研究认

为免疫治疗只在那些显示有异常免疫风险的生育失败的妇

女中起作用，目的是提高其活产婴儿的出生。但也有专家

认为淋巴细胞注射缺乏坚实的循证医学基础，反对进行该

项治疗[34]。 
文章未发现对母婴的不良发应如母体的过敏反应及传

染病的发生，但是其提高反复种植失败患者体外受精临床

妊娠率和胚胎种植率的作用机制尚待进一步研究。反复种

植失败可能存在母胎免疫平衡的失调，而主动免疫治疗可

能诱发细胞免疫参与的免疫耐受，使封闭抗体增强，诱导

母胎界面微环境耐受，为摸索提高胚胎的着床的方法以及

阐明反复种植失败的发病机制提供了理论依据[35-40]。 
总之，应用淋巴细胞主动免疫治疗，可以改善患者的

体液免疫和细胞免疫功能，提高封闭抗体水平，而且该技

术简单易行、安全有效。对于体外受精-胚胎移植中反复种

植失败患者，如其封闭抗体检查阴性，可建议行淋巴细胞

主动免疫治疗，待封闭抗体转阳后再行胚胎移植。 
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