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摘要：  目的  分析维生素D对25(OH)D缺乏的多囊卵巢综合征（PCOS）伴不孕女性促排卵效果的影响。  方法  选择2019年1-12月就诊的25(OH)D缺乏的PCOS伴不孕女性患者131例，其中给予维生素D治疗且治疗后血清25(OH)D达正常水平[≥30 ng/mL]的72例，作为观察组；未给予维生素D治疗的59例，作为对照组。两组均给予枸橼酸氯克罗米芬(CC)/CC+尿促性素方案促排卵治疗，收集两组患者的一般资料和周期排卵率、生化妊娠率、临床妊娠率和OHSS发生率。  结果  两组患者的年龄、体质量指数(BMI)、不孕年限、基础激素水平[雌二醇、孕酮、卵泡刺激素(FSH)、促黄体生成素(LH)、睾酮]和基础子宫内膜厚度比较，差别均无统计学意义(P＞0.05)。A组周期排卵率(χ2=4.28，P=0.039)和临床妊娠率(χ2=5.17，P=0.023)显著高于B组，而两组的周期生化妊娠率和卵巢过度刺激综合征(OHSS)的发生率差别均无统计学意义(P＞0.05)。对周期排卵和临床妊娠进行多因素Logistic回归分析显示：血清25(OH)D达正常水平是周期排卵的独立预测因子(β=3.197，OR=0.041，95%CI：0.003-0.629，P=0.022)。血清25(OH)D达正常水平(β=0.042，OR=0.563，95%CI：0.420-0.755，P=0.000)、基础睾酮(β=-1.293，OR=1.370，95%CI：1.012-1.854，P=0.042)是周期临床妊娠独立预测因子。  结论  对25(OH)D缺乏的PCOS伴不孕的女性补充维生素D，使其血清25(OH)D达正常水平，可提高治疗周期排卵率及临床妊娠率。血清25(OH)D正常水平是周期排卵的独立预测因子，血清25(OH)D正常水平及血清基础睾酮水平是促排卵周期临床妊娠的独立预测因子。
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维生素D缺乏是世界范围内最常见的营养缺乏症[1]，普通成年人群的患病率为20%～48%[2]，而多囊卵巢综合征(polycystic ovary syndrome, PCOS)女性的患病率则＞80%[3-5]。维生素D缺乏是胰岛素抵抗、肥胖、代谢综合征和排卵障碍的主要促成因素，而这些症状在PCOS患者很常见[6]。血清25(OH)D低水平与PCOS的排卵障碍有关，补充维生素D有益于卵巢成熟、排卵及规律的月经周期[5,7-8]。本研究旨在回顾性分析维生素D对25(OH)D缺乏的PCOS女性诱导排卵效果的影响。
1 对象与方法
1.1 对象  收集2019年1-12月就诊的25(OH)D缺乏的PCOS伴不孕的女性患者131例，年龄25～35岁。纳入标准：(1)PCOS依据2004年鹿特丹标准[9]诊断；(2)女性无避孕，性生活至少12个月未孕，且不孕由PCOS所致；(3)血清25(OH)D＜30 ng/mL；(4)促排卵治疗前的血清25(OH)D水平，补充维生素D者≥30 ng/mL(补充维生素D前，血清25(OH)D水平＜20ng/mL)，未补充维生素D者＜30 ng/mL(血清25(OH)D水平≥20ng/mL)；(5)促排卵方案为枸橼酸氯克罗米芬(clomiphene citrate，CC)/CC+尿促性素。排除标准：(1)男方精液异常；(2)患有高血压病、糖尿病、自身免疫性疾病、甲状腺功能异常、高泌乳素血症、重要脏器(心、肺、肝、肾、胃等)疾患、心理精神疾患、恶性肿瘤；(3)临床资料不完整。本研究经医院伦理委员会批准，患者均知情同意。
131例中，补充维生素D后血清25(OH)D≥30 ng/mL有72例，为观察组(A组)，未补充维生素D的有59例，为对照组(B组)。
1.2 方法
1.2.1 补充维生素D方案  口服维生素D2片(国药准字H21022672，东北制药集团沈阳第一制药有限公司)，5 000 U/d，每2～4周复查血清25(OH)D和血钙、血磷，避免出现药物不良反应或药物过量。
1.2.2 促排卵方案
1.2.2.1 CC方案  从月经周期或黄体酮撤退性出血的第5天开始，给予口服CC 50～150 mg (H20091079，法地兰，每片50 mg，高特制药有限公司)，每日2次，持续5 d。当主导卵泡直径达18～20 mm或两个卵泡最大直径达16 mm时，给予皮下注射重组人绒毛膜促性腺激素(human chorionic gonadotropin, HCG)(S20130091，艾泽，每支250 μg，默克雪兰诺有限公司)250 μg诱发排卵。指导患者同房。皮下注射HCG 48 h后，行阴道B超检查明确是否排卵。如无优势卵泡发育则放弃本周期。
1.2.2.2 CC+尿促性素方案  从月经周期或黄体酮撤退性出血的第5天开始，给予口服CC 50～150 mg，每日1次，持续5 d。如主导卵泡直径＜14 mm，给予肌内注射尿促性素(国药准字H10940097，每支75 U，丽珠集团丽珠制药厂)治疗，采用小剂量递增方案，自37.5 U/d开始，每7日增加37.5 U，最大增至225 U。当主导卵泡直径≥18 mm或两个卵泡最大直径≥16 mm时，给予皮下注射HCG(方案同CC方案)诱发排卵。指导患者同房。皮下注射HCG 48 h后，行阴道B超检查明确是否排卵。如无优势卵泡发育则放弃本周期。
1.2.3 观察指标  包括两组患者的周期排卵率、周期生化妊娠率、周期临床妊娠率、周期卵巢过度刺激综合征(ovarian hyperstimulation syndrome，OHSS)发生率。
1.2.4 结局判定  皮下注射HCG 48 h后，行阴道B超检查明确是否排卵，计算周期排卵率。生化妊娠为排卵后14 d月经未来，血β-HCG升高。排卵后35 d阴道B超确诊宫内孕囊为临床妊娠。
1.3 统计学处理  采用SPSS 20.0软件进行统计分析。正态分布及方差齐的计量资料以(
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±s表示，组间比较采用t检验分析；非正态分布的计量资料以M(P25,P75)表示，组间比较采用Wilcoxon秩和检验。计数资料以n（%）形式表示，统计学方法选择χ2检验。周期排卵、周期临床妊娠影响因素分析采用多因素Logistic回归分析。检验标准为0.05，P<0.05为差别有统计学意义。
2 结  果
2.1 一般资料比较  131例患者共完成促排卵治疗277周期，其中A组72例，治疗126周期；B组59例，治疗151周期。两组患者的年龄，体质量指数(body mass index，BMI)，不孕年限，基础日(给予CC治疗当日)激素水平[雌二醇、孕酮、卵泡刺激素(follicle-stimulating hormone，FSH)、促黄体生成素(luteinizing hormone，LH)、睾酮]，基础日血清25(OH)D和钙、磷水平，以及基础子宫内膜厚度，差别均无统计学意义(P＞0.05，表1～2)。
表1 两组患者的年龄、BMI、不孕年限及基础激素水平的比较
Tab.1 Comparison of age, BMI, years of infertility and basic hormone levels between the two groups

	分组
	n
	年龄/岁
	BMI/(kg.m-2)
	不孕年限/a
	基础日

	
	
	
	
	
	雌二醇(pg/mL)
	孕酮
(pg/mL)
	FSH

(mIU/mL)
	LH

(mIU/mL)
	睾酮
(pg/mL)

	A组
	72
	29.02±1.97
	23.11±0.87
	3.22(3.00,4.55)
	59.34±3.76
	425.38±12.28
	6.39±0.51
	7.00±0.15
	461.83±27.68

	B组
	59
	28.70±2.50
	22.98±0.79
	3.42(3.20,4.82)
	58.15±3.11
	427.54±11.95
	6.56±0.47
	7.02±0.21
	469.23±29.00

	t/U
	
	0.83
	0.92
	10354.50
	1.93
	0.45
	1.93
	1.05
	1.30

	P
	
	0.409
	0.362
	0.205
	0.055
	0.656
	0.056
	0.134
	0.082


BMI：体质量指数；FSH：卵泡刺激素；LH：促黄体生成素。
表2 两组基础日血钙、磷水平及子宫内膜厚度的比较
Tab.2 Comparison of serum 25(OH)D, calcium, phosphorus levels and endometrial thickness between the two groups

	分组
	n
	基础日

	
	
	血清25(OH)D/(ng.mL-1)
	血钙/(mmol.L-1)
	血磷/(mmol.L-1)
	子宫内膜厚度/mm

	A组
	72
	31.44±0.61
	2.51±0.05
	1.06±0.02
	3.07±0.62

	B组
	59
	23.48±0.36
	2.52±0.06
	1.11±0.02
	3.46±0.52

	t值
	
	88.45
	0.10
	1.57
	1.11

	P
	
	0.000
	0.921
	0.119
	0.091


2.2 2组周期排卵率、周期生化妊娠率、周期临床妊娠率和周期OHSS发生率比较  A组周期排卵率及周期临床妊娠率均显著高于B组(P<0.05)，而两组患者的周期生化妊娠率和周期OHSS发生率差别均无统计学意义(P＞0.05，表3)。
表3 两组患者观察指标的比较
Tab.3 Comparison of observation indexes between the two groups
	分组
	周期数
	周期排卵数
	周期生化妊娠数
	周期临床妊娠数
	周期卵巢过度刺激发生数

	A组
	126
	115(91.27)
	67(53.17)
	42(33.33)
	1(0.79)

	B组
	151
	125(82.18)
	72(47.78)
	32(21.19)
	3(1.99)

	χ2值
	
	4.28
	0.83
	5.17
	0.685

	P
	
	0.039
	0.363
	0.023
	0.628


表中数据除周期数，余为n(%)。
2.3 周期排卵、周期临床妊娠影响因素的单因素及多因素Logistic回归分析  首先以促排卵治疗前血清25(OH)D水平是否达正常水平（≥30 ng/mL）(赋值：否=0，是=1)、年龄、BMI、基础激素水平及基础子宫内膜厚度为自变量；分别以周期排卵(赋值：无=0，有=1)、周期临床妊娠(赋值：无=0，有=1)为因变量，进行单因素Logistic回归分析，结果显示：除BMI外，其余因素均为周期排卵的预测因子，而各因素均为周期临床妊娠的预测因子(表4)。再进行多因素Logistic回归分析，结果显示：25(OH)D水平达正常水平是周期排卵的独立预测因子(β=3.197，OR=0.041，95%CI：0.003-0.629，P=0.022)。血清25(OH)D达正常水平(β=0.042，OR=0.563，95%CI：0.420-0.755，P=0.000)、基础睾酮水平(β=-1.293，OR=1.370，95%CI：1.012-1.854，P=0.042)是周期临床妊娠的独立预测因子(表5)。
表4 周期排卵、周期临床妊娠影响因素的单因素Logistic回归分析

Tab.4 Univariate logistic regression analysis of influencing factors of periodic ovulation and periodic clinical pregnancy

	因变量
	自变量
	β
	OR值
	P

	周期排卵

(赋值：无=0，有=1)
	25(OH)D水平是否达正常水平（≥30 ng/mL）(赋值：否=0，是=1)
	2.347
	10.455
	0.000

	
	年龄
	0.014
	3.154
	0.021

	
	BMI
	0.453
	3.372
	0.523

	
	雌二醇
	5.712
	3.581
	0.016

	
	孕酮
	2.327
	6.486
	0.000

	
	睾酮
	-0.693
	1.559
	0.008

	
	FSH
	1.668
	0.361
	0.010

	
	LH
	2.807
	9.713
	0.006

	
	子宫内膜厚度
	1.547
	3.945
	0.002

	周期临床妊娠
(赋值：无=0，有=1)
	25(OH)D水平是否达正常水平（≥30 ng/mL）(赋值：否=0，是=1)
	5.806
	11.231
	0.000

	
	年龄
	2.711
	1.014
	0.000

	
	BMI
	1.414
	0.636
	0.000

	
	雌二醇
	0.361
	0.003
	0.005

	
	孕酮
	0.312
	0.098
	0.005

	
	睾酮
	-1.293
	8.387
	0.000

	
	FSH
	0.932
	0.189
	0.000

	
	LH
	0.846
	0.060
	0.001

	
	子宫内膜厚度
	0.948
	0.213
	0.009


表5周期排卵、周期临床妊娠影响因素的多因素Logistic回归分析

Tab.5 Multivariate logistic regression analysis of influencing factors of periodic ovulation and periodic clinical pregnancy
	因变量
	自变量
	β
	OR值(95%CI)
	P

	周期排卵

(赋值：无=0，有=1)
	25(OH)D水平是否达正常水平（≥30 ng/mL）(赋值：否=0，是=1)
	3.197
	0.041(0.003-0.629)
	0.022

	
	年龄
	0.14
	0.866(0.694-1.082)
	0.205

	
	BMI
	0.13
	0.880(0.704-1.101)
	0.264

	
	雌二醇
	0.30
	1.370(1.012-1.854)
	0.052

	
	孕酮
	0.16
	0.878(0.711-1.098)
	0.255

	
	睾酮
	-1.127
	1.041(1.003-1.629)
	0.059

	
	FSH
	0.532
	0.212(0.012-0.768)
	0.101

	
	LH
	0.181
	0.865(1.704-1.163)
	0.063

	
	子宫内膜厚度
	0.136
	0.873(0.701-1.088)
	0.227

	周期临床妊娠
(赋值：无=0，有=1)
	25(OH)D水平是否达正常水平（≥30 ng/mL）(赋值：否=0，是=1)
	0.042
	0.563(0.420-0.755)
	0.000

	
	年龄
	2.711
	0.066(0.003-1.748)
	0.102

	
	BMI
	1.414
	4.112(0.629-7.880)
	0.140

	
	雌二醇
	0.361
	0.851(0.709-1.812)
	0.307

	
	孕酮
	0.312
	0.091(0.112-0.616)
	0.402

	
	睾酮
	-1.293
	1.370(1.012-1.854)
	0.000

	
	FSH
	0.932
	0.046(0.003-0.667)
	0.159

	
	LH
	0.846
	0.109(0.277-2.036)
	0.185

	
	子宫内膜厚度
	0.948
	2.581(0.468-7.218)
	0.276


3 讨  论
PCOS是育龄女性最常见的内分泌疾病之一，且表现多样，如月经周期紊乱、排卵障碍、胰岛素抵抗及不孕症。67%～85%的PCOS女性的血清25(OH)D水平＜20 ng/mL[10]。文献报道，维生素D在卵泡发育中发挥重要作用，PCOS女性排卵功能障碍与维生素D缺乏有关，并提出需要进行临床试验来阐明补充维生素D对PCOS相关排卵障碍的影响[3,6]。近年研究报道，补充维生素D可能有益于卵巢成熟、排卵和月经规律[5,7-8]。因维生素D的可及性、易管理性和安全性，补充维生素D可能是改善生殖健康的一种经济有效的策略[11]。
Ott等[12]发现，维生素D缺乏与卵泡发育率较低有关，并且在接受CC促排卵治疗后妊娠率较低。另有学者[13]报道，接受卵巢刺激治疗的低生育力PCOS女性补充维生素D具有有益作用。在PCOS女性中，钙及维生素D联合二甲双胍治疗组的优势卵泡数量明显高于单独二甲双胍治疗组[14]。维生素D治疗12周可改善30.4% PCOS女性的月经紊乱[15]。卵巢功能与血清维生素D水平直接相关，当血清25(OH)D水平≥20 ng/mL时，排卵率显著提高[16]。本研究发现，补充维生素D后血清25(OH)D达正常水平的PCOS女性，在促排卵治疗后周期排卵率及生化妊娠率均高于未补充维生素D组，且血清25(OH)D达正常水平是周期排卵的独立预测因子，血清25(OH)D达正常水平是治疗周期临床妊娠的独立预测因子。与之前研究[12-14,16]结果相似。有学者报道，子宫内膜和子宫内膜容受性可能是维生素D提高成功妊娠的作用位点[17]。Rudick等也提出相同的观点[18]，并发现维生素D在体外受精妊娠中起着重要作用，可能是通过子宫内膜的局部效应。在PCOS女性中低生育力、异位妊娠和早期流产率的增加与子宫内膜环境的改变、高胰岛素血症及其所致的着床减少有关[19]。
本研究结果提示，血清基础睾酮水平是周期临床妊娠的独立预测因子(β=-1.293，OR=1.370，P=0.042)。PCOS女性大多存在高雄激素血症，过多的雄激素是促进PCOS多小卵泡发育的主要因素，较多的小卵泡可增加抗苗勒管激素的产生，从而抵消促卵泡激素引起无排卵的作用[20]。PCOS女性睾酮水平升高与受精率和胚胎发育率下降有关。此外，睾酮水平升高与流产率升高相关，表明雄激素可能对卵泡生成和子宫内膜功能有不利影响[21]。目前，基础睾酮水平是否能预测IVF-ET临床妊娠结局仍存在争议。有研究报道，基础激素水平正常的不孕女性基础雄激素水平可对IVF-ET结局进行初步评估及预测[22]；对于IVF低反应患者，控制性卵巢刺激方案前给予睾酮预处理有助于改善IVF临床结局[23]。另有学者报道，基础血清睾酮水平不能预测IVF-ET妊娠结局，取卵日血清睾酮与妊娠有关[24]；无足够数据支持睾酮作为辅助药物对IVF-ET结局有益[25]。这有可能与研究人群不同有关。本研究的样本量较少，需扩大样本量进一步证实。
综上所述，对25(OH)D缺乏的PCOS伴不孕女性补充维生素D，使其血清25(OH)D达正常水平，可提高治疗周期排卵率及临床妊娠率；血清25(OH)D正常水平是周期排卵的独立预测因子，血清25(OH)D正常水平及血清基础睾酮水平是促排卵周期临床妊娠的独立预测因子。
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Effect of Vitamin D Supplementation on Ovulation Induction in Infertile Women with PCOS
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ABSTRACT:  Objective  To analyze the effect of vitamin D supplementation on ovulation induction in infertile women with PCOS and 25(OH)D deficiency.  Methods  A total of 72 PCOS infertile women with 25(OH)D deficiency in our reproductive center from January 2019 to December 2019 after vitamin D treatment were selected as observation group (group A), and 59 infertile PCOS women without vitamin D treatment were selected as control group (group B). The two groups were treated with clomiphene citrate (CC) / CC + urotropin. The general data, cycle ovulation rate, biochemical pregnancy rate, clinical pregnancy rate and OHSS incidence rate in two groups were collected.  Results  there were no significant differences in age, body mass index (BMI), infertility years, basal hormone levels [estradiol, progesterone, follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), testosterone)] and basal endometrial thickness between the two groups (P > 0.05). The ovulation rate (χ 2 = 4.28, P = 0.039) and clinical pregnancy rate (χ 2 = 5.17, P = 0.023) in group A were significantly higher than those in group B, but there was no significant difference in biochemical pregnancy rate and OHSS incidence between the two groups (P > 0.05). Multivariate logistic regression analysis showed that 

normal serum 25(OH)D level was an independent predictor of ovulation cycle (β = 3.197, or = 0.041, 95% CI: 0.003-0.629, P = 0.022). Normal serum 25(OH)D level (β = 0.042, or = 0.563, 95% CI: 0.420-0.755, P = 0.000) and basal testosterone level (β = - 1.293, or = 1.370, 95% CI: 1.012-1.854, P = 0.042) were independent predictors of clinical pregnancy in ovulation cycle.  Conclusion  Vitamin D supplementation can improve the ovulation rate and clinical pregnancy rate of PCOS women with infertility and 25(OH)D deficiency. Normal serum 25(OH)D level is an independent predictor of ovulation cycle, and normal serum 25(OH)D level and serum basal testosterone level are independent predictors of clinical pregnancy in ovulation cycle.
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