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冻融胚胎卵裂球损伤对于移植完整胚胎临床结局的影响
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（南京大学医学院附属鼓楼医院生殖医学中心，江苏南京２１０００８）

　　摘　要：目的　探讨分裂期胚胎经玻璃化冷冻法冷冻复苏后，不同胚胎卵裂球的存活状态与移植完整胚胎后临床结局的关

系。方法　回顾性分析南京市鼓楼医院生殖医学科２０１０年５月至２０１１年１２月冻融胚胎移植（ＦＥＴ）周期６４８例（共１７３６枚分

裂期胚胎），根据复苏后胚胎的卵裂球完整与否分为２组：胚胎卵裂球均完整组５０８例，卵裂球部分损伤组１４０例，均选择完整胚

胎进行移植。比较２组的临床妊娠率、胚胎种植率及抱婴回家率。结果　ＦＥＴ胚胎卵裂球部分损伤组复苏的胚胎数显著高于卵

裂球完整组（犘＜０．０１），在临床妊娠率、胚胎种植率和抱婴回家率的比较中，卵裂球完整组具有显著优势（犘＜０．０５）。结论　经玻

璃化冷冻技术冻融的优质胚胎中，部分胚胎卵裂球损伤提示剩余完整胚胎的发育潜能低于复苏后均完整的胚胎。
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　　玻璃化冷冻技术以其操作简便，耗时短，冻融过程损伤小

及存活、完整率高等优点，逐渐成为辅助生殖领域中取代程序

化冷冻的关键技术［１３］。玻璃化冻融的胚胎与新鲜胚胎移植，

在临床妊娠率、胎儿孕周、早产率、出生缺陷等方面均无显著性

差异［４］。同时，冻融胚胎移植（ＦＥＴ）周期比新鲜周期具有更好

的胚胎与子宫内膜同步性，不仅明显提高ＩＶＦ周期的累计妊

娠率，还可有效降低多胎妊娠率，减少卵巢过度刺激综合征

（ＯＨＳＳ）风险。胚胎冻融过程中经常会观察到卵裂球受损的

现象，通常认为超过５０％卵裂球损伤的胚胎为复苏失败胚胎，

一般不予移植。卵裂球损伤程度对胚胎的发育潜能和临床结

局的影响，一直都是辅助生殖技术（ＡＲＴ）关注的焦点。因此，

本研究对本中心玻璃化冷冻复苏的６４８例ＦＥＴ周期进行回顾

性分析，研究种植前冻融胚胎的存活状态及临床结局，进一步

探讨ＦＥＴ后胚胎卵裂球损伤对胚胎发育潜能的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１０年５月至２０１１年１２月在南京市

鼓楼医院生殖医学科进行ＦＥＴ的不孕患者。患者平均年龄

（３０．８７±４．２８）岁。根据复苏后胚胎的卵裂球损伤与否分为２

组：胚胎卵裂球均完整组５０８例，卵裂球部分损伤组１４０例，２

组一共解冻复苏１７３６枚胚胎，均选择完整胚胎进行移植，移植

胚胎数为（１．９９±０．１２）枚。

１．２　胚胎玻璃化冷冻及保存

１．２．１　冷冻液的配制　冷冻基础液：羟乙基哌嗪乙磺酸

（ＨＥＰＥＳ）缓冲的合成人输卵管液（ｍＨＴＦ）中添加２０％人血

清蛋白（ＳＳＳ，ＳＡＧＥ）；冷冻液Ⅰ：ｍＨＴＦ中添加１０％乙二醇

（ＥＧ，ＳＩＧＭＡ）＋１０％二甲亚砜（ＤＭＳＯ，ＳＩＧＭＡ）；冷冻液Ⅱ：

ｍＨＴＦ中添加２０％ ＥＧ＋２０％ ＤＭＳＯ＋０．３ｍｏｌ／Ｌ 蔗糖

（ＳＩＧＭＡ）。

１．２．２　解冻液的配制　解冻液Ⅰ：ｍＨＴＦ中添加２０％

ＳＳＳ＋１ｍｏｌ／Ｌ蔗糖；解冻液Ⅱ：ｍＨＴＦ中添加２０％ＳＳＳ＋０．５

ｍｏｌ／Ｌ蔗糖；解冻液Ⅲ：ｍＨＴＦ中添加２０％ＳＳＳ＋０．２５ｍｏｌ／

Ｌ蔗糖；解冻液Ⅳ：ｍＨＴＦ中添加２０％ＳＳＳ。

１．２．３　玻璃化冷冻　室温下，胚胎在冷冻基础液中平衡２ｍｉｎ

后，先移入冷冻液Ⅰ中１０ｍｉｎ，再移入冷冻液Ⅱ，６０ｓ内装载至

冷冻载杆的塑料薄膜片上并直接投入液氮中保存。

１．２．４　胚胎复苏　３７℃下，直接将载杆的塑料薄膜片迅速浸

入解冻液Ⅰ，使胚胎滑落入培养液中。１ｍｉｎ后，按照浓度梯

度递减的顺序，将胚胎在室温下依次移入解冻液Ⅱ、解冻液Ⅲ、

解冻液Ⅳ，并分别停留３、５、５ｍｉｎ。最后在３７℃下将解冻液Ⅳ

中的胚胎移入胚胎培养液（Ｇ２），于３７℃、５％ Ｏ２、６％ ＣＯ２ 培

养箱中培养２ｈ后移植。

１．２．５　胚胎冻融后存活标准　胚胎解冻复苏后，以成活卵裂
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球数大于或等于５０％，颜色明亮均一，立体感较强为判定胚胎

存活的标准。以具有完整清晰的细胞膜，胞浆均匀光泽，立体

感强为判定卵裂球存活的标准。

１．３　妊娠判断及监测　胚胎移植后１４ｄ测定血或尿人绒毛

膜促性腺激素（ＨＣＧ）水平，若阳性则于停经２８ｄ行Ｂ超检查，

见孕囊及原始心管搏动诊断为临床妊娠，继续随访至妊娠

结束。

１．４　观察指标　临床妊娠率＝临床妊娠／移植周期数×

１００％；种植率＝宫内孕囊数／移植胚胎数×１００％；抱婴回家

率＝活产分娩数／移植周期数。

１．５　统计学处理　结果以狓±狊或率（％）表示，采用ＳＰＳＳ

１７．０软件对数据进行统计分析，采用狋检验和χ
２ 检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　患者一般资料　共收集玻璃化冷冻复苏周期６４８例，其

中复苏后胚胎卵裂球均完整组（Ａ组）５０８例，解冻复苏１１９９

枚胚胎，平均年龄（３１．０６±４．２２）岁，卵裂球部分损伤组（Ｂ组）

１４０例，解冻复苏５３７枚胚胎，平均年龄（３０．１８±４．４５）岁，组

间年龄无统计学差异（犘＞０．０５）。此外，Ａ、Ｂ组子宫内膜厚度

分别为（９．８５±１．８７）、（９．６６±１．８３）ｍｍ；移植胚胎数分别为

１．９９±０．１０、１．９８±０．１９，差异均无统计学意义（犘＞０．０５），但

Ａ组解冻复苏胚胎数（２．３６±０．５１）显著少于 Ｂ组（３．８４±

１．２０），差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．２　冻融胚胎卵裂球完整组与部分损伤组临床结局的比较　

在临床妊娠结局方面，复苏后胚胎卵裂球均完整组（Ａ组）的临

床妊娠率［５５．３１％（２８１／５０８）］、种植率［３７．６９％（３８１／１０１１）］

和抱婴回家率［４６．２６％（２３５／５０８）］均显著高于卵裂球部分损

伤组（Ｂ组）［相应比例分别为４６．４３％（６５／１４０）、３１．４１％（８７／

２７７）、３６．４３％（５１／１４０）］，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

随着体外受精胚胎移植（ＩＶＦＥＴ）及其衍生技术的飞速

发展，胚胎冷冻技术已常规应用于人类辅助生殖领域。胚胎冻

融技术经过不断改善，冻融胚胎的存活率也有所提高。据统

计，玻璃化冷冻胚胎复苏后，其完整率已高达９５％
［２］。然而胚

胎在玻璃化冻融过程中经历了渗透压的变化，可能会出现卵裂

球的部分或全部受损。目前针对部分卵裂球损伤的胚胎发育

潜能的研究仍存在争议［５９］。Ｅｄｇａｒ等
［１０］报道，复苏后胚胎卵

裂球的损伤与临床结局有显著相关性，受损胚胎降低了胚胎的

植入能力和临床妊娠率，移植部分受损胚胎的种植率比完整胚

胎低３倍
［１０］。也有学者认为，部分卵裂球受损的冻融胚胎与

完整胚胎具有相同的种植潜能，因为卵裂期胚胎的每个卵裂球

都具有全能型。在本院生殖医学科ＦＥＴ周期方案中，如果玻

璃化解冻复苏后有胚胎发生部分卵裂球融解，会解冻更多胚胎

以保证移植胚胎的完整性。解冻过程中部分卵裂球损伤的胚

胎能否提示，移植同批解冻的完整胚胎的发育潜能是否已受到

影响，尚鲜有报道。本研究发现，经玻璃化冷冻技术冻融的优

质胚胎中，卵裂球部分损伤组完整胚胎的临床妊娠率、种植率

及抱婴回家率显著低于卵裂球完整组的胚胎，提示剩余完整胚

胎的发育潜能低于复苏后均完整的胚胎。

有文献报道，在植入前遗传学诊断（ＰＧＤ）活检时，取出１～

２个卵裂球后并不影响胚胎继续发育的潜能
［１１］。Ｔａｎｇ等

［１２］

比较了慢速程序化解冻复苏后，卵裂球损伤小于２５％的胚胎

和无损伤组胚胎的继续发育潜能，结果无统计学差异［１２］。本

研究结果显示，在玻璃化冻融周期中虽然都植入完整胚胎，但

卵裂球部分损伤组的妊娠率、种植率和抱婴回家率都显著低于

完整组（犘＜０．０５）。在受损胚胎的继续发育潜能方面，是哪些

因素导致ＰＧＤ和程序化冷冻的处理结果与玻璃化冷冻法有明

显区别？相关胚胎学家认为，此现象与ＤＭＳＯ的细胞毒性有

关［１３１４］。研究表明，培养液中ＤＭＳＯ浓度为１０％时，细胞生长

抑制率近１００％；１‰浓度时抑制率为３５％；即使是０．０４‰的

浓度，ＤＭＳＯ对细胞的生长也有不利影响
［１５］。本研究中，在有

卵裂球融解的解冻过程中，融解细胞释放出对胚胎发育有害的

ＤＭＳＯ，引起有损伤胚胎的进一步受损，也可以渗入培养液使

完整胚胎受损。最终导致其妊娠结果显著低于完整组，而这种

损伤可能是短时间内镜下无法观察到的。玻璃化过程中高浓

度冷冻保护剂的使用使胚胎渗透压经历了一系列的改变，这种

变化使卵裂球的细胞膜受到较大的损伤。Ｋｏｐｅｉｋａ等
［１６］报道，

胚胎暴露于浓度超过３０％的冷冻保护剂时，胚胎的发育潜能

会降低。本研究认为，不同胚胎的卵裂球对冷冻保护剂的耐受

性存在个体差异，这种差异具体表现为，不同胚胎在玻璃化冷

冻液Ⅰ中恢复时间的不同，以及胚胎冻融后，有的胚胎发生了

卵裂球融解，有的胚胎虽然解冻当时没有发生卵裂球融解，但

随着继续培养，会进一步发生卵裂球融解的可能。

迄今为止，玻璃化冷冻技术已常规应用于人类胚胎的保

存。胚胎卵裂球的完整率是衡量玻璃化冷冻效果的关键指标。

胚胎完整率越高，说明其耐受冷冻损伤的能力越强，故而胚胎

着床和继续发育潜能越高。已有许多文献报道，比较卵裂球受

损的胚胎与完整胚胎移植后的妊娠结局，说明卵裂球损伤对胚

胎发育的影响。而本研究首次报道了玻璃化冷冻复苏的胚胎

中，部分胚胎卵裂球受损组（Ａ组）与完整组（Ｂ组）均移植完整

胚胎后的妊娠结局比较。进一步提示冷冻保护剂ＤＭＳＯ的细

胞毒性对胚胎继续发育潜能的不可逆损伤，具有一定研究

价值。

综上所述，玻璃化冻融的优质胚胎中，卵裂球损伤与临床

妊娠结局有显著相关性，胚胎质量是影响冻融胚胎移植妊娠结

局的重要因素。如何根据胚胎的实际情况，选择适当的冷冻时

机，尽可能减少高浓度高毒性的玻璃化冷冻保护剂对胚胎损伤

等问题值得我们继续深入探讨。
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续表１　　各组术前、术后ＤＤ水平变化（狓±狊，μｇ／Ｌ）

组别 狀 术前 术后２４ｈ内 术后３ｄ 术后７ｄ

Ｄ组 ７９ ３３５．６±７１．１ ５６１．５±９０．０ ５８３．１±９６．１ ３４５．０±７１．７

Ｅ组 ５４ ３６６．３±７１．０ ５２１．３±９１．９ ５０１．４±９５．７ ３４９．２±７０．６

　　：犘＜０．０１，与术前比较。

２．２　各组术前、术后ＦＩＢ变化　见表２。

表２　　各组术前、术后ＦＩＢ变化（狓±狊，μｇ／Ｌ）

组别 狀 术前 术后２４ｈ内 术后３ｄ 术后７ｄ

Ａ组 ５５ ２．７７±０．６２ ２．１５±０．４２＃ ２．０６±０．５０＃ ２．２１±０．６６＃

Ｂ组 ３８ ２．５５±０．５３ １．９７±０．３９＃ １．９９±０．４１＃ ２．０３±０．５１＃

Ｃ组 ９６ ２．１９±０．６０ １．８５±０．４４＃ １．８０±０．５６＃ ２．００±０．６８＃

Ｄ组 ７９ ２．７６±０．７２ ２．５５±０．８２ ２．６３±０．７０ ２．９１±０．６９

Ｅ组 ５４ ３．１４±０．８８ ３．０１±０．８０ ２．９６±０．７７ ３．０９±０．７５

　　＃：犘＜０．０５，与术前比较。

３　讨　　论

ＤＤ是纤维蛋白单体经活化凝血因子（Ｆａ）交联后，再

经纤溶酶水解所产生的一种特异性降解产物，其含量的升高反

映继发性纤溶活性的增强［３］。本研究显示，与术前比较，手术

治疗后各组ＤＤ水平在２４ｈ内、术后３ｄ明显增高，差异有统

计学意义（犘＜０．０１）。手术治疗过程中患者血液呈高凝和纤

溶亢进状态。主要原因为：（１）在麻醉作用下肌肉处于松弛状

态而失去收缩功能，致使血流滞缓。（２）大剂量应用止血药物。

（３）术中可能发生的缺氧、酸中毒、休克等。（４）血管内皮细胞

损伤可激活内源性凝血途径，组织液中的组织因子、凝血活酶

激活物激活外源性凝血途径等。

本研究显示，术后７ｄ的ＤＤ水平与术前比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５），手术治疗７ｄ后，随着凝血和纤溶系统的逐

步平衡，且已经形成的ＤＤ片断的降解，其水平明显下降。如

果患者ＤＤ水平未下降至术前水平且有升高趋势，提示继发

性纤溶持续存在，临床医师应通过影像学检查术后是否有深静

脉血栓形成及采取抗凝溶栓治疗。

ＦＩＢ是凝血因子Ⅰ经肝脏合成的一种血浆糖蛋白，是血浆

中含量最高的凝血因子，其在凝血酶的作用下释放出纤维蛋白

肽Ａ和纤维蛋白肽Ｂ后，生成纤维蛋白单体，沉积于血管壁，

损伤血管内皮细胞，增加血液黏稠度和影响白细胞及游离脂肪

酸，从而促使血栓形成。本研究显示，与术前比较，Ａ、Ｂ、Ｃ组

术后２４ｈ内、术后３ｄ、术后７ｄ的ＦＩＢ水平降低，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。Ａ组颅脑手术治疗，脑组织损伤释放组织

因子、脑脊液血凝块分解产物进入血循环、颅内压升高不明确

的神经源性或激素源性机制［４］；Ｂ组心胸手术治疗，非生理性

血流出现，内皮细胞的损伤，血小板激活及凝血因子活化［５］，须

进行抗凝治疗；Ｃ组骨科手术治疗，骨折时骨结构遭破坏挤压

髓腔内容物入血，骨血管壁受损等［６７］。手术治疗过程中因为

凝血和纤溶系统激活，消耗了大量的凝血因子，特别是ＦＩＢ。

Ｄ、Ｅ组术后２４ｈ内、术后３ｄ、术后７ｄ的ＦＩＢ水平与术前比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。可能是因为Ｄ、Ｅ组手术治疗

对患者组织及器官的损伤程度要远小于 Ａ、Ｂ、Ｃ组，所以Ｄ、Ｅ

组术后ＦＩＢ无明显下降。比较表１和表２，Ｄ、Ｅ组术后２４ｈ

内、术后３ｄ的ＤＤ水平明显升高（犘＜０．０１），而ＦＩＢ无明显降

低（犘＞０．０５），反映了在继发性纤溶中ＤＤ水平的变化比ＦＩＢ

更为敏感。

综上所述，临床医师必须密切关注手术后患者的凝血及纤

溶状态，特别是颅脑手术、心胸手术、骨科手术，如果血浆ＤＤ

水平持续升高或ＦＩＢ持续下降，应立即影像学检查是否有术后

深静脉血栓形成，对预防术后并发症及评估预后有重要的临床

意义。
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