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**"摘要#*目的*探讨不同人工皱缩方式对囊胚玻璃化冻融后复苏结局的影响' 方法*收集体外受精!?SI"\

卵泡浆内单精子注射!?NJ?"治疗周期病人冷冻或移植后的 #R, 枚囊胚$随机分为对照组!囊胚不进行皱缩$直

接玻璃化冻融"(激光皱缩组!囊胚采用激光打孔法使其完全皱缩后行玻璃化冻融"(机械皱缩组!囊胚采用机

械挤压法使其完全皱缩后行玻璃化冻融"$每组 &# 枚' 比较三组间的复苏率和孵出率' 结果*激光皱缩组

和机械皱缩组囊胚玻璃化冻融后的复苏率和孵出率均高于对照组!!]% %̂!"' 机械皱缩组和激光皱缩组的

优质囊胚孵出率均高于对照组且差异有统计学意义!!]% %̂!"' 激光皱缩组优质囊胚复苏率及孵出率均高

于机械皱缩组$但差异无统计学意义!!_% %̂!"' 机械皱缩组和激光皱缩组的劣质囊胚复苏率(孵出率均高

于对照组!!]% %̂!"$激光皱缩组劣质囊胚孵出率高于机械皱缩组!!]% %̂!"' 结论*人工皱缩去除囊胚腔

液能够显著改善囊胚玻璃化冻融复苏结局$而激光法皱缩是最佳的人工皱缩方式'

**"关键词#*人工皱缩)*囊胚)*玻璃化冷冻)*复苏率)*孵出率
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**随着辅助生殖技术的不断发展$囊胚玻璃化冷

冻已经在临床上得到了广泛应用' 囊胚玻璃化冻融

效果受到多种因素的影响$而囊胚腔液则是其中最

重要的影响因素之一' 囊胚腔液容易导致玻璃化冷

冻过程中囊胚细胞冷冻保护剂渗透不充分$不能充

分脱水$从而致使冻融过程中形成冰晶$造成细胞损

伤$影响囊胚复苏后的发育能力' 有研究表明玻璃

化冷冻前对囊胚行人工皱缩$释放囊胚腔液$可改善

冻融囊胚的复苏及临床结局%($#&

$并且不同的人工

皱缩方式所获得的囊胚冻融结局存在差异%V d!&

' 本

研究收集了体外受精D胚胎移植周期病人冷冻或移

植后的囊胚$探讨人工皱缩及不同皱缩方式对囊胚

玻璃化冻融后复苏结局的影响'

A9资料与方法

ABA9一般资料9本研究纳入了 #%(RD%! d#%(!D(#

在广西壮族自治区人民医院生殖医学与遗传中心接

受体外受精!94 C9<B/M;B<9=9W3<9/4$?SI"或卵胞浆内单

精子注射!94<B3LU</A=3E@9LEA;B@94 ;̀L<9/4$?NJ?"治

疗的病人授精后第 !\,天的废弃囊胚共 #R,枚' 所有

用于本研究的囊胚均在患者签署知情同意书后使用'

ABC9实验方法

( #̂ (̂*实验分组*将纳入本研究的囊胚按顺序半

随机分为激光皱缩组(机械皱缩组及对照组$每组

&# 枚' 囊胚质量评级采用 e3B84;B评分系统%,&

$将

授精后第 !\, 天囊胚腔分期为 V 期以上$且内细胞

团或滋养外胚层细胞评级
!

P级的囊胚定义为优质

囊胚)囊胚腔分期为 V 期以上$且内细胞团和滋养外

胚层细胞评级均为N级的囊胚定义为劣质囊胚'

( #̂ #̂*激光皱缩与机械皱缩*激光皱缩采用HN:>f

激光破膜仪!1:e$德国"$具体操作方法#打开激光

靶标$将其放置于囊胚内细胞团对侧的滋养层细胞

间与透明带连接处$给予能量为 V !̂ @E的单次激光

打孔$囊胚有明显收缩感即放回培养箱等待冷冻$一

般囊胚完全皱缩可在激光打孔后 ( d! @94 内完成'

机械皱缩采用小口径吸管对囊胚进行反复机械挤

压$直至囊胚腔液释放囊胚皱缩$随后行囊胚玻璃化

冷冻' 对照组囊胚不进行人工皱缩$直接玻璃化冷冻'

( #̂ V̂*囊胚玻璃化冷冻及复苏*使用囊胚冷冻\复

苏试剂盒!NHH7$澳大利亚"$所有试剂使用前均置

于 V$ g培养箱!cOX>L;==(!%9$:.;B@/$美国"中预

热平衡 ( .' 冷冻步骤#将完全皱缩的囊胚放入 S(

液平衡 ! @94后$转入S# 液$# @94后转入SV 液$在

V% d,% E内将含囊胚的SV 液装入cJS封闭式载杆

!NBU/P9/JUE<;@$法国"并加套外管封口后投入液

氮保存' 复苏步骤#将含囊胚的载杆从液氮取出$迅

速放入h( 液$轻微晃动载杆使囊胚脱落后将囊胚

移入新的h( 液中充分洗涤平衡 ! @94$而后将囊胚

依次在 h# 液和 hV 液中分别平衡 ! @94' 最后将

囊胚移入 V$ g(,i NH

#

培养箱中过夜平衡的囊胚

培养液!NHH7$澳大利亚"微滴中继续培养'

ABD9观察指标9显微镜!HF21KjJ ?f$($日本"下

观察囊胚解冻后 R d, .的复苏情况$囊胚腔重新扩

张定义为复苏成功' 解冻后次日观察囊胚孵出情

况' 分别记录每组囊胚及不同质量等级囊胚的复苏

率及孵出率'

ABE9统计学方法9应用 JKJJ(" %̂ 统计软件进行数

据分析$计数资料以百分率!i"表示$组间比较采

用
!

# 检验' !]% %̂! 为差异有统计学意义'

C9结果

CBA9不同分组囊胚玻璃化冻融后复苏结局比较9

激光皱缩组的冻融囊胚复苏率(孵出率均高于对照

组$差异有统计学意义!!]% %̂!"' 机械皱缩组的

冻融囊胚复苏率(孵出率均高于对照组$差异有统计

学意义!!]% %̂!"' 激光皱缩组的冻融囊胚孵出率

高于机械皱缩组$差异有统计学意义!!]% %̂!"$复

苏率亦高于机械皱缩组$但差异无统计学意义!!_

% %̂!"' 见表 ('

*V#!*

**中国临床新医学*#%(" 年*! 月*第 (# 卷*第 ! 期



表 (*不同分组囊胚玻璃化冻融后复苏结局比较!("i#$

组*别 囊胚数 复苏率 孵出率*

激光皱缩组 &# ,(!$R V̂"" R%!R& $̂&"*

机械皱缩组 &# !!!,$ %̂$"

#$!V# "̂V"

"

对照组** &#

V$!R! (̂#"

"

k

&!" $̂,"

"

k

!

#

' (" (̂,! #" &̂!R

! ' % %̂%% % %̂%%

*注#与激光皱缩组比较$

"

!]% %̂!)与机械皱缩组比较$

k

!]% %̂!

CBC9不同分组优质囊胚玻璃化冻融后复苏结局比

较9激光皱缩组(机械皱缩组(对照组优质囊胚数分

别为 ($ 枚(#( 枚((" 枚' 激光皱缩组与机械皱缩组

的优质囊胚冻融后复苏率均高于对照组$但差异无

统计学意义!!_% %̂!"$激光皱缩组与机械皱缩组

的优质囊胚冻融后孵出率均高于对照组$差异有统

计学意义!!]% %̂!"$激光皱缩组的优质囊胚复苏

率及孵出率均高于机械皱缩组$但差异无统计学意

义!!_% %̂!"' 见表 #'

表 #*不同分组优质囊胚玻璃化冻融后复苏结局比较!("i#$

组*别 优质囊胚数 复苏率 孵出率

激光皱缩组 ($ (!!&& #̂R" (#!$% !̂""

机械皱缩组 #( (&!&! $̂(" (#!!$ (̂R"

对照组** (" (V!,& R̂#"

R!#( %̂!"

"

k

!

#

' # $̂"& " ,̂,!

! ' % #̂R$ % %̂%&

*注#与激光皱缩组比较$

"

!]% %̂!)与机械皱缩组比较$

k

!]% %̂!

CBD9不同分组劣质囊胚玻璃化冻融后复苏结局比

较9激光皱缩组(机械皱缩组(对照组劣质囊胚数分

别为 ,! 枚(,( 枚(,V 枚' 激光皱缩组和机械皱缩组

的劣质囊胚复苏率(孵出率均高于对照组$差异有统

计学意义!!]% %̂!"$激光皱缩组的劣质囊胚冻融后

复苏率高于机械皱缩组$但差异无统计学意义!!_

% %̂!"$激光皱缩组的劣质囊胚孵出率高于机械皱

缩组$差异有统计学意义!!]% %̂!"' 见表 V'

表 V*不同分组劣质囊胚玻璃化冻融后复苏结局比较!("i#$

组*别 劣质囊胚数 复苏率 孵出率

激光皱缩组 ,! R,!$% $̂$" #&!RV %̂&"*

机械皱缩组 ,( V$!,% ,̂,"

(!!#R !̂""

"

对照组** ,V

#R!V& (̂%"

"

k

R!, V̂!"

"

k

!

#

' (R !̂%R #V (̂%(

! ' % %̂%( % %̂%%

*注#与激光皱缩组比较$

"

!]% %̂!)与机械皱缩组比较$

k

!]% %̂!

D9讨论

随着囊胚培养技术的发展与培养体系的成熟$其

在辅助生殖临床中已得到广泛应用$而对 ?SI\?NJ?

治疗周期获得的囊胚进行高效冻存$也有助于提高

单次取卵周期的累积妊娠率' 因此如何对体外发育

形成的囊胚进行高效冻存成为了保障 ?SI\?NJ?治

疗成功的关键'

DBA9目前囊胚冷冻保存常规采用玻璃化冷冻技术$

其通过高浓度的冷冻保护剂使囊胚细胞脱水$在快

速降温过程中使细胞内水分子由液相直接转变为固

态玻璃相$从而避免冷冻过程中出现冰晶而造成细

胞损伤' 但近年来也有研究提出$由于囊胚的特殊

生理结构$其存在的大量囊胚腔液$无法与冷冻保护

剂进行充分置换$而其残留的部分水分子容易在冷

冻过程中形成冰晶$从而导致囊胚细胞损伤$这是囊

胚玻璃化冻融的主要风险%$&

' 本研究通过探讨人

工皱缩对玻璃化冻融囊胚复苏结局的影响$发现激

光皱缩组和机械皱缩组的囊胚复苏率和孵出率均高

于未皱缩对照组且差异有统计学意义!!]% %̂!"$

这与F;C9DJ;<<9等%&&的研究结果一致' 本研究结果

说明囊胚冷冻前通过人工皱缩方式使囊胚腔液充分

释放$有助于冷冻过程中冷冻保护剂与胚胎内水分

子充分置换$最大程度降低胚胎内残存水分子$从而

降低玻璃化冻融过程中冰晶形成的风险$有助于改

善玻璃化冻融结局'

DBC9目前囊胚人工皱缩的方式主要有显微穿刺法%R&

(

激光皱缩法%R$"&

(机械皱缩法%(%&三种$其中显微穿刺

法是通过显微操作方式利用显微注射针吸取囊胚腔

液使其皱缩)激光皱缩法是采用激光对囊胚滋养层

细胞间与透明带连接处进行脉冲打孔$使囊胚腔液

外流$从而达到皱缩的目的)机械皱缩法是采用小口

径吸管对囊胚进行反复机械挤压$直至囊胚腔液去

除$囊胚皱缩' 目前显微穿刺法由于操作繁琐且需

要显微操作仪$在临床较少使用' 本研究比较了激

光皱缩与机械皱缩两种不同的人工皱缩方式对囊胚

玻璃化冻融效果的影响' 结果显示$两种不同人工

皱缩方式的囊胚玻璃化冻融后复苏率差异无统计学

意义!!_% %̂!"$但激光皱缩组囊胚冻融后的孵出

率高于机械皱缩组$差异有统计学意义!!]% %̂!"'

这与h345等%V&的研究结果相似$这可能是由于机

械皱缩需要使用小口径吸管对囊胚反复挤压$使囊

胚细胞间出现物理性缺口$从而达到释放囊胚腔液

的目的' 但实际操作过程中$该方法存在两个缺点#

一是体外操作时间的延长使囊胚在非生理性环境中

*R#!*
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停留时间延长$有可能降低其发育潜能)二是机械皱

缩组囊胚皱缩后形态变化较大$尤其是透明带机械

损伤较大$会影响玻璃化冻融效果' 而激光皱缩法

操作简便$一般单次激光脉冲即可完成囊胚皱缩$且

激光脉冲的打孔位置处于细胞连接处$对囊胚细胞

的损伤程度降低$不影响冻融囊胚发育潜能'

DBD9目前判断囊胚复苏成功与否主要依据冻融后

囊胚腔是否复张等形态学指标$但其并不能准确量

化反映不同冷冻方式对囊胚细胞损伤的具体程度'

有研究通过 :jbOF标记法对冻融囊胚凋亡细胞比

例进行量化分析$以准确评价不同冷冻方式对复苏

结局的影响%((&

' 囊胚腔形成基于一定数量的囊胚

细胞$优质囊胚由于胚胎细胞数较多$即使冻融后有

损伤$细胞也可重新复张成腔$但是劣质囊胚细胞数

显著少于优质囊胚$对冻融后的细胞损伤更为敏感$

这也使劣质囊胚成为探讨囊胚玻璃化冻融结局更好

的研究对象' 因此$本研究根据冻融囊胚质量进一

步分为优质囊胚组和劣质囊胚组$探讨不同皱缩方

式对其复苏结局的影响$结果发现激光皱缩和机械

皱缩对优质囊胚冻融后的复苏率无明显改善$而对

孵出率则有显著提高)而激光皱缩和机械皱缩劣质

囊胚冻融后的复苏率和孵出率均高于对照组$差异

有统计学意义!!]% %̂!"' 本研究结果也进一步说

明人工皱缩能够显著改善玻璃化冻融复苏结局'

综上所述$囊胚玻璃化冷冻前进行人工皱缩能

显著改善其复苏结局$而激光皱缩是一种简单安全

的人工皱缩方法$具有临床推广应用价值'
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