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自 1984 年首例人类冷冻胚胎移植成功以来，胚胎冷冻

保存对人类辅助生殖技术的发展进步起到了巨大的推动作

用，它使患者在一个卵巢刺激周期中可以进行多次胚胎移

植，并减少卵巢刺激综合征以及多胎妊娠。目前应用于临

床的胚胎冷冻技术方法主要有慢速程序化冷冻和玻璃化冷

冻。慢速程序化冷冻法需要采用程序化冷冻仪，降温耗时

较长，同时对冷冻仪要求较高。玻璃化冷冻操作简单、时

间较短、冷冻效果较好 [1]，但是否具有与程序化冷冻法同

样良好或者更佳的复苏效果，尚需要更多的证据。本研究

回顾性分析 4081 个胚胎复苏周期的各项指标，比较玻璃化

冷冻与程序化冷冻对人类胚胎冷冻复苏效果及临床结局的

影响。

1　资料与方法
1.1　研究对象

选择 2009 年 1 月～ 2014 年 12 月在浙江省金华市人

民医院生殖中心接受体外受精 - 胚胎移植（IVF-ET）的患

者，胚胎冷冻后复苏 4081 个周期，其中玻璃化冷冻胚胎复

苏 3416个周期，程序化慢速冷冻复苏 665个周期。

1.2　研究方法

1.2.1　程序化冷冻　在含有胚胎的冻贮麦管中加入冷冻保

护剂（丙二醇，Sigma公司，美国）和蔗糖（Sigma公司，

美国）组成的，后放入程序冷冻仪（Cryologic公司，澳大

利亚）中冷冻，后入液氮中冻存。解冻时将贮麦管从液氮

中取出，置空气中30s，后入37℃水浴中45s，剪断冷冻管

两侧，将胚胎吹入培养皿中，再移入解冻液（PROH、蔗

糖），最后移入培养液（Vitrolife公司，美国）中。

1 .2 .2　玻璃化冷冻　采用  Vitrification Freeze Kit for 
Embryos（Irvine Scientific公司，美国），冷冻液有ES
（equilibration solution）和VS（vitrification solution），4℃
保存，用前室温平衡20min。将胚胎置于ES表面，胚胎自

然下沉，轻轻转换位置2-3次，待胚胎细胞体积恢复，巴氏

吸管轻轻移入VS，改变胚胎位置，洗净胚胎，将胚胎吸在

吸管最前端，将胚胎滴到冷冻载杆（ORIGIO INC，丹麦）

的前端标记的位置，迅速置入液氮中，标记保存。

胚 胎 的 复 苏 采 用 Vitrification Thaw Kit for Embryos
（Irvine Scientific 公司，美国），解冻液包括孵育液（thawing 

solution，TS）、稀释液（dilution solution，DS）、洗脱液（washing 
solution，WS）。使用前，TS 37℃平衡 30min，其他室温平
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衡 20min。将载杆从液氮中取出，迅速浸入 TS 中，胚胎自

然脱落，停留 1min，后将胚胎移至 DS 中，停留 3min，轻

轻转换位置 2-3 次，随后移至 WS-1 和 WS-2 中各 5min，
期间轻轻转换位置 2-3 次，最后转入已平衡的培养液中，

等待移植。

1.2.3　解冻复苏周期的内膜准备

经期规律排卵正常者采用自然周期，在月经第 10 日

开始检测黄体生成素和排卵情况，根据排卵及冷冻阶段，

按常规解冻第 3 日冷冻胚胎。月经不规则或没有自发排卵

者采用人工周期，从月经第 3 日给予戊酸雌二醇（补佳

乐，拜耳药业）3 mg/d，定期 B 超监测，待子宫内膜厚度

≥ 7mm 时，继续服用予戊酸雌二醇，同时肌注黄体酮（60mg/
d，丽珠医药），至第 4 日早晨，解冻第 3 日冷冻胚胎。所

有患者均移植 1 ～ 3 个冻融胚胎，继续黄体支持，移植后

14d 检测 HCG，4周行 B 超检查妊娠囊。

1.2.4　观察指标

胚胎复苏率 = 存活胚胎 / 解冻胚胎数 ×100% ；平均移

植胚胎数 = 移植胚胎数 / 移植周期数；周期取消率 = 取消

移植的周期数 / 解冻周期数 ×100% ；移植优质胚胎率 = 移

植优质胚胎数 / 移植总胚胎数；复苏移植妊娠率 = 临床妊

娠 / 移植周期数 ×100% ；复苏胚胎着床率 = 宫内孕囊数 /

移植胚胎数 ×100%。

1.3　统计学方法　选用 SPSS16.0 统计软件进行统计学处

理，率之间的比较采用卡方检验，计量资料采用单因素方

差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果
2.1　共收集到冷冻周期 4301 个，其中程序化冷冻周期 942

例，平均年龄 31.79±4.66岁，玻璃化冷冻周期 3359例，平

均年龄 31.35±4.97岁，组间年龄无统计学差异。

2.2　复苏周期共 4081 个，其中程序化冷冻复苏 685 个周

期，解冻 2015 个胚胎，存活 1485 个（胚胎复苏率为 73.70 
%）；移植 632 个周期，其中优质胚胎占 63.52%（916/1442），
临床妊娠 206 例（妊娠率 32.59%），着床胚胎 275 个（胚

胎着床率 19.07%）。玻璃化冷冻复苏 3396 个周期，解冻

8192 个胚胎，存活 7475 个（胚胎复苏率为 91.25 %）；移

植 3316 个周期，其中优质胚胎占 79.33%（5607/7068），临

床妊娠 1413 例（妊娠率 42.61%），着床胚胎 1847 个（胚

胎着床率 26.17%），均明显高于程序化组， 差异有统计学意

义（P<0.05）。
程序化冷冻周期中周期取消率为 7.74%，玻璃化组为 

2.36%，玻璃化组明显低于程序化组，差异有统计学意义

（P<0. 05）（表 1）。

表1 程序化冷冻和玻璃化冷冻胚胎各项指标的比较

程序化冷冻 玻璃化冷冻 χ2 P

平均年龄 (岁 ) 31.79±4.66 31.35±4.97

冷冻周期数 942 3359

冷冻周期比例 (%) 62.53(942 /1504) 65.91(3359/5096)

复苏周期数 685 3396

胚胎复苏率 (%) 73.70(1485/2015) 91.25(7475/8192) * 464.469 <0.05

复苏移植周期数 632 3316

周期取消率 (%) 7.74(53/685) 2.36(80/3396) * 50.361 <0.05

移植优质胚胎率 (%) 63.52(916/1442) 79.33(5607/7068) * 167.193 <0.05

平均移植胚胎数 2.28(1442/632) 2.13(7068/3316)

复苏移植妊娠率 (%) 32.59(206/632) 42.61(1413/3316) * 22.016 <0.05

复苏胚胎着床率 (%) 19.07(275/1442) 26.17(1847/7068) * 31.903 <0.05

* P<0.05，与程序化冷冻组比较。

3　讨论
程序化冷冻是应用最早的经典胚胎冷冻方案，其主要

通过使用程序冷冻仪缓慢降温来实现细胞的逐步脱水，然

而在此过程中由于细胞内冰晶的形成而造成损伤。玻璃化

冷冻法则使用高浓度的冷冻保护剂，通过液氮迅速降温，

抑制胞内冰晶形成，减少冷冻损伤，从而提高细胞解冻复

苏后的活力。而高浓度冷冻保护剂使用的同时会增加对胚

胎的毒性及渗透性损害，这是否会影响胚胎的发育尚需进

一步的研究 [2]。

目前国内外的研究者对两种冷冻方法对胚胎的发育潜

能以及临床结局进行了比较。Kuwayama[3] 等研究表明玻璃

化冷冻 4- 细胞胚胎能显著提高存活率，但临床妊娠率和胚

胎种植率没有显著改善。Rama[4] 等研究发现玻璃化冷冻 8-
细胞正常胚胎，其存活率、种植率、临床妊娠率都显著高

于程序化冷冻组。国内有研究发现玻璃化冷冻胚胎复苏率

显著高于程序化冷冻，但临床妊娠率、着床率、活产率没有

显著性差异 [5]。而有其他研究认为玻璃化冷冻的复苏率、完

整胚胎率、临床妊娠率、种植率显著性高于程序化冷冻 [6，7]，

本研究的结果与其基本一致，而与王宇峰 [5] 等结果不同。

原因首先可能是本中心的玻璃化冷冻于近些年才开展并逐

步取代程序化冷冻，因而程序化冷冻胚胎的冻存时间相对

来说比较长，且随着时间的推移逐渐加长，影响后期胚胎

复苏率和优质胚胎率，而玻璃化冷冻的整体水平处于动态

平衡中。此外，本中心结合临床用药剂量、用药时间、B
超检查等手段方法，不断改进冷冻胚胎移植技术，期望提

高解冻胚胎移植的临床妊娠率和胚胎着床率，而移植后期

以玻璃化解冻为主，这也是造成玻璃化解冻临床妊娠率提

（下转第97页）
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良好的软组织分辨率 [7]、可多平面成像及不受母体自身因

素（如羊水少、肥胖、妊娠晚期等）的影响等因素，使其

成为产前超声诊断侧脑室形态异常后进一步检查了解有无

其它病因或合并症的重要方法。MRI 有助于发现侧脑室增

宽胎儿超声检查中所不能发现的信息 [9]。

通过观察分析 39 例非单纯性侧脑室形态异常胎儿 MR
图像并与单纯性脑室增宽对比，分析如下。单纯性侧脑室

增宽多以侧脑室三角区为著，特别是单纯性轻度增宽侧脑

室多仍基本保持原大体轮廓，脑室壁光整自然（图 1 见封

四）。而其他病因造成的脑室增宽常会有一些特征的脑室形

态改变或中线结构的改变。胼胝体发育不全的侧脑室增宽

多以三角区及枕角为著，最具特征性的改变为双侧平行分

离的 “泪滴状”侧脑室，胼胝体发育不全者 MRI 还常表现

为透明隔间腔消失、三脑室增大并上移等间接征象 [8]，另外，

MRI 也可直接显示部分或完全的缺如的胼胝体（图 2 见封

四）。脑穿通畸形是一种特殊类型的脑积水，也称为“积水

性空洞症” [8]，脑穿通畸形或脑室旁软化灶特征表现为病灶

区脑室局部呈囊状或不规则状向外膨隆增宽，病变多发生

在额角或体前部，可单侧也可双侧，病灶造成脑室增宽程

度差异较大，部分病灶导致脑室局部增宽程度可 <10mm ；

虽软化灶不属于脑室增宽范畴，但胎儿影像学检查中有时

不能显示软化灶与脑室间较薄的分隔，亦表现为脑室的局

部增宽，且软化灶与脑穿通畸形病因相同，是同一病变的

不同程度或不同时期的表现，故将两者一起收入分析（图

3 见封四）。透明隔缺如及前脑无裂导致的侧脑室改变根据

病变类型不同，表现各不相同，MRI 观察双侧脑室有无融合、

形态是否自然及中线结构的改变是此类畸形的诊断要点（图

4 见封四）。脑室旁 - 脑室内出血导致的脑室增宽形态无特

异性，根据出血量、出血时期及位置的不同，表现亦不相同，

MRI 检查应充分利用多序列成像的优势，其特征性的改变

是病变区信号的异常。Dandy-walker 畸形是后颅窝的一种

畸形，当其合并脑积水时第三脑室及侧脑室可增宽，MRI
正中矢状位能清晰的显示其第四脑室囊状扩大和小脑蚓部

发育不良的特点。另外，神经元移行异常、脑室内或旁各

种囊肿等多种畸形有时亦可造成侧脑室的改变，本次研究

病例中未收集到这些类型病例导致的胎儿侧脑室形态异常。

综上，当超声初诊为脑室形态异常时应行 MRI 进一

步检查。MRI 检查时，除测量脑室增宽程度外，应充分利

用 MRI 多平面成像、多序列成像及优越的组织分辨率等的

优势，观察颅内结构的形态及信号的变化，特别是注意侧

脑室的形态、轮廓、信号的改变特点及中线结构有无异常，

尽量找出侧脑室形态异常的原因，这对产科更好、更全面

的的评估预后有重要的临床意义。
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高的一个外在因素。

综上所述，与程序化冻融法相比，玻璃化冷冻技术简

化了胚胎冷冻程序，能显著提高胚胎实验室冷冻复苏效果

和提高临床妊娠率，符合辅助生殖技术简单、高效、安全

的要求，更利于胚胎冷冻。当然，在玻璃化冷冻成为常规

方法之前，需对其母婴结局作充分的后续研究及详细的分

析评价，仍然需要大量的后续研究及后代的长期随访。
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