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冷冻复苏胚胎卵裂球损伤因素分析
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　　摘　要：目的　探讨冷冻复苏胚胎移植（ＦＥＴ）周期中影响胚胎卵裂球完整性的相关因素。方法　回顾性分析９８例移植两个

胚胎的ＦＥＴ周期临床资料，移植的两个胚胎其中一个复苏后所有卵裂球完整，另一个胚胎部分卵裂球完整或全部卵裂球死亡。

采用多因素１∶１配对资料条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析胚胎胞质颗粒化、胞质空泡、胚胎碎片、卵裂球数目、卵裂球均一度对冷冻复苏

胚胎卵裂球完整性的影响。结果　胞质空泡（犗犚＝１３．４１３）、胚胎碎片（犗犚＝１．１０１）增加了冷冻复苏胚胎卵裂球损伤的危险性，

而卵裂球数目增加（犗犚＝０．５６９）降低了冷冻复苏胚胎卵裂球损伤的可能（犘＜０．０５）。结论　胞质空泡、胚胎碎片及卵裂球数目是

影响冷冻复苏胚胎卵裂球损伤的重要因素。
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　　经体外授精（ｉｎｖｉｔｒｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ＩＶＦ）获取多个卵子和胚

胎的女性通过冷冻剩余胚胎，不仅可降低新鲜移植周期多胎妊

娠率，避免再次获卵对卵巢过度刺激，而且提高了抱婴回家率

和累积妊娠率［１］。冷冻复苏后全部卵裂球存活是胚胎发育潜

力良好的一种标志，而卵裂球损伤可降低胚胎的种植率和妊娠

率，其原因可能是受损卵裂球对其他存活卵裂球的继续发育产

生有害影响［２］。因此，探讨冷冻复苏过程中影响胚胎卵裂球存

活的因素对提高种植率和临床妊娠率是十分必要的。本研究

对实施冷冻复苏胚胎移植（ｆｒｏｚｅｎｔｈａｗｅｄｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｓｆｅｒ，

ＦＥＴ）的９８例临床资料进行回顾性分析，旨在从形态学方面探

讨影响冻融胚胎存活的因素及其机制，为进一步提高冷冻胚胎

质量提供依据，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１１月至２０１３年３月，本院９８

例ＦＥＴ临床资料，对移植两个胚胎的复苏周期资料进行分析，

并且要求１次冷冻保存的两个胚胎复苏后一个胚胎所有卵裂

球完整，另一胚胎部分卵裂球完整或全部卵裂球死亡。９８对

移植胚胎冷冻前胚胎评级构成为：Ⅰ级４５个，Ⅱ级５７个，Ⅲ级

９４个；复苏后：３５个Ⅰ级、３３个Ⅱ级、３０个Ⅲ级胚胎所有卵裂

球完整，１０个Ⅰ级、２４个Ⅱ级、６４个Ⅲ级胚胎卵裂球存在

损伤。

１．２　胚胎评价标准及复苏后胚胎卵裂球存活标准　根据形态

学参数，本中心将卵裂期胚胎划分为４级，Ⅰ级：细胞大小均

等，形状规则，透明带完整，胞质均匀清晰，没有颗粒现象，碎片

０～５％；Ⅱ级：细胞大小略不均匀、形状略不规则，胞质可有颗

粒现象，碎片占６％～２０％；Ⅲ级：细胞大小明显不均，可有明

显的形状不规则，胞质可有颗粒现象或少许空泡存在，碎片占

２１％～５０％；Ⅳ级：细胞大小严重不均匀，胞质可有严重脱颗粒

现象，胞质中有多个空泡，碎片占５０％以上。第３天４～５个细

胞胚胎由于分裂速度较正常慢，胚胎评价增加一级。选择Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ级卵裂期胚胎进行冷冻。胚胎复苏后卵裂球存活标准为

卵裂球仍能保持细胞大小正常，细胞膜清晰，细胞质折光性正

常，没有发生细胞解体、固缩、过度膨胀等情况。解冻后的胚胎

有３种表现：所有卵裂球完整、部分卵裂球完整和全部卵裂球

死亡，一般认为至少有５０％完整的卵裂球胚胎才有价值移植。

１．３　方法

１．３．１　胚胎冷冻程序　玻璃化快速冷冻法：采用ＥｍｂｒｙｏＶｉｔ

ｒｉＳｙｓｔｅｍＣｏｏｌｉｎｇ（丹麦Ｏｒｉｇｉｏ公司）试剂盒，按试剂说明进行

操作。先将该试剂盒室温平衡３０ｍｉｎ，将冷冻胚胎移入基础液

（ｂａｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＢＳ）中１ｍｉｎ，然后转入平衡液（ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｓｏ
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ｌｕｔｉｏｎ，ＥＳ）３～５ｍｉｎ，再转入玻璃化冷冻液（ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ，ＶＳ）中３０～５０ｓ，迅速小心将胚胎转移至冻贮麦管后投入

液氮中，冷冻全过程在室温下进行。

１．３．２　胚胎冷冻程序　复苏时先将 ＥｍｂｒｙｏＶｉｔｒｉＳｙｓｔｅｍ

Ｗａｒｍｉｎｇ试剂盒中的复苏液（ｗａｒｍｉｎｇｓｏｌｕｔｉｎ，ＷＳ）１３７℃平

衡３０ｍｉｎ，其他试剂室温平衡３０ｍｉｎ。将冻贮麦管迅速移

ＷＳ１中１ｍｉｎ，再依次移入 ＷＳ２、ＷＳ３、ＷＳ４中各３ｍｉｎ，最后

将胚胎移入胚胎移植培养液中进行培养。

１．４　研究因素数量化分级　解冻后的胚胎结局：所有卵裂球

完整＝０，部分卵裂球完整或全部卵裂球死亡＝１。可能影响冷

冻复苏胚胎卵裂球损伤因素包括胞质颗粒化（Ｘ１）、空泡（Ｘ２）、

胚胎碎片（Ｘ３）、卵裂球数目（Ｘ４）、卵裂球均一度（Ｘ５），对其进

行数量化分级，见表１。

表１　　研究因素量化分级

变量 数量化分级

Ｘ１ 无颗粒化＝０，颗粒化＝１

Ｘ２ 无空泡＝０，空泡＝１

Ｘ３ 实际百分数

Ｘ４ 实际细胞数

Ｘ５ 均匀＝０，稍不均＝１，不均＝２

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，以胚胎复苏后所有卵裂球是否完整为因变量，以

数量化分级后的Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ５为自变量，采用多因素１∶

１配对资料条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析可能影响卵裂球完整的因

素，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

９８例冷冻复苏胚胎中，所有卵裂球完整胚胎的卵裂球数

目为（７．７６５±１．７２２），胚胎碎片为（１２．０４１％±１１．１４２％），稍

不均１５例，不均５例，胞质空泡２例，胞质颗粒１例；卵裂球损

伤胚胎的卵裂球数目为（７．０００±１．９４２），碎片为（１６．６８４％±

１２．９４２％），稍不均１７例，不均７例，胞质空泡６例，胞质颗粒

１例。

多因素１∶１配对资料条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，

胚胎胞质空泡（犗犚＝１３．４１３）、胚胎碎片（犗犚＝１．１０１）是冷冻

复苏胚胎卵裂球损伤危险因素，而卵裂球数目增加（犗犚＝

０．５６９）是卵裂球损伤的保护因素，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；卵裂球均一度（犗犚＝１．２３４）与胚胎卵裂球的完整性无

关，差异无统计学意义（犘＝０．５３７），见表２。

表２　　多因素１∶１配对资料条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果

变量 回归系数 标准误 犗犚 ９５％犆犐 犘

Ｘ１ １．６０９ １．９２１ ４．９９７ ０．１１６～２１５．６６７ ０．４０２

Ｘ２ ２．５９６ １．２０７ １３．４１３ １．２５９～１４２．９２２ ０．０３２

Ｘ３ ０．０９６ ０．０２６ １．１０１ １．０４７～１．１５７ ０．０００

Ｘ４ －０．５６５ ０．１４５ ０．５６９ ０．４２８～０．７５６ ０．０００

Ｘ５ ０．２１０ ０．３４１ １．２３４ ０．６３３～２．４０６ ０．５３７

３　讨　　论

卵裂球损伤可随机发生在胚胎冷冻和复苏过程中。卵裂

球损伤通常是由于细胞内冰晶形成、渗透性损伤、渗透性休克

或者大幅度温度变化造成，与胚胎固有的发育能力有关。为了

明确卵裂球损伤的因素，避免混杂因素的影响，笔者选取了９８

例临床资料，采用配对资料条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归进行分析。

空泡是卵子常见的异常形态之一，是卵子、胚胎发育过程

中的一种动态现象。其内充满与卵周间隙内成分相同的液体。

空泡可能在卵子成熟过程中，大约在第一极体形成时快速形

成；也可能由内质网或高尔基体所形成的囊泡进一步融合演变

而成［３］。目前，关于卵母细胞及胚胎胞质空泡对胚胎发育的影

响尚存争议。Ｓｅｒｈａｌ等
［４］研究发现，空泡存在降低了胚胎的种

植潜能；Ｅｂｎｅｒ等
［５］认为空泡对受精和囊胚形成有显著的不利

影响；Ｔｅｎ等
［６］也认为空泡可以降低优质胚胎形成的比例。但

也有学者研究认为，卵裂期自发空泡的形成可能并不降低早期

胚胎的质量及发育潜能，而且这些胚胎可以正常着床及足月活

产［７］。本研究表明，胚胎内空泡明显增加了胚胎在冷冻复苏过

程中损伤的风险。Ｂａｌａｂａｎ等
［８］以卵母细胞胞质空泡发育而来

的卵裂期胚胎为研究对象，研究空泡对胚胎冷冻保存的影响，

得出与本研究一致的结论。由于空泡存在阻止了冷冻保护剂

在细胞内的扩散可能是其增加卵裂球损伤风险的原因，当然，

也可能与该胚胎本身存在非整倍染色体异常有关［８］。

胚胎碎片是哺乳动物早期胚胎发育过程中的常见现象，是

从受精卵或是早期胚胎中排出的由细胞膜包裹的、没有细胞核

的胞浆结构。在胚胎的分裂过程中，有的碎片可以通过消融或

者卵裂球的重吸收等机制而消失，并且碎片的位置、分布等可

随卵裂球的运动而发生改变［９］。细胞碎片产生的确切机制尚

不明确，可能与细胞凋亡有关［１０１１］。此外，临床及实验研究还

表明，胚胎碎片的产生不但与母体因素、卵子及精子质量有关，

而且与实验室的培养环境及操作有关［１２］。本研究结果表明，

随着胚胎碎片的增加，卵裂球损伤风险也增加。其可能的机制

为胚胎碎片阻止了冷冻保护剂的渗透，或者碎片本身就是胚胎

卵裂球内部结构异常的外部表现，从而使胚胎不能耐受常规的

胚胎冷冻程序，这与文献的研究结果一致［１３］。

在卵裂球数目对冷冻复苏胚胎的影响方面，王利红等［１３］

研究结果表明，卵裂球数目对卵裂球存活状态没有明显影响。

而本研究显示，随着冷冻胚胎卵裂球数目的增加，卵裂球损伤

危险性降低。作者分析其可能的原因为两者在冷冻胚胎时采

用了不同的冷冻方法所致。前者采用了程序化冷冻，而本研究

进行玻璃化冷冻时，卵裂球数目多的胚胎单位体积表面积小，

冷冻保护剂平衡快，而卵裂球数目少的胚胎平衡相对慢，短时

间内冷冻保护剂平衡相对不充分，致使出现随着冷冻胚胎卵裂

球数目的减少，卵裂球损伤危险性增加。另外，由于前者只考

虑了卵裂球数目与碎片两个因素，可能会有别的混杂因素引入

偏倚。

胞质颗粒化是指细胞胞质较粗，呈现颗粒化状态。胞质颗

粒化被认为与线粒体的分布有关。但由于本文研究对象中只

有２例胚胎呈现颗粒化，没有充足的样本进行分析对比，限止

了对胞质颗粒化在卵裂球复苏损伤中作用的认识。

卵裂球不均一是指卵裂球大小相差１／３，一般由胚胎的不

均衡分裂所致。不均衡分裂可能扰乱蛋白质、线粒体、ｍＲＮＡ

两极化分配。在冷冻复苏过程中，可能由于大小不均的卵裂球

并不影响冷冻保护剂的渗透与扩散，因此在本实验中并没有观

察到其增加卵裂球损伤的风险。
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综上所述，胚胎碎片、胞质空泡和胚胎卵裂球数目的减少

明显增加了胚胎冷冻复苏过程中损伤的风险，而卵裂球大小不

均对其影响不明显。因此笔者选择第３天同级别胚胎进行冷

冻保存时，应优先选择没有碎片和空泡、卵裂球数目较多的胚

胎进行冷冻保存。
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管粗细调整，开孔过大不利于肠管与腹壁粘连闭合腔隙，甚至

有出现造口旁疝发生的可能；也不能过小，否则可能造成肠管

受压，甚至缺血坏死。（３）造口肠管末端脂肪组织要剔除干净，

必须保证全部是肠管与腹壁钉合，但同时又须保护肠系膜内血

管保证血供。（４）腹壁皮肤作荷包缝合收拢缝线后必须全部被

吻合器管状末端覆盖至少３ｍｍ，否则可能钉合不理想；但也

不能覆盖过多，否则术后可能因张力过大导致皮肤与造口肠管

肠黏膜分离。钉合后应仔细检查，若有钉合不完全或出血情况

用小三角针细线缝合即可。

综上所述，管形吻合器乙状结肠单腔造口应用于ＬＡＰＲ

疗效较好、简便实用，可进一步减少患者创伤，加快患者术后恢

复，是一种值得推广的临床新技术。
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