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高龄女性单囊胚冷冻复苏周期中囊胚腔大小及孵化程度
对妊娠及出生结局的影响

刘双，程东凯，于洪君，李宝山

作者单位：沈阳东方医疗集团菁华医院生殖实验室，辽宁 沈阳110005
通信作者：程东凯，男，研究员，研究方向为辅助生殖实验室技术，Email：cdk73@163.com

摘要： 目的 分析高龄女性单囊胚冷冻复苏周期中囊胚腔大小及孵化程度对妊娠结局及出生结局的影响。方法 选择

2014年 1月至 2017年 12月于沈阳东方医疗集团菁华医院进行单囊胚冷冻复苏移植周期共 4 103个，根据囊胚腔大小和是否孵

化将其分为 4期囊胚、5期囊胚和 6期囊胚。分别比较三组的囊胚复苏后的移植结局是否存在差异；之后对年龄>35岁亚组单

独分析，分为 4期囊胚、5期囊胚和 6期囊胚并比较三组囊胚复苏后的移植、妊娠及出生结局。结果 单囊胚冷冻复苏周期中

囊胚腔大小及孵化程度在移植结局和出生结局各项指标中差异无统计学意义（P>0.05）；年龄>35岁以上亚组中，4期囊胚临床

妊娠率（48.35%比 34.38%、36.59%）和活产率（32.94%比 20.32%、19.51%）高于 5期和 6期，4期新生儿低出生体质量率小于 5期
和 6期（5.03%比 23.07%、12.5%），差异有统计学意义（P<0.05）。结论 不分年龄段，单囊胚冷冻复苏周期囊胚腔大小及孵化

程度对临床结局的影响差别不大，但在35岁以上女性单囊胚冷冻复苏周期中，4期囊胚移植后的妊娠结局及出生结局更佳。
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Abstract： Objective To analyze the effect of blastocyst size and hatching degree on the pregnancy and birth outcomes in the cryo⁃
preservation cycle of single blastocysts in elderly women.Methods A total of 4103 single-vesicle embryo cryopreservation transplanta⁃
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tion cycles in Shenyang Oriental Green Reproductive Hospital from January 2014 to December 2017 were performed. According to the
size of the blastocyst and whether it was hatched, it was assigned into 4 blastocysts, 5 blastocysts and 6 blastocysts. The differences in
the transplant outcomes of blastocysts after resuscitation of the three groups were compared. The age group >35 years old was analyzed
separately and it was assigned into 4 blastocysts, 5 blastocysts and 6 blastocysts and the transplant,pregnancy and birth outcomes of
blastocysts after resuscitation in three groups were compared.Results The size and hatching degree of blastocysts in the single-vesicle
embryo cryopreservation cycle were not significantly different between clinical outcomes and birth outcomes (P>0.05). In the subgroup
of age >35 years old, the clinical pregnancy rate (48.35% vs. 34.38%, 36.59%) and live birth rate (32.94% vs. 20.32%, 19.51%) in
stage 4 blastocysts were higher than those of stage 5 and stage 6. The neonatal low birth weight rate was less than stage 5 and stage 6
(5.03% vs. 23.07%, 12.5%), and the difference was statistically significant (P<0.05).Conclusion Regardless of age group, the effect
of blastocyst size and hatching on the clinical outcome of the single-vesicle embryo cryopreservation cycle is not significant, but in the
single-blast embryo cryopreservation cycle of women over 35 years old, the pregnancy outcomes and birth outcomes after stage 4 blasto⁃
cyst transfer are better.
Key words： Single embryo transfer; Freezing; Older women; Single blastocyst; Blastocyst size; Hatching

权衡辅助生殖技术的好处和风险，在接受卵巢

刺激 IVF/胞质内精子注射（ICSI）的病人中，生下一

个健康的孩子是最终目标［1-2］。选择性单胚胎移植

（eSET）已被越来越多的人提倡［3-4］。玻璃化冷冻是

一种成功的囊胚冷冻保存方法［5-6］。玻璃化前囊胚

腔的人工收缩可提高玻璃化冷冻/复苏囊胚的存活

率［6］。随着玻璃化和人工收缩的应用，玻璃化冷冻/
复苏囊胚移植的活产率与新鲜囊胚移植的活产率

相似。研究表明，单囊胚移植后的临床妊娠和活产

的发生率与双囊胚移植相似，但高于单卵裂期胚胎

移植［7］。此外，无论是新鲜周期单囊胚移植还是玻

璃化冷冻/复苏周期单囊胚，均可以降低多胎妊娠的

发生，并且移植单个优质囊胚移植可以保证临床妊

娠率［8］。目前，常用的囊胚评分系统为Gardner评分

系统。在这个系统中，根据囊胚扩张和孵化（EH）阶

段、内细胞质量（ICM）和滋养外胚层（TE）的形态学

参数对囊胚进行评级［9］。目前研究多侧重于内细胞

质量（ICM）和滋养外胚层（TE）形态对囊胚移植后的

结局影响，而对于囊胚腔大小及孵化程度对临床结

局的影响研究较少［10-11］。本研究主要通过分析35岁
以上女性单囊胚冷冻复苏周期中囊胚腔大小及孵

化程度对临床结局的影响，以期为高龄女性囊胚移

植提供一定的指导意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性分析 2014年 1月至 2017年
12月于沈阳东方医疗集团菁华医院进行单囊胚冷

冻复苏移植周期共 4 103个，根据囊胚腔大小和是

否孵化将其分为 4期囊胚共 3 706个周期、5期囊胚

共 242个周期和 6期囊胚共 155个周期。随后对年

龄>35岁亚组单独分析，分为 4期囊胚共 941个周

期、5期囊胚共 64个周期和 6期囊胚共 41个周期。

所有囊胚均采用玻璃化冷冻和解冻方法。本研究

符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

1.2 方法 囊胚腔大小及孵化程度的评级：根据

Gardner评分系统将囊胚分为 6个时期。Ⅰ期：囊胚

具有早期腔室，囊胚腔体积小于胚胎总体积的 1/2；
Ⅱ期：囊胚腔体积超过或等于胚胎总体积的 1/2；Ⅲ
期：囊胚腔占据了整个胚胎；Ⅳ期：囊胚腔扩张，整

个胚胎由囊胚腔占满，胚胎扩张，总体积变大，透明

袋变薄；Ⅴ期：囊胚正要孵出，有一部分囊胚从透明

袋中孵出，但未完全脱离透明袋；Ⅵ期：完全孵出的

囊胚，囊胚已经完全脱离透明袋。

囊胚的玻璃化冻融和解冻：冻融：囊胚在 Dul⁃
becco’s磷酸盐缓冲盐水（DPBS，Thermo，Carlsbad，
CA，USA）+20%血清代用品（SSS；美国加州圣安娜

尔湾科学公司）+20%乙二醇（Sigma，Saint Louis，
MO，USA）放置 45 s达到平衡。然后，将平衡后的囊

胚移入由 40％EG，18％ Ficoll（Sigma，Saint Louis，
MO，USA）和 0.3 M蔗糖（Sigma）溶解于 DPBS补充

20％SSS的玻璃化溶液中放置 20 s。随后将囊胚迅

速装入冷冻载杆，放入液氮中。

解冻：将载杆上的胚胎转移到含 0.5 M蔗糖（含

20% SSS）的增温液中 3 min，然后转移到含 0.25 M
蔗糖（含 20% SSS）的增温液中持续 5 min。然后将

胚胎在 1029培养基中清洗 3次，在倒置显微镜下观

察升温1 ~ 2 h后胚胎解冻后的存活情况。

1.3 观察指标 妊娠结局主要比较各组的临床妊

娠率、流产率、多胎率和活产率。

出生结局主要比较新生儿男女比例、低出生体

质量率、出生缺陷发生率。

临床妊娠：移植 6~8周后阴道Ｂ超观察到孕囊

或流产物病理证实。临床妊娠率=临床妊娠周期数/
移植囊胚周期数×100％；流产率=妊娠周期流产的

周期数/临床妊娠周期数×100％；多胎妊娠率=多胎

妊娠周期数/临床妊娠周期数×100％。活产率=活产

分娩数/移植周期×100％。低出生体质量率=出生体
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质量在2 500 g以下数/活产分娩数×100％。

1.4 统计学方法 应用SPSS 18. 0软件进行统计分

析。计量资料采用 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因

素方差分析，计数资料采用率（%）表示，组间比较采

用χ 2检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同囊胚腔大小及孵化程度对移植周期妊娠

结局的比较 三组移植妊娠结局各项指标差异无

统计学意义（P>0.05）。见表1。
2.2 不同囊胚腔大小及孵化程度对移植周期出生

结局的比较 三组移植后出生结局各项指标差异

无统计学意义（P>0.05）。见表2。

2.3 >35岁亚组不同囊胚腔大小及孵化程度对移植

周期妊娠结局的比较 >35岁亚组中，各期分组之

间平均年龄无明显统计学意义（P>0.05）。4期囊胚

临床妊娠率和活产率高于其他两组，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表3。
2.4 >35岁亚组不同囊胚腔大小及孵化程度对移植

周期出生结局的比较 >35岁亚组中，4期囊胚的低

出生体质量率明显低于其他两组，差异有统计学意

义（P<0.05）。见表4。
3 讨论

既往报道显示囊胚腔扩张对临床结果有着重

要的意义［7］。Goto等研究了 1 488个单次冷冻囊胚

转移周期，发现囊胚等级（主要由扩张等级决定）显

著影响妊娠结局，在相同的囊胚扩张内，内细胞质

量和滋养外胚层均不影响妊娠结局［7］。Thompson
和 Ahlstrom等报道，在一个新鲜周期单个囊胚移植

周期的多变量逻辑模型中，胚泡扩张阶段显著并独

立地预测了活产率［8-9］。Ahlstrom等在对解冻后的形

态特征与玻璃化冷冻/解冻的囊胚转移周期后的活

产之间的相关性的研究中发现扩张程度是活产率

的最佳预测指标［9］。本文研究结果显示，不分年龄

段中，单囊胚冷冻复苏周期中囊胚腔大小及孵化程

度对临床结局的影响差别不大，4期囊胚的临床妊

娠率略高于 5期囊胚和 6期囊胚，但差异无统计学

意义；此外，4期囊胚的活产率与 5期囊胚和 6期囊

胚之间差异无统计学意义。与既往的研究报道有

不同，这可能与种族、生活环境、用药方案等因素

有关。

在我们的研究中，囊胚的冷冻时期均在 4期以

上，并且囊胚腔复苏后膨胀的程度几乎与玻璃化前

的扩张程度相同。本研究中所有囊胚冷冻前均给

与了人工皱缩，玻璃化前的人工收缩提高了囊胚扩

张和孵化的存活率，降低了存活囊胚再扩张的平均

时间。之所以可能出现这种结果，是因为具有更快

地重新膨胀的胚泡具有更快地发育动力学，而Na+/
K+-ATPase（泵）负责胚泡的重新膨胀［10］。囊胚的发

育速度和囊胚腔的发育阶段与囊胚植入的成功与

否有关。先前的一项研究发现，在玻璃化前没有人

工收缩的情况下，扩张/孵化的囊胚的存活率和活产

率低于早期囊胚［11］。然而，扩大程度越大的囊胚，

应用人工囊胚腔收缩，存活率和妊娠率越高。囊胚

腔的扩张程度可能是重要的，因为细胞分裂数量的

增加导致小细胞数量的增多，细胞连接质量的增

表2 不同囊胚腔大小及孵化程度对移植出生结局的比较

囊胚期

数

4期
5期
6期
χ 2值
P值

分娩数/
例

1 594
105
64

新生儿出

生数/例
1 602
110
64

新生儿男性

占比/%
55.81
60.00
57.81
0.81
0.667

低出生体质

量率/%
4.49
9.09
3.13
5.21
0.074

出生缺

陷/%
0.25
0.91
0
1.79
0.410

表1 不同囊胚腔大小及孵化程度对移植妊娠结局的比较

囊胚期数

4期
5期
6期
χ 2（F）值

P值

周期数

3 706
242
155

年龄/（岁，x̄ ± s）
32.56±4.63
32.93±4.62
32.59±4.67
（0.74）
0.476

临床妊娠率/%
58.12
57.85
56.13
0.25
0.884

流产率/%
21.08
20.71
24.14
0.49
0.784

多胎率/%
1.39
1.43
1.15
0.04
0.981

活产率/%
43.01
43.39
41.29
0.20
0.906

表3 >35岁亚组不同囊胚腔大小及孵化程度对移植周期妊娠结局的比较

囊胚期数

4期
5期
6期
χ 2（F）值

P值

周期数

941
64
41

年龄/（岁，x̄ ± s）
38.55±2.41
38.8±2.70
38.34±2.76
（0.47）
0.627

临床妊娠率/%
48.35
34.38
36.59
6.57
0.037

流产率/%
26.59
36.36
40.0
2.23
0.328

多胎率/%
0.88
0.00
0.00
0.33
0.849

活产率/%
32.94
20.32
19.51
7.65
0.022
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加，囊胚腔的增大。扩张程度越高的囊胚细胞越

小。由于囊胚表面体积比较大，细胞较小，这些囊

胚更容易被冷冻保护剂渗透，从而免受渗透胁迫和

损伤［12-17］。因此，扩张程度越高的囊胚对玻璃化和

低温保护剂毒性的耐受性越好。在新鲜和玻璃化

冷冻/复苏中，囊胚腔由于液体的流入而扩张，而滋

养层细胞的紧密连接阻止了液体的泄漏。此外，扩

大的囊胚更可能有轮廓更好的细胞。

本研究结果显示在 35岁以上女性单囊胚冷冻

复苏周期中，4期囊胚移植后的临床妊娠率和活产

率高于 5期和 6期，并且子代低出生体质量率也低

于其他两组。可能是因为在移植过程中，没有透明

带的保护，孵化的胚胎在移植过程中很容易受到创

伤。在移植过程中胚泡暴露的高压可能会破坏滋

养外胚层，导致囊胚腔液泄漏，而透明带的存在则

会保护囊胚，不被高压破坏，因此 4期囊胚活产率较

高。本身高龄女性中由于卵子质量下降等因素增

加了子代低出生体质量率的发生。此外高龄女性

体内应激水平更高，缺少透明带保护的胚胎耐受应

激的能力较差，胎儿发育迟缓，可能是造成 4期囊胚

子代低出生体质量率较低的原因。

综上所述，35岁以上女性单囊胚冷冻复苏周期

中，4期囊胚移植后的妊娠结局及出生结局更佳。

在平常工作中，应当选择在囊胚扩张到 4期的时候

冷冻，以期在后续的移植中获得更好的活产率。本

文 35岁以上病人比较时，5期、6期囊胚移植例数较

少，后续应积攒更多的样本量进行进一步验证。
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表4 >35岁亚组不同囊胚腔大小及孵化程度

对移植出生结局的比较

囊胚期

数

4期
5期
6期
χ 2值
P值

分娩数/
例

313
13
8

新生儿出

生数/例
318
13
8

新生儿男性

占比/%
55.97
53.85
50.0
0.03
0.985

低出生体质

量率/%
5.03
23.07
12.5
7.97
0.019

出生缺

陷/%
0.63
0.00
0.00

··296


