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摘 要
:【目的】探讨及 eJ ir hc

。
改良方案用于冷冻活检后胚胎的效能

。

【方法】将 92 个质量相对较好的废弃

人胚胎随机分配到单纯冷冻组 (
。 = 30 )

,

胚胎活检后标准程序化慢冻组 (=n 32 )及胚胎活检后 eJ icr ho 改 良程序化

慢冻组 (n 二30 )
。

将活检后的胚胎继续培养 6一 10 h
,

3 组胚胎同时进行冷冻
。

观察各组胚胎冷冻解冻后的冻存率

及囊胚形成率
。

【结果】活检胚胎采用 J e

icr ho 改 良方案冷冻后
,

胚胎存活率
、

完整率及囊胚率分别为 73 %
,

40 %

和 23 %
,

较活检后标准冷冻组 (l 6%
,

13 % 和 3% )显著提高(P 值分别 < .0 00 1
,

.0 05
,

.0 05 )
,

达到单纯冷冻组的水平

(尸均 > .0 05 )
。

[结论】采用 J
e
ir

c h。 改 良方案冷冻活检人胚胎优于目前的标准化慢冻方案
,

J
e
ir

c h。 方案冷冻后

的胚胎具备良好的发育潜能
。
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活检后 人胚胎 的冻存率低是种植前诊 断

( p er im p l a n ta t i o n g e n e t i e d i a助 0 5 15
,

p G D ) 的一个

明显制约因素〔 ’
·

呜〕 。

活检胚胎程序化慢冻方案的改

良及成功妊娠由澳大利亚的 Jier hc
。
于 2 0 0 3 年报

道闭
。

本实验采用生殖中心废弃的人胚胎
,

进行

标准化方案和 Jier hc
。

改良方案冻存活检胚胎的对

照研究
,

为临床试用改 良方案提供进一步的依

据
。
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1 材料与方法

1
.

1 实验对象及分组

实验胚胎选 自在我中心进行 VI F 或单精子

卵胞浆 内注射 ( i
n t r a e y t o p la s m i e s p e r m inj

e e r i o n ,

CI SI )后第 3 天
,

由于受精异常或质量差而不适 合

移植或冷冻的胚胎
。

选择其中细胞数 ) 4 并 鉴 12

细胞 (卵裂球 )
,

细胞大小比较均匀
,

且碎片毛 30 %

的胚胎共 92 个作为实验对象
。

实验胚胎被分次随

机分配到以下 的 3 个组中
:
未活检胚胎进行标准

程序化慢冻作为对照 (
。 = 30) ;胚胎活检后行标准

程序化慢冻 (
n 二3 2 ) ;胚胎活检后行 Jier hc 。

改 良程

序化慢冻 (
n = 3 0 )

。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 胚胎 活检 采用机械法去除部 分透明带

( p
a rt i a l z o n a v e l lu e id a d i s s e e t i o n ,

p Z D )
,

使透 明带

具有 l 个开 口
,

然后取 出并去除 1 或 2 个卵裂球
,

同时尽量去除胚胎碎片
。

1
.

.2 2 胚胎冻 融过程 活检后 的胚胎培养 6 一 12

h 再进行冷冻
。

以下的冷冻和解冻液均是采用添

加 2 0% (体积比 )灭活胎牛血清 ( fe ta l b o v i n e s e ur m
,

FB S ; 杭州四季青生物公 司 ) 的 p B S (p h
o s p h a t e

-

b u

ffe er d s al i n e ; S i gm a ,

s t
.

oL
u i s

,

M O
,

US A ) 的基础

液配制
。

标准程序化慢冻力
一

案
:
胚胎于室温下置于

1
.

5 m o l /L 的丙 二 醇 ( l
,

2
一

p r o p a n e d i o l
,

p RO H ; 5 19 -

m a ,

S t
.

肠
u i s

,

M O
,

u s ^ ) 中平衡 10 m i n
,

然后移入

1
.

5 m o l / L P R O H + 0一 m o l / L 蔗糖冷冻液中
,

吸胚胎

入麦管
。

降温在程序化冷冻仪上进行 (K yr 。 10

se ier s)
:
从室温到

一

7℃降温速率
一 2 ℃ /m in ; 一 7 ℃人

工植冰 ; 以
一 0

.

3 ℃而11 i n 的速率降温至
一
30 ℃

,

以 -

50 ℃n/ 】i n 降到
一 15 0 ℃

,

将麦管投入液氮
。

胚胎在

液氮内贮存 3一 7 d 进行解冻
。

解冻过程如下
:
室温

3 0 5 ,

3 0 ℃水浴 30 一 4 5 5 : 然后 放置 在 1
.

0 m o l / L

P RO H + 0
.

2 m o lL/ 蔗糖
、

0
.

5 m o l / L PR O H + 0
.

2 m o l /

L 蔗糖
、

0
.

2 m o l /L 蔗糖各 s m i n
,

基础液 10 m i n
,

使

冷冻保护剂逐步稀释去除
。

eJ ir c h。 改 良程序化漫

冻方案 川 :
冷冻液蔗糖浓度由 0

.

1 m ol L/ 提高为

0
.

2 m o l / L
。

稀释步骤 如下
: 0

.

7 5 m o l / L P R O H + 0
.

3

m o lzL 蔗糖
,

5 m i n ; 0
.

3 m o l / L 蔗糖
,

5 m i n : 0
.

2 : n o l /

L 蔗糖
,

10 m i n
o

1
.

.2 3 观察指标 冻融胚胎培养 Z h 后在倒置显

微镜下观察
,

进行完整性和存活卵裂球的评估
。

解

冻后的胚胎卵裂球数 妻 5 0% 是完整者定义为存活

胚胎
,

其中 10 0 % 卵裂球均完整者定义为完整胚

胎
。

胚胎存活率
二
存活胚月印冷冻胚胎数

。

将存活胚

胎进一步培养 3 d 后
,

镜下观察囊胚形成情况 ;囊

胚形成率
=
囊胚数怜冻胚胎数 ;孵 出囊胚率 二孵 出

囊胚数囊胚数

1
.

.2 4 统计学方法 采用犷检验分析结果
。

尸 <

0
.

0 5 认为差异有统计学意义
。

2 结 果

改良方案组活检胚胎冻融后存活率比标准方

案组显著提高 (P < .0 001 )
,

完整胚胎率显著提高 (P

< .0 05 )
,

形成囊胚 的百分率显著提高 (P < .0 05)
,

见

表 l
。

表 l 胚胎冷冻结局

T
a
b l

e
I E

一n b尽 0 5

aft
e r e

yr
o P r e s e vr a t i

o n

G or
u P C yr

o P r e s e o a 一i
o r ,

E
n , b卿 。 、 ,` S u vr i v a

l (% ) I
n t a c t (% ) B las t o e y s t s (% ) H

a t e h e
d (% )

1 S t a n d a r ol N
o n 一 b io P s ie d 30 2 6 (8 7 ) 8 (2 7 ) 6 ( 2 0 ) 4 ( 67 )

11 S t a n d a dr B i
o p s ie d 32 5 ( 1 6 ) 4 ( 13 ) 1 (3 ) 1 ( 100 )

班 Mde 币
e d B i

o p s i e d 30 22 ( 73 )
’ ) J ) 12 ( 4() )

’ )
·

, ) 7 ( 23 )
” ·

, ) 5 ( 7 1 )
` ,

C
o m四 ed w i th th

e

脚
u p ll

,

l ) p < 0
·

0() l ; C o m p are d w i th 一h
e

脚
u p l

,

2 ) p > o
·

0 5 ; C o m p ar e d w i t h th e

脚
u p ll

,

3 ) p < 0
·

0 5 ; C o n , p aer d

w iht th e

脚
u p l

,

4 ) p
二 1

.

0

未活检标准慢冻组 4 16 (67 % )囊胚具有内细胞
;活检后 改良慢冻组 4 /7 (57 % )囊胚具有内细胞
;活检后标准慢冻组 l/ l( l oo % )囊胚 具有内细胞

活检胚胎在进行冻融后
,

形成囊胚的孵出率

分别 为 67 %和 71 % (活检后标准慢冻组的囊胚样

本数过少
,

比较孵 出率时予删除处理 )
,

差异无 统

计学意义 ( p =l
.

0 )
。

但两组孵 出胚胎的透明带的形

态有区别
:
未活检组 自然孵出囊胚 的透明带较 卵

裂期胚胎明显扩张变薄 ; 活检组囊胚得 以辅助 孵

出
,

透 明带的厚度及形态较卵裂期胚胎相 比无明

显扩张 (图 l
、

2 )
。

团团团
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圈 1 未活检组囊胚

圈 2 活检组囊胚

F i g
.

1 B l a st o e y ts o f n o n 一 b io P s ie d g r o u P
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Fi g
.

2 B I以
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A
,
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3 讨 论

3
.

1 活检胚胎冷冻的必要性和现状

在体外受精
一

胚胎移植 ( i
n o i t ro fe rt i l i z a t i o n -

e m b叮。 t r a n s fe r ,

IV F
一

E T )助 孕治疗周期中
,

由于促

性腺激素等药物的使用
,

在一个卵巢刺激周期通

常可获得多个卵子
,

从而使受精后形成的胚胎数

多于一次移植所需的量
。

大约 60 %的 VI F
一

E T 治疗

周期有剩余的胚胎
。

将这部分胚胎成功冻存
,

以后

放回宫腔
,

可 以给新鲜胚胎移植周期妊娠失败的

妇女再次提供妊娠机会
。

冻融胚的第 1 例妊娠

及相 关冷 冻技 术于 19 83 年 由澳 大利 亚 学者

rT ou sn on 报道之后
,

冷冻胚胎技术得以迅速地在

全球推广
。

联合使用 P R O H 和蔗糖的胚胎标准程

序化慢冻方法在长期的应用当中被确认为可靠且

稳定
,

目前国内外的生殖中心大多采用该方法冷

冻人胚胎
。

在 P G D 周期中
,

经过卵裂球活检
、

淘汰

一部分基因不正常的胚胎行移植术后
,

往往仍有
“

基因正常
”

的胚胎剩余
,

需要进行冷冻保存
。

此

外
,

活检胚胎冷冻尚适用于
:
发生或有可能发生严

重的卵巢过度刺激综合征 的 P G D 周期中
,

为了避

免症状进一步加重
,

可以将胚胎冻存
,

留待以后移

植 ;胚胎移植时插管入宫腔非常困难者 ;在 目前一

些 前 沿 的 PG D 的 技 术 如 比 较 基 因 组 杂 交

(
e o m p a r a ti v e g e n o m i e h y b r id i z a t i o n ,

C G H ) 或 D N A

芯片应用中
,

必需将活检后的胚胎进行冷冻以等

待结果 [5
,

“ ]
。

由于冻存胚胎具备妊娠的可能
,

所以提高胚

胎的冻存率可 以提高单个取卵周期的效率 川 ; 同

时因为冻融过程中卵裂球丧失会造成胚胎移植后

的种植率下降
,

即冻融过程中有卵裂球裂解的胚

胎的种植率比胚胎保持完整者显著下 降 8[, g J
,

因而

维持胚胎的完整性对冷冻结局 同样有重要意义
。

实验中未活检胚胎经标准程序化慢冻的存活率
、

完整率达 87 %和 27 %
,

与我们中心 日常胚胎标准

程序化冷冻效率相符
,

但是活检后的胚胎采用该

方案
,

其存活率和完整率明显降低为 16 %和 13 %
,

与既往研究报道 [ ’
一

4 ]一致
。

3
.

2 改良方案提高活检胚胎冻存率的可能机制

有研究认为活检后胚胎耐受冷冻的能力下

降
,

可能与透明带打孔和卵裂球取出有关 3[]
。

实验

中观察到活检后胚胎进行标准程序化慢冻后
,

裂

解卵裂球的分布有明显倾向性
:
于透明带开 口附

近卵裂球存活率远较远离开 口处低
。

推测在解冻

过程中
,

水分子进入位于透明带开 口附近的卵裂

球和远离开 口处的卵裂球的速度不 同
。

解冻过程

中
,

随着冰晶的迅速融解消失
,

胚胎周围的渗透压

急剧下降
,

由于其它介质经过质膜的速度比水分

子慢
,

细胞内的高浓度的渗透性冷冻保护剂此时

还来不及渗出细胞外
,

细胞内仍然保持高渗透压
,

所以细胞外水分子快速渗入细胞内以保持细胞内

外渗透压平衡
。

失去透明带保护的卵裂球直接暴

露在浓度降低的液体中
,

大量水分子直接渗入卵

裂球内造成卵裂球胀破
,

从而降低了胚胎的存活

率
。

我们考虑透明带在解冻过程中延缓了水分子

进入细胞的时间
,

起了不完全的屏障作用
,

这种推

测也可 以解释为什么透明带保护下 的卵裂球具有

相对较高的冻存率
。

将冷冻液的非渗透性冷冻保护剂蔗糖的浓度

由 0
.

1 m ol /L 提高到 0
.

2 m of L/
,

冷冻过程中可以将

更多的细胞内水份脱出
,

使细胞收缩更明显
。

因此

在复温过程中细胞吸水体积膨胀复原所需要的时

间更长 ; 同时因为提高的蔗糖浓度使细胞外的溶

液渗透压增高
,

减缓了水分子进入细胞的速度和

程度
,

为细胞内高浓度渗透性冷冻保护剂及时渗

出赢得了时间
,

从而减轻了细胞的过度膨胀和破

裂
,

使活检胚胎的冻存率
、

完整率
、

囊胚率从标准

冷冻组 的 16 %
,

13 %
,

3%显著提高到 73 %
,

43 %
,

23 % (P 值分别 < .0 00 1
,

.0 05
,

0
.

05 )
,

达到未活检胚

胎标准化冷冻的水平 ( 87 %
,

27 %
,

20 %
,

尸值均 >

0
.

05 )
。

.3 3 透明带开 口是否提高班胚孵出率
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关于
“

冷冻造成透明带变硬
,

使囊胚孵出率降

低
,

如果在卵裂早期胚胎透明带上开 口
,

可以辅助

囊胚的孵出
,

并提高种植率
”

的观点目前仍然是

有争议的 〔’。 ’ 2 ]
。

本实验中观察到经过透明带活检

和未经过透明带活检的胚胎在囊胚期孵 出时透明

带的形态有差别
:
未活检组 自然孵 出囊胚 的透明

带较前扩张变薄 ; 活检组辅助孵 出囊胚的透明带

的厚度及形态与活检时相比无明显扩张 ;见图 卜

2
。

而孵出率接近
,

分别为 7 1%和 67 %
,

经统计学检

验无显著差异
,

但也可能跟囊胚样本量过小有关
。

透明带开 口是否增加冷冻胚胎的囊胚 孵 出的结

论
,

需要增加样本量作进一步的统计
。

3
.

4 改良方案的可行性

近些年在进行 人卵子冷冻的探索表明
:
将冷

冻液的蔗糖浓度从 0
.

1 m ol L/ 提高到 0
.

2 m o F L 将

显著地提高卵子冻存率 〔” J
,

并可 以由此发育正常

的婴儿
。

由于活检人胚胎行标准慢冻 的冻存率差
,

因此 eJ ir hc
。
等试行将蔗糖的浓度提高为 O

.

Zm ol /

L
,

并相应地改变了解冻液的配方
,

结果提高活检

胚胎冻存率并成功妊娠
。

本实验采用 eJ ir hc
。
改良

方案冷冻活检人胚胎
,

囊胚率达 23 %
,

较标准慢

冻组 3 % 的囊胚率显著提高 (尸 < .0 0 5 )
,

其中一半

以上的囊胚可 以见到内细胞团
,

表明了改良方案

冷冻的效能显著提高
,

冻融后的活检胚胎具备良

好的发育潜能
,

为采用 Jer i c ho 改 良方案取代标准

方案冷冻活检人胚胎的安全性和有效性提供了进

一步的证据
。
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