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!摘要"
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目的
!

探讨激光辅助孵化$
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V'Y

%对种植失败患者冻融胚胎移植$

41/b+2E7M)]+*+,J1
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#

KNP

%周期妊娠结局的影响&

方法
!

!"#!

年
D

月至
!"#%

年
#!

月在本中心接受辅助生殖治疗的
F&

例胚胎种植失败

患者#选取其
#!H

个
KNP

周期并随机分为两组!孵化组$

$#

个周期%#胚胎移植前行
V'Y

(未孵化组$

$%

个周期%#胚胎移植前未

行辅助孵化&比较两组的临床妊娠率和胚胎种植率以及流产率'多胎率&

结果
!

孵化组的临床妊娠率$

H&<DS

%'胚胎种植

率$

!F<!S

%均高于未孵化组$

%"<!S

和
#F<"S

%#差异有统计学意义 $

-

$

"<"D

%&流产率'多胎率等结局指标在两组间的差异

无统计学意义$

-

#
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结论
!

V'Y

可明显提高种植失败患者
KNP

周期临床妊娠率和胚胎种植率#改善临床结局&
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随着辅助生殖技术的不断发展#虽然体外受精
E

胚 胎 移 植 $

5, <5"10 4+17-3-b)7-/2 )2* +,J1

8
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#

A=KENP

%的临床妊娠率已达到
%"S

"

D"S

)

#

*

&但是#较低的胚胎种植率$不到
!DS

%是当

前生殖领域的一大难题)

!

*

&为改善
A=KENP

的临床

结局#生殖医学中心多通过提高可用胚胎率'移植多

个胚胎'将剩余的胚胎冷冻保存以增加移植的次数

等方法来提高妊娠率&但这同时也增加了多胎妊娠

和卵巢过度刺激综合征$

@Y55

%的风险&非优质胚

胎和较差的子宫内膜是导致胚胎种植失败的主要原

+

$"#

+
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路新梅#等
<

激光辅助孵化对种植失败患者冻融胚胎移植妊娠结局的影响

因&然而#有研究表明#囊胚期胚胎孵化障碍也是影

响胚胎种植的一个重要因素)

%

*

&

为了提高
A=KENP

的种植率和临床妊娠率#

通过人为手段使得透明带破裂以帮助胚胎孵出

的技术就是辅助孵化$

);;-;7+*M)7(M-2

O

#

'Y

%技

术#该技术最早应用于
#FF"

年&已有大量实施

该技术改善临床结局的报道&

LM)/

等)

H

*认为#

'Y

技术可提高反复失败者和高龄患者的临床妊

娠率和种植率&

5)33),

等)

D

*报道#不良预后的患

者实施胚胎
'Y

技术可提高妊娠率和种植率&

'3-

等)

$

*认为
'Y

技术可提高胚胎的种植潜能&

6)17-2;

等)

&

*证实
'Y

技术可显著提高反复种植

失败 和 冻 融 胚 胎 移 植 $

41/b+2E7M)]+*+,J1

8

/
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#

KNP

%的临床妊娠率#并不能改善鲜胚移

植的临床结局&

>)*-1

等)

B

*研究表明#

'Y

操作并

不能改善子宫内膜异位患者的胚胎种植率&虽

然#

'Y

技术应用已
!"

多年#但是#该技术是否可

被作为辅助生殖实验室的一项常规操作至今存

在争议#在各个生殖中心的应用指征仍未形成统

一的共识&因此#为了研究
'Y

技术在种植失败

患者
KNP

周期中的应用价值#本研究在患者知情

同意的前提下#通过前瞻性随机研究#对第二军

医大学长征医院生殖医学中心反复种植失败患

者的冻融胚胎周期行激光辅助孵化$

3);+1E);;-;7+*

M)7(M-2

O

#

V'Y

%#探讨其在结局改善中的作用&

?

!

材料和方法

#<#

!

研究对象
!

自
!"#!

年
D

月起#根据纳入标准

选取
#""

例于第二军医大学长征医院生殖医学中心

治疗的患者作为研究对象&纳入条件!$

#

%年龄
(

%$

岁($

!

%胚胎种植失败次数
%

!

($

%

%本次移植当日子

宫内膜厚度
%

B,,

($

H

%排除输卵管积水'子宫内膜

异位症'子宫肌瘤等疾病($

D

%移植当日早晨解冻胚

胎#且全部为
?%

卵裂期胚胎#胚胎冷冻方式均为玻

璃化冷冻&将符合以上条件的患者按照周期顺序依

次进行编号#编号为奇数者胚胎移植前行
V'Y

$孵

化组%#编号为偶数者胚胎移植前未行
V'Y

$未孵化

组%&截止
!"#%

年
#!

月止#排除囊胚期复苏移植周

期
%F

个以及解冻后无胚胎移植的周期
%

个#

?%

卵

裂期复苏胚胎移植周期共
F&

例患者的
#!H

个周期

被纳入研究#其中孵化组
$#

个周期#未孵化组
$%

个

周期&比较
!

组的临床妊娠率'胚胎种植率'流产率

和多胎率等&本研究经医院伦理委员会批准#夫妇

双方自愿并签署知情同意书&

#<!

!

超促排卵与胚胎培养
!

根据患者的年龄'既往

促排卵史'有无盆腔手术史'基础
K5Y

值等#选择不

同的促排卵方案#本中心常规使用长方案和拮抗剂

方案&月经周期第
&

天开始
Z

超监测排卵#根据卵

泡数量'大小及雌激素$

N

!

%水平调整用药剂量&当

!

个以上卵泡直径
%

#$,,

#当晚给予肌注人绒膜促

性腺激素$

M0,)2(M/1-/2-(

O

/2)*/71/

I

-2

#

YLX

%

!D"

)

O

#

%$M

后由
Z

超引导经阴道取卵&取卵术后#

卵母细胞在受精培养基
YPK

$

5'XN

#美国%中培养

%

"

HM

$

YLX

后
%F

"

H#M

%#常规体外受精$

5,<5"10

4+17-3-b)7-/2

#

A=K

%加精或行卵胞质内单精子注射

$

-271)(

8

7/

I

3);,-(;

I

+1,-2

C

+(7-/2

#

AL5A

%#次日$授

精后
#$

"

#BM

%观察受精情况&将受精卵转移到卵

裂培养基
L6

$

5'XN

#美国%中继续培养#每日观察

胚胎发育情况#

&!M

后行胚胎移植或者冷冻&胚胎

分级参照英国
Z/012Y)33L3-2-(

标准$世界上第一

例试管婴儿诞生地%将胚胎分为
H

级!

&

级#胚胎卵

裂球均匀规则#胞质均质透明#具完整透明带#碎

片
(

DS

(

$

级#胚胎卵裂球不甚均匀规则'胞质折光

性有轻微改变#有少量碎片$

$

%"S

%#透明带完整(

#

级#胚胎卵裂球碎片
$

D"S

#其余卵裂球的情况应

该类似于
$

级胚胎#透明带完整(

%

级#卵裂球碎

片
%

D"S

#其余卵裂球应具活细胞的特征&胞质折

光性具有较大的改变#胞质变黑#颗粒不均匀&

?%

细胞数
%

$

#且胚胎级别为
&

级和
$

级的
!\>

$

I

1/20(3+0;

%来源胚胎为优质胚胎&

#<%

!

胚胎玻璃化冷冻与复苏
!

取卵后第
%

天选择

优质胚胎进行鲜胚移植#将剩余的可用胚胎按照胚

胎级别由高到低分管冷冻&玻璃化冷冻操作!

N5

'

=5

平衡至室温&用预先拉制好的巴斯德吸管把胚

胎转入
N5

表面#让胚胎自然下沉#胚胎出现皱缩再

恢复#当胚胎膨大到原来的
B"S

"

F"S

时#将其转

入
=5

液中&

N5

液中大约放置
D,-2

&在
=5

液中

$要在不同
%

个位置做吸放#尽量去除
N5

液%将胚胎

装载在
L1

8

/7/

I

最前端#迅速投入液氮$胚胎进入

=5

到放入液氮的操作必须在
#,-2

内完成%#在液

氮中用镊子把
L1

8

/7/

I

的套管盖套好&胚胎复苏操

作!准备好解冻用的
H

种试剂
P5

'

?5

'

W5#

'

W5!

&

+

&"#

+
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年
#

月#第
%&

卷

P5

需
%&k

预热#

?5

'

W5#

'

W5!

于室温平衡&预先

把需解冻的胚胎从液氮罐中找出#放入装有液氮的

保温盒里预备好&在液氮中将
L1

8

/7/

I

套管用镊子

打开#以最快速度将
L1

8

/7/

I

插入
P5

中#可轻晃使

胚胎落到
P5

中&

P5

液中约
#,-2

&而后转移到

?5

内
%,-2

&在
W5#

'

W5!

分别
D,-2

&本中心所

有
KNP

周期的胚胎在移植当日解冻&

#<H

!

KNP

周期内膜准备与黄体支持
!

自然周期!

对于月经规律#排卵正常患者&月经周期第
F

天开

始
Z

超监测排卵#当内膜
#

&,,

#排卵日转化内膜&

当内膜
#

B,,

#即当日
YLX#""""A9

加转化内

膜&自然周期黄体支持!黄体酮阴道缓释凝胶
#

支"

*

或地屈孕酮
%",

O

"

*

#加用
YLX!"""A9

d

%*

$从

胚胎移植日起%&人工周期!对于月经不规律'排卵

障碍'或者内膜发育不良的患者#

?D

起
N

!

!

"

$,

O

"

*

#

&

"

B*

后
Z

超监测内膜#调整剂量&当内膜
#

&

,,

#

N

!

#

#D"

IO

"

,V

#

#

#!*

转化内膜&人工周期

黄体支持!

N

!

维持原剂量#加用黄体酮阴道缓释凝

胶
#

支"
*

#加地屈孕酮
%",

O

"

*

&促排卵周期!对于

采用上述两种方法内膜准备失败的患者#

Y6X#

"

!

支"
*

#排卵监测'内膜转化同自然周期&促排周期

黄体支持!黄体酮阴道缓释凝胶
#

支"
*

或地屈孕酮

%",

O

"

*

&

#<D

!

V'Y

!

使 用
[AV@5E7̂

$

Y'6AVP@>

PY@T>N

#美国%

V'Y

系统#将解冻后待移植的胚

胎置于倒置显微镜下#选取卵裂球与透明带的间隙

较大的区域或碎片集中分布的区域#将
#<HB

)

,

二

极体发射激光靶圈调整对准要削薄的透明带边缘#

一手轻微移动载物台控制激光位置#同时用脚踏控

制激光发射$激光参数!能量
#""S

#脉冲
#!"

)

;

%#

由透明带的边缘向内削薄透明带&削薄深度为透明

带厚度的
#

"

!

"

!

"

%

#长度为透明带周长的
#

"

H

&每

个胚胎
'Y

时间控制在数秒内&

'Y

后转入
L6

液

中培养
#

"

!M

#待移植&

#<$

!

妊娠诊断
!

移植后
!

周#验尿或者查血
YLX

阳性#诊断为生化妊娠&移植后
H

周#

Z

超下见孕囊

及原始心管搏动#诊断为临床妊娠&

#<&

!

统计学处理
!

采用
5\55#&<"

软件对数据进

行分析#计量资料以
&

.R(

表示#采用
"

检验(率的比

较采用
!

!检验#检验水准$

(

%为
"<"D

&

@

!

结
!

果

!<#

!

临床及实验室指标
!

孵化组解冻
#%H

个胚胎#

存活
#%"

个$存活率
F&<&S

%#移植胚胎
#%"

个&未

孵化组解冻
#D!

个胚胎#存活
#HB

个胚胎$存活率

F&<HS

%#其中有
$

个
?%

卵裂期胚胎#解冻后患者要

求培养囊胚#并签署了知情同意书#

?D

"

?$

未形成

囊胚而弃掉#实际移植胚胎数
#H!

个&孵化组与未

孵化组患者年龄'不孕年限'原发"继发不孕类型'既

往移植失败次数'内膜厚度'优胚率和平均移植胚胎

数等指标的差异均无统计学意义$均
-

#

"<"D

%&具

体见表
#

&

表
?

!

孵化组与未孵化组周期各项指标比较

!!!!

指标 孵化组 未孵化组

周期数
, $# $%

年龄$岁%#

&

.R( %!<!R%<$ %#<DR%<#

不孕年限$年%#

&

.R( H<!R%<F D<"R%<D

助孕指征
S

$

,

"

,

%

!

女方因素
%#<#

$

#&

"

$#

%

%%<%

$

!#

"

$%

%

!

男方因素
#B<"

$

##

"

$#

%

##<#

$

&

"

$%

%

!

混合因素
HD<F

$

!B

"

$#

%

HF<!

$

%#

"

$%

%

!

不明原因
B<!

$

D

"

$#

%

$<%

$

H

"

$%

%

!

原发不孕
D&<H

$

%D

"

$#

%

DB<&

$

%&

"

$%

%

!

继发不孕
H!<$

$

!$

"

$#

%

H#<%

$

!$

"

$%

%

冻胚移植治疗方案
S

$

,

"

,

%

!

激素替代周期
HF<!

$

%"

"

$#

%

DD<$

$

%D

"

$%

%

!

促排卵周期
!H<$

$

#D

"

$#

%

!B<$

$

#B

"

$%

%

!

自然周期
!$<!

$

#$

"

$#

%

#D<F

$

#"

"

$%

%

既往移植失败次数$次%#

&

.R( !<FR"<& !<&R"<$

内膜厚度
8

"

,,

#

&

.R( F<$R#<D #"<!R#<D

解冻胚胎总数
, #%H #D!

胚胎存活率
S

$

,

"

,

%

F&<&

$

#%"

"

#%H

%

F&<H

$

#HB

"

#D!

%

优胚率
S

$

,

"

,

%

F"<&

$

##B

"

#%"

%

BF<#

$

#%!

"

#HB

%

移植胚胎总数
, #%" #H!

移植胚胎数
&

.R( !<#R"<D !<!R"<D

!<!

!

孵化组与未孵化组临床结局比较
!

由表
!

可

见#孵化组的临床妊娠率'胚胎种植率均高于未孵化

组$

-

$

"<"D

%#而流产率及新生儿出生时体质量虽

也高于未孵化组#但差异无统计学意义$

-

#

"<"D

%&

孵化组的早产率低于未孵化组#但两组间差异无统

计学意义$

-

#

"<"D

%&

+

B"#

+



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
#

期
<

路新梅#等
<

激光辅助孵化对种植失败患者冻融胚胎移植妊娠结局的影响

表
@

!

孵化组与未孵化组临床结局比较

!!!!

指标 孵化组 未孵化组

临床妊娠率
S

$

,

"

,

%

H&<D

$

!F

"

$#

%

"

%"<!

$

#F

"

$%

%

胚胎种植率
S

$

,

"

,

%

!F<!

$

%B

"

#%"

%

"

#F<"

$

!&

"

#H!

%

活产率
S

$

,

"

,

%

B!<B

$

!H

"

!F

%

BH<%

$

#$

"

#F

%

流产率
S

$

,

"

,

%

#&<!

$

D

"

!F

%

#D<&

$

%

"

#F

%

早产率
S

$

,

"

,

%

#$<&

$

H

"

!H

%

%#<!

$

D

"

#$

%

多胎率
S

$

,

"

,

%

%%<%

$

B

"

!H

%

%&<D

$

$

"

#$

%

新生儿体质量
)

"

^

O

#

&

.R( %<#R"<$ !<FR"<&

出生缺陷率
S

$

,

"

,

%

H<#

$

#

"

!H

%

"<"

$

"

"

#$

%

!!

"

-

$

"<"D

与未孵化组比较

B

!

讨
!

论

透明带是一种糖蛋白#是卵母细胞重要的组成

部分#它环绕在卵子周围#每次只允许一个精子穿

过#防止了多精受精的发生&当受精卵由输卵管到

达子宫时#透明带还可防止微生物和免疫细胞对胚

胎的侵害)

H

*

&胚胎发育到囊胚期后#将从透明带孵

出#在子宫内膜上着床后开始整个发育过程&如果

囊胚孵出失败#将会导致种植失败&因此#胚胎从透

明带孵出是胚胎种植极其重要的一步&

'Y

技术是

采用人为手段削薄透明带厚度或者透明带打孔以帮

助胚胎从透明带中孵出的技术&

'Y

技术提高种植

率的可能机制有!$

#

%胚胎培养和冷冻保存过程中#

受到各种理化因素的影响#透明带糖基质改变导致

透明带硬化或者由于女性
K5Y

升高而致透明带增

厚#影响囊胚孵出#

'Y

技术有助于胚胎从透明带孵

出)

FE#"

*

($

!

%

A=K

患者卵巢受到外源促性腺激素刺

激#种植窗比自然周期提前
#

"

!*

)

##

*

#而
'Y

技术

则帮助胚胎孵出#达到与子宫内膜发育同步的目的(

$

%

%胚胎的
'Y

技术促进胚胎与子宫内膜细胞之间

的信息交换)

#!

*

&

'Y

技术应用于辅助生殖已
!"

多年&

'Y

有

不同的操作方式#常用的有
V'Y

'化学酸化'机械法

和酶消化法等&

Z)3)J)2

等)

#%

*研究表明#同一患者

胚胎采用不同
'Y

方法其临床结局并没有显著性差

异&

Y;-+M

等)

#H

*认为#对于
%B

岁以上不孕患者#

V'Y

优于透明带酸化法&

Y-1)/̂)

等)

#D

*报道削薄

透明带的
#

"

!

比削薄
#

"

H

更有利于胚胎孵化&

Z3)̂+

等)

#$

*认为#削薄透明带长度的
#

"

H

是改善

A=KENP

的临床妊娠率和胚胎种植率较适宜的削薄

范围&近年来#

V'Y

因其具有快速'安全'精准以及

可减少胚胎体外操作时间等优点#成为一种主流方

法#被大多数生殖中心所采用&然而#胚胎透明带上

打孔或削薄部位的卵裂球局部受热是
V'Y

可能存

在的一个问题#这与激光发射功率'脉冲的持续时

间'脉冲大小'激光强度等参数有关&因此#根据透

明带的厚度及时调节脉冲大小#可最大化避免对卵

裂球造成的损伤&

P-22+

8

等)

#&

*对小鼠胚胎模型激

光的最佳脉冲进行了研究#发现
#<HB

)

,

二极体发

射激光更有利于提高胚胎孵化率&本研究所采用的

[AV@5E7̂

激光破膜系统#削薄透明带#能够发射强

烈'精准的激光以最大化减少局部热效应#削薄厚度

为透明带的为
#

"

!

"

!

"

%

#长度为透明带周长的
#

"

H

&

!""%

年起#

'Y

子代的健康问题开始备受关注&

'Y

对活产率和畸形率的影响并没有一致的结论&

!""H

年
\1-,-

等)

#B

*对
$!

个
V'Y

后出生的婴儿进

行追踪#发现
V'Y

对胎儿畸形率并无影响&

c)2

8

p

等)

#F

*分析了
#%H

例婴儿#发现
V'Y

并没有增加胎

儿的畸形和染色体异常的比率&另有研究认为
'Y

技术存在单卵多胎等妊娠风险)

!"

*

&已有有关
'Y

后代五胞胎妊娠的报道)

!#

*

&

V)2b+2*/14

等)

!!

*的研

究结果显示#

'Y

后代单卵多胎的发生率高达

!<FS

&多胎妊娠尤其是单卵多胎会增加婴儿的死

亡率和发病率#围产儿死亡率是单卵多胎婴儿死亡

率的
!

到
%

倍)

!"

*

&导致单卵多胎率增加的原因尚

不明确#

'Y

技术是否是影响多胎的因素之一尚无

定论&

本研究结果显示#

V'Y

组的临床妊娠率和胚胎

种植率$

H&<DS

'

!F<!S

%均高于未孵化组$

%"<!S

'

#F<"S

%#差异有统计学意义$

-

$

"<"D

%#表明对于

种植失败的患者#

KNP

周期中行
V'Y

可提高
KNP

周期的临床结局&本研究中所有临床妊娠孕妇全部

分娩&孵化组的活产率$

B!<BS

%'多胎率$

%%<%S

%'

早产率$

#$<&S

%均低于未孵化组$

BH<%S

'

%&<DS

'

%#<!S

%#新生儿体质量$

%<#R"<$

%高于未孵化组

$

!<FR"<&

%#但两组间差异均无统计学意义$

-

#

"<"D

%&新生儿中#孵化组有
#

例新生儿耳朵畸形#

未孵化组无一例新生儿畸形等出生缺陷&表明

V'Y

技术并未影响活产率'多胎率'早产率和新生

儿出生缺陷率&本研究将长期对这些患儿进行持续

追踪随访&

综上所述#

V'Y

可明显提高种植失败患者

KNP

周期的临床妊娠率和胚胎种植率#改善其临床

结局&但由于本研究样本有限#

'Y

是否会导致单

卵多胎#是否会增加流产率和畸形率#需要更多大样

本不断深入的研究&
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