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卵子玻璃化冷冻复苏后行卵母细胞胞浆内单精子显微注射
２７ 例临床结局

孙小花，陈海啸

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨卵子玻璃化冷冻技术在辅助生殖中的临床应用价值。 方法　 回顾性分析 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 １２
月在解放军 １７４ 医院生殖医学中心行体外受精，取卵日因男方因素未取到精子而行卵子玻璃化冷冻保存的 ２７ 对不孕夫妇的

资料。 卵子解冻后均行夫精卵母细胞胞浆内单精子显微注射，记录卵子受精情况及临床结局。 结果　 ２７ 例患者共冷冻卵子

２４５ 枚，并全部解冻，解冻后存活 ２１４ 枚，存活率 ８４．７９％；其中第二次减数分裂中期（ｍｅｔａｐｈａｓｅ Ⅱ，ＭⅡ）卵 １９８ 枚，并全部行

ＩＣＳＩ，受精 １３８ 枚，受精率７４．４９％；卵裂 ９９ 枚，卵裂率 ７１．７４％；形成 ８７ 枚 ２ＰＮ（原核，ｐｒｏｎｕｃｌｅｕｓ）胚胎，优质胚胎 ３４ 枚，优质胚

胎率 ３９􀆰 ０８％。 ２０ 个移植周期移植胚胎 ４１ 枚，临床妊娠 ６ 例，临床妊娠率 ３４．８２％。 结论　 玻璃化冷冻技术应用于卵子冷冻保

存，并对复苏卵子进行卵母细胞胞浆内单精子显微注射可以取得一定的临床妊娠率，在辅助生殖技术临床上具有很强的实用

价值。
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　 　 辅助生殖技术是 ２０ 世纪医学的一大进展。 在

中国辅助生殖技术已经进入相对成熟阶段，体外受

精胚胎移植及其衍生技术等在中国已经非常成

熟［１］。 但由于受到技术、伦理、法律、道德、宗教等

多方面问题影响，卵子冷冻在中国发展曲折且缓

慢。 目前玻璃化冷冻技术及卵胞浆内单精子显微

注射技术（ ｉｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｓｐｅｒｍ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ＩＣＳＩ）很

大程度上解决了卵子冷冻的技术困难，大大提高了

冷冻卵子的复苏存活率及受精率。 胚胎玻璃化冷

冻技术已经很成熟，而卵子的玻璃化冷冻还在摸索

阶段。 本文回顾性分析 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 １２ 月

在厦门解放军 １７４ 医院生殖医学中心因男方原因未

获得可用精子而接受卵子玻璃化冷冻的 ２７ 例患者

的妊娠结局，探讨在体外受精⁃胚胎移植中，面对未

预期的取精失败行卵子玻璃化冷冻的临床可行性。

１　 对象与方法

１．１　 对象　 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 １２ 月来厦门解

放军 １７４ 医院生殖中心实施体外受精⁃胚胎移植的

２７ 位不孕女性患者，取卵日因男方取精困难未取到

精、无精子症行睾丸或附睾穿刺取精失败、男方无

法到场等原因未获得可用精子，无法行体外受精，
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将其卵子全部进行玻璃化冷冻。 冻卵者平均年龄

３１．１８ 岁，平均不孕年限 ４．８２ 年。 冷冻卵子解冻后

均进行卵胞浆内单精子注射治疗。
１．２　 卵子玻璃化冷冻及解冻方法 　 本中心采用玻

璃化冷冻技术对卵子进行冷冻保存，卵子冷冻在获

卵后 ２ ～ ４ ｈ 内进行，不得超过 ８ ｈ。 先在室温下准

备平衡液（ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＥＳ）及冷冻液（ｖｉｔｒｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＶＳ）。 冷冻时将卵子置于平衡液中

５ ｍｉｎ 后转入冷冻液中，在冷冻液中将卵子反复吸

放，使卵子尽快下沉，用时不超过 ６０ ｓ。 然后迅速将

卵子转移的玻璃化冷冻载体并浸入液氮冷冻。 卵

子复苏液由中心实验室配置，根据蔗糖浓度高低，
将复苏液（ｗａｒｍｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＷＳ）分为 ＷＳ１（高糖）、
ＷＳ２（中糖）、 ＷＳ３（低糖）、ＷＳ４（无糖）。 ５ 个培养

皿第 １ 个装 １ ｍＬ ＷＳ１ 在温度 ３７ ℃下平衡 ３０ ｍｉｎ，
另 ４ 个分别装 １ ｍＬ ＷＳ２、１ ｍＬ ＷＳ３、０．５ ｍＬ ＷＳ４、
０􀆰 ５ ｍＬ Ｓ４ 均在室温（２０～２５ ℃）下平衡 ３０ ｍｉｎ。 将

装有卵子的玻璃化冷冻载体从液氮中取出，迅速将

卵子置入 ＷＳ１ 中，１ ｍｉｎ 后将卵子转移入 ＷＳ２ 内，
放置 ３ ｍｉｎ，再依次将卵子转移入 ＷＳ３、ＷＳ４、ＷＳ４，
分别放置 ３ ｍｉｎ，卵子形态完全恢复后，将卵子转入

培养液中培养。

２　 结　 果

２７ 例患者共冷冻卵子 ２４５ 枚，全部接受卵子解

冻。 共解冻卵子 ２４５ 枚，存活 ２１４ 枚，复苏存活率

８４．７９％。 其中 ＭⅡ卵 １９８ 枚，并全部行 ＩＣＳＩ，受精

１３８ 枚，受精率 ７４． ４９％。 卵裂 ９９ 枚， 卵裂率为

７１．７４％，形成 ８７ 枚 ２ＰＮ 胚胎，优质胚胎 ３４ 枚，优胚

率 ３９．０８％。 ２７ 例患者共移植胚胎 ４１ 枚，平均移植

胚胎数 ２．１１ 个。 ２０ 个移植周期中临床妊娠 ６ 例，临
床妊娠率为 ３４．８２％。 剩余 １０ 枚胚胎冷冻保存（表
１）。

２７ 例患者按年龄分为 ４ 组，患者年龄 ２６ ～ ３５
岁，各年龄段患者卵子玻璃化冷冻复苏后行 ＩＣＳ 妊

表 １　 ２７ 例患者卵子玻璃化冷冻复苏后行 ＩＣＳＩ⁃ＥＴ 数据表

年龄分组
卵子复苏
周期数

解冻
卵子数

存活
卵子数

存活率
（％）

ＭⅡ卵
子数

正常
受精数

受精率
（％）

２ＰＮ
胚胎

优质
胚胎

优质胚
胎率（％）

移植
胚胎数

移植
周期数

冷冻
胚胎数

临床妊
娠例数

妊娠率
（％）

≤２５ 岁 ３ ２７ ２３ ８５．１９ ２３ ２１ ９１．３０ １３ ６ ４６．１５ ６ ３ ０ ２ ６６．６７
２６～３０ 岁 １０ ８６ ８１ ９４．１９ ６５ ３９ ６０．００ ２５ １５ ６０．００ １３ ６ ５ ２ ３３．３３
３１～３５ 岁 ９ ８１ ７７ ９５．０６ ７５ ５０ ６６．６７ ３１ ８ ２５．８１ １４ ７ ２ １ １４．２９
≥３６ 岁 ５ ５１ ３３ ６４．７１ ３５ ２８ ８０．００ １８ ５ ２７．７８ ８ ４ ３ １ ２５．００
合计 ２７ ２４５ ２１４ ８４．７９ １９８ １３８ ７４．４９ ８７ ３４ ３９．９３ ４１ ２０ １０ ６ ３４．８２

娠率见表 １。

３　 讨　 论

自 １９８６ 年首例卵子冷冻⁃复苏并成功受孕

后［２］， 冷冻卵子成为保存妇女生育能力的有效储备

方式之一。 并且越来越多的学者推荐卵子冷冻做

为辅助生殖技术重要的组成部分［３］。 因慢速冷冻法

无法避免细胞冰晶形成造成的损伤， 特别是对于卵

子这种体表比例大的细胞［４］。 近年来，卵子玻璃化

冷冻在临床上的应用不断扩大。 玻璃化冷冻技术

是超快冷冻技术，可导致溶液（如胚胎内外的溶液）
的固化，低温最终可使溶液形成玻璃样固态物质。
玻璃化过程使高浓度冷冻保护剂，保证获得超快冷

冻，因此不会有冰晶形成，通过使细胞脱水更加充

分， 解决了卵子冷冻冰晶损害的问题［５⁃７］，是目前卵

子冷冻的首选方法。 本研究将行卵子玻璃化冷冻

复苏并行 ＩＣＳＩ 的患者按照年龄分为 ４ 组，发现不同

年龄阶段患者妊娠率不同。 本中心卵子冻融后总

的临床妊娠率超过 ３０％，接近冷冻胚胎复苏移植妊

娠率。 因为样本量较小，其临床可行性仍有待大样

本量数据证实。 但其在取卵日因男方原因无法获

得可用精子的情况下进行卵子冷冻的临床可行性

已经明确，并且十分有效。 从程序化慢速冷冻到玻

璃化冷冻，卵子冷冻方法不断改进和完善。 冷冻技

术的进展使得卵子冷冻后的复苏率、妊娠率以及出

生率均明显提高。
相关文献报道， 冷冻和新鲜卵子在胎儿及围产

期并发症和先天异常的发生率上并没有显著差

异［８］。 然而， 目前卵子玻璃化冷冻复苏仍存在一定

的临床局限性，如卵子玻璃化冷冻可对卵子造成一

定程度的损伤，主要表现为染色体、纺锤体、透明带

等损伤［９］。 目前医学上仍缺乏标准的玻璃化冷冻

方案，复苏速率、冷冻保护剂浓度、温度控制等各种

因素均会影响卵子冷冻复苏成功率［１０］；冷冻导致卵

子透明带硬化，精子穿透透明带能力下降， 卵子冷

冻复苏后行 ＩＶＦ 受精率低［１１］，异常受精率增加，
ＩＣＳＩ 虽然能在一定程度上提高受精率，降低异常受
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精率，但无法避免 ＩＣＳＩ 本身存在的风险。 随着医疗

技术的发展，卵子玻璃化冷冻不仅仅应用于男方因

素无法行 ＩＶＦ 的卵子保存，还可应用于为年轻未育

患者保存生育力，为无卵、卵巢功能早衰患者提供

卵子［１２］。 冻存人类卵母细胞是一项极具价值和吸

引力的技术，在辅助生殖领域上有相当广阔的发展

前景。
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