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摘　要：1978 年第一例试管婴儿诞生以及随后近30 多年来该领域不断取得的突破性进展，促进了以体

外受精为基础的辅助生殖技术在临床的广泛应用，并取得了很好的疗效。本文将系统回顾近 30 多年来

辅助生殖技术在临床和实验室两方面建立的包括：控制性超排卵、序贯培养、精子胞浆内注射以及植

入前遗传学诊断和筛查等主要技术突破，并对医源性多胎、新技术的安全性等目前存在的主要问题及可

能的解决方案进行探讨。
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30 years of “test-tube baby” technology: retrospect and prospect
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Abstract: Since the birth of the first “test-tube baby” in 1978, numerous achievements have been made on assisted
reproductive technology (ART) in recent 30 years, which promotes its broad and successful clinical application.

Here, we systematically review the important advancements in in vitro fertilization treatment, including con-

trolled ovarian hyperstimulation, sequential embryo culture, intracytoplasmic sperm injection and preimplanta-

tion genetic diagnosis and screening, etc. We will also discuss the major challenges nowadays in ART, includ-

ing multiple gestation, safety issue of newly developed technology.
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“试管婴儿”是体外受精—胚胎移植(in vitro

fertilization-embryo transfer，IVF-ET)技术的俗称，

意指将人类发育的早期阶段，即从精卵结合到植入

前(受精后5～6天内)胚胎发育的过程转移至体外进

行，随后再将胚胎重新移植到女性子宫内以辅助不

孕夫妇获得妊娠的技术。不孕症在育龄夫妇当中的发

病率是10％~15％，其中女性因素引起的不孕占40％，

而输卵管性不孕又是其中一个重要的病因(具体比

例)。在 20 世纪70 年代，当时的医疗技术对于该

疾患是束手无策的。IVF 技术诞生的早期主要是为

了解决女性因素导致的不孕，尤其是输卵管不通导

致精卵结合障碍所面临的临床治疗困境。

Robert Edwards是人类IVF治疗技术的开拓者。

早期从事小鼠胚胎发育和体外受精的研究使其意识

到IVF有可能是解决不孕症患者痛苦的一个有效途

径。20 世纪50 年代末期，他开始了人类IVF 相关

技术的不懈探索。在攻克了人类卵母细胞体外成熟

时间的确定、体外精子获能、体外受精和早期胚胎

培养等一系列技术障碍之后，Robert Edwards与英
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国著名的产科医生及腹腔镜先驱Patrick Steptoe合

作，开始了IVF技术的临床应用。经历了百余次尝

试的失败后， 世界首例试管婴儿Louis Brown于1978

年顺利降生。此后 30 余年来，IVF 技术不断的成

熟和发展，并在全世界范围内广泛的应用，成为治

疗不孕的一项重要的常规手段。时至今日，全球已

有超过400万试管婴儿的降生，并且长期的流行病

学调查研究显示IVF技术是基本安全的。此外，基

于 IVF 技术发展起来的治疗手段也层出不穷，例

如：单精子胞浆内注射(intracytoplasmic sperm

injection, ICSI)为男性不育治疗提供了的新手段；

IVF技术与遗传学和现代分子生物学手段的结合促成

了植入前遗传学诊断(preimplantation genetic diagnosis,

PGD)的开展，为避免遗传性疾病的子代传递提供

了可能; 冷冻技术的进展使人们可以在配子到胚胎的

不同时期进行生殖保险，等等。而不孕症有关的研

究正逐渐演变成为包括胚胎学、遗传学、生殖内分

泌学、妇产科学和免疫学等多学科交叉的新兴学科

——生殖医学。以上这些都离不开早期人类IVF技

术的开创性研究，它不仅给无数不孕患者带来希

望，也给医学界带来了巨大影响。因此，2010 年

度的诺贝尔生理学与医学奖被当之无愧地授予了试

管婴儿技术的先驱 Robert Edwards[1]，这不仅是对

其个人在人类IVF研究领域贡献的肯定，也是对在

IVF基础上发展起来的辅助生殖技术(assisted repro-

duction technology, ART)近30多年临床贡献的充分

肯定。

本文将简要回顾IVF技术近30年来所取得的主

要成就，并对目前存在的主要问题以及可能的发展

趋势进行探讨。

1　IVF临床相关技术的主要进展

1.1　控制性超排卵(controlled ovary hyperstimu-

lation, COH)

女性卵泡发育是受下丘脑－垂体－卵巢轴调

控，下丘脑分泌促性腺激素释放激素(GnRH)作用于

垂体，垂体分泌卵泡刺激素(F S H )和黄体生成素

(LH)作用于卵巢卵泡内的颗粒细胞和卵泡膜细胞以

合成雌激素，并促进卵泡的生长和发育。雌激素则

进一步刺激子宫内膜增生为妊娠做准备。在自然周

期中，体内FSH 和 LH 的浓度可以保证1～2 个主导

卵泡的生长成熟但不足以维持多个卵泡的发育。如

果在自然周期行 I V F，能够成功取卵、受精、发

育成优质胚胎并最终妊娠的几率不高。为了提高妊

娠的几率，需要使用COH来提高体内促性腺激素水

平，即使用外源性 FSH 和 LH 制剂来促使多个卵泡

发育，由此可以获得更多的胚胎来进行移植以提高

妊娠机会。在Edwards和Steptoe早期的IVF治疗中

曾经采用COH 方案，他们利用从绝经期妇女尿液中

提取的人绝经期促性腺激素(hMG，含等量的 FSH

和LH)和人绒毛膜促性腺激素(hCG)来诱导多个卵泡

发育和成熟，但由于当时不能很好的解决促排卵所

带来的黄体功能缺陷，致使早期百余例患者全部失

败，其中许多是已经成功生化妊娠后早期流产的。

在重新采用自然月经周期进行IVF后，黄体功能正

常，治疗 30 余例患者获得 4 例临床妊娠，其中就

包括了世界上第1例试管婴儿Louis Brown的诞生[2]。

直到1981年，Garcia等[3]才建立应用hMG联合hCG

进行诱导排卵的标准方法。至此，全世界开始广泛

利用COH 技术进行 IVF 治疗，常用的药物包括了

克罗米芬、hMG 和尿液提纯的 FSH。后来，人们

发现 C O H 中无法避免晚卵泡期内源性 L H 峰的出

现，卵泡期高 LH 水平会导致卵泡质量下降并增加

了IVF治疗周期的取消率。因此，1984年Porter等[4]

引入了促性腺激素释放激素类似物(GnRH-a)进行垂体

降调节。GnRH-a 可以竞争性地结合垂体 GnRH 受

体，阻断下丘脑内源性 GnRH 的作用，造成垂体脱

敏的效应，可以有效抑制内源性 LH 的发生，并且

使卵泡的发育完全依赖于外源性促性腺激素的作

用，发育更加同步。GnRH-a 的应用有效降低了周

期取消率，显著提高了卵子质量和临床妊娠率。并

且，根据患者病因不同调整GnRH-a 的使用时间而

出现的GnRH-a 超长方案、长方案、短方案和超短

方案等增加了临床个体化用药的可选择性。目前，

基于GnRHa 的降调节方案仍是IVF治疗最常使用的

COH 方案。GnRHa 降调方案的不足是其对垂体抑制

作用长，剥夺了内源性促性腺激素的作用，致使

COH 药物用量大并且需要有效的黄体支持。此后面

世的GnRH 拮抗剂在开始COH 方案后使用，可直接

阻断内源性GnRH 对垂体的作用，抑制内源性LH 峰

出现，使得外源性促性腺激素用量减少，停药后垂

体功能恢复迅速、不需黄体支持，其起效迅速，有

效性及安全性可与 GnRHa 媲美[5]。近几年，GnRH

拮抗剂方案使用逐渐增多，是对GnRHa 降调方案的

一个很好补充。 此外，IVF治疗中一些常用药物也

在向药效更稳定、患者依从性更好的方向发展，例

如：近10年基因重组技术在制药业的广泛应用，导

致基因重组的外源性促性腺激素(FSH和 LH)制剂产
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生，相比于传统从尿液中提纯的产品，批间效果更

加稳定；近期，更有改良的长效 F S H 制剂出现，

一次注射可维持COH 作用达7 天，将有效增加患者

的治疗依从性。类似的还有黄体酮注射液已被改进

成阴道黄体酮栓剂等。

1.2　超声影像学

20世纪80年代的发展对IVF治疗也有巨大的推

动作用。经腹部和阴道的超声检查可以很方便、直

观地反映盆腔内卵泡以及子宫内膜的生长情况[6]。

现今，在超排的后期会每日进行常规的B超监测，以

便更准确的评估COH 效果并及时调整用药剂量和方

案，这对于IVF 治疗是至关重要的。多普勒超声还

可以提供对子宫血流灌注情况的评估，为了解子宫

内膜是否适宜妊娠提供了指导[7]。早期复杂的开腹

取卵和经腹腔镜取卵术也早已被更简便、对患者创

伤小的经阴道B 超引导下穿刺取卵术所取代[8]，这

促进了IVF治疗像门诊诊疗方式的过渡，极大地推

动了 IVF 治疗更为广泛的开展。

2　实验室技术的主要发展

2.1　胚胎培养体系

由于受精和植入前发育过程都转移到体外，如

何更好的模拟体内环境是构建成功IVF 培养体系的

关键。就培养基而言，早期IVF采用并非专为胚胎

设计的组织培养用培养基，例如 Ham F10。在20

世纪80 年代和90 年代，类似的简单或复杂成份的

培养基被广泛用于IVF卵裂期胚胎培养并获得较好

的效果。但在延长培养后，胚胎虽然能发育到囊胚

并成功妊娠，但是囊胚形成率及种植率低下。随

后，有的研究人员尝试利用共培养来提高囊胚发育

率获得了较好的效果[9]。在体内，早期胚胎是在输

卵管内发育到囊胚阶段才进入子宫腔等待种植，随

着对输卵管和子宫腔液的成份分析以及胚胎新陈代

谢研究的推进，研发出了针对卵裂期胚胎和囊胚不

同的营养需求分别采用不同培养基的序贯培养体

系：配子至8细胞期的培养基含有与输卵管液相同

的碳水化合物以及早期分裂期胚胎必需的非必需氨

基酸、谷氨酰胺和乙二胺四乙酸(EDTA) ；8细胞期

至囊胚培养则采用了碳水化合物含量与子宫相同，

含有必需与非必需氨基酸并去除了抑制内细胞团发

育和囊胚形成的含 EDTA 的培养基[10]。此外，在

体外培养过程中，保证类似母体内稳定的温度

(37～37.5°C)、湿度(95％饱和湿度)以及合适的

CO2 和 O2 张力十分重要。合适的CO2 分压(5％)对于

保证培养基处于合适的 pH 环境是很关键的，而近

期的研究更发现接近体内组织O2分压(5％)的环境能

减少胚胎受到氧自由基的损伤，更加有利于囊胚的

形成。因此，目前大多数IVF中心均采用带有O2 控

制系统的三气调节CO2 培养箱或者是直接灌注混合

气(5％CO2，5％O2 和 90％N2)的桌面型培养箱用于

胚胎培养。培养基和培养体系的改进使得囊胚形成

率明显改善，而囊胚种植率更可以达到40％以上，

推动了囊胚培养和移植在IVF 治疗中的广泛应用。

近期，更有采用微流体设计的小型培养箱面世，能

持续进行培养基的缓慢更换，便于随时带走培养体

系中的代谢废物，更好的维持体外培养环境中胚胎

的活力[11]。相信随着人们对早期胚胎发育的了解不

断加深，目前的培养系统仍然存在改进的空间。

2.2　筛选具有发育潜能胚胎的方法

已经发现IVF治疗过程中获得的卵裂期胚胎具

有较高的发育阻滞率，约有50％以上的胚胎不能发

育至囊胚阶段。这是体外培养条件所导致还是在体

内自然状况下就具有的正常现象仍不清楚。不过，

近30年来人们已经建立了一系列较为准确的指标来

帮助筛选最具有发育潜能的胚胎。最为常用的是形

态学的评分系统。对于原核期合子而言，Scott 和

Tesarik分别提出了以原核和核仁的排列以及胞浆晕

的出现为基础的评分体系，他们发现核仁前体的数

目和分布可以预见胚胎的种植潜能[12,13]。对于卵裂

期胚胎，则以卵裂率、卵裂球形态对称与否以及碎

片多少和分布等为指标来评判胚胎的质量。卵裂球

中出现多核的情况也预示着胚胎的染色体存在异

常，被认为会严重削弱胚胎的种植潜能[14]。随着囊

胚培养技术的成熟，延长培养时间以选择发育快、

内细胞团清晰、外胚滋养层细胞多的优质囊胚[15]进

行移植成为了筛选的最佳方案，种植率可以达到60％

以上。不过，种植率明显提高的原因除了通过囊胚

培养筛选去除发育阻滞的胚胎以外，囊胚移植更加

符合自然妊娠的情况，胚胎在合适的时间被移植到

了子宫腔内可能是另一重要因素。除了形态学指标以

外，人们还发现胚胎的糖酵解等代谢活性与胚胎发

育潜能相关，因此出现了通过检测胚胎培养液中代

谢底物水平来预测胚胎发育潜能的无创性新方法[16]。

以上描述的各种无创性筛选方法各有特点，目前应

用的趋势是尽可能多的结合不同时间点的评判指标

来综合筛选。一个更完美的解决方案是采用实时摄

像系统纪录单个胚胎的发育行为来更准确评估胚胎

的发育潜能[17,18]。
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2.3　冷冻技术

在 IVF 的 COH 治疗周期中，患者平均可以获

得6~10 枚胚胎适合移植，即使在移植2~3 枚胚胎

后，仍有较多的胚胎剩余。通过建立高效的冷冻保

存技术来避免胚胎的浪费就成为了IVF 不可缺少的

一部分。由此，患者可以在刺激周期失败后再行解

冻胚胎移植，最大限度提高了每次促排卵周期的可

供移植次数，可获得更高的累积妊娠率。在 1983

年，Trounson等[19]首先将慢速冷冻-解冻技术用于

IVF，成功获得妊娠。此后，这项技术不断改进，

取得了长足的进步，胚胎复苏率由早期的19％上升

到87％[20]。慢速冷冻法是目前从合子、卵裂期胚

胎到囊胚均广泛采用并且较为成功的冷冻方法，但

使用该技术在冷冻卵子和囊胚的尝试中效果不佳。

近些年来，冷冻方法在逐渐向玻璃化冷冻技术转

移。与慢速冷冻在缓慢降温过程中逐渐使细胞脱水

不同，玻璃化采用高浓度的冷冻保护剂在冷冻前进

行预处理，置换胞浆内的大部分水分子，冷冻时

快速投入液氮后，迅速形成玻璃样固体，有效排

除了细胞内外冰晶形成造成的冷冻损伤。由于玻璃

化冷冻需要极快的降温速度并尽量减少高浓度的

冷冻保护剂的毒性作用，目前多采用微型载体，如

Cryoloop和电镜铜珊等，通过极度缩小含胚胎玻璃

化溶液的体积(1～2μl)来实现“即时玻璃化”，使

降温速率提高到20000 °C/ min 以上，有效避免了

细胞内冰晶形成，提高了冷冻效率[21]。采用玻璃化

冷冻技术冷冻各个发育阶段的胚胎以及卵子，均取

得了良好的临床效果。不过，高浓度冷冻保护剂的

应用对胚胎和配子是否会构成远期的安全性威胁仍

有待进一步观察。

2.4　体外成熟培养(in vitro maturation, IVM)

IVM 是指从未刺激的卵巢中获取大量不成熟卵

母细胞，在体外培养成熟后再行IVF的方法。其目

的是希望在不刺激卵巢的情况下，获得类似COH后

的多个成熟卵子。IVM 是在20 世纪90 年代逐渐发

展起来的技术，对常规的IVF治疗是一个重要的补

充。最初其主要针对的是多囊卵巢综合征患者：该

类患者卵巢存在多个小卵泡，但常无法形成优势卵

泡排卵。如果给予促性腺激素诱导，很容易发生卵

巢过度刺激综合征，严重者出现胸、腹水和血液高

凝状态等危及生命的情况。或者是针对某些不能使

用促排药物的患者，例如：需要接受放化疗的有生

育要求的乳腺癌患者，由于此类肿瘤是雌激素依赖

性，若行 COH 产生大量雌激素会导致肿瘤病情恶

化。在这种情况下，可在最大卵泡小于10～12 cm

时给予hCG注射，36 h后经阴道超声取卵往往能获

得多个不成熟卵母细胞，随后在体外培养24~48 h

后，约有80％可以成熟用于ICSI 受精，获得与常

规IVF 相当的受精率。IVM 技术已经尝试了数十年

的时间，早期由于无法获得合适的培养基(因为对葡

萄糖、氨基酸以及维生素等特殊要求知之甚少)，

成功率很低。直到近年来，高效的 IVM 培养基研

发成熟及商品化，人们才取得了较高的成功率。而

IVM 的适应症也逐渐拓宽，目前还用于治疗卵巢刺

激反应低下和多次 IVF 胚胎质量差的患者。尽管

IVM 在临床和实验室技术方面取得长足的进步，但

IVM 后的妊娠率还是略低于IVF 的成功率，可能的

原因是IVM的卵均取自未充分生长的卵泡中，使用

hCG 会促进卵母细胞的核成熟，但胞质的成熟度与

IVF中充分发育卵泡中获得的卵母细胞还是存在差别

的。这会不会对出生子代存在长期的影响还不能确

定。IVM 作为一项新技术，开展应用的时间较短，

IVM 出生的婴儿数量较少，妊娠结局数据缺乏。迄

今为止的两份报道资料显示，IVM 后患者的产科、

围生期和新生儿期不良结局未见明显增加[22,23]。尽

管如此，对待该技术仍需谨慎，有必要长期随访

I V M 出生婴儿，了解未知的影响。

2.5　精子胞浆内注射(intracytoplasmic sperm

injection, ICSI)

ICSI是将单个精子通过机械方法直接注入到卵

细胞浆中，从而完成受精过程。ISCI 主要用于男

性因素引起的不育，也可用于传统IVF 或其他辅助

受精方式失败的患者。ICSI技术可以说是IVF技术

后的又一次革命性的突破。在ICSI时代到来之前，

对于一些严重男方因素导致不孕症的夫妇，常规

IVF 的效果不理想，精子计数极低、活力受损和 /

或精子形态学不良是造成助孕失败的主要原因。而

对于睾丸功能损伤或排精管道梗阻造成的重度少、

弱、畸精症甚至是无精症，常规IVF无能为力。为

提高常规IVF 的受精率，生殖学家做了很多改进和

尝试，从部分透明带切割技术(PZD)，到透明带下

受精技术(SUZI)，最后改进到ICSI。1992年 ICSI

获得首例成功妊娠[24]。由于ICSI单精受精率高、对

精子浓度和形态要求不高，胚胎着床率高等优点而

很快为人们所接受。即使在精液质量极差的情况

下， ICSI 技术也能够获得与那些非男性不育症而采

用常规 IV F 技术得到的受精率和受孕率相似的结

果。目前，ICSI 已成为IVF 中心治疗严重男性因
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素不育的常规技术。但是ICSI技术带有创伤性，其

绕开了任何自然选择机制及可能导致基因异常的精

子(或卵子)受精，对后代的安全性是否存在影响仍

然受关注。Bonduelle等[25]追踪比较了2 955例IVF

和2 840例ICSI新生儿结局和孕期及出生时先天性

畸形的发病率。结果表明：ICSI 应用过程中，自

然流产、出生缺陷、低出生体重以及早熟等问题并

没有呈现相关性增加，智力发育异常也没有出现明

显增加。但在另一项调查研究中[26]，1 586例ICSI

新生儿中，性染色体非整倍体(0.6% vs. 0.2%)和常

染色体结构异常(0.4% vs. 0.07%)有轻微增加，且

有显著性差异。因此，有必要对ICSI 后妊娠所生

儿童的发育进行持续随访。与传统 IVF 相比，非

男性因素不孕情况下 ICSI 技术并未显著提高受孕

率。因此，除非确有必要，否则不一定要应用

ICSI 技术。

2.6　PGD ／植入前遗传学筛查

IVF 技术提供了在体外对卵母细胞和早期胚胎

进行进一步操作的可能性。PGD 即是利用IVF 的平

台，对从卵母细胞到植入前各个阶段的胚胎进行遗

传病的诊断，以帮助患有遗传疾病的夫妇选择正常

的胚胎移植，避免遗传病妊娠的发生。相比传统的

产前遗传学诊断必须在妊娠建立后才能进行，一旦

异常母亲还需承担流产的痛苦和风险而言前进了一

大步，具有重要的临床价值。P G D 的概念最早于

1967年由Edwards提出，1968年 Edwards和Gardner

在显微操作下对兔囊胚进行活检，取出少量滋养外

胚层细胞分析染色质来选择雌性胚胎。1 9 8 9 年

Handyside等首次采用PCR技术对有高风险X- 连锁

隐性遗传病的夫妇成功地进行了PGD，并于l990 年

诞生了世界上首例经PGD 的健康婴儿[27]，标志着

PGD由技术探索进入临床应用阶段。进入20 世纪90

年代后期，PGD 开始走向普及，并可常规用于40多

种遗传病的诊断[28]。PGD 活检的细胞可以是卵母细

胞的极体，卵裂期胚胎的卵裂球或囊胚的滋养层细

胞。极体是卵母细胞成熟分裂的产物，既不参与胚

胎的发育，又无任何已知的功能。故取第一极体作

为活检材料对胚胎发育的影响最小。极体活检适用

于女性遗传病患者的PGD，但也存在不能准确反映

胚胎遗传组成的缺陷，往往需要继续进行卵裂期

PGD 进一步诊断。卵裂期胚胎的卵裂球是全能的，

实验证明8细胞期胚胎活检1~2个卵裂球不影响胚胎

的发育。现在绝大多数 PGD 中心，都采用卵裂期

胚胎活检进行PGD诊断。囊胚的滋养外胚层活检是

潜在的发展方向，滋养外胚层活检可获6 个或更多

个细胞，克服了极体和卵裂球活检只有单个细胞用

于遗传学分析的缺点，提高了诊断的成功率和正确

率。由于只对能发育到囊胚的胚胎进行诊断，避免

了一些无效的检测。但囊胚期PGD对实验室要求较

高，必须具备稳定的囊胚培养和冻存的经验。活检

后的遗传学诊断则根据遗传疾病的类型而采用不同

的方法，例如单基因疾病主要采用不同形式的多聚

酶链反应 (PCR)来诊断，而染色体病(包括数目和结

构异常)则采用荧光原位杂交(fluorescence in situ

hybridization，FISH)技术诊断。鉴于单基因诊断可

因不完善的DNA扩增引起的等位基因缺失和DNA污

染等现象出现误诊，而 FISH 可能出现杂交失败及

在中期相不易看到全部染色体等原因出现误诊，

PGD 诊断后还需进行产前羊水诊断或者绒毛活检以

排除诊断错误。

与PGD 针对特定的遗传学疾病进行诊断不同，

植入遗传学筛查(preimplantation genetic screening，

PGS)是指在IVF形成的胚胎移植到子宫前对其染色

体分析，将整倍体胚胎移植到待孕妇女的子宫。染

色体拷贝数的不平衡是影响胚胎生存力的主要因

素。非整倍体的发生是引发IVF中受精失败和胚胎

体外发育受阻，以及妊娠后自然流产的重要原因。

因此，利用PGS技术对植入前胚胎进行染色体非整

倍体筛查，将有效地降低流产率，提高IVF正常妊

娠率，在出生缺陷预防以及提高辅助生殖技术安全

性方面具有重要意义。长期以来，PGS 主要借助于

FISH 技术，选择常见的几条染色体进行检测，能

够有效筛选出遗传正常的胚胎。最早是使用FISH检

测 13、18、21、X 和 Y 染色体，这 5 条染色体的

非整倍体是可存活胎儿中最常见的染色体数目异

常，占总数目异常的 95% 以上[29]。目前已有商业

探针可供临床使用。但在自然流产和导致胚胎发育

受阻的原因中，其它染色体非整倍体亦是常见的。

而一个胚胎至多可承受三轮的洗脱重杂交标记不同

荧光信号。因而在标准的多色FISH 中，最多可对

一个胚胎进行12条染色体的检测。但即便如此，通

过FISH-PGS 检测的染色体数目仍然有限，仍有可

能因移植了未检测到的染色体非整倍体胚胎而导致

植入失败或者自然流产。比较基因组杂交是在FISH

基础之上发展起来的一种新的分子细胞遗传学技

术，与FISH 技术相比，该技术可以在不制备中期

染色体的情况下检测所有染色体[30]。通过结合应用

全基因组扩增(whole genome amplification，WGA)
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技术，CGH 得以应用于植入前胚胎。1999 年即有

学者成功扩增了胚胎单卵裂球的全基因组，发现约

60% 的胚胎带有完全或部分的非整倍体[31]。CGH-

PGS应用于临床最早是在2001年，Wilton等[32]报道

了首例经单卵裂球CGH的成功妊娠，经筛查冷冻后

选择移植46、XX 的胚胎，出生了健康女婴。2003

年Wilton等[33]将单细胞CGH应用到反复植入失败患

者的PGS 中，对比应用CGH 与 FISH 两种方法，发

现单细胞 C G H - P G S 的植入率与妊娠率均高于

FISH。有研究使用囊胚滋养层细胞活检取代8细胞

期的卵裂球活检进行PGS。因为大多非整倍体及嵌

合体胚胎在到达囊胚之前即发育停滞或发生退化，

且囊胚滋养层细胞的获取不影响内细胞团的发育且

能够提供较多的细胞进行检测，囊胚活检相对卵裂

球活检更安全稳妥。该方法的应用也有成功出生健

康婴儿的报道[34]。但滋养层细胞不一定与发育成胚

体的内细胞团核型一致，因而也带有误诊的风险。

近期的研究热点集中于引进更为快捷、高通量且高

灵敏度的技术实现PGS，即微阵列技术。目前应用

较多的微阵列分为两类。一种为在CGH 基础上衍生

的微阵列-CGH，它与传统 CGH 原理相同，但标记

DNA 片段杂交的对象是排列在玻片上的 DNA 探针，

而非固定在玻片上的中期染色体。对于红绿荧光比

的分析简单而且易于自动化操作[35 ]。同样的结合

WGA 技术后，细菌人工染色体微阵列被制成芯片，

实现了芯片-CGH单卵裂球水平的首次临床应用[36]，

该研究在6个ET周期中有5个获得了成功妊娠。微

阵列-CGH缺陷在于同样无法检出整倍性的异常。另

一种新技术应用的是单核苷酸多态(single nucleotide

polymorphisms, SNPs)技术，称之为SNP-微阵列。

该技术的优势在于检出非整倍体的同时也能检出整倍

体异常，而通过特定单核苷酸位点的分析，对于单

基因病及单亲二体等现象也能进行筛查。2007 年，

Treff等[37]使用未移植的胚胎进行SNPs研究，在单

卵裂球水平成功检出了多种非整倍体，随后获得了

成功的临床应用。然而在非整倍体的SNP-PGS 获得

肯定的同时仍有多数学者质疑其在单基因病的诊断

及胚胎指纹信息提供中的可靠性[38]。目前微阵列技

术诊断精确性仍有待提高，而其高昂的成本，使得

仅有少数实验室能够开展，暂时无法普及。

3　目前存在的主要问题和展望

3.1　ART 技术的长期安全性仍有待明确

ART 技术的安全性问题涉及母亲和子代。IVF

技术在诞生初期曾饱受大众甚至科学界的质疑，认

为经体外培养后出生的婴儿是不正常的。30多年过

去，早期出生的一批试管婴儿已成人并大多自然生

育健康后代。而大量有关接受IVF和ICSI治疗后出

生婴儿的流行病学调查研究也显示ART 技术是基本

安全的。和自然妊娠相比，IVF 不会导致先天畸形

和染色体异常后代发生比率增加[39,40]。ICSI治疗出生

后代总体而言畸型率相似于IVF 和自然妊娠，但有

轻微增加的尿道下裂等畸形[41]和染色体异常比例[42]。

而这往往是与行ICSI治疗的男性患者本身造成不育

的相关遗传缺陷有关。进一步追踪研究IVF和ICSI

后代生长发育情况，发现 ART 后代在体格、运动

和认知能力等方面与自然受孕儿童无差异[43,44]。但

以上结论尚不能排除ART技术对子代的影响是细微

和晚现的，因此保持对ART子代更为长期的追踪十

分重要。此外，A R T 技术的进展日新月异，例如

本文所提及的 PGD、IVM、囊胚培养、配子和胚

胎的玻璃化冷冻等诸多新技术均是在动物实验证明

有效的情况下就迅速推向了临床，较少的技术有像

新药研发一样有经过严格的动物实验验证安全性后

再实施的。由此也带来了对ART技术安全性新的顾

虑，体外培养时间的延长，培养体系和培养基成分

的改变，显微操作的使用，快速的温度改变以及在

液氮中的开放式储存等都可能对配子和胚胎产生潜

在的不利影响。因此，如何建立有效的 ART 治疗

周期注册登记制度，并开展全球范围内的信息合作

以便及时汇总有关新技术的子代安全性结果，将对

整个ART行业的健康发展有重要意义。此外，IVF/

ICSI治疗对女性患者健康的影响也不容忽视。尤其

是COH治疗导致女性体内雌激素水平显著升高，是

否会造成某些雌激素敏感的肿瘤，如卵巢癌或乳腺

癌的发病率增高颇受关注。从已有的流行病学数据

来看[45]，卵巢刺激不会直接导致癌症，但长期的影

响有待进一步追踪明确。

3.2　如何控制医源性多胎的发生

IVF/ICSI 与自然妊娠相比，妊娠并发症(如妊

娠高血压综合征、糖尿病、胎盘早剥)和新生儿疾

病(如呼吸窘迫综合征、高胆红素血症、感染等)发

生率相似，但早产、低出生体重婴儿发生率增高。

目前已经明确，多胎妊娠是造成IVF妊娠负面结局

的主要因素。尤其是在广泛采用 COH 后，大部分

中心会常规移植2～3枚胚胎以提高单次移植的妊娠

率，同时也造成IVF/ICSI 的多胎妊娠率达到15％

~40％不等，远高于自然妊娠多胎率(1％~2％)。多
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胎妊娠不仅给母婴带来额外的风险，过多双胎的出

现也对社会和家庭观念带来冲击。医源性多胎发生

的实质是缺乏有效的胚胎评估体系来选择出具有种

植和继续发育潜能的胚胎，为了保证一定的妊娠率

只能增加移植胚胎数目。单胚胎移植是一个很好的

解决方案。而目前阶段，单个囊胚移植已显示了一

定的可行性。在移植1 枚优质囊胚的情况下可以获

得50％～60％以上的临床妊娠率[46]。然而，囊胚

培养和移植并不适合所有人群，约有40％的患者将

不能形成囊胚供移植。目前，尚不能确定是否体外

培养时不能形成囊胚的胚胎早期移植后一定不能建

立妊娠。 此外，囊胚培养时延长的体外培养时间对

子代的影响还有待明确。如果行早期卵裂期胚胎的

单胚胎移植，与单囊胚移植的结果对比显示[47]，卵

裂期胚胎的单胚移植妊娠率要明显低于单囊胚移

植，不过加上随后的冻胚移植周期后，累积妊娠率

甚至高于单囊胚组。但是，期待依靠反复冻融周期

的单胚胎移植来保证妊娠率，对于那些ART治疗费

用不享受保险支付的人群显然不可行。因此，建立

有效的胚胎筛选体系，能够在不同时期选择出最具

活力的胚胎，形成与多胚胎移植等效的单胚胎移植

方案会是未来努力的方向。
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