
《中国高龄不孕女性辅助生殖临床实践指南》

定义35岁作为女性生殖高龄的分界线［1］，≥35岁的女

性，不孕症发生率逐渐增加，其自然流产风险随年龄

增加显著增高，妊娠率和活产率显著下降［2］。胚胎植

入前遗传学检测（preimplantation genetic testing，
PGT）是一种基因诊断方法，利用PGT技术能够识别

出染色体异常的胚胎，从而使染色体正常的胚胎得

以移植，已成为辅助生殖技术（assisted reproductive
technology，ART）的一个重要组成部分［3］。PGT通过

对胚胎染色体数目异常的筛查，在临床中被用于改

善高龄妇女体外受精⁃胚胎移植（in vitro fertilization⁃
embryo transfer，IVF⁃ET）的妊娠结局，通过选择染色

体数目正常的胚胎进行移植可以提高临床妊娠率

和胚胎种植率，降低流产率，提高活产率［4］。研究显

示，对≥35岁高龄患者行胚胎植入前基因非整倍体

检测（preimplantation genetic testing for aneuploidy，
PGT⁃A）助孕可降低流产率［5］，但也有研究持反对观

点［6］。目前多数研究未区分活检胚胎类型（分裂胚

或者囊胚），并且在冻融胚胎移植（frozen⁃thawed em⁃
byo transfer，FET）阶段没有统一的内膜准备方案，对

于女方年龄、内膜等混杂因素也很少纳入分析。基

于此，本研究采用倾向性评分匹配（propensity⁃score
matching，PSM），排除了年龄、子宫内膜厚度、胚胎天

数等混杂因素对妊娠结局的干扰，并统一冻融周期内

膜准备方案，探讨PGT对≥35岁高龄患者 FET周期

早期自然流产率的影响，以期在临床工作中为患者

提供更合理的建议。

1 对象和方法

1.1 对象

收集2015年4月1日—2020年7月30日南京大

学医学院附属鼓楼医院生殖医学中心行激素替代周

期FET的1 598个单囊胚FET周期，其中常规FET周
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期1 495个，行 PGT助孕的 PGT⁃FET共 103个周期。

103个PGT⁃FET周期中 56个周期为PGT⁃A，33个周

期为胚胎植入前染色体结构重排检测（preimplanta⁃
tion genetic testing for structural rearrangements，PGT⁃
SR），14个周期为胚胎植入前单基因病遗传学检测

（preimplantation genetic testing for monogenic dis⁃
ease，PGT⁃M），均采用二代测序法进行全染色体拷贝

数变异（copy number variant，CNV）分析，以筛选整倍

体囊胚进行移植。排除了非高龄（＜35岁）、生殖道

畸形、子宫腺肌症、子宫内膜异位症患者。所有患

者签署知情同意书，其中进入临床PGT周期的患者

均额外签署了PGT知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 治疗方案

本中心采用常规的控制性促排卵方案，监测患

者外周血清性激素变化情况，同时阴道超声监测卵

泡发育情况，当有 2个卵泡直径≥18 mm时，注射人

绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，
hCG）5 000~10 000 U，36 h后行阴道超声介导取卵。

1.2.2 体外受精、胚胎培养和囊胚活检

取卵术中取出的成熟MⅡ卵母细胞行卵胞浆内

单精子注射（intracytoplasmic sperm injection，ICSI），

ICSI术后 16~18 h进行原核观察，以受精卵出现双

原核即 2PN为正常受精。在 ICSI注射后第 3天，使

用激光在卵裂期胚胎透明带切 1个 10 μm的孔径。

囊胚的评分由2位高年资胚胎学家依据Gardner囊胚

评分标准进行评估［7-8］。使用5期和6期囊胚用于活

检，用内径20 μm的活检针从孵出的囊胚滋养层中吸

取5~10个细胞后，采用激光辅助切割。取下的细胞

用磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffered saline，PBS）洗
涤后，转移至0.2 mL PCR管于-80 ℃冰箱储存。活检

后的囊胚立即进行玻璃化冷冻，储存于液氮中。

未行PGT检测的患者，在授精后第3天，选择2枚
优质胚胎进行冷冻。剩余胚胎的细胞数≥4个且未

发育停滞，在原核期未观察到多核现象，则继续行

囊胚培养，依据Gardner囊胚评分标准，4期、5期和

6期囊胚为可冷冻的囊胚。

1.2.3 全基因组扩增和基于二代测序的染色体

CNV分析

活检取出的滋养层细胞采用REPLI⁃g单细胞扩

增试剂盒（Qiagen公司，德国）或用 Sureplex单细胞

扩增试剂盒（Illumina公司，美国）进行全基因组扩

增，构建DNA文库，采用MiSeq测序仪（Illumina公
司，美国）进行DNA高通量测序［9-10］，检测范围涵盖

23对染色体，能检测到 4 Mb以上片段微缺失/微重

复。筛选出正常的、可移植的胚胎，择期行胚胎移植。

1.2.4 子宫内膜的准备、胚胎移植

入组患者均采用激素替代周期方案进行内膜

准备，服药 14~20 d，根据患者内膜情况及性激素水

平肌肉注射黄体酮注射液（浙江仙琚制药）60 mg/d
进行内膜转化，转化 6 d后安排解冻囊胚移植。移

植后 14 d检测血清 hCG，hCG＞200 mU/mL为生化

妊娠，移植后28~30 d经阴道超声检查见妊娠囊者为

临床妊娠。妊娠12周前发生的自然流产定义为早期

自然流产，其余孕周＜28周或胎儿体重＜1 000 g的
流产为晚期流产。按期随访至胎儿出生，记录胎儿

出生数量及情况。

1.3 统计学方法

使用 SPSS 22.0对数据进行整理和统计分析。

计量资料以均数±标准差（x ± s）表示，采用 Kolmogo⁃
rov⁃Smirnov test对各组数据的进行正态性检验，符

合正态分布的采用独立样本 t检验，不符合正态分布

则用Mann⁃Whitney U检验进行连续变量数据的两组

间比较。分类变量数据则采用卡方检验或Fisher精
确检验。PSM过程设定卡钳值为0.05，对患者基础特

征（女方年龄、转化日子宫内膜厚度＜8 mm或≥8 mm、

移植第 5天或第 6天囊胚）3个因素采用 1∶2随机匹

配法进行匹配。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PGT⁃FET周期与常规 FET周期的人群特征及

临床结局比较

比较 PGT⁃FET组 103个周期和常规 FET组的

1 495个周期的人群特征及临床结局。结果显示，两

组间的女方年龄、男方年龄等基线资料差异无统计

学意义，周期数据提示两组移植前子宫内膜厚度无

显著差异。但PGT⁃FET组与常规FET组第5天囊胚

（D5）占总体移植胚胎（D5+D6）的比例差异有统计

学意义。在此基础上，分析两组FET后的临床妊娠

结局。结果显示，PGT⁃FET组患者早期自然流产率

显 著 低 于 常 规 FET 组（11.11% vs. 25.31% ，P＜

0.05），PGT ⁃FET 组活产率显著高于常规 FET 组

（43.69% vs. 33.04%，P＜0.05），两组间的生化妊娠

率、临床妊娠率、晚期自然流产率、多胎分娩率差异

均无统计学意义。

本研究调整女方年龄、子宫内膜厚度和移植胚

胎天数（D5/D6）等混杂因素对临床妊娠结局的潜在

影响，在两组之间进行了 1∶2的 PSM，随机筛选出
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PGT⁃FET组中的103个周期和常规FET组中的206个
周期，并比较了匹配后两组患者的一般基线资料及

周期内情况（表 1）。结果显示两组间的女方年龄、

男方年龄、移植前内膜厚度、移植胚胎天数占比差

异均无统计学意义。在此基础上，分析两组FET的

临床妊娠结局，结果显示：PGT⁃FET组早期自然流

产率显著低于常规 FET组（11.11% vs. 27.18%，P＜

0.05），差异有统计学意义而活产率高于常规FET组

（43.69% vs. 32.52%，P=0.05），但差异无统计学意

义；两组间的生化妊娠率、临床妊娠率、晚期自然流

产率、多胎分娩率差异均无统计学意义。

2.2 PGT⁃A、PGT⁃SR、PGT⁃M周期的人群特征描述

及临床结局比较

103个PGT⁃FET周期中 56个为PGT⁃A，33个为

PGT⁃SR，14个为PGT⁃M，均采用二代测序法进行全

染色体CNV分析，以筛选整倍体囊胚进行移植。比

较了PGT⁃A、PGT⁃SR、PGT⁃M冻融胚胎的人群特征

及临床结局。结果显示 3组间的女方年龄、男方年

龄等基线资料差异无统计学意义，周期数据提示两

组移植前子宫内膜厚度、第 5天囊胚、第 6天囊胚

（D5、D6）占总体移植胚胎（D5+D6）的比例，差异均

无统计学意义。

在此基础上，分析 3组间FET后的临床妊娠结

局。结果显示，PGT⁃A、PGT⁃SR、PGT⁃M冻融胚胎3组
间的生化妊娠率、临床妊娠率、早期自然流产率、晚

期自然流产率、活产率、多胎分娩率差异均无统计

学意义（表2）。

3 讨 论

既往研究显示，ART的总妊娠丢失率约 29%，

其中58%发生于妊娠6周之内，而妊娠超过20周的

妊娠丢失率仅为2%［11］。妊娠丢失的主要原因有高

龄、既往流产史、感染、肥胖和激素水平异常等［12］。

早期妊娠丢失是指妊娠12周内的妊娠丢失，是评价

ART成功率的重要指标之一［13］，ART相关的妊娠丢

表2 PGT⁃A、PGT⁃SR、PGT⁃M周期的人群特征描述及临床结局比较

观察指标

女方年龄（岁）

男方年龄（岁）

移植前内膜厚度（例）

＜8 mm
≥8 mm

胚胎天数［n（%）］

D5［D5/（D5+D6）］
D6［D6/（D5+D6）］

妊娠结局［%（n/N）］

生化妊娠率

临床妊娠率

早期自然流产率 a

晚期自然流产率 a

活产率

多胎分娩率

PGT⁃A组（n=56）
37.79 ± 2.42
39.12 ± 4.24

04
52

00.31（55.36）
00.25（44.64）

55.36（31/56）
53.57（30/56）
10.00（3/30）0
00.00（0/30）0
48.21（27/56）
7.41（2/27）

PGT⁃SR组（n=33）
36.70 ± 2.08
38.00 ± 4.74

01
32

00.19（57.58）
00.14（42.42）

60.61（20/33）
51.51（17/33）
11.76（2/17）0
05.88（1/17）0
39.39（13/33）
7.69（1/13）

PGT⁃M组（n=14）
37.64 ± 2.13
38.43 ± 4.32

00
14

000.08（57.14）
000.06（42.86）

64.29（9/14）
50.00（7/14）
14.29（3/7）0
14.26（1/7）0
35.71（5/14）
0.00（0/5）

P值

0.09
0.49

0.45

0.98

0.79
0.97
0.94
0.17
0.58
0.82

a：以获得临床妊娠的病例计算流产率。

表 1 PSM后PGT⁃FET组与常规FET组的人群特征描述

及临床结局比较

P 值

0.34
0.97

0.99

0.47

0.42
0.69
0.04
0.99
0.05
0.08

PGT⁃FET组

（n=103）
37.42 ± 2.27
38.67 ± 4.32

05
98

00.58（56.31）
00.45（43.69）

58.25（60/103）
52.43（54/103）
11.11（6/54）
03.70（2/54）
43.69（45/103）
06.67（3/45）

常规FET组

（n=206）
37.71 ± 2.67
38.65 ± 4.61

010
196

0.107（51.94）
00.99（48.06）

53.40（110/206）
50.00（103/206）
27.18（28/103）
03.88（4/103）
32.52（67/206）
01.49（1/67）

匹配后

观察指标

女方年龄（岁）

男方年龄（岁）

移植前内膜厚度（例）

＜8 mm
≥8 mm

胚胎天数［n（%）］

D5［D5/（D5+D6）］
D6［D6/（D5+D6）］

妊娠结局［%（n/N）］

生化妊娠率

临床妊娠率

早期自然流产率 a

晚期自然流产率 a

活产率

多胎分娩率

a：以获得临床妊娠的病例计算流产率。
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失也主要发生在妊娠早期［14］。自然流产的因素很

多，其中，50%~60%的自然流产与胚胎染色体异常

相关［15］。35岁以后，女性的生育力明显下降［16］，高

龄患者的卵子由于氧化应激损伤累积等原因，在减

数分裂时容易发生错配、重组、线粒体减少以及纺

锤体着丝粒异常等，卵子非整倍体率较年轻女性

增高，从而导致胚胎染色体异常，发生早期妊娠丢

失［17］。纺锤体聚合检验点是细胞减数分裂Ⅰ期同

源染色体和减数分裂Ⅱ期姐妹染色单体能正确分

离的保障。随着年龄的增长，卵母细胞内纺锤体聚

合检验点蛋白表达下降，容易发生染色体分离缺

陷，导致生殖细胞非整倍发生率升高［18］。

研究报道对高龄女性患者卵母细胞的第一极

体和第二极体进行活检，荧光原位杂交分析（fluo⁃
rescence in situ hybridization，FISH）结果显示，高龄

女性卵母细胞的非整倍体率显著增加［19］。而对体

外受精中未受精的MⅡ卵母细胞进行了R显带技术

分析，证明女性年龄和卵母细胞非整倍体发生率呈

正相关［20］。

另有报道，应用染色体微阵列技术（chromosomal
microarray analysis，CMA）检测自然流产组织的染色

体数目和结构异常，结果显示异常结果检出率为

55.34%。其中，相较于年龄＜35岁的患者，≥35岁

患者的流产组织染色体异常检出率显著升高

（83.33% vs. 51.65%），提示高龄是导致胚胎染色体异

常发生率升高的高危因素［21］。既往Franasiak等［22］的

研究也证实了这一结论。

对 PGT治疗周期中女性不同年龄段的胚胎正

常率及临床结局进行的回顾性分析显示，女性年龄

≥35岁时，胚胎染色体正常率为29.1%，显著低于年

龄＜25岁患者（50.00%）及 25~34岁患者（50.15%）。

年龄≥35岁时女性临床妊娠率为40.00%，显著低于

年龄＜25 岁的患者（83.33%）及 25~34 岁的患者

（82.50%），提示女性年龄升高会显著降低临床妊娠

率和胚胎的染色体正常率［23］。

既往研究对年龄≥35岁的不孕症高龄病例使用

多因素逻辑回归分析，推测其接受ART后妊娠丢失

的危险因素。结果显示年龄≥35岁的高龄不孕症患

者，年龄、既往妊娠流产史（≥3次）和 hCG日子宫内

膜厚度是影响其接受ART治疗后发生妊娠丢失的

主要危险因素［24-25］。在此基础上，另有研究对高龄

患者的年龄进一步分组，将患者年龄分为 36~37岁
组、38~39岁组、40岁组、41岁组、42岁组、43岁组、

44岁组和 45~48岁组，进一步分析不同年龄段早期

妊娠丢失率与胚胎移植数及胚胎质量的关系，结果

显示年龄是导致早期妊娠丢失的无法补救的危险

因素，随年龄增长，患者临床妊娠率、活产率降低，早

期妊娠丢失率显著升高，并且各年龄组早期妊娠丢失

率与胚胎质量和移植胚胎数没有显著关系［26］。

关于高龄患者的 PGT⁃A是否可以改善患者自

然流产结局仍存在广泛争议。一项多中心随机对

照试验表明，与仅根据形态学标准进行胚胎选择相

比，高龄患者中，PGT⁃A可显著提高35~40岁女性每

移植周期的持续妊娠率及活产率［5］。但是，也有学者

对这篇研究提出质疑［6］。一项回顾性队列研究发现，

35~37岁及>37岁的患者中，非PGT⁃A组与对照组在

活产率和流产率方面差异均无统计学意义［27］。此

外，既往荟萃分析结果显示，在对流产率进行年龄

亚组分析后，35岁以上的妇女采取PGT⁃A时，PGT⁃A
组与对照组间的差异无统计学意义［28］。但是多数

研究并未区分第3天卵裂期胚胎活检或者第5天囊

胚活检，并且FET周期中没有统一内膜准备方案。

考虑到年龄为不可逆转因素，本研究并未对患

者年龄进一步分组。同时考虑了子宫内膜厚度及

移植胚胎不同天数对临床结局的潜在影响，对初始

数据进行了 PSM以控制混杂因素的影响。着重探

讨PGT技术对结局的影响，试图证实可以通过筛除

高龄患者的非整倍体胚胎来降低其早期自然流产

率。研究结果显示，PGT可以显著降低高龄患者

FET周期的早期自然流产率。提示对于符合PGT指

征的不孕症患者，应考虑尽早接受 PGT助孕治疗。

同时，我们也注意到，匹配前相较于常规 FET组，

PGT⁃FET组患者早期自然流产率显著降低、活产率

显著升高。而匹配后PGT⁃FET组活产率虽有升高，

但差异无统计学意义，这可能与本研究样本量小相

关。此外，本研究对 PGT周期进行了更细化的分

析，PGT周期的 3个亚组PGT⁃A、PGT⁃SR、PGT⁃M周

期的人群特征描述及临床结局的差异均无统计学

意义。本研究尚为一项初步的回顾性研究，在此基

础上，计划进一步进行随机分组的前瞻性队列研

究，为PGT广泛应用于高龄患者提供理论基础。
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