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Цель – провести сравнительный анализ выживаемости эмбрионов и частоты наступления бере-
менности после витрификации эмбрионов человека на разных стадиях преимплантационного развития. 

Материал и методы. Было проанализировано 1311 эмбрионов. Для витрификации эмбрионов 
были использованы среды Irvine Scientific (США), носители открытого типа CryoTop (Япония). Витрифи-
кация и размораживание эмбрионов осуществлялись в соответствии с рекомендациями производителя. 
Статистическую обработку результатов выполняли на компьютере в среде статистических вычислений R 
(R v.3.5.3, RStudio v.1.1.463), первичный ввод данных проводили с помощью электронных таблиц MS Excel. 
В работе использовали методы описательной статистики, тесты для сравнения пропорций, в том числе 
точный биноминальный для малых выборок и одновыборочный тест пропорций с коррекцией непрерыв-
ности для больших выборок. 

Результаты. Диапазон выживаемости эмбрионов достаточно широкий и составляет от 75 до 100%. 
При проведении детального анализа зависимости частоты наступления беременности от стадии заморо-
женной бластоцисты, мы выявили прямую связь клинических показателей и структуры эмбрионов 5–6-х 
суток преимплантационного развития. Бластоцисты с наиболее высокой степенью сформированности 
внутренней клеточной массы и трофобласта в сочетании с высокой степенью экспансии дают наиболее 
высокие результаты частоты наступления клинической беременности. 

Выводы. При проведении витрификации стадия развития бластоцисты влияет на их выживае-
мость и показатели частоты наступления беременности. Явление хетчинга у эмбрионов 5–6-х суток пре-
имплантационного развития следует расценивать как фактор, понижающий успех витрификации. 

 

Ключевые слова: криоконсервация, бластоциста, трофобласт, витрификация, частота  
наступления беременности, человек. 
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Objective – to carry out comparative analysis of embryo survival and pregnancy rate after the vitrification 
of human embryos at different stages of the preimplantation development. 

Material and methods. A total of 1311 embryos were analyzed. For vitrification of embryos, the Irvine 
Scientific media (USA) and the CryoTop open-type carriers (Japan) were used. The vitrification and the defrosting 
of embryos were carried out according to the manufacturer's recommendations. The statistical processing of the 
results was performed on a computer in the statistical computing environment R (R V. 3. 5. 3, RStudio V. 1. 1. 
463), the primary data entry was performed using MS Excel spreadsheets. We used methods of descriptive statis-
tics, tests for comparing proportions, including an accurate binomial test for small samples and a single-sample 
test of proportions with continuity correction for large samples. 

Results. The range of the embryo survival is quite wide and ranges from 75% to 100%. When conducting a 
detailed analysis of the dependence of the pregnancy rate on the stage of cryopreserved blastocysts, we found a 
direct link between the clinical indicators and the structure of the embryos of 5–6 days of the preimplantation 
development. The blastocysts with the highest degree of the internal cell mass and the trophoblast formation in 
combination with a high degree of the expansion (4) give the best results of the clinical pregnancy rate. 

Conclusions. When performing vitrification we found out that the stage of the blastocyst development in-
fluences their survival and pregnancy rates. The phenomenon of hatching in the embryos of 5–6-day preimplanta-
tion development should be regarded as a factor that reduces the success of vitrification. 

Key words: cryopreservation, blastocyst, trophoblast, vitrification, pregnancy rate, human. 
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Введение 

 
В настоящее время сохранение репро-

дуктивного потенциала эмбрионов человека с 
помощью современных криотехнологий – за-
дача абсолютно реальная и решаемая [1, 2, 7, 
9]. Криоконсервация клеток, тканей и органов 
человека позволяет временно приостановить 
биологические процессы с последующим вос-
становлением структуры и функции после от-
таивания. Именно эта свойство – сохранение 
жизнеспособности – используется в репродук-
тивной медицине, главная задача которой – 
сохранение репродуктивной функции гамет и 
эмбрионов, определяющая возможность 
дальнейшего развития зародыша и плода [3, 
4]. Однако, данное направление нельзя счи-
тать исчерпанным, поскольку наличие широ-
кого круга вопросов еще требует дополни-
тельных исследований [6]. Определение оп-
тимальной для криоконсервации стадии раз-
вития эмбриона in vitro, эффективности при-
менения различных способов весьма актуаль-
ны не только для фундаментальной науки, но 
и для практической медицины [10]. Витрифи-
кация эмбрионов («быстрое» замораживание 
с помощью растворов, содержащих высокие 
концентрации криопротекторов), как основ-
ной способ сохранения их жизнеспособности, 
имеет в настоящее время наиболее широкое 
распространение в практике эмбриологиче-
ских лабораторий [5, 11]. Данная технология 
не вызывает образования кристаллов льда и 
развития осмотического шока, которые при-
водят к гибели клеток [9]. Получение первых 
беременностей после успешной витрифика-
ции ооцитов и эмбрионов человека позволило 
включить ее в рутинную практику большин-
ства эмбриологических лабораторий. 

Цель работы – сравнительный анализ 
выживаемости эмбрионов и частоты наступ-
ления беременности при витрификации эм-
брионов человека на разных стадиях преим-
плантационного развития. 
 

Материал и методы 
 

Исследование проведено в рамках цик-
лов экстракорпорального оплодотворения на 
базе эмбриологических лабораторий 
ЗАО «Медицинская компания ИДК». Разре-
шение на проведение клинического исследо-
вания получено от комитета по биоэтике при 
Самарском государственном медицинском 

университете (выписка из протокола №116 от 
3.10.2018 г.). Всего было проанализировано 
1311 эмбрионов. Для морфологической оценки 
перед витрификацией эмбрионы 5–6-х суток 
преимплантационного развития были иден-
тифицированы под контролем стереомикро-
скопа Olympus IX-73 (Япония). Оценку струк-
туры бластоцист проводили в соответствии с 
международной классификацией, согласно 
которой стадия развития бластоцисты опре-
деляется ее степенью экспансии, степенью 
сформированности внутренней клеточной 
массы (эмбриобласта) и трофобласта 
(D.K. Gardner, W.B. Schoolcraft, 1999) [8]. 

Для инкубации эмбрионов до 5–6-х су-
ток в условиях 5% O2 использованы инкубато-
ры СООК (Австралия) и среды Vitrolife (Шве-
ция). Для витрификации эмбрионов были ис-
пользованы среды VIT-KIT® FREEZE 
SOLUTIONS ONLY Irvine Scientific (США), но-
сители открытого типа CryoTop (Япония). 
Среда для витрификации раствор ES 
(Equilibration Solution) содержит: 7.5% DMSO, 
7.5% ethylene glycol, 20% DSS, Gentamicin, in a 
M-199 HEPES Buffered Medium. Раствор VS 
(Vitrification Solution) содержит: 15% DMSO, 
15% ethylene glycol, 20% DSS, 0.5 M sucrose, 
Gentamicin, in a M-199 HEPES Buffered 
Medium. 

Витрификация и размораживание эм-
брионов осуществлялись в соответствии с ре-
комендациями завода-производителя. 

Для анализа эффективности переносов 
размороженных эмбрионов использовали по-
казатель частоты наступления беременности 
(ЧНБ). Его рассчитывали как отношение ко-
личества подтвержденных УЗИ беременно-
стей (УЗИ+) к общему количеству переносов, 
умноженное на 100%. 

Статистическую обработку результатов 
выполняли на компьютере в среде статисти-
ческих вычислений R (R v.3.5.3, RStudio 
v.1.1.463), первичный ввод данных проводили 
с помощью электронных таблиц MS Excel. Ис-
пользовались методы описательной статисти-
ки, тесты для сравнения пропорций, в том 
числе точный биноминальный для малых вы-
борок и одновыборочный тест пропорций с 
коррекцией непрерывности для больших вы-
борок. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Всего было проанализировано 1311 эм-
брионов 5–6-х суток культивирования на раз-
ных стадиях развития. Данные приведены в 
табл. 1. Проанализированы показатели выжи-
ваемости и ЧНБ в зависимости от стадии раз-
вития бластоцисты, выраженности внутрен-
ней клеточной массы и трофобласта. 

Диапазон частоты выживаемости эм-
брионов достаточно широкий и составлял от 
75 до 100%. Самый низкий уровень частоты 
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Таблица 1 
Уровни выживаемости и частоты наступления беременности (УЗИ+) в зависимости от  

стадии развития бластоцист, выраженности внутренней клеточной массы и трофобласта 
 

Стадия разви-
тия бластоци-

сты 

Степени 
развития 

ВКМ 

Степени 
развития ТБ n Выживаемость, % Кол-во 

УЗИ+, n 
Доля 

УЗИ+, % 

A A 41 100.00 22 54.0 
A B 109 95.51 54 50.0 
A C 3 100.00 1 33.0 
B A 8 100.00 5 62.0 
B B 141 89.33 55 39.0 
B C 27 92.16 9 33.0 
C C 2 100.00 1 50.0 

3 

NA NA 1 NA NA NA 
A A 193 96.96 119 62.0 
A B 168 97.90 73 43.0 
A C 1 100.00 NA NA 
A NA 1 100.00 NA NA 
B A 21 100.00 11 52.0 
B B 107 97.21 44 41.0 
B C 13 100.00 2 15.0 
C B 1 100.00 1 100.0 
C C 1 100.00 NA NA 

4 

NA NA 1 100.00 1 100.0 
A A 43 96.43 18 42.0 
A B 15 100.00 4 27.0 
B A 7 100.00 4 57.0 5 

B B 8 81.82 1 12.0 
A A 5 100.00 3 60.0 
A B 4 75.00 3 75.0 6 
B B 3 100.00 2 67.0 

NA NA NA 133 37.68 1 1.0 
Примечание: ВКМ – внутренняя клеточная масса, ТБ – трофобласт. 
 

Таблица 2 
Зависимость показателей частоты наступления беременности (УЗИ+) от стадии развития 

бластоцисты 
 

Стадия развития 
бластоцисты Кол-во УЗИ+, n Кол-во УЗИ-, n Всего, n Частота УЗИ+, % 

3 147 182 329 44.7 
4 251 255 506 49.6 
5 27 45 72 37.5 
6 8 4 12 66.7 

Итого 433 486 919 47.1 
Примечание: различия частот значимы, p<0.001. 
 
выживаемости демонстрировали вылупив-
шиеся бластоцисты (степень экспансии – 6). 
Возможно, это связано с отсутствием оболоч-
ки оплодотворения и цитотоксическим влия-
нием криопротекторов на клетки трофобла-
ста. Количество эмбрионов в этой группе 
крайне мало (n=12), чтобы сделать однознач-
ные выводы. 

При проведении дальнейшего анализа 
зависимости ЧНБ от стадии замороженной 
бластоцисты, обнаружена прямая связь кли-
нических показателей и структуры эмбрионов 
5–6-х суток преимплантационного развития 
(табл. 2). 

По признаку «степень экспансии» пока-
затели ЧНБ возрастают с увеличением степе-
ни экспансии от стадии начала кавитации 
бластоцисты до увеличенной бластоцисты 
(степень экспансии – 4), достигая максимума 

у вылупленных эмбрионов, лишенных обо-
лочки оплодотворения. Подобная тенденция 
является вполне закономерной: эмбрион с 
более высоким уровнем организации и кле-
точной дифференцировкой дает более высо-
кие показатели ЧНБ. Однако, обращает на 
себя внимание снижение величины показате-
лей в группе бластоцист со степенью экспан-
сии – 5. Это эмбрионы, которые находились 
во время криоконсервации в состоянии хет-
чинга (вылупления). По всей вероятности, 
эмбрионы данной стадии развития являются 
наиболее уязвимыми к воздействию процеду-
ры витрификации. 

Проводя сравнительный анализ по при-
знаку «степень сформированности эмбриоб-
ласта» (табл. 3), мы получили ожидаемые ре-
зультаты: чем выше степень компактизации 
клеток внутренней клеточной массы, тем 
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Таблица 3 
Зависимость показателей частоты наступления беременности (УЗИ+) от степени развития 

внутренней клеточной массы  
 

Степень развития 
внутренней клеточ-

ной массы 
УЗИ+, n УЗИ-, n Всего, n Частота УЗИ+, % 

A 298 283 581 51.3 
B 133 201 334 39.8 
C 2 2 4 50.0 

Итого 433 486 919 47.1 
Примечание: различия частот значимы, p=0.004. 

 
Таблица 4 

Зависимость показателей частоты наступления беременности (УЗИ+) от степени развития 
трофобласта 

 

Степень развития 
трофобласта УЗИ+, n УЗИ-, n Всего, n Частота УЗИ+, % 

A 183 135 318 57.5 
B 237 316 553 42.9 
C 13 34 47 27.7 

Итого 433 485 918 47.2 
Примечание: различия частот значимы, p<0.001. 
 
более высокие показатели ЧНБ. У бластоцист 
с максимально сформированным эмбриобла-
стом степени А (581 эмбрион) показатель ЧНБ 
составил 51.3%, с эмбриобластом степени 
В (334 эмбриона) – 39.8%, (p=0.004). Следует 
обратить внимание, что в группе бластоцист с 
развитием внутренней клеточной массы сте-
пени С (клеток крайне мало или она отсутст-
вует), получено 50% ЧНБ. Этот показатель 
вряд ли можно признать объективным вслед-
ствие крайне малочисленной группы (4 эм-
бриона), поскольку эмбрионы с подобной 
структурой, как правило, не подлежат замо-
раживанию. 

Степень сформированности трофобла-
ста, развитие которого является наиболее 
значимым в процессе имплантации, напря-
мую коррелирует с данными ЧНБ (табл. 4). 
При анализе 918 эмбрионов мы выявили, что 
бластоцисты с уровнем развития трофобласта 
класса А (318) дают наиболее высокие показа-
тели – 57.5% ЧНБ, класса В (553) – 42.9% 
ЧНБ, класса С (47) – 27.7% ЧНБ (p<0.001). 

Проводя сравнительный статистиче-
ский анализ, было выявлено влияние всех 
компонентов, используемых для оценки 
структуры бластоцист 5–6-х суток преимплан-
тационного развития: степени экспансии эм-
бриона, сформированности эмбриобласта и 
трофобласта на уровень выживаемости и по-
казатель ЧНБ. Эмбрионы с наиболее высокой 
степенью сформированности внутренней кле-
точной массы А и трофобласта А в сочетании с 
максимальной степенью экспансии (4) дают 
лучшие результаты. Эти результаты коррели-
руют с данными других исследователей [4, 9]. 
Неожиданно высокие результаты по ЧНБ в 
группе эмбрионов с развитием эмбриобласта 
степени С (50%) вряд ли можно считать зако-
номерными ввиду малого количества случаев 
(4). Степень экспансии бластоцист также по-

казывает прямую связь с ЧНБ, исключением 
являются бластоцисты с хетчингом. По всей 
вероятности, этот энергетически активный 
процесс для эмбриона (когда он экспандирует 
через определенные промежутки времени) 
крайне важен. Эмбрион пытается найти наи-
более благоприятное место для разрыва обо-
лочки оплодотворения и выхода из нее. По 
сути, эта стадия развития является своеобраз-
ным критическим периодом. Соответственно, 
в этот момент, он представляется наиболее 
уязвимым для воздействия внутренних и 
внешних факторов [6]. Далеко не всем бла-
стоцистам удается осуществить хетчинг. По 
некоторым данным, полученным in vitro, до 
75% всех морфологически нормальных бла-
стоцист человека оказываются неспособными 
к самостоятельному выходу из блестящей 
оболочки [13]. Неспособность к хетчингу мо-
жет являться одной из важных причин при-
вычной неудачи имплантации у человека [6, 
12]. Витрификация определенным образом 
является тем самым внешним фактором, ко-
торый, возможно, и определяет более низкие 
показатели ЧНБ у эмбрионов данной стадии 
развития [7, 9]. 
 

Заключение 
 

Таким образом, в результате проведен-
ного исследования показана прямая зависи-
мость между структурой бластоцист и степе-
нью выживаемости эмбрионов, показателями 
частоты наступления беременности. Явление 
хетчинга у эмбрионов 5–6-х суток преимплан-
тационного развития следует расценивать как 
фактор, снижающий успех витрификации. 
В рамках практической работы эмбриологи-
ческих лабораторий целесообразно проводить 
криоконсервацию эмбрионов до момента вы-
лупления бластоцист. 
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