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■ Целью исследования явилось 
изучение влияния протоколов 
с агонистами и антагонистами 
гонадотропин-рилизинг гормона 
(ГнРГ) на качество получаемых 
эмбрионов, а также сравнение 
эффективности применения различных 
методов криоконсервации эмбрионов — 
метода витрификации и медленного 
замораживания. Было показано, что 
метод витрификации обеспечивает 
лучшую выживаемость эмбрионов, 
приводит к повышению частоты 
наступления беременности. Влияния 
вида протокола контролируемой 
овариальной гиперстимуляции (КОГ) 
на количество полученных эмбрионов 
отличного и хорошего качества найдено 
не было.
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Введение
Совершенствование вспомогательных репродуктивных 

технологий привело к возможности получения большего чис-
ла жизнеспособных эмбрионов, пригодных к последующе-
му переносу. Кроме того, учитывая осложнения, связанные 
с многоплодной беременностью, в настоящее время имеется 
тенденция к уменьшению числа переносимых эмбрионов. 
Поэтому криоконсервация оставшихся невостребованных 
эмбрионов стала необходимой процедурой, позволяющей 
увеличить кумулятивную частоту наступления беременно-
сти, избежать повторных циклов стимуляции суперовуляции, 
снизить риск развития синдрома гиперстимуляции яичников 
[10, 17, 19]. В настоящий момент существуют два основных 
метода криоконсервации: метод медленного замораживания 
и активно развивающийся в последние несколько лет метод 
витрификации.

Следуя технологии метода медленного замораживания, эм-
брионы постепенно подвергают воздействию относительно 
низких концентраций криопротекторов, после чего происхо-
дит их медленное охлаждение в так называемых «программи-
руемых замораживателях».

В основе метода витрификации лежит ультрабыстрая тех-
нология охлаждения, в результате которой удается избежать 
образования кристаллов льда, повреждающих клетку. В ходе 
процедуры эмбрионы сначала подвергают воздействию более 
высоких по сравнению с методом медленного замораживания 
концентраций криопротекторов, а затем погружают непосред-
ственно в жидкий азот.

В современной литературе широко дискутируется опти-
мальная стадия развития эмбрионов и эффективность приме-
нения различных методов криоконсервации. Эти исследова-
ния достаточно противоречивы. По данным разных авторов, 
выживаемость витрифицированных эмбрионов на стадии 
2 пронуклеусов колеблется в пределах 81–93 % (Park et al., 
2000 [23], Jelinkova et al., 2002 [22]), достигая по некоторым 
данным 100 % (Kuwayama et al., 2005) [7]. В то время как этот 
показатель при использовании метода медленного заморажи-
вания не превышает 89 % (Kuwayama et al., 2005) [7]. Кроме 
того, Al-Hasani et al. в 2007 [21] году получили более высо-
кую частоту наступления беременности после витрификации 
(36,9 %) по сравнению с медленным замораживанием (10,2 %). 
Выживаемость эмбрионов 3 дня развития после витрифи-
кации достигает 94–98 %, а частота наступления беремен-
ности — 35–53 % (Kuwayama et al., 2005, Balaban et al., 2008, 
Rama Raju, 2005). Эти показатели при применении метода 
медленного замораживания оказались 76–91 % и 12–51 % со-
ответственно (Chi et al., 2002 [9], Kuwayama et al. 2005 [7], 
Rama Raju 2005 [28]).
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В исследованиях, проведенных Stehlik et al. 
в 2005 году, выживаемость бластоцист при ис-
пользовании метода медленного замораживания 
составила 83,1 %, а частота наступления бере-
менности не превышала 16,7 %. В то время как 
эти показатели при использовании витрифици-
рованных бластоцист достигли 100 и 50 % соот-
ветственно. Однако в исследовании, проведен-
ном Leiberman и Tucker в 2006 [16] году, метод 
витрификации приводил к такой же выживаемо-
сти (96,5 %) и частоте наступления беременности 
(46,1 %), что и метод медленного замораживания 
(92,1 и 42,9 %). Многоцентровое исследование, 
проведенное Kuwayama et al. в 2005, в котором 
было задействовано более 6000 бластоцист, по-
казало, что выживаемость после витрификации 
составила 90,0 %, а частота наступления беремен-
ности 53,0 %. В то время как после медленного за-
мораживания эти показатели были ниже — 84,0 и 
51,0 % соответственно.

Перенос эмбрионов на стадии бластоцисты, 
ставший возможным благодаря улучшению си-
стемы культивирования, привел к увеличению 
частоты наступления беременности, повысив 
тем самым эффективность вспомогательных ре-
продуктивных технологий (ВРТ) [4, 8]. Поэтому 
обоснование оптимального метода криоконсер-
вации, обеспечивающего лучшую выживаемость 
эмбрионов на стадии бластоцисты, является 
актуальной задачей. Кроме того, представля-
ет интерес изучение влияния качества эмбрио-
нов на результаты переноса эмбрионов после 
криоконсервации.

В связи с этим целью исследования явилась 
оценка влияния вида протокола КОГ на качество 
полученных эмбрионов, сравнение выживаемо-
сти эмбрионов 5-го дня развития после криокон-
сервации методом медленного замораживания 
и витрификации, сравнение частоты наступления 
беременности после переноса эмбрионов, крио-
консервированных разными способами, а также 
изучение влияния качества переносимых эмбрио-
нов на частоту наступления беременности.

Методика
В исследование включены 69 пациенток в воз-

расте от 23 до 40 лет, которым проводилось лечение 
в период с августа по декабрь 2011 года с использо-
ванием криоконсервированных эмбрионов. У всех 
пациенток, включенных в исследование, беремен-
ность не наступила при переносе «свежих» эмбрио-
нов в проведенных ранее протоколах ВРТ.

В зависимости от вида примененного протоко-
ла КОГ пациентки разделены на 2 группы. В 1-й 
группе (n = 35) с целью предотвращения пика 
ЛГ применяли антагонисты ГнРГ (Оргалутран, 

Цетротид), во 20-й группе (n = 34) — аналог гона-
долиберина (Диферелин, Декапептил) по длинно-
му протоколу. В обеих группах КОГ проводили 
препаратами рекомбинантных гонадотропинов 
(Гонал-Ф, Пурегон). Стартовую дозу подбирали 
в зависимости от показателей овариального ре-
зерва. Стимуляцию суперовуляции проводили до 
дня достижения лидирующим фолликулом 18–
20 мм, после чего назначали «овуляторную» дозу 
хорионического гонадотропина (хГ) (Прегнил, 
Овитрель). Через 36 часов после инъекции хГ 
проводили трансвагинальную пункцию фоллику-
лов с целью аспирации преовуляторных ооцитов. 
Для получения эмбрионов использовали методи-
ку инсеминации ооцитов и ИКСИ. Полученные 
эмбрионы культивировали в течение 5 дней. 
Оценку качества эмбрионов проводили на основа-
нии принятых стандартов в клинике по Гарднеру. 
Оставшиеся после переноса в полость матки бла-
стоцисты и морулы отличного и хорошего каче-
ства были криоконсервированы. В зависимости 
от метода криоконсервации эмбрионов повторно 
сформированы 2 группы. В 1-й группе пациенток 
(n = 36) для криоконсервации эмбрионов приме-
нялся метод витрификации. Во 2-й группе (n = 33) 
эмбрионы криоконсервированы методом медлен-
ного замораживания.

Витрификацию осуществляли с использова-
нием набора для витрификации Kitazati Cryotop 
Safety Kit Vitrification #VT 401. Криоконсервацию 
методом медленного замораживания проводи-
ли с использованием сред для замораживания 
эмбрионов Blast Freeze фирмы MediCult и про-
граммируемых фризеров Cryologic или PLaner. 
Успешно размороженные эмбрионы либо пере-
носили в полость матки, либо повторно крио-
консервировали. Количество переносимых 
эмбрионов не превышало 2. Оценку частоты на-
ступления беременности проводили в расчете на 
перенос эмбрионов.

Полученные в процессе исследования данные 
обрабатывали c использованием программной 
системы STATISTICA for Windows версия 5.5. 
Сопоставление частотных характеристик каче-
ственных показателей проводили с помощью 
непараметрических методов c 2, c 2 с поправкой 
Йетса (для малых групп), критерия Фишера. 
Сравнение количественных параметров, в иссле-
дуемых группах осуществляли с использовани-
ем критериев Манна-Уитни, Вальда, медианного 
хи-квадрат и модуля ANOVA. Критерием стати-
стической достоверности получаемых выводов 
мы считали общепринятую в медицине величину 
Р < 0,05. Полученные данные представлены в виде 
средней арифметической, включая стандартное 
отклонение.
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Результаты исследования
Пациентки в группах с различными протокола-

ми КОГ статистически значимо не различались по 
длительности и причинам бесплодия (Р > 0,05). И, 
хотя, между возрастом пациенток обнаружено до-
стоверное различие (Р < 0,05), указанный параметр 
колебался от 23 до 40, т. е. все пациентки обеих 
групп были репродуктивного возраста (табл. 1).

В каждой группе было проведено 37 попыток. 
В группе с использованием антагонистов ГнРГ 
у 34 пациенток была 1 попытка, у 1 пациентки — 
3 попытки. В группе с использованием агонистов 
ГнРГ у 31 пациентки была 1 попытка, у 3 паци-
енток — 2 попытки. Результаты КОГ по коротко-
му протоколу с применением антагонистов ГнРГ 
и длинному протоколу с применением агонистов 
ГнРГ представлены в таблице 2.

Из анализа представленных данных можно 
заключить следующее. В 1 группе удалось по-

лучить несколько большее количество ооцитов 
и зигот с нормальной морфологией по сравне-
нию со 2 группой, но различие было статисти-
чески не достоверным (Р > 0,05). К 5 дню в обеих 
группах среди эмбрионов преобладали бласто-
цисты хорошего качества. Количество бласто-
цист и морул отличного и хорошего качества 
значимо не различалось между двумя группами 
(Р > 0,05). Таким образом, влияния исследуемых 
протоколов КОГ на количество эмбрионов от-
личного и хорошего качества найдено не было.

Пациентки в группе витрификации и мед-
ленного замораживания статистически значимо 
не различались по возрасту, по длительности 
и причинам бесплодия (Р > 0,05) (табл. 3).

Данные о проведении и результатах протоко-
лов переноса эмбрионов после криоконсервации 
в группе медленного замораживания и витри-
фикации представлены в таблице 4.

Выживаемость всех эмбрионов после витри-
фикации статистически значимо превышала 
выживаемость эмбрионов, криоконсервиро-
ванных методом медленного замораживания 
(P < 0,001). Этот показатель составил 87,5 % 
и 63,6 % соответственно. При сравнении выжи-
ваемости бластоцист и морул отличного и хо-
рошего качества получены следующие резуль-
таты. Выживаемость бластоцист отличного 
качества достоверно не различалась между 1-й и 
2-й группами, она составила 89,5 % и 84,0 % со-
ответственно (Р > 0,05). При этом выживаемость 
бластоцист хорошего качества после витрифи-

Показатели эмбриогенеза в зависимости от протокола КОГ

Параметр
Протокол 
с ант-ГтРГ
(n = 37)

Протокол 
с аг-ГтРГ
(n = 37)

Количество ооцитов
Количество ооцитов 
с 2 PN n(%)
Эмбрионы отличного 
качества n(%)
 Бластоцисты
 Морулы
Эмбрионы хорошего 
качества 
 Бластоцисты
 Морулы

739

516 (69,8%)

94 (18,2%)
78 (15,1%)
16 (3,1%)

190 (36,8%)
152 (29,4%)
38 (7,4%)

673

461 (68,5%)

95 (20,6%)
75 (16,3%)
20 (4,3%)

166 (36,0%)
125 (27,1%)
41 (8,9%)

Распределение  пациенток  по  возрасту,  длительности 
и причинам бесплодия в зависимости от метода криокон-
сервации

Параметр
Группа 1

Витрификация
(n = 36)

Группа 2
Медленное 

замораживание
(n = 33)

Возраст 32,5 ± 4,0 32,6 ± 4,0
Длительность 
бесплодия 4,1 ± 2,5 5,6 ± 3,7

Причина 
бесплодия n(%)
Трубно-
перитонеальное
Мужской фактор
СПКя
Обусловленное 
эндометриозом
Идиопатическое
Отсутствие 
полового партнера

18 (50,0)
11 (30,5)
1 (2,8)

3 (8,4)
2 (5,5)

1 (2,8)

15 (45,5)
8 (24,3)
2 (6,0)

4 (12,2)
3 (9,0)

1 (3,0)

Таблица 2 

Таблица 3 

Распределение  пациенток  по  возрасту,  длительности 
и причинам бесплодия в зависимости от протокола КОГ

Параметр
Протокол
с ант-ГтРГ
(n = 35)

Протокол
с аг-ГтРГ
(n = 34)

Возраст 31,5 ± 4,4* 33,9 ± 3,7*
Длительность бесплодия 4,7 ± 3,5 5,3 ± 3,4
Причина бесплодия n(%)
Трубно-перитонеальное
Мужской фактор
СПКя
Обусловленное эндометриозом
Идиопатическое
Отсутствие полового партнера

15 (42,8)
13 (37,2)
2 (5,7)
2 (5,7)
2 (5,7)
1 (2,9)

18 (53,0)
6 (17,6)
1 (2,9)
5 (14,8)
3 (8,8)
1 (2,9)

*- различия между выделенными параметрами 
статистически достоверны (р < 0,05)

Таблица 1
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кации (91,0 %) оказалась достоверно выше по 
сравнению с методом медленного заморажива-
ния (66,0 %) (P < 0,001). Выживаемость морул от-
личного и хорошего качества хоть и была выше 
в группе витрификации (100 %, 73,7 % против 
56,5 %, 31,6 %) различия были статистически не 
достоверны в силу малого числа наблюдений 
(рис. 1).

Таким образом, метод витрификации по 
сравнению с методом медленного заморажива-
ния обеспечивает в целом лучшую выживае-
мость эмбрионов 5-го дня развития. При этом 
наиболее высокие результаты наблюдались при 
витрификации бластоцист и морул отличного 
качества. В то время как метод медленного за-
мораживания приводил к относительно высо-
кой выживаемости лишь бластоцист отличного 
качества.

Частота наступления беременности после 
переноса витрифицированных эмбрионов со-

ставила 52,2 %. В то время как этот показатель 
во 2-й группе был достоверно ниже и составил 
22,4 % (P < 0,01). Таким образом, благодаря при-
менению метода витрификации удалось повы-
сить частоту наступления беременности при 
переносе размороженных эмбрионов в 2,3 раза. 
Количество многоплодных беременностей до-
стоверно не различалось между исследуемыми 
группами (Р > 0,05). Влияния качества перено-
симых эмбрионов на наступление беременности 
найдено не было. При этом в группе витрифи-
кации была установлена корреляционная связь 
(Р < 0,05) между стадией переносимого эмбриона 
и частотой наступления беременности. В груп-
пе медленного замораживания имелась такая 
же тенденция, но статистически не достоверная 
в связи, по-видимому, с малым числом наблю-
дений. Таким образом, при переносе бластоцист 
(1–2) хорошего и/или отличного качества бере-
менность в обеих группах наступала чаще.

Параметр
Группа 1

Витрификация
(n = 36)

Группа 2
Медленное 

замораживание
(n = 33)

Количество замороженных эмбрионов:
Всего
Бластоцисты отличного качества n(%)
Морулы отличного качества
Бластоцисты хорошего качества
Морулы хорошего качества

179
38 (21,2%)
9 (5,0%)

98 (54,8%)
34 (19,0%)

243
36 (14,8%)
24 (9,9%)

145 (59,7%)
38 (15,6%)

Количество размороженных эмбрионов:
Всего
Бластоцисты отличного качества n(%)
Морулы отличного качества
Бластоцисты хорошего качества
Морулы хорошего качества

96
19 (19,8%)
2 (2,0%)

56 (58,4%)
19 (19,8%)

176
25 (14,2%)
19 (10,8%)
109 (61,9%)
23 (13,1%)

Количество перенесенных эмбрионов:
Всего
Бластоцисты отличного качества n(%)
Морулы отличного качества
Бластоцисты хорошего качества
Морулы хорошего качества
Повторно криоконсервировано

83
17 (20,5%)

(2,4%)
50 (60,2%)
14 (16,9%)

1 (бластоциста хорошего качества)

112
21 (18,7%)
6 (5,3%)

72 (64,4%)
13 (11,6%)

0
Количество попыток с переносом эмбрионов 
после криоконсервации
Количество пациенток с 1 попыткой n(%)
Количество пациенток с 2 попытками
Количество пациенток с 3 попытками
Количество пациенток с 4 попытками

46
27(75,0%)
8 (22,2%)
1 (2,8%)
0 (0,0%)

58
15 (45,5%)
13 (39,4%)
4 (12,1%)

(3,0%)
Количество полученных беременностей
Одноплодных n(%)
Многоплодных (двоен)
Количество пациенток, у которых получены 
беременности

24
18 (75,0%)
6 (25,0%)
23 (63,9%)

13
9 (69,2%)
4 (30,8%)
13 (39,4%)

Результаты применения метода витрификации и медленного замораживания.
Таблица 4. 
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Обсуждение результатов
Проведенные многочисленные исследования, 

сравнивающие эффективность протоколов КОГ 
с применением агонистов и антагонистов ГyРГ, 
в основном сфокусированы на клинических ре-
зультатах. При этом влияние агонистов и анта-
гонистов ГyРГ на качество полученных эмбрио-
нов и их развитие остается малоизученным.

В исследовании, проведенном Murber et al. 
в 2009 году, результаты сравнения эффектив-
ности протоколов с использованием антагони-
стов и агонистов ГнРГ несколько отличаются от 
полученных нами. Так, в группе антагонистов 
количество аспирированных фолликулов и по-
лученных ооцитов было достоверно ниже по 
сравнению с группой, где применялись агони-
сты ГнРГ. При этом, доля ооцитов с 2 PN, а также 
количество эмбрионов 2-го дня развития хоро-
шего и отличного качества оказались одинако-
выми в обеих группах. По данным, представ-
ленным Kurzava et al. в 2008 году, проводивших 
сравнение результатов применения указанных 
протоколов у пациенток с СПКя и нормальным 
индексом массы тела, достоверного различия 
между группами по количеству полученных оо-
цитов, а также количеству ооцитов c 2 PN и ка-
честву эмбрионов 3-го дня развития найдено не 
было [6]. Напротив, в исследовании, проведен-
ном Кабановой Д. И. и др. в 2004, количество 
полученных ооцитов и эмбрионов хорошего 
качества у пациенток с СПКя было достовер-
но выше при назначении протокола с агониста-
ми ГнРГ [1]. Сравнения качества полученных 
эмбрионов 5-го дня развития в зависимости от 
выбранного протокола в литературе найти не 
удалось. Таким образом, данные о влиянии ан-
тагонистов и агонистов ГнРГ на качество полу-

ченных эмбрионов представлены в литературе 
скудно и зачастую противоречивы, что делает 
необходимым дальнейшее исследование в этой 
области.

Полученные данные о превосходстве мето-
да витрификации совпадают с результатами, 
опубликованными Stehlik et al., Kuwayama et al. 
Меньшая выживаемость эмбрионов, полученная 
нами, по-видимому, связана с включением в ис-
следование морул, показавших более низкую 
выживаемость по сравнению с бластоцистами, 
особенно при использовании метода медленного 
замораживания. Таким образом, метод витрифи-
кации обеспечивает лучшую выживаемость эм-
брионов, приводит к повышению частоты насту-
пления беременности. В то время как результаты 
переноса эмбрионов после медленного замора-
живания остаются неудовлетворительными, что 
приводит к увеличению количества попыток, до-
стигающих в нашем исследовании 4.

Метод витрификации все больше привлека-
ет внимание исследователей разных стран [3, 5, 
11–14, 18, 20, 25, 26, 30]. Большинство получен-
ных данных свидетельствуют о преимуществах 
витрификации по сравнению с методом медлен-
ного замораживания [2, 24, 27, 29]. Эти преиму-
щества позволят по-видимому в ближайшее 
время постепенно заменить метод медленного 
замораживания на витрификацию.
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Impact of the obtaIned embryoS’ QUalIty on 
the cryopreServatIon programS oUtcome 
In comparISon SloW freeZIng method WIth 
vItrIfIcatIon In Ivf cycleS
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■ Summary: The objective of this study was to investigate the 
impact of protocols with agonists and antagonists of gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) on the quality of obtained embryos 
and also to compare the efficacy of different methods of embryo 
cryopreservation — vitrification and slow freezing method. The 
results revealed, that vitrification method provides better embryo 
survival rate, higher clinical pregnancy rate. No significant 
differences between both protocols of controlled ovarian 
hyperstimulation (COH) were found in the number of embryos 
of top and good quality.

■ Key  words: infertility; cryopreservation; vitrification; slow 
freezing; embryo quality; GnRH-agonists; GnRH-antagonist.




