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摘　 要　 在卵母细胞的低温保存过程中，冷冻保护剂的添加与去除是一个必不可少的步骤，但高浓度的冷冻保护剂会对细胞造

成渗透损伤和毒性损伤。 为研究冷冻保护剂添加与去除过程对猪 ＭＩＩ 期卵母细胞的损伤，本文采用传统的方法（一步法、两步

法）来添加和去除冷冻保护剂，探究冷冻液、解冻液、稀释液对细胞存活率的影响。 实验结果表明：在冷冻保护剂添加⁃去除过程

中，卵母细胞的渗透损伤主要发生在卵母细胞从冷冻液转移至解冻液，以及保护剂去除阶段；解冻液浓度与平衡时间对卵母细胞

存活率有很大影响；卵母细胞保护剂的去除与添加过程是相关的，解冻液浓度和平衡时间的选择依赖于细胞在冷冻液中的浓度

和平衡时间。 此研究结果将为猪 ＭＩＩ 期卵母细胞的低温保存方案提供参考。
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　 　 收稿日期：２０１６ 年 １ 月 １８ 日

　 　 自从 １９８６ 年 Ｃｈｅｎ Ｃ［１］ 首次成功地冷冻保存人

的卵母细胞并受精后获得后代以来，卵母细胞的低温

保存一直是低温生物医学界的热点课题，该技术的发

展在人类辅助生殖及生物胚胎技术领域有着广阔的

应用前景［２ － ３］。 卵母细胞的低温保存方法主要有两

种：慢速冷冻和玻璃化冷冻。 近年来，学术界一致认

为玻璃化冷冻效果明显优于慢速冷冻，因为玻璃化冷

冻是高浓度冷冻保护剂溶液在超快速冻结过程中形

成一种介于液态和固态之间的、透明的、非晶态物质

的过程，避免了细胞内外冰晶的产生［４ － ５］。 为了实现

卵母细胞的玻璃化冷冻，研究学者提出了微滴喷射

法［６］、开放式麦管法、冷冻环法［７］、Ｃｒｙｏｔｏｐ 法［８ － ９］ 等

多种提高降温速率的方法。 尽管如此，目前临床上卵

母细胞解冻复温后的存活率、受精率、胚胎率及分娩

率依然很低。 Ｋｕｗａｙａｍａ Ｍ 等［１０］报道了 Ｃｒｙｏｔｏｐ 法玻

璃化冷冻 １１１ 个人 ＭＩＩ 期卵母细胞，获得活胚分娩的

机率仅为 １０％左右。
影响卵母细胞玻璃化冷冻效果的因素有很多，
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除了冷冻载体、升降温速率等，冷冻保护剂的使用

所带来的副作用也是一个重要的因素。 在冷冻保

护剂添加与去除过程中，由于胞外渗透压的急剧变

化，大量水或保护剂快速流出或流入细胞，从而引

起细胞体积的收缩或膨胀，造成细胞膜结构的损

伤；同时冷冻保护剂自身的化学毒性，会对卵母细

胞造成毒性损伤［１１］ 。 为了减小保护剂渗透作用和

化学毒性对卵母细胞的损伤，目前通常采用分步添

加和分步去除保护剂的方法。 Ｍｕｌｌｅｎ Ｓ Ｆ 等［１２］ 研

究表明分步法向人卵母细胞导入 ６􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙二醇

（ＥＧ）时，以四步添加最为理想。 解政鼎等［１３］ 认为

添加高浓度低温保护剂时，采用等渗透压差、渗透

时间间隔逐渐减小的分步添加方法，可以减轻细胞

的渗透损伤和毒性损伤。 前人研究的侧重点在于

保护剂添加⁃去除程序的优化，而对于分步添加⁃去
除过程中每一步对细胞的损伤程度有多大，并没有

定量的数据，从而不能准确地了解细胞渗透损伤发

生在哪个阶段；此外，上述研究多是孤立地优化添

加过程或去除过程，而事实上，保护剂去除过程中

稀释液浓度与平衡时间的选择都依赖于保护剂加

载过程（冷冻液浓度、平衡时间），保护剂的加载过

程与去除过程需要相匹配。
本研究首先采用一步法、两步法对猪 ＭＩＩ 期卵母

细胞进行冷冻保护剂的添加与去除，逐步分析加载⁃
去除过程中每一步对细胞存活率的影响，对渗透损伤

发生在哪个阶段有更准确的认识。 然后对两步法中

渗透损伤明显的阶段进行优化，讨论冷冻液浓度、稀
释液浓度、以及平衡时间等因素对细胞存活率与发育

率的影响，进一步说明细胞保护剂添加过程与去除过

程的相关性。

１ 材料与方法

１􀆰 １ 主要试剂
组 织 培 养 液 （ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ １９９，

ＴＣＭ１９９）、磷酸盐缓冲液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，
ＰＢＳ）、二甲基亚砜 （ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ， Ｍｅ２ＳＯ）、蔗
糖，胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司，美国。 实验中所用其他试剂除特别说明外，均购

自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
１􀆰 ２ 玻璃化冷冻液、解冻液、稀释液

一步法：基础液：ＴＣＭ１９９ ＋ ２０％ ＦＢＳ；玻璃化冷

冻液（ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＶＳ２）：基础液 ＋ ３０％ （ｖ ／
ｖ） Ｍｅ２ＳＯ；解冻液（ ｔｈａｗｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＴＳ）：基础液 ＋
０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖；稀释液（ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＤＳ２）：基础

液。 两步法：基础液：ＴＣＭ１９９ ＋ ２０％ ＦＢＳ；玻璃化冷

冻液 １（ＶＳ１）：基础液 ＋ １５％ （ｖ ／ ｖ） Ｍｅ２ＳＯ；玻璃化

冷冻液 ２（ＶＳ２）：基础液 ＋ ３０％ （ｖ ／ ｖ） Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖；解冻液（ ＴＳ）：基础液 ＋ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗

糖；稀释液 １（ＤＳ１）：基础液 ＋ ０􀆰 ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖；稀释

液 ２（ＤＳ２）：基础液。
１􀆰 ３ 猪卵母细胞的采集与体外成熟

实验中所用的猪卵母细胞取自上海市嘉定区某

屠宰场采集的新鲜卵巢，放在 ３７ ℃的保温杯中 １ ｈ
内运回实验室，选择卵巢表面直径为 ２ ～ ６ ｍｍ 的卵

泡，用 １０ ｍＬ 的一次性注射器将卵母细胞复合体连同

卵泡液一起吸出。 将抽出的液体置于 １０ ｍＬ 的离心

管中，在 ３９􀆰 ５ ℃的恒温水浴中静置 １５ ～ ２０ ｍｉｎ，移除

上清液。 取胞质均匀且有 ３ 层以上致密卵丘细胞包

裹的细胞，即 ＧＶ 期卵母细胞。
将 ＧＶ 期卵母细胞在 ＴＣＭ１９９ 中洗涤三次后，置

于已经平衡 ４ ｈ 以上的成熟培养液中，成熟液是

ＴＣＭ１９９ ＋ １０％ ＦＢＳ ＋ １０％ 猪卵泡液 ＋ ０􀆰 １％ 孕

马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ） ＋ ０􀆰 １％ 人体毛膜促性腺

激素（ｈＣＧ），然后再放入 ＣＯ２ 培养箱（３９ ± ０􀆰 ５ ℃、
５％ ＣＯ２，ＢＣ⁃Ｊ１６０Ｓ，上海博讯实业有限公司，中国）
中，成熟培养 ４４ ～ ４６ ｈ，得到 ＭＩＩ 期卵母细胞。 ＭＩＩ
期卵母细胞用 ０􀆰 １％ 透明质酸酶消化以去除卵丘细

胞，再用 ＴＣＭ１９９ 洗涤 ３ ～ ５ 次，备用。
１􀆰 ４ 玻璃化冷冻液、解冻液、稀释液的渗透压

测定
室温下，每次取已配制好的玻璃化冷冻液、解冻

液、稀释液 ２００ ～ ２５０ μＬ，放入渗透压计（Ｍｏｄｅｌ⁃３２５０
冰点渗透压计：Ａｄｖａｎｃｅｄ， 美国）的检测管内测量其

渗透压。 每组溶液重复测量 ３ 次，取其平均值。
１􀆰 ５ 细胞渗透损伤的逐步确定

为了准确了解细胞渗透损伤发生在哪个阶段，实
验组卵母细胞依次经过不同溶液，每转移一次，检测

一次细胞存活率。 每组所用卵母细胞个数约为 ６０
个，每组实验重复 ２ ～ ３ 次。 对照组：新鲜细胞，不经

过任何处理。 一步法：将卵母细胞从基础液中移至玻

璃化冷冻液中平衡 １ ｍｉｎ，完成冷冻保护剂的加载。
接着将卵母细胞移至解冻液中，浸没时间 ３ ｍｉｎ，然后

移至 ３７ ℃的基础液中，浸没时间 ６ ｍｉｎ，完成保护剂

的去除。 两步法：将卵母细胞从基础液中移至 ＶＳ１

中，平衡时间 ３ ｍｉｎ，然后快速转移至 ＶＳ２ 中，平衡时

间 ３０ ｓ，完成保护剂的加载。 接着将卵母细胞移至

ＴＳ 中，浸没时间 ３ ｍｉｎ，然后移至 ＤＳ１ 中，浸没时间 ３
ｍｉｎ，然后再放入 ＤＳ２ 中，平衡时间 ３ ｍｉｎ。 逐级脱除

冷冻保护剂。
—７０１—
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１􀆰 ６ 两步法解冻液浓度与平衡时间的优化

确定
采用两步法添加保护剂后，选择不同浓度的解冻

液以及在其中的平衡时间，卵母细胞的存活率会有较

大差异。 为了选择合适的解冻液浓度和平衡时间，进
行如下实验：首先将卵母细胞按照 １􀆰 ５ 中的两步法完

成冷冻保护剂的添加，然后将卵母细胞分别转移至含

０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 四种不同浓度蔗糖的解冻液

中，每种浓度解冻液中停留 ６０ ｓ、１２０ ｓ、１８０ ｓ 三个平

衡时间，从解冻液中取出后，检测细胞的存活率。
１􀆰 ７ 两步法去除与添加过程的优化匹配

卵母细胞在玻璃化溶液中平衡不同的时间后，其
所对应的优化解冻条件也会有所改变。 为了探讨添

加过程和去除过程之间的匹配关系，进行如下实验：
将卵母细胞从基础液中移至 ＶＳ１ 中平衡 ３ ｍｉｎ，然后

快速转移至 ＶＳ２ 中，平衡时间分别为 ３０ ｓ、４５ ｓ、６０ ｓ、
９０ ｓ、１２０ ｓ、１８０ ｓ，接着将细胞快速转移至含 ０􀆰 ５、
１􀆰 ０、１􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 四种不同浓度蔗糖的解冻液中，
平衡时间 １２０ ｓ，从解冻液中取出后，检测卵母细胞的

存活率。
１􀆰 ８ 细胞存活率的判断

卵母细胞经过不同处理后，立即用荧光素双醋酸

酯 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ， ＦＤＡ） 染 色 ５ ｍｉｎ， 再 用

ＴＣＭ１９９ 洗涤 ３ ～ ４ 次，在倒置荧光显微镜（ＴＳ１００ 倒

置荧光显微镜：Ｎｉｋｏｎ，日本）下观察是否着色。 有强

荧光反应的细胞认为是活卵，无荧光反应或弱荧光反

应的细胞认为是死卵。 活卵数与细胞总数之比为细

胞存活率，以此标准计算卵母细胞存活率。 实验数据

采用数据分析软件 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １３􀆰 ０ 进行显著性分

析，ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为显著性差异标准。

２ 实验结果与讨论

２􀆰 １ 所用溶液的渗透压
一步法与两步法所用冷冻液、解冻液、及稀释液

的渗透压值如表 １ 所示。 从表中可以看出，玻璃化冷

冻液的渗透压值远大于解冻液与稀释液，两种方法

中，玻璃化冷冻液 ＶＳ２ 与解冻液之间的渗透压差均达

到了 ５ ０００ ｍＯｓｍ ／ ｋｇ 左右。 含 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０
ｍｏｌ ／ Ｌ 四种不同浓度的蔗糖解冻液的渗透压值如表 ２
所示，溶液的渗透压随着蔗糖浓度的增加而增加，形
成渗透压梯度。
２􀆰 ２ 保护剂添加与去除过程对卵母细胞存活

率的影响
为了对渗透损伤发生在哪个阶段有更准确的认

识，将卵母细胞依次经过玻璃化冷冻液、解冻液、稀释

液的处理，探究每一步对细胞存活率的影响，结果如

图 １ 所示。 从图 １（ａ）可知，卵母细胞经一步法添加

３０％ Ｍｅ２ＳＯ 后，细胞的存活率为 ８３􀆰 ９％ ，显著低于对

照组的 ９５􀆰 ２％ 。 细胞不经过冷冻保存，然后经过解

冻液和稀释液处理后，细胞的存活率分别为 ５８􀆰 ４％ 、
５８􀆰 ７％ 。 从图 １（ｂ）可知，卵母细胞经两步法添加冷

冻保护剂， 每一步添加后的细胞存活率分别为

９１􀆰 ９％ 、９２􀆰 １％ ，较对照组的 ９８􀆰 ５％ 有所降低。 然后

卵母细胞从冷冻液 ＶＳ２ 中转移至解冻液中，细胞存活

率减小至 ８４􀆰 ０％ ，再经稀释液 ＷＳ１、ＷＳ２ 去除保护剂

后，细 胞 存 活 率 有 显 著 减 小， 分 别 为 ７４􀆰 ２％ 和

６９􀆰 ８％ 。

表 １ 一步法和两步法所用溶液的渗透压值 ／ （ｍＯｓｍ ／ ｋｇ）
Ｔａｂ． １ Ｔｈｅ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ

ｉｎ ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｗｏ⁃ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄ

组别
冷冻液

ＶＳ１

冷冻液

ＶＳ２

解冻液

ＴＳ
稀释液

ＷＳ１

稀释液

ＷＳ２

一步法 － ５ ０８７ ６７２ － ２８９

两步法 ２ ３６２ ５ ８６７ ６６８ ５１０ ２８８

表 ２ 不同浓度蔗糖解冻液的渗透压值

Ｔａｂ． ２ Ｔｈｅ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｃｒｏｓｅ ｔｈａｗｉｎｇ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

浓度 ／ （ｍｏｌ ／ Ｌ） ０ ０􀆰 ５ １􀆰 ０ １􀆰 ５ ２􀆰 ０

渗透压 ／ （ｍＯｓｍ ／ ｋｇ） ２９８ ６６９ １ ６６０ ２ ２４８ ２ ５２８

与一步法相比，两步法处理增加了卵母细胞冷冻

保护剂添加与去除的步数，缩小了溶液间的渗透压

差，从而减轻了溶液对细胞的渗透损伤，有利于细胞

的冷冻保存。 此外，对于一步法和两步法来说，卵母

细胞从冷冻液转移至解冻液，以及冷冻保护剂去除的

过程中，细胞的存活率会显著降低，说明溶液对卵母

细胞的渗透损伤主要发生在这个阶段，这是因为细胞

从冷冻液转移至解冻液中，细胞内外出现了极大的渗

透压差，使得溶液跨膜扩散具有了更大的驱动力，导
致大量水或冷冻保护剂快速流出 ／流入细胞，从而引

起细胞体积的膨胀或收缩，对细胞造成致命的渗透

损伤［１３］。
对于冷冻保护剂的添加过程，研究者已经做了大

量的优化研究，包括保护剂浓度、添加步骤、每一步的

时间等［１４ － １５］。 然而，Ｗａｎｇ Ｌ 等［１６］和 Ｌｉｕ Ｊ 等［１７］对冷

冻保护剂添加和去除的全过程进行了研究，结果表

明：冷冻保护剂的去除过程对细胞的渗透损伤要远大

—８０１—
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于其他步骤，缩短冷冻保护剂的去除程序可能会减小

细胞的渗透损伤。 这与文中的实验结果是一致的。

注：与对照组相比，∗：ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗：ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
图 １ 一步法、两步法添加与去除保护剂对猪卵母

细胞存活率的影响

Ｆｉｇ． １ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ＣＰＡ ｗｉｔｈ
ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｗｏ⁃ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ

２􀆰 ３ 解冻液浓度与平衡时间对猪卵母细胞存

活率的影响

以两步法添加冷冻保护剂，然后将卵母细胞从冷

冻液 ＶＳ２ 中分别转移至 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 四

种不同浓度的蔗糖解冻液中，平衡时间分别为 ６０ ｓ、
１２０ ｓ、１８０ ｓ，细胞的存活率如图 ２ 所示。 从图中可以

看出，解冻液浓度与平衡时间都对卵母细胞存活率有

很大影响，卵母细胞在四种不同浓度解冻液中暴露

６０ ｓ 的细胞存活率均显著低于暴露 １２０ ｓ 和 １８０ ｓ，这
是因为细胞在溶解液中平衡时间短，胞内外未达到渗

透平衡状态，细胞仍处于膨胀状态，此时胞内保护剂

未能充分去除，高浓度保护剂对细胞有毒性损伤。 卵

母细胞在解冻液中暴露 １８０ ｓ 的存活率要低于 １２０ ｓ，
但两者之间无显著性差异。

从图中还可以看出，浓度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的解冻液处

理后细胞存活率要高于其他实验组。 根据之前测得

的溶液渗透压值可知，浓度为 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍｏｌ ／
Ｌ 的解冻液与 ＶＳ２ 之间的渗透压差分别是 ５ １９８、
４ ２０７、３ ６１９、３ ３３９ ｍＯｓｍ ／ ｋｇ，说明并不是冷冻液 ＶＳ２

与解冻液间的渗透压差越小，细胞的存活率就越高。
这可能与低温保护剂的加载过程有关，卵母细胞在

ＶＳ２ 中仅平衡 ３０ ｓ，细胞内渗透压远没有达到与 ＶＳ２

平衡的渗透压 ５ ８６７ ｍＯｓｍ ／ ｋｇ，可能与 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的蔗

糖溶液的渗透压 １ ６６０ ｍＯｓｍ ／ ｋｇ 接近。 当细胞被转

移至不同浓度的解冻液中时，与细胞内渗透压最接近

的解冻液，对细胞损伤最小。 在本实验中，当解冻液

浓度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ，平衡时间为 １２０ ｓ 时，卵母细胞存活

率最高，达到 ８０􀆰 ６％ 。

图 ２ 解冻液浓度与平衡时间对猪卵母细胞存活率的影响

Ｆｉｇ． ２ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈａｗｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ

２􀆰 ４ 保护剂添加过程与去除过程的相关性
采用两步法添加冷冻保护剂，并将卵母细胞在冷

冻液 ＶＳ２ 中分别平衡 ３０ ｓ、４５ ｓ、６０ ｓ、９０ ｓ、１２０ ｓ、１８０
ｓ，然后转移至 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ、１􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ、１􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ、２􀆰 ０
ｍｏｌ ／ Ｌ 四种浓度的解冻液中平衡 １２０ ｓ，卵母细胞的

存活率如图 ３ 所示。 从图中可以看出，当卵母细胞在

ＶＳ２ 中平衡时间为 ３０ ｓ 时，解冻液浓度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 处

理的细胞存活率最高，２ ｍｏｌ ／ Ｌ 处理的细胞存活率最

低；当卵母细胞在 ＶＳ２ 中平衡时间为 ４５ ｓ、６０ ｓ、９０ ｓ、
１２０ ｓ、１８０ ｓ 时，解冻液浓度为 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 和 １􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
处理的细胞存活率较高。 说明卵母细胞在玻璃化溶

液中的平衡时间改变后，其所对应的解冻液条件也随

之发生变化。 细胞在冷冻液 ＶＳ２ 中平衡时间短，应选

择低浓度的解冻液；反之，则选择高浓度的解冻液。
这可能是因为细胞内保护剂的渗透压随着平衡时间

的延长而增加，增加解冻液浓度可以减小渗透压差，
从而提高细胞存活率［１６］。 Ｗａｎｇ Ｘ 等［１８］ 对牛卵母细

—９０１—
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胞进行了冷冻保护剂的分步添加和去除实验，结果表

明四步添加结合两步去除的方案后细胞的卵裂率和

囊胚率最高，说明冷冻保护剂的去除与添加过程是相

关的，两者之间需要相匹配。 此外，当卵母细胞在

ＶＳ２ 中平衡时间大于 ６０ ｓ 时，所有浓度解冻液处理后

的细胞存活率都随着平衡时间的增加而减小，说明细

胞在高浓度冷冻液中的渗透损伤和毒性损伤很大，平
衡时间不宜超过 ６０ ｓ。

图 ３ 解冻液浓度与猪卵母细胞在 ＶＳ２ 中平衡时间的依赖关系

Ｆｉｇ． ３ Ｔｈｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈａｗｉｎｇ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ＶＳ２ ｔｏ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ

３ 结论与展望

为了研究冷冻保护剂添加与去除过程对猪 ＭＩＩ
期卵母细胞的损伤，采用了一步法和两步法添加和去

除冷冻保护剂，探究了冷冻液、解冻液、稀释液对细胞

存活率的影响。 在冷冻保护剂添加和去除过程中，各
溶液之间的渗透压差是导致细胞损伤的重要因素，其
中溶液渗透损伤主要发生在细胞从玻璃化溶液转移

至解冻液，以及冷冻保护剂去除过程中。 目前分步法

是去除保护剂的常用方法，但卵母细胞保护剂的去除

过程与加载过程是相关的，解冻液浓度和平衡时间的

选择依赖于细胞在冷冻液中的浓度和平衡时间。 尽

管优化后的分步法减小了细胞的渗透损伤，但仍然无

法避免细胞体积的骤变，而且实际操作的规范性不好

掌握，实验重复性差。 为了弥补这些缺点，提高卵母

细胞低温保存效果，微流体法能实现冷冻保护剂的连

续性去除，可能是一种有效的去除方法。

本文受上海市自然科学基金（１３ＺＲ１４２９２００）和上海市国
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