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摘要    在过去的几十年中, 哺乳动物卵母细胞和胚胎冷冻保存技术因在辅助生殖技术及实际

生产中应用广泛, 其研究发展尤为迅速. 多个物种(包括人)的卵母细胞和胚胎冷冻保存研究获得

了受孕和活产的成功佐证, 为冷冻保存技术的临床应用提供了理论依据, 并成为体外受精不可缺

少的环节. 尽管哺乳动物卵母细胞和胚胎的冷冻保存技术的研发和应用取得了巨大进展, 例如为

可能不育的患者贮藏生殖潜能、卵子冻存库的建立以及卵母细胞和胚胎的跨国运输, 但成功率仍

达不到使用新鲜卵母细胞和胚胎的水平, 还存在许多难题有待解决. 本文针对低温保存技术中制

约冷冻效率和成功率的主要问题进行了综述, 旨在解决技术研发中遇到的瓶颈, 为改进技术提供

借鉴和参考, 鼓励低温生物学研究者继续开展深入研究, 加快推进冷冻保存技术在人类和动物辅

助生殖技术中的实际应用. 
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在过去的几十年中 , 辅助生殖技术 (assisted 

reproductive technology, ART)已被用于帮助不孕不育

患者和珍贵的动物妊娠. 鉴于此, 随着技术的不断改

进, 在过去几年中, 可利用的卵母细胞和可移植的胚

胎比例显著增加. 但产生富余的卵母细胞和胚胎则

需要通过冷冻保存技术的完善来实现.  

雌配子和胚胎冷冻保存概念的出现是从

Chang[1,2]报道低温贮藏对兔(Oryctolagus cuniculus)卵

母细胞、受精卵及胚胎的影响结果开始的. 随后, 配

子、胚胎及卵巢组织的冷冻保存方法相继得到了长足

的发展. 1977 年, 首次报道了冻存小鼠(Mus musculus)

卵母细胞成功妊娠并产仔[3], 之后在这个领域开展一

系列物种包括人类(Homo sapiens)[4]、兔 [5]、牛(Bos 

tauru)[6]和马(Equus ferus caballus)[7]的研究.  

目前认为, 慢速冷冻和玻璃化这 2种方法的出现

可满足哺乳动物卵母细胞和胚胎的成功冷冻保存的
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要求. 研究表明, 缓慢冷冻的成活率和抑制率低, 并

可能导致纺锤体异常[8,9], 这些不良影响限制了慢速

冷冻技术的应用. Rall 和 Fahy[10]发明了玻璃化法, 已

被广泛应用于人类[11]、各种家畜和实验动物卵母细 

胞[12~21]以及哺乳动物胚胎的冷冻保存[21~30]. 研究认

为, 玻璃化法是比慢速冷冻更好的冷冻保存方法[31]. 

无论使用何种冷冻保存方法, 经冻融的配子或胚胎

受孕率仍不及新鲜的配子或胚胎[32]. 这意味着为找

到提高卵母细胞和胚胎冷冻保存成功率的办法, 需

不断优化冻存技术. 本文阐述了制约低温保存技术

朝着高效成功方向发展的主要问题, 旨在为今后改

善冷冻保存技术和方法提供参考, 并期待随着本领

域更深入地探索, 将会取得更显著的研究成果.  

1  冷冻损伤的类型 

哺乳动物的卵母细胞和胚胎在冷冻保存过程中

很容易受到不同类型冷冻损伤的危害[33]. 为此, 要达

到成功冷冻保存的效果, 就要建立一种损伤最小化

同时能保持高存活率的方法. 这些损伤的发生是与

卵母细胞或者胚胎的低温生物学特性密切相关的 , 

如对低温的敏感性、质膜对水和冷冻保护剂

(cryoprotectant agents, CPAs)的渗透性、对冷冻保护剂

化学毒性的灵敏度以及对渗透性膨胀和收缩的耐受

性等. 温度降至零度以下, 细胞可能会受到冷冻损伤, 

其发生机制总结如下. 

1.1  低温损伤 

研究发现, 低温损伤通常发生在5~15℃, 低温

会导致脂肪滴、富脂膜以及有丝分裂或减数分裂纺锤

体的微管发生局部不可逆的变化 [34,35]. 这在慢速冷

冻技术应用中是一种常见的冷冻损伤, 而玻璃化冷

冻保存法则避免了经过危险温区时所造成的低温损

伤[36], 因而成为目前唯一能够成功冷冻保存完整的

猪(Sus scrofa)胚胎(冷敏感脂肪滴含量极高)[37]与猪、

牛、绵羊(Ovis aries)、马等动物的低温敏感性卵母细

胞[38]的冻存技术.  

1.2  冰晶体的形成 

细胞外的培养液与细胞内胞质和胞核内液体是

造成损伤的主要来源 [39], 可能发生在5~80℃. 与

慢速冷冻相比, 玻璃化冷冻过程中, 卵母细胞和胚胎

与高浓度的冷冻保护剂接触, 以高达 2000~20000℃

/min 的降温速度冷冻后(图 1), 再投入液氮(liquid 

nitrogen, LN2)中, 因此可避免冰晶体的形成[39].  

1.3  断裂损伤 

温度在50~150°C, 由于固凝溶液的机械作用, 

尤其是相对较大的生物体如卵母细胞和胚胎, 易发

生断裂损伤[40].  

1.4  多重星状体的形成 

有研究提出了一种新型冷冻损伤[41]. 在玻璃化

冷冻中, 卵母细胞置于高浓度的冷冻保护剂并以超

速冷冻降温时会导致雄原核附近形成多重星状体 , 

从而使纺锤体迁移和原核的发育受阻, 会延迟第一

次卵裂, 损害囊胚的形成[41]. 作者推测其中一个原因

可能是卵母细胞中谷胱甘肽的浓度过低亦或质量差

的卵母细胞不能维持精子星状体的唯一性, 致使玻

璃化的卵母细胞中星状体的形成增多. 最近另一项

研究发现, 玻璃化复温的卵母细胞体外受精(in vitro 

fertilization, IVF)后, 在成熟的卵母细胞中高浓度谷

胱甘肽并没有减少多重星状体形成的发生率[42].  

1.5  渗透力 

在冷冻保存过程中, 当细胞与高渗透性的保护

剂接触时, 会因细胞内外的渗透压差而立即脱水皱

缩. 据报道, 细胞脱水的速度比失去细胞质中的大分

子和其他溶质快了大约 5000 倍[43]. 解冻是冷冻过程

的逆过程, 也是同样重要的. 因为卵母细胞和胚胎比

冷冻保护剂更渗水, 当不加冷冻保护剂直接将它们

置于溶液中, 冷冻的细胞解冻后会膨胀或爆裂. 因此, 

通常使用高浓度的非渗透性保护剂(如蔗糖)来缓冲

渗透压, 以抵消细胞内高浓度的冷冻保护剂. 细胞形

态的这种变化可导致细胞骨架损伤以及透明带的  

断裂[44,45].  

2  低温冷冻对卵母细胞和 2-细胞胚胎的影响 

2.1  骨架 

卵母细胞的细胞骨架由 3个主要部分组成: 微管

(聚合的微管蛋白)、微丝(聚合的肌动蛋白)和中间丝. 

冷冻保存时, 为了达到平衡, 渗透压发生急剧的变化, 

可能会导致卵母细胞萎缩变形, 推测原因可能是破 



中国科学: 生命科学   2014 年  第 44 卷  第 7 期 
 

665 

坏了细胞骨架. 研究已证实卵母细胞在降温冷冻[35]、

冷冻保护剂[46]或冷冻/解冻过程中[45], 会发生微管解

聚、DNA 碎片化[47]、纺锤体轴构型异常[48,49]、染色

体异常[49]、皮质颗粒分布或胞外分泌改变[48]以及细

胞质膜断裂[50]. 同样, 卵母细胞冷冻保存后, 对微丝

骨架的功能产生负面影响[46]. 这些发育干扰导致卵

膜线粒体的异常分布 [51,52], 从而导致减数分裂能力

和卵母细胞受精率降低, 而且会引起植入前胚胎发

育失败.  

卵母细胞的减数分裂纺锤体由微管构成, 微管

的结构是由-和-微管蛋白聚合而成. 纺锤体对减数

分裂过程和染色体重组与分离起到至关重要的作  

用[53]. 通过许多技术可以使纺锤体结构可视化, 共聚

焦显微镜和偏振光显微镜是其中的 2 种方法. 共聚焦

显微镜法因为需要对卵母细胞染色、固定而使其丧失

活性, 具有一定的局限性[54]. 而偏振光显微镜法的优

点是可以观察活细胞的动态, 即在冷冻保存前后均

能观察到纺锤体[55,56]. 但由于它无法区分正常的双

极纺锤体构象与重度混乱的构象, 无法预测解冻的

卵母细胞 MⅡ期纺锤体微管聚合度, 观测 MⅡ期纺

锤体(特别是冷冻保存后)效率较低[57]. Gomes 等人[58]

利用一种无创性成像的极化视野显微镜(polarized 

f i e l d  m i c r o s c o p y ,  P M F )方法 ,  采用免疫组化

(immunocytochemistry, ICC)法比较小鼠卵母细胞减

数分裂中期Ⅰ (metaphaseⅠ ,  MⅠ )、分裂末期Ⅰ

(telophaseⅠ, TⅠ)和分裂中期Ⅱ(metaphaseⅡ, MⅡ)

不同阶段纺锤体在不同温度(37℃、室温、4℃及玻璃

化)下培养 0, 10, 30 和 60 min 的聚合动态. 他们观察

到, 减数分裂不同时期下的卵母细胞纺锤体的解聚/

再聚合平衡状态与温度和时间呈相关性, 研究表明,  

在室温、4℃以及玻璃化冷冻后复温培养下的卵母细

胞, TⅠ期比 MⅠ, MⅡ期纺锤体的解聚程度低.  

据报道, 卵母细胞经过缓慢冷冻和玻璃化冷冻

法, 解冻后纺锤体都会立即呈现严重错乱无序或者

消失的状态[55,59,60], 比慢速冷冻法[61]的危害程度更大. 

但玻璃化和缓慢冷冻后 MⅡ期纺锤体消失与重现的

结果也被报道过 [35,61~63], 这取决于解冻后的时间间

隔、冻融方法以及物种的不同[55,59,60,64]. 有研究还提

出, 温度导致卵母细胞的微管解聚可能与卵母细胞

的核成熟状态有关 [58,65]. 寻找能避免冻存卵母细胞

在生发泡期(germinal vesicle, GV)纺锤体解聚的方法

是非常必要的. 然而, 未成熟的卵母细胞因其对水和

CPAs 的渗透性较小[66], 与成熟卵母细胞比, 冷冻对

保存率[67]和活产率的影响就小多了[68].  

细胞角蛋白是一种中间丝, 在卵母细胞成熟和

胚胎发育中起着重要的作用 [69]. 研究发现, 成熟 [70]

和未成熟的卵母细胞[71]进行玻璃化冷冻都会使细胞

角蛋白(cytokeratin, CK)的结构受到影响, 其中最有

可能导致卵母细胞的死亡[70]. 玻璃化过程中使用细

胞松弛素 B 和紫杉醇的细胞骨架稳定剂后, 得到的

结果仍然是有争议的. 卵母细胞使用细胞骨架稳定

剂升温后, 发育能力得到改善, 在小鼠[72]、牛 [73]、  

猪[74,75]和羊[76]的卵母细胞中均有报道, 相反, 牛[77]、

猪[78]和兔卵母细胞[79]却报道没有得到改善. 所以需

要优化冷冻保存的程序, 做进一步验证和评价, 以解

决细胞骨架损伤的问题.  

2.2  透明带 

透明带是包裹在卵母细胞和植入前胚胎外的质

膜糖蛋白膜. 已知透明带在整个受精过程中起关键 
 

 

图 1  玻璃化冷冻与慢速冷冻的对比 
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作用, 可引发皮质颗粒胞吐作用, 在第一个精子进入

后阻止其余精子穿越阻止多精受精. 皮质反应通过

修饰透明带(透明带反应)、卵膜或两者都作用来阻止

多精受精. 在卵母细胞的冷冻保存中, 发现冷冻保护

剂会引起卵母细胞短暂的钙离子增加[80], 因此诱发

皮质颗粒胞吐作用提前发生[81], 足以导致透明带变

硬, 给精子穿透和受精带来损害[82]. 细胞结构的快速

变化是低温冷冻对卵母细胞的另一个负面影响. 观

察到这种细胞变形因其自身折叠形成新月或凹形 , 

从而导致透明带破损[44], 是卵母细胞冷冻保存后发

生多精受精可能性最大的原因.  

2.3  线粒体 

线粒体是哺乳动物卵母细胞中最为丰富的细胞

器, 其功能障碍或异常与否是决定卵母细胞和胚胎

发育能力的关键. 线粒体是卵母细胞中产生能量的

唯一来源, 为受精和植入前胚胎发育提供三磷酸腺

苷(ATP), 线粒体生成的 ATP 减少与植入前胚胎发育

失败率呈正相关[83]. 此外, 植入前胚胎发育障碍可能

导致卵膜线粒体的异常分布[52]. 在人[84]和牛[85]的研

究中都报道过玻璃化冷冻保存后会危及线粒体功  

能[85]. 卵母细胞 ATP 含量降低, 可能会导致卵母细

胞发育不良. 线粒体在细胞内的分布取决于微管[86], 

其在细胞内的分布对 ATP 的再分配起着重要作用, 

当高能量需求时 , 可以让细胞内的不同区域产生

ATP 的水平增加[86,87]. 研究表明, 冷冻保存会损害微

管功能 [88], 导致线粒体的异常分布 [51], 从而改变了

细胞内 ATP 的分布. 有人提出, 在受精和发育过程

中线粒体无法恢复到正常的分布模式致使 ATP 的分

布发生改变, 可能会减弱卵母细胞的功能[51]. 另外, 

冷冻能导致线粒体发生膨胀 [70,89], 线粒体畸形以及

内外膜的破裂 [44,90]. 为减少玻璃化对线粒体功能的

负面影响, 有实验在玻璃化溶液中添加 1 mmol/L 甘

氨酸, 可维持卵母细胞的线粒体功能并改善后续囊

胚的发育率[51].  

3  冷冻保存对分子的影响 

冷冻保存对基因表达的负面影响已经在氧化应

激、细胞凋亡、细胞周期和精卵相互作用的重要基因

等方面进行了相关的研究报道[90~97]. 基因表达发生

改变可能是冷冻保存后的卵母细胞受精能力下降的 

重要原因. 临床研究表明, 2 种冷冻保存技术对生物

学功能的影响不同, 慢速冷冻过程更为有害. 慢速冷

冻导致参与保持染色体结构和细胞周期调控的基因

表达下调[98], 人的卵母细胞 MⅡ期 mRNA 保存率

(39.4%)比玻璃化冷冻(63.3%)低 [99]. 与玻璃化相比 , 

mRNA 的低表达对蛋白表达和卵母细胞生理机能有

不良影响[100]. 细胞凋亡是卵母细胞变性和胚胎分裂

的基本过程[101]. BCL2(B-cell leukemia/lymphoma 2)基

因家族对细胞凋亡的调控起着重要作用, 并被视为

抗凋亡和促细胞存活因子, 而 BAX(Bcl2-associated 

X protein)是促凋亡和促细胞死亡因子[102]. 研究表明, 

犬(Canis lupus familiaris)卵母细胞和小鼠胚胎的玻璃

化并没有改变 BAX 基因的表达模式[90,103], 而玻璃化

复温组中 Bcl2 发生了高表达[90]. 但也有与此相反的

报道, 例如, 在牛卵母细胞玻璃化后凋亡基因(Fas 和

FasL, Bax 和 Bcl-2)表达上调[93]; 与对照组相比, 小鼠

胚胎玻璃化后 Bcl2 基因表达下调[104].  

CD9 属于四次跨膜蛋白超家族, 位于小鼠卵母

细胞质膜上[105], 在配子融合中[106]发挥至关重要的作

用. 与非玻璃化对照组比较, 发现玻璃化冷冻的牛[91]

和绵羊的[94]卵母细胞在解冻后 CD9 mRNA 表达量降

低. 研究人员对小鼠胚胎玻璃化后的影响展开了全

面广泛的研究, 结果表明, 对新陈代谢和细胞生理活

动的调控影响最大, 如影响细胞增殖、细胞周期、发

育、生物合成、呼吸以及应激相关的基因的表达[107,108]. 

有趣的是, 玻璃化后牛胚胎 IVF的基因表达发生了很

大变化, 而玻璃化后体内发育胚胎的基因表达没有

太大的变化[109]. 有 268 个基因在 IVF 和体外扩张囊

胚调控中差异表达 , 表明 IVF 胚胎比体内繁殖(in 

vivo derived, IVV)胚胎对玻璃化更敏感[109].  

研究人员对玻璃化冷冻的表观遗传效应也进行

了研究[93,110~120]. 有研究表明, 卵母细胞[110,115,119]和囊

胚[112]玻璃化并没有显著改变基因的甲基化模式. 与

此相反, 对小鼠卵母细胞[113]、胚胎[112]和胎儿[117]的研

究报道了玻璃化后基因的甲基化减少. 还有其他的

研究表明, 玻璃化不但能显著增加小鼠卵母细胞的

基因甲基化[116], 而且能最终产生牛的 2-细胞胚胎和

体外扩张囊胚[111]. 至于玻璃化冷冻对乙酰化的影响, 

几项研究表明, 玻璃化显著改变了卵母细胞的乙酰

化模式[92,114,116,118,120]. 研究结果并不一致, 这表明玻

璃化对基因组甲基化模式的影响与物种、发育阶段、

基因的不同均有关系, 并且可能取决于所分析的基

因组片段的大小[110]. 在以上这些研究中也报道了表 
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观遗传修饰的异常可能是导致玻璃化的卵母细胞发

育能力降低的原因.  

4  卵母细胞与胚胎冻存的比较 

不管用何种冷冻保存方法, 卵母细胞比卵裂期

的胚胎冻存更为困难[121]. 卵母细胞特别容易受到冷

冻损伤, 因此要特别注意卵母细胞的冷冻保存程序, 

原因如下:  

(1) 大小差异.  众所周知, 卵母细胞是哺乳动

物体内最大的细胞. 从低温生物学的角度考虑, 样品

体积越小冷冻保存效果越好. 在胚胎发育的第一周, 

细胞团总量减小; 而到了扩张囊胚期, 总量比原卵母

细胞降低了十倍甚至百倍. 因此, 由于卵母细胞表面

或体积比较大而导致渗水性低, 也就是说, 冻结时可

能由于尚存水分而产生细胞内冰晶体, 对细胞造成

极大损害[39]. 有研究指出, 血浆膜的渗透性对卵母细

胞和胚胎在成熟与发育阶段的变化起着重要的作用. 

例如, 牛的卵母细胞比其桑椹胚和囊胚对水和冷冻

保护剂的渗透性都低[66]. 在哺乳动物卵母细胞或早

期胚胎中, 水和抗冻保护剂通过简单的扩散跨质膜

缓慢迁移. 因此, 通过长时间与冷冻保护剂溶液的接

触和两步处理法对细胞脱水更为必要, 还可以让冷

冻保护剂得到充足的渗透. 相反, 在桑椹胚和囊胚中, 

因为水分子的运动和冷冻保护剂是迅速通过膜通道

渗透的, 所以单步处理和短时间的接触即可达到良

好的效果. 另外, 在降温和复温前, 卵母细胞和冷冻

保护剂作用时的温度是至关重要的, 而在桑椹胚和

囊胚中, 由于膜通道扩散的速度受温度影响较小, 渗

透方面对温度要求不是太高.  

(2) 含水量差异.  卵母细胞比胚胎中的水分含

量高. 但是囊胚腔的液体可能会形成冰晶体造成冷

冻损伤[122,123]. 若这种情况存在于卵母细胞间隙, 将

会产生更为严重的不利影响.  

(3) 细胞数量的差异.  活体组织切片检测、胚胎

分割结果证明, 多细胞胚胎可以弥补自身细胞 50%

的损失, 但是卵母细胞只有一次机会且没有备份, 经

过重创后不能再生.  

5  冷冻保存的成功实验 

为了降低冷冻损伤并能维持高的存活率, 研究 

人员做了大量实验, 获得了较为成功的冷冻保存方

法, 这些研究的主要成果总结如下:  

(1) 为避免冰晶体的形成, 降温前的平衡备受研

究人员的关注.  已有 2 种方法被应用: (ⅰ) 无论冷

冻稀释液还是冷冻浓缩液都进行超短平衡法[124]; (ⅱ) 

延长第 1 次冷冻保护液的平衡时间, 随即进行短时间

的第 2 次平衡, 但需相对延长培养时间[125]. 有研究

指出, 平衡时间越短, 卵母细胞和胚胎的玻璃化效果

越好[126]. 有人提出时间应小于 10 s 的结论[127], 而另

一种结论却指出缩短平衡时间会导致玻璃化保存后

卵母细胞存活率和囊胚形成率降低[128,129], 表明卵母

细胞与玻璃化溶液接触时间过短, 卵母细胞间的水

分可能无法完全被冷冻保护剂取代, 这可能会造成

卵母细胞内的某些细胞器受损. 相反, 延长接触时间

可确保冷冻保护剂良好的渗透效应, 达到对整个卵

母细胞最佳的保护效果.  

(2) 为了达到良好的冷冻保存效果, 要求冷冻保

护剂具有即高渗又低毒的特性 .  为此 , 乙二醇

(ethylene glycol, EG)、甘油(glycerol, GLY)、二甲基

亚砜(dimethylsulphoxide, DMSO)、丙二醇(propylene 

glycol, PROH)和乙酰胺等物质被作为冷冻保护剂使

用[130]. 乙二醇因其高渗低毒, 被认为是一种良好的

冷冻保护剂[131]. 已有研究显示, DMSO 可提高 EG 的

渗透性, 对纺锤体聚合有良好的效果, 因此在卵母细

胞玻璃化时起到保护作用[132]. 在猪卵母细胞冻存研

究中, EG 通常与 DMSO 结合使用[39,133], 并进行了最

佳浓度的相关研究[134]. 而在牛[135]和人[136]的研究中, 

卵母细胞的玻璃化液体使用 EG 和 PROH 组合比在

EG 中加 DMSO 的效果更好, 这可能是由于 PROH 比

DMSO 毒性低. 目前认为理想的玻璃化溶液不但具

有非常低的毒性, 而且在生殖低温生物学特性方面

具有一定的优势. 例如, 小鼠卵子玻璃化溶液有 90% 

VM3, 无需使用卵胞浆内单精子显微注射技术

(intracytoplasmic sperm injection, ICSI)就能够受精并

发育成囊胚, 与未处理的卵子对照组相比, 囊胚率达

到 80%[137]. 在低温保存介质中加入低毒、非渗透性

的冷冻保护剂, 以促进脱水, 从而最大限度地减少了

玻璃化溶液的毒性影响. 在这些物质中, 海藻糖或蔗

糖可能更有效[138], 也可抵消因冷冻保护剂渗透作用

对卵母细胞存活率的影响[21]. 引入和移除保护剂的

方法是减少毒性对卵母细胞损坏的另一途径. 冷冻

中, 逐步加入冷冻保护剂或逐渐增加其浓度, 以及在

升温/解冻过程中逐步去除这些化合物, 使渗透压影
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响最小化.  

(3) ICSI 法的发明及广泛应用[139], 从冷冻液中

移除钙离子法[80], 以及利用牛胎儿血清[140]的方法可

避免卵母细胞冷冻保存后[80]透明带变硬继而产生受

精水平下降的问题.  

(4) 卵母细胞胞质内含有大量的脂滴, 所以对冷

冻损伤具有高度敏感性[74], 机械去除脂滴[74,141]、用化

学试剂还原脂质[142]或在培养液中添加左旋肉碱这一

在脂肪代谢中起着关键作用的物质 [143~145]可以克服

这一问题.  

(5) 极快的冷冻速度是提高玻璃化效果的最重

要因素之一 .  借助细微的载体工具 , 如电镜铜网

(electron microscope grids)、开口式拉长麦管(open 

pulled straw, OPS)、尼龙环 (cryoloops) 、冷冻帽

(cryotop)、半麦管(hemi-straw)、冷冻管尖(cryotip)或

铝制薄片(aluminum sheets)等, 使玻璃化溶液体积最

小化, 从而加快了降温和复温的速度. 用不同系统装

载的玻璃化冷冻的哺乳动物卵母细胞均获得了囊胚

(表 1), 有的也已获得怀孕和存活的后代(表 2), 经过

玻璃化冷冻的胚胎也获得了同样的成功(表 3). 

表 1  哺乳动物玻璃化的卵母细胞与新鲜卵母细胞对照组的囊胚率(GⅤ/MⅡ期) 

物种 卵母细胞发育阶段 使用的载体 囊胚率(%) vs.对照组(%) 参考文献 
人 成熟卵母细胞 冷冻帽 48.7 vs. 47.5 [146] 
牛 未成熟卵母细胞 冷冻帽 1.6 vs. 34.4 [147] 
牛 成熟卵母细胞 电镜铜网 15 vs. 42 [124] 

小鼠 成熟卵母细胞 尼龙环 83.9 vs. 84.1 [51] 
猪 未成熟(GV)和成熟卵母细胞 固体表面玻璃化冷冻 3(GV) vs. 60 

9(MⅡ) vs. 20 
[18] 

绵羊 未成熟卵母细胞 冷冻环 29.4 vs. 45.1 [12] 
猫(Felis catus) 成熟卵母细胞 冷冻环 36.7 vs. 55.2 [148] 

猫 体外成熟卵母细胞 冷冻帽 10 vs. 25 [15] 
水牛(Bubalus bubalis) 剥离的成熟卵母细胞 固体表面玻璃化冷冻 (7.0±7.1) vs. (5.8±4.6) [19] 

水牛 剥离的成熟卵母细胞 冷冻环 (2.8±7.1) vs. (5.8±4.6) [19] 

表 2  哺乳动物卵母细胞成功玻璃化使用的不同载体工具 

物种 卵母细胞发育阶段 使用的载体 临床结果 参考文献 

牛 未成熟卵母细胞 铝片与尼龙网架 通过铝片玻璃化产生一头小牛, 活产率为 1.8% [14] 

人 体内, 成熟卵母细胞 冷冻片 有一位妇女生产了一个健康成活的婴儿, 活产率为 5.8% [149] 

小鼠 体外, 成熟卵母细胞 冷冻帽 玻璃化冷冻, 后代率为 56.7%; 鲜卵母细胞, 后代率为 57.8% [13] 

猫 体外, 成熟卵母细胞 冷冻帽 出生 4 只小猫成活, 活产率为 10% [15] 

表 3  哺乳动物胚胎成功玻璃化使用的不同载体工具 

物种 卵母细胞发育阶段 使用的载体 临床结果 参考文献 

牛 体细胞核移植产生的囊胚期 0.25 mL 塑料麦管 鲜囊胚, 获得 2 头健康小牛(25%); 玻璃化/解冻 
囊胚, 获得 1 头健康小牛(11%) 

[27] 

人 囊胚期 电镜铜网 临床妊娠率 34.1%, 活产 11 个婴儿 [30] 

人 囊胚期 冷冻环 18 位供体, 有 23 名健康婴儿出生, 37 人在怀孕中 [150] 

人 囊胚期 半麦管 获得 27%持续妊娠率 [151] 

猪 囊胚期 开口式拉长麦管 9 只受体猪妊娠, 受孕率为 42.9%, 平均产仔数为

(5.4±0.8)个(3~9 个) 
[152] 

兔 桑椹胚期和囊胚期 改进的封闭式开口式拉

长麦管 
玻璃化胚胎活产率为 51.7%, 新鲜胚胎活产率为

58.5% 
[29] 

山羊 
(Capra aegagrus 

hircus) 

桑椹胚期和囊胚期 开口式拉长麦管 当玻璃化溶液为 40%(体积比)的 EG 或配比为

15%(体积比)的 EG 加 15%(体积比)的 DMSO, 产羔

率分别为 46.2%和 51.4%. 与鲜胚 57.1%比没有显著

差异 

[25] 

绵羊 体内剥离的胚胎 开口式拉长麦管 产羔率为 56% [28] 

欧洲臭鼬(Mustela 
putorius) 

桑椹胚期和囊胚期 开口式拉长麦管 2 个受体共传承 8 个后代, 存活率 16% [26] 

梅花鹿(Cervus 
nippon) 

八细胞期、桑椹胚期和 
囊胚期 

0.25 mL 塑料麦管 鲜胚胎出生率, 64.3%; 玻璃化冷冻胚胎出生率, 
53.9% 

[23] 
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6  结论与展望 

与玻璃化冷冻技术开始使用的最初几年相比 , 

如今的技术应用成果取得了显著进展. 哺乳动物卵

母细胞或胚胎的冷冻保存方法可分为慢速冷冻和玻

璃化冷冻法, 根据本文提到的大量文献资料明显可

以看出, 玻璃化法是更为行之有效的冷存方法, 并为

其在人工辅助生殖技术众多领域的应用提供了广阔

的前景. 人类胚胎冷冻保存技术的完善将允许移植

尽可能少的胚胎, 从而降低多胎妊娠治疗中最严重

的并发症的发病率. 随着玻璃化冷冻的物理和生物

学原理更深层次地探索, 未来冷冻保存技术将会取

得更高效更成功的应用成果. 对卵母细胞/胚胎冷冻

保存技术的展望如下:  

(ⅰ) 卵母细胞或胚胎细胞质膜的渗透性, 即便

是同一物种也会随着其成熟、发育阶段的变化而变化. 

因此, 即使采用相同的冷冻方案, 卵母细胞或胚胎在

冷冻保存后的存活情况也是有差异的.  

(ⅱ) 合理选择毒性低的冷冻保护剂, 密切监测

其温度、时间和溶液稀释浓度, 以及从细胞中逐步添 

加和脱除的情况. 玻璃化保护剂的最大优势是对细

胞内的水分扰动极小, 为哺乳动物卵母细胞和胚胎

玻璃化成功冻存的实现带来了新的希望.  

(ⅲ) 由于卵母细胞或胚胎会与液氮的开放式容

器直接接触, 导致污染的高风险性[153], 因此需要不

断完善能够降低污染风险的安全操作方法. 最近, 在

使用不同类型的“封闭式”系统后取得了理想的结  

果[22,154], 为过渡到更密封更安全的玻璃化冷冻系统

奠定了基础. 结果强调必须更加努力优化封闭式玻

璃化系统方案.  

为了实现卵母细胞或胚胎在冷冻保存后“零损

害”的目标, 并且确保卵母细胞或胚胎冷冻保存技术

最安全、最迅速的发展, 今后该领域的研究热点需要

探索如何提升和完善玻璃化冷冻工艺, 以减小玻璃

化冷冻损伤并提高冷冻后发育效果. 通过对各种冷

冻保护剂的分子和生物化学特性地不断研究和探索, 

合理选择最有利、最高效的单一或者多种组合的存储

方式, 这无疑会对加推进快冷冻保存技术的研究进

展, 使之作为人类和动物辅助生殖技术领域的核心

技术更为广泛地应用产生深远的影响.  
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