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冷冻环玻璃化法冷冻小鼠卵母细胞的效果评价
王增艳 , 何方方 3 , 孙正怡 , 陈颖
(中国医学科学院 ,北京协和医学院 ,北京协和医院妇产科 ,北京　100730)

　　【摘要】　目的 　评价 ED15 (15 %ethylene glycol , EG + 15 % dimethylsulphoxide , DMSO) 冷冻环玻璃化法冻存小鼠成熟

卵母细胞的效果 ,以及对其纺锤体形态、染色体分布和发育潜能的影响。　方法 　分别以小鼠新鲜成熟卵母细胞为对照组 ,

玻璃化冷冻复苏卵母细胞为冷冻组。玻璃化冷冻以冷冻环为载体 ,以乙二醇 ( EG) 及二甲亚砜 (DMSO) 联合作冷冻保护剂。

解冻后观察细胞存活情况并对解冻后培养 0、1、2 h 的卵母细胞行纺锤体及染色体免疫荧光染色 ,激光共聚焦扫描显微镜观

察 ;其余卵母细胞行体外受精培养 ,计算受精率、囊胚形成率。　结果 　冷冻组成熟卵母细胞存活率为 98. 2 % ,复苏后卵母细

胞培养 0、1、2 h 的纺锤体形态正常率及染色体分布正常率与对照组比较无显著性差异 (分别为 87. 0 %、90. 9 %、90. 3 % vs

95 % , P > 0. 05 ;91. 3 %、95. 4 %、93. 5 % vs 90 % , P > 0. 05) ;冷冻组受精率及囊胚形成率与对照组比较均无显著性差异

(81. 3 % vs 85. 2 % , P > 0. 05 ;76. 1 % vs 75. 4 % , P > 0. 05) 。　结论 　ED15 冷冻环玻璃化法冻存小鼠成熟卵母细胞复苏存活

率高 ,对其纺锤体形态、染色体分布及发育潜能无明显影响。
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【Abstract】

Objective : To assess the outcome of a new cryoloop vit rification protocol in t he cryopreservation of

mouse MII oocytes.

Methods : Frozen2t hawed oocytes were investigated against t he f resh mouse MII oocyte as cont rol .

Wit h t he cryoloop carrier , mouse MII oocytes were vit rified in vit rification solution consisting of 15 %

et hylene glycol ( EG) , 15 % dimet hylsulp hoxide (DMSO) , 5. 8 mg/ ml Ficoll 400 and 0. 58 mol/ L sucrose

( ED 15 protocol ) . Af ter t hawing , t he survival rates were recorded. Some t hawed oocytes and f resh

oocytes were fixed , and t he microt ubules of t he spindles and chromosomes were t hen stained by

immunofluorescent method. Confocal microscopy was used to reveal t he configurations of t he spindles and

chromo somes. Most of the ot her survived oocytes were inseminated in vit ro , t hen t he fertilization rates

and blastocyst formation rates were compared wit h t hose of t he cont rol group .

Results : The oocytes vit rified by this p rotocol survived very well . The number of thawed oocytes wit h

normal spindles and chromosomes was similar to t hat of the f resh ones. The fertilization rates and

blastocyst formation rates of t he thawed oocytes were also high , similar to those of the cont rol group .

Conclusion : The ED15 vit rification protocol has lit tle deleterious affect on t he MII mouse oocytes’

survival rate , spindles and chromosomes.
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　　卵母细胞冻存是辅助生育领域的研究热点之

一 ,冷冻技术主要有慢速冷冻及快速冷冻 (玻璃化)

法。尽管慢速冷冻目前有很多改良方案 ,也获得了

较高的复苏率及妊娠率[1 ] ,但该方法费时费力 ,而且

需要昂贵的程序冷冻仪。玻璃化冷冻技术在动物实

验及临床应用中都获得了较满意的结果 ,而且该方

法省时省力 ,所需设备简单。但不同学者报道的玻

璃化冷冻方案的过程及结果都存在较大差别 ,目前

尚无统一的可推广应用的冷冻方案。本实验采用冷

冻环玻璃化法冻存小鼠成熟卵母细胞 ,从卵母细胞

的纺锤体损伤及受精发育情况等方面对一种新的玻

璃化冷冻方案进行评价 ,为寻求一种能推广应用于

临床的玻璃化冷冻方案提供实验依据。

材料与方法

一、培养液

卵巢及输卵管转运液为 H EPES 缓冲的含

5 mg/ ml人血清白蛋白 ( HSA , Quinn’s , 美国) 的

拟人输卵管液 ( H TF , Quinn’s ,美国) ;处理精液及

授精所用培养液为碳酸盐缓冲的授精用 H TF ;胚胎

培养为碳酸盐缓冲的卵裂培养液或囊胚培养液。所

有碳酸盐缓冲的培养液均不含蛋白 ,使用前一天配

置 ,配置时添加 10 % 血清蛋白替代品 ( SPS ,

Quinn’s ,美国) ,在 5 %CO2 培养箱中平衡过夜。

二、卵母细胞的采集及分组

对 4～5 周龄雌性昆明 ( KM) 小鼠进行超促排

卵 ,隔日腹腔注射孕马血清促性腺激素 ( PMSG ,宁

波市激素制品厂) 与人绒毛膜促性腺激素 (hCG ,宁

波市激素制品厂) 各 10 IU ,并于 hCG 注射后 13～

16 h 处死小鼠 ,剪下卵巢及输卵管 ,在体视镜下使

用 25 G注射器针头刺破输卵管壶腹部膨大处 ,获得

卵丘复合体移入 80 IU/ ml 透明质酸酶溶液 ,37 ℃恒

温台上处理 1 min 左右 ,收集形态正常、有第一极体

的卵母细胞 ,移至授精培养皿中 ,置于 5 %CO2 培养

箱中培养供后续使用。

将获得的卵母细胞随机分为两组 : (1) 对照组 :

直接固定行纺锤体及染色体免疫荧光染色或体外受

精培养 ; (2)冷冻组 :玻璃化冷冻复苏后 ,部分细胞固

定行纺锤体及染色体免疫荧光染色 ,部分行体外受

精培养 ; 据文献[2 ] 报道冷冻液中添加胎牛血清

( FBS , Gibco ,美国) 有提高冻存卵母细胞受精率的

作用 ,将冷冻组按照冷冻液中所含蛋白质种类不同

分为 HSA 组及 FBS 组。

三、卵母细胞冷冻复苏

1. 冷冻 :卵母细胞玻璃化冷冻液的配制均以

H EPES 缓冲的含 5 mg/ ml HSA 或 10 % FBS 的

H TF 为基础液 ,预平衡液中含有 7. 5 % ( v/ v) 二甲

亚砜 (DMSO) + 7. 5 % (v/ v) 乙二醇 ( EG) ,玻璃

化液中含有 15 % (v/ v) EG + 15 % (v/ v) DMSO +

5. 8 mg/ ml Ficoll 400 (Sigma , 美国) + 0. 58 mol/ L

蔗糖 (Sigma , 美国) 。将准备冷冻的卵母细胞先于

预平衡液中平衡 2 min ,然后将卵母细胞移入玻璃

化液中 ,充分洗涤平衡后在冷冻环上由玻璃化液形

成的液膜上 ;最后将冷冻环直接投入液氮。在卵母

细胞进入玻璃化液至投入液氮的时间严格控制在

30～45 s 之间。

2. 复苏 :卵母细胞冻存 1～10 d 后复苏。在室

温下将含有卵母细胞的冷冻环自液氮中取出 ,在空

气中停留 5～10 s 后 ,投入含 0. 28 mol/ L 蔗糖的复

苏液 1 , 充分洗涤 , 平衡 2 min ; 然后 移 入 含

0. 17 mol/ L蔗糖的复苏液 2 ,充分洗涤 ,平衡 3 min ;

最后移入不含蔗糖的复苏液 3 ,平衡 5 min 后 ,移入

添加了 10 %SPS 碳酸盐缓冲的 H TF 中 ,放入 5 %

CO2 培养箱中培养。

四、复苏后卵母细胞存活率统计

将卵母细胞复苏 ,1 h 后观察存活情况 ,计算存

活率。如果透明带和胞膜无损伤 ,卵周隙清楚 ,无胞

质外漏或卵细胞萎缩 ,大小正常 ,胞浆均质折光好 ,

则定为存活。若卵膜破裂 ,卵周隙消失 ,或胞浆呈颗

粒状变性 ,折光消失 ,则定为死亡。存活的卵母细胞

进行体外受精培养 ,或固定后行共聚焦显微镜观察

及电镜观察。

五、共聚焦显微镜标本制备及纺锤体与染色体

观察

将复苏存活卵母细胞随机分为 0、1、2 h 3 组 :

将对照组及各实验组各取 20～30 枚卵母细胞进行

固定 ,荧光染色。具体过程 : 3. 6 %多聚甲醛中

30 min ,0. 5 % Triton X21002PBS 液中在 37 ℃下

20 h ,115 mol/ L 甘氨酸 + 1 % Triton X21002PBS 中

30 min ,PBS 洗 15 min ,异硫氰酸荧光素 (fluoresce2
in isot hiocyanate , FITC , Sigma , 美国 ) 染色 90

min ,PBS 洗 2 次 ,4’,62二脒基222苯基吲哚 (4’,62
diamidino222p henylindole , DA PI , Sigma , 美国 ) 染

色 10 min , PBS 洗 2 次 ,防衰减剂 (碧云天 ,中国)封

片 ,4 ℃保存。FITC 标记纺锤丝的微管成分呈绿色

荧光 ,采集 FITC 荧光时 ,激发光波长为488 nm ,发
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射光波长为 515～535 nm。DA PI 标记染色质成分

使染色体成像呈蓝色荧光 ,采集 DA PI 荧光时 ,激发

光波长为 543 nm ,发射光波长为 590～630 nm。

六、获取精液及体外受精培养

在受精当日 ,选用 10～12 周龄成年雄性 KM

小鼠 ,处死后 ,刺破附睾尾部 ,获得精液置培养液中

培养 1～2 h 获能后 ,以 1～2 ×106 / ml 的终浓度进

行授精。第 2 天检查受精情况 ,将受精胚胎移入卵

裂培养液培养 ,发育至 8 细胞或桑椹胚时将胚胎移

入囊胚培养液中培养 ,第 5 天观察囊胚发育情况。

七、统计学方法

采用 SPSS12. 0 统计学软件进行统计分析 ,计

数资料采用χ2 检验及 Fisher 精确概率法检验。

结 果

一、冷冻组卵母细胞复苏情况及复苏后培养不

同时间的纺锤体形态、染色体分布

冻存小鼠成熟卵母细胞 612 个 ,复苏后存活

601 个 ,复苏率为 98. 2 %。正常纺锤体呈中间隆起

两端渐尖的纺锤形 ,损伤的纺锤体可见断裂或纺锤

丝扭曲。正常染色体规则排列在纺锤体正中隆起处

的赤道板上 ,若染色体脱离纺锤体赤道板离散分布

则为异常。本实验异常卵母细胞均为纺锤丝轻度断

裂或染色体轻度离散 ,未发现纺锤体严重损伤或染

色体极度离散现象 (图 1) 。玻璃化冷冻各组卵母细

胞复苏后培养不同时间 ,纺锤体形态及染色体分布

正常率与对照组比较均无显著性差异 ( P > 0. 05)

(表 1) 。

表 1 　各组纺锤体及染色体分布情况

组　别
观察
卵数
( n)

纺锤体形态正常卵
n ( %)

染色体分布正常卵
n ( %)

对照组 20 18 (95. 0) 19 (90. 0)

冷冻组

0 h 23 21 (87. 0) a 20 (91. 3) a

1 h 22 21 (90. 9) a 20 (95. 4) a

2 h 31 29 (90. 3) a 28 (93. 5) a

　　注 :a :与对照组比较均为 P > 0. 05

　　二、卵母细胞体外受精发育情况

共 432 个复苏存活卵母细胞行体外受精 ,第

2 天351 个卵母细胞受精分裂为 2 细胞 ,受精率

81. 3 % ,第 5 天有 267 个囊胚形成 ,囊胚形成率为

76. 1 %。冷冻组受精率及囊胚形成率与对照组比较

均无显著性差异 ( P > 0. 05) (表 2) 。

　　冷冻组中 HSA 组 239 个卵母细胞受精189 个 ,

受精率79. 1 % ; FBS 组 193 个中受精 162 个 ,受精率

为83. 9 % ,与对照组 (85. 2 %) 比较均无显著性差异

( P > 0. 05) ,两组比较亦无显著性差异 ( P > 0. 05) 。

　　a :有正常纺锤体形态及染色体分布的成熟卵母细胞 ,在 12 点位置可见极体 ; b :极少数卵母细胞纺锤体不完整 ,纺锤丝

轻度断裂 ,染色体轻度离散。未见纺锤体严重损伤或染色体极度离散现象。荧光染色 ×400

图 1 　ED15 冷冻复苏后卵母细胞纺锤体形态及染色体分布
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表 2 　各组受精率及囊胚形成率

组 　别 受精卵数 　　受精率 　　
n ( %)

　囊胚形成率 　
n ( %)

对照组 243 207 (85. 2) 156 (75. 4)

冷冻组 432 351 (81. 3) 267 (76. 1)

　　注 : 与对照组相比 , P > 0. 05

讨 论

自 1986 年首例冻存人类卵母细胞获成功妊娠

以来 ,报道通过卵母细胞冻存技术出生的婴儿不足

200 个 ,通过玻璃化冷冻方案出生的更少[ 1 ] 。卵母

细胞玻璃化冷冻技术的关键除了选择恰当的细胞发

育时期外 ,根据卵母细胞质膜的特性选择合适的抗

冻保护剂及其浓度、作用时间 ,既要保证抗冻保护剂

的充分渗透和细胞内部水分的脱出 ,又不能使卵母

细胞在冷冻液中处理时间过长 ,以防止抗冻保护剂

对卵母细胞产生化学毒性。而不同的冷冻保护剂毒

性不同 ,玻璃化能力及渗透性也不同。为了达到满

意的玻璃化冷冻效果 ,改进冷冻载体 ,加快降温速

度 ,寻求玻璃化液中冷冻保护剂的最佳浓度组合。

但是目前大家报道的玻璃化冷冻方案种类较多 ,结

果差别也较大 ,目前该技术还不成熟。本实验联合

EG与 DMSO ,均采用 15 %的浓度 ( ED15) ,低于文

献[3 ]所用的 20 %浓度 ,而且玻璃化液中含有 Ficoll

400 及蔗糖 ;使用冷冻环作载体操作简单易掌握。

由微管形成的纺锤体是一个动态变化的结构 ,

在有丝或减数分裂时帮助染色体分离。在其功能正

常时 ,可保证染色体准确分离 ,避免非整倍体[4 ] 。而

纺锤体的损伤会导致胚胎的非整倍体现象[5 ] 。最近

研究显示损伤的纺锤体结构会自然恢复[ 4 ] 。通过使

用纺锤体观测仪 ,使用非侵入性手段观察活细胞的

纺锤体。Rienzi 等[6 ]报道慢速冷冻复苏后卵母细胞

的纺锤体存在复苏后重聚。Gook 等[7 ]报道 ,卵母细

胞冷冻不会增加其核型异常及染色体离散。本实验

通过 ED15 + Ficoll + 蔗糖的玻璃化冷冻方案冷冻小

鼠卵母细胞 ,复苏后进行固定并对纺锤体及染色体

进行荧光染色观察 ,发现冷冻复苏后不同时间的纺

锤体损伤、染色体离散情况均与对照组无显著性差

异。这与文献报道不符 ,说明通过改善玻璃化冷冻

方案可以减少冷冻对纺锤体的损伤。而不恰当的冷

冻方法 ,如在玻璃化冷冻液中暴露时间过长 (超过

50 s)或冷冻保护剂浓度不合适均会对纺锤体造成

损伤 (数据待总结) 。

玻璃化冷冻小鼠卵母细胞复苏率最高达

99. 3 %[ 8 ] , 是 用 ED 16 + 10 mg/ ml Ficoll +

0. 65 mol/ L蔗糖作冷冻保护剂。本实验以 ED 15 +

5. 8 mg/ ml Ficoll 400 + 0. 58 mol/ L 蔗糖作冷冻保

护剂的玻璃化冷冻方法冷冻小鼠卵母细胞 ,获得了

98. 2 %的复苏率。很多研究都证实了卵母细胞冷冻

会引起皮质颗粒释放而导致透明带变硬 ,受精失

败[9 ] 。有学者采用透明带打孔等技术来解决该问

题。还有人向冷冻液中添加 BSA (牛血清白蛋白 ,

胎牛血清中的主要成分) 取代蛋白质作为大分子物

质可明显改善冻存卵母细胞的受精率[2 ] ,但是卵母

细胞或胚胎的培养液中添加血清不符合生理现象 ,

而且在人类卵母细胞中应用受到限制。直至卵胞浆

内单精子注射 ( ICSI) 技术出现后 ,冻存人类卵母细

胞受精问题才解决。关于冷冻引起卵母细胞皮质颗

粒释放的机制目前认为还是冷冻保护剂毒性所

致[10 ] 。本实验按冷冻液中含有蛋白 HSA 或 FBS

的不同分为两组 ,研究冷冻复苏后卵母细胞的透明

带变硬问题 ,复苏后两组卵母细胞的透明带均未行

任何处理 ,采用常规体外受精。两组受精率分别为

79. 1 %与 83. 9 % ,与对照组的 85. 2 %均无显著差

异 ,两组间差异亦无显著性。证实了通过改善玻璃

化方案 ,改善玻璃化冷冻保护剂的组合可以降低甚

至消除冷冻保护剂的毒性 ,克服冷冻所致的透明带

硬化问题。

总之 ,本实验采用冷冻环 ED15 + Ficoll + 蔗糖

逐步平衡玻璃化法冷冻小鼠 MII 期卵母细胞。发

现该方法冻存卵母细胞复苏率高 ,对复苏后卵母细

胞进行纺锤体、染色体等形态学观察 ,发现损伤较

小 ,而且复苏后卵母细胞体外受精后也获得了满意

的受精发育情况 ,认为该方案有进一步研究并探讨

其临床应用的价值。
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