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纳米低温保护剂提高卵母细胞玻璃化保存效果的机理初探!
李维杰1周新丽1吕福扣1刘宝林

#上海理工大学生物热科学研究所1上海1"!!!’$$

摘1要1纳米颗粒添加到低温保护剂中可能是未来低温保存的重要手段% 采用添加了羟基磷灰石!a<"纳米颗粒的低温保护剂

冷冻卵母细胞$使用低温显微镜观察了结晶’再结晶和融化时冰晶的形态和细胞的变化$同时记录各现象发生的温度% 发现添加
!7!#ea<组在升温过程中再结晶不明显$且再结晶危险区较小$对细胞无损伤&而未添加 a<组细胞在复温过程中受伤几率很

高% 结果表明纳米颗粒减少了复温过程中的再结晶可能是纳米低温保护剂提高细胞存活率的主要机理之一%
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11卵母细胞是动物的重要生殖细胞$卵母细胞长期
保存对人类辅助生殖和保存濒危物种有积极作用%
一般认为$低温可以降低生物体的新陈代谢$抑制生
物酶活性$延长保存时间$理论上在液氮温度下卵母
细胞可以保存几个世纪 (() % 但是由于卵母细胞自身
体积大$含水量高$冷冻过程中易产生大量冰晶$影响
存活率% 为此研究人员发明了 3LBHJHT(") ’开放式麦
管法’冷冻环法’微滴法’电镜铜网法$目的是通过减
少卵母细胞周围冷冻保护液的总体积$提高降温速
率$实现卵母细胞玻璃化保存% 尽管各种新方法的应
用实现了卵母细胞的玻璃化或者部分玻璃化$但是卵
母细胞复温后的存活率依然不理想 ($) %

为了突破制约当前低温保存的技术瓶颈$近年来
出现了将纳米技术与低温工程学相结合的低温保存

策略***纳米低温保存% 具有生物相容性的纳米颗
粒$由于自身体积小!( 8(!!0X"$具有小体积效应$
加入适量的纳米颗粒到低温保护剂中$可以起到强化
传热 (&) $促进异相成核的作用$防止过冷$控制冰晶
尺寸% 课题组开展了卵母细胞纳米低温保存的实验
研究$当低温保护剂中添加浓度 !*(e粒径 "!0X或
&!0X的 a<纳米颗粒$采用 3LBHJHT 法冷冻猪 [II期
卵母细胞时$可以使存活率从 )(e提高到约 b$e%
当添加浓度 !*!#e粒径 +!0Xa<的纳米颗粒到低温
保护剂中并采用 3LBHJHT 法冷冻猪 df期卵母细胞
时$发育率从 (&*)e提高到 $!*&e!实验结果已另文
发表"$保护剂中添加 a<纳米颗粒可以提高卵母细
胞玻璃化保存效果$但是其相关机理还不清楚%

OAY.等 (#)认为$不理想的复温过程会造成玻璃化
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的细胞及其周边冷冻保护液发生再结晶现象$这对细
胞的损伤不亚于甚至超越冷冻过程中产生冰晶的危
害% 减少玻璃化冷冻液复温过程的再结晶的方法有
以下两种 (+) #一是提高复温速率$使得玻璃化的冷冻
保护液迅速通过容易再结晶的危险温度区直接转化
为液态$二是改变冷冻保护液配方$减少复温过程中
的再结晶% 推测纳米颗粒的添加可能是因为减少了
复温过程中的再结晶$从而提高了卵母细胞的玻璃化
保存效果% 因此$使用添加了羟基磷灰石!a<"纳米
颗粒的玻璃化冷冻液冷冻卵母细胞$使用低温显微镜
观察其在快速降温和快速升温过程中$结晶’再结晶
和融化时冰晶的形态和细胞的变化$同时记录各现象
发生的温度% 试图证明纳米颗粒通过减少复温过程
中的再结晶提高卵母细胞玻璃化保存效果的推测%

# 材料与方法

#I# 细胞培养设备
:32P(+!O 34" 培养箱#上海博讯实业有限公司$

中国& g_O2$#2"! 液氮罐#东亚压力容器$中国&OD2
3P2(3Q超净工作台#松泰净化科技有限公司$中国%

#I$ 主要试剂
实验中所用的试剂除特别说明外$均来自美国

O.EXC公司% 93[(’’ 培养液$磷酸盐缓冲液 !5@H/2
T@CJA:>KKALOHS>J.H0$5:O"$胎牛血清 ! ÂJCS:HR.0A
OAL>X$ :̂O"#d.WNH公司$美国% +!0Xa<纳米颗粒#

南京欧瑞纳米科技有限公司$中国%
基础液#93[(’’ ;"!e :̂O&预平衡液#基础液

;be [A"O4;be 乙二醇!‘J@BSA0AdSBNHS$‘d"&玻
璃化冷冻液 !R.JL.K.NCJ.H0 /HS>J.H0$fO "#基础液 ;
(#e [A"O4 ; (#e ‘d ;!*# XHS,U蔗糖&!*#e
a<玻璃化冷冻液#fO ;!*#ea<&!*!#ea<玻璃化
冷冻液#fO ;!*!#ea<%

#I! 猪卵母细胞的采集及 U"期卵母细胞的
获得

卵巢采集于上海市长宁区复兴屠宰场% 在猪屠
宰后立即取卵巢组织$将采集的猪卵巢放入含
(!!!)E,XU双抗生理盐水中!$# 8$) 6"$" @ 内运
回实验室% 用 ’#e酒精对卵巢表面进行喷洒消毒$

再用灭菌的生理盐水洗涤 " 8$ 次% 选择直径为 " 8
b XX的卵泡$使用带有大号针头’"! XU的一次性注
射器!注射器中装有少量的 93[S’’"将卵母细胞复
合体连同卵泡液一起吸出% 将抽出的卵泡液置于
#!XX的培养皿中$在 $’ 6恒温台上静放 (! X.0$移
除上清液% 取有 $ 层以上卵丘细胞包裹且胞质均匀

的卵丘卵母细胞复合体进行成熟培养%
经洗涤后的卵丘卵母细胞复合体放入在培养箱

内已平衡 & @ 以上的成熟液!93[(’’ ;(!e :̂O ;
(!e 猪卵泡液 ;激素"中$成熟培养 &" @% 成熟培
养后的卵母细胞净透明质酸酶消化以去除卵丘细胞$

用 93[(’’ 洗 $ 8# 遍备用%

#I& 不同实验组低温显微镜观察前处理
93[S’’ 组#挑选成熟的且形态完好的 [(期卵

母细胞加载到 93[(’’ 中洗涤 $ 次$备用%
fO 组#将成熟且形态完好的 [(期卵母细胞在

预平衡液中平衡 $X.0 后$移至玻璃化冷冻液中平衡
(X.0$用玻璃化冷冻液洗涤 $ 次$备用%

fO ;!*#ea<组#将成熟且形态完好的 [(期
卵母细胞在预平衡液中平衡 $X.0 后$移至 !*#ea<

玻璃化冷冻液中平衡 (X.0$用 !*#ea<玻璃化冷冻
液洗涤 $ 次$备用%

fO ;!*!#e a<组#将成熟且形态完好的 [(
期卵母细胞在预平衡液中平衡 $X.0 后$移至 !*#e
a<玻璃化冷冻液中平衡 (X.0$用 !*!#ea<玻璃化
冷冻液洗涤 $ 次$备用%

#I" 低温显微系统
实验中使用的低温显微镜系统由 :3O(’+ 生物

冷冻台’9’# 程序温度控制器’U.0Y/B/$" 温度控制软
件’自动冷却系统!U.0Y@CXON.A0J.K.NI0/JL>XA0J/U.X2
.JAM$ Q\"$以及:=#(9F̂ 显微镜!4SBXT>/$PCTC0"组
成% 该系统通过控制样品台的加热和液氮流量调节
升降温速度$可以在 %(’+6 8("#6范围内$以 !*!(
8(#!6,X.0 的速率实现样品的冷冻及复温% 低温
载物台置于显微镜物镜下$通过显微镜系统可以直接
观察和摄录实验样品在冷冻’复温过程中的冰晶形态
变化以及溶液的相变过程$也可以通过系统自带的
33_摄像头采集图像并由计算机实时显示%

#IL 升降温过程的显微观察
取 (!>U各组的溶液连同 $ 8# 枚形态完好的卵

母细胞滴加到低温显微镜配套的石英皿上$调整视
野$使视野中至少有一枚卵母细胞% 采取 (!!6,X.0

的降温速率降温至 %(’!6$保持 #X.0$然后以
(!!6,X.0 的速度升温至 "#6$记录升降温过程中溶
液和细胞的形态变化$以及变化时刻对应的温度%

$ 结果与讨论

$I# 不同溶液结晶&再结晶&融化的显微图像
图 ( 代表了不同溶液在降温和升温过程中冰晶

形态和冰晶对细胞的影响% 图 ( !C" 为细胞在
*#((*
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93[(’’ 降温过程中的结晶形态$由于溶液中不含保
护剂成分$溶液结晶严重$由于冰晶方向各异性$造成
折光率各不相同$因此透光性差$在显微镜视野中发
黑% 图 (!W"代表了升温过程中冰晶长大的情况$由
于冰晶分别从多个面开始长大$当两界面相交的时候
就形成了裂痕$该裂痕可以撕裂细胞% 图 (!N"代表
93[(’’ 溶液融化后细胞形态$可见细胞壁被撕裂了
$ 个裂口!红圈标示部分"$对应图 (! W"中的三道裂
痕$可见不加保护剂是难以保存卵母细胞的%

图 (!M"为fO 组在降温过程中的结晶形态$可以
看到因为降温速度快$溶液浓度高$发生了完全玻璃
化现象$即使在 %(’!6的温度下也未出现结晶$可见
fO 组降温过程中确实没有对细胞损伤% 但是升温过
程中却出现了再结晶现象$如图 (!A"所示$结晶从视
野的左侧开始$一直向右侧生长$且结晶前沿具有很
明显的凌状***棱角分明$如果扎到细胞上会对细胞
造成伤害$所幸由于升温速度快$冰在生长到视野一
半$接触到细胞表面后迅速融化掉$没有继续生长$该
实验曾重复一次$另一次冰晶从上往下推进$且没在
细胞附近出现$但冰晶范围占视野总范围基本保持在
#!e左右$为了展示该过程对卵母细胞的威胁$特意
选取具有代表性的本图片% 通过图像分析软件分析$
本次再结晶区域占视野总面积的 #)*(e$因此对细
胞的伤害几率还很高% 图 (!K"为 fO 组融化后细胞
形态$细胞壁没有明显的伤害% 可见 fO 对于细胞冷
冻确实有保护作用$但复温过程中$有一定的概率伤
害细胞$提高升温速率可以降低伤害的概率$但是受
到实验条件的制约$不能无限制提高升温速率% 因此
在实际的细胞保存中$卵母细胞的保存效果一直不
理想%

对于 fO ;!*!#ea<组$降温过程中$如图 (
!E"出现了少量冰晶$这是由于 a<纳米颗粒具有很
强的异相成核作用$能加速冰晶成核$但是由于含量
少$且 fO 浓度高$成核推动力不足以将所有溶液都
成核$最终玻璃化仍然占主导地位$通过图像分析软
件分析$视野中冰晶的比例只占总 $*’e$且冰晶本
身尺寸较小$对细胞伤害小$因此降温过程只有很小
的几率受到冰晶伤害% 升温过程如图 (! @"$并未发
现明显的冰晶长大过程% 这可能是分散在溶液中的
纳米颗粒首先诱发成核$由于溶液中的晶核数量众多
且分散均匀$所以冷冻保护液的液滴中均匀出现无数
细碎的晶体$但尺寸小不具备刺穿细胞的能力$同时
升温速度快$融化速度大于生长速度$未形成对细胞
构成威胁的大冰晶就融化了% 融化后的细胞形态如
图 (!."$结构完整$细胞质均匀$可见 fO ;!*!#e

!C" 8!N" 分别表示细胞在 93[(’’ 溶液中$结晶’再结

晶及最后融化时的图像&! M" 8!K" 分别表示细胞在 fO

溶液中$玻璃化’再结晶及最后融化时的图像&!E" 8!."

分别表示细胞在 fO ;!*!#a<溶液中$部分玻璃化’再结

晶及最后融化时的图像&!-" 8!’"分别表示细胞在 fO ;

!*#a<溶液中$结晶’再结晶及最后融化时的图像

图 # 不同实验组在冷冻和复温过程中

冰晶形态和卵母细胞的显微图像
D)>1# GT3F)48(2)F,>3/(048./5,-/,+’((4.53/)+

’)00383+5/(-J5)(+/’J8)+> 0833K)+> ,+’83A,8F)+>

a<组有利于卵母细胞低温保存%
当纳米颗粒添加量增加到 !*#e时$降温过程如

图 (!-"$由于添加的纳米颗粒过量$异相成核过程也
过于强烈$结晶推动力远大于玻璃化能力$造成了视
野中大部分区域被结晶覆盖$显然对细胞有危害% 在
升温过程中$如图 (!Y"$由于结晶在升温过程中体积
会发生变化$变化并不均匀$不同结晶之间存在应力$
相互挤压收缩$形成大冰壑$可能对细胞有较大伤害$
细胞表面出现许多裂口% 融化后$如图 (!’"$两枚细
胞均发生严重变形$细胞膜破裂$细胞质散乱$可见添
加过量的纳米颗粒不仅不能保护细胞$还会造成更大
伤害%

玻璃化或者部分玻璃化的溶液在复温过程是
冰晶融化和再结晶同时发生的过程$较小的冰晶的
吉布斯自由能高 (#) $稳定性差$而较大的冰晶则相
反$其自由能低$稳定性高$吉布斯自由能趋向于由
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高到低% 升温过程中$冰晶获得外界的热量$处于
亚稳态$部分小冰晶开始融化$未融化的小冰晶具
有吸附溶液的趋势$生长成为自由能较低的大冰
晶$这个过程就是复温过程中的再结晶 (#$ )) % 加入
纳米颗粒之后$复温过程的再结晶更加复杂$但依
然受吉布斯自由能降低的原理驱使$但是当冰晶的
生长界面碰到纳米颗粒$由于得不到溶液补充$再
结晶的冰晶尺寸就受到很大限制$没有大冰晶的伤
害$卵母细胞的存活率就会提高%

$I$ 不同溶液对结晶温度和再结晶温度的
影响

在对不同组进行快速冷冻和复温过程中$同时记
录了四种溶液结晶开始温度’再结晶开始温度’冰晶
完全消除温度$如表 ( 所示% 93[(’’ 冰晶出现的温
度最高$为 %"!*&6$这是由于溶质浓度较低造成的%
含有 fO 的组别温度相对较低$fO 组由于玻璃化效
果好$降温段未出现明显的冰晶$而添加了 a<纳米
颗粒组由于纳米颗粒的异相成核作用$均出现了冰
晶$且纳米颗粒含量越高出现冰晶的温度越高 (b) %
由于 93[(’’ 和 fO ;!*#ea<组在降温过程中结晶
比较严重$导致溶液折光率变化$且升温过程中再结
晶不明显$所以再结晶开始温度无法观察% 当
93[(’’ 达到 #*b6时$结晶才完全融化$而含有 fO
组都比其低% 含有 fO 组中$结晶温度同 a<含量有
关$a<浓度越高$融化温度越高$这可能是 a<纳米
颗粒可以吸附周围的溶液 (’) $降低其自由能$从而升
高了融化温度% 冰晶完全消除温度与再结晶开始温
度之差即为再结晶危险区间$由于在该温度区间中原
本玻璃化或部分玻璃化的冷冻保护液会再次产生冰
晶$造成细胞危害$因此该区域越小$越容易通过快速
升温的方法通过该区域% 添加了 !*!#ea<的 fO 的
再结晶危险区 ! &(*)6"比 fO 组的再结晶危险区
!#+*+6"窄$更有利于细胞保存%

表 # 不同溶液对结晶温度和再结晶温度的影响
G,;1# GT3300345(0’)00383+5/(-J5)(+/(+53F<38,5J83

(048./5,--)K,5)(+,+’8348./5,--)K,5)(+

实验组

冰晶出

现温度
,6

再结晶

开始温

度,6

冰晶完

全消除

温度,6

再结晶

危险区

间,6

93[S’’ %"!*& % #*b %

fO % %bb*! %$(*& #+*+

fO ;!*!#e a< %+)*" %++*# %"&*b &(*)

fO ;!*#ea< %#+*’ % %(’*" %

! 结论

添加 !*!#ea<组在升温过程中再结晶不明显$
且再结晶危险区较小$对细胞无损伤&而未添加 a<
组细胞在复温过程中受伤几率很高% 玻璃化保存是
一个有效的细胞保存手段$复温过程中再结晶是一个
影响细胞存活率的重要环节$不恰当的复温过程都可
能引起再结晶$导致致命的细胞损伤 ((!) % 实际上$添
加纳米颗粒还可能减少溶液的结晶总量$提高溶液的
导热系数$都有可能减少细胞损伤$提高存活率$因此
纳米低温保存的机理还有待更多的探讨%
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