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摘　 要　 在卵母细胞低温保存过程中，低温保护剂的添加与去除是必不可少的步骤，但此过程会对细胞造成致命的渗透损伤和

毒性损伤。 为了研究保护剂添加和去除联合过程对猪 ＭＩＩ 期细胞的损伤程度，本文设计并制作了一个适合卵母细胞低温保护剂

连续添加与去除的微流体装置，分别采用微流控线性法和传统的分步法加载和去除低温保护剂，分析了两种方法对卵母细胞的

体积变化以及存活率与发育潜能的影响。 结果表明：微流控线性法加载和去除低温保护剂时，卵母细胞的体积变化明显小于分

步法；线性法处理后细胞的存活率、卵裂率、囊胚率分别为 ９５ ３％ 、６４ ４％ 、１９ ４％ ，都显著高于传统的分步法（７９ ４％ 、４３ ６％ 、
９ ７％ ）（Ｐ ＜ ０ ０５）。 因此，微流体装置用于卵母细胞低温保护剂添加与去除是有效的，能够显著减小细胞的渗透损伤，为卵母细

胞低温保存技术提供了新思路。
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继成功地冷冻保存了小鼠卵母细胞和人卵母细胞，受
精后均获得了后代。 之后，卵母细胞的低温保存成为

低温生物医学研究的重要内容，一方面能够使一些珍

稀濒危物种和优良品种资源得以延续，另一方面可为

某些因病理或其他原因而推迟生育的妇女提供生育

机会［３ － ４］。 随着研究的深入，多种哺乳动物的卵母细

胞已被保存，但保存效果并不理想［５］。 目前，学术界

普遍认为玻璃化冷冻更适合于卵母细胞的冷冻保存，
因为玻璃化避免了胞内外冰晶的生成［６ － ７］。 但是，要
想实现细胞的玻璃化保存，除了较高的降温速率外，
还需要添加高浓度的低温保护剂［８］。 在低温保护剂添

—４１１—



第 ３８ 卷 第 ３ 期
２０１７ 年 ６ 月 低温保护剂添加与去除过程对猪卵母细胞的渗透损伤

Ｖｏｌ． ３８， Ｎｏ． ３
Ｊｕｎｅ， ２０１７

加和去除过程中，由于细胞内外渗透压的急剧变化，大
量水或保护剂会快速流出或流入细胞，从而引起细胞

体积的膨胀或收缩，造成细胞膜结构的损伤［９］。
为了减小保护剂的渗透作用对卵母细胞的损伤，

近年来，研究者对低温保护剂的添加或去除过程进行

了优化。 解政鼎等［１０］ 认为采用等渗透压差、渗透时

间间隔逐渐减小的方式添加高浓度低温保护剂，可以

最大限度地减轻对细胞的损伤。 Ｓ． Ｅ． Ｍｕｌｌｅｎ 等［１１］

实验表明分步法添加 ６ ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙二醇至人卵母细

胞时，以四步添加最为理想。 Ｙ． Ｓ． Ｈｅｏ 等［１２］采用微

流体装置向卵母细胞中连续添加 １ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 丙二醇，
结果表明：整个保护剂的添加时间小于 １５ ｍｉｎ，细胞

体积的改变量小于 １０％ 。 Ｃ． Ｍａｔａ 等［１３］ 提出用微流

体装置去除脐带血低温保护剂并制作了水平两流的

微流体装置，实验验证了微流体装置用于低温保护剂

去除的可行性。 尽管这些研究明显改善了细胞低温

保存的效果，但都是孤立地优化添加过程或者去除过

程，而事实上，低温保护剂的添加与去除过程是相关

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。 Ｘ． Ｗａｎｇ 等［１４］ 也指出分步

法添加与去除牛卵母细胞低温保护剂时，四步添加结

合两步去除的方案处理后细胞发育效果最好。
为了综合评价添加和去除联合过程对细胞的损

伤程度，并且填补微流体装置用于卵母细胞低温保护

剂连续添加与去除的研究空白，本文设计制作了一个

适合卵母细胞低温保护剂连续添加与去除的微流体

装置，比较了微流控线性法和传统分步法添加与去除

低温保护剂时，猪 ＭＩＩ 期卵母细胞的体积变化及对卵

母细胞存活率与发育率的影响。

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（Ｍｅ２ＳＯ）、蔗糖、山梨醇、醋酸钙、醋酸镁，胎牛

血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。
实验中所用其他试剂除特别说明外，均购自美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司。
１ ２ 玻璃化冷冻 ／解冻液

实验中所用溶液的浓度均为体积比浓度。 基础

液：ＴＣＭ１９９ ＋ ２０％ ＦＢＳ。 分步法玻璃化冷冻液：
（ＶＳ１）基础液 ＋ １５％ Ｍｅ２ＳＯ；（ＶＳ２ ）基础液 ＋ ３０％
Ｍｅ２ＳＯ。 微流体线性法玻璃化冷冻液：基础液 ＋ ３０％
Ｍｅ２ＳＯ。 分步法解冻液：（ＷＳ１）基础液 ＋ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗

糖；（ＷＳ２）基础液 ＋ ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖；（ＷＳ３）基础液。

微流体线性法解冻液：基础液 ＋ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖。
１ ３ 猪卵母细胞的采集及 ＭＩＩ 期卵母细胞的

获得
从上海市嘉定区某屠宰场采集新鲜猪卵巢组织，

置于 ３７ ℃含 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ 的双抗生理盐水中，１ ｈ 内

运回实验室。 用生理盐水冲洗 ２ ～ ３ 次，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 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的卵丘卵母细胞复合体，即 ＧＶ
期卵母细胞。 将 ＧＶ 期卵母细胞洗涤三次后，置于已

平衡 ４ ｈ 以上的成熟培养液中，培养液为 ＴＣＭ１９９ ＋
１０％ ＦＢＳ ＋ １０％ 猪卵泡液 ＋ ０ １％ 血清促性腺激素

（ＰＭＳＧ） ＋ ０ １％ 人绒毛膜促性腺激素（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 微流体芯片的设计与制作

用于卵母细胞低温保护剂连续添加和去除的微

流体芯片主要包括流体混合通道、细胞分析腔、细胞

出入通道等，如图 １ 所示。 蛇形混合通道的尺寸（长
×宽 ×高）为 １００ ｍｍ × １５０ μｍ × １５０ μｍ，两股流体

在混合通道内层流扩散混合，实现溶液浓度的连续线

性变化。 细胞分析腔的尺寸（长 × 宽 × 高）为 １ ２００
μｍ ×１ ０００ μｍ ×１５０ μｍ，卵母细胞经细胞通道导入

细胞分析腔。 为防止卵母细胞被流体冲走，在细胞分

析腔的内部加工了两排直径为 １００ μｍ 的柱状障碍

物，障碍物之间的间距为 ５０ μｍ。
采用模塑法制作微流体芯片，首先在硅晶片上利

用光刻胶得到微流控芯片结构的光刻模具，然后将

ＰＤＭＳ 和固化剂混合均匀并浇注在模具上，完全固化

后将 ＰＤＭＳ 材料从模具上剥落下来，得到刻有微通道

的微流控芯片基片；将 ＰＤＭＳ 基片和 ＰＤＭＳ 盖片对齐

复合完成封接，然后置于 ７５ ℃的烘箱中加热 １０ ｍｉｎ，
得到牢固的 ＰＤＭＳ 芯片；最后在芯片的制定位置处用

钻孔器打四个直径为 ０ ６ ｍｍ 的孔，用塑料管连接注

射泵和口吸器，使流体和细胞进出微流体芯片。
１ ５ 微流控线性法和分步法添加与去除低温

保护剂
实验中，微流控线性法和分步法添加与去除低温

保护剂的具体程序如图 ２ 所示。
—５１１—
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图 １ 微流控线性法添加与去除低温保护剂的示意图

Ｆｉｇ． １ Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＣＰＡ ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｄ
ｕｎｌｏａｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｌｉｎｅａｒ ｍｅｔｈｏｄ

图 ２ 线性法和分步法添加与去除低温保护剂的程序

Ｆｉｇ． ２ Ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｏｆ ＣＰＡ ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｄ ｕｎｌｏａｄｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｓｔｅｐ⁃ｗｉｓｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｍｅｔｈｏｄ

微流控线性法：在导入卵母细胞前，先用基础液

充满混合通道，然后用口吸器将卵母细胞吹入细胞分

析腔并开启注射泵（Ｐｕｍｐ １１ Ｐｌｕｓ 微量注射泵：Ｈａｒ⁃
ｖａｒｄ，美国），通过注射泵分别将基础液和高浓度的低

温保护剂注入微流体芯片内，保持混合通道内总流量

为 １ ２ μＬ ／ ｍｉｎ，控制基础液的流量从 １ ２ μＬ ／ ｍｉｎ 减

小到 ０ μＬ ／ ｍｉｎ，同时保护剂的流量从 ０ μＬ ／ ｍｉｎ 减小

到 １ ２ μＬ ／ ｍｉｎ，使胞外保护剂体积浓度从 ０ 线性增

加到 ３０％ ，加载时间为 １０ ｍｉｎ。 完成低温保护剂的

添加后，不取出卵母细胞，迅速更换注射溶液（基础

液和解冻液）进行低温保护剂的去除，保持混合通道

内溶液的总流量为 ５ μＬ ／ ｍｉｎ，控制基础液的流量从 ０
μＬ ／ ｍｉｎ 增加到 ５ μＬ ／ ｍｉｎ，同时解冻液的流量从 ５ μＬ ／
ｍｉｎ 减小到 ０ μＬ ／ ｍｉｎ，使细胞外解冻液浓度从 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
线性减小到 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ，去除时间为 ８ ｍｉｎ。

分步法：将卵母细胞从基础液中移至体积浓度为

１５％Ｍｅ２ＳＯ 中平衡 ３ ｍｉｎ，然后移至体积浓度为 ３０％
Ｍｅ２ＳＯ 中平衡 ３０ ｓ，然后快速转移至 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖溶

液中平衡 ２ ｍｉｎ，然后移至 ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖溶液中平

衡 ３ ｍｉｎ，然后转移至基础液中平衡 ３ ｍｉｎ。
１ ６ 细胞图像采集与数据处理

在低温保护剂添加与去除过程中，用带有图像采

集系统的显微镜（ＴＳ１００ 倒置荧光显微镜：Ｎｉｋｏｎ，日
本）连续记录并获取整个过程中卵母细胞（ｎ ＝ ５）的
体积变化图片。 假设卵母细胞为理想球体，利用图像

分析软件测量细胞的二维投影面积，再通过球体体积

与投影面积的换算关系式（Ｖ ＝ ０ ７５２ Ｓ３ ／ ２），计算得到

细胞的体积变化。
１ ７ 细胞存活率与发育率判断

按照实验中设计的方案添加与去除冷冻保护剂

后，将卵母细胞转移至培养液中，放入 ＣＯ２ 培养箱孵

育 １ ｈ，然后将一部分细胞用荧光素双醋酸酯（ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ， ＦＤＡ）染色 ５ ｍｉｎ，再用 ＴＣＭ１９９ 洗 ３
～ ５ 遍，在倒置荧光显微镜下观察是否着色。 有强荧

光反应的为活卵，无荧光反应或弱荧光反应的为死

卵。 活卵数与细胞总数之比为存活率。 将另一部分细

胞进行孤雌激活，激活后的细胞转移至胚胎培养液中，
然后放入 ＣＯ２ 培养箱培养。 分别在培养的第二天和第

七天观察细胞卵裂率和囊胚率。 每组实验重复 ３ 次，
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 结果与讨论

２ １ 微流控线性法与分步法添加与去除低温

保护剂时卵母细胞的体积变化
图 ３ 所示为微流控线性法与分步法添加与去除

低温保护剂时卵母细胞的体积变化。 由图 ３ 可知，分
步法添加与去除低温保护剂时，细胞体积会出现多次

的膨胀和收缩，而且去除过程中细胞体积的变化幅度

要明显大于添加过程，其中最小收缩归一化体积达到

了 ０ ４６ ± ０ ０７，该变化趋势与文献［１５］中小鼠卵母

细胞体积变化的模拟结果一致，说明低温保护剂去除

过程对细胞的渗透损伤要比添加过程大。 另外，分步

法添加与去除冷冻保护剂也会增加细胞的丢失率，导
致实验的重复性差［１６］。 线性法加载与去除冷冻保护

剂时，卵母细胞的体积也会出现先缩小后膨胀的变化

趋势，但其变化明显小于分步法，最小收缩归一化体

积和最大膨胀归一化体积分别为 ０ ９５ ± ０ ０３、１ ０７
± ０ ０３，因而微流控线性法能够显著减小卵母细胞的

渗透损伤。
—６１１—



第 ３８ 卷 第 ３ 期
２０１７ 年 ６ 月 低温保护剂添加与去除过程对猪卵母细胞的渗透损伤

Ｖｏｌ． ３８， Ｎｏ． ３
Ｊｕｎｅ， ２０１７

图 ３ 微流控线性法与分步法添加与去除保护剂时

猪 ＭＩＩ 期卵母细胞的体积变化

Ｆｉｇ． ３ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＭＩＩ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｓ ＣＰＡｓ ｗｅｒｅ ｌｏａｄｅｄ ａｎｄ ｕｎｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｓｔｅｐ⁃ｗｉｓｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｌｉｎｅａｒ ｍｅｔｈｏｄ

２ ２ 微流控线性法与分步法添加与去除低温

保护剂对卵母细胞存活率与发育率的影响
表 １ 所示为微流控线性法和分步法添加与去除

　 　 　

低温保护剂后卵母细胞存活率与发育率的结果。 由

表 １ 可知，分步法处理后细胞的存活率、卵裂率、囊胚

率分别为 ７９ ４％ 、４３ ６％ 、９ ７％ 。 线性法处理后细

胞的存活率与发育率都显著高于分步法，其中存活

率、卵裂率、 囊胚率依次提高了 １５ ９％ 、 ２０ ８％ 、
９ ７％ ，与对照组之间无显著性差异。 这说明微流体

装置用于卵母细胞低温保护剂添加与去除是有效的，
能够显著减小细胞的渗透损伤，从而进一步提高细胞

的存活率与发育潜能。 Ｙ． Ｓ． Ｓｏｎｇ 等［１７］将微流体装

置用于肝细胞低温保存的保护剂加载与去除过程，处
理后细胞的存活率比一步法高 ２５％ ，比两步法高

１０％ ，同时还指出微流体装置更适合应用于一些渗透

敏感性的细胞，比如卵母细胞和胚胎干细胞。 然而，
对于微流体装置也存在不同的结论，Ｎ． Ｇｕａｎ 等［１８］

采用微流控装置连续加载并去除肝脏切片的冷冻保

护剂，结果表明：连续法能够显著减小渗透压的变化

速率，但是与分步法相比，其并不能改善肝脏切片的

存活率。 两者结论差异的原因可能是所用微流控装

置结构和操作方法不同，另外，组织和细胞对保护剂

的渗透特性也存在较大差异。

表 １ 微流控线性法和分步法添加与去除保护剂对猪 ＭＩＩ 期卵母细胞存活率与发育率的影响

Ｔａｂ． １ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｄ ｕｎｌｏａｄｉｎｇ ＣＰＡ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔｅｐ⁃ｗｉｓｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｌｉｎｅａｒ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＩＩ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ

组别 存活率 ／ ％ 卵裂率 ／ ％ 囊胚率 ／ ％

对照组 （ｎ ＝ １３４） ９８ ７ ± １ ８ａ ７２ ４ ± １ ４ａ ２４ ９ ± ５ ４ａ

分步法 （ｎ ＝ １１２） ７９ ４ ± ３ ５ｂ ４３ ６ ± ３ ２ｂ ９ ７ ± ４ ０ｂ

微流体法 （ｎ ＝ ７４） ９５ ３ ± ０ ８ａ ６４ ４ ± ６ ２ａ １９ ４ ± ０ ９ａ

注：ａ，ｂ 表示不同字母表示组之间有显著性差异，Ｐ ＜ ０ ０５。

３ 结论

为了综合评价保护剂添加和去除联合过程对细

胞的损伤程度，本文设计制作了一个适合卵母细胞低

温保护剂连续添加与去除的微流体装置，研究了微流

控线性法添加与去除低温保护剂时，卵母细胞的体积

变化及对卵母细胞存活率与发育率的影响，并与传统

的分步法进行了比较，主要结论如下：
１）采用微流控线性法加载与去除低温保护剂

时，猪 ＭＩＩ 期卵母细胞的体积变化明显小于分步法，
其中最小收缩归一化体积和最大膨胀归一化体积分

别为 ０ ９５ ± ０ ０３、１ ０７ ± ０ ０３，说明线性法能够显著

减小对卵母细胞的渗透损伤。
２）微流控线性法处理后细胞的存活率、卵裂率、

囊胚率分别为 ９５ ３％ 、６４ ４％ 、１９ ４％ ，都显著高于

传统的分步法（７９ ４％ 、４３ ６％ 、９ ７％ ）（Ｐ ＜ ０ ０５）。

本文受上海市国家重点实验室（１Ｎ１５３０１１０１）项目资助。
（Ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔ ｗａｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｓｈａｎｇｈａｉ （Ｎｏ． １Ｎ１５３０１１０１）． ）
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