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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
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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—
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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）． ）

参考文献

［１］　 Ｗｈｉｔｔｉｎｇｈａｍ Ｄ Ｇ． Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｏ
ｔｅｒｍ ｏｆ ｕｎｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｏｏｃｙｔｅｓ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ⁃１９６
ｄｅｇｒｅｅｓ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ， １９７７，
４９（１）： ８９⁃９４．

［２］　 Ｃｈｅｎ Ｃ． Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｆｔｅｒ ｈｕｍａｎ ｏｏｃｙｔｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｌａｎｃｅｔ （ Ｌｏｎｄｏｎ， Ｅｎｇｌａｎｄ）， １９８６， ３２７ （８４８６）：
８８４⁃８８６．

［３］　 Ｋａｒｌｓｓｏｎ Ｊ Ｍ， Ｓｚｕｒｅｋ Ｅ Ａ， Ｈｉｇｇｉｎｓ Ａ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ｌｏａｄｉｎｇ ｉｎｔｏ ｍｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｏｏ⁃

—７１１—



第 ３８ 卷 第 ３ 期
２０１７ 年 ６ 月

制 冷 学 报
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ

Ｖｏｌ． ３８，Ｎｏ． ３
Ｊｕｎｅ， ２０１７

ｃｙｔｅｓ［Ｊ］． Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１４， ６８（１）： １８⁃２８．
［４］　 李维杰， 周新丽， 吕福扣， 等． 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［ Ｊ］． 制冷学报，
２０１４， ３５（１）： １１４⁃１１８． （ＬＩ Ｗｅｉｊｉｅ， ＺＨＯＵ Ｘｉｎｌｉ， ＬＹＵ
Ｆｕｋｏｕ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ｏｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ ｎａｎｏ⁃ｃｒｙｏ⁃
ｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ， ２０１４， ３５ （１）：
１１４⁃１１８． ）

［５］　 Ｋｕｗａｙａｍａ Ｍ． Ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒ⁃
ｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｓ： Ｔｈｅ Ｃｒｙｏｔｏｐ ｍｅｔｈｏｄ
［Ｊ］． Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ， ２００７， ６７（１）： ７３⁃８０．

［６］　 Ｃｈｉａｎ Ｒ Ｃ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｌｉ Ｙ Ｒ． Ｏｏｃｙｔｅ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ： ａｄ⁃
ｖａｎｃｅｓ， ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｇｏａｌｓ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｓｓｉｓｔｅｄ
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２０１４， ３１（４）： ４１１⁃４２０．

［７］　 李维杰， 王利红， 刘宝林， 等． 新型卵母细胞载体降温

速率的实验研究［ Ｊ］． 制冷学报， ２０１６， ３７（１）： １１４⁃
１１８． （ＬＩ Ｗｅｉｊｉｅ， ＷＡＮＧ Ｌｉｈｏｎｇ， ＬＩＵ Ｂａｏｌｉｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘ⁃
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｏｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｔｙｐｅ ｏｆ ｏｏｃｙｔｅ
ｃａｒｒｉｅｒｓ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ． ２０１４， ３７（１）： １１４⁃
１１８． ）

［８］　 王欣， 华泽钊， 刘宝林， 等． Ｍｅ２ＳＯ 浓度及预处理条件

对组织工程化真皮活性的影响［ Ｊ］． 上海理工大学学

报， ２００７， ２９（４）： ３１１⁃３１４． （ＷＡＮＧ Ｘｉｎ， ＨＵＡ Ｚｅｚｈａｏ，
ＬＩＵ Ｂａｏｌｉｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｅ２ＳＯ ａｎｄ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ⁃ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｄｅｒｍａｌ ｒｅｐｌａｃｅ⁃
ｍｅｎｔ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ ｆｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００７， ２９（４）： ３１１⁃３１４． ）

［９］　 Ｃｌａｒｋ Ｎ Ａ， Ｓｗａｉｎ Ｊ Ｅ． Ｏｏｃｙｔｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ： ｓｅａｒｃｈｉｎｇ
ｆｏｒ ｎｏｖｅｌ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｓｓｉｓｔｅｄ
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２０１３， ３０（７）： ８６５⁃８７５．

［１０］ 解政鼎， 马学虎， 艾丹亭， 等． 低温保护剂对神经干细

胞球添加过程的模拟分析［ Ｊ］． 化工学报， ２０１３， ６４
（１１）： ３９５６⁃３９６７． （ＸＩＥ Ｚｈｅｎｇｄｉｎｇ， ＭＡ Ｘｕｅｈｕ， ＡＩ Ｄａｎ⁃
ｔｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｎｅｕｒａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ａｎｄ Ｅｎ⁃
ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， ２０１３， ６４（１１）： ３９５６⁃３９６７． ）

［１１］ Ｍｕｌｌｅｎ Ｓ Ｅ， Ｌｉ Ｍ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｏｏｃｙｔｅ ｖｉｔｒｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ： ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｅｔａｐｈａｓｅ ＩＩ ｏｏｃｙｔｅｓ ｔｏ ｗａｔｅｒ ａｎｄ
ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｌｉａｎｃｅ ｔｏｗａｒｄ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ［ Ｊ］．
Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ， ２００８， ８９（６）： １８１２⁃１８２５．

［１２］ Ｈｅｏ Ｙ Ｓ， Ｌｅｅ Ｈ Ｊ， Ｈａｓｓｅｌｌ Ｂ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｌｏａｄｉｎｇ
ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ （ＣＰＡｓ） ｔｏ ｏｏｃｙｔｅ ｗｉｔｈ ｌｉｎｅａｒ ａｎｄ ｃｏｍ⁃

ｐｌｅｘ ＣＰＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｎ ａ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｐｌａｔｆｏｒｍ［Ｊ］． Ｌａｂ ｏｎ ａ
Ｃｈｉｐ， ２０１１， １１（２０）： ３５３０⁃３５３７．

［１３］ Ｍａｔａ Ｃ， Ｌｏｎｇｍｉｒｅ Ｅ Ｋ， Ｍｃｋｅｎｎａ Ｄ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ⁃
ｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ａ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎ⁃
ｓｉｏｎ［ Ｊ］． Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ａｎｄ Ｎａｎｏｆｌｕｉｄｉｃｓ， ２００８， ５ （４）：
５２９⁃５４０．

［１４］ Ｗａｎｇ Ｘ， Ａｌ Ｎａｉｂ Ａ， Ｓｕｎ Ｄ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ
ｓｔｅｐ⁃ｗｉｓｅ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ａｄｄｉｎｇ ａｎｄ ｄｉｌｕｔｉｎｇ ｐｒｏｔｏｃｏｌ［ Ｊ］．
Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１０， ６１（１）： ５８⁃６５．

［１５］ Ｗａｎｇ Ｌ， Ｌｉｕ Ｊ， Ｚｈｏｕ Ｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａ⁃
ｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｏｏｃｙｔｅ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅ⁃
ｄｕｒｅｓ［ Ｊ］． Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ２０１１， ８５（５）： ８８４⁃
８９４．

［１６］ Ｈｅｒｒｉｄ Ｍ， Ｂｉｌｌａｈ Ｍ， Ｍａｌｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｖｉｔ⁃
ｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄｒｏｍｅｄａ⁃
ｒｙ ｃａｍｅｌ （ Ｃａｍｅｌｕｓ ｄｒｏｍｅｄａｒｉｕｓ） ［ Ｊ］． Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ，
２０１６， ８５（４）： ５８５⁃５９０．

［１７］ Ｓｏｎｇ Ｙ Ｓ， Ｍｏｏｎ Ｓ， Ｈｕｌｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｆｏｒ ｃｒｙｏ⁃
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｌａｂ ｏｎ ａ Ｃｈｉｐ， ２００９， ９ （１３）： １８７４⁃
１８８１．

［１８］ Ｇｕａｎ Ｎ， Ｂｌｏｍｓｍａ Ｓ Ａ， ｖａｎ Ｍｉｄｗｏｕｄ Ｐ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｗａｓｈｏｕｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ⁃ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ［ Ｊ］． Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１２，
６５（３）： １７９⁃１８７．

通信作者简介

周新丽，女，副教授，上海理工大学生物热科学研究所，（０２１）
５５２７０２１８，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｊｕｌｉｌｙ＠ １６３． ｃｏｍ。 研究方向：生物材料的低

温保存。 现 在 进 行 的 项 目 有： 国 家 自 然 科 学 基 金 项 目

（５１３７６１３２）———卵母细胞微流体低温保存过程的理论与实验

研究。
Ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ
Ｚｈｏｕ Ｘｉｎｌｉ， ｆｅｍａｌｅ， ａｓｓｏｃｉａｔｅ ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｔｈｅｒｍａｌ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ ｆｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
＋ ８６ ２１⁃５５２７０２１８， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｊｕｌｉｌｙ＠ １６３． ｃｏｍ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｉｅｌｄｓ：
ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ． Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒ ｔａｋｅｓ ｏｎ ｐｒｏｊｅｃｔ ｓｕｐ⁃
ｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ．
５１３７６１３２）： ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｏｏｃｙｔｅ ｃｒｙｏ⁃
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ．

—８１１—




