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摘要  [ 目的] 为了深刻了解细胞冻融技术的研究与应用进展。[ 方法] 综述细胞冻融技术的原理 ,精子冻融、卵子冻融和胚胎冻融技术
的研究进展。配子及胚胎的冻融研究已初步成熟 ,并得到广泛应用。[ 结论] 该技术的研究与应用成果值得推广 ,但仍需进一步的研究。
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1  细胞冻融技术的原理

细胞冻融包括细胞的冻结保存和细胞融解过程两个阶

段。细胞的冻结和超低温保存为细胞的脱水过程。当温度

降低时,水分由细胞内流向细胞外,细胞适度脱水, 当温度进

一步降低 ,细胞内液开始结冰, 快速降温至 - 196 ℃, 未冻液

体玻璃化而不形成新的冰晶。细胞融解过程是将冻结的细

胞复温,使其恢复到冻前状态, 由于受活细胞耐热限制,融化

槽温度一般在36～42 ℃。冻融过程中细胞冰晶形成将导致

细胞损伤。影响细胞冻融的两个重要因素是冻融速率和保

护剂浓度。冷却过快, 细胞内形成大量冰晶 ,造成细胞膜性

结构破坏; 冷却过慢,细胞内溶液浓度过高使细胞易遭损伤 ,

但此时渗透压改变可由保护剂来弥补, 并使细胞内形成少量

而微小的冰晶。此外, 保护剂的种类、加入和移除方式以及

低温对脂相细胞膜的改变均影响细胞的成活率[ 1 - 2] 。

2  精子的冻融

精子的冷冻效果受遗传背景、冷冻保护剂、冷冻方法( 冷

冻速率、解冻温度等) 等因素的影响。人精子在冻融后其超

微结构均发生了一定的变化: 精子的质膜变皱、破裂甚至丢

失, 核局部出现凹陷,并有顶体物质漏出;中段的线粒体肿胀

或破坏,线粒体嵴改变, 有部分线粒体基质密度降低 ;尾部结

构形态虽无改变, 但没有冷冻前清晰, 有些模糊不清。冻融

后的精子 , 染色质基本完整。由于细胞内外冰晶形成的影

响, 对精子膜产生一定的损伤, 可导致精子质膜和顶体膜的

通透性增加和破坏 ,引起部分精子顶体内容物的漏失和精子

能量代谢降低或停止,使精子的活动力和穿入卵细胞透明带

的能力降低。但有学者指出[ 3] , 冷冻 - 复温过程不损伤

DNA, 冷冻贮存 75 周以上的精子 DNA 未发现有重要改变。

经卵胞浆内单精子显微注射操作证实, 冻融精子并不影响其

受精能力 ,受精卵内可见双原核, 卵周隙有2 个极体, 卵裂后

同样能形成4～8 个卵裂等大均质透明无碎片的优质胚胎。

认为精子冻融造成的精子细胞膜和顶体的改变并不完全影

响精子的受精能力和胚胎形成。冷冻还可以使一些劣质精

子被淘汰。精子冷冻储备结合单精子注射技术为男性不育

治疗困难患者提供更多的治疗途径[ 4] 。研究还发现经冷冻

复苏后精子的卷尾现象明显增多, 但不活动, 可能是在冻融

过程中由于冷冻保护剂的作用引起渗透压的剧烈变化所致。

精子卷尾是由于在低渗时水分通过精子膜进入精子, 以重建

内外液体间的平衡而使精子尾部产生膨胀, 是细胞膜功能
�
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的正常表现,是细胞具有完整的功能活动的特征[ 5] 。

3  卵子的冻融

卵细胞在冻融过程中将经受温度、冰晶、渗透压和高溶

质浓度等一系列变化 ,细胞极易受损伤。对于不同时期卵母

细胞冷冻的研究, 有学者认为 GV 期卵母细胞因细胞膜的稳

定性差等原因, 对温度较为敏感, 冷冻时更易受到伤害。此

外, 使用玻璃微管冷冻猪卵母细胞与常规细管程序化冷冻比

较, 冻后存活率有显著提高[ 6] 。

卵细胞冻融后可出现多种改变, 如透明带破裂变性、硬

化, 卵细胞膜破裂 ,胞浆内颗粒改变, 皮质颗粒分布和数量改

变, 细胞骨架解聚 ,染色体非整倍体和多倍体的发生等。

卵丘细胞对猪卵母细胞冷冻的作用, 证实卵丘细胞的

存在有助于提高猪卵母细胞对冷冻液处理的耐受性。事实

上, 在影响冷冻效果的诸因素中 , 冷冻/ 解冻速度是主因 ,

尽量减少卵母细胞周围冷冻液的体积和冷冻载体的厚度 ,

可以改善冷冻保存效果[ 7] 。冻存的卵- 冠 - 丘细胞复合物

( OCCC) 与裸卵冻存相比 ,不但可以降低保护剂毒性, 而且有

较高的成活率,但在预冻前保存或至少保存卵丘细胞。冻融

可对卵细胞的透明带、染色体、皮质颗粒、纺锤体和细胞骨架

等造成不同程度的损伤,还可导致细胞内各种酶系和分子结

构的改变。对未成熟卵细胞以及始基卵泡的冻存可能减少

损伤[ 8] , 但这有赖于良好的体外培养体系的建立及一些冷冻

保护剂对其结构和功能的影响,如通常在慢冻融是 DMSO 和

PROH 的浓度< 1 .5 mol/ L, 以降低毒性和避免细胞过度收缩。

以此来使其进一步发育成熟, 恢复减数分裂并最终得以受精

和妊娠[ 9] 。

人卵子经冻融后能成功受精发育并妊娠分娩者很少, 迄

今为止,全世界仅60 余个婴儿出生于玻璃化冷冻的人卵母

细胞, 难以应用于临床[ 10] 。卵子冻融尚处于研究探索阶段。

4  胚胎冻融

胚胎冻融技术包括胚胎冷冻和胚胎复苏两个过程。胚

胎冷冻是细胞充分脱水和渗透性保护剂进入细胞的过程; 胚

胎复苏是水进入细胞和渗透性保护剂脱出的过程。胚胎冷

冻技术在胚胎移植中极为重要, 是动物胚胎移植产业化和人

工辅助生殖的重要技术保障。

胚胎冷冻成功的关键在于细胞脱水和保护剂渗透细胞

两者之间达到平衡, 若冷冻前的胚胎质量不高 ,碎片很多, 会

使每个细胞完整度差 ,冻存前碎片> 20 %的胚胎经冷冻后基

本无法存活 ,只有那些冻存前碎片< 10 % 的胚胎, 解冻后能

继续分裂,才有冷冻价值[ 11] 。

判断胚胎质量标准包括细胞数、碎片量和细胞形态等。
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胚胎完整率越高, 胚胎质量越好 ,抵抗冷冻损伤的能力越强。

选择解冻后优质胚胎移植是获得临床妊娠的关键因素。研

究表明, 妊娠组的冻融胚胎细胞完整率显著高于非妊娠组 ,

有力地支持了胚胎质量是影响冻融胚胎移植妊娠结局重要

因素的观点[ 12] , 细胞完整率可有效预测冻融胚胎移植后的

妊娠结局。影响冻融胚胎移植成功率的重要因素之一是胚

胎能否耐受冷冻和解冻的损伤, 该损伤是发生在冷冻或解冻

的过程中, 细胞发生物理和化学的应激, 通常是由于细胞内

冰晶形成或者由于细胞失水所致的渗透压改变。一般来说

胚胎在分裂早期冷冻的效果比晚期好, 即冻融分裂期胚胎的

结局比桑椹胚或囊胚好。通常认为胚胎的存活率与所含细

胞数成反比。国外有学者对胚胎在不同的发育时期进行冷

冻是否存在差异进行了研究, 结论不统一, 甚至相反[ 13 - 15] 。

不同冷冻时间仅对来源于体外受精的冻融胚胎有影响 ,却并

不影响来源于胞浆内精子注射的冻融胚胎移植成功率[ 14] 。

但还没有确切的证据表明胚胎在某个时期比其他时期冷冻

更有优势, 可能与胚胎冷冻方法、冷冻和解冻液或冷冻胚胎

选择标准不同等原因有关[ 15] 。

解冻后的胚胎可表现为所有卵裂球完整、部分卵裂球完

整和全部卵裂球死亡3 种情况。一般认为至少有50 % 完整

的卵裂球的胚胎才有移植价值。许多资料表明, 胚胎复苏后

卵裂球的完整性对妊娠率有影响[ 16] , 移植所有卵裂球都完

整的胚胎,妊娠率、种植率显著提高[ 17] 。

胚胎冷冻技术是动物胚胎移植产业化和人工辅助生殖

的重要技术保障。胚胎冷冻融解方法、胚胎质量、冻融胚胎

移植时机等均会影响最终结果, 其中尤以胚胎质量最为重

要。如何提高冻融胚胎存活率、植入率和妊娠率等是今后要

致力研究的问题。
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g/ L , 培养10 d 左右便长出新根 ,15 d 生根率达95 % 以上。

当根长接近1 c m时便可移栽。在移栽前3 d 将不同浓度的

多效唑分别加入培养瓶中, 处理3 d 后 , 移栽到蛭石中。移

栽初期保湿、保温 , 适当遮阳, 移栽后25 d 统计移栽成活率。

试验结果表明( 表2) , 加多效唑的处理移栽成活率都比对照

高。其中以多效唑浓度为4 .0 mg/ L 的处理移栽成活率最

高, 达92 % ,比对照移栽成活率提高14 个百分点。

  表2 不同浓度多效唑对香花槐生根试管苗移栽成活率的影响

多效唑浓度

mg/ L

移栽株数

株

死亡株数

株

移栽成

活率∥%
   0 50   11 78

2 .0 50 6 88
4 .0 50 4 92
6 .0 50 7 86
8 .0 50 7 86

10 .0 50 8 84

2 .3  多效唑对香花槐种质保存的影响 在常温( 20 ±5) ℃

条件下, 可通过在培养基中加入2 .0～3 .0 mg/ L 的多效唑抑

制香花槐试管苗生长, 避免试管苗早衰, 从而减少继代接种

次数。在该试验中发现, 香花槐试管苗生长35 d 后便出现

嫩梢生长点死亡现象, 温度愈高, 时间愈长 , 嫩梢死亡率愈

高。而加2 .0～3 .0 mg/ L 多效唑的试管苗, 能减少继代次

数, 使保存期延长至4 个月。

3  小结与讨论

在香花槐试管苗继代培养时 , 以 MS 培养基, 附加 BA

0 .4 mg/ L、NAA 0 .04 mg/ L、蔗糖30 mg/ L、琼脂7 g/ L 时, 加入

0 .1～1 .5 mg/ L 的多效唑有利于壮苗。多效唑浓度在2 .0

mg/ L 以上时, 试管苗生长严重受抑, 有利于种质保存。结

果表明, 随多效唑浓度的增加, 香花槐试管苗的嫩梢长度和

繁殖系数逐渐降低 ,这与多效唑的作用机理是一致的[ 5] 。
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