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[摘要]玻璃化卵子冷冻技术的发展使卵子冷冻后的解冻复苏率 、妊娠率和婴儿出生率显著提高，目前的研究专注于降低冷冻 

保护剂的毒性及提高冷冻的安全性。玻璃化冷冻技术的关键是提高卵子的冻融效能。目前对冷冻后卵子长时间储存于液氮中 

的安全性问题尚缺乏充分研究，但鉴于其复苏率和使用效能的长足提高，现已趋于将该技术作为女性生育力保存或卵子馈赠的 

重要手段。文章就卵子冷冻技术的研究进展进行综述，包括玻璃化卵子冷冻的应用、意义，冷冻、解冻速率 ，未成熟卵子冷冻，卵 

子储 存 ，卵子 冷冻安全性等方面 。 
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Progress of application of oocyte cryOpreserVatiOn techniques 

W ANG Yao． DI Wen 

(Department of Reproductive Medicine，Renji Hospital，Shanghai Jiaotong University School ofMedicine，Shanghai 200127 

China) 

【Abstract】 Recent advances in vitrification techniques have markedly improved the efficacy of oocyte cryopreservation in 

terms of oocyte survival and pregnancy as well as live birth rates． However，there is still room for improvement of oocyte 

vitrification techniques． Remaining challenges include the development of less cytotoxic vitrification solutions and safe 

vitrification devices． Guided by the principles of cryobiology，it should be noted that the essential element to oocyte survival 

during the vitrification—thawing procedures is a very high warming rate during thawing．There is no solid evidence to suggest 

a safety issue when the vitrified oocytes are stored for prolonged periods of time in liquid nitrogen．W hile recent advances in 

the effi cacy of oocyte vitrification have been positioned by this technology as a standard procedure for female fertility 

preservation or in the setting of egg donation，long—term follow—up of infants born from this technology remains essentia1
． The 

research progress of oocyte cryopreservation techniques is reviewed in this paper， including the application and role of 

vitrification techniques，velocities of freezing and thawing，immature oocyte cryopreservation，oocyte preservation and safety 

of oocyte cryopreservation． 
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胚胎、卵子和卵巢组织的冷冻是保存女性生育 

力 的三项 主要 手段 ，各有 其优 缺点 ，适用 于不 同群 

体。越来越多的学者 认为，卵子冷冻应被视为辅 

助生殖技术一项重要 的组成部分 。2013年美 国生育 

年会颁布的指 导原则表 明，目前成熟卵子 的冷 冻 已 

不再局限于实验研究 。 

先前 的卵子冷冻实验 运用慢速冷冻法 ，当时被 

认为是胚胎 冷冻金标准 。然而 ，慢 速冷冻卵子导致 

极低的胚胎存活率和妊娠率。随着技术的发展，通 

过增加冷冻保护剂 中蔗糖 的浓度 ，慢 速冷冻卵子 的 

效能明显提高 。随着冷冻技术 的进一步发展 ，卵 

子冷冻的效能有了长足的进步 。目前 ，世界范围 

内已有较多研究 报道了卵子冷冻后较高的复 

苏率 、妊娠率和出生率 ，由此表明卵子冷冻可作为女 

性生育力保存的可信赖的方法。 

1 卵子冷冻的应用和意义 

1．1 卵子冷冻的应用范围 

有效的卵子冷冻系统的建立对辅助生殖的临床 

工作起到了很重要 的作用 ，参考 2013年美 国生育年 
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会颁布的指导原则，其主要应用如下：将要接受肿瘤 

放 、化疗而损伤卵巢功能患者 ，术前冷冻卵子 ，可为 

保留今后生育机会 ；遗传性 疾病需要 预防性 切除输 

卵管卵巢(如 BRCA突变 )、卵巢早衰 ；体外受精取卵 

日取精失败 ；因某些原因不能冻存胚胎；希望延迟生 

育年龄；建立 卵子库 ；调配供 卵与受 孕之 间的时 

间，提供给受卯者各种生理状况调至适于受孕的最 

佳时机以充分的准备时问。 

1．2 卵子冷冻的意义 

1．2．1 避免因胚胎冷冻产生 的伦理及立法限制 

卵子冷冻造福了 由于胚胎冷冻而引起道德或者宗教 

问题 的不孕夫妇 。事实上，卵子冷冻在许多胚胎冷 

冻被禁止的国家成为生育能力保存的手段之一。 

1．2．2 为供卵项 目提供便利 患有卵巢早衰的患 

者欲生育只能依赖于供卵。由于需要供者和受者的 

内分泌激素同步化 ，使供卯变得复杂和耗时。卵子 

冷冻解决了供受双方月经周期 同步化 的问题 ，从 而 

为卵子库的建立提供 了可能性 ，为供受者 的双方协 

调提供 了便利 “ 。另外 ，卵子冷冻期问，提供 了有 

效的时间以发现供者传播性疾病 。因此，卵子库 

的建立有助于解决 目前 的供卵弊端。 

1．2．3 延迟生育年龄 卵子冷冻为因某些原 因而 

延迟生育的妇女提供了一种选择。年龄对妇女生育 

力的影响是众所周知 的” ’” 。与年龄相关的 5项不 

利于女性妊娠的因素分别为卵巢功能下降、流产 、染 

色体异常、合并高血压和死产史。在女性生育年龄 

中，35岁以后生育力明显下降，自然流产率上升。高 

龄妇女生育唐 氏综合征和染色体异常子代的风险增 

加。尽管如此 ，许 多妇女为 了职业发展仍计划延迟 

生育年龄。 目前 ，女性经常会希望将生育年龄延 至 

35岁甚至 40岁以上。高龄妇女怀孕 的风险主要来 

自于卵子的老化 ，卵子冷冻技术 提供了解决这 一问 

题 的方案。 

1．3 卵子冷冻的损伤和反损伤 

卵子冷冻造成的损害包括 ：①细胞骨架 的破坏， 

不同冷冻保护剂 的类 型、浓度和接触时间均可不 同 

程度地影响细胞骨架成分的组装和改变；②纺锤体损 

伤，染色体及 DNA重组错误；③细胞膜、细胞质损伤； 

④透明带变硬；⑤ATP水平降低，线粒体损伤可能。 

卵子冷冻技术成熟 的标志是妊娠率和出生率接 

近于新鲜周期 。然而 ，该技术需运用高浓度 的冷冻 

保护剂 ，如甘 油 (ethylene glycol，EG)、二 甲基 亚砜 

(dimethyl sulfoxide，DMSO)、1，2一丙 二 醇 (1，2一 

propanediol，PROH)，将卵子暴露于高浓度 的冷冻保 

护剂将使其面临着化学和渗透压双重毒性 。。虽然 

目前尚无标准 的卵子冷冻指导程序 ，但是所有冷冻 

保护剂 的浓度最低为 3．0 mol／L(单个或多种冷冻保 

护剂联合)。 

在冷冻保护剂中添加成分可使溶液 中的渗透性 

显著提高。如在 2．0 mol／L的浓度 中，EG、DMSO和 

PROH溶液的渗透性约为 2 500 mOsm／kg。因此 ，添 

加和去除冷冻保护剂 时卵子膜 两侧 的渗 透压不平 

衡 ，可能导致卵子形态和功能的改变以及 细胞 骨架 

的破坏。 

动物模型研究 报道卵子冷冻导致 H4 acetylation 

和 H3 lysine 9 methylation(h3K9)的改变。慢速冷冻 

和玻璃化冷冻均不 同程度地改变人类 MII成熟卵子 

的基因表达 。然而 ，一项 DNA基因印记技术 的随 

机对照研究 表明，卵子冷冻后行卵胞质单精子显 

微注射并不增加胚胎的单倍体率或者降低囊胚 的着 

床潜能 。 

在解冻和复苏过程中，卵子从高浓度的冷冻保 

护剂转移至等渗液中将会导致反向性地渗透性休 克 

或者过度膨胀 ，若超过一定阈值则会导致卵子死亡。 

因此 ，了解冷冻保护剂对卵子的冷 冻保护作用非 常 

重要的一点是判断卵子对渗透压的耐受力。若卵子 

直接暴露于等渗液中，液体渗透到卵胞浆 内的速度 

比冷冻保护剂 由卵胞 浆向外扩散 的速率快很 多，卯 

细胞从而过度膨胀，这种现象称为渗透性膨胀损 伤 

或者渗透性休克。将 卵子在含有非渗透性冷冻保护 

剂 (如蔗糖等)的高渗性溶液中进行解冻可以预防渗 

透性休克。蔗糖是运用最普遍 的糖 类，其用于解冻 

液中形成了渗透压 的抵抗 ，防止水渗透进卯子 内，预 

防膨胀性损伤。总之 ，蔗糖 的保护作用可能是相 当 

复杂的，其在卵子冷冻 和解冻 中的作用有待进一 步 

研究。 

卵子冷冻成功的关键是运用最小浓度 的冷冻保 

护剂并且获得更稳定 的卵子解冻效果。 目前，卯子 

冷冻方案将着力于不断降低冷冻保护剂的毒性 。 

2 卵子的冷冻和解冻速率 

卵子冷冻的方法可分为：①慢速冷冻／快速解冻 

(冷冻速率为 0．3～2 oC／min)；②快速冷冻／解冻或 

玻璃化冷冻(降温速率超过 20 000 oC／rain)。 

冷冻导致水结 晶成 冰，进 而破坏 卵细胞 内的细 

微结构 。冷冻过程 中，细胞 内冰 晶形成和高浓度 的 

溶液是导致卵子或者胚胎死亡的重要 因素。因此 ， 

慢速冷冻的 目的在于面临冰 晶形成 、渗透性损伤或 
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者低温损伤仍能维持其复杂 的卵子结构 。诱导冰晶 

形成 的过程被称 为播种 (seeding)，导致冰核 的异质 

化 ，它是一种冰核同质化更稳定 的状态 ，在细胞冷冻 

过程 中是一个非 常重要 的步骤 ，能阻止细胞过度冷 

却，启动细胞的脱水过程。播种后，冷冻速率降至 

0．3～0．5 oC／min，直到达到一定程度 的低温 (通常为 

一 30～一150 c(=)，然后卯细胞被储存于液氮中。解冻 

是个快速温度变化的过程 ，复温速率超过 360℃／min。 

这个过程预防了冰晶的再形成 。 

另一个防止 冰晶形成 的方法是 通过快速 降温／ 

复温(直接将样本投入液氮 )将卵子或胚胎 内部结构 

玻璃化 。虽然这一技术提 高了卵子冷冻 的可行性 ， 

但是运用高浓度的卵子冷冻保护剂仍需要预防冰晶 

形成。玻璃化冷冻 的基本原理是用高浓度 的冷冻保 

护剂溶液将细胞 内水分置换 出来 ，经急 速降温 由液 

态转化为外形似玻璃状 的非 晶体化 固体状态 ，以此 

来保护细胞。玻璃化意味着去 冰的固态水 。这一概 

念在于如果降温达到一定速率 ，即避免 了冰晶的形 

成 ，以此来保 护细胞 ，使冷 冻成功。严格 意义上说 ， 

将慢速冷冻运用于玻璃的转化温度 (一130℃)时， 

玻璃态亦可 出现。因此 ，玻璃化冷 冻的机制是使用 

高浓度的冷冻保 护剂和极快速 的冷冻 和解冻速率 ， 

避免发生广泛的去玻璃化和再结晶，以此快速渡过 

玻璃化的冰点 ，以避免细胞内外冰 晶形成 ，维持了正 

常的超微结构 ，减少 了对细胞 的损害 ，提高 了冷冻复 

苏率 。 

几乎所有的研究都认为降温速率是卵子玻璃化 

冷冻成功与否的决定性 因素。既往 的研究运用不 同 

的载体以期获得高冷冻速率。起初 ，电子显微镜格 、 

开放式的麦管 、尼龙 网格 、cryoloop冷冻环 和塑料杆 

等均被用作投 入液氮的载体 。随后 ，一些 商业 化 的 

设计 ，如冷冻帽和冷冻 叶 ’ 相继诞 生 ，运用 这些载 

体冷冻标本得以直接接触液氮 ，从而获得对 冷冻非 

常关键 的 >20 000℃／min的冷冻速率。然而，直接 

接触液氮所 引起的细菌和真菌 的污染是储存精子和 

胚胎时必须面临和考虑 的重要问题 ”。 。曾有研究 

设想使用灭菌的液氮 或液氮蒸汽 来避免液氮 

在冷冻期间造成 的污染 ，而问题 在于为 了获得足够 

的降温速率 ，是否必须将物质直接投入液氮中。 

至今，对于小体积(<1．0 txL)的液体和标本尚 

未获 得 最 佳 冷 冻 和 复 苏 速 率 。 目前 ，动 物 研 

究 表 明，慢速冷冻的致命 弊端是再结 晶过程 中 

细胞 内小冰晶的再次形成 。这就意味着冷冻过程 中 

降温速率的重要性较复温速率要小 。越来越多的 

研究 证实，与快速的降温速率比较，快速的复温速 

率对冷冻的结局更重要 。 

3 未成熟或成熟卵子的冷冻 

虽然 1986年 一例报道人 卵子 冷冻后妊娠并 活 

产的病例使用的是慢速冷冻的方法，但大多数早期 

报道 中，运用此方 法后卵子冻融后 的存 活率 和妊娠 

率都相当低。慢速冷冻 MII成熟卵子的效能低 ，可能 

与造成纺锤体的损伤或者染色体不规则排列有关。 

未成熟 的 GV期卵子可能对慢速冷 冻的耐受更好。 

理论上说 ，未成熟 GV卵子冷冻后造成 的多倍体和非 

整倍体是可以避免的，因为 GV期的卵子染色质在双 

线期的前期分散 继而 由核膜将其包 绕，从而可 以预 

防纺锤体解聚。 

然而 ，GV期的卵子冷冻解冻后体外成熟仍有很 

大的困难。虽然解 冻后卵子存活率提 高了，但 是低 

体外成熟率和受精率仍是未成熟 卵子冷 冻的瓶颈。 

随着冷冻技术的提高 ，未成熟 GV卵子和成熟的 MII 

卵子的玻璃化冷冻之后的存活率无显著差异 。但 

是 ，研究 发现 GV期未成熟卵子经过冻融后 成 

熟的潜能有所降低 ，建议卵子最好在体外成熟至 MII 

阶段再行玻璃化冷冻，这样的效果优于未成熟 GV 

期。但至今未成熟 GV卵子冷冻或体外成熟 后冷 冻 

解冻后活产仅有个案报道 ’ 。 

4 卵子储存过程 

理论上卯子储存 在液氮里相对安 全，卵胞浆 内 

没有明显的不可接受的生物和代谢改变。目前认 

为 ，在液氮 (一196 qC)中细胞的生物 活性停 滞。至 

今 ，大多数研究着眼于胚胎储存 于 一196℃ ，延长储 

存期限后的质 量，提示胚胎 的质 量不受冷冻期限 的 

影响。许多研究 表明人类胚胎长期保存并不影响 

妊娠结局。但是 ，曾有报道显示 ，在液氮中保存少于 

2个月 解 冻后 的胚 胎 ，妊 娠率 较 超 过 2个 月 的胚 

胎高。 

大多数卵子冷冻 的报道提示冷冻时间均相对较 

短。 目前 ，有一例报道 运用低钠介质 的慢速冷冻 

解冻后活产双胎 。至今相对较长 的人类 卵子在液氮 

中的玻璃化冷冻为 5～l0年。基于卵子在液氮中冻 

融后活产 的报道 ，认为人类卵子可 以用塑料管慢 速 

冷冻法进行安全保存 。 

冷冻储存系统 ，尤其是有关玻璃化冷冻的方法 ， 

共分两个冷冻系统，“密闭”和“开放”系统，均为在玻 

璃化 冷冻后 卵子 或者 胚胎 储 存 于液 氮 中的 方法。 
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“密闭”系统是指卯子在储存期间不直接接触液氮 ， 

“开放”系统是指在储存期问卵子直接接触液氮。总 

的来说，目前对“开放”系统造成的卵子解冻后的存 

活率、受精率和胚胎发育潜能所知有限。许多研 

究 表明“开放”系统卵子冷冻不直接影 响后续 的 

受精率 、胚胎发育率和临床妊娠率 。据报道 ，将卵子 

冷冻于蒸汽状态的液氮中可达 10个月 ，与用“开放” 

系统储存于传统的液氮罐中相比，对解冻后的存活 

率、受精率和胚 胎发育 潜能没有 明显 的负面影 响。 

因此，提示蒸汽态的液氮保存系统可能减少直接与 

液氮接触而造成的污染等的风险⋯ 。 

除了直接与液氮接触可能引起的细菌和真菌 的 

污染 ，有动物实验 显示 ，在液氮中储存的时间与解 

冻后的存活率、受精率和胚胎发育潜能呈反向相关。 

但是，目前这些是否与卵子直接接触液氮有关 尚不 

清楚。普遍认为细胞在 一196℃液态系统中没有热 

能反应。然而，许多重要的物理光学反应或者化学 

合成反应仍旧能够在液氮中发生。物理光学反应的 

结果是，在这样低的温度下由放射背景或者宇宙光 

直接引起的离子化是造成卵子损伤的原因。类似的 

损伤源于 自由基的形成和大分子的破碎。由于快速 

分解臭氧 ，液氮溶解了氧中的离子辐射造成 了 自由 

基的形成。许多数据表明液氮中的氮氧化提高了臭氧 

的接触反应。臭氧产物对 DNA造成损伤，由于在液氮 

中无法产生酶的配对修复 ，因而引起 DNA碎裂。 

许多因素会影响人类卵子的冷冻结局，例如妇 

女的年龄、不孕年限，不同的促排卵方案等 。因此，目 

前对冷冻期限影响卵子解冻后的存活率、受精率和胚 

胎发育下结论未免为时过早，需进一步研究证实。 

5 卵子冷冻的安全性 

虽然过去通过卵子冷冻产生 的子代数量迅速增 

长，但这一技术 的发展必须伴 随着产科 和围产期 的 

结局分析 以及长期 的出生婴儿的随访。 目前 ，卵子 

冷冻临床安全性的问题不能被准确评估，因为缺乏 

很好的控制性临床试验。一项研究 分析了卵子冻 

融周期 的 165例妊娠和 200个婴儿的产科和 围产结 

局，将卵子冷冻后出生的子代与行体外受精治疗的 

不孕症夫妇和自然受孕的夫妇子代进行比较，包括 

平均出生体质量和先天性缺陷的发生率，结果提示 

卵子冷冻后 的妊娠 以及分娩的子代没有明显提高产 

科和围产期风险。 

另外 ，有研究 分析 了 1986--2008年的 58篇 

报道，包括了936例活产婴儿(308例来 自慢速冷冻 ， 

616例来 自玻璃化冷冻 ，12例使用 了两个方法 )，结 

果提示 1．3％有出生缺陷。据估计，目前全世界有数 

千名婴儿经卵子冷冻后出生。仅意大利就出生大约 

2 000例卵子冷冻的婴儿 ，尚未见先天缺陷率上升的 

报道。然而，对动物模型的分子基 因水平的分析 ，提 

示卵子冷冻的子代与 自然生育 的子代有所不同 。 

卵子冷冻是否能确保足够的安全性，尤其是对出生 

婴儿的长期评估，仍是需要进一步研究的问题。 

6 小结与展望 

目前 ，冷冻技术 的进展表明卵子冷冻后 的复苏 

率 、妊娠以及出生率均有明显提高。然而 ，仍有一些 

技术需要改进。首先 ，在不影 响冷冻结局 的情况下 

使用更低浓度的冷 冻保 护剂 ，目前的挑战在 于更好 

地降低卵子冷冻保护剂的浓度；第二，理想的冷冻和 

解冻速率配合合适的冷冻保护剂和载体；第三，明确 

是否冷冻的年限会影响卵子解冻后的复苏率；第 四， 

进一步随访冷冻卵子出生后的婴儿以明确卵子冷冻 

技术的安全性 。 

鉴于稳定的复苏率 和妊娠率 ，卵子冷冻 已逐渐 

被作为女性生育力保存的成熟手段之一。有效的卵 

子冷冻方案 的确立能增加卵子库建立的可行性 ，使 

共享卵子成为可能。另外 ，卵子冷冻可 以给予供 卵 

者短暂的时间以观察其是否存在传播性疾病。 

总之 ，随着冷冻技术的发展 ，许多有效 的卵子冷 

冻方案的确立 ，将有望在近年内在世 界范围内建 

卵子库 
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