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摘要 目的　针对青春期前及急需治疗的恶性肿瘤患者，卵巢组织的冷冻和移植是更合适的生育力保存方法。目前临床上

通常采用高浓度的低温保护剂（cryoprotectants，CPAs）进行卵巢组织冷冻并采用水浴进行复温，这会导致卵巢组织受到不

同程度的毒性损伤和反玻璃化损伤。因此，本文基于海藻酸钠水凝胶包封及磁热复温技术，提出了优化卵巢组织玻璃化保

存的方法。方法　首先研究了海藻酸钠浓度、水凝胶包封与保护剂加载的顺序对包封卵巢组织玻璃化冷冻效果的影响，并

验证了海藻酸钠水凝胶包封对CPAs浓度的降低作用。其次，搭建了水浴结合磁热复温的平台，在不同磁纳米粒子浓度及磁

场强度条件下对卵巢组织进行复温，评估了复温后卵泡存活率、抗氧化能力及卵巢组织完整性。结果　研究发现，2%浓度

海藻酸钠水凝胶包封卵巢组织冷冻后的卵泡存活率最高。先加载保护剂再进行包封的方式更适合卵巢组织冷冻保存，并能

将所需冷冻保护剂浓度降低至原浓度的50%。8 g/L Fe3O4磁纳米粒子与300 Gs的交变磁场对卵巢组织的复温效果最佳。水

浴结合磁热复温卵巢组织后卵泡存活率最高，抗氧化能力最好且组织形态得到了良好的保持。结论　海藻酸钠水凝胶包封

卵巢组织能够在冷冻环节中降低保护剂浓度，磁热与水浴的结合使用能够更高效地实现卵巢组织的复温。本研究为卵巢组

织玻璃化冷冻及复温的优化提供了新的方法。
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随着现代医学的进步，越来越多的癌症患者能

够通过各种治疗手段实现长期生存。然而，放疗和

化疗等治疗手段往往会对生殖系统造成不可逆的损

伤，导致女性患者失去生育能力［1-2］。传统的生育

力保护方法包括冷冻胚胎［3］和冷冻卵母细胞［4］，

但它们都有一定的局限性。冷冻胚胎需要配偶或精

子的配合，不适合青春期前的癌症患者。冷冻卵母

细胞需要一定的时间进行激素促排卵，不适合急需

治疗的患者和激素敏感性患者，并且卵子冷冻的复

苏率、妊娠率也有待提高。在这种背景下，卵巢组

织冷冻保存和移植成为一种有前景的生育力保存方

法。这种技术无需促排，不会延误肿瘤治疗，可以

一次性保存大量原始卵泡，并在卵巢组织自体移植

后产生性激素，恢复患者的内分泌功能，进而有希

望使患者恢复生育力并能够自然生育。

目前临床上应用的卵巢组织保存工艺包括慢速

冷冻保存［5］与玻璃化保存［6］两种。在慢速冷冻保

存中，通常会产生较大的过冷度，从而在冷冻过程

中形成胞内冰，造成机械损伤。复温后卵巢组织中

卵泡存活率低，卵巢组织受损。而在玻璃化冷冻

中，组织孵育在高浓度的低温保护剂中，在极快的

降温速率下使细胞内外的水分子转化为介于固态与

液态之间的玻璃化形态，理论上避免了冰晶造成的

机械损伤。1996年Tanaka等［7］首次将玻璃化冷冻

运用于卵巢组织，通过使用改良的 VS1 玻璃化冷

冻保护剂冷冻保存了新生大鼠卵巢组织，解冻后培

养4 d评估卵泡存活情况，观察到大量形态良好的

卵泡。Chen等［8］对传统的玻璃化冻存技术进行了

改进，采用一种新颖的低温保护剂配方，该配方由

二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）和乙二

醇（ethylene glycol，EG）组成。在实验中，小鼠

卵巢组织先被孵育于这种保护剂中，然后放置在纱

布上以去除多余的液体并转移到预先装满液氮的冻
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存管中，立即浸入液氮中进行冷冻。研究表明，这

种改良的玻璃化方法在保持组织活性和结构完整性

方面，明显优于Ficoll70、蔗糖、乙酰胺和乙二醇

组成的传统玻璃化方案。Asgari 等［9］在由 DMSO

和EG组成的低温保护剂中孵育小鼠卵巢并采用针

浸法在液氮中完成玻璃化冷冻，结果表明，高浓度

低温保护剂玻璃化冷冻与低浓度低温保护剂慢速冷

冻方案的卵巢组织中收获的健康卵泡数量没有差

异。中国的首例卵巢组织玻璃化冷冻并进行卵泡体

外激活及移植，活产出生于 2019年 5月 28日，由

中国福利会国际和平妇幼保健院的李文团队完

成［10］。由于成功案例数量不足，国际上依旧没有

统一的指导性卵巢组织玻璃化冷冻保存方案。

实现卵巢组织玻璃化保存需要较高浓度的低温

保护剂（cryoprotectants，CPAs），这会对卵巢组织

造成渗透损伤和毒性损伤，影响卵泡存活率，因此

需要在保证卵泡存活率的前提下尽可能降低CPAs

浓度。研究表明，水凝胶包封有利于在低温保存过

程中将冰晶生长限制在其三维网络中，并保持

CPAs渗入细胞时的微小变化率，从而最大限度减

少细胞损伤［11-12］。海藻酸钠是从海藻中提取的天然

多糖，因其具有良好的生物相容性而成为常用的细

胞包封材料。邱鹏［13］测试了不同浓度海藻酸钠水

凝胶的性能，表明海藻酸钠溶液的浓度会影响凝胶

的性能，进而影响生物样本冷冻或培养效果。

Zhang等［14］采用低温显微镜和扫描量热法研究了

海藻酸钠微胶囊（~100 μm）在低温保存过程中的

形态变化和微胶囊中水分的生物物理变化，与细胞

外的大量溶液相比，离子交联的藻酸盐水凝胶中的

溶液更容易实现玻璃化，表明海藻酸钠水凝胶具有

降低高浓度 CPAs 的细胞毒性能力。杨静［15］利用

可以模拟细胞外基质的磁性水凝胶微球，结合

CPAs实现了细胞冷冻后的长期存活。在卵巢组织

玻璃化冷冻领域，有关海藻酸钠水凝胶包封的工艺

及对冷冻效果的影响还未见报道。

卵巢组织除了在冷冻过程中会受到损伤，在复

温过程也极易受到反玻璃化带来的损伤。目前采用

的水浴复温是由外部向内部的热传递过程，适用于

细胞悬浮液和小型生物材料的快速复温［4，16］，当

应用于较大体积的卵巢组织样本时，样本内部和外

部无法实现同步升温，水浴复温带来的复温速率相

较于能够抑制样本反玻璃化的最佳速率而言是远远

不足的。磁热复温是一种利用磁场对冷冻保存或玻

璃化的生物样品进行快速复温的方式，磁热复温中

使用的交变磁场是通过将交流电流加载到螺旋电磁

感应线圈中产生的，但由于能量转化效率较低，往

往需要加入磁性纳米粒子提高复温效率。Tian

等［17］利用磁热复温技术解冻了小鼠腔前卵泡，复

温后的腔前卵泡在体外继续培养并于成熟后进行单

精子注射，最终产下二代小鼠。Gao等［18］为了延

长供体心脏的保存时间，在复温阶段引入了磁热复

温，复温后的心脏保持组织学外观和内皮完整性且

通过灌注不同浓度玻璃化溶液VS55以去除心脏中

的VS55和磁纳米粒子，证实了磁热复温辅助大体

积样本保存的意义。磁热复温技术可以通过超高速

复温在冰晶显著生长之前到达熔点，从而最大限度

地减少重结晶，保证细胞存活率［19］，显著降低冷

冻保护剂的毒性［20］，有效地实现从细胞级别到组

织乃至器官层次的加热过程。目前有关卵巢组织磁

热复温过程的研究还不充分。

针对以上问题，本文首先提出了海藻酸钠水凝

胶包封卵巢组织并进行玻璃化冷冻，优化水凝胶浓

度参数，研究水凝胶包封与保护剂加载的顺序对保

护剂渗透的影响，并验证海藻酸钠水凝胶包封对

CPAs浓度的降低作用。其次，搭建了水浴结合磁

热复温卵巢组织平台，研究Fe3O4磁纳米粒子浓度、

磁场强度和复温方式对复温后卵巢组织中卵泡存活

率及卵巢组织抗氧化能力的影响。本研究对海藻酸

钠水凝胶包封小鼠卵巢组织玻璃化冷冻保存方法以

及复温工艺进行了优化，旨在降低冷冻过程中的

CPAs毒性损伤及复温过程中的反玻璃化损伤，为

临床上人卵巢组织的冷冻及复温提供参考。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与设备

DMSO、EG 购自美国 Sigma 公司；组织培养

液 （tissue culture media，TCM199）、青链霉素、

胎牛血清 （fetal bovine serum，FBS） 购自美国

Gibco公司；无水乙醇、无水氯化钙、蔗糖、海藻

酸钠、柠檬酸三钠购自国药集团化学试剂有限公

司；总抗氧化能力试剂盒（A015-2-1）购自南京建

成生物；E. vit载体由 50 μm尼龙筛网和 0.25 ml麦

（去掉棉花塞）组成，尼龙筛网（LTS7520）购自

以色列 Fertile SAFE 公司，麦管 （ø2×133 mm，

01128100）购自日本FHK公司；Fe3O4磁性纳米粒

子（1317-61-9）购自艾科试剂有效公司；磁热效

应仪（DM100）购自西班牙Nanoscale Biomagnetic

公司；多功能微孔板检测仪（Synergy H1）购自美
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国Biotek Instrument公司。

溶液浓度除特别指出，均按照体积分数（v/v）

配制。基础溶液 （base solution，BS）：TCM199+

20% FBS；平衡溶液 （equilibrium solution，ES）：

BS+7.5% DMSO+7.5% EG； 低 浓 度 平 衡 溶 液     

（1/2ES）：BS+3.75% DMSO+3.75% EG；玻璃化溶液

（vitrification solution，VS）：BS+15% DMSO+15% 

EG +1 mol/L 蔗糖；低浓度玻璃化溶液（1/2VS）：

BS+7.5% DMSO+7.5% EG+1 mol/L 蔗糖；柠檬酸

钠 蔗 糖 混 合 溶 液 ： BS+0.075 mol/L 柠 檬 酸 钠     

+0.5 mol/L 蔗糖；0.5 mol/L 洗脱液（BS+0.5 mol/L

蔗糖）；0.25 mol/L洗脱液（BS+0.25 mol/L蔗糖）。

1.2　动物样本获取

所有动物实验均已获得上海市第一人民医院动

物伦理审查委员会的批准（伦理批准号2022AWS0

287）。 选 用 6~8 周 无 特 殊 病 原 体 （specific 

pathogen free， SPF） 级 ICR （institute of cancer 

research） 系雌鼠，平均体重 （18±0.56） g，由浙

江维通利华生物科技有限公司提供。小鼠饲养温度

为（22±2）℃，相对湿度 40%~70%，光照 12 h 明

暗交替，小鼠饲养的饮用水及食物均经灭菌。

小鼠在无菌手术台中被实施安乐死，腹部备

皮。剖开腹部，剔除输卵管两侧多余脂肪，取出输

卵管与卵巢结合体。将其放入预热的磷酸盐缓冲溶

液 （phosphate buffered saline，PBS） 中清洗，于

恒温热台上分离出整个卵巢，使用手术刀将卵巢均

分为4块进行后续操作，切分后的卵巢组织块直径

约为1 mm。

1.3　海藻酸钠水凝胶包封卵巢组织玻璃化保存

1.3.1　不同浓度海藻酸钠水凝胶包封卵巢组织冷冻

选取体积大小相同的卵巢组织块，置于 37℃

热台上含ES的培养皿中。ES恒温加载15 min后移

至含有VS的培养皿中恒温加载 10 min。使用针灸

针固定加载保护剂后的卵巢组织块，浸没于 1%、

2%、3% （w/v）的海藻酸钠溶液中 2~3 s 后提起，

迅速浸没于0.15 mol/L氯化钙溶液中，2~3 s后海藻

酸钠成胶，得到载卵巢组织水凝胶微球。选取微粒

大小相近的载卵巢组织水凝胶微球，置于E. vit载

体的筛网上，取下针灸针，将麦管固定于筛网上。

镊子夹住麦管一端，将载样本的筛网端迅速置于液

氮中玻璃化，停止沸腾后将E.vit整体置于液氮中

维持1 h完成冷冻，冷冻流程如图1所示。

复温过程，将麦管取出置于 37℃水浴复温     

3 min，取出载卵巢组织水凝胶微球，置于含有柠

檬酸钠蔗糖混合溶液的培养皿 3 min，进行水凝胶

解离与ES和VS的洗脱，再移入0.25 mol/L洗脱液

与BS中各洗脱3 min。洗脱后的卵巢组织剥离卵泡

检测卵泡存活率，并进行HE切片染色。

1.3.2　不同加载方式冷冻载卵巢组织海藻酸钠水凝

胶球

为了研究水凝胶包封与保护剂加载的先后顺序

对保护剂渗透的影响，采用3种不同的处理程序对

载卵巢组织海藻酸钠水凝胶球进行保护剂加载。

EVH 组：按序加载 ES、VS 后包封水凝胶，HEV

组：先包封水凝胶后按序加载ES、VS，HEV+组：

先包封水凝胶后按序加载ES、VS但延长加载时间

A B

CDEFG

15 min 10 min

2~3 s2~3 s

BS

ES VS

CaCl2
solution

Sodium alginate

solution

Fig. 1　Flowchart illustrating the encapsulation of ovarian tissue in sodium alginate hydrogel followed by vitrification
A: loading of equilibrium solution; B: loading of vitrification solution; C: immersion in sodium alginate; D: immersion in calcium chloride solution; 

E: placement in the E. vit carrier mesh; F: securing the straw on the mesh; G: plunging the E.vit into liquid nitrogen.
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至 EVH 组的两倍。具体程序如图 2 所示。各组都

采用2%的海藻酸钠溶液包封，冷冻和复温过程同

1.3.1，洗脱后的卵巢组织剥离卵泡检测卵泡存活

率，并进行HE切片染色。

1.3.3　不同浓度保护剂冷冻载卵巢组织海藻酸钠水

凝胶球

设定 4 个对比组，W/O-1 组：按序加载 ES、

VS，不包封水凝胶；W-1组：先包封2%海藻酸钠

水凝胶后按序加载ES、VS；W-1/2组：先包封2%

海藻酸钠水凝胶后按序加载 1/2ES、1/2VS；W-0

组：只包封 2% 海藻酸钠水凝胶不加载 ES 和 VS。

各组冷冻和复温过程同 1.3.1，洗脱后的卵巢组织

剥离卵泡检测卵泡存活率，测定卵巢组织的抗氧化

能力并进行HE切片染色。

1.4　卵巢组织磁热复温工艺优化

1.4.1　水浴结合磁热复温平台的搭建

为优化卵巢组织冷冻保存的复温工艺，引入了

Fe3O4磁纳米粒子联合交变磁场加热的升温方式。

搭建了水浴结合磁热复温卵巢组织的平台（图3）。

复温平台主要包括：电脑、磁热效应仪、冷凝水系

统以及水浴复温系统。复温开始前，先更换合适的

线圈，再开启冷凝水系统以保证系统不会过热。开

启电脑配置线圈，调整为实验所需的磁场强度，开

启磁热效应仪等待效应仪产生稳定的交变磁场。磁

热效应仪工作时1 m之内不能存在金属制品，因此

水浴系统选择恒温的离心管，实验开始前离心管放

置在水浴锅中恒温，复温开始时迅速移入线圈中，

形成了完整的水浴联合磁热复温系统。

1.4.2　不同浓度磁纳米粒子和磁场强度复温卵巢

组织

纳米粒子浓度和磁场强度都会影响加热系统的

升温速率，考虑到高浓度Fe3O4磁纳米粒子具有毒

性以及强磁场会造成机械损伤，需要对纳米粒子浓

度和磁场强度进行优化。

选择体积大小相等的卵巢组织置于ES中加载

15 min，然后转移至含 6、8、10 g/L 纳米粒子的
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BS ES VS

10 min15 min

10 min15 min

20 min30 min
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Sodium alginate
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Fig. 2　Different protocols for hydrogel encapsulation and CPAs loading for ovarian tissue
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E

Fig. 3　A platform for warming ovarian tissue using a 
combination of water bath and magnetic induction 

nanowarming
A: computer; B: magnetic induction nanowarming device;                   

C: centrifuge tube with water bath; D: magnetic heating coil;              

E: condensate system.
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VS中加载 10 min，加载过程需不断摇晃以防止纳

米粒子沉淀。加载完成后将卵巢组织置于麦管   

（ø2×133 mm）口边缘，打入 200 μl 含相同浓度纳

米粒子的VS，保证卵巢组织漂浮于VS中，每个麦

管存放一块组织，直接投入液氮完成冷冻。

复温时迅速将麦管置于 100、200、300 Gs 磁

场强度的复温平台离心管中，停止沸腾后取出组织

并依次转移到0.5 mol/L洗脱液、0.25 mol/L洗脱液

和 BS 中分别洗脱 3 min 使得纳米粒子和保护剂被

完全去除。洗脱液和 BS 均放置于 37℃恒温热台

上。复温完成后的卵巢组织剥离卵泡检测卵泡存

活率。

1.4.3　不同复温方式复温卵巢组织

卵巢组织按照 1.4.2的方式进行冷冻，分别采

用水浴、磁热以及水浴结合磁热进行复温，比较不

同复温方式对卵巢组织的影响。

水浴组：VS中不加入纳米粒子。复温时将麦

管从液氮中取出，直接投入 37℃水浴锅，停止沸

腾后将卵巢组织取出并依次转移到 0.5 mol/L洗脱

液、0.25 mol/L洗脱液和BS中分别洗脱3 min。

磁热组：VS中含浓度8 g/L Fe3O4磁纳米粒子。

复温时先启动磁热效应仪，待仪器产生稳定的  

200 Gs交变磁场后，将麦管从液氮中取出，迅速置

于仪器的线圈中，待麦管中的液体完全融化后，将

卵巢组织取出并依次转移到 0.5 mol/L 洗脱液、

0.25 mol/L洗脱液和BS中分别洗脱3 min。

水浴结合磁热组：VS 中含浓度 8 g/L Fe3O4磁

纳米粒子。复温时先启动磁热效应仪，待仪器产生

稳定的 200 Gs交变磁场后，将 37℃恒温水浴内的

离心管移入线圈中。迅速从液氮中取出麦管，置于

离心管中水浴，停止沸腾后将卵巢组织取出并依次

转移到 0.5 mol/L 洗脱液、0.25 mol/L 洗脱液和 BS

中分别洗脱3min。

1.5　卵泡存活率测定

洗脱后的卵巢组织在显微镜下使用注射针头机

械剥离其中的卵泡，PBS洗涤1次后，移入培养皿

中 ， 滴 入 50 μl Calcein-AM/PI 染 料 （2 μmol/L 

Calcein/AM+1.5 μmol/L PI），于培养箱中37℃避光

孵育45 min。染色结束后使用荧光显微镜观察卵泡

颜色，以判断卵泡的存活。显绿色荧光为阳性即卵

泡存活，显红色荧光为阴性即卵泡死亡。卵泡存活

率=阳性数/（阳性数+阴性数）×100%。

1.6　抗氧化能力测定

2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵

盐（ABTS）作为显色剂会在适当的氧化剂作用下

氧化成绿色的ABTS+，当存在抗氧化物时反应物

的产生会被抑制，在 405 nm测定反应后溶液的吸

光度（A405），同时引入一种具有抗氧化能力的标准

物 Trolox 作为参考即可计算出样品的总抗氧化能

力。Trolox的抗氧化能力为 1，样品的抗氧化能力

表 示 为 Trolox 的 倍 数 ， 即 Trolox-Equivalent 

Antioxidant Capacity （TEAC），单位为 1。TEAC

值越大，抗氧化能力越强。

按照质量体积比（g/ml） 1∶9加入生理盐水，

冰水浴中将组织研磨匀浆，充分破碎释放抗氧化

物。随后放置于低温离心机中，设置转速为        

12 000 r/min，离心5 min后取上清液。得到的上清

液取 10 μl 滴入 96 孔板中，加入 20 μl 酶溶液和  

170 μl反应溶液。每个样品组设置 6个平行孔。室

温反应6 min后转移至多功能微孔板检测仪中，波

长设定为 405 nm，读取各孔A405。将A值代入标准

曲线中，计算得出样品的TEAC。

1.7　组织学分析

洗脱后的卵巢组织，使用 4% 多聚甲醛固定 

24 h。然后使用梯度浓度的酒精进行洗脱，脱水后

需对组织进行透明化处理。透明后的组织浸蜡包

埋，切片烘烤 3h 后脱蜡。脱蜡后的切片分别用

Harris 氏苏木素染液和 1% 水溶性伊红染液染色。

染色结束切片放入无水乙醇中脱水，放入二甲苯中

透明，风干后用中性树胶封片。封好的胶片置于显

微镜下，观察卵巢组织致密程度，判断各级卵泡及

卵母细胞核形态是否正常。

1.8　统计分析

数据采用 GraphPad 软件的 ANOVA （analysis 

of variance）进行分析。每组实验重复 3次，采用

单因素方差分析，比较列于列之间的平均值，数据

以mean±SD表示，以P<0.05作为显著性差异评判

标准，具有统计学意义。

2　结果与讨论

2.1　海藻酸钠浓度对包封卵巢组织冷冻的影响

采用1%、2%和3%（w/v）的海藻酸钠溶液包

封，制得的水凝胶包封卵巢组织微球的直径约为  

2 mm（图4a）。卵巢组织微球的冷冻及复温方式按

照 1.3.1所述，检测复温后的卵巢组织卵泡存活率

（图4b），分别为64.68%、83.32%和57.97%。图4c

反映了不同浓度海藻酸钠溶液包封卵巢组织冷冻后

的组织形态，1%的海藻酸钠溶液成胶后包封效果
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较好，卵泡形态保持良好，但组织内部出现空腔，

如图中红色圆形所示。2%的海藻酸钠溶液成胶后

冷冻效果最好，卵泡形态正常，为圆形或椭圆形，

组织致密无松散。3%的海藻酸钠溶液成胶后包封

的卵巢组织在冷冻后出现明显组织松散以及大量空

腔，卵泡也产生了形态异常（图中红色箭头）。

Abdi等［21］将小鼠卵巢放入含 40% （v/v） EG+

30% （w/v） Ficoll70+1mol/L 蔗糖的 EFS40 中孵育  

5 min后投入液氮进行玻璃化冷冻，这种高浓度的

低温保护剂使得复温后卵泡存活率为 81.71%。Liu

等［22］采用低浓度低温保护剂孵育小鼠卵巢组织并

进行玻璃化冷冻，将小鼠卵巢放入含 7.5% （v/v）

EG+7.5% （v/v） DMSO+10% FBS的DMEM/F12中

孵育 30 min，随后转移至含 15% （v/v） EG+15%

（v/v）DMSO+10%FBS的DMEM/F12中孵育30 min

后移入注射器内并投入液氮进行玻璃化冷冻，复温

后的卵巢组织中各阶段卵泡的平均存活率为

（66.23±12.21）%。本研究采用低浓度保护剂加载

卵巢组织并通过 2% 海藻酸钠水凝胶包封卵巢组

织，在降低保护剂浓度的同时也使得复苏后卵巢组

织内卵泡的存活率提高至83.32%。

海藻酸钠溶液与CaCl2交联形成海藻酸钠水凝

胶时，可以通过调节海藻酸钠浓度使水凝胶的杨氏

模量小于 1 kpa或者超过 1 000 kpa，当海藻酸钠浓

度过低时，会影响氢键的形成，进而影响海藻酸钠

水凝胶的低温保护作用。林春燕等［23］通过低温显

微观察了不同浓度海藻酸钠溶液成交后的结晶现

象。实验结果表明，交联后的海藻酸钠水凝胶可以

减缓冰晶的生长速度与体积，海藻酸钠水凝胶浓度

增大，生成的冰晶则越细小，对样本的冰晶损伤越

少。本研究中，1%的海藻酸钠成胶后形成氢键数

量有限，抑冰效果过低，因此不适合冷冻卵巢组

织。此外，海藻酸钠的浓度会影响成胶后的机械性

能，Ouwerx等［24］探究了影响海藻酸钠水凝胶性能

的各项因素，结果表明水凝胶珠的杨氏模量随着藻

酸盐浓度的平方而增加，即E=KC2 （E为海藻酸钠

水凝胶的杨氏模量，C为海藻酸盐浓度，K为海藻

酸盐浓度 C 对杨氏模量 E 贡献效率的比例常数）。

浓度过大的海藻酸钠溶液成胶后杨氏模量越大，越

不易产生形变，对生物样本产生挤压应力，造成冷
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Fig. 4　The effect of sodium alginate concentration on vitrification of encapsulated ovarian tissue
(a) Microscopic view of ovarian tissue encapsulated in sodium alginate hydrogel; (b) effect of different concentrations of sodium alginate on follicle 

survival, ****P<0.000 1; (c) HE staining of ovarian tissues encapsulated with different concentrations of sodium alginate. i: 1% sodium alginate; ii: 

2% sodium alginate; iii: 3% sodium alginate. Red circles indicate the presence of cavities; red arrows indicate anisotropic follicles.
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冻过程组织的机械损伤。3%的海藻酸钠成胶后杨

氏模量大，挤压应力大，对卵巢组织产生了机械损

伤。因此，合理选择海藻酸钠溶液浓度对成胶后包

封卵巢组织冷冻效果具有很大的影响。

2.2　加载方式对冷冻载卵巢组织海藻酸钠水凝胶

球的影响

水凝胶包封与保护剂加载的先后顺序对冷冻卵

巢组织效果会产生影响，设置了3个不同的水凝胶

包封与保护剂加载程序冷冻卵巢组织，测定了复温

后卵巢组织卵泡存活率 （图 5a）。从图中可以看

出，EVH 组、HEV 组和 HEV+组卵巢组织复温后

卵泡存活率分别为 83.32%、54.05%和 38.16%。存

活率证明了先加载ES和VS后包封水凝胶的方式更

适合卵巢组织冷冻保存。

图 5b反映了不同加载方式冷冻后卵巢组织的

形态学。先加载ES和VS后包封水凝胶组较好地保

存了卵巢组织中的卵泡，各级卵泡呈现圆形或椭圆

形的正常状态。对于包封水凝胶后加载 ES 和 VS

组，复温后的卵巢组织卵泡或出现空腔或形态出现

异常，如图中红色标识所示。当卵泡为非规则的圆

形或椭圆形无法保证在后续培养中正常发育。

姚剑波［25］使用海藻酸钠水凝胶包封红细胞冷

冻保存，将洗涤后的红细胞与 CPAs 溶液按照         

4∶3混合至1 ml，混合后室温下平衡10 min。然后

通过静电喷雾装置生成核壳结构红细胞-水凝胶微

胶囊冷冻保存，复温后红细胞存活率最高可达到

86.76%。李其烨等［26］ 使用海藻酸钠水凝胶包封

HEK293T细胞冷冻保存，先使用喷雾法将悬浮细

胞包封于海藻酸钠水凝胶中，而后加载CPAs冷冻

保存，玻璃化保存的HEK293T细胞的存活率由包

封前的 33.5% 增至 79%。由此可见，在包封冷冻

中，水凝胶包封与CPAs加载的顺序需要根据细胞

的具体要求进行选择。对于卵巢组织这样的大样

品，包封后CPAs很难完全渗入组织中，这会导致

一部分样本CPAs浓度过低，冷冻过程中产生冷冻

损伤，复温后卵泡存活率下降。因此，更适合卵巢

组织这类大样本的水凝胶辅助冷冻的方式为先加载

CPAs后包封水凝胶。

2.3　海藻酸钠水凝胶包封对玻璃化冷冻卵巢组织

保护剂浓度的降低作用

按照 1.3.3的组别冷冻卵巢组织，复温后的卵

巢组织卵泡存活率如图 6a 所示。W/O-1 组卵泡存

活率为 77.91%；W-1 组卵泡存活率为 81.57%；   

W-1/2组卵泡存活率为83.32%；W-0组卵泡存活率

仅有51.34%。

卵巢组织包封水凝胶并加载ES和VS的W-1组

与不包封水凝胶的 W/O-1 相比，冻后卵泡存活有

所提升，但并没有显著性差异。当降低包封水凝胶

组所用的ES和VS时，即使仅使用 1/2ES和 1/2VS

的W-1/2组冷冻卵巢组织，冻后卵泡存活率依旧没

有降低，也即包封组有效地降低了在冷冻过程中所

需要的保护剂浓度。当完全排除ES和VS的W-0组

仅使用水凝胶包封时，卵巢组织冷冻后卵泡存活率

显著下降，也就是说水凝胶无法替代CPAs单独使

用，但是可以联合CPAs降低毒性损伤，达到更好

的冷冻效果。
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Fig. 5　The effect of loading methods on vitrification of encapsulated ovarian tissue
(a) Effect of different loading methods on follicle survival rate, *P<0.05, **P<0.01; (b) HE staining of freezing ovarian tissues with different loading 

methods. i: Group EVH (hydrogel encapsulation after loading with ES and VS); ii: Group HEV (hydrogel encapsulation before loading with ES and 

VS); iii: Group HEV+ (extended loading time of ES and VS following hydrogel encapsulation). Red circles indicate the presence of cavities; red 

arrows indicate anisotropic follicles.
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水凝胶的抗冻机制与水分子结合有关，水分子

与水凝胶网络之间具有强相互作用，低温保护剂中

的水分与水凝胶网络之间形成氢键，以减少自由水

的比例［27］，从而减少冷冻过程中的冰晶生长，有

效地降低玻璃化过程中对低温保护剂的需求［28-29］。

当使用较低浓度低温保护剂时，水凝胶微球内部的

水可以优先玻璃化避免细胞在冷冻过程中受到低温

损伤。同时，海藻酸钠水凝胶微球还能限制低温保

护剂的运输，通过缓慢的递送低温保护剂减少渗透

损伤。

保护剂浓度的降低使卵巢组织所受的保护剂毒

性损伤降低，也因此提高了卵巢组织抗氧化能力。

卵巢组织移植后需要重新建立血氧环境，在这个阶

段往往会造成卵泡的死亡。卵巢组织的抗氧化能力

影响组织结构增殖活性，高抗氧化能力为移植后的

组织提供良好的血管化环境，减少该过程的卵泡死

亡［30］。各组复温后测定卵巢组织抗氧化能力，结

果如图 6b所示。W/O-1组卵巢组织TEAC为 0.16；

W-1 组卵巢组织 TEAC 为 0.10；W-1/2 组卵巢组织

TEAC 为 0.20；W-0 组卵巢组织 TEAC 仅有 0.03。

数据显示包封水凝胶并加载低浓度保护剂的卵巢组

织具有更好的抗氧化能力，因为在加载过程中所受

的保护剂毒性损伤更小，这样的组织更适用于临床

的移植。

各组冷冻后的卵巢组织形态学染色如图 6c所

示，W/O-1组和W-1组都能较好的保存组织中的卵

泡，但卵巢组织出现了少量空腔，W-1/2组卵巢组

织冻后组织形态正常，卵泡形态也规则，W-0组卵

泡出现异常，细胞呈现折叠状，如图中红色箭头所

示。组织致密程度也受到较大影响，呈现疏松多孔

的异常形态。HE结果再次印证，水凝胶包封无法

独立于保护剂单独使用。

玻璃化冷冻可能带来低温保护剂的加载造成的

渗透损伤，以及保护剂的毒性。暴露于CPAs时毒

性会导致细胞活力和功能的丧失，因此需要最大限

度地降低 CPAs 的浓度。Rodrigues de Freitas 等［31］

通过水凝胶包封冷冻保存了斑马鱼卵巢组织，实验

结果表明海藻酸钠水凝胶包封技术在使用标准浓度
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Fig. 6　The effect of sodium alginate hydrogel encapsulation on reducing cryoprotectant concentration for vitrification of 
ovarian tissue

(a) Effect of different encapsulation methods on follicle survival rate; (b) effect of different encapsulation methods on the antioxidant capacity; (c) HE 

staining of ovarian tissue with different encapsulation methods. i: Group W/O-1; ii: Group W-1; iii: Group W-1/2; iv: Group W-0. Red circles indicate 

the presence of cavities; red arrows indicate anisotropic follicles. *P<0.05; **P<0.01; ****P<0.000 1.
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的CPAs时，不具有冷冻保护作用，但仍能保持膜

的完整性。使用包封技术时同时使用低浓度CPAs

不会影响斑马鱼卵巢组织的冷冻效果，这与本实验

的实验结果一致。同时，海藻酸钠水凝胶包封可以

有效防止卵母细胞在冷冻过程中从组织中脱落，对

于后期的体外成熟也是可参考的工艺。

2.4　不同浓度磁纳米粒子和磁场强度对卵巢组织

复温效果的影响

采用纳米粒子浓度分别为6、8、10 g/L的玻璃

化溶液冷冻卵巢组织，复温后的卵巢组织卵泡存活

率为53.79%、80.82%和70.61%（图7a）。

Fe3O4 磁纳米粒子具有良好的生物相容性，

Wang等［32］将间充质干细胞和Fe3O4磁纳米粒子共

同孵育 3 d，通过CCK-8实验验证了纳米粒子不会

影响细胞的线粒体功能。磁热复温是通过交变磁场

激发磁性纳米粒子产热，纳米粒子数量少会影响产

热效率，进而降低样本的复温效果。董一霖等［33］

优化了动脉血管的磁热复温，测量不同浓度磁纳米

粒子在交变磁场中的复温速率。结果显示，体系的

复温速率与纳米粒子的浓度成正相关。Zhang

等［34］探究了 Fe3O4磁纳米粒子诱导自噬体的多种

机制，包括溶酶体损伤、线粒体损伤和内质网应激

等。体内研究结果表明Fe3O4纳米颗粒处理 30 d的

小鼠可导致自噬体在肾脏和脾脏中的积累。这种损

伤随着离子浓度的增加而积累，所以需要在复温结

束后立刻洗脱磁纳米粒子。分步法［33， 35］是一种常

用的洗脱方式，冯海靠等［35］通过分步法将大鼠肾

脏逐步暴露于不同浓度梯度的保护剂溶液中，在不

同的渗透压环境下利用渗透压差对保护剂及纳米粒

子进行逐步洗脱，并使用磁共振成像（MRI）验证

洗脱的有效性。本实验同样使用分步法移除磁纳米

粒子，并于移除后对卵巢组织采取普鲁士蓝染

色［36］，染色结果表明组织内部几乎没有纳米粒子

残留，组织外周有微量纳米粒子残留。因此，在同

时保证低毒性与高复温效率的情况下 8 g/L是最适

合复温卵巢组织的磁纳米粒子浓度。

采用 100、200、300 Gs 的交变磁场分别复温

冷冻的卵巢组织，复温后卵巢组织卵泡存活率为

55.91%、53.44% 和 80.82% （图 7b）。交变磁场的

强度越大产生的能量越大，由此带来更大的热传

递，保证了卵巢组织的快速复温。冯海靠等［35］通

过纳米磁热复温技术复温了大鼠肾脏，实验结果表

明磁热性能随交变磁场的强度提升而增加。该结论

与本实验结果是相同的，磁场强度的升高能够更快

复温生物样本。由于本实验使用的磁热效应仪最高

磁场强度为300 Gs，进一步提高磁场强度是否会提

升组织复温效果还需要验证。

2.5　不同复温方式对卵巢组织复温效果的影响

将优化好的水浴联合磁热复温工艺与水浴复温

和磁热复温进行了对比，各组复温后卵巢组织卵泡

存活率如图 8a所示。水浴复温后卵巢组织卵泡存

活率为 50.44%；磁热复温后卵巢组织卵泡存活率

为 53.33%；水浴复温联合磁热复温卵巢组织卵泡

存活率为 86.50%。可以看出，水浴复温结合磁热

复温能够达到最好的效果，最大限度保证卵泡的

存活。
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Fig. 7　The effect of magnetic nanoparticle concentration and magnetic field strength on the warming efficiency of 
ovarian tissue

(a) Effect of magnetic nanoparticles concentration on the follicle survival rate; (b) effect of magnetic strength on the follicle survival rate.             

***P<0.001; ****P<0.000 1.
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各复温工艺复温后的卵巢组织抗氧化能力如图

8b所示。水浴复温后卵巢组织TEAC为0.03；磁热

复温后的卵巢组织TEAC为0.04；水浴复温联合磁

热复温卵巢组织TEAC为0.12。抗氧化能力进一步

显示水浴结合磁热复温的工艺更适合卵巢组织。

图 8c为 3种复温方式复温后的卵巢组织HE染

色。水浴复温后的卵巢组织卵泡形态良好，但组织

皮质产生部分空腔，如图中红色圆形所示；磁热复

温后卵巢组织产生大量空腔，卵泡形状异常，如图

中红色箭头所示，大部分卵泡无法维持圆形或椭圆

形形态；水浴结合磁热复温后卵巢组织形态正常，

卵泡维持圆形或椭圆形。HE染色显示水浴结合磁

热复温能够更好地复温卵巢组织。

水浴结合磁热复温的工艺能够更快实现升温，

该工艺结合了两种发热方式，在升温效率上更快。

同时也是一种更均匀地复温方式。董一霖等［33］的

研究表明，当纳米粒子浓度为10 g/L，磁场强度为

300 Gs时，复温速率最高可达 175°C/min。但对于

卵巢组织的复温，塑料麦管为载体所含保护剂量

少，纳米粒子响应产热较少，因此需要结合水浴复

温与磁热复温。Tian等［17］结合了水浴复温、激光

复温与磁热复温的方式对小鼠腔前卵泡进行了冷冻

复温，结果显示复合复温方式比单一水浴复温效率

更高，效果也更好。

3　结 论

针对青春期前及急需治疗的恶性肿瘤患者和激

素敏感型的患者，卵巢组织冷冻和移植是更合适的

生育力保存方法。临床上各中心使用的卵巢组织的

冷冻工艺各不相同，复温后的卵巢组织成功率和存

活率波动较大。因此，本研究通过对海藻酸钠水凝

胶包封和磁热复温技术优化卵巢组织的玻璃化冷冻

及复温工艺的探索，为临床提高卵巢组织玻璃化冷

冻效果提供新方法。研究得到的结论如下：

a. 2%浓度的海藻酸钠水凝胶最适合包封卵巢

组织冷冻保存。先进行水凝胶包封后加载保护剂会

影响保护剂渗透，先加载保护剂后进行水凝胶包封

冷冻更适合卵巢组织。海藻酸钠水凝胶包封能降低

冷冻过程使用的渗透保护剂浓度，但不能完全取代

渗透性保护剂。
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Fig. 8　The effect of different rewarming methods on the warming efficiency of ovarian tissue
(a) Effect of different rewarming method on follicle survival rate; (b) effect of different rewarming methods on the antioxidant capacity; (c) HE 

staining of ovarian tissue subjected to different rewarming techniques. i: Water bath warming; ii: magnetic induction nanowarming; iii: combined 

water bath and magnetic induction nanowarming. Red circles denote the presence of cavities; red arrows indicate anisotropic follicles. *P<0.05;      

**P<0.01; ****P<0.000 1.
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b. 浓度为8 g/L的Fe3O4磁纳米粒子最适合应用

于卵巢组织的复温，复温效率较高且粒子毒性较

低。最适交变磁场强度为300 Gs，该强度能够满足

更快地升温速率。对比了传统的水浴复温、磁热复

温以及优化后的水浴联合磁热复温，结果证实水浴

联合磁热复温的方式能够更高效地实现生物样本的

加热。
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Abstract　 Objective  For prepubertal and urgently treated malignant tumor patients, ovarian tissue 

cryopreservation and transplantation represent more appropriate fertility preservation methods. Current clinical 

practices often involve freezing ovarian tissue with high concentrations of cryoprotectants (CPAs) and thawing 

with water baths. These processes lead to varying degrees of toxicity and devitrification damage to ovarian tissue. 

Therefore, this paper proposes optimized methods for vitrification of ovarian tissues based on sodium alginate 

hydrogel encapsulation and magnetic induction nanowarming technology. Methods  Firstly, the study 

investigated the effects of sodium alginate concentration, the sequence of hydrogel encapsulation and CPAs 
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loading on vitrification efficiency of encapsulated ovarian tissue. Additionally, the capability of sodium alginate 

hydrogel encapsulation to reduce the required concentration of CPAs was validated. Secondly, a platform 

combining water bath and magnetic induction nanowarming was established to rewarm ovarian tissue under 

various concentrations of magnetic nanoparticles and magnetic field strengths. The post-warming follicle survival 

rate, antioxidant capacity, and ovarian tissue integrity were evaluated to assess the efficacy of the method.  

Results  The study found that ovarian tissue encapsulated with 2% sodium alginate hydrogel exhibited the 

highest follicle survival rate after vitrification. The method of loading CPAs prior to encapsulation proved more 

suitable for ovarian tissue cryopreservation, effectively reducing the required concentration of CPAs by 50%. A 

combination of 8 g/L Fe3O4 nanoparticles and an alternating magnetic field of 300 Gs showed optimal warming 

effectiveness for ovarian tissue. Combining water bath rewarming with magnetic induction nanowarming yielded 

the highest follicle survival rate, enhanced antioxidant capacity, and preserved tissue morphology.       

Conclusion  Sodium alginate hydrogel encapsulation of ovarian tissue reduces the concentration of CPAs 

required during the freezing process. The combination of magnetic induction nanowarming with water bath 

provides an efficient method ovarian tissue rewarming. This study offers novel approaches to optimize ovarian 

tissues vitrification.
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