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摘要 低温保存对卵母细胞造成渗透损伤、毒性损伤和冰晶损伤，使得细胞冻后质量难以提高．本文首次提出将微流控法添

加 -去除保护剂分别与三种冷冻载体(OPS、QC及 Cryotop)搭配使用，对猪卵母细胞进行冷冻保存，并与传统冷冻法进行比
较；然后，首次选用透明陶瓷和玻璃制作集成一体化芯片，对猪卵母细胞进行冷冻保存，以冷冻保存后的细胞存活率和发育

率为判断依据，筛选出较好的方案；最后，对冻后卵母细胞的早期凋亡情况、胞内活性氧水平和线粒体膜电位水平进行分

析．结果表明，微流控添加 -去除保护剂组卵母细胞冻后存活率以及卵裂率都显著高于传统冷冻组，可以有效降低卵母细胞
的早期凋亡率和胞内活性氧水平，减小线粒体损伤，提高细胞的冻后质量．透明陶瓷一体化芯片保存卵母细胞得到的存活率

和卵裂率与传统 OPS冷冻的保存结果无显著差异．微流控芯片技术为卵母细胞的低温保存提供新的思路，有较好的应用
前景．
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卵母细胞的低温保存是辅助生殖领域的重要方

法，也为优质家畜和濒危野生动物保种提供新途

径．卵母细胞有着复杂的细胞器和超微结构，它们

对外界环境的改变非常敏感，临床上所得到的冷冻

卵母细胞的复苏率、受精率、胚胎率及分娩率还不

高[1-2]．

目前，常用的卵母细胞低温保存技术是玻璃化

保存．它是采用多步法将卵母细胞加入到高浓度的

低温保护剂中，然后通过冷冻载体，如开放式拉长

麦管 (open pulled straw， OPS) [3-4]、石英毛细管

(quartz capillary，QC) [5-7]及 Cryotop 法 [8-9]等投入液

氮中，以超快的冷却速度完成玻璃化，复温时再采

用多步法洗脱保护剂．传统的分步添加 -去除保护
剂的方法使细胞在不同浓度的溶液间转移，细胞外

溶液渗透压发生阶梯状突变，卵母细胞将受到较大

的渗透损伤．近年来，有学者提出运用微流控技术

来进行低温保护剂的添加和去除，使细胞外的保护

剂浓度呈连续性变化，减少对细胞的渗透损伤和毒

性损伤．Song等 [10]成功制作了水平三流的微流控

装置，用于添加和去除肝癌细胞的保护剂 3 mol/L
丙二醇，结果证明经微流控技术处理后的细胞存活

率比一步法高 25%，比两步法高 10%．杨云等[11]制

作了用于猪卵母细胞保护剂线性添加的微流体装

置，结果表明，微流控芯片连续添加保护剂所得细

胞存活率及卵裂率(92.8%，75.8%)均显著高于一步
法(59.8%，36.6%)及两步法(76.5%，51.6%)．微流
控连续法有很多种变化线型，衣星越等[12]进一步优

化了微流控连续添加并去除保护剂的线型，设计了

凸型、凹型以及直线型的添加去除方式，组合出 9
种联用方案用于卵母细胞保护剂的添加和去除，结

果发现凹形添加 -凸型去除联用方案所得卵母细胞
存活率与囊胚率与新鲜组差异最小．但是以上研究

仅优化了保护剂添加和去除的过程，并未将卵母细

胞进行冷冻，离卵母细胞低温保存的临床应用还有

一定的差距．

此外，有研究者提出将细胞在微流控芯片中进

行低温保存的一体化操作．Kondo等[13]在微流控芯

片上培养 HeLa、NIH3T3 及 MCF-7细胞，并将装
有细胞的微流控芯片和对照组培养皿在-80℃下冷
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冻保存，结果表明低温保存后微流控装置内的细胞

存活率显著高于对照组．Li等[14]运用聚二甲基硅氧

烷 (polydimethylsiloxane， PDMS)及玻璃制作了
PDMS-玻璃可控温微流控芯片，对酵母菌细胞进
行低温保存，酵母菌细胞在有温控芯片内的存活率

(74%)显著高于无温控芯片(27%)，但与传统保存方
法所得存活率无显著差异．Zou等[15]将未添加保护

剂的精子置于微流控芯片投入液氮保存，冷冻后的

精子存活率与发育能力与对照组无显著差异．对于

卵母细胞的冷冻保存，如果将保护剂添加、冷冻保

存、复温、保护剂去除整合在一个微流控芯片上，

将大大简化实验步骤，防止转移过程中的细胞丢失

和对细胞造成额外的机械损伤．目前关于这方面的

研究还未见报道．

针对以上问题，本文首先将传统分步添加 -去
除保护剂法和微流控凸型添加 -凹型去除方案分别
与 3 种冷冻载体及方法(OPS法、QC 法、Cryotop
法)搭配使用，对卵母细胞进行冷冻保存实验，验
证微流控芯片添加保护剂 -冷冻载体冷冻 -微流控
芯片去除保护剂这一整套方案的有效性；然后选择

传热性能较好的透明陶瓷和玻璃制作一体化芯片，

将卵母细胞在一体化芯片上进行添加 -冷冻 -去除
实验，以冷冻保存后的细胞存活率和发育率为判断

依据，筛选出较好的方案；最后对冷冻后卵母细胞

的早期凋亡情况、胞内活性氧水平和线粒体膜电位

水平进行分析，考察其冷冻后的质量．本研究是微

流控芯片用于卵母细胞低温保存的全新尝试，提出

了卵母细胞低温保存的新思路，在临床方面将有较

好的应用前景．

1 材料与方法

1援1 主要试剂和溶液

组织培养液(tissue culture media 199, TCM199)、
二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide，DMSO)、乙二醇
(ethylene glycol， EG)、蔗糖、胎牛血 清 (fetal
bovine serum，FBS)购自 Gibco 公司(美国)．本实
验中所用其他试剂未特殊说明均购自 Sigma 公司
(美国)．

本实验中用到的溶液温度均为 37℃，浓度为
体积比浓度．培养液：TCM199+10%猪卵泡液 +
10%FBS+激素；低温保护剂 1：TCM199+7.5%EG+
7.5% DMSO +20% FBS；低温保护剂 2: TCM199 +
15%EG+15% DMSO+20%FBS+0.4 mol/L蔗糖；去
除溶液 1：TCM199+20%FBS+0.3 mol/L蔗糖；去

除溶液 2: TCM199+20%FBS+0.15 mol/L蔗糖．
用于检测细胞早期凋亡水平、胞内活性氧水平

以及线粒体膜电位水平的试剂盒均购自中国碧云天

生物科技有限公司．

1援2 猪卵母细胞的采集和体外成熟培养

自上海市嘉定区某屠宰场采集新鲜的猪卵巢，

放置于 37℃含有 500 U 青链霉素的生理盐水中，
在 1 h内运回实验室．用带有 18G针头的 5 ml注
射器在卵巢表面吸取直径为 2～6 mm 卵泡的卵泡
液后注入 15 ml的离心管中，静置沉淀后，在体视
显微镜下拾取胞质均匀且表面包被 3层或以上的致
密卵丘细胞的卵丘卵母复合体 (cumulus oocyte
complexes，COCs)．洗涤后将细胞移入四孔培养板
进行培养，每孔含 500 滋l培养液，并覆上灭菌矿
物油．放入(39依0.5)℃、95%空气、5%CO2、饱和

湿度的 CO2培养箱．培养 42～46 h后，得到 M域
期卵母细胞．实验前，用 0.1%透明质酸酶反复吹
打以去除卵丘细胞，后用 TMC199 洗涤 3～5 次，
备用．

1援3 微流控芯片的制作及微混合系统的搭建

用于低温保护剂添加和去除的微流控芯片主要

由 Y型流体入口通道、蛇形溶液混合通道、细胞
进出通道及细胞分析腔组成．微通道横截面的尺寸

为宽 100 滋m伊高 100 滋m，Y型流体入口通道每条
长为 10 mm，蛇形混合通道每条长为 17 mm，
微通道总长约 135 mm．细胞分析腔的尺寸为长
2 000 滋m伊宽 1000滋m伊高 150 滋m，为防止细胞在
保护剂添加和去除过程中被溶液冲走，在操作腔的

左右两侧各设一排柱状障碍物，其直径为 100 滋m，
两障碍物间隔为 50 滋m．

运用模塑法制作微流控芯片．首先运用

AutoCAD 2007(Autodesk，USA)设计通道后打印光
刻掩膜，对掩膜进行清洗、涂胶、前烘、曝光、显

影、坚膜，得到光刻掩膜，在模具上固化处理好的

PDMS预聚体，得到带有微通道及细胞腔的 PDMS
基片层，将 PDMS基片与 PDMS盖片用等离子氧
化处理后直接贴合，进行不可逆封接，在 60℃～
75℃的恒温干燥箱中加固 1 h，得到 PDMS微流控
芯片，最后使用 0.6 mm打孔器制作芯片进出口．

用于冷冻的芯片采用透明陶瓷及玻璃作为盖

片，与带有通道的 PDMS 基片进行不可逆封接，
制作一体化 PDMS- 透明陶瓷以及 PDMS- 玻璃芯
片．所用透明陶瓷为氧化铝透明陶瓷，传热性能较

好(传热系数为 46W/m窑K)，厚度为 200 滋m．所用
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Fig. 2 Cryopreservation devices and integration microfluidic chips
(a) OPS. (b) QC. (c) Cryotop. (d) PDMS-transparent ceramic integration microfluidic chip. (e) PDMS-glass integration microfluidic chip.

Fig. 1 A schematic illustration of the microfluidic experimental system
1: Microinjection pump; 2: Micro-syringe; 3: Y-microfluidic chip; 4: Stereoscopic microscope; 5: Oocyte channel.

玻璃为传热性能较好(传热系数为 0.7～1.1W/m窑K)
的玻璃，但若同样选用 200 滋m的玻璃，在与透明
陶瓷组相同的降温及升温条件下容易断裂，因此选

用 1 mm厚的玻璃进行芯片制作．
微流控添加 - 去除低温保护剂的实验系统如

图 1 所示，由微注射泵 (pump 11 pico plus elite，

Harvard，美国)、微量进样针(GG001，上海高鸽工
贸有限公司)、微流控芯片及体视显微镜(SMZ-168，
MOTIC，日本)组成．其中微流注射泵为双通道注
射 /回吸可编程注射泵．通过注射泵调节单位时间
内缓冲溶液和低温保护剂的流量来调节混合溶液的

浓度变化．

1援4 冷冻载体

所用 OPS管参照 Vajta等[16]的制作方法，细管

的内径约为 800～1 000 滋m，壁厚约 80 滋m．所购
QC毛细管(WH-MXG-530690，苏州汶灏芯片科技
有限公司)制作材料为人工合成的高纯度石英玻璃，

其内径为 530 滋m，壁厚 160 滋m．所购 Cryotop
(KITAZATO， Japan)，塑料薄片长 20 mm，宽
0.4 mm，厚 0.1 mm．

上述冷冻载体及用于冷冻的一体化芯片实物如

图 2所示．

Oocyte loading and unloading channel

Columnar obstacle
Oocyte analysis chamber

5

4

3

2

1

(a)

(b)

(c)

(d) (e)
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Fig. 3 Schematic of experiments
(a) Microfluidic CPA addition-removal protocol is combined with three kinds of cryopreservation devices. (b) Integration microfluidic chip is employed

for oocytes loading, unloading, and cryopreservation.

1援5 实验方法

1.5.1 传统冷冻与微流控冷冻保存方案的对比

传统冷冻实验分 3组，每组 10枚已去除卵丘
细胞的M域期卵母细胞．3组细胞分别在低温保护
剂 1 中平衡 3～5 min，移入低温保护剂 2 中平衡
30 s，加载至 OPS细管、QC毛细管及 Cryotop 塑
料薄片，随后直接投入液氮冷冻保存．2w后将 3
组细胞分批次取出，含有细胞的一端迅速插入去除

溶液 1中，待细胞解冻后平衡 5 min，然后将细胞
转移至去除溶液 2 中平衡 5 min，后取出用
TCM199 洗涤 2～3 次，放入含有 10% FBS 的
TCM199溶液中静置 1 h后进行后续处理．每组实
验重复 3～5次．

微流控冷冻实验步骤如图 3a 所示．实验分 3
组，每组 10 枚已去除卵丘细胞的 M域期卵母细
胞，分别利用细胞口吸器放入 PDMS-PDMS芯片
的操作腔中，两微量进液针内分别为低温保护剂 2
和基础液 TCM199．根据衣星越等[11]对微流控连续

添加保护剂的线型优化结果，采用凹型添加法对细

胞进行低温保护剂的添加，装有低温保护剂 2的进
液针的流速变化如图 4 所示，微通道内总流速为
5 滋l/min，总添加时间为 10 min．完成保护剂的添
加后，用细胞口吸器将细胞吸出，迅速加载至 OPS
细管、QC毛细管及 Cryotop塑料薄片，投入液氮
进行冷冻保存．2w后将 3组细胞分批次取出，含

有细胞的一端放入去除溶液 1中进行复温，细胞解
冻后，运用口吸器吹入细胞分析腔对 3组细胞进行
保护剂去除，采用凸型去除法对细胞进行保护剂的

去除．两微量进液针中分别为 1 mol/L的蔗糖溶液
和基础液 TCM199，蔗糖溶液的流速变化如图 4所
示，微通道内总流速为 5 滋l/min，总去除时间为
8 min．保护剂去除完成后将细胞吸出转移至含有
10% FBS的 TCM199溶液中静置 1 h后进行后续处
理．每组实验重复 3～5次．
1.5.2 卵母细胞一体化芯片冷冻 -解冻方案

一体化芯片实验步骤如图 3b 所示．一次取
6～7枚已去除卵丘细胞的 M域期卵母细胞，分别
利用细胞口吸器放入 PDMS-透明陶瓷以及 PDMS-
玻璃芯片的操作腔中，两微量进液针内分别为低温

保护剂 2 和基础液 TCM199．然后采用与实验
1.5.1中微流控组相同的凹型添加法对细胞进行低
温保护剂的添加．完成添加后将芯片直接投入液氮

进行冷冻保存 2w后进行解冻处理．将芯片取出放
入 38.5℃的恒温水浴中解冻，导管出口始终保持朝
上，以防止液体由导管进入芯片，平衡至芯片表面

没有白霜．后选用与实验 1.5.1中微流控组相同的
凸型去除法对细胞进行保护剂的去除．完成保护剂

的去除后将细胞吸出转移至含有 10% FBS 的
TCM199溶液中静置 1 h后进行后续处理．每组实
验重复 3次以上．

CPA removalWarmingCoolingCPA addition

TCM199

Vtrification solution 1

(b)

(a)

LN2 38.5℃ TCM199

1 mol/L sucrose

CPA removalWarmingCoolingCPA addition

TCM199

Vtrification solution 1

LN2 TCM199

1 mol/L sucrose

Washing solution 1

Cryopreservation

devices

OPS/QC/Cryotop
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Fig. 4 The flow velocity of the concave addition with convex removal combination protocol

1援6 卵母细胞存活率及发育率判断

采用二乙酸荧光素(fluorescein diacetate，FDA)
对冷冻复温后的卵母细胞进行存活率检测，卵母细

胞用 TCM199 洗涤 3 次后转入 FDA 中避光染色
5～10 min，再用 TCM199 洗涤 3～5 次，在倒置
荧光镜(1XY71，OLYMPUS，日本)下观察染色情
况，胞质发强荧光视为活卵，无荧光或荧光较弱为

死卵．采用电激活方法对卵母细胞进行孤雌激活，

使用电融合仪(Sandiego，美国)电激活卵母细胞后
转至胚胎培养液中进行培养，2d后观察卵裂率．
1援7 卵母细胞凋亡情况评价

采用 Annexin 吁-FITC以及 PI试剂盒对冷冻复
温后的卵母细胞进行早期凋亡水平检测．按照试剂

盒的说明进行细胞染色，染色后在荧光显微镜下观

察细胞着色情况(Annexin 吁-FITC为绿色荧光，PI
为红色荧光)：正常细胞不被 Annexin 吁-FITC以及
PI 染色；凋亡早期细胞仅被 Annexin 吁-FITC 染
色，而不被 PI染色；坏死或凋亡晚期细胞将同时
被 Annexin 吁-FITC以及 PI染色．统计早期凋亡细
胞个数后，以早期凋亡细胞个数与总细胞个数的比

值作为实验的细胞早期凋亡率．

细胞内活性氧产生于氧化还原的中间步骤[17]，

其作用于细胞时，将引起胞内钙离子浓度升高、能

量缺失以及脂质氧化等[18]．有研究表明，冷冻保存

过程中，胞内产生的活性氧会引起氧化应激、胞内

基本分子退化、细胞膜的脂质氧化，从而造成卵母

细胞以及胚胎的凋亡甚至死亡[19-21]．采用含有荧光

探 针 2忆 , 7忆 - 二 氯 荧 光 素 二 乙 酸 酯 (2, 7-
dichlorofluorescein diacetate，DCFH-DA)的活性氧
检测试剂盒对细胞进行活性氧水平检测．染色后在

荧光显微镜下观察，DCFH-DA自身没有荧光，其
穿过细胞膜后，在胞内水解生成 DCFH，DCFH被
胞 内 活 性 氧 氧 化 为 有 荧 光 的 二 氯 荧 光 素

(dichlorofluorescein，DCF)，通过记录 DCF的荧光
信号强度来检测胞内活性氧水平，结果用平均荧光

值表示[22]．

线粒体在细胞中不仅仅是产生 ATP 的工具，
在卵母细胞及胚胎的发育过程中也起着重要的作

用[23]．研究表明，在细胞的冷冻保存过程中，胞内

的线粒体分布以及线粒体膜功能会发生变化，使得

细胞在冻后的发育能力降低[24]．本实验采用线粒体

膜电位检测试剂盒(JC-1)检测冻后细胞的线粒体膜
电位．细胞染色后在激光共聚焦显微镜 (Nikon，
Japan)下观察，当线粒体膜电位较高时，JC-1聚集
在线粒体基质中，形成聚合物产生红色荧光，当线

粒体膜电位较低时，JC-1 无法聚集在线粒体基质
中，此时 JC-1单体产生绿色荧光．通过胞内红绿
荧光比例来衡量线粒体去极化的比例，从而判断线

粒体膜电位的变化，结果用红绿荧光强度比值的平

均值表示线粒体膜电位．

1援8 数据处理与分析

采用 SPSS Statistics 19.0对实验结果进行分析，

200 400 600 160 320 48000

UnloadingLoading

t/st/s

1.67

3.33

5
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Frozen protocol Survival rate Cleavage rate

Control group (90.45 依 1.38)%a (87.73 依 7.25)%a

PDMS-transparent ceramic chip (59.79 依 5.01)%b (12.33 依 6.13)%b

PDMS-glass chip (33.40 依 4.19)%c (0 依 0)%b

a-c: Values with different supersecripts in the same column are significantly different (P < 0.05).

实验数据用 Mean 依 SD表示，显著性差异标准为
P < 0.05．每组实验需重复 3次以上．

2 结果与讨论

2援1 传统冷冻与微流控冷冻保存方案对卵母细胞

存活率及体外发育的影响

采用传统两步法添加 -去除保护剂，并与 3种
不同冷冻载体搭配使用，对卵母细胞进行冷冻保

存，卵母细胞的存活率和体外发育结果见表 1．在
QC和 Cryotop中冷冻保存，卵母细胞存活率(80%，
77.5% )显著高于在 OPS 中冷冻保存的存活率
(55.8%)．将不同保存方案的卵母细胞在冷冻后孤
雌激活，并在培养 2d后观察卵裂率．OPS法、QC

法、Cryotop 法的卵裂率依次增高，为 13.77%、
19.96%、26.39%．

采用微流控添加 -去除保护剂法，并与 3种不
同的冷冻载体搭配使用，对卵母细胞进行冷冻保

存，卵母细胞的存活率和体外发育结果见表 1．在
QC 及 Cryotop 中冷冻保存后，卵母细胞存活率
(84.9%， 89.45% )远高于在 OPS 中冷冻保存
(66.69%)，且与对照组的存活率无显著性差异．将
不同保存方案的卵母细胞在冷冻后孤雌激活，并在

培养 2d后观察卵裂率．OPS法、QC法、Cryotop
法的卵裂率依次增高，为 19.96%、 26.58%、
33.97%．

Frozen protocol

Survival rate Cleavage rate

Two-step Microfluidic Two-step Microfluidic

addition/removal addition/removal addition/removal addition/removal

OPS (55.80 依 4.49)%e (66.69 依 1.85)%d (13.77 依 3.15)%d (19.96 依 1.03)%cd

QC (80 依 0)%bc (84.90 依 0.40)%ab (19.96 依 2.52)%cd (26.58 依 3.65)%bc

Cryotop (77.5 依 3.54)%c (89.45 依 2.06)%a (26.39 依 1.96)%bc (33.97 依 4.50)%b

Control group (90.45 依 1.38)%a (87.73 依 7.25)%a

Table 1 Survival rates and in vitro development of oocytes treated with different
traditional and microfluidic cryopreservation protocols

Letters (a-e) indicate significant difference in Duncan’s new multiple range test (P < 0.05).

通过对比以上两组试验还可以发现，微流控法

添加 -去除保护剂与不同冷冻载体搭配冷冻后，卵
母细胞存活率和卵裂率均远高于传统法添加 -去除
保护剂与对应冷冻载体搭配冷冻后的结果．说明微

流控添加 -去除保护剂通过控制细胞周围的溶液浓
度连续变换，减少了细胞由于保护剂浓度突然增大

或减小而受到的渗透压突变冲击，避免了细胞体积

的大幅度变化，有效减少了细胞在保护剂添加 -去
除时的渗透损伤．其中，微流控添加 -去除保护剂
搭配 Cryotop载体对卵母细胞进行低温保存得到的
存活率(89.45%)与对照组的存活率(90.45%)无显著

性差异，且得到的卵裂率(33.97%)显著高于实验中
其他冷冻方案的卵裂率．

2援2 一体化微流控保存方案对细胞的存活率与体

外发育的影响

卵母细胞在 PDMS-透明陶瓷以及 PDMS-玻璃
一体化芯片低温保存后的细胞存活率及体外发育情

况，结果见表 2．PDMS-透明陶瓷组的细胞存活率
(59.79% )远高于 PDMS- 玻璃组的细胞存活率
(33.4%)，将卵母细胞在冷冻后孤雌激活，并在培
养 2d后观察卵裂率，PDMS-透明陶瓷组的细胞卵
裂率为 12.33%．实验中 PDMS- 透明陶瓷以及

Table 2 Survival rates and in vitro development of oocytes treated with different integrated
microfluidic cryopreservation protocols
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3 结 论

本文首先设计了用于添加 -去除保护剂的微流
控芯片，并首次与冷冻载体(OPS、QC、Cryotop)
搭配，对卵母细胞进行冷冻保存实验．另外为了简

化实验步骤，首次选用玻璃及透明陶瓷作为基片制

作了集 CPA添加、冷冻、复温、CPA去除为一体
的透明 PDMS-陶瓷、PDMS-玻璃一体化芯片并对
卵母细胞进行冷冻保存．得出以下结论：

a．微流控添加 -去除保护剂组卵母细胞冻后
存活率以及培养后的卵裂率都显著高于传统添加 -
去除组，其中微流控添加 -去除法搭配 Cryotop方
案的保存效果最优且可以有效降低卵母细胞的早期

凋亡率和胞内活性氧水平，并减小线粒体损伤，提

高细胞的冻后质量．

b．PDMS-透明陶瓷一体化芯片的卵母细胞存
活率远高于 PDMS-玻璃一体化芯片，但仅与传统
添加 -去除保护剂与 OPS冷冻载体搭配的冷冻保
存后所得卵母细胞存活率与卵裂率无显著性差异，

保存效果还不理想，在芯片材料选择、芯片加工技

术及冻存操作程序方面还有待进一步的优化．

微流控装置搭配玻璃化冷冻载体可以有效改善

保护剂添加 -去除过程中细胞所受的渗透损伤和毒
性损伤，提高卵母细胞的冻后存活率及质量，可作

为临床应用保存方案．另本文提出的微流控一体化

芯片可以简化实验步骤，最大限度地减小卵母细胞

受到的损伤，为卵母细胞的低温保存提供新的思

路，有广阔的应用前景．

a-c: Values with different supersecripts in the same column are significantly different (P < 0.05).

PDMS-玻璃一体化芯片冷冻结果的不同是由于陶
瓷的导热系数(46W/m窑K)远高于玻璃的导热系数
(0.7～1.1W/m窑K)．且选用的透明陶瓷芯片厚度为
200 滋m，而选用的玻璃芯片厚度为 1 mm，传热阻
力较大，因此 PDMS-透明陶瓷芯片的保存效果优
于 PDMS-玻璃芯片．

将以上结果与表 1进行对比，发现 PDMS-透
明陶瓷组的冷冻保存与传统添加 - 去除保护剂与
OPS冷冻载体搭配的冷冻保存，两者所得卵母细胞
存活率 (59.79%， 55.80% )与卵裂率 (12.33%，
13.77%)无显著性差异．但是，PDMS-透明陶瓷组
的冷冻保存与传统添加 - 去除保护剂与 QC、
Cryotop冷冻载体搭配的冷冻保存相比，卵母细胞
的存活率与卵裂率均显著低于后两者．微流控一体

化芯片的保存结果还不理想的原因在于：a．目前
常用的芯片材料是 PDMS，其键合技术、导管与芯
片的密封技术都已发展成熟，但是 PDMS 的导热
系数较低(0.2W/m窑K)，限制了其冷冻速率，从而
影响玻璃化冷冻效果，目前还未找到导热系数高且

加工技术成熟的芯片材料来代替 PDMS芯片．b．
在操作过程中，一体化芯片在添加保护剂后没有将

多余保护剂溶液从细胞腔中移除，升降温过程中由

于细胞周围有较多溶液覆盖，导致升降温速率下降.
2援3 微流控冷冻后卵母细胞的凋亡情况

新鲜组、微流控添加 -去除法搭配 Cryotop方
案组以及传统添加 -去除保护剂与 OPS 冷冻载体
组卵母细胞的早期凋亡率、活性氧水平、线粒体膜

电位见表 3．细胞经冷冻后，早期凋亡率显著升
高，但微流控组的卵母细胞早期凋亡率(39.44%)显
著低于传统两步法组(61.43%)；胞内活性氧显著升
高，但微流控组的卵母细胞胞内活性氧水平(11.9)
显著低于传统两步法组(13.19)；线粒体膜电位水平
显著降低，但微流控组的卵母细胞中线粒体膜电位

水平(0.94)显著高于传统两步法组(0.48)．可以看
出，采用微流控法添加、去除保护剂并结合

Cryotop法冷冻卵母细胞，可以有效降低卵母细胞
的早期凋亡率和胞内活性氧水平，并减小线粒体损

伤，提高细胞的冻后质量．

Table 3 Apoptosis rate, reactive oxygen species and mitochondrial membrane potential of oocytes treated
with different cryopreservation protocols (n > 40)

Groups Early apoptosis/% ROS Mitochondrial membrane potential

Control group 0a (9.64 依 1.07)a (1.35 依 0.43)a

Microfluidic + Cryotop 39.44b (11.90 依 1.20)b (0.94 依 0.13)b

Two-step + OPS 61.43c (13.19 依 2.89)c (0.48 依 0.06)c
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Experimental Study of Microfluidic Chip for Cryopreservation of Oocytes*
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Abstract Cryopreservation will cause osmotic damage, toxic damage and ice crystal damage to oocytes, thus it is
difficult to improve the quality of the frozen oocytes. In this paper, microfluidic and stepwise cryoprotectant (CPA)
loading-unloading protocols were combined with three kinds of cryopreservation devices (OPS, QC and Cryotop)
to cryopreserve the porcine oocytes for the first time. Moreover, PDMS-transparent ceramic and PDMS-glass
integration microfluidic chips were employed for oocytes cryopreservation for the first time, the survival rate and
development rate of cryopreserved oocytes were used to evaluate optimal cryopreservation protocol. Finally, early
apoptosis rate, intracellular reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane potential of oocytes were
analyzed. The results showed that the survival rate and cleavage rate of frozen oocytes by microfluidic
loading-unloading of CPAs were significantly higher than traditional loading-unloading group. Microfluidic
method could reduce the early apoptosis rate, intracellular ROS and mitochondrial damage, improve the quality of
frozen oocytes. The survival rate and cleavage rate of oocytes cryopreserved by PDMS-transparent ceramic
integrated chip were not significantly different from traditional OPS method. Microfluidic chip technology
provides a new idea for oocytes cryopreservation and has good application prospects.
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