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诱发成核对卵巢组织慢速冷冻的影响
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摘　 要　 卵巢组织冻存是女性生育力保存的重要方法,慢速冷冻卵巢组织卵泡存活率较低,自体移植效率低。 通过诱发成核对

卵巢组织降温程序进行优化,分析了成核温度和成核后降温速率对卵巢组织冷冻保存效果的影响。 将程序降温仪与超声波诱发

成核设备结合,实现超声波诱发成核并优化了超声波强度,对复温后的卵巢存活率和组织学形态进行评估。 结果表明:引入诱发

成核的降温程序对卵巢组织损伤减小,当在-11
 

℃诱发成核,成核后降温速率为 1
 

℃ / min 时,卵泡存活率达 88. 02%。 超声波成

核设备可对样品进行无接触式诱发成核,降低了污染风险,提高了成核的成功率,冻存卵巢组织卵泡存活率达 88. 38%。 通过程

序的优化以及设备的改进提高了卵巢组织冷冻保存效果,降低了冷冻保存过程中引入污染的风险,为临床上卵巢组织慢速冷冻

保存提供了新的方法。
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Abstract　 Ovarian
 

tissue
 

cryopreservation
 

is
 

an
 

important
 

method
 

for
 

female
 

fertility
 

preservation.
 

Slow
 

freezing
 

of
 

ovarian
 

tissue
 

results
 

in
 

poor
 

follicular
 

survival
 

and
 

low
 

retransplantation
 

efficiency.
 

This
 

study
 

optimized
 

the
 

ovarian
 

tissue
 

cooling
 

procedure
 

by
 

ice
 

seeding,
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

ice
 

seeding
 

temperature
 

and
 

cooling
 

rate
 

after
 

seeding
 

on
 

ovarian
 

tissue
 

cryopreservation
 

were
 

analyzed.
 

The
 

programmed
 

cooling
 

apparatus
 

was
 

combined
 

with
 

an
 

ultrasonic
 

device
 

to
 

achieve
 

the
 

ultrasonic
 

seeding
 

of
 

ice
 

crystals,
 

and
 

the
 

ultrasonic
 

intensity
 

was
 

screened.
 

The
 

ovarian
 

survival
 

and
 

histology
 

were
 

assessed
 

after
 

rewarming.
 

The
 

results
 

revealed
 

that
 

the
 

optimized
 

cooling
 

procedure
 

with
 

ice
 

seeding
 

reduced
 

the
 

damage
 

to
 

ovarian
 

tissues.
 

When
 

ice
 

seeding
 

was
 

triggered
 

at
 

- 11
 

℃
 

with
 

a
 

cooling
 

rate
 

of
 

1
 

℃ / min
 

after
 

nucleation,
 

follicle
 

survival
 

was
 

88. 02%.
 

Ultrasonic
 

nucleation
 

equipment
 

enabled
 

contactless
 

ice
 

seeding
 

of
 

the
 

samples,
 

reducing
 

the
 

risk
 

of
 

contamination
 

and
 

improving
 

the
 

success
 

rate
 

of
 

ice
 

seeding.
 

Furthermore,
 

the
 

follicle
 

survival
 

rate
 

of
 

frozen
 

ovarian
 

tissue
 

increased
 

to
 

88. 38%.
 

The
 

optimization
 

of
 

the
 

procedure
 

and
 

the
 

improvement
 

of
 

the
 

equipment
 

improved
 

the
 

effect
 

of
 

ovarian
 

tissue
 

cryopreservation,
 

reduced
 

the
 

risk
 

of
 

introducing
 

contamination
 

during
 

the
 

cryopreservation
 

process,
 

and
 

provided
 

a
 

new
 

method
 

for
 

the
 

slow
 

cryopreservation
 

of
 

ovarian
 

tissues
 

in
 

clinics.
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　 　 随着医学的进步,癌症患者的治愈率逐渐提高,
越来越多的年轻患者存在生育力保存的需求[1-3] 。
对女性患者而言,可供选择的方法包括胚胎冻存、卵
母细胞冻存以及卵巢组织冻存。 胚胎冻存仅适用于

有配偶的已婚女性,无法为青春期或急需治疗的恶性

肿瘤患者保存生育力,同时对于激素敏感型肿瘤患者

而言,可能存在潜在的促进肿瘤生长的转移风险[4] 。
卵母细胞冻存需要预先进行促排卵、取卵等一系列操

作,不仅有感染等风险,还会延后治疗周期。 此外,促
排需要激素注射,也无法为激素敏感型患者提供生育

力保存[5] 。 卵巢组织冷冻保存无需促排,不会延误

原发病治疗,适用于青春期前的女性患者。 在原发病

治愈后,自体移植复苏的卵巢组织有望恢复患者的内

分泌和生育功能,对于年轻的女性患者极为有利。
目前用于卵巢组织冷冻保存的方法包括玻璃化

冷冻保存和慢速冷冻。 两者在临床上均有应用,各有

利弊。 玻璃化冷冻所需时间短,简单易操作,不依赖

昂贵的仪器,但该方法使用的高浓度保护剂对卵巢组

织有一定的毒性,同时会产生氧化应激反应和细胞凋

亡损伤[6] 。 不仅如此,有研究表明玻璃化后的卵巢
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组织中部分卵泡基因表达降低,包括 AMH( anti-Mul-
lerian

 

hormone,抗苗勒管激素) 和 Bmp15( bone
 

mor-
phogenetic

 

protein
 

15,骨形态发生蛋白 4)等。 慢速冷

冻使用低浓度的冷冻保护剂,毒性降低,冻后组织无

明显的变形,且凋亡基因表达显著降低[7] 。 1994 年,
N.

 

I.
 

Boland 等[8]使用二甲基亚砜作为冷冻保护剂

完成了羊卵巢皮质的冷冻自体移植。 直至 2000 年,
K.

 

Oktay 等[9] 报道了 1 例人卵巢组织自体移植成

功,该团队将卵巢皮质制成了 2
 

mm×2
 

mm 至 5
 

mm×
10

 

mm 的薄片,使用 1. 5
 

mol / L 丙二醇慢速冷冻保存

了 6 个月,解冻后移植成功。 4 年后,J.
 

Donnez 等[10]

首次报道了 1 例人卵巢组织的慢速冻存,腹腔镜原位

移植后活产,这是人类史上第 1 次卵巢组织冷冻保存

活产。 2021 年 8 月 31 日,阮祥燕教授团队也报道了

中国第 1 例卵巢组织慢速冷冻保存活产病例[11] 。 虽

然慢速冷冻保存已有活产病例,但慢速冷冻在降温过

程中,通常会产生较大的过冷度,导致不可控的结晶

形成,造成细胞或组织的机械损伤[12] ,复温后卵巢组

织中卵泡存活率低,卵巢组织功能受损。 因此,通过

改变卵巢组织的降温程序防止冰结晶造成组织损伤

的研究是十分必要的。
为解决过冷损伤,目前最常用的方法就是诱发成

核。 诱发成核的方式有很多种,包括预冷探针接触成

核、超声波诱发成核、冰成核剂诱发成核、电脉冲诱发

成核等。 对于卵巢组织冷冻保存而言,目前所用的诱

发成核方式主要是预冷探针接触成核,即使用预冷的

镊子或棉签轻触保护剂液面或冻存管,产生冰核[13] 。
该方式在某种程度上会引入外部的污染源,诱发的冰

核均一性差。 此外,在操作上需要拧开冻存管的盖子

造成样品的温度波动,且无法批量操作。 超声波辅助

诱发成核作为机械置核的一种,已应用于生物样本的

冷冻保存以及食品冷冻保存等领域。 M.
 

D.
 

Luque
 

de
 

Castro
 

等[14]研究表明超声对结晶过程的积极影响

表现在诱导期,过饱和条件和亚稳区宽度的显著缩

短,可以通过适当选择超声条件“定制”冰晶的尺寸

分布甚至形状。 R.
 

Chow 等[15] 研究表明在超声存在

的情况下,成核始终在较高的温度下发生,且超声波

诱发成核的机理可能与空化气泡相关。 Ma
 

Xuan
等[16]使用多频超声冷冻保存大黄鱼,结果表明多频

超声能够显著提高大黄鱼冷冻样品的冷冻速率,并能

较好地保存大黄鱼冷冻样品的品质。 李维杰等[17] 提

出一种可用于 L-02
 

肝细胞植冰保存过程的超声波

植冰系统,通过超声波诱发成核显著提高了冷冻保存

肝细胞的存活率,达到(97±2. 6)%,并降低了保护液

中 Me2SO
 

用量。 目前,将超声波诱导成核应用于卵

巢组织的冷冻保存中的研究还未见报道。
本文在卵巢组织慢速冷冻过程中进行诱发成核,

分析了成核温度和成核后降温速率对卵泡存活率的

影响;按照冻存管尺寸定制了超声波传递架,并将超

声设备置于程序降温仪内,搭建了卵巢组织超声波诱

发成核降温系统;最后优化了诱发成核的超声波强

度,以达到最优的卵巢组织冻存效果。

1
 

材料与方法

1. 1
 

小鼠卵巢组织获取
　 　 选取 6 ~ 8 周 ICR 系 SPF 级雌鼠,脱颈致死,迅速

置于无菌手术台,腹部备皮。 使用镊子与眼科剪小心

剖开腹部,顺着输卵管找到双侧卵巢,剔除多余脂肪,
取出输卵管与卵巢结合体。 将结合体放入预热好的

PBS(phosphate
 

buffered
 

saline,磷酸缓冲盐溶液),小
心分离出整个卵巢,使用手术刀将卵巢一切为二,2
个半卵巢再次均分为 4 块卵巢组织。 得到的卵巢组

织筛选出大小相等的组织块进行后续操作。
1. 2

 

预冷探针诱发成核卵巢组织慢速冷冻
保存
　 　 文中涉及保护剂的百分数若无特殊说明均指体

积分数。 将卵巢组织块浸入低温保护剂(10%二甲基

亚砜+20%胎牛血清+ 0. 1
 

mol / L 蔗糖+PBS) 中渗透

10
 

min,移入含有 0. 5
 

mL 低温保护剂的 1. 8
 

mL 冻存

管中,每个冻存管保存 2 块卵巢组织。 将冻存管放入

预冷至 4
 

℃ 的程序降温仪( CryoMed
 

Freezer
 

7453,
Thermo

 

Fisher
 

Scientific,USA)中,固定在可升降的杆

图 1
 

预冷探针接触诱发成核示意图

Fig.1
 

Ice
 

seeding
 

with
 

precooled
 

needle

上,如图 1 所示。 启动降温仪进行程序降温,样品以

2
 

℃ / min 的降温速率降至诱发成核温度,当达到诱

发成核温度后平衡 5
 

min,提起升降杆,打开冻存管管

—251—



第 46 卷 第 3 期

2025 年 6 月
叶

 

娜,等:诱发成核对卵巢组织慢速冷冻的影响
Vol.

 

46,
 

No.
 

3
June,

 

2025

帽,使用液氮预冷的镊子轻触保护剂液面,完成诱发

成核。 再次平衡 5
 

min,保证冰核稳定生长。 随后以

特定的降温速率降至- 40
 

℃ ,再以 10
 

℃ / min 降至

-100
 

℃ ,取出冻存管迅速投入液氮。 不置核的对照

组冻存管固定在升降杆后,以 2
 

℃ / min 的降温速率

降至-7
 

℃平衡 10
 

min,随后以 0. 3
 

℃ / min 的降温速

　 　 　

率降至 -40
 

℃ , 再以 10
 

℃ / min 的降温速率降至

-100
 

℃ ,取出冻存管迅速投入液氮。
为研究不同的诱发成核温度和成核后的降温速

率对卵巢组织慢速冷冻保存效果的影响,设置诱发成

核温度分别为-7、-9、-11
 

℃ ,设置成核后的降温速

率分别为 0. 3、1、10
 

℃ / min,实验组设计如图 2 所示。

图 2
 

预冷探针诱发成核卵巢组织慢速冷冻程序设计

Fig.2
 

Design
 

of
 

ovarian
 

tissue
 

slow
 

freezing
 

procedure
 

with
 

ice
 

seeding
 

by
 

precooled
 

needle

　 　 复温过程,将冻存管取出置于 37
 

℃ 水浴复温

3
 

min,取出卵巢组织块,分别移入洗脱液 1(0. 5
 

mol / L
蔗糖+20%胎牛血清+PBS),洗脱液 2(0. 25

 

mol / L 蔗

糖+20%胎牛血清+PBS)和洗脱液 3(20%胎牛血清+
PBS)洗脱 3

 

min。 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 洗涤一次后,
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

存活率计算如式(1)所示:

V = G
G + R

× 100% (1)

式中:V 为卵泡存活率;G 为被 AM 标记为绿色的活

细胞数,个;R 为被 PI 标记为红色的死细胞数,个。
1. 3

 

卵巢组织 HE 染色组织学分析
　 　 洗脱后的卵巢组织,使用 4%的多聚甲醛固定

24
 

h。 然后使用梯度浓度的酒精进行洗脱用时

9. 5
 

h,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 3
 

h 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

母细胞细胞核形态是否正常。
1. 4

 

超声波诱发成核卵巢组织慢速冷冻保存
　 　 为了在程序降温过程中采用超声波诱发成核,将
定制的超声波传递架置于程序降温仪 ( CryoMed

 

Freezer
 

7455,Thermo
 

Fisher
 

Scientific,USA) 内,并连

接外部的超声波发生器(LH-600,佰斯特超高科技有

限公司,中国),如图 3 所示。 超声波传递架材质为

不锈钢,整体尺寸为 12
 

cm
 

×12
 

cm×10
 

cm,传递架下

方焊接超声波传递震子,上方为定制圆孔,孔径为

12
 

mm。 超声波发生器可调频率为 25、28、40
 

kHz,最
大功率为 600

 

W。

图 3
 

超声波诱发成核冻存设备

Fig.3
 

Ultrasonic
 

ice
 

seeding
 

freezing
 

device

对于超声波诱发成核卵巢组织慢速冷冻,将卵巢

组织块浸入低温保护剂(10%二甲基亚砜+20%胎牛

血清+0. 1
 

mol / L 蔗糖+PBS)中渗透 10
 

min,移入含有

0. 5
 

mL 低温保护剂的 1. 8
 

mL 冻存管中,每个冻存管

保存 2 块卵巢组织。 将冻存管嵌入超声传递架圆孔,
整体置于程序降温仪中,关闭舱门。 启动降温仪进行

程序降温,样品以 2
 

℃ / min 的降温速率降至诱发成

核温度,当达到-11
 

℃ 时,恒温 5
 

min 后启动超声发

生器,诱发成核完成再次恒温 5
 

min 稳定生成冰核。
随后以 1

 

℃ / min 的降温速率降至 - 40
 

℃ , 再以

10
 

℃ / min 的降温速率降至-100
 

℃ ,取出冻存管迅

速投入液氮。 为研究不同强度超声波诱发成核对慢
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速冷冻保存卵巢组织的影响,设置了不同功率的超声

波诱发成核,由高至低分别为 400、270、160
 

W,复温

过程与 1. 2 节相同。
1. 5

 

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,数据以平均

值±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
 

预冷探针诱发成核冻存卵巢组织效果
　 　 为研究诱发成核温度和成核后的降温速率对卵

巢组织慢速冷冻保存效果的影响,设置了 10 组程序

对卵巢组织进行冷冻保存,复温后卵巢组织中卵泡存

活率如图 4 所示。
由图 4 可知,当成核温度为- 7

 

℃ 时,成核后以

0. 3、1、10
 

℃ / min 的降温速率降温,冻存后卵泡存活

率分别为 79. 98%、77. 51%、57. 41%,而不成核组的

卵泡存活率为 69%,0. 3
 

℃ / min 组存活率最高。 当

成核温度为-9
 

℃ 时,成核后以 0. 3、1、10
 

℃ / min 的

降温速率降温,冻存后卵泡存活率分别为 66. 41%、
79. 56%、66. 27%,1

 

℃ / min 组存活率最高。 当成核

温度为-11
 

℃时,成核后以 0. 3、1、10
 

℃ / min 的降温

速率降温, 冻存后卵泡存活率分别为 77. 71%、
88. 02%、57. 92%,1

 

℃ / min 组存活率最高。
预冷探针诱发成核能够使保护剂在局部形成较

大的过冷度[18] ,出现冰核,从而降低保护剂整体的过

冷度减小损伤,因此诱发成核更有利于卵巢组织慢速

冷冻保存。 这与研究者在其他细胞冻存过程中得出

的结论相同。 Huang
 

Haishui 等[19] 结合海藻糖预脱

水和诱发成核实现了细胞的无 CPA ( cryoprotective
 

agent,冷冻保护剂)冻存,0. 33
 

mol / L 海藻糖用于预

脱水和-4
 

℃诱发成核的组合可以使人红细胞在无任

何渗透性 CPA 的情况下低温保存后获得高细胞活

力,细胞回收率最高为 78. 1% ±4. 8%,实验证实了诱

发成核的重要作用。 Huang
 

Zhiyong 等[20] 针对人 T
淋巴细胞的冷冻保存诱发成核温度进行了研究,发现

诱发成核温度会影响人 T 淋巴细胞的冷冻保存,即
使成核后的降温速率(90

 

℃ / min)远高于人体 T 淋巴

细胞的最佳冷却速率,保存效果也很理想。 在-14、-
16、-18

 

℃ 诱发置核时,细胞的相对存活率比不成核

分别提高了 97. 3%、98. 8%、97. 0%。 实验结果不仅

证实了诱发成核的必要性,也证实了诱发成核的温度

对冻存效果是有影响的。
从冻存后卵巢组织中卵泡存活率来看,诱发成核

图 4
 

预冷探针诱发成核下不同降温程序冻存卵巢组织

卵泡存活率

Fig.4
 

Survival
 

rate
 

of
 

follicle
 

with
 

different
 

cooling
 

procedures
 

under
 

ice
 

seeding
 

by
 

precooled
 

needle

温度与成核后的降温速率之间有一定的匹配关系。
对于较高的诱发成核温度( -7

 

℃ ),缓慢的降温速率

0. 3
 

℃ / min 更有利于卵巢组织的保存,对于较低的成

核温度( -9
 

℃和-11
 

℃ ),增加降温速率至 1
 

℃ / min
则显示了更好的冻存效果。 该情况可能与冻存过程

中冰核的形成与生长有关。 成核温度越高产生的过

冷度越小,形成的晶核体积大且数量少[21] 。 同时,降
温速率快有利于冰晶生长。 即高成核温度结合更快

的降温速率会使大晶核快速生产,从而对卵巢组织产

生较大的机械损伤。 因此,高成核温度成核后,更适

—451—



第 46 卷 第 3 期

2025 年 6 月
叶

 

娜,等:诱发成核对卵巢组织慢速冷冻的影响
Vol.

 

46,
 

No.
 

3
June,

 

2025

合以较低的冷却速率继续降温。 较低的成核温度

( -9
 

℃和-11
 

℃ )产生的过冷度大,冰核体积小而数

量多,同时较大的过冷度会增加溶液的黏度,导致水

分子扩散难度越来越大,不利于晶核的生长。 在这种

条件下增加降温速率至 1
 

℃ / min,不会使小晶核快速

长大,不仅可以保证生物样本受到较小的晶核损伤,
同时可以减少降温时间,降低降温过程中的高浓度保

护剂对生物样本的毒性损伤。 当降温速率增至

10
 

℃ / min,无论在什么温度下诱发成核,均会导致胞

内自由水没有充足时间渗透到胞外,从而在内部形成

胞内冰,造成组织损伤。
预冷探针诱发成核冻存卵巢组织 HE 染色如图 5

所示,A 组和 H 组的均较好地保存了卵巢组织的形

态结构,虽然与新鲜组相比,各组均有损伤,但各级卵

泡形态正常,卵母细胞核保持为圆形或椭圆形,少见

核固缩。
A 组的降温程序为 - 7

 

℃ 诱发成核,成核后以

0. 3
 

℃ / min 的降温速率降至-40
 

℃ ,再以 10
 

℃ / min
的降温速率降至-100

 

℃ ,然后迅速投入液氮。 这是

当前卵巢组织慢速冷冻保存最为常用的降温程序,卵
泡存活率达到 79. 98%。 该程序最初应用于卵母细

胞的冷冻保存,借鉴至卵巢组织的冷冻保存且效果较

好,于是一直沿用。 H 组的降温程序为-11
 

℃诱发成

核,成核后以 1
 

℃ / min 的降温速率降至-40
 

℃ ,再以

10
 

℃ / min 的降温速率降至-100
 

℃ ,然后迅速投入液

氮。 H 组是 9 个对比组中卵泡存活率最高的组别,达
到了 88. 02%,组织形态学评估结果也较为理想,可
以作为卵巢组织慢速冻存的优化程序。
2. 2

 

超声波诱发成核冻存卵巢组织效果
　 　 为研究不同强度的超声波诱发成核的效果,使用

不同功率的超声波进行诱发成核后冻存,得到复温后

卵巢组织卵泡存活率如图 6 所示,图中不同字母表示

单因素方差分析法中具有显著性差异(P<0. 05)。
不进行超声波诱发成核,超声波实验组降温速率

为 1
 

℃ / min 时,卵泡存活率为 41. 03%。 不进行预冷

探针诱发成核, 预冷探针实验组的降温速率为

0. 3
 

℃ / min 时,卵泡存活率为 69%,如图 6 所示。 可

以看出,当降温速率更快时,不进行诱发成核对冻存

效果影响显著。 当超声波功率为 160
 

W 和 280
 

W
时,卵泡存活率分别为 85. 46%和 88. 38%。 当超声

波功率为 280
 

W 时,卵泡存活率与-11
 

℃预冷探针诱

发成核降温速率为 1
 

℃ / min 的实验组(88. 02%)无

显著性差异。 当超声波强度为 400
 

W
 

时,卵泡存活

率大幅下降,仅为 25. 76%。 这是因为超声波功率过

大,造成了卵巢组织的机械损伤。 M.
 

Saclier 等[22] 对

图 5
 

预冷探针诱发成核冻存卵巢组织 HE 染色

Fig.5
 

HE
 

of
 

different
 

cooling
 

procedures
 

under
 

ice
 

seeding
 

by
 

precooled
 

needle

超声空化引发的冰成核过程进行了模拟,结果表明在

空化泡崩溃的最后阶段发生的压力增加了水的平衡

冻结温度,结果是局部过冷水平提高,这是冰成核的

驱动力。 因此,即使在低过冷水平下,也可以在适度

的声压振幅下开始成核。 N.
 

Lyczko 等[23] 针对超声

波诱发成核辅助冻结硫酸钾的研究表明超声能够在

低于无超声的过饱和下触发成核,同时可以避免诱发

成核,避免外来污染引入溶液。 Hu
 

Fen 等[24] 研究表

明当超声波达到足够高的强度时,才会出现大量充满

活力的气泡,气泡的破裂能降低界面能,进而诱发成

核。 研究发现 160
 

W 和 280
 

W 的超声波辅助置核对

卵泡存活率的影响无显著差异,但 280
 

W 的超声波

可以更稳定地诱发成核。
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图 6
 

超声波诱发成核对卵泡存活率的影响

Fig.6
 

Effect
 

of
 

ultrasonic
 

ice
 

seeding
 

on
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

follicle

图 7
 

超声波诱发成核冻存卵巢组织 HE 染色

Fig.7
 

HE
 

of
 

slow
 

freezing
 

ovarian
 

tissue
 

with
 

ultrasonic
 

ice
 

seeding

超声波诱发成核冻存卵巢组织的组织形态学评

估如图 7 所示。 超声波诱发成核组更好地保护了卵

泡的结构和卵巢组织内部结构。 卵泡周围很少产生

空腔,卵巢组织的结构更加致密。 不成核组可以明显

观察到大量空腔,部分卵泡形状发生了改变,可能会

影响卵泡的进一步发育。

3
 

结论

　 　 本文优化了卵巢组织慢速冷冻保存工艺,包括成

核温度和成核后的降温速率;搭建了程序降温与超声

波诱发成核结合的系统,并确定了安全且能稳定成核

的超声波强度,为临床上卵巢组织冷冻保存提供了新

的方案。 得到结论如下:
1)相比于通用的-7

 

℃ 诱发成核 0. 3
 

℃ / min 降

温的冷冻程序,优化后的- 11
 

℃ 诱发成核 1
 

℃ / min
降温的冷冻程序,复温后的卵巢组织卵泡存活率为

88. 02%,组织形态保持较好。 更重要的是该程序缩

短了降温时间,能够更快地完成卵巢组织的冻存。
2)将程序降温仪与超声诱发成核相结合,仅需

启动降温仪外部的超声发生器即可在内部通过传递

架进行超声波诱发成核,无需将样品取出完成诱发成

核。 该方法避免了预冷探针诱发成核时样品从降温

仪中取出温度的急速上升,更稳定地完成整个冷冻过

程,并保证了无外源污染的引入。
3)优化了超声波诱发成核的相关参数,在超声

波频率为 40
 

kHz,功率为 160
 

W 和 280
 

W 时诱发成

核,卵巢组织冻存效果最好。 其中功率为 280
 

W
 

时

诱发 成 核 成 功 率 更 高, 且 复 温 后 卵 泡 存 活 率

达 88. 38%。
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