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海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞结晶性质研究
林春燕　 张宇琪　 周新丽

(上海理工大学生物系统热科学研究所　 上海　 200093)

摘　 要　 基于海藻酸钠水凝胶的微囊化技术可用于优化冷冻和复温程序,降低细胞和组织的冷冻损伤。 观察了卵母细胞在不同

体积分数(0. 5%、1. 0%、1. 5%、2. 0%)海藻酸钠水凝胶中的形态,确定其封装的安全浓度;利用低温显微镜系统研究了不同体积

分数海藻酸钠水凝胶的结晶温度及结晶行为,并对比卵母细胞在基础溶液、保护剂溶液中降 / 复温时形态和结晶情况;对比溶剂

置换型和物理混合型制备的海藻酸钠抗冻水凝胶包封卵母细胞的冻存效果。 结果表明:卵母细胞在
 

0. 5%和
 

1. 0%体积分数的

海藻酸钠凝胶中整体形态与体积维持较好;1. 0%体积分数海藻酸钠组和 12. 5%DMSO+12. 5%EG+0. 5
 

mol / L
 

海藻糖的保护剂溶

液组中的卵母细胞在降温过程中均未产生胞内冰;相比物理混合型,溶剂置换型组水凝胶中的卵母细胞在降温过程中无胞内冰

产生,细胞复温后仍保持正常形态。
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Abstract　 Microencapsulation
 

technology
 

based
 

on
 

sodium
 

alginate
 

hydrogels
 

can
 

be
 

used
 

to
 

optimize
 

freezing
 

and
 

rewarming
 

procedures
 

and
 

to
 

reduce
 

cryo-damage
 

to
 

cells
 

and
 

tissues.
 

This
 

study
 

first
 

observed
 

the
 

morphology
 

of
 

oocytes
 

of
 

sodium
 

alginate
 

hydrogels
 

at
 

different
 

volume
 

fractions
 

( 0. 5%,
 

1. 0%,
 

1. 5%,
 

and
 

2. 0%)
 

to
 

determine
 

the
 

safe
 

concentration
 

for
 

their
 

encapsulation.
 

Second,
 

the
 

crystallization
 

temperature
 

and
 

crystallization
 

behavior
 

of
 

sodium
 

alginate
 

hydrogels
 

with
 

different
 

volume
 

fractions
  

were
 

systematically
 

investigated
 

using
 

cryo-microscopy,
 

and
 

the
 

morphology
 

and
 

crystallization
 

of
 

oocytes
 

were
 

compared
 

when
 

they
 

were
 

cooled
 

down /
retempered

 

in
 

the
 

base
 

solution
 

( cryoprotectant
 

solution).
 

Finally,
 

the
 

freezing
 

effects
 

of
 

the
 

sodium
 

alginate
 

antifreeze
 

hydrogel-
encapsulated

 

oocytes
 

prepared
 

by
 

solvent
 

replacement
 

and
 

physical
 

mixing
 

were
 

compared.
 

The
 

results
 

revealed
 

that
 

oocytes
 

maintained
 

their
 

overall
 

morphology
 

and
 

volume
 

better
 

in
 

sodium
 

alginate
 

gels
 

at
 

volume
 

fractions
 

of
 

0. 5%
 

and
 

1. 0%.
 

Furthermore,
 

oocytes
 

in
 

both
 

the
 

1. 0%
 

sodium
 

alginate
 

group
 

and
 

the
 

cryoprotectant
 

solution
 

group
 

of
 

12. 5%
 

DMSO
 

+
 

12. 5%
 

EG
 

+
 

0. 5
 

mol / L
 

trehalose
 

did
 

not
 

produce
 

intracellular
 

ice
 

during
 

the
 

cooling
 

process.
 

Additionally,
 

compared
 

with
 

the
 

physical
 

mixture,
 

oocytes
 

in
 

the
 

hydrogel
 

solvent
 

replacement
 

group
 

did
 

not
 

produce
 

intracellular
 

ice
 

during
 

the
 

cooling
 

process,
 

and
 

the
 

cells
 

retained
 

their
 

normal
 

morphology
 

after
 

rewarming.
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　 　 卵母细胞低温保存是用于人类辅助生殖技术和

生育力保存的有效技术[1] ,在基础研究[2-3] 和临床应

用[4-6]中具有重要作用。 目前,卵母细胞玻璃化保存

后的存活率较高[7] ,但仍存在玻璃化所需的保护剂

浓度过高[8-9] 、细胞后续发育能力明显减弱[10] 等问

题。 所以,仍然需要探究新型卵母细胞玻璃化保存的

方法。
海藻酸钠是由褐藻或细菌产生的一种多糖的统

称,能在毫摩尔浓度的钙或其他二价阳离子(如钡或

锶)作用下形成稳定的水凝胶[11] 。 这种胶化特性可

在生理条件下包裹住细胞,并使细胞在整个基质中均

匀分布。 海藻酸钠水凝胶因具有良好的稳定性、生物

相容性[12]和冰晶抑制能力等优势,在低温保存领域

被广泛用作包封材料[13-15] 。 M.
 

Serra 等[16]将人类胚

胎干细胞微胶囊化在海藻酸盐中进行冷冻保存,结果

发现,该策略提高了细胞扩增率(细胞浓度增加约 20
倍)和冻后细胞回收率( >70%)。 与未包封的细胞相

比,解冻后的细胞存活率提高了 3 倍,而不影响细胞

特性。 Bian
 

Jiang 等[17] 研究了海藻酸钠水凝胶包裹

分离的人卵巢组织玻璃化冷冻,实验将卵泡的活力、
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生长情况和超微结构与包裹但未冷冻的新鲜对照组

进行对比,结果表明,水凝胶包封玻璃化冷冻保存方

法能有效维持卵泡的活力,并可在复温后立即投入使

用。 截至目前,海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞的研究

几乎未见报道。
海藻酸盐凝胶的形成取决于交联剂 / 阳离子的类

型和浓度,以及藻酸盐的分子量、组成、聚合度和聚合

物链长[18] ,即海藻酸钠水凝胶的力学性能受聚合物

组成和浓度的影响。 由于卵母细胞具有独特的结构

和极高的含水量,表面积与体积比小,对外周环境和

渗透压变化敏感[19] 。 因此,使用海藻酸钠水凝胶包

封卵母细胞时,需要考虑水凝胶的力学性能对卵母细

胞的影响。 此外,通过对降 / 复温过程中冰晶形成和

生长现象的可视化观察,对于筛选低温保护剂,优化

冻存程序具有极大帮助。 杨波等[20] 在低温显微研究

中发现,在降温过程中,溶液的结晶形状、大小与溶液

的浓度和添加溶质(糖或糖醇)有关,溶液浓度高,形
成的冰晶小,对细胞损伤小。 因此,利用低温显微镜

观察藻酸钠水凝胶包封卵母细胞在降 / 复温过程中的

结晶行为并进行分析,将有助于解释水凝胶的低温保

护机理。
本文采用海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞,首先,

评估不同浓度海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞的安全

性;其次,使用低温显微镜系统分析不同浓度海藻酸

钠水凝胶的结晶温度与结晶行为,对比卵母细胞在基

础溶液、保护剂溶液和水凝胶中的结晶温度和复温后

的形态;然后,制备两种海藻酸钠抗冻水凝胶对卵母

细胞进行包封,观察胞内外冰晶生成情况,揭示海藻

酸钠水凝胶包封卵母细胞的抑冰作用。

1
 

材料与方法

1. 1
 

主要试剂
　 　 二甲基亚砜

 

( dimethyl
 

sulfoxide,
 

DMSO)
 

、乙二

醇
 

(ethylene
 

glycol,
 

EG)
 

购自美国 Sigma 公司;组织

培养液
 

( tissue
 

culture
 

media
 

199,
 

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、柠檬酸三钠、海
藻糖、海藻酸钠、D-甘露醇购自国药集团化学试剂有

限公司;胚胎培养用矿物油、孕马血清促性腺激素

(pregnant
 

mare
 

serum
 

gonadotropin,PMSG)、人绒毛膜

促性腺激素 ( human
 

chorionic
 

gonadotrophin, HCG)、
M2

 

培养液、透明质酸酶、KSOM 培养液购自江苏易核

科学仪器有限公司。
溶液浓度除特别指出,均按照体积分数(%) 配

制。 基础溶液(base
 

solution,BS):TCM199+20%FBS。

1. 2
 

低温显微镜系统
　 　 低温显微镜系统主要由 BCS196 生物低温台、
Linksys

 

32 温度控制软件、 T95 程序温度控制器、
LNP95 自动冷却系统以及 BX51TRF 型显微镜( O-
lympus,Japan)组成。 液氮在温度控制器的控制下由

液氮泵自动注入低温台中,用来冷却样品。 低温台可

以实现-196 ~ 125
 

℃范围内的降温及升温,升降温速

率最快为 100
 

℃ / min,最慢为
 

0. 01
 

℃ / min。
降复温程序均设置为:从室温 20

 

℃以 50
 

℃ / min
的降温速率降至-100

 

℃,平衡 1
 

min,再以 100
 

℃ / min
的升温速率复温至室温。 相机拍摄时间间隔均设置

为
 

1
 

s,每组进行 3 ~ 5 次平行实验。
1. 3

 

小鼠卵母细胞的获取
　 　 选取

 

7
 

周龄
 

ICR
 

(institute
 

of
 

cancer
 

research)系

SPF(specific
 

pathogen
 

free) 级小鼠 10 只,腹腔注射

PMSG
 

0. 2
 

mL,48
 

h 后再腹腔注射 HCG
 

0. 2
 

mL。 在

注射 HCG 后的 15 ~ 16
 

h 内用颈椎脱臼法快速处死小

鼠,剖开腹腔,取出输卵管与卵巢结合体。 将其放入

PBS(phosphate
 

buffered
 

saline)中涮洗 3 次,再移入提

前预热好的
 

M2 捡卵液( M2 培养液+1%青链霉素)
中。 在体视镜视野下,找到输卵管与卵巢连接处的膨

大部并撕开,排出卵丘-卵母细胞复合物。 再将复合

物移至 50 μL 的透明质酸酶液滴中,用 10 μL
 

移液枪

反复吹打
 

3 ~ 5
 

min 使卵丘细胞与卵母细胞分离获得

裸卵。 在
 

M2 溶液中洗涤 3 ~ 5 次后挑选形态正常的

卵母细胞移入事先制备好的 M2 培养液液滴中,最后

用
 

2
 

mL
 

胚胎用矿物油封住,放入培养箱备用。
1. 4

 

海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞的安全性
评估
　 　 为研究海藻酸钠水凝胶包封形成的机械应力是

否会影响卵母细胞的形态和存活情况,选取
 

0. 5%、
1. 0%、1. 5%、2. 0%的 4 种不同浓度海藻酸钠包封并

释放卵母细胞。
配制海藻酸钠溶液,成分为 BS+1%D-甘露醇+

0. 5% / 1. 0% / 1. 5% / 2. 0%海藻酸钠。 1%的 D -甘露

醇用于维持卵母细胞与周围环境的渗透压平衡。 用

移液枪分别吸取 4 种不同浓度的海藻酸钠溶液,在培

养皿上制作 4 个 5
 

μL 液滴。 将卵母细胞从培养箱中

取出,放入 1 ~ 3 个卵母细胞至各液滴中,等待
 

1
 

min,
实时观察卵母细胞形态。 拍照后,吸取 20

 

μL
 

0. 15
 

mol / L
 

CaCl2 溶液,轻轻覆盖于海藻酸钠液滴上,交联

3
 

min。 交联完成后,用吸水纸吸去液滴上多余的
 

CaCl2 溶液,在显微镜视野下观察卵母细胞在海藻酸

钠水凝胶中的状态。 随后,在海藻酸钠水凝胶上滴加
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0. 075
 

mol / L 柠檬酸钠溶液进行解交联,将释放出的

卵母细胞依次在 M2 液滴中清洗 3 次,再放入培养箱

中培养 1
 

h,观察卵母细胞的存活状态。 以透明带完

整无明显变形且卵周间隙均匀,质膜完整,胞质无外

流、皱缩、变暗或松散不均匀现象为存活标准。
1. 5

 

海藻酸钠水凝胶薄片的制作及结晶情况
　 　 使 用 CO2 激 光 雕 刻 机 ( 美 国

 

UNIVERSAL
 

VLS2. 30)在厚度为 300
 

μm 的亚克力板上雕刻长为

2
 

cm、宽为 1. 5
 

cm
 

的长方形,并在长方形中央切除直

径为 1
 

cm 的圆形孔洞。 选取同尺寸的带有小孔的聚

四氟乙烯膜,与亚克力片贴合按压紧密,制成水凝胶

薄片模具。 分别吸取少量 0. 5%、1. 0%、1. 5%、2. 0%
浓度海藻酸钠溶液滴加在模具的圆形孔洞中,盖上盖

玻片,随后将模具完全浸入
 

CaCl2 溶液中进行交联,
时长为 30

 

min。
从模具中取出水凝胶薄片,平铺于坩埚中,盖上

盖玻片,转移至低温载物台中开始降复温程序。 以初

始冰晶出现温度为结晶温度,统计各组样本结晶温

度。 各组均依次选取 20
 

℃ 室温、结晶前、初始结晶、
-100

 

℃ 最终结晶、出现重结晶、冰晶开始融化、冰晶

即将全部融化和恢复室温后 8 个时间节点,观察并拍

照记录海藻酸钠水凝胶薄片的结晶情况。
选取

 

0. 5%、1. 0%、1. 5%、2. 0%浓度海藻酸钠水

凝胶薄片在约-100
 

℃ 平衡时的冰晶最终生成图,将
图片导入 Image

 

J 软件进行处理。 综合计算各图取平

均灰度值,以此对比不同浓度海藻酸钠水凝胶薄片冰

晶生成厚度与密度。
1. 6

 

海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞低温显微
观察
　 　 将卵母细胞分别置于体外培养液( KSOM

 

培养

液+1% 青链霉素)、 12. 5% EG + 12. 5% DMSO + 0. 5
 

mol / L
 

海藻糖的
 

CPA
 

溶液、1. 0%浓度海藻酸钠水凝

胶中进行低温显微实验,观察降 / 复温过程中卵母细

胞在培养液、保护剂溶液及海藻酸钠水凝胶中胞内冰

产生情况。
用移液枪在坩埚上制作 2

 

μL 的培养液和浓度为

12. 5%EG+ 12. 5% DMSO + 0. 5
 

mol / L 海藻糖的 CPA
溶液液滴,将卵母细胞吹入液滴后,在坩埚中垫上 C

 

型环防止卵母细胞被压碎,再夹取盖玻片覆盖在液滴

上。 将加载好样品的坩埚放置在低温台上,开启降复

温程序。 对于海藻酸钠水凝胶组样本,用移液枪在坩

埚上制作 2
 

μL 的 1. 0%浓度海藻酸钠液滴,将卵母细

胞吹入液滴后,在液滴上方滴加 20
 

μL 的 0. 15
 

mol / L
  

CaCl2 溶液进行交联。 3
 

min 后,用吸水纸吸去样品

周围多余的液体,再将坩埚放置在低温台中,开启降

复温程序。 实验中记录结晶温度和卵母细胞胞内冰

生成情况,拍摄降 / 复温过程 8 个时间节点图片。
1. 7

 

不同方法制备海藻酸钠水凝胶包封卵母
细胞低温显微观察
　 　 分别使用溶剂置换法和物理混合法制备海藻

酸钠水凝胶,包封卵母细胞进行低温显微实验,探
究抗 冻 型 水 凝 胶 对 卵 母 细 胞 的 低 温 保 护 作

用机制。
物理混合法:称取 100

 

mg 海藻酸钠粉末于 15
 

mL
离心管中,加入 10

 

mL 浓度为 12. 5%EG+12. 5%DM-
SO+0. 5

 

mol / L 海藻糖的保护剂溶液混合配置成 CPA
基 1%浓度海藻酸钠溶液。 在坩埚中央制作一个

3
 

μL 的 CPA 基 1. 0%浓度海藻酸钠溶液液滴,用口

吸器将卵母细胞吹入液滴中,滴加 0. 15
 

mol / L
  

CaCl2

溶液交联
 

3
 

min
 

后,用吸水纸吸去周围多余液体。
溶剂置换法:在坩埚中央制作一个 3

 

μL 的 1. 0%
浓度海藻酸钠溶液液滴, 吹入卵母细胞后, 吸取

20
 

μL
 

0. 15
 

mol / L
  

CaCl2 溶液滴加至液滴上方,交联

3 min 成凝胶后吸除多余
 

CaCl2 溶液,再向凝胶上方

加入 50
 

μL 浓度为 12. 5% EG + 12. 5% DMSO + 0. 5
 

mol / L 海藻糖的 CPA 溶液,加载时长为 8
 

min。 加载

好后,用吸水纸吸去外周的 CPA 溶液。
海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞制备好后,将坩埚

移入低温台,设置降复温程序开始实验。 拍摄各组卵

母细胞胞内冰产生和生长图片,并记录冰晶出现的温

度和时间。

2
 

结果与讨论

2. 1
 

卵母细胞在海藻酸钠水凝胶中的情况
　 　 不同浓度海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞,再用柠

檬酸钠溶液解交联释放卵母细胞的全过程中卵母细

胞的形态变化如图 1 所示(从左至右依次为交联前、
交联后以及释放后)。 交联前为卵母细胞在海藻酸

钠溶液中的状态;交联后为滴加
 

CaCl2 溶液交联海藻

酸钠溶液,卵母细胞在海藻酸钠水凝胶中的状态;释
放后为向海藻酸钠水凝胶中加入柠檬酸钠溶液解交

联释放出卵母细胞,并在 M2 溶液中恢复一段时间后

的状态。
由图 1 可知,卵母细胞在

 

0. 5%和
 

1. 0%浓度的

海藻酸钠溶液和海藻酸钠凝胶中整体形态与体积并

无明显变化,解交联并在 M2 溶液中恢复 3
 

min
 

后,卵
母细胞仍保持较好的球形状态。 在 1. 5%浓度的海

藻酸钠中,由于溶液黏度变大,卵母细胞在交联后的

海藻酸钠水凝胶中受到了一定的挤压,形状由球形变
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图 1
 

卵母细胞在不同浓度海藻酸钠中的形态(标尺:50
 

μm)
Fig.1

 

Morphology
 

of
 

oocytes
 

in
 

different
 

concentrations
 

of
 

sodium
 

alginate
 

(scale
 

bar:
 

50
 

μm)

成了椭圆形(虚线箭头);在释放恢复后卵母细胞又

恢复了原来的形态,胞质与透明带并未出现破损与松

散。 而 2. 0%浓度海藻酸钠组交联后被包封在凝胶

中的卵母细胞形态发生明显变化,这可能是由于凝胶

强度过大,卵母细胞受到机械力而造成不规则形变。
释放恢复后的卵母细胞的胞质与透明带之间有较大

空隙(实线箭头),说明较高浓度的海藻酸钠凝胶可

能会对卵母细胞造成不可逆损伤。
2. 2

 

海藻酸钠水凝胶浓度对结晶温度与结晶
行为的影响
　 　 为研究海藻酸钠溶液交联成水凝胶后的结晶情

况,制作了厚度为 300 μm, 浓度为 0. 5%、 1. 0%、
1. 5%、2. 0%的 4 种海藻酸钠水凝胶薄片,考虑到海

藻酸钠包封卵母细胞在冷冻前交联时长不宜过长,统
一交联时长为 30

 

min,分别进行降复温低温显微实

验。 海藻酸钠水凝胶薄片的结晶温度和结晶行为如

表 1 所示。 对比不同浓度海藻酸钠水凝胶的结晶温

度差异可以发现,交联时长为 30
 

min 时,水凝胶薄片

的结晶温度并未随浓度的升高有显著降低。 考虑到

交联剂的类型和胶凝条件均会影响水凝胶的机械性

能[21] 。 因此,30
 

min 的交联时长可能较短,不足以使

300
 

μm 厚的海藻酸钠完全交联成水凝胶,使各浓度

薄片之间的结晶温度无较大差异。
不同浓度海藻酸钠水凝胶在交联时长为 30

 

min
 

的情况下,降复温过程中的结晶情况如图 2 所示。 由

图 2 可知,水凝胶薄片在室温下呈透明状,透光性

较好。 对比 4 种浓度的水凝胶薄片的冰晶出现初

期与最终状态,冰晶出现时均为从一侧到另一侧蔓

延且逐层不断生长的趋势。 在- 100
 

℃ 平衡时,最
终冰晶生成图片的灰度值如表 1 所示。 随着海藻

酸钠浓度的升高,图片灰度值也逐步增高,0. 5%组

图片的平均灰度值为 625. 229,而
 

2. 0%组图片的

平均灰度值达 1 551. 203。 灰度值的升高说明海藻

酸钠水凝胶中形成的冰晶晶体间产生了复杂的反

射与折射,削弱了光线的传播,使视野变暗,间接表

明海藻酸钠浓度越高,冰晶的体积越小,生长越密

集,高密度的细小冰晶会使光线受阻。 此外,冷冻

过程中可能会使溶液中海藻酸钠产生浓度波动,并
且由于钙残留物的存在,可能导致凝胶的进一步交

联[22] ,从而使凝胶刚度增加。
由于低温台复温速率的限制,水凝胶薄片在复温

过程中出现重结晶现象,重结晶的判断标准为复温过

程中水凝胶内部冰晶再次生长。 而薄片重结晶的温

度与浓度存在关联性,即浓度越高重结晶温度越高。
0. 5%浓度海藻酸钠水凝胶薄片的重结晶温度为

-78. 65
 

℃ ,而 2. 0%浓度海藻酸钠水凝胶薄片的重结

晶温度升至-59. 63
 

℃ 。 随着海藻酸钠浓度的增大,
在复温过程中海藻酸钠水凝胶薄片的重结晶温度升

至-59. 63
 

℃ 。 随着海藻酸钠浓度的增大,在复温过

程中冰晶的再结晶温度升高,较高温度才会出现再结

晶。 水凝胶薄片的重结晶现象与降温过程中的结晶

温度相关联,结晶温度越低,重结晶温度越高。 在温

度恢复至室温后,各组水凝胶薄片的形态与冷冻前相

比并无明显差异。
2. 3

 

海藻酸钠水凝胶包封卵母细胞的低温显
微结果
　 　 综合考虑不同浓度海藻酸钠结晶性质及其对卵

母细胞形态的影响,选取最适浓度为 1. 0%的海藻酸

钠水凝胶包封卵母细胞进行低温显微实验,对比卵母

细胞在基础溶液、浓度为
 

12. 5% DMSO + 12. 5% EG +
0. 5

 

mol / L 海藻糖的保护剂溶液中降复温时形态和

结晶情况。 卵母细胞在基础溶液、浓度为
 

12. 5%DM-
SO+12. 5% EG + 0. 5

 

mol / L
 

海藻糖的保护剂溶液和

1. 0%浓度海藻酸钠水凝胶中的冰晶生成情况如图 3
所示,升降温过程中的结晶行为如表 2 所示。
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表 1
 

不同浓度海藻酸钠水凝胶的结晶温度和结晶行为

Tab.1
 

Crystallization
 

temperature
 

and
 

crystallization
 

behavior
 

of
 

sodium
 

alginate
 

hydrogels
 

of
 

different
 

concentrations

组别 0. 5%海藻酸钠 1. 0%海藻酸钠 1. 5%海藻酸钠 2. 0%海藻酸钠

结晶温度 / ℃ -16. 83±0. 96 -18. 25±0. 56 -18. 80±0. 87 -17. 46±1. 57

平均灰度值 625. 229 931. 294 1
 

148. 345 1
 

551. 203

重结晶温度 / ℃ -78. 65±1. 27 -77. 06±0. 85 -69. 55±0. 68 -59. 63±2. 16

图 2
 

不同浓度海藻酸钠水凝胶薄片的冰晶形成情况

Fig.2
 

Ice
 

crystal
 

formation
 

in
 

sodium
 

alginate
 

hydrogel
 

flakes
 

with
 

different
 

concentrations
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图 3
 

卵母细胞在不同溶液和海藻酸钠水凝胶中的冰晶生成情况(标尺:50μm)
Fig.3

 

Ice
 

crystal
 

production
 

from
 

oocytes
 

in
 

different
 

solutions
 

and
 

sodium
 

alginate
 

hydrogels
 

(scale
 

bar:
 

50
 

μm)

表 2
 

卵母细胞降 /复温过程中在不同溶液和海藻酸钠水凝胶中的结晶行为

Tab.2
 

Crystallization
 

behavior
 

of
 

oocytes
 

in
 

different
 

solutions
 

and
 

sodium
 

alginate
 

hydrogels
 

during
 

cooling / rewarming
 

process

组别 外周结晶温度 / ℃ 胞内冰生成情况 重结晶温度 / ℃ 卵母细胞降复温后形态

基础溶液(BS) -10. 20±0. 53 有 -77. 63±5. 54 质膜严重破损,胞质松散,部分细胞透明带破裂

CPA -30. 55±1. 28 无 -31. 82±4. 92 质膜轻微破损,胞质轻微松散,透明带无明显损伤

1. 0%海藻酸钠 -19. 14±0. 47 无 -35. 16±4. 51 质膜严重破损,胞质松散,透明带无明显损伤

　 　 由表 2 可知,在相同的降温速率 50
 

℃ / min
 

的条

件下,海藻酸钠包封组的卵母细胞外周结晶温度

(-19. 14
 

℃)明显低于 BS 组的结晶温度(-10. 20
 

℃),
但仍高于 CPA

 

组的-30. 55
 

℃ 。 降温过程中,BS 溶

液先发生了结晶现象,冰晶从细胞外部快速传播扩散

至细胞内部,诱导卵母细胞胞内冰的产生,即图中出

现的卵母细胞胞质变黑现象。 Zhang
 

Wujie
 

等[23] 研

究发现,海藻酸钠水凝胶微球在低温保存后仍能够保

持完整形态,并且在低浓度的低温保护剂作用下,微
球内部的水可以优先玻璃化。 本文海藻酸钠包封组

的外周结晶温度虽高于 CPA 组,但该组的卵母细胞

在降温过程中同样未出现明显的胞内冰生成现象。
可能原因是在降温过程中,海藻酸钠水凝胶周围的溶

液最先结晶,而在海藻酸钠与钙离子交联形成的水凝
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胶三维网络中冰晶的生长和扩散受到限制,从而抑制

胞内冰的产生,减弱了降温时周围冰晶形成和生长过

程产生的作用力对卵母细胞造成的冲击。
复温过程中,由于低温台的复温速率有限,各组

卵母细胞均出现了重结晶现象。 根据外周溶液的重

结晶状况判断 BS 组卵母细胞重结晶温度约为

-77. 63
 

℃ 。 而 1. 0%海藻酸钠组中的卵母细胞在约

-35. 16
 

℃ 开始出现重结晶,生长至- 29. 3
 

℃ ,并在

-10. 9
 

℃开始融化,时间节点与保护剂组接近。 恢复

至室温后,各组卵母细胞之间的形态有较大的差异,
BS 组中的卵母细胞质膜与透明带均受到严重破坏,
胞质松散;保护剂组的卵母细胞复温后胞质虽也出现

了破损,但程度较轻,卵母细胞的基本形态得以维持;
而 1. 0%浓度海藻酸钠包封组的卵母细胞情况与 BS
组类似,质膜破裂且胞质松散。 Huang

 

Haishui 等[24]

指出在没有 CPA 的情况下,海藻酸盐水凝胶微胶囊

中的水凝胶网络在降温和升温过程中因广泛的冰产

生而发生机械变形,从而在复温至室温后对微胶囊造

成不可逆的损害。 当添加 CPA 时,可以防止冰晶的

形成,并抑制海藻酸钠的浓度波动带来的凝胶刚度变

化。 从理论上讲,基质刚度的增加会对细胞活力产生

负面影响[25] 。 因此,仅用海藻酸钠水凝胶包封卵母

细胞进行冻存,存在一定的有效范围,即海藻酸钠水

凝胶无法完全取代保护剂的低温保护作用。 需进一

步研究海藻酸钠水凝胶与保护剂联合使用对卵母细

胞的低温保存效果是否有促进作用。
2. 4

 

不同方法制备海藻酸钠抗冻水凝胶包封
卵母细胞效果对比
　 　 分别使用溶剂置换型与物理混合型两类抗冻

水凝胶包封卵母细胞,以 50
 

℃ / min
 

的降温速率和

100
 

℃ / min
 

的复温速率进行低温显微实验。 卵母

细胞在物理混合型与溶剂置换型水凝胶中的冰晶

生成情况如图 4 所示,降复温过程中的现象如表 3
所示。

图 4
 

卵母细胞在物理混合型与溶剂置换型水凝胶中的冰晶生成情况(标尺:50
 

μm)
Fig.4

 

Ice
 

crystal
 

generation
 

from
 

oocytes
 

in
 

physically
 

mixed
 

and
 

solvent-substituted
 

hydrogels
 

(scale
 

bar:
 

50
 

μm)

表 3
 

卵母细胞在物理混合型与溶剂置换型水凝胶中降 /复温过程的现象

Tab.3
 

Phenomena
 

of
 

the
 

cooling / rewarming
 

process
 

of
 

oocytes
 

in
 

physically
 

mixed
 

and
 

solvent-replaced
 

hydrogels

组别
外周结晶

温度 / ℃
胞内冰

生成情况

重结晶

温度 / ℃
初始融化

温度 / ℃
卵母细胞降复温后形态

物理混合型 -27. 86±5. 16 无法观察 无法观察 -9. 84±2. 74 质膜破裂,胞质松散,透明带无明显破损

溶剂置换型 -71. 53±1. 27 无 -77. 39±2. 96 -33. 63±4. 49 质膜和透明带完整,与冻前无明显差异
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　 　 由图 4 可知,物理混合型水凝胶在交联后出现了

大量的絮状物,整体较为杂乱。 对比冰晶产生的初始

时间节点,物理混合型水凝胶平均在-27. 86
 

℃ 时就

有冰晶产生,并且随着温度的降低持续快速生长至整

个界面,遮挡视野,无法看清卵母细胞在其中的状态。
而溶剂置换型水凝胶在约-71. 53

 

℃ 才出现冰晶,且
冰晶生长和扩散的速度缓慢,可以清楚地看到卵母细

胞在降温过程中无胞内冰产生。
本研究制备的两类水凝胶使用的保护剂浓度相

同,但结果却存在差异。 可能原因是海藻酸钠交联成

水凝胶时需要滴加
 

CaCl2 溶液,并且需要一定的交联

时间,而物理混合型水凝胶在
 

CaCl2 中交联时,水凝

胶中的保护剂与
 

CaCl2 溶液中的水进行了置换,使水

凝胶中的保护剂含量降低,水凝胶中含有较高份额的

自由水,降温过程中有大量冰晶产生,从而影响包封

冻存效果。 溶剂置换型水凝胶则恰好相反,海藻酸钠

先在
 

CaCl2 溶液中交联成水凝胶,再浸泡保护剂,水
凝胶中的部分水被置换成保护剂,从而减少水凝胶中

自由水的含量。 保护剂中醇类的疏水残基在水凝胶

中聚集,干扰三维氢键网络,减弱了水分子之间的相

互作用,从而抑制水凝胶中的冰晶形成和扩散,强化

海藻酸钠水凝胶的低温性能。 Chen
 

Fan 等[26] 还指

出,不仅可以基于单一的 CPA 进行溶剂置换,还可以

使用二元甚至三元 CPA 混合物来制备防冻和耐干燥

的有机水凝胶,可以进一步平衡有机水凝胶的性能。
由于视野不清,无法看清复温过程中卵母细胞在

物理混合型水凝胶中的状况,仅能观察到冰晶开始融

化的平均温度为-9. 84
 

℃ 。 回至室温后,卵母细胞的

质膜较降复温前明显发生了破裂,胞质松散。 而溶剂

置换型水凝胶复温过程中在- 77. 39
 

℃ 时开始重结

晶,冰晶在凝胶中不断生长,布满整个视野,温度到达

约-33. 63
 

℃冰晶开始融化,恢复至室温后,卵母细胞

与冻前相比无明显差异,胞质和透明带均完整,无明

显破损。

3
 

结论

　 　 本文对海藻酸钠水凝胶用于包封卵母细胞的安

全性进行了评估,并通过低温显微镜系统研究了海藻

酸钠水凝胶的结晶性质,对比了保护剂与海藻酸钠水

凝胶不同的结晶机制,得到如下结论:
1)0. 5%和

 

1. 0%浓度的海藻酸钠水凝胶包封卵

母细胞可使细胞维持较好形态。 0. 5%浓度海藻酸钠

水凝胶薄片的重结晶温度为-78. 65
 

℃ ,图片的平均

灰度值为 625. 229;2. 0%浓度海藻酸钠水凝胶薄片的

重结晶温度升为 - 59. 63
 

℃ , 图片平均灰度值达

1
 

551. 203。 说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,重结晶温度越高。

2) 1. 0% 浓度海藻酸钠水凝胶组和 CPA 组

(12. 5%DMSO+12. 5%EG+0. 5
 

mol / L 海藻糖
 

)中的

卵母细胞在降温过程中均未产生胞内冰。 验证了海

藻酸钠水凝胶的包封对卵母细胞具有一定的抑冰作

用,但无法完全取代保护剂,可以将其和保护剂结合

应用于保存其他细胞或组织。
3)使用相同浓度的保护剂情况下,溶剂置换型

水凝胶中的卵母细胞在降温过程中无胞内冰产生,外
围水凝胶结晶温度低至-71. 53

 

℃ ,细胞复温后仍保

持正常形态。 相比于物理混合型制备的海藻酸钠抗

冻水凝胶,溶剂置换型海藻酸钠抗冻水凝胶具有更好

的低温性能,更适用于卵母细胞冷冻保存。
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