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胚胎冷冻解冻过程中的细胞损伤机制与
修复性干预研究

王  泽  宇
（湖北省   华中科技大学   430030）

摘要：

本研究围绕胚胎冷冻解冻过程中细胞损伤的生物学机制与修复性干预路径展开，旨在揭示冻融应激下细胞

结构与功能变化的规律，并提出可行的保护与优化策略。通过建立标准化的冷冻与解冻体系，系统评估胚胎细

胞在不同阶段的形态结构、能量代谢及凋亡信号变化。结果显示，冻融过程导致细胞膜通透性异常、线粒体功

能障碍及活性氧（ROS）累积增加，诱发能量代谢失衡与细胞凋亡相关通路激活。

为缓解上述损伤，研究在解冻体系中引入抗氧化剂与代谢激活物进行干预，发现谷胱甘肽与丙酮酸的联合

应用可显著降低氧化应激水平，改善线粒体膜电位并提高胚胎存活率。进一步的综合分析表明，多因子协同修

复体系可在维持渗透压稳定和恢复细胞能量平衡方面发挥保护作用。研究最终构建了基于代谢调控的细胞修复

模型，为胚胎冷冻解冻条件的优化提供了实验依据，并为辅助生殖技术中冻融胚胎的质量提升提供了潜在的策

略参考。

关键词：胚胎冷冻解冻、细胞损伤机制、修复性干预、辅助生殖技术、代谢调控模型

一、引言：冷冻胚胎损伤的生物学挑战

1.1 研究背景与临床意义

胚胎冷冻与解冻技术是辅助生殖技术（Assisted 

Reproductive Technology, ART）的核心组成部分，

可实现胚胎长期保存与重复利用，在提高妊娠率和降

低卵巢过度刺激风险方面具有重要应用价值。随着冷

冻胚胎移植（Frozen Embryo Transfer, FET）比例

的上升，其质量与存活率成为影响临床结局的关键因

素。

然而，冻融过程中的物理与化学应激常引发细胞

结构和功能损伤，包括膜通透性异常、线粒体功能障

碍及氧化应激反应增强。这些变化可导致能量代谢紊

乱和凋亡信号激活，最终影响胚胎发育潜能。深入揭

示冻融损伤的分子机制，并建立有效的细胞保护体系，

是提升冷冻胚胎质量与生育结局的关键环节。

1.2 冷冻胚胎技术的发展与瓶颈问题

胚胎冷冻技术经历了由慢速冷冻到玻璃化冷冻的

技术升级，后者通过快速降温和高浓度保护剂显著减

少了冰晶形成，但仍无法避免解冻阶段的渗透压冲击

与氧化应激损伤。

研究表明，解冻过程中自由基生成、线粒体膜电

位下降及 DNA 损伤普遍存在。目前常用的优化策略包

括改良冷冻保护剂、调控升降温速率和引入抗氧化剂

干预，但这些措施多以经验为主，缺乏系统机制验证。

冻融应激导致的代谢紊乱与细胞凋亡机制尚未完全明

确，成为限制技术进一步发展的主要瓶颈。

1.3 科学问题提出与研究目标

本研究聚焦胚胎冷冻解冻过程中的细胞损伤机制

与修复性干预路径，旨在从结构、代谢和信号通路层

面揭示低温应激对胚胎细胞的作用规律，并提出可验

证的修复策略。

主要科学问题包括：

（1）冻融应激下，细胞膜通透性、线粒体功能

障碍与氧化应激之间的动态关系如何？

（2）能量代谢失衡与凋亡信号激活在冻融损伤

中处于何种调控层级？

（3）抗氧化与代谢激活干预能否协同改善胚胎

存活率与发育潜能？

为此，研究将通过结构观察、代谢检测与功能评

估相结合的方法，构建胚胎冻融损伤与修复的系统模

型，明确多因子干预的生物学基础，并提出基于代谢

调控的优化方案，以期为冷冻胚胎的质量提升与临床

应用提供理论支撑。

二、冻融应激下的细胞损伤机制与生理响应

2.1 胚胎细胞的低温应激响应机制

胚胎细胞在冷冻与解冻过程中面临复杂的物理与

化学应激，其生理响应主要体现在膜结构重塑、渗透

压调节及能量代谢重构三个层面 [1]。低温环境导致

细胞膜脂质双层由流动态转为凝固态，膜通透性下降，
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离子交换受限。为了维持渗透压平衡，细胞会激活水

通道蛋白（AQP）及离子泵系统，通过渗透调节维持

内环境稳定。然而在快速降温阶段，这一调节常滞后

于温度变化，水分子滞留在胞内，形成微晶体并引发

膜结构机械损伤 [2]。

低温胁迫同时影响胚胎细胞的代谢通路。线粒体

氧化磷酸化速率在冷冻过程中显著下降，ATP 合成受

限，细胞转向糖酵解途径以维持能量供给 [3]。当解

冻升温后，线粒体呼吸活动突然增强，氧耗量上升，

导致自由基过度生成并触发氧化应激。积累的活性氧

（ROS）会攻击膜脂和蛋白质，引发脂质过氧化与膜

电位下降，进一步削弱能量代谢能力。这一连锁反应

构成了冻融损伤的代谢学基础。

2.2 冻融过程中的结构损伤与代谢紊乱

胚胎细胞在冻融过程中的主要损伤来自冰晶形成

与渗透压失衡。冷冻阶段，胞外水分先行结晶析出，

胞内水分外流造成脱水；而解冻阶段，水分回流速度

不均，引起细胞肿胀甚至膜破裂 [2]。与此同时，冷

冻保护剂浓度的急剧变化导致渗透压冲击，使细胞骨

架断裂、细胞连接结构破坏，线粒体膜电位（ΔΨm）

下降，从而诱发能量代谢障碍与凋亡信号级联反应 

[4]。

代谢紊乱在冻融损伤形成中起关键作用。已有研

究表明，冻融胚胎细胞的糖代谢与脂质代谢均发生显

著改变，乳酸 / 丙酮酸比值升高提示能量代谢失衡，

谷胱甘肽消耗增加则反映抗氧化防御能力下降 [1]。

当氧化应激超出细胞清除能力时，ROS 与 RNS（活性

氮物种）共同破坏线粒体 DNA 与膜脂，诱导线粒体

自噬与凋亡通路激活 [2]。

此外，冻融应激还会干扰细胞周期调控与信号传

导网络。低温环境可通过激活 MAPK 与 p53 通路促

进程序性细胞死亡，并抑制代谢酶和抗氧化酶的转录

水平 [3]。这些变化表明，胚胎细胞的冻融损伤不仅

是结构性破坏，更是多层次的代谢紊乱与信号失衡过

程，其系统性影响直接决定了冷冻胚胎解冻后的发育

潜能。

2.3 国内外研究现状与学术争议

近年来，冷冻胚胎的研究重心已由保存技术转向

冻融后细胞功能的维持与修复 [3][4]。国际上普遍

认为，胚胎冻融损伤主要源于膜结构破坏、氧化应激

与能量代谢失衡，但主导机制的理解仍存在差异 [1]。

部分研究认为渗透压变化是细胞死亡的关键诱因，也

有研究指出线粒体功能障碍与 ROS 累积更具决定性 

[2][3]。

在干预策略方面，国外学者尝试将抗氧化剂（如

谷胱甘肽、褪黑素）和代谢激活物（如丙酮酸、谷氨

酰胺）引入解冻体系，以减轻氧化损伤并促进能量恢

复 [2]。初步实验表明，此类干预可改善线粒体膜电

位、降低 ROS 水平并提升囊胚形成率，但作用机制与

最优配比仍待系统验证 [1][4]。国内研究则多集中

在冷冻保护剂优化与工艺改进，缺乏从代谢与信号层

面对损伤机制的整合分析。未来的研究需在机制层面

建立系统模型，推动由“经验性改良”向“机制驱动

型优化”的转变 [3][4]。

三、实验设计与研究路径：多层次冻融损伤模型

构建

3.1 研究总体思路与实验逻辑框架

本研究以揭示胚胎冷冻解冻过程中的细胞损伤机

制及修复性干预效应为核心目标，整体思路遵循“损

伤表征—机制解析—干预验证”的逻辑路径。研究内

容从形态、代谢与分子三个层次展开，形成系统化的

多维实验框架。

研究设计分为三个相互衔接的阶段。首先，建立

标准化的冷冻与解冻模型，对不同发育阶段的胚胎进

行冻融处理，以获得细胞损伤样本。其次，采用结构

观察、线粒体功能分析与代谢组学检测等手段，对损

伤过程进行定量与定性分析，识别关键代谢通路与信

号变化。最后，引入抗氧化与代谢激活干预体系，对

损伤后的胚胎进行修复性验证，并根据实验结果构建

反馈优化模型。整个研究逻辑构成了从基础机制探索

到应用策略评估的闭环体系，确保研究结果具有可重

复性与可验证性。

3.2 样本来源与实验体系建立

实验所用胚胎来源于健康成熟雌性小鼠，经超排

卵与体外受精获得。研究选取 2 细胞期、4 细胞期、

桑椹胚期和囊胚期四个发育阶段样本，以比较不同发

育阶段对冻融应激的敏感性。所有动物实验均依照实

验动物伦理规范进行，确保研究符合生物安全与伦理

要求。

冷冻过程采用玻璃化冷冻法（vitrification 

method），冷冻保护液含乙二醇和二甲基亚砜为渗透

性保护剂，并辅以蔗糖进行脱水调节。胚胎在平衡液

中短时暴露后迅速冷冻保存于液氮中。解冻阶段采取

梯度升温与稀释方式，逐步移除保护剂并恢复至培养

液体系。

为验证修复性干预效果，实验组与对照组均按相

同冷冻流程操作。实验组的解冻液中加入谷胱甘肽与

褪黑素以缓解氧化应激，同时补充丙酮酸和谷氨酰胺

以促进能量恢复。对照组采用传统解冻体系，用于评
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估干预措施的保护效应。所有实验均进行三次独立重

复，并设置质量控制样本监测仪器稳定性，确保数据

的可比性与统计可靠性。

3.3 冻融损伤评估指标与数据分析方法

胚胎冻融损伤的评价从形态结构、生理功能与分

子水平三个方面进行整合分析。形态学评估通过显微

镜观察细胞碎片率、囊胚形成率及细胞间连接完整性，

并利用荧光染色法检测存活比例及核结构变化，以直

观反映胚胎结构损伤情况。

功能性检测重点分析线粒体状态与氧化应激水

平。线粒体膜电位采用 JC-1 染色法测定，ATP 含量与

谷胱甘肽水平反映能量代谢与抗氧化能力。活性氧的

累积通过 DCFH-DA 荧光探针检测，并以荧光强度变化

定量表征氧化应激程度。

在代谢层面，利用液相色谱 – 质谱联用系统

（LC-MS）获取代谢物谱数据，并通过主成分分析（PCA）

与偏最小二乘判别分析（PLS-DA）区分组间差异。差

异代谢物经 KEGG 通路富集分析识别关键代谢网络，

为冻融损伤机制建模提供依据。分子水平分析采用实

时定量 PCR 与免疫印迹技术检测凋亡与抗氧化相关基

因的表达变化，包括 Bax、Bcl-2、Caspase-3、SOD2

与 GPX1 等。

所有数据以平均值 ± 标准差（Mean ± SD）表

示，采用单因素方差分析（ANOVA）比较组间差异，

显著性水平设定为 p < 0.05。所有变量在分析前均经

过归一化与方差校正，以保证统计结论的稳健性。最

终通过多维数据整合构建胚胎冻融损伤的系统性表征

模型，为后续修复性干预策略提供定量依据。

四、冻融胚胎的细胞损伤机制解析：结构、能量

与信号的协同崩解

4.1 胚胎形态与细胞结构的冻融损伤特征

冷冻解冻实验表明，胚胎细胞在冻融过程中出现

显著的形态学变化。显微镜观察显示，冻融后胚胎细

胞碎片率上升，囊胚细胞间连接松散，胞质空泡化明

显。早期胚胎（2 细胞期、4 细胞期）对冻融应激最

为敏感，发育率较对照组显著下降；而晚期胚胎因细

胞膜稳定性较高，表现出较强的耐受性。

结构损伤主要由冰晶形成与渗透压失衡引起。冷

冻阶段细胞脱水造成膜收缩，解冻阶段水分回流则诱

发细胞肿胀与膜裂解。透射电镜结果显示，细胞膜断

裂、胞器变形及微丝结构紊乱均较常见。细胞间连接

复合体（tight junctions）的部分解体破坏了胚胎

整体结构完整性，为后续代谢失衡和信号异常奠定了

基础。

4.2 线粒体功能障碍与能量代谢失衡

线粒体是冻融损伤的主要受累结构。实验结果显

示，冷冻胚胎线粒体膜电位（ΔΨm）显著下降，ATP

含量明显低于对照组。JC-1 染色分析中，线粒体由红

色聚集荧光转为绿色单体荧光，提示能量转换受阻、

膜电位丧失。

能量代谢检测结果表明，冻融应激抑制氧化磷酸

化通路，乳酸 / 丙酮酸比值升高，细胞代偿性地转向

无氧糖酵解。该过程破坏 NADH/NAD ⁺平衡，导致氧

化还原系统失调；谷胱甘肽水平下降进一步反映抗氧

化能力减弱 [1][2]。

线粒体损伤不仅源于结构破坏，更是能量代谢崩

解的驱动力。膜通透性增加引发胞内 Ca²⁺浓度上升，

激活凋亡相关酶系，形成“膜损伤—能量障碍—信号

激活”的级联反应，为细胞死亡过程提供了分子起点。

4.3 氧化应激累积与细胞凋亡信号激活

氧化应激在冻融损伤中发挥核心作用。ROS 检测

结果显示，冷冻胚胎中活性氧水平显著高于对照组，

主要来源于受损线粒体的电子传递链。过量 ROS 引发

脂质过氧化，破坏膜脂结构并抑制线粒体复合体活性，

形成持续性损伤反馈循环。

分子层面检测表明，凋亡信号与氧化应激密切相

关。RT-qPCR 结果显示，Bax与 Caspase-3表达上调，

而 Bcl-2 下调，Bax/Bcl-2 比值上升表明细胞进入促

凋亡状态。Western blot 结果进一步验证 Caspase-3

裂解产物增加，说明线粒体途径介导的凋亡被激活 

[2][3]。

氧化应激还影响核内转录调控。ROS 通过激活 

MAPK/p38与 NF-κB信号通路，诱导应激性转录反应，

促进炎症因子与凋亡相关蛋白的表达 [1][4]。这一

系列变化表明，冻融损伤不仅导致结构破坏，还引起

信号网络紊乱与基因表达重塑，进而削弱胚胎的发育

潜能。

4.4 多维损伤机制的整合分析与模型构建

整合结构、能量与信号三方面结果，可建立冻融

胚胎细胞损伤的系统性模型。该模型揭示，冰晶形成

与渗透压失衡引起的膜结构破坏是损伤的起始事件；

线粒体功能障碍构成代谢失衡的核心环节；氧化应激

与凋亡信号的放大则推动细胞功能的不可逆衰退。

由此可提出“结构破坏—代谢障碍—信号放大”

的三阶段损伤模式：膜通透性改变触发离子失衡与机

械应激；能量枯竭与氧化还原失衡加剧代谢紊乱；

ROS 累积与凋亡信号激活导致细胞丧失修复能力。三

者相互作用，形成冻融应激下的协同损伤网络。

该模型为后续修复性干预研究提供理论基础，并
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为优化冷冻与解冻体系提供方向。通过针对膜稳定性、

线粒体保护及氧化应激缓解的多靶点调控，可实现对

冻融胚胎细胞的综合保护，进而提升胚胎复苏后的发

育质量与临床应用价值。

五、修复性干预与优化策略：从机制验证到体系

重构

5.1 抗氧化与代谢激活的细胞保护作用研究

冻融胚胎损伤的核心机制在于氧化应激与能量代

谢障碍。本研究引入抗氧化剂与代谢激活物进行靶向

干预。结果显示，谷胱甘肽与褪黑素的联合使用显著

降低解冻后胚胎的 ROS水平，线粒体膜电位恢复明显，

ATP 含量较对照组提高约 25%。丙酮酸与谷氨酰胺的

补充增强了氧化磷酸化活性，改善细胞能量稳态 [1]。

分子检测结果表明，抗氧化干预组中 SOD2 与

GPX1表达上升，而促凋亡基因Bax与 Caspase-3下调，

说明干预措施通过抑制凋亡信号实现细胞保护效应。

实验结果综合显示，抗氧化与代谢激活在功能层面形

成协同作用，既缓解氧化损伤，又重塑能量代谢网络，

构建出可验证的细胞修复机制。

5.2 解冻液配方与渗透压调节体系优化

冻融损伤的另一关键因素是渗透压波动。基于前

期结构损伤结果，对解冻液配方进行了分步优化。通

过逐级稀释法控制冷冻保护剂浓度梯度，显著减少细

胞内外渗透压差。优化体系下，胚胎膜完整率较传统

方法提升 18%，囊胚形成率提高约 22%。

在解冻液中添加渗透压缓冲剂（蔗糖、甘露醇）

稳定细胞外液环境，防止水分骤变造成的膜张力崩解 

[3]。配合抗氧化体系使用后，细胞骨架与胞质结构

保持完整，胚胎形态学评分明显提升。解冻体系的改

进不仅体现为化学成分优化，更代表了基于细胞生理

平衡机制的重构，显著降低机械性应激与渗透压冲击，

为细胞修复提供稳定微环境。

5.3 多因子协同修复策略的综合验证

在单因子干预基础上，构建多因子协同修复体系

以实现多靶点保护。体系设计兼顾膜稳定性、线粒体

功能与氧化应激平衡。实验采用谷胱甘肽（抗氧化）、

丙酮酸（能量激活）与蔗糖（渗透压缓冲）联合干预，

结果显示囊胚发育率、细胞活性与能量代谢指标均较

单一干预组显著提高 [1][4]。

代谢组学结果表明，协同体系使冻融胚胎代谢谱

接近自然发育状态。KEGG 通路富集分析显示，三羧酸

循环、谷胱甘肽代谢及脂质合成通路活性恢复，提示

该体系在代谢水平实现整体调节。功能验证表明，多

因子协同修复有效阻断冻融应激的“结构—能量—信

号”损伤链，具备明确的生物学可行性与临床转化潜

力。

5.4 培养液动态反馈体系的构建与临床启示

基于多因子修复结果，提出代谢反馈驱动的动态

培养体系构想。该体系通过实时监测培养液中乳酸、

丙酮酸与谷胱甘肽等关键代谢物浓度，自动调整其比

例，以维持胚胎代谢稳态。模型结合微流控与传感技

术，可在冻融后培养阶段持续监测能量状态并实施精

准调控。

该体系在实验条件下已验证可行性，为辅助生殖

技术提供了新的应用路径。传统冻融胚胎移植依赖静

态培养环境，动态代谢反馈体系更接近体内微环境特

征，有助于提升胚胎复苏后的适应性。临床应用前景

主要体现在三个方面：动态调控提高复苏率与植入率；

实时监测减少人为误差；数据驱动实现个体化培养优

化。

六、从细胞修复到系统优化：冻融胚胎保护策略

的整合与前瞻

6.1 研究主要结论与理论创新总结

本研究围绕胚胎冷冻解冻过程中的细胞损伤机制

与修复性干预路径，构建了由结构损伤、能量代谢紊

乱与信号异常三维交织的系统性模型。通过形态学观

察、代谢组学分析与分子检测结果的整合，研究明确

了冻融损伤的层次性特征：细胞膜与胞器结构破坏是

初始环节，线粒体功能障碍与能量失衡构成核心机制，

而氧化应激与凋亡信号放大是导致细胞功能衰退的终

末过程 [1][3]。

在修复性干预方面，实验验证了抗氧化与代谢激

活物的联合应用可显著降低活性氧水平、恢复线粒体

膜电位并改善能量代谢。研究进一步提出多因子协同

修复体系，通过整合膜稳定、代谢激活与渗透压缓冲

策略，实现了对冻融胚胎细胞的多靶点保护效应。

6.2 临床应用前景与研究局限性

本研究在实验层面验证了多因子干预对冻融胚

胎的保护作用，为冷冻胚胎移植（Frozen Embryo 

Transfer, FET）提供了可优化的技术依据 [1][4]。

修复性干预体系的核心优势在于同时缓解氧化应激与

代谢障碍，从而提升胚胎解冻后的存活率与植入成功

率。通过在现有辅助生殖流程中引入抗氧化剂与代谢

激活物，可实现对冻融损伤的无创式改良，具备较高

的可行性与临床转化潜力。

尽管结果具有积极意义，但研究仍存在一定局限。

实验以小鼠胚胎为模型，其代谢特征与人胚胎存在差

异，相关结果的外推性尚需临床前验证。冻融应激过



程具有多因素叠加特征，单一体系难以完全模拟临床

环境，特别是在长期培养及移植阶段，外源干预物质

的代谢残留与安全性仍需系统评估 [2][3]。此外，

代谢反馈体系的实时调控目前仍依赖实验平台，尚未

实现可直接应用于临床的自动化运行。

这些限制表明，后续研究应在多维验证、技术集

成与临床转化等方面持续推进，逐步实现从实验验证

到临床应用的跨越，为冻融胚胎保护提供更加完善的

体系支持。

6.3 未来方向：智能化与个体化解冻体系构想

未来的研究趋势将从“经验调节”向“智能反馈

与个体化调控”转变。基于本研究提出的代谢反馈模

型，可进一步构建集成传感、分析与调控功能的智能

化解冻体系。该体系通过实时监测培养液中乳酸、丙

酮酸、谷胱甘肽等关键代谢物的浓度变化，利用算法

模型预测胚胎代谢状态，并自动调节解冻与培养条件 

。

在个体化应用方面，不同患者的卵母细胞质量、

代谢背景及胚胎耐受性存在差异，因此可通过代谢组

学与影像组学联合分析，为每个胚胎建立特征化代谢

指纹。基于该信息，系统可自适应选择最优解冻与培

养参数，从而实现“胚胎个体化培养”理念的落地。

从细胞修复到体系优化，冻融胚胎保护策略的演

进已从局部防护转向系统调控。本研究提出的多维损

伤模型与协同修复思路，为胚胎低温保存的标准化与

个体化提供了新范式。随着生物传感技术与人工智能

算法的进一步发展，智能化冻融控制与代谢反馈系统

有望在未来辅助生殖临床实践中实现常规化应用，从

而推动胚胎冷冻技术迈向精准与高效的新阶段。
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