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前 言

本文件参照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由广西医学会提出、归口并宣贯。

本文件起草单位：南宁市第二人民医院、山东中医药大学附属医院、武汉大学人民医院、广东省第

二人民医院、华中科技大学同济医学院附属协和医院、南昌大学第一附属医院、宜春市妇幼保健院、广

西医科大学第一附属医院、广西壮族自治区生殖医院、贵港市人民医院、玉林市妇幼保健院、桂平市人

民医院、右江民族医学院附属医院、柳州市妇幼保健院、桂林医科大学第一附属医院。

本文件主要起草人：许常龙、李春苑、杨华、刘博、牛向丽、黄茜、陆清芳、翟丹梅、杨曾瑜、谢

琴、蒋满喜、江莉、舒德峰、李荣、聂玲、宋景艳、于艺、王雅琴、段超群、胡林林、杨其、张顺、王

俊婷、欧湘红、覃爱平、朱露露、刘冠良、马小星、潘晓、许定飞、陈自洪、邓志华、邹彦、丘苗苗、

曾建伟、韦永全、韦雅环、吴雨茵、韦秋敢、吴卓、谭庆英、张剑、邓李文、周玲、李宁、史秋雯、廖

兰英、朱艺萍、朱俞欢、曾江辉、周元圆、苑丽华、相珊、曹现岭、郭子珍、牟珍妮、张良、刘聪、邓

星、罗小琼、季琳。
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人类辅助生殖技术实验室 卵母细胞/胚胎冷冻解冻技术操作规程

1 范围

本文件界定了人类卵母细胞/胚胎玻璃化冷冻解冻的术语和定义，规定了人员配备、场所准备、设

备、试剂及耗材配备、卵母细胞、卵裂期胚胎及囊胚期胚胎冷冻解冻的操作指示，描述了操作过程信息

的追溯方法。

本文件适用于人类辅助生殖技术实验室进行的卵母细胞/胚胎玻璃化冷冻解冻技术操作。

2 规范性引用文件

本文件没有规范性引用文件。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

玻璃化冷冻 vitrification

用高浓度的冷冻保护剂溶液置换细胞内水分，经超高速降温由液态转化为玻璃状非晶体化固体状态，

从而避免细胞损伤的技术。

4 人员配备及场所准备

符合《人类辅助生殖技术规范》的规定。

5 设备、试剂及耗材配备

5.1 设备

包括培养箱、超净台、体式显微镜、恒温设备（热板、恒温试管架、水浴锅）、计时器、液氮罐、

冰箱、移液器等。

5.2 试剂

选择符合国家规定的玻璃化冷冻液（包括平衡液和冷冻液）、玻璃化解冻液（包括解冻液、稀释液、

基础液1和基础液2）、受精培养液和胚胎培养液等。

5.3 耗材

包括但不限于冷冻皿、解冻皿、吸管、吸头、镊子、剥卵针、液氮桶/盒、冷冻支架/套管、冷冻载

体等耗材。

6 卵母细胞冷冻解冻操作

6.1 冷冻

6.1.1 操作前准备

6.1.1.1 试剂：平衡液和冷冻液。

6.1.1.2 冷冻载体：玻璃化冷冻载体，载体标注的患者信息、卵母细胞编号及个数，记录载体颜色。

6.1.1.3 套管：标注的患者信息、储存罐号、冷冻日期、套管使用便于识别的不同颜色。

6.1.1.4 冷冻皿：标注患者信息。
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6.1.1.5

6.1.1.6

的微滴。

6.1.2 实施操

液氮桶/盒：注入的液氮量在载体装配操作时漫过载体。

取 500 μL 平衡液和 800 μL 冷冻液置于冷冻皿，在超净台内复温至室温，按照要求制作不同

作

6.1.2.1 将卵母细胞放到平衡液中静置 15 min～20 min，期间卵母细胞收缩后恢复。

6.1.2.2 将卵母细胞转入冷冻液，在其中轻缓转移至少 3处，然后把卵母细胞放到载体前端，立刻浸

入液氮，本步骤在 1 min 内完成。

6.1.2.3 冷冻载杆套紧杆帽后放入套管，将冷冻套管放入液氮罐中相应的位置中冻存。

6.1.3 注意事项

6.1.3.1 单人单皿，双人核对患者信息，最后操作者和核对者再次核对患者信息与套管标注的一致。

6.1.3.2 最少量的冷冻液在载体前端形成微滴。

6.1.3.3 一支载体冻存≤3枚卵母细胞。

6.1.3.4 不反复冻融。

6.1.3.5 冷冻皿及时盖上皿盖。

6.1.3.6 冷冻全程在室温进行。

6.2 解冻

6.2.1 操作前准备

6.2.1.1 试剂：解冻液、稀释液和基础液。

6.2.1.2 解冻皿：标注患者信息。

6.2.1.3 玻璃化冷冻液氮桶：注入的液氮量在载体装配操作时漫过载体。

6.2.1.4 培养皿：受精培养液。

6.2.2 实施操作

6.2.2.1 500μL 解冻液复温至 37 ℃，稀释液、基础液 1 和基础液 2各 500μL 复温至室温。

6.2.2.2 在液氮中拔去载体帽，将载体前端插入解冻液中轻摇，让卵母细胞脱落，本步骤在 1 min 内

完成。

6.2.2.3 将卵母细胞转入稀释液底部，静置 3 min。

6.2.2.4 将卵母细胞转入基础液 1 底部，轻缓清洗，静置 5 min。

6.2.2.5 将卵母细胞转入基础液 2 底部，轻缓清洗，静置 5 min。

6.2.2.6 将卵母细胞移入培养皿，置于 37 ℃、6%CO2培养箱培养。

6.2.3 注意事项

6.2.3.1 单人单皿，解冻前双人核对患者信息、冷冻日期、存放具体位置、冷冻套管颜色、载体颜色

以及需解冻卵母细胞的序号等。

6.2.3.2 不反复冻融。

6.2.3.3 解冻皿及时盖上皿盖。

7 卵裂期胚胎冷冻解冻

7.1 冷冻

7.1.1 操作前准备

7.1.1.1 试剂：平衡液和冷冻液。

7.1.1.2 冷冻载体：玻璃化冷冻载体，载体标注的患者信息、胚胎发育天数、胚胎编号及个数，记录

载体颜色。

7.1.1.3 套管：标注的患者信息、储存罐号、冷冻日期、套管使用便于识别的不同颜色。

7.1.1.4 冷冻皿：标注患者信息。
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7.1.1.5 液氮桶/盒：注入的液氮量在载体装配操作时漫过载体。

7.1.2 实施操作

7.1.2.1 500 μL 平衡液和 800 μL 冷冻液在超净台内复温至室温。

7.1.2.2 将胚胎放到平衡液中静置 6 min～10 min，期间胚胎收缩又恢复。

7.1.2.3 将胚胎转入冷冻液，在其中轻缓转移至少 3 处，然后把胚胎放到载体前端，立刻浸入液氮，

本步骤在 1 min 内完成。

7.1.2.4 冷冻载杆套紧杆帽后放入套管，将冷冻套管放入液氮罐中相应的位置中冻存。

7.1.3 注意事项

7.1.3.1 单人单皿，双人核对患者信息，最后操作者和核对者再次核对患者信息与套管标注的一致。

7.1.3.2 最少量的冷冻液在载体前端形成微滴。

7.1.3.3 一支载体冻存≤2枚胚胎。

7.1.3.4 不反复冻融。

7.1.3.5 冷冻皿及时盖上皿盖。

7.1.3.6 冷冻全程在室温进行。

7.2 解冻

7.2.1 操作前准备

7.2.1.1 试剂：解冻液、稀释液和基础液。

7.2.1.2 解冻皿：标注患者信息。

7.2.1.3 玻璃化冷冻液氮桶：注入的液氮量在载体装配操作时漫过载体。

7.2.1.4 培养皿：胚胎培养液。

7.2.2 实施操作

7.2.2.1 500μL 解冻液复温至 37 ℃，稀释液、基础液 1和基础液 2各 500μL 复温至室温。

7.2.2.2 在液氮中拔去载体帽，将载体前端插入解冻液中轻摇，让胚胎脱落，本步骤在 1min 内完成。

7.2.2.3 将胚胎转入稀释液底部，静置 3 min。

7.2.2.4 将胚胎转入基础液 1 底部，轻缓清洗，静置 5 min。

7.2.2.5 将胚胎转入基础液 2 底部，轻缓清洗，静置 5 min。

7.2.2.6 将胚胎移入培养皿，置于 37 ℃、6%CO2培养箱培养。

7.2.3 注意事项

7.2.3.1 单人单皿，解冻前双人核对患者信息、冷冻日期、存放具体位置、冷冻外套管颜色、载体颜

色以及需解冻胚胎的序号等。

7.2.3.2 不反复冻融。

7.2.3.3 解冻皿及时盖上皿盖。

8 囊胚期胚胎冷冻解冻操作

8.1 冷冻

8.1.1 操作前准备

8.1.1.1 试剂：平衡液和冷冻液。

8.1.1.2 冷冻载体：玻璃化冷冻载体，载体标注的患者信息、囊胚发育天数、胚胎编号及个数，记录

载体颜色。

8.1.1.3 套管：标注的患者信息、储存罐号、冷冻日期、操作人员名字，套管使用便于识别的不同颜

色。

8.1.1.4 冷冻皿：标注患者信息。

8.1.1.5 液氮桶/盒：注入的液氮量在载体装配操作时漫过载体。
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8.1.1.6 使用激光法致囊胚皱缩。

8.1.2 实施操作

8.1.2.1 500 μL 平衡液和 800μL 冷冻液在超净台内复温至室温。

8.1.2.2 将囊胚放到平衡液中静置 10 min～15 min，期间囊胚收缩又恢复。

8.1.2.3 将囊胚转入冷冻液，在其中轻缓转移至少 3处，然后把囊胚放到载体前端，立刻浸入液氮，

本步骤在 1 min 内完成。

8.1.2.4 冷冻载杆套紧杆帽后放入套管，将冷冻套管放入液氮罐中相应的位置中冻存。

8.1.3 注意事项

8.1.3.1 单人单皿，双人核对患者信息，最后操作者和核对者再次核对患者信息与套管标注的一致。

8.1.3.2 最少量的冷冻液在载体前端形成微滴。

8.1.3.3 一支载体冻存 1 枚囊胚。

8.1.3.4 不反复冻融。

8.1.3.5 冷冻皿及时盖上皿盖。

8.2 解冻

8.2.1 操作前准备

8.2.1.1 试剂：解冻液、稀释液和基础液。

8.2.1.2 解冻皿：标注患者信息。

8.2.1.3 玻璃化冷冻液氮桶：注入的液氮量在载体装配操作时漫过载体。

8.2.1.4 培养皿：胚胎培养液。

8.2.2 实施操作

8.2.2.1 500μL 解冻液复温至 37 ℃，稀释液、基础液 1 和基础液 2复温各 500μL 至室温。

8.2.2.2 在液氮中拔去载体帽，将载体前端插入解冻液中轻摇，让囊胚脱落，本步骤在 1min 内完成。

8.2.2.3 将囊胚转入稀释液底部，静置 3 min。

8.2.2.4 将囊胚转入基础液 1 底部，轻缓清洗，静置 5 min。

8.2.2.5 将囊胚转入基础液 2 底部，轻缓清洗，静置 5 min。

8.2.2.6 将囊胚移入培养皿，置于 37 ℃、6%CO2培养箱培养。

8.2.3 注意事项

8.2.3.1 单人单皿，解冻前双人核对患者信息、冷冻日期、存放具体位置、冷冻外套管颜色、载体颜

色以及需解冻囊胚的序号等。

8.2.3.2 不反复冻融。

8.2.3.3 解冻皿及时盖上皿盖。

9 操作记录

对卵母细胞/胚胎冷冻解冻技术操作的试剂及耗材选择以及卵母细胞、卵裂期胚胎、囊胚期胚胎冷

冻解冻过程进行记录并长期保存。
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