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近年来，我国育龄夫妇不孕不育率持续攀升，已成

为备受关注的社会问题。自 1978年世界首例试管婴儿

诞生以来，人类辅助生殖技术（ART）得到迅速发展并日

趋完善，现已成为治疗不孕不育疾病的重要手段之

一［1］。ART实施过程中使用的相关医疗器械主要包括

液体类产品、器具耗材类产品及专用设备等［2］。其中液

体类产品在辅助生殖过程中用以准备、培养、转移或储

存人类配子和 /或胚胎［3］，为配子培养和胚胎生长发育

提供各种所需营养物质，其质量不仅影响患者的使用，

而且可能影响后代的发育和健康，因此，液体类医疗产

品的安全性、有效性和稳定性日益受到关注。国家药品

监督管理局（简称国家药监局）2018年发布的《人类体

外辅助生殖技术用液注册技术审查指导原则》指出，除

要对添加的组分定量外，还要对关键组分的降解情况、

有害降解产物的生成情况进行研究，并分析对产品潜

在安全性及有效性的影响。商品化的ART用液中通常

会添加糖类、氨基酸、人血清白蛋白、无机盐、维生素、

生长因子、抗生素等成分［4］，其中某些组分如谷氨酰胺

等氨基酸和蛋白质性质不稳定，货架有效期（指医疗器

械终产品储存时发挥预期功能的期限）内会分解出氨，

积累到一定量时会影响胚胎的存活和发育［5 - 6］，因此有

必要控制ART用液中氨的含量。氨极易溶于水，而ART
用液的 pH在 7. 2～7. 4，在此条件下，分解出的氨会完

全转化成铵离子，测定铵离子含量，即可确定液体中的

氨含量。基于此，本研究中采用离子色谱法［7］测定目前

市场上不同种类和作用的ART用液中铵离子含量，为

后续ART液体类医疗器械产品的质量评价提供数据支

持，也为制订产品货架有效期和限定有害降解产物氨
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摘要摘要：：目的 为人类辅助生殖技术（ART）用液产品中铵离子含量的控制及储存条件提供参考。方法 选择市场上 6个厂家 17批不

同作用的 ART用液，使用离子色谱法测定铵离子含量，并分析储存温度和储存时间对铵离子含量的影响。结果 货架有效期内，冷冻

液套装、解冻液套装、培养液、处理液中铵离子含量分别为 0. 89～3. 34 μg / mL，0. 88～4. 68 μg / mL，0. 75～1. 45 μg / mL，
0. 38～3. 89 μg / mL。胚胎培养液中铵离子含量，37 ℃储存时 30 d内从 0. 9 μg / mL升至 3. 1 μg / mL，4 ℃储存时 240 d内从 0. 6 μg / mL
升至 1. 7 μg / mL。结论 不同作用 ART用液中铵离子含量存在差异，且与产品的储存温度、储存时间呈正相关。在进行货架有效期制

订时，应考虑产品中铵离子含量。
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AbstractAbstract：：Objective To provide a reference for the control of ammonium ion content and storage of fluids for assisted reproductive
technology（ART）. Methods Seventeen batches of ART fluids with different functions from six manufacturers on the market were
selected，the ion chromatography （IC） method was used to determine the ammonium ion content，and the effects of storage
temperature and storage time on the ammonium ion content were analyzed. Results During the shelf - life，the ammonium ion
contents of refrigerant kit，thawing fluid kit，medium and handling fluids were in the range of 0. 89 to 3. 34 μg / mL，0. 88 to
4. 68 μg / mL，0. 75 to 1. 45 μg / mL，0. 38 to 3. 89 μg / mL respectively. The content of ammonium ions in embryo culture
fluids increased from 0. 9 μg / mL to 3. 1 μg / mL stored at 37 ℃ within 30 d，and from 0. 6 μg / mL to 1. 7 μg / mL stored at
4 ℃ within 240 d. Conclusion The contents of ammonium ions in ART fluids with different functions are diverse，and they are
positively correlated with the storage temperature and storage time of the products. The ammonium ion content in the products
should be considered when formulating the shelf - life.
Key wordsKey words：：assisted reproductive technology；fluid product；ion chromatography；ammonium ion；content determination；quality control；
storage temperature；storage time
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的安全阈值提供参考。现报道如下。

1 仪器与试剂

1. 1 仪器

940 Professional IC Vario 型 离 子 色 谱 仪（瑞 士

Metrohm公司）；Sigma 3K15型高速离心机（德国 Sigma
公司）；Millipore - Q Reference型超纯水系统（美国

Millipore公司）。

1. 2 试剂

ART用液样品来源为检验机构的留样（来自 6个生

产厂家，共 17批）［8］，详见表 1，其中冷冻液即玻璃化冷

冻液套装，包含平衡液和冷冻液 2种液体，在胚胎冷冻

过程中起到将细胞内水分和冷冻保护剂充分置换和平

衡的作用，解冻液即玻璃化解冻液套装（包含解冻液、

稀释液、洗涤液 3种液体），处理液 4为精子冻存液，4 ℃
下储存；硫酸铵（国药集团化学试剂有限公司，批号为

20190724）；硝酸为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为

超纯水。
表1 样品信息

Tab. 1 Information of samples

样品

冷冻液1
冷冻液2
冷冻液3
冷冻液4
解冻液1
解冻液2
解冻液3
解冻液4
培养液1

批号

IF01202200701
20220603
2021072103
220214
IF02202200701
20220603
2021072103
211122
20220802

厂家

厂家1
厂家2
厂家3
厂家4
厂家1
厂家2
厂家3
厂家4
厂家4

样品

培养液2
培养液3
处理液1
处理液2
处理液3
处理液4
处理液5
处理液6

批号

211207
509470
220607
220606
220725
220727
IF03202200501
IF04202200501

厂家

厂家5
厂家6
厂家4
厂家4
厂家4
厂家4
厂家1
厂家1

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Metrosep C supp 2 - 250 / 4. 0离子色谱柱

（250 mm × 4. 0 mm，2 μm）；流动相：1 mmol / L硝酸水

溶液；流速：1 mL / min；柱温：40 ℃；进样量：10 μL。
2. 2 溶液制备

取硫酸铵 0. 038 8 g，精密称定，置 100 mL容量瓶

中，加水溶解并定容，摇匀，即得铵离子质量浓度为

100 μg / mL的对照品贮备液；精密量取 1 mL，置 10 mL
容量瓶中，加水定容，摇匀，得质量浓度为10 μg / mL的铵

离子对照品溶液中，分别量取30，150，300，600，1 000 μL，置
10 mL容量瓶，加水定容，摇匀，即得质量浓度分别为

0. 03，0. 15，0. 3，0. 6，1. 0 μg / mL的系列对照品溶液。

精密量取ART用液 1 mL，置 5 mL容量瓶中，用水稀释，

定容，混匀，4 ℃、10 000 r / min离心 10 min，取滤液，即

得供试品溶液。以水为空白溶液。

2. 3 方法学考察

系统适用性与专属性试验：分别取 2. 2项下对照品

溶液、供试品溶液、空白溶液各适量，按 2. 1项下色谱条

件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液色谱中，在

与对照品溶液色谱相同位置有相应色谱峰，且空白溶

液无干扰，表明方法专属性良好。详见图1。
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1. 铵离子

A. 对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 空白溶液

图1 离子色谱图

1. Ammonium ion
A. Reference solution B. Test solution C. Blank solution

Fig. 1 IC chromatograms

线性关系考察：取 2. 2项下系列对照品溶液适量，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，以铵离子质量浓度（C，
μg / mL）为横坐标、峰面积（A）为纵坐标进行线性回归，

得回归方程A = 0. 158 3 C - 0. 001 7（r = 0. 999，n = 5）。

结果表明，铵离子质量浓度在 0. 03～1 μg / mL范围内

与峰面积线性关系良好。

检测限与定量限考察：取 2. 2项下系列对照品溶液

适量，按 2. 1项下色谱条件进样测定，以信噪比（S / N）
为 3，10时待测离子的质量浓度分别为检测限和定量

限，结果分别为0. 006，0. 03 μg / mL。
精密度试验：取 2. 2项下对照品溶液适量（质量浓

度为 0. 3 μg / mL），按 2. 1项下色谱条件连续进样测定

5次，记录峰面积。结果的RSD为 1. 51%（n = 5），表明仪

器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号20220802）1 mL，按2. 2项
下方法制备供试品溶液，平行 5份，按 2. 1项下色谱条

件进样测定，计算铵离子含量。结果铵离子平均含量为

0. 75 μg / mL，RSD为3. 03%（n = 5），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取样品（批号20220603）1 mL，共6份，

精密加入对照品溶液适量，按 2. 2项下方法制备供试品

溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计

算加样回收率。结果见表2。
2. 4 铵离子含量测定

2. 4. 1 常规测定

取不同厂家样品各1 mL，按 2. 2项下方法制备供试
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品溶液，按2. 1项下色谱条件进样测定，采用外标法计算

铵离子含量。在货架有效期内，冷冻液套装中，铵离子含

量在玻璃化冷冻液套装1（平衡液，冷冻液）中均最低，在

玻璃化冷冻液套装4（平衡液，冷冻液）中均最高；解冻液

套装中，铵离子含量在玻璃化解冻液1（解冻液、稀释液、

洗涤液）中均最低，在解冻液4（解冻液、稀释液、洗涤液）

中均最高。详见表 3。培养液中，培养液 2（1. 42 μg / mL）
与培养液 3（1. 45 μg / mL）中铵离子含量接近，培养液 1
中最低（0. 75 μg / mL）。处理液 1 - 6中铵离子含量分别

为0. 94，1. 71，0. 38，2. 86，3. 89，0. 47 μg / mL。
表3 冷冻液及解冻液套装铵离子含量（μg / mL）

Tab. 3 Content of ammonium ions in refrigerant kit and thawing
fluid kit（μg / mL）

液体类别

冷冻液

套装

解冻液

平衡液

冷冻液

解冻液

套装1
0. 89
1. 19
1. 06

套装2
1. 89
1. 47
1. 83

套装3
2. 34
1. 46
1. 84

套装4
3. 34
2. 63
3. 77

液体类别

套装 稀释液

洗涤液

套装1
0. 98
0. 88

套装2
2. 17
2. 47

套装3
2. 16
2. 57

套装4
4. 09
4. 68

2. 4. 2 不同储存温度、时间测定结果

ART用液储存温度为 2～8 ℃，有效期为 6个月，通

过老化试验验证货架期内铵离子含量变化情况。试验

时间有效期（6个月），取老化因子（Q10）为 2（保守值），

加速老化温度（TAA）37 ℃，环境温度（TRT）4 ℃（储存温

度），计算得到加速老化时间为18 d。
取培养液 1适量，分别在 37 ℃和 4 ℃下储存，监测

铵离子含量随时间的变化情况。培养液在 37 ℃下储存

30 d内铵离子含量大幅增加（第 30天时较第 0天时增加

244. 44%）。由于 4℃下短时间内培养液中铵离子含量增

加缓慢，因此将监测时间延长至 240 d，同样可见铵离子

含量大幅增加（第 240天较第 30天增加 183. 33%）。详

见表4。
3 讨论

据报道，ART用液中氨（可衍生的铵离子）的来源

为不稳定氨基酸和蛋白质［9］。对本研究中液体类产品成

分及其含量进行比较，玻璃化冷冻液、解冻液及处理液

中人血清白蛋白含量为 10～20 mg / mL，远高于其他液

体（其他ART用液中蛋白含量约为 5 mg / mL，有些处理

液中甚至不添加蛋白）。尽管培养液中添加的氨基酸种

类最多，覆盖了多种必需及非必需氨基酸，其铵离子浓

度在 50～84 μmol / L之间，远低于冷冻液、解冻液及处

理液。在目前已知铵离子含量的ART用液成分中去掉

谷氨酰胺，或用稳定性高的二肽替代后［10］，减少了氨基

酸的降解。另外，ART用液产品所用包装材料为以聚对

苯二甲酸乙二醇酯共聚物（PETA）生产的塑料瓶，PETA
是一种由精对苯二甲酸（PTA）、乙二醇（EG）和 1，4 -环

己烷二甲醇（CHDM）缩聚得到的新型共聚物，不含邻苯

二甲酸酯、双酚A和乳胶［11］。从 PETA材料的组成成分

和结构来看，没有氨的存在，可排除包材对铵离子含量

的影响。该试验测定的 17批样品统计结果显示，铵离子

浓度与人血清白蛋白含量的 r为 0. 943（n = 30），表明氨

的生成量与成分中蛋白含量呈正相关。

动物实验研究表明，氨对胚胎和胎儿的发育会产生

不利影响，可浓度依赖性地减少移植后的着床率，抑制

胎儿生长［12 - 14］。在人类胚胎研究中发现，体外受精后

ART培养液中铵离子含量增加会降低囊胚发育率［15］，抑
制人胚胎代谢，改变基因表达［16］。目前，文献所报道的氨安

全阈值并不统一［17 - 19］，其中最低的为75 μmol / L［5］。从目

前的测试结果看，部分液体中铵离子含量已超出限度，

但其鼠胚实验结果并未出现异常。因此，对于铵离子安

全限量值的制订需继续深入研究。

精子和卵子体外受精后一般在胚胎培养液中培养

3～5 d；对于冷冻液、解冻液类产品，它们主要用于冷冻

和解冻配子和胚胎，在实际操作中，液体与配子和胚胎

短时接触。ART用液中蛋白的作用包括运输激素、生长

因子和脂肪酸；重金属螯合；调节 pH；清除活性氧

（ROS）及保护细胞免受机械损伤等［20］。冻存液类产品

主要用于将经过预处理后的配子 / 胚胎在 - 196 ℃超

低温状态下储存。研究表明，人类卵母细胞在极端降温

和升温转变相关的物理和化学应激下，极易受到伤

害［21］。添加在冷冻液、解冻液及处理液中的蛋白质，其

最主要的作用是为了减少冷冻储存引起的细胞质扰

动［22］，保护细胞不受损伤。制订ART用液产品中铵离子

的安全限量值时，应充分考虑产品的实际临床使用时

间及易降解出铵离子的成分在产品中的作用。

表2 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 6）

样品含量（μg）
1. 89
1. 89
1. 89
1. 89
1. 89
1. 89

加入量（μg）
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00

测得量（μg）
3. 67
3. 75
3. 80
3. 76
3. 80
3. 86

回收率（%）

94. 34
96. 40
97. 69
96. 66
97. 69
99. 23

X（%）

97. 00

RSD（%）

1. 69
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表4 培养液1中铵离子含量变化情况

Tab. 4 Changes in ammonium ion content in culture fluid 1

温度（℃）

37
37
37
37
37

储存时间（d）
0
1
3
7
17

含量（μg / mL）
0. 9
1. 1
1. 2
1. 4
2. 3

温度（℃）

37
4
4
4
4

储存时间（d）
30
30
60
90
240

含量（μg / mL）
3. 1
0. 6
0. 9
1. 1
1. 7
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本研究中将胚胎培养液储存于 4 ℃条件下，随着时

间延长，铵离子含量增多；胚胎培养液储存在 37 ℃下，

能在短时间内蓄积大量的氨。氨影响胚胎的存活和发

育，在设计产品货架期时，应结合氨积累量的数据和风

险考虑。根据国家药品监督管理局医疗器械技术审评

中心《无源植入性医疗器械货架有效期注册申报资料

指导原则》（2021年修订版），可通过提高温度验证医疗

器械货架有效期，但在ART用液中升高温度会影响其中

成分的稳定性，如加快蛋白等成分的降解。因此，升高温

度不适于ART用液货架有效期的验证，仍需根据相关产

品的性质设计合适的加速降解试验。

综上所述，辅助生殖用医疗器械临床需求的增加

及ART的发展，对辅助生殖类医疗器械的安全监管提

出了更高要求，即必须加强产品的质量管理。ART用液

在我国被作为第三类医疗器械进行管理，为确保产品

在货架期内的安全性和有效性，要设计合适的货架有

效期验证方法，并对ART用液中有害降解产物安全阈

值做进一步研究，加强ART用液的质量控制，提高ART
的安全性和成功率。
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