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不同玻璃化冷冻载体对人卵巢组织冷冻效果的影响

郑摇 轶1,周摇 平2

[摘要]目的:比较不同的玻璃化冷冻载体对人卵巢组织冷冻效果的影响,为人卵巢组织玻璃化冷冻方案的选择提供理论基础

和实验参考依据。 方法:预处理人卵巢皮质切成 10 mm 伊 1 mm 伊 1 mm 大小,随机分为新鲜组(A 组)、针浸润玻璃化冷冻组

(B 组)、表面玻璃化冷冻组(C 组)和直接覆盖玻璃化冷冻组(D 组)。 A 组直接予以固定、组织切片及 HE 染色;B、C、D 3 组采

用不同玻璃化冷冻载体冷冻后,投入液氮保存 2 个月,采用快速复温法解冻后予以固定、切片及染色。 行形态学分析,通过计

算各组卵巢组织切片中正常形态始基卵泡率,比较各组冷冻效果。 结果:4 组共计数 809 个始基卵泡,其中正常形态始基卵泡

率分别为:A 组 96. 12% ,B 组 88. 14% ,C 组 80. 00% ,D 组 81. 25% 。 行玻璃化冷冻的 3 组卵巢组织正常形态始基卵泡率均明

显小于 A 组(P < 0. 01);而 B 组、C 组和 D 组正常形态始基卵泡率差异均无统计学意义(P > 0. 05)。 结论:玻璃化冷冻后人卵

巢组织正常形态始基卵泡率较新鲜组织下降,但仍能较好地保存人类卵巢组织,可用于人类卵巢组织的冷冻保存。
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Effect of different vitrification carriers on the freezing human ovarian tissue
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[Abstract] Objective:To compare the effects of different vitrification carriers on the freezing human ovarian tissue,and provide the
theoretical and experimental basis in selecting frozen solution. Methods:The human ovarian cortex tissues were cut into the size of
10 mm 伊1 mm 伊1 mm,randomly divided into the fresh group(group A),needle immersed vitrification group(group B),solid surface
vitrification group(group C) and direct covered vitrification group(group D) according to different vitrification carriers. The fresh group
were fixed by 10% formaldehyde,embeded in paraffin,sectioned and stained with hematoxylin and eosin. The other three groups were
preserved in liquid nitrogen after freezing for two months, then fixed, sectioned and stained using rapid rewarming protocol. The
proportions of normal primordium follicles in group B,C and D were calculated by histological analysis,which was used to analyze the
frozen effects. Results:There were 809 primordial follicles in four groups,the proportions of normal primordium follicles in group A,B,
C and D were 96. 12% ,88. 14% ,80. 00% and 81. 25% ,respectively. The proportions of normal primordium follicles in group B,C and
D were lower than that in group A(P < 0. 01),but the differences of which between group B,C and D were not statistically significant
(P > 0. 05). Conclusions:Compared with the fresh tissue,the proportions of normal primordium follicles decrease after freezing,but the
vitrification freezing can be used to preserve the human ovarian tissue still.
[Key words] human ovarian tissue;vitrification;primordial follicles

摇 摇 在成年女性中,至少有 1 / 250 曾患肿瘤,其中

90%可长期存活[1]。 治疗肿瘤所采用的放化疗可

能对卵巢产生不可逆损伤,甚至导致卵巢功能早衰,
丧失生殖和内分泌功能。 卵巢组织冷冻保存及解冻

后自体移植有望成为解决这一问题的有效手段。 卵

巢组织冷冻常采用程序化冷冻法和玻璃化冷冻法。
研究[2 - 4]已证明玻璃化冷冻效果优于程序化冷冻,

但迄今为止,玻璃化冷冻仍缺少标准化程序。 本实

验使用不同玻璃化冷冻载体对人卵巢组织进行冷

冻,以比较不同冷冻载体对人卵巢组织冷冻效果的

影响。

1摇 材料与方法

1. 1摇 标本来源摇 标本取自安徽医科大学第一附属

医院妇产科 25 例卵巢良性肿瘤患者,年龄 18 ~
35 岁,月经规律,无内分泌紊乱及激素使用史。 实

验通过医院生殖医学伦理委员会批准,患者签署知

情同意书。 畸胎瘤患者行卵巢肿瘤剔除术时,剪下

瘤表面附着的部分正常卵巢皮质;上皮性肿瘤患者

行 1 侧附件切除时,留取较大块的卵巢皮质。 将所
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获得皮质立即放入含 5% 人类血清白蛋白(HSA)
(SAGE,USA)的 HTF1023 溶液中置于冰上,20 min
内送到实验室。
1. 2摇 试剂摇 冻融基础液:DMEM + 12%人血清白蛋

白(体积比) + 100 IU / ml 青霉素 + 100 滋g / ml 链霉

素;玻璃化冷冻液玉[冻融基础液 + 15% 二甲基亚

砜(体积比) + 0. 1 mol / L 蔗糖];玻璃化冷冻液域
[冻融基础液 + 15%二甲基亚砜(体积比) + 15%丙

二醇(体积比) + 0. 2 mol / L 蔗糖]。 解冻液:PBS
液;冻融基础液;解冻液玉(冻融基础液 + 0. 5 mol / L
蔗糖);解冻液域(冻融基础液 + 0. 25 mol / L 蔗糖);
解冻液芋(冻融基础液 + 0. 125 mol / L 蔗糖)。
1. 3摇 方法摇
1. 3. 1 摇 标本预处理 摇 卵巢组织经 PBS 液反复冲

洗,在 HTF1023 溶液中解剖显微镜下以 11 号手术

刀片去除卵巢髓质,把卵巢皮质切割成 10 mm 伊
1 mm 伊1 mm 的组织条。 卵巢皮质组织条随机分为

新鲜组(A 组),针浸润玻璃化冷冻组 ( B 组),表
面玻璃化冷冻组(C 组),直接覆盖玻璃化冷冻组

(D 组)。 A 组直接放入 10%甲醛溶液固定。
1. 3. 2 摇 不同冷冻玻璃化载体对标本进行冷冻 摇
(1)针浸润玻璃化冷冻:将 B 组卵巢组织条顶端用

30 号针灸针串起,5 个为 1 组,每 2 个组织条之间留

有足够的空隙,防止组织条粘连。 组织条依次在冻

融基础液、玻璃化冷冻液玉、玻璃化冷冻液域中各平

衡 5 min。 在每步平衡过程中不断用无菌镊子搅动

冻融基础液及冷冻液,使冷冻保护剂有效地渗透到

组织中。 然后用无菌镊子夹持针灸针直接浸入到液

氮中,确保每块组织完全处于液氮中,可见卵巢组织

迅速呈玻璃态。 在液氮中用预冷的镊子将玻璃态的

卵巢组织取下装入预冷的标记冷冻管中,每个冷冻

管放入 5 个组织块,借助配套磁棒拧紧冷冻管帽,投
入液氮中保存并记录存放位置。 (2)表面玻璃化冷

冻法:将冷冻小管置于液氮中预冷 10 min,保持冷冻

小管中干燥无液氮进入。 将 C 组卵巢组织条依次

在冻融基础液、玻璃化冷冻液玉、玻璃化冷冻液域中

各平衡 5 min,平衡过程中无菌镊子搅动平衡液,促
进冷冻保护剂的有效渗入。 无菌镊子夹取平衡后的

组织条直接放入冷冻管内,见卵巢组织变白硬化后,
旋紧冷冻管帽,投入液氮中冻存并记录存放位置。
(3)直接覆盖玻璃化冷冻法:将 D 组卵巢组织条按

上述三步法平衡后,无菌镊子夹取组织条直接放入

液氮中,见卵巢组织在液氮面漂浮旋转片刻,沉入液

氮中。 液氮中用已预冷的镊子夹取组织条放入预冷

好的冷冻小管中,保持组织条、冷冻小管均处于液氮

中,旋上冷冻管帽,投入液氮中冻存并标记位置。
1. 3. 3摇 卵巢组织解冻摇 B、C、D 3 组冷冻卵巢组织

液氮中冻存 2 个月后,均采用快速复温法解冻:自液

氮中取出冷冻管,用磁性棒旋开冷冻管的盖,迅速将

卵巢组织条倒入培养皿中,在液氮挥发完全后,立即

向培养皿中放入 38 益 PBS 液,在卵巢组织条的冰

融化后依次放入含解冻液玉、解冻液域、解冻液芋以

及冻融基础液的培养皿中各平衡 5 min,平衡过程中

用无菌镊子搅动解冻液及冻融基础液,平衡后将卵

巢组织放入含 10%甲醛溶液的试管中固定。
1. 3. 4摇 组织学检测摇 将 B、C、D 3 组解冻后的组织

条置于 10%甲醛溶液中固定,与 A 组同法石蜡包埋

组织切片,HE 染色,光镜下计数原始卵泡数,观察

其形态(专人单盲阅片)。 判断标准:按 Gougeon 标

准[5]判定卵泡的形态是否正常;原始卵泡计数以卵

母细胞核作为标记,计算每个卵巢组织片中形态正

常的原始卵泡及形态不正常的闭锁卵泡的比例。
1. 4摇 统计学方法摇 采用 字2 检验。

2摇 结果

摇 摇 由切片可见 B、C、D 3 组卵巢组织形态正常始

基卵泡数与 A 组相比略有下降,始基卵泡基膜完

整,卵母细胞核膜清晰,颗粒细胞均匀;闭锁的卵泡

表现基膜不完整、核溶解、碎裂,外形不规则;周围间

质细胞分布均匀,形态正常(见图 1 ~ 3)。 4 组共计

数 809 个始基卵泡,其中正常形态始基卵泡率分别

为:A 组 96. 12% ,B 组 88. 14% ,C 组 80. 00% ,D 组

81. 25% 。 3 组卵巢组织正常形态始基卵泡率均明显

小于 A 组(P < 0. 01);而 B、C 和 D 组间正常形态始

基卵泡率差异均无统计学意义(P >0. 05)(见表 1)。

3摇 讨论

摇 摇 随着肿瘤治疗技术的飞速发展,癌症患者的生

存率明显提高。 但放疗以及细胞毒性药物的使用会

损伤性腺功能,严重者可导致性腺丧失激素分泌和

生殖功能。 其中化疗所采用的烷化剂等细胞毒性药

物可以通过诱导细胞凋亡的方式对卵巢造成损害,
而人卵泡对放疗极为敏感,约 20 Gy 的剂量即可引

起不孕,并且随年龄的增大,导致生殖功能丧失的剂

量逐渐减少[6]。 大多数肿瘤患者迫切希望保留生

育能力,因此,如何保存患者卵巢功能成为亟需解决

的问题。 目前生育力保存有胚胎冷冻、卵母细胞冷

冻和卵巢冷冻 3 种方法,胚胎冷冻技术十分成熟,但
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摇 表 1摇 不同载体人卵巢组织玻璃化冷冻前后始基卵泡形

态学分析比较(n)

分组 n
正常形态

始基卵泡

闭锁

卵泡

正常形态

始基卵泡率 / %
字2 P

A 组 206 198 8 96. 12

B 组 236 208 28 88. 14**

C 组 175 140 35 80. 00** 28. 15 < 0. 01

D 组 192 156 36 81. 25**

合计 809 702 107 86. 77

摇 摇 率的两两比较:与 A 组比较**P <0. 01

不适合于青春期前少女及未婚患者,而成熟的卵母

细胞对冷冻损伤较敏感不易冻存,且需较长的促排

卵及取卵的过程,不适用于急需放、化疗的患者,同
时也不能恢复患者的激素分泌功能。与此相比,卵
巢组织冷冻则有许多优势:(1)育龄妇女卵巢组织

含有大量的处于休眠状态的始基卵泡,在患者肿瘤

治愈后行解冻卵巢组织自体移植,不仅可以保存生

育能力,还可保持自身激素分泌的功能;(2)与处于

生长阶段以后的卵泡相比,始基卵泡体积小、代谢率

低、没有透明带、周围颗粒细胞数量少,故更可耐受

冷冻[7 - 9];(3)卵巢组织可以行腹腔镜或开腹手术

直接取得,不依赖于月经周期,不延误放化疗。 冷冻

的卵巢组织在患者肿瘤治愈后可用于自体移植,也
可用于异体移植或者体外培养来获得成熟卵母细

胞。 冷冻卵巢组织解冻后行自体原位 /异位移植,迄
今已有恢复生殖激素分泌、妊娠并多例婴儿诞生的

报道[10 - 12]。 目前人卵巢组织体外培养也有从始基

卵泡培养到次级卵泡的报道[13 - 14]。 因而卵巢组织

冷冻保存对卵巢功能的保存有着重要意义,为患者

生殖能力及内分泌功能的恢复提供了保障。
正常情况下液体在低于冰点时形成冰晶,组织

冷冻时细胞质内外冰晶形成对细胞膜及细胞内结构

都有较大的损伤,甚至导致细胞死亡,使组织失去价

值,故冷冻时减少冰晶的形成十分必要。 组织冷冻

经过了程序化冷冻和玻璃化冷冻两个阶段,两者间

的区别主要在冷冻速率的不同和冷冻保护剂的使

用。 与玻璃化冷冻法相比,程序化冷冻法需要消耗

大量的液氮,昂贵的仪器设备并且冷冻步骤复杂。
而玻璃化冷冻技术使冷冻过程简化,并可避免细胞

内冰晶形成对细胞造成的损伤,使冷冻效率更高。
Vajta 等[15] 总结 5 年有关文献认为,玻璃化冷冻比

程序化慢速冷冻更有效。 而 Kagawa 等[16] 对人及胎

牛卵巢组织冷冻后,也证明了玻璃化冷冻效果较好。
本实验通过大量的人卵巢组织玻璃化冷冻,结果提

示正常卵泡率较高,与这些文献报道的程序化冷冻

结果相似,可以作为卵巢组织冷冻的有效手段。 但

玻璃化冷冻是纯手工操作,样本量大时操作繁复、费
时,而程序化冷冻为机器辅助批量处理,故对于小样

本卵巢组织冷冻可优先选择玻璃化冷冻。
玻璃化冷冻仅有十余年的历史,尽管发展迅速,

但迄今为止尚缺少标准化的程序。 玻璃化冷冻常采

用冷冻小管、电子显微镜铜网格、小尼龙螺旋圈等作

为载体,载体的使用不仅占用大量空间不利于储存,
且部分载体因管壁较厚可导致降温速度下降,影响

玻璃化冷冻效果。 Chen 等[17] 报道一种新型的直接

覆盖玻璃化冷冻法,即将卵巢组织置于冷冻管中,用
少量液氮直接覆盖组织进行冷冻保存,该法直接将

组织与液氮接触,降温速率得以提高,冷冻效果明显

优于其他传统冷冻方法, 现已得到广泛应用。
Isachenko 等[18]采用直接滴入液氮的方法冻存人卵

巢组织,解冻后卵泡形态学变化及内分泌功能与新

鲜对照组相比差异无统计学意义。 Santos 等[19] 采

用表面玻璃化冷冻法进行冷冻,是将卵巢组织直接

滴落到在液氮中预冷的固体表面,复苏后卵泡活力

优于传统玻璃化冷冻法。
本研究在预实验时,发现卵巢组织直接浸入液

氮时,容易漂浮在液氮面旋转,不能完全接触液氮,
影响降温速率。 用镊子夹取卵巢组织放入在液氮中

预冷的器皿时,卵巢组织极易黏附在镊子及器皿上,
不利于转移到冷冻小管中,故本实验用针灸针将卵

巢组织穿起,并保持卵巢组织块间留有空隙,镊子夹

针灸针后直接将卵巢组织完全浸入液氮中,达到了

快速降温且不损伤组织的效果。 本实验结果中卵巢

组织正常形态卵泡率与其他报道大体相当,且操作
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方法更为便利。 玻璃化冷冻后人卵巢组织正常形态

始基卵泡率较新鲜组织下降,但仍能较好地保存人

类卵巢组织,可用于人类卵巢组织的冷冻保存。
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予的剂量为标准剂量的 1 / 3,第 2 天给予 1 / 2,随后

再给予全量是比较恰当的,可使促细胞增殖效应明

显高于延迟肠内营养。 通过本研究证实,EEN 减轻

肠道损伤,促进修复的机制与其促进细胞增殖,加快

蛋白质合成密切相关。
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