
近年因大剂量放化疗和骨髓移植的广泛应用,

肿瘤治疗效果得到明显改善[1]。调查提示到 2010年

每 250 个成人中将有 1 人是儿童期恶性肿瘤长期

存活者[2]。但卵巢对有细胞毒性的治疗特别是烷化

剂和放疗非常敏感 , 可导致生育和内分泌功能丧

失[3]。而对这些患者行卵巢组织冷冻保存已被证明

是有效的[4, 5]。本研究目的是探索建立有效的玻璃化

和慢速人卵巢组织冷冻方案以适应不同需要。
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人卵巢组织两种超低温冻存方法的研究
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摘 要:【目的】探索两种人卵巢组织冷冻方案用于生殖细胞保存的效果。【方法】活检卵巢组织来自 15 名

经知情同意的手术患者。组织被随机分配到新鲜组、玻璃化冷冻组和慢速冷冻组。观察和比较各组卵巢组织冻融

后的原始卵泡形态完整率 , 并通过体外培养系统测定培养液中的雌二醇和孕酮水平 , 观察和比较冻融后卵巢组

织内分泌功能。【结果】 本研究中新鲜组、慢速冻融组和玻璃化冻融组的原始卵泡形态完整率分别是 97.6%、

72.6%和 80.3%。两冻融组与新鲜组相比明显下降(P < 0.001),而在两冻融组间差异并无统计学意义(P=0.237)。在

体外组织培养期间 ,两种冻融卵巢组织都能持续分泌雌二醇和孕酮 ,两组间差异无统计学意义(P >0.05)。【结论】

本研究中两种人类卵巢组织超低温冷存的方法是可行的 ,可适应不同需要。
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Research of Two Methods for Human Ovar ian Tissues Cryopreservation

LI Yu- bin, ZHOU Can- quan, YANG Guo- fen, WANG Qiong, MAI Qing- yun

( Department of Assisted Reproductive Medicine, The First Affiliated Hospital of SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China)

Abstract:【Objective】 The aim of this study was to explore the effects of two human ovarian tissue

cryopreservation protocols for preserving germ cells. 【Methods】Biopsies of ovarian tissue were collected from total 15

patients after informed consents. The tissues were randomly allocated to fresh, vitrification and conventional slow

freezing groups. Morphological integral primordial follicles rates were compared between fresh and the post warming/

thawing tissue. Endocrinal functions of the post - cryopreservation tissue were also investigated and compared by

estradiol and progesterone detections in in- vitro culture medium every other day. 【Results】In this study, the

morphological integral primordial follicles rates in the fresh, vitrification, and slow- freezing groups were 97.6%, 80.3%

and 72.6%, respectively. After warming/thawing, the rates significantly reduced in both freezing groups (P < 0.001).

No statistically significant differences in normal morphology primordial follicle rates were observed between the two

cryopreservation approaches (P=0.237). During in- vitro culture, estradiol and progesterone were secreted continuously

by the both post- cryopreservation tissue pieces. And there were no statistical differences between the two groups (P >

0.05). 【Conclusions】 Our study demonstrates that the two methods for human ovarian tissues cryopreservation are

effective and can be fitted for different requires .
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1 材料与方法

1.1 人卵巢组织的收集

2004 年 10 月至 2005 年 5 月间 , 本研究募集

了 15 名签署知情同意书、年龄为 22～37( 33.1±2.9)

岁的妇女。活检卵巢组织是通过其良性卵巢囊肿手

术中获得,其中 11 名进行了腹腔镜手术,其余 4 名

进行了开腹术。在进行囊肿剔除术后,剪下一面积

1～2 cm2,附于囊肿上无明显血栓的卵巢组织片 ,随

即卵巢组织片浸泡在添加了人类白蛋白 (HSA,

SAGE IVF, USA)的 Hepes 液 (SAGE IVF, USA)中 ,

置于冰上, 20 min左右送回实验室。术后患者组织

进行病理学检查,只有良性病变才纳入本研究。本

研究经中山大学附属第一医院伦理委员会批准。

1.2 卵巢组织片的预处理

在立体显微镜下,卵巢组织片所有髓质用手术

刀片刮除, 剪切成大约 5 mm×1 mm×1 mm大小的

组织小条。冷冻前组织切割和处理是在室温下添加

HSA的 Hepes 液中进行的 , 所有操作在 1 h 内完

成。

1.3 玻璃化冷冻和慢速冷冻方案

实验用所有液体都使用 0.2 μm 孔径过滤器

(Millipore, France)进行除菌。以下除标注者外,所使

用的试剂都由 Sigma公司提供。基础液为添加了体

积分数 12% HSA、100 IU/mL青霉素 和 100 μg/mL

链霉素的α- MEM液(Gibco, BRL)。全部冷冻液用基

础液作溶媒。完成上述切割程序后 ,随机选取 2～3

条新鲜组织被固定进行组织学分析。其它组织条被

随机分配到两组冷冻方案中。进入冷冻方案前,组

织条在基础液中浸泡 5 min。

1.3.1 玻璃化冷冻方案 以两步法对组织进行脱

水 :① 2.0 mol/L 二甲基亚砜 (DMSO) + 0.1 mol/L

蔗糖溶液中浸泡 5 min; ②2.0 mol/L二甲基亚砜+

2.0 mol/L 丙二醇 (PROH) +0.2 mol/L 蔗糖溶液中

浸泡 5 min。随后立即用消毒好的巴氏管吸取组织

条到管口,轻轻晃动让含组织的液滴直接滴入盛有

液氮的浅容器中,使用预冷镊子将组织小滴收集装

到无菌冷冻管中,置液氮罐保存 2 个月以上。复苏

组织时,冻存的组织滴由冷冻管里取出。立即浸泡

于 38 ℃的 PBS液中水浴,缓慢晃动,直到表面的冰

层近乎完全溶解。再将组织于室温下迅速移到 0.5

mol/L蔗糖溶液中置 5 min,接着依次在 0.25、0.125

mol/L蔗糖溶液中各 5 min。最后,解冻的卵巢组织

在基础液中漂洗 3次, 一起放入 37 ℃, 体积分数

5.5%CO2湿润培养箱 15 min,待后续处理。

1.3.2 慢速冷冻方案 在基础液中添加 1.5 mol/L

DMSO 或添加 1.5 mol/L DMSO +0.1 mol/L 蔗糖分

别作为第一和第二步冷冻保护液。室温下将组织条

移到第一步保护液中浸泡 5 min, 接着将其移到装

有 1 mL第二步保护液的 1.8 mL冷冻管 (Nunclon,

Roskide, Denmark)中于 4 ℃平衡 30 min, 最后转到

冷冻仪行程序化冷冻。慢速冷冻方案如下 :①自 4

℃始, - 2 ℃/min 降到- 8 ℃;②- 8 ℃浸泡 10 min 后,

手工植冰,再维持 10 min;③- 0.3 ℃/min降温到- 40

℃;④- 30 ℃/min 降温到- 150 ℃;⑤迅速投入液氮

中,保存 2月以上。本方案基本参照 Donnez 等[4]应

用的方案。解冻时将冷冻管在室温下晃动 1 min,然

后在 37 ℃水浴 2 min; 接着把组织条放入 0.25、

0.125 mol/L蔗糖浓度梯度液中重吸水。最后,将其

在基础液中漂洗若干次,置培养箱中待后续处理。

1.4 解冻后人卵巢组织的培养技术

体外培养系统基本参照 Scott的方案[6]。在基础

液中将解冻的组织切割成约 1 mm ×1 mm ×1 mm

大小小粒,放入预处理的 24 孔板(Corning, USA)中。

板 孔 中 先 置 入 了 Millicell 嵌 入 式 培 养 小 皿

(Millipore, Sundbyberg, Sweden), 小皿底部铺上 100

μL稀释 Matrigel 胶 (Becton Dickinson, Sttokholm,

Sweden)用于支持组织体外生长。每嵌入小皿放两

小粒组织。培养液配方为:在α- MEM液中加入 50

mL/L HSA、10 mL/L ITS、0.5 IU/mL 人绝经期促性

腺激素 (HMG, Livzon, China)、50 μg/mL维生素 C、

0.47 mmol/L丙酮酸钠、2 mmol/L的 L- 谷氨酰胺、

100 IU/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素。培养开始

时,在小皿内加入 150 μL培养液 ,小皿外则加 550

μL。组织在 37 ℃、体积分数 5.5%CO2湿润培养箱

中培养 14 d。400 μL的小皿外培养液隔天被吸出,

换上新鲜培养液。培养后,所有组织粒被固定进行

组织学分析。

1.5 组织学分析

在冷冻前后和体外培养 14 d 后 , 每位患者的

若干小块组织用福尔马林液固定行组织学分析。组

织用石蜡包埋 4 μm连续切片 HE染色。每 10个组

织切面分析 1次,对形态正常和闭锁的原始卵泡进

行记数。闭锁卵泡的特征是:卵子胞浆伊红染、核染

色质收缩凝集、核膜皱缩和颗粒细胞离散[7]。
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图 4 卵巢组织体外培养中雌二醇和孕酮的分泌

Fig.4 The secrete of estradiol and progesterone of

ovar ian tissue in in- vitro culture system

A: estradiol; B: progesterone

A

B

1.6 雌二醇和孕酮的检测

每 48 h采集的 400 μL培养液保存在- 20 ℃冰

箱中待测。放射免疫试剂盒由 LRW (ShenZhen,

China)提供,检测按说明书要求进行。

1.7 统计学分析

组间原始卵泡形态正常率比较使用 !2检验分
析,两周体外培养两组间激素分泌量比较使用随机

配对方差分析,检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 卵巢组织的组织学分析

在冷冻前、后和培养 14 d 后 , 各组合计共 361

个原始卵泡进行了形态学分析(图 1)。表 1显示了

在新鲜组中 97.6%原始卵泡保持形态学正常 ,玻璃

化组和慢速组分别为 80.3%与 72.6%。新鲜组、玻

表 1 本研究中观察到的各组正常和闭锁原始卵泡形态学情况

Table 1 Proportions of normal and atretic primordial follicles analyzed in this study n (%)

Normal

Atretic

Total

Fresh

121(97.6)1)

3

124

Slow freezing

69(72.6) 2)

26

95

Vitrification

65(80.3)

16

81

Slow freezing 2 W- culture

6(25.0)3)

18

24

Vitrification 2 W- culture

9(24.3)

28

37

Total

270

91

361

1)Compared among the fresh, slow freezing and vitrification groups, !2 =28.22, P < 0.001; 2)Compared with the vitrification group, !2 = 1.396,

P > 0.05; 3) Compared with the vitrification 2 W- culture group, !2 = 0.004, P > 0.05

璃化组及慢速冷冻三组共同比较,原始卵泡形态正

常率差别有统计学意义("2 =28.22, P < 0.001)。两
实验组下降明显;而两冷冻组间相比差别没有统计

学意义("2=1.396, P = 0.237)。另外我们也观察到在
人卵巢皮质中 , 卵泡分布是呈簇状 , 而不是均匀分

布(图 2)。

2.2 体外解冻卵巢组织培养

经过 4～7 d 的体外培养后 ,两组中有活力的卵

巢组织小粒慢慢变成圆形,并且有单层的间质细胞

缓慢向外生长。因有外迁生长,体外培养两周后,两

组圆形组织粒直径都会变大(图 3)。表 1显示培养

后两组的正常和闭锁卵泡的情况。卵泡形态正常率

在两冷冻组间的差异无统计学意义("2 = 0.004, P=
0.952)。结果提示,人卵泡能经受这两种冻融方法,

图 1 冻融后原始卵泡形态

Fig.1 The morphology of pr imordial follicles after

cryopreservation (HE,×400)

A: Typical example of non - damaged human ovarian tissue

including a primordial follicle independent on cooling protocols; B:

Typical example of damaged follicles after cryopreservation

independent on cooling protocols

A B

图 2 卵泡在人类卵巢组织中的不规则分布

图 3 卵巢组织在体外培养系统中生长

Fig.2 Ir regular distr ibution of follicles in human ovar ian

tissues (HE,×100)

Fig.3 The growth of ovar ian tissues in in - vitro culture

system (×50)

2 3
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并且能够在体外培养系统中生长。

2.3 体外培养中雌二醇和孕酮的生成

图 4.a 和 b 示在体外培养 2 周中 , 培养液平均

雌二醇和孕酮水平不断增高 ( F=72.1 和 55.6, P<

0.001) ,同期组间雌二醇和孕酮浓度差别无统计学

意义( F=1.28和 1.37, P=0.96和 0.93)。

3 讨 论

本研究探索建立有效的人卵巢组织冷冻保存

方法。组织学和体外培养的结果表明,人卵巢组织

能较好地经受玻璃化和慢速冷冻过程。而且利用上

述卵巢组织培养体系, 解冻后的组织能体外生长,

并能保持一定的内分泌功能。

3.1 卵巢组织冷冻保存的优势

人卵巢组织超低温保存可为因恶性肿瘤治疗

或遗传等其它因素而将导致卵巢功能不全甚至丧

失的女性提供生育和内分泌功能保存的可能性。解

冻后的组织可通过自体移植或体外培养的方法加

以利用。冻存卵巢组织,特别对于肿瘤病人,比冻存

卵子或胚胎有着许多优势[8]。首先,育龄妇女卵巢皮

质中含有大量处于休眠状态原始卵泡。其次,卵巢

组织冷冻不但能保存生育能力,还可以保存其自身

性激素分泌功能。后者是卵子和胚胎冻存所不能实

现的。第三,卵巢组织可以不依赖月经周期,比较容

易地通过腹腔镜或开腹术获得。第四,因卵巢组织

中原始卵泡处于很低代谢状态,其中的卵子处于第

一次减数分裂前期 , 而且没有透明带 , 只有少量冷

敏感性胞内脂质,所以原理上比成熟卵子更能耐受

冻融。最后,原始卵泡没有种属间明显差异,很适合

作为基础研究模型。正由于原始卵泡在总卵泡数中

占绝大多数( >90%)而其它类型卵泡百分率在不同

标本间常有较大波动,本研究集中对原始卵泡形态

进行评估。

3.2 玻璃化与慢速冷冻方法应用

由于慢速冷冻方法比较成熟,在许多研究领域

已经得到广泛的使用。包括人类在内的许多物种中

应用慢速冷冻技术保存卵巢组织已经获得许多令

人惊叹的成果[4, 5, 9]。玻璃化冷冻与慢速冷冻的主要

差别包括冷冻速率和冷冻保护剂的使用。前者通过

高浓度冷冻保护剂的使用 , 在快速降温中(常常会

超过 1 500 ℃/min)能形成一种玻璃状的固体,使胞

浆内外的水物质迅速通过- 5 ℃～- 15 ℃的冷冻敏感

区,避免了胞浆内冰晶的形成。1985年, Rall等[10]首

先使用玻璃化冷冻法进行鼠类胚胎的冷冻。现在,

此冷冻方法已经在较多方面得到应用,包括人类胚

胎[11]、卵子[12]和人类干细胞等[13]。然而 ,人卵巢组织

玻璃化冷冻方面的研究资料还很有限。各种各样的

载体被应用到玻璃化冷冻研究中 , 这包括冷冻小

管、开放麦管( OPS)、电子显微镜铜网格、小尼龙螺

旋圈、尼龙筛和冷冻环等等。所有的载体适合目前

各种不同需要。卵巢组织与单个分离的细胞或细胞

小群非常不一样。它有特定的空间立体结构、多种

细胞类型、高细胞密度和一套血管系统。前述使用

的载体很可能不适合组织的玻璃化冷冻保存。一些

载体,包括冷冻小管、开放麦管等,因管壁相对较厚

导致降温速度下降 ;另外一些 , 如电子显微镜铜网

格、尼龙螺旋圈、尼龙筛和冷冻环等价格昂贵,并且

占用大量空间,不利于储存。本研究采用了改良的

玻璃化冷冻方法,使用无载体的方法进行卵巢组织

的玻璃化冷冻尝试。解冻后,组织学分析显示玻璃

化冷冻组中 80.3%的卵泡维持了正常形态 ,与目前

其它文献报道的 70%～90%的冷冻后正常形态原始

卵泡率大体相当[14, 15]。但与先前的这些研究比较,本

玻璃化冷冻方法显得更为便利。2005年 Yeoman 等
[16] 用相似的方法在灵长类卵巢组织上进行玻璃化

冷冻研究,也取得了良好的效果。而在人类卵巢组

织冷冻保存中尚未见相似报道。然而,玻璃化冷冻

方法是全手工操作, 虽单份样本操作效率很高,但

如果样本量较大 , 就会使操作研究非常繁复和劳

累 , 并且随操作时间延长 , 无疑使后冷冻的组织较

先冷冻的效果会明显变差。慢速冷冻却是机器辅助

批量处理的, 虽耗时但每次可同时处理较多组织,

有其不可完全替代的优势。

3.3 体外培养对组织活力的评估

在两组解冻后 2 周的体外培养中,伴随着组织

块的生长,雌二醇和孕酮水平不断增高。提示解冻

后的卵巢组织能保持一定程度的性激素分泌功能。

体外培养是较好反映卵巢组织冻融效果的简便手

段。然而,值得注意的是 Wotiz等[17]的研究显示,除

了卵泡外,间质也可能分泌雌激素。因此,冻融后卵

巢组织的内分泌功能与其生育潜能之间的关系值

得进一步研究。

综上所述,本研究探索了人卵巢组织慢速和改

良的无载体玻璃化冷冻保存方法。结果显示它们是

有效的 , 经过更好的完善后 , 相信可用于不同情况
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