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冷冻后人胚卵巢细胞团对 h M G 作用的

内分泌与形态学反应
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提 要 妊娠 20 ~ 24 周人胚胎卵巢经改进的超速冷冻仍具有内分泌功能
。

这种冷冻后的胚

胎卵巢细胞团体外培养时
,

培养天数与细胞团的 E
Z

分泌能力呈负相关
,

形态学检查与此结果相吻

合
.

冷冻后人胚胎卵巢的细胞团体外培养时培养液中人绝经期促性腺激素 h( M G )最适浓度为 50

IU /L
,

培养的最适天数为 l ~ d3
。

这对人胚胎卵巢细胞团同种异体移植时受体促性腺激素水平内

及培养时间的选择与设定有重要指导意义
。

关钮词 胚胎卵巢
;

超速冷冻保存 ;人绝经期促性腺激素 ;体外培养

中图号 R 7 1 1

已知进行新西兰兔胚胎卵巢细胞团同种

异体移植前移植物的体外短期培养有利于移

植物存活 l[]
,

在体外培养期间
,

适当比例的促

性腺激素图有利于胚胎 卵巢细胞的生长和分

泌 E : 。

本研究旨在探索移植前经伶冻保存的

胚胎卵巢的细胞团体外培养时培养液中人绝

经期促性腺激素 h( M G )的最适浓度及培养

时间
,

为临床进行胚胎卵巢细胞团移植时供

体预处理和受体促性腺激素水平的选择提供

科学依据
。

1 材料和方法

1
.

1 胚胎卵巢来源 本研究选用妊娠周

数 [ , ]为 2 0~ 2 4 周 ( 中位数 2 1
.

5 周 )水囊引产

的人胚胎卵巢 20 只
,

均于分娩后 30 m in 一 Zh

内无菌条件下取出
。

1
.

2 冷冻方法 将刚取出的人胚胎卵巢经

修剪
、

用无钙镁 H an ks 液漂洗 3 次后投入冷

冻保护液 [ 3 ] ( 4m
o l / L 甘油 + 0

.

2 5m o l / L 蔗

糖 ) 中
,

室温 下 加 压 ( 液相压 缩 1 / 2 0) 平衡

2 0m i n
,

置 一 s o oC 冰箱 内 l o m i n
,

然后转入液

氮罐 中距 液氮表面 cZ m 处 (约 一 1 00 ℃ )
,

sm in 以后投入液氮之 中 (一 1 96 ℃ )
,

保存时

间 1一 2 个月
。

1
.

3 复 温 将盛有胚胎卵巢的小瓶从液

氮罐中取出
,

立即投入 37 ℃水浴中
,

30
5 后取

出室温下置稀释液 (1 m ol / L 蔗糖中 l m in
,

最

后用 R P M I 1 6 4 0液漂洗 3次
,

共 2 0m in
。

1
.

4 实验分组 随机将 20 只待用人胚胎卵

巢平均分为 5 组
,

每组培养液中 h M G 的最

终浓度见表 1
。

1
.

5 细胞团培养 将复温后的人胚胎卵巢

放进一小瓶中
,

剪碎制成糊状 1[]
,

移入培养板

的小孔中
,

并用 R P M lls 。液冲洗小瓶
,

使培养

孔中冲洗液体积为 5m l( 其中含 h M G 的最终

浓度见表 1)
,

随后置 37 ℃
、

5% C O
:

的培养箱

中培养 10d
,

隔天换液
,

换出液置一 20 ℃冰箱

中保存待测 E
:

浓度
。

表 l 各培养组例数及 h M G 浓度

组 别 例 数 浓度 (I U /L )
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1
.

6 培养细胞团形态观察 培养第 1
、

3
、

5
、

6
、

8
、

1 0 天 ( 简为 d l
、

d 3
、

d s
、

d 6
、

d s
、

d l o ) 用

O ly m p us 倒置显微镜观察并摄影
,

同时将细

胞 团标本离心
、

固定后送电镜检查
。

空泡线粒

体的计算
:

在 10 个不同视野 中各数 10 个线

粒体
,

计算空泡线粒体的百分数
。

1
.

7 试 剂 R PM I 1 6 4 0由 S ig m a
公司产

;

h M G 由珠海 丽宝药厂产
,

其中 F S H 及 L H

浓 度 均 为 75 I U /支
; E Z一 R I A 药盒 由美 国

D P C 公司生产
。

1
.

8 统计学处理 变异系数 ( C V )
、

均数 牙
、

方差齐性检验
、

析因设计的方差分析
、
q 检验

及直线回归
。

2 结 果

妊娠 20 ~ 2 4 周人胚胎卵巢 (经冷冻保

存 )细胞团体外培养时
,

不同培养时间及不同

h M G 浓度下
,

细胞团的功能与形态有较明显

差别
。

2
.

1 体外培养细胞团在不同培养时间的 zE

分泌水平

各实验组细胞 团在开始培养后 dl
、

d 3
、

d s
、

d 6
、

d s
、

d l o 时
,

其培养液中 E
:

浓度均值

(,z 一 4) 见表 2
。

对上述图表所涉及的原始数

据进行析因设计的方差分析之后发现
,

在 0G

一 G ZOO各组中
,

随培养天数的增加
,

各组培

养液中 E
:

浓度 明显下降
,

差异 有统计学意

义
,

其中 G
S。
组每夭 E :

浓度的 C V ~ 44
.

7%
,

培养过程 中 E :

均值为 32
.

4P m ol / L
,

p ~ .0

0 0 3 ;
其余 4 组各 自每天 E :

浓度的 C V 按 G
。

~ G
2 00 顺 序 为 5 2

.

6%
、

5 7
.

2%
、

7 2
、

9写
、

8 2
.

9%
,

培养过程中 E :

均值为 2 0
.

2
,

2 0
.

0
,

3 8
.

4 和 4 7
.

3 Opm o l / L
,

P 值均小 于 0
.

0 0 0 1
,

提示 G
S。
组培养液中 E

Z

浓度随时间而下降的

速率较慢
。

在培养 d1
、

d5 时
,

随着培 养 液 中 h M G

浓 度增 加
,

培养液 中的 E Z

浓度增加 明显 (尸

< 0
.

00 01 )
,

各组 E :

浓度的 C V 分别 为 57
.

8%和 3 8
.

1%
,

均值分 别为 65
.

ZP m ol / L 和

2 5
.

o p rn o l / L ;
培 养 d 3 时

,

虽培养液中 h M G

浓度增加
,

但培养液中 E :

浓度较 稳定 (尸 -

0
.

0 0 2 )
,

各组 E :

的 e v 为 4 2
.

1%
,

均值为

4 1
.

l p m o l / L ;
培养 d 6

、

d s 时
,

随 培养 液 中

h M G 浓度增加
,

培养液 中 E
:

浓度也较稳定

( P = 0
.

0 0 7 )
,

各组 E
:

浓度的 C V 为 2 7
.

2 %

和 3 4
.

0%
,

但分泌量都不到培养 d 3 时的一

半
,

分别为 1 7
.

7 p m o l / L 和 1 7
.

gp m o l / L ;
培

养 d1 0 时
,

培养液中 h M G 浓度对人卵巢细

胞团 E :

分泌已无 明显影响 (尸 ~ O
,

263 )
。

进一步作统计分析表明
,

将所有人胚 卵

巢细胞团培养物 (n 一 2 0) 各自在培养 d l
、

d 3
、

d5 时的 3 个 E
Z

测定值对培养天数作直线回

归
,

得 20 个斜率及 5 个平均斜率 (按 G
。
一

G
Z。。

顺序分别为一 5
.

0 3
,

一 5
.

7 0 ,

一 1
.

8 1
,

一

一6
.

2 2
,

一 2 1
.

7 1 )其中 G
S。
组 的斜率最 小 ( 一

1
.

8 1 )
,

有统计学意 义 ( P < 0
.

0 0 0 1 )
。

提示在

培 养 d 3 以内
,

G
S。

组 中的 E :

的浓度较为稳

定
,

随时间而下降的速率最慢
。

G
S。
组在 不同培养天数时 E :

浓度值居

中
,

且 C V 及 回归方程 的斜率最 小
,

且培养

d3 时
,

E
Z

随 h M G 浓 度变化幅度较小
,

提示

G
S。

组胚胎卵细胞团在培养过程中分泌 E
:

能

力较好
,

细胞功能衰退最慢
,

且一般培养 3d

时收获为宜 (表 2 )
。

2
.

Z G 。 组不同培养时间的细胞团形态

G
S。
组培养 d l

、

d 3
、

d s
、

d 6
、

d s
、

d 1 0 时的细

胞团形态的光镜及电镜观察与同期的 E :

水

平结果相吻合 (附图 )
。

光镜下
,

培养前
、

培养

d l 胚胎卵巢细胞团形态无明显差别
,

其透光

性 良好
,

细胞圆而饱满
,

胞膜光滑
,

背景清晰
;

培养 d 3
,

细胞团的细胞稍小
,

个别细胞透光

减弱
,

背景中偶见细胞裂解碎片
,

其余变化同

前
;
培养 d5

,

部分 细胞缩 小变暗
,

透光性减

弱
,

胞膜不光滑
。

此时
,

因细胞数减少
,

背景中

细胞裂解碎片反而减少
;
培养 d6 开始

,

大部

分细胞缩小变暗
,

形态不规则
,

细胞稀少
,

背

景模糊
。

电镜下
,

培养前和培养 dl 人胚胎卵

巢细胞团细胞中
,

细胞器形态无明显差别
,

线
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粒体形态正常
,

岭清晰
,

核膜完整
;
培养 d3

,

线粒体肿胀并空泡化发生率小于 13/
,

核膜

仍完整
;
培养 d5

,

线粒体肿胀
、

峪稀疏
,

线粒

体空泡化发生率大于 1 3/
,

可见核膜松解
;
培

养 d 6 开始
,

空泡线粒体的发生率大于 2 3/
,

无正常线粒体
,

核膜崩解消失
。

表 2 冷冻后 人胚胎卵巢细胞团体外培养时的 E
:
分泌 (牙土 : )

培养时间
组 别

G 。

G 那

G 。。

G
l o o

G z。 。

3 5
.

9士 7 1

3 9
.

9士 3
.

6

4 0
.

8土 1 1
.

0

8 9
.

6士 6
.

5

1 2 0
.

0士 3
.

2

3 0
.

5 士 4
.

6

2 0
.

6士 5
.

7

3 8
.

1士 8
.

2

5 2
.

3士 9
.

6

6 4
.

1土 1 8
.

0

1 5
.

9士 5
.

8

1 7
.

0 士 2
.

4

3 3
.

6士 1 1
.

0

2 5
.

3 士 1 5
.

0

3 3
.

4 士 1 5
.

0

1 7
.

3士 1
.

9

1 0
.

6士 6
.

9

1 7
.

2士 3
.

3

1 9
.

6士 9
.

8

2 3
.

9 士 6
.

4

1 0
.

8士 4
.

0

1 2
.

9士 0
.

6

1 5
.

8士 2
.

6

,2 5
.

6士 1
.

9

2 4
.

8士 4
.

6

1 0
.

5士 1
.

0

1 1
.

5士 0
.

6

1 5
.

2士 0
.

7

1 8
.

0士 3
.

5

1 7
.

6士 7
.

8

注
:

所用胚胎胎龄为 20 ~ 24 周
,

E :

单位为 p m ol / L

3 讨 论

G o n d os 等 3J[ 早 已报道
,

胚胎期卵巢即具

有分泌 E
:

的能力
;
最近雷英等 z[] 也证实了妊

娠 16 ~ 24 周的胚胎卵巢可分泌 E
Z 。

但人类

胚胎卵巢经超速冷冻以后
,

是 否还具有分 泌

E
:

的能力
,

在体外培养时对不同浓度促性腺

激素 (接近生理浓度 ) 的反应如何
,

以及最适

浓度怎样 尚不清楚
。

这些间题的解决对于进

行人类胚胎卵巢细胞团移植前的卵巢冷冻保

存
,

受体内分泌环境的设定与维持
,

有着十分

重要的临床意义
。

本实验将 超速冷冻法 [’. 5〕加 以改进用于

保存人胚胎卵巢 (整体 )
。

因胚胎卵巢太小
,

难

以用冷冻保护液灌注
,

所以在冷冻之前
,

采用

了无钙
、

镁 H an ks 液多次漂洗
、

加压渗透和

适 当延长与冷冻保护液的平衡时间等措施
,

使冷冻保护液迅速达到胚胎卵巢细胞周围并

均匀分布
,

以加强冷冻保护液的同步化作用
。

经冷冻保存的胚胎卵巢细胞的线粒体较新鲜

卵巢细胞的少
,

偶 见线粒体轻度肿胀
,

而线粒

体形态的其它特征及其它细胞器常无明显差

别
。

冷冻保存的人胚胎卵巢制成细胞团后做

体外培养
,

各实验组均 可分 泌一定浓度 E Z ,

说明冷冻保存的胚胎卵巢具有相当的功能
。

冷冻后人胚胎卵巢的细胞 团培养环境
。

本研究将系列等量的人胚胎卵巢细胞团分别

加入适量 h M G
,

使其每孔最终浓度为 。
、

25
、

5 0
、

1 0 0
、

2 0 0 I U / L
,

结 果 显 示 不 同 浓 度 的

h M G 对细胞团分泌 E
:

的量和分泌方式均有

一定的影响
。

在各实验组中
,

G
S。
组细胞 团的

分泌 E
:

能 力最好
,

细胞团功能衰退速度慢
,

提示人胚胎卵巢细胞团的 E :

分 泌功能诱发

与维持需 要一定浓 度 F S H (约 5 0I u / L )
,

这

与卵巢切除后 或刚进 入 绝 经期 妇 女体内

F S H 水平相接近
,

但高于 生理剂 量的 F S H

会加速靶细胞 的衰竭
,

这与雷英等
〔 2〕的有关

报道中大剂量 F S H / L H 对体外培养胚胎卵

巢影响的资料类似
。

人胚胎卵巢 (经冷冻 )细胞团体外培养时

E
:

分泌与培养时间的关系
。

本研究结果 显

示
,

随培养时间延长
,

细胞团分泌 E :

的能力

明显下降
,

到培养 d s
,

E
:

水平下降到最低点
,

以后 E Z 水平不再升高
,

可能与细 胞团 内部

供氧不足及代姗产物堆积有关
。

透射电镜显

示
,

培养 d s 以后
,

胚胎卵巢细胞的线粒体已

出现水肿以至空泡化 6[] 等不可逆的损害
。

总之
,

本研究结果提示
:

人类胚胎卵巢经

改进的冷 冻保存是可行的
,

其功能和形态保

存效果 可初步满 足临床胚胎 卵巢移植的需

要
。

胚胎卵巢细胞团的生长与 E :

分泌都需要

一定量的 h M G
,

我们认为人胚胎 卵巢细胞团

体外培养 1 ~ d3 为宜
,

培养液 中 hM G 最适
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浓度约为 50 IU / L
,

这与人类卵巢全切除后

不久或刚进入绝经期妇女体内 F S H 水平相

仿
,

提示进行人类胚胎卵巢细胞团移植时
,

受

体一般不宜使用促性腺激素 (如 hM G )
,

而且

应在其血浆促性腺激素水平不太高 (如 F S H

接近 50 I U / L )时或使用雌激素将体内促性

腺激素水平调降后进行移植较为有利
。

(本文图见插页 2)

(本文数据处理得到统计学教研室游志领老师

大力协助
,

谨表衷心感谢 )
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