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"摘要#

!

目的
!

探讨玻璃化冷冻及体外培养对人卵巢组织内各级卵泡的形态影响$方法
!

采用液氮直接覆盖玻璃化冷冻

"

O5g

#方法冷冻保存成人卵巢组织!复苏后行体外培养!观察卵巢组织中卵泡的形态学改变$结果
!

新鲜培养组与新鲜组&冷冻

培养组与冷冻组相比!原始卵泡所占比例明显下降!初级卵泡和次级卵泡构成比显著增加"

;

#

%&%2

#%新鲜培养组较新鲜组形态

正常的原始&初级&次级卵泡比例降低"

;

#

%&%$

#%冷冻组形态正常的初级&次级卵泡比例均低于新鲜培养组"

;

#

%&%2

#%冷冻培养

组形态正常的次级卵泡比例低于新鲜培养组!差异有统计学意义"

;

#

%&%2

#$结论
!

O5g

方案卵泡形态结构有一定损伤!体外培

养有一定修复作用$
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年世界第
$

例冷冻人卵巢组织经自体移植后获得妊

娠&

$

'

#由于卵巢组织中卵泡多*获取方便#卵巢组织冷冻在保存

卵巢功能和生育力方面体现出广阔的应用前景#尤其适用于未

婚女性)玻璃化冷冻技术是近年发展起来的冷冻方式#较传统

冷冻方式更有优越性#玻璃化冷冻方法是卵巢组织冷冻的另
$

种可供选择的方法&

1

'

)复苏后卵巢组织活力的恢复及损伤的

降低对辅助生殖有重要意义)液氮直接覆盖卵巢组织$

O5g

%

冷冻方法是改良的玻璃化冷冻方法#在冷冻小鼠卵巢取得良好

效果&

'

'

)本研究旨在探讨
O5g

方案冷冻人卵巢组织及体外培

养后各级卵泡的形态学改变及体外培养在冷冻损伤中的作用#

现报道如下)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

选择四川大学华西第二医院因病情需要经腹

腔镜或开腹手术进行良性卵巢囊肿剥除术的
$/

例患者#年龄

1%

$

0%

岁#月经周期规律#内分泌检查正常#无化疗及放疗史#

半年内未服用激素)采集卵巢组织病理检查后剩余的卵巢组

织或囊肿被覆上皮作为标本收集对象)术后病检示其中
$'

例

卵巢成熟性畸胎瘤#

'

例单性囊纯肿#

1

例浆液性囊肿)本研究

经四川大学华西第二医院医学伦理委员会同意#并与患者签署

知情同意书)

@&A

!

方法

@&A&@

!

标本前期处理
!

迅速将离体的卵巢组织在含双抗的

$)0%

培养基内清洗#去除血迹及卵巢髓质#留下卵巢皮质#再

将卵巢皮质切割成的组织块#体积约
'&%CC]1&%CC]$&2

CC

#每例患者卵巢组织分成
/

块#并分为新鲜组*新鲜培养组*

冷冻组*冷冻培养组#每组
1

块)

@&A&A

!

O5g

冷冻方法及复苏过程
!

室温下#将卵巢组织块放

入平衡液中渗透平衡
$2C#,

#转入冷冻液中继续渗透平衡
2

C#,

#再放入冷冻保护剂处理好的无菌冻存管底部)在液氮面

下#用镊子旋紧冻存管的盖子#立即放入装有液氮储存罐内保

存#此法参照
5@<,

等&

'

'报道的
O5g

玻璃化冷冻方案)人卵

巢组织在液氮中放置
$

周后进行解冻#从液氮罐中取出冻存管

后去除冻存管盖子#

'-[

水浴至液氮完全挥发$约
'%+

%#组织

块表面冰晶融化)室温下#取出组织块#依次放入浓度为
$&%%

*

%&2%

*

%&12C"6

"

Y

蔗糖溶液中#放置时间均
2C#,

#再将组织块

用基础液&

1%X

胎牛血清$

bQP

%

O_QP

溶液'清洗
2C#,

#重复操

作一遍#后
$%X

甲醛固定)

@&A&B

!

组织块体外培养
!

此培养方案基本参照
PD"??

等&

0

'的

2-'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
02

卷第
'

期



方案)于
10

孔培养板中放入新鲜组织及冻融后组织#每孔放

入
1

块#加少量培养液至刚能覆盖组织块)再将培养板置于培

养箱$

'-[

*

57

1

%中#待组织贴壁后补足
$CY

培养液$约
0

@

%)每隔
$!

换取培养液
2%%

%

Y

)组织培养
-!

时收集组织#

甲醛固定)

@&A&C

!

组织包埋及切片
!

每块组织单独包埋*

2

%

C

厚度连续

切片)石蜡切片#苏木素
.

伊红$

93

%染色后在光学显微镜下观

察卵泡形态#对有卵母细胞核的原始*初级*次级卵泡进行计

数#卵泡分级参照
V"K

E

<",

分级标准)

@&B

!

统计学处理
!

采用
P_PP$-&%

软件包内进行统计分析#

计量资料用
. <̀

表示#组间比较采用
4

检验(计数资料用率表

示#组间采用
!

1 检验#检验水准
"

i%&%2

#以
;

#

%&%2

为差异

有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

冻融及培养前后卵巢组织中卵泡分布变化
!

冷冻前后各

级卵泡构成比例差异无统计学意义$

!

1

i%&()$

#

;

%

%&%2

%#体

外培养前后各级卵泡分布比例差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%)

新鲜培养组与新鲜组*冷冻培养组与冷冻组相比#原始卵泡所

占比例明显下降#初级卵泡和次级卵泡构成比显著增加$

;

#

%&%2

%#见表
$

)

表
$

!!

冷冻及体外培养前后卵泡分布"

$

%

X

&#

组别
$

原始卵泡 初级卵泡 次级卵泡

新鲜组
$/- $2(

$

/2&%

%

$/

$

(&)

%

!

$%

$

2&'

%

!

冷冻组
$-( $0-

$

/1&$

%

1'

$

$1&/

%

(

$

2&$

%

!

新鲜培养组
$'( 2)

$

0%&'

%

B

2/

$

0$&-

%

B

12

$

$/&%

%

B

冷冻培养组
$1$ )2

$

0-&0

%

;

2$

$

'-&1

%

;

1$

$

$2&'

%

;

!!

B

!

;

#

%&%2

#与新鲜组比较(

;

!

;

#

%&%2

#与冷冻组比较)

A&A

!

冻融及培养前后卵巢组织中卵泡形态观察
!

新鲜培养组

较新鲜组形态正常的原始*初级*次级卵泡比例降低$

;

#

%&%$

%(冷冻组形态正常的初级*次级卵泡比例均低于新鲜培养

组$

;

#

%&%2

%(冷冻培养组形态正常的原始卵泡*初级卵泡比

例低于新鲜培养组#但差异无统计学意义$

;

%

%&%2

%#形态正

常的次级卵泡比例低于新鲜培养组#差异有统计学意义$

;

#

%&%2

%#见表
1

)

表
1

!!

冷冻及培养前后正常形态卵泡变化%

X

&

组别
形态正常的

原始卵泡

形态正常的

初级卵泡

形态正常的

次级卵泡

新鲜组
/(&( //&( /%&%

冷冻组
-/&( )%&( 11&1

新鲜培养组
-)&/ 2'&0 1/&%

冷冻培养组
)(&1 0-&$ 0&/

B

!

讨
!!

论

!!

玻璃化冷冻和慢速冷冻
.

快速解冻是目前卵巢组织冷冻的

两种方法)由于慢速冷冻
.

快速解冻操作复杂#冰晶形成*渗透

损伤#以及冷冻保护剂的毒性#易导致细胞间电解质的浓缩*冷

冻损伤)玻璃化冷冻法是
$(/2

年发展的一种快速冷冻方法#

操作简单#无细胞内冰晶形成#减少细胞损伤#冷冻效率更

高&

2

'

#其特点是采用高浓度的冷冻保护剂#但高浓度保护剂对

细胞有渗透毒性损伤)在室温和生理温度下#冷冻保护剂乙二

醇$

3V

%被认为是低毒性的&

)

'

#目前常用玻璃化冷冻方案是将

3V

与二甲基亚砜$

ONP7

%等其他细胞内冷冻保护剂联合#既

加快玻璃化过程*提高冷冻效率#又减少两者用量#从而降低冷

冻保护剂的对组织或细胞的毒性作用)在本研究中采用了浓

度较低的
ONP7

$

$2X

%*

3V

$

$2X

%作为冷冻保护剂#对人卵巢

组织进行玻璃化冷冻)

O5g

方案的特点是低浓度的冷冻保护

剂#严格掌握每种渗透液中渗透时间及复苏过程中的时间是本

方法的关键)在收集标本后立即送入实验室清洗处理#缩短组

织离体时间#尽快冷冻#有助于降低损伤)

本研究采用卵巢囊肿上皮$大多数为皮样囊肿%组织作为

研究对象#文献报道在皮样囊肿*巧克力囊肿及单纯性囊肿的

被覆上皮中#皮样囊肿被覆上皮的组织结构形态与正常卵巢组

织最相近&

-

'

#这为取材提供了重要依据)卵巢组织保存后其生

育潜力取决于存活卵泡数量)本研究发现冻融过程对初级*次

级卵泡的损伤较原始卵泡重#与文献&

/

'报道一致)目前认为#

因原始卵泡代谢相对缓慢#以及细胞稳定*体积小及无透明带*

卵母细胞表面积相对较大使冷冻保护剂易于渗透#故认为卵巢

组织冻存过程中原始卵泡能够得到更好保存)除原始卵泡外#

卵巢组织中含量最高的是初级卵泡#其周围颗粒细胞为单层立

方形#颗粒细胞增生分化#膜表面具有高亲和力的卵泡刺激素

$

bP9

%受体#且间缝隙连接在颗粒细胞与卵母细胞之间形成#

使得初级卵泡发育潜能增强)如果能保存初级卵泡#可以缩短

卵泡体外成熟时间#且无原始卵泡发育的启动困难)本研究显

示冷冻后形态正常次级卵泡比例
)%&(X

)次级卵泡更接近成

熟卵泡#但含量少#保存效率低下#因此探索人卵巢组织玻璃化

对初级卵泡保存问题可能具有重要的应用价值)本研究还提

示冻融后形态正常的次级卵泡#低于初级卵泡#但差异无统计

学意义#说明冷冻对初级*次级卵泡的损伤程度可能相似#本方

法用于人卵巢组织冷冻还有待于进一步研究)

本研究表明#体外培养后冻融卵巢组织中原始卵泡及初级

卵泡的损伤与新鲜组差距缩小#体外培养对原始卵泡*初级的

冷冻损伤损伤有一定修复作用#接近新鲜培养组(而次级卵泡

可能由于损伤较重难以修复#在培养后差距进一步扩大)本研

究中培养后原始卵泡所占比例明显下降#初级卵泡和次级卵泡

构成比则显著增加#说明原始卵泡经体外培养能够启动并进一

步向初级*次级卵泡发育)文献报道在体外因去除了内源性抑

制原始卵泡启动发育的因素#短期内可自发启动生长#故体外

培养卵巢组织可以促进原始卵泡向初级卵泡转化的启动&

(

'

)

本研究提示人类卵巢组织使用
O5g

方法冷冻#能保存一

定数量的卵泡#冻融后组织仍有继续发育的潜力)体外培养对

原始卵泡及初级卵泡损伤可能有一定的修复作用#但该冷冻方

案还需要更进一步研究和完善)
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#与本研究结果相似#这可能是
C#4.$02

在白血病

的发生过程中担任了抑癌基因的角色#一定程度上可以衡量疾

病的进展程度#提示
C#4.$02

的表达水平可能与白血病的发

生*发展及临床预后有关)

本研究通过比较发现#

C#4.$02

表达水平与初诊时骨髓原

始细胞百分数*初诊时外周血白细胞数及疾病分型均无相关

性)初步揭示了
C#4.$02

的表达与
8NY

的相关性#

C#4.$02

在
8NY

及健康人骨髓中呈现差异性表达#提示
C#4.$02

与白

血病的发生*发展存在着非常密切的关系#然而产生的差异及

作用机制有待于进一步的研究)随着研究的深入#

C#4.$02

骨

髓表达水平可能成为
8NY

的诊断及化疗敏感性检测的一种

生物标记物)
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