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玻璃化冷冻兔卵巢组织自体移植后卵巢功能观察

于　璇，邓晓惠，晁　岚，于红玲
山东大学齐鲁医院不孕不育诊疗中心，济南２００５１２

　　［摘要］　目的　观察玻璃化冷冻兔卵巢组织自体子宫系膜内种植后卵泡的发育情况。方法　１５只新西兰白兔随机分为
两组：（１）冷冻复苏移植组，１０只，切除双侧卵巢，将卵巢切成小组织块玻璃化冷冻２周后复苏，多点自体种植于子宫系膜内；（２）

对照组，５只。通过卵巢组织光镜、阴道脱落细胞学检查，观察种植后卵巢组织长期存活、卵泡生长发育及内分泌功能恢复及维持

情况；观察存活的卵巢组织对促性腺激素的反应性；采集ＭⅡ期成熟卵进行卵泡浆内单精子注射（ｉｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｐｅｒｍｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，

ＩＣＳＩ），进一步观察移植后发育成熟的卵母细胞的受精情况。结果　移植２个月和６个月后卵巢组织中各级卵泡所占的比例与
正常卵巢组织相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；移植半年后对卵巢组织应用卵泡刺激素，与未用卵泡刺激素的卵巢组织相比，

近成熟卵泡所占的比例增多（Ｐ＜０．０５）；成熟卵母细胞ＩＣＳＩ受精后，能够得到正常的胚胎。结论　玻璃化冷冻兔卵巢组织自体
子宫系膜内种植能够很好地恢复卵巢功能，其功能可维持较长时间，结合体外受精技术可以产生正常的胚胎。
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　　大剂量的放化疗后会对女性癌症患者的卵巢造
成不可逆的损伤，因此在进行放疗或化疗前行手术
将卵巢取出后进行冷冻保存，待癌症缓解后选择适
当时机进行卵巢组织自体移植术，对保存和恢复患
者的卵巢功能有很大的临床价值。人类卵巢组织的

冷冻保存及移植已取得了一定的进展［１２］，因受到伦
理等问题的限制尚缺乏系统的研究。卵巢组织冻存
移植的目标在于不断改进冻存移植技术使移植后获

得尽可能多的存活卵泡，更利于移植后卵巢组织功
能的恢复及长期维持。玻璃化冷冻方法简单、快捷，



·４２２　　 · 第二军医大学学报　２０１２年４月，第３３卷

可减少冰晶形成所致的细胞损伤［３］。本实验通过观
察玻璃化冷冻兔卵巢组织种植于子宫系膜后卵泡生

长发育情况，探讨玻璃化冷冻卵巢组织自体移植恢
复卵巢内分泌及生殖功能的可行性，为人类卵巢组
织冷冻移植研究提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　选取健康性成熟新西兰雌
兔，８～１２个月龄，体质量２．５～３．０ｋｇ，由山东省农
业科学院提供。动物入室适应环境１周后，采用连
续阴道脱落上皮细胞涂片的方法观察动情周期，选
择动情周期正常的兔子１５只，随机分为两组：（１）冷
冻复苏移植组（１０只），切除双侧卵巢，将卵巢切成
小组织块玻璃化冷冻２周后复苏，多点自体种植于
子宫系膜内；（２）对照组（５只）。

１．２　卵巢组织冷冻、移植

１．２．１　卵巢组织的获取　将３％的戊巴比妥钠溶液
以１ｍｌ／ｋｇ体质量耳缘静脉注射麻醉兔后，行下腹
正中切口切除双侧卵巢，对照组行下腹正中切口后
直接缝合。切除的卵巢组织于室温下用磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ，美国Ｓｉｇｍａ公司）洗涤１０次，切成大小约
为１ｍｍ３的组织块，用玻璃化冷冻方法进行冷冻。

１．２．２　卵巢组织冷冻保存及复苏　本实验参照文献
［４］的玻璃化冷冻方法进行。冷冻保护剂包括平衡液
和冷冻保护液。平衡液：７．５％乙二醇＋７．５％二甲亚
砜＋２０％胎牛血清＋ＴＣＭ１９９；冷冻保护液：１５％乙
二醇＋１５％二甲亚砜＋２０％胎牛血清＋０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗
糖＋ＴＣＭ１９９。冻融方法：将卵巢组织放入平衡液
中，室温下平衡１５ｍｉｎ，然后移入保护液中４℃继续渗
透平衡３０ｍｉｎ。渗透完成后将组织连同冷冻保护剂
装入０．５ｍｌ麦管中，投入液氮中保存２周。复苏组织
时，将麦管室温放置３０ｓ，然后依次放入含１ｍｏｌ／Ｌ蔗
糖及２０％胎牛血清的ＴＣＭ１９９中，并室温下渗透１０
ｍｉｎ，将组织移入含２０％胎牛血清的ＴＣＭ１９９中待移
植。以上所用试剂均购于美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２．３　卵巢组织移植　麻醉动物后，腹部备皮消
毒，采用下腹正中切口，将复苏后的卵巢组织自体多
点植入兔子宫系膜内，用丝线标记种植部位，整个过
程在１ｈ内完成。首次手术后第３天起，每日进行阴
道脱落细胞涂片，以动情周期的恢复来确定移植后
卵巢组织存活情况。

１．２．４　移植后卵巢组织的获取　分别在移植后２
个月（３只）和６个月（７只）处死实验兔，取移植后卵
巢组织进行组织学观察。应用卵泡刺激素的实验兔
（６个月，４只）在取组织前用皮下注射卵泡刺激素
（ＦＳＨ，中国科学院动物研究所）超促排卵，１５Ｕ／次，

每天２次，连续３ｄ，最后一次注射后，由耳缘静脉注
射绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ，丽珠医药集团有限公
司）１００Ｕ，１３ｈ后将兔处死，观察记录双侧子宫系膜
内移植卵巢组织的大小、血供情况，并取移植后的卵
巢组织行组织学观察。

１．３　卵母细胞的采集及受精　取促排卵后的卵巢
组织置于含１０％胎牛血清的ＴＣＭ１９９中，用注射
针挑破卵泡并轻压，使带有卵丘细胞和颗粒细胞的
卵母细胞外逸，经５×１０５ＩＵ／Ｌ透明质酸酶处理去
除卵丘细胞，在倒置显微镜下观察卵子大小和透明
带的厚度。根据卵母细胞的成熟度分为两组：成熟
卵组为有第一极体 ＭⅡ期卵；未成熟卵组包括既无
生发泡也无第一极体的 ＭⅠ期卵和有生发泡但无第
一极体的ＧＶ期卵。选择具有第一极体的成熟卵子
进行卵泡浆内单精子注射（ＩＣＳＩ）受精，注射针内径
为５μｍ。采用离体法获得精液，用ＢＷＷ 上游法使
其获能，调整精子密度为１×１０６个／ｍｌ。受精卵置
于含有１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠、０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
和１０％胎牛血清的ＴＣＭ１９９微滴中进行培养，隔
天半量换液，观察受精及胚胎发育情况。

１．４　观察指标

１．４．１　阴道脱落细胞学观察　冻融移植后３ｄ起，
每日同一时间进行阴道上皮细胞涂片，巴氏染色后
光镜下观察阴道脱落细胞形态的周期性变化来判断

兔卵巢组织存活及功能恢复情况。动情初期，脱落
细胞以中层细胞为主，少量角化细胞；动情中期，脱
落细胞以表层角化细胞为主；动情后期，脱落细胞以
表层角化细胞、中层细胞为主，偶见底层细胞；动情
间期，脱落细胞以中层及底层细胞为主。

１．４．２　组织学观察　卵巢组织经１０％甲醛溶液固
定后，石蜡包埋，３μｍ厚切片，行 ＨＥ染色，光镜下
观察卵巢结构，计数各级卵泡数。分类标准：原始
卵泡由初级卵母细胞及其周围的单层梭形颗粒细胞

组成；窦前卵泡分为初级卵泡与次级卵泡，初级卵泡
周围为单层立方颗粒细胞，次级卵泡周围围绕多层
立方颗粒细胞；窦状卵泡产生卵泡液形成卵泡腔；近
成熟卵泡，卵泡腔明显增大，卵泡液增多，卵泡移行
向卵巢表面凸起。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１４．０软件进行统计
学分析，各样本率的比较采用χ

２检验，检验水平（α）
为０．０５。

２　结　果

２．１　各移植组动情周期的恢复情况　冷冻复苏移
植兔在移植术后１４～２１ｄ内阴道脱落细胞开始出现
规律的周期性变化，此后动情周期规律出现，移植后
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半年动情周期仍规律，证明移植后卵巢组织卵泡发
育和激素分泌功能正常并能长期维持。见图１Ａ。

２．２　移植后卵巢组织的存活及组织形态　移植组
子宫系膜内均可见存活的卵巢组织，存活的卵巢组
织表面可见清晰的毛细血管网，皮质内见大量各级
卵泡。移植存活卵巢组织内的绝大部分卵泡结构形
态正常，但也有较多形态异常的卵泡存在。

图１　阴道脱落细胞检查和

冻存卵巢组织子宫系膜内种植后观察

Ｆｉｇ１　Ｅｘｆｏｌｉｏｃｙｔｏｌｏｇｙｏｆｖａｇｉｎａｌｃｅｌｌｓ

ａｎｄｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｉｍｐｌａｎｔｅｄｉｎｍｅｓｏｍｅｔｒｉｕｍ
Ａ：Ｅｘｆｏｌｉｏｃｙｔｏｌｏｇｙｏｆｖａｇｉｎａｌｃｅｌｌｓｗａｓｍａｉｎｌｙｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｏ

ｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｉｍｐｌａｎｔｅｄｉｎｍｅｓｏｍｅｔｒｉｕｍｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ

ｎｏｒｍａｌｍａｔｕｒｅｆｏｌｌｉｃｌｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ），×４０（Ｂ）

　　移植后６个月，卵巢组织结构仍正常，皮质内可
见大量的原始卵泡及初级卵泡，并可见近成熟卵泡。
组织学显示，应用卵泡刺激素的移植卵巢组织内近
成熟卵泡数量明显增多，可见近成熟卵泡突向卵巢
组织表面，卵泡腔明显增大，其内见卵泡液，卵细胞
清晰，卵丘细胞排列规则，基底膜完整（图１Ｂ）。

２．３　移植后卵巢组织内卵泡发育情况　移植２个
月和６个月后卵巢组织中各级卵泡所占的比例与正
常卵巢组织相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），说明
经过移植后的卵巢组织能够存活较长一段时间，并
且其中的各级卵泡发育良好。移植６个月后对卵巢
组织应用卵泡刺激素，与未用卵泡刺激素的卵巢组
织相比，近成熟卵泡所占的比例明显增多（Ｐ＜
０．０５），说明促性腺激素的应用能够促进移植后卵巢
组织中卵泡的发育。见表１。

　　采集超促排卵后有第一极体 ＭⅡ期成熟卵进行

ＩＣＳＩ受精，进一步观察移植后发育成熟的卵母细胞
的受精情况及受精卵的发育潜能。结果显示，受精
卵卵裂正常，能够顺利分裂到８细胞并进一步发育，
说明兔卵巢组织冷冻移植后卵母细胞能够正常发

育，结合体外受精技术可以产生正常的胚胎，恢复生
殖功能。见图２。

表１　移植后各级卵泡发育比例

Ｔａｂ１　Ｒａｔｉｏｓｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｎ（％）

Ｇｒｏｕｐ Ｎ Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌｆｏｌｌｉｃｌｅ Ｐｒｉｍａｒｙｆｏｌｌｉｃｌｅ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｆｏｌｌｉｃｌｅ Ｍａｔｕｒｅｓｃｅｎｔｆｏｌｌｉｃｌｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４７１ ３４７（７３．７） ９１（１９．３） ２３（４．９） １０（２．１）
Ｔｗｏｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ３５９ ２４９（６９．３） ７２（２０．１） ２９（８．１） ９（２．５）
Ｓｉｘｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ４２１ ２９４（６９．８） ８７（２０．７） ３２（７．６） ８（１．９）

ＳｉｘｍｏｎｔｈｓｏｆｓｔｉｍｕｌｕｓｗｉｔｈＦＳＨ ３９４ ２６８（６８．０） ７７（１９．５） ２４（６．１） ２５（６．４）

Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｆｏｌｌｉｃｌｅｓｗｅｒｅｆｒｏｍｆｉｖｅｒａｂｂｉｔｓ，ｔｗｏｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｆｏｌｌｉｃｌｅｓｆｒｏｍｔｈｒｅｅｒａｂｂｉｔｓ，ｓｉｘｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐｆｏｌｌｉｃｌｅｓｆｒｏｍｔｈｒｅｅｒａｂｂｉｔｓ，ｓｉｘｍｏｎｔｈｓｏｆｓｔｉｍｕｌｕｓｗｉｔｈＦＳＨｇｒｏｕｐｆｏｌｌｉｃｌｅｓｆｒｏｍｆｏｕｒｒａｂｂｉｔｓ．ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｓｉｘｍｏｎｔｈｓｏｆｓｔｉｍｕｌｕｓｗｉｔｈＦＳＨｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　卵泡是不可再生组织，女性癌症患者因放疗、化
疗等原因导致的卵泡丢失会造成卵巢功能丧失。近
年发展迅速的卵巢组织冻存移植技术为这一部分患

者带来了保存并重获卵巢功能的希望———放化疗前
将卵巢组织冷冻保存，待癌症缓解后进行移植可以
帮助患者恢复卵巢功能。冻存移植后卵巢内分泌及
生育能力的恢复及长期维持是此项技术所要达到的

目标。本实验旨在探讨移植后卵巢组织的长期存
活、卵巢功能储备及卵泡发育能力。

图２　兔卵母细胞ＩＣＳＩ（Ａ）及正常卵裂的８细胞胚胎（Ｂ）

Ｆｉｇ２　ＲａｂｂｉｔｏｏｃｙｔｅａｆｔｅｒＩＣＳＩ（Ａ）ａｎｄ
ｎｏｒｍａｌｅｉｇｈｔｃｅｌｌｅｍｂｒｙｏ（Ｂ）

ＩＣＳＩ：Ｉｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｐｅｒｍｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
（Ａ），×２００（Ｂ）
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　　玻璃化冷冻技术能够很好地保存卵巢组织［３４］，
卵巢组织移植后能观察到卵泡发育及排卵后黄

体［５］。玻璃化冷冻方法具有降温速度快、冰晶形成
少、操作简单和费用低等优点，因此本实验中我们采
用玻璃化冷冻方法冻存卵巢组织。我们前期研究证
实，小块卵巢组织冷冻可以获得良好的冷冻保存效
果，且冷冻卵巢组织子宫系膜、卵巢囊种植和卵巢皮
质内自体多点种植后，卵巢组织形态学无明显改变，
卵泡存活并正常发育［６］。我们将玻璃化冷冻复苏后
的兔卵巢组织自体多点种植于子宫系膜内，阴道脱
落细胞学检查证实确实有卵巢组织存活后，将移植
兔长期饲养以观察移植后卵巢组织功能的维持及卵

泡发育情况。卵巢组织冻存移植后可得到较高的卵
泡存活率，卵泡发育情况可直接反映卵巢功能的恢
复，而卵泡存活率及数量直接影响到卵巢组织功能
维持的时间。在本实验中我们观察到，移植半年后，
卵巢组织内仍有大量的各级卵泡，卵泡发育良好，对
卵巢组织应用卵泡刺激素后有大量卵泡发育成熟。

Ｓａｌｌｅ等［７］报道将羊卵巢冻存移植后４周孕激素水
平升高，恢复了性激素的周期性分泌。阴道脱落细
胞受卵泡分泌雌激素的作用出现周期性变化，我们
通过阴道脱落细胞学检查也证实卵巢组织移植后长

时间内激素分泌正常，脱落细胞出现周期性变化。

　　卵巢组织冻存移植技术的研究有望使那些因癌
症放、化疗而失去卵巢功能的患者重获生育能力。

Ｄｏｎｎｅｚ等［１］报道了首例女性在癌症治疗后经自体原

位移植冻存卵巢组织成功受孕，并最终分娩一活婴的
病例。从理论上讲，一年的时间足够用于获得成熟的
卵母细胞进行体外受精胚胎移植（ＩＶＦＥＴ），Ｒｏｓｅｎ
ｄａｈｌ等［８］报道将一位２８岁患有霍奇金淋巴瘤妇女的
卵巢皮质在放化疗前冻存，待患者肿瘤完全缓解后，
将卵巢组织融解后移植收集卵泡行ＩＣＳＩ，胚胎移植后

１４ｄ，生化检测证实妊娠，但是未获得临床妊娠。在本
实验中我们也收集了一部分成熟卵母细胞进行ＩＣＳＩ
受精，进一步观察经移植后发育成熟的卵母细胞的受
精情况及受精卵的发育潜能，结果显示玻璃化冷冻卵
巢组织子宫系膜内种植能够获得健康成熟的卵母细
胞，进行体外受精后受精卵发育正常，为卵巢组织冻
存移植恢复患者生育能力提供了实验依据。

　　卵巢组织冻存移植后功能的长期维持是目前此
项技术研究的焦点和难点。目前关于移植后卵巢组
织功能维持时间长短的报道不一。Ｂａｉｒｄ等［９］对羊

卵巢组织冻存移植后存活情况进行长期观察发现，
卵巢功能维持了近一年。Ｏｋｔａｙ等［１０］将新鲜卵巢组

织植入患者前臂皮下，１６个月后血清激素检查证实
卵巢功能开始衰退。我们在卵巢组织移植半年后将

卵巢组织取出进行组织学观察发现，卵巢皮质内有
大量的原始卵泡，各级卵泡发育良好，这都证明卵巢
组织的功能还能维持较长一段时间。冻融后卵巢组
织移植，在冷冻、复苏及移植过程中卵泡大量丢失，
这决定了移植后卵巢功能随着卵巢内卵泡的耗竭会

维持一段时间后消失。因此在冻存移植过程中许多
影响卵巢组织长期功能的因素还有待进一步研究，
如何更好、更长时间地维持移植后卵巢组织的功能
是日后研究的焦点。

　　综上所述，玻璃化冷冻卵巢组织自体子宫系膜
内种植能够很好地恢复卵巢功能并维持较长一段时

间，应用促性腺激素能够促进卵泡的成熟，成熟卵母
细胞体外受精后受精卵发育良好。
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