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我国每年新发恶性肿瘤数超 400万，但随着抗
肿瘤治疗的不断发展，恶性肿瘤患者的生存率也在

不断提高，越来越多女性在肿瘤治愈后有了更加迫

切的生育需求，特别是对于年轻女性患者来说，70%
以上有期待生育的愿望[1，2]，因此恶性肿瘤患者的生
育力保护愈加受到重视。生育力保护的技术主要包

括卵母细胞冻存、胚胎冻存和卵巢组织冻存移植。目

前，卵母细胞冻存与胚胎冻存技术已趋于成熟，但对

适用人群有诸多限制，而卵巢组织冻存移植技术为

保护生育力开辟了一条新途径，也是急需治疗的恶
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摘要院目的 验证卵巢冷冻保存移植技术的安全性和有效性袁为保护女性生育能力提供临床基础遥方法 选取健康性成熟的成年

小鼠 30只袁分为研究 A组尧研究 B组和对照组袁每组 10只遥研究组小鼠麻醉后取出右侧卵巢袁将其放入含 20%HAS的M2培养
基中缓冲袁再转移至冷冻保护液中冻存遥 7 d后复苏袁移植于小鼠左侧卵巢位置渊左侧卵巢已取出冤遥对照组小鼠卵巢行原位移植
手术遥 移植术后第 5天起每日对 3组小鼠进行阴道脱落细胞学检测遥 术后第 10天袁研究 A组尧对照组小鼠与同品系雄鼠合笼袁
并于合笼第 25天取卵巢进行形态学观察遥研究 B组小鼠在移植第 15天取卵巢进行组织学观察遥结果 对照组小鼠有完整规律

的动情周期遥 研究 A组尧研究 B组分别有 8尧7只恢复动情周期遥 移植后小鼠卵巢体积部分发生变化袁10%消失尧40%萎缩尧50%无
变化遥移植第 15天袁卵巢切片可见大量原始卵泡遥移植第 25天袁卵巢切片中卵泡数减少袁原始卵泡难寻袁可见次级卵泡尧成熟卵
泡及黄体遥移植卵巢切片中的卵泡密度均低于正常卵巢遥合笼第 22天袁研究 A组共有 2只鼠怀孕并分别产下 3只和 1只小鼠袁
产仔数量少于对照组遥 结论 小鼠卵巢组织冷冻保存和自体原位移植技术可行遥
关键词院卵巢曰冷冻保存曰移植曰生育力保护
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Study on the Cryopreservation and Autologous Transplantation Technique of Mouse Ovarian Tissues
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Abstract：Objective To verify the safety and efficacy of ovarian cryopreservation and transplantation technique, and lay a clinical foundation for the
protection of female fertility.Methods Totally 30 healthy sexually mature adult mice were selected and divided into study group A, study group B and
control group, with 10 mice in each group. The mice in study groups were anesthetized and then had the right ovaries removed, buffered in a M2 medium
containing 20% HAS, and then transferred to cryoprotectant for freezing. The ovaries were resuscitated 7 days later, and the right ovaries were
transplanted to the position of left ovaries (the left ovaries had been removed). From the 5th day after transplantation, three groups received exfoliative
vaginal cytology on a daily basis. On the 10th days after surgery, the mice in study group A were caged with male mice of the same strain, and their
ovaries were removed to observe morphology on the 25th day of co-caging. The mice in study group B had their ovaries removed to observe histology on
the 15th day of transplantation.Results The mice in the control group had a complete and regular oestrous cycle. In study group A and study group B, 8
and 7 animals restored estrous cycles, respectively. After transplantation, some mice showed changes in ovarian volume, 10% of the ovaries disappeared,
40% atrophied and 50% didn’t change. On the 15th day of transplantation, a lot of primordial follicles were visible on ovarian sections. On the 25th day
of transplantation, the number of follicles on ovarian sections fell, and it was hard to find primordial follicles, and only secondary follicles, mature
follicles and corpus luteum were visible. The density of follicles on the sections of transplanted ovaries was lower than that in normal ovaries. On the
22nd day of co-caging, two mice in study group A were pregnant and delivered 3 mice and 1 mouse respectively, the number of litters was lower than
that of the control group.Conclusion It is feasible to perform cryopreservation and autologous orthotopic transplantation on the ovarian tissues of mice.
Key words：Ovary;Cryopreservation;Transplantation;Protection of fertility
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性肿瘤患者保存生育力的最佳选项[3，4]。冷冻保存技
术不仅可以节约超促排卵的高昂费用，同时还可以

储备大量原始卵泡。由于卵巢组织内包含着多种类

型的细胞，并有着独特和复杂的结构，原始卵泡和初

级卵泡被大量单层颗粒细胞所围绕，因此其冻融是

一项困难的任务。卵巢组织常用的冷冻方法有玻璃

化冷冻法和程序化冷冻法两类[4，5]。本研究采用程序
化冷冻法，通过对小鼠卵巢组织进行体外冷冻保存

和原位移植技术，建立小鼠生育力保护和内分泌重

构的模型，进一步验证卵巢冷冻保存技术和原位移

植技术的安全性和有效性，为保护女性生育能力提

供临床基础。

1材料与方法
1.1实验动物 选取 8周龄 SPF级 C57BL/6J成熟雌
鼠 30只，体重 16.6~18.8 g，均由安徽理工大学实验
动物中心提供。小鼠饲养温度为（21依2）益，相对湿度
30%~70%，光照明暗交替周期为 12 h/d。本实验方
案由安徽理工大学第一附属医院伦理委员会批准，

并通过动物实验伦理审查。将小鼠随机分为 3组：
研究 A组 10只、研究 B组 10只和对照组 10只。
1.2实验试剂与设备 试剂：3%水合氯醛、M2 培养
基、HAS（人血清白蛋白）、DMSO、PBS、4%的多聚甲
醛、瑞氏染液。冷冻基础液为含 20%HAS的 M2培养
基。冷冻保护液为用冷冻基础液配制的 1.5M 的
DMSO（即 1 mlDMSO，基础液定容至 10 ml）。设备：
显微剪、平台镊、手术直剪、带线缝合针、持针器、1
ml注射器、1.8 ml冷冻管、35 mm一次性培养皿、程
序降温盒、解剖镜。

1.3方法 研究组小鼠进行卵巢体外冷冻保存、复苏

和自体原位移植手术。将小鼠麻醉后完整取出其右

侧卵巢，将冷冻复苏后的卵巢组织移植于小鼠左侧

卵巢原位。对照组小鼠卵巢不进行冷冻复苏而直接

行原位移植手术，术后精心饲养。移植术后第 5天
起每日对 3组小鼠进行阴道细胞学检测，观察动情
周期。术后第 10天研究 A组小鼠、对照组小鼠与同
品系雄鼠进行合笼，观察产仔情况。合笼后第 25天，
处死合笼小鼠，取出移植卵巢组织，进行组织形态学

观察，判断移植后卵巢的功能恢复情况。研究 B组
小鼠在移植第 15天取卵巢进行组织学观察。
1.3.1冷冻保存 将取出的新鲜卵巢组织在冷冻基础

液中缓冲，再将卵巢组织转移至装有冷冻保护液的

1.8 ml冷冻管中，4 益平衡 30 min，使冷冻保护液完

全渗透整个卵巢。-20 益放置 20 min，使内容物结
晶。将冷冻管迅速放入程序降温盒中，-80 益冰箱梯
度降温保存 7 d。
1.3.2复苏和自体原位移植 从-80 益冰箱中取出冷
冻管，室温静置 1 min，迅速放入 37 益水浴锅中
1~2 min解冻。解冻后将卵巢转移到冷冻基础液中
缓冲，移植手术开始前将卵巢转移到放有 PBS 的
35 mm小培养皿中等待移植。以小鼠右侧切口为对
照，在对称部位开口将左侧卵巢完整取出。取卵巢

时，沿卵巢外缘小心地剪开卵巢包膜的 1/2，不要将
包膜中间剪破，沿着开口翻开包膜。用显微剪剪断卵

巢蒂（确保卵巢完全摘除，无残留），摘除左侧卵巢。

将解冻后的卵巢植入左侧卵巢原位，卵巢包膜下翻，

覆盖刚植入的卵巢。后将子宫与输卵管轻轻塞入腹

腔原位后，缝合肌肉与皮肤。

1.3.3 小鼠阴道脱落细胞检测 从移植术后第 5 天
起，对 3组小鼠每日下午 4颐00时进行阴道脱落细胞
涂片，观察其动情周期。用移液枪吸取 20 滋l生理盐
水于小鼠阴道内反复抽吸 5次，涂片并自然干燥，瑞
氏染液染色后光镜下观察，判断其动情周期分期。

1.3.4卵巢组织切片制作 冻融的卵巢组织放入 4%
的多聚甲醛固定 24 h。之后依次放入 75%乙醇、95%
乙醇、100%乙醇中分别脱水 30、20、8 min。再放入二
甲苯中透明 15 min。最后浸蜡将组织包埋，制成石
蜡组织块。切片前先将组织块放入-20 益冰箱冷冻
5 min。厚度以 5~7 滋m为宜。将切下的组织片置于
43 益温水中，直至组织片完全展开将其用载玻片捞
出。摊片 1 h，用吹风机热风对准玻片上的卵巢组
织，将其周围的蜡吹散。烘片 5 h，将卵巢组织固定
在玻璃片上，最后进行苏木素-伊红染色。
2结果
2.1小鼠阴道脱落细胞学观察 对照组全部小鼠阴

道细胞呈持续规律的动情周期性变化（图 1），平均
周期持续天数为 4~5 d。研究 A组 10只小鼠中 8只
出现动情周期，研究 B组 10只小鼠中 7只出现动
情周期。对照组小鼠首次恢复动情周期时间稍早于

研究组小鼠，但对照组及研究组小鼠动情周期持续

天数无差异。

2.2移植后卵巢形态学观察 新鲜卵巢呈蚕豆形，肉

色，表面有丰富的血管通过。冻融后卵巢形状无变

化，白里透粉色。移植后卵巢形状不规则，肉眼可见

大部分长成淡黄色圆形或椭圆体，表面有重建的血
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管通过，这为卵巢恢复功能创造了条件（图 2）。移植
后，小鼠卵巢体积部分发生变化。10%的卵巢消失、
40%的卵巢萎缩、50%的卵巢体积无变化。消失的卵
巢可能由于包膜碎裂，无法将其固定于卵巢原位，在

小鼠活动过程中，卵巢从原位滑脱所致。而血供不

足则可能是导致卵巢萎缩的原因。在操作过程中，

冷冻与复苏过程操作不当会引起卵巢发生部分或整

体坏死。整个实验里，几乎一半的卵巢都有坏死的

部分。

2.3卵巢组织学观察 正常卵巢卵泡丰富，同时可见

各个时期的卵泡出现。冻存过程操作不当则会导致

卵巢坏死（图 3）。研究组卵巢在移植后第 15天，卵

巢切片可见大量原始卵泡，无次级卵泡与成熟卵泡。

移植后第 35天，卵泡数减少，原始卵泡难寻，可见次
级卵泡、成熟卵泡以及黄体。这些结果直接表明成熟

卵泡是由原始细胞发育而来，并且这些卵泡可以实

现自发排卵。成熟卵泡的出现表明实验的成功，能够

为小鼠保存生育力。但是移植体上的卵泡密度均低

于正常卵巢，并且许多卵泡的形态和组织结构发生

了改变，卵泡内卵母细胞发生了退化。

2.4产仔情况 研究 A组小鼠在移植后第 10天与同
品系雄鼠合笼，在合笼第 22天，共有 2只鼠怀孕并
分别产下 3只和 1只小鼠。而对照组小鼠怀孕能产
6~10只小鼠。

注：A：动情前期；B：动情期；C：动情后期；D：间情期；瑞氏染液染色，放大 10伊40
图 1 小鼠正常动情周期变化

A B

C D

注：A：新鲜卵巢组织；B：冻融后卵巢组织；C：移植后卵巢组织
图 2 卵巢组织形态学观察

A B C
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3讨论
育龄期的性腺毒性化疗和盆腔照射会损害卵

巢，导致卵巢储备过早耗竭和内分泌功能障碍，存在

不孕的风险。因此，癌症缓解后保留生育能力是这

些女性面临的一项关键挑战。相较于胚胎冻存与卵

母细胞冻存，卵巢组织冷冻保存发展历史虽短，但有

着独特的优势。此项技术可以冷冻卵巢皮质中未成

熟的原始卵泡，原始卵泡数量多、体积小、缺乏透明

带及皮质颗粒，更耐受冻存过程中造成的损伤，并且

具有生存活力及发育能力[6，7]。成功的卵巢组织冻存
技术，不仅可以为患者保存生育力，而且还能恢复患

者的内分泌功能[8]。据研究[9]，卵巢组织冷冻保存和
原位移植后 95%的患者内分泌功能恢复。卵巢功能
常在移植后 60~240 d恢复，功能的平均持续时间为
4~5年，最长维持时间可超过 10年[10]。2020年美国
生殖医学会指出，卵巢组织冷冻保存不再是一种实

验性方法，而是一种能有效应用于于人类的合法技

术。阮祥燕等[11]研究在 2016年也实现了该项技术的
成功应用，并于 2021年达到成功妊娠的目标。

卵巢组织冷冻保存结合原位移植技术可以成功

保存大量原始卵泡，并且在卵巢移植回体内后原始

卵泡可以继续发育为成熟卵泡，实现了卵泡的自发

排卵，小鼠的生育力因此得到保存。但不可避免的

是，冻存后的卵巢活力不能恢复到原本水平，仍有部

分卵泡在操作过程中丢失。Christianson MS等[12]研
究表明，卵巢组织冷冻保存后年轻女性癌症患者的

卵泡密度显著降低，冻存后卵巢组织的卵泡密度是

新鲜卵巢组织卵泡密度的 89%。本研究结果显示，
在卵巢移植第 15天，卵巢内仅剩原始卵泡，次级卵
泡与成熟卵泡丢失，卵泡总数减少。合笼小鼠产仔数

骤减，不足原本数目的一半，其中的原因除了卵泡数

减少，还可能是卵巢排卵速度减慢共同导致的。

虽然卵巢组织冷冻保存取得了进展，但操作过

程中卵巢组织的冷冻损伤与缺血再灌注损伤仍会影

响生育力的恢复[13]。冷冻损伤主要包括冷冻保护液
对卵巢的毒性作用以及冷冻过程中细胞中电解质直

接转变为冰晶结构而导致细胞机械损伤[14，15]。针对
冷冻损伤的措施是应用低浓度的冷冻保护液完全渗

透卵巢组织，再通过一系列的逐步降温过程使冷冻

过程产生的冰晶数大大减少，同时解冻卵巢时应快

速升温，以避免在解冻循环中水的重结晶，三者相配

合可有效减小冷冻对卵巢组织造成的损伤。而缺血

再灌注损伤是影响生育力恢复最重要的因素。冻融

后卵巢移植未行血管移植，本身无血供，新生血管的

建立需要时间，卵巢复氧大概 4~5 d[16]。在早期移植
的 48 h内，缺血再灌注产生的氧代谢物大约使 70%
的卵泡丢失[17]。卵泡的大量丢失导致移植物体积明
显缩小，也会影响卵泡的动态变化、激素环境和生育

力恢复的潜能[18]。本研究将小鼠左侧新鲜卵巢取出，
在左侧卵巢原位植入冻融后的右侧卵巢，用包膜将

其覆盖，为移植卵巢提供即时血供。卵巢体外保存技

术可以实现生殖能力的保存，但不能实现卵巢功能

注：A：正常卵巢组织（HE染色，10伊20）；B：坏死卵巢组织（HE染色，10伊20）；C：原始卵泡（HE染色，10伊40）；D：初级卵泡（HE染色，10伊40）；
E：次级卵泡（HE染色，10伊40）；F：成熟卵泡（HE染色，10伊40）

图 3 卵巢组织切片观察

A B C

D E F
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的完全恢复。除卵巢功能会影响小鼠受孕外，输卵

管异常也会致小鼠不孕。在移植过程中，若手术器

械夹到输卵管，会使输卵管管腔狭窄或水肿，且手术

操作不当也可致输卵管黏连等。卵巢组织冷冻保存

为生育力保护注入了新的生命力，但目前我国肿瘤

患者生育力保存仍存在许多问题，如医生和患者缺

乏对生育力的保护意识；患者不信任新技术；缺少多

学科专家对治疗过程的讨论等[19]。我国生育力保护
起步较晚，开展受限，但发展潜力巨大。为受益于更

多女性，首先应加强医生对生育力保存的了解，对于

需要生育力保护的患者，应充分评估其生育力保护

指征，选择合适的治疗方法，遵循规范化的同时给予

个体化的治疗方案。

综上所述，小鼠卵巢组织冷冻保存和自体原位

移植技术可行。相信随着研究的不断深入，冷冻移

植技术会愈加完善，我国生殖医学能得到较大发展，

越来越多女性也会因此受益。
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