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小鼠睾丸组织慢速冷冻保存工艺的优化研究*
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摘要 目的 冷冻保存睾丸组织用于后期移植，是除精子冻存以外保持男性生育力的另一有效途径。本文对块状睾丸组织

常用的慢速冷冻降温程序进行了改进。方法 通过缩短保护剂加载时间、提高第一阶段的冷却速率、第二阶段直接投入液

氮等方法对小鼠睾丸组织进行冷冻保存。在不同温度对小鼠睾丸组织冻存体系进行诱导冰晶成核并冻存，降低睾丸组织慢

速冷冻保存所需保护剂浓度。结果 改进的两步法冻后组织内生殖细胞的凋亡阴性率均较高，其中精原细胞98.4%、精母细

胞 99.2%、精子细胞 88.4%、支持细胞 98.1%，显著高于常用慢速冷冻组，与对照组均无显著性差异。相比于未置核组，

-10℃置核可显著提高 5% DMSO保护剂慢速冷冻保存的冻后效果，生殖细胞的凋亡阴性率为精原细胞 82.9%、精子细胞

92.1%、精母细胞93.2%及支持细胞88.9%，与较高浓度保护剂10% DMSO组冻存结果无显著性差异，说明置核能够降低所

需保护剂的浓度，降低毒性损伤。结论 本研究通过改进两步法和置核提高了小鼠睾丸组织冻后的质量，为临床上人睾丸

组织的冻存提供参考。
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近年来，由于各种因素（包括放化疗、遗传和

先天性疾病等）引起的不孕不育发生率呈上升趋

势。不孕症还会破坏患者的心理健康［1］，保留生

育能力对于保证患者的生活质量至关重要［2］。常

用的男性生殖力保存方法为精子保存，是一种有效

并且无创的生育力保存方法［3-6］。但是，患有少精

症或无精症的男子难以采集正常活性的精子。另

外，由于癌症患者趋于年轻化，被诊断患有癌症的

儿童，治愈率可能高达 80%［7-8］，而癌症治疗可能

对睾丸生殖细胞带来损害，30%的男性儿童癌症幸

存者在成年时将患无精子症［9］。因此，对于无精

子症及无法产生精子的青春期前癌症患者，无法采

用精子冷冻方法对他们进行生殖力保存，冷冻保存

睾丸组织用于后期移植可能是保持生育力的另一有

效选择。睾丸组织可以用两种不同的形态进行保

存：a. 睾丸细胞悬液；b. 睾丸组织块冻存。细胞悬

浮液制备需要机械或酶促消化组织，存在影响细胞

活性的风险。此外，睾丸组织本身的功能结构有明

显的细胞间依赖关系，细胞与细胞间相互作用的缺

失也可能对细胞增殖和分化造成危害。为了保持精

原干细胞的成熟能力，青春期前睾丸组织中的所有

不同生殖细胞需要一起保存［10］。因此，睾丸组织

块的保存被认为是一种良好的替代方法，保存组织

中完整的生精小管可维持细胞间相互作用以保留精

原干细胞存活所必需的生理环境。

目前，常用的块状睾丸组织低温保存技术是慢

速冷冻保存。Milazzo等［11］对未成熟小鼠睾丸组织

冷冻保存方案进行了优化，得出睾丸组织的慢速冷

冻程序：4℃停留 30 min 以加载低温保护剂，

2℃/min 降至− 9℃，停留 8 min， 0.3℃/min 降至

−40℃，25℃/min降至−150℃，后投入液氮。解冻

后显示了代表细胞增殖能力的抗增殖细胞核抗原

（proliferating cell nuclear antigen，PCNA） 抗体约

80% 呈阳性表达，与对照组 （91%） 仍有一些差

距。Unni等［12］运用类似程序对人睾丸组织冻存后
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培养48 h，结果显示了约50%的活性，远低于对照

组 （70%）。Kvist 等［13］、Keros 等［14-15］、Travers

等［16］、Shinohara 等［17］均运用相似程序对人或动

物模型睾丸组织进行了慢速冷冻保存。虽然睾丸组

织的慢速冷冻取得了一定的成果，但是根据慢速冷

冻的原理，上述睾丸组织冷冻程序存在两个问题：

一是常用慢速冷冻程序所用加载保护剂时间为

30 min，即使所需保护剂浓度较低，长时间浸泡仍

会对组织造成不可逆的毒性损伤；二是降温的第

一、二阶段的降温速率较慢，保护剂加载完成后经

过近 2 h才投入液氮，对组织造成较大的溶质损伤

及毒性损伤。

慢速冷冻过程中常用的低温保护剂二甲基亚砜

（dimethylsulfoxide，DMSO） 具有一定的生物毒

性［18］。苗俊英等［19］发现，DMSO会诱导BEL-7402

细胞核DNA凝缩和核片段化，最后形成凋亡小体，

且随着 DMSO 浓度的增加和处理时间的延长，细

胞存活率明显下降，用2%的DMSO处理细胞12 h

后凋亡率达17.21%。在临床应用中已有研究表明，

DMSO未完全洗脱将引起血管内溶血和血清转氨酶

水平升高等副作用［20］，患者出现肾功能衰竭肺水

肿、心脏骤停和支气管痉挛等副作用［21］。因此，

有必要研究在保证冻存效果的前提下减少渗透保护

剂DMSO用量的方法。Huang等［22］研究发现，在

溶液降温至成核温度之前进行置核操作，使溶液中

形成局部冰晶以提高胞外渗透压，在渗透压差作用

下细胞缓慢脱水，以减少胞内冰的形成，可达到替

代渗透性保护剂的作用。另外，置核可释放大量自

由能，抑制升温期间再结晶现象以提高冻后效果。

在慢速冷冻过程中，若冰晶以极快的速率在胞外形

成，胞内水来不及脱出，将对细胞造成冰晶损伤，

冻结过程的早期增加置核程序可通过在相对较高的

零下温度下人为形成晶核，可以降低过冷的破坏作

用［23-24］。目前，还未有研究者探究通过置核降低睾

丸组织冻存所需渗透保护剂 DMSO 浓度，以及不

同置核温度下形成冰晶对睾丸组织冻存效果的影响

机理。

针对以上问题，本文首先提出改进两步法冷

冻，缩短了保护剂的加载时间，将第一步的降温速

率提升至 1℃/min降至−40℃后直接投入液氮。比

较常用慢速冷冻程序与改进两步法冷冻对睾丸组织

的保存效果。其次，在−6℃、−8℃、−10℃下对睾

丸组织进行置核，并运用低温显微镜分析置核过程

中冰晶形成和生长情况，结合睾丸组织的冻后效果

筛选最佳置核温度。本研究对小鼠块状睾丸组织的

慢速冷冻保存方法进行了优化，旨在提高其冻后质

量，为临床上人睾丸组织的冻存提供参考。

1 材料与方法

1.1 保护剂溶液配制

按照体积百分比浓度配置以下溶液。睾丸组织

基础液（BS）：含 20%FBS的DF12 （DMEM/F-12）

培养液。低温保护剂 1： 5% DMSO+10% FBS+

0.1 mol/L 蔗 糖 +DF12。 低 温 保 护 剂 2： 10%

DMSO+10% FBS+0.1 mol/L蔗糖+DF12。低温保护

剂3：15% DMSO+10% FBS+0.1 mol/L蔗糖+DF12。

1.2 小鼠睾丸组织采集

选取5~8周龄的雄性小鼠，将其安乐死后快速

置于手术台上，用酒精棉轻轻擦拭腹部，用消毒后

的无菌剪刀剪开小鼠下腹部，找到睾丸后剪去附睾

连接组织以取出睾丸，置于室温下（约 24~26℃）
的睾丸组织基础液中，用镊子与剪刀夹住睾丸表面

白膜轻轻撕开，获得睾丸内部组织，备用。

1.3 保护剂加载对睾丸组织的毒性损伤

分别将半个小鼠睾丸组织浸泡于 5%、10%、

15% DMSO保护剂溶液，30 min后取出，放入培养

液中10 min去除保护剂，并用培养液洗涤3次。对

照组则在培养液中浸泡 40 min。接着立即用

DCFH‑DA （2', 7‑dichlorofluorescein diacetate，

Sigma-Aldrich，UK）染色 30 min 后在荧光显微镜

下观察。DCFH-DA自身没有荧光，其穿过细胞膜

后，在胞内水解生成DCFH，DCFH被胞内活性氧

氧化为有荧光的二氯荧光素（dichlorofluorescein，

DCF），置于荧光显微镜下观察，使用488 nm激发

波长，515~565 nm 发射波长拍摄荧光照片。通过

Image J软件记录DCF的荧光信号强度来检测胞内

活性氧水平，结果用平均荧光值表示。

1.4 睾丸组织慢速冷冻程序

在3支1.8 ml冻存管中分别装入1 ml低温保护

剂 1、2、3，每组取半颗小鼠睾丸，放入 3支冻存

管中，将小鼠睾丸组织分别以常用慢速和改进两步

法在程序降温仪（CryoMed Freezer 7453，Thermo

Fisher Scientific，USA）中进行冷冻。常用慢速冷

冻程序为：a. 4℃停留 30 min 以加载低温保护剂；

b. 2℃/min降至−9℃，停留8 min；c. 0.3℃/min降至

−40℃；d. 25℃/min降至−150℃；e. 快速取出投入

液氮保存1 h。改进两步法冷冻程序为：a. 4℃停留

10 min以加载低温保护剂；b. 1℃/min降至−40℃，
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停留 1 min；c. 快速取出投入液氮。两种冷冻方法

的降温程序如图1所示。

复温时从液氮中快速取出冻存管，置于 37℃
恒温水浴锅复温，至冰晶融化。后将冷冻管中的组

织块取出，放入 1 ml的培养液中 10 min去除保护

剂，并用培养液洗涤3次。将组织放入装有1 ml培

养液的孔板内，放置于CO2培养箱培养6 h。

1.5 睾丸组织的置核冷冻程序

3个1.8 ml冻存管中均装入1 ml低温保护剂1，

分别放入半个睾丸组织，于4℃冰箱内放置10 min

进行保护剂加载。将程序降温仪预先降至4℃，将

完成保护剂加载的3只冻存管放入程序降温仪，分

别以1℃/min的降温速率降至−6℃、−8℃、−10℃，

达到设定温度后，用液氮预冷的不锈钢镊子触碰液

面置核，继续放入程序降温仪保持10 min，然后将

冻存管直接投入液氮。复温步骤与慢速冷冻组

相同。

1.6 冰晶的低温显微观察

运用低温显微镜 （BX51，Olympus，日本）

观察置核实验中的冰晶形态及生长，每组实验取

5 μl低温保护剂滴加于载物坩锅内，盖1.6 cm直径

玻璃盖玻片。将 3组样品分别以 1℃/min的降温速

率冷却至−6℃、−8℃、−10℃，用液氮预冷的不锈

钢镊子触碰坩锅外围置核，观察形成冰晶生长速率

及形态。在置核温度保持10 min后观察冰晶形态。

1.7 睾丸组织的冻存效果评价

睾丸组织形态，以及生精小管内部结构完整性

主要通过HE染色评价。半定量评估切片组织的管

腔完整性，正常结构评分为1，管腔受到损伤结构

评分为0。当观察到以下结构变化时结构评分为0：

a. 精原细胞从基底膜分离；b. 基底膜破裂；c. 小管

内出现体积较大的空泡；d. 小管内空泡面积超过单

根小管截面积的40%。最终管腔完整率计算方法见

公式（1），每组实验重复3次，最终取平均值。

管腔完整率 = 管腔总数 - 结构评分为0的管腔数量
管腔总数

× 100% (1)

冷冻复温后睾丸组织的凋亡水平采用Tunel试

剂盒进行检测。按照试剂盒的说明进行组织染色，

染色后在荧光显微镜下观察细胞着色情况（显色后

阳性凋亡细胞核为棕黄色，存活细胞核显蓝色）。

在生精小管内，根据细胞形态学方法（细胞形状、

核致密性和相对于基底膜的位置等）来确定各种细

胞类型［25］。分别计算各类细胞总数及各类细胞凋

亡数量，各生精细胞 Tunel 阴性率通过公式 （2）

计算，每组实验重复5次，最后取平均值。

细胞Tunel阴性率 =
细胞总数 - 凋亡细胞数量

细胞总数
× 100% (2)

1.8 数据处理与分析

采 用 SPSS Statistics 19.0 软 件 中 One way

ANOVA、 Duncan’s 新复极差法进行分析，以

P<0.05作为差异显著评判标准。

2 结果与讨论

2.1 保护剂加载的毒性损伤

毒性损伤不仅与保护剂接触时间相关，还受保

护剂浓度影响。对睾丸组织进行所用3种不同浓度

保护剂的毒性试验，分别在3组保护剂浓度中浸泡

30 min后测量睾丸组织的活性氧水平，荧光强度如

图2。相对于对照组，在保护剂溶液中浸泡后组织

内活性氧水平显著上升，且随着保护剂浓度增高组

织内活性氧水平增高，15%DMSO浸泡后组织内活

性氧水平 （9.27） 显著高于 5% （3.30） 及 10%

（4.34）组。活性氧的产生和去除的调节是通过细

胞中的抗氧化剂机制进行的，一旦活性氧浓度超过

细胞抗氧化剂保护机制的能力，就会导致无法修复

Fig. 1 Common slow freezing and modified two-step
freezing procedure
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的细胞损伤［26］。Unni等［12］以酶解后大鼠睾丸组织

的平均细胞存活率为依据，对低温保护剂的毒性进

行评价，结果发现在15 min的保护剂加载时间内，

细胞的存活率随保护剂浓度的升高而下降，其结果

与本文毒性实验结果一致。经 15% DMSO 浸泡

30 min后活性氧水平显著升高，说明高浓度保护剂

浸泡会对睾丸组织带来较大的不可逆毒性损伤，应

尽量减少睾丸组织在保护剂中的浸泡时间。

2.2 常用慢速冷冻与改进两步法冷冻的冻存结果

运用 5%、10%、15% DMSO 保护剂对睾丸组

织分别按照常用慢速冷冻与改进两步法冷冻程序保

存，冻后对睾丸组织进行HE 染色观察组织形态，

另外进行Tunel染色观察管腔内生殖细胞的凋亡情

况（图 3），管腔完整率及生精细胞凋亡阴性率统

计结果见表1。

Fig. 2 Fluorescence intensity of reactive oxygen species
after testicular tissue was immersed in DMSO solution for

30 min
Letters a-c indicate significant difference in Duncan’s new multiple

range test (P< 0.05).

Fig. 3 HE and Tunel staining of testicular tissue after freezing
（a） Common slow freezing；（b） modified two-step freezing.

Table 1 Lumen integrity rate and negative rate of cell apoptosis in testicular tissue after freezing

Control

Common 5%

Common 10%

Common 15%

Modified 5%

Modified 10%

Modified 15%

Lumen integrity rate

(97.8±3.9)%a

(91.6±1.0)%a

(57.5±18.9)%b

(64.9±9.7)%b

(89.3±9.3)%a

(97.4±4.4)%a

(50.0±16.7)%b

Spermatogonial cells

(99.3±1.5)%a

(19.6±12.0)%c

(49.0±26.9)%b

(40.0±17.3)%bc

(35.3±3.9)%c

(98.4±1.7)%a

(87.5±11.3)%b

Spermatoblast cells

(99.4±5.3)%a

(37.0±5.2)%c

(56.0±19.9)%b

(49.0±3.4)%bc

(38.0±5.9)%c

(99.2±1.2)%a

(91.0±6.7)%b

Sperm cells

(98.9±2.7)%a

(49.3±9.5)%b

(67.5±27.3)%b

(47.0±5.8)%b

(50.1±7.8)%c

(88.4±2.3)%b

(83.2±5.3)%b

Sertoli cells

(99.1±3.4)%a

(39.8±13.1)%c

(72.2±25.5)%b

(54.2±7.2)%bc

(46.6±3.0)%c

(98.1±1.3)%a

(75.7±10.5)%b

Letters a-c indicate significant difference in Duncan’s new multiple range test (P< 0.05).
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在常用慢速冷冻降温保存与改进两步法冷冻降

温程序中，低浓度保护剂组的管腔完整率相对较

高，结合图2的活性氧荧光结果分析可知，高浓度

保护剂将会对睾丸组织造成较大毒性损伤，可能是

造成管腔完整率降低的原因。Tunel结果显示，在

常用慢速冷冻降温保存与改进两步法冷冻降温程序

中，当DMSO的浓度为5%时，组织内细胞的凋亡

率都较高，可能是低浓度保护剂阻冰作用的缺失使

得细胞受到较大的冰晶损伤。当 DMSO 的浓度为

10%时，两种方法冻后组织内生殖细胞的凋亡阴性

率均显著提高，改进两步法带来的对比更加突出。

当 DMSO 浓度为 15% 时，细胞凋亡阴性率都有所

降低，但仍高于5% DMSO组。对比睾丸组织改进

两步法冷冻及常用慢速冷冻法在 5%、10%、15%

DMSO保护剂溶液中的冻后效果，两种方法的最优

保护剂浓度均为 10% DMSO。这可能是因为 10%

DMSO组比5% DMSO组更能显著降低结晶量；而

10% DMSO带来的毒性损伤与5% DMSO无显著性

差异，并显著低于 15% DMSO 组。Pukazhenthi

等［27］ 在室温下将新生羊羔睾丸组织块浸泡于

20%DMSO 一段时间后放入程序降温盒转移到

−80℃冰箱过夜，次日投入液氮，结果显示了 75%

左右的冻后总细胞活力。本研究改进两步法 10%

DMSO浓度时冻后细胞活力为精原细胞98.4%、精

母细胞 99.2%、精子细胞 88.4%、支持细胞 98.1%，

证明了改进两步法的有效性。

改进两步法所得管腔完整率及细胞凋亡阴性率

均高于常用慢速冷冻法，其原因可能包括以下几个

方面。a. 改进两步法所用加载时间为10 min，缩短

了浸泡时间。毒性损伤受保护剂浓度及接触时间共

同影响［28］，缩短了组织与保护剂接触时间可减小

组织在加载过程中所受毒性损伤。b. 将第一阶段降

温速率提高至 1℃/min，减小了降温所需时间与细

胞所受渗透损伤。Liu 等［29］指出细胞所受渗透损

伤不仅与渗透压差相关，还受细胞体积变化经历时

间相关。Abrishami 等［30］将猪睾丸组织在 22℃下

于 10% DMSO 中浸泡 10 min后，通过程序降温仪

接连使用 1℃/min、0.3℃/min、0.5℃/min、10℃/

min 的降温速率经近 3 h 降至−90℃，随后投入液

氮，结果显示了解冻后平均 75% 的细胞活力。而

在相同的 10% DMSO 浓度下，本文的改进两步法

冻后细胞活力为精原细胞98.4%、精母细胞99.2%、

精子细胞 88.4%、支持细胞 98.1%，这一研究结果

进一步证实了渗透损伤的减少是本文改进两步法提

高存活率的关键。c. 改进两步法在第二阶段直接扔

入液氮，提高此阶段的降温速率，促进未冻溶液的

非晶态固化从而减小冷冻中潜在的冰晶损伤。

2.3 置核对降低保护剂浓度的作用

采用低浓度保护剂（5% DMSO）对睾丸组织

进行置核温度分别为−6℃、−8℃、−10℃的冻存，

分别在不同温度置核后平衡10 min，然后直接扔入

液氮保存。冻后睾丸组织的 HE 及 Tunel 染色结果

见图 4，管腔完整率及生精细胞凋亡阴性率

见表2。

Fig. 4 HE and Tunel staining results of testicular tissue
after ice seeding

Table 2 Lumen integrity rate and negative rate of germ cell apoptosis in testicular tissue after ice seeding

5% Non-seeding

5% -6℃ seeding

5% -8℃ seeding

5% -10℃ seeding

10% Non-seeding

Lumen integrity rate

(89.3±9.3)%abc

(94.4±4.9)%ab

(70.8±18.6)%bc

(66.1±19.3)%c

(97.4±4.4)%a

Spermatogonial cells

(35.3±3.9)%d

(60.1±6.6)%c

(58.4±10.1)%c

(82.9±8.4)%b

(98.4±1.7)%a

Spermatoblast cells

(38.0±5.9)%c

(69.1±12.7)%b

(70.2±6.2)%b

(93.2±5.0)%a

(99.2±1.2)%a

Sperm cells

(50.1±12.3)%c

(69.0±5.5)%b

(82.2±8.3)%a

(92.1±2.5)%a

(88.4±2.3)%a

Sertoli cells

(46.7±3.0)%c

(47.2±12.7)%c

(69.4±2.4)%b

(88.9±12.7)%a

(98.1±1.3)%a

Letters a-d indicate significant difference in Duncan’s new multiple range test (P< 0.05).
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由 HE 染色结果可知，采用 5% DMSO 作为保

护剂，置核温度为−10℃时，部分管腔结构受到损

伤，且组织内部结构出现损伤，因此冻后睾丸组织

的管腔完整率（66.1%）低于−6℃及−8℃置核组。

由 Tunel染色可知，使用 5% DMSO 保护剂溶液进

行−10℃置核操作后，各生殖细胞的冻后凋亡阴性

率与改进两步法的 10% DMSO 溶液未置核相比无

显著差异，说明置核操作可减小具有生物毒性的渗

透保护剂的用量，并取得相似的保护效果。但本实

验未完全替代渗透性保护剂，置核替代渗透性保护

剂时仍需部分渗透性保护剂以减小细胞在胞外冰晶

生长过程中所受渗透应激［22］，因此本研究中适当

低浓度的5% DMSO可缓解组织在渗透平衡失水时

受到的渗透损伤以提高冻存效果。

在3个置核温度下，置核后生精细胞的凋亡水

平均显著低于未置核组，说明置核操作也可显著降

低细胞凋亡，可能原因在于：经置核操作后冰晶在

组织外形成并生长提高了组织外渗透压，细胞内溶

液浓度增大，置核后直接投入液氮，使高浓度胞外

未冻溶液及达到渗透平衡的胞内溶液在快速冷却中

形成部分玻璃化，抑制冰晶的生成以减小组织所受

冰晶损伤。Huang等［22］通过熵和自由能的变化发

现在零度以下的高温下（−10℃~0℃）置核可以释

放巨大的自由能，避免这些自由能在冷却期间储存

在样品中，并在复温期间释放后触发胞外重结晶和

胞内冰。因此置核可能避免了睾丸组织复温过程中

的重结晶现象，提高冻后效果。

分别在−6℃、−8℃、−10℃温度下用预冷镊子

触碰坩锅边缘置核并维持10 min，运用低温显微镜

观察3种置核温度所得冰晶形态（图5）。由图5可

知，−6℃置核时，初始较锋利的冰晶可能对组织

造成较大机械损伤，−8℃置核初始冰晶未出现锋

利纹理，在−10℃置核，初始冰晶较前两组更为致

密，置核时组织在溶液形成冰晶的过程中受到的机

械损伤最小。不同温度置核后分别维持 10 min 观

察冰晶生长情况，在−6℃下置核 10 min后冰晶聚

集成较大冰晶并形成沟壑。−8℃置核 10 min 后，

部分冰晶聚集成块，形成体积较大冰晶，带来少量

沟壑。而在−10℃置核10 min后未观察到冰晶明显

变化，冰晶依旧较为均匀致密，未观察到明显沟

壑。这可能是由于过冷度较大则形成的晶核小而

多，形成密集的小冰晶，过冷度较小则形成的晶核

大而少，形成大冰晶［31］。同时，过冷度增大，溶

液黏度增加，使质点移动困难，难以从溶液扩散到

晶核表面，不利于晶体的成核或长大［32］。冰晶再

生长形成的沟壑可能对细胞造成挤压应力，对组织

带来机械损伤。综合分析，−10℃置核可减小组织

所受机械损伤。

Fig. 5 Ice crystal morphology nucleated at different temperatures
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本文的置核冻存方法区别于传统的慢速冷冻和

玻璃化方法，它消除了常规慢速冷冻的限制，可在

指定温度置核后直接放入液氮保存，通过提高降温

速率促进未冻溶液的非晶态固化，既不需要传统用

于慢速冷冻的专用冷冻容器（如程序降温盒）［33］，

也避免了传统慢速冷冻所需的复杂繁琐冷冻程

序［17，34］。3 个温度置核后凋亡阴性率均高于未置

核组，验证了置核操作对冰晶重结晶的抑制效果。

在 5% DMSO保护剂溶液进行−10℃置核操作后的

冻存效果与改进两步法 10% DMSO溶液未置核无

显著差异，说明了置核对降低保护剂浓度的效果。

Lauterboeck 等［35］分别用 5% DMSO 和 10% DMSO

作为保护剂，分别在−4℃、−10℃、−14℃对间充

质干细胞进行手动置核，以膜完整性和再培养率为

依据筛选最佳保护剂浓度和置核温度，也得到近似

的结果。加载保护剂后将细胞从 4℃以 7.5℃/min

冷却到所需的成核温度，置核后接着以 7.5℃/min

冷却至−30℃，然后以3℃/min冷却至−80℃，而后

转至−150℃电冰箱储存。结果显示，浓度为5%的

DMSO在−10℃置核时是最有益于间充质干细胞低

温保存的。其中，5% DMSO 在−10℃置核时间充

质干细胞的膜完整性和再培养率都显著高于 10%

DMSO在−10℃置核组。

值得注意的是，组织冻存不同于细胞冻存，一

般情况下组织中不同种类的细胞对应着不同的最优

冻存程序。不过本研究两组实验选取的最优组中，

不同种细胞（精原细胞、精母细胞、精子细胞、支

持细胞）的存活率均相对其他组较好，不同种细胞

间差异不显著，说明4种细胞对低温冻存的敏感性

相近，因此对应的最优保存程序也近似。此外，睾

丸组织自身的结构也对不同种类的细胞得到近似的

保存效果有帮助。睾丸组织主要由结缔组织与许多

生精小管组成，而每根生精小管由生精上皮与管腔

构成，精原细胞、精母细胞、精子细胞、支持细胞

等有序分布在数十微米的生精上皮管壁上［36］，降

温与复温时4种细胞温度变化几乎同步，不会出现

热应力释放导致的损伤。

3 结 论

冷冻保存睾丸组织用于后期移植是除精子冻存

以外保存男性生育力的另一有效的选择。本文通过

缩短保护剂加载时间、提高第一阶段的冷却速率、

第二阶段直接投入液氮等方法对睾丸组织的常用慢

速冷冻方法进行了优化，并在不同温度对睾丸组织

进行置核，得到如下结论：

a. 当使用 10% DMSO 对睾丸组织进行改进两

步法降温冻存时，冻后组织内生殖细胞的凋亡阴性

率均较高，其中精原细胞 100%、精母细胞 100%、

精子细胞 88.4%、支持细胞 100%，显著高于常用

慢速冷冻组，且与对照组均无显著性差异。

b. 相较于未置核组，低浓度保护剂 5% DMSO

组在−10℃置核时的冻存结果与较高浓度保护剂

10% DMSO 组无显著性差异，生殖细胞的凋亡阴

性率为精原细胞 82.9%、精子细胞 92.1%、精母细

胞 93.2%及支持细胞 88.9%，证明了置核能够降低

所需保护剂的浓度。

本研究通过改进两步法和置核提高了小鼠睾丸

组织冻后的质量，为临床上人睾丸组织冻存时保护

剂浓度和冻存工艺的确定提供参考。
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Study on Optimization of Slow Freezing Protocol of Mouse Testis*

TAN Jia, GUO Ying-Ying, ZHOU Xin-Li**

(Institute of Biothermal Science, University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai 200093, China)

Abstract Objective Cryopreservation of testicular tissue for later transplantation is another effective way to

maintain male fertility. Methods In this paper, the procedure of slow freezing of massive testicular tissue was

optimized by shortening the loading time of cryoprotectant (CPA), increasing the freezing rate at the first stage,

and directly plunging into liquid nitrogen at the second stage. The mouse testis was cryopreserved by modified

two-step freezing. In addition, ice seeding procedure was applied at different temperatures in order to reduce CPA

concentration required for cryopreservation of testicular tissue. Results The results showed that negative rate of

apoptosis of germ cells in frozen tissues with modified two-step method was significantly higher than commonly

used slow freezing method, and had no significant difference with control group. Among them, the negative rate

of spermatogonial cells was 98.4%, that of spermatoblast cells was 99.2%, that of sperm cells were 88.4%, and

that of sertoli cells was 98.1%. Compared with non-seeding group, seeding at −10℃ can improve the survival rate

of testicular tissue that frozen with 5% DMSO. The negative rate of apoptosis were 92.1% (spermatozoa), 93.2%

(spermatocytes) and 88.9% (Sertoli), which are not significantly different from that of 10% DMSO group. This

indicates ice seeding can reduce the CPA concentration and toxic damage. Conclusion Modified two-step

freezing and ice seeding improve the quality of mouse testicular tissue after freezing, and provide a reference for

freezing of human testis in clinical.
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