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人类睾丸组织冻融及其应用研究进展
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【摘要】   睾丸组织冷冻有望成为辅助生殖领域的一项新技术。以恰当的方法取得适量的睾丸组

织，经过必要的冷冻前准备，加入恰当的冷冻保护剂，通过一定的冷冻及复苏程序及必要的睾丸

组织培养和生殖细胞提取，结合临床辅助生殖技术，为保障成人和青春期前癌症、隐睾及非阻塞

性无精症等患者的生育能力提供了一条有效途径。虽然目前睾丸组织冻融技术还不成熟，但其优

势和可行性表明其具有广阔的应用前景。
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在精子冻融技术广泛应用于辅助生殖领域的同

时，睾丸组织冻融正逐渐显出其优势和必要性。

癌症放、化疗可能会影响精子形成过程[1]，大部分

癌症患者化疗后2-3个月会发展为无精症[2]。由于

一些癌症本身会影响生殖细胞成熟和分化，在放、

化疗前冷冻精子也只能得到很低的受孕率[ 3 ]。此

外，隐睾患儿正常精子形成过程可能会受到影响[4];

绝大多数青春期前男性还不能射精，冷冻精子并不

现实。当然，对于能得到一定质量精液的患者来

说，冷冻精子仍是首选方案[5]。冻融睾丸组织并进

行体外培养完成精子形成过程，或进行睾丸精子提

取(TESE)，结合ICSI技术，为不育患者提供了新

的治疗途径。

1    睾丸组织冻融

1.1   取材

睾丸组织样本可通过穿刺或外科手术取得。

一般认为睾丸穿刺取样次数最好不超过3次，但对

于发育不全、成熟停滞及唯支持细胞综合征等患

者，若活检次数过少，TE S E 时得不到足够的配

子，则需进行多次活检取样[6]。非阻塞性无精症

患者睾丸中具有生精功能的组织分散于睾丸中，

约30%-50% 非阻塞性无精症患者睾丸组织中提取

不到精子[7]，因此也应进行多次穿刺。青春期前

男性性腺组织没有进入快速增殖期，组织取样可

能会影响性腺正常发育[7]，所取睾丸组织应尽量

小，次数应尽量少。Kvist 等认为0.5-1.0 mm3 大

小睾丸组织能较好地抵抗深低温冷冻损伤，较为

适宜[4]。在对不育、隐睾或癌症等患者取睾丸组

织常规活检时，剩余组织可用于冷冻。

1.2   冷冻前准备

1.2.1  组织病理学检查和培养  取得睾丸组织后，

组织病理学检查是非常必要的，因为睾丸组织病

理状况和能否从中得到配子有直接相关性[6]。冷冻

前最好先对睾丸组织进行培养，以增加活动精子

数量及提高复苏率[8]。

1.2.2   细胞悬液制备和睾丸精子筛选   进行睾丸组

织细胞悬液冷冻时，可将睾丸组织先放入含胶原

酶、透明质酸酶、胰蛋白酶和DNase I的PBS溶

液中，使其充分解离[9]，制备成细胞悬液。用于
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冷冻的睾丸精子，通常依据活力和形态进行筛

选。当无精症患者睾丸组织中无活动精子时，可

改用其它筛选方法，如：筛选时加入己酮可可

碱、机械刺激、激光触诊技术、改良低渗膨胀

(modified hypo-osmotic swelling，MHOS)试验等来

筛选不活动的活精子[10]。

冷冻睾丸组织和睾丸细胞悬液各有利弊。若

睾丸组织中含受损细胞或癌细胞，可能影响生殖

细胞存活率或移植时引入癌细胞，这时冷冻睾丸

细胞悬液效果更好[11]，但会增加所需样本量，且

酶解处理会影响细胞存活率、机械分离会破坏细

胞间连接而加重细胞缺氧，冷冻睾丸组织则能避

免这些负面影响[12]。

1.3   冷冻保护剂

睾丸组织冷冻中所用冷冻保护剂可分为渗透性

保护剂和非渗透性保护剂，其中常用渗透性保护

剂有: 1 , 2 - 丙二醇、乙二醇、甘油和二甲亚砜

(DMSO)[13]。1,2-丙二醇渗透性强且毒性较DMSO

低; 乙二醇可快速进入细胞内置换细胞内水分而减

少渗透应激[14]; 甘油及卵黄广泛应用于精液和睾丸

细胞悬液冷冻[12], 对精子有很好的保护作用。DMSO

分子量小，有较强组织穿透性，对睾丸组织等固

体组织及细胞悬液能起到较好的保护作用[15,16]。非

渗透性保护剂中最常用的是蔗糖，其保护机制目

前还不明确。

Keros 等比较DMSO、1,2-丙二醇和甘油对睾

丸组织的保护效果，结果显示DM S O 保护作用最

好。1,2- 丙二醇曾用来保存卵巢组织，对睾丸组

织保护效果并不理想; 甘油对睾丸组织保护效果最

差[ 1 2 ]。用甘油作冷冻保护剂时，生精小管基底

部、细胞间连接及睾丸基质受损严重，大部分精

原细胞从基底膜脱离[12]。

渗透性冷冻保护剂和非渗透性冷冻保护剂联合

应用可提高保护效果。Izadyar 等用含10%DMSO、

10%胎牛血清(FCS)和0.07 mol/L蔗糖的MEM培养

液为冷冻保护剂，结合非温控冷冻方案冻存牛精

原细胞，解冻后得到70% 活细胞[ 1 7 ]。

冷冻保护剂浓度也会影响冷冻效果。Jahnu-

kainen等将冻融的恒河猴睾丸组织移植到免疫力低

下的裸鼠背部皮下,观察到1.4 mol/L(10%)的DMSO

能较好地保护睾丸组织, 并能启动精子形成过程,

而 0.7 mol/L(5%)DMSO 保护作用则较差[13]。

文献表明，以DMSO 作为睾丸组织冷冻保护

剂具有较好的应用前景，而且10%DMSO 较其它浓

度可能更为适宜。

1.4   冷冻及复苏

Keros等采用程序降温法得到了较好的睾丸组织

冷冻效果[18], 具体方法如下: 从4℃起始, 以-1℃/min

的速度降至0℃, 保持5 min; 继以-0.5℃/min的速度

降至-8℃, 保持15 min; 再以-0.5℃/min的速度降

至-40℃，保持10 min; 最后以-7℃/min的速度降

至-80℃, 然后放入液氮中。复苏时多采取37℃水

浴冻融, 然后洗涤。

Jahnukainen等认为，睾丸组织深低温保存中

程序降温不像冷冻保护剂那样直接影响睾丸组织存

活率，在没有程序降温条件情况下也可进行睾丸组

织冻存[13]。而Brook等研究表明, 冷冻保护剂对人

类睾丸组织影响较小, 主要影响因素是冷冻速度[19]。

慢速降温能更好地使细胞脱水，避免细胞内形成冰

晶, 但会增加细胞内外溶液浓度, 使细胞膜高度皱

缩。降温速度过快将加重精原细胞损伤[ 1 8 ]，当降

温速度≥0.4℃/min时，睾丸组织中细胞死亡数将

会增加[19]。

动物实验表明，浅低温(-4℃)比深低温(液氮)

保存时睾丸组织存活率和精子形成发生率高, 且浅低

温保存对精原干细胞有较好的保护作用[13]。冷冻时

间长短对睾丸组织没有明显影响[4]。Frederickx等

研究表明，降温至- 4 0℃时放入液氮中比降温

至 -80℃时细胞存活率更高[11]。

复苏过程中影响细胞存活的因素有：冰晶再

形成和渗透性休克。此外，解冻后睾丸组织培养

也很重要，因为大部分活精子在解冻后1-2 h内可

恢复活力[20]。

1.5   睾丸组织冻融结果评价

睾丸组织冷冻最终目的是要保持睾丸组织中生

殖细胞、支持细胞和间质细胞的活性。Sofikitis等

指出，支持细胞是生精小管中唯一的体细胞，具

有重要功能，主要体现在其分泌多种生物活性物质

及与生殖细胞直接接触[21]。支持细胞分泌多种糖蛋

白，在维持精原细胞活力和促进生殖细胞减数分裂

中起重要作用。在支持细胞基底部表达的膜结合干

细胞因子与在相应精原细胞表面表达的c-kit为配体

和受体关系，当它们的结合被阻断时，精原细胞

和精母细胞凋亡数将会增加。阻塞性无精症患者睾

丸组织体外培养能增加活动精子数量，也可能源于

支持细胞和生殖细胞间相互作用[8]。睾丸间质细胞
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分泌睾酮, 其浓度过低时会导致生殖细胞凋亡[22]。

除冷冻因素外，睾丸组织体外操作可直接造成生殖

细胞功能紊乱[18]。睾丸组织本身的性质也会影响冷

冻结果，Brook等观察到，啮齿类睾丸组织比人类

睾丸组织冷冻后细胞存活率高[23]。睾丸组织冷冻

结果可通过对其长期培养来检测，在培养过程中损

伤细胞逐渐被分解，存活细胞则是未损伤或损伤较

轻的细胞[18]。

睾丸组织冻融结果主要从光镜、电镜、免疫

组化和激素水平4个方面进行评价。具体参考指标

为：以精原细胞从基底膜、支持细胞和精母细胞

脱离的百分数作为评价生精小管冻存损伤指标[12]; 以

抑制素B和睾酮水平作为支持细胞和间质细胞功能

检测指标[4]; 以MAGE-A4、波形蛋白染色和抗

CD34 抗体是否阳性来检测精原细胞、支持细胞和

睾丸基质冷冻损伤[18]。

1.6   解冻后睾丸组织培养和生殖细胞提取

1.6.1   睾丸组织培养    睾丸组织体外培养旨在保持

和增强睾丸组织细胞活性、完成未成熟睾丸组织体

外精子形成过程。在FSH 和睾酮存在条件下，支

持细胞能促进生殖细胞分化。无支持细胞的体外培

养不能诱导精细胞成熟[21]。高浓度FSH是体外培

养睾丸组织必需条件，FSH可促进精子形成过程早

期事件的发生, 如精原细胞增殖和减数分裂[24], 并能

促进生殖细胞增殖, 但它不能增加生殖细胞活力[25],

而且对未成熟睾丸组织，FSH不能引起精原细胞明

显的形态变化[21]。睾酮可增强FSH的作用，可能

源于其防止支持细胞凋亡的作用[21]。

在饲养板上培养睾丸组织细胞，借助于饲养

细胞与生殖细胞直接接触或饲养细胞释放一些生长

因子或细胞因子而优化培养过程。在由STO 细胞

组成的饲养细胞上培养睾丸组织细胞，能增加精原

细胞数量。由Vero细胞系组成的饲养细胞通过分

泌一些小分子代谢产物、白细胞介素和生长因子

等，诱导生殖细胞减数分裂和部分精子形成过程，

对于伴有早期或晚期精子成熟停滞的非阻塞性无精

症患者具有重要意义[21]。

生殖细胞体外培养面临的主要问题是：① 细

胞活力逐渐下降;  ②细胞增殖速度较慢或不增殖;

③在培养过程中细胞生化和形态特征改变，给细

胞鉴别带来困难[21]; ④ 长时间培养后, 可能会因自

身营养细胞(主要是支持细胞)老化而使细胞群落逐

渐消失[9]。可通过下述方法改进：①在培养基中

加入胎牛血清(FCS)和胶质细胞源神经营养因子，

增强生殖细胞活力[26]; ② 利用特定培养基; ③ 将生

殖细胞放在饲养板上培养; ④ 将生殖细胞和支持细

胞一起培养; ⑤ 加入正常条件下支持细胞分泌的生

长因子及其他因子; ⑥加入激素等。

1.6.2   生殖细胞提取    睾丸精子提取(TESE)主要适

用于已完成精子形成过程的患者。对接受了放、

化疗的癌症患者甚至血液系统癌症患者的睾丸组织

能实现一定程度精子复苏[1]，从发育不全、成熟停

滞和唯支持细胞综合征等引起的非阻塞性无精症患

者睾丸组织中也能提取到精子[6]。

TESE结合ICSI技术为不育患者提供了新的治

疗途径。睾丸组织冻存对ICSI结果没有直接影响[27],

新鲜和冻融睾丸精子ICSI结果(原核受精率、胚胎

分裂率、胚胎种植率等)没有显著性差别[28]。先冷

冻睾丸组织再提取睾丸精子比先提取睾丸精子再进

行冷冻行ICSI效果好[29]。

睾丸组织生殖细胞亚群筛选有多种方法, 如利

用c-kit/SCF 系统方法、“硅石胶态悬浮液梯度离

心”法、体外定向诱导培养、免疫磁珠技术等[21,30]。

另外还有基于细胞大小和形态的筛选方法，此方法

只适用未成年个体，他们的睾丸组织细胞种类较

少, 对睾丸组织细胞进行分离较为困难[31]。有些细

胞表面标志不具有特异性，目前利用细胞表面标志

分离生殖细胞的方法还不够精确[21]。

2    睾丸组织冻融应用前景

睾丸组织冻融有广阔的应用前景，源于其明

显的优势, 主要表现在: ① 可保持睾丸组织中不同

细胞间相对完整的微环境，对于后继精子形成过程

至关重要[19]; ② 可减少精原细胞丢失[12]; ③ 可避免

反复穿刺对睾丸的损伤; ④ 行ICSI时间不受限制[5];

⑤ 降低ICSI 时得不到精子的几率，并可避免在

ICSI时其配偶不必要的促排卵[7]。

睾丸组织冷冻根据其适用对象可分为: 胎儿睾

丸组织冷冻、青春期前睾丸组织冷冻和成人睾丸组

织冷冻; 而根据患者患病性质大体可分为:癌症、无

精症及隐睾等患者睾丸组织冷冻。

2 . 1  自体移植、异体移植及异种移植

2.1.1   自体移植    治愈的青春期前男性癌症患者或

隐睾患者在达到生育年龄时, 有望实现冻融睾丸组织

自体移植, 以完成精子形成过程, 保障其生育能力。
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2.1.2   异体移植   冻融睾丸组织通过异体移植可用

于纠正不育或性功能低下患者的激素水平。将冻融

的胎儿睾丸组织移植到患者皮下，可提高患者血清

睾酮水平并能改善其精液质量[19]。

2.1.3   异种移植   睾丸组织异种移植具有广阔的应

用前景。将来有望在免疫力低下的动物体内完成精

子形成过程，再借助辅助生殖技术使不育患者得到

后代[32]。异种异位移植睾丸组织是研究未成熟灵长

类睾丸组织精原干细胞功能的一种简单而实用的

方法[13]。通过观察睾丸组织移植后是否有精子形

成来推断精原干细胞是否存活[ 1 1 ]。动物实验表

明，精原干细胞本身在受体动物体内只能增殖而不

能分化[32]，移植后只有5%-10%的精原干细胞能克

隆出生精小管[33]。移植睾丸组织能提供未受破坏的

微环境，完成精子形成过程。异种移植为检测癌

症患者睾丸组织中是否含有癌细胞及研究不育动物

和人类精子形成失败机制提供了便捷途径[32]。

虽然精子形成过程中激素调节具有种属差异[21],

异种动物移植可能带来病毒感染或抗原-抗体不相

容等不良后果，但动物支持细胞能通过自分泌或旁

分泌维持人类生殖细胞的存活[33]，并促进其减数

分裂，对于非阻塞性无精症患者具有一定意义。

有些少精或无精症患者没有基因方面缺陷，而是由

于支持细胞和间质细胞分泌功能低下，使精子形成

过程受到影响[34]。

目前，将分离后的牛、人和其它灵长类睾丸

组织移植到小鼠睾丸中，还没有报道其能完成精子

形成过程，但将新鲜和冻融的鼠、兔和猪睾丸组

织移植到裸鼠体内，恢复了精子形成过程[12]。另

外，将大鼠精原干细胞移植到裸鼠生精小管中也完

成了大鼠精子形成过程[21]。

2.2   保障癌症患者生育能力

癌症患者化疗时，药物可能会影响支持细胞

和间质细胞分泌功能，造成生精小管微环境变化，

雄激素结合蛋白和睾酮含量下降，导致精子形成过

程发生量或质的改变[21]。化疗后永久性无精症患者

可通过TESE，结合ICSI 得到后代。目前已有10

多例由于化疗引起非阻塞性无精症患者，通过

TESE-ICSI 成功得到后代[1]。

癌症患者可选择冻存睾丸组织或睾丸细胞悬

液。免疫磁珠或密度梯度离心等技术可用于睾丸细

胞悬液提纯[4]，以防其中混入癌细胞。睾丸组织冻

融后可通过异种移植, 检测其中是否含有癌细胞[11]，

相对于冷冻睾丸细胞悬液更为安全。对于成年癌症

患者来说，冷冻睾丸组织优于冷冻精子，主要表

现在: ① 在冷冻前及复苏后培养过程中精原干细胞

可增殖和分化,增加精原干细胞和精子数量;② 精子

是精原干细胞分化终产物, 冻存精子就意味着保存有

限的基因型, 而睾丸组织中精原干细胞能自我更新并

通过减数分裂和染色体交叉产生新的基因型, 从而得

到更多遗传类型[21]。

综上所述, 虽然人类睾丸组织冻融目前还存在

很多难题有待克服, 其继发问题还不确切, 但目前的

研究结果已显示出其广泛的潜在应用价值, 我们相信

将来这一领域必然能给不育患者带来福音。”
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