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封闭式薄片法对人类微量精子超快速玻璃化冷冻的研究 

马 超，胡明广，王赞滔，邵小光 

(大连市~--k-)C童医疗中心生殖医学中心，大连 116000) 

【摘要】 目的：通过应用封闭式薄片法对人类微量精子进行超快速玻璃化冷冻，旨 

在寻找一种微量精子冷冻的最佳方法。方法：选取于大连妇儿生殖中心就诊的正常男性 

精液标本20例，精液上游处理后用于实验。首先用含冷冻保护剂的不同微滴量(0．5 l， 

1．0 l，3．5 1)对冷冻效果进行比较，以期找到微量精子冷冻的最佳微滴量。同时用无冷 

冻保护剂法对微量精子进行冷冻，并与冷冻保护剂组进行比较。结果：3组冷冻微滴量解 

冻后精子的回收率、活动率及存活率比较，差异均无统计学意义(P>0．05)。无冷冻保护 

剂组与冷冻保护剂组的解冻后精子回收率、活动率及存活率比较，差异均无统计学意义 

(P>0．05)。结论：封闭式薄片法超快速冷冻人类微量精子，解冻后可获得较高的精子回 

收率、活动率与存活率。无冷冻保护剂法冷冻微量精子，解冻后与冷冻保护剂法的结果相 

似 。 
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Research on ultra．．rapid cryopreservation of small number of spermatozoa in Closed-． 

Sheet method．Ma Chap， Mingguang，Wang Zantao，et a1．Reproductive Medicine Center， 

Dalian Municipaf Women and Children's Medical Center．Dalian l 16000 

【Abstract】 Objective：T0 use the Closed—Sheet mehtod to cryopreserve small numbers 
of human spermatozoa ultra—rapidly．with the aim of finding the best way to cryopreserve．M eth． 

ods：Normal semen samples from 20 patients were collected at Dalian Municipa1 women and 

children S Medical Center Reproductive Center．Semen samples were prepared by swimming—uD 

for the experiment．In order to find the best volume of droplets for freezing small numbers of hu． 

man spermatozoa with cryoproteetants，the freezing effect was compared with different volume， 

respectively 0．5 1，1．O l，3．5 1．At the same time，we tried to eryopreserve small numbers of 

human sperm atozoa without eryoprotectants，and compared with cryoproteetants group．Results： 

No significant difference was observed in the sperm recovery rate，motility rate and viability rate 

among the three groups．No significant difference was observed in the sperm  reeovery rate，motil- 

ity rate and viability rate between the sperm atozoa eryopreserved without cryoprotectants and 

with cryoprotectants．Conclusion：The Closed—Sheet method iS a highly effective method for 

cryopreservation of small numbers of human sperm atozoa ultra—rapidly。we can obtain a higher 

recovery rate，motility rate and viability rate after thawing．Cryoprotectants—free has the same 

cryoprotecting effect as cryoprotectants． 

【Key words】 Small numbers of human spermatozoa；Cryopreservation；Cryoproteetants； 
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人类精子冷冻技术在 1953年经Bung等 研究获 

得成功后，目前已在辅助生殖技术(assisted reproduc— 

rive technology，ART)中常规开展。然而对于无精症尤 

其是非梗阻性无精症患者(nonobstruetive azoospermia， 

NOA)来说，即使首次睾丸活检发现精子，下次活检也 

约有30％的失败风险 J。为了避免反复外科手术对睾 
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丸的损伤，降低取卵Et取精失败的风险，对首次活检发 

现的微量精子进行冷冻，显得十分必要。对于 NOA患 

者睾丸精子的冷冻保存，因其数量极少，且精子细胞膜 

尚未完全成熟，精子核 DNA的稳定性较差，采用常规 

精液冷冻保存技术效果很差 J。因此，找到一种合适 

的微量精子冷冻方法，提高微量精子冷冻解冻后的复 
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人类精子冷冻技术在ART中已常规开展，但对于 

NOA患者来说，因其睾丸中精子数量极少，且精子细胞 

膜尚未完全成熟，精子核DNA的稳定性也较差，因此这 

些精子进行冷冻保存复苏后的回收率、活动率及存活率 

明显偏低，传统的冷冻技术并不适用。因此，找到一种 

合适的微量精子冷冻方法，已成为全世界ART中的一 

项难题。迄今为止，国内外研究者采用多种方法对微量 

精子进行冷冻，并取得了一定的成效，包括人类或仓鼠 

空透明带法(empty zona pellucida) 、冷冻环法(Cry 

oloop)。。 、微麦管法(Mini—Straw) 、ICSI针法 J、冷冻 

薄膜(Cryotop)及 Cell sleeper法 、极体活检针法  ̈

等。根据冷冻方法不同，解冻回收率可达 59％ ～ 

100％，存活率可达8％ ～85％ 。但上述方法均存在 

不同程度的弊端，如空透明带法，无法避免外来异源性 

蛋白污染，带来一系列生物学和伦理学难题；冷冻环法， 

冷冻液滴承载于表面薄膜上，其存储体系不够稳固，对 

操作要求过高。冷冻薄膜法是一种开放的储存体系，精 

子与液氮直接接触，无法避免交叉感染的风险等。 

本研究首次创新性的应用封闭式薄片法超快速冷 

冻人类微量精子，解冻后对精子进行原位复苏，取得了 

较高的精子回收率、活动率及存活率。本研究的创新点 

在于：(1)优化的冷冻载体，使得实验操作更简便。本 

研究创新『生的采用自制冷冻薄片，无毒，无色透明，具有 

透光l生，显微操作过程更方便，并取得了较好的冷冻效 

果。(2)封闭式的冷冻方式，保证了精子不与液氮直接 

接触，避免了液氮中病原体的污染。(3)原位复苏方 

式，降低了解冻后精子的丢失，提高了精子回收率。 

(4)取材方便，薄片采用手工自制，联合商品化精子冷 

冻管，大大降低了实验成本。 

本研究对不同冷冻微滴量(O．5 ，1．Ota，3．5 )的 

冷冻效果进行了比较，结果发现三种微滴量冷冻效果相 

似，解冻后精子回收率，活动率以及存活率无统计学差 

异。而Endo等 运用 Cell Sleeper法，发现3．5 微滴 

量似乎可以获得更高的精子存活率。经分析，0．5 冷 

冻微滴体积过小，挥发过陕，影响其内环境，对操作速度 

要求过高。3．5ul冷冻微滴体积较大，解冻后扩大了对 

精子的查找范围，增加了寻找精子的难度。所以本研究 

选择 1．0 微滴作为标准冷冻微滴量，既能保证微滴足 

够微小，又便于实际操作。 

众所周知，人类精子对冷冻保护剂是十分敏感的， 

在冷冻解冻过程中，冷冻保护剂会对细胞产生一系列化 

学毒I生，从而降低解冻后精子的活动率和存活率 。 

NawrothF等 首次报道了采用无冷冻保护剂的玻璃化 

法冷冻精子获得成功。随后多研究资料显示，使用无冷 

冻保护剂的玻璃化法冷冻正常精液标本可取得与常规 

冷冻相同的临床效果  ̈。另外，Chen等 用 Cryotop 
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法对微量精子进行冷冻，证明了无冷冻保护剂可以取得 

与冷冻保护剂相似的结果，并且能够取得更高的染色体 

完整性和更低的DNA碎片率。本研究发现，冷冻保护 

剂组与无冷冻保护剂组对微量精子进行冷冻，解冻后两 

组精子回收率、活动率以及存活率无统计学差异。因 

此，是否添加冷冻保护剂并不能改变解冻后微量精子的 

相关指标，此结论同Chen等 报道相一致。 

本研究初步探讨了封闭式薄片法超快速冷冻人类 

微量精子，并获得了理想的结果。在以后的研究中，我 

们会将此技术运用到睾丸活检获得微量精子的冷冻中， 

并对实验过程不断改进完善，相信不久的将来此技术能 

够在人类微量精子冷冻中推广使用。 
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