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稀少精子冷冻研究进展

陈春华，沙艳伟 综述; 李 萍 审校
( 厦门市妇幼保健院生殖医学中心，福建 厦门 361005)

【摘要】精子冷冻是人类辅助生殖领域中日益成熟的技术，但是常规精子冷冻方案却不适用于稀少精子冷冻，

解决稀少精子冷冻技术将在很大程度上改善临床治疗少、弱精子症和无精子症患者的不育问题。寻找合适冷冻载

体是目前稀少精子冷冻的研究重点之一，本文就近年来稀少精子不同载体冷冻方法: 空卵膜载体冷冻法、微滴冷冻

法、其他微型载体冷冻法和睾丸组织冷冻以及睾丸精子和附睾精子的冷冻效果作一综述。
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中图分类号: R321． 1 文献标志码: A 文章编号: 1009-3591 ( 2013) 08-0753-05
①

Current progress in cryopreservation of small numbers of sperm

CHEN Chun-hua，SHA Yan-wei，LI Ping
Center of Reproductive Medicine，Xiamen Maternity and Child Health Care Hospital，Xiamen，Fujian 361003，

China

【Abstract】Human sperm cryopreservation is an increasingly mature technique in assisted reproduction． However，conventional
sperm cryopreservation is not suitable for the cryopreservation of small numbers of sperm． The solution to the cryopreservation of small
numbers of sperm may contribute a lot to the clinical treatment of asthenospermia，oligospermia and azoospermatism． Recently，many
researchers focus on searching for appropriate carriers for the cryopreservation of small numbers of sperm． This article outlines the
effects of current cryopreservation methods including empty zona pellucida，microdrops， other mocrocarriers， testicular tissue
cryopreservation and testicular sperm and epididymal sperm refrigeration． Natl J Androl，2013，19 ( 8) : 753 －757
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近年来，随着环境污染的恶化和激素滥用等因

素导致男性精子质量和数量不断下降，男性不育比

例日益增高，其中将近 60% ～ 75% 的男性不育患者

表现 为 少 精 子、弱 精 子、无 精 子 症 等 精 子 质 量 异

常［1］。临床上少精子症患者可以通过射精获得微

量精子，而无精子症患者主要通过睾丸精子抽吸术

( TESA) 、显微附睾精子抽提术( MESA) 和经皮附睾

抽吸术( PESA) 等获得少量的睾丸或附睾精子，这些

精子数量有限而且来之不易，如果将这些患者受精

当日剩余或取出的微量精子冷冻保存，不但可以避

免下个周期因为精子缺乏而造成受精失败或卵子浪

费，为取卵当日成功受精提供了一定的保障，同时减
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少反复穿刺取精给患者带来的躯体、精神的痛苦和

经济上的负担。
传统的精子冷冻方法会造成冻融精子不同程度

的丢失，不适合微量精子的冷冻，因此人们不断尝试

探索针对稀少精子的冷冻方案。本文就目前常用的

稀少精子冷冻方法: 空卵膜冷冻法、微型载体玻璃化

冷冻法、睾丸组织冷冻［2］等及其受精结局等作一综

述。

1 空卵膜载体冷冻方法

透明带是包裹在哺乳动物卵细胞外面的一类糖

蛋白膜，保护卵子阻止精子进入。运用显微操作技

术将透明带内的细胞成分全部清除，成为一空囊，随

后将单个精子或稀少精子采用卵细胞胞质内单精子

注射( ICSI) 注入到空透明带内，再转入冷冻保护剂

中，接着进行液氮熏蒸或程序化慢速冷冻，最后储存

在液氮中或是直接投入液氮保存，这种方法称为空

卵膜载体冷冻。Walmsley 等［3］采用 TESA 和 MESA
将无精子症、少精子症患者的微量精子冷冻保存在

卵透明带内，随后解冻采用 ICSI 受精，诞生了第一

例通过空卵膜为载体冷冻精子出生的双胞胎女婴。
1． 1 空卵膜载体来源 目前常用的空卵膜载体主

要来自于人和鼠，研究发现这两类载体的精子冻融

结局不具有统计学差异。但是人精子会因黏在人透

明带上发生顶体反应，导致复温后精子丢失和受精

率低［4-5］; 而人精子不和鼠透明带粘合［6］，因此采用

鼠空卵膜冷冻人精子或许可以减少顶体反应的发

生，降低复温后精子损失率。但是小鼠卵透明带较

小而且较透明，在操作中容易造成丢失，因此有研究

者推崇使用金黄地鼠透明带，该透明带较大，利于操

作和观察。虽然目前主要采用鼠空透明带作为人类

少量精子的冷冻保存载体，但是和采用人空透明作

为冷冻载体相比，两者复苏后的精子存活率并没有

显著差异，这在一定程度上提示了鼠空透明带作为

人类精子冻贮载体的生物安全性［7］。
1． 2 冷冻保护剂 在冷冻保护剂的选择上多采用

甘油作为冷冻保护剂，甘油-卵黄复合型保护剂是目

前常用冷冻保护剂，但是卵黄可能会造成冻融后碎

片产生等影响镜下精子观察。朱伟杰等［7］采用无

卵黄-甘油保护剂，分别将附睾精子和正常射出的精

子取微量( 5 ～ 10 个 /空卵膜) 利用显微注射针注入

鼠空卵透明带内，复温后发现附睾精子的活动率及

存活率与对照组( 正常射精) 没有差别，认为采用去

卵黄保护剂易于微量精子( 附睾精子) 的活率维持

及微量精子的观察与注入，空卵膜是冷冻微量精子

的合适载体。Hassa 等［8］推荐使用 Osmangazi-Turk
液( 内含人血清蛋白、平衡盐溶液、囊胚培养液、卵

泡液、甘油和卵胞质等) ，认为该保护剂更有利保护

精子染色体和活力。关于冷冻保护剂的加入顺序，

有研究显示冷冻保护剂亦可以提前加入空透明带，

Levi-Sett 等［9］将 TYB 冷冻保护剂提前加入空卵膜

内，认为这种做法有利于维持精子活力和避免精子

丢失。
空卵透明带内精子冻融后在显微镜下容易观察

和寻找，而且单个或少量精子冷冻-复温后的存活率

和活动率都取得较好的结果，但是该类型冷冻载体

不易获得，制作较复杂，人力以及经济成本较高，因

此限制了该冷冻方法应用。

2 微型载体玻璃化冷冻法

目前精子冷冻常采用传统慢速冷冻法( 以冷冻

管为冷冻载体) ，但是慢速冷冻法无法避免降温过

程中冰晶形成造成的损伤，而且复温后精子回收率

较低，精子损伤程度较大，特别不适用于稀少精子冷

冻。玻璃化冷冻是采用高浓度保护剂对细胞进行快

速降温，使细胞内外达到玻璃化状态，避免冰晶形成

造成的冷冻损伤，目前主要用于胚胎、卵子和组织等

冷冻。基于慢速冷冻法的不足和玻璃化冷冻的优

点，近年来有学者关注玻璃化冷冻微量精子，认为玻

璃化冷冻中采用的微型载体所需冷冻样本体积小，

在一定程度上可以解决微量精子的冷冻问题，其中

冷冻 环、微 滴 等 微 型 载 体 常 用 于 微 量 精 子 的 冷

冻［10］。
2． 1 冷冻环载体冷冻法 冷冻环由于所需样本体

积小，样本体表比例大能达到快速降温 /复温，常作

为卵子、胚胎等的玻璃化冷冻载体，并且取得较好的

冷冻效果。Schuster 等［2］尝试以冷冻环作为冷冻载

体，甘油-卵黄复合体型为冷冻保护剂，分别采用液

氮熏蒸、玻璃化冷冻和慢速冷冻进行微量精子的冷

冻，结果显示冷冻环是一种方便快捷的微量精子冷

冻载体。玻璃化冷冻为避免冰晶形成，采用了高浓

度冷冻保护剂，但是保护剂浓度高会对细胞产生毒

性，研究发现液氮熏蒸和慢速冷冻法的冻融结果无

差异，但是玻璃化冷冻-复温后精子存活率低，主要

与高浓度保护剂造成精子细胞器和骨架冷冻损伤有

关［2］。近来有研究认为在玻璃化冷冻中当冷冻速

率极快使温度降低到玻璃态起始温度下时，在没有

保护剂的情况下，细胞内外有可能达到玻璃化状

态［11］。依据此理论，Nawroth 等［12］首次尝试无保护

剂情况下玻璃化冷冻精子并获得成功。在此之后，
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研究者陆续进行此方面的研究，蒋凌英等［13］采用冷

冻环进行无保护剂玻璃化冷冻人精子，发现冻融精

子的存活率和活力与常规慢速冷冻法结果相同，证

明冷冻环无保护剂冷冻人精子的可行性，同时为冷

冻微量精子提供了可能。Isachenko 等［10］和 Woods
等［14］采用冷冻环作为冷冻载体进行人微量精子的

无冷冻保护剂玻璃化冷冻，复温后发现精子的 DNA
完整性和新鲜精子相当，而精子 DNA 损伤程度决定

胚胎质量。
冷冻环玻璃化冷冻稀少精子减少了复温后精子

损失，操作方便和快捷，优于空卵膜载体［15］，冷冻环

无保护剂玻璃化冷冻进一步提高了微量精子的冷冻

效果，但是目前关于通过冷冻环冷冻微量精子出生

婴儿的报告很少，而且由于冷冻环属于开放式载体，

避免不了与液氮的直接接触，造成一定程度的污染，

因此尝试采用封闭式冷冻环可能是未来研究的重

点。
2． 2 微滴玻璃化冷冻法 微滴冷冻法即将精子悬

液制成微量液滴进行玻璃化冷冻储存，该方法冷冻

的稀少精液复温后回收率较高，可以达到 90% 以

上，在一定程度上克服了传统的精子冷冻方法复温

后普遍 存 在 的 精 子 损 失 率 高 等 现 象［2，4］。Sereni
等［16］采用类似微滴载体进行的睾丸精子冷冻，冻融

复苏率达到 100%，冷冻的 6 例患者，ISCI 受精后 1
例获得生化妊娠。目前微滴玻璃化冷冻精子悬液微

滴的制作方法多样，有研究者将精液和冷冻保护剂

悬液制成微滴，然后覆以石蜡油在冷冻管中冷冻储

存［17］; 还有 在 培 养 皿 中 将 冷 冻 保 护 剂 制 成 液 滴

( 0． 5 μl) 覆盖石蜡油，然后导入精子，最后将皿封口

于液氮中储存［18］; 亦有人直接将精液( 8 ～ 10 μl) 滴

入液氮凝固成微滴，然后放入冷冻管中投入液氮储

存等，在冷冻效果特别是精子回收率上都取得一定

的成效。
以往微量精子的微滴冷冻法常采用液氮熏蒸或

慢速冷冻，较少采用玻璃化冷冻，主要是由于该方法

所使用的高浓度保护剂会对细胞产生毒性。最近研

究者尝试采用微滴进行附睾微量精子无保护剂玻璃

化冷冻，发现与传统的慢速冷冻法( 以 1． 8 ml 的冷

冻管为载体加冷冻保护剂) 相比，两组的复苏率差

异没有统计意义，但是微滴组精子回收率和复苏率

高于对照组，认为微滴法冷冻微量精子较常规冷冻

管法具有优势，而且无需保护剂，减少了细胞毒性的

产生，简便安全、经济可行［19］。
然而目前关于微滴法冷冻精液获得妊娠的报告

很少，可能是由于不同的微滴冷冻方案都存在一些

困扰。采用培养皿储存微滴，不能保证培养皿在液

氮中长久储存。冷冻管储存微滴，冷冻及复温操作

上较难控制。将微滴直接投入液氮会存在与液氮直

接接触带来的微生物污染等问题。

3 其他载体冷冻方法

稀少精子的冷冻方案除了采用冷冻环和微滴载

体冷冻外，有研究者尝试以 cryoleaf 为载体进行玻

璃化冷冻微量精子，结果显示经皮附睾穿刺获得精

子采用冷冻-复温后 92%恢复活力，60． 6%经注射后

受精，85% 胚胎卵裂，认为采用 cryoleaf 作为冷冻载

体方案可以有效简便的保存单个或微量精子，有助

于临床治疗梗阻性无精子症患者［20］。
针对某些微型载体的开放性特点，许多研究者

转向利用封闭式载体以求避免开放式载体在冷冻过

程中存在的污染问题。Isachenko 等［21］认为在精液

的冷冻上，冷冻环、微滴、开放式拉长麦管和标准开

放式麦管都适用于精子的低温储存，但是较冷冻环

和微滴，后两者由于可以保证精液和液氮的隔离，可

以避免微生物污染，是比较安全干净的玻璃化冷冻

方 法。Desai 等［22］ 采 用 一 种 新 型 的 高 安 全 麦 管

( HSV) 进行睾丸和附睾精子慢速冷冻，并成功临床

妊娠，该载体的密闭性使其成功的避开了与液氮的

直接接触，安全可靠。Isachenko 等［23］利用封闭式塑

料毛细麦管( 50 μl) 对少弱子精症患者的精子进行

玻璃化冷冻，该过程中仅使用非渗透性保护剂蔗糖

( 0． 25 mol /L) ，不含以往玻璃化冷冻中需要的渗透

性保护剂，复温后 1 h 精子运动性、包膜完整性和顶

替完整性都优于慢速冷冻，认为该方法在行 ICSI /
IVF 受精时具有很大潜力。

4 睾丸组织冷冻

目前采用上述冷冻方法进行微量精子的冷冻虽

然可以取得一定效果，但是尚未达到满意的临床要

求，因此有许多研究者尝试进行睾丸组织的冷冻储

存，该方法是将穿刺或是外科手术取得的睾丸组织

( 有推荐 0． 5 ～ 1． 0 m3为适宜冷冻体积) 保存在液氮

中，有需求时将该组织进行复温，随后抽提组织精子

进行体外培养或是抽提精原干细胞进行自体或异体

移植，完成精子形成过程，保存男性生育力。该方法

目前主要针对于癌症患者化疗前、无精子症和少精

子症患者等，其冻融效果可以利用光镜、电镜、免疫

组化和激素水平 4 个方面进行评价。研究显示睾丸

组织冷冻具有很好的应用潜力，组织冻融后抽提的

成熟精子，其 ICSI 受精结果优于睾丸精子悬液的冻
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存［24］。Friedler 等［25］将新鲜精子和冻融睾丸组织

精子的 ICSI 受精结果比较发现，两者的原核受精率

( 66% vs． 58% ) 、胚胎卵裂率 ( 98% vs． 90% ) 和胚

胎移植率( 33． 3% vs． 21． 4% ) 的差异没有统计学意

义，提示了睾丸组织冻存精子具有较强的受精潜能。
目前睾丸组织的冷冻方法多选用程序化慢速冷

冻，有研究认为影响组织冷融效果主要因素是冷冻

速率［26］，过快的冷冻速率可能会损伤精原细胞，不

利于体外精子成熟培养。Keros 等［27］认为慢速冷冻

法有利于冻融睾丸组织中支持细胞、精原细胞和基

质成分的保存( 组织复苏后未成熟精子体外培养成

熟的保障) ，高速率降温不利于睾丸组织的冷冻。
在冷冻保护剂上多选用二甲基亚砜( DMSO) ，Keros
等［28］采用几种常用的冷冻保护剂丙二醇、甘油和

DMSO 进行睾丸组织冷冻效果比较，复温后结果显

示甘油冷冻效果最差，DMSO( 0． 7 mol /L) 优于丙二

醇和甘油更适合于维持睾丸组织结构，特别是精原

细胞的保存。
目前睾丸组织冷冻还存在许多问题有待解决，

主要技术难点是睾丸组织复苏后未成熟精子的体外

成熟培养以及精原干细胞移植技术尚未成熟，未达

到临床应用程度［24］。

5 睾丸 /附睾精子冷冻临床效果

精子在睾丸内产生后，随后进入到附睾内，附睾

内含有的激素、酶和营养物质有助于精子的进一步

成熟，附睾内精子活力优于睾丸精子［29］。有研究认

为通过 TESA 获得的精子其 ICSI 受精率、卵裂率、临
床妊娠率等与射精获得精子没有差别［30-31］。Levron
等［30］观察了 TESE 获取的精子冻融后体外受精结

局，结果发现与新鲜精子相比，两者的 IVF 结局不具

有统计学意义，取卵当日精子缺乏时可以使用冻融

的睾丸精子代替。
Lin 等［32］认为 TESE 获取的精子在冻融后其受

精率和临床妊娠率等与新鲜精子差异没有统计意

义。Hameed 等［33］发现行 ICSI 后与睾丸精子相比，

附睾精子具有较高的受精率及较好的胚胎发育和临

床妊娠结局，而胎儿畸形和流产率低于睾丸精子，以

上结局可能和精子的成熟度有关。朱伟杰等［7］认

为附睾精子冻融后的活力优于睾丸精子，可能与睾

丸精子成熟度较差，对冻融过程中的冷冻损伤抵抗

性弱。但是也有报告认为虽然附睾内精子活力优于

睾丸，但是两者的体外受精 / ICSI 妊娠结局上不具有

统计学差异，精子活力不影响受精结局，由于附睾内

精子数量相对较少，研究更倾向于睾丸精子［29］。

少精子症、无精子症患者主要通过微创手术获

得精源( 睾丸精子或附睾精子) ，选择合适的精子来

源不仅是成功受孕的保障，而且减少患者反复取精

痛苦和对身体的创伤。睾丸和附睾精子的 ICSI 妊

娠结 局 没 有 差 异，临 床 上 对 两 者 的 选 择 各 有 偏

好［34］，并且两者的冻融临床效果比较存在不稳定

性，因此选择何种精源进行冷冻还需要进一步研究。

6 展望

精子冷冻是人类生殖细胞冷冻中较成熟的技

术，目前已有很多精子库建立，向有需求的患者提供

了健康合格的精子。稀少精子冷冻是该技术的补充

与完善，与 ICSI 的结合很大程度上提高了稀少精子

患者的受孕率，带来了生子希望。虽然现在采用空

卵膜、微型载体等方案可以部分解决稀少精子的冷

冻问题，但是这些方案冻融后的受精结局仍未达到

理想结果，选择合适的冷冻程序( 快速冷冻或是慢

速冷冻) 、冷冻载体及最佳的冷冻保护剂浓度等可

能是未来稀少精子冷冻的研究重点。
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