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冷冻对人精子结构及功能的影响 
汤召兵，陈在贤 

重庆医科大学临床学院泌昧外科 重庆 4OOO16) 

【摘 要】目的：研究冷冻对人精于结构和功能的影响。 法：采集健康已生育25~35岁男性 I精青精艘作标本，7．5 

l}油为冷冻保护剂(C~'oprescrvativ~ag-eat．CPA) 每份精械分荆采心述、缓降温法冷冻，冻前、后锌5jII作精{}5c棠规分析、桔昆 

低渗肿胀试验、精子超微结构、精子穿卵试验。结果 温后末~I／CPA扦．均来址有复苏存活的精子：加CPA扦，精子存活 

率、活动牢、精尾低淳肿胀率、精子超微结构桐埘完整的酉分赢、穿卵率均最著下磷．述冻法比缓冻法下降史明最。结沧：7．5 

％ ¨油对人类精子且有最著的冷冻保护忭用，待波冻贮对精子的结构欲功能均有 同挫鹰的损害，小同的降温速度埘人 

精子产生 周的冷冻损伤．缓冻法降温冻贮人类精被的 法简 经济，能较好地鞍长时期地保持人精子功能和结构完整性。 
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Effects of freezing on human spermatozoal function and structure 

TANGZao—bin,etal 

(Department of Urology，Co]]ege ofClinical Medicine，Chongqing Medical Universiry，4000 I 6) 

【Abstract】 Objective：This experimentwag designed to evaluatethe effects offraezingon human spermatozoal 

function and structure．Methods：Semen samples were collected from normal fertile 25～35 year old donors,7．5％ 

pure glycerol Wag used as cryopreservative agent(CPA)，and every sample WaS frozen at slow cooling rate and fast 

cooling rate．Results：After freezing--thawing,the whole sperm atozoa in the semen without CPA wa5 seen dead! 

in the semen with CPA，the mean percentage of motility of spermatozoa、 sperm atozoa tail swelling 、 

spermatozoa with re]atively intact head u]trastructure and zona— free ham ster ova penetrated by speTmatozoa 

frozen Was significantly lower than that of fresh sperm atozoa,and the percentage of every criterion described 

previously offrozen--thawed spermatozoa cooled at fast rate WaS significantly lower than that in frown——thawed 

sperm atozoa cooled at slow rate．Conclusion Spermatozoa]structure and function were damaged to various 

degrees by freezing— storing— thawing treatment．7．5％ pure glycerol can cryopreserve human sperm atozoa． 

various cooling rates will cause various freezing injury to human spermatozoa,the slow cooling rate is superior to 
the fast cooling rate and car keep human spermatozoal structure and function fairly well for a relatively long term． 

【Key words】 Glycerol—cryopreservative agent：Spermatozoa penetrate zona—free hamster ova assay： 

Spermatozoa u]trastructure 

供精作人T受精来解决 可治愈或 可逆转的 

男性不育症逐渐被患者接受，而冻精作为供精又逐 

渐代替了新鲜槠液。冻精的使用主要有如下优点： 

①可随时供需要，使用方便；②可根捌受精夫妇特 

征来选择供精 @可将供精运送到远噶供者所在地 

的受者 使用 ；④ 可避免传染性痰痫 ∞陆捧，m} 

AIDS、乙型肝炎；⑤可用于生殖僚脸。但CPA及冷 

冻复温过程对精 了：的功能结掏均有小同程度的影 

响，从而影响供精的生育力，故选样 一种迓 1的 

CPA及冷冻降潞速度垒关重要 

作者介鳃，溺 兵 (1907。 ．拭，碗 

l材料与方法 

】i 材料 

几精淑杯本：采集 生柙 5～35罗健康男子精液标本lO 

菏．5～10嗣龄 譬性 台黄地最，BWW液= 

!．2 方 法 

新鲜籀坡标率渡佗后作精液常规分析并指轫；达到WHO 

规定标准莆匀 入本实验。10份小b~CPA，10价加( A 每份 

标本均分成3份 1份弭．新鲜精披之精尾低渗肿胀试验 ” 、穿 

孵试验‘ 、q三镜现察，2f,q川 冻贮。加CPA青将其准确测 

套体袱后． 25℃塞温 下．按 i~／rnin的速度加入 ff油．边 

加i＆摇均．幔 油存精液 一_l油混合泄}f 之终澉度为7．5 ， 

蜘好f r油的标本均分为2甜，Hj lml安瓶丹装，酒精喷灯熔 
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封．分别以缓、速降温法冻贮。缓冻法第 一步：置入4℃冰 

箱内20分钟(降温速度I~2"C／min)，第二步：置丁：液氯蒸气 

内 ( 液氯面lOcm．-80℃)10mln(降温速度5～7℃／ 

rain)，第三步．嵌入液氯If (-196"C)冻贮。速冻法：直 

接浸入液氯降温并贮存其tI ．在液氨内冻贮5～7个月后．墩 

m标本存37℃水浴 ft解冻复温，复温后之标本 新鲜标本忭 

丰日同的实验观察。 

1_3 统计学处理 

实验所得数据均以 ± 差表示，并指标均采Hj原始资 

料自身配村，榆验进行组fn】差异 著性检验。 

2 结 果 

2．1 精液常规分析、精尾低渗肿胀试验及穿卵试验 

冷冻复温后，IO份未加CPA的精液均未见复苏 

活动的精了，IO份加7．5 H‘油的精液的精了活动 

率、存活率、精尾低渗肿胀率、穿卵率均下降 (见 

表1)，前三者的复苏率 ×10o％)分 

别为：缓冻法：68_8 、6．5．6 、73．5％，速冻法： 

47．7％、 47．8％ 、32．9％ 。 

袭1 冷冻前后辅子活动率、存活率、 

尾低渗肿胀率 穿卵率 (加CPA鲺) 

检测指标(％) 冻胁 冻后 

缓冻法 速冻法 

每指标a b、c．b与c之『n】统计分析结果均尸< 0．0 

、 ‘与 比较尸值均<0．
O1． 与‘比较P>O

．I 

在指标问的相关分析中．活动率与存活率在冻 

前、冻 部存在显著相关性，分别是：r=0，88，P 

<0，01；缓冻法后：r=O，92．P<O．0l；速冻法 ： 

r=O，59，Jp<O．05：在缓冻法冻后，精了穿卵率与 

活动率有显著相关性 =o，73)：其余指标问均无显 

著相关性(P>O．2)。 

2，2 精子超微结构 

将精了超微结构完翥笔性按MAHADEVA NL”『1勺掐 

述分组，1组：质膜顶体完整无损，2组：与I组相 

似，世质膜肿胀或破损，3组：与2组相似．顶体完 

整，但顶体肿胀，4组：外层顶体膜破损，顶体物 

质漏 出、分散或浓集，外层顶体膜可形成囊泡，5 

组：内层顶体膜存在但有破损，大部分顶物质丢失 

或以小的浓缩碎片存在，6组：内层顶体膜缺失， 

核膜破损，棵核精予(图I～6)。观察结果见表2。 

袭2 冻贮前 

所占百分率 (加CPA组) 

I、2、3组为质膜、顶体相对完整的精千，4、5、6组为质膜 

技顶体破坏的精于 除第4组外，其余并组冻苘、缓冻法、 

速冻法之 尸值均<0，01。 

圈1 1组：精于头§B质碰tPM)、 

顶体(Ac)完整无损(~30000) 

图2 3蛆：辅子头部质睫(PM)肿胀或破掼、 

顶体{Ac)完 ×2000D) 
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围3 3蛆：辅子头部质膜(PM)肿枨破埙、 

顶体(AC)完整但肿胀(×3oooo) 

围4 4蛆；精子头部质麒缺失、顶体肿胀、顶体物质(AM埽： 

集、顶体外膜【OA)、顶体内雕 IA)、核(N)(~300~0) 

围5 5组；精子头部质胰缺失、顶体外层膜(0A)、内雇胰 

(IA腿 埙、顶体物质丢失．核膜(NM)、核fN)(×3oooo) 

围6 6组；精子顶体丢失嘲I攘精子凇 嚷(Nl憾 埙、核(N) 

(×25000) 

将超微结构相对正常的精了百分率分别与精子 

活动存活率、精尾低渗肿胀率进行相关性分析， 

有冻前，其与低渗肿胀率有显著相关性(，=0．87． 

P<0．05)．其余均无显著相关性。 

3 讨 论 

3 1 单一甘油冷冻保护利对人精子结构及功能的影 

响 

虽然人精液冷冻研究已有200多年的历史．由 

于没有使用CPA．精_了冷冻后未能复苏．1949年 

Polge等首先意外发现 H。油对冻贮中的精子具有特殊 

的保护作用后，精液冻贮才开始得到发展．此后． 
一 些学者陆续开始对 H油作为人精_了冷冻保护剂进 

行研究，并发展成了多型H。油复合剂作为cPA．它 

们对冻贮的精了均有 同程度的保护作用。 

精液在冷冻一复温过程中，精了内、外都有冰 

品形成，使细胞内、外溶液中电解质浓度增高．从 

而使精了膜稳定性降低，细胞内体积增大引起精予 

膜稳定性降低．精了破裂死亡。什油是一种渗透性 

冷冻 护剂．加入精波后它能很快进入精了内．使 

其脱水从而减少或防『 精予内冰品形成．同时也降 

低了细胞内外溶液中电解质浓度，也就减少了冷冻 

对精予的损伤 ’。未buCPM冷冻后的精了核蒯存在 

大量的冰品，加入CPM者冷冻后．精了顶体、质膜 

及 核膜保持 了相对完整性 ．在顶体 内未发现冰 

品 ’。奉实验未加cPA者冻融后精了未能复苏：加 

入7．5 单一H’油冷冻复温后．获得了较高的精子活 

动率、存活率、精尾低渗肿胀率、穿卵率、超微结 

构相对完整的精了百分率．与其他作者报道的结果 
一  

． 高于Cohen等撒道 的结果 ．可见．7．5％ 

单一H‘油的确具有良好的冷冻保护作用。且具有廉 

价、操作简单及添加后 改变精了浓度等优点。另 
一

方面，H油对人精了有毒性作用．它将降低精予 

的存活率、活动率及具有完整质膜或顶体的精予百 

分率 。 H‘油的毒性与其浓度有关 。一般认为 

油在精液中的最适宜浓度为5％～10 。，’ 忖油 

浓度>15 时，精予膜及项体的细微结构将受到损 

害 

3．2 冷冻降温速度对人精子结构和功能的影响 

精了在冷冻复温过程中．温度的变化必然会使 

其受到损伤 一种合通的降温速度可使精予受到相 

对较轻的冷冻损伤。精予从室温降至-196℃(液 
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氮)，将经历5个阶段，其中，冷休克期(从室温～5 

℃)和冰晶形成期(0℃～·15℃)两个温度段对精予影 

响较大。在冷体克期，因为其代谢功能受到影响， 

精子活动率及活力均下降．一般认为慢速(1～2℃， 

min)通过该期较为理想。在冰品形成期，精了死亡 

数 目增多，因而通过这一期尤为重要，以5～7℃， 

min速度降温为佳，降温过快易引起细胞内形成冰 

晶直接损伤精予膜和细胞器，而降温过缓，则细胞 

外首先结冰，造成细胞内外电解质浓度升高，也会 

引起精予死亡 采用计算机控制的分步降温法，能 

以较理想的降温速度通过各阶段。但用设备昂贵不 

便推广使用。奉实验粟用的分步降温法(缓冻法)为 

人工控制，方法简单易行， 需要特殊仪器，也能 

较理想地达到上述降温速度要求。 

3．2．1 精予存滔率、活动率、精尾低渗肿胀率、穿 

卵率、超微结构相对正常的精予百分率在冷冻后都 

有 同程度下降，与新鲜精被相比，除缓冻法冻后 

在穿卵率上的下降没有显著意义外 (P>0．1)，其 

余指标下降均有显著意义 (P<0．001)，速冻法比 

缓冻法下降更明显，两者阃差异非常显著 (JD< 

0，001)，超微结构的6个分组中，除第4组外，其余 

5组精予所占百分率在缓冻法与速冻法 自̂]分别均存 

在显著差异(P<0．01)．这说明不同的降温速度会 

对人精予产生 同程度的冷冻损伤，而缓冻法对精 

l了产生相对较轻的冷冻损伤，显著优于速冻法。实 

验结果还表明．缓冻法能保持较高的精了存活率、 

活动率、穿卵率及超微结构相对完整精了的百分 

率．4个指标的复苏率分别为68．8％、65．6％、73．5 

％、63％，与采用计算机控制的分步降温获得的复 

苏率比较一到⋯ ．说明该缓冻法能达到与后者相 

近的效果。 

3．2,2 在备检测结果的相关性分析中，存活率与活 

动率之问在冻前、缓冻法、速冻法冻贮后都有很好 

的相关性．说州冷冻对这两方面的影响较一致；低 

渗肿胀率与超微缩构相对正常的精予百分率在冻前 

存在较好的相关性．冻后失去了相关性．说明冷冻 

造成精予头部质膜和顶体损害与造成的尾部损害 
一

致：精予活动率与穿卵率在冻前没有显著相关 

性 ，在缓冻法 后存在 着 较好 的相 关性 ．这 与 

Marshborn的报道一到 。以上说明冷冻对人精子造 

成的影响在各个方面并 是完全一致的。 

3．2．3 在精子超微结构的6个分组中，jl有第一组 

的精子超微结构是完好无损的，_奉实验结果显示， 

在冻前j{占14．86％，缓冻法冻贮后占4．4％，比其 

他作者报道的结果都要低 。造成这种差异的原因 

可能是①超薄切片制备方法上的 同：②奉实验掌 

握分组的尺度更严格 
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