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摘 要：目的 研究在T-G型冷冻保护剂cCt3,opreservati'eemedium、CPM)作用下，迷缓冻贮法对人精子结构和功能的影 

响 方法 随机取盲对照，将45份』 常精液髓机分组，加与小加CPM，以速缓冷冻法分别进}J：冻贮，冻贮前后分剧进{亍常蜘 

分析、低渗肿胀试验、穿卵试验、超微结构观察硬精于染也体分析 结果 来~JI]CPM组冻贮后的精液未见有精于复苏．经冷冻 

保存的精子质量明显降低，缓冻法对精于的影响显著小于述冻法，精于染色体的畸变事及X／Y精子比例均末见明显变化。结 

论 述、缓冻贮对人精子均有负 影响，缓冻法优 丁述冻沾，两法对精子染乜体畸变率和件染也体比例来产生明显影响。 
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The study of．cryopreservation in human spermatozoa 
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Abstract：0bjective To study the effect of slow or quick freezing-storing on the function and ultrastru~ure of 

human spermatozoa with T-G type cryopreservative medium(CPM)as cryoprotectant during a longer period． 

Methods 45 normal semen samples were subiected to cryopreservation with or without T type CPM and slow 

or quick freezing-storing respectively．Fresh and frozen-thawed semen were examined by the routine analysis of 

semen and spermatozoa hypoosmotic swelling test and spermatozoa in vitro pene~ate zona-free hamster ova assay 

and spermatozoa head ultrastructure observation and spermatozoa chromosome analysis． Results No 

sDerm atozoa jn cryopreservated semen without T-G type of CPM was alive after thawed．The quality of frozen- 

thawed human semen by slow and quick freezing-storing methods with T-G type CPM was significan tly lower 

than that offresh semen(P<O．们)and the effect of slow freezing method was smaller than that ofquick freezing 

method(P<0．Ol1．Neither of the methods increased the rate of spermatozoa chromosome abnormalities and X,W 

ratio of human spermatozoa(0．90<P<O．95)．Conclusion Both cryopreservation methods have negative effect on 

human sperm atozoa and the slow freezing method js beaer than the quick one．The sperm chromosome and X／Y 

sperm atozoaratio are riot sign ificantly affected bythe“v0methods． 

Key Words：Cryopreservative medium(CPM)： Semen freezing-storing： Sperm atozoa penetrate zona-free 

hamster ova assay； Spermatozoa chromosome： Sperm atozoa  ultra．strocture． 

影响人类精予冻贮后效果的主要因素有：冻贮 

方法、CPM类型及冻贮时间等。目前精液冻贮主要 

分为速冻和缓冻法两大类 两法的优劣众说不一一 

。 T-G型CPM是一种新型无卵黄复合型CPM，用丁_ 

G~CPM作保护剂对人类精子冻贮后结构及功能变 

化的影响尚缺乏系统资料。至今对精液冻贮的研究 

几乎部是孤立地考察到某一个指标的变化，而对精 

液的多个指标技长时间冻贮埘精子结构和功能变化 

的影响的研 究还 未见报道 。本研 究采用T-G型 

CPM，以速、缓冻法冻贮45份人精液近1年，系统 

作者介绍：尹志康 (1970- )，男，住院医师．硬 {． 

地研究了在T·G型CPM保护下速、缓冻法对人精子 

结构和功能变化的影响。 

1 材料与方法 

I．1 T-G型CPM按Mahadevan M等 ’方法配制 

I．2 收集25~35岁已育健康男子精波．jl蔓化后经精波常规分 

析，达到世界 生组织 (WHO)规定标准者共45份。 

I 3 10份精液 ~jI]CPM 35份~nT-G型CPM，均以速缓冻法 

分别进行冻贮。 

1．4 每份精液冷冻前后均对照地进行常规分析、低渗肿胀试 

验、穿卵试验、精子染色体分析及超微结构观察。其巾前4 

项按张秀成所著方法检测 ，精子超微结构分类及其完整率 
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计算方法参照Ml ade忸r】’’的描述和方法进行： 

1．5 缓冻法：将配韦《好的T-G型CPM存4"C预冷上亍精敞1：1的 

比例混匀，置家 冰箱冷冻室(4％)20mln后，再放 液氯蒸 

气距液面2cm,~ZL(-80~C)10raln．最后浸入液氯- 

1．6 速冻法：T-G型CPM与精液以1：I的比例混匀后直接浸 

入液氪中。 

I．7 冻贮6～I 2个月(平均298．4天)的精液 37℃水浴 温 

后，怍与冷冻前对应的各项目检测 

1．8 统计处理：采用 ‘检验，发配对T检验 

2 结 果 

2．1 未加cPM精液速缓冻贮复温后，未见有存活的 

精于 

2．2 加T．G型CPM的精液速缓冻贮两组复温 ，精 

子活动率、存活率、低渗肿胀率、超微结构完整率 

及穿卵率，均明显低于新鲜精液对照组(P<O．01)， 

缓冻组又显著高于速冻组(P<O．叭)，如图1 

图1 加 T-G型 CPM 蛆各指标问的比较 

注=图中障畸形率在曩冻后和速冻后无明显差异外，其余各 

指标在冻前、曩冻后均育显著性差异 (P<0 01) 

2．3 速缓冻贮法对畸形率的影响没有差别(P 0． 

21)，但与冻前组相比都明显增加了畸形精子的比例 

(P<O．O1)。 

2．4 冻前组 (即正常人新鲜精液)共获得可分析精 

予染色体共203套，有2套数目异常 (1．O％)，分别 

为G组和D组染色体丢失，有9套为缩构异常 (4． 

4％)，畸变率为5．4％ 。缓冻组共获得l44套可分析 

染色体，有3套数 目_异常(2．1％)，分别为C组 (2 

套)、G组 (1套)染色体丢失，有6套是结构异常 

、 (4．2％)，畸变率为6．3％。速冻组共获得可分析染 

色体120套，其中2套数日异常 (1．7％)．分别为E 

组、D组染色体丢失，5套结构异常 (4．1％)，畸变 

率为5．8％ X精子率和Y精_了率没有显著性著异 ( 

0．95>P>0．90)，见表l。在三个组的结构异常中， 

主要是染色单体断裂(ctb)，染色体断裂(csb)、单体 

互换 (cte)、环状染色体 (r)，见图2；数目异常 

中都是亚单倍体．束发现超单倍体。三组问的精予 

染色体畸变率没有明显差异 (见表2，P>O．90)。 

襄1 两种冻贮法后x和Y精于变化 

一0．I3 P>0．5(自出度v-2) 

表2 两种冻贮法后精子染色体畸变率变化 

，=0 1I ／：z>0 5f自由度v=21 

将三组的结构异常与数 目异常精予染色体进行比 

较，结果也没有统计学著异(P>O．05)。 

图2 箭头示染色单体断裂(左)、环状染色体 (右) 

3 讨 论 

3．1 T-G型CPM的特点 

冷冻保护剂对精液的冻贮起关键性的作用。T_ 

G型CPM是近年来发展起来的新型的 忖油复合型 

CPM 。 ，它以改良Tyrode’s液 (人精子保存液)为 

基础，加入人体自蛋白、蔗糖和 仨r油形成，与传统 

的H‘油复合,~CPM主要不同的是不含卵黄和非人体 

蛋 白质 它具有两性离了缓冲系统，与含卵黄型 

CPM相比有如下优点：(1)可准确配制．较长时间保 

存：(2)消除了由卵黄而致的病毒感染和冻融后的大 

量颗粒与碎片；(3)避免了非人体蛋白质所致的过敏 

反应。Larson等的研究 已提示T-G型CPM应用的 良 

好前景 ‘，但 以此为保护剂对人精子功能结构的影 

响尚无全面的研究。 

本实验以T-G CPM比较了两种冻贮方法下的 

效果，在缓冻法中冻后精予活动率达53％，在速冻 

法中为20 ，在活动率方面与文献报道一致，并且 

明显优于本课题小组同期所使用的其它保护剂。 

3．2 T-G型cPM对精子的冷冻保护效果 

冷拣保护剂对精予有明显的冷冻保护效果。从 

我们的实验结果发现，来~3I]CPM组的精液冻贮后均 
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未见有精予复苏。Rybouchkin等 发现 ~ICPM冻 

贮f『々精液．成 r倍地增加了精予结构的畸变率。采 

用荐种类型CPM冻贮的精液，均获得了不同程度的 

精了的复苏率。我们采用T-G型CPM冻贮的精液， 

也获得较好的精子复苏率，说明T-G~VCPM对精予 

有明显的冷冻保护效果。 

3．3 冷冻复温过程对精子产生机械性和化学性损害 

冷冻复温过程对精_了造成不同程度的损害，奉 

文结果表现为精了活力、存活率、低渗肿胀率、穿 

卵率及超微结构完整率等均较冷冻前明显降低(尸< 

0．o1)。穿卵率能够评价精液冻贮后精_了受损伤的程 

度 损害机理可能是在超低温下，细胞内外的水是 

以冰晶的形式存在的，在复温过程中又发生 “再结 

晶”导致机械性损伤，破坏细胞原生质结构；并使 

电解质的浓度升高导致细胞的化学性损害 ⋯ 。 

3．4 缓冻法优于速冻法 

不同的冷冻方法对精子的损害程度小同，实验 

结果发现缓冻法复温后精予的活力、存活率、低渗 

肿胀率、超微结构完整率及穿卵率均远远高于速冻 

法，超微结构受损伤的精予明显降低(P<0．O1)。作 

者认为速冻法将精液从常温直接浸入液氮中，温茅 

大，降温率极快，精予来不及调整 自己的功能状态 

以适应冷环境的刺激，而造成了吏大程度的冷冻损 

害 缓冻法将精液从常温到4℃，让精了有较长时 

的冷适应， 少了 “冷休克”对精了的损伤；从 

4℃到-2O℃是冰品大最形成温 ，其中包括 “危险 

温区”(0～-10℃ ，迅速跨越此区，减少了细胞 

内冰晶的形成，使细胞内的水份尽快进入玻璃状 

态．减轻了对精于的损伤。故缓冻法优于速冻法。 

3．5 精液冻贮对精子畸形率的影响 

冷冻对精予畸形率的影响报道较少，本研究发 

现两种冻贮法均明显提高了精 于的畸形率(P<0． 

叭)，其原因为降温复温过程冰晶形成后的机械损 

伤，细胞内外电解质失衡的化学损伤，破坏了精7 

的超微结构，使顶体物质流失，其至精予头部核崩 

解流出，从而导致镜下小头和无头精予的增加。 

3．6 T-G型CPM对精子遗传物质的影响 

Rybouchkin等 发现：d<~flCPM的冻贮，成 l。倍 

地增加了精予结构的畸变。从我们采用T-G CPM 

冻贮的精液精_了染色体的分析中发现，速缓冻贮法 

均未导致精予染色体畸变率发X／Y精了比率的变化 

(P<O 01)。说明T-G型CPM对精予有明显的冷冻保 

护效果。 

4 结 论 

T-G型CPM对冻精有明显的保护作用，在该 

CPM作用下速、缓冻贮对人精子均有显著的负面影 

响．缓冻法明显优于速冻法，两法对精子染色体畸 

变率和性染色体比例未产生明显影响。 
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