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BACKGROUND: Vitrification is a comparatively new technology which applies high concentration cryoprotectant and rapid 
refrigeration. By the method, the cells were quickly frozen and to avoid damage by ice crystals inside and outside.  
OBJECTIVE: To compare the effect of four cryoprotectants on morphology and function of ovarian tissue in rats after 
vitrification.  
METHODS: The rats were randomly assigned into six groups with 6 rats for each: DMSO + EG, DMSO + EG + sucrose, DMSO 
+ EG + sucrose + acetamide, EG + sucrose + acetamide, ovariectomized, and normal control groups. The ovarian tissues of 
four freezing groups were treated with the corresponding cryoprotectants, the vitrified ovarian tissues were then resected but 
not frozen and transplanted; otherwise, tissues were not treated with any treatment in the normal control group. Two weeks 
after freezing, the tissues were thawed and heterotopic-transplanted into femoribus internus of hind limb. At 30 days after 
implantation, vaginal epithelial cells and estrus cycle were observed, while after three months, blood were collected to detect 
the level of estradiol (E2) and the ovarian tissues were reclaimed to analyze their morphological changes. 
RESULTS AND CONCLUSION: All ovarian tissues were damaged after cryoprerservation in four freezing groups. The rates of 
healthy primordial follicles were 67.9%, 71.6%, 80.5%, and 59.4%, respectively, while healthy primary follicles were 41.6%, 
52.3%, 55.9%, and 36.7%, respectively. In all freezing groups, the rate of the healthy follicles in DMSO + EG + sucrose + 
acetamide group was higher than DMSO + EG group and EG + sucrose + acetamide group (P < 0.05). No significant difference 
was found in the proportion of follicles at different development stages among four groups. The typical secondary follicle was 
not found in four groups. Damaged ovotid showed oocyte pyknosis and vacuolation in cytoplasmic area. There was not typical 
cell type of all freezing groups. Ovarian autografting gained visible vascularity from surrounding tissue that connected ovarian 
tissue to form net. There was a lot of blood capillary in transplanted ovarian tissues and clumped primordial follicles in cortical 
substance. The rates of primary follicles and secondary follicles were lower than primordial follicles. The level of serum 
estradiol was obviously decreased compared with normal control group (P < 0.01). There was significant difference between 
DMSO + EG + sucrose + acetamide group and other three freezing groups (P < 0.05). Four kinds of freezing methods have 
poor effects on different stages of follicles and the structure of ovarian tissue. DMSO + EG + sucrose + acetamide group is an 
optimal protocol for cryoprerserving ovarian tissue. Freezing methods still need to explore further because the rats had not 
appeared disciplinary estrus cycle after ovarian autografting. 
 
Ju XH, Ma AX, Wang D. Ovarian tissue autografe after cryopreservation in rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang 
Kangfu. 2010;14(5): 828-832.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 
 
摘要 

 

背景：玻璃化冷冻是应用高浓度的冷冻保护液结合极快的制冷速度，使细胞快速冷冻，避免细胞内外冰晶形成对细胞的破坏

作用，是一种比较新的冷冻方法，具有操作简单、冷冻效率高等特点。 
目的：采用玻璃化冷冻技术冷冻大鼠卵巢组织，比较 4 种冷冻保护剂对大鼠卵巢组织学和功能的影响。  
方法：将大鼠随机数字表法分为 6 组，每组 6 只：二甲基亚砜+乙二醇组、二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖组、二甲基亚砜+乙二醇+
蔗糖+乙酰胺组、乙二醇+蔗糖+乙酰胺组、去势组、正常对照组。4 冷冻组摘除卵巢后应用相应的冷冻保护液冻存，去势组

仅摘除卵巢不冻存、不移植，正常对照组不作处理。冻存 2 周后解冻复苏行同体异位移植，将卵巢组织植入大鼠后肢大腿内

侧。移植后 30 d，观察阴道上皮类型及动情周期；移植后 3 个月，经腹主动脉采血检测血清雌二醇水平;回收卵巢组织做组

织学检查。 
结果与结论：4 冷冻组均可见卵巢组织结构受损表现，原始卵泡的形态正常率分别为 67.9%，71.6%，80.5%，59.4%，初

级卵泡形态正常率分别是 41.6%，52.3%，55.9%，36.7%。二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组卵泡正常率较二甲基亚砜+
乙二醇组、乙二醇+蔗糖+乙酰胺组高(P < 0.05)；不同发育阶段卵泡构成比差异无显著性意义，均未见典型的次级卵泡。受

损的卵细胞主要表现为体积变小、胞浆内出现空泡、核皱缩等。4 冷冻组未出现典型动情周期的细胞类型。移植物自周围组

织获得可见的血管供应，将卵巢组织块连接形成网络。移植物内毛细血管丰富，皮质中可见成群的原始卵泡，初级卵泡、次

级卵泡所占比例低于原始卵泡，形态与正常者相似。4 种冷冻方法冻存卵巢组织血清雌二醇水平较正常对照组明显降低(P < 
0.01)，二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组高于其他冷冻组(P < 0.05)。结果提示 4 种冷冻方法均对大鼠卵巢组织有一定程

度破坏，初级卵泡的损伤大于原始卵泡。冻存复苏后，卵巢功能恢复，但并不完全，二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组效

果优于另外 3 组，但移植后动物没有出现规律的动情周期，提示冷冻方法尚需进一步完善。 
关键词：冷冻保护剂；大鼠；卵巢组织；玻璃化冷冻；组织移植 
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0  引言  

  
在动物方面，可以通过冻存技术体外保存

动物卵巢组织，为良种家畜、珍稀及濒危动物

建立种子库。在人类，可以为某些患良性及恶

性肿瘤的女性患者保存生殖能力，有效治疗卵

巢内分泌不足、恢复正常月经周期、并可能自

然妊娠
[1-5]；推迟女性绝经期的到来，从而提高

中老年女性的生活质量。 

在动物方面，可以通过冻存技术体外保存

动物卵巢组织，为良种家畜、珍稀及濒危动物

建立种子库。在人类，可以为某些患良性及恶

性肿瘤的女性患者保存生殖能力，有效治疗卵

巢内分泌不足、恢复正常月经周期、并可能自

然妊娠

目前，卵巢组织冷冻程序主要有快速冷冻、

慢速冷冻和玻璃化冷冻法。慢速冷冻需要程序

化冷冻仪，虽冻存效果好，但需要特殊设备，

且操作过程相对复杂[6-8]；快速冷冻不需要程序

冷冻仪，简便易行，但是较难控制，对卵巢组

织损伤大[9]；玻璃化冷冻是一种比较新的冷冻

方法，应用高浓度的冷冻保护液结合极快的制

冷速度，使细胞快速冷冻，避免细胞内外冰晶

形成对细胞的破坏作用，具有操作简单、冷冻

效率高的特点，因此在卵巢的冷冻保存中日益

受到重视
[10-12]。 

目前，卵巢组织冷冻程序主要有快速冷冻、

慢速冷冻和玻璃化冷冻法。慢速冷冻需要程序

化冷冻仪，虽冻存效果好，但需要特殊设备，

且操作过程相对复杂

本实验采用玻璃化冷冻技术冷冻大鼠卵巢

组织，比较 4 种冷冻保护剂对大鼠卵巢组织学

和功能的影响, 旨在寻求冷冻效果最佳的玻璃

化冷冻保护剂,为人类卵巢组织冷冻研究提供

实验依据。 

本实验采用玻璃化冷冻技术冷冻大鼠卵巢

组织，比较 4 种冷冻保护剂对大鼠卵巢组织学

和功能的影响, 旨在寻求冷冻效果最佳的玻璃

化冷冻保护剂,为人类卵巢组织冷冻研究提供

实验依据。 
  
1  材料和方法 1  材料和方法 

  
设计：随机分组动物实验，卵巢组织对比

观察。    
设计：随机分组动物实验，卵巢组织对比

观察。    
时间及地点：于 2008-07/2009-01 在吉林

医药学院完成。  
时间及地点：于 2008-07/2009-01 在吉林

医药学院完成。  
材料：清洁级健康未交配成年雌性

Wistar 大鼠 36 只，体质量 220~250 g，购自

长春高新实验动物研究所。随机数字表法分

为 6 组，每组 6 只：二甲基亚砜+乙二醇组、

二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖组、二甲基亚砜+
乙二醇+蔗糖+乙酰胺组、乙二醇+蔗糖+乙酰

胺组、去势组(切除双侧卵巢，未移植)、正常

对照组。 

材料：清洁级健康未交配成年雌性

Wistar 大鼠 36 只，体质量 220~250 g，购自

长春高新实验动物研究所。随机数字表法分

为 6 组，每组 6 只：二甲基亚砜+乙二醇组、

二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖组、二甲基亚砜+
乙二醇+蔗糖+乙酰胺组、乙二醇+蔗糖+乙酰

胺组、去势组(切除双侧卵巢，未移植)、正常

对照组。 
实验过程中对动物处置符合科学技术部

2006 年《关于善待实验动物的指导性意见》

的要求
[13]。 

实验过程中对动物处置符合科学技术部

2006 年《关于善待实验动物的指导性意见》

的要求

主要试剂及设备： 主要试剂及设备： 

  
试剂及设备 试剂及设备 来源 来源 

[1-5]；推迟女性绝经期的到来，从而提高

中老年女性的生活质量。 

[6-8]；快速冷冻不需要程序

冷冻仪，简便易行，但是较难控制，对卵巢组

织损伤大[9]；玻璃化冷冻是一种比较新的冷冻

方法，应用高浓度的冷冻保护液结合极快的制

冷速度，使细胞快速冷冻，避免细胞内外冰晶

形成对细胞的破坏作用，具有操作简单、冷冻

效率高的特点，因此在卵巢的冷冻保存中日益

受到重视
[10-12]。 

[13]。 

RPMI1640 Gibco 公司 
胎牛血清(FCS) 杭州四季青公司 
二甲基亚砜 美国 Sigma 公司 
乙二醇、蔗糖、乙酰胺 美国 Sigma 公司 
检测雌二醇试剂盒 天津协合医药科技有限公司 

 
主要试剂配制：冷冻保护液及平衡液均以

RPMI1640 为基液配制，保护液均含体积分数

20%FCS。具体组成如下： 
4 种卵巢冷冻液及平衡液的组成： 

 
组别   冷冻保护液 冷冻平衡液 

二甲基亚砜

+ 乙二醇

组 

20% 二 甲 基 亚 砜

+20%乙二醇 
10%二甲基亚砜

+10% 乙 二 醇

+0.1 mol/L 蔗

糖 
二甲基亚砜

+乙二醇+
蔗糖组 

20% 二 甲 基 亚 砜

+20% 乙 二 醇

+0.3 mol/L 蔗糖 

10%二甲基亚砜

+10% 乙 二 醇

+0.1 mol/L 蔗

糖             
二甲基亚砜

+乙二醇+
蔗糖 + 乙

酰胺组 

20% 二 甲 基 亚 砜

+20% 乙 二 醇

+0.3 mol/L 蔗糖

+3 mol/L 

乙酰胺  10%二

甲 基 亚 砜

+10% 乙 二 醇

+0.1 mol/L 蔗

糖       
乙二醇 +蔗

糖 + 乙酰

胺组 

20% 乙 二 醇 +0.3 
mol/L 蔗 糖 +3 
mol/L 乙酰胺 

10%乙二醇+0.1 
mol/L 蔗糖 

 
实验方法： 

手术摘取卵巢：10%水合氯醛 0.3 μL/g腹腔注

射麻醉大鼠，固定后常规消毒，剪开背部腰椎两

侧皮肤及肌肉，从卵巢囊内完整剥离双侧卵巢，

置于加有RPMI1640 的小培养皿中，修剪其周围

组织，尽量去除髓质，然后切成约 1 mm3大小的

组织块，分别采用 4 种冷冻保护液冻存卵巢组织。

大鼠术后消毒手术创口，肌注青霉素，2 次/d，注

射 7 d。去势组摘除卵巢后不冷冻、不移植，作为

无卵巢比较组，旨在观测实验过程中卵巢摘除的

是否彻底，正常对照组不作处理。 
冷冻及复苏：参照文后文献[14-17]进行，略

有改动，大致如下：将 4 冷冻组大鼠处理好的

卵巢组织分别放入相应的平衡液中 4 ℃渗透平

衡 15 min，然后再转移到各自的冷冻保护液中

置 4 ℃继续渗透平衡 15 min，装入 1.8 mL 冷

冻管中置液氮口处继续渗透 30 min，投入液氮

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 829
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中保存。卵巢组织冻存 2 周后，将冷冻管从液氮罐中取

出，迅速置于 37 ℃水浴，待冰晶融化后移入含 0.5 mol/L 
S、体积分数 20%FCS 的 RPMI1640 基质液中平衡

5min，RPMI1640 冲洗 3 遍，移入含体积分数 20%FCS
的 RPMI1640 中备移植用。 

大鼠自体异位移植卵巢组织：双侧卵巢切除后 2 周，

阴道细胞学检查证实去势彻底者，在后肢大腿内侧作一

平行于大腿纵轴的皮肤切口，将解冻复苏的卵巢组织块

置于深筋膜与肌膜之间。术后消毒切口，肌注青霉素。 
大鼠一般状态：术后常规饲养，每日观察动物饮食、

活动、毛发等，并记录。 
阴道上皮类型及动情周期观察：移植后 30 d 开始，通过

阴道涂片观察脱落细胞类型，出现动情周期者，其分期

依据阴道上皮细胞类型判定；未出现动情周期者，观察

角化细胞，若角化细胞大于 50%则认为有雌激素样效应。 
解冻复苏后卵巢组织的形态学观察：苏木精-伊红染色

后光镜下观察各级卵泡及卵巢组织结构形态学特点，计

数正常形态及异常形态的原始卵泡、初级卵泡。 
血清雌激素水平测定：移植后3个月，20%乌拉坦5 mL/kg

腹腔注射麻醉，开腹采用腹主动脉法采血，室温放置  
30 mim 后，3 000 r/min 离心收集血清，放射免疫法测

雌二醇水平。 
移植物组织形态学检测：腹主动脉采血后，取出移植

物，大体观察其形态、大小及血供。甲醛固定，石蜡包

埋，4 μm 连续切片，苏木精-伊红染色，观察卵泡发育

情况及形态结构。 
主要观察指标：解冻复苏后卵巢组织形态学变化。

阴道上皮类型及动情周期。血清雌二醇水平。回收卵巢

组织学检查。 
设计、实施、评估者：设计及实施由全体作者完成，

评估由通讯作者完成，均经过系统训练，未使用盲法评估。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 10.0 软件进行

统计处理，形态学比较采用χ2 检验，雌二醇水平比较

采用t检验。  
 
2  结果  
 
2.1  实验动物一般状态观察  所有大鼠移植后生存状

况良好，活动、摄食正常，手术切口无感染，均进入结

果分析。 
2.2  阴道上皮细胞学检查  去势组阴道上皮呈持续性

无角化，可见白细胞及少量黏液；正常对照组显示规律

的动情周期；4 冻存组均未出现典型动情周期的细胞类

型，但角化细胞逐渐增多，二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖组、

二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组平均角化细胞达到

75%，二甲基亚砜+乙二醇组为 55%，乙二醇+蔗糖+乙
酰胺组为 51%。 

2.3  解冻复苏后卵巢组织形态学观察  见图 1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4 种冷冻方法中均可见卵巢组织结构受损的表现，4

冷冻组原始卵泡及初级卵泡形态正常率见表 1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
正常率为二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组最

   表 1  各冷冻组原始卵泡及初级卵泡形态正常率比较 
Table 1  Normal rate of morphology between primary and 

secondary follicles                         (%)

Group Primary follicles Secondary follicles

DMSO + EG 67.9 41.6 
DMSO + EG + sucrose 71.6 52.3 
DMSO + EG + sucrose + acetamide 80.5a 55.9a

EG + sucrose + acetamide 59.4 36.7 

DMSO: dimethyl sulphoxide; EG: ethyleneglycol; aP < 0.05, vs. 
DMSO + EG and EG + sucrose + acetamide groups 

Figure 1  Morphological changes of primary and secondary 
follicles following cryoprerservation and 
resuscitation (×400) 

    图 1  冷冻复苏前后初级及次级卵泡的形态变化(×400) 

a: Normal primary follicles b: Irregular shrinkage of primary 
follicles following cryoprerservation 
and resuscitation 

c: Vacuolation of primary follicles 
following cryoprerservation and 
resuscitation 

d: Space due to loose connection of 
stromal cells in the primary follicles 
following cryoprerservation and 
resuscitation (★) 

f: Normal secondary follicles e: Secondary follicles following 
cryoprerservation and 
resuscitation 
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高，与二甲基亚砜+乙二醇组、乙二醇+蔗糖+乙酰胺组

比较，差异有显著性意义(P < 0.05)；不同发育阶段卵

泡构成比差异无显著性意义，均未见典型的次级卵泡。

受损的卵细胞主要表现为体积变小、胞浆内出现空泡、

核皱缩等。同时卵细胞与周围的颗粒细胞之间形成较大

的空隙；部分组织块间质组织比较疏松，卵泡周围基质

细胞和胶原纤维素失去正常卵巢组织的致密性，见图 1。 
2.4  移植物组织形态学  异位移植卵巢回收率 100%，

多数生长成圆球状或椭圆形，大小约 3 mm3。移植物自

周围组织获得可见的血管供应，将卵巢组织块连接形成

网络。移植物内毛细血管丰富，皮质中可见成群的原始

卵泡，初级卵泡、次级卵泡所占比例低于原始卵泡，形

态与正常者相似。子宫发育正常。 
2.5  血清雌二醇水平测定  移植后 3 个月，各组大鼠

血清雌二醇水平见表 2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 组冷冻组雌二醇水平均明显低于正常对照组(P < 

0.01) ，二甲基亚砜+乙二醇组、二甲基亚砜+乙二醇+
蔗糖组比较，差异无显著性意义，二甲基亚砜+乙二醇+
蔗糖+乙酰胺组与其他冷冻组比较，差异有显著性意义

(P < 0.05)。 
 
3  讨论 

 
恶性肿瘤日益成为严重威胁人类健康的疾病之一，

特别对于年轻女性患者，接受根治性手术治疗(如切除卵

巢等)或大剂量放疗、化疗等都会不同程度导致性腺功能

的破坏甚至丧失，破坏生殖能力[18]。因此，卵巢移植治

疗成为研究的热点[19-20]。卵巢组织冷冻保存可为患有恶

性肿瘤的女性提供生殖保险。随着冷冻和移植技术的不

断发展，冷冻保存技术日益成为人们关注的焦点[21]。研

究人员证实，在人类及哺乳动物体内移植冻融卵巢组织

后，卵巢能恢复分泌功能和生殖能力[22-26]。卵巢组织的

冻存与移植是将来保存某些女性患者生育能力最有希

望的方法[27-28]。 
实验采用4种玻璃化冷冻保护剂冻存大鼠卵巢组织

2 周后，观察其卵细胞形态结构，并进行同体异位移植，

观察移植物及测定血清雌二醇水平，判断移植物活力。

结果显示，冷冻后复苏的卵巢组织均有一定程度的损

伤，4 种冻存方法原始卵泡的正常率分别为 67.9%、

71.6%、80.5%、59.4%，而初级卵泡形态正常率则分

别为 41.6%、52.3%、55.9%、36.7%，说明冻存卵巢

组织初级卵泡的损伤大于原始卵泡，可能与初级卵泡较

原始卵泡代谢率高、对冷冻降温敏感的颗粒细胞增多增

大有关[29]。在 4 种冷冻保护液中，二甲基亚砜+乙二醇+
蔗糖+乙酰胺组正常卵泡数量最多，并且与移植后大鼠

血清雌二醇水平一致，说明联合应用渗透性保护剂(二甲

基亚砜、乙二醇)、非渗透性保护剂(蔗糖)和保护剂毒性

中和剂(乙酰胺)是一种理想的玻璃化冷冻剂。 
阴道上皮细胞和子宫内膜细胞作为卵巢激素的靶

细胞，对雌激素高度敏感。移植后阴道上皮细胞持续

角化，血清雌二醇水平明显高于同期的去势组，说明

卵巢功能开始恢复。但移植组动物没有出现规律的动

情周期，且血清雌二醇水平与正常对照组相比明显降

低，说明卵巢功能虽有恢复，但并不完全。研究表明，

卵巢组织冷冻效果受多种因素影响，如解冻、平衡、

组织块大小等[30-31]，而移植效果除与上述因素有关外，

还与移植部位的选择密切相关，因此完善的卵巢组织冻

存移植方案尚需进一步深入探讨与研究。 

   表 2  各组大鼠血清雌二醇水平 
Table 2  Serum estradiol level in each group    (x

_

±s, ng/L)

Group Estradiol 

DMSO + EG 28.74±2.95ab

DMSO + EG + sucrose 31.52±4.18ab

DMSO + EG + sucrose + acetamide 36.17±3.42a

EG + sucrose + acetamide 27.36±5.24ab

Ovariectomized 14.88±8.64 
Normal control 47.52±2.13 
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来自本文课题的更多信息-- 

基金资助：吉林省科技厅项目(200705415)。 

实验设计与文章构思：课题为吉林省科技厅基金项目，

分两大部分完成：第一部分为动物实验，旨在筛选理想的

冷冻保护液；第二部分将完成的是应用筛选出来的冷冻保

护液进行人体卵巢的冷冻与移植。实验创新之处在于：一

是冷冻保护液的筛选，目前虽有研究探讨理想冷冻液的优

化，但各有不完善之处，本课题综合多方面资料，共配制

两组 8 种冷冻保护液(另一组 4 种保护液的筛选结果另文发

表)，进行优化筛选；二是人体卵巢的冷冻与移植，目前的

研究多集中于动物实验，人类卵巢冷冻后，卵巢组织的活

力和功能方面的研究及对卵泡的生育能力和发育能力较少

见描述。 

卵巢冷冻效果受多种因素影响，实验采用液氮口平衡

渗透 30 min 的冻存方案，组别间可能存在温度差异；此外，

应增加卵巢冷冻复苏立即的形态学观察和体外培养观察，

排除血液供应不良的影响。 
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	Abstract 
	 
	BACKGROUND: Vitrification is a comparatively new technology which applies high concentration cryoprotectant and rapid refrigeration. By the method, the cells were quickly frozen and to avoid damage by ice crystals inside and outside.  
	OBJECTIVE: To compare the effect of four cryoprotectants on morphology and function of ovarian tissue in rats after vitrification.  
	METHODS: The rats were randomly assigned into six groups with 6 rats for each: DMSO + EG, DMSO + EG + sucrose, DMSO + EG + sucrose + acetamide, EG + sucrose + acetamide, ovariectomized, and normal control groups. The ovarian tissues of four freezing groups were treated with the corresponding cryoprotectants, the vitrified ovarian tissues were then resected but not frozen and transplanted; otherwise, tissues were not treated with any treatment in the normal control group. Two weeks after freezing, the tissues were thawed and heterotopic-transplanted into femoribus internus of hind limb. At 30 days after implantation, vaginal epithelial cells and estrus cycle were observed, while after three months, blood were collected to detect the level of estradiol (E2) and the ovarian tissues were reclaimed to analyze their morphological changes. 
	RESULTS AND CONCLUSION: All ovarian tissues were damaged after cryoprerservation in four freezing groups. The rates of healthy primordial follicles were 67.9%, 71.6%, 80.5%, and 59.4%, respectively, while healthy primary follicles were 41.6%, 52.3%, 55.9%, and 36.7%, respectively. In all freezing groups, the rate of the healthy follicles in DMSO + EG + sucrose + acetamide group was higher than DMSO + EG group and EG + sucrose + acetamide group (P < 0.05). No significant difference was found in the proportion of follicles at different development stages among four groups. The typical secondary follicle was not found in four groups. Damaged ovotid showed oocyte pyknosis and vacuolation in cytoplasmic area. There was not typical cell type of all freezing groups. Ovarian autografting gained visible vascularity from surrounding tissue that connected ovarian tissue to form net. There was a lot of blood capillary in transplanted ovarian tissues and clumped primordial follicles in cortical substance. The rates of primary follicles and secondary follicles were lower than primordial follicles. The level of serum estradiol was obviously decreased compared with normal control group (P < 0.01). There was significant difference between DMSO + EG + sucrose + acetamide group and other three freezing groups (P < 0.05). Four kinds of freezing methods have poor effects on different stages of follicles and the structure of ovarian tissue. DMSO + EG + sucrose + acetamide group is an optimal protocol for cryoprerserving ovarian tissue. Freezing methods still need to explore further because the rats had not appeared disciplinary estrus cycle after ovarian autografting. 
	 
	Ju XH, Ma AX, Wang D. Ovarian tissue autografe after cryopreservation in rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(5): 828-832.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 
	摘要 
	 
	背景：玻璃化冷冻是应用高浓度的冷冻保护液结合极快的制冷速度，使细胞快速冷冻，避免细胞内外冰晶形成对细胞的破坏作用，是一种比较新的冷冻方法，具有操作简单、冷冻效率高等特点。 
	目的：采用玻璃化冷冻技术冷冻大鼠卵巢组织，比较4种冷冻保护剂对大鼠卵巢组织学和功能的影响。  
	方法：将大鼠随机数字表法分为6组，每组6只：二甲基亚砜+乙二醇组、二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖组、二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组、乙二醇+蔗糖+乙酰胺组、去势组、正常对照组。4冷冻组摘除卵巢后应用相应的冷冻保护液冻存，去势组仅摘除卵巢不冻存、不移植，正常对照组不作处理。冻存2周后解冻复苏行同体异位移植，将卵巢组织植入大鼠后肢大腿内侧。移植后30 d，观察阴道上皮类型及动情周期；移植后3个月，经腹主动脉采血检测血清雌二醇水平;回收卵巢组织做组织学检查。 
	结果与结论：4冷冻组均可见卵巢组织结构受损表现，原始卵泡的形态正常率分别为67.9%，71.6%，80.5%，59.4%，初级卵泡形态正常率分别是41.6%，52.3%，55.9%，36.7%。二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组卵泡正常率较二甲基亚砜+乙二醇组、乙二醇+蔗糖+乙酰胺组高(P < 0.05)；不同发育阶段卵泡构成比差异无显著性意义，均未见典型的次级卵泡。受损的卵细胞主要表现为体积变小、胞浆内出现空泡、核皱缩等。4冷冻组未出现典型动情周期的细胞类型。移植物自周围组织获得可见的血管供应，将卵巢组织块连接形成网络。移植物内毛细血管丰富，皮质中可见成群的原始卵泡，初级卵泡、次级卵泡所占比例低于原始卵泡，形态与正常者相似。4种冷冻方法冻存卵巢组织血清雌二醇水平较正常对照组明显降低(P < 0.01)，二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组高于其他冷冻组(P < 0.05)。结果提示4种冷冻方法均对大鼠卵巢组织有一定程度破坏，初级卵泡的损伤大于原始卵泡。冻存复苏后，卵巢功能恢复，但并不完全，二甲基亚砜+乙二醇+蔗糖+乙酰胺组效果优于另外3组，但移植后动物没有出现规律的动情周期，提示冷冻方法尚需进一步完善。 
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