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枸杞多糖对胎儿卵巢组织冷冻保存的影响*★◆ 

蔡玉芳1, 2，王燕蓉1, 2，孔  斌1，崔  岫1，沈新生1 

 

 

文章亮点：400 mg/L的枸杞多糖和 100 μmol/L的 β-巯基乙醇有利于卵巢组织的冷冻保存，并可显著提高冷冻卵巢

组织移植后的存活率。 

关键词：胎儿卵巢；异种移植；枸杞多糖；β-巯基乙醇；裸鼠 

 

摘要 

背景：抗氧化剂的应用对于提高卵巢组织冻存后的活力起着很重要的作用。 

目的：通过观察冷冻保存的胎儿卵巢组织异种移植到裸鼠肾被膜下的发育情况，探索枸杞多糖在卵巢组织冷冻保存

中的作用。 

方法：实验分为 4 组。①新鲜移植组：取材后的新鲜胎儿卵巢组织直接进行移植。②冻存对照组：冷冻保护液为基

液。③β-巯基乙醇组：冷冻保护液为基液添加 100 μmol/L β-巯基乙醇。④枸杞多糖组：冷冻保护液为基液添加     

400 mg/L枸杞多糖。对冷冻复温后的胎儿卵巢皮质块进行祼鼠的肾被膜下移植，并于移植后 12周取材。 

结果与结论：各组在移植物的存活率上差异无显著性意义(P > 0.05)。在卵泡计数上冷冻对照组最低(P < 0.05)。在

卵泡的存活率上，各组间差异均有显著性意义，其中以冷冻对照组最低，枸杞多糖组最高。β-巯基乙醇组和枸杞多

糖组卵巢超微结构较冷冻对照组保存的好。提示 400 mg/L的枸杞多糖和 100 μmol/L的 β-巯基乙醇有利于卵巢组织

的冷冻保存，并可显著提高冷冻卵巢组织移植后的存活率。 

 

 

Effects of lycium barbarum polysaccharides on fetal ovarian tissue cryopreservation 

 

Cai Yu-fang1, 2, Wang Yan-rong1, 2, Kong Bing1, Cui Xiu1, Shen Xin-sheng1 

 

Abstract 

BACKGROUND: The application of antioxidant plays a key role in improving the viability of frozen-thawed ovarian tissue.  

OBJECTIVE: To explore the effects of lycium barbarum polysaccharides on fetal ovary tissue cryopreservation by 

observe the developmental condition of cryopreserved fetal ovarian tissue xenografts after transplanted into nude mice 

kidney capsule.  

METHODS: The experiment was divided into four groups. ①Fresh transplanted group: the fresh fetal ovary tissue was 

transplanted directly. ②Cryopreservation control group: the cryoprotectant solution was the base fluid. 

③β-mercaptoethanol group: the cryoprotectant solution was the basic fluid with 100 μmol/L β-mercaptoethanol. ④Lycium 

barbarum polysaccharides group: the cryoprotectant solution was the basic fluid with 400 μmol/L lycium barbarum 

polysaccharides. The ovarian cortex block was transplanted into the nude mice kidney capsule after freezing thawing, 

and the specimen was obtained at 12 weeks after transplantation.   

RESULTS AND CONCLUSION: There was no significant difference of the survival rate in the grafts among groups (P > 

0.05). The cryopreservation control group had the most follicle (P < 0.05). As for the survival rate of follicles, there was 

significant difference among groups; it was lowest in cryopreservation control group and highest in lycium barbarum 

polysaccharides group. Preservation of ovarian ultrastructure in β-mercaptoethanol and lycium barbarum 

polysaccharides group was better than that in the cryopreservation control group. Lycium barbarum polysaccharides with 

concentration of 400 mg/L and β-mercaptoethanol with concentration of 100 mg/L is benefit to the ovarian tissue 

cryopreservation and can significantly improve the survival ratio of cryopreserved ovarian tissue after transplantation. 

 

Cai YF, Wang YR, Kong B, Cui X, Shen XS. Effects of lycium barbarum polysaccharides on fetal ovarian tissue 

cryopreservation.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(40): 7475-7479.   

 

 

   



 

蔡玉芳，等.枸杞多糖对胎儿卵巢组织冷冻保存的影响 

PP.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 7476 

www.CRTER.org 

1
Department of 

Human Anatomy and 
Histology- 
Embryology, Ningxia 
Medical University 
Yinchuan  750004, 
Ningxia Hui 
Autonomous Region, 
China; 

2
Key 

Laboratory of Fertility 
Preservation and 
Maintenance of 
Ningxia Medical 
University, Ministry of 
Education, Key 
Laboratory of 
Reproduction and 
Heredity of Ningxia 
Hui Autonomous 
Region, Yinchuan  
750004, Ningxia Hui 
Autonomous Region, 
China 
 
Cai Yu-fang★, 
Master, Associate 
professor, 
Department of 
Human Anatomy and 
Histology- 
Embryology, Ningxia 
Medical University 
Yinchuan  750004, 
Ningxia Hui 
Autonomous Region, 
China; Key 
Laboratory of Fertility 
Preservation and 
Maintenance of 
Ningxia Medical 
University, Ministry of 
Education, Key 
Laboratory of 
Reproduction and 
Heredity of Ningxia 
Hui Autonomous 
Region, Yinchuan  
750004, Ningxia Hui 
Autonomous Region, 
China 
Cyfang_123@yahoo.
com.cn 
 
Corresponding 
author: Wang 
Yan-rong, Professor, 
Department of 
Human Anatomy and 
Histology- 
Embryology, Ningxia 
Medical University 
Yinchuan  750004, 
Ningxia Hui 
Autonomous Region, 
China; Key 
Laboratory of Fertility 
Preservation and 
Maintenance of 
Ningxia Medical 
University, Ministry of 
Education, Key 
Laboratory of 
Reproduction and 
Heredity of Ningxia 
Hui Autonomous 
Region, Yinchuan  
750004, Ningxia Hui 
Autonomous Region, 
China 
4083304@163.com 
 
Supported by: the 
National Natural 
Science Foundation 
of China, No. 
81160085 
 
Received:2012-01-05 
Accepted:2012-04-21 

 

 

0  引言 

 

目前，在放化疗前将患者的卵巢冷冻保存

起来，待疾病控制后再移植回体内是保存青年

癌症患者生育力的一个可选择的方法，并且是

儿童患者仅有的选择。在卵巢组织的取材和冷

冻保存过程中，卵巢组织处于缺血缺氧的不良

环境中，而这种环境极大地影响着组织解冻后

的存活率。目前的研究认为这种损伤与氧自由

基有关，氧自由基可以导致细胞膜蛋白的损伤，

线粒体功能的减退以及脂质过氧化
[1]
，内源性

的抗氧化剂可以中和在缺血缺氧过程中产生的

氧自由基，但其作用很短暂，已有学者将外源

性的抗氧化剂如抗坏血酸、甘露醇和维生素E 

等用于器官移植中
[2-3]
，以期能消除由于缺血所

产生的氧自由基造成的损伤，并且取得了一定

的效果。 

枸杞多糖是一种含杂多糖的枸杞果实的提

取物，大量研究表明枸杞多糖具有增强机体免

疫及抗氧化作用
[4-5]
，作为一种可食用的保健产

品，枸杞多糖是否可作为抗氧化剂用于卵巢组

织的冷冻保存，其作用是否与抗氧化剂β-巯基

乙醇相当，目前也未见到报道。因此作者在冷

冻保护液中加入枸杞多糖，期望它们能提高卵

巢组织的冷冻保存效果和移植后的存活率，并

比较枸杞多糖和β-巯基乙醇的效果，探索枸杞

多糖在胎儿卵巢快速冷冻方面的保护作用，为

拓宽枸杞多糖的应用领域提供科学依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：分组对比观察。 

时间及地点：实验于2007-09/2011-12在

宁夏医科大学生殖与遗传重点实验室，“生育力

保持”省部共建教育部重点实验室完成。 

材料： 

卵巢组织：经由宁夏医科大学医学伦理委员

会同意和取得知情同意书后，胎儿卵巢取自因

脑积水、面部畸形和染色体异常等原因所致的

必须要终止妊娠、经水囊引产的24-32周死亡女

胎，于引产后2 h内无菌取材，并将皮质切成     

2 mm×2 mm×1 mm大小等体积的组织块待用。 

实验动物：BALB/CA清洁级裸鼠40只，由宁

夏医科大学实验动物中心提供，品系合格证号：

医动字第13-203号，6-8周龄，体质量(25.0±   

1.8) g，雌性处女鼠。 

试剂：β-巯基乙醇：sigma公司；枸杞多糖：

宁夏中药厂。 

实验方法： 

实验分组：所用液体以1.5 mol/L PROH的

DMEM液为基液，依实验分组分别添加    

100 μmol/L β-巯基乙醇和400 mg/L枸杞多糖。

实验分组如下：①新鲜移植组：取材后的新鲜

胎儿卵巢组织直接进行移植。②冻存对照组：

冷冻保护液为基液。③β-巯基乙醇组：冷冻保

护液为基液添加100 μmol/L β-巯基乙醇，作为

抗氧化剂阳性对照组。④枸杞多糖组：冷冻保

护液为基液添加400 mg/L枸杞多糖。 

卵巢组织的冷冻：采取快速冻存法：主要包

括3个步骤，即冷冻前的渗透平衡、冷平衡和冷

冻，冷冻管为0.5 mL的国产塑料麦管，将准备

好的胎儿卵巢皮质块经渗透平衡和冷平衡后，

投入-196 ℃的液氮罐中保存。 

卵巢组织冻存1-28 d后复温，最后置于  

37 ℃温箱内30 min后准备移植。 

卵巢移植：取BALB/CA清洁级裸鼠40只。将

处理好的胎儿卵巢皮质片移入裸鼠肾下极的肾

被膜下，依次缝合手术切口，待其麻醉恢复后

回笼正常饲养。 

受体鼠动情周期的恢复情况：移植术第5天起，

每日同一时间观察受体鼠阴道涂片，记录动情

周期恢复时间和脱落细胞类型，判断移植后的

胎儿卵巢组织是否恢复了内分泌功能和受体鼠

动情周期的恢复情况。 

光镜观察移植物组织形态结构：于移植12周后

将祼鼠处死，取移植物行常规石蜡切片，苏木

精-伊红染色，光镜下在各组存活移植物连续切

片中的卵泡最多切面随机选5个视野放大400

倍，计数每个视野内的卵泡数并计算其平均值。 

超微结构观察：制作超薄切片，在透射电镜

下观察冷冻-复温前后的卵巢皮质片卵泡细胞

的微细结构。 

主要观察指标：①各组动情周期恢复情况。

②异种移植前后组织学观察。③异种移植后的

卵泡数目。④卵巢组织的超微结构。 
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统计学分析：各指标数值均采用x
_

±s或%表示，各

移植组动情周期恢复率和移植物的存活率采用χ
2
检验，

动情周期开始天数、卵泡计数均数间比较采用方差分

析，用SPSS 12.0软件包进行统计学处理，P < 0.05为

差异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选用BALB/CA裸鼠40

只，随机分为4组，实验过程中有11只脱失，共有29只

进入结果分析。 

2.2  动情周期的观察  各移植组在动情周期的恢复率

上，β-巯基乙醇组和枸杞多糖组匀高于冷冻对照组，但

差异无显著性意义(P > 0.05)。各冷冻移植组在动情周

期恢复所需要的天数上明显长于新鲜移植组(P < 0.05)，

而在β-巯基乙醇组和枸杞多糖组之间差异无显著性意

义(P > 0.05)，具体结果见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

从表1中可以看出：各移植组在动情周期的恢复率

上，β-巯基乙醇组和枸杞多糖组匀高于冷冻对照组，但

差异无显著性意义(P > 0.05)。各冷冻移植组在动情周

期恢复所需要的天数上明显长于新鲜移植组(P < 0.05)，

而在β-巯基乙醇组和枸杞多糖组之间差异无显著性意

义(P > 0.05)。 

2.3  异种移植前后组织学观察  各移植组于移植后12

周取材时，可看到有大多数移植物存活，大体观察可见

存活的移植物体积明显增大，体积约为3 mm×4 mm   

×4 mm大小，约为移植前的2倍以上，且表面色泽红润。

光镜下观新鲜胎儿卵巢内可见有大量的原始卵泡，见图

1a。以1.5 mol/L PROH+400 mg/L枸杞多糖快速法冷冻

的胎儿卵巢组织复温后可见到原始卵泡的数目略有下

降，但结构正常，见图1b。新鲜移植组：可见到移植物

内有不同发育阶段的卵泡，有些卵泡体积增大，是初级

卵泡，见图1c。冷冻对照组：存活的卵泡数目明显下降，

卵泡体积增大，发育到初级卵泡阶段，见图1d。β-巯基

乙醇组：存活的卵泡数目较多，体积也增大，可见到卵

泡细胞增至3-5层，见图1e。枸杞多糖组：移植物内有

多个卵泡存活，结构很好，卵泡细胞达五六层，透明带

清晰，放射冠结构完整，卵泡膜可清楚的区分出内外两

层，图1f。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  异种移植后的卵泡数目分析  根据Newton等
[6]
认

为只要有一个原始卵泡存在的移植物即被认为是存活

的观点，对各组移植物的存活率和单位高倍视野

(667.25 μm
2
)内的卵泡进行计数并作了统计，结果显示，

在存活移植物数及存活率上，各移植组间差异无显著性

意义。在卵泡计数上，各组移植物内存活的卵泡数均低

于移植前，进行组间比较显示，β-巯基乙醇组和枸杞多

糖组要明显高于新鲜移植组和冷冻对照组，差异极显

著，其中冷冻对照组的卵泡数目最少。在比较卵泡的存

活率上，各组间均有显著性差异，枸杞多糖组卵泡的存

活率最高。见表2。 

表 1  各移植组动情周期恢复情况 
Table 1  The results of estrum recovery in groups following 

transplantation                              (n=6) 

Group 

Numbers of animal 

of estrum recovery 

(n/%) 

Beginning days of 

estrum 

(x
_

±s, d) 

 

 

Fresh transplanted   2/33.3 12.75±1.5   

Cryopreservation control   1/16.7   23.5±6.26
a
   

β-mercaptoethanol 4/50.0   18.26±2.06
ab

   

Lycium barbarum 

polysaccharides 

 5/55.6   20.00±3.08
a
   

 
a
P < 0.05, vs. fresh transplanted group; 

b
P < 0.05, vs. cryopreservation 

control group 

Figure 1  Light microscope observation of human fetal ovavian 
tissue in each group (Hematoxylin-eosin staining,  
× 400) 

   图 1  各组人胎儿卵巢组织光镜结构 (苏木精-伊红染色, 
×400) 

a: The fresh fetal ovarian tissue 

at 32 wk 

b: The cryopreserved fetal 

ovarian at 32 wk after thawing 

c: Fresh transplanted group: ▲ 

shows the kidney tissue of nude 

mice, ★ shows primordial 

follicle, ↑ shows primary follicle 

d: Cryopreservation control 

group: ↑ shows primary follicle 

e: β-mercaptoethanol group: ↑ 

shows primary follicle 

f: Lycium barbarum 

polysaccharides group: ▲ 

shows the kidney tissue of nude 

mice, ↑ shows primary follicle 
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2.5  卵巢组织超微结构观察  通过对冷冻解冻后卵巢

组织的超微结构观察发现大部分卵泡超微结构保持良

好，见图2，卵母细胞及卵泡细胞核膜清晰完整，核仁

明显，内质网、线粒体形态正常，胞质内含有较丰富的

脂滴，细胞连接清晰可见。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

但是在正常细胞之间也可看到损伤的细胞，主要表

现为卵母细胞和卵泡细胞核膜不连续，线粒体肿胀，嵴

消失，粗面内质网肿胀，细胞连接多消失。冷冻对照组

的冷冻损伤要比其他两组明显，损伤的细胞较多。 

 

3  讨论  

 

有研究表明，在冻融过程中有7%的卵泡丢失
[6-7]
，

但移植后组织的局部缺血性损伤会使移植物损失全部

的生长卵泡群以及大部分的原始卵泡，卵巢组织移植后

血供重新建立前可能丧失65%-90%的原始卵泡
[8-10]

，显

然移植后在等待血管建立的48 h内，移植卵巢没有血管

吻合，缺氧导致的氧化损伤成为卵泡丢失的一个原因。

因此抗氧化剂被越来越多地用来缓解移植卵巢在没有

血供以前所受到的缺氧损伤。 

β-巯基乙醇是一种低分子量的硫醇类化合物。对胚

胎的研究表明，在体外培养系统中添加β-巯基乙醇可以

通过提高胞质内还原性谷胱甘肽的浓度而防止细胞的

氧化损伤，有助于促进组织细胞的发育成熟，并可促进

细胞分裂，提高培养组织细胞的成活率
[11-12]

。作者在进

行胎儿卵巢组织体外培养时，也发现添加β-巯基乙醇

后，可以使得更多的卵泡进入生长阶段，有利于胎儿卵

巢组织的体外培养
[13]
。虽然抗氧化作用好，但β-巯基乙

醇有毒，使用剂量需严格控制，因此，若能寻找出与之

作用相当的无毒抗氧化剂，对提高冻存卵巢的活力有更

好的效果和应用前景。 

枸杞子是宁夏枸杞的干燥成熟果实，具有增强机体

免疫、抗癌、降血压、降血脂和抗衰老等作用
[4-5, 14]

。

枸杞多糖是从枸杞子中提取的一种杂多糖，是枸杞的有

效成分之一，可保护低密度脂蛋白，防止其氧化，并能

100%清除自由基
[15]
，可以增强体内超氧化物歧化酶和

谷胱甘肽-Px的活性
[16-17]

，使OH-活性氧变成低毒性物

质，从而有效地阻止脂质过氧化。已有研究证实枸杞多

糖在培养小鼠睾丸组织时对生精上皮的热损伤有很好

的修复作用并可降低DNA的氧化损伤
[18-20]

。以上研究均

表明，枸杞多糖具有较强的清除活性氧自由基的能力而

起到抗氧化作用。作者在培养液内添加了200 mg/L和

400 mg/L的枸杞多糖，对胎儿卵巢组织进行体外培养后

异种异位移植到祼鼠肾被膜下，结果显示400 mg/L的枸

杞多糖在动情周期的恢复率、移植物的存活率和卵泡计

数及卵泡发育上均好于200 mg/L的枸杞多糖组。 

根据枸杞多糖和β-巯基乙醇在胎儿卵巢组织培养

的实验结果提示，在冷冻保护液和解冻液内分别添加了

100 μmol/L β-巯基乙醇和400 mg/L的枸杞多糖，在进

行了新鲜胎儿卵巢移植和冷冻后移植，结果显示β-巯基

乙醇组和枸杞多糖组的动情周期的恢复率分别是50%

和55.56%，均高于冷冻对照组的16.7%，两者动情周期

c: Fetal ovarian tissue following rapid freezing use 1.5M PROH+ 

400 μg/ml lycium barbarum polysaccharides (×4 000), arrow 

shows the nuclei of follicular cell, ＊shows the oocyte nuclei 

表 2  卵巢组织解冻移植后各组移植物的存活情况 
Table 2  The number of survival grafts in each group after 

thawing                                    (x
_

±s) 

Group 

The number 

and ratio of 

survival grafts 

(n/%) 

Number of follicle 

in ovarian tissue 

before transplantation 

(/HPF) 

 

 

Fresh transplanted  9/75.0 67.2±1.84
b
   

Cryopreservation control  4/33.3 38.2±0.65
b
   

β-mercaptoethanol  11/68.75 41.7±1.32   

Lycium barbarum polysaccharides 14/77.78 43.5±1.11   

     

     

     

     

     

     

     

     

 a
P < 0.00, vs. β-mercaptoethanol group and lycium barbarum 

polysaccharides group; 
b
P < 0.001, vs. β-mercaptoethanol group and 

lycium barbarum polysaccharides group; 
c
P < 0.001, vs. other groups 

Group 
Number of follicle 

in grafts (/HPF) 

The survival ratio of 

follicles in grafts 
 

 

Fresh transplanted  3.13±0.43
a
 0.077±0.001

c
   

Cryopreservation control  1.35±0.17
a
 0.036±0.001

c
   

β-mercaptoethanol  6.75±0.29 0.157±0.015
c
   

Lycium barbarum polysaccharides 7.63±0.23 0.196±0.167
c
   

     

     

     

     

     

     

     

     

 

Figure 2  The ultrastructure of human fetal ovavian tissue 
    图 2  胎儿卵巢组织的超微结构 

a: Fresh fetal ovarian tissue  

(×5 000), arrow shows the nuclei 

of follicular cell, ＊shows the 

oocyte nuclei 

b: Fetal ovarian tissue following 

rapid freezing use 1.5M 

PROH+100 μmol/L 

β-Mercaptoethanol (×2 500), arrow 

shows the nuclei of follicular cell, 

＊ shows the oocyte nuclei 
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开始所需要的天数均短于冷冻对照组，并且β-巯基乙醇组

与冷冻对照组相比，差异有显著性意义(P < 0.05)。β-巯

基乙醇组和枸杞多糖组两组间在动情周期恢复率和开始

所需要的天数上均无明显的差异。在对移植物取材后，于

光镜下观察，可见到β-巯基乙醇组和枸杞多糖组两组在移

植物的存活率上均好于冷冻对照组和新鲜移植组，在单位

高倍视野下的卵泡计数上，差异有显著性意义。在卵泡的

存活率比较上，以β-巯基乙醇组和枸杞多糖组两组最好。

在卵泡的形态学观察上，可见到在β-巯基乙醇组和枸杞多

糖组两组内有很多生长卵泡，在电镜下观察也发现，β-

巯基乙醇组和枸杞多糖组两组大部分卵巢组织细胞结构

保持良好，损伤细胞数目较冷冻对照组少。表明，枸杞多

糖对卵泡的保护作用是明显的，不亚于β-巯基乙醇，  

400 mg/L的枸杞多糖有利于卵巢组织的冷冻保存，并可

显著提高冷冻卵巢组织移植后的存活率，枸杞多糖作为一

种可食用的保健产品，安全性是它最大的优点，本实验可

为拓宽枸杞多糖的应用领域提供科学依据。 
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