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Objective: The aim of this study was to investigate the morphological aspects of testicular tissue 
before and after freezing-thawing by light and transmission electron microscopy. 

Methods: Tissue biopsies were carried out on mouse testis for freezing. Samples in medium 
containing 20% glycerol were frozen by computer-controlled freezing program. The effect of freezing- 
thawing on the structural change of testicular tissues were examined by light and electron microscopy. 

Results: The freezing-thawing procedure had no significant effect on tubular diameter. However, 
it caused folding of the lamina propria, and notable damage to Sertoli cells, spermatogonia and 
spermatocytes. The cells were detached, desquamated from the basal lamina and had increased 
vacuolization. Round spermatids, elongated spermatids and spermatozoa were less affected, and most 
of them maintained their normal structure. 

Conclusions: The structure of spermatogonia, spermatocyte and basal compartments in seminiferous 
epithelium was significantly altered by freezing-thawing procedure of mouse testicular tissues. Thus, 
we need to develop a more reliable method for the cryopreservation of testicular tissues. 
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고환조직 정자채취술과 세포질내 정자주입술은 
정자를 채취할 수 없거나 정자를 채취하였으나 활
동성이 없어 수정에 부적합한 정자를 지닌 폐쇄성 
무정자증 환자와 정자성숙부전으로 인한 비폐쇄성 

무정자증 환자에게 수정률 및 임신율을 높일 수 있
는 매우 유용한 방법이다.1~5 그러나 임신에 도달하

지 못했을 경우 차기 IVF-ET 시술에 다시 고환조직

을 절개해야 하는 문제가 발생한다. 반복적인 고환
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조직의 절개는 고환조직의 손상에 따른 정자세포의 
회수 및 이용가능성을 낮춘다. 따라서 고환조직의 
동결보존은 임신에 실패하였을 경우 반복적, 다중

적 고환조직 정자채취술 없이 고환 정자를 이용할 
수 있으므로 고환조직의 손상 및 경제적 부담을 줄
일 수 있다.6~10 

동결보존 시 빙점온도에 도달하면 세포막 밖에서 
먼저 빙결정이 형성되고 이로 인한 삼투압 차에 의
해 세포내 탈수현상이 일어나게 되며 세포는 수분

이 방출된 상태로 동결되어 세포내에 형성되는 빙
결정으로 인한 냉해를 막을 수 있다. 그러나, 빙점

온도에서 빙결정이 형성될 때 수분과 전해질이 분
리되어 장해가 유발되며 탈수현상으로 인한 세포막 
손상이 야기되는데 이러한 냉해를 최소화하기 위하

여 동결보호제 첨가는 필수적이다. 
동결보호제는 친수성과 유해성이 적어야 한다는 

두 가지 기본 조건을 만족하는 glycerol, DMSO (di-
methyl sulfoxide) 등이 사용되고 있다. Glycerol은 동
결보존액의 빙점온도를 낮추고 전해질의 농도를 줄
이며 온도의 변화나 pH를 유지시킴으로써 냉해를 
방지하며 정자 동결에 가장 효율적인 것으로 알려

져 있고, DMSO는 glycerol 보다 세포막에 대한 투과

성이 높아 쥐나 인간의 수정란을 동결하는데 효과

적이며 줄기세포 등의 동결에 널리 사용되고 있다. 
11,12 

IVF-ET 시술에 사용하기 위한 고환조직의 동결 
시, 주요 대상세포는 융해 후 사용할 정자세포이므

로 정자 동결에 효과적이라고 알려져 있는 glycerol
을 주로 사용하고 있다. 본 연구에서도 동결보호제

로 glycerol을 사용하여 고환조직을 동결-융해 후, 
광학 및 전자현미경을 이용하여 조직상태 및 세포 
미세구조의 변화를 관찰하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 생쥐 고환조직 준비 

10주령 된 생쥐를 경추이탈로 희생시킨 후, 고환

을 적출하여 0.4% HSA가 첨가된 Ham's F-10/HEP-
ES 배양액에서 세정관을 분리하였다. 분리된 세정

관은 DMEM/F-12에 20% glycerol을 첨가한 동결보

존액에 넣어 동결하였다. 

2. 동결 및 융해 방법 

대조군은 동결-융해하지 않은 생검조직을 사용

하였으며 실험군은 동결보존한 조직을 사용하기 위
하여 computer-controlled freezing program을 이용하여 
동결하였다. 준비된 세정관을 cryovial에 넣고 20℃
에서 4℃까지 -0.5℃/min의 속도로 냉각 후, -10℃/ 
min의 속도로 -90℃까지 냉각하여 LN2에 보관하였

다. 융해는 vial을 LN2에서 꺼낸 후, 흐르는 물에 1
분간 정치 후 37℃ 항온수조에 10분간 정치하였다. 
동결보호제 제거는 동결-융해한 세정관이 들어있

는 동결보존액에 0.4% HSA가 들어있는 Ham's F-10
을 2배 이상의 양으로 천천히 희석하고 상층액을 
제거하여 실시하였다. 

3. 광학현미경 표본 제작 

동결-융해 후 생쥐 정소조직의 형태적 변화를 관
찰하기 위하여 광학현미경 표본을 제작하였다. 생검 
및 동결-융해를 실시한 세정관을 phosphate buffer로 
수세하여 조직내에 남아있는 고정액을 제거하였다. 
이후 50% 알코올에서부터 무수 알코올까지 농도 
상승순으로 탈수하고 xylene으로 치환하였다. 파라

핀 침투 및 포매과정을 거쳐 제작된 시료를 회전형 
박절기를 사용하여 7~8 µm 두께로 박절하고 hema-
toxylin과 eosin으로 이중염색하여 광학현미경으로 
관찰하였다. 

4. 전자현미경 표본 제작 

동결-융해 후 생쥐 정소의 미세구조적 특징을 관
찰하기 위하여 전자현미경 표본을 제작하였다. 생검 
혹은 동결-융해를 실시한 세정관을 0.1 M phosphate 
buffer (pH 7.2)로 보정된 4% glutaraldehyde 용액 1 ml
에 10분간 고정하고 1 mm3의 크기로 세절한 후 동
일 고정액에 전고정하였으며 0.1 M phosphate buffer 
(pH 7.2)로 조정된 1% OsO4에서 90분간 후고정하였

다. 탈수과정은 50% 알코올에서 무수 알코올 농도

순으로 실시하였으며 치환 및 포매는 propylene을 
두번 처리 후 propylene : epon (1 : 1)에 12시간 치환

하고 Epon 812에 포매하였다. 
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5. 광학현미경적 관찰 

동결-융해 후 정소조직의 형태적 특징은 lamina 
propria의 두께, 세정관의 직경, Sertoli cell의 형태를 
중심으로 관찰하였다. 각 spermatogonia의 세포질과 
핵의 형태 그리고 막의 손상 여부를 동결-융해 전
후 각각의 조직들에서 실시하였다. 

6. 전자현미경적 관찰  

Diamond knife를 사용하여 생검 및 동결-융해를 

실시한 세정관을 75 nm로 초박절편하였고 생성된 
절편은 copper grids 위에 얹어 uranyle acetate와 lead 
citrate로 이중염색을 실시하였다. 세정관내의 lamina 
propria, spermatogonia, spermatocyte, spermatid, sperma-
tozoa를 관찰하였으며, 각각의 세포들의 핵막의 손상 
여부, 핵막의 확장 여부 뿐만 아니라 첨체막과 첨체

물질의 존재 여부를 기록하였다. Equatorial segments
와 postacrosomal region의 정상 혹은 확장 여부는 
elongated spermatids와 spermatozoa에서 관찰하였다. 

           C                         D 

Figure 1. Light micrographs of seminiferous tubules. (A, and C) Seminiferous tubule before the freezing-thawing
procedure. The tubule is surrounded by the gentle lamina propria within the basal tubular compartment, spermatogonia
and the major part of Sertoli cells. In the apical tubular compartment spermatocytes and round and elongated spermatids
are visible. (B, and D) Seminiferous tubule after the freezing-thawing procedure. Within the seminiferous epithelium,
the 'gap' is extended from the basal to the apical compartment. Some spermatogonia and Sertoli cells are detached from
the basement membrane. Sertoli cell cytoplasm is displayed many vacuoles of different size. Most of the cells in basal
compartment are shrunken and divided from the apical part of the seminiferous epithelium by gaps. Round and
elongated spermatids seem to be mostly preserved (Bar = 50 µm). 

           A                         B 
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결  과 

1. 광학현미경적 관찰  

융해 후 세정관의 직경은 동결-융해에 따른 차

이는 발견되지 않았다. Lamina propria는 융해 후, 
생검조직에 비해 현저하게 비대해져 있었다. 세정

관에서 lamina propria의 inner layer와 germinal epith-
elium의 basal layer 사이의 경계면이 비규칙적이고 
파괴된 것을 관찰할 수 있었다. Sertoli cell 세포질

           A                         B 

Figure 2. Electron micrographs of spermatogonia and basement membrane. (A) Spermatogonia and basement
membrane before the freezing-thawing procedure. The tubular lamina propria is consisted of one layer of gentle
peritubular (myoid) cells facing the basement membrane of the seminiferous epithelium. Spermatogonia are located on
the basal lamina of the tubule. (B) Spermatogonia and basement membrane after the freezing-thawing procedure.
Spermatogonia shows detachment, desquamation from the basement membrane, and increased vacuolization. N =
nucleus; M = mitochondria; V = vacuole; BM = basement membrane; Bar = 1 µm 

           A                         B 

Figure 3. Electron micrographs of early-stage spermatids. (A) Early-stage spermatid before the freezing-thawing
procedure. The nuclear envelope is thickened over the whole area of the contact with the acrosomal vesicle by a thin
electron-dense layer of perinuclear theca. The acrosomal granule is present as a small electron-dense mass. Mitochondria
are found at the cell periphery. Endoplasmic reticulum are visible in the cytoplasm, close to electron-dense granules. (B)
Early-stage spermatid after the freezing-thawing procedure. The nucleus clumping of chromatin is observed which
suggests a degenerative process. Nuclear membrane is disrupted and swollen. The acrosomal granule is not visualized in
this cell. A = acrosome; N = nucleus; NE = nuclear envelope; M = mitochondria; V = vacuole; Bar = 1 µm 
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에서는 투명한 공포들이 증가된 것이 관찰되었으며 
spermatogonia, spermatocytes, early spermatids의 핵은 
확장 또는 위축되어 있었다. 모든 세포의 세포질에

서 공포가 관찰되었지만 대조군에서는 관찰되지 않
았다. Late spermatids와 spermatozoa 일부는 seminife-
rous epithlium의 박리된 세포 사이에서 발견되기도 
하는 반면 다른 세포들은 세정관의 정상적인 위치

에 존재하고 있었다 (Figure 1). 

2. 전자현미경적 관찰  

1) Lamina propria 

대조군은 seminiferous epithelium의 basement mem-
brane에 peritubular cells (myoid)가 한층 존재한 반면 
동결-융해한 조직에서는 lamina propria가 folding 되
고 파괴된 현상을 관찰하였다 (Figure 2). 

2) Sertoli cells 

대조군에서는 Sertoli cell이 seminiferous epithelium
의 basement membrane에 부착되어 있었으며, 난형의 
핵과 뚜렷한 인이 관찰되었고 세포질은 적은 수의 
공포와 지방적이 존재하였다. 실험군에서는 Sertoli 
cell이 basement membrane으로부터 떨어져 있었으며 
핵막은 확장되고 일부 파괴된 것을 관찰할 수 있었

고, 세포질은 공포가 증가하는 것으로 관찰되었다. 
3) Spermatogenic cells 

대조군에서 spermatogenic cell들은 규칙적인 형태

를 보여주었다. Spermatogonia는 basement membrane
의 윗층인 basal tubular compartment에서 관찰되었다. 
Spermatocytes와 round, elongated spermatids는 차례로 
lumen 쪽을 향하여 존재하고 있었다. 상위의 모든 
세포들은 Sertoli cell의 세포질에 의하여 둘러싸여 
있으며 적당한 수의 지방적 공포와 잔사체를 포함

하고 있었다. 
동결-융해과정에서 발생된 손상은 basal compart-

ment 즉, spermatogonia와 Sertoli cell에서 보다 현저

히 나타났다. Spermatogonia는 basement membrane으
로부터 떨어져 있으며 공포의 증가와 핵 손상을 관
찰할 수 있었고 세포질의 확장 또는 위축도 나타났

다. Sertoli cell과 spermatogonia는 basement membrane
과 lamina proporia로부터 넓은 간격으로 떨어져 있
었다 (Figure 2). Spermatocyte는 basal tubular compart-
ment에 근접해 존재하고 박리, 공포, 확장, 위축 등
의 형태적 변화 양상은 spermatogonia와 유사하나 변
화 정도는 적은 것으로 관찰되었다. Round sperma-
tids와 elongated spermatids는 동결-융해에 의한 손상

은 적은 편이었으나 round spermatids의 박리와 핵 
손상이 일부 관찰되었고 확장 또는 위축은 산발적

으로 관찰되었다 (Figure 3). Elongated spermatids/ 
spermatozoa는 형태가 매우 잘 보존되어 있었다. 박
리 및 핵 손상은 관찰되지 않았으며, 가장 많이 관
찰된 형태적 변화는 세포질 공포의 증가였다. Elon-

           A                         B 

Figure 4. Electron micrographs of spermatozoa. (A) Spermatozoa before the freezing-thawing procedure. The chro-
matin is fully condensed. The acrosomal matrix is clearly present covering most of the sperm head. (B) Spermatozoa
after freezing-thawing procedure. The inner acrosomal membrane, outer acrosomal membrane and plasma membrane
are swollen. A = acrosome; N = nucleus; NO = nucleolus; M = mitochondria; V = vacuole; Bar = 1 µm 
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gated spermatids/spermatozoa는 spermatogonia와 sper-
matocyte에 비해 확장 또는 위축의 정도가 심하지 
않았다. Spermatozoa의 두부에서 많이 관찰된 미세

구조 변화는 첨체의 확장현상으로 일부 첨체와 세
포막이 파괴되기도 하였다. Spermatozoa의 꼬리에서 
세포질/세포소기관의 확장과 공포가 관찰되기도 하
였으나 미세소관과 미세섬유의 배열상의 특성들은 
영향을 받지 않았다 (Figure 4). 

 
고  찰 

 
IVF-ET 시술 주기에 무정자증으로 인한 testicular 

biopsy를 실시한 후, 다음 주기의 TESE/ICSI 시술에 
대비하여 여분의 testicular biopsy를 동결보존하는 경
우가 점차 늘어나고 있으나 동결보존 과정과 다양

한 동결보존액이 고환조직에 미치는 효과에 대한 
보고는 적은 편이다. 

Nogueira 등 (1999)은 Test-yolk buffer에 동결보호

제로 12% glycerol을 첨가하여 인간의 세정관을 동
결-융해한 후 그 영향을 광학현미경과 전자현미경

을 이용하여 관찰하였다.13 이 연구에서 round (early) 
spermatids를 포함하여 spermatogenic cell과 Sertoli 
cell의 핵 확장 또는 위축, 세포질의 공포 증가, 세포

막 파괴 등을 보고하였다. 본 연구의 결과는 위 보
고의 결과와 일치하며 동결-융해 시 가장 손상을 
받는 부분은 spermatogonia, spermatocytes, Sertoli cells, 
basal tubular compartment이었으며, spermatids와 sper-
matozoa는 동결-융해에 비교적 손상을 적게 받았다. 
위의 결과는 spermatogonia, spermatocytes, Sertoli cells, 
basal tubular compartment는 많은 세포질을 지니고 
있으며 spermatids와 spermatozoa는 비교적 적은 세
포질을 지님에 의한 것으로, 동결-융해 시 빙결정

의 형성, 염분의 농도 증가, 온도와 삼투압의 변화

에 의해 세포질은 쉽게 손상을 받을 수 있기 때문

에 각각의 세포마다 지니고 있는 세포질의 양에 의
하여 상대적인 손상이 나타나는 것으로 사료된다. 
즉, Spermatogonia, spermatocytes, Sertoli cells, basal 
tubular compartment는 세포질이 풍부한 세포들이므

로 동결-융해 시 손상을 쉽게 받을 수 있는 것이며 
spermatids와 spermatozoa는 비교적 세포질이 적으나 
spermatids의 첨체와 세포질 그리고 spermatozoa의 

mid-piece의 세포질과 mitochondria에서 손상을 받을 
수 있다. 이는 Ben-Yosef 등 (1999)의 연구와도 일치

한다.14 
결론적으로 동결-융해의 손상을 관찰하기 위해 

동결보호액에 저장한 생쥐의 세정관을 형태학적으

로 분석한 결과, 동결-융해가 세정관의 직경에 큰 
영향을 미치지는 않았으나 lamina propria의 folding, 
Sertoli cell, spermatogonia, spermatocytes에는 큰 손상

을 주었다. 반면에 round spermatids, elongated sper-
matids, spermatozoa는 비교적 손상이 적었다. 즉, 동
결-융해과정은 세정관내의 세포들에 손상을 주었

으며, 특히 basal compartment 부분에 많은 손상을 
주었다. 따라서 인간 고환조직의 동결-융해 후 보
다 향상된 수정률과 임신율을 얻기 위해서 동결-

융해 후 basal compartment 부분의 손상을 최소화하

기 위한 동결보호제 및 동결-융해 방법의 개선이 
요구된다. 
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