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摘　要　同种异体软骨移植是治疗关节软骨缺损的有效手段，可解决自体骨软骨来源有限的问题，但如何长期保存同种异体软骨

是亟待解决的问题。区别于主流的低温冷冻同种异体软骨的方法，超低温冷冻技术在添加冷冻保护剂情况下，预期可以实现同种

异体软骨的长期保存。然而，此技术目前仍处于探索阶段，缺乏成熟的临床转化条件。本文介绍了同种异体软骨的超低温冷冻

法，着重阐述了超低温冷冻法中的玻璃化冷冻技术，并重点综述了超低温冷冻同种异体软骨的临床应用。
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　　超低温冷冻是在极低温度下冷却和储存细胞、组
织或器官，以保持其生存能力的一种技术。超低温冷

冻通常会将捐赠组织或器官在 －８０℃（某些情况下
温度为－１９６～－８０℃）保存数月乃至数年［１］。与低

温保存（４～１０℃）相比，超低温冷冻同种异体软骨可
以极大地延缓同种异体软骨的新陈代谢，延长其保存

时间，增加其利用率［２－３］。然而，超低温冷冻所产生

的冰晶会对细胞膜产生负面影响，并可能降低软骨细

胞的活性和破坏细胞的完整性［４］。Ｐａｌｌａｎｔｅ等［５］研究

发现，低温冷冻的同种异体软骨在软骨的承重功能、

软骨细胞的活性和基质含量等方面与新鲜软骨一致；

相比之下，超低温冷冻软骨的硬度较低温保存软骨降

低了８０％，基质含量降低了 ５５％，细胞活性降低了
９６％［３］。因此，有学者认为，超低温冷冻很难保存同

种异体软骨［３，６－７］。尽管超低温冷冻技术目前还不成

熟，但从长远来看，它在未来的组织保存领域仍具有

极大的潜力。本文从同种异体软骨的超低温冷冻法

和超低温冷冻同种异体软骨的临床应用２个方面对
超低温冷冻同种异体软骨的研究进展进行了综述。

１　同种异体软骨的超低温冷冻法
同种异体软骨的超低温冷冻法主要包括慢速冷

冻法和快速冷冻法。这２种方法的主要负面作用是
冷却过程中形成的结晶物质会伤害正常组织［８－９］。

如冷冻保存中所形成的冰晶，可能会损坏软骨的成

分、结构及其性能［１０］。Ｍｕｌｄｒｅｗ等［１１］总结了超低温

冷冻方法可能会破坏细胞和细胞外基质的机制：一是

异常冷却导致冰核产生，这会形成软骨中的冰层面，

阻止冷冻保护溶液从外向内扩散；二是冷冻过程中产

生的冰晶会破坏纤维连接蛋白片段和其他细胞外基

质成分，并触发基质降解蛋白酶的释放，诱导细胞凋

亡。快速冷冻过程中添加冷冻保护剂，有助于防止超

低温冷冻过程中组织结冰［１０］，这也是快速冷冻较慢

速冷冻同种异体软骨在维持软骨细胞活性方面效果

更佳的重要原因［１２］。

目前，快速冷冻法主要指玻璃化冷冻技术［１，３］。

玻璃化冷冻过程除了在冷冻速度上加快，还会添加一

定浓度的冷冻保护剂［１３－１４］。当温度快速降低时，组

织会迅速产生玻璃样变化，从而对组织起到保护作

用，其原因为冷冻保护剂可以避免组织内冰晶的形

成［１３，１５］。玻璃化冷冻技术可以在短时间内实现组织

保存，减少组织的热传递，节省组织降温时间，避免组

织受到损坏［９］。在组织的玻璃化保存过程中会添加

不同浓度的冷冻保护剂，以减少在超低温条件下冰晶

的形成，但冷冻保护剂会对细胞产生毒性，而选择何

种浓度的冷冻保护剂最佳至今尚无定论［９，１６－１７］。目

前，玻璃化冷冻过程中所采用的冷冻保护剂的总量通

常为总溶液的３０％ ～６０％［３，１４］。二甲亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）［１８］、甘油（ｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＧＣ）［７］、丙二醇
（ｐｒｏｐｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＧ）［１９］、乙二醇（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，
ＥＧ）［７］和甲酰胺（ｆｏｒｍａｍｉｄｅ，ＦＭ）［１６］这几种冷冻保护
剂已被证明可用于细胞、组织和器官的冷冻保存

中［２０］。ＤＭＳＯ可提高软骨细胞的存活率［１８］。在超低

温度条件下，ＤＭＳＯ对保存的软骨细胞没有毒性，甚
至可以维持细胞的完整结构［２１］。Ｊｏｍｈａ等［１６］分离出

猪关节软骨细胞，并将ＤＭＳＯ、ＥＧ、ＰＧ、ＧＣ和ＦＭ这５种
冷冻保护剂分别以１ｍｏｌ·Ｌ－１和３ｍｏｌ·Ｌ－１的浓度对
软骨细胞进行干预；结果发现，浓度为１ｍｏｌ·Ｌ－１时这
５种冷冻保护剂不会对细胞产生毒性作用，但浓度为
３ｍｏｌ·Ｌ－１时，可观察到这５种冷冻保护剂会对细胞
产生不同程度的毒性，且 ＥＧ和 ＧＣ对细胞产生的毒
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性低于 ＰＧ、ＤＭＳＯ和 ＦＭ。在另一项研究中，Ｆａｈｍｙ
等［１９］将从人体分离出来的软骨片暴露于上述５种冷
冻保护剂中，并设置不同的浓度梯度；结果显示，冷冻

保护剂的浓度与细胞损伤之间并不存在线性关系，但

是在逐步提高冷冻保护剂浓度的过程中，可以发现添

加ＧＣ时细胞活性最低，其次是 ＰＧ和 ＤＭＳＯ，而 ＥＧ
的毒性最小。

玻璃化冷冻的效果是否与冷冻保护剂的使用策

略有关，目前仍存在争议。Ｊｏｍｈａ等［１６］研究认为，使

用浓度为３ｍｏｌ·Ｌ－１的冷冻保护剂进行１２０ｍｉｎ的超
低温冷冻所造成的细胞毒性较高，而降低冷冻保护剂

的浓度或减少其扩散时间，都能减少细胞毒性。在

Ｆｏｒｒｉｏｌ等［２２］的研究中，同种异体软骨被分别保存在

不同的溶液（包含ＤＭＳＯ或不包含ＤＭＳＯ）、不同的冷
冻温度（－８０℃或 －１８６℃），结果发现在行软骨移
植的成年绵羊模型中，软骨细胞的存活率没有明显差

异。Ｊｏｍｈａ等［１６］建立了多种冷冻保护剂组合的不同

超低温冷冻策略，其中包括２０种双冷冻保护剂方案
和１５种三冷冻保护剂方案，结果显示在不同冷冻保
护剂组合下，各个方案在维持细胞膜的完整性及其代

谢活性方面存在差异，其中ＥＧ－Ｍｅ２ＳＯ－Ｇｌｙ组合方
案可有效提高软骨细胞的存活率。Ｂｒｏｃｋｂａｎｋ等［１４］

也认为，ＥＧ、ＦＭ和 ＰＧ的不同组合，可提高软骨细胞
的存活率，有助于全层厚度软骨的保存。

冷冻保护剂在组织内的扩散也是影响玻璃化冷

冻同种异体软骨效果的因素之一［２，２３］。由于冷冻保

护剂的扩散极大地受限于软骨组织的厚度，这可能导

致冷冻保护剂在软骨内的分布不均，进而导致同种异

体软骨深层区域的过度冰冻［１７］。冷冻保护剂扩散率

的计算一般采用物理学上的 Ｆｉｃｋ定律，该定律也是
首先用于计算 ＤＭＳＯ在组织中分布和扩散的应用型
定律［２３－２４］。Ｚｈａｎｇ等［１７］采用三相模型来计算冷冻保

护剂的扩散率，并将其计算结果与 Ｆｉｃｋ定律计算的
结果进行比较，结果显示在计算软骨中冷冻保护剂的

扩散率时，三相模型计算的结果与 Ｆｉｃｋ定律计算的
结果没有明显差异。但是，也有研究者指出，用 Ｆｉｃｋ
定律计算时低估了冷冻保护剂的分布，这就意味着用

Ｆｉｃｋ定律计算冷冻保护剂在组织中的扩散率可能会
导致误差［２３］。Ａｂａｚａｒｉ等［２５］通过 ＭＲＩ测量软骨中
ＤＭＳＯ的渗透量，结果显示基质胶原蛋白对冷冻保护
剂在组织内的扩散和分布阻碍较小。Ａｂａｚａｒｉ等［２６］将

非理想溶液的热力学参数和天然胶原蛋白的参数整

合到原始生物力学模型中，以更准确的方式模拟冷冻

保护剂的真实状态，结果显示当冷冻保护剂在组织扩

散时，软骨会承受动态收缩应力，并导致冷冻保护剂

的渗透失衡。

除此之外，还有其他因素也可以对玻璃化冷冻同

种异体软骨的效果产生影响。Ｗｕ等［２７］通过比较多

种冷冻保护剂的不同组合发现，玻璃化作用的效果不

仅与冷冻保护剂的扩散率相关，还与冷冻软骨时所用

容器的导热性相关。Ｗｕ等［２８］研究发现，硫酸软骨

素、氨基葡萄糖、２，３，５，６－四甲基吡嗪和抗坏血酸这
４种添加剂可改善暴露在高浓度冷冻保护剂中的软
骨细胞存活率，这为优化玻璃化冷冻同种异体软骨方

案又提供了新的认识。

２　超低温冷冻同种异体软骨的临床应用
目前，有关低温保存同种异体软骨的研究已取得

了较丰富的成果［２９－３１］；而有关超低温冷冻同种异体

软骨的研究还相对较少，将超低温冷冻方法用于临床

试验中并实现临床转化仍是一个巨大的挑战［１，３２］。

与骨骼组织不同，关节软骨内无神经、血管和淋

巴管，是软骨细胞附着于基质上的一种组织结构［３３］。

既往的研究已表明，按照超低温冷冻标准流程保存同

种异体软骨，可以较好地维持分离后的软骨细胞活

力［３４－３５］，而在维持整个软骨组织的活性方面效果较

差［１３］。因此，从简单细胞的超低温冷冻保存到完整

组织的超低温冷冻保存仍充满挑战。玻璃化冷冻是

在极快降温过程中，将冷冻保护液从液态转变为黏度

很高的类似玻璃状的固态，此过程可避免细胞内冰晶

的形成，减少组织破坏，因此它被认为是实现软骨超

低温冷冻的关键途径［３，９，３６］。目前，已经有研究者成

功地将关节软骨玻璃化，以长期有效地保存软骨细胞

和细胞外基质［２］。但无论如何，从简单的细胞到组织

再到器官的超低温冷冻保存，都需获得更多的研究数

据来支撑其进入临床应用的安全性和有效性。

目前，尽管玻璃化冷冻技术仍处于探索阶段，但

是超低温冷冻法已被运用于临床实践。这些超低温

冷冻方法一般不如玻璃化冷冻技术精细，也较少采用

复杂的冷冻保护剂组合。Ｐｅａｒｓａｌｌ等［３７］对采用超低温

冷冻的同种异体软骨移植与自体软骨移植进行了临

床疗效比较，结果显示两者在关节功能改善方面无明

显差异，而唯一对临床疗效产生影响的相关因素是患

者的年龄。Ａｂｒａｍｓ等［３８］采用超低温冷冻同种异体膝

关节软骨（连同半月板组织），以用于膝关节移植手

·０５·　　　（总２１０）　　　中医正骨２０２１年３月第３３卷第３期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２１，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．３　




术；结果显示，在３２例受体患者中有２３例患者行移
植术后膝关节功能得到改善，但随访结束后这２３例
患者的二次手术率高达２５％。

近年来，超低温冷冻同种异体软骨移植取得了实

质性进展。超低温冷冻同种异体软骨移植可以为治

疗关节软骨病变提供可能性。Ｇｅｒａｇｈｔｙ等［３９］将一种

超低温冷冻条件下的网状有孔同种异体软骨片运用

于临床移植术中，结果显示该种同种异体软骨可促进

软骨受损区域中间充质干细胞的修复，且同种异体软

骨中的生长因子和细胞外基质蛋白均获得了较好的

保护。Ｖａｎｇｓｎｅｓｓ等［４０］将网状有孔的超低温冷冻同种

异体软骨移植于膝关节软骨缺损患者中，随访２年后
发现，受体患者膝关节功能恢复良好；认为在超低温

冷冻过程中，软骨细胞、细胞外基质的超微结构和软

骨生长因子都得到了较好的维持；并提出同种异体软

骨在较厚的部位可以采用有孔设计，不仅有利于冷冻

保护剂向移植物的扩散，还可以提高其柔韧性，从而

在匹配软骨缺损时可以获得更多的表面接触。上述

研究也得到了Ｗｏｏｄｍａｓｓ等［４１］的论证与支持，他们认

为这种超低温冷冻网状软骨适用于２ｃｍ２以内的软
骨缺损，而韧带或半月板损伤严重的患者应排除在

外；并强调术后６周内需部分负重行走和适度的关节
运动，术后６周至４个月应在膝关节支架的支撑下逐
渐负重，术后４个月膝关节可正常运动。这种网状有
孔结构的超低温冷冻同种异体软骨具有突破性的实

践价值，它使超低温冷冻从基础研究正式迈向临床实

践。然而，这种网状有孔软骨并非最终选择，骨外科

医生仍期望可以有如在低温保存领域当中的那种较

为完整的软骨。

３　小　结
同种异体软骨使用量的增长与其保存技术的进

步密切相关。超低温冷冻技术，特别是添加冷冻保护

剂的玻璃化冷冻技术，将完全改变同种异体软骨移植

的现状。但是，目前超低温冷冻技术仍处于探索阶

段，缺乏成熟的临床转化条件。随着超低温冷冻体系

和方法的逐步建立，以及超低温冷冻概念和理念的逐

步革新，超低温冷冻技术在未来将作为保存同种异体

软骨的一种主流选择而普遍适用于临床。
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