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常温下无水甘油保存的同种异体肌腱* 

宋一平，韩  冰，王和洪，童  讯，赵日光，孙燚炎，冯  晖，陈  烁 

Allograft tendon preserved in pure glycerine under normal temperature 
 
Song Yi-ping, Han Bing, Wang He-hong, Tong Xun, Zhao Ri-guang, Sun Yi-yan, Feng Hui, Chen Shuo 

 
Abstract 
BACKGROUND: In order to preserve the greatest bioactivity of the tendon, a kind of allograft preserving liquid is needed. 
OBJECTIVE: To observe the cell morphology and tendon bioactivity at different time points, followed by protection of the rabbit 
tendon in pure glycerine under normal temperature. 
METHODS: After special procession, the rabbit tendons were tightly sealed in pure glycerine away from light under normal 
temperature. The organizational structure and cell morphology of tendon were observed under electron microscope with 
hemotoxylin and eosin (HE) staining for paraffin section, and the bioactivity was observed by superoxide dismutase zymetology 
experiment for 2, 4, 7 and 12 months, respectively.  
RESULTS AND CONCLUSION: HE stained paraffin section showed that in 2, 4, 7 and 12-month glycerine group, most cell 
membranes were intact, nucleuses inerratic, and tendon organizational structures existed. The electron microscope showed the 
cells were in static, and the nucleus patterns were normal. The superoxide dismutase zymetology experiment showed that the 
tendon owned the superoxide dismutase enzymatic activity. The results indicated that the organizational structure, most of cell 
morphology and bioactivity of the tendon were remained, following the tendon was specially processed and tightly sealed in pure 
glycerine away from light under normal temperature for 12 months.. 
 
Song YP, Han B, Wang HH, Tong X, Zhao RG, Sun YY, Feng H, Chen S. Allograft tendon preserved in pure glycerine under 
normal temperature. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(53): 9973-9976.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：寻找一种同种异体组织保存液，使保存的肌腱具有最大程度的生物活性。 

目的：使用无水甘油在常温下对兔子肌腱进行保存，观察不同时间点的细胞形态和肌腱活性。 
方法：使用特殊的方法处理兔肌腱，并常温避光密封保存在无水甘油中，在保存 2，4，7，12 个月使用苏木精-伊红染色

石蜡切片、透射电镜观察肌腱组织结构及细胞形态，使用超氧化物歧化酶酶学实验观察肌腱的生物学活性。 
结果与结论：2，4，7，12个月苏木精-伊红染色石蜡切片示大部分细胞细胞膜完整，细胞核规则，肌腱组织结构存在。透

射电镜结果示细胞呈静止状态，核形态正常。超氧化物歧化酶酶学实验示肌腱具有超氧化物歧化酶酶活性。结果说明使用

特殊的方法处理兔肌腱并在无水甘油中常温避光保存 12个月，肌腱的组织结构、大部分细胞的细胞形态和肌腱生物活性得

以保存。 
关键词：甘油；肌腱；形态学；超氧化物歧化酶活性；常温保存 
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0  引言 

 

手部肌腱缺损后采用自体肌腱移植效果

好，但自体肌腱的来源有限，并会对供体带来

不同程度的损伤和功能障碍，从而使其在临床

上的应用受到了很大程度的限制。因此，同种

异体肌腱的移植逐渐成为人们关注的焦点并应

用到临床上。 

如何储存异体肌腱是目前研究的热点。有

生物活性的异体肌腱移植到受体后，肌腱愈合

后抗张强度高且不容易发生粘连，为比较理想

的愈合方式；无生物活性的肌腱移植到受体

后，其为无张力的纤维条索，肌腱断端愈合为

瘢痕形成进程，抗张强度低且容易产生严重的

粘连
[1-2]
。本实验使用无水甘油在常温下对兔子

肌腱进行保存，观察不同时间点的细胞形态和

肌腱活性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于 2008-01/2010-02在

解放军第 97医院中心实验室完成。 

材料： 

实验动物：日本大耳白兔 18 只，体质量

(2.0±0.5) kg，雌雄不拘，由徐州医学院实验动

物中心提供。实验过程中对动物的处置参照国

家科学技术部 2006年发布的《关于善待实验动

物的指导性意见》
[3]
。 
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主要试剂和仪器： 

 

主要试剂和仪器 来源 

无水甘油 湖南尔康制药有限公司 

超氧化物歧化酶测试盒 南京建成生物工程研究所 

光学显微镜 Olympus公司 

可调式移液器 Finnpipette公司 

LXJ-II离心机 上海第三分析仪器厂 

WSZ-261-79恒温水浴箱 北京医疗设备厂 

722 型分光光度计 上海第二分析仪器厂 

石蜡切片机 LEICA公司 

H-600透射式电子显微镜 日立公司 

 

实验方法： 

肌腱的取材和保存：空气栓塞方法处死实验动物，无

菌方法取出四肢屈肌腱，肌腱随机分为 3大组，即新鲜

肌腱组、生理盐水组、无水甘油组，每组 18 条。无水

甘油组的保存方法：将肌腱进行特殊处理，常温密封避

光保存在无水甘油中。生理盐水组：将肌腱放入生理盐

水中，常温避光密封保存。新鲜肌腱取出后进行苏木精

-伊红染色、电镜检查和酶学实验。 

石蜡切片及苏木精-伊红染色：取新鲜肌腱、保存 2个

月的生理盐水组肌腱，保存 2，4，7，12个月的无水甘

油组肌腱，每组每个时间点 1条。将无水甘油保存的肌

腱去甘油化。肌腱浸入体积分数为 4%的甲醛溶液中固

定 24 h，石蜡包埋后切片，片厚 4 μm，给予苏木精-

伊红染色，在光镜下观察肌腱结构和细胞形态，通过观

察细胞核的形态和细胞膜完整情况判断细胞形态的完

整性。完整率=细胞形态完整数/细胞总数×100%。重复

实验 6次。 

透射电镜观察：取新鲜肌腱、保存 2个月的生理盐水

组肌腱，保存 2，4，7，12个月的无水甘油组肌腱，每

组每个时间点 1 条。将肌腱组织切成 1 mm×1 mm×    

1 mm大小的组织块，4%戊二醛固定 4 h，1%四氧化

饿固定 24 h，不同体积分数的乙醇脱水，环氧树脂包埋，

半薄切片定位，制作超微切片，用透射电镜观察并摄片。

重复实验 6次。 

超氧化物歧化酶活性测定：取 2，4，7，12个月的无

水甘油组肌腱、保存 2 个月的生理盐水组肌腱各    

300 mg，使用碾磨玻璃器在碎冰上手工碾碎，800 r/min

离心 10 min，取上清液，按说明书依次加入试剂盒中各

种试剂，用旋涡混匀器充分混匀，置 37 ℃恒温水浴   

40 min，加入显色剂，混匀，室温放置 10 min，于波长

550 nm 处，1 cm 光径比色杯，蒸馏水调零，比色。

读取各组的吸光度值。重复实验 6次。 

主要观察指标：①苏木精-伊红染色中各组肌腱细胞

结构的完整率以及纤维形态。②透射电镜观察细胞形态

及纤维形态。③各组超氧化物歧化酶活性的吸光度值。 

设计、实施、评估者：设计及实施为第一、二作者，

评估为第三~八作者，评估采用盲法。 

 

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  18 只日本大耳白兔均进入结

果分析。 

2.2  各时间点苏木精-伊红染色石蜡切片结果   

新鲜肌腱组：细胞呈梭状，大部分细胞细胞膜完整，

细胞核规则，完整率(94.0±2.6)%。见图 1a。 

生理盐水组：在 2个月行苏木精-伊红染色石蜡切片，

结果示：肌腱组织结构紊乱，无细胞结构存在。见图 1b。 

无水甘油组：在 2，4，7，12个月行苏木精-伊红染

色石蜡切片，结果显示：肌腱组织结构存在，肌腱细胞

呈梭状，大部分细胞的细胞膜完整，细胞核规则，细胞

完整率分别为： (77.14±4.2)%、 (74.36±3.24)%、

(73.53±4.89)%、(70.87±3.72)%。见图 1c~f。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  各时间点透射电镜观察结果 

新鲜肌腱组：见细胞呈 2种状态，即静止态和活跃态，

胞膜完整，核形态正常。见图 2a。 

生理盐水组：在 2个月行电镜检查，结果示无细胞成

分，纤维混乱。见图 2b。 

Figure 1  Each group of tendon structure and cell morphology 
observed by light microscopy 

    图 1  各组光镜下观察肌腱结构和细胞形态(苏木精-伊红染
色，×40) 

a: Fresh tendon group               b: 2 mon Saline group 

e: 7 mon Glycerine group           f: 12 mon Glycerine group 

c: 2 mon Glycerine group         d: 4 mon Glycerine group 
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无水甘油组：电镜视野内甘油组细胞呈静止状态，胞

膜完整，核形态正常。见图 2c~f。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  超氧化物歧化酶活性  新鲜肌腱组吸光度值为

33.55±0.58，生理盐水组为 41.73±0.55，空白对照组为

42.04±0.64，无水甘油 2个月组 36.50±0.66，无水甘油

4个月组 36.94±0.58，无水甘油 7个月组 38.39±0.60，

无水甘油 12个月组 38.79±0.46。见图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

较长时间储藏并保持细胞的活性，目前较为常用的

是深低温保存和冻干技术，深低温保存法即在低温保护

剂的保护下，按照一定的程序将样品放入-196 ℃液氮

中或超低温冰箱中保存，通过深低温抑制细胞的能量代

谢，使之处于休眠状态，从而达到保存细胞活性的目的，

使用时再进行复苏
[4-6]
。这种方法能较长时间保存细胞活

性，但所需设备昂贵且笨重，细胞复苏过程存在风险，

不便于战时急救。冻干技术是指将组织或细胞冷冻后放

入真空条件下通过升华和解吸，使组织或细胞干燥，这

种方法处理后的组织或细胞体积几乎不变，可以在常温

下长时间的保存，使用时进行复水，大部分的组织或细

胞仍具有活性
[7-8]
，比较适合战时及平时急救使用，但这

种方法程序复杂，仪器昂贵，限制了该技术在储藏肌腱

上的使用。 

作者仔细研究了冻干技术，其本质是干燥，干燥后

使细胞含水量控制在 5%以下，从而能长期保存细胞。

可不可以使用其他的方法进行干燥呢？能用液体的方

法排除水分进行干燥吗？这种液体必需要满足以下条

件：①对细胞无毒性作用。②不能被细胞利用来供能。

③能与水任意比例的互溶。④能过细胞膜。甘油收载于

2005 版药典，为无色、澄清的黏稠液体，味甜，能与

水或乙醇任意混溶，在丙酮中微溶，在三氯甲烷或乙醚

中均不溶。甘油与水、乙醇、丙二醇的混合物化学稳定。

甘油对细胞无毒害作用，可以和水任意比例互溶，可以

通过细胞膜，不能作为细胞的能量来源，使甘油作为液

体干燥剂成为可能。 

张军等
[9]
报道将羊膜组织直接浸入无水甘油中，并

置于-4 ℃保存，结果认为：羊膜在-4 ℃纯甘油保存 60 d

内，组织结构、上皮细胞活性稳定。鲁静等
[10]
将羊膜放

入无水甘油中过夜后更换新的无水甘油在 4 ℃保存，保

存 1个月时，上皮微绒毛存在，胞膜完整，核异染色质

增多，边集，胞质内有较大空泡，线粒体肿胀，上皮细

胞间隙扩大，细胞间连接减少，基底膜疏松；保存 3个

月时，上皮细胞胞核、胞质溶解。范军华等
[11]
将角膜直

接置于 4 ℃无水甘油中，然后在-25 ℃保存 2个月，行

同种异体 PKP 术，术后以裂隙灯显微镜、A 超以及锥

蓝-茜素红活性染色等测植片透明率、厚度及角膜内皮

细胞存活率等指标，认为甘油冷冻保存法可以长期保存

角膜内皮细胞活性。邱孝芝等
[12]
将眼球保存于纯甘油

中，然后在-20 ℃或-30 ℃保存，经统计，内皮存活率

在 90%，细胞呈镶嵌六角形, 细胞器较完整。 

综上所述，作者发现存在 2个问题：①研究者多将

样品置于低温或超低温保存，能否将样品放在保存液中

进行常温保存，使大部分细胞形态完好且具有生物活

Figure 2  Each group of tendon structure and cell morphology 
observed by electron microscopic 

    图 2  各组透射电镜下观察肌腱结构和细胞形态 

a: Fresh tendon group (× 6 000)      b: 2 mon Saline group (× 6 000) 

e: 7 mon Glycerine group (× 6 000)  f: 12 mon Glycerine group (× 6 000) 

c: 2 mon Glycerine group (× 3 000)  d: 4 mon Glycerine group (× 3 000) 

Figure 3  Determination of superoxide dismutase activity in 
each group 

    图 3  各组超氧化物岐化酶活性测定 
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性，尚未见有报道。②研究者将样品直接甘油化，导致

样品在 4 ℃以上的温度下难以长期保存，这可能于细胞

快速经历膜内外渗透压变化是有关系的，能否使用特殊

的方法处理肌腱，并在无水甘油中常温避光长期保存，

尚未见有报道。本实验对新鲜肌腱进行特殊处理，常温

避光保存在无水甘油中，从形态学和酶学实验来评估肌

腱的生物活性。超氧化物歧化酶广泛的存在于生物体

内，起到平衡氧自由基的作用，是细胞中最主要的抗氧

化物酶。1938年，Mann和 Keilin首次从牛红细胞中分

离出一种蓝色的含 Cu 蛋白质，1969 年，Mccord 及

Fridovich陆续发现血铜蛋白、肝铜蛋白、脑铜蛋白均有

氧自由基歧化活性，故将该酶命名为超氧化物歧化酶。

自然的未加以修饰的超氧化物酶半衰期短，在常温下不

稳定，故选用此酶作为酶学检测指标
[13-18]

。本实验结果

表明，至少在 12 个月内肌腱细胞形态、酶活性大部分

得以保存，即保存的肌腱具有生物活性。为同种异体肌

腱的保存、携带及移植提供了一种新的方法和思路。 

结论：使用特殊的方法处理兔肌腱并在无水甘油中

常温避光保存，12个月内肌腱的组织结构、大部分细胞

形态和肌腱生物活性得以保存。 
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来自本文课题的更多信息-- 

基金资助：南京军区医药卫生科研资助项目(06z17)。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经

济组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的创新点：①选择无水甘油作为保存液，将肌腱

在无水甘油中长期常温保存，使之具有一定的生物活性。

②液体干燥理论。 

课题评估的“金标准”：评估肌腱是否有生物活性可以

从形态学和酶学两个方面进行评估，形态学正常并具有一

定的酶活性，表明肌腱具有一定的生物活性。 

设计或课题的偏倚与不足：实验未进行肌腱力学测试

是不足之处。 

提供临床借鉴的价值：选择合适的保存液，使其能最

大程度的保留肌腱生物活性，为同种异体肌腱的携带及移

植提供了一种新的方法和思路。 


