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Abstract 

BACKGROUND: At present, cryopreserved method is used to reduce immunological rejection after cartilage allograft 

transplantation, but allograft source, cryopreservation method, and frozen storage conditions still need in-depth studies. 

OBJECTIVE: To retrospectively analyze the action mechanism related to immunological rejection reaction following 

transplantation of cryopreserved cartilage allograft, and to compare the characteristics of different preservation methods. 

METHODS: The search by the first author was performed to retrieve PubMed and Wanfang databases for articles about 

immunological rejection following transplantation of cryopreserved cartilage allograft and cryopreservation effects on cartilage 

transplantation published 1990 to 2008. 

RESULTS AND CONCLUSION: Cartilage allograft transplantation is better than other treatments for patients with articular 

cartilage defects. The cryopreservation method maintains the properties and biological activity of cartilage tissues, and based on 

this method, we can choose date for joint reconstruction and have plenty of time to complete the detection of a number of 

indicators so as to prevent the spread of bacteria, viruses and infectious diseases carried by the donor, and to reduce the 

antigenicity of cartilage tissue, with great clinical value. However, in all aspects of cryopreservation, such as, the application of 

cryoprotectant, cooling and rewarming speed, there are still many problems. And after cartilage transplantation, there is 

occurrence of cartilage resorption, degeneration and so on. With the development of frozen biology and revealing of frozen injury 

mechanism, these problems will be met, cartilage cryopreservation technology will be further improved. 
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摘要 

背景：目前多采用冷冻保存方法来降低异体软骨移植免疫排斥反应，但有关异体软骨的取材、冷冻保存方法、冷冻保存条件

仍然需要深入的研究探讨。 

目的：对于冷冻保存异体软骨移植后免疫排斥反应机制的研究进行回顾分析，并对不同保存方法的特点进行比较分析。 

方法：由第一作者检索 1990/2008 PubMed数据及万方数据库有关异体软骨移植后免疫排斥反应及冷冻保存方法对软骨移植

影响等方面的相关文献。 

结果与结论：异体软骨组织移植治疗关节软骨缺损治疗效果明显优于其他治疗方法。冷冻保存异体关节软骨保持了软骨组织

的性状和生物学活性，而且可择期完成关节重建，并且有充裕的时间完成多项指标检测，防止供体携带细菌病毒和传染性疾

病的传播，并且降低了软骨组织的抗原性，具有较大的临床应用价值。但冷冻保存的各个环节，如:低温保护剂的应用、降

温和复温速度等方面还存在诸多问题，软骨移植后仍然会出现软骨吸收、退变等现象。随着冷冻生物学的不断进步，冷冻损

伤机制的不断揭示，这些问题终将会解决，软骨组织冷冻保存技术会得到进一步的完善。 

关键词：软骨移植；冷冻保存；免疫原性；免疫排斥；异体软骨 
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0  引言 

 

目前软骨组织移植已经广泛运用于临床外

科之中，尤其是运动医学，骨科，整形外科等

专业在修复重建方面常用的治疗手段，而异体

软骨具有来源广泛、贮存方便、治疗费用低、

功能恢复较满意等优点，越来越多地被应用于

临床。但实施移植手术后同种异体软骨的免疫

排斥反应和退行性变仍是一个十分复杂、非常

棘手而又不可避免的问题，也是同种异体软骨 

移植在临床应用中尚未完全解决的关键技术问

题。 

如何保持关节软骨细胞的生物学活性和降

低其存在的免疫排斥反应影响是目前研究不容

忽视的问题。而目前多采用冷冻保存方法来降低

异体软骨移植免疫排斥反应，但有关异体软骨的

取材、冷冻保存的方法、冷冻保存的条件需要进

行研究探讨，保证异体软骨的保存质量，确保临

床异体软骨移植成功。本文对冷冻保存异体软骨

移植后免疫排斥反应机制的研究进行回顾分析，

并对不同保存方法的特点进行比较分析。 
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1  资料和方法 

 

1.1  资料来源  由第一作者检索 1990/2008 PubMed

数据库及万方数据库。英文检索词“ Cartilage 

transplantation;cryopreservation;immunogenicity;imm

une rejection”，中文检索词为“软骨移植，冷冻保存，

免疫原性，免疫排斥”。检索文献量总计 55篇。 

1.2  纳入与排除标准 

纳入标准：①文章所述内容需与异体软骨移植后免疫

排斥反应及冷冻保存方法对软骨移植的影响等方面相

关的文献。②同一领域选择近期发表或在权威杂志上发

表的文章。 

排除标准：重复性研究。 

1.3  数据提取   共检索到文献 55篇，其中中文文献 36

篇，英文文献 19 篇，排除与研究目的相关性差及内容

陈旧、重复的文献 23篇，纳入 32篇符合标准的文献进

行综述。 

1.4  质量评价   符合纳入标准的 32 篇文献中，       

文献[1-13]探讨了异体软骨移植后免疫排斥反应机制，

文献[14-32]探讨了各种冷冻方法对异体软骨移植后免

疫排斥反应的影响。 

 

2 结果 

 

2.1  软骨免疫原性的来源  关节软骨为透明软骨，本身

无血供、神经和淋巴分布，由关节液完成物质能量的交

换。关节软骨的主要功能是：在承载机体负荷时通过自

身变形吸收能量，缓解对软骨所对应上下骨的冲击，提

供一个低摩擦系数的接触表面，保证将关节运动时的摩

擦少到最小
[1-2]
。有许多实验研究和临床观察证实异体软

骨移植通常不引起较为剧烈的免疫反应。然而分离出的

异体软骨细胞移植可引起强烈的免疫反应。 

软骨细胞表面的主要组织相容性抗原：软骨细胞同

其他有核细胞一样表面也表达主要组织相容性抗原Ⅰ

类分子
[3]
，供者和受者细胞间主要组织相容性抗原分子

不匹配所诱发的细胞和抗体介导的细胞毒免疫反应是

引起同种异体软骨移植免疫反应的关键
[4]
。 

软骨细胞特异性分化抗原：Langer 等
[5]
通过分析白细

胞游走试验发现，大鼠经同种基因软骨细胞注射或软骨

刨削后可发生自身反应，首次证实了软骨细胞特异分化

抗原的存在。Moskalewski 等
[6]
在同种异体软骨移植的

大鼠模型研究中发现，间隔接受二三次大鼠软骨细胞移

植的兔血清中含有高滴度抗软骨细胞的细胞毒抗体，同

时对新鲜或培养24 h软骨细胞溶胞产物的Western blot 

蛋白分析中检测到了一种抗原，而在成纤维细胞及内皮

细胞中未检测到同种抗原，表明软骨细胞特异性抗原在

移植免疫中发挥了重要作用。 

软骨细胞外基质：软骨组织由丰富的细胞外基质和少

量软骨细胞组成，细胞外基质将软骨细胞包裹在软骨陷

窝内，隔绝了软骨细胞与宿主免疫原性分子的相互接

触，形成免疫屏障，预防或延缓了同种异体软骨移植的

免疫排斥反应
[7-8]
。软骨基质主要由Ⅱ型胶原和多聚蛋白

聚糖组成，蛋白多糖中的核心蛋白具有抗原性，但被其

周围无抗原性的酸性糖胺多糖所遮盖，致使其不具有抗

原性
[9]
。 

免疫细胞及相关组分：自然杀伤细胞对正常软骨细胞

具有自发的细胞毒效应，Romaniuk等
[10]
在大鼠同种异

体软骨移植研究中指出，CD8
+
是参与移植软骨直接破

坏的重要细胞，而 CD8 标记物在自然杀伤细胞上也有

分布，表明自然杀伤细胞对移植的软骨细胞也有杀伤作

用。而树突状细胞的抗原提升作用，单核细胞、巨噬细

胞以及少许非主要组织相容性抗原等在软骨移植中均

发挥了重要作用。 

其他：Osiecka-Iwan等
[11]
研究使用顶体酶抑制剂和

胶原酶处理的软骨细胞与脾细胞混合培养，结果显示加

TLCK 处理组并未引起脾细胞的刺激作用，而未加 

TLCK 组却相反，说明在软骨分离时所用的Ⅱ型胶原酶

是致免疫源，而该酶在软骨细胞中的残留也是软骨移植

免疫反应的一个来源。另外，基础实验研究中缺损模型

的制备方法以及所选动物的近交程度均对软骨移植的

免疫排斥有影响。 

2.2  软骨免疫反应机制  同种异体软骨移植与其他实质

脏器移植不同，按照严格的定义，同种异体软骨是植入

物，而不是移植物。免疫排异结果不仅是移植骨存活细

胞的被杀灭，而主要表现为移植骨被吸收，没有爬行替

代修复和血液循环重建的征象。 

软骨细胞表达主要组织相容性抗原Ⅰ类分子，有

些动物还表达主要组织相容性抗原Ⅱ类分子，如兔和

小鼠
[12-14]

。而人和猪只表达主要组织相容性抗原Ⅰ类，

受体和供体的主要组织相容性抗原分子不匹配所诱导

的T细胞介导的细胞毒反应是同种异体软骨移植发生免

疫排斥反应的关键。骨移植免疫反应发生的途径包括：

①CD8
+
T细胞，即杀伤 T细胞识别主要组织相容性抗原 

Ⅰ类分子而引起的对靶细胞的直接杀伤作用。②NK 细

胞对异体细胞的杀伤作用。③诱导性的主要组织相容性

抗原Ⅱ分子-CD4
+
T 细胞间接识别免疫途径。④树突状

细胞对靶细胞的作用，即抗原提呈作用。而在整个免疫

排斥反应中淋巴细胞因子如白细胞介素 1、白细胞介素

2、白细胞介素 4、白细胞介素 6、干扰素 γ等发挥了重

要作用。 

同种异体软骨移植后，移植物外周暴露的软骨细胞

上的主要组织相容性抗原Ⅰ分子被受体 CD8
+
T 细胞

识别，并与其表面受体结合，进而激活 Tc细胞，活化
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的 Tc 细胞会释放胞浆内颗粒：穿孔素和颗粒酶，前者

在靶细胞膜上穿孔，后者是胰蛋白酶或糜蛋白酶类物

质，它们对靶细胞的杀伤作用很快，使软骨细胞在数分

钟内迅速被溶解，同时它释放的效应分子可活化靶细胞

内核酸酶，破坏靶细胞的 DNA，从而诱导软骨细胞凋

亡，另外，活化的 Tc 细胞还表达配体 Fasl，它可与靶

细胞上的受体 Fas 分子(又称 CD95)结合，促使靶细胞

凋亡，而 T 细胞表面也表达有 Fas，故 Tc 活化后也可

杀死自身或相邻表达 Fas 的 T 细胞，即为活化诱导的

细胞死亡，此过程对免疫应答的负调节或维持自身耐受

很重要
[15-18]
。Tc 细胞活化后还会释放细胞因子如干扰素

γ、肿瘤坏死因子 β等。干扰素 γ可刺激抗原提呈细胞表

达主要组织相容性抗原Ⅱ类分子，进而被宿主的 CD4
+
T 

细胞所识别促进 Th1/Th2活化，释放白细胞介素 2等因

子，引起更强烈的免疫排斥反应。柳子星等
[19]
将干扰素

γ 与软骨细胞共培养后发现软骨细胞可表达主要组织相

容性抗原Ⅱ类分子，使其发挥类似抗原提呈细胞功能，

这进一步证实了干扰素 γ的刺激作用，并说明软骨细胞

移植后还诱导了主要组织相容性抗原Ⅱ类分子表达，从

而激活了主要组织相容性抗原Ⅱ分子-CD4
+
T 细胞免疫

反应途径。同时干扰素 γ还具有增强自然杀伤细胞的细

胞毒活性，促进细胞毒性 T淋巴细胞成熟等特点。正常

情况下，主要组织相容性抗原Ⅰ类分子和自然杀伤细胞

的抑制性受体相结合，有效阻止了自然杀伤细胞对自身

正常组织的攻击，但杀伤细胞免疫球蛋白样受体不能识

别同种异基因或异种细胞的主要组织相容性抗原Ⅰ类

分子，故在同种异体软骨移植中无法转导负向调节信

号，致使自然杀伤细胞处于激活状态，从而杀伤异体软

骨细胞
[20]
。另外由 T 细胞介导的免疫反应中所释放的

细胞因子如干扰素 γ和白细胞介素 2均可进一步增强自

然杀伤细胞的细胞毒活性。 

2.3  冷冻保存对软骨组织免疫排斥反应的影响   同种异

体软骨移植后有较强的免疫排斥反应，为了维持软骨移

植后的存活率和稳定性，目前多采用冷冻保存降低异体

软骨移植免疫排斥反应的方法。 

深低温冻存尤其是梯度降温可明显减轻软骨细胞

抗原性，从而预防性地降低移植后的免疫排斥反应
[21]
，

该现象可能的解释有：①低温冷冻选择性去除或减少

了过路淋巴细胞，或丧失了对过路淋巴细胞的免疫刺

激能力，从而导致了抗原性降低。②深低温冻保存降

低了移植软骨树突状细胞的数量和功能，减少了抗原提

呈作用
[22]
。但该方法会影响细胞的活力，董维平等

[23]

研究表明，冰冻较 4 ℃保存相比，尽管可以提供更多数

量的存活细胞，但由于冰冻作用的坏死、渗透性的改变

以及凋亡过程等都直接降低了细胞活力，并且导致炎性

物质的释放和基质金属蛋白酶的表达。有学者报道术前

应用
60

Co照射肋软骨可降低同种异体肋软骨的抗原性，

减轻炎症反应，减少软骨吸收
[24]
。 

在冷冻过程中保证软骨细胞有效的存活率和基质

的完整性是关节软骨移植保持长期功能的关键。

Muldrew 等
[25]
对经过冷冻保存后的兔关节软骨自体移

植后 3 个月~1 年检测结果表明许多软骨在复温后冷冻

损伤虽不明显，仍对长期移植效果有潜在性损伤作用。

同时，他把 20只绵羊骨软骨冷冻保存后进行自体软骨

移植并在 3，12个月观察，实验表明移植后 1年经过冷

冻的移植体都有球形软骨细胞簇出现，其平均大小从 3

个月的 4个细胞到 1年的 12个细胞组成，簇中的软骨

细胞可产生新的Ⅱ型胶原和 mRNA 合成，有些软骨细

胞有两个中心体，说明成年软骨细胞保持着产生软骨基

质的能力，软骨移植治疗关节软骨缺损是可行的
[26]
。也

有实验研究表明，冷冻后的关节软骨移植后软骨基质随

时间延长呈进行性退化改变，显微镜下可见软骨表面有

裂口形成，可能由于冷冻造成的生物力学特性改变不可

避免的造成冷冻关节软骨移植后软骨的改变
[27]
。软骨移

植后远期效果不理想，可能存在原因有:①软骨细胞存活

率多大才足以维持软骨基质的完整性目前尚无定论,但

传统冷冻保存的软骨细胞 50%存活率太低。②存活软

骨细胞的代谢活性下降，不能合成足够的基质。③冷冻

保存损伤了软骨基质的完整性，而存活的软骨不能进行

修复
[28]
。 

2.4  冷冻方法的比较性研究  同种异体关节软骨(细胞)

移植的成功不仅要求软骨细胞能够耐受深低温的冷冻

保存，更主要的是要求存活的细胞必须保持关节软骨细

胞的生物学特性，即保持正常的细胞形态以及合成基质

糖胺多糖和Ⅱ型胶原的能力
[29]
。目前软骨组织的保存还

处于研究阶段。多数骨库都采用深低温冷冻或冷冻干燥

的方法对大块关节移植物进行保存，这些移植物复温后

成活的软骨细胞量极少，远远达不到维持正常关节功能

的要求。研究表明，软骨组织的冷冻保存并非只是一个

低温存放的简单过程，更重要的是在软骨组织冷冻前给

予有效的冷冻保护措施，尽量减轻冷冻对软骨细胞所造

成的损害
[30]
。一般认为单纯冷冻保存对软骨细胞的存活

是不利的。冷冻过程中的各个环节:降温速度、停留温度

和时间长短、冷冻保护剂的种类和浓度以及复温过程的

复温速度都对软骨组织有不同程度的影响。到目前为

止，经梯度降温的两步冷冻法被认为是保存软组织效果

最好的冷冻保存方法。 

依据冷冻损伤理论，采用梯度降温冷冻法，缓慢降

温达预定温度，使冰晶缓慢生长，可避免冰晶的大量的

形成，同时以便有更多的时间使溶质弥散，使细胞内外

渗透压达到动态平衡。对于软骨组织冷冻保存过程中的

冷冻损伤机制的深入认识，能更好认识到冷冻过程各环

节存在的问题。通过低温保护剂、降温速度与复温速度

等各方面的改进，可提高异体骨软骨移植物的存活
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率。Jomha等
[15]
研究发现，低浓度二甲基亚砜中软骨基

质有大量的冰晶形成，而在高浓度的二甲基亚砜中会出

现周围溶液的玻璃化，并且基质中也有冰晶的存在。扫

描电镜结果显示，在低浓度二甲基亚砜中可见大量的基

质断裂征象，很可能是由于结冰造成的，而在高浓度的

二甲基亚砜中基质断裂现象少见。在快速降温和高浓度

二甲基亚砜条件下进行的关节软骨冷冻保存可能会导

致部分软骨基质的玻璃化，基质断裂现象减少。

Wingenfeld 等
[31]
实验证明，将软骨组织浸泡于含 10%

二甲基亚砜的林格氏液中，在 4 ℃环境下保存 30 min，

以提高软骨细胞的生存率，然后施行两阶段冷冻，先以

缓慢速度(-15 ℃/min)降温至-40 ℃，再快速降温至

-70 ℃环境下保存，可保存约时间，移植后效果良好
[32]
。

有人曾研究了快速复温对冷冻保存后关节软骨的影响，

实验结果表明各组软骨组织均保持典型的软骨样特征，

这表明快速复温后的关节软骨能够存活，并保持原有的

生物学活性。 

 

3  讨论 

 

异体软骨组织移植是治疗关节软骨缺损的主要方

法之一，其治疗效果明显优于其他治疗方法
[15]
。冷冻保

存关节软骨保持了软骨组织的性状和生物学活性，而且

可择期完成关节重建，并且有充裕的时间完成多项指标

的检测，防止供体携带的细菌病毒和传染性疾病的传

播，并且降低了软骨组织的抗原性，具有较大的临床应用

价值。但是在冷冻保存的各个环节，如:低温保护剂的应

用、降温和复温的速度等方面还存在诸多问题，软骨移植

后仍然会出现软骨吸收、退变等现象。随着冷冻生物学的

不断进步，冷冻损伤机制的不断揭示，这些问题终将会解

决，软骨组织的冷冻保存技术会得到进一步的完善。 
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此问题的已知信息：深低温冻存尤其是梯度降温可明

显减轻软骨细胞抗原性，从而预防性地降低移植后的免疫

排斥反应。经梯度降温的两步冷冻法被认为是保存软组织

效果最好的冷冻保存方法。 


