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1 在当前各种治疗关节软骨损伤的措施中，人工关节置换疗效较为可靠，但不适合年轻患者，自体骨软

骨移植因来源受限且进行二次手术限制了此方法的临床应用。自体软骨细胞移植技术因其软骨细胞培养费用

高，难以在临床推广使用。而异体软骨移植因取材相对容易且不用二次手术，为关节重建和肢体功能恢复提

供有力条件，因此值得深入探究。 
2 异体骨软骨移植仍存在诸多问题，其中最重要的核心问题便是异体骨软骨如何在体外进行更长时间的

保存，并且仍具有良好的移植效果，众学者提出了多种不同的保存方法，通过对各种保存方法的对比发现液

体保存法在保持软骨组织活性、提高细胞成活率方面具有一定优越性。 
3 通过回顾已发表中英文文献，分别从异体软骨组织体外液体保存方法、液体培养环境以及培养液成分、

软骨细胞存活率等几个方面，阐述体外液体保存法对于异体软骨组织移植的意义。 
关键词： 
器官移植；器官移植综述；异体移植；软骨移植；软骨移植综述；骨软骨；体外保存；液体保存；软骨细胞；

培养液；软骨细胞成活率；研究进展 
主题词： 
骨移植；软骨，关节；移植，同种；低温保存 
 
摘要 
背景：由于关节软骨无神经和血管，其营养主要来源于滑液和滑膜血管的渗透作用，自身修复能力有限，因

而如何更好的修复关节软骨损伤成为亟待解决的医学难题。 
目的：回顾近年来关于软骨损伤修复方法以及异体软骨体外保存方法的文献研究，找到适合异体软骨组织体

外保存的最佳保存条件以及培养液介质成分，从而提高异体软骨组织体外保存效果。 
方法：计算机检索 PubMed 数据库和中国期刊全文数据库(CNKI)于 1990 年 1 月至 2013 年 2 月有关异体软

骨组织移植物体外液体保存方法的研究，检索关键词分别为“Osteochondral allograft; tissue culture; 
chondrocyte survival rate；in vitro”和“关节软骨；异体移植；液体保存”，排除发表时间较早或重复研究。  
结果与结论：目前主要有 2 种方法体外保存异体骨软骨。低温冷冻保存法保存后的软骨细胞存活率降低明显，

影响移植效果，因此临床应用较少。液体保存法能够提高细胞成活率，保持组织活性，但保存时间不长，不

能广泛应用。学者们又进一步改良液体培养环境以及培养液成分，延长了软骨组织体外保存时间，提高了软

骨组织保存效果。 
 
In vitro liquid preservation of allogeneic cartilage graft    
 
Liu Zhao-qing, Qi Jian-hong (Taishan Medical University Institute of Sports Medicine, Taian  271000, 
Shandong Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Because of deficiency of nerves and blood vessels of articular cartilage, its nutrition is mainly 
derived from the synovial fluid or synovial vascular osmosis. Limited in their ability to repair itself, so how to repair 
articular cartilage damage better become medical problems to be solved.             
OBJECTIVE: To review to the literatures on the repair of cartilage damage method and allogeneic cartilage in 
vitro preservation method in recent years, and to find the optimal preservation conditions and the culture medium 
composition that suitable for in vitro preservation of allogeneic cartilage tissues, thus enhancing the effect of 
allogenic cartilage in vitro preservation.  
METHODS: A computer-based online search was performed in the PubMed database and the CNKI database to 
search papers on the in vitro liquid preservation of allogeneic cartilage graft published from January 1990 to 
February 2013. The key words were “osteochondral allograft, tissue culture, chondrocyte survival rate, in vitro” in 
English and “articular cartilage; allogeneic transplantation; liquid preservation” in Chinese. The articles published 
earlier and repetitive researches were excluded.  
RESULTS AND CONCLUSION: At present, there are two methods for the preservation of allogenic 
osteochondral grafts. After cryopreservation, the survival rate of chondrocytes is decreased significantly which 
can affect the transplantation effect, therefore there is less clinical application. Liquid preservation method can 
enhance the survival rate of cells, maintain the organization activity, but the preservation time is short that cannot    
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be widely used. Scholars have further improved the environment of liquid preservation and composition of liquid culture 
medium, extended the in vitro preservation time of cartilage tissue, and improved the effectiveness of cartilage tissue 
preservation.  
 
Subject headings: bone transplantation; cartilage, articular; transplantation, autologous; cryopreservation 
 
Liu ZQ, Qi JH. In vitro liquid preservation of allogeneic cartilage graft. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 
2013;17(44):7785-7790. 

 
 
0  引言  Introduction 
 

随着近年来人们生活水平的提高以及体育运动

的全面普及，关节软骨损伤患者显著增多，然而关

节软骨无神经和血管，其营养主要来源于滑液和滑

膜血管的渗透作用，自身修复能力有限，因而如何

更好的修复关节软骨损伤成为亟待解决的医学难

题。目前，临床上治疗关节软骨缺损的方法主要有

微骨折法、组织工程治疗法、自体软骨细胞移植、

关节置换、关节软骨移植法。人工关节置换的疗效

较为可靠，但不适合年轻患者，自体骨软骨移植因

来源受限且进行二次手术而限制了此方法的临床应

用。自体软骨细胞移植术因其软骨细胞培养费用高，

难以在临床推广使用。而异体软骨移植因取材相对

容易且不用二次手术的特点值得探究以及临床应 
用[1]。而如何将从供体取下的异体骨软骨体外进行

更长时间的保存，且仍具有良好的保存效果，成为

众学者争相研究的焦点。 
 

1  资料和方法  Data and methods 
 
1.1  资料来源  由第一作者应用计算机检索中国期刊

全文数据库和PubMed数据库(1990年1月至2013年3
月)的相关文献。检索词“关节软骨；异体移植；液

体保存”和“Osteochondral allograft； tissue culture；
chondrocyte survival rate；in vitro”，限定文章检索

的语言种类为中文和英文。 
1.2  纳入标准  ①软骨损伤修复方法以及异体软骨

体外保存方法的对比研究。②异体软骨液体培养环境

以及培养液成分的相关对比研究。③同一领域内容选

择新近发表在权威杂志上的文章。  
1.3  排除标准  报道时间较早的研究或重复研究。  
1.4  质量评估  收集132篇相关文献，阅读标题和摘

要后初步筛选，排除51篇研究目的与此文无关的研

究，重复研究共计40篇，共保留41篇文献做进一步分

析。  
1.5  数据提取  由3名评价员独立阅读所获文献标

题、摘要和全文，以确定符合纳入标准的文献。如有

不同意见相互讨论协商解决最终得出完整纳入文献

篇目。 
   

2  结果  Results 
 
2.1  纳入文献基本情况  异体软骨组织不同保存方法

研究4篇，异体软骨组织体外保存环境以及培养液成

分研究23篇，体外软骨细胞培养研究14篇。  
2.2  关节软骨特点  人体正常的关节软骨呈亮白色、

透明状，表面光滑，它是组成滑膜关节面的有弹性的

负重组织，可减轻关节反复滑动中关节面的摩擦，具

有润滑和耐磨损的特性，并且还能吸收机械性振荡，

传导负重致软骨下骨，它对维持关节运动具有重要意

义。关节软骨内无血管、淋巴管及神经组织，组织代

谢活性较低，其营养源仅限于关节液，因此关节软骨

自身修复能力非常有限[2]。当关节剧烈活动或遭受外

来因素造成关节过度扭转或承受超负荷压力时，不仅

可能造成关节内及关节周围支持韧带的损伤，也可能

造成部分或全层的软骨缺损，一旦关节软骨损伤，其

修复的可能性很小。对于关节软骨的部分缺损，一般

认为软骨细胞没有修复能力，也有人认为可以修复，

但修复过程极为缓慢；对于软骨的全层缺损，一般认

为其修复过程主要为松质骨中的纤维结缔组织生长

渐变为纤维软骨。由于病损关节的不可逆病变，最终

导致骨性关节炎的发生和关节功能的丧失，给患者的

生活带来极大的痛苦。 
2.3  关节软骨损伤修复方法  在当前的各种治疗措施

中，人工关节置换的疗效较为可靠，但不适合年轻

患者，自体骨软骨移植因来源受限且进行二次手术

而限制了此方法的临床应用。自体软骨细胞移植术

因其软骨细胞培养费用高，难以在临床推广使用[3]。

低温冷冻保存法保存后的软骨细胞存活率降低明

显，影响移植效果，临床应用较少[4]。而异体软骨

取材相对容易，具有“免疫豁免”特性，使之移植

后免疫排斥显著降低，并且不用二次手术，为关节

重建和肢体功能恢复提供有力条件，因此值得探究

以及临床应用。目前来看这种方法不失为治疗软骨

损伤的最佳治疗方法。然而异体骨软骨移植仍存在

诸多问题，如新鲜异体骨软骨移植后临床应用时间

紧促，运输不方便，且供体常不确定以及存在免疫

原性等。 
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2.4  异体软骨组织移植物体外保存方法  冷冻保存法

即在低温条件下保存异体软骨组织，应用时直接取出

手术修复缺损。随着低温保护剂、冷冻程序等方面的

不断改进，此方法取得了长足进步。Onuma等[5]对传

统降温方法和玻璃化法做了大量的研究认为：传统的

降温方法会对软骨细胞造成巨大伤害，同时显著降低

软骨细胞的存活率。而亓建洪等[1]通过对人异体骨软

骨移植物保存方法的研究证实了这一论断，同时证明

了玻璃化法保存后的细胞存活率仍较低，对降温和复

温要求太高。因此，低温冷冻保存法保存后的软骨细

胞存活率降低明显，影响移植效果，临床应用较少。 
组织培养技术则是在体外的液体环境中模拟体内

细胞生长条件[6-7]，从而更加有效的为细胞提供营养的

生长环境，使之保持较高的细胞活性。这一方法在器

官移植领域已经投入使用，如可以作为肾移植、心脏

移植等使用的UW保存液，腹部器官移植使用的HTK保
存液，以及近年对肾移植过程中有良好保存效果的

IGL-1保存液。这些保存液已经为大多数移植中心所应

用，取得了满意的短期及长期的保存效果。对于异体

骨软骨的液体保存研究始于20世纪70年代，而后随着

社会的高速发展，人们医疗需求的不断提高，各国纷

纷建立自己的骨组织库。特别是进入21世纪以来，关

于液体保存异体骨软骨的研究大量开展，这些研究主

要集中在如何提高骨软骨移植物质量(即移植软骨细胞

成活率、细胞活性、软骨基质生物化学及生物力学特

点等)和延长体外组织培养保存时间两方面进行了深入

探索研究，具体体现在组织培养保存介质成分优化、

温度与环境、保持软骨细胞活力的因子以及阻止软骨

细胞凋亡的机制等方面，这些研究为建立骨组织库奠

定了良好的科研基础。Malinin等[8]采用成人股骨、髁骨

软骨组织进行了液体保存实验，在第21天时细胞的存

活率尚能达到88%，到第25天则迅速下降至64%，之

后更是直线下降。宋洪强等以猪的膝关节软骨组织进

行了液体保存实验，也发现在一定时间内保存的异体

骨软骨组织，其软骨细胞成活率以及组织活性可以保

持在一个较高的水平。由此可见，相对于冷冻保存法，

液体保存法能够提高细胞成活率，保持组织活性，但

保存时间不长成为不能广泛临床发展的诟病。 
2.5  异体软骨组织体外液体保存方法的研究进展   

2.5.1  液体培养环境的相关研究进展  液体培养的

环境与条件包括培养温度、pH值等。关于异体骨软

骨体外液体保存温度，Pallante等[9]研究发现异体羊骨

软骨组织在4 ℃条件下，经28 d的保存后软骨细胞成

活率仍能保持在一个较高水平。Dontchos等[10]将4 ℃
条件下保存的关节软骨分别保存在体积分数为

5%CO2或空气中培养5-14 d，并与加HEPES平衡液

组进行对比，结果发现在体积分数为5%CO2环境下

和加HEPES平衡液组，培养后细胞的存活率比单纯

空气环境下的高。这是因为体积分数为5%CO2条件

和HEPES平衡液一样能够帮助维持培养液的pH值维

持在7.4左右，接近关节软骨生理情况下关节滑液的

pH。因此可见恰当的保存温度和pH值对软骨细胞的

生存起积极促进作用。 
2.5.2  培养液成分的相关研究进展  液体保存移植

物的核心在于体外的液体环境中模拟体内组织或者

细胞生长条件，从而更加有效的为细胞提供营养的生

长环境，使之保持较高的细胞活性。因此，液体中的

成分成为能否提高异体软骨组织保存效果的最重要

的一环，对延长保存时间有重要意义。众学者对此也

进行了较为深入的探索研究。Onuma等[5]对乳酸林格

式液、DEME、EC solution 和UW液培养保存的比较

研究中发现，UW液取得了较好的效果，保存7 d后的

细胞存活率超过50%，DEME的效果最差。Pennock
等[11]的研究结果发现，以DMEM液作为培养液保存 
28 d后，细胞成活率仍能达到67%。EMEM作为一种

最为常用的组织和细胞体外培养的液体，包含了各种

组织和细胞维持生存和活性所需的最基本的成分，并

有相关研究表明特异性适合软骨细胞生长。 
由此，以各种培养基为体外软骨组织基础保存液

的各种研究相继开展，取得了一定成绩[12]。Carl等[13]

研究发现在培养液(EMEM)中加入200 μg维生素E，
37 ℃条件下培养30 d能够使骨软骨块的弹性性能、

承受剪应力的能力和时间依赖性变形率方面维持在

新鲜骨软骨块的水平，在生化代谢活性及组织形态的

维持上较对照组也有更好的结果。Bae等[2，14]发现

RPMI-1640液20 mL加入1 mL EGCE能够提高4 ℃
下保存2周以及进行动物移植4周后移植物的细胞存

活率、软骨基质的含量以及移植后的功能恢复。 
 Andrew等[15]的研究结果发现，MEME加入体积

分数为10%浓度小牛血清的培养液保存28 d后，细胞

活性百分比为67%，高于不加血清的培养液(27%)，
活细胞的密度(8 964/mm3)大于不加血清的培养液 
(3 251/mm3)， 35SO4 摄取率 200.8 cpm/mg大于  
30.0 cpm/mg。但是Biain等[16]的研究结果指出，骨软

骨块培养加入血清后出现了细胞的过快增生，软骨细

胞的表型发生了变化，细胞出现水肿较明显、软骨块

的体积出现了膨胀。这对于组织的移植应用以及之后

的存活是不利的。Andrew等[15]的文章同时指出，虽

然血清的加入能够利于细胞的生长，但是血清毕竟是

异种成分，其造成的潜在的免疫反应和疾病的传染也

是不容忽视的。总之，血清对于骨软骨组织的液体培

养是利还是弊仍存在争论[17]。 
Teng等 [18]将DMEM液与加入了ZVAD-fmk的

DMEM液进行骨软骨组织培养做了比较，从第3周开
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始加入ZVAD-fmk组细胞存活率为52.4%，高于

DMEM液组的31.2%。这说明加入ZVAD-fmk后这种

细胞凋亡抑制剂能够在一定程度上提高细胞成活率

进而改善组织培养效果。Bae等[2]对兔的关节软骨进

行研究，发现在4 ℃条件下培养液中加入EGCG后，

基质中蛋白多糖的含量显著增加，提高了骨软骨组织

的细胞活性，并通过体内植入实验证明其能改善骨软

骨移植后的效果。对此其在进一步的实验中证明了培

养液中加入EGCG后，软骨细胞多由G0期进入G1期，

软骨细胞活性显著增加，进而也在体内植入实验中取

得了良好的效果。刘刚等[19]体外单层培养兔关节软骨

细胞实验证实，碱性成纤维细胞生长因子能够促进关

节软骨细胞的增殖和基质的代谢，从而缩短细胞周

期，达到促进细胞分裂增殖的目的。 
2.5.3  软骨细胞存活率的相关研究进展  如何更好

的保持软骨细胞存活率是实现临床异体骨软骨移植

最核心的一环，软骨细胞成活率的高低直接决定了移

植效果。但是在长时间的体外液体保存中，软骨细胞

不但会受自然凋亡的影响，而且会因细胞代谢产生各

种有毒物质造成不可逆的死亡，所以细胞成活率成为

检验保存效果的金标准之一，由此而来的针对长时间

液体保存中软骨细胞成活率的研究便相继展开。无论

是Pallante等[4]研究不同温度对于保存效果的影响，

还是Teng等[18]研究不同因子对于保存效果的影响，

均采用软骨细胞成活率作为对体外液体保存效果好

坏的评判金标准。所以，软骨细胞成活率的检测已经

成为了国内外的主流，软骨细胞成活率成为检验保存

效果的金标准之一。 
2.5.4  液体培养的保存天数与结果相关研究进展  
用于新鲜移植的保存时间一般为自捐献者心跳停止

后5 d左右。这时软骨细胞的存活率大都在90%左

右，培养法进行保存研究的时间一般选取1，7，14，
28 d为进行软骨功能检测的时间点。少量研究为  
30 d或超过30 d，最多60 d[20]。大部分实验的结果

显示保存7 d的时候各项检测指标相当于新鲜移植

物的90%左右水平，14 d时细胞存活率以培养液成

分的不同在65%-88%，28 d时出现比较明显的下

降，少数实验能达到65%左右，但大多数实验为

20%-40%。相对于软骨细胞存活率的明显下降，软

骨基质成分蛋白多糖，胶原蛋白和生物力学的变化

下降速率较慢[6, 13, 21-23]。 
 

3  讨论  Discussion 
 
低温冷冻保存法保存后的软骨细胞存活率降低

明显，细胞大面积死亡或者凋亡，已经失去活性，影

响移植效果，因此临床应用较少。而体外液体保存法

在一定时间内保存的异体骨软骨组织，其软骨细胞成

活率以及组织活性可以保持在一个较高的水平。由

此，相对于冷冻保存法，液体保存法能够提高细胞成

活率，保持组织活性，不失为保存异体软骨组织的一

种有效方法。 
随着液体保存方法的深入探讨，针对液体培养环

境以及液体培养基的相关研究相继开展。为了保持所

保存软骨组织细胞的活性，维持其基本的代谢活动，

培养液的成分成为了影响保存效果的最重要的因素，

很多研究人员的目光都投往了这一领域，选择了多种

培养液，其中包括DMEM[24-26] 、EMEM[14 ， 27]、

RPMI-1640[4，20，22]、X-vivo 10[24]、UW液等[25]，取

得了不同的保存效果。有人针对基础培养液以各常用

液体培养基进行对比，得出EMEM为最佳培养基的结

论[21，26]。这是一种被广泛应用于组织和细胞体外培

养的液体，包含了普通组织和细胞维持正常生存和代

谢活性所需的最基本的成分。当前许多进行软骨组织

体外液体保存的研究都采用了这种培养液。事实上，

针对采用哪种培养液作为基础培养液的问题所进行的

讨论并不多，在当前的研究中，对于配制出一种能够

最大程度延长保存时间的液体作了很多有意义的尝

试，发现了多种对于保存有益的成分。无论哪种培养

基，无不在模拟软骨细胞的体内生长环境，使得软骨

细胞在长时间的体外保存中，获得维持其生长的营养

物质，因而使得一定时间保存后的软骨细胞成活率仍

能保持较高的水平。而后又进行了在基础培养液中添

加不同功能作用的因子的研究[6，18，28]，如生长因子、

细胞凋亡抑制剂、抗氧化剂等。这些因子的特殊功能

使得软骨在长时间的保存中，保证了软骨细胞的生

长，同时又抑制了软骨细胞的凋亡、老化，起到了各

种不同功能作用的因子协同提高软骨细胞成活率的

作用。如Teng等[18]在DMEM液加不加入ZVAD-fmk做
比较，在保存21 d后加入ZVAD-fmk组细胞存活率为

52.4%，显著高于对照组的31.2%。这说明加入

ZVAD-fmk这种细胞凋亡抑制剂能够在一定程度上提

高细胞成活率，对提高保存效果起正向作用。作者认

为ZVAD-fmk作为一种细胞凋亡抑制剂，能有效阻断

Caspase信号传导通路，通过影响特定信号分子而抑

制细胞凋亡。由此可见加入这种因子可能阻断传导通

路，从而抑制了软骨细胞凋亡，对软骨组织保存效果

起了正向作用。但是在微观层面添加这种因子是如何

开启抑制凋亡程序，以及抑制软骨细胞走向凋亡的具

体机制，值得今后研究探讨。Bae等[2]发现RPMI-1640
液20 mL加入EGCE 1 mL能够提高4 ℃下保存2周以

及进行动物移植4周后移植物的细胞存活率、软骨基

质的含量以及移植后的功能效果。作者认为EGCG作

为一种绿茶提取物，具有强抗氧化性功能。由此可见
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加入这种因子后能有效防止软骨细胞软化，降低衰老

速度，显著提高其成活率。由此可见，生长因子、细

胞凋亡抑制剂、抗氧化剂等因子的特殊功能使得软骨

在长时间的保存中，保证了软骨细胞的生长，同时又

抑制了软骨细胞的凋亡、老化，起到了各种不同功能

作用的因子协同提高软骨细胞成活率的作用。 
对于软骨细胞活性的检测又主要集中在了软骨

细胞成活率这一标准上，通过这一准确直观的标准来

基本判断软骨保存的效果。在长时间的异体软骨体外

液体保存中，添加不同因子的实验研究表明有提高软

骨组织保存效果的功能，作者认为可能主要是软骨细

胞不但从液体中获得了充足的营养物质，更重要的是

给软骨细胞提供了新陈代谢的类似体内的液体环境。

而在更长时间的保存中软骨细胞成活率显著下降，作

者认为可能软骨细胞此时发生了一些不可逆的凋亡，

基质中的有毒代谢物质增多，加速了软骨细胞的死

亡。无论是Pallante等[4]研究不同温度对于保存效果

的影响，还是Teng等[18]研究不同因子对于保存效果

的影响，均采用软骨细胞成活率作为评判体外液体保

存效果好坏的金标准，说明软骨细胞成活率这一标准

的确能够评判移植物保存效果，但是到底多少成活率

适合移植并无统一定论，因此接下来的探索方向便是

进一步定量成活率对于移植效果的影响。 
总之，异体骨软骨移植治疗全层软骨损伤因其取

材容易、不用二次手术等特点成为一个非常有效的方

法，但如何在长时间的软骨保存中保持软骨移植物的

活性成为众学者争相研究的焦点。而体外软骨组织液

体保存法能够一定程度上克服这一缺点，因此对于在

体外保存的环境以及培养液成分进行了分门别类的

探讨[29-41]，发现了一些能提高保存效果的各种不同功

能的因子。软骨细胞存活率也成为广用的一种评判方

法，对于移植效果起着金标准的作用。但目前针对这

种保存方法仍有诸多疑惑，如软骨细胞成活率到底为

多少才能适合移植，如何模拟关节软骨的力学环境，

如何营造软骨细胞体内生长的微环境，如何对所添加

不同因子的浓度进行探索，成为今后对异体软骨保存

研究的方向。 
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