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不同冷冻技术对同种异体血管移植排斥反应的影响

文题释义：

补体系统：由一系列的蛋白质组成，属先天免疫系统的一部分。它能够参与清除与抗体结合的抗原。补体成分能被抗原抗体复合物或者抗

体激活，通过溶胞、调理、吞噬以及介导炎症反应来清除免疫复合物，在移植排斥反应中起着重要的免疫作用。

水合作用：水与离子之间的静电作用，当水中有离子存在时，这种静电作用会使水分子向离子为中心聚拢，使得水分子分解成氧原子、氢

原子或者羟基，这是一个放热的过程，能够减少水分子的运动，抑制冻存过程中冰晶形成的速度。

摘要

背景：冻存能够较好地保证血管结构的完整性，如何改善移植后排斥反应的问题受到越来越多的关注 。
目的：综述不同冷冻技术降低同种异体血管移植排斥反应的研究进展，以期为临床研究提供参考。 
方法：系统检索中英文数据库CNKI、万方和PubMed以及在线网站Baidu和Google Scholar自建库以来发表的降低同种异体血管移植排斥反应

的相关文献。中文检索关键词：心血管疾病、内皮细胞、低温冻存、血管移植、免疫原性、排斥反应，同种异体移植和冷冻保护剂；英

文检索关键词：cardiovascular disease、endothelial cells、cryopreservation、blood vessel transplantation or vascular graft、Immunogenicity、
immune rejection、allograft or allogeneic transplantation or allograft transplantation and cryoprotectant。按照纳入排除标准共选取68篇文献进

行综述。

结果与结论：①综述发现通过改进现有冷冻技术能够降低同种异体血管移植排斥反应，其中主要涉及冻融方式和冻存保护剂的选择。②现

有研究提示冻干法优于低温冻存，但限于条件未能广泛开展，现仍以低温冻存为主，其中玻璃化冻存、缓慢复温和使用不锈钢乃至含银材

料效果优于程序式冻存及快速复温。③渗透性和非渗透性冻存保护剂的联合选择，可以在降低其毒性的同时，进一步减少排斥反应的发

生。

关键词：低温冻存；玻璃化冻存；程序式降温；冻存保护剂；血管移植物；同种异体移植；排斥反应；综述 

Effects of different freezing techniques on the rejection of allogeneic vascular transplantation 

Long Jundong, Shi Yehong, Wang Cheng, Chen Shijiu  
Fifth Affiliated (Zhuhai) Hospital of Zunyi Medical University, Zhuhai 519100, Guangdong Province, China
Long Jundong, Masher, Fifth Affiliated (Zhuhai) Hospital of Zunyi Medical University, Zhuhai 519100, Guangdong Province, China
Corresponding author: Chen Shijiu, Chief physician, Fifth Affiliated (Zhuhai) Hospital of Zunyi Medical University, Zhuhai 519100, Guangdong Province, China

Abstract
BACKGROUND: Cryopreservation can better ensure the integrity of the vascular structure. How to reduce its immunogenicity to improve rejection after 
transplantation has attracted more and more attention.
OBJECTIVE: To review the research progress of freezing treatment to reduce vascular immunogenicity after allogeneic vascular transplantation in order to 
provide a reference for clinical research.
METHODS: A systematic search of Chinese and English databases CNKI, WanFang and PubMed, as well as online websites Baidu and Google Scholar since 
the establishment of the database has published literature on reducing vascular immunogenicity after allogeneic vascular transplantation. Keywords were 
“cardiovascular disease, endothelial cells, cryopreservation, blood vessel transplantation or vascular graft, immunogenicity, immune rejection, allograft or 
allogeneic transplantation or allograft transplantation and cryoprotectant”. A total of 68 articles were included according to the inclusion and exclusion criteria. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The review found that the rejection of allogeneic vascular transplantation can be reduced by improving the existing freezing 
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2. 急性排斥反应

3. 慢性排斥反应

不同的冷冻技术

物理冻存方法
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0   引言   Introduction
随着全球老龄化人口的增加及人们生活方式的改变，心血管疾病的

发生率在不断攀升，在 2019 年，根据全球疾病负担课题组 (global burden 
disease，GBD) 公布的数据显示，心血管疾病是造成 204 个国家和地区

人民死亡及致残的主要原因
[1]
。根据预防学专家预估，在 2030 年中国

人民心血管疾病的死亡例数将达到 612.44 万例
[2]
。其中，冠心病、动脉

硬化、周围动脉疾病等会造成血管狭窄、闭塞等致残性结果，同种异体

血管移植是其常用的治疗方法之一，当疾病发展至主动脉瘤或动脉瘤破

裂时，血管移植甚至是其唯一的治疗方式。 通过以上数据不难看出，于

当今、未来，在临床上对血管移植物有着巨大的需求。

同种异体血管移植可以明显缓解疾病症状，有效提高患者的生活质

量，但其预后除了受到手术技术影响，同时也受到血管移植物的影响。

尽管在大、中口径血管移植中，血管移植物可由人工血管代替，但普遍

缺乏市售的小口径人工血管
[3]
，因此在小口径血管移植中，血管移植物

主要来源于脑死亡的器官捐献者
[4]
。在临床中，由于大多数受者与捐献

者组织相容性不符，小口径血管在移植后常见排斥反应，造成血管栓塞，

导致治疗效果差甚至治疗失败。

既往有研究提示通过血管覆膜技术能显著降低同种异体血管移植排

斥反应
[5]
，但因其技术难度大、经济成本高，未在临床中广泛开展。近

些年来，现代冷冻处理技术不断完善使得同种异体血管能够长时间储存，

并在保证血管结构完整的前提下，还可以通过特殊处理来有效降低移植

排斥反应，改善临床移植后结局，越来越多的研究倾向于冷冻技术处理

同种异体血管。作者结合前期研究发现和临床经验，从简述同种异体移

植排斥反应发生机制入手，系统综述分析了不同的冷冻处理方案的优缺

点，以期为降低同种异体血管移植排斥反应的发展提供参考。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   资料来源   
1.1.1   检索人及检索时间   第一作者于 2022 年 9 月至 2023 年 3 月进行

文献检索。

1.1.2   检索文献时限   1963 年 11 月至 2022 年 8 月。

1.1.3   检索数据库   中英文数据库 CNKI、万方和 PubMed 以及在线网站

Baidu 和 Google Scholar。
1.1.4   检索词   中文检索词为“心血管疾病、内皮细胞、低温冻存、血管

移植、免疫原性、排斥反应，同种异体移植和冷冻保护剂”；英文检索词

为“cardiovascular disease、endothelial cells、cryopreservation、blood vessel 
transplantation or vascular graft、Immunogenicity、immune rejection、allograft 
or allogeneic transplantation or allograft transplantation and cryoprotectant”。

1.1.5   检索文献类型   研究原著、综述、期刊论文、学位论文、会议论文、

专利。

1.1.6   检索策略   中文数据库检索策略：SU=( 内皮细胞 or 血管移植 or 
免疫原性 or 同种异体移植）and FT=( 低温冻存 or 冷冻保护剂 or 排斥反

应 ) and FT=( 心血管疾病 or 内皮 )and FT=( 深低温冻存 )=( 检测方法 )。
英文数据库检索策略：((“cardiovascular disease”[Title/Abstract] OR 
“endothelial cells”[Title/Abstract]) AND ((“cryopreservation”[All Fields] 
OR“freeze”[All Fields] OR“blood vessel transplantation”[All Fields] OR 

“Freezing”[All Fields])) AND (“allogeneic graft”[Mesh Terms] OR (“vascular 
graft”[All Fields] or(“Immunogenicity”[All Fields]) OR (“immune rejection” 

[All Fields])AND (“allograft or allogeneic transplantation”[Mesh Terms] 
OR (“allograft transplantation”[All Fields] or(“graft rejection”[All Fields] 

technology, which mainly involves the selection of freezing and thawing methods and cryoprotectants. (2) The existing research suggests that the freeze-drying 
method is superior to the low-temperature cryopreservation, but due to the limited conditions, it is still dominated by low-temperature cryopreservation. 
Among them, vitrification cryopreservation, slow rewarming and the use of stainless steel and even silver-containing materials are better than programmed 
cryopreservation and rapid rewarming. (3) The combined selection of permeable and non-permeable cryoprotectants can further reduce the occurrence of 
rejection while reducing their toxicity. 
Key words: cryopreservation; vitrification cryopreservation; programmed cryopreservation; cryoprotectant; vascular graft; allogeneic transplantation; rejection; 
review
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OR (“Rejection”[All Fields] or(“Immune rejection”[All Fields])) AND 
(“cryoprotectant”[Mesh Terms] OR or(“CPA”[All Fields]))。
1.1.7   检索文献量   原始检索到论文 306 篇，包括英文 264 篇、中文 42
篇，其中，CNKI 检索到 35 篇，万方检索到 7 篇，PubMed 检索到 252 篇，

Baidu 检索到 4 篇，Google Scholar 检索到 8 篇。

1.2   入选标准

1.2.1   纳入标准   ①血管移植排斥反应的相关文献；②冻存的相关文献；

③冻存保护剂的相关文献。

1.2.2   排除标准   ①与综述主题无关的文献；②内容重复、老旧的文献；

③论据不可靠的文献。

1.3   数据提取   初筛 218 篇相关文献，其中排除 171 篇，实际纳入 68 篇，

包括中文 2 篇、英文 66 篇，文献筛选流程，见图 1。

图 1 ｜文献筛选流程图

中文检索词：心血管疾病、内皮细胞、低温冻存、血管移植、免疫原性、排斥反应，

同种异体移植和冷冻保护剂

英文检索词：cardiovascular disease、endothelial cells、cryopreservation、blood 
vessel transplantation or vascular graft、Immunogenicity、immune rejection、
allograft or allogeneic transplantation or allograft transplantation and cryoprotectant

共筛选 1995 年 8 月至 2022
年 3 月中英文文献 306 篇，

其中中文 42 篇、英文 262 篇

输入关键词，CNKI、万方和 PubMed 以及在线网站 Baidu 和 Google Scholar

依据纳入标准及

排除标准对检索

文献进行筛选

最终纳入文献

68 篇

2   结果   Results 
2.1   同种异体血管移植发生排斥反应的机制   同种异体血管移植后的免

疫排斥反应主要是由受者 T 细胞识别供者组织相容性复合 MHC- Ⅰ类抗

原和 MHC- Ⅱ类抗原引发的一系列炎症，最终导致血管堵塞的病理性过

程。MHC- Ⅰ在哺乳动物新鲜血管的内皮细胞、平滑肌细胞中高度表达
[6]
，

其中内皮细胞被认为是血管移植中免疫刺激最强的成分，在移植排斥过

程中起着至关重要的作用
[7]
。血管移植物内的树突状细胞、巨噬细胞等

抗原提呈细胞传递、激活幼稚 CD8 细胞，使其发生分裂和分化为成熟

CD8 细胞，成熟 CD8 细胞到内皮细胞识别 MHC- Ⅰ变为效应 CD8 细胞，

同时召集炎症因子对其进行攻击，导致内皮细胞脱落及血管各层细胞坏

死，形成累积血管全层的纤维素样坏死
[8-9]

，受损后的血管移植物进行

修复、增生，这个过程不断循环以及受者血小板、血细胞黏附于移植段

血管等因素，最终导致移植段血管管腔狭窄、堵塞，过程如图 2。

2.1.1   超急性排斥反应   是在同种异体血管移植后 24 h 内出现的坏死性

血管炎表现。主要由于受者体循环中存在的抗体识别移植段血管内膜上

残存的 ABO 血型抗原，发生抗体迅速攻击抗原的免疫效应从而引起血

图注：DC 为树突状细胞

图 2 ｜同种异体血管移植堵塞过程
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管内皮细胞受损释放凝血因子及血小板活化因子，这激活了内源性凝血

系统；同时，抗原 -抗体复合物的形成也会激活补体系统
[10]
，这两个系

统的激活会导致大量的血小板、炎症递质如 C5a 聚集于移植段血管；除

此之外，供、受者的主要组织相容复合物不符也会加剧这两个系统的激

活，例如，活化的单核细胞及嗜酸性粒细胞可以释放促炎因子及促凝因

子，这最终导致血栓迅速生长在移植段血管管腔
[11-12]

，病理如图 3A。
临床级的血管移植物在移植前会经过特定溶液冲净及准确的供、受者配

型，故现代同种血管移植几乎不会出现此类反应。

2.1.2   急性排斥反应   包括 T 细胞介导的细胞免疫、抗体介导的体液免

疫
[13]
。前者首先通过受者 T 细胞识别血管移植物细胞表面的特异性抗

原启动排斥反应，然后 T 细胞进入激活阶段，自身活化增殖成效性 T 细

胞，同时激活其他免疫细胞，如嗜中性粒细胞、树突状细胞，在这一过

程中会释放大量的干扰素 γ、肿瘤坏死因子 α 导致血管移植物内皮细胞

损伤及实质细胞损伤
[14]
；后者首先使促炎细胞如自然杀伤 (NK) 细胞、

嗜中性粒细胞和巨噬细胞释放穿孔素、活性氧和肿瘤坏死因子 α 直接损

伤内皮细胞导致血管内膜下层的基底膜裸露出来，从而引起凝血反应形

成微小血栓，在血栓形成后，使得补体系统激活产生具有炎症趋化作用

的 C3a、C5a 及攻击内皮细胞的 C5b-9[11，15-16]
。因此，这两种免疫的级联

反应会导致血管移植物内皮细胞丢失、平滑肌细胞丢失、基质增生及血

栓形成，如图 3B，这是同种异体血管移植后最常见的一类排斥反应。

2.1.3   慢性排斥反应   虽对慢性排斥反应发生的原因众说纷纭，如受者

发生感染后导致 T 细胞的二次介导、自身免疫性疾病的发作、免疫抑制

剂的使用不当或剂量不足等，且目前尚无共识性机制，但可以肯定的是

炎症浸润贯穿于同种异体血管移植慢性排斥反应全程
[17]
。在其发生早期

的病理过程同急性排斥反应相似，但不同的是其病程明显长于急性排斥

反应，病理学检查结果可见新生内膜形成、中层平滑肌结构明显紊乱及

大量细胞外基质形成
[18]
。随着病变的发展，由于长时间的炎症浸润导致

移植段血管管壁增厚、管腔狭窄甚至堵塞
[19]
，在临床上，组织病理学检

查仍是其诊断的金标准，如图 3C，这是影响血管移植物长期存活的主

要原因。

低温冻存组，减少了炎症细胞从平滑肌迁移到血管内膜和中膜的数量，

降低了血管移植物产生无序胶原蛋白和内膜增生、钙化的发生。MORATO
等

[26]
在同种异体骨植入试验中印证了冻干具有移植降低移植排斥反的

作用。但限于设备昂贵，过程复杂，尚未普遍开展，临床中仍以低温冻

存为主。

程序式冻存慢速降温：水作为血管的主要成分，在低温冻存中，降

温速率的控制尤为关键。程序降温是同种异体血管传统的冷冻保存方法。

在基础研究中，HRUBY 等
[27]

报道经程序式冻存后的同种异体大鼠

腹主动脉在移植后，内皮及平滑肌所表达的 MHC 类分子表达受到抑制，

CD4、CD8、IgG 等免疫效应分子的浸润量降低。HIDI 等 [28]
在研究中发

现程序冻存对血小板相关抗原 (GpIIb/IIIa 受体 ) 的形成有抑制作用，能

减少血管壁纤维蛋白的沉积，降低血管移植物的血栓的形成。程序降温

法使移植排斥反应下降的原因可能与冻存过程内皮细胞的丢失以及表面

抗原被破坏、移植后平滑肌细胞的退化有关
[29-30]

。

与上述研究不同，一项 35 例接受冷冻保留异基因动脉搭桥术患者

进行的前瞻性临床试验中发现，所有被研究的患者在干预 1 个月后都表

现出抗 MHC 抗体的增加
[30]
。WEISS 等

[31]
回顾了 2000-2015 年进行的同

种异体髂主动脉冷冻保存原位移植的长期结果，其中 2 例患者在血管重

建后 30 d 因排斥反应死亡，余 31 例中的 13 例患者在 47 个月因移植物

相关并发症死亡，4 例患者有移植物血栓形成，3 例患者出现髂主动脉

假性血管瘤。

最近的研究指出，复温过程也是一个对血管移植排斥反应有着重要影

响但未被重视的方面，常规复温冻存血管移植物的方法是将其放入 37 ℃ 

的水浴快速升温
[32]
，但过快复温速率及较高的温度会对血管移植物细胞

在复温过程造成额外的损伤，在移植后灌注恢复时将产生大量的氧自由

基，增强内皮细胞 - 白细胞的相互作用，引起严重的炎症导致移植排斥

反应加重
[33-34]

。相反，HRUBY 等
[27]

指出在解冻血管移植物时，先将其

放入温度为 +4 ℃的冰箱中约 60 min，然后在室温下保存约 30 min 后进

行缓慢解冻，血管移植物的 MHC 类分子表达量会显著下降，从而减轻

移植排斥反应。

不难发现，基础实验与临床研究的结果尚有差异，作者推断其中与

基础实验样本量低，术后追踪时间短及复温条件不同相关。

玻璃化冻存快速降温：是将血管移植物直接投入液氮，以极快的速

度 (15 000-30 000 ℃/ min) 使细胞内的水分子没有足够时间形成冰晶而

直接转变为黏稠不结晶的玻璃化状态
[35]
。大量研究采用了玻璃化冻存，

其主要原因在于可能有助于进一步保护血管结构，降低排斥反应。

在基础研究中，魏民等
[36]

进行了程序式冻存、玻璃化冻存兔股动

脉的同种异体移植对照研究，尽管术后股动脉内膜 / 中膜比值提示均发

生排斥反应，但玻璃化组的血管阻塞率及淋巴细胞浸润数量明显低于程

序式冻存组，这表示玻璃化冻存可以更进一步的降低血管移植排斥反应。

SCHNEIDER 等
[37]

表示玻璃化冻存也可减少血管移植物代谢水平及促炎

因子、趋化因子的释放水平从而降低排斥反应。但受限于没有合适的热

力传导控制系统，在复温时容易造成冻存组织皲裂
[38]
，故未能在临床广

泛开展。在临床研究中，玻璃化冻存降低免疫原性的作用在瓣膜、肌腱、

精子等组织细胞中同样得到证实
[39]
。

用于玻璃化冻存的容器对排斥反应的改善也有一定作用。尽管塑料

表 1 ｜物理冻存方式的优缺点

物理冻存方

式的分类

特点 优点 不足

冻干 在真空条件下进行，当

水蒸汽直接升华出来

后，组织细胞形成类似

海绵状疏松多孔架构，

体积大小几乎不变

简化了无菌处理，

可使大部分 MHC 抗

原决定簇封闭
[24]
，

一定程度上预防了

排斥反应发生

生产过程复杂，设备极

其昂贵，对操作有严格

要求

程序式冻存
( 慢速降温 )

最先被发现的冻存方

法，所需保护剂浓度较

低，是当前组织细胞冻

存使用最广泛的方法

简便、可控，在一

定程度上降低移植

排斥反应

易造成血管冷损伤及渗

透压失衡，导致其释放

炎症因子引起受者血液

免疫细胞的激活，可能

会影响远期管腔通畅率

玻璃化冻存
( 快速降温 )

组织冻存后呈玻璃样固

态

可大幅度降低排斥

反应

在复温时，没有可控的

热力传导控制系统，易

造成血管皲裂

A B C

图注：图片来自于陈世玖课题组，均采用苏木精 -伊红染色 (×200)
图 3 ｜超急性排斥反应 (A)、急性排斥反应 (B)、慢性排斥反应 (C) 的病

理变化 

2.2   冻存处理对血管移植排斥反应的影响   目前针对血管移植物的现代

冻存处理主要包括物理方法和化学试剂。在此研究中，物理方法包括冻

干、程序式冻存及玻璃化冻存，化学方法主要涉及冻存保护剂的种类。

其中程序式冻存慢速降温、玻璃化冻存及非渗透性保护剂是重要部分，

将做重点阐述。

2.2.1   物理方法   冷冻能够长时间储存同种异体血管，同时也能降低排

斥反应的发生，其机制有以下几点：①供者的血管移植物会被受者免疫

系统识别为外来异物引发排斥反应，在冷冻过程中，血管移植物的细胞

膜或细胞质等结构会受到一定损伤，导致其免疫原性下降，从而减少被

受者免疫系统识别的概率
[20]
。②冻存会抑制血管移植物的新陈代谢，减

少了细胞膜脂质的流动性，从而降低其细胞因子、炎症递质及活性氧等

分子的释放
[21]
，进一步减少了移植排斥反应的发生。③在同种异体血管

移植中，内皮细胞的损伤是导致排斥反应发生的原因之一，而冻存在一

定程度上保护了血管内皮细胞的完整性及功能
[22]
，如冻存通过降低细胞

钙离子内流来减少内皮细胞氧化应激的发生及代谢活性，从而减轻其损

伤程度
[23]
。

由于液体有不同的物理状态，因此不同的冷冻方式对同种异体血管

排斥反应的影响也不同，结合临床，各自优缺点如表 1。
冻干：指冷冻干燥，又称升华干燥，是一种使细胞或组织脱水的物

理过程。 OLMOS-ZÚÑIGA 等
[25]

在对冻干犬肺动脉移植和低温冻存犬肺

动脉移植的对照研究中发现，在术后 4 周冻干组肺动脉通畅率明显高于
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综  述

低温冻存管最常用，但它对排斥反应没有改善。GALBINSKI 等 [40]
发现用

不锈钢制成的封闭容器能激活热休克蛋白 (HSP70)，HSP70 可升高抗炎

因子白细胞介素 10 的表达水平及通过 Toll 样受体对 Treg 细胞进行正性

调节来预防移植排斥反应
[41-42]

。XIAO 等
[43]

对比了不锈钢和银封闭玻璃

化容器，后者热传导速率比前者高，可使玻璃化过程更快，能够降低移

植物细胞的冷损伤及细胞凋亡，从而减少排斥反应的发生。因此，在玻

璃化冻存中通过改进冻存容器可以进一步降低排斥反应，但是目前体内

研究相对不足，以上结果以基础研究和体外实验为主，尚不能为实际临

床应用提供指导。

综上所述，在基础研究中已经证实玻璃化冻存较程序式冻存能进一

步降低血管移植排斥反应，尽管前者现在在临床中的使用受限于复温条

件，但这仍是未来血管冻存的优选方式之一。

2.2.2   化学冻存保护剂   从血管移植物的冻存到移植，其细胞会受到冷

冻剂解冻的双重打击，容易造成细胞膜破裂甚至死亡，为了降低在冷冻

处理对细胞的损伤，冻存保护剂在低温冻存中被广泛应用
[44]
。当前常用

的冻存保护剂主要分为两大类：即渗透性保护剂与非渗透性保护剂
[45]
。

冻存保护剂主要通过减少细胞在冻融过程中死亡、维持细胞内外水分平

衡、减少血栓形成及炎症反应、修饰细胞膜表面分子等方面减轻排斥反

应，对其研究结果和优缺点论述如表 2。

海藻糖可以激活细胞自噬、减轻细胞氧化应激、降低组织中白细胞

介素 6、COX-2、肿瘤坏死因子 α、单核细胞趋化因子 1 等炎症因子的释

放水平
[55]
，减少炎症因子对树突状细胞抗原提呈作用的激活

[56]
。有研

究者将纳米颗粒封装的海藻糖与 VS83 技术相结合对大鼠心脏瓣膜进行

保存后发现，白细胞介素 10 分泌增多，肿瘤坏死因子 α 释放减少
[56]
。

WANG 等
[57]

通过加入 NaOH 调节 pH 值及环氧氯丙烷等化学修饰合成的

海藻糖共聚物，既保留了海藻糖的优点又具有良好的抑冰性，减少冰损

伤引发细胞坏死进一步减轻移植后的炎症，达到预防排斥反应发生的作

用。

最近的研究表明中药提取物可以有效预防同种异体移植排斥反应。

如雷公藤内酯在低温冻存时能够降低移血管植物 MHC- Ⅰ类分子及共刺

激分子的表达水平，削弱了受者树突状细胞的抗原提呈作用及效应 T 细

胞的激活
[58]
；山茱萸通过降低白细胞介素 12、干扰素 γ 的表达来减轻

排斥反应
[59]
；丹参酮和龟板可以提高移植物 Treg 细胞数的量来抑制 T

细胞的毒性作用
[60]
；大黄素可诱导 FoxP3、CD122 等调节性 T 细胞来抑

制同种异体移植排斥反应
[61]
。

除了上述几种渗透性冻存保护剂，目前还研究出抗冻蛋白类、含血

清类的冻存保护剂。抗冻蛋白是生物界自然选择进化产生的一种防止生

物体结冰而导致死亡的功能性蛋白，如林蛙、南北极鱼类、昆虫等体内

含有大量抗冻蛋白，其具有冰洁合面和非冰结合面两种官能团，它通过

非冰结合面上存在的带电荷侧链及疏水性侧链，使得非冰结合面上的界

面水无，来抑制冰晶形成从而减少细胞在冻融过程中的死亡
[62]
。含血清

类的冻存保护剂，如含胎牛血清的冻存保护剂中有大量的生长因子、免

疫球蛋白，可以通过给冻存的血管移植物提供营养、调节细胞应激反应

来维持细胞代谢，减少细胞死亡
[63]
。从理论上说，这两种冻存保护剂均

可通过减少冻融期间血管移植物细胞死亡来降低移植后的排斥反应。但

是，对于目前来说，本课题组不建议将这两种冻存保护剂纳入降低同种

异体血管移植排斥反应冻存保护剂的范畴，具体原因如下：①由于当前

冻存保护剂洗脱技术仍存在一定弊端，不能够及时、全面地洗脱血管移

植物上黏附的冻存保护剂；②这两种冻存保护剂是除了供、受者之外的

第三类异物蛋白，容易引起受者免疫系统攻击引发炎症导致移植后排斥

反应的加重。

无论是哪种类型的冻存保护剂都是为了减少血管移植物在冻融中的

损伤，KURO 等
[64]

开发了一种电压施加装置，即在冻存血管移植物时，

通过予冻存保护剂 1 000 V 的电压能够使内皮细胞的损伤进一步降低，

改善移植后结果。冻存保护剂都具有一定的细胞毒性，为了解决这一问

题，NAGAYA 等
[65]

报道了一种“中空纤维法”，可使冻存保护剂的有效

体积达到最小值，通过减少冻存保护剂对细胞的毒性，能够降低移植后

的炎症反应。以上方法仅分别在基础研究中的鼠股动脉移植及胰岛冻存

中实现，在人类血管冻存中是否有同样效果有待进一步试验。

考虑以上因素，作者认为应联合使用渗透性及非渗透性冻存保护剂，

但使用时应充分考量其物理、化学、生物特性及两者的混合比例，以期

既能降低细胞毒性又可抑制排斥反应。

3   结论和展望   Conclusions and prospects 
3.1   既往他人在该领域研究的贡献和存在的问题   人工血管有近似人类

血管的机械力学性与生物特性，扩大了血管重建的可能，但存在术后感

染率高、通畅性较差的缺点
[66]
，尤其是小口径人工血管无法克服早期出

现血栓造成移植物功能障碍的问题，尽管在 2010 年全球进入了血管“仿

生”时代，但至今仍未发现可以媲美人类小口径血管的人工血管
[67]
。这

使得冷冻保冻的同种异体血管在重建领域得到关注。自从 20 世纪初低

温技术的问世，人体器官的保存跨越到一个新高度，MAZUR [68]
开拓了

应用定量模型来描述细胞在冷冻过程中变化的先河，并为研究低温冻存

的理论方法铺平了道路。此前的研究主要集中于优化冻存方案降低冻存

对血管结构完整性和机械力学性的负性影响，缺乏冻存方案对血管移植

物免疫原性、移植排斥反应影响的研究。例如：①血管移植物被受者识

别、排斥的分子大量表达在内皮细胞，而内皮细胞在抗栓方面起重要作

用，如何平衡这两者的关系尚无论断；②基础研究中动物模型观察时间

较短，没有以“年”为时间单位对其追踪；③基础研究中未详细阐述冻

存对不同排斥反应类型的影响。

表 2 ｜冻存保护剂的优缺点

冻存保护剂的分类 特点 优势 不足

渗透性保护剂 与水分子发生水合

作用，是对血管进

行冷冻处理的最基

本、应用最广泛的

试剂

降低水分子结晶形

成，减少胞内冰晶

损伤，能够有效抑

制炎症因子的表达

毒性高，易造成细

胞死亡，破坏血管

骨架，可能增加移

植远期并发症的发

生概率

非渗透性保护剂 降低溶液电解质浓

度，增加溶液黏稠

度，中和毒性

毒性低，能够稳定

细胞膜，降低胞外

冰晶损伤

降低排斥反应的能

力较弱

渗透性冻存保护剂：因其分子质量小，能够自由渗透到细胞内，又

称为细胞内液保护剂，比如甘油、二甲基亚砜 (DSMO)。它们可与水分

子发生水合作用，具有减少胞内冰晶的形成、防止细胞内水分外渗、避

免细胞在冷冻处理时过度皱缩而死亡的作用。

FAHNER 等
[46]

用甘油作为保护剂冻存山羊颈动脉后进行同种异体移

植，在术后 3 个月的随访中发现甘油组的血管外膜炎症反应弱于自体移

植组，且两组管腔通畅率相近。GAO 等
[47]

发现甘油缩水化后聚合而成

的超支化聚甘油可以减少血管移植物中性粒细胞的浸润，延长移植物的

存活时间。

VAN DOORMAAL 等 [48]
展开了用生理盐水、甘油及 DMSO 作为保护

剂储存兔主动脉的对比研究，结果显示 DMSO 组的主动脉壁厚度 / 直径

比明显优于其他组。由高浓度的DMSO所配成冻存保护剂被称为“VS83”，
HÖGERLE 等

[49]
用 VS83 对心血管移植物进行冷冻处理后，发现心血管移

植物白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 的释放及促炎 M1 型巨噬细胞的增

殖均被抑制，显著降低移植术后的炎症反应。同时，LIN 等
[50]

首次证实

DMSO 有通过 STAT5 的表观遗传效应诱导幼稚 T 细胞向 Treg 细胞分化的

作用，降低了移植物白细胞介素 17α、白细胞介素 23、干扰素 γ 等致炎

因子的表达水平，这有助于减少炎症与坏死的发生。

非渗透性冻存保护剂：其作为大分子团，能溶于水但不能自由出入

细胞膜，故又称为细胞外液保护剂，比如羟乙基淀粉、聚乙二醇、海藻

糖、中药等物质，其具有低毒性的优点；同时也有增加细胞外液黏度、

提高渗透压、使细胞内水分迅速向外析出、减少胞内水分从而降低冻存

过程中胞内冰晶形成而导致细胞损伤的作用。

羟乙基淀粉能够吸收膜外水分子，增加胞外液体黏度来动态抑制冰

晶形成
[51]
；同时，羟乙基淀粉还可黏附在血管内膜上，在移植后通过降

低血小板糖蛋白Ⅰ b、Ⅱ b 及Ⅲ a 的表达，阻断纤维蛋白原与活化血小

板的结合来抑制凝血和血小板的聚集从而减少血栓的形成
[52]
。聚乙二醇

能稳定血管内皮细胞的血栓调节蛋白 (TM)，在低温环境下可以避免血栓

调节蛋白 4/5/6 类结构域失活
[53]
，减少凝血酶与炎蛋白的结合位点，从

而降低血管移植物炎症及血栓的发生
[54]
。
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3.2   作者综述区别于他人他篇的特点   此研究系统综述了冻存技术对同

种异体血管移植排斥反应影响的相关文献，分析发现冻干法优于低温冻

存，但限于条件未能广泛开展，现仍以低温冻存为主，其中玻璃化冻存、

慢速复温和使用不锈钢乃至含银材料效果优于程序式冻存及快速复温。

渗透性和非渗透性冻存保护剂的联合选择，可以在降低其毒性的同时，

进一步减少排斥反应的发生。

3.3   综述的局限性   文章着重于介绍不同冷冻处理技术对移植后血管排

斥反应强弱的影响，未区分冻存技术对不同类型排斥反应的影响，没有

综述关于移植前是否需要 ABO 和 HLA 配对、移植后免疫抑制剂应用对

结局的影响。原因在于不同作者发布的关于上述研究的结论相反、数据

不够充足，存在较大争议，尚无法广泛采用。

3.4   综述的重要意义   从临床应用出发，以同种异体血管移植排斥反应

机制为探讨起点，基于同种异体小口径血管移植相关的排斥反应，进行

了临床需求的全面分析和综合。以期为读者辨证思考，选取合适的冻存

方案，为降低移植失败提供有益支持。

3.5   课题专家组对未来的建议   对于小口径血管的重建，自体血管移植

是首选，但在临床中，自体血管数量往往达不到需求量，如患有大面积

毁损性创面、血管疾病等患者。因此有必要建立同种异体小口径血管的

冻存库，以应对各种需此耗材的情况，在此篇文章的基础上，有如下几

点建议：

(1) 发展冻干技术，降低其经济成本推动其临床应用。

(2) 优化冻存技术：①研制玻璃化复温时所需的热力传导控制系统；

②改进冻存容器及推广其临床应用。

(3) 推进冻存保护剂的研发：①寻找出最适合于血管冻存的渗透性

及非渗透性冻存保护剂的最佳浓度比；②探索新型冻存保护剂，如中药、

化学聚合物、抗冻蛋白等。

相信在多学科的交叉发展下，在不久的将来人们可以寻找到满意的

冷冻处理方法，建立满足科研与临床需求的“血管银行”。  
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