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两种方法保存人体透明软骨行异种移植的实验研究
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【摘要】 目的 探讨不同方法保存的人体透明软骨，异种移植后软骨存活的动态变化及在整形外科应

用的可行性。 方法 选择 %&只新西兰种成年白兔，随机分为两组，每组 !%只，分别接受 ’ $(&)液氮冷冻
和 *"+酒精灭活法保存的人体透明软骨移植，观察一年。术后每 ,个月比较两组血清 -./、-.0、-.1、2,、2%、
345（补体 5因子）含量，每月随机抽取两组各两只兔子取移植软骨块观察其外形、色泽，测重量。比较光学显
微镜和透射电镜下的组织学变化。 结果 两实验组各时间点 -./、-.0、-.1、2,、2%、345含量与术前相比无
显著性差异，3 6 #7#"。深低温保存法软骨移植后 $ ’ !个月内重量略有增加，,个月重量开始减少，至 $年达
最低点。光学显微镜下观察，!个月可见新生不成熟软骨细胞。,个月时软骨开始出现退行性变，至 8个月时
明显加重。酒精灭活移植软骨重量无明显变化，仅在 8个月时开始出现轻度退行性变。透射电镜下观察的变
化规律基本与光学显微镜下的观察结果相一致。结论 酒精灭活法保存的人体透明软骨用于异种移植后，外

型变化小，提示其临床应用可行性优于液氮冷冻保存法。
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在器官修复与重建过程中，异体软骨是最常用的充填材

料之一［$，!］。本研究选择不同方法保存的人体软骨用于异

体移植，旨在研究一种能使异体软骨抗原性降低到最小，生

物学性能稳定、植入体内后不变形的保存方法，为临床应用

异体软骨替代自体软骨提供科学依据。

材料和方法

一、材料

$P供体软骨制备及保存：无菌条件下取新鲜成人尸体透
明肋软骨，$[新洁尔灭冲洗两遍，再用生理盐水冲洗后，用
两种方法分别保存三个月：$）P深低温保存法：将制备好的新

鲜软骨无菌条件下密封于塑料袋内，浸泡于 ’ $(&)液氮溶
液中。!）P酒精灭活法：将制备好的新鲜软骨浸泡于 *"+酒
精溶液中，常温下保存。

!P受体动物及分组：用我院动物实验室提供并饲养的新
西兰成年白兔 %&只雌雄不限，体重（! W ,7"）J.，随机分成 1、
5两组，每组 !%只。每只实验动物分别植入 !块同组软骨。
二、方法

$P移植前准备：两组软骨各取一块分别做光学显微镜和
透射电镜观察，做细菌培养。将每组每块软骨外形色泽逐一

记录，每块软骨重量均为 !.。每只动物抽血测 -./、-.0、-.1、
2,、2%、345（补体 5因子）含量。脊柱两侧备皮。
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!"手术方法：!#戊巴比妥麻醉下，选择动物背部中线左
右各旁开 !$%处，无菌条件下分别作一垂直 !$%切口，沿肌
膜下向两侧钝性分离，范围约 !$% & ’$%，将制备好的同组软
骨 !块分别植入双侧肌膜下，逐层缝合，龙胆紫外涂。

’"术后监测：!每半月检查一次动物存活状况及植骨区
情况，观察有无骨块外露及感染。"每月两组各随机抽取两
只动物无菌条件下取出移植骨块，记录外形、重量、色泽、细

菌生物学培养，并于光学显微镜和透射电镜下观察其组织学

变化，持续至 (!个月。#分别于术后每 ’个月从未取移植软
骨动物中抽取静脉血，测 )*+、)*,、)*-、.’、./、012含量。

/"统计学分析，用 3033(454 统计软件行统计学分析，0
6 4547为显著性差异。

结 果

("外型、重量、色泽变化。

(）深低温冷冻软骨种植前骨块呈乳白色，半透明状，弹
性好。植入后 ( 8 !个月重量较植入前有所增加，弹性好，外
型及色泽与植入前无明显差异。’个月后重量开始降低，直
至移植后 (!个月降为最低，其中 (例移植软骨全部吸收，仅
遗留纤维囊。（见表 (、表 !）。色泽几无变化。

!）酒精灭活软骨种植前呈黄白色，弹性差。移植后色泽
无明显差异，’个月内重量、外形及弹性无明显变化，植入 9
个月后软骨重量开始稍有减轻，但较深低温冷冻软骨吸收减

轻（见表 (、表 !），软骨周形成致密纤维囊。色泽、外形、弹性
无明显变化。

表 ! 不同方法移植后前 "个月软骨重量的改变（*）
移植时间 术前 术后 (个月 术后 !个月 术后 ’个月 术后 /个月 术后 7个月 术后 9个月

: ; / : ; / : ; / : ; / : ; / : ; / : ; /
冷冻组 ! "44 < 4"44 ! "4( < 4"!( ! "4( < 4"(= ( "== < 4"!4 ( "=> < 4"(= ( "=> < 4"!( ( "=> < 4"(?
灭活组 ! "44 < 4"44 ! "44 < 4"44 ! "44 < 4"44 ! "44 < 4"(( ! "44 < 4"(> ( "=> < 4"(? ( "=> < 4"!(

表 # 不同方法移植后后 "个月软骨重量的改变（*）
移植时间 术前 术后 ?个月 术后 >个月 术后 =个月 术后 (4个月 术后 ((个月 术后 (!个月

: ; / : ; / : ; / : ; / : ; / : ; / : ; /
冷冻组 ! "4 < 4"4 ( "=> < 4"(= ( "=? < 4"!’ ( "=? < 4"!7 ( "=7 < 4"(? ( "=/ < 4"(7 ( ">4 < 4"!>
灭活组 ! "4 < 4"4 ( "=> < 4"(= ( "=> < 4"!( ( "=? < 4"’4 ( "=? < 4"’( ( "=? < 4"(7 ( "=9 < 4"(9

用 3033(4"4软件行单因素方差分析，冷冻组、灭活组前
9个月 1值分别为 !5?/，!5/=，0值均 @ 4547，表明无显著性
差异。

灭活组后 9个月 1值 !5>9，0值 @ 4547，表明无显著性差
异。冷冻法后 9个月 1值为 />5(’，0 6 4547，表明各组间有
显著性差异，再用 3AB法（C检验）进行均数之间的两两比
较，除术后 (4、((、(!个月与其它各组有显著性差异，其余均
无显著性差异。

!"光学显微镜观察：(）深低温冷冻软骨及酒精灭活软骨
植入前均未见明显改变，其软骨细胞呈圆形或椭圆形，居于

软骨陷窝内，胞浆蓝染，核居中或偏于一侧，软骨基质呈均匀

浅蓝色。!）冷冻软骨移植后 ( 8 !个月与移植前相比可见有
新生软骨细胞生长，光学显微镜下细胞数量明显增多，且多

为不成熟状（图 (）。移植后 ’个月出现退行性变，软骨细胞
肥大，空变或固缩，软骨基质出现钙化，软骨周围出现少量淋

巴细胞浸润。9 个月后软骨骨膜下可见退行性变，淋巴细

胞、巨噬细胞浸润，软骨细胞空变或固缩。’）酒精灭活软骨
植入 9个月内几无变化，?个月始仅出现轻度退行性变。

’" 透射电镜观察：(）冷冻软骨：种植前软骨细胞位于软
骨陷窝内，呈圆形或椭圆形，胞核呈圆形或马蹄形，胞质丰富

（见图 !）。移植后 ( 8 !个月，软骨细胞未见明显变化，细胞
结构存在，胞质中可见许多大小不一的空泡。移植 ’ 个月
后，软骨细胞间质未见明显变化，微纤维和细胞间质颗粒尚

存在，软骨细胞膜消失，胞质密度不一，染色深，多数细胞无

胞核，少数细胞的结构消失。移植 9个月后，基质内出现空
泡，微纤维较前模糊，大部分软骨陷窝内可见散在的细胞碎

片，软骨细胞结构消失，细胞内未见到明显的细胞器存在（见

图 ’）。!）酒精灭活软骨：种植前软骨细胞位于软骨陷窝内，
呈圆形或卵圆形，细胞膜清晰，胞核呈卵圆形或新月形，胞质

丰富，见大量显著扩张的粗面内质网或糖原颗粒。种植后软

骨仅出现轻度退行性变（见图 /）。

图 ! 光镜 冷冻软骨移植后 #个月（!$倍）
图 # 电镜 冷冻软骨种植前
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图 ! 电镜 冷冻软骨种植 "个月 图 # 电镜 酒精灭活软骨种植后 "个月

!"免疫球蛋白和补体的变化，见表 #"
表 ! 软骨移植前后免疫功能的改变（$ % &）

术前 术后 ’个月 术后 #个月 术后 (个月 术后 )个月 术后 ’*个月
（+ , *!） （+ , *!） （+ , *-） （+ , ’!） （+ , .） （+ , *）

冷冻组 /$0 ’*"’1 2 ’"*’ ’* "’) 2 ’"*( ’* "*’ 2 ’"*- ’* "*# 2 ’"#’ ’* "*’ 2 ’"’) ’* "#’ 2 ’"’3
灭活组 /$0 ’*"*) 2 *"’# ’* "!) 2 ’"(# ’* ")1 2 ’"3’ ’* "#3 2 ’"() ’* "#( 2 ’"3! ’* "#) 2 ’"#(
冷冻组 /$4 ’"#! 2 -"’# ’ "#’ 2 -"’* ’ "## 2 -"-) ’ "#3 2 -"’’ ’ "#* 2 -"’( ’ "#’ 2 -"**
灭活组 /$4 ’"#3 2 -"*1 ’ "’) 2 -"’’ ’ "*( 2 -"’- ’ "#. 2 -"’) ’ "!. 2 -"*) ’ "#( 2 -"#’
冷冻组 /$5 ’"’- 2 -"-) ’ "’’ 2 -"’* ’ "-) 2 -"’* ’ "’! 2 -"’# ’ "’- 2 -"’3 ’ "’* 2 -"*’
灭活组 /$5 ’"*’ 2 -"’# ’ "*’ 2 -"*# ’ "’( 2 -"** ’ "*! 2 -"*’ ’ "’( 2 -"*# ’ "** 2 -"’(
冷冻组 6# ’"-( 2 -"-) ’ "-* 2 -"’’ ’ "-# 2 -"’# ’ "-3 2 -"’- ’ "-( 2 -"** ’ "-3 2 -"*#
灭活组 6# ’"’’ 2 -"#) ’ "*1 2 -"3’ ’ "*’ 2 -"*# ’ "’* 2 -"*! ’ "’! 2 -"#’ ’ "’* 2 -"’#
冷冻组 6! -"*3 2 -"-’ - "*# 2 -"-* - "** 2 -"-3 - "*! 2 -"-( - "*( 2 -"-! - "*1 2 -"-(
灭活组 6! -"*( 2 -"-* - "*3 2 -"-* - "*’ 2 -"-! - "*( 2 -"-3 - "** 2 -"-# - "*’ 2 -"-!
冷冻组 789 -"#3 2 -"-* - "## 2 -"-# - "#* 2 -"-* - "#! 2 -"-! - "#( 2 -"-( - "#! 2 -"-.
灭活组 789 -"#! 2 -"-’ - "#( 2 -"-3 - "#! 2 -"-’ - "#( 2 -"-* - "#) 2 -"-1 - "#. 2 -"-1

注：各组间用 :7::’-"-软件行单因素方差分析检验，各组 8值分别为 - "!3、-"’)、-"’(、-".)、’ "’*、’ " *#、-" 1(、’" )(、’ " !)、’ " #3、-" )’、’ " -3，7
均 ; -"-3，无显著性差异。

讨 论

软骨组织移植在整形外科领域应用比较广泛，<=+>?@在
’1!#年提出“骨软骨一旦破坏，即不能再得到恢复”的观点，
至今已有两个半世纪了。目前，使损伤的骨软骨修复至正常

骨软骨，尚无完善的方法［#］。

临床上常用的软骨组织缺损修复途径大致有三种，即自

体组织移植，异体组织移植或应用人工代用品［*］。自体软骨

移植，可供组织有限，必须以牺牲自体部分正常组织为代价，

且增加受术者的痛苦。人工合成生物材料存在着许多潜在

的危险和并发症，如感染、外露、断裂、植入体的松脱等，同时

存在的与宿主免疫系统的反应都限制了它们的使用。近年

兴起的组织工程技术为软骨缺损的修复开辟了一条新的途

径［!］。例如用软骨细胞与医用组织引导再生胶原膜或聚羟

基乙酸支架体外联合培养、再植入体内的组织工程，目前仍

处于探索和实验阶段，过渡到临床尚需时日。

异种或同种异体软骨来源广泛，可以提前预制塑形，但

因存在免疫排斥反应、变形、吸收、感染等弊端，而使临床应

用受到限制［3］。因此，使用何种方法进行处理和保存异体软

骨，提高异体软骨临床应用的可行性，仍需进行不断的探索

和研究。本课题对两种不同方法保存的人透明软骨进行异

种移植实验，连续观察其近期及远期的变化结果，为临床应

用提供科学依据。

本研究结果表明：’、深低温保存法软骨排斥反应较为明
显，快速复温后，其生物学特性与新鲜软骨无差异，这与快速

降温时的损伤较轻有关。植入早期可成活并可见新生软骨

细胞，#个月后开始吸收变形，且随着时间的延长而逐渐加
重，甚至仅残余纤维囊。*、13A酒精灭活法保存的软骨，因已
被灭活，移植后骨周形成纤维囊包绕，免疫排斥反应小，连续

观察至 ’*个月时，仍能保持其外形不变。

结 论

深低温法保存软骨因其具有新鲜软骨的特性，异种异体

移植后易被排斥和吸收，故不宜应用于临床。13A酒精灭活
法保存软骨，生物学特性稳定，提示其用于临床替代自体软

骨的远期效果可能优于深低温保存法。
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