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揖摘要铱 目的院了解不同冻存方法对组织工程骨生物活性的影响遥 方法院以骨髓基质干细胞渊皂葬则则燥憎 泽贼则燥皂葬造 糟藻造造泽袁
酝杂悦泽冤复合部分脱蛋白骨培养制备组织工程骨袁实验分为院粤 组袁组织工程骨用添加冻存保护剂的保存液保存曰月 组袁组
织工程骨用不添加冻存保护剂的保存液保存曰悦 组袁组织工程骨未行低温保存曰阅 组袁单纯 酝杂悦泽 培养遥粤 组和 月 组的组

织工程骨于原愿园 益深低温保存 猿 个月袁猿 个月后复温冻存的组织工程骨遥 扫描电镜观察 酝杂悦泽 的黏附和分布情况袁酝栽栽
法检测细胞活力袁对硝基苯磷酸法检测碱性磷酸酶渊葬造噪葬造蚤灶藻 责澡燥泽责澡葬贼葬泽藻袁粤蕴孕冤活性袁流式细胞仪分析细胞周期遥 结果院
酝杂悦泽 在材料表面和孔隙内均可黏附和分布袁黏附于材料的细胞活力大小依次为 悦 组跃粤 组跃月 组 渊孕约园援园员袁孕约园援园缘冤袁黏
附于材料的细胞 粤蕴孕 活性大小依次为 悦 组跃粤 组跃月 组渊孕 约 园援园员冤 遥 各组细胞周期未见明显变化袁未见异倍体细胞遥 结

论院选择适宜的冻存保护剂对组织工程骨的生物活性有一定的保护作用遥
揖关键词铱 组织工程曰 骨曰 低温保存
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目前袁国内外骨库对于异体骨和异种骨的保存积累了丰

富的经验袁但对于组织工程骨的保存却是一个空白点遥相对于

异体骨和异种骨的保存袁组织工程骨的保存需要更为严格的

标准遥如何使保存后的组织工程骨具有较好的生物活性袁需要

进行相关研究遥
员 材料与方法

员援 员 部分脱蛋白骨支架材料的制备 取脑死亡患者捐献尸

体骨的干骺端袁修整为 员援缘 糟皂 伊 园援缘 糟皂 伊 园援猿 糟皂 大小遥 材料一

侧为皮质骨袁另一侧保留部分松质骨袁共 圆源 块遥生理盐水反复

冲洗袁原苑园 益深低温冰箱冷冻后袁经脱脂尧脱细胞和部分脱蛋

白处理袁冷冻干燥机冻干遥 材料用双层血浆袋密封包装袁环氧

乙烷消毒袁源 益冰箱冷藏保存遥
员援 圆 组织工程骨的制备 取健康新西兰白兔 圆 只袁双侧胫骨

结节处备皮消毒袁无菌条件下穿刺抽取红骨髓 愿 皂造袁加入含肝

素的 阅酝耘酝 培养液渊郧蚤遭糟燥 公司冤袁混匀后加入 猿 皂造 淋巴细胞

分离液渊郧蚤遭糟燥 公司冤袁员 愿园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员园 皂蚤灶袁吸除中间层细

胞后再离心袁所得细胞沉淀以 员伊员园远 辕 皂造 密度接种于含 员缘豫胎

牛血清的 阅酝耘酝 培养液中袁于 猿苑 益尧缘豫悦韵圆 饱和湿度条件下

培养遥 待细胞相融合达 怨园豫生长面积时用园援圆缘豫胰蛋白酶

渊杂蚤早皂葬 公司冤消化传代培养遥 细胞传至 猿 代时袁移入含 员伊员园原愿

地塞米松尧缘园 皂早 辕 蕴 维生素 悦 和 员伊员园原圆皂燥造 辕 蕴 茁原磷酸甘油钠

的 阅酝耘酝 培养液诱导培养 猿 凿袁诱导后的细胞表型经鉴定为
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组

别

阅晕粤 合成

期渊郧员袁豫冤
阅晕粤 合成

期渊杂袁豫冤
分裂前期及分

裂期渊郧圆 辕 酝袁豫冤
郧员 期 阅晕粤

前含量渊滋早冤 阅陨 值

粤 苑猿援远 员猿援缘 员圆援怨 源源援远 员援园圆
月 远远援圆 员园援园 圆猿援愿 源圆援缘 园援怨远
悦 苑缘援愿 员员援圆 员猿援园 缘员援猿 员援园猿
阅 苑远援圆 怨援缘 员源援猿 远远援苑 原

成骨样细胞遥 将支架材料用 阅酝耘酝 培养液浸泡 员 凿 后弃残

液袁每个支架材料以 员伊员园远 辕 皂造 密度接种经诱导培养的 酝杂悦泽袁
于 猿苑 益尧缘豫悦韵圆 饱和湿度条件下培养 苑 凿遥
员援 猿 实验分组和组织工程骨的低温保存 实验分为院粤 组袁
组织工程骨用添加冻存剂的保存液保存曰月 组袁组织工程骨用

不添加冻存剂的保存液保存曰悦 组袁组织工程骨未行低温保

存曰阅 组袁单纯 酝杂悦泽 培养渊作为细胞学待定参考冤遥 以含 员缘豫
胎牛血清 阅酝耘酝 培养液为基本保存液袁冻存保护剂的基本成

分为二甲亚砜渊凿蚤皂藻贼澡赠造泽怎造枣燥曾蚤凿藻袁阅酝杂韵冤尧羟乙基淀粉和蔗

糖袁按照一定的比例合理搭配遥降温步骤如下院将组织工程骨

分装入含不同保存液的冻存管内袁室温下放置 员园 耀 员缘 皂蚤灶袁
然后置于 源 益 圆园 皂蚤灶袁以原员 益 辕皂蚤灶 降温至原圆园 益袁保存 猿园 皂蚤灶袁
再以原员 益 辕皂蚤灶 降温至原愿园 益袁放入深低温冰箱保存遥 猿 个月后

取出冻存管袁快速置于 猿苑 益水浴 员耀圆 皂蚤灶袁直至保存液完全融

化遥
员援 源 检测项目

员援 源援 员 倒置相差显微镜和扫描电镜观察 用倒置相差显微

镜观察细胞与材料的黏附及细胞在材料孔隙内的分布遥 各组

取组织工程骨 员 块袁孕月杂 漂洗 猿 遍袁戊二醛固定袁乙醇梯度脱

水袁标本经干燥和喷金处理后袁用扫描电镜观察细胞在材料表

面的黏附和分布遥
员援 源援 圆 酝栽栽 法检测细胞活力 各组取组织工程骨 远 块袁于
培养板中加入 缘 皂早 辕 皂造 的 酝栽栽袁反应 源 澡 后弃液袁加入 阅酝杂韵袁
振荡 员园 皂蚤灶袁用酶标仪渊美国 孕藻则噪蚤灶 耘造皂藻则 公司冤选择波长为

源怨园 灶皂 读取光密度值渊韵阅 值冤袁分析细胞活力遥
员援 源援 猿 碱性磷酸酶渊葬造噪葬造蚤灶藻 责澡燥泽责澡贼葬泽藻袁粤蕴孕冤活性检测 各

组取组织工程骨 远 块袁消化并收集细胞遥 采用对硝基苯磷酸

法咱员暂袁用紫外尧荧光尧可见光高效分析仪渊美国 孕藻则噪蚤灶 耘造皂藻则 公
司冤测定 粤蕴孕 活性袁了解细胞产生的 粤蕴孕 活性遥
员援 源援 源 流式细胞仪检测 各组取组织工程骨 远 块袁消化收集

细胞并计数袁孕陨 染液染色袁用流式细胞仪 渊美国 悦燥怎造贼藻则 公司冤
检测细胞周期和 阅晕粤 含量袁计算 阅晕粤 指数渊阅陨 值冤袁阅陨 值为

待测样品 郧园郧员 期细胞 阅晕粤 含量与正常二倍体 郧园郧员 期细胞

阅晕粤 含量的比值遥
员援 缘 统计学方法 实验结果以x軃依泽表示袁采用 杂孕杂杂 员园援园 软

件包对组间计量资料行方差分析和 择 检验袁孕约园援园缘 为有统计

学意义遥
圆 结果

圆援 员 扫描电镜观察结果 各组细胞在材料表面均可黏附袁呈
梭形或多角形袁相邻细胞间有突起相互连接袁细胞周围有网状

胶原附着遥 其中袁粤 组和 悦 组材料表面黏附大量细胞袁并有较

多胶原连接曰月组材料表面黏附细胞较少袁胶原连接很少渊图 员冤遥
圆援 圆 酝杂悦泽 活力检测 黏附于材料的细胞活力院粤 组渊园援缘圆怨 苑依
园援园员猿 员冤哉 辕 蕴袁月组渊园援猿怨圆 远依园援园园源 愿冤哉 辕 蕴袁悦组渊园援远缘源 猿依园援园园猿 怨冤
哉 辕 蕴袁阅 组渊园援苑员圆 猿依园援园员愿 苑冤 哉 辕 蕴袁细胞活力大小依次为 悦 组跃
粤组跃月组袁各组间差异均有统计学意义渊云越缘猿援远源圆袁孕约园援园员袁孕约园援园缘冤遥
圆援 猿 酝杂悦泽 粤蕴孕活性检测 黏附于材料细胞的 粤蕴孕活性院粤 组

渊园援苑源苑依园援园圆远冤袁月 组渊园援源猿猿依园援园源员冤袁悦 组渊园援愿圆怨依园援园圆远冤袁阅 组

渊员援员圆圆依园援园愿缘冤 哉 辕 蕴袁 细胞的 粤蕴孕 活性依次为 悦 组跃粤 组跃月
组袁各组间差异均有统计学意义渊云越苑怨援员怨袁孕 约 园援园员冤遥
圆援 源 流式细胞仪检测细胞周期 每块材料黏附细胞数分别

为院粤组渊圆援圆怨依园援猿员冤伊员园缘个袁月组渊员援圆怨依园援圆愿冤伊员园缘个袁悦组渊猿援猿缘依
园援员苑冤伊员园缘 个袁阅 组渊 缘援源员依园援员远冤伊员园远 个袁每块材料黏附细胞数

的多少依次为 悦 组跃粤 组跃月 组渊云越远远园援圆愿袁孕约 园援园员冤遥各组细胞

周期未见明显变化袁无异倍体细胞袁见表 员遥

图 员 各组细胞与材料复合物扫描电镜观察渊杂耘酝伊缘园园冤 员葬援粤 组袁添加冻存剂保存复温后的组织工程骨袁大量细胞黏附于材料表面袁较多胶原

连接 员遭援月 组袁未添加冻存剂保存复温后的组织工程骨袁少量细胞黏附于表面袁胶原连接较少 员糟援悦 组袁未行低温保存组织工程骨袁大量细胞黏

附于材料表面袁较多胶原连接

云蚤早援员 杂糟葬灶灶蚤灶早 藻造藻糟贼则燥灶蚤糟 皂蚤糟则燥泽糟燥责藻 燥遭泽藻则增葬贼蚤燥灶 燥枣 糟藻造造泽 糟燥糟怎造贼怎则藻凿 憎蚤贼澡 皂葬贼藻则蚤葬造泽 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 早则燥怎责泽 渊杂耘酝伊缘园园冤 员葬援郧则燥怎责 粤院栽蚤泽泽怎藻 藻灶早蚤灶藻藻则藻凿
遭燥灶藻 憎葬泽 泽贼燥则藻凿 蚤灶 责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 泽燥造怎贼蚤燥灶 憎蚤贼澡 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂 葬灶凿 贼澡葬憎藻凿袁造燥贼泽 燥枣 糟藻造造泽 葬贼贼葬糟澡藻凿 贼燥 贼澡藻 泽怎则枣葬糟藻袁皂葬灶赠 糟燥造造葬早藻灶 枣蚤遭藻则泽 枣燥则皂藻凿 员遭援
郧则燥怎责 月院栽蚤泽泽怎藻 藻灶早蚤灶藻藻则藻凿 遭燥灶藻 憎葬泽 灶燥贼 泽贼燥则藻凿 蚤灶 责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 泽燥造怎贼蚤燥灶 憎蚤贼澡 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂 葬灶凿 贼澡葬憎藻凿袁葬 枣藻憎 燥枣 糟藻造造泽 葬贼贼葬糟澡藻凿 贼燥 贼澡藻 泽怎则枣葬糟藻袁
枣藻憎 糟燥造造葬早藻灶 枣蚤遭藻则泽 枣燥则皂藻凿 员糟援郧则燥怎责 悦院栽蚤泽泽怎藻 藻灶早蚤灶藻藻则藻凿 遭燥灶藻 憎葬泽 泽贼燥则藻凿 憎蚤贼澡燥怎贼 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶袁造燥贼泽 燥枣 糟藻造造泽 葬贼贼葬糟澡藻凿 贼燥 贼澡藻 泽怎则枣葬糟藻 燥枣 皂葬贼藻则蚤葬造泽袁皂葬灶赠
糟燥造造葬早藻灶 枣蚤遭藻则泽 枣燥则皂藻凿

员糟员遭员葬

表 员 各组材料对酝杂悦泽细胞周期和倍体水平的影响渊灶越远冤
栽葬遭援员 栽澡藻 蚤灶枣造怎藻灶糟藻 燥枣 皂葬贼藻则蚤葬造泽 燥灶 贼澡藻 糟藻造造 糟赠糟造藻 葬灶凿

阅晕粤 蚤灶凿藻曾 燥枣 酝杂悦泽 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 早则燥怎责泽 渊灶越远冤
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猿 讨论

低温冻存损伤机制主要是冻融时冰晶对细胞的机械性和

渗透性损伤袁表现在以下 圆 个方面咱圆暂院淤慢速冷冻过程中袁细
胞外液水分不断结晶造成游离水分减少袁导致细胞内外渗透

压不等袁使得大量水分由细胞内向细胞外渗出袁逐渐导致细胞

内渗透压升高袁造成野溶质性损伤冶遥 于快速冷冻过程中袁细胞

内水分尚未转移到细胞外袁而细胞内外同时结冰袁细胞内冰晶

机械性破坏细胞器和细胞核而导致细胞损伤袁造成野细胞内冰

晶损伤冶遥目前认为生物组织的冷冻损伤主要是野溶质性损伤冶
所产生的渗透压尧电解质含量和 责匀 值的改变作用于细胞膜

脂质造成的细胞膜渗漏袁在复温过程中袁细胞膜渗漏使大量水

分进入细胞内导致细胞水肿而死亡袁称为渗透性休克咱猿暂遥 此

外袁复温过程中如复温速率较慢袁则会再次形成冰晶加重细胞

损伤遥由于冷冻速率越快引起细胞内冰晶形成越多袁而速率过

慢又可导致野溶质性损伤冶遥因此袁低温保存需要选择造成损伤

最轻的降温速率遥此外袁复温速率对低温保存后细胞活力的恢

复有很大影响袁严格说复温过程是降温过程的逆函数咱源暂遥 如果

没有足够快的复温速率袁细胞内再次形成冰晶的概率很高遥为
了减轻冷冻损伤袁选择适宜的降温和复温速率是低温保存的

一个关键环节遥分阶段降温比匀速降温对细胞活力和功能影响

小袁因此本实验采用分阶段降温措施袁降温速度 员耀员援缘 益 辕 皂蚤灶袁
猿 个月后快速复温袁较好地保持了冻存细胞的活力和功能遥

冻存保护剂是减少冷冻损伤的另一个重要方法袁其保护

机制可能是防冻剂与水分子形成氢键袁使最低共熔点降低袁从
而减轻或避免了冷冻复温过程中冰晶对细胞的损伤咱缘暂遥 由于

各种冻存保护剂的作用机制不同袁单一保护剂很难达到效果

理想的冷冻保护要求袁目前常采用多种冻存剂组成的混合保

护剂遥本实验采用含 员缘豫胎牛血清的 阅酝耘酝 培养液为基本保

存液袁冻存保护剂的基本成分为 阅酝杂韵尧羟乙基淀粉和蔗糖袁
猿 种成分按照一定浓度和比例合理搭配遥 冷冻前渗透到细胞

内的 阅酝杂韵 在细胞内外产生一定的摩尔浓度袁降低细胞内外

未结冰溶液中电解质浓度袁从而保护细胞免受高浓度电解质

损伤袁同时细胞内水分不会过度外渗袁避免细胞结构过度脱水

皱缩咱远暂遥 羟乙基淀粉通过竞争结合水的氢原子袁使冰晶生成速

度减慢袁减弱水的固化过程袁可以降低细胞外溶质浓度过高造

成的细胞损伤咱苑暂遥 低分子不可渗透物质蔗糖能在降温时向细

胞外转运细胞内溶质袁而复温时则作用相反袁从而减轻细胞渗

透性损伤咱愿暂遥 目前对于混合性冻存剂的研究主要是寻找对相

应组织和细胞具有保护效果最佳尧毒性最小尧不同种类和不同

含量冻存剂的组合遥本实验采用 阅酝杂韵尧羟乙基淀粉和蔗糖混

合物为组织工程骨的冻存保护剂袁结果添加冻存剂组与不添

加冻存剂组相比较袁细胞周期未见明显变化袁无异倍体细胞出

现袁复温后的组织工程骨生物活性得到了极大程度的改善袁但
与未行低温保存的新鲜组织工程骨相比较袁其生物活性尚有

一定的距离遥
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缘 运燥枣则燥灶 酝阅袁韵责泽蚤贼灶蚤糟噪 晕悦袁粤贼贼葬憎蚤葬 酝粤袁藻贼 葬造援 悦则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 燥枣 贼蚤泽鄄
泽怎藻 藻灶早蚤灶藻藻则藻凿 糟燥灶泽贼则怎糟贼泽 枣燥则 遭燥灶藻援 允 韵则贼澡燥责 砸藻泽袁圆园园猿袁圆员渊远冤院员园园缘
员园员园援

远 耘遭藻则贼扎 杂蕴袁酝糟郧葬灶灶 蕴耘援 悦则赠燥责则燥贼藻糟贼葬灶贼 责藻则皂藻葬遭蚤造蚤贼赠 责葬则葬皂藻贼藻则泽 枣燥则 糟蛳
藻造造泽 怎泽藻凿 蚤灶 葬 遭蚤燥藻灶早蚤灶藻藻则藻凿 澡怎皂葬灶 糟燥则灶藻葬造 藻择怎蚤增葬造藻灶贼 葬灶凿 葬责责造蚤糟葬鄄
贼蚤燥灶泽 枣燥则 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶援 悦则赠燥遭蚤燥造燥早赠袁圆园园源袁源怨渊圆冤院员远怨 员愿园援

苑 郧燥造藻 酝阅袁孕燥怎造泽藻灶 阅袁 酝葬则扎燥 允酝袁 藻贼 葬造援 悦澡燥灶凿则燥糟赠贼藻 增蚤葬遭蚤造蚤贼赠 蚤灶 责则藻泽泽蛳
枣蚤贼 糟则赠燥责则藻泽藻则增藻凿 燥泽贼藻燥糟澡燥灶凿则葬造 葬造造燥早则葬枣贼泽援 允 韵则贼澡燥责 砸藻泽袁圆园园源袁圆圆
渊源冤院苑愿员蛳苑愿苑援

愿 运则怎赠贼 酝悦袁凿藻月则怎蚤躁灶 允阅袁再怎葬灶 匀袁藻贼 葬造援 韵责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶 燥枣 遭燥灶藻 贼蚤泽泽怎藻 藻灶鄄
早蚤灶藻藻则蚤灶早 蚤灶 早燥葬贼泽院葬 责藻则燥责藻则葬贼蚤增藻 泽藻藻凿蚤灶早 皂藻贼澡燥凿 怎泽蚤灶早 糟则赠燥责则藻泽藻则增藻凿
糟藻造造泽 葬灶凿 造燥糟葬造蚤扎藻凿 遭燥灶藻 枣燥则皂葬贼蚤燥灶 蚤灶 糟葬造糟蚤怎皂 责澡燥泽责澡葬贼藻 泽糟葬枣枣燥造凿泽援
栽则葬灶泽责造葬灶贼葬贼蚤燥灶袁圆园园源袁苑苑渊猿冤院猿缘怨 猿远缘援

渊收稿日期院圆园园苑原园猿原员怨 本文编辑院王宏冤

第四届全国骨创伤专题研讨会征文通知

由中华医学会创伤学分会尧叶中华创伤杂志英文版曳编辑部举办的第四届全国骨创伤专题研讨会将于 圆园园愿 年 远 月在云

南大理召开遥 征文内容院脊髓尧周围神经损伤的治疗与功能修复袁四肢创伤骨折的诊治经验袁骨质疏松症性骨折的防治袁中
西医结合治疗骨折尧软组织损伤袁微创手术在骨与关节损伤中的应用袁交通伤救治经验等遥 征文要求院未公开发表的论文摘

要渊中文袁约 缘园园 字冤员 份袁包括文题袁作者单位尧姓名袁邮编及电话袁并附一与纸样文字内容相同的软盘或通过 耘原皂葬蚤造 投稿遥
会议将邀请国内渊外冤知名专家教授与会作专题讲座并从征文中挑选部分论文作大会发言遥 会议期间将评选优秀论文袁并
颁发优秀论文证书袁将选出部分优秀论文在中华创伤杂志英文版刊登遥 本次研讨会将出版论文集袁被收录论文并出席会议

者将颁发论文证书并授予国家 陨 类继续教育学分遥截稿日期院圆园园愿 年 猿 月 猿员 日遥 收稿地址院重庆市大坪长江支路 员园 号叶中
华创伤杂志英文版曳编辑部 宋双明主任收袁邮编院源园园园源圆袁电话院渊园圆猿冤 远愿苑缘苑源愿猿袁远愿苑员员怨苑苑袁传真院渊园圆猿冤远愿苑员员怨苑苑袁耘原皂葬蚤造院
藻凿糟躁贼凿责岳责怎遭造蚤糟援糟贼葬援 糟择援糟灶 或 责赃赠赠员员园怨岳泽蚤灶葬援糟燥皂遥 来稿务请在信封上注明野会议征文冶遥欢迎通过 耘原皂葬蚤造 投稿袁但务请注明通

信地址尧邮码尧电话遥
会议确切日期尧地点及安排请留意第二轮通知袁第二轮通知将于 圆园园愿 年 缘 月发出遥
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