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摘  要 

低温冷冻保存因各种原因拔除的人的健康的牙齿可以为自体牙移植提供供体牙，为自体牙移植技术提供

更多可能。本文从低温冷冻保存的难点，冷冻保护剂，低温冷冻保存的冷冻及复温方法，低温冷冻保存

对牙齿的影响四个方面对人牙齿的体外低温冷冻保存作综述，对低温冷冻保存人离体牙的现状进行评估。 
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Abstract 
Low temperature cryopreservation of healthy teeth extracted for various reasons can provide 
donor teeth for autologous tooth transplantation and offer more possibilities for autologous tooth 
transplantation technology. This article reviews the low-temperature cryopreservation of human 
teeth in vitro from four aspects: the difficulties of low-temperature cryopreservation, cryoprotec-
tants, freezing and rewarming methods of low-temperature cryopreservation, and the impact of 
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low-temperature cryopreservation on teeth. The current status of low-temperature cryopreserva-
tion of human detached teeth is evaluated. 
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1. 引言 

自体牙移植是指将同一个体内的牙齿从一个部位移植到另一个缺牙部位来恢复咬合功能的方法[1]。
它基于自体的牙齿，是一种天然的生物相容性材料，在临床上是一种极有价值的治疗方法。有研究回顾

了自体牙移植术后回访 6 年及更长时间的病例，发现存活率在 75.3%到 91%之间[2]。高存活率让此项技

术在临床上受到重视。由于自体牙移植需要患者同时存在供体牙和受体部位，故该技术在临床运用过程

中存在局限。而临床中每天都有大量的健康的牙齿因为正畸需求或者作为阻生牙被拔除，这些牙齿是自

体牙移植技术良好的供体牙来源，但他们往往被直接丢弃。有学者提出可以将拔除的健康牙齿冷冻保存，

待有需求时再使用[3]，这为自体牙移植技术提供了潜能。本文从低温冷冻保存的难点、冷冻保护剂、低

温冷冻保存的冷冻及复温方法，低温冷冻保存对牙齿的影响几个方面对人牙齿的体外低温保存作综述，

期望为自体牙移植技术的应用提供更多可能。 

2. 低温冷冻保存的难点 

低温保存的做法由来已久，自古以来，人们就知道生物材料可以在低温下保存更长时间。17 世纪早

期，关于冷冻保存的讨论是科学家们感兴趣的话题，随着 20 世纪低温技术的发展，能够产生长期冷冻保

存的极低温，促进了低温冷冻保存技术的发展。现代低温冷冻保存技术是指将细胞或整个组织冷却到零

度以下的低温保存过程，通常是−196℃ (液氮的沸点)。在这种低温下，任何生物活动，包括可能导致细

胞死亡的生化反应都将停止，在合适的情况下复温即可恢复生物活动。 
低温对于生物的损害主要是由于在恒温和低温状态的转变过程中不受控制导致的[4]。因此细胞和组

织冷冻保存的关键在于以可控的方式在低温和恒温状态之间转换。细胞大部分的损害都是由于冰的形成

直接或间接导致的。在冷却过程中，冰首先在细胞外形成，细胞外结冰导致胞外溶质浓度增加，通过细

胞膜的渗透作用，细胞内的水会排出，细胞这一举动可以使细胞脱水并增加细胞内溶质浓度，从而降低

了细胞内冰点，防止了细胞内冰的形成。但是也会对细胞造成损害：1) 溶质浓度过度增加导致过大的渗

透压伤害细胞[5]。2) 细胞外冰晶的形成直接压迫细胞膜或者细胞外结构，导致组织损伤[6]。如果冷却速

率过快，细胞内的水来不及排出，将会形成细胞内冰晶，而细胞内冰晶的通常比细胞外冰晶破坏性更大，

因为它可以直接损伤细胞结构，称之为冰损伤[7]。然而如果冷却速率过慢，细胞内的细胞器和细胞质在

高浓度溶液中暴露时间过长会遭受损伤[8]。冷却速率需要一个平衡点来减少冰晶形成带来的损伤。复温

过程对于冷冻保存也是一个大挑战。在变暖过程中，冰晶可以在初始核周围继续生长。冰的成核和生长

都取决于温度，但方式不同。冷却之后的样品会先进入冰生长阶段，当结晶温度不是最佳时，冰的形成

会进入成核期。所以复温过程存在再结晶的风险，当升温过程进入最适合冷冻的温度时，它已经完全成

Open Access

https://doi.org/10.12677/acm.2024.1441156
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


蒋佩茹，窦磊 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2024.1441156 1278 临床医学进展 
 

核[9]。 

3. 冷冻保护剂 

为了提高冷冻保存效率，可以添加冷冻保护剂来减少温度变化对细胞造成的损伤[10]。冷冻保护剂根

据作用机制不同主要分为两种：非渗透性和渗透性保护剂。渗透性保护剂以多元醇类为主，例如 DMSO、

丙二醇、丙三醇、乙二醇(EG)、甲酰胺和乙酰胺等[11]。它们通过渗透作用进入细胞，增加溶液的黏性，

减弱水的结晶过程，从而保护细胞。当细胞被置于含有低温冷冻保护剂的高渗溶液中时，细胞会因为细

胞外的高渗透压迅速收缩，而细胞内的水向细胞外扩散的速度比低温冷冻保护剂向细胞内渗透的速度快。

细胞收缩后，随着低温保护剂以固定的渗透性渗透到细胞中，细胞开始慢慢恢复其体积[12]。此类保护剂

能够避免了细胞内过冷状态，平衡细胞内外的渗透压，使细胞脱水速度变慢和减少因细胞脱水引起的收

缩程度[13]；非渗透性保护剂主要包括低分子量的单糖(如如葡萄糖、果糖、乳糖和麦芽糖)、双糖(如海藻

糖、蔗糖)、多糖类(如棉子糖等)，还包括如聚乙烯吡咯烷酮(pvp)、聚乙二醇(PEG)、聚乙烯醇(PVA)和羟

乙基淀粉(HES)等相对分子质量大于 1000 × 103的高分子化合物，，他们不能渗透进细胞内[14]。非渗透

性冷冻保护剂一般与渗透性保护剂联合使用，促使细胞完成脱水，同时还可以中和渗透性保护剂的毒性。

恢复温度时，提供一个细胞外的高渗环境，减低水分子渗入细胞的速度，防止细胞膨胀过快死亡。冷冻

保护剂可以通过各种方式防止冷冻损伤，但总而言之，一种好的冷冻保护剂需要有以下特性：在低温和

高浓度下具有水溶性，具有良好的细胞膜渗透性和低毒性。 
DMSO 是目前最常见的干细胞冷冻保护剂，Lovelock 和 Bishop 首次描述了 DMSO 作为冷冻保护剂

的使用，它可以增强细胞的渗透性。海藻糖被证明可以改变冰和细胞的相互作用，从而提高复温后细胞

的存活率[15]。也有研究表明这些非渗透性大分子冷冻保护剂如海藻糖，蔗糖，葡聚糖等，他们与 DMSO
联合使用时，能够提升冷冻保存的效果[16] [17]。虽然冷冻保护剂的使用提升了冷冻保存的效果，但它的

毒性作用仍然是冷冻保存的挑战。有研究发现运用 DMSO 冷冻保存的干细胞与呕吐、心功能障碍、心律

失常等毒性反应有关[18] [19]。EG 在肝脏中代谢为乙醇酸，引起代谢性酸中毒[20]。还有一些冷冻保护

剂共有的性质导致的毒性，比如他们与氢键的结合强度比水更强，在高浓度下可能会导致蛋白质变性[21]。
随着温度和冷冻保护剂浓度的增加，毒性也会增加。然而，已经发现，可以联合使用不同浓度的冷冻保

护剂以减少毒性。通过使用不同的冷冻保护剂，可以避免任何一种冷冻保护剂因为过高的浓度引起特定

的毒性。此外，某些冷冻保护剂可以直接中和其他冷冻保护剂的毒性，例如，DMSO 可以中和甲酰胺的

毒性，从而允许使用更高总浓度的冷冻保护剂，同时降低毒性[22]。 

4. 低温冷冻保存的冷冻及复温方法 

目前低温冷冻保存的降温方法主要包括快速降温法和慢速降温法。慢速降温法是指样本先以某一恒

定的速率降温至某一中间温度，接着降至−196℃ [23]。这种方法比较耗时，需要更昂贵的设备，但是可

控的冷却过程可以方便记录和多次重复。快速降温法又被称作玻璃化冷冻，需要高浓度冷冻保护剂超速

冻存生物体的方法，需要快速降温和复温才有可能实现成功的玻璃化冷冻。玻璃化是一个独立于冷冻的

物理过程，发生在所谓的“玻璃化转变温度”，约为−80℃至−130℃。在玻璃化过程中，样品凝固时不会

形成冰晶，所以近些年受到越来越多的关注。而且有研究发现，小型的生物如人类的精子可以在没有冷

冻保护剂的情况下实现玻璃化[24]。但是较大的物品例如人的牙齿无法实现极高的冷却速率，故需要玻璃

化的冷冻保护剂代替物品中大部分的水[25]。 
对于冷冻生物的复温，也是一个较大的挑战，需要快速升温才能减少冷冻保护剂的毒性。最近，一

种新的变暖方法已经得到了很好的测试结。Manuchehrabadi 等人证明磁性纳米颗粒的感应加热可以改善
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组织低温保存。在交变磁场下，纳米加热可以实现玻璃化组织和器官均匀解冻的高温上升率[26]。 

5. 低温冷冻保存对牙齿的影响 

牙周膜的活力决定了自体牙移植的成功率。已经有研究用冷冻保存后的牙齿自体牙移植并且获得了

较好的结果[27] [28]。从冷冻保存的牙周膜中可以分离出牙周膜干细胞[29] [30]。牙周膜组织冷冻保存的

高成功率可能是因为牙周膜组织的结构是一层柔软致密的结缔组织，并且厚度只有大约 0.2 mm。这便于

冷冻保护剂在组织中的分布以及热量容易传导至内部。 
牙齿硬组织决定了牙齿的使用年限。有学者研究了离体牙冷冻保存后牙本质的生物力学特性。研究

发现，冷冻保存后，牙齿抗压强度与未冻存组无显著差异。但是随着冷冻时间的增加，牙本质的弹性模

量呈下降趋势，牙本质小管变窄，部分闭塞，更容易附着杂质[31]。但是冷冻保存对于牙釉质牙本质，牙

骨质牙本质之间的连接的影响目前没有详细的研究，需要进一步探索。 
牙髓活力对于自体牙移植手术的成功不是必须的，因为可以通过根管治疗拔除坏死的牙齿，并且用

根管材料进行充填。牙髓具有特殊的解剖结构，是被牙体硬组织包裹的结缔组织，血运来源于狭窄的根

尖孔。故冷冻保护剂难以渗透，导致牙髓活力保存难度很大。有研究从冷冻保存之后的牙髓组织中成功

分离出牙髓细胞[32]，但是该研究使用的是去除了牙冠的牙根，冷冻保护剂更容易渗透至牙髓组织中。另

外有研究报道了一例根尖孔未完全闭合的牙齿的移植手术，移植后牙齿并未坏死[33]。牙髓组织的保存效

果可能和根尖孔的大小有关[34]。目前自体牙移植的主流观点是术后 2~3 周进行根管治疗拔除牙髓，避

免坏死的牙髓影响手术效果[35]。 

6. 结论 

低温冷冻保存这一学科现在已经被确立为一种储存活细胞和组织的实用手段。关于低温冷冻保存技

术在离体牙的保存方面已经有一些研究，但是没有具体评价低温冷冻保存对人牙齿的影响。我们期待更

完善、更优质的冷冻保存方法，促进冷冻保存技术在口腔领域的应用。 
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