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摘1要1QNPDHDJ法是玻璃化保存卵母细胞较有效的方法之一$ 当QNPDHDJ载体插入液氮时%降温速度极高%几乎瞬间完成%常规
的方法无法测量$ 实验使用数字示波器&线径 "#"S的6型热电偶建立起高速测温系统%测量了QNPDHDJ法用于卵母细胞低温保
存时的降温速率$ 通过改变载体材料&厚度&冷源温度等条件%提高QNPDHDJ的降温速率$ 结果发现当使用 +!"S的铜质载板%使
用浆状液氮作为冷源时%降温速度最高%可达到!$5($! s($$+"7,S.0%较商品化的QNPDHDJ的降温速度!!((’)" s(’$+"7,S.0"提
高了 " 倍$
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11卵母细胞的低温保存技术是人类辅助生殖领域
和保护优质家畜种质资源的重要手段$ 目前%研究者
们已设计了多种冷冻方法来实现卵母细胞的玻璃化
冷冻% QNPDHDJ法是近期根据最小体积法提出的卵母
细胞玻璃化冷冻方法(() $ 此方法将细胞溶液加载到
塑料长条载板上%用吸管移除绝大部分的细胞外冷冻
保护液%然后投入液氮进行冷冻$ 其特点是使用的冷
冻保护液很少%细胞与液氮的直接接触面积大%细胞
与冷源间的整体热阻很小%降温速率很高$

在实际应用中% QNPDHDJ 降温速度的测量很困
难$ 一是由于降温速率极快!(!#7,S.0" (") %二是由
于液滴体积小%热电偶的探头会干扰极小液滴的温度
分布$ 这就使得采用不同冷冻载体对卵母细胞进行

玻璃化保存时%难以比较各自冷冻性能的优劣%要么
采用数值模拟的方法估计降温速率($W&) %要么只能通
过玻璃化保存后的存活率和发育潜能来判断%费时费
力$ 此外%QNPDHDJ 系统尽管在卵母细胞的低温保存
中效果较好%但是利用该方法保存的卵母细胞%冷冻
存活率仅维持在 5!3左右%而发育潜能更低$ 载板
材料的传热性能&载板厚度&冷源温度等都仍有优化
的空间%而冷冻载体的优化设计需要通过冷却速率的
测量来验证$ 因此%选择一个可行的方案来获取
QNPDHDJ在冷冻过程中的降温速率是十分必要的$

常用的温度测量系统的普遍特点为#数据采集设
备的数据采集频率低! m(b?,/"%热电偶的响应速度
慢%热电偶的直径较大! l)!"S"等$ 将要测量的样
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品体积很小%测量的时间短%因此需要数据采集设备
有较高的采样频率以满足实验数据在数量上的要求%
同时热电偶的线径必须尽可能的小于样品的体积%热
电偶的响应时间也必须足够快$ 但能达到这一要求
的常规的数据采集设备却十分昂贵$ 因此%搭建一套
采样频率高&便宜简单的快速测温系统是十分有意
义的$

利用直径 "#"S的 6型热电偶和带 :?8的数字
示波器组建高速测温系统%分别测量了商品化 QNPDW
HDJ和自制铜片 QNPDHDJ%不同厚度的铜片 QNPDHDJ 在
液氮和浆态氮中的降温速率%分析不同的 QNPDHDJ 材
料&厚度%以及不同的冷源温度对QNPDHDJ降温速率的
影响%为优化QNPDHDJ的结构%提高其玻璃化效果提供
依据$

& 材料与方法

&S& 快速测温装置建立
快速测温系统主要由热电偶&带 :?8端口的数

字示波器和计算机组成$ 根据 Y4<47E>.0@C0/等(#)

的分析%热电偶采用灵敏度高&单根线径 "#"S的 6
型热电偶! Ŝ>BC)%美国"$ 同时%采集热电偶电压
信号的仪器也要具有足够高的采集频率%能够在样品
冷冻过程中采集到足够多的数据$ 采用带 :?8端口
的数字示波器!型号I?(!+"QI\kê F)%中国"作为
信号采集设备%最大实时采样频率为 &!!b?C,/$ 数
字示波器采集热电偶在测温过程中反馈的直流电压
信号并进行保存%然后通过 :?8端口将数据传入计
算机%利用 b? ZAM>E进行处理和分析$ 快速测温装
置如图 ( 所示$

图 & 快速测温装置图
D)AE& F/0=75,-G9-15504+0,-5=,040-1=,04025181504

实验中采用的直径 "#"S的 6型热电偶为无外
皮的裸丝%极易折断%所以操作时要格外小心$ 购买
的热电偶都固定在塑料片上%该塑料片可以直接作为
操作杆%用镊子小心将热电偶的尖端挑起来%剪掉多
余长度的载板%用胶带将 QNPDHDJ 载片固定在操作杆
上%铜片与热电偶尖端靠近%但不接触$ 用胶带将 6
型热电偶接线柱固定于操作杆另一端%接通热电偶两
根导线%接线柱的插孔插延长线并接示波器$ 在热电

偶与QNPDHDJ载板接触的部位滴加 !*#"F的冷冻保护
液滴%加载过程如图 "%加载后的显微照片如图 $$ 冷
冻过程是将装载有液滴&测温设备的QNPDHDJ装置从室
温迅速插入冷源!液氮#%(’+2或 浆态氮#%"!52"
中$

图 $ 加载液滴的过程
D)AE$ F/0+,(.011(97(-’)2A 5/0’,(+705

图 ! 加载液滴后的显微照片
D)AE! F/04).,(1.(+0+).5=,0(9’,(+705

C)5/5/0,4(.(=+70

&S$ 拟合电压温度曲线及其公式
根据 Ŝ>BC公司提供的 6型热电偶分度表(+) %

选取其中%"!!2到 &!2区间作为数据区%使用 SCHW
ECR拟合该区间内电压和温度的关系曲线%建立 & 次
多项式#

:‘ %!*!&+&.& %!*((((.$ %!*)$!$." 9
"+*""5).9!*("() !("

式中#:为温度值%2%.为热电偶两端的电压%
Sh$

由于 Ŝ>BC公司提供的6型热电偶分度表是在
!2测得%我们实际测量中未使用参比%根据热电偶测
温原理(5) %我们可以使用数学方法进行适当的校正$
将热电偶裸丝插入液氮中%使用示波器记录热电偶的
电压变化 (S.0$ 理论上液氮的温度为 %(’+2%热电
偶插入液氮后 (S.0 后的温度应该保持在液氮温度
下%(S.0内电压的平均值为 %+*5"SO%根据分度表
%(’+2时%电压值为 %#*#&SO%因此实际测得的电
压值应该增加一个矫正值 !.‘ %#*#&SO%
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! %+*5+SO" ‘(*""SO$ 热电偶的真实值为#
.‘.Z9!. !""
式中#.Z为测量值’!.为修正值$

&S! 降温速率的读取
将热电偶测得的电压值换算为真实值%直接代入

拟合的公式中%通过 ZAM>E绘制时间和温度散点图%
必要时使用程序滤去噪音$ 图 & 为绘制的降温曲线%
将降温部分拟合一条直线%求其斜率即为降温速率%
单位为7,/%后文为了便于比较统一换算为7,S.0$

图 " 温度时间曲线图
D)AE" F04+0,-5=,0615)40E.=,60

$ 结果与讨论

$S& 商品化 3,8(5(+载板降温速度同自制
3,8(5(+降温速率比较

分别测量 (!!"S商品化 QNPDHDJ 载板!聚氯乙
烯"和 (!!"S铜片载板插入液氮时的降温速率$ 实
验发现%采用商品化的 QNPDHDJ 冷冻时%降温速度为
((’)" s(’$+ 7,S.0%而采用相同厚度的铜片作为载
片%其降温速度可达到 ($$!) s(’#& 7,S.0%显然采
用铜作为载体材料可以显著提高冷冻过程的降温速
率$ 提高降温速率的原因是铜的导热系数()) !$)5*+
<,!S.7""明显高于聚氯乙烯的导热系数(’) !!*!&
<,!S.7""$ QNPDHDJ 中液滴的降温过程包括热传
导和对流换热%液滴与液氮直接接触的表面以对流换
热为主%液滴与 QNPDHDJ 载体接触的表面以热传导为
主$ 根据热阻 )‘0E!V+"%其中 * 为载板的厚度%V
为载板的表面积%+为铜的导热系数%铜载板和 UhQ
载板相比%厚度和表面积完全一致%不同之处在于铜
载板有更高的导热系数因此铜可以加快热传导$ 但
是尽管铜的导热系数是 UhQ导热系数的近万倍%但
是降温速率却没有极大提高%这是由于在降温过程中
起主导作用的仍然是液滴与液氮之间的对流换热%液
滴通过向铜导热散失的热量相对较小%对整个降温过
程影响不大$ 在对流换热和热传导的共同作用下%同

样尺寸的铜制载板和 UhQ载板相比%使用铜的降温
速率比使用聚氯乙烯载板有显著提高%但只是在同一
数量级上增加$
$S$ 不同厚度铜片降温速度的比较

分别测量 +!"S%(!!"S%("!"S%(#!"S%"!!"S
厚的铜质QNPDHDJ载板插入液氮时的降温速率$ 不同
载板厚度的降温速率如图 # 所示%比较测得的降温速
率发现%铜载板的降温速率随着厚度增加而减少%
+!"S时其降温速率最高%可达到!(#5() s((5""7,
S.0%当厚度为 "!!"S%降温速率最慢%为 !))’& s
($++"7,S.0$ 这是由于厚度反比于热阻 )%因此%在
实际的应用中%在材料强度允许的情况下%应尽量减
少材料的厚度%以提高冷冻过程的降温速率%提高玻
璃化效果$ 受材料强度的限制%不可能无限制地降低
QNPDHDJ载板的厚度%当载板厚度低于 +!"S时%QNPDW
HDJ载板易弯折%不能对细胞起到很好的支撑和保护
作用$

图 # 不同厚度的载板在不同冷源中降温时的降温速率比较
D)AE# F/0.((7)2A ,-501(9’)990,025.-,,)0,1)2

’)990,025.(7’1(=,.01

$S! 不同冷源对铜片降温速率的影响
分别测量 +!"S%(!!"S%("!"S%(#!"S%"!!"S

厚的铜质QNPDHDJ载板插入浆状液氮时的降温速率%
浆状液氮由商品化的浆状液氮仪!6PJ>h.HSC/H>N)
!"!!W(%英国"制得%图 # 同样反映了使用浆态氮对降
温速率的影响%对于相同厚度的铜片使用浆状液氮其
降温速率有不同程度的提高%对于 +!"S的铜片%当
使用浆状液氮时%其降温速率由!(#5() s((5""7,
S.0 阶跃为!$5($! s($$+"7,S.0%降温速率提高了
一倍多%而对于 "!!"S的铜片%使用浆状液氮时降温
速率由!))’& s($++"7,S.0 阶跃为!(&’"" s(&#!"
7,S.0%速度提高了近一倍$ 在标准大气压下%液氮
的温度为%(’+2%浆状液氮是指通过抽真空降低液
氮表面蒸汽压%使其温度低于%(’+2%形成的浆态液
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氮((!) %我们测得的浆态氮温度为%"!52$ 根据热力
学导热过程中热流量-‘!-E)%得出降温速率正比于
温差!-%反比与热阻)%由于载板没有变化%所以热阻
)不变%浆态氮温度比普通液氮温度低 ((2%与降温
物体的温差更大%有利于提高降温速率$ 同时%使用
普通液氮作为冷源对物体降温时%由于吸收热量%自
身气化%会在被降温物体表面形成一层氮气膜%由于
该气膜的热阻较大%阻碍了物体与氮气之间的热量交
换%当使用浆状液氮的时候%浆状液氮吸收热量转化
为普通液氮%并不产生大量的气体%避免气膜热阻影
响传热$ 因此%在使用浆状氮的时候%尽管冷源温度
只降低了 ((2%其降温速率却提高了 ( 倍左右%与商
品化的QNPDHDJ比%改进后的铜质QNPDHDJ降温速率提
高了 " 倍$
$S" 误差分析

实验中为了减少误差%使用了相对较大的液滴
!*#"F%这样所测的商品 QNPDHDJ 的降温速率远低于
7E>.0@C0/())等人所测的 ’+!!!7,S.0%但降温速率随
载板厚度&冷源温度&材质的变化趋势不受液滴大小
的影响$ QNPDHDJ插入液氮的瞬间%插入角度%深度和
速度对于实验结果有一定影响%如果能保证每次实验
条件一致%测量结果将更有可比性$ 尽管实验中使用
的热电偶体积非常小%但由于体积效应%仍然对液滴
中的温度场有干扰%同时由于热电偶自身的热容量%
会造成 !*!!"/响应时间延后%也会略微影响最终结
果的精确性$

! 展望
首创了铜载板的 QNPDHDJ%降温速率较塑料有所

提高%但是生物样本在冷冻中存活率涉及生物相容性
及毒性等多种复杂因素的影响%铜质 QNPDHDJ 载板的
冷冻效果还有待于生物实验进一步验证$
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