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摘　要　细胞微液滴的玻璃化保存方法在低温保存领域受到广泛关注，但微液滴玻璃化过程还存在降温/复温过程不可控等局限

性。采用移动滑台升降，结合焦耳热复温方法搭建用于细胞微液滴玻璃化过程可控快速降温及复温的冻存系统，该系统通过调

节浸入液氮的速度实现快速、可控降温，并通过控制焦耳热的加热时间、电流大小实现高速率复温过程，实现微液滴的玻璃化过

程并显著避免了液滴复温过程的反玻璃化对细胞的损伤。结果表明：该系统可控制降温速率可以达到 1. 8×104 ℃/min，能够实现

细胞微液滴较低浓度保护剂下的玻璃化保存；复温速率控制可以达到 4. 0×104 ℃/min，能有效避免较低浓度保护剂复温过程反玻

璃化及冰晶再生长的发生；通过微液滴A549细胞低温保存效果，证实了该系统冷冻复苏后的存活率显著高于传统麦管保存。该

研究工作有望为细胞微液滴自动玻璃化保存及复温方法提供新的解决方案。
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Abstract　 The vitrification preservation methods for cell microdroplets have received considerable attention in the field of 
cryopreservation.  However， the vitrification process for microdroplets has limitations such as uncontrollable cooling/rewarming 
processes.  In this study， a cryopreservation system for controllable rapid cooling and rewarming during the vitrification of cell 
microdroplets was constructed by combining the lifting of a moving slide table with the Joule heating rewarming method.  This system 
achieves rapid and controllable cooling by adjusting the speed of immersion in liquid nitrogen and realizes a fast rewarming process by 
controlling the heating time and current intensity of Joule heating.  Thus， it realizes the vitrification of microdroplets and significantly 
prevents damage to cells caused by devitrification during the droplet rewarming process.  The results show that the cooling rate controlled 
by this system attained 1. 8 × 10 ⁴ ℃/min.  This enabled the vitrification preservation of cell microdroplets with a relatively low 
concentration of cryoprotectant.  The rewarming rate control attained 4. 0 × 10 ⁴ ℃/min.  This effectively prevented the occurrence of 
devitrification and ice crystal regrowth during the rewarming process of the relatively low concentration of cryoprotectant.  
Cryopreservation of A549 cells in microdroplets verified that the survival rate after cryopreservation and resuscitation using this system is 
significantly higher than that after conventional straw preservation.  The research presented in this paper is likely to provide new solutions 
for the automatic vitrification preservation and rewarming of cell microdroplets.
Keywords　vitrification； Joule heating； cooling and rewarming rate； cell microdroplets

众多研究表明，微小尺度的生物样本在实现细 胞玻璃化保存上具有明显优势［1−6］。这是因为样本尺
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度小、比表面积大、热量传递快，因此可以在使用低

浓度低温保护剂下通过高降温速率达到玻璃化状

态［7］。目前，国内外学者在实现微小尺度玻璃化的方

法 方 面 进 行 了 广 泛 研 究 ，包 括 OPS（open pulled 
straw）［8］、冷冻环［9−10］、固体冷表面玻璃化法［11−12］和基

于微液滴的直接接触液氮玻璃化［5］等。

V.  Landa 等［13］ 首次采用直接接触液氮玻璃化

法，将 5~20 μL的胚胎液滴直接打印至液氮中。后续

U.  Demirci 等［14］将基于液滴的生物打印技术与低温

保存技术相结合，使用微阀打印在含有液氮的培养

皿中打印液滴，将喷墨打印方法和声学打印方法应

用于微液滴玻璃化保存，X.  Zhang 等［15］设计了一种

基于注射器的纳升液滴，通过氮气流将细胞悬浮液

打印到液氮，并通过铝箔收集液滴。这些高效的玻

璃化方法为再生医学中的冷冻保存提供了新的思

路。Cui Mengdong 等［16］总结了这些液滴玻璃化方法

及其复温方式，认为国内外研究重点放在微小尺度

样本降温过程，对于升温过程及整体自动化研究还

处于欠缺阶段。降温过程中，高降温速率不可控使

样本不同部位的热传导速率存在差异，以及与周围

环境的热交换不均匀会导致热应力损伤［17−18］，并且手

动降温导致各批次保存效果不稳定。复温过程中若

方法不当，可能导致冰晶重新生长［19］，对细胞造成严

重损伤［20］。此外，操作方式复杂、不易收集等均限制

了微液滴玻璃化保存的应用范围。

基于此，本文开发了一款用于细胞微液滴可控

快速降温及复温的冻存系统。该系统操作简单、成

本低、可靠性高。能够实现对微液滴的可控降温，同

时还能够利用焦耳热精确控制复温过程，避免反玻

璃化过程的冰晶重新生长，并且减少热应力的损伤。

该系统的应用有望为细胞治疗、器官移植等领域提

供更加可靠的生物样本保存方法。

1 细胞微液滴可控快速降温与复温冻存
系统的搭建与实验方法

1. 1 实验系统搭建
细胞微液滴可控快速降温与复温的冻存实验系

统主要分为焦耳热复温模块、移动模块与自动化控

制模块3个部分，其构成如图1（a）所示。

焦耳热复温模块如图 1（b）所示，焦耳热复温片

采用三明治结构，铁铬铝合金与 80 mm×100 mm的亚

克力板中间通过低温粘合胶粘合，确保在浸入液氮

后不会脱落。其中为了承载 1~10 μL的液滴底面积，

采用宽为5 mm电热丝，其电阻值约为6 Ω。

移动模块由 SGX 单线轨滚珠丝杆滑台、鳄鱼夹

组成。其中滑台可以通过升降将焦耳热复温片浸

入、维持和远离泡沫箱里的液氮中，鳄鱼夹用于固定

焦耳热复温片并传输电流进行焦耳热升温。

自动化控制模块采用 PLC（Siemens S7-1200）和

触摸屏（MCGS昆仑通态）构建，如表 1所示。控制系

统分为降温控制与复温控制，PLC作为控制器实现滑

台的移动以及电流的通断，触摸屏显示当前温度并

图1　用于细胞微液滴可控降温与焦耳热复温系统设计

Fig.1　Design of controllable cooling of cell microdroplets and Joule heating rewarming system
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设置各项参数（下降速度、下降位置、上升速度、退火

点温度、加热时间、脉冲频率），电流大小由直流电源

设备本身控制。

1. 2 微液滴的可控降温过程
在可控降温前以分步加载的方式完成低温保护

剂（CPA）的加载，随后用移液器将 5 μL 细胞悬液滴

在焦耳热复温片最底部的连接处上，约 1 cm 处。同

时，采用T型热电偶置于待测液滴的中部位置来采集

液滴内部实时温度变化［21］并显示。

可控降温过程如图 1（c）所示。焦耳热复温片通

过滑台上的鳄鱼夹夹住电极竖直固定在泡沫箱内液

氮上方 50 cm 空中。通过触摸屏设置下降速度（0~
90 mm/s）来控制焦耳热复温片的移动速度使其竖直

浸入液氮中［22］，由于液氮上方的温度区间基本相同，

液滴可以获得相对稳定的降温速率，同时由于液滴

以不同的移动速度穿越温度区间可以得到不同的降

温速率，从而实现降温过程的可控性。

1. 3 微液滴可控复温过程
可控复温过程是基于焦耳热的原理对低温下的

细胞微液滴进行快速电加热，以达到快速可控复温

的过程［23−24］。而其中电流、电阻是影响焦耳热放热的

重要因素［25］。但由于系统电源本身的限制（0~60 V、

0~10 A），根据 Zhan Li［23］的理论，电阻在 6 Ω 时放热

效率达到最大，因此电阻制作时设定为6 Ω。

先将焦耳热复温片以 10 mm/s 的速度从液氮中

缓慢取出，当温度达到设定好的退火点温度后，焦耳

热复温片以最快速度 90 mm/s 的速度迅速升至泡沫

箱之外来最低限度减少氮气层温度对液滴复温过程

的影响，同时立刻开启电流（0~10 A）脉冲来实现快速

加热。

当复温结束后，再用移液器将液滴重新收集起

来，完成整个可控复温过程。

1. 4 低温保护剂
本文研究了多种低温保护剂，包括甘油、EG（乙

二醇）、PG（丙二醇）、DMSO（二甲基亚砜）单一组分，

以及 1∶1的甘油+PG、DMSO+EG和DMSO+PG的复合

组分微液滴玻璃化形成的能力。并将上述组分在完

全培养基中稀释，完全培养基在 DMEM（Gibco）溶液

中分别添加 5% 浓度的胎牛血清（FBS）和 1% 浓度的

青霉素/链霉素（Gibco）。若无特殊说明，本文提及的

浓度均指溶质在溶液中所占的体积分数。

1. 5 临界降温速率（CCR）与临界复温速率

（CWR）的确定
临界降复温速率（CCR，citical cooling rate）是指

在玻璃化保存过程中，能够使样品成功实现玻璃化

转变的最低降温速率和在复苏过程中的最低升温速

率。临界降复温速率（CWR，critical warming rate）根

据Han Z.  等［26］的公式计算：

Vccr = 1 × 107e-0.269C （1）
Vcwr = 3.775Vccr 2.377 （2）

式中：Vccr为临界降温速率，℃/min；C代表CPA质量分

数；Vcwr为临界复温速率，℃/min。Vccr与 Vcwr是 2 个关

键参数，分别影响着液滴在降温与复温过程的冰晶

生长［27］。当以临界降温速率或更高的速率降温时，

溶液中的水分子来不及形成规则的冰晶结构，而是

直接转变为玻璃态，否则冰晶会在细胞内外形成，冰

晶的生长会刺破细胞膜，导致细胞内容物泄漏，从而

使细胞死亡［27］。若复温速率低于临界复温速率，可

能会出现反玻璃化现象，导致其内部结构从无序的

非晶态转变为有序的晶体结构的过程，重新形成冰

晶。这和降温过程中冰晶的危害一样，会对细胞等

样品造成损伤［28］。

1. 6 细胞培养与活力检测
通过与麦管对照保存肺癌人类肺泡基底上皮细

胞（A549 细胞）来验证本系统保存效果。A549 细胞

在完全培养基中培养，用胰蛋白酶将 A549贴壁细胞

消化收集并以 1×106 个/mL 的密度放入培养基中重

悬，再以分步加载的方式加载保护剂后立刻重悬打

印在焦耳热复温片上进行冷冻保存。

在后续的细胞存活检测中采用吖啶橙/碘化丙啶

染色（AO/PI，Nexcelom）评估细胞活力，其中脱氧核糖

核酸（DNA）染色的正常细胞在吖啶橙下呈现均匀的

绿色，坏死细胞呈现强烈的红色荧光。使用细胞计

数仪（Biosharp）计算活细胞和死细胞的总数并捕捉

细胞图像。

2 结果与讨论

2. 1 系统性能分析
根据式（1）、式（2）计算出了常用的复合配方玻

表1 主要系统设备及其不确定度

Tab.1 Main equipment of the system and its uncertainty

设备

可控直流电源

温度变送器

固态继电器

热电偶

温度采集仪

型号

迈胜MP6010D
速灵科BAR02

德力西CDG1-1DD
ANSI ETA-T-T-36-SLE

Agilent 34970A

误差范围

电流误差：±1%V
扫描频率误差：±25 ms

时间误差：5 ms
温度误差：±1 ℃
温度误差：±0.1℃

—— 159



Vol.  47， No.  2
April， 2026制 冷 学 报第 47 卷  第 2 期

2026 年 4 月

璃化保护剂的临界降复温速率与浓度的关系，如图 2
（a）、（b）所示，系统的降温速率可控制在 8. 1×102~
1. 8×104 ℃/min，推断出最低玻璃化浓度约为 22%，复

温速率在 1. 0×103~4. 0×104 ℃/min，避免反玻璃化的

最低浓度约为43%。具体浓度以保护剂种类为主，本

文最多使用的甘油玻璃化倾向差，浓度会偏高。与

其他相关玻璃化保存的自动化系统相比，本系统具

有更高的降复温速率［29−31］。
测量了不同深度液氮上方温度区间，如图 2（c）

所示，来避免液氮蒸发影响液氮高度对液滴温度的

影响。液氮液面在 3 cm与 5 cm深度时温度区间近似

相同，而液氮液面深度为 7 cm时，离泡沫箱开口处太

近导致温度在液氮上方 9 cm 处开始出现大幅上升，

因此本研究在实验时尽量控制液氮深度在 3~5 cm来

保证快速降温过程中的稳定性。移动滑台的升降速

率控制在1~90 mm/s，精度为±1 mm/s。
根据温度数据采集结果发现，焦耳热复温片在

复温结束后会有一段回温过程，如图 2（d）所示（蓝色

部分为未开始进行焦耳热加热，红色为开始加热），

温度可以降至-50 ℃，使液滴内冰晶再生长，这是由

亚克力板未被完全加热导致的，因此加入了多个脉

冲来抵消这段回温过程，使复温之后的温度稳定在

0 ℃的安全区域内。

2. 2 可控降温特性
2. 2. 1 降温速率影响因素分析

对降温速率影响因素进行深入分析，并通过调

整降温速率，观察并记录不同溶液组分液滴的玻璃

化状态变化。

据 V.  Berejnov 等［32］所述，在 1~10 μL 体积范围

内的保护剂溶液中，5 μL 及以上的液滴在玻璃化过

程中所需的保护剂浓度近似相同。此外，5 μL 液滴

在进入液氮后底部常出现断痕，但又不会发生炸裂，

这可能与热应力损伤相关。因此，后续研究均针对

5 μL液滴展开。不同浓度甘油液滴的温度曲线如图

3（a）所示，结果表明，保护剂浓度对降温速率的影响

相对较小，随着保护剂浓度的增加，降温速率略有降

低。这归因于低浓度甘油液滴与液氮之间的热交换

更为顺畅，而高浓度甘油会增加液滴黏度，阻碍热量

的快速传递。其他保护剂种类，如DMSO、EG及甘油

+EG复合组分等，均呈现类似的趋势。保护剂浓度与

降温速率的拟合曲线如图 3（b）所示，在后续调控降

温速率时，需充分考虑溶液组分对降温速率的影响。

本系统通过调节焦耳热复温片的下降速率来实

现对液滴降温过程的精准控制。研究了不同下降速

率对降温速率的影响，并获得了相应的液滴降温曲

线，如图 3（c）所示。对于不同浓度和种类的保护剂

液滴，不同下降速率下的温度变化总体趋势一致。

当下降速率<50 mm/s 时，液滴在液氮上方停留时间

较长，氮气层环境温度对降温过程影响显著，随着下

降速率的增加，温度变化增大；而当下降速率 ≥
50 mm/s时，液滴在液氮上方停留时间缩短，直接与液

氮接触成为影响降温的主导因素，温度变化则相对

稳定。通过最小二乘法拟合曲线，如图 3（d）所示，结

图2　系统性能分析

Fig.2　Analysis of system performance
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果表明可以通过不同下降速率实现对不同降温速率

的调控。

2. 2. 2 降温速率对液滴玻璃化状态的影响

观察并记录了多种保护剂在不同浓度下的结晶

状况及室温下缓慢复温过程中的反玻璃化现象，并

实时显示当前温度，来研究不同溶液组分对玻璃化

冷冻效果的影响，表 2总结了不同保护剂浓度和种类

下溶液的结晶与玻璃化状态及其反玻璃化温度。表

中将结晶状态标记为 I（Icing），玻璃化状态标记为 V
（Vitrification），半结晶半玻璃化状态标记为 IV（Icing 

and Vitrification）。对于反玻璃化温度的观测，以液滴

最顶部结晶时的温度为观测点来确定反玻璃化温

度。表中数字表示液滴顶部开始反玻璃化的温度，

“－”表示未出现反玻璃化现象。对于相同的保护剂

种类，在降温速率相同时，浓度越高越容易实现玻璃

化；在复温速率相同时，浓度越高越不易出现反玻璃

化现象。同时，随着保护剂浓度的增加，反玻璃化温

度也随之升高，这归因于高浓度保护剂使溶液更加

黏稠，分子运动受限，需要更高的温度才能使整个溶

液体系从玻璃态转变为结晶态。

根据上述结论，研究了浓度为 40% 甘油在不同

降温速率下的液滴结晶与玻璃化状态，由于甘油的

玻璃化倾向低于其他低温保护剂，所以其临界降温

速率略高于本文计算结果，由 M.  Warkentin 等［33］在
其文献中所述，浓度为 40% 甘油的临界降温速率约

为 1. 2×103 ℃/min。以 90 mm/s 的下降速率获得高降

温速率 1. 8×104 ℃/min，发现降温后的液滴呈现完整

的玻璃化状态，但液滴底部出现裂痕并伴有微量冰

晶生长，如图 3（e）所示。以 30 mm/s的下降速率获得

中等降温速率 1. 5×103 ℃/min，发现相同液滴从完全

玻璃化状态转变为顶部结晶底部玻璃化的半结晶半

玻璃化状态。以 10 mm/s 的下降速率获得低降温速

率 8. 1×102 ℃/min，发现液滴完全结晶。总体趋势与

以往的临界降复温速率理论相同。研究结果表明，

本系统完全能够通过调节下降速率来实现对液滴降

温速率的精准控制，进而获得不同的玻璃化状态。

降复温速率理论相同。研究结果表明，本系统完全

能够通过调节下降速率来实现对液滴降温速率的精

准控制，进而获得不同的玻璃化状态。

2. 3 可控复温特性
2. 3. 1 升温速率影响因素分析

为了研究电流大小对升温速率的定量影响，本

研究在 2、6 和 10 A 的电流条件下分别采集了温度

数据，结果如图 4（a）所示。通过施加不同大小的电

流进行加热，得到了相应的温度变化曲线，并进一

步计算了升温速率，拟合结果如图 4（b）所示。分析

表明，电流与升温速率之间存在显著的正相关关

系。本研究还对不同加热时间下的温度变化曲线

进行了详细分析，如图 4（c）和图 4（d）所示，随着加

热时间的延长，液滴的最终温度和升温速率均呈上

升趋势。该现象主要源于焦耳热复温片的加热机

制：焦耳热复温片通过电流加热，并将热量传导至

表2 不同溶液组分液滴的结晶与玻璃化状况

Tab.2 Crystallization and vitrification of droplets with different solution components

溶液组分

10%甘油

20%甘油

30%甘油

40%甘油

50%甘油

60%甘油

70%甘油

10%DMSO
20%DMSO
30%DMSO
40%DMSO
50%DMSO
10%PG
20%PG

玻璃化状况

I
I

IV
V
V
V
V
I
I

IV
V
V
I
I

反玻璃化温度/℃
—

—

-100
-120
-117
-110
—

—

—

-120
-125
—

—

—

溶液组分

30%PG
40%PG
50%PG
10%EG
20%EG
30%EG
40%EG
50%EG
5%甘油+5%EG
10%甘油+10%EG
15%甘油+15%EG
20%甘油+20%EG
25%甘油+25%EG

玻璃化状况

V
V
V
I
I

IV
V
V
I

IV
V
V
V

反玻璃化温度/℃
-135
-128
—

—

—

-140
-130
—

—

-80
-115
-115
—
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液滴。焦耳热复温片的升温速率远高于液滴，随着

加热时间的增加，复温片与液滴之间的温差逐渐增

大，从而加速了热传导过程，进而导致液滴的升温速

率增加。然而，为防止液滴温度超过 40 ℃（该温度

可能导致细胞死亡），加热时间必须受到严格限制。

此外，为了减少热应力损伤，本研究在加热前先将液

滴平衡至退火点温度，这一步骤缩短了加热时间。

因此，在需要更长的加热时间时，应相应降低退火点

温度。

2. 3. 2 升温速率对液滴反玻璃化状态的影响

本研究观察并记录了甘油在不同浓度下的结晶

状况以及不同升温速率下的液滴反玻璃化状况。以

50% 甘油为例，与临界降温速率同理，据 J.  B.  
Hopkins等［34］文献中所述，甘油的临界复温速率为 4×
103 ℃/min，不同升温速率下的状态如图 4（e）所示。

在 10 A 电流、1 200 ms 加热时间和-150 ℃退火点温

度条件下，获得高升温速率 4×104 ℃/min，发现升温后

的液滴未出现反玻璃化现象，仅液滴上方出现一层

由水雾结冰形成的薄膜，随升温过程逐渐消散。在

10 A 电流、600 ms 加热时间和-110 ℃退火点温度条

件下，获得中等升温速率 1×104 ℃/min，发现液滴顶部

出现反玻璃化现象，这是因为液滴底部升温速率足

够高以避免反玻璃化，但热量从底部向上传递导致

顶部升温速率过慢，低于临界复温速率，不足以避免

反玻璃化而结晶。在 2 A 电流、800 ms 加热时间和

-110 ℃退火点温度条件下，获得低升温速率 2×
103 ℃/min，发现液滴在复温过程中完全结晶。研究

结果表明，本系统可以通过调节电流大小和加热时

间来精确控制液滴的升温速率，从而获得不同的复

温状态。

图3　系统的可控降温能力

Fig.3　Controlled cooling performance of the system
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2. 4 细胞保存效果评估

为了验证本系统在细胞降温及复温过程中的实

用性和优势，对比了使用不同浓度单一保护剂甘油

（GLY）及复合保护剂GLY+EG溶液时，本系统与传统

麦管保存方法对 A549s细胞活力的影响。基于上述

研究结果，选择了 3种复温速率进行实验。实验结果

如图 5（a）、（b）所示（带底纹表示复温速率超过临界

复温速率），当甘油浓度为 50% 时，中高复温速率组

的复温速率均超过临界值，因此 2组间的细胞存活率

差异不显著，分别为 76. 00% 和 74. 33%。然而，这

2 组的细胞存活率均显著高于未达到临界复温速率

的低复温速率组（43. 19%）。该结果表明，在 50% 甘

油浓度条件下，达到或超过临界复温速率对于提高

细胞存活率具有重要作用。经过本系统冻存后的细

胞活力显著高于麦管保存组。总体来看，超过临界

复温速率的实验组细胞存活率显著大于未超过临界

复温速率组，本系统冻存后的细胞活力显著高于麦

管保存组，但当复温速率都超过临界复温速率时，无

明显差异。值得注意的是，40%甘油的麦管组与 15%
甘油+15%EG组的效果不佳，可能是未实现完全玻璃

化所致。实验结果表明，在复温阶段，通过合理设定

退火点温度和升温速率，系统不仅有效避免了较低

浓度保护剂的反玻璃化现象，从而显著提升了细胞

活力。

3 结论与展望

本文设计了一种低成本、降温与复温快速且可

控的冻存系统，有效解决了玻璃化保存过程中降复

温速率难以控制、过程不稳定等关键问题。通过对

降温与复温过程中温度的精确监测与分析，得到如

图4　系统的可控复温能力

Fig.4　Controllable rewarming performance of the system
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下结论：

1）本系统能够实现可控快速降温，降温速率随

着下降速率的增加而增大，最高可达 1. 8×104 ℃/min，
降低了低温保护剂玻璃化的浓度。观察到液滴在降

温过程中随着降温速率的改变出现多种状态，包括

结晶、半结晶半玻璃化以及完全玻璃化现象。

2）同时在可控复温阶段，本系统同样表现出色，

升温速率最高达 4×104 ℃/min。通过对不同电流大小

和加热时间的精确控制，避免了较低浓度保护剂的

反玻璃化现象，并观察到了液滴在升温过程中的 3种

不同现象：完全反玻璃化、顶部反玻璃化以及未反玻

璃化。

3）与传统麦管保存方法相比，本系统采用的焦

耳热复温方法展现出显著优势。在 50%甘油浓度下

的存活率为 78. 56%，显著高于麦管的 61. 80%，当保

护剂变成复合组分时同样适用。当复温速率大于临

界复温速率时细胞存活会显著提升。

该系统为细胞微液滴玻璃化保存领域提供了创

新性解决方案，在生物医学领域具有广阔的应用前

景，尤其适用于细胞、组织及生物样本库中各类生物

材料的长期保存。该系统可为干细胞、精子、卵子及

胚胎等重要生物样本的保存提供更优化的技术方

案。然而，在复温过程中，水蒸气的存在会导致液滴

形态发生变化，这可能会影响保存效果。针对该问

题，后续研究可考虑采用环境除湿、真空环境操作或

添加疏水涂层等方法进行优化。此外，未来的研究

重点将集中于细胞回收系统的优化，以满足高通量

保存需求，从而为玻璃化高通量液滴细胞储存和复

苏技术的广泛应用奠定坚实的理论基础和技术

支撑。
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