
第 ３９ 卷 第 ４ 期
２０１８ 年 ８ 月 最小体积法玻璃化保存的研究进展

Ｖｏｌ． ３９， Ｎｏ． ４
Ａｕｇｕｓｔ， ２０１８

文章编号：０２５３ － ４３３９（２０１８） ０４ － ００６３ － ０７
ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ ｉｓｓｎ ０２５３ － ４３３９ ２０１８ ０４ ０６３

最小体积法玻璃化保存的研究进展

张宵敏　 周新丽

（上海理工大学医疗器械与食品学院　 上海　 ２０００９３）

摘　 要　 在低温保存领域，玻璃化能有效防止冰晶的形成，具有良好的保存效果。 玻璃化保存需要的条件是极快的降温速率和

高浓度的低温保护剂，但高浓度低温保护剂会对细胞造成渗透损伤和毒性损伤。 最小体积法能通过减小样本体积，大大提高降

温速率，降低实现玻璃化所需的保护剂浓度。 本文综述了最小体积法玻璃化保存的最新研究进展，包括有载体的微滴玻璃化保

存、喷射微滴玻璃化保存、生物打印微滴玻璃化保存和微流体封装微滴玻璃化保存。 其中，喷射微滴玻璃化保存、生物打印微滴

玻璃化保存及微流体封装微滴玻璃化保存，是将新型的微滴产生技术与玻璃化技术相结合，因其能迅速产生大小均匀的微滴，具
有高通量特点，在低温保存领域具有很大的发展潜力。
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　 　 低温环境下，细胞或组织的代谢活动会削弱甚至

完全停止。 低温环境为细胞、组织的长期有效储存提

供条件，使其可广泛应用于组织工程、再生医学和辅

助生殖等多个领域［１］。 目前实现细胞低温保存的方

法有慢速冷冻法和玻璃化法。 慢速冷冻法于 ２０ 世纪

７０ 年代早期出现，它是先将冻存管放在程序降温盒

中以 １ ～ ２ ℃ ／ ｍｉｎ 的降温速率缓慢降至某一中间温

度，然后置于液氮中保存。 慢速冷冻法需要 １ ～ ２
ｍｏｌ ／ Ｌ［２］的低温保护剂（ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ａｇｅｎｔｓ，ＣＰＡｓ），
冷冻过程中易形成冰晶，冰晶对细胞结构具有破坏作

用［３］，保存效果不理想。 玻璃化是将液体直接转化

为非晶态（玻璃态）的固体，在此过程中无冰晶形成。
与慢速冷冻法相比，玻璃化法需要更高的 ＣＰＡｓ 浓

度，如 ６ ～ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ，以及更高的降温速率，如 １０５

℃ ／ ｍｉｎ［４］。
实现玻璃化有两种方法，一种是提高 ＣＰＡｓ 浓

度，另一种是提高冷却速率。 高浓度 ＣＰＡｓ 会对细胞

造成渗透休克及毒性损伤，具有致命性损伤［４］，因此

该方法有较大的局限性。 研究表明，实现玻璃化过程

中，降温速率与保护剂浓度间存在一定对应关系，降
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温速率越高，实现玻璃化所需要的 ＣＰＡｓ 浓度越低。
理论显示，当冷却速度大于 １０６℃ ／ ｓ 时，甚至纯净水

也可以实现玻璃化［５］。 提高降温速率有两种方法：
１）提高传热系数，如将液滴直接喷入液氮中或优化

载体传热特性。 Ｙ． Ｓ． Ｓｏｎｇ 等［６］ 发现液滴与液氮直

接接触时，液滴表面易形成一层氮气膜，这层薄膜会

降低热传递效率，降温速率并未得到明显提升。 采用

优化载体传热特性的方法，如石英毛细管法，对胚胎

干细胞玻璃化，降温速率高于 １０５℃ ／ ｍｉｎ，在较低的

ＣＰＡｓ 浓度下，如 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 丙二醇和 ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖

即可实现玻璃化［５，７ － ８］；２）通过降低微滴体积提高降

温速率。 研究表明，当微滴尺寸降低至 ０ １ ｕＬ 时，微
滴从表面到中心的降温速率均超过 １０５℃ ／ ｍｉｎ［９ － １０］，
能成功实现玻璃化。

最小体积法玻璃化保存，即通过降低微滴体积实

现玻璃化。 微滴体积足够小时，可显著提高降温速

率，减少玻璃化所需的 ＣＰＡｓ 浓度，有助于提高保存

后细胞的活性和功能。 本文综述了最小体积法玻璃

化保存的最新研究进展，包括有载体的微滴玻璃化保

存、喷射微滴玻璃化保存、生物打印微滴玻璃化保存、
微流体封装微滴玻璃化保存。 其中，喷射微滴玻璃化

保存、生物打印微滴玻璃化保存及微流体封装微滴玻

璃化保存，是将新型的微滴产生技术与玻璃化保存技

术相结合。 因其能迅速产生大小均匀的微滴，具有高

通量的特点［９ － １１］，在低温保存领域具有很好的发展

前景。

１ 有载体的微滴玻璃化保存

目前，最小体积法玻璃化保存的研究大都集中于

有载体的微滴玻璃化保存，如开放式拉伸麦管法

（ ｏｐｅｎ ｐｕｌｌｅｄ ｓｔｒａｗ， ＯＰＳ ） ［１］， 半 麦 管 法 （ Ｈｅｍｉ⁃
ｓｔｒａｗ） ［８］，冷冻环法 （ Ｃｒｙｏｌｏｏｐ） ［８］，石英毛细管法

（ｑｕａｒｔｚ ｍｉｃｒｏｃａｐｉｌｌａｒｙ，ＱＭＣ） ［３］，Ｃｒｙｏｔｏｐ 法［８］，电镜铜

网法（ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｇｒｉｄｓ，ＥＭＧ） ［１２］ 等，如图 １
所示。 基于载体的微滴玻璃化保存需靠载体影响传

热，因此载体的选择至关重要，通常选导热性良好的

材质。 通过合理设计载体几何结构，使所容纳的冷冻

液体积尽可能少，以提高降温速率。 如 ＥＭＧ 是以铜

纱网作为冷冻载体，冷冻时，将小于 １ ｕＬ 含细胞的微

滴滴在铜纱网上，然后将其直接投入液氮中以实现高

的冷冻速 率， 冷 却 速 率 约 为 ３ ０００ ℃ ／ ｍｉｎ ［１３］。
ＯＰＳ［１４］是利用虹吸原理将含有细胞的微滴吸入拉伸

麦管细端，然后快速投入液氮中进行冷冻，降温速率

约 １６ ０００ ℃ ／ ｍｉｎ。 Ｈｅｍｉ⁃ｓｔｒａｗ 是将 ０ ２５ ｍＬ 的麦管

开口端剪成长 １ ｃｍ，宽 ０ ５ ｍｍ 的薄片，冷冻时将含

有细胞的冷冻液直接移到薄片上，该方法克服了 ＯＰＳ
易漂浮的缺点。 由于冷冻液与液氮接触面增加，降温

速率明显提升，超过 ２０ ０００ ℃ ／ ｍｉｎ ［１２，１５ － １６］。 Ｃｒｙｏｔｏｐ
采用一个很窄的塑料薄膜带作为冷冻载体，连接一根

硬塑料杆作为手柄，并带有一个安全帽。 冷冻时，含
有细胞的微滴被加载在薄膜带上，然后用毛细管将细

胞周围的溶液全吸走，直到留一层薄薄的膜足够覆盖

细胞，迅速插入液氮冷冻。 采用这种方法降温速率可

达 ４０ ０００ ℃ ／ ｍｉｎ ［１７ － １９］。 ＱＭＣ 是选取传热速率更好

的石英材料制作微管，管外径为 ０ ２ ｍｍ，厚度为

０ ０１ ｍｍ，可实现更快的降温速率，超过 ２５０ ０００
℃ ／ ｍｉｎ［５］。 Ｃｒｙｏｌｏｏｐ 是借助表面张力在尼龙线圈上

形成一层冷冻液薄膜，由于缺少固体物的支持，样本

降温速率高达 ７００ ０００ ℃ ／ ｍｉｎ［２０ － ２１］。

（ａ）拉伸麦管法 ＯＰＳ［１］ ；（ｂ）半麦管法 Ｈｅｍｉ⁃ｓｔｒａｗ［８］ ；
（ｃ）冷冻环法 Ｃｒｙｏｌｏｏｐ［８］ ；（ｄ）石英毛细管法 ＱＭＣ［３］ ；

（ｅ）Ｃｒｙｏｔｏｐ 法［８］ ；（ｆ）电镜铜网法 ＥＭＧ ［１２］ 。
图 １ 有载体的微滴玻璃化保存方法

Ｆｉｇ． １ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｃａｒｒｉｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ
ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

有载体的微滴玻璃化保存主要应用于卵母细胞

和胚胎的玻璃化保存。 采用不同载体玻璃化保存的

结果，如表 １ 所示。 可知玻璃化保存卵母细胞时，不
同载体对卵母细胞的保存效果有很大差异。 如 Ｍ．
Ｋｕｗａｙａｍａ 等［１７ － １８］对牛卵母细胞玻璃化保存，相较于

ＯＰＳ，采用 Ｃｒｙｏｔｏｐ 保存的卵母细胞受精率和囊胚发

育率更高，且纺锤体结构和染色体形态更正常。 Ｊ．
Ｋ． Ｃｈｏｉ 等［２２］采用 ＱＭＣ 玻璃化保存卵母细胞，相较

于采用 Ｈｅｍｉ⁃ｓｔｒａｗ［１６］，所用的 ＣＰＡｓ 浓度降低，且保

存后卵母细胞的发展潜力更大。 有载体的微滴玻璃

化保存也可用于干细胞等小体积细胞，如 Ｈｅ Ｘｉａｏｍ⁃
ｉｎｇ 等［５］采用 ＱＭＣ 玻璃化保存鼠胚胎干细胞。 但每

次仅可对少量的细胞进行玻璃化保存，且均需手动操

作，对用于再生医学和组织工程等临床需求量较大的
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细胞，有载体的微滴玻璃化保存方法往往不可行，应 用范围受限。

表 １ 有载体的微滴玻璃化保存结果

Ｔａｂ． １ Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｒｒｉｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 玻璃化方法 细胞种类 ＣＰＡｓ 浓度 存活率 参考文献

电镜铜网法 囊胚 ４０％乙二醇（ｖ ／ ｖ），１８％聚蔗糖（ｗ ／ ｖ），１０ ２６％蔗糖（ｗ ／ ｖ） ＞ ７３％ ［１２ － １３］

拉伸麦管法 胚胎 １６ ５％二甲基亚砜（ｖ ／ ｖ），１６ ５％乙二醇（ｖ ／ ｖ），０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖 ＞ ７０％ ［１４］

半麦管法 卵母细胞 ２０％乙二醇（ｖ ／ ｖ），２０％二甲基亚砜（ｖ ／ ｖ），０ ７５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖 ＞ ８５％ ［１２，１５ － １６］

Ｃｒｙｏｔｏｐ 法 卵母细胞 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙二醇，１ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖 ＞ ９０％ ［１７ － １９］

石英毛细管法
卵母细胞 ８％乙二醇（ｖ ／ ｖ），８ 二甲基亚砜（ｖ ／ ｖ），１ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖 ＞ ９０％ ［２２］

干细胞 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 丙二醇，０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖 ＞ ７０％ ［５］

冷冻环法 卵母细胞 １０％ ～２０％二甲基亚砜（ｖ ／ ｖ），１０％ ～２０％乙二醇（ｖ ／ ｖ） ＞ ８０％ ［２０ － ２１］

注：表中 ｖ ／ ｖ 为体积分数，ｗ ／ ｖ 为质量浓度。

２ 喷射微滴玻璃化保存

喷射微滴玻璃化保存，是利用装置的喷嘴将含有

细胞的悬浮液离散成微滴，然后在液氮中进行玻璃化

保存。 采用此方式喷射出的微滴呈无序状态。 Ｕ．
Ｄｅｍｉｒｃｉ 等［２３ － ２６］曾提出采用声学驱动微机械喷射器

产生液滴，该喷射阵列的每个元素均由一个弯曲单晶

硅圆薄膜构成，膜中心刻蚀一个孔。 通过声波驱动压

电换能器，使膜发生共振位移，即可喷射出微滴。 采

用该装置进行水喷射实验，在 ０ ４７、１ ２４、２ ２６ ＭＨｚ
频率下操作，产生的液滴直径相应为 ６ ５、５． ０、３ ５
μｍ。 该装置产生的微滴尺寸微小，但缺点是当喷射

液体浓度增大时易导致喷嘴堵塞。 随后，Ｕ． Ｄｅｍｉｒｃｉ
等［２７］又提出一种开放式无喷嘴喷射系统。 该装置由

交错的金属环按需产生声波，声波在微流道中空气和

流体之间的界面聚焦，产生液滴。 该装置可产生直径

约 ３７ μｍ 的微滴，成功应用于胚胎干细胞、成纤维细

胞、ＡＭＬ⁃１２ 肝细胞、人类 Ｒａｊｉ 细胞和 ＨＬ⁃１ 心肌细胞

等不同类型细胞，且喷射后细胞活性均超过 ８９ ８％ 。
装置每秒可生成 １０ ０００ 个微滴，具有高通量特点。
但是由于该装置为开放式聚焦，声波不宜形成径向耦

合，因此不利于稳定喷射。
Ｊ． Ｓａｍｏｔ 等［２８］提出了纳升级喷射微滴玻璃化保

存系统。 该系统由氮气流输送装置、已加载 ＣＰＡｓ 的

细胞悬浮液注射装置、薄膜收集装置三部分构成。 喷

嘴由 ２００ μＬ 移液枪头和 ２７Ｇ 斜口针头制作而成。
其制作步骤是，距枪头尖端 ２ ｃｍ 处从侧面插入 ２７Ｇ
针头，枪头尖端切去 ２ ｍｍ，针头露出尖端 ２ ｍｍ。 枪

头敞口端连接内径 ３ ２ ｍｍ 的连接管输入氮气流；
２７Ｇ 针头端输入已加载好 ＣＰＡｓ 的细胞悬浮液，悬浮

液注射速度由微注射泵控制。 进行喷射实验时，由氮

气流和含有细胞的悬浮液构成共流，利用氮气流将含

有细胞的悬浮液吹打成微滴。 产生的微滴用直径

８ ５ ｃｍ 聚乙烯薄膜接收，然后用镊子夹取薄膜放入

液氮中进行玻璃化。 Ｒ． Ｅ． Ａｓｓａｌ 等［２９］ 将该系统应

用于红细胞玻璃化保存，研究氮气流速、悬浮液注射

速度、聚乙烯薄膜接收位置三个参数对微滴大小的影

响。 发现当氮气流速设置为 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ、注射泵流速设

置为 ２００ μＬ ／ ｍｉｎ、聚乙烯薄膜距喷嘴 ６ ～ ９ ｃｍ 处时，
此时收集到的液滴尺寸最小，微滴直径（５５ ± １４）
μｍ。 然后将喷有微滴的聚乙烯薄膜浸入无菌液氮中

进行玻璃化保存，结果显示，在低浓度保护剂 ４ ５％
（ｖ ／ ｖ）四氢嘧啶中，含有红细胞的微滴即可实现玻璃

化，且复温后细胞活性较高。 Ｚｈａｎｇ Ｘ． 等［３０］ 将该系

统应用于卵母细胞保存，实现了卵母细胞的玻璃化保

存。 当实验条件设置氮气流速为 ０ ８ Ｌ ／ ｍｉｎ 时，可产

生最优尺寸的液滴，直径为（１４０ ± ５８） μｍ。 结果表

明，减小微滴体积能降低玻璃化保存时所需的 ＣＰＡｓ
浓度，在 １ ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙二醇、１ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＤＭＳＯ 和 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖条件下，即可实现卵母细胞玻璃化。 采用

该系统保存卵母细胞，细胞存活率较高，且孤雌激活

后分裂率达 ９６％ ，囊胚率达 ２６％ 。
喷射微滴玻璃化保存系统产生的微滴足够小，将

其直接喷入液氮，降温速率可明显提升。 冷却速率超

过 １０５℃ ／ ｍｉｎ，是塑料麦管冷冻速率的 ４０ 倍。 可明显

降低玻璃化保存时所需的 ＣＰＡｓ 浓度，避免了高浓度

保护剂对细胞造成的渗透损伤和毒性损伤。 然而，该
系统尚存在不足之处，如 Ｒ． Ｅ． Ａｓｓａｌ 等［２９］提出的系

统，仅用一个直径为 ８ ５ ｃｍ 的聚乙烯薄膜接收含红

细胞的液滴，每次能够处理的细胞量仅为 ８０ μＬ。 若

—５６—
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单次接收时间过长，则会造成微滴叠加，微滴体积的

增大不利于玻璃化保存。 Ｚｈａｎｇ Ｘ． 等［３０］ 采用喷射微

滴玻璃化保存卵母细胞时，易造成细胞丢失。

３ 生物打印微滴玻璃化保存

生物打印技术是对生物材料，如活细胞、生长因

子、基因、药物等进行打印的一种技术，可产生有序微

滴。 按驱动机制不同，可分为压电喷墨打印、热式打

印、基于阀门打印、激光直写打印、激光转移诱导打印

等。 现已成功应用于组织三维重建、再生医学移植和

诊断、药剂学及高通量筛选、癌症研究等［３１］ 多个领

域，并已逐步拓展到医用低温保存领域。
基于生物打印技术，Ｘｕ Ｆｅｎｇ 等［３２］自主设计细胞

打印机。 该打印机以气动压力作为驱动机制，通过调

节电磁阀开启时间来控制微滴大小。 实验采取 １６０
滴每秒的速度对胚胎干细胞进行打印，通过合理控制

液滴尺寸、细胞浓度及培养时间，最终形成统一尺寸

的拟胚体。 Ｓｈｉ Ｍｅｎｇ 等［３３］采用 Ｘｕ Ｆｅｎｇ 等［３２］的打印

技术，设计了一款非接触式玻璃化装置。 该装置由细

胞室、液氮室及中间的一层 １５０ μｍ 超薄高导热速率

银膜构成。 实验时，先采用 Ｘｕ Ｆｅｎｇ 等［３２］ 的细胞打

印机，将气动压力设定为 ０ ０３ ＭＰａ，在细胞室形成一

个 ８ × ８ 的均匀液滴矩阵。 然后向液氮室注入液氮，
利用液氮沸腾和超薄银膜热传递，即可迅速实现细胞

玻璃化。 该装置已成功实现 ＮＩＨ３Ｔ３ 细胞和 ｈＡＳＣｓ
细胞玻璃化保存，且避免了液氮对细胞造成的潜在污

染。 喷墨打印是利用压电元件驱动流体体积压缩，储
液罐内压力增加，导致细胞悬浮液通过喷嘴喷出微

滴。 Ｕ． Ｄｅｍｉｒｃｉ 等［３４ － ３５］基于喷墨打印技术开发出新

型的生物打印装置。 装置利用脉冲激励时间控制微

滴生成，产生的微滴均垂直滴入下方液氮中玻璃化。
冻存细胞用直径 ７０ μｍ 的细胞筛收集，并迅速转移

到解冻液中解冻。 结果显示，用类似于慢速冷冻所用

的低浓度低温保护剂，１ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 丙二醇和 ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
海藻糖即可实现玻璃化，复温后细胞存活率超过

９０％ 。 目前，该方法已经成功应用于多种动物细胞类

型的玻璃化保存，如鼠肝细胞、３Ｔ３ 成纤维细胞、ＨＬ⁃１
心肌细胞、小鼠胚胎干细胞和淋巴母细胞［３４］。 Ｒ．
Ｄｏｕ 等［３６］同样采用喷墨打印技术，将含有小鼠成纤

维细胞 ３Ｔ３ 和人类神经祖细胞的悬浮液，以 ９ × ９ 的

矩阵形式打印在聚合物底板上，微滴体积约 ３８０ 皮

升，然后转移到温度为 ２９３ Ｋ 的冰箱内玻璃化。 用

ＤＭＳＯ 作抗冻剂对 ３Ｔ３ 细胞进行玻璃化实验，结果显

示解冻后细胞平均活性大于 ９０％ ，所需的 ＣＰＡｓ 浓度

小于 ０ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ。 与其他玻璃化保存方法相比，所需

的 ＣＰＡｓ 浓度明显降低。 对人类神经祖细胞进行玻

璃化保存，复苏后细胞活性仅 ５５％ ，但与采用传统方

法所获得的细胞存活率具有可比性，所需的 ＣＰＡｓ 浓

度也明显降低。
生物打印技术能迅速产生大小均匀的液滴，精准

控制液滴喷射位置和方向，具有简单性和敏捷性。 然

而在低温保存领域，生物打印技术的应用仍存在挑

战，如生成微滴时，剪应力、毛细管力等机械力均可能

引起细胞变形；将细胞打印到接收面时，接触面对细

胞的冲击力易造成细胞损伤等。 因此，采用生物打印

微滴玻璃化保存时，还需进一步优化方案，如选择合

适的微滴产生机制、选择具有生物相容性的喷头及合

理设计接收面等。

４ 微流体封装微滴玻璃化保存

微流体液滴生成技术是指将两种不相融的流体，
一种作为连续相，另一种作为分散相，将分散相以微

小体积（１０ － １５ ～ １０ － ９ Ｌ）单元形式分散于连续相中，
在表面张力与剪切力共同作用下，自发形成微滴［３７］。
微滴生成方式可分为被动法和主动法，被动法是通过

控制微管道结构及两相流速来控制微滴生成；主动法

是通过外场驱动力，如热量、气压、压电、微阀和磁场

等，来生成微滴［３８］。 目前微流体技术已成功应用于

ＤＮＡ、蛋白质、酶的生化分析及细胞的筛选、病毒检测

等多个领域，逐步拓展到玻璃化保存领域。
Ｈｕａｎｇ Ｈａｉｓｈｕｉ 等［３９］设计了一款 ５ 个入口的微流

体聚焦装置，由此制备细胞微胶囊。 通道中间入口注

含有细胞的悬浮液，两侧注海藻酸水溶液，利用海藻

酸水溶液将细胞限制在所生成的微胶囊内部。 距聚

焦口最近的两侧通氯化钙溶液，运用瑞利⁃高原不稳

定性，含有细胞的悬浮液被连续流动的氯化钙溶液封

装成微滴。 在该流动条件下，形成的微滴具有高分散

性，微胶囊直径约 ２２０ μｍ。 研究表明，少量的钙离子

能增加藻酸盐基质强度，有助于保持微胶囊玻璃化保

存后的完整性［４０］。 采用该装置封装小鼠胚胎干细胞

（ｍＥＳＣｓ）和人类脂肪干细胞（ｈＡＤＳＣｓ）。 于通道末端

收集细胞微胶囊，然后用 ＱＭＣ 法和 ＯＰＳ 法玻璃化保

存。 结果表明，用 １ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 丙二醇和 ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 海

藻糖作为低温保护剂即可实现玻璃化，且复温后细胞

活性大于 ８０％ 。 通过低温显微镜观察，发现海藻酸

盐微胶囊能有效抑制复温后反玻璃化现象发生。 在

采用微流体技术封装细胞时，保证每个微滴中所含细

胞数的均匀性是该技术的关键。 Ｍ． Ｃｈａｂｅｒｔ 等［４１］ 设

计了一种 Ｔ 型微流控装置，该装置运用纯粹的动力

学方法，在没有任何外部传感及反馈控制下，即可将
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细胞封装成皮升级微滴。 通道中间入口通含细胞的

培养基，左右两侧通入油，以油作为连续相，在剪切流

中可变形物体的横向漂移和挤压流中立体驱动分散

作用下，每秒可对 １６０ 个细胞进行连续封装和排序。
结果表明，封装的微滴中仅含有一个细胞的纯度为

７０％ ～８０％ ，仅有 １％ 的微滴可能为空液滴。 Ｊ． Ｆ．
Ｅｄｄ 等［４２］采用同样的装置对细胞进行封装排序，并
检测细胞活性，９２ ９％ 的细胞膜保持完整性，对照组

为 ９６ ２％ 。 装置每秒可产生 １４ ９ × １０３ 个皮升级液

滴，明显具有细胞封装微滴体积小、通量高的特点。
此外，在实现微流控芯片一体化方面，Ａ． Ｅ． Ｓｇｒｏ
等［４３］曾尝试在微流体芯片上直接对 Ｂ 淋巴瘤细胞封

装冷冻。 他提出在 Ｔ 型微通道的蛇形通道下游放置

热电制冷器，利用水溶液和不混溶油冰点差别大，通
过热电制冷器控制微流控芯片的部分温度，直接冻结

芯片上的微滴。 该装置在微流体芯片封装微滴玻璃

化保存一体化结构设计上具有启发性。
微流体封装液滴玻璃化保存具有细胞封装效率

高、微滴体积小的优点。 然而，目前微流体封装微滴

玻璃化保存相关研究尚处于起步阶段，仍面临诸多挑

战，如封装的微滴体积可达到皮升级，易造成细胞缺

氧，针对此问题，一种包含空气供应和多喷嘴出口的三

维微流体装置［４４］正在研发中。 在材质选择上，微流体

芯片选用具有疏水性的聚二甲基硅氧烷制作，但仍面

临导热受限，无法在芯片上直接实现玻璃化的问题。

５ 总结与展望

最小体积法玻璃化保存为细胞长期有效储存提

供重要手段。 本文综述了最小体积法玻璃化保存的

最新研究进展，包括有载体的微滴玻璃化保存、喷射

纳升级微滴玻璃化保存、生物打印微滴玻璃化保存、
微流体封装微滴玻璃化保存。 其中，新型的微滴生成

技术，如喷射技术、生物打印技术、微流体封装技术，
可迅速产生大小均匀、尺寸微小的液滴。 将其与玻璃

化保存相结合，有望解决高通量问题，且满足自动化

要求，将是未来最小体积法玻璃化保存的发展趋势。
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