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纳米粒子浓度等条件对VS55反玻璃化结晶的影响
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摘要:借助低温显微镜系统,运用等温扫描和连续扫描法,对磁性纳米粒子浓度、等温温度以及降
复温速率对低温保护剂VS55在反玻璃化过程中的结晶行为进行了观察.结果显示:随着磁性纳米
粒子浓度和等温温度的增加,冰晶生长速率、初始尺寸及结晶密度整体上都增大,冰晶生长得到促
进;对含有不同磁性纳米粒子浓度的VS55进行连续扫描,结果与等温扫描结论一致,添加磁性纳
米粒子的溶液反玻璃化冰晶生长明显;降温速率增长至5℃/min时,冰晶初始尺寸和冰晶数量显
著提高,生长速率也略有增加,5℃/min以上的降温速率对冰晶的影响差别不大;随着复温速率的
增大,冰晶尺寸、生长速率都减小,冰晶数量减少.
关键词:磁性纳米粒子;VS55;低温显微镜;反玻璃化
中图分类号:TB383   文献标识码:A  doi:10.3969/j.issn.0253-2778.2020.06.014
引用格式:向兴雪,胥义,刘志峰.纳米粒子浓度等条件对VS55反玻璃化结晶的影响[J].中国科学技术大学学

报,2020,50(6):819-824.
XIANGXingxue,XU Yi,LIU Zhifeng.Effectofmagneticnanoparticleconcentrationandother
conditionsonicecrystalgrowthofVS55solutionduringdevitrification[J].JournalofUniversityof
ScienceandTechnologyofChina,2020,50(6):819-824.

Effectofmagneticnanoparticleconcentrationandotherconditions
onicecrystalgrowthofVS55solutionduringdevitrification

XIANGXingxue1,XUYi2,LIUZhifeng1
(1.DepartmentofThermalScienceandEnergyEngineering,UniversityofScienceandTechnologyofChina,Hefei230026,China;
2.InstituteofBio-thermalScienceandTechnology,UniversityofShanghaiforScienceandTechnology,Shanghai200093,China)

Abstract:Theeffectsoftheconcentrationofmagneticnanoparticles,isothermaltemperatureandtherate
ofcooling/rewarmingonthecrystallizationbehaviorofVS55duringthedevitrificationprocessunder
isothermalscanningandcontinuousscanningmethodswerestudiedusingacryomicroscopesystem.The
resultsshowthat:Withtheincreaseofnanoparticleconcentrationandisothermaltemperature,thegrowth
rate,initialsizeandcrystaldensityoficecrystalsincreasegenerally,promotingthegrowthoficecrystals.
ContinuousscanningofVS55withdifferentmagneticnanoparticleconcentrationgroupswasperformed,
andtheresultswereconsistentwiththeisothermalscanningconclusions.Thecrystaldevitrification
growthofthemagneticnanoparticle-addedsolutionwasobvious.Whenthecoolingrateisincreasedto
5℃/min,theinitialsizeoficecrystalsandtheirnumberincreasesignificantlyandthegrowthratealso
increasesslightly.Acoolingrateabove5℃/minhaslittleeffectonthegrowthoficecrystals.Asthe
heatingrateincreases,theicecrystalsize,growthrate,andnumberoficecrystalsdecrease.
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0 引言
低温保存是指在低温环境中(通常 -196℃的

液氮)保存活细胞、组织、器官或者其他生物体,以
便于生物体的长期存储、运输、繁殖、移植等[1].玻璃
化保存是目前低温保存方法中最理想的方法[2-4],这
种方法使得在降温过程中细胞周围的保护剂形成
高黏度的玻璃态,而不会产生冰晶,因此不会对细

胞造成冰晶带来的细胞质损伤.但是,若是复温过
程不理想,过程中的反玻璃化转变导致的重结晶和
再结晶现象仍会使生物体遭到严重损伤,因此需要
避免反玻璃化转变结晶.

磁性纳米粒子(magneticnanoparticles,mNPs)
复温是一个近年来发展的新型复热方式[5-11],Fe3O4
等纳米粒子由于其生物相容性和超顺磁特性,被广
泛应用在医药行业[12].近年有众多团队加入 mNPs



复温的研究探索中.Wang等[13]对嵌入超顺磁纳米
微粒的冷冻样品在微波复温过程进行了数值模拟,
结果表明,增加纳米粒子样本的复温速率更快,温
度分布更加均匀.可认为超顺磁纳米微粒对冷冻保
存的样品微波复温有积极作用.同年美国Bischof
教授研究组[14],首次进行了基于射频激发 mNPs快
速复温冷冻溶液的初步探索,结果表明:加有 mNPs
的水和低温保护剂能在交变磁场下获得足够高的
加热速率来减轻或消除反玻璃化现象.1mLmNPs
溶液(Fe离子浓度为10mg/mL)在低温段的最大
升温速率可达200℃/min,比常规水浴加热复温速
率高好几倍.并认为这是一种很有潜力能实现较大
器官的快速且均匀的解冻复温方法.王建业等[15]将

mNPs的磁性复热效果运用于人体脐带间充质干细
胞的复温过程上,并探究了对细胞复温效果最佳的
mNPs浓度和交变磁场电流值.此外磁性复温也使
得干细胞在玻璃化冷冻保存复温后保留其完整的
干细胞特性和多向分化潜能.

同年,Eisenberg等[16]利用 mNPs加热的方法,
证实可 减 少 玻 璃 化 冷 冻 保 存 中 的 热 机 械 应 力.
Manuchehrabadi等[17]报道了在保护剂 VS55中加
入射频激发的介孔二氧化硅涂层 mNPs的纳米加
热技术,以高于130℃/min的复温速率均匀快速加
热1至80mL的样品量.与未经处理的新鲜对照猪
动脉相比,纳米升温后血管长度或弹性模量没有明
显的生物力学特性变化.Pan等[18]利用具有动态反
馈控制和供电优化的电磁共振加温系统达到了200
℃/min以上的速率,样品量在数十毫升.与其他基
于mNPs的加热应用相比,其使用的纳米粒子剂量
非常低(Fe离子浓度为0.1mg/mL).

尽管已有不少的研究成果,但是对 mNPs复温
效果的探索有待深入,如 mNPs对保护剂溶液的微
观冰晶观察研究还不够充分.于红梅等[19-20]观察了

Fe3O4mNPs对典型玻璃化溶液VS55在反玻璃化
过程中冰晶生长的影响,其中的工作包括:通过使
用差式扫描量热仪确定加入mNPs的VS55的玻璃
化转变温度和反玻璃化温区;不同等温温度、降温
速率以及mNPs表面改性对VS55反玻璃化冰晶生
长的影响,为后续实验垫定了重要的实验基础.但
在该文中,对应降温速率和等温扫描的研究,对升
温速率以及连续扫描方法的探索尚缺乏深入的研
究,此外采用的Fe3O4mNPs浓度单一.因此本文将
在这项工作的基础上,进一步探索多种 mNPs浓度
以及其他更多条件对 VS55反玻璃化结晶的影响,
本文开展的研究内容如下:

实验1.探究不同浓度组在不同等温温度扫描
下的反玻璃化现象;

实验2.探究不同浓度组在连续温度扫描下的
反玻璃化现象;

实验3.探究不同降温速率下的在等温温度扫
描下的反玻璃化现象;

实验4.探究不同升温速率下的在连续温度扫
描下的反玻璃化现象.

我们期望通过研究进一步增加和完善对 mNPs

在保护剂溶液复温过程中影响的探索,对将来的
mNPs复温技术能提供一定的基础.对比于红梅
等[20]的研究,本文旨在深入对VS55中加入纳米粒
子的反玻璃化特性影响的研究,增加了对多种浓度
纳米粒子的探究,增加了对不同温度扫描方法的探
究,还增加了对不同升温速率带来影响的研究.

1 实验方法

1.1 材料与方法
本研究所用mNPs为Fe3O4 纳米粒子,来自美

国的Sigma-Aldrich公司,平均粒径为10nm左右.
使用的玻璃化溶液是非常有利于生物样本冻结过
程中转化成玻璃态,被广泛应用在各类低温保存中
的 VS55[2].该溶液总浓度为8.4mol/L,由3.1
mol/L二甲基亚砜、2.2mol/L1,2-丙二醇、3.1
mol/L甲酰胺以及EuroCollins溶液组成.由于在
该溶液中,除EuroCollins以外的其他所有溶质的
总质量浓度为0.55g/mL,因此该配方的玻璃化保
护剂被命名为 VS55,以类似方式命名的玻璃化保
护剂还有VS70、VS83等.目前VS55玻璃化溶液已
经成功应用于静脉、角膜、兔肾以及关节软骨等多
个方面的低温保存[21-24],是较为典型的玻璃化溶
液,因此本文将以此为研究对象.

本实验采用的仪器是英国Linkam公司的低温
显微系统,其温度范围是-196~125℃,扫描速率
为0.01~150℃/min.系统由程序控制仪、液氮、显
微镜及电脑组成,实验中采用20倍镜放大观察.

扫描方法为连续扫描和等温扫描.等温扫描是
将溶液降温至玻璃化转变温度以下后,再升温至反
玻璃化温区的某个温度,选择一个温度进行等温,
观察随着等温时间的增加对应冰晶的生长情况.连
续扫描,则是先将溶液降温至玻璃化转变温度以
下,然后连续升温至室温,分析样品在动态升温过
程中的晶体变化情况.其分别可用于观察冰晶生长
速度和模拟实际应用中的复温冰晶生长,两种模式
都是指导优化复温过程的重要方法.
1.2 实验方案设计

实验1 不同浓度组在不同等温温度扫描下的反
玻璃化实验设计:mNPs浓度设置为0.00mg/mL、
0.05mg/mL、0.10mg/mL和0.15mg/mL.控温
程序先以预设的50℃/min的速率(降温速率较高,
保证溶液能够玻璃化)从室温降至 -135℃,再以
10℃/min升温至某等温温度(-70℃、-75℃或

-80℃)(等温温度的选取参考已有的研究[19]),并
等温10min,记录复温过程的冰晶变化.

实验2 不同浓度组在连续温度扫描下的反玻
璃化实验设计:以50℃/min的速率从室温降至
-135℃,再以10℃/min升温至室温,记录复温
过程.

实验3 探究不同降温速率下的在等温温度扫
描下的反玻璃化实验设计:降/复温速率设置为
100℃/min、60 ℃/min、40 ℃/min、20 ℃/min、
10℃/min、5℃/min和1℃/min.浓度和等温温度
的选取从实验1的结果中选择,选取效果最明显、最

028 中国科学技术大学学报 第50卷



利于观察条件作为实验3的条件预设.以不同降温
速率从室温降至-135℃,再以10℃/min升温至
某等温温度,并等温10min,记录复温过程.

实验4 探究不同升温速率下的在连续温度扫
描下的反玻璃化实验设计:选取与实验3相同的
mNPs浓度,并且基于实验3选取降温速率.以某一
降温速率从室温降至-135℃,再以不同复温速率
升温至室温,并记录过程.

本文使用的低温显微系统,由于受技术限制和
其他因素的影响,当设置的降温速率较高时,实际
降温速率将无法达到设定值,其影响将在后文讨论.

图1 等温温度为-70℃的反玻璃化冰晶生长结果

Fig.1 Icecrystaldevitrificationgrowthresults
atisothermaltemperatureof-70℃

2 结果

2.1 不同浓度组在不同等温温度扫描下的反玻璃
化结晶观察

图1(a)、图2(a)和图3(a)分别是4个 mNPs
浓度组在等温温度为-70℃、-75℃和-80℃下
的等温冰晶生长情况.其中,浓度最高的第4组
(0.15mg/mLmNPs)由于冰晶密度非常大,且生
长速度过快,导致到达等温温度后很快或者到达等
温温度前冰晶就已长满整个视野,因此无法计算其
冰晶生长速率,只能对前三个浓度组进行定量分析.

等温过程的冰晶生长速率用单位时间内的单
个冰晶直径增长值表示,并分别将数据提取出来,
如图1(b)、图2(b)和图3(b),由图可以看出冰晶生
长直径符合经典的线性关系,即

Y=AX +B (1)
其中,Y 为冰晶尺寸(μm);X 为时间(s);A 为斜率,

图2 等温温度为 -75℃的反玻璃化冰晶生长结果

Fig.2 Icecrystaldevitrificationgrowthresults
atisothermaltemperatureof-75℃

图3 等温温度为 -80℃的反玻璃化冰晶生长结果

Fig.3 Icecrystaldevitrificationgrowthresults
atisothermaltemperatureof-80℃

即表示生长速率;B 为截距,即表示发现冰晶时的
初始尺寸.对每组结果进行方程式拟合,方程参数
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如表1,其中N 为图中对应的冰晶数,表征密度.
从以上结果可以看出:随着 mNPs浓度增大,

冰晶生长速率增大,冰晶初始尺寸也增大,结晶密
度也相应增大;随着等温温度的升高,相同地有,冰
晶生长速率增大,冰晶初始尺寸也增大.

此规律与溶液冻结过程结晶的异相成核机理
类似.我们可以推测:随着 mNPs浓度增高,溶液中
溶质增加,不纯度增加,相当于“杂质”更多,这些杂
质就作为成核基体,成为晶核生长的晶种,使得晶
核生长所需要克服的成核势垒和需要的吉布斯自
由能降低,结晶更加容易.因此,随着 mNPs浓度增
加,冰晶生长得到全面促进,密度增加,生长速率
快,初始尺寸也增大.随着等温温度的升高,基于已
有研究测得的0.1mg/mL浓度 mNPs与VS55的
混合溶液的反玻璃化转变温度为-74℃,而在低于
反玻璃化转变温度的温度范围内,越接近该温度,
反玻璃化结晶越明显[1],因此,-75℃的结晶现象
比-80℃明显,冰晶直径生长率从-80℃的2.15

μm·s-1 增加到-75℃的4.34μm·s-1.当复温
温度继续升高,达到-74℃时,冰晶发生反玻璃化
转变,由玻璃态向晶态转变,因此冰晶更加快速长
大,其生长率和初始尺寸较-75℃时有显著地提
高,-70℃的生长速率增加到10.08μm·s-1,正
是因为随等温温度上升,冰晶的生长率和生长尺寸
增大,单个冰晶吸收的冷量高,因此冰晶数目减少,
即密度降低.

通过该组实验,可以发现,等温温度越高,反玻
璃化越明显,因此可对后续复温过程做出的推测
是:若将复温过程分段加热,那么在复温前期,在反
玻璃化以下的温度区域,可以使用较低的复温速
率,因为这个阶段冰晶生长缓慢;但是一旦超过反
玻璃化转变温度,复温速率必须得到提高,因为在
该温度以上的温度范围,反玻璃化现象非常明显,
必须迅速越过危险区域,以避免反玻璃化结晶带来
的致命损伤.

表1 不同浓度组等温结晶的反玻璃化冰晶生长曲线方程式拟合

Tab.1 Parametersfortheequationfittingofisothermalcrystalicecrystaldevitrificationgrowthcurvesofdifferentconcentrationgroups
等温温度

参数

-70℃
A B N

-75℃
A B N

-80℃
A B N

0.00mg/mL 0.52 113.23 3 0.58 71.67 1 0.37 57.51 1
0.05mg/mL 4.59 259.62 3 2.53 149.44 2 0.99 64.46 2
0.10mg/mL 10.08 431.60 11 4.34 197.43 14 2.15 96.68 17

2.2 不同浓度组在连续温度扫描下的反玻璃化结
晶观察

图4(a)是4个 mNPs浓度组在温度变化下的
连续扫描冰晶生长情况.并将数据提取出来,如图4
(b),曲线通过origin软件的模拟分析,可以看出冰
晶生长直径曲线符合指数增长关系:

Y=A×e(
X
T)+Y0 (2)

  该方程式中的变量只是纯粹的数学关系式,仅
仅表示数据的拟合,无确定的意义.

从图4可以看出:随着 mNPs浓度增大,冰晶
生长率增大,而且添加 mNPs的浓度组明显比单独

VS55的生长明显,初始尺寸变化不大.这和等温扫
描的结果一致,说明 mNPs可以促进反玻璃化冰晶
的生长.
2.3 不同降温速率下的等温扫描冰晶生长结果

综合前面实验,发现0.10mg/mL的 mNPs浓
度组冰晶密度大,便于找到冰晶进行观察.而等温
温度为-80℃时生长速率不会过快导致冰晶图像
无法进行直径测量,因此在探究不同降温速率影响
时,采用0.10mg/mL的 mNPs浓度组在 -80℃
条件下等温扫描观察.

图5(a)为等温过程中不同时间的冰晶图像,图
5(b)为冰晶生长直径图,其中,降温速率为1℃/min
时,样本在降温过程至-30℃左右时就已全部结
晶,因此没有玻璃化及反玻璃化转变,因此生长过
程不包含在图5(b)中.

将数据提取出来可以看出,数据呈明显的线性
增长关系,符合方程式(1).

图4 不同浓度组温度连续扫描的反玻璃化冰晶生长结果

Fig.4 Icecrystaldevitrificationgrowthresultsoftemperature
continuousscanningatdifferentconcentrationgroups

从图5和表2可以看出,降温速率在5℃/min
以上时,不同速率对冰晶的影响差别不大,只有在
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5℃/min时,能看到显著差异:冰晶初始尺寸变大,
冰晶数量增多,生长速率也略有增加.这与前面所
述,VS55的临界降温速率在5℃/min左右一致.对
高于5℃/min的不同速率值,其冰晶生长速率、初
始尺寸及冰晶数量都是随着降温速率的降低有起
伏,暂时无法得出其规律,尚待进一步探究.
表2 不同复温速率下冰晶反玻璃化生长直径曲线拟合参数

Tab.2 Parametersofcurvefittingoficecrystaldevitrification
growthdiameteratdifferentreheatingrates

参数
降温速率/(℃·min-1)

100 60 40 20 10 5
A 1.69 1.64 1.78 1.85 1.89 2.38
B 90.84 130.27130.95 64.61 93.07 213.66
N 6 7 12 9 4 8

2.4 不同升温速率下的连续扫描冰晶生长结果
与实验3相同,选用0.10mg/mL的 mNPs浓

度作为复温速率实验的条件.图6(a)为连续扫描过
程中不同温度节点的冰晶图像,图6(b)为冰晶生长
直径图.其中,复温速率为1℃/min、5℃/min和10
℃/min时冰晶生长过快,导致无法取得足够多的数
据点而不能进行曲线拟合,因此在图6(b)中无法进
行数据体现.

图5 不同降温速率下的反玻璃化冰晶生长结果

Fig.5 Icecrystaldevitrificationgrowth
resultsatdifferentcoolingrates

图6 不同复温速率等温温度为-80℃的反玻璃化冰晶生长结果

Fig.6 Icecrystaldevitrificationgrowthresultsatisothermal
temperatureof-80℃underdifferentrewarmingrates

从图6可以看出,整体而言,随着复温速率的增
大,冰晶尺寸、生长速率和冰晶数量都降低.但是对
于100℃/min,前期冰晶生长符合一般规律,但在
-60℃时冰晶生长加速,反常地变大,可能是100
℃/min升温时,冰晶数量少,导致快速升温样本体
系吸收的热量用于这几个冰晶的生长,因此单个冰
晶争得的热量多,冰晶生长驱动力大,冰晶在100
℃/min加热的热冲击下,很快生长并随后立马融
化.导致这一原因的具体机理尚不明确,有待进一
步探究.

本文实验中所用的冷热台,由于受仪器本身条
件和其他状态等的限制和影响,当降温速率设置为
100℃/min时,仪器产生的实际降温速率无法达到
这一数值,与设定值偏差较大,但是当设置的降温
速率逐渐降低时,实际降温速率值与设定值逐渐趋
于一致.虽然有所偏差,但是设定的从1℃/min逐
渐到100℃/min的降温速率值,在实际过程中,对
应的降温速率也是逐渐增加的.

因此,讨论降温速率偏低对实验的影响是很有
必要的.在实验1、实验2和实验4中,实验变量并
不是降温速率,且这3个实验中的降温速率值都是
选取的预设值50℃/min,实际偏低的降温速率值
相当于选取了较低的预设值.此外,从图5可以看
出,在50℃/min上下的60℃/min和40℃/min,这
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两种降温速率下的冰晶生长情况类似,因此可以认
为设定的降温速率为50℃/min时,降温速率值偏
低不会对实验结果有明显的影响作用.

对于实验3,由于降温速率本身是变量,因此需
要考虑降温速率值偏低对实验结果的影响.实验设
定的降温速率为1℃/min至100℃/min,当设定的
降温速率在10℃/min及以下时,实际降温速率值
与设定值基本是一致的,而随着降温速率的增大,
设定值和实际值的偏差逐渐增大,因此可认为当降
温速率为1℃/min、5℃/min和10℃/min时,实验
结果无偏差.对于高于10℃/min的降温速率组,从
图5可以看出,其冰晶生长情况都类似,没有明显的
特征,因此高于10℃/min的降温速率对冰晶生长
没有显著影响,因而整体而言,降温速率带来的误
差对实验结果没有显著性差异.

3 结论
磁性纳米粒子的复热技术是玻璃化保存中抑

制反玻璃化结晶的重要手段,目前对磁性纳米粒子
对保护剂的影响效果在微观层面观察还不够全面,
因此本文在已有的基础上,进一步研究了多种条件
下添加磁性纳米粒子对经典保护剂VS55的反玻璃
化结晶影响,旨在为后期选择合适的 mNPs奠定一
定的基础.得到的结论如下:

(Ⅰ)对不同mNPs浓度组进行等温扫描,结果
显示,随着 mNPs浓度和等温温度的提高,冰晶生
长速率、初始尺寸及结晶密度都整体上增大,对冰
晶的生长有明显的促进作用.

(Ⅱ)对不同mNPs浓度组进行连续扫描,结果
显示,随着mNPs浓度的增大,冰晶生长速率增大,
与等温扫描结论一致.而且添加 mNPs的 VS55冰
晶生长明显比不添加 mNPs的生长明显,初始尺寸
变化不大.

(Ⅲ)对0.10mg/mL的 mNPs浓度组在-80
℃的条件下进行不同降温速率的实验,结果发现,
降温速率在5℃/min时,冰晶初始尺寸和冰晶数量
显著提高,生长速率也略有增加.而对于5℃/min
以上的降温速率,对冰晶的影响差别不大.

(Ⅳ)随着复温速率的增大,冰晶尺寸、生长速
率和冰晶数量都降低.
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