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循环温差法测定生物组织活性的实验研究

于丽娜　刘静　周一欣

　　摘　要　如何测定低温损伤后的生物材料活性是低温保存和低温医疗领域中的重要课题。本文提出了循环

温差法测定生物组织活性的新方法 , 并进行了初步的实验研究 , 给出了定量评价生物组织活性的数学关联式。

实验证明 , 该方法所采用的测试装置简单 , 易于操作 , 结果稳定可靠 , 重复性较好。本文最后指出了进一步的

改进方法。
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【Abstract】　Detection of the viability of biological materials due to freeze injury is very important in the fields of cryo2preservation and

cryo2medicine. In this paper , a new method of using cyclic temperature difference for the viability evaluation was proposed , and preliminary

experiments were performed to demonstrate the new approach. Mathematical relations were suggested and proved to be useful to quantitatively

characterize the viability of biological tissues as well . It was shown that the device constructed was simple in structure and easy to control , and the

obtained results are reliable and repeatable. Finally , strategies for improving the method and the device were also suggested.
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　　在低温保存和低温医疗领域中 , 生物材料按

照不同的方法实施相应的降温过程 , 来达到保护或

破坏生物材料的目的。在冷冻过程中 , 生物材料容

易受到低温损伤 , 从而导致活性降低。如何快速评

价低温损伤 , 测定生物组织冷冻后的活性是低温保

存和低温医疗中亟待解决的重要课题。迄今为止 ,

已经有多种方法用于测定生物组织活性 , 包括[1～5 ]

形态和生理学观察法、生化检测法、荧光法、组分

分析法、核磁共振法等。其中 , 形态和生理学观察

方法简便易行 , 但受人为因素影响较大 , 不容易定

量分析 ; 生化方法、荧光法、核磁共振法及组分分

析的方法定量化程度高 , 但均须借助较昂贵的仪器

设备 , 实验复杂 , 成本较高。最近 , 作者提出基于

降温动力学曲线评价生物组织活性的方法[6 ]
, 有可

能成为一种快速有效的简捷方法 , 但还需在消除系

统内部干扰 , 提高结果的稳定性和重复性上继续改

进。此外 , 电阻抗测量法也是测定生物组织活性的

有效方法[7 ] , 但在定量描述生物组织活性上也存在

一定困难 , 需要进一步探索电阻抗变化与生物组织

损伤的关系。本文提出了一种快速有效检测生物组

织活性的方法———循环温差法 , 设计制造了相应的

实验装置并进行了初步测试。结果表明 , 该装置简

单 , 方法易行 , 重复性和定量化程度较高 , 有望发

展成为一种微分析器件。

1　实验装置

如图 1所示 , 整个实验装置主要包括三部分 :

样品系统、制冷器系统和温度信号监测系统。具体

分为如下 8个部分 , 即 : 铜片 1、3 , 样品 2 , 半导

体制冷片 4 , 肋状散热片 5 , 温度传感器 6 , 数据采

集仪 7 , 计算机 8。其中铜片 1 用于固定热电偶 ,

并保护样品表面减少外界影响 , 铜片 3 也用于固定

下表面的热电偶 , 另外由于其良好的导热性还能够

起到均温的作用 , 减小由于半导体制冷片表面温度

不均匀引起的样品下表面温度不均。热电偶固定于

铜片中央 , 样品夹在两铜片之间。铜片 3与半导体



制冷片 4之间用硅油粘结 , 以减小界面上的导热热 阻。散热片置于恒温水浴中 , 并保持在室温 2215℃。

图 1　实验装置示意图

Fig 1　Schematic diagram of the device for experimental study

2　典型实验过程及结果

211　实验过程

以鸡肉为例 , 先将其切成 20mm ×20mm ×

215mm的薄片并在室温中保持温度稳定 , 注意组织

表面应尽量平整 , 以保证与铜片接触良好。按照图

1所示 , 安置好样品。打开数据采集仪 , 开始采集

温度。1min 后开启半导体制冷片的电源 , 电源采

用稳定性好的恒流源 , 使电流恒定保持 115A ,

4min后关闭电源 , 使样品在空气中自然复温。

图 2　试样冷冻2复温过程的典型温度曲线

Fig 2　The typical temperature curve of the sample

during the freezing2thawing cycle

整个试样冷冻复温过程的典型温度曲线如图 2

所示。曲线 1为室温 , 基本保持 2215℃不变 , 曲线

2、3分别为试样的下表面和上表面的温度曲线。

曲线 4为计算出的试样的上下表面的温度差。从中

可以看出 , 在 60s时 , 半导体制冷片开始制冷 , 下

表面温度随之迅速下降 , 由于样品的热导率较小 ,

热容较大 , 上表面的温度下降存在延迟 , 在 30s左

右的时间里 , 上下表面的温度差由 0℃迅速上升到

1418℃, 并在降温过程中一直保持 5℃以上的温

差。在 120s时 , 下表面出现最大过冷点 - 715℃,

然后由于样品发生相变释热 , 下表面温度突然回升

4℃左右后 , 之后又逐步下降 , 而上表面由于热传

导的延迟作用 , 其温度未有较大波动。反映在上下

表面的温度差曲线 4上 , 则出现一个下降的峰 , 体

现了过冷后相变这一过程。在自然复温过程中 , 组

织下表面由于与半导体制冷片及其散热器直接接

触 , 而制冷器有一定余热 , 故升温较快。上表面与

空气自然对流 , 升温较慢。至 900s时样品基本恢

复室温 , 停止数据采集。从整个过程的分析可以看

出 , 试样上下表面的温差不仅与样品经历的环境温

度有关 , 而且受到样品的热导率、比热、相变潜热

等特性的影响。如果样品受到低温损伤 , 其内部细

胞膜结构、细胞骨架或水分变化必然引起细胞特性

的改变 , 从而反映在样品表面温差上。这说明在冷

却复温过程中监测样品上下表面温差能够反映出生

物材料的特性 , 从而以此作为一种崭新的评价低温

损伤后生物材料活性的指标 , 是切实可行的。其定

量标准通过下面的实验进一步予以阐述。

实验安排如下 : 将新鲜鸡肉按上述步骤准备

好 , 并进行一次冷冻 - 复温实验 , 采集温度信号。

待样品上下表面温度均恢复室温 , 停止数据采集。

再置于室温 3min , 消除样品内部温度不均一性的

影响。然后按照与第一次冷冻相同的条件进行再次

冷冻 - 复温循环 , 采集温度信号 , 注意保持两次循

环过程中室温及恒温水浴温度基本不变 , 并固定半

导体制冷片的输入功率 , 而热电偶及整个实验装置

中各个部件相对位置不变 , 尽量减少人为因素对系

统的影响。待第二个温度循环结束后 , 按照上述要

求进行第三次冷冻 - 复温循环 , 直至温度再度恢复

室温为止 , 停止数据采集。

212　结　果

对所得数据进行处理 , 得出三次温度循环中样
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图 3　三次降温2复温循环中样品上下表面温差随时间变化曲线
(样品为鸡肉 , 尺寸为 20mm×20mm×215mm)

Fig 3　Transient temperature difference curves of the sample

surfaces during three freezing2thawing cycles

品上下表面温差随时间变化曲线 , 如图 3所示。比

较三次循环的温差曲线 , 可以看出 , 其基本形状与

图 2中的曲线 4 大体相似。但差异也很明显。首

先 , 第一次温度循环中 , 上下表面温差在 90s左右

达到最大值 , 为 1417℃, 而第二次和第三次降温

- 复温循环中温差仅为 1119℃和 1211℃; 在经历

了相变过程后继续降温 , 第一次降温循环中上下表

面的温差也明显高于第二和第三次循环 (3℃左

右) 。在复温过程中 , 第一个循环上下表面温差最

低点出现在 467s处 , 滞后于第二和第三循环 23s和

27s , 而温差最低点为 - 9127℃, 分别低于第二和第

三循环 1113℃和 1145℃。从以上数据分析可以看

出 , 第一次温度循环在降温过程中样品上下表面温

差明显高于第二第三次降温循环 , 而第二、第三次

温度循环的温差曲线差异很小。这说明在经过第一

次的冷冻 - 复温过程之后 , 生物材料活性受到损

伤 , 其特性发生了不可逆转变 , 造成第二次循环温

差曲线与第一次循环温差曲线的巨大差异 , 这一差

异直观而明确地反映了这一低温损伤造成的生物组

织特性的改变 , 从而可以作为评价生物材料活性的

指征 ; 而第三次循环的温差曲线与第二次循环的温

差曲线几乎重合 , 也证明了生物材料内部发生不可

逆转变 , 完全失去生物活性后 , 这种连续的降温循

环温差曲线之间的差异必然很小。

3　评判标准及其影响因素

首先 , 如上结果所述 , 样品上下表面温度差的

最高点 TDmax , 在几次降温循环中发生了较大变化 ,

可以作为活性评判的依据之一。进一步对降温过程

(图 3中为 60s～300s) 过程中的温差曲线对时间进

行积分 , 可以更明显地反映三个循环过程的区

别 , 即

PN = ∫
t
2

t1

TDd t
N

　N = 1 ,2 ,3 ,⋯⋯ (1)

其中 t1、t2 分别代表样品降温阶段的起始时间和

终了时间 , TD为样品上下表面温度差 , N 为温度

循环的标记次数。PN 为样品降温阶段的上下表面

温差曲线对时间的积分。计算得到第一、二、三次

降温 - 复温循环的降温过程曲线积分分别为 :

252113、203416和 200313 ( ℃·s) 。连续两个循环间

曲线积分变化率按下式计算 :

rN =
PN - PN +1

PN
×100 %　N = 1 ,2 ,3 ,⋯⋯(2)

按照上式计算图 3的温度曲线 , 得第一、二次循环

的温差曲线积分变化率 : r1 = 19131 % , 第二、三

次循环的温差曲线积分变化率 r2 = 1153 %。可见 ,

温差曲线积分变化率 rN 更加清楚的体现了与生物

组织活性的正相关性 , 即可以认为 , 具有较大 rN

的生物组织 , 在第 N 次降温 - 复温循环之前具有

较高的活性。相反 , 则可认为其活性较低。

第 1个至第 N 个循环总的温差曲线积分变化

率 r12N定义为 :

r12N =
P1 - PN

P1
×100 %　N = 1 ,2 ,3 ,⋯⋯ (3)

这一参数代表了待测样品在检测过程中的总的活性

变化 , 可以作为活性定量化的重要参数。

由此 , 提出循环温差法进行生物组织活性测定

的两个关键参数———样品两面最大温差 TDmax和总

的温差曲线积分变化率 r12N。温差最大值虽是最直

观的生物组织活性的评判标准 , 但它是绝对数值 ,

实验过程中会因降温速率、测温点的变化而变化 ,

没有统一的评价标准 , 可以作为一个辅助的参数进

行活性评价。而 r12N则是数个循环过程的比值 , 从

一定程度上消除了上述因素的影响 , 其大小仅与样

品的特性有关 , 可以作为表征生物组织活性的定量

参数。将新鲜生物组织的 r
0
12N与完全失去活性的生

物组织 r′12N ( r′12N≈0) 之间等分为 10段 , 可得出

生物组织活性评价的 10级标准。通过测定和计算

待测样品的 r12N可以定量得到其活性程度。
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总结上述实验过程和实验结果 , 可设定循环温

差法测定生物组织活性的关键步骤为 : 至少应该包

含三个或三个以上的降温 - 复温循环。首先第一次

降温 - 复温循环是必要的 , 它体现了被测样品本身

的特性。经过第一次降温 - 复温循环后 , 生物样品

受到低温损伤 , 活性变低 ; 进行第二次和第三次降

温 - 复温循环 , 如果其差异很小 (可以用 r2 作为

定量标准 , 对于鸡肉来说 , 总结实验结果 , 认为

r2 < 2 %为评判标准) , 则可认为第三次降温循环可

以作为参比曲线 , 与第一次降温 - 复温循环的温差

曲线比较 , 计算 r12N的值 (此处 N = 3) , 作为生物

组织活性评价的参数。如果第二次和第三次降温 -

复温循环 , 其差异较大 ( r2 > 2 %) , 则必须进行第

四次降温循环 , 直至找到符合上述要求的参比曲线

N 为止。计算 r12N的值 , 检验其所处于的活性标准

的具体区域 , 就可定量得到其活性程度。

图 4　三次降温2复温循环中样品上下表面温差随时间变化曲线
(样品为鱼肉 , 尺寸为 20mm×20mm×215mm)

Fig 4　Transient temperature difference curves of the sample

surfaces during three freezing2thawing cycles

(The sample was fish muscle and cut with geometry dimension of

20mm×20mm×215mm )

为了检验样品种类对两个重要参数———上下表

面温差最大值 TDmax和 r1 - N的影响 , 取与图 2、3实

验中同样尺寸的新鲜鱼肉作为样品 , 在同样的降温

程序下重复上述实验。结果如图 4所示。在第一、

二、三次降温 - 复温循环中 , 样品两面最大温差分

别为 : 1317℃, 1213℃和 1211℃, 比相同尺寸下的

鸡肉的最大温差低 1 ℃左右 , 降温过程曲线积分分

别为 : 233018、206712和 203610 ( ℃·s) 。计算连续

两个循环间曲线积分变化率 , 分别为 r1 = 11131 % ,

r2 = 1151 %。由于第二、三个循环间曲线积分变化

率已小于 2 % , 认为其经历第三个循环后已经基本

失去活性 , 计算 r1 - N 的值 ( N = 3 ) : r1 - 3 =

12165 %。可以看出 , 对于新鲜的样品 , 不同种类

的样品具有不同的 TDmax和 r1 - N , 其大小仅与样品

的种类有关。不同种类样品之间的 TDmax和 r1 - N的

大小不具有可比性。而对于同一种样品来说 , 在几

何尺寸、降温程序固定的情况下其新鲜样品的

r
0
1 - N是固定的 , 这样 , 新鲜生物组织的 r

0
1 - N与完全

失去活性的生物组织 r′1 - N ( r′1 - N≈0) 之间等分

为 10段 , 得出的生物组织活性评价的 10级标准也

就是固定的。这一标准是检验待测样品活性等级的

客观标准 , 仅与样品种类有关。不同种类的生物组

织 , 都有不同的活性等级评价标准 , 应由实验精确

测定。

4　讨　论

本文提出了一种新的利用降温 - 复温过程中监

测生物样品的上下表面温差进行生物组织活性评定

的方法———循环温差法。设计制作了简单的实验装

置 , 以鸡肉、鱼肉为样品进行了初步实验。如果保

持样品尺寸和降温升温程序固定 , 特定种类生物样

品具有特定的活性评价标准 , 利用循环温差法测定

和计算最大温差 TDmax和总的温差曲线积分变化率

r1 - N , 就可确定其活性等级。与基于降温动力学曲

线快速确定生物组织活性的方法[6 ] (FCBM) 相比 ,

循环温差法测定生物组织活性的不同之处在于 , 循

环温差法更加直观的揭示了生物组织由于活性变化

引起的传热过程的改变 , 其活性评价可以定量化 ,

其定量化参数 r1 - N在尺寸固定、降温复温程序固定

的情况下仅与样品种类有关 , 定量化程度高。在实

验装置上也存在明显区别 : 本文装置中热电偶通过

铜片固定 , 与样品表面接触紧密 , 测温点固定 , 受

外界温度波动干扰小。克服了 FCBM中由于样品表

面易发生形变 , 仅依靠单一测温点获取温度信息 ,

因而温度信号干扰较大的缺点 , 在稳定性和重复性

方面有了很大提高。

本文中的实验作为原理性试验 , 采用了 115A

的恒定电流对生物样品进行冷却 , 时间为 4min。

应当说明的是 , 不同的降温速率下 , 生物样品的损

坏程度是不同的 , 从而物性变化程度也不同。为了
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使该方法能够发挥最大的评价准确性 , 应该针对不

同种类的生物样品 , 探索和选择最佳的冷却程序和

复温程序。

应当说明的是 , 该方法不仅可以用于测定低温

保存或低温医疗中 , 遭受低温损伤的生物组织活性

评价 , 也可用于热疗等热损伤或者由机械损伤或其

他因素引起的生物组织活性变化的检测。为确定其

具体的评价标准 , 应开展进一步的实验。此外 , 本

文中设计制作的实验装置是针对样品为固体的实验

材料 , 对于液态的生物材料 , 如血液、蛋白质溶液

等 , 可以根据上述原理作改进设计。此外 , 由于循

环温差法可以反映生物材料内部的组织结构变化 ,

其应用领域还可进一步拓宽 , 如生物材料内部结构

及组分分析、力学特性检测等方面 , 都是值得探索

的方向。特别是 , 本文设计的实验装置结构简单紧

凑 , 易于微型化和集成化 ; 整个过程仅需电流控

制 , 可以实现系统的自动控制 , 故其在生物芯片和

微分析系统方面具有很好的应用前景 , 这也是有待

开展的工作方向。

5　结　论

(1) 在生物组织受到低温损伤后 , 在经历降

温、复温循环时 , 其样品上下表面温差与新鲜样品

存在差异 , 其差异大小与组织活性存在定量关系。

(2) 将新鲜生物组织的 r
0
1 - N与完全失去活性

的生物组织 r′1 - N ( r′1 - N≈0) 之间等分为 10 段 ,

可得出生物组织活性评价的 10级标准。

(3) 利用循环温差法及其定量化参数 r1 - N能够

快速准确测定生物组织活性。
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