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用于批量快速筛选最佳低温保存程序的生物芯片技术
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　　摘　要 :低温生物学应用中 ,筛选最佳的冻结、复温程序以及相应的保护剂配方 ,通常需要大量繁

琐、费时且高度重复性的测试工作。将样品准备及其活性检测功能加以集成 ,首次在低温保存程序优

化方面引入了生物芯片技术的概念。设计制作了相应的原型器件并开展实验研究。结果表明 ,流道

式芯片用于样品分配时效果不佳 ,而点样式芯片则可实现快速、可靠的样品加载 ,红外实验进一步表

明其传热一致性较好。在此基础上 ,利用点样式芯片与集成化的半导体制冷器件相结合 ,对多种生物

样品的低温冷冻及复温效果进行了测试 ,基于对结果的比较分析可以筛选出最优的降温、复温程序及

低温保护剂浓度配比。此外 ,还对批量测定低温保护剂溶液的热物性也进行了考察。研究表明 ,借助

于功能集成化及检测自动化的生物芯片 ,可以实现大规模快速优化复杂低温保存程序。
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(2 School of Power Engineering, Shanghai University for Science and Technology, Shanghai 200093, China)

　　Abstract: In the p ractices of cryobiology, selection of an op timum freeze / thawing p rogram and idealis2
tic cryo2p rotective agent often requests rather tedious, time consum ing and repetitive tests. Integrating the

functions of samp le p reparation and viability detection, the concep t of biochip technology to the field of

cryop reservation, aim ing to quickly find out an op timum freezing and thawing p rogram is introuduced. The

p rototype devices were fabricated and the corresponding experimental tests were performed. It was shown

that m icroflow2channel chip could not realize a high quality solution distribution. A s an alternative, the

spot2dropp ing chip p rovides an excellent way to load the samp le quickly and reliably. Infrared thermal map2
p ing on such a chip shows that it has a rather uniform heat transfer boundary. App lying the spot2dropp ing

chip combined with the sem iconductor cooling device, the final output of cryop reservation of multip le sam2
p les was tested, and the op timal freeze / thawing p rogram as well as the potentially best concentration of the

cryo2p rotective agent was found out by analyzing the results. The app lication of this technique to measure
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the thermo2physical p roperties of the cryo2p rotective agentwas investigated. This study demonstrates that the

biochip with integrated automatic loading and the inspection units can make it possible for massive op tim iza2
tion on the comp lex cryop reservation p rogram to be a much quick and econom ic way.

Key words: biological chip; cryop reservation; viability evaluation; freeze injury; biological material;

m icro analysis system

1　引　言

低温冻存技术是实现生物材料长期保存的重要

方法 ,在组织工程、器官移植等领域有广泛应用。生

物材料可以在低温下长期保存 ,但却极易在降温和复

温过程中受溶液冻结、融化以及溶液渗透压力变化等

因素的作用而损害 [ 1～8 ]。根据 Mazur“两因素损伤”

假说 ,对于不同的生物样品 ,均存在一个最佳冷却速

率 ,可使其损伤最小 [ 6, 9 ]。另一方面 ,低温保护剂的

引入虽可大大减小生物材料的低温损伤 ,但不合适的

浓度则对保存无益甚至会对细胞产生毒性 [ 4, 10 ]。因

此 ,建立合适的保存程序及添加理想的保护剂是成功

保存生物材料的关键。

围绕这些问题 ,学术界进行了大量研究 ,但以往

工作大多是针对某种生物样品开展降温试验 ,或添加

特定保护剂予以考察 ,得出的结果不具有普遍性。要

想筛选出最佳的低温保存程序及低温保护剂配比 ,通

常需要依赖于大量繁琐、耗费昂贵的重复性检

测 [ 11, 12 ]。因此 ,若能将保存过程中各个环节结合起

来 ,发展快速、廉价而有效的生物样品最佳低温保存

程序筛选措施 ,对于推动低温生物医学技术的进步具

有重要意义。本课题借鉴生物芯片技术的概念 ,对上

述问题提出了相应的解决方案 [ 13 ]
,并发展了两种用

于筛选低温保存程序的芯片装置。本文报道其中的

一些研究结果。

2　微流道式芯片分配流体特性

为实现样品、水溶液及低温保护剂按一定比例进

行快速分配 ,设计了一种微流道式芯片。图 1给出一

种 4级分叉结构 ,流体可在其中完成从一份来流分配

为多份流体。微流道入口和出口处设置有微阀门 ,以

控制流体的导入和排出。样品阵列容器对应于微流

道的输出末端 ,样品与保护剂在此处掺混。虽然 ,该

结构以往在大量的生化分析中得到重要应用 [ 14 ]
,但

本文实验表明 ,这一流道不易实现流体的均匀分配。

究其原因 ,主要是由于流道各个通路的流动阻力不同

所致。为此 ,应重新设计流道 ,以保证流体的均匀分

配。研究了另一种快速实施流体分配的方法———点

样法。

图 1　流道式分析芯片示意

( a) 总体结构 ; ( b) 局部流道放大图

1. 溶液进口 ; 2. 微流道 ; 3. 样品阵列容器 ; 4. 温度传感器 ;

5. Peltier半导体制冷元件 ; 6. 散热肋片。

F ig. 1　Schema tic for m icroflow channel ana lytica l

ch ip ( a) Prof ile; ( b) Channel deta il

3　点样式芯片实验

3. 1　装置原理与实现方法

参照生物芯片进行样品分配的方法 ,设计了微孔

阵列容器 ,并采用微注射器进行点样 ,实现低温保护

剂和样品的均匀分配。在样品活性评价方面 ,可在微

孔阵列容器中设置测温装置 ,并采用前期发展的降温

动力学曲线法来筛选低温保护剂最佳浓度和降温程

序 [ 15 ]。由于生物样品的相变冻结温度强烈地依赖于

细胞膜脂双层的组分、链长及饱和度 ,因而经受损伤

后 ,其降温曲线会与正常者存在大的偏离。因而 ,取

一定量经过冻结并复温后的样品再度进行降温 ,比较

其降温曲线与正常样品降温曲线之间的偏离度 ,即可

对所冻存的样品活性或损伤程度作出定量评价。这

一操作十分简单 ,测试结果不会因人而异 ,定量化程

度高 ,而且对于几乎所有的冻存生物样品均适用。
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图 2　点样分析系统结构示意 ( a) 系统组成 ; ( b) 分析芯片

1. 储液罐 ; 2. 点样台 ; 3. 分析芯片 ; 4. 计算机 ; 5. 数据采集仪 ; 6. 自动点样器 ;

7. 温度传感器 ; 8. 微孔阵列容器 ; 9. 铜片 ; 10. 半导体制冷片 ; 11. 散热器 ; 12. 冷却水。

F ig. 2　Schema tic for spot - dropp ing ana lytica l ch ip system ( a) Prof ile; ( b) Ana lytica l ch ip

　　点样式芯片实验装置如图 2a所示。该装置可以

完成样品和低温保护剂的点样、冷冻、复温及评价功

能 ,其中 ,微孔阵列容器用以盛装样品和低温保护剂

的混合溶液 ,内设温度传感器 ,下置半导体制冷器

(其相对位置见图 2b)。半导体制冷器与样品阵列容

器之间填充有高导热性硅油 ,以减小接触热阻。实验

中采用了对各个样品容器统一降温的方法 ,即将样品

阵列容器置于一个半导体制冷器上 ,各样品容器的底

面降温速率一致。当调节制冷器的电流大小时 ,每个

样品容器的制冷速率均改变。这种降温方法可以对

整个芯片实施整体降温、升温 ,保证所有样品的降温、

升温条件一致。

实验中采用的样品容器由不锈钢板作为基底 ,在

其上加工出 6个直径为 6 mm深 3 mm的圆柱形孔。

加工时应保证底面和圆柱孔内部平整 ,以确保容器阵

列与制冷器间接触良好 ,从而达到较均匀的降温性

能。图 3a所示为圆形孔阵列的试验装置图。温度传

感器选用 T型 (即铜 -康铜式热电偶 ) ,所有的热电

偶使用前均用冰水混合物校准过 ,误差控制在 ±0. 1

℃以内。热电偶安置在圆柱形孔的底部中心处 ,但不

与底面接触 ,热电偶头部置于样品之中 ,用于检测实

验过程中样品的温度变化。实验中温度的测量通过

美国 Agilent公司生产的 48通道 34970数据采集仪

实现。

图 3　圆形微孔阵列容器及其均温性刻画 ( a)器件 ; ( b)降温热图 ; ( c)复温热图

F ig. 3　M icro hole con ta iner array and character iza tion on its tem pera ture un iform ity ( a) D ev ice;

( b) Infrared tem pera ture mapp ing dur ing freez ing; ( c) Infrared tem pera ture mapp ing dur ing rewarm ing.

　　使用时 ,将待筛选生物样品溶液及低温保护剂分

别加入储液罐 1的各个容器中 ,根据低温保护剂的种

类或浓度进行容器个数的增减 ,保证不同种低温保护

剂采用不同的容器 ,并用导管将其分别与点样器相
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连。确定微孔容器内需要的样品及低温保护剂浓度

配比 ,计算点样器的采样体积 ,启动点样器 ,按照设定

好的点样体积 ,分别开启样品、低温保护剂和水通道 ,

完成样品溶液和低温保护剂的点样。静置一定时间 ,

需要时也可加摇床使样品和低温保护剂充分混合。

启动设置在微孔阵列容器下端的半导体制冷阵列 ,通

过调节输入功率对每个微容器池启动降温、复温程

序。启动温度传感器阵列 ,再次对完成降温及复温作

用后的微孔阵列容器池内的生物样品溶液进行冷冻 ,

并在降温状况下进行温度测量 ,通过数据采集仪和计

算机进行数据采集和分析处理 ,并与正常生物样品溶

液的降温曲线进行比较 ,得出相差最小的生物样品所

采用的低温保存程序 ,即为最合适的低温保存程序。

3. 2　红外热像法评价样品阵列容器温度分布均匀性

图 3b给出了 3 A制冷电流下 ,样品阵列容器在 2

m in时的红外热像图。从中可以看出 ,样品容器的底

面温度基本一致。由于红外热像仪具有较高的空间温

度分辨率 (0. 06 ℃) ,由此可以认为 ,样品阵列容器在

冷冻过程中的降温一致性较好。图 3c为制冷电流 3 A

情况下的制冷器停止工作后 ,样品阵列容器在空气中

复温 1 m in时的红外热像图。可以看到 ,复温过程中

样品阵列容器的底面温度分布相当均一。这就为生物

样品和低温保护剂混合溶液实现统一的降温升温条件

提供了保证 ,排除了进行最佳保存程序的筛选过程中

样品容器边界条件不一致造成的不确定性因素。

3. 3　筛选生物样品最佳低温保护剂体积分数实验

为验证采用芯片快速分析低温保存程序的有效

性 ,以蛋清作为样品 ,在特定的降温程序下进行了低

温保护剂浓度的筛选试验。其中采用二甲基亚砜

(DMSO)与水的混合物为低温保护剂。具体过程如

下 :将一定量蛋清溶液、低温保护剂二甲基亚砜和水

分别加入到如图 2所示的样品储液罐、低温保护剂容

器和水容器 ,并用导管与点样器相联接。为便于比较

实验结果 ,这里仅考察 3种典型低温保护剂体积分数

配比情况。在微孔阵列样品容器中选取相间的 3个

微孔 ,用点样器分别注入二甲基亚砜 7μL, 14μL及

21μL,对应容器水的注入容积分别为 21μL, 14μL

及 7μL,这样即得到纯水、体积分数为 25% , 50%和

75%的二甲基亚砜水溶液各 28μL。加入 28μL的

蛋清溶液 ,摇动使样品和低温保护剂充分混合 ,静置

5 m in。开启数据采集仪 ,进行温度记录。稳定 1 m in

后开启制冷器电源 ,保持 3 A电流 ,制冷 3 m in。然后

关闭制冷器电源 ,使样品在空气中自然复温。待完毕

后 ,再次实施与上述相同的降温程序 ,同时进行温度

检测。完毕后关闭制冷器电源和数据采集仪 ,对实验

结果进行分析。

根据 L iu及 Zhou的研究 [ 15 ] ,利用降温曲线法进

行生物组织活性评价包括以下两个步骤 : 1. 取新鲜

样品冷冻 ,将冷冻后的组织在相同降温条件下再次冷

冻 ,监测降温曲线 ; 2. 对两次降温曲线的偏差进行比

较 ,评估在第一次降温及复温过程中生物样品受到损

伤的程度。观察生物样品溶液与不同体积分数的低

温保护剂混合溶液的降温曲线 (见图 4、5) ,可以看

到 ,其混合溶液在冷冻过程中均存在一定的过冷度 ,

达到最大过冷度时 ,由于相变释热 ,低温保护剂水溶

液的温度曲线将出现温度突跳。当样品受到损伤后 ,

生物样品由于其内部组织结构改变 ,引起热物理性质

的改变 ,表现在降温曲线上 ,可以看到相变的温度突

跳时间点与未损伤的样品存在很大差异 ,其偏离度反

映了低温损伤的程度 [ 15 ]。

图 4　生物样品与低温保护剂混合溶液

降温曲线 (低温保护剂体积分数 25%)

F ig. 4　Tem pera ture decrea sing curve for the solution

m ixture between b iolog ica l sam ple and cryoprotectan t

agen t ( a t concen tra tion of 25%)

从图 4可以看出 ,低温保护剂体积分数为 25%时 ,

两冷冻循环的温度突跳点分别出现在 106. 5 s和 112

s,相差 5. 5 s。而保护剂体积分数为 50% (结果未示

出 )和 75%时 (见图 5) ,两循环温度突跳点出现的时间

差分别为 10. 5 s和 24. 5 s。可以看出 ,保护剂体分数

为 25%时 ,两降温曲线相差最小 ,降温曲线中温度突跳

点的出现时间也相差最小 ;相反 ,当保护剂体积分数为

75%时 ,降温曲线中温度突跳点的出现时间则相差最

大。按照活性评价准则 ,可以认为在该降温速率 (约为

10 ℃ /m in)下 ,样品在低温保护剂体积分数为 25%时

受到的冷冻损伤较小 ,样品的活性较高。

利用上述方法还可以增加实验的样本容量 ,每组
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图 5　样品与低温保护剂混合溶液

降温曲线 (低温保护剂体积分数 75%)

F ig. 5　Tem pera ture decrea sing curve for the solution

m ixture between b iolog ica l sam ple and cryoprotectan t

agen t ( a t concen tra tion of 75%)

实验采取更多的低温保护剂体积分数配比进行实验 ,

以筛选最合适的低温保护剂体积分数。也应指出 ,生

物样品对低温保护剂体积分数的敏感性决定了本实

验方法的灵敏度 ,因此 ,利用降温曲线方法可以识别

出的低温保护剂体积分数差异的最小值需要今后进

一步通过实验测定。

3. 4　低温保护剂过冷度测量实验与结果分析

上述点样冷冻系统不仅可以进行保护剂不同体

积分数的快速分配 ,还可对降温过程进行检测 ,因此

除完成不同低温保护剂体积分数下生物活性的快速

测试 ,还可用于测量不同体积分数保护剂的过冷度等

热物理性质。这在低温生物学中也是十分基础、重要

的工作。以 3个不同体积分数的低温保护剂水溶液

的实验为例 ,说明这类应用的实验过程及初步结果。

图 6　不同体积分数低温保护剂 ( DM SO )

水溶液降温过程曲线

F ig. 6　Tem pera ture decrea sing curve for wa ter

solution uploaded w ith cryoprotectan t agen t

DM SO a t d ifferen t concen tra tion s

实验方法与前述类似 ,在微孔阵列样品容器中选

取相隔的 3个微孔 ,用点样器分别注入体积比体积分

数为 50%的二甲基亚砜 (DMSO )溶液 7μL, 14μL和

28μL,对应容器水的注入容积分别为 28μL, 21μL

和 7μL,这样就得到了纯水、体积分数为 10% , 20%

和 40%的 DMSO水溶液各 35μL。借助摇动使样品

和低温保护剂充分混合 ,静置 5 m in。开启数据采集

仪 ,进行温度记录。稳定 0. 5 m in后开启制冷器电

源 ,保持 3 A电流 ,制冷 3 m in。然后关闭制冷器电

源 ,使样品在空气中自然复温 ,之后关闭数据采集仪 ,

对实验结果进行分析。

如图 6所示 ,不同 DMSO水溶液在冷冻过程中均

存在一定的过冷度 ,达到最大过冷度时 ,由于相变释

热 ,低温保护剂水溶液的温度曲线也会出现温度突

跳。在不同体积分数 DMSO的降温过程中 ,最大过

冷度的值和出现的时间不同。在体积分数为 10%

时 ,最大过冷度为 - 6. 11 ℃,而在体积分数为 20%和

40%时 ,其值为 - 11. 47 ℃和 - 13. 72 ℃。可以看出 ,

随着 DMSO体积分数的增大 ,溶液的最大过冷度增

大。这在以往的 DMSO溶液的热物理性质测量中也

是得到了证实的。最大过冷度反映了低温保护剂的

结冰状况 ,直接决定了低温保护剂的性质和生物材料

的冻存效果 ,是生物材料低温保存中需要测量的重要

参数。特别是当低温保护剂溶液由多种组分构成时 ,

其热物理性质未知 ,需要通过大量的重复实验进行测

量。利用该点样冷冻系统可以快速分配多种组分的

低温保护剂溶液 ,直接测出最大过冷度等重要参数。

4　讨　论

上述试验中 ,热电偶置于样品阵列容器的底部 ,

贴近但不接触底面。尽管各个容器中热电偶测温点

位置相对固定 ,但其彼此位置的不一致性也在一定程

度上对测温造成影响。文献 [ 15 ]给出了水滴测温点

的改变对温度影响的实验曲线 ,可以看到 ,测温位置

对整个装置的测量精度影响明显。今后的应用中应

注意这一现象 ,对热电偶进行精确定位 ,同时 ,将各个

容器中的热电偶进行温度校验 ,纠正由于测温位置不

同而导致的偏差。

另外 ,本课题采用的降温装置也可进一步改进 ,

包括采用专门的程序降温仪 ,严格进行降温速率的控

制 ;应对装置加隔热屏和保护罩 ,以隔绝由于外界辐

射和对流引起的干扰 ,提高测量精度。进行低温保存

程序筛选优化的样品不仅限于液态样品 ,也可以是固
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态样品通过粉碎或切削而成的小块。而检测样品活

性的方法也可有其他选择 ,如电阻抗测量法等。这只

需要在现有装置上进行改进 ,安置检测电极 ,就可实

现温度、电阻抗的同时检测。由此获得的生物活性的

信息将更加全面、准确。

值得指出的是 ,在本课题中先进行了低温保护剂

溶液的配备 ,再将生物样品加入 ,摇动使其混合均匀 ,

对各个容器内的生物样品采用了相同的低温保护剂

渗透时间。事实上 ,先加入生物样品 ,然后控制低温

保护剂的加入顺序和时间 ,可以对不同的低温保护剂

采取不同的渗透时间 ,以使低温保护剂的作用效果多

样化 ,从而比较不同渗透时间下的低温保存效果的差

别。也可以同时控制和监测降温过程 ,在降温过程中

进行低温保护剂的加载 ,测试不同的加载温度对生物

样品低温保存效果的影响。这些工作有待于今后进

一步展开。

5　小　结

将生物样品分配和活性检测装置加以集成化和

微型化 ,提出了用以筛选生物材料低温保存程序的芯

片技术。实验表明 ,流道式芯片不利于样品的均匀分

配 ,而点样式芯片加载样品则快速、可靠 ,且样品室在

降温、升温过程中底面温度均一 ,传热边界一致性较

好。利用该点样冷冻系统进行实验 ,可以得到在特定

降温、复温程序下生物样品与低温保护剂的最佳浓度

配比。同时 ,该系统也可用于测定低温保护剂混合溶

液的热物理性质 ,或考察低温保护剂加载条件对生物

样品冻存效果影响等实验。利用芯片分析技术 ,可使

系统简单 ,操作简便、经济 ,从而由此快速批量筛选生

物材料冻存程序 ,因而具有重要的实用价值。
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