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·研究论文· 

细胞内溶液的非理想性对细胞最优化低温保存程序的影响 

李卫兵    乔赫元    赵  刚* 
(中国科学技术大学 电子科学与技术系 低温生物医学工程实验室  安徽合肥 230027) 

摘要  为了对细胞的最优化低温保存方案提供理论预测, 考虑细胞内溶液为非理想溶液, 建立了一个新的胞内冰晶成

核与生长模型. 与基于修正的 Mazur 方程的理想溶液模型相比, 新模型进一步耦合了 Fahy 的水输运方程与冰晶成核、

扩散控制的冰晶生长理论. 使用改进后的胞内冰模型详细研究了以甘油为低温保护剂的老鼠卵细胞的冷冻过程. 通过

比较分析两种模型下降温速率、初始甘油浓度对胞内溶液体积、胞内冰晶体积份额等的影响, 我们得出较低的降温速

率下, 两种模型预测的结果具有比较显著的差异, 而高降温速率条件下, 两种模型预测的结果一致. 
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Effect of Non-ideality of Intracellular Solution on the Optimal 
Protocols for Cell Cryopreservation 

Li, Weibing    Qiao, Heyuan    Zhao, Gang* 
(University of Science and Technology of China, Department of Electronic Science and Technology, 

Laboratory of Cryo-Biomedical Engineering, Hefei 230027, Anhui Province) 

Abstract  To predict the optimal cryopreservation protocol for biological cells, a new intracellular ice for-
mation model was developed by incorporating the nonideality into the intracellular solution. Compared with 
the ideal solution model based on the modified Mazur’s water transport equation, the new model further 
coupled Fahy’s water transport equation, ice nucleation, and the diffusion-limited ice growth theory. The 
new model was then used to study the freezing process of mouse oocyte in the presence of glycerol as a 
cryoprotective agent. Through the comparative analysis of the influence of cooling rate and initial glycerol 
concentration on the intracellular solution volume and the crystallized volume fraction under these two 
models, it was found that the predictions by these two models had significant difference at low cooling rate, 
while they are consistent at high cooling rate. 
Keywords  intracellular ice formation; vitrification; nonideal solution

生物体的低温保存, 是指将活的生物体采用特殊的

方法冷却至低温(一般为－196 ℃)后长期保存; 待需要

时, 将其复温至正常温度[1]. 生物体虽然能在低温下长

期保存, 但却极易在降温、复温过程中受溶液冻结、融

化, 细胞内外溶液中冰晶的形成和生长、冰晶再结晶、

玻璃化与反玻璃化, 溶液渗透压、机械应力变化等因素

的作用而损伤. 为了实现细胞的低温保存, 一般需要在

溶液中加入一定种类的低温保护剂 (cryo-protective 
agent, CPA), 如甘油、二甲基亚砜(Me2SO)等; 不同的细

胞要求的低温处理程序不同, 包括特定的 CPA 及其溶

液组分, 最优化的添加、去除 CPA 的方式, 及特定的降

温、复温程序等[2].  
针对细胞在冷冻过程中受损致死的原因 , Mazur  

等[3]提出了细胞冷冻受损的两因素假说, 认为造成冷冻
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损伤有两个独立的因素: 由过快冷却引起的胞内冰损伤

和过慢冷却引起的溶液损伤, 并指出低温保存过程中的

细胞损伤与胞内冰的出现具有不可分割的关系. 慢速降

温过程中, 细胞脱水是主要趋势, 几乎没有胞内冰的形

成, 此时细胞受到的损伤主要是溶液损伤; 快速降温过

程中, 细胞内的水分来不及通过细胞膜流向细胞外, 胞
内冰的成核及其生长是主要趋势, 此时细胞受到的损伤

主要是胞内冰损伤[4].  
Mazur[5]提出了第一个热力学模型来描述冷冻过程

中的细胞的失水过程. 模型认为细胞是由细胞膜和细胞

内溶液两部份组成, 其中细胞膜为理想半透膜(只有水

分子可以自由通透)、细胞内溶液为理想稀溶液、细胞

膜表面积为常数; 冻结过程中细胞的失水主要由细胞内

过冷液体与细胞外部分冻结的溶液之间蒸汽压的差别

造成, 并利用 Clausius-Clapeyron 方程描述蒸汽压的变

化, 最后得到一个关于细胞内水的体积的二阶常微分方

程, 将细胞内水的体积变化与温度、降温速率和细胞相

关参数(如表面积, 细胞内溶液组分等)联系起来. 该模

型被广泛地应用于细胞冷冻保存的研究中, 成为以后研

究胞内冰形成机理的基础.  
Mansoori[6]对 Mazur 的模型进行了补充, 考虑了细

胞内溶液为非理想溶液、细胞膜表面积的变化及细胞内

部温度分布不均匀的影响. Fahy[7,8]认为如果有 Me2SO
和甘油等低温保护剂的存在, 应该考虑溶液非理想性的

影响. Karlsson[9]在对冷冻过程中胞内冰晶形成和生长

的研究中, 将 Mazur 方程推广到存在低温保护剂存在

的情况, 建立了生物细胞内冰晶成核及生长的物理化学

理论. Zhao 等[10]将冷冻过程中细胞内冰晶的体积引入

Mazur 方程, 考虑了胞内冰晶体积对胞内溶液浓度的影

响 . Saenz 等 [11]认为细胞内溶液中含有强电解质(如
NaCl)时, 应认为胞内溶液为非理想溶液.  

由于实际的细胞内溶液中通常含有 NaCl 等强电解

质, 导致一些基于理想溶液理论对细胞最优化低温保存

过程的预测与实验结果相差较大, 然而对细胞内溶液非

理想性的研究并不多见. 本文拟通过建立基于非理想溶

液理论的胞内冰晶成核与生长模型, 并与 Fahy 的水输

运方程与冰晶成核、扩散控制的冰晶生长理论相耦合, 
研究以甘油为低温保护剂的老鼠卵细胞的冷冻过程, 并
比较与理想溶液模型的差距, 来探索细胞内溶液的非理

想性对细胞最优化低温保存程序的影响.  

1  胞内冰晶成核及生长的非理想溶液模型 

为了准确预测在冷冻过程中细胞的冰晶生长过程, 
Li 等[12]提出了胞内冰晶形成及生长过程的理想溶液模  

型, 即假定细胞内溶液为理想溶液. 根据定义, 理想稀

溶液是溶质分子仅与溶剂分子发生相互作用的溶液, 对
非电解溶液尤其适用. 然而, 如果溶液中含有强电解质, 
如 NaCl, 离子之间的电磁力会引起它们之间的强烈相

互作用. 因此, 考察胞内溶液为非理想溶液的跨膜的水

输运方程及其对胞内冰模型的影响具有重要意义. 本文

通过细胞内外溶液的渗透压计算方法来修正跨膜的水

输运方程, 并将其与冰晶成核、扩散控制的冰晶生长过

程耦合求解.  
本文假定细胞内为半透膜包住的一团三元溶液; 细

胞内非渗透性体积 Vb(主要是细胞内蛋白、其它的大分

子及其结合水)与胞内冰晶成核及其生长过程无关, 并
在整个冷冻过程中保持不变; 细胞的体积可记为 Vcell＝

Vcv＋Vb, 其中 Vcv为细胞内溶液的体积.  

1.1  水的输运方程 

模型假定: (1)冷冻过程中忽略 CPA 及 NaCl 透过细

胞膜的输运; (2)忽略细胞膜内外的温度、压力差; (3)细
胞外溶液与胞外冰始终保持平衡状态. 则细胞内水、盐

和 CPA 的浓度完全取决于透过细胞膜的水的输运和细

胞内冰的份额, 进而可得水的输运方程[7,8]. 我们将冰晶

的产生对细胞内溶液组分的影响引入水的输运方程, 采
用 Fahy[7]提出的经验公式修正后的方程如 Eq. 1. 
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其中 Lp为细胞膜对水的渗透率, A 为细胞膜的表面积, R
为气体常数, T 为绝对温度, B(＝dT/dt, t 为时间)为降温

速率, vw 为水的偏摩尔体积, xsa 为胞内溶液溶质的摩尔

分数, S 和 I 是反映溶液非理想程度的物理量. 
Vcv为细胞内溶液和冰的体积, 其计算公式如 Eq. 2. 

cv w s g iceV V V V V＝ ＋ ＋ ＋   (2) 

其中 Vw为细胞内水的体积, Vs为细胞内食盐的体积, Vg

为细胞内甘油体积, Vice为细胞内冰晶体积.  
对于以甘油为低温保护剂的胞内三元溶液, S和 I由

下列公式计算[7](Eq. 3) 

2.5

g g

g g g sa

2
g g sa

3
g g

D1: 7 0.5 0.955 0.5 0.87, 1.12

D2 : 0.099 0.895 0.5 or 0.87, 0.083

C1: 6.536( 0.732) 0.08 0.87, 0.083

C2 : 2.8( 0.77) 1.101 0.5 0.87, 1.12

S x x f

I x x x x

S x x x

I x x f

⎧
⎪
⎪⎪
⎨
⎪
⎪
⎪⎩

＝ － ＋ ＜ ＜ ≤

＝ ＋ ≤ ≥ ≤

＝ － ＋ ≥ ＞

＝ － ＋ ＜ ＜ ＞

 (3) 



 
 No. 11 李卫兵等：细胞内溶液的非理想性对细胞最优化低温保存程序的影响 1265 

 

其中, f 为引入的辅助参数, 满足 Eq. 4.   

f＝S*xsa＋I  (4) 

方程 D1 和 D2 为一组方程, 同时使用, 方程 C1 和

C2 为一组方程, 同时使用; xg为溶质中甘油的摩尔分数. 

1.2  冰的成核 

对于一个给定细胞ξ, 其内部冰核数作为时间的函

数, 记为Nξ(t), 是一个随机过程, 其总体均值可以写为[9] 

( ) ( ) ( ) cv0 0
d d

t t
N t J t t I t V t∫ ∫＝ ＝  (5) 

其中 J是细胞的平均成核率, I是细胞内单位体积的成核

率. 由于细胞内冰晶的成核是一个非各态历经的过程. 
严格来讲上式并不能代表所有细胞内成核的平均效果, 
这里我们仅仅作为一种近似. 截取 ( )N t 至其最近的整

数, 作为时刻 t细胞内成核数的近似[9]. 这里所有参数均

可以转化为 T 与 c 的函数.  

( ) ( )( )intN t N t＝   (6) 

本文仅研究均相成核(已有研究表明当 CPA 浓度高

于 1.5 mol•L－1 时, 老鼠卵细胞内异相成核可以忽略[13], 
应当注意对更低浓度的CPA而言, 仅考虑均相成核, 成
核温度可能会比预测的偏低), 临界冰核由母相中的水

分子随机波动成簇进而形成. 成核率 IHOM(c, T)可以在

其它文献中找到[9].  

1.3  扩散控制的冰晶生长 

当冰相出现后, 扩散控制理论认为其生长过程取决

于水分子扩散到冰和溶液的交界面的速度.  
使用 MacFarlane 和 Fragoulis 的方法预测非等温条

件下冰晶的生长[8], 在某个时刻 ti成核的冰晶, 生长至 t
时刻时的半径为 
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α 为无量纲化的冰晶生长参数, 由无量纲过度饱和拟合

得到的方程决定; D 为水分子的有效扩散系数, 由胞内

溶液的粘度计算可得.   
如果细胞内冰晶足够小, 相邻的冰晶及其消耗区不

发生重叠(没有硬接触, 也没有软接触), 总的冰晶体积

为 
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最终细胞内冰晶的体积分数为 

cv

VX
V

β
β＝   (9) 

在实际计算中 , 胞内冰体积的计算我们采取

Karlsson[9]的方法 
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1.4  可能出现的局部玻璃化及其处理方法 

细胞内溶液出现均相成核之后, 由于晶核周围水分

子扩散到其表面而逐渐长大(临界尺度效应已经包含在

成核率函数内), 离晶核越近的地方将会有越多的水分

子可能扩散至冰晶与溶液的交界面上, 这样就造成了冰

晶附近水的浓度低于无穷远处水的浓度, 特定条件下, 
冰晶周围溶液可能出现玻璃化, 即冰晶周围若出现 T≤
Tg(c), 则 D ＝0. 这里, 我们认为冰晶附近出现玻璃化

外壳之后, 远处的水分子也无法透过玻璃化层扩散到冰

晶上, 冰晶完全停止生长.  

1.5  模型应用 

模型用于模拟在降温过程中细胞内冰晶的形成与

生长. 模型中 CPA 取甘油, 模型细胞为老鼠卵细胞, 其
生物物理参数取值如表 1 所示[9].  

表 1  模型中使用的参数及其取值 
Table 1  Parameter values used in the model 

参数 符号 数值 单位 
初始细胞体积 Vcell, 0 2.622×10－13 m3 
非渗透性体积 Vb 5.585×10－14 m3 
初始盐浓度 cs0 142 mol•m－3

细胞膜的水渗透率参考值 Lpg 7.26×10－15 m2•s•kg－1

膜水渗透率活化能参考值 ELp 5.57×104 J•mol－1 
膜渗透性参考温度 Tref 273.15 K 
成核率动力学参数 HOM

0Ω  9.7×1052 s－1•m－3 
成核率热力学参数 HOM

0κ  1.00 — 

 

2  结果与讨论 

2.1  不同甘油浓度下细胞内信息的变化 

2.1.1  溶液非理想性对胞内溶液体积变化的影响 

图 1所示为初始甘油浓度为 2 mol•L－1, 无量纲化胞

内溶液体积(包含胞内冰晶体积)随温度的变化及两种模

型预测结果的比较. 可以看出, 降温速率较低时, 如 10 
℃/min, 两种模型预测的胞内溶液体积相差较大, 此时

非理想模型预测的 0.875 与理想模型预测的 0.855 相差

0.02; 降温速率较高时, 如 600 ℃/min, 两种模型预测
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的体积比相差不大 , 两种模型预测的体积比分别为

0.9978, 0.9974, 相差很小. 此外, 两种模型预测的失水

起始温度(细胞开始失水的温度)一致.  

 

图 1  初始甘油浓度为 2 mol•L－1, 无量纲化胞内溶液体积. 粗
线表示非理想模型, 细线表示理想模型(以下相同) 
Figure 1  Normalized intracellular solution volume as a func-
tion of temperature under various cooling rates for initial glycerol 
concentration of 2 mol•L－1 

图 2所示为初始甘油浓度为 8 mol•L－1, 无量纲化胞

内溶液体积随温度的变化及两种模型预测结果的比较. 
可以看出在降温过程中, 给定降温速率条件下, 胞内溶

液体积先减小而后趋于稳定; 对于不同的降温速率, 胞
内溶液体积随降温速率的增加而增加. 比较图 1 和图 2
不难看出, 细胞在低甘油浓度条件下失水较多、失水起

始温度较高, 如初始甘油浓度为 2 mol•L－1 时细胞于  
－5.3 ℃开始失水、而初始甘油浓度为 8 mol•L－1时细胞

于－42.3 ℃开始失水(非理想溶液模型). 

 

图 2  初始甘油浓度为 8 mol•L－1, 无量纲化胞内溶液体积 
Figure 2  Normalized intracellular solution volume as a func-
tion of temperature under various cooling rates for initial glycerol 
concentration of 8 mol•L－1 

此外, 两种模型预测的无量纲胞内溶液体积有着明

显的不同, 非理想模型预测的胞内溶液体积大于理想模

型预测的体积, 且其差别随降温速率的增加而减小; 如
6 ℃/min 时, 两种模型预测的最终体积比分别为 0.998, 
0.984, 相差 0.014; 60 ℃/min 时, 两种模型预测的最终

体积比分别为 0.9998, 0.9983, 相差仅 0.0015. 同时两种

模型预测的失水开始温度也有着较大的差别, 非理想模

型预测的失水开始温度为－42.3 ℃, 理想模型预测的

失水开始温度为－29.0 ℃. 
2.1.2  溶液非理想性对胞内冰晶体积变化的影响 

图 3给出了初始甘油浓度 2 mol•L－1, 两种模型预测

的胞内冰体积份额变化. 可以看出, 降温速率较低时, 
如 10 ℃/min, 两种模型预测的最终胞内冰体积份额略

有差异, 此时非理想模型预测结果为 0.676; 而理想模

型预测结果为 0.668; 降温速率较高时, 如 600 ℃/min, 
两种模型预测冰晶体积份额一致, 均为 0.686.  

 

图 3  初始甘油浓度为 2 mol•L－1, 胞内冰体积份额 
Figure 3  Intracellular ice volume fraction as a function of tem-
perature under various cooling rates for initial glycerol concen-
tration of 2 mol•L－1 

图 4给出了初始甘油浓度 8 mol•L－1, 两种模型预测

的胞内冰体积份额变化的比较. 可以看出, 非理想模型

预测的胞内冰体积份额大于理想模型预测的结果; 降温

速率较低时, 如 6 ℃/min, 两种模型预测的胞内冰体积

份额相差明显, 此时非理想模型预测的最终胞内冰体积

份额为 1.01×10－6, 与理想模型预测的 8.40×10－8 相差

超过一个数量级; 降温速率较高时, 如 60 ℃/min, 两种

模型预测冰晶体积份额相差较小. 此外, 非理想模型预

测的胞内冰出现的温度也大于理想模型预测的相应温

度, 且其差别随降温速率的增加而减小.  
2.1.3  溶液非理想性对细胞内成核率影响 

图 5所示为初始甘油浓度为 2 mol•L－1, 细胞内成核

率随温度的变化及两种模型预测结果的比较. 从图中可 
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图 4  初始甘油浓度为 8 mol•L－1, 降温过程细胞内冰晶体积

份额 
Figure 4  Intracellular ice volume fraction as a function of tem-
perature under various cooling rates for initial glycerol concen-
tration of 8 mol•L－1 

 

图 5  初始甘油浓度为 2 mol•L－1, 胞内成核率 
Figure 5  Intracellular ice formation rate as a function of tem-
perature under various cooling rates for initial glycerol concen-
tration of 2 mol•L－1 

以看出, 给定降温速率条件下, 成核率随温度的降低出

现了两个峰; 结合图 3 可知, 胞内冰体积随成核率第一

个峰的出现急剧增大, 并随峰的结束时增长显著减缓, 
此时胞内冰体积的增加由冰晶生长导致; 随着成核率的

再次增大, 胞内冰体积也随之出现了第二次的快速增

大. 低降温速率条件下, 如 10 ℃/min, 两种模型预测的

成核率在第一个峰处不一致, 第二个峰则完全一致; 降
温速率较高时, 两种模型预测的结果一致.  

图 6所示为初始甘油浓度为 8 mol•L－1, 细胞内成核

率随温度的变化及两种模型预测结果的比较. 不难看出

在降温过程中, 成核率在－99.8 ℃形成峰值, 且其峰值

随降温速率的增加而增加, 从 6 ℃/min 的 3247 增加到

60 ℃/min的 3874(非理想模型). 比较图 4和图 6可以看

出, 胞内冰体积份额随成核率的增加而增加, 并于成核

率峰值处稳定. 此外, 两种模型预测的成核率差别显著, 
且其预测结果的差值也随降温速率的增加而减小; 如 6 
℃/ min 时, 非理想模型预测的成核率峰值为 3247, 与
理想模型预测的 678 相差 2569, 60 ℃/min 时两种模型

预测的成核率峰值分别为 3874 和 3385, 差别减小至

489. 

 

图 6  初始甘油浓度为 8 mol•L－1, 胞内成核率 
Figure 6  Intracellular ice formation rate as a function of tem-
perature under various cooling rates for initial glycerol concen-
tration of 8 mol•L－1 

2.1.4  溶液非理想性对胞内溶液粘度与水分子有效扩

散系数的影响 

图 7给出了初始甘油浓度为 2 mol•L－1, 胞内水分子

有效扩散系数(D)随温度的变化及两种模型预测结果的

比较. 冰晶生长速率与水分子有效扩散系数正相关, 扩
散系数增大, 冰晶生长速率也随之增加, 反之随之减小. 
从图中可以看出, 水分子有效扩散系数随温度的降低而

降低, 也即意味着冰晶生长速率会随温度的降低而减

小. 随着胞内冰晶的出现, 水分子扩散系数出现突然减

小, 且其减小的程度随降温速率的增加而减少. 此外, 
两种模型预测的水分子有效扩散系数随温度的变化一

致. 
图 8给出了初始甘油浓度为 8 mol•L－1, 胞内水分子

有效扩散系数(D)随温度的变化及两种模型预测结果的

比较. 冰晶生长速率与水分子有效扩散系数正相关, 扩
散系数增大, 冰晶生长速率也随之增加, 反之随之减小. 
从图中不难看出, 给定降温速率条件下, 水分子有效扩

散系数随温度的降低而减小, 且其减小的速率亦随温度

的降低而增加, 并且有效扩散系数随降温速率的增加而

增加. 此外, 两种模型预测的有效扩散系数并不一致, 
非理想模型预测的有效扩散系数大于理想模型预测的

有效扩散系数; 其差别在给定降温速率时随温度的降低

而增大, 同时随着降温速率的增加而减小.  
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图 7  初始甘油浓度为 2 mol•L－1, 胞内溶液中水分子有效扩

散系数 
Figure 7  Apparent diffusion coefficient of intracellular solution 
as a function of temperature under various cooling rates for initial 
glycerol concentration of 2 mol•L－1 

 

图 8  初始甘油浓度为 8 mol•L－1, 胞内溶液中水分子有效扩

散系数 
Figure 8  Apparent diffusion coefficient of intracellular solution 
as a function of temperature under various cooling rates for initial 
glycerol concentration of 8 mol•L－1 

2.2  初始甘油浓度对胞内冰体积份额的影响 

图 9 为两种降温速率下, 初始甘油浓度对最终胞内

冰体积份额的影响及两种模型预测结果的比较. 不难看

出, 低降温速率条件下, 最终胞内冰体积份额随初始甘

油浓度的增加先增加后减少, 如 1.2 ℃/min 时最终胞内

冰体积份额在初始甘油浓度增加到 2 mol•L－1处达到最

大, 并随着初始甘油浓度的继续增加而逐渐减小; 高降

温速率条件下, 如 600 ℃/min, 最终胞内冰体积份额随

初始甘油浓度的增加呈线性减小(非理想模型).  
此外, 两种模型预测的最终胞内体积份额也不尽相

同. 降温速率较低时, 两种模型预测的结果趋势一致, 
但非理想模型预测的结果明显大于理想模型预测的结

果, 且达到最大值的初始甘油浓度也不相同; 如降温速 

 

图 9  不同的降温速率下, 初始甘油浓度对最终胞内冰体积份

额的影响 
Figure 9  Predicted final intracellular ice volume fraction as a 
function of initial glycerol concentration under various cooling 
rates 

率为 1.2 ℃/min 时, 非理想模型预测的最终胞内冰体积

份额在 0 mol•L－1处开始增加、2 mol•L－1处达到最大值

0.267 并于 7.75 mol•L－1 处减小至可以忽略的程度

(Vice/Vcv＜0.001), 理想模型预测的最终胞内冰体积份额

在 1 mol•L－1 处开始增加、3 mol•L－1处达到最大值 0.074
并于6.5 mol•L－1处减小至可以忽略的程度. 降温速率较

高时, 如 600 ℃/min, 两种模型预测的结果一致.  

2.3  降温速率对胞内冰体积份额的影响 

图 10 为两种初始甘油浓度下, 降温速率对最终胞

内冰体积份额的影响及两种模型预测结果的比较. 从图

中可以看出, 最终胞内冰体积份额随降温速率的增加呈

现出先增加后减小的趋势; 降温速率较高时, 细胞脱水 

 

图 10  不同的初始甘油浓度下, 降温速率对最终胞内冰体积

份额的影响 
Figure 10  Predicted final intracellular ice volume fraction as a 
function of cooling rate under various initial glycerol concentra-
tion 



 
 No. 11 李卫兵等：细胞内溶液的非理想性对细胞最优化低温保存程序的影响 1269 

 

份额可以忽略, 此时胞内冰体积份额与冰晶平均半径的

变化相吻合, 且降温速率达到一定数值时, 冰晶体积份

额就会低于一定阈值, 如当阈值设定为 0.001 时, 初始

甘油浓度为 4 mol•L－1 时所需要的最低降温速率为

1.6×108 ℃/min, 而初始甘油浓度为 6 mol•L－1 时所需

要的最低降温速率约为5.7×104 ℃/min, 相差超出三个

数量级.  
此外, 降温速率小于 100 ℃/min, 两种模型预测的

最终胞内冰体积份额具有明显的差别, 非理想模型预测

的结果大于理想模型预测的结果, 且其差值随降温速率

的增多而减小; 降温速率超过 100 ℃/min 时, 两种模型

预测的最终胞内冰体积份额一致.  

2.4  临界降温速率和玻璃化保存方案 

对于一个给定的低温保存方案, 即指定初始甘油浓

度(Cgly0)和降温速率(B), 胞内冰模型可以预测出最终的

胞内冰体积份额. 本研究中, 我们假定在快速降温中, 
胞内冰体积份额小于阈值 0.001 可视为生物细胞实现了

玻璃化保存.  
玻璃化保存曲线一般用胞内冰体积份额临界阈值

的边界线表示. 该边界线给出了临界降温速率——使得

胞内冰体积份额等于阈值的降温速率——随初始甘油

浓度的变化关系. 边界线外部区域(V)内的保存方案中, 
胞内冰体积份额小于阈值 0.001, 此区域内的初始甘油

浓度与降温速率组合符合玻璃化的基本要求; 而边界内

部区域(N)的保存方案中, 胞内冰体积份额超出了阈值

0.001, 不会实现细胞的玻璃化保存.  
在图 11 中, 实线表示胞内冰体积份额与阈值 0.001

比较的边界线. 下边界线表示的是在此时的初始甘油浓

度下没有胞内冰出现的最大降温速率, 它随初始甘油浓

度的增加而极缓慢的减小. 上边界线表示的是细胞实现

玻璃化的最小降温速率, 随初始甘油浓度的增加而逐渐

减小; 随着甘油浓度的增加, 成核温度降低、溶液粘度

增加、冰晶生长速率减小, 从而上临界降温速率会随着

初始甘油浓度的增加而减小 ; 从没有甘油存在时的

1.274×1013 ℃/min 到初始 Me2SO 浓度为 7.6 mol•L－1

时的 5 ℃/min, 当初始甘油浓度超过 7.6 mol•L－1时, 所
有的降温速率均可以使老鼠卵细胞实现玻璃化保存.  

此外, 初始甘油浓度不超过 7.4 mol•L－1时, 两种模

型对上临界降温速率的预测一致; 同时, 非理想模型预

测当初始甘油浓度大于 7.6 mol•L－1 时所有的降温速率

均可以使老鼠卵细胞实现玻璃化保存, 大于理想模型预

测的 7.4 mol•L－1; 在下临界降温速率的预测上, 非理想

模型预测的结果小于理想模型预测的结果, 且其差值随

初始甘油浓度的增加呈扩大趋势. 

 

图 11  临界降温速率随初始甘油浓度的变化关系 
Figure 11  Interdependence of predicted critical cooling rate 
and initial glycerol concentration 

3  结论 

本文通过考虑胞内溶液为非理想溶液, 将 Fahy 提

出的非理想溶液情况下跨膜的水的输运方程与冰晶成

核、扩散控制的晶体生长理论耦合, 建立了一个新的胞

内冰晶成核及生长的模型. 使用改进后的胞内冰模型详

细研究了降温过程中无量纲化细胞内溶液体积、甘油浓

度、胞内冰晶体积份额、细胞内溶液扩散系数、均相成

核率的变化; 初始甘油浓度对无量纲化胞内冰体积份额

的影响; 降温速率对胞内冰体积份额的影响; 以及临界

降温速率随初始甘油浓度的变化关系. 并通过比较它们

与胞内冰理想溶液模型预测结果的异同, 发现在较低的

降温速率下, 两种模型预测的结果偏差较大, 在较高的

降温速率下, 两种模型预测的结果一致. 
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