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摘  要：海藻酸钙水凝胶微球封存是细胞低温保存中的一种新型方法。海藻酸钙水凝胶微球由海藻酸钠水溶液和氯化钙溶

液交联形成，在低温保存过程中冰晶的生成会造成极大的细胞损伤，研究不同影响因素对海藻酸钠水溶液及海藻酸钙水凝胶

的冻结行为的影响十分必要。本实验借助低温显微镜，对不同浓度、添加0.05%质量分数氧化石墨烯的海藻酸钠水溶液及海

藻酸钙水凝胶的冻结行为进行观察。实验表明：0.05%质量分数氧化石墨烯的加入使得海藻酸钠水溶液的冰晶起始温度提高；

随着海藻酸钠水溶液浓度的提高，冰晶起始生长温度降低，冰晶面积随浓度变化关系非单调，浓度 2.0%（w/v）时冰晶面

积最小，为 23.5μm2；相应的，海藻酸钙水凝胶的冰晶起始生长温度也降低，且冰晶面积单调减小，冰晶数量增多。因此，

在细胞低温保存中应用2.0w/v%的海藻酸钠水溶液及相应的水凝胶，可减少对细胞的冰晶损伤。 
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Abstract  Storing the cell via microspheres of calcium alginate hydrogel is a novel cryopreservation method for 

organisms stowing. The microspheres of calcium alginate hydrogel are obtained by cross-linking an aqueous 

sodium alginate solution with a calcium chloride solution. During the cryopreservation, the formation of ice 

crystals will cause significant damage to the cells. Therefore, it is essential to evaluate the ice formation behavior 

of sodium alginate aqueous solutions and calcium alginate hydrogels during cooling. In this experiment, the 

freezing behavior of sodium alginate aqueous solution and calcium alginate hydrogel with different concentrations 

and the sodium alginate aqueous solution with addition of 0.05wt% graphene oxide was observed by means of 

cryomicroscopy. Results indicated that, the addition of 0.05wt% graphene oxide made the initial temperature of 

ice crystals of sodium alginate aqueous solution increased. And with the increased concentration of sodium 

alginate aqueous solution, the initial growth temperature of ice crystals will decrease, and the ice crystal area will 

change non-monotonically. The ice crystal area is small at 2.0%（w/v）, which is 23.5 μm
2
; correspondingly, the 

ice crystal initial growth temperature of the calcium alginate hydrogel was also decrease, and the ice crystal area 

also reduced uneventfully, and the number of ice crystals was increased. Therefore, the application of a 2.0w/v% 

sodium alginate solution and the corresponding hydrogel in the cryopreservation of cells can reduce the ice crystal 

damage to the cells. 
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0 前言 

低温医学主要研究低温对人体的影响，以及低温技术在医疗中的应用。主要是人体重要细胞、组织、

器官的低温保存、低温手术及其他临床应用等。近年来发展的对胚胎、干细胞等的低温保存及成功移植、

利用低温损伤发展的液氮冷刀、利用人体在低温下的低代谢创办的低温麻醉等，在带来巨大经济效益的同

时低温生物医学也蓬勃发展。 

低温保存使得生物体的保存时间更长久，生物体内的生化活动大部分由酶催化反应，低温可降低酶活

性和代谢活动，使得生物体氧耗量减少、代谢率降低，对体内循环暂定的忍耐时间加长。理论上，在-79℃

时生物体内酶的活性近乎停止，而在-196℃（液氮温度）中保存的生物体新陈代谢和生长活动几乎完全停

止[1]，而细胞活力和形态发生的潜能仍保留，可长期保存。黄友章等人对在液氮中保存了 21-25 年的细胞

进行试验，发现回收后细胞形态和回收活力良好[2]。证明细胞经长期冷冻保存后是具有实际意义的。 

在保存过程中生物体主要经历了从生理温度降至低温保存温度，保存一定时间后再复温至生理温度，进而

投入使用的过程。保存中难免会带来一系列的损伤，细胞在降温过程中因为冰晶会遭受两大主要损伤：即

因细胞缩水与胞内冰形成的溶质损伤与溶液损伤[3]，而在复温过程也会经历再结晶与重结晶等，给细胞带

来不可逆转的伤害。因此如何避免或减轻这些冰晶带来的不利损伤是细胞保存中重要的问题。 

水凝胶由其良好的生物相容性、生物降解性等优点被广泛应用在多个领域[4]，新型水凝胶可具备高强

度，pH、温度、湿度等响应的优点，在生物医学中也可用于组织工程、器官修复、药物释放等[5-6]。目前

最新发展的低温保存生物样本的方法之一即是用水凝胶微球对细胞与保护剂进行封装[7-9]，使细胞处于保

护剂中，水凝胶微球的负载可保护细胞免受外界冰晶等因素的破坏。 

海藻酸钠是由褐藻中获得的一种天然多糖，由 β-D-甘露糖醛酸（M）和 α-L-古罗糖醛酸(G)构成。作

为一种天然高分子材料，海藻酸钠具有良好的生物相容性，原料丰富、易得且价格低廉，广泛应用于组织

工程及载药释药等领域。当海藻酸钠遇见二价阳离子，如 Ca
2+、Ba

2+等，会发生离子移变，转变为既具有

强度性又具有弹性的凝胶(一种介于固态和液态之间的状态)，海藻酸钠溶液通常与二价钙离子交联形成

“蛋盒状”的海藻酸钙水凝胶，具有性质稳定、无毒无刺激、有一定强度和可塑性等特点[10]，海藻酸钙凝

胶微球是海藻酸钙凝胶的特殊形式，是海藻酸钙凝胶的一种重要的应用形态。 

此外，海藻酸钠持水性强，可一定程度减少冰晶形成，将海藻酸钠应用于细胞低温保存，用海藻酸钙

水凝胶微球封装细胞可减少降温过程中冰晶的形成对细胞造成的损伤[11]。进一步探索最优的海藻酸钙水凝

胶微球原料配比，比如海藻酸钠浓度等是有必要的。 

氧化石墨烯是一种性能优异的新型碳材料，由石墨粉经强氧化再加水分解得到的，是石墨烯重要衍生

物之一。具有较高的比表面积和表面丰富的官能团。其新颖的物理化学特性，使得氧化石墨烯在多个领域

都有广泛的应用[12-13]，因此基于氧化石墨烯的各方面探索也成为一个研究热点。在低温保存领域，有研究

者发现，氧化石墨烯具有抑制冰晶形成的作用[14]，保护剂溶液中氧化石墨烯的存在使得冰晶形成受阻，减

少冰晶产生，进而提高细胞保存活性。 

因此本文将研究不同影响因素如海藻酸钠浓度、氧化石墨烯的加入对低温环境中海藻酸钠水溶液的冻

结行为影响，同时研究交联后海藻酸钙水凝胶的冻结行为。借助低温显微镜观察其结晶情况，得出一定规

律，为低温保存后续探索实验的选择及优化提供一定基础。 

1 实验准备 

1.1 实验材料 

海藻酸钠、氧化石墨烯、D-甘露醇、CaCl2、HEPES 缓冲液、过滤水、200nm 硅胶垫片。 

使用海藻酸钠、D-甘露醇与过滤水制备海藻酸钠浓度为 1.0 w/v %、1.5 w/v %、2 w/v %和 2.5 w/v %的

水溶液。其中 D-甘露醇作用为调节渗透压。 

使用海藻酸钠、氧化石墨烯、D-甘露醇与过滤水制备加入 0.05%（质量分数）的海藻酸钠浓度为 1.0 w/v 

%、1.5 w/v %、2 w/v %和 2.5 w/v %的溶液。 

使用 CaCl2、HEPES 缓冲液、过滤水制备 0.12M 的 CaCl2溶液。 

 

1.2 主要仪器 

低温显微镜：实验所用的低温显微系统如图 1，包括 Olympus BX53 低温显微镜，高速 CCD，程序降



   

温仪，其中对生物样本实施冷热传导的为冷热台，相当于一个换热腔，对样本进行降复温处理。其中，冷

源来自于液氮，通过控制液氮流量来调控降温速率及温度，低温液氮通入冷热台中，使得冷热台上方的生

物样本冷却；而热源来自冷热台内部的电加热丝，通过控制电加热功率控制升温，使生物样本得到热量。 

 
图 1 低温显微镜系统结构 

 

1.3 降温程序 

利用低温显微镜调控样本温度，控温程序如表 1，快速降温前在 -1℃平衡 2 分钟，消除热历史的影响。 

  
表 1 低温显微镜降温程序 

命令 参数 1 参数 2 

保持 20 ℃ —— 

保持 -1 ℃ —— 

等待 2 min —— 

降温 -120 ℃ 50 ℃/min 

升温 20 ℃ 100 ℃/min 

 

1.4 实验方法 

海藻酸钠水溶液/海藻酸钠-氧化石墨烯水溶液处置方法：将200nm厚的硅胶垫片剪出直径 2cm的圆孔，

置于载玻片上，取 8μL 海藻酸钠水溶液滴于硅胶垫片圆孔中央的载玻片上，盖上盖玻片，被压扁的液滴直

径约 7mm，远小于硅胶垫片圆孔大小，使液滴边缘不接触硅胶垫片，避免液滴厚度对实验观测带来的影

响。 

海藻酸钙水凝胶处置方法：将 200nm 厚的硅胶垫片剪出直径 2cm 的圆孔，置于载玻片上，取 150μL

海藻酸钠水溶液均匀填入硅片圆孔中，盖上盖玻片，放置在氯化钙溶液中，交联 12h。交联后得到直径 2cm

的水凝胶，取中间直径 1cm 部分进行实验观察，以避免硅胶垫片造成的边缘效应，同时避免水凝胶厚度

对实验观测带来的影响。 

程序控温仪 

液氮 

冷热台 

冷热台内部 
高速 CCD 



   

2 实验结果 

 
图 2 不同浓度海藻酸钠水溶液的冻结显微镜图像 

 

图 2 是不同浓度海藻酸钠水溶液在不同温度下的 20 倍放大显微图像，图中第一列显示了溶液中冰晶

起始生长温度及相应图像，第二列和第三列显示了冰晶逐渐生长至稳定的图像。由图 2 可看出，随着海藻

酸钠水溶液浓度递增，溶液的起始冻结温度逐渐降低。原因可能是随着浓度的增加，海藻酸钠分子之间的

接触、链段之间的缠结更加紧密[15]，阻碍了冰晶的生长，从而需要更高的过冷度驱动才能使晶核超过晶核

临界尺寸进而迅速生长。 

表 2 冰晶平均尺寸 

 

 

 

 

 

 

表 2 给出了冰晶完全生长稳定后，对其面积进行测量的结果。可看出冰晶面积随海藻酸钠浓度变化关

系复杂，呈非单调特性。当海藻酸钠浓度为 2.0%（w/v）时，冰晶面积为 23.5 μm
2，小于其它浓度组。由

此，当水凝胶封装细胞时，内部可能残留的未交联的 2.0%（w/v）海藻酸钠水溶液会形成较小面积的冰晶，

从而对细胞伤害也较小。 

序号 海藻酸钠浓度/（w/v） 面积/ μm
2
 

1 1.0% 37.8 

2 1.5% 50.2 

3 2.0% 23.5 

4 2.5% 38.5 



   

 
图 3 不同浓度海藻酸钠+氧化石墨烯水溶液的冻结显微镜图像 

 

图 3 为混合溶液，即不同浓度的海藻酸钠水溶液中加入 0.05%质量分数氧化石墨烯溶液的冻结显微图

像，与图 2 对比冰晶起始温度，如表 2，可以看出每个浓度组的冰晶起始生长温度均提高，说明 0.05%质

量分数氧化石墨烯的存在促进了冰晶的生长，与文献中抑制冰晶的结论不符，原因可能是当氧化石墨烯与

海藻酸钠水溶液混合时，其最佳冰晶抑制浓度并非 0.05%质量分数，当加入的氧化石墨烯浓度不适宜时，

氧化石墨烯的存在反而会成为溶液中多余的“杂志”，为冰晶生长提供更多成核点，增加冰晶成核机会，

降低冰晶成核势垒，因此在降温过程中冰晶生长提前，起始温度增加。 

 
表 2 不加/加氧化石墨烯的海藻酸钠水溶液冻结冰晶起始温度对比 

     浓度 

参数 
1.0w/v% 1.5 w/v % 2.0 w/v % 2.5 w/v % 

不加氧化石墨烯 -18.2 -18.7 -18.9 -21.5 

加入氧化石墨烯 -15.8 -17.4 -17.9 -19.2 

变量 +2.4 +1.3 +1.0 +2.3 

 

对稳定生长后的冰晶面积进行测量，结果如表 3，可以看出，冰晶面积随海藻酸钠浓度变化关系复杂，

呈非单调特性。当海藻酸钠浓度为 2.0%（w/v）时，冰晶面为 19.8μm
2，小于其它浓度组。由此可见，加

入 0.05%质量分数氧化石墨烯后，冰晶尺寸最小的浓度组与不加氧化石墨烯的海藻酸钠水溶液结论一致，

均为 2.0%（w/v），因此更加证明 2.0%（w/v）浓度的海藻酸钠水溶液是比较适宜的选择，可以形成较小

面积的冰晶，从而对细胞伤害也较小。 

 
表 3 冰晶平均尺寸 

 

 

 

 

 

 

在后续研究中，将改变氧化石墨烯的添加浓度，得出氧化石墨烯浓度对海藻酸钠水溶液冻结过程的结

序号 海藻酸钠浓度/（w/v） 面积/ μm
2
 

1 1.0% 34.0 

2 1.5% 56.3 

3 2.0% 19.8 

4 2.5% 40.4 



   

冰影响，得出抑制冰晶生长最佳的浓度配比。 

 
图 4 不同浓度海藻酸钠溶液交联后得到的凝胶冻结显微图像 

 

海藻酸钠溶液与氯化钙溶液交联后形成海藻酸钙水凝胶。图 4 显示了由不同浓度海藻酸钠溶液交联后

得到的凝胶冻结显微图像。从中可以看出，随着海藻酸钠浓度的增加，冰晶起始生长温度降低，整个冰晶

生长过程所处的温度段下移，该现象与图 2 所显示的一致，浓度的增加使得海藻酸钠内部分子和链段的相

互接触与缠结更加紧密，从而使得冰晶生长更加困难。 

此外，从冰晶尺寸与数量上看，在海藻酸钠浓度为 1.0%（w/v）时，单个冰晶尺寸最大并且数量最少。

随着海藻酸钠浓度增加，形成的冰晶尺寸减小，同时冰晶数量增多。这是因为在海藻酸钠浓度低时，溶剂

水的百分比大，溶液中钠离子少，因此与钙离子发生交换的数量也少，交联后形成的凝胶较为稀疏，凝胶

中水含量大，因此形成的冰晶尺寸大，而大尺寸单个冰晶吸收的冷量大，由能量均分原理可知生成的冰晶

数量少。当海藻酸钠浓度增加时，海藻酸钠内部链段彼此缠结更加紧密，溶胀后形成更为致密的网状结构，

凝胶中含水量低，水分子在凝胶中的分布少，因此由水固化形成的冰晶尺寸小，而同时整个冰晶生长温度

变低，更低的温度环境使得冰晶吸收总冷量变多，而单个冰晶尺寸小吸收冷量少，因此有更多数量的小冰

晶形成。在海藻酸钠浓度为 2.5%（w/v）时，冰晶的尺寸最小且数量最多。海藻酸钠浓度越高，其对应的

凝胶所生成的冰晶尺寸越小，对细胞保存越有利，但是过高浓度会导致水凝胶出现拉伸强度低等问题。 

综合以上实验结果，当海藻酸钠浓度为 2.0%（w/v）时，在冻结过程中其形成的冰晶尺寸小，用该浓

度溶液制备水凝胶微球封装细胞，对细胞的保护作用强。 

 

3 结论 

本文通过低温显微镜分别对海藻酸钠水溶液和海藻酸钙水凝胶的冻结行为进行观察。研究了不同浓度

海藻酸钠与氧化石墨烯的加入对海藻酸钠水溶液的影响，结果发现 0.05%质量分数氧化石墨烯的加入使得

冰晶起始温度提高，促进了冰晶的生长。无论加入或不加入氧化石墨烯的海藻酸钠水溶液，随着海藻酸钠

浓度的增加，水溶液的起始冻结温度都单调降低，所形成的冰晶尺寸并不单调变化，在浓度为 2.0%（w/v）

时，所形成的冰晶尺寸最小。对海藻酸钙水凝胶而言，随海藻酸钠浓度增加，所制备的水凝胶起始冻结温

度单调降低，而所形成的冰晶尺寸也单调减小，数量单调增加。 

应用浓度为 2.0w/v% 的海藻酸钠溶液制备水凝胶微球封装细胞，其交联与不交联形成的冰晶尺寸都

较小，能减少水凝胶微球本身的结冰，从而可以减小冰晶对细胞的损伤，增强对细胞的保护作用，提高细

胞低温保存中的存活率。 



   

本实验只研究了单一成分的海藻酸钠溶液及片状海藻酸钙水凝胶的冻结现象，并由此得到了适合细胞

低温保存的溶液参数。后续将就多组分溶液和水凝胶微球的冻结特性及在细胞低温保存中的应用开展深入

的实验研究。且本文只探究了 0.05%质量分数氧化石墨烯对海藻酸钠溶液的结晶影响，在后续实验中将改

变氧化石墨烯浓度，并探究不同浓度氧化石墨烯添加在海藻酸钙水凝胶中对其的冻结影响。 

当完成溶液的基础研究后，将进行细胞实验，在实际生物实验中检测其适用性。 
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