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氧化石墨烯对 VS55 冻融过程结晶行为的影响 
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（2 上海理工大学制冷及低温工程研究所，上海 200093） 

摘要：借助差示扫描量热仪（DSC）和低温显微系统，研究了升降温速率（5℃/min、10℃/min 、25℃/min、50℃/min

和 100℃/min）和氧化石墨烯（graphene oxide，GO）浓度(0.01mg/ml、0.1 mg/ml、1mg/ml 和 5mg/ml)对 VS55 溶液降温

过程结晶和升温过程冰晶再生长的影响。结果表明：（1）随着升降温速率的增加，VS55 溶液体系在降温过程中的结晶

焓 Hf 以及升温过程中的再结晶焓 HTd 都会减小。（2）对浓度为 2.1M 的 VS55 溶液进行降温时，GO 浓度越大，其结晶

焓 Hf 越大，且初始冻结温度显著提高；但对 4.2M VS55 降温时，其结晶焓 Hf 会随着 GO 浓度增加呈现出先减小后增大

的特点；GO 对 8.4M VS55 的冻结过程没有任何影响；（3）在升温过程中，GO 浓度越高，VS55 浓度越低，其溶液体

系内冰晶再生长抑制程度越大。总体来看，GO 对 VS55 溶液降温过程冰晶生长特点的影响主要取决于 VS55 浓度和 GO

浓度，但对复温过程冰晶再生长特点的影响主要取决于 VS55 浓度、GO 浓度以及升降温速率。这些结论对于探索基于

GO 的低浓度、低毒性低温保护剂的方案提供重要指导意义。 
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EFFECTS OF GRAPHENE OXIDE ON THE CRYSTALLIZATION 
BEHAVIOROF VS55 DURING COOLINGAND WARMING 
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Abstract  The effects of cooling and warming rates(5℃/min,10℃/min,25℃/min,50℃/min and 100℃/min) as 

well as the concentration of graphene oxide(GO) (0.01mg/ml,0.1 mg/ml,1mg/ml and 5mg/ml)on the 

crystallization of VS55 were studied by Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Cryomicroscope during 

both cooling and warming process. The results showed that: (1) As cooling and warming rates rised, both the 

freezing crystallization enthalpy Hf and the recrystallization enthalpy HTd became smaller. (2) For the case of 

cooling 2.1M VS55, the larger the concentration of GO, the more the crystallization of the 2.1M VS55 solution 

was, and the initial freezing temperature of the solution was increased obviously. For 4.2M VS55, however, the 

crystallization enthalpy Hf presented a trend of first dropping then rising when increasing GO concentrations. And 

GO has little effect on both freezing crystallization during cooling and recrystallization during warming for 8.4M 

VS55. (3) For the cases of higher concentrations of GO as well as lower concentrations of VS55, the crystal 

growth inside VS55 was inhibited more significantly during warming. In general, GO and VS55 concentrations 

mainly affect the growth of ice crystals during the cooling process, but the main factors, which affects the 

devitrification or recrystallization during the rewarming process,include the concentration of VS55 and GO as 

well as the cooling and warming rates.These conclusions provide a proof for exploring a new cryopretectant 

protocol with low toxicity by GO. 
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0 引言 

迄今为止，玻璃化保存仍然是细胞、组织或器官长期低温保存的最好方式 [1,2]。为了实现生物样品

的玻璃化保存，往往会采用较高浓度的玻璃化溶液[1,3,9]。然而，许多研究表明[4-11]：采用较高浓度低温

保护剂的确有利于形成玻璃态，但同时也会因为低温保护剂浓度过高而造成生物毒性。为此，通常的做

法是采用配制混合溶液体系的方法，这既有利于形成玻璃态，又降低保护剂的毒性。其中，VS55 就是

一种经典的玻璃化溶液，目前已被成功应用于血管、皮肤等材料的玻璃化保存[12-14]。后续的研究表明，

虽然高浓度 VS55 溶液在较低的降温速率下可以实现玻璃化保存，但是在升温过程中还是容易出现冰晶

的再生长和重结晶现象，从而使生物样品发生不可逆损伤[8,15-19]。 

最近，Geng 等人的研究发现[20,21]
,氧化石墨烯材料可以很好地抑制冰晶的生长和重结晶，并在较低

浓度低温保护剂中添加少量的氧化石墨烯，可以使得马精子低温保存后的活力显著增加。这为探索低温

保护剂保护效果提供了一种新思路。尽管他们认为氧化石墨烯可以具备像抗冻蛋白一样抑制冰晶生长的

能力，但其保护机理还有待深入研究。尤其是，氧化石墨烯对低温保护剂冻结过程的结晶行为以及熔融

过程的反玻璃化或再结晶行为的影响程度，至今鲜有文献报道。 

鉴于此，本文拟借助差示扫描量热法（DSC）和低温显微系统，探索氧化石墨烯对 VS55 溶液冻结

以及反玻璃化过程结晶焓的影响，有望为研究低浓度、低毒性的低温保护剂方案提供重要指导意义。 

1 实验材料与方法 

1.1 试剂 

VS55 浓度为 8.4 M，含有二甲基亚砜（3.1M）、甲酰胺（3.1 M）、1,2-丙二醇（2.2M）和 EuroCollins

等成分。2.1M 和 4.2M VS55 溶液都是由 8.4M VS55 溶液稀释而成。氧化石墨烯（Graphene Oxide，GO）

相对密度为 1.9g/cm3,质量分数为 1wt%，大小 0.5μm。混合溶液中氧化石墨烯的浓度为 0.01mg/ml、0.1 

mg/ml、1mg/ml 和 5mg/ml。 

1.2 实验设备及测试方法 

（1）差示扫描量热仪 

对低温保护剂溶液进行热分析，采用差式扫描量热仪（DSC8500，美国 PE 公司），其工作温度范

围为-170℃~730℃，升降温扫描速率为 0~100℃/min，温度精度 0.01℃，热焓精度为 99.9999%。在每次

测试之前都要提前标定温度和热焓。 

采用 DSC8500 进行连续扫描，在室温 25℃等温 1min，连续降温到-135℃，并等温 1 min，之后连

续升温到 25℃，升降温速率分别 5℃/min、10℃/min 、25℃/min、50℃/min 和 100℃/min。如图 1(a)所

示为低浓度 VS55 溶液（2.1M 和 4.2M）DSC 曲线，图（b）表示 8.4M VS55 溶液 DSC 曲线。由于低浓

度 VS55 在降温过程中就已实现冰晶成核及一定程度的生长，而在复温过程中 DSC 不能测出反玻璃化

结晶焓，但可能存在冰晶再生长，其结晶焓可记为 HTd，HTd=Hm-Hf 其中，Hm-复温过程中的熔融焓，

Hf-降温过程中的结晶焓；而对于高浓度 VS55，降温过程已实现完全玻璃化，但复温存在反玻璃化，其

结晶焓为 HTd。 

（2）低温显微系统 

对冰晶生长的观察采用低温显微系统（BCS196 Biological Cryo-stage，英国 Linkam 公司），其工作

图 1 VS55 溶液的 DSC 曲线图 

Fig.1 Heat flow curves of VS55 by DSC 
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温度范围为-196~125℃，升降温扫描速率为 0.01~150℃/min。 

在进行低温显微观察时，由于低浓度 VS55 只能观察到降温过程中的结晶现象，所以，2.1M 和 4.2M

的样品均是以 50℃/min 降温时采集结晶图像，但其采集图像的时间间隔分别为 0.1s 和 1s。而对于 8.4M 

VS55 溶液来讲，很难在降温过程中产生结晶，因此只观察其反玻璃化过程的结晶行为，即将样品以 5℃

/min 降温到-135℃，并以 10℃/min 升温到反玻璃化温区采集图像，时间间隔为 1s。 

2 结果与讨论 

2.1 VS55 溶液冻结及反玻璃化过程的结晶焓 

图 2 所示为降温速率对 VS55 溶液冻结过程结晶焓的影响。由于 8.4M VS55 的浓度足够高，以 5℃ 

 

 

/min 降温时不会出现明显的结晶放热现象。因此，图 2 中只呈现出 2.1M 和 4.2M 两个浓度的实验结果。

很明显，随着降温速率的增加，VS55 溶液在降温过程的结晶焓均略微降低。例如，2.1M 结晶焓由

161.36J/g（@5℃/min）降低为 157.32J/g（@5℃/min），4.2M 由 134.96J/g（@5℃/min）降低为 127.32J/g

（@5℃/min）。这是因为降温速率越大，越容易快速通过溶液的结晶温区，使之来不及结晶导致结晶

量会有所减小[22]。此外，在相同降温速率下，VS55 浓度越低，其结晶焓越大，这是因为低浓度 VS55

含有更多的自由水参与了降温过程的结晶[23]。 

图 3 所示为降温速率对 VS55 溶液反玻璃化结晶焓的影响（注：升温速率均为 5℃/min）。从图中

可以看出两点：（1）随着降温速率的增加， VS55 溶液的 HTd 均会显著减小；（2）VS55 浓度越高，

其 HTd 减小程度也越大。例如，2.1M 的 HTd 由 26.04J/g（@5℃/min）减小到 21.12J/g（@100℃/min）；

4.2M 由 21.08J/g 减小为 11.24J/g；8.4M VS55 由 19.92J/g 减小为 7.67J/g。 

Yavin 等人的研究表明[10]，溶液冻结是否能形成玻璃态主要取决于三个因素：黏度、升降温速率、

样品体积。由于高浓度 VS55 具有黏度高等特点，当降温速率越快时，玻璃化程度也越高，其对应复温

过程中的反玻璃化现象就会越弱。这也就解释了图 3 中为何 VS55 浓度越高，降温速率越快，其反玻璃

化结晶焓会显著减小的原因[24]。 

图 4 表示升温速率对 VS55 溶液反玻璃化结晶焓的影响（注：降温速率均为 5℃/min）。很显然，

随着升温速率的增加， VS55 的 HTd 均会显著减小；且 VS55 浓度越高，其 HTd 减小程度也越显著。例

如，2.1M 的 HTd 由 26.04J/g（@5℃/min）减小到 18.28J/g（@100℃/min）；4.2M 由 21.08J/g 减小为 7.8J/g；

8.4M 在 100℃/min 升温时反玻璃化现象完全消失。事实上，反玻璃化温度具有动力学特点，即升温速

率越快，其反玻璃化温度也越高；当其接近熔融温度时，反玻璃化现象会逐渐减弱，甚至消失[24]。 

2.2 氧化石墨烯对 VS55 溶液冻结过程结晶焓的影响 

由于高浓度 VS55（8.4M）在降温过程中无明显的结晶现象，所以这里只讨论 2.1M 和 4.2M 两种情

况。图 5 所示为 2.1M VS55+GO 溶液体系冻结过程的结晶焓和低温显微图像。从图 5（a）可以看出，

随着降温速率增大，其结晶焓略微减小，添加 GO 促进了冰晶的形成和生长，且随着 GO 浓度增大，其

图 2 降温速率对 VS55 溶液冻结结晶焓的影响 

Fig.2 The effect of cooling rates on the freezing 

crystallization enthalpy of VS55 

 

图 3  降温速率对 VS55 溶液反玻璃化结晶焓的影响 

Fig.3 The effect of cooling rates on the 

recrystallization enthalpy of VS55 
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结晶焓也越大。图 5（b）表明随着 GO 浓度增高，其初始冻结温度显著升高，即由-45℃增大为-35℃。

这说明 GO 的确促进了冰晶成核和生长，这与图 5（a）所示结晶焓的变化趋势是一致的。 

图 6 所示为 4.2M VS55+GO 溶液体系冻结过程的结晶焓和低温显微图像。从图 6（a）可以发现，

尽管降温速率对 4.2M VS55+GO 体系冻结过程结晶焓的影响也不大，但随着 GO 浓度的增大，其结晶焓

呈现出先降低后升高的趋势。例如，当降温速率为 50℃/min 时，Hf 由 131.66J/g（4.2M VS55）减小为

104.72J/g（4.2M VS55+0.1 mg /mLGO）后增大到 126.97J/g（4.2M VS55+5 mg /mLGO）。其冻结过程显

微图像（图 6（b）所示）表明，添加 0.01 和 0.1mg/ml 的 GO 可以明显抑制冰晶生长，但其浓度达到 1 mg/ml 

后，则呈现出促进冰晶生长的特点，这也与图 6（a）所示结果相符合。这种现象可能与 GO 结构中含

有大量的环氧基和羧基有关，具体的机理分析和讨论将在后面阐述。 

 

图 5  GO 对 2.1M VS55+GO 溶液体系冻结过程结晶的影响 

Fig.5 The effect of GO on Crystallization of2.1M VS55+GOduring Freezing 

（a） （b） 

图 4 升温速率对 VS55 溶液反玻璃化结晶焓的影响 

Fig.4 The effect of warming rates on the 

recrystallization enthalpy of VS55 

 

 

图 6   GO 对 4.2M VS55+GO 溶液体系冻结过程结晶的影响 

Fig.6 The effect of GO on Crystallization of4.2M VS55+GOduring Freezing 

（a） （b） 
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2.3 氧化石墨烯对 VS55 溶液反玻璃化结晶焓的影响 
2.3.1 降温速率的影响 

图 7（a-c）所示为降温速率和 GO 浓度对 VS55 反玻璃化结晶焓的影响。从中可以看出，随着降温

速率的增加，所有样品的 HTd 均呈减小趋势，一旦加入 GO 后，其 HTd 值随着 GO 浓度增大而显著降 

低。例如对于 2.1M VS55 当降温速率为 50℃/min 时，其 HTd 为 22.59J/g，而当 GO 浓度为 5mg /ml 时,

其 HTd 显著减小为 8.98J/g（5mg /mL）。 

GO 对 VS55 溶液复温过程冰晶生长的抑制效果如图 8 所示（降温速率为 25℃/min，升温速率为 5℃

/min）。图中Δ HTd 代表 GO 对 VS55 溶液复温过程冰晶生长抑制的程度，即Δ HTd 越大，意味着抑制效

（a）2.1M VS55+GO （b）4.2M VS55+GO 

（c）8.4M VS55+GO 

图 7 降温速率和 GO 浓度对 VS55 反玻璃化结晶焓的影响 

Fig.7 The effect of cooling rates and GO on the recrystallization enthalpy of VS55 

 

图 8 GO 对 VS55 溶液复温过程冰晶生长的抑制效果 

Fig.8 The effect of GO on inhibition of ice crystal growth 

of VS55 during warming 

(Note: ΔHTd=HTd(VS55)-HTd(VS55+GO)) 
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果越明显。从图中可以看出，GO 浓度越高，Δ HTd 越大，抑制效果越明显；且 VS55 浓度越低，GO 对

其反玻璃化冰晶再生长的抑制作用越强。例如，当 GO 浓度为 5mg /mL 时，三个 VS55 浓度下的Δ HTd

分别为 14.55J/g（2.1M VS55）、 7.95J/g（4.2M VS55）和 6.91J/g（8.4M VS55）。这个结果给我们的启

示是：通过添加适量的 GO 可以降低 VS55 的使用浓度，这对减弱低温保护剂浓度过高所带来的毒性损

伤是有益的。 

为了直观了解 VS55 在复温过程中的冰晶再生长现象，本文采用低温显微系统进行观察。因为 2.1M

和 4.2M VS55 溶液体系在降温过程中结晶，低温显微已观察不到升温过程的反玻璃化结晶，所以，以

8.4M VS55 为例观察其反玻璃化过程冰晶的生长。 

图 9（a）为 8.4M VS55+GO 反玻璃化过程的冰晶生长情况。很显然，在相同的温度下，GO 浓度增

高时，冰晶的尺寸减小但密度增加。例如当复温到-72.5℃时，8.4M VS55 溶液在视野中的冰晶只有 1 个，

直径为 911.83μ m；添加 5mg /mLGO 后，冰晶有 6 个，但直径显著减小为 102.46μ m,。从图（b）可以

看出，所有样品复温到-80℃以后，冰晶直径均呈现幂指数生长的特点，但添加 GO 后显著抑制冰晶生

长，与图 8 结果是一致的。 

2.3.2 升温速率的影响 
图 10 所示为升温速率和 GO 浓度对 VS55 反玻璃化结晶焓的影响。从中可以看出，随着升温速率的

增加，所有样品的 HTd 均呈减小趋势，高浓度 VS55 减小更为显著。例如对于 2.1M VS55，当 GO 浓度

为 1mg /mL 时，其 HTd 由 18J/g（@5℃/min）减小为 4.24J/g（@100℃/min）；而对于 8.4M VS55，HTd

由 12.48J/g（@5℃/min）减小为 0（@100℃/min）。此外，升温速率相同的情况下，GO 浓度越高，其溶

液体系的 HTd 越小。例如对于 4.2M VS55，采用 50℃/min 的升温速率时，其 HTd 由 21.59J/g（4.2M VS55）

减小到 6.22J/g（4.2M VS55+5mg /mLGO）。在玻璃化保存生物样品进行复温时，控制复温速率是至关重

要的。尤其是要避免反玻璃化损伤，则需要保证升温速率不低于临界复温速率（临界复温速率是指在该

复温速率下，低温保护剂的反玻璃化现象基本消失）。对于 8.4M VS55 来讲，其临界复温速率为 50℃

/min
[25]。而从图 10（c）可以看出，8.4M VS55 在 50℃/min 的复温速率下，其 HTd 为 0.53J/g；添加 0.1mg 

/mLGO，相同 HTd 对应的复温速率只需要 25℃/min。这充分说明，添加 GO 可以显著降低临界复温速率，

更有利于实现复温控制。 

(a) 8.4M VS55+GO 冰晶生长显微观察 (b)8.4M VS55+GO 冰晶生长尺寸 

图 9  GO 对 8.4M VS55 反玻璃化过程冰晶生长的影响 

Fig.9 The effect ofGO concentrations on ice crystal growth of 8.4M VS55 during devitrification 
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3 氧化石墨烯影响溶液结晶行为的机理探讨 
一般认为，氧化石墨烯为二维层状结构（见图 11），其含有大量的羟基（-OH），羧基（-COOH），

环氧基活性基团（-O-）。因此，氧化石墨烯结构中同时存在氧化和未氧化部分，其中羟基和环氧基主要

分布在中心氧化部分，羧基主要分布在其外围未氧化处[26-28]。已有研究表明[23,29-31]，氧化石墨烯结构中

带负电的羧基或者其他官能团被羧基化后会成为冰晶的成核点，促进冰晶的各向异性成核和生长。如图

12（a）所示，氧化石墨烯内部是通过羧基之间的氢键线性连接，该结构与六角形冰聚体类似，从而有

效地促进了冰晶的成核和生长，这能很好地解释 2.1M VS55 溶液在降温过程的结晶焓随着氧化石墨烯

浓度增加而增大的现象（如图 5）。但是，这个结论又很难解释图 6 所描述的现象，至今鲜有文献报道，

尚需进一步深入探索。 

Geng 等人[21]的研究表明，氧化石墨烯吸附在冰晶表面时，存在开尔文效应，会改变冰晶表面的曲

率，从而抑制了冰晶的生长（如图 12（b）所示）。基于该研究结论，不难解释本研究中 GO 可以抑制

复温过程冰晶再生长的现象（2.3 部分） 

 

（a）2.1M VS55+GO 溶液 （b）4.2M VS55+GO 溶液 

（c） 8.4M VS55+GO 溶液 

 

图 10 升温速率和 GO 浓度对 VS55 反玻璃化结晶焓的影响 

Fig.10 The effect of warming rates and GO concentrations on the recrystallization enthalpy of VS55 
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4 结论 

本文采用差示扫描量热法（DSC）和低温显微系统，较为系统地探索了氧化石墨烯（GO）对 VS55

溶液冻结和反玻璃化过程结晶焓的影响，得出以下结论。 

（1）随着升降温速率的增加，VS55 溶液体系在降温过程中的结晶焓 Hf 以及升温过程中的再结晶

焓 HTd 都会减小。 

（2）在降温过程中，GO 浓度越大，越能促进 2.1M VS55 溶液的结晶，且显著提高了溶液的初始

冻结温度，但对于 4.2M VS55 溶液，随着 GO 浓度增加，其结晶焓呈现先减小后增大的特点，相关机理

有待进一步探索。 

（3）在升温过程中，GO 能显著抑制 VS55 溶液体系的冰晶再生长现象，且 VS55 浓度越低，其相

对抑制程度越大。这说明添加 GO 可以适当地降低 VS55 的使用浓度，从而减小毒性。 

（4）有关 GO 促进降温过程冰晶的成核以及抑制复温过程冰晶再生长的机理探索还有待进一步完

善。 
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示意图 
图 12  氧化石墨烯影响 VS55 溶液升降温过程结晶的原理 

Fig.12 The principle of crystallization of VS55 affected by GO 

graphene oxide duringcooling and warming 
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