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摘　要： 低温存储与生物医疗领域协同发展，制冷技术可以有效地为样品低温存储提供合适的温度，确保样

品的质量控制，为后续疾病诊断或疗效评价提供保障，合理选择制冷技术对于低温存储与生物医疗的发展意

义重大。本文分析了生物样品低温特性，结合国内外的文献，从冷藏、冷冻、低温、超低温 4种温区综述了制冷

技术在生物样品存储中的应用现状，并对各种制冷技术的优缺点进行对比，归纳出同一温区下最优制冷技

术，最后论述了制约生物样品低温存储的设备瓶颈问题，提出了生物样品低温存储制冷技术的发展方向，旨

在为生物医疗领域制冷技术的发展提供一定的参考。

关键词： 低温存储； 温度影响； 制冷技术； 低温设备

中图分类号： TB 61； TB 658   文献标志码： A

医学上的生物样品通常是指用于收集和应

用健康及疾病生物体的样品，包括生物样本、药

品试剂、血液、疫苗等。在临床上，生物医疗样品

以其储存信息量大、应急性强的优势在疾病诊断

或疗效评价中发挥着重要的作用［1］。然而，生物

样品对活性和指标有着严格的要求。在大多数

情况下，采集后样品不能及时用于临床试验，对

生物样品进行合理存储确保样品的使用活性显

得尤为重要。

现有的存储方式主要包括低温保存以及常

温添加保护剂、脱水干燥密闭等其他特殊方式［2］。
低温存储样本存储温度稳定，不受外界环境影

响，是目前生物样品的主要存储方式。表 1为生

物样品低温存储与其他方法的比较。低温可以

有效地保证生物大分子的存储质量，在蛋白质、

组织的保存上与其他技术相比更具优势。

从某种程度上讲，低温存储是保持生物样品

存储活性与使用活性的关键方式，制冷技术的发

展促进了生物样品低温存储周期的延长以及存

储种类的增多。生物样品从最初的细胞简单的

冷处理到 DNA 和 RNA 在-80 ℃以下甚至更低温

度下保存，存储周期由最初的几小时到现在能够

实现永久保存，这都需要用先进的制冷技术提供

更低的制冷温度以确保生物样品使用的有效性。

具有高环境友好性的斯特林低温冰箱发展迅速，

为实现特殊样品超低温存储提供了保障［3］，如美

国的 SU系列，日本的 SC系列。然而，生物样品在

低温存储过程对温度、冷冻速率、冷量需求等有

着严格的要求，制冷设备也需要考虑使用环境、

运行能耗等因素。因此，对制冷技术的合理选择

不仅能满足不同温区样品存储需求，同时也有助

于减少设备能耗，提高制冷效率。

本文结合低温下生物样品存储现状，分析了

低温对酶和生物分子信息的影响关系，分温区阐

述了生物样品低温存储常见的制冷技术，根据样

品的存储特点和使用需求，归纳总结不同温区样

品存储的最优制冷技术，并对未来样品存储制冷

技术的发展进行展望和总结。希望本综述能够

为生物样品存储和运输中制冷技术的合理选择

提供参考，为生物医疗领域节能降耗提供帮助。
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1　生物样品的低温特性

几种常见的生物样品存储温度、存储时间和

存储状态如图 1所示。过高或过低的存储温度都

会引起样品生物化学特性的变化，改变样品的活

性以及结构稳定性，从而影响样本的检测效果。

通过提供适当的低温环境，获得最好的检测效

果。本节从存储温度的角度讨论低温对酶以及

生物分子信息的影响，说明生物样品低温存储的

必要性。

1. 1　低温对酶的影响

影响生物样品存储的一个重要因素是酶，低

温能抑制生物样品的生化活动，一切生命活动都

离不开酶的参与，酶在低温下活性受到抑制，随

着温度的回升，活性逐渐恢复。在酶促反应中，

通常用米氏方程（Michaelis-Menten equation）来表

示酶的活性与反应速率的关系［4］。

V0 = Vm × C/Km + C （1）
式中：V0 为反应速率，mol/s；K m 为酶的特征常数，

mol/L；C 为底物浓度，mol/L；Vm 为酶被底物饱和

时的反应速率，mol/s；
酶的特征常数与底物浓度和酶浓度无关，而

受温度和 pH的影响，公式（1）中在酶的特征常数

（Km）一定时，建立了反应速率（V0）与底物浓度

表 1　生物样品常用保存方式比较
Tab.  1　Comparison of common preservation methods of biological samples

保存方式
Method of storage

低温存储
Cold storage

常温存储
Normal temperature 
preservation

温度
Temperature

冷藏（2~8 ℃）

冷冻（-60~-20 ℃）

低温（-80 ℃）

超低温（-196~-150 ℃）

常温（25~37 ℃）

方法/试剂
Method/Reagent

半导体制冷、相变蓄冷

蒸汽压缩式制冷、复叠式
制冷

斯特林制冷

斯特林制冷、混合工质节
流制冷、液氮

甲醛（FFPE）
生物大分子稳定液

干式化学保存基质

冷冻干燥

优点
Advantages

无污染、动力来源广泛

制冷效率高

结构简单、效率高、工质环保

满足样品批量长期存储

样品组织与细胞形态学保存
效果好

安全稳定，空间利用率高

长期保存，节省时间

防止微生物污染，降低损失

缺点
Disadvantages
制冷量小

结构复杂，产生温室气体

初期成本较高

制冷设备空间利用率低

致癌性、核酸片段化

专业仪器，初期成本高

配比复杂，影响样品纯度

操作成本较高，长期保存效
果不好

图 1　常见的生物样品、存储温度和存储时间
Fig. 1　Storage temperature and storage time of common biological samples
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（C）、酶被底物饱和时的反应速率（Vm）之间的联

系，在细胞内，底物浓度、酶被底物饱和时的反应

速率为恒定值，最终影响到反应速率的是酶的特

征常数Km。临床上采用低温麻醉时，改变了酶的

特征常数值，从而使机体组织细胞中的酶在低温

下活性降低，物质代谢速率减慢，对缺氧耐受度

提高，复温后，对机体损伤最小，起到保护作用。

以苯甲醛裂解酶（Benzaldehyde lyase enzyme）为

例，在相同培养环境下，-5 ℃低温存储相比 4 ℃
和 25 ℃，酶的活性低，催化作用减弱，酶促反应效

率下降，延长了生物样品的保存时间，从而达到

了对样品的保护作用，实验结果如图2所示［5］。

另外，低温也会降低样品自身的化学反应速

率，阿伦尼乌斯公式反映出化学反应速率常数随

温度的变化，其表达形式如式（2）所示［6］。低温会

对生物样品内部结构的活动性产生影响，减缓反

应过程中物质间的相互作用，从而降低化学反应

速率，有利于生物样品的保存。

Ea = E0 + mRT （2）
式中：Ea为化学反应活化能，J/mol；T为绝对温度，

K；R为摩尔气体常数，J/（mol·K）；E0、m为由实验

确定的常数。

1. 2　低温对生物分子信息的影响

生物分子信息包括 DNA、RNA、蛋白质等生

物分子的序列、结构、功能等信息，其完整性是生

物样本库质量的关键指标。低温存储能够抑制

蛋白质多肽链水解、降低核酸自由基反应，从而

对生物分子信息起到保护作用。

EARNEST 等［7］对胰蛋白酶在低温下的结构

进行研究，与室温295 K数据相比，在120 K时，单

位细胞尺寸的减小，肽链之间连接更加密集，能

够在低温环境下定位更多的蛋白质原子和溶剂

分子，分辨率得到明显提高，可以观察到 295 K下

看不到的特征。NAKASAKO ［8］利用 X 射线衍射

实验研究了在 100 K 低温下，β 胰蛋白酶的水化

结构，在 100 K 时，酶周围的水合分子数是 293 K
的 1.5~2.0倍，水合分子的增多可以与酶的活性中

心相互作用，形成氢键网格，抑制了β胰蛋白酶多

肽链的水解。

对于 DNA 来说，MROCZKA 等［9］发现在小于

77K时，晶体水可以形成稳定自由基的氢键网格，

降低了自由基结合的概率，减缓DNA碱基中羟基

自由基的形成，这一点与低温抑制蛋白质水合分

子的运动是相似的。ZHOU等［10］对全血细胞进行

冷冻硅化，在-80 ℃冷冻 24 h，硅酸类物质扩散到

细胞核并集中，保护了细胞核内 DNA 的完整性，

与 4 ℃相比，冷冻硅化可以进一步降低核酸自由

基反应，其 DNA的半衰期可延长至 1 208年，图 3
为不同存储温度下由衰减速率常数推断 DNA 半

衰期。低温硅化血液 DNA 分子破坏速率最慢，

DNA 完整性保存时间最长。RNA 分子的核糖核

苷酸在戊糖环上含有一个游离的羟基，容易发生

自由基反应，导致RNA水解。RIBEIRO等［11］研究

表明：-140 ℃储存肿瘤组织 7 年，RNA 的完整性

随存储时间长短没有发生显著变化，存储质量比

-80 ℃更好，其高质量的 RNA样本对于临床转录

研究具有重要价值。

2　低温存储制冷技术

生物样品低温存储，离不开制冷技术的支

撑。对制冷方式合理选择，不仅能够为样品提供

适宜的存储环境，确保样品使用时的活性，又可

以使制冷设备降低能耗，保持较高的制冷效率，

节约资源，减少成本。本章分析了样品低温存储

中常见的制冷技术，结合制冷技术自身的冷冻特

点和样品存储的温度需求，分析了不同温区制冷

设备的使用优势，阐述了不同温区下最优的制冷

技术。

2. 1　保藏制冷技术

冷藏温区（2~8 ℃）存储生物样品的应用较为

图 2　苯甲醛裂解酶在 25、4、-5 ℃下
的酶促反应动力学曲线

Fig. 2　Kinetics curves of benzaldehyde lyase 
enzyme at 25， 4 and -5 ℃
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广泛，在生物样本库、药品、疫苗、血液存储中均

有所涉及，根据样品的周转量及保质期决定存储

周期，通常适用于短期存储［12］。例如：血液临床

应用时关注血小板的数量，GUNAWARDENA
等［13］将全血在（4±2） ℃、（23±2） ℃、（37±2） ℃下

存储，与其他存储温度相比 4 ℃全血中血小板数

量在 6 h后基本不变。假结核杆菌在 4~8 ℃的条

件下能够长期存储，在保持活性的前提下，细菌

的超微结构被破坏，毒性降低，对周期性研究肠

道寄生菌病原学具有重要的科学和应用价值［14］。

2~8 ℃温区存储温度较高，所需制冷量较小，

通常为百瓦级，生物样品在此温区常用冷藏箱保

存。罗清海等［15］对半导体制冷和蒸气压缩制冷

的成本进行了对比，指出半导体制冷的成本和制

冷量呈线性增长关系，百瓦级的半导体制冷机相

对于蒸汽压缩式制冷成本相差较小，且具有调控

方便、安全可靠等优点。半导体制冷相较于传统

的相变蓄冷、蒸气压缩式制冷无须制冷剂，对温

度精度控制高，且动力来源广泛，适用于装置小

型化的冷藏温区存储场合［16］。图 4为两种不同冷

却方式半导体冷藏箱示意图。

HASSAAN-YOUNIS 等［17］设计了一种用于对

温度敏感药品和疫苗运输的便携式半导体冷柜，

有效地解决了灭活脊髓灰质炎疫苗等热敏性和

冷敏性都很强的生物样品在偏远地区种类缺乏、

药效低的问题，与传统蒸汽压缩制冷相比，该设

备不仅成本降低，而且节能效果显著，能够有效

地维持疫苗储藏2~8 ℃的温度范围。

WANG等［18］比较了热侧风冷和热侧水冷两种

半导体制冷板散热方式对制冷效果的影响，发现在

环境温度 30 ℃时，利用热侧风冷可使箱内平均温

度维持在 6 ℃，制冷效率比热侧水冷高，可用于生

物样品长距离运输存储，图 5为冷侧风速为 3、4、5 
m/s时，箱体内的温度随时间的变化。

图 3　不同温度、不同保存条件下血液中
DNA 半衰期测量值

Fig. 3　Measurement of DNA half-life in blood at 
different temperature and preservation conditions

图 4　不同冷却方式半导体冰箱示意图
Fig. 4　Schematic diagram of semiconductor refrigerator with different cooling modes
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生物医药制剂在流水线中对温度存储精度

要求高，传统的冰箱只有单项的温控功能，无法

准确地获得温度值。北京工商大学研制出的半

导体小型恒温箱能够保证试剂的日常保存和实

验中的反应活性，在 20~30 ℃下，启动半小时，箱

内温度可达 2~6 ℃，控温精度±0.5 ℃［19］。国内海

尔生物医疗设计的 HZY-8Z 转运箱，通过半导体

制冷将箱内温度控制在一定范围内，可用于将血

液、药品、标本、试剂等生物制品进行转移，微电

脑控制温度，可以调整增量为 0.1 ℃［20］。半导体

制冷技术以其灵活性、多样性、可靠性等优势和

特点，已成为生物样品保藏的关键技术。

半导体制冷能耗比低（最大约 0.55），工作过

程清洁无污染，而相变蓄冷材料能够有效存储冷

量，减小箱体内部的温度波动，降低制冷系统能

耗，为医用冷链运输提供温度环境安全保障。近

年来，对相变蓄冷材料冷链保存的研究取得一定

的成效。LIU等［21］以癸醇（DA）和月桂酸（LA）为共

晶，探索出一种新型相变蓄冷材料，以满足疫苗冷

链物流 2~8 ℃的需求，加入膨胀石墨材料复合后，

具有较高的潜热和热导率，相变温度为2.08 ℃，相

变时间大大缩短。实验表明，在环境温度31 ℃下，

冷藏箱内每块蓄冷板能稳定保持2~8 ℃接近10 h，
可以有效地缓解疫苗在运输过程中变质的问题。

上海海事大学根据药品冷链物流的温度要求，研

制相变温度为 2~8 ℃的相变材料，针对有机相变

材料导热性能较低的特点，加入膨胀石墨（EG）来

提高导热性能，用于疫苗冷藏箱在 2~8 ℃最长保

温 47.73 h［22］。实验用相变材料疫苗冷藏箱如图 6
所示。未来，高相变潜热值、低相变温度、高导热

系数的相变储冷材料配套储冷模块是满足医疗冷

链运输需求的发展方向。

表 2总结了近年来国内外文献中提到的半导

体冰箱与相变蓄冷箱，列出了其主要性能参数。

2. 2　冷冻制冷技术

-60~-20 ℃温区，细胞内的水分以冰晶形式

存在，容易对细胞和组织的微观结构造成损害，

疫苗和血浆由于存储周期和使用周期较长，在

-60~-20 ℃存储时，活性指标比较稳定［24］。例如：

弱毒活疫苗的存储在-25~-15 ℃，当温度低于

-25 ℃，则会破坏疫苗瓶内的真空度，影响疫苗的

效价［25］。新鲜冷冻血浆（FFP）在采血、制备和储

存过程中会暴露于多种影响凝血因子的质量和

稳定性的因素中，德国巴伐利亚州红十字会将捐

图 6　疫苗冷藏箱
Fig. 6　Vaccine cold storage box

图 5　不同风速下半导体制冷箱内温度变化
Fig. 5　Temperature variation of semiconductor 

refrigeration chamber at different wind speeds
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献的血浆在 18 h 内置于 -42~ -38 ℃ ，实现了

-40 ℃下储存3年，且FFP中凝血参数不低于起始

的 70%，在可接受的范围内，保证了凝血因子活

性的同时，实现了血浆的低温长周期存储［26］。

-60~-20 ℃属于常规的制冷温区，市面上多

以双级压缩式制冷技术和复叠式制冷技术为主，

根据样品的保存温度需求以及制冷系统的使用

效率，又有不同的选择。葛长伟等［27］通过研究得

出，当冷库蒸发温度在-35 ℃以下时，R744/R717
复叠式制冷系统 COP 高于普通双级压缩氨制冷

系统COP，且在-55~-35 ℃随蒸发温度降低，两者

差距加大，在-45 ℃蒸发温度下，复叠式制冷系统

比氨系两级系统COP高 8.8%，比常规搭配制冷系

统效率高 10%。图 7为R744/R717复叠式制冷系

统与氨双机搭配系统制冷效率比较，从图中可

知，在-25 ℃时双级压缩氨系统 COP 略高于复叠

式制冷系统，但二者相差不大。

与双级压缩机相比，复叠式制冷气缸总容

积大大减少，能耗下降。韩国釜庆大学比较了

R744-R404A 复叠式制冷系统和 R404A 两级压

缩制冷系统的性能，研究表明在-30 ℃时，两级

压缩制冷系统在蒸发温度和压缩机效率降低的

情况下，COP 会显著降低，长期使用效率不

高［28］。因此，在-20 ℃温区低温存储生物样品

时，考虑到长期使用制冷设备的使用寿命和系

统复杂性，可以用复叠式制冷系统替代双级压

缩系统。

复叠式制冷技术工作效率较高，广泛应用于

-30 ℃以下低温存储生物样品。李文林等［29］以

R13/R12为工质对，在容积为 70 L 的低温箱中得

到了-55 ℃的温度，COP 为 11.4％。天津大学热

能研究所在此基础上进行改进，采用 R22/R23作

为制冷工质对，并利用冷凝分离器的水冷自复叠

制冷循环，COP提升率达 60%~100%，在维持低温

冰箱所需制冷量的同时，提高了制冷效率［30］。近

年来，生命科学研究进程不断加快，对生物样品

的需求与日俱增，医疗低温存储设备的定位不仅

仅是存储，更多在于保障样本的质量以及实现样

本信息的有效管理，因而对设备自动化程度提出

了更高的要求。国内海尔生物医疗自主研发的

自动化血浆冷库（图 8）采用复叠式制冷技术，通

过机械手快速平稳运输血浆，存储过程全自动化

进行，减小了库内温度波动，将温度控制在-30~
-25 ℃［31］。

表 2　近年来半导体制冷和相变蓄冷在样品保存中的应用
Tab. 2　Recent applications of semiconductor refrigeration and phase change cooling in sample preservation

时间
Year

2013

2018
2019

-

2018
2021

制冷技术
Refrigeration 

technology

半导体制冷

半导体制冷

半导体制冷

半导体制冷

烷烃蓄冷剂

共晶相变材料

环境温度
Ambient 

temperature/℃

25

16
30

10~25

30
31

箱体尺寸
Cabinet size/

mm

350×300×135

250×90×100
560×405×445
300×260×260

600×600×400
850×850×800

箱内温度
Internal temperature 

of refrigerator/℃

2~6

2
6

2~6

2~8
2~8

降温
时间

Cooling 
time/s
1 800

1 500
-
-

-
-

用途
Application

日常保存试剂

偏远地区疫苗冷链

生物样品长距离运输

转移生物样品

医药类冷链运输

疫苗运输

参考文献
Reference

LIU等[19]

HASSAAN-
YOUNIS等[17]

WANG等[18]

海尔生物HZY-8Z[20]

潘欣艺[23]

LIU等[21]

图 7　R744/R717 复叠制冷系统与双级
压缩氨制冷系统制冷效率比较

Fig. 7　Comparison of refrigeration efficiency 
between R744/R717 cascade refrigeration 

system and two-stage compressed ammonia 
refrigeration system
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玉树信等［32］依托超低温速冻冷藏实验台，基

于 LabVIEW 开发了复叠式制冷的自动化远程监

测系统，在冷库内设置了 50个温度测点，自动化

程度高，低温循环制冷剂质量流量能够随着冷库

内温度的降低逐渐减小，制冷系统运行稳定可

靠，人机交互界面友好。

天津商业大学以 R404A/R508B 为高低温制

冷工质，搭建复叠式超低温冷库，模拟RH阴性血

液在-80 ℃的保存环境，研究发现当复叠式系统

蒸发温度从-57 ℃降低到-80 ℃时，制冷量减小了

21%，虽然达到预期实验要求，但由于压缩机排气

温度较高且增加了中间补气口，导致整个系统庞

大复杂，大大增加了工作量，在-80 ℃下长期使用

效率不高［33］。复叠式制冷技术对混合制冷剂选

择合理，可以实现不同温区灵活制冷，在-80 ℃以

上存储生物医疗样品温度稳定，制冷效率较高，

在国内外低温存储领域有广阔的市场。

2. 3　低温制冷技术

-80 ℃远低于水的结晶温度，是较常用的样本

保存温度，样本内的生化反应显著减弱，能够较长

期地保存生物样本库的活性。例如：红细胞在冷

藏温区适合短期存储，随着储存时间的增加，红细

胞的自氧化是一个不可避免的问题，医学上长期

存储，为了防止红细胞的自氧化和去酰化，通常采

取-80 ℃低温保存［34］。DNA 的稳定性较好，可以

在-80 ℃下保持数年或更长时间，但 RNA则容易

被广泛分布于细胞和各种组织里的RNA酶降解，

在-80 ℃下保存时间较短，通常为数月［35］。

目前，对于-80 ℃存储生物样品，市面上多采

用低温冰箱搭配复叠式制冷技术，由于制冷系统

复杂程度提高，复叠式制冷效率低下，运行稳定

性下降。斯特林制冷机具有结构紧凑、质量轻、

图 8　自动化血浆冷库示意图
Fig. 8　Schematic diagram of automated plasma cold storage
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工作温度范围宽、效率高等优点，在-80 ℃以下温

区优势明显［36-37］。

KIM等［38］将线性驱动的β型斯特林制冷机用

于超低温冰箱进行实验，测试了回热器材料对制

冷机动态性能和冷却性能的影响，结果表明：在

-100 ℃，输入功率为 592 W 时，制冷量为 234 W，

COP 为 0.396，比同温度下复叠式制冷效率更高。

箱体可以稳定维持在-80 ℃，保证了生物试剂的

低温存储要求。

美国 Global Cooling 公司在-80 ℃温区下，分

别对两级复叠式制冷系统和斯特林制冷系统的

低温冰箱正常工作下的性能进行了测试，发现在

冷端温度达到-90 ℃时，复叠式制冷系统的 COP
约为 0.25，斯特林制冷系统的制冷系数约为 0.39。
复叠式制冷系统通过反复的开关通断来调节制

冷能力会使得其 COP 降低至 0.2 左右；斯特林制

冷系统则可以在连续运转的同时通过改变活塞

的振幅来调节制冷能力，因此斯特林制冷系统的

制冷效率要高于复叠式制冷系统。该公司又对

低温冰箱 10 年使用寿命中的耗能以及 CO2排放

量进行了估算，如图9和图10所示［39］。

由图 9和图 10中可以得出，在相同的运行情

况下，使用斯特林制冷系统的低温冰箱耗能和

CO2排放均比使用两级复叠式制冷系统的低温冰

箱减少了一半以上。

复叠式制冷系统结构复杂，系统分散，在

-80 ℃以下制冷效率低，近年来，低温技术迭代升

级，以斯特林制冷技术为支撑的生物医疗领域快

速发展，斯特林低温冰箱逐渐被应用于生物样品

存储。

中国科学院上海技术物理研究所研制了一

台有效容积为 750 L，工作温度低于-80 ℃的低温

冰箱，采用四台整体式斯特林制冷机，在环温

15 ℃ ，输入功率 1 600 W 时，箱内温度可达

-83 ℃，温度均匀，为样品提供良好的储存环

境［40］。上海理工大学针对部分新冠疫苗的-70 ℃
低温需求，以斯特林制冷机为冷源，对冷链箱冷

台的高度与半径进行选型，确定最佳降温效果，

在-80 ℃容纳 49支疫苗时，箱体仍保持 4.5 ℃/min
的降温速率降温，满足疫苗的深低温储存及转运

需求［41］。图11为冷链箱结构设计图。

斯特林制冷系统是目前主要的低温制冷系

统之一［38-39］，相对于复叠制冷系统而言，小型斯特

林制冷系统具有制冷温度范围灵活、体积小、便

于携带等优点。不管是在低温制冷效率，还是在

运行的性能上都有复叠式制冷技术不可替代的

优势，是深低温生物医疗样品存储发展的方向。

2. 4　超低温制冷技术

-196~-150 ℃温区低于水的玻璃化转变温

图 9　低温冰箱 10 年寿命总耗能量
Fig. 9　Embodied，use and HVAC energy 

over a 10-year life

图 10　低温冰箱 10 年寿命总 CO2排放量
Fig. 10　Embodied，use and HVAC CO2 over a 10-year life

图 11　冷链箱结构设计图
Fig. 11　Cold chain box structure design drawing
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度，可以有效防止细胞内微细冰晶的形成，确保

生物大分子的稳定性，细胞活性及组织微观结构

的完整，能够满足生物大分子、细胞、病毒等生物

样品的长期存储需求，在-196 ℃时，生物活性物

质可以实现永久保存［42-43］。例如：KELLY等［44］在
-180 ℃保存肿瘤组织标本 11 年后，通过测量组

织内RNA完整性数（RIN），观察到组织RNA的质

量没有随时间而下降；海军总医院血液科使用液

氮（-196 ℃）冻存骨髓 25年，复温后传代培养，检

测培养全过程细胞形态、增殖数量、抗原表达正

常，骨髓中干细胞活力良好［45］。在此温区下，通

常采用液氮制冷、混合工质节流制冷技术以及斯

特林制冷技术来实现生物样品超低温存储。表 3
比较了3种超低温制冷技术。

液氮罐设备保温性能良好，内部有液氮吸附

体以吸收和保存液氮，能够有效保障罐内生物样

品在-196 ℃长期储存，常用于深低温环境小批量

保存或生物样本运输，如图 12所示。中南大学湘

雅三医院用液氮罐保存组织样本并与-80 ℃冰箱

进行对比，测定不同保存方式对生物大分子的影

响，发现液氮罐保存的组织样本蛋白浓度、RNA
纯度始终较为稳定，其他条件相同时，-80 ℃冰箱

只能保存半年［46］。
与液氮相比，低温氮气保存样本与液氮各自

独立，降低了微生物污染的风险。ROWLEY等［47］

解决了低温氮气冰箱中存在较大温度梯度的问

题，使用铝制框架系统，利用铝的高热导率，将低

温氮气冰箱低温区与高温区的温度梯度控制在

5.9 ℃，最高温保持在-182.8 ℃以下，从而证明了

在低温氮气冰箱中实现骨髓细胞保存的稳定性

与可靠性，在稳定的温度下存储，避免液体浸泡

中样本交叉污染的风险。国内原能细胞自主研

发的 BSN-600 自动化存储设备（图 13）通过对内

部核心部件的远程监控，实现-196 ℃低温氮气存

储环境，其蜂巢式存储结构能防止交叉污染，空

间利用率高，在深低温环境更加均衡稳定［48］。

除了液氮设备之外，深冷冰箱为大批量生物

样品的长期保存提供稳定的低温环境，在医药及

生物制品领域具有广泛而重要的需求，现有研究

主要可以分为混合工质节流制冷和斯特林制冷

两种方式。

混合工质节流制冷技术是由不同沸点的纯

工质组元构成多元混合物工质，可以实现大温跨

范围内制冷，现有研究集中于混合工质组分，确

保循环温度的稳定性，对其在液氮温区深冷冰箱

的应用研究较少且 COP 较低。中国科学院理化

技术研究所研制了-186 ℃的深冷冰箱，采用混合

工质节流制冷技术，在输入功率 2.03 kW时，可在

95 K的制冷温度下获得 101 W制冷量，相对卡诺

效率 11%，内部有效容积 80 L，利用率高，约等于

300 L 液氮容器，可在 2 h 内降温至-180 ℃，如图

图 12　液氮罐内部结构示意图
Fig. 12　Schematic diagram of internal structure of liquid nitrogen tank

图 13　BSN-600 生物样本全自动入库
Fig. 13　Automatic storage of BSN-600 biological 

samples
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14［49］所示。通过箱内负载实现高精度控温，与液

氮罐相比，具有较大优势［49-50］。

KO等［51］研发了一种线性压缩机驱动的斯特

林制冷机，用于深冷冰箱存储生物样品，可在

-150 ℃实现 159 W 制冷量，COP 为 0.186。海尔

生物医疗与上海理工大学合作，将斯特林制冷机

与热管耦合低温制冷技术应用在低温冰箱上，将

冷量均匀地传输到冰箱内部，存储温度稳定性大

幅提高，同时采用对置噪声消减技术，制冷机运

行时噪声显著降低，为生物样本-160 ℃深低温存

储提供可靠支撑［52］。图 15为环绕式深低温重力

热管示意图。

3　结论与展望

本文综述了制冷技术在生物样品低温存储

的研究现状，从生物样品的低温特性出发，阐明

低温存储的必要性，通过对存储温区制冷技术的

应用比较分析，总结出该存储温区下最优制冷技

术，可以得出生物样品低温存储制冷技术的发展

方向。

（1）由单一制冷过渡为复合制冷。2~8 ℃保

藏生物样品所需制冷量小，半导体制冷技术结合

相变蓄冷技术温控精度高，能耗少，在样品的转

移运输中有较好的发展前景；在深低温区，斯特

林制冷技术与混合工质节流制冷技术相比，COP
更高，制冷剂无污染，制冷量方便可调，将斯特林

深冷冰箱与液氮罐联合使用，满足不同需求量的

样品存储，在温度控制上也更加灵活。

（2）制冷技术迭代发展。-80 ℃以下温区存

储市面上仍以复叠式制冷技术为主，在增加生产

成本的同时，制冷系统更加复杂，用于样品存储

时稳定性下降；以斯特林制冷机为代表的小型低

温制冷机经过几十年的发展，不管是在低温制冷

效率，还是在运行的可靠性等性能均得到验证，

是深低温冷源迭代升级的方向。

（3）低温存储设备更加自动化。自动化存储

图 14　-186 ℃深冷冰箱典型降温曲线图
Fig. 14　Typical cooling curve of -186 ℃ 

cryogenic refrigerator

图 15　低温冰箱环绕式重力热管示意图
Fig. 15　Schematic diagram of encircled gravity heat 

pipe in cryogenic refrigerator

表 3　超低温制冷设备比较
Tab. 3　Ultra-low temperature refrigeration equipment comparison

制冷设备
Refrigeration
 equipment

深冷冰箱
Cryofreezer
液氮罐
Liquid 
nitrogen tank

制冷技术
Refrigeration 

technology

混合工质节流制冷

斯特林制冷

液氮制冷

制冷剂
Refrigerant

多种非共沸组元

氦气（0污染）

液氮、低温氮气

COP

＜0.11[39]

0.186[40]

-

输入
功率

Power 
input/W
2 030
850

-

制冷温度
Cooling 

temperature/℃

-170
-150

-196~-150

制冷量
Cooling 

capacity/W

101
159

-

内部有效容
积

Effective 
volume/L

80
-

空间利用
率低

结构复杂
程度

Structural 
complexity

高

低

高
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在减少温度波动的同时也可以减少制冷设备的

工作压力，如海尔生物医疗在自动化血浆存储冷

库中使用机械手快速平稳运输血浆，减少了库内

温度波动。自动化存储通过对核心部件远程监

控实现精准控温，避免了传统人工存取样品时产

生温度波动和交叉污染，存储效果优势明显。

尽管制冷技术在生物样品存储上取得一定

的成效，在各温区样品储存发展前景良好，但现

有应用中仍存在一些问题值得研究：（1）新型相

变蓄冷材料及其配套储冷模块的研发，归纳相变

蓄冷材料的布置方式对箱内温度分布的影响；

（2）规范深冷冰箱的启停方式，避免产生较大的

温度波动，提高能量利用效率；（3）降低液氮罐开

盖查找样本的时间，避免冷热掺混导致液氮消耗

量大；（4）建立和完善新型复合制冷系统用于生

物样品存储选型和适配的理论指导模型。
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Research progress in refrigeration technology for cryogenic storage of 
biological samples
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（1. College of Food Sciences and Technology， Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， China； 2. Shanghai Professional 
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Abstract: Low-temperature storage of biological samples has become an essential aspect of various fields， 
including biomedical research， clinical diagnosis， and pharmaceutical development.  It involves the 
preservation of biological samples in a controlled environment to maintain their integrity， quality and 
functionality.  The success of these applications relies heavily on the use of appropriate refrigeration 
technologies that can provide the necessary temperature and humidity conditions for long-term storage.  
Therefore， this article analyzes the low-temperature characteristics of biological samples， and combines 
domestic and foreign literature to review the current application status of refrigeration technology in biological 
sample storage from four temperature zones： cold storage， freezing， low-temperature， and ultra-low 
temperature. The advantages and disadvantages of various refrigeration technologies are compared， and the 
optimal refrigeration technology in the same temperature zone is summarized.  Finally， the bottleneck 
problems of equipment that restrict low-temperature storage of biological samples are discussed and the future 
development direction of refrigeration technology for low-temperature storage of biological samples is 
proposed.  Aiming to provide a certain reference for the development of refrigeration technology in the 
biomedical field.
Key words: low-temperature storage； temperature effects； refrigeration technology； cryogenic equipment
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