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摘　 要　 本文借助差式扫描量热法(ＤＳＣ)研究了降温速率(５、１０、２０、５０、１００ ℃ / ｍｉｎ)和溶液浓度(０ ５、１、２、３、４ ｍｏｌ / Ｌ)对 Ｌ－赖
氨酸、Ｌ－脯氨酸、甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸等典型氨基酸类保护剂热物性参数的影响ꎮ 研究结果表明:溶液浓度对低温保护剂溶液热

物性参数的影响比降温速率的影响更加显著ꎻ在低溶液浓度(０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 和 １ ｍｏｌ / Ｌ)条件下ꎬＬ－脯氨酸的未冻水含量高于其它 ３
种氨基酸ꎬ表明在低浓度溶液中ꎬＬ－脯氨酸的结合水能力更强ꎻ在高溶液浓度(２ ｍｏｌ / Ｌ 和 ３ ｍｏｌ / Ｌ)条件下ꎬＬ－赖氨酸的未冻水含

量高于其它 ３ 种氨基酸ꎬ因为在相同浓度溶液中ꎬＬ－赖氨酸官能团浓度高于其它 ３ 种氨基酸ꎬ且其分子链较长ꎬ官能团自键合概

率低ꎬ对冰晶抑制效果更强ꎬ表现出更高的未冻水含量ꎮ
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　 　 低温保存是细胞、组织或器官长期保存最常用的

方式[１－２]ꎮ 然而生物样本在冻存过程中会受到损伤ꎬ
为避免或减小这种低温损伤ꎬ一般会在低温保存过程

中添加低温保护剂(ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｇｅｎｔꎬＣＰＡ)ꎮ 常用

的低温保护剂二甲基亚砜具有细胞毒性[３－６]ꎬ甘油渗

透性差[７－８]ꎬ因此寻找低毒性或无毒性保护剂成为重

要课题ꎮ 研究者试图寻找一些天然物质作为低温保

护剂ꎬ如抗冻蛋白、小分子糖类和氨基酸等ꎬ但是抗冻

蛋白合成过程复杂ꎬ自生物体内的提取量也极少ꎬ广
泛应用难度大[９－１１]ꎻ小分子糖类不能透过细胞膜进入

细胞内部ꎬ细胞冻存效率较低[１２－１３]ꎻ而氨基酸种类繁

多ꎬ来源广泛ꎬ并且对生物样本无明显毒性ꎬ这使得氨

基酸可以应用于低温保存中ꎮ Ｚｈａｎｇ Ｌｕ 等[１４]研究表

明 Ｌ－脯氨酸可以作为玻璃化溶液的重要成份保存小

鼠的卵母细胞实现高存活率ꎬ并保护了细胞的线粒体

功能ꎻＣａｏ Ｘｉｎｙａｎ 等[１５] 表明含有甘氨酸的玻璃化溶

—９５１—
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液复温后ꎬ可以减少玻璃化诱导的渗透压并促进小鼠

卵母细胞的发育ꎮ 目前有关典型氨基酸类低温保护

剂冻融特性的研究较少ꎬ不利于开发基于氨基酸类的

低温保护剂ꎮ
本文借助差式扫描量热仪(ＤＳＣ)研究了天然氨

基酸中的 Ｌ－赖氨酸、Ｌ－脯氨酸、甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸

水溶液的成核温度、结晶焓和冰点温度随溶液浓度及

降温速率的变化规律ꎬ获得了 ４ 种氨基酸低温保护剂

水溶液的未冻水含量ꎬ并分析了氨基酸类保护剂与水

分子的作用机理ꎮ

１ 试验材料与方法

１ １ 试验材料
Ｌ－赖氨酸(Ｌ－Ｌｙｓｉｎｅ)、Ｌ－脯氨酸(Ｌ－Ｐｒｏｌｉｎｅ)、甘

氨酸(Ｇｌｙｃｉｎｅ)、Ｌ－丝氨酸(Ｌ－Ｓｅｒｉｎｅ)均购于上海阿

拉丁生化科技股份有限公司ꎮ
１ ２ 试验仪器

差示扫描量热仪(ＤＳＣ８５００ꎬ美国 ＰＥ 公司)ꎬ工
作温度范围为－１７０~７３０ ℃ꎬ升降温扫描速率为 ０ ０１
~ ７５０ ℃ / ｍｉｎꎬ温度精度为 ０ ０１ ℃ꎬ热焓精度为

９９ ９９９ ９％ꎬ每次测试前要提前标定温度和热焓ꎮ
ＭＥ 分析天平(梅特勒－托利多仪器有限公司)ꎬ

最大称量值为 １２０ ｇꎬ精度为 ０ １ ｍｇꎬ使用前需要进

行校正ꎮ
Ｌａｂ Ｄａｎｃｅ 旋涡混合器(德国 ＩＫＡ 公司)ꎬ固定转

速为 ２ ８００ ｒ / ｍｉｎꎬ用于振荡直径≤３０ ｍｍ 的容器ꎬ如
小尺寸试管、离心管等ꎮ
１ ３ 试验溶液配制

用 ＭＥ 分析天平称量确定质量的 Ｌ－赖氨酸、Ｌ－
脯氨酸、甘氨酸、Ｌ－丝氨酸ꎬ用移液枪量取确定体积

的 ＤＭＳＯ 分别溶于蒸馏水中ꎬ充分震荡 ２ ~ ３ ｍｉｎ 得

到不同浓度(０ ５、１、２、３、４ ｍｏｌ / Ｌ)的 Ｌ－赖氨酸、Ｌ－脯
氨酸、甘氨酸、Ｌ－丝氨酸和 ＤＭＳＯ 溶液样品(本研究

中溶液浓度均为摩尔浓度ꎬｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 由于甘氨酸和 Ｌ
－丝氨酸的 ４ ｍｏｌ / Ｌ 水溶液溶质无法完全溶解ꎬ故无 ４
ｍｏｌ / Ｌ 的试验数据ꎬＬ－赖氨酸的 ４ ｍｏｌ / Ｌ 水溶液在降

温过程中实现了玻璃化ꎬ故图 １、图 ２、图 ３ 和表 １ 中

无部分数据ꎮ 制备好的溶液样品用于降温和复温过

程的扫描量热试验ꎮ
１ ４ 试验方法

采用 ＤＳＣ８５００ 进行连续扫描ꎬ为了消除样品的

热历史ꎬ加样后首先以 １００ ℃ / ｍｉｎ 快速升温至所需

温度区间的上限ꎬ然后以 １００ ℃ / ｍｉｎ 快速降温至所

需温度区间的下限ꎬ如此重复 ２~３ 次ꎬ然后调整温度

至 ３０ ℃ꎬ并等温 ２ ｍｉｎꎬ待热流稳定后开始试验ꎮ 将

样品从 ３０ ℃分别以 ５、１０、２０、５０、１００ ℃ / ｍｉｎ 连续降

温至－１５０ ℃ꎬ然后等温 ２ ｍｉｎꎬ继续以 １０ ℃ / ｍｉｎ 连

续升温至 ３０ ℃ꎬ再等温 ２ ｍｉｎꎬ完成一次数据采集ꎮ
每种样品做 ３ 个平行样ꎬ每个样重复 ３ 次ꎬ以保证数

据的可靠性ꎮ
１ ５ 数据分析

转变温度与转变焓的读取采用 ＤＳＣ８５００ 配套使

用的热分析软件 Ｐｙｒｉｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅꎮ 在相变前后比热变

化较小时ꎬ采用标准基线ꎻ变化较大时ꎬ使用“Ｓ”形基

线[１６]ꎮ 在取试验结果时ꎬ将每个浓度的数据中的最

大值和最小值剔除ꎬ取剩余数据的平均值作为分析依

据ꎬ并在必要时注明数据的波动范围ꎮ

２ 试验结果与讨论

低温保护剂的加入会抑制冰晶的形成ꎬ具体表现

为影响水溶液的成核温度、结晶焓、冰点温度及熔融

焓等基本热物性参数[１７]ꎮ 本研究将 Ｌ－赖氨酸、Ｌ－脯
氨酸、甘氨酸及 Ｌ－丝氨酸水溶液进行对比ꎬ分析溶液

浓度和降温速率对氨基酸水溶液热物性的影响ꎮ
２ １ 溶液浓度对溶液冻结过程热物性的影响

据文献发现 １０ ℃ / ｍｉｎ 的升降温速率较贴合实

际低温保存过程ꎬ故在研究溶液浓度对保护剂溶液热

物性参数的影响时ꎬ升降温速率均选择 １０ ℃ / ｍｉｎꎮ
图 １ 所示为不同浓度的氨基酸和 ＤＭＳＯ 水溶液

在 １０ ℃ / ｍｉｎ 升降温速率下成核温度的变化ꎮ 研究

发现ꎬ在相同浓度下ꎬＤＭＳＯ 水溶液的成核温度和 ４
种氨基酸溶液的成核温度差距很小ꎬ说明氨基酸降低

成核温度的能力和 ＤＭＳＯ 相当ꎮ 随着溶液浓度的增

大ꎬ４ 种氨基酸水溶液的成核温度均大幅降低ꎬ说明

随着溶质浓度的增大ꎬ在降温过程中冰晶成核变困

难ꎬ需要更大的过冷度才能结晶[１８]ꎮ 甘氨酸和 Ｌ－丝
氨酸水溶液浓度从 ０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 增至 ３ ｍｏｌ / Ｌꎬ成核温

度降低约 ５ ℃ꎻＬ－赖氨酸和 Ｌ－脯氨酸水溶液成核温

度随浓度的增大而大幅降低ꎬＬ－赖氨酸水溶液在浓

度增大的过程中成核温度降低约 ３５ ℃ꎬＬ－脯氨酸的

成核温度降低约 ２０ ℃ꎮ 说明溶液浓度对溶液成核温

度的影响显著ꎮ
图 ２ 所示为不同浓度的氨基酸和 ＤＭＳＯ 水溶液

在 １０ ℃ / ｍｉｎ 升降温速率下结晶焓的变化ꎮ 溶液浓

度为 ０ ５、１ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＤＭＳＯ 水溶液的结晶焓均大于

４ 种氨基酸溶液ꎬ说明在这两个浓度下 ＤＭＳＯ 抑制冰

晶的能力最弱ꎻ溶液浓度为 ２ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＬ－赖氨酸和

Ｌ－脯氨酸的结晶焓小于 ＤＭＳＯ 水溶液ꎬ甘氨酸的结

晶焓大于 ＤＭＳＯ 水溶液ꎬＬ－丝氨酸和 ＤＭＳＯ 水溶液

—０６１—
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图 １ 不同浓度氨基酸和 ＤＭＳＯ 水溶液的成核温度

Ｆｉｇ.１ Ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ＤＭＳＯ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图 ２ 不同浓度氨基酸和 ＤＭＳＯ 水溶液的结晶焓

Ｆｉｇ.２ Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｎｔｈａｌｐｙ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｎｄ
ＤＭＳＯ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

的结晶焓相当ꎻ溶液浓度为 ３ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ只有 Ｌ－赖氨

酸的结晶焓小于 ＤＭＳＯ 水溶液ꎬ其余 ３ 种氨基酸溶液

的结晶焓均大于 ＤＭＳＯ 水溶液ꎻ溶液浓度为 ４ ｍｏｌ / Ｌ
时ꎬＬ－脯氨酸的结晶焓小于 ＤＭＳＯ 水溶液的结晶焓ꎮ
上述结果表明ꎬ４ 种氨基酸在相同溶液浓度下ꎬ抑制

冰晶能力和 ＤＭＳＯ 相当ꎻ且随着 ４ 种氨基酸水溶液浓

度的增大ꎬ各自的结晶焓均呈降低趋势ꎬ但降幅不同ꎮ
例如ꎬ０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－赖氨酸的结晶焓为 ２３２ １８３ Ｊ /
ｇꎬ１ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－赖氨酸的结晶焓为 １８８ ７７０ Ｊ / ｇꎬ２
ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－赖氨酸的结晶焓为 １１２ ７４５ Ｊ / ｇꎬ３ ｍｏｌ / Ｌ
的 Ｌ－赖氨酸的结晶焓为 ７２ ２４６ Ｊ / ｇꎬ甚至在 ４ ｍｏｌ / Ｌ
的溶液时ꎬ整个降温过程中检测不到明显的结晶ꎮ Ｌ
－赖氨酸和 Ｌ－脯氨酸水溶液随着溶质浓度的增大ꎬ结
晶焓剧烈下降ꎬ说明溶液浓度的增大对结晶焓影响很

大ꎬ溶质的增加使溶液的黏度增大ꎬ水分子的自由运

动被减弱ꎬ在降温过程中抑制冰晶的形成ꎮ
图 ３ 所示为不同浓度氨基酸和 ＤＭＳＯ 水溶液在

１０ ℃ / ｍｉｎ 升降温速率下冰点温度的变化ꎮ 研究发

现ꎬ各水溶液的冰点温度随溶液浓度的增大均呈下降

趋势ꎬ甘氨酸、Ｌ－丝氨酸水溶液冰点温度从浓度 ０ ５
ｍｏｌ / Ｌ 到 ３ ｍｏｌ / Ｌ 的降低过程较为平缓ꎬ冰点温度分

别降低了 ０ ６３ ℃和 ０ ３９ ℃ꎻＬ－脯氨酸、Ｌ－赖氨酸和

ＤＭＳＯ 水溶液冰点温度随溶液浓度的增大降低较为

显著ꎬ冰点温度分别降低 ２５ ３６、２１ ７０ 和 ２４ ６５ ℃ꎬ
说明 Ｌ－脯氨酸、Ｌ－赖氨酸和 ＤＭＳＯ 的浓度变化对水

溶液冰点温度的影响很大ꎬ因为溶液浓度增大ꎬ氨基

酸溶液的官能团与水分子间的作用更加强烈ꎬ使水溶

液更加难以结晶[１９－２０]ꎬ故水溶液的冰点温度出现大

幅降低ꎮ

图 ３ 不同浓度氨基酸和 ＤＭＳＯ 水溶液的冰点温度

Ｆｉｇ.３ Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｎｄ ＤＭＳＯ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

如何抑制降温过程中的冰晶形成和复温过程中

的冰晶再生长是低温保存的部分工作ꎬ冰晶的生长会

对保存的生物材料造成不可逆损伤ꎬ大大降低了保存

效率ꎮ 虽然抑制冰晶能力和低温保护效果并非完全

一致ꎬ但一般低温保护效果好的低温保护剂ꎬ抑制冰

晶的能力也较强ꎬ例如ꎬ最常用的低温保护剂 ＤＭＳＯꎬ
其低温保护效果对大部分生物材料都比较好ꎬ抑制冰

晶的能力也较强ꎬ所以在 ４ 种氨基酸抑制冰晶能力与

ＤＭＳＯ 相当的情况下ꎬ还需通过后续的生物试验来验

证其低温保护效果ꎮ
２ ２ 氨基酸溶液的水合能力

目前ꎬ常用的低温保护剂均具有很强的结合水能

力ꎬ在寻找新型低温保护剂时ꎬ结合水能力是重要考

察参数[２１－２２]ꎮ 低温保护剂加入水中ꎬ形成未冻水ꎬ造
成结晶焓和熔融焓降低ꎬ主要有两方面原因:一是低

温保护剂取代了本该参与相变的纯水的位置ꎬ使溶液

的浓度增大ꎬ黏度增大ꎬ不易形成冰晶ꎻ二是其中一部

分水与低温保护剂相互作用ꎬ形成未冻水ꎮ 利用 ＤＳＣ
研究低温保护剂的水合性质的方法是通过测量降温

过程冻结水分的结晶焓或熔融焓来计算ꎮ 样品中冻

结水的含量可由两种方法获得ꎬ从降温冻结过程中测

量读取或从升温熔融过程中读取[２３]ꎮ 由于在溶液浓

—１６１—
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度较高时熔程较宽ꎬ读取焓值时基线很难确定ꎮ 因此

本文采用降温过程读取焓值的方法ꎮ 由于在没有预

置冰核的情况下降温冻结总是伴随着过冷现象的发

生ꎬ而在不同温度下水的结晶焓不同ꎬ因此在计算结

晶焓时ꎬ要考虑焓值随温度的变化ꎮ 分析整理文献

[２４－２５]的相关数据ꎬ得出水在不同温度下结晶焓的

经验公式:
ΔＨ( ｔｆ) ＝ － ３３３ ８８ － ２ ０５ｔｆ (１)
式中:ｔｆ 为成核温度ꎬ ℃ꎮ
未冻水含量:

μ ＝ １ －
ΔＨ ( ｔｆ) ＤＳＣ

ΔＨ( ｔｆ)
１
ω

é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú
× １００％ (２)

式中:μ 为溶液中未冻水的含量ꎻΔＨ( ｔｆ ) ＤＳＣ 为

ＤＳＣ 测得溶液在 ｔｆ 下的结晶焓ꎬＪ / ｇꎻΔＨ( ｔｆ)为根据式

(１)计算得到纯水在 ｔｆ 下的结晶焓ꎬＪ / ｇꎻω 为溶液的

水分含量ꎮ
根据试验数据ꎬ结合式(１)、式(２)得出降温过程

中 ４ 种氨基酸低温保护剂水合性质的试验结果ꎬ如表

１ 所示ꎮ

表 １ 氨基酸低温保护剂成核温度、结晶焓、水分含量及未冻水水含量

Ｔａｂ.１ Ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｎｔｈａｌｐｙꎬ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｕｎｆｒｏｚｅｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ

保护剂 浓度 / (ｍｏｌ / Ｌ) ｔｆ / ℃
ΔＨ( ｔｆ) ＤＳＣ /

(Ｊ / ｇ)

ΔＨ( ｔｆ) /

(Ｊ / ｇ)
ω μ

Ｌ－赖氨酸

０ ５ －１５ ５１±０ １７ －２３２ １８３±１ ７１７ －３０２ ０８５ ０ ９２６±０ ００５ １７ ０％

１ －２１ ２１±０ ２３ －１８８ ７７０±２ ０７３ －２９０ ４００ ０ ８５７±０ ００３ ２４ ２％

２ －２３ ２１±０ １０ －１１２ ７４５±２ ６０４ －２８６ ３００ ０ ７２４±０ ００４ ４５ ６％

３ －４１ ２９±０ ２０ －７２ ２４６±０ ６３２ －２４９ ２４０ ０ ６０１±０ ００２ ５１ ８％

４ — — — — —

Ｌ－脯氨酸

０ ５ －２０ ６９±０ ６２ －１８５ ０３５±３ ４２１ －２９１ ４６６ ０ ９４２±０ ００２ ２２ ６％

１ －２３ ３４±０ ２５ －１７９ ０７９±３ ２５３ －２８６ ０３３ ０ ８８５±０ ００３ ２９ ３％

２ －２６ ０７±０ ５８ －１５４ ６２７±１ ８３４ －２８０ ４３７ ０ ７７４±０ ００４ ２８ ８％

３ －３１ ２９±０ ３１ －１１８ ３７１±３ ０６８ －２６９ ７３６ ０ ６６１±０ ００２ ３３ ６％

４ －３７ ９６±１ ４１ －７０ ８４７±２ ３７６ －２５６ ０６２ ０ ５８１±０ ００３ ５２ ４％

甘氨酸

０ ５ －２０ １４±０ ０７ －２０３ ５７２±３ ５３７ －２９２ ５９３ ０ ９３７±０ ００２ ２５ ７％

１ －２０ ２１±０ １４ －１９６ ０８８±４ ５２６ －２９２ ４５０ ０ ９２５±０ ００３ ２７ ５％

２ －２２ ２６±０ ５９ －１８４ ２７６±１ ０３２ －２８８ ２４７ ０ ８７０±０ ００２ ２６ ５％

３ －２５ ５５±０ １３ －１７２ ５５９±１ ６８５ －２８１ ５０３ ０ ８２５±０ ００４ ２５ ７％

Ｌ－丝氨酸

０ ５ －１９ ３３±０ ３７ －１８７ ４５２±２ ８３４ －２９４ ２５４ ０ ８６７±０ ００２ ２６ ５％

１ －２２ ３２±０ ２１ －１７９ ６５３±１ ２６３ －２８８ １２４ ０ ８５４±０ ００１ ２７ ０％

２ －２４ ５７±０ ４５ －１７２ ２８１±３ ３２１ －２８３ ５１２ ０ ８１８±０ ００１ ２５ ５％

３ －２６ ０６±０ ６６ －１６２ ３０５±１ ３６２ －２８０ ４５７ ０ ７６１±０ ００３ ２４ １％

　 　 由表 １ 可知ꎬ４ 种氨基酸水溶液的成核温度和结

晶焓值均随溶液浓度的增大呈降低趋势ꎮ Ｌ－脯氨酸

水溶液浓度从 ０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 增至 ４ ｍｏｌ / Ｌꎬ未冻水含量

大幅增大ꎬ因为结合水含量增加ꎬ使结晶焓显著降低ꎬ
该结论与图 ２ 所得结论一致ꎮ 对比各浓度下的低温

保护剂未冻水含量ꎬ发现在低浓度(０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 和 １
ｍｏｌ / Ｌ)下ꎬＬ－赖氨酸的未冻水含量均小于同浓度下

的 Ｌ－脯氨酸、甘氨酸及 Ｌ－丝氨酸ꎻ但在较高浓度(２
ｍｏｌ / Ｌ 和 ３ ｍｏｌ / Ｌ)时ꎬＬ－赖氨酸水溶液比同浓度其它

低温保护剂的未冻水含量更高ꎬ说明 Ｌ－赖氨酸在较

高浓度时ꎬ抑制冰晶能力很强ꎬ溶液有更大潜力实现

玻璃化ꎬ只需要降温速率超过其临界降温速率ꎬ实现

玻璃化的溶液更有利于低温保存生物材料ꎮ 甘氨酸

和 Ｌ－丝氨酸的未冻水含量在很小的范围内波动ꎬ没

—２６１—
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有很明显的增大或下降规律ꎬ主要是因为这两种氨基

酸与水分子的相互作用很弱ꎬ故抑制冰晶能力较差ꎮ
２ ３ 降温速率对溶液冻结过程热物性的影响

根据试验结果发现 ４ 种浓度的氨基酸水溶液热

物性参数随降温速率增大的变化相似ꎬ且高浓度溶液

的热物性变化较显著ꎬ故在研究降温速率对保护剂溶

液热物性的影响时ꎬ均选择 ３ ｍｏｌ / Ｌ 溶液进行对比ꎮ
图 ４ 所示为不同降温速率下相同浓度(３ ｍｏｌ / Ｌ)

的氨基酸水溶液成核温度的变化ꎮ 随着降温速率的

增大各氨基酸溶液的成核温度总体呈下降趋势ꎬ但下

降幅度较小ꎮ 降温速率从 ５ ℃ / ｍｉｎ 增至 １００ ℃ / ｍｉｎ
时ꎬＬ－赖氨酸、Ｌ－脯氨酸、甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸这 ４ 种

水溶液的成核温度变化分别为 ４ ２４、 ３ ５２、 ２ ３３、
２ ９３ ℃ꎮ 降温速率增大 ２０ 倍ꎬ水溶液的成核温度变

化并不显著ꎬ说明确定溶液浓度下ꎬ降温速率对成核

温度的影响较小ꎮ

图 ４ 不同降温速率下氨基酸水溶液的成核温度

Ｆｉｇ.４ Ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｏｌｉｎｇ ｒａｔｅｓ

图 ５ 所示为相同浓度(３ ｍｏｌ / Ｌ)氨基酸水溶液结

晶焓随降温速率的变化ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ４ 种氨基酸水

溶液的结晶焓随降温速率的增大变化不显著ꎬ例如ꎬ
降温速率从 ５ ℃ / ｍｉｎ 增至 １００ ℃ / ｍｉｎꎬＬ－赖氨酸水

溶液的结晶焓减小了 ９ ６ ３１５ Ｊ / ｇꎬ甘氨酸水溶液的

结晶焓减小了 ２ ６６９ ３ Ｊ / ｇꎬ说明降温速率在 １００ ℃ /
ｍｉｎ 及以下时ꎬ４ 种氨基酸水溶液的结晶情况无显著

变化ꎮ 但可以发现ꎬＬ－赖氨酸、Ｌ－脯氨酸和 Ｌ－丝氨

酸水溶液的结晶焓在不断减小ꎬ说明随着降温速率的

增大ꎬ溶液体系中的部分水会“来不及结晶”ꎬ水分子

间的相互作用力使部分水变为未冻水[２６]ꎬ宏观表现

为溶液体系的结晶焓降低ꎻ甘氨酸的结晶焓随降温速

率的增大出现波动ꎬ没有递增或递减的规律ꎬ说明降

温速率的变化对甘氨酸与水分子的结合无显著影响ꎬ
可能因为其较短的分子链无法与水分子产生强的氢

键作用ꎮ

图 ５ 不同降温速率下氨基酸水溶液的结晶焓

Ｆｉｇ.５ Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｎｔｈａｌｐｙ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｏｌｉｎｇ ｒａｔｅｓ

图 ６ 所示为不同降温速率下相同浓度(３ ｍｏｌ / Ｌ)
的氨基酸水溶液冰点温度的变化ꎮ ４ 种氨基酸水溶

液的冰点温度随降温速率的增大变化很小ꎬ说明降温

速率的增大对氨基酸溶液的冰点温度几乎无影响ꎮ
Ｌ－丝氨酸和甘氨酸水溶液的冰点温度较高约为－２
℃ꎬＬ－脯氨酸水溶液的冰点温度约为－１５ ℃ꎬＬ－赖氨

酸水溶液的冰点温度约为－２５ ℃ꎬ这些数据表明在同

浓度溶液体系中ꎬＬ－赖氨酸对水的结晶抑制能力最

强ꎬＬ－脯氨酸次之ꎬ甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸则很弱ꎮ

图 ６ 不同降温速率下氨基酸水溶液的冰点温度

Ｆｉｇ.６ Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｏｌｉｎｇ ｒａｔｅｓ

２ ４ 氨基酸溶液的临界降温速率
在低温保存过程中ꎬ若降温速率足够快ꎬ则低温

保护剂将固化成为玻璃态[２７]ꎬ从而避免结晶对生物

样本造成的结晶损伤ꎮ 故在确定结晶率的条件下ꎬ计
算了 ４ 种氨基酸低温保护剂实现玻璃化转变的临界

降温速率ꎬ对保存生物样本具有一定的实际意义ꎮ
结合文献[２８]ꎬ可以不构造 ＣＣＴ 曲线ꎬ仅利用之

前的实验数据ꎬ即可得到氨基酸低温保护剂溶液玻璃

化转变的临界降温速率:

—３６１—
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ
Ｖｏｌ. ４１ꎬＮｏ. ６
Ｄｅｃｅｍｂｅｒꎬ ２０２０

ｖＡ(ｘ) ＝ － Ｋ１

Ｅａ

Ｒ
Ｆ(ｕ０) (３)

式中:ｖ 为某次的降温速率ꎬ ℃ / ｍｉｎꎻＫ１ 为比例

常数ꎬＲ 为气体常数ꎬ８ ３１４ Ｊ / (ｍｏｌＫ)ꎻＥａ 为活化

能ꎬＪ / ｍｏｌꎻＡ(ｘ)是结晶率 ｘ 的函数ꎻＦ(ｕ０)是结晶起

始温度 ｔ０ 的函数ꎮ
通过结晶量与放热量的关系和不同降温速率下

异相成核温度变化小等条件[２８]简化式(３)可得:
Ｋ( ｔ０) ＝ － ｖＡ(ｘ) (４)
式中:ｔ０ 为结晶起始温度ꎬ ℃ꎻＫ( ｔ０)为随溶液而

不同的常数ꎬ ℃ / ｍｉｎꎮ
若定义 ｘｇ 为临界结晶率ꎬ则相应的临界降温速

率 ｖｃｒ( ℃ / ｍｉｎ)可由式(５)求得:

ｖｃｒ ＝ －
Ｋ( ｔ０)
Ａ(ｘｇ)

(５)

３ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－脯氨酸的 ＤＳＣ 测量数据如表 ２ 所

示ꎮ 表中取 ３０ ℃ / ｍｉｎ 时的 ｑ 为 ｑｍａｘꎬ求得 ｘｉꎬ得到系

列的 Ｋ ｉ( ｔ０)值ꎬ最后可得 Ｋ ｉ( ｔ０) ＝ ( －２８６ ２８±８ ８３)
℃ / ｍｉｎꎮ

对于某一种溶液ꎬＫ( ｔ０)为仅取决于结晶起始温

度 ｔ０ 的函数ꎬ对于 ３ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－脯氨酸溶液ꎬ ｔ０ ＝

(－３２ ３８±２ ００) ℃ꎬ将其视为常数是合理的ꎮ
表 ２ ３ ｍｏｌ / Ｌ Ｌ－脯氨酸的 ＤＳＣ 测量数据

Ｔａｂ.２ Ｔｈｅ ＤＳＣ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｄａｔａ ｏｆ ３ ｍｏｌ / Ｌ Ｌ－ｐｒｏｌｉｎｅ

ｉ
ｖｉ /

(℃ / ｍｉｎ)

ｑｉ /

(Ｊ / ｇ)
ｘｉ Ａｉ(ｘ)

Ｋｉ( ｔ０) /

(℃ / ｍｉｎ)

１ ３０ １１６ ７８５ ８ １ ∞ ∞

２ ５０ １１６ ５２７ ９ ０ ９９７ ７９２ ５ ７７０ ５ －２８８ ５３

３ １００ １１２ ２３７ ３ ０ ９６１ ０５３ ２ ９３７ ６ －２９３ ７６

４ ２００ ３９ ０５４ ４ ０ ３３４ ４１１ １ ３８２ ７ －２７６ ５４

对其它氨基酸保护剂水溶液数据进行相同的处

理ꎬＫ( ｔ０)的测定结果如表 ３ 所示ꎮ
ｖｃｒ的计算值如表 ４ 所示ꎬ由于 ２ ｍｏｌ / Ｌ 的甘氨酸

和 Ｌ－丝氨酸结晶焓不满足计算要求ꎬ故无法通过试

验数据计算其临界降温速率ꎻ４ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－赖氨酸溶

液实现玻璃化ꎬ故无数据ꎻ甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸 ４ ｍｏｌ /
Ｌ 溶液溶质无法完全溶解ꎬ故无数据ꎮ 根据文献[２８]

取 ｘｇ ＝ ０ ０５ 时ꎬ在降温过程中 ＤＳＣ 记录的曲线检测

不到明显的结晶峰ꎬ故取 ｘｇ ＝ ０ ０５ 计算临界降温速

率较为合理ꎮ

表 ３ 不同浓度低温保护剂的 Ｋ( ｔ０)值
Ｔａｂ.３ Ｔｈｅ Ｋ( ｔ０) ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ

溶液浓度 / (ｍｏｌ / Ｌ) Ｌ－赖氨酸 Ｌ－脯氨酸 甘氨酸 Ｌ－丝氨酸

２ －５６３ ９５±８ １９ －４０５ １±１２ ８９ — —

３ －３５１ ９±１０ ８１ －２８６ ２８±８ ８３ －４１５ ５８±８ ０３ －３６０ ４±２３ １８

４ — －１８６ ０７±９ １６ — —

表 ４ ｖｃｒ的计算值

Ｔａｂ.４ Ｔｈｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｖｃｒ
溶液浓度 /
(ｍｏｌ / Ｌ)

Ｌ－赖氨酸 Ｌ－脯氨酸 甘氨酸 Ｌ－丝氨酸

２ ５１１ ３７３ — —

３ ３２４ ２６４ ３７８ ３４３

４ — １７４ — —

从计算结果来看ꎬ氨基酸类保护剂溶液浓度增大

后ꎬ其临界降温速率减小ꎬ因为溶液浓度增大ꎬ使溶液

更加黏稠ꎬ更容易实现玻璃化ꎮ
２ ５ 氨基酸类低温保护剂影响溶液结晶的机

理探讨

低温保护剂对冰晶的抑制作用ꎬ归根结底是溶液

官能团与水分子之间的相互作用ꎮ 氨基酸分子是一

种两性电解质ꎬ大部分氨基酸在水溶液中或晶体状态

时都以离子形式存在ꎬ氨基酸类保护剂的官能团是氨

基(－ＮＨ２)和羧基(－ＣＯＯＨ)ꎬ在分子中同时具有酸性

和碱性官能团ꎬ具有很强的亲水性ꎬ氨基和羧基在降

温过程中与水分子相互作用结合形成氢键ꎬ增加了溶

液的黏性ꎬ从而使水溶液中受扩散制约的结晶过程变

得缓慢ꎬ减弱冰晶的生长ꎬ使溶液的热物性发生变化ꎬ
成核温度和溶液冰点温度降低、溶液结晶焓减小ꎮ

Ｇ. Ｍ. Ｆａｈｙ 等[２９] 认为保护剂的官能团除了会与

水分子键合ꎬ自身官能团也会键合ꎮ Ｎ. Ｊ. Ｃｈｅｎ 等[３０]

研究表明氨基酸分子链结构差异对其与水分子结合能

力有显著影响ꎮ 图 ７ 所示为 ４ 种氨基酸的分子结构

式ꎮ 由图 ７ 可以看出ꎬ在相同浓度的溶液中ꎬＬ－脯氨

酸、甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸的氨基和羧基浓度相同ꎬＬ－赖
氨酸的氨基浓度比这 ３ 种氨基酸要大ꎬ且分子链长ꎬ保

—４６１—
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Ｖｏｌ. ４１ꎬ Ｎｏ. ６
Ｄｅｃｅｍｂｅｒꎬ ２０２０

护剂官能团自身键合概率小ꎬ故在较高浓度(２ ｍｏｌ / Ｌ
和 ３ ｍｏｌ / Ｌ)的条件下ꎬＬ－赖氨酸的成核温度、冰点温

度和结晶焓显著小于其他 ３ 种氨基酸ꎬ因为 Ｌ－赖氨酸

的结合水能力更强ꎬ未冻水含量的结果很好的验证了

该结论ꎮ 虽然 Ｌ－脯氨酸、甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸的氨基

和羧基浓度相同ꎬ但分子结构差异很大ꎬＬ－脯氨酸的分

子链为环状ꎬ该结构大大减小了保护剂自身氨基和羧

基键合的概率ꎬ其官能团与水分子的键合概率增大ꎬ显
著改变了其水溶液的热物性ꎮ 甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸的

分子结构相似ꎬ这两种氨基酸分子链较短ꎬ使保护剂自

身氨基和羧基键合概率增大ꎬ与水分子键合的官能团

减少ꎬ故其水溶液热物性的变化较小ꎮ

图 ７ ４ 种氨基酸的分子结构式

Ｆｉｇ.７ Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｆｏｕｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

３ 结论

本文以 Ｌ－赖氨酸、Ｌ－脯氨酸、甘氨酸及 Ｌ－丝氨

酸为研究对象ꎬ通过差示扫描量热法研究了降温速率

和溶液浓度对 ４ 种氨基酸水溶液的影响ꎬ并基于升降

温过程得到的热物性参数进行分析ꎬ得出如下结论:
１)随溶液浓度或降温速率的增大ꎬ４ 种氨基酸水

溶液的成核温度、结晶焓和冰点温度均会降低ꎮ
２)通过修正的 Ｂｏｕｔｒｏｎ 结晶动力学半经验公式

得到 ２ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－赖氨酸水溶液临界降温速率为

５１１ ℃ / ｍｉｎꎬ３ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－赖氨酸水溶液临界降温速

率为 ３２４ ℃ / ｍｉｎꎬ其它氨基酸水溶液临界降温速率如

表 ４ 所示ꎮ 该结果可为后续氨基酸类保护剂玻璃化

保存提供参考ꎮ
３)通过计算发现 Ｌ－赖氨酸和 Ｌ－脯氨酸的未冻

水含量随溶液浓度的增大而显著增大ꎬＬ－赖氨酸的

未冻水含量从 １７％增至 ５２％ꎬＬ－脯氨酸的未冻水含

量从 ２２％增至 ５２％ꎬ甘氨酸和 Ｌ－丝氨酸的未冻水含

量均在 ２７％左右波动ꎬ该结果表明 Ｌ－赖氨酸和 Ｌ－脯

氨酸的抑制冰晶能力较强ꎮ
４)通过试验获得了一些基础的冻结特性数据ꎬ

对进一步研究氨基酸类低温保护剂在细胞内外运输

的温度响应机制、定量研究 ４ 种氨基酸的结晶过程以

及优化细胞冷冻方案提供了重要依据ꎬ但对具体细胞

低温冻存保护的效果和机理需进一步研究ꎮ
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ＳＯ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ [ Ｊ]. Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐｈｙｓｉｃｓꎬ
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