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脉冲梯度场核磁共振技术在多糖类凝胶中的应用

代博娜*,吴节莉
(上海交通大学 分析测试中心,上海200240)

  摘要:深入理解凝胶中分子的自扩散行为有助于聚合物凝胶的基础研究、食品质地的改善、凝胶类药物递

迭系统及分离膜等材料的开发。通过脉冲梯度场核磁共振技术(PFGNMR)测量自扩散系数(D)是阐明凝胶

体系中分子动力学的有效手段。探针聚合物在随机介质如溶胶或凝胶中的自扩散取决于基质的结构和迁移

率、探针分子的流体力学性质及探针分子与基质之间的相互作用。探针分子与凝胶之间不存在直接分子间相

互作用时,其在凝胶中的自扩散主要受流体力学相互作用的影响,因此通过引入并研究探针分子在凝胶中的自

扩散行为,可以间接获取凝胶网络结构的信息。本文第一部分简述了自扩散现象及自扩散系数测量技术;第二

部分着重介绍了脉冲梯度场核磁共振技术测量自扩散系数的原理;第三部分结合具体的实验方法及实例重点

介绍PFGNMR如何被应用于研究多糖类凝胶形成过程中多糖分子构象及动力学的变化;然后介绍如何通过

探针分子在凝胶中的自扩散行为评价凝胶的网孔尺寸的变化;最后,通过对探针分子自扩散系数时间依存性的

考察,评价其在凝胶相分离研究中的应用价值。
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形成凝胶的多糖类对改善食品的质地起着重要的作用[1,2],而对凝胶机理的研究是开发相同类型水

凝胶的基础,同时也是对体系的各方面性能进行改进的前提。目前对多糖水凝胶的研究主要基于流变

学、生物学或形貌学方面[3~6],但这些对阐明凝胶形成机理尚不够全面,而NMR技术可用于观察反应过

程,是研究反应机理或反应动力学的有力手段[7~12],且不同于其它技术,NMR可以从原子分子水平上研

究分子构象、分子间相互作用及分子动力学。核磁共振波谱的许多参数如化学位移、自旋偶合、纵向弛豫

时间(T1)和横向弛豫时间(T2),以及通过PFGNMR获得的分子自扩散系数(D)等,与原子核所处的化

学环境及其运动状态密切相关。其中,弛豫时间能够反映食品水凝胶中聚合物链段或水分子的局部运动

的信息,而分子局部运动的变化与伴随凝胶网络形成的结构变化之间的关系,则可以通过测量分子弛豫

时间来实现。此外,自扩散研究可以提供关于聚合物体系中的分子动力学及分子水平的结构的详细信

息,它是识别溶胶状态、凝胶化过程及凝胶状态下多糖体系状态的重要参数。

NMR技术已被广泛应用于研究多糖水凝胶,其中,应用核磁共振氢谱(1HNMR)可以确定体系的凝

胶温度,即通过相关组分化学位移或信号强度变化的拐点来确定体系的凝胶转变温度[10,13];应用弛豫时

间测量技术[14~18],可以从分子水平对凝胶内水分子的存在状态、与高聚物的相互作用进行系统深入的研

究;而利用脉冲梯度场核磁共振(PFGNMR)技术 [7,8,19,20]不仅可以从分子水平研究凝胶机理,还可以通

过观测探针分子在凝胶中的扩散行为评价凝胶的网孔尺寸等探究多糖水凝胶的微观构象。本文将介绍

脉冲梯度场核磁共振(PFGNMR)测量自扩散系数的原理并结合具体实例对该技术在多糖类凝胶中的应

用进行阐述。
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1 自扩散

自扩散是物质的一种重要迁移现象,定义为物质在浓度梯度趋近于零时的扩散行为,也就是分子在

热平衡状态下的布朗运动。自扩散系数(D)反映分子在单位时间内的位移。自扩散系数的大小与分子

的结构和所处的介质有关。测定自扩散系数可以表征分子运动状态,以及与分子运动状态有关的一些物

理和化学变化,如分子的聚集状态、分子间的相互作用、溶液的黏度、温度等。Stokes-Einstein方程给出

了溶液中分子自扩散系数与其物理性质之间的关系:

D =kT/6πηRH (1)

  式中,k为Boltzmann常数,T 是绝对温度,η表示溶液的黏度。在黏度为η的介质中,粒子作为刚性

小球模型来考虑,RH 表示分子的有效流体力学半径。式(1)具体地把宏观上的自扩散系数和微观的粒子

尺寸联系起来,并且直接指出扩散系数与温度及溶液黏度的关系。体系温度、浓度梯度及黏度都保持恒

定,在一定的时间尺度内,只要体系大于粒子的平均移动距离,扩散系数即可认为是定值。近年来随着

NMR技术的发展,脉冲梯度场核磁共振(PFGNMR)技术提供了测量自扩散系数的新平台,PFGNMR
方法对样品溶剂无选择性、对样品无破坏可回收,还可用于混合物体系的测量。

2 脉冲梯度场(PFG)测量自扩散系数技术

2.1 PFG的散相和聚相

脉冲梯度场的概念早在1950年就被提出,当时研究者发现利用自旋回波(SE:SpinEcho)技术可以

消除由梯度场导致的NMR谱线的非均匀增宽。图1是具有两个沿z方向的、矩形形状PFG的典型脉冲

序列[21],当各个核在两个PFG之间的间隔Δ时间内不改变它们的空间位置时,磁化矢量发生散相和聚

相:(a)在90ox 度脉冲作用下,磁化矢量沿y轴排列;(b)在第一个PFG作用开始后,磁化矢量以相对于z
坐标的角速度γgr进动从而在xy 平面迅速散相(dephase);(c)在第一个PFG作用结束后,磁化矢量以

q-1的间距螺旋地扭曲,q-1=2π/γgδ;(d)180oy 脉冲作用后,磁化矢量沿y 轴反转180度;(e)在第二个

PFG作用下,磁化矢量以与第一个PFG作用下相同的角速度进动;(f)在第二个PFG作用末端,磁化矢

量又迅速重聚形成回波沿y轴排列,成为重聚(rephase)。

图1 具有两个矩形形状的PFG的典型脉冲序列及PFG散相和重聚行为

Figure1 AtypicalpulsesequencewithtwoPFGofrectangularshapeandthe
dephasingandrephasingbehaviourofthemagnetization

2.2 PFG测量自扩散系数

利用以上PFG的散相和重聚作用,结合以往的射频脉冲,可以对核磁信号进行散相,通过设置参数
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来选择性的重聚需要的信号,将不需要的信号散相,即完成了相干选择。在梯度场存在下,分子的自扩散

运动会导致除横向磁化矢量(Mx,My)在T2 过程之外的额外衰减。这种衰减的速度和梯度场强度及分

子的扩散速度有关,在固定梯度场强度的情况下,分子扩散速度快,信号衰减速度越快。这种相关性即为

PFGNMR技术测量扩散速度的基础[22]。理论上可以计算出这种衰减。根据<Δz>2=2DΔ,在时间间

隔Δ内,原子核将在z方向上的位移为Δz的均方根。相位角位移如下式所示:

ϕ(Δz)=2πΔz
q-1 =γgdΔz (2)

在2τ时刻,回波信号强度与样品中宏观磁化矢量成正比,见式(3):

I(2τ,gδ)=I(2τ,0)∬cos(ϕ(Δz))×ρ(r)p(r,Δz)drdΔz (3)

ρ(r)指原子核密度且对均一样品来说是定值;p(r,Δz)是指位于r的原子核在Δ时间内位移的可能性;I
(2τ,0)是PFG不存在时总的信号强度:

I(2τ,0)=I(0,0)exp(-2τ/T2) (4)

I(0,0)是指90ox 脉冲刚刚发生时的初始信号强度。对于各向同性介质中的自由扩散,p(r,Δz)呈高斯分

布:

p(r,Δz)= (4πDΔ)-1/2exp -Δz
2
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考虑δ期间的扩散,公式 (5)改写为:

I(2τ,gδ)=I(0,0)exp -2τT2
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  对于自由扩散,通常测量时保持Δ恒定而改变gδ。对于受限扩散,通过公式(6)获得的是表观扩散

系数:

Dapp(Δ)=
<Δz2>(Δ)
2Δ

(7)

<Δz2>(Δ)是Δ时间内Δz2 的均方根。对于自由扩散,<Δz2>(Δ)与Δ成正比,而在受限扩散时小于

比例值,从而反映了受限空间大小的信息。
梯度场存在下由分子位移造成的信号衰减可用于从小分子和大分子的混合谱中去除小分子的谱峰。

相反,亦可以从混合谱中去除大分子的信号保留小分子的谱峰。混合谱由不同分子的谱峰组成,并根据

个体扩散以γgδ的平方呈指数衰减。改变式(6)为每个组分的总和,混合谱中的信号强度表示如下:

I(2τ,gδ)=I(0,0)×∑
i
fiexp - 2τT2,i

- γgδ( )2Di Δ-δ
3
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fi和T2,i分别为具有自扩散系数Di的成分在混合物中所占的比例及其对应的横向弛豫时间T2。通过使

用第i个组分的T2 加权分数,

Fi(2τ)=fiexp(-2τ/T2,i) (9)
式(8)变为:

I(2τ,gδ)=I(0,0)×∑
i
Fiexp -(γgδ)2Di Δ-δ
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当F 表示为D 的连续函数时,式 (10)变为:

I(2τ,gδ)=I(0,0)∫F(Di)exp(-KD)dD (11)

式(11)中,K=(γgδ)2(Δ-δ/3),F(D)是D 的T2 加强分布,I(2τ,gδ)是F(D)的拉普拉斯变换,因此,I
(2τ,gδ)的反拉普拉斯变换将给出F(D)。具有共振频率和自扩散系数两维、扩散有序的 NMR谱

(diffusion-orderedNMRspectroscopy,DOSY)可以对混合物中不同组分的扩散系数进行测量[23]。
为了准确测定自扩散系数,研究者一直在不断对PFGNMR实验的脉冲序列进行改进。Carr-Purcel
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首先设计了自旋回波序列(SpinEcho:SE)[23]。在扩散时间内,磁化矢量在xy平面上会受到分子的T2

弛豫时间的影响而衰减,对于T2 较短的高分子体系,在稍微长一点的扩散时间内就很难检测到有效信

号。Tanner使用了刺激回波[23](STE:StimulatedEcho,见图2)克服这一问题。Johnson等通过纵向祸

流延迟(LED:Longitudinaleddycurrentdelay)在很大程度上削弱了涡流的影响[23],而后来研究者开发

出的BPP-STE-LED脉冲序列则进一步可以将J耦合的调制进行重聚。

图2 PFG-STE脉冲序列

Figure2 PFG-STEpulsesequence

3 脉冲梯度场核磁共振(PFGNMR)技术在多糖类凝胶研究中的应用

分子自扩散系数的大小与分子的结构和所处的介质有关,测定自扩散系数可以表征分子运动状态,
以及与分子运动状态有关的一些物理和化学性质,如分子的聚集状态、分子间的相互作用、溶液的粘度、
温度等。因此,通过测量分子的自扩散系数,可以研究分子间的相互作用、聚集状态等问题。

3.1 胶凝过程中多糖分子构象和动力学的变化

多糖类水溶胶形成的凝胶为物理凝胶。这是因为参与形成凝胶网络交联区的作用力通常为非共价

键,如氢键、疏水作用、静电作用和范德华力及离子键等。小分子物质能在凝胶中渗透或扩散[24]。这种

物理凝胶兼具高分子浓溶液和高弹性固体的性质。类液特性主要源于它的主要成分是水,而表现出的类

固行为则是由于它具有三维网状结构。分子固定基团的弛豫时间值T1、T2 由分子的局部运动性所决

定,一般为定值。根据Bloembergen-Purcell-Pound理论(简称BPP理论)[25],交联成网状结构的多糖分

子的弛豫时间值T1、T2 要远小于溶解在水中的多糖分子的T1、T2。因此在PFGNMR实验中,具有类

固行为的多糖分子由于快速弛豫而导致其信号在回波时间内衰减为零,仪器将检测不到这一部分多糖分

子的信号。Dai等[7]研究发现,如图3所示,在溶液状态,Agar多糖分子以无序的无规线团形式存在,分
子链段的运动是自由的,其横向弛豫时间T2 在81ms~103ms之间(远大于2τ2,约4ms),纵向弛豫时间

T1 在1s左右(远大于τ1,约8ms)。在PFG-STE实验中,Agar分子质子信号强度在回波时间2τ2+τ1 内

因弛豫引起的衰减可以忽略。当Agar多糖分子形成双螺旋的刚性结构后,分子链段运动受阻,且其弛豫

时间缩短,低于回波时间2τ2+τ1,在PFG-STE实验中这些多糖分子信号在回波时间内衰减为零,仪器将

无法采集到这些多糖分子的质子信号。由此,可以根据PFGNMR监测凝胶过程中I0 的随温度的变化,
判断凝胶点,对于复配凝胶,还可以根据I0 的变化判别哪一种多糖在凝胶过程中起主导作用。除此之

外,通过观测I0 的随温度的变化可以清晰地看到多糖类凝胶的延迟效应。
另一方面,自扩散系数大小的变化揭示了具有类液特性的多糖的分子量分布在胶凝过程中的变化。

研究者发现,在agar胶凝过程中,具有较长链长的agarose分子更易于被包裹进入凝胶网络中,而具有较

短链长的agarose及不易形成凝胶的agaropectin[26~29]则倾向于停留在溶液中或者形成松散的聚集体但

仍以溶液状态存在。

3.2 多糖类凝胶网孔大小

探针聚合物在随机介质如溶胶或凝胶中的自扩散取决于基质的结构和迁移率、探针分子的流体力学

性质及探针分子与基质之间的相互作用。探针分子与凝胶之间不存在直接分子间相互作用时,其在凝胶
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图3 2.3%(wt)agar溶液的实验数据

(A)在冷却过程(a-d),样品保持在24℃的15h期间(e)和加热过程(f-h)的琼胶多糖的1HNMR谱图示例;

(B)琼胶多糖的1H信号强度(g=0),Iagar(0)及自扩散系数Dagar的温度依存图,冷却过程(闭合三角形),

加热过程(空心三角形);(C)根据NMR实验结果推测的在冷却和加热期间不同阶段琼脂多糖分子构象示意图。

Figure3 Experimentaldataof2.3%(wt)agarsolution
(A)Exampleofthestacked1HNMRspectraofthe2.3%(wt)agarsolutionduringthecoolingprocess(a-d),the15h

periodduringwhichthesamplewasmaintainedat24℃ (e)andtheheatingprocess(f-h);(B)Temperature

dependencesof(a)the1Hintensitiesforagaratg=0,Iagar(0),and(b)thediffusioncoefficientforagar,

Dagar,inthe2.3%(wt)agarsolutionduringcooling(closedtriangles)andheating(opentriangles);

(C)Schematicdepictionoftheconformationofagarmoleculesatdifferentstagesduringcoolingandheating.

中的自扩散主要受流体力学相互作用的影响,因此通过引入并研究探针分子在凝胶中的自扩散行为,可
以间接获取凝胶网络结构的信息。

Petit等[30]引入了deGennes等[31,32]关于高分子体系的物理构象:把高分子体系考虑成为一个瞬变

的大小尺度为ξ的统计网格,分子在其中的扩散必须克服大小恒定的能量壁垒。Petit等假设扩散的分

子阶段性地停留在空洞中,只有当分子有足够的能量去克服能量壁垒移动到另一个空洞中时,扩散才有

可能发生(见图4A)。分子的自扩散系数符合以下标度方程[33,34]:

D/D0 =exp(-RH/ξ) (12)
其中,D 和D0 分别为小分子在纯溶剂及高分子溶液中的自扩散系数,RH 为分子的流体力学半径。由

此,我们可以在高分子体系中加入已知流体力学半径大小且与主体高分子没有分子间相互作用的探针分

子,通过追踪它的扩散系数计算高分子体系的统计网格大小。图4[7]和图5[8]分别展示了agar和agarose
溶液在胶凝过程中及加热时网孔尺寸大小的变化,与溶胶状态相比,凝胶状态的网络中琼脂糖链的浓度

是稀释的。这种稀释预期会影响存在于网络间隙中的分子的局部迁移性。因此,作为探针分子加入到琼

脂糖溶液中的树枝状大分子dendrimer的自扩散实验结果有助于深入了解多糖的胶凝机理和结构变化。

3.3 多糖类凝胶中探针分子自扩散系数时间依存性

目前对于多糖体系的相分离的研究主要依赖于流变仪测定流变学性质、粘弹性[35]等手段,然而现象

的解析总是要以各种理论假设为前提,这也使得研究变得复杂与困难;为了表征体系性质,光散射技术应

用于描述相分离动力学过程,然而这一技术要求样品无尘、分散性好,制样复杂耗时重现性差[36];采用扫

描显微镜等观察多体系相分离微观结构,但通常观测多是在体系经过冷冻干燥等处理后[37],干燥过程对
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图4 2.3%(wt)agar溶液(含0.1%(wt)dendrimer)的实验数据

(A)探针分子在高分子体系中的扩散示意图;(B)Ddend/Ddend,0的温度依存性,冷却(闭合三角形)和加热(空心三角形)。

通过DinHost/DinPure=exp(-RH/ξ)计算的相应ξ值显示在右侧轴上。

Figure4 Experimentaldataof2.3%(wt)agarsolutioncontaing0.1%(wt)dendrimer
(A)Schematicdepictionofprobemoleculediffusioninahostpolymermatrix;(B)Temperaturedependenceof
Ddend/Ddend,0inthe2.3%(wt)agarsolutionduringcooling(closedtriangles)andheating(opentriangles).

Thecorrespondingξvalues,calculatedusingDinHost/DinPure=exp(-RH/ξ),aredisplayedontheright-handaxis

图5 Agarose溶液实验数据

不同浓度的agarose溶液在降温过程中Ddend/Ddend,0的温度依存性,1.1%(wt)(空心圆形),2.1%(wt)(闭合正方形),

4.0%(wt)(空心三角形)。2.1%(wt)agarose溶液的升温过程(x)。通过DinHost/DinPure=exp(-RH/ξ)计算的

相应ξ值显示在右侧轴上。

Figure5 ExperimentaldataofAgarosesolutions
TemperaturedependenceofDdend/Ddend,0inthe1.1%(wt)(opencircles),2.1%(wt)(closedsquares)and4.0%(wt)

(opentriangles)agarosesolutionsduringcooling.Theheatingprocess(crosses)of2.1%(wt)agarosewasalso
displayed.Thecorrespondingξvalues,calculatedusingD/D0=exp(-RH/ξ),aredisplayedontheright-handaxis.

本来构造是否有影响、影响有多大还不得而知,并且观测的结果只是体系在某一时刻的状态,观测的范围

亦非全貌。测量探针分子扩散系数分布随扩散时间的变化,对体系中相分离构造的解明有着深远的意

义。当扩散时间比较短时,由于受网络尺寸分布的影响,探针分子在凝胶中扩散时有两种组分存在,而当

扩散时间比较长时,网络尺寸分布的影响平均抵消了,该探针分子只有一种组分,这样,就凸现了凝胶网

络的不均匀性。通过研究探针分子在多糖溶液或凝胶中自扩散系数的扩散时间依存性,可以探明凝胶

点[38]及凝胶构造中是否存在相分离,而如果实现将磁化矢量从弛豫时间相对较短的1H到弛豫时间相对

较长的13C的转移(见图7),则可实现在较长扩散时间内对分子自扩散系数的检测,并且将通过使用双极

性脉冲消除涡流效应及J耦合引起的散相,提高检测效率,实现对分子从几微秒到数秒扩散时间内扩散

系数的测量,即实现对分子在几百纳米到几百微米范围内自扩扩散行为的追踪。GeoffreyBodenhausen[39]结
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合最新的提取超长T1 弛豫时间的单量子信号技术,设计出新的脉冲序列,大大延长了实验所能容忍的最

大分子扩散时间(100s以上)。

图6 探针分子在凝胶中的扩散示意图

Figure6 Diffusionaldiagramofprobemoleculesingels 图7 13CBPPSTE脉冲序列

Figure7 13CBPPSTEpulsesequence

4 总结与展望

随着核磁共振硬件和高分辨多脉冲技术的发展,PFGNMR谱图的灵敏度和分辨率有了明显的改

善。除此之外,PFGNMR实验脉冲序列逐渐由1H核扩展至多选择的X核,并出现了含有压制溶剂峰、
同核去耦或异核去耦等技术的更新,以获得更高分辨率的实验谱图。这使得PFGNMR方法可检测的高

分子分子量范围明显增加,在化学、生物等材料分子的聚集态、相互作用和动力学方面的应用日趋广泛。
然而,多数的PFGNMR技术并不具有普适性,往往依赖于硬件条件和材料本身的性质,这对实验操作者

以及实验技术的普及造成了困难。因此,如何让PFGNMR技术普适化成为该技术发展的核心之一。此

外,对于NMR信号较弱的样品,无法进行表征。现今,如何大幅度的提高NMR的灵敏度成为了该领域

的研究热点。值得一提的是,除了动态核极化(DNP)外,过去十年内低温探头(CryoProbe)的发展显著增

加了核磁灵敏度。灵敏度的跃升使得科学家几年前认为样品量太少无法观测的样品进行测试成为可能,
也因此使多糖的结构分析微量化成为可能。相信不远的将来,该技术将逐渐走向应用的领域。应用多种

高分辨NMR技术相结合研究多糖水凝胶的胶凝机理及微观结构,将具有全面、可靠且直观的优势,其在

同类材料的结构与性能的研究中具有很大的潜力和前景。
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ApplicationsofPulseFieldGradientNuclearMagneticResonance
TechnologyinPolysaccharideGels

DAIBo-na*,WUJie-li
(InstrumentalAnalysisCenter,ShanghaiJiaoTongUniversity,Shanghai200240,China)

Abstract:Abetterunderstandingofthediffusionalbehaviorofmoleculesingelsisrequiredforfundamentalresearch
workonpolymergelsaswellasforpracticalworksuchasdevelopmentsofdrugdeliverysystemsandseparationmembranes
basedongels.Thediffusioncoefficient(D)obtainedbypulsefieldgradientnuclearmagneticresonance(PFGNMR)isan
effectivemeanstoelucidatethedynamicsingelsystems.ThemeasurementsofDforprobemoleculesingelsrevealthe
mobilityofthemoleculesandprovideinformationaboutthegelnetworksize.Inthefirstsectionofthisarticle,theself-
diffusionphenomenonandtheself-diffusioncoefficientmeasurementtechniquesarebrieflyintroduced.Inthesecond
section,weintroducedtheprincipleofself-diffusioncoefficientmeasurementbyPFG NMR.Inthethirdsection,the
applicationsofPFGNMRtechnologyinpolysaccharidegelresearchareintroduced.

Keywords:Pulsefieldgradientnuclearmagneticresonance(PFG NMR);Self-diffusioncoefficient(D);Molecular
dynamics;Polysaccharide;Gel;Probemolecule;Networksize
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