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亲水性高分子对冰重结晶的抑制作用研究
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!!摘要%研究了聚丙烯酸%聚丙烯胺%聚乙烯醇三种亲水性高分子对冰重结晶过程的影响+结果表明&随着溶

液浓度的增加&三种高分子对冰重结晶的抑制作用均逐渐增强+不同侧链基团会影响高分子对冰重结晶过程

的调控效果&聚丙烯胺和聚丙烯酸没有明显抑制冰重结晶的效果&而聚乙烯醇具有很强的抑制冰重结晶的能
力+对不同醇解度的聚乙烯醇研究发现&聚乙烯醇抑制冰重结晶的效果会随着醇解度的提高而不断增强+通

过研究水分子的质子自旋6自旋弛豫时间!Q!"发现’高羟基含量的聚乙烯醇可以更加有效地限制水的扩散运
动&从而抑制冰重结晶+

!!关键词%亲水性高分子.冰重结晶抑制.水分子动力学

低温冷冻保存技术在食品保鲜%遗传育种%珍稀动植物资源保护以及人体器官移植等诸多领域具有
重要意义+冷冻伤害主要来自于降温与复温的温度变化过程&因此&保存过程中的关键因素是控制细胞
内$外部的冰晶尺寸与数量&进而减小冰晶生长对细胞造成的破坏+快速冷冻过程中&细胞内会不可避免
的形成微小冰晶&这些微晶不至于造成细胞损伤+但是&在升温解冻过程中&这些微小冰晶在奥斯瓦尔德
熟化!>-8W*4B51J2+1+3"效应的驱动下会发生重结晶现象&体系中较大尺寸的冰晶通过融合较小尺寸冰
晶的方式逐步生长&所生成的大冰晶会破坏细胞结构&进而对细胞造成致死性伤害+冰重结晶造成的细
胞冷冻伤害导致基于细胞移植的再生疗法等医疗技术的应用受到极大限制0#"&1+因此&高效冰重结晶抑
制剂的研发对推进现代医学的发展意义重大+

广泛存在于极地鱼类%越冬植物%抗寒动物%细菌和病毒等生物体内的抗冻蛋白被证明具有良好的抑
制冰重结晶的效果+但是&,热滞后特性-和高昂的价格阻碍了抗冻蛋白的广泛应用0("’1+近年来&具有
高抗冻活性的合成高分子的研发引起了科研工作者的广泛兴趣&并展现出了巨大的应用前景0/1+本文对
比研究了三种典型亲水性高分子聚丙烯酸 !9::"%聚丙烯胺!9R@"和聚乙烯醇 !9b:"对冰重结晶的抑
制作用&发现9b:具有显著抑制冰重结晶的效果+进而&系统地研究了不同醇解度对9b:抑制冰重结
晶作用的影响&并通过核磁共振氢谱法 !#?67<N"分析水分子的质子自旋6自旋弛豫时间 !Q!"&探究水
分子运动能力差异对冰重结晶过程的影响+

#!实验

=L=!原料及试剂
聚乙烯醇9b:!重均分子量."\&醇解度%%e"&聚丙烯胺9R@!重均分子量$.\"&聚丙烯酸9::!重

均分子量#""\"均购自西格玛奥德里奇!上海"贸易有限公司.不同醇解度聚乙烯醇9b:!醇解度("e%

."e%/"e和//e"均购自可乐丽国际贸易!上海"有限公司.固体碘!纯度%/e"购自北京百灵威科技有
限公司&硼酸!分析纯"&碘化钾\@!分析纯"购自北京化工厂+

=L;!主要实验设备
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O1+h*GOQ=(!"冷台&英国林克曼公司.<,481YAAG:0#""多功能变倍显微镜&尼康仪器!上海"有
限公司.PNT\RN:b:7HR$""液体核磁共振谱仪&德国布鲁克公司+

=LR!实验方法

#‘&‘#!=J4*86*--*F冷台实验与冰畴尺寸统计!如图#所示&采用=J4*8*--*F方法对冰重结晶进行研
究+0%1将盖玻片放置于O1+h*GOQ=(!"冷台上&以!"g/G1+d#降温至不同淬火温度&并恒温保持$"-+
将#"1O样品溶液从固定高度!.i#G"滴落&使其在盖玻片上形成厚度约为#"1G的均匀冰膜+然后&将
样品以#.g/G1+d#升温至d$g&恒温保持不同时间&采用偏光显微镜对重结晶过程中冰畴的尺寸和形
貌进行,原位实时-观测+采用平均最大粒径!<OV="统计方法&通过@G*32)软件对冰畴的尺寸进行多
次统计&得到 <OV=尺寸平均值+通常情况下&实验以7*H4溶液作为参比&采用样品重结晶后的冰畴尺
寸与标准7*H4溶液冰畴尺寸的相对值表征重结晶的抑制效果0%1+

图#!=J4*8*--*F冷台实验示意图

I13,52#!;1*35*GAD-J4*8*--*F

#‘&‘!!自旋6自旋弛豫时间!Q!"的测量!#?67<N测试在PNT\RN:b:7HR$""< 核磁谱仪上完
成&试验温度为室温+水分子的质子自旋6自旋弛豫时间!Q!"采用H*5569,5C2446<21[AAG6V144!H9<V"自
旋回波序列&通过测量回波幅度随自旋回波衰减时间变化&由单指数衰减拟合得到0#"&##1+

!!结果与讨论

;L=!亲水性高分子对冰重结晶过程的影响
亲水性高分子侧链基团的差异会对高分子与水分子的相互作用产生显著的影响+在冰重结晶过程

中&冰畴界面的水分子存在大量的无规热运动&通过调控界面水的运动可以有效控制冰重结晶过程+通
过对比三种具有典型亲水性官能团!羧基%氨基和羟基"的高分子溶液!9::%9R@和9b:"的冰重结晶行
为发现&不同亲水性高分子对冰重结晶的抑制作用存在显著差异+图!为#G3/GOd#7*H4溶液和#G3/

GOd#9::%9R@和9b:溶液&在d$"g淬火&随后在d$g重结晶&"G1+的偏光显微镜形貌图+如图!
所示&#G3/GOd#7*H4对照溶液重结晶后的冰畴平均尺寸最大.9::和9R@对冰的重结晶抑制作用较
小&两种高分子溶液在#G3/GOd#时&冰畴平均尺寸相近.同9::和9R@相比&9b:具有更好的抑制冰
重结晶的效果&冰畴平均尺寸小于."1G+

;L;!淬火温度和重结晶时间的变化对冰重结晶过程的影响
冰的重结晶过程同时受到初始冰晶结构!由淬火温度控制"和重结晶时间的影响+为了更加系统的

比较9::%9R@和9b:抑制冰重结晶效率的差异&我们研究了不同的淬火温度和重结晶时间对冰畴尺
寸的影响+由图&!*"可知&在淬火温度不断降低的过程中&冰畴尺寸呈现先下降后稳定的趋势&当淬火
温度低于d$"g时&冰畴平均尺寸基本相同+在本实验所选择的温度区间内!d/"g"d("g"&淬火温
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图!!7*H4溶液和9::%9R@和9b:高分子溶液的重结晶形貌

!注’7*H4溶液浓度#G3/GOd#&高分子溶液浓度#G3/GOd#&标尺#""1G"

I13,52!!>J81G*4G1C5A35*JE-ADJA4F6+,C42*82B1C2C5F-8*4-AD7*H4&9::&9R@*+B9b:-A4,81A+-
!CA+C2+85*81A+AD7*H4&9::&9R@*+B9b:-A4,81A+-i#G3/GOd#&-C*42[*5i#""1G"

度变化对冰畴尺寸影响较小+由图&!["可知&9::%9R@和9b:三种体系的初始冰畴尺寸基本相同+
随着重结晶时间的不断延长&9::与9R@体系的冰畴尺寸快速增长&并在&"G1+后逐渐趋于饱和.相反&

9b:体系的冰畴尺寸增长速率较为缓和&并在较短时间内!*#"G1+"达到饱和+综上&我们选择d$"g
与&"G1+作为后续实验的淬火温度与重结晶时间+

图&!淬火温度和重结晶时间的变化对冰重结晶过程的影响

I13,52&!RDD2C8ADZ,2+CE1+382GJ25*8,52*+B1C252C5F-8*441Y*81A+J251AB-A+8E2J5AC2--AD1C252C5F-8*441Y*81A+

图(为不同溶液浓度条件下&9::%9R@和9b:高分子溶液重结晶后的冰畴 <OV=尺寸统计+三
种高分子对冰重结晶的抑制效率为’9::*9R@*9b:&且该趋势对所有的实验浓度都适用+随着溶液
浓度的增加!"‘#G3/GOd#"#"G3/GOd#"&三种体系的冰畴平均尺寸都逐渐降低+因为随着溶液浓度的
升高&高分子在冰畴之间过渡水层中的浓度也会随之升高&形成局部高分子组分的富集区&使水分子的扩
散减慢&从而阻碍冰畴边界的生长达到抑制冰重结晶的效果+事实上&9b:高效抑制冰重结晶的能力取
决于9b:与水分子的相互作用&同时受9b:分子链的空间构型与构象%分子量以及醇解度等多种因素
影响0#!1+@+*B*等0#&1发现分子量越高的9b:抑制冰重结晶的能力越强&并认为9b:的羟基与冰的晶
格匹配度较好+但是&关于9b:醇解度差异如何影响冰的重结晶过程还缺乏系统的研究+

;LR!不同醇解度聚乙烯醇对冰重结晶过程的影响
如图.所示&商品化的9b:分子中同时含有羟基和乙酰基&两种基团的比例采用醇解度表示&例如&

醇解度为%%e代表9b:主链中羟基含量为%%e+
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图(!不同高分子抑制冰重结晶效果

I13,52(!@C252C5F-8*441-*81A+1+E1[181A+*C81L18FAD9::&9R@*+B9b:

图.!聚乙烯醇结构示意图

I13,52.!HE2G1C*4-85,C8,52AD9b:

图$!*"%!["和!C"分别代表#G3/GOd#."e%/"e和%%e醇解度9b:溶液重结晶后的冰畴形貌图+
可以看出&随着9b:醇解度的升高冰畴尺寸逐渐减小&羟基含量的变化对9b:抑制冰重结晶的效果影
响显著+如图$!B"所示&不同浓度条件下&不同醇解度9b:对冰重结晶过程的影响+结果显示&在高分
子溶液浓度相同时&随着醇解度的不断提高&9b:对冰重结晶过程的抑制作用逐渐增强+当醇解度达到

%%e时&9b:表现出最佳的抑制效果&这与V1[-A+等0#(1所得到的实验结果吻合+随着溶液浓度的不断
提高&9b:对冰重结晶的抑制效果越来越显著.当9b:醇解度为%%e%溶液浓度为.G3/GOd#时&冰畴
平均最大尺寸约为"‘#!相对于7*H4溶液"+同乙酰基相比&羟基具有更强的亲水性&醇解度的升高有利
于9b:限制水分子的运动&从而更加有效地抑制冰重结晶过程+

;LN!不同醇解度+‘"对水分子运动能力的影响
冰重结晶过程强烈依赖于冰畴间过度水层中水分子的运动能力+#?67<N质子自旋d自旋弛豫时

间!Q!"测定是研究水分子动力学性质的有效手段+通常采用弛豫时间!Q!"或弛豫速率!S!i#$Q!"表征
分子运动的快慢+根据P4A2G[2532+0#.1报道的分子运动相关时间!)+"与Q! 的关系可知&随着)+ 升高Q!
单调下降&意味着Q! 延长对应于分子运动能力变快+事实上&9b:与水分子体系的质子交换较为复杂&
同时存在9b:主链羟基与水分子的质子交换以及水分子间的质子交换过程&所以&实验得到的Q! 只能
反映体系中具有多种运动模式的水分子的动力学平均状态+

如图’所示&在不同醇解度的9b:体系中!醇解度."e%/"e和%%e"&峰强随时间均满足单指数衰
减函数+根据拟合结果可知&当9b: 醇解度为."e%/"e和%%e时&对应的弛豫时间!Q!"分别为

#!&!G-%$(!G-和&%/G-+随着9b:醇解度的升高&Q! 逐渐减小!S! 逐渐增大"&说明随着9b:侧链的
羟基含量升高&水分子的运动能力逐渐减弱+因为&与乙酰基相比&9b:侧链的羟基会与水分子产生更
强的氢键相互作用&随着羟基含量的提高&9b:对水分子的束缚能力大大加强&进而更加有效地抑制冰
重结晶过程+
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图$!不同醇解度聚乙烯醇对冰重结晶过程的影响
!注’图中标尺!""1G"

I13,52$!@C252C5F-8*441-*81A+1+E1[181A+*C81L18FAD9b:W18EB1DD252+8*4CAEA4F-1-B23522
!-C*42[*5i!""1G"

图’!不同醇解度9b:样品溶液的弛豫衰减曲线

I13,52’!N24*U*81A+B24*FC,5L2AD9b:-*GJ42-W18EB1DD252+8*4CAEA4F-1-B23522

&!结论

随着高分子溶液浓度的增加&冰的重结晶过程均会受到不同程度的抑制&对于9::%9R@和9b:三
种亲水性高分子&9b:表现出较强抑制冰重结晶的能力&9::和9R@没有明显抑制冰重结晶的特性+

9b:抑制冰重结晶的效果会随其醇解度提高而得到加强&当9b:醇解度为%%e%溶液浓度为.G3/

GOd#时&统计得到的冰畴平均尺寸最小!约为&"1G"+随着9b:醇解度不断升高&溶液中水分子的质子
自旋6自旋弛豫时间!Q!"会不断减小&对应于水分子的运动能力逐渐减弱+高羟基含量的聚乙烯醇可以
更加有效地限制水的运动能力&进而抑制冰重结晶过程+
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