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第一类抗冻蛋白的统计力学研究

摘要

随着科学技术的发展和实验条件的不断完善，人们陆续从海洋鱼类、陆地

昆虫、植物、细菌和真菌等各类生物体中分离得到多种不同类型的抗冻蛋白，

并测定了它们的基因序列和结构．这些蛋白质不仅具有丰富的结构信息，而且

具有特殊的抗冻性质，这样使得抗冻蛋白有着广阔的应用前景，从而对它们的

研究在很多领域备受关注，从分子生物学到生物物理学到化学领域，从渔业海

洋学到生态学再到生物进化领域，近年来还引起了商业团体的兴趣．本文利用

统计热力学的理论，建立了适用于解释第一类抗冻蛋白热滞活性的统计力学模

型．在不计入分子间相互作用的近似下，用溶液格点模型详细讨论了链状蛋白

质分子溶液的热力学性质；在此基础上，计入蛋白质分子与水分子间相互作用

的影响，讨论了第一类抗冻蛋白溶液的热力学性质；理论计算了第一类抗冻蛋

白分子与冰晶的相互作用能；进一步研究了计入抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸

附方向性后的统计力学模型．获得的主要结果有：

一、 利用统计热力学的基本理论，建立了适用于解释第一类抗冻蛋白热

滞活性的统计力学模型，计算了几种第一类抗冻蛋白的热滞温度随浓度的变化

曲线．计算过程中，分别给出了抗冻蛋白分子吸附前后冰晶表面系统的配分函

数及自由能，同时，认为抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附方式与理想气体表面

吸附方式相同．给出了热滞温度与覆盖度的关系表达式，并计算了几种第一类



抗冻蛋白的热滞温度，并且与已有的实验结果进行了比较．结果表明，理论结

果与实验结果符合较好，统计力学模型可以较好地解释抗冻蛋白的热滞活性：

抗冻蛋白化学势的增加会导致热滞温度的升高，抗冻蛋白与冰晶间的相互作用

能明显影响热滞温度．

二、 利用统计热力学理论和溶液格点模型，在不计入分子间相互作用影

响的初级近似下，讨论了链状蛋白质分子溶液的热力学性质．结果表明，溶液

的吉布斯函数随蛋白质分子浓度增加先降低后升高，吉布斯函数的最小值随蛋

白质分子链长增加而向其浓度小的方向移动；溶液吉布斯函数随温度升高而降

低．蛋白质分子的化学势随其浓度增加而增加；当溶液浓度很低时，蛋白质分

子化学势随温度的升高而降低，当超过一定浓度时，蛋白质分子化学势随温度

的升高而增加．作为该理论的应用，计算了第一类抗冻蛋白分子的化学势．将

计算结果与理想溶液模型结果比较发现，即使浓度很低，抗冻蛋白溶液也不能

简单地用理想溶液模型描述．

三、 计入蛋白质分子与水分子间相互作用的影响，详细讨论了第一类抗

冻蛋白溶液的热力学性质．结果发现，溶液的吉布斯函数随浓度的变化先降低，

而后很快升高；溶液中第一类抗冻蛋白分子的化学势随浓度增加而增大，水分

子的化学势随抗冻蛋白分子浓度的增加而降低，从而使得溶液的吉布斯函数先

降低后升高．同时，还分析了加入抗冻蛋白分子使得溶液冰点温度的降低即依

数效应．计算给出的冰点温度降低值很小，在讨论溶液性质及抗冻蛋白热滞活

性时通常被忽略，这表明抗冻蛋白的抗冻机理以非依数效应为主．

四、 鉴于抗冻蛋白分子与冰晶间的相互作用能对热滞温度有重要影响，

理论计算了抗冻蛋白分子与冰晶的相互作用能．计算中，假定与冰晶有相互作
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用的只是处于某些位置的氨基酸基团，且为Van der Waals相互作用，同时计入

相邻基团问排斥相互作用的影响．以几种第一类抗冻蛋白为例，计算了蛋白质

分子与冰晶的相互作用能．结果发现，第一类抗冻蛋白与冰晶的相互作用能与

他们的丙氨酸(或苏氨酸)上的甲基的个数有关，同时，与这些氨基酸与冰晶

的距离也有关系，甲基的个数越多，相互作用能越大，与冰晶的距离越大，相

互作用能越小．

五、 进一步改进统计力学模型，计入蛋白质分子在冰晶表面吸附时的取

向，重新计算了第一类抗冻蛋白分子的热滞活性．结果表明，计入吸附方向性

后的热滞温度略小于不考虑吸附方向性的结果，这是由于计入吸附方向性后的

覆盖度较原来小造成的．抗冻蛋白分子的化学势及其与冰晶的相互作用能的大

小影响其在冰晶表面的覆盖度，进而影响热滞温度的大小．计入吸附方向性的

统计力学模型可以更好的解释第一类抗冻蛋白的热滞活性，故吸附方向性不能

忽略．

关键词：第一类抗冻蛋白；热滞活性；统计热力学；配分函数；自由能；吉布

斯函数；化学势；相互作用能；吸附方向
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THE STATISTICAL MECHANICS STUDIES OF

TYPE IANTIFREEZE PROTEINS

ABSTRACT

With the development of scientific technology and test conditions，people

gradually isolated different types of antifreeze proteins from the organisms of ocean

fishes，terrestrial insects，plants，bacteria and fungi，and the gene sequences and

structures of these antifreeze proteins were also determined．These proteins have not

only a wealth of structural information，but also the special anti—freezing properties，

SO that it makes these antifreeze proteins have broad applicational prospects，and

thus their study is also concerned in many fields，from molecular biology to

biological physics to chemical field，from oceanography to fisheries ecology and

then to the field of biological evolution．In recent years，it has also attracted the

interest of the business community．In this paper,based on the statistical mechanics

and statistical thermodynamics theory,the statistical mechanics model is established，

and it is applicable to explain the thermal hysteresis activity of the type I antifreeze

protein(AFPI)．By using the solution lattice model and non—considering the



interaction between molecules，the thermodynamic properties of linear protein

molecular solution are discussed in detail；based on this，the thermodynamic

properties of AFPI solution are studied further when the protein—water interaction is

also considered．The interaction energy between AFPI and ice crystal is calculated

theoretically．Finally,the adsorption orientation of AFPIs on the ice surface is

considered in the statistical mechanics model．Some main results of the thesis are

generalized as following：

【1】By using statistical thermodynamics theory,the statistical mechanics model

is established，and it is applicable to explain the thermal hysteresis activity of AFPI．

Thermal hysteresis temperatures of some mutants of AFPIs as functions of

antifreeze proteins concentration are calculated．In the calculating process，it gives

the partition functions and free energies of the ice crystal with AFPIs adsorption，

and without AFPI adsorption，respectively．Mean while，i．t is considered the

adsorption fashion of AFPI on the ice surface is same as that of ideal gas on surface．

The function which expresses the relation of thermal hysteresis temperature and

coverage rate is given，and the thermal hysteresis temperatures of some mutants of

AFPI are calculated and compared with the experimental data．The results show that

the theoretical results are in agreement with the experimental data，and our

statistical mechanics model Can explain the thermal hysteresis activity of AFPI

successfully；the increase of AFPI chemical potential will result in the increase of

thermal hysteresis temperature，and the interaction energy between AFPI and ice

also influences the thermal hysteresis temperature obviously．
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【2]With the preliminary approximation of non—considering the influence of

interactions between molecules，statistical thermodynamics theory and solution

lattice model are applied to discuss the thermodynamic properties of linear protein

solution．The results show that the Gibbs function of the solution decreases with the

protein concentration，and with the continuing increase of protein concentration，the

Gibbs function will be increased，and the minimum of Gibbs function moves to the

smaller concentration when the protein molecular chain is longer．The Gibbs

function decreases with the increasing of temperature．The chemical potential of

protein increases with the increase of its concentration，and it decreases with the

increase of temperature when the concentration is small，and it increases with the

temperature when the concentration exceeds a centern value．Finally,as an

application of the theory,the chemical potential of AFPI is calculated．Comparing

the result with that of ideal solution，it can be found that，the solution is Can not be

discussed simply as an ideal solution even though the solution is dilute．

【3】Considering the interaction between protein and water molecules，the

thermodynamic properties of AFPI solution are discussed in detail．The results

show the Gibbs function of the solution with concentration decreases firstly,and it

increases quickly as the concentration still increases；the chemical potential of AFPI

in the solution increases with the increase of AFPI concentration，and the chemical

potential of water in the solution decreases with the increasing of AFPI

concentration，and these result in the fact that the Gibbs function of the solution

varies with the AFPI concentration，and this variety first decreases and then

VI
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increases．Mean while，it gives the result that the depression of the solution freezing

point caused by the addition of AFPI is a colligative effect，and the depression of

freezing point is calculated．It is found that this temperature depression is very

small，and usually can be omitted when discussing the properties of the solution and

the thermal hysteresis activity of antifreeze proteins，and this means that the

antifreeze activity of AFPs is a non—colligative effect．

[4】The formal statistical mechanics model gives the conclusion that the

interaction energy between antifreeze proteins and ice plays the important part on

the thermal hysteresis temperature，and then the interaction energy between AFPI

and ice are calculated theoretically．In the calculation process，it is considered that

only some amino acid groups at certain locations can interact with ice，and this

interaction is Van der Waals interaction，and at the mean while，the repulsive

interaction between same neighboring groups is also considered in the calculation．

As an example，the protein—ice interaction energies of some mutants of AFPIs are ，

calculated．The results show the interaction energy between AFPI and ice relates to

the number of methyl groups on the alanines(OF threonines)，and it is also

influenced by the distance between AFPI and ice．The more the number of methyl

groups，the larger the interaction energy is；the larger the distance between AFPI

and ice，the smaller the interaction energy is．

【5]With the further improvement of the statistical mechanics model，the

thermal hysteresis of AFPI is discussed when the adsorption orientation is included．

The results show the thermal hysteresis temperature is smaller than that of
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non—considering adsorption orientation，and this is because the coverage rate of the

former is smaller than the latter．B oth of the chemical potential of AFPI and the

AFPI—ice interaction energy influence the coverage rate．and then affect the thermal

hysteresis．The statistical mechanics model including the adsorption orientation can

express the thermal hysteresis of AFPI better,and the adsorption orientation can not

be neglected．

KEYWORDS：type I antifreeze protein(AFPI)；thermal hysteresis；statistical

thermodynamics；partition function；free energy；Gibbs function；chemical potential；

interaction energy；adsorption orientation
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第一一章绪论

第一章绪论

§1．1国内外研究现状

冷冻对大多数生物的存活是有害的．不同的生物对冷冻环境的适应能力也大不一样，

许多生物都能够在较冷的环境中生存，有些生物甚至可以在低于正常生存温度的环境下生

存，其原因是这些生物体内有能抗冻的生物分子，这种特殊的抗冻分子作为一种生物抗冻

剂越来越引起人们的重视．1969年，DeVnes首次发现某些鱼类体内有抗冷冻的物质⋯，

提出了抗冻蛋白的概念．几十年来，对抗冻蛋白的研究引起了科学家们的兴趣【2．171．至今

为止，国内外研究人员已经从海洋鱼类、陆地昆虫、植物、细菌和真菌等各类生物体中分

离得到多种抗冻蛋白，并测定了它们的基因序列及结构，近些年的研究工作主要是在抗冻

蛋白结构信息的基础上对其抗冻机制的探索12．14]．大量研究发现，虽然不同种类的抗冻蛋

白结构各不相同，但是它们有一个共同的性质[15—17】：可以降低溶液的冰晶生长点温度，

抑制冰晶的生长，产生热滞现象．由于特殊的抗冻机制，使得抗冻蛋白在很多领域都有广

泛的应用【18．261：在农业上，它可以起到对植物的低温保护作用；在水产养殖上，它可以

使转基因鱼类安全过冬；在医药上，抗冻蛋白在冰冻手术、器官移植及低温储藏等方面都

有重要的应用，等等．另外，抗冻蛋白可以影响冰晶的生长，这种特殊的性质可能会使得

抗冻蛋白未来在生物矿化研究以及纳米技术方面有重要的应用．由于其广阔的应用前景使

得对抗冻蛋白的研究受到广泛的关注1271，从分子生物学到生物物理学到化学领域，从渔业

海洋学到生态学再到生物进化领域，近年来还引起了商业团体的兴趣．

从首次发现至今，人们对抗冻蛋白的组成和结构做了大量的研究发现，具有降低冰晶

生长点温度的抗冻蛋白大体上分为两类【6】，为抗冻糖蛋白(AFGP)和抗冻蛋白(AFP)．AFP

根据其发现时间的不同，又可分为AFPI、AFPH、AFPIH及AFPIV．几十年来，人们在对

AFGP和AFPI的研究中发现【5，27—341，组成它们分子的67％的氨基酸是丙氨酸(alanine)，

但它们的结构是完全不同的：AFGP分子主要是由3肽糖单位【一AIa-Ala—Thr(双糖基)一】以

不同重复度串联而成，分子量一般在2．5—33．7kDa之间，分子内无alpha螺旋结构．AFPI是

由3个重复的【．Thr-X(2)．Asx．X(7)．】片段串联而成的alpha螺旋单体结构130，31】，研究最多的
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是冬鲽(winter flounder)产生的AFPI，包括两种亚型共四种，即：肝脏型AFPs，包括HPLC．6、

HPLC．8、AFP9和皮肤型SAFPI[33．37】．AFPII是从胡瓜鱼(Osmerus eprlanus mordax)以

及太平洋鲱鱼(Clupea pallasi)中分离的富含胱氨酸的球蛋白，与钙依赖型的C型凝聚素碳

水化合物识别区同源138．411．AFPIII是从绵鲥(Zoarces elongates Kner)中分离出的一种球

状结构的蛋白分子，其分子组成与其它的抗冻蛋白完全不同，没有占优势的非极性氨基酸

【40—441．AFPIV是从多刺床杜父鱼(Myoxocephalus octodecemspinosus)中分离得到的一种

抗冻蛋白，约108个氨基酸残基，与可替换的脱辅基蛋白家族的成员有20％的序列同源1281．

随着对抗冻蛋白研究的深入发展，人们又从昆虫、植物及细菌真菌等体内分离出了结

构各异的多种抗冻蛋白．昆虫体内的抗冻蛋白，研究较多的是从甲虫(Tenebriomolitor)体

内分离的抗冻蛋白和从云杉蚜虫(Choristoneurafumiferana)体内分离出的抗冻蛋白．甲虫

抗冻蛋白(TmAFP)为分子量为8．4kDa的规则的右手p．螺旋结构的分子；云杉蚜虫抗冻蛋

白(CfAFP)的分子量在9．0kDa左右，其结构为规则的左手p一螺旋结构．研究发现，在相

同的条件下，昆虫的热滞活性比鱼类抗冻蛋白的热滞活性要高许多，有时可达10—100倍

【7—10，45—54】．

对植物体内抗冻蛋白的研究发现，其抗冻蛋白活性最低，一般为

O．2～0．4。C[1 1，12，55。58]．同时，发现南极细菌体内也具有抗冻活性的成分【14】．

几十年来，人们研究发现，各种抗冻蛋白的氨基酸组成各不相同，空间结构也存在很

大差别，但是它们的抗冻机理基本相同，即：与冰晶的某些特定的晶面结合，改变冰晶的

生长习惯或阻碍冰晶继续生长，降低溶液的冰晶生长点温度，而不影响冰晶的熔点温度，

产生热滞效应115—17】．冰晶的熔点温度与冰晶生长点温度之差叫做热滞温度，用来描述抗

冻蛋白的热滞活性．抗冻蛋白非依数地降低冰晶生长点的温度，当溶剂的种类和数量确定

后，其热滞温度仅与抗冻蛋白分子在溶液中的数量(浓度)有关，随浓度的增加，热滞温

度非依数性的增加，同时，当浓度继续增加达到一定值后，热滞温度不再增加，而是趋于

一个定值，即达到一最大值[57—61】．将纯水中的冰晶形状与有抗冻蛋白的水溶液中冰晶的

形状进行对比，发现抗冻蛋白吸附于冰晶表面后，改变了冰晶的生长习性，而不同的抗冻

蛋白对冰晶生长习惯的改变也不相同，有的使冰晶变为双金字塔型，有的抗冻蛋白使冰晶

变为六棱柱型，等等[62—66]．

随着对抗冻蛋白的研究越来越多，对抗冻蛋白抗冻机理的理论研究也越来越受到人们

的关注，出现了许多理论模型来解释抗冻蛋白的抗冻机制．根据其基本理论的不同，对抗

冻蛋白抗冻机制的理论研究大体上分为三类：依数现象，成核抑制和吸附抑制．依数现象
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理论是根据Hory的溶液晶格理论，认为溶液的冰点温度和冰晶生长点温度是同一个值，抗

冻蛋白的加入会导致溶液的冰点温度以正比于抗冻蛋白浓度的方式降低，但是，事实上，

抗冻蛋白的存在仅降低了溶液中冰晶生长点的温度，而溶液的冰点温度没有变化，理论与

实验事实不符[16，67．681；成核抑制理论认为，冰核存在一个临界半径r，当溶液中的冰核半

径大于临界半径r时，冰核可以继续生长；当冰核的半径小于r时，冰核会消失在溶液中．溶

液中抗冻蛋白通过降低冰核的成核速率，阻碍冰核的形成来降低溶液中冰晶的生长点温度，

引起热滞【16，69】，而实验观察到，多数抗冻蛋白可以改变冰晶的生长习性，使冰晶的形状

发生改变，但溶液中的冰晶并不消失；吸附抑制理论认为，抗冻蛋白吸附于冰晶的表面，

从而抑制冰晶的生长，改变冰晶的生长形状，使溶液的冰晶生长点温度降低115—16，70—71】．到

目前为止，没有一个理论可以解释所有的抗冻蛋白的抗冻机制，但吸附抑制理论是最能为

大家所接受、应用最广泛的用来解释抗冻机制的理论．

吸附抑制理论应用于解释抗冻机制最早由Ramond和Devries于1977年引入，基于该

理论，他们提出了Gibbs—Thomson模型，即Kelvin模型来解释抗冻蛋白的热滞活性170]．紧

随其后，人们提出了吸附．抑制模型，该模型认为，抗冻蛋白分子不可逆的吸附于生长的冰

晶上，使得相邻抗冻蛋白分子间的冰晶的生长受到限制，而曲面自由能随表面曲率的增加

而增加，故吸附了抗冻蛋白分子后，水分子就不易再与冰晶表面结合，即冰晶不再生长，

而增加吸附于冰晶上的抗冻蛋白分子的个数即可抑制冰晶的继续生长[71，72】．据此理论，

李前忠和罗辽复于1993年提出了聚合物吸附模型来解释热滞活性173，74】，该模型认为，在

有抗冻蛋白存在的冰晶水溶液中，冰晶总的吉布斯自由能的改变由两部分组成：一部分是

温度下降引起的冰晶本身的自由能的变化；另外一部分则是由抗冻蛋白在冰晶表面的吸附

引起的，这一部分的自由能的改变是由于抗冻蛋白与冰晶的相互作用取代了水与冰晶间的

相互作用而产生的．根据溶液中的晶体生长理论175】，当晶体的吉布斯自由能不变时，晶体

不再生长，故由两部分自由能组成的总的吉布斯自由能的变化为零，得到热滞温度与抗冻

蛋白浓度的关系，图1．1给出该理论计算得到的鱼类抗冻蛋白的结果．

Sander和Tkachenko于2004年提出了“石头压海绵’’模型，该模型指出，热滞的产生

是由抗冻蛋白分子的几何性质引起的1761．Kristiansen和Zachariassen认为[15】，抗冻蛋白的

吸附使生长的冰晶表面变得弯曲，而热滞的产生是由于生长的冰晶曲面和周围溶液环境间

的压强平衡引起的，同时指出，抗冻蛋白在冰晶表面的吸附过程分为两步：在溶液的熔点

温度下，抗冻蛋白在冰晶表面的吸附是可逆的，冰晶上和溶液中的抗冻蛋白分子可平衡交

换；随着温度降低，溶液中的抗冻蛋白分子不可逆的吸附于冰晶表面，从而改变冰晶的生
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长形状或抑制其生长．

图1．1鱼类抗冻蛋白热滞温度随浓度的变化曲线．分离的点表示实验结果，实线表示理论计算值(引自

文献【74】)．

Figure 1．1 Freezing point depression of fish antifreeze protein aS a function of concentration．Experimental

curve is given by points．Solid lines show theoretical values(From Ref．【74】)．

基于吸附抑制理论和抗冻蛋白在冰晶表面吸附的特殊方式，刘俊杰、李前忠等人最近

给出了二维吸附模型来解释抗冻蛋白的热滞活性[77．79】，他们认为，抗冻蛋白在冰晶表面

的覆盖是造成冰晶生长点温度下降的主要原因，随着抗冻蛋白浓度的增加，其在冰晶表面

的覆盖度也随之增大，当浓度达到一定值时，覆盖度趋近一饱和值，此时，热滞温度亦达

到其最大值，所以当浓度继续增加时，覆盖度保持不变，故热滞温度无明显变化．

随着研究的深入，人们发现，有一些抗冻蛋白在冰晶上的吸附受其它已吸附的近邻抗

冻蛋白分子的影响，即抗冻蛋白分子的协同性效应对他们在冰晶表面的吸附有很大影响，

从而影响热滞活性[80，81]；也有的研究者认为，协同性效应在多数抗冻蛋白分子间是不存

在的，他们对几种不同的抗冻蛋白在同一种溶液中的抗冻活性进行观察，发现不同的抗冻

蛋白吸附于不同的冰晶晶面，而相互之间没有显著的影响，他们认为，尽管溶液的热滞活

性有所增加，那也是由于多种抗冻蛋白分子在多个冰晶表面吸附，导致抗冻蛋白分子在冰

晶表面的覆盖度增加而引起的[82，83]．
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由于抗冻蛋白热滞活性与其溶液浓度的关系密切，使得对溶液性质的研究也变得很有

意义，特别是对蛋白质大分子溶液的统计热力学性质的研究．对大分子溶液的统计热力学

性质的研究可以追溯到上世纪五、六十年代：1951年，Kirkwood和Buff给出了用径向分布

函数表示的溶液的统计热力学理论184】．Mazo于1958年讨论了溶液的统计热力学性质，他

用的方法是将配分函数用泰勒展开进行计算，该计算方法太迪复杂，故很少用来分析某种

具体溶液的热力学性质[851．1962年，Hill提出了小系统热力学理论，用于讨论胶粒等大分

子溶液的热力学性质，但其理论主要是讨论粒子数较少或体系尺寸较小时，系统的热力学

性质和传统意义上的宏观系统热力学性质的异同[86】．公认的对大分子溶液的热力学性质给

出系统描述的是Flory的大分子溶液格点模型理论【68】．Freed等人发展了Flory的理论，提

出了晶格团簇理论(LCT)，该理论用严格而又系统的集团展开对Hory的平均场理论做出

了必要的修正，同时，还解析的给出了聚合物单体的结构对其热力学性质的影响，LCT理

论可以成功应用于讨论多组分聚合物系统的相变问题，但是，其结果的繁杂冗长的数学表

达形式限制了该理论的广泛应用[87—89】．基于积分方程的理论，Curro和Schweizer等人提

出了相互作用聚合物非晶格自洽模型，该理论可以把分子内的相互作用对聚合物系统热力

学性质的影响清晰的表达出来，从而为直接研究分子内的屏蔽效应问题提供了方法，但是

该理论在低浓度范围内的结果不够精确[90—91]．Sanchez和Lacombe基于统计力学模型的物

态方程理论给出了晶格流体模型，该模型用于预测大分子聚合物系统中的等温吸附和气体

的溶解度[92—93]．1997年，Sj6berg和Mortensen用小角度中子散射和Monto Carlo模拟方

法，讨论了胶粒非理想溶液的结构和热力学性质【94】．2002年，李和赵讨论了大分子液体

的统计热力学性质，他们应用的方法是统计热力学方法，先给出系统的配分函数，进而通

过配分函数给出系统的其他物理学量，但他们给出的是纯的大分子液体的热力学性质，而

不是溶液的性质【95】．Prausnitz于2003年从分子热力学的角度分析了蛋白质水溶液的相平

衡及蛋白质分子间的相互作用196】，同年，Graziano用统计力学的方法研究了Van derWaals

液体的热力学性质，同时，还给出了二元溶液中溶质的化学势，指出极低浓度时化学势与

其浓度的关系是一个对数关系[97】．

随着对抗冻蛋白抗冻活性的深入研究，发现吸附于冰晶上的抗冻蛋白与冰晶表面的相

互作用对抗冻蛋白的抗冻活性起着至关重要的作用，相应地，对抗冻蛋白与冰晶相互作用

具体方式的研究也取得了很大的进步198．1151．由于规则的Q一螺旋结构及其结构良好的稳定

性，使得HPLC一6成为研究上应用的最多的一种抗冻蛋白，其分子由3个重复片段构成，

每个片段中含11个氨基酸，对其研究表明，位于2，13，24，35位置上的苏氨酸(threonine)



内蒙古大学博士学位论文

对抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附起决定性作用【15．17，27，104】．早期的理论研究认为

【29，116．118】，抗冻蛋白通过氢键相互作用吸附于冰晶表面，但是，实验结果表明，抗冻蛋

白在冰晶表面的结合优先于水分子在冰晶表面的占据，而水分子间也是氢键相互作用，故

该理论无法完整解释实验事实．由于实验手段还不能直接探测溶液中抗冻蛋白和冰晶表面

结合的动态过程，也无法明确观测到抗冻蛋白在冰晶上的具体作用方式，最近几年，研究

人员用计算机模拟抗冻蛋白在溶液中与冰晶相互结合的动态过程，从而使人们对抗冻蛋白

在冰晶表面的吸附方式有了更细致的了解[17，51】．人们发现，由于组成抗冻蛋白氨基酸亲

水和疏水性质的不同，使得冰晶表面的抗冻蛋白分子通过亲水的侧链与冰晶表面相互作用，

而其疏水面朝向溶液，阻碍水分子靠近冰晶，抑制冰晶的继续生长，大量研究表明，疏水

作用在抗冻蛋白的表面吸附中占据了很重要的地位【117．121】．最近，对AFPI和AFPIII的

研究显示[120—125】，与冰晶有相互作用的侧链的亲水性和疏水性并不是导致抗冻蛋白分子

与冰晶结合的主要原因，组成抗冻蛋白分子的苏氨酸(threonine)或丙氨酸(alanine)上的

甲基(menthyl groups)与冰晶表面有作用，而其上的羟基(hydroxyl groups)对相互作用的

贡献是次要的，也就是说，侧链的某些氨基酸上的甲基与冰晶间的Van der Waals相互作用

在抗冻蛋白与冰晶的结合中起着很重要的作用，而氢键相互作用的影响不占主导地位，对

该观点具有强有力支持的实验是1998年Zhang等人的实验[120】：用苏氨酸的同分异构体来

替代HPLC一6上的四个苏氨酸，结果发现，替代后的抗冻蛋白分子在浓度达到lmM时仍没

有明显的抗冻活性．基于此，人们认为，抗冻蛋白与冰晶间的Van der Waals相互作用，或

者叫“形状互补’’，是引起抗冻蛋白抗冻活性的真正原因[43，106，107]．其实，抗冻蛋白的抗

冻活性受很多因素的影响，比如，不同抗冻蛋白分子的溶解度不同，静电能不同，侧链手

性特征的差异等都对抗冻蛋白在冰晶表面的吸附有不同程度的影响，最后影响其抗冻活性．

基于相互作用方式的研究进展，人们对抗冻蛋白与冰晶的相互作用能量进行了计

算．1993年，Lal等人用Monte Carlo方法结合分子动力学，模拟冬鲽的抗冻蛋白(w脚)
分子在冰晶表面的吸附，给出了AFP与金字塔形冰晶表面的相互作用能为

一84kcal／mol[126】．1997年，Cheng和Merz用分子动力学模拟方法给出，WFAFP与冰晶的

相互作用能为．157kcaVmol，约为Lal等人得到的结果的两倍【110】．1999年，Chen和Jia用

计算技术给出了AFPIII与冰晶的相互作用能，发现：AFPIII与随机冰晶的相互作用能低于

与金字塔形冰晶的相互作用能，与金字塔形冰晶的相互作用能在．100kcaVmol左右

f1271．2004年，Jorov等人用Monte Carlo最小化模拟得到，AFPI与冰晶的相互作用能的

值约为．5．0kcaVmol，计算过程中计入了Van der Waals相互作用及溶解能的影响[17】．2005
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年，Liu和Jia等人用分子力学和分子动力学结合，讨论了T枷与冰晶的相互作用能的
大小与其分子的螺旋个数的关系【51】．

从上面的介绍，我们也可以看到，尽管对抗冻蛋白的研究工作无论是从实验上还是理

论上都已经取得了很大的成就，但其研究工作并不是十分完美．到目前为止，对抗冻蛋白

抗冻机制做出解释的诸多理论模型中，未见完整的统计力学模型，我们的工作是要建立一

个完整的统计力学模型来探索抗冻蛋白的抗冻机制．基于吸附抑制理论的很多模型都没有

从理论上明确给出抗冻蛋白在冰晶表面的覆盖度与其在溶液中的浓度的关系，前人工作对

抗冻蛋白热滞温度的理论计算，有的没有计入覆盖度的影响，而考虑覆盖度影响的理论也

仅是根据一个简单的唯象关系式来计算热滞温度，该关系式为AT=OATm，其中：0为抗冻蛋

白在冰晶表面的覆盖度，△％为热滞温度能达到的最大值，该关系式是由实验结果而给出的，

缺乏必要的理论根据．对蛋白质溶液的热力学性质的讨论很少，尤其是对链状蛋白质分子

水溶液的统计热力学性质的讨论，也少有对抗冻蛋白溶液的热力学性质的理论研究．到目

前为止，人们对抗冻蛋白和冰晶的相互作用的讨论多集中在对相互作用具体方式的研究，

而抗冻蛋白和冰晶相互作用能的值的给出还限于实验或计算机模拟结果，由于实验条件或

人为因素的影响，导致得到的同一种抗冻蛋白与冰晶的相互作用能的值偏差很大，同时，

也没有严格的理论去计算抗冻蛋白与冰晶间的相互作用能的具体值．

综上所述，由于抗冻蛋白有特殊的抗冻活性，其在诸多方面都有广阔的应用前景，因

此，从统计热力学的角度去研究抗冻蛋白的抗冻活性，对其溶液的热力学性质及其与冰晶

的相互作用能做进一步的研究，将有助于进一步理解抗冻蛋白的抗冻机制，对其以后的理

论研究和现实应用都有重要的意义．

§1．2论文研究内容及安排

对抗冻蛋白热滞活性的理论研究很多，有的没有计入覆盖度的影响，有的仅是用一个

唯象的关系式来给出热滞温度与覆盖度的关系，而对热滞温度起主要作用的就是抗冻蛋白

在冰晶表面的覆盖度，所以，从理论上讨论抗冻蛋白的热滞温度与覆盖度的关系具有一定

意义．抗冻蛋白溶液的性质对其热滞活性起着重要的作用，故很有必要研究其溶液的热力

学性质．本文以第一类抗冻蛋白在冰晶表面的吸附为例，从统计热力学的角度，分析了抗

冻蛋白在冰晶表面的覆盖度对热滞温度的影响，建市了适用于第一类抗冻蛋白的统计力学

模型，同时，对链状蛋白质溶液的热力学性质及第一类抗冻蛋白溶液的热力学性质进行了

7
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讨论，还给出了第一类抗冻蛋白与冰晶的相互作用能的简单计算结果．

全文包括七个部分：

第一部分简要地介绍了各种抗冻蛋白的结构，以及理论和实验上对抗冻蛋白研究的

进展情况，并对溶液的热力学性质研究进行了简单介绍，指出了建立抗冻

蛋白的统计力学模型及研究其溶液热力学性质的意义．

第二部分利用统计热力学理论，建立了AFPI在冰晶表面吸附的统计力学模型．计算

过程中，认为抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附与理想气体表面吸附相似，

运用了理想稀溶液的溶质化学势与浓度关系的表达式，计入了抗冻蛋白分

子在冰晶表面的吸附对冰晶自由能的影响，同时，还计入了温度下降导致

的冰晶本身自由能的变化，解析地给出了热滞温度与抗冻蛋白在冰晶表面

覆盖度的关系表达式，并且讨论了AFPI化学势及其与冰晶的相互作用能对

热滞温度的影响．

第三部分 由于抗冻蛋白的热滞活性与其溶液浓度有密切关系，所以本部分在不计入

分子间相互作用的初级近似下，建立了链状蛋白质分子溶液的二维格点模

型，用统计热力学理论研究了链状蛋白质溶液的热力学性质，讨论了链状

蛋白质分子溶液系统的熵，吉布斯函数，蛋白质分子化学势等物理量对溶

液浓度，温度及蛋白质分子链长的依赖．作为该理论的应用，讨论了第一

类抗冻蛋白的化学势，并与理想溶液模型结果进行了比较．

第四部分 因为AFPI在水溶液中的两亲性，致使该蛋白质分子与水分子间有较强的疏

水相互作用，即使当其溶液浓度很低时，该相互作用也不能忽略．将第三

部分的溶液格点模型做进一步改进，计入蛋白质分子与水分子的疏水相互

作用，进一步讨论了AFPI溶液的热力学性质，着重讨论了几种AFPl分子

在溶液中的化学势随溶液浓度，温度及分子链长的变化，并讨论了由于AFPl

分子的加入而导致的溶液冰点温度降低的现象，以及此现象与热滞活性的

不同．

第五部分吸附抑制理论认为，抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附是造成其热滞活性的

根本原因，实验研究发现，抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附主要是其某些

位置上的氨基酸与冰晶间的Van der Waals相互作用引起的，氢键作用处于

8
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次要地位．基于此，本部分计算了AFPl分子与冰晶的相互作用能的具体值，

讨论了相互作用能和其分子上与冰晶有相互作用的甲基个数的关系，以及

抗冻蛋白分子与冰晶问的距离对其相互作用能的影响，同时，计算过程中

还考虑了相邻甲基间的排斥相互作用对最后结果的影响．最后给出了几种

AFPI与冰晶的相互作用能，并和实验结果进行了比较．

第六部分 由于AFPl分子规则的alpha螺旋结构，使得其在冰晶表面的吸附沿着一定

的方向，本部分计入AFPl分子在冰晶表面吸附方向性的影响，利用统计力

学模型，重新讨论了AFPI的热滞活性．计算了几种AFPl分子的热滞温度

随浓度的变化关系，并与实验结果及第二部分的理论结果进行了比较．

第七部分对全文进行总结．

9
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第二章第一类抗冻蛋白热滞活性的统计力学模型的建立

§2．1引言

温度低于溶液的冰点温度时，抗冻蛋白分子会吸附到冰晶的某些特定的晶面，从而抑

制冰晶的继续生长，产生热滞现象．这种对抗冻蛋白的抗冻机制做出解释的吸附抑制理论

一直是人们应用的最广泛的理论，也能够很好的解释许多抗冻蛋白的抗冻活性．但是，到

目前为止，没有一种理论是基于统计力学的理论，也没有一种理论明确地给出抗冻蛋白在

冰晶表面的覆盖度和热滞温度的关系表达式，这样就使得对其从统计热力学角度的讨论变

得十分重要．

本章采用统计热力学理论，以吸附抑制理论为基础，详细讨论了第一类抗冻蛋白的热

滞活性和其在冰晶表面覆盖度的理论关系，初步建立了能应用于解释第一类抗冻蛋白热滞

活性的统计力学模型．计算过程中，认为抗冻蛋白(为表述简单，下面提到的抗冻蛋白是

指第一类抗冻蛋白)在冰晶表面的吸附与理想气体的表面吸附类似，同时，由于抗冻蛋白

溶液很稀，所以其化学势近似取理想稀溶液中溶质化学势的表达式．作为理论的应用，给

出了三种抗冻蛋白的热滞温度随浓度的变化曲线，并与实验结果进行了比较[1281．

§2．2模型与理论

从吸附抑制理论出发，认为热滞的产生是抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附所导致的．由

于与冰晶表面分子的吸引相互作用，抗冻蛋白分子可吸附于冰晶的表面．温度下降时，被

吸附的抗冻蛋白分子与生长的冰晶共同形成表面层．这时，冰晶表面层的表面有一部分位点

被抗冻蛋白占据．含抗冻蛋白分子的冰晶表面层的吉布斯函数高于相同温度、压强下的纯水

冰晶表面层的相应值，因此凝固过程不能继续，产生热滞．当温度下降至某一临界值(可

称为临界温度)时，抗冻蛋白的抑制作用不再能阻碍冰晶生长，冰晶将继续增大，直至全

部凝固．纯水熔点(凝固)温度与冰晶生长点温度之差为热滞温度．显然，热滞温度应与

冰晶表面被抗冻蛋白分子覆盖的程度有关．

10
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引入覆盖度0，表示冰晶表面被抗冻蛋白分子覆盖的位点数与总位点数之比．设表面层

总的位点数为Ⅳ1，吸附于表面的抗冻蛋白分子的个数为Ⅳ2，每个抗冻蛋白分子可覆盖的位

点个数为Z，则有

p：孕． (2．2．1)
N1

⋯⋯。

设抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附与理想气体表面吸附方式相同，溶液中抗冻蛋白分

子的化学势为∥，当有一个抗冻蛋白分子被吸附时，能量变化值为￡(即为抗冻蛋白分子与

冰晶的相互作用能)，由统计力学计算理想气体表面吸附覆盖度的方法，则冰晶表面最多可

吸附Ⅳl／)C个抗冻蛋白分子，当有N个抗冻蛋白分子吸附于冰晶表面时，其能量等于Nc，

抗冻蛋白分子在冰晶表面分布的微观状态数为

c兢=尚， (2．2-2)乙M肛一j了习rXi7五丽’ 。z·z-2’

表面吸附的抗冻蛋白分子系统的巨配分函数为

占=警c爱／ze-amel靴v=‰品‰e-'OnVePUU=[1+eP(a-e)P， 眩2∞

Ⅳ个抗冻蛋白分子被吸附的概率为

删，=三霸P倒∥， 旺2m

因此，被吸附的抗冻蛋白分子的平均数为

炉N荟IIX删，=圭警Ⅳ尚P侧P脚=善忽， 眨2∽

抗冻蛋白分子在冰晶表面的覆盖度的表达式为

口=鲁=鬲再厕1 · (2．2．6)

由于抗冻蛋白溶液很稀，所以用理想稀溶液中溶质化学势的表达形式，给出抗冻蛋白

的化学势为【86】

∥=1．to(丁)+RTlnm，， (2．2．7)

其中，m。为溶液的浓度；胁为抗冻蛋白分子的标准化学势，仅与温度有关，在温度变化不

大的热滞温度范围内，认为其为一常数．

所以，抗冻蛋白分子的表面覆盖度表示为
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汐。面再瓦miS矸瓦·

同理，水分子在冰晶表面的覆盖度的表达式也为

(2．2．8)

So 2瓦而可1厕。 ‘2·2·9’

对于水分子来说，其化学势∥w的量级为10J／mol，而能量％为水分子氢键能的量级

1000J／mol，所以有忸wI<<lewl，故有

exp[-fl(／2。一F。)】=exp(fle．．，)<<1， (2．2．10)

所以，近似认为水分子在冰晶表面的覆盖度为

ao=1． (2．2．11)

冰晶吸附抗冻蛋白后，继续生长的表面层由两部分构成：生长到一定厚度的冰层与有抗

冻蛋白分子覆盖的表面单层．引起吉布斯函数变化的只是后者【73，74】．所以先分析由于抗冻

蛋白吸附导致的表面单层的自由能的变化．

考虑表面单层体系．分两种情况：

当温度处于平衡温度瓦时，冰晶表面的冰分子数为Ⅳ1，表面无抗冻蛋白分子吸附，设

此时有Ⅳo个水分子吸附于冰晶表面，则表面层体系的能量为

Eo=N1￡l+Eo．1， (2．2．12)

其中sl为一个冰分子的能量；Eo．1为Ⅳo个水分子与N1个表面冰分子的相互作用能．

Ⅳ0个水分子在冰晶表面(由N1个冰分子组成)分布的微观状态数为

Q‰，M=cMNo=刚ⅣN，1丽!， (2．2．13)

系统的配分函数为

Zo=QⅣ0，Ⅳl·e-凰． (2．2．14)

由公式(2．2．12)，(2．2．13)和(2．2．14)，得到系统的自由能为

F0--k￡lnZo=-k驰{矗‰)+Ⅳl¨‰． ㈦2朋，

当温度低于平衡温度瓦时，设有Ⅳ2个抗冻蛋白分子和Ⅳ3个水分子吸附于冰晶表面，

同时认为，一个抗冻蛋白分子可覆盖z个位点，可结合盯个位点，冰晶表面没有与抗冻蛋

白分子结合的位点仍可有水分子吸附，则此时，表面层系统的能量为

12
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E=NlEl+E2。仃2+E3，l一盯2， (2．2．16)

兵中，易，02，Ea'1-02分别为N2个抗冻夤臼分于与o'N2个冰分于，Ⅳ3个水分子与Nl—O'N2个冰

分子的相互作用能．

由于冰晶表面最多可吸附Nl红个抗冻蛋白分子，将Ⅳ2个抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸

附看作是Ⅳ2个分子在N1红个位点表面上的单位吸附(一个分子占据一个位点)，得到Ⅳ2个

抗冻蛋白分子在冰晶表面分布的微观状态数为

‰啊=而‰， 泣2m，

Ⅳ3个水分子在Ⅳ1一o'N2个表面位点上分布的微观状态数为

Q屿，川一巩=cMN3一巩=雨丙_兰笔赫． c2．2．·8，

所以，系统的配分函数为

Z=QⅣ3，Ⅳl一删：·QⅣ2，Ⅳl·P一胚， (2．2．19)

自由能为

F=一kTInZ=一kTInf2Ⅳ3。Ⅳl一耐：一kTIn Ⅳ2。ⅣI+Nl￡1+E2，盯2+E3，1一仃2． (2．2．20)

所以，由于抗冻蛋白分子的吸附导致的表面自由能的增加量为

排卜昂2鼍№鼍川以丁竺Q％wz“丁hQⅣ2'ⅣI． (2．2．21)
+易m+毛卜盯2一毛，l

用斯特林公式计算各阶乘数值有

-n‰叫tn(击]+Ⅳ。-n(半]， 眨2忽，

·呶一Ⅷm(焘卜n(等)， Q223’

-nQ‰M一耐：=cⅣ，一洲：，·n(丙#蔓i孚苇)+Ⅳ。tn(型半)， ‘2224’

N2个抗冻蛋白分子与冰晶的相互作用能为易．02=Ⅳ2￡，￡为一个抗冻蛋白分子与冰晶的相

互作用能；水分子与冰分子间的相互作用为氢键作用，所以，Ⅳo个水分子与冰晶的相互作

用能为Eo，1=Ⅳ0(--hT)，Ⅳ3个水分子与冰晶的相互作用能为E3，1_02=N3(--h)，)，--h)J'为水分子

的氧倦相百作用能．
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将(2．2．22)，(2．2．23)和(2．2．24)及各相互作用能的表达式代入(2．2．21)，经计算得

到表面自由能的增加量为(为方便计算，在以下计算中将分子数N换为摩尔数，1)

灯趣卜(去卜·n(警])
坷'[(nI-on2)In(蔫卜n(半” ， ㈦2苈，

坷一一点卜·n(警n：⋯。㈩帅一矗力
其中，Ill为组成表面层的冰分子的摩尔数，no，咒3分别为抗冻蛋白分子吸附前后冰晶表面上

的水分子的摩尔数，rt2为冰晶表面吸附的抗冻蛋白分子的摩尔数．
’

由于水分子在冰晶表面的覆盖度Oo=l，所以有no=Oonl--n1，n3=00(nl一铆2)=nl一册2，有

AF=-RT{(nl／Z)In}(去卜-n(警¨：c岍趴 ㈦2舶)

将式子(2．2．1)代入，得到自由能变化量的表达式为

AF-'tl。RT[OlnS+(1一O)ln(1—8)]／Z+nlO(ohr+￡)／Z． (2．2．27)

根据热力学理论，系统处于平衡状态，两相的单位体积吉布斯函数相等，当温度低于

熔点温度时，固相吉布斯函数低于液相吉布斯函数，其差值的大小随温度的降低而增大，

低于熔点温度时冰水问摩尔吉布斯函数的差值为【15】

△G。=AH一／'AS． (2．2．28)

当濡唐处干平衡漏度L时．有 ．

AG。=0 j AS=at-1／L．

设A日和△S与温度无关，当温度低于平衡温度瓦时，有175】

AG。=胡一咖亿)=胡【1一时瓦)】=脯陋一丁肛】_anAr／g，
由于系统的焓变等于吸收的热量，故有

龄m=馗11e．

其中，五为水的相变潜热．

计入由于抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附所引起的自由能的增加后，

到一定厚度的冰晶层及其表面单层)的吉布斯函数的变化为[73，74】

14
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AG=一nLAG。+AF=一咒L,社XTIT．+△F， (2．2．32)

其中，nL为冰晶层生长的冰分子的摩尔数．

将自由能增加值的表达式(2．2．27)代入(2．2．32)，得到

AG：一—n_L2-AT"1-nIRT[01n0+(1—0)1n(1一日)】／z+，z1秒(葫y+￡)／z．(2．2．33)

根据溶液中晶体的生长理论【75】，当晶体的吉布斯函数不变时，晶体不再生长，也就是

说，当系统的吉布斯函数的变化为零时，冰晶不再生长，产生热滞现象．

所以，由AG=0，得到

一兰警+，zlRT[61n 0+(1一口)ln(1一目彬z+，z1秒(砌y+￡)／z：0，(2．2．34)

其中，殆T。--AT；同时，由冰晶的球形生长模型，表面冰分子数占生长的冰晶总分子数的

比值为0．075[70，73】，则有nL=nl[O．075．

最后得到热滞温度与覆盖度的关系表达式为

△丁=丽RTel而Oln—O+(而1-0—)ln(1研-0而)1+a—(ah?珂'+e)／o 075Te R[0In0+O)ln(1．
(2．2．35)厶』 一————————————————————’=—————————■——————————·—————：亍． t／／ ’、J

名兄． + 【1一 一目)J
⋯⋯。’

§2．3计算结果与讨论

我们以AFP9、HPLC．6(丌丌)和AAAA2kE三种AFPl分子为例，计算了抗冻蛋白

分子的热滞温度随浓度的变化关系．计算结果由图2．3．1—2．3．4给出．

计算过程中，链长z用抗冻蛋白分子分子量与水分子分子量的比值表示，即x=M118，

M为抗冻蛋白分子的分子量．HPLC一6的分子量为3300Da[106】，所以x=183；由于AAAA2kE

的组成与HPLC一6的区别仅是某些位置上氨基酸的不同，所以其链长与HPLC一6的链长相同，

也为X=183；AFP9分子比HPLC一6多一个由11个氨基酸组成的重复片段[1091，而HPLC．6

分子是由3个11个氨基酸组成的重复片段构成，所以AFP9分子的链长应为HPLC一6的4／3

倍，为X=244．同样，AFP9与冰晶的相互作用能的取值也为HPLC．6与冰晶相互作用能的

413倍．AFP9的参考化学势的取值见文献【17】，同时，将该文献中的求解参考化学势的方法

应用于HPLC．6和AAAA2kE．水的相变潜热旯=1436cal，mol【70】，根据水分子的振动光谱分

析，y=1650cm叫【129】．

15
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图2．3．1和2．3．2给出了AFP9的热滞温度随溶液浓度的变化关系曲线．由于参考化学势

的值为一4．0kcal／mol，所以图2．3．1中参考化学势的值分别为一3．9kcal／mol，--4．0kcal／mol

和一4．1kcal／mol，AFP与冰晶的相互作用能为一6．5kcal／moli图2．3．2中AFP与冰晶的相互

作用能的取值分别为一6．4kcal／mol，一6．5kcal／mol，一6．6kcal／mol，参考化学势为一4．0

kcal／m01．计算过程中，可结合的位点个数o=7[109]．

图2．3．1和2．3．2表明，热滞温度的大小强烈依赖于溶液的浓度，当溶液浓度很小时，

其值随浓度的增加很快增加；随着浓度的逐渐增加，其增加速度逐渐变慢，最后当浓度达

到一定值时，热滞温度达到一个最大值．从图2．3．1还可以看出，理论计算与实验结果符合

较好．

Q
董
∞

2

尝
釜
勺

量
∞

l暑

图2．3．1 AFP9的热滞温度随浓度的变化曲线．其中，相互作用能￡=一6．5，参考化学势取值分别为肋=一3．9，

一4．0和一4．1，实验结果【109】用_表示．

Fig．2．3．1 Thermal hysteresis temperatures as functions of the molar concentration of AFP solution for AFP9

at interaction energy￡=一6．5，and the standard chemical potentials／to 2-3．9，-4．0 and-4．1，respectively．The

experimental data【1 09】are shown by·．

16
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Q
蚤
∞

2

暑
奎
写

量
。

昌

图2．3．2 AFP9的热滞温度随浓度的变化曲线．其中，参考化学势取值为肋=一4．0，相互作用能分别为

￡：=一6．4，一6．5和一6．6．

Fig．2．3．2 Thermal hysteresis temperatures as functions of the molar concentration of AFP solution for AFP9 at

standard chemical potential flo 2-4．0，and interaction energy￡=一6．4，一6．5 and一6．6，respectively．

为讨论化学势对热滞的影响，图2．3．1给出了参考化学势取不同值时的热滞曲线．结果

表明，热滞温度随参考化学势的增大而升高．这是因为，参考化学势越大，溶液中AFP的

化学势越高，则AFP分子越容易在冰晶表面吸附，所以吸附到冰晶表面的AFP分子就越多，

以致热滞就越大．

图2．3．2给出了AFP与冰晶的相互作用能的大小对热滞的影响．结果显示，相互作用能

越大，热滞越大．由于AFP分子与冰晶间的相互作用越强，AFP分子在冰晶表面的吸附率

越大，从而热滞温度就越大．
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图2．3．3 HPLC．6的热滞温度随浓度的变化曲线，实验结果【2]用_表示．

Fig．2．3．3 The thermal hysteresis temperature as a function of the molar concentration of AFP solution for

HPLC一6，and the experimental results[2】are given by·．

图2．3．3给出了HPLC．6的热滞温度随浓度的变化关系曲线．计算过程中，可结合的位

点数0"-'--4，AFP与冰晶的相互作用能为一4．9kcal／mol[17]．用类似于参考文献[17]ep的方法，

得到HPLC一6的参考化学势为一2．3kcal／m01．结果显示，HPLC．6的热滞温度随浓度的变化

曲线与AFP9的热滞．浓度关系很相似，理论结果与实验结果符合较好．
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图2．3．4 AAAA2kE的热滞温度随浓度的变化曲线，实验结果【2】用·表示．

Fig．2．3．4 The thermal hysteresis temperature as a function of the molar concentration of AFP solution for

AAAA2kE，and the experimental results[2]ale given by_．

AAAA2kE的热滞温度随浓度的变化关系由图2．3．4给出．尽管AAAA2kE与HPLC．6

的链长及可结合的位点数(c---4)均相同，但是，其与冰晶的相互作用能为一3．5kcal／mol[17】，

低于HPLC．6分子与冰晶的相互作用能，所以，我们认为其参考化学势的值也比HPLC．6

的参考化学势略低一些，计算过程中AAAA2kE的参考化学势取值为一2．Ikcal／m01．理论计

算结果与实验结果符合很好．

统计力学模型应用于计算AFPI的热滞温度时，我们认为，不是整个覆盖到冰晶表面的

所有z个位点都与冰晶有相互作用，仅仅是AFPl分子上某些位置的苏氨酸(对于AAAA2kE

是丙氨酸)与冰晶间有相互作用，导致了系统的吉布斯函数增加，从而引起热滞现象．AFP9

分子有7个可与冰晶相结合的苏氨酸，比HPLC一6(可供结合的苏氨酸个数为4)和AAAA2kE

(可供结合的丙氨酸个数为4)分子上的可供结合的氨基酸个数多，所以其热滞温度比

HPLC一6和AAAA2kE的热滞温度要大一些．我们的结论与实验结果一致．

我们也可以看到，AFPl分子的化学势对其在冰晶表面的覆盖度有很大的影响(公式
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(2．2．6))．计算过程中，对于化学势对浓度的依赖关系，我们应用了理想稀溶液中溶质的

化学势的表达式，这是对AFPl分子化学势的简单估计，同时，其它AFPl分子的参考化学

势的值也用了特别简单的关系而得到，这可能会使得由于化学势的不精确而导致最后的计

算结果出现偏差．因此，对于AFPI溶液的热力学性质，特别是AFPl分子化学势的精确理

论分析是很有必要的．

§2．4结论

在本章中，基于吸附抑制理论，利用统计热力学理论，建立了可用于解释AFPI热滞活

性的统计力学模型．应用该理论，明确给出了AFPI的热滞温度与其在冰晶表面覆盖度的定

量关系，并从理论上给出了AFPI溶液浓度对热滞温度的影响．同时，还讨论了溶液中AFPl

分子的化学势及其与冰晶的相互作用能的大小对热滞温度的影响．模型应用于计算几种

AFPI的热滞活性，得到的结果与实验结果均有较好的符合．
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第三章链状蛋白质分子溶液的统计热力学性质

§3．1引言

对溶液性质的研究，特别是大分子溶液的热力学性质，无论是从理论上还是实验上都

有很广泛的讨论．Flory的溶液格点模型理论是对大分子溶液的热力学性质最早的研究，之

后很多用于解释大分子溶液性质的理论都是基于Flory的理论．研究大分子溶液的性质在应

用上也越来越重要．

我们前面提到，AFPI溶液的性质对其热滞有很大的影响，而具有alpha螺旋结构的AFPl

分子可以看作是链状分子，所以对大分子溶液的性质，特别是对链状蛋白质分子溶液热力

学性质的研究就很有必要．本章应用统计热力学的理论，基于溶液的格点模型，在不计入

分子间相互作用的初级近似下，讨论了链状蛋白质分子溶液的热力学性质，详细讨论了蛋

白质分子的浓度，分子链长，溶液温度等对溶液热力学性质的影响．作为该理论的应用，

最后讨论了AFPl分子的化学势，并与理想溶液模型结果进行了比较．

§3．2模型与理论

实际上，蛋白质分子与水分子间的相互作用依赖于具体的蛋白质分子本身的性质，蛋

白质分子不同，导致其与水分子的相互作用也不相同．但是，为计算简单，我们近似地认

为蛋白质分子与水分子间的相互作用与水分子间的相互作用相同，且计算过程中不计入分

子间相互作用的影响，认为系统的熵变仅仅是溶质与溶剂间的混合引起的．

将链状蛋白质分子溶液看作由Ⅳ个蛋白质分子和Ⅳo个水分子组成的格点：蛋白质分子

在格点模型中占据连续的格点，每个蛋白质分子占据X个连续的格点，每个水分子占据一

个格点，所以，溶液总的格点数为

N，=No+xN． (3．2．1)

系统的配分函数很简单，为
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Z=const．×S2rS2c， (3．2．2)

其中，const．为一常数项，与分子间的相互作用能有关，由于模型中不计入相互作用的影响，

所以有const．-1；Qr是N个分子在Nt个格点上分布的微观状态数；f2c是固定了分子链起点

位置的N个蛋白质分子分布的微观状态数．Q丁和Qc的表达式与Li和Zhao对格点聚合物

液体的表达式相同，分别为【95】

Qr=cMN=尚， ㈦2∞

卟㈢州杂志，
。24’

其中，z是格点模型的最近邻位点数．由于蛋白质分子是链状结构，所以认为格点模型是二

维的，也就是说，计算过程中，z=4．

用Stirling近似来表示式(3．2．3)和(3．2．4)中的大数因子，溶液的自由能为

“丁卜(南卜(半)] ，

@2∽

坩卜b旷卅c州·n(若志卜·n(掣))
其中，Nt为溶液的所有格点，有Nt>>l，所以有，Nt--I≈Nt，Ⅳt一州一I≈Ⅳt一删．自由能

的表达式可写为

F=一足丁lnZ 。

=一kT{-N,ln(1一N／N，)+NIn(N,／N一1)+xN[1n(z一1)一l】． (3．2．6)

+(Ⅳf—xN)ln[N,／(Ⅳ?一xⅣ)B

式(3．2．6)表示系统的热力学势，是温度和体积的函数．系统的其他热力学函数可利

用统计热力学理论，通过该热力学势求得．

设系统的体积为y=vNt，其中v是溶液的每个格点的平均体积．系统的吉布斯函数为

G=一kTinZ+PV=一kTInZ+vPN，， (3．2．7)

又由于吉布斯函数取极小值时系统平衡，所以有

熹一忌丁嘉lnZ+P嘉V=-kT寿hz+^一o， @2剐
aNt bNf bNt ：aNt

、“‘“7

于是，压强为
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P：坚立lnz
v aⅣ．

：kr{_ln(1一N／N，)一1n(1～xⅣ／Ⅳ，)一xN／N，)

所以，系统的状态方程为

PV=(-N，ln(1一N／N，)一N，ln(1一xN／N，)一xN}kr．

溶液系统的熵为

(3．2．9)

(3．2．10)

一普
：k(-N，1n(1一N／N，)+Ⅳln(Ⅳ，／N一1)+zⅣ[1n(z—1)一11．

(3．2．11)

+(Ⅳ，一xN)ln[N，／(Ⅳ，一xN)D

系统的吉布斯函数为

G=F+PV=一RT{nln(n，／n一1)+xn[1n(z一1)-11+xnln(1一工形咒，)+射z)， (3．2．12)

其中，为计算方便，将分子个数用分子摩尔数来替代．

溶液中蛋白质分子的化学势可由吉布斯函数对蛋白质分子的偏摩尔求导得到，为

∥：要：一尺丁缸n(nt／”一1)一1／(1一_rz／nt)+xln(Z--1)+xln(1一船z／IIt)_X2，∥(_一．黼))． (3．2．13)

§3．3计算结果与讨论

为具体地理解链状蛋白质溶液的热力学性质，我们分别计算了溶液系统的熵，吉布斯

函数和溶液中蛋白质分子的化学势随蛋白质浓度，温度的变化关系，以及蛋白质分子链长

对热力学性质的影响．同时，作为该理论应用的例子，还讨论了第一类抗冻蛋白溶液中的

抗冻蛋白分子的化学势．

§3．3．1链状蛋白质分子溶液的热力学性质

图3．3．1．3．3．5给出了溶液的熵，吉布斯函数及溶液中蛋白质分子的化学势随蛋白质浓度

及温度的变化曲线．



内蒙一～大学博士学位论文

龟
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图3．3．1溶液的熵随浓度的变化曲线，工分别为15，18，20．

Fig．3．3．1 Molar entropies(S／ntR)of the solution as functions of concentration，with x=-15，18，and 20，

respectively．

图3．3．1给出了在不同链长条件下溶液的熵随蛋白质分子浓度的变化关系．从图中可以

看出，溶液的熵随蛋白质浓度的增加先增大；当浓度持续增加至一定浓度时，熵达到一最

大值；随着浓度的继续增加，熵逐渐减少．熵的最大值点随链长的增加逐渐向浓度小的方

向移动．蛋白质分子的链长越长，熵的最大值越小．

图3．3．2给出了在不同链长及不同温度情况下溶液的吉布斯函数随蛋白质浓度的变化曲

线．从图中可以看出，当蛋白质浓度很小时，系统的吉布斯函数随浓度的增加降低很慢；

链长越长或温度越高，吉布斯函数随蛋白质浓度降低的速度越快；当浓度持续增加达到某

个值时，吉布斯函数达到一最小值，之后随浓度的增加而增加．这是因为溶质和溶剂对溶

液吉布斯函数的贡献是此消彼长的关系．蛋白质分子的链长越长，吉布斯函数的最小值越

大，同时，吉布斯函数的最小值点随链长的增加向浓度值小的方向移动．这是由于溶液熵

的最大值随链长增大而减少，随着熵的减少，吉布斯函数增大而造成的，同时，熵的最大

值点随链长的增加向浓度小的方向移动，造成了吉布斯函数最小值也向浓度小的方向移
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动．溶液的温度越高，吉布斯函数的最小值越小．

图3．3-3给出在不同浓度及不同链长情况下溶液的吉布斯函数随温度的变化曲线．从图

中可以清楚地看出，系统的吉布斯函数随温度的增加而降低；当溶液浓度小于使得吉布斯

函数取最小值的浓度时，例如，浓度为n／n。=0．002时，蛋白质分子的链长越小，系统的吉

布斯函数越大；当溶液浓度大于使得吉布斯函数取最小值的浓度时，如n／n。=O．03，蛋白质

分子链长越大，吉布斯函数越大(图3．3．2也可看出)．

气

舌
i
藿
嘎
墨
o

Concentration(n／n／ Concentration(n／n)

图3．3．2溶液的摩尔吉布斯函数(GInt)随浓度的变化曲线：(a)T=273．15K，X分别取15，18和20；

(b)石=15。T分别取250，273．15，300 K．

Fig．3．3．2 Molar Gibbs functions(G／nt)of the solution as functions of concentration：(a)丁=273．15 K and X=

15，18 and 20；(b)X=15，and r=250，273．15，300 K respectively．

～、
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Temperature(K)Temperature(K)Temperature(K)

图3．3．3溶液的摩尔吉布斯函数(GInt)随温度的变化曲线：(a)x=15，n／n。分别取0．002，0．02，0．04；

(b)n／nt=0．002，工分别取15，18，20；(c)n／nt=0．03，X分别取15，18，20．

Fig．3．3．3 Molar Gibbs functions(G／m)of the solution as functions of the temperature：(a)x=15，and n／nt=

0．002，0．02，0．04；(b)n／nt=0．002，andx=15，18 and 20；(c)n／n,=O．03，andX=15，18 and 20，respectively．

Concentration(n／n) Concentration(n／n)
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图3．3．4蛋白化学势随浓度的变化曲线：(a)丁=273．15 K，z=15，18，20；(b)工=15，r=250，273．15，

300 K．

Fig．3．3．4 Protein chemical potentials as functions ofconcentration：(a)丁=273．15 l('and戈=15，18，20；(b)x

=15，and丁=250，273．15，300 l(，respectively．
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图3．3．5蛋白质分子化学势随温度的变化：(a)x=15，n／nt=0．002，0．02，0．04； (b)n／nt=0．002，x=15，

18，20；(c)n／nt=0．03，工=15，18，20．

Fig．3．3．5 Protein chemical potentials as functions of temperature：(a)x=15，and n]nt 0．002，O．02，0．04；(b)rdnt

=0．002，andX=15，18 and 20；(c)n／nt=0．03，and工=15，18 and 20，respectively．

溶质的化学势在讨论溶液性质的问题中有很重要的作用．图3．3-4和3．3．5分别给出了

在蛋白质分子链长不同的情况下，溶液中蛋白质分子的化学势随蛋白质浓度，以及温度的

变化曲线．

从图3．3．4很容易看出，蛋白质化学势随浓度的增加而增加；当浓度很低时，其化学势

增加很快；浓度逐渐增大时，其增加幅度逐渐变小，最后近似于线性增加．溶质化学势是

溶液吉布斯函数对溶质的偏摩尔导数，溶质化学势随浓度的变化与系统吉布斯函数随浓度

的变化关系不同，对于稀溶液来说，系统吉布斯函数随浓度增加而减小．随着浓度的增加，

溶质化学势增加，而溶剂化学势降低；当溶液浓度很低时，溶剂对系统吉布斯函数的贡献

占主要地位，所以系统的吉布斯函数减小；随着溶质浓度的增加，溶质对系统吉布斯函数
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的贡献越来越重要，直至其地位超过溶剂的贡献，所以当浓度超过一定浓度时，系统的吉

布斯函数随浓度的增加而增加(图3．3．2)．从图中还可知道，当浓度很低时，化学势随链长

增加而降低，且链长对化学势的影响不大；随着浓度的增加，其化学势随链长的增加而增

加，链长对化学势的影响越来越明显．

蛋白质分子的链长不同时，蛋白质化学势随浓度变化曲线的曲率也不相同，所以，当

溶液浓度为某一值时，几条曲线交于一点；当温度丁=273．15K，溶液浓度为n／n。如．01时，

蛋白质化学势有相同的值，与蛋白质分子的链长无关．随着浓度的增加，温度对蛋白质化

学势的影响越来越小，最后这个差别很小而忽略不计．

从图3．3．5也可看出，在浓度不同及蛋白质分子链长不同的情况下，蛋白质化学势随温

度的变化也不相同．当蛋白质浓度很小时，蛋白质化学势随温度的增加线性降低，随链长

的增加而降低；当浓度变大时，蛋白质化学势随温度升高而增大，随链长增加而增大．

§3．3．2 AFPI溶液中AFP 1分子的化学势

作为该理论的应用，我们讨论了几种AFPI的化学势．

由于AFPl分子是alpha螺旋状结构，可以将其看作链状分子，故AFPI溶液中AFPl分

子的化学势可由式(3．2．13)计算得出．设AFPl分子的长度用￡表示，水分子间的距离约

为4／5L[130]，前面定义的分子链长用x=L／4给出．AFP9分子长度为80／§,[1091，故x=20；HPLC．6

和AAAA2kE分子长度为60A,[771，它们在溶液模型中分子链长为x=1 5．我们计算了AFP9，

HPLC．6和AAAA2kE溶液中蛋白质分子的化学势．事实上，AFPI溶液很稀，所以计算过

程中用水的摩尔浓度55mol／L来代替溶液总的摩尔浓度．图3．3．6给出了AFP9，HPLC．6和

AAAA2kE的化学势随AFPI浓度的变化关系曲线．
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Concentration(mmol／L)

图3．3．6 AFP9，HPLC．6和AAAA2kE的化学势随浓度的变化曲线，温度为T=273．15K．实线是我们计

算的结果，虚线表示理想溶液模型给出的化学势的结果．

Fig．3．3．6 Calculated chemical potentials ofAFI)9，HPLC-6 and AAAA2kE as functions of concentration at

T=273．15K．The calculating results are shown by solid lines，and the dashed lines are given by the ideal solution

model．

从图3．3．6看出，在AFP9，HPLC．6和AAAA2kE溶液中，AFPl分子的化学势随浓度

增加而增大，在溶液浓度极低时，化学势增长方式与对数方式相同，随着浓度的增加，化

学势增长快于对数形式增长．

将我们的计算结果与理想溶液模型结果比较．理想溶液中，溶质化学势通常是溶质浓

度的对数项与一个与浓度无关的常数项的和，为下面的形式1861

∥=‰∽)+RTlnC， (3．3．1)

其中，C是溶液中AFPl分子的浓度，肋称为参考化学势，其值与温度及溶质本身的性质有

关．当溶液浓度极低时，溶质化学势表达式(3．2．13)变为与表达式(3．3．1)相似的形式，

其参考化学势为

29
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∥。(丁)=一RT[In(55)+xln(z一1)-1]， (3．3．2)

其中，溶液的浓度为55mol／L．

为比较我们的计算结果与理想溶液模型结果的不同，图3-3．6中还给出了(3．3．1)表示

的曲线．可以看出，化学势的对数形式变化仅在AFPI浓度极低的时候成立；当蛋白质浓度

升高约超过10mmol／L时，我们的计算结果与理想溶液模型结果的差异就变得显著．实际上，

实验观测到的AFPl分子的浓度常大于10mmol／L，所以，将AFPI溶液简单当作理想溶液来

讨论是不合适的，即使是不考虑蛋白质分子与水分子间的相互作用的影响，AFPI溶液与理

想溶液的性质也不完全相同．

根据式(3．3．2)，AFP9的参考化学势为一11kcal／mol，该值显然低于半实验值一4．O

kcal／mol和模拟值一5．0kcal／mol[17]．我们可以知道，通过AFPI的化学势在浓度很大的极限

情况下的取值得到的AFPl分子的“参考化学势”，不能从理想溶液模型中简单得到．此外，

溶质与溶剂问相互作用的影响也应该考虑．

§3．4结论

本章中，在不计入分子间相互作用的初级近似下，用格点模型详细讨论了链状蛋白质

分子溶液的热力学性质．结果表明，系统的熵随蛋白质浓度的增加先增大后减小，导致其

吉布斯函数随蛋白质浓度的增加先降低后升高．系统的吉布斯函数随温度升高而减小．蛋

白质分子的链长越长，吉布斯函数的最小值越大，同时，吉布斯函数的最小值点随链长的

增加向浓度值小的方向移动．

溶液中蛋白质分子的化学势随其浓度的增加而增加，蛋白质分子的链长不同时，蛋白

质化学势随浓度变化的曲率也不相同：当蛋白质浓度很小时，其化学势随温度的升高而降

低，随链长的增加而降低；当浓度变大时，蛋白质化学势随温度升高而增大，随链长增加

而增大．

作为该理论的应用，讨论了几种AFPI的化学势．结果表明，即使是不计入蛋白质分子

与水分子间的相互作用，理想溶液模型也不适用于讨论AFPI溶液的热力学性质．实际上，

蛋白质分子与水分子间的相互作用不应被忽略，我们在下一章中将对该问题作进一步讨论．
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§4．1引言

上一章的讨论显示，理想溶液模型的结果不适用于讨论AFIDI溶液的热力学性质，格点

模型得到的参考化学势的结果与实验结果有较大偏离，同时，由于蛋白质分子与水分子间

的相互作用与水分子间的相互作用不同，所以，蛋白质分子与水分子间相互作用对溶液热

力学性质的影响也不能忽略．

本章在第三章的模型基础上，进一步计入蛋白质分子与水分子间相互作用的影响，讨

论了几种AFPI溶液的热力学性质对温度，蛋白质分子浓度及分子链长等因素的依赖．

§4．2模型与理论

模型与第三章相同，但计入蛋白质分子与水分子间相互作用的影响：考虑到实际上AFPI

溶液很稀，溶液中蛋白质分子彼此相邻的可能性很小，故不考虑蛋白质分子间的相互作用，

只计入蛋白质分子与水分子间相互作用的影响，此时，系统的配分函数为

z=杀‰·(寻]删·孝南唧卜肌A ㈠2m

其中，印为一个AFPl分子与水分子间的相互作用能，其他参数的表达式及其物理意义与第

三章相同．

用Stifling公式及与第三章中相同的近似，系统的自由能为

F=-kTlnZ

=一kT{-N,ln(1一N／Nt)+Nln(Nt／N一1)+xN[1n(z一1)一l】． (4．2．2)

+(Ⅳ『一xN)ln[N,／(Ⅳf一工Ⅳ)B+Neo

系统的状态方程为

PV={一Ⅳ，ln(1一Ⅳ／Ⅳ，)一Ⅳ，ln(1一xN／N，)一xN}kT， (4．2．3)

与第三章给出的系统的状态方程相同．
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当溶液很稀时，有ln(1．N／Nt)≈一Ⅳ／M，ln(1-xN／Nt)≈一删，系统的状态方程变为
PV=脓丁． (4．2．4)

(4．2．4)形式与理想气体状态方程相同．

系统的内能为

u=F一丁筹=懈． (4．2．5)

系统的熵为

s：一塑
a丁

：七{_Ⅳ，1n(1一N／N，)+Ⅳln(Ⅳ，／N一1)+州【ln(z—1)一1】．
(4·2·6)

+(Ⅳ，一xN)lnIN，／(N，一州)B

溶液的吉布斯函数为

G=F+PV=一RT{nln(n，tl一1)+xn[1n(z一1)一1】+．耽ln(1一工形咒，)+．翮)+，z岛， (4．2．7)

其中，用分子的摩尔数来代替分子个数．

溶液中，剐阳1分子的化学势为

∥^即：呈：譬：一尺丁备n“／万一1)一1／(1一n／，％)+工ln(z—1)+xln(1一xn／nt_x2，∥以一翮)}+岛． (4．2．8)
On

类似的，水分子的化学势为

以蝴=RT[1n．(n,I，z一1)一1／(1-n／n,)+工ln(z—1)+工ln(1-xn／nt)一x2形(吩一翮彤工． (4．2．9)

§4．3计算结果与讨论

式(4．2．7)和(4．2．8)显示，与第三章得到的结果不同，AFPI溶液的吉布斯函数和

AFPl分子的化学势都与AFPl分子与水分子间的相互作用能有关．

为清楚理解AFPI溶液的热力学性质，我们计算了几种AFPI溶液的吉布斯函数及其溶

液中AFPl分子的化学势．计算过程中，由于溶液很稀，溶液的浓度取55mol／L(水的浓度)．分

子链长工的取值方式与第三章相同，对于AFP9，HPLC．6和AAAA2kE来说，分别为x=-20，

15，15．由于溶液为二维模型，故z=4．

利用组成AFPl分子的氨基酸的亲水性及疏水性特征来估算AFPl分子与水分子间的相

互作用能．文献【11l】指出，HPLC一6分子上可与冰晶表面接触的氨基酸分别位于位置2，3，

32
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5，6，9，10，12，13，14，16，17，18，20，2l，23，24，25，27，28，3l，32，34，35，

36上，这些位置的氨基酸残基相对较为突出，据此，我们认为这些位置的氨基酸可与水分

子相互作用，其他位置的氨基酸由于其位置靠近分子内侧，所以认为其对相互作用不起作

用．由不同的氨基酸的不同的亲水和疏水参数的值[131．134】，同时计入周围疏水性氨基酸

对个别氨基酸亲水性的削弱作用，将HPLC一6与水的相互作用能估算为7．8kcal／m01．由于

丙氨酸(alanine)的疏水性略高于苏氨酸(threonine)，则AAAA2kE与水的疏水相互作用

能高于HPLC．6与水的疏水相互作用能，其与冰晶的相互作用能估算为8．0kcal／m01．由文

献【109l给出的AFP9的氨基酸的组成结构，根据它与冰晶结合表面的氨基酸的组成，将其

与水的相互作用能估算为9．5kcal／m01．

图4．3．1．4．3．3给出了当温度为T=273．15K时，AFP9，HPLC一6和AAAA2kE溶液的吉布

斯函数，溶液中AFPI的化学势及水分子的化学势随AFPI浓度的变化曲线．

图4．3．1给出，AFPI溶液的吉布斯函数随AFPI浓度的增加先降低，而后很快升高，当

浓度处于某一值时，吉布斯函数有一个最小值．由上一章的结论，吉布斯函数取最小值的

浓度随蛋白质分子链长的增加向浓度小的方向移动，AFP9分子链长大于HPLC．6和

AAAA2kE，使得溶液吉布斯函数取最小值的浓度也是前者小于后者．同时，HPLC．6和

AAAA2kE的吉布斯函数最小值点的浓度相同，它们的吉布斯函数最小值高于AFP9溶液的

吉布斯函数的最小值，这是由于最小值不仅与溶液的熵的变化有关，还与溶液中分子间的

相互作用大小有关．应该指出，吉布斯函数的曲线仅浓度很低的部分是合理的，这是因为

理论中对AFPI与水分子问相互作用的计入是在浓度很低的情况下简单计入的，如果要讨论

浓度大的情况，相互作用能的表示形式应比原来复杂的多。实际上，AFPI浓度连图中的

n／nr--0．02的位置都达不到，也就是说，后来吉布斯函数升高很快的部分是不合理的．

对于AFPI溶液的吉布斯函数随浓度变化的关系曲线，可以通过分析溶液中AFPl分子

及水分子的化学势来进一步讨论．
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图4．3．1 AFP9，HPLC一6和AAAA2kE溶液的吉布斯函数随AFPI浓度的变化曲线，温度T=273．15K．

Fig．4．3．1 Gibbs functions as functions of the AFPI concentration for AFP9．HPLC一6 and AAAA2kE solutions

atT=273．15缸

下面来分析AFPI的抗冻机制是溶液冰点温度的依数性降低，还是冰晶生长点温度的非

依数性降低．通常，AFPI溶液很稀，所以，溶液的吉布斯函数随浓度的增加而减少，如图

4．3．1所示．相应的，溶液的冰点温度随AFPI浓度的增加而降低．下面计算纯水的冰点温

度与AFPI溶液冰点温度间的差值．

液体的摩尔吉布斯函数变化为115，135】

△G=址△丁／疋， (4．3．1)

其中，△L是水的相变潜热，△丁是冰点的降低值，瓦是纯水的冰点温度．

将溶液中的冰晶看作一不可压缩系统．对于不可压缩系统，也就是当系统的体积不变

时，系统的吉布斯函数的变化(△G)是压强变化的函数，为AG=VAP【15，1351．同时，由

(4．2．4)，得到系统压强变化约为

AP=(N／N，)krlv． (4．3．2)
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所以溶液的冰点温度降低值为

AT=翮?(N／N，)／缸． (4．3．3)

AFPl分子的加入会导致溶液的冰点温度降低，式(4．3．3)表明，溶液冰点温度的降低

值仅与溶质的浓度有关，而与其化学性质无关，冰点温度随AFPI浓度的降低现象为依数效

应．水的相变潜热AL=1436cal／mol[70]，纯水的冰点温度为T,=273．15K，从式(4．3．3)计算

得到，当溶质浓度为30mmol／L时，冰点温度的降低值为0．05。C；实际上，当AFP浓度为

30mmol／L时，热滞温度达到loC甚至更大【2，106】．很显然，AFP的抗冻活性是一种非依数

效应．与热滞温度比较，依数的溶液冰点温度的降低值很小，故可忽略．所以，在讨论AFP

溶液的吉布斯函数及化学势等热力学性质时，取溶液温度为7'--273．15K．

Concentration(mmol／L)

图4．3．2 AFP9，HPLC．6和AAAA2kE溶液中AFPI化学势随AFPI浓度的变化曲线，温度T=273．15K．

Fig．4．3．2 Chemical potentials of AFPI as functions of the AFPI concentration for AFP9，HPLC-6 and

AAAA2kE solutions at T=273．15K
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图4．3．3 AFP9，HPLC．6和AAAA2kE溶液中水分子的化学势随AFPI浓度的变化曲线，温度T=273．15K．

Fig．4．3．3 Chemical potentials of water as functions of the AFPI concentration for AFIx)，HPLC一6 and

AAAA2kE solutions at T=273．15疋

图4．3．2显示溶液中AFPI的化学势随AFPI浓度的增加而增大：图4．3．3显示水分子的

化学势随AFPI浓度的增加而降低．我们知道，溶液中溶质的化学势随其浓度的增加而增大，

所以AFPI的化学势随其浓度的增加而增大；溶液中AFPl分子的增加意味着水分子含量降

低，所以水分子的化学势随AFPI浓度的增加而减小．第三章已经给出，当溶液浓度很小时，

蛋白质化学势随其链长增加而降低，由于AFPI溶液很稀，所以AFPI的化学势随其分子的

链长增加而降低．

AFPI溶液的浓度通常很低，而水分子在溶液中所占的比例很大，所以水分子的贡献在

系统的吉布斯函数中占主要地位，而水分子的化学势随AFPI浓度的增加而减小(图4．3．3)，

所以溶液的吉布斯函数随AFPI浓度的增加而降低；随着AFPI浓度的继续增大，AFPl分子

在溶液中的比例逐渐增大，其对系统吉布斯函数的贡献也越来越明显，而AFPI化学势随其

浓度的增加而增加，所以溶液的吉布斯函数会达到一个最低值，后来随着AFPI浓度的增加

而升高，该现象在图4．3．1中给出．

图4．3．2给出，三种AFPl分子的化学势随AFPI浓度变化的方式相同，当浓度很低时，
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其变化方式类似于对数增长，与理想溶液中溶质化学势增长方式相同．

AFPI化学势在其浓度很低时增长很快，后来随浓度的增加，其增加逐渐变缓，最后趋

于一个固定值，该固定值在理想溶液模型中被称为参考化学势．图4．3．2显示，HPLC一6和

AAAA2kE的参考化学势约为一3．5kcal／mol，AFP9的参考化学势约为一4．5kcal／m01．AFPl

分子的半经验参考化学势为一4．0kcal／mol或一5．0kcal／mol[17]．我们计算得到的结果与半经

验结果符合不是很好，这是由于我们的模型与理想溶液模型不同，得到的参考化学势也与

理想溶液的结果有些差异．

o

亳
萼
I霉
号
。善

考

Temperature(K)

图4．3．4 AFP9，HPLC-6和AAAA2kE溶液中AFPI化学势随温度变化关系曲线：(a)5mmol／L，(b)

50mmol／L，(c)1 00mmoi／L．

Fig．4．3．4 Chemical potentials of AFPI as functions of the temperature for AFP9，HPCL-6 and AAAA2kE

solutions，with the concentration(a)5mmol／L，(b)50mmol／L and(c)1 00mmol／L．

图4．3．4给出了AFPI浓度分别在5、50、100mmol／L时，AFP9、HPLC一6和AAAA2kE

的化学势随温度的变化曲线．从图中看出，AFPI化学势随温度变化而线性变化，随温度升

高而降低．不同AFPI化学势对温度的依赖关系相类似，其关系曲线彼此平行．

从图4．3．2和4．3．4看出，AFPI化学势对其分子的大小变化很敏感，分子链长越长(x

越大)，其化学势越低；由于链长较长，故AFP9化学势(胆20)低于HPLC一6和AAAA2kE

(x=-15)的化学势．由于HPLC一6和AAAA2kE有相同的分子链长，所以它们的化学势非
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常接近；后者的化学势略高于前者，是由于其分子与水分子间的疏水相互作用略大于前者

造成的．

如果上面建立的AFPI化学势的理论可用于对AFP抗冻活性的讨论，这将是对我们第

二章建立的AFPI统计力学模型理论的进一步补充．

§4．4结论

本章在第三章的基础上，计入AFPI与水分子问相互作用的影响，讨论了AFPI溶液的

吉布斯函数及AFPI化学势对AFPI浓度，链长及溶液温度的依赖关系．结果表明，溶液的

吉布斯函数随浓度的增加而降低，达到一最小值后，随浓度的继续升高而增加；吉布斯函

数最小值点随链长增加向浓度较小的方向移动；吉布斯函数最小值的大小不仅与链长有关，

还与溶液中AFPI与水分子间的相互作用有关．

由于AFPl分子的加入导致的溶液冰点温度降低现象为依数效应，冰点温度的降低值很

小，通常可忽略，说明AFPI的抗冻活性以非依数效应为主．

AFPI的化学势随其浓度增加而升高，溶液中水分子的化学势随AFPI浓度的增加而降

低，从而导致溶液的吉布斯函数随浓度增加呈现先降低后升高的变化现象．AFPI化学势随

温度增加线性降低．对几种AFPI化学势的计算表明，AFPl分子链长越长，其化学势越低．



第．Ⅱ章AFPl分子与冰晶的相瓦作用能的计算

第五章AFP 1分子与冰晶的相互作用能的计算

§5．1引言

抗冻蛋白的抗冻机制是抗冻蛋白分子在冰晶表面的吸附导致冰晶不再生长，而对其吸

附机制的探索也有许多相关的实验和理论结果．对抗冻蛋白分子在冰晶表面的具体吸附方

式的研究观点分为两种：一种认为，抗冻蛋白分子通过氢键相互作用与冰晶表面结合；而

另一种观点，认为抗冻蛋白分子通过其自身的某些氨基酸与冰晶表面的Van der Waals相互

作用吸附于冰晶之上，近几年来，越来越多的实验和理论研究倾向于后一种观点．抗冻蛋

白与冰晶间的相互作用对其抗冻活性有重要的影响，其对热滞温度的影响我们在第二章也

曾有介绍．

在本章中，我们认为AFPl分子与冰晶的相互作用为AFPl分子上某些特定位置的氨基

酸上的甲基与冰晶表面的Van der Waals相互作用，同时，计入相邻甲基对其相互作用的影

响，简单计算了几种AFPl分子与冰晶间的相互作用能，讨论了吸附的AFPl分子与冰晶间

的距离对其相互作用能的影响．并将计算结果与实验结果进行了比较．

§5．2模型与理论

实际上，AFP分子与冰晶的相互作用受到很多因素的影响，比如AFP分子在水中的溶

解度，AFP分子的链长等等，但是，很多实验结果说明，AFP分子的某些氨基酸上的疏水

残基对AFP的抗冻活性起着重要的作用，而氢键相互作用在AFP与冰晶的相互作用中不占

主导地位．

很多研究结果给出，AFPl分子在冰晶表面的吸附主要依赖于其苏氨酸(threonine)或

丙氨酸(alanine)上有疏水性的甲基与冰晶表面的相互作用，在此基础上，我们认为，这

些甲基与冰晶表面的Van der Waals相互作用在AFPl分子与冰晶的相互作用中起主要作

用．下面首先给出一个甲基与冰晶表面的Van derWaals相互作用能．

假设分子间距为，．的两个原子或者两个小分子间的相互作用仅仅是吸引作用，且作用
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能形式为11361

w(r)=一c／r‘， (5．2．1)

那么，一个分子与一个平面固体间的相互作用能就是该分子与组成该固体的所有分子的作

用能的加和．

设P为固体的原子数密度，则固体中半径为x，面积为dr,dz的圆环的体积为2ttpxdxdz，

距离固体表面垂直距离为D处的原子与固体间的相互作用能为[1361

w(D)_-2卸艮E南
一罱睁 ㈣2∞

2nCp
一 一●-_____________-。______．．．．．．．．．．．．．．．_________________。_●_●一

(f一2Ⅺ一3)D卜3

相对于一个甲基，我们认为冰晶为无限大固体，其问相互作用能可用式(5．2．2)给出，

且其间相互作用为Van der Waals相互作用，即1=6，则一个甲基与冰晶的相互作用能为

w(D)=一nCp／6D3， (5．2．3)

其中，D是甲基与冰晶表面的垂直距离，P是组成冰晶的冰分子数密度．

根据Landon的理论，两个不同原子间的Van derWaals相互作用能的表达式为[136】

w∽一詈器格， @2削

则(5．2．3)中常数C的表达式为

c-三2盟(4xeo)2燕， (5．2．5)
F一——币i’

∞25’

其中，0【0114nc．o，oto砂概￡o分别为冰分子和甲基的电子极化率；11，h分别为冰分子和甲基的

第一电离能．

组成冰晶的冰分子数密度可写为

p=鲁×Ⅳo， (5．2．6)

其中，Po是冰的密度，M是冰的摩尔质量，No=6．02"1023／mol是阿伏伽德罗常数．

将(5．2．5)和(5．2．6)代入(5．2．3)，得到一个甲基与冰晶的相互作用能的表达式为
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一丝2器箍警古． @2∞
(4砜)2，l+，2 M 6D’

⋯⋯7

假设一个AFPl分子上有n个甲基对其在冰晶表面的吸附起作用，且这，z个甲基间的距

离足够大，它们在冰晶表面的吸附不受其他甲基的影响，此时，AFPl分子与冰晶的相互作

用能为n个甲基与冰晶的相互作用能的和，其表达式为

～一丝2器羔警古凯 @2剐
(4砜)2，1+，2 M 6D’

⋯⋯’

另一种情形，对AFPl分子在冰晶表面吸附起作用的甲基中有些甲基是相邻的，它们之

间的距离很小，以至于两个相邻的甲基之间的排斥相互作用会对甲基在冰晶表面的吸附产

生影响，实验结果也显示，相邻的苏氨酸(threonine)对AFP9在冰晶表面的吸附有一定的

影响【109】．也就是说，在甲基相邻的情形下，AFPI在冰晶表面的吸附不仅仅受到甲基与冰

晶的Van der Waals吸引相互作用的影响，而且相邻甲基间的相互作用也对相互作用能有贡

献．相邻甲基问的相互作用对AFPl分子与冰晶的相互作用能的影响用日表示，则在这种

情况下，AFPl分子与冰晶间的相互作用能可表示为

一丝2器格警古⋯％ @2m
(4昭o)2，l+，2 M 6D3

“ ⋯⋯。

根据链状烷烃的内聚能理论[136】，假设每一对(两个相邻的)甲基对相互作用能的贡

献值为1．4kcal／mol，当AFPl分子上有研对甲基相邻时，相邻甲基间相互作用对总相互作

用能的贡献值邑=1．4m，则AFPl分子与冰晶的相互作用能为

～丝2器格警古⋯¨肌 @2加，
(4昭o)2，l+，2 M 6D’

⋯⋯～

上式给出了AFPl分子与冰晶的相互作用能，当m=0时，AFPI与冰晶间的相互作用仅

为Van derWaals吸引相互作用，其表达式为(5．2．9)．

§5．3计算结果与讨论

式(5．2．9)明确给出，当对吸附起作用的甲基不相邻时，AFPI与冰晶间的相互作用能

随苏氨酸(threonine)或缬氨酸(valine)上的甲基的个数的增加而线性增大，随AFPI与

冰晶间距离的增加而减少．AFPI与冰晶间的相互作用能还受到相邻甲基间相互作用的影响，

该影响计入时，AFPI与冰晶的相互作用能由式(5．2．10)给出．计算结果表明，AFPl分子
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与冰晶间的相互作用不仅与分子上甲基的个数有关系，还受到甲基位置的影响．

计算过程中，对于冰分子来说【136]，orol／4r【￡o=1．48"10。om3，h=12．6ey；对于甲基[135]，

a02／4neo=1．84"10-30m3，12=10．4eV．对于冰晶，po--0．9*103kg／m3，M=189／m01．

图5．3．1给出了m=0，n分别取4，7和8时，AFPl分子与冰晶的相互作用能随AFPl

分子与冰晶间距D的变化曲线．

AFP9分子有7个苏氨酸对吸附起作用，每个苏氨酸上有一个甲基，则n=7，对其结构

研究表明，分子上有两对苏氨酸相邻，所以m=2[109]；HPLC．6上有4个苏氨酸，且它们的

位置分别在2，13，24和35，互不相邻，所以n--4，m=0[16，122]；AAAA2kE上有4个丙

氨酸可与冰晶作用，这4个丙氨酸的位置与HPLC一6上苏氨酸的位置相同，且每个丙氨酸

上有一个甲基，所以n=4，m--0[122】；每个缬氨酸上有两个甲基，且这两个甲基相邻，所以

对于VVVV2kE来说，n=8，m=4[122]．图5．3．2给出了AFP9，HPLC-6，AAAA2kE和VVVV2kE

与冰晶的相互作用能随其分子与冰晶间距离的变化曲线．

图5．3．1 AFPl分子与冰晶的相互作用能随距离D的变化曲线：m--O，n分别取4，7，8．

Fig．5．3．1 Interaction energies of AFPI—ice as functions of the distance D when m=0，and n--4，7 and 8，

respectively．
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图5．3．2 AFP9，HPLC．6，AAAA2kE，VVVV2kE分子与冰晶的相互作用能随距离JD的变化曲线．

Fig．5．3．2 Interaction energies of AFP—ice as functions of the distance D for AFP9，HPLC一6，AAAA2kE and

VVVV2kE，respectively．

图5．3．1给出，当m=0时，即AFPI与冰晶的相互作用仅为甲基与冰晶问的Van derWaals

吸引相互作用时，相互作用能随甲基个数的增加而增大，随AFPl分子与冰晶间距离的增大

而减小．这是由于该相互作用为吸引相互作用，其作用随距离增大而逐渐变弱，所以相互

作用能也就逐渐减小．

比较图5．3．1和图5．3．2发现，对于某一种确定的AFPl分子来说，其与冰晶的相互作用

能的大小还受到分子上相邻甲基间相互作用的影响，这种影响是很重要的，不能被忽略．图

5．3．2给出，当AFPl分子与冰晶的距离很小时，AFP9和VVVV2kE与冰晶的相互作用能大

于HPLC一6及AAAA2kE与冰晶的相互作用能，但是随着该距离的逐渐增加，前者小于后

者．这是由于当距离很小时，Van derWaals吸引相互作用在AFPl分子与冰晶的相互作用中

占主要地位，其贡献是主要的，所以用于和冰晶吸附的甲基的个数越多，其Van der Waals

吸引相互作用越大(如方程(5．2．10)所示)，AFP9和VVVVV2kE用于吸附的甲基个数多

于HPLC．6和AAAA2kE，所以前者能量高于后者；随着距离的逐渐增大，Van derWaals吸

引相互作用的贡献越来越小，相邻甲基间的排斥作用对相互作用的贡献显得越来越重要，

所以总的吸引相互作用越来越弱，因此，在分子与冰晶的间距变大时，AFP9和VVVV2kE
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与冰晶的相互作用能低于HPLC。6和AAAA2kE与冰晶的相互作用能．同时，我们也可以

看出，AFPl分子与冰晶表面的距离决定了相互作用能的大小．

C—H键键长为1A，水分子半径为1．38h．AFPl分子吸附于冰晶之上，所以，对于AFP9，

HPLC一6和VVVV2kE来说，AFPl分子上甲基与冰晶间垂直距离的取值D=I．38+0．5=1．88A；

实验结果显示，AAAA2kE分子丙氨酸上的甲基不如HPLC一6分子苏氨酸或VVVV2kE分子

缬氨酸上甲基的位置突出【122】，即丙氨酸上的甲基与冰晶的距离稍远于苏氨酸或缬氨酸上

甲基与冰晶的距离，所以对于AAAA2kE来说，我们取D=2．18A．表5．3．1给出了计算过程

中用到的参数及AFP9，HPLC．6，AAAA2kE，VVVV2kE与冰晶的相互作用能的计算结果．

表5．3．1计算过程中用到的参数及几种AFPl分子与冰晶的相互作用能的计算结果．

Table 5．3．1 The parameters in calculation and AFP—ice interaction energies of some mutants ofAFPI．

AFP9与冰晶的相互作用能的计算结果为一6．1kcal／mol，与其实验结果一6．5kcal／mol有

好符合；HPLC一6与冰晶的相互作用能为一5．1kcal／mol，实验值为一4．9kcal／mol[17]，理论

算与实验结果一致；AAAA2kE的计算结果一3．3kcal／mol，与其实验结果--3．5kcal／mol也

接近【17】．计算结果表明，AAAA2kE与冰晶的相互作用弱于HPLC．6与冰晶的相互作用，

结论与实验结论一致．VVw2kE与冰晶的相互作用能的理论计算值为一4．5kcal／mol，与

验得到的结果一7．9kcal／mol有较大的差距[171．

通过与实验结果比较，可以发现，HPLC一6和AAAA2kE与冰晶的相互作用能的计算结

与实验结果有很好的符合，相比之下，AFP9和VVVV2kE与冰晶的相互作用能的理论值

实验值有较大的差距，尤其是VVVV2l(E，其理论值与实验结果差距最大．造成这种结果

原因是，HPLC．6和AAAA2kE与冰晶相互作用的甲基是分离的，与冰晶的相互作用仅为

基与冰晶的Van der Waals吸引相互作用，所以其理论计算与实验结果符合较好；AFP9

VVVV2kE，它们与冰晶的相互作用还受到其分子上相邻的甲基间排斥相互作用的影响，

对于这种排斥作用的贡献，我们仅简单而粗略的给出其贡献值，事实上，AFP9上甲基的
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相邻是由于苏氨酸的相邻造成的，而VVVV2kE则是一个缬氨酸上有两个甲基造成的甲基

相邻，所以这两种分子上相邻甲基对最后相互作用能的影响应该是不同的，而计算过程中，

我们简单认为一对相邻甲基对相互作用能的贡献是相同的．对排斥能的简单估算是造成其

计算结果与实验值有较大偏差的原因，如果对该作用的影响做详细讨论，结果或许会更好

一此．

§5．4结论

近期许多研究表明，AFPl分子上某些位置的氨基酸上的甲基与冰晶的相互作用对其在

冰晶表面的吸附起主要作用，本章在此基础上，认为这些甲基与冰晶问的Van der Waals吸

引相互作用对AFPI与冰晶的相互作用的贡献占主要地位，并计入相邻的甲基对相互作用能

的影响，计算了AFPl分子与冰晶的相互作用能，讨论了AFPl分子与冰晶的距离，AFPl

分子上对吸附起作用的甲基的个数，以及相邻的甲基问的排斥作用对相互作用能的影响．甲

基的个数越多，相互作用能越大，AFPl分子与冰晶的距离越大，相互作用能越小．最后计

算了几种AFPl分子与冰晶的相互作用能，并与实验结果进行了比较，发现理论计算结果与

实验结果符合较好．
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第六章AFP 1分子吸附方向性对热滞的影响

§6。1引言

AFPl分子具有规则的alpha螺旋结构，当外界温度在热滞温度范围内变化时，它们这

种规则的结构不会变化，使得AFPl分子在冰晶表面吸附时也保持其规则的结构，即其吸附

方式具有方向性．不同的AFPl分子在冰晶表面的吸附沿不同的方向，且同一种分子在冰晶

表面沿相同的方向吸附，这种吸附方向性对其热滞活性也有影响．

在第二章统计力学模型的基础上，本部分计入AFPl分子吸附方向性的影响，用统计力

学的理论重新讨论了AFPl分子在冰晶表面的覆盖度，及热滞温度与覆盖度的关系．最后给

出了几种AFPI的热滞温度随浓度的变化关系曲线，并将计算结果与实验结果及第二章的结

果进行了比较．计算过程中，用到的AFPl分子的化学势，及其与冰晶的相互作用能均用第

四章和第五章给出的理论结果．
’

§6．2模型与理论

与第二章中的理论分析过程相似，我们先给出AFPl分子在冰晶表面的覆盖度的表达

式；然后再利用热力学理论，进一步分析给出热滞温度与覆盖度的关系．

§6．2．1覆盖度的计算

由于AFPl分子由几个重复片段构成，每个片段含11个氨基酸，所以，我们认为，每

一个重复片段占据一个格点，冰晶表面可供吸附的格点总数为Ⅳt，每个AFPl分子占据Y个

连续的格点．AFPl分子具有规则的alpha螺旋结构，使得其在冰晶表面的吸附沿着一定的

方向，且同一种AFPl分子沿相同的方向吸附，所以，认为AFPl分子在冰晶表面的吸附为

一维棒状吸附，Ⅳ个AFPl分子在冰晶表面吸附的微观状态数为[137，138】

c麓=篇N ．

‘

(6．2．1)L^r=～． 【f'’2 1)
“‘

(，一∥)!Ⅳ!
～～“7
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将吸附在冰晶表面的AFPl分子看作一个系统，则系统的巨配分函数为

占=莓篇唧[Nil(N 烨)】，
争(，一∥)!Ⅳ1

1 。 ～ (6．2．2)

其中，∥是AFPl分子的化学势，s是AFPl分子与冰晶的相互作用能．

由于系统为宏观系统，因此，我们采用Bragg．Williams近似方法[139—1411，用巨配分

函数三求和项中的最大项来代替求和项．

下面求解巨配分函数(6．2．2)中的最大项：

为求解方便，令

尸：黑梨exp咖(∥叫】． (6．2．32)
(Ⅳ，一∥)!N! 一一。 ～

利用Stirling近似，有

InP=(Ⅳr—yN+Ⅳ)In(Ⅳr一)7Ⅳ+Ⅳ)一(Ⅳ『一yN)In(Ⅳr一州)， (6．2．4)

一ⅣlnⅣ+Ⅳ夕(∥一￡)

=O=(-y+1)ln(N，一yN‘+Ⅳ4)一_)'+1+yln(N,一州+)

+y—InN’-1+fl(／t-e) ． (6．2．5)

=一y·n(尘学)+h(尘生-==-弓享二丛]+∥c∥一￡，
^广为使得P取最大值的Ⅳ的值，上式表明，矿为Ⅳt，／z，s，T的函数．

所以，巨配分函数的对数为

ln占=InP(N’)

=(Ⅳ，一yⅣ++Ⅳ’)ln(N，一yN’+N+)-(N，一yN+)ln(N，一州+)．

一Ⅳ’lnⅣ‘+N+∥(∥一￡)

根据统计热力学理论，吸附的AFPl分子的平均数由下式给出：

炉打警靠丁半．d“ aⅣ

由于Ⅳ半是“的函数，所以有

Oln P(N+)

一=讹

由式(6．2．5)可知，

+
Dln P(N‘)ON+
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学一o，
由式(6．2．6)，易知

=N+∥．

(6．2．9)

(6．2．10)

将(6．2．8)，(6．2．9)和(6．2．10)代入(6．2．7)，最后得到吸附于冰晶表面的AFPI的分

子个数Ⅳ2为

N2=N‘． (6．2．11)

由式(6．2．5)，得到吸附的AFPl分子个数N2与冰晶表面总的格点个数Nt的关系表达式

为

叫n(鬻H半]=一譬． 瓶2胞)

与第二章的覆盖度的定义相似，我们定义吸附的Ⅳ2个AFPl分子覆盖的格点个数与可

供吸附的冰晶表面总的格点个数Ⅳt之比为覆盖度，用0表示，则有

p：丛， (6．2．13)
N．7

、。‘。。1。7

将(6．2．13)代入(6．2．12)，得到与覆盖度0有关的方程，其表达式为

叫n(警)扎(警]=一譬． ㈨2M，

§6．2．2热滞温度与覆盖度的关系

在我们的模型中，认为AFPl分子的一个由11个氨基酸组成的重复片段占据一个位点，

所以组成冰晶表面的冰分子的个数远大于其表面可供吸附的格点个数，计算过程中，认为

组成冰晶表面的冰分子的个数Ⅳl与冰晶表面可供AFPI吸附的格点的个数M的比值为A，

则组成表面冰晶的冰分子的个数为N1-AⅣt．

下面的分析与第二章类似． ，

当温度处于平衡温度瓦时，无AFPI吸附，仅有水分子吸附，系统的自由能的表达式

与第二章相同，为

Vo=一kreInQl+Nl￡l+No(一hr)， (6．2．15)

其中，各参数的意义及表达形式与第二章(2．2．15)中参数的意义相同，此处不再重复．
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当温度丁小于平衡温度瓦时，有Ⅳ2个AFPl分子吸附，Ⅳ3个水分子吸附，则系统的能

量为

E=N1毛+N2￡+N3(一h"， (6．2．16)

其中，各参数代表的意义与第二章(2．2．16)中参数的意义相同．

由于AFPl分子在冰晶表面的吸附沿一定的方向，所以Ⅳ2个AFPl分子吸附的微观状态

数为 卟c麓=篇·(6．2．17)
Ⅳ3个水分子吸附的微观状态数为

Q，嘲N3啦=蒜‰， ㈤2-s，

其中，各参数的意义与第二章(2．2．18)中参数的意义相同．

所以，系统的自由能为

F=-kTIn 2一kTInt23+N1q+N2E—N3．hy (6．2．19)

根据第二章中的计算，水分子在冰晶表面的覆盖度为1，所以有No=N1，N3=N1一跳，

同时，Ql=1，[23=1．

利用Stirling近似，同时用分子的摩尔数来代替分子个数，用(6．2．19)减去(6．2．15)，

得到AFPI吸附导致的自由能的增加为

AF=-RT[(nf—yn2+／'／2)ln(nf—yn2+n2)一(，z，一yn2)ln(nf—yn2)

-n2 In咒2】+n2E+on2hy

=一尺T[(n,-yn2)In(竺_乏{兰；})+，z：·n(竺半)]‘ (6·2·2。)

+n2E+on2hy

由覆盖度的定义式(6．2．13)，得到

AF=-n,RT[(1-0)In(警)删-n(警]]+ntg(ohy+e)肌㈨2捌，
跟第二章的分析相同，生长的冰晶的吉布斯函数变化为两部分之和：冰晶本身的吉布

斯函数变化和由于AFPl分子吸附引起的自由能变化之和．所以系统总的吉布斯函数变化为
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△G=--nLAg+AF---(nI／0·075)魈丁／re+舒．． (6．2．22)
=-(An．／o．075)ZST／T,+AF

肌丽-RT,Iy赢(1-O)ln(F1-Oog平／Y)+O羽ln(1-筹／一；／Y)]+O(ohT+e)re)y(1-O)In
． ㈤2∞，

妒名／(0．。75一尺l (!二孚三笋)+秒，n(!二弓c；!{孑型兰】l

§6．3计算结果与讨论

由于AFP9分子由4个11个氨基酸组成的重复片段构成，所以y=4【109】；HPLC．6由3

个11个氨基酸组成的重复片段构成，因此，3=3115．171；AAAA2kE和VVVV2kE的结构与

HPLC一6相同，均由3个11个氨基酸组成的重复片段构成，所以对于这两种分子，同样有

y=3[17，1221．

组成冰晶表面冰分子的个数Ⅳ1与冰晶表面可供AFPI吸附的格点的个数Ⅳt的比值为A，

每个AFPl分子可覆盖的表面冰分子的个数用其分子量与水分子分子量的比值来给出，

x=M118，M为AFPl分子的分子量；每个AFPI覆盖的格点个数为Y，所以有A=Z／y，也就是

舛嘞．

化学势表达式(6．2．24)中，由于AFPI溶液很稀，所以用水的浓度55mol／L近似代替

溶液的浓度，由于溶液模型为二维模型，所以z--4．与冰晶的相互作用能的值由第五章的计

算结果表5．3．1中给出．计算过程中用到其它各参数的值由表6．3．1给出：其中，VVVV2kE

在水溶液中与水的相互作用能的取值与HPLC一6与水的相互作用能的值相同，这是因为，

实验观测发现VVVV2kE溶液与HPLC一6溶液的性质没有明显的差别【15，122]；其它参数的
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取值前面几章中都有介绍，这里不再重复．

表6．3．1计算过程中用到的参数列表．

Table 6．3．1 The palameters in the calculation ofthermal hysteresis temperatures．

图6．3．1．6．3．4给出了AFlx)，HPLC一6，AAAA2kE和VVVV2kE的热滞温度随浓度的变

化关系曲线．为便于分析比较，图中还同时给出了第二章的理论曲线及实验结果．

Concentration(mmol／L)

图6．3．1 AFP9的热滞温度随其浓度的变化关系．考虑了吸附方向性(实线)，不考虑吸附方向性(虚线)，

实验结果【109】用_表示．

Fig．6．3．1 The thermal hysteresis temperature of AFP9 as a function of AFP concentration with adsorption

orientation(solid line)，without adsorption orientation(dashed line)，and the experimental data[109】ale given as
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Concentration(nunol／L)

图6．3．2 HPLC一6的热滞温度随其浓度的变化关系．考虑了吸附方向性(实线)，不考虑吸附方向性(虚 ·

线)，实验结果【2】用·表示．

Fig．6．3．2 The thermal hysteresis temperature of HPLC-6 as a function of AFP concen廿afion with adsorption

orientation(solid line)，without adsorption orientation(dashed line)，and the experimental data[2】ate given勰

●．

g
重
茭
皇

重
者

Concentration(mmol／L)

图6．3．3 AAAA2kE的热滞温度随其浓度的变化关系．考虑了吸附方向性(实线)，不考虑吸附方向性(虚
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线)，实验结果[2]用一表示．

Fig．6．3．3 The thermal hysteresis temperature of AAAA2kE as a function of AFP concentration with adsorption

orientation(solid line)，without adsorption orientation(dashed line)，and the experimental data[2】are given as

■．

毫
重
萎
二

重
毒

图6．3．4 VVVV2kE的热滞温度随其浓度的变化关系，实验结果【2】用_表示．

Fig．6．3．4 The thermal hysteresis temperature of VVVV2kE as a function of AFP concentration，and the

experimental data[2】are given as一．

从图6．3．1—6．3．3可以很容易看出，计入了吸附方向性的热滞温度(实线)比不考虑吸附

方向性影响的热滞温度(虚线)的值略小．这是因为AFPl分子的热滞活性主要是由其分子

在冰晶表面的吸附覆盖引起的，因此，AFPI在冰晶表面的覆盖度口的大小对热滞温度影响

很大，覆盖度越大，其热滞温度越大．计入了吸附方向性后，AFPl分子在冰晶表面的覆盖

度小于不计入吸附方向性时的覆盖度的值，所以导致其热滞温度变小．覆盖度对热滞温度

的大小起着决定性的作用，故下面讨论AFPl分子可覆盖的格点个数Y，AFPI的化学势及其

与冰晶的相互作用能对覆盖度的影响．以HPLC一6为例，图6．3．5给出了吸附方向性对AFPI

在冰晶表面的覆盖度的影响；图6．3．6分别给出了AFPl分子的化学势，AFPl分子与冰晶的

相互作用能对其在冰晶表面的覆盖度的影响．

图6．3．5给出了HPLC．6在冰晶表面的覆盖度随浓度的变化曲线，虚线表示不计入吸附

方向性(即y=1)的情形，由第二章中的(2．2．6)式给出．从图中看出，当溶液浓度很低时，
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考虑了吸附方向性的覆盖度(实线)大于不考虑吸附方向性的情形(虚线)；随浓度的增加，

其覆盖度(实线)小于不计入吸附方向性的结果(虚线)．这是因为，随着AFPl分子的吸

附，多个连续的Y个格点被占据，这样使得吸附的AFPl分子分布的微观状态数较单位吸附

(虚线)变小，从而使得覆盖度随浓度的增加而逐渐变小．由于覆盖度的变小，使得热滞

温度比不考虑吸附方向性时的热滞温度要小，如图6．3．1-6．3．3所示．

萎
。

鳘
菩
U

图6．3．5 HPLC．6在冰晶表面的覆盖度随浓度的变化关系，计入吸附方向性(实线)和不考虑吸附方向

性的结果(虚线)．

Fig．6．3．5 Coverage rates of HPLC一6 as functions of AFP concentration with adsorption orientation(solid line)，

and without adsorption orientation(dashed line)．

从图6．3．6(a)可以知道，覆盖度随AFPI与冰晶的相互作用能的增大而增大．这是因

为AFPl分子与冰晶的相互作用能的增大，意味着AFPI与冰晶间的吸引相互作用变强，就

更容易吸附，从而导致覆盖度增大；覆盖度增大，最后导致热滞温度增大，也就是说，热

滞温度随相互作用能的增大而增大，如第二章中图2．3．2结果所示．图6．3．6(b)显示，覆

盖度随溶液中AFPl分子与水分子间的疏水作用能的增大而增大．从化学势的表达式

(6．2．24)看出，AFPl分子与水分子间的疏水作用能越大，化学势越大；疏水作用越大，

AFPl分子越难溶于水，也就越易于在冰晶表面吸附，也就是说，化学势越大，越易于吸附，

覆盖度越大，最后热滞温度也就必然越大；与第二章图2．3．1的结果一致，热滞温度随化学

势增加而增大．
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图6．3．6 HPLC一6覆盖度随浓度的变化关系：(a)AFPl分子与冰晶的相互作用能为-4．5kcal／mol(实线)，

-5．1kcal／mol(虚线)；(b)AFPl分子与水分子间的疏水作用能为8．0kcal／mol(实线)，7．8kcal／mol(虚线)．

Fig．6．3．6 Coverage rates of HPLC一6 as functions of AFP concentration：(a)the AFPI-ice interaction energy

are一4．5kcal／mol(solid line)，and·5．1kcal／mol(dashed line)；(b)the AFPI—water hydrophobic interaction

energy are 8．0kcal／mol(solid line)，and 7．8kcal／mol(dashed line)，respectively．

从图6．3．6可以知道，覆盖度受到AFPl分子的化学势和其与冰晶的相互作用能两者的

共同影响．当化学势相同或相差无几时，相互作用能的影响占主要地位，例如HPLC一6，

AAAA2kE和VVVV2kE，HPLC一6的化学势与VVVV2kE相同，而HPLC．6与冰晶的相互

作用能大于VVW2l(E与冰晶的相互作用能，所以HPLC一6的热滞温度大于VVW2kE的

热滞温度，如图6．3．2和6．3．4所示；虽然AAAA2kE化学势略大于HPLC一6和VVVV2kE，

但是其与冰晶的相互作用能却远小于后面二者，导致前者热滞温度小于HPLC．6和

VVVV2kE的热滞温度，如图6．3．2．6．3．4所示．该结论与实验结果一致．

§6．4结论

本章在第二章的统计力学模型的理论基础上，计入了AFPl分子在冰晶表面吸附的方向
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性的影响，重新给出了热滞温度与覆盖度关系的解析表达式，讨论了热滞温度随浓度的变

化关系．以几种AFPI为例，计算了其热滞温度随浓度的变化关系，同时与不考虑吸附方向

性的理论结果及实验结果进行了比较，发现计入吸附方向性后与实验结果符合更好．同时，

还以HPLC一6为例，讨论了吸附方向性，AFPl分子化学势及其与冰晶的相互作用能对覆盖

度的影响，得出结论：计入吸附方向性使得AFPl分子的覆盖度变小，从而热滞温度变小；

覆盖度随AFPl分子的化学势的增大而增大，从而热滞温度随化学势的增大而增大；覆盖度

随AFPl分子与冰晶的相互作用能的增大而增大，从而使得其热滞温度随相互作用能的增大

而增大．解释了第二章中AFPl分子化学势及其与冰晶的相互作用能的大小对热滞温度大小

的影响．
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第七章总结

本文利用统计力学和统计热力学理论，建立了适用于分析AFPI热滞活性的统计力学模

型．利用格点模型和统计热力学理论，在不计入分子间相互作用的初级近似下，分析了链

状蛋白质分子溶液的热力学性质．并在此基础之上，计入AFPl分子与水分子问相互作用的

影响，研究了AFPI溶液的热力学性质，着重讨论了AFPl分子的化学势．还计算了AFPl

分子与冰晶的相互作用能．最后，计入AFPl分子吸附方向性的影响，进一步改进了最初建

立的统计力学模型．

首先，以AFPl分子为例，用统计热力学的理论，认为AFPl分子在冰晶表面的吸附为

单位吸附，即不考虑吸附方向性的影响，建立了适用于分析其热滞活性的统计力学模型，

给出了热滞温度与其在冰晶表面的覆盖度的关系表达式．计算了几种AFPI的热滞温度随浓

度的变化关系曲线，并与实验结果进行了比较．结果表明，统计力学模型可以很好的应用

于AFPI热滞活性的计算，理论计算结果与实验结果符合较好；同时发现，热滞温度随抗冻

蛋白分子化学势的增大而增大，随其与冰晶间的相互作用能的减小而减小．

用格点模型和统计热力学理论，在不计入分子间相互作用影响的初级近似下，讨论了

链状蛋白质分子溶液的热力学性质．结果表明，当溶液很稀时，系统的吉布斯函数随蛋白

质浓度的增加而减少，随浓度的增加，吉布斯函数随浓度的增加而增大；蛋白质的化学势

随其浓度的增加而增加．系统的吉布斯函数随温度升高而降低；浓度很低时，蛋白质的化

学势随温度的升高而降低，随着浓度的增加，其化学势随温度的升高而升高．溶液的热力

学性质与蛋白质分子的链长有关：系统吉布斯函数的最小值点随链长的增加向浓度值小的

方向移动：浓度很小时，蛋白质化学势随链长增加而降低，当浓度变大时，其化学势随链

长增加而升高．即使不计入分子间相互作用的影响，在溶液浓度很低时，溶液的性质也不

同于理想溶液，不能用理想溶液模型来简单描述．

在链状蛋白质分子溶液的热力学性质的理论基础上，计入AFPl分子与水分子间相互作

用的影响，并考虑到AFPI溶液为稀溶液的实际情况，研究了AFPI溶液的热力学性质，着

重分析了AFPl分子的化学势，同时还讨论了由于AFPl分子的加入导致的溶液冰点温度的

降低．结果表明，溶液中AFPl分子的化学势随其浓度的增加而增大，水分子的化学势随
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AFPI浓度的增加而减小，从而导致溶液的吉布斯自由能随浓度的增加先减少后增加；由于

分子间相互作用能的简单计入，致使溶液的吉布斯函数随浓度的变化关系仅在浓度很低的

范围内是合理的；AFPI化学势随其分子链长的增加而降低，随温度的升高而减小；AFPl

分子的加入导致的溶液冰点温度的降低为依数效应，不同于AFPI热滞活性的非依数效应，

且该降低值很小，在讨论溶液的热力学性质及AFPI热滞活性时通常可忽略．

由于AFPl分子与冰晶的相互作用能对其热滞有很重要的作用，接下来计算了AFPl分

子与冰晶的相互作用能．结果表明，相互作用能的大小与对AFPl分子吸附起作用的甲基的

个数成正比，个数越多，相互作用能越大，随AFPl分子与冰晶间距离的增加而减小．同时，

相邻甲基间的排斥作用对AFPl分子与冰晶的相互作用能的大小也有影响．最后给出了几种

AFPl分子与冰晶的相互作用能，并与实验结果进行了比较，发现理论计算与实验结果符合

较好．

最后，考虑到AFPl分子在冰晶表面吸附具有一定的方向性，计入吸附方向性的影响，

改进了统计力学模型理论，重新给出了热滞温度与覆盖度的关系表达式，利用前面给出的

化学势及相互作用能的理论值，计算了几种AFPI的热滞温度随浓度的变化关系．结果表明，

由于计入吸附方向性后的覆盖度略小于不考虑吸附方向性的结果，导致前者的热滞温度也

略低于后者．同时发现，覆盖度随化学势的增大而增大，从而导致热滞温度增大；覆盖度

随AFPI与冰晶的相互作用能增加而增大，导致热滞温度随相互作用能增大而增大．通过与

前面的计算结果及实验结果比较，发现计入吸附方向性的理论结果与实验结果符合更好，

吸附方向性的影响不能忽略．

总之，利用统计力学和统计热力学理论，建立了适用于分析AFPI热滞活性的统计力学

模型．同时讨论了链状蛋白质分子溶液及AFPI溶液的热力学性质．另外还计算了AFPl分

子与冰晶的相互作用能．并在考虑AFPI吸附方向性的情况下，改进了统计力学模型理论．我

们希望本文能对研究抗冻蛋白热滞活性方面的科学工作有一些帮助．
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