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研究不同赋形剂对体外诊断试剂冻干参数的影响'方法
!

利用差示扫描量热仪对加入不

同赋形剂的
"

"

谷氨酰基转移酶"

RRZ

%诊断试剂进行测试!并用冻干显微镜进行观察'结果
!

RRZ

试剂的塌陷

温度并不是某一个温度点!而是一个温度范围$同时
X!R6444

&

X!R34444

&

XKX

&

QA?

均能提高
RRZ

试剂的共

晶点和玻璃化温度!降低
RRZ

试剂共熔点'结论
!

:

种赋形剂对
RRZ

试剂冻干参数的影响非常接近'
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影响物料冻干的关键参数一般有
:

个!即共晶温

度*共熔温度*塌陷温度和玻璃化转变温度"共晶温

度是指物料中水分完全冻结成冰晶时的温度$

5

%

"真

空冷冻干燥技术的原理是将水由固态不经过液态而

直接升华为气态的过程!此过程只有两相的转变!即

固态转化成气态"若冷冻干燥预冻过程中物料未完

全冻实而留存部分液态物料!则在升华干燥阶段会出

现+鼓泡,现象!即液态物料在低压状态下的沸腾现

象!此现象容易导致冻干后的物料再次复溶!内部结

构不均匀!并发生部分物料黏团的现象!最终导致产

品复溶性差"因此!预冻阶段温度应降至共晶温度以

下!将物料中的水分完全冻结成冰晶而不能存有液态

物料"共熔温度也叫共熔点!水有固定的熔点!而溶

液却并不如此!冻结实后的溶液通常不在一个固定的

温度全部发生熔化!而是随着温度的逐渐升高!晶体

量逐渐减少!一直到最后固体才完全熔化"当熔化开

始出现液体时的温度叫熔点!对于溶液来说!则是溶

质和溶媒共同的熔化点!这个温度称之为共熔温

度$

3

%

"塌陷温度又称崩塌温度!是针对某些冻干后的

物料而言的"冻干后的物料当温度逐渐上升时!其刚

性逐渐降低!当温度达到某一临界值时!其刚性不足

以维持物料的三围立体结构!导致物料开始塌陷!这

一临界温度即称之为物料的塌陷温度"玻璃化转变

温度是指物料最大冻结浓缩液的玻璃化转变温度"

玻璃化转变温度除了与物料配方有关外!还与物料的

结构*预冻温度和速度密切相关$

7

%

"本课题拟用体外

诊断试剂
"

"

谷氨酰基转移酶&

RRZ

'诊断试剂为研究

对象!研究
RRZ

试剂的冷冻干燥成型特性!通过差示

扫描量热仪对加入不同赋形剂的
RRZ

试剂进行测

试!并用冻干显微镜进行观察!以探讨赋形剂对
RRZ
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试剂冻干工艺关键参数的影响"

$

!

材料与方法

$/$

!

仪器与试剂

$/$/$

!

主要材料
!

烧杯若干个$四川蜀玻&集团'有

限责任公司'%-

54E

液氮&宁波方辛气体有限公司'-

不锈钢保温桶
5

个*方形塑料试管
34

个&宁波美康生

物科技股份有限公司'"

$/$/%

!

主要试剂
!

RRZ

诊断试剂&宁波美康生物科

技股份有限公司'-聚乙二醇&

X!R

'

6444

*

X!R34444

*

牛血清清蛋白&

QA?

!国药集团化学试剂有限公司'-

聚乙烯吡咯烷酮&

XKX

'$国药集团化学试剂有限公司

&沃凯'%"

$/$/&

!

主要仪器设备
!

?E54:

型电子天平$梅特勒
"

托利多仪器&上海'有限公司%-

X!34

型
I

Y

计$梅特

勒
"

托利多仪器&上海'有限公司%-移液枪$大龙兴创实

验仪器&北京'有限公司%-

YA"7

型垂直混合仪&宁波

新芝生物科技有限公司'-

Â"8863

型超声仪&宁波海

曙科生超声设备有限公司'-

P̀VA58<

冻干显微镜

&

E%(,$#

'-

PAV344̀7

型差示扫描量热仪&美国
X-J"

,%("!&#-J

公司'"

$/%

!

方法

$/%/$

!

样品处理流程
!

厂家试剂首先加入
54a

赋形

剂!然后搅拌均匀!最后进行物理参数测试"

$/%/%

!

试剂制备
!

取厂家购买的
RRZ

试剂分为
;

组!每组
RRZ

试剂质量为
54

)

!分别加入
5

)

以下赋

形剂!第
;

组为不加赋形剂的空白对照组"见表
5

"

表
5

!!

赋形剂编组

实验组号 赋形剂

5 X!R6444

3 X!R34444

7 XKX

: QA?

;

空白对照

$/%/&

!

RRZ

试剂共晶点和共熔点的测试方法$

:

%

!

本实验用美国
X-J,%("!&#-J

公司的
PAV344̀7

型差

示扫描量热仪!取
;

#

ERRZ

试样于铝皿中!

34#E

(

#%(

的氮气下!以
; b

(

#%(

的速度从
3; b

冷却到

\:4b

!又以相同速度从
\:4b

升温至
3;b

!通过

配套软件
X

N

J%.A-J%-.

&美国
X-J,%("!&#-J

公司!

;/4

版本'记录降温和升温过程样品的热流曲线!即
PAV

曲线"

$/%/'

!

RRZ

试剂塌陷温度测试方法$

;

%

!

塌陷温度

实验采用冻干显微镜!配有液氮冷却系统&

ELX8:

(

3

'*可 编 程 温 度 控 制 器 &

ZGA 8:K

'和 真 空 泵

&

!3G5/;

!

!H'$JH.

'"使用方法参照仪器使用说明

书!样品处理过程如下#样品以
54b

(

#%(

从
34b

降

温至玻璃化转变温度以下!抽真空!使压力保持在
34

X$

!然后以
5b

(

#%(

升温"图像采集使用彩色高敏感

度冷
VVP

&

C-D%

)

$3444C

!

>@#$

)

%(

)

'!程序运转过程

中仔细观察图像中样品变化!本文中的塌陷温度均取

样品结构局部丧失时的温度$

<

%

"每个实验重复
7

次!

取平均值"

$/&

!

数据处理
!

运用
G%0J1.1MD-_0-&3454

进行数据

处理分析"

%

!

结
!!

果

%/$

!

RRZ

试剂的
PAV

图谱
!

将
RRZ

试剂用差示

扫描量热仪测试得到其
PAV

曲线!如图
5

所示"从图

5

中可以看出
RRZ

试剂在从
3;b

到
\:4b

的降温

过程中!

\5:/37 b

$

\5;/44 b

之间有一个放热

峰"在 从
\:4 b

到
3; b

的 升 温 过 程 中!在

\5/<9b

$

7/:6b

之间有一个吸热峰"物料在结晶

过程中会放出一定的相变潜热!因此!从图
5

中可判

断出
RRZ

试剂的共晶点温度在
\5;b

左右!因为
\

5;b

之前有一个明显的放热峰"而物料在融化过程

中会吸收一定的相变潜热!由此从图
5

中可判断
RRZ

试剂的共熔点温度在
\5/<9b

左右!因为从
\5/<9

b

开始有一个明显的放热峰"从图
5

中还可看出在

\56/9;b

比热容有突变!从而可确定
RRZ

试剂的

玻璃化转变温度为
\56/9;b

"

图
5

!!

RRZ

试剂的
PAV

图谱

%/%

!

不同赋形剂对
RRZ

试剂共晶点*共熔点和玻璃

化温度的影响
!

用差示量热扫描仪测试添加不同赋

形剂的
RRZ

试剂!分别得到共晶点*共熔点和玻璃化

温度"

X!R6444

*

X!R34444

*

XKX

*

QA?

对
RRZ

试

剂有着相似的效果!即同时提高了
RRZ

试剂的共晶

点和玻璃化温度!降低了
RRZ

试剂共熔点!且四者的

变化幅度接近"见表
3

"

表
3

!!

不同赋形剂对
RRZ

试剂共晶点$共熔点和

!!!

玻璃化温度的影响%

b

&

赋形剂 共晶点 共熔点 玻璃化温度

X!R6444 \54/74 \9/<4 \5;/84

X!R34444 \55/64 \6/<4 \59/74

XKX \57/;4 \;/:4 \59/84

QA? \53/<4 \:/;4 \5</84

空白对照
\5;/44 \5/<9 \56/9;

%/&

!

RRZ

试剂塌陷温度的确定
!

RRZ

试剂原液的

三次塌陷时的温度分别为
\7:/8b

*

\79/8b

和
\

)
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76/9b

!平均塌陷温度为
\79/3b

"见图
3

"所有平

行实验得出的塌陷温度均有一定差异!同时!

:

种赋形

剂均不同程度地提升了
RRZ

试剂的塌陷温度!这是

由于物料组分的改变会导致塌陷温度的变化"见

表
7

"

!!

注#

?

表示塌陷时的温度为
\7:/8 b

-

Q

表示塌陷时的温度为

\79/8b

-

V

表示塌陷时的温度为
\76/9b

图
3

!!

RRZ

试剂冻干显微图像

%/'

!

不同赋形剂对
RRZ

试剂冻干曲线关键参数的

影响
!

根据已得到的各温度数据!可以判断各组试剂

的合理预冻温度和升华干燥温度"见表
:

"

表
7

!!

不同赋形剂对
RRZ

试剂塌陷温度的影响%

b

&

赋形剂
一次塌陷

温度

二次塌陷

温度

三次塌陷

温度

平均塌陷

温度

X!R6444 37/5 3;/7 33/: \37/<

X!R34444 3;/5 37/9 3;/6 \3:/8

XKX 3:/3 39/: 3</7 \3</4

QA? 38/7 36/; 3</: \36/5

空白对照
\7:/8 \79/8 \76/9 \79/3

表
:

!!

不同赋形剂对
RRZ

试剂冻干曲线关键参数的影响%

b

&

赋形剂 共晶点 共熔点 玻璃化温度 塌陷温度 预冻温度 升华干燥温度

X!R6444 \54/7 \9/< \5;/8 \37/<

$

\34/8

$

\37/<

X!R34444 \55/6 \6/< \59/7 \3:/8

$

\33/7

$

\3:/8

XKX \57/; \;/: \59/8 \3</4

$

\33/8

$

\3</4

QA? \53/< \:/; \5</8 \36/5

$

\35/8

$

\36/5

空白对照
\5;/4 \5/9 \56/6 \79/3

$

\37/6

$

\79/3

&

!

讨
!!

论

!!

玻璃化转变是指物料从高弹态到玻璃态的转

变$

9

%

"从分子运动的观点!玻璃化转变是物料的非晶链

段从冻结状态到解冻状态的转变!与热力学相变点熔点

等不同!玻璃化转变还是一个动力学过程$

6

%

!一般物料

在玻璃化转变前后热容不同$

8

%

!在
PAV

图谱上表现为

比热容突变!从而可确定物料的玻璃化转变温度"

在冻干过程中塌陷温度是一个非常重要的参数"

在物料的干燥过程中样品温度过高会引起塌陷!进而

导致干燥层的多孔结构丧失*残余水分增多*复水时

间延长!更严重的将导致生物制品活性丧失$

54"55

%

"物

料在干燥过程中出现塌陷与许多因素有关!既有材料

本身结构特性的影响又有加工特性的影响$

53

%

"

在冻干领域里!冻干曲线的设计与物料冻干的成

败*整体冻干周期和冻干机的能耗密切相关!合理的

冻干曲线可使冻干机在最短的时间内以最低的能耗

得到合格的冻干品"因此预冻温度和升华干燥温度

作为冻干曲线的关键参数!应当准确判断"

预冻温度取决于共晶点和玻璃化温度!预冻温度

合理范围应低于共晶点和玻璃化温度中较低者
;b

以上$

57

%

-升华干燥温度则取决于塌陷温度和共熔点!

升华干燥温度的合理范围应低于塌陷温度和共熔点

中较低者$

5:

%

"据此原则!加入
54a X!R6444

的

RRZ

试剂预冻温度可设为
\34/8b

$

\3;/8b

!升

华干燥温度应设定为低于
\37/< b

-加入
54a

X!R34444

的
RRZ

试剂预冻温度可设为
\33/7b

$

\39/7b

!升华干燥温度应设定为低于
\3:/8b

-加

入
54a XKX

的
RRZ

试 剂 预 冻 温 度 可 设 为

\33/8b

$

\39/8 b

!升华干燥温度不高于
\3</4

b

-加入
54a QA?

的
RRZ

试剂预冻温度可设为

\35/8b

$

\3</8b

!升华干燥温度不高于
\36/5

b

-不加任何赋形剂的
RRZ

试剂预冻温度可设为
\

37/6b

$

\36/6b

!升华干燥温度不高于
\79/3b

"

'

!

结
!!

论

!!

X!R6444

*

X!R34444

*

XKX

*

QA?

均 能提高

RRZ

试剂的共晶点和玻璃化温度!降低
RRZ

试剂共

熔点-塌陷温度并不是某一个温度点!而是一个温度

范围!不同的赋形剂赋予
RRZ

试剂不同的塌陷温度

范围-由于赋形剂的加入改变了
RRZ

试剂的组分!因

而其塌陷温度必然发生变化!

:

种赋形剂均不同程度

地提升了
RRZ

试剂的塌陷温度-

:

种赋形剂均可作

为
RRZ

试剂合格的赋形剂!而且四者的对
RRZ

试剂

物理参数的影响非常接近"
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有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且试验组明显低于模型组!

差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"三组
ZR̀"

%

5#CL?

吸光度值比较!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且随着

时间延长!模型组和试验组吸光度值逐渐增加!在第

5:

天达到高峰"两两比较显示!模型组和试验组

ZR̀"

%

5#CL?

均明显高于假手术组!差异有统计学

意义&

B
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4/4;

'!且试验组明显低于模型组!差异有统

计学意义&
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和
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表达水平实

现其肾脏保护作用"
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和
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具有成为肾间

质纤维化治疗的潜在有效靶点"
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