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专题: 水科学重大关切问题研究

水溶液中结合水的定义与量化∗

王强† 曹则贤

(中国科学院物理研究所, 北京 100190)

( 2018年 9月 20日收到; 2018年 11月 13日收到修改稿 )

水溶液中溶质的结合水具有不同于远离溶质的自由水的结构和性质. 结合水的存在对水和溶质结构和动
力学性质均具有显著甚至决定性的影响. 然而, 对结合水动力学和热力学性质的定量理解在诸多方面一直存
在争议甚至严重分歧, 其中重点包括如何定义和量化结合水, 如何表征结合水和自由水的动力学差别, 结合水
如何参与生物大分子各种生物功能过程, 以及溶质或界面影响结合水结构与性质的途径等. 给出结合水定义
的物理学依据和量化方法, 是深入理解上述问题的第一步. 本文简述了各种不同谱学方法定义结合水的基本
原理及量化的困难, 强调具有不同时间和空间响应尺度的测试方法所得结合水数不必完全可比. 此外, 系列
水溶液物性随浓度升高会明显改变其浓度依赖关系, 相应拐点浓度常被用于量化稀溶液中的溶质结合水数.
我们近期研究的水溶液玻璃化转变温度 -浓度关系, 为结合水的定义、量化和水溶液的三区划分提供了物理依
据, 同时揭示了上述利用性质 -浓度关系拐点浓度量化结合水方法的不足.

关键词: 水溶液, 结合水, 自由水, 玻璃化
PACS: 51.30.+i, 64.70.D–, 65.20.–w DOI: 10.7498/aps.68.20181742

1 引 言

水几乎是一种万能溶剂, 因此自然界里的水通
常是以水溶液的形式存在. 水溶液中溶质近邻水
分子具有不同于远离溶质的自由水的结构和性质.
这些明显受溶质影响的水分子通常被称为结合水.
有研究结果表明: 结合水的存在明显影响有机大
分子的几何构型和生物动力学过程, 包括蛋白质和
DNA等有机大分子的折叠、偏聚以及生物酶活性
的表现 [1−5]. 结合水影响混合溶质中小分子或离
子与大分子相互作用的方式 [6], 如结合水在尿素或
氧化三甲胺等小分子改变或稳定蛋白质构型过程

中扮演着重要角色 [7,8]. 结合水影响水溶液中电解
质的诸多动力学过程, 例如涉及能量传递的质子传
导 [9−11]. 在描述溶质扩散系数和溶液黏度温度依
赖关系的Stokes-Einstein公式中 [12,13], 溶质大小

采用的是水合溶质半径. 在描述水溶液诸多热力学
性质时同样要考虑结合水效应, 如早有观点认为在
计算水溶液活度时, 不应把结合水视为溶剂, 而应
考虑去除结合水后水溶液的有效浓度 [14−16].

定性而言, 水溶液中存在结合水、其不同于
自由水的结构和性质以及其对水溶液热力学和

动力学行为具有不可忽略的影响等方面, 目前均
已达成共识. 但是, 溶质结合水数目 [17−20]、结合

水与自由水在各种动力学过程中特征弛豫时间的

差别 [17,21,22]、结合水与生物大分子在动力学方面

是否存在耦合以及结合水如何参与大分子各种生

物过程 [23−27]、界面的存在和界面性质对结合水

结构和性质影响的关系等诸多方面均存在较大争

议 [17,28]. 本文关注第一个争议点, 即如何定义和量
化溶质结合水数.

传统观点认为水含量较高的稀溶液中只存在

结合水和自由水两类水分子, 且不考虑两者之间是
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否存在过渡层. 而过渡层的概念在固 -液界面双电
层模型、近期热议的水溶液中冰晶胚形成区与周

围溶液界面的模型中均得到足够的重视 [29−32]. 相
对于自由水或体相水, 结合水具有较高的密度和
黏度 [33−35]、较低的扩散和压缩系数 [36]、较长的驻

留时间和分子取向弛豫时间 [17,18,36,37]、较快的自

旋 -晶格弛豫和分子振动过程 [22,38]、明显强于体相

水的玻璃化形成能力 [39−41]等. 上述诸多性质反映
的是结合水和自由水在不同时间尺度、分子间或分

子内不同空间尺度的结构和性质的差别. 这也是对
同一溶质在相近浓度和相同温度条件下、不同测试

方法所得结合水数不同的主要原因之一. 从另一方
面讲, 基于不同性质所定义的结合水的数目并不一
定完全相同. 此外, 无序体系各种谱学拟合结果的
不唯一性是所报道结合水数分散的另一主要原因.

在方法学上, 结合水的量化主要存在两类方
式: 一是直接测量稀溶液的结构和性质, 然后基于
结合水和自由水混合模型对所测结果进行拟合; 二
是通过研究水或溶质性质与浓度的关系推测结合

水数. 部分实验结果已表明, 水和溶质的诸多物理
性质在特定浓度点会改变其浓度依赖关系, 即水溶
液物性 -浓度曲线存在拐点 [42−49]. 相关文献认为,
对于浓度高于该拐点浓度的水溶液, 自由水消失而
只残留溶质周围的结合水. 该拐点浓度因而被用于
量化稀溶液中溶质的结合水数. 本文在简要介绍不
同量化结合水方法各自的特点后, 将在后半部分讨
论第二种实验方案的不足和改进办法.

2 结合水的不同定义和量化方法

2.1 差示扫描量热法(DSC)

DSC方法视降温过程不晶化的水分子为结
合水, 而降温晶化的那部分水分子为自由水.
传统方法通过测量水溶液中冰的熔化焓或晶

化焓并直接与体相水在 273.15 K的熔化焓相比
(6.0 kJ/mol) [50−54], 利用所得自由水的量间接得
到结合水数. 需要强调的是, 水溶液中水自由能随
溶质的加入而降低, 但冰的自由能与溶质无关. 因
此, 水溶液中冰熔化温度或水晶化温度均低于体相
水. 传统方法忽略了冰晶化焓或熔化焓的温度依赖
性. 后续方法对作为参比的体相冰的熔化焓进行了
温度修正 [55−57]. 固液相变焓是固、液两相比热差
对温度的积分, 而过冷水比热的温度依赖性尤其明

显 [58,59]. 上述修正仍存不足, 这是因为水溶液中水
的活度系数小于 1. 等量水分子在水溶液和体相水
中的晶化焓或熔化焓并不相同. 因此, 应另加活度
修正 [14,60]. 但是, 深过冷水溶液活度的测量非常困
难, 鲜有可靠数据报道. 最后, 需明确的是, DSC方
法不能识别阴、阳离子各自的结合水数.

2.2 核磁共振(NMR)

NMR法视近邻结构、分子自旋 -晶格弛豫或自
旋 -自旋弛豫不同于自由水的水分子为结合水. 结
合水和自由水近邻配位结构不同, 核的电子屏蔽效
应不同, 17O或 1H化学位移会有明显不同 [61]. 不
过,结合水和自由水间的快速交换 [62,63]使NMR方
法只适用于部分水溶液体系. 其适用的溶质对象包
括Al3+, Ga3+, Mg2+, Be2+, Cr3+, Co2+, Ni2+等
高价阳离子的电解质、含有与水分子存在强氢键官

能团的部分有机分子. 上述溶质结合水长驻留时
间为NMR分辨结合水和自由水提供了条件 [36,64].
阴离子因其与水分子间只存在较弱的静电相互作

用而不会明显改变其近邻水分子的驻留时间. 这个
条件促成了NMR方法可单独量化部分阳离子的结
合水数.

为降低结合水与自由水的交换速度, 常用的方
法包括测量 17O谱而非 1H谱、降低样品温度. 低温
条件下, 结合水和自由水的交换过程变缓. 此外,
变温措施的采用是利用自由水和结合水动力学弛

豫过程具有不同的温度依赖关系 [65]. 为避免降温
过程水的晶化, 少量有机分子会被加入待测水溶液
以进一步降低水的晶化温度, 得到结合水和自由水
弛豫时间分开所需的低温条件. 另外, 水分子的自
旋 -晶格、自旋 -自旋弛豫时间的浓度依赖关系也常
被用于区分和量化结合水与自由水 [66−68]. NMR
方法所得阳离子结合水数与结构测量所得第一配

位水合层的水分子数相近.

2.3 活 度

活度方法视挥发性可忽略的水分子为结合水.
活度为水溶液中水的偏吉布斯自由能, 是水溶液水
的蒸汽压与纯水在相同温度下饱和蒸汽压之比. 对
于溶质 -水分子相互作用等同于水分子 -水分子相
互作用的理想水溶液, 活度具有依数性, 其值正比
于水的摩尔分数. 但对于非理想水溶液, 溶质 -水
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分子相互作用不同于水分子 -水分子相互作用. 绝
大多数水溶液为非理想水溶液, 其中的水分子有
结合水和自由水之分. 在考虑非理想水溶液活度
时, 部分做法是只将自由水视为溶剂, 即假定水溶
液水的蒸汽压只与自由水有关, 考虑溶质的有效
浓度 [14−16]. 调整结合水数至水溶液的活度与自
由水摩尔分数成线性关系, 然后据此量化结合水
数. 上述方法视水合溶质与自由水组成理想水溶
液, 进而依数性成立. 另外, 利用离子强度、价电
子数等参量表征活度系数的Debye-Huckel公式或
Stokes-Robinson公式同样涉及结合水数 [69], 但其
中的结合水数为可调参量. 上述方法通常假定低价
阴离子的结合水数为零. 该假设目前仍被部分研究
者采用. 这明显不同于 ‘Hofmeister’序列所强调的
内容, 即电解质主要通过阴离子直接或借助其结合
水间接影响有机分子的可溶性和其空间结构的论

断 [6,70]. 有别于NMR, 活度方法量化的阳离子结
合水往往包含第二水合配位层内的水分子.

2.4 拉曼与红外吸收、超快红外泵浦探测

方法

振动光谱视分子振动模式或偶极子取向弛豫

时间不同于体相水的水分子为结合水.
方法一 关注低于 800 cm−1 (约 24 THz)低

频范围. 该频域对应水分子间氢键或X—H—O
(X = F−1, Cl−1, Br−1, NO3

−1, ClO−1
4 等)的收缩

或弯曲振动模式的谱线 [71−75]. 配合分子动力学模
拟量化结合水数 [76].

方法二 拉曼或红外探测水溶液或体相水的

振动谱均在 2800—3800 cm−1范围内出现一个宽

峰 [77−81]. 虽然水分子的对称伸缩、非对称伸缩和
弯曲振动倍频、水分子振动以及氢键低频振动间

的Feimi共振等均位于该范围内, 但人们通常还是
认为该宽峰可有效反映不同近邻结构对水分子振

动的影响. 3200 cm−1的振动峰主要对应于接近

四配位、强氢键、低密度的近邻结构 [78,82,83], 而
3400 cm−1的水分子振动模式对应弱氢键、高密度

的局域配位类型 [78,82,83]. 研究发现, 水分子的上述
两个特征峰位往往在水溶液的某个特定浓度点改

变其浓度依赖关系 [84]. 不单是水分子, 部分有机分
子溶质的C—H振动峰位也具有上述特点 [44]. 基
于溶质浓度高于该临界点、水溶液中自由水完全

消失的假设, 该拐点浓度处单摩尔溶质的水分子数

往往被定义为结合水数. 其合理性将在 2.10小节
详述.

方法三 飞秒泵浦探测技术的探测时间短于

结合水和自由水的交换时间. 由于结合水和自由水
表现出不同的振动特性, 该方法可以选择性地泵浦
探测结合水或自由水分子, 进而研究它们各自的取
向弛豫特征 [20,24,85−88]. 该方法的优势主要在于分
辨结合水与自由水在分子振动和取向弛豫动力学

的差别. 但在量化结合水方面, 该方法难以单独给
出明确的结果. 为了同时在动力学性质和数量两个
方面综合分析结合水, 往往参考其他方法给出的结
合水数. 这时应十分注意, 比如, 有文献在分析飞
秒泵浦探测技术所得结合水动力学性质时, 参考了
利用水合溶质扩散系数所得的水合离子半径推导

出的结合水数 [20]. 这明显属于两种具有不同时间
尺度方法的组合. 其结果会影响对离子或有机分子
对近邻水分子集体动力学行为影响距离的分析和

理解 [36].

2.5 太赫兹光谱

多分子集体动力学弛豫行为不同于体相水或

自由水的水分子被定义为结合水. 红外吸收或拉曼
散射常被用来探测高波数水分子振动模式随外界

条件的变化, 相关谱学是间接反映溶质 -水分子相
互作用强度或水分子间氢键数量、距离的变化. 而
在直接揭示溶质影响水分子氢键网络结构方面, 太
赫兹谱 (THz谱)具有独特的优势. 水分子间氢键
的弯曲、伸缩振动恰位于THz频率范围内 [21]. THz
时域光谱技术近年来已较为成熟. 该技术可以给
出THz频域的介电谱. 而MHz—THz的宽频介电
谱会同时提高GHz和THz频率段介电谱的拟合精
度 [85,89]. 这是因为类体相的自由水分子的转动对
THz谱的低频部分亦有贡献 [90]. 溶质的存在致使
结合水的转动及其氢键的相关动力学的特征频率

发生红移. 目前, 人们认为结合水氢键振动频率的
红移致使其对THz介电谱的影响可以忽略. 因此,
部分文献利用溶质所引起的水介电强度的变化与

自由水介电强度的比值来量化结合水数 [89,91,92].
另一方面, THz吸收系数也常被用于量化结合

水. 该方法是首先得到固定频率下水溶液的吸收
系数与溶质浓度的关系; 然后假设水溶液吸收是溶
质、自由水和结合水三者吸收的线性叠加; 通过拟
合得到结合水体积分数进而推导出结合水数 [93,94].
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需强调的是, THz技术分析认为有机分子极性
官能团对近邻水分子的影响要明显远于第一水合

层 [94,95]. 而飞秒红外泵浦探测测试结果认为有机
分子甚至高价阳离子对近邻水环境的影响仅限于

第一水合层 [20]. 上述矛盾可能来自THz 技术对氢
键网络的变化更为敏感. 当然, 人们对上述红外测
试结果的合理性一直存疑 [36].

2.6 介电谱

该方法视水分子偶极子取向时间不同于自由

水或体相水的水分子为结合水. 结合水和自由水的
偶极子转动取向对外加交变电场的响应不同. 宽频
介电谱能够区分它们的取向弛豫时间, 同时得到分
别的介电强度∆ε [96−99]. 依据Kirkwood-Fröhlich
理论, ∆ε正比于偶极子的数密度、偶极矩平方, 以
及表征水分子的取向受其他水分子影响程度的

Kirkwood-Fröhlich相关因子, 即 g因子 [100]. 上述
三个因素的量化均较为困难. 比如, 气态水分子偶
极矩为 1.86 Debye. 但对于液态水, 由于其内部自
洽电场对水分子的极化, 水分子的偶极矩会高达约
3.0 Debye [101,102]. 结合水的局域近邻结构更为复
杂, 致使结合水偶极矩的量化也更为困难. 其次是
g因子, 对于体相水, g = 2.7, 而对于Na+的结合
水, g = 1.6, 对于Cs+的结合水, g = 1. 该因子量
化的难度在于如何区分离子近邻结合水因取向导

致的静态去极化和动态去极化. 后者指的是因水合
离子移动所改变的外加电场中部分水分子偶极子

的取向 [103]. 利用∆ε量化结合水的方法同样也被

用于有机分子, 但更为困难 [104]. 只有个别体系的
有机分子, 结合水、自由水的分子取向表现出明确
不同的弛豫时间或频率. 但对于大多数有机分子水
溶液, 结合水和有机分子特别是其侧链表现出非常
相近的取向弛豫特征. 同时, 结合水和有机分子均
匀混合状态下各自偶极矩的量化也需深入研究.

2.7 超 声

该方法视压缩系数为零或接近于冰压缩系数

的水分子为结合水. 依据所测水溶液的声速和
密度, 通过Laplace公式导出水溶液的绝热压缩系
数 [105]. 由于先验地假设结合水不具压缩性 [106],
水溶液和体相水压缩系数的比值可直接被用于

量化自由水, 进而间接确定溶质的结合水数. 后

续改进之处在于假设结合水与冰具有相近的压

缩系数 [107]. 离子结合水的不可压缩性较好理
解, 比如Na+, 距其中心 0.1 nm处的电场强度约为
13.8 × 1010 V/m. 强电场中的Na+第一水合层水
分子等效于被施加了约 13 GPa的压力, 而压缩系
数是随压力的增大而减小的. 但对于有机分子水溶
液, 溶质的压缩系数不可忽略. 鉴于此, Yasunaga
等 [108,109]发展了一个间接方法. 该方法表现为, 对
于部分有机分子 -水相互作用较弱的二元体系, 比
如乙醇 -水体系, 其压缩系数在低浓度处存在极大
值. 该极大值所在的浓度会随外加待测有机分子而
降低. 该特征浓度的降低被归因于外加待测溶质
的水合进一步降低了乙醇 -水体系内自由水的含量.
其局限性在于该间接方法主要适用于乙醇 -水体系
可溶的待测有机分子.

2.8 扩散系数和黏度的测量

该方法视驻留时间长、随溶质一起扩散的水

分子为结合水. 测量水溶液黏度和离子扩散系
数, 利用Stokes-Einstein公式推导出水合离子半
径 [12,110]. 水合层体积与水分子体积的比值被用于
量化结合水. 该方法主要适用于离子对形成概率低
的稀溶液 [111−113]. 另外, 结合水数的精度依赖于
结合水的密度或摩尔体积的精确量化 [34].

2.9 X射线与中子衍射, X射线吸收精细谱

结构测量方法定义第一配位水合层内的水分

子为结合水. 衍射方法可以通过结构因子得到径向
分布函数, 进而得到水分子的第一配位甚至第二配
位层内的水分子数, 以及相应的配位距离 [114−118].
衍射结果来自结合水和自由水两者的贡献. 基于
结构测量, 离子对水结构的影响被认为等同于压
力 [114,119]. 判据之一是离子的加入和压力均会减
小水分子第二配位层的距离 [120]. 离子和压力对
水结构长程影响的观点也被用于理解两者对水

诸多热力学性质影响的等效性, 比如对活度的影
响 [60]. 近期, 在对水晶化影响方面, 溶质和压力被
等效于均通过增加类结合水而强化了水的不均匀

性 [121]. 对于中子衍射, 同位素替代中子衍射可以
得到 gH-H(r)偏偶分布函数, 具有其他方法无可比
拟的优势. 2017年 8月, 位于广东东莞的中国散裂
中子源首次打靶成功并获得中子束流, 未来该平台
将极大地促进国内水科学的研究.
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X射线吸收精细谱方法是获取无序体系近邻
结构的强有力手段 [122−124]. 该方法主要得到第一
水合层内的水分子, 特别是水分子中O的配位数、
配位距离以及Debye-Waller因子.

结构信息和其他方法所得结合水数的比较会

帮助我们理解溶质对近邻水分子的影响距离. 比
如, 无论X射线衍射、中子衍射还是X射线吸收精
细谱, 其结果均认为对于含 1, 2, 3价不同阳离子的
电解质水溶液, 其中的Cl−离子第一配位水合层内
的水分子数均为 6±1, 其他如Br−为 5 ± 1, SCN−

为 1.2—2.1, NO−
3 为 3—4.3, ClO−

4 为 4—5, CrO2−
4

为12, WO2−
4 为 12 [64,125]. 上述离子周围肯定有水

分子存在, 但这些水分子是否应被定义为结合水,
取决于进一步验证上述离子近邻水分子的性质和

结构与自由水或体相水相比的异同或变化幅度. 再
者, 在水/盐摩尔比位于 12—280的范围内 (文献报
道的实验条件绝大多数为 30左右), Ca2+, Mg2+,
Sr2+, Mn2+, Fe2+, Co2+, Cu2+, Zn2+, Al3+, Cr3+,
Fe3+, Rh3+等阳离子的第一水合层对应的水配位

数均为 6 ± 1, 而对于La3+, Pr3+, Nd3+, Sm3+,
Eu3+, Gd3+, Dy3+等阳离子, 其第一水合配位层
内的水分子为9± 1 [64,125]. 上述不同离子第一水合
层内水分子数的差别不是主要来自离子 -水分子间
的静电相互作用强弱的不同, 而主要与离子半径的
几何条件有关. 如果其他实验确定上述阳离子结合
水数大于第一水合层内的水分子数, 这说明离子对
水结构和性质的影响会超过第一水合配位层. 离子
对水结构和性质的影响是否超过第一配位层一直

饱受争议.

2.10 水或溶质物理性质与浓度关系量化

结合水

在众多的量化结合水的方法之中, 还有一类被
广泛采用的方法, 即研究水或溶质的结构或性质与
水溶液浓度的关系. 部分研究结果表明, 水溶液诸
多物性往往会随浓度升高在个别浓度点改变其浓

度依赖关系, 即物性 -浓度曲线上存在拐点. 传统观
点认为, 当水溶液浓度高于该拐点浓度, 水溶液中
自由水消失而只存在结合水. 该拐点浓度处水与
溶质的摩尔比被视为低浓度水溶液中溶质的结合

水数.
例如, 线性聚乙二醇 (polyethylene glycol,

PEG)分子是纯化蛋白质的沉淀剂, 并在化学、生

物、医药、商业和加工业等领域有着广泛的应

用 [126]. 另外, 高分子量PEG分子的弯曲与折叠研
究有助于对复杂蛋白质分子的折叠动力学的理解.
PEG分子的应用离不开水环境. 鉴于该分子水溶
液的重要性, 包括核磁共振 [42]、布里渊散射 [127]、介

电弛豫 [48]、准弹性中子散射 [128]、拉曼散射 [44]以及

黏度和压缩系数 [129]测量均被用于量化不同分子

量PEG分子的结合水数. 其中包括利用物性 -浓度
关系拐点的方法. 下面重点介绍我们近期发展的、
依据水溶液玻璃化转变温度Tg的浓度依赖关系量

化结合水数的方法. 该方法可以澄清利用物性 -浓
度关系拐点处水质量分数去量化PEG结合水数的
不合理性.

降温易玻璃化普遍存在于除部分碱金属

离子外的绝大多数电解质和有机分子水溶

液 [39,40,121,130−133]. 前期人们更为关注水溶液玻
璃化转变行为, 研究目的包括通过外推讨论体相
水的玻璃化转变特征 [134]; 关注深过冷水的结构
和性质 [135]; 开发更为有效的冰晶抑制剂 [136−138]

以在尽量增加水含量的前提下抑制深过冷水溶

液中冰的形核和长大. 近期, 水溶液浓度依赖的
晶化和玻璃化行为被成功用于溶质结合水数的量

化 [121,130,132].
如图 1 (a)所示, 如同绝大多数电解质或有

机分子水溶液, 水质量分数Xaqu = 0.47的PEG
20000 (分子量平均为 20000的PEG分子) 水溶液
降温完全玻璃化 [139]. 而对于Xaqu = 0.78的PEG
水溶液, 降温过程首先出现水的晶化, 然后被浓缩
的液相在进一步的降温过程中玻璃化 (图 1 (b)). 在
整个浓度范围内, 自接近纯溶质开始, 增加Xaqu

直至临界浓度Xc
aqu过程中，水溶液均易整体玻璃

化, 且Tg随Xaqu 的增加而降低 (图 1 (c)). 而对于
Xaqu > Xc

aqu的水溶液, 水溶液的降温均伴随着冰
晶的析出. 重要的是, 冰晶析出后浓缩相的玻璃
化转变温度与水溶液原始浓度基本无关, 图 1 (c)
将其标记为T ′

g. T ′
g-Xaqu关系延长线与高浓度水溶

液Tg-Xaqu曲线相交, 其交点处水质量分数被定义
为X ′

aqu. 我们有理由认为, 图 1 (c)中具有相同玻
璃化转变温度的水溶液具有相同浓度, 或相同水
质量分数. 因此, X ′

aqu处水与溶质的摩尔比即为

Xaqu > Xc
aqu的稀水溶液中溶质的结合水数. 图 1

所定义的结合水数反映的是溶质因改变其近邻水

分子结构和性质, 进而抑制它们晶化而促进其玻璃
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化的能力 [121,130,131].
需要指出的是, 水溶液玻璃化转变温度本身

并不是一个本征的物理参量. Tg值会随变温速度

和压力等外部条件的变化而改变. 图 1中所示的
量化结合水的方法并不是关注浓缩相T ′

g绝对值,
而是以T ′

g为中间参考项得到稀溶液中浓缩相浓

度, 即X ′
aqu. 我们已经证明变温速度的变化会引起

Tg和T ′
g的变化, 但其整体上下移动不会影响X ′

aqu

点 [121].

更为普适性的是, 多数电解质或有机分子甚
至两者混合的水溶液均可被特征浓度X ′

aqu和Xc
aqu

分为三个浓度区间, 见图 1(c). 其划分结果是:
1) 水含量高于Xc

aqu的低浓度 III区, 其中水溶液中
溶质与溶质相距较远, 溶液中只存在结合水和远离
溶质的自由水; 2) 位于Xc

aqu和X ′
aqu之间的中等浓

度的 II区, 其中水合溶质密堆积, 溶液中存在结合
水和位于水合溶质间的受限水, 受限水降温同样
易玻璃化, 但在随后升温过程中易晶化, 即发生冷
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图 1 (a)水质量分数Xaqu为 0.47的PEG 20000水溶液DSC降温/升温曲线. 变温速度 20 K/min. 样品降温完全玻璃化, 在随后
升温的玻璃 -液体转变后出现水晶化现象, 即发生冷结晶; (b) Xaqu = 0.78的低浓度PEG 20000水溶液DSC降温/升温曲线. 降
温过程样品中首先出现水的晶化, 冰完全析出后剩余浓缩相在低温发生玻璃化转变. 升温过程中, 浓缩相首先发生玻璃 -液体转变,
随后冷结晶. 在高温处, 浓缩相和冰依次熔化; (c) 降温过程水晶化现象出现在Xaqu大于临界水含量Xc

aqu的 III区. 冰晶化后, 浓
缩相的玻璃化转变温度被定义为 T ′

g, T ′
g与 III区水溶液Xaqu基本无关. Xaqu-T ′

g关系的延长线与高浓度区Xaqu-Tg数据关系拟合

线交于X′
aqu. 该浓度处水分子与溶质的摩尔比即为 III区内溶质的结合水数. Xc

aqu和X′
aqu两个特征点将水溶液划分为三个浓度

区间. I区内水分子均为结合水; II区内水分子含有结合水和位于水合溶质中的受限水; III区内水分子有结合水和远离溶质的自由
水. 有趣的是对于系列电解质和有机大分子水溶液, Xc

aqu和X′
aqu处单摩尔溶质所对应的水分子数高度相关, 其比值约为 1.7. 该值

与电解质类型无关. 换言之, 发生冷结晶水分子数的最大值与溶质结合水数高度相关 [131,139]

Fig. 1. (a) DSC cooling and heating thermograms of the aqueous solution of PEG 20000 with a mass fraction of water
Xaqu = 0.47. The sample becomes totally vitrified upon cooling, and cold-crystallization of water appears upon heating
the devitrified sample. Cooling/heating rate: 20 K/min. (b) Data for the sample with Xaqu = 0.78. Upon cooling, crystal-
lization of water occurs first, which is accompanied by the vitrification of freeze-concentrated solution. In the subsequent
reheating process, the devitrified freeze-concentrated phase undergoes cold-crystallization, and then the crystallized freeze-
concentrated phase and ice melt in turn at higher temperatures. (c) Crystallization of water during cooling process can
appear in all solutions with Xaqu higher than a critical point defined as Xc

aqu. This concentration range is called zone III
herein. If the onset temperature of devitrified freeze-concentrated solution is defined as T ′

g, interestingly, it’s value hardly
depends on the initial concentration of solutions. The extension of T ′

g-Xaqu can intersect the fitting curve of Tg-Xaqu for
concentrated solutions at a feature point, defined as X′

aqu. The molar ratio of water to solute at X′
aqu just corresponds to

the hydration number of solute in solutions of zone III. Moreover, solutions can then be divided into three concentration
zones based on Xc

aqu and X′
aqu. Water in solutions comprises only hydration water for solutions within zone I, hydration

water and confined water among hydrated solute for solutions within zone II, and hydration water and bulk-like free water
for solutions within zone III. Additionally, we also observed that the molar ratios of water to solute at Xc

aqu and X′
aqu

strongly correlate with each other. The ratio between these two molar ratios is about 1.7, which in sensitive to the types
of electrolytes and organic molecules with higher molar weights. In other words, the maximum amount of water molecules
occurring cold-crystallization upon heating the devitrified solutions is strongly correlated with the hydration number of
solute. The figures are reproduced from Refs. [131,139].
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表 1 不同方法量化PEG分子水合数的比较 [139]

Table 1. Comparison of hydration numbers for PEG obtained with different methods[139].

溶质类型 实验方法 性质 水合数 na
h 水合数 nb

h

PEG 2000, 6000, 20000, 200000 NMR T1, T2, 1[68,141,142]

PEG 400 NMR δ 3[143]

PEG 6000, 3000000 RS ∆ω 3[144]

PEG 300, 400, 1500, 3000, 7500 BDS τ 3.7[145]

PEG 100, 150, 400, 600 BS υs, κs 1.8[146−148]

PEG 200, 400, 600, 1000, 2000, 2300, 6000 QENS D 2—5[149] 1[150], 2.3[151]

PEG 400, 1000, 4000 υs, κs, vm 2.2—2.4[152,153]

PEG 200, 300, 400, 1000, 1540,
1550, 2000, 4000, 6000, 70000

DSC ∆Hm
0.9[154], 2[155], 2.4[156],
1.7—3.3[157,158], 2.7[159] 4[160]

PEG 240, 440, 560, 950, 1400, 3700, 5700, 6000 P 3[161,162]

PEG 200, 300, 400, 600, 35000 B, η 2—28[163,164]

PEG880 MD PDF 2[165]

PEG 200, 300, 400, 600, 1000, 2000,
3000, 4000, 6000, 10000, 20000

DSC Tg 1—1.6[139] 2.7[139]

PEG 200, 400, 4000, 10000 RS ∆ω 2.7[139]

NMR, 核磁共振; BS, 布里渊散射; BDS, 宽频介电谱; QENS, 准弹性中子散射; RS, 拉曼散射; DSC, 差示扫描量热; MD, 分子
动力学模拟; T1, 自旋 -晶格弛豫时间; T2, 自旋 -自旋弛豫时间; δ, 化学位移; υs, 声速; κs, 绝热压缩系数; τ , 介电弛豫时间; D,
扩散系数; η, 动力学黏度; B, 动力学黏度系数; ∆ω, 拉曼位移频率; vm, 偏摩尔体积; P , 偏蒸汽压; ∆Hm, 熔化焓; PDF, 偏径向
分布函数; Tg, 玻璃 -液体转变开始温度; na

h, 水合数, 量化自对稀溶液中溶质或溶剂如下性质的测量, 其中包括水合溶质扩散系数、
溶质水合半径、结合水介电弛豫性质、水溶液黏度、或来自对水溶液降温过程不参与晶化水分子的量化; nb

h, 水合数, 量化自对水溶
液部分物性与浓度关系的拐点浓度.

结晶 [130,132];研究发现,如果将水溶液用M ·RH2O
表示, 其中M代表溶质, X ′

aqu处水溶液可表示为

M · R′H2O, 那么参与冷结晶水分子数为R-R′. 在
II区, 冷结晶会随Xaqu的减小而变得越来越困难;
3) 水含量低于X ′

aqu的高浓度 I 区, 其中的溶液内
只存在结合水, 且结合水层发生交叠, 该区域中的
水溶液在降温/升温循环中只表现出玻璃化转变
行为.

对于PEG 20000和其他分子量的PEG分子,
利用X ′

aqu量化PEG分子每个循环单元的结合
水数得到的结果约为 1 (PEG 200)—1.6 (PEG
20000). 但在Xc

aqu处, 水分子与PEG循环单元数
的比值约为2.7. 后面这个值与部分已报道的、利用
水溶液诸多物性与浓度关系的拐点而定义的结合

水数非常接近, 见表 1中的nb
h. 这说明所谓拐点浓

度并不对应传统观点认为的自由水+结合水到结

合水的转变, 而是对应由 III区的自由水+结合水

到 II区的受限水+结合水的转变. 因此, 利用水溶

液物性 -浓度关系拐点的浓度所量化的结合水数包
含一部分水合溶质间的受限水. 在 III区内, 溶质相
距较远, 受限条件并不存在.

另外, 水溶液部分物性在图 1 (c)所标记Xc
aqu

浓度处改变其与浓度依赖关系不单单在上述PEG
分子水溶液中被发现, 部分电解质水溶液也呈现出
类似的现象. 同样, 该浓度点也被误用于量化电解
质溶质的结合水数 [140].

3 结 论

结合水的结构和性质及其与溶质间的相互作

用是深入理解水溶液的重要研究内容. 在不同的时
间和空间尺度上, 结合水会呈现出不同的特征, 这
是人们对结合水尚没有达成统一定义的主要原因.
目前, 人们对水溶液和结合水的理解主要依据对稀
溶液的研究. 稀溶液中溶质相距较远, 因此水和溶
质相互间的作用通常可被忽略. 然而在类似生命体
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中细胞内水溶液这样相对拥挤的环境中 [166,167], 溶
质周围结合水相互交叠, 显然其中发生的各种过程
明显有别于稀溶液的情形. 再者, 用于生物细胞和
组织低温冷藏的保护液的浓度同样主要是位于 II
区. 对处于这个区域内的水溶液结构、性质及相关
的冷结晶机理均需深入研究. 其中结合水和受限水
的角色研究仍是重中之重. 所有这些都要求我们对
III区内水溶液中的自由水和结合水有清晰的物理
图像认识. 相关积累是深入认识 II区水溶液性质的
前提.
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Abstract
Water molecules in the very proximity to the solute differ a lot from those in the far and the bulk water in both

structure and property, they are usually referred to as hydration water or bound water. There is no doubt about the effect
of hydration water on the property and structure of solute in solution, in particular when biological macromolecules are of
concern. However, by far, there are even significant controversies over the understanding of hydration water, including the
accurate definition and quantification of hydration water, the quantitative evaluation of the difference in the properties
between the hydration water and free water, and how the hydration water is involved in the various biological processes,
etc. For resolving the aforementioned issues, it would be of essential importance to formulate a quantification scheme
for the hydration water on a sound footing. In the present article, the principles of various spectrometric techniques
for determining hydration water are briefly examined, and the main deficiency in quantification of hydration water for
the individual techniques is analyzed. Those techniques based on the inflection point of the concentration dependence
of some physical properties of the solution are also scrutinized. Finally, we present in detail a quantification scheme for
hydration water based on the concentration dependence of glass transition temperature, which leads to quite a universal
categorization of an aqueous solution into three distinct zones. Also the crystallization dynamics thus revealed might be
helpful for understanding the water-involved processes in other circumstances.

Keywords: aqueous solution, hydration water, free water, vitrification
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