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低温保护剂对关节软骨冻结过程中热膨胀行为 

的定量构效关系研究 
 

余华星，李代禧，徐斐，柴培，潘琦，王丹丹 

（上海理工大学医疗器械与食品学院，上海 200093） 

摘要：在对关节软骨进行低温保存时，常常缺乏对实验条件和保护剂种类的筛选依据。本论文通过计算不同醇类保护剂的分子

结构描述符，利用 GFA 模型，对筛选后的分子结构描述符建立了关于猪软骨冷冻过程中结晶焓及热应变的 QSAR 模型。两种模型的

R2和 Rpre
2分别为 0.931、0.881 和 0.845、0.733，均具有良好的拟合性和预测性。通过对模型的分析，发现保护剂分子极性面积越大，

脂水分配系数越高，保护剂发挥的保护作用越强；而所添加的保护剂羟基数和碳原子数合适配比时，结晶焓值较小，保护效果更佳；

降温速率和保护剂浓度仍然是影响结晶焓和热应变的主要因素。其中，降温速率对结晶焓的影响受到保护剂分子量的制约，而对热应

变的影响则存在最佳降温速率（3 ℃/min）。可以看出，保护剂的分子结构是决定低温保护效果的重要因素，利用建立的 QSAR 模型

可以实现对冷冻条件的优化。 
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Quantitative Structure-activity Relationship during the Freezing Process 

of Cryoprotectants Used for Thermal Expansion of Articular Cartilage 
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Abstract: There is often a lack of control basis for experimental conditions and cryoprotective agents used during the cryopreservation of 

articular cartilage. After calculating the diverse molecular descriptors of alcohol-protectants, quantitative structure-activity relationship (QSAR) 

predictive models based on crystallization enthalpy and thermal strains were built using the genetic function approximation (GFA) method and 

selected descriptors. The values of R2 and Rpre
2 were 0.931, 0.881 and 0.845, 0.733, respectively, sharing a preferably fitting and predictive 

ability. On analyzing the model, the cooling rate and concentration of the cryoprotectant were confirmed to be the main factors that affected the 

values of crystallization enthalpy and thermal strain. The degree to which the cooling rate affected the crystallization enthalpy was constrained 

by the molecular weight. Meanwhile, an optimal cooling rate (3 ℃/min) of the thermal strain was found. In addition, the cryoprotectant shows a 

stronger protective effect with higher values of molecular polar surface area and AlogP. Moreover, an appropriate proportion of hydroxyl and 

carbon atoms results in a smaller crystallization enthalpy, indicating an enhanced protective effect. These results suggest that the molecular 

structure of cryoprotective agents is an important factor determining the effect of cryopreservation. The QSAR model developed in this study 

can be used for the optimization of freezing conditions. 
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关节软骨移植是治疗骨关节疾病的重要手段之

一[1]，然而，在对关节软骨进行低温保存时，常常会

观察到低温断裂现象[2~4]。现有的低温保存方案中，常

常需要往被保护的组织中加入一定浓度的冷冻保护

剂。为了探究关节软骨低温损伤的机理，寻找冷冻保

护剂的筛选依据，本人之前利用热机械分析仪

(TMA)
[5]，研究了降温速率和低温保护剂对软骨在冻

结过程热膨胀行为的影响，讨论了软骨低温保存过程
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中发生的生物力学性能变化。同时，利用差示扫描量

热仪(DSC)和修正的 Avrami 动力学方程[6]，分别考察

软骨低温保存过程中结晶焓及结晶动力学参数的变

化，探究了软骨结晶过程的动力学特性。此方法排除

了软骨细胞外基质的影响，从热力学和动力学角度研

究了关节软骨在低温保存过程中的结晶机制。通过对

比两种研究手段得到的结论，间接验证了关节软骨细

胞外存在的大量胶原类成分对结晶过程力学环境存在

的影响。 

定量构效关系 (Quantitative structure activity 

relationship, QSAR)方法是指以一类同系物的理化参

数或分子结构参数等为自变量，生物活性、物理化学

性能为因变量，用数理统计方法建立化合物的化学结

构与性能之间的数学模型。最初主要是用于药物设计，

邱松山等[7]利用定量构效关系研究了对羟基苯甲酸酯

类化合物的抗菌活性，所得 QSAR 模型具有较好的预

测效果。随着方法的成熟和计算机软硬件的发展,目前

在与化学相关的很多学科中得到广泛的应用[8~9]
,而在

低温热科学中的应用还鲜见相关报道。而且，之前的

研究多为考察特定条件下，单纯分子结构参数与活性

参数的相关关系，并未考虑环境因素对分子结构参数

发挥构效关系的最终影响程度。本文通过QSAR模型，

系统考虑环境因素、保护剂分子结构因素对于猪软骨

冷冻保护过程生物活性的综合影响，以期为冷冻保护

剂的筛选以及冷冻条件的优化提供参考。 

1  原理与方法 

1.1  数据来源 

猪软骨冻结过程中的热应变(24 个样本)
[5]及结晶

焓(30 个样本)为添加不同保护剂条件下，以 1 ℃/min、

3 ℃/min、5 ℃/min 的降温速率从 0 ℃程序降温至

-60 ℃实验所得，均取自本人的前期研究结果[5]。保

护剂分子用 DS Viewer Pro 6.0
[10]软件构建，并进行结

构优化,分子描述符利用 E-dragon2.1
[11]软件计算获得。 

1.2  建模方法 

遗传函数逼近 (Genetic function approximation, 

GFA) 是模拟自然界生物进化和自然选择而建立的智

能型回归算法[12]。本文尝试采用 GFA 对不同种类醇

类保护剂的结构描述符与猪软骨冻结过程中的热应变

及结晶焓分别进行相关性研究，为预测和估算醇类保

护剂对关节软骨的保护效果提供一种有效方法。其算

法流程如下[13]： 

（1）随机选择描述符和基础函数(线性、平方、

乘积、样条等)产生初始方程种群。 

（2）从该种群中随机选择两个作为父代方程，

然后在方程内随机选择杂交点进行杂交产生子代方

程。这些方程同时包含有两个父代的特征。因为允许

两个方程的杂交点不同，所以产生的子代方程可能包

含比父代多或少的项。 

（3）每一个子代方程的适宜度由 Friedman 的

lack- of- fit(LOF)测度来衡量: 
2)/)(1/( mdpcLSELOF   

其中，LSE 是最小方差，c 是模型中基础函数的数目，d

是平滑参数，p 是模型中所用到的描述符的数目，m 是训练集

中样本的数目。 

本研究使用初始方程长度为 5，标准化的平滑参

数设为 0.5，通过 LOF 值限制增加项(比如描述符或者

基础函数)来预防过拟合。 

（4）如果新的方程的 LOF 值位于前 100 个方程

中，那么该方程将被保留，而原来的第 100 个方程将

被舍弃。否则该子代方程直接被舍弃。 

杂交步骤(2)~(4)重复进行 5000 次，通过方程中项

的重新组合不断地选择最优的方程，最终找到具有较

好拟合能力和预测能力的 QSAR 模型。 

最后用统计软件包 SPSS19.0 中的线性回归分析

模块建立QSAR模型预测值和实验值的一元线性回归

模型。 

2  结果与分析 

2.1  不同条件下猪软骨结晶焓的 QSAR 分析 

利用醇类保护剂(乙醇、乙二醇、1,2-丙二醇、甘

油及山梨醇)的分子结构信息，通过软件计算的筛选出

的结构描述符，以及实验进行的降温速率及保护剂浓

度如表 1 所示。 

结晶焓能从热力学角度反应关节软骨在低温保

存过程中的结晶机制，因此，本文以猪软骨冷冻过程

中的结晶焓作为因变量，对建模数据（见表 1 和表 2）

进行 GFA 回归，筛选出与结晶焓最相关的描述符，得

到醇类保护剂作用下的猪软骨结晶焓的预测值如表 2

所示，其中 QSAR 预测模型及其参数如下： 

ΔHp=-405.53+27.289CR+150NHA+61.253AL

PNHA-0.346CRMW+49.993MCPSA       (1) 

注：其中 CR，NHA，ALP，MW，MC 及 PSA 分表代表

降温速率、氢受体数、脂水分配系数、分子量、保护剂浓度和

分子极性面积。 
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表 1 GFA模型使用到的相关参数 

Table 1 Relative parameters used by the GFA model 

保护剂/(V/V) 浓度/(mol/L) 降温速/(℃/min) 脂水分配系数 分子量 扭转键数 氢受体数 氢供体数 分子极性面积 

乙醇 1.5 1 -0.010 46.0684 0 1 1 0.312 

乙醇 1.5 3 -0.010 46.0684 0 1 1 0.312 

乙醇 1.5 5 -0.010 46.0684 0 1 1 0.312 

乙醇 4.5 1 -0.010 46.0684 0 1 1 0.312 

乙醇 4.5 3 -0.010 46.0684 0 1 1 0.312 

乙醇 4.5 5 -0.010 46.0684 0 1 1 0.312 

乙二醇 1.5 1 -0.898 62.0678 1 2 2 0.527 

乙二醇 1.5 3 -0.898 62.0678 1 2 2 0.527 

乙二醇 1.5 5 -0.898 62.0678 1 2 2 0.527 

乙二醇 4.5 1 -0.898 62.0678 1 2 2 0.527 

乙二醇 4.5 3 -0.898 62.0678 1 2 2 0.527 

乙二醇 4.5 5 -0.898 62.0678 1 2 2 0.527 

甘油 1.5 1 -1.409 92.0938 2 3 3 0.574 

甘油 1.5 3 -1.409 92.0938 2 3 3 0.574 

甘油 1.5 5 -1.409 92.0938 2 3 3 0.574 

甘油 4.5 1 -1.409 92.0938 2 3 3 0.574 

甘油 4.5 3 -1.409 92.0938 2 3 3 0.574 

甘油 4.5 5 -1.409 92.0938 2 3 3 0.574 

1,2-丙二醇 1.5 1 -0.520 76.0944 1 2 2 0.431 

1,2-丙二醇 1.5 3 -0.520 76.0944 1 2 2 0.431 

1,2-丙二醇 1.5 5 -0.520 76.0944 1 2 2 0.431 

1,2-丙二醇 4.5 1 -0.520 76.0944 1 2 2 0.431 

1,2-丙二醇 4.5 3 -0.520 76.0944 1 2 2 0.431 

1,2-丙二醇 4.5 5 -0.520 76.0944 1 2 2 0.431 

山梨醇 1.5 1 -2.941 182.1720 5 6 6 0.431 

山梨醇 1.5 3 -2.941 182.1720 5 6 6 0.431 

山梨醇 1.5 5 -2.941 182.1720 5 6 6 0.431 

山梨醇 4.5 1 -2.941 182.1720 5 6 6 0.431 

山梨醇 4.5 3 -2.941 182.1720 5 6 6 0.431 

山梨醇 4.5 5 -2.941 182.1720 5 6 6 0.431 

其中 GFA 模型的 R
2
=0.931，Rpre

2
=0.881，P= 

8.099e
-10

<0.01，说明模型具有较好的拟合性和预测性。

图 1 为 GFA 模型计算值对实验观测值的相关情况，

由预测值与真实值建立的回归模型方程 y=0.931x- 

9.302（r
2 

=0.927）。图 2 为利用 SPSS 软件构建的线

性回归模型对实验数据的适应性检验残差图，图中模

型残差的正态分布直方图没有偏离正态分布的异常点

出现，表明方案满足模型的正态性假设要求。 

为了进一步验证模型的预测能力，需要对模型进

行外部验证。本文利用 1,2 丙二醇的理化参数作为验

证集，得到结晶焓的预测值如表 3 所示。对∆H 及∆Hp

值进行 t 检验，所计算的概率值 P＝0.192，大于 0.01，

说明预测值与实验值之间无显著差异，可以用 QSAR

建立的 GFA 方程来预测样本结晶焓。 

通过分析 QSAR 建立的方程，可以发现降温速率

(CR)和保护剂浓度(MC)仍然是影响结晶焓的主要因

素，这与之前对猪软骨冻结过程的热力学分析结果一

致。通过降温速率在方程中的系数(27.289-0.346MW)

可以看出，其影响规律并不是单纯的正负相关，而是

受保护剂的分子量制约。其原因可能是降温速率的升

高，会使水分子迅速过冷，然而保护剂分子量的大小

直接影响保护剂迁移速率。分子量大的保护剂会因为

迁移速度慢而使软骨组织中局部溶液浓度存在差异，

从而在晶核的形成和生长中难以发挥保护效果。 
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图 1 结晶焓训练集实验值与计算值相关图 

Fig.1 Plot of experimental and calculated values of ∆H in the 

training sets 

表 2 结晶焓训练集实验值与预测值以及线性回归模型拟合值 

Table 2 Experimental and predicted data of ∆H for the training 

sets 

保护剂 

/(V/V) 

浓度 

/(mol/L) 

降温速率

/(℃/min) 

回归模型拟合

值/(J/g) 

残差

/(J/g) 

乙醇 1.5 1 -226.94 -6.83 

乙醇 1.5 3 -163.76 -2.15 

乙醇 1.5 5 -169.52 -2.57 

乙醇 4.5 1 -185.59 -3.76 

乙醇 4.5 3 -141.85 -0.52 

乙醇 4.5 5 -148.65 -1.03 

乙二醇 1.5 1 -170.32 -2.63 

乙二醇 1.5 3 -155.10 -1.50 

乙二醇 1.5 5 -143.88 -0.67 

乙二醇 4.5 1 -74.28 4.49 

乙二醇 4.5 3 -99.55 2.62 

乙二醇 4.5 5 -73.94 4.51 

甘油 1.5 1 -178.49 -3.24 

甘油 1.5 3 -175.18 -2.99 

甘油 1.5 5 -188.08 -3.95 

甘油 4.5 1 -90.44 3.29 

甘油 4.5 3 -110.77 1.78 

甘油 4.5 5 -107.76 2.00 

而保护剂的浓度系数为 49.993*PSA，受保护剂分

子的极性表面积(PSA)影响。这可能是由于水溶液为极

性溶液，保护剂在水溶液中发挥作用的部分，主要是

其极性面积部分。分子极性面积越大，保护剂的水溶

性更佳，发挥的保护作用越强。而项(61.253*ALP 

*NHA)代表的是保护剂亲脂性和亲水性的拮抗作用，

所添加的保护剂的氢受体数(NHA，醇类保护剂理解

为羟基数)越多，结晶焓越小，保护效果越好。其主要

原因是因为可形成氢键原子越多，同保护剂形成氢键

而被束缚的水分子数越多，最终参与形成冰晶的水分

子含量也随之相应减少。然过多的羟基容易形成分子

内氢键，从而影响其与水分子的结合。而具有一定疏

水性的“甲基化”作用，能够缓解这一现象，而脂水分

配系数(ALP)表征的正是醇类保护剂分子甲基化效应

的大小，脂水分配系数越高，保护效果越好。这也验

证了 Fahy
[14]的猜想，即低温保护剂结合水能力的高

低，除了部分与本身所含有的羟基个数有关，还与是

否含有甲基以及甲基的个数有关，也就是所谓的“甲

基化效应”。甲基的存在降低了羟基之间键合，切断了

溶质之间羟基链的键合，增大了与水分子之间键合的

可能性。 

 
图 2 结晶值 QSAR模型适合性检验残差图 

Fig.2 Fit testing residual plots for the QSAR model of ∆H 

表 3结晶焓 QSAR模型验证集理化参数 

Table 3 Physical and chemical parameters of ∆H in the validation 

sets 

保护剂 

/(V/V) 

浓度

/(mol/L) 

降温速率

/(℃/min) 

∆Hp 

/(J/g) 

∆H 

/(J/g) 

1,2-丙二醇 1.5 1 -149.74 -152.79±0.01 

1,2-丙二醇 1.5 3 -137.19 -125.57±0.02 

1,2-丙二醇 1.5 5 -124.65 -146.56±0.02 

1,2-丙二醇 4.5 1 -112.51 -57.98±0.05 

1,2-丙二醇 4.5 3 -99.92 -71.54±0.01 

1,2-丙二醇 4.5 5 -87.43 -56.96±0.03 

通过上述对影响结晶焓大小的因素分析可以看

出，在一定浓度和降温速度下，保护剂的种类对于猪

软骨冷冻保存过程中的热力学特性具有很大的影响。

选取分子极性面积大，分子量小的保护剂，对于猪软

骨的保护效果更佳。同时只有羟基数与碳原子数存在

合适配比，保护剂才能发挥最佳的作用。 

2.2  不同条件下猪软骨热应变的 QSAR 分析 

生物组织出现低温断裂现象最可能的原因，是生

物材料富含的水分冻结膨胀所致较大热应力[15]。以猪

软骨冷冻过程中的热应变值作为因变量，对建模数据

（表 2、4）进行 GFA 回归，筛选出与热应变最相关
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的描述符，得到醇类保护剂作用下的猪软骨热应变的

预测值如表 2 所示，其中 QSAR 预测模型及其参数如

下： 

Strain=10.25-2.684CR-1.366MC+0.841PSA+ 

0.35CR
2
+0.17CRMC                       (2) 

注：其中 GFA 方程的 R2=0.845，Rpre
2=0.733，P= 

1.058e-6<0.01。CR，MC 及 PSA 分表代表降温速率、浓度和分

子极性面积。 

表 4热应变训练集热应变实验值和预测值 

Table 4 Experimental and predicted parameters of the training sets 

保护剂 

/(V/V) 

浓度

/(mol/L) 

降温速率

/(℃/min) 

回归模型拟 

合值/(J/g) 

残差

/(J/g) 

乙醇 1.5 1 5.76 0.31 

乙醇 1.5 3 4.11 0.01 

乙醇 1.5 5 5.24 0.21 

乙醇 4.5 1 2.56 -0.28 

乙醇 4.5 3 2.70 -0.26 

乙醇 4.5 5 3.94 -0.03 

乙二醇 1.5 1 6.08 0.36 

乙二醇 1.5 3 4.12 0.00 

乙二醇 1.5 5 5.24 0.21 

乙二醇 4.5 1 2.22 -0.35 

乙二醇 4.5 3 3.31 -0.14 

乙二醇 4.5 5 3.76 -0.06 

1,2-丙二醇 1.5 1 6.91 0.519 

1,2-丙二醇 1.5 3 3.36 -0.13 

1,2-丙二醇 1.5 5 4.62 0.10 

1,2-丙二醇 4.5 1 3.71 -0.08 

1,2-丙二醇 4.5 3 2.01 -0.39 

1,2-丙二醇 4.5 5 3.33 -0.15 

甘油 1.5 1 6.70 0.48 

甘油 1.5 3 4.21 0.02 

甘油 1.5 5 5.89 0.33 

甘油 4.5 1 3.05 -0.19 

甘油 4.5 3 2.71 -0.258 

甘油 4.5 5 2.94 -0.21 

对 QSAR 模型的预测值与真实值建立的回归模

型，如图 3 所示。回归模型方程 y=0.845x+0.640(r
2 

=0.830)，相关系数 r 可以看出模型具有较好的拟合能

力，图 4 为 GFA 模型对实验数据的适应性检验残差

图，图中模型残差的正态分布直方图没有偏离正态分

布的异常点出现，表明方案满足模型的正态性假设要

求。利用山梨醇的理化参数作为验证集，得到热应变

预测值如表 4 所示。对实验值及预测值进行 t 检验， 

 

所计算的概率值 P＝0.258，大于 0.01，预测值与实验

值之间无显著差异，说明可以利用 QSAR 建立的 GFA

方程来预测样本热应变。 

 

图 3 热应变训练集实验值与计算值相关图 

Fig.3 Plot of experimental and calculated values of Thermal Strains 

in the training sets 

 
图 4 热应变回归模型适合性检验残差图 

Fig.4 Fit testing residual plots for the QSAR model of Thermal 

Strains 

基于 QSAR 建立的热应变 GFA 模型可知，降温

速率及保护剂浓度是决定热应变大小的主要因素，且

降温速率为平方项。这是因为热应变为动力学特性，

影响其大小的因素不仅有冰晶的生长还有胞外基质的

缓冲作用，而这两个因素均受降温速率的影响。且降

温速率相比于结晶焓对热应变的影响更为显著。且通

过降温速率项(0.35CR
2
-2.684CR+0.17MC*CR)发现，

CR 存在最佳降温速率（依据二次函数最小值计算方

法，当降温为(-(-2.684+0.17MC)/2*0.35)时，即 CR 约

为 3 ℃/min 时，热应变存在最小值。保护剂浓度因素

的系数为(-1.366+0.17CR)<0，与热应变负相关，即保

护剂浓度越高，结晶焓越小，保护效果更佳，这也与

实验结果相吻合。而保护剂浓度对热应变影响的大小，

则受到降温速率的制约，降温速率越大，保护剂浓度

系数越小，影响越不明显。则也是由于降温速率越大，

保护剂来不及迁移，发挥保护效果，造成主软骨局部

热应力较大。 
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表 5热应变 QSAR模型验证集理化参数 

Table 5 Physical and chemical parameters of QSAR model for 

Thermal Strains in the validation sets 

保护剂

/(V/V) 

浓度

/(mol/L) 

降温速率

/(℃/min) 

热应变预测

值/% 

热应变实验

值/% 

山梨醇 1.5 1 4.75 6.66±0.04 

山梨醇 1.5 3 4.18 4.60±0.02 

山梨醇 1.5 5 5.29 5.34±0.01 

山梨醇 4.5 1 3.58 3.07±0.02 

山梨醇 4.5 3 1.09 2.03±0.02 

山梨醇 4.5 5 3.89 3.79±0.02 

通过建立相同实验条件控制下，猪软骨冷冻保存

的过程中结晶焓和热应变的2D-QSAR模型可以发现，

结晶焓的 GFA 模型的 R
2
(0.931)大于热应变模型

（0.845），QSAR 模型对于结晶焓具有更好的预测性。

这可能是由于结晶焓反应的是猪软骨中水分子的结晶

能力，影响其大小的因素主要为降温条件和保护剂的

使用情况。然而热应变反应的是猪软骨组织对于结晶

产生应力的抵抗能力，会受到自身胞外基质的影响，

而此影响因素难以用数学计量符加以评估。 

结晶焓和热应变的大小均受降温速率和保护剂

浓度的影响，而在对热应变的影响过程中，降温速率

和保护剂浓度之间存在交互作用。降温速率对于热应

变的影响更为明显，而保护剂结构特性对于热应变的

影响相较于结晶焓而言较小。所以，可以认为保护剂

在猪软骨冷冻保护中，主要是控制的是软骨中水结晶

的程度。而降温速率大小则是影响猪软骨最终对结晶

抵抗能力大小的关键因素，由此可以推断，降温速率

此过程中主要还影响猪软骨胞外基质的生物力学特

性。 

3  结论 

3.1  通过 QSAR 成功建立了猪软骨冻结过程中的结

晶焓及热应变的预测模型，验证了降温速率使影响猪

软骨冻结过程中结晶焓和热应变的重要因素，且降温

速率对于热应变的影响相较于结晶焓更大，可能是其

对软骨胞外基质生物力学特性的影响较大造成的。 

3.2  通过建立的模型推断，选择分子量小，分子极性

面积大，脂水分配系数较高的保护剂，其发挥的保护

作用效果越强。所添加的保护剂的羟基数和碳原子数

合适配比时，与水分子形成氢键的能力较强，结晶焓

越小，保护效果越佳。 

3.3  在对模型影响因素分析时可以发现，保护剂结构

对生物活性的影响会受到环境因素的干扰，单纯建立

理化参数和活性参数的数学模型，可能会造成较大误

差。 

3.4  热应变预测模型 R
2值（0.931）小于结晶焓预测

模型（0.845），原因可能是未将胞外基质因素考虑在

内。 

3.5  由此可见，除实验条件的外部客观因素外，保护

剂的分子结构是决定低温保护效果的重要也是关键的

内在客观因素。通过低温保护剂的定量构效关系关系

研究可以发现，低温保护剂的选择不仅仅是在实验上

不断地尝试和试错，而是在理论上有章可循的。因为

保护剂分子结构的特点已经内在地决定了相同实验条

件下低温保护的效果。这说明低温保护剂 QSAR 的研

究对保护剂筛选是非常必要的，是一种重要的低温保

护剂优选方法。该方法的应用和推广对低温生物学的

长远发展将有重要的意义。 
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