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摘　 要:等温滴定量热法(ITC)是一种原位表征溶液反应热力学参数的重要方法。 根据 ITC 滴定过程的不同热效应以及主要

误差来源建立了完整的 ITC 测量模型。 以 NanoITC(SV)型等温滴定量热仪为例,基于该测量模型分别采用 BaCl2 / 18-crown- 6、
CaCl2 / EDTA、正丙醇稀释 3 组滴定实验对量热仪的量热因子( f)与反应池有效体积(Vcell)进行校准,综合考虑了滴定溶液浓度

不确定度、量热仪热信号的随机误差项以及反应参数理论值的不确定度等不确定度分量,基于蒙特卡洛法可靠地计算了校准值

的不确定度。 3 组不同的校准实验互相验证,其结果显示,被校准等温滴定量热仪的量热因子存在 8. 1% 的偏差,反应池有效体

积存在 3. 4%的偏差。 支持材料提供了完整的实验数据以及 Python 程序源代码。
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Abstract:
 

Isothermal
 

titration
 

calorimetry
 

(ITC)
 

is
 

an
 

important
 

method
 

for
 

the
 

thermodynamic
 

measurement
 

of
 

solution
 

reaction.
 

Based
 

on
 

the
 

quantitative
 

evaluation
 

of
 

ITC
 

basic
 

error
 

sources,
 

an
 

explicit
 

ITC
 

measurement
 

model
 

is
 

formulated,
 

which
 

consists
 

of
 

both
 

different
 

thermal
 

effects
 

and
 

main
 

error
 

components.
 

By
 

utilizing
 

this
 

ITC
 

measurement
 

model,
 

BaCl2 / 18-crown- 6,
 

CaCl2 / EDTA
 

and
 

1-Propanol
 

dilution
 

are
 

used
 

to
 

calibrate
 

the
 

calorimetric
 

factor
 

( f)
 

and
 

the
 

effective
 

volume
 

of
 

the
 

reaction
 

cell
 

(Vcell)
 

of
 

the
 

NanoITC
 

(SV)
 

calorimeter.
 

Based
 

on
 

the
 

concentration
 

uncertainty
 

of
 

the
 

titration
 

solution,
  

the
 

basic
 

error
 

terms
 

of
 

the
 

calorimeter
 

and
 

the
 

uncertainty
 

of
 

the
 

theoretical
 

values
 

of
  

the
 

reaction
 

system,
 

the
 

calibration
 

uncertainties
 

can
 

be
 

calculated
 

by
 

the
 

Monte
 

Carlo
 

method.
 

Three
 

groups
 

of
 

different
 

calibration
 

experiments
 

are
 

compared
 

with
 

each
 

other.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

an
 

8. 1%
 

deviation
 

in
 

the
 

calorimetric
 

factor
 

and
 

a
 

3. 4%
 

deviation
 

in
 

the
 

effective
 

volume
 

of
 

the
 

reaction
 

cell.
   

Supplementary
 

materials
 

are
 

provided
 

in
 

terms
 

of
 

experimental
 

data
 

and
 

Python
 

source
 

code.
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0　 引　 　 言

等温 滴 定 量 热 法 ( isothermal
 

titration
 

calorimetry,
 

ITC)是溶液热力学测量的重要方法,其可以直接原位地

测量溶液反应的特征热力学参数(Ka,
 

ΔH,
 

ΔG,
 

ΔS,
 

n,
 

ΔCp),能够深入研究溶液中不同类型的非共价相互作用

和焓熵补偿的分子机制,从分子水平揭示反应机理与反

应途径[1-3] 。 现代等温滴定量热仪最早搭建于 20 世纪

60 年代中后期,最初主要用于研究化学反应,随着电子
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技术的发展,基于功率补偿原理设计的等温滴定量热仪,
检测限已达到纳瓦量级[2-3] 。 由于生物体内化学反应的

热效应一般较小,而且多数是在等温状态下进行,ITC 逐

渐应用于生物化学与物理化学等领域的研究,目前已在

材料科学(纳米材料学、超分子化学)、生命科学(生物

学、医学和生物化学)、制药和食品科学等许多领域得到

广泛应用[4-8] 。
应用领域的发展对等温滴定量热仪的测量准确度提

出了越来越高的要求,然而 ITC 测量结果容易受到一致

性问题的困扰。 由国际组织生物分子资源设施协会开展

的 ABRF-MIRG′02 研究计划曾联合 14 家生物分子表征

实验室基于碳酸酐酶(CAII)与抑制剂(4-CBS)反应体系

进行 ITC 测量结果的比对工作,结果显示不同实验室之

间测得的平衡常数(Ka )、摩尔反应焓( ΔH) 的相对误差

高达 20%以上[9] 。 一方面滴定溶液制备过程引入的浓度

相对偏差可能高达 10% ,成为限制 ITC 实验准确度的重

要原因[9] ;另一方面,等温滴定量热仪出厂时并未经过严

格的校准,其核心参数(进样体积、量热因子、反应池有效

体积)存在的系统误差是导致不同实验室间测量结果差

异的重要原因[10] 。 Baranauskienė 等[11] 的研究显示,仅使

用电标定未经过严格化学校准的不同厂商的等温滴定量

热仪,其反应焓的测量值存在高达 10% 的相对偏差。 然

而,目前主流的等温滴定量热仪厂商都未提供准确可靠

的化学检定流程和数据处理程序对仪器的关键物理参数

进行校准。 Demarse 等[10] 提出了多种反应体系用于等温

滴定量热仪的关键参数校准,但是其采用的测量模型过

于简单,而且未考虑滴定溶液浓度不确定度对校准结果

的影响,导致了潜在的校准偏差。 例如:对于反应池有效

体积的校准,其测量模型未充分考虑溢出效应对滴定溶

液浓度的影响,存在 20% 以上的校准偏差。 本文在课题

组前期 ITC 随机误差定量评定的研究工作基础上[12] ,综
合考虑滴定实验的不同热效应以及主要误差来源建立了

完整的 ITC 测量模型。 采用 BaCl2 / 18-crown- 6、 CaCl2 /
EDTA、正丙醇稀释 3 种不同类型的反应体系进行滴定实

验,以 NanoITC(SV)型等温滴定量热仪为例,对其量热因

子( f)与反应池有效体积(Vcell)进行校准以及相互验证。
在实验数据分析过程中,使用非线性最小二乘拟合算法

计算 f、Vcell 的最佳校准值,使用蒙特卡洛法计算校准值

的不确定度。 同时,为了促进该方法的应用,支持材料中

提供了上述数据处理方法的 Python 程序源代码。

1　 测量模型与校准方法

1. 1　 仪器结构与测量原理

典型的等温滴定量热仪主要由控温测量单元和进样

系统组成,其中控温测量单元包括两个固定的反应容器

(样品池与参比池)和量热控温模块。 如图 1 所示,溢出

式反应池连接着溢流管,使用过量的被滴物溶液填充反

应池,每次注入滴定剂溶液都会将一部分反应池中的溶

液挤出至溢流管中,量热仪只检测反应池内溶液反应产

生的热量信号[8,10] 。 然而,反应池中溶液和溢流管中排

出溶液之间的界限不明确,反应池的 Vcell 与制造商提供

的反应池物理容积往往不一致,需要进行可靠的校准以

保证仪器的测量准确度。 此外,现代等温滴定量热仪基

于功率补偿原理进行设计,整个控温测量装置与环境进

行着实时的能量交换,将待测系统通过功率补偿的方法

维持在恒定温度,以检测补偿功率信号的方式测量实验

的热效应,其具有高灵敏度、高响应的特点[3,10] 。 图 1 中

半导体热电装置( thermoelectric
 

devices,
 

TED) 用于控制

温度和检测样品池与参比池之间的温差,控制电路控制

样品池周围的加热器以保持样品池和参比池之间的温度

差几乎为零,通过测量补偿功率的变化准确地测量样品

池中溶液反应产生的热量。 量热仪显示的检测信号是补

偿功率,需要一个乘数因子将积分后的补偿功率转换成

等效的反应热量,即 f[10] ,定义为理论反应热量与量热仪

测得补偿热量的比值。

图 1　 典型等温滴定量热仪的结构

Fig. 1　 Structure
 

of
 

the
 

typical
 

isothermal
 

titration
 

calorimeter

进样系统由滴定管和驱动手柄组成,其中滴定管的

顶端有一个扭曲的叶片用来搅拌反应池内的溶液以提高

反应效率。 在滴定实验中,两种反应物的溶液分别装填

于反应池与滴定管中,步进电机控制滴定管以预设的进

样体积(V inj)与时间间隔将滴定剂溶液注入到反应池以

启动反应,与此同时,测量单元实时地检测补偿功率信

号。 例如,当样品池中发生放热反应时,维持零温度差所
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需的补偿功率因为反应热量的增加而减少,在功率-时间

谱图中出现放热峰。 每次注入滴定溶液引发反应都会产

生一个与时间相关的热脉冲信号,即量热仪采集的原始

数据是热功率形式( dQ / dt)。 将热功率曲线对时间积分

形成每一次滴定的积分热量数据(Q),根据溢出效应模

型计算每一次滴定后反应池内的溶液组成(滴定剂与被

滴物的摩尔比)得到积分热量散点图(dQ / dn)。 然后,根
据反应体系选择合适的反应模型作为拟合的目标函数,
采用非线性最小二乘拟合算法对上述积分热量数据进行

拟合获得滴定实验的 S 型拟合曲线以及该反应的热力学

参数:ΔH、结合常数(Ka )、结合位点数( n) [3] 。 综上所

述,ITC 的测量过程涉及 f、Vcell、V inj
 3 个核心参数,需要对

其进行严格的校准以确保 ITC 测量的准确度。
1. 2　 ITC 测量模型

在 ITC 实验中与滴定过程相关的热效应可分为 3 个

部分:反应热,稀释热和摩擦热[8] 。 本文建立的滴定实验

产生热量的测量模型为[13] :
Q = R(V inj;Csyr,Ccell,Vcell) + D(V inj;Csyr,Ccell,Vcell) +

F(V inj;R inj,T) + Qp + Qb (1)
其中, V inj 是自变量,总热量(Q) 是因变量。 V inj 由两

部分构成,即 V inj = V0 + εV,其中 V0 表示预设的进样体积,
εV 表示源自进样系统的体积随机误差。 本文前期的研究

工作表明 εV 与V0 不相关,并且呈正态分布,即 εV ~ N(0,
σv

2) [12] 。 R(V inj;Csyr,Ccell,Vcell) 和 D(V inj;Csyr,Ccell,Vcell)
分别代表反应热和稀释热,其中 Csyr 和 Ccell 分别表示滴定

管和反应池中的反应物浓度,Vcell 表示反应池有效体积。
本文选取了具有代表性的相同独立位点模型计算反应热

R(V inj;Csyr,Ccell,Vcell),采用瞬时注入模型计算每次滴定

后反应物的浓度[14-15] ,其具体的函数形式与推导过程详

见支持材料。 F(V inj;R inj,T) 代表摩擦热,是V inj 的单调递

增函数,此外,摩擦热的大小还取决于其他的实验参数,
例如:进样速率(R inj),系统温度(T) 和溶液的流体性质

等。 摩擦热项具有未知的复杂表达式,难以对其中每一

个分量的贡献进行准确评估,通常的处理方法是通过空

白滴定实验将稀释热和摩擦热作为背景热一起扣除。 Qp

表示除前 3 项之外的其他比例噪声的随机变量,Qp 可以

表示为(R(V inj) + D(V inj) + F(V inj)) × P,其中比例系数

P 是一个独立于 V0 的随机变量, 其服从正态分布, 即

P ~ N(0,σp
2) [12] 。 Qb 表示仪器的背景噪声,水滴定水

的空白滴定实验结果显示 Qb 与 V0 正相关,Qb 服从正态

分布,即 Qb ~ N(0,V0σ
2
b)

[12] 。
1. 3　 仪器校准参数不确定度的计算方法

ITC 测量模型复杂且非线性,涉及化学反应模型、溢
出效应模型,而且本文采用非线性最小二乘拟合算法获

取仪器校准参数的最佳估值,多种不确定度来源通过复

杂的数据处理算法进行传播,给校准结果的理论不确定

度评定带来困难。 蒙特卡洛法是实现概率分布传播的一

种数值方法,其通过对输入量的概率密度函数进行离散

抽样,然后代入测量模型计算获得输出量的离散值,实现

输入量分布的传播。 对输出量的离散值进行统计分析可

以获得输出量的最佳估计值、标准不确定度以及给定包

含概率的包含区间[16-18] 。 本文基于 ITC 测量模型,采用

蒙特卡洛法进行误差传递,获得模拟的积分热量数据集。
然后,对积分热量数据集进行非线性最小二乘拟合得到

拟合结果数据集[19] ,对该数据集进行统计分析得到拟合

量的标准不确定度,实现校准参数不确定度的计算。 蒙

特卡洛法的实施步骤如下[16] :
1)根据测量模型确定蒙特卡洛模拟的输入量与输出

量。 其中输入量:溶液浓度误差(C)、背景噪声(Qb)、比
例误差系数(P)、进样体积误差(εV);输出量:校准参数

的模拟值( f,
 

Vcell)。
2)建立测量模型,包括:溢出效应模型、反应模型,得

出滴定实验产生热量(Q)的具体表达式如式(1)所示,给
出模型参量:校准参数的最佳拟合值。

3)基于相应的概率密度函数对输入量进行抽样,本
文输入量的概率密度函数均假设为正态分布,给出抽样

参数:均值与标准偏差。
4)使用步骤 2)中的表达式和参数以及步骤 3)中生

成的输入量计算滴定实验产生的热量 Q。
5)使用非线性最小二乘拟合算法从模拟的一组热量

数据 Q 中提取出目标参量,即校准参数( f,
 

Vcell)。
6)多次重复步骤 3) ~ 5),推荐采用自适应蒙特卡洛

方法(一般抽样次数≥1×105 次)。 然后,对获得的拟合

参量数据集进行统计分析,得到输出量的最佳估计值、标
准不确定度以及指定包含概率的包含区间等。

本文 基 于 Python 编 程 语 言 以 及 numpy、 scipy、
matplotlib 数据分析与可视化模块对上述过程进行建模

实现并提供了源代码与实例,详见支持材料。

2　 实　 　 验

2. 1　 仪器与试剂

本文以广泛使用的 TA 仪器公司 NanoITC
 

Standard
 

Volume 型等温滴定量热仪为例进行校准工作,采用仪器

配套的除气站附件进行溶液前处理。 去离子水通过

Millipore 公司的 Direct-Q
 

5UV 型净水系统进行净化,确
保电阻值高于 18. 0

 

MΩ。 溶液配制中的称量操作使用

Sartorius 公司的 Quintix125D-1CN 型半微量天平,溶液密

度测量使用奥地利安东帕公司的 DMA
 

5
 

000
 

M 型密度

计。 氯化钡溶液标准物质( BaCl2,
 

0. 100
 

4
 

mol / L)与乙

二胺四乙酸二钠溶液标准物质( EDTA,
 

0. 101
 

8
 

mol / L)
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购于国防科技工业应用化学一级计量站。 18-冠醚-6(18-
crown- 6,

 

≥99% ,
 

264. 32
 

g / mol)、二水氯化钙( CaCl2·
H2O,

 

≥ 99% ,
 

147. 01
 

g / mol ) 与 正 丙 醇 ( 1-Propanol,
 

≥99. 9% ,
 

60. 10
 

g / mol ) 均 购 于 Sigma-Aldrich 公 司。
Tris-HCl 缓冲液(0. 4

 

mol / L,
 

pH
 

9. 0)购于北京雷根生物

技术有限公司。
2. 2　 步骤与方法

f、Vcell、V inj
 3 参数之间相互关联,需要按照先后顺序

进行校准。 首先通过天平称量排出液体质量的方式对

滴定管总容积进行校准。 由于单次进样体积较小,采

用天平称重法直接测量的误差较大,需要通过化学反

应来校准单次进样体积(V inj) 的均一性。 本文前期的

研究已经准确的评定了 V inj 的不确定度,在此基础上,
本文通过已知精确热力学参数的标准化学反应对 f、Vcell

进行校准。 从标准反应的滴定终点可以准确地计算

Vcell,根据每次滴定的理论热量与量热仪实测热量可以

对 f 进行校准,即 f = Q theory
 / Qmeasure

[10] 。
选取校准实验体系要求反应物纯度高且安全稳定,

最好是方便称量操作的固体粉末状样品,配制溶液可长

期保存利于实验室间的实验比对。 此外,选择的校准样

品以及实验方法要与实际滴定实验尽量接近。 本文选取

了 3 种代表性的滴定实验体系对等温滴定量热仪的核心

参数( f,
 

Vcell)进行校准,同时 3 组实验之间可以实现交

叉验证。 BaCl2 滴定 18-crown- 6 实验可以同时拟合得到

f、Vcell 的准确值;根据 CaCl2 滴定 EDTA 的滴定终点可以

准确计算 Vcell;通过正丙醇稀溶液(质量分数 2% )的稀释

热可以准确计算 f。 上述每组实验都至少重复 3 次,滴定

实验温度设置为 25℃ ,环境温度恒定在 25±0. 1℃ ,采用

250
 

μL 滴定管,默认注入速率为 3. 57
 

μL / s,搅拌速度设

定为 350
 

r / min,滴定开始前确保基线斜率<
 

0. 1
 

μW / h,
峰间标准偏差<

 

10
 

nW。 滴定实验单次进样体积为 6
 

μL
或 4

 

μL,由于滴定管尖端溶液的扩散损耗,数据分析过

程均排除第一次滴定的无效热量数据。 此外,需要 BaCl2

溶液滴定水的空白滴定实验以确保稀释热与摩擦热被合

理地扣除。

3　 结果与讨论

3. 1　 滴定溶液浓度不确定度计算

等温滴定量热仪通过滴定管注射滴定溶液至反应池

中启动反应,通过进样体积与溶液的体积摩尔浓度计算

每次滴定消耗的反应物的量。 然而,同一溶液的体积摩

尔浓度在不同温度下会发生变化,体积不确定性是导致

溶液浓度误差的重要原因。 使用分析天平称量溶质样品

质量与溶液总质量,使用高精度密度计测量配制的溶液

在实验温度下的密度,可以确保滴定溶液浓度的精确度

与可靠性。 配制溶液的体积摩尔浓度计算公式如下:

c =
m1ρ
Mm2

w (2)

式中:c 表示溶液的体积摩尔浓度;m1 为溶质质量;M 为

溶质相对原子质量;w 为溶质纯度;m2 为溶液总质量;ρ
为滴定实验温度下的溶液密度。 其中 m1、m2 通过天平

称量获取,ρ 通过密度计测量得到。 此外,溶液稀释过程

的体积摩尔浓度计算公式:

c2 =
m1ρ2

m2ρ1
c1 (3)

式中:c1、m1、ρ1 分别表示稀释前浓溶液的体积摩尔浓度、
溶液质量以及溶液密度;c2、m2、ρ2 分别表示稀释后稀溶

液的体积摩尔浓度、溶液质量以及溶液密度。 滴定溶液

配制与稀释过程的浓度不确定度的计算参考 “ JJF
 

1059. 1- 2012 测量不确定度评定与表示” 计量技术规

范[20] 。 以 10
 

mmol / L 的 BaCl2 滴定溶液的配制过程为

例,介绍溶液浓度不确定度评定方法。 由式(3) 可得稀

释溶液的浓度不确定度为:
uc(c2)

c2
( )

2

=
uc(m1)

m1
( )

2

+
uc(m2)

m2
( )

2

+
uc(ρ1)

ρ1
( )

2

+

uc(ρ2)
ρ2

( )
2

+
uc(c1)

c1
( )

2

(4)

根据式(3),使用天平称量 BaCl2 溶液标准物质,采
用去离子水稀释得到目标浓度的 BaCl2 稀溶液,使用密

度计分别测量稀释前后溶液的密度,溶液配制过程中各

分量的数值及其合成标准不确定度(包含 A 类和 B 类不

确定度)如表 1 所示,分别代入式(3)与(4)计算得 BaCl2

溶液浓度 CBa = 10. 277
 

mmol / L,浓度的合成标准不确定

度 uc(CBa)= 0. 059
 

mmol / L,浓度的相对合成标准不确定

度为 0. 6% 。 采用相似的溶液配制及不确定度评定方法,
配制 EDTA 溶液浓度 CEDTA = 6. 035

 

mmol / L,浓度的合成

标准不确定度 uc(CEDTA)= 0. 035
 

mmol / L。 根据式(2)分

　 　 　
表 1　 BaCl2 溶液浓度不确定度评定的相关量值

Table
 

1　 The
 

relative
 

quantity
 

for
 

uncertainty
 

evaluation
 

of
 

the
 

concentration
 

of
 

BaCl2  solution

量(X)
量值

(Xi)
合成标准不确

定度(uc(Xi))

相对合成标准

不确定度

(uc(Xi) / Xi)

m1 1. 791
 

41
 

g 0. 000
 

104
 

g 5. 8×10-5

m2 17. 201
 

30
 

g 0. 000
 

104
 

g 6. 0
  

0-6

ρ1 1. 016
 

354
 

g / cm3 0. 000
 

011
 

g / cm3 1. 1×10-5

ρ2 0. 998
 

907
 

g / cm3 0. 000
 

011
 

g / cm3 1. 1×10-5

c1 100. 4
 

mmol / L 0. 58
 

mmol / L 5. 8×10-3
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别称量 CaCl2 与 18-crown- 6 固体粉末溶解在 Tris-HCl 缓
冲液与去离子水中,得到 CaCl2 与 18-crown- 6 溶液的浓

度分别为 CCa = 24. 38±0. 15
 

mmol / L,C18C6 = 0. 986±0. 006
 

mmol / L。
3. 2　 BaCl2 / 18-crown-6滴定校准 f 与反应池 Vcell

现代等温滴定量热仪普遍在反应池外侧安装了电加

热器,其可以提供准确控制的热脉冲用于量热因子的校

准。 电脉冲校准方法简单方便,但是,电加热与溶液反应

的热量分布不同,其存在不可避免的系统偏差。 使用已

知精确热力学参数的标准化学反应对量热仪核心参数进

行校准是目前排除仪器系统误差的有效方法。 酸碱中和

反应广泛应用于大型量热仪的校准,但是高精度等温滴

定量热仪的量程较小( <10
 

mJ),要求滴定的酸碱溶液浓

度较低(约 1
 

mmol / L)。 低浓度的酸碱溶液易受空气中

CO2 的干扰而存在副反应,与实验室空气中 CO2 浓度达

到平衡的溶液中 CO2 溶解量约为 1
 

mmol / L,无论是煮沸

还是真空除气, 都难以将溶液中 CO2 浓 度 降 低 至

0. 01
 

mmol / L 以下[10] 。 如果 CO2 溶解于酸性滴定溶液,
当发生滴定反应时,溶解的 CO2 将与碱性滴定液发生副

反应导致反应的放热量偏低[10] 。 一些文献以及仪器手

册通常建议使用 HCl / Tris 反应体系校准等温滴定量热仪

的量热因子[10] 。 但是,HCl 具有腐蚀性且易挥发,其水

溶液不仅无法进行真空除气,而且可能对量热仪内部不

锈钢结构件造成损伤。 此外,HCl 溶液中溶解的 CO2 可

能产生副反应,对反应热量造成潜在的影响。
量热因子定义为理论热量与量热仪实测热量的比值

( f=Q theory
 / Qmeasure),可以通过每次滴定产生的理论反应热

量进行计算得出。 准确计算热量(Q) 至少需要已知 V inj

的准确值,我们前期的研究工作显示,标称 250
 

μL 的滴

定管总容积的最佳估计值为 250. 07±0. 20
 

μL,单次进样

体的合成标准不确定度为 0. 021±0. 004
 

μL[12] 。 此外,现
代等温滴定量热仪采用溢出式反应池的设计,溢出效应

导致反应池内溶液与溢流管内排出溶液之间的界限不明

确,而且滴定管搅拌桨排出的溶液体积也不确定如图 1
所示。 这些因素都导致了溢出式反应池的实际有效体积

与制造商提供的反应池物理容积不一致,需要通过已知

化学计量比的滴定反应进行校准以确保仪器的测量准确

度。 BaCl2 / 18-crown- 6 的配体结合反应作为滴定量热法

中的标准测试反应得到广泛的研究,同时也是 IUPAC 的

推荐反应体系,其具有准确的反应焓与化学计量比[21-22] 。
本文采用 BaCl2 / 18-crown- 6 反应体系,通过单次滴定实

验同时对 f 与 Vcell 进行校准。 采用非线性最小二乘拟合

算法进行数据处理, 其中 f 与 Vcell 作为拟合目标,
ΔH( -31. 42

 

kJ / mol)、Ka(5. 9×103
 

L / mol)、n(1) [21] 作为

参量代入拟合的目标函数。
扣除 BaCl2 溶液滴定水的背景热量,得到 BaCl2 滴定

18-crown- 6 的反应热量如图 2 所示。 使用权重最小二乘

算法对反应热进行拟合,其中每个反应热数据点的拟合

权重等于其方差的倒数[22] ,得到典型的 S 型拟合曲线如

图 2 所示,拟合结果为:f = 1. 081,Vcell = 975
 

μL。 由于最

小二乘拟合算法的计算过程复杂且非线性,本文采用蒙

特卡洛法计算 f、Vcell 校准值的不确定度,校准实验与数

据处理过程的主要不确定度来源分别为:BaCl2 与 18-
crown- 6 溶液浓度的不确定度、 热力学参数理论值

(ΔH,
 

Ka)的不确定度、等温滴定量热仪的随机误差项

(Qb,
 

Qp,
 

εV),其不确定度参数与分布特征如表 2 所示。
将上述不确定度分量作为蒙特卡洛法的输入量,f、Vcell 作

为输出量,反应的化学计量比( n = 1) 以及 f、Vcell 的最佳

拟合值作为参数代入测量模型,具体的程序实现方法详

见支持材料。 经过 105 次的抽样计算,得到校准值的合

成标准不确定度分别为 u( f) = 0. 010,uc(Vcell ) = 7
 

μL。
量热仪校准结果为 f= 1. 081±0. 020,Vcell = 975±14

 

μL,且
3 次重复实验获得了不确定度范围内一致的结果。 量热

仪默认反应容器容积为 943
 

μL,存在 3. 4% 的偏差;量热

因子默认值 f= 1,存在 8. 1%的偏差。 文献报道的同型号

量热仪摩尔反应焓测量值的相对误差为 6. 7% ,反应池有

效体积相对偏差 1. 3% [10] 。 为了分析热量测量模型的输

入量对校准量的方差的贡献,本文采用线性回归模型进

行分析,结果如表 2 所示。 对于 f
 

其主要影响因素依次

是 Ka,Csyr,ΔH,对于 Vcell 其主要影响因素依次是 Csyr,Ka,
Ccell。 可见反应体系的反应参数和溶液浓度是此校准方

法的关键因素。

图 2　 BaCl2 / 18-crown- 6 滴定实验的反应热量及其拟合曲线

Fig. 2　 The
 

reaction
 

heat
 

and
 

fitting
 

curve
 

of
 

BaCl2
 into

 

18-crown- 6
 

titration

3. 3　 CaCl2 / EDTA 滴定校准反应池 Vcell

等温滴定量热仪的反应池有效体积可以采用化学计

量比准确的反应体系进行校准,通过滴定实验的终点

(S 型滴定曲线的拐点) 判断反应池中实际消耗的反应

物,最终确定 Vcell 的准确值。 CaCl2 / EDTA 螯合反应是分

析化学领域的经典滴定体系,其化学计量比准确(n= 1)
但是反应焓对离子强度与 pH 非常敏感, 反应热的
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　 　 　 　表 2　 计算 f,
 

Vcell 校准值不确定度的热量测量模型输入

量(Xi)及其概率密度函数的参数

Table
 

2　 Input
 

quantities
 

(Xi)
 

of
 

the
 

heat
 

measurement
 

model
 

and
 

their
 

parameters
 

of
 

probability
 

density
 

function
 

for
 

the
 

uncertainty
 

estimation
 

of
 

f,
 

Vcell
 

calibration
 

values

输入量

(Xi)
期望(μ) 标准偏差(σ)

对校准量方差的

贡献 / %

f Vcell

Csyr 10. 277
 

mmol / L 0. 059
 

mmol / L 38 49
 

Ccell 0. 986
 

mmol / L 0. 003
 

mmol / L 1. 6 6

ΔH -31. 42
 

kJ / mol 0. 10
 

kJ / mol 12
 

0
 

Ka 5. 90×103
 

L / mol 100
 

L / mol 47 42
 

Qb 0
 

μJ 0. 1771× 6
 

μJ 0. 07
 

0. 16

P 0 0. 003
 

09 1. 2 0. 4

Vinj 6
 

μL 0. 021
 

4
 

μL 0. 9 1. 5
 

可靠性较低[23-25] 。 在不考虑反应热量的准确值的前提

下,校准 Vcell 仅需要已知 V inj,可以通过 CaCl2 / EDTA 滴定

曲线的拐点对 Vcell 进行单独校准。 为了准确的判断滴定

反应的终点,需要 S 型滴定曲线的过渡区尽可能狭窄,即
滴定曲线更陡峭甚至演变为阶跃函数。 CaCl2 / EDTA 螯

合反应的结合常数(Ka)随缓冲液的 pH 变化,可以通过

调节溶液 pH 提高滴定反应的结合常数,缩小 S 型滴定曲

线的过渡区以实现“台阶” 状滴定曲线。 由于直接判断

滴定终点存在较大的误差,本文采用最小二乘拟合的方

式计算 Vcell 的校准值, Vcell 与 ΔH 作为拟合目标, Ka

(1×109
 

L / mol)、n(1)作为参量代入拟合目标函数。
图 3 为 CaCl2 滴定 EDTA 的反应热量以及拟合曲线,

反应池有效体积的最佳拟合值为 Vcell = 974
 

μL。 在

Tris-HCl 缓冲液 pH = 9. 0 环境下,该反应的结合常数

Ka>1×109,过渡区被压缩至仅有一个有效数据,滴定曲

线变得极其陡峭,演变为“台阶” 型。 Vcell 的拟合过程中

主要的不确定度来源分别为 CaCl2 与 EDTA 溶液浓度的

不确定度以及量热仪的随机误差项(Qb,
 

Qp
 ,

 

εV ),其不

确定度参数与分布特征如表 3 所示。 将上述不确定度分

量作为蒙特卡洛法的输入量,Vcell、ΔH 作为输出量,反应

的化学计量比(n= 1)以及 Vcell、ΔH 的最佳拟合值作为参

数代入测量模型。 经过 105 次的抽样计算,得到 Vcell 校

准值的合成标准不确定度为 uc(Vcell)= 5
 

μL,反应池有效

体积的校准结果为 Vcell = 974±10
 

μL,与上述基于 BaCl2 /
18-crown- 6 反应体系的 Vcell 校准值在不确定度范围内保

持一致,接近文献报道的同型号量热仪的反应池体积偏

差[10] 。 热量测量模型的输入量对校准量的方差的贡献

如表 3 所示。 对于 Vcell 其主要影响因素依次是 Ccell 和

Csyr。 可见反应体系的溶液浓度是此校准方法的关键

因素。

图 3　 CaCl2 / EDTA 滴定实验的反应热量及其拟合曲线

Fig. 3　 The
 

reaction
 

heat
 

and
 

fitting
 

curve
 

of
 

CaCl2
 

into
 

EDTA
 

titration

表 3　 计算 Vcell 校准值不确定度的热量测量模型输入

量(Xi)及其概率密度函数的参数

Table
 

3　 Input
 

quantities
 

(Xi)
 

of
 

the
 

heat
 

measurement
 

model
 

and
 

their
 

parameters
 

of
 

probability
 

density
 

function
 

for
 

the
 

uncertainty
 

estimation
 

of
 

Vcell
 calibration

 

value

输入量

(Xi)
期望(μ) 标准偏差(σ)

对 Vcell 方差的

贡献 / %

Csyr 24. 380
 

mmol / L 0. 073
 

mmol / L 21

Ccell 6. 035
 

mmol / L 0. 035
 

mmol / L 78

Qb 0
 

μJ 0. 177
 

1× 6
 

μJ 0

P 0 0. 003
 

09 0

Vinj 6
 

μL 0. 0
 

214
 

μL 1. 0

3. 4　 正丙醇稀释滴定校准量热因子( f)
ITC 广泛应用于对溶解与稀释过程的热量测量。 正

丙醇是一种纯度高、稳定、无腐蚀性的化合物,而且已知

283
 

~
 

348
 

K 温度范围内,其在水中溶解焓的准确值[20] 。
质量分数 2%的正丙醇水溶液稀释滴定是校准等温滴定

量热仪的一种有效方法,其稀释过程简单且无副反应,放
热量接近于实际生物反应体系,适合于现代高精度微量

热仪[10,
 

21,
 

26] 。 稀释焓的计算方法如下:
ΔHdil(mi → mf) = hXX(mf - mi) + hXXX(mf

2 - mi
2)
(5)

其中,mi 与 mf 分别表示稀释前与稀释后的正丙醇

溶液的质量摩尔浓度;hXX 与 hXXX 分别表示 293. 15
 

K 温

度下的焓相互作用系数 hXX = ( 558 ± 9)
 

J·kg·mol-2;
hXXX = (158±8)

 

J·kg2·mol-3[21,
 

26] 。 在已知 V inj 与 Vcell 的

前提下,本文通过正丙醇水溶液的稀释滴定校准量热因

子。 基于测量模型,采用最小二乘拟合的方法计算 f 的
校准值。

其中, f 作 为 拟 合 目 标, hXX = 558
 

J·kg·mol-2、
hXXX = 158

 

J·kg2·mol-3、Vcell
 = 975

 

μL 作为参量代入反应
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模型。
图 4 为正丙醇滴定水的稀释热量与拟合曲线,量热

因子的最佳拟合值为 f = 1. 088
 

μL。 拟合过程中主要不

确定度来源分别为:正丙醇样品与 2%正丙醇溶液的称量

质量不确定度,稀释前后溶液密度的不确定度,稀释焓参

数( hXX, hXXX ) 的不确定度以及量热仪的随机误差项

(Qb,
 

Qp
 ,

 

εV),其不确定度参数与分布特征如表 4 所示。
将上述不确定度分量作为蒙特卡洛法的输入量,f 作为输

出量,
 

f 的最佳拟合值作为参数代入测量模型。 经过 105

次的抽样计算,得到 f 校准值的合成标准不确定度为

uc( f)= 0. 008,量热因子的校准结果为 f = 1. 088±0. 016,
与上述基于 BaCl2 / 18-crown-6 反应体系的 f 校准结果在

不确定度范围内保持一致。 热量测量模型的输入量对

校准量的方差的贡献如表 4 所示。 对于 f 其主要影响

因素依次是 hXX,hXXX 和 mpro。 可见正丙醇稀释焓的相

互作用参数和正丙醇的称取质量是此校准方法的关键

因素。

图 4　 正丙醇稀释滴定的稀释热量及其拟合曲线

Fig. 4　 The
 

dilution
 

heat
 

and
 

fitting
 

curve
 

of
 

1-Propanol
 

into
 

H2 O
 

titration

表 4　 计算 f 校准值不确定度的热量测量模型输入量(Xi)
及其概率密度函数的参数

Table
 

4　 Input
 

quantities
 

(Xi)
 

of
 

the
 

heat
 

measurement
 

model
 

and
 

their
 

parameters
 

of
 

probability
 

density
 

function
 

for
 

the
 

uncertainty
 

estimation
 

of
 

f
 

calibration
 

value

输入量

(Xi)
期望(μ) 标准偏差(σ)

对 f 方差的

贡献 / %

mpro 0. 098
 

43
 

g 0. 000
 

10
 

g 7

msol 4. 981
 

21
 

g 0. 000
 

10
 

g 0

ρpro 0. 993
 

6
 

g / cm3 0. 000
 

05
 

g / cm3 0

ρsol 0. 997
 

0
 

g / cm3 0. 000
 

05
 

g / cm3 0

hXX 558
 

J·kg·mol-2 4. 5
 

J·kg·mol-2 82

hXXX 158
 

J·kg2·mol-3 4
 

J·kg2·mol-3 9

Qb 0
 

μJ 0. 177
 

1×√6
 

μJ 0. 16

P 0 0. 003
 

09 0. 6

Vinj 6
 

μL 0. 021
 

4
 

μL 1. 6

4　 结　 　 论

针对 ITC 测量一致性问题以及等温滴定量热仪校准

方法的不足,本文建立了完善的 ITC 测量模型以及基于

蒙特卡洛法的校准值不确定度计算方法。 通过天平与密

度计的滴定溶液制备以及浓度不确定度计算方法,对于

简单离子类溶液,其浓度的相对合成标准不确定度可以

降低至 1% 以下。 BaCl2 / 18-crown- 6、CaCl2 / EDTA、正丙

醇稀释 3 组校准实验获得了不确定度范围内一致的校准

结果。 被校准的 NanoITC(SV)型等温滴定量热仪的量热

因子与反应池有效体积的校准值分别为 f = 1. 081 ±
0. 020,Vcell = 975±14

 

μL,该校准结果对于其他型号的等

温滴定量热仪也具有参考意义。 推荐使用 BaCl2 / 18-
crown- 6 反应体系对等温滴定量热仪进行校准,单次滴定

实验即可对 f、Vcell 进行准确的校准。 ITC 广泛应用于药

物研发和计算化学的模型开发,期望本文的研究工作能

继续推动这些研究领域的准确测量研究。
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