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低凝固温度琼脂糖的制备与表征
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摘要!以琼脂糖为原料$环氧乙烷为改性剂$制备低凝固温度琼脂糖& 通过单因素实验$确定最佳反应体系!环氧乙烷用量

为 ! (̂ 1X"V K琼脂糖#$氢氧化钠质量分数为 C (̂c$反应温度为 @(o$反应时间为 !( 12.& 根据此条件制备的羟乙基琼脂糖$

凝固温度为"#V (̂ t( !̂#o$融化温度为"@E (̂ t( Ê#o$凝胶强度为"!(V "̂ t@ )̂# KF31

#

$与B1-%83+同类产品性能基本一致&

通过红外光谱"$=6>#%热重分析"=WB#%A射线衍射仪"A>]#%透射电镜"=M*#和 ]aB电泳对琼脂糖以及改性后的琼脂糖进

行表征$结果表明!羟乙基基团成功引入琼脂糖骨架$与未改性琼脂糖相比$经化学改性后的琼脂糖分离核酸能力增强$凝胶形

态无明显变化$结晶度和热稳定性有所下降& 该制备工艺简单%成本低$制备的羟乙基琼脂糖符合低凝固温度琼脂糖要求"凝

固温度为 #@ d!(o$融化温度
-

@Co$凝胶强度
,

#C( KF31

#

#&

关键词!羟乙基琼脂糖'低凝固温度'改性'表征
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;;琼脂是从江蓠%石花菜等海洋红藻中提取的一

种具有凝胶特性的线性多糖$主要由中性的琼脂糖

"BK4-+8%#与带电的琼胶酯组成& 琼脂糖是由 )$!D

$

DCD吡喃半乳糖和 )$ED!$@D内醚D

"

D#D吡喃半乳

糖交替连接的共聚物$琼胶酯的基本骨架与其相同$

但连接有不同的残基$如羧基%硫酸基等负电基

团-).

& 从天然海藻中提取的琼脂和琼脂糖的凝固

温度为 !C dE(o$许多生物热敏物质在该温度的环

境中失去生物活性$并且天然的琼脂糖能形成较大

孔径的凝胶$能够分离一些大分子核酸片段& 经改

性后$凝胶的孔径变小$分辨率提高$凝固温度以及

融化温度降低-#.

& 低凝固温度琼脂糖的凝固温度

为 #" d!(o$融化温度小于 @Co$凝胶强度大于

#C( KF31

#-!.

& 琼脂糖的化学修饰程度决定了凝固

温度%融化温度和凝胶强度$主要用于细胞包埋%病

毒空斑%小片段 ]aBF>aB的分离以及纯化等

方面-E DC.

&

目前低凝固温度琼脂糖的制备方法有烷基化%

羟烷基化%酰基化以及链烯基化等$通过引入中性基

团$降低双链之间的氢键作用$从而降低凝固温度%

融化温度以及凝胶强度& 刘力等-@.采用硫酸二甲

酯进行甲基化$但是硫酸二甲酯剧毒$市面禁售$不

利于工业化生产& W728%5%:等-".采用酸酐进行酰

化$但是酰化的条件苛刻$操作繁杂&

/(#)/
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采用环氧乙烷衍生化法制备低凝固温度琼脂

糖$反应速度较快$对反应后琼脂糖溶液进行反复冻

融数次$可以达到分离纯化的目的$整个工艺流程除

环氧乙烷外$几乎不使用其他有机试剂$与传统醇沉

相比$该法原料无毒%价廉$工艺简单$有利于工业化

生产$且制备的产品基本符合实际需求&

BC材料和方法

BLBC实验试剂与仪器

试剂!琼脂糖$实验室自制-V.

'乙酸%硼氢化钠%

氢氧化钠%环氧乙烷$国药集团化学试剂有限公司生

产'去离子水$实验室自制&

仪器!凝胶强度仪$泉州万达实验仪器设备公司

生产'>=D#C 气流式超细粉碎机$北京燕山正德机

械设备有限公司生产'=Ba_aD)@(( 凝胶成像系统$

上海天能科技有限公司生产']kkDV/电泳仪$北京

六一仪器厂生产'$=6>DVE$岛津公司生产'=M*透

射电镜&

BLDC羟乙基琼脂糖的制备

称取 V (̂ K琼脂糖粉末$加热溶解于 !(( 1X去

离子水中$配制琼脂糖溶液$待溶液冷却$加a4N\

E

$

恒温下处理 )( d)C 12.$加 a4_\溶液$冷却$加入

环氧乙烷进行反应$反应时间为 !( 12.$将反应升温

至 C(o后$采用乙酸逐滴加入$直至溶液的 S\l

" (̂& 室温冷却至完全成胶$进行冷冻$解冻$压榨脱

水$重复! dE次$干燥$粉碎-<.

& 其反应式如图)所示&

图 );琼脂糖羟乙基化反应式

BLEC琼脂糖的表征

) !̂ )̂;物理性质表征

配制 ) Ĉc的琼脂糖溶液$按照/-42K2%等-)(.所

述方法测定凝固温度%融化温度& 配制 ) (̂c的琼

脂糖溶液$在 )(o下成胶 # (̂ 0$利用凝胶强度测定

仪检测凝胶强度-)).

& 电内渗测定采用人血清白蛋

白与葡聚糖Q

C((

$在 S\为 V @̂ 的巴比妥溶液中电泳

! (̂ 0$蛋白到点样圆孔的距离为5($葡聚糖到点样

圆孔的距离为5C$电内渗计算式为!

115"NL

K

# X5(Y"5(M5C#

式中!115为电内渗的值' DL

K

为相对迁移率&

) !̂ #̂;!"@D内醚D半乳糖质量分数的测定

!$@D内醚D半乳糖质量分数采用间苯二酚法进

行测定-)#.

&

) !̂ !̂;取代度的测定

利用改良的 h%28%5裂解法测定取代度-)!.

& 理

论上$琼脂糖有 E 个羟基氢"半乳糖 #$E$@ 位$!$@D

内醚D半乳糖的 # 位#被亲核试剂取代$如果 E 个位

置全都被取代则取代度为 E$取代度计算式为!

"

CF X"!(@ ZJc#F3")(( m6# N-"6N)# ZJc.4

式中!

"

CF为取代度增加量'!(@ 为琼脂二糖的分子

质量'6为羟乙基的分子质量'Jc为羟乙基质量

分数&

) !̂ Ê;红外光谱分析

将改性后的琼脂糖粉末置于 C(o真空烘箱中$烘

EV 0$称取 ! (̂ 1K样品和 !(( 1K[N-研磨 C d)( 12.$

然后压成透明薄片$在波长为 E(( dE ((( 31

D)的条

件下扫描 !# 次&

) !̂ Ĉ;=M*分析

将琼脂糖粉末进行特殊处理$并在透射电子显

微镜下进行观察&

) !̂ @̂;A>]分析

将琼脂糖粉末在 I14-FI14-9X4AD射线粉末衍

射仪上扫描$扫描范围为 )( d@({$扫描速度为

C"{#F12.&

) !̂ "̂;热重分析

取琼脂糖样品 )C d#( 1K$温度范围为 !( d

@((o$)(oF12.进行程序升温$a

#

氛围$进行热重

分析&

) !̂ V̂;]aB电泳

以=BM"三羟甲基氨基甲烷%乙酸和乙二胺四

乙酸#为缓冲液$配制一定浓度的琼脂糖凝胶$对

#( &S ]aBX4,,%-*4-H%-进行凝胶电泳&

DC结果与讨论

DLBC工艺条件的选择

由反应工艺可以看出$反应体系的环氧乙烷用

量%氢氧化钠质量分数%反应温度以及反应时间对反

应结果产生影响$因此本实验通过一系列的单因素

实验分别确定最佳反应体系中环氧乙烷用量%氢氧

化钠质量分数%反应温度和反应时间等因素$将原料

琼脂糖加水溶解可使反应在均一液相中进行从而提

高反应效率& 结果如图 # 所示&

/)#)/
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)(凝固温度'#(凝胶强度

"4#环氧乙烷用量

)(凝固温度'#(凝胶强度

"&#氢氧化钠质量分数

)(凝固温度'#(凝胶强度

"3#反应温度

)(凝固温度'#(凝胶强度

",#反应时间

图 #;各因素对凝固温度"凝胶强度的影响

由图 #"4#可知$随着改性剂添加量增加$凝固

温度和凝胶强度均下降$添加量为 ! (̂ 1X时$凝胶

强度大于 #C( KF31

#

$如果继续添加环氧乙烷$则凝

胶强度无法满足需求& 所以$改性剂最佳添加量为

! (̂ 1X&

a4_\在该反应体系中不仅可以作催化剂$而

且可以降低反应体系的黏度$使琼脂糖溶液在低温

下保持流动状态$在氢氧化钠质量分数较低的条件

下$琼脂糖链与链之间的相互作用较大$表现为体系

黏度较大-)E.

$导致反应缓慢& 由图 #"&#可知$在氢

氧化钠质量分数为 ) (̂ dC (̂c时$随着氢氧化钠质

量分数增加$体系的取代度增大$凝固温度和凝胶强

度均降低& 当氢氧化钠质量分数为 C (̂c时$环氧

乙烷基本反应完全$凝固温度和凝胶强度基本达到

一个稳定值$凝固温度为 #V Ĉo$凝胶强度为

!)( KF31

#

& 继续增加氢氧化钠质量分数$凝固温度

和凝胶强度略有下降$这是由于氢氧化钠质量分数

的增加使琼脂糖发生解聚反应-@.

& 因此$该反应体

系最佳氢氧化钠质量分数为 C (̂c&

由图 #"3#可知$随着反应温度的增加$凝固温

度和凝胶强度均呈现逐渐下降的趋势$当反应温度

为 @(o时$凝胶强度为 !)# KF31

#

$如果继续增加反

应的温度$副反应发生如环氧乙烷的自聚反应%水解

反应等$琼脂糖降解程度也增加& 所以$该反应的最

佳反应温度为 @(o&

由图 #",#可知$在 ( d!( 12. 内随着时间的增

加$凝固温度和凝胶强度逐渐降低'当反应 !( 12.

以后$环氧乙烷完全反应$凝固温度和凝胶强度均趋

于稳定& 因此$反应的最佳时间为 !( 12.&

DLDC产品分析

琼脂糖物化性质如表 ) 所示& 由表 ) 可知$相

比于改性前$由于羟乙基的引入$琼脂糖氢键受到破

坏$从而影响琼脂糖分子的空间构象$导致凝胶状态

发生变化$因此琼脂糖的凝固温度%融化温度以及凝

胶强度都有不同程度的下降& 电内渗是衡量琼脂糖

质量高低的一个重要指标$琼脂糖原料中会或多或

少含有硫酸根等负电离子基团$这样会导致琼脂糖

的电内渗增高-)C.

$羟乙基化反应体系在氢氧化钠碱

性条件下反应$琼脂糖分子在氢氧化钠处理时发生

结构转变$@ 位的硫酸基与 ! 位羟基形成 !$@ 内醚

键$如图 ! 所示$其他位置上硫酸基会被羟基所取

代$因此会导致改性后的琼脂糖硫酸根质量分数以

及电内渗会有所降低& 在反应前经 a4N\

E

处理之

后$琼脂糖端基的酮基或醛基等基团被还原为羟基$

同样也可以导致电内渗的降低& 由于在琼脂糖骨架

侧链上引入羟乙基基团$琼脂糖的分子质量也有所

增加$琼脂糖中 !$@D内醚半乳糖相对质量分数降

低& 改性后的产品与 B1-%83+XW=进行比较发现$

两者性质相当&

表 BC琼脂糖物化性质比较

项目
B1-%83+

产品

羟乙基

琼脂糖

未改性

琼脂糖

取代度"CF# ; ( Ê@< t( (̂E( (

分子质量6

O

F)(

C

"K/1+5

D)

#

; )V Ê) )@ !̂#

!$@D内醚半乳糖"BW#Fc EV @̂ t( @̂ EC Ĉ t( #̂ C) #̂ t( !̂

凝固温度"Q

K

#") Ĉc#Fo

#V Ĉ t( Ĉ #V (̂ t( #̂< !" V̂ t( Ĉ

融化温度"Q

1

#") Ĉc#Fo

@E (̂ t( Ĉ @E (̂ t( Ê <( Ĉ t( Ĉ

凝胶强度"F

K

#") (̂c#F

;"K/31

D#

#

#C# t)# !(V "̂ t@ )̂) )!#) (̂ t#C (̂

硫酸根质量分数Fc ( )̂( t( (̂# ( (̂< t( (̂) ( )̂C t( (̂E

灰分Fc ( Ĉ( t( (̂# ( Ĉ# t( (̂# ( "̂E t( (̂!

电内渗 ( )̂( t( (̂) ( (̂" t( (̂) ( )̂# t( (̂!

图 !;琼脂糖在氢氧化钠处理时的结构转变

/##)/
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DLEC红外表征

琼脂糖原料%改性后琼脂糖和 B1-%83+XW=红

外光谱图如图 E 所示&

)(琼脂糖原料'#(B1-%83+XW='!(改性后琼脂糖

图 E;琼脂糖原料"改性后琼脂糖和

B1-%83+XW=红外光谱图

由图 E可以看出$改性后的琼脂糖与原料相比$基

本结构变化不大& 在官能团区"E ((( d) C(( 31

D)

#$

! E(( 31

D)左右为(_\吸收峰$是多糖的特征吸收

峰$# <(( 31

D)为/\

!

(F(/\

#

(吸收峰$是总糖质

量分数的标志'在指纹区 " ) C(( dE(( 31

D)

#$

) !"( 31

D)吸收峰表明存在 /(_(/$质量分数明

显比改性前有所增加$) ("( 31

D)为半乳糖化合物

吸收$<!( 31

D)为 !$@D内醚D# D半乳糖吸收峰$

V<( 31

D)为 )$!D

$

D半乳糖的吸收峰& V@( 31

D)为

#D半乳糖D#D硫酸盐吸收峰$"E( 31

D)为半乳糖吸

收& 改性与未改性琼脂糖的最大差别在于$

) @C( 31

D) 左右吸收峰分裂成 ) @C( 31

D) 和

) C@@ 31

D)

# 个峰$这是由于羟乙基直接连接在吡

喃糖导致 /(_伸缩振动峰分裂& 说明在琼脂糖

"半乳糖 #$E$@ 位$!$@D内醚D半乳糖的 # 位羟基质

子#可能被取代& 综上所述$羟乙基成功引入了琼

脂糖骨架&

DLFC\"&分析

琼脂糖的A>]谱图如图 C 所示&

)(琼脂糖原料'#(B1-%83+XW='!(改性后琼脂糖

图 C;琼脂糖A>]图谱

由图 C 可知$在 #

&

l#({时$出现 ) 个明显的结

晶衍射峰& 各样品的出峰位置与峰形没有明显变

化$只是各样品的结晶峰强度不同$而结晶峰强度与

结晶强度有关& 通过比较发现$各改性方法对琼脂

糖结晶区未完全破坏或影响程度不大$改性后仍与

原琼脂糖保持较相近的结晶区结构-)@.

& 对比结晶

指数"=0#$原料的结晶指数为 )# (̂$改性后的琼脂

糖的结晶指数为 V )̂$B1%-83+结晶指数为 V Ĉ$表明

改性后结晶指数下降$并且改性后的产品与进口产

品结晶指数相近&

DLGC!P>分析

通过热重分析来比较改性前后琼脂糖的热稳定

性$琼脂糖改性前后=WB分析如图 @ 所示&

)(琼脂糖原料'#(B1-%83+XW='!(改性后琼脂糖

图 @;琼脂糖改性前后=WB对比

由图 @ 可知$在 !( d)((o$随着温度的升高$

水分损失约 )(c'大部分质量损失在 #C( d!((o$

引入羟乙基基团$裂解的温度降低$热稳定性较差$

说明引入侧链基团对琼脂糖的热稳定有一定的

影响&

DLHC!O$凝胶结构分析

琼脂糖凝胶性是由其存在的氢键所致$凝胶状

态时$无规则卷曲的螺旋链的聚集$形成有序结合区

域后构成三维网络结构$胶凝温度%融化温度%胶凝

;;;;;;;

"4#琼脂糖原料 "&#B1-%83+XW=

"3#羟乙基琼脂糖

图 ";琼脂糖凝胶=M*图

/!#)/
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能力等胶凝性质主要由双螺旋链的聚集能力决定$

而双螺旋链的聚集能力取决于双螺旋链之间相互靠

近的位阻及其协同程度& 在琼脂糖的螺旋链当中$

!$@D内醚半乳糖的 # 位以及半乳糖 E$@ 位羟基指向

螺旋外部$而半乳糖的 # 位羟基指向螺旋内部-)".

&

因此$在羟基上引入羟乙基$不会破坏螺旋的有序结

构$双螺旋的形成能力不受影响& 琼脂糖凝胶 =M*

图如图 " 所示& 由图 " 可知$经过化学改性后$琼脂

糖主链骨架不变$依然保持螺旋结构&

DLIC&W>电泳

分别以羟乙基琼脂糖凝胶与 B1-%83+公司生产

的琼脂糖凝胶为电泳介质进行 ]aB*4-H%-电泳实

验$结果如图 V 所示&

"4#B1-%83+ "&#改性后琼脂糖

图 V;琼脂糖凝胶电泳结果对比

由图 V 可以看出$自制琼脂糖对]aB小片段的

分离效果与B1-%83+琼脂糖相当$电泳条带 #(%E(%

@(2E(( &S ]aB*4-H%-分辨率较高$无拖带现象$

具有良好的电泳性能$达到生化实验的要求&

EC结论

")#通过单因素实验$确定羟乙基琼脂糖的最

佳制备工艺!环氧乙烷用量为 ! (̂ 1X"V K琼脂糖#$

氢氧化钠质量分数为 C (̂c$反应温度为 @(o$反应

时间为 !( 12.& 根据此条件制备的羟乙基琼脂糖产

品$凝固温度为 " #V (̂ t( !̂ #o$ 融化温度为

"@E (̂ t( Ê#o$凝胶强度为"!(V "̂ t@ )̂# KF31

#

$

符合低凝固温度琼脂糖要求&

"##通过测定改性后的琼脂糖的凝固温度%融

化温度%凝胶强度%硫酸根含量和灰分等指标$其性

能指标与B1-%83+XW=相当&

"!#通过$=6>%=M*%A>]%=WB分析表明$琼脂

糖上成功引入了羟乙基$化学改性后的琼脂糖凝胶

结构没有发生明显变化$结晶度和热稳定性有所

下降&

"E#]aB电泳实验表明$该羟乙基低凝固温度

琼脂糖可以有效分离小片段]aB&
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