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制备方法对琼脂糖得率和质量的影响
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摘　要　　研究了聚乙二醇法、硫酸铵法、ＥＤＴＡＮａ２ 法及尿素法提取的琼脂糖在得率和品质上的

差异。结果表明，４种方法提取的琼脂糖在得率和品质方面都具有较大的差别；ＥＤＴＡＮａ２ 法琼脂糖

的得率最高，为６２．３％；聚乙二醇法琼脂糖中的硫酸根和灰分含量最低，分别为１．３９％和０．４２％；尿

素法琼脂糖的结晶紫电泳性能最好，其电泳长度为８．６ｃｍ；ＥＤＴＡＮａ２ 法琼脂糖的聚乙二醇电泳性能

最好，电泳长度为３．９ｃｍ。随着聚乙二醇法提取次数的增加，琼脂糖纯度和质量显著提高。用聚乙二

醇法提取３次所获得的琼脂糖的各项质量指标比其他３种方法获得的琼脂糖都好。
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琼脂糖是琼胶经过分离除去硫琼胶部分而获得的琼胶深加工产品，其硫酸基和灰分的含量都很低，在生物
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化学、医学方面具有广泛的用途，需求量日增（陈申如等　２００２）。

国内学者对琼脂糖的研究主要侧重于琼脂糖改性方面（刘　力等　２００３；吴立根等　２００８；林　楠等

２００９；周　鑫等　２００６；赵彦鼎等　２００９；赵瑞芳等　２０１０；袁志坚等　２０１０；揭油平等　２０１０；韩德艳等

２００６），在琼脂糖提取及纯化方面的研究极少（陈申如等　２００２；姚美君等　２００３；Ｈｕ犲狋犪犾．　２００７），国产琼脂

糖质量往往不尽如人意。而国外对琼脂糖系列产品制备的研究起步很早，对其性质方面的研究较多，也较为深

入（Ｒｅｎｎ　１９８４；Ｒｏｃｈａｓ犲狋犪犾．　１９８６、１９８９；Ｓｅｒｗｅｒ　１９８３；Ｘｉｏｎｇ犲狋犪犾．　２００５）。近３０年来，对琼脂糖的开

发和应用发展很快，美国、瑞典等国制出的琼脂糖已经得到广泛的应用。由于进口产品质量好，而且专一性强，

针对不同用途，琼脂糖都有各自的规格标准，使用效果好，因此很受国人的欢迎，但进口琼脂糖价格较贵。

因此，研究琼脂糖的提取及纯化技术，建立国产化的琼脂糖生产技术，将能有效地解决国内琼脂糖依靠进

口产品的现状。本研究用几种不同的提取方法提取琼脂糖并对其质量进行检测，为琼脂糖提取的进一步研究

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　原料

粉末状江蓠琼胶，２０１０年购于环球琼胶工业有限公司，４℃保存于集美大学生物工程学院备用。

１．１．２　主要试剂

盐酸、乙醇、ＥＤＴＡＮａ２、聚乙二醇、丙酮、乙醚、尿素、柠檬酸、柠檬酸钠、氯化钡、硫酸铵、山梨醇、三氯乙

酸、氨水、氢氧化铵、硫酸钾、巴比妥、巴比妥钠、结晶紫等药品为分析纯，均为国药集团化学试剂有限公司生产

的产品。活性炭为化学纯，广东汕头市西陇化工厂产品。

１．１．３　主要仪器设备

ＦＡ１００４电子天平（上海精科天平有限公司）、ＨＨ４数显恒温水浴锅（国华电器有限公司）、Ｄ２Ｆ２５０小型

真空干燥箱（郑州长城科工贸有限公司）、ＴＤ２４ＤＢ台式离心机（上海安亭科学仪器有限公司）、ＳＫＺⅢ循环水

真空泵（上海亚荣生化仪器厂）、ＤＹＣＰ３１Ｄ小型水平电泳槽（北京市六一仪器厂）、６Ｅ３０００３３０恒流恒压电泳

仪（上海天龙科技有限公司）、７２１型可见分光光度计（上海欣茂仪器有限公司）、ＤＨＧ９１４６Ａ电热恒温鼓风干

燥箱（上海精宏实验设备有限公司）、ＰＨＳ２Ｃ精密酸度计（上海雷磁仪器厂）。

１．２　实验方法

１．２．１　主要试剂的配制

１０ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液（ｐＨ６．２）：量取０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸溶液８．２ｍｌ，与０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠溶液１１．８ｍｌ混

合，配成ｐＨ５．０的柠檬酸缓冲液，缓慢加入１０ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液中，使ｐＨ为６．２。巴比妥缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ８．６）：准确称取１．８４ｇ巴比妥和１０．３ｇ巴比妥钠，溶于蒸馏水中，定容至１０００ｍｌ。１％结晶紫溶液：准确称

取０．１ｇ结晶紫，溶解在１０ｍｌ的无水乙醇中。１％聚乙二醇溶液：准确称取０．１ｇ聚乙二醇，溶解在１０ｍｌ的蒸馏

水中。

１．２．２　琼脂糖的提取

参考金　骏等（１９９３）的方法并略有改进。

１．２．２．１　聚乙二醇法

称取１２ｇ琼胶，按固液比１∶２５加水，放沸水浴中，搅拌至溶解，在８０℃时加入３００ｍｌ８０℃的４０％的聚乙

二醇（分子量为６０００）溶液，搅拌混合，在３～５ｍｉｎ内便产生沉淀，用２００目筛绢布过滤。由于琼脂糖不溶于醇

的水溶液，而高硫酸根酸性组分在醇的水溶液中的浓度高于在原琼胶复合物中的浓度，溶解度的差异使琼脂糖

与硫琼胶得以分离。沉淀用４０℃温水洗２～３ｍｉｎ，洗去硫琼胶，再转移到１５℃的水中充分洗涤。浸洗过夜，以

除去大部分的聚乙二醇，然后再用丙酮洗，乙醚洗，４０℃真空干燥。即得提取１次之琼脂糖。

９３１
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将按前面步骤提取的琼脂糖溶于水，使其浓度为４％，再加聚乙二醇进行沉淀，操作同上。得提取两次之

琼脂糖。再重复一次，即得提取３次之琼脂糖。将提取不同次数的琼脂糖分别放入干燥器中待测。

１．２．２．２　硫酸铵法

将１２ｇ琼胶加水，加热溶化，配成２％浓度的溶液，取２５０ｍｌ８０℃饱和硫酸铵加到热的琼胶溶液中，同时搅

拌，在热水浴中放置３０ｍｉｎ，使硫琼胶溶解出来而琼脂糖不溶，然后用预热的离心管在２５００ｒ／ｍｉｎ转速下离心

５ｍｉｎ，分离去上清液，沉淀物即为琼脂糖。将沉淀放在布氏漏斗上，用冷水洗，再将沉淀放烧杯中加水２５０ｍｌ，

加热使溶解，加入两倍体积的丙酮，产生沉淀，在４℃放置过夜。取出沉淀，用水洗去沉淀中的硫酸铵，再用丙

酮脱水，滤去丙酮，沉淀室温干燥，得琼脂糖。放入干燥器中待测。

１．２．２．３　ＥＤＴＡＮａ２ 法

在２５０ｍｌ水中加２ｇＥＤＴＡＮａ２，溶解，放入１２ｇ琼胶，加热至６０℃，水浴维持４ｈ。这时ＥＤＴＡＮａ２ 使硫琼

胶溶解出来而琼脂糖不溶，从而与琼脂糖分离。沉淀取出后用水洗去ＥＤＴＡＮａ２ 和硫琼胶，４０℃真空干燥得

琼脂糖。放入干燥器中待测。

１．２．２．４　尿素法

取１２ｇ琼胶加入３００ｍｌ１０ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液（加柠檬酸缓冲液使ｐＨ为６．２），放在圆底烧瓶中，加热溶化，

冷却至４０℃，加入乙醇，每分钟加１０ｍｌ，成细流状加入，同时搅拌，加至乙醇的浓度达到５５％（ｖ／ｖ），此时溶液

混浊，琼脂糖与硫琼胶分离。在４０℃，温和的搅拌下平衡１５ｈ。用离心机分离琼脂糖沉淀。４０℃真空干燥，得

琼脂糖。放入干燥器中待测。

１．２．３　琼脂糖质量的检测

１．２．３．１　得率的测定

将干燥器中的琼脂糖取出，称重，计算得率。

得率（％）＝
琼脂糖质量（ｇ）
原琼胶质量（ｇ）

×１００

１．２．３．２　硫酸根的测定

用比色法进行测定（金　骏等　１９９３）。

１．２．３．３　灰分的测定

用灰化法进行测定（ＧＢ５００９．４２０１０）。

１．２．３．４　结晶紫电泳的测定

称取０．８ｇ琼脂糖样品，加入８０ｍｌ已稀释５倍的０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ８．６巴比妥缓冲液中，配成１％的琼脂糖

溶液，加热溶解。趁热倒入１２ｃｍ×１２ｃｍ胶板上，放上齿梳，齿梳底部距离胶板约１ｍｍ。胶体凝固后，轻轻拔

掉齿梳，将已凝固的胶板放入电泳槽中，加入已稀释５倍的０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ８．６的巴比妥缓冲液，液面没过胶

板不超过１ｍｍ。用可调式移液器取１％结晶紫溶液５μｌ，上样。室温下，设置电流５０ｍＡ，电泳２．５ｈ。取出，测

量结晶紫移动的距离。

１．２．３．５　聚乙二醇电泳的测定

制胶及电泳方法同上，移取１％聚乙二醇溶液５μｌ，上样，电泳２．５ｈ。取出后放入１５％三氯乙酸溶液中，浸

约１０ｍｉｎ，在负极一端出现一白色小斑点，测量此斑点至原点的距离。

２　结果和讨论

２．１　琼脂糖得率

４种方法提取的琼脂糖得率如图１所示。由图１可知，ＥＤＴＡＮａ２ 法提取琼脂糖的得率最高（６２．３％），依

次是硫酸铵法、聚乙二醇法和尿素法。

２．２　琼脂糖的硫酸根及灰分含量

４种方法提取的琼脂糖及原琼胶的硫酸根及灰分含量如表１所示。由表１可知，聚乙二醇法提取的琼脂
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图１　４种方法提取琼脂糖的得率

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｇａｒｏｓｅｂｙｆｏｕｒｍｅｔｈｏｄｓ

糖的硫酸根含量最低（１．３９％），其去除硫酸根的效果最好，

依次是硫酸铵法、ＥＤＴＡＮａ２法和尿素法；灰分含量最低的

也是聚乙二醇法提取的琼脂糖（０．４２％），依次是尿素法、

ＥＤＴＡＮａ２ 法和硫酸铵法。

２．３　琼脂糖的结晶紫电泳测定

４种方法提取的琼脂糖及原琼胶的结晶紫电泳结果如

表２所示。由表２可知，尿素法提取的琼脂糖的结晶紫电

泳性能最好，距离最长（８．６ｃｍ），依次是聚乙二醇法、ＥＤ

ＴＡＮａ２ 法和硫酸铵法。

表１　４种方法提取的琼脂糖的硫酸根及灰分含量

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｕｌｆａｔｅａｎｄａｓｈｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｇａｒｏｓｅｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｆｏｕｒｍｅｔｈｏｄｓ

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

原琼胶

Ａｇａｒ

聚乙二醇法

Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｅｔｈｏｄ

硫酸铵法

Ａｍｍｏｎｉａｓｕｌｆａｔｅｍｅｔｈｏｄ

ＥＤＴＡＮａ２法

ＥＤＴＡＮａ２ｍｅｔｈｏｄ

尿素法

Ｕｒｅａｍｅｔｈｏｄ

硫酸根Ｓｕｌｆａｔｅ（％） ６．４２ １．３９ １．５９ １．６８ ２．０６

灰分Ａｓｈ（％） ２．２５ ０．４２ １．８８ １．０２ ０．４４

表２　４种方法提取的琼脂糖的结晶紫电泳结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆａｇａｒｏｓｅｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｆｏｕｒｍｅｔｈｏｄｓ

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

原琼胶

Ａｇａｒ

聚乙二醇法

Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｅｔｈｏｄ

硫酸铵法

Ａｍｍｏｎｉａｓｕｌｆａｔｅｍｅｔｈｏｄ

ＥＤＴＡＮａ２法

ＥＤＴＡＮａ２ｍｅｔｈｏｄ

尿素法

Ｕｒｅａｍｅｔｈｏｄ

电泳长度

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｌｅｎｇｔｈ（ｃｍ）
６．５ ８．２ ７．５ ７．８ ８．６

２．４　琼脂糖的聚乙二醇电泳测定

４种方法提取的琼脂糖及原琼胶的聚乙二醇电泳结果如表３所示。由表３可知，ＥＤＴＡＮａ２ 法提取的琼

脂糖的聚乙二醇电泳性能最好，距离最短（３．９ｃｍ），依次是尿素法、聚乙二醇法和硫酸铵法。

表３　４种方法提取的琼脂糖的聚乙二醇电泳结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆａｇａｒｏｓｅｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｆｏｕｒｍｅｔｈｏｄｓ

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

原琼胶

Ａｇａｒ

聚乙二醇法

Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｅｔｈｏｄ

硫酸铵法

Ａｍｍｏｎｉａｓｕｌｆａｔｅｍｅｔｈｏｄ

ＥＤＴＡＮａ２法

ＥＤＴＡＮａ２ｍｅｔｈｏｄ

尿素法

Ｕｒｅａｍｅｔｈｏｄ

电泳长度

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｌｅｎｇｔｈ（ｃｍ）
８．８ ４．５ ４．９ ３．９ ４．３

　　由４种提取方法可知，用聚乙二醇法提取琼脂糖虽然得率不是最高的，但其提纯效果是最好的（琼脂糖硫

酸根和灰分的含量最低），电泳性能也较好，因此，建议采用该法提取琼脂糖。本研究进一步对该法进行了两次

和３次提取试验。

２．５　聚乙二醇法的两次、３次提取琼脂糖试验

用聚乙二醇法提取琼脂糖时，不同提取次数的结果见表４。由表４可知，随着提取次数的增加，琼脂糖得

率逐渐降低；硫酸根含量在提取两次后便不再降低，而灰分则继续降低（可能是因为其中的可溶性盐仍在减

少）；结晶紫电泳距离随提取次数的增加逐渐变长，聚乙二醇电泳距离则逐渐变短，即电泳性能逐渐变好。说明

随着提取次数的增加，琼脂糖提纯效果显著提高。综上所述，可以认为提取３次是较为适宜的。

从表１、表２、表３及表４可以看出，与其他３种方法相比，用聚乙二醇法提取琼脂糖３次后，琼脂糖的各项

质量指标均是最好的。

一般情况下，分子量在４０００～８０００的聚乙二醇提取效果较好，分子量在６０００左右的提取效果更好
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（刘　力等　２００１）（本研究采用的是分子量在６０００的聚乙二醇）。但聚乙二醇和水溶液的混合速度、温度、水

溶液的离子强度等都会影响提取效果，这方面的内容有待于今后进一步研究。

表４　聚乙二醇法提取琼脂糖不同次数的结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｉｍｅｓｏｎａｇａｒｏｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｑｕａｌｉｔｙｂｙｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｅｔｈｏｄ

得率

Ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ
（％）

硫酸根

Ｓｕｌｆａｔｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ（％）

灰分

Ａｓｈ

ｃｏｎｔｅｎｔ（％）

结晶紫电泳长度

Ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｌｅｎｇｔｈ（ｃｍ）

聚乙二醇电泳长度

Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｌｅｎｇｔｈ（ｃｍ）

原琼胶Ａｇａｒ ６．４２ ２．２５ ６．５ ８．８

提取１次的琼脂糖

Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｏｎｃｅ
４７．５ １．３９ ０．４２ ８．２ ４．５

提取两次的琼脂糖

Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｔｗｉｃｅ
４４．１ ０．８５ ０．３６ ９．０ ３．８

提取３次的琼脂糖

Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓ
４２．３ ０．８５ ０．３０ ９．８ ３．４

３　结论

用聚乙二醇法、硫酸铵法、ＥＤＴＡＮａ２ 法及尿素法提取琼脂糖，得率最高的是ＥＤＴＡＮａ２ 法，为６２．３％；去

硫酸根和灰分效果最好的是聚乙二醇法，硫酸根和灰分含量分别为１．３９％和０．４２％；结晶紫电泳性能最好的

是尿素法，电泳长度为８．６ｃｍ；聚乙二醇电泳性能最好的是ＥＤＴＡＮａ２ 法，电泳长度为３．９ｃｍ。聚乙二醇法

多次提取琼脂糖的结果表明，随着提取次数的增加，琼脂糖提纯效果显著提高，可以认为提取３次是较为适宜

的。用聚乙二醇法提取３次的琼脂糖，与其他３种方法提取的琼脂糖相比，各项质量指标均是最好的。
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