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摘要: 琼脂糖是一种具有高凝胶特性的天然高分子红藻多糖, 具有良好的物理、化学和热稳定性, 在

医学和科研方面具有广泛的用途。在琼脂糖制备工业中, 传统生产技术的局限性造成了国内琼脂糖尚

未规模化生产。因此, 有必要开发新的成本可控的琼脂糖制备方法。本文采用一种聚丙烯酰胺和弱碱

性苯丙烯系阴离子交换树脂联用的方法来分离制备琼脂糖, 以江蓠琼胶为原料, 通过单因素试验优化

琼脂糖的制备参数并对琼脂糖的理化指标进行测定。所得琼脂糖硫酸根含量为 0.22%、凝胶强度为

1 524 g/cm2、透明度为 58.9%, 凝固温度为 39.7℃、融化温度为 87.6℃, 表明其具有相对较高的质量。

该工艺简单经济, 对发展琼脂糖工业具有一定的参考价值。 
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琼胶是一种从石花菜属(Gelidium sp.)、江蓠藻属

(Gracilaria sp.)、伊谷藻属(Ahnfeltia sp.)、紫菜属(Pyropia/ 

Porphyra spp.)和鸡毛菜属(Plerocladia sp.)等红藻的细

胞壁中提取的天然水溶性高分子多糖物质[1]。琼胶主要

由中性的琼脂糖(agarose)和硫琼胶(agaropectin) 组成。

琼脂糖是不含有硫酸基的非离子型线性半乳聚糖 , 

由 1, 3 连接的 β-D-半乳糖和 1, 4 连接的 α-3, 6-内醚

半乳糖构成的琼二糖线性交替连接形成的共聚物 , 

具有凝胶功能[2]; 硫琼胶[3]是琼胶中部分硫酸化的复

杂多糖且不具有凝胶功能。琼脂糖具有相对较低的电

内渗作用并且不吸附碱性染料和蛋白质, 常用于电泳[4]

和色谱法[5]。同时, 琼脂糖因具有良好的物理、化学和

热稳定性而广泛用于多糖等活性物质的分离[5]、组织工

程、填充剂、药物输送、染料吸附、重金属吸附、生

物分子吸附和水中多环芳烃的测定[6]。 

目前, 琼脂糖制备方法很多。根据分离原理, 这些

方法可大致分为硫琼胶沉淀法[7]、琼脂糖沉淀法[8]、离

子交换法[9]、离子液体[10]等方法。DEAE-纤维素法[9]

制备的琼脂糖品质优良, 其硫酸基含量较低且凝胶

强度较高 , 适用于生物技术级琼脂糖的生产 , 然而

DEAE-纤维素的高昂价格限制了其工业应用。乙酰

化法[11]制备琼脂糖存在乙酰化过程中部分琼脂糖降

解的缺陷。季铵沉淀法[11]制备琼脂糖的关键挑战在

于生产过程中会形成乳状沉淀, 该沉淀很难通过离

心、过滤、加热从琼脂糖溶液中分离纯化出来。聚

乙二醇法 [8]制备的琼脂糖具有相对较高的凝胶强度

和较小的电内渗值, 但是聚乙二醇在制备过程中还

可以吸附色素导致琼脂糖着色, 使琼脂糖产品呈现

出淡黄或微黄色。尿素法、EDTA-Na2 螯合法和磷酸

钠法 [6]在制备过程中引入了新的杂质导致琼脂糖产

品纯度较低。考虑到当前这些方法的局限性, 开发制

备琼脂糖的新方法很有必要。采用聚丙烯酰胺-树脂

联合法制备琼脂糖, 目前国内外尚未见相关的文献

报道。本文通过单因素试验确定聚丙烯酰胺-树脂联

合法从江蓠琼胶中分离精制琼脂糖的 佳工艺条件, 

为开发琼脂糖制备新方法提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  仪器与试剂 

H-2K4 恒温四孔水浴锅(巩义市予华仪器有限责
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任公司 ); 凝胶强度仪 (中国科学院海洋研究所 ); 

CIC-D100 型离子色谱仪(青岛盛瀚色谱技术有限公

司 ); Nicolet iS10 傅里叶变换红外光谱仪 (Nicolet 

IS10 FT-TR)。 

江蓠琼胶, 由绿新(福建)食品有限公司提供; 聚

丙烯酰胺(AR 200-1400 万阳离子), 购于山东西亚试

剂; 盐酸、氢氧化钠、碳酸氢钠、碳酸钠、D-果糖均

为分析纯, 购于国药集团化学试剂; 间苯二酚、1, 1-

乙缩醛均为分析纯, 购于上海阿拉丁生化科技股份

有限公司 ; 弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂 , 购于

生工生物工程(上海)股份有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  琼脂糖制备方法 

通过预实验 , 综合考虑制备效果和成本 , 我们

选择聚丙烯酰胺和弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂

进行进一步优化。我们通过单因素试验对弱碱性苯

丙烯系阴离子交换树脂的反应工艺进行确定。 

将活化后的弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂加

入到 1%(w/w)的琼胶溶液中。将混合物在一定温度

下搅拌一定时间。反应完成后, 立即将热混合物过滤, 

然后将滤液置于室温下以形成凝胶, 将得到的凝胶

冷冻干燥并粉碎, 得到白色琼脂糖粉末。选取对弱碱

性苯丙烯系阴离子交换树脂制备琼脂糖的主要指标

有显著影响的 3 个因素(树脂使用量、反应时间、反

应温度)进行单因素试验 , 主要指标为硫酸基含量 , 

在反应过程中兼顾产品的白度, 从而确定各单因素

的 优水平。 

(1) 弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂添加量：固

定反应温度 80℃、反应时间 150 min、琼胶溶液浓度

为 1%, 选取 2︰1、1︰1、1︰2、1︰3、1︰4、1︰5

等 6 个不同的琼胶与弱碱性苯丙烯系阴离子交换树

脂质量比进行单因素试验。 

(2) 弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂的反应

时间：固定琼胶原料与弱碱性苯丙烯系阴离子交换

树脂质量比为 1︰3、反应温度 80℃、琼胶溶液浓

度为 1%, 选取 60 min、90 min、120 min、150 min、

180 min、210 min 等 6 个不同的反应时间进行单因

素试验。  

(3) 弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂的反应温

度：固定琼胶与弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂质

量比为 1︰3、反应时间 150 min、琼胶溶液浓度为

1%, 选取 50℃、60℃、70℃、80℃、90℃等 5 个不

同的反应温度进行单因素试验。 

1.2.2  琼脂糖理化性质测定 

(1) 凝胶强度测定  参照 GB1975-2010 和王晓

龙等人的方法并进行适当改进。称取适量(扣除水分

后计算所得的试样量, 精确至 0.001 g)样品加入适量

的蒸馏水, 室温下溶胀 2 h, 加热配制 1.5%的琼脂糖

溶液。趁热分别倒入称量瓶中, 待冷却凝固后置于

4℃冰箱中过夜, 30℃水浴锅恒温 60 min 使凝胶稳定, 

然后用凝胶强度仪测定凝胶强度, 取平均值[12-13]。 

(2) 硫酸基测定  采用离子色谱法测定琼脂糖

样品中的硫酸基含量[14]。称取 0.1 g 左右粉碎的琼脂

糖粉末放入安瓿瓶中, 加入 8 mL 2 mol/L 的盐酸, 室

温溶胀 2 h, 封管, 105℃下水解 4 h, 冷却至室温, 用氢

氧化钠溶液中和至 pH 为 6~7, 过滤, 定容至 50 mL。

离子色谱法测定硫酸基含量, 采用SH-AC-1型阴离子

色谱柱, 淋洗液组成为 4.5 mmol/L 的 NaHCO3 溶液和

3.6 mmol/L 的 Na2CO3 溶液, 流速为 1.5 mL/min。 

(3) 水分测定  参照 GB5009.3-2010 的方法测

定水分[15]。称取适量的琼脂糖粉末放入已经干燥至

恒重的称量瓶中 105℃干燥至恒重。 

(4) 透明度测定  取琼脂糖样品配制成 1%溶

液 , 将热胶液(大于 95℃)倒入比色皿中 , 室温放置

24 h, 用紫外分光光度计在 400~800 nm 间扫描, 确

定 大吸收波长 700 nm, 在 大吸收波长处测定样

品的透光率(T)[16]。 

(5) 融化温度和凝固温度  称取适量琼脂糖在

沸水中溶解制成 1.5%的琼脂糖溶液, 取 5.0 mL 溶液

装入试管中, 于 2~4℃冰箱内冷却过夜, 在凝胶表面

放置一个小钢珠, 将试管置于 30℃水浴中, 待胶体

稳定后在以每分钟升高 1℃的速度升温, 当小钢珠从

凝胶表面下落时, 此刻的温度即为融化温度[17]。配制

1.5%的琼脂糖溶液, 室温下使琼脂糖溶液的温度以每

分钟降低 1℃的速度降低, 待试管内凝胶凝固, 即倾斜

试管倾斜 90℃时, 凝胶表面能保持不变且抽出温度计

凝胶表面不变形, 此刻的温度即为凝固温度[17]。 

(6) 红外光谱  将干燥的琼脂糖样品粉末, 压片, 

利用 Nicolet Is10 傅里叶变换红外光谱仪进行测定。 

(7) 白度测定  将干燥的琼脂糖样品粉末置于

研钵研磨后, 利用 CR-400/410 色彩色差计进行测定, 

待示数稳定时, 记录此时的数值即为样品的白度。 

1.3  统计分析 

所有实验均重复 3 次。数据表示为平均值±标准偏
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差(SD)。使用 SPSS 19.0 版使用单向方差分析(ANOVA)

进行统计分析。在 P<0.05 时, 结果被认为有显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  琼脂糖制备工艺 

硫酸基含量是决定琼脂糖质量好坏的重要指

标。本研究采用江蓠琼胶为原料, 琼胶硫酸基含量为

1.27%(表 1)。在前期研究中, 我们通过单因素试验获

得聚丙烯酰胺法制备琼脂糖的 优工艺。在 60℃下, 

0.8%(w/w)的聚丙烯酰胺溶液以料液比 1︰4 的比例

加入琼胶溶液中反应 120 min。此条件下制备的琼脂

糖硫酸基含量为 0.4%, 较琼胶硫酸基含量降低了 2/3

以上, 但在此条件下制备的琼脂糖硫酸基的含量仍

然较高, 还有继续降低的必要性。 
 

表 1  琼脂和琼脂糖的理化特性 
Tab. 1  Physicochemical properties of agar and agarose 

名称 凝胶强度/(g/cm2) 硫酸基含量/% 水分/% 透明度/% 融化温度/℃ 凝固温度/℃ 白度 

琼胶 1 105±49 1.27±0.17 9.69±0.07 46.80±0.17 89.3±0.42 36.2±0.25 65.94±0.08

琼脂糖 1 523.7±27 0.22±0.01 9.77±0.05 58.88±3.0 87.6±0.06 39.7±0.1 88.32±0.04

注: 凝胶强度为 1.5%的琼脂糖溶液, 透明度为 1%的琼脂糖溶液; “±”后数据为标准偏差(n=3)。 

 
在预实验中 , 我们发现用弱碱性苯丙烯系阴离

子交换树脂处理琼胶可以降低其硫酸基含量。因此, 

我们通过单因素试验优化其制备工艺。如图 1 所示, 

所得琼脂糖硫酸基含量随树脂使用量的增加而降低, 

即硫酸基含量由琼胶原料的 1.27%减少到 0.74%(琼

胶与树脂质量比为 2︰1), 再减少到 0.32%(琼胶与树

脂质量比为 1︰3), 此后硫酸基含量并不会随着树脂

用量的增加而降低, 反而趋于稳定。该结果表明琼胶

中带负电的硫酸基已经被阴离子树脂充分吸附, 再增

加树脂的使用量对硫酸基吸附效果并不明显, 因而树

脂使用量 终确定为琼胶与树脂质量比为 1︰3。 

 

图 1  树脂法中树脂使用量对琼脂糖硫酸基含量的影响 

Fig. 1  Effect of resin usage on the agarose sulfate content 
in the resin method 

注: 至少重复 3 次, 结果代表平均值±SD 

 
图 2 显示了反应时间对琼脂糖硫酸基含量的影

响。120 min 以前, 琼脂糖硫酸基含量下降趋势比较

明显, 硫酸基含量从琼胶原料的 1.27%迅速下降到

0.35%, 120 min 以后硫酸基含量下降开始放缓, 直至

150 min 以后, 硫酸基含量趋于稳定, 稳定在 0.32%。

因而, 150 min 是获得琼脂糖的 佳时间。 

 

图 2  树脂法中反应时间对琼脂糖硫酸基含量的影响 

Fig. 2  Effect of reaction time on the agarose sulfate content 
in the resin method 

注: 至少重复 3 次, 结果代表平均值±SD 
 

反应温度对硫酸基含量的影响如图 3 所示, 当

温度从 50℃升高到 80℃时, 所得琼脂糖硫酸基含量

总体呈现出下降趋势, 硫酸基含量从 0.55%降低至

0.32%。随着反应温度的继续增加, 硫酸基含量反而

呈现出上升的趋势。考虑反应温度对硫酸基含量的

影响, 我们选取 80℃为 佳反应温度。 

因此弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂法的 佳反

应条件为: 在 80℃下, 琼胶原料与树脂质量比为 1︰3

的弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂在琼胶溶液中反

应 150 min。 
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图 3  树脂法中反应温度对琼脂糖硫酸基含量的影响 

Fig. 3  Effect of reaction temperature on agarose sulfate 
content in resin method 

注: 至少重复 3 次, 结果代表平均值±SD 

 

单用弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂或聚丙烯

酰胺处理时, 两者都只能除掉琼胶中大部分硫琼胶, 

为了提高硫琼胶脱除效率, 我们将聚丙烯酰胺和弱

碱性苯丙烯系阴离子交换树脂联合使用。根据单因素

试验结果, 确定的联合处理反应条件为: 0.8%(w/w) 

聚丙烯酰胺溶液以料液比为 1︰4 的比例加入到

1%(w/w)的琼胶溶液中, 在 60℃下搅拌 120 min, 反

应完成后, 立即将热混合物过滤, 然后将琼胶原料 3

倍质量的树脂加入到滤液中, 在 80℃下搅拌 150 min, 

趁热过滤 , 将滤液置于室温下以形成凝胶 , 将凝胶

冷冻干燥并粉碎, 得到白色琼脂糖粉末。在此条件下, 

所得到的琼脂糖的硫酸基含量为 0.22%, 较单独处

理时有较大改善, 表明该方法能够用于制备琼脂糖。 

2.2  琼脂糖的理化性质 

在联用法 佳工艺下, 我们进行 3 个批次独立

实验来制备琼脂糖并测定了处理前后样品的凝胶强

度、硫酸基含量、水分、透明度、融化温度、凝固

温度和白度。如表 1 所示, 琼胶和琼脂糖的硫酸基含

量分别为 1.27%和 0.22%, 这表明该方法可以有效地

去除硫琼胶。琼脂糖的凝胶强度为 1 523.7 g/cm2, 凝

固温度为 39.7℃, 融化温度为 87.6℃。与琼胶原料相

比, 琼脂糖的凝胶强度和白度显著提高，硫酸基含量

显著降低, 表明该方法可以用于琼脂糖的生产。 

从图 4 中可以看出, 自制江蓠琼脂糖与 Biowest

琼脂糖两者的红外图谱几乎重合且主要特征吸收峰相

似, 表明两种琼脂糖的主要成分和官能团种类基本相

同。两者在 3 354 cm–1、2 898 cm–1、1 400~1 200 cm–1、

1 200~1 000 cm–1 处都有多糖特征性的吸收峰存在, 

1 150 cm–1 为 C-O 的伸缩振动及 O-H 变形振动峰, 

3 000 cm–1附近的峰为环内 C-H 的信号峰, 3 400 cm–1

左右处的吸收峰为-OH 的信号峰, 这些吸收峰的存

在表明琼脂糖是一种糖类化合物 ; 同时 , 谱图在

820~851 cm–1 附近没有特征峰, 该结果表明 D-半乳

糖在 C4 和 C6 位上面没有直键硫酸基的存在; 在

930 cm–1处的吸收峰为3, 6-内醚半乳糖的特征吸收峰并

且较尖锐, 表明3, 6-内醚半乳糖含量较高; 1 250 cm–1处

为总硫的特征吸收 , 谱图显示此处没有吸收峰 , 表

明自制琼脂糖的总硫含量很低; 1 369 cm–1 有较弱的

C=O 的对称吸收峰, 此峰是琼脂糖中羟基化的特征

吸收峰[18]。 

 

图 4  Biowest 琼脂糖和自制琼脂糖的红外光谱 

Fig. 4  Infrared spectra of Biowest agarose and self-made 
agarose 

 

3  讨论 

琼脂糖制备技术的关键在于将琼胶中的硫琼胶

与琼脂糖分离开来并尽可能地降低琼脂糖中硫酸基

等带电基团的含量。在本研究中, 我们成功地通过聚

丙烯酰胺-弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂联合法将

硫琼胶从琼胶中分离出来, 从而获得琼脂糖。琼脂糖

的质量主要取决于凝胶强度和硫酸基含量。琼脂糖硫

酸基含量的多少直接决定了琼脂糖的用途, 因此本试

验以硫酸基含量为指标对试验条件进行了优化。 

在制备过程中 , 琼脂糖硫酸基的含量随着弱碱

性苯丙烯系阴离子交换树脂添加量的增加而呈现出

先降低后趋于稳定的趋势。这可能因为随着弱碱性

苯丙烯系阴离子交换树脂用量的增加, 阴离子交换

树脂的离子交换容量增大, 琼胶溶液中的硫琼胶部

分被阴离子交换树脂充分吸附, 制备的琼脂糖硫酸
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基含量越来越低, 当琼胶原料与阴离子交换树脂的

质量比为 1︰3 时, 阴离子交换树脂的交换能力可以

满足琼胶溶液中以硫酸基为主的带负电基团的交换

吸附 , 琼胶中的硫琼胶被充分吸附 , 再增加阴离子

交换树脂的质量对硫酸基吸附量增加效果不明显。

在反应过程中 , 随着时间的增加 , 琼脂糖硫酸基的

含量也呈现出先下降后趋于稳定的趋势。这种变化

出现的原因可能是反应刚开始时提取时间的增加 , 

阴离子交换树脂对胶液中的硫琼胶吸附增多, 继续

增加反应时间, 硫琼胶大部分被吸附而使反应趋于

平衡 , 阴离子交换树脂不会在对硫琼胶进行吸附 , 

因而自制琼脂糖的硫酸基含量也就趋于稳定。同时, 

我们发现自制琼脂糖的硫酸基含量随反应温度的不

同整体上呈现出接近 V 型变化, 即先下降后上升。

在琼胶溶液温度较低时 , 琼胶溶液流动性较差 , 溶

液的黏稠性会阻碍硫琼胶与阴离子交换树脂离子交

换的进行。随着反应温度的升高, 琼胶溶液的黏度减

小 , 溶液中树脂和琼胶的混合更加均匀 , 两者可以

充分接触 , 使得离子交换吸附可以进行完全 , 因而

可以获得硫酸基含量比较低的琼脂糖。当温度继续

升高时, 过高的温度会对阴离子交换树脂的活性基

团产生影响, 树脂本身的结构也可能会遭到破坏[19]。

这些因素会对反应过程造成影响, 使得树脂的使用

效率降低, 自制琼脂糖的硫酸基含量升高, 同时, 过

高的温度也会使已被交换吸附至阴离子交换树脂上

的硫琼胶重新溶解于过热的琼胶溶液中, 从而对自

制琼脂糖硫酸基含量产生影响。因而 80℃是弱碱性

苯丙烯系阴离子交换树脂的 佳反应温度。 

戚勃等人[20]通过 KMnO4-H2C2O4 法对琼脂糖进

行漂白, 其白度达到 92.72。尽管该漂白方法在反应

过程中 大程度的保护了琼脂糖的凝胶强度, 但反

应过程中的酸性环境仍然对琼脂糖结构产生破坏 , 

导致了其凝胶强度的降低。孙宁等人[16]用聚乙二醇

法制备的琼脂糖透明度高, 但是聚乙二醇也会吸附

色素等可溶性杂质, 导致琼脂糖白度降低。在本研究

中 , 自制琼脂糖白度和透明度分别达到 88.32%± 

0.04%和 58.88%±3.0%。反应过程中聚丙烯酰胺可以

有效地吸附琼胶中硫酸基等带电基团且部分可溶性

杂质也被吸附, 从而提高了琼脂糖的透明度和白度。

同时, 弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂也可以有效

吸附琼胶中带有硫酸基等荷电基团的物质, 从而获

得中性的琼脂糖。因此, 该方法适用于琼脂糖的制

备。由于不需要额外的漂白过程, 因此该方法可以减

少化学试剂的使用, 简化反应步骤并降低生产成本。 

凝胶强度是琼脂糖质量的重要参数。琼脂糖的

凝胶强度受许多因素影响, 并与其化学组成和结构

密切相关[21]。我们发现自制琼脂糖的凝胶强度略低于

Sigma 低电泳琼脂糖的凝胶强度。其原因可能是在琼

胶溶解过程中, 加热解可能会导致琼胶轻微的降解, 

同时树脂法中, 琼胶需要在 80℃下反应 150 min, 长

时间的搅拌和加热也会造成琼脂糖的部分降解。虽

然发生了降解, 但是硫琼胶的除去使琼脂糖凝胶强

度仍然远远高于琼胶原料, 表明该方法可以适用于

琼脂糖的制备。Araki 等人[2]认为在琼脂糖制备过程

中很难完全去除硫酸根基团。与原料相比, 研究中琼

脂糖的硫酸基含量降低 80%以上。达到了琼脂糖的

基本要求。 

4  结论 

本研究采用的聚丙烯酰胺是日常生活中用于污

水处理的常见的絮凝剂, 价格低廉且不会对环境造

成污染; 弱碱性苯丙烯系阴离子交换树脂是工业生

产中常见的树脂, 与 DEAE-纤维素相比, 其价格低

廉且可以重复使用。因此, 该方法整个制备过程相对

简单且便宜、试剂消耗量少、反应时间短、操作方

便、不同批次产品之间差异性较小。但是目前该制

备方法仅实现了实验室级小批量制备, 未来我们将

进行中试放大生产 , 确定大批量制备的工艺条件 , 

从而 终实现工业生产。 

在本研究中 , 我们以从江蓠中获得的商业琼脂

用作原料, 通过聚丙烯酰胺-弱碱性苯丙烯系阴离子

交换树脂法制备的琼脂糖硫酸基含量为 0.22%、凝胶

强度为 1 524 g/cm2、透明度为 58.9%, 凝固温度为

39.7℃、融化温度为 87.6℃。其凝胶强度与 Sigma

琼脂糖(A4679, 凝胶强度≥1 200 g/cm2)相当。与琼

胶原料相比, 自制琼脂糖具有高凝胶强度、低硫酸基

含量、高透明度和高白度等多种优点, 其各项指标满

足了普通级琼脂糖的要求。因此, 本研究建立了一种

新的、简单、快速、污染少的联合方法, 以从江蓠琼

胶中制备琼脂糖。 
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Abstract: Agarose is a natural macromolecular red algae polysaccharide with high gel characteristics. It has good 

physical, chemical and thermal stability, and has a wide range of uses in medicine and scientific research. The limi-

tation of traditional production technology has made it impossible to produce agarose on a large scale in China. 

Therefore, it is necessary to develop new cost-controllable agarose preparation methods. In this paper, a method of 

polyacrylamide and anion exchange resin was used to separate and prepare agarose. Gracilaria agar was used as raw 

material. The agarose preparation parameters were optimized by single-factor experiments and the physical and 

chemical indexes of agarose were determined. The obtained agarose sulfate content was 0.22%, the gel strength was 

1 524 g/cm2, the transparency was 58.9%, the solidification temperature was 39.7℃, and the melting temperature 

was 87.6℃, indicating that it had a relatively high quality. The process is simple and economical, and has certain 

reference value for the development of the agarose industry. 
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