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现代生物技术工业是上个世纪末和本世纪初迅

速发展的新兴产业 o它的发展必然对生物介质提出了

更高要求 ∀电泳 !色谱 !免疫电泳等生物学技术都需要

电中性或接近电中性的介质 ∀因为介质中过多的电荷

使凝胶在直流电场下产生对流 o影响被测物质的迁移

和分离 o直接表现为电内渗k∞̄ ¦̈·µ²̈ ±§²¶°²¶¬¶l和蛋白

质吸附 ∀琼脂糖是近似理想的凝胶基质 o适用于生物

聚合物的扩散和电动力学移动过程 ∀琼脂糖凝胶比较

透明 o抗对流 o对生物无作用 o具有控制离子的作用
≈t ∀在生物聚合物扩散和电动力学移动过程的应用

上 o琼脂的局限性和琼脂糖的广适性反映了它们化学

结构上的特点 o而应用与化学结构之间有着密切的因

果关系 ∀琼脂是由不含或硫酸基含量最低的琼脂糖分

子和中等含量的乃至最大含量的硫酸基酸性糖分子

构成的连续复合物 ∀电泳时 o琼脂所含硫酸基等带负

电荷的基团引起电内渗和蛋白质吸附 ∀琼脂糖是琼脂

中的近中性组分 o仍然含有少量硫酸根 !丙酮酸根等

带负电的基团 o电内渗是琼脂糖的重要质量标准之

一 o它在一定程度上反映了琼脂糖凝胶带负电荷的

量 ∀电内渗对电泳 o尤其是对等电聚焦电泳的影响很

大 ∀低电内渗琼脂糖被广泛用作各种电泳和分子筛色

谱的稳定介质 ∀

t 电内渗的原理及测定

电内渗是中性或接近电中性的样品分子在含有

带电基团的介质中电泳时 o介质中的水向一极强烈地

迁移 ∀比如用琼脂糖作电泳介质时 o琼脂糖中含有的

硫酸基 !丙酮基等带负电荷的基团使琼脂糖凝胶带负

电荷 ∀电泳时 o在电场力的作用下 o凝胶本身虽然不向

正极移动 o但凝胶中的水在水合氢离子的作用下向阴

极移动 o样品中的中性分子随着水也向阴极移动 ∀电

内渗使电泳过程变得复杂起来 o更重要的是电内渗产

生静水压头k�¼§µ²¶·¤·¬¦³µ̈¶¶∏µ̈ «̈¤§¶l o使一端电极有

水渗出 o另一端电极的水越来越少 o破坏了凝胶结构 o

打破了电泳场的均一性 ∀

在碱性巴比妥缓冲液中电泳时 o点在凝胶板上的

葡聚糖 k⁄̈ ¬·µ¤±l 离开电泳起点向阴极移动的距离用

Ο∆表示 o 点在同一块凝胶板上的人的血清白蛋白

k�∏°¤± ¤̄¥∏°¬±l 离开电泳起点向阳极移动的距离用

ΟΑ表示 o电内渗的大小就可用 p µµ� 表

示 ≈u ∀因为在碱性巴比妥缓冲液中 o葡聚糖和人的血

清白蛋白电泳方向相反 o所以公式左边带一个负号 ∀

在 ³� � w ∗ |之间 o电内渗受 ³�值影响很小 o但缓冲

液成分 !浓度 o凝胶种类 !浓度 !化学成分以及凝胶使

用时间对电内渗影响都不能忽略 ∀而且值得注意的

是 o电内渗值在凝胶刚刚形成起初的几个小时内略微

增大 o在 uw «后则趋于稳定 ∀

u 降低电内渗的方法

根据凝胶电泳产生电内渗的原理 o可以采取一些

方法 o人为地降低凝胶的电内渗 o 大致分为以下 v

类 ∀

uqt 聚合添加剂法

向凝胶中加入聚合添加剂 o提高凝胶黏度从而

降低电内渗 ∀在沸水浴中向 tqxh的琼脂糖溶液中加

入不同浓度的马铃薯淀粉时 o含 th马铃薯淀粉的凝

胶的电内渗是含 uh 马铃薯淀粉的凝胶电内渗的一

半 ∀这说明提高凝胶中马铃薯淀粉浓度不能使电内渗

无限降低 ∀简单的黏度效应无法解释为什么水的迁移

比人的血清白蛋白的迁移剧烈 ∀但是 o如果把淀粉颗

粒看作是水扩散的障碍物 o淀粉颗粒就会在亚显微水

平上引起水的回流 o从而降低水在水合氢离子的作用

下向阴极的移动 o降低电内渗 ∀用电泳方法分离血清

中血清白蛋白和 Χ2球蛋白时 o 在琼脂糖凝胶中加入
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马铃薯淀粉可以使两者的电泳距离相差更大 o但其他

成分电泳距离保持不变 ∀加入刺槐豆胶或瓜耳胶也可

以达到降低等电内渗的目的 ≈v ∀

uqu 化学修饰法

在等电聚焦电泳中 o通常以季铵盐作反应剂 o采

用向琼脂糖凝胶中引入正电荷基团的化学修饰法降

低电内渗 ≈w ∀这种方法的特点在于正电荷基团中和了

凝胶中的负电荷 ∀季胺基中与氮原子相连的 v个基团

既可以相同 o也可以不同 o还可以与氮原子形成杂环

k在杂环上与氮原子相隔两个碳原子的位置上可以是

氧原子l ∀当季胺基是引入物中唯一的正电荷基团时 o

电性在 ³� � u ∗ tu范围内保持不变 o季胺基通过醚键

或羧酸酯键与琼脂糖羟基上的氧原子相连 ∀³�值不

同 o正电荷基团的引入程度也不同 ∀在反应剂中 o与引

入的正电荷基团相对应的负离子可以是有机离子 o也

可以是无机离子 o例如氯离子 o硫酸根离子 o或其他有

机酸根离子 o琼脂糖本身含有的负离子也可以作为对

应的负离子 ∀引入物中除了胺基外 o最好不含其他氮

原子 ∀经过化学修饰的琼脂糖因为具有多孔性和大网

络结构 o所以用于等电聚焦电泳时聚焦速度快于聚丙

烯酰胺等电聚焦电泳 o可用于聚焦更大的蛋白质分

子 ∀与聚丙烯酰胺凝胶电泳相比 o省略了聚合步骤 o不

使用有毒物质 o可重复使用 ∀这些优点使化学修饰后

的琼脂糖凝胶比聚丙烯酰胺凝胶更具优越性 ∀

uqv 纯化分离法

产生电内渗的根本原因是电泳介质中或多或少

的含有带电基团 o去除介质中含带电基团的组分才是

消除电内渗最根本的方法 ∀琼脂糖的电内渗之所以小

于琼脂原因在于 o琼脂糖是从琼脂中分离出的近中性

组分 o以二糖作为结构单元 o琼脂糖的典型分子式可

以写为≈≤tu�tw�xk��l w  ν o琼脂糖二糖k�ª¤µ²¥¬²¶̈l由

Β2⁄2半乳糖 kΒ2⁄2ª¤̄¤¦·²³¼µ¤±²¶̈l和 voy2内醚 2�2半乳

糖kvoy2¤±«¼§µ²2�2ª¤̄¤¦·²¶̈l组成 ∀琼脂糖的糖链上常含

有甲氧基 !硫酸基 !丙酮酸基等取代基 o取代的类型和

数量与海藻种类 !生长环境有关 ≈x ∀ ×¤®¤±²等 t||x年

报道 o从江蓠中提取的琼脂通常在 Β2⁄2半乳糖和 voy2

内醚 2�2半乳糖上含有甲氧基 ∀如果分离不完全 o琼脂

糖中残留的硫酸基 !丙酮酸基引起相当大的电内渗 ∀

要想降低电内渗 o就应尽量去除琼脂或琼脂糖中的带

电荷较多的极性组分 o主要是硫酸根含量较高的酸性

组分 ∀

uqvqt 乙酰化法

乙酰化法利用高硫酸根酸性组分与中性琼脂糖

乙酰化后在同一溶剂中溶解度的差异将两者分开 ∀然

后在乙醇中 o利用皂化反应将乙酰化琼脂糖的乙酰基

去掉 o调节溶液 ³�值至中性 o过滤即可得再生的琼脂

糖 ∀但是所得的琼脂糖因乙酰化过程而被降解 o而且

颜色是棕色的 ∀

uqvqu 季铵盐沉淀法

用季铵盐作选择性沉淀剂将高硫酸根酸性组分

沉淀 o分离出琼脂糖的方法可以避免或降低因乙酰化

过程引起的琼脂糖的降解和变色 ∀但最大的困难就是

无法将复聚物从琼脂糖溶液中分离出去 o而且情况随

琼脂原料不同而变化 ∀多数情况下产生乳状沉淀 o难

以用离心或过滤的方法分离 o加热或加盐也无法有效

地把两者分离 ∀

uqvqv 共沉淀法

共沉淀法对季铵盐法作了进一步改进 ∀向琼脂溶

液中加入比高硫酸根酸性组分硫酸根含量更高的 !可

溶性硫酸多糖 o例如卡拉胶k≤¤µµ¤ª̈ ±̈¤±l o然后加入季

铵盐 ∀利用高硫酸根酸性组分与卡拉胶的共沉淀分离

出琼脂糖 ≈y ∀由于高硫酸根酸性组分和卡拉胶在季铵

盐作用下形成絮状沉淀 o易于分离 ∀此方法制出的琼

脂糖的灰分 � th o硫酸钡重量法测出的硫酸根含量

在 s ∗ sqxh之间 ∀加入卡拉胶的重量是琼脂重量的

ush左右 o最低不少于 tsh o最高不多于 vsh ∀根据

琼脂的硫酸根含量 !加入卡拉胶的量及其硫酸根含量

确定加入的季铵盐的量 ∀通常情况下 o加入的季铵盐

的量是琼脂溶液重量的 tsh ∗ ysh ∀如果原藻的硫酸

根含量很低 o提取出的琼脂的凝胶强度很大 o可以考

虑省略冷冻 !融化 !洗涤 !干燥 !粉碎步骤 o直接由原藻

利用共沉淀法提取琼脂糖 o从而简化操作步骤 o降低

生产成本 ∀目前此方法已被用于商品化生产琼脂糖 ∀

直接利用共沉淀法提取琼脂糖步骤简便 o但对原料要

求过高 o一般原藻的质量达不到以上要求 o所以此方

法局限性很大 ∀

uqvqw 果胶酶降解法

用果胶酶 k°̈ ¦·¬±¤¶̈l降解高硫酸根酸性组分 o使

之变成水溶性的 o从而选择性地把高硫酸根酸性组分

从琼脂中分离出来 ≈z 
o剩下的就是琼脂糖 ∀

uqvqx 聚乙二醇沉淀法

共沉淀法和果胶酶降解法虽然都是选择性地把

高硫酸根组分从琼脂中分离出来 o但是加入的物质残

留在琼脂糖中成为杂质 o影响了分离效果 o降低了琼

脂糖的纯度 ∀聚乙二醇沉淀法克服了以上缺点 ≈{ ∀琼

脂糖不溶于醇的水溶液 o而高硫酸根酸性组分在醇的
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水溶液中的浓度高于在原琼脂复合物中的浓度 ∀醇沉

淀法利用高硫酸根组分和琼脂糖在同一溶剂中溶解

度的差异把两者分开 ∀适合作琼脂糖沉淀剂的聚乙二

醇分子量变化范围很窄 ∀因为低分子量聚乙二醇沉淀

出的琼脂糖更易分离 o所以低分子量聚乙二醇kyss ∗

t xssl比高分子量聚乙二醇更具优势 ∀聚乙二醇分子

量上限受分离时溶液黏度的限制 ∀一般情况下 o分子

量在 w sss ∗ { sss的聚乙二醇沉淀效果比较好 o分子

量 y sss左右时沉淀效果更好 ∀聚乙二醇和水溶液混

合速度 ! 温度 ! 水溶液的离子强度都会影响沉淀效

果 ∀聚乙二醇沉淀法提取的琼脂糖灰分 !硫酸根 !丙酮

酸含量 !电内渗明显降低 o在较低的温度下就可以溶

于水 ∀此外 o还可以用低分子量亚烷基醇或烯化醇 !低

分子量链烷醇作沉淀剂 ∀但是 o醇沉法不能将某些可

溶性色素分离出来 ∀

uqvqy 离子交换或吸附法

琼脂糖和高硫酸根酸性组分所含的带电基团数

量不同 o前者的极性明显小于后者 ∀利用极性的差异

将两者分离也是一种可行的和有效的分离途径 ∀这种

方法思路简洁明了 o即采用不同的离子交换剂或吸附

剂吸附高硫酸基酸性组分 o然后再用极性不同的洗脱

液将硫酸基含量不同的琼脂糖洗脱 ∀例如用阴离子交

换树脂 ⁄∞�∞2纤维素k乙酸型或柠檬酸型l
≈| 或 ⁄∞�∞

≥̈ ³«¤§̈¬ �2xs≈ts 吸附高硫酸基酸性组分 ∀如果先用

∞⁄×�溶液预洗 o然后加热溶解 o加入 �̄ k��lv凝胶吸

附高硫酸根酸性组分 o由溶液制出的琼脂糖的硫酸根

含量低 o具有良好的电渗性质 ≈x ∀离子交换剂或吸附

剂在使用前要处理成某种形式 o例如用 �¤��和 �≤̄

将 ⁄∞�∞ ≥̈ ³«¤§̈¬ �2xs 处理成氯型 ⁄∞�∞ ≥̈ ³«¤§̈¬

�2xs∀离子交换剂或吸附剂使用后可以采用同样的处

理方法再生 !重复使用 o从而降低生产成本 ∀离子交换

或吸附法利用琼脂糖与高硫酸基酸性组分极性的差

异将两者分离 o洗脱剂的极性决定了洗脱组分的带电

基团的含量 o因而洗脱剂的种类 !浓度及温度决定了

琼脂糖产品的硫酸基含量 ∀离子交换或吸附法以琼脂

原料 o可以分级制备出高纯度的琼脂糖产品 o但步骤

过于繁琐 ∀

uqvqz 电渗析法

�²µ§²±o�̈¬̄和 ≥̈ ¥̈¶·¤t|x{年首先注意到琼脂中

的某种物质对短波紫外光 k≥«²µ·�q∂ ¬̄ª«·l 有强烈的

吸收 o 而且这种物质可以用电泳过程分离出去 ∀

�²¦®̈ ° ¯̈ µ和 � µ̈·̈µt|yu年利用琼脂的这种性质和电

渗析原理设计了一种分离高硫酸基酸性琼脂糖的方

法 ∀

此外还有二甲基亚砜 k⁄�≥�l法 !二甲基甲酰胺

k⁄�ƒl法 !碘化钠法 !壳多糖法 !�¦µ¬±²̄ 法 !雷万诺法 !

尿素法 ≈t ∀

碱处理使琼脂分子中存在的一定含量的琼脂糖

前体 ⁄2半乳糖基 2y2硫酸基 2�2半乳糖转变成 ⁄2半乳

糖基 2vo y2内醚 2�2半乳糖 o降低琼脂的硫酸基含量
≈t ∀利用琼脂糖与高硫酸基酸性组分水溶性的差异 o

水洗或稀盐溶液洗k例如 ∞⁄×�钠盐 !三磷酸钠 !磷酸

盐缓冲液l除去高硫酸基酸性组分的方法简便易行 ∀

往往用一种处理方法只能从琼脂中除去部分高

硫酸基酸性组分 o电内渗降低得不理想 o常采用两种

或两种以上方法的联合 ∀联合法制出的琼脂糖与琼脂

相比 o电内渗显著降低 ∀碱处理和水洗经常用作联合

法的前处理 ∀常见的联合法有水洗与离子交换联合

法 o醇沉淀与离子交换法 o水洗与醇沉淀联合法 ∀

v 应用与研究展望

vqt 低电内渗琼脂糖应用

vqtqt 电泳分析方面用作电泳凝胶 o特别适用

于等电聚焦电泳 ∀在生物学和临床诊断等分析鉴定

上 o具有设备简单 o操作容易 o分析灵敏 !快速 !结果准

确等优点 ∀近年来已广泛应用于肝炎 !肝癌及冠心病

等的化验上 ∀

vqtqu 在亲和层析方面 o 作为亲和层析的载

体 o用于分离 !纯化或制备某些蛋白质 !酶 !抗原 !抗

体 !核酸和激素等 ∀

vqtqv 在分子筛层析 k又称凝胶层析或凝胶过

滤l 中 o珠状凝胶可用于多组分蛋白质或多糖等混合

物的分离及其纯化 !分子量测定 ∀

vqtqw 用作微生物培养基及固相酶的载体 ∀

vqu 在低电内渗琼脂糖的应用中存在的一

些问题和应采取的措施

vquqt 生物热敏物质在琼脂糖通常的凝固温

度下会失去生物活性 o凝固温度是琼脂糖应用的重要

制约因素 ∀琼脂糖的凝固温度受琼脂糖分子细致结构

的影响 o例如硫酸根含量和结合位置 ∀提高琼脂糖中

硫酸基的含量 o可以降低凝固温度 o但同时也会引起

电内渗的增大和凝胶强度的降低 o从而影响琼脂糖的

应用 ∀针对以上问题 o可以依据琼脂糖凝固的机理 o考

虑采用化学修饰的方法得到低电内渗低凝固温度琼

脂糖 ∀即向低电内渗琼脂糖分子中引入某些中性基

团 o例如乙酰基 !羟乙基 !甲氧基 o既降低琼脂糖的凝

固温度 o又不增大琼脂糖的电内渗 o而且琼脂糖的凝
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胶强度达到实际应用的要求 ∀

vququ 针对琼脂糖凝胶容易受压变形的致命

弱点 o采用交联技术使琼脂糖凝胶形成网状结构 o提

高其耐压性 !耐热性和耐有机溶剂性 ∀琼脂糖凝胶交

联技术不断推新 o可以采用不同的双功能试剂 o在不

同的反应条件下 o使琼脂糖发生不同形式的交联 o从

而制成系列生化分离用层析介质 ∀而且还可以用不同

方法多次交联 o提高交联度 o达到更高机械强度 ∀生物

技术的产业化使层析介质的需求量迅速增加 ∀以前实

验室制备规模小 !成本高 o无法满足大规模工业化生

产的需要 ∀因此琼脂糖凝胶今后的研究重点有两个 }

一是改进性能 o使介质的机械强度和吸附量提高 ~二

是降低造价 o使介质变成廉价易得的物质 ∀

生物分离介质是开展生物技术研究和产业化的

/ 硬件0 ∀国外对琼脂糖系列产品制备的研究起步远远

早于我国 o研制低电内渗琼脂糖对丰富国产生物分离

介质品种 o乃至提高我国生化产品的国际竞争力都是

十分有意义的 ∀
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