
第37卷第6期 

2008年6月 

应 用 化 工 

Applied Chemical Industry 

Vo1．37 No．6 

Jun．20o8 

国产与进口商品化交联琼脂 

糖凝胶性能对比 

赵彦鼎 ，张鹏宇 ，杨博 ，王燕 ，郭立安 ，贺浪冲2 

(1．西安交大保赛生物技术股份有限公司。陕西 西安 710054；2．西安交通大学 

天然药物研究与工程中心，陕西 西安 710061) 

摘 要：从多个方面测定、比较 Bio-sep CL 6B与Sepharose CL-6B两种商品化交联琼脂糖凝胶的性能。采用不同分 

辨率显微镜观察凝胶外观形态、进行耐热试验、分析有机元素及金属元素含量，以及测定二者耐压、流速、色谱特性 

等。结果表明，两种产品外观均为乳白色球状颗粒，球形形态完好，粒径范围在30—150 ixm具有较好的分布；均可 

耐受120℃下30 rain热处理；有机元素碳、氢、氮以及其它微量金属元素含量相近；两种产品最大耐压都在80 lff'a 

以上，最大流速可达7．0 mL／mln。分离特性测定表明，两种产品色谱分离特性基本相同，对分子量在 104—10‘道 

尔顿之间的蛋白能实现较好的分离。 
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Comparison of characteristic of cross-linked agarose gels 

between national products and external products 
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Abstract：The characteristics of two kinds of cross··linked agarose gel in industrial applications like Bio·· 

sep CL 6B and Sepharose CL 6B were compared in different aspects．The physicochemisty characteristics 

of the two CROSS—linked agarose gels including particle shape，particle size distribution，heat stability，ele— 

mentals and metals levels，back-pressure，flow—rate，chromatographic properties，etc，were studied．The re— 

suits showed that the appearance of the both products were white globose particles．With the particle size 

between 30 and 150 ，and both ofthem can withstand heating for 30 min at 120℃ ．Th e content ofCal'- 

bon(C)，hydrogen(H)，oxygen(O)and other microelement of the two products were nearly the 8~lne． 

Th e biggest pressure that the two products can suffer was above 80 kPa，the fastest flow-rate Was 

7．0 mL／min．Th e chromatographic separate properties of the two products were basically the same，by 

which the protein that molecular weight between 10 and 10 Can be well separated． 

Key words~cross—linked agarose gel；chromatography media；purification；gel filtration 

以琼脂糖为基质的分离介质在生物医药领域的 

下游纯化工艺中的应用已非常广泛⋯。交联琼脂 

糖是在琼脂糖裸球基础上通过二溴丙醇交联后得到 

的强度及耐热性都大大提高的一类介质 】，其既可 

以作为凝胶过滤介质，又可作为进一步化学改性的 

基质。虽然该类介质 的研究和应用很早就有报 

道【3 J，但多年来国内研究机构和企业几乎全部使用 

进口琼脂糖凝胶作为应用材料，使用效果虽好，但价 

格昂贵，且呈逐年上涨趋势。因此，寻求价廉物美的 

国产产品代替价格昂贵的进口产品，具有实际意义。 

交联琼脂糖的特性受琼脂糖原料[4引、裸球制备 

方法 和交联方法 等因素的影响，不同厂家的 
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原料、不同的制备方法和交联方法都会影响到交联 

琼脂糖凝胶的分离特性。 

本实验通过不同测定手段，较为全面地分析测 

定了国产与进口两种商品化交联琼脂糖微球的各项 

物理化学性能，并初步比较了二者的色谱保留及分 

离性能，证明国产交联琼脂糖凝胶与进口产品质量 

上相当，可在工业化应用中互相替代使用。 

1 实验部分 

1．1 试剂与仪器 

细胞色素 C(99％，100 mg)、碳脱水酶(3 000— 

5 000 W—Aunits／mg，5 mg)、牛血清白蛋白(I>98％， 

25 g)、乙醇脱氢酶(I>350 U／mg，7 500 U)、 一淀粉 

酶(750—1 000 U／mg，50 000 U)购自美国Sigma试 

剂公司；磷酸等为国产分析纯；国产交联琼脂糖凝胶 

Bio。sepTMCL 6B；未交联的琼脂糖凝胶 Bio．sepTM6B 

均为自制；进口交联琼脂糖凝胶 Sepharose@CL-6B， 

原瑞典法玛西亚公司。 

BT一1600图像颗粒分析系统 ；JSM-35CF扫描式 

电子显微镜；AKTA prime蛋白质纯化系统；UTX元 

素分析仪；PROFILE SPEC等离子发射 光谱仪； 

YX280B手提式不锈钢蒸汽消毒器；IOIA—ZE电热鼓 

风干燥箱；层析柱为 1．6 crn×20 cm，1．6 cm×60 cm。 

1．2 实验方法 

1．2．1 颗粒外观形态及粒径分布 通过图像颗粒 

分析系统自带光学显微镜以及扫描式电子显微镜观 

察颗粒外观形态，使用颗粒统计软件分析统计颗粒 

粒径大小、形态及分布情况。 

1．2．2 耐热实验 分别取 Bio-sep CL 6B、Sepharose 

CL-6B两种交联琼脂糖凝胶各2 mL，转人相同规格 

的玻璃试管 A和 B中；另取未经交联的 Bio—sep 6B 

2 mL作为对照，转人同规格试管 c中，并各加人 

10 mL去离子水，用棉塞塞住试管口，于蒸汽消毒器 

中120 oC下处理30 min，显微镜下观察球形变化。 

1．2．3 元素分析 分别取少量 Bio．sep CL 6B和 

Sepharose CL-6B凝胶，充分用乙醇、去离子水清洗 

后，抽滤干，在干燥箱中干燥。参照仪器操作说明进 

行元素分析。 

1．2．4 耐压．流速曲线测定 参照文献 中的方 

法，分别取两种交联凝胶各30 mL，装于 1．6 cm× 

20 cm的柱中。柱床稳定后，通过逐步间隔式增大流 

速，观察压力的变化。当流速增大到一定程度时。压 

力在这一流速点上不再恒定。而是不断上升。停止测 

定。记录压力在连续上升前流速和压力对应值。绘 

制耐压一流速曲线。 

1．2．5 分离特性测定 参照文献 中的方法。将 

预先沉降的等体积的两种凝胶分别装人同规格的 

1．6 cm×60 cm层析柱中，接人 AKTA prime蛋白质 

纯化系统。相同条件下测定对不同分子量蛋白的保 

留行为。 

条件：50 mmol／L磷酸缓冲液，pH为6．8，流速 

为0．2 mL／min(15 cm／h)。 

蛋白分别为：细胞色素C(分子量12．4 KDa)； 

碳脱水酶(分子量 29 KDa)；牛血清白蛋白(分子量 

66 KDa)；乙醇脱氢酶(分子量 150 KDa)；JB一淀粉酶 

(分子量200 KDa)。 

2 结果与讨论 

2．1 颗粒外观形态及粒径分布 

肉眼观察，两种凝胶微球均为乳白色细小颗粒。 

光学显微镜下，凝胶微球球形完好，未有破碎或变形。 

用扫描式电子显微镜进一步观察，两种交联琼脂糖凝 

胶微球在球形、外观形态方面相同(见图 1、图2)。 

图 1 Bio-sep CL 6B扫描电子显微照片(×500) 

Fig．1 SEM of Bio-sep CL-6B(×500) 

图2 Sepharose CL-6B扫描电子显微照片(×500) 

Fig．2 SEM of Sepharose CL-6B(x500) 

统计分析的结果(见图3、图4)显示，国产凝胶 

的颗粒粒径范围在50—150 Ixm，平均粒径为94 Ixm。 

球形长径比为 1．03；进口凝胶的颗粒粒径范围约在 

30—145 m。平均粒径为 81 Ixm。球形长径 比为 

1．03；从整体上看，国产凝胶颗粒粒径分布更趋向正 

态分布。 
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图3 Bio·sep CL 6B粒度分布统计 
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图4 Sepharose CL-6B粒度分布统计 

Fig．4 Bead size distribution of Sepharose CL-6B 

2。2 耐热实验 

交联琼脂糖的一个很重要的特性就是它的耐热 

性较未交联的凝胶大大提高[2】。A管和 B管中两 

种交联凝胶在 120。C下处理30 min后，分别取样于 

光学显微镜下观察，凝胶均未遭到破坏，球形完好。 

而对照品C管中未经交联的凝胶高温下已全部溶 

解，降低温度后凝结成胶冻状。表明Bio—sep CL 6B 

与Sepharose CL-6B两种交联琼脂糖凝胶均可耐受 

较高温度，可经受120℃下的灭菌处理。 

2．3 元素分析 

元素分析结果见表 1。 

表 1 元素分析结果 

Table 1 Analya~ results of elements 

Pb F Cu Cd Cr Ni 
c／％ H／％ N／％

x10-6 x10-6 x10-6 x10-6 x10"6 x10-610-O 10-O 10-O 10-O 10-O 10-O 

由表1可知，主要有机元素碳元素以及氢、氮元 

素含量基本相同，碳含量都 比文献报道值 

(46．2％)稍高。金属元素的含量会对色谱分离产 

生影响，经测定，两种凝胶中金属元素的含量都非常 

低，国产凝胶中铁的含量比进口稍高，怀疑是生产操 

作中受到污染所致。 

2．4 耐压及流速 

耐压及流速见图5、图6。 

由图5可知，Bio—sep CL 6B的最大耐压值约在 

90 kPa，该压力下，流速可达7．5 mL／min。对比测定 

Sepharose CL-6B，其最大耐压亦在 80—90 kPa，最大 

压力时流速约 7．0 mL／min(见图6)。 

日 

、  

3 4 5 6 7 8 

流速 ／(mL·rain ) 

图5 Bio-sep CL 6B耐fl／-流速曲线图 

流速 ／(mL。min ) 

图6 Sepharose CL-6B耐压一流速曲线图 

Fig，6 Pressure-flow relationshipforSepharoseCL6B 

2．5 分离特性 

交联琼脂糖可作为凝胶过滤介质使用。不同分 

子量的5种蛋白(细胞色素C、碳脱水酶、牛血清白 

蛋白、乙醇脱氢酶、JB．淀粉酶)在装填有Bio．sep CL 

6B和Sepharose CL-6B介质的两种层析柱上都得到 

了保留和分离，符合凝胶过滤色谱特性，出峰顺序及 

分离特性相同(见图7、图8)，对分子量在l0‘一l0‘ 

道尔顿之间的蛋白都能实现较好的分离。从图9分 

离蛋白的色谱图上同样可以看出这一点，重叠图显 

示两种凝胶的分离效果基本相同。 

的辐 髂∞ 狮 m 5 0 ∞惦如 髂 ∞ ∞ 5 o 
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图7 在 Bio．sep CL 6B上不同蛋 白保留情况 

Fig．7 SEC retention of proteins in Bio-sep CL 6B 

L／Vo表示洗脱体积与柱外水体积的比值，logMW 

为蛋白分子量的对数值，下同。 
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图9 Bio—sep CL 6B和 Sepharose CL-6B 

分离蛋白色谱图比较 

Fig．9 Separation of a protein mixture on 

Bio-sep CL 6B and Sepharose CL-6B 

3 结论 

通过对国产 Bio—sep CL 6B与进 口 Sepharose 

CL-6B两种交联琼脂糖凝胶，从外观形态、耐热、元 

素组成、耐压、流速、色谱特性几个方面进行比较，从 

根本上较为全面地反映了两种凝胶的基本特性。各 

项对比实验结果相当，表明国产交联琼脂糖在质量 

上完全能和进口产品相媲美，而售价上只有进口产 

品的 1／2，因此，物美价廉，可完全替代昂贵的进 口 

产品用于生物医药工业的下游分离纯化中。 
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