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琼脂糖凝胶的光学特性

张仁梅 1，张 军 1，2，谢梦圆 1，陈建苏 3

(1. 暨南大学 光电工程系，广东 广州 510632；2. 中国科学院长春光学精密机械与物理研究所 应用
光学国家重点实验室，吉林 长春 130033；3. 暨南大学 医学院 眼科研究所，广东 广州 510632)

摘 要： 为了研究应用于生物细胞打印的琼脂糖凝胶的光学特性，将不同比例的琼脂糖粉末与蒸馏

水混合后加热，溶解冷却形成不同浓度的琼脂糖凝胶。测量琼脂糖热溶液冷却过程中 55 ℃时的琼脂
糖溶液的折射率及琼脂糖凝胶的折射率。通过对比细胞培养液的折射率，获得作为生物打印基质材
料和生物支架的琼脂糖凝胶最佳浓度为 0.786%。测量琼脂糖凝胶的可见、近红外透射光谱及衰减全
反射红外吸收光谱，结果显示琼脂糖凝胶在 400~1 100 nm 波段没有特征吸收峰，而且最大吸收只有
0.171Abs；在红外波段琼脂糖凝胶的吸收特性与细胞培养液基本相同，细胞培养液在 2 966 cm-1处的

特征吸收峰是培养液独有的。对琼脂糖凝胶表面的激光散射特性进行研究，结果表明，440 nm激光的
散射最强，532 nm激光散射最弱；琼脂糖凝胶浓度越小，散射越强。
关键词： 琼脂糖； 热冲击； 生物打印； 光谱吸收特性
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Optical characteristics of Agarose gel

Zhang Renmei1, Zhang Jun1,2, Xie Mengyuan1, Chen Jiansu3

(1. Department of Optoelectronic Engineering, Jinan University, Guangzhou 510632, China; 2. State Key Laboratory of Applied

Optics, Changchun Institute of Optics, Fine Mechanics and Physics, Chinese Academy of Sciences, Changchun 130033, China;

3. Eye Institute, Medical College of Jinan University, Guangzhou 510632, China)

Abstract: Bio-printing can be described as an innovative technology that fabricates 3D functional multi -
cellular tissue in vitro, namely deposited biological cells on biological scaffolds. Such efforts are being
undertaken in many laboratories around the world. Agarose gel and its composite hydrogel are ideal
material for scaffolds with superior biological, mechanical and structural properties. In order to research
the optical properties of Agarose gel，which is applied to bio-printing, different concentration of Agarose
gel were prepared by mixing up Agarose powder with distilled water in certain ratio after heating,
dissolving and cooling. During the cooling procress, the refractive index of Agarose solution at 55 ℃ and
Agarose gel was measured with Abbe refractometer. By comparing the refractive index of cell culture
medium, the concentration of 0.007 86 g/mL was proved to be the best concentration for Agarose
hydrogel as bio-printing substrate materials and biological scaffolds. Visible transmittance spectrum, near
infrared transmittance spectrum and attenuated total reflectance -Fourier transform infrared spectrum of
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Agarose gel and cell culture medium were measured, which shows that there is no absorption peak in the
spectrum of agarose gel at the wave band from 400 nm to 1 100 nm, and the maximum absorption is
only 0.171 1Abs; In the range of infrared spectrum, Agarose gel has the same absorption properties with
cell culture medium, except for an unique absorption property at 2 966 cm -1 in the spectrum of cell
culture medium. The experiments of the laser scattering characteristic of the surface of Agarose gel show
that the 440 nm laser has the strongest laser scattering intensity, while the 532 nm laser has the weakest
one. Meanwhile, the smaller the concentration of Agarose gel, the stronger the scattering is.
Key words: Agarose; thermal shock; bio-printing; characteristic of spectrum absorption
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0 引 言

溶胶或溶液中的胶体粒子或高分子在一定条件

下相互连接，形成空间网状结构，结构中充满了作为

分散介质的液体或气体， 这种特殊的分散体系被称

为凝胶(或冻胶)。 溶胶凝胶可以制成各种材料 ，例

如 ：块体材料 、多孔材料 、纤维材料 、薄膜材料 [1]、粉

体材料[2]、气凝胶及复合材料[3]等。 这些材料在生物 [4]、

化学、工业及食品等方面应用广泛。

琼脂糖(Agarose)是从红藻中提炼的链状中性多
糖， 由 D-半乳糖和 3，6-脱水- L-半乳糖相间结合
构成，是琼胶经过分离除去硫琼胶，提取的含硫酸基

和灰分低的物质 [5]。 琼脂糖在低浓度时就具有高凝

胶强度， 为近透明的凝胶基质， 对微生物具有稳定

性，因此，在生化、医学研究领域有着广泛的用途。目

前， 琼脂糖主要用作食品加工过程中的食品添加剂

和生化实验中的生化试剂，如细胞分离 [6]、基因工程

等生物技术。 琼脂糖凝胶在免疫学中的凝胶扩散诊

断、预测各种疾病以及生物化学电泳、光学效应增强

等 [7]实验技术方面起着重要的作用。

现代生物医疗技术快速发展， 生物组织工程 [8]

培养及器官打印已成为各国科学家关注的焦点技

术领域。细胞打印是近年来出现的一种在体外构造

三维多细胞体系的先进技术 [9]，即在生物支架上沉

积生物细胞。 生物支架是细胞黏附的基本框架 ，是

细胞增殖分化的基本场所，是构建仿生组织和器官

的基本支架。 生物支架必须具备以下条件 ：良好的

生物相容性、良好的生物降解性、三维立体结构、良

好的力学性能和可塑性 [10]。水凝胶是水溶性高分子

通过一定的化学交联或物理交联形成的交联聚合

物 ，为最典型的生物支架材料 ，琼脂糖凝胶及其复

合水凝胶 [11]是生物细胞打印中常用的水凝胶支架

材料 [12]。

在进行生物打印时 [13-14]，琼脂糖凝胶作为重要的

基质材料和支撑材料。 必须充分了解琼脂糖的物理

性质，如折射率和吸收特性等，以利于配制合适浓度

的基质材料， 避免打印过程对生物及支架材料产生

破坏影响，并使得打印结果准确无误。但琼脂糖凝胶

自身性质的研究少有报道， 为此首先对琼脂糖的折

射率、吸收特性和散射特性进行了研究。

1 实验与讨论

1.1 仪器、材料及样品制备
阿贝折射仪 NT52-975 (爱特蒙特光学有限公

司)； 福斯近红外光谱仪 (400~2 500 nm)，FOSS XDS
Rapid Liquid Analyzer (透射附件)； 布鲁克 VERTEX
70v FT-IR spectrometers 光谱仪 (衰减全反射 ATR 附
件)；半导体激光器 440 nm(QL-80-440)、532 nm(QL-
100 -532)、650 nm (QL -250 -650)；光功率计 (日本

sanwa LP1)；BIOWEST REGULARAGEROSEG-10 琼

脂糖(广州豪凯生物科技有限公司)；屈臣氏蒸馏水。
细胞培养液成份组成配比：胎牛血清 10%，高糖

培养基(DMEM)87.98%，生长因子(EGF)0.02%，青霉

素/链霉素 1%，非必需氨基酸(NEAA)1%。

配置琼脂糖凝胶过程是： 用电子称称取一定量

的琼脂糖粉末，与蒸馏水混合制成琼脂糖悬浊液 (文

中称为琼脂糖水溶液 )， 将悬浊液置于酒精灯上加
热，边加热边搅拌，溶液沸腾后琼脂糖完全溶解 ，溶

液呈透明状，制成琼脂糖溶液。琼脂糖溶液置于室温

下冷却，将琼脂糖溶液制成琼脂糖凝胶。
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1.2 折射率的测量
在热冲击和激光生物打印 [13-14]过程中 (见图 1)，

琼脂糖凝胶作为基质材料支撑细胞成型。 而琼脂糖

凝胶是琼脂糖溶液冷却获得的， 为了配制琼脂糖溶

液，首先需要了解琼脂糖溶液及凝胶的折射率，通过

与细胞培养液的对比，以确定适合的浓度。

琼脂糖水溶液是悬浊溶液， 悬浊溶液中琼脂糖

与水简单混合，静止时出现分层现象，而且最终实验

用不到悬浊液，因此不测量琼脂糖悬浊液折射率。

用阿贝折射仪测量琼脂糖溶液和凝胶的折射

率。测量过程中，环境温度 23±2℃。测量琼脂糖溶液

时，阿贝折射仪恒温 55℃；测量琼脂糖凝胶时，阿贝

折射仪保持室温状态 。 测量中使用的光源波长为

546 nm。

琼脂糖溶液及凝胶样品浓度如表 1 所示。 用阿

贝折射仪测量不同浓度的琼脂糖溶液、 凝胶的折射

率，每个样品测量 5 次计算平均值，实验结果如图 2

所示。 图 2(a)是琼脂糖溶液加热后冷却至 55℃时测
得的折射率。 图 2(a)中琼脂糖溶液的折射率与溶液
浓度的关系曲线线性拟合方程为：n=0.001 6c+1.334 8
(其中 n 是折射率值，c 是琼脂糖凝胶浓度，线性拟合

的相关系数 R2 为 0.898)。 图 2(b)是琼脂糖溶液冷却

为凝胶后，在室温 23℃环境下测得的。 对图 2(b)琼
脂糖凝胶折射率与琼脂糖浓度进行线性拟合， 拟合

方程为：n=0.005 71c+1.331 51，其中 n 是折射率值，c
是琼脂糖凝胶浓度 ， 线性拟合的相关系数 R2 为

0.975 74。

从图 2 可以看出， 琼脂糖溶液和凝胶的折射率

都略高于水的折射率；琼脂糖的浓度越大，折射率越

高； 同一浓度下琼脂糖凝胶的折射率略高于琼脂糖

溶液的折射率； 琼脂糖凝胶的折射率不能由琼脂糖

溶液折射率代替，而琼脂糖凝胶的属性更为关键。

当琼脂糖凝胶作为生物打印的支架材料， 所要

承载的是生物细胞， 而生物细胞一般在培养液中培

养，生物培养液的折射率为 1.336。 为了保证生物细
胞的活性， 琼脂糖凝胶的属性应该尽可能的与生物

培养液接近。 为此，根据图 2(b)线性拟合方程，可以

计算出，当琼脂糖凝胶的折射率是 1.336 时，琼脂糖

图 1 琼脂糖凝胶作为基质材料及生物支架

Fig.1 Agarose gel as matrix material and biological structure

表 1 琼脂糖溶液及凝胶样品浓度

Tab.1 Sample concentration of Agarose solution

and gel

Mass of Agarose/g Volume of distilled water/ml Concentration

0.202 9 40 0.50%

0.302 4 40 0.75%

0.411 7 40 1.02%

0.524 0 40 1.29%

0.620 5 40 1.53%

图 2 琼脂糖溶液折射率

Fig.2 Refractive index of Agarose solution
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的浓度应该是 0.786%。 由此确定了作为生物细胞支

架的琼脂糖凝胶浓度为 0.786%。

1.3 吸收特性的测量

利用激光对微量物质的热冲击效应， 沉积含细

胞的液滴的激光打印技术 [13-14]中 ，激光对于生物打

印中支架材料的作用效果报道较少， 为此在确定了

琼脂糖凝胶浓度后， 通过分析琼脂糖凝胶的光谱特

性，以获取适合波段的光用于激光打印。

测量琼脂糖凝胶的可见、近红外和红外光谱，以

分析其吸收特性。 将琼脂糖凝胶切割成厚度为 1 mm
和 2 mm 的薄片，利用福斯近红外光谱仪 (FOSS XDS
Rapid Liquid Analyzer，400~2 500 nm， 透射附件 )，测
量其透射光谱。 同时分别用 1 mm 与 2 mm 的样品池
测量细胞培养液的透射光谱， 并分析琼脂糖凝胶与

细胞培养液的可见和近红外波段的吸收光谱。 利用

傅里叶变换红外光谱仪(BRUKER VERTEX 70v FTIR
spectrometers，ATR 衰减全反射附件 ) 分别对琼脂糖
凝胶和细胞培养液进行衰减全反射光谱测量， 并对

中、远红外光谱吸收特性进行分析。

1.3.1 可见、近红外光谱吸收特性
将浓度为 0.5%和 1.02%的琼脂糖凝胶切割成厚度

为 1mm 和 2mm 的长方体形状，长宽分别为 10 mm×
40 mm，用福斯近红外光谱仪透射附件测量的透射光

谱如图 3 所示。 图 3(a)为 1 mm 厚样品的透射光谱，

图 3(b)为 2 mm 厚样品的透射光谱。
对比不同厚度的琼脂糖凝胶近红外透射光谱

(图 3)可知 ：琼脂糖凝胶在 1 444 nm、1 910 nm 和

2 430 nm 波长附近出现了特征吸收峰；厚度为 1 mm
的琼脂糖凝胶在这三个波长上的吸光度峰值为

2.62Abs、4.5Abs 和 4.0Abs；厚度为 2 mm 的凝胶样品
对应吸光度峰值的吸光度均超过 3.0Abs， 即厚度越
大 ，其吸光度也越大 。 1 mm 厚琼脂糖凝胶在 400~
1 100 nm 波长范围内光的吸收均小于 0.132Abs，而

在 1 100 nm ~2 500 nm 波 长 范 围 最 低 吸 光 度 是

0.10Abs。 在图 3 中细胞培养液的透射光谱与琼脂糖
凝胶的透射光谱在 1 100~2 500 nm 波长范围非常相
似： 在 1 442 nm、1 910 nm 和 2 430 nm 波长附近出现
特征吸收峰；1 mm 厚的细胞培养液在这三个波长上
的吸光度峰值为 1.08Abs、4.5Abs 和 2.1Abs。 当激光

穿过琼脂糖凝胶时，不希望琼脂糖凝胶吸收光能，因

此进一步分析 400~1 100 nm 波长范围琼脂糖凝胶的
特性。

将蒸馏水 、 细胞培养液和琼脂糖凝胶在 400~

1 100 nm 波长范围的透射光谱展开(如图 4 所示)，图

4(a)为 1 mm 厚样品的透射光谱 ，图 4(b)为 2 mm 厚
样品的透射光谱。可以看出：琼脂糖凝胶的吸收大于

蒸馏水的吸收，且蒸馏水的吸收都小于 0.065Abs；细
胞培养液在 558 nm 处有一个吸收峰，这与培养液的

血清成分相关，而细胞培养液在 400~500 nm 和 600~

1 100 nm 范围的吸收都很小，特别是 1 mm 厚细胞培
养液在 600~1 100 nm 波段， 吸收只有 0.039Abs。 在

400~1 100 nm 波段 1 mm 厚琼脂糖凝胶的吸收曲线
近似一条直线， 虽然吸收值在 400~500 nm 和 600~
1 100 nm 范围高于细胞培养液的吸收， 但是吸光度

相对较小 ：1 mm 厚的琼脂糖凝胶吸光度最大只有

0.132Abs；2 mm 厚的琼脂糖凝胶吸光度最大不过

0.171Abs。 因此得出结论，在可见、近红外光谱范围，
激光波长应该尽量选择在 400~1 100 nm 波段。

图 3 蒸馏水、琼脂糖凝胶 (0.5%浓度和 1.02%浓度 )和细胞培养液

FOSS 透射光谱 (a)样品厚度 1mm；(b)样品厚度 2mm

Fig.3 Foss transmission spectroscopy of distilled water，Agarose gel

and cell culture medium Agarose gel concentration is 0.5% and

1.02 (a) 1 mm；(b) 2 mm
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1.3.2 中红外光谱吸收特性
琼脂糖凝胶及细胞培养液的衰减全反射吸收

光谱如图 5 所示。
在图 5(a)中，实线是琼脂糖热溶液的光谱，虚线

是琼脂糖凝胶的光谱，琼脂糖热溶液和琼脂糖凝胶红

外吸收光谱图的最大区别是： 热溶液在 2 360 cm-1有

个小的吸收峰，是由于测量过程中空气的影响，而其

他波段两者之间没有区别。 由图 5 对比可知，琼脂糖
和细胞培养液的红外吸收光谱相似：分别在 1 624 cm-1

与和 1 630 cm-1附近有一个约为 0.45Abs 的吸收峰、以
及分别在 3 268 cm-1 和 3 273 cm-1 附近有一个约为

0.8Abs 的吸收峰；在小于 1 000 cm-1 波数范围 ，都有

较强的吸收。除掉琼脂糖凝胶和细胞培养液各自在

2 360 cm-1和 2 966 cm-1有小的吸收峰的不同之外，两

者的红外吸收特性比较接近。琼脂糖凝胶在红外光谱

范围，吸收较小的范围只有 2 500~2 800 cm-1。

由图 5 可知，琼脂糖凝胶在红外光谱范围的吸收
特性与细胞培养液相近；但由于只有 2 500~2 800 cm-1

光谱范围吸收较小， 因此激光波长的备选范围尽量

不选择红外波段。

1.4 琼脂糖凝胶激光散射特性的测量
琼脂糖凝胶浓度和激光波段确定后， 在利用热

冲击效应进行细胞激光打印之前， 琼脂糖凝胶作为

细胞的承载材料，必须了解其对激光的散射特性。

将琼脂糖凝胶切割成 25 mm×25 mm×25 mm 的
方形，置于位移平台上，激光从琼脂糖凝胶侧边垂直

入射， 使用光功率计记录入射激光功率和上表面的

散射激光功率 (如图 6 所示)， 两者比值作为散射率

的估测值。在测量上表面的出射功率时，探测器紧贴

凝胶表面，且对于不同凝胶块，探测器在上表面的位

图 4 琼脂糖凝胶与细胞培养液 FOSS 透射近红外光谱 (400~

1 100 nm)(a)样品厚度 1 mm；(b)样品厚度 2 mm

Fig.4 Foss transmission spectroscopy of Agarose gel and cell culture

medium(400-1 100 nm)(a)1 mm；(b)2 mm

图 6 琼脂糖凝胶激光散射实验示意图

Fig.6 Laser scattering experiment of the Agarose gel

图 5 琼脂糖凝胶 FTIR-ATR 光谱(a)；细胞培养液 FTIR-ATR 光

谱(b)

Fig.5 FTIR-ATR spectra of Agarose gel(a)and cell culture medium(b)
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置保持固定。整个实验在暗室中完成。半导体激光器

的波长分别为：440 nm、532 nm 和 650 nm。 假设激光

在琼脂糖凝胶传播过程中，光功率损耗不计。

在图 6 所示的琼脂糖凝胶散射特性测试结构
中，激光束垂直于凝胶侧表面入射，并平行于凝胶上

表面出射；d 是激光束距离凝胶上表面的距离；D 是
激光器与凝胶侧表面的距离，实验中设 D=10cm。

图 7 是激光束距离凝胶上表面的距离 d 不同
时，激光入射琼脂糖凝胶后上表面的散射特性。 从图7
可以看出，对于同一激光波长，激光束与琼脂糖凝胶

表面的直线距离越大， 琼脂糖凝胶表面探测到的散

射光功率就越小；琼脂糖浓度越高，散射率越小。 对

比图 7 中三个波长在凝胶上表面的散射，可以看出，

440 nm 的蓝光散射率最大， 其次是红光 650 nm，散

射率最小的是 532 nm 的绿光。 因此，为了降低激光

对周边细胞的影响， 同时尽可能将激光能量用于推

动液滴沉降于基体上，选择 532 nm 的绿光作为热冲
击实验的动力激光。

2 结 论

文中对琼脂糖的折射率和光谱特性作了相关研

究。 用阿贝折射仪测量琼脂糖溶液和琼脂糖凝胶的

折射率，并与蒸馏水的折射率作比较。结果显示两种

形态下的琼脂糖的折射率与蒸馏水的折射率相差不

大。 当琼脂糖凝胶的浓度为 0.786%时其折射率与生
物培养液的折射率相等为 1.336， 因此选择 0.786%
浓度的琼脂糖凝胶用于生物打印实验。

对比琼脂糖凝胶和细胞培养液的可见、 近红外

和红外光谱特性，结果表明：琼脂糖凝胶和细胞培养

液的近红外和中红外光谱基本相近； 细胞培养液在

500~600 nm 波段有吸收峰 ；1 mm 厚琼脂糖凝胶在

400~1 100 nm 波段吸收较小， 可以选择该波段的激

光用于激光打印。

对比 440 nm(蓝 )、532 nm(绿 )和 650 nm(红 )三种

激光在琼脂糖凝胶块中传播时， 琼脂糖凝胶上表面

的散射特性表明：440 nm 激光的散射率最高，650 nm
激光次之，532 nm 激光最低。因此为了降低激光对周
边细胞的影响， 同时尽可能将激光能量用于推动液

滴沉降于基质上，选择 532 nm 的绿光作为热冲击实
验的动力激光。
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