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前摇 摇 言

本书是在之前多年使用教材的基础上,根据学科及专业发展的需要,进一步增减相应的

实验内容改编修订而成,是目前高校生物工程和生物技术及相关专业配套的专业基础课程

综合性实验指导用书,包括生物化学、分子生物学、微生物学和细胞生物学等四门实验课的

实验原理与技术。 这几门实验课是生物工程和生物技术及相关专业的必修专业基础实验课
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握学科发展的前沿技术及方法,加强学生创新思维、创新能力和实践能力的培养,为提高学

生生物技术实验基本技能、科学素养和创新能力,提供实验工具。 本书可作为本专科生、研
究生及高校教师等教学及科研参考用书。

全书共分四章,第一章是生物化学实验部分,包括蛋白质、核酸、糖类、脂类、维生素、酶
等的分离提取、纯化鉴定及检测等实验内容,具体包括盐析与透析 、离心、冷冻干燥、光谱、
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原理和方法。 第三章是微生物学实验部分,分模块介绍了显微操作技术、微生物分离纯化与

菌种保藏技术、微生物形态观察技术、微生物生理生化鉴定技术、微生物专题实验技术、微生

物应用实验技术。 主要涉及无菌操作、显微观察、微生物培养、微生物鉴定、微生物检测等方

法。 第四章是细胞生物学实验部分,主要包括细胞形态结构、细胞化学、细胞生理、染色体与

核型分析、细胞和组织培养技术、细胞化学成分的分离、细胞工程技术及细胞凋亡检测技

术等。
本书由于源华主编,主要负责制定编写大纲,对全书进行统稿、修改,并承担生物化学实

验部分及附录 1 ~ 5 的编写工作;其他章节由多年从事本课程教学的张晓、张淑华、李景梅、
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全书由毛亚杰教授进行了校对,同时李甜、孙立志、王一东、王清爽、李洪广、何乃彦、冀伟、嵇
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第一章

生物化学实验

实验 1摇 氨基酸的分离鉴定———纸层析法

实验目的

通过氨基酸的分离,学习纸层析法的基本原理及操作方法。
通过实验求出室温、中性 pH 条件下各氨基酸的 R f 值。

实验原理

纸层析法是使用滤纸作为惰性支持物的分层析法。 层析溶剂由有机溶剂和水组成。 展

层时,水为静止相,它与滤纸纤维亲和力强;有机溶剂为流动相,它与滤纸纤维亲和力弱。
将样品在滤纸上确定的原点处展层,由于样品中各种氨基酸在两相中不断进行分配,且

它们的分离系数各不相同,所以不同的氨基酸随流动相移动的速率也不相同,于是各种氨基

酸在滤纸上就相互分离出来,形成距原点不等的层析点。 在一定条件下(室温、展层剂的组

成、滤纸的质量、pH 值等),不同的氨基酸有各自固定的移动速率(R f 值)。
物质被分离后在纸层析图谱上的位置是用 R f 值(比移)来表示的:

R f = 原点到层析点中心的距离
原点到溶剂前沿的距离

摇 摇 在一定的条件下某种物质的 R f 值是常数。 R f 值的大小与物质的结构、性质、溶剂系统、
层析滤纸的质量和层析温度等因素有关,本实验利用纸层析法分离氨基酸。

实验器材

摇 摇1郾 层析缸 2郾 毛细管

3郾 喷雾器 4郾 培养皿

5郾 层析滤纸(新华一号)

实验试剂

(一) 氨基酸溶液(样品溶液)
0郾 5% (质量分数)的赖氨酸、缬氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸、亮氨酸溶液及它们的混合液

试读结束，需要全本PDF请购买 www.ertongbook.com
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(混合液各组分浓度均为 0郾 5% )。
(二) 扩展剂

扩展剂是 4 份水饱和的正丁醇和 1 份乙酸的混合物。 配制方法是:正丁醇 颐 冰乙酸 颐 水 =
4 颐 1 颐 3 混合,充分振荡,静置后分层,放出下层水层。

(三) 显色剂

0郾 1%水合茚三酮正丁醇溶液:取 0郾 1 g 茚三酮加入 100 mL 正丁醇即可。

实验操作

1郾 将盛有平衡溶剂的小烧杯置于密闭的层析缸中。
2郾 取层析滤纸(长 20 cm、宽 14 cm)一张,在纸的一端距边缘 2 ~ 3 cm 处用铅笔画一条

直线,在此直线上每间隔 2 cm 作一记号,如图 1 - 1 - 1 所示。
3郾 点样。 用毛细管将各氨基酸样品分别点在这 6 个位置上(如图 1 - 1 - 1),干后再点

一次。 每点在纸上扩散的直径最大不超过 3 mm。
4郾 扩展。 如图 1 - 1 - 2 所示,用线将滤纸缝成筒状,纸的两边不能接触。 将盛有约 20

mL 扩展剂的培养皿迅速置于密闭的层析缸中,并将滤纸直立于培养皿中(点样的一端在下,
扩展剂的液面需低于点样线 1 cm)。 待溶剂上升 15 ~ 20 cm 时即取出滤纸,用铅笔描出溶剂

前沿界线,用吹风机热风吹干(或 60 益烘箱)。

1 2 3 4 5 6

图 1 - 1 - 1摇 在层析滤纸上作记号

摇 摇

;40

'0<

)>D

5D

)4=

90

图 1 - 1 - 2摇 氨基酸纸层析示意图

5郾 显色。 用喷雾器均匀喷上 0郾 1%茚三酮正丁醇溶液(注意纸上溶液不倒流、不间断),
用吹风机吹干(温度不宜过高),观察每一个点样原点扩展上方有无紫色斑点出现,若都出

现,进行下一步。 反之,重复喷雾吹干,直至每一个原点上方都出现紫色斑点。
6郾 观察层析点,确定其几何中心。
7郾 量取数值。

实验结果处理

1郾 量取扩展剂前沿到原点线的距离。
2郾 量取各氨基酸几何中心到原点的距离。
3郾 用测量的值计算各氨基酸在室温、中性 pH 条件下的 R f 值。
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实验分析

实验报告上需要有实验时所用的滤纸展示。
分析自己的实验结果是否理想,参照正规实验步骤及注意事项发现问题。

思考题

1郾 何谓纸层析法?
2郾 何谓 R f 值? 影响 R f 值的主要因素是什么?
3郾 怎样制备扩展剂?
4郾 层析缸中平衡溶剂的作用是什么?
5郾 根据 R f 值比较实验所用的几种氨基酸的水溶性与脂溶性。

注意事项

1郾 取滤纸前,要将手洗净,这是因为手上的汗渍会污染滤纸。 尽可能少接触滤纸,在整

个操作过程中,手只能接触滤纸边缘,否则手指上的氨基酸会造成滤纸上出现众多斑点。 要

将滤纸平放在洁净的滤纸上,不可放在试验台上,以防止污染。
2郾 展层结束后,切勿忘记用铅笔描出溶剂前沿。
3郾 点样防止扩散面积过大,使展层效果不佳或直接影响实验结果。
4郾 样品用量过大,会造成“拖尾巴冶的现象。
5郾 展层剂接触滤纸时一定要均匀保持前沿线与滤纸平行。
6郾 注意点样线要高于层析液面,防止点样氨基酸溶解于层析液中。
7郾 滤纸不要贴在层析缸壁上,防止滤纸左右两端展层速度过快,影响实验结果。
8郾 扩展距离不宜过短,否则展层不彻底,难以区分。
9郾 风温度不宜过高,否则斑点变黄。
10郾 染色液本身有毒性,应在通风橱内使用。 实验时应打开门和窗户。
11郾 影响 R f 值的因素有:
(1) 物质本身的化学结构;
(2) 展层所用溶剂系统;
(3) 展层剂 pH 值;
(4) 展层时的温度;
(5) 展层所用滤纸;
(6) 展层的方向(横向、上行或下行)

实验 2摇 总氮量的测定———凯氏定氮法

实验目的

学习凯氏定氮法的原理和操作技术。
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实验原理

常用凯氏定氮法测定天然有机物(如蛋白质、核酸及氨基酸等)的含氮量。
含氮的有机物与浓硫酸共热时,其中的碳、氢二元素被氧化成二氧化碳和水,而氮则转

变成氨,并进一步与硫酸作用生成硫酸铵。 此过程通常称为“消化冶。 但是,这个反应进行得

比较缓慢,通常需要加入硫酸钾或硫酸钠以提高反应液的沸点,并加入硫酸铜作为催化剂,
以促进反应的进行。 甘氨酸的消化过程可表示如下:

CH2NH2COOH + 3H2SO 寅4 2CO2 + 3SO2 + 4H2O + NH3

2NH3 + H2SO 寅4 (NH4) 2SO4

摇 摇 浓碱可使消化液中的硫酸铵分解,游离出氨,借水蒸气将产生的氨蒸馏到一定量、一定

浓度的硼酸溶液中,硼酸吸收氨后使溶液中的氢离子浓度降低,然后用标准无机酸滴定,直
至恢复溶液中原来的氢离子浓度为止,最后根据所用标准酸的摩尔数(相当于待测物中氨的

摩尔数)计算出待测物中的总氮量。

实验器材

摇 摇1郾 50 mL 消化管或 100 mL 凯氏烧瓶 2郾 凯氏定氮蒸馏装置或改进型凯氏定氮仪

3郾 50 mL 容量瓶 4郾 3 mL 微量滴定管

5郾 分析天平 6郾 烘箱

7郾 电炉 8郾 1 000 mL 蒸馏烧瓶

9郾 小玻璃珠 10郾 远红外消煮炉

实验试剂

1郾 消化液(过氧化氢 颐 浓硫酸 颐 水 = 3 颐 2 颐 1)摇 摇 200 mL
2郾 粉末硫酸钾—硫酸铜混合物 摇 摇 16 g
K2SO4 与 CuSO4·5H2O 以 3 颐 1 配比研磨混合。
3郾 30%氢氧化钠溶液 摇 摇 1 000 mL
4郾 2%硼酸溶液 摇 摇 500 mL
5郾 标准盐酸溶液(约 0郾 01 mol / L) 摇 摇 600 mL
6郾 混合指示剂(田氏指示剂) 摇 摇 50 mL
由 50 mL 0郾 1%甲烯蓝乙醇溶液与 200 mL 0郾 1%甲基红乙醇溶液混合配成,贮于棕色瓶

中备用。 这种指示剂酸性时为紫红色,碱性时为绿色,变色灵敏且范围很窄。
7郾 市售标准面粉和富强粉淤各 2 g

操作方法

(一) 凯氏定氮仪的构造和安装

凯氏定氮仪由蒸汽发生器、反应管及冷凝器 3 部分组成(图 1 - 2 - 1)。
蒸汽发生器包括电炉(热源)及一个 1 ~ 2 L 容积的烧瓶。 蒸汽发生器借橡皮管与反应
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摇 图 1 - 2 - 1摇 凯式定氮仪

摇 1—热源;2—烧瓶;3—玻璃管;4—橡皮

摇 管;5—玻璃杯;6—棒状玻璃塞;7—反应

摇 室;8—反应室外壳;9—夹子;10—反应

摇 室中插管;11—冷凝管;12—锥形瓶;
摇 13—石棉网

管相连,反应管上端有一个玻璃杯,样品和碱液可由此加入

到反应室中。 反应室中心有一个长玻璃管,其上端通过反应

室外层与蒸汽发生器相连,下端靠近反应室的底部。 反应室

外层下端有一开口,上有一皮管夹,由此可放出冷凝水及反

应废液。 反应产生的氨可通过反应室上端的细管及冷凝器

通到吸收瓶中,反应管及冷凝器之间借磨口连接起来,防止

漏气。
安装仪器时,先将冷凝器垂直地固定在铁支台上,冷凝

器下端不要距离实验台太近,以免放不下吸收瓶。 然后将反

应管通过磨口连接与冷凝器相连,根据仪器本身的角度将反

应管固定在另一铁支台上,这一点务须注意,否则容易引起

氨的散失及反应室上端弯管折断。 然后将蒸汽发生器放在

电炉上,并用橡皮管把蒸汽发生器与反应管连接起来。 安装

完毕后,不得轻易移动,以免仪器损坏。
(二) 样品处理

某一固体样品中的含氮量用 100 g 该物质(干重)中所

含氮的克数来表示(% )。 因此在定氮前,应先将固体样品中的水分除掉。 一般样品烘干的

温度都采用 105 益,因为非游离的水都不能在 100 益以下烘干。
在称量瓶中称入一定量磨细的样品,然后置于 105 益的烘箱内干燥 4 小时。 用坩埚钳

将称量瓶放入干燥器内,待降至室温后称重,按上述操作继续烘干样品。 每干燥 1 小时后,
称重一次,直到两次称量数值不变,即达恒重。

若样品为液体(如血清等),可取一定体积样品直接消化测定。
精确称取 0郾 1 g 左右的干燥面粉作为本实验的样品。
(三) 消化

取 4 个 100 mL 凯氏烧瓶或 50 mL 消化管并标号。 各加 1 颗玻璃珠,在 1 及 2 号瓶中各

加样品 0郾 1 g,催化剂(K2SO4—CuSO4·5H2O)200 mg,消化液 5 mL。 注意加样品时应直接送

入瓶底,而不要沾在瓶口和瓶颈上。 在 3 及 4 号瓶中各加 0郾 1 mL 蒸馏水和与 1 及 2 号瓶相

同量的催化剂和浓硫酸,作为对照,用以测定试剂中可能含有的微量含氮物质。 每个瓶口放

一个漏斗,在通风橱内的电炉上进行消化于。
在消化开始时应控制火力,不要使液体冲到瓶颈。 待瓶内水汽蒸发完,硫酸开始分解并

放出 SO2 白烟后,适当加强火力,继续消化,直至消化液呈透明淡绿色为止盂。 消化完毕,等
烧瓶中溶物冷却后,加蒸馏水 10 mL(注意慢加,随加随摇)。 冷却后将瓶中溶物倾入 50 mL
的容量瓶中,并以蒸馏水洗烧瓶数次,将洗液并入量瓶,用水稀释到刻度,混匀备用榆。

(四) 蒸馏

(1) 蒸馏器的洗涤。 蒸汽发生器中盛有用几滴硫酸酸化的蒸馏水。 关闭皮管夹,将蒸

汽发生器中的水烧开,让蒸汽通过整个仪器。 约 15 min 后,在冷凝器下端放一个盛有 5 mL
2%硼酸溶液和 1 ~ 2 滴指示剂混合液的锥形瓶。 位置倾斜如图 1 - 2 - 1 所示,冷凝器下端
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完全浸没在液体中,继续蒸汽洗涤 1 ~ 2 min,观察锥形瓶内的溶液是否变色,如不变色则证

明蒸馏装置内部已洗涤干净。 向下移动锥形瓶,使硼酸液面离开冷凝管口约 1 cm,继续通蒸

汽 1 min。 用水冲洗冷凝管口后,用手捏紧橡皮管。 此时由于反应室外层蒸汽冷缩,压力减

小,反应室内凝结的水可自动吸出,进入反应室外层。 最后打开皮管夹,将废水排出。
(2) 蒸馏操作。 取 50 mL 锥形瓶数个,各加 5 mL 硼酸和 1 ~ 2 滴指示剂,溶液呈紫色,用

表面皿覆盖备用。
用吸管取 10 mL 消化液,细心地由蒸馏器小玻璃杯注入反应室,塞紧棒状玻璃塞。 将一

个含有硼酸和指示剂的锥形瓶放在冷凝器下,使冷凝器下端浸没在液体内。
用量筒取 30%的氢氧化钠溶液 10 mL 放入小玻璃杯,轻提棒状玻璃塞使之流入反应室

(为了防止冷凝管倒吸,液体流入反应室必须缓慢)。 尚未完全流入时,将玻璃塞盖紧,向玻

璃杯中加入蒸馏水约 5 mL,再轻提玻璃塞,使一半蒸馏水慢慢流入反应室,另一半留在玻璃

杯中作水封。 加热蒸汽发生器,沸腾后夹紧皮管夹,开始蒸馏。 此时锥形瓶中的酸溶液由紫

色变成绿色。 自变色时起计时,蒸馏 3 ~ 5 min。 移动锥形瓶,使硼酸液面离开冷凝管约 1 cm,
并用少量蒸馏水洗涤冷凝管口外面。 继续蒸馏 1 min,移开锥形瓶,用表面皿覆盖锥形瓶。

蒸馏完毕后,须将反应室洗涤干净,在小玻璃杯中倒入蒸馏水,待蒸汽很足、反应室外层

温度很高时,一手轻提棒状玻璃塞使冷水流入反应室,同时立即用另一只手捏紧橡皮管,则
反应室外层内蒸汽冷缩,可将反应室中残液自动吸出,再用蒸馏水自玻璃杯倒入反应室,重
复上述操作。 如此冲洗几次后,将皮管夹打开,将反应室外层中废液排出。 再继续下一个蒸

馏操作。
待样品和空白消化液均蒸馏完毕后,同时进行滴定。
(3) 滴定。 全部蒸馏完毕后,用标准盐酸溶液滴定各锥形瓶中收集的氨量,硼酸指示剂

溶液由绿色变成淡紫色为滴定终点。
(4) 计算。

总氮量 =
C(V1 - V2) 伊 14

1000 伊 100

W 伊 消化液总量(mL)
测定时消化液总量(mL) 伊 100%

式中摇 C———标准盐酸溶液摩尔浓度;
V1———滴定样品用去的盐酸溶液平均毫升数;
V2———滴定空白消化液用去的盐酸溶液平均毫升数;
W———样品质量(g);
14———氮的相对原子质量。

若测定的样品含氮量部分只是蛋白质,则,
样品中蛋白质含量(% ) = 总氮量 伊 6郾 25

摇 摇 若样品中除有蛋白质外,尚有其他含氮物质,则需向样品中加入三氯乙酸,然后测定未

加三氯乙酸的样品及加入三氯乙酸后样品上清液中的含氮量,得出非蛋白氮及总氮量,从而

计算出蛋白氮,再进一步算出蛋白质含量。
蛋白氮 = 总氮 - 非蛋白氮

蛋白质含量(% ) = 蛋白氮 伊 6郾 25
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思考题

1郾 何谓消化? 如何判断消化终点?
2郾 在实验中加入粉末硫酸钾—硫酸铜混合物的作用是什么?
3郾 固体样品为什么要烘干?
4郾 蒸馏时冷凝管下端为什么要浸没在液体中?
5郾 如何证明蒸馏器是否洗涤干净?
6郾 本实验应如何避免误差?

附注

淤 进行实验时可让部分同学用标准面粉,部分同学用富强粉进行测定。
于 也可在“远红外消煮炉冶内进行消化。
盂 并非所有样品在消化液透明时消化液作用即已完成,另外消化液的颜色亦常因样品成分

的不同而异。 因此,每测一种新样品时,最好先实验一下需多少时间才能使样品中的有机氮全部

变成无机氮,以后即以此时间为标准。 本实验至消化液呈透明淡绿色即消化完全时,需 2 ~3 h。
榆 本实验可分为两次完成,第一次进行消化,第二次进行蒸馏。

实验 3摇 蛋白质脱盐(透析和凝胶过滤)

玉郾 蛋白质的透析

实验目的

学习透析的基本原理和操作。

实验原理

蛋白质是生物大分子,它不能透过透析膜,而小分子物质可以自由透过。 在分离提纯蛋

白质的过程中,常利用透析的方法使蛋白质与其中夹杂的小分子物质分开。

实验器材

摇 摇1郾 透析管或玻璃纸 2郾 烧杯

3郾 玻璃棒 4郾 电磁搅拌器

5郾 试管及试管架 6郾 离心机

7郾 冰箱 8郾 电炉

实验试剂

1郾 1%氯化钡溶液 2郾 硫酸铵粉末

3郾 1 mol / L EDTA 4郾 2% NaHCO3

试读结束，需要全本PDF请购买 www.ertongbook.com


