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内 容 提 要

本书为高等学校实验课程配套教材，主要是为配合环境科学类、环境工程类专业的本科
生同步教学而编写的。本书主要由生物化学实验和生态学实验两部分组成。在生物化学实
验方面，把生物化学理论与实验技术相结合，加强实验课教学，主要内容为生物化学实验方法
和技术原理。在生态学实验方面，着重突出环境因子与环境科学的密切关系。本书多数实验
以教学大纲为版本制定，配合理论教学，培养学生独立思考和操作能力，达到提高实验技能、
巩固理论知识的目的。

本书可作为高等学校环境科学、环境工程、生物科学专业的本科生教材，也可供相关领域
的科技人员参考。
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前 言

随着生物科学技术的发展，生物化学和生态学已成为高等学校环境科学类、环境工程
类等相关专业的重要基础课。

本书为教学实验主导教材。在实验内容上，基本覆盖了目前生物化学领域和生态范
畴内常用的实验方法与实验应用技术。从实验材料准备到实验结果分析，使学生经过一
个完整的实验操作过程，从而达到增加理性认识和感性认识，加强选择分析能力和实验操
作能力。

本书共分六章，第一、二章主要阐述生物化学实验基础方法及技术理论，有生物分离
法、生化分析法及生化制备等。第三章为生物化学实验，从基础实验到重点实验及综合实
验共设 ２３个实验项目。内容明确，由浅入深，立足于学生的动手能力及理论素质的培养。
第四章主要以室内生态环境为主，介绍了对人类有害物质（细菌、化学物质）的检测技术。
第五章为城市生态环境实验，主要内容是城市环境因素对人类危害的测定。第六章为自
然环境条件下的生态检测实验。

全书内容广泛，实用性强，系统地介绍了较前沿的生化实验及生态学应用技术，对学
生将来从事生物科学研究奠定了基础。

本书由哈尔滨工业大学吕春梅、王琨、孙丽欣、张振宇、陈志强、刘彦丽，中国农业科学
院哈尔滨兽医研究所邱冬编写，具体分工为：第一、三章由吕春梅、孙丽欣编写；第二章由
孙丽欣、邱冬编写；第四章由王琨、陈志强、邱冬编写；第五章由张振宇、吕春梅、王琨编写；
第六章由吕春梅、刘彦丽编写，全书由吕春梅主编，杨基先、王爱杰主审。

由于编写人员水平有限，难免存在疏漏及不妥之处，希望使用本书的教师、学生和广
大读者批评指证。

编 者
２００４年 ３月

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



目 录

第一章 生物化学分析方法与实验技术 （１）…………………………………………………
第一节 生物化学分析方法 （１）……………………………………………………………

一、重量法 （１）……………………………………………………………………………
二、化学法 （２）……………………………………………………………………………

三、分光光度法 （６）………………………………………………………………………

四、色谱法 （６）……………………………………………………………………………
五、酶分析法 （７）…………………………………………………………………………

六、生物物质分析法 （７）…………………………………………………………………

第二节 生物化学实验制备方法 （１１）……………………………………………………
一、生物化学制备的特点 （１１）……………………………………………………………

二、溶剂提取 （１１）…………………………………………………………………………

三、生物制备中的沉淀法 （１２）……………………………………………………………
四、生物制备中的萃取法 （１３）……………………………………………………………

五、生物制备中的结晶 （１４）………………………………………………………………
六、生物制备中的代谢研究方法 （１５）……………………………………………………

第三节 生物化学实验技术 （１６）…………………………………………………………

一、离心技术 （１６）…………………………………………………………………………
二、层析技术 （１８）…………………………………………………………………………

三、电泳技术 （２２）…………………………………………………………………………

第二章 生物化学实验常用仪器的使用方法 （２８）…………………………………………
第一节 ＴＯＣ测定仪的使用 （２８）…………………………………………………………

一、用途 （２８）………………………………………………………………………………

二、测定方法 （２８）…………………………………………………………………………
三、仪器构造 （２９）…………………………………………………………………………

四、样品的配制及保存 （２９）………………………………………………………………

·１·



五、标样及样品测定 （２９）…………………………………………………………………
六、使用 ＴＯＣ － Ｖ的要点 （３０）……………………………………………………………

第二节 ＣＯＤ快速测定仪的使用 （３０）……………………………………………………
一、测定原理 （３０）…………………………………………………………………………
二、主要技术性能 （３０）……………………………………………………………………
三、准备工作 （３１）…………………………………………………………………………

四、实验操作 （３１）…………………………………………………………………………
五、注意事项 （３２）…………………………………………………………………………

第三节 ７５２型紫外光栅分光光度计的使用 （３２）………………………………………
一、仪器的主要用途及特点 （３２）…………………………………………………………
二、仪器的主要技术指标及规格 （３２）……………………………………………………
三、仪器的工作原理 （３３）…………………………………………………………………

四、仪器的基本结构 （３４）…………………………………………………………………
五、仪器的安装要求 （３５）…………………………………………………………………
六、仪器的操作方法及注意事项 （３６）……………………………………………………
七、仪器的维护 （３７）………………………………………………………………………
八、故障检修 （３８）…………………………………………………………………………

第四节 常用恒温箱的使用方法 （３９）……………………………………………………
一、恒温箱的分类与结构 （３９）……………………………………………………………
二、恒温箱的正确使用方法 （４０）…………………………………………………………

第三章 生物化学常用实验 （４１）……………………………………………………………
第一节 糖化实验 （４１）……………………………………………………………………
实验一 鉴定糖的呈色反应 （４１）………………………………………………………

实验二 糖的还原作用及总糖含量的测定 （４５）………………………………………
实验三 蒽酮比色法测定糖原含量 （４９）………………………………………………
实验四 碘测法的多糖实验 （５１）………………………………………………………
实验五 用糖的旋光性测定糖的浓度 （５３）……………………………………………
实验六 二硝基水杨酸比色法测定总糖含量 （５５）……………………………………

第二节 蛋白质生化实验 （５８）……………………………………………………………
实验一 蛋白质的呈色反应 （５８）………………………………………………………
实验二 蛋白质的沉淀反应 （６２）………………………………………………………

·２· 生物化学及生态学实验技术



实验三 测定蛋白质浓度的方法 （６４）…………………………………………………
实验四 蛋白质的变性实验 （７０）………………………………………………………
实验五 蛋白质相对分子质量的测定———葡聚糖凝胶薄层层析法 （７２）……………
实验六 纸层析法分离鉴定氨基酸 （７５）………………………………………………

第三节 遗传物质生化实验 （７９）…………………………………………………………
实验一 定磷法测定核酸含量 （７９）……………………………………………………

实验二 紫外吸收法测定核酸 （８２）……………………………………………………
实验三 稀碱法分离提取 ＲＮＡ － Ａ （８３）………………………………………………
实验四 稀碱法分离提取 ＲＮＡ － Ｂ （８５）………………………………………………
实验五 碱变性法对 ＤＮＡ的提取 （８７）…………………………………………………
实验六 植物细胞中 ＤＮＡ的提取 （９０）…………………………………………………
实验七 琼脂糖凝胶电泳法测 ＤＮＡ含量 （９２）…………………………………………

第四节 酶的生化基础实验 （９４）…………………………………………………………
实验一 酶的基本性质实验 （９４）………………………………………………………
实验二 辅酶Ⅰ的测定 （１００）……………………………………………………………
实验三 乳酸脱氢酶 －辅酶的测定 （１０１）………………………………………………
实验四 酵母醇脱氢酶的测定 （１０３）……………………………………………………

第四章 室内环境生态实验 （１０７）……………………………………………………………
第一节 室内空气微生物检测 （１０７）………………………………………………………
实验一 撞击法检测室内空气微生物 （１０７）……………………………………………
实验二 沉降法检测室内空气微生物 （１１０）……………………………………………
实验三 室内灰尘中螨虫的检测 （１１１）…………………………………………………

第二节 室内空气中化学物质检测实验 （１１３）……………………………………………

实验一 空气中甲醛的测定 （１１４）………………………………………………………
实验二 空气中二氧化硫的测定 （１１７）…………………………………………………
实验三 室内换气率的测定 （１２４）………………………………………………………

第五章 城市生态环境实验 （１２７）……………………………………………………………
第一节 城市空气中有毒物质检测 （１２７）…………………………………………………

实验一 重量法测定大气中的飘浮颗粒 （１２７）…………………………………………
实验二 空气中一氧化碳的测定 （１２９）…………………………………………………
实验三 空气中二氧化碳的测定 （１３５）…………………………………………………

·３·目 录



实验四 空气中二氧化氮的测定 （１３８）…………………………………………………
实验五 城市大气中铅的测定 （１４５）……………………………………………………

第二节 城市生态其他类型实验 （１５２）……………………………………………………
实验一 城市噪声的监测 （１５２）…………………………………………………………
实验二 城市生活垃圾特性的测定 （１５６）………………………………………………

第六章 自然环境生态实验 （１６７）……………………………………………………………
第一节 自然环境中生态因子对微生物的作用 （１６７）……………………………………
实验一 温度因子对微生物的生态作用 （１６７）…………………………………………
实验二 酸碱性对微生物的生态作用 （１７０）……………………………………………
实验三 地表水中微生物数量的测定 （１７２）……………………………………………

第二节 其他类生态实验 （１７４）……………………………………………………………
实验一 微生物法检测土壤污染 （１７４）…………………………………………………
实验二 利用指示性植物监测大气二氧化硫污染 （１７７）………………………………
实验三 紫外线鉴别分离黄曲霉菌群毒性的实验 （１８０）………………………………
实验四 太阳辐射量及光照强度的测定 （１８２）…………………………………………

参考文献 （１８５）…………………………………………………………………………………

·４· 生物化学及生态学实验技术

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



第一章 生物化学分析方法与实验技术
对于任何一种生物，要从细胞中提取某种特定成分，或测定某种生化物质的含量或活

性，必须采用各种有效的生物化学方法。即使是同一种生化物质，同时有多种分析方法可
供选择，但任何一种方法，都有其各自的优缺点和一定的适用条件。选用哪种方法会对实
验有利，取决于实验基质。生物化学以生物高分子为主要研究对象，本章结合测定问题，
介绍几种实验分析方法及实验技术。

第一节 生物化学分析方法

一、重量法
重量法又称重量分析法，是通过一定的方法和程序，从参试样本中，提取或纯化某一

种成分，并求出其在样本中所占比例。现以粗脂肪的定量测定为例，说明重量法的应用。
根据类脂及其水解产物都不溶于水，且溶于脂溶性溶剂的原理，可用脂溶性溶剂从试

样中把脂类物质提出来，蒸去溶剂，根据其质量可计算出试样中的含油量。

１ ．实验仪器及实验样品
（１）恒温干燥烘箱；
（２）分析天平；
（３）粉碎机；
（４）研钵；
（５）磨口瓶；
（６）４０目筛；
（７）大豆、花生或蓖麻籽等。

２ ．实验操作
备用样的制备：大豆、花生各取 ３０ ｇ，１０５ ℃烘干 １ ｈ，粉碎，装入磨口瓶中为备用试样。
称取备用试样 ２ ～ ４ ｇ两份（含油 ０ ．７ ～ １ ｇ），精确至 ０ ．００１ ｇ，置于（１０５ ± ２）℃烘箱中干

燥 １ ｈ取出，放入干燥器内冷却至室温。此时要测冷却至室温的备用试样的水分，将备用
试样放入研钵内研细，必要时可加石英砂助研。用角勺将研细的试样移入干燥的滤纸筒
内，取少量脱脂棉蘸乙醚抹净研钵、研锤和角勺上的试样、油迹，一并投入滤纸筒内，在试
样上表层覆以脱脂棉，然后将滤纸筒放入索氏抽提器的抽提管内。
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在装有 ２ ～ ３粒浮石并已烘至恒重的洁净的抽提瓶内，加入瓶体约 １ ／ ２的无水乙醚，
把抽提器各部分连接起来，通入冷却水，在水浴上进行抽提。调节水浴温度，使冷凝下滴
的乙醚为 １８０滴 ／ ｍｉｎ即每秒 ３滴。抽提时间一般需 ８ ～ １０ ｈ，含油量高的作物种子应延长
抽提时间，至抽提管内的乙醚用滤纸试验无油迹时停止。

抽提完毕后，从抽提管中取出滤纸筒，将承接烧瓶与蒸馏装置连接好，在水浴上蒸馏
回收抽提瓶中的乙醚。取下抽提瓶，在沸水浴上蒸去残余的乙醚，然后将盛有粗脂肪的抽
提瓶放入（１０５ ± ２）℃烘箱中，烘 １ ｈ，取出存放于干燥器中冷却至室温（约 １ ｈ）后称重，精
确至 ０ ． ００１ ｇ，再烘干 ３０ ｍｉｎ，冷却后称重，直至恒重。抽提瓶增加的质量即为粗脂肪质
量。抽出的油应是清亮的，否则应重做，结果计算式为

ｗ（粗脂肪，干基）＝ 粗脂肪质量
试样质量（１ － ｗ水）

× ％

ｗ（带壳油料种子粗脂肪）＝ ｗ（种仁粗脂肪）×出仁率
平行测定的结果用算术平均值表示，保留小数后 ２位。平行测定结果的相对误差，大

豆不得大于 ２％，油料作物种子不得大于 １％。
除了脂类可用重量法测定外，棉花、麻类、饲料、食品中的纤维素也可用重量法测定。

现在有了半自动的纤维分析仪，同时可处理 ６个样品，分析效率可以大幅度提高。

二、化学法
化学分析方法是建立在一种物质和另种物质发生的化学反应之上的。任何物质的化

学分析方法都必须遵守物质的量规则，物质的量规则是指在化学反应中，消耗了的两反应
物的物质的量相等，用公式表示为

ｎＢ ＝ ｎＴ
以下为凯氏定氮法测定蛋白质的方法，以此来说明化学分析在生化分析中的应用。
１ ．实验仪器
（１）凯氏烧瓶：５０ ｍＬ，４个；
（２）锥形瓶：５０ ｍＬ，５个；
（３）微量滴定管：５ ．００ ｍＬ，１支；
（４）吸量管：１ ｍＬ、２ ｍＬ，各 １支；
（５）量筒：１０ ｍＬ，２支；
（６）表面皿：数个；
（７）远红外消煮锅：１台；
（８）改良式凯氏蒸馏仪：１台；
（９）煤气灯：１个。
２ ．实验试剂
（１）混合指示剂储备液：取 ５０ ｍＬ 体积分数为 ０ ． １％的甲烯蓝 － 无水乙醇溶液于
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２００ ｍＬ体积分数为 ０ ． １％的甲基红 －无水乙醇溶液混合，贮于棕色瓶中备用。本质记载
的 ｐＨ值为 ５ ．２时为紫红色；ｐＨ值为 ５ ．４时是暗蓝色（或灰色）；ｐＨ值为 ５ ． ６时是绿色，变
色点 ｐＨ值是 ５ ．４，所以指示剂的变色范围很窄，极其灵敏。
（２）硼酸指示剂混合液：取 １００ ｍＬ质量分数为 ２％的硼酸溶液，滴加混合指示剂贮备

液，摇匀后，溶液呈紫色即可（约加 １ ｍＬ混合指示剂贮备液）。
（３）浓硫酸：Ｈ２ＳＯ４；
（４）氢氧化钠溶液：ｗ（ＮａＯＨ）＝ ３％；
（５）硼酸溶液：ｗ（Ｈ３ＢＯ３）＝ ２％；
（６）盐酸标准溶液：浓度为 ０ ．０１０ ０ ｍｏｌ ／ Ｌ；
（７）硫酸钾 －硫酸铜混合物粉末：Ｋ２ＳＯ４ ∶ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ＝ ５∶１；
（８）硫酸铵标准溶液：（ＮＨ４）２ＳＯ４，氮的质量浓度为 ０ ．３ ｍｇ ／ ｍＬ；
（９）牛血清蛋白。

３ ．实验操作
（１）样品的准备：称取牛血清清蛋白 ５０ ｍｇ ２ 份，加入两凯氏烧瓶中，标记为 １ 号、

２号，注意将样品加到烧瓶底部，勿沾于瓶颈。３、４号凯氏烧瓶中为空白对照，不加样品。
在以上 ４个凯氏烧瓶中加入约 ５００ ｍｇ硫酸钾 －硫酸铜混合物粉末，再加 ５ ｍＬ浓硫酸。
（２）消化：将以上 ４个烧瓶放到远红外消煮锅上进行消化。先调到低功率挡进行加热

煮沸，首先看到烧瓶内物质碳化变黑，并产生大量泡沫，此时要特别注意，不能让黑色物质
上升到烧瓶颈部，否则将严重影响样品的测定结果。当混合物停止冒泡，蒸汽与二氧化硫
也均匀地放出时，将功率挡调到使瓶内流体微微沸腾之处。假如在瓶颈上发现有黑色颗
粒，应小心地将烧瓶倾斜振摇，用消化液将它冲洗下来。在消化时要常转动烧瓶，使全部
样品都浸泡在硫酸内，以便在微沸的硫酸中不断消化，消化液在轻度回流的状况下大约维
持 ２ ～ ３ ｈ。待消化液变成褐色后，为了加速完成消化，略微冷却后将质量分数为 ３０％的
氢氧化钠 １ ～ ２滴加到瓶底消化液中，再继续消化，直到消化液由淡黄色变成清晰的淡蓝
绿色，消化即告完成。为了保证反应的彻底完成，继续消化 １ ｈ。消化完毕，把烧瓶冷却至
室温。
（３）蒸馏：

①凯氏蒸馏仪的洗涤（图 １ ．１）：取 ５个 ５０ ｍＬ的锥形瓶，各加 ５ ｍＬ质量分数为 ２％的
硼酸指示剂混合液（应呈紫红色），用表面皿覆盖备用。

打开夹子 ７，使冷水流入蒸汽发生器内球体 ２ ／ ３量后关闭夹子 ７。将电炉子放到蒸汽
发生器 ２下面加热，此时夹子 ３和 ８处于关闭状态，蒸汽通过反应室 １到冷凝器 ４外腔，
凝成水滴洒落于盛混合液的三角瓶 ９中。当蒸汽洗涤反应约 １０ ｍｉｎ后，移去三角瓶，放上
另一个盛混合液的三角瓶，保证冷凝管末端连接的小玻璃管完全浸于液体内。继续蒸馏
１ ～ ２ ｍｉｎ，观察三角瓶内的溶液是否变色，如不变成鲜绿色而是变成灰色或暗色，则表明
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图 １．１ 改良式凯氏蒸馏仪
１—反应室；２—蒸汽发生器；３—加样口（小漏斗）并附夹子；４—冷凝器；５—冷凝水入口；６—冷凝水

出口；７—夹子；８—夹子（废液排出口）；９—锥形瓶；１０—出样口；１１—电炉子

反应室内部已干净。移动三角瓶使混合液离开管口约 １ ｃｍ，继续蒸馏 １ ｍｉｎ，最后用水冲
洗管外口，移开电炉子，准备下一步把消化液加入反应室内。

②消化样品及空白的蒸馏：将冷却后的消化液加水稀释到刻度 ５０ ．０ ｍＬ摇匀备用。
打开夹子 ８，放掉蒸汽发生器中的热水，然后关闭夹子 ８，打开夹子 ７，使冷水流入蒸汽

发生器内球体 ２ ／ ３量后关闭夹子 ７。这一步操作对加样时避免样品经出样口 １０抽出反应
室是很关键的。打开夹子 ３，取 ２ ｍＬ稀释消化液自加样口 ３加入反应室 １，关闭夹子 ３。
另取一个盛混合液的三角瓶斜接在冷凝管的下端。取质量分数为 ３０％的氢氧化钠溶液
约 １０ ｍＬ，放入加样口的小漏斗中，微开夹子 ３，使氢氧化钠慢慢流入反应室，当未完全流
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尽时，关闭夹子 ３，向小漏斗加入 ３ ｍＬ蒸馏水，再微开夹子 ３，使一半的蒸馏水流入反应
室，关闭夹子 ３，一半的蒸馏水留在小漏斗中作水封。将电炉子放回蒸汽发生器下面，继
续加热蒸馏，三角烧瓶中溶液有紫红色变成鲜绿色，自变色起开始记时，蒸馏 ５ ｍｉｎ，然后
使液面离开冷凝管口约 １ ｃｍ，并用少量蒸馏水洗涤冷凝管口外周，继续蒸馏 １ ｍｉｎ。用表
面皿覆盖三角瓶，待其余样品蒸馏完毕后，一同滴定。

③标准样品的练习：在蒸馏样品及空白前，为了练习蒸馏和滴定操作，可用标准硫酸
铵溶液试做实验 ２ ～ ３次。标准硫酸铵的含氮量是 ０ ．３ ｍｇ ／ ｍＬ，每次试验取 ０ ．２ ｍＬ。

④蒸馏后蒸馏仪的洗涤：样品蒸馏完毕后，挪开锥形瓶及电炉子，随即自加样口较快
地倒入一些冷蒸馏水，反应室外的空气骤然冷缩，反应室内的废液被迅速从出样口 １０抽
出，打开夹子 ７，排除蒸汽发生器内废液，并关闭夹子 ８。在自加样口加一些冷蒸馏水，打
开夹子 ６，冷水在流入，关闭夹子 ６，打开夹子 ７，使冷水尽量多的流入蒸汽发生器内，但不
要超过出样口 １０，关闭夹子 ７，打开夹子 ８，使冷水排除。此时，由于蒸汽发生器内的空气
压力降低较多，反应室中冷水又自动抽出。如此反复几次，即可排尽反应废液及洗涤废
液。在操作过程中，将冷凝水自入口 ５接入，冷凝水出口 ６始终敞开，冷凝水自排。
（４）样品的滴定：全部蒸馏完毕后，用 ０ ．０１０ ０ ｍｏｌ ／ Ｌ标准盐酸溶液滴定各锥形瓶中收

集的氨量，直至硼酸指示剂混合液由绿色变回淡紫色，即为滴定终点。
（５）实验结果处理：每一种蛋白质都有其恒定的含氮量。各种蛋白质含量变幅在

１４％ ～ １８％之间，平均为 １６％。当样品在浓硫酸中加热时，样品中蛋白质的氮变成铵盐状
态。在强碱条件下将氨蒸出，用加有混合指示剂的硼酸吸收蒸出的氨，以标准硫酸滴定硼
酸吸收的氨，恢复硼酸吸收氨之前原有的氢离子浓度。根据标准酸消耗量，即可求出蛋白
质的含氮量，再乘以 １６％的倒数 ６ ．２５，即可求出样品中蛋白质的含量。

凯氏法中有关反应为

有机样品 ＋浓 Ｈ２ＳＯ４
△
→催化剂
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ＋ Ｈ３ＰＯ４ ＋ ＣＯ２↑ ＋ ＳＯ２↑ ＋ ＳＯ３↑

（ＮＨ４）２ＳＯ４ →＋ ２ＮａＯＨ ２ＮＨ４ＯＨ ＋ Ｎａ２ＳＯ４

ＮＨ４ＯＨＯＨ － Ｈ２Ｏ ＋ ＮＨ３↑
ＮＨ３ ＋ Ｈ３ＢＯ →３ （ＮＨ４）Ｈ２ＢＯ３

２（ＮＨ４）Ｈ２ＢＯ３ ＋ Ｈ２ＳＯ →４ （ＮＨ４）２ＳＯ４ ＋ ２Ｈ３ＢＯ３

结果计算

ｗ（样品的蛋白质）／ ％ ＝
（ＶＳ － ＶＣＫ）× ＣＨ２ＳＯ４

× １４ × ６．２５
Ｗ × ２ × １ ０００ × １００

式中 ＶＳ———滴定样品用去标准硫酸的体积（ｍＬ）；
ＶＣＫ———滴定空白用去标准硫酸的体积（ｍＬ）；
ＣＨ２ＳＯ４

———Ｈ２ＳＯ４的浓度（ｍｏｌ ／ Ｌ）；
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Ｗ———样品的质量（ｇ）。

三、分光光度法
分光光度法是利用物质所特有的吸收光谱的特性，来测定其物质含量的一种方法。
由于分光光度法具有灵敏度高，操作简便、精确、快速，对于复杂的组分系统，勿需分

离即可检测出其中所含的微量组分的特点，因此分光光度法早已成为生物化学研究中广
泛使用的分析方法。

还原糖的测定是生化分析中经常做的项目，最方便的方法就是分光光度法。在碱性
条件下，显色剂 ３，５ －二硝基水杨酸与还原糖共热后被还原成棕红色氨基化合物，在一定
范围（５０ ～ １００μｇ）内还原糖的量与显色后溶液的颜色强度成比例关系，因此利用分光光
度法可测定样品中还原糖的含量。

为了获得吸光度与浓度之间的线性关系，在利用分光光度法进行测定时应该注意：
（１）分光光度计应有很好的分光或滤光性能，这是因为朗伯 －比尔定律只适用单色

光。
（２）吸光度值应控制在 ０ ．０５ ～ １ ．０范围之内，否则应适当稀释溶液或换用光径更小的

比色杯。
（３）正确选用参比溶液。当显色剂及其他试剂均无色，而被测溶液中又无其他离子

时，可用蒸馏水作参比溶液。如显色剂本身具有颜色，则用显色剂作对照。如显色剂本身
无色，而被测溶液中有其他有色离子时，则用不加显色剂的被测溶液作对照。

四、色谱法
色谱法是用来分离混和物中各组分的方法，是由固定相和流动相两部分组成。
流动相原理，是以流动相流过加有样品的固定相时，由于各组分在两相之间的浓度比

例不同，就会以不同速度移动而互相分离开来。流动相是气体时为气相色谱，为液体时称
液相色谱。

固定相可以只是固体，也可以是被固体或凝胶体所支持的液体，固定相在装入柱中被
展成薄层或涂成薄膜，称为色谱床。

色谱法的基本作用是实现混合物中各组分的有效分离，完成定性分析。纸色谱法、薄
层色谱法、薄膜色谱法都能胜任定性分析，但要实现高分辨率的分离或准确进行各组分的
定量分析，它们就不能满足需要了。尽管可以采用洗脱比色或用薄层扫描仪处理显色后
的图谱，但最多能做到半定量。随着离子交换色谱仪（如氨基酸自动分析仪）、高效液相色
谱仪、气相色谱仪和毛细管电泳仪的出现及逐渐完善，生化物质的分离和定量分析可以在
很短时间内准确完成。

离子交换色谱法主要用来分离极性较强、电离度大的混合物。氨基酸分析仪是用离
子交换色谱法分析氨基酸组分及含量的专用液相色谱仪。在酸性条件下，氨基酸多元混
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合物首先与离子交换树脂上的钠离子发生交换而被结合。然后用不同酸碱洗脱液分段洗
脱，酸性、中性和碱性氨基酸顺次流出，而且每种氨基酸在固定条件下洗脱时间是固定的。
流出的氨基酸在混合室内与茚三酮混合，流经加热的反应螺旋管时充分反应显色，再流经
专用分光光度计比色，在记录仪上绘出各种氨基酸出峰图谱，积分仪打印出分析结果，可
以同时做出定性、定量分析。

五、酶分析法
酶法分析最主要的优点在于选择性强，不受体系中共存物质干扰，灵敏度高，可测定

到０ ．０１ ～ １０μｇ这样微量的物质。随着多种酶试剂的商品化和固相酶的出现，以及快速而
准确的酶法分析自动化技术的出现，酶法分析日益得到广泛应用。

酶只是一种生物细胞产生的，以蛋白质为主要成分的生物催化剂。酶促反应具有高
度的专一性，包括底物专一性和反应专一性。这种选择性会使酶在很低的浓度下，都能实
现较高的催化能力。酶分析法用途很广，对反应底物、激活剂、抑制剂及酶本身都可进行
测定。

酶种类和酶的反应类型很多，不同的反应过程各不相同。酶分析法测定主要有两类：
化学方法和仪器方法。

１ ．化学方法
为了跟踪一个酶反应的进程，必须检测其中某一反应物或反应产物的浓度随时间而

变化的程度。在化学方法中，反应的跟踪是定时地从反应混合物中取出一定样品，测定其
中某一反应物或产物的变化值。取样后可用下列的其中一个方法来终止酶反应。
（１）加入一种能与底物结合的化合物或酶的抑制剂。
（２）使样品突然冷却，钝化酶的活性。
（３）将样品迅速置入沸水浴中使酶失活。
（４）凡对酸碱敏感酶，可利用突然加入酸或碱来改变 ｐＨ，终止酶活性。

２ ．仪器分析方法
如果不取样就能连续地检测化学反应，那当然是更理想的。应运而生的各种仪器方

法，就具有这种特点。仪器方法大致有两类：一类是跟踪某些反应物的消失或反应产物的
出现，直接利用它的理化性质加以检测；另一类是使用耦联反应体系，进行间接检测。常
用的仪器方法有测压法、分光光度法、旋光测定法、电化学法、荧光法和放射化学法。

六、生物物质分析法
在参加实验的生物材料中，有机化合物的种类很多，因此涉及的生物物质分析方法也

很多，但主要有两种。

１ ．碳水化合物分析方法
碳水化合物的测定有物理方法和化学方法，但以化学分析法更为常用。在化学分析
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法中，还原糖的测定是最基本的，因为非还原糖及多糖等的分析，是经过水解将其转化为
还原糖来测定并以还原糖来表示其含量的，即

ｗ（总碳水化合物）＝ １００ －［ｗ（水分）＋ ｗ（粗蛋白）＋ ｗ（粗脂肪）＋ ｗ（粗灰分）］
（１）可溶性糖的测定：可溶性糖易溶于水和乙醇溶液。水果、蔬菜等样品可用水直接

提取，含淀粉和葡萄糖较多的样品需用体积分数为 ８０％的乙醇溶液提取。
用水提取可溶性糖时，先将样品研成糊状或粉状，加一定量蒸馏水，在 ７０ ～ ８０ ℃水浴

上加热 １ ｈ。为防止多糖被酶解，可加入少量氯化汞（ＨｇＣｌ２）。样品含有机酸较多时，应先
调节 ｐＨ值至中性，再加热提取，可避免低聚糖被有机酸部分水解。最后用水定容至一定
体积，过滤，取滤液测糖。

当用体积分数为 ８０％的乙醇溶液提取可溶性糖时，回流提取 ３次，每次 ３０ ｍｉｎ。合并
提取液，蒸去乙醇，以水定容至一定体积，测糖。

为了除去蛋白质等干扰物质，可用质量分数为 １０％的醋酸铅中性溶液处理可溶性糖
提取液，冷却后过滤。用饱和硫酸钠沉淀滤液中多余的铅，过滤后定容至一定体积，再进
行糖的测定。

具体方法有：３，５ －二硝基水杨酸（ＤＮＳ）比色法；蒽酮比色法；地衣酚 －硫酸比色法。
（２）淀粉的测定：很多生物物质都含有一定量的淀粉，淀粉的主要成分为葡萄糖聚合

成的高分子化合物，由于结构不同，决定了不同的淀粉，其性质也不同，但多数都溶于水，
遇碘呈蓝色或深紫色。

淀粉可直接被酸水解生成葡萄糖或酶水解生成麦芽糖和糊精，再经酸水解生成葡萄
糖，这是淀粉经酶或酸水解后测定还原糖计算淀粉含量的理论基础。另外，淀粉经分散和
酸解后具有一定的旋光性，是旋光法测定淀粉含量的基础。由于半纤维素也容易被酸水
解产生还原糖，所以用直接水解法测定淀粉，会使测定结果偏高。

①ＣａＣｌ２ － ＨＡｃＯ浸提 －旋光法：其原理为淀粉可用 ＣａＣｌ２ － ＨＡｃＯ（相对密度为 １ ． ３，ｐＨ
值为 ２ ．３）为分散和液化剂，在一定的酸度和加热条件下，使淀粉溶解和部分酸解，生成具
有一定旋光性的水解产物，用旋光计测定之。用此法时，各种淀粉的水解产物的比旋指定
为 ２０３，计算式为

ｗ（淀粉）／ ％ ＝ α× １００
ｍ × ｌ × ２０３ × １００

式中 α———旋光角度的读数；
ｌ———旋光管长（ｄｍ）；
ｍ———样品质量（ｇ）；
２０３———淀粉的比旋。

②淀粉糖化酶 －酸水解法：其原理为样品经脱脂、脱（可溶性）糖后，加入淀粉酶糖化，
冷却后用中性醋酸铅除蛋白，糖化液（含糊精和麦芽糖）再用盐酸水解，淀粉最终转化为葡
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萄糖，测定还原糖的量，结果有两种表示方法，即

ｗ（还原糖）／ ％ ＝ 还原糖（ｍｇ）×样液总体积
样品质量（ｍｇ）×测定取用体积 × １００

或 ｗ（淀粉）＝ ｗ（还原糖）× ０．９
以上两种方法测得的是样品中淀粉的总量。如果要了解样品中直链淀粉和支链淀粉

各自的含量，可用双波长比色法测定。
（３）果胶物质的测定：果胶物质是一些复杂的胶态的碳水化合物衍生物，是一种植物

胶，主要成分是半乳糖醛酸及其甲酸。
根据结构和某些性质，果胶质分为水不溶解的原果胶和能溶于水的果胶酸及果胶酯

酸。将这两类果胶质从样品中分别提取出来，加入氯化钙生成不溶于水的果胶酸钙，测其
质量后换算成果胶质的质量。所以果胶物质的测定一般都选用重量法。

新鲜样品：称取磨碎的样品 ５０ ｇ，置于 １ ０００ ｍＬ烧杯中，加入 ０ ． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ的 ＨＣｌ溶液
４００ ｍＬ，在 ８０ ～ ９０ ℃加热 ２ ｈ，加热时随时补充蒸发损失的水分。冷却后，移入 ５００ ｍＬ容
量瓶，加水定容。过滤，收集滤液并记录滤液容积。

干燥的样品：称 ６０ 目的干样 ５ ｇ，置于 ２５０ ｍＬ 三角瓶中，加入加热至沸腾的
０ ．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ的 ＨＣｌ 溶液 １５０ ｍＬ，连接冷凝器，加热回流 １ ｈ，冷却至室温，用水定容至
２５０ ｍＬ，摇匀，过滤，收集滤液并记录滤液容积。

水溶性果胶物质：将样品研碎，若新鲜样品，则应准确称取 ３０ ～ ５０ ｇ；若是干燥样品，
则应准确称取 ５ ～ １０ ｇ。以 １５０ ｍＬ水将样品移入 ２５０ ｍＬ烧杯中，加热至沸腾，保持１ ｈ。
加热时随时补足蒸发所损失的水分，最后把杯内物质全部移入 ２５０ ｍＬ容量瓶内，加水定
容。过滤，收集滤液并记录滤液容积。

测定过程：

①吸取一定量滤液（其量相当于能生成果胶酸钙约 ２５ ｍｇ），放入 １ ０００ ｍＬ烧杯中。
中和后，加水至 ３００ ｍＬ，再加入 ０ ．１ ｍｏｌ ／ Ｌ的 ＮａＯＨ溶液 １００ ｍＬ，充分搅拌，放置过夜以皂
化（脱去甲氧基，使生成果胶酸钠）。

②加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ的 ＮａＯＨ溶液 ５０ ｍＬ，５ ｍｉｎ后，加入 ０ ．１ ｍｏｌ ／ Ｌ的 ＣａＣｌ２溶液 ２５ ｍＬ，然
后，一边滴加 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ的 ＣａＣｌ２溶液 ２５ ｍＬ，一边充分搅拌，放置 １ ｈ。

③把放置 １ ｈ后的样品加热 ５ ｍｉｎ，趁热以直径为 １１ ｃｍ的折叠滤纸过滤，用热水洗涤
至不含有氯化物。

④用热水把滤纸上的沉淀无损地洗入原先的烧杯中，加热煮沸数分钟，用已知质量的
玻璃砂心漏斗（１ Ｇ２）过滤，在 １０５ ℃烘 １ ．５ ｈ后称重。再放入烘箱继续干燥至恒重为止。

结果处理：
结果有两种表示方式，即
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ｗ（果胶酸钙）／ ％ ＝
（ｍ１ － ｍ２）× Ｖ

Ｖ１ × ｍ × １００

ｗ（果胶酸）／ ％ ＝
０ ．９２３ ３ ×（ｍ１ － ｍ２）× Ｖ

Ｖ１ × ｍ × １００

式中 ｍ１———果胶酸钙质量和玻璃砂心漏斗质量（ｇ）；
ｍ２———玻璃砂心漏斗质量（ｇ）；

ｍ———样品质量（ｇ）；
Ｖ１———用去提取液的体积（ｍＬ）；

Ｖ———提取液总容积（ｍＬ）；
０ ．９２３ ３———由果胶酸钙换算成果胶酸的系数，果胶酸钙的实验式定为Ｃ１７Ｈ２２Ｏ１６Ｃａ，

其中钙的质量分数约为 ７ ．６７％，果胶酸的质量分数约为 ９２ ．３３％。

２ ．核酸分析法
核酸可分为 ＤＮＡ、ＲＮＡ，由于结构不同所以性质也不同。对于核酸的定量分析法有两

种。一种是测定一定量生物材料中的 ＤＮＡ、ＲＮＡ的含量；另一种是对 ＤＮＡ、ＲＮＡ纯度的测
定。
（１）紫外吸收法：最常用的核酸定量法为紫外吸收法。天然核酸分子中，由于各种碱

基中存在共轭双键，在 ２４０ ～ ２８０ ｎｍ段有极大吸收。纯核酸的紫外吸收高峰为 ２６０ ｎｍ，吸
收低谷为 ２３０ ｎｍ。在一定限度内（１０ ～ ２０μｇ ／ ｍＬ），Ａ２６０值与核酸浓度成正比，但 ＲＮＡ和
ＤＮＡ的比消光系数不同：ＲＮＡ（１μｇ ／ ｍＬ）的 Ａ２６０ ＝ ０ ．０２２；ＤＮＡ（１μｇ ／ ｍＬ）的 Ａ２６０ ＝ ０ ．０２０。

因此，根据样品的 Ａ２６０，可以定量测定核酸（天然大分子）。
上述核酸分离程序中，实际上制得的是单核苷酸溶液，对于 ＲＮＡ来说，Ａ２６０增加１ ．１ ～

１ ．５倍，ＤＮＡ的 Ａ２６０增加 １ ．３ ～ １ ．４倍。所以，在分析计算时不能简单地利用高分子核酸的
比消光系数，应该在做样品的同时，做 ＲＮＡ和 ＤＮＡ标样的水解，分别测出各自的比消光
系数，再行计算。
（２）对 －硝基苯肼法：在核酸酸解液中，加入体积分数为 ５％的三氯乙酸及对 －硝基

苯肼，煮沸２０ ｍｉｎ，冷却后加乙酸乙酯，振荡，离心，弃去上层有机相，取水层溶液 ３ ． ０ ｍＬ，
加 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠 １ ．０ ｍＬ显色，定容至 ５ ．０ ｍＬ，测 Ａ５６０。此法专一性强，核糖、ＲＮＡ水解
物及蛋白质（各 １ ｍｇ以下）共存时均无干扰，并且不经脱脂程序，对 ＤＮＡ定量也无影响。

对于纯的核酸制备物，存在如下数量关系，５０μｇ ／ ｍＬ的双链 ＤＮＡ、３７μｇ ／ ｍＬ的单链
ＤＮＡ、４０μｇ ／ ｍＬ的单链 ＲＮＡ、２０μｇ ／ ｍＬ的单链寡聚核苷酸其 Ａ２６０ ＝ １，据此用紫外吸收法来
计算核酸样品的浓度（大于 ０ ．２５ ｇ ／ ｍＬ）。

分光光度法不但能测定核酸的浓度，还可以通过测定 Ａ２６０ ／ Ａ２８０比值，估计其核酸的纯
度。ＤＮＡ的比值为 １ ．８，ＲＮＡ的比值为 ２ ．０。酶、蛋白质的存在会导致 Ａ２６０ ／ Ａ２８０比值降低。
若 ＤＮＡ的 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ ＞ １ ．８，说明制剂中存在 ＲＮＡ，需要考虑用 ＲＮＡ酶处理样品，提高 ＤＮＡ
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