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                                  内容提要
 
    全书分糖类、脂类、蛋白质及氨基酸、核酸、酶、维生素、代谢等七部分，共56个实验，包括重
 
量法、分光光度法、荧光法、层析技术、电泳技术、PCR操作技术及免疫技术。
 



内  容  提  要

本书参照农业部“基础生物化学教学大纲”中基础生物化学实验内容 ,结合作者多年

教学实践编写而成。全书分糖类、脂类、蛋白质及氨基酸、核酸、酶、维生素、代谢等七部

分 ,共 56 个实验 ,包括重量法、分光光度法、荧光法、层析技术、电泳技术、PCR操作技术及

免疫技术。有关实验同时编入了动、植物材料操作内容 ,可供不同专业选用。本教材的突

出特点是适用面宽 ,可作为农学、园艺、植保、农副产品加工、畜牧、兽医、水产养殖及食品

加工等专业本、专科大学生的实验教材 ,也可供有关教师参考。
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前   言

21世纪生命科学处于科学研究的中心地位 ,生命科学之所以成为新世纪的带

头学科 ,是由于生物化学和它的相关学科———分子生物学引人瞩目发展的结果。

生物化学所取得的卓越成就与实验方法的发展密切相关。生物化学实验技

术不仅是生命科学研究的重要手段 ,而且与工业、农业、食品加工、医药卫生、环境

保护等方面有着十分广泛的联系。为此 ,生物化学实验在高等农业院校列为必修

的专业基础课。为学生提供一本适用性强的《生物化学实验指导》是十分必要的。

1993 年天津农学院、广州仲恺农业技术学院、北京农学院三所院校结合各自

的教学实践 ,合编出版了《生物化学实验指导》, 2001 年出版了修订版。几年来的

教学实践证明 ,这本教材在各校实验教学中 ,发挥了良好的作用。鉴于 10 多年来

新的生物化学实验方法和技术不断出现 ,为了跟上科学的发展 ,我们本着继承、创

新相结合的精神 ,保留上版“指导”的精华 ,并引入一些新的实验内容 ,编写了这本

新的“实验指导”。

全书包括生物化学实验和附录两部分。生物化学实验选编 56 个实验 ,包括

生物化学中的分离、制备、分析和鉴定技术 (如滴定、比色、纸层析、薄层层析、凝胶

层析、各种电泳和免疫技术)及 PCR等分子生物学操作技术。其中既保留一些对

加强学生基本技能训练行之有效的传统实验 ,也引进一些新的生物化学实验技术

(如质粒的制备和 PCR 技术、限制性内切酶酶切 DNA片段的鉴定、感受态细胞的

制备、免疫印迹操作技术等 ) ,为学生进行更高层次生物化学、分子生物学实验及

从事科学研究工作打下基础。

书中动植物材料处理、实验 4、5、10、13、14、21、23、31、41、44、46、48 及附录中的

结果分析与数据处理等内容由张云贵编写 ;实验 3、15、16、18、22、28、30、34、35、36、

37、49、50、51、56、前言和附录的其余部分由刘祥云编写 ;实验 1、2、11、12、17、19、20、

25、27、32、38、39、42、43、45、53  由李天俊编写 ;实验 6、9、54 由覃广泉编写 ;实验 7、

24、26、33 由王英超编写 ;实验 47、52 由任健编写 ;实验 8 由蔡马编写 ;实验 29、55

由区炳庆编写 ;实验 40、蛋白质含量测定总论由柳荣编写 ;最后由张云贵、刘祥云

进行全书的统稿及附录的编辑工作。
本书是集体劳动的成果 ,笔者所在各单位为不断完善这些实验方法付出了长

期艰辛的劳动。各单位教务处在教材编写过程中 ,给予了极大的支持 ,特别是天
津农学院教材科张孝义同志 ,在教材出版、发行等方面做了大量的工作。在此一

并表示谢意。

由于水平所限 ,缺点错误在所难免 ,诚挚欢迎使用本教材的同行和读者批评

指正。

编者  2005年 5 月于天津
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实 验 室 规 则

1 .实验室是进行科学实验的场所 ,在实验室工作时 ,要遵守纪律 ,不迟到不早退 ,保持室内

有一个良好的实验环境。

2 .课前要预习实验指导 ,课上注意听讲 ,严格按指导要求操作 ,实验中注意做好记录 ,培养

科学的工作态度。

3 .保持实验环境和仪器的整洁 ,试剂、仪器排列有序 ,严格按操作规程洗刷仪器和量取试

剂 ,注意节约 ,不要浪费药品及试剂。

4 .注意安全 ,室内严禁吸烟 ,需用明火加热时 ,要做到火着人在 ,人走火灭。易燃品应放在

远离火源的地方 ,切记不可直接加热易燃品。实验完毕注意关好水龙头、拉下电闸。

5 .熟悉实验中需用仪器的使用方法和注意事项 ,按操作规程使用仪器。出现故障及时报

告教师 ,不要自己处理。

6 .爱护仪器 ,细心操作 ,发现损坏要及时报告教师 ,并按有关规定处理。

7 .室内一切物品未经教师许可 ,不准私自携出室外。需按手续办理借物登记。

8 .实验完毕班长安排值日人员打扫实验室卫生 ,经教师验收合格后值日人员方可离室。

1



实验记录和实验报告

一、实验记录

为了获得准确的实验结果 ,实验前一定要认真预习 ,并写出预习报告。其内容包括 :日期 ,

实验名称、目的、原理、操作步骤及预料中的现象。做到心中有数。

记录一定是实际观察到的现象而不是照抄书本上写着的那些现象。记录要详细、具体。

如沉淀的生成 ,是立即生成 ,还是缓慢生成 ;是加热后生成 ,还是低温下生成。对试剂、样品及

个别仪器 (称量瓶 )的重量 , 在准确称重的基础上记录时要表示出准确度。如样品称重要求

3 mg,那么应写成 0 .003 0g ,而不应写成 0 .003g。对于没有预见到的实验现象的记录更是十分

重要的 ,绝不可以忽视。为了重复自己做过的实验和今后他人进行重复实验 ,准确的实验记录

是非常重要的 ,对学生也是重要的科学研究训练。

记录的方式可以用表格或图示。用表格要注明表格题目、栏目、单位、数值。用图示可记

下层析或电泳的图谱 , 纯化的流程及结果。这样可简明扼要地描述实验结果 , 省略大量文字

叙述。

二、试验报告

写实验报告的目的是向人们说明实验的方法、结果及实验者得出的结论。写好实验报告

也是学生写好科学论文的基础训练。

实验报告应包括 :日期、题目 (要简明 ,并一目了然地说明实验目的 )、仪器及试剂 (列出所

用仪器和试剂 ,重点试剂的配制和特殊仪器的图示 )、材料、实验步骤 (简明如实写出实际操作

方法以使别人能重复操作 )、结果与计算 (参考数据处理 )、讨论或结论。要注意讨论或结论不

是结果的重复 ,而是在结果的基础上根据实验中每一步骤的真实操作、产生的现象、得到的数

据等进行综合分析后得出的合理结论。讨论中还包括对实验方法的改进及建议 ,对特殊现象

的分析及讨论。

实验结束后 ,应及时整理和总结实验结果 ,写出实验报告。
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植物样品的采取、处理与浸提

植物样品生化分析所得数据是否可靠关键在于样品的采取、处理及浸提方法。现将一些

必须遵守的原则介绍如下。

一、取样要有明确的目的性

取样方法主要取决于测试目的。比如 ,测谷子在大田生长条件下叶片某特定指标 ,需按统

计学原则进行抽样。如果要测定同一植株不同器官的生化指标 ,取样应在同一植株内进行。

为避免个体差异产生的误差 ,可以多取几组数字 ,把所得结果按统计学原则进行处理。高等植

物同一器官许多生化指标的分布是不均匀的 ,比如大白菜的嫩叶与老叶的 Vc 含量相差十多

倍 ,甘薯淀粉酶在靠近芽眼处与远离芽眼处每克样品酶活力有很大差异 ,大米表层与内部维生

素 B2及蛋白质的含量有一个明显的梯度 ,取样时就应充分注意这些差异。因此要取器官生化

指标的平均值 ,可把整个植物的同一器官打碎后再取样 ;如果要测定同一器官不同部位的生化

指标 ,应在不同部位取样 ,否则测定的结果就毫无意义。

二、取样要充分注意即时性

植物样品离体前后不少指标会发生剧烈变化 ,采样后应及时进行处理。除个别情况外一

般应做到取样后即时分析 ,如不能则应低温保存。否则所得结果将失去意义。

三、样品处理过程应尽量控制生化反应进程

样品离体后 ,甚至在匀浆过程中生化反应也并不停止 ,尤其匀浆后 ,细胞内分隔被破坏 ,代

谢的可控性受到破坏 ,各种生化反应在匀浆里充分作用 ,这将使测定的指标与客观实际相差甚

远。在低温条件下匀浆 ,可大大降低或避免这种误差。分析酶反应底物的即时浓度可先灭酶

后分析。

四、不同目的采用不同的浸提液

生化分析最常用的方法是对匀浆进行浸提 ,这里浸提液的选择是关键。例如某酶等电点

pH6 .5 ,实验室用蒸馏水的 pH如果恰也是 6 .5 ,用这样的蒸馏水浸提所需的这个酶 ,测定值将

会大大偏离实际值。一般生化指导书都给出了具体的浸提液 ,可以省略选择浸提液这一步 ,但

如果对某一陌生指标进行测定 ,浸提液的选择常常是成败的关键。

五、对浸提液的计算处理原则

分析指标一般是浸提后上清液的指标 ,还原成样品含量时需进行必要的数据处理。常用

的数据处理原则是 :①干样品可按浸提液体积进行计算。②多汁样品情况比较复杂 ,如浸提液

体积远远大于样品所含液体量时 ,样品体积可以忽略不计 (如用 10 ml浸提液浸提 0 .1 g豆芽

菜时 ,豆芽菜的汁液体积可忽略不计 ) ,计算时可直接按浸提液体积取值。如果浸提液量与样

品量接近时 ,如 5 ml浸提液浸提 2 g苹果果肉 ,样品匀浆后 ,测定的指标就不能按 5 ml计算 ,而

应先估算浸提液体积。常用的方法是烘干法测定样品含水量。浸提液与 2 g 苹果所含水分总

量是总浸提液体积 ,这一点常被忽视 ,但它又是十分重要的。从这个角度看一些结果的计算公

式 ,应按这一原则加以推导核实。
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鉴于本书主要是供学生掌握分析方法 ,所以每一实验后给出了相应的公式 ,但如果采用本

书的方法从事科研工作时 ,则应按本原则独立推导出相应的计算公式 ,否则计算出的结果将失

去意义。
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血液样品的处理及组织匀浆的制备

一、血液样品

基础生物化学实验中 ,最常用的人体或动物体血液样品是全血、血清、血浆及无蛋白血滤

液。为此必须掌握正确处理血液样品的方法。

血液的采取 ,各种动物的采血部位不尽相同 :马、牛、猪等多由颈静脉采血 ;小动物如兔等

可由耳静脉或心脏采血 ;狗由隐静脉采血 ;天竺鼠和大白鼠则由心脏采血 ;家禽由翼静脉或隐

静脉采血 ;鱼类多由尾动脉或心脏采血。

作为正常成分测定的血液样品 ,应在清晨动物饲喂前采取 ,从而避免食物成分的影响。血

液中许多化学成分在血浆 (清 )和血细胞中分布是不相同的 ,有的差别很大 ,因而在血液分析中

常需分别测定血浆 (清 )和血细胞的相应含量。为此在采血时一定要避免出现溶血现象 ,因为

溶血现象会造成成分混乱 ,引起测定误差。为避免出现溶血 ,采血时所用的注射器、针头及盛

血容器要干燥清洁 ,采出的血要沿器壁慢慢注入到盛血容器中。用注射器采血后要先取下针

头 ,再慢慢注入容器内 ,注意推动注射器内管不可太快 ,以免吹起气泡造成溶血 ,盛血的容器不

可用力摇动。

1 .全血

若需全血做样品 ,必须即时加入抗凝剂以防止血液凝固。

操作 :将新采取的血液注入预先加有适量抗凝剂的试管中 ,轻轻摇动 ,使抗凝剂完全溶解

并分布于血液中。此即全血 ,可供使用。取得之全血如不立即使用应贮存于冰箱中。

全血的量取 :已制备好的抗凝血液 ,放置一定时间后红细胞将会自然下沉 ,造成量取全血

的误差 ,因此量取全血时 ,须先用玻璃塞或洁净干燥的胶塞 ,塞严管口 ,缓慢上下颠倒数次 ,使

之混匀。切记颠倒时 ,不可用力过猛 ,以免出现气泡或溶血。也可用一弯成脚形的小玻璃棒插

入管内上下移动若干次 ,混匀后立即量取 ,且每次量取前都必须重复此操作。用刻度吸管量取

全血时 ,要将血液吸至需要量的刻度上方 ,并用滤纸擦净管外血液 ,放出多于需要量的血 ,再次

擦净管尖血液 ,靠壁慢慢将血液放入容器内。血液放出后吸量管的管壁应清明 ,看不到血液薄

层附着。

2 .血清

采取的血液 ,不加抗凝剂 ,室温下 5～20 min自行凝固 ,血块收缩 ,析出淡黄色的血清。为

促使血清分出 ,必要时可离心 ,这样可缩短时间 ,并取得较多的血清。

操作 :将新采集的血液 ,直接注入试管内 ,将试管倾斜 ,使血液形成一斜面 ,夏季于室温下

放置即可。待血液凝固收缩后 ,即有血清析出。冬季室温低 ,血液凝固缓慢 ,应将血液置 37℃

水或温箱中 ,促进血清析出。血清析出后 ,以吸管吸取上层血清置另一试管中。注意 ,血块收

缩后要及早将血清分离出 ,否则因放置过久 ,血块中血球也可能溶血。若分离出的血清不清或

血细胞影响使用时 ,可离心去除。分离出的血清应加盖 ,置入冰箱保存。

3 .血浆

将已加抗凝剂的全血于 2 000 r/ min离心 10 min ,沉降血细胞 ,所得上清液即为血浆。血浆
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比血清分离得快且量多 ,两者的差别主要是血浆比血清多含一种纤维蛋白原 ,其他成分基本

相同。

4 .常用的抗凝剂

(1)草酸盐 (钾、钠 ) :优点是溶解度大 ,可迅速与血中钙离子结合 ,形成不溶性草酸钙 ,使血

液不凝固。每毫升血液用 1～2 mg 即可。

10%草酸盐溶液 0 .1 ml放入试管中 ,转动试管使之附着在试管壁上 , 80℃烘干 ,每管可抗

凝 5 ml血液。此抗凝剂不适用于血钾、钙的测定 ,且对乳酸脱氢酶和淀粉酶具有抑制作用。

(2)草酸钾 - 氟化钠 :氟化钠是一种弱抗凝剂。但浓度在 2 mg/ ml时能抑制血液内葡萄糖

的分解。因此在测定血糖时常与草酸钾混合使用。

取草酸钾 6 g,氟化钠 3 g, 水溶成 100 ml。于每试管加 0 .25 ml , 80℃烘干。每管可抗凝

5 ml 血液。此抗凝剂因氟化钠可抑制脲酶 , 故不能用于脲酶法的尿素氮测定 ;也不能用于淀

粉酶及磷酸酯酶的测定。

(3) EDTANa2 : EDTANa2最易与 Ca
2 +
络合而使血液不凝。应用中的有效浓度是 1 ml血液加

入 0 .8 mg。

(4)肝素 :肝素为最佳抗凝剂 ,主要抑制凝血酶原转变为凝血酶 ,从而阻止纤维蛋白原形成

纤维蛋白而凝血。0 .1～0.2 mg 或 20 单位可抗凝 lml血液。

取 10 mg/ ml肝素溶液 0 .1 ml,30℃下蒸干 ,可抗凝 5～10 ml血液 (市售肝素钠溶液 ,每毫升

含 12 500 国际单位 ,相当于 100 mg,故每 125国际单位相当于 1 mg。)。

除上述抗凝剂外 ,还有柠檬酸钠、草酸等 ,因在生化分析中使用不多 ,故不再介绍。

抗凝剂用量不可过多 ,否则会影响实验结果。如草酸盐过多 ,将造成钨酸法制备血滤液时

蛋白质沉淀不完全 ,测氮时加奈氏试剂易产生混浊等现象。

5 .无蛋白血滤液的制备

许多生化分析要避免蛋白质的干扰 ,为此要先将其中的蛋白质沉淀除去。

无蛋白血滤液制备的基本原理是以蛋白质沉淀剂沉淀蛋白 ,用过滤法或离心法除去沉淀

蛋白质。现介绍几种常用的方法。

(1)福林 - 吴宪 ( Folin-Wu)氏法 (钨酸法 )

原理 : NaWO4 + H2 SO4———→H2 WO4 + Na2 SO4。

血液中蛋白质在 pH值小于等电点的溶液中可被钨酸沉淀 ,沉淀经过滤或离心除去 ,上清

液即为无蛋白的滤液。pH约等于 6 的无蛋白滤液可供非蛋白氮、血糖、氨基酸、尿素 ,尿酸及

氯化物等项测定使用。

试剂 :①10%钨酸钠 :10 gNaWO4·2H2 O加水溶解定容至 100 ml。此液以 1%酚酞为指示剂

试之 ,应为中性 (无色 )或微碱性 (粉红色 )。②0 .33 mol�/L硫酸。

操作 :取加抗凝剂血液 1 份 , 7 份水混匀 ,使完全溶血 ,加 0 .33 mol�/L 硫酸 l 份 ,随加随摇 ;

加 10%钨酸钠溶液 1份 ,随加随摇 ,放置 5 min ,如振摇不再产生气泡说明蛋白质已完全变性沉

淀 ,用滤纸或 2 500r/ min 离心 10 min ,可得到澄清无色之无蛋白血滤液。

制备血浆或血清的无蛋白血滤液与上述方法相似 ,所不同之处是加 8 份水 ,而钨酸钠和硫

酸各加 1/ 2 份。

黑登 (Haden)法 :1 份血样 ,加 8 份 0 .04 mol�/L硫酸 ,此时血细胞迅速破裂 ,颜色变黑 ,再加

入 10%钨酸钠 1 份摇匀 ,过滤或离心即可。此法的优点是产生的滤液较多。
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由上述任何方法制得的血滤液 ,都是将原来的血样稀释 10倍 (1 :10)所以 1 ml无蛋白血滤

液相当于 0 .1 ml全血、血浆或血清。

(2)氢氧化锌法

原理 :血液中蛋白质在 pH大于等电点时可用 Zn
2 +
沉淀。硫酸锌与氢氧化钠反应生成氢

氧化锌 ,氢氧化锌胶体可将血中除葡萄糖以外的许多还原性物质吸附而沉淀下来。所以此法

所得到的滤液最适作血液葡萄糖含量测定。但测定尿酸和非蛋白氮时含量会降低 ,故不宜使

用此法。

试剂 :10%硫酸锌溶液 ( ZnSO4·7H2 O)取 10 g溶于蒸馏水 ,定容至 100 ml。

   0 . 5 mol�/L氢氧化钠溶液。

操作 :取干燥洁净的 50 m1 锥形瓶或大试管 ,加 7 份水、1 份抗凝剂摇匀 ;加 10%硫酸锌 1

份 ,摇匀 ;慢慢加入 0 .5 mol�/L氢氧化钠 1 份 ,边加边摇。放置 5 min ,过滤或离心 ,即可得无蛋

白的血滤液。此滤液较原来的血样亦稀释 10 倍。

(3)三氯乙酸法

原理 :三氯乙酸为强有机酸 ,可使蛋白质变性沉淀。

试剂 :10%三氯乙酸溶液。

操作 :取 10%三氯乙酸溶液 9 份置于 50 ml锥形瓶或大试管中 ,加 1 份抗凝剂 ,边加边摇 ,

使其均匀 ,静置 5 min ,过滤或离心 ,即可得 10倍之稀释液。

二、组织样品

离体不久的组织在适宜的温度及 pH等条件下 ,可以进行一定程度的物质代谢 ,因此在生

物化学实验中 ,常用离体组织来研究各种物质代谢的途径与酶系的作用。也可以从组织中分

离和提取 DNA、RNA、酶及各种代谢物质。所以 ,如何处理动物组织使之符合实验要求 ,是生化

实验中的基本操作之一。

动物各种组织器官离体过久 ,都要发生变化 ,如一些酶在久置后会变性失活。一些组织成

分如糖原、ATP等 ,甚至在动物死亡后数分钟至十几分钟内 ,其含量即有明显降低。因此 ,利用

离体组织进行代谢研究或作为提取材料时 ,都必须迅速取出 ,并尽快提取和测定。宰杀后的动

物放出血后 ,立即取出实验所需之脏器或组织 ,除去外层之脂肪及结缔组织 ,用冰冷生理盐水

洗去血液 ,必要时也可用冰冷生理盐水灌注脏器洗去血液 ,用滤纸吸干 ,即可做实验材料。根

据不同的实验目的 ,以不同方法 ,制成不同的组织样品。

组织糜 :将新鲜的组织用剪刀剪碎 ,用匀浆器或绞肉机绞碎即可。

组织匀浆 :将新鲜的组织用剪刀剪碎 ,加适量的组织制备液 (常用的组织制备液有生理盐

水、缓冲液、Kreds-Ringer溶液和 0 .25 mol�/L 蔗糖液等 ) ,用电动或手动匀浆器研磨。用电动匀

浆器制备组织匀浆时 ,应在冰浴中进行。制备好的匀浆应及时使用 ,或低温短时贮存。

组织浸出液 :将上法制得的组织匀浆 , 3 000 r/ min 离心 15 min ,上清液即为浸出液。若将

新鲜组织整体冷冻 ,需要时将冷冻组织切开放室温下 ,切面的渗出液即为组织浸出液。
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糖   类

实验一  可溶性总糖的测定

地衣酚 - 硫酸法

一、目的

学习一种测定可溶性总糖的方法 :地衣酚 - 硫酸比色法。

二、原理

可溶性糖经无机酸 (通常使用硫酸 )处理脱水产生糠醛 (戊糖 )或糠醛衍生物 (如羟甲基糠

醛 ) (己糖 ) ,生成物能与酚类化合物缩合生成有色物质。常用的酚有地衣酚 (又名苔黑酚 )、

间 - 苯二酚、α - 萘酚等。

三、仪器和试剂

(1) 仪器 :①紫外可见分光光度计 ;②试管 ;③刻度吸管 ( 5 ml ) ;④电热恒温水浴。

(2) 试剂 :①100μg�/ml标准甘露糖溶液 ( 10 mg甘露糖 ,溶解后定容至 100 ml ) ;②地衣酚 -

硫酸试剂 (将 600 ml冷却到 4℃的浓硫酸小心地加入到 400 ml冷水中 ,为 60%硫酸 , 4℃储存。

另配制 1 .6%地衣酚水溶液 , 4℃贮存。使用前将 75 ml 60%硫酸加到 10 ml 地衣酚溶液中 ,即

为地衣酚 - 硫酸试剂 )。

四、操作步骤

1 .甘露糖标准曲线的制作

取 7 支试管编号 ,分别加入 100μg�/ml 甘露糖标准溶液 0、0 .5、1.0、1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 ml ,再

各加蒸馏水 3 .0、2 .5、2 .0、1 .5、1 .0、0 .5、0 ml。各管加 8 .5 ml冷却到 4℃的地衣酚 - 硫酸试剂 ,

管口各加一玻璃球 ,将试管放入 80℃水浴中加热 15 min。取出后用流动水冷却 , 505 nm比色

(以 0 管调零 )。

2 .可溶性糖样品显色

将可溶性糖样品适量 (约含糖 50～200μg)加入试管中 ,加蒸馏水补至 3 .0 ml,再加 8 .5 ml

冷的地衣酚 - 硫酸试剂 ,管口各加一玻璃球 , 将试管放入 80℃水浴中加热 15 min。冷却后

505 nm比色。

五、结果计算

以甘露糖含量 (μg)为横坐标 ,以 A505为纵坐标 ,制作标准曲线。

根据样品的 A505在标准曲线上查出相当的甘露糖含量 (μg) ,再按下式计算样品中可溶性糖含
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量 (以甘露糖计 )。

植物样品可溶性糖 ( % ) =
查曲线所得糖量 (μg)×稀释倍数×100

样重( g)×10
6
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