《生物化学实验》教案

实验一　 糖的还原性及多糖的实验
一．实验目的

学习鉴定糖类及区分酮糖和醛糖的方法；了解鉴定还原糖的方法及其原理。熟悉淀粉多糖的碘实验反应原理和方法，了解淀粉的水解过程。

二．实验原理

费林（Fehling）试剂和本尼迪特（Benedict）试剂均为含Cu2+ 的碱性溶液，能使具有自由醛基或酮基的糖氧化，其本身则被还原成红色或黄色的Cu2O ①。此法常用作还原糖的定性或定量测定。其反应表示如下：
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        目前临床上多用本尼迪特法，因此法具有：①试剂稳定，不需临用时配制；②不因氯仿的存在而被干扰；③肌酐或肌酸等物质所产生的干扰程度远较费林试剂小等优点。

   淀粉广布于植物界，谷、果实、种子、块茎中含量丰富，工业用的淀粉主要来源于玉米、山芋、马铃薯。本试验以马铃薯为原料，利用淀粉不溶或难溶于水的性质来制备淀粉。

淀粉遇碘呈蓝色①，是由于碘被吸附在淀粉上，形成一复合物，此复合物不稳定，极易被醇、氢氧化钠和加热等使颜色褪去，其他多糖大多能与碘呈特异的颜色，此类呈色物质也不稳定。

淀粉在酸催化下加热，逐步水解成分子较小的糖，最后水解成葡萄糖，其过程如下：


（C6H10O5）x          (C6H10O5) y          C12H22O11          C6H12O6
          淀粉              各种糊精           麦芽糖             葡萄糖

淀粉完全水解后，失去与碘的作用，同时出现单糖的还原性。

　         实验二 　蛋白质的两性反应和等电点的测定
一、实验目的

了解蛋白质的两性解离性质，学会一种测定蛋白质等电点的方法。

二、实验原理

蛋白质由许多氨基酸组成，虽然绝大多数的氨基与羧基成肽键结合，但是总有一定数量自由的氨基与羧基，以及酚基、巯基、胍基、咪唑基等酸碱基团，因此蛋白质和氨基酸一样是两性电解质。调解溶液的酸碱度达到一定的氢离子浓度时，蛋白质分子所带的正电荷和负电荷相等，以兼性离子状态
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 EMBED ChemDraw.Document.4.5  [image: image3.wmf]存在，在电场内该蛋白质分子既不向阴极移动，也不向阳极移动，这时溶液的pH值，称为该蛋白质的等电点（pI）。当溶液的pH值低于蛋白质等电点时，即在Ｈ+ 较多的条件下，蛋白质分子带正电荷成为阳离子；当溶液的pH值大于等电点时，即在ＯＨ- 较多的条件下，蛋白质分子带负电荷，成为阴离子。
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       在电场中：  向阴极移动        不移动            向阳极移动

蛋白质等电点多接近于pH=7.0，略偏酸性的等电点也很多，如白明胶的等电点为pH=4.7，也有偏碱性的，如精蛋白等电点为pH在10.5～12.0。在等电点时 蛋白质溶解度最小，容易沉淀出。

           实验三 　蛋白质含量的测定——紫外线吸收法；蛋白质的沉淀反应
一、 实验目的

学习紫外线（UV）吸收法测定蛋白质含量的原理，了解紫外分光光度计的构造原理，掌握它的使用方法。学习了解蛋白质沉淀反应的原理及方法
二、实验原理

由于蛋白质中存在共扼双键的酪氨酸和色氨酸，因此蛋白质具有吸收紫外光的性质。吸收高峰在280毫微米处。在此波长范围内，蛋白质溶液的光密度值（O.D.280，或吸收值）与其浓度呈正比关系，可作定量测定。

该法迅速、简便、不消耗样品，低浓度盐类不干扰测定。因此，已在蛋白质和酶的生化制备中广泛采用。本法的缺点是：（1）对于测定那些与标准蛋白质中酪氨酸和色氨酸含量差异较大的蛋白质，有一定的误差。故该法适用于测定与标准蛋白质氨基酸组成相似的蛋白质。（2）若样品中含有嘌呤、嘧啶等吸收紫外光的物质，会出现较大的干扰。例如，在制备酶的过程中，层析柱的流出液内有时混杂有核酸，应与校正。核酸强烈吸收波长为280毫微米的紫外光，它对260毫微米紫外光的吸收更强。但是，蛋白质恰恰相反，280毫微米的紫外吸收值大于260毫微米的紫外吸收值。利用它们的这些性质，通过计算可以适当校正核酸对于测定蛋白质浓度的干扰作用。但是，因为不同的蛋白质和核酸的紫外吸收是不同的，虽然经过校正，测定结果还存在一定的误差。

1． 蛋白质盐析作用
（1） 原理：向蛋白质溶液中加入中性盐至一定浓度，蛋白质即析出。这种作用称为盐析。
（2） 操作：
1 取蛋白质溶液5ml，加入等量饱和硫酸铵（此时硫酸铵的浓度为50%）微微摇动试管，使溶液混合后静置数分钟，球蛋白即析出（如无沉淀可再加少许饱和硫酸铵。）
2 将上述混合液过滤，滤液中加硫酸铵粉末，至不再溶解，析出的即为清蛋白。再加水稀释，观察沉淀是否沉淀。
（3） 注意：
1 应先加蛋白溶液，然后加饱和硫酸铵溶液。
2 固体硫酸铵若加到过饱和则有结晶析出，勿与蛋白质沉淀混淆。
2． 酒精沉淀蛋白质
（1） 原理：酒精为脱水剂，能破坏蛋白质胶体质点的水化层而使其沉淀析出。
（2） 操作：取蛋白质溶液1ml，加晶体NaCl少许（加速沉淀并使其沉淀完全），待溶解后再加入95% 乙醇2ml混匀。观察有无沉淀析出。
3． 重金属盐沉淀蛋白质
（1） 原理：蛋白质与重金属离子（如Cu2+，Ag+，Hg2+等）结合成不溶性盐类而沉淀。
（2） 操作： 取试管2支各加蛋白质溶液2ml，一管内滴加1% 醋酸铅溶液，另一管内滴加1% CuSO4溶液，至有沉淀产生。
4． 生物碱试剂沉淀蛋白质
（1） 原理：植物体内具有显著生理作用的含氮碱性化合物称为生物碱（或植物碱）。能沉淀生物碱或与其产生颜色反应的物质称为生物碱试剂，如鞣酸，苦味酸，磷钨酸等。生物碱试剂能和蛋白质结合生成沉淀，可能因蛋白质和生物碱含有相似的含氮基团之故。
（2） 操作：取试管3支各加入2ml蛋白质溶液及1% 醋酸溶液4～5滴，向另一管中加5% 鞣酸溶液数滴，另一管中加饱和苦味酸溶液数滴，观察结果。
 实验四  酶特性实验――酶的专一性、温度、pH对酶促反应速度的影响。

一、实验目的

        了解酶的一种催化特性-----对底物的选择性及酶的专一性，掌握试验温度、pH对酶促反应速度的影响的原理和方法。

二、实验原理

酶作用的专一性是酶与一般催化剂的主要区别之一。所谓作用的专一性，即酶仅与一种或一类相似的物质起一定的催化作用，而对其他物质则不能起催化作用。本实验以蔗糖酶（来源于酵母）及枯草杆菌a—淀粉酶对淀粉和蔗糖的作用为例，来说明酶作用的专一性。
淀粉和蔗糖缺乏自由醛基（苷羟基），无还原性，但在α-淀粉酶的作用下，淀粉很容易水解成糊精及少量麦芽糖，葡萄糖，使之具有还原性。在同样条件下，α-淀粉酶不能催化蔗糖的水解，蔗糖酶能催化水解蔗糖生成具有还原性的葡萄糖和果糖，但不能催化淀粉水解。

本实验采用本尼迪特（benedict）试剂检测还原糖。
    酶的催化作用受温度的影响很大，温度对酶的催化反应有双重效应，一方面，温度上或可以使加快；另一方面，温度升高又可以使酶因变性而失活。

    本实验以枯草杆菌α-淀粉酶和蔗糖酶为例，说明温度对酶活性的影响。
酶的活力受环境的pH影响极为显著。通常只在一定的pH范围内才表现它的活性。一种酶的活性表现最高的pH值为该酶的最适pH，低于或高于最适pH时，酶的活性渐次降低。不同酶的最适pH不同。本实验以枯草杆菌α-淀粉酶来说明pH对酶活性的影响。

实验五　 液化型淀粉酶活力的测定

一、实验目的

学习液化型淀粉酶活力测定原理和方法

二、实验原理

液化型淀粉酶能催化淀粉水解生成小分子量的糊精和少量的麦芽糖和葡萄糖。本实验以碘的呈色反应来测定水解作用的速度，从而衡量酶活力的大小。

实验六　用阳离子交换树脂摄取氯化钠

一、实验目的：

通过用阳离子交换树脂摄取氯化钠的实验，学习离子交换层析法的原理和基本操作技术。

二、实验原理：
离子交换层析法是利用各种离子对交换剂的亲和力程度不同而达到分离的方法。
本实验利用阳离子交换剂摄取氯化钠的作用，作为柱层析法的基本训练。
实验七  脂肪酸的β-氧化
一、实验目的：

了解脂肪酸的β-氧化作用
二、实验原理

在肝脏中或细胞线粒体内，脂肪酸经β-氧化作用生成乙酰辅酶A。2分子乙酰辅酶A可缩合生成乙酰乙酸。乙酰乙酸可脱羧生成丙酮，也可还原生成β-羟丁酸。乙酰乙酸、β-羟丁酸和丙酮总称为酮体。
本实验用新鲜肝糜与丁酸保温，生成的丙酮在碱性条件下，与碘生成碘仿。反应式如下：

2NaOH  +  I2                NaOI + NaI + H2O

CH3COCH3 + 3NaOI            CHI3 + CH3COONa + 2NaOH
                碘仿
剩余的碘，可用标准硫代硫酸钠溶液滴定。
NaOI + NaI + 2HCl           I2 + 2NaCl + H2O
I2  +  2Na2S2O3            Na2S4O6  +  2NaI
根据滴定样品与滴定对照所消耗的硫代硫酸钠溶液体积之差，可以计算由丁酸氧化生成丙酮的量。
     实验八  菜花（花椰菜）中核酸的分离和鉴定

一、实验目的：

初步掌握从菜花中分离核酸的方法，和RNA、DNA的定性检定。

二、实验原理

     用冰冷的稀三氯乙酸或稀高氯酸溶液在低温下抽提菜花匀浆，以除去酸溶性小分子物质，再用有机溶剂，如乙醇、乙醚等抽提，去掉脂溶性的磷脂等物质，最后用浓盐溶液(10% 氯化钠溶液)和0.5mol/L 高氯酸(70℃)分别提取 DNA 和 RNA，再进行定性检定。

由于核糖和脱氧核糖有特殊的颜色反应，经显色后所呈现的颜色深浅在一定范围内和样品中所含的核糖和脱氧核糖的量成正比，因此可用此法来定性、定量的测定核酸。

1. 核糖的测定：   
测定核糖的常用方法是苔黑酚法。当含有核糖的 RNA与浓盐酸及3，5 - 二羟甲苯在沸水浴中加热10～20分钟后，有绿色物产生，这是因为 RNA 脱嘌呤后的核糖与酸作用生成糠醛,后者再与3，5 - 二羟甲苯作用产生绿色物质。
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DNA、蛋白质和粘多糖等物质对测定有干扰作用。

2. 脱氧核糖的测定：   
测定脱氧核糖的常用方法是二苯胺法。含有脱氧核糖的DNA在酸性条件下和二苯胺在沸水浴中共热10分钟后，产生蓝色。这是因为DNA嘌呤核苷酸上的脱氧核糖遇酸生成ω-羟基-6-酮基戊醛,它再和二苯胺作用产生蓝色物质。

100℃
DNA + 二苯胺试剂              蓝色物 
此法易受多种糖类及衍生物和蛋白质的干扰。

上述二种定糖的方法准确性较差，但快速、简便，能鉴别DNA与RNA，是鉴定核酸、核苷酸的常用方法。
            实验九 发酵过程中无机磷的利用

一、实验目的：
掌握定磷法的原理和操作技术。了解发酵过程中无机磷的作用。
二、实验原理

酵母能使蔗糖和葡萄糖发酵产生乙醇和二氧化碳。此发酵作用和酵解作用的中间步骤基本相同。在酵母体内蔗糖先经蔗糖酶水解为葡萄糖和果糖，葡萄糖和果糖在发酵过程中再经磷酸化作用和其他反应生成各种磷酸脂。

本实验利用无机磷与钼酸形成的磷钼酸络合物被还原剂α-1，2，4-氨基萘酚磺酸钠还原成钼蓝的原理来测定发酵前后混合物中无机磷的含量，用以观察发酵过程中无机磷的消耗。

                   实验十 氨基酸的分离与鉴定——滤纸层析法

一、 实验目的

了解氨基酸滤纸层析的原理及操作方法。

二、实验原理

    纸层析法是用滤纸作为惰性支持物的分配层析法。
层析溶剂是有机溶剂和水组成。
物质被分离后在纸层析图谱上的位置是用Rf值（比移）来表示的

                    原点到层析点中心的距离
Rf =                                                                溶剂前沿
原点到溶剂前沿的距离                              o       层析点
在一定的条件下某种物质的Rf值是常数。              

Rf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。
                                                               ×      原点
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