
任务六  蛋白质浓度的测定-----双缩脲法
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	实验目的：了解并掌握双缩脲法测定蛋白质浓度的原理和方法
实验原理：具有两个或两个以上肽键的化合物都具有双缩脲反应，在碱性溶液中，蛋白质与Cu2+ 形成紫色的配合物，在540nm处有最大光吸收。在一定浓度范围内，蛋白质的浓度与双缩脲反应所呈现的颜色深浅成正比，可用比色法定量测定。

双缩脲法最常用于需要快速但不十分精确的测定。硫酸铵不干扰此呈色反应，但Cu2+容易被还原，有时出现红色沉淀。 
实验仪器及用品:
实验器材：1、721型分光光度计 

2、蒸发皿(×1)
3、电子分析天平
4、试管1.5cm×15cm(×1)
5、量筒50ml(×1)
6、烧杯50ml(×1)
7、吸管2ml(×1)

实验试剂：1、双缩脲试剂
将0.75gCuSO4.5H2O和3.0克酒石酸钾钠溶于250mlH2O，加入150ml10%NaOH（可另加0.5克KI以防止Cu2+自动还原成一价Cu2O沉淀），用H2O稀释至500ml，可长期保存。

问：怎样配500ml双缩脲试剂？
2、2mg/ml的牛血清白蛋白溶液。

问：怎样配制200ml的2mg/ml牛血清白蛋白溶液？

3、未知浓度的蛋白质溶液（用酪蛋白配）
实验内容及步骤
一、标准曲线的绘制
取7支干净的试管，编号，按照下表操作：
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注：需于显色后30分钟内比色，30分钟后可能有雾状沉淀产生，各管由显色到比色的时间尽可能一致。

以吸光度为纵坐标，以各标准蛋白液的浓度（mg/ml）为横坐标，绘制标准曲线。


二、样液的测定
取未知浓度的蛋白质样液3.0ml置于试管内，加入双缩脲试剂2.0ml，混匀，测其A540nm，对照标准曲线求未知溶液蛋白质的浓度。
未知浓度的蛋白质溶液
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从标准曲线求得的蛋白质浓度（mg/ml）
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此蛋白质溶液的浓度为：



	训练体会：（对本次实验任务完成的过程进行全面评价，有什么需要改进的地方？）
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	预习情况
	10
	
	

	
	实验纪律

团队合作
	30
	
	

	
	操作规范
	20
	
	

	
	实验结果
	20
	
	

	
	实验报告
	20
	
	


分光光度计的使用

一、仪器的工作原理
溶液中的物质在光的照射下，发生了对光特定吸收效应。各自不同的物质具有各自的吸收光谱，因此，当某种光通过溶液时，其能量就会被吸收而减弱，光能减弱的程度与物质的浓度有一定的比例关系，即符合Lambert-Beer定律。

lg(Ⅰ0/Ⅰ)=kCl
Ⅰ0:入射光强度
Ⅰ:出射光强度
k:消光系数，是一常数，对同一种物质和同一波长的单色光而言，k值不变。

C:溶液的浓度

l:溶液的厚度即光径

令A= lg(Ⅰ0/Ⅰ)    T=Ⅰ0/Ⅰ   

则A= kCl
A= lg1/T=- lgT

式中 A：吸光度

T：透光率

一定物质在一定波长下，其消光系数是一个定值，因此可以根据消光系数作定性分析；另外，同一物质在不同的波长下测得的消光系数不同，消光系数值越大，表示该物质对该波长的吸收能力越强。

根据Lambert-Beer定律，当k和l一定时，溶液的吸光度和溶液的浓度成正比。因此，通过测定标准溶液（浓度已知）和待测样品溶液的吸光度，可以求处待测溶液的浓度。
二、721型分光光度计的使用方法
1.接通电源，打开仪器开关，掀开样品室暗箱盖，预热10分钟。 
2.转动波长选择钮选择所需波长
3拉动样品槽拉杆，使样品槽的第一个格子和第二个格子之间的位置对准光路，盖上样品室的盖子。
4.按MODE键，转换T模式和A模式，在T模式下，按0%T键，调整仪器状态，使透射比为零。

5.拉动样品槽拉杆，使第一个格子对准光路，按100%T键，调整透射比为100。
6.打开样品室盖，将参比液放在第一个格子内，样品1、2、3分别放到第2、3、4个格子，盖上样品室盖。
注意：1）第一个格子是离操作者最近的格子，每个比色皿内液体的高度大约为比色皿高度的3/4，溶液内若有气泡，可用手指轻弹比色皿，将气泡赶出。

2）用滤纸吸干皿外壁残留的液体，比色皿外壁有两种面：毛面和光面，注意光面不能用手拿，或用粗糙的纸擦，只能用专门擦镜头的纸擦干净，拿比色皿的时候要拿毛面。

3）比色皿在槽内要排成整齐的一列，靠近左侧放直。

7.按MODE键，转换成A模式。拉动拉杆，使参比液对准光路，再按100%T键，调整参比液的吸光度为零。
8.拉动拉杆，依次测量样品1、2、3的吸光度，并记录读数。每个样品测三次，取平均值为此样品的吸光度。

9.样品1、2、3测完吸光度之后，将溶液倒掉，用蒸馏水洗皿内壁三次，然后用待测液分别润洗内壁，之后再装待测液至3/4处，测吸光度。
10.实验结束后，关闭电源。将比色皿洗干净，晾干，放回。如果样品室内有液体，应该用纸擦干。整理好仪器，打扫卫生，老师检查完毕同意离开实验室时，才能离开。
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