浙江工商大学2010/2011学年第二学期实验教学计划任务表

学院名称： 食品与生物工程学院   学分：1.5    单班合计时数：  45         学院签名：
课程名称： 生物化学实验               上课班级：食工0901、0902、食安0901、0902、生物0901、0902

	序号
	周

次
	实验名称
	实验性质
	时数
	分批情况
	实验内容提要
	授课

教师
	备注

	1
	1
	1、 消防安全及实验安排

2、 脑脂质的提取及铺板
	分析验证
	3
	1
	脂质细胞破碎、抽提、萃取，铺硅胶薄板。
	张燕平
	

	2
	2
	硅胶薄层层析对脑脂质的分离鉴定
	分析验证
	4
	1
	脂质薄板层析分离鉴定（制板、活化、点样、平衡及展层、显色）。
	张燕平
	

	3
	3
	动物组织中核酸的提取
	制备验证
	4
	1
	动物组织中提取RNA和DNA。
	张燕平
	

	4
	4
	核酸的组成成分鉴定
	制备验证
	2
	1
	用化学法鉴定核酸的组成成分。
	张燕平
	

	5
	5
	淀粉酶（蛋白）比活力测定
1、双缩脲法测定蛋白质含量

2、α—淀粉酶活力测定
	分析验证
	4
	1
	利用比色计进行比色的定量分析实验，要求学生掌握双缩脲法测定蛋白质含量的原理和方法，熟练721分光光度计使用。
α—淀粉酶是应用最多的淀粉液化和糖化的酶，广泛应用于发酵工业，要求学生掌握测定α—淀粉酶的原理和方法，测定比活力。
	张燕平
	

	6
	
	
	
	
	
	
	
	

	7
	6-9
	细胞色素C的制备
	综合性
	12
	1
	一、细胞色素C的抽提；二、盐析除杂蛋白（粗分离）；三、三氯乙酸选择性变性沉淀细胞色素C及透析；四、细胞色素C的含量及性质测定。
	张燕平
	

	8
	10-14
	等电聚焦测定细胞色素C产品的等电点
	综合性
	8
	1
	SDS-PAGE电泳技术测定细胞色素C产品分子质量及纯度鉴定（制备载体（制胶）→上样→电泳→剥胶→染色脱色→测定结果）。
	张燕平
	

	9
	12-14
	SDS-PAGE电泳测定细胞色素C产品分子质量及纯度鉴定
	综合性
	8
	1
	等电聚焦电泳测定细胞色素C产品的等电点（制胶（包含样品）→电泳→剥胶→固定→制作梯度→测定结果）。
	张燕平
	

	10
	15-16
	考试
	
	
	
	操作+理论
	张燕平
	

	
	
	单班合计
	
	45
	
	
	
	


注：1、实验授课教师每门课每人填写一张，切勿同一门课程而不同的教师合填一张表，表格内容填写完整，最后一栏请填上合计时数；
2、实验性质是指验证性、设计性、综合性、探索性等；除验证性实验外必须有具体的内容和计划 ；3、需分批完成的实验教学任务，请另附说明分批原因；4、此表请认真填写后，经主管教学院长签名后交教务处教学科；

综合性实验教学指导方案

实验课程名称：      生物化学实验                             

综合性实验名称：
一、细胞色素C的制备及纯化（12课时）

二、SDS-PAGE电泳测定细胞色素C分子质量及纯度鉴定

（8课时）

三、等电聚焦测定细胞色素C的等电点（8课时） 

1． 实验目的：

生物化学综合实验是在生物化学基本实验的基础上，与无机化学、分析化学、物理化学、生物化学等相关学科的理论相结合而开设的综合性实验，目的是使已学过的基本知识与技能得到巩固、充实与提高，将生物大分子提取、分离、纯化、检测等单一的实验内容联结起来，从而提高学生的综合分析及解决问题的能力。通过综合实验，培养学生初步开展生物化学研究性实验的能力，为以后毕业论文与毕业设计的开展，打下坚实的基础。

2．知识综合点与实验原理

知识综合点：在生物化学综合实验中，采用抽提、盐析、选择性变性沉淀、膜分离技术等实验技术，制备得到了细胞色素C产品。采用光谱学分析、SDS-PAGE电泳技术及等电聚焦电泳技术对细胞色素C产品进行了性质、分子质量、等电点测定及纯度鉴定。在实验过程中，用到了721可见分光光度计、紫外分光光度计、真空水泵、离心机、磁力搅拌器、电泳仪等设备。通过生物化学综合实验，学生可进入实验室参与科研工作，具备了一定的创新能力。

实验原理：细胞色素C为小分子碱性蛋白质，向心肌中加入三氯乙酸匀浆抽提，大部分杂蛋白沉淀下来，在溶液中加入硫酸铵盐析沉淀肌红蛋白、血红蛋白（盐析除杂），细胞色素C则留在溶液中，进一步用三氯乙酸酸化溶液，得到细胞色素C沉淀（选择性变性），加饱和硫酸铵溶解沉淀（复性），透析除盐，得到细胞色素C。

鉴定及测定细胞色素C用消光法。在550毫微米波长下，细胞色素C的克分子消光值为： 

氧化型细胞色素C：K1＝0.9×104／克分子／厘米

    还原型细胞色素C：K2＝2.77×104／克分子／厘米

其含意为浓度是l克分子／升或1毫克分子／毫升的氧化型细胞色素C溶液，通过1厘米的光程，其消光值为0.9×104。
采用等电聚焦电泳技术对细胞色素C产品进行等电点测定，其原理为：蛋白质是一个典型的两性电解质分子。它在大于其等电点的pH环境中，解离成带负电荷的阴离子．在电场中向正极泳动。在小于其等电点的pH环境中，解离成带正电荷的阳离子，在电场中向负极泳动。这种泳动只有在等于其等电点的pH环境中，蛋白质所带的电荷为零时才能停止。所以，我们只要测定蛋白质迁移率为零时溶液的pH值，就可以得到该蛋白质的等电点。在凝胶中加入一种名为两性电解质载体(ampholine ）的混合物，在外加电场作用下，凝胶内就会形成一个从正极向负极依次增加的pH梯度。在pH梯度环境中，加入含有不同等电点的蛋白质混合样品进行电泳，无论它们的原始分布如何，（或在正极端；或在负极端；或分布在整个凝胶中)，经过一定时间后，样品中各组分都将分别聚焦在pH等于各自等电点的区域，形成分散的蛋白质区带，使样品各组分得到分离。分别测定样品各组分聚焦部位凝胶的pH值，就可以得到它们各自的等电点。由此可知，运用凝胶等电聚焦法，不仅可以测定蛋白质的等电点，而且还可以将不同等电点的蛋白质分离。

采用SDS-PAGE电泳技术对细胞色素C产品进行分子质量测定及纯度鉴定。其原理为：SDS是一种阴离子去污剂，能断裂分子内和分子间的氢键。它与蛋白质的疏水部分相结合，破坏其折叠结构，并使其稳定地存在于均一的溶液中。SDS蛋白质络合物的长度与其分子量成正比。由于在样品介质和聚丙烯酰胺凝胶中加入了离子去污剂和强还原剂(如巯基乙醇和二硫苏糖醇)，使SDS蛋白质络合物所带的负电荷大大超过了蛋白质分子原有的电荷量，消除了不同分子之间原有的电荷差别，其电泳迁移率主要取决于亚基分子质量的大小。当蛋白质的分子质量在15KD到200KD之间时，电泳迁移率与分子量的对数呈线性关系。正因为此，它被广泛应用于蛋白质纯度鉴定和分子量测定，且因所需设备简单，操作简便，重复性好，使它成为许多研究领域中一种重要的分析和微量制备技术。  
3．实验内容与课时安排（共需2天）

第一天（12学时）

（1）、细胞色素C的抽提（3学时）

（2）、盐析除杂蛋白（粗分离）（3学时）
（3）、选择性变性沉淀及透析（4学时）

（4）、细胞色素C的含量及性质测定（2学时）
第二天（16学时）

（1） 等电聚焦测定细胞色素C产品的等电点（8课时）

（2） SDS-PAGE电泳测定细胞色素C产品分子质量及纯度鉴定（8学时）
实验方法： 由2人一组合作进行。实验前查阅相关文献，归纳整理出综合叙述，由指导老师审阅，确定实验方案。配制实验所需各类试剂，准备实验仪器及设备。将整个实验项目按实验方案逐步完成。在实验过程中要求以严谨的科学态度进行，同时充分发挥观察力、想象力和逻辑思维判断力，对实验中出现的各种现象、数据进行分析与评价。

4．实验主要仪器与试剂

试剂：

（1） 猪心(或牛心)   

（2） 10％ 氢氧化钠溶液(100克／升)

（3） 硫酸铵粉末   

（4） 20％ 三氯乙酸溶液(200克／升)

（5) 0.145mol/L三氯乙酸溶液    

 (6) 饱和硫酸铵溶液

 (7) 10mmol/L铁氰化钾溶液   

 (8) 饱和连二亚硫酸钠溶液。

（9）磷酸缓冲液pH7.3

（10)丙烯酰胺(电泳级)

（11)双丙烯酰胺(N，N，甲叉双丙烯酰胺)

（12)Tris碱

（12)SDS(十二烷基硫酸钠)

（14)TEMED

（15)过硫酸铵

（16)2-巯基乙醇

（17)甘油

（18)溴酚蓝

（19)甘氨酸

（12)盐酸

（13）两性电解质载体pH3-10

（14）磷酸溶液

（15）氢氧化钠溶液

（16） 三氯乙酸

器材：

(1)  大烧杯   

(2)  组织捣碎机

 （3） 细布（纱布）  

  (4)  大玻璃漏斗

 （5)  大布氏漏斗    

  (6)  透折袋

  (7)  pH计或pH试纸   

  (8)  721型分光光度计

 （9）磁力搅拌器。

（10）大容量离心机

（11）2100型紫外分光光度计

（12)微型凝胶电泳装置
5．实验步骤与方法

1、细胞色素C的制备及纯化
操作流程：匀浆抽提→盐析除肌红蛋白、血红蛋白→选择性变性沉淀→复性透析→冷冻保存。

2、细胞色素C的产量及性质测定
测定产量、产率、纯度、光吸收值，

3、细胞色素C产品等电点测定

等电聚焦电泳测定细胞色素C产品的等电点
4、细胞色素C产品分子质量及纯度鉴定

SDS-PAGE电泳技术测定细胞色素C产品分子质量及纯度鉴定。

操作步骤：

   （1）．细胞色素C的制备

    取猪心(或牛心)若干，剔除脂肪，称重，加入等量0.145mol/L的三氯乙酸溶液匀浆搅拌抽提。将此混和抽提物于室温下放置3小时，然后用二层纱布过滤。用10％ 氢氧化钠溶液将上述混合液调到pH7.3，测量并记录此抽提液的体积，再于搅拌下慢慢地加入硫酸铵粉末(加入量按500克／升混合液计算)。用布氏漏斗抽滤，除去沉淀（注意更换滤纸，不可倒灌），收集粉红色滤液。测量并记录此滤液的体积，搅拌下再加入硫酸铵粉末，(加入量按50克／升滤液计算)。此盐析液可于冰箱中放置过夜。

    上述盐析液经放置后出现少量沉淀，用布氏漏斗抽滤(双层滤纸)，除去沉淀，保留上清液，向上清液中加入20% 三氯乙酸溶液(加入量按25毫升／升上清液计算)，以沉淀细胞色素C。迅速地于3500转／分条件下离心10分钟、收集细胞色素C沉淀，再将这个砖红色的沉淀悬浮于饱和硫酸铵溶液中(饱和硫酸铵的体积按150毫升／公斤心肌组织计算，减去20%的操作损失)。将此悬浮液移于透析袋中，对水透析4小时左右，隔15-20分钟换水，用氯化钡溶液检查是否透析完全，离心(3500转／分，10分钟)除去少量暗黄色(已变性的细胞色素C)沉淀，红色的细胞色素C溶液则应贮于零下15℃。记录此溶液体积。

（2）．测定细胞色素C的产量、纯度及产率

    以上制得的细胞色素C溶液是还原型分子与氧化型分子的混合物。 下一个步骤是用铁氰化物氧化一份样品，用连二亚硫酸盐还原另一份样品，将这两份样品于550毫微米处的消光值记录下来。根据已知的氧化型细胞色素C及还原型细胞色素C的克分子消光值及测得的样品消光值，可以计算出每个样品相当于多少克分子(E／K)

    氧化型样品的消光值E1：按下表加入试剂及样品，于550毫微米波长下测出氧化型样品的消光值。

	                项目                   
    试  剂          
	    样品(毫升)
	    空白(毫升)

	0.1mol/L pH7.3磷酸钠缓冲液
	1.9
	2.9

	制备的细胞色素C溶液
	1.0
	0

	铁氰化钾溶液(0.01mol/L)
	0.1
	0.1


	还原型样品的消光值E2：按下表加入试剂及样品，于550毫微米波长下测出还原型样品的消光值。

                项目             
     试  剂  
	样品(毫升)
	空白(毫升)

	0.1mol/L pH7.4磷酸钠缓冲液
	1.9
	2.9

	制备的的细胞色素C溶液
	1.0
	0

	饱和的连二亚硫酸钠溶液
	0.1
	0.1


测定体积为3毫升，细胞色素C溶液体积为V，则细胞色素C氧化型及还原型的产量分别为：

    Y1 (毫克)＝E1／K1×Mwt×3×V毫升

Y2 (毫克)＝E2／K2×Mwt×3×V毫升   

细胞色素C分子量Mwt为12400。如果产品较纯Y1与Y2应当相等。
产量(毫克) ＝（Y1+ Y2）/2
   由以上结果可以算出产率：

   产率＝产量(毫克)/心肌重量(公斤)
   样品的最终浓度还可用另一方法进行核算，即一种常用的测定蛋白质的方法，测定细胞色素C溶液的总蛋白含量，可与消光法测出的数据进行核对比较，求出其纯度：

纯度％＝消光法测出的产量(毫克)/ 蛋白含量测定的总蛋白量(毫克)
蛋白含量测定：

 紫外吸收法测定蛋白质浓度

 原理

    蛋白质分子中所含的酪氨酸和色氨酸残基使蛋白质在280nm下具有最大吸收值。这是因为两种氨基酸残基的苯环中含有共轭双键，在一定的浓度范围内，蛋白质溶液的280nm光吸收值与其浓度成正比；范围是0.1—1.0mg蛋白质／ml溶液，因此可用作定量测定。

但不同蛋白质中酪氨酸和色氨酸含量不同，所处的微环境也不同，因此不同的蛋白质溶液在280nm的光吸收值也不同，但区别不十分明显。据统计，浓度为1mg／ml的1800种蛋白质溶液在280nm处的光吸收值在0.3—3.0之间，平均为1.25土0.51。蛋白质的肽键在200—250nm有强的紫外吸收，其光吸收强度与一定范围的蛋白质浓度成正比，且波长越短光吸收越强，若选用215nm可减少干扰及光散射，用215nm和225nm光吸收差值与单一波长测定相比可减少非蛋白质成分引起的误差。紫外吸收法操作简便快捷，不消耗样品，低浓度的盐类不干扰测定，在生化研究中应用广泛，尤其是适合于柱层析分离中蛋白质洗脱情况的检测。但也有相当的物质对紫外法有干扰，如核酸等。

实验内容

280nm和260nm的吸收差法

    核酸、核苷酸、碱基等物质在紫外区也有强吸收，且这些物质在生物材料中含量丰富，常与蛋白质类相互干扰。但二者的紫外吸收特性不一样，核酸类物质在260nm的光吸收比280nm更强，而蛋白质正相反，因此可利用280nm和260nm的吸收差来计算蛋白质浓度，其经验公式是： 蛋白质浓度(mg／ml)＝1.45 A280-0.74 A260 (假设1mg蛋白质／ml溶液的A 280＝1.0)。方法是直接取蛋白质样品，以相应的溶剂作空白对照，分别于260nm和280nm读光吸收值，依据上述经验公式即可求出待测蛋白质样品的浓度。

测定产品的分光光度吸收值

测定细胞色素C溶液的光吸收峰。 将操作（2）中的氧化型及还原型溶液取来测定可见光不同波长下的吸收值，从400-580毫微米每隔10毫微米测定，绘出吸收曲线（波长—光密度值)。氧化型的最大吸收峰应在408毫微米，530毫微米。还原型的最大吸收峰应在415毫微米，520毫微米及550毫微米。

（3）等电聚焦电泳测定细胞色素C产品的等电点

一、主要仪器，材料及试剂

     仪器

    1、酸度计

    2、电泳仪

    3、垂直管电泳槽

    材料

    1、长针头及注射器一套

    2、镊子

    3、刀片

4、细胞培养盘

5、玻璃管内径为5mm长度为9cm

    6、微量注射器（可调移液器）

    试剂

    1、凝胶贮备液

    称取14g丙烯酰胺，0.4g甲叉双丙烯酰胺，蒸馏水溶解，定容至100ml。过滤，置棕色瓶内，放冰箱贮存备用。

    2、1% 四甲基乙二胺（简称TEMED溶液）

    3、10%过硫酸铵

4、两性电解质载体pH3-10（上海试剂二厂）

5、电极溶液

  （1）5%磷酸溶液：量取58.8ml 85%磷酸，稀释至1000ml。

  （2）2%氢氧化钠溶液：称取20克氢氧化钠，溶于蒸馏水并稀释至1000ml。

    6、40%蔗糖溶液

    7、10% 三氯乙酸固定液

    8、蛋白质混合样品

     —般每毫升10毫克左右

二、 操作

    1、凝胶柱的制备

    预先准备洁净玻璃管（0.5ⅹ9cm）三根，下端封闭垂直插在管架上。

    按下列配方在小烧杯内配制凝胶溶液

    凝胶贮备液           5ml

    两性电解质载体       0.5 m1

    1%TEMED           1.0ml

    蛋白质混合样品       0.2m1

    蒸馏水               3.2ml

    10%过硫酸铵         0.1ml

    用玻璃棒轻轻混匀，立即装管至离上端lcm处，再缓慢加水3—5mm高，静止聚合40分钟。待凝胶与水之间有明显界面时，即聚合完毕。

    2、电泳

    将已聚合好的凝胶管，吸去上端水层，去掉下端封闭，装到电泳槽中。下槽加2%氢氧化钠溶液；接负极，上槽加5%磷酸溶液，接正极。打开电源，先调电压100V，待电压稳定后再升至150 V，电泳4~5小时。

    3、剥胶固定

    聚焦结束后，取下凝胶管。用灌满水的注射器长针头插入凝胶与玻璃管壁之间，边压水边慢慢转动玻璃管，使凝胶与管壁分离，然后将针轻压凝胶抽出，凝胶条便滑出玻璃管，放在—块洁净的玻璃板上。用尺量出固定前的凝胶条长度，然后放入l 0% 三氯乙酸固定液中固定半小时，待有蛋白沉淀线出现后，再量出固定的凝胶条的长度及蛋白沉淀线距正极端的距离。

    4、pH梯度的制作

    取聚焦后的凝胶管一根，用蒸馏水充分洗净两端电极液，以防污染凝胶，改变凝胶的真实pH。同上剥胶，把凝胶放在玻璃板上，用尺贴近凝胶胶条。用干净刀片，从凝胶正极端开始，每隔0.5cm切下一段，依次放入已编好号，并装有l ml蒸馏水的细胞培养盘中，浸泡2小时。用酸度计（或精密pH试纸）分别测定每管浸液的pH值。以凝胶长度为横坐标，pH值为纵坐称作图。绘制标准pH梯度曲线。

    5、蛋白质样品等电点的计算

    用下列式子求出蛋白质聚焦部位距凝胶条正极端的实际长度：

                              固定前凝胶长度×固定后的蛋白沉淀线距离

    固定前的蛋白沉淀线距离 =

                                      固定后凝胶长度

计算出蛋白质聚焦部位的真正凝胶条长度后，直接从pH梯度曲线上求出该蛋白质的等电点。
（4）SDS-PAGE电泳技术测定细胞色素C产品分子质量及纯度鉴定
1、配制储存液

 (1)2mol/L   Tris-HCI pH8. 8，100ml

    称取24.2g    Tris碱；

    加50ml蒸馏水；缓慢的加浓盐酸至pH8．8(约加4ml)；让溶液冷却至 室温，pH将会升高；加蒸馏水至100ml。

 (2)1 mol/L  Tris-HCI (pH6.8)，100ml

    称取12.1g的Tris碱；

    加50mI蒸馏水；缓慢的加浓盐酸至pH6．8(约加8mL)；让溶液冷却至室温，pH将会升高，加蒸馏水至总量为100ml。

 (3)10％ (w/v)SDS，I00ml。室温保存。

（4）50％ (v／v)甘油；

(5)1%(w/v)溴酚蓝

2、配制工作液

 (1)A液：丙烯酰胺储存液，100ml。

    30％ (w/v) 丙烯酰胺、0.8％ (w／v)双丙烯酰胺。

(2)B液：4*分离胶缓冲液．100ml。

    75ml 2 mol/L   Tris-HCI (pH8.8)   

    4m110％ SDS

    21ml蒸馏水

    可在4℃存放数月。

(3)C液：4*堆积胶缓冲液，100ml

   50ml  1 mol/L   Tris-HCI (pH6.8)

4ml 10％ SDS    

   46mI蒸馏水

   可在4℃存放数月。

(4)10％ 过硫酸铵，5ml

    可在密封的管内，4℃存放数月。

(5)电泳缓冲液．1L

   3g Tris  14.4g 甘氨酸    1g SDS     加蒸馏水至1L。

  pH应该在8.3左右。也可以制成10x的储存液，在室温下长期保存。

(6)5x样品缓冲液，10m1

   0.6m 1 mol/L   Tris -HCI (pH6.8)

   5ml  50％ 的甘油   

   2ml  10％ 的SDS  

   0.5ml  2—巯基乙醇    

1ml    l％溴酚蓝

   0.9ml蒸馏水

可在4℃保存数周，或在—20℃保存数月。

（7）染色液

0.5g考马斯亮蓝R-250

200 ml乙醇 50 ml乙酸，定容500 ml。

（8）脱色液

100 ml乙醇，100 ml乙酸，定容1000 ml。

3、灌制分离胶

    将玻板洗净，夹好，然后配制分离胶，加入试剂如下：

    两块14％ 的分离胶，需12ml

    A液    5.6ml

    B液    3.0ml

    蒸馏水  3.4ml

    10％ 过硫酸铵    0.1ml

TEMED    0.01ml

混合后，加入制胶室中，缓慢加蒸馏水压平，聚合约30分钟。
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                                                                                                                                                                                                                                                                 4、灌制堆积胶 5% 4ml
A液    0.67 ml

    C液    1.0 ml

    蒸馏水    2.3 ml

    10％过硫酸铵    0.06ml

    TEMED    0.01ml

加入制胶室中，加上梳子，聚合后拔出梳子，加好电泳缓冲液，加样15微升左右。
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5、电泳

调电压150，电泳80分钟左右，指示剂到底部即完成。

6、染色

剥胶后用染色液染色15分钟，再用脱色液脱色2小时即可看见条带。

7、拍照、量距离，测定分子量。

以标准分子量的对数值为纵坐标，迁移率为横坐标作标准曲线图，在图中查出待测蛋白分子量。

标准蛋白分子质量

	成分
	分子质量
	分子质量对数值

	牛血清白蛋白
	66200
	4.821

	兔肌动蛋白
	43000
	4.633

	牛碳酸酐酶
	31000
	4.491

	胰蛋白酶抑制剂
	20100
	4.303

	鸡蛋清溶菌酶
	14400
	4.158

	多肽
	6200
	3.792


6．实验报告要求

综合实验报告要求学生基本按论文格式写。包括以下几部分：标题、作者、摘要、关键词、前言综述、材料与方法、结果与讨论。
