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《基础生物化学实验》

内容概要

《普通高等教育"十一五"国家级规划教材:基础生物化学实验(第3版)》分实验理论和学生实验两个部分
。实验理论部分涉及最基本的实验技术及原理和实验方法的介绍。学生实验部分选用包括糖类、脂质
、蛋白质、核酸、酶、代谢中最基本的实验和一些训练生物化学基本技术和基本方法的实验及综合实
验。书后附有实验室基本操作、常用仪器的使用方法、常用试剂的配制等附录。
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测定 Ⅰ.溶菌酶的分离纯化 Ⅱ.溶菌酶分离纯化参数的测定 Ⅲ.SDS—PAGE鉴定纯化产物的纯度和测定
溶菌酶的相对分子质量 Ⅳ.溶菌酶的酶学特性研究 Ⅴ.分子筛层析测酶相对分子质量 附录 一、实验室基
本操作 二、试剂的配制及其分级 三、实验误差的统计学处理 四、硫酸铵饱和度计算表 五、常用核酸
、蛋白质换算数据 六、氨基酸符号及相应密码子 七、常见酸碱试剂的浓度及密度 八、常用缓冲液的
配制 九、常用酸碱指示剂 十、离心机转速与相对离心力的换算 十一、层析中常用介质的规格及性能 
参考文献

Page 3



《基础生物化学实验》

章节摘录

版权页：   插图：   6.蛋白质结构的分析技术 监测蛋白质构象变化的手段很多，一般实验室常用的手段
是紫外差吸收光谱、荧光光谱和圆二色光谱等。紫外差吸收光谱一般利用双光路紫外／可见光谱仪，
以天然蛋白为对照，测定变性或复性蛋白的紫外吸收光谱与天然蛋白的紫外吸收光谱的差谱，它主要
反映蛋白质在变性或复性过程中整体空间构象的变化。 荧光光谱利用蛋白质中的芳香族氨基酸（酪氨
酸、色氨酸和苯丙氨酸）残基的侧链基团具有吸收紫外区域的入射光从而发射荧光的特性，来研究蛋
白质在变性或复性过程中整体空间构象的变化。其基本机理是：荧光来源于生色团基团在不同电子能
级之间的跃迁，荧光频率取决于能级之间的能量差，生色团基团与周围基团的相互作用可能会改变其
处于激发态时所具有的能量，从而改变其发射荧光的频率与强度。同一种荧光分子在不同极性的环境
中，其最大吸收波长λmax可能会有所差别。一般来说，极性环境会影响生色团基团的基态和激发态
能级，减少激发态的能量，从而引起发射谱的红移（使λmax增大）。在天然的蛋白质中，可产生荧
光的芳香族氨基酸分子多处于蛋白质的内部，被多种非极性氨基酸残基包围，因此其所处的局部小环
境的极性弱于蛋白质分子外部水溶液的极性。蛋白质变性过程中，芳香族氨基酸分子的侧链基团逐渐
暴露于水溶液中，其所处的环境极性逐渐增加，因此蛋白质荧光发射峰的λmax逐渐增大，λmax红移
的程度可以反映蛋白质构象变化的程度，红移程度越大，则表明蛋白质在变性过程中构象变化的程度
越大。反过来，蛋白质复性过程中，芳香族氨基酸分子的侧链逐渐内埋于蛋白质内部，其所处的环境
极性逐渐降低，因此蛋白质荧光发射峰的λmax逐渐减小，称为λmax的蓝移。通过测定蛋白质λmax
蓝移的程度，可以推算其整体构象变化的程度。 圆二色光谱主要用以研究蛋白质在变性（复性）过程
中二级结构的变化。其基本原理请参考相关文献。由于各种蛋白质二级结构（例如a螺旋、β折叠等
）均具有特定的圆二色谱，各种二级结构对总谱的贡献具有加和效应，而三级结构对圆二色谱的贡献
为零，所以由圆二色谱可以确定蛋白质或多肽的二级结构，该方法实际上是确定蛋白质或多肽中处于
各种二级结构的氨基酸残基数的百分比。蛋白质在变性和复性的过程中，其圆二色谱的变化可以直接
反映蛋白质二级结构的变化，一般来说，蛋白质变性的程度越大，在200～250 nm范围内，其圆二色谱
更加接近基线（椭圆率为零的直线）。 蛋白质变性和复性的研究在蛋白质分离纯化中的应用是包涵体
的纯化，大肠杆菌中重组蛋白的高表达常常导致无活性的包涵体的产生。虽然包涵体是无活性蛋白质
的聚沉物，但是它富含重组蛋白而且易于纯化，能有效抵御宿主体内蛋白酶的降解；此外，如果表达
产物在天然状态下对宿主细胞有毒性，使它以包涵体形式产生无疑可降低其毒性。因此包涵体的产生
对蛋白质的纯化来说未必是一件坏事，但包涵体本身不是有生物学活性的蛋白质，要想得到有生物学
活性的蛋白质，必须对包涵体进行进一步的处理。
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编辑推荐

《普通高等教育"十一五"国家级规划教材:基础生物化学实验(第3版)》适合高等院校及专科学校生物、
农、林、医等专业使用。
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