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紫外分光光度法测定蛋白质浓度
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一、实验目的

  1. 掌握紫外分光光度法测定蛋白质含量的原  

     理和操作方法。

  2. 掌握紫外分光光度计的使用方法。



  

二、实验原理

            蛋白质分子中含有共轭双键的酪氨酸、色氨酸等

芳香族氨基酸残基。它们具有吸收紫外光的性质，其吸收高

峰在 280nm 波长处，且在此波长内吸收峰的吸光度与其浓度

成正比关系，故可作为蛋白质定量测定的依据。但由于各种

蛋白质的酪氨酸和色氨酸的含量不同，故测定那些与标准蛋

白质的酪氨酸和色氨酸含量差异大的蛋白质，有一定的误差

。故该法适于用测定与标准蛋白质的氨基酸组成相似的蛋白

质。 



  

二、实验原理

            另外，不少杂质在 280nm 波长下也有一定吸收能

力，可能发生干扰。其中以核酸（嘌呤和嘧啶碱）的影响更为

严重。然而核酸的最大吸收峰是在 260nm ，因此溶液中同时

存在核酸时，必须同时测定 A260nm 与 A280nm ，然后根据

两种波长的吸收度的比值，通过经验公式校正，以消除核酸的

影响而推算出蛋白质的真实含量。



  

朗伯—比耳定律
 布格 (Bouguer) 和朗伯 (Lambert) 先后于 172
9年和 1760年阐明了光的吸收程度和吸收层厚度
的关系。 A∝b  
 

二、实验原理



  

 1852年比耳 (Beer) 又提出了光的吸收程度
和吸收物浓度之间也具有类似的关系。 A∝ c 

  

 二者的结合称为朗伯—比耳定律。



  

朗伯—比耳定律

    吸光度 A ：表征物质对光吸收程度的量。

               A= lgIi/It = -lgT =bc

 A-- 吸光度
 -- 摩尔吸光系数
 C-- 被测物浓度
 Ii-- 入射光强

 T-- 透过率
 b-- 液层厚度（光程长
度）
 It-- 透射光强

二、实验原理



  

三、实验试剂与器材

1. 试剂

（ 1 ）标准蛋白质： 1mg/mL      牛血清蛋白

（ 2 ）待测样本蛋白质

2. 器材

（ 1 ） UV-9100 紫外分光光度计 & 比色皿

（ 2 ）试管 (10 只 )

（ 3 ）试管架

（ 4 ）刻度吸管 0.5 ml (×2) 、 2 ml (×1) 、 5ml (×1)



  

四、实验步骤

1 ．标准曲线法

（ 1 ）取试管 10 支，编号后按下表操作。

项目 1 2 3 4 5 6 7 8 测定管

1
测定管

2

标准蛋白 (ml
)

0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0

样本蛋白 (ml
)

8 8

水 (ml) 8.0 4.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

蛋白质浓度 
(mg/ml)

0 0.125 0.25 0.375 0.5 0.625 0.75 0.875

       各管混匀，盛于石英杯中，用紫外分光光度计，以空白管 1 调零，

分别于 280nm 波长下测定各管吸光度。

       此外，测定管需同时测定 260nm 波长的吸光度，用于经验公式直
接计算。



  

四、实验步骤

 （ 2 ） 标准曲线的绘制

            以标准管各管吸光度 (A280nm) 为纵坐标，以

蛋白质浓度为横坐标绘制标准曲线。然后根据测定管吸光度

值，直接查标准曲线求得样本中蛋白质的浓度。

？



  

四、实验步骤

   2. 经验公式法

           用紫外分光光度计测定样本蛋白质分别在

280nm 和 260nm 波长下的吸光度。按以下公式计

算样本蛋白质浓度 (mg/ml) :

           样本蛋白质浓度 =1.45A280 － 0.74A260

      ★ 比较标准曲线法和经验公式法的结果



  

五、注意事项

1. 移液管的操作

2. 紫外分光光度计的使用

3. 标准蛋白质和样本蛋白质的区别

4. 测定管中样本蛋白质在 260nm 波长的测定

5. 实验结束后仪器的清洗和归还

6. 实验报告中要有标准曲线图，并要根据测定管中样

本蛋白质的吸光度求出其浓度。
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