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分光光度计有效测量范围的生化实验验证

何正平 , 　陆　红 , 　吴忠良 , 　江培　
(复旦大学 生物科学教学实验中心 生物化学实验室 ,上海 200433)

摘 　要 :为了在生物化学实验讲解中更直观地说明使用分光光度计时的有效测量范围 ,分别测定了不同

浓度的苯丙氨酸和 pSK质粒的光吸收值 ,与相应的标准浓度对照 ,计算出不同光吸收值的偏差 ,得到光

吸收值与测量偏差的曲线。实验结果表明 ,当光吸收值小于 0. 1 和大于 1. 0 时 ,测量偏差超过 10 % ,而

当光吸收值在 0. 1～1. 0 之间时 ,测量偏差小于 10 % (当光吸收值在 0. 3～0. 7 之间时 ,测量偏差小于

4 %) ,测量值有效可信。本实验以氨基酸和核酸两种物质为例 ,验证了分光光度计的有效测量范围为

0. 1～1. 0。

关键词 :有效测量范围 ;光吸收值 ;偏差

中图分类号 :Q 523 文献标识码 :A 文章编号 :1006 - 7167 (2007) 02 - 0033 - 02

Biochemical Experimental Definition in
Reliable Measurement of Spectrophotometer

HE Zheng2ping , 　LU Hong , 　WU Zhong2liang , 　JIANG Pei2hong

(Lab. of Biochemistry , Teaching Center of Biology , Fudan Univ. , Shanghai 200433 , China)

Abstract : To show the reliability of spectrophotometric measurements in the experimental teaching , A280 for serial dilution of

phenylalanine and A260 for serial dilution of plasmid pSKwere taken. For each sample , the percentage standard deviation was

plotted. The results show that the standard deviation is up 10 % for low and high spectrophotometric values , and the standard

deviation is below 10 % for spectrophotometric values between 0. 1 and 1. 0 (as little as 4 % for readings between 0. 3 and

0. 7) . The spectrophotometric values between 0. 1 and 1. 0 are very reproducible.
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　　使用分光光度计测量溶液的透光率 ,测量值和实

际值之间具有一定的偏差 ,因而只有在一定的测量范

围内 ,测量值才是有效可信的[1 ,2 ] 。为了在教学中更直

观地说明使用分光光度计时的有效测量范围 ,我们设

计了两个生物化学实验 ,以实验数据来验证分光光度

计的有效测量范围为 0. 1～1. 0。

　　分别精确称取一定量的苯丙氨酸和 pSK质粒 ,进

行系列稀释 ,对每个稀释度的溶液进行比色测定 ,计算

测定值和标准浓度之间的偏差 ,得到光吸收值与测量

偏差的曲线。

1 　实验部分

1. 1 　仪器与试剂

(1) 仪器 :精密分析天平 ,容量瓶 ,移液管 ,真空冷

冻抽干机 ,UV240 紫外光栅分光光度计。

(2) 试剂 :磷酸缓冲液 (pH 7. 5 ,0. 1 molΠL ) ,苯丙

氨酸 ,pSK质粒 (复旦大学生物化学与分子生物学实验

室提供) ,QIAGEN Plasmid Maxi Kit (购自 QIAGEN) 。

1. 2 　实验原理

酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸的 R 基含有苯环共轭

双键 ,因此酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸在近紫外光区域

(220～300 nm) 具有光吸收。酪氨酸的最大光吸收

(λmax ) 在 275 nm ,在该波长下的摩尔消光系数 (molar

extinction coefficient)ε275 = 1. 4 ×103 ;苯丙氨酸的λmax

在 257 nm ,ε257 = 2. 0 ×10
2

;色氨酸的λmax在 280 nm ,



ε280 = 5. 6 ×10
3 。因此可以利用分光光度法测定这 3

种氨基酸的含量。分光光度法定量分析所依据的是

Lambert2beer 定律 :

A 或 D = lgI0ΠI = lg1ΠT =εCL

式中 :A 或 D 为光吸收或光密度 ;ε为摩尔消光系数 ;C

为摩尔浓度 ;L 为吸收杯的内径长度 (cm) ; I0 为入射光

强度 ; I为透射光强度 ;T为透光率。

　　核酸在 260 nm 处有特征的光吸收 ,其浓度和光吸

收值见表 1。

表 1 　浓度和光吸收值

1 个 A260单位 (1 cm 测量光径) 浓度Π(μg·mL - 1)

dsDNA 50

ssDNA 33

RNA 40

寡合苷酸 20～30

　　分别精确称取一定量的苯丙氨酸和 pSK质粒 ,进

行系列稀释 ,对每个稀释度的溶液进行比色测定 ,每个

稀释度重复测定 4 次 ,计算测定值和标准浓度之间的

偏差 ,可以绘制了光吸收值与测量偏差的曲线 ,得出分

光光度法测定溶液浓度的有效测量范围。

1. 3 　实验方法

(1) pSK质粒的抽提和纯化[4 ,7 ] 。质粒的抽提按

“分子克隆”相关方法操作 ;质粒的纯化按《QIAGEN

Plasmid Purification Handbook》相关方法操作。纯化后

质粒真空冷冻抽干。

(2) 光吸收值与测量偏差曲线[5 ] 。分别精确称取

41. 3 mg 的苯丙氨酸和 2. 5 mg 的 pSK质粒 ,溶解到 10

mL ,然后进行系列稀释 ,对每个稀释度的溶液进行比

色测定 ,每个稀释度重复测定 4 次 ,计算测定值和标准

浓度之间的偏差 ,得到光吸收值与测量偏差的曲线。

2 　结果与讨论

2. 1 　苯丙氨酸光吸收值与测量偏差曲线

按照实验方法 1. 3 (2) ,测定了不同稀释度的苯丙

氨酸溶液的光吸收值 ,计算测定值和标准浓度之间的

偏差 ,得到光吸收值与测量偏差的曲线如图 1。

2. 2 　pSK质粒光吸收值与测量偏差曲线

按照实验方法 1. 3 (2) ,测定了不同稀释度的 pSK

质粒溶液的光吸收值 ,计算测定值和标准浓度之间的

偏差 ,得到光吸收值与测量偏差的曲线如图 2。

图 1 　苯丙氨酸光吸收值与测量偏差的关系

图 2 　pSK质粒光吸收值与测量偏差的关系

　从图 1 和图 2 所得到的两条光吸收值与测量偏差

的曲线可以看出 :当光吸收值小于 0. 1 和大于 1. 0 时 ,

测量偏差超过 10 %而当光吸收值在 0. 1～1. 0 之间时 ,

测量偏差小于 10 %(当光吸收值在 0. 3～0. 7 之间时 ,

测量偏差小于 4 %) ,测量值有效可信。本实验以氨基

酸和核酸两种物质为例 ,验证了分光光度计的有效测

量范围为 0. 1～1. 0 ,可以在教学中更直观地讲解使用

分光光度计时的有效测量范围。
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度。通过对以上实验的微量化尝试 ,说明此微型滴定

符合分析实验、绿色化学的要求。所以应将此方法进

一步探索并推广到其它分析实验中。
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