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二阶导数光谱法浏定蛋 白质的含量

草志坚

( 右江 民族 医学院 中心 实验室 )

摘要
: 导数 光讲是 萦外可 见分光光度法 中用以排除干扰的 一 种 技 术

。

本 丈

用 日立 2 2 0一A 紫外可 见分光光度计 中浏 定 了血 清蛋 白质的含童
。

通 过实脸得 出的 线

性 回 归 方程 为 D =
5 15

。

24
c
一 0

。

34 衍相关 系数
r = 0

.

” 98
,

样本平均 回收率 为 1 0 0
.

0

5%
,

精度试脸万
二 0

.

0 7 7 , S = 0
.

4 1 5 , 刁 玄 = 0
.

0 2 7 , S面 = 0
.

1 4 8
。

此法重现好
, 变

异 系获 ( C V ) < 士 1% , 此法简单
, 快速 , 可 用于血清蛋白质的浏 定

。

关抽润
。
导橄光 , 法

,

蛋白质

导数分光光度法 〔幻 是将导数光请应用于分光光度法而得名
。

过去采 用 紫外零阶光谱

《原光琳 ) 法侧定雍清蛋白质
,

常因血清的其它成分干扰而影响测定结果
。

本文根据导数光

带踌可消睁某聋干抹这一特点 〔 2 〕 ,
用二阶导教光淆法测定血清中蛋白质的含量

.

结早报告

如下
。

一
、

材料与方法

一 、
仪器

. 日立一 2 20 弃型双光束可见紫外分光光度计
.

试剂
.
蛋白质标准溶液 ( m ` / 二 1)

,

用 0
.

9% N a CI 配制
。

血清样品
.
附院门诊正常血清

。

吸取 0
.

l m l血清直接置于 1 00 , 1容量瓶中
,
用 。

.

9% N a C I

洛液稀释至刻度
。

二
、

二阶导数光谱测定实验
1

.

测试条件
:
取蛋白质标准液在 34 0一 2 55n 。中以不 同操作条件做二阶导数光谱测试

,

经

比较选择下列噪音小
,
稳定性好的测试条件

。

方式
: A B S , 狭缝宽度

: 2
. o m ;

响应 时 间
:

2秒 , 纵座标刻度
: 士 。

·

0 5 , 导数阶数
: 2 , 微分 宽 度

: 2 ; 扫 描 速 度
:

12 O n m / 二 i幻 纸

速
. 4 0 n nt /

e m
。

2
。

血清蛋 白质光谱
:
将稀释好的血清 样品 l二 l加 0

.

9% N a C 1 3耐
,

混合后
,

以 0
.

9 % N a C I

为空 白
,

分别在 3 40 一 2 5 5 n m之内绘制紫外零阶光谱和二阶导数光谱 ( 图 1 , 2 )
。

从图 1看 出血

清蛋白的紫外零阶光谱比二阶导数光谱的峰明显宽些
,
证明零阶光谱受到背景吸收的影响和

其它成分的干扰
。

而二阶导数光谱峰尖而高
,
分辩率也较高

。

本实验选择反映蛋 白质特征的

29 0与 2 80 n 。为测试波长
, 以此 二波长的峰谷间振幅值D 来作定量信息 〔 3 〕
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图 1 蛋白质萦外零阶光谱

`l eeee件片
J

O,.

: 1 2 0 N M / M I N

C H A R T F O R升I A T

: ’

ON M / C M

3
.

蛋 白质标准曲级的制备

( 1 ) 标准溶液的配制
:

准确 吸 取不 同

体积的蛋 白质标准液
,

用 Q
.

9% N a C I稀 释 成

每毫升含 有 蛋 白 质 0
.

1 2 5
,

0
.

2 5 0
,

0
.

3 7 5 ,

一 q 。岁 ` , 巴~ ~ - , 户
:

_

_

,

三, , 剥冲 ” 川

图 2 蛋白质紫外二阶导数光谱

0
。

50 0 , 0
.

6 2 5 , o
。

7 5 o m g的浓度待检测
。

( 2 ) 标准曲线的绘制
:

测标摧系列溶液的二阶导 数光谱
,

量取 2 9 0
一

与2 8 0 。 m 两极值间的振 幅 D ( 以二二计 ) ,
绘

制标准曲线 ( 见图 3 )
,

可见 D值与浓度 C成线性关系 ( 见表 1 )
。

用最小 二 乘 法 处理 得回

归方 程 为 : D 二 i 5 5
.

2 4 C 一 0
.

3 4 6
。

相关系数
r = 0

.

9 9 9 8 ,

C为蛋 白质浓度 ( m g / m l )
。

4
.

血清样灿的 测量

取 9份血清样品
,

分别用二阶导数光谱法测定其 D值
,

式中 D 为二阶导数振 幅 ( 口 m )
,

通过标准曲线或代入回归方 程 得

出样品中蛋 白质的含童
。

结呆 9份样中
,
最大值为 0

.

0 79 二 g / m l , 最小值为 。
.

O 76 m g / , l,

r 三 0
.

0 7 5 , s 气 0
.

0 0 0 1 5 , e V 一 0
.

1。肠
。

二
、

回收率试验

将不同量的蛋白质标准液加入到
。

`

.

I ln l血清样品中 , 测定 D值
,
取D 均值

,
求出 浓 度

,

计算回收率
,
见表 2

。
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表 1

( v e l a t i v e

飞「
一

’

峪 公 +.. .05 心
一

不万价问面 , r

蛋白质紫外二阶导数光谱标准曲线

度
」

浓 度 C 与 振 一 D 值 的 关 系

e o n e e牡 t r a t i o n
( C ) a n d 冬 m p l i t u d e ( D ) o f p r o t e i n

)

白
、

比蛋of

D东
曰曰军扬
,

C (。 ` / . 1)

( m也 )

3 C V %

2 0
。

0 , 2 0
.

10 0
。

0 1吕

3 ,
.

13 3 ,
。

15 0
.

0左3

S ,
.

92 5 ,
.

91 0
.

p 19

7 7
.

1 8 7 ,
.

策0 0
.

01攀

96
.

74 9 6
.

7 4 0
.

01 3

玉飞̀
一

3 0 1玉吞
.

韶 0
.

以 7

0
.

0知

O
。

O书

,
.

0幼

0
。

02 3

0 0
。

1 3

0
。

01 5

:.1158873223420.37.57.96.77.16一ùù.vs,0.7719划.11633
、了沪̀
补.0814922176鹉?

秘.37.57.77.96.116250125375500625脚

X (均数 )
、

S (标准差 )
、

CV (变异系数 )
几

衰 2 回收串试验 ( t e s t o f r e e o, e r了 r a t i o )

样品 实际浓度 (川 g /川 l ) 测并浓度 (。 夕加 l ) 回收率 (% )

0
.

1

0
。

2

0
.

3

0
。

4

0
_

5

0
.

乳03

0
.

1 9 5

0
。

2 94

0
。

3 9 9

0
.

51 0

1够
。

0 0

勿
。

幼

98
。

00

99
。

, 5

1 02
。

00

平均回收率为1 00
.

05 % S = 2
.

4二 C V二 2
.

4 1%
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三
、

精 度试验

用同一份样品在同一条件下和同一分析室
,

在不同时间内分别进行 8次测定
,

计算 出 平

均偏差 ( d ) = 。
.

0 7 7 ,
标准偏差 ( S )

二 0
.

41 8 ,

平均值的平 均 偏 差 ( 己分 )
一 0

.

0 2 7 ,

平

均值的标准偏差 ( S 王 ) = 0
.

1 4 8
。

实验表明
,
本法工作曲线线性 良好

, 测量重现性好
,
精度试验 良好

, 回收率满意
。

可用

于血清蛋 白质样品的测定
。
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0 5%
.

1红 s e r u m
.
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。
0 7 7 、

S 二 0
。
4一8 ,
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。
0 2 7 ,

S 交 = o
。
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