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内容概要

《高级生物化学实验》是南京大学生命科学实验教学示范中心组织编写的《现代生命科学实验系列丛
书》的一个分册。
内容建立在学生已掌握了一定的生物化学基本实验技能的基础上，精选了多个综合性和创新性实验，
旨在强化提高学生的综合运用能力和创新能力，让学生在实验课程中体验科研的过程，使学生从整体
上了解生命科学研究的思路和方法，培养学生正确的科研思维能力和综合素质。
其中的创新性实验既包含在新的条件下再现大科学家经典实验的项目，又有与生活实际相联系的实验
项目。

本教材可作为高等院校生命科学、医药卫生相关专业创新性实验教材，也可供有关教师和科研人员参
考使用。
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章节摘录

版权页：   插图：   将上清液转入旋转蒸发器中，真空浓缩至15 mL左右。
在浓缩液中加入60 mL氯仿—正丁醇（4：1，V／V）混合液，充分振荡20 min，静置分层，3500 r
／min离心15 min，将中间液面白色类似凝胶的蛋白质和下层的有机溶剂除去。
上层水相中继续加入60 mL氯仿一正丁醇（4：1，V／V）混合液，充分振荡20 min，静置分层，3500 r
／min离心15 min，取上层水相，如此重复直至离心后水相和有机相之间无蛋白质层出现（约4～5次）
。
 将上层水溶液置透析袋中，用20倍体积的蒸馏水透析3 d，中间换水6次。
将透析袋中溶液真空浓缩至15 mL左右。
向浓缩液中加入4倍体积的无水乙醇，4℃冰箱放置12 h，4000 r／min离心20 min，收集沉淀。
 将沉淀用少量蒸馏水溶解，冷冻干燥即得粗多糖，按下面的公式计算粗多糖的得率： 粗多糖得率（
％）=[粗多糖的质量（g）／山药粉的质量（g）]×100％ 2.粗多糖（RDP）的纯化 取山药粗多糖1 g，
用DEAE—纤维素柱纯化，水洗脱，苯酚一硫酸法检测，收集多糖主峰，用无水乙醇沉淀，4000 r
／min离心20 min，沉淀用少量蒸馏水溶解，冷冻干燥。
 将冻干后的样品用少量蒸馏水溶解，经Sephadex G100凝胶色谱柱进一步纯化，双蒸馏水洗脱，收集多
糖峰（两个）。
用乙醇沉淀，再冷冻干燥得纯山药多糖RDP—Ⅰ和RDP—Ⅱ。
 3.纯度及分子质量测定 将纯化后的山药多糖RDP—Ⅰ、RDP—Ⅱ及Dextran标准品（分子质量依次为57
200 Da、43 000 Da、21 400 Da、17 500 Da、50 Da）分别经HPLC分离，洗脱剂为双蒸馏水，流速为1 mL
／min，收集洗脱峰，记录洗脱时间和体积。
根据洗脱峰的形状判断样品的纯度，以Dextran系列标准品的分子质量对数与对应的洗脱体积作标准曲
线，再根据RDP—Ⅰ和RDP—Ⅱ的洗脱体积求得其分子质量。
 4.多糖的结构分析 1）多糖的酸水解 称取10 mg山药多糖RDP—Ⅰ，加入2 mol／L三氟乙酸2 mL，封管
后在120℃水解2 h，冷却后减压蒸去TFA。
用纸色谱法检测水解产物，展开剂为乙酸乙酯—吡啶—乙酸—水（5：5：1：3），用苯胺一邻苯二甲
酸试剂显色。
剩余水解物减压干燥过夜后加入盐酸羟胺10 mg及无水吡啶1 mL溶解，在90℃反应30 min，冷至室温，
加入无水乙酸酐1 mL，在90℃下继续反应30 min，冷至室温，加入H2O 1 mL摇匀。
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编辑推荐

《高级生物化学实验》可作为高等院校生命科学、医药卫生相关专业创新性实验教材，也可供有关教
师和科研人员参考使用。
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