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实验一  蛋白质等电点的测定 
授课章节 实验一  蛋白质等电点的测定 

课时安排 3 教学方法 实践法 

教学主要内容： 

    一、蛋白质等电点的基本概念及理化意义 

二、酪蛋白的理化性质特点 

三、沉淀法测定蛋白质等电点的实验原理 

四、不同 pH缓冲体系对蛋白质溶解度及沉淀的影响规律 

五、蛋白质等电点的实验判定方法与结果分析 

教学目的、要求： 

（一）知识目标 

- 理解蛋白质等电点（pI）的基本概念、核心特征及实际意义。 

- 掌握沉淀法测定蛋白质等电点的实验原理。 

- 了解酪蛋白的基本理化性质及等电点特性。 

（二）能力目标 

- 能熟练配制不同 pH值缓冲溶液，规范完成实验操作流程。 

- 能准确观察、对比各实验组蛋白质浑浊与沉淀程度。 

- 能结合实验现象准确判定酪蛋白等电点，完成实验结果分析。 

（三）素养目标 

- 养成严谨规范、细致观察的实验习惯，树立科学实验思维。 

- 培养实事求是、客观记录实验数据的科学素养。 

- 提升理论联系实践、分析实验现象与总结规律的探究能力。 

（四）课程思政 

- 秉持严谨求实的科研态度，精准把控实验细节，坚守科学求真的治学理念。 

教学重点、难点： 

（一）教学重点 

蛋白质等电点的概念与理化特性；沉淀法测定蛋白质等电点的实验原理与操

作要点。 

（二）教学难点 
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理解 pH值对蛋白质带电性质、溶解度及沉淀效果的影响机制；根据实验现

象精准判定蛋白质等电点。 

教学过程： 

实训原理 

蛋白质是两性电解质，其分子上的氨基和羧基会随溶液 pH 值变化而解离，使蛋

白质带正电或负电。当溶液处于某一特定 pH 值时，蛋白质分子所带正负电荷数

目相等，净电荷为零，此时的 pH值即称为该蛋白质的等电点（pI）。 

在等电点时，蛋白质分子间缺乏静电排斥力，加上水化程度最小，因此溶解度最

低，最易发生凝聚沉淀。本实验通过在不同 pH 值的缓冲液中加入蛋白质，观察

各管的沉淀（混浊）程度，沉淀最明显的那一管所对应的 pH 值，即为该蛋白质

的等电点 

实训材料与器材 

1. 实验器材 

试管、移液管 

2. 实验试剂 

① 酪蛋白  

② NaOH 溶液 0.1 mol/L 100mL 

③ 醋酸溶液 1.00 mol/L 100mL 

④ 醋酸溶液 0.10 mol/L 100mL 

⑤ 醋酸溶液 0.01 mol/L 100mL 

实训步骤 

1. 0.4% 酪蛋白溶液（碱性，pH约 8.0-8.5，共 100mL）、 

称取 0.4g酪蛋白于乳钵中，加入约 1mL蒸馏水，研磨成均匀糊状  

顺时针研磨，无颗粒感，逐滴加入 0.1 mol/L NaOH，边加边继续研磨（约需 2-3mL），

研磨至溶液完全澄清透明（无悬浮颗粒） 、完全溶解，转移至 100mL 烧杯，

用蒸馏水洗涤乳钵 2-3次，洗液一并转移，转入 100mL容量瓶，加蒸馏水定容至

刻度。 

2. 取 5支干燥试管，按下表顺序加入试剂（每管总体积 10mL） 
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3. 加入酪蛋白溶液观察沉淀 

向上述 5支试管中各加入 1mL 0.4%酪蛋白溶液（碱性），每加一管立即摇

匀，即刻观察并记录各管的浑浊程度，静置 10分钟后再次观察并记录 

4. 按照以下标准做好实验记录 

 

五、实验结果与讨论 
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实验二   维生素C含量的测定 
授课章节 实验二   维生素 C含量的测定 

课时安排 3 教学方法 实践法 

教学主要内容： 

一、维生素 C的理化性质与生理功能 

二、2,6-二氯酚靛酚滴定法测定维生素 C的实验原理 

三、样品预处理、试剂配制与滴定实验操作流程 

四、滴定终点的判断方法与实验数据计算 

教学目的、要求： 

    （一）知识目标 

- 理解维生素 C的理化性质与氧化还原特性。 

- 掌握 2,6-二氯酚靛酚滴定法定量测定维生素 C的原理和方法。 

- 熟悉滴定终点判定依据及维生素 C含量的计算方式。 

（二）能力目标 

- 能规范完成实验样品处理、试剂配制与滴定操作。 

- 能准确观察、判断滴定终点，规范记录实验数据。 

- 能根据滴定消耗试剂体积，准确计算样品中维生素 C含量，完成结果分析。 

（三）素养目标 

- 养成严谨规范、细致精准的定量实验操作习惯。 

- 培养实事求是、客观记录数据的科学实验素养。 

- 提升理论结合实践、分析实验误差与总结实验规律的能力。 

（四）课程思政 

- 秉持严谨求真、精益求精的科研态度，精准把控实验数据，树立科学务实的专

业素养。 

教学重点、难点： 

（一）教学重点 

2,6-二氯酚靛酚滴定法测定维生素 C的实验原理；滴定操作规范与维生素 C

含量计算方法。 

（二）教学难点 
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精准判断滴定终点，减少实验误差；理解氧化还原反应在维生素 C定量检测

中的应用机制。 

教学过程： 

实验原理： 

维生素 C（抗坏血酸）具有很强的还原性，能将染料 2,6-二氯酚靛酚还原成无色，

而抗坏血酸本身被氧化成脱氢抗坏血酸。氧化型 2,6-二氯酚靛酚在酸性溶液中

呈粉红色，在中性或碱性溶液中呈蓝色，当用此染料滴定含有抗坏血酸的酸性溶

液时，在抗坏血酸未全部氧化前，则滴下染料立即被还原成无色，一旦溶液中的

抗坏血酸全部被氧化时，则滴下的染料立即使溶液显示粉红色，此时为滴定终点，

即表示溶液中的抗坏血酸刚刚被氧化完全，从滴定时 2,6-二氯酚靛酚标准液的

消耗量，可以计算出被检物质中抗坏血酸的含量。 

实验试剂与仪器 

（一）实验试剂 

2%草酸溶液、抗坏血酸（维生素 C）标准品、2,6‑二氯酚靛酚钠盐、碳酸氢钠、

蒸馏水、新鲜柠檬 

（二）实验仪器 

电子天平、碱式滴定管、50mL锥形瓶、移液管、容量瓶、烧杯、玻璃棒、研钵、

滤纸、水浴锅、洗耳球 

实训过程： 

（一）配制 2%草酸溶液 

准确称取 10g草酸固体，加入 500mL蒸馏水中，用玻璃棒持续搅拌至固体完全溶

解，摇匀后备用，作为维生素 C的抗氧化保护液。 

（二）配制维生素 C标准液 

1. 用电子天平精准称取 100mg抗坏血酸粉末； 

2. 加入少量配制好的 2%草酸溶液，搅拌至粉末完全溶解； 

3. 将全部溶液转移至 500mL容量瓶中，用 2%草酸溶液洗涤烧杯 2-3 次，洗涤液

全部并入容量瓶； 

4. 加 2%草酸溶液定容至 500mL刻度线，盖紧瓶塞充分摇匀； 

5. 配好的标准液浓度为：1mL溶液含 0.2mg 维生素 C，避光备用。 
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（三）配制 0.02% 2,6‑二氯酚靛酚滴定液 

1. 分别称取 50mg 2,6‑二氯酚靛酚钠盐、52mg 碳酸氢钠； 

2. 量取 200mL蒸馏水，加热至 40-60℃，倒入洁净烧杯中； 

3. 先加入碳酸氢钠，搅拌至完全溶解，再加入染料粉末，持续搅拌至全部溶解； 

4. 溶液冷却至室温后，转移至 250mL容量瓶，加蒸馏水定容至刻度线，摇匀后

避光保存备用。 

（四）滴定液浓度标定（测定参数 A） 

1. 准备两组 50mL锥形瓶，设置标准组、空白组，两组均平行测定 2次； 

2. 标准组：加入 1mL 维生素 C标准液（含 0.2mg维生素 C）+ 9mL 2%草酸溶液，

摇匀； 

3. 空白组：仅加入 10mL 2%草酸溶液，无维生素 C添加； 

4. 用配制好的滴定液分别滴定两组溶液，边滴加边匀速摇晃锥形瓶，直至溶液

呈现淡粉红色且 15 秒不褪色，立即停止滴定； 

5. 分别记录两组两次滴定的消耗体积，计算平均值，得到标准组平均消耗体积、

空白组平均消耗体积； 

6. 计算标定系数 A 。A为 1mL滴定液可氧化的维生素 C质量（mg/mL）。 

（五）样品处理 

1. 新鲜柠檬用清水洗净，吸水纸吸干表面水分，去除果皮杂质； 

2. 准确称取 0.5g柠檬果肉，充分剪碎后放入洁净研钵中； 

3. 向研钵中加入 5-10mL 2%草酸溶液，快速充分研磨成均匀匀浆； 

4. 用滤纸过滤匀浆，将滤液收集至 50mL容量瓶中； 

5. 用少量 2%草酸溶液多次洗涤研钵及滤渣，洗涤液全部并入容量瓶； 

6. 加 2%草酸溶液定容至 50mL刻度线，摇匀，得到柠檬待测液； 

7. 用移液管准确吸取 10mL柠檬待测液，该取样体积记为 B。 

（六）样品滴定与数据记录（测定 V₁、V₀） 

1. 样品滴定：将备好的样品溶液置于锥形瓶中，用已标定的滴定液快速滴定，

至溶液呈淡粉红色且 15秒不褪色即为终点，平行滴定 2次，记录消耗体积，取

平均值记为 V₁； 

2. 空白滴定：取 10mL 2%草酸溶液作为空白样品，同等条件下平行滴定 2次，
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记录消耗体积，取平均值记为 V₀； 

3. 全程滴定速度不宜过慢，控制在 2分钟内完成，防止维生素 C氧化失效。 

八、结果计算 

W=((V_1-V_0 )×A)/B×50/0.5×100 

式中： 

W：每 100g 柠檬样品中维生素 C含量，mg/100g； 

V₁：样品待测液滴定消耗滴定液的平均体积，mL； 

V₀：空白滴定消耗滴定液的平均体积，mL； 

A：1mL 滴定液相当于维生素 C的质量，mg/mL； 

B：滴定时吸取的柠檬待测液体积，mL； 

50：柠檬样品定容总体积，mL；0.5：柠檬样品称取质量，g。 

九、注意事项 

1. 维生素 C极易被空气氧化，样品处理、滴定操作需快速完成，减少溶液暴露

在空气中的时间。 

2. 严格把控滴定终点，以淡粉红色保持 15 秒不褪色为准，避免滴定过量导致实

验误差。 

3. 柠檬样品需现处理、现滴定，防止维生素 C流失。 

4. 所有玻璃仪器需洁净、无杂质、无残留水分，避免污染溶液、干扰实验结果。 

5. 标准液、滴定液需避光保存，现配现用，长时间放置会导致浓度失效，影响

标定和滴定精度。 

6. 所有平行实验需在相同温度、光照条件下完成，保证实验变量唯一，数据真

实可靠。 

作业布置： 

1. 实验有哪些注意事项？ 
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实验三  考马斯亮蓝考G-250染色法测定蛋白质

含量 
授课章节 实验三   考马斯亮蓝考 G-250染色法测定蛋白质含量 

课时安排 3 教学方法 实践法 

教学主要内容： 

一、考马斯亮蓝 G-250染色法的检测原理与反应特性 

二、蛋白质标准曲线的绘制方法与浓度梯度设置 

三、实验试剂配制、样品处理与上机操作流程 

四、分光光度计使用及 595nm吸光度测定方法 

五、基于标准曲线的蛋白质含量计算与数据分析 

教学目的、要求： 

   （一）知识目标 

- 了解考马斯亮蓝 G-250染色法的基本特点与适用范围。 

- 掌握考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的基本原理与检测方法。 

- 熟悉标准曲线法定量检测蛋白质的实验原理与数据处理逻辑。 

（二）能力目标 

- 能规范配制实验试剂、设置蛋白质浓度梯度，独立绘制标准曲线。 

- 能熟练操作分光光度计，准确测定样品吸光度值。 

- 能依托标准曲线计算样品蛋白质含量，完成实验数据整理与结果分析。 

（三）素养目标 

- 养成规范操作、精准定量的实验习惯，树立严谨的定量分析思维。 

- 培养客观记录数据、科学分析实验误差的专业素养。 

- 提升理论结合实践，运用生化检测技术解决实际检测问题的能力。 

（四）课程思政 

- 秉持严谨求实、精益求精的科研态度，规范每一步实验操作，保障检测数据真

实可靠。 

教学重点、难点： 

（一）教学重点 

考马斯亮蓝 G-250染色法测定蛋白质含量的实验原理； 
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标准曲线绘制方法与蛋白质含量定量计算。 

（二）教学难点 

精准把控实验反应时间，保证吸光度检测稳定性； 

规范绘制标准曲线并精准分析实验误差。 

教学过程： 

实验原理： 

考马斯亮蓝 G-250在酸性溶液中为棕红色，其所含疏水基团在酸性条件下与

蛋白质的疏水区具有亲和力，通过疏水作用与蛋白质相结合,形成蓝色的蛋白质

染料复合物,在 595nm 处有最大吸光度，在一定的蛋白质浓度范围内，蛋白质染

料复合物在 595nm处的吸光度与蛋白质浓度成正比，因此，可用于蛋白质含量测

定，反应 2-5分钟即呈最大光吸收，至少稳定 1小时。 

实验仪器与试剂： 

(一)试剂 

1、染色液:取考马斯亮蓝 G-250 100mg溶于 50ml 95%乙醇中，加 100ml 85%磷酸，

加水稀释至 1升。 

2、标准蛋白溶液: 0.1mg/m1 牛血清白蛋白。 

3、未知浓度的蛋白质溶液 

(二)器具 

1、试管及试管架 

2、移液管(1ml,5ml) 

3、可见光分光光度计 

实验步骤： 

标准曲线的制作 

1、取 7 支试管，按下表加入试剂 

 

 

 

2、将试管摇匀，放置 20分钟。 

3、用分光光度计比色测定吸光值 A595nm。 
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4、以 A595nm 为纵坐标，标准蛋白质浓度为横坐标，绘制标准曲线。 

五、实验结果： 

绘制标准曲线。 

 

作业布置： 

1、实验过程有哪些注意事项？ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


