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Ξ  分光光度计是生物化学与分子生物学实验中的

常用仪器o常用来测定核酸!蛋白质等生物大分子的

纯度!浓度以及吸收光谱的变化特征等∀ 其中纯度与

浓度的测定对分光光度计的准确度要求较高o测量数

值的细微差异都有可能影响实验结果∀ 因此o提高分

光光度计的测量准确度就显得极为重要∀ 本文就作者

在这方面的实践经验作一简单介绍∀

t 确认样品的检测范围

在许多情况下o用分光光度计定量的结果不准o

往往是因为超出了检测范围∀ 在这里o检测范围包括

两方面含义}一是指该样品是否可用分光光度法测

定o二是指所测样品的浓度范围∀ 例如o用 u{s ±° 和

uys ±° 紫外光测蛋白质浓度o如果溶液中有一定量

的 ⁄�� o� �� o芳香族氨基酸等物质o则必然干扰测

定结果≈u ∀而用 uys ±° 和 u{s ±° 紫外光测核酸含量

时o蛋白质!酚!琼脂糖或其他核酸也会干扰测定结

果≈t ∀ 遇此情况o或者想办法除去干扰物质o或者换用

其他方法测定∀ 另外o每种测定方法都有一个线性关

系的范围o即使样品可以用某方法测定o如果所测的

浓度不在该方法的线性关系范围内o也不会得出正确

的结果∀ 例如o紫外ku{s ±° l法测定蛋白质浓度的测

量范围是 tss∗ t sss ΛªÙ° ō紫外kutx∗ uux ±° l法

的测量范围是 us∗ tss ΛªÙ° ō而紫外kuuw∗ uvvqv

±° l法的测量范围是 x∗ t{s ΛªÙ°¯
≈u ∀

因此o要根据不同的样品浓度来选择适当的测定

方法o如一经测定发现浓度不合适o那就应当采取措

施o或者换用别的方法o或者稀释样品o或者浓缩样

品∀

u 经常校准波长

在美国 � ¦̈®°¤± 公司生产的 ⁄� 2yss 系列的紫

外Ù可见分光光度计中o都有一个波长校准程序∀ 每隔

一定时间k如半年或 t ¤lo应该用该程序校准一次o以

确保仪器系统自身的准确性∀简易型仪器o如国产 zuu

型可见光分光光度计和 zxt� 型紫外Ù可见分光光度

计o则应经常检查波长调节旋钮是否松动o并定期用

标准溶液检查波长指示是否正确∀

v 加样体积要准

在用移液器具向比色皿中加样时o要保证加样体

积的准确性o很重要的一点就是o将加样器具的尖嘴

贴在比色皿的侧壁底部o然后缓慢加入样品∀ 如果仔

细观察就会发现o在加样时o由于加样器内壁对样品

溶液的吸附作用o液体流出时不同部位流速不同o在

中央处液体流速最快o在四周则最慢∀ 如在加样时速

度过快o由于加样器内壁与样品溶液相接触的地方对

溶液产生了一定的吸附力o导致少量样品以液滴形式

吸附于移液器具的内壁o造成加样不准∀ 对于使用较

大容量比色皿k� sqx ° l̄的 zuu型与 zxt� 型分光光

度计而言o这点误差影响并不太大∀ 但对于使用微量

比色皿k� tss Λ l̄的分光光度计而言o因加样体积本

来就非常小o稍微吸附一点液体就足以造成测定结果

的较大差异∀ 因此o应当引起实验人员的高度重视∀

w 测定比色皿之间的吸光差异

许多人在使用分光光度计时o往往忽略了比色皿

之间的差异性o直接用一个比色皿测空白o用另一个

比色皿测实验样品o记录的数据又不进行校正∀ 应当

说o在教学实验中可以这样做o但如从事科研工作o这

样做显然不合适∀ 正确的做法是o在测定时o分别向几
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个比色皿中加入空白液o以其中一个作为空白o测定

其他几个比色皿的吸光度值o记录下来∀ 在测定样品

时o仍以原来的空白比色皿作为空白比色皿o以其他

几个比色皿盛待测样品o测得的吸光度值应加上或减

去该比色皿的差异值o这样得出的结果才是最终结

果∀

x 比色皿的清洗方法与次数

首先o比色皿应定期清洗∀ 可使用浓盐酸}甲醇kt

Β tl浸泡比色皿 t «o随后用蒸馏水彻底冲洗∀如果一

次测量的待测样品数量比较多o每个比色皿往往需反

复使用多次o如清洗不当就容易造成污染o导致结果

不准∀ 因此o每用完一个比色皿都应当将比色皿中样

品尽量全部弃去o加入蒸馏水o再将蒸馏水全部弃去o

如此清洗即可∀ 当然o清洗次数越多比色皿越干净o但

次数太多是没必要的∀ 本文作者曾用 ⁄�� 样品做过

实验o在完全弃去样品液之后o再加入等体积的蒸馏

水测吸光度o发现比色皿中的样品残留率为 x h 左

右∀ 根据这一比率o如不加清洗o则残留物含量为原来

的 x h ~清洗一次则为 x ϕ 以下~清洗两次o则基本上

测不到残余物∀ 因此o对于一般的实验o清洗一次即

可~而对于要求极为严格的实验o清洗两次足矣∀ 另

外o测定不同浓度的样品o还应注意必须先测低浓度

样品o后测高浓度样品∀ 根据作者测定的残留率o如果

浓度相差在 x倍以上o那么测定低浓度样品后完全弃

去样品o直接加入高浓度样品进行测定o不会影响实

验结果∀

y 对测定数据进行统计学处理

在通常情况下o只要将分光光度计按要求预热一

定时间o所配溶液充分溶解且充分混匀o那么即使分

多次取样测定o其吸光度值也不会有多大差异∀ 因此o

对一个样品o通常取样一次o测吸光度一次即可∀ 如果

对实验要求较高o可以对每个样品分多次取样测定o

或对每次取样间隔一定时间多读几次数据o然后求其

平均值∀
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α  鲈鱼适应力强o生长快o肉质细嫩o是近几年新开

发的一种海水经济鱼类∀ 当年养成鲈鱼规格大部分在

tus∗ wss ª之间o达不到商品规格o这就需要鲈鱼安

全越冬o养成大规格商品鲈鱼以取得更大的经济效

益≈v ∀ 目前鲈鱼越冬方式有 v 种}ktl室内海水越冬~

kul塑料大棚越冬~kvl室外土池越冬∀ 前两种方式成

本高!规格小∀ 第 v种利用废旧虾池在大规模生产上

应用较为理想o成本低!存活率可达 {s h 以上∀ 笔者

结合自己的生产实践对虾池鲈鱼越冬技术进行探讨∀

t 准备工作

tqt 场地选择

可利用废旧虾池o位于半咸水区为佳∀ 进排水能

力强o池子不漏渗o东西走向呈长方形o面积 us∗ xs

亩o水深要求 u∗ v ° ∀若池水偏浅o水温因气温影响变

化大o会造成鱼体冻死冻伤o不利于鲈鱼安全越冬~池

水太深o不利于增氧o因鲈鱼在越冬期近底层栖息o会
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