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专题5·DNA和蛋白质技术

课题3·血红蛋白的提取和分离
【学习目标】了解色谱法、电泳法等分离生物大分子的基本原理。

【学习重点】凝胶色谱法的原理和方法

【学习难点】样品的预处理
【课堂展开】
一、凝胶色谱法 
1、概念：也称做          ，是根据                  分离蛋白质的有效方法。
2、原理

（1）由                  构成的凝胶，内部有许多贯穿的       。
（2）当                  不同的蛋白质通过凝胶时，相对分子质量      的蛋白质容易进入凝胶内部的通道，路程       ，移动速度       ；而相对分子质量       的蛋白质无法进入凝胶内部的通道，只能在         移动，路程       ，移动速度       ，从而使              不同的蛋白质分子得以分离。
二、缓冲溶液
1、作用：在一定范围内，抵制       的        对溶液pH的影响，维持pH         。
2、配制：由      种缓冲剂溶解于     中配制而成，通过调节缓冲剂的          就可以得到不同pH范围内使用的缓冲液。
三、电泳
1、概念：指         在电场的作用下发生         的过程。
2、原理：在一定的       下，       、       等生物大分子的可解离基团会带上     
或       。 在         的作用下，这些带电分子会向着与其所带电荷       的电极移动。
3、作用：电泳利用了待分离样品中各种分子         的差异及分子本身的      、       的不同，使带电分子产生不同的           ，从而实现样品中         的分离。
4、方法：常用的电泳方法有                    和                     。
测定蛋白质分子量时通常使用                           。
四、实验操作
蛋白质的提取和分离一般分为四步：样品处理——粗分离——纯化——纯度鉴定
（一）样品处理：
1、红细胞的洗涤：
1) 目的是               。
2) 分离时采取            ，直至上清液中没有         ，表明红细胞已洗涤干净。
2、血红蛋白的释放：
在        和        的作用下，红细胞破裂，释放出血红蛋白。
【思考1】加入蒸馏水和甲苯的目的是什么?                                         
【思考2】洗涤红细胞时为什么不能用蒸馏水代替生理盐水?                            
3、分离血红蛋白溶液：
把         离心后，将试管中的液体用       过滤、除去            ，于       中静置片刻后，分离出下层的       。
（二）粗分离：即透析
1、方法：将血红蛋白溶液装入       ，将         放入一定量适宜浓度的       中，透析       。
2、目的：将         的杂质除去。
3、原理：透析袋能使小分子自由进出，而将大分子物质保留在袋内。
（三）纯化：
通过凝胶色谱柱将相对分子质量较大的杂质蛋白除去。操作如下：
1、凝胶色谱柱的制作。
2、凝胶色谱柱的装填。
3、样品的加入和洗脱。
（四）纯度鉴定：
在鉴定的方法中，使用最多的是                                  。

五、操作提示
1、红细胞的洗涤：       、         与       十分重要。         过少，无法除去血浆蛋白；       过高和       过长会使         等一同沉淀，达不到分离效果。
2、色谱柱填料的处理：商品凝胶使用前需直接放在       中膨胀，可以将加入其中的
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        用          加热，加速膨胀。
3、凝胶色谱柱的装填：在装填凝胶柱时，不得有气泡存在。气泡会搅乱洗脱液中蛋白质的          ，降低          。
4、蛋白质的分离：如果红色区带         地移动，说明色谱柱制作成功。
【探究归纳】
 一、人们用鸡的红细胞提取DNA，而用人成熟的红细胞提取血红蛋白的原因是什么?

二、凝胶色谱法的原理归纳
【巩固练习】

1．凝胶色谱法是根据（    ）分离蛋白质的有效方法。

A.分子的大小   B.相对分子质量的大小    C.带电荷的多少    D.溶解度

2．缓冲液的作用是：在一定范围内，抵制外界的影响来维持（  ）基[image: image2.png]b 22 2250 B (ZXXK.COM)




本不变。

A.温度[image: image3.png]b 22 2250 B (ZXXK.COM)




    B.pH    C.渗透压    D.氧气浓度

3．电泳是指带电粒子在电场的作用下向着与其所带电荷（  ）的电极移动。

A.相同    B.相反   C.相对     D.[image: image4.png]b 22 2250 B (ZXXK.COM)




相向

4.哺乳动物和人的成[image: image5.png]b 22 2250 B (ZXXK.COM)




熟的红细胞中的（     ）与氧气[image: image6.png]b 22 2250 B (ZXXK.COM)




的运输有关。

A.血红蛋白   B.肌红蛋白    C.肌动蛋白    D.肌球蛋白

5．血液由血浆和各种血细胞组成，其中（    ）的含量最多。

A.白细胞   .B血小板   C.红细胞    D.淋巴细胞

6．为防止血液凝固，在采血容器[image: image7.png]b 22 2250 B (ZXXK.COM)




中要预先加入抗凝血剂（     ）。

A.NaCl   B.甲苯    C.蒸馏水    D.柠檬酸钠

7．将搅拌好的混合液转移到离心管中，离心后，可以明显看到试管[image: image8.png]b 22 2250 B (ZXXK.COM)




中的溶液分为4层，其中第3层是（    ）

A.无色透明的甲苯层     B.脂溶性物质的沉淀层  
 C.血红蛋白的水溶液     D.其他杂质的暗红色沉淀物

8.下面说法不正确的是 (  )

  A.在一定范围内，缓冲溶液能够抵制外界的酸和碱对溶液pH的影响，维持pH基本不变
  B.缓冲溶液通常由1～2种缓冲剂溶解于水中配制而成
  C.电泳是指带电粒子在电场的作用下发生迁移的过程
  D.透析袋能使大分子自由进出，而将小分子保留在袋内
9.蛋白质的提取和分离分为哪几步 (    )

  A.样品处理、凝胶色谱操作、SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳
  B.样品处理、凝胶色谱操作、纯化
  C.样品处理、粗分离、纯化、纯度鉴定
  D、样品处理、纯化、粗分离、纯度鉴定
10.洗涤红细胞时，离心所采用的方法是(     )
A.低速长时间离心    B.低速短时间离心

C.高速长时间离心    D.高速短时间离心
11.凝胶色谱法分离蛋白质中使用的凝胶是交联葡聚糖凝胶(Sephadex G一75)，其中G、75的含义为 (     )

A.G表示凝胶的使用量，75表示加25 g水 

B.G表示凝胶的交联程度，75表示需加热到75℃
C.G表示凝胶的交联程度，膨胀程度及分离范围，75表示每克凝胶膨胀时吸水7、5g
D.G表示凝胶的膨胀体积,75表示每克凝胶膨胀时体积可达75cm3
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12.下面是凝胶色谱法分离血红蛋白时样品的加入（图I）和洗脱（图Ⅱ）示意图，请据图回答下列问题。
（1）在加样示意图中，正确的加样顺序是           。
（2）用吸管加样时，应注意正确操作，分别是
①          。②贴着管壁加样。③          。
（3）等样品          时，才加入缓冲液          。
待         接近色谱柱底端时，用试管收集流出液，每         mL收集一管，连续收集。
13.凝胶色谱技术是一种快速而又简单的分离技术，由于设备简单、操作方便，不需要有机溶剂，对高分子物质有很高的分离效果，目前已经被生物化学、分子生物学、生物工程学、分子免疫学以及医学等有关领域广泛应用，不但应用于科学实验研究，而且，已经大规模地用于工业生产。据图回答问题：
（1）a、b均为蛋白质分子，其中先从层析柱中洗脱出来的是       ，
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原因是                                                       。[来源:学.科.K]
（2）自己制作凝胶色谱柱时，在色谱柱底部d位置相当于多孔板的结构可由         替代。
（3）装填凝胶色谱柱时，色谱柱内不能有气泡存在，原因是              。
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