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大豆子粒中的蛋白质含量常常是评价大豆品种
、

子粒的极为重要的指标之一
。

因此
，

需要经常分析其含量
。

在这项工作中
，
已有许多方法

，
其中凯 氏��

�

�������� �定氮法

是成功的
，
被公认为是最准确的方法

。

但是
，

该法操做程 序较繁杂
，
需要时间较长

，
对水

质的要求也较高
，

这就给许多在基层单位的科研工作者带来了困难
。

为此
，
我们在 已有的

双缩腺法 〔 ‘ 、 �〕 的基础上加 以改进
，
即将原祛中的用天平 称量碳酸铜的固体粉末改为用移

液管滴加含铜离子 �来源于���。 � ·
�� �� �的液体双缩腥试剂

。

同时
，
将微量克 氏定氮

法作为标 准
，
进行 比较

。

结果表明
，
采用改良双缩膨法测定大豆子粒中蛋白质的含量

，
不

仅简便
、

快速
，
而且数据较 准确

，
重现性好

，

完全适用于大豆子粒蛋白质含量的分枫

一
、

基 本 原 理

在碱性溶液中
，

双缩腺 ��
��一��一��一��一��

�

�能与二价铜离子 ���
’
�反

应
，
生成紫红色的络合物

，
这就是双缩腺反应

。

除了双缩脉以外
，
凡是含有两个以上 跳键

的化合物
，
例如

，
蛋白质

，

其分子中含有很多肤键
，

因此具有强烈的双缩豚反应 盯“ 〕 。

这一

反应的实质
，
就是铜离子与 肤键中失去质子的氮原子相结合

，
生成紫红色的络合物

。

其反

应式如下
�
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紫 红色络合物

该反应所生成的紫色络合物
，
在一定范围内

，
其颜色深浅与蛋白质的含量成正比

，
而

与蛋白质的分子量及氮基酸组成无关
，一

并且络合物的颜色很稳定
，
因此可用比色法测定

口

此外
，
氨基酸

、

二 肤
、

酞胺等不与双缩腥试剂显色
，
但由于色素

、

类脂能够干扰比

色
，
故加入氯仿消除之

。 �

二
、

试 剂 配 制

�一 �双缩服试剂
�

蒸馏水���毫升� ���氢氧化钾溶液��毫升� ���酒石酸钾钠溶球
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��毫升
，
摇匀， 然后在剧烈搅拌下加入 ��硫酸铜溶液��毫升

，
密封保存

。

如有沉淀析

出
，
则需重新配制

。

�二 �。
�

���氢氧化钾溶液
。

�三 �蛋 白质标准液
�

纯净酪蛋白�或牛血清 蛋白�
‘

烘至恒重
，
准确称取�

。
���克

，

加入�
�

���氢氧化钾溶液
，
定容至���毫升 �浓度为��毫克�毫升 �

�四 �氮仿
。

�
酪蛋白 �或牛血清蛋自 �应事先用克氏定氮法测定其纯度

�

三
、

标准曲线制作

为了求得样品中的蛋白质含量
，
可用蛋白质标准液配制成不同浓度的系列溶液而制作

出一条标准曲线
。

过程如下
�

�一 �取 �支千洁试管
，
按 。 、

�
、
�

、
�

、
�

、
�编号

。

�二 �按照表 �依次加人各种试剂
，
摇匀

，
在��一��℃下放置��分钟

，
充分显色

。

�三 �用��一 �分光光度计进行比色测定
。

上述 溶液分别倒入光径为 �厘米的比色

杯中
，
以 。 管为对照

，

在波长���纳米 ��� �下读取光密度值
。

表 � 绘制标准曲线所用试剂
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�四 �以各管的蛋 白质浓度
‘

�毫克�毫

升�为横座标
，
以光密度值为纵座标

，
画一

条曲线
，
即为标准曲线 �图 � �

。

四
、

样品测定步骤

三白晤介且 ‘ 妹克 �

一
‘ ��山
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图 � 标准曲线

�一 �样品予处理
�

将待测的样品用粉碎机磨成细粉
，
过 ���目铜筛

，
再放入��℃烘

箱烘干 ��一 �小时 �后
，
置于干燥器内备用

。

�二 �样品显色测定
�

�
·

准确称取�
�

���一�
�

���克样品细粉三份
，
分别放入干洁���毫升三角瓶内

。

�
�

依次向各瓶内加入
�

氯仿 �毫升玉叮
�

���氢氧化钾溶液��毫升
，

双缩脉试剂��毫

升
，

加塞
。

在振荡器上振荡��分钟
，
再于��一始℃下放置面分钟

。

“ ·

分别从每个三角瓶内取出适量溶搏于离心管内
，

在�
，
���转�分下离心��分钟

。

仍以徐准曲线中的 。 管作为空白
，
按照制作标准曲线的方祛进行 比色

，
记录光密度值

。

�三 �结果计算
�

根据样品的光密度值
，
在标准曲线上查出相应的蛋白质浓度

，
代入

下式进行计算
�

徉品蛋白质含量 �� �

�
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式中
� �

����

臼
‘

一
人为从标准曲线上查得的样品蛋白质含量 �毫克 �

，

����为毫克将换算成克的系数
�

�一样品重 �克 沁 ��一际准曲线显色夜体积 〔 �毫升 升
��一样品显色液体识 ���毫升 �� ����一换算成百分含量的系数

�

五
、

测 定 结 果

我们应用此法测定了本校育种研究室提供的����
、
����

、
����

、
�弓��一 �

、 �。 拐和

�����等品种大豆子粒的蛋 白质含量
。

结果列于表 �

表 � 采用改良双缩腺法和凯氏定氮法潮定大豆子粒蛋 白质含蛋的比较
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凯氏定氮活 �对照 �

改良双缩腺法
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从表 �可以看出
，
采用改良双缩脉法测定大豆子粒蛋白质的含量十分接近于凯 氏定氮

法
，

误差不超过 ��
。

这一结果与� ��� 。 ������的报导相一致 〔 ‘ 〕 。

改良双缩腺法之所 以能够有较高的准确性
，
主要是对原来的双缩腥法 〔 ‘ ， ’ 〕 的显色试

剂做了相应的改进
�
���由原法的固体碳酸铜粉末改为液休的双缩豚试剂

，
使显色反应进

行得充分
、

彻底，
�� �由原法的用天平 称量改为用移液管滴加

，
减少了称量之间造成的

误差
。

此外
，
原法制做标准曲线时

，

不是采用蛋自质标准液法
，
而是用天平逐一称量酪蛋

白粉末
，
易造成误差

，
因而标准曲线的重现性很差

。

测定样品时
，
如果显色后颜色太深

，
可稀释适当倍后再行比色

。

计算结果时
， ’

再乘以

所稀释的倍数
。

此外
，
改 良双缩脉法还适用于小麦

、

水稻等谷类作物种子蛋白质含量的快速测定
。
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