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移液器的使用
Pipettor
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• 吸液：调好量程后，用大拇指将按钮按下至第一停
点，然后慢慢松开按钮回原点，吸取所需液体。

• 排液：将按钮按至第一停点，排出液体
• 排出残液：稍停片刻继续按按钮至第二停点，吹出
残余的液体。最后松开按钮。
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设定量程时，切忌使移液器量程旋钮超出其标示的最

小和最大量程。

在将枪头套上移液器时，切忌使劲地用枪砸枪头盒。

正确的方法是将移液枪（器）垂直插入枪头中，稍微用

力左右微微转动即可使其紧密结合。

吸液时，要轻推轻吸，切忌将样品吸入移液器腔内。

当移液枪头里有液体时，切忌将移液器水平放置或倒置，

以免液体倒流腐蚀活塞弹簧。

使用完毕，把移液枪的量程调至最大值的刻度，使弹

簧处于松弛状态以保护弹簧，竖直挂在移液枪架上。

移液器使用注意事项
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装配吸头

轻取吸头，左右转动

请不要剁
枪头
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常见的不正确操作方式

特别提示，不能将已经装配了含有液体的吸头平放！！

慢吸慢放
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离心机的使用
Centrifuge
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(1) 离心机要置水平位置，以保证旋转轴垂直水
平地面。

(2) 样品倾入离心杯后应与离心管套一起两两平
衡，平衡后把它们放置于转子的对称位置。

加入的液体体积不能超过杯体的2/3。

(3) 盖好盖子，打开电源开关，调整离心时间和
离心速度。

(4) 启动离心后等转速达到所要求的转速后才能
离开(一般要2~3min)。

(6) 离心结束后要等到转速为零时才能打开离心
机盖，取出样品。
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分光光度法

Spectrophotometry
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原理：物质的电子结构不同，所能吸收光的波长也
不同，这就构成了物质对光的选择吸收基础。分光

光度法是根据物质对光的吸收特征和吸收强度，对

物质进行定性和定量的分析方法，常用紫外-可见分

光光度法。

光的电磁波性质




射
线

x

射
线

紫
外
光

红
外
光

微
波

无
线
电
波

10-2 nm    10 nm     102 nm    104 nm      0.1 cm   10cm     103 cm     105 cm

可 见 光
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定性分析与定量分析的基础

物质对光的选择吸收

max

A



在一定的实验条件下，
物质对光的吸收强度与
物质的浓度成正比。

A



C

增
大

定性分析基础定性分析基础

定量分析基础定量分析基础
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I0
I参比 样品

入射光 I0
透射光 I

 一束单色光通过溶液介质后，光能被吸收一部分，

吸收多少与溶液的浓度和厚度成正比。

 在一定的实验条件下，物质对光的吸收与物质的浓

度成正比。

Lambert—Beer定律

A=εCL

T（透射比）=I/I0=10-CL lg(1/T)= CL

A为吸光度；ε为吸收系数；C为溶液浓度；L为溶液光程的厚度
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应 用

（1）比较吸收光谱曲线

（2）比较最大吸收波长

蛋白质的最大吸收波长为280nm，

核酸的最大吸收波长为260nm。
（3）比较吸光度的比值

纯DNA

（4）测定物质浓度

8.1
280

260 
nm

nm

A

A
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1.标准曲线法

配制一系列不同浓度的标准溶

液（至少5个）按测定管同样方法

处理显色，在选定的波长分别测

定各管的吸光度（A），以吸光

度为纵坐标，标准溶液的浓度（C）

为横坐标，制作标准曲线。

根据样品的A从标准曲线上查

得样品含量，再计算出样品的浓

度。

测定物质浓度常用方法

标准系列

未知样品
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标准曲线与样品的测定条件必须一致。

待测样品的浓度必须在标准曲线范围内。
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2.标准管法

CX/AX=CS/AS，已知CS，测定AS、AX，

可求得CX。

3.摩尔吸光系数法

C=A/（为L=1cm，C为1 mol/L时的吸

光系数，也称为摩尔吸光系数。）生
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分光光度计的使用
Spectrophotometer
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单波长单光束分光光度计

0.575

光源 单色器

吸收池

检测器 显示

紫外-可见分光光度计
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1．722型可见分光光度计的外形
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2.仪器操作键介绍

“方式设定”键（MODE）：用于设置测
试方式

“100%T/0ABS”键：用于自动调整
100.0%T(100.0透射比)或0ABS(零吸光度)

“0%T”键：用于自动调整零透射比

“波长设置”旋钮：用于设置分析波长生
命
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3.样品测试操作

①打开电源开关，使仪器预热20分钟

②用“波长设置”按钮将波长设置在要使用的分析波长位
置上

③打开样品室盖，将参比溶液倒入比色皿中放入比色皿架

靠近测定者一端位置，并将样品溶液倒入比色皿中放入
比色皿架的其它位置，盖好样品室盖。

④拉动比色皿架拉杆一小格使比色皿架挡住光路，按
“0%T”键调透射比为零

⑤推入比色皿架使参比溶液位于光路中，盖好样品室盖，
按“100%T”调100%透射比

⑥按“方式键”（MODE）将测试方式设置为吸光度方式A，
此时应显示为0，如果不是则按“100%T”再调A零

⑦将被测溶液拉入光路中，此时，显示器上所显示是被测
样品的吸光度参数

⑧实验完成后，关闭电源，洗净比色皿，并盖好盖布。在签
名本上签名。
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光路

波长设置旋钮

返回
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光路

返回
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返回
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美谱达V-1100D可见分光光度计

测量前的准备
开机自检：确认仪器光路中无阻挡物，关上样品室仪器电源开始自检
预热：仪器自检完成后进入预热状态，预热时间需在30分钟以上

使用说明
测量模式选择：按MODE键可切换测量模式
设置波长：转动波长旋钮可设置测试波长，波长值可从显示器实时读取
校准零位：按▽可校准零位
校准100%T：将放有“参比”的样品槽置于光路中，按△可校准100%T

测量吸光度
第一步：按MODE键选定模式为“A”模式
第二步：旋转波长旋钮到测试波长
第三步：将放有“参比”的样品槽置于光路中，按△校准100%T
第四步：将放有“样品”的样品槽置于光路中，读取吸光度值
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752型紫外-可见分光光度计
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美谱达UV-1200紫外-可见分光光度计
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比色杯的使用

1.测定时透光的一面对准光路

2.液体倒入2/3体积，使光路全部通过被测液

3.按颜色由浅到深的顺序测定，每测一个样
品要进行润洗，并在卫生纸上倒扣一下，以
吸掉内部剩余的液体。

4.外壁如沾有液体要用擦镜纸擦干净

5.手拿时拿住毛玻璃的面，尽量不要碰到光
面

6.用完后洗净，放回原处。
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1.测定高锰酸钾溶液的最大吸收波长

配制0.5mM KMnO4溶液（用1.0mM KMnO4原液稀释）
进行波长扫描。每隔10nm读取吸光值（450-600nm），找
出最大吸收波长。

实验操作

波长

OD

波长

OD

生
命
科
学
学
院



2. KMnO4标准曲线的制作

将配制好的0.5mM KMnO4溶液用蒸馏水稀释至

少5个不同浓度（用移液器），在实验1所测定的最

大波长下分别测定各管的吸光度（A（absorbance），

检测单位用OD表示（optical density（光密度）），

记录并制作标准曲线。同时可以检测移液器使用是

否标准。

mmol/L

OD
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管号 0 1 2 3 4 5 6

KMnO4浓度
(mmol/L)

0.5 mmol/L

KMnO4体积

(mL)
0 0.3 0.6 1.2 1.8 2.4 3.0

蒸馏水(mL) 3.0 2.7 2.4 1.8 1.2 0.6 0

OD1

OD2

OD

标样的配制方法（做一组平行）

方法一
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管号 0 1 2 3 4 5

KMnO4浓度
（mmol/L)

蒸馏水(mL) 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 0

0.5 mmol/L 
KMnO4体积

(mL)
0 0 0 0 3.0 3.0

OD1

OD2

OD

方法二：逐级稀释配置标样
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按照1：2逐级稀释标样

5             4               3             2              1               0

2. 5号和4号各加
3mL 0.5mM 
KMnO4

1. 0-4各管加入蒸
馏水 3.0mL

3.从4号管取混匀
的液体3mL加入3
号管，以此类推。
1号管取出的3mL
液体弃去生
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错误的做法

• 取相同体积的标样母液，然后每管加入
不同体积的蒸馏水进行不同倍数的稀释

0           1              2               3              4              5
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数据处理

1.采用坐标纸做图

2.算出标准曲线的回归方程

3.数据的取舍

4.图的完整性
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