血红蛋白的提取纯化与鉴定
血红蛋白(Hemoglobin , Hb)是动物血液中的一种由4个亚基组成的多亚基蛋白质。作为体内氧运输的载体具有重要的生理功能。在 Hb 与氧结合及释放过程中 ,体现了别构蛋白各亚基之间相互作用的正协同效应特征 ,具有很强的代表性 ,是研究别构蛋白特性的良好材料。此外 ,Hb 的单亚基结构还与食用肉主要色素蛋白-肌红蛋白(Myoglobin , Mb)的结构非常相似 ,均为血红素蛋白质,具有一个血红素活性中心。只是 Mb 是单亚基结构 ,而 Hb为4亚基结构,相当于Mb的4倍体。Hb和Mb均具有3种天然诱导体构型 ,即氧合型 (Oxy-Hb ; Oxy-Mb) ,还原型(Red-Hb ; Red-Mb)和氧化型(Met-Hb; Met-Mb) 。两种蛋白质的相同构型均具有相同的颜色及相似的光谱学特性。
为此 ,也有人用 Hb 作为成本昂贵的 Mb 的代用品来研究食用肉色调变化的规律性。而目前市售的Hb多采用冷冻干燥法制备 ,多为Met-Hb 构型,其纯度较低 ,氧合活性较差 ,且该产品不能进行诱导体构型转化的调制 ,因而不能满足人们对食用肉色调变化进行研究的要求。
用丰富而廉价动物血液为原料，通过简便生产工艺制备Hb结晶（该结晶属氧化型）可进行多种诱导体形态的调制 ,调制出的各种诱导体具有类似于天然 Hb 的氧合功能特性 ,保持了别构蛋白与底物结合的正协同效应特点 ,同时 ,具有与天然诱导体形态相同的色调变化规律和光谱学特征。因此 ,可以满足人们进行别构蛋白及食肉色调研究的需求。此结晶具有稳定的理化性质 ,可长期保存。
通过血红蛋白的提取纯化与鉴定使学生学会生物大分子制备方案设计与实践研究，体验从复杂细胞混合物体系中提取生物大分子的基本原理、过程和方法。

1材料与方法
1. 1 实验材料
采用猪抗凝血液,其他无机盐和酸碱试剂均为国产分析纯试剂。
1. 2 分析方法
1.2.1蛋白质浓度的测定：
采用Folin法测定各管中蛋白质的总浓度（试剂方法参考生物化学原理和方法）。
1.2. 2 血红蛋白的测定：
采用文齐氏液测定血红蛋白的浓度（试剂方法见文齐氏液使用说明）。
附：文齐氏液使用说明
检测原理：文齐氏液是氰化法（HiCL法）的稀释剂，当血液加入文齐氏液内，将血红蛋白两价铁氧化为三价铁，它再与氰化物结合形成稳定棕红色的氰化高铁血红蛋白，这种溶液在540nm波长的血红蛋白计或绿色滤光片的光电比色计上测定人血液中的血红蛋白浓度。
稀释液质控：本品为浓缩试剂，使用时吸10ml浓缩型试剂加蒸馏水至500ml，并装于棕色瓶内。若当天使用后仍有剩余试剂，则应放在4~8℃冰箱内保存。如果溶液发生混浊或在750nm波长处比色（蒸馏水做空白管），其吸光度（A值）大于0.003时，则不可继续使用。
产品组成和性能：本品由有机表面活性剂、磷酸盐和氰化物组成，溶液呈淡黄色清亮透明，五沉淀物和絮状物。
适用范围：该产品适用于氰化法测定人体血液血红蛋白含量时稀释血液用。
操作步骤：标定过的吸管准确吸取20微升血液，放入盛有已50倍稀释后的5ml文齐氏液的试管内，吸吸管内至无色，然后摇匀并放置5min，在校正过的血红蛋白计或光电比色计上测定血红蛋白浓度。
1.2.3 聚丙烯酰胺凝胶电泳
（试剂方法参考生物化学原理和方法） 
1.3 血红蛋白的提取分离
提取分离实验流程：

1.3.1动物血液的收集与处理
①取动物血液80-100ml，按 1：1 加入抗凝剂肝素（1250U/mL）混匀备用。
②将抗凝血液分装在4支50ml离心管中，3000 r/min ，4℃，离心10 min，弃去上清 ,收集红血球。
③向压积红细胞中加3-5倍量预冷的生理盐水，轻轻搅匀洗涤，3000 r/min ，4℃，离心10 min，吸出上清液弃去。再用生理盐水如上洗涤3次、最后吸出上清液弃去，收集红血球。

1.3.2红细胞的破碎和血红蛋白原液的制备
方法一：将洗涤后的红细胞加2倍量的纯水 ,置4℃冰箱中过夜 ,使其自然溶胀破碎，10000 r/min ，4℃，离心20min，收集上层血红蛋白溶液（血红蛋白粗提液）。
方法二：将洗涤后的红细胞加2倍量的纯水 ,置-20℃冰箱中冰冻过夜 , 次日将冰冻红细胞放置室温或37℃水浴使之融化，摇匀，10000 r/min ，4℃，离心20min，收集上层血红蛋白溶液（血红蛋白粗提液）。
方法三：将洗涤后的红细胞加2倍量的纯水 ,超声波破碎，破碎条件：功率500W，能量80%，室温，开3秒停2秒，破碎时间30秒～X秒（180秒）。10000 r/min ，4℃，离心20min，收集上层血红蛋白溶液（血红蛋白粗提液）。
【取5mL血红蛋白粗提液留作血红蛋白含量测定和纯度分析】

1.3.3盐析沉淀
取50ml血红蛋白粗提液制作盐析曲线，剩余部分（准确量体积）用于血红蛋白的盐析制备。
（1）血红蛋白盐析曲线的制作（需要粗酶液40～50 ml）
a.取7支干净试管编号1～7，分别加入粗酶液5 ml； 
b.分别向1～5号试管中加入饱和硫酸铵1 ml、2 ml、3 ml、4 ml、5 ml，然后再分别加入蒸馏水4 ml、3 ml、2 ml 、1 ml、0 ml；分别向6号、7号试管中加先入固体硫酸铵0.66g和1.37g，再加饱和硫酸铵5 ml，充分摇晃溶解完全后，每管各取5ml×2混匀的溶液装入7ml×2离心管中，对应编号1、1/～7、7/，静置1h以上，对称放入离心机中，10000 r/min ，离心10min，弃去上清液，收集沉淀。
c.向收集的沉淀加入5 ml 0.1 mol/L（ pH7.0）磷酸缓冲溶液溶解沉淀物；
d.采用Folin法测定各管中蛋白质的浓度，采用文齐氏液测定血红蛋白。
e.以硫酸铵饱和度为横坐标，蛋白质浓度和血红蛋白的含量为纵坐标作图，得到蛋白质盐析曲线和血红蛋白盐析曲线。

（2）盐析制备血红蛋白
①根据血红蛋白盐析曲线选择硫酸铵饱和度(40%饱和度)去除杂质，选择硫酸铵饱和度(60%饱和度)沉淀血红蛋白。并计算每升溶液达到40%饱和度和60%饱和度所需要的固体硫酸铵的量（g），根据血红蛋白粗提液的体积计算40%饱和度和60%饱和度时实际所需要的固体硫酸铵的量（g）。
②在血红蛋白粗提液中加入经研细的(NH4)2SO4粉末 ,使其达到40%饱和度,充分溶解后,4℃，10000r/min ,离心20 min ,除去沉淀。收集上清夜。
③继续向上清液中加入(NH4)2SO4粉末，使其达到 60 %饱和度 ,充分溶解后，4℃，10000 r/min ,离心 20 min ,弃去上清液，收集沉淀。
④-I将沉淀溶于少量蒸馏水中 ,加磷酸盐(K2HPO4∶ NaH2PO4 =1∶ 1 ,1mol/1mol)达到 1 mol/L ,充分混均 ,4 ℃放置约48 h后（可见血红蛋白粗结晶生成），4℃，10000 r/min，离心20 min ,将浮在上面的结晶收集 ,4 ℃ 保存。
④-II将沉淀溶于少量0.1 mol/L（ pH7.0）磷酸缓冲溶液中,进一步纯化。
【取5mL血红蛋白粗提液留作血红蛋白含量测定和纯度分析】

1.3.4 Sephadex G-75色谱纯化 
选用φ15×600～800mm Sephadex G-75或Sephadex G-100色谱柱，加样量为 3～5mL （约含蛋白60～100mg）用 20mmol/L （pH为7.0 ）的磷酸盐缓冲液进行洗脱，洗脱速度可控制为 0.5mL/min 即10min/管，可用 A280 的紫外线进行检测。
如果测得的数值很高，说明蛋白含量过高，需要稀释后测量，测量方法如下：每管取 0.5mL 稀释 10 倍后用紫外线测量的结果。 
以A280测量值为纵坐标，收集管号为横坐标绘制洗脱曲线，收集血红蛋白洗脱峰，取适当浓缩后进行蛋白质纯度的鉴定。剩余部分测量体积，置于冻干管中冷冻干燥（纯品血红蛋白）。
【取5mL血红蛋白粗提液留作血红蛋白含量测定和纯度分析】

1.4血红蛋白的纯度鉴定 
采用聚丙烯酰胺凝胶电泳或SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（试剂方法见生物化学原理和方法）

2 结果与讨论
2.1蛋白质标准曲线
2.2血红蛋白盐析曲线
2.3Sephadex G-100柱层析图谱
2.4各步提纯结果（分离纯化进程结果比较表）
	纯化步骤
	总蛋白质mg
	血红蛋白mg
	相对纯度
	纯化倍数

	血红蛋白粗提液
	
	
	
	1.0

	硫酸铵沉淀
	
	
	
	

	血红蛋白粗结晶
	
	
	
	

	凝胶色谱
	
	
	
	


2.5聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱。

 3 结论
研究表明:… … … … ……
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