
DNA的定量测定



实验目的

学习测定DNA含量的原理

掌握二苯胺法测定DNA含量的方法。



多种测定方法

紫外吸收法：核酸、核苷酸及其衍生物
的分子结构中的嘌呤、嘧啶碱基具有共
轭双健系统（－C＝C一C＝C一），能够
强烈吸收250~280nm波长的紫外光。

定磷法

分别针对DNA和RNA某些特异的颜色反
应方法而建立的比色法











强酸、加热条件下，可以使DNA中的嘌呤碱基与脱氧核糖间

的糖苷键断裂，而产生嘌呤碱基，脱氧核糖与嘧啶核苷酸。
其中2ˊ脱氧核糖在酸性环境中成为ω―羟基―γ―酮基戊
醛，此物与二苯胺反应生成蓝色化合物，在595nm处有最大
吸收。DNA在40-400μg范围内光密度与DNA浓度成正比。
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二苯胺法的原理



试剂和器材

试剂
1mg/mL DNA标准溶液、二苯胺试剂

器材
可见分光光度计、恒温水浴锅、分析

天平



实验过程



取6支试管，依次加入0、0.2、0.4、0.8、
和1.0mlDNA标准溶液。添加蒸馏水，使之
都成为2ml。然后各加入4ml二苯胺试剂，
混匀。于90摄氏度恒温水浴10min，冷却后
于595nm处进行比色测定。以DNA浓度为横
坐标，光吸收值为纵坐标，绘制标准曲
线。

标准曲线的制作
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光密度值

沸水中反应10分钟，冷却，在595nm波长处比色

44444二苯胺试剂
/mL

1.21.41.61.82蒸馏水/mL

0.80.60.40.20标准DNA/mL

54321试管



取待测样品2mL，加入二苯胺溶液4mL，摇匀，沸水
中反应10分钟，冷却，然后在595nm波长出测定光
密度值。根据测得的光密度值，从标准曲线上查得
相应的DNA的ug数，按下式计算每100g兔肝组织中
的DNA的含量。

DNA含量＝
待测样品中测得的DNA的μg数

待测样品液中样品的g数
X 100

样品的测定



注意事项

糖及糖的衍生物、芳香醛、蛋白质等都对实验有干扰，测定前应

尽可能除去。

取样准确

选定一台分光光度计后，所有测定工作都在同一台上完成，以避

免不同仪器间的系统误差

二苯胺不容于水，取用和盛放二苯胺溶液的器皿应干燥，和DNA溶

液反应时迅速混合



六、思考题

1、 DNA含量测定的方法有哪些？
各有何优缺点？

2、简述二苯胺法测DNA的基本原
理。



分光光度计

开启电源，指示灯亮，选择开关置于“T”，波长
调至测试用波长。仪器预热20分钟。
预热后，打开试样室盖（光门自动关闭），调
节“0”旋钮，使数字显示为“00.0”，盖上试样室
盖，将盛有参比溶液的比色皿架置与校正位
置，使光电管受光，调节透过率“100%”旋钮，
使数字显示为“100.0”。连续几次调整“0”和
“100%”，仪器即可进行测定工作。
将选择开关置于“A”，调节吸光度调零旋钮，使
得数字显示为“.000”，然后将被测样品移入光
路，显示值即为被测样品的吸光度值。



图5 仪器外形图
1．数字显示器 2．吸光度调零旋钮 3．选择开关 4．吸光度调斜率电位器 5．浓度
旋钮
6．光源室 7．电源开关 8．波长手轮 9．波长刻度窗 10．试样架拉手
11．100%T旋钮 12．0%T旋钮 13．灵敏度调节旋钮 14．干燥器


