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产品详情
生物制品表征之自由巯基定量--检测技术服务详情
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巯基和二硫键在生物化学和分子生物学中扮演重要角色，它们常以活性功能基的形式参与酶催化、辅助因子结合以及蛋白质构象的维持。研究巯基的数量和性质是获取特定结构信息的重要手段之一。

巯基定量常用的方法之一是利用Ellman法检测自由巯基浓度。该方法的原理是将DTNB试剂与游离巯基发生反应，生成2-硝基-5-硫代苯甲酸（TNB-）。在中性或碱性pH条件下，TNB-可以进一步离子化形成二价阴离子TNB2-。该TNB2-离子呈现黄色，在412nm波长处可见光吸收，因此可以定量测定TNB2-的浓度。通过使用半胱氨酸标准品或基于摩尔吸光系数的方法，可以对自由巯基进行定量分析。

北京百泰派克生物科技BTP基于该方法建立了自由巯基含量检测平台，获得CNAS实验室认可，可以准确测定样品中的自由巯基含量，为巯基相关研究提供有力支持。BTP可提供全面的解决方案，包括方法学的建立、验证以及后续样品检测。

一、自由巯基定量的方法及原理：

1. 使用半胱氨酸标准品进行定量

该方法通过将不同浓度的半胱氨酸标准品和待测样品与DTNB试剂反应，然后测定在412nm处的吸光值。通过使用半胱氨酸标准品的吸光值绘制标准曲线，将待测样品的吸光值代入标准曲线中，就可以得到自由巯基的浓度。

2. 基于摩尔吸光系数的定量

该方法基于一个基本原理，即添加1摩尔的巯基会释放1摩尔的TNB。通过测定在412nm处的可见光吸光度，可以定量测定TNB2-的浓度。由于在不同缓冲液中消光系数不同，可以使用以下公式计算样品中自由巯基的浓度：消光系数 = 吸光度 / （比色皿宽度（cm） * 摩尔浓度（mol/L））。

以上两种方法都可以准确测定样品中的自由巯基含量，根据实际需求选择适合的方法进行分析。

二、实验仪器

紫外-可见分光光度计

三、应用

自由巯基的含量与某些蛋白质的性质和存在方式密切相关，影响抗体的生物学功能。通过检测自由巯基的含量，可以在工艺早期对细胞系进行筛选，在蛋白质结构研究中具有重要意义。自由巯基含量的检测有助于了解蛋白质的构象和特性，进而为蛋白质工程和生物制药等领域的研究和应用提供重要参考。

四、案例示意

五、方法验证

《中华人民共和国药典》2020年版三部通则0401/四部通则 0401紫外-可见分光光度计法根据检测方法验证表要求：



 重复性确认：在1.0 mg/mL的供试品中分别加入终浓度为1.00 、0.75、0.50mM的半胱氨酸标准品，每个浓度做六个重复，分别记录其吸光度，计算RSD。

 线性确认：选用不同浓度（分别为1.50、1.25、1.00、0.75、0.50、0.25、0.00 mM）的半胱氨酸标准品溶液，进行五次重复性的实验，以半胱氨酸浓度Y对吸光值X作图来绘制标准曲线，计算zuì佳线性范围内的相关系数R2。

 准确度确认：以1.0 mg/mL的供试品作为空白对照，对1.0 mg/mL的供试品分别制备0.5、0.75、1.0mM三个浓度的加样回收样品进行回收率测定。

 范围确认：将0.25 mM和1.5 mM半胱氨酸作为待测样品进行检测，分别平行检测11次，计算变异系数（CV）。

常见问题

问题1：影响Ellman法测定自由巯基的因素有哪些？

回答：

1. EDTA用量：适量加入EDTA有助于稳定TNB的显色产物，以及确保测定结果与半胱氨酸的浓度成梯度线性关系。

2. 缓冲液：不同缓冲液对TNB的zuì大吸收波长略有差异，因此需根据所选缓冲液来确定合适的测定条件。

3. pH值：DTNB的降解速度随着pH的升高而加快，因此需在适当的pH范围内进行测定。

4. 温度：摩尔吸光系数在不同温度下有所变化，随着温度的升高，摩尔吸光系数可能会下降。

问题2：Ellman法测定自由巯基的优势是什么？

回答：Ellman法具有高灵敏度、操作简便、耗时短等优势。通过测定412nm处的吸光度，可以快速、准确地定量自由巯基的含量。此方法广泛应用于巯基含量的检测，并且在生物化学、分子生物学等领域中被广泛使用。

百泰派克生物科技-生物药物表征，生物质谱多组学优质服务商北京百泰派克生物科技有限公司（BeijingBio-Tech Pack Technology Company Ltd. 简称BTP）从事以生物质谱为依托的生物药物表征，大分子物质（包括蛋白质、多肽、代谢物）质谱分析以及小分子物质检测服务。公司采用ISO9001质量控制体系，专业提供以质谱为基础的CRO检测分析服务；获国家CNAS实验室认可，为客户提供符合全球药政法规的药物质量研究服务；业务范围覆盖蛋白质组学、多肽组学、代谢组学、生物药物表征、单细胞分析、单细胞质谱流式、生信云分析以及多组学生物质谱整合分析等；7大质量控制检测平台，满足您一站式服务需求；服务3000+企业，10000+客户的选择；致力于为您提供优质的生物质谱分析服务!
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