2006免试研究生推荐实验技能考试大纲

生物化学实验

	血糖的定量测定---Hagedorn-Juensen定糖法

	粗脂肪的提取和定量测定——索氏提取法

	氨基酸的分离鉴定---纸层析法

	血清蛋白醋酸纤维薄膜电泳

	蛋白质的定量测定---微量克氏（Kjeldahl）定氮法

	蛋白质的浓度测定——Bradford法

	核酸的紫外扫描及含量测定

	酸性磷酸酯酶酶促反应进程曲线的制作和初速度的测定

	酸性磷酸酯酶的酶活力测定

	酸性磷酸酯酶米氏常数的测定


参考文献（教材科售）

《生物化学实验讲义》，2005年，谢宁昌等编 未出版

微生物学实验

	培养基的配制与灭菌

	细菌的简单染色及革兰氏染色

	细菌细胞结构的特殊染色

	微生物平板计数法

	微生物直计及大小测定

	微生物的接种及培养技术

	四大类微生物的形态观察

	诱变育种

	玻璃器皿清洗包扎干热灭菌


参考文献（教材科售）

《微生物学实验讲义》，2004年，制药与生命科学学院编
生物化学实验

课程名称：生物化学实验  英文名称：Biochemical experiments

学分：1.5      学时：48 

教学对象：生物工程专业、制药工程专业、药剂学专业、食品学专业、生物技术专业

目的：通过对专门的生化仪器设备的使用，熟悉生化提取和分析的原理，掌握简单的生物化学操作，巩固和检验已学的理论知识，为即将开展的毕业论文工作以及毕业后的工作打下基础。

基本要求：了解生化分子的分离鉴定、定性定量分析的原理，熟悉实验操作，掌握有关实验仪器的使用方法。

特点：本实验为完全开放式和自选式实验，整学期全天性开放实验室，在同学们实验条件得到改善的同时，要求也相应提高，实验前同学们必须做好实验的预选工作，必须认真预习实验讲义、观看实验软件，进实验室必带预习报告、实验讲义、工作服，实验报告当次完成并交给指导教师，教师当天批改实验报告并将实验预定表、考勤记录和实验报告成绩发到互联网，以便同学们及时浏览和查寻。

具体实验

实验准备：实验讲解、软件观摩、仪器设备的熟悉与操作、实验规则（2学时）

实验一.粗脂肪的定量测定-索氏提取法（6学时）

实验类型：综合

目的和要求
学习和掌握脂肪提取的原理和测定方法。

熟悉和掌握重量分析的基本操作。

原理

    本法为重量法。用脂肪溶剂将脂肪提取后进行称量。该法适用于固体和液体样品。通常将样品浸于脂肪溶剂，如乙醚或沸点为30℃至60℃的石油醚，借助于索氏提取器进行循环抽提。用本法提取的脂溶性物质为脂肪类物质的混合物，其中含有脂肪、游离脂肪酸、磷脂、糖脂、固醇、芳香油、某些色素及有机酸等，称为粗脂肪。

用该法测定样品含油量时，通常采用沸点低于50℃的有机溶剂作为脂肪溶剂。此时，样品中结合状态的脂类(主要是脂蛋白)不能直接提取出来。所以该法又称为游离脂类定量测定的方法。

重点掌握

1.折滤纸斗。2.称样。3.提取。4.回收石油醚。5.称量粗脂重量。6.清洁。7.计算
实验二. 氨基酸的分离鉴定-纸层析法（6学时）

实验类型：综合

目的
    通过氨基酸的分离，学习纸层析法的基本原理及操作方法。
原理
    纸层析法是用滤纸作为惰性支持物的分配层析法。

    层析溶液由有机溶剂和水组成。

物质被分离后在纸层析图谱上的位置是用Rf值（比移）来表示的:

Rf=原点到层析斑点中心的距离/原点到溶剂前沿的距离

在一定的条件下某种物质的Rf值是常数。Rf值的大小与物质的结构、性质、溶剂系统、层析滤纸的质量和层析温度等因素有关。本实验利用纸层析法分离氨基酸。

重点掌握

1. 平衡。2.规划。3.点样。4.层析。5.显色。6.计算。7.清洁。
实验三. 血清蛋白醋酸纤维薄膜电泳（4学时）

实验类型：综合

目的
学习醋酸纤维薄膜电泳的操作，了解电泳技术的一般原理。
原理
醋酸纤维薄膜电泳是用醋酸纤维薄膜作为支持物的电泳方法,醋酸纤维薄膜由二乙酸纤维素制成，它具有均一的泡沫样的结构，厚度仅120微米，有强渗透性，对分子移动无阻力，作为区带电泳的支持物进行蛋白电泳有简便、快速、样品用量少，应用范围广，分离清晰，没有吸附现象等优点。目前已广泛用于血清蛋白、脂蛋白、血红蛋白，糖蛋白和、同功酶的分离及用在免疫电泳中。

重点掌握
 1.浸泡。2.点样。3．电泳。4．染色。5．漂洗。
实验四. 蛋白质的定量测定-微量克氏定氮法（6学时）

实验类型：综合

目的
学习微量克氏定氮法的原理和操作技术。
原理
样品与浓硫酸共热时，分解出氮、二氧化碳和水，氮转变出的氨，进一步与硫酸作用生成硫酸铵。此过程通常称之为“消化”。

但是，这个反应进行的比较缓慢，通常需要加入硫酸钾或硫酸钠以提高反应液的沸点，并加入硫酸铜作为催化剂，以促进反应的进行。若以甘氨酸为例，其消化过程可表示如下：

CH3NH2COOH + 3H2SO4  →  3CO2 + 3SO2 + 4H2O + NH3   (1)

2NH3 + H2SO4   →  (NH4)2SO4                        (2)

(NH4)2SO4 + 2NaOH  →  2H2O + Na2SO4 + 2NH3           (3)

反应（1）、（2）在克氏烧瓶中完成。反应（3）在克氏蒸馏装置内进行。

浓碱可使消化液中的硫酸铵分解，游离出氨。借水蒸汽将产生的氨蒸馏到定量、定浓度的硼酸溶液中，氨与溶液中的氢离子结合生成铵离子，使溶液中氢离子浓度降低。然后用标准无机酸滴定至恢复溶液中原来氢离子浓度为止。最后根据所用标准酸的摩尔数计算出待测物中的总氮量。
重点掌握

1.消化。2.蒸馏。3.滴定。4.清洁。5.计算

实验五. 紫外吸收法测定核酸的含量（4学时）

实验类型：综合

目的
了解紫外分光光度计的基本原理和使用方法。

学习使用紫外分光光度法测定核酸含量的原理和操作方法。

原理
核酸、核苷酸及其衍生物都具有共轭双键系统，能吸收紫外光。RNA和DNA的紫外吸收高峰在260毫微米波长处。一般在260毫微米波长下，每毫升含1微克DNA溶液的光吸收值约为0.020，每毫升含1微克RNA溶液的光吸收值为0.022。故测定未知浓度RMA或DNA溶液260毫微米的光吸收值即可计算出其中核酸的含量。此法操作简便，迅速。若样品内混杂有大量的核苷酸或蛋白质等能吸收紫外光的物质，则测定误差较大，故应设法事先除去。纯净的RNA溶液，其A260/A280≥2；纯净的DNA溶液，其A260/A280≥1.8。

重点掌握

1. 标准曲线的制作2. 核酸最大紫外吸收波长（λｍ）的确定3. 样品测定
实验六. 酶的活力测定（4学时）

实验类型：综合

目  的

    通过对酶促反应速度的测定，计算出酶的活力。

原  理

酸性磷酸酯酶(acid phosphatase，E．C．3．1．3．2．)存在于植物的种子、霉菌、肝脏和人体的前列腺之中，能专一水解磷酸单酯键。本实验选用绿豆芽的酸性磷酸酯酶为材料，磷酸苯二钠为底物。磷酸苯二钠经过酸性磷酸酯酶作用，水解以后即生成酚和无机磷，其反应式如下：
	O

‖

C6H6―O―P―ONa

∣

ONa
	+
	H2O
	酶

←→
	C6H6－OH
	+
	Na2HPO4


由上式可见，当有足够量的底物磷酸苯二钠存在时，酸性磷酸酯酶的活力越高，所生成的产物酚和无机磷也越多。根据酶活力单位的定义，在酶反应的最适条件下每分钟生成1微摩尔(μmole)产物所需要的酶量称为一个活力单位，因此可用Folin-酚法测定产物酚或用定磷法测定无机磷来表示酸性磷酸酯酶的活力。本实验所采用的是Folin-酚法。

重点掌握
1.标准曲线的制作2. 酶活力的测定3. 酶活力的计算4.清洁
实验七. 血糖的定量测定（4学时）

实验类型：综合

目的
     学习用HagedorM-JueMseM二氏微量滴定法测定血糖含量。
原理
     动物血液中的糖主要是葡萄糖，其含量较恒定。健康家兔的血糖水平为800-1200微克/毫升（即0.08%-0.12%）。用硫酸锌和氢氧化钠除去被检血中的蛋白质制成无蛋白血滤液。当将血滤液与标准铁氰化钾溶液共热时，一部分铁氰化钾还原成亚铁氰化钾，并与锌离子生成不溶性化合物。
    向混合液中加入碘化物后，用硫代硫酸钠溶液滴定所释放的碘。即可知剩余的铁氰化钾量。血糖越多，剩余的铁氰化钾越少，所消耗的硫代硫酸钠也越少。此过程可用反应式表示如下：
  1. 还原反应：
    K3Fe（CN）6  + 糖  →  K4Fe（CN）6   +  糖的氧化产物。
    2K4Fe（CN）6  +  3ZnSO4  →  K2Zn3[Fe（CN）6]2↓  +  3K2SO4
    由于产生不溶性化合物，糖的还原反应进行得比较完全。
  2. 用碘量法测定剩余的标准K3Fe（CM）6溶液：
2K3Fe（CN）6  +  2KI  +  8CH3COOH  →  2H4Fe（CN）6  +  I2  +  8CH3COOK
2Na2S2O3  +  I2  →  2NaI  +  Na2S4O6
重点掌握
1.制备絮凝剂2.加样3.絮凝4.反应5.滴定6.清洗
实验八. 米氏方程的确定（6学时）

实验类型：综合

目  的

    学习和掌握米氏常数(Km)及最大反应速度(Vm)的测定原理和实验方法，测出酸性磷酸酯酶在以磷酸苯二钠为底物时的Km和Vm。

    二、原  理

    根据酶与底物形成中间络合物的学说，可以得到一个表示酶反应速度与底物浓度之间相互关系的方程式，这就是酶学上著名的米氏方程式：
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式中，[S]为底物浓度，ν为反应速度，Vm为最大反应速度，

Km为米氏常数，从米氏方程式可见：
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[image: image2.wmf]Vm

2

1

=

n

时，      
[image: image3.wmf]]

[

]

[

2

1

S

Km

S

Vm

Vm

+

×

=


    这时      
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显然，米氏常数Km，等于反应速度达到最大反应速度一半时的底物浓度，米氏常数的单位就是浓度单位(M或mM)。

测定Km和Vm，特别是测定Km，是酶学工作的基本内容之一。在酶动力学性质的分析中，米氏常数km是酶的一个基本的特性常数，它包含着酶与底物结合和解离的性质。特别是同一种酶能够作用于几种不同的底物时，米氏常数Km往往可以反映出酶与各种底物的亲和力强弱，Km数值越大，说明酶与底物的亲和力越弱；反之，Km值越小，说明朗与底物的亲和力越强。

测定Km和Vm，一般通过作图法求得。作图方法很多，其共同特点是先将米氏方程式变换成其它数学形式，然后通过作图法求得。本实验在测定酸性磷酸酯酶以磷酸苯二钠为底物的Km和Vm时，采用最常用的双倒数作图法（LiMeweaver—Burk作图法）。这个方法是先将米氏方程转换成倒数形式，即

                 



[image: image5.wmf]Vm

S

Vm

Km

1

]

[

1

1

+

×

=

n

 
然后以
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作图，可得到一条直线。这条直线在横轴上的截距为
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，在纵轴上的截距为
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，由此即可求得Km和Vm。

重点掌握
1.酚标准曲线的制作2. 底物浓度对酶促反应速度的影响—Km和Vm的测定3.清洁
实验九. 酶促反应进程曲线的制作和初速度的测定（6学时）

实验类型：综合

目  的

    通过进程曲线的制作，求出酸性磷酸酯酶反应初速度的时间范围。

二.原  理

同实验六

要进行酶的活力测定，首先要确定酶的反应时间。酶的反应时间并不是任意规定的，应该在初速度范围内进行选择。要求出代表酶反应初速度的时间范围就必须制作酶反应的进程曲线。所谓进程曲线是指酶反应时间与产物生成量(或底物减少量)之间的关系曲线。它表明了酶反应随反应时间变化的情况。本实验的进程曲线是在酶反应的最适条件下采用每间隔一定的时间测定产物生成量的方法，以酶反应时间为横座标，产物生成量为纵座标绘制而成的。从进程曲线可以看出，曲线的起始部分在某一段时间范围内呈直线，其斜率代表酶反应的初速度。但是，随着反应时间的延长，曲线趋于平坦，曲线的斜率不断下降，说明反应速度逐渐降低。反应速度随反应时间的延长而降低这一现象可能是由于反应时间延长以后底物浓度的降低和产物浓度的增高致使逆反应加强等原因所引起的。因此，要真实反映出酶活力的大小，就应该在产物生成量与酶反应时间成正比的这一段时间内进行初速度的测定。换言之，测定酶活力应该在进程曲线的初速度时间范围内进行。制作进程曲线，求出酶反应初速度的时间范围是酶动力学性质分析中的组成部分和实验基础。

重点掌握

进程曲线的绘制
参考文献

1．《新编生物化学实验讲义-图文版》谢宁昌编 未出版

2．《生化实验软件》谢宁昌、吴昊等制作 未出版

3．《生物化学实验》袁玉荪等，高等教育出版社，1979年

微生物学实验

课程名称：微生物学实验  英文名称：Microbiology experiments

学分：1.5      学时：48 

教学对象：生物工程专业、制药工程专业、药剂学专业、食品学专业、生物技术专业

基本要求

微生物学是当代生命科学的重要组成组成部分，是工科院校生物工程专业的必修课，通过本课程教学，应使学生掌握微生物学的基础理论、基本知识和实验的基本技能。

教学目标

要求学生重点掌握细菌、放线菌、酵母菌和霉菌为主要内容的各类微生物的形态结构、繁殖方式和主要特征；了解微生物的营养、代谢和生长特点；掌握微生物遗传变异的一般规律和相关知识；掌握灭菌操作和纯培养为重点的基本实验技术。

教材：《微生学实验》 袁丽红等编

《微生物学实验软件》吴昊、实验中心制作

	实验序号
	实验项目
	课时
	实验类型

	实验1
	培养基的配制与灭菌
	6
	

	实验2
	细菌的简单染色及革兰氏染色
	4
	

	实验3
	细菌细胞结构的特殊染色
	5
	

	实验4
	微生物平板计数法
	5
	

	实验5
	微生物直计及大小测定
	5
	

	实验6
	微生物的接种及培养技术
	5
	

	实验7
	四大类微生物的形态观察
	6
	

	实验8
	诱变育种
	6
	

	实验9
	玻璃器皿清洗包扎干热灭菌
	6
	


实验1、培养基的配制与灭菌
实验目的

1，掌握培养基配制的一般方法

2，掌握湿热灭菌的原理、访法和适用范围

实验内容

1，配制营养琼脂培养基

2，配制高氏一号培养基

3，配制查氏培养基

4，配制PDA培养基

重点：

固体培养基的配制方法和湿热灭菌

实验2、 细菌的简单染色和革兰氏染色方法

实验目的

1，学习微生物涂片，染色的基本技术，掌握细菌的简单染色法及无菌操作技术。

2，巩固显微镜的使用。

3，了解格兰氏染色原理，学习并掌握格兰氏染色的方法。

实验内容

1，微生物涂片的制作、无菌操作技术、简单染色及观察

2、对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌进行简单染色

3、对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌进行格兰氏染色及观察

重点：革兰氏染色原理与方法

难点：革兰氏染色过程染色时间和脱色程度的掌握

实验3、细菌细胞结构的特殊染色
               实验目的

学习并掌握芽孢染色法

实验内容

芽孢染色及观察

重点：

掌握芽孢染色法过程和油镜的使用

实验4、微生物平板菌落计算方法

实验目的
1，明确显微镜计数的原理

2，学会平板菌落计数的方法

实验内容

1，平板菌落计数

重点：

平板菌落计数方法

实验5、 微生物直接计数和大小测定

实验目的
掌握用显微镜计数和用显微镜测微尺测量微生物大小的方法

实验内容

测量微生物数量，测量酵母菌和枯草芽孢杆菌细胞的长度和宽度

重点：

显微镜测微尺的使用

实验6、微生物接种及培养技术

实验目的

1，掌握倒平板的方法

2，掌握几种微生物的基本接种技术

实验内容

1，斜面接种

2，平板接种

3，半固体接种

4，液体接种

重点：斜面接种技术，平板划线分离技术

难点：斜面接种技术，平板划线分离技术得到单菌落

实验7、 四大类群微生物形态特征观察

实验目的

1，观察酵母菌的细胞形态及芽孢存在方式

2，掌握区分酵母细胞死、活的细胞染色方法

3，掌握观察霉菌形态的基本方法，并观察其形态特征

4，掌握观察放线菌形态的基本方法，并观察其形态特征

5，掌握观察细菌、放线菌、酵母菌、霉菌的代表种类的菌落特征

实验内容  

1，细菌菌体形态观察及菌落特征观察，结合实验观察

2，放线菌的菌体形态观察及菌落特征观察

3，酵母菌的菌体形态观察及菌落特征观察

4，霉菌的菌体形态观察及菌落特征观察

重点：对四大类群微生物形态特征进行正确的描述

难点：放线菌、霉菌的制片，在显微镜下找到典型形态特征，对四大类群微生物菌落形态特征进行描述。

实验8、 微生物紫外诱变育种技术

实验目的

掌握紫外诱变育种的原理、方法和操作注意事项。

实验内容

对E.coli进行紫外诱变育种，并筛选突变株。

重点：

紫外诱变育种剂量的选择，回复突变的控制，突变株的筛选。

实验9、 玻璃器皿的清洗、包扎和灭菌

实验目的

1，掌握玻璃器皿的清洗、包扎的方法

2，掌握玻璃器皿的干热灭菌的原理，方法及应用范围

实验内容

1，玻璃器皿的清洗

2，玻璃器皿的包扎

3，玻璃器皿的干热灭菌

重点：

棉塞的正确制备和干热灭菌原理
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