东北农业大学本科实验课程教学大纲
                         动物生物化学实验
Experiment of Animal Biochemistry
一、实验课程课号：09610002j、09610033j
适用专业：动物医学、动物科学

理论课程总学时：48

实验总学时（周学时）：32
学分：1

开出实验个数： 3（10个子实验） 个（其中验证实验：0 个；演示实验：0 个；综合设计实验： 3 个）

应开实验学期：上、下两个学期
二、实验课程简介

    近年来，生物技术呈现迅猛发展的局面，新理论、新技术层出不穷，世界上每年动物生物化学的研究成果成几何级数增长，动物生物化学实验技术也有了很大的变动，涉及的范围也更加宽广，技术水平也更加先进。随着生物技术在农业领域的广泛应用，农业院校生物科学、畜牧、兽医、等专业对动物生物化学实验课的教学有了更高的要求。

动物生物化学实验教学不仅可以加深学生对生化基础理论、基本知识的理解,使其正确和较熟练地掌握生化基本实验方法的原理和操作技能,而且能够培养学生严谨的科学态度及分析问题、解决问题的能力。

自2003年以来,不断改革生物化学实验教学内容,减少简单的验证性实验,增加与现代化技术相适应的综合性实验,尝试开设大型综合性、设计性实验,在2004年对实验内容进行了大胆的改革和尝试。以基本技术为起点,包括离心技术、层析技术、电泳技术、分光分析技术等,保留一些经典的实验, 删除过于陈旧的实验,重新精选实验项目。如精选了活性蛋白的提取、分离、纯化、活性测定和纯度检测的综合设计型大实验,核酸大分子物质提取、纯化、PCR 分析和电泳检测大实验等,这些大实验项目都构成一个综合性整体,使生化实验教学在理论上、技术上所覆盖的知识信息量大,知识点多,提高了学生利用所掌握的综合知识解决实际问题的能力。
开设综合设计性实验,着重培养学生的分析综合能力、实验动手能力及查阅参考文献的能力。每个综合设计性实验教学内容所需要掌握的实验原理、方法、技术是多样化,多个知识点互相联系,实验内容有序地逐步加深,有助于学生进行各种实验方法优缺点的比较、鉴别和运用。综合性设计性实验的开设有利于学生思维能力、动手能力、科研和创新能力的培养,提高了学生学习的积极性和主动性。因该课程内容中引入在科研与生产实践中应用价值较大、技术更为通用的技术与方法，为学生后续课程的学习及以后的工作提供重要的基础。

三、实验教学目标及基本要求

通过本课程学习，使学生掌握常见的动物生物化学分析与制备技术，核酸大分子物质提取、纯化、PCR 分析和电泳检测，通过对酶活性的观察，掌握酶的性质及其动力学原理。并通过实验设计和操作，掌握相关的动物生物化学实验技术理论，加强对动物生物化学理论理解，并提高实验技能，为以后的工作学习以及深造打下良好的基础。

四、教材及主要参考书      
教材：

《动物生物化学实验指导》  东北农业大学自编教材  2004
参考书：

1.《生物化学产品制备技术》 （1，2）陈来同 唐运主编，科学技术文献出版社，2003年第一版
2.《生物化学与分子生物学实验技术》杨安钢 毛积芳 药立波主编，高等教育出版社，2001年第二版  
3.《现代生物制药学》齐君香主编，化学工业出版社，2003年
五、考核办法

①实验课出勤（20%）

②分组实验效果（20%）

③实验报告成绩（20%）

④实验理论内容作业成绩（20%）

⑤实验理论内容考试成绩（20%）
实验大纲主撰人：高学军
（一）蛋白质制备与分析综合性实验
实验项目1    γ–球蛋白的分离

1．实验特点

实验类型：专业基础        实验类别：综合设计     计划学时： 3  每组人数：3

首开日期：1998

2．实验目的与要求

    掌握γ–球蛋白的分离提纯的原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程

3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	冰箱
	海尔金王子
	2

	2
	冰柜
	海尔金王子
	2

	3
	离心机
	上海安亭
	6

	4
	冻干机
	北京六一FD-1压盖型
	1

	5
	胶体磨
	Millipore
	1

	6
	超滤器
	Millipore
	1


4．实验内容提要

采用盐析法分离血清免疫球蛋白，采用透析法进行脱盐和浓缩。

5．实验操作要点

   盐析→盐溶→有机溶剂沉淀→透析→冻干

6．注意事项

   采用新鲜血清；透析袋要回收。

实验项目2    γ–球蛋白含量测定（光度分析法）

1．实验特点

实验类型：专业基础        实验类别：综合设计     计划学时： 3  每组人数：3
首开日期：1988

2．实验目的与要求

   掌握蛋白质含量测定的原理方法和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程。

3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	冰箱
	海尔金王子
	2

	2
	冰柜
	海尔金王子
	2

	3
	可见分光光度计
	752型和722型
	6

	4
	水浴锅
	天津泰斯特
	6


4．实验内容提要

双缩脲反应后颜色的深浅与蛋白质的浓度成正比，通过标准蛋白质的标准曲线求出未知样品的蛋白质浓度。

5．实验操作要点

    配制标准酪蛋白溶液→制作标准曲线
配制γ–球蛋白溶液→测定光密度→从标准曲线上查出其蛋白质浓度→按稀释倍数求出每毫升蛋白质溶液的蛋白质含量。

6．注意事项

样品处理，防止酪蛋白变性；标准曲线的绘制试验要严格按试剂用量进行。

实验项目3    凝胶柱层析法（γ–球蛋白纯化）

1．实验特点

实验类型：专业基础       实验类别：综合设计     计划学时： 3  每组人数：3
首开日期：1998

2．实验目的与要求

    掌握柱层析技术的原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	柱层析工作站
	上海沪西实验仪器厂
	6

	2
	可见分光光度计
	山东高密722型和752型
	6


4．实验内容提要

凝胶具有分子筛的特点，提取的蛋白质（γ–球蛋白）含有杂质（硫酸铵），当它们通过凝胶时，物质各成分按分子大小分开，最后分离纯化。

5．实验操作要点

    凝胶溶胀→层析柱干燥→样品研磨→装柱→上样→洗脱→测定含量
6．注意事项

柱层析和样品均为无水体系；装柱时凝胶不能分层；分光光度计使用的所有注意事项；凝胶可重复利用。
实验项目4    SDS–聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS–PAGE）

1．实验特点

实验类型：专业基础       实验类别：综合设计     计划学时： 3  每组人数：3

首开日期：2003
2．实验目的与要求

    掌握SDS–聚丙烯酰胺凝胶电泳技术测定蛋白质分子量的原理方法和基本操作过程。

3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	电泳仪
	北京六一，双稳定时
	6

	2
	电泳槽
	垂直式
	6

	3
	冰箱
	海尔金王子
	2

	4
	冰柜
	海尔金王子
	2

	5
	离心机
	上海安亭
	6

	6
	水浴锅
	天津泰斯特
	6

	7
	微量进样器
	芬兰
	2

	8
	电磁炉
	
	


4．实验内容提要

通过SDS–聚丙烯酰胺凝胶电泳技术测定未知蛋白质的分子量。

5．实验操作要点

安装夹心式垂直板电泳槽→配胶及凝胶板的制备→样品的处理与加样→电泳凝胶板剥离与固定→

染色与脱色

6．注意事项

    凝胶贮液的配制注意试剂的混合顺序；在处理蛋白质样时，每次都应在沸水浴中保温3~5min，以免有亚稳聚合物存；SDS与蛋白的结合量；应采纳低离子强度的样品。

（二）核酸制备与分析综合性实验

实验项目5    动物组织中DNA的制备

1．实验特点

实验类型：专业基础        实验类别：综合设计     计划学时： 3  每组人数：3
首开日期：2003

2．实验目的与要求

    掌握制备动物组织中的DNA的方法原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程。

3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	冰箱
	海尔金王子
	2

	2
	冰柜
	海尔金王子
	2

	3
	冷冻离心机
	赛多利斯
	6

	4
	磁力搅拌器
	天津泰斯特
	4

	5
	干燥器
	
	

	6
	玻璃匀浆器
	
	6

	7
	核酸蛋白分析仪
	gene
	2


4．实验内容提要

制备DNA首先要将脱氧核糖核蛋白及核糖核蛋白这两种核蛋白分开，这两种核蛋白在不同浓度的盐溶液中具有不同的溶解度，调整盐浓度即可把这两种核蛋白分开，再用含有异戊醇的氯仿沉淀除去变性蛋白质，用十二烷基硫酸钠（SDS）使脱氧核糖核蛋白成分变性，让DNA游离出来。

5．实验操作要点

    开腹取出鸡肝脏→捣成匀浆→尽量洗去可溶的部分弃去上清，留沉淀→滴加5%SDS→加氯仿–异戊醇重复抽提2–3次除净蛋白质→加95%乙醇→提出DNA→紫外测定。
6．注意事项

所用材料，必须新鲜及时使用；操作时应避免急裂振摇或过大的离心力。

实验项目6    多聚酶链反应（PCR扩增反应）

1．实验特点

实验类型：专业基础       实验类别：综合设计     计划学时： 3  每组人数：3
首开日期：2003

2．实验目的与要求

    掌握PCR扩增反应技术的原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	PCR基因扩增仪
	杭州博士小精灵
	2

	2
	微量进样器
	
	2

	3
	电泳仪
	北京六一，双稳定时
	6

	4
	电泳槽及胶床
	
	2

	5
	紫外透射反射仪
	北京六一
	1


4．实验内容提要

    把样品DNA片段加在含DNA模板、引物、dNTP、Tris-HCl、MgCl2、KCl、BSA、Taq DNA多聚酶的反应体系中，放进PCR基因扩增仪进行PCR扩增，只需几小时，就可用电泳法检出0.1微克基因组DNA中仅含数个拷贝的摸板序列。

5．实验操作要点

PCR100μl反应体系→PCR三个阶段的温度控制：变性温度、引物退火、新链延伸→循环25次～35次

6．注意事项

避免污染；设对照试验；隔离操作；试剂的配制；使用PCR专用的加样器；应细心操作。

实验项目7    琼脂糖凝胶电泳分离DNA
1．实验特点

实验类型：专业基础       实验类别：综合设计     计划学时： 3  每组人数：3
首开日期：2003

2．实验目的与要求

    掌握琼脂糖凝胶电泳技术的原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	电泳仪
	北京六一，双稳定时
	6

	2
	电泳槽及胶床
	
	2

	3
	微量进样器
	芬兰
	2

	4
	紫外透摄反射仪
	北京六一
	1


4．实验内容提要

    不同长度的DNA片段表现出不同的迁移率，通过染色和与标准相对分子质量的DNA的对照来进行检测，琼脂糖凝胶适用于分离大小在0.2～50kb范围内的DNA片段。

5．实验操作要点

    制胶→点样→电泳→染色→脱色→观察
6．注意事项

    点样要均一，不能重复点样；溴乙啶是一种强致突变剂，在操作和配制试剂时应戴手套。含溴乙啶的溶液不能直接倒入下水道，应进行处理。

（三）血液与组织生化指标的测定
实验项目8  转氨酶GPT活性的测定

1．实验特点

实验类型：专业基础        实验类别：验证     计划学时： 3  每组人数：3

首开日期：2003 

2．实验目的与要求

    掌握转氨酶活性测定的原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程

3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	冰箱
	海尔金王子
	2

	2
	冰柜
	海尔金王子
	2

	3
	分光光度计
	山东高密722型和752型
	6

	4
	水浴锅
	天津泰斯特
	6


4．实验内容提要

分光光度法采用标准曲线测定血清转氨酶的活性：单位时间内转氨基反应后的最终产物丙酮酸与同样处理的丙酮酸标准液进行比色，计算出其含量,以此测定转氨酶的活性。

5．实验操作要点

配制丙酮酸标准液→测知标准管光密度→制作标准曲线
转氨基反应→测光密度值→查标准曲线→得知活性单位
6．注意事项

    标准曲线的绘制试验要严格按试剂用量进行。所用仪器应清洁，血清不应溶血，温度及时间一定要严格控制，准确掌握，pH要准确以免影响酶活性。

实验项目9   细菌中基因组DNA的提取
1．实验特点

实验类型：专业基础        实验类别：验证     计划学时： 3 每组人数：3

首开日期：2003
2．实验目的与要求

    掌握提取细菌中基因组DNA的原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程。

3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	冰箱
	海尔金王子
	2

	2
	冰柜
	海尔金王子
	2

	3
	离心机
	上海安亭
	6

	4
	干燥箱
	天津泰斯特
	2

	5
	水平式电泳槽
	北京六一
	6

	6
	一次性各种规格的Tip枪头、锡箔纸、一次性口罩
	
	


4．实验内容提要

在EDTA存在下，用溶菌酶破坏细菌细胞壁，同时经过NaOH和阴离子去污剂SDS处理，使细胞膜崩解，从而达到菌体充分的裂解。
5．实验操作要点

    培养细菌扩增质粒→收集菌体和裂解细菌→分离纯化质粒DNA
6．注意事项

    应细心操作
实验项目10   琥珀酸脱氢酶及丙二酸的抑制作用

1．实验特点

实验类型：专业基础        实验类别：验证     计划学时： 3  每组人数：3

首开日期：1989

2．实验目的与要求

    掌握酶催化、酶的竞争性抑制作用的原理和基本操作过程，要求每人均要动手操作掌握全过程

3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	冰箱
	海尔金王子
	2

	2
	冰柜
	海尔金王子
	2

	3
	离心机
	上海安亭
	6

	4
	水浴锅
	天津泰斯特
	6


4．实验内容提要

琥珀酸脱氢酶及丙二酸的抑制作用：鉴定酶的催化作用的高效性，研究底物浓度、温度、抑制剂对酶促反应速度的影响。
5．实验操作要点

    猪心脏制备液→加样→定性测定
6．注意事项

注意样品处理，组织新鲜。
   生命科学学院动物生化教研组

                               2008年12月10日
