生物化学实验

Experiments of Biochemistry 

一、实验课程课号：09610014j

适用专业：生工、生技、生科(本硕博)、生科(四)

理论课总学时：90

实验总学时：60

学分：2
开出实验个数：9 （验证实验 6 个；综合实验 3 个；设计实验 1 个；创新性实验 1  个）

应开实验学期：第3学期
二、实验课程简介

生物化学实验是以生物体组成的有机成分如：糖类、蛋白质、RNA、DNA、酶、维生素等为材料的提取、分离、纯化及含量测定为内容，以介绍生物化学实验原理、实验方法、实验手段和实验操作技能为其主要内容。

三、实验教学目标及基本要求

目标：生物化学实验是生物学科各专业必修的一门重要的专业基础课。通过生物化学实验课使学生能够很好地掌握现代生物化学实验技术，如：比色法、层析法、离心法、半微量滴定法，常用生化指标的测定技术。通过对本门课程的学习，使学生加深和巩固对某些生物化学基本知识和理论的学习和理解；学会运用生物化学实验技术的基本原理和分析方法解决生产和科研中的问题；深入了解现代生物化学实验技术与方法的研究新进展。注重开拓学生智能，培养学生动手能力、观察能力、分析问题和解决问题的能力，促进创造性思维，同时培养学生科研意识及实事求是的科学态度和严谨的科学作风，为后续课程学习以及将来科研工作奠定坚实的基础。

要求：实验课要求有正确的实验操作和结果分析，了解掌握常用仪器设备的使用方法及注意事项；了解掌握生物化学实验报告的特点与撰写规则。要求学生能够借助工具书，独立完成与生物化学研究有关的常用生物化学指标的测定与分析。

四、教材及主要参考书

教材：自编教材
主要参考书：《生物化学实验方法和技术》  张龙翔 等主编   高等教育出版社

           《植物生理生化实验原理和技术》 李合生 主编  高等教育出版社

五、考核办法

每次按4个项目给分：
（1）实验预习（15分）：写出实验目的、原理、主要操作步骤

（2）态度纪律（15分）：自觉主动、认真操作、爱护仪器、节约药品、清扫卫生

（3）操作技能（15分）：仪器使用技术与保养，样品制备与保存技术

（4）结果分析（15分）：实验数据观察与记录，结果计算、分析与讨论

大纲主撰人：李 强

（一） 维生素C含量的测定

1．实验特点

类型：  验证    类别：专业基础   计划学时：4     每组人数：2  

2．实验目的与要求

实验目的：水果蔬菜是供给人体维生素C的主要来源，对维生素含量的测定，可以了解果品质量的高低

实验要求：掌握从水果蔬菜中提取维生素C和含量测定的方法

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	微量滴定管
	5ml
	1

	2
	研钵
	Φ90
	1

	3
	容量瓶
	50ml
	2

	4
	移液管
	10ml
	1

	5
	三角瓶
	50ml
	4


4．实验内容提要：用2，4—二氯酚靛酚钠盐溶液的消耗量来定量测定样品中维生素C含量

5．实验操作要点： 微量滴定管的使用

6．注意事项： 滴定终点判断-粉红色15秒不褪色

（二） 蛋白质含量测定—考马斯亮蓝G-250法
1．实验特点

类型：  验证       类别：专业基础       计划学时：4学时      每组人数：2         
首开日期：  2002年9月15日

2．实验目的与要求

掌握蛋白质提取和含量测定的基本方法。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	分光光度计
	
	6

	2
	离心机
	
	3


4．实验内容提要

 马铃薯蛋白的提取，分光光度法测吸光值

5．实验操作要点

离心机、分光光度计的使用

6．注意事项

配平、空白实验、重复实验
（三） 酵母核糖核酸（RNA）的提取 

1．实验特点

类型：综合、验证    类别：专业基础   计划学时：4   每组人数：2 

2．实验目的与要求

了解和掌握在干酵母中RNA的粗提方法。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	水浴锅
	6000r/min
	1

	2
	离心机
	4孔
	1

	3
	吸滤瓶
	125ml
	1

	4
	布氏漏斗
	40mm
	1


4．实验内容提要

干酵母粉用农盐破碎细胞膜，煮沸离心分离出RNA溶液，调RNA等电点，沉淀析出RNA

5．实验操作要点

 离心技术、调PH至等电点技术、抽滤技术。

6．注意事项

 准确调节PH等电点是2.0产率高

（四）还原糖和总糖的测定

1．实验特点

类型：验证    类别：专业基础   计划学时：4     每组人数：2         

2．实验目的与要求

掌握还原糖和总糖定量测定的基本原理，学习比色定糖法地基本操作。熟悉722型分光光度计地使用方法

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	分光光度计
	722型
	1

	2
	离心机
	4000r/min
	1

	3
	恒温水浴
	4孔
	2


4．实验内容提要

从植物组织中水浴还原糖的技术，酸解植物组织中总糖的技术，测定其含糖量。

5．实验操作要点

植物组织中还原糖、总糖提取、含量测定技术；分光光度计的使用；查用标准曲线数据处理分析。

6．注意事项

酸解植物组织中总糖后PH调节至中性。

（五）硅胶G薄层层析分离可溶性糖
1．实验特点

类型：验证    类别：专业基础   计划学时：4     每组人数：2         

2．实验目的与要求

练习使用薄层层析法的原理；掌握分离、鉴定可溶性糖的操作。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	玻璃喷雾器
	喉头喷雾器
	3

	2
	层析缸
	
	15


4．实验内容提要

硅胶板的制备，可溶性糖的分离鉴定（点样、展层、显色）
5．实验操作要点

学会制薄层板、点样、展层、显色、结果计算分析的技术。

6．注意事项

点样量不能过多

（六）植物组织中DNA提取

1．实验特点

类型：综合    类别：专业基础   计划学时：6     每组人数：2         

2．实验目的与要求

学会从植物组织中快速提取DNA的方法和含量测定技术

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	离心机
	4000r/min
	1

	2
	恒温水浴
	72℃
	1

	3
	研钵
	Φ90
	1


4．实验内容提要

用浓盐、稀碱、SDS、氯仿和异戊醇，去除RNA和蛋白质，分离出蛋白质

5．实验操作要点

从植物组织中分离出DNA、去除RNA和蛋白质的技术、DNA的纯化技术。

6．注意事项

离心提取时去蛋白质杂质要多次
（七）聚丙烯酰胺凝胶电泳分离过氧化物酶同工酶

1．实验特点

类型：综合    类别：专业基础   计划学时：8     每组人数：2         

2．实验目的与要求

掌握盘状聚炳烯酰胺凝胶电泳的基本原理和操作技术，应用盘状聚炳烯酰胺凝胶电泳分离生物样品提取液中的可溶性蛋白质并鉴定其中的同工酶。

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
	DYY-6
	1

	2
	盘状电泳槽
	圆盘
	1

	3
	冷动离心机
	GS15R
	1

	4
	电子天平
	赛多利斯
	3


4．实验内容提要：测定酶活性同时进行聚炳烯酰胺凝胶圆盘电泳测定过氧化物酶同工酶

5．实验操作要点：过氧化物酶同工酶电泳制备分离胶、浓缩胶、点样、电泳、取胶、显色、固定、绘制电泳谱带图、RF值计算、结果分析。

6．注意事项：点样量要在60ul～80ul，染色剂联苯胺现用现配

（八）残余法测定粗脂肪酸含量

1．实验特点

类型：验证    类别：专业基础   计划学时：6     每组人数：2         

2．实验目的与要求：学习掌握气相色谱分析方法

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	索氏提取器
	YG-2
	6

	2
	烘箱
	
	1

	3
	电子天平
	赛多利斯
	1


4．实验内容提要：用有机溶剂将脂肪从样品中浸提出来，从而除去了脂肪的样品与剩余残渣两者的质量之差即为粗脂肪含量。

5．实验操作要点：样品粉碎，制包，烘干，称重，装样，干燥，抽提，烘干，称重。

6．注意事项：抽提粗脂肪时，选择沸点为30～60℃的抽提液。

（九） 淀粉酶酶活力测定及其酶学性质研究
1．实验特点

类型：设计、创新    类别：专业基础   计划学时：20     每组人数：2         

2．实验目的与要求

（1）、培养学生设计实验的基本思路，学会科学的试验组合，提出合理的实验步骤和时间；

（2）、系统训练学生综合运用多种生化实验方法和技术开展实验的能力；

（3）、加强学生观察实验现象、准确记录实验数据、正确处理与分析实验结果的技能；

（4）、培养学生查阅资料和撰写科学论文的能力；

（5）、掌握淀粉酶的提取和活性测定方法；
（6）、学会制作标准曲线。

（7）、了解酶活性的影响因素（温度、pH、激活剂、抑制剂等）
3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	分光光度计
	722型
	1

	2
	离心机
	4000r/min
	1

	3
	恒温水浴
	4孔（40、70、100℃）
	3

	4
	冰箱
	
	1


4．实验内容提要

（1）、 淀粉酶粗酶液的提取
（2）、 麦芽糖标准曲线的制作

（3）、 淀粉酶活力的测定

（4）、 温度对淀粉酶活性的影响

（5）、 pH对淀粉酶活性的影响

（6）、 激活剂和抑制剂对淀粉酶活性的影响
（7）、 研究论文的撰写
5．实验操作要点

离心技术、分光光度计的使用、标准曲线、水浴的时间及温度控制。

6．注意事项

要求学生通过独立查阅资料确立实验方案；实验全部完成后写出课程论文。
