
东北农业大学本科实验课程教学大纲

生物显微技术
Biological Microscopy
一、实验课程  课号：09610098x
适用专业：生物科学（4年）、生物科学（8年）、生物技术
理论课程总学时：12
实验总学时（周学时）：36
学分：1
课程类型：专业限选课程
先修课程：分子生物学，细胞生物学
开出实验个数：（验证实验1个；综合实验4个；设计实验0个；创新性实验0个）

应开实验学期：5
二、实验课程简介

生物显微技术是高等学校生物系各专业的基础课，是在组织、细胞、亚细胞水平研究生物结构与功能关系的一系列实验技术的总称。课程内容包括：动植物显微切片的制作、组织化学以及在组织化学基础上发展的免疫组织化学。同时，还包括这些技术相关的光学显微镜，电子显微镜及附属用具所必备的基本理论，基本知识和基本技术。
三、实验教学目标及基本要求

本课程的教学目的是使学生了解生物显微技术的基础理论和基本知识，并在实验课程中锻炼动手能力和分析解决问题能力，为毕业实习及以后的科研、生产工作打下基础。实验原理部分要求学生了解光学显微镜、各种电子显微镜的原理、特点及在生物学中的应用；了解各种动物组织切片的制作的原理和方法；掌握组织化学常用染色原理和方法；理解免疫组织化学的原理和主要方法。在实验技能方面要求学生达到：熟悉并使用光学显微镜，能够制作石蜡切片，掌握组织化学的操作技能，对免疫组织化学试验设计、结果分析有一定的了解。
四、教材及主要参考书（2000年后出版的书籍）

倪华. 2004. 生物显微技术实验指导, 东北农业大学校内教材. 

李素文. 2001. 细胞生物学实验指导, 高等教育出版社.

五、考核办法

以学生对实验原理的理解与掌握、实验技能与实验报告的撰写为考核依据。
大纲主撰人：侯晓明
（一）实验项目1
大鼠组织的石蜡包埋及切片
1．实验特点

实验类型：综合     实验类别：专业基础  计划学时： 12 每组人数：5    首开日期：2001.5
2．实验目的与要求

1）熟悉动物组织取材、固定、石蜡包埋的方法及注意问题。

2）掌握石蜡切片技术操作。
3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	石蜡切片机
	ZD-12
	6

	2
	恒温展片台
	CAU-2
	6

	3
	自动磨刀机
	ZMD-Ⅱ
	1

	4
	恒温干燥箱
	DHG9123A
	6


4．实验内容提要

1）玻璃载片的清洁和硅化处理；
2）大鼠的处死，各种组织的取材、固定，应用包恩氏液和冰丙酮两种方法固定；
3）固定组织的脱水和透明；
4）石蜡包埋；
5）石蜡切片的制作。
5．实验操作要点

小鼠处死后，尽快固定，固定要完全，但不要过度。脱水要完全，否则石蜡浸入不透，切成切片后片子上有空洞。

6．注意事项

1） 透明时用二甲苯有挥发性，对人体有害，应注意通风，不应随意乱倒，污染环境。对学生进行实验安全教育。

2） 切片刀非常锋利，学生操作时应小心。

3） 使用显微镜时严格按规范使用，爱护仪器设备。

（二）实验项目2

苏木精-伊红染色
1．实验特点

实验类型：综合     实验类别：专业基础   计划学时： 4  每组人数：5    首开日期：2001.5
2．实验目的与要求

1）掌握苏木精-伊红染色原理以及操作。

2）掌握分色操作。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	显微镜
	Leica ,BME
	12

	2
	电热恒温鼓风干燥箱
	DHG9123A
	6

	3
	染缸
	
	50


4．实验内容提要

1）实验1所得石蜡切片，二甲苯脱蜡2次后下行酒精入水；
2）苏木精染色10分钟，PBS洗3次；
3）0.1%HCI中分色1秒，1%氨水发明；反蓝；
4）伊红中染色5分钟PBS洗3次；
5）显微镜下观察，封片保存。

5．实验操作要点

分色是关键。既要苏木精染色鲜艳，又要伊红不能覆盖苏木精。

6．注意事项

1）透明时用二甲苯有挥发性，对人体有害，应注意通风，不应随意乱倒，污染环境。对学生进行实验安全教育。

2）使用显微镜时严格按规范使用，爱护仪器设备。

（三）实验项目3
Feulgen反应
1．实验特点

实验类型：验证     实验类别：专业基础 计划学时： 4   每组人数：5    首开日期：2001.5
2．实验目的与要求

1）细胞化学染色的原理。

2）掌握细胞化学染色的方法。

3）了解DNA在细胞内的存在部位。
3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	显微镜
	Leica ,BME
	12

	2
	电热恒温鼓风干燥箱
	DHG9123A
	6

	3
	染缸
	
	50


4．实验内容提要

1)
脱蜡；
2)
复水；
3)
稀酸水解；
4)
染色；
5)
分色；
6)
脱水；
7)
透明；
8)
封片并观察。
5．实验操作要点

1）
移动切片时，每次都尽量少带上一染色缸中的液体；
2）
分色时间不宜过长，否则可以洗去特异性着色。
6．注意事项

1）
要严格保证稀酸水解的时间和温度。

（四）实验项目4

内源性碱性磷酸酶的检测
1．实验特点

实验类型：综合     实验类别：专业基础 计划学时： 4  每组人数：5    首开日期：2001.5

2．实验目的与要求

1）掌握酶组织化学的原理；

2）熟悉组织化学的操作及注意事项。
3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	显微镜
	Leica ,BME
	12

	2
	电热恒温鼓风干燥箱
	DHG9123A
	6


4．实验内容提要

1）实验1所得石蜡切片梯度酒精脱蜡，入水。

2）加入NBC/BCIP显色，

3）显微镜观察，封片保存

5．实验操作要点

1）比较包恩氏液和冰丙酮固定的石蜡切片检测内源性碱性磷酸酶的效果。体会冰丙酮是保存酶活性的固定方法。

6．注意事项

1）
要严格保证操作的时间和温度。
（五）实验项目5

免疫组织化学实验
1．实验特点

实验类型：综合     实验类别：专业基础 计划学时： 8   每组人数：5    首开日期：2001.5

2．实验目的与要求

1）掌握免疫组织化学的原理；

2）熟悉免疫组织化学的操作及注意事项；

3）学习免疫组织化学结果分析及对照实验的设置。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	显微镜
	Leica ,BME
	12

	2
	电热恒温鼓风干燥箱
	DHG9123A
	6


4．实验内容提要

1）实验1所得石蜡切片梯度酒精脱蜡，入水。

2）1%BSA封闭；

3）加入第一抗体孵育，洗涤；
4）加入第二抗体孵育，洗涤；
5）显色。
5．实验操作要点

1）操作注意不应使切片干燥，否则增加背景，影响实验结果的分析。

2）显色要适度，防止过度。

3）加入抗体时要摇晃均匀，否则切片颜色深浅不一，造成实验假象。

6．注意事项

1）实验切片与对照实验切片在操作时分开，避免样品之间的污染，使阴性实验对照出现信号，导致实验结果不说明问题。

