东北农业大学本科实验课教学大纲
细胞生物学实验
Experiment of cell biology
（一）课程编号：09610025z
适用专业：生物科学、生物技术、生物工程
理论课总学时：56学时 

实验课总学时：32学时（平均周学时4学时）
开设实验项目数：7个（综合性实验 7 个）
学分：1学分
应开实验学期：第2学期
（二）实验课程简介
细胞生物学是以细胞、亚细胞以及生物大分子的结构及其功能为研究对象，从细胞和分子水平来研究生命本质的一门基础学科。细胞生物学作为现代生命科学重要的基础学科，其学科发展迅速，新的教学理念、教学内容和实验技术手段层出不穷，并处于与其他学科广泛交叉与渗透的前沿研究领域。细胞生物学是一门实践性很强的学科，实验课程是其学科发展的基础和重要组成，是培养学生兴趣和创新能力的最重要的手段之一。细胞生物学实验以介绍细胞生物学实验原理、实验方法、实验手段和实验操作技能为其主要内容。通过实验课程的开设使学生能够将理论与实践操作相结合，从而不断提升自身的实验技能及科技创新能力，具有十分重要的意义。
（三）实验教学目标与基本要求
1．实验教学目标
细胞生物学实验是高等农林医师院校、生命科学院、动物医学院以及成人教育学院等院系必修的一门重要专业基础课。以介绍细胞生物学实验原理、实验方法、实验手段和实验操作技能为其主要内容。本科程的主要任务是加强学生的动手实践操作能力。通过实验课可以直接获得细胞生物学的感性认识，进而深入了解其理论意义。通过实验课的动手和动脑使学生得到基本技能的训练，以及观察问题、分析问题和解决问题的能力，培养学生实事求是的科学态度，严谨良好的科学作风和独立自主的工作能力，为以后课程的学习和将来的工作以及科学研究打下坚实的基础。
2．课程基本要求
细胞生物学实验教学基本要求有以下三个方面：
第一、通过本科课程的教学，使学生加深对细胞生物学理论知识的学习和理解。
第二、通过本科课程的教学，使学生具备一定的理论和科技创新能力及素质。
①了解细胞生物学的应用及发展；
②了解细胞生物学与其他学科间的相互交融、渗透与联系；
③具备一定的细胞生物学知识和素养，包括严谨的科学态度；
④了解细胞生物学对人类社会的贡献。
第三、通过实验课程的教学使学生具备一定的科学研究能力。
①用细胞生物学实验的基本原理、基本知识解决与专业相关问题的能力；
②一定的实验操作和处理实验数据、实验结果及书写实验报告的能力；
③细胞生物学实验知识与其他课程进行交融、渗透与联系的能力；
④自我阅读和利用计算机网络收集信息，更新细胞生物学知识以及综合、分析、研究问题的能力。
（四）教材及主要参考书教科书
1．教材：《细胞生物学实验指导》自编
2．参考书
《细胞生物学实验指南》丁明孝,苏都莫日根,王喜忠,邹东方主编.高等教育出版社.2009.6

《细胞生物学实用方法与技术》章静波主编.北京医科大学中国协和医科大学联合出版社.1996.10

《细胞生物学》（第二版）汪坤仁,薛绍白,柳惠图主编.北京师范大学出版社.1998.11

（五）考核办法
主要依据学生操作实验的认真程度，自主思考、发现及解决问题的能力，实验进行程度及完成效果进行准确的评价，占总成绩的50%。此外 学生的出勤情况及实验报告完成情况占50%。
实验大纲主撰人：佟慧丽
实验项目1：动物细胞的传代培养及细胞计数
1．实验特点
类型：综合      类别：专业基础        计划学时：4学时         每组人数：2人
首开日期：2010年6月
2．实验目的与要求
①熟悉细胞培养过程中的无菌操作技术。
②了解细胞传代培养的基本方法和主要操作步骤
③掌握动物细胞计数的方法
3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	细胞计数板
	XB.K.25,0.1mm,1/400mm3
	30

	2
	显微镜
	Leica
	30

	3
	倒置显微镜
	Olympus
	5


4．实验内容提要
①采用缓冲液清洗细胞
②胰蛋白酶对细胞进行消化
③新鲜培养液终止消化
④对细胞进行分瓶
⑤细胞计数
5．实验操作要点
在整个细胞培养的传代过程中注意无菌操作。对细胞悬液进行稀释时要选择合适的稀释倍数，从而对细胞数量进行准确测定。
6．注意事项
在整个细胞体外培养过程中，要始终保持无菌的概念，在操作的众多环节中要注意消毒灭菌，努力做到最大限度的无菌，严防细菌的污染，否则将导致细胞培养的失败。
实验项目2：细胞膜的渗透反应
1．实验特点
类型：综合      类别：专业基础        计划学时：4学时         每组人数：2人
首开日期：2010年6月
2．实验目的与要求
了解细胞膜的渗透性及各类物质进入红细胞的速度
3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	玻璃试管
	20ml
	200


4．实验内容提要
①杀鸡取血
②用生理盐水稀释
③取试管分别加入10ml的蒸馏水、0.17mol/L醋酸铵、0.17mol/L硝酸铵、0.12mol/L草酸铵、0.12mol/L硫酸钠、0.32mol/L葡萄糖、0.32mol/L甘油、0.32mol/L乙醇和0.32mol/L丙酮，然后再加入1ml 稀释的鸡血，观察溶液的颜色变化并记下时间。
5．实验操作要点
保证每个试管加样后计时开始和计时停止的条件的一致性，以尽量减少误差。
6．注意事项
①加入样品后要注意摇晃混匀。
②有的样品出现溶血现象的时间较长，不要轻易下该样品不会出现溶血现象的结论。
实验项目3：绿色荧光蛋白重组质粒的细胞转染实验
1．实验特点
类型：综合      类别：专业基础        计划学时：4学时         每组人数：2人
首开日期：2010年6月
2．实验目的与要求
①了解细胞转染的实验原理
②掌握细胞转染的方法
3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	超净工作台
	BCM-1000
	6

	2
	荧光显微镜
	Leica
	2


4．实验内容提要
①转染前的准备工作
②采用转染试剂包裹质粒
③细胞转染操作
④转染后荧光显微镜观察结果
5．实验操作要点
①注意无菌操作，避免细胞污染。
②把握转染试剂与质粒用量的关系为本实验的关键问题。
6．注意事项
转染实验的成败与众多因素的影响有关，包括细胞状态、血清选择、抗生素的加入、转染用质粒的启动子的选择、质粒提取的质量、试剂保存等等。
实验项目4：细胞骨架的荧光染色的定位观察
1．实验特点
类型：综合      类别：专业基础        计划学时：4学时         每组人数：2人
首开日期：2010年6月
2．实验目的与要求
①掌握细胞免疫荧光染色法的原理
②了解荧光显微镜的使用方法
3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1 
	荧光显微镜
	Leica
	2

	2
	倒置显微镜
	Olympus
	5


4．实验内容提要
①制作细胞铺片
②清洗细胞
③血清封闭
④一抗孵育
⑤二抗孵育
⑥细胞核染色
⑦封片观察
5．实验操作要点
添加二抗之后注意细胞铺片需要避光，清洗过程轻柔，避免细胞从盖玻片上掉下来。
6．注意事项
①制片后尽快观察，以免荧光染色衰退。
②固定时需保持低温，以保持抗原的完整性。
③所用试剂须新鲜配制。
实验项目5： 细胞凋亡的DNA Ladder检测
1．实验特点
类型：综合      类别：专业基础        计划学时：4学时         每组人数：2人
首开日期：2010年6月
2．实验目的与要求
①了解凋亡细胞的DNA Ladder产生原理
②掌握凋亡细胞DNA Ladder的试剂盒测定方法
3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	台式离心机
	
	6

	2
	核酸电泳系统
	
	2


4．实验内容提要
①清洗诱导凋亡后的细胞。
②收集细胞沉淀。
③裂解细胞并沉淀其中的DNA。
④乙醇清洗DNA沉淀。
⑤电泳检测DNA Ladder的条带结果。
5．实验操作要点：
乙醇诱导细胞凋亡的作用浓度及作用时间。
6．注意事项
①DNA  Ladder出现在细胞凋亡晚期， 根据凋亡细胞的形态确定凋亡比例在30%以上时进行DNA  Ladder检测。
②DNA Ladder出现在一个较短的时间段，掌握好取样时间。
③贴壁细胞最好不用胰酶消化而用细胞刮收集。
实验项目6：肝癌细胞的染色体标本的制备
1．实验特点
类型：综合      类别：专业基础        计划学时：4学时         每组人数：2人
首开日期：2010年6月
2．实验目的与要求
①掌握细胞染色体标本的制备技术
②观察人的癌细胞中染色体的数目以及形态特征
3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	台式离心机
	
	6

	2
	显微镜
	Leica
	30


4．实验内容提要
①细胞培养
②秋水仙素处理
③收集细胞沉淀
④低渗处理
⑤预固定
⑥固定
⑦滴片
⑧染色 

⑨镜检
5．实验操作要点
①秋水仙素处理细胞的作用剂量。
②掌握低渗处理的剂量及时间。
③滴片的高度为0.5m左右。
6．注意事项
①离心速度或离心时间能影响染色体标本的制备。
②固定液要随用随配，固定彻底后再打散细胞团块，否则细胞容易破碎，染色体分散会受到影响。
③载玻片要预冷，否则会影响染色体的附着和铺展。
④用吸管吹散细胞时用力必须尽量轻柔，防止染色体破碎和丢失。
实验项目7：细胞中绿色荧光蛋白重组质粒表达的RT-PCR检测
1．实验特点
类型：综合      类别：专业基础        计划学时：8学时         每组人数：2人
首开日期：2010年6月
2．实验目的与要求
①了解RT-PCR实验技术的原理及操作
②掌握细胞转染后目的基因表达的检测方法
3．主要仪器设备
	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	PCR仪
	
	1

	2
	核酸电泳系统
	
	2


4．实验内容提要
①清洗细胞
②细胞的RNA提取
③反转录
④PCR

⑤电泳检测RT-PCR结果
5．实验操作要点
①避免环境中的RNA酶对RNA的降解作用。所有实验用品需要采用DEPC灭活RNA酶的活性。
②选择合适的引物序列进行PCR扩增。
6．注意事项
①根据实验结果优化反转录及PCR反应条件。
②延伸时间根据所扩增的片段大小设定。
③根据扩增产物的下游应用设定循环数。
④注意避免有毒、有害试剂伤害自己和他人：氯仿、溴化乙锭（EB）、紫外线等。
⑤注意避免试剂污染。
⑥始终注意避免RNA酶的污染。
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