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实验基础知识——方法总结

（一）制片技术——制片法
1.玻片标本类型： （1）临时玻片标本：是实验中观察标本常采用的方法，保存时间不长久是本法的缺点。如草履虫形态及应激性、口腔上皮细胞、植物细胞质壁分离及复原、洋葱根尖有丝分裂、病原体观察等。（2）永久玻片标本：如洋葱根尖固定装片.蛔虫受精卵固定装片等。
2.制片法：中学常用的四种制片法是石蜡切片法（如制作植物茎横断面的切片），涂片法（如制作细菌、酵母菌、口腔上皮细胞临时装片），压片法（洋葱根尖有丝分裂、观察早期花蕾花粉母细胞、洋葱鳞片叶表皮等临时装片的制作），徒手切片法（如桂花叶片横切）。
（二）染色及染色剂：染色的目的在于使生物组织和细胞受染色剂的作用（化学反应或主动吸收等），其各部分结构能清楚的显示出来，便于显微镜下识别和分析研究。
1.染料及染色剂
（1）染料：是一类有色的有机物或无机物，它能使被染物呈现颜色。染料的分类有两种，一种是按染料发色机团是阴离子还是阳离子分，是阴离子者为酸性染料，是阳离子者为碱性染料。碱性染料是一种色碱盐，通常为氯化物（如亚甲基蓝）或醋酸盐（醋酸洋红）；酸性染料为色酸盐，通常是钠盐、钾盐、铵盐。另一种是按染色对象分为胞核染料（龙胆紫、醋酸洋红），胞浆染料（红墨水、碘液等），脂肪染料（苏丹Ⅲ、苏丹Ⅳ）等。
（2）染色剂：染料溶解在溶剂中而成的溶液。如碘液、醋酸洋红液、龙胆紫溶液、亚甲基蓝溶液、红墨水等。
2.染色方法：根据材料是活的还是死的分为活体或半活体染色（如0.01%亚甲基蓝溶液对根染色——根对离子的交换吸附实验、碘液对口腔上皮细胞的染色等）及死体染色（如根尖有丝分裂实验中龙胆紫溶液对已解离的根尖的染色）。
3.生物实验中常用的溶液：水、酒精、丙酮、汽油等。
4.介绍几种制剂的作用  w.w.w.k.s.5.u.c.o.m
（1）2，4-D生长素类似物：[image: image8.png]&% R
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有双重性，低浓度促进生长；高浓度抑制生长；培育无籽果实。
（2）10-4M的秋水仙素：a.诱发基因突变。b.使染色体加倍，培育多倍体。c. 单倍体育种，培育纯种。高考资源网

（3）0.9%生理盐水（维持红细胞、口腔上皮细胞形态），10%KNO3溶液（植物细胞质壁分离和自动复原），5%CaCl2溶液和0.01%亚甲基蓝溶液（根对离子的交换吸附），15%盐酸溶液（对根尖解离），丙酮、酒精（溶解色素），层析液（分离色素），龙胆紫溶液、醋酸洋红液（根尖细胞染色体染色），30%蔗糖溶液（植物细胞质壁分离和复原）
（4）紫外线：一定剂量作为能量、保温，高剂量导致细胞基因突变。
（三）实验方法：是做好实验设计的关键所在，最常见的经典的实验方法汇总如下：
（1）化学物质的检测方法
1） 淀粉——碘液     2） 还原糖——斐林试剂、班氏试剂     3） CO2 ——Ca(OH)2溶液或酸碱指示剂或溴麝香草酚蓝水溶液（蓝变绿再变黄）  4） 乳酸——pH试纸   5） O2——余烬木条复燃   6） 无O2——火焰熄灭  7） 蛋白质——双缩脲试剂   8） 染色体——龙胆紫、醋酸洋红溶液  9） DNA——二苯胺试剂（沸水浴蓝色）或甲基绿  10） 脂肪——苏丹Ⅲ或苏丹IV染液   11）酒精——重铬酸钾（酸性条件）12）RNA——吡罗红   13）线粒体——健那绿

（2） 实验结果的显示方法
1）光合速率——O2释放量或CO2吸收量或淀粉产生量    2）呼吸速率——O2吸收量或CO2释放量或淀粉减少量    3）原子途径——放射性同位素示踪法      4）细胞液浓度大小——质壁分离
5）细胞是否死亡——质壁分离、亚甲基蓝溶液染色    6）甲状腺激素作用——动物耗氧量，发育速度等
7）生长激素作用——生长速度（体重变化，身高变化）8）胰岛素作用——动物活动状态
9）菌量——菌落数或亚甲基蓝溶液褪色程度        10）大肠杆菌——伊红-美蓝琼脂培养基
（3） 实验条件的控制方法
1）增加水中氧气——泵入空气或吹气或放入绿色植物
减少水中氧气——容器密封或油膜覆盖或用凉开水
2）提供CO2方法——NaHCO3           3）除去容器中CO2——NaOH溶液或KOH溶液   

4）除去叶片中原有淀粉——置于黑暗环境一昼夜   5）除去叶片中叶绿素——酒精加热
6）除去光合作用对呼吸作用的干扰——给植株遮光   7）如何得到单色光 ——棱镜色散或彩色薄膜滤光 

8）血液抗凝——加入柠檬酸钠   9）线粒体提取——细胞匀浆离心      10）骨的脱钙——盐酸溶液
11）灭菌方法——微生物培养的关键在于灭菌，对不同材料，灭菌方法不同：培养基用高压蒸汽灭菌；接种环用火焰灼烧灭菌；双手用肥皂洗净，擦干后用75%酒精消毒；整个接种过程都在实验室无菌区进行。
（4）实验中控制温度的方法
1）还原糖鉴定：水浴煮沸加热               2）酶促反应：水浴保温
3）用酒精溶解叶中的叶绿素：酒精要隔水加热 4）DNA的鉴定：水浴煮沸加热
5）细胞和组织培养以及微生物培养：恒温培养
六、练习

1.生物呼吸作用的底物（有机物）种类及含量的差异，会导致呼吸作用释放的CO2与吸收的O2比发生差异，这可用呼吸商表示：呼吸商（Q）＝
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，为了测定种子萌发时的呼吸商，现准备了3只玻璃瓶、瓶塞、带刻度的玻璃管、发芽的蚕豆种子、10%的NaOH溶液、NaHCO3、清水等。1号玻璃瓶的实验装置如图所示。
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（1）由于发芽蚕豆种子（已消毒）的呼吸作用，1号玻璃瓶内的气体发生了变化，使得墨滴向左移动，显然瓶内气体减少了，减少的气体是                        。

（2）1号玻璃瓶内的气体变化还不足以求出发芽蚕豆的呼吸商，由此还要利用2号玻璃瓶来测定发芽蚕豆呼吸作用过程中的某一种气体的变化。请根据1号图及题干中的器材与试剂，说出2号图装置与1号图的不同之处              ，以此可以测出             量。

（3）若1号装置测出的实验数据（墨滴移动量）为X，2号装置所测得的实验数据（墨滴移动量）为Y，则呼吸商计算式为：            如果呼吸商小于1时，说明             。
（4）为了纠正环境因素引起的实验测量误差，须设3号装置。应对3号装置作何处理：

                                              。

如3号装置的墨滴在实验后向右移动量为Z，则氧气实际消耗量应为                。

（5）如果该发芽的种子已带一定量的小叶，要了解光照强度对植物光合作用的影响，并还利用上述装置1，则需要注意：

     1）实验的变量因素是        ；实验试剂选用       ，理由是                 。

  2）在十分合适的某光照强度条件下，实验进行一定时间，测得的实验数据（墨滴移动量）为A，则该墨滴一定向         移动。

3）如要知道较高光照强度下真正的光合作用气体变化量，还需进一步的实验操作是

                    。真正光合作用的变化量是                          。
答案.（1）氧气   （2） 试管中的液体应用同体积的清水    种子吸收的氧气量与释放的二氧化碳气体量的差值   （3）（X-Y）/X    呼吸底物中含脂肪   （4）用死种子，试管中放等量的清水      X+Z      

（5） 1）光照强度  Na2CO3    2）  Na2CO3既能为植物光合作用提供二氧化碳气体，又可以保持瓶中二氧化碳气体量不变，便于实验分析指标的单一。   2）右   3） 遮光一定时间，记录墨滴移动刻度   A— 遮光情况下测得的数据    

2.（08山东卷)番茄（2n=24）的正常植株（A）对矮生植株（a）为显性，红果（B）对黄果（b）为显性，两对基因独立遗传。请回答下列问题：
（1）现有基因型AaBB与aaBb的番茄杂交，其后代的基因型有        种，      基因型的植株自交产生的矮生黄果植株比例最高，自交后代的表现型及比例为     。
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aa杂交中，若A基因所在的同源染色体在减数第一次分裂时不分离，产生的雌配子染色体数目为        ，这种情况下杂交后代的株高表现型可能是    。

（3）假设两种纯合突变体X和Y都是由控制株高的A基因突变产生的，检测突变基因转录的mRNA,发现X的第二个密码子中第二碱基由C变为U，Y在第二个密码子的第二个碱基前多了一个U。与正常植株相比，          突变体的株高变化可能更大，试从蛋白质水平分析原因：                     。

（4）转基因技术可以使某基因在植物体内过量表达，也可以抑制某基因表达。假设A基因通过控制赤霉素的合成来控制番茄的株高，请完成如下实验设计，以验证假设是否成立。

     ①实验设计：（借助转基因技术，但不要求转基因的具体步骤）

a.分别测定正常与矮生植株的赤霉素含量和株高。b.                       。 

c.                                                。

②支持上述假设的预期结果：                       。

③若假设成立，据此说明基因控制性状的方式：                          。

答案：(1)4     aaBb　　矮生红果:矮生黄果＝3:1  (2)13或11　　　正常或矮生   (3)Y

　　Y突变体的蛋白质中氨基酸的改变比X突变体可能更多（或：X突变体的蛋白质可能只有一个氨基酸发生改变，Y突变体的蛋白质氨基酸序列可能从第一个氨基酸后都改变）。

(4)①答案一：b.通过转基因技术，一是抑制正常植株A基因的表达，二是使A基因在矮生植株过量表达。 c.测定两个实验组植株的赤霉素含量和株高。

答案二：b.通过转基因技术，抑制正常植株A基因的表达，测定其赤霉素含量和株高。

c.通过转基因技术，使A基因在矮生植株过量表达，测定其赤霉素含量和株高。

（答案二中b和c次序不做要求）

②与对照比较，正常植株在A基因表达被抑制后，赤霉素含量降低，株高降低；与对照比较，A基因在矮生植株中过量表达后，该植株赤霉素含量增加，株高增加。

③基因通过控制酶的合成来控制代谢途径，进而控制生物性状。

3．科学家研究发现，癌细胞的无限增殖受某些调控基因的调控，该调控基因能激发所有动物细胞大量增殖。为探究该调控基因是存在于细胞质中还是存在于细胞核中，科研人员做了如下的实验设计，请你继续完成下列实验：

实验方案：

（注：癌细胞能传代培养，细胞形态发生明显改变。如何观察细胞形态不作实验设计要求）

   （1）用                   分别处理癌细胞和小鼠肝脏细胞使之分散成单个细胞。

   （2）分别使单个癌细胞和单个肝脏细胞                     。

   （3）将                              重组融合得到细胞甲，将                         

重组融合得到细胞乙。                                                                  

   （4）取两只培养瓶分别编号A、B，各加入等量的培养液。

   （5）取等量的重组细胞甲和重组细胞乙，分别放入到A、B两个培养瓶内进行培养。

   （6）观察并记录A、B两个培养瓶内的细胞形态变化。

预期3种可能的实验结果和结论：

①若实验结果为                                           ，则调控基因存在于细胞核中。

②若实验结果为                                          ，则调控基因存在于细胞质中。
③若实验结果为                                   ，则调控基因存在于细胞核和细胞质中。
w.w.w.k.s.5.u.c.o.m
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