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	课程类别
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	考核方式
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	面向专业
	动植物检疫

	教学目标
	掌握植物检疫性病害主要病原物的显微观察与鉴定实验技术原理和方法。
掌握植物检疫性病害主要病原物的分子生物学检验鉴定实验技术原理、方法及关键要点。
本课程的思政目标是掌握理论知识和实验技术后，能够学思结合、探索创新、应用专业知识解决实际问题。
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	开出实验项目名称

	序号
	名称
	学时

	1
	检疫性细菌病害的症状观察与病原菌的分离培养——以梨火疫为例
	2

	2
	检疫性细菌病害分子生物学检测——病原菌基因组DNA的提取
	2

	3
	检疫性细菌病害分子生物学检测——特异性片段的扩增
	2

	4
	检疫性细菌病害分子生物学检测——扩增片段的分析与回收
	4

	5
	检疫性细菌病害的生物学检测——筛选性培养基的利用
	2

	6
	三种腥黑穗病病原菌形态观察
	2

	7
	植物病原菌的致病性测定
	4

	8
	植物寄生线虫的分离与形态观察
	2

	9
	植物病害调查与鉴定
	2

	10
	基本操作技能考核
	2
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实验1  检疫性细菌病害的症状观察与病原菌的分离培养——以梨火疫为例 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	4人

	实验目的：
初步了解病害危害性，并认识梨火疫病害危害症状，以建立植物病害的概念，为植物病害的识别与诊断奠定基础。掌握病原菌分离培养的基本原理，熟悉不同病原菌的分离培养方法，了解病原菌在培养基中的生长特性，提高实验操作技能和无菌概念，为后续的微生物学实验研究奠定基础。

	实验内容：
仔细观察并记录陈列的植物病害标本的病状和病征。

培养基制备、病原菌分离、菌种纯化、生物学特性观察及实验结果分析。

	实验操作要点及注意事项：
注意寄主被害后的变化，观察发病部位有无病原物及病原物的特点。

注意分离培养时避免杂菌的污染，做好无菌操作要求。

	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：掌握梨火疫病害的病状类型、病症类型，能够对病害进行初步判定；掌握无菌微生物学实验基本实验技能。
2.思政元素：著名植物病理学家戴芳澜，探索未知、追求真理。

	主要实验材料、用品及工具：
材料：梨火疫的病害标本（盒装标本、、临实验前在田间采集的新鲜标本）

用具：扩大镜、擦镜纸、载玻片、盖玻片、挑针、剪刀、纱布、吸水纸、蒸馏水滴瓶、培养基、培养皿、接种针、刮刀等

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	双目解剖镜
	
	每人1台

	2
	放大镜
	
	每人1个

	3
	超净工作台
	
	4人1台

	4
	培养箱
	
	1台

	5
	高压蒸汽灭菌锅
	
	1台


实验2 检疫性细菌病害分子生物学检测——病原菌基因组DNA的提取 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	3-4人

	实验目的：

1.掌握检疫性细菌病害分子生物学检测的基本原理和方法，了解其在植物检疫和病害诊断中的应用。

2.学习并掌握病原菌基因组DNA的提取技术，包括细胞破碎、DNA纯化等步骤。

3.熟悉并掌握DNA提取过程中常见的实验技巧和操作规范，如无菌操作、样品处理等。

4.培养学生的实验操作能力、分析能力和解决问题的能力，加强理论与实践的结合。

	实验内容：

实验准备

准备所需的实验器材和试剂，包括灭菌枪头、培养皿等；
准备待检测的检疫性细菌病害样本，确保样本具有代表性且无污染。
病原菌基因组DNA的提取

样本处理：取适量的病害组织样本，进行初处理；
细胞破碎：使用研磨器或匀浆器等工具，将样本组织破碎成细胞悬液；
DNA提取：按照DNA提取试剂盒的说明，将入相应的裂解液和蛋白酶，进行细胞裂解和蛋白质消化；
DNA纯化：通过离心、沉淀或柱式纯化等方法，去除杂质和蛋白质，得到纯净的基因组DNA；
DNA质量检测：使用分光光度计检测提取的DNA质量和浓度。


	实验操作要点及注意事项：

1.整个实验过程中，应严格遵守无菌操作规范，避免样品污染和交叉污染；
2.在样本处理过程中，应注意避免样本间的交叉污染；
3.按照DNA提取试剂盒的说明，正确加入裂解液和蛋白酶，确保裂解和消化过程充分进行；

4.在DNA纯化过程中，应注意去除杂质和蛋白质，避免对DNA质量造成影响；
5.在实验过程中，应详细记录每个步骤的操作情况和结果，以便后续分析总结。

	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：掌握病原菌基因组DNA提取的基本方法。
2.思政元素：无菌操作，培养职业素养。 

	主要实验材料、用品及工具：
材料：检疫性细菌病害样本、DNA提取试剂盒
用具：无菌离心管、移液器及吸头、手套和口罩等

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	离心机
	赛默飞
	1台

	2
	紫外分光光度计
	赛默飞Multiskan SkyHigh
	1台

	3
	恒温水浴锅
	欧莱博SHJ-6
	1台

	4
	生物安全柜
	欧莱博BSC-1500IIA2-X
	2台


实验3 检疫性细菌病害分子生物学检测——特异性片段的扩增 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	4人

	实验目的：
1.掌握分子生物学技术在检疫性细菌病害检测中的应用原理。

2.学习并掌握PCR（聚合酶链式反应）技术，包括特异性引物的设计、PCR反应体系的建立以及PCR产物的检测。

3.通过对特异性片段的扩增，提高对细菌病害快速、准确检测的能力。

4.培养学生的实验操作能力、观察分析能力和团队合作精神。

	实验内容：
1.特异性引物的设计与合成；
2.PCR反应体系的建立与优化；
3.特异性片段的扩增。


	实验操作要点及注意事项：
一、特异性引物的设计与合成

1.根据目标细菌的基因序列，利用引物设计软件设计特异性引物；
2.引物设计应遵循特异性、稳定性、合适长度等原则；
3.引物合成应选择高质量的服务商，确保序列的准确性。

二、PCR反应体系的建立与优化

1.根据PCR试剂盒的说明，合理配置反应体系，包括模板DNA、引物、dNTPs、PCR缓冲液等；

2.优化PCR反应条件，如退火温度、延伸时间等，以获得最佳扩增效果；

3.注意PCR过程中的污染问题，避免假阳性结果。

三、特异性片段的扩增

1.使用微量移液器精确加入各组分，确保反应体系的准确性；

2.在PCR仪中设置正确的反应程序，开始扩增；

3.扩增结束后，检查PCR产物是否出现预期大小的特异性条带。



	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：学生能够独立完成特异性引物的设计与合成，能够熟练掌握PCR反应体系的建立与优化技巧，能够独立完成特异性片段的扩增，并获得清晰的PCR产物，能够正确分析PCR产物，得出准确的实验结果。
2.思政元素：实验室安全事故案例，培养实验室安全意识 

	主要实验材料、用品及工具：
材料：梨火疫基因组DNA，引物，PCR试剂盒，等。

用具：移液器及枪头、PCR管、离心管、计时器等。


	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	PCR仪
	赛默飞ProFlex
	1台

	2
	离心机
	赛默飞
	1台


实验4 检疫性细菌病害分子生物学检测——扩增片段的分析与回收 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	4
	4人

	实验目的：
掌握扩增片段的分析方法，即通过凝胶电泳等方法对PCR扩增产物进行可视化分析；掌握扩增片段的回收技术，即学习从凝胶中提取和纯化特定DNA片段的技术，为后续的克隆、测序或其他分子生物学实验做准备。


	实验内容：
一、扩增片段的电泳分析

1.制备琼脂糖凝胶：根据实验需要，选择合适浓度的琼脂糖凝胶，加入适量的荧光染料；
2.电泳加样：将PCR扩增产物与适量的上样缓冲液混合后，加入凝胶的样品孔中；

3.电泳分离：在电泳仪中设置合适的电压和时间，进行电泳分离；
4.观察结果：使用凝胶成像系统观察电泳结果，记录DNA条带的位置、大小和亮度。
二、扩增片段的回收

1.切胶回收：根据电泳结果，使用干净的刀片将含有目标DNA片段的琼脂糖凝胶块切下；

2.凝胶溶解：将切下的凝胶块放入回收管中，加入适量的溶胶液，加热至凝胶完全溶解；

3.DNA吸附：将溶解后的凝胶液加入吸附柱中，通过离心使DNA吸附到吸附柱上；

4.洗涤与干燥：用洗涤液洗涤吸附柱，去除杂质，然后离心干燥；

5.DNA洗脱：向吸附柱中加入适量的洗脱液，离心洗脱DNA，收集洗脱液；

6.回收产物分析：通过电泳或其他方法分析回收产物的质量和浓度。

	实验操作要点及注意事项：
1.安全操作：佩戴实验室防护眼镜和手套，避免直接接触有害化学物质；
在紫外灯下操作时，注意保护眼睛和皮肤，避免长时间暴露。

2.凝胶制备：确保琼脂糖溶液充分溶解，避免凝胶中出现气泡或杂质；在凝胶凝固前避免移动或震动模具，以免产生气泡或不平整。

3.样品处理：在加样前确保PCR产物与上样缓冲液混合均匀，避免出现条带拖尾或分叉；避免在紫外灯下长时间暴露样品，以减少DNA损伤。

4.电泳条件：根据DNA片段大小选择合适的电压和时间，避免DNA过度伸展或跑出凝胶；确保电泳槽中的缓冲液足够覆盖凝胶，以保持恒定的电场强度。

5.回收效率：在切胶时要尽可能准确地切下目标DNA片段，减少凝胶碎片的残留；在回收过程中避免样品干燥或过度离心，以免影响回收效率。

6.记录与分析：详细记录实验过程、结果和分析，包括凝胶成像的图片和数据；对回收产物进行质量评估，确保满足后续实验的需求。



	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：学生应掌握DNA电泳的基本原理和操作方法；熟悉DNA片段回收的基本步骤和原理。
2.思政元素：实验室安全事故案例，培养实验室安全意识 

	主要实验材料、用品及工具：
材料：PCR产物，琼脂糖，电泳缓冲液，荧光染料，上样缓冲液，DNA回收试剂盒。

用具：微量移液器及吸头、手套和防护眼镜、实验记录本等



	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	凝胶成像系统
	BIO-RAD
	1台

	2
	电泳槽及电泳仪
	北京六一生物
	4组


实验5 检疫性细菌病害的生物学检测——筛选性培养基的利用 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	4人

	实验目的：
了解和掌握筛选性培养基在病原菌检测中的应用原理，学习并实践如何利用筛选性培养基从复杂样品中分离和鉴定目标细菌。



	实验内容：
本实验利用筛选性培养基对检疫性细菌病害进行检测。通过选择性培养基的配制和接种，观察不同细菌在培养基上的生长情况，从而实现对目标细菌的分离和鉴别。实验内容包括筛选性培养基的制备、接种、培养、观察和结果分析。

	实验操作要点及注意事项：
实验过程中要严格遵守无菌操作规范，避免污染和交叉感染；

样品应充分稀释和混合，以确保接种到培养基上的细菌种类和数量均匀；
准确称量培养基成分，注意pH值的调节；
定期观察细菌生长情况，及时调整培养条件
对于异常结果，应进行重复实验或采用其他方法进行验证。


	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：学生应理解筛选性培养基的基本原理及其在检疫性细菌病害检测中的应用，熟悉不同细菌在筛选性培养基上的生长特性，能够独立完成筛选性培养基的制备工作，能够正确操作实验设备。
2.思政元素：实验室安全事故案例，培养实验室安全意识 

	主要实验材料、用品及工具：
材料：筛选性培养基粉末或成分，梨火疫样本，无菌水、无菌容器、无菌吸管等。

用具：培养皿、接种环、载玻片、盖玻片、试管、烧杯、pH试纸等



	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	高压灭菌锅
	TOMY SX700-SX500
	1台

	2
	电子天平
	日本新光GJ系列
	1台


实验6 三种腥黑穗病病原菌形态观察 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	3-4人

	实验目的：
了解腥黑穗病形态特征及其所致病害的症状。

	实验内容：
观察、镜检小麦光腥黑粉菌、网腥黑粉菌和矮星黑粉菌的冬孢子形态。

	实验操作要点及注意事项：
1.保持实验室干净、整洁，不得大声喧哗。

2.边观察，边记录，轻拿轻放，不得损坏标本。

3.挑取菌丝不可过多，以免病原物互相重叠，影响观察；切片要薄、均匀；

4.抓住各大类微生物的主要特征进行识别。



	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：三种腥黑穗病原菌的菌物的形态特征并掌握其分类。
2.思政元素：实验室安全事故案例，培养实验室安全意识 

	主要实验材料、用品及工具：
材料：小麦光腥黑粉菌、网腥黑粉菌和矮星黑粉菌的叶片样本及人工培养样本。
用具：扩大镜、擦镜纸、载玻片、盖玻片、挑针、剪刀、纱布、吸水纸、蒸馏水滴瓶等



	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	生物显微镜
	重光XSZ-3G
	32台


实验7 植物病原菌的致病性测定 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	3-4人

	实验目的：
掌握柯赫氏法则的意义及试验步骤。



	实验内容：
将实验6所分离培养获得的菌株经过回接至健康植物上，观察该菌株是否具有致病性。

	实验操作要点及注意事项：
1.保持实验室干净、整洁，不得大声喧哗。

2.回接到健康植物植株或是离体叶片，均需要重复处理3次，并设空白对照；



	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：柯赫氏法则的含义以及科学严谨的意义。
2.思政元素：实验室安全事故案例，培养实验室安全意识 

	主要实验材料、用品及工具：
材料：健康小麦苗及黑粉菌人工培养样本。

用具：培养皿、吸水纸、无菌水、注射器等



	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	超净工作台
	SW-CJ-27D2
	4台


实验8 植物寄生线虫的分离与形态观察 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	3-4人

	实验目的：
了解常见寄生性种子植物病害的症状特点和诊断方法。

了解常见植物的线虫病害症状，掌握线虫的采集、分离的基本方法。

	实验内容：
观察列当、菟丝子等寄生植物盒装病害标本，了解其对危害寄主的方式；掌握漏斗分离法和浅盆法分离获得线虫，并显微观察其口针。

	实验操作要点及注意事项：
1.注意观察寄生性种子植物的形态特征，其症状与真菌病害、细菌病害症状的区分。

2.掌握线虫分离的原理；

3.掌握寄生线虫的主要特征进行识别。



	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：掌握寄生植物病害和线虫病害的诊断寄生。。
2.思政元素：实验室安全事故案例，培养实验室安全意识 

	主要实验材料、用品及工具：
材料：列当、菟丝子的盒装标本。

用具：线虫分离装置等



	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	生物显微镜
	重光XSZ-3G
	32台


实验9 植物病害调查与鉴定 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	3-4人

	实验目的：
掌握植物病害的调查、采集、鉴定以及标本制作，为后期植物病害的病害发生规律研究以及防治策略等工作奠定基础。


	实验内容：
通过随机踏查，对植物病害的典型症状先摄影，采集病株（整株或局部）在标本夹中压制，按时更换标本纸直至标本干燥。

室内显微观察时，病征明显的直接刮取病原菌后显微镜检病原形态，病征不明显的需组织分离培养后镜检，鉴定病原种类。

	实验操作要点及注意事项：
1.保持实验室干净、整洁，不得大声喧哗。

2.野外采集植物病害标本时，症状要典型，注意区分虫害或机械伤害的非植物病害。

3.病原菌显微观察时，可挑、刮、切等多种方式；

4.注意观察病原菌的孢子以及产孢结构形态，根据其主要特征进行种类识别。



	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：掌握植物病害的野外识别、采集以及诊断。
2.思政元素：实验室安全事故案例，培养实验室安全意识。

	主要实验材料、用品及工具：
材料：野外采集的植物病害标本。

用具：标本夹、修枝剪、扩大镜、擦镜纸、载玻片、盖玻片、挑针、剪刀、纱布、吸水纸、蒸馏水滴瓶等。



	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	生物显微镜
	重光XSZ-3G
	32台


基本操作技能考核实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	验证型
	技术专业基础
	2
	1人

	实验目的：
考查显微镜使用技术。

考试玻片制作及病原菌形态识别鉴定技术

3、考察分子生物学实验操作技术。

	实验内容：
从植物病害标本中选取标本，制作玻片并显微镜下观察，拍照并根据病害症状、病原形态鉴定出病原菌的名称以及病害的名称；根据给出的PCR反应体系和条件完整操作PCR扩增实验，并最终得到确定片段的电泳照片。

	实验操作要点及注意事项：
1、保持实验室干净、整洁，不得大声喧哗。。
2、绘注意无菌操作要求。



	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：熟练掌握玻片制片技术；熟练掌握显微镜使用技术；掌握特定片段的PCR扩增技术。
2.思政元素：诚信考试。

	主要实验材料、用品及工具：
材料：植物病害标本和病原菌基因组DNA及PCR扩增试剂。

用具：盖玻片、载玻片、吸水纸、擦镜纸、蒸馏水瓶、滴管、记号笔、接种针、刀片、等。

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	光学显微镜
	NiKon ECLIPSE Ei
	1人/台

	2
	凝胶成像系统
	BIO-RAD
	1台

	3
	电泳槽及电泳仪
	北京六一生物
	4组

	4
	PCR仪
	赛默飞ProFlex
	1台


