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	课程名称
	基础生物化学实验

	课程代码
	210524090016
	本大纲属
	自编

	课程总学时
	16
	实验总学时
	16
	开设实验项目数
	4

	实验指导书
	《生物化学实验指导》(第二版)，张桦主编，中国农业大学出版社，2020年

	课程类别
	专业实践课
	考核方式
	其他：平时成绩，实验操作，实习报告
	实验成绩占课程成绩比例(%)
	100%

	面向专业
	农学、植物保护、种子科学与工程、动植物检疫、林学、园艺、设施农业科学与工程、森林保护、农业资源与环境、环境科学、草业科学、生态学

	教学目标
	1.通过本课程的学习，学生学会牛乳中酪蛋白制备与鉴定、同工酶聚丙烯酰胺凝胶电泳分析、总糖含量的测定和植物基因组DNA的提取与鉴定的实验技术的原理与操作；了解蛋白质制备和鉴定的技术和方法、同工酶酶活测定方法、聚丙烯酰胺凝胶电泳技术、DNA提取和鉴定技术；掌握生物体中一些生化物质提取过程中的实验操作手法、操作细节、注意事项等，为今后操作其它一些更复杂的生化实验提供了感性认识和实践经验。

2.本课程的思政目标是培养学生团队合作精神以及实事求是、严谨的科学态度和精益求精的进取精神。

3.本课程的教学目标支撑人才培养方案中第2、3、4、5、7条毕业要求。

	开出实验项目名称

	序号
	名称
	学时

	1
	牛乳中酪蛋白制备与鉴定
	4

	2
	同工酶聚丙烯酰胺凝胶电泳分析
	4

	3
	总糖含量的测定
	4

	4
	植物基因组DNA的提取与鉴定
	4


本大纲撰写人：任燕萍              撰写日期：2024年1月12日
审核人： 

牛乳中酪蛋白制备与鉴定 实验（一）
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	基础型
	专业基础类
	4
	2人/组

	实验目的：

1．学习从牛乳中制备酪蛋白的方法。

2．了解从牛奶中制取酪蛋白的原理。

	实验内容：

1. 采用等电点法制备酪蛋白。

2. 酪蛋白在不同溶液中的溶解度鉴定。

	实验操作要点及注意事项：

1.操作要点

（1）水浴锅温度需加热至40℃。

（2）牛奶用乙酸-乙酸钠缓冲液调节pH值至4.8，要用精密pH试纸检测。

2.注意事项

（1）pH4.6乙酸-乙酸钠缓冲液需预热至40℃。

（2）在牛奶中加入乙酸-乙酸钠缓冲液时需要在搅拌下慢慢加入，不可过快。

	实验应达到的基本要求:

1.教学目标：通过实验，学生掌握从牛乳中制备酪蛋白的方法和原理。
2.思政元素：实验分组培养学生团队合作精神以及准确记录实验结果的实事求是精神。

	主要实验材料、用品及工具：

1.实验材料

（1）纯牛奶。

2.实验试剂

（1）0.2 mol/L乙酸-乙酸钠缓冲液（pH4.6）：

0.2 mol/L乙酸：量取11.55mL 乙酸或者200mL1M乙酸，加水定容至1000mL。

0.2 mol/L乙酸钠：称取16.4g无水乙酸钠或者27.22g三水乙酸钠或者200mL1M乙酸钠，加水定容至1000mL。

量取510mL 0.2 mol/L乙酸加入到490mL 0.2 mol/L乙酸钠中，混匀即可。
（2）10%氯化钠：称取50g氯化钠，加蒸馏水溶解后，定容至500mL。1份/组。

（3）0.5%碳酸钠溶液：称取2.5g碳酸钠，加水溶解后，定容至500mL。1份/组。

（4）0.1 mol/L氢氧化钠溶液：称取2g氢氧化钠，加水溶解后，定容至500mL。1份/组。

（5）0.2%盐酸溶液：量取5.55mL浓盐酸（浓度为36%），加水混匀后，定容至1000mL。1份/组。

（6）饱和氢氧化钙溶液：氢氧化钙溶解度为0.166g/100g水，因此饱和氢氧化钙溶液的浓度为0.0224mol/L，pH值为12.65。1份/组。
（7）蒸馏水：现成试剂。1份/组。

（8）无水乙醇：现成试剂。1份/组。

3.实验耗材

（1）试管架：1个/组*24组=24个，1个/组

（2）25mL刻度试管：1支/组。

（3）15mL尖底离心管：1个/组。

（4）10mL试管：6支/组。

（5）洗耳球：1个/组。

（6）移液管：5mL 3支/组，2mL 5支/组

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	恒温水浴锅
	HWS12
	3

	2
	湘仪低速离心机
	TG16-W
	3

	3
	干燥箱
	DHG-9013A
	1

	4
	电子天平
	AL-204-IC
	3


同工酶聚丙烯酰胺凝胶电泳分析实验（二）
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	基础型
	专业基础类
	4
	2人/组

	实验目的：

1．掌握聚丙烯酰胺凝胶电泳的原理和操作过程。

2. 掌握PAGE法分析过氧化物酶的原理和方法。

	实验内容：

植物总蛋白液制备。

聚丙烯酰胺凝胶电泳：包括电泳槽的安装、凝胶的制备、上样、电泳、剥胶。
染色：利用过氧化物酶可催化H2O2将联苯胺氧化为红棕色物质进行染色。

	实验操作要点及注意事项：

1.操作要点

（1）植物幼苗务必新鲜，务必在冰浴中研成匀浆。

（2）匀浆液要高速离心充分，吸取上清液时务必避免吸入残渣沉淀。
2.注意事项

（1）安装电泳槽时，勿用手指接触玻璃板面，注意用力均衡以免夹碎玻璃板。

（2）拔梳子时应垂直向上，均匀用力，缓慢拔出，否则会导致样品槽损毁。

（3）电泳时应注意正负接线柱的正确连接，以免样品反方向泳动。电流的调控，接触不良、缓冲液液位太低或者缓冲液离子强度太小则导致电阻太大,电流变小。这时如果通过调高电压来使电流增大还可能会烧胶。电流过大、过热也会导致凝胶变性从而达不到分离样品的目的。

（4）在上样时应避免样品溢出样品孔而污染其他样品。

（5）一般剥胶方向从样品端开始，剥胶时注意不要损伤凝胶表面。

	实验应达到的基本要求:

教学目标：

（1）通过实验，掌握聚丙烯酰胺凝胶电泳的原理和操作过程。

（2）通过实验，掌握PAGE法分析过氧化物酶的原理和方法。
2. 思政元素：实验分组培养学生团队合作精神以及准确记录实验结果的实事求是精神。

	主要实验材料、用品及工具：

1.实验材料

（1）植物幼苗

2.实验试剂

（1）样品提取液1mol/L Tris-HCl（pH8.0）：称取121g Tris（三羟甲基氨基甲烷），加入800mL蒸馏水混匀，在电炉上加热溶解，并不断地轻轻搅拌，待充分溶解后，用1N HCl调pH至8.0，最终加蒸馏水定容至1000ml。
（2）上样缓冲液（40%蔗糖，0.25%溴酚蓝）：称取200g蔗糖、1.25g溴酚蓝依次溶于蒸馏水中，待完全溶解后，最终加蒸馏水定容至500mL。。

（3）1×MOPS电泳缓冲液（不含SDS）：一盒5包，每包粉末加1L蒸馏水，即得1×MOPS电泳缓冲液，无正负极之分，不建议重复使用。
（4）过氧化物同工酶染色液：
1.5M 醋酸钠：称取24.6g无水 醋酸钠加入蒸馏水溶解，最终加蒸馏水定容至200mL。

8.85%冰乙酸：量取17.7mL冰乙酸加蒸馏水混匀。最终加蒸馏水定容至200mL。

称取2g联苯胺加入100mL无水乙醇，溶解充分后，再依次加入已配制好的200mL 1.5M 醋酸钠溶液与200mL 1.5M冰乙酸溶液，最终加蒸馏水定容至1000mL，避光保存。临用前每100mL显色液加入10滴H2O2。

（5）H2O2：现成试剂。1份/室。

3.实验耗材

（1）黄枪头、白枪头：1盒/组。

（2）多面离心管架：1个/组。

（3）1.5mL离心管：4个/组。
（3）一次性手套：2包/室。

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	电子天平
	AL-204-IC
	3

	2
	高速冷冻离心机
	5424R
	1

	3
	垂直电泳槽
	DYCZ-24DN
	2

	4
	移液枪
	01-2.5UL/2-20UL/20-200UL/100-1000UL
	12

	5
	电泳仪
	DYY-2C/DYCZ-21
	3


总糖含量的测定 实验（三）
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	综合型
	专业基础类
	4
	2人/组

	实验目的：

1．掌握总糖的测定原理和方法。

	实验内容：

葡萄糖标准曲线的制作。
样品总糖的水解及提取。
样品中含糖量的测定。

	实验操作要点及注意事项：

1.操作要点

（1）葡萄糖标准曲线绘制时务必正确，应认真精准量取各种试剂。

（2）总糖的水解必须保证彻底。
2.注意事项

（1）在沸水浴中进行总糖水解时，注意避免烫伤。

（2）比色测定吸光值时，手切勿拿捏比色杯的光面。

	实验应达到的基本要求:

1.教学目标：掌握总糖的测定原理和方法。

2.思政元素：实验分组培养学生团队合作精神以及准确记录实验结果的实事求是精神。

	主要实验材料、用品及工具：

1.实验材料

（1）小麦淀粉

2.实验试剂

（1）3,5-二硝基水杨酸溶液（DNS试剂）：

2mol/L氢氧化钠=8%：称取40g氢氧化钠，加少量蒸馏水充分溶解后，加蒸馏水定容至500mL。

称取6.5g 3,5-二硝基水杨酸溶于少量热蒸馏水中，充分溶解后，加入2mol/L氢氧化钠溶液325mL，再加入45g丙三醇，摇匀后，加蒸馏水定容至1000mL。1份/组。
（2）6mol/L盐酸：

量取500mL浓HCl，加水充分混匀后，最终加水定容至1000mL。1份/组。
（3）碘—碘化钾：

称取25g碘，50g碘化钾，加水溶解后定容至500mL。1份/组。
（4）0.1%酚酞指示剂：

称取0.5g酚酞，加少量无水乙醇充分溶解后，加无水乙醇定容至500mL。1份/组。
（5）6mol/L氢氧化钠：

称取120g氢氧化钠，加少量蒸馏水充分溶解后，加水定容至500mL。1份/组。
3.实验耗材

（1）30cm塑料搅拌棒：1个/组

（2）试管架：1个/组

（3）10mL试管：1支/组

（4）25mL刻度试管：4支/组

（5）洗耳球：1个/组，插在试管架上
（6）移液管架：1个/2组

（7）移液管：2mL 12支，5mL24支 2mL 12支，10mL12支
（8）白瓷板：1个/2组
（9）一次性手套：2包/室

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	电子天平
	AL-204-IC
	3

	2
	恒温水浴锅
	HWS12
	1

	3
	可见光分光光度计
	V729
	3

	4
	移液枪
	01-2.5UL/2-20UL/20-200UL/100-1000UL
	12


植物基因组DNA的提取与鉴定 实验（四）
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	综合型
	专业基础类
	4
	2人/组

	实验目的：

1．掌握植物组织中DNA提取的原理和方法。

2．掌握DNA的电泳检测方法。

	实验内容：

1. 植物基因组DNA提取。
2. DNA琼脂糖凝胶电泳检测。

	实验操作要点及注意事项：

1.操作要点

（1）氯仿:异戊醇混匀后要高速离心充分，吸取上清液时务必避免吸入残渣沉淀。
（2）各操作步骤要轻柔，尽量减少DNA的机械剪切。

（3）取各上清时，不应贪多，以防非核酸类成分干扰。

（4）异丙醇，乙醇等要预冷，以减少DNA的降解，促进DNA与蛋白等的分相及DNA沉淀。

2.注意事项

（1）氯仿易燃、易爆、易挥发，具有神经毒作用，操作时应注意防护。

（2）提取DNA过程中所用到的试剂和器材要通过高压烤干等办法进行无核酸酶化处理。

（3）所有试剂均用高压灭菌双蒸水配制。

	实验应达到的基本要求:

1.教学目标：通过实验，掌握基因组DNA的结构和特点理论知识和基因组DNA的提取和检测实验技术； 

2.思政元素：团队合作精神以及实事求是、严谨的科学态度和精益求精的进取精神。

	主要实验材料、用品及工具：

1.实验材料

（1）烟草幼苗，1份/组。

2.实验试剂

（1）抽提缓冲液（50mmol/L Tris-HCl(pH8.0)，0.25mol/L NaCl，20mmol/L EDTA，0.5%SDS，2%PVP）

①1mol/L Tris-HCL（pH=8.0）：称取12.11g Tris，加水充分溶解，再用浓HCl（约7mL）调节pH至8.0，最后加水定容至100mL。

②0.5M EDTA（pH=8.0）：称取18.612g EDTA-Na2，加水充分溶解，用NaOH颗粒调节pH至8.0，最后加水定容至100mL。

③2.5M NaCl：称取29.22g NaCl加水溶解最后定容至200mL。

④2%SDS：称取10g SDS加入预热的温水里（65℃），待充分溶解后，加水定容至500mL。

⑤10%PVP（K30）：称取40g PVP K30，加入预热的温水里（65℃），待充分溶解后，加水定容至400mL。

分别量取（1）号溶液50mL、（2）号溶液40mL、（3）号溶液100mL、（4）号溶液250mL、（5）号溶液200mL，将上述四种溶混合均匀后加水定容至1000mL。1份/组。

（2）无水乙醇：现成试剂。1份/组。
（3）氯仿:异戊醇 = 24:1（体积比）：分别量取720mL氯仿（三氯甲烷）和30mL异戊醇，混匀即可。1份/组。
（4）异丙醇：现成试剂。1份/组。
（5）蒸馏水：现成溶液。1份/组。
（6）50×TAE缓冲溶液（40mMTris;20mM HAC；1mM EDTA）

称取72.66g Tris加水200mL加热充分溶解，冷却后加入17.1mL冰乙酸，30mL0.5M的EDTA，用冰乙酸调节pH至8.0，加水定容至300mL。量取40mL 50×TAE缓冲溶液，加水定容至2000mL，即稀释50倍得1×TAE缓冲溶液。3瓶/室。
（7）上样缓冲液（40%蔗糖，0.25%溴酚蓝）：称取120g蔗糖、0.75g溴酚蓝依次溶于蒸馏水中，待完全溶解后，最终加蒸馏水定容至300mL。1份/组。
（8）琼脂糖：现成药品。1瓶/室
（9）溴化乙锭：（剧毒）在暗室配好备用，1盒/室。
3.实验耗材

（1）15 mL离心管：若干，121℃高压蒸汽灭菌20 min。1份/室。

（2）1.5 mL离心管：若干，121℃高压蒸汽灭菌20 min。1份/室。

（3）浮漂：6个/室。

（4）多面试管架：1个/2组。

（5）一次性手套：2包/室。

（6）50 mL量筒、100 mL三角瓶：1套/室。

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	托盘天平
	/
	3

	2
	高速离心机
	MINISPINPLUS
	3

	3
	移液枪
	01-2.5UL/2-20UL/20-200UL/100-1000UL
	12

	4
	电泳仪
	DYY-2C/DYCZ-21
	3

	5
	微波炉
	EG823LC2-NA
	1

	6
	凝胶成像系统
	GEODOCXR
	1

	7
	冰箱
	BCD-216TX
	1

	8
	摇床
	ZWY-2102C
	1

	9
	恒温水浴锅
	HWS12
	1


