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课程概述 

课程 

基本 

情况 

课程名称 细胞生物学实验 课程代码 02301670 

授课对象 生物类 课程性质 专业选修 

学时 32/24/48 学分 1/1/1.5 

考核方式 考查（课堂表现测评、网络平台综合测评、期末测评） 

教材 

及 

参考

资料 

推荐教材： 

《细胞生物学实验教程》(第二版)，王金发等，科学出版社， 2011. 

参考书目： 

《生物技术综合实验》，马纯艳等，辽宁科学技术出版社，2016. 

《细胞生物学实验》(第二版)，杨汉民，高教出版社，1995. 

《细胞实验指南》(上、下)，D.L.斯佩克特，科学出版社，2003. 

多媒体资源： 

   生命科学学院动物细胞培养虚拟教学平台； 

沈阳师范大学超星智慧教学平台：http://synudx.fanya.chaoxing.com/portal； 

沈阳师范大学网络教学平台：http://210.30.208.205； 

 

课程

目标 

教学理念：以实验对象（成分、分布、形态、数量、功能）为出发点，展开目

标研究，形成实验设计，达到实验目的，综合锻炼学生的自主探究精神和科研思维。     

课程目标 1：学生在分析解读细胞生物学实验原理之上，规范开展显微镜使用、

植物细胞骨架标本制作、植物原生质体分离及诱导融合、细胞器超活染色、显微摄

影等实验操作；具有独立完成细胞生物学基础实验操作的能力。 

课程目标 2：学生理解细胞生物学的基本研究方法，并了解生物显微镜、细胞融

合技术及显微摄影等技术在社会实践和科学研究领域中的应用价值。 

课程目标 3：学生通过不同类型实验的训练，逐渐形成信息收集整理、创新、反

思等科学素养，在生物科学研究和实践中，形成主动分析和解决问题的意识和能力。 

http://synudx.fanya.chaoxing.com/portal
http://210.30.208.205/


细胞生物学实验教案                                                                          教案 

2 
 

教学内容学时分配 

章次 内容 实验类型 学时 

实验一 普通光学显微镜及暗视野显微镜的使用 验证型实验 4 

实验二 植物细胞骨架的光学显微镜观察 验证型实验 4 

实验三 植物原生质体的分离与诱导融合 综合型实验 4 

实验四 细胞膜的渗透性及意义 设计型实验 4 

实验五 液泡系及线粒体的活体染色与观察 设计型实验 4 

实验六 显微摄影原理及应用 开放型实验 4 

实验七 无菌操作的准备 验证型实验 8 

实验八 贴壁细胞的传代培养 综合型实验 8 

实验九 贴壁细胞的冻存与复苏 综合型实验 8 

实验十 植物组织培养技术 综合型实验 8 

实验十一 石蜡切片及苏木精伊红染色技术 验证型实验 8 

 

 

混合式 

教学设计 
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备注 

 

1. 根据每年培养方案及授课学时的要求，制定实验教学内容，其中： 

2018 级（32 学时）：实验一至实验六，实验十一 

2019 级（24 学时）：实验一至实验六 

2020 级（48 学时）：实验一至实验十 

 

2. 基于“混合式”课题教学改革，考核方式的调整如下： 

2018级考核方式： 

30%实验综合能力 + 30%报告册+ 40%期末测试 

2019 级考核方式： 

（1）总评成绩=50%课堂表现测评+20%网络平台作业测评+30%期末测评 

（2）课堂表现测评=10%出勤情况+10%课堂回答问题情况+60%实验操作情况

+20%报告册书写情况 

（3）网络平台作业测评=50%作业+15%课程音视频学习+15%学习次数+20%讨

论 

2020级考核方式： 

（1）总评成绩=50%课堂表现测评+20%网络平台作业测评+30%期末测评 

（2）课堂表现测评=10%出勤情况+10%课堂回答问题情况+60%实验操作情况

+20%报告册书写情况 

（3）网络平台作业测评=50%作业+15%课程音视频学习+15%学习次数+20%讨

论 
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实验一 普通光学显微镜及暗视野显微镜的使用 

实验目的 

1. 掌握普通光学显微镜的基本构造和标准操作； 

2. 学会光学显微镜的光路合轴调节操作； 

3. 观察口腔上皮细胞形态并进行标准的生物绘图； 

4. 掌握暗视野显微镜的工作原理及使用方法； 

学习重点 

1. 知晓光学显微镜每个结构的使用方法和功能； 

2. 掌握路合轴标准的调节方法； 

3. 清楚暗视野显微镜成像原理； 

学习难点 
1. 标准化操作光学显微镜的光路合轴； 

2. 利用光学显微镜制作暗视野观察效果； 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验一 普通光学显微镜及暗视野显微镜的使用 授课序次 NO.1 

总学时数 4 学时 授课时长 1 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《细胞生物学实验课堂要求》 

《第一节 光学显微镜及特殊显微镜的使用》； 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《细胞生物学实验》； 

（3）视频资源：《显微镜的使用》实验视频； 

2. 导学作业 

(1)你知道显微镜都有哪些结构么？根据经验来回答哦。 

(2)你知道光路合轴里“光路”作何解释么？合的“轴”指的是什么？ 

(3)暗视野显微镜成像的时候，是否需要光？眼睛为什么通过暗视野显微

镜仍然可以看到被观察物体？ 

(4)在暗视野显微镜的制作过程中，如果黑纸片剪的不圆，如有缺口，会

观察到什么样的现象？请线下验证你的观点。 

3. 讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课程导入】 

显微镜是生命科学研究的基本工具，细胞生物学实验经常需要使用光学显

微镜（以下简称显微镜）观察细胞组织的显微结构。 

最早的显微镜是 16 世纪末期在荷兰制造出来的。发明者是亚斯·詹森，

荷兰眼镜商，或者另一位荷兰科学家汉斯·利珀希，他们用两片透镜制作了简

易的显微镜，但并没有用这些仪器做过任何重要的观察。 

后来有两个人开始在科学上使用显微镜。第一个是意大利科学家伽利略。

他通过显微镜观察到一种昆虫后，第一次对它的复眼进行了描述。第二个是荷

兰亚麻织品商人列文虎克（1632 年-1723 年），他自己学会了磨制透镜。他第

 



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

6 
 

一次描述了许多肉眼所看不见的微小植物和动物。 

1931 年，恩斯特·鲁斯卡通过研制电子显微镜，使生物学发生了一场革

命。这使得科学家能观察到像百万分之一毫米那样小的物体。1986 年他被授

予诺贝尔奖。 

人的眼睛只能识别大小为 0.1 ㎜的物体，显微镜是个精密的特殊的放大

镜，我们用它可以观察肉眼看不见的微小生物的结构。它有专有的结构、成像

原理和操作规程。正确显微镜是生物科学专业学生的必备技能之一。如果不了

解上述情况，在实验课中不仅不能充分发挥显微镜的设计性能，而且容易发生

损坏显微镜和压破盖玻片等事故。 

 

【探究新知】 

实验内容： 

实验 1  光学显微镜的构造及使用 

实验 2  暗视野显微镜的使用 

 

实验 1  光学显微镜的构造及使用 

一、实验原理 

（一）显微镜的成像原理： 

  光线→反光镜→聚光器（遮光器）→通光孔→标本（一定要透明）→物

镜的透镜（第一次放大成倒立实像）→镜筒→目镜（再放大成虚像）→眼。 

 

图 1 光学显微镜光路示意图 



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

7 
 

（二）光学显微镜的光学系统 

图 2 光学显微镜的基本结构示意图 

显微镜的光学系统主要包括物镜、目镜、反光镜和聚光器四个部件。广义的

说也包括照明光源、滤光器、盖玻片和载玻片等。 

1.物镜 

物镜是决定显微镜性能的最重要部件，安装在物镜转换器上，接近被观察

的物体，故叫做物镜或接物镜。物镜的作用是将标本作第一次放大，它是决定

显微镜性能的最重要的部件——分辨力的高低。 

1.1  物镜的分类 

（1）根据使用条件的不同可分为干燥物镜和浸液物镜；其中浸液物镜又

可分为水浸物镜和油浸物镜，常用放大倍数为 90-100 倍。 

（2）根据放大倍数的不同可分为 低倍物镜（10 倍以下）、中倍物镜（20

倍左右）高倍物镜（40-65 倍）。 

（3）根据像差矫正情况，分为消色差物镜（常用，能矫正光谱中两种色

光的色差的物镜）和复色差物镜（能矫正光谱中三种色光的色差的物镜，价格

贵，使用少）。  

1.2  物镜的主要参数 

物镜主要参数包括：放大倍数、数值孔径和工作距离。 

（1）放大倍数是指眼睛看到像的大小与对应标本大小的比值。它指的是

长度的比值而不是面积的比值。 

http://baike.baidu.com/view/51881.htm
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例：放大倍数为 100×，指的是长度是 1μm 的标本，放大后像的长度是

100μm，要是以面积计算，则放大了 10，000 倍。显微镜的总放大倍数等于物

镜和目镜放大倍数的乘积。 

（2）数值孔径也叫镜口率，简写 NA 或 A，是物镜和聚光器的主要参

数，与显微镜的分辨力成正比。干燥物镜的数值孔径为 0.05-0.95，油浸物镜

（香柏油）的数值孔径为 1.25。 

（3）工作距离是指当所观察的标本最清楚时物镜的前端透镜下面到标本

的盖玻片上面的距离。物镜的工作距离与物镜的焦距有关，物镜的焦距越长，

放大倍数越低，其工作距离越长。 

例：10 倍物镜上标有 10/0.25 和 160/0.17，其中 10 为物镜的放大倍数；

0.25 为数值孔径；160 为镜筒长度（单位 mm）；0.17 为盖玻片的标准厚度

（单位 mm）。10 倍物镜有效工作距离为 6.5mm，40 倍物镜有效工作距离为

0.48mm 。  

（4）分辨力也叫分辨率或分辨本领。分辨力的大小是用分辨距离（所能

分辨开的两个物点间的最小距离）的数值来表示的。在明视距离（25cm）之

处，正常人眼所能看清相距 0.073mm 的两个物点，这个 0.073mm 的数值，即

为正常人眼的分辨距离。显微镜的分辨距离越小，即表示它的分辨力越高，也

就是表示它的性能越好。 

显微镜的分辨力的大小由物镜的分辨力来决定的，而物镜的分辨力又是由

它的数值孔径和照明光线的波长决定的。 

当用普通的中央照明法（使光线均匀地透过标本的明视照明法）时，显微

镜的分辨距离为 d=0.61λ/NA 

式中 d——物镜的分辨距离，单位 nm。 

λ——照明光线波长，单位 nm。 

NA ——物镜的数值孔径 

例：油浸物镜的数值孔径为 1.25，可见光波长范围为 400—700nm ，取其

平均波长 550 nm，则 d=270 nm，约等于照明光线波长一半。一般地，用可见

光照明的显微镜分辨力的极限是 0.2μm。 

2、目镜（Eyepiece）  

http://baike.baidu.com/view/1992861.htm
http://baike.baidu.com/view/7103064.htm
http://baike.baidu.com/view/7103064.htm
http://baike.baidu.com/view/104209.htm
http://baike.baidu.com/view/1525629.htm


生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

9 
 

它靠近观察者的眼睛，因此也叫接目镜。安装在镜筒的上端。 

2.1 目镜的结构 

通常目镜由上下两组透镜组成，上面的透镜叫做接目透镜，下面的透镜叫

做会聚透镜或场镜。可在其上面放置目镜测微尺，用来测量所观察标本的大

小。 

2.2 目镜的作用 

把物镜放大的实像（中间像）再放大一次，并把物像映入观察者的眼中，

实质上目镜就是一个放大镜。尽管目镜可将所观察影像再次放大，但它仍无法

看出物镜不能分辨出的结构。只是将已被物镜放大的，分辨清晰的实像进一步

放大，达到人眼能容易分辨清楚的程度。 

目镜的长度越短，放大倍数越大，目镜的放大倍数与目镜的焦距成反比。

常用目镜的放大倍数为 5-16 倍。 

2.3 目镜与物镜的关系  

物镜已经分辨清楚的细微结构，假如没有经过目镜的再放大，达不到人眼

所能分辨的大小，那就看不清楚；但物镜所不能分辨的细微结构，虽然经过高

倍目镜的再放大，也还是看不清楚，所以目镜只能起放大作用，不会提高显微

镜的分辨率。有时虽然物镜能分辨开两个靠得很近的物点，但由于这两个物点

的像的距离小于眼睛的分辨距离，还是无法看清。所以，目镜和物镜即相互联

系，又彼此制约。 

3、聚光器 

聚光器也叫集光器。位于标本下方的聚光器支架上，它主要由聚光镜和可

变光阑组成（聚光器升降旋钮，光轴中心调节螺杆）。其中，聚光镜可分为明

视场聚光镜（普通显微镜配置）和暗视场聚光镜。 

3.1 光镜的主要参数 

数值孔径（NA）是聚光镜的主要参数，最大数值孔径一般是 1.2-1.4，数

值孔径有一定的可变范围，通常刻在上方透镜边框上的数字是代表最大的数值

孔径，通过调节下部可变光阑的开放程度，可得到此数字以下的各种不同的数

值孔径，以适应不同物镜的需要。有的聚光镜由几组透镜组成，最上面的一组

http://baike.baidu.com/view/11754856.htm
http://baike.baidu.com/view/739012.htm
http://baike.baidu.com/view/739012.htm
http://baike.baidu.com/view/11764580.htm
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透镜可以卸掉或移出光路，使聚光镜的数值孔径变小，以适应低倍物镜观察时

的照明。  

3.2 聚光镜的作用 

聚光镜的作用相当于凸透镜，起会聚光线的作用，以增强标本的照明。一

般地把聚光镜的聚光焦点设计在它上端透镜平面上方约 1.25mm 处。此时，聚

光焦点正好落在所要观察的标本上，载玻片的厚度为 1.1mm 左右。 

3.3 孔径光阑 

孔径光阑位于聚光镜的下方，由十几张金属薄片组成，中心部分形成圆

孔。其作用是调节光强度和使聚光镜的数值孔径与物镜的数值孔径相适应。孔

径光阑开得越大，数值孔径越大，观察完毕后，应将光圈调至最大。在可变光

阑下面，还有一个圆形的滤光片托架。可变光阑（相机的结构）也叫光圈。 

图 3 视场光阑示意图 

说明：在中学实验室只有教师用显微镜（1600×或 1500×）才配有聚光

器，学生用显微镜（640×或 500×）配的是旋转光栏。紧贴在载物台下，能做

圆周转动的圆盘，光栏上有大小不等的圆孔，叫光圈。直径分别为 2、3、6、

12、16mm，转动旋转光栏，光栏上每个光圈都可以对正通光孔，通过大小不

等的光圈来调节光线的强弱。 

4. 照明光源 

显微镜的照明可以用天然光源或人工光源。 

（1）天然光源：光线来自天空，最好是由白云反射来的。不可利用直接

照来的太阳光。 

 

注 意 提 醒

同学，概念

的更迭，如

可变光阑、

光 圈 的 称

呼。 

http://baike.baidu.com/view/323536.htm
http://baike.baidu.com/view/323536.htm
http://baike.baidu.com/view/568.htm
http://baike.baidu.com/view/56137.htm
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（2）人工光源：有足够的发光强度；光源发热不能过多。常用的人工光

源：显微镜灯；日光灯。光强调节旋钮在镜臂上，显微镜使用完毕，需要将光

亮度调制最低，再关闭电源。电源座上的光阑叫做视场光阑，调节光通量。 

古老的时候，反光镜是一个可以随意转动的双面镜，直径为 50mm，一面

为平面，一面为凹面，可以在水平与垂直两个方向上任意旋转。其作用是将从

任何方向射来的光线经通光孔反射上来。平面镜反射光线的能力较弱，是在光

线较强时使用，凹面镜反射光线的能力较强，是在光线较弱时使用。观察完毕

后，应将反光镜垂直放置。 

5. 滤光器 

安装在光源和聚光器之间。作用是让所选择的某一波段的光线通过，而吸

收掉其他的光线，即为了改变光线的光谱成分或削弱光的强度。分为两大类：

滤光片和液体滤光器。 

6. 盖玻片和载玻片 

（1）盖玻片和载玻片的表面应相当平坦，无气泡，无划痕。最好选用无

色，透明度好的，使用前应洗净。 

（2）盖玻片的标准厚度是 0.17±0.02mm，如不用盖玻片或盖玻片厚度不

合适，都会影响成像质量。 

（3）载玻片的标准厚度是 1.1±0.04mm，一般可用范围是 1-1.2mm，若太

厚会影响聚光器效能，太薄则容易破裂。 

（三）光学显微镜的机械系统 

显微镜的机械装置是显微镜的重要组成部分。其作用是固定与调节光学镜

头，固定与移动标本等。主要有镜座、镜臂、载物台、镜筒、物镜转换器、与

调焦装置组成。 

1. 镜座和镜臂 

镜座作用是支撑整个显微镜，装有反光镜，有的还装有照明光源。 

镜臂作用是支撑镜筒和载物台。分固定、可倾斜两种。 

2. 载物台 

又称工作台、镜台，载物台作用是安放载玻片，形状有圆形和方形两种，

其中方形的面积为 120mm×110mm。中心有一个通光孔，通光孔后方左右两侧

各有一个安装压片夹用的小孔。分为固定式与移动式两种。有的载物台的纵横

http://baike.baidu.com/view/24851.htm
http://baike.baidu.com/view/131763.htm
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坐标上都装有游标尺，一般读数为 0.1mm，游标尺可用来测定标本的大小，

也可用来对被检部分做标记。 

3. 镜筒 

镜筒上端放置目镜，下端连接物镜转换器。分为固定式和可调节式两种。

机械筒长为从目镜管上缘到物镜转换器螺旋口下端的距离称为镜筒长度或机械

筒长，不能变更的叫做固定式镜筒，能变更的叫做调节式镜筒，新式显微镜大

多采用固定式镜筒，国产显微镜也大多采用固定式镜筒，国产显微镜的机械筒

长通常是 160mm。 

安装目镜的镜筒，有单筒和双筒两种。单筒又可分为直立式和倾斜式两

种，双筒则都是倾斜式的。其中双筒显微镜，两眼可同时观察以减轻眼睛的疲

劳。双筒之间的距离可以调节，而且其中有一个目镜有屈光度调节（即视力调

节）装置，便于两眼视力不同的观察者使用。 

4. 物镜转换器 

物镜转换器固定在镜筒下端，有 3-4 个物镜螺旋口，物镜应按放大倍数高

低顺序排列。旋转物镜转换器时，应用手指捏住旋转碟旋转，不要用手指推动

物镜，因时间长容易使光轴歪斜，使成像质量变坏。 

5. 调焦装置 

显微镜上装有粗准焦螺旋和细准焦螺旋。有的显微镜粗准焦螺旋与装在同

一轴上，大螺旋为粗准焦螺旋，小螺旋为细准焦螺旋；有的则分开安置，位于

镜臂的上端较大的一对螺旋为是粗准焦螺旋，其转动一周，镜筒上升或下降

10mm。位于粗准焦螺旋下方较小的一对螺旋为细准焦螺旋，其转动一周，镜

筒升降值为 0.1mm，细准焦螺旋调焦范围不小于 1.8mm。 

二、仪器设备 

   普通光学显微镜、擦镜纸、载玻片、吸水纸、盖玻片、牙签、蒸馏水等。 

三、实验步骤 

1. 显微镜光轴调节 

显微镜在观察时，其光学系统中的光源、聚光器、物镜和目镜的光轴及光

阑的中心必须跟显微镜的光轴同在一直线上。所以在显微镜检验前必须进行显

微镜光轴的调节，否则不能达到最佳观察效果。 

一 定 要

物 尽 其

用。 
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（1）显微镜直立放在离桌面 3-4 公分处； 

（2）插上电源线，同时打开镜座边缘上的主开关； 

（3）旋转镜座上的光强调节钮来调节光强度； 

（4）将载物台升到最高，转动聚光器升降旋钮使聚光器升至顶点位置，

孔径光阑最大； 

（5）向右旋转镜座上的视场光阑至最小，可见边缘模糊的视场光阑图

像； 

（6）微降聚光器，至视野光阑的图象清晰聚焦为止； 

（7）用聚光器的两个调中螺杆推动聚光器，使缩小的视场光阑图像调至

视场中央开放视场光阑，使多边形的周边与视场边缘内切，说明光路已经合

轴。若不相接可反复调试几次； 

（8）缓慢地将视场光阑打开，将聚光器恢复到最高位置。 

2. 显微镜的标准使用方法 

（1）低倍镜观察：镜检任何标本都要先用低倍镜观察，低倍镜视野较

广，易于发现目标和确定检查的位置。 

（2）放置切片：升高镜筒，把玻片标本放在载物台中央，标本材料正对

通光孔的中心，用压片夹压住载玻片的两端。 

（3）调焦：两眼从侧面注视物镜，转动粗准焦螺旋，让镜筒徐徐下降，

至物镜距玻片 2～5 ㎜处。然后用双眼同时观察，用右手反方向（逆时针方

向）转动粗准焦螺旋，使镜筒缓缓上升，直到看清物像为止。如果不够清楚，

可用细准焦螺旋调节。（不可以在调焦时边观察边使镜筒下降，以免压碎装片

和镜头） 

（4）高倍物镜观察：视野变小变暗，要重新调节视野亮度，可升高聚光

器调亮光源。若用油镜头观察（100*），在低倍镜观察的基础上，滴上一滴香

柏油与待观察标本处，再转换物镜，使镜头与香柏油接触，防止压碎玻片，只

能动微调。用完后，用清洁剂沾纱布把油镜头擦拭干净。 

（5）还镜：使用完毕，须把显微镜擦干净，将各部分转回原处，并使低

倍接物镜转至中央，或者将二个物镜跨于透光孔的两侧，再下降镜筒，使物镜

几乎接触载物台为止。再盖好绸布或纱布，把显微镜放回箱内。  
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3. 口腔上皮细胞装片的制作与观察 

（1）在一张干净的载玻片上滴一滴清水。 

（2）清水漱口后，用牙签在口腔内侧轻轻刮几下。 

（3）将蘸有口腔上皮的牙签在这滴清水中涮几下，然后将水在载玻片上

涂匀，面积不要过大，占载玻片的 1/2 即可。 

（4）待水干后显微镜观察。 

 

实验 2 暗视野显微镜的使用与观察 

一、实验目的 

了解暗视野显微镜的工作原理和使用方法 

二、实验原理 

暗视野显微镜就是利用光学上的丁达尔原理设计的。利用暗视野聚光器使

入射光束从聚光器斜向照明样品，使之发出反射和散射光。由样品发出的散射

光和反射光形成了明亮的物体影象，背景是黑暗的。 

它的结构特点主要是使用路面遮光板或暗视野聚光器，使光源的中央光速

被阻挡，不能由下而上地通过标本进入物镜，因而整个视野是黑暗的，在暗视

野中所观察到的是被检物体的衍射图像，并非物体的本身，所以只能看到物体

的存在和运动，不能辩清物体的细微结构。 

当被检物体为非均质时，并大于 1/2 波长，则各级衍射光线同时进入物

镜，在某种程度上可观察物体的构造，一般暗视野显微镜虽看不清物体的细微

结构，但却可分辨 0.004um 以上微粒的存在和运动，这是普通显微镜(最大分

辨力为 0.2um)所不具有的特性，可用以观察活细胞的结构和细胞内微粒的运

动等。 

三、仪器设备 

明视野显微镜， 黑纸片， 遮光器，浮游生物 

四、实验步骤 

普通显微镜只要聚光器是可以拆卸的，支架的口径适于安装暗视野聚光

器，即可改装成暗视野显微镜，在无暗视野聚光器时，可用厚黑纸片制作一个

中央遮光板，放在普通显微镜的聚光器下方的滤光片框上，也能得到暗视野效
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果。 

（1）将显微镜聚光器调到最高位置，用低倍镜对好焦距； 

（2）取下目镜，从镜筒中观察并调节光阑的大小，使其与镜筒中所见物

镜的视野相等； 

（3）用厚黑纸剪制中央挡光板，大小与调节好的视场光阑一样； 

（4） 遮光器放在光源架上，中央挡光板放在遮光器中央；    

（5）找到所需观察的物像并采集图像。     

【讨论提问】 

通过实验观察，对比分析暗视野显微镜与光学显微镜的成像区别。 

【本课小结】 

每种显微镜都有实用的领域，但是光学显微镜的成像原理和结构是大同小

异的，要学会知识与技能的迁移。 

多观察多使用，达到熟练精确使用的状态。 

【课后作业】 

1． 采集暗视野观察图像。 

2． 绘 10 倍或 40 倍镜视野中口腔上皮细胞图。 

3． 显微成像中，图像的放大倍数如何计算。 

4． 现有显微镜通过哪些手段可以调节视野亮度。 

【知识拓展】 

一、显微镜的保养 

1、日常维护保养 

（1）防潮 ：光学镜片就容易生霉、生雾。机械零件受潮后，容易生锈。

显微镜箱内应放置 1～2 袋硅胶作干燥剂。 

（2）防尘 ：光学元件表面落入灰尘，不仅影响光线通过，而且经光学系

统放大后，会生成很大的污斑，影响观察。灰尘、砂粒落入机械部分，还会增

加磨损，引起运动受阻，危害同样很大。注意保持显微镜的清洁。 

（3）防腐蚀：显微镜不能和具有腐蚀性的化学试剂放在一起。如硫酸、

盐酸、强碱等。 

    （4）防热：避免热胀冷缩引起镜片的开胶与脱落。因此，生物显微镜要

放置在干燥阴凉、无尘、无腐蚀的地方。使用后，要立即擦拭干净，用防尘透

气罩罩好或放在箱子内。当显微镜闲置时，用塑料罩盖好，并储放在干燥的地

方防尘防霉。将物镜和目镜保存在干燥器之类的容器中，并防些干燥剂。 

可用半透

明的小纸

片，放在

通光孔处

聚光镜镜

面上，纸

上显示的

光斑即为

光阑的孔

径， 再用

圆规量取

大小 
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2、机械系统的维护保养 

（1）滑动部位：定期涂些中性润滑脂，顽固的污迹可以使用软性的清洁

剂来清洗，建议使用硅布。 

（2）塑料部分：用软布蘸水就可以清洗了。注意：不要使用有机溶剂

（如酒精，乙醚，稀释剂等）。因为会腐蚀机械和油漆，造成损坏。 

3、光学系统的维护保养 

（1）透镜的清洁：使用后用干净柔软的绸布轻轻擦拭目镜和物镜镜片。

有较顽固的污迹，可用长纤维脱脂棉或干净的细棉布蘸少些二甲笨或镜头清洗

液（3 份酒精∶1 份乙醚）擦拭，然后用干净细软的绸布擦干。 

注意：清洗液千万不能渗入到物镜镜片内部，否则会损坏物镜镜片。纯酒

精和二甲苯容易燃烧，在将电源开关打开或关闭时要特别当心不要引燃这些液

体。 

（2）物镜和目镜的生霉生雾的处理办法 ：准备 30%无水乙醇+70%乙

醚，将不同镜头单独分开放置干燥剂器皿中，最好用棉花棒，纱布，柔软的刷

子等比较柔软的东西来擦拭油镜当时就要清洗。特别是 100X 的油镜，处理不

当的话，前片容易浸油或开胶。目镜可以自己拆下来清洗，16X 目镜注意别装

反了，前片凹面在上。物镜不要随便拆下。 

注意：擦洗镜头时，不能过用力，以防止损伤镀膜层。一般 2 个月最好能

集中保养一次。显微镜多时，各个镜头要标号以免弄错了搭配。 

4、定期检查： 

为了保持性能的稳定，建议做定期的检查，保养。综上所述，对于生物显

微镜的维护保养，主要做到防尘、防潮、防热、防腐蚀。用后及时清洗擦拭

干净，并定期在有关部位加注中性润滑油脂。对于一些结构复杂，装配精密

的零部件，如果没有一定的专业知识，一定的技能和专用工具，就不能擅自

拆装，以免损坏零部件。 

二、显微镜的发展史 

1.显微镜的早期应用 

19 世纪由于显微镜的发明，植物解剖研究也得到复活。虎克，马尔比基，

雷文雷克等都曾用显微镜观察到植物细胞，但他们对细胞的理解还没有上升到

系统学说的程度。 

1831 年一个伦敦医生发现植物细胞具有细胞核；捷克人浦肯野观察到了母

鸡卵中胚核，这些结果由耶拿大学的植物学家马提阿斯﹒施莱登总结为细胞学

说，即细胞是一切植物的基本生命单位。奥多尔﹒施旺于 1939 年将细胞学说

扩展到动物界，即细胞是一切生命的基本活动单位。细胞学说被恩克斯称为
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19 世纪的三大发明之一，这里充分说明了显微镜作为研究手段对现代生物学

和自然科学研究的推动作用。 

染料的发现和广泛应用提高了显微镜的对比度，使原来看不到的生物结构

在显微镜下变得清晰可见。约瑟夫﹒格拉克(Joseph Von Gerlach)最早在 1858

年用胭脂红(Carmine)溶液对脑组织染色，格拉克发现不同细胞组份对染料有

不同吸收。1873 年卡密罗﹒高尔基(Camillo Golgi，他不是苏联文学学家马克

西姆﹒高尔基)开创了银染的方法，圣地牙哥﹒拉蒙-卡哈尔(Santiago Ramón y 

Cajal)用高尔基的染色方法开创了大脑微观结构的研究，卡哈尔精于素描，他

的很多作品直到现在还在使用。 

荧光染料的出现极大的提高了对比度，然而荧光显微镜的发展却落后于荧

光染料，正如宝剑在手却苦于没有用剑的高手。1871 年约翰﹒弗雷德里克﹒

威廉﹒阿道夫﹒冯﹒拜尔（Johann Friedrich Wilhelm Adolf von Baeyer）首先分

析出吲哚结构并合成荧光素(fluorescein)， 因此获 1905 年诺贝尔化学奖。

1961 年阿尔伯特﹒库恩斯(Albert Coons)将荧光素藕联到抗体上，抗体只结合

特异性的抗原分子，不仅提高了标记的特异性，又因为荧光染料的应用提高了

对比度，开创了免疫荧光显微镜的新纪元。 

1962 年 Shimomura 发现了绿色荧光蛋白，绿色荧光蛋白基因 1992 被

Prasher 克隆出来。1995 年华裔诺贝尔奖得主钱永健发现了一个荧光更强，光

稳定更好的突变体。钱永健的突变体将激发光波长从紫外延展到了 488nm 的

可见光区间，从 1994 年开始绿色荧光蛋白被广泛用于细胞内蛋白质的定位和

表达。 

2.显微镜在 20 世纪早期的发展 

      1903 年奥地利籍匈牙利裔化学家里夏德﹒阿道夫﹒席格蒙迪(Richard 

Adolf Zsigmondy)发明了超显微镜，用来观察气体或胶体中的粒子。席格蒙迪

命名为超级，因为它可以研究尺度在波长以下的物体，超的意思就是超出了波

长的限制，而不是超级的意思，并于 1925 年获得了诺贝尔化学奖。 

席格蒙迪 1897 年加入了由 Abbe 与肖特(Schott Glaswerke AG)成立的肖特

玻璃制造厂，在该厂工作期间，席格蒙迪对茶色玻璃进来了研究，还发明了一

种玻璃，命名为“Jenaer Milchglas”。1890 年席格蒙迪辞职，与蔡司合作研

制了狭缝超显微镜，席格蒙迪可以测出玻璃中 4 纳米的颗粒。1907 年他进入

格丁根大学，成为有机化学教授，直至 1929 年 2 月退休，席格蒙迪一生的主

要成就在于确立了现代胶体化学的基础。 

1932 年弗里茨﹒塞尔尼克(Frits Zernike)发明了相位差显微镜来研究无色

和透明的生物样品，这样细胞不再需要染色，塞尔尼克因此获得了 1953 年诺
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贝尔物理学奖。然而在相位差显微镜刚被发明时并没有得到足够多的重视，塞

尔尼克与蔡司公司讨论过合作的可能性，但蔡司当时不敢兴趣。直到二次世界

大战时塞尔尼克被纳粹党逮捕，媒体的报道将塞尔尼克再次推倒前台，相位差

显微镜才得到重视。塞尔尼克的侄子 Gerardus't Hooft 也是著名的物理学家，

Hooft 解释了电弱相互作用的量子结构而获得 1999 年诺贝尔物理奖。 

极化/偏振显微镜(polarization microscopy)也是一种非标记技术，由德国物

理学家马克﹒贝雷克(Mark Berek)在二次世界大战前发明，具体年月不详。虽

然当时人们已经开始使用荧光显微镜，但因为荧光显微镜的样品需要固定染

色，所以荧光显微镜观察到的亚细胞结构存在很大争议，很多人认为那是染料

造成的假象，非标记显微镜观察到的结构更容易获得认可。W.J.Schmid 在

1937 年观察到了纺锤体的纤维状结构，但图像有些模糊不清。1953 年 Shinya 

Inoué用自制的改进型偏振显微镜证实了 Schmid 的发现，通过与荧光显微镜

的结果比较，二者结果相似，这也在一定程度上推动了荧光显微镜的发展。 

20 世纪 50 年乔治﹒诺马尔斯基(Georges Nomarski)发明了微分干涉相衬显

微镜(differential interference contrast)，微分干涉相衬显微镜可以用来研究非染

色的活生物样品。微分干涉相衬显微镜要求透明样品的折射率与样品所处的介

质环境相同，而且不能研究厚的或者有色素的样品，但微分干涉相衬显微镜的

分辩率在合适的条件下可以比相位差显微镜更高。Allen1981 年将摄像机(video 

camera)技术与微分干涉相衬显微镜整合成视频增强对比微分干涉相衬显微镜

(Video-enhanced Contrast， Differential Interference Contrast (AVEC-DIC) 

microscopy)，当然摄像机也可以与偏振显微镜整合成视频增强对比偏振显微镜

(Video-enhanced Contrast Polarization Microscopy)。 

1940 年西奥多﹒弗斯特(Theodor Föster)发现了荧光共振能量转移现象

(fluorescence resonance envergy transfer， FRET)，弗斯特证实电子激发能量能

够从荧光供体(donor fluorescence)转到荧光受体(acceptor chromophore)，转移的

效率与分子距离的六次方的倒数相关。FRET 显微镜可以用来研究蛋白在体内

的相互作用，1996 年韩国学者 Taekjip Ha 首次实现了单分子 FRET，目前单分

子 FRET 可以在体外实时研究分子相互作用和分子动态变化。 

3.电子显微镜的发展 

电子显微镜的发展却是建立在光学显微镜的基础上，在现代科学发展的历

史中，两个看似无关的学科互相融合往往产生意想不到的结构。可见光的分辩

率极限是 0.2 微米，小于 0.2 微米的结构在普通光学显微镜下是无法识别的。

提高显微镜分辨率的途径之一是设法减小光的波长，或者用电子束来代替光。

根据德布罗意的物质波理论，运动的电子具有波动性，而且速度越快，“波
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长”就越短。如果能把电子的速度加到足够高，用磁场聚焦电子束，就有可能

用电子束来放大物体。 

1931 年，德国的克诺尔和鲁斯卡，用冷阴极放电电子源和三个电子透镜

改装了一台高压示波器，获得了放大十几倍的图象，证实了电子显微镜放大成

像的可能性。 

1932 年，经过鲁斯卡的改进，电子显微镜的分辨能力达到了 50 纳米，大

概是当时光学显微镜分辨率的十倍，于是电子显微镜开始受到人们的重视。 

二十世纪 40 年代，美国人希尔用消像散器克服了电子透镜旋转不对称性

的负面影响，使电子显微镜的分辨本领有了新的突破，逐步达到了现代电子显

微镜的水平。 

我们国家的科研工作者高瞻远瞩紧跟世界科研潮流，在 1958 年成功研制

出透射式电子显微镜，分辨本领为 3 纳米，1979 年又制成分辨本领为 0.3 纳米

的大型透射电子显微镜。由于分辨率太低而且电子束对样品损伤严重，此时的

电子显微镜并不适合去观测单个分子。随着上世纪 80 年代扫描隧道显微镜和

原子力显微镜的问世，在表面上检测单个原子或分子终于成为可能。 

1952 年，英国工程师 Charles Oatley 制造出了第一台扫描电子显微镜

(SEM)，电子显微镜被认为是 20 世纪最重要的发明之一。很多在可见光下看

不见的物体——例如病毒——在电子显微镜下都现出了原形。 

1983 年，IBM 公司苏黎世实验室的两位科学家 Gerd Binnig 和 Heinrich 

Rohrer 发明了扫描隧道显微镜(STM)。这种显微镜比电子显微镜更加激进，它

完全失去了传统显微镜的概念。扫描隧道显微镜的工作原理是“隧道效应”。

隧道扫描显微镜没有镜头，它使用一根探针。探针和物体之间加上电压，如果

探针距离物体表面很近—大约在纳米级的距离上—隧道效应就会起作用。电子

会穿过物体与探针之间的空隙，形成一股微弱的电流。如果探针与物体的距离

发生变化，这股电流也会相应的改变。这样，通过测量电流我们就能知道物体

表面的形状，分辨率可以达到单个原子的级别。因为这项奇妙的发明，Binnig

和 Rohrer 获得了 1986 年诺贝尔物理学奖，电子显微镜的发明者 Ruska 在同一

年与他们共享了诺贝尔物理学奖。 

电子显微镜在细胞生物学中的应用奠定了现代细胞生物学的基础，很多细

胞的超微结构都是在电子显微镜的帮助下实现的。20 世纪后半段是电子显微

镜发展的黄金期，比如罗马尼亚出生的美国细胞生物学家乔治﹒埃米尔﹒帕拉

德(George Emil Palade)借助电子显微镜的帮助在 1995 年发现了核糖体，核糖

体是细胞内蛋白质翻译的工厂，核糖体的发现对我们认识细胞功能迈出了重大
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的一步，因此帕拉德于 1974 年被授予诺贝尔医学奖。工欲善其事必先利其

器，帕拉德的贡献就是拜电子显微镜所赐。 

虽然电子显微镜的分辨本领早已远胜光学显微镜，但因为电子显微镜要在

真空条件下工作，所以很难观察活生物，而且电子束照射会使生物样品受到辐

照损伤。 

教学反思 

1. 要注重学生已有知识的迁移，留意学生已有操作习惯的缺陷，注意矫正，并在现有

操作时间内，形成标准的操作习惯。 

2. 注意培养学生利用显微镜观察微观样本的习惯和方法。循序渐进的帮助学生习惯在

显微镜下耐心、细心的进行观察。 
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实验二 植物细胞骨架的光学显微镜观察 

实验目的 

1. 掌握细胞骨架标本的制备方法； 

2. 掌握考马斯亮蓝 R250 对细胞骨架的染色方法； 

3. 理解细胞骨架标本制作方法的设计原理； 

学习重点 
1.理解植物细胞骨架标本的制作原理； 

2.掌握植物细胞骨架标本的制作方法； 

学习难点 理解细胞骨架染色操作关键因素对实验结果的影响，科学分析实验结果。 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验二 植物细胞骨架的光学显微镜观察 授课序次 NO.2 

总学时数 4 学时 授课时长 1 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第二节 细胞骨架标本的光学显微镜观察》； 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，北京师范大学，《细胞生物学实验》； 

（3）视频资源：《植物细胞骨架的染色》实验视频； 

2. 导学作业 

（1）如果洋葱表皮不经任何处理，直接采用考马斯亮蓝染色，会出现什

么样的观察效果？  

（2）本试验为什么选用考马斯亮蓝对细胞骨架染色？ 

（3）考马斯亮蓝是如何达到对细胞骨架的“特异性”染色的？提醒：

“特异性”是指只有细胞骨架被染成了蓝色。 

（4）曲拉通在抽提蛋白质的时候，为什么将细胞骨架“特异性”的留下

了，是认识细胞骨架所以手下留情了么？请写出原因。 

（5）如果实验结果中观察不到任何细胞骨架的影踪，请分析可能的原

因。 

3. 讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

 

【课程导入】 

狭义的细胞骨架（cytoskeleton）概念是指真核细胞中的蛋白纤维网络结

构。它所组成的结构体系称为“细胞骨架系统”，与细胞内的遗传系统、生物膜

系统、并称“细胞内的三大系统”。它通常也被认为是广义上细胞器的一种。广

义的细胞骨架概念是在细胞核中存在的核骨架-核纤层体系。核骨架、核纤层

与中间纤维在结构上相互连接，贯穿于细胞核和细胞质的网架体系。 

 

http://baike.baidu.com/view/32163.htm
http://baike.baidu.com/view/1195986.htm
http://baike.baidu.com/view/390453.htm
http://baike.baidu.com/view/257503.htm
http://baike.baidu.com/view/257503.htm
http://baike.baidu.com/view/32295.htm
http://baike.baidu.com/view/32398.htm
http://baike.baidu.com/view/32346.htm
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依据理论课的学习，针对细胞骨架这个实验对象，我们需要回答以下问

题：细胞骨架分布？细胞骨架形态？细胞骨架的成分？细胞骨架有什么功能？ 

细胞骨架（cytoskeleton）是指真核细胞中的蛋白纤维网络结构。 

真核细胞借以维持其基本形态的重要结构，细胞骨架不仅在维持细胞形

态，承受外力、保持细胞内部结构的有序性方面起重要作用，而且还参与许多

重要的生命活动，如：在细胞分裂中细胞骨架牵引染色体分离，在细胞物质运

输中，各类小泡和细胞器可沿着细胞骨架定向转运；在肌肉细胞中，细胞骨架

和它的结合蛋白组成动力系统；在白细胞(白血球)的迁移、精子的游动、神经

细胞轴突和树突的伸展等方面都与细胞骨架有关。另外，在植物细胞中细胞骨

架指导细胞壁的合成。 

那么基于以上信息，我们可以细胞骨架的哪些特点完成本次实验任务？ 

 

【探究新知】 

一、实验目的 

1. 掌握细胞骨架标本的制备方法； 

2. 掌握考马斯亮蓝 R250 对细胞骨架的染色方法； 

3. 理解细胞骨架标本制作方法的设计原理； 

二、实验原理 

考马斯亮蓝 R250 可以对各种蛋白质进行染色。 本实验采用去垢剂

Triton-100 的缓冲液处理植物材料，可将细胞的膜结构和大部分蛋白质抽提

掉，但细胞骨架系统的蛋白却被保存下来。用考马斯亮蓝 R250 染色，酸性溶

液中与蛋白质结合显蓝色，胞质背景着色弱利于细胞骨架纤维显示。在光学显

微镜下可见一种网状结构。 

常用的细胞骨架的观察方法有：考马斯亮蓝 R250 染色法、荧光素标记的

鬼笔环肽染色法、间接免疫荧光法等。 

实验原理的剖析： 

http://baike.baidu.com/view/32163.htm
http://baike.baidu.com/view/35503.htm
http://baike.baidu.com/view/6633.htm
http://baike.baidu.com/view/3873033.htm
http://baike.baidu.com/view/21222.htm
http://baike.baidu.com/view/86486.htm
http://baike.baidu.com/view/675115.htm
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三、仪器设备及试剂 

1. 材料：洋葱表皮，口腔上皮 

2. 器材：显微镜、载玻片、盖玻片、镊子、滴管、擦镜纸、50ml 烧杯  

3. 试剂： 

pH6.8 的磷酸缓冲液。 

M-缓冲液 ：50mmolL-1 (PH 6.7)咪唑、 50 mmolL-1 KCl 、0.5 mmolL-1 

MgC12  、 1 mmolL-1  EGTA 、0.1 mmolL-1 EDTA 、 1 mmolL-1 巯基乙醇、 

4 mmolL-1 甘油  、1 mmolL-1  HCl 调 pH 至 7.2。  

1%Triton-X100：用 M-缓冲液配制。 

3%戊二醛：用 pH6.8 的磷酸缓冲液配制。 

0.2%考马斯亮蓝 R250 染液：0.8g 考马斯亮蓝 R250、46.5ml 甲醇、7ml 冰

醋酸 、46.5ml 蒸馏水。     

四、实验步骤 

（1）撕取洋葱鳞茎内表皮 1cm2若干片，置于小烧杯中。 

（2）用磷酸缓冲液（Ph6.8）提前浸泡 2h 左右。 

（3）吸去磷酸缓冲液，用 1% TritonX-100 处理 20min。抽提细胞骨架以

外的蛋白质，从而使骨架图像更加清晰。 

（4）吸去 TritonX-100，用 M—缓冲液洗 2 次，每次 10min。M－缓冲液

有稳定细胞骨架的作用。 

（5）用 3%戊二醛固定 0.5～1h。  

（6）用磷酸缓冲液（Ph6.8）洗 2 次，每次 10min。 

（7）考马斯亮蓝 R250 染色 30min。  
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（8）蒸馏水洗 2 次。 

（9）置于载玻片上，盖上盖玻片，在光学显微镜下观察。  

注意事项：试剂安全（挥发性，接触性），注意处理时间及摇晃程度。 

【讨论提问】 

1. 如果观察不到细胞骨架，只能看见蓝色细胞核，分析原因。 

2. 对实验结果的分析，所观察到的细胞骨架是胞质骨架中的哪种类型，

为什么？ 

【本课小结】 

细胞骨架里的每级试剂都是根据其功能环环相扣而设置的，所以我们是从

胞骨架的生物信息（成分和结构特征）为出发点，开展的实验设计，实验步骤

是实验原理的实现，进而达到实验目的，实验虽小，但是特别适合学生科研思

维的锻炼。 

 

【课后作业】 

1. 绘出洋葱鳞叶内表皮细胞细胞质骨架的分布图； 

2. 如果实验失败了，请分析不同结果出现的原因。 

 

教学反思 

1. 逐步培养学生从实验原理入手理解实验操作的习惯，深刻理解实验原理在整个实验

设计中的重要性。 

2. 麻雀虽小，五脏俱全的验证型实验，特别适合学生科研思维和自主探究习惯的形

成，在将课堂还给学生的前提下，注意引领课堂的学习过程，针对学生明显的知识

盲区要注意重点讲解，不能放羊。 
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实验三 植物原生质体的分离与诱导融合 

实验目的 

专业知识： 

① 掌握植物原生质体诱导融合的原理； 

② 了解细胞融合技术的商业化应用，如单克隆抗体的制备，嵌合动物等； 

操作技能：  

① 熟练操作酶解法获得植物原生质体；  

② 能够独立设计实验，诱导不同植物的原生质体融合；  

综合素养： 

① 通过实验原理的解析，提升获取和处理信息、表达和归纳总结能力； 

② 培养独立思考和主动学习的习惯； 

③ 针对细胞融合技术的前沿应用，客观对待科学与伦理之间的碰撞； 

学习重点 
1. 酶解法获得植物原生质体； 

2. 利用 PEG 诱导植物原生质体融合； 

学习难点 获得活性较高的植物原生质体，提高诱导融合比率； 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验三 植物原生质体的分离与诱导融合 授课序次 NO.3 

总学时数 4 学时 授课时长 1 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第三节 植物原生质体的分离与诱导融合》 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《细胞生物学实验》 

（3）视频资源：《电融合》实验视频 

2. 导学作业 

（1）如果洋葱表皮不经任何处理，直接采用考马斯亮蓝染色，会出现什

么样的观察效果？  

（2）本试验为什么选用考马斯亮蓝对细胞骨架染色？ 

（3）考马斯亮蓝是如何达到对细胞骨架的“特异性”染色的？提醒：

“特异性”是指只有细胞骨架被染成了蓝色。 

（4）曲拉通在抽提蛋白质的时候，为什么将细胞骨架“特异性”的留下

了，是认识细胞骨架所以手下留情了么？请写出原因。 

（5）如果实验结果中观察不到任何细胞骨架的影踪，请分析可能的原

因。 

3. 讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课程导入】 

【案例 1】 

如果自己的两个手指被强力的胶水粘住了，请问如何在无损伤皮肤的状态

下，解开两个手指？ 

【案例 2】 
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精子和卵子相遇变成受精卵的过程，是像子弹一样射击进去的？钻进去

的？ 

图 1 人精子和卵子相遇的瞬间 

问题导入 

诱导植物原生质体融合的过程，分解成两个核心问题： 

① 如何将植物原生质体从植物身体内分解出来？ 

② 如何让两个原生质体像精卵融合一样，变成一个个体？ 

【探究新知】 

一、实验原理 

1. 细胞融合（cell  fusion)：在诱导剂的作用下，两个或两个以上的同源或

异源的细胞相互接触，从而发生膜融合、胞质融合和核融合并形成杂种细胞的

现象。 

① 天然发生：如精卵融合； 

② 人工诱导：聚乙二醇诱导的细胞融合； 

③ 商业应用：单克隆抗体的制备（新冠疫苗），杂交动物（人兽嵌合动物）； 

2.细胞发生融合源于细胞膜的流动性 

动物细胞：可以直接诱导融合； 

植物细胞：需要去除细胞壁获得植物原生质体，方能诱导融合； 

3.酶解法获得植物原生质体 
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【拓展知识】 

① 获得单个植物细胞的方法：酶解法、机械法； 

② 获得单个动物细胞的方法：酶解法、机械法，组织块法； 

伤口愈合与组织块法： 

① 切口位置的细胞丧失接触抑制，恢复分裂能力； 

② 身体的伤口，因为新分裂的细胞逐渐愈合； 

③ 瓶子里分裂的细胞贴壁生长，获得单个细胞； 

图 2 瘢痕组织和组织块培养法 

 

二、实验器械与试剂 

    低速离心机、显微镜、恒温水浴锅、300 目铜网、离心管、小烧杯、剪刀 

PBS、13％ W/V 的甘露醇、果胶酶、纤维素酶与甘露醇混合液、诱导融合剂

PEG 

三、实验步骤 

1 .酶解法获得植物原生质体 

（1）将撕去表皮的植物叶片剪碎，室温酶解 0.5h；  

（2）用 300 目铜网过滤，除去未完全消化的叶片等残渣；  

（3）1000rpm,离心 5min，弃上清液； 

（4）3-4ml 甘露醇洗液，清洗两次； 

2. PEG 诱导植物原生质体融合 

（1）原生质体与 PEG 液 2：1 体积比混匀，37℃水浴中温浴 10min； 

（2）融合液一滴于载玻片上，轻轻盖上盖玻片，显微镜观察； 

（3）隔两 min，在盖玻片一端缓慢滴加甘露醇清洗液，另一端用吸水纸吸

取液体，观察融合过程； 

3. 观察时注意不同程度的融合现象 

http://tupian.hudong.com/a2_21_42_01300000281293122701423224544_jpg.html
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①两细胞膜接触，粘连；②细胞膜形成穿孔；③两细胞的细胞质连通；④

通道扩大，两细胞连成一体；⑤细胞完全合并，形成一个含有两个或多个核的

圆形细胞。 

图 3 植物原生质体发生融合的生物学过程 

【讨论提问】 

1. 如果离心需要配平，配平的液体应该为本系统内的什么溶液？ 

2. 如果人的细胞和羊的细胞诱导了融合，能不能接受？你的观点？ 

3. 今天的实验内容，是真正意义的细胞融合（原生质体融合）么？ 

【本课小结】 

    1. 细胞融合缘于细胞膜具有流动性； 

    2. 利用工具酶可以获得单个的动物细胞（植物原生质体）； 

    3. 细胞融合技术具有广泛的商业应用，迅猛的科学进展，要以端正的科学

观对待和理解。 

【课后作业】 

    1. 绘图:你所观察到的植物细胞的融合状态，讨论并分析自己的实验结果。 

    2. 推理一下如何获得小鼠肝脏单个细胞？ 

3. 有关细胞融合技术的应用和发展，在超星泛雅平台讨论区和大家分享一

下你了解的内容。 
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教学反思 

1. 鉴于实验室条件限制，本实验不能采用无菌条件进行操作，所以授课过程中一定要

强调细胞融合技术的操作标准和结果验证，避免学生产生认知误差。 

2. 线上教学的导学作业需要更加提炼和深刻，保障其引导学生思考探究的功能，教师

需要具有敏锐的观察能力，及时掌握学生认知的发展个体差异性和知识盲区，对课

堂教学策略和教学设计进行调整，保证线上和线下教学的有效衔接。 

3. 需要进一步转变课堂主导者的身份，依靠学生引领课堂的发展节奏，其中的教学技

巧还有待进一步磨练成熟。 
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实验四 细胞膜的渗透性及意义 

实验目的 
1．理解细胞膜的渗透性及其意义 

2．自主设计实验，测试各种物质进入红细胞的速度； 

学习重点 

1.理解细胞膜渗透性的生物学意义； 

2.自行设计实验，验证细胞膜的渗透性； 

3.细胞膜渗透性的科学记录方法； 

学习难点 理解溶血现象可以判定不同物质进出细胞膜速度的原理 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验四 细胞膜的渗透性及意义 授课序次 NO.4 

总学时数 4 学时 授课时长 1 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第四节 细胞膜的渗透性及意义》 

2.导学作业 

（1）不同物质进出细胞膜的速度一样么？  

（2）什么叫溶血？  

（3）把鸡红细胞放在其等渗溶液里，鸡红细胞还是发生溶血了，为什

么？ 

【备注：等渗溶液，指的是渗透量相当于血浆渗透量的溶液。如

0.9%NaCl溶液和 5%葡萄糖溶液】 

（4）溶血现象为什么能判断物质的进出速度？ 

（5）本实验为什么一定要采用血细胞？采用其它细胞可不可以？ 

（6）以下三组试剂， ① 请判断第一组实验现象，解释原因；②第二组

和第三组组内试剂溶血发生的速度，并写出判断原因。记得在课堂实验中验证

自己的推断哦。 

一组：水，2%曲拉通； 

二组：5 mmol/l 、65 mmol/l、150 mmol/l的 Nacl溶液； 

三组：0.8mol/l 的甲醇、乙醇、乙二醇、丙三醇； 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课程导入】 

生物膜对小分子的跨膜渗透包括水、电解质和非电解质溶质。人工合成的

脂质体主要用来研究细胞膜的渗透性及各类物质进入细胞的速度。根据人工不

含蛋白质的磷脂双分子层研究物质通透性质表明，只要时间足够长，任何分子
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都能顺浓度梯度扩散通过脂双层。但不同分子通过脂双层扩散的速率差别很

大，主要取决于它们在脂类和水之间的分配系数及其分子的大小。分子越小，

分配系数越大，通过质膜的速率越快。 

例： 

小的、亲脂性的、非极性分子（如 O2、CO2、 N2 、苯）容易溶解于脂双

层，可迅速透过脂双层; 

小的、不带电荷的极性分子（如水、脲、甘油等）如果足够 h，也能很快

透过脂双层； 

大的、不带电荷的极性分子（如葡萄糖，蔗糖等）可以跨膜扩散运输，但

比较困难； 

对于带电荷的分子或离子，由于这些分子的电荷及高的水化度，因此不管

多小，都很难透过脂双层的疏水区，它们要通过载体介导的主动运输方式跨膜

运输。 

 

【探究新知】 

一、实验目的 

1．理解细胞膜的渗透性及其意义； 

2．自主设计实验，测试各种物质进入红细胞的速度； 

二、实验原理 

细胞膜具有对物质选择透过的生理功能。如果将红细胞放置在各种溶液

中， 根据红细胞质膜对各种溶质的渗透性不同，有的溶质可渗入，有的溶质

不能渗入。即使能渗入，速度也有差异。可通过观察红细胞溶血现象时间的不

同来记录渗入速度。 

血红蛋白从红细胞中逸出的现象称为溶血现象。渗入红细胞的溶质能提高

红细胞渗透压，使水进入红细胞，引起溶血及细胞膜破裂。此时光线较容易通

过溶液，使溶液呈现透明即为溶血。由于溶质透入速度不同，溶血时间也不

同。因此，可通过溶血现象来测量各种物质通透性的差别。 

三、实验材料 

Alever 溶液抗凝保存的鸡血红细胞、10 个玻璃试管、试管架、10 个滴

管、记号笔； 
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试剂： 

一组：水、150 mmol/l Nacl、2%曲拉通 

二组：5 mmol/l Nacl、65 mmol/l Nacl, 

三组：0.8mol/l 甲醇、乙醇、乙二醇、丙三醇，  

四、实验步骤 

（1）鸡血细胞悬液：取 50ml 小烧杯一只，加一份鸡血和 10 份

0·17mol/L 氯化钠溶液，形成一种不透明的红色液体，此即稀释的羊血。 

（2）鸡红细胞渗透性的测定 

A 管：1ml 稀释的羊血+水 10ml； 

B 管：1ml 稀释的羊血+ 10ml 0·17mol/L 氯化钠 

C 管： 1ml 稀释的羊血+10ml 0·17mol/L 氯化铵 

另外 8 种等渗溶液中进行同样实验。 

（3）观察现象 

轻轻摇动，注意观察颜色有无变化？ 

有无溶血现象?若发生溶血，记下时间（自加入稀释羊血到溶液变成红色

透明澄清所需时间）。 

（4）对比分析细胞膜针对不同物质的渗透性。 

【讨论提问】 

1. 试分析水进入红细胞膜的速度是由于扩散吗?如果不是，如何证明? 

答：不是。因为水进入红细胞的速度很快，而渗透作用不能这么快。红细

胞膜上存在水通道，控制水的进出。 

证明方法：可以用同位素标记的方法，将水通道蛋白标记，如果发现其中

有水通过，说明水不是仅仅通过渗透作用进入细胞的。 

2. 为什么溶液中微量的去垢剂可对活细胞产生严重的影响？ 

答：因为去垢剂是一些具有亲水的极性基团和疏水的非极性基团的长链分

子。非离子型去垢剂如 TritonX-100((聚乙二醇辛基苯基醚))可与脂双层形成混

合微团，它们主要与蛋白质疏水部位相互作用，一般不会引起蛋白质变性。而

离子型去垢剂与蛋白结合后可改变蛋白质结构，使之变性，尤其是加热后可使

蛋白质解离为单体，如十二烷基磺酸钠（SDS）等。多种去污剂可以溶解细胞
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膜上的磷脂化合物，从而使细胞膜破裂，释放出细胞内物质。 

【本课小结】 

    利用溶血实验测试不同物质进出细胞膜的速度，理解细胞膜选择透过性的

特殊性。 

【课后作业】 

分析讨论不同物质进出细胞膜的速度，并解释原因。 

1.蒸馏水和曲拉通 

试剂 曲拉通   蒸馏水 

变化 溶血，溶液红色透明 溶血，溶液红色透明 

溶血时间 10s以内 1s以内 

显微观察 无完整的红细胞，有絮状物质 无完整的红细胞，有絮状物质 

结论：非离子型去垢剂 TritonX-100((聚乙二醇辛基苯基醚))可与脂双层

形成混合微团，主要与蛋白质疏水部位相互作用，不会引起蛋白质变性，抽提

细胞膜蛋白质，细胞膜结构破坏发生溶血，而 H2O可以很快地进入细胞内，使

细胞膨胀溶血。  

 

2.不同浓度的 NaCl 

试剂 5 mmol/L 65 mmol/L 150 mmol/L 

变化 迅速溶血 溶血 

不溶血，静置后分层，

上层无色透明，下层

红色不透明。 

溶血时间 5s 10s  

显微观察 
无完整红细胞，絮状

物质，少量血影细胞 

无完整红细胞，有

血影细胞 
完整的红细胞 

结论：Na+和 Cl-不能以自由扩散方式通过细胞膜，0.15mol/L NaCl不能

导致溶血；150 mmol/L NaCl 溶液与羊血细胞是等渗溶液，所以不能溶血，5 

mmol/L NaCl与 65 mmol/L NaCl溶液为低渗溶液，能够是红细胞吸水涨裂。

浓度越低，与细胞的渗透压相差越大，渗透作用越强，越容易发生溶血。 

 

3.相同浓度(0.8 mol/L)的甲醇，乙醇，丙醇 

试剂 甲醇 乙醇 丙醇 

变化 溶血 溶血 溶血 

溶血时间 7s 10s 12s 

显微观察 
无完整红细胞，有絮

状沉淀，血影细胞 

无完整红细胞，有絮

状沉淀，血影细胞 

无完整红细胞，有絮

状沉淀，血影细胞 

结论：血细胞在相同浓度的甲醇，乙醇，丙醇中都能溶血，但是时间不

同，随着分子量的增加，分子增大，溶血时间增长，这说明溶血时间的长短不

但与分子的极性有关，还与分子的大小有关。 

 

4.相同浓度(0.8 mol/L)的丙醇，丙二醇，丙三醇 

试剂 丙醇 丙二醇 丙三醇 



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

37 
 

变化 溶血 溶血 长时间放置后溶血 

溶血时间 12s 20s 30min 

显微观察 

无完整红细胞，

可观察到血影细

胞 

无完整红细胞，

絮状物质，可观

察到血影细胞 

溶血 

无完整红细胞 

结论：丙醇，丙二醇，丙三醇都是极性分子，都能使红细胞溶血，但是丙

三醇的分子较大，所以溶血时间较长。 

 

【知识拓展】 

细胞膜具有选择透过性功能，果蔬细胞之间以及细胞与外界环境之间发生

的一切物质交换都必须通过质膜进行。果蔬细胞膜对维持细胞的微环境和正常

的代谢起着重要的作用。果蔬组织后熟衰老过程中，细胞质膜功能活性下降，

膜通透性增加，出现细胞内电解质向外渗漏。植物组织在受到各种不利的环境

条件（如干旱、低温、高温、盐渍和大气污染）危害时，细胞膜的结构和功能

首先受到伤害，细胞膜透性增大。若将受伤害的组织浸入无离子水中，其外渗

液中电解质（主要是钾离子）的含量比正常组织外渗液中含量增加，组织受伤

害越严重，电解质含量增加越多。通过测定果蔬组织浸提液或外渗液的电导

率，可以了解果蔬细胞膜通透性变化，反映果蔬抗逆性强弱或受到伤害的程

度。一般利用相对电导率表示细胞膜渗透率以及细胞膜受到伤害的程度。在电

解质外渗透的同时，细胞内可溶性有机物也随之渗出，引起外渗液可溶性糖、

氨基酸、核昔酸等含量增加，氨基酸和核苷酸对紫外光有吸收，用紫外分光光

度计测定受伤害组织外渗液消光值，同样可反映出质膜受伤害的程度。 

以下基本概念需了解： 

hemolysis（溶血现象）：渗入红细胞的溶质能提高红细胞的渗透压，使水

进入细胞，引起细胞吸水胀破；即红细胞膜破裂，血红蛋白从红细胞中逸出的

现象称为溶血现象。 

isotonic solution（等渗溶液）：渗透压与血浆渗透压相等的溶液称为等

渗溶液。 

Hypertonic solution（高渗溶液）：渗透压高于血浆渗透压的溶液称为高

渗溶液。 

Hypotonic solution（低渗溶液）：渗透压低于血浆渗透压的溶液称为低

渗溶液。 
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semipermeable（半透性）：膜或膜状结构只允许溶剂(通常是水)或部分溶

质(一般为小分子物质)透过，而不允许其他溶质(一般为大分子物质)透过的特

性。  

osmosis（渗透作用）：膜两侧溶液浓度存在差异，造成化学势能差，在势

能差的驱动下，溶剂穿过对溶质不透膜的过程 

 

 

 

 

教学反思 

1. 注意培养学生实验操作的严谨性，特别是这种涉及到具体数据的情况，人为因素影

响比较明显，引导学生如何避免误差的出现。 

2. 提供相对开放的实验设计，鼓励学生根据自己的兴趣，设计检测物质，开展创新性

实验。 
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实验五 液泡系及线粒体的活体染色与观察 

实验目的 

1. 掌握细胞器超活染色的原理及应用； 

2. 利用詹纳斯绿 B 染色，观察线粒体的基本形态与分布； 

3. 利用中性红染色，观察植物液泡的形态与分布； 

学习重点 
1. 总结归纳不同超活染色的原理区别； 

2. 自主探究超活染色的应用领域； 

学习难点 
融会贯通詹纳斯绿 B 染色、中性红染色和考马斯亮蓝三种染色原理上的本

质区别 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验五 液泡系和线粒体的活体染色 授课序次 NO.5 

总学时数 4 学时 授课时长 1 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

(1)课件资料：《第五节 液泡系和线粒体的活体染色》 

2.导学作业 

(1)液泡长啥样？一个细胞里有几个？多大？干啥用的？ 

(2)线粒体长啥样？一个细胞里有几个？多大？干啥用的？ 

(3)不同组织来源细胞的线粒体数量差别很大，请问这种数量级上的差别

与细胞的哪种行为有关。 

(4)如果植物细胞用中性红染色后，发现细胞核是红色，其他地方没有着

色，说明了什么状况？ 

(5)人口腔细胞线粒体超活染色的时候，为什么要将涂片放在 37℃条件下

进行染色？植物细胞线粒体染色也需要 37℃条件么？ 

(6)请调研一种活体染色技术，简单说明其原理及应用。 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课程导入】 

活体染色是指一个活的动物或植物的细胞或组织被染色。活体染色分为体

内活体染色和体外活体染色，活染技术通常可用来研究生活状态下的细胞形态

结构和生理、病理状态。 

【案例 1】 

评估角膜接触镜符合性：配戴角膜接触镜之前，需在角膜上滴荧光素钠溶

液，观察是否有角膜损伤，是否适宜配戴角膜接触镜。配戴片刻后取下接触

镜。通过裂隙灯钻蓝片观察角膜，在接触镜接触角膜的地方是否染色，检查角

膜接触镜是否合适。 

 

http://baike.baidu.com/subview/115617/8740031.htm
http://baike.baidu.com/view/46944.htm
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【案例 2】 

临床上用 0.5％或 1.0％虎红溶液染色检测和评估 KCS、角膜上皮树枝状

溃疡、点状角膜炎、睑板腺功能障碍、暴露性角膜炎等。泪液缺乏可导致眼表

上皮细胞的改变，虎红眼表染色，角结膜暴露部分呈点状着染。 

所以我们可以推断，活体染色的对象是有生命力的，染料必须无毒无伤害

性，还能特异性显色，那么今天我们试着超活染色一下液泡和线粒体。 

 

【探究新知】 

一、实验目的 

1. 掌握细胞器超活染色的原理及应用。 

2. 利用詹纳斯绿 B 染色，观察线粒体的基本形态与分布。 

3. 利用中性红染色，观察植物液泡的形态与分布。 

二、实验原理 

活体染色是指对生活有机体的细胞或组织能着色但没有毒害的一种染色方

法。它的目的是显示细胞内的某些结构而不影响细胞的生命活动和产生任何物

理、化学的变化。  

根据染色剂的性质和染色方法的不同，可以将染色分为体内活染色和体外

活染色。体内活染色是以胶体状的染料溶液注入动植物体内，染料的胶粒固

定、堆积在细胞内某些特殊结构里。体外活体染色又称超活染色，由活的动植

物分离出的部分细胞或组织小块，以染料浸染，染料被选择固定在活细胞的某

些结构上而着色。   

一般的生物材料不能穿透细胞膜，只有当细胞被固定后，细胞膜被破坏，

染料才能进入细胞内部。但是，“活体染料”却能进入活细胞，它们是一些无毒

或毒性很小的染色剂，能使细胞中某些特定结构着色。活体染料基本上不影响

或很少影响细胞的生命活动。 

活体染料与细胞作用，主要是染料电化学作用。碱性染料的胶粒表面带阳

离子，酸性的带阴离子，从而与细胞被染部分结合。一般对细胞无毒或毒性极

小，并配成稀淡的溶液来使用。活体染料多为碱性染料，如中性红、詹纳斯

绿、次甲基蓝、甲苯胺蓝、亮焦油紫等，它们解离后带正电，其中有的染料与

胞内某些结构有专一性接合。 

http://baike.baidu.com/view/998119.htm
http://baike.baidu.com/view/32273.htm
http://baike.baidu.com/view/1407515.htm
http://baike.baidu.com/view/3873669.htm
http://baike.baidu.com/view/717810.htm
http://baike.baidu.com/view/654084.htm
http://baike.baidu.com/view/3873669.htm
http://baike.baidu.com/view/2662158.htm
http://baike.baidu.com/view/3873669.htm
http://baike.baidu.com/view/771396.htm
http://baike.baidu.com/view/736985.htm
http://baike.baidu.com/view/1189883.htm
http://baike.baidu.com/view/1265698.htm
http://baike.baidu.com/view/1276349.htm
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【实验原理剖析】 

1. 线粒体的超活染色 

 

2. 液泡的超活染色 

     

三．实验试剂与材料 

人口腔上皮细胞，洋葱表皮细胞、牙签，载玻片，盖玻片，吸水纸，水浴

锅。 

Ringer 溶液：氯化钠 0.85g（变温动物用 0.65g）、氯化钾 0.25g 、   

氯化钙 0.03g 、蒸馏水 100ml） 

10%、1/3000 中性红溶液：称取 0.5 中性红溶于 50ml Ringer 溶液，稍加

热（30~40 度）使之很快溶解，用滤纸过滤，装入棕色瓶于暗处保存，否则易

氧化沉淀，失去染色能力。临用前，取已配制的 1%中性红溶液 1ml，加入

29ml   

Ringer 溶液混匀，装入棕色瓶备用。 

1%、1/5000 詹姆斯绿 B 溶液：称取 50mg 詹姆斯绿 B 溶于 5ml Ringer 溶

液中，稍加 微热（30~40 度）使之溶解，用滤纸过滤后，即为 1%原液。取

1%原液 1ml 加入 49ml Ringer 溶液，即成 1/5000 工作液，装入瓶中备用。最
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好现用现配，以保持它的充分氧化能力。  

四．实验步骤 

1. 线粒体的超活染色 

(1) 取清洁载玻片放在 37℃恒温水浴锅的金属板上，滴 2滴詹纳斯绿 B

染液； 

(2) 刮取口腔上皮细胞（洋葱表皮），放入载玻片的染液滴中，染色 10～

15min； 

（3）盖上盖玻片，用吸水纸吸去四周溢出的染液，置显微镜下观察； 

2.液泡的超活染色 

（1）取清洁载玻片，滴 2滴中性红染液； 

（2）洋葱表皮浸没在中性红中，常温孵育 10min； 

（3）吸走多余染液，滴加 Ringer液； 

（4）盖上盖玻片，用吸水纸吸去四周溢出的染液，置显微镜下观察； 

【讨论提问】 

1. 中性红染色实验中，活细胞细胞质和细胞核是不着色的。如果细胞死

亡，会有什么样的观察效果，原因? 

细胞核为红色，液泡失去排泌功能，中性红在细胞中弥散开来，由于细胞

核为致密的结构，着色为红色。 

2. 在超活染色中，除了要注意染液的无毒无害原则之外，我们实验的成

败还取决于哪些关键因素？ 

保持最大的生物活性。所以整个实验中不能干片，试验速度要快。 

3. 请对比细胞骨架染色，线粒体超活染色，液泡超活染色，三个实验在

染色原理层面的区别。请深深的思考，写出最深刻的理解，谢谢。 

【本课小结】 

 超活染色利用的是实验对象的生物活性发生的显色技术，每种超活染色

的原理各不相同，在实际应用时，一定要读懂原理，合理利用染色方法。 

【课后作业】 

1. 绘制线粒体和液泡的形态图，并描述其分布及形态，并对结果进行分

析总结。 

2. 将实验结果拍照上传至网络平台。 
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教学反思 

1. 注意鼓励学生自己动手设计实验，通过增加实验材料及实验设计，提高学生的创新

思维能力和意识，并通过实验操作实现自己的实验计划。 

2. 理解实验原理的前提下，拓展实验操作层次，将基础实验应用到复杂的实验设计

中。 

 

  



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

45 
 

实验六 显微摄影原理及应用 

实验目的 
1．掌握两种光学显微镜的基础显微摄影技术； 

2. 了解显微摄影技术在生物科学研究中的应用价值； 

学习重点 1. 标准化、独立完成显微摄影操作； 

学习难点 1. 知晓不同显微镜擅长的图像采集标本范围； 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 

 



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

46 
 

授课题目 实验六 显微摄影原理及应用 授课序次 NO.6 

总学时数 4 学时 授课时长 1 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第六节 显微摄影原理与应用》； 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《显微摄影技术》； 

（3）视频资源： 

Quantum made simple 系列《透射电子显微镜 TEM的原理》； 

《冷冻电镜》-科普微电影； 

《扫描电镜操作原理》《扫描电镜基础操作》； 

小宇宙之旅系列显微摄影作品； 

2.导学作业 

（1）扫描电镜和投射电镜的成像原理有何区别，两者分别擅长哪个研究

领域。 

（2）普通显微镜和体式显微镜，两者的成像原理和结构有何区别？ 

（3）两种显微镜进行显微摄影分别拍摄人口腔上皮细胞和苍蝇，哪个更

擅长，为什么？ 

（4）两种显微镜对摄影对象有何特殊要求？ 

（5）提交一张你最喜欢的显微摄影照片，可以是自己照的，也可以是偶

像拍的。 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课程导入】 

显微摄影是通过显微镜来拍摄的方法。顾名思义，将精密仪器观察到的显

微图像进行拍摄和保存。它可以向世人描绘了肉眼从来没有看到过的显微镜观

察结果，如蜜蜂刺器官的形状、跳蚤和虱子的解剖图、羽毛的结构以及霉菌的

形成等。显微摄影术把显微镜视野中所观察到的物件的细微结内构真实地记录
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下来，方便科研人员进一步分析研究之用。它在科学研究中，尤其是医学、生

物学研究领域中已成为一项常规的、而又不可缺少的研究技术之一。 

目前，我们所知道的显微镜都可以进行图像采集工作，今天我们学习一下

生物显微镜和体式显微镜的显微摄影方法。 

 

【探究新知】 

一、 实验目的 

1．掌握两种光学显微镜的基础显微摄影技术； 

2. 了解显微摄影技术在生物科学研究中的应用价值； 

二、实验原理 

与传统摄影相同，显微摄影也利用了光学成像原理，通过光的直线传播性

质和光的折射与反射规律，以光子为载体，把某一瞬间的被摄景物的光信息

量，以能量方式经照相镜头传递给感光材料，最终成为可视的影像。 

显微摄影一直紧随传统摄影的轨迹发展，从最初的胶片相机到数码相机，

显微摄影技术也进行了一次华丽的变身。拍摄的样品从蚂蚁、蜜蜂等生物的细

微结构到染色切片、活细胞，再到荧光下的亚细胞结构;成像作品也从胶片升

级到电子照片，再到视频录像。显微镜下的观察越来越清晰，拍摄到的图片越

来越夺目。 

【案例 1】在研究血栓形成的时候，就可利用显微摄影技术拍摄血小板凝

结成血栓的动态过程，生动且立体地感知疾病的变化。 

【案例 2】利用显微摄影拍摄下来治疗药物与癌细胞的“斗争”过程，可

以帮助研究者有效分析疾病的发展变化和药物的治疗效果，为确定新的治疗方

案提供可靠支持 

三、实验材料 

自主准备实验材料； 

奥林巴斯 bx53 普通光学显微镜+尼康相机+尼康图像采集软件、mc 205a

及其图像采集软件 Helicon focus 

四、实验步骤 

1. 体式显微镜的显微摄影 

（1）启动相机，相关相机软件或图像采集软件；  

https://baike.baidu.com/item/%E9%95%9C%E5%A4%B4
https://baike.baidu.com/item/%E6%84%9F%E5%85%89%E6%9D%90%E6%96%99/1191355
https://baike.baidu.com/item/%E6%95%B0%E7%A0%81%E7%9B%B8%E6%9C%BA
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（2）将样本固定，放置解剖台上，并选定合适的放大倍数； 

（3）体式显微镜调焦：顺时针调整焦距，确定观察物体的最近端，确定

采集位点后，逆时针调焦，确定观察物体的最远端，确定采集位点； 

（4）点击采集图像，体式显微镜利用 Helicon focus 软件，连续采集图像

后，合成一张立体的显微图像； 

（5）保存图片，设置合适的保存路径并进行合理命名，一般为名称+拍

摄时间+拍摄人； 

2. 普通光学显微镜的显微摄影 

（1）启动相机，相关相机软件或图像采集软件； 

（2）显微镜选择相机和显微镜同时观察模式；  

（3）图像采集软件选择实时拍摄模式； 

（4）按照正常光学显微镜的观察步骤，目镜看到清晰图像； 

（5）参照电脑界进行调焦，直至图像清晰，光亮度合适； 

（6）点击实时拍摄界面的拍摄按钮，系统将弹出保存界面，将文件命名

之后即可保存，也可设置自动保存； 

3. 利用普通光学显微镜拍摄体式镜图像 

（1）启动相机，相关相机软件或图像采集软件； 

（2）显微镜选择相机和显微镜同时观察模式；  

（3）图像采集软件选择实时拍摄模式； 

（4）显微镜光亮度关闭，利用冷光源提供外部光源，直接投射至待观察

样本上； 

（5）参照电脑界进行调焦，直至图像清晰，从待观察样本的最近端至最

远端连续采集清晰图片； 

（4）利用合成软件 FotoMix 合成一张立体的显微图像； 

（5）保存图片，设置合适的保存路径并进行合理命名，一般为名称+拍

摄时间+拍摄人； 

 

【讨论提问】 

1. 利用普通光学显微镜拍摄立体图像时，为什么要关闭内置光源？ 

2. 两种显微镜更擅长哪个领域图像的拍摄？ 
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【本课小结】 

显微摄影是生物专业学生的基本操作技能，要能够独立操作显微摄影，并

掌握相关技巧，理解显微摄影在生命科学研究领域的价值和应用。 

 

【课后作业】 

    1. 自主学习扫描电镜和透射电镜的呈像原理及特点； 

2. 独立完成一张显微摄影作品，并上传至网络平台； 

教学反思 

1. 因为是办观摩的实验，一定督促学生及时了解相关理论内容，避免上课内容不能落

实质量的问题； 

2. 尽量保证每个同学都能近距离观看或者亲自操作，理论讲解要到位。 
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实验七 无菌操作的准备 

教学目标 
1. 掌握动物细胞培养及植物组织培养前期无菌化准备的流程； 

2. 掌握动物细胞培养及植物组织培养各类无菌化处理方法及标准； 

学习重点 各种操作对象的无菌化标准及方法； 

学习难点 形成较为系统的无菌操作意识，并认识到无菌操作的严谨性； 

学时分配 8 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验六 无菌操作的准备工作 授课序次 NO.7-8 

总学时数 6 学时 授课时长 2 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第六节 无菌操作的准备工作》 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《细胞生物学实验》 

（3）视频资源：《动物细胞培养实验室的准备》实验视频 

2.导学作业 

（1）什么叫无菌？如何判定？ 

（2）紫外照射适用于哪些物品的无菌化？ 

（3）大型仪器怎样无菌化？ 

（4）PBS如果染菌了，可以采用哪些方法无菌化？ 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课堂导入】 

动物细胞在动物体内生长的时候，是否处于无菌的环境？ 

如果细胞生长环境有细菌的生长，会发生什么状况？ 

无菌操作技术是细胞工程相关技术操作中的重要实验条件，只有在无菌的

条件下，才能正确的模拟动物细胞、组织、器官等生物学材料正常生长、发

育、改造所需的各种环境。因此，为了顺利的开展细胞工程学相关实验操作，

必须保持无菌物品、无菌区域不被污染、防止病原微生物入侵。实验操作人员

需要正确、熟练地掌握无菌操作技术，了解无菌操作流程，在技术操作中严守

操作规程；以确保实验操作人员的安全，保障实验操作的无菌化和顺利开展，

甚至防止医源性感染的发生。 
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【探究新知】 

一、实验目的 

1. 掌握动物细胞培养及植物组织培养前期无菌化准备的流程； 

2. 掌握动物细胞培养及植物组织培养各类无菌化处理方法及标准； 

二、实验原理 

采用强烈的理化因素使任何物体内外部的一切微生物永远丧失其生长繁殖

能力的措施，称为灭菌。 

灭菌常用的方法有化学试剂灭菌、射线灭菌、干热灭菌、湿热灭菌和过滤

除菌等。可根据不同的需求，采用不同的方法。灭菌的彻底程度受灭菌时间与

灭菌剂强度的制约。微生物对灭菌剂的抵抗力取决于原始存在的群体密度、菌

种或环境赋予菌种的抵抗力。 

案例 

紫外消毒：无活性对象，如地面、空气； 

离地面 2米的 30W灯可照射 9平方米房间，照射 20-30min； 

高温湿热灭菌：布类、璃器皿、金属器皿、胶塞和某些培养用液；

121℃，30 min或 115 ℃，20 min； 

干温干热灭菌：不怕高温的非活性物品； 

              保证温度 160℃以上,保持 90-120min； 

过滤除菌：液体，0.22微米孔径； 

新洁儿灭：现用现配，擦拭； 

甲酚皂：强氧化剂，地面； 

臭  氧：强氧化剂，表面及空气消毒 

三、实验器材 

玻璃器皿： 移液管、指管、离心管、培养瓶、100ml 玻璃瓶、250ml 玻

璃瓶、培养皿、大橡皮塞、培养瓶盖、过滤器。 

实验器械： 眼科剪、眼科镊。 

仪器： 超净工作台、干燥箱、高压锅、烘箱。 

试剂： 75%酒精、1‰新洁尔灭、高锰酸钾、重铬酸钾、浓硫酸、

RPMI1640、DMEM、NaHCO3、胰蛋白酶液、D-Hanks 液、100ml 量筒、

1000ml 量筒、100ml 烧杯、1000ml 烧杯、小牛血清、双蒸水、三蒸水等。 

四、实验步骤 

https://www.baidu.com/s?wd=%E5%8C%96%E5%AD%A6%E8%AF%95%E5%89%82&tn=44039180_cpr&fenlei=mv6quAkxTZn0IZRqIHckPjm4nH00T1YLrj9Bn10zPWT4myw-Pymd0ZwV5Hcvrjm3rH6sPfKWUMw85HfYnjn4nH6sgvPsT6KdThsqpZwYTjCEQLGCpyw9Uz4Bmy-bIi4WUvYETgN-TLwGUv3EPj6dPWb1n1T
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（一）清洗 

1．玻璃器皿的清洗 

一般玻璃器皿清洗的程序包括：浸泡、刷洗、浸酸和冲洗四个步骤。 

组织细胞培养中，工作量最大的是玻璃器皿的清洗。清洗后的玻璃器皿不

仅要求透明、无污迹，而且不能残留任何物质。某些化学物质仅残留百万分之

一毫克，就会对细胞产生毒性作用。因此清洗质量的好坏直接影响到细胞培养

成功与否，必须严格按照清洗的程序进行，以保证达到清洗的目的。 

（1） 浸泡                       

初次使用和培养用后的玻璃器皿都需先用清水浸泡，以使附着物软化或溶

解，培养后的玻璃器皿往往粘有大量蛋白质，干燥后不易刷洗掉，故用后立即

浸入清水中，注意让水完全进入瓶皿中，不应留有气泡。 

新的玻璃器皿表面常附着灰尘，同时在生产过程中，玻璃表面常呈碱性并

带有一些对细胞有毒的物质，如铅和砷等。新瓶皿使用前应先用自来水简单刷

洗，然后用稀盐酸溶液（5%）浸泡过夜，以中和其中的碱性物质。 

（2） 刷洗 

浸泡后的玻璃器皿一般仍然要用毛刷沾洗涤剂洗涤，以去除器皿表面附着

较牢的杂质。刷洗玻璃器皿易用软毛刷和优质洗涤剂（如高级洗衣粉和洗洁

精），绝对不能使用含沙粒的去污粉，注意特别要刷洗瓶角部位。 

（3） 浸酸 

刷洗不掉的微量杂质经过浓硫酸和重铬酸钾清洁液的强氧化作用后，可被

除掉，而且对玻璃器皿无腐蚀作用，去污能力很强，是清洗过程中关键的一

环。清洁液是由重铬酸钾、浓硫酸和蒸馏水按一定比例配制而成。浸泡时，器

皿要充满清洁液，勿留气泡。浸泡时间不应少于 6h，一般应浸泡过夜。 

清洁液一般可配制三种强度，配方如下： 

【强  液】  

重铬酸钾       63g 

浓硫酸        1000ml 

蒸馏水        200ml 

【次强液】   
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重铬酸钾       120g 

浓硫酸        200ml 

蒸馏水        1000ml 

【弱  液】   

重铬酸钾       100g 

浓硫酸        100ml 

蒸馏水        1000ml 

（4） 冲洗    

刷洗和浸酸后都必须用水充分冲洗，使之不留任何残迹。冲洗宜用洗涤装

置，以保证冲洗效果，省时省力，亦可用手工操作，但每瓶都得用水灌满，倒

掉，重复十五次以上，最后再用蒸馏水漂洗 2～3 次，凉干备用。 

2．橡胶制品的清洗 

（1）组织细胞培养中所用橡胶制品主要是橡胶塞、圈以及滴管头等。 

（2）新购置的橡胶制品带有大量滑石粉应先用自来水冲洗干净后，再作

常规清洗处理。 

（3）常规处理方法是：每次使用后的橡胶制品都要置入水中浸泡，以便

集中处理和避免附着物干涸，然后用 2%NaOH 液煮沸 10～20min，以除掉培

养中的蛋白质。自来水冲洗后，再用 1%稀盐酸浸泡 30min，最后用自来水和

蒸馏水各冲洗 2～3 次，凉干备用。 

3．塑料制品的清洗 

（1）用流水冲洗干净，残留有附着物可用脱脂棉轻轻擦拭，晾干； 

（2）用 2%NaOH 液浸泡过夜，用自来水充分冲洗； 

（3）用 5%盐酸溶液浸泡 30min，随后用自来水冲洗干净，再用蒸馏水漂

洗 5～6 次，晾干后备用。 

4．金属器具的清洗 

组织细胞培养所用金属器具主要是一些手术刀、剪、镊子、针等，这些器

具使用后应立即用酒精擦洗干净，晾干后备用。 

（二）包装 

（1）包装的目的是防止器皿器具消毒灭菌后再次遭受污染，所以这些培



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

55 
 

养用品在消毒处理前要经严格的包装。 

（2）清洗后的器皿可先放入鼓风干燥箱中烘干，或置于通风无尘处自然

晾干，然后包装起来，再做消毒处理。包装后的器皿应便于消毒和储存。 

（3）包装材料常用不印字的皱纹纸、牛皮纸、硫酸纸、脱脂棉、棉布和

鞋底线等，包装后的培养用品装入铝饭盒或不锈钢饭盒及金属制的消毒筒内。 

（4）较大的瓶皿、滤器、消毒筒等只需把瓶口部分用硫酸纸包裹后，再

罩以牛皮纸或棉布密包起来用鞋底线扎紧即可。  

（5）比较小的培养皿、注射器、金属器具和橡胶塞等，需采用全包装，

即用牛皮纸全部包起来后装入金属盒或筒，盖上盖子再用牛皮纸包扎起来。用

笔写上盒内所装物品的名称、数量、日期等。 

（6）移液管包装时要用脱脂棉将接胶头处堵塞，松紧适宜，然后装入筒

中，筒底要垫软纸或棉花以防移液管装入时折断管尖。最后将筒口用纸包起用

线扎紧即可。 

（三） 器皿器具及环境的消毒                   

对组织细胞培养实验最危险的是发生包括细菌、真菌和病毒等微生物的污

染。它们都能直接影响实验结果。污染主要是由于操作者的疏忽而引起的，如

操作台表面或周围空气不洁、培养器皿器具和培养液消毒灭菌不彻底或存放过

久等。因而，组织细胞培养的每个环节都应采取严格的消毒措施，以防止发生

污染。消毒方法分为三类：即物理消毒法、化学消毒法和抗生素抑菌法。 

1．物理消毒法 

1.1 湿热消毒  

即高压蒸汽消毒，实验室一般采用手提式高压灭菌锅消毒，是最有效的方

法之一。适合于玻璃器皿、金属器具、橡胶制品、布质类以及耐热的无机离子

平衡液等的消毒。 

（1）将消毒锅洗净，放入适量的水（水面必须盖过电热管，以防电热管

干裂！）。 

（2）将所需消毒的物品放入消毒锅，消毒物品不能装的太满，以保证消

毒器内气体的流通，消毒瓶装液体时，橡皮塞与瓶口之间要加一根通气线，防

止瓶内气体受压将瓶塞蹦出。 
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（3）加上消毒锅盖，拧紧螺栓防止漏气。在加热升压之前，先要打开排

气阀门，排出残留在锅内的冷空气，因此，导气管一定要插到锅底并不能堵

塞。  

（4）关闭排气阀门，继而开始升压，当达到所需的压力时，通过调节火

力大小，使压力稳定在所需数值后开始计算时间。 

（5）灭菌后不要立即打开气阀放气以免水气喷出。要让其自然降温降压

至 0 磅，才能打开气阀。各种物品有效消毒压力和时间不同，一般要求如下： 

    培养用液、橡胶制品                            8 磅 30min  

    布类、玻璃器皿、金属器具等                   15 磅 20min 

1.2 干热消毒 

实验室一般采用干燥箱进行，适用于玻璃器皿的干燥消毒，由于干热传导

慢，因此需要升温到 160℃和保持 90～120min，才能杀死细菌芽孢，达到消

毒目的。消毒后不要立即打开箱门，以防冷空气骤然进入引起玻璃炸裂，影响

消毒效果。 

1.3 过滤消毒 

大多数培养用液，如人工合成培养液、血清、酶溶液等，在高温下会发生

变性，失去其生物学功能，必须采用过滤法除菌。微孔滤膜，质地均匀，有

0.60um、0.45um 和 0.22um 等几种规格，常用孔径 0.22um 滤膜过滤一般培养

用液而除菌。 

1.4 紫外线消毒 

紫外线直接法很方便，效果好，是实验室常用的消毒法，适用于消毒空

气、操作台表面和一些不能使用其它方法进行消毒的培养器具（如少量的塑料

培养皿、培养板等）培养室的紫外线灯应距地面 2.5 米，使得每平方厘米有

0.06 微瓦能量的照射，才能发生有效的消毒作用。消毒时物品要相互分开，避

免遮挡紫外线的照射。 

注意：由于紫外线照射时会产生臭氧以及对细胞、培养液、包括人体都有

一定的损伤作用，因此不要一边照射一边操作，以免受伤。照射 30min，可达

灭菌效果。 

1.5 熏蒸消毒 
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当遇到细胞培养出现多次污染，或实验室两个月一次的常规消毒，均可以

用高锰酸钾 5-7.5g，加甲醛（40%）10-15mL，混合放入一开放容器内，立即

可见白色甲醛烟雾，消毒房间需封闭 24h，至少 4h 以上。 

1.6 煮沸消毒 

它的优点是简便迅速，缺点是湿度大，消毒后物品不适于长时间保存，这

种方法适宜于临时需要消毒的耐热物品，如金属器具和注射器等在水中煮沸

20～30min，趁热倒去水分即可使用。但金属器具煮沸后宜马上使用，以防器

具生锈。                

2．化学消毒法 

化学消毒剂，包括新洁尔灭、来苏儿、过氧乙酸和酒精等。主要适用于那

些无法用其它方法消毒的物品，如操作者的皮肤、操作台面及无菌室内的桌

椅、墙壁和空气等（可于紫外线配合消毒，互相取长补短）。实验室最常用的

化学消毒剂是 0.1%新洁尔灭和 70%的酒精，这些消毒剂对皮肤和细胞毒性

小，尤其对那些瓶皿开口部位的消毒，效果很好。过氧乙酸是新近推出的一种

消毒剂，消毒能力极强，在 0.5%浓度，10min 即可将芽孢杀灭，可以用作各

种物品的表面消毒，使用时需用水稀释后用喷洒和擦拭的方法消毒。 

3．抗生素消毒法 

抗生素消毒作用主要是抑制液体内的细菌繁殖，因此适用于细胞培养用液

的消毒，延长培养用液的有效期。抗生素种类很多，实验室常用的是青、链霉

素混合液也称“双抗”液，其抑菌效果很好。 

（四）试剂配置                   

1. D-Hanks 液配制 

D-Hanks 原液 

NaCl       8.0g 

Na2HPO4·2H2O     0.06g  

KCl        0.4g 

KH2PO4       0.06g 

蒸馏水       100ml 

配制时，按配方顺序逐一用水彻底溶解，必须在前一药品完全溶解之后，
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才能加入下一种药品，原液暂时不用可置 4℃冰箱保存。 

D-Hanks 使用液 

D-Hanks 原液                        10ml 

蒸馏水                              90ml 

加 5%NaHCO3，调整 PH 值至 7.2。 

将配好的 D-Hanks 使用液，分装，包扎瓶口，经 8 磅 30min 或 10 磅

15min 灭菌后，置 4℃冰箱备用。使用前加双抗于 D-Hanks 使用液中浓度为

1%。 

2. 0.25%胰蛋白酶液配制 

胰蛋白酶                           0.25g 

D- Hanks 使用液                     100ml  

先用少量 D-Hanks 液把胰蛋白酶粉末调成糊状，再加 D-Hanks 液溶解，

用 5%NaHCO3调 pH 至 7.6～7.8，用 D-Hanks 液定容至 100ml。过滤除菌，分

装小瓶，置冰箱中-18℃冰冻保存。 

3. RPMI1640、DMEM 培养基配制  

90ml 分装后，加双抗于培养液中浓度为 1%。使用时加 10%小牛血清。 

4.小牛血清的处理 

10ml 分装，使用前应做热灭活处理，即通过加热的方法破坏补体。将小

牛血清放入 56℃水浴中 30min，其间要不时轻轻晃动，使受热均匀，防止沉

淀析出。 

5.双抗溶液配制 

青霉素 1 瓶（80 万单位）加 4ml 灭菌的 D-Hanks 液，即成 20 万单位/ml

溶液。 

链霉素 1 瓶（100 万单位）加 5ml 灭菌的 D-Hanks 液，即成 20 万单位/ml

溶液。 

取 1 和 2 溶液各 0.5ml 混合，加入 9ml 灭菌的 D-Hanks 液，则成含青、链

霉素各 1 万单位/ml，分装后置 4℃冰箱保存备用。 

 

【讨论提问】 

1. 无菌操作准备的时候，你会按照哪个逻辑顺序开展工作？ 



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

59 
 

2. 如果一样物品功能不明，你会根据哪些特征判定其无菌化方法？  

【本课小结】 

    无菌化工作是个系统连贯的操作，环环相扣，不能疏忽大意的准备工作，

同学需要通过自己亲自筹备无菌操作的准备工作，形成端正的无菌操作理念和

意识。 

【课后作业】 

   1. 记录无菌化准备的基本流程，形成可行性技术路线图。 

 

 

 

 

 

教学反思 

1. 从本实验开始注意引导学生的自主性，给出实验计划，由学生自主设计实验流程，

完成整个实验准备工作，注意调动学生的参与意识，“为自己准备实验”，不仅要有

责任心，又要对整个实验具有完整的掌控。 

2. 注意教师的引领和规范，学生在准备实验得时候，场面容易失控，一定要其实注意

教学秩序的走向。 
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实验八 贴壁细胞的传代培养 

教学目标 

1. 掌握动物贴壁细胞传代培养的基本操作过程； 

2. 学习观察体外培养细胞的形态及生长状态； 

3. 熟练无菌操作技术； 

学习重点 能够标准化进行动物贴壁细胞的传代； 

学习难点 
1. 在传代的过程中注意无菌操作的严格性； 

2. 了解传代培养过程中细胞的生长状态变化； 

学时分配 8 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 

 

 

 

 

 

 

 

 



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

61 
 

授课题目 实验八 贴壁细胞的传代培养 授课序次 NO.9-10 

总学时数 6 学时 授课时长 2 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第八节 贴壁细胞的传代培养》； 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《细胞生物学实验》； 

（3）视频资源：《细胞的传代培养》实验视频； 

（4）沈阳师范大学动物细胞培养虚拟教学平台； 

2.导学作业 

（1）细胞依靠什么机制贴附在培养瓶壁上的？ 

（2）贴壁的细胞和非贴壁的细胞形态上有什么区别？ 

（3）所谓的“消化细胞”是什么意思，胃消化食物么？ 

（4）如何判断细胞已经不在贴壁状态？ 

（5）利用《沈阳师范大学动物细胞培养虚拟教学平台》了解动物贴壁细

胞的传代过程。 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

 

【课堂导入】 

养细胞和养宠物是一样的，需要观察在哪生长舒服，细胞饿没饿？细胞生

没生病？房间住着挤不挤？这是一个细胞培养员应该具备的基本能力和素养。 

传代培养实验是几乎所有细胞生物学实验的基础。当原代培养成功以后，

随着培养时间的延长和细胞不断分裂，细胞之间相互接触而发生接触性抑制，

生长速度减慢甚至停止；另一方面也会因营养物不足和代谢物积累而不利于生

长或发生中毒。此时就需要将培养物分割成小的部分，重新接种到另外的培养

器皿（瓶）内，再进行培养。 

那么，如何让贴壁的细胞搬家呢？ 
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【探究新知】 

一、实验目的 

1.掌握动物贴壁细胞传代培养的基本操作过程； 

2. 学习观察体外培养细胞的形态及生长状态； 

3. 熟练无菌操作技术。 

二、实验原理 

细胞由原培养器皿分离稀释后传到新的培养器皿的过程称为传代

（passage）或者传代培养（subculture）。工具酶为 0.25%胰蛋白酶。 

传代的原因： 

（1）细胞生长和增殖单层细胞将铺满培养瓶底，或密度过大，产生了接

触抑制； 

（2）单个细胞克隆过于密集，需要传代疏散细胞； 

对于贴壁细胞培养而言，80%汇合或刚汇合的细胞是较理想的传代阶段。 

体外培养的原代细胞或细胞株要在体外持续地培养就必须传代，以便获得

稳定的细胞株或得到大量的同种细胞，进行下一步的实验并维持细胞种的延

续。传代的频率或间隔与培养液的性质、接种细胞的数量和细胞增殖速度有

关。 

三、实验器材 

超净工作台，二氧化碳培养箱，倒置显微镜，酒精灯、吸管、培养瓶、离

心管、离心机、血球记数板。  

Hanks 液、75%酒精、0.25%胰蛋白酶、DMEM 培养液（含小牛血清及

青、链霉素）； 

人肺癌细胞 A549 或其它贴壁细胞； 

四、实验步骤 

1. 虚拟实验室演示与操作 

基于《沈阳师范大学生命科学学院细胞培养虚拟培训平台》，学生演练。 

2. 个人操作标准化 

根据实验原理，个人熟悉操作步骤，无菌室外强化标准操作； 

3. 无菌室实战操作 

（1）传代前，将培养瓶置倒置显微镜下，观察细胞是否已长成致密单
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层，如已长成致密单层，则可以进行细胞传代。 

（2）倒掉培养细胞的旧培养基。酌情可用 2-3 mL Hanks 液洗去残留的旧

培养基，或用少量胰酶涮洗一下。 

（3）每个大培养瓶加入 1 mL 胰酶，小瓶用量酌减，盖好瓶盖后在倒置

显微镜下观察，当细胞收回突起变圆时立即翻转培养瓶，使细胞脱离胰酶。 

（4）将胰酶倒掉。注意勿使细胞提早脱落入消化液中。 

（5）加入少量的含血清的新鲜培养基，反复吹打消化好的细胞使其脱壁

并分散， 

（6）根据分传瓶数补加一定量的含血清的新鲜培养基(7～10 mL／大瓶，

3～5 mL／小瓶)制成细胞悬液， 

（7）分装到新培养瓶中。盖上瓶盖，标记细胞名称及操作时间 

（8）适度拧紧后再稍回转，以利于 CO2 气体的进入，将培养瓶放回 CO2

培养箱。 

 

细胞贴壁和消化的形态改变 

 

注意事项 

（1）实验之前将实验中用到的培养液及其他溶液先于 37℃温育一段时
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间。 

（2）向培养有细胞的培养瓶中加入液体时，一般沿着生长细胞的对面瓶

壁注入，然后慢慢转动培养瓶。 

（3）操作过程中要尽量轻拿轻放。 

（4）酶解消化过程中要不断观察，消化过度会对细胞造成损害，消化不

够则难于将细胞解离下来。 

 

【讨论提问】 

1. 根据什么标准判断细胞已经长满，可以传代？ 

2. 细胞“消化好”的标准是什么？ 

80%标准 

3. 吹打至细胞悬液的判定标准是什么？ 

     细胞单个呈球形，漂浮于培养液中。 

 

【本课小结】 

    传代培养是基于无菌操作的基础之上，开展的第一次细胞培养操作，过程

中不仅要注意无菌操作的标准，更要严格遵守传代培养的技术要领，我们培养

的是“活的”、“软软的”细胞。 

【课后作业】 

1. 记录传代培养的操作心得和体会； 

2. 拍照记录细胞形态； 

3. 记录贴壁细胞的传代间隔时间； 

 

【拓展资料】 

1. 细胞生长环境（二氧化碳培养箱的设置）： 

（1）恒温动物：37 ℃±0.5 ℃ ，耐寒； 

   （2）PH:7.2-7.4；耐酸 

   （3）5％CO2（二氧化碳含量 2-10% ） 

   （4）无菌 

   （5）保持一定湿度（饱和） 
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2. 动物细胞体外生长的形态： 

 

3. 所谓细胞“一代”，即从细胞接种到分离再培养的一段时间（细胞由原培

养瓶内分离稀释后传到新的培养瓶的过程称为传代，进行一次分离再培养称之

为传一代），如某一细胞系为 50代即该细胞已传代 50次。 

其中贴壁型细胞是需要附着在某一固相支持物表面才能生长的细胞，贴壁

铺展，有丝分裂形成致密的细胞单层，又叫做单层细胞培养，一般采用酶消化

法进行传代。半悬浮生长细胞则部分呈现贴壁生长现象，贴壁不牢，可用直接

吹打法使细胞从瓶壁脱落下来，进行传代。悬浮型细胞为不必附着于固相支持

物表面，在悬浮状态下即可生长的细胞，一般采用离心法进行传代。 
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教学反思 

 

1. 学生第一次独立完成无菌操作，而且是一个比较复杂的实验，要给予学生足够的准

备空间。 

2. 实际操作的时候，注意规范动作，但是不能催促学生，保证学生的操作空间，建议

下次实验的时候，由学生助手全程录像，方便学生实验反思和改进。 

3. 督促学生课下及时关注自己的实验结果，细胞实验不能下课就结课，细胞是活的实

验对象，需要做好长期实验的准备。 
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实验九 贴壁细胞的冻存与复苏 

教学目标 
1. 掌握细胞冻存与复苏的基本原理； 

2. 熟练进行细胞冻存与复苏的操作； 

学习重点 自主完成贴壁细胞的冻存和复苏操作； 

学习难点 基于标准的无菌操作，保证冻存和复苏细胞的存活率； 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验九 贴壁细胞的冻存与复苏 授课序次 NO.9 

总学时数 8 学时 授课时长 2 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第九节 贴壁细胞的冻存与复苏》； 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《细胞生物学实验》； 

（3）视频资源：《动物细胞冻存与复苏》实验视频； 

（4）沈阳师范大学动物细胞培养虚拟教学平台； 

2.导学作业 

（1）类比东北冬天的冻梨，如果直接将细胞冷冻会出现什么样的效果？ 

（2）你如何看待人体冷冻技术？如果将来科技足够发达，你会选择该项

服务么？ 

（3）目前活体冻存与复苏技术的最大缺陷，你认为是什么？ 

（4）冷冻保护剂在细胞冻存中的作用是什么？ 

（5）利用《沈阳师范大学动物细胞培养虚拟教学平台》了解动物贴壁细

胞的冻存与复苏过程。 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课堂导入】 

【案例】 

杜虹是重庆知名儿童文学作家，2015年 5月 30日因胰腺癌去世。在去世

之前，杜虹以及家人，辗转联系到了一个专门从事人体冰冻研究的科研机构—

—美国阿尔科生命延续基金会(英文名称 Alcor)。该基金会是目前世界上最大

的人体冷冻机构之一。杜虹一家选择了花费 12万美金(约 75万元人民币)大脑

冷冻。按 Alcor科学家的乐观估计，50年后的科学技术也许就能让杜虹解冻

头部、再造身体，也就是——复活。  
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细胞冻存是细胞保存的主要方法之一。细胞一旦离开活体开始原代培养，

它的各种生物特性都将逐渐发生变化，并随着传代次数的增加和体外环境条件

的变化而不断有新的变化。因此及时进行细胞冻存十分必要。冻存可以使细胞

暂时脱离生长状态而将其细胞特性保存起来，这样在需要的时候再复苏细胞用

于实验。而且适度地保存一定量的细胞，可以防止因正在培养的细胞被污染或

其他意外事件而使细胞丢种，起到了细胞保种的作用。除此之外，还可以利用

细胞冻存的形式来购买、寄赠、交换和运送某些细胞。 

那么，我们今天要学习一下如果冻存复苏细胞，同时动脑思考一下，如果

从细胞冻存到生物体的冻存，技术上需要做哪些突破和创新？ 

 

【探究新知】 

一、实验目的 

1. 掌握细胞冻存与复苏的基本原理； 

2. 熟练进行细胞冻存与复苏的操作。 

二、实验原理 

1. 细胞冻存及复苏的基本原则是慢冻快融，实验证明这样可以最大限度

的保存细胞活力。 

2. 目前常用的保护剂为二甲亚砜（DMSO）和甘油，它们对细胞无毒

性，分子量小，溶解度大，易穿透细胞。这两种物质能提高细胞膜对水的通透

性，如向培养液加入保护剂，可使冰点降低。在缓慢的冻结条件下，能使细胞

内水份在冻结前透出细胞，减少细胞内冰晶的形成，从而减少由于冰晶形成造

成的细胞损伤。 

【知识拓展】：在低于-70℃的超低温条件下，有机体细胞内部的生化反

应极其缓慢，甚至终止。使细胞免受溶质损伤，细胞得以在超低温条件下保

存。在不加任何条件下直接冻存细胞时，细胞内和外环境中的水都会形成冰

晶，能导致细胞内发生机械损伤、电解质升高、渗透压改变、脱水、PH改

变、蛋白变性等，能引起细胞死亡。为了避免污染造成的损失，最小化连续细

胞系的遗传改变和避免有限细胞系的老化和转化，需要冻存哺乳细胞。冻存细

胞前，细胞应该特性化并检查是否污染。 

3. 贮存在－130℃以下的低温中能减少冰晶的形成。细胞冷冻储存在-
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70℃冰箱中可以保存一年之久；细胞储存在液氮中，温度达-196℃，理论上储

存时间是无限的。 

4. 复苏细胞应采用快速融化的方法，这样可以保证细胞外结晶在很短的

时间内即融化，避免由于缓慢融化使水分渗入细胞内形成胞内再结晶对细胞造

成损伤。也不会暴露在高浓度的电解质溶液中过长的时间，从而无冰晶损伤和

溶质损伤产生，冻存的细胞经复苏后仍保持其正常的结构和功能。 

三、实验器材 

1. 材料：人肺癌细胞 A549； 

2. 试剂：DMEM 基本培养液、胎牛血清、胰酶、DMSO，PBS。 

3. 仪器：倒置显微镜，二氧化碳培养箱，压蒸汽灭菌锅，超净工作台

等。 

四、实验步骤 

1. 细胞冻存 

（1）配制冻存液：10 % DMSO + 20%胎牛血清+70%基本培养液，4℃冰

箱保存预冷。 

（2）选对数生长期细胞，在收集细胞 24 h 前换液一次。 

（3）按传代方法把培养细胞制备成悬液，收集到离心管中，800r/min 离

心 10min，弃上清液。 

（4）沉淀加冻存液，吹打均匀，计数，调整至 5×106 个细胞/ml 左右。 

（5）将悬液分至冻存管中，每管 1 ml。 

（6）将冻存管空封严，贴上标签，写明细胞种类，冻存日期。 

（7）按下列顺序降温：室温     4℃冰箱（20min）     -20℃冰箱

（30min）      -80℃冰箱冻存（或液氮中）长期保存。  

2. 细胞复苏 

（1）从低温冰箱或液氮中取出塑料冻存管。 

（2）迅速放入 37℃水浴中，并不断摇动，使其急速融化，30s～1min 内

完成。 

（3）冻存管用 70%酒精棉球擦拭消毒后，打开上盖，用吸管将细胞悬液

吸到离心管中。 

（4）低速离心（1000r/min）10min，去上清液。后再用培养液洗一次。 

http://zhidao.baidu.com/search?word=%E8%83%8E%E7%89%9B%E8%A1%80%E6%B8%85&fr=qb_search_exp&ie=utf8


生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

71 
 

（5）沉淀加 10mL 培养液，吹打均匀后再离心 10min，弃上清液。 

（6）加适量培养基后将细胞转移至培养瓶中，置 37℃恒温箱中培养，第

二天观察细胞生长情况。 

注意事项 ： 

1. 保证慢冻快融的原则。 

2. 水浴锅内冻存管太多，导致传热不佳，使融化时间延长。 

3. 常温下 DMSO 对细胞存在伤害，冻存液需要预降温至 4℃，细胞接触

冻存液后要迅速移至低温冰箱内降温。 

4. 离心前切记平衡，避免导致离心机损坏和细胞丢失。 

5. 一次复苏细胞过多，更换吸头和吸管，避免导致细胞交叉污染。 

 

【讨论提问】 

1. 为什么采用慢冻存慢复苏的原则？ 

2. 细胞冻存的数量会不会影响冻存效果？ 

 

【本课小结】 

   掌握细胞冻存和复苏的技术流程，熟练无菌操作技术。在掌握传代培养的

基础之上，进行细胞的冻存，并通过复苏实验验证无菌操作效果和细胞存货情

况。 

 

【课后作业】 

1. 完成并分析你所做的细胞冻存及复苏实验。 

2. 记录复苏细胞的贴壁时间及数量，对冻存效果进行评估。 

 

教学反思 

1. 两个实验相辅相成，自己冻存细胞，自己复苏细胞，经过两次独立的实验操作，本

实验应该由学生完全独立完成，最好形成开放实验室的模式，由学生自主决定何时

做实验，何时收集结果，形成独立自主的操作习惯。 
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实验十 植物组织培养技术 

实验目的 

1．了解植物组织培养的方法和要点； 

2．诱导胡萝卜储藏根产生愈伤组织； 

3．掌握植物组织再生植株的原理； 

学习重点 掌握植物外植体诱导愈伤组织的技术； 

学习难点 理解植物组织再生植株的基本途径，建立植物细胞全能性的理念； 

学时分配 4 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验十 植物组织培养技术 授课序次 NO.10 

总学时数 8 学时 授课时长 2 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第十二节 植物组织培养技术》； 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《细胞生物学实验》； 

（3）视频资源：《植物组织培养技术》实验视频； 

（4）沈阳师范大学动物细胞培养虚拟教学平台； 

2.导学作业 

（1）如何理解植物细胞的全能性和动物细胞的全能性？ 

（2）培养基里培养一片叶子和培养一片动物皮肤，结果有何区别，为什

么？ 

（3）长在树上的叶子为什么没有再生为完整的植株？ 

（4）你了解植物外植体再生完整植株的过程么？ 

（5）据你了解，植物的叶子、茎、花瓣、胚乳、胚、反足细胞、花粉母

细胞是否可以在体外培养形成再生植株？ 

（6）利用《沈阳师范大学动物细胞培养虚拟教学平台》了解植物外植体

的培养过程。 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课程导入】 

植物的组织培养是根据植物细胞具有全能性理论，近几十年来发展起来的

一项无性繁殖的新技术。植物的组织培养广义又叫离体培养，指从植物体分离

出符合需要的组织、器官或细胞，原生质体等，通过无菌操作，在无菌条件下

接种在含有各种营养物质及植物激素的培养基上进行培养以获得再生的完整植

株或生产具有经济价值的其他产品的技术。狭义是指组培指用植物各部分组
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织，如形成层、薄壁组织、叶肉组织、胚乳等进行培养获得再生植株，也指在

培养过程中从各器官上产生愈伤组织的培养，愈伤组织再经过再分化形成再生

植物。 

 

 

【探究新知】 

一、实验目的 

1．了解植物组织培养的方法和要点； 

2．诱导胡萝卜储藏根产生愈伤组织； 

3．掌握植物组织再生植株的原理； 

二、实验原理 

1. 植物组织培养 

植物组织培养即植物无菌培养技术，又称离体培养，是根据植物细胞具有

全能性的理论，利用植物体离体的器官(如根、茎、叶、茎尖、花、果实等）、

组织（如形成层、表皮、皮层、髓部细胞、胚乳等）或细胞（如大孢子、小孢

子、体细胞等）以及原生质体，在无菌和适宜的人工培养基及温度等人工条件

下，能诱导出愈伤组织、不定芽、不定根，最后形成完整的植株的技术。 

2. 细胞全能性 

组织培养的理论依据是植物细胞具有全能性。即植物体任何一个细胞都携

带着一套发育成完整植株的全部遗传信息，在离体培养情况下，这些信息可以

表达，产生出完整植株。 
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【知识拓展】 

A 循环表示生命周期，它包括孢子体和配子体的世代交替。 

B 循环表示细胞的核质周期(细胞周期)，由于核质互作，DNA 复制、转录

RNA 并翻译为蛋白质，使全能性形成和保持。 

C 循环是组织培养周期，组织或细胞与供体失去联系，处于无菌条件下，

靠人工的营养及激素进行异养状态的代谢。 

分生组织可通过 3 个途径实现细胞的全能性：一是由分生组织直接分生芽

而达到快速繁殖的目的；二是由分生组织形成愈伤组织，经过分化实现细胞的

全能性；三是游离细胞或原生质体形成胚状体，由胚状体直接重建完整植株，

或制成人工种子后再重建植株。 

3. 外植体再生植株的原理 

器官发生途径和胚状体发生途径 

三、实验材料 

1. 试剂：胡萝卜、乙醇、IAA 或 2 ，4-D 、HgCl 2 （或次氯酸钠）、6- 

苄基氨基腺嘌呤（ 6-BA ），MS 培养基 

2. 仪器设备：培养室，高压灭菌锅，水浴锅，解剖刀，100mL 三角烧瓶

烧杯，量筒，培养皿，超净工作台，分析天平，长镊子，剪刀，橡皮筋 

四、实验步骤 

1. 配制培养基 

（1）愈伤组织诱导培养基：MS 培养基，蔗糖含量为 10 g/L ，2，4–D 

含量为 2 mg/L，琼脂 10 g/L； 

（2）试验培养基：在 MS 培养基中加入 IAA 和 6–BA。吲哚乙酸先用

少量 0.1 mol/L NaOH 溶解，6-苄基氨基腺嘌呤先用少量 0.1 mol/L HCl 溶解，

然后用蒸馏水稀释，再加入培养基中。 

2. 培养基灭菌 
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（1）将配好的培养基加入琼脂加热溶解，调至 pH 5.8，趁热分装于 100 

mL 三角烧瓶中，每瓶 20mL； 

（2）待培养基冷却凝固后，用两层称量纸包扎瓶口，并用橡皮筋扎牢，

然后在高压灭菌锅中 121℃下灭菌 20 min； 

（3）取出三角烧瓶放在台子上，冷却后备用。接种操作所需的一切用具

（如长镊子、解剖刀、剪刀等）及灭菌水，需同时灭菌； 

3. 诱导产生愈伤组织 

（1）取健壮的胡萝卜数段，每段约 5 cm 长，于烧杯中用 0.1%氯化汞

（升汞）浸泡 20 min，取出用无菌水洗 3-4 次； 

（2）置于无菌培养皿中，在超净台中按无菌操作要求剥去外皮，弃去开

始一片和最后一片，用解剖刀切成 5 mm 厚的圆片； 

（3）用长镊子将它接种在诱导培养基上，注意圆片的切口朝向培养基，

每瓶接种 4 片，接种后扎好瓶口； 

（4）将已接入外植体的三角烧瓶，培养在 25℃温室中，每星期检查 l-2 

次，剔除材料已被杂菌污染的三角烧瓶，3-4 周后产生愈伤组织； 

（5）选取愈伤组织生长良好的三角烧瓶，用解剖刀将愈伤组织切下，转

移到含有不同激素的试验培养基中，每瓶放 1-2 块； 

（6）25 ℃温室中继续，每周 1-2 次观察愈伤组织分化情况，直至长出根

和芽； 

（7）长成的幼小植株即为“试管苗”，可移栽于花盆中。 

 

【讨论提问】 

1. 如何诱导外植体产生愈伤组织，芽，根？具体条件如何？ 

 

【本课小结】 

1. 植物组织培养是植物微繁的基础技术，通过基础操作完成基本的组织

培养过程。 

【课后作业】 

1、每隔 1 周观察记录外植体的生长状况。 
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【知识拓展】 

1. 通过器官发生途径再生植株的方式 

 

2.体细胞胚的形成过程 

 

 

3. 离体快速繁殖的基本途径 
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4.组培的前期准备工作 

 

教学反思 

1. 虽然都是无菌操作，但是植物组培和动物细胞培养完全两个级别的操作，一定要及

时树立学生正确的理论观念。 

2. 本实验最好由学生选取组培材料，引导学生在前期独立实验的基础上，独立开展实

验设计。教师的相对工作量会增加，做好调整工作和预案。 

 

  



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

79 
 

实验十一 石蜡切片及苏木精-伊红染色技术 

实验目的 
1．了解石蜡切片技术的基本方法和步骤； 

2．利用石蜡切片技术进行显微观察； 

学习重点 学会石蜡切片的制作方法 

学习难点 能够较高质量的完成石蜡切片制作 

学时分配 8 学时 

教学方法 “线上”+“线下”混合式教学；讲授法；基于问题的教学；演示法， 

教学手段 传统教学＋现代多媒体 

学习方法 自主探究；文献调研；团队合作 

知识结构

体系 
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授课题目 实验十一 石蜡切片及 HE 染色技术 授课序次 NO.11 

总学时数 8 学时 授课时长 2 学时 

教学过程及授课内容 备注 

 

【网络平台导学内容】 

1.学习资源 

（1）课件资料：《第十一节 石蜡切片及 HE 染色技术》； 

（2）慕课资源：中国大学 MOOC，南京师范大学，《细胞生物学实验》； 

（3）视频资源：《石蜡切片》实验视频； 

2.导学作业 

（1）根据视频请解释以下名词，脱水，包埋，透蜡。 

（2）请根据视频二写出石蜡切片技术的具体操作步骤，包括固定，包

埋，染色。 

（3）伊红和苏木精分别是针对细胞那个部分的染料？ 

（4）石蜡切片在进行染色之前，为什么要脱蜡？用哪种试剂进行的脱

蜡？ 

（5）新鲜的组织可以直接进行石蜡包埋么？为什么？需要哪种处理？ 

（6）如果石蜡切片脱蜡之后，直接进行染色可以么？为什么？ 

（7）请深深的思考一下，石蜡切片技术为什么要这么繁琐，每个步骤的

必要性。请随意发挥。 

3.讨论区 

根据学生在导论作业的互动情况，排查学生比较核心的知识盲区，生成讨

论区问题，引导学生进一步解析思考，产生线下学习的内在动力。 

 

【课程导入】 

石蜡切片（paraffin section） 组织学常规制片技术中最为广泛应用的方

法。石蜡切片不仅用于观察正常细胞组织的形态结构，也是病理学和法医学等

学科用以研究、观察及判断细胞组织的形态变化的主要方法，而且也已相当广

泛地用于其他许多学科领域的研究中。教学中，光镜下观察切片标本多数是石

蜡切片法制备的。活的细胞或组织多为无色透明，各种组织间和细胞内各种结
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构之间均缺乏反差，在一般光镜下不易清楚区别出；组织离开机体后很快就会

死亡和产生组织腐败，失去原有正常结构，因此，组织要经固定、石蜡包埋、

切片及染色等步骤以免细胞组织死亡，而能清晰辨认其形态结构。 

 

【探究新知】 

一、实验内容： 

对动物组织进行固定、包埋、切片及 HE 染色 

二、实验目的 

1．了解石蜡切片技术的基本方法和步骤； 

2．利用石蜡切片技术进行显微观察； 

三、实验原理 

1．固定： 

用适当的固定液浸渍切成小块的新鲜材料，迅速凝固或沉淀细胞和组织中

的物质成分、终止细胞的一切代谢过程、防止细胞自溶或组织变化，尽可能保

持其活体时的结构。固定能使组织硬化，有利于切片的进行，而且也有媒浸作

用，有利于组织着色。 

2.脱水： 

固定后或洗涤后的组织内充满水分，若不除去水分则无法进行以后的透

明、浸蜡与包埋处理，原因在于透明剂多数是苯类，苯类和石蜡均不能与水相

溶合，水分不能脱尽，苯类无法浸入。 

酒精为常用脱水剂，它既能与水相混合，又能与透明剂相混。为了减少组

织材料的急剧收缩，应使用从低浓度到高浓度递增的顺序进行，材料可以放在

70%酒精中保存，因高浓度酒精易使组织收缩硬化，不宜处理过久。正丁醇、

叔丁醇、丙酮及二氧陆环等也可做脱水剂。 
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3. 透明： 

纯酒精不能与石蜡相溶，还需用能与酒精和石蜡相溶的媒浸液，替换出组

织内的酒精。材料块在这类媒浸液中浸渍，出现透明状态，此液即称透明剂，

透明剂浸渍过程称透明。常用的透明剂有二甲苯、苯、氯仿、正丁醇等，各种

透明剂均是石蜡的溶剂。 

透明剂的浸渍时间则要根据组织材料块大小及属于囊腔抑或实质器官而

定。如果透明时间过短，则透明不彻底，石蜡难于浸入组织；透明时间过长，

则组织硬化变脆，就不易切出完整切片，最长为数 h。 

4. 浸蜡： 

用石蜡取代透明剂，使石蜡浸入组织而起支持作用。 

5. 染色： 

染色的目的是使细胞组织内的不同结构呈现不同的颜色以便于观察。未经

染色的细胞组织其折光率相似，不易辨认。经染色可显示细胞内不同的细胞器

及内含物以及不同类型的细胞组织。 

经典的苏木精（Hematoxylin）和伊红（曙红，Eosin）染色法是组织学标

本及病理切片标本的常规染色，简称 HE 染色。经 HE 染色后，细胞核被苏木

精染成紫蓝色，多数细胞质及非细胞成分被伊红染成粉红色。 

四、实验材料 

1. 材料：动物内脏  

2．器材：恒温水浴锅，恒温箱，石蜡切片机等  

五、实验步骤 

1. 取材与固定 

（1）取材：动物解剖后，迅速取出内脏，PBS 清洗干净血污，实心组织

切割成大小 5*5*2mm，空心细长组织 10mm 长； 

（2）固定：清洗干净血污后，布温氏固定液固定 24h； 

（3）漂洗：70%乙醇换洗 3 次，每次 20~60min； 

（4）保存：70%乙醇 0~4 ℃； 

2. 脱水、渗透与包埋 

（1）脱水：85%乙醇→95%乙醇→100%乙醇→100%乙醇，每步

 



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

83 
 

30min~60min； 

（2）透明：1/2 乙醇＋1/2 二甲苯→二甲苯→二甲苯，每步

30min~60min； 

（3）渗透： 1/2 二甲苯＋ ½石蜡→石蜡→石蜡，每步 20min~60min，温

度 62℃； 

（4）包埋：将材料放入盛有石蜡的纸盒中，考虑下一步的修快与切片方

向摆好位置，在水中冷却 5～10min； 

3. 切片 

（1）一个蜡块含一个材料，蜡块呈正方形或长方形，材料位于蜡块正中

央。材料边缘与蜡块边缘平行，各面要平直，材料边缘与蜡块边缘的距离约

3mm； 

（2）将修好块的蜡块用烧热的解剖刀固着在样品台上； 

（3）将样品台固定在切片机样品臂上，使切面竖直； 

（4）调切片厚度 5～10um； 

（5）将切片刀用纱布蘸少许二甲苯擦净后装到切片机上，调刀角 15～

20，将刀固定好； 

（6）调刀距 使样品与刀口尽可能靠近； 

（7）切片顺时针摇动切片机速度 40-60r/min； 

（8）将切好的蜡带光面向下用毛笔放到台纸上； 

4. 贴片 

（1）清洗载波片； 

（2）加粘片剂，要求薄、匀； 

（3）放切片，光面向下； 

（4）加水于切片下面； 

（5）展片将载波片放于 50℃的温台上至切片完全展平； 

（6）烤干吸掉多余水，继续放于温台上至水完全干燥； 

（7）贴标签 临时标签，用铅笔写明组号、姓名。 

5. 染色 

（1）脱蜡：二甲苯(2)→二甲苯(1)，每步 510min； 

https://www.biomart.cn/supply/10080131.htm
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（2）复水：1/2 乙醇+1/2 二甲苯→100%乙醇(2)→ 100%乙醇(1)→ 85%乙

醇→ 70%乙醇→ 50%乙醇→ 30%乙醇→蒸馏水，每步 2min； 

（3）初染：代氏苏木精染色 15min； 

（4）分化：0.1%HCl 脱色至变红→0.1%NaOH 至变蓝； 

（5）脱水：蒸馏 水（3－5s）→ 30%乙醇→ 50%乙醇→70%乙醇→ 

85%乙醇，每步 2min； 

（6）复染：0.5%伊红（溶于 95%乙醇）染色 10~15min； 

（7）脱水透明：95%乙醇(1020s)→100%乙醇(1) →100%乙醇(2)→ 1/2 乙

醇+1/2 二甲苯→二甲苯(1) →二甲苯(2)(≥3min)，每步 2~3min； 

（8）封片：将材料周围擦干净（注意在擦的过程中材料上的二甲苯必须

保证不能干，可随时补加），加 1～2 滴中性树胶，加盖玻片； 

（9）贴标签：注明样品名称、染色方法、组号、姓名和日期； 

（10）镜检：检查样品取材、切片及染色情况，熟悉样品为下次样品观察

做好准备； 

（11）干燥：平放于展片盘中，于 37℃温箱中或自然干燥； 

（12）预习：下次实验：样品的观察，需提前做好预习，并准备纸、铅

笔。 

 

【讨论提问】 

    1. 石蜡切片和冰冻切片各自擅长哪个领域的科学研究？ 

【本课小结】 

石蜡切片（paraffin section）组织学常规制片技术中最为广泛应用的方

法。石蜡切片不仅用于观察正常细胞组织的形态结构，也是病理学和法医学等

学科用以研究、观察及判断细胞组织的形态变化的主要方法，而且也已相当广

泛地用于其他许多学科领域的研究中。 

【课后作业】 

1、采集石蜡切片图像，附于报告册上。 
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教学反思 

1. 由于本次授课为线上学习，学生主要完成了理论的学习过程，一定要督促学生完成

视频观摩，形成感性认识，在线下实验中能够进行观摩。 

2. 由于实验相对复杂繁琐，要帮助学生理解每步实验的逻辑关系，不能死记硬背，导

致无法正确分析实验结果。 
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附：教学大纲 

《细胞生物学实验》课程教学大纲 

（Cell Biology Experiment） 

一、课程说明 

课程名称及代码：细胞生物学实验 02301670 

课程性质：专业必修 

课程学分：1.5 

开课学期：第四学期 

适用专业：适用于生物科学专业 

课程总学时:48 

课程周学时:4 

先修课程：动物学、植物学、生物化学、植物生理学 

二、课程目标 

1.课程目标内容 

课程目标 1：学生在分析解读细胞生物学实验原理之上，规范开展显微镜使用、植物细胞骨

架标本制作、植物原生质体分离及诱导融合、细胞器超活染色、显微摄影等实验操作；具有独立

完成细胞生物学基础实验操作的能力。 

课程目标 2：学生理解细胞生物学的基本研究方法，并了解生物显微镜、细胞融合技术及显

微摄影等技术在社会实践和科学研究领域中的应用价值。 

课程目标 3：学生通过不同类型实验的训练，逐渐形成信息收集整理、创新、反思等科学素

养，在生物科学研究和实践中，形成主动分析和解决问题的意识和能力。 

2. 课程目标与毕业要求的对应关系 

毕业要求 
课程目标 

（支撑度） 

3.学科素养 

3-2．具备基础的生物学实验操作技能，具备解读实验原

理、执行生物实验室操作规范、撰写实验研究报告等素养，

具有独立开展验证性或综合性实验的经验。 
课程目标 1（H） 

3.学科素养 

3-3．知晓生物学相关领域的基本发展规律，理解生物学科知

识体系基本思想和研究方法，了解生物相关知识技能与社会

实践的联系与应用。 

课程目标 2（M） 
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7.学会反思 

7-2．具备一定的生物专业创新意识，可以运用批判性思维和

反思方法，分析和解决生物专业学习和中学生物教学过程中

存在的实际问题。 

课程目标 3（L） 

（注：H 代表课程分目标与毕业要求分指标点为高支撑，M 代表中支撑，L 代表低支撑。） 

3. 课程目标与课程教学内容的对应关系 

章次 内容 支撑课程目标 

一 普通光学显微镜及暗视野显微镜的使用 课程目标 1.2 

二 植物细胞骨架的光学显微镜观察 课程目标 1.3 

三 植物原生质体的分离与诱导融合 课程目标 1.2.3 

四 细胞膜的渗透性及意义 课程目标 1.2 

五 液泡系及线粒体的活体染色与观察 课程目标 1.3 

六 显微摄影原理及应用 课程目标 1.2 

七 无菌操作的准备 课程目标 1.2 

八 贴壁细胞的传代培养 课程目标 1.2 

九 贴壁细胞的冻存与复苏 课程目标 1.2.3 

十 植物组织培养技术 课程目标 1.2 

三、课程教学与学习方法 

1.教学方法 

（1）“线上”+“线下”混合式教学 

建立线上学习资源平台，设置“导学作业”引导学生思考，其中“导学作业”主要为具有启

发意义的高阶性问题、程序性问题，主要侧重于“实验原理的剖析”，“实验步骤的设置逻辑”，“实

验结果的推断”等；循序渐进的、逐步引导学生开展“信息收集整理”、“思维训练”、“主动探究”

等自主学习行为，促进学生表述个人观点，关注别人的见解，以更加开阔的心态开展学习活动。 

（2）讲授法 

在教学目标既定的前提下，基于多媒体教学手段，采用形成性课堂教学。主要根据学生线

上学习出现的个性化问题、知识盲区或者核心知识冲突开展课堂教学，引导学生在剖析实验原

理的基础上理解实验步骤的合理性，课堂教学辅助学生完成知识的验证和逻辑结构的形成。 

（3）基于问题的教学 

线上和线下均积极开展基于问题的情景化教学，将“知识形态”转变为“问题形态”，将核心

知识点以情境下的问题形态交代给学生，鼓励学生自主探究该情境下的解决方法，由教师的“主动
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教”转变为学生的“主动学”。  

2.学习方法 

（1）主动探究 

学生在开展课堂学习之前，需要在网络教学平台进行先行的自学活动，主要通过解决教师

提供的导学问题，完成对本节新课内容的了解和初步探究，形成基本的理论知识铺垫和思考。

鼓励同学根据自己的认知情况，自主设计试验方案，在课堂开展实验验证和探究。 

（2）文献调研 

针对本课程的前沿性知识动态，可以通过文献调研拓展自己的专业知识领域，同时对于导

学内的知识盲区可以通过文献调研的方式进行弥补和解答。 

（3）团队合作 

线上和线下学习中，建议同学开展积极的小组讨论、团队合作等学习方式，通过积极的讨

论、实践完成知识的学习探究过程，主动的发现问题、解决问题。 

四、教学内容 

1. 教学内容与学时分配 

章次 内      容 学时 

一 普通光学显微镜及暗视野显微镜的使用 4 

二 植物细胞骨架的光学显微镜观察 4 

三 植物原生质体的分离与诱导融合 4 

四 细胞膜的渗透性及意义 4 

五 液泡系及线粒体的活体染色与观察 4 

六 显微摄影原理及应用 4 

实验七 无菌操作的准备 4 

实验八 贴壁细胞的传代培养 4 

实验九 贴壁细胞的冻存与复苏 8 

实验十 植物组织培养技术 8 

2.教学内容纲要 

实验一  普通光学显微镜及暗视野显微镜的使用（4学时）（支撑课程目标 1.2） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握普通光学显微镜的标准操作及应用领域； 
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（2）学会光学显微镜的光路合轴调节操作； 

（3）观察口腔上皮细胞形态并进行标准的生物绘图； 

（4）掌握暗视野显微镜的工作原理及使用方法； 

2.学习重点 

（1）知晓光学显微镜每个结构的使用方法和功能； 

（2）掌握光路合轴标准的调节方法； 

（3）清楚暗视野显微镜成像原理； 

3.学习难点 

  （1）标准化操作光学显微镜的光路合轴； 

  （2）利用光学显微镜制作暗视野观察效果； 

4.主要内容 

在了解光学显微镜详细结构及原理的基础上，进行光路合轴操作，并制作人口腔上皮细胞

标本，进行标准化观察操作。利用明视场显微镜制作暗视野显微镜的方法，并对浮游生物剑水

蚤进行暗视野效果观察。 

5.课后参考作业： 

（1）10倍或 40倍镜视野下，人口腔上皮细胞生物绘图，并对实验结果进行分析总结。 

实验二  植物细胞骨架的光学显微镜观察（4学时）（支撑课程目标 1.3） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握植物细胞骨架标本的基本制备方法； 

（2）掌握考马斯亮蓝 R250对细胞骨架的染色方法； 

（3）理解细胞骨架标本制作方法的设计原理； 

2.学习重点 

（1） 理解植物细胞骨架标本的制作原理； 

（2） 掌握植物细胞骨架标本的制作方法； 

3.学习难点 

（1）理解细胞骨架染色操作关键因素对实验结果的影响，并能科学分析实验结果。 

4.主要内容 
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本实验采用去垢剂 Triton-100 的缓冲液处理植物材料，可将细胞的膜结构和大部分蛋白质

抽提掉，但细胞骨架系统的蛋白却被保存下来。用考马斯亮蓝 R250 染色，酸性溶液中与蛋白

质结合显蓝色，胞质背景着色弱利于细胞骨架纤维显示。观察植物细胞骨架的形态及分布特

点。 

5.课后参考作业： 

（1）10 倍或 40 倍镜视野下，植物细胞骨架生物绘图，并对实验结果进行分析总结。 

实验三  植物原生质体的分离与诱导融合（4学时）（支撑课程目标 1.2.3） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握获得植物单细胞的两种基本方法； 

（2）学会酶解法制备植物原生质体； 

（3）组内协作完成 PEG诱导的植物原生质体诱导融合； 

（4）文献调研了解细胞融合技术的前沿应用进展； 

2.学习重点 

（1）酶解法获得植物单个细胞和原生质体的技术要领； 

（2）掌握 PEG诱导植物细胞融合的方法； 

3.学习难点 

（1）获得活性较高的植物原生质体，提高诱导融合比率 

4.主要内容 

利用酶解法（纤维素酶、半纤维素酶和果胶酶），辅以机械法获得植物原生质体，利用

PEG 诱导植物原生质体融合，并进行观察。介绍植物及动物获得单细胞的方法及原理，诱导动

物细胞（植物原生质体）的方法，并拓展有关细胞融合技术在单克隆抗体制备领域的应用。 

5.课后参考作业： 

（1）10 倍或 40 倍镜视野下，植物原生质体诱导融合过程生物绘图，对实验结果进行分析

总结。 

实验四  细胞膜的渗透性及意义（4学时）（支撑课程目标 1.3） 

1.学习目的与要求 

（1）理解细胞膜的渗透性及其意义； 
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（2）自主设计实验，测试各种物质进入红细胞的速度； 

2.学习重点 

（1）理解细胞膜渗透性的生物学意义； 

（2）设计实验，验证细胞膜的渗透性； 

（3）细胞膜渗透性的科学记录方法； 

3.学习难点 

（1）理解溶血现象可以判定不同物质进出细胞膜速度的原理； 

4.主要内容 

细胞膜具有对物质选择透过的生理功能。脂溶性越高通透性越大，水溶性越高通透性越

小；非极性分子比极性容易透过，小分子比大分子容易透过。血红蛋白从红细胞中逸出的现象

称为溶血现象。可通过观察红细胞溶血现象时间的不同来记录物质渗入细胞的速度。 

5.课后参考作业： 

（1）记录实验结果并分析不同组合物质进入细胞膜速度不同的原因（按极性、分子大小

等分析）。 

实验五  液泡系及线粒体的活体染色与观察（4学时）（支撑课程目标 1.2） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握细胞器超活染色的原理及应用领域。 

（2）利用詹纳斯绿 B染色，观察线粒体的基本形态与分布。 

（3）利用中性红染色，观察植物液泡的形态与分布。 

2.学习重点 

（1）总结归纳不同超活染色的原理区别； 

（2）自主探究超活染色的应用领域； 

3.学习难点 

（1）融会贯通詹纳斯绿 B 染色、中性红染色和考马斯亮蓝三种染色原理上的本质区别 

4.主要内容 

活体染色是指对生活有机体的细胞或组织能着色但没有毒害的一种染色方法。线粒体内膜

上分布有细胞色素氧化酶，该酶能使詹姆斯绿 B 保持在氧化状态，呈现蓝绿色从而使线粒体显

色，而细胞质中的染料被还原成无色。液泡是细胞内浓缩产物的主要场所。中性红是液泡的特



生命科学学院《细胞生物学实验》                                                                       

92 
 

殊染色剂，将液泡染成红色。 

5.课后参考作业： 

（1）绘制线粒体和液泡的形态图，并描述其分布及形态，并对实验结果进行分析总结。 

实验六  显微摄影原理及应用（4学时）（支撑课程目标 1.2） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握两种光学显微镜的基础显微摄影技术； 

（2）了解显微摄影技术在生物科学研究中的应用价值； 

2.学习重点 

（1）标准化、独立完成显微摄影操作； 

3.学习难点 

（1）知晓不同显微镜擅长的图像采集标本范围； 

4.主要内容 

利用光学显微镜和体式显微镜进行显微摄影操作，了解两种操作系统进行显微摄影的区别

和各自擅长的应用领域。 

5.课后参考作业： 

（1）自主学习扫描电镜和透射电镜的呈像原理及特点； 

（2）独立完成一张显微摄影作品，并上传至网络平台； 

实验七  无菌操作的准备（4学时）（支撑课程目标 1.2） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握无菌室无菌化准备流程及方法； 

（2）掌握动物细胞培养及植物组织培养各类无菌化处理方法及标准； 

2.学习重点 

（1）各种操作对象的无菌化标准及方法； 

3.学习难点 

（1）形成较为系统的无菌操作意识，并认识到无菌操作的严谨性； 

4.主要内容 

通过团队协作，完成动物细胞培养及植物组织培养前期的无菌化准备工作，主要包括实验

室、基本仪器、器皿及试剂的无菌化处理，掌握无菌化准备的基本流程及严谨性，为后期
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细胞培养工作做好筹备工作。 

5.课后参考作业： 

（1） 记录无菌化准备的基本流程，形成可行性技术路线图； 

实验八  贴壁细胞的传代培养（4学时）（支撑课程目标 1.2） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握动物贴壁细胞传代培养的基本操作过程； 

（2）学习观察体外培养细胞的形态及生长状态； 

（3）熟练无菌操作技术； 

2.学习重点 

（1）能够标准化进行动物贴壁细胞的传代； 

3.学习难点 

（1）在传代的过程中注意无菌操作的严格性； 

（2）了解传代培养过程中细胞的生长状态变化； 

4.主要内容 

  基于无菌化操作，掌握动物细胞常规培养条件，进行贴壁细胞的传代培养工作。 

5. 课后参考作业： 

（1）记录传代培养的操作心得和体会； 

（2）拍照记录细胞形态； 

（3）记录贴壁细胞的传代间隔时间； 

实验九 贴壁细胞的冻存与复苏 （4学时）（支撑课程目标 1.2） 

1.学习目的与要求 

（1）掌握细胞冻存与复苏的基本原理； 

（2）熟练进行细胞冻存与复苏的操作； 

2.学习重点 

（1）自主完成贴壁细胞的冻存和复苏操作； 

3.学习难点 

（1）基于标准的无菌操作，保证冻存和复苏细胞的存活率； 
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4.主要内容 

   在掌握传代培养的基础之上，进行细胞的冻存，并通过复苏实验验证无菌操作效果和细

胞存货情况。 

5.课后参考作业： 

（1）完成并分析你所做的细胞冻存及复苏实验。 

（2）记录复苏细胞的贴壁时间及数量，对冻存效果进行评估； 

实验十  植物组织培养技术（8学时）（支撑课程目标 1.2） 

1. 学习目的与要求 

（1）知晓植物组织培养的方法和要点； 

（2）诱导胡萝卜储藏根产生愈伤组织； 

（3）掌握植物组织再生植株的原理； 

2.学习重点 

（1）掌握植物外植体诱导愈伤组织的技术； 

3.学习难点 

（1）理解植物组织再生植株的基本途径，建立植物细胞全能性的理念； 

4.主要内容 

通过团队协作，完成动物细胞培养前期的无菌化准备工作，主要包括实验室、基本仪器、

器皿及试剂的无菌化处理，掌握无菌化准备的基本流程及严谨性，为后期细胞培养工作做

好筹备工作。 

5.课后参考作业： 

（1）每隔 1 周观察记录外植体的生长状况。 

 

五、考核内容及方式 

1. 学生成绩评价方式 

课程目标 权重 评价方式 

课程目标 1 0.5 
1.课堂表现测评 

2.期末测试 

课程目标 2 0.3 

1.网络平台作业测评 

2.课堂表现测评 

3.期末测试 
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课程目标 3 0.2 
1.网络平台作业测评 

2.期末测试 

2. 学生成绩评定方法 

（1）总评成绩计算方法 

总评成绩=40%×课堂表现测评+30%×网络平台作业测评+30%×期末测评 

课堂表现测评包括出勤情况（10%），课堂回答问题情况（30%），实验操作情况(40%)，报

告册书写情况(20%) 

网络平台作业测评包括作业（30%），课程音视频学习（20%），学习次数（20%），讨论（30%） 

              比例 

课程目标 

课堂表现 

分数分配比例% 

期末测试 

分数分配比例% 

网络平台作业测评 

分数分配比例% 

课程目标 1 60 20  

课程目标 2 40 50 50 

课程目标 3  30 50 

（2）评分标准 

评分标准 

评价

方式 
评价内容 

90-100分 75-89分 60-75分 小于 60分 

优 良 合格 不及格 

课堂

表现

测评 

出勤率 无缺勤； 缺勤 1次； 缺勤 2次； 缺勤 3次及以上 

回答问题

情况 

能够主动回答问

题，回答逻辑清

楚，能够正确解

答问题。  

能够主动回答

问题，回答逻

辑较为清楚，

基本可以解决

问题。 

能够回答问题，

回答逻辑较为清

楚，内容基本正

确。 

未主动回答问

题；回答问题逻

辑混乱，不能解

决问题。 

实验操作

情况 

准确理解实验原

理和方法，能够

独立开展标准化

的操作实验。 

理解实验原理

和方法，能够

开展较为标准

化的操作实

验。 

了解实验原理和

方法，可以开展

较为标准化的操

作实验。 

未清楚了解实验

原理和方法，不

能开展标准化的

操作实验。 

实验报告

册 

报告册书写格式

标准，内容表述

科学，能对实验

结果进行客观合

理的分析总结 

报告册书写格

式较为标准，

内容表述较为

科学，能对实

验结果进行初

步的分析总结 

报告册书内容较

为完整，对实验

结果进行了分析

总结，有待改

善。 

报告册书写格式

混乱，内容科学

性欠缺，未能对

实验结果进行分

析总结。 

期末

检测 

实验操作

技能的掌

握情况 

准确掌握实验操

作的各项要求 

掌握实验操作

的基本要求 

基本了解实验操

作要求 

尚未了解实验操

作的基本要求 
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评分标准 

实验原理

及方法的

理解情况 

准确理解实验原

理的内涵及实验

方法的应用 

理解实验原理

的内涵及实验

方法的应用 

较为理解实验原

理的内涵及实验

方法的应用 

尚未掌握实验原

理的内涵及实验

方法的应用 

实验反思

及应用掌

握情况 

针对实验情景能

够进行积极准确

的反思，并给出

正确的分析解释 

针对实验情景

能够进行反

思，给出较为

正确的分析解

释 

针对实验情景能

够开展反思，但

是其分析解释的

合理性有待加强 

针对实验情景不

能开展合理的反

思，无法给出分

析解释。  

网络

平台

作业

测评 

解决问题

的方法及

方案的正

确性和合

理性。 

提出合理的问题

解决方法和方

案。 

提出较为合理

的问题解决方

法和方案。 

试图提出问题解

决方法和方案，

但有待强化其合

理性。 

不能提出解决方

案；或方案基本

无效。 

开展自主

探究、创

新反思的

情况。 

能够积极的进行

自主探究学习，

开展有效的创新

和反思尝试。 

能够进行自主

探究学习，开

展创新和反思

尝试。  

能够完成教师布

置的自主探究性

任务，进行创新

或反思尝试。 

未完成自主探究

性任务。  

3.课程达成度评价方法 

（1）课程目标达成度评价方法 

 

比例 

 

课程目标 

课堂

表现

测评

权重 

网络

平台

作业

测评 

期末

检测

权重 
课程分目标达成评价方法 

课程目标 1 0.7  0.3 

课程目标 1 达成度=0.7×(课堂表现测评平均成绩/

课堂表现测评总分)+0.3×(期末检测平均成绩/ 期

末检测总分) 

课程目标 2 0.4 0.3 0.3 

课程目标 2 达成度=0.4×(课堂表现测评平均成绩/

课堂表现测评总分)+0.3×(期末检测平均成绩/ 期

末检测总分)+ 0.3×(网络平台作业测评平均成绩/ 

网络平台作业测评总分) 

课程目标 3  0.7 0.3 

课程目标 3达成度=0.3×(期末检测平均成绩/ 期末

检测总分)+ 0.7×(网络平台作业测评平均成绩/ 网

络平台作业测评总分) 

（2）课程达成度评价方法 

课程目标达成度=0.5*课程目标 1达成度+0.3*课程目标 2达成度+0.2*课程目标 3达成度 

六. 推荐教材及学习参考资料 

1.推荐教材 

《细胞生物学实验教程》(第二版),王金发等,科学出版社, 2011 
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参考书目： 

（1）《生物技术综合实验》,马纯艳等,辽宁科学技术出版社,2016 

（2）《细胞生物学实验》(第二版),杨汉民,高教出版社,1995 

（3）《细胞实验指南》(上、下),D.L.斯佩克特,科学出版社,2003 

2.学习参考资料 

（1）沈阳师范大学动物细胞培养虚拟教学平台 

（2）沈阳师范大学网络教学平台：http://210.30.208.205 

（3）沈阳师范大学超星智慧教学平台：http://synudx.fanya.chaoxing.com/portal 
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