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实验一   植物有丝分裂制片及多倍体诱发和鉴定

一、实验目的

1. 学习植物根尖有丝分裂制片技术；

2．辨别有丝分裂各时期的染色体变化和特征；

3．掌握染色体的观察和计数方法；

4．初步掌握秋水仙素诱发多倍体的方法；

5．学习植物多倍体的细胞学鉴定。

二、实验原理
有丝分裂是生物体细胞增殖的主要方式。在有丝分裂过程中，细胞核内染色体准确复制、均等分裂，使母、子细胞在遗传物质组成上达到等质同量。既维持个体正常生长发育，又保证物种的连续性和稳定性。

高等植物的有丝分裂主要发生在根尖、茎尖及幼叶等部位的分生组织，将这些分生组织固定、水解、染色和压片，再置于显微镜下即可观察到大量处于有丝分裂各时期的细胞和染色体。

用秋水仙碱浸渍、涂抹或点滴植物的分生组织，能抑制细胞分裂时纺锤丝的形成，使染色体不走向两极而被阻止在分裂中期，这样细胞不能继续分裂，从而产生染色体数目加倍的核。若染色体加倍的细胞继续分裂，就形成多倍性的组织和器官。从多倍体组织分化产生的性母细胞，经减数分裂产生的雌雄配子受精后仍形成多倍体植株。植物多倍体在探讨物种的演化，克服远缘杂交不育和育成作物新类型方面具有重要意义。

三、实验材料
二倍体洋葱根尖（2n=2x=16）  四倍体洋葱根尖（2n=4x=32）

四、仪器、药品、用具
显微镜、目镜测微尺、镜台测微尺、冰箱、恒温箱或水浴锅、天平、量筒、培养皿、青霉素小瓶、盖玻片、载玻片、镊子、刀片、吸管、洗瓶、吸水纸等

改良苯酚品红染色液、1N盐酸、秋水仙碱、8-OH喹啉、无水酒精、冰醋酸、KCl等

五、实验内容和方法
1．解离  取出供试材料二倍体洋葱根尖（2n=2x=16）和四倍体洋葱根尖（2n=4x=32）,分别放入不同的青霉素小瓶中水洗3遍，弃去水。再加入1N盐酸，放入60℃恒温箱解离4—10min后，弃去盐酸，水洗根尖3遍。

2．染色  取一根尖于载玻片上，仅切取生长点部位，弃去其余部分。加一滴改良苯酚品红染液，边用镊子夹碎边染色5min，或整染30min，再加上盖玻片。

3．压片  吸水纸包住盖玻片和载玻片，镊柄敲片，敲至材料呈云雾状即可。

4．镜检  先用低倍镜寻找有分裂相的细胞，再用高倍镜仔细观察各个时期染色体动态变化特征。

六、实验作业及思考题
1．制片并观察二倍体洋葱根尖（2n=2x=16）有丝分裂前期、中期、后期和末期图象，同时写出各个时期染色体动态变化特征。

2．制片并比较二倍体洋葱根尖（2n=2x=16）和四倍体洋葱根尖（2n=4x=32）中期和后期图象有何不同，为什么？

七、补充资料
1． 有丝分裂过程简介

有丝分裂周期分为间期和分裂期。

间期是指连续两次细胞分裂之间的时期，可分为：

G1期：DNA合成前期，染色体从上一次分裂末期进一步舒展，为DNA合成作准备。

S期：DNA合成期，半保留复制。

G2期：DNA合成后期，每条染色体由两条姊妹染色单体组成。

分裂期可分为：

前期：染色质浓缩卷曲成染色体状态，核仁、核膜消失。

中期：着丝粒排列在赤道面上，染色体排列在赤道板上，呈分散状态，便于计数和形态观察。

后期：着丝粒一分为二，姊妹染色单体分离，分别向两极移动。

末期：染色体解螺旋变为染色质状态，核仁、核膜重现，胞质分裂，形成两个子细胞。

2．供试材料洋葱根尖（2n=2x=16）的准备及处理方法

（1）水浸发根  将洋葱的鳞茎盘置于盛水的小烧杯上，放在25℃温箱中，待其长根。

（2）预处理  待根长到2cm左右时，在上午10：45—11：30之间剪取根尖，放入0.02—0.05%的秋水仙素溶液中，浸泡2—4小时。预处理的目的主要是用理化因素抑制或破坏纺锤丝形成，可以获得较多中期分裂相；同时可使染色体缩短、分散，便于压片观察。

（3）低渗：洗净根尖，0.075M KCl低渗0.5h。低渗的目的是为使细胞外液浓度低于内液，细胞膜吸水胀破，染色体易释放分散。

（4）固定  水洗前处理后的根尖，再放入卡诺氏固定液中固定2—24小时。固定后可以先放入95%、80%酒精依次脱水，最后换70%酒精放在 4℃冰箱长期保存。固定的目的是迅速杀死细胞，尽可能保持细胞结构在生活时的完整性和真实状态，便于染色观察。

3． 秋水仙碱简介

秋水仙碱是从秋水仙鳞茎和种子中提炼出来的一种生物碱，淡黄粉末、针状晶体，分子式C22H25NO6 +1.5H2O。 易溶于凉水，但不易溶于热水，配制时需用无水乙醇助溶。有剧毒，能使中枢神经麻醉，造成呼吸困难；如有不慎微量入眼，会引起暂时失明。所以使用时要注意操作安全。

4． 供试材料洋葱根尖（2n=4x=32）处理方法

（1）水浸发根  将洋葱的鳞茎盘置于盛水的小烧杯上，放在25℃温箱中，待其长根。

（2）加倍处理  待根长到0.5cm左右时，将洋葱的幼根置于盛有0.1—0.2%的秋水仙素溶液中，放在25℃温箱中24—48小时，待其长根。

（3）低渗：在上午10：00—11：00之间剪取并洗净根尖，用0.075M KCl低渗处理0.5小时。

（4）固定  水洗前处理后的根尖，再放入卡诺氏固定液中固定2—24小时。再放入95%、80%酒精依次脱水，最后换70%酒精放在 4℃冰箱长期保存。

5．药品的配制方法

（1）改良苯酚品红染色液的配制：

A液：称3克碱性品红，溶于100ml 70% 酒精中。（此液可长期保存）

B液：量10ml A液 ，加入90ml 5% 苯酚水溶液中。（此液限2周内使用） 

C液：量45ml B液 ，加入6ml 冰醋酸和6ml 37% 福尔马林。制成苯酚品红染色液。

D液：量10ml石炭酸品红染色液 ，加入90ml 45% 冰醋酸和1克山梨醇，制成改良苯酚品红染色液。（山梨醇稍多，会出现结晶，影响制片效果）

（2）酒精配制：

用95%酒精作母液（切勿用无水酒精作母液）稀释成所需浓度。例：配70%酒精，用95%酒精70ml，加蒸馏水定容至95ml。

（3）1N盐酸：

将浓盐酸（P=1.19）82.5ml倒入装有917.5ml蒸馏水的大烧杯中，并用玻璃棒搅拌。

（4）0.05%秋水仙碱：

先配1% 秋水仙碱母液（1克秋水仙碱，先用少量95%乙醇助溶，再用蒸馏水稀释至100ml），再取5ml 母液用蒸馏水稀释至100ml。

（5）卡诺氏固定液：

植物  3份无水酒精：1份冰醋酸

动物  6份无水酒精：1份冰醋酸：3氯仿

6．实验关键

（1）实验材料的预处理时间；

（2）染色及压片技术。

八、说明

适用于生物科学、生物技术、农学、园艺、林学、植保等专业。

基本技术训练类（3学时）

实验二   植物花蕾减数分裂制片及观察

一、实验目的
1．学习和掌握减数分裂玻片标本的制备方法和技术；

2．观察高等植物花粉形成过程中减数分裂各个时期的特征以及染色体的动态变化。

二、实验原理
减数分裂是生物体在性母细胞成熟时，配子形成过程中发生的一种特殊的细胞分裂。其特点是染色体复制一次，细胞连续分裂两次，子细胞染色体数目是母细胞染色体数目的一半。在减数分裂过程中，同源染色体之间发生联会、交换和分离，非同源染色体之间进行自由组合。
三、实验材料
大葱花序（2n=16）
四、仪器、药品、用具
显微镜、冰箱、天平、量筒、培养皿、载玻片、盖玻片、探针、镊子、洗瓶、吸水纸等。
改良苯酚品红染色液、无水酒精、95%乙醇、70%乙醇、冰醋酸、1NHCL等。
五、实验内容和方法
1．取材  采集刚现蕾的花序置于固定液内固定3—24小时后，放入95%、80%酒精依次脱水，换入70%的乙醇中。若需保存较久，可放在70%乙醇一份、甘油一份的溶液中。
2．水洗  从供试材料大葱花序的上、中、下三个部位，各取3朵小花，放在培养皿中水洗，每一部位制片1张。
3．取花药  取3朵小花于载玻片上，每朵小花有6个花药，剥出花药，弃去其余部分。

4．染色  在花药上加一滴改良苯酚品红染液，边用镊子夹碎边染色5min后，弃去可见的药壁残渣，再盖上盖玻片（勿产生气泡）。
5．压片  用吸水纸包住盖玻片和载玻片，拇指压片，注意勿使盖玻片和载玻片相对移动。
6．镜检  先用低倍镜寻找有分裂相的细胞，再用高倍镜仔细观察各个时期染色体动态变化特征。
六、实验作业及思考题
1．制片并观察大葱花序减数分裂前期Ⅰ、中期Ⅰ、后期Ⅰ、末期Ⅰ、前期Ⅱ、中期Ⅱ、后期Ⅱ、末期Ⅱ图象，写出各个时期染色体动态变化特征。
2．制片并比较大葱花序上、中、下三部位图象有何不同，为什么？
七、补充资料
1．在植物花粉形成过程中，花药内的一些细胞分化成小孢子母细胞（2n），每个小孢子母细胞进行二次连续的细胞分裂（第一次减数分裂和第二次减数分裂）。每一小孢子母细胞产生四个子细胞，每个子细胞就是一个小孢子。小孢子内的染色体数目是体细胞的一半。

2．在适当的时机采集植物的花蕾，经固定、染色、压片后，就可以在显微镜下观察到细胞的减数分裂。整个过程可分为下列各个时期：

（1）间期：DNA复制。

（2）第一次减数分裂（RDⅠ）

前期Ⅰ细线期：第一次分裂开始，染色质浓缩为几条细而长的细线。每一染色体已复制为二个单体，但在显微镜下看不出染色体的双重性。

偶线期：同源染色体开始配对。

粗线期：同源染色体配对完毕，这种配对的染色体叫双价体，每个双价体含有四个染色单体，非姊妹染色单体的同源区段发生交换。

双线期：同源染色体有交叉现象，染色体螺旋化程度加深。

浓缩期：又叫终变期，交叉向染色体端部移动，染色体变得更短粗。核膜消失。

中期Ⅰ：同源染色体的着丝粒排列在赤道板两侧。

后期Ⅰ：同源染色体随机分离，分向两极。

末期Ⅰ：染色体解旋成丝状，核膜形成，胞质分裂，成为二个子细胞。

（3）中间期：短暂的停顿期，时间短，DNA不复制，很多生物中没有。

（4）第二次减数分裂（RDⅡ）：

前期Ⅱ：染色质浓缩卷曲成染色体状态，核仁、核膜消失。
中期Ⅱ：染色体排列在赤道板上，每个染色体含有一个着丝粒、两条染色单体。两条染色单体开始分离。此时细胞的染色体数为n，每个染色体有两条染色单体。

后期Ⅱ：着丝粒一分为二，姊妹染色单体分离，向两极移动。
末期Ⅱ：染色体解螺旋变为染色质状态，核仁、核膜重现，胞质分裂，各形成两个子细胞。
3．实验关键：供试材料大葱花序的准备及处理方法
待早春3-4月大葱花序长到颜色呈绿色时，直接采摘花序后放在卡诺液中固定24小时，再放入95%、80%酒精依次脱水，最后换70%酒精放在冰箱4℃长期保存。取材时期是影响整个实验成败的关键。

八、说明

适用于生物科学、生物技术、农学、园艺、林学、植保等专业。

基本技术训练类（3学时）

实验三    果蝇综合实验之一

果蝇形态特征、生活史观察及雌雄果蝇的鉴别

一、实验目的
1．了解果蝇对于遗传实验的意义；

2．了解果蝇生活史各个阶段的形态特征；

3．区分雌雄果蝇，并区分几种常见的突变性状；

4．掌握果蝇的饲养、管理方法。

二、实验原理
普通果蝇属于双翅目昆虫，具有生活史短、繁殖率高、染色体数目少、饲养简便等特点，是研究遗传学的好材料，尤其在基因分离、连锁、交换等方面，对果蝇的研究更是广泛而充分。

果蝇具有完全变态，生活史包括卵、幼虫、蛹和成虫四个阶段；生长迅速，在25℃时10—12天即可完成一个世代；繁殖力强，每只受精的雌蝇约可产卵400—500个；染色体数目少（2n=8）有利于遗传学研究分析；容易饲养；常见的形态性状突变个体类型多。

三、实验材料
纯系的野生型、不同的突变型果蝇：黑身，黑檀体，黄身，红眼，白眼，残翅等。

四、仪器、药品、用具
 培养箱，麻醉瓶，放大镜，解剖针，镊子，毛笔，滤纸，白瓷板，乙醚及饲养果蝇的饲料等。

五、实验内容及方法
1．果蝇的饲养

（1）果蝇的几种常用培养基配方，见表1

表1   果蝇的几种培养基配方    单位：克毫升

	
	水
	琼脂
	蔗糖
	玉米粉
	米糠
	麸皮
	香蕉浆
	酵母粉
	丙酸

	玉米饲料
	100
	1-1.5
	10
	15-17
	-
	-
	-
	1.5
	1

	米糠饲料
	100
	2
	10
	-
	8
	8
	-
	1.5
	1

	香蕉饲料
	100
	3
	-
	-
	-
	-
	100
	1.5-2
	1


（2）培养基制备(以玉米饲料为例)：取50毫升水，加入琼脂1—1.5克煮沸，使充分溶解。再加糖10克煮沸溶解；加入玉米粉15克，搅拌成糊状，倒入琼脂糖溶液中混合，拌匀煮沸，待稍冷加酵母粉1.5克和丙酸1毫升，充分调匀分装入瓶，每瓶2厘米厚即可，封口，高压灭菌，备用。

（3）果蝇的接种和饲养

配好的饲料最好过1—2天再接种果蝇，接种时先将果蝇麻醉，移进培养瓶。注意：不要将果蝇麻醉致死；不要将果蝇放在饲料上；避免日光直射；给予20—25℃的合适温度培养，不要高于30℃，否则果蝇将造成不育。

2．果蝇的生活史观察：

（1）果蝇生活史包括卵期、幼虫期、蛹期及成虫期四个连续的阶段。

卵：羽化后的雌蝇一般在12小时后开始交配，两天后产卵，卵长约0.5毫米，椭圆形。

幼虫：卵中孵化出幼虫。经过两次蜕皮，为三龄幼虫，此时体长达4—5毫米，肉眼观察可见一端稍尖为头部，并且有黑点即口器。

蛹：幼虫生活7—8天后即化蛹。化蛹前从培养基上爬出附在瓶壁上，形成梭形的蛹，颜色淡黄、柔软，逐渐硬化为深褐色。

成虫：刚从蛹壳里羽化而出的果蝇，虫体较长大，翅还没有展开，不久，变为粗短椭圆形，双翅伸展，体色加深。

（2）果蝇全部生活史所需时间 ，常因饲养温度和营养条件等而不同。见表2

表2   果蝇的生活周期与饲养温度的关系

	          温 度

时 期
	10℃
	15℃
	20℃
	25℃

	卵——幼虫
	
	
	8天
	5天

	幼虫——成虫
	57天
	18天
	6．3天
	4．2天


3．雌雄性别的辩识及常见突变的性状观察

（1）果蝇的麻醉方法

将麻醉瓶与饲养瓶的瓶口相对，然后将饲养瓶倒置过来，将果蝇振摇入麻醉瓶内，塞上带有棉球（已滴上乙醚）的瓶塞，约经半分钟果蝇便被麻醉，这时可倾倒在白磁板上进行观察，当发现果蝇开始苏醒时，可用一条吸水纸加几滴乙醚贴在培养皿上盖住果蝇再次麻醉，注意勿使麻醉过度，如蝇翅外展和身体呈45°角，表明已麻醉致死。

（2）雌雄果蝇的性别辩识

[image: image3.emf]雌雄成蝇的区别很明显，可以用放大镜或直接观察鉴定。根据表3中的不同标志，一一检索比较，并参照图1、图2就能得到正确的判断。

表3   雌、雄果蝇性状比较

	观察性状
	雌蝇
	雄蝇

	体型
	较大
	较小

	腹部性状
	似椭圆形，较大，末端尖
	似圆筒状，末端钝圆

	腹部背面
	5条黑色条纹
	3条黑色条纹，前两条细，后一条宽而延伸至腹面，呈一明显黑斑

	腹部腹面
	6个腹片
	4个腹片

	第一对前足
	无性梳
	有性梳


（3）几种常见的突变类型

实验中常用的普通果蝇突变性状多可用肉眼鉴别，有一些则可借助于解剖镜辩认，一般都是明显而稳定的，常见的突变体性状特征见表4。

表4  果蝇常见突变类型及其形态特征

	名称
	基因符号
	性状特征
	相对性状
	基因符号

	白眼（white）
	Xw
	复眼白色
	红眼
	XW

	棒眼（bar）
	XB
	复眼横条形，小眼数少
	椭圆眼
	Xb

	黑檀体（ebony）
	e
	身体呈乌木色，黑
	灰体
	E

	黑体（black）
	b
	体黑色比黑檀体深
	灰体
	B

	黄体（yellow）
	y
	全身呈浅橙黄色
	灰体
	Y

	残翅（vestigial）
	vg
	翅明显退化，部分残留，不能飞
	长翅
	Vg

	焦毛（singed）
	sn
	刚毛卷曲如烧焦状
	直刚毛
	Sn


六、实验作业及思考题
1．绘出雌雄果蝇的背部形态特征及前足（示性梳）。

2．麻醉果蝇时应注意哪些事项。

七、补充资料
1．果蝇在水果摊或果园里常可看见，但它并不是以水果为生，而是食用水果上的酵母菌，因此实验室内凡能发酵的基质均可作为果蝇的饲料；

2．秋季野生果蝇很容易捕捉，实验材料不足时，可以自行捕捉；

3．作为保留的原种果蝇，每次转接时应检查果蝇有没有混杂，以防原种丢失；

4．果蝇雌体生殖器官有贮精囊，可保留交配所得的大量精子，能使大量的卵受精，因此在做品系杂交时，雌体必须选用处女蝇。

实验四   果蝇综合实验之二

果蝇杂交实验（单因子杂交或伴性杂交）

一、实验目的
1．掌握遗传杂交的基本原理和杂交技术；

2．验证和理解遗传规律（分离规律、伴性遗传）；

3．学习实验数据收集和统计处理方法。

二、实验原理
1．一对基因在杂合状态中保持相对的独立性，而在配子形成时又按原样分配到不同的配子中去。理论上配子分离比是1：1，子二代基因型分离比是1：2：1，若显性完全，子二代表型分离比是3：1。这就是分离规律。

2．位于性染色体上的基因，其传递方式与位于常染色体上的基因不同，它的传递方式与雌雄性别有关，因此称为伴性遗传（sex-linked inheritance）。果蝇的性染色体有X和Y两种，雌蝇为XX，是同配性别；雄果蝇是XY，是异配性别。

三、实验材料
长翅果蝇（+ +）、残翅果蝇（vgvg）、红眼果蝇（X+ X+ 、X+ Y）、白眼果蝇（Xw Xw 、Xw Y）

四、仪器、药品、用具
培养箱，麻醉瓶，放大镜，解剖针，镊子，培养瓶，毛笔，滤纸，白瓷板，乙醚及饲养果蝇的饲料等。

五、实验内容和方法
1．处女蝇的收集

雌果蝇的生殖器中有贮精囊，可保留交配时所得的大量精子。雌蝇一次交配，贮精囊中的精子可多次与排出的卵受精，因此在作杂交实验时，雌蝇必须选用处女蝇。雌蝇孵化后12小时内一般不会交配，所以在老果蝇清除以后12小时内在饲养瓶内孵化出的雌蝇必然是处女蝇（如能在8小时内收集，则更为可靠）。根据每个杂交组合要放入5-6对亲本果蝇的要求，在实验前收集足够数量的各个品系的处女蝇以作备用。

2．杂交实验

（1）分离规律的验证：

选取具有一对相对性状的果蝇，如长翅与残翅、灰身与檀黑身、直刚毛与焦刚毛等，观察后代每一对相对性状的遗传表现，从而验证分离规律，实验步骤如下：

· 选取具有一对相对性状的雌，雄果蝇各3-5只（雌蝇必须为处女蝇）作亲本进行杂交，正交，反交各做一瓶。贴好标签，注明杂交组合，日期及实验者姓名等。第二天检查一下亲本成活情况，如有死亡时应给予补充。

· 7-8天移出全部亲本，观察并核对亲本的性状。

· 待培养瓶中成蝇孵出后，检查，记录F1的有关性状。

· 选取F1代果蝇3-5对移入新的培养瓶，进行兄妹交配繁殖。（此时不一定用处女蝇，为什么？）

· 7-8天后移去F1亲本。

· 再过4-5天，观察F2成蝇，连续统计7-8天，并将实验结果填入下表

F1：杂交组合＿＿＿＿＿＿＿＿＿　　日期＿＿＿＿＿＿＿＿　　　实验者＿＿＿＿＿

	统计日期
	成蝇表现型及数目
	备注

	
	
	

	
	
	

	总数
	
	


F2：杂交组合＿＿＿＿＿＿＿＿＿　　日期＿＿＿＿＿＿＿＿　　　实验者＿＿＿＿＿

	统计日期
	成蝇表现型及数目
	备注

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	总数
	
	
	

	百分数
	
	
	


（２）果蝇的伴性遗传

选取具有红眼和白眼性状的雌雄果蝇进行杂交，观察杂交第一代和第二代的遗传表现，从而了解伴性遗传，实验步骤如下：

· 选取具有红眼和白眼性状的雌、雄果蝇各3-5只（雌蝇必须为处女蝇）作亲本进行杂交，正交，反交各做一瓶。贴好标签，注明杂交组合，日期及实验者姓名等。第二天检查一下亲本成活情况，如有死亡时应给予补充。

· 7-8天移出全部亲本，观察并核对亲本的性状。

· 待培养瓶中成蝇孵出后，检查，记录F1的有关性状。

· 选取F1代果蝇3-5对移入新的培养瓶，进行兄妹交配繁殖。（此时不一定用处女蝇，为什么？）

· 7-8天后移去F1亲本。

· 再过4-5天，观察F2成蝇，连续统计7-8天，并将实验结果填入杂交记录表

3．实验数据的处理

用X2法检测实验结果，分析是否符合预期结果

六、实验作业及思考题
1．用X2测验实验结果是否符合理论数；

2．单因子杂交的正反交结果是否一致，为什么？

3．伴性遗传的正反交结果是否一致，为什么？

果蝇伴性杂交后代性状记录表

	              类  型

组合   世代
	雄蝇
	雌蝇

	
	红眼
	白眼
	红眼
	白眼

	正交
	F1
	数量
	
	
	
	

	
	
	比例
	
	
	
	

	
	F2
	数量
	
	
	
	

	
	
	比例
	
	
	
	

	反交
	F1
	数量
	
	
	
	

	
	
	比例
	
	
	
	

	
	F2
	数量
	
	
	
	

	
	
	比例
	
	
	
	


七、补充资料
1．野生型果蝇（+/+）的双翅是长翅，翅长过尾部；残翅果蝇（vg/vg）的双翅几乎没有，只有少量残痕，无飞翔能力，vg的座位是第二染色体67.0。长翅对残翅显性完全。

2．用长翅果蝇与残翅果蝇交配，正反交结果一致，子一代全为长翅，子二代产生性状分离，出现两种表现型，呈3 ：1之比。

3．野生型果蝇（X+X+ 、X+Y）的复眼是红色；白眼果蝇（XwXw 、XwY）的复眼是白色， w位于X染色体（第一染色体）上。红眼对白眼显性完全。

4．用红眼果蝇与白眼果蝇交配，正反交结果不一致。杂交实验图解如下：

  正交：P：红眼（X+X+）× 白眼（XwY）       反交：P：白眼（XwXw） ×  红眼（X+Y）
	雄配子

雌配子
	Xw
	Y
	
	雄配子

雌配子
	X+
	Y

	X+
	X+Xw红眼
	X+Y红眼
	
	Xw
	X+Xw红眼
	XwY白眼

	
	
	
	
	
	
	

	雄配子

雌配子
	X+
	Y
	
	雄配子

雌配子
	Xw
	Y

	X+
	X+X+红眼
	X+Y红眼
	
	X+
	X+Xw红眼
	X+Y红眼

	Xw
	X+Xw红眼
	XwY白眼
	
	Xw
	XwXw白眼
	XwY白眼


5．X2测定：X2=([（观察值—理论值）2/ 理论值 ]
根据X2测定和自由度，查X2表，若P>5%，说明观察值与理论值之间的偏差是没有意义的，也就是说，可以认为观察值是符合假设的。

6．实验成败关键

1．实验的设计与严格执行；

2．处女蝇的收集；

3．对果蝇性状与生活史的了解。

八、说明
适用于生物科学、生物技术、农学、园艺、林学、植保等专业。

综合类、设计类（6学时）

实验五   果蝇综合实验之三

果蝇唾腺染色体的制片及观察

一、实验目的
1．练习果蝇唾腺分离技术；

2．学习果蝇唾腺染色体制片技术；

3．观察果蝇唾腺染色体，了解唾腺染色体的特征及它在遗传学研究上的意义。
二、实验原理
果蝇的体细胞中有4对染色体。果蝇幼虫唾腺细胞的染色体叫做唾腺染色体。这种染色体比其他细胞的染色体大得多，因而又称为巨大染色体。巨大染色体上有许多横纹，这些横纹的数目和位置是相对固定的。由于果蝇唾腺细胞中的同源染色体两两配对时总是紧密结合在一起，当其中一条染色体发生结构变异时，就很容易被识别出来。因此，果蝇唾腺巨大染色体是观察染色体形态、研究染色体结构变异的好材料。
三、实验材料
    果蝇三龄幼虫。
四、仪器、药品、用具
双筒解剖镜，显微镜，尖头镊子，解剖针，载玻片，盖玻片、滤纸条。

生理盐水（0.45% NaCl、0.75% NaCl），1N HCl，改良苯酚品红染色液

五、实验内容和方法
1．野生果蝇的捕捉

2．三龄幼虫的饲养

3．拉取唾腺  将幼虫放在含有一滴0.45%NaCl的载片上，放置5—10分钟，实验者两手各持一枚解剖针，在解剖镜下，左手的解剖针压住幼虫尾部1/3处，用右手的解剖针揪住幼虫头部正中（口器部位），缓缓向前拉，把头部从身体中拉出，一对唾腺也随之而出。唾腺体是一对半透明的囊状腺体（图1）。

4．水解（此步可省略）  仔细将腺体周围的脂肪体剥离后加1滴1N HCl溶液处理一分钟左右，小心地用滤纸条吸干盐酸溶液以后，水洗三次。

5．染色  改良苯酚品红染色液染色5—20分钟。

6．压片  待唾腺呈红紫色后，盖上盖片。用滤纸条吸取多余的染色液后，将滤纸条裹紧盖片部分，用拇指着力地按压（桌面要平，不要推动盖片，防止出气泡）。

7．观察  压好的玻片标本，先进行低倍镜观察，当见到自由分散的染色体后，换高倍镜观察。压片适当的材料可见四对染色体的五条臂（图2）：第1对染色体是端着丝粒染色体，形成一条臂；第2，3对染色体都在中部着丝粒区聚集，各自的两个等臂染色体区段自然弯曲分散，形成四条臂；而第四对染色体很小，呈点状或盘状，他们都以着丝粒为连接点，构成染色中心。对染色体分散比较均匀，清楚的制片，可继续用高倍镜仔细观察或用油镜观察每条染色体的横向带纹、带宽的大小、带纹的排列顺序等，并以此同模式图对照区别（图3）。
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六、实验作业及思考题
1．观察果蝇唾腺染色体，注意其特征；

2．观察果蝇唾腺染色体在遗传学研究上有什么意义?
3．为了看清果蝇唾腺巨大染色体上的横纹，你应该如何操作显微镜?
七、补充资料
1．关于唾腺染色体

唾腺染色体是一种巨型的染色体，1881年意大利细胞学家balbiani首次发现于双翅目的摇蚊中，到了1933年以后，果蝇的唾腺染色体才作为细胞遗传学的研究材料。

唾腺染色体是一对同源染色体由于紧密配对且染色线连续复制，但其细胞核本身不分裂，因而形成唾腺染色体，唾腺染色体不仅比其他细胞染色体长100-200倍，体积大1000-2000倍，而且在每条染色体上呈现明显不同的横纹和条带。根据这些横纹和条带的大小、距离和其他特性可以区分染色体的特定区域，现已把这些资料记载在形象化的“染色体图”上。

另外在唾腺染色体上也可看到重复，倒位，易位，缺失等染色体畸变，所以说唾腺染色体在细胞遗传学研究上具有重要的意义。

2．唾腺染色体的特征

（1）巨大性；

（2）体细胞配对，所以染色体数目只有半数（n）；

（3）各染色体的异染色质多的着丝粒部分互相靠拢形成染色中心；

（4）横纹有深有浅、疏密的不同，各自对应排列，这意味着基因的排列。

3．实验成败关键

（1）果蝇三龄幼虫的培养
( 饲料要求松软，含水量较高，营养丰富，发酵良好；

( 控制幼虫的密度——一般要求每cm2培养基表面20—40只幼虫左右；

( 低温培养——稍低的温度有利于幼虫的充分生长发育，因而15—18℃培养幼虫是合适的温度。

（2）唾腺的拉取及识别。

八、说明

适用于生物科学、生物技术、农学、园艺、林学、植保等专业。

综合类（3学时）
实验六  骨髓细胞染色体制片技术
一、实验目的
1．掌握骨髓细胞染色体制片及染色技术；

2．观察骨髓细胞染色体。

二、实验原理
骨髓细胞具有高度分裂活动能力，是研究哺乳动物染色体的良好材料。直接制片法，是直接从骨髓中取出细胞，经压片法或空气干燥法制片。为了提高有丝分裂的指数，在动物实验时，可在取材前经腹腔注射有丝分裂抑制剂，一般采用秋水仙素。这些方法对于动物的核型分析是非常有用的。

三、实验材料
大白鼠（2n=42）或小白鼠（2n=40）

四、仪器、药品、用具
显微镜、离心机、离心管载玻片（预冻保存）、5ml针管、吸管、天平、试管架、量筒、温度计、温箱、恒温水浴锅、冰箱、解剖刀、解剖剪、眼科镊子、培养皿、烧杯、酒精灯
秋水仙素溶液（0.1%）、柠檬酸钠溶液（2.2%）或0.075M KCL溶液、甲醇、冰醋酸、蒸馏水、PH7.2—7.4的磷酸缓冲液、Giemsa染液、生理盐水。
五、实验内容和方法
1．秋水仙素处理  取材前2—3小时，在大白鼠（或小白鼠）腹腔内注射秋水仙素溶液，注射剂量为每公斤动物体重4mg。
2. 取骨髓细胞，大鼠断头处死、小鼠颈椎脱臼，立即剪取后肢，取除肌肉，剥出后肢股骨，用75%酒精擦去肌肉残渣，剪去两端骨骺 ；用带针头的5ml注射器吸4mL2.2%柠檬酸钠溶液，将骨髓洗入10mL离心管中，反复冲洗数次直至股骨断面由红色变粉色，然后以1500r/min离心10min，弃去上清液。 

3 . 低渗处理
　　离心后的沉淀物加入4mL0.075mol/L氯化钾溶液，混匀后在37℃水浴或恒温箱中放置30min，再以1500r/min离心10min，弃去上清液。 

4．预固定  加5滴新配的甲醇—冰醋酸固定液（3 ：1），立即混合均匀。1200rpm离心10分钟，弃上清液。
5．固定  加入新配甲醇—冰醋酸固定液4ml，立即用吸管打成细胞悬液，固定20分钟。离心去上清液后再用4ml固定液固定20分钟。离心去上清液后，在0.1—0.3ml的沉淀物中再加0.2—0.5ml固定液，用吸管打匀备用。
6．滴片  取预先冰冻的干净载片，甩掉冰水后迅速滴上2—3滴细胞悬液，立即用嘴在载片上吹气，使悬浮细胞均匀分散。将载片掠过酒精灯几次，以助染色体分散和展开，室温下干燥。
7．染色  用Giemsa稀释液染色30分钟，自来水冲洗，空气干燥。
8．镜检封片  将分裂相多而图象清晰的涂片在二甲苯中透明后，用加拿大树胶封片。

六、实验作业及思考题

1．观察骨髓细胞染色体；

2．骨髓细胞染色体制片与植物细胞染色体制片有何不同？

七、补充资料

1．Giemsa母液配制

取0.5g Giemsa，加几滴甘油，充分研磨，至无颗粒时，加入33ml甘油，放在56℃水浴中90分钟。再加入33ml甲醇，热过滤，倒入棕色瓶中，置4℃冰箱中存放半个月后使用。

2. H7.2 磷酸缓冲液配制

　　0.2mol磷酸氢二钠（Na2HPO4）溶液72.0mL加上0.2mol磷酸二氢钠（NaH2PO4）溶液28.0mL即成。

3. Giemsa工作染色液配制

　　取100mL pH7.2磷酸缓冲液，加入3mL Giemsa染色母液即成。

4．染色体是基因的载体

真核细胞染色体的数目和结构是重要的遗传指标之一。制备染色体标本无疑是细胞遗传学最基本的技术，优良的染色体制片是其它技术（如显带、原位杂交等）的先决条件。染色体的制备在原则上可以从所有发生有丝分裂的组织和细胞悬浮液中得到。最常用的途径是从骨髓细胞、血淋巴细胞和组织培养的细胞中制备染色体。

八、说明

适用于生物科学、生物技术等专业。

综合类（6学时）
实验七   染色体组型分析
一、实验目的 
掌握染色体组型分析的方法，为进行细胞遗传学和遗传育种学的研究奠定基础。

二、实验原理: 
各种生物的染色体数目是恒定的。大多数高等动植物是二倍体（diploid）。也就是说，每一个体细胞含有两组同样的染色体，用2n表示。其中与性别直接有关的染色体，即性染色体，可以不成对。每一个配子带有一组染色体，叫做单倍体（haploid），用n表示。两性配子结合后，具有两组染色体，成为二倍体的体细胞。有些高等植物还是多倍体。

染色体在复制以后，纵向并列的两个染色单体（chromatids），往往通过着丝粒（centromere）联在一起，着丝粒在染色体上的位置是固定的。由于着丝粒位置的不同，可以把染色体分成相等或不等的两臂（arms），造成中间着丝粒、亚（近）中间着丝粒、亚（近）端部着丝粒和端部着丝粒等形态不同的染色体。此外，有的染色体还含有随体或次级缢痕。所有这些染色体的特异性构成一个物种的染色体组型。染色体组型分析是细胞遗传学、现代分类学和进化理论的重要研究手段，也是一种简便的方法。

三、实验材料

植物有丝分裂中期染色体照片，或植物减数分裂中期染色体照片，或人类体细胞有丝分裂中期染色体放大照片。

四、仪器、药品、用具

显微镜，测微尺，直尺，镊子，剪刀，绘图纸，显微摄影设备及照片放大设备。
五、实验内容和方法
1．染色体测量

把放大的照片染色体进行随机编号、用直尺测量染色体总长和两臂长度（着丝粒一分为二算入两臂）。并注意各染色体随体的有无，随体和次缢痕长度一般不计算在染色体长度内。

2．测量结果的计算

根据测量结果计算出放大倍数、绝对长度和相对长度和臂比值。

· 放大倍数=放大照片上的某染色体的照相长度(u）/目镜测微尺测定的实际长度(u)
· 绝对长度=某染色体（或臂）的照相长度(u)/放大倍数

· 相对长度=（某染色体绝对长度/染色体组总长度）×100%

· 臂比=长臂长度/短臂长度

· 臂指数（着丝点指数）=短臂长度/染色体全长

3．测量结果填表 

测得数据经整理后，按染色体的总长度由大到小顺序编号。若有两根等长染色体，习惯上按短臂较长的放在前面。将测量结果填入表内。

染色体测量数据表

	染色体编号
	照相长度(um)
	绝对长度(um)
	相对长度%
	臂比
	臂指数
	类型

	
	长臂+短臂=全长
	长臂+短臂=全长
	
	
	
	

	1

2

3

4

…
	
	
	
	
	
	


4．根据臂比数值，确定着丝粒位置，将染色体分类

· 臂比1.0—1.7为中部着丝粒染色体（M）

· 臂比1.71—3.0为近中部着丝粒染色体（SM）

· 臂比3.01—7.0为近端部着丝粒染色体（ST）

· 臂比7.01以上为端着丝粒染色体（SAT）

5．染色体配对和剪贴：

（1）配对  根据染色体的相对长度、臂比和形态特征，将同源染色体相配成对。

（2）剪贴  取两张放大照片，一张以整张粘贴于分析结果报告上，另一张则用于将各染色体剪下，剪下来的各对染色体其着丝粒排列在同一直线上，大的在前、小的在后，短臂在上、长臂在下，按染色体的编号各自成对地整齐贴在整张照片的下方，再用一座标纸绘出一张清晰的染色体组型模式图贴在整张照片的下方或右方。

六、实验作业及思考题

1．对一种生物的染色体进行组型分析；

2．进行染色体组型分析有何意义？

七、补充资料
1．植物染色体组型分析方法分为两大类，一类是分析体细胞有丝分裂时期的染色体数目和形态；另一类是分析减数分裂时期的染色体数目和形态，均能得到染色体组型。

2．材料替换

放大照片成本高，可选用清晰的照片用复印机复印。

3．实验关键

对照片上的染色体进行精确测量和计算。

4．人类染色体的组型分析

（1）原理：

人类染色体组型是指人的一个体细胞中全部染色体的数目、大小和形态特征(主要指着丝粒的位置)。进行人类染色体的组型分析就是根据上述特征对人类染色体进行分组、排列和配对。生物的染色体组型代表了生物的种属特征，所以，进行染色体组型分析，对于探讨人类遗传病的发病机理、动植物的起源、物种间的亲缘关系等都具有重要意义。

人类的体细胞的正常染色体组型有46条染色体，相互构成23对，其中1-22号是常染色体，还有一对是性染色体XX（女）或XY（男）。依据染色体的大小和着丝粒的位置等特征，可以将这些染色体分为7组(见表)。
人类染色体的分组特点
	分组
	染色体
号  码
	染色体
大  小
	着丝粒位置
	有无
随体
	说    明

	A
	1

2

3
	最  大
	中着丝粒
亚中着丝粒
中着丝粒
	无
	本组内3号染色体比1号染色略小

	B
	4-5
	次  大
	亚中着丝粒
	无
	与C组染色体比较，B组的4号、5号染色体的短臂都较短。

	C
	6-12
	中  等
	亚中着丝粒
	无
	本组内6号、7号、8号、11号染色体的短臂较长，9号、10号、12号染色体的短臂较短。

	D
	13-15
	中  等
	近端着丝粒
	有
	本组内各号染色体难以区分。

	E
	16

17

18
	较  小
	中着丝粒
亚中着丝粒
亚中着丝粒
	无
	本组内18号染色体较17号染色体短臂更短些。

	F
	19-20
	次  小
	中着丝粒
	无
	本组内各号染色体难以区分。

	G
	21-22
	最  小
	近端着丝粒
	有
	21号、22号染色体的长臂的两条染色单体常呈分叉状，它们之间难以区分。

	性
染
色
体
	X

Y
	中  等
最  小
	亚中着丝粒
近端着丝粒
	无
无
	X染色体属于C组染色体，大
小介于6号和7号之间。
Y染色体属于G组染色体，两
条染色单体的长臂常并拢。


（2）根据表中染色体的主要特征，对人类染色体的组型进行分析。

    ★计数:统计照片上人类(男性或女性)染色体的数目，然后，将每条染色体分别剪下。
    ★配对、分组:按照染色体的大小及着丝粒的位置(见表)，将所有染色体配对并分为7组。
    ★调整:仔细观察各个染色体的特征。如果发现有排列顺序不适当的，应该及时进行调整。
    ★粘贴:将以上备组染色体，按顺序粘贴，井将分析结果填写在组别的下方。
（3）思考题

★你所分析的人类染色体的组型正常吗?为什么?

★男性与女性染色体的区别表现在哪对染色体上?有人说男性只有一条性染色体，这种说法对吗?

八、说明

适用于生物科学、生物技术、农学、园艺、林学、植保等专业。

基本技术训练类（3学时）
实验八   果蝇综合实验之四  
物理化学因素对染色体的影响（一）

一、实验目的

1．学习物理、化学因素诱发植物染色体变异及产生微核的实验技术；

2．检验诱变剂量与诱变效应的相关性；

3．学习用微核测试的方法来检测染色体畸变情况。

二、实验原理

物化因素可以对染色体发生影响，从而使生物体的性状产生变异。它们可以引起染色体在数量与结构上发生变化，还可导致微核的产生。所产生的变异频率与物化因素的剂量相关，因而在致癌畸变物质的检测方面，可以运用染色体畸变分析法和微核测定法。

微核(micronuclei)简称(MCN)是真核生物细胞中的一种异常结构，在间期呈圆形或椭圆形，游离于主核之外，大小应在主核的1/3以下。微核是由有丝分裂后期丧失着丝粒的断片产生，一整条或好几条染色体也能形成。这些断片或染色体在细胞分裂末期被两个子细胞核所排斥，便形成了第三个核块。微核率大小同用药剂量或辐射累积效应呈正相关，因此可用简易的间期微核计数来代替繁杂的中期染色体畸变计数。目前国内外不少部门已把微核测试用于辐射损伤、辐射防护、化学诱变剂、新药试验、染色体遗传疾病及癌症前期诊断等各个方面。

三、实验材料
蚕豆根尖，大麦种子。

四、仪器、药品、用具

显微镜、剪刀、镊子、载玻片、盖玻片、吸水纸、电子天平、量筒、冰箱、恒温箱或水浴锅、培养皿、青霉素小瓶、镊子、洗瓶等
Knop氏培养液、NaN3处理液、卡诺氏固定液、95%酒精、1N盐酸、改良苯酚品红染液

五、实验内容和方法

1．材料处理

（1）物理因素处理大麦种子

采用电子束（提高了一定能量，并经聚焦的β-射线），辐射剂量用1.8×104、2.5×104与3.9×104rad（拉德），照射后的种子按常规方法发芽、剪根和固定。

（2）化学因素处理蚕豆种子

先将蚕豆种子加入3倍体积的水浸泡24h，然后取出放在铺有纱布的培养皿中，倒入1m mol/L NaN3处理液（带手套操作，NaN3有剧毒），盖上盖子，24h后取出洗净。再将种子放在铺有新纱布的培养皿中，倒入蒸馏水。待根尖长到1-1.5cm时，于上午10:45-11:15之间取材。
2．固定材料  洗净根尖，卡诺液固定24h。再放入95%、80%酒精依次脱水，最后换70%酒精冰箱4℃长期保存。

3．解离  将供试材料根尖放入青霉素小瓶中水洗3遍，弃去水。再加入1N盐酸，放入60℃恒温箱解离10-15min后，弃去盐酸，水洗根尖3遍。
4．染色  取一根尖于载玻片上，切取生长点部位，弃去其余部分。加一滴改良苯酚品红染液，边用镊子夹碎边染色10-15min，再加上盖玻片。
5．制片  吸水纸包住盖玻片和载玻片，镊柄敲片，敲至材料呈云雾状即可。
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6．镜检  观察微核细胞的形态，在每个根尖中数100个细胞，统计其中微核细胞的个数。

六、实验作业及思考题

绘制微核细胞的形态图形并求出微核率。

七、补充资料

1．微核(micronuclei)测试系统简介：

马德修用鸭跖草建立四分孢子期微核率计数 (MCN-in-Tetrad) 测试系统，是近年来报导较好的利用高等植物花粉孢子天然同步性作材料的测试系统之一。该系统用低剂量的化学药物处理或辐射处理，诱导的微核率可达10％—67％。

其机理如下：处在分裂过程中的细胞，对理化因素处理具有一定敏感期。鸭跖草花粉母细胞在减数分裂前期对药物作用较为敏感，各个花序中间老、两边嫩，关键是要取到时期合适的材料。理化因素处理所造成的前期染色体损伤应经过24—30小 时培养，在四分体中可能以较小微核形式出现；落后染色体或落后染色体组以较大形式微核出现。大、小微核形成机制有所不同，均可作为染色体变化的指标。

2．药品的配制方法
（1）Knop氏培养液配制

0.25g磷酸二氢钾 + 0.25g硫酸镁 + 1.00g硝酸钙 + 0.25g硝酸钾 + 微量磷酸铁，用蒸馏水定容到1000m1。

微量：比所配混和液中用量最少物质的浓度至少小10倍。

（2）1m mol/L  NaN3处理液配制：

先称取0.065g NaN3 ，再用Knop氏培养液定容到1000m1。

八、说明

适用于农学、园艺、林学、植保等专业。

综合类、设计类（3学时）

对于农科类专业学生，诱导因素是在教师指导下在一定范围内选择，实验方案在教师指导下，并在一个教学单元完成（即3学时）。

实验九   果蝇综合实验之五
人类遗传性状或遗传病的调查与分析

一、实验目的
1. 初步学会调查和统计人类遗传性状或遗传病的基本方法；
2．通过对遗传性状或遗传病的调查，了解其遗传方式；
3．通过实际调查，培养接触社会，并从社会中直接获取资料或数据的能力；
4．学习设计性实验的设计原理和方法。
二、实验原理
人类的遗传性状有许多是单基因性状，易于观察且具有典型的显隐性关系，在一定群体中进行调查可了解其遗传方式；人类的遗传病有几千种，也有一些是发病率较高的单基因遗传病，如红绿色盲、白化病、高度近视等，通过家系调查或群体调查可了解其发病率以及遗传方式。
三、仪器、用具
学生根据调查设计方案自定。
四、实验内容和方法
1．查阅资料，了解人类遗传性状和遗传病。
2．设计实验方案，包括调查的性状类型、调查方法、调查人群、调查手段。
3．实验的实施，资料数据的收集。
4．对收集的资料和数据进行整理并进行分析。

5．撰写调查研究报告。
五、注意事项
1．调查时选取群体中发病率较高的单基因遗传病较好。

2．调查的人类遗传性状以单基因且易于观察的较好。

3．被调查的群体要足够的大，以避免误差太大。

4．调查收集的数据要真实。

5．撰写的报告不可抄袭别人的现有文章，以防有剽窃之嫌。
六、实验作业及思考题
1．请根据你的调查判断被调查的遗传病是显性还是隐性性状，如果不能判断请说明原因。
2．请根据你的调查结果计算该遗传性状在群体中的基因频率和基因型频率。

3. 根据你的查阅资料，性状调查和数据处理结果写一份综合性报告。（报告格式除不要求英文摘要外，与公开发表文章格式一样）

七、补充资料————人体的单基因性状
	性状
	显性性状
	隐性性状
	性状
	显性性状
	隐性性状

	头形
	扁头
	长头
	鼻孔
	宽
	窄

	颈形
	非短颈
	短颈
	脸面雀斑
	有
	无

	胸形
	漏斗胸
	非漏斗胸
	脸面酒窝
	有
	无

	足形
	扁平足
	非扁平足
	嘴唇
	厚
	薄

	肤色
	非白化
	白化
	舌状
	“U”字形
	非“U”字形

	体毛
	多毛
	有毛
	卷舌
	能
	不能

	汗液
	多汗
	非多汗
	味觉
	尝味
	味盲

	头发多少
	多
	少
	对PTC反应
	有苦味
	味盲

	发际
	“V”字形
	“一”字形
	对糖味精
	有苦味
	味盲

	发旋
	右旋
	左旋
	手的惯用
	右手
	左手

	发质
	硬发
	软发
	指（趾）数
	多指（趾）
	非多指（趾）

	发色
	黑色
	棕黄色、浅色
	指（趾）形
	并指（趾）
	非指（趾）

	发形
	直形
	卷发
	大拇指弯曲
	能
	不能

	耳朵
	大耳朵
	小耳朵
	大拇指末节外翻
	不能
	能

	耳垂
	有
	无
	食指与中指长短
	中指长
	中指短

	耳垢
	湿
	干
	食指与无名指长短
	食指长
	食指短

	听觉
	无耳聋
	先天性耳聋
	小指末节弯曲
	末节向无名指弯曲
	无弯曲

	眼睛
	大
	小
	指毛
	有毛
	无毛

	眼睑
	双
	单
	手指嵌合
	左手拇指在上
	右手拇指在上

	睫毛
	长
	短
	红细胞
	园盘形
	镰刀形

	眼色
	茶、褐、棕
	蓝色
	血型
	A、B、AB
	O型

	色觉
	无色盲
	色盲
	血压
	高血压
	无高血压

	视力
	近视、远视
	非近、远视
	鼻头
	钩
	直

	鼻梁
	高而窄
	矮而宽
	
	
	


[image: image7.jpg]SR N IR e 5



[image: image1]
八、说明

适用于生物科学、生物技术、专业。

设计性，调查类（6学时）
实验十      果蝇综合实验之四  
物理、化学因素对染色体的影响（二）
一．实验目的：

1．学习物理、化学因素诱发植物染色体变异及产生微核的实验技术；
2．检验诱变剂量与诱变效应的相关性；

3．学习用微核测试方法来检测染色体畸变；

4．学习综合实验设计原理和方法。

5学习利用网络查阅资料，结果数据统计分析，论文规范撰写。

二、实验原理
物化因素可以对染色体发生影响，从而使生物体的性状产生变异。它们可以引起染色体在数量与结构上发生变化，还可导致微核的产生。

微核(micronuclei)简称(MCN)是真核生物细胞中的一种异常结构，在间期呈圆形或椭圆形，游离于主核之外，大小应在主核的1/3以下。微核是由有丝分裂后期丧失着丝粒的断片产生，一整条或好几条染色体也能形成。这些断片或染色体在细胞分裂末期被两个子细胞核所排斥，便形成了第三个核块。
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诱发微核因素有

1物理因素：X射线，紫外线 ，温度骤变，核辐射等；

2.化学因素：各种化学诱变试剂，日常生活中的某些用品，食品中的某些添加剂，农药，某些医用药。

三．实验材料、诱变因素及剂量选则 ：

1．根据查阅资料自己选择实验材料：大麦  蚕豆  大蒜  其它

2．诱变因素及剂量由自己查资料后选择并确定:

紫外线 NaN3 洗衣粉 明矾 糖精 其它

四．实验内容方法:
1.利用网络、书籍等资源查阅资料；
2．根据资料自己设计可行性实验方案；
3．选择实验材料、诱变剂，按查阅资料或实验设计方案配一组6-7个浓度梯度诱变剂（含空白对照），然后将实验材料分别浸在装有不同浓度梯度诱变剂培养皿发芽（3-5天）

4.固定材料
     待根尖长至2-3cM 洗净根尖，卡诺液固定30min。

5.解离

     将供试材料根尖放入青霉素小瓶中水洗3遍，弃去水。再加入1mol/l盐酸，放入60℃恒温箱解离10 min后(根据实验材料)，弃去盐酸，水洗根尖3遍。

6.染色

     取一根尖于载玻片上，切取生长点部位，弃去其余部分。加一滴改良苯酚品红染液，边用镊子夹碎边染色10min，再加上盖玻片。

7.制片
    洗水纸包住盖玻片和载玻片，镊柄敲片，敲至材料呈云雾状即可。

8.镜检

    观察微核细胞的形态，在每个根尖中数100个细胞，统计其中微核细胞的个数；另外统计不同计量与微核率关系.

作业： 根据你的查阅资料，试验和数据处理结果写一份综合性报告。（报告格式除不要求英文摘要外，与公开发表文章格式一样）

五、说明
适用于生物科学、生物技术等专业。对于两专业的学生，诱导因素可以自行选择，实验方案可自行设计，完成该实验需要6学时，大约两周。

综合类、设计类（6学时）

实验十一   数量性状的遗传测试方法

一、实验目的

1．学习和掌握数量性状的遗传测度方法；

2．掌握对测试数据的处理方法。

二、实验原理

有些性状，如种子千粒重、单果重量、植株高矮、花径大小、果穗长度、生长速度等，可用某种尺度来测量，由数字来表示，这样的性状叫做数量性状（quantitative character）。数量性状大都由很多基因支配，其中每个基因的作用很小，但有关的基因数目很多，又受到环境的影响，所以它们的表型呈连续分布。在这种情况下，用通常的遗传学方法追查各个基因的行为是困难的。因此，在数量性状的遗传学分析方面，应用统计遗传学方法。

三、实验材料

玉米果穗、各种花卉的花、各种可用测量高度的植物、各种植物种子等。

四、实验仪器、用具、药品

双筒显微镜、天平、直尺、各种用于测试的药品。

五、实验内容和方法

1．选择需要测试的实验材料；

2．针对不同的实验材料进行称重、测量长度、测量直径等；

3．根据测得数据，计算平均值、方差等；

4．如果条件允许，设计近交系的杂交实验，根据杂交第一代和第二代的方差值，计算出某数量性状的遗传率。

六、实验作业及思考题

1．收集全体学生资料，看是否符合正态分布。

2．数量性状有何遗传特点？

七、补充资料

1．统计遗传学基础

用统计学方法处理数量性状时，作为基础的模型是：个体的表型值（P）可由基因型值（G）与环境影响（E）之和表示，即：P = G + E 。

我们直接观察的是表型值和它的方差。于是根据这些数据就可估计基因型值。现在假定，基因型值与环境效应之间没有相互作用。那么根据上面的模型，表型方差（VP）是基因型方差（VG）与环境方差（VE）之和，即：VP = VG + VE 

2．遗传率是表示选择对象的遗传变异量，是数量遗传学中重要参数之一。在育种中，在决定采用那种育种方式时，遗传率大小就是参考的标准。

八、说明
适用于农学、植保、园艺和林学等专业。

综合类、设计类（3学时）
实验十二.  粗糙链孢霉子囊孢子的分离和交换

一、实验目的

1．学习粗糙链孢霉的遗传杂交实验，观察分析子囊孢子的分离和交换现象；

2．通过对粗糙链孢霉的赖氨酸缺陷型和野生型杂交所得后代的表现型分析，了解顺序排列的四分体的遗传分析方法，进行有关基因的着丝粒距离的计算和作图。

二、实验原理

    粗糙链孢霉（Neurospore crassa,2n=14）又称红色面包霉，属于真菌门子囊菌纲，其营养体是由单倍体（n=7）的多细胞菌丝体和分生孢子所组成。粗糙链孢霉的生活史包括无性和有性两个世代，它的无性世代是通过菌丝的有丝分裂发育成菌丝体，或由分生孢子萌发形成新的菌丝体；有性世代是由两种不同生理类型的菌丝或称不同的接合型通过融合，或通过异型核的结合而形成二倍体的合子。合子形成后立即进行减数分裂产生4个单倍体的核，称为四分孢子，然后四分孢子再经一次有丝分裂形成8个子囊孢子，并以4对“双生”成线性排列在子囊中，因此很适应于直接观察分离现象和推断交换的性质。

本实验以一个赖氨酸缺陷型菌株（lys-）和一个野生型菌株（lys+）为亲本进行有性杂交。lys- 必须在基本培养基上补加赖氨酸才能生长，且生长缓慢迟熟，产生的子囊孢子呈灰色（-）；lys+ 在基本培养基上无需补加赖氨酸就能生长，产生的子囊孢子呈黑色（+）。由于控制这一对相对性状的基因在染色体上的位置离着丝点较远，其杂交结果所产生的子囊果中将出现6种可能的子囊型，即非交换型子囊（1）、（2）和交换型子囊（3）、（4）、（5）、（6），其子囊中子囊孢子“+”与“-‘的比例为4：4（如下图）。但有时由于基因转换也会出现一些异常的比例，如6：2、2：6，或5：3、3：5。

第一次分裂分离子囊    （1）+ + + + - - - -

（2）- - - - + + + +

第二次分裂分离子囊    （3）+ + - - + + - -

（4）- - + + - - + +

（5）+ + - - - - + +

（6）- - + + + + - -

交换型子囊的出现是由于该基因与着丝点之间发生了一次染色体片段的交换，所以从交换型子囊数占总子囊数的百分比，可以计算出该基因与着丝点间的交换值。算式如下：

                                       1/2交换型子囊数           
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         着丝点——基因间交换值 =                                  ×100%
    非交换型子囊数+交换型子囊数   

三、实验材料

粗糙链孢霉：野生型（lys+）菌株，赖氨酸缺陷型菌株（lys-）菌株。

四、实验仪器、药品、用具
显微镜、恒温箱、高压灭菌锅、酒精灯、三角烧瓶、试管、培养皿、载玻片、镊子、接种针、滤纸。

CaCl2 、NaCl 、NH4NO3 、MgSO4.7H2O 、KH2PO4 、蔗糖、酒石酸铵、生物素、赖氨酸、琼脂、5%次氯酸钠、5%石炭酸、泛酸钙、叶酸、吡哆醇、硫胺素、氯化胆碱、肌醇、对氨基苯甲酸、核黄素、蒸馏水。

玉米粉、马铃薯。
五、实验步骤
1．菌种活化  实验前5-7天，把冰箱中保存的野生型和赖氨酸缺陷型菌株取出进行活化。在无菌条件下，用接种环挑取少量分生孢子或菌丝体分别接在各自的试管培养基上，置于28℃恒温箱中培养5天左右，长好的菌株在菌丝上部可见红色粉状孢子。

2．接种杂交  在无菌条件下（或用酒精灯火焰封口法），用接种环挑取少许野生型和赖氨酸缺陷型的菌丝，接种在同一试管的杂交培养基上，贴上标签，然后在28℃下培养，约两周后培养成熟，一般当子囊果呈棕黑色时即可观察分析。观察时期要掌握适当。如偏早，所有子囊孢子都尚未成熟呈白色。如过迟，则全为黑色，对交换型和非交换型的 分类带来困难。

3．收集子囊果  在长有棕黑色子囊果的试管中，加少许无菌水，摇动片刻，倒入空三角瓶中，加热煮沸5分钟，以防分生孢子飞扬。

4．镜检观察  取一载玻片，滴1-2滴5%次氯酸钠溶液，然后用解剖针将子囊果挑出放到载玻片上（若子囊果上附着的分生孢子过多，可先在5%次氯酸钠溶液中洗涤，再移到载玻片上），再用镊子柄平压或盖上另一载玻片，用手指压片，压开子囊果，使子囊充分压散而未破裂，最后在显微镜下观察记录子囊孢子在子囊中的 排列顺序。

六、实验作业
1．每人接种一试管，待子囊果长成后进行观察，按不同的子囊类型记数填入下表，并计算基因与着丝点间的交换值。

2．分析粗糙链孢霉的子囊孢子分离和交换现象与高等植物的性状分离和交换有什么不同，本实验结果说明了什么？

粗糙链孢霉性性状遗传的杂交实验结果

	交 换 类 型
	杂 交 子 囊 类 型
	观 察 数

	非交换型

交 换 型


	+ + + + - - - -

- - - - + + + +

+ + - - + + - -

- - + + - - + +

+ + - - - - + +

- - + + + + - -
	

	            
	合     计
	


七、补充资料
1．本实验操作须严格消毒，防止污染，做到：(1)实验用过的接种针要过火灭菌；(2)镊子放入5%次氯酸钠溶液中，浸泡5分钟后洗净；(3)用过的载玻片及玻璃器皿用5%石炭酸溶液浸泡后取出，冲洗擦干；(4)不要的菌株和菌液需煮沸5分钟方可倒去。

2．培养基配制

（1）微量元素溶液：称取88mgNa2B4O7.10H2O、393mgCuSO4.5H2O、910mg Fe2(SO4)3.6H2O 、8807mgZnSO4.7H2O,加蒸馏水至1000ml。

（2）基本培养基（野生型可生长，缺陷型不能生长）：称取10g蔗糖、0.1gCaCl2 、0.1g NaCl 、0.5g MgSO4.7H2O、1gKH2PO4 、1gNH4NO3、5g酒石酸铵、4μg生物素、1gKH2PO4、1ml微量元素溶液、20克琼脂（固体培养基加），加蒸馏水至1000ml。PH5.5—6.5。

（3）补充培养基（供lys-生长）：在基本培养基上补加适量赖氨酸，用量一般为每100ml基本培养基中加1—2mg。或在100ml基本培养基中添加0.2mg泛酸钙、0.2mg叶酸、0.05mg吡哆醇、0.1mg硫胺素、0.2mg氯化胆碱、0.4mg肌醇、0.05mg对氨基苯甲酸、0.05mg核黄素。

（4）马铃薯培养基（可代替补充培养基）：将马铃薯洗净去皮，挖去芽眼，切碎，称取200g，加水1000ml，煮熟后用纱布过滤，弃去残渣，滤下的马铃薯汁加2%琼脂、20g蔗糖，煮融，分装到试管中。也可将马铃薯切成黄豆大小的碎块，每支试管放3—4粒，然后加入融化了的蔗糖和琼脂。

（5）杂交培养基（供lys+×lys—用）：将玉米在水中浸软后（一般浸24h），捞出晾干，每支试管放2—3粒，加2—3ml融化了的2%琼脂，再放入一小片扇形折叠的滤纸，（长约3—4cm），塞紧棉塞。
上述培养基都分装到试管，塞上棉塞，包上牛皮纸，置81/in2高压锅中灭菌30min，试管取出后排成斜面（杂交培养基不需排斜面）。

3．实验步骤说明

（1）实验所用的赖氨酸缺陷型，有时接种在完全培养基上，也长不好，需要加适量赖氨酸。

（2）杂交后培养温度要控制在25℃；30℃以上即抑制原子囊果的形成。

4．实验结果说明

有时观察到的子囊孢子的排列为 + + + + + + - - , - - - - - - + + , + + + + + - - - , - - - - - + + + ,即为6：2或2：6的分离比和5：3或3：5的分离比。排除子囊果成熟期的原因外，这样情况的出现是由于基因转变造成的。基因转变的频率因基因位点不同而异，但一般在1%左右。

八、说明

适用生物科学和生物技术专业，综合类（6学时）。
实验十三.   果蝇综合实验之六
大肠杆菌营养缺陷型的诱导与鉴定

一、实验目的

1．学习应用物理或化学因素对细菌进行诱导的方法；

2．初步掌握诱变产生营养缺陷型菌株的筛选与鉴定的技术。

二、实验原理
利用某些物理或化学因素处理细菌，可使其基因发生突变，丧失合成某些氨基酸、维生素或核苷酸等的能力，以致在基本培养基上不能生长，必须补充相应的营养物质才能生长。野生型菌株经诱变处理常可筛选获得一些营养缺陷型菌株。筛选营养缺陷型菌株需经以下几个步骤：诱变处理、营养缺陷型的检出、生长谱鉴定和营养缺陷型菌株的纯化。

本实验用紫外线和亚硝酸诱发突变，并用青霉素法淘汰野生型，采用逐个测定法检出营养缺陷型。

三、实验材料
大肠杆菌(Escherichia coli)菌株：K12SF +
四、实验仪器、药品、用具
离心机、紫外线照射箱、冰箱、恒温箱、高压灭菌锅、三角烧瓶、试管、离心管、移液管、培养皿、接种针。

赖氨酸、精氨酸、甲硫氨酸、半胱氨酸、胱氨酸、组氨酸、苏氨酸、谷氨酸、天冬氨酸、甘氨酸、丙氨酸、羟脯氨酸、丝氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、笨丙氨酸、酪氨酸、色氨酸、脯氨酸、嘌呤、嘧啶、硫胺素、核黄素、吡哆醇、泛酸、对氨基苯甲酸、烟碱酸、生物素、亚硝酸钠、青霉素钠盐、冰醋酸、醋酸钠、氢氧化钠、硫酸镁、蔗糖、生理盐水。

五、实验步骤
（一）实验准备

1．混合氨基酸和混合维生素及核苷酸的配制

（1）混合氨基酸（包括核苷酸）共分7组，其中第1到第Ⅵ组有6种氨基酸（包括核苷酸），每种氨基酸（包括核苷酸）等量研细充分混合。第Ⅶ组为脯氨酸，因容易潮解，故单独组成。

Ⅰ   赖氨酸、精氨酸、甲硫氨酸、半胱氨酸、胱氨酸、嘌呤

Ⅱ  组氨酸、精氨酸、苏氨酸、羟脯氨酸、天冬氨酸（或甘氨酸）、嘧啶

Ⅲ  丙氨酸、甲硫氨酸、苏氨酸、羟脯氨酸、甘氨酸、丝氨酸

Ⅳ  亮氨酸、半胱氨酸、谷氨酸、羟脯氨酸、异亮氨酸、缬氨酸

Ⅴ  笨丙氨酸、胱氨酸、天冬氨酸、甘氨酸、异亮氨酸、酪氨酸

Ⅵ  色氨酸、嘌呤、嘧啶、丝氨酸、缬氨酸、酪氨酸

Ⅶ  脯氨酸

（2）混合维生素  把硫胺素、核黄素、吡哆醇、泛酸、对氨基苯甲酸、烟碱酸、生物素

等量研细，充分混合即可。

2．0.1M醋酸缓冲液

A液：量取11.55ml冰醋酸，加蒸馏水至100ml。

B液：称取27.29g CH3COONa.3H2O，加蒸馏水至100ml。

取25ml A液和24.5ml B液，加50ml蒸馏水，调pH值至4.6，151b/in2下灭菌15min。

3．生理盐水

称取0.85gNaCl，加100ml蒸馏水， 151b/in2下灭菌15min。

4．0.1N NaOH 

量取2.8ml 50%NaOH澄清液，注入烧杯，用无CO2的蒸馏水（新煮沸冷却的蒸馏水）稀释至500ml，将此液倒入干净细口瓶中，用橡皮塞塞紧。

5．培养基的配制

（1）肉汤液体培养基  称取0.5g牛肉膏、1g蛋白胨、0.5g NaCl，加100ml蒸馏水，调

PH值至7.2，在151b/in2下灭菌15min。

（2）ZE肉汤液体培养基  称取0.5g牛肉膏、1g蛋白胨、0.5g NaCl，加50ml蒸馏水，调

PH值至7.2，在151b/in2下灭菌15min。

（3）基本固体培养基  称取2g葡萄糖、2g琼脂、加100ml蒸馏水，调PH值至7.0，在

81b/in2下灭菌30min。

（4）基本液体培养基  称取2g葡萄糖，加100ml蒸馏水，调PH值至7.0，在81b/in2
下灭菌30min。

（5）无N基本液体培养基  称取0.7g K2HPO4、0.3g KH2PO4、0.5g柠檬酸钠.3H2O、0.01g MgSO4.7H2O、2g葡萄糖、加100ml 蒸馏水，调PH值至7.0，在81b/in2下灭菌30min。

（6）2 N基本液体培养基  称取0.7 K2HPO4、0.3g KH2PO4、0.5g柠檬酸钠.3H2O、0.01g MgSO4.7H2O、0.2g（NH4）2SO4、2g葡萄糖、加100ml 蒸馏水，调PH值至7.0，在81b/in2下灭菌30min（高渗青霉素法需在2N基本培养液中加20%蔗糖和0.2%MgSO4.7H2O）。

（二）菌液制备

1．实验前14-16h，挑取少量K12SF+菌，接种于盛有5ml肉汤培养液的三角瓶中，置于37℃培养过夜。

2．第二天添加5ml新鲜的肉汤培养液，充分混合，分装2只三角瓶，继续培养5h。

3．将两只三角瓶的菌液分别倒入离心管中，以3500转/min的速度离心10min，离心后倒去上清液，打匀沉淀，其中一管吸入5ml生理盐水，然后倒入另一离心管，二管并成一管，备用。

（三）诱变处理

1．紫外线诱变法

（1）处理前先开紫外灯（15W）稳定30min。

（2）取上述制备的菌液3ml于培养皿内，将培养皿放在15W的紫外灯下，距离28.5cm处。先连盖放在紫外灯下灭菌 1min，然后开盖处理1min。照射后先盖上皿盖，再关紫外灯。处理时间依70%的杀菌率而定。

（3）吸3ml加倍肉汤培养液（ZE），注入上述处理后的培养皿中，置37℃恒温箱内，避光培养12h以上。

2．亚硝酸诱变法

（1）取前述制备的菌液1ml于离心管中，冰冻1h，制成静止细胞。

（2）加5ml pH4.0的醋酸缓冲液，加13.8mg亚硝酸钠，在37℃下诱变处理5—8分钟。

（3）用0.1N NaOH中和至PH7.0，中止亚硝酸的作用。

（四）突变型的筛选

1. 青霉素法淘汰野生型

（1）吸5ml处理过的菌液于已灭菌的离心管中，离心（3500转/min）10min，弃去上清液，打匀沉淀，加入生理盐水。这样离心洗涤三次，最后加生理盐水至原体积。

（2）取上述菌液0.1ml于5ml无N基本培养液中，37℃培养12h。

（3）然后按1：1加入5ml 2N基本培养液（含有20%蔗糖和0.2%MgSO4.7H2O），再加青霉素钠盐使最终浓度约为1000单位/ml，置于37℃恒温箱中培养。

（4）从培养12、16、24h的菌液中各取0.1ml菌液，倒入2个灭菌的培养皿中，再分别倒入经融化并冷却至40-50℃的基本及完全培养基中，摇匀放平，待凝固后，放入37℃恒温箱中培养（培养皿上注明取样时间）。

（五）缺陷型的检出（逐个测定法）

（1）以上平板培养36-48h后，进行菌落计数。选用完全培养基上长出的菌落数大大超过基本培养基的那一组，用接种针挑取完全培养基上长出的菌落80个，分别点种于基本培养基与完全培养基平板上，先点种基本培养基，后点种完全培养基，置于37℃恒温箱中培养。

（2）培养12h后，选在基本培养基上不生长，而在完全培养基上生长的菌落，再在基本培养基的平板上划线，置于37℃恒温培养。24h后不生长的可能是营养缺陷型。

（六）生长谱鉴定

1．突变菌株的培养与收集

（1）将可能是缺陷型的菌落接种于盛有5ml肉汤培养液的离心管中，37℃培养14-15h。

（2）培养后，离心（3500转/min）10min，倒去上清液，打匀沉淀，然后离心洗涤3次，最后加生理盐水到原体积。

2．营养缺陷型的鉴定

（1）吸取经离心洗涤的菌液1ml注入一灭菌的培养皿中，然后倒入融化冷却至40-50℃的基本培养基中，摇匀放平，待凝固，共做两只培养皿。
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（2）将两只培养皿底等分8格（如图），依次放入混合氨基酸（包括核苷酸）、混合维生素和脯氨酸（加量要很少，否则会抑制菌的生长），然后置于37℃恒温箱培养24-48h，观察生长圈，当某一格内出现圆形混浊的生长圈时，即说明是某一氨基酸、维生素或核苷酸的缺陷型。

生长谱鉴定培养皿底部示图

六、实验作业及思考题
1．将经诱变处理，并在含青霉素的培养基中培养12、16、24h后，涂布于基本及完全培养基中的菌落生长情况填入下表：

                   紫外线和亚硝酸对大肠杆菌的诱变效果

	诱变方法
	培养基
	菌落数/培养皿

	
	
	12h
	16h
	24h

	紫外线诱变
	完全培养基
	
	
	

	
	基本培养基
	
	
	

	亚硝酸诱变
	完全培养基
	
	
	

	
	基本培养基
	
	
	


2．观察培养皿的生长圈出现在哪一区，说明是何种类型的营养缺陷型。

七、说明

适用生物科学和生物技术专业，综合类（6学时）。

实验十四.  细胞核的分离——大鼠肝细胞核的分离   

      （蔗糖水溶液法）、鉴定和保存

一、实验目的 

1．了解分离细胞核的意义；

2．学习分离细胞核的方法；

3．学习细胞核的鉴定和保存方法。

二、实验原理
肝脏组织在含有Ca++的蔗糖溶液中匀浆，由于核比重大，匀浆液经一定浓度蔗糖梯度离心可将细胞核沉淀下来。蔗糖溶液不仅是高密度介质，而且有防止细胞核自溶作用。后来研究者加以修改，加入Ca++、Mg++和K+，选择合适的介质的PH以及选用不同密度的蔗糖溶液,以提高分离核的纯度和回收率。加入Ca++能减少细胞核的脆性，防止核自溶和集聚成团。
三、实验材料
大白鼠或小白鼠

四、实验仪器、药品、用具 

冷冻超速离心机、匀浆器（电动捣碎机）、玻璃匀浆器、医用纱布（或尼龙纱）、一般生化玻璃器皿。

生理盐水（0.9%NaCl）、0.32M蔗糖—4mMCaCl2溶液、0.25M蔗糖—3mMCaCl2溶液、0.34M蔗糖—3mMCaCl2溶液、2.2M蔗糖—3mMCaCl2溶液、以上溶液中均含0.1mMPMSF。

五、实验内容和方法    

1．取饥饿24小时的大白鼠，断颈杀死，取肝脏剪成小块，用冷生理盐水洗去血污。

2．称20克肝在冰浴上剪碎，加入100毫升0.32M蔗糖—4mM CaCl2，匀浆器匀浆（快1分钟，慢1分钟；如果样品量少，也可以用手推的玻璃匀浆器匀浆30次左右。其它型号的匀浆器均可以用，但匀浆时间要作适当调整，初试时，要随时检查核和细胞碎裂的情况，用涂片，2% 曲利本蓝染色、镜检）。

3．匀浆液经四层纱布过滤，滤液经600×g离心10分钟，弃上清液。

4．沉淀加入50毫升0.25M蔗糖—3mMCaCl2，用玻璃匀浆器匀浆，使之悬浮。将核悬浮液轻轻地铺在等体积的0.34M蔗糖--3mMCaCl2液上，经1600×g离心10分钟，缓缓吸去上清液。

5．核沉淀被悬浮在9倍体积的2.2M蔗糖—3mMCaCl2液里，经45000×g离心1小时。

6．纯核沉淀再悬浮在0.34M—3mMCaCl2溶液中，600×g离心10分钟，得到纯净的细胞核沉淀。细胞核可经RSB洗去残留蔗糖，保存在RSB中或作其它实验用。

7．细胞核的鉴定和保存：

（1）细胞核纯度鉴定：方法有形态观察、核内生化成分定量测定以及酶的分析。纯净核的DNA、RNA和蛋白质的比值要附合常规恒定值，也测不到细胞质的酶类。常用的方法是形态观察，把细胞核涂片，用2% 曲利本蓝（trypan blue）染色，镜检观察，核制品应该是完整、干净、无细胞碎片，完整细胞或残留细胞质的细胞核数目在总细胞核数中应少于0.5%。

（2）细胞核保存：短期可以保存在最后核悬浮液和洗涤缓冲液（如RSB）中，在4℃冰箱里能几天不失活。注意不要结冰，冻融易使核破碎。若长期保存，可把纯化核小心地悬浮在0.01mMEDTA—0.5mM二硫苏糖醇-5mMMgCl2-25%甘油-50mMTris/HCl(PH7.4)的缓冲液中，在-20℃（最好是-70℃）冰箱保存，可以数月不失去生物活性。

六、实验作业及思考题
1．制备纯净的细胞核有何意义？

2．在制备细胞核的过程中应注意哪些事项？

七、补充资料
1．制备细胞核的意义

真核细胞不同于原核细胞的显著特点是有细胞核。细胞核是染色体和基因活动产物的集中场所。分离染色质、染色体蛋白、DNA以及核内RNA；研究核小体结构、基因表达及其调控过程，都必须首先制备纯净的细胞核。

2．细胞核分离方法介绍

细胞核是指形态完整、核内成份无渗漏、核膜上不沾污细胞质成分（特别是没有核糖体、线粒体的污染）。为此目的，在分离核的过程中采取了各种措施，如选用合适PH和介质；加入一定种类二价阳离子及去污剂；在低温条件下进行实验等，以加强核膜韧性，消除核膜对细胞质成分的吸附以及防止核的自溶作用。

常用的分离核方法有：（1）蔗糖水溶液法（2）柠檬酸水溶液法和（3）有机溶剂法。它们各有其优缺点，实验者可根据实验对象和研究目的不同而选择和修改。它们的基本原理是大同小异的，即根据在细胞匀浆的各种细胞组份中，细胞核是沉降最快的原理，采用差速或等密度离心，把细胞核与其他成分分开，再经反复洗涤，得到纯净的细胞核。

蔗糖水溶液法操作简便，适用于各种组织细胞，所得的核纯度较高，又保持生物活性。因而目前广泛采用。但是此法不适于从某些细胞（如肿瘤细胞、胸腺细胞、表皮细胞、精巢细胞等）制备纯净的核，通常使用柠檬酸水溶液方法方可获得较好效果。

八、说明

适用生物科学和生物技术专业，综合类（6学时）。

实验十五.  遗传多样性分析——植物同工酶技术

一、实验目的

1．了解植物同工酶分析在遗传学研究中的意义；

2．通过实验掌握植物同工酶实验技术；

3．着重掌握过氧化物酶的提取，电泳与染色技术和分析方法。

二、实验原理
同工酶（isozymes）是指作用于底物相似或完全相同的酶的不同分子形式，即催化同一种反应而结构不同的一族酶。它们是受遗传体系决定的酶的不同分子形式。利用凝胶电泳技术可以将它们分开，用专一的作用底物和特殊染料，把需要分析的酶染色，在胶柱上呈现同工酶谱。

三、实验材料
以下内容任选一组或二组即可

1．二种不同品种蚕豆。

2．蚕豆的新种子和储藏2—3年陈种子。

3．蚕豆与豌豆。

4．甘蓝和甘蓝型油菜的幼苗嫩叶。

四、实验仪器、药品、用具
电泳槽、注射筒及针头、微量注射器、装凝胶用玻璃管（内径为5毫米、长度为90毫米）、离心机。

三羟甲基氨基甲烷（Tris ）、四甲基乙二胺（TEMED）、丙烯酰胺（Acr）、甲叉双丙烯酰胺（Bir）、甘氨酸、过硫酸铵、蔗糖、溴酚蓝、联苯胺、过氧化氢。

五、实验内容和方法
1．不同品种或种间的植物，取发育时期相同，组织相同的样品，制备酶粗提液，一般取样0.5克，或在恒温条件下发芽的幼苗3—5个，置于研钵中，加入0.1—0.5毫升水研磨匀浆、后将样品移至小离心管中离心（3500rpm）15分钟，取上清液，混入等体积的50%的蔗糖溶液，电泳前可在冰箱中保存。

2．聚丙烯酰胺凝胶系统的配制

A液：1mol/L HCl 48.0毫升，Tris 36.4克： TEMED 0.23毫升加水至 100毫升， PH8.3。

B液：丙烯酰胺28.0克；甲叉双丙烯酰胺0.735克加水至100毫升。

C液：过硫酸铵（用前配制）1.4%。

配胶：A ：B ：C ：H2O = 1 ：2 ：0.4 ：4.6

配胶后立即灌好装胶的玻璃管

3．电极缓冲液配制

Tris 30.0克，甘氨酸14.4克，加水至1000毫升、PH 8.3、使用时稀释10倍。

4．染色液配制——过氧化物酶染液

醋酸联苯胺溶液5毫升，3%H2O2 2毫升，H2O 93毫升

5．加样和电泳

各根凝胶管加入0.05毫升的样品酶粗提液0.05毫升。加一小微滴0.005%溴酚蓝，上下电泳槽加电极缓冲液后在低于15℃气温中，每管电流2mA进行电泳，当溴酚蓝迁至凝胶下端0.5—1厘米时停止电泳。电泳时间3—4小时。

6．用长针头注射器注水法自凝胶管中取出凝胶，凝胶要完整，不能断裂。

7．染色：将完整的凝胶条置于中号试管中，加入染色液，浸泡整条凝胶，室温下染色20—30分钟，呈现酶带后取出凝胶，用水漂洗终止染色。

8．带型清楚的胶应作摄影记录或作扫描测定，胶凉干后还作永久保存。

六、实验作业及思考题
1．记录实验的操作程序，检查是否和原设计相符合？

2．将各胶柱中酶带条数、宽度、着色深浅和移动距离填入表中：

	胶柱 样品
	可见  酶带数
	由近及远记录酶带迁移距离
	宽度
	着色深浅
	相对迁移率（主要酶带）
	是否有

特殊酶带
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3．选择比较组分胶柱中、着色最深的酶带或特殊酶带（即该组分特有酶带），计算酶带的相对迁移率Rf值

                                 某酶带迁移距离

                     Rf   =   ————————————-

                               溴酚蓝指示剂迁移距离

七、补充资料
同工酶的不同分子形式，可以出现在同一生物的不同发育时期，所以取不同期的材料，酶带的情况就不一样。这是同工酶技术适用于发育研究的方便之处。另一方面，利用同工酶技术进行遗传学分析与群体遗传学研究时，则特别要求取材的一致性。否则，它们之间的差异可能不是遗传而是由发育造成的。例如要比较两个品种蚕豆的遗传差别，可用它们的发芽种子进行比较。但这时至少应该检查是否是同年的种子、是否在发芽前都晒过种、是否是同时浸种，是否是恒温发芽， 以及是否是取同样部位和同样分量等。

八、说明

适用生物科学和生物技术专业，综合类（6学时）。

实验十六.  植物原生质体的分离与培养

一、实验目的
1．了解植物原生质体分离与培养的原理；
2．学习原生质体分离与培养的一般步骤和技术。
二、实验原理
    植物原生质体分离和培养的基本原理是植物的组织在合适的酶的作用下，相邻细胞粘合在一起的中层及细胞壁即可分解。而在分离原生质体前后所进行并保持的质壁分离状态防止了分离得到的原生质体的膨胀破裂。游离出的原生质体可以用过滤及离心的方法而与酶及组织和细胞的碎片分开，从而得到纯化。最后原生质体可以如同细胞一样，在液体或琼脂培养基中进行培养。在原生质体培养中，合适的原生质体密度随所用的材料而异，所以必须通过试验首先决定培养的最适密度。原生质体在合适的培养条件下可以再生壁，进行细胞分裂，并可通过改变培养基(特别是改变激素)而最终导致再生植株。
三、实验材料
烟草（或其它植物）无菌试管苗、

四、实验仪器、药品、用具
1．设备
超净工作台(或无菌操作室)、台式离心机、倒置显微镜、显微镜、荧光显微镜、摇床、消毒锅、无菌过滤器、微孔滤膜(0.45um孔径)、减压抽滤设备、尖头镊子、解剖刀及刀片、2m1和10ml刻度移液管(加棉塞)、巴斯德移液管(加棉塞)、培养皿(直径5cm及9cm)、50 m1三角瓶、白瓷砖(无菌，可用铝箔或牛皮纸包好后高压灭菌)、石蜡膜带(parafilm)、血球计数板(最好用深度为o．2cm的。平时用于血球计数的板通常深度为o．1cm，对原生质体计数不合适)、煤气灯或酒精灯、培养箱或培养室(24—28℃)

2．用于分离原生质体的酶的种类
根据所用的植物材料的不同，以及植物细胞壁的组成成分，目前用于游离原生质体的酶类大致有三：纤维素酶、半纤维素酶及果胶酶。对于叶肉组织，通常仅需用纤维素酶及果胶酶，而对于培养的愈伤组织或悬浮培养细胞，以及子叶、幼根等器官的组织，则常常还必须加入半纤维素酶。
1． 试剂
70%乙醇、Tween80、甘露醇、山梨醇、蔗糖、葡萄糖；
常用的植物激素：生长素类（2，4-D、NAA、IAA）、细胞分裂素（KT、BAP、玉米素）、赤霉素：GA；
配制培养基所需的各种无机盐类、维生素、水解酪蛋白等；
椰子汁；
抗菌素溶液：四环素10mg/L，庆大霉素10mg/L，氨苄青霉素10mg/L。
用0.4mol/L的山梨醇溶液配制0.1%的荧光增白剂溶液；
Evans蓝染色液；
双醋酸荧光素（ fluorescein diacetate）
2． 原生质体分离与培养所用的培养基
（1） CPW溶液
用于配制酶溶液，或分离原生质体以后纯化原生质体时作为清洗液用，常用配方的无机盐组成如下：    试剂               mg/L

                   KH2PO4               27.2

                   KNO3               101．0

                   CaCl2.2H20         1480．0

                   MgS04.7H2O          246．0

                   KI                 0．16

                   CuSO4.5H2O          0．025

    为保持分离原生质体过程中的高渗状态，还必须加入甘露醇或蔗糖：
    CPWl3M溶液是含有13％甘露醇的CPW溶液；
    CPW9M溶液是含有9％甘露醇的CPW溶液；
    CPW21S溶液是合有21％蔗糖的CPW溶液；
    pH均调至5．8。
  上述溶液均可配制后高压灭菌，而后贮存备用。
    2．原生质体培养基
与组织和细胞培养中的情况相同，原生质体培养所用的培养基因所研究的植物种类而异。原生质体培养基与普通的植物组织培养用的培养基的差异在于它含有维持高惨状态的物质(甘露醇、山梨醇或葡萄糖等)。另外，为保持原生质体的稳定性，在不少配方中也提高了二价阳离子的浓度，特别是Ca++的含量。如用MS作为原生质体培养基时，另外加入5—10m moI／L CaCl2·H20有良好作用。Nagata(1971)的NT配方适于烟草属植物的叶肉原生质体培养，组织培养中常用的Ms及B5培养基，对于不少植物的原生质体培养也不失为一好的配方。
五、实验内容和方法
（一）叶肉原生质体的分离和培养（以烟草为例）
1．植物材料
    烟草(Nicotiana tabacum)品种“革新一号”或其他叶脉较少的品种，栽于温室或人工气候室内。取材及表面消毒的步骤如下：
（1)由40—60天龄的植株上取完全展开的叶片，浸于70％乙醇中20s后移到无菌烧杯或玻璃瓶中，加入7—8％安替福民溶液或漂粉精溶液(每100ml水加15片，先在研钵中研碎后按比例加足水，5—10min后用粗滤纸过滤，取滤液使用)，叶片表面消毒10min。从此步骤开始，以下均在无菌条件下操作。
（2)用无菌水冲洗叶片3次，以便去除残留在叶片上的消毒剂。叶片浸泡在无菌水中的时间不宜太长，否则常导致下表皮不易撕去。
2．原生质体的分离
（1)将消毒过的叶片放在无菌的白瓷砖上或培养皿中用尖头镊子撕去下表皮。
（2)把已撕去下表皮的叶片部分用解剖刀切下后，移到加有5 ml CPWl3M(或9M)的10cm直径的培养皿中30min，撕去表面的一面朝下使之质壁分离。
（3)用巴斯德移液管吸去CPWl3M溶液，代之以5m1酶溶液，随后置于28℃恒温室（或恒温箱)中4—6小时。为便于工作安排，也可过夜。酶溶液可选下面所列配方中的一种：①EA3-867纤维素酶(必要时，加入0．1% MacerozymeR10) ；② 5% Meicelase +0.1% Macerozyme R10；③ 2% Onozuka R10 + 0.1% Macerozyme R10

    上述酶制品均溶于CPWl3M(或9M)溶液中。
（4)酶解后的原生质体悬浮液用64um 孔径的不锈钢网或尼龙网过滤以去除残渣。将滤下的原生质体悬浮液用巴斯德移液管转移到10ml离心管中，在100g下离心10min。
（5)弃去上清波(酶溶液)，底部的原生质体重新悬浮于CPW 21S溶液中，在80g下离心5 min。使原生质体漂浮于液面，而与细胞碎片分开(如果原生质体酶解游离后，细胞碎片不多，可以省去此步骤；而代之以用CPWl3M溶液通过离心清洗原生质体)。
（6)用移液管将漂浮在液面的原生质体转移到另一离心管中，加入CPWl3M溶液，重新悬浮均匀后，再在100g下离心10min，重复二次，以使原生质体进一步与细胞碎片等残留物分开。
（7)弃去上清波后，将原生质体悬浮于MSP1-9M培养基(MS培养基内含20mg／L NAA，0．5mg／L BAP和9%甘露醇)中。加入的量看实际的工作需要而定。随后用血球计数板统计原生质体的数目。算出原生质体的产量和密度。多数值物的叶肉原生质体产量在2—5×106／g鲜重。
3．原生质体活力的测定
    分离的原生质体在培养之前，必要时要进行活力的观察。分离的原生质体应是完整的有活力的，这是进行成功的原生质体培养的先决条件。为进行这种观察，可以使用双醋酸荧光素，这种染料由于仅在有活力的原生质体中积累；而易于在荧光显微镜下进行检查。也可以使用Evans蓝染色液,完整的有活力的原生质体推测因其质膜的完整性，而便该染料不能透过，使之不能染色。此外细胞质环流，叶绿体的分布情况等也均可作为原生质体活力的指标。
4．原生质体的培养(Power和Davey，1979)

原生质体培养常用的方法有琼脂平板培养，液体浅层培养、液体／凉脂双层培养以及液滴培养等。琼脂平板培养适于对原生质体的生长分裂等情况进行定点的观察，易于挑选单细胞无性系。液体培养方法简单，在很多情况下避免了琼脂中微量有害物质的不良作用，因此原生质体分裂快，植板率高。缺点是细胞团易聚集在一起，也不能作定点观察。液体／琼脂平板双层培养，可能由于琼脂在培养过程中吸收了原生质体释放的部分有害物质，或由于吸附培养基中的某些物质。从而调整了培养基的组分，致使在一些情况下对在液体浅层中的原生质体产生良好的效应。当原生质体的产量很低而无法按通常的方法进行原生质体培养时，液滴培养是合适的，该法并适于用不多的原生质体进行筛选不同的培养基的比较试验，缺点是蒸发快易干，应及时补加新鲜培养基。各种方法的具体操作步骤如下：
① 琼脂平板培养法
    （1)将悬浮于MSPl—9M培养基中的叶肉原生质体的密度调整到5×104／m1(叶肉原生质体培养的合适密度通常在104——105／m1)。
    （2)将加有1.2% 琼脂的MSP1—9M固化培养基加热融化，冷却到约45℃备用。
    （3)在9cm直径的培养皿中，用无菌的加棉花塞的移液管加入4ml原生质体悬浮液，随即加人4ml 融化的MSP1-9琼脂培养基。(如用5cm直径的培养皿，取2ml原生质体悬浮液加2ml琼脂培养基。迅速混匀后平放在桌面上使之凝固。此时原生质体的实际培养浓度为2.5×104／m1。
    （4)培养皿用石蜡膜带 (parafilm)封口后倒置，移到培养室进行培养。在没有石蜡膜带的情况下，可用氧化锌胶布代替，但清洗时比较麻烦。
② 液体浅层培养法  

    （1）将原生质体密度调整到2．5×104／ml

（2)在9cm培养皿中加入8—10 ml原生质体悬浮液(在5cm培养皿中加入2—4ml)，原则是必须使培养基能在培养皿底部形成一薄层。通常在用玻璃培养皿时，因皿底不平，所需的量较多。而用塑料培养皿时，皿底很平，所需的量也较少。
（3)培养皿用石蜡膜带封后，置培养室培养。
③ 液体／琼脂双层培养法
    （1)将含有0.6％琼脂的MSP1—9M培养基融化，在9cm培养皿中加入8ml(在5cm培养皿中加入2—4ml)融化的培养基，使它在皿底平铺成一薄层平板。
    （2)将二倍于最适培养密度的原生质体悬浮液8ml加于琼脂平板的表面之上(在5cm培养皿中加入2-4m1)，成液体／琼脂双层培养。
    （3)培养皿封口后，置培养室中培养。
④ 液滴培养法
    （1)将原生质体密度调整到2．5×l 04／m1

    （2)根据需要用微量自动移液器吸取原生质体悬浮液后，在培养皿的盖上，或皿底上分散成20-40ul的小液滴。
    （3)因液滴水分蒸发较快易干，培养皿用石蜡膜带封口后，放置在湿润的环境中。如液滴滴在皿盖上作悬滴培养，通常可在培养皿内加入少量培养基，以减少盖上悬滴的蒸发。
（二）由无菌苗分离原生质体及其培养
1．植物材料
矮牵牛(Petunia hybrida)的试管苗。可用种子表面消毒后，在无菌条件下萌发，随后切取顶芽培养，通过不断切取带腋芽的茎段，或用其茎尖部分进行继代培养，即可建立无菌试管苗的增殖系统，不断提供实验材料。试管苗的培养基常可用MS基本培养基，或加低浓度的生长素和细胞分裂素（o．1一o．2mg／L)。试管苗因本身无菌，所以在分离原生质体时通常无需再进行表面消毒。
2．原生质体的分离和培养（Binding和Nagy，1976；Binding等，1980)

（1)由无菌苗上切下叶片或切取整个幼嫩的茎叶部分(包括茎端)。
（2)无菌苗的叶片通常不易撕去下表皮，可将叶片放在一滴o．4m mol／L甘露醇溶液中，随后用解剖刀切成小块或小条(1—3mm2)。如用幼嫩的茎叶部分，用同样办法切成小块即可。
（3)用o．5mol／L甘露醇配制酶溶液，内加2—3% 0nozuka R10纤维素酶和0．3%的macerozyme(或0．1％macerozyme R10)。必要时，加入o．5%葡聚糖硫酸钾。当使用较大的试营苗时，有时由于取出试管苗时接触培养器皿的口外部分而造成污染。为防止这种情况，可按10m1酶溶液中加入0．1ml抗菌素母液。将切成小块的组织移到酶溶液中，减压抽气使酶迅速渗入组织。在30℃下至少保温4小时。
（4)酶解后，使酶溶液(内含原生质体和组织碎片)相继通过孔径为330um和80um的不锈钢或尼龙网筛以去除组织碎片。
（5)在l00×g下离心5min，以使原生质体和酶溶液分开。
（6)将分离得到的原生质体沉淀物重新悬浮于V—47培养基中，再次离心。这一步骤至少要重复4次。
（7)原生质体计数后稀释至104-5×104／ml。
（8)用无菌移液管吸取原生质体悬浮液至培养皿中作液体浅层培养。随后用石蜡膜带封口，置培养室中培养。

六、实验作业及思考题
1．植物原生质体培养有何意义？

2．植物原生质体培养与植物组织培养有何不同？

七、说明

适用生物科学和生物技术专业，综合类（6学时）。
实验十七.  植物远缘杂交胚的离体培养

一、实验目的

掌握棉花、麦类和十字花科植物远缘杂交胚（或胚珠）的离体培养技术。

二、实验原理
在远缘杂交中经常得不到有生活力的种子，从胚胎发育上看，其原因是胚的发育不良，或胚乳不能正常发育，或胚与胚之间不协调，有时在胚与胚乳之间形成类似糊粉层的细胞层，阻碍了营养物质从胚乳进入胚，从而造成幼胚早期败育。通过人工提供杂交胚（或胚珠，以下均同）发育所需的条件，促其正常生长发育，实践证明：幼胚的离体培养对于克服远缘杂交不孕具有一定效果。有时甚至具有决定性作用。

杂交幼胚的人工离体培养能否成功，主要看能否创造幼胚发育所需要的最佳的环境条件，主要是营养条件，即适当的培养基，在远缘杂交胚中常因不同植物以及胚的不同发育时期所要求的培养基条件不尽相同，在时甚至有很大差异，但也表现某些共同倾向性。

三、实验材料
大麦×大麦的杂交胚珠；陆地棉×中棉的杂交胚珠；油菜远缘杂交幼胚。

四、实验仪器、药品、用具
双目解剖镜、显微镜、1/1000天平、高压灭菌锅、超净工作台、显微测微尺、三角烧瓶、烧杯、试管、培养皿、量筒、酒精灯

硝酸钾、硝酸铵、硫酸钾、硫酸锰、硫酸锌、硫酸铁、磷酸二氢钾、氯化钙、硼酸、钼酸钠、氯化钴、碘化钾、乙二胺四醋钠铁、菸酸、盐酸硫胺素、盐酸比多辛、肌醇、甘氨酸、蔗糖琼脂、6-BA、NAA、漂白粉。

小镊、长臂镊、剪刀、解剖刀、解剖针、接种针、试管架、计时钟、药棉、纱布、滤纸。

五、实验内容和方法
1．大小麦杂交胚的离体培养

（1）播种和杂交   按预定组合分期播种，开花期按常规方法取粉杂交。最好重复授粉，并于授粉后24小时喷萘乙酸（400ppm）少许，以促进受精。

（2）取材和材料的初步处理   授粉后8—10天取材，剪去穗梗和麦芒，用肥皂水洗涤，清水冲净，去内外颖，用镊子小心地将子房摘下待用。

（3）消毒 

1 接种室（无菌室）和人员本身消毒；

2 材料消毒在接种室内进行，先将材料在70%酒精中浸1-2秒钟，立即用无菌水冲洗2-3次，再放入3%的漂白粉溶液中浸泡15分钟，再用无菌水冲洗2-3次，待用。

（4）解剖接种 

无菌操作，在双目解剖镜下先用一个解剖针从柱头一方外侧插下，将材料固定，再用另一解剖针小心地沿腹沟线将子房表面轻轻划破，切勿划得过深，否则可能将内面胚珠损坏，然后沿腹沟将子房剖开为两半，这时在剖面与柱头相对的一方，可见表面光滑的椭圆珠状结构，这就是胚珠，再小心地将其完整地剥离下来,移植到已去胚的同龄小麦胚乳上。

在解剖杂交子房以前，须剖取提供营养的胚乳，即取同日龄的已初步成形的小麦幼嫩种子，先将种皮去掉，小心地将其幼胚剥去留下完整胚乳供接种用。

将上述接好的材料，接种在N6固体培养基表面，同时设置以下几种对照处理：①小麦胚移接于小麦胚乳；②去胚的小麦胚乳；③不经移接着的杂交胚珠；④不经移接的小麦胚。

严格消毒，防止污染，这是一切离体无菌培养成败的关键之一。

(5)培养观察

将接种的材料放入25℃的培养室中进行培养，观察其生长发育情况，入室培养约3天左右，可能有极少数胚珠膨大，10天左右直接从其中长出绿色幼苗；也可首先形成愈伤组织，从其中分化出多个绿色幼苗。随时进行必要的观测记载和近距离拍照，当诱导长根后，作根端染色体检查，确定是否为真杂种。

2．陆地棉与中棉杂交胚的离体培养

（1）播种和杂交

适期播种，开花期按常规方法杂交，也可作生长素喷滴。

（2）取材和接种

授粉后48小时取材培养，将花蕾取下，用肥皂水洗涤两次，清水冲净后，在接种室内放在70%酒精中浸沾1-2秒，取出在酒精灯火焰上掠过，随即沿子房壁上缝线剖开子房，小心取出胚珠，接种于Beasly液体培养基上。

（3）培养观察

将上述接种材料培养于30℃(2℃暗室中，仔细观察其生长发育情况，如果操作得当，进行培养后3-5天就可能有胚珠明显长大，逐渐长出雪白的纤维，到第10天胚珠就可长到约黄豆大小，布满纤维，在培养50-70天后，剖取萌动的幼胚，作固体加液体的双层培养，即在固体Beasly培养基表面滴一薄层（厚约1毫米）液体培养基，保持其湿润状态，以诱导出苗。

3．油菜远缘杂交胚的离体培养

适时播种，按常规方法杂交授粉。一般授粉后3-4周的幼果，最适宜于取材培养，此时幼胚呈Y形、绿色，按前述方法，在室外进行材料的初步冲洗，然后到接种室内将幼果放入70%酒精中浸2分钟，用无菌水充分洗净。切开幼果，取出嫩籽，置于铺有流水线滤纸的双目解剖镜台面上，用解剖针划破，取出幼胚，移接于LSM培养基上。置于20-25℃并有充足光照的条件下进行培养，如果一切正常，约经5-7天，胚即长大萌发，2-3月后可长成植株。

六、实验作业及思考题

1．远缘杂种胚的离体培养对于遗传育种有何意义？

2．远缘杂种胚的离体培养过程中，影响实验成功率的因素有哪些？

七、说明

适用生物科学和生物技术专业，综合类（6学时）。
实验十八.   DNA与RNA区分染色法
一、实验目的
学习用区分染色法，鉴定动、植物细胞中DNA与RNA的存在与分布。

二、实验原理
核酸的主要成分在细胞核中是DNA，在细胞质与核仁中是RNA 。由于DNA与RNA在化学组成与分子结构上存在一定差别，因而对不同染料有不同的染色反应。甲基绿（Netyl-Green）能使细胞核中的DNA呈现绿色，而焦宁（Pyronin）则能把细胞质与核仁中的RNA染成红色。从细胞不同部位呈现出不同的颜色反应，可定性鉴定细胞中DNA与RNA的存在与分布。

三、实验材料
洋葱鳞叶下表皮，人类口腔粘膜表皮细胞
四、仪器、药品、用具
显微镜、培养皿、剪刀、镊子、载玻片、盖玻片、牙签、吸水纸等。
甲基绿-焦宁染液
五、实验内容和方法
（一）植物细胞
1．取材   用剪刀和镊子分别取洋葱鳞叶下表皮不同部位的材料，放到不同的载玻片上，分别制片。
2．染色   加一滴甲基绿-焦宁染液染色5-10分钟左右，再加上盖玻片。
3．压片   用吸水纸包住载玻片和盖玻片，拇指轻轻压片，吸去多余的染液，切不可使载玻片与盖玻片相对移动。
4．镜检   压好的片子先在低倍镜下寻找核、质颜色不同的细胞，再转换到高倍镜下仔细观察。
（二）动物细胞
1．取材  先漱口，再用牙签刮取口腔粘膜表皮细胞，涂抹到载玻片上。
2．染色、压片、镜检同植物细胞。
六、实验作业及思考题
1．比较不同部位、不同染色时间洋葱鳞叶下表皮的染色效果，并绘出显微镜下所观察到的图象。
2．比较不同染色时间的口腔粘膜表皮细胞染色效果，并绘出显微镜下所观察到的图象。
七、补充材料
1．改良甲基绿-焦宁染液配方:           

2%甲基绿7.5毫升  1%焦宁12.5毫升  醋酸缓冲液(PH=4.8) 30.0毫升
2．醋酸缓冲液（PH=4.8）的配制:

0.2M醋酸（1.2毫升醋酸+蒸馏水100毫升）4份
0.2M醋酸钠（2.72克醋酸钠+蒸馏水100毫升）6份
3．使用改良甲基绿-焦宁染液配方时需注意:
甲基绿中往往含有较多的甲紫，而甲紫又溶于氯仿，因此使用前先用与甲基绿等量体积的氯仿洗涤数次，将其中的甲紫排出，再用分液漏斗将氯仿排出，洗涤完毕的甲基绿必须放在冰箱中保存备用。

配制好的甲基绿染液、焦宁染液、醋酸缓冲液分开放在冰箱中保存，实验前临时将事先配好的3种溶液混合。
八、说明

适用生物科学和生物技术专业，也适用于农学、植保、园艺和林学专业。

验证类（3学时）。
实验十九.   脱氧核糖核酸（DNA）的定性鉴定
一、实验目的
学习用孚尔根染色法，定性鉴定细胞核内DNA的存在。

二、实验原理
DNA分子在60℃1N盐酸作用下，可使其脱氧核糖的第一个碳原子上释放活性醛基，而席夫试剂遇醛类物质呈紫红色，故可定性鉴定细胞核内DNA的存在部位。
三、实验材料
大蒜根尖（2n=2x=16）

四、仪器、药品、用具
显微镜、恒温箱或水浴锅、天平、量筒、培养皿、青霉素小瓶、席夫试剂瓶、冰箱、盖玻片、载玻片、镊子、洗瓶、吸水纸等
席夫试剂、漂洗液、1N盐酸、45%冰醋酸等
五、实验内容和方法
1．供试材料大蒜根尖（2n=2x=16）的准备及处理
（1）取材  当大蒜根尖水培到1-1.5cm时，于上午10:45-11:15之间取材。
（2）固定  洗净根尖，卡诺液固定24h。再放入95%、80%酒精依次脱水，最后换70%酒精冰箱4℃长期保存。
2．水解  取出供试材料大蒜根尖，分别放入青霉素小瓶中水洗3遍，弃去水。

（1）实验组  加入1N冷盐酸，室温下静置2min，弃去冷盐酸；换上提前预热的60℃1N盐酸，放入60℃恒温箱水解7min后，弃去盐酸；再加入1N冷盐酸，室温下静置2min，弃去冷盐酸，水洗根尖3遍。

（2）对照组  加入1N冷盐酸，室温下静置11min，弃去冷盐酸，水洗根尖3遍。

实验组和对照组以下程序都相同。
3．染色及漂洗  迅速甩干根尖上的水份，分别投入席夫试剂瓶暗光处理0.5h，取出根尖，分别放入装有漂洗液的青霉素小瓶中漂洗三次，每次2min，水洗3遍。

4．制片  取一根尖于载玻片上，仅切取生长点部位，弃去其余部分。加一滴45%冰醋酸，用镊子夹碎，再加上盖玻片 ，用吸水纸包住盖玻片和载玻片，镊柄敲片，敲至材料呈云雾状即可。
5．镜检  仔细观察细胞核和细胞质颜色有何区别 
六、实验作业及思考题
1． 制片并比较细胞核和细胞质颜色有何区别，为什么？

2．实验组和对照组结果有何不同？为什么？
七、补充资料
1．孚尔根染色法简介：

孚尔根染色法是定性鉴定细胞核内DNA存在的组织化学方法，其原理与席夫试剂的性质有关。席夫试剂是由碱性品红与盐酸和亚硫酸氢钠作用而生成的，为无色溶液，遇醛类物质即呈紫红色，故可用于醛基的鉴定。

DNA分子结构中本身无醛基，但在60℃1N盐酸的水解作用下，部分地打断DNA分子中脱氧核糖与嘌呤之间的糖苷键，使嘌呤碱基脱落，并使脱氧核糖的第一个碳原子上释放活性醛基，而席夫试剂遇醛基呈紫红色。在细胞中只有DNA才有这种反应，故可定性鉴定细胞核内DNA的存在。这一方法是Feulgen和Rossenbeck于1924年首先发现和确定的,故称孚尔根染色法。

2． 结果与讨论

（1）水解时间和温度：水解适当时，细胞核着色深而细胞质不着色；水解不足时，细胞核着色浅而细胞质可能有其他醛基存在而显示扩散的红色；水解过度时，由于DNA解聚而产生游离的核酸分子从细胞核扩散到细胞质中使细胞普遍着色，随着时间的过度，会使水解中酸反应增强，而细胞不着色。

（2）SO2的含量：席夫试剂中的SO2含量低时呈红色，含量高时呈蓝色。

3．药品的配制方法
（1）席夫试剂配制：

将0.5克碱性品红徐徐加入煮沸的100ml蒸馏水中，用玻璃棒搅拌，使之充分溶解，待溶液冷却至58℃左右，过滤于棕色瓶。当滤液冷却至26℃左右，再加入10ml 1N盐酸和0.5-1克亚硫酸氢钠，摇动，溶解后密封于棕色瓶中，置于黑暗低温处。24h后检查溶液颜色，必须呈无色透明或淡茶色才可用。若呈淡红色可加入0.5克活性炭连续摇动，在4℃下静置过夜，然后过滤脱色。

（2）漂洗液配制：
将5ml1N盐酸和5ml 10%亚硫酸氢钠溶液分别倒入容量瓶中，再用蒸馏水定容至100ml。

八、说明

适用生物科学和生物技术专业，也适用于农学、植保、园艺和林学专业。

验证类（3学时）。
实验二十.  性状分离比的模拟实验
一、实验目的
    通过模拟实验认识和理解基因的分离和随机结合与生物性状之间的数量关系，为进一步学习基因分离定律的实质打下一定的基础。
二、实验原理
    由于进行有性杂交的亲本，在形成配子时，等位基因会发生分离;受精时，雌雄配子又会随机结合成合子。因此，杂合子杂交后发育成的个体，一定会发生性状分离。本实验就是通过模拟等位基因的分离、雌雄配子随机结合的过程，来探讨杂种后代性状的分离比。
三、材料用具
    小塑料桶２个，２种色彩的小球各20个。
四、实验内容和方法
    取甲、乙两个小桶，每个小桶内放有两种色彩的小球各２０个，并在不同色彩的球上分别标有字母D和d。如果甲桶中的小球代表的是雌配子，乙桶中小球代表的是雄配子，那么，甲桶中的D小球与d小球，就分别代表含基因D和含基因d的雌配子;乙桶中的D小球与d小球，就分别代表含基因D和含基因d的雄配子。
1．分别摇动甲、乙小桶，便桶内小球充分混合
2．分别从两个桶内随机抓取一个小球，这表示让雌配子与雄配子随机结合成合子。每次抓取后，记录下这两个小球的字母组合。
3．将抓取的小球放回原来的小桶，按上述方法重复做5O-100次(重复的次数越多，结果越准确)。
4．统计小球组合分别为DD、Dd和dd的数量

5．计算小球组合DD、Dd和dd之间的数量比，以及含有小球D的组合与dd组合之间的数量比。
五、实验作业及思考题
    1．如果再从两个小桶内重复抓取一次小球，在取出小球前，你能估算出DD、Dd和dd组合的机会各是多少吗?

2．通过性状分离比的模拟实验，你对哪些问题有了更深的理解和认识? 

3．假如当时孟德尔只统计了10株豌豆的性状，那么，他还能正确地解释性状分离现象么?

六、补充资料

1．性状分离的实质

· 减数分裂的过程：同源染色体联会配对——同源染色体随机排列在赤道板两侧——同源染色体随机分向两极。

· 位于同源染色体上的一对等位基因，在减数分裂产生配子时，随着同源染色体的随机分离而发生分离。

2．实验材料的替换

围棋，乒乓球（不同颜色），玻璃球（多种颜色）。

3．实验扩展——非连锁基因自由组合规律模拟

非连锁基因自由组合规律的实质，是指减数分裂形成配子时，位于同源染色体上的等位基因会发生分离，而位于非同源染色体上的两对非等位基因之间会发生自由组合。

例如豌豆，圆粒（R）对皱粒（r）呈显性，黄色种皮（Y）对绿色种皮(y)呈显性，且控制这两对相对性状的基因位于非同源染色体上。杂合体F1（RrYy）在形成配子时，等位基因分离，非等位基因自由组合形成数量相等的4 种配子RY，Ry，rY，ry。雌雄配子随机结合，子二代（F2）形成的9种基因型和4种表现型的类型和比例如表。

模拟过程：

（1）等位基因分离和非连锁基因自由组合模拟：准备6个小塑料桶A，A’，B，B’，C和C’。桶A中投入标有R和r的弹球各10个；桶A’中投入分别标有Y和y的弹球各10个；桶B与桶A相同，桶B’与桶A’相同。桶A，A’表示F1（RrYy）雌亲的初级卵母细胞；桶B，B’表示F1（RrYy）雄亲的初级精母细胞。从桶A，A’中各随机抽一弹球包在一起（模拟等位基因的分离）放入桶C中（模拟非等位基因自由组合），表示F1形成一个雌配子；同样，从桶B，B’中各随机抽一个弹球包在一起放入桶C’中，表示F1形成一个雄配子。

（2）雌雄配子随机结合模拟：桶C和桶C’的两雌雄配子结合而产生F2，若是RY和RY结合，则基因型RRYY；若是RY和Ry结合，则形成基因型RRYy，等等，形成的基因型应是表中9种基因型之一。把模拟形成的基因型记入表的相应栏目内。

4．实验成败关键

（1）模拟次数要多；

（2）每完成一次模拟，均需把球等放回原处并混合均匀。
表：模拟实验结果记录表

	F2表现型和基因型（系数为比例数）
	用“正”字表示数量
	合计

	（9）R-Y-
	(1)RRYY
	
	

	
	(2)RRYy
	
	

	
	(2)RrYY
	
	

	
	(4)RrYy
	
	

	(3)R-yy
	(1)RRyy
	
	

	
	(2)Rryy
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实验二十一.  用DNA分子杂交的方法鉴定
人猿间亲缘关系的模拟实验
一、实验目的
初步掌握用DNA分子杂交的模拟实验来鉴定人猿间亲缘关系的方法。
一、实验原理
用DNA分子杂交的方法，让来自不同种生物的两条DNA分子单链进行杂交，形成杂合双链区的部位越多，说明这两种生物之间的亲缘关系越近。本实验是在已知人类、黑猩猩、大猩猩的某段DNA单链碱基序列的基础上，通过模拟DNA分子杂交的方法，来探讨这3种生物之间亲缘关系的远近。
三、材料用具
4种不同颜色的火柴棍或回形针各25个。
四、实验内容和方法
1. 取4种不同颜色的火柴棍(或回形针)备25个，确定这4种颜色的火柴棍分别代表哪一种碱基(A或T、G、C)。
2. 分别按照人、黑猩猩和大猩猩的某段DNA分子单链的碱基顺序，用4种颜色的火柴棍摆成3 条链(相邻的两条链之间要空2cm的距离)。注意将黑猩猩、大猩猩的DNA分子分别放在人的DNA分子的上、下两侧，并使3条链的碱基上下对齐。
黑猩猩的一段DNA分子的单链是:

TCCGGGGAAGGTTGGCTAAT

人的一段DNA分子的单链是:

AGGCATAAACCAACCGATTA

大猩猩的一段DNA分子的单链是:

TCCGGGGAAGGTTGGTCCGG

3. 将人的DNA分子与黑猩猩的DNA分子进行模拟杂交:接照碱基配对原则(A与T配对，C与G配对)，从左到右将能够配对的碱基并排放在一起，将不能配对的碱基轻轻分开成环状。模拟杂交完成后，数二数这两条链之间有几个环、每个环中有几个不能互补的碱基。
4. 按照上述方法，将人的DNA分子单链与大猩猩的DNA分子单链进行模拟杂交。
五、实验作业及思考题
这个模拟实验与真正的DNA分子杂交实验相比较，除材料用具和方法步骤不同外，还有什么明显的区别?
实验二十二  人类Barr小体的观察
一、实验目的

1. 掌握人类Barr小体的形态特征和玻片制作的方法。
2.了解Barr小体在鉴定个体的性别诊断和人类染色体畸变方面的应用。
二、实验原理

1949年Barr和Bertran在研究猫的间期神经细胞时，发现雌猫体细胞核膜边缘有一个可被碱性染料染色的小体，而雄猫没有该特征。后来发现人类正常女性口腔上皮、阴道上皮、皮肤、羊水等的细胞中都有一个这样的小体，继而进一步发现所有哺乳动物雌体细胞中都有同样的一个小体。一般认为这种小体是两个X染色体中的一个在间期发生异固缩形成的，故而将其称为X小体，X染色质，又称为Barr小体。Barr小体出现在哺乳动物雌性个体细胞的细胞核膜边缘，这主要是因为这条染色体处在失活状态所致，Morishima等利用放射性标记的方法证实了失活状态的性染色体与其他异染色质（heterochromatin）一样，在DNA复制时总落后于其他常染色质，且大多出现在核膜边缘。性染色质的数目是X染色体数减1。有两个X染色体的正常雌性有一个X小体；有三个X染色体者有两个X小体。雄性只有一条X染色体，不发生异固缩，因此没有X小体。但XXY的雄性也可有一个X小体。故可以根据X小体的有无、数目来鉴定胎儿的性别和性别畸形。
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三、材料、仪器与试剂

1 材料 口腔粘膜、发根细胞。

2 器具 普通显微镜、恒温水浴锅、载玻片、盖玻片、镊子、牙签、滤纸、纱布等。

3 试剂 乙醇、乙醚、硫堇紫，醋酸地衣红。

四、实验步骤
1．口腔粘膜细胞Barr氏小体显示方法
　　（1）取材与固定 实验前用可食用水漱口，然后以无菌牙签刮取口腔颊部粘膜(第一次的刮取物弃去)，将刮取物均匀涂于载玻片上，放在空气中干燥。或以酒精灯外焰烤干，注意材料不可过热加温。
　　（2）染色与观察：用改良苯酚品红染液染色10－15分钟，倾斜载玻片，倒掉染液。用吸水纸轻轻擦拭干载玻片上的染液。放于显微镜下观察。
注意事项： 
　　在制作的玻片标本中，选择细胞轮廓清楚、染色清晰，核大，核质呈均匀细网状的细胞100个，统计巴氏小体的频率(可与男性细胞对照观察)。
2．发根毛囊细胞Barr氏小体显色方法
　　取材和染色 取带有发根的头发，长2—3cm，围绕发根部的1圈长2—3mm的白色物体，即是毛囊细胞团，将其放置于载片上。在毛囊细胞处滴加一滴浓盐酸和95％乙醇1：1的混合液。约10min以后，可使毛囊细胞得到充分软化。以清水冲洗2-3遍，将酸解液冲洗干净。拿起上述发根的梢部，将其上毛囊细胞轻轻蹭于另一干净载片上即可达到转移的目的。
　　若用刀片或镊子将毛囊细胞刮下，可造成细胞的堆积，同样会出现多层细胞的现象。另外，l根发根的毛囊细胞可以转移到3—4张载片上，以达到充分利用实验材料的目的。观察时又可以看到清晰的单层涂布细胞，便于观察统计。此时，可滴加1滴染液于待测细胞上，注意染液不可过多，以免细胞流失。约10min后，加盖玻片即可进行观察。 
３．观察 
　　巴氏小体为女性细胞中所特有的染色体结构，是l条X染色体呈异固缩状态所形成，各实验室所统计的观察率不尽相同，从30％一50％不等，有些实验室中在男性的细胞中发现X小体有2%的出现率，但小体结构不规范、典型。巴氏小体常位于核膜内侧。直径为lμm左右，其形状有微凸形、三角形、卵形、短棒形和双球形等。观察时需注意巴氏小体与细胞的比例。 
　　正常女性细胞中仅可观察到1个巴氏小体，而正常男性细胞中无巴氏小体或仅在个别细胞中有不典型的巴氏小体存在
五、作业与思考
1. 统计X小体的频率，画2～3个典型细胞，示X小体的形态和所处部位。

2. 在制片过程中使用HCI酸解的目的是什么？

3. 为什么Barr小体一般出现在核膜边缘？

4. Barr小体的鉴定标准是什么？

5. 请阐述口腔上皮的取样方法与实验结果的关系 。
六 注意事项
　　1．在实验中取材时应该注意安全；
　　2．如果用毛囊细胞进行试验，采样前应清 洗头发，因出油后拔取毛发时不易带出毛囊细胞。 
七、说明
适用于生物科学、生物技术专业。

基本技能和基本技术训练类（3学时）
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