《生物化学实验》课程大纲

一、课程概述

课程名称（中文）：生物化学实验

（英文）：Biochemistry Experiment 

课程编号：18231014

课程学分：1.0

课程总学时：30

课程性质：科类基础课

前修课程：无机化学实验，有机化学实验

二、课程内容简介（300字以内）

生物化学是农学、畜牧学、生物学等各专业相关课程的重要基础课程，是一门实验性很强的学科，其生物化学实验课在生物化学教学中占据重要地位。生物化学实验紧密围绕生物化学实验技术的教学需求，主要针对蛋白质、酶、核酸、脂类、糖、维生素等生物分子的分离、提取、分析、鉴定和定量测定技术等内容进行课程实验项目的设计和教学，加强学生对生物化学实验技术的学习，巩固和掌握生物化学实验技术的基本理论、基本知识、实验技能，提高学生创新思维意识、综合分析问题和科学实验的能力，鼓励学生将所学知识运用于实际工作中去。

三、教学目标与要求

生物化学实验是农业院校重要的专业基础课程，是培养学生创新精神、实践能力的重要平台，是塑造高层次农业科技专门人才的基本环节之一。通过该课程的学习后，学生能够掌握生物化学实验的基本原理和操作方法，能够独立进行实验并具有发现问题和解决问题的能力，能够根据实验记录，结合理论知识，合理地分析结果，并学习对实验中出现的问题进行讨论，提出解决方案或改进措施。总的目标是提高学生综合分析能力，培养学生熟悉科学研究的基本程序和基本思维。

四、学时分配

生物化学实验课学时分配
	实验项目名称
	学 时
	实验类别
	备 注

	酶促转氨反应的分析鉴定
	3
	验证性实验
	

	琥珀酸脱氢酶的竞争性抑制作用
	3
	验证性实验
	

	种子皮中VBl的提取与鉴定
	3
	验证性实验
	

	3，5－二硝基水杨酸比色法测定还原糖含量
	3
	验证性实验
	

	酵母RNA的提取及组分鉴定
	3
	验证性实验
	

	醋酸纤维素薄膜电泳及凝胶层析法分离蛋白质
	4
	综合性实验
	

	牛奶中酪蛋白的提取及定量测定
	6
	综合性实验
	

	外界因素对酶活性的影响
	5
	设计性实验
	

	糖酵解中间产物的鉴定
	3
	验证性实验
	选修

	酵母蔗糖酶的纯化效果分析
	6
	综合性实验
	选修

	小麦萌发前后淀粉酶活力的比较
	5
	设计性实验
	选修

	合 计
	30（不含选修）
	
	


注：生物化学实验课程总计1学分，安排8次实验（不含选修），其中验证性实验占62.5%，综合性、设计性实验占37.5%。
五、教学内容与安排

实验一：酶促转氨反应的分析鉴定(3学时)

（一）实验目的：
通过本实验掌握纸层析的一般原理和方法；掌握利用纸层析研究代谢的基本方法，了解酶促转氨反应在中间代谢中的意义。
（二）实验主要仪器：
层析缸；培养皿；电吹风机；烘箱；恒温水浴锅；培养皿；毛细管；研钵；针、线。
（三）实验内容与方法：
1. 提取材料的酶液；

2. 用纸层析法鉴定酶促转氨反应中转氨基产物丙氨酸的存在与否；

3. 通过计算其Rf并与标准氨基酸对照，判断反应产物样品的氨基酸组成。
（四）作业（思考题）：

1. 计算各种氨基酸的Rf值并用以判断产物氨基酸的组分。

2. 人体内的转氨酶主要有哪两种，测定它们的临床意义是什么？
3. 对照和测定管显现的斑点有何不同？它们分别代表何物质？请说明理由。
实验二：琥珀酸脱氢酶酶的竞争性抑制作用(3学时)

（一）实验目的：
理解丙二酸对琥珀酸脱氢酶的竞争性抑制作用，掌握测定琥珀酸脱氢酶活性的简易方法及原理。

（二）实验主要仪器：
试管及试管架；解剖剪刀；滴管；组织捣碎机（或研钵）；恒温水浴锅。

（三）实验内容与方法：
1. 从新鲜材料中提取琥珀酸脱氢酶液；

2. 以加入丙二酸的试管为对照，观察甲烯蓝被还原生成无色的甲烯白的变化过程；

3. 根据褪色时间计算琥珀酸脱氢酶相对活力。
（四）作业（思考题）：

1. 丙二酸对琥珀酸脱氢酶是否有干扰？为什么？

2. 说明实验中各管的变色情况，并加以解释。

3. 未加丙二酸的试管观察到褪色后，振荡试管，会有什么现象？为什么？

实验三：种子皮中VBl的提取与鉴定(3学时)

（一）实验目的：
掌握VBl的提取和鉴定方法，理解VBl的作用原理及功能。

（二）实验主要仪器：
台秤；滤纸；漏斗；试管及试管架；滴管；移液管；量筒；UV灯。

（三）实验内容与方法：
1. 提取种子皮（米糠）中的VBl；

2. 分别用重氮试剂法和用荧光法观察鉴定标准管和样品管VBl。
（四）作业（思考题）：

1. 用目测结果颜色深浅，比较标准硫胺素与米糠中含维生素B1的量。

2. 维生素B1在生物体内谢中的作用是什么？维生素B1缺乏有何症状？

实验四：3，5－二硝基水杨酸比色法测定还原糖含量(3学时)

（一）实验目的：
熟悉722型分光光度计的原理及使用方法，掌握3，5一二硝基水杨酸比色法测定糖的原理及操作方法。

（二）实验主要仪器：
722S型分光光度计；恒温水浴锅；大试管和大试管架；容量瓶（100mL）；玻璃漏斗和纱布、滤纸；移液管和移液管架。

（三）实验内容与方法：
1. 称取苹果，研磨、保温、过滤；

2. 蒸馏水定容，并制作标准还原糖工作曲线；

3. 利用3，5一二硝基水杨酸比色法测定苹果中还原糖的含量。
（四）作业（思考题）：

1. 写出3，5-二硝基水杨酸的化学结构式。

2. 依据还原糖的标准曲线，计算提取材料中还原糖含量。

3. 比色测定时为什么要设空白管？如何减少该实验误差，提高测定准确度？

实验五：酵母RNA的提取及组分鉴定(3学时)

（一）实验目的：
掌握RNA的提取方法，掌握核酸粗品中各组分的鉴定方法。
（二）实验主要仪器：
离心机；天平；电炉；试管；玻棒；移液管和移液管架。
（三）实验内容与方法：
1. 称取干酵母；

2. 加入NaOH(0.2％)提取，用95%乙醇将溶液沉淀，离心，沉淀为粗RNA，酸溶解沉淀；3. 煮沸的水解液用于核酸粗品中各组分的鉴定（苔黑酚法鉴定RNA,二苯胺鉴定DNA及蛋白质等组分的鉴定）。

（四）作业（思考题）：

1. 本实验采用的稀碱法提取的物质是不是RNA？其中还包含哪些杂质？

2. 你能知道CuO或FeCl3·6H2O在地衣酚法测定RNA中的作用吗？

实验六：醋酸纤维素薄膜电泳及凝胶层析法分离蛋白质(4学时)

（一）实验目的：
学习醋酸纤维素薄膜电泳及凝胶层析法分离蛋白质的基本原理；掌握醋酸纤维素薄膜电泳及凝胶层析法分离蛋白质的基本操作。

（二）实验主要仪器：
层析柱（1cm×20cm）；电泳仪和电泳槽；点样器和点样棒（自制）；胶头滴管；玻棒；烧杯（50mL）；铁架台；培养皿；白瓷盘；镊子；直尺和铅笔；普通滤纸；吹风机。
（三）实验内容与方法：
1. 取经巴比妥缓冲液（pH 8.6）浸泡的醋酸纤维薄膜为支持物，点样器蘸取血清样品在膜的毛面点样；

2. 将醋酸纤维薄膜放放置于水平电泳槽电泳，经染色、漂洗；

3. 观察分析动物血清的主要成分，电泳时间，装凝胶层析柱，分离动物血红蛋白。
（四）作业（思考题）：

1. 将你做的电泳图谱贴在实验报告上，标出各区带名称，并对各区带的清晰程度和区带的排序进行。

2. 利用图或表格形式描述凝胶层析法各管收集液，并分析各是什么物质。

3. 比较凝胶层析法和电泳法分离混合样异同，操作中怎样才能得到较好的分离效果？

 实验七：牛奶中酪蛋白的提取及其定量测定(6学时)

（一）实验目的：
学习用等电点沉淀法从牛奶中制备酪蛋白的方法，加深对蛋白质等电点性质的理解；学习双缩脲法定量测定蛋白质浓度的基本原理与技术。

（二）实验主要仪器：
722S型分光光度计；离心机；循环水真空泵；抽滤瓶；布氏漏斗；研钵；烘箱；表面皿；量筒；容量瓶；刻度吸管；烧杯；试管及试管架；滴管。
（三）实验内容与方法：
1. 以市售液体牛奶为材料，综合分离、提取、制备、鉴定和定量测定牛奶中酪蛋白的方法；

2. pH沉淀反应测定酪蛋白等电点，双缩脲法测定提取酪蛋白浓度，并计算提取得率。
（四）作业（思考题）：

1. 何谓蛋白质等电点？为何蛋白质在等电点时溶解度最低？

2. 计算酪蛋白提取得率；

3. 计算双缩脲法测定的酪蛋白浓度。
实验八：外界因素对酶活性的影响(5学时)

（一）实验目的：
以外界因素对唾液淀粉酶活性的影响为实验主题，在老师的指导下，学习生物化学实验设计的方法、步骤；为适应学生多元化学习，教学中设计方案可体现分层次要求。
（二）实验主要仪器：
冰箱；恒温水浴锅；电炉；试管架及试管；移液管及管架；白瓷板。

（三）实验内容与方法：

1. 以唾液为实验材料，围绕“外界因素对唾液淀粉酶活性影响”主题，查阅相关资料；
2. 撰写实验设计报告：基本要求实验设计中，针对唾液淀粉酶活性的主要影响因素pH、温度、酶浓度等设计不同梯度，如用淀粉遇碘液变色检测唾液淀粉酶活性方法，分析外界因素对酶活性的影响；或较高要求，采用正交设计，寻找唾液淀粉酶活性达到最佳的实验条件；
3.实验器材和试剂的准备；

4.实验实施操作；

5.撰写实验总结报告。

（四）作业（思考题）：

1. 以反应速度为纵坐标，pH值、温度或酶浓度等影响因素为横坐标，绘制反应速度受pH、温度或酶浓度等影响的变化关系简图。

2. 进行酶的实验必须注意控制哪些条件？为什么？

3. 与一般方法相比，采用正交法有什么优点？

实验九：糖酵解中间产物的鉴定(3学时、选修)

（一）实验目的：
熟悉糖酵解过程中间步骤；学习利用抑制剂来研究中间代谢的方法。

（二）实验主要仪器：
冰箱；恒温水浴锅；试管架及试管；移液管架及移液管；烧杯。

（三）实验内容与方法：
1. 利用碘乙酸对糖酵解过程中3-磷酸甘油醛脱氢酶的抑制作用，使3-磷酸甘油醛不再向前变化而积累。硫酸肼作为稳定剂，可保护3-磷酸甘油醛使不自发分解；

2. 然后用2，4-二硝基苯肼与3-磷酸甘油醛在碱性条件下形成2，4-二硝基苯肼-丙糖的棕色复合物，其棕色程度与3-磷酸甘油醛含量成正比。
（四）作业（思考题）：

1. 糖酵解的中间产物有哪些？此实验检查的是哪些？

2. 实验中哪一发酵管生成的气泡最多？哪一管最后生成的颜色反应最深？为什么？
实验十：酵母蔗糖酶的纯化效果分析(6学时、选修) 

（一）实验目的：
了解酵母中蔗糖酶分离提取的基本方法和操作过程；学习掌握酶蛋白质分离提取的常用技术；

（二）实验主要仪器：
离心机；分光光度计；水浴锅；冰箱；电炉；量筒；刻度吸管；烧杯；试管及试管架；滴管。
（三）实验内容与方法：
1. 以干酵母粉为材料，综合分离、提取、纯化和定量测定酵母蔗糖酶的活性方法；

2. 计算酵母蔗糖酶的分离纯化倍数及回收率。

（四）作业（思考题）：

1. 有机溶剂分级沉淀法分离提取酶（蛋白质）的原理及注意事项。
2. 根据实验数据，计算并分析蔗糖酶分离提取效果。
实验十一：小麦萌发前后淀粉酶活力的比较(5学时、选修) 

（一）实验目的：
学习实验对照材料的准备和科学取样方法；熟悉实验室酶的制备基本操作；根据基本原理自行选择设计一套测定所提取酶液的适宜方法；掌握淀粉酶活力测定技术，学习如何合理利用定性或定量方法科学比较实验结果；熟悉处理实验数据的要求和方法。
（二）实验主要仪器：
离心机；分光光度计；恒温培养箱；水浴锅；白瓷板；冰箱；电炉；量筒；刻度吸管；烧杯；试管及试管架；滴管。
（三）实验内容与方法：

1. 经实验指导老师确认实验设计的可行性后，分小组自行准备实验仪器设备，提前配制相关试剂，萌发小麦种子。

2. 比较小麦萌发前后淀粉酶的活力的关键是酶活的检测方法。淀粉酶能使种子含有的淀粉水解为麦芽糖，而麦芽糖具有还原性，与3，5-二硝基水杨酸在共热的条件下生成棕色物质，在一定范围内，此棕色物质颜色的深浅程度与还原糖的量成正比，因此可利用比色法定量测定还原糖的量，从而反映淀粉酶活力大小。此外稀碘液遇淀粉显色反应，可辅助用于定性检测淀粉酶活。
（四）作业（思考题）：

1. 广泛查阅文献和资料，了解实验项目目前的研究状态；
2. 提交实验可行性报告；

3. 撰写实验报告。

六、考核方式与成绩评定

考核包括课堂回答问题、到课率、实验过程和结果，以及实验报告。成绩评定到课率占50%，实验过程和结果占30%，回答问题占10%，实验报告占10%。满分100分。
七、教材及主要参考资料

教材：赵海泉. 基础生物学实验指导:生物化学分册，北京：中国农业大学出版社，2008

主要参考资料：

蒋立科，杨婉身. 现代生物化学实验技术，北京：中国农业出版社，2004

周先碗，胡晓倩. 生物化学仪器分析与实验技术，北京：化学工业出版社，2002

董晓燕. 生物化学实验，北京：化学工业出版社，2003
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