现代生物学实验（三）— 微生物与免疫学实验教案

课程名称:  微生物与免疫学实验
英文名称: Microbiology and Immunology Laboratory
课程编号: 110026
课程学时：108学时

课程学分：3.0学分
教师姓名: 郑忠辉 张连茹 邬小兵
前导课程：微生物学（理论课）
教学方式: 实验及技术理论讲授

考试方式: 平时考核＋笔试＋实验操作考试
一、教学目标和要求

微生物学与免疫学实验是生物学重要的基础课之一。本课程的目的是使学生掌握和了解微生物学与免疫学的主要研究方法与技术，巩固和加深基础理论知识，提高分析、解决问题的能力和开拓创新能力，培养学生严肃、严密、严格、求实的科学态度，为从事微生物学与免疫学的研究和应用打下基础。
要求学生要做好实验课前的预习，明确每次实验的目的与基本步骤。在实验中要有严紧的科学态度，对实验过程中出现的现象和问题，要仔细思考和分析；认真做好每次实验的实验数据记录及处理工作。

二、主要实验内容

1. 土壤细菌的分离及总数测定

2. 微生物的形态观察与鉴定

3. 消毒与灭菌效果的测定

4. 海洋放线菌抗菌活性菌株的筛选

5. 酵母胞外多糖的发酵及其测定

6. 经典血清学反应

7. 巨噬细胞的收集和观察
8. 免疫标记技术

三、主要教学方法

以学生动手实验为主，结合课堂讲授、示范操作及多媒体教学。
四、使用教材及主要参考书

使用教材：

1、林加涵等主编. 现代生物学实验（下册）. 北京：高等教育出版社，2001.

2、编补充讲义

主要参考书：
1、赵斌，何绍江主编. 微生物学实验. 北京：科学出版社，2002.

2、沈萍等主编. 微生物学实验. 第三版. 北京：高等教育出版社，1999
3、柳忠辉等主编.免疫学常用实验技术.北京：科学出版社，2002年
五、实验项目

模 块1：土壤细菌的分离及总数测定

1、培养基的配制与灭菌

2、土壤细菌的分离与纯化
3、土壤中细菌总数的测定
模 块2：微生物的形态观察与鉴定

1、细菌的革兰氏染色
2、细菌的芽孢染色

3、大分子物质的水解试验

4、糖发酵试验

5、甲基红试验
6、伏-普试验

7、柠檬酸盐试验
8、细菌的快速鉴定（细菌自动鉴定系统 BBL CRYSTAL）
9、霉菌的形态观察与鉴定
模 块3：消毒与灭菌效果的测定

1、中和剂的选择
2、化学消毒剂杀菌效果的定量测定
模 块4：海洋放线菌的分离及抗菌活性菌株的筛选
1、放线菌的选择分离与计数
2、放线菌形态的观察

3、双层琼脂扩散法筛选抗菌活性菌株
模 块5：酵母胞外多糖的发酵及其测定

1、酵母胞外多糖的液体发酵
2、酵母子囊孢子的观察
3、酵母胞外多糖的提取与测定
模 块6：经典血清学反应

1、单向琼脂扩散试验

2、双向琼脂扩散试验

3、免疫电泳

4、间接凝集反应测定人血清类风湿因子
模 块7：小鼠腹腔巨噬细胞的收集和观察
1、小鼠的处死和固定

2、巨噬细胞的收集，沉淀和制片

3、巨噬细胞的形态观察

模 块8：免疫标记技术
1、血清抗体的纯化

2、辣根过氧化物酶标记抗体（过碘酸盐法）

3、双抗体夹心法测定人血清中IgG抗体含量

模 块1：土壤细菌的分离及总数测定

教学要求

1. 掌握配制培养基的一般方法和步骤。
2. 了解各种灭菌方法的基本原理及应用范围，掌握实验室高压蒸汽灭菌及干热灭菌的操作方法。
3. 了解微生物分离和纯化方法，掌握纯培养分离技术、无菌操作技术。

4. 了解各种微生物数量测定方法的基本原理及应用范围，掌握平板菌落计数的操作方法。

教学学时
18学时
讲授的内容
1. 微生物培养基的分类、用途、配制方法。
2. 各种灭菌方法的基本原理、应用范围、操作方法及注意事项。

3. 纯培养分离技术、无菌操作技术。

4. 各种微生物数量测定方法的基本原理及应用范围，平板菌落计数法的操作步骤和注意事项。

实验项目

1、培养基的配制与灭菌

2、土壤细菌的分离与纯化
3、土壤中细菌总数的测定
应学习的技术和方法
培养基制作和灭菌技术、无菌操作技术、纯培养分离技术、微生物的接种技术、微生物数量的测定方法。
应学习的仪器使用方法

高压蒸汽灭菌锅，干燥箱，培养箱。

教学的重点和难点
重点：实验原理，相关方法、技术的介绍，分离微生物的关键技术，主要操作环节。

难点：无菌操作、倒平板等不易掌握的实验操作技能技巧

难点的解决办法

详细深入讲解，观看录像，示范操作，细心现场指导。 

模 块2：微生物的形态观察与鉴定
教学要求

1. 掌握细菌染色观察技术及观察霉菌形态的基本方法，进一步巩固显微镜的使用方法。
2. 了解有关的微生物常规与快速鉴定方法与技术，掌握常用的一些基于微生物生理生化反应的鉴定方法及原理，初步掌握 BBL Crystal鉴定系统的操作方法。

教学学时

24学时

讲授的内容
1. 微生物的制片及各种染色技术，革兰染色和芽孢染色的原理、操作步骤及注意事项。
2. 常用的微生物常规鉴定方法，大分子物质的水解试验、糖发酵试验和IMViC试验的原理及操作方法

3. 现代微生物快速鉴定技术，BBL Crystal鉴定系统的操作方法。

实验项目
1、细菌的革兰氏染色
2、细菌的芽孢染色

3、大分子物质的水解试验

4、糖发酵试验

5、甲基红试验
6、伏-普试验

7、柠檬酸盐试验
8、细菌的快速鉴定（细菌自动鉴定系统 BBL CRYSTAL）
9、霉菌的形态观察与鉴定
应学习的技术和方法
微生物的制片及染色技术、观察霉菌形态的方法、基于生理生化反应的细菌鉴定方法。

应学习的仪器使用方法

高压蒸汽灭菌锅，干燥箱，培养箱，显微镜。

教学的重点和难点
重点：常规的微生物鉴定方法和现代微生物快速鉴定技术的介绍，根霉、青霉、曲霉等霉菌的形态特征
难点：制片技术，革兰染色脱色操作技术
难点的解决办法
详细深入讲解关键的操作环节，示范操作，细心现场指导 

模 块3：消毒与灭菌效果的测定

教学要求
了解消毒剂杀菌效果的检测方法，掌握化学消毒剂杀菌效果的测定技术。

教学学时
6学时

讲授的内容
1. 消毒方法及原理，消毒剂杀菌效果的检测方法。

2. 中和剂的选择，悬液定量法测定化学消毒剂杀菌效果的原理、操作步骤及注意事项。

实验项目
1、中和剂的选择
2、化学消毒剂杀菌效果的定量测定
应学习的技术和方法
中和剂的选择方法，细菌芽孢悬液的制备方法，平板菌落计数技术。
应学习的仪器使用方法
高压蒸汽灭菌锅，干燥箱，培养箱，显微镜，离心机。

教学的重点和难点
重点：消毒剂杀菌效果的检测方法介绍，中和剂的选择方法，悬液定量法的原理、操作步骤.

难点：中和剂的选择方法
难点的解决办法

详细深入讲解实验原理及实验设计方法，细心现场指导，提供相关的阅读参考文献。

    模 块4：海洋放线菌的分离及抗菌活性菌株的筛选

教学要求
1. 学习抗菌活性菌株的筛选方法。

2. 学习海洋底泥中放线菌的分离及抗菌活性菌株的筛选方法，掌握双层琼脂扩散法筛选抗菌活性菌株的操作方法。

3. 巩固无菌操作技术、纯培养技术。

4. 了解发酵产物的分离纯化及分析技术及其在药物研发中的应用。

5. 使学生了解运用微生物实验的基本技术与方法进行科研工作的基本思路。

教学学时
12学时

讲授的内容
1． (海洋底泥)放线菌的分离及其抗菌活性物质筛选的一般过程。讲清楚为什么选择海洋底泥中放线菌，为什么进行相关的操作。

2．介绍实验所用的海洋底泥放线菌的分离方法及其相关的原理。

3．回顾放线菌的基本知识，讲述放线菌形态观察的基本方法及原理。

4．讲述抗菌活性菌株筛选的常用方法及实验中所采用的双层琼脂扩散方法。

5．主要操作步骤，培养基的配制及灭菌。

实验项目
1、放线菌的选择分离与计数
2、放线菌形态的观察

3、双层琼脂扩散法筛选抗菌活性菌株
应学习的技术和方法
样品的采集，预处理，常用的灭菌方法，土壤稀释法，放线菌的选择培养，倾注平板法，纯培养技术，无菌操作技术，印片法，双层琼脂扩散法。

应学习的仪器使用方法：高压灭菌锅，干燥箱，电子天平，显微镜，培养箱。

教学的重点和难点
1．在微生物学实验基本操作技术与方法已掌握的基础上，模拟科研过程所设计的实验模块，旨在让学生实现由被动的做实验到进行科研工作的思路方面的转变。讲授部分的难点是如何让学生了解整个实验模块即是从放线菌中筛选抗菌素类药物发现过程。另外，因为微生物理论课所学的关于放线菌的形态结构、繁殖方式等知识时间较长，因而学生在观察放线菌的结构形态时不容易分辨。
2．放线菌的分离及纯培养，抗菌活性菌株的筛选方法。 
3．放线菌的气生菌丝、孢子丝和分生孢子的印片法观察。放线菌的气生菌丝与分生孢子丝的区分。

4．放线菌菌落与细菌、霉菌等菌落的区分。
难点的解决办法
联系实际，并借鉴微生物实验前面所学的技术与方法，让同学了解放线菌的分离抗菌活性物质的筛选方法，虽然是模拟科研的过程但所用的技术与方法都是微生物实验的基本方法。

引导学生借鉴土壤中细菌的分离方法，进行放线菌的分离，手把手的现场指导及讲授时的示范。
讲清楚抗菌活性菌株的筛选的一般方法，重点讲授双层琼脂扩散法用于放线菌抗菌活性菌株的筛选及主要的操作要点。

通过对分离到的放线菌菌落的形态观察，引导学生从菌落的干湿程度、隆起程度、边缘及颜色尤其是是否易于从培养基上挑起等方面区分细菌和放线菌；而从菌落的大小及菌落表面来区分霉菌和放线菌。

以清晰明了的课件展示主要的操作步骤及注意事项，并辅以黑板上的板画的形式来引导学生区分气生菌丝和分生孢子丝，加上现场观察指导的方式来突破难点，突出重点。

模 块5：酵母菌胞外多糖的发酵

教学要求
1. 通过多糖的发酵掌握微生物的液体发酵方法。

2. 学习并掌握微生物胞外多糖的分离及含量分析方法。

3. 认识酵母菌，并掌握酵母菌子囊孢子的观察方法，了解产孢条件。了解酵母菌在科研及其食品工业上的广泛用途。
4. 巩固无菌操作技术。

5. 了解工业微生物发酵的过程及其在工业生产的应用。

6. 通过多糖的发酵使学生了解运用微生物发酵法生产食品药品的一般方论法。

教学学时
12学时

讲授的内容
1. 讲述从菌种活化到酵母菌胞外多糖的液体发酵的一般过程。
2. 介绍高碳氮比的发酵培养基进行多糖发酵的原理，发酵液中多糖的分离方法。

3. 多糖含量测定的常用方法及其用苯酚硫酸法测定酵母胞外多糖含量的具体方法。

4. 回顾酵母菌的基本知识，通过对酵母菌的有性生殖过程的讲述，引出酵母菌子囊孢子形态观察的基本方法及原理。

5. 通过对酵母菌多糖的液体发酵的讲述，引出微生物下游技术-常用的分离技术与分析方法。

6. 讲述实验的主要操作步骤。

实验项目
1、酵母胞外多糖的液体发酵
2、酵母子囊孢子的观察
3、酵母胞外多糖的提取与测定
应学习的技术和方法
液体发酵法，菌种活化，产孢培养，发酵培养，酵母菌的培养，无菌操作技术，染色法，苯酚硫酸法。离心操作、比色测定。

应学习的仪器使用方法
高压灭菌锅，干燥箱，电子天平，显微镜，摇床，离心机，冰箱，分光光度计。

教学的重点和难点
1．这是微生物学实验的最后一个模块，也是学生第一次接触液体发酵培养，旨在让学生掌握实验室规模的液体发酵技术，了解工业化液体发酵生产应注意的问题。同时这个模块也是涉及的技术和方法最多，内容最杂。实验课的设计管理也是应该考虑的。

2．酵母菌胞外多糖的分离及提取方法和多糖的测定方法的原理及操作。

3．酵母菌的子囊孢子的产生及形态特征。酵母菌子囊孢子的产生条件，子囊孢子与营养细胞的区别。

4．仪器如离心机、分光光度计等的正确使用和比色测定的正确操作。
5．使学生了解实验所用的方法及其相关的原理。微生物实验与化学实验不同。对玻璃仪器的要求不同，前者强调无菌，后者则要求无杂质，因而需要通过讲解使学生了解。
难点的解决办法
1．耐心讲解，注意讲台前的示范与对学生个别指导相结合的方法。对容易出错的地方，反复强调。借鉴微生物实验前面所学的染色方法及生物化学中已接触过的分光光度计的使用等，让同学注意运用所学的知识和技术解决实验中遇到的问题。实验程序上先进行多糖的分离提取、含量测定然后进行

2. 通过对酵母菌的有性生殖过程的讲述，引出酵母菌子囊孢子形态观察的基本方法及原理。结合讲台前的示范讲解及现场指导的方式引导学生进行正确的观察和操作。引导学生对酵母菌的子囊孢子进行观察，区分营养细胞与子囊孢子。
3. 以清晰明了的课件展示主要的操作步骤及注意事项，并反复强调。
4．多糖含量测定的常用方法及其用苯酚硫酸法测定酵母胞外多糖含量的具体方法。
5．通过浓硫酸的强腐蚀性以及苯酚硫酸反应中的放热，引导学生注意正确操作和对仪器设备的维护。

模块六   经典的血清学反应实验

教学要求

1. 掌握免疫沉淀反应及凝集反应的进展和相关技术、方法要求，

2. 掌握免疫反应和凝集反应的基本原理。

3. 掌握单向琼脂扩散实验技术、双向琼脂扩散实验技术和免疫电泳技术的操作方法和在微量组分检测分析中的应用。

4. 掌握凝集反应技术的操作方法及其应用。

教学学时
9学时

讲授的内容

1．单向琼脂扩散实验原理、操作步骤及注意事项
2．双向琼脂扩散实验基本原理，操作步骤和注意事项。

3．免疫电泳实验基本原理，操作步骤和注意事项。。

4．间接凝集反应测定人血清中内风湿因子的基本原理、步骤和注意事项。

实验项目

1. 单向琼脂扩散试验

2. 双向琼脂扩散试验

3. 免疫电泳

4. 间接凝集反应测定人血清类风湿因子

应学习的技术和方法

学习琼脂凝胶板制备技术，凝胶板打孔技术，血清抗体稀释技术，抗原稀释技术，琼脂板开槽技术，电泳技术，抗原、抗体加样技术。

应学习的仪器使用方法

水浴箱，电泳仪，微量加样器。

教学的重点和难点

1．免疫沉淀反应和免疫凝集反应的区别

2．免疫电泳的原理和应用

3．琼脂凝胶板的制备和打孔操作

4．双向琼脂扩散试验结果分析

难点的解决办法

1、重点讲解免疫沉淀反应和免疫凝集反应的概念

2、讲解免疫电泳的原理和应用

3、对琼脂凝胶板制备和打孔进行现场指导

4、指导学生对双向和单向琼脂扩散试验结果的分析
模块七   小鼠腹腔巨噬细胞的收集和观察

教学要求 

1．掌握免疫细胞的分离方法

2. 掌握腹腔巨噬细胞分离的原理和方法。

3．熟悉巨噬细胞形态，能在显微镜下辨别巨噬细胞。

教学学时

6学时

讲授的内容

1. 免疫细胞分离原理免疫细胞计数免疫细胞的功能检测。

2. 巨噬细胞发育：骨髓多能干细胞→定向干细胞（髓样干细胞）→单核母细胞→前体单核细胞→单核细胞→血液→组织（分化为巨噬细胞）。
3. 巨噬细胞的形态，功能和分布。

4. 巨噬细胞的分离和纯化方法。

实验项目

1. 小鼠的处死和固定

2. 腹腔注射生理盐水，巨噬细胞的收集，沉淀和制片

3. 巨噬细胞的形态观察

应学习的技术和方法
学习小鼠腹腔注射技术，腹腔解剖技术，腹腔液稀释技术，巨噬细胞制片技术。

应学习的仪器使用方法

显微镜

教学的重点和难点
1．动物腹腔注射技术

2．腹腔解剖技术

3．巨噬细胞制片技术

4．腹腔巨噬细胞的形态观察

难点的解决办法

1、重点讲解巨噬细胞制片技术

2、对动物腹腔注射技术和腹腔解剖技术进行现场指导

模块三   血清抗体纯化及酶联免疫吸附试验

教学要求 

1. 掌握血清抗体纯化的原理、方法和要求

2. 掌握酶标记抗体的基本原理

3. 掌握直接法、间接法、双抗体夹心法和竞争法等酶联免疫吸附实验原理

4. 掌握血清抗体纯化技术、辣根过氧化物酶标记抗体技术以及酶联免疫吸附实验技术

教学学时

9学时

讲授的内容

1．血清抗体的制备方法，盐析法分离血清抗体原理、步骤和注意事项 
2．抗体的标记技术，酶联免疫吸附实验的原理和方法，辣根过氧化物酶标记抗体方法、步骤和注意事项。

3．双抗体夹心法测定人血清中IgG抗体含量的基本原理、步骤和注意事项。

实验项目
1．血清抗体的纯化

2．辣根过氧化物酶标记抗体（过碘酸盐法）

3．双抗体夹心法测定人血清中IgG抗体含量

应学习的技术和方法
学习血清抗体纯化技术（盐析法），辣根过氧化物酶标记抗体方法（过碘酸盐法），抗体包被、洗涤和封闭技术，酶标抗体的加样、孵育及显色方法。

应学习的仪器使用方法

水浴箱，酶标板。

教学的重点和难点
1．盐析法分离血清抗体原理和操作方法

2．辣根过氧化物酶标记抗体方法

3．抗体包被、洗涤和封闭操作方法

4．酶标仪的使用

难点的解决办法
1、重点讲解盐析法分离血清抗体原理和操作方法

2、讲解辣根过氧化物酶标记抗体方法

3、对抗体包被、洗涤和封闭操作和酶标仪的使用进行现场指导

4、引导学生酶联免疫实验结果进行分析
