
高三年级生物第2课时学习指南  
物质鉴定及定量检测
[学习目标]
    1、对教材中有关物质鉴定和定量检测的相关实验进行梳理,重点归纳整理实验原理;
    2、物质鉴定实验重点关注实验材料和实验试剂的比较;
    3、定量检测实验重点关注定量检测的方法归纳。
[学法指导]
观看配套微课或PPT，阅读教材相关内容，完成学案梳理。
[学习任务]
    完成以下学案。
学案
一、鉴定物质成分的生化实验

  1、生物组织中可溶性还原糖、脂肪、蛋白质的鉴定

  2、DNA的粗提取与鉴定
（一）鉴别类实验应注意的问题: 
  ①实验结论常根据特定的颜色反应来确定。

  ②有些可不设立对照实验，若需设立，应增设一组，加入已知的待检测物质，如验证唾液淀粉酶是蛋白质，对照组可加入稀释的鸡蛋清。

  ③注意选择合适的试剂，并注意试剂使用的特殊要求，如加热煮沸等。
（二）实验原理、目的要求
实验1:生物组织中还原糖、脂肪、蛋白质鉴定实验
1、实验原理：
  可溶性还原糖与　　　　　　生成砖红色沉淀；脂肪可被　　　　　染成橘黄色（或被　　　染成红色）；蛋白质与　　　　　　　发生反应，产生紫色反应。

2、实验材料：
  可溶性还原糖的鉴定用苹果，脂肪的鉴定用花生，蛋白质的鉴定用大豆。

3、注意事项：
（1）用斐林试剂鉴定还原性糖时甲乙液等量　　　　后再注入，同时要进行　　　　　　　　加热；
（2）鉴定脂肪实验染色后要用　　　　　洗去浮色，并用　　　　　　才能观察到结果；
（3）鉴定蛋白质用的双缩脲试剂先后加入，此实验不需加热。

实验2:DNA的粗提取和鉴定实验 

1、实验原理：
（1）DNA在NaCl 的物质的量浓度为　　　　　　时溶解度最低，可析出；
（2）DNA不溶于　　　　　，某些细胞内物质可溶，利用这一原理，可提取杂质较少的DNA；
（3）DNA遇　　　　　　（沸水浴）会染成蓝色，可用于鉴定DNA。
2、实验步骤：
  准备鸡血——提取鸡血细胞的细胞核物质——溶解细胞核内的DNA——析出含DNA的粘稠物——再溶解——过滤含DNA的NaCl溶液——鉴定DNA。 
（三）实验试剂、现象、常用材料和反应条件
	鉴定物质
	试剂
	实验现象
	常用材料
	反应条件

	蛋白质
	
	
	
	

	脂肪
	
	
	
	

	还原糖
	
	
	
	

	淀粉
	
	
	
	

	DNA
	
	
	
	


1、材料选择:
    物质鉴定选择的实验材料应满足的条件——材料中被鉴定的物质含量丰富,材料本身无色或白色不会影响对实验现象的观察。
2、试剂比较:
	试剂
	试剂成分
	使用方法
	作用原理
	反应条件

	斐林试剂
	
	
	
	

	双缩脲试剂
	
	
	
	


二、定量检测
实验1:发酵过程中亚硝酸盐含量的测定
1、方法：
               法（将显色样品与已知浓度的                  进行         比较，估算含量）

2、原理： 

3、计算公式：

样品中NO2- 含量（mg）/取样量（40ml滤液的质量，kg）

实验2:探究生物体维持pH稳定的机制
1、方法:
    用传感器测定不同物质在酸碱环境下PH变化规律，判断生物体是如何维持pH稳定的。
2、实验原理：
    缓冲物质一般由一种弱酸和相应的盐，或者一种弱碱和相应的盐组成，如：            、             。缓冲液对加入酸性或碱性物质起缓冲作用。
3、实验记录与结果并绘制不同实验材料pH变化的曲线
	本组加入的是（HCl／NaOH）
	加入不同数量液滴后的pH

	
	0滴
	5滴
	10滴
	15滴
	20滴
	25滴
	30滴

	清水
	
	
	
	
	
	
	

	缓冲液
	
	
	
	
	
	
	

	黄瓜匀浆
	
	
	
	
	
	
	

	水稀释的鸡蛋清
	
	
	
	
	
	
	


4、实验结论：
         入酸性（或碱性）物质后，pH值变化得最大；        在加入酸性（或碱性）物质后，pH变化最小 。两种生物材料在加入酸性（或碱性）溶液后pH值变化        ，说明生物材料的性质类似于        而不同于        ，通过类比推理得出在生物材料内含有            ，能                        。
实验3:探究培养液中酵母菌种群数量的变化
1、方法:
    用血球计数板的统计方法探究酵母菌种群数量变化的规律
2、实验原理:
    在含糖的液体培养基（培养液）中酵母菌繁殖很快，迅速形成一个封闭容器内的酵母菌种群，通过细胞计数可以测定封闭容器内的酵母菌种群随时间而发生的数量变化。养分、空间、温度和有毒排泄物等是影响种群数量持续增长的限制因素。

3、血细胞计数板的使用:
先将盖玻片放在计数室上，用吸管吸取培养液，滴于盖玻片边缘，让培养液自行渗入。多余培养液用滤纸吸去。稍待片刻，待细菌细胞全部沉降到计数室底部，将计数板放在载物台的中央，计数一个小方格内的酵母菌数量，再以此为根据，估算试管中的酵母菌总数。

注意：（1）从试管中吸出培养液进行计数之前，要将试管轻轻震荡几次；（2）酵母菌悬液的计数，以每小方格内含有4～5个酵母细胞为宜；（3）选取若干小格，使用计数器计数，再计算每一小格的平均值。
4、计算公式：
每ml酵母细胞数 =                                                    
5、思考:
（1）从试管中吸取培养液进行记数之前，为什么要将试管振荡几次？ 

（2）对于压在小方格界线上的酵母菌应怎样计数？ 

（3）如果小方格内酵母菌过多，应该采取怎样的措施？
实验4:土壤中分解尿素的细菌的分离与计数
1、方法:
     用稀释涂布平板法测定土壤中微生物的数量（从土壤中分离出能够分解尿素的细菌；统计每克土壤样品中究竟含有多少分解尿素的细菌。）
2、实验原理:
目的菌的分离：分解尿素的微生物能在以尿素为                 的培养基上生长。
目的菌的鉴定：尿素被分解后产生的氨能使培养基的pH升高，从而使          指示剂显红色。
3、实验步骤: 
先准备制备10-4、10-5、10-6土壤稀释液→制备培养基→倒平板→用稀释涂布平板法接种→微生物培养→分解尿素的微生物检验与鉴定→计算。
4、计算公式:
将每克样品中的菌株数=              （C:某一稀释度下平板上生长的平均菌落数； V:所用稀释液的体积； M:稀释倍数。）
三、拓展实验

1、问题:
（1）如何设计实验定量研究影响酶活性的最适宜pH？
（2）如何设计实验估测植物细胞的细胞液浓度？
2、任务:
     请尝试完成实验设计并预期结果。说明实验设计的理论依据是什么？
参考答案

一、鉴定物质成分的生化实验

  实验1、生物组织中可溶性还原糖、脂肪、蛋白质的鉴定（人教版 必修一P18）
  实验2、DNA的粗提取与鉴定（人教版 选修一 P54）
（一）鉴别类实验应注意的问题： 
  ①实验结论常根据特定的颜色反应来确定。

  ②有些可不设立对照实验，若需设立，应增设一组，加入已知的待检测物质，如验证唾液淀粉酶是蛋白质，对照组可加入稀释的鸡蛋清。

  ③注意选择合适的试剂，并注意试剂使用的特殊要求，如加热煮沸等。

（二）实验原理、目的要求

实验1：生物组织中还原糖、脂肪、蛋白质鉴定实验

1、实验原理：
  可溶性还原糖与斐林试剂生成砖红色沉淀；脂肪可被苏丹Ⅲ染液染成橘黄色（或被苏丹Ⅳ染成红色）；蛋白质与双缩脲试剂发生反应，产生紫色反应。

2、实验材料：
  可溶性还原糖的鉴定用苹果，脂肪的鉴定用花生，蛋白质的鉴定用大豆。

3、注意事项：
 （1）用斐林试剂鉴定还原性糖时甲乙液等量混合后再注入，同时要进行50～65℃水浴加热；
 （2）鉴定脂肪实验染色后要用50%酒精洗去浮色，并用显微镜才能观察到结果；
 （3）鉴定蛋白质用的双缩脲试剂先后加入，此实验不需加热。

实验2：DNA的粗提取和鉴定实验 

1、实验原理：

（1）DNA在NaCl 的物质的量浓度为0.14摩尔每升时溶解度最低，可析出；

（2）DNA不溶于酒精，某些细胞内物质可溶，利用这一原理，可提取杂质较少的DNA；

（3）DNA遇二苯胺（沸水浴）会染成蓝色，可用于鉴定DNA。

2、实验步骤：
准备鸡血——提取鸡血细胞的细胞核物质——溶解细胞核内的DNA——析出含DNA的粘稠物——再溶解——过滤含DNA的NaCl溶液——鉴定DNA。 

（三）实验试剂、现象、常用材料和反应条件
	鉴定物质
	试剂
	实验现象
	常用材料
	反应条件

	蛋白质
	双缩脲试剂
	紫色
	豆浆、蛋清、牛奶
	先Ａ液再Ｂ液

常温

	还原糖
	斐林试剂
	砖红色沉淀
	苹果或梨匀浆
	现混现用

水浴加热

	脂肪
	苏丹III/IV
	橘黄色/红色
	花生子叶
	切片

显微镜观察

	DNA
	二苯胺
	蓝色
	菜花、鸡血
	沸水浴加热


1、材料选择：
    物质鉴定选择的实验材料应满足的条件——材料中被鉴定的物质含量丰富,材料本身无色或白色不会影响对实验现象的观察
2、试剂比较：
	试剂
	试剂成分
	使用方法
	作用原理
	反应条件

	斐林试剂
	0.1 g/mI NaOH(甲液)和0.05 g/mI CuSO4(乙液)。
	混合均匀后立即使用。
	斐林试剂是新配制的溶液，它在加热条件下与醛基反应，被还原成砖红色的沉淀，可用于鉴定可溶性还原糖的存在。
	50～65℃水浴加热

	双缩脲试剂
	双缩脲试剂A是质量分数为0.1 g/mL的NaOH水溶液；双缩脲试剂B是质量分数为0.01 g/mL的CuSO4水溶液. 
	先在待测液中加入双缩脲试剂A 3mL，振荡均匀（营造碱性环境），再加入1～2滴双缩脲试剂B，振荡均匀。
	双缩脲反应实质是在碱性环境下的与双缩脲试剂发生的紫色反应。而蛋白质分子中含有很多与双缩脲结构相似的肽键，所以蛋白质都能与双缩脲试剂发生颜色反应。
	沸水浴加热


二、定量检测
（一）定量检测实验的方法

	定量检测实验
	检测方法

	实验1：发酵过程中亚硝酸盐含量的测定（人教版 选修一 P9）
	比色法

	实验2：探究生物体维持pH稳定的机制（人教版 必修三 P9）
	传感器测定PH变化

	实验3：探究培养液中酵母菌种群数量的变化（人教版 必修三 P68）
	血球计数板的统计

	实验4：土壤中分解尿素的细菌的分离与计数（人教版 选修一 P21）
	稀释涂布平板法


（二）实验原理、方法步骤、计算公式等

实验1：发酵过程中亚硝酸盐含量的测定

1、方法：

  比色法（将显色样品与已知浓度的标准显色液进行目测比较，估算含量）

2、原理： 

3、计算公式：

样品中NO2- 含量（mg）/取样量（40ml滤液的质量，kg）

实验2：探究生物体维持pH稳定的机制

1、方法：用传感器测定不同物质在酸碱环境下PH变化规律，判断生物体是如何维持pH稳定的。
2、实验原理：缓冲物质一般由一种弱酸和相应的盐，或者一种弱碱和相应的盐组成，如：NaHCO3／H2CO3、Na2HPO4／NaH2PO4。缓冲液对加入酸性或碱性物质起缓冲作用。

3、实验记录

	本组加入的是（HCl／NaOH）
	加入不同数量液滴后的pH

	
	0滴
	5滴
	10滴
	15滴
	20滴
	25滴
	30滴

	清水
	
	
	
	
	
	
	

	缓冲液
	
	
	
	
	
	
	

	黄瓜匀浆
	
	
	
	
	
	
	

	水稀释的鸡蛋清
	
	
	
	
	
	
	


4、实验结果（根据记录的数据绘制的不同实验材料pH变化曲线）
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5、实验结论：

清水加入酸性（或碱性）物质后，pH值变化得最大；缓冲液在加入酸性（或碱性）物质后，pH变化最小 。两种生物材料在加入酸性（或碱性）溶液后pH值变化较小，说明生物材料的性质类似于缓冲液而不同于清水，通过类比推理得出在生物材料内含有缓冲物质，能维持pH相对稳定。

实验3：探究培养液中酵母菌种群数量的变化

1、方法：用血球计数板的统计方法探究酵母菌种群数量变化的规律

2、实验原理：
    在含糖的液体培养基（培养液）中酵母菌繁殖很快，迅速形成一个封闭容器内的酵母菌种群，通过细胞计数可以测定封闭容器内的酵母菌种群随时间而发生的数量变化。养分、空间、温度和有毒排泄物等是影响种群数量持续增长的限制因素。

3、血细胞计数板的使用：
先将盖玻片放在计数室上，用吸管吸取培养液，滴于盖玻片边缘，让培养液自行渗入。多余培养液用滤纸吸去。稍待片刻，待细菌细胞全部沉降到计数室底部，将计数板放在载物台的中央，计数一个小方格内的酵母菌数量，再以此为根据，估算试管中的酵母菌总数。

注意：（1）从试管中吸出培养液进行计数之前，要将试管轻轻震荡几次；（2）酵母菌悬液的计数，以每小方格内含有4～5个酵母细胞为宜；（3）选取若干小格，使用计数器计数，再计算每一小格的平均值。
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4、计算公式：每ml酵母细胞数 = 每个小格平均酵母菌数目 × 400 × 104× 稀释倍数

5、思考：
（1）从试管中吸取培养液进行记数之前，为什么要将试管振荡几次？ 

（2）对于压在小方格界线上的酵母菌应怎样计数？ 

（3）如果小方格内酵母菌过多，应该采取怎样的措施？

实验4：土壤中分解尿素的细菌的分离与计数

1、方法：用稀释涂布平板法测定土壤中微生物的数量（从土壤中分离出能够分解尿素的细菌；统计每克土壤样品中究竟含有多少分解尿素的细菌。）

2、实验原理：
目的菌的分离：分解尿素的微生物能在以尿素为唯一氮源的培养基上生长。

目的菌的鉴定：尿素被分解后产生的氨能使培养基的pH升高，从而使酚红指示剂显红色。

3、实验步骤： 
先准备制备10-4、10-5、10-6土壤稀释液→制备培养基→倒平板→用稀释涂布平板法接种→微生物培养→分解尿素的微生物检验与鉴定→计算。

4、计算公式：将每克样品中的菌株数=（C/V)* M （C：某一稀释度下平板上生长的平均菌落数； V：所用稀释液的体积； M：稀释倍数。）

三、拓展实验

（一）定量探究pH对过氧化氢酶活性影响的实验

1、方法：用测量产物量的方法研究酶的活性

	
	试管中分别滴加磷酸缓冲液
	试管中滴加质量分数为20%的肝脏研磨液
	使研磨液（过氧化氢酶）与缓冲液充分接触一段时间
	针管中吸入质量分数为10%的过氧化氢溶液
	开始实验
	记录针管中收集气体达到5毫升时所需要的时间

	1
	pH =5 
	1滴
	
	0.5毫升
	
	

	2
	pH =6
	1滴
	
	0.5毫升
	
	

	3
	pH =7
	1滴
	
	0.5毫升
	
	

	4
	pH =8
	1滴
	
	0.5毫升
	
	

	5
	pH =9
	1滴
	
	0.5毫升
	
	


2、绘制结果图（用柱状图表示）：
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３、思考：

（１）为什么要将过氧化氢酶和磷酸缓冲液要充分接触一段时间？

（２）不同pH条件下，过氧化氢酶活性的强弱除了用相同产物比时间来比较外，还可以通过收集什么数据来比较？

（二）估测植物细胞的细胞液浓度

1、方法：用设置浓度梯度的方法研究细胞液的浓度

	
	0.1g/ml
	0.15g/ml
	0.2g/ml
	0.25g/ml
	0.3g/ml
	0.6g/ml

	临时装片1
	＋
	
	
	
	
	

	临时装片2
	
	＋
	
	
	
	

	临时装片3
	
	
	＋
	
	
	

	临时装片4
	
	
	
	＋
	
	

	临时装片5
	
	
	
	
	＋
	

	临时装片6
	
	
	
	
	
	＋

	实验结果
	
	
	
	
	
	

	记录1
	记录一分钟内，视野内发生质壁分离的细胞数量

	记录2
	记录观察到第一个发生质壁分离细胞的时间

	实验结论
	


2、思考

（１）本实验小组估测的植物细胞液浓度是?理由?

（２）滴加0.6g/ml的蔗糖溶液与0.3g/mL蔗糖溶液引起植物细胞质壁分离的结果区别是什么？

（３）0.6g/mL蔗糖溶液引起植物细胞质壁分离后加清水是否会复原？为什么？
NO2- +对氨基苯磺酸





盐酸





发生重氮化反应





N-1-萘基乙二胺盐酸盐





发生显色反应





玫瑰红色





NO2- +对氨基苯磺酸





盐酸





发生重氮化反应





N-1-萘基乙二胺盐酸盐





发生显色反应





玫瑰红色
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