高三年级生物第3课时
《观察类实验》
[学习目标]
（1）能独立完成教材中的相关实验，包括概述实验目的、原理、方法和操作步骤，熟练使用实验用具等完成相关的操作，并能将这些实验涉及的方法和技能进行综合运用。
（2）具备验证简单生物学事实的能力，并能对实验现象和结果进行解释、分析和处理。具有对一些生物学问题进行初步探究的能力，包括运用观察、实验与调查、假说演绎法、建立模型与系统分析等科学研究方法。　能对一些简单的实验方案做出恰当的评价和修订。
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根据此类实验的观察手段和方法又可以分为两大类实验：显微镜观察类和提取鉴定观察类实验。我们这节课重点复习显微镜观察类实验。
1．属于显微镜观察类的实验常综合运用显微观察技术、染色技术、装片制作技术等，对应实验名称和大体知识如下：
	实验名称
	观察方式
	观察对象
	显微镜
	制片类型
	染色剂
	常用生物材料

	用高倍显微镜观察几种细胞
	原色观察
	真菌、低等植物、高等植物细胞、动物细胞
	高倍
	临时装片
	无
	酵母菌、水绵等丝状绿藻、叶的保卫细胞、鱼的红细胞或蛙的皮肤上皮细胞等

	观察质壁分离与复原
	
	紫色大液泡
	低倍
	临时装片
	无
	紫色洋葱鳞片叶的外表皮

	观察叶绿体
	
	叶绿体
	高倍
	临时装片
	无
	新鲜的藓类的叶(或菠菜叶、黑藻叶)

	体验制备细胞膜的方法
	
	细胞膜的制备
	高倍
	临时装片
	无
	哺乳动物成熟红细胞

	观察有丝分裂
	染色观察
	染色体
	高倍
	临时装片
	龙胆紫（或醋酸洋红）
	洋葱根尖分生区细胞

	低温诱导染色体的变异
	
	染色体
	高倍
	临时装片
	龙胆紫（或醋酸洋红）
	洋葱根尖分生区细胞(需低温下培养36小时)

	观察减数分裂
	
	染色体
	高倍
	固定装片
	略
	蝗虫精巢细胞

	观察线粒体
	
	线粒体
	高倍
	临时装片
	健那绿染料（活性染色）
	人口腔上皮细胞

	观察DNA、RNA在细胞中的分布
	
	细胞核和细胞质的染色情况
	高倍
	临时装片
	吡罗红、甲基绿染色剂
	人口腔上皮细胞（或其他动物或植物细胞）

	脂肪的鉴定
	
	脂肪颗粒
	高倍
	临时装片
	苏丹Ⅲ或苏丹Ⅳ染液
	花生子叶


2、用高倍镜观察叶绿体和几种细胞
（1）正确认识显微镜的结构

（2）补充完成操作步骤

（3）方法、步骤（以观察叶绿体为例）
[image: ]
注意事项
（1）调节粗准焦螺旋使镜筒下降时，两眼要注视物镜与盖玻片之间的距离，到快接近时(距离约为0.5 cm)停止下降。
（2）首先用低倍镜观察，找到要放大观察的物像，移到视野中央，然后换上高倍物镜。
（3）换上高倍物镜后，不能再转动粗准焦螺旋，而只能用细准焦螺旋来调节。
（4）观察颜色深的材料，视野应适当调亮，反之则应适当调暗；若视野中出现一半亮一半暗，则可能是反光镜的调节角度不对；若观察花生切片标本材料一半清晰一半模糊不清，则可能是花生切片厚薄不均造成的。
思考：
（1）显微镜成像特点是什么？物像移动的规律如何?
显微镜成放大倒立的虚像，实物与像之间的关系是实物旋转180°就是像。如实物为字母“b”，则视野中观察到的为“q”。若物像在偏左上方，则装片应向左上方移动。移动规律：物像偏向哪个方向，则应向哪个方向移动(或同向移动)装片。
（2）显微镜的放大倍数
①显微镜的放大倍数是指物体的长度或宽度的放大倍数，而不是面积或体积。
②)总的放大倍数是目镜放大倍数与物镜放大倍数的乘积
（3）怎么判断视野中污物存在的位置
①污物可能存在的位置是：物镜、目镜或装片。
②判断方法：分别移动载玻片、物镜和转动目镜，观察污物是否移动，来判断污物所处的位置。
3．观察质壁分离与复原
（1）实验原理：
细胞液浓度<外界溶液浓度时，细胞通过渗透作用失水，由于原生质层比细胞壁的伸缩性大，当细胞不断失水时，原生质层就会与细胞壁逐渐分离开来，也就是逐渐发生了质壁分离。
细胞液浓度>外界溶液浓度时，外界溶液中的水分就透过原生质层进入细胞液中，整个原生质层就会慢慢地恢复成原来的状态，使植物细胞逐渐发生质壁分离复原。
（2）方法步骤
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（3）实验现象和结论

思考：
（1）质壁分离的原因是什么？

（2）实验中有对照组存在吗？
该实验中，实验组和对照组在同一装片中先后进行，属于自身对照。
（3）实验时一定要选择紫色洋葱鳞片叶外表皮细胞吗？
不一定。但紫色洋葱鳞片叶外表皮细胞的细胞液中含有色素，使液泡呈现紫色，更有利于观察。
（4）若用适宜浓度的KNO3溶液或尿素、甘油、乙二醇等作为该实验的试剂，会出现什么现象？
K＋和NO、尿素、甘油、乙二醇等可被细胞吸收，从而使细胞液浓度增大，所以细胞先发生质壁分离后又自动复原
（5）你认为质壁分离及其复原实验可以有哪些应用
判断成熟植物细胞是否有生物活性、测定细胞液浓度范围、)比较不同植物细胞的细胞液浓度、鉴别不同种类的溶液(如KNO3和蔗糖溶液)、比较未知浓度溶液的浓度大小、判断原生质层和细胞壁伸缩性大小
4．体验制备细胞膜的方法
实验原理：将哺乳动物成熟的红细胞放入清水中，水会进入细胞，把细胞涨破，细胞内的物质流出来，即可得到细胞
方法步骤： 
（1）制片： 用滴管吸取少量红细胞稀释(用0.9%Nacl溶液稀释)液滴一小滴在载玻片上，盖上盖玻片，制成临时装片。 
（2）观察： 先在低倍镜物镜下找到红细胞，再转换成高倍镜，直至清晰地看到红细胞。
（3）滴水： 往载物台上盖玻片的一侧滴一滴蒸馏水，同时在另一侧用吸水纸小心吸引 (注意：不要把细胞吸跑) ，观察红细胞的形态变化
现象：细胞体积增大，细胞膜破裂，内容物流出。

思考：若实验在试管 中进行，细胞破裂后如何 获得较纯的细胞膜？
通过离心获得
5.观察有丝分裂和低温诱导染色体的变异
（1）实验原理
①具有分生能力的植物细胞进行有丝分裂，根据染色体的变化，可辨认细胞周期各个时期。
②细胞核内的染色体容易被碱性染料（如龙胆紫溶液）染成深色。
③低温可以抑制纺锤体的形成，以致影响染色体被拉向两极，细胞不能分裂成两个子细胞，染色体数目改变。
（2）方法步骤
	过程
	步骤说明

	根尖培养
	实验前3～4 d，将洋葱放在装满清水的广口瓶上，底部接触清水，置于温暖处，常换水，待根长约5 cm时取用

	装片制作
	取材

	
	解离
	①解离液：质量分数为15%的盐酸和体积分数为95%的酒精按1：1体积比混合；
②时间：3～5 min；
③目的：使组织中的细胞相互分离开来

	
	漂洗
	①漂洗液：清水；
②时间：约10 min；
③目的：洗去解离液，防止解离过度

	
	染色
	①染色液：0.01 g/mL或0.02 g/mL的龙胆紫溶液(或醋酸洋红液)；
②时间：3～5 min；
③目的：使染色体(或染色质)着色

	
	制片
	用镊子将处理过的根尖放在载玻片上，加一滴清水，并用镊子尖把根尖弄碎，盖上盖玻片，在盖玻片上再加一片载玻片，然后用拇指轻轻地按压载玻片

	
	观察
	先低倍镜观察：找到分生区细胞(正方形、排列紧密)；
后高倍镜观察：找出各时期细胞，观察特点并记录各时期的细胞数目

	
	绘图
	中期细胞绘图要点：植物细胞形态近正方形，着丝点排列在赤道板上；有染色单体、纺锤体；无核膜、核仁和中心体
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思考：
     为什么不能对细胞有丝分裂过程进行连续观察？如何才能找到细胞分裂各个时期的细胞？
解离时将细胞杀死；应先找到分生区的细胞，然后推动玻片找到不同时期的细胞。

6。观察线粒体
（1）实验原理：线粒体呈无色，有短棒状、圆球状、线形、哑铃形等，用健那绿染成蓝绿色后制片观察。
（2）方法步骤
[image: ]
思考：观察线粒体时，为什么选健那绿染液进行染色，观察叶绿体为何不需染色？
普通光学显微镜能够观察的材料，必须是薄的、近乎透明的。观察叶绿体时选择藓类叶，是因为藓类属于低等植物，叶片是绿色的单层细胞，不需加工即可进行观察
7.观察DNA、RNA在细胞中的分布
（1）实验原理： 
DNA主要分布在细胞核中，RNA主要分布在细胞质中。甲基绿和吡罗红两种染色剂对DNA和RNA的亲和力不同，甲基绿使DNA呈现绿色，吡罗红使RNA呈现红色。利用盐酸甲基绿和吡罗红混合染色剂可以显示DNA和RNA在细胞中的分布。
（2）方法步骤
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（3）实验现象及相关结论 
	现象
	结论 

	绿色明显集中且接近细胞中央 
	DNA主要分布于细胞核中 

	 绿色周围的红色范围较广  
	RNA广泛分布于细胞质中 


注意：
几种液体在实验中的作用
①0.9%的NaCl溶液：保持口腔上皮细胞正常形态
②8%的盐酸：	
a.改变细胞膜的通透性
b．使染色体中DNA与蛋白质分离
③蒸馏水：a.配制染色剂；b.冲洗载玻片
小结 ：
1．显微镜观察类实验操作流程：选材→制片→观察→结论
（1）选材
根据观察对象，采用合适的材料。如观察有丝分裂应选取根尖分生区细胞；观察质壁分离与复原应选取成熟的植物细胞等，通常若为直接观察类应选有颜色的材料；染色观察类应选取无色的材料；同时还要根据不同材料，不同的观察对象，做不同的材料处理，如浸泡、染色、解离、保持生活状态等。
（2）制片
显微观察实验要用装片，不同材料用不同的制片方法。装片法（把整个实验材料制成装片，如用葫芦藓观察叶绿体），切片法（把材料切成薄片，以便观察，如脂肪鉴定），压片法（把材料压碎成一薄层．以便观察，如观察根尖有丝分裂）。制作临时装片的一般方法如下：
擦（擦盖片、载片）→滴（在载片上滴一滴清水或生理盐水等）→取（撕、挑、涂、切等方法取材）→盖（盖上盖片）；
在利用根尖观察细胞分裂时，要对根尖进行解离→漂洗→染色→制片
（3）观察
先用低倍镜观察，再用高倍镜。观察质壁分离与复原实验，始终用低倍镜
注意显微镜的正常使用方法
（4）结论
依据原理和所观察到时的现象，得出正确的结论
2．“同材异用”
（1）不同浓度的酒精的用途
	酒精浓度
	实验用途

	体积分数为50%
	在脂肪检测中用于洗去浮色

	体积分数为70%
	在土壤小动物类群丰富度调查实验中用于杀死并保存小动物；消毒

	体积分数为95%
	与质量分数为15%的盐酸混合用于有丝分裂实验中的解离

	
	低温诱导染色体加倍实验中的冲洗卡诺氏液（固定细胞形态）

	无水乙醇
	用于光合作用色素的提取


（2）盐酸在不同实验中的应用
	实验名称
	盐酸的作用

	观察DNA和RNA在细胞中的分布
	①改变膜的通透性，加速染色剂进入细胞

	
	②使染色质中DNA与蛋白质分离，有助于DNA与染色剂结合

	观察根尖有丝分裂；低温诱导染色体加倍
	质量分数为15%的盐酸和体积分数为95%的酒精按1∶1混合成解离液，使组织中的细胞相互分离


（3）洋葱在实验中的使用
	取材部位
	实验名称
	取材原因

	叶
	鳞片叶
	植物细胞的质壁分离和复原
	外表皮细胞含紫色大液泡

	
	
	使用高倍显微镜观察细胞的多样性
	细胞较大，外表皮细胞有大液泡，内表皮细胞有明显的细胞核

	
	
	观察DNA和RNA在细胞中的分布
	内表皮细胞近于无色，便于染色观察

	
	管状叶
	叶绿体中色素的提取和分离
	光合色素含量多

	根
	观察根尖分生组织细胞的有丝分裂
	材料易得，且分生区细胞分裂能力强，染色体数目少，易于观察

	
	低温诱导植物染色体数目的变化
	材料易得，且低温(4 ℃)下根尖也能分裂生长，诱导染色体变异率较高
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