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前言

　　生物技术科学是一门实验科学。
要培养高素质的专业人才，除了讲授专业课，让学生了解生物技术领域发展的全貌外，更主要的是开
设一门具有先进性、科学性和系统性的实验课程。
生物技术综合实验作为独立的课程内容，在专业基础课程教学中发挥着重要的作用，它涵盖的内容非
常广泛，按照所研究的层次不同，可分为酶工程、发酵工程、细胞工程、基因工程、蛋白质工程等几
大类。
　　近年来，生物技术呈现迅猛发展的局面，新理论、新技术层出不穷，世界上每年生物化学的研究
成果呈几何级数增长，生物化学实验技术也有了很大的进步，其发展趋向呈现多方面的特点，体现在
分析技术向着综合性和自动化发展、制备技术向高效性与微量化发展、结构研究向精确性与自然化发
展；涉及的范围也更加宽广，技术水平也更加先进。
随着生物技术各领域的广泛应用，高等学校对生物化学实验课的教学有了更高的要求。
原有的一些陈旧的方法和技术手段已被新的方法与技术所取代，相应的教学内容已经过时，原采用的
生物化学实验技术水平较低，设置不尽合理，简单验证实验过多，许多内容已不适合现今教学的需要
，急需进行教学内容的改进，才能满足课程建设、人才培养的需要。
　　本书编写过程中力求简明扼要、内容新颖、图文并茂，既重视基础性和科学性，又适应高职高专
发展方向，力争使实验内容具有先进性、系统性和综合性。
实验内容包括动物、植物和微生物等多种样品中生物大分子的制备和分析，内容全面合理，反映了现
代生物技术的成果和发展的特点，以期使学生系统掌握生物技术实验的基本理论和基本技能，通过实
验掌握实验设计、实验条件优化和实验操作等基本科研技能，培养学生分析问题解决问题的能力。
为学生学习后续的专业课及以后的工作和深造提供了良好的基础。
　　本书由李玉林、任平国担任主编，何敏、闵玉涛、邓黎黎担任副主编，参编人员还有王亚平、宋
娜、张艳丽、韩天龙、张新伟。
在本书编写过程中，曾受到有关院校领导和专家的大力支持和帮助，郑州职业技术学院的程春杰老师
在编写团队的组织方面做了大量工作，并提出许多宝贵的建议，在此一并表示衷心的感谢。
同时，对本书参考文献的所有作者表示衷心的感谢。
由于编者水平有限，不当之处在所难免，恳请广大读者和专家批评指正。
　　编者　　2009年1月
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内容概要

本书是高职高专“十一五”规划教材★生物技术系列之一。
本书共分为四部分。
第一部分为基因工程技术，重点介绍外源基因在大肠杆菌中的克隆与表达，由9个实验组成。
第二部分是生物大分子的分离纯化及活性检测，包括大肠杆菌中表达的外源蛋白的分离纯化与检测
（7个实验）、动物血中超氧化物歧化酶提取、纯化与活性鉴定（5个实验）两章。
第三部分是细胞工程及检测技术，分为鸡胚成纤维细胞培养技术（9个实验）、卵清蛋白多克隆抗体
的制备与检测（6个实验）、原生质体的分离、融合与杂交细胞的筛选（7个实验）三章。
第四部分是发酵工程与酶工程，分为谷氨酸发酵生产技术（9个实验）、实验室啤酒发酵技术（13个实
验）、淀粉酶的发酵生产（9个实验）三章。
各学校可根据条件和培养方向选用。
 　　本书可供高职高专生物技术类各专业学生使用，也可作为相关领域技术人员的参考书。
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书籍目录

第一篇　基因工程技术 　第一章　外源基因在大肠杆菌中的克隆与表达 　　实验一　大肠杆菌的对
照培养、单菌落的分离及菌种保存 　　实验二　大肠杆菌基因组DNA的提取 　　实验三　PCR扩增
制备目的基因 　　实验四　质粒DNA提取 　　实验五　质粒DNA和目的基因的酶切和连接 　　实验
六　琼脂糖凝胶电泳检测、回收目的基因 　　实验七　感受态细胞的制备和重组子转化 　　实验八
　转化克隆的筛选和鉴定 　　实验九　外源基因的诱导表达 第二篇　生物大分子的分离纯化及活性
检测 　第二章　大肠杆菌中表达的外源蛋白的分离纯化与检测 　　实验一　小量表达及细胞破碎 　
　实验二　表达蛋白的SDS?PAGE电泳分析 　　实验三　包涵体的洗涤、溶解、复性 　　实验四　从
包涵体中纯化表达蛋白 　　实验五　固化Ni＋吸收光谱纯化his?tag表达蛋白 　　实验六　Western
blotting免疫印迹检测表达蛋白 　　实验七　碱性磷酸酶（AP）米氏常数（Km）的测定 　第三章　动
物血中超氧化物歧化酶的提取、纯化与活性鉴定 　　实验一　原材料的预处理 　　实验二　超氧化
物歧化酶的活性测定 　　实验三　粗酶液的制备 　　实验四　金属螯合色谱分离纯化超氧化物歧化
酶 　　实验五　离子交换色谱纯化超氧化物歧化酶　第三篇　细胞工程及检测技术 　第四章　鸡胚
成纤维细胞培养技术 　　实验一　实验器材的清洗 　　实验二　实验器材的包装和消毒 　　实验三
　培养用液的配制和无菌处理 　　实验四　鸡胚成纤维细胞的原代细胞培养 　　实验五　细胞克隆
和纯化 　　实验六　细胞的传代培养 　　实验七　细胞生长曲线的测定 　　实验八　细胞的冻存和
复苏 　　实验九　动物细胞融合 　第五章　卵清蛋白多克隆抗体的制备与检测 　　实验一　实验动
物的抓取、固定和注射方法 　　实验二　实验动物的处死与取血方法 　　实验三　实验动物的免疫
方法 　　实验四　抗血清的制备 　　实验五　双向琼脂扩散实验检测抗体效价 　　实验六　间
接ELISA法检测抗体 　第六章　植物原生质体的分离、融合与杂交细胞的筛选 　　实验一　培养基母
液的配制 　　实验二　培养基的配制与灭菌 　　实验三　愈伤组织的诱导与培养 　　实验四　原生
质体的制备 　　实验五　原生质体的活力测定 　　实验六　原生质体的融合 　　实验七　杂交细胞
的筛选 第四篇　发酵工程与酶工程 　第七章　谷氨酸发酵生产技术 　　实验一　谷氨酸菌种的制备 
　　实验二　噬菌体的检测 　　实验三　大肠杆菌谷氨酸脱羧酶酶粉的制备 　　实验四　发酵过程
中还原糖的测定 　　实验五　发酵过程中谷氨酸含量的测定 　　实验六　谷氨酸发酵液的除菌体 　
　实验七　谷氨酸的离子交换回收 　　实验八　谷氨酸的等电回收及精制 　　实验九　谷氨酸钠质
量控制及分析 　第八章　实验室啤酒发酵技术 　　实验一　啤酒酵母的纯种分离 　　实验二　啤酒
酵母的计数 　　实验三　啤酒酵母的质量检查 　　实验四　啤酒酵母的扩大培养 　　实验五　麦芽
汁的制备 　　实验六　麦芽汁糖度的测定 　　实验七　啤酒主发酵 　　实验八　总还原糖含量的测
定 　　实验九　α?氨基氮含量的测定 　　实验十　酸度和pH的测定 　　实验十一　酒精度的测定及
原麦芽汁浓度的计算 　　实验十二　色度和苦味物质含量的测定 　　实验十三　二氧化碳含量的测
定 　第九章　淀粉酶的发酵生产 　　实验一　淀粉酶产生菌的分离、筛选与鉴定 　　实验二　发酵
条件优化及酶学性质研究 　　实验三　淀粉酶产生菌的改良 　　实验四　淀粉酶的发酵生产 　　实
验五　淀粉酶活力的测定 　　实验六　盐析处理和透析 　　实验七　离子交换剂的色谱处理 　　实
验八　浓缩和冷冻干燥 　　实验九　淀粉酶的包埋处理及热稳定性测定 参考文献
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章节摘录

　　② 下面发酵啤酒酵母：凝集性强，进行下面发酵，发酵温度在10℃左右，在发酵过程中发酵液中
的悬浮酵母慢慢减少，发酵结束后，大部分酵母沉于容器底部。
例如捷克的比尔森（Pilsen）啤酒、德国的慕尼黑啤酒和多特蒙德啤酒、丹麦的嘉士伯啤酒等，我国的
啤酒多属于此类型。
下面发酵啤酒一般发酵度相对较低。
　　7.发酵性能测定　　酵母菌的发酵力反映酵母对各种糖类的利用情况，正常的啤酒酵母能发酵葡
萄糖、果糖、蔗糖、麦芽糖和麦芽三糖等。
但酵母的酶系不同，发酵糖的能力也不同，有些酵母不能利用麦芽三糖，发酵度就低；有些酵母甚至
能利用麦芽四糖或异麦芽糖，发酵度就高。
发酵性能测定方法一般包括二氧化碳失重的测定、发酵度的测定和酒精度测定。
发酵过程中除产生乙醇外，还伴有二氧化碳形成，形成的二氧化碳从发酵液中挥发出，使整个体系的
质量减轻，根据减轻的程度，可测定发酵速率的快慢；发酵度测定是基于酵母降糖的能力，即发酵前
后发酵液中糖分减少的幅度；对酒类工业，酵母菌的产酒精能力要求较高，一般的酒精度测定常采用
蒸馏法。
　　将150mL麦芽汁盛放于250mL三角烧瓶中，加棉塞灭菌，冷却后加入泥状酵母lg或培养24h的酵母
种子液15mL，然后将棉塞换成发酵栓，置25℃温箱中发酵3-5d，每隔8h摇动1次。
并进行以下方面的测定。
　　（1） 二氧化碳失重的测定　接种完毕后，称量发酵瓶，在发酵过程中每8h称量1次。
称前应先摇晃瓶子，以赶除二氧化碳。
随着发酵时间的延续，瓶重逐渐减轻，直到减轻量不超过0.2g，即表示发酵完毕。
然后以产生二氧化碳的量为纵坐标，发酵时间为横坐标，绘制发酵速率曲线。
　　（2） 发酵度的测定　　① 原麦芽汁浓度的测定（用附温密度瓶法）。
将附温密度瓶（图8-5）用洗液浸泡，取出后彻底洗涤为中性，再用乙醇、乙醚顺序洗涤数次，吹干后
准确称量（用分析天平），此数据为2n、，即密度瓶的质量。
然后用煮沸30min后冷却至15℃的蒸馏水注满密度瓶，装上温度计（瓶中应无气泡），立即浸入（20
士O.1）℃恒温水浴中，到密度瓶上的温度计达到20℃，并保持20-30min不变后取出，用滤纸吸去测管
的水，立即盖上罩放置，直到密度瓶升到室温后擦干，称其质量，此数值为m3，即密度瓶和水的质量
。
倾出密度瓶中的水，先用约1OmL过滤麦芽汁（已灭菌）洗涤2-3次后，注满麦芽汁，按上法测定其质
量，此数值为m2，即为样品和密度瓶的质量。
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