上海水产大学实验课程教学大纲

《光镜与电镜技术实验》教学大纲
课程名称（中文/英文）：光镜与电镜技术　　课程编号：11870430
课  程  类  别：专业选修课 
教  材  名  称：实用生物医学电子显微镜技术
学  时  学  分： 学时：２４  　学分：２　　实验学时：１６
应 开 实验学期：　２    年级：３年级 　　学期：三年级上学期
先  修  课  程：光镜与电镜技术
适  用  专  业：生物技术、生物科学、水产养殖、环境科学等
一、课程性质及要求
本课程包括了光学显微镜调试、电镜生物样品的制备与电子显微镜操作等方面的内容。主要介绍光学显微镜的“库勒照明调节法”和显微摄影技术，电镜部分包括生物样品从取材、固定到超薄切片，生物样品的脱水、干燥，表面喷镀金属薄膜等生物样品的一般制备方法。

本实验能够对研究用显微镜、透射电镜、扫通电镜、超薄切片机、制刀机、组织自动包埋机、真空镀膜仪、离子镀膜仪、临界点干燥仪、冰冻样品处理装置等仪器的常规操作方法做较详尽的叙述。经本课程学习之后，只要严格遵循本指导 , 学生就能基本了解并掌握该类仪器的常规操作和使用。
二、内容简介（200字左右）

光镜部分：通过特种显微镜的使用，针对暗场、相衬与荧光显微镜的特性，特种样品的镜检，使学生了解各类显微镜的特性并掌握其使用方法。实验内容包括了生物样品、激发滤色镜和盖玻片的正确选用，相衬、荧光、暗场显微镜与柯勒照明法的正确调整，半、全自动控制器、显微摄影软件及摄影拍摄的实际操作。

电镜部分：通过电镜样品制备实验，使学生基本了解扫描和透射电镜样品制备的一般方法和基本程序；通过切片制作实验，让学生基本掌握电镜切片基本制作方法。通过上机操作，使学生了解电镜使用方法和操作过程；运用电镜技术和组织化学原理，使学生了解细胞亚微结构精细分析。通过电镜生物样品的观察，使学生进一步认识细胞超微结构，并学会电镜拍照。
三、主要仪器设备：
万能显微镜等附件、OLYMPUS正置及倒置研究用显微镜、体视显微镜、CCD显微图像拍摄系统，透射电子显微镜、扫描电子显微镜、超薄切片机、临界点干燥仪、离子溅射仪、样品制备辅助设备等。
四、教学方法与基本要求

1．本课程以理论与实验教学相结合，任课教师需向学生讲清课程的性质、任务、要求、课程安排和进度、平时考核内容、期末考试办法、实验守则、大型仪器使用及实验室规章制度等。
2．该课分分二个环节：第一环节为理论教学，第二环节为实验部分。实验以演示为主，结合学生实际操作，教学中给出实验要求，学生实验前必须了解本课程的理论及实验内容后方可进入实验室进行实验。
3．本课程理论部分集中教学，实验教学部分学生按总人数分成二组，每组不超过16人。在规定的时间内，学生轮流独立完成实验内容。操作中若出现问题，实验指导教师可协助学生解决。 
五、考核方法

本课程采用平时考核与期末考试相结合来评定学生总成绩。平时实验占总成绩40%，其中每个实验实际操作20%，实验报告20%；期末考试占总成绩60%。总成绩分按百分比计分。

六、实验项目设置

	序号
	实验名称
	内容提要
	实验

学时
	每组

人数
	实验属性
	实验要求

	1
	光学显微镜成象系统调整与使用。
	生物样品和盖玻片的正确选用，显微镜的光轴调节，柯勒照明法的正确调整及调试步骤。
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领

	2
	光学显微镜样品拍摄。
	明暗场、相衬及荧光显微镜的使用方法，显微拍摄技术，摄影软件的操作要领等。
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领

	3
	载网支持膜制备、玻璃刀制作超薄切片机的使用。
	掌握脱水之后组织块的包埋。承载膜制备、切片和染色技术以及LKB-V超薄切片和LKB7800制刀机的操作方法
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领

	4
	照明系统合轴与成像系统合轴图象聚集。
	通过面板按钮功能以及操作使用全过程的了解。使对本门课程理论教学时的带电子光学原理及透射电镜的结构与使用方面知识，有所巩固。

面板:A、B、C、D、E、F、G、H

电子显微镜图（示面板位置）
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领

	5
	透射电镜消散电镜照片的拍摄。
	透射图象的观察与记录：粗聚焦，细聚焦， “Function”→“Mag”→“10000 X。按压钮，使小荧光屏拾起，然后用双筒目镜聚集。

照相：红灯亮，则会聚电子束，右面红灯亮，则扩展电子束，后按压钮，则exp灯亮，胶片在进行曝光，曝光结束，曝光底片已被推入接受箱，此时，came a film Advance灯灭，就可再进行下一次的照相过程。
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领

	6
	扫描电镜样品的脱水与干燥、粘样与镀膜。
	扫描电镜的样品制备大体按下述流程进行：取样→清洗→固定→清洗→溶剂梯度脱水到100% →中间媒介液替代剂→干燥→金属镀膜→扫描观察。当生物样品前处理结束后，就要转入制样仪器的操作。
通过实验，要求了解并掌握表面观察法，样品制作过程，了解并掌握临界点干燥仪，离子溅射仪，真空镀膜仪及冰冻样品处理机的原理及操作步骤。
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领

	7
	扫描电镜灯丝饱和点与嚗光曲线调节、图象聚焦。
	初步掌握JEOLT300扫描电镜的常规操作方法，能独立上机进行二资助电子像的观察和操作。

控制、显示面板上符号的识别及其功能操作步骤；认识控制面板、显示板、 真空控制开关的操作，包括启动、样品调换、安装和样品移动等。
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领

	8
	扫描电镜消象散及电镜照片拍摄。
	扫描图像观察、消象散及电镜照片拍摄步骤：

1、用中、细聚集旋钮聚集至图像清晰。当高倍放大聚集后图像仍有不清晰之处，应进行象散矫正(消象散)。

2、象散矫正(手动)按以下步骤进行：

(1)、图象放大5000倍以上；

(2)、将细聚集旋钮旋至中间位置；

(3)、用双手分别旋转消象器X、Y轴，以矫正X、Y轴方向的象散。

(4)、用细聚集旋钮精确聚集至图像完全清晰为止。即可进行观察，同时即可照像。
	2
	16
	演示及轮流操作相结合
	初步掌握基本要领


七、说明

因实验场地面积和实验仪器数量的限制，本课程限选人数为３２人，以保证实验教学部分的正常开展。
主撰人 ：周平凡
审核人：

分管教学院长：
年    月    日
