
植物生理学实验教学中几个实验方法的改进

杨建伟, 杜敏华, 庞发虎 ( 南阳师范学院生命科学与技术学院, 河南南阳473061 )

摘要  介绍了植物生理学实验教学中几个实验方法的改进。重点介绍了对叶绿体色素的提取和分离过程改进 , 对叶绿素a 和b 含量测
定的改进 , 对种子活力的快速测定方法的改进。通过实验方法的改进 , 在有限的学时内较高质量的完成实验教学, 进一步提高了学生的
思维和综合分析能力。
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Abstract  The i mprovements of some experi ment methods inthe experi mental teaching of plant physiology were introduced . The i mprovement of the ex-
traction and separation process of chloroplast pigments , the i mprovement of content determination of chlorophyll a and b ,and the i mprovement of the rapi d
determination method of seeds vigor were mainly introduced . Through the i mprovements of experi mental methods ,the experi mental teaching with higher
quality was completed withinli mited teaching ti me and the thought and comprehensive analysis ability of students were further i mproved .
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  植物生理学是生命科学专业基础课程之一, 是一门实践

性较强的课程。多年来其实验课教材一直采用的是张志良

的主编教材[ 1] , 该教材体系完整 , 涉及到实验项目内容较多 ,

所以该实验指导一直是许多高等师范院校、综合大学及农业

院校的首选用书[ 2 - 4] 。其中叶绿体色素的提取、分离及理化

性质鉴定、叶绿素a 和b 含量的测定、种子活力的快速测定

等实验, 是笔者所在学校学生实验教学计划中的必做实验。

笔者仅就上述几个实验的改进情况做一介绍 , 以供参考。

1  对叶绿体色素的提取、分离及理化性质鉴定的改进

1 .1  对叶绿体色素提取过程的改进  该实验的目的是了解

叶绿素提取分离的原理以及它们的光学特性在光合作用中

的意义。原方法: 称取新鲜叶片2 g , 放入研钵中加丙酮5 ml ,

少许碳酸钙和石英砂, 研磨成匀浆, 再加丙酮10 ml , 以漏斗过

滤之, 即为色素提取液。经过多次实验笔者发现该方法存在

一定的缺点 , 即称取新鲜叶片2 g , 数量太少, 尤其是在秋冬

季做实验时叶片常常发黄或者叶绿素含量太低, 会导致叶绿

体色素的分离后各带颜色太淡看不清楚。所以, 在叶片称量

上根据不同的季节选择不同的称量, 如在春夏季叶绿素含量

高时, 称取新鲜叶片3 g 左右。在秋冬季叶绿素含量下降时

叶片称取量改为5 g 左右。

原方法中提取液丙酮的加入量总数是15 ml , 实际情况

是经研磨过滤后的过滤液总量常常不到10 ml , 结果常常导致

该实验后面叶绿体色素的4 个理化性质的鉴定由于过滤液

量不足而无法进行。因此在提取液的加入总量上改进到25

～30 ml 。同时考虑到丙酮对人体的伤害较大, 再加上乙醇和

丙酮相比价格低廉经济又实惠, 笔者将原方法中的提取液由

丙酮改为无水乙醇 , 或者95 % 乙醇, 效果不错。

此外, 由于过滤匀浆液时速度非常缓慢, 所以笔者把原

方法中的过滤过程改为离心过程, 离心1 ～2 min 即可, 通过

离心可以快速准确把匀浆液中杂质分离出去, 仅此一步骤为

该实验节约了大约10 ～15 min 时间。

1 .2 对叶绿体色素分离过程的改进 在此实验中的点样过

程中, 原方法是用毛细管吸取叶绿素溶液在2 c m×20 c m 的

滤纸条下端点一个圆点, 笔者把这一步改进为用载玻片沾取

放于培养皿内的提取液, 在6 c m～8 c m×10 c m～15 c m 的滤

纸条下端距顶端2 c m 位置点一长条型的样品4～6 次。这样

分离得到的结果是4 ～5 条色泽鲜明色素带, 而不是原方法

中的几个色素圆点。用剪刀将这些色素分离带纵向剪开, 一

半保留用于做叶绿素a 和b 的吸收光谱曲线, 一半贴于实验

报告上。

另外, 对于扩展剂原方法中是用3 ～5 ml 四氯化碳和少

量无水硫酸钠, 而此分离方法方法常常需要30～40 min 才能

看到结果。笔者将其改为在￠120 mm 的培养皿内加入约30

ml 汽油和5～8 滴苯。点过样的滤纸条用线绳穿起制成一个

圆纸筒, 点样端朝下竖立在汽油中,5～10 min 后即可观察到

实验结果。此一步骤为该实验又节约了大约40 min 左右的

时间。

2  对叶绿素a 和b 含量测定的改进

该实验的目的是熟悉在未经分离的叶绿体色素提取液

中测定叶绿素a 和b 的方法及其计算。原方法是称取新鲜

叶片0 .5 g , 加入提取液丙酮、少许碳酸钙和石英砂, 研磨成

匀浆, 经过离心得色素提取液并定容至20 ml 备用。此实验

实验材料单一, 学生做起来兴趣不高, 所以对该实验重点改

进的是实验材料的种类和数量。

在此实验中, 笔者结合当时的季节情况, 在选择叶片方

面就地取材 , 在实验室外的草坪边、校园内外草地上的绿色

植物到处都有可供选择的实验材料。由学生到室外自采实

验材料, 要求每2 个学生一组, 教师规定学生必须选择3 种

以上材料( 原方法中只选用一种实验材料) 。学生可以选择

同一种植物的3 种以上不同器官 , 如根、茎、叶、花、果实等 ,

也可以选择3 种以上不同种类的植物, 如木本植物与草本植

物、阳生植物与阴生植物的同种器官作为实验材料。同时要

求每样品重复3 次。

当学生自采到实验材料后, 经过研磨、提取、离心、定容、

测定等系列过程最后测得一套光密度数据。经过计算获得

了不同职务或者同种植物不同器官叶绿素 a 和 b 含量的
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数据。

学生做完实验后, 此时教师要求学生下课后要通过查资

料, 针对所得到的系列数据进行比较、分析、讨论不同植物之

间、同种植物不同器官之间叶绿素a 和b 含量的差异的原

因, 并撰写出一份完整的实验报告。

撰写实验报告是实验教学过程中的一个重要环节 , 是衡

量实验效果的一个重要依据, 但是过去的教学中学生往往处

于被动的学习地位, 实验报告常常是参照实验指导书, 抄写

出实验目的、实验原理、实验过程。而作为实验报告的核心

内容“结果与分析”学生却写得很少, 有的学生甚至只写结果

没有分析 , 更谈不上查阅资料。究其原因一方面与实验材料

太单一, 无法进行比较分析有关, 另一方面也与老师没有具

体要求有一定的关系。

3  对种子活力的快速测定方法的改进

在种子活力的快速测定方法中, 该教材提供了4 种方

法: 即氯化三苯基四氮唑法( TTC 法) 、溴麝香草酚蓝法( BTB

法) 、红墨水染色法和纸上荧光法。其中纸上荧光法由于要

求的实验材料仅限于十字花科植物种子, 再加上该法误差较

大, 因此笔者将此法舍弃。仅用前3 种实验方法进行快速

测定。

前3 种实验方法中, 在实验材料的选择上, 笔者以当地

常用的小麦或玉米种子作为实验材料, 随机取样测定发芽

率。按照原方法要求TTC 法和红墨水染色法使用的均为一

粒种子的一半,BTB 法用的是完整的种子。学生们用这3 种

方法测出的发芽率有很大差异, 这样的差异性究竟是方法

本身的局限性所导致, 还是不同种子本身的差异性所导致的

很难说清, 因此学生在比较结果的异同及原因时, 常常难以

下结论。

为了克服因种子本身的原因所造成的差异 , 笔者对红

墨水染色法、TTC 法以及BTB 法均作了改进。原TTC 方法中

是取吸胀的种子200 粒 , 用刀片沿胚中线切成两半。200 个

半粒放于一培养皿中, 加入浓度0 .5 %TTC 适量, 另200 个半

粒用沸水煮以杀死胚作为对照。原红墨水染色法与TTC 法

相似, 是把浓度0 .5 % 的TTC 换成红墨水。

改进后的方法是: 随机取50 或100 粒玉米或小麦种子 ,

用刀片沿胚中线切成两半 , 将50 或100 个半粒放于一培养皿

中, 加入浓度5 .0 % 红墨水20 ml , 室温下放置10～15 min 。自

来水冲洗干净后观察胚的着色情况。另50 或100 个半粒放

于另一培养皿中, 加入浓度0 .5 %TTC 溶液20 ml , 置于30 ～

35 ℃培养箱中0 .5 h 左右 , 观察胚的着色情况。BTB 法也采

取纵切种子的方法与TTC 法进行对比或者与红墨水染色法

进行对比, 即取50 或100 粒玉米或小麦种子, 用刀片沿胚中

线切成两半, 其中的50 或100 个半粒平放于含有 BTB 琼脂

凝胶的培养皿中 , 另一半加入浓度0 .5 %TTC 溶液适量或者

加入浓度 5 .0 % 红墨水适量。得到结果后, 分别讨论分析

TTC 法与 BTB 法、TTC 法与红墨水染色法、BTB 法与红墨水染

色法两者之间的结果有无差异。由于这3 种方法由于分别

用的是同一粒种子的两半 , 从理论上测出的发芽率应该是

一样, 但是学生测出的结果往往却不相同, 为什么会有这样

的结果? 既然是同一粒种子, 在实验材料上应该没有差异 ,

那是什么原因呢? 由于存在这些问题, 就迫使学生去查找

原因。教师可诱导学生们从3 种测定方法及原理方面入手 ,

分析 造成这一 差异的 原因, 最终使 学生 找到 正确的 答

案[ 5 - 6] 。

4  小结

上述叶绿体色素的提取、分离及理化性质鉴定实验中 ,

通过对实验材料量上的改进、提取液的改进、过滤方法的改

进、点样及扩展剂的改进获得了意想不到的收获, 学生们看

到自己在很短时间内分离出来清晰的叶绿体色素带异常兴

奋, 并且实验室不再是到处弥漫着有毒试剂丙酮的气味。更

重要的是由于扩展剂的改进使整个实验时间缩短了30 ～40

min , 为下一步对植物生理学实验课程中压缩验证性实验、增

加综合性设计型实验的整体改革提供了可能性。

在对叶绿素a 和b 含量测定的实验改进中, 通过对实验

材料的改进和实验报告撰写方面的要求, 一方面巩固了学生

对理论课知识的理解和掌握, 另一方面学生们对做这种实验

的兴趣比原来大不相同, 学生们乐意提前到室外采集自己喜

欢的实验材料, 由于每人的实验材料不同得到的实验数据均

不相同, 所以学生们主动的自发的去查资料, 通过查阅资料

对自己的实验结果进行讨论与分析。

在对种子活力的快速测定方法的改进中, 学生们更加深

入地了解TTC 法、BTB 法、红墨水染色法和纸上荧光法的原

理以及几种方法的差异。为学生今后更好地分析问题、解决

问题打下较好的基础。
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