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★★★实验室特别提醒

一、 实验室纪律要求

1. 按照规定，穿好实验服进入实验室。

2. 不允许将食品和饮用水带进实验室。

3. 按照教师指定的实验台进行实验，不允许私自调换位置。

4. 实验课中禁止大声喧哗、跑动和打闹。

二、 实验安全注意事项

5. 注意电源使用安全，禁止湿手拔插插头。

6. 水浴锅锅盖开启关闭时，注意避免蒸汽烫伤。

7. 注意抽气泵安全使用。

8. 注意使用分光光度计时参比液体样品不能满溢洒漏。

三、 实验课程要求

9. 提前预习实验指导内容，熟悉实验原理和步骤。

10.检查台面用具是否完好，若否，须报告进行补充调整。

11.清洗器皿程序：“自来水→去污粉→自来水→去离子水”。

12.实验原始结果记录需要指导教师审查签字。

13.实验后填写仪器使用记录。

14.实验完毕清洁实验器皿和台面、地面卫生。

15.离开实验课堂需要得到指导教师批准。



实验一 质壁分离法测定细胞渗透势

一、原理：

在生活细胞和外界溶液构成的渗透体系中，水分总是从高水势一方流向低水势一方。将

植物组织放入一系列不同浓度的蔗糖溶液中，经过一段时间以后，有的细胞吸收水分，细胞

膨胀；有的失去水分，细胞发生质壁分离。如果在某一溶液中细胞脱水达到平衡时刚好细胞

处在临界质壁分离状态，此时细胞内的压力势等于零，外界溶液的渗透势等于细胞渗透势，

故此外界溶液称为该组织的等渗溶液，其浓度称之为该组织的等渗浓度。根据公式即可计算

出该组织细胞液的渗透势。在实际测定时，由于临界质壁分离状态难以在显微镜下直接观察

到，所以一般均以细胞初始质壁分离状态作为判断组织等渗浓度的标准。如果细胞质壁分离

较为明显，可根据引起质壁分离的溶液浓度，与相邻的不引起质壁分离的溶液浓度，取其平

均值，求出组织等渗浓度，并计算出溶液的渗透势，即为该组织细胞的渗透势。

二、材料与设备：

1.植物材料：洋葱鳞茎、大葱、蚕豆叶片或其它植物叶片。

2.设备：显微镜 1 台、培养皿 7 套；滴管；载玻片、盖玻片各 5 片；镊子 1 把；单面刀

1 片；滤纸适量。

3.试剂：1.00 蔗糖溶液，0.03%中性红溶液.

三、实验步骤：

1. 以 1.00 蔗糖溶液为母液,依照公式 C1V12V2配制 0.30、0.40、0.50、0.60、0.70 蔗糖溶

液各 10 于干燥清洁的小培养皿内备用。注意盖上培养皿盖，防止蒸发浓缩。

2. 用刀片在洋葱鳞茎内表皮上划出边长为 5mm 的小方格，用镊子剥取内表皮数块浸入

盛有 0.03%中性红溶液的小培养皿内，染色 3，取出后放入盛有自来水的小培养皿内，冲洗

中性红留存在细胞间隙、细胞壁等上面的浮色，用滤纸吸干内表皮上的多余水分。

3.在盛有不同浓度蔗糖溶液的培养皿内分别放入染过色并漂洗后的内表皮数块。20 后，

按从高浓度到低浓度蔗糖溶液的顺序各取出内表皮小块，依次开始镜检，绘图记录质壁分离

情况，求出组织细胞的等渗溶液浓度。

四、结果计算：

由所得到的组织细胞的等渗浓度和测定时的室温，用下式计算植物细胞的渗透势。

Ψ （）

ΨS：为细胞渗透势，以表示。

i ：为溶液的等渗系数（蔗糖溶液的 1）。

C：等渗溶液的浓度（）。

T：为绝对温度，（273℃）K，t 为实验时的室温。

R：为气体常数，0.008314（L··k）



实验二 小液流法测定植物组织水势

一、原理

水势表示水分的化学势，水分从水势高处流向低处。植物体细胞之间、组织之间以及植

物体和环境之间的水分移动方向都由水势决定。

当植物细胞或组织分别放在一系列浓度递增的溶液中时，如果植物组织的水势小于溶液

的渗透势，则组织吸水而使外界溶液浓度变大；反之，则组织水分外流而使外界溶液浓度变

小。若植物组织的水势与溶液的渗透势相等，则二者水分保持动态平衡，所以外界溶液浓度

不变，而外界溶液的渗透势即等于所测植物组织的水势。溶液浓度不同，比重不同，当两个

不同浓度的溶液相遇时，稀溶液由于比重小而上浮，浓溶液则由于比重较大而下沉。取浸过

植物组织的溶液一小滴（为了便于观察可先染色），放在原来浓度的溶液中，观察液滴升降

情况即可判断浓度的变化，如小液滴不动，则表示溶液浸过植物组织后浓度未变，即外界溶

液的渗透势等于组织的水势。

二、材料与设备：

1. 植物材料：胡萝卜肉质根或其它作物的叶片。

2. 设备：青霉素小瓶或小试管（12×10mm）6 支（均具塞）；大试管（15×150）6 支

（具塞）；10 移液管 2 支；1 移液管 2 支；毛细滴管 6 支；打孔器 1 个；温度计 1 支；解剖

针 1 支；镊子 1 把。

三、实验步骤：

1、以 1.00 蔗糖溶液为母液,依照公式 C1V12V2配制一系列不同浓度的蔗糖溶液（0.05，

0.1，0.2，0.3，0.4，0.5）于 6 支干净、干燥的大试管中，各管加塞，并编号。按编号顺序

在试管架上排成一列，作为对照组。

2、另取 6 支干净、干燥的青霉素小瓶，编定序号，按顺序放在试管架上，作为实验组。

然后由对照组的各试管中分别取溶液 1 移入相同编号的实验组试管中，加塞，备用。

3、取胡萝卜肉质根（或剪下具有代表性的新鲜叶片）立即用打孔器打园片。注意实验

材料的取样部位一定要一致，若为叶片组织要避开大的叶脉部分。迅速将适量植物材料放在

青霉素小瓶（或小试管）中。一般胡萝卜肉质根放入 8 片（厚约 1）左右，叶片材料放入 20

片左右。摇动小瓶，使植物材料浸入到溶液中。注意这个过程操作要快，防止水分蒸发。放

置 20。在此期间摇动小瓶 2-3 次，使组织和溶液之间进行充分的水分交换。

4、20 后，分别在各小瓶中加入甲烯兰粉末少许，摇匀，使溶液为蓝色。按浓度依次分

别用毛细吸管吸取少量蓝色溶液，轻轻插入相应浓度的试管中，伸至溶液中部，小心缓慢地

放出蓝色溶液一小滴，慢慢取出毛细管（注意避免搅混溶液）。观察并记录液滴的升降情况：

如果有色液滴向上移动，说明浸过植物组织的蔗糖溶液浓度变小，植物组织失水，表

明植物组织的水势高于该浓度溶液的渗透势；如果有色液滴向下移动，说明浸过植物组织的

蔗糖溶液浓度变大，植物组织吸水，表明植物组织的水势低于该浓度溶液的渗透势；如果液

滴静止不动，则说明植物组织的水势等于该浓度溶液的渗透势。在测定中，如果在前一浓度

溶液中液滴下降，而在后一浓度溶液中液滴上升，则该组织的水势为前后



二种浓度溶液渗透势的平均值。

四、结果计算

记录液滴静止不动的试管中蔗糖溶液的浓度。

由所得到的等渗浓度和测定的室温，按下式计算植物组织的水势。

ΨW= - （）

ΨW：为植物组织水势，以表示。

i ：为溶液的等渗系数（蔗糖溶液的 1）。

C：为等渗溶液的浓度：（）。

T：为绝对温度：（273℃）K，t 为实验时的室温。

R：为气体常数：0.008314（L··k）



实验三、叶绿体色素的提取、理化性质及定量测定

I.叶绿体色素的提取、理化性质

一、原理：

叶绿体中含有绿色素（叶绿素 a 和 b）和黄色素（胡萝卜素和叶黄素）。这两类色素能

溶于有机溶剂，且各种色素的脂溶性不同。根据它们在有机溶剂（如乙醇、甲醇、丙酮等）

中的溶解特性，可将它们从叶子中提取出来。

叶绿素是一个双羧酸的脂，在碱的作用下，可发生皂化反应。在酸性条件下，叶绿素   

啉环中央的镁可被氢取代，于是叶绿素成为褐色的去镁叶绿素。叶绿素中的镁也可被铜、锌

等金属离子取代，此时叶绿素仍可保持绿色。叶绿素在光照下会发出暗红色的荧光。

二、材料与设备：

1. 植物材料：新鲜植物叶片。

2. 设备：研钵一套；漏斗一个；剪子一把；细玻璃棒一支；烧杯（50）1 支；20 刻度

试管 5 支；5 刻度试管 2 支；25 刻度吸管 2 支；酒精灯；石棉网；铁三脚架；滤纸适量。

3. 试剂：丙酮；3; 80%丙酮；苯；醋酸酮粉末；50%醋酸；甲醇溶液（20 克溶于 100

甲醇中）

三、实验步骤：

1. 色素的提取

取洗净新鲜的植物叶子 5 克，剪碎放入到研钵中，加入少量碳酸钙和石英砂，再少量

多次加入丙酮共 10，研磨至丙酮染成深绿色，将丙酮提取液滤入小烧杯内，再用 10 丙酮重

复研磨，过滤，滤液待用。

2. 理化性质的测定

1）荧光现象

取叶绿素提取液，放入试管中，在反射光下观察，溶液的颜色为暗红色，这是叶绿素

辐射荧光的现象；在透射光下为绿色，是由于叶绿素分子不吸收绿色光的原因。

2）皂化作用 

用移液管吸取叶绿素提取液 5，放入到一大试管中，再加入 1.5 20%甲醇溶液，摇匀。

紧接着加入 5 苯，马上摇匀。沿试管璧加入蒸馏水 1 ，轻轻转动试管，静置于试管架上，

可看到溶液逐渐分成两层，上层是苯溶液，其中溶有黄色的类胡萝卜素，下层为稀的丙酮溶

液，其中溶有绿色的皂化的叶绿素 a 和 b。

3）取代作用[和 2+对叶绿素分子中 2+的取代]

用移液管吸取叶绿素提取液 5，放入试管中，加入 50%醋酸数滴（或浓 1~2 滴），摇匀，

可观察到溶液由绿色变成褐色，此时叶绿素分子中的 2+被取代，为去镁叶绿素。之后将溶液

倒一半于另一试管中，加醋酸酮粉末少许，微微加热，则溶液颜色又变成绿色，此时去镁叶

绿素分子中的被 2+取代，为铜代叶绿素。将两试管中的溶液进行比较。

. 叶绿素的吸收光谱与定量测定



一、原理

实验目的：掌握紫外分光光度计的使用，学习测定叶绿素的含量及吸收光谱的测定方法。

根据叶绿素对可见光有特定的吸收光谱，利用分光光度计在某一特定波长下测定其光密

度，利用公式计算叶绿素的含量。该法不但精确度高而且能在未分离的情况下，分别测定叶

绿素 a 和叶绿素 b 的含量。

已知叶绿素 a、b 在红光区的最大吸收峰分别位于 663 和 645 ,又已知在波长 663 下叶绿

素 a、b 的 80%丙酮溶液的比吸收系数为 82.04 和 9.72，在波长 645 下分别为 16.75 和 45.60。
其关系式：

D663 = 82.04 + 9.72……………………………………………………… (1)
D645 = 16.75  + 45.6………………………………………………………(2)

D663 、D645：分别为叶绿素溶液在波长 663 和 645 的光密度。

、：分别为叶绿素 a、b 的浓度，单位为

解方程(1) (2)得：

 = 12.7 D663 － 2.59 D645……………………………………………….（3）
 = 22.9 D645 － 4.67 D663……………………………………………….（4）

与 相加，既得叶绿素总量

 =   +   = 20.3 D645 + 8.03 D663…………………………………… (5)
根据叶绿素 a、b 在 652 处有相同的比吸光系数（34.5），即可在此波长下测定光密度

（D652）而求出叶绿素总浓度：

D652 × 1000
  （） =————————……………………………………………..(6)
34.5

二. 材料和设备：

1. 实验材料：菠菜叶片

2. 设备：756 紫外分光光度计，电子天平，研钵一套，漏斗一个，25 容量瓶一个

3. 试剂：80%丙酮，3 粉末

三. 实验步骤：

   1. 叶绿素提取液的置备：称取新鲜干净的叶片（去主脉）0.1 克，剪碎，放入研钵

中，加入少量 3粉末和石英砂，加入 80%丙酮，仔细研磨成匀浆，再加入适量丙酮，继续研

磨至组织残渣变为白色，静止片刻，将提取液过滤至 25 容量瓶中，再用 80%丙酮冲洗研钵

和滤纸，将色素冲洗干净，最后用 80%丙酮定容至 25，摇匀 、待用。

2.光密度测定与吸收光谱扫描：以 80%丙酮做对照，按下列步骤输入程序：

1)  开机：依次打开外部电源(如稳压器)、主机电源。

2)  仪器自检 ：当打开仪器电源时，仪器便进入自检程序，自检各项都“”后，进入选择

工作方式界面；预热半小时后进行以下操作。

3）光度测量未知叶绿素 a、b 总浓度的测定：

3.1 进入光度测量(652,)： 在选择工作方式界面中按①键进入光度测量。

3.2 参数设置： 按 F1 键进行参数设置：选测光方式为 “”，按键退出；按 F2 键进

入测量模式；按λ输入测量样品波长值。

3.3 校零：在第一样品池中放入参比溶液，按\键，仪器进行自动校零，校完后取出参

比溶液。

3.4 测量： 将取出的参比溶液倒掉，换上样品溶液，放入第一样品池内，按\即可测



量样品值。



4)   光谱测量

4.1 进入光谱测量：在选择工作方式界面中按②键进入光谱测量。

4.2 参数设置：按 F1 进入参数设置：（1）测量波长范围(700-300)；（2）记录范围

（0-3）；（3）采样间隔（1）；（4）光度方式(一般为)；（5）扫描速度（一般为中速）。参数设

置完后按键退出参数设置。

4.3 基线校正：在第一样品池中放入参比溶液，按\键仪器进行基线校正，校完后取出

参比溶液。

4.4 扫描：将取出的参比溶液倒掉，换上样品溶液，放入第一样品池中，按\ 仪器自

动进行扫描。

四、叶绿素含量的计算：

按公式（3）、（4）分别计算叶绿素 a、b 的浓度，相加既得总浓度，也可按公式（6）直

接算出叶绿素总浓度。

然后按公式（7）或（8）算出叶绿素总含量：

() ×提取液总体积(L) × 稀释倍数

叶绿素含量（鲜重%）= —————————————————×100%……（7）
样品鲜重（）

() ×提取液总体积(L) × 稀释倍数

叶绿素含量（）= —————————————————————……（8）
样品鲜重（g）

实验四、植物根系活力的测定（法）

一、原理



根是植物的重要器官，它不断生长，具有吸收水分和矿质养分的功能，而且还能进行

合成代谢，如氨基酸、植物激素等的合成。所谓根系活力是泛指根的吸收、合成代谢等等的

能力。根系活力与吸收作用的强弱有直接关系，与脱氢酶系活性的强弱成正比。法测定根系

活力就是根据根系脱氢酶系氧化还原能力强弱而设计的。

氯化三苯基四氮唑（）是标准氧化还原电位为－80 的氧化还原物质。其氧化态无色，

并溶于水，但被还原后即生成不溶于水的三苯基甲腙，呈红色，它在空气中不会自动氧化，

相当稳定，所以可用作为脱氢酶的氢受体.

植物根所引起的还原，可因加入琥珀酸、延胡素酸、苹果酸得到加强；而被丙二酸、

碘乙酸等所严重抑制。所以还原量能表示脱氢酶活性，并作为根系活力的指标。

二、材料与设备

1. 植物材料：水培或砂培植物幼苗的根，或仔细洗净泥土的植物幼苗的根。玉米根系

发达，是较好的实验材料。

2. 设备：721 型分光光度计；温箱；电子天平；研钵 1 套；镊子 1 把；漏斗 1 个；刻

度吸管 2 1 支、10 2 支、0.5 1 支；容量瓶 10 1 个、刻度试管 20  6 支；烧杯 500 1 个；石英

砂适量。

3. 试剂

[1]、乙酸乙酯（分析纯）500；

[2]、分析纯连二亚硫酸钠（2S204）粉末少许；

[3]、1 溶液，准确称取 1.000g，溶于水中，定容至 100；溶液应在 6.5~7.5，以试纸试之，

如不易溶解，可先加少量酒精，使其溶解后再加水。

[4]、0.4 溶液，准确称取 0.400g，溶于水中，定容至 100；

[5]、1/15 磷酸缓冲液（7.0），配制方法为：A 液：称取分析纯 204·2H2011.876g 溶于蒸

馏水中成 1000，B 液：称取分析纯 2P04，9.078g 溶于蒸馏水中成 1000。用时取 A 液 60、B

液 40 混合即成。

[6]、1 硫酸：用量筒取出比重 1.84 的浓硫酸 55，边搅边加入盛有 5002O 的烧杯中，冷

却后稀释至 1000。

三、实验步骤（定量测定）

（1）标准曲线的制作：吸取 0.25 0.4% 溶液放入 10 刻度试管中，加入少许 2S204粉末[应

尽量多加一些，以使充分还原]，摇匀后立即产生红色的三苯基甲腙。用乙酸乙酯原液定容

至刻度，摇匀。然后分别取此液 0.10，0.25，0.50，0.75，1.00 置 10 刻度试管中，分别加乙

酸乙酯 4.90，4.75，4.50，4.25，4.00，即得到含三苯基甲腙 0.01，0.025，0.05，0.075，0.10

的标准比色系列，以乙酸乙酯做空白作参比，在 485 波长下测定光密度。以还原量为横坐标，

光密度为纵坐标，绘制标准曲线。

（2）剪取植物根尖 1 部分为实验材料，称取 0.1g，放入刻度试管中，加入 0.4 溶液和

磷酸缓冲液的等量混合液 10，把根充分浸在溶液内，在 37℃下保温 40-60，植物根尖部分

成为红色。之后加入 1硫酸 2，以停止反应。空白试验为先加硫酸再加入根样品，其它操作

相同。
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