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前   言

随着全球自然生态资源的日益枯竭和人类生存环境的不断恶化，能源和环境问题已成为人们关注的热点。环境生态工程作为一门研究生物与环境间互相关系及其作用机理的学科，它的发展受到世人的高度重视。环境生态实验是继学生学习生态学和环境学相关的基础理论后的实践课程，它对巩固学生的环境学、生态学及生态工学学基本知识、培养学生的实验操作能力起着至关重要的作用，整个教学过程不可或缺。
《环境生态工程》是针对生态破坏和环境污染使生态系统结构和功能失调，利用生态学原理，设计和建造自然和人类协调，能控制环境污染和生态退化的工程技术科学。由于全球变化的加剧，人类面临着前所未有的环境挑战，人们在解决各种环境污染和生态破坏问题时，最先利用土木工程、环境工程方法去解决，结果是投入高，产出低，工程系统运行可持续性差。利用生态系统原理建立的具有“近自然”特性的工程系统能显著弥补这一不足，提高系统运行效率。
该实验指导书针对环境生态工程专业设置的教学目标、教学内容设置了10个实验项目。通过这10个实验项目的教学过程，使学生加深知识的掌握，深化环境生态工程建造的生态学基本原理的认识，完成生态学本科专业教学计划规定的内容。











实验规则

1. 做好实验前的预习及准备。每次实验前务必将指定项目的实验指导仔细阅读，熟悉每项实验的目的、原理、方法和操作程序，并复习教材或笔记中有关部分，使实验进行时能独立操作及分析实验结果
2. 保特室内安静，在实验中不得随意走动或谈话，以免影响他人实验。
3. 要爱惜国家财物。每一位同学应本着爱护国家资财及节约的精神，对器具谨慎使用，如有损坏，应立即报告指导教师，并进行登记。
 4. 遵守仪器、器具使用规定。贵重仪器使用时，应有教师在旁指导，未明了正确使用方法前，切勿乱动，以免损坏仪器。凡属公用器具及药品，不得拿到自己桌上，用后应放回原处，以便他人使用。
 5. 保特室内的清洁卫生。实验室不准随地吐痰或乱掷废纸屑。每次实验结束后，每组负责清洗并整理本组的实验器具及桌面，以养成良好的工作习惯；值日生应负责扫地、抹桌、倒污水等工作，以保特实验室的整洁。
 6. 认真做好实验观察及实验报告。当实验有继续观察必要时，应按时观察。凡需同学负责照管的实验，必须按规定管理。
 7. 实验完毕后，应按规定格式书写实验报告，并按指定日期交给指导教师批阅。实验报告内容应包括：实验日期；实验题目；实验目的；实验基本原理；实验材料、仪器设备、药品；实验方法与步骤；实验结果与分析。
 8. 实验结果应根据自己实验所得如实记录，不得擅自修改。如因不严格按实验操作规程进行实验，而导致实验失败时，必须重做。





实验一生态环境中生态因子的观测与测定
实验学时：3
实验类型：验证性实验
实验要求：必修
一、实验目的
通过本实验使学生了解和掌握生态环境中主要生态因子的观测和测定方法及一些常见的测定仪器的使用方法，并比较不同生态环境中主要生态因子的变化规律。
二、实验原理
不同的生境与生态因子是不可分的。任何一个植物群落在形成的过程中，植物不仅对环境具有适应能力，而且对环境也有巨大的改造作用。随着植物群落发育到成熟阶段，群落的内部环境也发育成熟。植物群落内的环境因子如温度、湿度、光照强度等都不同于群落外部。植物群落内的各生物物种在它们自己创造的环境中，井然有序地生活着。不同的植物群落，其群落环境因子存在明显的差异。
三、实验材料、试剂和仪器
1.材料、仪器
照度计、皮尺、卷尺、记录笔、记录纸、地表温度计、土壤温度计、土壤湿度计，风速测定仪、皮尺、卷尺、记录笔、记录纸等。
四、操作步骤
[bookmark: _Toc306178392]（一）光照强度的测定
1.选取两种不同类型的生境。
2.分别在不同类型生境，均匀选取3个测定点，用照度计测定每一点的光照强度，并记录每次测定的数值。
3.选择一空旷无林地（最好地面无植被覆盖）作为对照，随机测定3个点，用照度计测定裸地的光照强度，并记录每次测定的数值。
（二）不同生境温湿度的测定
在上述同样的生境以及对照地中，实施下述内容的测定：
1.地表温湿度的测定
（1）从林缘向林地中心均匀选取3个测定点，用地表温度计与湿度计分别测定每一点的地表温湿度，并记录每次测定的数值。
（2）同时在空旷无林地随机选取3个点，同样测定地表温度和湿度。
2.群落内土壤不同深度温湿度的测定
（1）在群落中，随机确定2个测定点，用土壤温度计与土壤湿度计分别测定地表5cm、10cm、15cm、20cm、25cm、30cm、35cm深处的土壤湿度与温度，并记录每次测定的数值。
（2）在空旷无林地同样随机选取2个点，同样测定距地表5cm、10cm、15cm、20cm、25cm、30cm、35cm深处的土壤湿度与温度。
（三）风速的测定
1.在上述同样的群落中，从林缘向林地中心1.5m的高处，均匀选5个点。
2.用风速测定仪分别测定每点的风速。
3.同时在空旷无林地，随机选取5个点，测定每个点的风速。
根据测定结果，列表整理得到的气象数据，并分析不同群落中和空旷无林地中的生态因子及其差异性。
注意事项：
不同生境及分析对照地的环境生态因子（如光照强度、空气温度和湿度、地表温度和湿度、土壤温度和湿度）测定，一定要在相同的时间进行，这样获得的数据才具有可比性。
五、作业
1.不同生境中，小气候环境有什么差异？试分析造成此种差异的原因。
2.不同生境小气候环境与空旷无林地的小气候环境有什么差异？试分析造成此种差异的原因。
3．总结各仪器的使用方法、使用注意事项、影响测定结果的因素等












实验二植物希尔反应的观察
实验学时：3
实验类型：验证性
实验要求：必修
一、实验目的
通过对希尔反应的示范观察，加深对这一反应性质的理解。
二、实验原理
希尔反应由它的发现者希尔而得名，是植物的离体叶绿体悬浮液在照光的情况下使水光解释放氧产生H+，从而还原某些特定的氧化剂的反应。希尔反应的实质是叶绿体在光反应过程中产生的不稳定还原产物还原了某些人为加入的氧化剂的结果。希尔反应氧化剂有Fe3＋、二氯酚靛酚等，后者为一蓝色染料，被还原后变为无色，因此很容易用肉眼观察，也可用分光光度计对还原量进行精确测定。本实验观察植物叶绿体粗悬浮液在光下对二氯酚靛酚的还原作用。
三、实验材料、试剂和仪器
1．实验材料
菠菜叶或其他植物叶片
2．仪器
研钵；试管；试管架；漏斗；纱布；小烧杯；剪刀
3．试剂
石英砂；0.1％二氯酚靛酚溶液
四、操作步骤
1. 取新鲜菠菜叶片或其他绿色植物叶片（如小麦、玉米等）5g，剪碎后置研钵中加10ml蒸馏水研磨成浆状后，再加40ml蒸馏水研磨稀释，然后通过4～6层纱布过滤到小烧杯中即为叶绿体粗悬浮液（其中含有细胞碎片及比叶绿体更小的细胞器，如线粒体等）。
2. 取试管2支，每管加入叶绿体悬浮液5ml，0.1％二氯酚靛酚溶液2滴，摇匀，将其中一
管置于直射阳光下，另一管置于暗处，注意阳光下的试管颜色变化，5～10min后取出置于暗处试管，比较两管的颜色深浅。
五、解释实验结果

实验三逆境条件下的植物体内丙二醛含量的测定
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、实验目的
通过实验，掌握植物体内丙二醛含量测定的原理及方法，以及对逆境的指示作用。
二、实验原理
丙二醛（MDA）是由于植物官衰老或在逆境条件下受伤害，其组织或器官膜脂质发生过氧化反应而产生的。它的含量与植物衰老及逆境伤害有密切关系。测定植物体内丙二醛含量，通常利用硫代巴比妥酸(TBA)在酸性条件下加热与组织中的丙二醛产生显色反应，生成红棕色的三甲川（3、5、5－三甲基恶唑2、4－二酮），三甲川最大的吸收波长在532nm。但是测定植物组织中MDA时受多种物质的干扰，其中最主要的是可溶性糖，糖与硫代巴比妥酸显色反应产物的最大吸收波长在450nm处，在532nm处也有吸收。植物遭受干旱、高温、低温等逆境胁迫时可溶性糖增加，因此测定植物组织中丙二醛与硫代巴比妥酸反应产物含量时一定要排除可溶性糖的干扰。此外在532nm波长处尚有非特异的背景吸收的影响也要加以排除。低浓度的铁离子能显著增加硫代巴比妥酸与蔗糖或丙二醛显色反应物在532、450nm处的吸光度值，所以在蔗糖、丙二醛与硫代巴比妥酸显色反应中需要有一定的铁离子，通常植物组织中铁离子的含量为100－300μg•g－1Dw，根据植物样品量和提取液的体积，加入Fe3＋的终浓度为0.5nmol• L－1。在532nm、600nm和450nm波长处测定吸光度值，即可计算出丙二醛含量。
三、实验材料、试剂和仪器
（1）材料、仪器
植物叶片、离心机，分光光度计；电子分析天平；恒温水浴；研钵；试管；移液管（1ml、5ml）、试管架；移液管架；洗耳球；剪刀
（2）试剂
10％三氯乙酸；0.6％硫代巴比妥酸（TBA）溶液：石英砂
四、操作步骤
1. 丙二醛的提取
称取受干旱、高温、低温等逆境胁迫的植物叶片1g，加入少量石英砂和10％三氯乙酸2ml，研磨至匀浆，再加8ml10％三氯乙酸进一步研磨，匀浆以4000r/min离心10min，其上清液为丙二醛提取液。
2. 显色反应及测定
取4支干净试管，编号，3支为样品管（三个重复），各加入提取液2ml，对照管加蒸馏水2ml，然后各管再加入2ml 0.6％硫代巴比妥酸溶液。摇匀，混合液在沸水浴中反应15min，迅速冷却后再离心。取上清液分别在532、600和450nm波长下测定吸光度（A）值。
五、丙二醛含量计算：
由于蔗糖－TBA反应产物的最大吸收波长为450nm，毫摩尔吸收系数为85.4×10－3，MDA－TBA反应产物在532nm的毫摩尔吸收系数分别是7.4×10－3和155×10－3。532nm非特异性吸光值可以600nm波长处的吸光值代表。
按双组分分光光度法原理，建立方程组，解此方程组即可求出MDA及可溶性糖浓度。
方程组：
  A450=（85.4×10－3）·C糖
（A532－A600）=（155×10－3）·CMDA+（7.4×10－3）·C糖
解得：
           A450
C糖= —————— = 11.71A450（mmol·L－1）
 85.4×10－3
      CMDA= 6.45（A532－A600）－0.56A450-（μmol·L－1）

公式中：A450—在450nm波长下测得的吸光度值
A532—在532nm波长下测得的吸光度值
A600—在600nm波长下测得的吸光度值
﹡—1.55×105为摩尔比吸收系数
C糖、CMDA分别是反应混合液中可溶性糖、MDA的浓度。
1. 按下式计算提取液中MDA浓度
反应液体积（ml）
CMDA×—————————
1000
提取液中MDA浓度（μmol·ml－1）= ———————————————
测定时提取液用量（ml）

2. 按下式计算样品中MDA含量

提取液中MDA浓度（μmol·ml－1）×提取液总量（ml）
MDA含量（μmol·g－1Fw）= ———————————————————
植物组织鲜重（g）


实验四校园内水体富营养化的状态测定-DO的测定
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、实验目的
1．理解碘量法测定水中溶解氧的原理：
2．学会溶解氧采样瓶的使用方法：
3．掌握碘量法测定水中溶解氧的操作技术要点。
二、实验原理
溶于水中的氧称为溶解氧，当水受到还原性物质污染时，溶解氧即下降，而有藻类繁殖时，溶解氧呈过饱和，因此，水中溶解氧的变化情况在一定程度上反映了水体受污染的程度。
碘量法测定溶解氧的原理：在水中加入硫酸锰及碱性碘化钾溶液，生成氢氧化锰沉淀。此时氢氧化锰性质极不稳定，迅速与水中溶解氧化合生成锰酸锰： 
  MnSO4+2NaOH=Mn（OH）2↓（白色）++Na2SO4 
2Mn（OH）2+O2=2MnO（OH）2（棕色）
  H2MnO3十Mn（OH）2＝MnMnO3↓（棕色沉淀）+2H2O 
加入浓硫酸使棕色沉淀（MnMn02）与溶液中所加入的碘化钾发生反应，而析出碘，溶解氧越多，析出的碘也越多，溶液的颜色也就越深 
                         2KI+H2SO4=2HI+K2SO4  
 MnMnO3+2H2SO4+2HI=2MnSO4+I2+3H2O   
I2+2Na2S2O3=2NaI+Na2S4O6
用移液管取一定量的反应完毕的水样，以淀粉做指示剂，用标准溶液滴
定，计算出水样中溶解氧的含量。
三、实验材料、试剂和仪器
（1）材料、仪器
1.250ml—300ml溶解氧瓶
2.50ml酸式滴定管。
3.250ml锥形瓶
4.移液管
5.250ml碘量瓶
6.洗耳球
（2）试剂
l、硫酸锰溶液。溶解480g分析纯硫酸锰（MnS04· H20）溶于蒸馏水中，过滤后稀释成1000ml.此溶液加至酸化过的碘化钾溶液中，遇淀粉不得产生蓝色。
2、碱性碘化钾溶液。取500g氢氧化钠溶解于300—400ml蒸馏水中（如氢氧化钠溶液表面吸收二氧化碳生成了碳酸钠，此时如有沉淀生成，可过滤除去）。另取得气150g碘化钾溶解于200ml蒸馏水中，待氢氧化钠冷却后，将两溶液合并，混匀，用水稀释至1000ml。如有沉淀，则放置过夜后，倾出上层清液，贮于棕色瓶中，用橡皮塞塞紧，闭光保存。此溶液酸化后，与淀粉应不呈蓝色。
3.1%淀粉溶液：称取1g可溶性淀粉，用少量调成糊状，再用刚刚煮沸的水稀释至100mL.冷却后加入0.1g水杨酸或0.4g氯化锌（ZnCl2）防腐剂。此溶液遇碘应变为蓝色，如变成紫色表示已有部分变质，要重新调配。
4.（1+5）硫酸溶液：取1体积1.84g/mL的浓硫酸慢慢的加到盛有5体积水的烧杯中，搅匀冷却后，转入试剂瓶中。
5.重铬酸钾标准溶液【1/6（K2Cr2O7）=0.0250mol/L】：称取于105—110℃烘干2h并冷却至恒重的优级纯重铬酸钾102258g，溶于水，移入1000mL容量瓶中，用水稀释至标线，摇匀。
6.硫代硫酸钠标准溶液。溶解6.2g分析纯硫代硫酸钠（Na2S2O3·5H20）于煮沸放冷的蒸馏水中，然后在加入0.2g无水碳酸钠，用水稀释至 1000mL，贮于棕色瓶中，使用前用0.0250mol/L重铬酸钾标准溶液标定。
标定：用0.0250mol／L重铬酸钾标准溶液标定硫代硫酸钠的浓度。在250ml的碘量瓶中加入1g固体碘化钾及100mL蒸馏水。用滴定管加入10.00ml 0.0250mol/重铬酸钾溶液，再加入5ml l：5的硫酸溶液，此时发生下列反应：
   K2Cr07十6KI十7H2S04＝4K2S04十Cr2（S04）3十3I2十7H20 
在暗处静置5分钟后，由滴定管滴入硫代硫酸钠溶液至溶液呈浅黄色，加入1ml淀粉溶液，继续滴定至蓝色刚退去为止。记下硫代硫酸钠溶液的用量。  
   M＝10.00×0.0250／V
式中：M——硫代硫酸钠溶液浓度，mol/L
      V——硫代硫酸钠溶液消耗量，mL。
四、操作步骤
    （1）溶解氧的固定。用移液管插入溶解瓶的液面下，加入1mL硫酸锰溶液、2mL碱性碘化钾溶液，盖好瓶盖，颠倒混合数次，静置。一般在取样现场固定。
     （2）析出碘。打开瓶塞，立即用移液管插入液面下加入2.0mL硫酸，盖好瓶塞，颠倒混合摇匀，至沉淀物全部溶解，放于暗处静置5min。
     （3）滴定。吸取100.0mL上述溶液于250mL锥形瓶中，用硫代硫酸钠滴定至溶液呈淡黄色，加1mL淀粉溶液，继续滴定至蓝色刚好褪去，记录硫代硫酸钠溶液的用量。
五、数据处理
公式:溶解氧浓度（O2，mg/L）= ( M×V×8×1000)／100
式中：M—硫代硫酸钠标准溶液浓度，mol/L
          V—滴定消耗硫代硫酸钠标准溶液的体积，mL
标定:V=10.7ml  M=0.023mol/L
测定结果记录表
	              水样编号
	硫代硫酸钠标准溶液浓度         c/（mol/L）
	硫代硫酸钠溶液消耗量V/mL
	 水样溶解氧值
  DO（mg/L）

	1
	    0.025
	     5.4
	     9.936

	2
	    0.025
	     2.8
	     5.152


六、注意事项
1.当水样中的亚硝酸盐氮含量高于0.05mg/L时会干扰测定，可加入叠氮化钠使水中的亚硝酸盐分解而消除干扰。其加入方法是预先将叠氮化钠加入碱性碘化钾溶液中。
2.若水中含铁离子达100—200mg/L时，可加入1mL40%的氟化钾溶液消除干扰。
3.若水样中含氧化性物质（如游离氯等），应预先加入相当量的硫代硫酸钠去除。
4.水样呈强酸性或强碱性时，可用氢氧化钠或盐酸调至中性后测定。
5.在固定溶解氧时，若没有出现棕色沉淀，说明溶解氧含量低。
6.在溶解棕色沉淀时，酸度要足够，否则碘的析出不彻底，影响测定结果。


实验五校园内水体富营养化的状态测定-氨氮的测定
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、实验目的
1 掌握水样预处理的方法；
2 掌握氨氮的测定原理及测定方法的选择
3 掌握分光光度计的使用方法，学习标准系列的配制和标准曲线的制作

二、实验原理
碘化汞和碘化钾与氨反应生成淡红棕色胶态化合物，此颜色在较宽的波长内具强烈吸收。通常测量用410～425nm范围。
三、实验材料、试剂和仪器
（1）材料、仪器
2.1 分光光度计
2.2 pH计
2.3 20mm比色皿
2.4 50mL比色管
（2）试剂
3.1 纳氏试剂：可任择以下两种方法中的一种配制。
3.1.1称取20g碘化钾溶于约100ml水中，边搅拌边分次少量加入二氯化汞结晶粉末（约10g），至出现朱红色沉淀不易溶解时，改为滴加饱和二氯化汞溶液，并充分搅拌，当出现微量朱红色沉淀不易溶解时，停止滴加二氯化汞溶液。
另称取60g氢氧化钾溶于水，并稀释至250ml，充分冷却至室温后，将上述溶液在搅拌下，徐徐注入氢氧化钾溶液中，用水稀释至400ml，混匀。静置过夜。将上清液移入聚乙烯瓶中，密塞保存待用。
3.1.2称取16g氢氧化钠，溶于50ml水中，充分冷却至室温。
另称取7g碘化钾和10g碘化汞溶于水，然后将此溶液在搅拌下徐徐注入氢氧化钠溶液中，用水稀释至100ml，贮于聚乙烯瓶中，密塞保存待用。
3.2 酒石酸钾钠溶液：称取50g酒石酸钾钠（KNaC4H4O6·4H2O）溶于100ml水中，加热煮沸以去除氨，放冷，定容100ml。
3.3 铵标准贮备溶液：称取3.819g经100℃干燥过的优级纯氯化铵（NH4Cl）溶于水中，移入1000ml容量瓶中，稀释至标线。此溶液每毫升含1.00mg氨氮。
3.4 铵标准使用液：移取5.00ml铵标准贮备液（3.3）于500ml容量瓶中，用水稀释至标线。此溶液每毫升含0.010mg氨氮。
四、操作步骤
（4.1 标准曲线的制作
4.1.1吸取0、0.50、1.00、3.00、5.00、7.00和10.00ml铵标准使用液（3.4）于50ml比色管中，加水至标线，加1.0ml酒石酸钾钠溶液（3.2），摇匀。加1.5ml纳氏试剂（3.1.1或3.1.2），混匀。放置10min后，在波长420nm出，用光程20mm比色皿，以水为参比，测量吸光度。
4.1.2由测得的吸光度减去空白的吸光度后，得到校正吸光度，以氨氮含量（mg）对校正吸光度的统计回归标准曲线。
4.2 水样的测定
4.2.1分取适量经絮凝沉淀预处理后的水样（使氨氮含量不超过0.1mg），加入50ml比色管中，稀释至标线，加1.0ml酒石酸钾钠溶液。以下同标准曲线的制作（4.1）。
4.2.2分取适量经蒸馏预处理后的馏出液，加入50ml比色管中，加一定量1mol/L氢氧化钠溶液以中和硼酸，稀释至标线。加1.5ml纳氏试剂（3.1.1或3.1.2），混匀。放置10min后，同标准曲线制作（4.1）步骤测量吸光度。
4.3 空白实验
以无氨水代替水样，做全程序空白测定。
五、结果计算
由水样测得的吸光度减去空白实验的吸光度后，用标准曲线计算出氨氮含量m（mg）值，结果计算：


氨氮（N，mg/L）＝1000
式中：m——由标准曲线查得的氨氮量（mg）；
      V——水样体积（ml）。
六、注意事项
6.1 纳氏试剂中碘化汞与碘化钾的比例，对显色反应的灵敏度有较大影响。静置后生成的沉淀应去除。
6.2 滤纸中常含痕量铵盐，使用时注意用无氨水洗涤。所用玻璃器皿应避免实验室空气中氨的玷污。
6.3 脂肪胺、芳香胺、醛类、丙酮、醇类和有机氯胺类等有机化合物，以及铁锰镁和硫等无机离子，因产生异色或浑浊而引起干扰，水中颜色和浑浊亦影响比色，因此应进行预处理。
6.4 本方法最低检出浓度为0.025mg/L（光度法），测定上限为2mg/L。采用目视比色法，最低检出浓度为0.02mg/L。
6.5 水样经适当的预处理后，本法可适用于地表水、地下水、工业废水和生活污水中氨氮的测定。



实验六单种及两种以上种子萌发情况比较
-植物的相生相克行为
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、实验目的
通过单种种子不同密度的萌发实验及两种以上种子的混合萌发实验，观测种内邻接效应、种间竞争现象。通过实验加深对邻接效应及竞争排斥原理的理解。
二、实验原理
邻接效应是指一定空间内数目(密度)增加，必定会出现的邻接的个体之间的相互影响。
人们在植物种群密度对产量的关系做了一系列的研究，从而证实了“最后产量衡值法则”，即种群的密度不同，最后产量却都是一样，主要原因是邻接效应对其个体生长的抑制随密度增大而增大。Shinoyaki和Kila(1956)又提出了密度与产量线性关系的“倒数产量法则”，其方程为1/W=Ad + B(其中W为产量，d为密度，A、B为常数)。关于种子萌发时密度不同而产生的邻接效应，也有人做过大量试验，Knapp和FµLthmann(1954)对洋芋、洋葱和白香草木樨的实验证明：发芽种子的密度增加和距离减少，发芽率明显降低。
种间竞争是指两个种在所需环境资源和能量不足的情况下，或因某种必需的环境条件受限制，或因空间不够而发生的相互关系。在这种相互关系中，对竞争种的个体生长和种群的数量增长都有抑制作用。
种间竞争在自然界是易于观察到的。例如纯羊草群落中，其它的种往往生长不良。又如在上层林木树种的荫蔽下，下层灌木和草本植物的生长，由于受到光的限制而生长缓慢。Gause(1934)以两种在分类上和生态上很接近的草履虫所做的经典试验，其结果是增长快的种排挤了增长慢的种。后来，科学家就把这种种间竞争称之为Gause假说，即：由于竞争的结果，生态位相同的两个物种不能永久地共存。近代科学家又用竞争排斥原理来表示这种概念，即在一个稳定的环境内，两个以上受资源限制的但具有相同资源利用方式的种，不能长期共存，也就是说，完全的竞争者不能共存，具有相似生态习性的植物种群之间，不同属但是生活型相同的植物之间，以及同一基因型个体之间的竞争都很激烈，都可以由这个假说得到解释。
种间的竞争力，决定于种的生态习性和生态幅度、生长速率、个体大小、抗逆性、叶子和根系的数目、植物的生长习性(一年生还是多年生)、植物化学物质以及禾本科植物的分蘖能力等。种间竞争在决定共存于一起的种类方面起着重要作用。
三、仪器、材料
(一)仪器
1、培养皿；滤纸；漂白粉；恒温培养箱。
(二)材料
莴苣(Aitemisia)、洋葱(Alliµmcepa)种子及菜心种子。
四、步骤
将莴苣、洋葱、菜心种子按每个培养皿2、10、50、250颗等距离排列于滤纸上，分别加入蒸馏水5 mL，盖好培养皿，置30 ℃恒温箱中培养。每天观察发芽或幼苗生长情况，并作详细记录，填入表中，并进行讨论。
同样方法做两种以上种子的混合萌发实验。
五、结果和讨论
将实验结果结合邻接效应及竞争排斥原理进行讨论。
思考题
1、什么是邻接效应，什么是竞争排斥原理？
2、同种种子的邻接效应与两种以上种子间的邻接效应在实验过程中哪一类型表现的更显著？


表1 邻接效应实验记录表
	植物
	指示
	种子数目

	
	
	2
	10
	50
	250

	莴苣
	发芽率
	
	
	
	

	
	幼苗生长情况
	
	
	
	

	洋葱
	发芽率
	
	
	
	

	
	幼苗生长情况
	
	
	
	

	菜心
	发芽率
	
	
	
	

	
	幼苗生长情况
	
	
	
	


表2 竞争现象实验记录表
	植物
	指标
	单播
	莴苣、洋葱与菜心混播

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	莴苣
	发芽率
	
	
	
	
	
	
	

	
	幼苗生长情况
	
	
	
	
	
	
	

	菜心
	发芽率
	
	
	
	
	
	
	

	
	幼苗生长情况
	
	
	
	
	
	
	

	洋葱
	发芽率
	
	
	
	
	
	
	

	
	幼苗生长情况
	
	
	
	
	
	
	







实验七污染胁迫对生物的影响-叶绿素含量的变化
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、实验目的
（1）掌握叶绿素含量测定的基本原理和方法
（2）研究污染胁迫对生物的影响
二、实验原理
叶绿素a、b分别在663nm和645nm波长处有最大的吸收峰，同时在该波长处叶绿素a.、
b的比吸收系数K为已知，我们即可以根据Lambert－Beer定律，列出浓度C与吸光度A之间的关系式：
A663 = 82.04 Ca + 9.27Cb……………………  ( 1 )   
A645 = 16.75 Ca + 45.6Cb……………………  ( 2 )
（1）、（2）式中的A663.  A645为叶绿素溶液在波长663nm和645nm时测得的吸光度。
Ca、、Cb为叶绿素a 、b的浓度，单位为mg·L－1。
82.04 、9.27为叶绿素a 、b在波长663nm下的比吸收系数。
16.75 、45.6为叶绿素a 、b在波长 645nm下的比吸收系数。
解（1）、(2 )式联立方程，得：
Ca=12.70 A663– 2.69 A645…………………… ( 3 )
Cb=22.9 A645– 4.68 A663…………………… ( 4 )
CT =Ca + Cb= 20.21 A645 + 8.02A663……………………( 5 )
Ca、Cb为叶绿素a 、b的浓度, CT为总叶绿素浓度，单位：（mg · L－1），.利用上面( 3 )、（4）、（5）式可以分别计算出叶绿素a 、b及总叶绿素浓度。
三、实验材料、试剂和仪器
（1）材料、仪器
电子分析天平；分光光度计；恒温水浴锅；25ml刻度试管；剪刀；试管；试管架；玻棒等。
（2）试剂
80﹪乙醇
四、操作步骤
1. 叶绿素的提取
从植株上选取有代表性的叶片数张（除去粗大叶脉）剪碎后混匀，快速称取0.2g (可视样品叶绿素含量高低而增减用量)，置于25ml刻度试管中，加80﹪乙醇 10ml左右，加塞放入60～80℃水浴中保温提取叶绿素（或常温下放在暗处浸提12～24h），至叶片全部褪绿为止，冷却后，用80﹪乙醇定容至刻度，此液即为叶绿素提取液。
2. 测定
取光径为1cm的比色杯，加入叶绿素提取液距比色杯口1cm处，以80﹪乙醇作为对照，分别于663nm及645nm波长下测定吸光度（A）值。
五、结果计算
将测定得到的吸光度 A663、A645值分别代入上面( 3 )、( 4 )、（5 ）式计算出Ca、Cb及
CT (即叶绿素a 、b 及叶绿素总量浓度)。再按下式计算出叶绿素a 、b及叶绿素总含量。

Ca×提取液总量 (ml)
叶绿素a 含量（mg ·g－1Fw）= —————————————
样品鲜重（g）× 1000


Cb×提取液总量 (ml)
叶绿素b 含量（mg ·g－1Fw）= ————————————－
样品鲜重（g）× 1000

CT×提取液总量(ml)
叶绿素总含量（mg ·g－1Fw）= ————————————－
样品鲜重（g）× 1000

最后计算出叶绿素a / 叶绿素b的比值，并加以分析。














实验八逆境条件对生物的影响
-植物体内游离脯氨酸含量的测定
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、实验目的
在逆境条件下（旱、热、冷、冻），植物体内脯氨酸的含量显著增加，植物体内脯氨酸含量在一定程度上反映了植物的抗逆性，抗旱性强的品种积累的脯氨酸多。因此测定脯氨酸含量可以作为抗旱育种的生理指标。另外，由于脯氨酸亲水性极强，能稳定原生质胶体及组织内的代谢过程，因而能降低冰点，有防止细胞脱水的作用。在低温条件下，植物组织中脯氨酸增加，可提高植物的抗寒性，因此，亦可作为抗寒育种的生理指标。
二、实验原理
磺基水杨酸对脯氨酸有特定反应，当用磺基水杨酸提取植物样品时，脯氨酸便游离于磺基水杨酸溶液中。然后用酸性茚三酮加热处理后，茚三酮与脯氨酸反应，生成稳定的红色化合物，再用甲苯处理，则色素全部转移至甲苯中，色素的深浅即表示脯氨酸含量的高低。在520nm波长下测定吸光度，即可从标准曲线上查出脯氨酸的含量。
三、实验材料、试剂和仪器
（1）材料、仪器
植物叶片、分光光度计；电子分析天平；离心机；小烧杯；普通试管；移液管；注射器；恒温水浴锅；漏斗；漏斗架；滤纸；剪刀；洗耳球。
（2）试剂
2.5﹪酸性茚三酮溶液配制：将1.25g茚三酮溶于30ml冰醋酸和20ml 6mol·L－1磷酸中，搅拌加热（70℃）溶解，贮于冰箱中。
3％磺基水杨酸配配制：3g磺基水杨酸加蒸馏水溶解后定容至100ml。
10μg·ml-1脯氨酸标准母液配制：精确称取20mg脯氨酸，倒入小烧杯内，用少量蒸馏水溶解，再倒入200ml容量瓶中，加蒸馏水定容至刻度（为100μg·ml－1脯氨酸母液），再吸取该溶液10ml, 加蒸馏水稀释定容至100ml, 即为10μg·ml-1脯氨酸标准液。冰醋酸；甲苯。
四、操作步骤
1. 脯氨酸标准曲线的制作
1.1取6支试管，编号，按下表配制每管含量为0～12μg的脯氨酸标准液。
加入表中试剂后，置于沸水浴中加热30min。取出冷却，各试管再加入4ml甲苯，振荡30秒钟，静置片刻，使色素全部转至甲苯溶液。
	试剂
	管号

	
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	10μg·ml-1脯氨酸标准液（ml）
蒸馏水（ml）
冰醋酸（ml）
2.5﹪酸性茚三酮（ml）
	0
2
2
2
	0.2
1.8
2
2
	0.4
1.6
2
2
	0.6
1.4
2
2
	0.8
1.2
2
2
	1.0
1.0
2
2

	每管脯氨酸含量（μg）
	0
	2
	4
	6
	8
	10


1.2用注射器轻轻吸取各管上层脯氨酸甲苯溶液至比色杯中，以甲苯溶液为空白对照，在520mm波长处测定吸光度（A）值。
1.3标准曲线的绘制
以1～5号管脯氨酸含量为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准曲线。
2. 样品的测定
2.1脯氨酸的提取
称取不同处理的植物叶片各0.5g，分别置大试管中，然后向各管分别加入5ml 3％的磺基水杨酸溶液，在沸水浴中提取10min（提取过程中要经常摇动），冷却后过滤于干净的试管中，滤液即为脯氨酸的提取液。
2.2测定
吸取2ml提取液于带玻塞试管中，加入2ml冰醋酸及2ml 2.5﹪酸性茚三酮试剂，在沸水浴中加热30min，溶液即呈红色。冷却后加入4ml甲苯，摇荡30秒钟，静置片刻，取上层液至10ml离心管中，在3000r/min离心5min。
用吸管轻轻吸取上层脯氨酸红色甲苯溶液于比色杯中，以甲苯溶液为空白对照，在520mm波长处测定吸光度（A）值。
五、计算结果
从标准曲线上查出样品测定液中脯氨酸的含量，按下公式计算样品中脯氨酸含量：
X   ×提取液总量（ml）
脯氨酸含量（μg·g－1Fw）＝———————————————————
样品鲜重（g）×测定时提取液用量（ml）

公式中：X －从标准曲线中查得的脯氨酸含量（μg）
五、注意事项:
1. 配置的酸性茚三酮溶液仅在24h内稳定，因此最好现用现配。
2. 测定样品若进行过渗透胁迫处理，结果会更显著。
3.  试剂添加次序不能出错。




实验九  人体内微生物菌群分布的测定
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、目的
通过微生物菌群的初步测定，了解微寄生物与宿主的关系以及在宿主的分布规律。
二、原理
种群与种群之间的关系主要有竟争、捕食和寄生等，寄生物是多种多样的，寄生的方式及传播方式也是多种多样的。寄生物包括微寄生物、大寄生物及拟寄生物，微寄生物在人体不同部位分布情况是不同的。
3、 仪器、试剂
恒温培养箱，冰箱，酒精灯，光学显微镜，培养皿，三角烧瓶，试管，载玻片，玻棒， 500mL葡萄糖盐水瓶， 普通营养培养基。
普通营养培养基成分：蛋白胨 10g   牛肉膏 3g（或5g）   氯化钠 5g   琼脂粉 15～20g   蒸馏水 1000mL
4、 实验步骤
试验准备：培养皿60个（每10个一包），配制普通营养培养基1500mL，每150mL一瓶。
1、分别取痰液、鼻内容物、牙垢或耳内容物或用手，涂布或划线于培养基中。
2、平板于28℃倒置培养24 h。
3、观察菌落特征，进一步纯化细菌进行革兰氏染色观察形态观察。
五、讨论
1、绘出所观察到的细菌形态，并描述菌落的特征。
2、比较不同部位分离微寄生物的的异同，有何规律？
[bookmark: _Toc399402265]附  微生物的染色实验操作
一、实验目的
学习微生物涂片染色的操作技术、掌握微生物的普通染色法(单染色法)和革兰氏染色法。
二、实验器材
1．菌种(由实验室提供)。
2．显微镜、载玻片、接种环、酒精灯等。
3．染料
(1) 单染色染色剂
1) 美蓝染色液（亚甲蓝染色液）
    甲液   美蓝 （亚甲蓝）   0.3g
           95％乙醇    30ml
    乙液   KOH  0.01g
           蒸馏水    l00ml
    分别配制溶液甲及乙，配好后混合即可．
2) 石炭酸品红染色液
    甲液   碱性品红    0．3g
           95％乙醇  10ml
    乙液   石炭酸    5.0g
           蒸馏水    95ml
将碱性品红在研钵中研磨后，逐渐加入95％的酒精，继续研磨使之溶解，配成甲液．
将石炭酸溶解于水中配成乙液。混合甲、乙两液即成所谓原液。使用时可将此原液稀释5-10倍，稀释液易变质失效。一次不宜多配。
此外，也可用医用龙胆紫(俗称紫药水)，经滤纸过滤杂质后，用水冲淡一倍，作为染色剂。
 (2)革兰氏染色剂
1) 草酸铵结晶紫染色液
甲液   结晶紫    2g
            95％乙醇  20ml
     乙液   草酸铵    0.8g
            蒸馏水  80ml
    混合甲、乙两液后，静置24h过滤使用。
 2)革兰氏碘液
    碘    1 g
    碘化钾    2 g
    蒸馏水  300ml
先将碘化钾溶解在一小部分水中，再将碘溶解在碘化钾溶液中，然后加入其余的水即成。
 3)番红(沙黄)染色液（Safranine 0，番红花红0，藏红 0）
    蕃红  2.5g
    95％乙醇   l00ml
 取上述配好的番红乙醇溶液20ml与80ml蒸溜水混匀，即成沙黄稀释液，作革兰氏染色用。
三、实验步骤
(一)单染色
1．涂片  在洁净的载玻片上先作一记号，以免弄错正反面，于是在其中央滴1滴无菌水或生理盐水(0.85％NaCl)，用烧灼冷却过的接种环取少量菌体至玻片水滴中，混和均匀后涂成薄片，面积不宜过大。对于活性污泥，可用滴管取其1滴，置于玻片上铺成一薄层即可。接种环用后必须再度烧灼灭菌。
2．干燥  在空气中自然干燥，使菌体的位置不再移动(也可将玻片置酒精灯火焰高处稍稍加热以干燥之，涂抹面应向上)。
3．固定  于酒精灯火焰中通过3～4次(以玻片与手接触面感到稍微烫手为度)，使菌体固定于玻片上而不易脱落。固定也可使标本容易着色。
4．染色  放标本于水平位置，在上面滴加美蓝或石炭酸品红染色液。染色时间长短。随不同染色液而定。
5．水洗  染色达到需要的时间后，倾去染色液，并以水冲洗，至冲下的水无色时为止，注意使水柱由玻片上端流下，避免直接冲在涂片处。
6．吸干  在空气中自然干燥，或用吸水纸吸干后，用油镜观察。
(二)革兰氏染色
1．将实验所供菌种按单染色法作涂片、干燥并固定。
2．在涂面上，加草酸铵结晶紫染色液一滴约lmin后，水洗。
3．加碘液lmin后，水洗。
4．斜置载玻片于一烧杯之上，滴加若干滴95％酒精至涂片上，静置0.5～1min后水洗。酒精脱色程度必须严加掌握。如脱色过度，则阳性菌会被误染为阴性菌，而脱色不够时，阴性菌将被误染为阳性菌。
 5. 加沙黄复染液1～2min，水洗。
 6．吸干，置于高倍镜下观察，阳性者为紫色，阴性者为红色。
四、实验作业
1．用革兰氏染色法染色后看到的细菌是什么颜色，属于革兰氏阴性还是阳性?
2．革兰氏染色法若只做1-4的步骤而不用沙黄复染液复染，是否能分出革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌，为什么?



实验十 饮料和自来水的卫生检测
实验学时：3
实验类型：综合
实验要求：必修
一、目的
了解水及其它饮料的常规检测项目，掌握细菌总数检验方法和报告方法，进而了解牛奶、乳制品及多种食品的卫生检验。
二、原理
细菌总数是指食品检样经过适当处理，37℃经24 h培养后，所得1 g或1 mL检样中所含细菌菌落的总数。经过消毒处理的食品，一般是无菌的或其细菌数减少到一定的程度，但当食品受到外界环境的污染、较长时期的保存、或贮存情况不良，这些因素均可使食品中的细菌大大增加，因此，被检食品中的细菌数越多，则表示其质量越差，是判定食品被污染程度的标志。
三、仪器、试剂
恒温培养箱，水浴锅，冰箱，光学显微镜，试管架，酒精灯，500mL取样瓶，培养皿，三角烧瓶，试管，吸管，载玻片，盖玻片，玻棒，小倒管，500mL葡萄糖盐水瓶，吸耳球，牛肉浸膏，蛋白胨，氯化钠，琼脂，牛奶、矿泉水、自来水（2个不同品种） 
四 实验步骤
试验准备：培养皿60个（每10个一包），试管装无菌水50支（9mL），10ml吸管5支（单独包），1mL吸管5支（单独包）；配制普通营养培养基1500mL，每150mL一瓶。
1、以无菌操作，用1 mL灭菌吸管，吸取1 mL待检样品（液态），注入含有9 mL无菌水的试管中，反复用吸管吹吸液体使其混合均匀，作成1∶10倍稀释；依次作10倍递增稀释，如此递增稀释6次，至得到1：106倍稀释液。
2、根据卫生标准要求或对样品污染情况的估计，选择2~3个适宜稀释度，分别在作10倍递增稀释的同时，即以吸取该稀释度的吸管移1 mL稀释液于灭菌平皿内，每个稀释度作2个平皿。（此实验中建议选1∶10，1∶100，1∶1000三个稀释倍数）
3、稀释液移入平皿后，应即将冷却至46℃左右营养琼脂培养基（可放置46℃水浴中保温）注入平皿约15 mL，并转动平皿使混合均匀，同时将营养琼脂培养基倾入灭菌平皿内，作空白对照。
4、待琼脂凝固后，翻转平板，置37℃温箱内培养24±2 h（肉、水产、乳、蛋为48±2 h）取出，计算平皿内菌落数，乘以稀释倍数，即得每g（mL）样品所含菌落总数。 
五、讨论
1、食品卫生检验中应注意哪些环节？
2、比较不同样品的检验结果。
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