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内容概要

　　《医学细胞生物学与遗传学实验教程》是医学科学知识结构的重要组成部分。
本教程涵盖了这两个学科常用实验方法中与基础和临床医学关系密切的内容。
上篇对每个实验的目的、基本原理、操作流程和实验结果做了比较详细的介绍，而下篇则根据两个学
科的进展和未来发展趋势，结合自身的教学和科研体验，分别归纳出两套可操作性较强，能够体现学
科间交叉渗透特点的综合性实验。
因此，本教程既可作为学生的教科书，也能成为他们日后的实验手册。
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章节摘录

第一部分　医学细胞生物学 上篇　基本实验 第一章　显微镜的构造和使用 实验1-1　普通光学显微镜
的构造和使用方法、细胞的基本形态结构的观察 【相关背景】 显微镜是用来观察、记录和研究经过
制片技术处理后被检物体细微结构的最主要的光学精密仪器。
在细胞生物学领域中应用最为广泛。
这对微观世界的探索及理论的研究起着极其重要的作用。
用于普通光学显微镜观察的生物样品必须经过一系列的组织处理并制成1～10μm的切片。
普通光学显微镜可以观察染色的生物标本的结构，主要是因为光线通过染色标本时其颜色（光波的波
长）和亮度（光波的振幅）发生变化，人的眼睛才能观察到。
 近年来，随着多种现代生物学技术与光镜技术的结合，使光学显微镜展示出更新的活力。
目前光学显微镜已发展成多种类型，用于各类不同的研究目的。
在细胞生物学中常用的有普通光学显微镜、荧光显微镜、激光共聚焦显微镜、相差显微镜，以及暗视
野显微镜和微分干涉差显微镜。
 【实验目的】 （1）掌握低倍镜和高倍镜的使用方法，初步学会油镜的使用。
 （2）掌握临时制片和生物绘图方法。
 （3）熟悉光学显微镜下细胞的基本形态结构。
 （4）熟悉普通光学显微镜的主要构造。
 【实验原理】 光学显微镜是用于观察微小生物及细胞结构的常用仪器。
它利用光学原理，把人眼所不能分辨的微小物体放大成像，将两个正透镜恰当地调节组合，放大标本
，以供观察。
光镜的最大分辨率为0.2μm。
 【实验准备】 1.实验对象　头发交叉装片，字母装片，口腔黏膜上皮细胞，西红柿。
 2.实验试剂　生理盐水溶液，0.1%亚甲基蓝溶液，蒸馏水，二甲苯，香柏油。
 3.实验仪器　普通光学显微镜，载玻片，盖玻片，镊子，消毒牙签，烧杯，吸管，吸水纸，擦镜纸，
纱布，镜油瓶或二室瓶。
 【实验内容与方法】 普通光学显微镜的构造及使用 普通光学显微镜（简称光镜）是最常使用的显微
镜，主要由三部分组成：聚光镜、物镜和目镜（图1-1-1）。
光镜采用可见光作光源，分辨率为0.2μm，放大倍率为1000倍，其他几种显微镜都是在此基础上发展
起来的。
 1.机械部分 （1）镜座：镜座是显微镜的基座，位于最底部。
呈长方形或马蹄形，用以支持镜体和稳固显微镜。
在镜座上固定有照明部分的反光镜或电光源。
 （2）镜柱：镜柱是镜座上方垂直的柱形粗大部分，上端与弯曲的镜臂相连。
在其两侧有突出圆形螺旋，为对焦粗调节器和细调节器。
 （3）镜臂：紧接镜柱顶部并向前弯曲，上端与镜筒相连，也是取用显微镜时手握之处。
 （4）镜筒：镜筒是连于镜臂前端或上方的结构，呈圆筒状或矩形，顶部装有目镜（一个或两个）。
 （5）镜台（载物台）：镜台与镜柱相连，为一块方形（或圆形）平板，用以放置玻片标本。
 镜台中央有一圆形通光孔，由反光镜反射来的光线经此孔射向标本。
镜台上有一可动的弧形弹簧夹，用以固定玻片标本。
 （6）推进器：推进器位于镜台后部。
在镜台左下方有上下两个同轴螺旋，转动时，可使推进器前后或左右移动。
 位于推进器后方与侧面上有纵横游标尺（图1-1-2），用以测量标本在视野中的位置和长度。
它由主标尺m和副标尺n组成。
主标尺刻有一毫米的分度；副标尺刻有9/10毫米的分度，读数为0.1毫米。
使用时首先看副标尺“0”的位置，然后看与主标尺相重叠的一致点，如图1-1-2所示，副标尺“0”的
位置在12与13毫米之间，而副标尺的8与主标尺的20完全重合在一起，则得知读数为12.8毫米。
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 （7）调节器：调节器是装在镜柱上的大小两种螺旋，转动时可使镜台上下移动，以调节物镜和标本
之间的距离，即调节焦距。
 转动粗调节器时镜台升降幅度较大，能迅速调节物镜与标本间的距离，使物像呈现于视野中。
转动细调节器时镜台升降幅度小，一般在用粗调节器调焦的基础上或在使用高倍镜时，用它作比较精
确的调节，从而得到完全清晰的物像，并能观察标本不同层次和不同深度的结构。
在细调节器上有刻度，用以测量被观察物体的厚度，在OLYMPUS-CHC型显微镜的细调节器上有180
个刻度，一刻度为2.5微米。
 在左侧粗调节器与镜柱之间有一窄环，称为松紧调节环，可控制调节器的松紧（松紧已调好，勿动）
。
在右侧粗调节器与镜柱之间有一具小柄的窄环，此柄为粗调限位柄，可使粗调节器限定镜台只能在一
定范围内升降，此环已锁好，初学者勿动。
 （8）旋转盘（物镜转换器）：连于镜筒下端，为一凸形圆盘，可以自由转动，其下方有3～4个螺旋
口，可按顺序装上不同放大倍数的物镜。
当物镜转到工作位时（即与光轴合轴），即发出“咔”的声音，否则无法观察标本（初学者勿随意拆
卸物镜）。
 2.照明部分　在镜台下方装有一套照明装置，由反光镜或电光源、聚光器、光阑组成。
 （1）反光镜：反光镜是装在镜座上的小圆镜。
有平、凹两面，可向任意方向转动。
用以把光源的光线反射入聚光器中，再经过通光孔照明标本。
反光镜的凹面镜聚光力强，适于光线较弱时使用，在光线较强时，宜选用平面镜。
 （2）聚光器：位于镜台下方，由一组透镜组成，可将光线汇集成束，以增强照明作用。
会聚后的光线经通光孔射至标本上。
在聚光镜的侧下方（右或左侧）有一小螺旋，转动时可升降聚光器。
上升时，光线增强；下降时则光线减弱。
 （3）光阑（光圈）：位于聚光器下方，由一组金属薄片组成。
其侧面有一小黑柄，移动时可使光阑开闭。
当光阑开大，则光线较强，适于观察色深标本；光阑缩小，则光线较弱，适于观察透明（或无色）的
标本。
 光源：可以是天然光源或人工光源，随情况而定。
 3.光学部分　由物镜和目镜组成。
 （1）物镜：物镜是决定显微镜质量、分辨力和放大倍数最关键的光学部分。
物镜镜筒上刻有主要性能参数，以放大倍数不同，分述如下： （2）低倍镜：镜筒最短，镜面直径最
大。
筒上刻有10或10×字样，即放大10倍。
另刻有0.25字样为数值孔径（简写为N.A.），可反映该物镜的分辨力之大小，数值越大，表示分辨力
越高。
 （3）高倍镜：镜筒较低倍镜镜筒长，镜面直径较小。
筒上刻有40或40×字样，即放大40倍。
尚刻有0.65及0.17字样，分别表示其N.A.及物镜要求的盖玻片厚度。
 （4）油浸镜：镜筒最长，镜面直径最小。
筒上刻有100或100×字样，即放大100倍。
尚刻有HL表示油浸镜；1.30为N.A.值。
 （5）目镜：是仅次于物镜的光学部件，它将物镜放大形成的中间像进一步放大，便于观察，但它并
不能提高显微镜的分辨力。
目镜位于镜筒上端，可装有一个目镜（单目镜筒）或两个目镜（双目镜筒），其上刻有10×或15×等
字样，表示其放大倍数。
目镜通常由两个透镜组成，上面与眼接触的为接目透镜；下面的叫视野透镜（在镜筒内，可不观察）
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。
 显微镜的总放大倍数的计算是目镜放大倍数与物镜放大倍数之积。
如目镜为10×，物镜为40，则物体放大倍数为400倍。
 显微镜的使用方法 1.低倍镜的使用 （1）显微镜的拿取与安放：使用时，打开镜箱，右手握住镜臂，
左手托住镜座，保持平稳状态轻轻放在实验台上。
如使用的为双目镜镜筒的显微镜应放在观察者的正前方；如使用的为单目镜镜筒的显微镜时，应放在
观察者的左前方。
显微镜距桌缘约3～6cm。
调节凳子的高度，使眼与目镜接近，以便观察并保持姿势端正。
 （2）对光：转动旋转盘，使低倍镜对准镜台上的通光孔，当听到“咔”的轻微碰击声时，说明目镜
与物镜的光轴一致。
打开光阑，上升聚光器，两眼睁开，经目镜观察，转动反光镜，使它朝向光源，直至目镜中所见视野
范围内的光线均匀，亮度适宜为止。
 （3）置片：取头发或字母制片，使有盖片的一面朝上，放在镜台上，用弹簧夹夹住（无盖片的标本
应使有材料的一面朝上）。
然后用左手转动推动器螺旋，将标本移至通光孔中央。
 （4）调焦：俯首侧视低倍镜，转动粗调节器使镜台上升至距标本0.5cm处，根据显微镜类型各取下述
方法继续操作： 1）使用单目镜筒：用左眼从目镜中观察视野，同时右眼要张开。
再慢慢转动粗调节器，使镜台慢慢下降，直到视野中观察物像清晰为止。
 2）使用双目镜筒：首先调节双目镜间的距离，使之与观察者的瞳间距一致。
调节时分别用双手的拇、食指把住目镜下黑色横板（双目镜筒间调节座）的边缘，向外拉或向内推，
此时双眼在两目镜上观察，直至看到一个大而明亮的视野为止，读出目镜筒间距数值。
然后，旋转右镜筒长度补偿环的刻度值，使与双目镜筒间距数值一致并对准环下外侧的白色刻度线。
再转动粗调节器，使镜台慢慢下降，直到右眼所观察的物像清晰。
随后再旋转左镜筒长度补偿环，至物像清晰为止。
通过以上操作，左右目镜的焦点已对好，此镜筒长就能保持物镜的放大倍数和同等焦距正确，并调节
双目镜筒的距离和补偿观察者两眼的视度差。
在操作时必须养成两眼张开，两手并用（右手操作调节器，左手操纵推进器）的习惯。
 2.高倍镜的使用　先从低倍镜下看清物像（如字母或头发的交叉点）并移到视野中央，然后可直接换
用高倍镜观察。
转换高倍镜时速度要慢，并从侧面观察，防止高倍镜碰撞玻片！
转换好高倍镜后，从目镜观察，慢慢转动细调节器（切勿用粗调节器，以防压碎玻片、损坏镜头），
直至物像清晰为止。
观察时如光线较弱，可调节聚光器等，使光线适宜。
如在视野内找不到物像，说明观察的目的物不在视野中央，或焦距不对，必须从低倍镜开始按上述过
程重新操作。
 3.油浸镜的使用　把在高倍镜下观察的目的物，移至视野中央后，移开高倍镜，在盖玻片上滴一滴香
柏油，换用油浸镜并使镜头浸在“油”中。
观察时，只需略微转动细调节器，就能看清物像。
观察完毕后，转动粗调节器，使镜台下降，取下制片，在一块擦镜纸上滴加二甲苯，擦净镜头上的香
柏油，再另换一块干净擦镜纸再揩擦一次。
制片也按上法擦净。
 细胞形态结构的观察 1.制作并观察人的口腔上皮细胞的临时装片 （1）在洁净的载玻片中央，滴一滴
生理盐水。
 （2）用消毒牙签的一端，在漱净的口腔侧壁上轻轻地刮几下。
 （3）把牙签上附有碎屑的一端，放在载玻片上的生理盐水滴中涂匀。
 （4）用镊子夹起洁净的盖玻片，将它的一边先接触载玻片上的生理盐水滴，然后，轻轻地盖在水滴
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上。
然后在盖片的一侧加一滴0.1%亚甲基蓝染液，在盖片的另一侧用吸水纸吸取，染色后细胞核被染成深
蓝色，细胞质浅蓝色。
 （5）用显微镜观察细胞形状，细胞呈扁平鳞状。
 2.西红柿果肉细胞涂片的制作　西红柿果肉细胞涂片制作似人口腔上皮细胞，但将生理盐水换成蒸馏
水，且不必染色就可直接观察。
细胞大小和形状如何？
 【注意事项】 显微镜是贵重精密仪器，要做到正确而熟练地使用，应注意如下事项： 1.操作时注意事
项 （1）在放置玻片标本时，应特别注意有盖片的一面朝上，切勿反放，反放对观察低倍镜影响不大
，但当换用高倍镜或油浸镜时，不但在视野内找不到物像，而且易损坏物镜上的透镜及标本。
 （2）在使用双目镜筒观察时，首先要调好双目镜间距与间距一致，并调好镜筒长度补偿环的数值刻
度。
 （3）观察任何标本时，应先用低倍镜。
如果用高倍镜观察，也要先在低倍镜下找到物像，并将所要详细观察的部分移到低倍镜视野中央，然
后再转换高倍镜。
如果要用油浸镜，也要先用低倍镜，然后用高倍镜，最后使用油浸镜。
 （4）用低倍镜观察色深的标本适于用较强的光线；观察透明（或无色）的标本，适于用较弱的光线
。
 （5）观察时要两眼同时张开，两手并用。
 2.显微镜的维护 （1）按要求拿取显微镜，切勿单手提着行走，以免碰坏或使部件跌落。
 （2）用前要检查，发现问题，立即报告老师。
 （3）不得随意拆卸任何部件和转动已闭锁好的结构。
 （4）光学部分和照明部分要用擦镜纸揩擦，不得手摸或用它物揩擦；机械部分用纱布揩擦。
 （5）不得将临时制片的水、化学试剂和药品沾污镜头和镜台。
 （6）当离开座位（观察示教镜或进行其他操作）时，要下降镜台，旋转物镜使之离开通光孔，并使
三个物镜均朝向前方。
 （7）使用完毕，应下降镜台，取下玻片标本，旋开物镜（同离开座位时相同），再使镜台上升，最
后填写使用登记本，把显微镜放回原处。
 【作业与思考题】 （1）绘出你所观察到的人口腔上皮细胞和西红柿果肉细胞图，指出各部分的名称
。
 （2）为什么用高倍镜或油浸镜时，必须从低倍镜开始观察？
并把目的物移至视野中央？
 附录　试剂配制 生理盐水溶液：氯化钠9克，纯水适量，先用纯水少量溶解，然后再加水至1000毫升
，即配制成每100 毫升溶液中含0.9克氯化钠的生理盐水溶液。
 0.1%亚甲基蓝染液：0.1g亚甲基蓝溶入100ml蒸馏水即可。
 实验1-2　倒置相差显微镜的构造与使用 【相关背景】 相差显微镜是一种将光线通过透明标本细节时
所产生的光程差（即相位差）转化为光强差的特种显微镜。
光波有振幅（亮度）、波长（颜色）及相位（指在某一时间上光的波动所能达到的位置）的不同。
当光通过物体时，如波长和振幅发生变化，人们的眼睛才能观察到，这就是普通显微镜下能够观察到
染色标本的道理。
而活细胞和未经染色的生物标本，因细胞各部微细结构的折射率和厚度略有不同，光波通过时，波长
和振幅并不发生变化，仅相位有变化（相位发生的差异即相差），而这种微小的变化，人眼是无法加
以鉴别的，故在普通显微镜下难以观察到。
相差显微镜成像原理即当同一种光通过细胞时，由于细胞不同部分对光的折射率不同，因此，通过细
胞的光线和未通过细胞的光线便可以产生相位差。
再 通过特定的相差板使之发生干涉，并且利用光的衍射和干涉现象，把相差变成振幅差（明暗差），
同时它还吸收部分直射光线，以增大其明暗的反差。
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因此可用以观察活细胞或未染色标本。
倒置相差显微镜，其照明系统位于镜体上方，而物镜和目镜则位于下部。
这样在集光器和载物台之间有较大的工作距离，可以放置培养皿、细胞培养瓶等容器，辅助以相差的
光学系统，可以很方便地对培养中的细胞进行观察。
 【实验目的】 （1）掌握倒置相差显微镜的基本操作步骤。
 （2）了解倒置相差显微镜的特殊组件、位置及观察活细胞的原理。
 （3）了解肿瘤细胞的一般形态和生长状态。
 【实验原理】 倒置相差显微镜是相差显微镜和倒置显微镜的结合，它既具有倒置显微镜的倒置观察
方式，同时，成像原理则与相差显微镜成像原理相一致。
能直接对培养皿、培养瓶的标本进行显微观察。
物镜在下，聚光器在上，被观察样品置于位于上方的聚光器之下，聚光器具有远大于物镜的工作距离
。
因此，适应于培养皿或培养瓶中样品的观察。
 【实验准备】 1.实验对象　培养皿（瓶）中的活细胞。
 2.实验仪器　倒置相差显微镜。
 【实验内容与方法】 1.倒置相差显微镜的特殊组件　相差显微镜与普通光学显微镜基本结构相同，相
差显微镜由相差聚光器和相差接物镜两个主要部分组成。
它与普通光镜相比多了两个部件，一个是在聚光器上增加一个环形光阑，使透过聚光器的光线形成空
心光锥、聚焦到标本上。
 另一个是在物镜的后焦面增加一个相板，相板有一个环形区，其大小适好通过环形光阑的直射光，相
板各区渡以不同物质，使通过环形区的光比通过相板其他部位的光超前或滞后
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