本科实验教学大纲
一、课程基本信息
课程名称：基础医学实验技能培训及考核（形态学）
英文名称：Basic medical laboratory skills training and assessment (morphology)
教学专业：基础医学基地班（本科）
课程类型：实践课
学时：24（不含课外附加）      学分：2
二、教学目的及要求：
本课程是针对基础医学专业的实验技能训练课程。课程教学的目的是让学生掌握显微形态学关键技术环节的实验操作，并熟悉其技术原理。包括组织灌注取材、常规显微制片、组织化学检测、体外培养等，要求学生能够在实验室独立进行相关操作。
三、教学内容
1. 手术取材和组织固定（4学时）
掌握：
A. 常用醛类固定液的配方和工作原理；
B. 经心脏灌注固定操作。
了解：
A. 特殊固定液的配方和原理；
B. 影响固定效果的因素。
2. 冰冻切片法（1学时）
掌握：
A. 冰冻切片标本的预处理操作；
B. 冰冻切片操作。
了解：
A. 冰冻保护剂。
3. 石蜡包埋（6学时，不占课堂时间）
掌握：
A. 常用标本脱水流程及原理；
B. 石蜡包埋操作。
了解：
包埋石蜡制备。
4. 石蜡切片法（3学时）
掌握：
A. 石蜡切片操作；
了解：
A. 玻片防脱剂配方及工作原理；
B. 轮转式切片机和滑行切片机的工作原理。
5. H-E染色法（2学时）
掌握：
A. H-E染色的技术原理和影响染色结果的因素；
B. H-E染色操作流程；
了解：
A. H-E染色法的替代性操作研究进展；
B. 其它常用广谱染色技术。
6. 特殊染色法（2学时）
熟悉：
A. Giemsa染色法原理和操作流程；
B. 尼氏染色法原理和操作流程；
C. 镀银和还原银染色的原理；
D. 活体染色的原理和常用方法
了解：
A. 显示细胞器的特殊染色法；
7. 组织化学术（4学时）
掌握：
A. 免疫组织化学的原理和操作流程。
熟悉：
A. 常规组织化学的原理及其分类；
B. 常用组织化学反应；
C. 原位杂交组织化学的原理的操作流程；
D. 酶组织化学的原理和操作流程。
8. 形态学图像分析（2学时）
掌握：
A. 显微图像的报告、描述和常规定量方法；
B. 卡瓦列里原理及应用；
C. 分子表达定量测定的正确方法。
熟悉：
A. 显微尺度测定的方法；
B. 显微计数原理和方法；
了解：
A. 光学伪差对分析的影响；
B. 虚拟切片技术；
C. 显微断面图像的三维重建。
9. 体外培养技术（6学时）
掌握：
A. 细胞生存、生长和分化的必要液相条件；
B. 无菌术的原理和常用消毒、灭菌操作；
C. 原代动物细胞培养操作；
D. 传代动物细胞培养操作；
了解：
A. 培养基的配方和原理；
B. 细胞纯化技术；
C. 体外培养技术的发展和应用；
D. 常用细胞系和细胞株。
四、教材与参考资料
手稿复印件《实用组织学基本技术》作为讲义。
课外参考资料：
（1）《动物细胞培养—基本操作指南》，科学出版社，2004，英国弗雷谢尼编著；
（2）《组织学技术》，人民卫生出版社，2007，英国班克罗夫特等编著。
五、成绩评定
课堂考勤占10%（严重迟到或早退者扣分）；
操作评分占40%；
当次标本成品/结果占30%；
实验报告作业占20%（并非每次有报告作业）；
上述3项评分为每次课的平时成绩，期末取平均作为课程成绩。
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第一类：光学显微镜制片技术

操作1：组织标本的手术切取
内容：从麻醉动物开始，到取下规定的器官或组织标本放入固定液。
考核要点：（1）动物抓持和麻醉操作；
（2）手术取材的手法、熟练度及止血情况（包括识别器官）；
（3）标本切割和定型的技巧。
时间：20 min。

操作2：石蜡包埋操作
内容：从蜡液取出标本，用包埋模具包埋、冷却并修块。
考核要点：（1）临时包埋模具的准备；
（2）石蜡包埋操作的流程、手法和熟练度；
（3）冷却的正确方法；
（4）石蜡块修结的操作。
时间：25 min。

操作3：石蜡切片操作
内容：从包埋蜡块切出4 ~ 6 μm的切片，并标贴在载玻片上。
考核要点：（1）轮转式切片机的准备和操作；
（2）石蜡切片操作的技术要领；
（3）展片和裱片的技巧。
时间：15 min。

操作4：HE染色操作1
内容：石蜡切片脱蜡入水，完成HE染色主要操作。
考核要点：（1）脱蜡入水过程中停留时间和脱蜡程度的把握；
（2）苏木素染色的准备、染色过程、分色与返蓝操作；
（3）伊红染色程度的把握；
（4）保证充分、恰当脱水透明的操作；
（5）封片和标记的操作。
时间：35 min。

第二类：电子显微镜制片技术（未来如条件具备，待扩展）

操作1：经心脏血管灌注固定
内容：麻醉动物，绑定并完成灌注固定的全过程，直到全身固定充分。
考核要点：（1）动物抓持和麻醉操作；
（2）灌注手术的技巧；
（3）灌注效果的判断和评价。
时间：30 min。

第三类：细胞体外培养技术

操作1：试剂无菌分装
内容：把1瓶无菌液体无菌分装到10个小管中。
考核要点：（1）超净台的准备和使用；
（2）无菌操作的意识、方法与熟练度；
（3）分装后的无菌程度评价（次日）。
时间：30 min。

操作2：原代培养标本的获取和预处理
内容：从实验动物体内取出待培养的标本，并完成培养前的准备和预处理。
考核要点：（1）超净台的准备和使用；
（2）动物标本的消毒处理；
（3）无菌操作的意识、方法与熟练度；
（4）正确分离待培养标本的方法和预处理措施。
时间：30 min。

操作3：细胞原代外植操作
内容：从完成预处理的标本开始，进行切割、分离和外植的操作。
考核要点：（1）无菌操作的意识、方法与熟练度；
（2）组织切割、分离、标记的操作技巧和熟练度；
（3）外置细胞或组织的密度控制。
时间：30 min。

操作4：培养细胞的染色观察
内容：将培养状态下的细胞进行固定、染色和镜下观察。
考核要点：（1）体外培养物的固定方法；
（2）培养细胞的染色操作；
（3）倒置显微镜的操作使用。
时间：15 min。

第四类：分子原位检测技术

操作1：冰冻切片操作
内容：冷冻标本恒冷箱切片、漂片和贴片的操作。
考核要点：（1）恒冷箱切片机的使用和操作；
（2）冰冻切片操作；
（3）贴片法和漂片法的操作技巧。
时间：20 min。

操作2：石蜡切片组织化学检测前处理
内容：石蜡切片用于免疫组织化学检测前的预处理操作。
考核要点：（1）免疫组化预处理的流程；
（2）切片脱蜡入水过程中停留时间和脱蜡程度的把握；
（3）切片孵育和漂洗的操作规范和操作技巧。
时间：30 min。

操作3：第一抗体孵育操作
内容：3张切片从结束预处理到第一抗体开始孵育之间的操作。
考核要点：（1）湿盒的准备和操作；
（2）抗体稀释和使用的规范（包括加样枪操作）；
（3）切片漂洗、孵育的操作技巧。
时间：20 min。

第四类：图像分析和处理技术

操作1：染色强度的光学分析
内容：测定组织显微染色照片上特定结构的平均光密度、面积和积分光密度。
考核要点：（1）图像分析软件的了解和使用；
（2）灰度和光密度关系、平均和积分光密度的关系与应用；
（3）显微图像光学分析的流程。
时间：15 min。

操作2：显微镜染色照片的标注和发表前处理
内容：获取显微镜染色照片后，按要求进行标记和编写注解，打印成稿。
考核要点：（1）图像标记和图像注解的规范性；
（2）图像信息的完整性和自明性。
时间：15 min。

