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第一章 实验室管理 

一、 实验人员进入科研中心实验室流程图 
   

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

编写人：袁国莲 
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二、实验室安全管理条例 

总 则 

为确保实验人员的人身安全和实验室仪器设备的正常运转，以及整个实验室

的财产安全，防止安全事故发生，特制定本条例，请大家自觉遵守。 

 

第一条 加强安全保卫工作，禁止闲杂人员进入工作区和实验区。建立每日巡查、  

记录、报告制度，做好防火、防水、防盗工作，消除安全隐患。实验人员未经培

训不得进行实验，未经许可不得私带他人进入实验区。 

第二条 实验人员未经专业培训不得擅自使用任何仪器；培训后经主管老师同意

方可独立操作仪器，操作时应严格按规章执行，防止不当操作造成仪器损坏或人

身伤害；使用特殊仪器需提前预约，专人指导，专人操作。 

第三条 防水安全细则： 

1. 值班人员务必在每天下班前检查各室水管是否关好。 

2. 预先知道断水时，应将纯水机设置为“standby”状态，关闭制冰机。 

3. 办公区如漏雨时，首先要告知医院总值班和电工房（87678222），及时断电，

特别是重点部位要全部断电；然后挪开贵重物品如电脑等，锁好实验区，及

时报告主任。 

4. 水管爆裂时要先关掉水管总阀门，打开地漏，及时通知水工班 87679527，报

告主任。 

第四条 用电安全细则： 

1. 实验设备在带电情况下严禁搬动、移动或震动，以防损坏机器。 

2. 实验室设备、电源一旦发生故障，应立即关电停机，严禁带故障运行；不能     

用湿手接触电器，防止漏电。 

3. 严格超负荷运转仪器设备，杜绝使用电磁炉、电热器等大功率电器。 

4. 出现触电事故，应先切断电源，可用绝缘物挑开电线，就地施救，若触电者

出现休克现象，要立刻进行人工呼吸，并请医生治疗。 

5. 蒸汽灭菌器、高压锅必须专管专用，专人定时按规程操作严格执行。 

第五条 防火安全细则： 

1. 工作人员做到四知：知报警电话，知重点部位，知消防器材位置，知消防器

材使用方法， 
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并掌握一定的灭火技能，在日常工作中能及时有效地扑救初级火灾。 

2. 实验室严禁明火燃烧，慎用酒精灯；消防器材摆放在明显固定位置，定期检

查，严禁随意移动位置，挪作他用。 

3. 工作人员应保管好酒精等易燃易爆品，存放有机溶剂的地方切记杜绝明火，

下班后及时关闭烤箱，防患于未然。 

4. 一旦发生火灾，一定要迅速而冷静地切断火源和电源，并尽快采取有效的灭

火措施，如系酒精、二甲苯、乙醚等起火，切忌用水，应迅速用沾水的布类

和沙土覆盖或灭火器扑火；若为大火应迅速拨打火警电话“119”，同时报告

医院总值班（87679234）、科主任、保卫科，并组织师生从安全通道撤离。

疏散学生后，工作人员方可离开。 

5. 保持实验环境整洁，走道畅通，设备器材摆放整齐。开启冰箱、烘箱取放物

品后应随手关严，严禁将炙热物品直接放入冰箱。仪器使用完毕后关机、拔

出插头，将仪器各部旋钮恢   复到原位。仔细检查实验室内水、空调、电

源、门窗，无疏漏后方可离开。 

第六条 化学试剂安全细则： 

1. 实验室使用的化学药品及试剂已做好相应标识并按规定条件存储放置，专人

专管，严禁随意取用。 

2. 实验人员使用相关化学药品及试剂前，应先详细阅读说明书及注意事项，并

在指定位置进行实验，试验后废液应集中收集并做统一处理，禁止随意倾倒。 

3. 浓酸、烧碱具有强烈的腐蚀性，切勿溅到皮肤和衣服上。清洗室酸缸使用时

做好防护。使用浓硝酸、盐酸、硫酸、高氯酸、氨水等有毒有害试剂时，均

应在通风橱内操作。 

4. 使用氯仿、乙醚、二甲苯、丙酮等有机溶剂时，必须在通风橱内进行，同时

要远离火焰、热源，使用完毕将试剂瓶塞严，放在冷暗处保存；低沸点的有

机溶剂应在水浴锅内加热。 

5. 剧毒试剂专人专管，定期检查备案。使用剧毒、强致癌等试剂时，严格按照

操作规范进行。相应器皿、器具按实验室要求统一放置、处理。禁止随意在

实验室内扩散。 

第七条  废弃物处理细则： 

实验室废弃物（废气、废液、废渣）、实验动物尸体及器官等处理原则： 
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1. 专人负责实验废弃物的登记、收集和处理，应配套污物收集桶，任何人不得

将实验废物私自带出实验室。 

2. 有废气、毒气产生的实验必须在通风橱中操作，不得随意扩散有害气体，操

作结束后及时清理操作台。 

3. 实验中产生的有害废液，严禁直接倒入下水道。二甲苯统一回收。含血液、

病毒、细菌的废液集中收集，每天下午由专人高压灭菌后放入指定位置集中

销毁；废液容器应随时盖紧，放于实验室较阴凉并远离火源和热源的指定位

置，统一处理。 

4. 废渣按医疗垃圾处理倒入医用垃圾桶。用过的注射器应针、柄分离，枪头、

针头盖好后放 入专用利器盒，注射器倒入医用垃圾桶。 

5. 实验人员解剖动物尸体及标本等废弃物应当天立即送医疗区指定地点进行集

中焚烧。 

第八条 病原微生物管理细则： 

1. 实验室只允许进行第三类病原微生物（指一般情况下对人、动物或者环境不

构成严重危害，传播风险有限，实验室感染后很少引起严重疾病的微生物）

和第四类病原微生物（指通常情况下不会引起人类或者动物疾病）的研究，

绝对不允许进行第一二类病原微生物的研究。 

2. 实验前应配戴用于微生物实验的个人防护装备，包括防护服、防护帽、口罩、

手套等。 

病原微生物的分离、鉴定、保存及处理均应按照微生物的标准操作程序和技

术规范进行操作。 

3. 微生物实验样本类型，微生物名称，感染动物、材料的处理及特殊事件的发

生都应进行相应的记录。 

4. 病原微生物菌（毒）种的保存及使用应在规定的位置，若发生污染等情况，

应采用适当的消毒剂进行消毒处理。 

5. 所有的微生物实验废弃物，必须通过物理高压灭菌或进行化学消毒处理，废

弃物应严格按“三废处理规章制度”执行。 

第九条 发生意外事故的应急处理 

1. 皮肤破伤：包括皮肤的破损、针刺和切割伤，应尽可能挤出损伤处的血液， 

除尽异物，用肥皂和清水冲洗伤口或沾污的皮肤；如果粘膜破损，应用生理
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盐水(或清水)反复冲洗。伤口应用消毒液(如 70%酒精、0.2%次氯酸钠、0.2%～

0.5%过氧乙酸、0.5%碘伏等)浸泡或涂抹消毒，并包扎伤口。 

2. 烧伤：涂以獾油等烧伤治疗剂。 

3. 化学药品腐蚀伤：若为强酸，先用大量清水冲洗，再以 5％碳酸氢钠或 5％

氢氧化铵溶液中和之；强碱腐蚀则先以大量清水冲洗后，再以 5％醋酸或 5％

硼酸洗涤中和。 

4. 眼睛溅入液体：立即用生理盐水连续冲洗至少 10 分钟。必须迅速。避免揉

擦眼睛。 

5. 吸入病原菌菌液：应立即吐入容器内消毒，并用 1∶1000 高锰酸钾溶液漱口；

可根据菌种不同，服用抗菌药物予以预防。 

6. 菌液流洒桌面，应倾倒适量 84 消毒液或 0.1％新洁尔灭于污染面，让其浸泡

半小时后抹去；若手上沾有活菌，亦应浸泡于上述消毒液 10 分钟后，再以

肥皂及水洗刷。 

7. 被溅的地面用经消毒剂浸泡的吸水物质覆盖，消毒剂起作用 10～15min 后，

用消毒剂冲洗清理该地方，并以可行的方法移走吸水性物质。 

8. 意外事故均应登记记录在科室“意外事故记录本”上。  

实验室预备的应急药品: 碘酒、酒精、高锰酸钾、无菌生理盐水、灭菌纱布、

灭菌棉签、绷带、胶布。84 消毒液、新洁尔灭、过氧乙酸等消毒液。 

 
编写人：黄娜、李君、王娜、武坤毅 

 

实验人员严格遵守实验室相关规定，如有违反，经劝诫、警告无效情况下，

直接通知导师暂停其实验。 

                                                        科研中心实验室 

    2014-1-1 
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第二章 细胞培养技术 
一、原代培养： 

1、 概念：将动物机体的各种组织从机体中取出，经各种酶（常用胰蛋白酶）、

螯合剂（常用 EDTA）或机械方法处理，分散成单细胞，置合适的培养基中

培养，使细胞得以生存、生长和繁殖，这一过程称原代培养。 

2、 培养方法：最常用的原代培养有组织块培养和分散细胞培养。 

组织块培养是将剪碎的组织块直接移植在培养瓶壁上，加入培养基后

进行培养。 

分散细胞培养则是将组织块用机械法或化学法使细胞分散。如欲从胎

儿或新生儿的组织分离到活性最好的游离细胞，经典的方法是用蛋白水解

酶（如 胰蛋白酶和胶原酶）消化细胞间的结合物，或用金属离子螯合剂（如

EDTA）除去细胞互相粘着所依赖的 Ca2+，再经机械轻度振荡，使之成为

单细胞。 

二、传代培养： 

1、 概念：当原代培养成功以后，随着培养时间的延长和细胞不断分裂，一则细

胞之间相互接触而发生接触性抑制，生长速度减慢甚至停止；另一方面也会

因营养物不足和代谢物积累而不利于生长或发生中毒。此时就需要将培养物

分割成小的部分，重新接种到另外的培养器皿（瓶）内，再进行培养。这个

过程就称为传代（passage）或者再培养（subculture）。对单层培养而言，80%

汇合或刚汇合的细胞是较理想的传代阶段。 

2、 传代方法： 

（1）悬浮生长细胞传代 

离心法传代：离心（1000 转/分）去上清，沉淀物加新培养液后再混匀传代。 

（2）半悬浮生长细胞传代（Hela 细胞） 

此类细胞部分呈现贴壁生长现象，但贴壁不牢，可用直接吹打法使细胞从

瓶壁脱落下来，进行传代。 

（3）贴壁生长细胞传代 

采用酶消化法传代，常用的消化液有 0.25%的胰蛋白酶液。 

http://baike.baidu.com/view/1326.htm�
http://baike.baidu.com/view/354286.htm�
http://baike.baidu.com/view/626617.htm�
http://baike.baidu.com/view/168516.htm�
http://baike.baidu.com/view/72787.htm�
http://baike.baidu.com/view/68421.htm�
http://baike.baidu.com/view/68421.htm�
http://baike.baidu.com/view/68421.htm�
http://baike.baidu.com/view/354286.htm�
http://baike.baidu.com/view/50359.htm�
http://baike.baidu.com/view/127403.htm�
http://baike.baidu.com/view/411361.htm�
http://baike.baidu.com/view/354286.htm�
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三、冻存与复苏： 

1、原则：慢冻快融 

当细胞冷到零度以下，可以产生以下变化：细胞器脱水，细胞中可溶性物质

浓度升高，并在细胞内形成冰晶。 

如果缓慢冷冻，可使细胞逐步脱水，细胞内不致产生大的冰晶；相反，结晶

就大，大结晶会造成细胞膜、纲胞器的损伤和破裂。复苏过程应快融，目的是防

止小冰晶形成大冰晶，即冰晶的重结晶。 

2、低温保护剂的作用：在细胞冻存时加入低温保护剂，能大大提高冻存效果。 

常用的低温保护剂是 DMSO，它是一种渗透性保护剂，可迅速透入细胞，

提高胞膜对水的通透性，降低冰点，延缓冻结过程，能使细胞内水分在冻结前透

出细胞外，在胞外形成冰晶，减少胞内冰晶，从而减少冰晶对细胞的损伤。 

3、传统冻存程序：冷冻管置于 4℃ 10 分钟 → -20℃ 30 分钟 → -80℃ 16~18 小

时（或隔夜） → 液氮槽长期储存。 

4、细胞复苏方法： 

冻存细胞从液氮中取出后，立即放入 37℃水浴中，轻轻摇动冷冻管，使其

在 1 分钟内全部融化（不要超过 3 分钟）。解冻后的细胞加入到离心管中，离

心 800 转×3 分钟，以去除 DMSO，然后接种到含完全培养液的细胞培养瓶中进

行培养，24 小时后再用新鲜完全培养液替换旧培养液。 

四、细胞计数： 

1、实验原理：当待测细胞悬液中细胞均匀分布时，通过测定一定体积悬液中的

细胞的数目，即可换算出每毫升细胞悬液中细胞的细胞数目。 

图  消化法传代培养步骤 

http://www.ebioe.com/yp/product-list-56.html�
http://www.ebioe.com/yp/product-list-940.html�
http://www.ebioe.com/yp/product-list-940.html�
http://www.ebioe.com/yp/product-list-940.html�
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2、具体操作： 

（1） 将计数板及盖片擦拭干净，并将盖片盖在计数板。 

（2） 将细胞悬液吸出少许，滴加在盖片边缘，使悬液充满盖片和计数板之间，

静置 3min，注意盖片下不要有气泡，也不能让悬液流入旁边槽中。 

（3） 计算板四大格细胞总数，压线细胞只计左侧和上方的。然后按公式计算： 

细胞数/mL=四大格细胞总数/4×104 

注：①  公式中乘以 104 因为计数板     

中每一个大格的体积为： 

1.0mm（长）×1.0mm（宽）×0.1mm     

（高）=0.1mm3 而 1ml=1000mm3 

②  镜下偶见有两个以上细胞组成的细胞团，应按单个细胞计算，若细胞团

10%以上，说明分散不好，需重新制备细胞悬液） 

 

 

 

 

 

 

 

五、细胞活力的检测： 

1、台盼蓝染色法 

（1）原理：正常的活细胞，胞膜结构完整，能够排斥台盼蓝，使之不能够进入

胞内；而丧失活性或细胞膜不完整的细胞，胞膜的通透性增加，可被台盼

蓝染成蓝色。通常认为细胞膜完整性丧失，即可认为细胞已经死亡。因此，

借助台盼蓝染色可以非常简便、快速地区分活细胞和死细胞。台盼蓝是组

织和细胞培养中最常用的死细胞鉴定染色方法之一。注意凋亡小体也有台

盼蓝拒染现象。台盼蓝染色后，通过显微镜下直接计数就可以对细胞存活

率进行比较精确的定量。台盼蓝染色只需 3-5 分钟即可完成，并且操作非

常简单。 

（2）步骤： 
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②  4%台盼蓝母液：称取 4g 台盼蓝，加少量蒸馏水研磨，加双蒸水至 100ml，

用滤纸过滤，4② 保存。使用时用 PBS 稀释至 0.4%。 

②  染色：细胞悬液与 0.4%台盼蓝溶液以 9:1 混合混匀。（终浓度 0.04%） 

②  镜下观察，死细胞被染成明显的蓝色，而活细胞拒染呈无色透明状。 

②  计数：在三分钟内，分别计数活细胞和死细胞。 

②  统计细胞活力：活细胞率（%）= 活细胞总数/（活细胞总数+死细胞总数）

×100% 

2、MTT 比色法： 

（1）原理：MTT 法又称 MTT 比色法，其检测原理为活细胞线粒体中的琥珀酸

脱氢酶能使外源性 MTT 还原为水不溶性的蓝紫色结晶并沉积在细胞中，

而死细胞无此功能。二甲基亚砜（DMSO）能溶解细胞中的结晶，用酶联

免疫检测仪在 490nm 波长处测定其光吸收值，可间接反映活细胞数量。 

（2）MTT 的配制：称取 MTT 0.5 克，溶于 100 ml 的磷酸缓冲液（PBS）中，用

0.22μm 滤膜过滤除菌，放 4②  避光保存即可。在配制和保存的过程中，容

器最好用铝箔纸包住。 

（3）步骤： 

②  单细胞悬液接种于 96 孔培养板：1×105 细胞/孔，每孔培养基总量 200 µl，

37② 、5% CO2 培养箱中培养一段时间（根据实验目的决定培养时间）。 

②  每孔加入 20 ul MTT 溶液（5 mg/ml，即 0.5%MTT），继续培养 4 h。 

②  吸去孔内培养液，对于悬浮细胞需要离心后再吸弃孔内培养上清液，加

入 DMSO 150 ul/孔，振荡 2-5 分钟，使结晶物充分溶解。 

②  在酶联免疫检测仪 OD490nm 处测量各孔的吸光值。记录结果，以时间为

横坐标，吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线。 

 

编写人：黄娜、李宝华、闵晓云、马宁 
 
 
 
 
 
 

http://baike.baidu.com/view/1102429.htm�
http://baike.baidu.com/view/1079837.htm�
http://baike.baidu.com/view/3687.htm�
http://baike.baidu.com/view/706.htm�
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第三章 PCR（聚合酶链式反应）技术 
一、基本原理 

1、概念：PCR 类似于 DNA 的天然复制过程，其特异性依赖于与靶序列两端 

互补的寡核苷酸引物。由变性--退火--延伸三个基本反应步骤构成： 

② 模板DNA的变性：模板DNA经加热至 94② 左右一定时间后，使模板DNA

双链或经 PCR 扩增形成的双链 DNA 解离，使之成为单链，以便它与引物结合，

为下轮反应作准备； 

② 模板 DNA 与引物的退火(复性)：模板 DNA 经加热变性成单链后，温度降

至 55② 左右，引物与模板 DNA 单链的互补序列配对结合； 

② 引物的延伸：DNA模板--引物结合物在TaqDNA聚合酶的作用下，以 dNTP

为反应原料，靶序列为模板，按碱基配对与半保留复制原理，合成一条新的与模

板一样的双链。 

2、PCR 的反应动力学：PCR 的三个反应步骤反复进行，使 DNA 扩增量呈指数

上升。反应最终的 DNA 扩增量可用 Y＝(1＋X)n 计算。 

Y 代表 DNA 片段扩增后的拷贝数 

X 表示平均每次的扩增效率 

n 代表循环次数。 

平均扩增效率的理论值为 100%，但在实际反应中平均效率达不到理论值。 

反应初期，靶序列 DNA 片段的增加呈指数形式，随着 PCR 产物的逐渐积累，被

扩增的 DNA 片段不再呈指数增加，而进入线性增长期或静止期， 即出现“停滞

效应” ，这种效应称平台期。受到 PCR 扩增效率及 DNA 聚合酶、PCR 的种类

和活性及非特异性产物的竞争等因素的影响，大多数情况下，平台期的到来是不

可避免的。 

DNA 链互补的半保留复制链重复循环变性--退火--延伸三过程，就可获得更

多的“半保留复制链”，而且这种新链又可成为下次循环的模板。每完成一个循环

需 2～4分钟， 2～3小时就能将目的基因扩增放大几百万倍。到达平台期(Plateau)

所需循环次数取决于样品中模板的拷贝。 
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PCR 原理示意图 

二、实验内容和步骤 

1) 本实验选择的模板为从肿瘤细胞中提取的 mRNA，经逆转录形成 cDNA； 

2) 按照所选试剂盒加入各组分，包括Taq DNA聚合酶、含Mg2+的缓冲液、dNTP、

上下引物、cDNA 模板、ddH2O，一般好的试剂盒将前 3 种做成 mix，很大

程度上方便了操作者； 

3) 进行 PCR 反应程序: 

   PCR 起始激活步骤：95℃  4min    1 个循环 

   变性： 94℃   45~60s 

   退火： 55℃   1min 

   延伸： 72℃   1~2min                 35~45 个循环 

注：各步骤的时间、循环数及退火温度需根据具体实验而定。 
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4. 注意事项: 

1) PCR 反应非常灵敏，能使很微量的 DNA 分子得以扩增，所以应当注意防止

反应体系被痕量模板 DNA 污染。实验用的小离心管、移液枪头和缓冲液等

都应在使用前经灭菌处理。必要时设置阳性对照，即用少量已知的靶序列在

同样条件进行 PCR，和阴性对照，即不含模板 DNA 的 PCR。  

2) 单链、双链 DNA 以及通过反转录得到的 cDNA 均可作为 PCR 扩增的模板。

DNA 模板要求不能混有蛋白酶、核酸酶、Taq DNA 聚合酶抑制剂等有害于

PCR 的物质。 

三、琼脂糖凝胶电泳 

1、实验原理 

电泳是分子生物学技术中分离生物大分子的重要手段。琼脂糖凝胶电泳由于

其操作简单、快速、灵敏等优点，已成为分离和鉴定核酸的常用方法。 

在 pH 值为 8.0~8.3 时，核酸分子碱基几乎不解离，磷酸全部解离，核酸分

子带负电，在电泳时向正极移动。采用适当浓度的凝胶介质作为电泳支持物，在

分子筛的作用下，使分子大小和构象不同的核酸分子泳动率出现较大的差异，从

而能达到分离核酸片段检测其大小的目的。核酸分子中嵌入荧光染料（如 EB）

后，在紫外灯下可观察到核酸片段所在的位置。 
琼脂糖浓度与分辨 DNA 大小范围的关系 
 

琼脂糖浓度（W/V） 
 

大小范围（bp） 
  

0.6% 1000 - 23000 
0.8% 800 - 10000 
1.0% 400 - 8000 
1.2% 300 - 7000 
1.5% 200 - 4000 
2.0% 100 - 3000 

2、实验步骤 

1)  制备 2%的胶，称取 1g 琼脂糖，加入到 50ml 1× TAE 中，在微波炉中加热使

琼脂糖颗粒完全溶解，冷却至 50-60ºC，加 2μl EB 溶液，轻轻摇晃，混匀； 

2)  提前将梳子插好，倒入凝胶槽； 

3)  待凝胶成形后，小心拔出梳子，放入盛有电泳缓冲液的电泳槽中，电泳缓冲
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液液面高出凝胶 2~3mm； 

4) 用移液枪取 8μl 待测 DNA 样品，与上样缓冲液混合均匀，小心地加入到凝

胶上样孔中； 

5) 打开电泳仪，插好导线，电压 85V，电泳 50min。也可根据指示染料移动的

位置，确定电泳是否终止。 

6) 电泳完成后切断电源，取出凝胶，置于紫外透射仪上观察电泳结果，并照相

记录。 

3、注意事项 

1) 影响琼脂糖电泳的几个因素： 

（1）DNA 分子的大小：线性 DNA 分子的迁移率与其分子量的对数值成反比。 

（2） 琼脂糖浓度：一定大小的 DNA 片段在不同浓度的琼脂糖凝胶中的迁移率

是不相同的。相反，在一定浓度的琼脂糖凝胶中，不同大小的 DNA 片段

的迁移率也是不同的。若要有效地分离不同大小的 DNA，应采用适当浓度

的琼脂糖凝胶。 

（3）DNA 构象：一般迁移速率超螺旋环状 DNA>线状 DNA>单链开环 DNA。

当条件变化时，情况会相反，还与琼脂糖的浓度、电流强度、离子强度及

EB 含量有关。    

（4）电流强度：每厘米凝胶电压不超过 5V，若电压过高分辨率会降低，只有在

低电压时，线性 DNA 分子的电泳迁移率与所用电压成正比。 

（5） 嵌入染料的存在会降低线性 DNA 迁移率，所以不提倡将嵌入染料加在电

泳缓冲液中。 

（6）电泳缓冲液的组成及其离子强度影响 DNA 的迁移率，无离子存在时，核

酸基本不泳动，离子强度过大产热厉害，熔化凝胶并导致 DNA 变性，一

般采用 1×TAE，1×TBE，1×TPE（均含 EDTA，pH8.3 左右）。  

2) 溴化乙锭（EB）为致癌剂，操作时应戴手套，尽量减少台面污染。  

3) 电泳指示剂：核酸电泳常用的指示剂有两种，溴酚蓝（bromophenol blue, Bb）

呈蓝色；二甲苯晴（xylene cyanol, Xc）呈蓝色。二甲苯晴携带的电荷量比溴

酚蓝少，在凝胶中的迁移率比溴酚蓝慢。 

 
编写人：张婷、李胜利、卫阳、魏琳琳 
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第四章 免疫组织化学技术 

一、基本原理 

1、概念：应用免疫学及组织化学原理，对组织切片或细胞标本中的某些化学成分进

行原位的定性、定位或定量研究，这种技术称为免疫组织化学技术或免疫细胞化学

技术。 

免疫组化正是利用抗体与抗原之间的结合具有高度的特异性，再用某种酶（常

用辣根过氧化物酶）或生物素等处理后再与前述抗原成分结合，将抗原放大，由于

抗体与抗原结合后形成的免疫复合物是无色的，因此，还必须借助于组织化学方法

将抗原抗体反应部位显示出来（常用显色剂 DAB显示为棕黄色颗粒）。通过抗原抗体

反应及呈色反应，显示细胞或组织中的化学成分，在显微镜下可清晰看见细胞内发

生的抗原抗体反应产物，从而能在细胞或组织原位确定某些化学成分的分布、含量。 

2、染色方法： 

1) 按标记物质的种类，如荧光染料、放射性同位素、酶(主要有辣根过氧化物酶和     

碱性磷酸酶)、铁蛋白、胶体金等，可分为免疫荧光法、放射免疫法、酶标法和免疫

金银法等。 

2) 按染色步骤可分为直接法(又称一步法)和间接法(二步、三步或多步法)；与直接

法相比，间接法的灵敏度提高了许多。 

3) 按结合方式可分为抗原—抗体结合，如过氧化物酶-抗过氧化物酶（PAP）法和亲

和连接，如卵白素-生物素-过氧化物酶复合物（ABC）法、链霉菌抗生物素蛋白-过

氧化物酶连结（SP）法等，其中 ABC法和 SP法是最常使用的方法。 

3、几种常用免疫组织化学方法的原理 

1) 免疫荧光方法 

    是最早建立的免疫组织化学技术。它利用抗原抗体特异性结合的原理，先将已

知抗体标上荧光素，以此作为探针检查细胞或组织内的相应抗原，在荧光显微镜下

观察。当抗原抗体复合物中的荧光素受激发光的照射后即会发出一定波长的荧光，

从而可确定组织中某种抗原的定位，进而还可进行定量分析。由于免疫荧光技术特

异性强、灵敏度高、快速简便，所以在临床病理诊断、检验中应用比较广。 

2) 免疫酶标方法 

 
 



15 
 

    免疫酶标方法是继免疫荧光后，于 60年代发展起来的技术。基本原理是先以酶

标记的抗体与组织或细胞作用，然后加入酶的底物，生成有色的不溶性产物或具有

一定电子密度的颗粒，通过光镜或电镜，对细胞表面和细胞内的各种抗原成分进行

定位研究。免疫酶标技术是目前最常用的技术。本方法与免疫荧光技术相比的主要

优点是：定位准确，对比度好，染色标本可长期保存，适合于光、电镜研究等。 

3) 免疫胶体金技术 

    免疫胶体金技术是以胶体金这样一种特殊的金属颗粒作为标记物。胶体金是指

金的水溶胶，它能迅速而稳定地吸附蛋白，对蛋白的生物学活性则没有明显的影响。

因此，用胶体金标记一抗、二抗或其他能特异性结合免疫球蛋白的分子(如葡萄球菌

A蛋白)等作为探针，就能对组织或细胞内的抗原进行定性、定位，甚至定量研究。

由于胶体金有不同大小的颗粒，且胶体金的电子密度高，所以免疫胶体金技术特别

适合于免疫电镜的单标记或多标记定位研究。由于胶体金本身呈淡至深红色，因此

也适合进行光镜观察。如应用银加强的免疫金银法则更便于光镜观察。 

4、免疫组化技术的优点 

1）特异性强  免疫学的基本原理决定了抗原与抗体之间的结合具有高度特异性，因

此，免疫组化从理论上讲也是组织细胞中抗原的特定显示，如角蛋白（keratin）显

示上皮成分，LCA 显示淋巴细胞成分。只有当组织细胞中存在交叉抗原时才会出现

交叉反应。 

2）敏感性高  在应用免疫组化的起始阶段，由于技术上的限制，只有直接法、间接

法等敏感性不高的技术，那时的抗体只能稀释几倍、几十倍；现在由于 ABC法或 SP

法的出现，使抗体稀释上千倍、上万倍甚至上亿倍仍可在组织细胞中与抗原结合，

这样高敏感性的抗体抗原反应，使免疫组化方法越来越方便地应用于常规病理诊断

工作。 

3）定位准确、形态与功能相结合  该技术通过抗原抗体反应及呈色反应，可在组织

和细胞中进行抗原的准确定位，因而可同时对不同抗原在同一组织或细胞中进行定

位观察，这样就可以进行形态与功能相结合的研究，对病理学研究的深入是十分有

意义的。 

二．免疫组化在病理诊断和研究中的应用 

    由于免疫组化具有特异性强、灵敏度高等显著特点，且能将形态研究与功能研
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究有机地结合在一起，所以，这门新技术已被广泛地应用于生物学和医学研究的许

多领域。在病理学研究中，免疫组化技术的作用和意义更为重要。以肿瘤研究为例，

在免疫组化技术出现以前，对肿瘤的诊断和分类还局限于细胞水平，而引入免疫组

化技术后，则使研究的深度提高到了生物化学水平、分子水平。近年来，伴随基因

探针研究而兴起的核酸分子原位杂交技术也正在蓬勃发展，更使免疫组化如虎添翼，

两者相得益彰，将研究推进到了基因水平。 

三、实验内容和步骤 

实验一  石蜡标本制作步骤 

1.  4%甲醛（若准备做免疫组化使用多聚甲醛）固定组织，过夜即可（组织   的

厚度注意不能超过 1cm），一般不超过 24h。 

2.  流动自来水冲洗过夜。 

3.  70% ~ 80% 过夜（若不及时包埋，70%酒精内可存放一个月左右）。 

4.  95%乙醇Ⅰ   1.5 h。 

5.  95%乙醇Ⅱ   1.5 h。 

6.  无水乙醇Ⅰ    2 h。 

7.  无水乙醇Ⅱ    2 h。 

8.  二甲苯Ⅰ    30 min。 

9.  二甲苯Ⅱ    30 min。 

10. 石蜡Ⅰ       1 h。 

11. 石蜡Ⅱ     40 min。 

12. 石蜡Ⅲ     30 min。 

13.  包埋成蜡块。 

实验二  HE 染色步骤 

1.蜡块切为 4 ~ 6µm 厚的蜡片，将切好的蜡片放入 40℃水浴锅中，待其展开铺

平无褶皱时，敷于干净载玻片上，放入 60℃烤片机上 60min。 

2.脱蜡至水：①二甲苯Ⅰ    10 min 

          ②二甲苯Ⅱ    10 min  

          ③无水乙醇Ⅰ  10 min 
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          ④无水乙醇Ⅱ  10 min 

          ⑤95%乙醇      5 min 

          ⑥85%乙醇      5 min 

          ⑦蒸馏水       2 min×3次 ---控净 

3.染色：    ①苏木素       5-6 min（冬季气温低，染色时间可适当延长） 

          ②自来水冲洗   3次 ---控净 

          ③盐酸酒精分化 30 s（镜下控制） 

          ④自来水冲洗   3次 

          ⑤稀氨水返蓝   1s 

          ⑥自来水冲洗   10 min 

          ⑦伊红溶液     30s ~ 1min 

4.脱水透明：①85%乙醇      1 min 

          ②95%乙醇      5 min 

          ③无水乙醇Ⅰ   5 min 

          ④无水乙醇Ⅱ   5 min 

          ⑤二甲苯Ⅰ     5 min 

          ⑥二甲苯Ⅱ     5 min 

5.中性树胶封片。 

实验三  免疫组化操作步骤 

1. 蜡块切为 4~6um 厚的蜡片，将切好的蜡块放入 40℃温水浴中，待其展开铺

平无皱褶时，敷于干净载玻片上，放入 60℃烤箱 60分钟。 

2. 将烤好的切片置入二甲苯两次脱蜡，10~30分钟/次或更久。 

3. 切片移入无水酒精内 5~10分钟，以洗去残留的二甲苯。再逐级移入降级酒

精， 95%，90%，80%每级为 5分钟即可，纯水洗 2分钟×3次。 

4. 抗原修复：将组织切片放入盛有抗原修复液（工作液）的玻璃烧杯中（浸

没组织），放入微波炉中高火 3分钟，低火 10分钟，取出冷却 30分钟后，

PBS冲洗 3次，每次 5分钟。 

5. Tritor-x-100 60分钟。（是否需要此步骤根据个人抗原表达位置而定） 

6. 3%H2O2水浴锅（37℃）中孵育 30 分钟，以消除内源性过氧化物酶的活性。
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PBS冲洗 3次，每次 5分钟。 

7. 5%-10%正常山羊血清封闭，37℃孵育 20分钟，倒去血清，勿洗

8. 37℃水浴孵育 40分钟。PBS冲洗 3次，每次 5分钟。 

，滴加适当

比例稀释的一抗，4℃过夜。 

9. 滴加适当比例稀释的辣根酶标记链酶卵白素（二抗），37℃孵育 15-30分钟。

PBS冲洗 3次，每次 5分钟。 

10. 显色剂显色（DAB）。待组织颜色变黄，自来水充分冲洗。 

11. 置入苏木素 2 ~ 3分钟，自来水充分冲洗。 

12. 盐酸酒精分化 30秒-2分钟（具体时间观察组织颜色变化），自来水冲洗。 

13. 脱水：染色完后切片经 80%，90%，95%及无水酒精逐级脱水，每级 5-10 分钟。 

14. 透明：切片侵入二甲苯透明，更换 2次，每次 10分钟。 

15. 封片：先擦干切片周围的二甲苯，再滴加适量中性树脂，加盖玻片封固。 

 

注意:以上为各种免疫组化方法的大体步骤，可根据个人组织与课题不同而略有

差别，请各位同学查阅文献制定相应的实验步骤。 

 

 

编写人：武坤毅、王娜、李君、陈海燕、姬媛媛 
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第五章  分选流式细胞仪 

一、 基本原理 

1、流式细胞术(Flow Cytometry, FCM)概念： 

FCM 是 70 年代发展起来的高科学技术，它集激光技术、流体力学、细胞化学、

细胞免疫学于一体，同时具有分析和分选细胞功能。它不仅可测量细胞大小、内部

颗粒的性状，还可检测细胞表面和细胞浆抗原、细胞内 DNA、RNA 含量等，可对群

体细胞在单细胞水平上进行分析，在短时间内检测分析大量细胞，并收集、存储和

处理数据，进行多参数定量分析。此外，能够分类收集（分选）某一亚群细胞，分

选纯度＞95%。在血液学、免疫学、肿瘤学、药物学、分子生物学等学科广泛应用。 

2、流式细胞仪的工作原理： 
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二、分选流式细胞仪检测范围 

1、分选流式细胞仪（FACSAriaTMⅡ）：是 BD公司最新推出的一款流式分选仪器，融

合全新的设计理念和高度智能化的软件系统，是全球独一无二的台式高速细胞分选

仪，支持 6根激光运行，能够进行复杂的多色实验，具有更高的灵敏度，分辨率，更

高的分选效率。 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2、 分选流式细胞仪的检测范围： 

1）细胞的结构：细胞大小、颗粒度、细胞表面面积、核浆比例、DNA 含量与细胞周

期、RNA含量、蛋白质含量等。 

2）细胞功能：特异性抗原（细胞表面/胞浆/核）、细胞内细胞因子、细胞活性、酶

活性、激素结合位点、细胞受体等。 

三．分选流式细胞仪应用领域 

1. 细胞分选  

流式细胞仪可根据实验需要，分选某一亚群细胞,分选纯度>95%，目前细胞

分选主要用于科学研究，临床应用较少。 

 2. 细胞生物学 

1）定量分析细胞周期； 

2）分析生物大分子如 DNA、RNA、抗原、癌基因表达产物等； 

3. 肿瘤学 

1）DNA倍体含量测定是鉴别良、恶性肿瘤的特异指标； 

javascript:;�
javascript:;�
javascript:;�
javascript:;�
javascript:;�
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2）近年来已应用 DNA 倍体测定技术，对白血病、淋巴瘤及肺癌、膀胱癌、

前列腺癌等多种实体瘤细胞进行探测； 

3）用单克降抗体技术清除血液中的肿瘤细胞。 

4. 免疫学 

1）研究细胞周期或 DNA倍体与细胞表面受体及抗原表达的关系; 

2）进行免疫活性细胞的分型与纯化; 

3）分析淋巴细胞亚群与疾病的关系; 

4）免疫缺陷病如艾滋病的诊断; 

5）器官移植后的免疫学监测等。 

5. 血液学 

1）血液细胞的分类、分型，造血细胞分化的研究； 

2）血细胞中各种酶的定量分析，如过氧化物酶、非特异性酯酶等; 

3）用 NBT 及 DNA 双染色法可研究白血病细胞分化成熟与细胞增殖周期变化

的关系； 

4）检测母体血液中 Rh(+)或抗 D 抗原阳性细胞，以了解胎儿是否可能因 Rh

血型不合而发生严重溶血; 

5）检测血液中循环免疫复合物可以诊断自身免疫性疾病，如红斑狼疮等。 

 

编写人：闵晓云 
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第六章  激光共聚焦显微镜 
一、 基本原理 

1、激光共聚焦显微镜组成： 

德国 LeicaTCS SP8 激光共聚焦显微镜，是目前最先进的细胞生物医学分析

仪器之一，包括激光照射系统，扫描检测系统，显微镜系统，计算机系统及相关

软件等。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2、激光共聚焦显微镜工作原理： 

    激光扫描共聚焦显微镜以激光作为光源，激光器发出的激光通过照明针孔形

成点光源，经过透镜、分光镜形成平行光后，再通过物镜聚焦在样品上，并对样

品内聚焦平面上的每一点进行扫描。样品被激光激发后的出射光波长比入射光

长，可通过分光镜，经过透镜再次聚焦，到达探测针孔处，被后续的光电倍增管

检测到，并在显示器上成像，得到所需的荧光图像，而非聚焦光线被探测针孔光

栏阻挡，不能通过探测针孔，因而不能在显示器上显出荧光信号。这种双共轭成

像方式称为共聚焦。因采用激光作为光源，故称之为“激光共聚焦显微镜”。 

二、 主要参数 

1、 物镜参数： 
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放大倍率 性能（平场/消色差等） 数值孔径 工作距离 干/水/油 

10× 平场复消色差物镜 ≥0.40 ≥2.20 干 

20× 平场复消色差物镜 ≥0.70 ≥0.59 干 

40× 平场复消色差物镜 ≥0.85 ≥0.24 干 

63× 平场复消色差物镜 ≥1.40 ≥0.13 油 

2、 激光器参数： 

蓝光激光器   488nm 20mW；绿光激光器   552nm 20mW； 

红光激光器   638nm 20mW；近紫外激光器 405nm 50mW。 

3、 检测器系统： 

三个荧光扫描检测器（其中一个支持光谱功能的磷砷化镓的检测器）； 

一个透射光 DIC（明场/相差/微分干涉）扫描检测器。 

4、 光谱扫描功能： 

高速多通道光谱分析和扫描，可获得透射光谱图像；光谱分辨率 2nm，可

连续以≥1nm 波长调节；光谱扫描范围：400-800nm；光谱扫描步进：1nm。 

5、 扫描分辨率及灰度级： 

分辨率：≥4096×4096 pixels；灰度级：≥12bit。 

6、扫描方式： 

XYZTλ 任意组合，可实现点扫描、线扫描、曲线扫描、区域扫描、光谱波

长扫描等。 

三、 主要用途 

用于组织切片、活细胞的荧光标记、三维图像重建分析研究；细胞生物物

质、离子的定性、定量、定时和定位分布检测等。 

1、对活细胞或组织切片进行连续扫描，可获得精细的细胞骨架、染色体、

细胞器和细胞膜系统的三维图像。可以得到比普通荧光显微镜更高对比度、高解

析度图象、和具有高灵敏度。 

2、多维图象的获得，X、Y、Z、T、λ（光谱波长）、θ（旋转角度）、I（光

强度）、A（区域）等多位组合扫描，根据需要进行多维组合观察。 

3、细胞内离子荧光标记，单标记或多标记，检测细胞内如 pH 值和钠、钙、

镁等离子浓度的比率及其动态的变化。 

    4、荧光探针标记的活细胞或组织切片标本，膜标记、免疫物质、受体或配

体，核酸等观察；可以在同一张样品上同时进行多重荧光标记观察。 

编写人：王娜 
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第七章 小动物活体成像 
一、基本概念 

活体动物体内光学成像 (Optical in vivo imaging) 主要采用生物发光

(bioluminescence)与荧光(fluorescence)两种技术。生物发光是用荧光素(Luciferase)基因

标记细胞或 DNA，而荧光技术则采用荧光报告基团(GFP、RFP, Cyt 及 dyes 等)进行

标记。利用一套非常灵敏的光学检测仪器，使研究人员能够直接监控活体生物体内的

细胞活动和基因行为。通过这个系统，可以观测活体动物体内肿瘤的生长及转移、感

染性疾病发展过程、特定基因的表达等生物学过程。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

二、基本原理 

1. 标记原理 

1）生物发光标记： 

哺乳动物生物发光，是将Fluc基因整合到细胞染色体DNA 上以表达荧光素

酶，当外源（腹腔或静脉注射）给予其底物荧光素(luciferin)，即可在几分钟内产

生发光现象。这种酶在ATP 及氧气的存在条件下，催化荧光素的氧化反应才可

以发光，因此只有在活细胞内才会产生发光现象，并且光的强度与标记细胞的数

目呈线性相关。对于细菌而言，lux 操纵子由编码荧光素酶的基因和编码荧光素
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酶底物合成酶的基因组成，带有这种操纵子的细菌会持续发光，不需要给与外源

性底物。 

基因、细胞和活体动物都可被荧光素酶基因标记。标记细胞的方法基本上是

通过分子生物学克隆技术， 将荧光素酶的基因插到预期观察的细胞的染色体内，

通过单克隆细胞技术的筛选，培养出能稳定表达荧光素酶的细胞株。将标记好的

细胞注入小鼠体内后，观测前需要注射荧光素酶的底物-荧光素，为约280道尔顿

的小分子。荧光素脂溶性非常好，很容易透过血脑屏障。注射一次荧光素能保持

小鼠体内荧光素酶标记的细胞发光30-45分钟。每次荧光素酶催化反应只产生一

个光子，这是肉眼无法观察到的，PE公司生产的IVIS成像系统，应用一个高度

灵敏的制冷CCD 相机及特别设计的成像暗箱和成像软件，可观测并记录到这些

光子。 

2）荧光标记： 

荧光成像的标记对象较为广泛，可以是动物、细胞、微生物、基因，也可以

是抗体、药物、纳米材料等。常用的有绿色荧光蛋白( GFP)、红色荧光蛋白( DsRed)

及其它荧光报告基团，标记方法与体外荧光成像相似，荧光成像具有费用低廉和

操作简单等优点。同生物发光在动物体内的穿透性相似，红光的穿透性在体内比

蓝绿光的穿透性效率高，近红外荧光为成像观察的最佳选择。虽然荧光信号远远

强于生物发光，但非特异性荧光产生的背景噪音使其信噪比远远低于生物发光。

虽然许多公司采用不同的技术分离背景光，但是受到荧光特性的限制，很难完全

消除背景噪音。这些背景噪音造成荧光成像的灵敏度较低。 

尽管目前大部分高水平的文章还是应用生物发光的方法来研究活体动物体内

成像。但是，荧光成像有其方便、直观、标记靶点多样和易于被大多数研究人员

接受的优点，在一些植物分子生物学研究和观察小分子体内代谢方面也得到应

用。对于不同的研究，可根据两者的特点以及实验要求，选择合适的方法。例如

利用绿色荧光蛋白和荧光素酶对细胞或动物进行双重标记，用成熟的荧光成像技

术进行体外检测，进行分子生物学和细胞生物学研究，然后利用生物发光技术进

行动物体内检测，进行活体动物体内研究。 

荧光发光是通过激发光激发荧光基团到达高能量状态，而后产生发射光。考

虑到不同荧光物质的发射光谱EX(excitation spectrum)和激发光谱EM(emission 

8pectrum)的不同，要选择对应的激发和发射滤片。常用荧光蛋白和荧光染料的

激发和发射波长见表1 
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表1 常用荧光蛋白和荧光染料的激发和发射波长 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) 生物发光与荧光检测的优势与劣势比较: 

荧光发光需要激发光，但生物体内很多物质在受到激发光激发后，也会发

出荧光，产生的非特异性荧光会影响到检测灵敏度。特别是当发光细胞深藏于组

织内部，则需要较高能量的激发光源，也就会产生很强的背景噪音。作为体内报

告源，生物发光较之荧光的优点之一为不需要激发光的激发, 它是以酶和底物的

特异作用而发光, 且动物体自身不会发光，这样生物发光就具有极低的背景。虽

然荧光信号远远强于生物发光，但极低的自发光水平使得生物发光的信噪比远高

于荧光。另外，生物发光信号可以用于精确定量。因为荧光酶基因是插入细胞染

色体中稳定表达的，单位细胞的发光数量很稳定。 即便标记细胞在动物体内有

复杂的定位，亦可从动物体表的信号水平直接得出发光细胞的相对数量。而对于

荧光，光在体内路径较长。信号水平取决于激发光的强度、发光细胞的数量、靶

点的深度，光线穿过的组织对其的吸收及散射等因素，使得荧光强度很难定量。

对于不同的研究，可根据两者的特点（表2）以及实验要求，选择合适的方法。 

表 2 生物发光及荧光特点的比较 

                   优     点  缺    点 

生物发光 高灵敏度 

对环境变化反应迅速 

成像速度快，图像清楚 

在体内可检测到 102 细胞 

 

 

 

 

信号较弱, 需要灵敏的 CCD 镜头 

需要注入荧光素 

仪器精密度要求高 

细胞或基因需要标记 

荧光 多种蛋白及染料可用于 

多重标记，标记相对简单 

可同时用于 FACS 分类 

未来可能用于人体 

 

 

 

 

非特异性荧光限制了灵敏度 

体内检测最低约 106 细胞 

需要不同波长的激发光 

很难精确体内定量 

2. 光学原理 

 EX(mm) EM(mm) 

GFP 480 520 

dsRed/RFP 530 600 

Cy5 630 680 

Cy5.5 630 700 

Cy7 700 780 
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光在哺乳动物组织内传播时会被散射和吸收，光子遇到细胞膜和细胞质时会

发生折射现象，而且不同类型的细胞和组织吸收光子的特性并不一样。在偏红光

区域, 大量的光可以穿过组织和皮肤而被检测到。利用PE公司的IVIS系统最少可

以看到皮下的500个细胞，当然，由于发光源在老鼠体内深度的不同可看到的最

少细胞数是不同的。在相同的深度情况下，检测到的发光强度和细胞的数量具有

非常好的线性关系。可见光体内成像技术的基本原理在于光可以穿透实验动物的

组织并且可由仪器量化检测到的光强度，同时反映出细胞的数量。 

三、实验步骤 

1) 构建细胞株 

应用单克隆细胞技术的筛选，将荧光素酶的基因稳定整合到预期观察的细

胞的染色体内，培养出能稳定表达荧光素酶蛋白的细胞株。目前，常用的细胞株

基本上都已标记好，市场上已有销售。 

2) 建立动物模型 

可根据实验需要通过尾静脉注射、皮下移植、原位移植等方法接种已标记的

细胞或其他。在建模时应认真考虑实验目的和选择荧光标记，如标记荧光波长短，

则穿透效率不高，建模时不宜接种深部脏器和观察体内转移，但可以观察皮下瘤

和解剖后脏器直接成像。深部脏器和体内转移的观察大多选用荧光素酶标记。 

3) 活体成像 

小鼠经过常规麻醉（气麻）后放入成像暗箱平台，软件控制平台的升降到一

个合适的视野，自动开启照明灯（明场）拍摄第一次背景图。下一步，自动关闭

照明灯，在没有外界光源的条件下（暗场）拍摄由小鼠体内发出的特异光子。明

场与暗场的背景图叠加后可以直观的显示动物体内特异光子的部位和强度，完成

成像操作。值得注意的是荧光成像应选择合适的激发和发射滤片，生物发光则需

要成像前体内注射底物激发发光。 
4) 数据处理 

小动物活体成像图像处理软件除了提供含有光子强度标尺的成像图片外，还

能计算分析发光面积、总光子数、光子强度的相关参数供实验者参考。 

四、应用领域 

小动物活体光学成像技术已在生命科学基础研究、临床前医学研究及药物研

发等领域得到广泛应用。通过活体动物体内成像系统，可以观测到疾病或癌症的

发展进程以及药物治疗所产生的反应，并可用于细菌、病毒学研究、构建转基因

动物模型、siRNA 研究、干细胞研究、蛋白质相互作用研究以及细胞体外检测
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等领域。主要应用如下： 

1. 癌症与抗癌药物研究： 

1) 长时间监测肿瘤生长及转移； 

2) 抗肿瘤药物研发；药效评价、 观测药物靶向、分布及代谢  

3) 癌症分子机理研究；研究癌症相关基因的作用、观测肿瘤内部特异性分子事

件的发生  

2. 免疫学研究 

1) 监测免疫疾病的发生发展及治疗效果  

2) 监测免疫细胞的免疫应答  

3) 免疫疾病机理研究  

3. 感染性疾病研究 

1) 长时间观测病原体在动物体内的动态感染情况  

2) 监测抗感染免疫反应  

3) 抗生素及疫苗等抗感染药物研发  

4. 干细胞研究 

1) 监测干细胞的移植、存活和增殖  

2）示踪干细胞在体内的分布和迁移  

5. 糖尿病研究 

1) 胰岛移植相关研究  

2) 针对糖尿病的细胞治疗研究  

3) 糖尿病相关信号通路研究  

6. 心血管疾病研究 

1) 研究细胞治疗心血管疾病效果  

2) 了解疾病发展的分子机理和药物治疗心血管疾病效果  

3) 心血管疾病相关基因的作用及其治疗  

7. 神经疾病研究 

1) 神经肿瘤研究  

2) 神经退行性疾病的研究  

3) 神经干细胞研究  

4) 研究神经疾病中相关基因的表达  

8. 药物研发 

1) 抗肿瘤癌症药物研发  
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2) 关节炎治疗药物研发  

3) 感染性疾病的药物研发  

4) 抗炎症药物的研发  

5) 抗病毒药物的研发  

6) 神经系统疾病的药物治疗  

7) 构建新型老鼠模型  

9. 基因和细胞治疗 

1) 实时监测非侵入性基因送递和治疗： 不同载体的基因传递、传递DNA治疗疾

病、使用RNA治疗疾病。  

2) 细胞治疗  

 

 

 

 编写人：魏琳琳、姬媛媛 
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附件一： 
 
           

科研中心实验室组长及联系方式 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

组  别 姓  名 科室联系电话 科研交流平台 QQ 群 

细胞组 黄  娜 029-87678330  
 169106358 

分子组 张  婷 029-87678330 

组化组 武坤毅 029-87678330 
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附件二： 

科研中心实验室技能培训套餐 
姓    名  专   业  导   师  

联系电话  培训时间  培训教师   

细胞室技能培训套餐 

套餐 A 

1. 传代培养      2.台盼蓝染色      3.细胞计数       4.图像采集 

 

 

套餐 B 

1.原代培养       2.台盼蓝染色      3.细胞计数      4.图像采集 

 

 

套餐 C 

1.细胞复苏       2. 细胞冻存 

 

 

套餐 D 

1.流式细胞样本制备      2.上机演示 
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附件三： 

科研中心实验室技能培训套餐 
姓    名  专   业  导   师  

联系电话  培训时间  培训教师   

分子室技能培训套餐 

套餐 A 

2. 基因组 DNA 提取       2. PCR         3.核酸电泳      4.凝胶成像 

 

套餐 B 

1. RNA 提取             2.反转录        3.核酸电泳      4.凝胶成像 

 

套餐 C 

1.RNA（DNA）提取      2.实时定量 PCR 

 

套餐 D 

1.蛋白提取       2. 蛋白电泳 SDS-PAGE    3. 转膜      4. 抗体孵育 

5.曝光           6. 目的信号采集 

 

套餐 E 

1．酶联免疫吸附（ELISA）       2. 酶标仪检测 
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附件四： 

科研中心实验室技能培训套餐 
姓    名  专   业  导   师  

联系电话  培训时间  培训教师   

组化室技能培训套餐 

套餐 A 

1. 石蜡切片  2. HE 染色     3. 图像采集及分析  

 

 

套餐 B  

1. 冰冻切片  2. 抗原抗体反应    3 . DAB 显色  4. 图像采集及分析 

 

 

套餐 C 

1. 石蜡切片  2. 抗原抗体反应    3 . 荧光染色  4. 倒置荧光显微镜检测 

 

 

套餐 D 

1. 冰冻切片  2. 抗原抗体反应    3 . 荧光染色  4. 激光共聚焦显微镜检测        

 

 

套餐 E 

1.细胞免疫荧光染色   2.荧光显微镜和激光共聚焦对比检测 
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