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译 　者 　序

细胞生物学的重要性及其在生命科学中的重要地位已被科学家们所公认 。 ２００２年

第 ６９１６期 N ature （ 枟自然枠） 杂志的封面上赫然写着 “Cell Biology is a Big Science”

（细胞生物学是一门大学科） 。为什么细胞生物学是个大学科呢 ？因为它是包括医学在内

的一切生命学科的基础 ，它所研究的对象 ———细胞是生命的基础 ，无论单细胞生物还是

多细胞生物 ，细胞的活动往往代表着或是牵动着整个机体的状况 。因此早在 １９２５ 年 ，

细胞生物学研究的先行者 E畅B畅 W ilson 便在他不朽的著作 枟细胞的发育与遗传枠 （T he

Cell in D evelopm entand H eredity） 中指出 “每一个生物学问题的关键最终必然从细胞

中去寻求” （T he key to every biologicalproblem m ustfinally be soughtin the cell） 。

自 １６６５年 Robert H ooke第一次发现细胞以来 ，人们对细胞的研究从未间断过 ，而

且研究细胞的兴趣与日俱增 。但是直到 ２０世纪 ５０年代 ，细胞生物学的研究还基本停留

在细胞的形态 、结构 、组成的层面上 。虽然在此期间细胞生理学 、细胞遗传学 、细胞化

学等分支学科均已发展和建立起来 ，但只有在分子生物学兴起之后 ，才真正将细胞生物

学抛向了一个更高的层面 ，诞生了细胞生物学 。

如今 ，细胞生物学的研究范围更加广泛 ，研究层次更加深入 ，几乎涉及机体的一切

生命现象 ，如生长 、发育 、 变异 （尤其是癌变） 、疾病与死亡 （尤其是细胞凋亡） 等 。

同时 ，它又深入到分子 、亚细胞的层面 ，将细胞与整体的研究相结合 。为此 ，不少相关

学科的研究者参与到细胞生物学的研究中来 ，无怪乎近年来不少诺贝尔奖授予了与细胞

生物学研究相关的学科 。例如 ，１９９９年授予细胞内信号系统的研究 ，２００１年授予细胞

周期的研究 ，２００２年授予细胞凋亡的研究 ， ２００３ 年授予与细胞通道有关的研究 ，２００６

年授予 R N A 干扰的研究等 。

学科间的融合及相关科学家参与细胞生物学的研究不仅促进了细胞生物学的迅速发

展 ，而且使得细胞生物学研究方法与技术也发生了革命性的变化 。我们不但可以观察固

定染色的细胞 ，还可以观察生活着的细胞 ；不但可以研究细胞内已存在的物质成分 ，还

可以分析细胞内物质动态改变的代谢过程 ；不仅可以研究作为一个单独实体的细胞运

动 ，还可以观察细胞器的运动 ；不但可以研究细胞间的相互作用 ，还可以研究细胞与周

围环境的相互作用 。所有这一切不仅使得细胞生物学成为一门大学科 ，而且几乎成为研

究所有其他生命科学不可或缺的工具 。美国 W iley 出版社曾编著 枟最新细胞学实验方法

汇编枠 （C urrent P rotocols in CellB iology ，C PCB ） 。这部方法学工具书无疑具有大而全

的特点 ，然而就实用性来说未免过于庞大 ，于是有了精编本 。精编本实用而不烦琐 ，适

合于所有从事细胞生物学以及将细胞生物学技术方法作为工具的其他生命学科的科研与

教学人员 ，尤其是初涉细胞生物学研究的莘莘学子 。

迄今 ，我国也已编著了不少关于细胞生物学实验技术方法指南的工具书 ，它们对于

推动我国细胞生物学科研与教学发挥了重要作用 ，但就系统性来说与此书相比还有不小

的差距 ，另外本书所描述的方案的步骤颇为详尽 ，操作之严密性也堪称典范 。翻译此书
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的意义不仅在于可以引进其中的方法技术 ，或许这种编写与著作模式也是适合 “拿来主

义” 的 。希望不久的将来我国也能编出适合我们自己国情的更好的细胞生物学方法学书

籍来 。

本书译者多为从事细胞生物学或相关学科的科研教学人员 ，他们对本书内容比较熟

悉 ，相信译文能忠实反映出原文的本意 。然而 ，鉴于本书内容新 ，有些技术方法尚未在

国内运用 ，因此可能有理解原文不精确之处 ，甚至误译 ，谨希望读者在使用时及时指出

并予以指导 。我们将以适当方法及时予以纠正 ，免得谬种流传 ，误人子弟 。这也是本书

译者的共同心愿 。

他山之石 ，可以攻玉 。相信译本的出版能为推动我国细胞生物学及相关学科的发展

起到应有的作用 。

章静波

中国协和医科大学基础医学院
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前 　 　言

细胞生物学的研究体系日益扩大 。要想领略这种扩展 ，途径之一便是去参加本领域

的重要会议 ，诸如美国细胞生物学学会 （A m erican Society for C ell Biology ） 的年会 。

你可以悠闲地漫步于大厅的展板区 ，甚至于都不必驻足于某一版面 ，就可以深刻感受到

细胞生物学范畴之辽阔 。对于那些在过去一二十年间经常光顾这种展厅的人们来说 ，细

胞生物学的这种动态态势以及这种爆发性的发展是毫不奇怪的 ———在愈来愈多的研究体

系中只能是愈来愈多 。以往展板区域主要由细胞的画面主宰 ，这些细胞都经由电子显微

镜学家的固定 （很呆板地） ，并且只是以黑白两色显示出来 。虽然电子显微镜目前对于

我们了解细胞构筑仍然有贡献 ，但新近展板区已出现一排排活细胞的电脑增晰视频影像

（com puter唱enhanced video im ages） ，这些细胞均经过不完全活性染色才显示 ，诸如罗丹

明红 （rhodam ine red） 、荧光素绿 （fluorescein green） 以及被称作绿色荧光蛋白的特异

绿色等 。冰冻蚀刻的加入则以冷冻定帧法 （freeze fram e） 来展现细胞 。此外在视频影

像间还散在有另一些展板 ，它们详细记录了众多细胞成分的分子特征 。还有一些展板报

道了用基因削减或基因敲除显示的有关它们功能的新近发现 。正如罗盘的星点有其应有

的位置一样 ，酵母 、果蝇和蠕虫的遗传学研究兴旺于一方 ，而在细胞生物学基础研究和

临床医学之间架设桥梁的研究也在另一方不断地涌现 。

很显然 ，今天称自己为细胞生物学家的科学家乃是一个多学科群体 ，这种多学科性

质隐藏着巨大的学术价值 。那些曾经将研究学科分隔开来的边界如今已逐渐消失 ，细胞

生物学家也已赞同没有哪一种单独的途径可以揭开细胞的奥秘 。新技术和新技术学随着

试验成真并肩而至 ，并且用作细胞生物学在本领域开拓的工具 。正是细胞生物学的这一

面目的变化以及其代表巨大挑战的方法学共同促成了 枟精编细胞生物学实验指南枠 的问

世 。本书要阐述的一个基本问题是 ，在细胞生物学领域里应在何处划出其边界 。我们的

决定是拒绝划出这种边界 ，因为它们完全是人为的 ，并且 ，糟糕的是 ，会产生反效果 。

相反 ，我们企图努力弥合该领域的多样性 。本指南要包括那些对细胞生物学家仍有价值

的 “经典的” 方法 ，也要提供旨在成为今后之经典的程序 。

我们没有理由怀疑细胞生物学的研究领域随时都会很快地停滞 。事实上 ，一名细胞

生物学家之所以激励不已 ，部分地出于革新和新发现所带来的不间断的惊奇 。为此 ，我

们这一专业需要一些可靠的 、便于使用的 ，而且还要反映出该领域扩展的实验方法学的

资料 。为了符合这一要求 ，我们收集了覆盖细胞生物学众多方面的一系列实验方案 ，虽

然这一套方案还不完全 ，但可以认为它是一个 “初学者工具箱” ，包括有许许多多我们

这一专业中最常用和必需的工具 。

枟精编细胞生物学实验指南枠 所提供的是发表于 枟最新细胞生物学实验方法汇编枠

（C urrent P rotocols in Cell B iology ，C PCB ） 中那些方法的精编本 。我们的这一精编本

是从原著 “核心” 手册以及季度新资料汇编抽取其精粹所构成的 ，包括 C PCB 新涵盖的

主要方法 ，并一步一步地予以描述 。为了适用于实验室 ，精编本的设计为流线型版式 ，
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这与 C PCB 不同 。这本精编本的内容也足够详细 ，研究人员可将其看作是独立的实验室

指南 。若想得到更多的信息和相关的讨论 ，我们推荐读者去参阅 CPCB 中的评述和详细

的注释 。

虽然掌握书中的技术可以使得读者从事细胞生物学及相关领域的研究 ，但无论是指

南或是 CPCB ，并不意图取代细胞生物学研究生水平的课程或是作为本领域中的完整教

科书 。此外我们极力主张读者们要向你身边那些富有经验的研究人员学习 ，以取得第一

手经验 。

如何使用本指南

结构

　 　本指南中的主题是按章编排的 ，其中的方案插入每章各单元中 。所谓 “单元” ，一

般是描述一种方法 ，它们通常包括有一个或更多的方案 ，其中有材料 、步骤和对每一技

术的注释 。在指南中 ，有关材料的描述顺序和结构与 枟最新细胞生物学实验方法汇编枠

不完全相同 。各章均重新安排 、重编序号 ，在某些情况里还有相互交融 。各章中的单元

也重新作了安排 ，但每章和每单元的题目基本上还是与 CPCB 相一致的 。对于那些翻阅

这两部实验指导的读者 ，当他们需要更多的解释和评述时 ，将会发现很容易在这两本书

中找出相应的单元 。

整个指南中所提到的许多试剂和步骤都是反复应用的 ，因此在各单元间我们广泛使

用了相互参照 ，而不重复描述步骤 。相互参照可确保那些冗长的和复杂的方案变得不那

么烦琐 ，它只是描述准备新材料和分析结果的那些辅助步骤 。某些描述常用技术和配制

的单元 （如凝胶电泳 、离子交换层析 、免疫印迹 、放射自显术） ，则可与描述它们应用

的其他单元相互参照 。因此分离或鉴别蛋白条带时 ，便可相互参照第 ７章中 （描述凝胶

电泳的各个步骤） 某个单元 （也就是单元 ７畅１） 。对于某些广泛使用的技术 （如透析） ，

读者又可参考附录 ３ 。对于那些分子生物学和蛋白质生物学常用的方法 ，读者可参考

枟最新分子生物学实验方法汇编枠 （C urrent P rotocols in M olecular B iology） 和 枟最新

蛋白质科学实验方法汇编枠 （C urrentP rotocols in P rotein Science） 或它们的精编本 。

本指南有四则附录 ，每一种方法中所用的试剂和溶液的配制及特别标注者可见附录

１ ，其余附录包括有用的量度和资料 （附录 ２） 、常用的实验技术 （附录 ３） 以及供应商

的名号和地址 （附录 ４） 。

方案

指南中的许多单元包括多种方案 ，每一种方案描述一系列步骤 。基本方案出现于每

一单元之前 ，通常是总体推荐的或是最普遍应用的方法 。备择方案乃针对采用不同设备

和试剂而达到相同结果时所选用者 ，其原材料来自不同的途径 ，或者终产物不同于基本

方案 。支持方案所描述的是进行基本方案或备择方案所需要的那些附加步骤 ，这些步骤

独立于核心方案 ，因为它们或许可以在指南的另外地方用上 ，或是在与基本方案步骤不

相关的一定时限中进行 。
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试剂和溶液

方案所要求的试剂均在步骤开始之前以材料目录一一列出 。许多属于普通的储存

液 ，另一些是常用的缓冲液和培养基 ，还有的则为特殊方案所专用的溶液 。有标记符号

（ √ ） 的材料系列的配方见于附录 １ 。要特别注意的是 ，某些溶液虽然配方不同 ，但在

不少单元里有相似的名称 （如溶解缓冲液） ，因此需要针对配方准备试剂 。为避免混乱 ，

除了常用的缓冲液和溶液 ，如 T H 缓冲液和 PBS 之外 ，单元 （要用到配方者） 的附属

编目可在附录 １中每一种试剂名下找到 。

注意 ：除非另有说明 ，在本指南中所有方案中均应使用去离子蒸馏水 （或相当质量

的水） ，并以此制备各种试剂和溶液 。

设备

现代细胞生物学实验室中的各种标准设备列于附框中 。这些设备在指南中被广泛应

用 。每一方案之前的材料目录只包括 “特殊的” 器材 ，也就是实验室中不一定备有的常

规物件 ，或者是需要特别准备的物品 。

标准的实验室设备

下列是现代细胞生物学实验室某些标准的设备 ———也就是在本指南中所广泛采用

的 。因此它们通常并不包括在每个具体的材料目录之中 。我们并不意图列出每一个方案

中每个步骤所需的所有材料 ，只是将那些在实验室不常准备的或是需要特别准备的设备

列出 。附录 ４提供了有关实验室设备供应商家的联系信息 。

　 　敷料品 ：棉头的和毛料的

高压锅

封袋机

天平 ：分析天平和制备天平

烧杯

桌布 ：塑料垫 （包括蓝色小衬垫）

本生灯

离心机 ：低速 （２０ ０００r／m in） 冷冻 、

　 超速 （２０ ０００ ～ ８０ ０００r／m in） 、 低

速大容量 、台式 ，均装配有合适的

转头和接头

离心管和瓶 ：各种大小的塑料 、玻璃

离心管和瓶夹子

圆锥形离心管 ：塑料和玻璃的

各种容器 ：用于洗凝胶和洗膜的各种

塑料和玻璃的容器

玻片染色缸 ：玻璃的适用于 ２５ ～

７５m m 的载玻片

冷冻管 ：无菌的 （如 N unc）

比色皿

有害生物废料箱和废料袋

生物安全柜 ：组织培养或层流超净台 ；

过滤空气和维持气流形式 ，可保护

因操作者而感染细胞或者因细胞而

感染操作者

瓶子 ：玻璃和塑料的 ，带喷射器的

盖革计数器

干胶机

手套 ：一次性手套和热抗性手套

刻度量筒

加热器 ：恒温控制的 ，用于试管和微

量离心管

血细胞计数器和／或电子细胞计数仪

匀浆器

加湿 CO ２ 培养箱

冰桶

制冰机

显微镜浸油
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实验室外衣

干燥器和干燥剂

干冰

电泳设备 ：琼脂糖和丙烯酰胺 ，最大

的和小型的电源

胶片显影系统和暗室

过滤装置

镊子

分部收集器

冰箱 ： － ２０ ℃ ， － ７０ ℃ ，液氮

通风橱

显微镜玻璃载片 ： ２５ ～ ２７m m ，以及

盖玻片

带相机的显微镜 ：立式 、倒置 、荧光 、

相差 、解剖

微量滴定板阅读仪

研钵和研杵

烤箱 ：干燥用烤箱和微波炉

裁纸刀 ：大号

纸巾

石蜡膜

巴氏吸管和球囊

实验室玻璃用品

底片灯箱

液氮

冷冻干燥机

磁力搅拌器 ：带和不带有加热装置 ，

附有搅拌棒

记号笔 ：包括防水记号笔 、中国毛笔

和荧光笔

微量离心机 ： Eppendorf 型 ，最大速

率在１２ ０００ ～ １４ ０００r／m in

离心管 ：０畅２m l，０畅５m l，１畅５m l，２畅０m l

橡皮细胞擦或塑料细胞刮

橡皮塞子

安全眼罩

解剖刀和刀片

液体闪烁仪 ，β

剪刀

摇床 ：定轨和平台 ，室温或 ３７ ℃

分光光度计 ：可见光和 U V

真空旋转蒸发器

注射器和针头

胶带纸 ：不透光胶纸 、电工黑胶带 、

高压锅胶带和 Tim e胶带

试管 ：玻璃和塑料 ，不同大小规格 ，

带有或不带有试管帽

PC R 热循环仪和试管

pH 计

pH 试纸

吸管 ：带刻度

移液管 ：可调试 ， ０畅５ ～ １０μl、 １０ ～

２００μl和 ２００ ～ １０００μl

Polaroid 照相机或影视记录系统

电源 ： ３００V 用于聚丙烯酰胺凝胶 ，

２０００ ～ ３０００V 适用于其他用途

架子 ：用于试管和微量离心管

射线保护屏 ： Lucite或 Plexiglas

放射性液体或固体废料收集箱

冰箱 ：４ ℃

圈式铁架及配套铁圈

定时器

工具箱及常用工具

盘 ：塑料和玻璃的 ，不同大小规格

管子 ：橡皮和聚乙烯的

U V 灯 ：长波和短波

U V 透光仪

U V 透光塑料包装膜 （如 Saran 保鲜

膜）

真空干燥器

真空烤箱

涡旋混合器

组织捣碎机

可调温水浴箱

纯水系统

X 光片暗盒和增感屏
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供应商

化学试剂 、生物制品和设备的供应商名录在整个指南中均有列出 。在某些情况下 ，

名牌产品具有高质量或者它只有在商业中心有售 。但也有这种情况 ，即限于本指南的作

者经验 ，对有些品牌不甚了解 。在后一种情况里 ，对于一个初级的细胞生物学实验者来

说 ，在他们获得商业工具时 ，我们的推荐只能作为参考 ；对于有经验的研究人员则鼓励

他们使用别的品牌以代替自己常用的品牌 。在本指南中所提到的所有供应商的地址 、电

话号码 、传真号码和 W eb 网址均记载于附录 ４ 。

参考文献

本精编指南只给出最基本的有限数目的参考文献 ，以此作为每个单元的背景 。这些

参考文献以缩写的形式列于每单元之后 ，而全部文献则列于本书之末的参考文献 。所引

证的特别参考文献目录 ，如图与表中者 ，也可在参考文献栏内找到 。那些对方法的背景

和应用想有更完全了解的读者可参阅 枟最新细胞生物学实验方法汇编枠 。

安全考虑

任何使用这些方案的研究人员均可能遇到下列有害的或潜在有害的物质 ： ①放射性

物质 ； ②有毒化学物质和致癌的或致畸的物质 ； ③致病的和感染性的生物制剂 ； ④某些

重组 D N A 结构 。在某些单元里包括有关安全防范的陈述中 ，我们都强调本书使用者必

须要小心谨慎 ，遵循良好的操作规范 ，要严格根据当地和国家有关规定处理所有的实验

材料 。

致谢

W iley 出版社精编指南编辑部的同仁们支持和帮助我们将该课题荟萃在一起 。他们

是 Tom D ow ney ，Elizabeth H arkins ，T uan H oang ，Scott H olm es ，N adine K avanaugh ，

Susan Lieberm an ，A llen R ans ，Liana Scaletter ，M ary K eith T raw ick 和 K athy M organ 。

我们特别感激我们的许多同事 ———包括我们自己实验室的同事以及全球所有有关机构和

企业实验室的同事 ，是他们为本指南提供了材料 ，并和我们分享了他们的实验程序和经

验 。

推荐的基本读物

１畅 A lberts B ．，B ray D ．，H opkin K ．，Johonson A ．，Lew is J ．，R aff M ．，R oberts
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nd
ed ． G arland Publishing ， N ew

Y ork ．

这是由 枟细胞的分子生物学枠 （M olecular B iology of the Cell） 的作者所撰写的一

本细胞生物学导论 。
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这是两本完整和描述透彻的教科书 ，它们将生物化学 、遗传学 、结构生物学 、传统

细胞生物学有效地融会贯通起来 ，组成为一部现代分子和细胞生物学 。
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Schw artz ，and K enneth M ．Y am ada
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　 　 　 　 基本方案 ２ 　利用自发形成梯度的 PER CO LL 梯度液从培养的人 H L唱６０细胞中分离

溶酶体 ７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　酸性磷酸酶的测定 ７５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　 β唱N唱乙酰葡糖胺酶的测定 ７６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 · x · 　



　 　单元 ３畅５ 　差速离心法从组织和细胞中分离线粒体 ７６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　用大鼠肝脏制备重线粒体组分 ７７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　牛心脏线粒体的大量制备 ７８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　用骨骼肌制备线粒体 ７９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　用培养的细胞制备线粒体 ８０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ５ 　用酵母菌 （酿酒酵母） 制备线粒体 ８０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ３畅６ 　密度梯度离心法纯化粗线粒体组分 ８１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　用连续蔗糖梯度液分离大鼠肝脏的线粒体组分 ８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用非连续 PER CO LL 梯度液从大鼠脑分离线粒体 ８３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　用自发形成梯度的 PER CO LL 梯度液分离线粒体组分 ８４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　线粒体的琥珀酸脱氢酶分析 ８４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　溶酶体的 β唱半乳糖苷酶分析 ８５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　过氧化物体的过氧化氢酶分析 ８６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ３畅７ 　用差速离心法和密度梯度离心法从组织和细胞中分离过氧化物体 ８６⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　从大鼠肝脏分离轻线粒体组分 ８７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用预先形成的连续 IO D IX A N O L 梯度液分离大鼠肝脏轻线粒体组分中的

过氧化物体 ８８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　用预先形成的连续 N Y CO D EN Z 梯度液分离大鼠肝脏轻线粒体组分中的

过氧化物体 ８９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　用预先形成的连续 N Y CO D EN Z 梯度液从酵母原生质体分离过氧化物体

９０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ５ 　用预先形成的连续 N Y CO D EN Z 梯度液从培养细胞 （H epG ２） 分离过氧

化物体 ９１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　内质网标志酶 N A D PH 细胞色素 c还原酶的分析 ９２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ３畅８ 　从哺乳动物组织中分离细胞核及核膜 ９３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　使用蔗糖密度筛从大鼠肝组织匀浆中分离细胞核 ９３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　使用 IO D IX A N O L 梯度液从动物或植物 （麦芽） 细胞中分离细胞核 ９４⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　分离细胞核膜 ：高离子强度的方法 ９５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　分离细胞核膜 ：低离子强度的方法 ９６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　二苯胺检测 D N A ９７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　苔黑素测定 R N A ９７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　溴化乙锭测定 R N A 及 D N A ９８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ３畅９ 　酿酒酵母的亚细胞组分分离 ９９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　利用差速离心法分离原生质体组分 １１１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　应用酶解酶制备酵母原生质体 １１３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　应用 N Y CO D EN Z 进行平衡密度梯度组分分离 １１４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　在蔗糖分级梯度液中进行 P１３ ０００膜的组分分离 １１６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　应用 FICO LL 分级梯度液分离完整的囊泡 １１８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ５ 　应用 FICO LL 分级梯度液分离完整的细胞核 １２０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 · xi · 　



　 　 　 　 基本方案 ６ 　应用 N Y CO D EN Z 分级梯度液分离乳糖诱导的线粒体 １２４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ７ 　用蔗糖分级梯度液分离油酸盐诱导的过氧化物酶体 １２７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ８ 　用蔗糖分级梯度液分离内质网 １２９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ９ 　用蔗糖分级梯度液从完整的酵母细胞中分离质膜 １３１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １０ 　从完整的酵母细胞中分离细胞溶胶 １３２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 4 章 　细胞生物学研究的工具 ———抗体 １３５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ４畅１ 　单克隆抗体的制备 １３６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　制备单克隆抗体的免疫方法 １３６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　细胞融合与杂交瘤细胞的选择 １３７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　筛选原始杂交瘤上清 １４０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　杂交瘤细胞系的建立 １４０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　用有限稀释法进行克隆化培养 １４１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　制备克隆化／扩增培养基 １４２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ４畅２ 　多克隆抗体的制备 １４２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　用弗式佐剂免疫产生多克隆抗体 １４２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　用其他佐剂免疫产生多克隆抗血清 １４４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　血清的制备 １４５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ４畅３ 　免疫球蛋白 G 的纯化 １４５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　硫酸铵沉淀和分子筛层析 １４５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　蛋白 A 葡聚糖亲和层析 １４６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　蛋白 G 葡聚糖亲和层析 １４８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　抗大鼠 κ链单克隆抗体结合的葡聚糖亲和层析 １４８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　以 T ris· C l为缓冲液的 D E５２离子交换层析 １４９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ４畅４ 　抗体缀合物用于细胞生物学研究 １５０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　抗体与荧光团或生物素的结合 １５０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　估计抗体浓度的方法 １５５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 5 章 　显微镜术 １５６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅１ 　光学显微镜的校准及调节 １５７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 光学显微镜的主要部件 １５８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 亮视场与荧光显微镜术成像及 K ohler照明光路的基础知识 １６２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　亮视场 ，透射显微镜术的 K ohler照明校准 １６４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　目镜的校准 １６６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　表面荧光显微镜 K ohler照明模式的校准 １６６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　相差显微镜术的校准 １６７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　显微镜光学部件的维护及清洗 １６９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅２ 　荧光显微镜术 １７０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 荧光显微镜光学系统 １７０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 荧光显微镜部件 １７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 数字化暗室 １７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 · xii · 　



　 　单元 ５畅３ 　免疫荧光染色 １７５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　培养细胞的免疫荧光标记 １７５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅４ 　荧光染料及荧光脂类衍生物标记细胞器 １７７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　固定细胞的内质网染色 １７９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　活细胞内内质网染色 １８０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　活细胞内高尔基复合体染色 １８０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　线粒体染色 １８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅５ 　基本共聚焦显微镜术 １８３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 光切基础 １８３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 共聚焦显微镜的类型 １８４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 应用指南 １８７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅６ 　用免疫过氧化物酶方法定位培养细胞和组织的抗原 １９１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 计划策略 １９２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　培养细胞的免疫过氧化物酶染色 １９２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　组织的免疫过氧化物酶染色 １９４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅７ 　低温免疫金电子显微镜技术 １９６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　免疫金标记 １９７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　用免疫金标记方法固定细胞 １９８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　用免疫金标记方法固定组织 １９８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　免疫金标记方法做冰冻切片 １９９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　经碳 聚乙烯醇缩甲醛和氯乙聚乙烯醇三元共聚物处理的铜栅格的准备 ２００⋯⋯

　 　单元 ５畅８ 　相关的视频光学／电子显微镜术 ２０１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　相关的视频光学／电子显微镜术 ２０１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅９ 　活细胞内微管和肌动蛋白丝的荧光斑点显微镜技术 （FSM ） ２０５⋯⋯⋯

　 　 　 　 计划策略 ２０５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　设计一个时延数字化 FSM 显微镜系统 ２０６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　活细胞内细胞骨架的时延 FSM 成像 ２１０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　时延 FSM 系列影像的定性和定量分析 ２１２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　 FSM 荧光标记的微管蛋白的制备 ２１３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　 FSM 荧光标记肌动蛋白的制备 ２１６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ５畅１０ 　作为活细胞影像工具的 G FP ２１９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 制备融合蛋白 ２１９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 6 章 　细胞蛋白质的特性 ２２５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ６畅１ 　膜结合蛋白质的分析 ２２６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　碱性碳酸盐提取 ２２６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　尿素提取 ２２７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　高盐提取 ２２７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ３ 　 T riton X唱１１４相位分离 ２２７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　 T riton X唱１１４预浓缩 ２２８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 · xiii · 　



　 　 　 　 基本方案 ２ 　磷脂酰肌醇磷脂酶 （PI唱PLC ） 水解 G PI结合蛋白 ２２８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　 T riton X唱１００对不溶性整合膜蛋白和 G PI结合蛋白的增溶作用 ２２９⋯⋯⋯

　 　单元 ６畅２ 　蔗糖密度梯度区带沉淀法测定分子质量 ２３０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　利用梯度自动形成仪制备蔗糖梯度的区带离心 ２３１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　用简易梯度形成仪制备蔗糖梯度的区带离心 ２３２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　普通分子质量标志物的应用和制备 ２３４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　穿刺法分部收集样品 ２３５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　管底穿刺蠕动洗脱分离法 ２３６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　沉降系数的计算 ２３６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ６畅３ 　体积排阻层析法 （凝胶过滤） 测定分子质量 ２３７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 设计策略 ２３８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　体积排阻 高效液相层析 （SE唱H PLC ） ２３９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　常规体积排阻层析 （SEC ） ２４１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 7 章 　电泳与免疫印迹 ２４４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅１ 　蛋白质的单向 SD S 凝胶电泳 ２４６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　变性 （SD S） 不连续凝胶电泳 ： Laem m li凝胶法 ２４８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　 T ris唱tricine缓冲液系统的电泳 ２５２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　在梯度凝胶中分离蛋白质 ２５４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅２ 　非变性条件下的单向凝胶电泳 ２５６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　非变性聚丙烯酰胺连续电泳 ２５６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　非变性不连续凝胶电泳以及分子质量标准曲线的绘制 ２６０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅３ 　双向凝胶电泳 ２６１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　高分辨率的平衡柱凝胶等电聚焦电泳 ２６２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　 pH 特性的测定 ２６４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　极端酸性蛋白的非平衡等电聚焦电泳 ２６５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　极端碱性蛋白的非平衡等电聚焦 ２６５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　细胞抽提物的等电聚焦 ２６６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　 IEF 柱凝胶的第二向电泳 ２６７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　标准分子质量蛋白质的双向凝胶 ２６８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ３ 　对角线凝胶电泳 （非还原／还原凝胶） ２６９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅４ 　蛋白质单向平板凝胶等电聚焦电泳 ２７０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　变性平板凝胶等电聚焦电泳 ２７０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　变性等电聚焦平板凝胶的电转印 ２７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅５ 　蛋白质的琼脂糖凝胶 ２７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　琼脂糖凝胶电泳和印迹的免疫检测 ２７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅６ 　凝胶中蛋白质的染色 ２７３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　考马斯亮蓝染色 ２７３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　等电聚焦后进行考马斯亮蓝染色 ２７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　银染法 ２７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 · xiv · 　



　 　 　 　 基本方案 ３ 　蛋白质凝胶的荧光检测 ２７６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　可逆蛋白锌染法 ２７７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅７ 　免疫印迹和免疫检测 ２７７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　用转移槽转印蛋白质 ２７８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　用半干转移系统转印蛋白质 ２７９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　转印后蛋白质的可逆染色 ２８０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用二抗偶联物进行免疫检测 ２８１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　用亲和素唱生物素偶联的二抗进行免疫检测 ２８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　用发色 （光） 底物显迹 ２８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　膜的清洗和再使用 ２８３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ７畅８ 　凝胶和印迹中放射性标记蛋白的检测和量化 ２８３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　放射性自显影 ２８３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　固定和干燥用于放射自显影的凝胶 ２８５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　强化屏的使用 ２８６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　荧光显影 ２８６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　光密度计量 ２８７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　磷光成像 ２８７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 8 章 　蛋白标记和免疫沉淀 ２８９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ８畅１ 　用放射性标记的氨基酸进行代谢性标记 ２９０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 使用３５ S 标记的化合物的安全预防措施 ２９１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　
３５ S 甲硫氨酸脉冲标记悬浮细胞 ２９１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　
３５ S 甲硫氨酸脉冲标记贴壁细胞 ２９２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　
３５ S 甲硫氨酸脉冲 追踪标记细胞 ２９３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ３ 　
３５ S 甲硫氨酸长期标记细胞 ２９３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ４ 　用其他放射性标记氨基酸进行的代谢性标记 ２９４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　 TC A 沉淀确定标记物的结合量 ２９４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ８畅２ 　用放射性标记的糖代谢性标记糖蛋白 ２９５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　用放射性标记的糖进行脉冲 追踪标记 ２９６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　用放射标记的糖进行的长期标记 ２９７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ８畅３ 　用放射标记的脂肪酸进行的代谢性标记 ２９８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　用脂肪酸进行的生物合成标记 ２９８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ８畅４ 　细胞蛋白质的放射性碘化 ２９９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 使用１２５ I标记化合物的安全性预防措施 ３００⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　应用乳糖过氧化物酶对细胞表面进行１２５ I标记 ３００⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　去垢剂溶解的膜蛋白的碘化 ３０１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　通过均质化进行膜的制备 ３０２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　乳糖过氧化物酶催化的可溶性蛋白的碘化 ３０２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ８畅５ 　免疫沉淀 ３０４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　应用非变性去垢剂裂解悬浮细胞的免疫沉淀 ３０４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 · xv · 　



　 　 　 　 备择方案 １ 　非变性去垢剂溶液裂解贴壁细胞的免疫沉淀 ３０７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　变性条件下去垢剂裂解细胞进行的免疫沉淀 ３０８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ３ 　非去垢剂裂解的细胞免疫沉淀 ３０８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　免疫沉淀 回收 ３０８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ８畅６ 　酵母蛋白的代谢标记和免疫沉淀 ３０９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　酵母蛋白的标记和免疫沉淀 ３０９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　制备酵母原生质体 ３１１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 9 章 　蛋白质的磷酸化作用 ３１３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ９畅１ 　用
３２
P 标记培养细胞和制备用于免疫沉淀的细胞裂解物 ３１４⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　用３２ P 标记的培养细胞和使用温和的去垢剂裂解细胞 ３１４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　在 SD S 中煮沸裂解细胞 ３１５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ９畅２ 　磷酸化的免疫检测 ３１６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　应用免疫印迹技术对蛋白质磷酸化的免疫测定 ３１６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　由免疫印迹产生的免疫沉淀物来免疫监测蛋白质的磷酸化作用 ３１９⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　组织培养细胞的荧光免疫染色 ３２０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 ９畅３ 　 M A P 蛋白激酶信号的检测 ３２１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　通过免疫沉淀反应测定 M A P 激酶 （E R K ） 的活性 ３２２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　凝胶内激酶测定 ３２４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　 JN K 测试 ３２５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　 G ST唱JU N唱谷胱甘肽珠子的准备 ３２６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 10 章 　蛋白质转运 ３２８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １０畅１ 　用糖苷酶研究蛋白质转运 ３２９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　内切糖苷酶 H 消化 ３２９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　肽 ： N唱糖苷酶 F 消化 ３３０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　唾液酸酶 （神经氨酸苷酶） 消化 ３３１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　 α内切唱N唱乙酰氨基半乳糖苷酶 ３３２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １０畅２ 　内吞作用 ３３３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　测量转铁蛋白受体在表面和内部间的稳态分布 ３３３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　测量转铁蛋白内化作用动力学 ３３４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　采用１２５ I标记抗体测量膜蛋白内化作用动力学 ３３５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　测量悬浮生长细胞的转铁蛋白内化作用动力学 ３３６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　测量转铁蛋白受体再循环的动力学 ３３７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　带金属离子的转铁蛋白 ３３８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　二铁转铁蛋白的放射性标记 ３３８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　测量液相摄取 ３３９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　通过撤除钾离子来抑制网格蛋白介导的内吞作用 ３４０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　通过胞质酸化来抑制网格蛋白介导的内吞作用 ３４０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １０畅３ 　蛋白质转运到质膜 ３４１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　采用唾液酸酶消化测定到达细胞表面 ３４１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 · xvi · 　



　 　 　 　 备择方案 　通过细胞表面分子的生物素化来测量到达细胞表面 ３４２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １０畅４ 　极化上皮细胞中的膜转运 ３４３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　转染极化上皮细胞悬液和选择抗性克隆 ３４４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　挑取稳定转染的克隆 ３４５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　在滤器上培养上皮细胞 ３４５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　测量生长在滤器上的单层细胞的泄漏 ３４７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　极化上皮细胞中的脉冲 追踪实验 ３４７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　新合成上皮细胞表面蛋白的生物素化 ３４８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　极化上皮细胞蛋白的间接免疫荧光分析 ３４９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 11 章 　细胞增殖 ，细胞衰老和细胞死亡 ３５１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １１畅１ 　用流式细胞术确定细胞周期阶段 ３５２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　用碘化丙啶染色的固定化细胞的细胞周期分析 ３５３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　用 D A PI染色的固定细胞的细胞周期分析 ３５５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用 PI染色的非固定 、去垢剂渗透细胞的细胞周期分析 ３５５⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　用 D A PI染色的非固定 、去垢剂渗透细胞的细胞周期分析 ３５６⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　活细胞用 H oechst３３３４２进行染色 ３５６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　 D N A 含量和 Cyclins D 、 E 、 A 或 B１的二元分析 ３５６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １１畅２ 　在细胞周期的特定时期细胞同步化的方法 ３５８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　采用有丝分裂震脱富集有丝分裂细胞 ３５８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　预富集指数生长培养物用于分离有丝分裂细胞 ３５９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　通过诺考达唑阻滞富集有丝分裂细胞 ３５９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　通过血清饥饿富集 G ０ ／G １ 细胞 ３５９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ３ 　通过氨基酸饥饿富集 G ０ ／G １ 细胞 ３６０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　用洛伐他汀富集 G １ 期细胞 ３６０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ４ 　用含羞草碱阻滞富集 G １ 期细胞 ３６１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　通过双重胸苷阻滞使细胞在 S期起始处达到同步化 ３６１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ５ 　进行连续的 G １ ／S 阻滞 ３６２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　测定有丝分裂指数 ３６３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　通过 TC A 沉淀监测３ H 胸苷掺入 D N A ３６４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １１畅３ 　分析细胞周期中 CD K 活性和 D N A 复制 ３６５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　测量 CD K 活性 ３６５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用 BrdU 掺入测量 D N A 复制 ３６８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １１畅４ 　通过 D N A 片段化和形态学标准评价凋亡和坏死 ３７０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　台盼蓝排斥测量细胞死亡 ３７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　细胞的差异染色 ３７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　细胞的 H oechst染色 ３７２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　 Cytospin 制备用于分析的细胞 ３７３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　细胞 D N A 片段化的 T U N EL 分析 ３７３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　石蜡包埋切片的 T U N EL 分析 ３７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
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　 　 　 　 基本方案 ５ 　整个细胞 D N A 片段化的检测 ３７５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　总基因组 D N A 的 D N A 片段化检测 ３７６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ３ 　检测 D N A 片段化的简单方案 ３７７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ４ 　用于琼脂糖凝胶电泳的 D N A 片段的酚抽提 ３７８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ６ 　 D N A 片段的定量分析 ３７９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ７ 　用脉冲场琼脂糖凝胶电泳检测高分子质量染色质片段 ３８０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １１畅５ 　细胞凋亡期间 Caspase活化分析 ３８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　 Caspase活性的酶促分析 ３８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用免疫印迹检测 Caspase活性 ３８４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　盐酸胍裂解细胞用于免疫印迹 ３８５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　从印迹上去除 （剥离） 第一抗体和第二抗体 ３８６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　用生物素化底物类似物标记和检测活化的 Caspases ３８６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　用亲和标记测量天然裂解液中的 Caspase体外活化 ３８７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　亲和标记活化 Caspase特异性控制 ３８８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　 d唱生物素存在时将膜剥离用于抗体再次杂交 ３８８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 12 章 　体外重建 ３９０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅１ 　体外翻译 ３９２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　制备和使用依赖 m R N A 的兔网织红细胞无细胞翻译体系 ３９２⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　依赖 m R N A 的麦胚无细胞翻译体系的制备和使用 ３９４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　利用协同转录／翻译体系进行体外蛋白质合成 ３９６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　无帽体外转录物的制备 ３９７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　带帽体外转录物的制备 ３９８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　用生物素连接的氨基酸进行体外翻译 ３９９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　用链霉亲和素 琼脂糖捕获生物素连接的蛋白质 ４００⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅２ 　蛋白质共翻译转运进入犬粗面微粒体 ４０１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　向犬粗面微粒体的转运 ４０１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　从犬胰腺制备 R M ４０２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　制备 ED T A 剥离的粗面微粒体 ４０４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　柱洗脱粗面微粒体的制备 ４０４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅３ 　体外分析哺乳动物细胞中内质网到高尔基体的物质运输 ４０５⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　用半完整细胞重建内质网到高尔基体的运输 ４０５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　用半完整细胞重建内质网到高尔基体顺面区域的运输 ４０８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用哺乳动物细胞微粒体体外重建内质网到高尔基体的运输 ４０８⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　内质网膜泡的体外形成和分离 ４０９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　 N R K 细胞微粒体膜的制备 ４１１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　 V SV ts０４５病毒的繁殖 ４１２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　内质网囊泡与高尔基体膜的融合 ４１２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　制备大鼠肝细胞细胞液 ４１４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　从大鼠肝细胞制备高尔基体膜 ４１４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
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　 　单元 １２畅４ 　用洋地黄皂苷透化细胞进行核物质输入 ４１６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　贴壁型 H eLa细胞中的核物质输入 ４１６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　制备非洲爪蟾卵细胞细胞液 ４１７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　制备荧光标记的核输入性底物 TR ITC唱BSA唱N LS ４１９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　制备荧光标记的重组核输入性底物 G FP唱G ST唱N LS ４２０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅５ 　非洲爪蟾间期卵提取物的制备和使用 ４２２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　制备分裂间期卵提取物 ４２２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 １ 　制备间期细胞的分级分离提取物 ４２４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　用注射方法获得非洲爪蟾卵细胞 ４２４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　用分裂间期卵细胞提取物进行核组装 ４２５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　制备去膜精子染色质作为核组装模板 ４２６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　体外进行核蛋白输入 ４２９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　用连续标记 D N A 方法分析复制过程 ４３０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 ２ 　用脉冲标记 D N A 方法分析复制过程 ４３１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ５ 　制备卵母细胞提取物 ４３１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　免疫去除方法去除提取物蛋白质 ４３３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　向提取物中加入目的蛋白 ４３４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅６ 　利用非洲爪蟾卵细胞提取物分析细胞周期 ４３４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　制备细胞周期提取物 ４３４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　制备被 CSF 抑制的提取物 ４３６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　制备有丝分裂提取物 ４３８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　使间期提取物进入有丝分裂 ４３８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　在体外生成复制检验点 ４３９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　监测提取物的细胞周期状态 ４４０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　检测组蛋白 H １激酶活性 ４４０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　使被 CSF 抑制的提取物进入间期 ４４１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅７ 　有丝分裂纺锤体的体外组装 ４４２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　分析 D M SO 和中心体的星体反应 ４４２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　分析精子 D N A “半纺锤体” 反应 ４４３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　分析精子 D N A 周期性反应 ４４４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　分析 D N A 磁珠反应 ４４５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　制备 CSF 提取物 ４４６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　制备罗丹明标记微管蛋白 ４４７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　马达蛋白的破坏 ４４８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　甩片反应 ４４９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ５ 　制备 D N A 包被磁珠 ４５１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅８ 　利用非洲爪蟾卵提取物研究细胞凋亡 ４５２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　制备凋亡提取物并检测凋亡过程 ４５２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　将凋亡分成潜伏时相和执行时相 ４５３⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
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　 　 　 　 支持方案 １ 　检测 Caspase３样活性 ４５４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　利用爪蟾卵提取物制备线粒体 ４５４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　检测细胞色素 c的释放 ４５５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　用纯化的线粒体和细胞质检测细胞色素 c的释放 ４５５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １２畅９ 　体外转录 ４５６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　利用核提取物进行体外转录反应 ４５６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　用 H eLa细胞制备核提取物 ４５７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　制备高盐果蝇核提取物 ４５９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　从分离出的果蝇胚胎核制备可溶性核组分 ４６２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ４ 　体外转录产物的引物延伸分析 ４６２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

第 13 章 　细胞黏附与细胞外基质 ４６５⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １３畅１ 　细胞 底物黏附试验 ４６７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　伸展试验 ４６８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　附着试验 ４６９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 　制备肽 蛋白结合物 ４７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １３畅２ 　利用离心力定量测定细胞黏附能力 ４７１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 　离心细胞黏附试验 ４７２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １３畅３ 　依赖钙黏素的细胞 细胞黏附 ４７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 研究策略 ４７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　短期聚集培养 ４７４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 备择方案 　长期聚集培养 ４７６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　混合细胞聚集培养 ４７７⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　以 TC 处理成纤维细胞使细胞解离 ４７８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　以 TC 处理胚胎细胞使细胞解离 ４７８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　以 LT E 或 T E 处理细胞使细胞解离 ４７９⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ３ 　检测钙黏素和连环蛋白 ４８０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ４ 　抑制钙黏素的功能 ４８１⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ５ 　在钙黏素缺乏或连环蛋白缺陷的细胞系中 ，恢复钙黏素的活性 ４８２⋯⋯⋯

　 　单元 １３畅４ 　分析整合素依赖性黏附 ４８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　在基于细胞的试验中分析整合素依赖性黏附 ４８２⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 基本方案 ２ 　固相分析整合素 配体相互作用 ４８４⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 １ 　整合素的纯化 ４８６⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ２ 　抗体与 Sepharose的交联 ４８８⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　 　 　 支持方案 ３ 　用生物素标记整合素配体 ４９０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

　 　单元 １３畅５ 　分析由免疫球蛋白超家族细胞黏附分子所介导的细胞 细胞联系 ４９０⋯

　 　 　 　 基本方案 １ 　通过免疫亲和层析技术纯化 IgSF唱C A M ４９０⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
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第 1 章 　 细 胞 培 养

细胞生物学起源于 １７世纪下半叶由 Robert H ooke提出的 “细胞” 概念 。然而 ，直

到 ２０世纪中叶 ，细胞培养技术才逐渐发展起来 。事实上 ，１９９８年定为第一个连续哺乳

动物细胞系的五十周年 。如今 ，细胞培养已成为细胞生物学一个密不可分的组成部分 ，

人们已很难想像 “培养前” 时期的该领域的状况 。由于细胞的维持和增殖已成为生物化

学 、生物物理学 、遗传学 、免疫学 、生理学 、分子生物学和神经科学的重要内容 ，因

此 ，细胞培养也是细胞生物学延伸至相关学科的一条主要途径 。所以 ，我们在 枟精编细

胞生物学实验指南枠 第 １章中介绍一些有关细胞培养的方法是十分恰当的 。

细胞培养的直接目的是维持或扩增细胞数量 ，其最重要的考虑则是细胞活力 。在标

准化培养和实验条件下 ，细胞数目及活力测定极其重要 。由于培养中活细胞增殖 ，这样

可通过细胞传代达到细胞扩增以满足实验需要 。为避免污染 、恒温培养箱故障或实验者

出现差错而造成细胞系丢失 ，细胞的冻存 、储备 、复苏提供了必要的安全保障 。除细胞

保种外 ，冻存细胞还可避免细胞衰老及遗传漂变 。所以 ，第 １章首先介绍细胞传代 、细

胞冻融和细胞数目及活力测定 （单元 １畅１） 。

细胞培养成功与否主要取决于培养基的选择 。它至少要为细胞提供生长所必需的营

养物质 ，以及各种所需的生长因子 、稳定的 pH 和存活要求的渗透压 。种类繁多的培养

基的发展史对实验用的细胞类型影响显著 ，这缘于特定环境中增殖的细胞系始终被选择

出来 ，而那些不能在此环境中生长的细胞被淘汰 。因此 ，单元 １畅２集中介绍培养基的使

用和标准 、无血清培养基和选择性培养基 ，以及适于锚定非依赖性生长软琼脂的使用

方法 。

本章其他三个单元将介绍细胞培养的微生物污染问题 。单元 １畅３讲解基本无菌技术

和层流式超净台 ，那是防止污染的重要手段 。单元 １畅４介绍过滤和加热消毒 （如高压灭

菌） ，以及消毒剂的使用 。单元 １畅５ 介绍微生物 （细菌 、真菌和支原体） 污染的检测 。

虽然解决这些污染问题最好的办法也许要先搞清前一单元中高压灭菌并忠实地遵循其规

程 ，但是被污染细胞系的抢救性培养仍然是理所当然的 ，因此 ，以此为目的的单元 １畅５

详细讨论了抗生素的应用 。

当然 ，尚有一部分细胞生物学家并不认为哺乳动物细胞培养中出现真菌污染是件令

人头痛的事情 ，相反的 ，把它当作一个有趣目标的科学家们则希望酵母菌增殖 。单元

１畅６提供了如何进行酵母细胞培养基的配制和基本的培养方法学 。

有关哺乳动物细胞培养的详尽资料 ，读者可直接查阅 Freshney （１９９３a） 的文献 。

参考文献 ： Freshney ，1993a

撰稿人 ： Joe B ．H arford
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单元 1畅1 　哺乳动物细胞培养的基本方法

原代细胞培养分为四个不同的生长期 。第一期 ，细胞要适应体外环境 ；第二期 ，细

胞经历一个指数生长期 ，约持续 ３０代 ；第三期 ，细胞生长速度缓慢 ，形成一个渐进的

较长的生长时期 ；最后 ，经 ４０ ～ ５０代之后 ，细胞开始衰老 、死亡 。有时人们希望通过

细胞培养对某一特殊细胞系进行数月或数年的研究 ，因此培养物应被维持以保留细胞系

的完整性 。可将早期传代的细胞悬液等分进行冷冻 ，然后根据需要解冻再培养 。冷冻培

养可预防由遗传漂变引发的改变 ，还可避免由衰老或意外污染导致的细胞丢失 。

多数情况下 ，细胞或组织必须经数日或数周培养获得足够数量才能进行分析 ，长期

培养的维持要求严格遵守无菌条件 ，以避免污染和珍贵细胞系的丢失 （单元 １畅３） 。

影响细胞生长的另一个重要因素是组织培养基的选择 。现在已有多种不同配方的培

养基可供利用 ，每个实验室必须确定哪种培养基最适合自己的要求 。个别实验室还可以

选择使用商品化的培养基或自己制备 。前者一般无菌 ，即时可用 。它们或为液体 ，或是

呈粉末状 ，除能提供细胞生长所需营养物质外 ，还含有抑制微生物生长的抗生素 、制霉

菌素或两者兼有 。培养基的制备详见单元 １畅２ 。

当细胞生长至汇合后 ，必须对它们进行分离培养或传代 。如果不对汇合的细胞进行

传代 ，将导致细胞分裂指数降低 ，最终导致细胞死亡 。单层贴壁细胞传代的第一步就是

采用胰蛋白酶消化或机械法使细胞从原代培养的瓶壁上分离下来 ，此细胞悬液以

１ × １０
４
～ ５ × １０

４
个／m l的浓度重新接种至新的培养瓶中 。次级培养需检测生长情况 ，定

期换液 ，随后可能还要再次传代而形成三级培养等 。传代时间视细胞生长速率和细胞系

的不同而定 。

警告 ：当使用人血 、细胞或感染性因子时 ，必须遵守适当的生物安全规则 。

注意 ：所有要与活细胞接触的液体和器皿都必须灭菌 ，并采用相应的无菌技术 。

注意 ：除其他特殊情况外 ，所有细胞培养应在 ３７ ℃ ， ５％ C O ２ 的恒温培养箱中进

行 。一些培养液 （如 D M EM ） 可根据需要改变 CO ２ 浓度 ，以保证 pH 维持在 ７畅４ 。

基本方案 　单层细胞的胰酶消化和传代

材料 （带 √项见附录 １）

　 　细胞的原代培养

　 √无 Ca
２ ＋

、 M g
２ ＋
的 H BSS ，３７ ℃

　 √胰蛋白酶／ED T A 溶液 ，３７ ℃

含有血清的完全培养基 ，如含 １０％ ～ １５％ （v／v） FBS 的 D M EM （完全的 D M EM 唱

１０或 D M EM 唱１５） ，３７ ℃

无菌的巴氏移液管

３７ ℃温盘或温箱

细胞培养用塑料或玻璃器皿 ，包括移液管 、 ２５cm
２
培养瓶 、 ６０m m 培养皿 ，无菌
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１畅 用无菌的巴氏移液管吸尽原培养皿中的旧培养液 ，以少量 ３７ ℃ ，无 Ca
２ ＋

、 M g
２ ＋
的

H BSS 洗单层贴壁细胞 １或 ２次 ，以洗去抑制胰蛋白酶活性的胎牛血清 。

２畅 加足量的 ３７ ℃胰蛋白酶／ED T A 溶液 ，以覆盖住贴壁的细胞 。

３畅 培养皿置 ３７ ℃温盘上 １ ～ ２m in ，轻轻叩击平皿底部使细胞游离 。于倒置显微镜下观

察细胞变圆 ，并从附着面脱离 。

４畅 加 ２m l３７ ℃的完全培养液 ，用移液管吸取细胞悬液吹打平皿底部 ２或 ３ 次 ，使底表

面上残留的细胞脱落下来 。一旦细胞呈单个分散状态 ，立即加入血清或含血清的培

养液 ，进一步抑制胰酶的消化活性 ，因为它会对细胞产生损害作用 。

５畅 在每一个做了标记的新平皿或瓶中加入等体积的细胞悬液 。或者用血细胞计数板计

数细胞 ，调节细胞浓度约为 ５ × １０
４
个／m l，然后将一定量的细胞接种到每一个培养

皿或瓶中 。

６畅 每一瓶中补充 ４m l培养液 ，然后置于 ３７ ℃ ，５％ C O ２ 加湿培养箱中孵育 。

７畅 如有必要 ，３或 ４天后 ，去除旧培养液 ，添加 ３７ ℃的新培养液至亚汇合的培养物中 。

８畅 当细胞汇合后 ，重复 １ ～ ７步骤 ，进行传代 。

备择方案 　悬浮培养的细胞传代

１畅 每 ２ ～ ３天后细胞生长密集 ，轻轻地将悬液培养的细胞从孵育箱中取出而不要摇动

它 ，此时细胞沉降在瓶的底部 。去掉 １／３的旧液 ，加入等量的预热培养液 。如果培

养液体积小于 １５m l，轻轻摇动培养瓶使细胞悬浮 ，然后水平放入培养箱 。

２畅 在不需要更换培养液的培养期内 ，只需摇动培养瓶使细胞悬浮 ，观察培养液颜色的

变化 ，它直接显示细胞生长代谢状况 。

３畅 当细胞生长到 ２畅５ × １０
６
个／m l时进行传代 。从培养箱中取出培养瓶 ，摇动以重悬细

胞 。将一半的细胞悬液移入一个新培养瓶中 ，每瓶再补加预热的培养液 ７ ～ １０m l，

然后放入培养箱 。

支持方案 １ 　人单层贴壁细胞的冻存

为了保存细胞 ，避免衰老 ，降低污染的风险 ，最大限度地减少遗传漂变 ，应用加入

冷冻保护剂的方法可长期储存细胞系 。

材料

平皿中处于对数生长期的单层细胞

完全培养基 （如有补充物的 D M E M ，见 D M EM 配方）

细胞冻存液 ，含 １０％ ～ ２０％ （v／v） 胎牛血清 、 ５％ ～ １０％ D M SO （v／v） 的完全培

养液 ，４ ℃

台式临床用离心机 ，配有 ４５°固定角度或水平式转头 （如 Fisher Centrific 或 Clay

A dam s D ynac）
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