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1 DNA 技术 

1.1 DNA 序列查询 

NCBI 良心教程，寻找基因转录本序列及相

关编码蛋白 

提及 NCBI 我们大家都不陌生，研究物种基因功能可都靠它呢。在 NCBI 的快速搜索下，基因

转录本序列以及相关编码蛋白信息那也是手到擒来。然而当我们查找某个基因的相关信息时，

就会发现该基因有很多个转录本。所以尽管基因查询很简单，但要精确定位到自己所需的转

录本核酸序列及蛋白信息仍是一个问题，今天小编就手把手教大家如何通过经 NCBI 搞定此

难题，以栗子为主，包学包会。 

步骤 

1.打开 pubmed： https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 

2.选择基因并输入你要查找的基因名称 ，这里以 TP53 基因为例： 

 

3.点击 search 进入该界面 
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4.点击第一个 TP53 进入以下界面 

 

5.下拉到 NCBI Reference Sequences (RefSeq)区域，mRNA and Protein(s)下显示的就是该基因的

转录本及其编码的蛋白： 
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6.一直下拉会发现该基因共有 15 个转录本 

 

案例 

以第一个转录本为例来告诉大家怎样查找转录本的核苷酸序列及其编码的蛋白质的氨基酸

序列。 
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7.点击 NM_000546.5 后会出现以下界面 

 

8.下拉到 ORIGIN 区域即为该转录本的核苷酸序列 

  

 

9.返回到以下界面 
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10.点击 NP_000537.3 后会看到以下界面 

 

11.下拉到 ORIGIN 区域即为该转录本编码的蛋白质的氨基酸序列 
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获得该转录本的 ORF 序列 

 

12.返回到以下界面 

 

13. 点击 CCDS11118.1 后会出现 
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14.下拉到 Nucleotide Sequence 区域即为该转录本的 ORF 序列，Translation 区域是该转录本

编码的蛋白质的氨基酸序列。 
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NCBI 数据库中搜索基因序列的私家套路三 

 “荷叶师兄，教授让我研究新基因 XXX 的功能，我想问下…” 

“小师妹，这个也是有套路的，首先你可以研究 XXX 在各器官、组织表达谱，其次……，你明

白吧？”（师兄迫不及待的向小师妹传授经验之谈） 

“哦！”（刚入科的小师妹好像明白怎么做了） 

“你可以利用原核、真核表达系统将 XXX 表达出来研究其功能，再次……，你明白吧？” 

“哦？”（小师妹感觉好多东西需要学） 

“接下来你可以研究 XXX 的表达调控，……，你还可以……，你明白吧？师兄我硕士阶段就是

这么做的。” 

“哦？？”（小师妹感觉有点跟不上节奏）…… 

一个小时后师兄意犹未尽。 

“师兄，我就是想问下在 NCBI 里如何快速、准确找到基因序列。”（小师妹弱弱的说了一句） 

“Easy！”荷叶师兄又开始传授经验。 

套路一 

进入 NCBI 网站，在 Nucleotide（核苷酸）数据库中搜索，以人 CCL2 为例。 
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套路二 

进 入 NCBI 网 站 ， 在 CCDS （ 共 识 编 码 序 列 ） 数 据 库 中 搜 索 ，

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/CCDS/CcdsBrowse.cgi 
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套路三（荷叶推荐） 

进入 NCBI 网站，在 Gene（基因）数据库中搜索。找到 Tools 工具的下拉菜单中 Sequence Text 

View，点击就可以查到基因序列，并且网站以不同颜色标注 CCL2 基因的不同部分，灰色的

UTR，红色的外显子，绿色的内含子，以及一一对应的编码区。 
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NCBI——序列寻找之旅 

我个人对 NCBI 充满敬畏之情，就其蓝天白云的配色就觉得神清气爽，pubmed 也是科研人

员必备工具之一，其实 NCBI 的功能不仅仅局限在查文献上，其他功能我用的少，只给大家

介绍下基因序列的查找，包括全基因组、CCDS、剪接体等等。 

① 打开 NCBI 主页在下拉框里选择 Gene 选项，输入基因名称（p53） 

 

② 搜索结果会有种属的区别，要看清你要的种属（homo） 

 

③ 结果页的右侧是它包含的内容，可以直接选择你要的项，调到那个位置 
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④ Genomic regeions，transcripts，and products 这个选项中，是以图的形式显示基因序列，

在 tool 中选择 sequence text view，可以弹出碱基序列 

 

⑤ 在碱基序列中，红色区域是外显子，绿色是内含子及基因间序列，鼠标在某个区域停留，

就会显示该区的信息。红色框内可以自己试试功能，None 可以不显示蛋白序列，方便拷出

序列。Flip strand、go to position 你们都懂得。 
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⑥ 你如果觉得自己去把外显子拼起来得到CDNA序列的话，那你就 out了，在NCBI Reference 

Sequences (RefSeq)这个选项中，有 NG、NM、NP 这些你熟悉或者不熟悉的缩写，mRNA and 

protein(s)这里面，有剪接体的简介、剪接体之间的不同，有几个就会报道几个，很全。然后，

重点是有个 CCDS 这个链接，点进去 

 

⑦ 把网页往下翻，你就会看到 CCDS Sequence Data，不同的外显子用不同的颜色区别，点

击碱基会用高亮颜色与下面的蛋白序列对应显示。如果需要设计过表达、QPCR 引物，预测

蛋白大小，这些就足够了。 
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至于其他的选项的功能，小伙伴们自己去发掘吧，我也跟着学习。 

 

OMG！NCBI 竟然能批量下载基因序列! 

小师妹一脸苦闷：酵母双杂交的测序结果回来了，唉，这个周末又不能好好休息，要查 200

多个基因序列，周一老板就要，查这么多基因序列，一个一个的查，我会吐血的。 
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小师弟眼神迷离：你比我幸运，我不只吐血，还伤身啊，我的基因芯片结果终于出来了，可

是要分析 1000 多个基因，还要设计引物，我是一个星期都不用休息了，什么叫悲惨的世界，

这就是。 

大师兄悠悠飘过：你们俩是猪吗？竟然不知道怎么批量获取基因序列？一脸鄙视，然后开始

了他不屑的指导，其实只需要 4 大步就能轻松搞定： 

第一步：整理排列好基因登入号，NCBI 检索 nucleotide 

第二步：调整展示界面 Display Settings 

第三步：选择文件发送内容 Send 

第四步：合适的打开方式 DNAstar 软件（翠花最常用，各有所好） 

还不懂吧，来，师兄给你们演示下： 

第一步：每个基因都有它的 Accession number（基因登入号，好比身份证一样），这个你们已

经拿到手了吧，首先登入 NCBI 网站 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/，在 All Databases 处下拉，

选择 nucleotide，将基因的 Accession number 都排列在一起，用空格隔开，不要有回车符（怎

么快速排列就不多说了，excel 就能实现），例如：NM_181571 NM_012319 NM_016651 

NM_007678 NM_004642 NM_145918 NM_024504 NM_014847 NM_004196 NM_002295： 

 

填好后 Search，然后会出现这样一个界面： 
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  第二步：点击上面的 Display Settings 下拉标记，在 Format 选项中选择 FASTA，在 Sort by

选项中默认选择 Default order（界面展示顺序会和你输入的 Accession number 一致）： 

 

点击 Apply，就会出现下一个界面： 

 

  第三步：点击右上角的 Send 下拉标记，选中 Complete Record 和 File，然后在下面 Format

中选择 FASTA，Sort by 不变（默认），最后点击 Create File 保存数据： 
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  第四步：安装 DNAstar 软件（最常用的序列分析软件，和 Office 办公软件类似，有多款

用途的工具），打开其中的 Editseq 工具，将保存的文件 sequence .fasta 拖进来，这时会弹出

一个界面： 

 

  点击 Just Open，就可以直接打开所有下载的基因序列； 
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  如果希望一个一个打开，则点击 OK 先保存基因序列（自动以基因的 Accession number

命名），再选择性打开。 

 

  这样就大功告成啦。可是获得了这么多序列可以做什么呢，这个就看你的目的了，分析

酶切位点、设计引物、比对序列、构建多表达克隆、设计敲减靶点等等都可以啊！ 
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干货 | 用 Pubmed 来寻找基因信息 

说起 Pubmed 我们大家都不陌生，当然，找文献可都靠它呢。不过，这个美国国立医学图书

馆的搜索引擎可不止能干这个。它只是 NCBI Entrez 整个数据库查询系统中的一个。PubMed

界面提供与综合分子生物学数据库的链接，其他的内容还包括：DNA 与蛋白质序列，基因图

数据，3D 蛋白构象，人类孟德尔遗传在线等。这次我们要讲的就是怎么用里面的 NCBI 来查

找所需要的基因信息。 

如何寻找基因信息 

首先，打开 NCBI 网页 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/，选择[gene]，输入您要的基因

名称（可简写），如 CCR9，搜索。 

 

然后，选择种属，如 homosapiens，点击进入所需基因，下拉网页，在"NCBI Reference sequence 

(Refseq)"下方， 
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NG_029472.1就是该基因的 genomic DNA 序列号，NM_001256369.1 就是异构体B的 mRNA 序

列 号 ， 而  NP_001243298.1 就 是  NM_001256369.1 相 应 的 氨 基 酸 序 列 号 。 同 理 ，

NM_031200.2 → NP_112477.1 分别是异构体 A 的 mRNA 和氨基酸序列号。Genomic context

中 Location= 3p21.3 是指此基因位于 3 号染色体短臂（p）2 带 1 区 3 亚区。 

 

点击进入相应页面就会出现详细的外显子、编码序列等信息。 

想要知道详细信息的话，可以点击 GenBank， 
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如果你只想获得序列（例如去设计 PCR 引物的时候），那就可以选择 FASTA，这样就得到了

FASTA 格式的序列文件，没有其他数字和格式的干扰。 

如何选择目前公认的 mRNA 序号 

在这推荐一个网站：mutation@glance，http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/mutation/。 



 

 

25 

 

 

输入您查找的基因，如 CCR9，"Go"提交，便会出现 CCR9 的相应界面，点进去就能显示公

认的序列号和 DNA 序列。 

这样参照的序列号对了，设计引物、基因突变的命名及表述才是对的，发文章时才不会错。

（基因突变命名也是一个系统，可以到 NCBI 上下载相关文献）。另外，这一网站 DNA 序列

中也提供了目前文献报道的已知的突变位点和 SNP 位点。非常好用。 

 

如何预测新基因编码蛋白的氨基酸序列 

当我们想研究一个新基因的功能时，我们首先预测一下它是否编码蛋白，如果编码蛋白，那

编码出的蛋白的最有可能的氨基酸序列是什么？ 

当我们预测出该基因编码的蛋白的氨基酸序列后，在数据库中比对，如果比对出了一个高度

相似的已知蛋白，那我们可以根据该蛋白的功能来大概的推测我们要研究的新基因所编码的

蛋白的功能，这将为我们之后研究该新基因的功能提供方向。 

接下来我们就来说一下怎样预测一个新基因编码的蛋白的氨基酸序列。首先我们需要做的就

是通过 5’- and 3’-RACE 技术得到该基因的全长 cDNA 序列，然后按以下步骤进行即可。 

1.首先打开网址：http://web.expasy.org/translate/ 
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2.将 DNA/RNA 序列输入白色框中（应输入 cDNA 序列）。 

 

3.点击下方的 TRANSLATE  SEQUENCE。 
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4.点击 TRANSLATE  SEQUENCE 后会看到如下结果（红色部分为可能的该段 DNA 序列的 ORF

编码的氨基酸，因为输入 cDNA 序列后，并不是该段序列上的所有碱基都用来编码氨基酸，

而是只有位于 ORF 框内的碱基用来编码氨基酸，ORF 是不确定，所以编码的蛋白也不确定，

那我们现在要做的就是得到最有可能的 氨基酸序列，红色区域为各种可能）。 

 

 

5.一般我们认为红色最多（即最长）的就是该段 cDNA 序列编码的氨基酸序列。 
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6.因为第一个红色最多（即最长），那接下来就点击第一个。 

 

7.点击进入后会看到以下结果，我们会看到红色中有许多的蓝色字母（画红线的部分），如果

我们仔细看了之后会发现蓝色部分就是 M---甲硫氨酸，我们都知道真核蛋白的起始氨基酸

都是甲硫氨酸，也就是说画红线的部分就是可能的起始氨基酸部分，那只有一个是最有可能

的，那就是使氨基酸序列最长的。因为下图的结果中只有一个终止------在最后面，那我们选

择第一个划线的 M 作为起始氨基酸使编码的氨基酸序列最长 ，所以第一个 M 最有可能是

起始氨基酸。 

 

8.那接下来就点击第一个蓝色的 M，点击后进入会看到以下结果（红色框内即为该段 cDNA

序列最有可能编码的氨基酸序列） 
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9.我们还可以看到在结果的的最下方有一些工具（点击第一个划线部分可以得到该段氨基酸

序列的 Fast 格式。那下方的四个划线部分就是一些分析蛋白氨基酸序列的一些工具，比如

可以拿该段氨基酸序列在数据库中 Blast，划线部分的这些工具就是对该段氨基酸序列进行

进一步的分析，得到有关该段氨基酸序列更多的信息）。 

 

如何在 NCBI 上进行菌种的同源性比对 

当我们将未知菌株送到公司测序时，并不意味着公司会直接告诉我们未知菌株是什么种什么

属的，他们只会给你未知菌株的测序序列，这时候就需要我们自己在 NCBI 上进行同源性比



 

 

30 

 

对。下面结合我自己的实验经历跟大家交流一下。 

首先，我们先来弄清楚几个概念： 

Query：数据库中的序列 

alignments： 比对上的两个序列 

hits：两个序列比对上的片段 

Score：比对得分，如果序列匹配上得分，不一样，减分，分值越高，两个序列相似性越高 

E Value：相对的一个统计值，值越小，越可信， 

Length：输入序列的长度 

Identities：一致性，就是两个序列有多少是一样的 

Accession：登录号 

NCBI 网站： 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

操作步骤 

1、打开上述网址，出现图 1 页面，点击 ，进入图 2 页面 
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图 1 

2、在图 2 界面的 输入序列，

这 里 以

JF439461//CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT

CATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCC

GCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGA

ACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTG

GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA

GTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAA

GCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACC

GCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTC

CAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA

GGA 为例。选中页面下的 ，然后点击

BLAST。出现图 3 和图 4 的页面（图 3 和 4 是同一页面的上下两部分）。 
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图 2 

3、在图 3 页面上 

 

表示你可以调整参数，重新比对或者保存搜索条件以便下次比对，调整报告显示的参数，以

更符合你的要求、下载你比对的结果。 

表示比对的标题，优先是

你填写的，如果没有填写可能是你输入 fasta 序列头（大于号后面的），如果这个也没有找到，

NCBI 会自动生成一个。 

 

表示你输入序列的信息，包括标识号、描述信息、类型、长度。 
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表示你可以查看其他报告，比如摘要、分类、距离树等。 

 

图 3 

4、在图 4 的页面上 Ident 越高，表明序列的同源性也就越高。通过同源性较高的描述你可以

初步判断未知菌株的类别。点击同源性较高的，比如我们点开第一个，出现图 5 的页面，将

滚动条向下拉至图 6，得到比对同源性高的序列，将其登录号以及序列保存在文本文档中，

通过系统发育树我们能具体判别未知菌株属于哪种菌株。 
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图 4  

 

图 5 
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图 6 

扫盲贴：NCBI 上的这些字母都是些什么鬼 

NCBI 上基因前面有个 accession（编号）分别有 NC、NM、NP、GI、XP、XM、BC、AB、NG、

AJ、AC、AY 和 AF 等等，然后后面是一串数字，比如： 

 

天哪，这都是些什么鬼！！特别是看 Blast 结果时，这些编号到处都是的，根本

不知道哪个才是想要的好么！ 
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莫慌，麦子今天就给大家理理顺！ 

ACCESSION是NCBI序列数据中我们常用到编号（另一个是GI）。ACCESSION形式为CC_#####，

其中 CC 为两个字母，其不同组合又可以区分为蛋白序列、核酸序列或基因组序列，而#为位

数不等的数字；ACCESSION 后面又会加版本号，以 CC_####.#形式表示，最后的尾数递增表

示序列信息较之前的版本有所修改。这样 ACCESSION+版本号就是一个唯一的表示，代表一

个唯一的序列，而且这个编号不会改变。 

以下是麦子帮大家找到的整理表格！具体的各项说明及序列来源说明可以查看 NCBI
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（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/about/） 

 

一般来说，mRNA 和基因组序列是我们主要的寻找对象。如果想找标准序列的话，mRNA 就

采用 NM_开头的，基因组用 NC_或者 AC_开头的。so easy！ 
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不同的编码代号代表不同的意思，如 NM_开头的表示标准序列，XM_表示预测的蛋白编码

序列，NR_表示非编码蛋白的 mRNA 序列，AF 开头的表示克隆序列，BC 开头的表示模板序

列...... 

上面的表格中是一些常见序列的 accession 号，不过大家知道 NCBI 中还有很多其他的

accession 号么？！其中，仅与 RNA 相关的就有 116 种！不过，科研人员生存不易，不必在

细节上作死自己，麦子建议大家按需选择或者需要时查询即可！ 

1.2 DNA 序列比对 

Blast，有种，有料，有用！ 

 

作者：子非鱼 

首发日期：2015-07-05 

 

NCBI 中的 Blast 被誉为序列比对界中的领头羊，并非浪得虚名的，他多才多艺（功能多样），

博学多识（比对面面俱到），还广交天下名人雅士（可获得各大数据库的信息，他就是有种！）。

今天，小鱼让大家见识一下老大的风采。 

首先，登陆 blast 主页 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

Blast导航主页面主体包括三部分 BLAST Assembled Genomes、Basic BLAST和Specialized BLAST。 

BLAST Assembled Genomes：就是让你选择你要对比的物种，点击物种之后即可进入对比页

面。 

Basic BLAST 包含 5 个常用的 Blast： 

1.BLASTP 是蛋白序列到蛋白库中的一种查询。 

2.BLASTX 是核酸序列到蛋白库中的一种查询。 

3.BLASTN 是核酸序列到核酸库中的一种查询。 
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4.TBLASTN 是蛋白序列到核酸库中的一种查询。与 BLASTX 相反，它是将库中的核酸序列翻译

成蛋白序列，再同所查序列作蛋白与蛋白的比对。 

5.TBLASTX 是核酸序列到核酸库中的一种查询。此种查询将库中的核酸序列和所查的核酸序

列都翻译成蛋白（每条核酸序列会产生 6 条可能的蛋白序列）。 

Specialized BLAST：是一些特殊目的的 Blast，如 Primer-BLAST、IgBLAST。 

 

假设以下为一未知蛋白序列，我们通过 blast 搜索来获取一些这个序列的信息。 

点击选择“BLASTP”，粘贴序列到指定地方。 
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点击“Algorithm paramerters”设置详细参数： 
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点击运行后，结果如下图，请注意数据库的名字和说明，如果不合适，请迷途知返哦~ 

 

Blast 的结果显示图：颜色比例尺，可以简单的理解为红色的线表示有较好的比对结果。 

 

Blast 结果的描述区域, Max Score：匹配片段越长、 相似性越高则 Score 值越大。 

E value 是得到上述 Score 值的概率的大小。E 值越小表示随机情况下得到该 Score 值的可能

性越低。 
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Blast 比对结果的详细版:Expect(E 值)、Identities（一致性）、Gaps（缺失或插入）三项是评价

blast 结果的标准。E 值接近零或者为零时，具体上就是完全匹配了。一致性：匹配上的碱基

数占总序列长的百分数。 



 

 

44 

 

 

有料，但不难理解 

有用，但不难操作 

这就是 blast 的魅力所在 

 

【实验工具专栏】要套近乎？先用

DNAMAN 证明我祖宗就是你祖宗！ 
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作者：翠花 

首发日期：2015-06-28 

 

 

有“缘”没“缘”，让 DNAMAN 告诉你 

在生物学的研究中,有一个常用的方法，就是通过比较分析获取有用的信息和知

识。想当年，达尔文爷爷正是研究比较了达尔文雀（galapagos finches）同其它

一些物种的形态学特征，从而提出了自然选择学说。 

达尔文雀或加拉巴哥雀是 13 或 14 种近缘的雀鸟物种，由查尔斯·达尔文所发现，当中有 13

种在加拉巴哥群岛生活，另有一种在科科斯群岛。 
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在科技飞速发展的今天，对两个物种进行全基因组序列比较已经不再是一个梦想。达尔文爷

爷泉下有知，一定会喜极而泣！ 

 

序列比对的理论基础是进化学说：如果两个序列之间具有足够的相似性，就推测二者可能有

共同的进化祖先，经过序列内残基的替换、残基或序列片段的缺失、以及序列重组等遗传变

异过程分别演化而来。序列相似和序列同源是不同的概念，序列之间的相似程度是可以量化

的参数，而序列是否同源需要有进化事实的验证。 

物以类聚人以群分，就像你要了解一个人可以通过了解他的朋友一样，序列比对是从已知获

得未知的一个十分有用的方法。另外，物种亲缘树的构建都需要进行生物分子序列的相似性

比较。 

序列比对按照数目、范围和对象来分，可以分为： 

1.两序列比对和多序列比对 

2.全局比对和局部比对 
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3.核酸序列比对和氨基酸序列比对。 

限于篇幅，翠花今天只给大家介绍如何使用 DNAMAN 8 作核酸多序列比对。 

多序列比对就是把两条以上可能有系统进化关系的序列进行比对的方法。其意义在于它能

够把不同种属的相关序列的比对结果按照特定的格式输出，并且在一定程度上反映它们之

间的相似性。 

首先，打开 DNAMAN 8 软件后可以看到以下界面：第一栏为主菜单栏，除了帮助菜单外，有

十个常用主菜单；第二栏为工具栏；第三栏为浏览器栏。 

打开 File-New，将序列粘贴到弹出的窗口中，点击 File-save,保存到指定的文件夹。 

 

将所需比对的序列保存好以后，选中 Sequence—Aligment—Multiple aligment sequence 进行

多序列比较。 
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在弹出的窗口 Sequence&Files 中加载序列，File、Fold、channel、Database 分别表示从文件、

文件夹、channel 和数据库中获取序列。勾选窗口中的“DNA”，点击“下一步”。 

 

在弹出的窗口 Method 中，“optimalaligment”最佳比对方式中有四个高大上的选项：Full 

Alignment（完全比对）、 Prosile Aligment（轮廓比对）、 New Swquence on Profile （轮廓上

的新序列）、Fast Alignment（快速比对），本文选择了 Fast Alignment，并且勾选了 Try both 

strands(尝试使用双链)。其他项目不需修改，默认就 OK，点击“下一步”。 
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在弹出的 Pairwise Aligment 窗口中，是记分矩阵的参数，如空位罚分、Dna 转换加权值、

K-tuple 值等等，记分矩阵应用于评价序列对位排列的质量，若想深入了解序列算法，用这

个网址：

http://www.cnki.net/kcms/detail/detail.aspx?filename=2010138689.nh&dbcode=CMFD&dbnam

e=CMFD2010&v 选项不需修改，默认就行。点击“完成“。 

 

“Duang”，结果就出来啦！点击“Option”可以选择要显示的内容。 
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点击 File-output-Graphic(EMF)File，该序列比对的结果窗口可以图片格式保存。 

 

然后点击 Tree-Homology Tree，绘制同源关系图。点击 File-save 保存。 
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本文以核酸序列为例，呈现多序列比较的具体步骤。如果亲们要比对氨基酸序列，在结果

的“output”中可以看到更多的选项，点击这些选项可以对比序列间的蛋白质二级结构、亲

水性和疏水性残基、跨膜蛋白分析等。几十秒的操作就可以获得丰富的比对信息，突然觉

得 DNAMAN 真的很 man，有木有？ 

1.3 DNA、RNA 提取与纯化 

技术 | 很好很纯洁：DNA 纯化实验 

 

作者：毛博 

首发日期：2015-10-12 

 

DNA 纯化是分子生物学研究中经常需要用到的一种方法。一般来说，做 DNA 纯化有 3 个目

的：1. 获得高纯度的 DNA；2. 浓缩 DNA；3. 用 DNA 做测序，芯片等生物信息学方面的实

验。下面，毛博谈一谈 DNA 纯化的几种常用方法。其中有毛博自己摸索出来的保证成功的

protocol。诚意奉上，敬请期待。 

DNA 纯化实验基本上可以分为 PCR 清洁试剂盒纯化法和 DNA 凝胶回收纯化法两大类。PCR

清洁试剂盒纯化法又称为硅胶膜吸附法。因为它的原理是：硅胶膜可在高盐条件下结合 DNA，

又可在低盐条件下与 DNA 分离。而 DNA 溶液中的其他渣渣包括引物、单核苷酸、酶、矿物
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油、盐离子等，因为没有 DNA 的这种神特性，所以会被分离开来。 

如果你的 PCR 产物得到的是单一条带，完全可以直接纯化。那么问题来了。如果发现有杂

带？怎么办？有哪些办法可以提取得更干净？ 

 

那么就诞生了我们的第二种方法：DNA 凝胶回收纯化法。这种方法简单粗暴有效率，也能纯

化得比较彻底。现在已经慢慢地取代了第一种方法，成为了 DNA 纯化的主流方法。 

扩增时出现非特异性条带，那么在胶回收时切胶很重要，切胶时尽量选择目的基因条带，可

以将目的基因所在的胶的边缘弃去一些，尽量不要切上含有非特异性带的胶。   

切胶之后就是回收了。这里就要讲到毛博的独门 protocol 了。市售的试剂盒常常有小片断回

收效率很低的问题。其实完全没有必要买试剂盒。回收可以用酚氯仿。 

PCR 产物经过酶切、回收等步骤后，损失太大。我的做法是：简化步骤、减少核酸在处理过

程中的损失，让较多量的 PCR 产物和质粒片断进入酶连反应——以量取胜。毛博的做法是很

粗放型的，但是成功率很高。如果愿意，你可以试试。 

大致的做法是：制作 100 μL PCR 产物；酒精沉淀回收 PCR 产物；PCR 产物及载体酶切；跑回

收胶；将回收胶上的 PCR 产物和载体片断切下，回收到一个试管中；冰冻、碎胶，酚、氯仿

抽提，酒精沉淀；加入 8 微升水、1 微升连接酶和 1 微升连接 buffer，4 度过夜；转化涂板。 
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具体的毛博独门 protocol： 

PCR 产物回收 

1. 制备 100μL PCR 产物。 

2. 将 100μL PCR 产物加入一 1.5mL 离心管中，再加入 400μL 双蒸水，颠倒混匀。加入 900μL 

预冷 无水乙醇、20μL3M 的醋酸钠。颠倒数次混匀。（提示 本方法使用的醋酸钠量较小，但

足够沉淀核酸，并且无需洗盐。） 

3. 4℃静置 30 分钟，以利于核酸沉淀。 

4. 12000rpm 4℃ 离心 15 分钟，沉淀核酸。 

5. 弃上清，将离心管倒置于干净吸水纸巾上 5 分钟。室温下吹风干燥。（提示 可将试管置

于超净台吹风干燥。如果管底有较多液体聚集，可盖好管盖后，轻弹管底数次，将液体分散

挂在管壁上，再打开管盖吹风。） 

酶切直接在回收 PCR 产物的试管中配置酶切体系。1%琼脂糖回收胶回收（碎胶、酚氯仿抽

提法）。 

综上所述，纯化的主要目的就是要去除蛋白质。而酚氯仿混合液能有效地使蛋白质变性，同

时抑制 RNAase 的活性，酚氯仿还可以减少酚在核酸溶液中的痕量。所以是一种好东西。完

全没有必要买昂贵的试剂盒。 

 



 

 

54 

 

为什么不能用质粒 DNA 抽提试剂来提取基

因组 DNA？ 

 

作者：老谈 

首发日期：2014-10-14 

 

  

基因组 DNA 的抽提，一般不会用到质粒抽提的试剂盒，究其原因是由于两者的原理完全不

同。两者不都是 DNA 抽提么？其实关键在于这两者在实验的初始设计上就完全不同。先给

大家解释一下质粒抽提吧。 

--by 老谈 

 

质粒抽提通常用的是碱裂解法，一般的试剂盒都会有 SolutionI，Solution II，SolutionIII，有的

还会有 SolutionIV，然后是过柱子。 
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56 

 

 

 

而普通的基因组 DNA 抽提，首先是裂解，用离子型的蛋白变性剂：CTAB 或者 SDS 对细胞

进行裂解（加不加蛋白酶 K 其实并不太要紧），破膜的同时使得 DNA 从蛋白上解离下来。

加入高盐溶液使蛋白质沉淀。然后用酚仿，使蛋白质沉淀变性在水相油相间，并分离出的

可溶性蛋白。上清用异丙醇将 DNA 沉淀下来，同时低温加入一定量的一价阳离子，可加速

DNA 沉淀。这些能和上述的质粒抽提混为一谈么？！当然不行啊！ 

小伙伴们现在能明白为啥基因组 DNA 不能用质粒抽提的试剂了吧…… 

1.4 DNA 载体构建 

干货 | 三图让你秒懂质粒图谱 
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作者：子非鱼 

首发日期：2015-11-19 

 

当年小鱼拿到一个质粒图谱，第一反应只能是仰天长啸，这是什么玩意？这些 ori、RBS、tet

是什么鬼？这些箭头代表什么，转录的方向吗？为什么都不相同，不会“撞车”么？ 

来，看几张图，上面的问题就能一一破解。 

Step 1:先了解质粒的基本组成元素。 
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1）复制起始点 Ori。该位点决定了质粒的宿主及质粒的拷贝数，它是质粒中一段特定序

列，富含 AT和重复序列。  

Tips：图谱上只有一个 Ori，表示质粒是原核克隆表达质粒；有两个 Ori，则表示该质粒

是，穿梭质粒，即可在原核也可在真核中复制。  

2）抗性筛选基因。图谱中 Kan/tet就是抗生素抗性基因，方便后续通过抗生素筛选阳性克

隆。特点就是单词最后会以大写 R或上标 r结束。  

Tips：一般克隆载体只有一种抗性筛选标记，部分表达载体及穿梭质粒具有两种抗性筛选

标记。  

3）多克隆位点（MCS），即一系列限制性内切酶酶切位点，是外源 DNA插入位点，一般可

通过酶切/连接方式将外源 DNA插入质粒，外源 DNA一般小于 10kb，而片段越长，转化效

率越低。  

Tips: 一般位于转录启动和转录终止信号之间；所包含的限制性内切酶位点数量和组成因

载体不同会有所差异，且其中的酶切位点在质粒中为单一的酶切位点；同时在使用时需注

意质粒载体与外源 DNA酶切位点的兼容性问题  

荧光标记或蛋白标签序列。蛋白纯化标签蛋白：His-Tag，GST-Tag等；蛋白检测标签蛋

白：Myc-Tag，Flag-Tag，HA-Tag等；荧光蛋白表达标签：GFP，mCherry等。  

Step 2:看质粒是否是表达载体，如果是，那就必定有这些原件：启动子－核糖体结合位

点－克隆位点－转录终止信号。 
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1、启动子：促进 DNA 转录的 DNA 序列，可与 RNApol 特异性结合。  

2、增强子/沉默子：前者是真核基因组中一种增强邻近基因转录过程的调控顺序，其作用与

增强子所在位置或方向无关。后者是负增强子，负调控序列。 

 3、核糖体结合位点/起始密码/SD 序列（Rbs/AGU/SDs）：mRNA 有核糖体的两个结合位点，

对于原核而言是 AUG（起始密码）和 SD 序列。  

4、转录终止顺序（终止子）/翻译终止密码子：结构基因的最后一个外显子中有一个 AATAAA 

的保守序列，此位点 down-stream 有一段 GT 或 T 富丰区，这 2 部分共同构成 poly（A）加

尾信号。  

Step 3:弄清楚方向，即为何质粒图谱上有的箭头顺时针而有的箭头逆时针。 
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其实那是代表两条 DNA 链，即质粒是环状双链 DNA，它的启动子等在其中一条链上，而它

的某些基因在另一条链上。当然，最重要的是要弄清楚目的基因插入那一段（从 T7 启动子

到终止子那一段）的方向，即下图黄色圈圈所示的箭头方向，其它的大可以忽略。 

工具 | 基因操作——过表达的正确打开方

式 

作者：麦子 

首发日期：2015-07-27 
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技术 | 基因克隆重重陷阱，一不小心就掉

坑里 

 

作者：麦子 

首发日期：2015-09-24 

 

基因克隆在发明后的 32 年，需求一直不断增加，但是有些小伙伴的重组质粒就是怎么样都

构建不出来。其实，看似简单的传统基因克隆，可是存在着重重陷阱！美国罗林斯研究中心

（Rollins Research Center）Ichiro Matsumura 在新一期的《BioTechniques》上分享了他的经验：

“Why Johnny can’t clone: Common pitfalls and not so common solutions.”麦子今天就把核心的

“姿势”给大家提炼出来，主要是琼脂糖凝胶电泳、酶（DNA 聚合酶、限制性内切酶、T4 连接

酶等）和试剂的使用等一些注意事项。 
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从 PCR 产物到质粒的工作流程 

1.聚合酶 

DNA 聚合酶有两个对 PCR 过程必不可少的附加属性，但是不利于后续克隆的步骤。第一， 

Taq/DNA 混合物的解离常数在室温中是 20 nM，与扩增产物的终浓度相当，因此酶往往与扩

增产物同时纯化。实际上，大多数其他商用 DNA 聚合酶与 DNA 结合的更加紧密。残存的聚
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合酶可以阻止限制性内切酶作用于 DNA 末端，或者填补突出的部分。第二，市场上一些改

造后的新型 DNA 聚合酶相比于 Taq 酶热稳定性更高，在有机溶剂和离液盐中的构象稳定性

也更高，PCR 产物的纯化更加困难了。 

2.割胶回收 

载体经过酶切后，需要经过凝胶纯化提高克隆效率。割胶回收对技术要求高，也很难自动化，

而且 DNA 暴露在紫外光下会大大降低转化效率。凝胶纯化的产量往往有限，因此研究人员

需要消化毫克级的 DNA，才能产生最后的终产物。残留的琼脂糖或凝胶提取过程中引入的各

种溶剂和盐，可能抑制后续 T4 连接酶的活性，从而降低克隆效率。另外回收效率还与片段

的长短相关，小于 500bp，或者大于 4kb 的片段，加异丙醇有助于提高回收效率。 

3.限制性内切酶 

限制性内切酶的出现是为了保护细菌免受噬菌体及其他入侵者。因此，限制性内切酶/DNA

底物的 KM 值相当低（米氏常数 KM 值等于酶促反应速度为最大速度一半时的底物浓度，

是酶的特征性常数之一。KM 值只与酶的结构、酶所催化的底物和反应环境如温度、PH、

离子强度有关，与酶的浓度无关。Km 值愈小，酶与底物的亲和力愈大）。所以“提高酶切反

应中 DNA 的浓度，这样凝胶纯化的产物才足够连接反应使用”是错误的！在这种情况下，

限制性内切酶会受到抑制，从而导致不完全的消化。 

4.T4 连接酶 

连接反应失败的原因有很多，但失败可能在加入 T4 DNA 连接酶之前就发生了：由于 DNA 聚

合酶扩增不完全导致的末端不均一、酶切不完全、连接酶抑制剂或者突出的部分被补平。在

某些情况下，连接反应失败可能是因为退火效率不够、反应缓冲液中的 ATP 浓度过低（室温

孵育时间过长）或者酶可能变性了。T4 连接酶在室温下相当稳定，但如果被水而不是合适

的 buffer 稀释后可不是如此。如果有问题，可以通过阳性对照来检测酶的完整性： 
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5.感受态细胞转化 

在克隆过程中，具有高效转化效率的感受态细胞至关重要，这对于之前并不高的分子克隆效

率具有一定的补偿作用。最常见的两种转化方法：热激转化和电穿孔。电穿孔是最有效的，

更重要的是，转化细胞的数量与 DNA 的量成正比，可以达到微克级别，且不会出现热激中

出现的菌株效应或者对质粒的长度有限制，所以对于困难的克隆项目，电穿孔无疑是首选方

法。不过虽然热激转化效率不及电穿孔，而且会因 DNA 过量（>10ng/200μl 感受态细胞）而

抑制转化，但是它方便啊！“冰一冰、热一热、凉一凉、加一下再摇一摇”就搞定了，所以还

是有很多人使用这个方法的！ 

 

技术 | 酶切啊酶切，切还是不切？ 

作者：毛博 

 

酶切，作为一种常用的分子克隆的手段，如果应用得当，可谓宝刀屠龙，无往而不利；如果

应用不当，又会步步维艰。真是让人欢喜让人忧愁。酶切，最常见的问题就是切不动和切过

了。这些问题比较复杂。毛博准备分两节来讲。下面，毛博先讲一讲切不动的问题。 



 

 

70 

 

切不动可能的原因： 

1. 酶不匹配 

解决的方法：如果是双酶切 A 和 B，预实验中必须做 A 和 B 各自的单酶切和 A+B 的双酶切,

好确认这几种酶都好用，质粒上的切点都好用。 

2. 体系的问题 

解决的方法：酶切尽量用大体系，如 50ul、100ul 等。大体系能稀释内切酶包装中的甘油，

对反应有利。 

3. 酶的量太少 

解决的方法：当设计一个酶切时，限制性内切酶的用量是与 DNA 分子的大小和量密切相关

的。根据每种酶的单位定义，精确计算出所需的限制性内切酶的量。不要简单的套用酶说明

书中的“通用酶切方案“，那个通用酶切方案是很多酶切切不动的原因。 

这里，毛博隆重推荐一款酶切利器：3D(Double Digestion Designer)。该软件的一个主要功能

就是根据不同限制性内切酶的单位定义，以及你底物 DNA 分子的大小以及 DNA 的量（ug

数）来精确计算出完全酶切你的 DNA 底物所需要的酶量，为完全酶切提供夯实保证。 

 

4. 酶失活 

如果限制性内切酶因为保管不当，导致酶失活或部分失活，那么依据 3D 计算出来的酶量就
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不能保证完全酶切。解决的方法：保管好你的酶。如果过期了，就不要用了。 

5.DNA 的问题 

如果制备的质粒 DNA 的质量不好（如细菌培养时间过长，质粒制备时裂解不充分或裂解时

间过长等），那么对这种质粒 DNA 进行酶切时，即使酶活性正常，酶量足够，也不能实现完

全酶切，因为其中很多质粒 DNA 已经变性，不能被切开。 

下面，毛博给大家看一个简单的实例。 

如果要用 AcsAB + pSB1C3 对质粒 DNA 进行双酶切，以便进行某基因的克隆。 

那么，应该同时设计并进行三种酶切反应： 

A: AcsAB + pSB1C3 双酶切 

B: AcsAB 单酶切 

C: pSB1C3 单酶切 

在酶切时，A，B，C 三种酶切反应都用相同的 buffer 系统，相同的 DNA 量（建议至少 0.5ug）， 

所需的酶量用 3D 进行计算。在合适的温度（37°C）酶切 1～2 个小时， 然后进行电泳分析。

电泳分析时，添加两种对照：未酶切的质粒 DNA 和分子量标准（Marker）。 

根据电泳的结果，就可以知道酶切是否完全： 

如果一切正常，完全酶切后电泳的条带分布如下： 

1.单酶切(B 和 C)应该只有一条线性化的 DNA 条带，其大小与质粒的理论长度一致； 

2.未进行酶切的质粒 DNA 应该主要是一条超螺旋条带，其电泳位置应该在单酶切 产生的线

性 DNA 分子的前面。(有的质粒会在超螺旋条带的后面出现线性化条带和环状 DNA 条带）； 

3.双酶切的条带应该只有一条带，而且大小与单切的位置一样(注意：只有当两个酶切位点间

没有大片段插入时，才如此。事实上，大部分质粒的多克隆位点都是如此)。 



 

 

72 

 

  

如果出现以下的情况，就表明有问题： 

1.单酶切后（B 和/或 C），与未酶切的 DNA 样品(D)的电泳位置一样（即依然为超螺旋） 

2.出现线性化质粒及超螺旋质粒两条带。 

这意味着：AcsAB 和/或 pSB1C3 未能完全切开，原因可能是酶部分失活，或者质粒的质量有

问题。 此时，即使双酶切只出现一条线性化 DNA 条带，也可能在线性化质粒中存在大量的

单酶切的载体。 

用此种载体进行克隆，则在连接时会出现大量的单酶切载体的自连（载体自连的效率较双片

段连接高 10 倍以上），导致大量的自连克隆，很难挑选到有插入的克隆（克隆失败）。如果

出现此种现象，建议不要盲目地做下去。应该先停一停，首先逐一查找可能的原因。只有当

上述两种可能的问题都解决了，才能保证完全酶切，进而获得正确的克隆。 
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以上是毛博总结的酶切的常规经验，当然还是会有特例比较难做，因为其中涉及到酶量的计

算，Buffer 的选择，反应体积，反应条件等多种条件摸索。一旦出现问题，大家需要耐心细

致，逐一查找可能的原因。 

 

技术 | 酶切，切，切过了头，咋办？ 

 

作者：毛博 

 

上一节，毛博谈到了酶切切不动的问题。这一节，毛博想探讨一下酶切的另外一个极端：酶

切切过头的问题。还是按照毛博一贯的做法和思路，发现主要是两个原因导致的，解决办法

也是有的。 

一、酶切时间过长 

酶切时间过长的确有时候会对目的条带有影响，因为你用的酶可能会有星号活性。那么什么

叫星号活性呢？通俗一点讲，就是酶不去切它该切的地方，瞎切一气......酶切时间过长，会

导致最后乱切。毛博个人建议：双酶切不要超过 5 小时。其实一般 3-4 小时足够了。你应该

有提供给你酶的生物试剂公司的相应的说明书的吧？上面都有写明酶的活性和作用时间。现

在的酶都很不错的,10 到 15 分钟就可以都切完。我一般只水浴一个小时,不会再长了。 

如果时间太长，就会造成下图所示的情况。注意第四泳道红框标注的地方。居然切出了 5 根

条带。这显然是时间过长了。 

二、酶量过多 

和过长的反应时间会造成非特异性的酶切（星号活性）一样，酶加多了也会产生星号活性。

一般来说，所加酶的体积不能超过酶切总体积的 1/10，否则甘油浓度会超过 5%，会产生星

号活力。在使用高酶量的时候需要注意甘油的最终浓度不要超过 5%，也就是说 10ul 的体系，

酶的用量不要超过 1ul。 
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以 TAKARA 的酶为例，其对 1 单位酶的定义如下：在 50 μl 反应液中，30℃温度下反应 1 小

时，将 1 μg 的 λDNA 完全分解的酶量定义为 1 个活性单位(U)。 而该酶浓度约为 15 U/μl。

在除外酶降解的因素外，理论上，该酶可分解 15μg 的 DNA。而一般从 1-4ml 菌液提出的 DNA

约为 3μg，而 PCR 纯化后的产物（50 体系）约为 3μg，所以即便全部加进去，只要纯化的质

量非常好，酶切也完全切得动。注意，不要加多了呀。 

但是公司给推荐的一般都是 20 ul 体系加 1ul。 其实，毛博我有的时候为了省酶，在 20ul 只

加 0.5ul 酶，切的效果也很好。 

其实，除了考虑酶浓度（每 ul 多少个单位）以外，还应该考虑这种酶在 λ DNA 上的酶切位

点数目。比如用 Hinc Ⅱ和 XbaI 双切 pUC118，这两个酶在 pUC118 上都只有一个酶切位点，

而在 λDNA 上的酶切位点分别是 35 个和 1 个。根据酶活性的定义，相同单位的 Hinc Ⅱ和

XbaI 对 pUC118 的酶切效率是 35 比 1，所以在双酶切体系中，所用的 Hinc Ⅱ显然应该要少

很多。 毛博举这个例子，是想说明：大家再考虑酶浓度的时候，应该多想一层。 

综上所述，酶切切过头了的原因，其实并没有酶切切不动那么复杂。不外乎时间过长和酶量

太大。童鞋们只要注意一些，一般都没有问题。 

 

技术 | 上图！秒懂重组 DNA 技术常用工

具酶 

作者：子非鱼 

 

1 分子剪刀——限制性内切酶： 

作用：识别特异序列，切割 DNA 
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限制酶的命名是根据细菌种类而定，以 EcoRI 为例： 

 

2 胶水——DNA 连接酶 

作用：跟限制性内切酶对着干，催化 DNA 中相邻核苷酸间形成磷酸二酯键，使 DNA 切口缝

合，连接 DNA 片段。 

无论是双股或是单股 DNA 的黏合，DNA 黏合酶都可以借由形成磷酸双脂键将 DNA 在 3'端的

尾端与 5'端的前端连在一起。 
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3 DNA 聚合酶 

就像玩拼图能手，DNA 聚合酶用于 DNA 复制，连接两条 DNA 单链形成一条 DNA 双链，作

用于碱基对间的氢键。 

DNA 聚合酶主要应用于： 

a.合成双链 cDNA 中第二条链;b.缺口平移制做探针;c.DNA 序列分析;d.填补 3'末端。 
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4 反转录酶 

作用：a.合成 cDNA;b.替代 DNA 聚合酶Ⅰ进行填补，标记或 DNA 序列分析 

反转录酶的基本特性：以 RNA 为模板聚合 cDNA 链以及双向外切 DNA-RNA 杂合链中的 RNA

链。 

主要用于荧光定量 PCR 和 cDNA 文库构建等。 
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5 多聚核苷酸激酶 

作用：催化 DNA 5'羟基末端磷酸化，或标记探针 

它是由 T 偶数噬菌体所感染的大肠杆菌分离出来的酶，能催化 ATP 的 γ-磷酸转移到 DNA 或

RNA 的 5'-OH 末端生成 ADP 的反应。 

因为此酶的催化反应特异性很高，可用 32P 标记的 ATP 特异地标记多核苷酸的 5'末端。广泛

应用于多核苷酸的链长的测定和 5'末端核苷酸排列的确定等核酸结构的研究。 

 

6 碱性磷酸酶：切除 DNA5′末端磷酸基 

碱性磷酸酯酶的作用是从 DNA 或 RNA 的三磷酸核苷酸上除去 5'磷酸根残基。可用于防止 

DNA 片段自身连接，或标记（5'端）前除 DNA 或 RNA 5' 磷酸。 
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7 末端转移酶：在 3'羟基末端进行同系多聚核苷酸加尾。 

末端转移酶的作用是将脱氧核糖核苷酸通过磷酸二酯键加到 DNA 分子的 3'-OH 末端。主要

用于拼接人工接头或在 3'端进行引物标记的时候。 

 

8 DNA 水解酶 

DNA 在水解酶的作用下，可以得到四种不同的核苷酸，即腺嘌呤脱氧核苷酸【A】，鸟嘌呤脱

氧核苷酸【G】，胞嘧啶脱氧核苷酸【C】，胸腺嘧啶脱氧核苷酸【T】。 
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9 RNA 酶：切割 RNA 

一类催化 RNA 降解为小片段的核酸酶。 

RNase 酶非常稳定，是导致 RNA 降解最主要的物质。 

 

 

技术 | 上图！秒懂重组 DNA 技术常用工

具酶 
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作者：小杜 

 

师兄：师妹，怎么看你做克隆都做了半个月了，还没有结果吗？ 

我：对啊，师兄，我也不知道为什么，我鉴定老是没成功？ 

师兄：你真的了解 TA 克隆，你要是真的了解肯定早出结果了。 

我：真的了解？难道还有什么秘诀吗，师兄 

师兄：看你一脸懵逼的样就知道你肯定不知道，来来来，我给你讲讲。 

首先，TA 克隆是用于 PCR 产物的克隆和测序。原理是利用 Taq 酶能够在 PCR 产物的 3’末端

加上一个非模板依赖的 A，而 T 载体是一种带有 3’T 突出端的载体，在连接酶作用下，可以

快速地、一步到位地把 PCR 产物直接插入到质粒载体的多克隆位点中。 

那么在你做 TA 克隆时，需要准备的前期工作是什么呢？ 

1 设计引物 P 出你的目的基因 

不管你是手动设计还是软件设计或是直接引用别人已经发表文章用到的引物，只要能 P 出

来目的片段就行，在 PCR 的结果中需要注重 P 出来的浓度，要达到浓度高的要求一方面是

在前期的样本准备本身就得到高浓度。 

比如要 P 出一种病毒的某部分基因，那么在病毒的 RNA 提取时，就必须保证该病毒的病变

效果明显，才有可能得到高浓度的 RNA，继而或者逆转录得到高浓度的 cDNA。 

另一方面是在 PCR 的条件时对于退火温度等的条件把握，如果有一些引物二聚体存在，那么

可以尝试提高退火温度，延长一点延伸时间，但具体如何使得 PCR 跑出来又亮又单一，还是

需要摸摸条件。 

2 切胶回收产物 

在紫外仪下切下目的产物，注意一定要快准狠，尽快切下，并尽可能少的切下多余的胶，回

收利用的试剂盒一般严格按照试剂盒操作应该没有什么问题。回收之后测浓度，准备下一步。 
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3 连接 

这一步骤就直接按照选择的 T 载体说明书来操作了，需要注意的是，在上一步测完回收浓度

后，如果浓度较低，建议在试剂加量上尽量加大 DNA 的用量。 

一般来说回收之后就赶紧地进行连接，但是由于有时候可能中间时间耽误了，没能及时连接，

那么在这之前可以补加两个步骤，一是加 A 尾，二是纯化回收的产物。 

但是在长期的尝试中，我发现纯化与否和手动加 A 尾并不怎么影响连接效果。 

4 转化铺板 

这个步骤用来筛选重组子，长出来的菌多不是好事，菌少也不是坏事，也许就只长两个单克

隆菌，但这两个都是阳性重组子，反正只要挑到正确的就行。 

5 菌液 PCR 鉴定 

一般挑菌之后在 EP 管中摇个 3 到 5 个小时就可以进行菌液 PCR 了，一般来说这样的摇菌时

间能最保证接近真实的阳性结果，菌液 PCR 之前有人建议说要煮沸几分钟再 P,但其实直接取

摇菌的 1ul 作为模板，进行 PCR 就可以了，条件与之前 P 产物的条件一致。 

6 酶切鉴定 

酶切位点的选择必须要确保 目的基因中没有这个位点，而载体与目的基因连接附近有位点。

在进行酶切的时候是要摸酶切时间的，是否已经切开跑一个电泳看看。 

7 测序鉴定 

如果实在是觉得上面两个鉴定都拿不准，那也可以尝试测序，如果测序结果与目的基因能够

完全比对匹配上，那么也说明就是连接上了。 

师兄：你看看，其实 TA 克隆是非常简单的克隆，先天的条件 A 和 T 都已经具备了，除非你

手实在不顺，连个 2500bp 以下的都是没什么问题的。 
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我：好吧，师兄，我发现你说的注意的点我好像是有问题，我再来试试吧。 

师兄：做实验嘛，也就是不断尝试了才能积累经验，说不定再做几次你就是克隆小公主了呢！

哈哈！ 

 

 

没法拼爹？就学学序列拼接 

 

作者：子非鱼 

 

相信大家 PCR 之后一般要进行测序以保证扩增序列的正确性吧？由于测序能力的限制，目

前最好的公司也只能保证一个反应 800bp 测准。如果大家的克隆片断大于 1k，那么势必要

同时测两个反应，然后将两个反应得到的序列利用其相互重叠的部分进行拼接，这样才能得

到完整的 PCR 产物序列。 

怎样拼接呢？多付点钱，让公司帮你拼接？想当年老板出国了，测序的费用还是自己挨了几

顿馒头省下来先垫上的！实在没有这个余钱了~好吧，爹拼不了，还是自己老老实实学拼接

吧！请跟小鱼一样悲催的童鞋们走过路过不要错过•••••• 

首先下载并安装 Contig Express ，打开软件： 
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Winplas----科研汪的秘密花园 

作者：子非鱼 

 

Winplas2.7 作为质粒绘图的专业软件，文件很小，最主要是简单易学，可以在知道或不知

道序列结构的情况下绘制质粒图。利用 Winplas 绘制质粒图，这不但让你顺利完成工作，

还可通过绘画绚丽多彩的质粒图来放松心情，简直就是科研版的秘密花园嘛！ 

 



 

 

88 

 

 

下面小鱼就简单介绍如何使用这款软件绘制质粒图。 

在不知道序列结构时绘制质粒图（白手起家虽然辛苦，但享受过程才能体会这里面的乐趣！） 

1、点击“文件”菜单中新建命令，出现 MapView 窗口，同时工具栏中地绘图命令显亮。 
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2、点击“插入-空片断”命令，出现一个“创建新质粒”对话框。，在“标题栏”中填入质粒名称,在

“碱基对”栏中填入质粒大小,在“类型”单选框中设制质粒图谱为线型还是环形。 
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3、点击“确定”后，在 Map View 窗口就会出现一个圆环，其中有质粒名称及质粒大小。 

 

4、点击“插入”菜单中“区域”命令，弹出“Edit Arc Object”对话框。 

*在 Arc 书签中的“碱基对”栏中，填入 Arc 的起始位置，如 209。 

*在“长度”栏中填入 Arc 的长度，如 654。在标签栏中填入 Arc 的名称，如 pCMV。 

*在Arc Style书签中，首先确定该Arc是否有箭头以及箭头的方向。分别对应none, 5’→3’,3’→5’,

及双向。 

*通过 Width 来确定 Arc 的宽度 

*也可以调节箭头与 Arc 径宽度的比值 

*改变填充样式以区分不同的 Arc;改变 Arc 的颜色;同样也可以改变字体的样式、颜色等 

点击 OK，则在图谱中 209-863bp 位置出现一个 Arc，名称叫 pCMV。 
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5. 对于任何一个项目，如需要修改，我们只需用鼠标左键选中它（哪里要修点哪里！），并双

击，即可出现相应的编辑窗口。对于文字及质粒名称、大小，我们可以用鼠标在任意位置拖

放。其它的修饰，点击 Edit 菜单中“质粒选项”命令, 可以调节质粒环的粗细、大小（半径）

环的颜色以及背景颜色；标记连线的粗细、颜色以及标出 Marker 的位置；以及 Arc 名称连

线的粗细、颜色、Arc 边缘的颜色等。 

下面是小鱼做的质粒图，做得不是很好 ，仅供参考 
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另外，在知道序列结构时绘制质粒图：只需要选择 File New 后，在“插入”菜单选择“GenBank

文件”或者“序列文件”，选择一个指定文件，确定后，便根据此序列生成质粒图，进行进一步

编辑。当然，在知道序列结构时绘制质粒图时也是可以自己一步步画出来哦 

质粒图的绘制就是这么简单有趣，大家回去不妨一试！ 

 

“胖”质粒之逐爱瘦身记 

作者：子非鱼 

 

与身兼数职（复制、转录、翻译等）而致使瘦成螺旋状的染色体大哥不同，我只是一个胖胖

的萌萌哒质粒，因心宽体胖兼有高度亲和力，能跟很多受体细胞都能打成一片；且又因身具

多种单一切割位点、能容纳外源基因及合适的筛选标记，因而也备受科研者们的喜爱并被光

荣选为各种基因的载体。 
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而我本人对于高富帅的外源基因也可谓是一见倾心。为了能和外源基因重组为一个完满的圆，

“好闺蜜”限制性内切酶着实功不可没！为了打动高富帅外源基因的心，限制性内切酶会强

制性帮我减肥，使我从圆滚滚的憨丫头顺利转为苗条的俏姑娘，并努力帮我争取与外源基因

约会的机会。 

 

对此，我很是感激。果然，在核酸内切酶家族中，只有Ⅱ型内切酶才是我的好闺蜜，因为她

不仅了解外源基因真正喜好（粘性末端序列），并能依据我身上特异性的回文序列进行量体

裁衣（定点切割）。哪像Ⅰ型和Ⅲ型限制酶这两个绿茶婊，说是要帮我，却只是简单粗暴在

离切割位点 1kb 到几 kb 的地方随机切割，因而带着错误妆容（粘性末端序列不匹配）的我

与心仪的外源基因只能擦肩而过，这样还不如当初直接让核酸外切酶将我切成渣渣的好。 

至于我瘦身的过程，说起来也非常简单，就是闺蜜嗖嗖两刀下去，便可迫使我所有脂肪细胞

（酶切位点）纷纷离去。换言之，就是将我和两种限制性内切酶以及 Buffer 和（huò）在一

起，然后于 37 ℃水浴锅里泡个 1-2h 的澡，即可通过电泳走秀检验我的瘦身成果。 
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而后瘦身成功且变得美美哒的我便会在“红娘”连接酶的搭桥连线中与高富帅外源基因结成

一家人。而在重组家庭之后，很快我便又重新恢复本性，再一次变得心宽体胖起来。 

就在一切都尘埃落定时，我便喜欢话当年，遥想起当年与闺蜜（限制性内切酶）之间种种过

往，不得不感叹道好闺蜜的养成也是蛮不容易的。 

初识闺蜜时，自然少不了摩擦与矛盾，以至于时常会出现以下两种极端情况：要么瘦身失败

（切不断）；要么瘦到走火入魔（乱切一气以自虐）。因而这段友情唯有通过彼此之间的相互

了解相互磨合方可得以维系。 

所以一旦我瘦身失败，我首先会反思自己是否太过任性，竟将酶切位点的碱基修饰成了闺蜜

识别不了的形式（如甲基化等）；又或者太过调皮，以至于酶切后的黏性末端在退火时又重

新结合起来，让闺蜜做了无用功。 

此时，我会当机立断的改用 JM109 来替代 DH5α以减少修饰，同时尽量调整酶切体系（50ul、

100ul，大体系可稀释酶中的甘油有利于反应）。 

其次，为了确保限制内切酶与我是否真的志同道合（相互匹配），我会预先进行酶 A 和酶 B

各自的单酶切以及 A+B 的双酶切等实验。如果一切正常，即单酶切时只有一条线性化条带、

双酶切出现两条带时，那么她才算具备成为中国好闺蜜的特质。 
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即便如此，我瘦身的道路依然曲折而险阻。毕竟，天下懒胖是一家。我既然占了胖，那么闺

蜜自然也就赖上了懒。有时，闺蜜懒癌晚期，不肯尽心尽力的出大力（如酶活性下降甚至失

活），也会极大的阻碍了我减肥大业的完成。这时，只有对其进行冷处理（冰上酶切）或者

忍痛换新酶才能助我早日搞定自身的终身大事。 

但有时我会为了瘦达到一种丧心病狂的地步（酶切过头），以至于经常发生一些该切的地方

没切，不该切的地方瞎切的“自虐”事情。追根究底，竟是由好闺蜜的癫狂（非特异性酶切

活性——星号活性）而引起的。 

其实，能引起酶切的星号活性的因素有很多：1）非最适的 pH；2）Co2+、Mn2+取代 Mg2+；

3）酶浓度大于 25u/ug；4）盐浓度降低；5）高浓度甘油的存在(>12%)；6）有机溶剂的存在

等等，但最常见的原因莫过于酶切时间过长或者酶量过多。 

这种时候，我的良心建议就是酶切水浴 1-2h 就已经完全足够了；另外，所加酶的体积不能

超过酶切总体积的 1/10，否则甘油浓度就会超过 5%，进而会产生星号活性。 

虽说酶切没有辣么简单，但是对于不做构建的小伙伴们而言并没有什么卵用，可如果你想玩

转基因克隆，那么以下两件神器就是必须要掌握的了。 

1、REBASE（Restriction Enzyme dataBASE） 

网址：http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html 
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通过使用 REBASE 来获取限制性内切酶的最新信息，几乎已成为了该领域的主力军。REBASE

于 20 世纪 70 年代由 New England Biolabs 创建，并被诺奖得主 Richard Roberts 进行了专利申

请。REBASE 可提供大量有关限制性内切酶的类型、识别序列和切割位点的信息。同时它还

包含了有关甲基转移酶，晶体结构等信息。 

2、NEBcutter 

网址：http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ 
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在 NEBcutter 中，可以输入高达 200,000 个碱基的线性或环状 DNA。 该程序则将提供一些使

用大肠杆菌遗传密码的开放阅读框（ORF），以及一次切割这些 ORF 的 II 型和 III 型限制酶的

列表。 

 

一文学会查找质粒图谱 

作者：子非鱼 

 

方法一：Vector NT 软件 
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毋庸置疑，这款软件绝对是了解质粒图谱的一个压箱底的法宝，它包含 Invitrogen 公司里所

有的质粒图谱信息和其他比较常见和经典的质粒图谱，可使得初接触分子克隆的小伙伴们对

质粒图谱有着简单直观的认识，真正做到了软件在手，质粒我懂。  

方法二：查找质粒图谱的网址  

1.Vector Database 

网址：http://www.addgene.org/vector-database/  

直接再输入框中输入 pET，即可搜索出相关质粒。 

 

而后点击自己所需要的质粒名称，就可以看到质粒的详细信息以及图谱。  

2.Vector DB 

网址：http://genome-www.stanford.edu/vectordb/vector.html  
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该网址里对质粒的总结和分类比较完整，基本囊括了所有表达系统的质粒信息。不过，让人

有些不爽的是这个网站竟然没有搜索栏，太不人性化了。好在小鱼有妙招：按 Ctrl + F，输入

质粒名称即可。 

 

 

点击所需质粒名称即出现以下界面，此时点击 sequence link 可查看该质粒的序列，而点击

NCBI link，就可以直接跳转 NCBI 页面。然后点击右边的 send to，选中 File，GeneBank 等选

项，点击 Create File 选项可得到一个 gb 格式文件，导入 vector 软件中，即可得到质粒图谱。  
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3.Google 学术 

网址： https://www.google.com.hk/ 在搜索框中输入质粒名称 +map ，或者质粒名

+sequence+filetype:txt/filetype:pdf，又或者进入 Google 后，点击图片搜索，直接查找图

谱 。  
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4.悠游博客 

网址：http://yoou.bokee.com/5757561.html  

如果你能在该网址里找到自己所需的质粒，点击相应的质粒名即可查看质粒图谱。 

  

方法三：公司试剂网页  

有些商业化公司整理某一系列的质粒相关信息，如克隆载体 pMD18-T，TaKaRa；pGM-T，天

根；表达载体 Novagen 公司的 pET 系列等。因而如果知道常见的质粒是哪个公司的，去其官

方网站上可以查找该质粒的相关信息。  

方法四：寻找改造后的质粒图谱  

有些经过改造的质粒可先将名称输入 Google scholar 中，查看使用过该质粒的文章，进而了

解该质粒的来源，因而向文章作者进行咨询。以文章 Kuhlman, T. E. and E. C. Cox (2010). "Site-

specific chromosomalintegration of large synthetic constructs." Nucleic Acids Res38(6): e92 为例，

也可先在 PubMed 中进行搜索，而后在 Related Information 中点击 Nucleotide，并按照在 NCBI

下载质粒图谱的方法获取质粒图谱即可。 
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附录：常见质粒图谱清单 
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质粒盛宴，可打包带走 

作者：麦子 
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pcDNA3.1(-)和 pcDNA3.1(+)，构建表达载体常用思密达~ 
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强大的 pEGFP 质粒家族，构建具有绿色荧光的融合蛋白，麦子的挚爱~ 
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pUC19 常用于 DNA 片段克隆、DNA 测序、外源基因表达等 
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带 DYKDDDDKtag 的 pCMV-C/N 质粒及其多克隆位点 
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pAAV-IRES-hrGFP 腺病毒相关载体 
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······· 
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pET 质粒系列该系列是大肠杆菌克隆表达重组蛋白很强大的系统，目的基因被克隆到 pET 质

粒载体上，受噬菌体 T7 强转录及翻译调控，宿主细胞提供的 T7RNA 聚合酶诱导其表达。 

 



 

 

116 

 

 

 

pLVX-IRES-ZsGreen1 及其克隆位点，哺乳动物细胞慢病毒表达载体，载体能够同时表达

ZsGreen1 荧光蛋白和目的基因 
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腺病毒穿梭质粒 pShuttle 系列 
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pDsRED1-C1: C 代表在 DsRed1 的 C 段插入序列构建融合蛋白 

 

 

 

pDsRED1-C1: C 代表在 DsRed1 的 N 段插入序列构建融合蛋白 
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DsRed 蛋白单体突变的载体，pDsRED 系列载体，属于荧光蛋白报告载体 
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pLazl 质粒，可以提供 lac 阻遏蛋白 

 

 

 

质粒 pLysS&E，具有氯霉素抗性。此质粒含有表达 T7 溶菌酶的基因。 

 



 

 

122 

 

 

 

 

pSCREEN-1b(+)质粒，也含有表达 T7 溶菌酶的基因 
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pMAL-p5X:大肠杆菌(E.coli)表达载体，用于蛋白表达与纯化 
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pGEX 载体系列，特点就是带有 GST 标签，可以增加目的蛋白的溶解度 
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p3XFLAG-Myc-CMV 质粒，For transient expression and secretion of dual tagged (N-terminal 

3XFLAG™, C-terminal c-myc) fusion proteins. 

 

即双重标记瞬时表达和分泌，N 端 3XFLAG 标记，C 端 c-myc 标记，一看这质粒就知道逼格

高、价格较贵~ 
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pcDNA3.1(-)和 pcDNA3.1(+)，构建表达载体常用思密达~ 
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强大的 pEGFP 质粒家族，构建具有绿色荧光的融合蛋白，麦子的挚爱~ 

 

 

 

pUC19 常用于 DNA 片段克隆、DNA 测序、外源基因表达等 
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带 DYKDDDDKtag 的 pCMV-C/N 质粒及其多克隆位点 
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pAAV-IRES-hrGFP 腺病毒相关载体 
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······· 

 

 

pET 质粒系列该系列是大肠杆菌克隆表达重组蛋白很强大的系统，目的基因被克隆到 pET 质

粒载体上，受噬菌体 T7 强转录及翻译调控，宿主细胞提供的 T7RNA 聚合酶诱导其表达。 
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pLVX-IRES-ZsGreen1 及其克隆位点，哺乳动物细胞慢病毒表达载体，载体能够同时表达

ZsGreen1 荧光蛋白和目的基因 

 

 

 

 

 

腺病毒穿梭质粒 pShuttle 系列 
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pDsRED1-C1: C 代表在 DsRed1 的 C 段插入序列构建融合蛋白 

 

 

 

pDsRED1-C1: C 代表在 DsRed1 的 N 段插入序列构建融合蛋白 

 

 
 

DsRed 蛋白单体突变的载体，pDsRED 系列载体，属于荧光蛋白报告载体 
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pLazl 质粒，可以提供 lac 阻遏蛋白 

 

 

 

质粒 pLysS&E，具有氯霉素抗性。此质粒含有表达 T7 溶菌酶的基因。 
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pSCREEN-1b(+)质粒，也含有表达 T7 溶菌酶的基因 

 

 

 
 

pMAL-p5X:大肠杆菌(E.coli)表达载体，用于蛋白表达与纯化 
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pGEX 载体系列，特点就是带有 GST 标签，可以增加目的蛋白的溶解度 

 



 

 

138 

 

 

 

 

p3XFLAG-Myc-CMV 质粒，For transient expression and secretion of dual tagged (N-terminal 

3XFLAG™, C-terminal c-myc) fusion proteins. 

 

即双重标记瞬时表达和分泌，N 端 3XFLAG 标记，C 端 c-myc 标记，一看这质粒就知道逼格

高、价格较贵~ 

 

图文并茂的教你做分子构建（典藏版） 

 

作者：翠花 
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做过分子实验的人都知道，要想做的有效率有质量是很苦逼的，1 个月做 100 个克隆那都是

小 case，没点看家的本事怎么行。如果再遇到比较极品的稀有基因，周旋个把月，那也是家

常便饭。下面就和大家分享一些载体构建的经验，从此迈向科研达人： 

1. 准备工作 

俗话说：用欲善其事，必先利其器。建议大家在做构建之前先找好工具，效果事半功倍哦。

推荐两个工具，一个是 oligo 软件，常用于引物设计和酶切位点分析；另一个是 DNAstar 软

件，工具极强大，一款全面的生物医学软件，用作 DNA 和蛋白质序列分析、重叠群拼接和

基因工程管理。 

 

2. 设计引物 

1) 注重要：看懂质粒图谱！拿大家比较熟悉的 PEGFP-C1 和 PEGFP-N1 做例子。 

想用 N1 质粒，设计引物就得把下游引物上的中止密码子去掉，不要辛辛苦苦的一路做下来

结果根本不表达融合蛋白，你就死了；C1 质粒，注意阅读框，要是移码了，你也死了。而且
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PEGFP 系列有 1.2.3，要弄清楚别弄窜了。一句话，要看懂你的图谱！ 

其他需要注意： 
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*设计酶切位点时要加保护碱基（大家要用 T 载体就当我没说）; 

*酶切位点设计原则：尽量用粘性末端，实在不行就用一些常用平端酶，如 EcoRV 和 SnaB1

等，要是以后还有别的用处就多加点酶切位点，曾一口气在引物上加了五个酶切位点以防以

后要用到，注意计算 TM 值的时候要减去这些不匹配的序列； 

*注意 KOZAK 序列的问题，很多质粒没有提供 KOZAK 序列，这要在设计的时候直接在引物上

加好。 

*擅用 Gene Overlap，比方说加个 flag 标签，his 标签，my 标签之类的，直接设计三引物 overlap

一下就可以，省得还要再多构建一步，这些都是设计引物时候就要考虑好的。引物长一点不

要紧（我最喜欢两步法了），尤其是对 GC 比高的序列，有时候引物不长 PCR 根本不出结果，

注意如果 GC 比较高，这个时候 Gene Overlap 就不要做了，很麻烦，克隆很难挑。 

*没有合适的酶切位点？很简单，用同尾酶策略，比方说 Bgl2 和 BamH1，Nhe1 和 spe1，Xho1

和 Sal1（注意连上了切不下来），实在不行就平端吧。 
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3. PCR 扩增 

如果没有现成的质粒可供酶切，PCR 是最理想也是最方便的策略。目前市面上可选择的 PCR

酶实在太多，每隔一段时间还会升级，正常情况下，高保真的 taq 酶都能满足需求。但如果

遇到难 PCR 的高 GC 基因，可以换不同 PCR 酶，添加一些 DMSO，甘油等，实在不行可以考

虑 Clontech 的 2 GC rich kit，价格和实力都大牛。另外，建议电泳切胶回收纯化 PCR 产物，

去除一些非特异性条带。 

4. 酶切 

强烈推荐 NEB 的内切酶，记得有一次用别家的酶切过夜，结果质粒都被切碎了（当然当时质

粒浓度也不高），而用 NEB 的酶，切个七十二小时仍旧一切 OK，尤其现在 NEB 还推出了 HF

的内切酶，没有星活性而且统一都用 Buffer4。另外 TAKARA 的酶也还可以。 

 

5. 连接 

最常用的是 NEB 的 T4 连接酶，很好用，但是注意 Buffer 里有 ATP，反复冻融 ATP 失活很快，

拿到 buffer 后就分装，10uL/管，一次性使用。 

载体总量：一般来说，载体浓度在 20-100ng/uL 较好，太低的话碰撞几率低，太高的话又会

产生很多非目的克隆，总量从 50-100ng 就可以，太低失败几率很高，太高克隆太多，挑克

隆会很麻烦，反应总体积也有讲究，体积太大载体和目的片段碰撞几率太低，而且对感受态
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细胞也是个挑战，通用 10-15uL。 

载体和插入片段比例：载体和插入片段比例一般是 1:7，如果很难连接，比如说平端连接，

要适当提高片段浓度，同时加大比例 1:10。 

 

6. 转化 

按照 SOP 做就行，话说实验室原来从 takara 买感受态（competent cell），后来发现还是自己

做的效率高（protocol 免费索取）。要注意的是 LB 必须无菌而且没有抗生素，实验室原来有

个技术员，做一次失败一次，我就奇怪了，后来才发现他用的居然是加了 kana 的 LB，直接

晕过去了。 
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7. 鉴定 

想要快速鉴定，建议用菌液 PCR，菌液 PCR 是有一定讲究的，很多人做菌液 PCR 鉴定假阳

性特多，为什么？因为你 PCR 引物选的都在载体上，注意引物必须分别在载体和插入片段

上才准，PCR 方法鉴定是极其准确的，数百次菌液 PCR 经验。PCR 鉴定做起来也很简单，

拿个 2mL tube，装 0.5mL 加入相应抗生素的 LB，摇个三小时左后取 1uL 做模板就行了。如

果想更快，直接菌落 PCR 也不错，效果一样。 

 

8. 测序 

拿到测序结果时，不仅要核对序列，还要看测序峰图，这很重要。因为有时候光看序列

对，实际上图显示的不对，或者虽然序列结果不对，但是图上出现的峰值本身就很怪异不

可信，出现突变也不怕，有很大可能性是简并密码子； 
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还要重点检查的地方就是“接头”的地方，因为偶尔引物会出错，比方说少个碱基什么的，

还有时候酶切之后连接也会丢一两个碱基什么的，如果不仔细检查到了后期悔之无及。 

 

 

 表达融合蛋白时，如何把两个基因拼接起

来？ 

 

作者：子非鱼 

 

小师弟屁颠屁颠跑过来：师姐，我要表达一个 ras 加 GFP 融合蛋白，怎么设计引物？ 

小鱼：你的 GFP 标签蛋白在载体里还是要你自己插进去？ 

小师弟：是我自己插进去。（怎么听来觉得怪怪的······） 

小鱼：你打算怎样融合？ 

小师弟：是不是这样？酶切 A 基因，酶切质粒，把 A 先插入载体，筛选出克隆，然后酶切

B 基因，用不同的酶酶切质粒，将 B 基因插入含 A 的载体。 

小鱼：No,何必这么复杂，SOE PCR 吧！ 

小师弟：什么是 SOE PCR？ 

SOE PCR 是一种通过寡聚合甘酸链之间重叠的部分互相搭桥、互为模板进行 PCR 扩增，从而
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获得目的 DNA 基因片段的方法。SOE PCR 可简单地凭借互补引物，通过 PCR 迅速地将两段

基因连接在一起，成为新的杂交基因片段。 
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若要将基因 A 和 B 连接在一起，假设引物 P1、P2 扩增基因片段 A，引物 P3、P4 扩增基因片

段 B；P2、P3 为内引物，P2 上含有 B 的序列，P3 上含有 A 片段的互补序列。单独 PCR 后，

P1、P2 将 A 的 3'端带有 B 的 5'端的互补序列，P3、P4 将 B 的 5'端带有 B 的 3'端的互补序

列；将各自 PCR 产物混合作为模板，变性退火后，A 链和 B 链结合起来，延伸成新的杂交基

因，可以将 A、B 连接起来。（师弟看到这里开始叽咕：这都是什么鬼？） 

下面以表达融合蛋白 S 和 A 为例，小鱼给大家介绍拼接基因 S 和基因 A 的方法,先在 NCBI 中

查找两个基因的 mRNA 序列，然后利用 primer6.0 软件，设计扩增基因 S 和 A 基因的引物，

并去除 S 的终止子和 A 基因的起始密码。 

关键问题来了，引物要怎么设计？SOE PCR 引物设计跟普通 PCR 引物有什么不同？ 

*SOE PCR 引物比较长，可长达 80bp，太短要增加反应次数，提高成本。（土豪可忽略） 

*引物有重叠区域，引物间的 overlap region 以 25~30bp 为宜，尽量避免富含 AT 的序列。 

*考虑引物的 TM 值，依照“50℃规则“可以设计出可行的重叠区，但也必须全面考虑其他引

物的 Tm 值，在 PCR 的前 5 个循环中，采用就低引物 Tm 值设计退火温度是最好的解决办法。 

*引物长，更要避免自身二级结构、引物二聚体形成等。 

在 S 上游引物 5'端加入 EcoR V 限制性核酸内切酶位点，在其下游引物 5'端则加入 BamH I 限

制性核酸内切酶位点、含 5 个氨基酸残基的柔性肽基因序列(linker 序列) 以及基因 A 的部分

5'端序列，在 A 基因的上游引物 5 端加入 BamH I、含 5 个氨基酸残基的柔性肽基因序列

(linker 序列)以及基因 S 的部分 3’端序列，在其下游则加入 酶切位点 Not I 酶切位点。 
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S (P1): 5'-ATAGATATC GGAGAA CGG GAT ATG TTT AG-3' 

S (P2)5'- ATA GGATCC ACC GCC ACC GAC ATTGCC AAC GTA TTT TAAG- 3' 

A (P3): 5'-ATA GGA TCC GGT GGC GGT GGC TCC GCT CAA GTA AT C AAC ACT-3' 

A (P4): 5'-GCGGCCGC CGACAT CCTATC GACCTAAC-3' 

划线部分为酶切位点 

接着以 S (P1)和 S (P2)为引物，含有 S 基因的 cDNA 为模板；以 A (P3)和 A (P4)为引物，含有

A 基因的 cDNA 为模板；进行 PCR,得到上述产物并鉴定后，将两者混合作为模板，以 S (P1) 

和 A (P4)为引物扩增融合基因 S-A。采用两步法循环模式：第一步将两种模板混合后，在不

加引物的情况下循环 3 次；第二步加上引物后，在循环 28 次。将产物转入载体进行后续的

克隆。 

引物的结构组成看上去虽然复杂，但设计起来却十分简单，无非就是在普通引物设计的基础

上加上重叠区以及一些修饰： 

*Gene S 5’端的修饰，gene A 3 ‘端的修饰，比如增加限制性酶切位点进行克隆和表达。 

*Gene S 3’端的突变，gene A 5’端的突变，比如进行偏嗜密码子的修改、起始密码子的掺入。 

*在 gene S 和 gene A 之间添加 DNA linker。 

在应用这一技术时，还有几个要注意的问题： 

*DNA 酶的质量：应避免使用 Taq 酶，因其在 PCR 产物 3 端添加一个突出的 A，从而造成移

码，翻译蛋白时全部错位，不好意思今天白忙活，去墙角哭会。因此，为了最大限度地避免

碱基的错配，一般采用具有 3‘-5‘外切酶活性的高保真酶，如 TLI DNA Polymerase (Promege)、

KOD DNA Polymerase（Toyobo）、Pyrobest DNA Polymerase (Takara)。比起普通酶，这些高保真

酶是贵了点，但真的物有所值。 

*模板的来源： 在构建嵌合 ORF 时，如果选择基因组 DNA 为模板的话，可能会 P 出非翻译

区，宜选择 mRNA 作为原始模板。 
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*接头序列(Linker)：通过一段适当的核苷酸序列将不同的目的基因连接起来, 使其在适当的

生物体内表达成为一条单一的肽链, 使得融合蛋白中的两种成分能分别形成正确的空间结

构、 更好的发挥生物学活性。Linker 序列就像安排一个人畜无害的小伙伴在性格比较暴躁

的两人之间，充当和平使者，避免冲突。 

*Mg2+是 DNA 聚合酶活性的依赖离子，Mg2+浓度过低会影响聚合酶活性，过高会造成非特

异扩增。SOE-PCR 中：在保证产物扩增效率及特异性的前提下，尽可能降低 Mg2+的浓度，

这可最大限度地提高 DNA 聚合酶的保真性。 

今天就小鱼就分享到这，大家记得要好好消化一下！ 

 

构建载体一点也不难 

作者：阳光 

 

作为一名生物汪，我们在研究基因的功能时，逃脱不掉的就是我们为了我们的实验目的，可

能需要构建各种载体，比如表达载体，克隆载体，基因打靶载体等等。很多人在构建载体的

时候都感觉很困难，特别是对于一个刚进入实验室的新人来说那更是难上加难，完全摸不着

头脑。 

那是因为其实构建载体是一个不小的工作量，需要经历很多的过程，比如首先我们需要设计

引物引入酶切位点，接下来还需要经历酶切酶连等过程，只要其中的某一环节出现问题，那

最终都会导致实验失败。 

我认为构建载体最关键的一步就是设计引物引入酶切位点，一旦引物设计好，那接下来就非

常简单了，今天重点就来教教大家如何利用 snapgene 轻松获得构建载体所需的引物序列。 

1. 打开软件，选择第一个（红线标记），然后输入基因的 CCDS 序列（基因的 CCDS 序列可在

NCBI 数据库中获得） 
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2. 点击 ok 后界面如下，图中显示的是会切割基因编码序列的酶 
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3. 接下来点击最上面的 Enzymes Noncutters，会显示所有不会切割基因编码序列的酶，这些

酶都是我们可以用的，选酶的标准：要选择不能切割目的基因序列并且质粒上含有的酶，还

有就是最好是实验室有的酶。 
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4. 确定了可以用的酶后，接下来需要确定设计引物时用的这两种酶，确定方法：这两种酶最

好不要邻近，最好使用双酶切有共同 buffer 的酶,两个酶切位点最好不要是同尾酶（切下来

的残基不要互补），否则效果相当于单酶切。 

5. 确定了所要用的酶之后，接下来需要做的就是设计引物并引入酶切位点（注意：一定要看

清楚载体上 promoter 的方向，将 CDS 正向插入到 promoter 后面） 

6. 点击左下角的 sequence，然后拉取上游一部分基因本身的序列，拉取的时候会显示拉取的

碱基的个数以及 Tm 值，拉取到 Tm 值 55 度左右就可以（55 度以上最好） 

 

7. 然后点击 primer——add primer，选择 top  strand 
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8.  点击 insertions，在 site 位置处选择你准备引入的酶，比如我要引入 EcoR I，那我就选择

它，然后点击 insert，这样我们就引入了该酶的酶切位点。 

 

 

9. 接下来需要添加保护碱基，我一般所有的酶的保护碱基都加三个，加哪个碱基没有要求，
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使 GC 含量及 Tm 值适中即可。 

 

10. 这样上游引物就设计好了，接下来需要检测一下引物是否会形成发卡结构，可以应用 

OligoCalc（ http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html ），如果发现会形成发卡结

构，那就需要对引物序列做出一些调整，直到发卡结构消失。 

11. 接下来拉取基因的下游的一部分序列，用同样的方法设计好下游引物，有一点需要注意

的是，设计下游引物的时候选择 bottom strand。 

这样构建载体所需的引物就设计好了，怎么样，是不是感觉其实也没有那么难，接下来就可

以构建属于你自己的载体了。 

1.5 DNA 电泳 

技术 | 教你做果冻：琼脂糖凝胶电泳实验

技巧 

作者：毛博 

 

果冻晶莹剔透，口感 QQ 的，其实果冻的原料琼脂糖，也是我们平时用来跑电泳的材料，琼

脂糖凝胶电泳实验常用以 DNA 切胶回收，DNA 分离和用于佐证 DNA 是否重组、质粒等是否

切开。今天我们就来聊聊琼脂糖凝胶电泳实验的一些小技巧小细节。 
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第一步：胶液的制备 

称取 0.4g 琼脂糖，置于 200ml 锥形瓶中，加入 50ml 0.5×TBE 稀释缓冲液，放入微波炉里加

热，直到琼脂糖全部熔化，取出摇匀，此为 0.8%琼脂糖凝胶液。总液体量不宜超过锥瓶的

50%容量。否则会溢出来的。毛博就吃过这个亏。还要擦洗微波炉。加热过程中要不时摇动，

使附于瓶壁上的琼脂糖颗粒进入溶液。加热时应盖上封口膜，以减少水份蒸发。 

第二步：胶板的制备 

倒胶时的温度不可太低，否则凝固不均匀。东一块西一块的。果冻做出来就不好看啦。速度

也不可太快，否则容易出现气泡。果冻做出来里面都是气泡。怎么吃呀？待胶完全凝固后拨

出梳子，注意不要损伤梳底部的凝胶。 

第三步：加样 

注意上样时要小心操作，避免损坏凝胶或将样品槽底部凝胶刺穿。果冻下面被戳个窟窿，还

怎么吃呀？ 

第四步：电泳 

加完样后，合上电泳槽盖，立即接通电源。控制电压保持在 60-80V，电流在 40mA 以上。当

溴酚蓝条带移动到距凝胶前沿约 2cm 时，停止电泳。 
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第五步：染色 

未加 EB 的胶板在电泳完毕后移入 0.5μg/ml 的 EB 溶液中，室温下染色 20-25 分钟。 

第六步：观察和拍照 

在波长为 254nm 的长波长紫外灯下观察染色后的或已加有 EB 的电泳胶板。DNA 存在处显示

出肉眼可辨的桔红色荧光条带。紫光灯下观察时应戴上防护眼镜或有机玻璃面罩，以免损伤

眼睛。童鞋们千万不要犯上海最贵私立学校的那种错误啊。 
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除这些细节之外，还有一些注意事项： 

1、酶切时所加的 DNA 溶液体积不能太大，否则 DNA 溶液中其他成分会干扰酶反应。 

2、酶活力通常用酶单位（U）表示，酶单位的定义是：在最适反应条件下，1 小时完全降解

1 mg  λDNA 的酶量为一个单位，但是许多实验制备的 DNA 不象 λDNA 那样易于降解，需适

当增加酶的使用量。反应液中加入过量的酶是不合适的，除考虑成本外，酶液中的微量杂质

可能干扰随后的反应。 

3、市场销售的酶一般浓度很大，为了省着点儿花，使用时可事先用酶反应缓冲液进行稀释。

另外，酶通常保存在 50%的甘油中，实验中，应将反应液中甘油浓度控制在 10%以下，否则，

酶活性将受影响。 

4、观察 DNA 离不开紫外透射仪，可是紫外光对 DNA 分子有切割作用。从胶上回收 DNA 时，

应尽量缩短光照时间并采用长波长紫外灯(300-360nm），以减少紫外光切割 DNA。 

5、EB 是强诱变剂，还有中等毒性，就是有致癌性。配制和使用时都要戴好手套。尽量不要

把 EB 洒到桌面或地面上。如果真的不幸洒到桌面或地面上了，凡是沾污了 EB 的容器或物品
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必须经专门处理后才能清洗或丢弃。 

6、当 EB 放太多了，胶染色过深，DNA 带看不清的时候，可将胶放入蒸馏水冲泡，30 分钟

后再观察。 

以上，毛博介绍了做果冻，啊，不！做琼脂糖凝胶电泳实验的一些小技巧小窍门,也希望大家

伙儿做出好吃的“果冻”来。 

 

技术 | 涨泳姿！电泳中的异常现象及其原

因分析 

作者：毛博 

 

跑电泳是分子生物学实验的一项基本技术。只要做分子生物学方面的实验，可能或多或少，

或早或晚都要跑跑电泳。有时候，跑电泳跑着跑着也会出现一些奇奇怪怪的现象。下面，毛

博就谈一谈跑电泳的过程中可能会发生的异常现象，可能的原因，以及处理的方法。 

1. 加样孔有荧光 

下图的红框部分就是一个典型的加样孔有荧光的例子。发生这种现象可能的原因如下： 

 

首先一定有 DNA 的滞留，其次多含蛋白质残留；如果是比较特殊的样品，其杂质也可能导
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致荧光。蛋白质几乎不会被 EB 染色，能出现荧光，则一定含有核酸。非常巨大的基因组 DNA 

(>50kb)，如果使用普通的琼脂糖电泳，往往不能电泳出孔，单独就可能滞留在加样孔中产生

荧光。更多的时候，是比较大的 DNA 与残留的蛋白质结合后，电泳不能出孔而在孔中产生

荧光。酶反应产物，如果没有经过纯化去除酶，也非常容易在孔中出现荧光，其原因是酶与

核酸几乎都有比较强的结合能力(基因组 DNA 的 PCR 产物电泳往往在孔中都有荧光，而且

荧光强度与体系的特异性成反比。)。如果是植物样品，还可能由其它杂质残留引起。 

那么，这么多种可能性。到底是什么东西残留呢？我的经验是：蛋白质残留的荧光有点发闷，

其它杂质残留亮得很刺眼，且薄得锐利。如上面那个例子，这么亮，这么锐利，肯定不会是

蛋白质啦。 

2.总 RNA 非变性电泳显示 28S 不如 18S 亮 

如下图所示，18S 明显地比 28S 亮了。 
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如果 28S 和 18S 的条带清晰无弥散，那么多提示 28S 没有被 EB 饱和。RNA 残留多时，基

因组 DNA 的电泳也会有相似现象。解决方法：简单的补染就可以解决此问题。再次电泳时，

或者降低上样量，或者直接增加胶中 EB 的量。保证 28S 比 18S 亮堂很多很多。 

3. 降解 

降解的现象，其实是千奇百怪的。可以简单总结如下：主带不再突出，向小片段方向发生弥

散，亮度比较均衡地衰减。如果同时还伴随下列的一个或者多个现象，则需要更进一步的检
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测：加样孔非常的亮、弥散发生在主条带位置的上下两个方向、从加样孔即开始发生弥散。

如下图所示，红框里面的就是典型的降解的现象。 

 

其实，以现在的裂解液的裂解能力而言，降解的发生主要是在彻底匀浆之前，只有极少量由

不干净的溶解液导致。以总 RNA 抽提为例，总 RNA 的质量由高到低依次为悬浮细胞、贴壁

细胞、组织。彻底裂解悬浮细胞的时间最短，彻底裂解组织的时间最长，这就是降解多发生

在彻底匀浆之前的一个佐证。再看一看新鲜样品和冷冻保存样品，非常严格的冷冻保存和匀

浆操作的确可以确保冷冻样品的核酸的质量；但是，有许多实验室并不具备严格的保存手段，

实验人员的操作也并非完美，其结果就是核酸的降解。 

事实上，RNA 抽提受的影响因素太多，就以基因组 DNA 的抽提为例看一看吧。假定消化使

用的是含蛋白酶 K 的溶液，无论你使用的是新鲜样品还是冷冻保存样品，如果混匀彻底，

可以预期的降解为：细胞：不应该降解，碾碎的组织：不应该降解，大块组织：部分降解。

如果电泳发现新鲜的细胞和碾碎的新鲜组织发生了降解现象，该现象是假象；如果电泳发现

冷冻的细胞和碾碎的冷冻组织发生了降解现象，该现象不是假象，就是样品在保存中已经降

解了。说得更极端一点，即使蛋白酶 K 失活了，消化试剂的裂解能力也足以保证细胞的基

因组 DNA 在抽提过程中间不被降解。 

毛博啰哩啰嗦说了这么多。那么，如何才能减少或者杜绝核酸降解呢？那就是：一定要将重

点放在样品被彻底匀浆之前。样品的保存在前面写的 RNA 的提取一节里面已经说过了，不

重复。其次就是要缩短样品从脱离原来的生存环境或者低温到被彻底匀浆之间的时间。越快

越好。 
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要保小命，远离核酸染料？ 

作者：酸菜 

 

在生物化学实验室中，小伙伴们经常与毒性很强、有腐蚀性、易燃烧和具有爆炸性的化学药

品直接接触，常常使用易碎的玻璃和瓷质器皿以及在煤气、水、电等高温电热设备的环境下

进行着紧张而细致的工作，因此，必须十分重视安全工作。对于医学小伙伴而言，最常接触

到的就是核酸染料，核酸染料主要有 EB、GoldView、GelRed 和 GelGreen，要保小命，远离

核酸染料？今天给各位小伙伴补补脑。 

——by 酸菜 

EB 染料 

在研究数以千计的实验室残留性有毒物质，最值得一提的就是溴化乙锭（EB，3, 8-二氨基-5-

乙基-6-phenylphenanthridinium 甲基溴），该物质的潜在毒性作用已被大众广泛的认知。EB 属

于核酸分子嵌入剂，通常用于分子遗传学、DNA 和染色质结构分析等研究中，特别是国内很

多实验室仍在使用 EB 进行凝胶核酸电泳实验的染色。 

EB 是极易渗透细胞膜与胞内 DNA 嵌合的小分子，它具有平面共轭大环结构，是典型的 DNA 

分子插入试剂，菲啶环插入到 DNA 分子的碱基对之间，与 DNA 嵌合形成稳定的复合物，并

影响 DNA 的复制，破坏正常的遗传生理现象。EB 作为诱变性的化合物，它在人体中诱导突

变的机制是不可逆转的。 

网络上有多数网友反映，周围长期进行生化实验的女性老师，都生产出不同程度畸形儿的现

象。还有长期做凝胶实验的同事得白血病等。在此提醒广大 EB 操作小伙伴，科研诚可贵，

生命价更高！ 不为自己着想，也要为下一代的希望着想，做好防护措施，规范操作。尽量

远离 EB---这个分子实验头号杀手！或者选择相对安全的 EB 替代品。 

GoldView 染料 
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GoldView(GV)是一种可代替溴化乙锭（EB）的新型核酸染料，其灵敏度与 EB 相当，使用方

法与之完全相同。在紫外透射光下双链 DNA 呈现绿色荧光，也可用于 RNA 染色。Goldview

对于大片段 DNA 的染色效果还凑合，但是在对于 500bp 以下的片段效果不是很好，还有一

个弱点是它的荧光基团在紫外灯下非常容易淬灭，一般 5-10min 条带就会消失。所以应该抓

紧时间拍照后再观察。 

实质上，所谓的 Goldview 就是吖啶橙，也就是传说中的 AO，有一种传统的细胞凋亡试验，

采用的染料正是吖啶橙，也就是 AO/EB 染色试验，EB 无法穿透完整的细胞膜，而 AO 可以

穿过细胞膜染上细胞核，以此来区分凋亡和未凋亡的细胞。这个实验其实告诉我们的是，由

于 AO 会穿过细胞膜，所以虽然 GoldView 被说的多么不具有毒性，我们还是要谨慎待之。 

GelRed 和 GelGreen 染料 

GelRed 和 GelGreen 是两种集高灵敏、低毒性和超稳定于一身的极佳的荧光核酸凝胶染色试

剂。其水溶染色剂通过美国环保局安全认定，废弃物可直接倒入下水道，而不会造成任何环

境污染。GelRed 和 GelGreen 的特殊化学结构使其难以穿透细胞膜进入细胞，正是这一特性

降低了染料的细胞毒性。不过也正是因为如此，其价格大约是 GoldView 的十倍左右。 

但是我们想想，不管一些核酸染料宣传的时候如何说它们具有多高的安全性，至今小鼠皮下

注射未发现致癌性，但是为安全起见，我们强烈建议操作时依然应该每次带手套，不小心接

触皮肤后应该立刻清洗，并妥善处理废弃物。 

1.6 DNA 甲基化 

触手可得的甲基化 

 

作者：酸菜 

 

从国自然中标的结果，表观遗传学中的甲基化一直是研究热点。加上近来对甲基化在肿瘤中

重要性的报道，想必这一热潮还有待持续。小伙伴们是否蠢蠢欲动呢？对于甲基化的研究其

实并不困难，甚至可以用触手可得来形容，你不相信么？既然这样，酸菜今天就用一个简单

的方法说明甲基化研究究竟多么不在话下！ 
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--by 酸菜 

也许有的小伙伴已经猜到了，今天要讲的就是甲基化 PCR！这种方法灵敏度高，无需特殊仪

器，关键是经济实用，是目前应用最为广泛的检测方法。然而小伙伴们要注意的事，甲基化

PCR 是环环相扣的，你从预测甲基化位点设计引物到最后的每一步都要小心！甚至在最后

PCR 的时候，点样的顺序都是和 WESTERN BLOT 一样有讲究的！ 

第一步 在线引物设计：http://www.urogene.org/methprimer/ 

 

把你基因的启动子序列拷贝至此 

 

坐等结果，它会预测甲基化位点并设计好甲基化引物（很多对引物供你选择，当然你还要根
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据设计出来的引物的退火温度是否合理之类的进行筛减），如此智能，拿做己用最为省心了！ 

 

第二步 基因组 DNA 的提取。 

这一步完全可以购买供细胞或组织使用的 DNA 提取试剂盒，大神们自己配试剂提取完全可

以。此步重点在于 DNA 的纯度，即减少或避免 RNA、蛋白的污染很重要。因此在提取过程

中需使用蛋白酶 K 及 RNA 酶以去除两者。 

使用两者的注意事项： 

1：蛋白酶 K 可以使用灭菌双蒸水配制成 20mg/ml； 

2：RNA 酶必须要配制成不含 DNA 酶的 RNA 酶，即在购买市售 RNA 酶后进行再处理，配制

成 10mg/ml。否则可能的后果是不仅没有 RNA，连 DNA 也被消化了。两者均于-20 度保存。 

第三步 亚硫酸氢钠修饰基因组 DNA（也可直接购买试剂盒） 

原理：亚硫酸氢钠处理后，DNA 中未发生甲基化的胞嘧啶脱氨基转变成尿嘧啶，而甲基化的

胞嘧啶保持不变，通过设计出来的特异性甲基化引物和非甲基化引物对 PCR 取得条带的亮

度比较来判断序列是否被甲基化。 

大神们请继续自配试剂使用~~ 

最后一步 PCR 就不再赘述啦~~ 
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最终如果与预期相符的话，会有如例图所示的结果，M 代表甲基化引物，U 代表非甲基化引

物，1 和 2 分别是肺癌组织和正常组织所提取的基因组。可见在肺癌组织中甲基化程度明显

偏高。 

 

图片引自：Xu Zhai, Shi-Jun Li. Methylation of RASSF1A and CDH13 Genes in Individualized 

Chemotherapy for Patients with Non-small CellLung Cancer. Asian Pac J Cancer Prev, 15 (12), 

4925-4928 

酸菜炒杂烩： 

这样的检测并不局限于组织，经过药品（如甲基化抑制剂）处理后的肿瘤细胞与未处理的细

胞比较某基因甲基化程度也是可行的。另外，小伙伴们如果手头样本量够大，可以不局限于

比较癌组织和癌旁组织的差异，不妨对癌组织样本分期，或者对病人分类（如初发肿瘤和复

发肿瘤病人）来检测有无甲基化差异，也许结果会有惊喜！ 

 

科研老司机的套路哲学（七） 

作者：子非鱼 

 

生命中存在种种因果关系 

也许都可简单粗暴的归因于基因 

然而就算是拥有相同遗传背景 
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并不意味着拥有平等的人生了 

表观遗传学带来的“获得性遗传” 

使得一切成为可能 

因此成为科研界中的“耀眼明星”  

而在如火如荼的表观遗传学研究中 

DNA 甲基化可谓是独占鳌头 

 

 

简言之，DNA 甲基化就是 

将胞嘧啶（cytidine,C）的嘧啶环上 

第 5 位碳原子加上甲基基团（-CH3） 
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甲基化一般发生在 CpG 岛（CpG island） 

CpG 岛通常与基因的启动序列区域相关 

正常情况下，CpG 岛内的位点通常处于 

非甲基化状态，可开启基因表达 

而 CpG 岛外的位点通常是被甲基化的 
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DNA 甲基化就是拨动基因开关的隐形之手 

它就相当一把锁， 

凡是被甲基化的 DNA 

均是需要被“尘封”、“监禁”的基因 

如基因组里的“捣蛋鬼”—转座子 

一旦这把锁被意外打开 

这些捣蛋鬼就会将基因组搞得一团糟 

从而导致身体出现诸多问题 

如肿瘤、精神疾病等 
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想来，大多数科研汪都对它垂涎已久 

其实甲基化研究没那么难 

将 SNP 与甲基化结合已成为 

该领域中常用的科研套路 

这篇 IF>10 分的文章 

可让苦于无从下手的小伙伴们 

依样画葫芦，一解燃眉之急 
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另外，随着高通量测序技术（NGS）的发展 

DNA 甲基化测序也成为了 

破解“基因之锁”的利器 
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然而，由此衍生出 DNA 甲基化测序方法 

有千千万万种 

反而让眼花缭乱的小伙伴们 

不知道该如何选择 

小鱼整理出了最常见的 10 种测序方法 

供大家参考 
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另外，小鱼也为大家推荐三类 

DNA 甲基化数据分析工具 

第一类：基于引物设计功能的软件 

主要是针对重亚硫酸盐序列进行甲基化特异性 PCR（methylation-specific PCR, MS-PCR or MSP）

和重亚硫酸盐测序（bisulfite sequencing, BS）引物的设计。 

 #1：MethPrimer（甲基化 PCR 引物设计经典软件） 

网址：http://www.urogene.org/methprimer 

#2：BiSearch（注册后可使用） 

http://www.urogene.org/methprimer
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网址：http://bisearch.enzim.hu/  

#3：BioToolKit300 - Primo MSP 3.4（60 天试用期） 

网址：http://www.changbioscience.com/  

软件：CpG Ware（需付费使用） 

网址：https://apps.serologicals.com/cpgware/  

第二类：CpG 岛序列分析软件 

此类软件根据一定的规则对基因组 DNA 序列的 CpG 岛进行准确预测（这是 MSP 和 BS 引物

设计的基础）。  

#1：CpGPlot/CpGReport/Isochore 

网址：http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/  

#2：CpGProD 

网址：http://pbil.univ-lyon1.fr/software/cpgprod_query.html  

#3：CpG Island Searcher 

主页：http://www.cpgislands.com/；http://cpgislands.usc.edu/   

第三类：CpG 位点甲基化状态作图软件 

此类软件以重亚硫酸盐测序结果为基础，以线图或点图形式表现每个 CpG 位点的甲基状态

（或发生频率），从而为不同疾病状态的的 DNA 甲基化特异性图谱提供直接实验依据。 

 #1：MethTools（免费软件） 

网址：http://genome.imb-jena.de/methtools/ 

该软件可将 CpG 位点的甲基化状态分别以实心点和空白点的形式表示全甲基化和半甲基化

http://genome.imb-jena.de/methtools/
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状态。缺点：仅适用于 Linux、Unix 或苹果机操作系统。  

#2：BiQ Analyzer 

网址：http://biq-analyzer.bioinf.mpi-sb.mpg.de/ 

该款基于 Java 语言的软件可对 CpG 位点的甲基化状态进行简单的线型绘图，可于包括

Windows、Linux、Unix 等多种操作平台上运行。 

 

DNA 甲基化测序常用方法 

作者：子非鱼 

 

随着高通量测序技术（NGS）技术的发展，使我们能够从全基因组水平来分析 5’甲基胞嘧啶

及组蛋白修饰等事件，由此能够发现很多传统的基因组学研究所不能发现的东西，这就是所

谓的“DNA 甲基化测序”！ 

DNA 甲基化测序方法按原理可以分成三大类： 

1、重亚硫酸盐测序； 

2、基于限制性内切酶的测序； 

3、靶向富集甲基化位点测序； 

基于以上原理又有数种不同的测序方法，下面，就介绍 10 种 DNA 甲基化测序的常用方法： 

1) 重亚硫酸盐测序 

该方法可以从单个碱基水平分析基因组中甲基化的胞嘧啶。首先，利用重烟硫酸盐对基因组

DNA 进行处理，将未发生甲基化的胞嘧啶脱氨基变成尿嘧啶。而发生了甲基化的胞嘧啶未发

生脱氨基，因而，可以基于此将经重亚硫酸盐处理的和未处理的测序样本进行比较来发现甲

基化的位点。 

http://biq-analyzer.bioinf.mpi-sb.mpg.de/
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2）重亚硫酸盐处理后接头标记技术(PBAT) 

为了避免重亚硫酸盐处理时模板的丢失，通常会在重亚硫酸盐处理后进行接头连接和随机引

物的扩增。 

3）限制性内切酶-重亚硫酸盐靶向测序(RRBS) 

该技术是指对基因组上 CpG 岛或 CpG 甲基化较密集的区域进行靶向测序。样本首先经几种

限制酶进行消化处理，然后经重亚硫酸盐处理，最后再测序。这种方法可以发现单个核苷酸

水平的甲基化。 

4）氧化-重亚硫酸盐测序(oxBS-Seq) 

5’羟甲基胞嘧啶(5’hmC)是 5’甲基胞嘧啶脱甲基成胞嘧啶过程的中间产物，重亚硫酸盐测序无

法对二者进行区分。通过氧化-重亚硫酸盐测序，5’甲基胞嘧啶保留，而 5’羟甲基胞嘧啶(5’hmC)
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被氧化，进而脱氨基成尿嘧啶。通过将经过氧化处理和未处理的样本进行测序比较，即可从

单个碱基水平分辨 5’羟甲基胞嘧啶(5’hmC)和 5’甲基胞嘧啶。 

5）TET 辅助的重亚硫酸盐测序(TAB-seq) 

TAB-seq 采用葡萄糖亚胺与 5’羟甲基胞嘧啶(5’hmC)作用来保护免受 TET 蛋白的氧化。5’甲基

胞嘧啶和未甲基化的胞嘧啶被脱氨基成尿嘧啶，进而可以从单个碱基水平鉴定 5’羟甲基胞嘧

啶(5’hmC)。 

6）甲基化敏感性的限制酶测序(MRE-Seq) 

MRE-Seq 将甲基化作用的敏感性和限制酶的特异性结合起来进而鉴定 CpG 岛的甲基化状态。 

7）HELP-Seq 

HELP-Seq 采用 HpaII 及其甲基化不敏感的限制性内切酶 MSPI 处理，来对基因组内及基因组

间的甲基化位点进行比较，进而实现甲基化测序。 

8）甲基化 DNA 免疫共沉淀测序(MeDIP) 

MeDIP 是一种采用抗体或甲基化 DNA 结合蛋白来捕获富集甲基化 DNA 的技术，这种技术可

以发现基因组中高度甲基化的区域，如 CpG 岛，但不能进行单个碱基水平的分析。 

9)甲基化结合域捕获技术(MBD-CAP) 

MBD-CAP 技术利用甲基化 DNA 能够结合蛋白 MeCP2,MBD1-2 和 MBD3LI 来对甲基化的 DNA

进行免疫沉淀。与 MeDIP 技术相似，该技术也是可以发现基因组中高度甲基化的区域，不

能从单个碱基水平分析甲基化。 

10）基于探针的靶向富集技术 

甲基化测序靶向富集技术采用合成寡核苷酸探针来捕获 CpG 岛、基因启动子区域以及其他

一些显著性甲基化的区域。目前，Agilent 和 Roche Nimblegen 公司已有这种商品化的试剂

盒。 

最后，Pacific Biosciences（Pacbio）公司的这项 SMRT DNA 测序技术采用动力学原理来直接检
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测甲基化的胞嘧啶。 

1.7 测序与芯片技术 

测序数据可视化，你需要配备哪些软件？ 

工欲善其事，必先利其器。对于复杂的基因组数据，用恰当的可视化工具做分析是必不可少

的。从基因组测序诞生至今，各种工具、可视化方法也都在同步演进，现在已经像万花筒一

样斑斓。选对了工具，那么检验假设、发现新东西就是小菜一碟。 

下面就从三个研究层面来推荐几个常用工具。 

基因组浏览器 

首先咱们要了解待研究的对象，即核酸序列和其中的各种结构单元。基因组浏览器，就是用

来浏览基因组数据的图形交互界面。它们免费向公众开放，并提供各种工具用于基因组数据

检索、阅览、分析，以简洁紧致的图形方式呈现。 

它们会详细展现已知基因的位置，以及每个基因的功能类别。还整合了各种基因组数据，可

查到 SNP、EST 和保守序列模式的详细情况。 

你也可以上传自己的研究数据（如序列和注释）与别人共享。 

UCSC Genome Browser 

地址：https://genome.ucsc.edu/ 
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Ensembl 

地址：http://asia.ensembl.org/index.html 

 

 序列比对 

在了解单个基因或基因组信息的基础上，我们就会想要往横向看看。序列比对就是一种常用

的横向研究方法，包括核酸序列和蛋白质序列的比对，通过检测两个或以上序列的相似性，

推测其功能、结构和进化信息 
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NCBI BLAST 

地址：https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

 

虽然没什么美感，但是报告详细啊 

TOPALi 

地址：http://www.topali.org/ 

 

比较基因组学 

比较基因组学与序列比对有重合之处，但更为复杂，诸如探索基因组的各个区域、确定直系
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同源体和旁系同源体、分析 SNP 和 CNV 等等。于是也就有多种工具应运而生，能直观地展

示分析结果，表现形式也多种多样。 

Circos 

地址：http://circos.ca/ 

 

多层次展示信息的圈图，但此法也有相应的 R 包可选 

VISTA 

地址：http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml 
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多种工具适应多种研究需要  

  

参考来源： 

http://bitesizebio.com/32055/genomics-software-sequence-comparisons/ 

 

工具 | DNA 芯片数据分析软件大盘点，藏

起！ 

作者：毛博 

 

随着大数据概念被炒得热火朝天，DNA 芯片表达数据的分析软件的开发已越来越受到科学

家和开发商的重视，不断有新的统计方法软件推出。下面，毛博为大家简单介绍一下这些常

用的软件。对于免费软件，还有下载链接附送。 

1.ArrayVision 7.0 

这是一款功能强大的商业版 DNA 芯片分析软件，不仅可以进行图像分析，还可以进行数据
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处理，方便的 protocol 的管理功能强大。不过美中不足的是太贵啦。商业版的价格是 6900

美元。确实挺贵的。如果不是土豪实验室的话，真心不建议买这么高大上的软件。 

 

2.Array Pro 4.0 

这是 Media Cybernetics 公司的产品。提到这个公司大家不一定知道。但是提到这个公司的一

个著名的产品，大家十有八九听说过。这就是大名鼎鼎的：Image Pro。相信做过免疫组化的

童鞋们都知道这个软件。 

3.ScanAlyze 2.44 

这是美国斯坦福大学开发的 DNA 芯片阅读软件，能够进行微矩阵荧光图像分析，包括半自

动定义格栅与像素点分析。输出格式为分隔的文本格式，可以很容易地转化为任何数据库的

格式。 
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4.Cluster 

这又是一个斯坦福大学开发的软件。能够对大量微矩阵数据组进行各种簇（Cluster）分析与

其它各种处理。这个软件有一个好处。就是免费。 

下载地址如下：http://smd.princeton.edu/resources/restech.shtml 

5.TreeView 1.5 

又是斯坦福大学开发的一款软件。是专门用来显示 Cluster 软件分析后产生的图形化结果。

现在已经和Cluster成为了基因芯片处理的标配软件。根据毛博自己的经验，其实一个Cluster，

一个 Treeview，双剑合璧，对付一般的基因芯片分析就足够啦。对了，Treeview 也是免费的。 

下载地址如下：http://smd.princeton.edu/resources/restech.shtml。 

6.GeneSpring 
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安捷伦公司开发的经典基因芯片分析软件，已经迭代到了 12.0 版本。在新的版本里面加入

了多组学分析功能。一般使用的话，只需要把 DNA 芯片实验数据结果导入即可。安捷伦公

司提供了 20 天免费试用版。注意：这个免费试用版和正式版的功能是完全一样的。从这一

点来说，安捷伦公司还是比较厚道的。 

下载链接如下：http://www.genomics.agilent.com/article.jsp?pageId=2141&_requestid=41021 

7.Array Designer 2.00 

最后，再友情赠送大家一个软件。这个软件不是 DNA 芯片数据分析软件，而是 DNA 芯片引

物设计软件。也是非常常用的，只要做 DNA 芯片方面的实验，难免要设计引物。用 Array 

Designer 2.00 设计引物，还是很好用的。这算是 DNA 微矩阵（microarray）软件，可以批量

设计 DNA 和寡核苷酸引物工具。网上可以下载免费试用版的。 

下载地址如下：http://www.premierbiosoft.com/jsp/customer/RequestEvaluation.jsp 

综上所述，DNA 芯片的数据分析可以方便地通过软件来实现。如果是像毛博当年那种屌丝实

验室的话，本着省着点儿花的精神，可以下载一些免费软件来使用。这里，毛博还是隆重推

荐 Cluster 和 Treeview。 

 

技术 | 借我一双慧眼吧：测序结果分析 

 

作者：毛博 

 

我们经历了九九八十一难，终于把测序做出来了。下面该怎么分析结果呢？这里，毛博简单

介绍一下常用的一些分析软件。还有一些小技巧小窍门。都是毛博在使用过程中，自己总结

出来的。更有各个软件的在线链接献上。为了服务好大家，毛博也是拼了。 

1. Blast 
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在没有软件的情况下，在线用 Blast 其实是最简单的。Pubmed→Nucleotide→Blast。就可以进

入 Blast 页面。如下图所示。 

 

然后点击上图的红框部分。 Align two (or more) sequences using BLAST (bl2seq)。就可以得到

下图： 

 

将要比较的序列分别复制粘贴到两个大框里，再点击 Align，即可看到结果。 怎么样？简单
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吧？其实，Blast 还有很多强大的功能。大家没事的时候可以 play around。时不时会有惊喜

的。 

PubMed 的网址是：http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ 

2. Clone Manager 

Clone Manager 也是一款功能非常全面和强大的软件。用它进行序列对比非常方便。它可以

自动进行正向和反向的比对。有碱基序列对比，作图对比等功能。非常直观。见下图。 

 

当然，这个软件更重要的功能在于自动绘图，分析酶切位点什么的。序列对比对于它真是 a 

piece of cake。 

Clone Manager 比 较 贵 。 但 是 公 司 提 供 了 试 用 版 。 下 载 网 址 是 ：

http://www.scied.com/dl_cmp9d.htm 

3. DNASTAR 

DNASTAR 也是一款功能强大的软件。如果要做测序结果分析，可以用其中的 SeqMen 进行序

列比对分析。SeqMen 的使用还是比较方面的，如下图所示，直接把要比对的序列拽过去就
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OK 了。 

 

SeqMen 可以选择展示的方式，选择 View →Alignment Report, 就会打开一个窗口，选择

Options→Alignment Report Contents, 就可以修改展示的方式，选择 Show Consensus Strength，

其他的可以用默认值。 

 

然后点击 OK，就会出现一个序列对比窗口。在这个窗口里面，凡是不 match 的部分都会用
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阴影表示出来。怎么样？直观吧？ 

 

综上所述，测序结果的分析可以采用以上这些软件。类似的软件其实很多，毛博只是选择了

一些比较常用的和毛博自己用过的。这些软件的功能很多，不仅仅局限于测序结果的分析，

大家可以多学习学习。还有一点，其实现在很多测序公司都会帮你分析好的。但是多学会一

种技能总是好的。艺多不压身嘛。 

 

技术 | 那些年踩过的 DNA 测序七大坑 

作者：毛博 

 

DNA 测序技术自从发明以来，作为一种重要的分子生物学手段，正在科研和临床上得到了越

来越广泛的应用。毛博做测序不多，还是去米国以后才开始接触的。但是也踩过不少大坑。

也有不少从坑里爬出来豁然开朗的时候。下面，毛博介绍一下自己亲自踩过的坑。也算给大

家一个前车之鉴吧。 

坑一：信号衰减/中断 
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测序信号衰减和中断，是测序过程中的常见问题，原因多种多样：模板中含有重复序列，模

板中含有高级结构，模板中 GC 含量过高等，都会使得测序信号衰减和中断。另外，引物的

质量不好，试剂失活了，都会造成这种问题。解决的方法：反其道而行之，采用反向引物来

进行测序，然后通过序列拼接获得全长。有时候就象做拼图游戏。大家 have fun 吧。这里，

毛博教大家一个小窍门：在这个过程中，可以适量地加入 DMSO，并且进行扩增。 

坑二：重叠峰/乱峰 

这个问题一般是由于序列前面有连续的碱基，或者是引物的碱基缺失了。如下图所示，模板

中有单一位点的碱基缺失，碱基缺失导致测序结果移码。 

 

现在有很多测序公司，号称可以帮助设计引物；号称引物是 PAGE 级别的。这里，毛博严重

不推荐哈。最好还是自己动手，丰衣足食。解决办法：自己设计引物；自己合成引物；自己

将引物进行 PAGE 纯化。反正就是掌握一个原则：自己动手，丰衣足食。 

坑三：Ploy 结构 

有的时候，我们会遇到 Poly 结构，就是 G/C rich，G/C Cluster，Poly A，Poly T 结构等。这种

结构的测序容易出现移码现象，导致测序信号衰减和中断（如下图）。解决方法：还是反其

道而行之。采用反向引物对模板进行测序，测到该 poly 结构处，进行拼接，不就可以获得

序列全长嘛。 
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坑四：空载体 

原因为：目的片段插入失败，或者培养过程中目的片段丢失。解决方案：重起炉灶。重新挑

选单克隆，进行 PCR 后，再送去测序。 

坑五：测序结果和文献资料不一样 

这是个当初让我很纠结的问题。我当时一直以为是自己的实验哪里出问题了，或者是测序公

司那里出问题了。后来终于弄清楚了：这个问题是没有办法滴。同一种动物，不同的种族，

甚至不同的个体，基因序列都不一定完全一样。如果是 PCR 产物克隆测序, 那还有 PCR 过程

中的错配因素等等。 

一般比较正规的测序公司，提供的测序结果都是忠实结果，和文献序列不一样，也就只好不

一样啦。 

坑六：重复序列 

如下图所示，好看吧？好看是好看，但是你真的看到这个结果，可能就要哭鼻子了。可能的

原因：样品中就含有重复序列，结果导致：测序结果和 Poly A/T 的结果一样。这也会导致

Frame 滑动，结果出现移码。 
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解决办法: 还是反其道而行之，反向测序。有时能够顺利的通过重复序列区域，但是有时候

又不一定能够。全靠运气吧。如果能够的话，通过多次的测序结果比对，还是做拼图游戏吧，

拼接可以得到全序列结果。 

 

技术 | 芯片遭遇 RNA-seq，谁怕谁？ 

 

作者：子非鱼 

 

日本推理小说家东野圭吾的作品《白金数据》中描述了这样一个未来世界：日本政府秘密建

立名为“白金数据”的数据库。该库搜集了全国人民的 DNA 数据，通过对犯罪分子留在现场

的毛发、体液等证物进行比对，警方可以高效、快速、准确锁定真凶。借助“白金数据”的帮

助，一个检举率 100%、冤案率 0%的理想法制社会构建完成。技术的发展可以改变人类的生

活，小说的情节虽然是虚构的，但随着技术的不断发展和进步，相信这样的一个未来世界终

究会到来。 

小说中所谓的 DNA 技术大概就是 DNA 芯片技术，芯片技术是基因组表达分析的研究手段。

在这一技术最辉煌的时期，准备研究基因表达模式的人都会想到使用芯片。不过随着测序成

本的直线下降，RNA 测序（RNA-seq）成为了越来越受欢迎的转录组分析方法。 

那么 DNA 芯片技术和 RNA 测序有啥不一样？ 

DNA 芯片关键是“筛”！ 

DNA 芯片是通过微加工技术，将数以万计、乃至百万计的特定序列的 DNA 片段（基因探针）

有规律地排列固定于 2c ㎡的硅片、玻片等支持物上，构成一个二维的 DNA 探针阵列，与电

子计算机上的电子芯片十分相似所以被称为基因芯片。通俗地说，DNA 芯片就像一块三维的

地图，上面各种特异的探针就是不同的地方，你想去哪里就按图索骥找到特定的位置。 
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基因芯片技术应用领域主要有基因表达谱分析、新基因发现、基因突变及多态性分析、基因

组文库作图、疾病诊断和预测、药物筛选、基因测序等。美国总统克林顿在 1998 年 1 月的

国情咨文中指出：“在未来的 12 年内，基因芯片将为我们一生的疾病预防指点迷津”。 

RNA 测序关键是“测”！ 

RNA 测序（RNA-seq）即转录组测序技术，就是把 mRNA,smallRNA,and NONcoding RNA 等或

者其中一些用高通量测序技术把它们的序列测出来。反映出它们的表达水平。RNA-Seq 可进

行全基因组水平的基因表达差异研究，具有定量更准确、可重复性更高、检测范围更广、分

析更可靠等特点。除了分析基因表达水平，RNA-Seq 还能发现新的转录本、SNP 和剪接变体，

并提供等位基因特异的基因表达。 
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“生命杂志”的解读流程 

如果将某一个物种的基因组比喻成该物种的“生命的读本（book of life）”，那么转录组就可

比作“生命杂志（newsstand of life）”。RNA 测序技术：就是一霸道总裁把报刊亭里的所有杂

志（RNA）全都买回去，然后把所有的杂志全都放进碎纸机里，使其成为一大堆碎纸条，然

后由一大帮手下来整理碎纸条（现实生活中的计算机程序开发人员），将碎纸条还原成一本

本的杂志。还有一群统计狂热分子也跑来凑热闹，他们组织了一场比赛，看看哪些人整理碎

纸条的效率最高，准确率最高，能够又快又好地还原出杂志的本来面目（转录组基因序列）。

这个整理、拼接碎纸条的工作就是“转录子重建”工作，而转录子重建工作的重点内容之一就

是将 RNA 测序得到的片段信息与该 RNA 来源细胞的基因组对应起来。 
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RNA-seq——继往开来的领路人 

Life is like a box of chocolates：you never know what you’re gonna get.（生活就像一盒巧克力,

你永远也不知道下一个你会拿到什么。）就像《阿甘正传》的经典台词所传达的那样，RNA 

测序是继往开来的领路人，因为在探索性研究和非模式生物研究中，RNA-seq 的转录组分析

是无偏好的，可以揭示新剪接点、小 RNA 以及芯片漏掉的新基因。它是一个理想的研发平

台，能够获得转录本序列并在此基础上发现突变和融合转录本。 

就像“大家一起来找茬”这种小游戏，找出两幅图的不同之处，点错会扣分，点对就得分，芯

片分析就是依赖于已知的基因组信息确定未知的基因组信息，这也是该技术的最大局限。 

RNA-seq——更加灵敏，可减少漏网之鱼 

研究指出，在检测丰度较高的基因时，RNA-seq 和芯片的结果基本一致。但在检测表达水平

低的基因时，RNA-seq 更加准确。为什么？ 

当基因低水平表达时，芯片中结合探针的 cDNA 发出较弱的荧光，难以压倒背景荧光。对于

RNA-seq 而言，覆盖度越高能检测的转录本水平就越低，没有绝对的下限。当然，RNA-seq 也

没有绝对的检测上限。而芯片在检测表达量很高的基因时，可能会出现饱和。 

然并卵，姜仍是老的辣！ 

尽管 RNA-seq 有那么多的优点，大家对芯片仍是情有独钟。那是因为，相比较于 RNA-seq，

芯片技术更加成熟，尤其是样本量比较大的研究。芯片在临床研究中也很吃香，因为它的数

据处理又快又简单。芯片能提供高度一致的数据，分析软件也相当成熟。通过分析成百上千

的样本，基因和 miRNA 的表达特征已经被赋予了临床上的诊断价值。 

MitoGenetics 公司的 Kirk Mantione 就是钟情于芯片技术的典型例子。他说“我会一直使用芯

片，其结果更容易解读。” 

Mantione 使用芯片对自己开发的药物进行评估，在细胞系和动物中分析这些药物对基因表

达的影响。芯片可以快速给出结果，展示药物对特定基因的作用。不过 Mantione 也希望用

RNA-seq 研究那些还不成熟的生物模型，或者寻找之前没有发现的转录本多态性。 

对芯片仍是情有独钟有时候只是想要对新数据和旧数据进行比较，因为所有的数据以同样的
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方式获得，比较起来自然更为容易。 

精明做法:强强联手,效果翻倍! 

Affymetrix 公司建议大家先用芯片快速筛查大量样本，然后用这些结果指导 RNA-seq。此外，

芯片也可以用来验证 RNA-seq 的数据。 

 

了解高通量测序,一篇就够了！ 

作者：Dr.Zhang and Dr.Huang 

 

说到近十年来发展最迅猛的生物技术，Dr.Zhang and Dr.Huang 首先想到了高通量测序,我们研

究基因组学都离不开它。目前，高通量测序已经深入到生命科学的各个领域，不仅有力地推

动了基础研究的发展，也在逐渐征服临床应用。 

 

所谓的高通量测序技术，又名大规模平行测序，是将 DNA（或者 cDNA）随机片段化、加接

头，制备测序文库，通过对文库中数以万计的克隆(colony)进行延伸反应，检测对应的信号，
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最终获取序列信息。与 Sanger 法为代表的传统测序法相比，高通量测序技术在处理大规模

样品时具有显著的优势，又快（两天）又多（数百万克隆），成为目前组学研究的主要技术。 

当前主要的测序技术平台，主要分为： 

*solexa 测序技术（即大家耳熟能详的 illumina 测序平台）； 

*454 测序技术（读长长，但是准确度较低，成本较高，即焦磷酸测序技术，少量市场占有）； 

*solid 测序技术（双色编码技术，目前基本在市场上见不到了）。 

 

那么高通量测序技术可以帮助我们做到什么呢？ 

首先是基因组层面的应用。 

对于疾病诊断领域，全基因组重测序技术是一种非常有力的手段。所谓的全基因组重测序，

即对基因组序列已知物种的个体（比如人，小鼠等）进行基因组测序，并进行差异信息分析

的方法。基于全基因组测序，可以快速的寻找到大量的遗传差异，从而实现遗传进化分析及

重要性状候选基因的预测，找到大量的 SNP，InDel，结构变异（SVs）等变异信息，从而获

取生物群体的遗传特征。临床上，常规的产前诊断技术是需要通过穿刺（绒毛穿刺、羊膜腔

穿刺等）的方法取得胎儿的组织进行遗传学检测，这可能导致一定的流产风险。而在 1997

年，Lo 团队[1]发现了孕妇外周血中存在有胎儿的游离 DNA，而高通量测序技术可以针对短
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序列 DNA 进行精准的测序。2010 年，Lo 团队借助测序技术完成了母血中胎儿的全部组基因

组图谱的绘制[2]，证实了利用 cffDNA(cell free fetal DNA)进行胎儿基因检测是完全可行的。

目前应用高通量测序技术的三体综合征产前基因诊断技术已经开展临床试点。 

 

在动物学研究方面，Xia 等人[3]运用新一代测序技术对 29 种家蚕(Bombyx mori)和 11 种野

蚕(Bombyx mandarina)进行了基因组重测序, 构建了一个单碱基分辨率的家蚕遗传变异图谱. 

每个个体测序约 3X, 覆盖基因组序列的 99.88%, 鉴定出 1600 多万个 SNPs, InDels 和 SVs。

分析结果表明，驯化家蚕由野生蚕分化而来，且在驯养过程中，人为选择优良品种，性状相

对单一。同时，还发现了 354 个受到驯化和人工选择压力影响的蛋白编码基因，主要参与调

控蚕的丝蛋白合成，能量代谢，生殖特性和飞行能力。 
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图 1. 动植物基因组分析流程（引用自诺禾致源） 

一个人样品的全基因组测序，目前的价格在 1.3 万人民币左右。然而大量的基因组区域是不

编码蛋白质的，甚至对于特定疾病或者表型来说，参与调控的关键基因是已知的，所以研究

者更关心的是某一个特定区域的表达情况。这时候，外显子组和目标区域测序就非常适合了。

所谓的外显子组(exome)是一个物种基因组中全部外显子区域的总和，通过探针法捕获基因

组中全部外显子序列，然后使用高通量测序技术对外显子组测序，可以直接的发现与蛋白质

功能变异相关的遗传突变。相对于全基因组测序，外显子测序更加的经济，只需 9000 人民

币。而对于感兴趣的特定基因组区域，可以进行目标区域的深度测序。这就更便宜了，200

个扩增子（产物长度<300bp），如果来自同一个模板，则只需 400 块！ 

那么，除了以上介绍的两种主流的基因组测序方法之外，还衍生出了其他的分析方法，比如

简化基因组测序，可以对重要的和复杂性高的 QTLS（quantitative trait loci,数量性状位点）精
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细定位。简化代表文库测序，对群体中不同基因型的个体采用相同的内切酶酶切，回收相同

大小范围的酶切片段并测序，可以降低基因组分析的复杂性。酶切位点相关 DNA 测序（RAD-

seq）等一些新兴的测序分析技术。 

 

在基因组分析上更进一步，我们会对基因表达，可变剪切，基因结构变化等内容感兴趣。所

以我们需要使用到转录组测序，即 RNA-seq。即从总的 RNA 中富集出单链 mRNA，再反转录

成双链 cDNA，随后进行高通量测序，并与基因组 DNA 序列进行比对。比如，Gruber 等[4]

对 14 例儿童非唐氏综合征急性巨核细胞白血病患者进行转录组测序，发现了一个隐匿的 16

号染色体倒位，inv(1 6)(P13．3 q24．3)，形成 CBFA2T3 一 GLIS2 融合蛋白，CBFA2T3-GLIS2 在

果蝇和鼠的造血细胞里的表达能够诱导成骨蛋白信号系统的激活，从而促进造血祖细胞的自

我更新，研究结果表明 CBFA2T3-GLIS2 融合蛋白的表达可能促进白血病的发生。Zhang 等人

[4]以水稻 9311 的愈伤组织、根尖、茎尖、叶、稻花/稻穗为材料, 进行转录组测序, 展示了

栽培水稻不同器官的转录组图谱. 采用高通量双末端测序, 检测到了 7232 个新转录本, 这

些转录本表达丰度低, 且具有组织特异性. 共发现了 23800 个可变剪接，说明转录融合事件

比我们原来预想的要更加的常见。 
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图 2 RNA-seq分析标准流程（引用自诺禾致源） 

 

通过 RNA-seq，还可以发现新的转录物。长链非编码 RNA(lncRNA)是当前研究的热点，其功

能广泛，涉及到个体发育、干细胞分化、细胞代谢、肿瘤发生发展等众多方面。最早的大规

模发掘 lncRNA 的工作是通过芯片完成的，但是后来人们发现，高通量测序特别适合用于发

掘新的 lncRNA。近年来，在人、小鼠、大鼠、果蝇、斑马鱼、猪等物种中，通过 RNA-seq，

发现了一大批的 lncRNA。进一步研究证实有的 lncRNA 具有调控各种生物过程的能力。这方

面的工作比较简单，也形成了一定的套路，对于广大的生命科学研究人员来说是较容易出成

果的一个领域。 

除 lncRNA 外，环状 RNA（circular RNAs ,circRNAs）研究也是 RNA-seq 的一个重要应用方向。

circRNAs 是一类特殊的非编码 RNA 分子，也是 RNA 领域最新的研究热点。与传统的线性 RNA

（linear RNA，含 5’和 3’末端）不同，circRNA 分子呈封闭环状结构，不受 RNA 外切酶影响，
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表达更稳定，不易降解。有研究表明 circRNA 可能通过 miRNA-sponge 的方式来调控 miRNA

对靶基因的抑制作用，在某些疾病中具有重要意义。通过 RNA-seq，可以找到融合(fusion)的

序列接口，从而发掘新的 circRNA。这项技术已经得到了许多重要的应用。 

 

 

同时，我们也常常用到 DGE（digital gene expression）技术。其基本原理是对 cDNA 进行双酶

切，从而每一条 mRNA 都会得到一个对应的标签，随后进行高通量测序，比较不同样本之间

各种标签的数目，从而找出差异化的标签，即差异化的 mRNA。 

microRNA 测序也是目前常用的测序项目。microRNA 是一类内源小分子 RNA，通常在转录后

水平，负调节基因表达来发挥作用，控制了多种生物和代谢途径中众多基因的表达，在生物

生长和发育中扮演重要角色，目前 microRNA 测序技术普遍用于动植物表观遗传学研究。 
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除以上介绍的测序技术之外，常用的测序技术还有： 

MeDIP-Seq 技术（methylation DNA immunoprecipitationsequencing，甲基化 DNA 免疫共沉

淀)，是研究甲基化的一种有效的手段。由于在哺乳动物中甲基化一般发生在 CpG 的胞嘧啶

5 位碳原子上，所以可通过特异性结合甲基化 DNA 的蛋白 MBD2b 或 5’-甲基胞嘧啶抗体富集

高甲基化的 DNA 片段，并结合第二代高通量测序，对富集到的 DNA 片段进行测序，从而检

测全基因组范围内的甲基化位点。 

ChIP-seq,染色质免疫共沉淀技术，研究体内蛋白与 DNA 相互作用的一种方法先通过 ChIP 特

异性地富集与目的蛋白相结合的 DNA 片段, 而后对所得 DNA 片段进行高通量测序。 

总体来说，高通量测序技术的诞生可以说是基因组学研究领域一个具有里程碑意义的事件。

该技术使得核酸测序的单碱基成本与第一代测序技术相比急剧下降。但是同时由于数据量的

大幅度上升，全基因组测序临床应用的瓶颈在于信息的分析和解读能力不足。如何更好的分

析数据，挖掘数据，验证结果，随之而来的生物信息学解决方案可以为基因组学研究带来更

大的机遇。 

参考文献: 

[1] Lo Y M, Corbetta N, Chamberlain P F, et al. Presence of fetal DNA 

in maternal plasma and serum[J] .Lancet, 1997,350(9076):485-487 
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2 RNA 技术 

2.1 RNAi 与 siRNA 技术 

基因敲除： 我的老鼠只有我懂 

 

作者：遥遥 

 

如果是在做动物实验，而且是基因敲除鼠的实验，那么就会做大批量的小鼠基因型鉴定试验，

来确定自己小鼠的基因型，然而，再做实验的过程中往往会出现一些意想不到的结果，我作

为一只实验狗在这里为大家提一点点小建议。 

提取 DNA 

1、组织提取 DNA 剪下老鼠 0.5-1.2cm 尾巴或者耳朵或者称取 20mg 组织样本，将样本剪碎

放在 1.5ml 的 EP 管中。 

2、在每个 EP 管中加入 275 微升的裂解液（我们实验室使用的是 promega 的试剂盒）将加

入裂解液的组织放在 55 摄氏度的水浴箱中过夜（16—18h）裂解完全的标志是组织完全溶

解。 



 

 

205 

 

3、第二天振荡每一个 EP 管，混匀后再离心，转速 13000rmp 时间是 3 分钟，取上清分离毛

发，将取的上清加到柱型管中（有滤网的小柱型管，柱型管套装在 1.5 的 EP 管中）。 

4、在每个柱型管中加入 250 微升的 Wizard SV lysis Buffer，此裂解液需要提前水浴 30min，

55 摄氏度。 

5、离心 3min 转速 13000rpm ，倒掉滤液。 

6、在每个管中加入 650 微升 wash solution 离心 1min 转速 13000rpm，这一步骤重复四遍，

每一次都弃去管底的废液。 

7、4 次洗完之后，什么都不加再离心一次，1min 转速 13000rmp。 

8、离心之后取出，放入到新的 EP 管中，每一个 EP 管中加入 50 微升 Nuclease-free-water（无

核酸酶水）需要提前水浴 30min 中 55 摄氏度。加的过程中要充分覆盖管底，静置 2min，离

心 2min，保留 EP 管中的液体，此步骤重复两次。（如果要搁置需要保存在-20 冰箱中）。 

自此 DNA 已经提取完成。 

显影 

1、将获得的液体加入 PCR 混合液中，凝胶电泳，鉴定基因型。 

PCR 混合液的配制方法 ddH2O 9.5 微升，Taq12.5 微升，上游引物 0.5 微升，下游引物 0.5 微

升。每一个 EP 管中的总量是 24 微升，提取的 DNA 只加 1 微升。 

2、PCR 扩增：将样品放入 PCR 仪扩增。 

3、制胶——1%的胶。 

小胶：琼脂糖 0.25g+25mlTEB1% 

中胶：琼脂糖 0.5g+50mlTEB1% 

大胶：琼脂糖 1g+100mlTEB1% 
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4、将琼脂糖加入 TEB 溶液后微波炉加热 3min，冷却后加入核酸染料 EBC，倒入制胶器制胶，

30min 后取出胶放入电泳槽中，黑线朝向正极。 

5、加样，加 Maker。 

6、电泳。 

7、显影。 

个人经验 

1、提取 DNA 的第一步中建议用小鼠的尾巴，优选小鼠尾巴，减轻动物疼痛且便于操作，在

标记过程中每一个 EP 管要标号无论盖子顶部还是管壁，都要做标记，因为要在水浴箱中进

行裂解。 

2、在配裂解液的过程中，一般要多配出 2 份的量，因为在加样的过程中会有液体遗失，以

防万一试剂缺如多配制 2 份。 

3、 在制备 pcr 混合液的时候无论是上游还是下游引物总量都不能过多，否则显影的时候会

出现引物二聚体，出现重影。 

4、 加入核酸染料的量是 3 到 5 微升。 

5、 加入的 maker 和样品的量建议是 5 微升。 

6、电泳的电压建议 100v，时间是 45min。 

7、使用离心机的时候要注意用常温的离心机，非 4 度，因为无论是裂解液还是无核酸酶水

都是经过水浴箱 55 度温浴过的，所以，用常温的离心机即可。 

 

技术 | 新型 RNAi 载体诞生，让基因沉默

来得更猛烈一点 
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作者：子非鱼 

 

近日，中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所国家蛋白质科学中心吴

立刚研究组在 Nature Communications 上发表文章，公布一项新的研究成果：发明了一种比

传统 shRNA（short hairpin RNA）更为安全的高效 RNA 干扰（RNAi）载体—saiRNA。 

RNAi 技术的前世今生 

造物真的很神奇。生物体有很多机会被来自病毒、细菌等外源性基因随机整合到宿主细胞基

因组内。但宿主会说，“你有张良计我有过墙梯”，这个过墙梯就是 RNAi：宿主细胞会对这些

外源性基因 dsRNA 随即产生反应，被核酸内切酶 Dicer 切割成小片段 RNA（即 siRNA）。siRNA

再与体内一些酶结合形成 RNA 诱导的沉默复合物（RNA-induced silencing complex，RISC)。

RISC 与外源性基因表达的 mRNA 进行特异性结合并将其切割，使得 mRNA 降解。然后 siRNA

还会“乘胜追击”，可作为引物与靶 RNA 结合并在 RNA 聚合酶作用下合成更多新的 dsRNA，

新合成的 dsRNA 再由 Dicer 切割产生大量的次级 siRNA，从而使 RNAi 的作用进一步放大，最

终将靶 mRNA 完全降解。 
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（RNAi 的作用机制） 

在 RNAi 感染过程中,产生 dsRNA 的一个有效方法就是在体内表达一个短发夹 RNA 分子,这种

shRNA 包含两个短反向重复序列(其中一个与目的基因互补),中间由一个 loop 序列分隔,组成

发夹结构。在体内 shRNA 可以被加工 siRNA。 

传统 shRNA 脱靶作用大且抑制 miRNA 

众所周知，利用生物体的 RNAi 现象发展出来的 RNAi 技术是目前最“喜闻乐见”的基因沉默
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技术。 

在科研中制备 siRNA 的方法主要有化学合成法和转录法。其中，转录法，通俗点说就是“借

腹生子”。就是通过 DNA 载体，利用细胞内源的 RNA 聚合酶Ⅲ（RNA PolⅢ），如 U6、H1 等

的启动子驱动转录表达 shRNA，转录产生的发夹状 shRNA 可以被细胞内源的 Dicer 蛋白识别

并加工成 siRNA，然后与 Ago 蛋白结合发挥作用。将这些 shRNA 的表达框用质粒或者腺病毒

等包装一下转入宿主体内，就可以实现在动物整体或特定组织中沉默靶基因。 

虽然这项技术可以实现在动物整体或特定组织中沉默靶基因，但是不可避免的是在这个过程

中 siRNA 会“乱来”，比如，偶尔会饥不择食，慌不择路地与非特异的 RNA 序列结合，把人

家该正常表达的“无辜”基因沉默掉，这就是所谓的脱靶作用（off-target）。 

作为 siRNA 的前身 shRNA 也会瞎捣弄，就是对细胞内源 miRNA 的竞争抑制。由于 shRNA 的

加工需要细胞内的 Dicer、Exportin-5、Ago 等蛋白质因子协助，而这些万人迷般的蛋白质因

子也是细胞内源 miRNA 加工成熟所必须的。由于 miRNA 是细胞功能的重要调控分子，过表

达的 shRNA 与内源 miRNA 竞争相同的加工机器，必然对内源 miRNA 的表达和功能造成抑制

作用。shRNA 瞎捣弄的后果可以很严重，比如在小鼠肝脏中长期高表达 shRNA 会造成严重

的肝脏损伤并引发肝癌导致动物死亡。 

因此，设计一种低毒副作用的 RNAi 载体进行高效沉默靶基因很重要。 

saiRNA 的优越性：高效率、低脱靶 

而吴立刚研究组对具有不同茎环结构的 siRNA 前体的加工和功能进行了深入研究，并在此基

础上发明了一种比传统 shRNA 效率更高，脱靶作用更少的新型 RNAi 载体－－saiRNA（single-

strandedAgo2-processed interfering RNA）。 

在 RNAi 发挥基因沉默功能的过程中，RISC 复合物是核心成分，主要由外源提供的 siRNA 与

细胞内的 Ago 家族蛋白质组装形成。哺乳动物中其蛋白家族有四成员：Ago1、2、3、4，但

只有 Ago2 是 RNAi 的“真爱”，具有 RNAi 活性（切割完全互补配对 RNA 的核酸内切酶活性），

而 Ago1、3、4 没有 RNAi 活性却会引起较强的脱靶作用。传统 shRNA 产生的 siRNA“很博爱”，

能与所有 Ago 蛋白结合不同， 但吴立刚研究组发明的 saiRNA 只有与 Ago2 结合后才能被加

工产生成熟的 siRNA，因此有效避免了与 Ago1、3、4 介导的脱靶作用，从而显著增强了其对

靶基因的沉默效率。 



 

 

210 

 

 
（shRNA 和 saiRNA 加工及作用机制图） 

saiRNA 的“专一”还体现在：与 Ago2 结合后加工产生成熟的 siRNA，其特殊的加工方式只产

生一条导向链（guide strand，具有基因沉默功能的 siRNA 链），不会产生 passenger strand（与

guide strand 互补配对的没有基因沉默功能的 siRNA 链），因此也就完全避免了由 passenger 

strand 与 Ago 蛋白结合后产生的脱靶作用。 

saiRNA 的优势还在于对细胞内源 miRNA 的影响小。这个逻辑有点绕，就是，不论是化学合

成的 saiRNA，还是基于 RNA 聚合酶 III 的 DNA 表达载体在细胞内转录生成的 saiRNA，因为

对 Ago2 的专一，其被加工后产生的 siRNA 的单位浓度分子对靶基因的抑制效率都高于传统

的 shRNA。因此，在同样的沉默效率下，saiRNA 产生的成熟 siRNA 在细胞内的积累量要远低

于 shRNA，避免了占用大量 Ago 蛋白，并且其加工不需要 Dicer 等 miRNA 加工所必须的“万

人迷”蛋白质因子，因此不会跟细胞内源 miRNA 争抢，更不会对内源 miRNA 的表达和功能造

成抑制作用。 
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所以，saiRNA 作为一种新型的 RNAi 载体，具有高效和低脱靶的特点，通过对 saiRNA 设计的

继续优化，以及动物整体的基因沉默实验，将为科学研究和基因治疗应用提供更为安全高效

的工具。 

 

快速设计 shRNA，方法不止一个 

 

作者：翠花 

在研究基因功能中，RNAi 由于可以特异地使基因沉默或表达量降低而成为生物实验的强有

力工具。其中 shRNA 慢病毒载体应用颇广，今天小编告诉大家 2 种方法可以快速设计构建

到慢病毒载体中的 shRNA。 

1.Sigma 网站 

Sigma 公司做了一个针对人和小鼠的 shRNA 库，而且部分基因的 shRNA 序列经过验证,因此

直接使用 Sigma 公司已验证过的 RNAi 序列最为方便。 

首 先 打 开 网 址 ： http://www.sigmaaldrich.com/life-science/functional-genomics-and-

rnai/sirna/mission-predesigned-sirna.html，以 Fli1 为例，直接输入基因名，点击 search，出现

以下界面： 

 

在 Products 中找到并点击 shRNA 选项，然后出现这个界面： 
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点击“MISSION shRNA Lentiviral Transduction Particles”这一行的 PRICING，这时会弹出界面展

示针对目的基因的 shRNA： 

 

当出现 时，恭喜你，这个基因有被 sigma 验证过，下拉可以找到验证过的 shRNA，

用来构建慢病毒，简单有效，敲减效率基本上是有保证的。如果没有验证过的 shRNA，则根

据需要多选择几条 shRNA 也是一样能筛选到有效的靶点。提示：小编倾向选择 CDS 区的

shRNA，3UTR 基本不选，而且选择的每一条 shRNA 都会在 NCBI 上做 BLAST，确保靶点是特

异性的。Blast 比对后最终确认选择下面 2 条 FLI1 基因的 shRNA： 
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需要特别提醒，如果要构建到慢病毒载体上，合成出去的 shRNA 引物会根据载体有些不一

样，sigma 用的是 pLKO.1 载体，小编常用 SBI 的 pGreenPuro(CMV) 载体，两端的酶切位点是

BamHI/EcoRI，设计出去的引物最终是这样的（不同 shRNA 替换中间红色部分）： 

Sense: GATCCCCCTTCTGACATCTCCTACATCTCGAGATGTAGGAGATGTCAGAAGGGTTTTTG 

Anti-sense: AATTCAAAAACCCTTCTGACATCTCCTACATCTCGAGATGTAGGAGATGTCAGAAGGGG 

2.Life Technologies 网站 

Life Technologies 公司有个非常实用的在线 shRNA 设计软件，操作非常方便，而且设计出来

的 shRNA 不再需要到 NCBI 上 Blast，直接可以用的。 

首先打开网站：http://rnaidesigner.lifetechnologies.com/rnaiexpress/，在 Target Design Options

处选中 shRNA，以 Fli1 为例，输入 Accession number 或 Nucleotide sequence，其他条件不

变： 
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下拉到底点击 RNAi Design，然后出现推荐的 10 条靶点序列： 

 

根据 Rank 评星，选择其中需要的（翠花一般选择 4 条，不同位置各一条），点击 Design shRNA 

Oligos： 
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然后在 Default Loop Sequence 选择合适的序列（翠花用的载体是 pGreenPuro，不需要这个序

列，就默认了，后面合成引物的时候要去掉的），在 Custom Loop Sequence 处输入 CTCGAG，

点击 Design： 

 

  得到 shRNA 

提醒：合成出去的引物需要做微调，根据载体的要求，和 sigma 的设计一样，需要在前后加

上酶切位点的，最后大功告成。 
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CRISPR PK RNAi，你更看好谁？ 

 

作者：子非鱼 

RNAi 作为基因沉默领域中江湖大佬，也曾叱咤风云过，甚至曾连续两度被《Science》评为年

度十大突破技术之一。然而，由于近年来的后起之秀 CRISPR 的出现，RNAi 风光不再，似乎

已经从期望的峰顶跌落至幻灭的低谷。难道 RNAi 真的 OUT 了么？在 RNAi 和 CRISPR 之间，

我们又该如何选择呢？ 

RNAi 一般是向细胞中引入 siRNA 或 ShRNA（经 Dicer 酶剪切后可形成 siRNA），进而降解相应

的 mRNA,通过功能缺失表型来进行基因筛选。 

RNAi 原理视频： 

(扫码可看视频) 
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由此可知，RNAi 主要标靶成熟的 RNA，是一种基因下调（knockdown）方法，但该技术并不

能完全去除基因的功能。 

而真正能实现基因完全功能丧失的是锌指酶 ZFN和 TALEN，它们通过DNA结合结构域（DBD）

识别特定的 DNA 序列，并用核酸酶向目的基因引入双链断裂（DSB）和突变，而达到敲除基

因的作用。 然而，ZFN 和 TALEN 的光芒很快就异军突起的 CRISPR 系统所掩盖。 

CRISPR/Cas9 作为细菌的免疫系统，可在引导 RNA 的指导下，与目的核酸片段（不论是否具

有编码功能）进行靶向结合并进行切割。 

CRISPR/Cas9 的视频： 
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(扫码可看视频) 

 

依据功能元件的不同，CRISPR 系统可分为 I 类系统、II 类系统和 III 类系统。目前使用最广泛
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的是酿脓链球菌的 II 型 CRISPR/Cas9，它已经被成功用于编辑人类基因组。 

 

同时，CRISPR 系统有着很强的可扩展性，并从中衍生出了 CRISPRi 技术，即通过将催化失活

的 Cas9（dCas9）连接上了一个转录沉默子（KRAB）结构域，可抑制基因的转录。该系统不

仅可阻止转录的起始，也可以靶标细胞核内的转录本（这点 RNAi 很难做到）。当研究核心是

转录活动而非 RNA 产物时，CRISPR 系统更有优势。 

尽管 RNAi 和 CRISPR 系统均存在脱靶问题，但由于 CRISPR 系统必须在转录起始位点附近才

能发挥作用，其脱靶效率要远低于 RNAi。 

为了全面比较这两种技术，斯坦福大学的研究人员将这两种技术用于人类慢性粒细胞白血病

细胞系 K562，平行筛选影响细胞生长速度的必需基因。他们通过慢病毒将 shRNA 和 sgRNA

文库分别引入细胞，观察细胞呈现出的表型。 

研究显示，RNAi 和 CRISPR 系统的基因筛选精确性都很高，但是两者筛选出的基因并不相同，

且 CRISPR 鉴定出的必需基因更多。实验结果证明了 CRISPR/Cas 技术最优，具有低噪音，最

小的脱靶效应及试剂间一致的活性。同时，本文的研究者认为可将 RNAi 和 CRISPR 数据结合

起来，对生长调控基因能有更加全面的认识。 

无独有偶，之前也有哈佛学院的研究小组通过 CRISPR 系统及 RNAi 技术鉴定出了三个对肿瘤

细胞生长很重要的基因。在这项研究中，研究小组聚焦结节性硬化症（TSC），该肿瘤是由

TSC1&TSC2 突变引起的。他们利用 CRISPR 构建了 TSC1/TSC2 缺陷的突变果蝇细胞系，随后

通过 RNAi 筛查昆虫所有的激酶和磷酸酶，并发现三个基因的 knockdown 可降低 TSC1&TSC2

缺陷型细胞的生长速度。 
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另外，Molecular Cell 杂志中的一篇文章对 RNAi、TALEN 和 CRISPR 三大工具的核心技术进行

全面比较，且为基因功能研究提供了一份实用指南。那么小鱼就将这三种技术的区别及选择

指南分享给大家；研究者们可依据自己的需要，简单直观的找到最合适自己的技术。 

 

 

参考文献：1 Systematic comparison of CRISPR/Cas9 and RNAi screens for 

essential genes 

2 The Heroes of CRISPR 

3 Choosing the Right Tool for the Job : RNAi, TALEN, or CRISPR 
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4 Identification of potential drug targets for tuberous sclerosis 

complex by synthetic screens combining CRISPR-based knockouts with RNAi 

2.2 cDNA 合成 

RNA 转录的实验方法选择和步骤 

 

作者：麦子 

正规化管理的实验室都会给新人进行相关技能体系的培训，但是被老板散养的研究僧或者无

奈从 0 开始做科研的临床医生也不在少数。他们在初始接触分子实验时，手持《现代分子生

物学实验指导》这本宝典，很容易被五花缭乱的实验方法乱了阵脚······ 

 

连转录和反转录都不太搞得清楚的科研新人如何根据自己的实际情况各取所需呢？首先，明

确自己的定位，你目前要解决的是单个问题而不是一口吃成一个大胖子，然后关键是明确实

验对象和实验目的。 

举个栗子，我现在手头上的样本是某个类型肿瘤临床患者切除的组织，我的目的是检测这些

样本与正常组织样本中几个“明星分子（如 P53 等与癌症密切相关的分子）”是不是有差异表

达，我该怎么做？ 
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1.明确自己最后一步实验是什么 

根据我的实验目的，我最后一步的实验其实已经确定了，就是从分子层面比较不同样本中几

个基因的表达，但是分子层面可以是 RNA 转录水平，也可以是蛋白质表达水平。作为新人，

自然选择前者，因为经打听和查资料后我发现，RNA 转录使用实时荧光定量 PCR（qPCR）方

法就好，容易上手出结果快，而对比蛋白质表达水平的 Western Blot（WB），在抗体成本和

摸索实验体系的时间成本上都不合算（当然，很多实验中如果 RNA 转录水平出现差异，还

是很有必要在蛋白水平进行验证的，这个我们会在以后的文章中详述）。 

所谓 qPCR 技术，是指在 PCR 反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个

PCR 进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。该技术实现了 PCR 从定性到

定量的飞跃，它以其特异性强、灵敏度高、重复性好、定量准确、速度快、全封闭反应等优

点成为了分子生物学研究中的重要工具。 

 

PCR 技术整体图示 
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2.找出所有涉及到的分子实验 

从最后一步实验往前推，qPCR 需要哪些基本的元素？具体如下： 

*qPCR 的模板→当然不能直接用肿瘤组织和正常组织→查资料发现模板是 cDNA→怎么制备

cDNA？→提取所有组织样本的 RNA 进行反转录（逆转录-聚合酶链式反应，RT-PCR）→我需

要 RNA 抽提试剂盒和反转录试剂盒→完成 RNA 的提取和 cDNA 的合成（放心，试剂盒里都

会有非常具体的操作说明书，但是自己要多查资料了解原理，不然你和流水线操作员何异？） 

*qPCR 的引物→根据已经确定的分子自己使用引物设计软件设计或者查找文献找到经过验

证的引物，不要忘了 GAPDH 或者其他内参的引物 

*SYBR® GREEN→商业试剂盒 

*酶→包含在 SYBR® GREEN 试剂盒中 

*RNase-free H2O→一般在 SYBR® GREEN 中会有对应的 H2O，小伙伴们千万不要使用正常 PCR

中使用的高温灭菌 H2O，否则溶解曲线让你分分钟想撞墙。 

3.Just do it 

根据 SYBR® GREEN 试剂盒说明书中的体系要求完成实验操作（冰上操作）和对 qPCR 仪器的

设置，具体仪器的使用方法一定要多多问别人。 

 

RNA 反转录又失败了？填坑还得看这六大

要素！ 

 

作者：子非鱼 
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老话说的好，万事开头难。而这话在 RT-PCR 中则体现的淋漓尽致，其开头的第一步——将

RNA 反转为 cDNA，表面上看似简单，实际上则暗潮汹涌，指不定就在哪里挖个坑，就会让

斗志高昂的实验汪们摔的鼻青脸肿，而且还不知道是咋掉坑的。 

显然，RNA 的反转录成功，不是想有就能有。大家之所以屡败屡战、屡战屡败，就是因为忽

略了以下这 6 个必备要素，不然此坑早就被填平，又何至于整日里看着悲催的实验结果唉声

叹气呢？ 

1.RT Primer 的最佳选择 

通常 RT primer 可分为三类：oligo dT，随机引物以及基因特异性引物。Oligo dT 引物之所以

应用范围更加广泛，是因为可由此获得 mRNA 的全长拷贝。 

然而如果 mRNA 长度过长>4kb，或者没有 polyA 尾（原核 mRNA 或 rRNA），就需要考虑使用

随机引物进行 RNA 的反转录。随机引物虽能确保长基因的 5’末端的转录，但并不能获得整

个基因全长的 cDNAs，且对 RNA 样品质量要求比较高，此时可用 6-8 个核酸聚合体来提高

cDNAs 的合成量。 

而对于真核生物的 qPCR，长随机引物和Oligo-dT 引物的混合物似乎能给出一个漂亮的结果。

针对此类优化混合引物，已有两家公司的试剂盒或可助大家一臂之力：Qiagen QuantiTect Rev. 

Transcription Kit 和 BioRad iScript Kit。 

第三个选择就是基因特异性引物，仅扩增需要的 cDNA，适用于目的序列已知的情况。通常

在一步 RT-PCR 法中可使用此类引物，因为该引物也可用作为 PCR 中的反向引物。 

2.RNA 的二级结构 

若要获取全长 RNA 的反转录，那么 RNA 二级结构的问题就不可忽略，因为反转录酶在遇到

此类结构后会终止反应或从模板上脱落下来。 

也许你很难判断 RNA 是否具有二级结构，但如果基因中 GC 含量较高，通常意味着 RNA 很

难被变性且不可能是单链，此时就需要在 65℃ 5min 对其进行充分变性，以避免其对实验结

果的影响。 

另外，还有一种方法可解决此问题，即使用一种最适温度高于正常标准（37℃-42℃）的逆转
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录酶。比如来自 Life Technologies 的 Themoscript 酶就常用于具有复杂结构 RNA 的逆转录。

当然也存在一些即使在常规逆转录温度（37℃-42℃）的条件下，也能跨过 RNA 二级结构的

高效率逆转录酶，即使是针对富集 GC 序列的 RNA 也能得到很好的结果，如 Qiagen 公司的

逆转录酶 Omniscript 和 Sensiscript，以及 Takara Bio 公司的 PrimeScirpt RT enzyme。 

3.去除 gDNA 

RNA 中存在的基因组 DNA（gDNA）污染可能是最终 PCR 反应中假阳性结果出现的原因，目

前已存在很多方法去除 gDNA，比如通过 DNAase 对提取的 RNA 进行预处理。 

以上方法无可避免会造成 RNA 的蛋白污染，因而这里介绍一种可绕开酶处理的方法，即针

对 RNA 设计一种包含内含子或内含子-外显子边界的引物，如此 DNA 就不会产生扩增抑或即

便扩增了其条带大小也与 cDNA 不同。 

但值得注意的是，使用该方法时基因中要没有假基因存在，假基因（pseudogene）是插入到

基因组中剪切 mRNA 的 DNA 拷贝，否则也会产生假阳性结果。 

而对于没有内含子的原核 RNA，gDNA 的去除则更是基因表达准确测量的一个至关重要的因

素。使用 DNAase 处理 RNA 是唯一的方法，Quantitect Rev.Transcription Kit 中所包含的 gDNA

清除缓冲液就可在无需加热或 EDTA 失活的条件下降解 DNA。此外，具有 gDNA Eraser（Takara 

Bio）的 PrimeScript RT 试剂盒也可去除 gDNA，且能在不到 20 分钟之内快速完成 RNA 的 cDNA

合成。 

4.检测 RNA 分子的完整性 

毫无疑问，RNA 质量对 cDNA 合成结果会产生重要的影响，而不同批次间 RNA 质量差异也导

致 RT-PCR 产生不同的结果。所以在进行 RT-PCR 前，应该检查 RNA 条带的质量，可通过琼脂

糖凝胶电泳进行检测。通常完整的真核 RNA 应包括 28S 和 18S RNA 条带，且较大的条带的

强度应是较小条带的两倍左右，另外两个条带强度大致相同也是可以的。 

而另一种准确测量 RNA 质量的方法是使用 Agilent BioAnalzyer 仪器，它可将 RNA 分子可视化

并能在分析 RNA 完整数值（RNA Integrity Number，RIN）后给出一个质量的量化标准。RIN 为

8-10，则表示 RNA 质量非常好；当 RIN 值低于 7，则说明 RNA 可能有降解，可能会导致一些

罕见信息的丢失等问题。 
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5.RNA 定量 

除了掌握 RNA 的完整性之外，准确评估产量也很重要。产量的准确性会受到以下因素的影

响：测量仪器的准确性、DNA 的污染、盐的污染以及降解程度。而为了准确测量产量，小编

我更喜欢使用 Nanodrop 进行 UV 定量。 

该仪器不需要稀释样品，并且具有非常宽的测量 RNA 的范围。以小编的经验，它可以准确

读取到 10ng / ul。而传统的紫外分光光度法应避免使用大容量的比色皿，因为这需要耗费大

量的样品。此法的缺点是也可在样品中测量基因组 DNA，如果从 RNA 提取过程残留盐或酚，

则会增加吸光度，使得 RNA 的 OD 值变得更高。 

而解决此问题一个方法是使用荧光染料，Ribogreen 是一种 RNA 特异性染料，可通过荧光来

测量 RNA 产量。现在，Nanodrop 已经具备检测 Ribogreen 所发出荧光的功能。 

6.两步法或一步法 RT-PCR 

RT-PCR 也分两种类型：一步法（One-step PCR）和两步法（Two-steps PCR），具体操作见下图。

前者，RT 反应和 PCR 扩增是在同一个反应管中进行的；而后者，RT 反应与 PCR 扩增反应单

独进行。 
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尽管这两种方法都能得到最终的结果，但是每种方法都有优缺点。选择哪种方法取决于各种

因素。如下总结它们的优缺点。 

一步 RT-PCR 消除了样品转移步骤，不仅消除了控制物污染的潜在来源，而且需要较少的准

备和操作时间。又因一步 RT-PCR 中所使用的引物是基因特异性的，灵敏度高，常用于分析

低表达水平基因。而其不足在于同一样本中只有有限数量的目的基因被扩增，且需要在转录

和扩增间寻找一个平衡。 

所以当时间对实验很重要时，一般采用一步法，如检测 RNA 病毒，也适用于高通量分析。

由于该法的检测结果准确率高，因而在需要测量表达水平上的细微差异时，也可采用此方法。 

而两步 RT-PCR 可将大批量的 RNA 转化为 cDNA，然后储存 cDNA 用于后续实验，可检测大量

基因；在分别优化 RT 和 PCR 步骤后，可更好地控制实验过程；又因只有少量的转录本被用

于 PCR，则任何可能从 RNA 分离到 RT 反应的抑制剂（如乙醇、酚及胍盐等）都被稀释了。 

但是两步 RT-PCR 更耗费时间，且带来污染的可能性更高；RT 过程应以相同效率反转录 RNA，

否则会影响 qPCR 的启动效率，进而带来不同的实验结果，因此对于每个 RT 反应应使用相

同的条件。 

如果你需要对同一样本的多个目标进行分析时，可选择两步 RT-PCR。另外，当 RNA 的存储

是个问题时,最好是进行两步 RT-PCR，因为 cDNA 在-20℃是稳定的。 
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参考文献：1.Six Important Factors for Successful Reverse Transcription 

2.How to Choose the Correct Reverse Transcription Method 

 

基因研究不知道转录本，做什么引物设

计？！ 

作者：阳光 

 

我们平常通过数据库查找某个基因的相关信息时，会发现该基因有多个转录本。为什么一个

基因可以有多个转录本呢？转录本能干什么？ 

转录本其实就是基因通过转录形成的一种或多种可供编码蛋白质的成熟的 mRNA。 

一个基因有可能有多个转录本，原因是由于不同的剪接方式造成的。我们都知道，基因转录

之后，首先是形成前体 mRNA，通过剪切内含子连接外显子，5’端加帽及 3’端加尾之后形成

成熟的 mRNA。 

但是在剪切的过程中可能会剪切掉外显子，也有可能保留部分内含子，这样就形成了多种

mRNA 即多个转录本。 

举个栗子：这是一个 

三个外显子两个内含子的基因结构图 



 

 

230 

 

 

该图通过不同的剪接方式得到了四种 mRNA 即四种转录本（我只是列出了部分可能性），实

际中可能该基因只具有其中的一种或两种转录本，也有可能都具有。 

我们需要特别注意的是大多数基因有多个转录本，而且有可能每个转录本都会编码产生相

应的蛋白，这样就有可能造成一个基因有多种功能。 

我们平常研究某个基因时（该基因有多个转录本），其实我们研究的是它的其中一个转录本

所编码的蛋白的功能。虽然该基因有多个转录本，而且每个转录本都编码蛋白，但是一般情

况下它的不同的转录本分布在不同类型的细胞中，当然也有可能多种转录本同时存在于某一

细胞中。 

那我们研究该基因时应该怎么做呢？ 

首先，我们需要确定我们应该研究该基因的哪个转录本。 

因为我们平常研究某个基因的功能的时候，是因为该基因在某一特定的组织和细胞中表达，

它在这些组织和细胞中具有特定的功能，所以我们只需要确定该基因的哪个转录本在这些组
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织和细胞中表达即可。 

确定的方法当然就是设计每种转录本特异性引物，然后通过 RT-PCR 就可知道哪种转录本在

组织和细胞中特异性表达。那这个转录本就是我们接下来要研究的。 

之所以要确定我们应该研究哪个转录本，那是因为它关系到引物的设计以及蛋白分子量的

计算。 

当我们研究某个基因的功能时，通常会抽提总的 RNA，然后反转录得到 cDNA，然后将 cDNA

连接到表达载体中转化到原核或真核细胞中进行表达，然后进行接下来的研究。 

通过反转录获得 cDNA 时，引物的设计就是根据转录本设计的。而且之后我们会将表达的蛋

白跑电泳后进行分析，那蛋白的大小是如何计算的呢，当然也是通过该转录本编码的蛋白的

氨基酸序列计算的啊。 

 

 

2.3 RNA 提取 

技术 | RNA 抽提的三大纪律八项注意 

作者：毛博 

“革命军人个个要牢记，三大纪律八项注意!”大家可能会很奇怪。军训季已经结束了，毛博怎

么还在唱红歌？其实，今天毛博想谈一谈 RNA 抽提的问题。为了方便大家记忆，就总结出

了“三大纪律八项注意”。 

纪律一：无外源酶的污染。 

外源酶会造成 RNA 的降解，造成 RNA 得率太低，或者彻底失败。而外源酶又是无处不在的。

这就要求注意以下三点： 
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注意一：严格戴好口罩，手套。手指和呼吸时重要的外源酶的来源。所以童鞋们做 RNA 抽

提的时候，还是要全副武装起来。这对自己也是一种保护措施。 

注意二：实验所涉及的离心管，枪头，移液器，实验台面等要彻底处理。离心管和枪头要用

DEPC 处理过，单纯的消毒灭菌可不行呀。移液器和实验台面等要用 75%的酒精擦过。 

注意三：实验所涉及的试剂/溶液，尤其是水，必须确保 RNase-Free。 

 

纪律二：无内源酶的活性。 

这个和纪律一是一脉相承的。目的都是减少 RNA 的降解，提高最终的得率。而所有的组织

都含有内源酶，这就要求我们在实验过程中，千方百计灭活内源酶。这也就诞生了下面的四

大注意事项： 

注意四：选择合适的匀浆方法。新鲜样品取材后应立即置于液氮中速冻，然后可以移至-70℃

冰箱保存。在碾磨前，碾磨用具也必须预冷。在碾磨过程中，一边碾磨，一边补充液氮。样

品碾碎后，在液氮刚刚挥发完时，将样品迅速转移到含裂解液的容器中，立即混匀匀浆。 
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注意五：选择合适的裂解液。现在市场上常用的裂解液几乎都能抑制 Rnase 活性。但是，

高内源酶含量的样品，如肝脏，脾脏等组织，建议使用含苯酚的裂解液。苯酚的灭活内源酶

的能力是很强的。 

注意六：控制好样品的起始量。如果样品的块头太大，所有的细胞无法迅速和裂解液接触。

里面没有接触到细胞的 RNA 很快就会被内源酶降解。所以，起始量不要太大。如果块头太

大，要把它切成小块小块的。 

纪律三：明确抽提目的。 

我们做每一个实验，甚至每一个步骤，都要清楚这样子做的目的是什么。RNA 用于不同的实

验，其质量的要求是不一样的。那么，这就诞生了下面的最后两条纪律： 

注意七：任何裂解液系统在接近样品最大起始量时，抽提成功率急剧下降。所以，要进行样

品的破碎和匀浆。其目的是为了使 RNA 彻底地完整地释放出来。如果样品是细胞，则无须

破碎即可直接匀浆；如果是组织，甚至器官，那就需要破碎后才能匀浆；如果是酵母菌和细

菌，则需要先用相应的酶破壁后才能匀浆。 
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注意八：RNA 抽提成功的唯一经济的标准是后续实验的一次成功，而不是得率。我们为什么

要抽提 RNA？是为了后面的实验，例如原位杂交，免疫沉淀等等。所以，一定要明确后面到

底是要干嘛？cDNA 文库构建要求 RNA 完整而无酶反应抑制物残留；Northern 对 RNA 完

整性要求较高，对酶反应抑制物残留要求较低；RT-PCR 对 RNA 完整性要求不太高，但对酶

反应抑制物残留要求严格。不用每次都以获得最高纯度的 RNA 为目的，从而造成不必要的

浪费。 

综上所述，对大部分实验狗来说，RNA 抽提比 DNA 抽提要困难得多。所以，我们要个个牢

记，三大纪律八项注意。 

 

打造五星级 RNA 二级结构 

作者：子非鱼 

RNA 自从在中心法则中占有一席之位以后，大家就开始争相热捧。RNA 的单链性质导致它与

DNA 不同，分子中的一部分核苷酸可与其他部分的核苷酸互相配对，即 RNA 可产生折叠。

我们知道生物分子的功能与结构是密切相关的，折叠的 RNA 能部分甚至完全解释 RNA 分子

的功能。对于当前的三维结构还是过于复杂，所以我们主要专注于二级结构的预测。 

有关二级结构的预测，小鱼今天就为大家介绍一款性价比极高的软件:RNAStructure。 
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RNAStructure 利用 Zuker 算法（Zuker Algorithm），根据最小自由能原理 （minimizing free 

energy）， 通过 RNA 一级序列预测 RNA 二级结构。 预测所用的热力学数据是最近由 Turner

实验室获得。该软件使用了一些模块来扩展 Zuker 算法的能力，并使之为一个界面友好的 

RNA 折叠程序。 

为什么说他性价比高呢？除了可以检测 RNA 单链折叠，还可以进行 DNA 单链折叠、RNA 或

DNA 分子间折叠、还有高大上的 Refold 功能：重新折叠选项可读取一个由任何折叠模块生

成的存盘文件*.sav，并生成一个不同的次优结构。（就是“折上再折”，折到你满意为止！） 

小鱼今天就给大家介绍如何使用 RNA structure 对 RNA 进行二级结构的预测。 

打开 RNAstructure，点 File-new sequence,将序列粘贴到指定的位置，命名并保存序列。 
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点击 RNA 一栏，可以看到许多重要的菜单，比如： 

Fold RNA Single Strand：此项使用 RNA 参数打开折叠窗口； 

Fold RNA Biomolecular：此项使用 RNA 参数折叠两个单体； 

MaxExpect: Predict RNA EMA Structure:此项可预测最大期望精确度的 RNA 结构； 

Efn2 RNA：此项测定生成的 RNA 二级结构的自由能，储存在 ct 文件格式中； 

Dot Plot：此项可计算任何折叠的序列的点阵图，用于已经折叠并存盘的序列； 

Oligo Walk：打开 Oligo Walk tool 帮助确定一个与 RNA 对象紧密杂交的寡聚体； 

MaxExpect: Predict RNA EMA Structure； 

本例选择进行 RNA 单链折叠，点击“Fold RNA Single Strand”： 
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弹出 RNA Fold 窗口，点击“Sequence File”选择要预测的序列，窗口还有以下重要选项： 

Max% Energy Difference（最大能量差异百分值）：设定所允许的输出结构自由能与最小自由

能的差异百分数数值。例如：如果结构的最小自由能为-100 kcal/mol，最大能量差异百分值，

则会排除任何等于或大于-90 kcal/mol 的结构（大于即为负值更小）。 

Max number of structures（最大结构数）：所预测的可能结构的数量的绝对上限值。最大为

1000。 

Window size（窗口大小）：此参数设定所生成的次优结构之间的差异程度。Windows size 设

定值越小，则生成的结构则越接近的结构；反之，Windows size 设定值越高，则生成的结构

则差异越大。 
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在菜单栏点击 Force:强制选项,就是各种高级设置，只为打造更个性化更 special的RNA结构！

比如： 

Base pair:强制某个碱基配对； 

Chemical Modification：强制某个碱基进行化学修饰； 

Double Stranded:强制某个碱基为双链模式 

不过筛选条件越苛刻，获得合适的 RNA 二级结构就越少甚至没有 
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此处选择强制第 30 个碱基为双链模式，点击 Double Stranded，弹出“Force double”窗口，在

指定位置输入“30”，点击“OK and Close”： 
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点击“Temperature”和“Maximum Loop”可以设置温度和最大茎环数~ 
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经历了这么多的繁文缛节，终于到高潮了！点击 RNA Fold 窗口中的“START”，再点击“Draw 

Structures”： 
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千呼万唤，终于粉墨登场，我的 RNA 二级结构： 
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最后，选择 Edit-Copy 菜单将结果图拷贝到剪贴板，并可复制到其它应用程序。 

RNA 二级结构的预测，听起来好高大上，跟着小鱼操作一遍，你会发现其实很简单哦！ 

 

RNA 抽提的故事（干货） 

作者：猫大 

首先，请向下面这位帅帅的 Piotr Chomczynski 老爷爷和旁边的 Nicoletta Sacchi 老奶奶致敬！！！ 



 

 

244 

 

 

  在很久很久以前，年轻的 Piotr Chomczynski 老爷爷和 Nicoletta Sacchi 老奶

奶在美国 NIH 大院里相遇，互相感慨科研经费不好拿啊，仪器设备都贵啊，咱

得省着点花钱啊，于是两人一合计，发明了简单便宜的 TRizol 抽提 RNA 的方法

（Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium thiocyanate-phenol-

chloroform extraction. 1987. Analytical Biochemistry）。正是因为他们的发明让

RNA 抽提迅速简便，从此开启了 RNA 研究的热潮。 

Nature Protocols曾高度评价这个伟大发明“大大加快了RNA相关研究的进程，并使non-coding 

RNAs 的发现成为可能”。 

 

现在我们所熟知的 TRIzol 是 Life Technologies 公司的商品名，而同样的试剂在 Piotr 

Chomczynski 老爷爷创办的 MRC 公司则被命名为 RNAzol（据 Piotr Chomczynski 老爷爷自己

透露，他们已经将 RNAzol 改进，使抽提得到的 RNA 无基因组 DNA 残留）。事实上，这种 RNA

抽提的方法应该叫做“异硫氰酸胍-酚-氯仿抽提法”。 
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TRIzol 作用原理： 

在匀质化或溶解样品中，TRIzol 试剂可保持 RNA 的完整性，同时能破坏细胞及溶解细胞成

分。加入氯仿离心后，裂解液分离成水相和有机相。RNA 存在于水相。水相转移后，RNA 通

过异丙醇沉淀回收。移去水相后，用乙醇沉淀可从中间相得到 DNA，加入异丙醇沉淀可从有

机相得到蛋白质。 

需自备的耗材试剂： 

o RNase free 的一次性带盖透明聚丙烯管（比如 AXYGEN 的 1.5ml EP 管，RNase free 的，

可以拆包即用。话说，我要不要问 AXYGEN 收广告费啊╮(╯▽╰)╭？） 

o RNase free 的枪头（比如 AXYGEN 的 RNase free 的枪头，有盒装的和袋装的，拆包即

用） 

o RNase free 玻璃瓶：玻璃瓶 200°C 烘烤 2h 即可去除 RNase，塑料瓶盖可浸泡 10 分钟

的 0.5 M NaOH 溶液，然后用 RNase free 水彻底冲洗，并高压蒸汽灭菌。 

o 氯仿（国产分析纯的即可，比如国药集团产的） 

o 异丙醇（国产分析纯的即可） 

o RNase free 水：即 DEPC treated 水。把水加入 RNase-free 玻璃瓶中，加入 0.1%（v/v）

DEPC 用力摇匀，37°C 过夜，高温高压灭菌。灭菌时瓶口需拧松，DEPC 受高温会分

解出大量 CO2，注意安全！ 

o 75%乙醇（无水乙醇溶于 RNase free 水中） 

简明抽提流程： 

裂解 

a) 新鲜取材的组织液氮急冻后，每 50-100mg 组织加 1ml TRIzol，使用强力匀浆机匀浆； 
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b) 贴壁细胞则弃培养基后每 87.5px 皿中加入 TRIzol 试剂 1ml 吹打裂解； 

c) 悬浮细胞则离心沉淀细胞弃培养基，每 5-10×106 个细胞中加入 1ml TRIzol 吹打裂解。 

Tips：使用 TRIzol 试剂前避免洗涤组织和细胞，因为这增加了 mRNA 降解的可能性。 

↓ 

室温孵育 5-10min 

↓ 

每 1ml TRIzol 中加 200ul 氯仿，用手大力摇管 15s， 

室温孵育 2-3min 

↓ 

2-8°C、12000 g×15min 

离心后，混合物分离为下层红色的酚-氯仿相、中间相以及上层无色水相。RNA 存在于水

相。 

↓ 

转移水相到一个新管，加入 500ul 异丙醇上下颠倒混匀，室温孵育 10min 

Tips：转移水相时，枪尖随着液面下移而下移，避免扰乱分层，慢慢吸取，避免吸到中间

相和下层有机相，更不要贪心吸太多，吸大约 400ul 就好。 

↓ 

2-8°C、12000 g×10min 

往往离心前 RNA 不可见，离心后再管侧面和底部形成白色沉淀 

↓ 
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弃上清，1ml 75%乙醇洗涤一次，2-8°C、7500 g×5min 

Tips：加入 75%乙醇时轻轻加进去就好，尽量不要把 RNA 沉淀吹散，把沉淀保持在原位最

好了，因为有时候 RNA 太少，吹散了再离心下来时 RNA 碎片不一定能聚集到一起形成肉

眼可见的沉淀，导致后面的“盲操作”。而不小心吹散的话也没关系，对 RNA 质量不会有影

响。 

↓ 

尽量吸除上清，室温干燥 5-10min，以 RNase free 水溶解，并保存于-70°C 

Tips：密切注意 RNA 沉淀的干燥程度，不要完全干燥，这将大大降低其溶解度。部分溶解

的 RNA 其 A260/280 比值会偏低。最佳干燥度为 RNA 沉淀仍然是白色的，微微湿润呈啫喱

状。 

 

OK，搞定！ 

 

附言：猫大一直坚信，只要一直奔跑，那一边就是天涯海角！小伙伴们，跟猫大一起加油吧！！！

#￣▽￣#) 
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小改变，大不同——RNA Trizol 抽提 

作者：老谈 

PCR、qRT-PCR 最最初始，都离不开 RNA 的抽提，RNA 质量的好坏，直接影响到后续的反转

录及 PCR 等过程。很多时候，小伙伴们明明跟着 Trizol 步骤一步一步来的，谨小慎微，不敢

懈怠，但就是 RNA 抽提不过关。其实 Trizol 抽提 RNA 是个细活儿，小伙伴们根据自身的实

战经验，做一下优化很有必要~ 

Trizol 标准抽提步骤（打勾勾的自然是要注意的地方）： 

1. 将裂解后样品或匀浆液室温放置 5-10 min，使得核蛋白与核酸完全分离。 

✔样品中如含有较多的蛋白质、多糖、脂肪或其他细胞外基质，可以 12,000 

rpm 离心 10 min，移去漂浮的油脂，取上清。 

2. 加入 0.2 ml 氯仿，剧烈振荡 15 sec，室温放置 3 min。12,000 rpm 4°C 离心

10 min。 

✔如不能旋涡混匀，可手动颠倒混匀 2 min。 

✔样品会分成三层：上层水相，中间层和下层有机相。RNA 在上层水相中。 

3. 吸取上层水相转移至干净的离心管中，加入等体积异丙醇，混匀，室温放置

20 min。 

✔不要吸取任何中间层物质，否则会出现染色体 DNA 污染。 

4. 12,000rpm 4°C 离心 10 min，弃上清。 
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✔离心前 RNA 沉淀通常是不可见的，离心后在管侧和管底形成胶状沉淀。 

5. 加入 1 ml 75%乙醇洗涤沉淀。12,000 rpm 4°C 离心 3 min，弃上清。室温干

燥 5-10 min。 

✔75%乙醇用 DEPC 处理过的水配制。 

✔通常 1 ml Total RNA Extractor 需用 1 ml 75%乙醇洗涤沉淀。 

✔不要倒出沉淀，剩余少量液体短暂离心，然后用枪头吸出，不要吸沉淀。 

✔不要晾的过干，RNA 完全干燥后很难溶解，大约晾干 5 min 左右。 

6. 加入 30-50 µl RNase-free ddH2O，充分溶解 RNA。将所得到的 RNA 溶液置于

-70°C 保存或用于后续试验。 

✔对于肝、胰腺、肾等组织中 RNase 含量很高，沉淀用 100%去离子甲酰胺溶

解。 

 

额外的小 TIP~（第三步）： 

 

  很多刚开始学抽提的小伙伴吸取上层水相总是吸到中间层物质。老谈觉得，既然吸上层

手容易抖，那不妨吸下层遗弃然后把剩余的再进行离心。这样多一步，离完心剩下的基本就

是上层水相和中间层沉淀，再吸取想要的目标就能轻松改掉手抖啦～ 

Protocal 改善的地方~(哈哈，还是第三步)： 

 

3.吸取上层水相转移至干净的离心管中，加入 2.5 倍体积乙醇，1/10 倍体积 3M 醋酸钠，以

及糖原。混匀，-80°C 放置 30-60min。 
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✔不要吸取任何中间层物质，否则会出现染色体 DNA 污染。 

✔加入糖原，使溶液中糖原的最终浓度达到 50ng/µl。 

✔混匀后，-80°C 放置 30 -60min，适当增长孵育时间或者降低孵育温度将有助于小 RNA

的沉降。 

✔以取 500µl 上层水相为例，则需加入 1250µl 乙醇，50µl 醋酸钠以及 4.5µl 糖原原液（原

液浓度为：20mg/ml）。 

 

新型 RNA-RNA 互作用工具诞生 

作者：麦子 

非编码 RNAs（ncRNAs）种类颇丰：rRNA、tRNA、snoRNA、miRNA、lncRNA······我们曾经相信，

ncRNAs 只是制造转录 mRNA 时没有作用的副产品，然而逐渐发现了它们对基因调控的关键

作用，或为其他蛋白质和 RNA 提供了一个支架，但对这些 ncRNAs 如何相互作用以及控制细

胞功能所知甚少，偶尔掀开了其裙角却发现它还穿着 N 条打底裤······ 

对 ncRNAs 研究限制的最大因素是缺乏可以使用的 RNAs 互作方法，《Molecular Cell》上最新

的一篇论文介绍了研究进行 ncRNAs 的系统功能分析，捕捉不同 RNA 分子之间的相互作用的

新技术 LIGR-seq。当两个 RNA 分子有相匹配的序列时，它们会像尼龙搭扣一样粘在一起。然

后，将成对的 RNA 结构从细胞移除，并采用最先进的测序方法进行分析，以精确地确定粘

在一起的 RNA。或许正是我们所需要的。 

LIGR-seq 技术总览 

(A) LIGR-seq protocol 原理图 

细胞与 AMT（可以嵌入 RNA 二倍体）一起孵育，365 nm 的紫外光辐射。RNA 提取后使用

DNase1 处理, 去除 rRNA；接下来，使用 S1 核酸酶消化 RNA 生成的末端可以与 circRNA 连接

酶的连接反应兼容。使用 RNase R 富集交联的 RNA，254 nm 的紫外光辐射逆转交联。平行
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处理的对照样本以不添加 AMT 或者连接酶的方式处理。 

 

(B) 对 RNA-RNA 嵌合阅读框显著性检测和打分的“Aligater”分析方法原理图 
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(C) 嵌合阅读框比例代表着+AMT VS–AMT s 样本中显著的 RNA-RAN 相互作用， +AMT 样本中

观察到的相互作用显著高于–AMT s 样本。 

 

(D) “观察到的/预测的”+AMT VS-AMT 样本中相互作用显著性（蓝色）和非显著性（黄色）的
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Log 倍数比例相关性。在+AMT 样本中，“观察到的/预测的比例（OE）”高于-AMT 样本。 

 

LIGRseq 检测优势 

• 你不需要通过芯片等常规方法预选 RNA，就能看到在细胞中整体发生了什么，以及

它们是怎样影响细胞功能的； 

• 可以观察发生在活细胞内的 RNA 相互作用  

• 本文 LIGR-seq 数据揭示了小核仁 RNA(snoRNA)和 mRNAs 之间的相互作用，来控制靶

标mRNA的稳态水平。所以通过该方法，我们可以揭示出 snoRNA直接影响哪些mRNA，

从而影响蛋白质的表达和丰度，从而在细胞生物学中添加了一个新的控制水平。未

来研究人员将利用这个方法在不同细胞、组织、疾病进展阶段和物种类型中检测 RNA

的表达丰度，进一步促进我们对多种转录涉及的 ncRNAs 角色理解，让我们拭目以

待。 
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2.4 RNA 电泳 

练好几招“把妹”套路，不怕 RNA 妹子玩

失踪 

 

作者：子非鱼 

 

现如今，在 RNA 提取的江湖上，小鱼我终于算是学成出山了，并走上了 RNA 提取的巅峰。

回想起当年抽提 RNA 的青葱岁月，真是往事不堪回首！RNA 向来身娇肉贵，一直都不是一

个让人省心的主儿，稍有不慎，就会分分钟消失给你看。为了不让大家重蹈覆辙，小鱼这就

告诉你如何达到提取 RNA 的最高境界。 

 

免除 RNase 的困扰 

众所周知，RNA 分子异常脆弱，很容易就会被无所不在的 RNase 降解，轻轻松松的就让实验

人员的种种努力付之东流。尤其是当样品极其稀少且珍贵时，RNA 的降解更是让各位小伙伴

们想自挂东南枝。因而 RNase 可谓是 RNA 提取的大敌，那么为了保护好 RNA 分子，就必须

把 RNase 给 KO 掉。 
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当然针对外来的敌人，只要注意这三个小细节，那么绝对可以克敌制胜。 

1）严格戴好口罩、手套。手指和呼吸是外源性 RNase 的主要来源，所以在提取 RNA 时，一

定全副武装起来，才好擒获 RNA 分子。 

2）实验中所涉及的离心管、枪头、移液器、实验台面一定要经过彻底处理。比如，离心管

和枪头要用 0.1%DEPC 浸泡后并高压灭菌处理，移液器、实验台面要用 75%的酒精擦拭过，

玻璃器皿应在使用前用 180℃的高温下干烤 6h 或更长时间。 

3）实验所涉及的试剂/溶液，尤其是水，必须确保 RNase-Free。另外，还需要注意 RNA 的保

存时间，一般 RNA 37℃稳定存放 1 天，25℃稳定存放一周，4℃可存放一个月或-20℃长期存

放。 

可是有时即便小伙伴已经如此小心翼翼了，RNA 分子仍会消失的无影无踪，细究其原因，才

发现竟是内源性 RNase 在搞鬼，这不禁让人感叹道，不是我们太粗心，实在是敌人太狡猾。

为了打击内源性 RNase 的嚣张气焰，我们只能千方百计的灭活内源酶，因而便诞生了以下三

个妙招。 

1、选择合适的匀浆方法。新鲜样品取材后应立即置于液氮中速冻，然后可移至-70℃冰箱中

保存。在碾磨前，碾磨用具也必须预冷。在碾磨过程中，一边碾磨，一边补充液氮。样品碾

碎后，在液氮刚刚挥发完时，将样品迅速转移到含裂解液的容器中，立即混匀匀浆。 
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2、选择合适的裂解液。现有市场上常用的裂解液几乎都能抑制 RNase 活性。但是高内源酶

含量的样品，如肝脏、脾脏等组织，建议使用含苯酚的裂解液。苯酚的灭活内源酶的能力还

是很强的。 

3、控制好样品的起始量。如果样品的个头太大，细胞中就会有些“漏网之鱼”免于和裂解液

接触，致使 RNA 很快就会被内源酶降解。因而，起始量不要太大，如果组织块过大，可以将

切碎后再抽提 RNA。 

明确抽提 RNA 的目的 

一般，抽提 RNA 的目的无外乎有两个。首先，最直接的目的就是要让 RNA 彻底地完整的释

放出来。此时对样品的处理就至关重要，如果样品是细胞，则无须破碎即可直接匀浆；如果

是组织甚至器官，那就需要破碎后才能匀浆；如果是酵母菌和细菌，则需要先用相应的酶破

壁后才能匀浆。 

其次，RNA 在不同的实验中其质量的要求是不一样的，那么后续实验就是我们必须要考虑的。

通常 cDNA 文库构建要求 RNA 完整而无酶反应抑制物残留；Northern 对 RNA 完整性要求较

高，对酶反应抑制物残留要求较低；RT-PCR 对 RNA 完整性要求不太高，但对酶反应抑制物

残留要求严格。因而，不用每次实验都以获得最高纯度的 RNA 为目的，从而造成不必要的

浪费。 

RNA 提取之疑难杂症 

1.RNA 产量低 
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2.OD260/OD280<1.6 

  

3.基因组 DNA 污染 

  

4.RNA 降解 
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5.下游的 RT-PCR 实验不成功 

 

 

RNA 电泳图谱剖析 

提取RNA后，为了更好的进行后续的实验反应需要通过琼脂糖电泳来判断RNA质量的好坏。

在此，小鱼将剖析电泳图上的秘密，帮助大家提高 RNA 抽提的成功率。 

1.RNA 条带不亮或缺失 

 

原因分析：1）上样量不足。2）RNA 跑出凝胶。电泳至溴酚蓝至凝胶的 2/3 即可停止电泳。

3）RNA 在凝胶中发生扩散。避免长时间的电泳，否则小片段容易扩散。5）RNA 降解。最大

限度减少在紫外线下暴露的时间，使用新鲜的电泳缓冲液、新制的凝胶，电泳槽及制胶的模
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具梳子等用双氧水浸泡，高电压短时间电泳（20min）。也可能使用的组织材料不够新鲜（冷

冻的材料必须在化冻之前将其磨碎）。 

2. RNA 条带弥散 

 

原因分析：1）RNA 被核酸酶降解。要用新的缓冲液，制胶用的模具要清洁，枪头要灭菌。

2）电压过高造成电流过大所造成的。一般为 5—8V/cm。为了增加条带的清晰度，电泳开始

的几分钟建议使用低电压。3）上样量过大。根据沉淀量的多少确定点样的量，一般 1—3ul。 

3. 点样孔发亮 

 

原因解析：1）上样量过大。2）胶孔未凝固好，使样品无法往前移动。3）RNA 样品中含有

污染物，如残留的蛋白质容易引起此现象。可能 trizol 量太少，应加大 trizol 用量。另外若残

留 DNA 也应考虑加大 trizol 用量。 

4. 出现多条带 
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原因解析：1）RNA 降解。提取过程中出现降解或电泳过程中出现降解（可能性较小）。2）

上样量过大。RNA 由多种类型组成，若上样量过大则会导致各种类型的 RNA（tRNA，mRNA

等）均会出现条带。 

2.5 非编码 RNA 研究套路 

蹭国自然热点 circRNA,不会 circbase 怎么

行？ 

作者：FoMo 

 

昨天国自然的结果公布了，想必今年的 circRNA 应该是个热点。 

但是研究基因怎能少了数据库的帮助呢。下面我介绍一个 circRNA 的数据库：circBase

（http://www.circbase.org），这个数据库主要的功能有： 

1、基于序列的搜索； 

2、通过标识符、基因描述、基因组位置等搜索数据库； 

3、使用 table browser 通过设定一组条件来检索一组数据集（用法类似 UCSC）； 

4、以多种形式导出表格； 

5、导出含基因组序列的 FASTA 文件。最近一次的更新在 17 年的 7 月。 
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在这个搜索框中输入要搜索的内容，可输入的内容有： circBase 标识符（例如 

mmu_circ_0000010）、refseq 转录本 ID（NM_027671），基因名称（Pvt1），genomic coordinates 

（基因组位置的输入格式和 UCSC 的一样：chr:start-end，如 chrII：123456-7891011）或 Gene 

Ontology term identifiers。搜索不区分大小写。 

 

比如我想搜索和 GNB1 相关的 circRNA，输入后点 Search。 
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这是出来的结果，有物种信息、染色体中的位置，在双链 DNA 的哪条链上等，蓝色的内容

可以进一步点进去查看；Export results 中点击可下载结果。 

 

使用 list search 可以搜索多个 circRNA。在 Organism 中选好物种，有人、小鼠、线虫等，在

list 中输入 circRNA 的名字或者与 circRNA 相关的基因名即可。 
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在 download 中可以下载各物种中的 circRNA 数据，如果发现自己测序得到的 circRNA 不在这

里面，那有可能就是新发现的 circRNA 啦。 

 

搞懂 RNA 命名，miRNA、lncRNA、

circRNA 不再傻傻分不清 

 

作者：子非鱼 

 

最近，ncRNA 的世界里百花齐放，miRNA、lncRNA、circRNA 三个“大腕”轮番上阵，真真是你
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方唱罢我登场，让人感到眼花缭乱、应接不暇。ncRNA 的故事个个精彩纷呈，好评如潮，晋

升为科研界的大 IP。可是故事中的角色太多，让绝大多数“脸盲”的科研者头疼不已。为了增

加各位“大腕”的辨识度，今天就和大家聊一聊 ncRNA 命名的那些事儿。 

miRNA 变身记 

miRNA 可以算是老牌明星了，一直占据 RNA 世界中北方辽阔的疆土。其中，pri-miRNA，pre-

miRNA，mature miRNA 是 miRNA 的三种形态。 

 

pri-miRNA→pre-miRNA→miRNA 加工流程示意图  

miRNA 的命名规则(以动物 miRNA 为例) 

一般，pre-miRNA 以“mir”命名，其编号以“MI”编号，如人的 miRNA 122 的前体 ID 为 hsa-mir-

122，Accession 为 MI0000442；而 miRNA 的成熟链以“miR”命名，其编号以“MIMAT”编号，如

人的 miR-122 的一个成熟体的 ID 为 hsa-miR-122-5p ，Accession 为 MIMAT0000421。 

可是仍有小伙伴对 miRNA 名字中的 hsa、3p、5p 等符号表示一脸懵逼，完全看不懂有没有？

在此小鱼为大家解读一下，如下图。 
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其中，在确定命名规则之前发现的 miRNA，依然保留原来名字，如 hsa-let-7。miRNA 后的阿

拉伯数字表明被发现的先后顺序，如 hsa-miR-122；尽管曾经还用*表明表达量低的 miRNA，

但现在这种命名方式已被取消。 

此外，病毒 miRNA 的命名方式与动物相一致，但是植物的却有些与众不同。通常植物的 Pre-

miRNA 以 MIR 命名，如 ath-MIR156a；miRNA 则以 miR 来命名，如 ath-miR156a。注意：

MIR/miR 与命名顺序之间没有“-”。 

lncRNA 的华丽转变 

曾经 lncRNA 这匹千里马因为缺少伯乐的赏识以及伯乐尚不到火候的技术而备受冷落，可如

今 lncRNA 已经风靡全球，其相关研究也是如火如荼。然而对刚涉及这一领域的菜鸟而言，

lncRNA 的名字就像一锅大杂烩，五花八门的，看的人晕晕乎乎的。 

实际上，目前 lncRNA 的命名还没有一个统一的原则，但为了让 lncRNA 的命名具有唯一性、

准确性并最大程度上反映其功能，雨果基因命名委员会（HGNC，唯一的制定人类基因命名

标准的官方授权机构）提供了一个命名指导指南，以供参考。 

lncRNA 命名指南 

首先，每条 lncRNA 的名字应具有唯一性，不能发生一个基因几个名字或存在重名的现象。

因而，作者在发表新 lncRNA 时，可先获取 HGNC 的认可，如果作者发布的名字已在其他地
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方使用过，HGNC 将会指定一个新名字供作者选择。 

lncRNA 的名字应是描述基因的缩写，便于人们理解名字的含义。如 BANCR 就是 BRAF-

activatednon-proteincoding RNA 的缩写。 

lncRNA 的名字应仅由拉丁字母和阿拉伯数字组成，不应出现标点符号。连字符仅在特殊场

合使用，如：反义编码蛋白基因可在标识中加连字符（BACE1-AS 就是 BACE1 antisense RNA

的名字）。 

 

lncRNA 的名字中的字母应为大写，为了与其它种类物种的基因区别开来（如啮齿动物基因

的标识只要求首字母大写，其余小写），人类基因标识中的字母都应为大写，例如 HOTAIR 基

因，在人类中叫 HOTAIR，而在老鼠中写成 Hotair。 

 

lncRNA 的名字中不应涉及具体的物种类型，例如：如果基因名字中有 H/h（代表人类），由

于牵涉到同源基因的问题，就会造成一些疑惑和误导。 

 

lncRNA 的命名应避免采用一些常用的词汇，否则会给分析研究带来很多问题，比如：“AIRN”

基因最初公布时叫“AIR”，从公共数据库中搜索可得到 22 万条不相关的信息，而搜索“AIRN”

则只有 10 条信息。 

 

lncRNA 的命名应尽可能的反映其功能，如 XIST 基因是“X(inactive)-specific transcript”的缩写，

该基因的作用是参与沉默一对 X 染色体的转录。命名的时候尽量反映基因通常的功能，而不

体现其突变表型。其命名应简洁明了，不应包含以下信息： 

*具有攻击或轻蔑的色彩。 

*具有个人及地方色彩。 

*含有神化，虚构或历史人物的名字。 

*含有“臆想”和没什么意义的信息。 

功能性转录假基因在命名时应保留它们假基因名称且不应改变其基于功能的名称。为了方便

搜索，这个功能应加在名字的最后。eg: PTENP1 是 “phosphatase and tensin homolog 

pseudogene 1 (functional)”. 
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而对于未知功能的 lncRNA 应依据基因组上下文来命名，下图则给出了系统化的命名的规则。 

 

如果有一个很接近的蛋白编码基因，lncRNA 的名字应该以这个编码基因名字开始，再加后

缀即可。 

后缀的分类： 

反义（antisense，AS），eg: BACE1-AS； 

内含子(intronic，IT），eg: SPRY4-IT1； 

重叠（overlapping，OT），eg: OSX2-OT； 

长链基因间 lncRNA（Longintergenic lncRNAs，lincRNAs），以 LINC 为前缀，数字为后缀，eg: 

LINC00485。 

此外，有些 lncRNA 与编码基因是头碰头（headto head），可推断它们拥有双向启动子，HGNC

推荐将其命名为反义上游（Antisense upstream，AU），例如，GENE2-AU1。 
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参考文献：A short guide tolong non-coding RNA genenomenclature 

 

基因研究，我该拿你怎么办？ 
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作者：老谈 

 

有时候小伙伴们拿到一个 Gene-A，可能是芯片筛查的结果，可能是导师拍脑袋的结果，这

个 A 很低调，被人研究的颇少，作为一个基础研究的新手，简直一头雾水！ 

  神灯神灯告诉我，我该拿它怎么办？ 

 

凡是都有规律可循。如果你文献看的没有那么多，脑洞未开，下面的保守方法可以适合你进

行初步的尝试。但是老谈要提醒小伙伴们不时的追踪一下文献研究进展，更多的时候不是为

了知道某个分子或者某个领域研究的最新情况，这些对于我们基层科研人员的意义并不是很

大；而是为了发散自己的思维，提炼别人的研究设计思路！ 

下面这几步，对于刚刚上手实验的小伙伴来说，应该有所帮助。 

1.确定 A 研究的价值，即临床组织样本/相关细胞系中有没有差异性表达 
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2. 确定 A 能够对某一细胞表型产生一定的影响 

 

3. 确定 A 能够对小鼠的肿瘤形成的作用是否与上一步较为一致。 

 

4. 找出 A 的作用机制 

 

另外还可以同步研究一下 A 本身是否受到甲基化或者乙酰化等表观遗传调控。   
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这样是否简单易懂呢？小伙伴们不妨针对自己的某基因研究，做出一个类似的技术路线图，

做完一步划掉一步。那些表型也不是都做的，要看文献或者自己分析一下你研究的基因 A 是

否跟一些例如增殖相关基因或者周期相关基因等有联系，或者涉及到某些明星通路等。 

以上为常规手段，可为基础薄弱的小伙伴寻求大方向。如果想要高大上的研究设计，每步还

请自行查阅文献加以创新。 

 

技术 |miRNA 小伙伴 circRNA 之检测知多

少？ 

 

作者：燕子 

 

小伙伴们对 miRNA 这种线状单链 RNA 一定不陌生，其在基因表达、蛋白质合成和细胞凋亡

等生物过程的作用的逐渐被人们发现，发现原癌基因作用的 bantam miRNA 及两个 miRNA 水

平下调与慢性淋巴细胞白血病之间有显著相关等。然而由于技术限制等原因，miRNA 的一个

小伙伴—circRNA 一种环状的 RNA,尽管 circRNA 已经被发现已有三十多年, circRNA 却一直处

在被学术界忽视的地位。 

但随着近年有关 circRNA 的几项突破性研究的发现，尤其是国际著名权威刊物 Nature 发表

两篇有关 circRNA 生物学功能的论文，震惊学术界。 

有些 circRNA 分子富含微小 RNA 结合位点，可通过充当竞争性内源 RNA 的角色来起作用，

如 CDR1as 对 mi-R7 的海绵作用与肺癌、乳腺癌、胶质瘤及肌萎缩性脊髓侧索硬化等疾病发

生相关。circRNA 已引起国内外学术界的关注，并掀起研究热潮。 
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基于 circRNA 具有以下:1)表达水平差异较大; 2)不易被核酸外切酶降解;3）具有序列保守性等

特点。环状 RNA(circRNA)与线性 RNA 的检测方法还是有一定差异的，下面让小编带您来了解

一下目前已知的 circRNA 检测方法。 

分子生物学方法 

相较于线性的 RNA,circRNA 没有 3，端，在凝胶电泳中移动的速度比相通的长度的线性 RNA

要慢，因此可以用增强型交联凝胶法放大。但是由于 circRNA 的总核苷酸序列更少，与在同

源基因形成的其他转录物比较在弱交联凝胶电泳中跑的会比较慢。   基于此可以通过

northern blot 甄别 circRNA。经酶或其他方式水解后，变成小片段，可以通过双向凝胶电泳和

琼脂糖凝胶电泳分离并检测进一步确认它的环化。 
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RNA 凝胶显像 

基因组学的方法 

目前 circRNA 基因组学方法有两条途径: 一是从已存在的转录物模型( transcript models) 中

选取候选接头，另一条是通过与基因组序列阅读框匹配来识别接头。第一条途径主要对来自

单一 cDNA 片段另一端的末端配对阅读序列( paired-end readssequence) 的独立遗传图谱进

行分析。第二条途径则是通过识别来自于从哺乳动物到线虫的损耗型 circRNA 的 RNA-seq 资

料中的索尾插接序列遗传密码，对此类损耗型 circRNA 文库( circRNA-depleted libraries ) 进行

分析统计以鉴别出 circRNA。 
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其他方法 

近期，Glazar 等建立了 circRNA 专用数据库“circ Base”，该数据库通过对已发表的 circRNA 信

息进行统一整合，同时提供新的及已有的 circRNA 测序资料，为了 circRNA 的研究者们提供

一个较好的交流平台。率先开发的世界上第一款商业化 circRNA 芯片，为系统探索不同生理

及病理条件下 circRNA 的表达规律提供实验研究平台。circRNA 更好的研究方法需要有待各

位小伙伴们进一步发现完善。 

RNA 提取的几个小建议 

RNA 裂解液及试剂盒玲琅满目，伙伴们在选择时有一种无从下手的感觉，有木有？小编在这

告诉大家，无论你选择了哪家的试剂盒，都要记住 RNA，高温易损，遇酶易断，菌染则无以

为继。①裂解时需低温；②无论是从细胞系、组织、还是血液中提取 RNA,都必须牢牢记住

RNA 分子量小，极其已被提取过程中的酶破坏，所以全程操作一定得无酶；③若是 RNA 被

细菌等污染时，接下来的分离显像的结果就会显得差强人意了，因此就得全程无菌操作。④

辛苦半天，酒精熏得也够够的了，这个时候你的 RNA 已经提取出来了，一般这批 RNA 都不

需要全部逆转录为 DNA，那么你需要找一个靠谱的—80℃冰箱储存你的宝贝了。 
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lncRNA 的撩妹大招 

作者：子非鱼 

 

RNA 曾被认为只是细胞中的信使分子，后来人们逐渐意识到，RNA 具有许多不同的形态和出

人意料的功能。近年来，神秘的长链非编码 RNA (lncRNA) 受到了广泛关注。 

曾经，在 RNA 这个大家族里， 

ncRNA 被看成是基因组中的“丑姑娘” 

一直备受冷落，甚至要被雪藏起来 

 

直至 miRNA 异军突起、崭露头角， 
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ncRNA 的神秘面纱才算是被掀开了一角 

其露出的绚烂的光景 

撩的众位科研者心猿意马 

纷纷开启了对 miRNA 的求爱之路 

 

然而，时至今日 miRNA 已经是半老徐娘 

尽管风韵犹存，却已成为“旧爱” 

“朝三暮四”的科研者们早就 

对新欢 lncRNA 展开了猛烈的攻势 

这不，近年来 lncRNA 的相关研究 

已经形成了井喷之势 

似乎整个学术界都在为其着魔 
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为了拔得头筹及尽早抱得美人归 

众位“追求者”可谓是绞尽脑汁 

然而， 

只要套路玩的深，铁杵也能磨成针 

那么下面的“撩妹”大招 

可让你分分钟赢得 lncRNA 的青睐 

 

在追求 lncRNA 之路中，首当其冲的 
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就是要先找到你的“真命天女”—— 

一个真正属于你的 lncRNA 分子 

 

 

然后就要亲自登门拜访你所看中的 lncRNA 

一般而言，lncRNA 要么定居在核内 

要么已经移民到细胞质里 

此时小伙伴们可以兵分两路 

去攻略美人 lncRNA 的芳心 

 

通常移民的 lncRNA 好胜心很强 

为了争夺 microRNA 的宠爱 

总是要跟 mRNA 一较高下 

而后才能将靶基因的 

转录后调控进行到底 

CeRNA 调控机制研究 
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而定居核内的 lncRNA 控制欲较强 

总喜欢通过 cis 或 trans 调控方式来掌控 

下游靶基因的命运 

Cis 调控机制研究（顺式作用元件与靶基因位于同一染色体） 
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trans 调控机制研究（顺式作用元件与靶基因在不同染色体） 
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俗话说，好事多磨 

也许会有人早你一步捷足先登 

但这并不意味着你就失去了所有的机会 

因为 lncRNA 并不仅仅只是 

在功能机制研究中大放异彩 
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它还可以成为疾病诊断的 biomaker 

并受到了临床医生的热烈追捧 

lncRNA 疾病诊断的 biomaker 研究 

 

如此下来， 

你即可以不费吹灰之力搞定 lncRNA 研究 

也可以获得 lncRNA 相关的“嫁妆” 

（如文章、基金、项目等） 

那么未来你走上人生巅峰的时刻 

不就指日可待了么？ 
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LncRNA 数据库推荐 

同时，为了让各位在追求之路上 

少走弯路，尽早找到正确的方向 

在此，分享 5 个 lncRNA 的研究利器 

1.Noncode 

网址：http://www.noncode.org 

提供对长链非编码 RNA 的全面注释，包括表达和该团队开发的 ncFANs 计算机软件预测的

lncRNA 功能。这是非编码 RNA 研究的知名数据库，已经更新到 2014 年的 8 月了。 

 

2.lncRNAdb 

网址：http://www.lncrnadb.org/ 

提供有生物学功能的长链非编码 RNA 的全面注释。这是长链非编码 RNA 研究领域的大牛

John mattick 实验室构建的网站。 

http://www.noncode.org/
http://www.lncrnadb.org/


 

 

284 

 

 

3.LncRNome 

网址：http://genome.igib.res.in/lncRNome 

超过 18000 转变本目前已作为 lncRNA 标注，覆盖先前注释非编码转录本，包括大型基因间

非编码 RNA，反义 RNA 和加工的假基因。但在提供稳定的注释，交叉引用和生物相关的信

息资源方面有显着的差距。由印度 CSIR 基因组和整合生物学研究所研究人员开发的

lncRNome，旨在填补这一空白，他们通过把生物显著性的各种各样的信息注释整合到一个全

面的知识库。 

http://genome.igib.res.in/lncRNome
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4.LncRNADisease 

网址：http://cmbi.bjmu.edu.cn/lncrnadisease 

提供了文献报道的疾病相关的长链非编码 RNA 的注释。 

 

 

5.LncVar 

网址：http://bioinfo.ibp.ac.cn/LncVar 

数据库收集了 NONCODE 数据库的 lncRNA 数据，评估了它们的保守性，并系统性的整合了

lncRNA 的转录因子结合位点、m6A 修饰位点以及 SNPs 对于 lncRNA 转录和修饰的影响。

LncVar 数据库作为一个资源平台可以评估遗传变异对于 lncRNA 生物功能的影响。 

http://cmbi.bjmu.edu.cn/lncrnadisease
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科研老司机的套路哲学（六） 

 

作者：子非鱼 

 

如火如荼的里约奥运会 

终于于近日在一片吐槽与质疑声中 

徐徐落下帷幕 

在此期间 

奥运会以霸屏之势占据了各大头条 

然而在科研界中 

比五环更火的还有此环 

——circRNA 

 

自从国自然基金结果放榜以来 

大放异彩的 circRNA 以傲人之资荣登榜上 
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其相关基金资助集体大爆发 

这简直就是要分分钟上天的节奏啊！ 

显然 circRNA 未来形势一片大好！ 

 

 

其实早在上世纪 70 年代 

具有高度热稳定性的 circRNA 

就已经横空出世 
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真核细胞质中 circRNA 的电镜图片 

 

可由于当时的科研技术和知识储备跟不上 

circRNA 被看成 RNA 转录剪切的副产物 

而备受科学家们的冷落 

以致其在科研冷宫一待多年 
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直至最近几年里 

二代测序技术（RNA-seq）的成熟 

才逐渐掀起了 circRNA 神秘的面纱 

尽管 circRNA 主要来源于基因外显子 

但是其复杂的形成机制 

使得 circRNA 家族再添新丁 
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而 circRNA 之所以能从科研冷宫 

杀出重围，回归 RNA 正殿 
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成为科研界的新宠 

无外乎是有着以下三大法宝傍身 

 

自然，奔走在最前线的科研汪们 

为了获得 circRNA 的青睐 
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可谓是前赴后继，呕心沥血 

力争要在该领域里拔得头筹 

在此，小鱼就将 circRNA 研究五部曲拱手奉上 

希望能助大家一臂之力 

（见下图） 
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诚然，在如火如荼的 RNA 研究世界中 

风光无限的 miRNA 一路绝尘 

掀起了 ncRNA 研究热潮然 

但是，近年来 miRNA 相关的文章 

已经严重供过于求 

仍想按传统套路来发高影响因子文章 

恐怕不会那么容易了 
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然而，如果 miRNA 碰上 circRNA 

估计就会形成另一番风景 

那么，为了尽早手握高分文章 

让 circRNA 携手 miRNA 共同助力科研 

可使你的研究老树开新花 

为了给科研汪们一个更直观的感受 

举个栗子 
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看罢之后， 

各位摩拳擦掌、跃跃欲试的小伙伴们 

是不是对 circRNA 研究更加胸有成竹了呢？ 

 

另外，小鱼也要给大家良心推荐 
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六个 circRNA 研究常用的数据库 

circBase 

网址：http://www.circbase.org/ 

一个通过收集和整合已发布的 circRNA 数据构建的数据库。目前该数据库收集包括以下 6 个

物种的 circRNA 信息：人 (hg19)、小鼠(mm9) 、秀丽线虫(ce6)、黑腹果蝇 (dm3)、矛尾

鱼 (latCha1)、腔棘鱼 (latCha1)。该数据库最新版本发布时间为 2014 年 1 月。 

circNet 

网址：http://circnet.mbc.nctu.edu.tw/ 

利用 464 个 RNA-seq 测序数据，进行新 circRNA 预测及基因组注释，并计算已知的及新预测

的 circRNA 表达情况，构建 circRNA-miRNA-genet 调控网络，以上信息均可从该数据库获得。

版本发布时间：2015 年 12 月 。 
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Deepbase 

网址：http://deepbase.sysu.edu.cn/ 

该数据平台收集了大约 15 万多的 circRNA 基因（人、鼠、果蝇、线虫等），并构建了最全面

的 circRNA 的表达图谱。最新版本发布时间：2015 年 10 月 。 

 

Starbase 

网址：http://starbase.sysu.edu.cn/mirCircRNA.php 
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该数据库整合已发表的 circRNA 数据，构建 miRNA 与 circRNA 及 circRNA 与 RNA 结合蛋白

（RBP）的互作网络。最新版本发布时间：2013 年 12 月。 

 

CircInteractome 

网址：http://circinteractome.nia.nih.gov/ 

该数据库预测了已知的 109 个 RNA 结合蛋白数据集与 circbase 中的 circRNA 的结合位点，并

利用 Targetscan 软件预测了 miRNAs 与 circRNA 的潜在结合位点。最新版本发布时间：2015

年 12 月。 

 

Circ2Traits 

http://circinteractome.nia.nih.gov/
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网址：http://gyanxet-beta.com/circdb/ 

一个收集与人类疾病或性状潜在关联的 circRNA 数据库，可通过预测 miRNAs 和人类的蛋白

质编码基因、长链非编码基因及环状 RNA 间的相互作用关系，构建了相互作用网络, 并对

miRNAs-circRNA 相互作用组中的蛋白编码基因进行了 GO 富集分析；此外，将与疾病相关的

SNPs 位点定位到 circRNA 基因座上，并鉴定了环状 RNAs 上的 Ago 相互作用位点。最新版本

发布时间：2013 年 12 月 。 

 

参考文献： 

1、Circular RNA: A new star of noncoding RNAs 

2、Natural RNA circles function as efficient microRNA sponges 

 

科研老司机的套路哲学（一） 

作者：子非鱼 

 

科研老司机说：一切皆有套路（规律），科研也不例外。miRNA 作为当家花旦，在科研这个

大舞台上摇曳生姿已久；而肿瘤治疗身为老牌明星，自然也保持长盛不衰之势，那么当 miRNA

碰见肿瘤治疗，是怎么碰撞出美丽火花，形成深得人心的 CP 呢? 

然而，老牌明星出道已久，CP 组合自然花样繁多，Car-T 疗法、DNA 甲基化修饰等等，无一

不是科研汪们热捧的对象，那么 miRNA 小鲜肉要想一直得到肿瘤治疗明星大腕的青睐，没
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有几个傍身秘籍又怎么能行呢？好在自古深情留不住，总是套路得人心，那么小鱼通过两篇

相关文章来深入分析下科研中用 miRNA 进行肿瘤研究的两个经典套路。 

经典套路一 

 

基于前期研究，已有报道揭示了 MSC 可作为催化剂促进癌症进展、侵袭和转移，然而其具

体的分子机制并未阐明，因而，这篇文章通过一套完整的研究流程，阐明了肿瘤间充质干细

胞（MSC）诱发的 miRNA 调节网络，并证实了转录因子 FOXP2 在乳腺癌转移中的关键角色。 其

文章研究思路如下：  

1.miRNA 筛选，获取研究对象 



 

 

301 

 

 

此外，还需要排除细胞模型的特异性，即先用不同品系的乳腺癌细胞（BCC）与不同来源 MSC

共培养 3 天，检测所筛选的 miRNA 的表达率变化。  

2.对筛选出的 miRNA 进行功能验证 
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研究者发现所得的 miR-199a-3p 可促使肿瘤干细胞的标记物乙醛脱氢酶（ALDHA1）的表达水

平显著提高，并增强肿瘤的始发能力。  

3.寻找并验证 miRNA 的靶基因 

 

 

因不同体内细胞环境对 miRNA 的影响不同，可再次进行基因芯片筛选 miRNA 的靶基因，并

关注那些与获得或维持肿瘤细胞干性有关的因素。 

4.从靶基因的角度阐明 miRNA 的调控分子机制 
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经典套路二 

当然，如果你已确定某一种 miRNA 与肿瘤的增殖、转移及治疗密切相关，而你又想知道其

与某种肿瘤发生发展过程中的调控关系，可参考下面这篇文章的研究思路。 
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前期已有报道说明 miR-490-3p 与肿瘤的增殖、转移及治疗密切相关，但仅局限于现象性研

究，具体涉及的信号通路仍未阐明。同时，尚未有文献报道 miR-490-3p 对结直肠癌发病和

转移的作用及相关机制。 因而本文研究者通过体内外实验，明确了 miR-490-3p 与结直肠癌

转移的关系及相关机制。其研究思路如下： 

 1.验证 miR-490-3p 与结直肠癌发病、转移及预后的关系 

 

通过实验证明 miR-490-3p 在结直肠癌中的表达呈下调趋势，且与肿瘤的转移相关。且其高

表达与病人的良好预后成正相关性。  

2.验证 miR-490-3p 对结直肠癌肿瘤细胞增殖和转移的影响 

 

结果证明，过表达 miR-490-3p 可抑制肿瘤细胞的成瘤能力及转移能力。  

3.验证 miR-490-3p 及其靶点 FRAT1 的相互作用机制 
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通过实验证明已明确 miR-490-3p 的靶基因为 FRAT1，进一步通过体外拯救实验，证实 FRAT1

能够恢复 miR-490-3p 对结直肠癌肿瘤细胞转移的抑制作用。此外， miR-490-3p 靶向调控

FRAT1 的表达，促进 β-catenin 的的降解，抑制其核内定位，从而介导 Wnt/β-catenin 信号通

路的活性，影响结直肠癌的转移。 

 

【科研热点】肿瘤中的 miRNA（二） 

作者：老谈 
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miRNAs 是一类由发卡结构的转录物而形成的短的单链非编码 RNA，长度一般在 19-25 个 nt。

miRNA 发挥作用的方式是通过和编码蛋白的 mRNA 的 3‘UTR 区域进行互补结合，从而抑制

mRNA 的翻译或者直接导致 mRNA 的降解，起到一个负向调控基因表达的效果。 

通过计算机模拟计算，研究人员发现单个 miRNA 平均可以抑制超过 100 个 mRNA 的表达（或

者降解）。如果大家还记得上一篇文章中的内容，目前在人类中发现的 miRNA 超过 2000 个，

从理论上而言，miRNAs 总共可以抑制超过 20 万个 mRNA，由于 miRNA 的下游靶基因在一

定程度上具有重叠，因此目前的理论认为：超过 60%的人类蛋白编码基因的 3’UTR 都含有

miRNA 结合位点。 

由此，我们完全有理由将 miRNAs 看成是人体内最为复杂及庞大的一大类基因调控分子。基

于 miRNAs 对于基因表达的强大调控作用，这类分子在病理情况下也同样发挥了重要的作用

并不会让研究者感到意外（前几年对于 miRNAs 研究的追捧也印证了这类分子对于研究人员

的吸引力）。从本篇开始，老谈将就miRNA在肿瘤中的作用进行一次较为全面的梳理和介绍。

（哈哈，请大家相信老谈一定可以介绍清晰，而不是仅仅像酸菜那样口若悬河、滔滔不绝，

看时心潮澎湃，看完内心依旧虚无······） 

miRNA 的生物合成及功能 

整个 miRNA 在体内的生物合成过程始于细胞核，终于胞质，可以将整个 miRNA 的生物合成

过程分为三个主要的事件：收获（cropping），核转运（nuclear export）及修剪（dicing）【参

考文献 1-4】。由于老谈平时英文文献看得多，但是对于英文词汇的翻译功夫花得时间少，因
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此如果翻译不太准确，请大家见谅。 

 

首先，含有 miRNA 序列的基因通过 RNA 聚合酶 II（Pol II）进行转录，形成带有 5'帽子（5'cap）

及 3'PolyA 结构的原始 miRNA 分子（primary miRNAs，pri-miRNAs）。这类 pri-miRNAs 长度往

往有几个 kb 长，通常呈现出茎环结构（stem-loop），而成熟的 miRNA 序列则包含在这些茎

环结构中。 

在原始 miRNAs（pri-miRNAs）向成熟的 miRNA 形成过程中，首先发挥作用的是 Drosha/DGCR8 

异源二聚体（heterodimer）。它的作用切割原始 miRNAs 的茎环并形成长度约 60-100nt 的呈

发卡结构（hairpin-structure）的前体 miRNA（precursor-miRNA，pre-miRNAs）。从原始 miRNAs

中切割出发卡结构的前体 miRNAs 的过程，被称为收获（cropping）。 
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呈发卡结构的前体-miRNA 可以被 Exportin-5（XPO5）及其协同蛋白 Ran-GTP 所识别，并将前

体-miRNA 从细胞核中转运到胞浆内。 

前体-miRNA 在胞浆内被 RNase III 酶 Dicer 所切割，并释放长度约 22 nt 的双链 miRNA。人体

内 Dicer 酶可以和两个相关的蛋白相互作用，一个是 TRBP（transactivation response RNA-

bindingprotein）；另一个是 PACT（proteinactivator of the interaction, 也有被称为 PRKRA）。

老谈之所以要提到 TRBP 和 PACT 这两个分子，不是因为它们对于 Dicer 酶的活性有影响，而

是因为这两个分子会影响 miRNA 的功能。但是 TRBP和 PACT 介导的详细分子机制还不清楚。 

 

当双链 miRNA 形成后，它们和 Argonaute（Ago）相互作用，从而形成 RISC 复合物（RNA-

induced silencing complex，RNA 诱导的沉默复合物）。两条 RNA 链中的一条链保持和 Ago 蛋

白的结合，这条链就是成熟的 miRNA（有时也被称为导向链，guide strand ）；另一条链（有

时也被称为 passenger strand 或者用 miRNA*表示）被降解。miRNA 通过与靶标 mRNA 的结

合，将 Ago 蛋白靶向至靶标 mRNA。 
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由于 miRNA 是通过调控靶标 mRNA 后发挥作用的，因此如何发现及鉴定 miRNA 下游的靶标

mRNA 是该研究领域内最为重要的课题和方向。 

在预测 miRNA 下游靶标的领域内，最新的计算机算法会考虑如下的因素： 

1）物种间的进化保守性； 

2）种子序列； 

3）靶标中的 miRNA 结合位点的数量； 

4）结合区域周围的序列影响。 

现在常见的 miRNA 靶标分析算法根据是否考虑物种间的保守性，可以分为两大类： 

1）基于物种间保守性的算法和 

2）不考虑物种间保守性的算法。 

目前常用的 miRNA 下游靶基因预测的软件/算法都是基于物种间保守性的，常见的算法/网

站，包括 miRanda，PicTar，TargetScan 和 DIANA-microT。PITA 和 rna22 算法不仅考虑了物种

间的保守性，还考虑了其他的参数，例如 miRNA 与靶基因结合的自由能（free energy）及结

合区域的二级结构。 

尽管 miRNA 的靶基因在持续地发现，但是考虑到至少 60%的基因都可能受到 miRNAs 的调

控，目前所发现的受到 miRNA 调控的靶基因依然只是极少部分。因此，如何有效、快速地

发现 miRNAs 下游的靶基因，不仅是一个科学问题，更可以加深我们对于 miRNA 调控机制的

研究并指导我们开发具有治疗意义的 miRNA 靶标。 

【参考文献】： 

1. Kim VN, HanJ, Siomi MC. 2009. Biogenesis of small RNAs in animals. 

Nat. Rev. Mol. CellBiol. 10:126–39 

2. Kim VN. 2004. MicroRNA precursors in motion: Exportin-5 mediates 

theirnuclear export. Trends Cell Biol. 14:156–59 

3. Kim VN. 2005. MicroRNA biogenesis: coordinated cropping and dicing. 

Nat.Rev. Mol. Cell Biol. 6:376–85 
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4. Lee Y, Jeon K, Lee JT, Kim S, Kim VN. 2002. MicroRNA maturation: 

stepwiseprocessing and subcellular localization. EMBO J. 1:4663–70 

 

【科研热点】肿瘤中的 miRNA（一） 

作者：老谈 

 

 

虽然 miRNA 的研究已经没有前几年那么热门了，但是任谁都无法否认肿瘤细胞中的 miRNAs 

在肿瘤发生、发展及转移中起到的重要作用。因此，老谈选择 miRNA 作为切入点，是希望

对过往在 miRNA 研究领域内的发现，做一次梳理。 
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第一个 miRNA 是在 1993 年被发现的。当时两项独立的研究发现，在线虫（Caenorhabditis 

elegans）中有个基因 lin-4 是一个非编码的 RNA（noncoding RNA, ncRNA）。 

在当时，由于认知的局限性，这个非编码的 RNA 被认为是线虫中的一种特殊的调控工具，

被线虫用来调控编码基因（coding genes）表达的。这一发现在当时并未引起学术界的重视。 

直到 7 年后，Reinhart 等人发现了另外一个小的非编码 RNA--let-7。他们发现这两个非编码

RNA 都可以通过 3’非翻译区（3’-untranslated Region， 3'-UTR）介导的 RNA-RNA 相互作用，

调控下游基因及其信号通路。这项发现极大地激发了科学家们的科研热情，鼓舞他们去探寻

新的非编码 RNA。 

2001 年时，三个不同的课题组分别在不同的物种和细胞内发现了与线虫中类似的短链非编

码 RNA。至此，学术界终于认可，在生物体内存在一大类短链非编码 RNA，它们具有强大的

调控功能。这类分子，最终被赋予了一个名称--miRNA（小 RNA）。从那以后，几乎所有的植

物和动物物种中，都发现了 miRNA 的存在。据最新的报道，在人类中成熟的 miRNA 超过 2000

条，在小鼠中超过 1200 条。 

动物细胞内的 miRNAs 在进化上是比较保守的，有证据显示低等动物线虫中有大约 55%的

miRNAs 可以在人类细胞中找到同源基因（homologs）。在高等动物（尤其是哺乳动物）中，

由于进化的缘故，导致基因组发生复制（duplication），从而产生多个亚型/异构体（或者被

称为旁系同源基因（paralogs），例如人类的 let-7 基因有 8 个不同的亚型（isoforms），分布

于 11 个不同的基因座（genomic loci）。 
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Members of the let-7 family show copy number deletions in medulloblastoma, breast, and 

ovarian cancers.（Wang Y, Hu X, Greshock J, Shen L, Yang X, et al. (2012) Genomic DNA Copy-
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Number Alterations of the let-7 Family in Human Cancers. PLoS ONE 7(9):e44399.） 

 

  大多数（超过 50%）的 miRNAs 都是成簇的，并且在转录时以多顺反子

（multicistronic）（注 1）的形式进行转录。一般情况下，miRNA 的不同亚型/

旁系同源基因都以成簇方式存在，主要的原因是因为这些亚型/旁系同源基因的

种子序列（seed region）（注 2）是相同的，因此它们在生物体内往往发挥冗余

的功能。例如，miR-17/92 簇能转录出一个多顺反子的前体。该多顺反子成熟

后，形成 6 个不同的 miRNAs。这些成熟的 miRNAs 又分别属于 4 个不同的

miRNA 家族：miR-17 家族（miR-17 和 miR-20），miR-18，miR-19 家族（miR-

19a 和 miR-19b）及 miR-92（见下图）。  

 

 

少数 miRNAs 是位于基因内部（intragenic）的，因为他们位于其他基因的序列内并且有相同

的转录方向。包含 miRNA 序列的宿主基因（host gene）可以是编码蛋白的基因，也可以是

非编码的基因。在非编码的转录本中，有大约 40%的基因内 miRNA（intragenic miRNAs）位

于类内含子区域，有大约 10%位于类外显子区域（注 3）。在编码序列中，大多数 miRNA 位

于内含子中。 
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绝大多数的 miRNA 由 RNA 聚合酶 II（Pol II）转录形成，因此在结构上前体 miRNA 结构类似

mRNA，都有 5’加帽区和 3’polyA 的尾部。但是，一小部分含有 Alu 重复序列（注 4）的 miRNA

却是由 RNA 聚合酶 III（Pol III）而转录形成。 

注释 

注 1.多顺反子指一个 mRNA 分子编码多个多肽链。在 miRNA 领域内所谓的多顺反子指一条

前体 miRNA 可以编码多个成熟的 miRNA 分子。这些编码 miRNA 的 DNA 片断往往位于同一

转录单位内，享用同一对起点和终点。 

注 2：seed region 指 miRNA 序列中与靶标 mRNA 的 3’UTR 区域，相互结合的核心序列，一

般长度在 8 个 nt 左右。 

注 3：由于非编码序列不编码蛋白，因此非编码的 RNA 没有内含子（intron）和外显子（exon）

的概念，但是有类似的类内含子区域（intronic region）和类外显子区域（exonic region）。 

注 4：Alu 重复序列是人类基因组中一族散布的，长度大约为 300bp 的中等重复序列（重复

频率 10～104）。它是短分散重复序列（short interspersed element,SINEs,≤500bp）中最大的一

个家族，约占基因组的 3％～6％，以平均间隔 5kb 随机分散于整个基因组中。 

 

视频详解：miRNA 的诞生之旅 

 

作者：亢小玉 

 

扫码看视频 
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miRNA 是由内源性发卡结构转录产物衍生而来的一种长为 19-25nt 左右的单链 RNA。 

miRNA基因最先被RNA polymerase II转录生成5'盖帽和3‘加尾的初级转录体，称为pri-miRNA，

长度约为 300-1000bp； 

第二，经 RNase III enzyme Drosha 和 DGCR8 剪切生成由 70 个核苷酸组成的不完全的发卡结

构，并且在 3‘端末端具有 2 个核苷的悬垂，此末端则为成熟的 miRNA 的末端，上面有一些

凸起和环状结构，称为 pre-miRNA。DGCR8 是属于 Pasha 蛋白家族的。该茎环结构可以在

miRBase 数据库中查询到。如视频�中显示剪切过程。 

第三，该茎环结构的前体 miRNA 被核内转运蛋白 Exportin5 捕获到，并且通过细胞核孔复合

体被运输到细胞外。如��中显示运输过程。 

第四，运输到细胞外的 pre-miRNA 很快被 Dicer 酶与 GTP 酶 Ran 和 TRBP 等组成的复合物识

别，并且开始消化该 pre-miRNA，切掉其环状结构，直至其变成不稳定的双链 RNA，也称为

dsRNA 或者是 miRNA/miRNA*。如视频�中显示胞浆中酶消化过程。 

第五，dsRNA 的不稳定可以被 AGO 蛋白以及 RNA 解旋酶复合物解链成为两个单链，并且其

中一条被降解，另一条则成为 20-23nt 的 mature microRNA，成熟的 miRNA 序列可在 miRBase

数据库中查询到，如视频�中显示 dsRNA 变为成熟 miRNA 的过程 

miRNA 成熟过程中的关键性酶和蛋白 
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RNA polymerase II：一般认为 miRNA 基因由 RNA polymerase II 转录而来。可将 miRNA 基因

转录成 5'端盖帽 m7G 和 3‘端加尾 polyA 结构。 

Drosha：Drosha 蛋白为 RNase III enzyme 家族中的成员之一，主要作用就是剪切 Pri-miRNA 成

为具有 3‘ 端 2nt 悬垂的 pre-miRNA。 

DGCR8：是第一个被鉴定出来的参与了体内 miRNA 加工过程的 Pasha 蛋白，参与了 Drosha

蛋白对底物的识别。 

Exportin5：为核转运受体家族的一个成员，其作用过程通过核孔复合体进行。Exp5 与 Ran-

GTP 以及 Pre-miRNA 形成一个三聚体，通过细胞核孔运输到胞浆，Ran-GTP 则变为 Ran-GDP，

从而释放出 Pre-miRNA。Ran-GTP 属于核转运受体家族的辅助因子。 

Dicer 酶：属于 RNase 超家族的第三类酶，经典的 DCR 结构域包括 N 端的 DExH RNA 解旋酶

/ATP 酶结构域，PAZ 结构域和两个相邻的 RNaseIII 样结构域以及一个 dsRNA 结合结构域。 

Dicer 酶是成熟的 miRNA 产生所必须的，可以剪切 pre-miRNA5'端臂，也可以剪切 3‘ 端臂，

或者同时剪切两条臂。 

小编辛辛苦苦将此过程展示成动态的过程，另为方便大家更好的理解和熟悉成熟 microRNA

的生物起源，录了个小小的视频，谢谢大家的关注。 

一文读懂 | RNA 家族的临床应用价值（图

文） 

作者：麦子 

 

RNAs 不再仅仅是我们口中的研究热点、基金热点，随着 RNA-seq 技术的出现和各种研究的

推进，RNA 家族的一系列成员在包括癌症和传染病在内的许多疾病中显示出了诊断、预后和

治疗的潜力，在临床上充满机遇。RNA 种类的多样性也帮助它们具有多方面的临床适用性，

目前胞外 RNAs 也具有潜力成为很多疾病的非侵入性诊断指标。今天麦子就和大家一起看下，

目前和未来 RNA 家族将如何进驻临床应用领域。 
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通过各种 seq 方法可以检测到的多种 RNA 类型： 
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表一：目前基于 RNA 的临床应用 

 

 

表二：非编码 RNA 的临床应用潜力 
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RNAs 从研究到应用到临床哪有那么容易，还是需要过五关斩六将的！这一路的披荆斩棘如

下： 
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专栏 | 一文总结 LncRNA 研究思路 

 

作者：老谈 

 

lncRNA 参与了 X 染色体沉默，基因组印记以及染色质修饰，转录激活，转录干扰，核内运输

等多种重要的调控过程，很多人看到 lncRNA 的热点还没有过去，经常会问老谈如果没有相

关的工作基础，如何开始 lncRNA 的研究?今天我们就褪去虚伪假衣，研究的大方向是这样子

的： 
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1. 寻找到 lncRNA 分子 

2. lncRNA 分子表型研究 

3. lncRNA 通过何种机制调节表型？ 

老谈将这些研究方向及实验手段按层次的方式绘成流程图，如下所示： 

 

 

首先，是样本的准备与收集，高质量的样本是实验结果具有可靠性的前提。 

其次，是 lncRNA 检测，可以先通过芯片的方式高通量筛选到目的基因，然后通过 q-PCR 或

Northernblot 的方法验证所得到的芯片结果。 

再次，其研究方向根据研究目的而定。如果是研究生物标志物，那么可以通过收集更多的临

床样本，研究 lncRNA 对疾病的指示作用。如果是研究其功能，则是研究其细胞表型，分子

表型及机制。 



 

 

323 

 

小伙伴们是不是觉得这和 miRNA 的总体研究思路相似呢？这时可以根据各自的实验平台条

件选择相应的研究。值得注意的是，lncRNA 的功能研究并不像 miRNA 一样通过 3’UTR 影响

翻译套路，总的来说 lncRNA 机制研究套路还不成熟。对于很多科研工作者，lncRNA 分子的

获得及其细胞表型的获得并非难事，关键在于如何进一步进行研究，这时候就要涉及到对功

能研究的定位。归纳如下： 

 

lncRNA 的功能分为 3 方面: 

1. 是通过修饰染色体参与表观调节； 

2. 通过与转录因子的相互作用参与转录调节； 

3. 通过影响 mRNA 处理过程参与转录后调节。 

在以上 3 个方向的研究中，其中转录后调节相对简单，大家在选择 lncRNA 的时候，可以对

其序列做一下分析，看看自己研究的 lncRNA 是作为 miRNA 的 sources 还是 sinks？ 

另外两方面的调节机制均涉及 RNA-蛋白质的相互作用。在没有目的蛋白的时候，此时不得

不使用先进技术，用于检测 RNA-蛋白质相互作用的实验手段如下： 
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RNA-蛋白质相互作用的检测手段有 nRIP，CLIP；lncRNA 由于其长片段核苷酸序列，碱基之间

相互作用，通常二级结构，可通过 RNase 足迹等实验手段进行探讨；在染色体结构修饰作用

中，还会涉及 RNA-RNA 的相互作用，可通过 CHIRP 等实验手段来研究。 

由于上述实验手段比较难得，lncRNA 的机制研究相对还是比较困难。那我们该怎样进行

lncRNA 研究呢？咱换个思路，不要将 lncRNA 作为一个调节分子，而是把 lncRNA 当做和 mRNA

一样的分子来研究，尽管很少表达蛋白。在体外，可以通过分子干扰手段，进行分子及表型

研究；在体内，也是如此。两者通过各种组合，那就等着发 5 分的文章吧。 

 

 

circRNA 研究必备神器之傻瓜攻略大全 

作者：子非鱼 

 

circRNA 很红，这个大家都知道。尤其是它身上那份高大上的神秘感，引得一众科学家瞬间

产生扑倒 circRNA 的好奇感，并期望能看到该领域中更多不一样的风景。 

但眼下 circRNA 研究的一个巨大挑战就是，有关 circRNA 的可参考信息不多，怎么往下研究

也没有目标。为了让大家早日玩转 circRNA，则本文推荐六款非常 Powerful 的在线分析神器
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来助大家一臂之力。 

circRNA 基本信息分析神器：circBase 

目前，数据库 circBase（http://www.circbase.org/）收集包括以下 6 个物种的 circRNA 信息：

人 (hg19)、小鼠(mm9) 、秀丽线虫(ce6)、黑腹果蝇 (dm3)、矛尾鱼 (latCha1)、腔棘鱼 (latCha1)。 

该数据库最新版本发布时间为 2017 年 6 月，可帮助大家对筛选验证的 circRNA 有个具体的

认识，还可直接下载到相关序列信息和注释信息，其界面打开如下。 

在主页中间搜索框中输入基因名称，这里以“FOXO3”基因为例进行操作演示，点击“search”按

钮。 

 

对照搜索结果，对 circRNA 信息进行核对，下图可以看出人的 FOXO3 基因组序列上对应两个

circRNA，分别是 hsa_circ_0130221 和 hsa_circ_0006404。 



 

 

326 

 

 

上述搜索结果表格中的蓝色字体标记的文字都包含超链接，可以进一步点开查看详细信息。

在点击 hsa_circ_0130221 后，可跳转其详细信息界面。 

 

点击 hsa_circ_0130221 下行的 Position，则跳转 UCSC 基因组浏览器界面。下图即可形象地展

示 FOXO3 相关 circRNA hsa_circ_0130221 的基因组信息了。 
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输出 circRNA 的序列时，可在搜索界面中点击 export results 中的 Fasta，可跳转以下界面： 
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在 circRNA sequence 中选择“spliced”，下方选“search”后即可得到成环序列；选择“genomic”，

下方选择“Extend upstream by 1000 bases”即可得到上游延伸 1000bp 的包含成环以及内含子

的序列。 

可能有些做组学研究的小伙伴们需要整个物种的 circRNAs 序列信息，在这种情况下，大家只

需要在工具栏“downloads”项进行选择，找到对应的物种，点击下载就可以了： 
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ceRNA 功能研究数据库：circNet 

CircNet（http://circnet.mbc.nctu.edu.tw/）利用 464 个 RNA-seq 测序数据，进行新 circRNA 预

测及基因组注释，并计算已知的及新预测的 circRNA 表达情况，构建 circRNA-miRNA-gene 调

控网络，以上信息均可从该数据库获得。 

以 FOXO3 为例，在打开的界面中，直接在搜索框中输入 FOXO3，其结果如下： 
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如图所示，不仅显示了 FOXO3 相关的环状 RNA circ-FOXO3.1，还显示了 microRNA，右侧上面

点击 Expression 则会显示 circ-FOXO3.1 在不同组织中的表达水平，右侧下面可以根据位置

对 circ-FOXO3.1 进行查询显示。 

 circRNA 人疾病相关联数据库：circ2Traits 

Circ2Traits（http://gyanxet-beta.com/circdb/）是一个收集与人类疾病或性状潜在关联的

circRNA 数据库，可通过预测 miRNAs 和人类的蛋白质编码基因、长链非编码基因及环状 RNA

间的相互作用关系，构建了相互作用网络，并对 miRNAs-circRNA 相互作用组中的蛋白编码

基因进行了 GO 富集分析；此外，将与疾病相关的 SNPs 位点定位到 circRNA 基因座上，并鉴

定了环状 RNAs 上的 Ago 相互作用位点。 

其界面打开后可看到三个功能模块，如下图所示。在下拉框中选择相应疾病名称后，点击

Search 即可查看与该疾病相关的 circRNA。 

 

以 BRCA 基因为例，在 Search by keywords for individual genes 中左下拉框中选择 Protein coding 
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gene，并在 Input 后输入 BRCA 基因后，点击 search 按钮。 

 

 

其结果如下，点击 Associated Disease 中的 non-small cell lung cancer 后，可跳转至新的界面。 

 

点击左图中任一个橙色点，则会出现以下结果： 
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circRNA 组织特异性分布数据库：TSCD 

TSCD 数据库 （http://gb.whu.edu.cn/TSCD/）是检索人和小鼠中组织特异性的 circRNA 信息的

数据库，也包括成人和胚胎的不同组织。对于想了解不同组织中的特异性表达的 circRNA，

可以在该数据库进行检索。 

 

以查询“人的胎儿中心脏和肝脏组织共有的 circRNA”为例，首先进入网站后点击 Comparsion，

选择“Heart”和“liver” 

 

submit 提交得到一份结果文本，文本中收录的便是心脏和肝脏组织共有的 circRNA 信息。 
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以查询“人的心脏组织中以 A2M 为线性母本基因形成的 circRNA”为例。进入网站 TSCD 后点

击 Browser-hg19/mm9 ， 选择 Human-Adult 和 Heart，并在搜索框内键入“A2M”，得到如下

结果： 

 

点击“A2M”，可以查看 A2M 作为线性母本形成 circRNA 的情况，并以图片和表格两种形式呈

现。 

 circRNA 编码蛋白数据库：circRNADb 

circRNAdb 数据库 （http://202.195.183.4:8000/circrnadb/circRNADb.php）共收录了 32914 条

人类外显子 circRNA 记录，每条记录都包括基因组位置信息，RNA 编辑情况，所对应的基因

组序列，IRES 序列元件，预测的 ORF（Open Reading Frame）以及相关的参考文献。 
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该网站主界面清晰，设计人性化，在 Advance Retrieval 可以根据基因名称（Gene symbol），

PubMed ID 及细胞或组织类型等多种检索条件，满足不同查询需求。查询以 NRG1 基因为线

性基因的 circRNA 为例。 

 

点击 Advance Retrieval——Browse by Gene Symbol，选择 Gene Symbol 后，在搜索框中输入

“NRG1”，提交后可发现 NRG1 这个基因可形成 3 种 circRNA。 
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点击进入新的界面，这三个 circRNA分别是 hsa_circ_13061、hsa_circ_00907和 hsa_circ_14429，

具体情况可点击名称进一步查看。 

 

预测结合靶点的数据库：CircInteractome 

数据库 CircInteractome （https://circinteractome.nia.nih.gov/）预测了已知的 109 个 RNA 结合

蛋白数据集与 circbase 中的 circRNA 的结合位点，并利用 Targetscan 软件预测了 miRNAs 与

circRNA 的潜在结合位点。可进行 circRNA 分子检索、circRNA 结合蛋白预测、PCR 引物设计、

siRNA 干扰序列设计等操作。 

1、circRNA分子检索：以hsa_circ_0000284为例，在circular RNA的界面中输入hsa_circ_0000284

后，点击 cirRNA search 即可获取 circRNA 详细信息。 
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此外，还会显示 circRNA 的上 RBP 结合位点，分析 circRNA 作为 RBP 蛋白‘sponge’或‘decoy’的

可能性；以及 circRNA 的 junction 和 Flanking 序列可能结合的 RBP 蛋白信息，其结果如下图

所示： 
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而当你想知道某个 RBP 是否能结合感兴趣的 circRNAs 时，只要在该网站 RBP on CircRNA 这

个界面中进行检索预测即可。 

 

2、circRNA 结合 miRNA 预测：目前最常见的 circRNA 功能研究就是其以 ceRNA 机制发挥生

物学功能。因而只要输入感兴趣的 circRNA 和感兴趣的 miRNA，就可以预测到他们可能的结

合位点信息。如果结果显示有，您只要根据该信息就行后期验证就可以了。 
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3、circRNA 验证反向引物设计：输入 circRNA 分子后，点击 Divergent primers search，即可获

得所查询 circRNA 分子的 junction sequence，下面还附带了 2 个 PCR 引物设计工具 primer3

和 NCBI primer design，研究者可自行选择。 
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点击 Primer3，页面跳转到 Primer3 网站，点击“Pick Primers”按钮。即可获得特异性引物序

列。 
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4、circRNA siRNA 设计：CircInteractome 将会提供 10 个候选 siRNA 片段；随后可根据 siRNA

评分标准选择合适的 siRNA 片段。评分标准包括 G/C 含量 30-60%，最后一个碱基为 A/U 等。 
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circRNA 翻译潜能预测网站 

circRNA 是否具有翻译潜能，首先得看其是否拥有开放阅读框（ORF），其次得看其是否具有

内在的核糖体进入结合位点（Internal Ribosome Entry Site，IRES）。为此，这两款在线软件大

家就一定要记住了。 

1、 ORF Finder  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)，只要输入 circRNA 的序列信息，就

可以直接看到 ORF 区域了。 

 

2、IRESite （http://iresite.org/IRESite_web.php），基于已有 68 个病毒和 115 个真核细胞的实
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验数据，收录了大量的具有 IRES 位点的基因。因此，将感兴趣的 circRNA 的序列输入比对，

就能预测 circRNA 是否具有 IRES 位点。 

 

 

 

IncRNA 系列：lncRNA 的生物学功能

（二） 

 

作者：老谈 

 

（一）lncRNA 对于细胞周期及凋亡的调控作用 

有研究报道，lncRNA 可以通过调节细胞周期和凋亡的方式，来影响细胞的增殖。 

例如，Gas5（growth arrest-specific 5，非编码 RNA）在细胞周期阻滞的细胞内大量集聚。其

发挥作用的机制是抑制对于糖皮质激素敏感的基因表达，使得细胞发生凋亡。Gas5 能与糖

皮质激素受体上的“糖皮质激素反应元件”（glucocorticoid response element，GRE，该反应元

件位于糖皮质激素受体的 DNA 结合结构域内）相结合，通过竞争性抑制的方式抑制由糖皮

质激素受体诱导的 DNA 转录反应。 
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第二个例子是 lincRNA-p21（Long intergenic non-coding RNA-p21）。该分子由 p53 激活并在 p53

信号通路中发挥重要作用并诱导细胞凋亡。lincRNA-p21 和 hnRNP-K（heterogenous nuclear 

ribonucleoprotein-K）相互结合，并介导下游 hnRNP-K 的转录抑制作用。 

 

第三个被详细研究的分子是 lncRNA PANDA。lncRNA PANDA 位于 CDKN1A 基因转录起始位点

上游 5kb 处，它的序列正好和 CDKN1A 的序列互补。它在 DNA 损伤引起的反应中发挥了重

要的作用。在 DNA 发挥损伤后，p53 激活了 CDKN1A、PANDA 和 lincRNA-p21 的转录。PANDA

被转录后，和转录因子 NF-YA 相互结合并抑制凋亡。PANDA、lincRNA-p21 和 CDNK1A 这三个

基因协同作用，最终影响了细胞周期阻滞和细胞凋亡。 
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（二）lncRNA 对于 mRNA 降解的调控作用 

mRNA 在细胞内的丰度往往决定了蛋白表达的高低（虽然不绝对，但是大多数情况下如此）。

而 mRNA 在细胞内的丰度，通常有两个方面的原因决定： 

1）转录的多少； 

2）降解的快慢。 

其中，mRNA 的降解有多条途径，而 lncRNA 则参与了其中 Staufen 1 介导的 mRNA 降解途

径（Staufen 1-mediated mRNA decay，SMD）。lncRNA 1/2-sbsRNA（Half-STAU1-binding site RNA）

上的 Alu 元件（Alu element）能与 SMD 途径中的靶分子上的 3'UTR 区域的 Alu 元件相互结

合，形成完整的 STAU1 （Staufen1）结合位点（STAU1-binding site）。这个完整的位点激活了

STAU1，并介导了 STAU 与 mRNA 的结合。这是一种全新的 mRNA 降解机制，通过诱导蛋白

与 mRNA 结合并调控 mRNA 的降解。 

（三）lncRNA 调控蛋白翻译 

lncRNA 同样可以直接调控蛋白的翻译。在小鼠模型中发现了一条 lncRNA，它能直接和泛素

羧基端水解酶 L1（ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1，UCHL1）结合，通过 SINEB2 重复

序列（SINEB2 repeat）的介导，增加 UCHL1 的蛋白合成。另一个例子是，BACE-AS （一条

lncRNA 分子）是 BACE1 （β-site APP cleaving enzyme1）分子的反义转录产物。通过 BACE-AS

与 BACE1 mRNA 序列的互补结合，增强了 BACE1 mRNA 的稳定性，增加了 BACE1 蛋白在细

胞内的表达量，最终参与了阿尔斯海默症的发生。 

当然，lncRNA 的作用方式分类方法有很多，上述分类方法是通过 lncRNA 发挥的功能来进行

分类的。同样，还可以根据 lncRNA 的作用方式来进行分类。 

IncRNC 系列二：关于 lncRNA，你必须知

道的秘密（内附彩蛋） 

作者：老谈 
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lncRNA 一开始被认为是由 RNA 聚合酶 II 转录形成的转录副产物，并没有生物学功能，只是

一种转录噪音（遗传噪音）。然后，现在越来越多的研究发现 lncRNA 有及其重要的生理功能，

这些功能包括：遗传印记（genetic imprinting）、基因组重排（genome rearrangement）、染色

质修饰（chromatin modification）、细胞周期调控、转录、剪切、mRNA 降解及蛋白的翻译。 

 

lncRNA 的部分生物学功能 

研究发现，数以千计的 lncRNA 参与调控了哺乳动物的基因调控。很多关于 lncRNA 调控基因

的机制研究，也层出不穷。但是总的来说，lncRNA 对于基因表达的调控作用主要体现在三

个方面： 

  1）表观遗传层面； 

  2）转录调控层面； 

  3）转录后调控层面。 

（一）与印记（imprinted region）相关的 lncRNAs 

所谓的印记基因是指仅一方亲本来源的同源基因表达，而来自另一亲本的基因不表达的现象。

在肿瘤细胞中发现，很多肿瘤细胞内印记基因出现丢失的现象，导致了基因表达的紊乱。这

可能是导致肿瘤发生的一个很重要的原因。很大一部分 lncRNA 定位于基因组的印记区域。

在过去十年中，H19、Xist 和 Meg3 等 lncRNA 被报道位于基因组的印记基因座（imprinted 

genomic loci）。 

H19 是一个 2.3 kb 的 lncRNA，而且该分子特异性地在女性体内表达。H19 和胰岛素样生长
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因子 2（insulin-like growth factor 2，IGF2）都定位于染色体的 11p15.5，而且这两个基因间的

间隔仅 90 kb。H19 在脊椎动物胚胎期表达很高，但是在出生后，表达迅速降低。H19 和 IGF2

基因之间有印记控制区（imprinting control region，ICR）。ICR 区域内会发生甲基化，这是参

与调控基因印记的最主要的途径。当来源于母本的 ICR 区域没有发生甲基化时，ICR 区域可

以和转录因子 CTCR（CCCTC-binding factor）结合，导致 H19 表达，而 IGF2 表达沉默。但是

在父本来源的 ICR 区域，由于发生了甲基化现象，导致了相反的基因表达情况。 

在母系来源的细胞中，由于存在两条 X 染色体，在生长发育的调控过程中，其中一条 X 染色

体会失活，这一现象被称为 X 染色体失活（X-chromosome inactivation）。在这一过程中，长

度为 17kb 的 lncRNA 分子 XIST发挥了重要的作用。XIST表达后，其 5‘端编码了另一个 lncRNA

分子，Repeat A（RepA）。RepA 可以直接和 PRC2 分子（polycomb repressive complex 2）相互

结合，促进 XIST 进一步地表达。大量表达的 XIST 分子附着在其中一条 X 染色体的表面，并

诱导组蛋白的甲基化，最终导致 X 染色体的失活。 

 

One possible structure of Repeat A (Maenner et al., 2010) 

（二）lncRNA 对于染色质修饰（Chromatin modification）的作

用 

lncRNA 可以调控转录，其机制是形成沉默复合物（silencing complex）并导致染色质重排

（chromatin remodeling）。lncRNA 介导基因调控的最主要的机制就是形成染色质重排复合物

（chromatin remodeling complex）。有研究表明，lncRNA（HOTAIR、Kcnq1ot1 和 Air）可以和

染色质重排复合物(例如，PCR1 和 PCR2)结合，介导下游的泛素化和组蛋白的甲基化。 

在 Kcnq1 基因座，lncRNA Kcnq1ot1 可以与 PRC1 和 PRC2 结合形成复合物。在 Igf2r 基因座，

Air 能与组蛋白甲基转移酶 G9a 相互作用。在 HOXD 基因座，HOTAIR 可以招募 PRC2 形成复
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合物并导致下游靶基因的表达沉默。进一步的研究表明，染色质重排复合物与 lncRNA 的结

合是介导下游靶基因沉默特异性的重要原因。 

HOTAIR 是一条长度为 2.2 kb 的 lncRNA，位于染色体 12q13.13 的 HOXC 基因座。HOTAIR 能

与 PRC2 和 LSD1/CoREST/REST 复合物相互结合。作为一个起到分子骨架（molecular scaffold）

作用的 lncRNA，HOTAIR 的 5‘区域和 PRC2 结合，介导了组蛋白的甲基化；HOTAIR 的 3’区域

又能和 LSD1 结合，介导组蛋白的去甲基化。HOTAIR 所起到的作用就是将染色质重排复合物

定位到 2 号染色体的 HOXD 基因座位点，其结果是在转录过程中沉默大约 40kb 的 HOXD 区

域。HOTAIR 的过度表达，可以使 PRC2 在染色体上的定位发生变化，导致基因表达和染色质

状态的改变，最终促进了肿瘤的转移。 

 

Long noncoding RNA HOTAIR involvement in cancer（Wu et al., 2014） 

 

microRNA 功能研究必备神器，你值得拥

有！（内含操作流程） 
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作者：子非鱼 

 

研究 microRNA 时，自然少不了高通量筛选验证以及功能分析。至于后者，除了 microRNA（敲

除/过表达）引起的生物学表型外，可能大家会去寻找 microRNA 结合的生物分子（靶 mRNA

及 ncRNA）以及相关的信号通路。然而，实验的方法总是耗时费力，那么本文推荐四款功能

分析神器帮大家在比较短的时间里，多快好省地找到这些生物分子及相关通路。 

miRNA 基本结构分析神器：YM500v2 

数据库 YM500v2（http://ngs.ym.edu.tw/ym500v2/index.php）可帮助大家对筛选验证的

miRNA 有个具体的认识，其界面打开后可看到六个功能模块，如下图所示： 

 

已知 miRNA 表达水平查询 

第一个功能模块提供了四种查询方式。 
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其中，1）单个 miRNA 表达查询最为简洁，分别提供了该 miRNA 在不同种类组织里面表达水

平及表达量分布等信息。 

 

2）多个 miRNA 表达查询需要选择标本类型（可多选），查询返回的是样品来源类型及表达

量信息，点击 next 按钮之后会自动画出热图及提供表达水平量数据的下载。 
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点击改图下方的 expression 按钮，则可得到热图。 
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3）按照 miRNA 聚类查询是以候选 miRNA 作为中心选择 100Kb 以内的 miRNA 作为候选集合，

然后进行多个 miRNA 查询。特定区域 miRNA 表达查询和前面的类似，在这里就不详细讲述

了。 

新 miRNA 的预测 

 

该模块可以提供依据序列或者基因组位置信息进行预测，预测方法是基于 miRDeep2，Mireap

和 miRanalyzer 三个软件，只要有一个预测到就会显示出来。此外点击 UCSC 等数据库链接

还能看到序列在基因组的情况。 
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miRNA 异构体分析 

以 hsa-miR-21-5p 为例进行搜索。 

 

查询结果如下： 



 

 

353 

 

 

里面包括了具体的 miRNA 编辑位点及基于测序 reads 的支持情况，还有简并碱基情况。点击

每条异构体会提供表达量分布及每个样品表达水平等详细信息（以下划线的异构体为例）。 

 

5’和 3’miRNA 搜索 
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搜索之后返回同一条 miRNA 前体产生的两条不同 miRNA 差异表达情况，不同颜色的点代表

不同类型的样品，在蓝线之外的就是具有差异表达的样品。 

 

组间 miRNA 差异表达比较 
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选择两个 group 样品类型及填写邮箱信息，然后提交任务即可。任务完成之后会邮件通知分

析完成，打开邮件链接即可看到分析结果（数据只能保存 7 天），并且所有分析结果都可以

下载。 
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miRNA 功能分析神器：miEAA 

而后如果我们需要分析这些 microRNA 的功能、信号通路、疾病等进行分析，可以用今天介

绍的网站 miEAA（https://ccb-compute2.cs.uni-saarland.de/mieaa_tool/）。 

其页面打开如下，点击 Run MiEAA 选项，则可以进入 microRNA 动能分析的第一步。 
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点击 submit 后进入第二步，此时一般选择 GSEA 模式。 

 

同样提交后，进入第三步上传 miRNA 列表。 

 

在第四步中，可选择要分析哪些内容，选项分别是器官、通路、疾病、GO 分析、染色体定

位、物种保守性、靶基因、文章发表的疾病研究、年龄性别和免疫细胞。P 值矫正方法选 FDR

（或者其它），下面 0.05 和 2 不变，提交后就等结果了： 



 

 

358 

 

 

其分析的结果如下图所示： 

 

点击 annotations，可查看以下结果： 
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miRNA 靶向基因及 ncRNA 预测神器：StarBase 

Starbase（http://starbase.sysu.edu.cn/index.php）是个交叉预测网站，既可以通过靶基因预测

microRNA 也可以通过 microRNA 预测靶基因。其界面如下： 

 

根据 microRNA 找 mRNA 靶点 

 

点击进入如下设置界面，并对 miRNA 类型、筛选严格程度、肿瘤类型数目进行选择后，点

击 search 按钮。 
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预测到了 1837 个 mRNA，而后点击第一个基因的 CancerNum，可看到以下结果： 

 

 

同时也可以看到 microRNA 和 mRNA 的表达相关性： 
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根据 microRNA 找 ncRNA 

 

会遇到相同设置界面，进行相关选择后，点击 search 按钮。 
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在结果中，点击 TargetSites 和 CancerNum,可出现以下结果： 

 

 

 

miRNA 信号通路研究神器：miRPathDB 

数据库 miRPathDB（https://mpd.bioinf.uni-sb.de/overview.html）可查询参与通路内调控的

miRNAs，包含了人、鼠两类数据。 
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miRNA 结合不同位点相关的通路 

点击 miRNAs 后，可看到数据库中收录的 2590 多条 miRNA 相关信号通路信息。 

 

可以直接点击或者通过右上角进行搜索相关的 miRNA。以列表中第一个 miRNA——hsa-miR-

29b-3p 为例。点击后可得到以下结果： 
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这些分子有的是通过预测得到的，有的是通过实验获得的，对后期研究有很好的参考价值。 

 

这些通路中包含了上述预测或实验得到的 miRNAs 相关靶基因，也就说明了 miRNAs 参与了

这些通路的调控。同时点击对应数据库下的 pathway，就出现对应的 pathway 内容。 

通路中结合不同位点的 miRNAs 

点击主页的 Pathways，可出现以下界面。对常见的通路进行数据分析，筛选出有参与调控性

的 miRNAs，如点击第一行的 microRNA in Cancer。 
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而后可通过各种预测软件进行预测，参与这条信号通路的 miRNA 分子大概有 1,703 条。 

 

2.6 启动子序列查询 

步步为营，寻找转录因子与基因启动子的

“爱巢”（结合点） 

作者：子非鱼 

 

听说最近转录因子小姐跟某基因先生走到了一起，并共同购置了爱巢，双宿双栖起来。娱媒

圈（科研圈）沸腾了，经过 EMSA、 DNase1 足迹实验、甲基化干扰实验、体内足迹实验、

Chip-on-chip 等方式，终于落实了某转录因子跟某基因的关系，执着的娱记们哪肯松懈，继

续探索转录因子跟该基因的启动子的爱巢（结合位点）在哪里？ 
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第一步，要确定到他们的爱巢在哪条街？（怎么确定启动子？ 一般查阅外文文献，老外把从

转录起始位点开始上溯 2K－3K 的区间算做是启动子。） 

第二步就是要确定家门牌号？（启动子这么长，怎么知道具体的结合位点序列？ 

如何预测转录因子小姐跟某基因先生的爱巢（启动子结合位点）在哪里？这个活一般的娱记

是干不了，还是得听小鱼我的。 

干货来了，看这里了（敲黑板！） 

以转录因子 Nf-KB 和 Ankh 基因为例，用 UCSC 在线网站锁定启动子范围， 在左栏选择 Table 

browes。 

 

在 clade 选择 Mammal，genome 选择 Human，assmebly 选择最新的数据库，gene 中输入

ANKH,在 track 中选择 RefSeq Genes，在 output format 中选择 sequence,点击 get output,根据

需要选择序列，选择 genomic-submit。 
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选择 Promoter/Upstream by 2000 bases，选 Exons in upper case, everything else in lower case

（外显子大写，其他小写）。 

 

结果如下：大写字母是基因外显子区，大写字母前面的 2000 个小写字母就是预测的启动子

区，复制粘贴保存到文本中。 



 

 

368 

 

 

当我们锁定了这一条街道以后，接下来就是敲定门牌号了，好紧张！ 

打开 PROMO 数据库，业界良心！首页就来送助攻：查找转录因子结合位点操作步骤。 
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如助攻提到的，先点击黄色左栏 SelectSpecies,选择物种, 点击 Submit。 

 

再点击黄色左栏 SelectFactors，选择转录因子, 点击 Submit。 
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接着点击 SearchSites,将之前锁定的启动子区序列粘贴到指定位置，点击 Submit。 

 

目标出现！ 
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结果中的一个位点 TGGGAAATACCT 就是预测到的 nf-kb 结合在 Ankh 启动子的最佳位点。 
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同一个基因的启动子都是可长可短的，只是不同长度可能启动子的活性不一样。真核生物一

般都是认为在第一外显子上游的 2kb 以内（也有 2kb 以外的）。转录因子不同的预测方法（除

了 PROMO，还可用 Jaspar   、TFSEARCH、TRANSFAC 等数据库）结果都不一样，最终只有实

验验证的才准确。 

 

 

干货 | 7 个步骤教你找到启动子 

作者：子非鱼 

 

看到一大串密码一样的序列，要怎么找出启动子呢？其实很简单，也就 7 步，跟着小鱼做就

行。 

师弟对着电脑上的一大串序列发呆，小鱼问道，“师弟，你这是在格物致知吗？” 
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“没有啦，我在想怎么把这个基因启动子找出来。” 

“试试用 Map viewer 吧！” 

下面小鱼就以人的 K-RAS 基因为例讲述一下找基因启动子序列的具体操作步骤: 

1.打开 NCBI 的 Map viewer 页面， 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/index.html 
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2.点击“GO”出现如下页面： 

 

3.出现下图，RAS 参考序列给出了两个，序列有微小的差异，但总体来说基本相同。现在普
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遍采用的是“reference”那个序列。 

 

4.点击上述两条序列第一条序列（即 12 reference）对应的“Genes seq”，出现新的页面，点击

下图出现的“Download/ViewSequence/Evidence ”，即可下载查看序列等功能。 

 

5.出现的页面提示 K-ras 基因在染色体上的位置： 
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6.因为启动子一般在-2000~+200 区域，把页面中的参数修改一下： 
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7.那么就得到 K-ras 的启动子区域，如下图： 
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干货 | 寻觅基因启动子，UCSC&Ensembl

来助威！ 

作者：子非鱼 



 

 

379 

 

 

启动子一直都是基因的重要组成部分，它就像开关，决定着基因的活动，是区分基因与“垃

圾 DNA”的关键成分，因而，其异常性突变往往会导致基因表达的调节障碍，目前对启动子

的研究仍旧是一个热门话题。今天小鱼就用 UCSC 数据库及 Ensembl 数据库查找基因启动子

的方法介绍给大家。 

用 UCSC 数据库查找基因序列的启动子 

方法一： 1.打开 UCSC 数据库网址：http://genome.ucsc.edu/ 

  

2.选择 Tools 中的“Table Browser”则出现以下界面，以人的 CCKBR 基因为例。 首先，在 clade

中选择 Mammal，genome 中选择 Human，assmebly 中选择最新的数据库，track 中选择 RefSeq 

Genes，output format 中选择 sequence。 其次，在 position 后面的方框内输入待查的基因名

称，如 CCKBR。点击 get output。 
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3.可出现以下界面，点击目的基因的第一个链接，可出现 Select sequence type for RefSeq Genes

界面，并在该界面中选择 genomic 选项。 

 

 

4.点击 submit 后，因一般启动子的长度大约为 2kb，可选择 Promoter/Upstream by 2000 bases。 
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5.点击 get sequence 即可得到结果。 
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方法二： 

 

1.在打开 UCSC 数据库后，点击 Genome Browser，可出现以下界面。在 species 中选择 Human，

assmebly 中选择最新的数据库，Position/search term 中输入 CCKBR 基因。 

 

2.点击 GO, 可出现以下界面，点击目的基因的第一个链接。可出现这个序列的图解概要。 
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3.为了获得这个区域更清晰的图像，可以点击紧靠 zoom out 的 1.5×按钮，如下图所示，一般

高的块状表示外显子，短的块状表示 5’端和 3’端非翻译区，起连接作用的内含子则用细线条

表示，翻译的方向由沿着细线的箭头表示。 

 

 

4.点击上图中的 RefSeq Genes 中，任一个条形方块，可进入新的界面。在该界面的 Links to 

sequence 中，选择 Genomic Sequence 即查阅该基因的启动子序列。 
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用 Ensembl 数据库查找基因的启动子序列 

1.打开 ensembl 数据库的网址：http://asia.ensembl.org/index.html 

 

2.以人的 ANKH 为例，在 search 中选择 Human，for 后面的方框中输入 ANKH 基因。 
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3.点击 GO，在出现的新界面中，点击左侧的 Gene。 

 

 

4.点击第一个链接，可查看该基因的详细信息，点击左侧下端的 export data。 

 

5.在导出数据的界面中，将 5’ Flanking sequence（upstream）后的方框里输入 2000，即启动
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子一般长度。同时，将 Genomic 后的方框里选择 5’ Flanking sequence，点击 deselect all 取消

后续方框的对勾，再点击 Next。 

 

6.在新的界面里，点击 text 格式，即可获取启动子的序列。 
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3 PCR 技术 

3.1 PCR 引物 

实验新手必读（二）：PCR 设计宝典、软件

应用、操作细节..... 

作者：子非鱼 



 

 

388 

 

遥想当年，小鱼初遇 PCR 时，原以为可以轻松的搞定，谁知 PCR 却是一个不折不扣的大坑。

各种假阳性、假阴性结果齐飞，非特异性扩增条带一如狗皮膏药一般挥之不去，在寻找各种

原因无果后，小鱼愤怒的捏碎了电泳胶。然而痛定思痛后，小鱼发现 PCR 之所以能成为科研

路上的拦路虎，首先，引物设计可算是一大功臣。 

 

PCR 引物设计宝典 

 

好的引物会让 PCR 实验成功一半，因而，引物设计一直都是 PCR 非常重要的环节。因而，小

鱼也从神师兄那里搜刮囊括了几种引物设计方法，在此分享给大家。 

  

当然首推的经典之法就是让 Premier5 携手 oligo，共同设计 PCR 引物。 

 

 

1\以小鼠的 IL-17 为例，进入 NCBI 界面,选择 Nucleotide 后，输入 IL-17，点击 search。 
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然后选择人类 IL-17 的 mRNA，在 CDS 选项中，找到编码区所在位置，在下面的 origin 中，

选定目的序列。 

 

 

 

2、打开 Primer Premier5 软件，点击菜单栏 File|New|DNA Sequence，在出现的对话框里黏贴

目的序列，并在 paste 对话框里选择 As Is，点击 OK。 

 



 

 

390 

 

 

 

3、点击 Primer，弹出菜单后点击 search 按钮。 
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在弹出的 Search Criteria 中，选择 PCR primers，Pairs 参数，并选择所需 

PCR 产物长度，点击 OK。 
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在弹出的 search progress 菜单中，点击 OK。 
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4、在搜索出的结果列表里选择 Rating 值高，bug 较少的引物#1，在 Primer Premier 中选择 S

（正义链）/A（反义链），点击 edit primer，将所得引物改成为 Rating 值为 100，无 bug 的引

物，即无发夹（Hairpin）、无二聚体（Dimer）、无错配（False Priming）和交叉配对（Cross Dimer）

的引物。 
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5.点击菜单栏中 Edit∣Copy∣Sense Primer/Anti-sense Primer，即可得到设计的引物。 

 

Sense Primer:5'  TCAGACTACCTCAGCCGTTCC  3' 

Anti –sense Primer: 5'  GGTGGTCCATCTTTCCCT  3' 

 

6.接下来，就要用 Oligo 软件验证评估 Premier5 软件所设计的引物，打开 Oligo 界面如下： 
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单击菜单栏里 File∣New Sequence 可打开以下窗口，并将设计好的上游引物黏贴在空白框里。 

 

 

 

7.点击菜单栏里 Accept/Discard 中的 Accept，则会出现 Tm、△G 和 Frq 三个窗口, △G 值反应

了序列与模板的结合强度，最好引物的△G 值在 5’端和中间值比较高，而在 3’端相对较低。 
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8、点击菜单栏里的 Select 中的 Upper Primer 将当前引物设置为上游引物。同时点击菜单栏

里的 Edit 中的“Lower Primer”命令，在 Edit Lower 窗口中输入下游引物的序列。 
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点击 Accept and Quit 命令即可。 

 

9、最后，在菜单栏中 Analyze 完成引物△G 值、Tm 值、引物二聚体和发夹结构的分析后，

可将引物序列送至公司进行合成即可。 

  

然而，此法虽好，但是下载软件总归是件麻烦事儿！有木有更简单粗暴的设计引物的方法呢？

答案是 YES！有！这 3 款简单实用的在线 PCR 引物设计软件可以说是懒癌晚期患者的福音。 

 

3 款简单实用 PCR 引物设计软件 

 

No.1 NCBI 的 Primer-Blast 

 

 

1、打开以下网址：http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 进入 Primer-Blast 界面，

开始引物的设计。 
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2、验证引物好坏 

 

 

 

3、外显子内含子（Exon/intron） 

 

如果设计的引物是跨内含子和外显子的交界处，可在此处设置成为 Primer must span an exon-

exon junction。外显子的匹配碱基数和内含子的长度等设置一般选择默认。 
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4、特异性（Specificity check） 

 

在 specificity check 区，选择设计引物或验证引物时的目标数据库和物种。这一步是比较重要

的。其中，数据库中的 RefSeq mRNA 和 Genome (reference assemblies from selected organisms)

是经过专家注释的数据，可得出更准确的结果。 

 

 

 

5、最后建议用 oligo6 或 primer5 验证引物自身的特性：发夹结构、引物自身二聚体、错配

和引物间二聚体，△G 的绝对值。 

 

No.2 Primer3 Plus 

 

1、点击这个网址：http://www.primer3plus.com/可打开 Primer3Plus 软件。 
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点击 Run latest Version of Primer3Plus 进入了设计引物的主页面。 
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2、在 General Settings 中，依照引物设计原则，设置产物长度（<=400bp，最好 100-150bp）、

GC％（最好为 45%－55%）、引物长度（最好为 22-24bp）、TM 值（58-60℃，最好 60℃）。 

 

 

 

3、点击右上放绿色按钮 ，可获得若干对引物，并按照 5’到 3’的顺序，

包含了引物和产物的一些基本参数。此时，应尽量选择 G、C 结尾的引物进行合成。 

 

 

 

4、设计好引物后，仍需用 NCBI blast 引物验证，点击 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 可

出现以下界面。 

 



 

 

402 

 

 

 

5、点击 Basic BLAST 中的 nucleotide blast 选项，在下面框中，按照 5’－3’顺序，分别输入上

游引物和下游引物，上下游引物之间间隔 20 个以上 n。 

 

 

 

6、选择物种数据库，如 Human，Mouse 或者 Others（如果是非人和非小鼠物种）。 
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7、选择 Somewhat similar sequences(blastn) 

 

 

 

8、点击 Algorithm parameters, 在 Expect threshold 输入 1000，在 Word Size（读长）输入 7，

便可按照 7 个一组核苷酸序列放到 GeneBank 中进行比对。  
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9、点击 BLAST 进行比对得出结果。颜色代表得分，选择引物的原则是：列表中大部分是目

的基因，说明引物特异性高；但是可能物种不同，说明该基因在不同物种中保守。 

 

 

 

No.3 Primerbank 

 

该数据库是哈佛大学的一个 qPCR 引物数据库，目前有超过 20 万条引物，涵盖了人和小鼠

大部分已知的基因，且其引物有效率为 82.7%。 
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1、点击该网址：http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/，进入搜索界面。搜索类型这里，可

以根据 GenBank accession、NCBI protein accession、NCBI gene ID、primerbank ID、NCBI gene 

symbol 以及 keyword 六个选项进行搜索。 

 

 

 

 

2、以小鼠的 beta-actin 为例。首先到 NCBI 上找出 β-actin 的 gene ID，如图，选择 gene,输入

beta-actin，并点击 Results by taxon 中的 Mus musculus，可得到以下结果。 
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小鼠 beta-actin 的 NCBI gene ID 是 11461，而 actb 则是小鼠 beta-actin 的 NCBI gene symbol。 

 

3、将 Gene ID:11461 输入到 primerbank 点击 submit，可得到以下结果。 
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4、往下拉动滚动条，还可看到经过验证的引物，点击 Validation Results，即可看到溶解曲线、

电泳结果等信息。 
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PCR 操作中必知的 6 大细节 

 

引物设计好后，想必很多小伙伴们都在摩拳擦掌，准备正式开始 PCR 实验了。然而，细节决

定成败，为了获取好的实验结果，这些隐藏的细节你不可不知。 

  

1、最好使用一次性进口 tip 头，以避免液体残留；同时，tip 头不要长时间暴露于空气中，

避免气溶胶的污染。 

 

2、加样时，tip 头要伸入 PCR 反应管的液面下一点，然后将液体缓缓打入液面下，至恰好打

出一个小气泡为至；加样过程最好在冰块上操作；移液枪用完之后要归到最大计量的位置，

防止久而久之弹簧失去弹性，而导致加样量的不准确。  

 

3、配制反应体系时，若反应物为冻结制品，需在融解后上下颠倒轻轻均匀混合；加入试剂

之前，把它混匀一下，以免放置时间长了浓度不均；按照液体体积由大到小的顺序将反应物

加入到 PCR 管中；引物和模板和体系所加的比例要合适，模板过量反而会抑制体系的反应。 
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4、 操作多份样品时，可先制备反应混合液，即将 dNTP、缓冲液、引物和酶混合好后分装，

这样即可避免污染，又可增加反应的精确度。  

 

5、避免反应液飞溅,打开反应管时为避免此种情况,开盖前稍离心；PCR 产物的电泳检测时间

一般为 48h 以内，有些最好于当日电泳检测，大于 48h 后带型不规则甚至消失。 

 

6、如凝胶分析扩增产物只有一条带，不需要用凝胶纯化。如可见其他杂带，可能是积累了

大量引物的二聚体。少量的引物二聚体的摩尔数也很高，这会产生高比例的带有引物二聚体

的克隆，而非目的插入片段。为此需在克隆前做凝胶纯化。 

 

构建载体一点也不难 

作者：阳光 

作为一名生物汪，我们在研究基因的功能时，逃脱不掉的就是我们为了我们的实验目的，可

能需要构建各种载体，比如表达载体，克隆载体，基因打靶载体等等。很多人在构建载体的

时候都感觉很困难，特别是对于一个刚进入实验室的新人来说那更是难上加难，完全摸不着

头脑。 

 

那是因为其实构建载体是一个不小的工作量，需要经历很多的过程，比如首先我们需要设计

引物引入酶切位点，接下来还需要经历酶切酶连等过程，只要其中的某一环节出现问题，那

最终都会导致实验失败。 
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我认为构建载体最关键的一步就是设计引物引入酶切位点，一旦引物设计好，那接下来就非

常简单了，今天重点就来教教大家如何利用 snapgene 轻松获得构建载体所需的引物序列。 

 

1. 打开软件，选择第一个（红线标记），然后输入基因的 CCDS 序列（基因的 CCDS 序列可

在 NCBI 数据库中获得） 

 



 

 

411 

 

 

 

2. 点击 ok 后界面如下，图中显示的是会切割基因编码序列的酶 
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3. 接下来点击最上面的 Enzymes Noncutters，会显示所有不会切割基因编码序列的酶，这些

酶都是我们可以用的，选酶的标准：要选择不能切割目的基因序列并且质粒上含有的酶，还

有就是最好是实验室有的酶。 
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4. 确定了可以用的酶后，接下来需要确定设计引物时用的这两种酶，确定方法：这两种酶

最好不要邻近，最好使用双酶切有共同 buffer 的酶,两个酶切位点最好不要是同尾酶（切下

来的残基不要互补），否则效果相当于单酶切。 
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5. 确定了所要用的酶之后，接下来需要做的就是设计引物并引入酶切位点（注意：一定要

看清楚载体上 promoter 的方向，将 CDS 正向插入到 promoter 后面） 

 

6. 点击左下角的 sequence，然后拉取上游一部分基因本身的序列，拉取的时候会显示拉取

的碱基的个数以及 Tm 值，拉取到 Tm 值 55 度左右就可以（55 度以上最好） 

 

 

 

7. 然后点击 primer——add primer，选择 top  strand 
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8.  点击 insertions，在 site 位置处选择你准备引入的酶，比如我要引入 EcoR I，那我就选

择它，然后点击 insert，这样我们就引入了该酶的酶切位点。 

 

 

 

 

9. 接下来需要添加保护碱基，我一般所有的酶的保护碱基都加三个，加哪个碱基没有要求，
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使 GC 含量及 Tm 值适中即可。 

 

 

 

10. 这样上游引物就设计好了，接下来需要检测一下引物是否会形成发卡结构，可以应用 

OligoCalc（ http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html ），如果发现会形成发卡结

构，那就需要对引物序列做出一些调整，直到发卡结构消失。 

 

11. 接下来拉取基因的下游的一部分序列，用同样的方法设计好下游引物，有一点需要注

意的是，设计下游引物的时候选择 bottom strand。 

 

这样构建载体所需的引物就设计好了，怎么样，是不是感觉其实也没有那么难，接下来就可

以构建属于你自己的载体了。 

Real-Time PCR 引物设计案例实操版，谁看

谁会！ 

作者：阳光 

引物设计道理听了很多，依然做不好一个引物设计？你需要的是实战演习！废话不多说，案



 

 

417 

 

例搬上来： 

 

引物设计具体操作，以设计 TP53 引物为例 

 

 

1）首先在 NCBI 中输入基因 

 

2）点击进入 

 

3）找到该基因的 mRNA 序列 
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4）点击进入，在右边可看到 Pick Primer 

 

5）点击 Pick Primer，进入引物设计界面，系统自动把该基因的序列输入到了里面，也可以

把你任何想要设计引物的序列输入到对应的框中，设计针对该序列的引物 
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6）将扩增产物大小设置为 100-150 

 

7）点击下方的 Get Primer 
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8）选择并提交 

 

9）提交后即可得到引物序列 

 

10）根据引物设计的原则筛选合适的引物 

 

引物设计原则 

 

 

1）扩增产物长度 100 bp-150 bp 为佳； 

2）引物长度 17 bp-25 bp 最好； 

3）正向引物和反向引物的 Tm 值最好相差不要超过 1℃。Tm 值调整至 60℃-65℃为佳； 

4）引物的 GC 含量控制在 40%-60%之间，最佳为 45%-55%； 
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5）引物 3'末端碱基最好为 G 或 C 或 A，避免使用 T； 

6）避开引物内部或者两条引物之间有 3 个碱基以上的互补序列，二条引物之间的 3'端避开

有 2 个碱基以上的互补序列； 

7）引物 A、G、C、T 整体分布尽量要均匀，避免使用 GC 或者 TA 含量高的区域，尤其是 3'

端，必须避开 GC 含量不均匀的区域； 

8）最好跨内含子设计引物。 

基因研究不知道转录本，做什么引物设

计？！ 

作者：阳光 

我们平常通过数据库查找某个基因的相关信息时，会发现该基因有多个转录本。为什么一个

基因可以有多个转录本呢？转录本能干什么？ 

  

转录本其实就是基因通过转录形成的一种或多种可供编码蛋白质的成熟的 mRNA。 

 

一个基因有可能有多个转录本，原因是由于不同的剪接方式造成的。我们都知道，基因转录

之后，首先是形成前体 mRNA，通过剪切内含子连接外显子，5’端加帽及 3’端加尾之后形成

成熟的 mRNA。 

 

但是在剪切的过程中可能会剪切掉外显子，也有可能保留部分内含子，这样就形成了多种

mRNA 即多个转录本。 
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举个栗子：这是一个 

 

三个外显子两个内含子的基因结构图 

 

 

 

该图通过不同的剪接方式得到了四种 mRNA 即四种转录本（我只是列出了部分可能性），实

际中可能该基因只具有其中的一种或两种转录本，也有可能都具有。 

 

我们需要特别注意的是大多数基因有多个转录本，而且有可能每个转录本都会编码产生相

应的蛋白，这样就有可能造成一个基因有多种功能。 
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我们平常研究某个基因时（该基因有多个转录本），其实我们研究的是它的其中一个转录本

所编码的蛋白的功能。虽然该基因有多个转录本，而且每个转录本都编码蛋白，但是一般情

况下它的不同的转录本分布在不同类型的细胞中，当然也有可能多种转录本同时存在于某一

细胞中。 

  

那我们研究该基因时应该怎么做呢？ 

 

首先，我们需要确定我们应该研究该基因的哪个转录本。 

 

因为我们平常研究某个基因的功能的时候，是因为该基因在某一特定的组织和细胞中表达，

它在这些组织和细胞中具有特定的功能，所以我们只需要确定该基因的哪个转录本在这些组

织和细胞中表达即可。 

 

确定的方法当然就是设计每种转录本特异性引物，然后通过 RT-PCR 就可知道哪种转录本在

组织和细胞中特异性表达。那这个转录本就是我们接下来要研究的。 

 

之所以要确定我们应该研究哪个转录本，那是因为它关系到引物的设计以及蛋白分子量的

计算。 

 

当我们研究某个基因的功能时，通常会抽提总的 RNA，然后反转录得到 cDNA，然后将 cDNA

连接到表达载体中转化到原核或真核细胞中进行表达，然后进行接下来的研究。 
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通过反转录获得 cDNA 时，引物的设计就是根据转录本设计的。而且之后我们会将表达的蛋

白跑电泳后进行分析，那蛋白的大小是如何计算的呢，当然也是通过该转录本编码的蛋白的

氨基酸序列计算的啊。 

工具 | 手把手教你用 Primer-Blast 设计和

验证引物，五星推荐！ 

作者：老谈 

今天老谈给大家推荐 NCBI 的一款在线工具 Primer-BLAST，用于 PCR 的特异性引物设计和特

异性检验。 

 

推荐的指数：5 颗星。 

 

理由：操作简单，使用方便，不需要安装程序，而且和 NCBI 数据库已比对，不用担心特异

性问题。 

 

Primer-BLAST 可以直接从 Blast 主页（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/）找到，或是直接用下面

的链接进入：http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/， 这个工具整合了目前流行的

Primer3 软件，再加上 NCBI 的 Blast 进行引物特异性的验证。Primer-BLAST 免除了用另一个

站点或工具设计引物的步骤，设计好的引物程序直接用 Blast 进行引物特异性验证。更强大
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的是 Primer-BLAST 能设计出只扩增某一特定剪接变异体基因的引物。Primer-BLAST 有许多改

进的功能，比单个的用 Primer3 和 NCBI BLAST 更加准确。 

 

Primer-BLAST界面包括了 Primer3和 BLAST的功能。提交的界面主要包括 4部分：PCR Template

（模板区）, Primer Parameters（引物区）, Exon/intron selection（外显子内含子设置）和

specificity check（特异性验证区）。 

 

（1）模板（Template） 

  

在“PCR Template”下面的文本框，输入目标模板的序列，FASTA格式或直接用Accession Number。

如果你在这里输入了序列，是用于引物的设计。Primer-BLAST 就会根据你输入的序列设计特

异性引物，并且在目标数据库（在 specificity check 区选择）是唯一的。 
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（2）引物（Primers） 

 

如果你已经设计好了引物，要拿来验证引物的好坏。可以在 Primer Parameters 区填入你的一

条或一对引物。并且选择好验证的目标数据库（在 specificity check 区选择）。根据需要可设

置产物的大小，Tm 值等。 

 

 

 

（3）外显子内含子（Exon/intron） 

 

如果你想设计的引物是跨内含子和外显子的交接处，在这里可以设置成 primer must span an 

exon-exon junction。外显子的匹配碱基数和内含子的长度等设置一般选择默认。 
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（4）特异性（Specificity） 

 

在 specificity check 区，选择设计引物或验证引物时的目标数据库和物种。这一步是比较重要

的。这里提供了 7 种数据库： 

RefSeq mRNA， Genome (reference assemblies from selected organisms)，RefSeq representative 

genomes，  RefSeq RNA(refseq_rna)，nr (the standard non-redundant database)，Genome 

(chromosomes from all organisms)和 custom。前两个数据库是经过专家注释的数据，这样可

以给出更准确的结果。特别是，当你用 NCBI 的参考序列作为模板和参考序列数据库作为标

准来设计引物时，Primer-BLAST 可以设计出只扩增某一特定剪接变异体基因的特异引物。 
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最后建议用 oligo6 或 primer5 验证引物自身的特性：发夹结构、引物自身二聚体、错配和引

物间二聚体，△G 的绝对值。 

Gene：PTEN, phosphatase and tensin homolog (Homo sapiens) 

Accession number：NM_000314 

 

步骤 1：按下面截图输入 NM_000314.4 和设置 PCR 产物大小 70-300，其他默认： 
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步骤 2：点击 Get Primers，跳出以下界面（界面运行中）： 

 

 

  

等待一段时间后会出现以下界面，有多条引物显示出来，一般选择 primer pair 1： 
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Tips： 

 

1．在任何时候都要优先使用参考序列的 Gi 号或 Accession 号（尽量不要 Fasta 格式的序列）。

另外，确保你的序列是最新版本的（在填 Accession Number 时后面不加版本号就会自动拿最
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新的序列） 

 

2．就算你对整个序列的某部分感兴趣（如某条染色体上的某个区域），你也应该优化使用 Gi

号或 Accession 号。因为用 Gi 号或 Accession 号，NCBI 会自动读取该序列的一些注释数据，

对引物的设计更加有利。 

 

3．尽量使用没有冗除的数据库（eg: refseq_rna 或 genome database），nr 数据库包括了太多

的冗除的序列，会干扰引物的设计。 

 

4．请指定一个或几个 PCR 扩增的目标物种。如果不指定在所有的物种搜索，将会使程序变

得很慢，引物的结果也会受其它不相关的物种影响。 

告别菜鸟——设计 PCR 引物“一招鲜” 

作者：老谈 

1、首先花 1 分钟在 NCBI 上找到基因的转录本序列。 

  如果遇到多转录本，可先用 DNA STAR 的 MegAlign 来进行比对，仅选取重合部分，这样

就能扩增出所有转录本了。同时注意，仅选取 3`末端序列，由于 Oligo dT 是从 PolyA 开始反

转录的，所以如果片段较长的话，反转录酶可能无法把 5`端序列全部给反转成 cDNA。 
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2、PP6 和 AelleID6.0/BD 7.0 引物设计软件 

  抛弃 PP5 软件这种老古董吧，且 PP5 不能兼容 Win7 的系统。现在推荐两款软件，都是

超赞的，PP6 和 AelleID6.0/BD 7.0，基本上是傻瓜贴心型的操作界面。只要会输入序列，就能

找到引物了，对引物会有具体的评分，Best、Good、Poor、Not Found，选取 Best 导出即可，

如果是 Poor 或者 Not Found，就调整一下参数如 Tm 值或引物长度，一般来说都是没问题的。

还有就需要调整一下扩增片段长度，qPCR 的扩增产物尽量不超过 200bp。这三款软件均有

破解版，且可以设计 Taqman 探针和分子信标哦！ 
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【实验工具专栏】30 分钟搞定高端 qPCR

引物，这个假期不再为难实验狗！ 

作者：翠花 

qPCR 引物与普通 PCR 引物的设计虽然在设计原则和方法上大致相同，但还是有些不一样的
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地方，严格的 qPCR 引物设计一般要求其中一条引物要夸外显子，最好在 3‘端设计引物，产

物的长度在 300bp 以内等。小编今天给大家介绍的这个在线软件 Primer3 Plus 和 Oligo Calc，

可以满足大家对 qPCR 引物设计日益增高的要求。 

 

 第一步：从数据库 Ensembl：http://asia.ensembl.org/index.html 中获得基因的 cDNA 序列。 

  

1. 本文以 ApoE 基因为例，输入目的基因 

 

 

 

2. 在左侧栏选择 Transcript 
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3. 选择 APOE-001中的 Transcript 进入，点击左侧 cDNA 

 

 

 

4. 然后点击 CONFIGURE THIS PAGE 进入,设置你要显示的内容, 在

SHOW EXONS 这一项打个勾，然后点击“Save configuration as”保

存序列 
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5. 以 RTF 的格式 DOWNLOAD 下来，可以 Word 的方式打开，不同的颜

色代表不同外显子的间断 
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第 二 步 ： 利 用 Primer3 Plus 获 取 引 物 ， 打 开 Primer3 Plus 在 线 软 件 ：

http://www.primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cg 

   

1. 打开 Primer3 Plus，将序列粘贴在指定位置 

 

 

 

2. 在 Load server settings 项目中选择“qPCR”： 
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  因为设计为避免因基因组 DNA 的污染而 P 出以基因组 DNA 为模板的产物，故设计引物

时其中一个引物最好能够夸外显子设计，故在 Primer overlap position 中输入左引物或右引

物必须重叠的位点，本文在序列 238 位氨基酸是后两个外显子的连接处，故输入 238。或者

可以在 Pair OK Region List 中，作相应的设置，该标签的值为多个，值和值之间用“;“隔开，单

个 值 为 ： <left_start>,<left_length>,<right_start> ， <right_length> 。 比 如 ：

SEQUENCE_PRIMER_PAIR_OK_REGION_LIST=100,50,300,50 ;900,60,, ; ,,930,100 

 

表明有引物设计有三种选择： 

左引物在 100～150bp 区间进行设计，右引物在 300～350bp 的区间进行设计； 

左引物在 900～960bp 区间进行设计，右引物随意； 

右引物在 930～1030bp 区间进行设计，左引物随意。 

 

 

 



 

 

442 

 

3. 然后在 General Settings 设置引物长度、引物 Tm 值、GC 含量等

参数。 

 

 

 

4. 如果对引物有更多的设计要求: 

 

  可以在 Advanced Settings、Internal Oligo、Penalty、Andvanced Sequence 中设置相关的参

数。如无则可点击绿色按钮“Pick Primers”,获得引物。 
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第三步：分析引物 

 

1. 打开 Oligo Calc 网页，将正向引物粘贴到指定位置 
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2. 点击 Check Self-complmentarity,检测引物自身是否形成互补

二聚体、发夹结构等。 

 

 

 

3. 结果如下图所示： 
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4. 重复步骤 1 至 3，粘贴反向引物。 

 

5. 点击 mfold 

 

  将包含正反引物之间的序列即产物放到 mfold,查看产物是否折叠形成二级结构。如结果

显示产生二级结构，则可重新在 Primer3 plus 改变条件重新获得 qPCR 引物。 

 

 

 

6. 最后点击 BLAST，检测引物的特异性。 
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  经过层层筛选，最后得到符合条件的引物实在是凤毛麟角，所谓鱼和熊掌不可兼得，所

以可能得将就一下接受各方面都不错但还是有一点不完美的引物，而且引物好不好用，也只

有 realtime PCR 以后才能得到验证。所以，请大胆地去 pick primers 吧！ 

 

实验技术八卦课堂：如何使用 Oligo 软件

设计引物 

作者：猫大 

PCR 引物要怎么设计才好呢？对于引物设计，猫大的口号是： 

两大要求，一个对策！！！ 

Oligo6 

你值得拥有 
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  好，废话少说，我们开始。 

 

  首先，鼠标点击图标 打开 Oligo 6 软件，出现一个标着“select Codon Usage 

Database”的对话框，不用管它，直接点取消，于是出现如下界面： 
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  软件界面看着非常简单，菜单条只有四个选项，菜单条下面是一些快捷按钮，还有一些

按钮是灰色的、按不动的。实际上，随着不同的操作，菜单选项和快捷按钮是会出现变化的。

强大的功能就隐藏在这些变化的选项中。 

 

  要设计 PCR 引物，我们必须要有目的基因序列。这个序列在哪输进去呢？很简单，点击

按钮 ，在打开的空白框里，我们可以把目的基因序列贴上去。比如，我们把人 TP53 基

因（AB082923.1）的 CDS 区贴进去，就变成下面这样，同时可以发现菜单条选项忽然就变了

变了变了。。。 
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  点击 可以把贴进去的序列保存成 seq 文件。这里我们把这段序列命名为 TP53。点

击菜单第二个选项“Accept/Discard”，选中“Accept”，出现如下界面，而且菜单选项又变了变

了变了。。。 
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  在这个界面里出现了两个框，一个标着 ΔG，一个标着 Tm。标着 Tm 字样的这个框框左

下部有两个按钮，分别写着“Upper”和“Lower”。Upper——Upper Primer，Lower——Lower 

Primer，好像跟引物有那么点关系。。。事实是，真的很有关系。。。所以设计引物我们只要看

标 Tm 的那个框就好了。 

 

  PCR 引物的长度为 15-30bp，最常用 23、24bp，我们可以先把需要的引物长度设定好。

怎么设定呢？ 

 

  点击菜单的“Change”选项，选中“Current Oligo Length”，弹出如下对话框： 
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  填入数字 24，点 OK，引物的长度就设定好了。这时候软件默认你接下来选中的引物长

度是 24bp。 

 

  然后我们就用“肉眼”去搜索引物。 

 

  Tm 图上标着 3 条平行的虚线，我们要寻找的是 Tm 值位于第 2 和第 3 条线之间的碱基，

就是下图红色框的范围。 
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  鼠标点击 742bp 处，碱基序列上的长方形框就会随着鼠标移动至 742bp 处，然后点击

“Upper”按钮，字母颜色就变成红色，此时已经选中 742bp 处的序列为上游引物，同理选中

下游引物（如果想更改下游引物长度，可以在选中下游引物前进去 change 选项里改，如果

不改的话，那这里的下游引物长度就还是 24bp），点击菜单“Analyze”选项选中“PCR”，即弹

出这对引物的各项参数，如下图： 

 

 

 

  那么怎么知道这对引物好还是不好呢？很简单，只要这张参数表的右下框里没！有！出！

现！任何文字，那这对引物就是可用的！“Analyze”选项中还有很多其他评价引物的选项，那

些都不用看！！！ 
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  然后，我们需要把引物序列给输出。可以到 file 菜单选 save 去保存引物序列，但是这样

保存下来的是 seq 文件，还得再打开了看，有点麻烦。所以猫大是直接进 edit 菜单把引物序

列复制黏贴到 excel 表，而且复制黏贴的序列会自动按 5’-3’的顺序排列。 

 

  最后去 blast 一下看是不是会扩增出其他基因，如果扩增不出就可以去合成了。 

 

  有时候，选中的引物并不合适，框框里就出会出现讨厌的字，比如： 

 

A．  

  引物间有二聚体，那就随意挑一条引物挪动几个碱基； 

 

B．  

  有两个可用的温度，那就还是随意挑一条引物挪动； 

 

C．  

  这回是指明了下游引物的一端稳定性太高，那就是说这条引物的碱基对应着的柱子高

了，把它往柱子低一点的地方挪； 
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D．  

  上下游引物的末端稳定性都太高，那就把两条都挪往低一点的地方去吧。 

 

E．etc. 

 

这个方法总结下来就是： 

 

打开序列 

▼ 

设置引物长度 

▼ 

找 Tm 适中的碱基 

▼ 

评价 

 

  简单几步，用一个软件就能一次性完成引物设计和引物评价两件事！ 
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  而且这么挑出来的引物相当靠谱，基本没有引物二聚体。用熟练了会感觉自己自带 X 光

眼，看哪儿点哪儿哪儿就是引物！可以跟同学吹牛皮说：引物不用设计，眼睛看看就行！ 

 

  嗯，引物设计完毕， 

详尽的引物设计心得及具体流程操作（推荐

收藏） 

作者：张慧慧 

1 克隆载体： 

 

  表达载体一般需要的是编码序列（起始密码子 ATG 到终止密码子 TAA/TGA/TGA 的序

列），也就是 NCBI 的 coding sequence（CDS）。 
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  一般情况是全长序列，直接取 ATG 开始的 20bp 为上游引物，TAA/ TGA/ TAG 端的 20bp

的反向互补序列反向引物。根据载体的酶切位点、读码框的要求在引物的 5’端碱基即可。 

 

要注意的是： 

 

  ①选用的酶切位点在编码序列上是否存在，存在就选择其他酶切位点或者选用同尾酶。 

  ②载体的标签实在插入序列的上游还是下游，在上游编码序列的终止密码就要留，在

下游编码序列的终止密码就要去掉。 

  ③读码框是否正确，有些酶切位点会破坏插入序列的读码顺序，这个时候在引物上添

加碱基使其正常读码即可。 

 

  例如构建 EGFP-C1-P53 质粒。 

 

  ① P53 序列 
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  绿色表示选取的引物位置（EGFP-C1 的 GFP 标签在插入序列的上游，所以终止密码保

留。） 

 

  引物序列是：上游引物（与绿色标示的序列一致）5'-ATGGAGGAGCCGCAGTCAGA-3'；下

游引物（与绿色标示的序列反向互补）5'-TCAGTCTGAGTCAGGCCCTT-3' 

 

  ②载体多克隆位点（MCS）分析 
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  我选择酶的原则是价格便宜，常用的酶，例如 XhoI/BamHI/HindIII 等，这样的酶在很多

载体中都会有，有时候可以通用。 

 

  分析 p53 的序列中是否有 XhoI/BamHI 两个酶切位点，结果是没有，那就可以放心的用

这两个酶了。于是引物可以变成 

 

  上游引物 

5’-CTCGAGATGGAGGAGCCGCAGTCAGA-3’（XhoI） 

  下游引物 

5’-GGATCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTT-3’（BamHI） 
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  酶在发挥作用的时候要有个保护碱基，我认为就是给它一个空间让它发挥作用，保护碱

基在百度百科可以查到，于是引物就会变成 

 

  上游引物 

5’-ccgCTCGAGATGGAGGAGCCGCAGTCAGA-3’ 

  下游引物 

5’-cgGGATCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTT-3’ 

 

③读码分析 
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  XhoI 的序列 CTC GAG 与载体的读码框不一致，载体的读码是 TCT CGA GCT，当用

XhoI/BamHI 双酶切载体时，最后的 CT 需要插入序列的 AT 来代替，就会使插入的序列移码，

这时候，只要在插入序列 ATG 的前面加 CT 即可，所以引物序列就变成 

 

上游引物 

5’-ccgCTCGAG CTATGGAGGAGCCGCAGTCAGA-3’ 

下游引物 

5’-cgGGATCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTT-3’ 

 

  所以当你给公司发引物序列时就是 

 

上游引物 

5’-ccgCTCGAG CTATGGAGGAGCCGCAGTCAGA-3’ 

下游引物 

5’-cgGGATCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTT-3’ 
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  因为是全长序列，就表示引物已经定了，没有选择。截短体也是一样的，只要确定了那

一段，只要把两端的 20bp 作为引物序列，然后添加酶切位点序列就可以了。 

 

 

２ qPCR 引物 

 

  这里给大家推荐几个网站： 

 

  ①GenScript Real-time PCR (TaqMan) Primer Design： 

  https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer# 

  ②Pick primers from a DNA sequence 

  http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi 

 

  QPCR 设计的原则是：跨内含子，长度在 150bp 以内。现在的试剂盒已经可以不考虑跨

内含子，用①中的网站只要粘贴 CDS 的一段序列即可，网页中有跨内含子选项，有些时候

跨内含子可能无结果，可以不用选这一项。还是以 p53 序列为例。颜色不同代表不同的外显
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子。 
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序列越长，分析的越慢，所以不需要全部粘贴。 

结果如下： 
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  只需要 L1/R1 即可，你可以在 word 中查找引物序列。 

 

  第②个网站，是当时做基因敲除时候用到的，因为涉及到内含子和外显子都要分析，

就会有重复序列的位置，这个网站可以用[…]将不需要设计的序列包含在内，所以比较符合

要求，（重复序列查找网址 http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker，重复的序

列会用 NNN 标示出来） 
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  P53 基因序列的一段，下划线的部分用[….]包括在内 
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  结果如下，除了这些，网页还会给出备选的引物，你可以随意挑选。 

 

 

 

  有现成的网页可以用，大家大胆的尝试吧，引物设计没有那么神秘。 

Primer Premier 6 安装、破解、引物设计

实操攻略 
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作者：叶子 

Primer Premier 是国际知名的引物设计软件，其公司已连续发布了多个版本，到目前为止，

最新版本是 Primer Premier6。相比于 Primer Premier 5，Primer Premier 6 在很多方面做了改

进与优化，例如引物设计的温度 Tm 值等。但是相比较于 5,6 并没有出现大量的可供使用者

激活的注册机，所以用了一种很奇葩的 Java 破解法，来一步步看看怎么做吧。（获取方法点

这里） 

  

安装破解 

  

首先，说明一点现在最新的 Primer Premier 小版本已经更新到了 6.24，但后面几版把破解漏

洞修复了，所以目前只能搞定 6.00。下载完资源包后，根据自己的系统，安装相应的 JAVA

运行环境。 

  

然后，和平时一样安装在 PP6 文件夹里的 PP600Installer，完事后把 patcher.jar 复制进这个地

方：安装位置\http\Dwww.premierbiosoft.com\P80\DMIUpdater\DMPP\DM600。 

 

 

http://mp.weixin.qq.com/s?__biz=MzA5ODQ1NDIyMQ==&mid=2649608015&idx=1&sn=a647f31abe8003b83c5194075cfc1c6f&chksm=888830edbfffb9fb7bc304d1e9be9bed879be18fb5ed991cd0cebd3b51ac0b718d0288008771&scene=21#wechat_redirect
http://mp.weixin.qq.com/s?__biz=MzA5ODQ1NDIyMQ==&mid=2649608015&idx=1&sn=a647f31abe8003b83c5194075cfc1c6f&chksm=888830edbfffb9fb7bc304d1e9be9bed879be18fb5ed991cd0cebd3b51ac0b718d0288008771&scene=21#wechat_redirect
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复制完应该是这样的，如果双击无效的话就右键——打开方式——选 JAVA。 

 

 

 

如果还是不行就要改注册表了，在开始菜单输入“regedit”进入注册表编辑器中，找到

“HKEY_CLASSES_ROOT\Applications\javaw.exe\shell\open\command”，修改参数，保存并退出

注册表编辑器。 

  

 

 

引物设计 

  

安装完之后，就要开始引物设计了，这就需要知道基因序列。一般用 NCBI 查找，比如要设

计 rat 的 CK18 mRNA 检测引物。首先选择 Nucleotide，然后在搜索栏输入 rat CK18，结果如

下。 
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我们要找 mRNA，所以选第一个，点进去后拉到最后的 ORIGIN 就能找到基因序列。 
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把这段序列复制到 Primer Premier6 进行引物设计。 
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点这里的新建按钮会出现对话框，将上面那段序列复制进去，点 Add。 

 

 

 

然后点这个搜索，出现下面对话框，这里可以选择引物在序列哪些地方设计引物，一般不用

更改，也就是引物可以设计在整个序列，当然也可以事先查一下序列有几个区，一般引物会

跨两个区。 



 

 

472 

 

  

 

 

接下来设置退火温度、引物长度、产物长度等，点旁边的“Primer Parameters”。主要更改的

也就是产物长度，100 到 300bp 为宜，产物太大，会影响扩增效率。 
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点“Search”后，引物序列就出来啦。 

  

 

 

验证引物 
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光设计出引物还不行，还要进行验证，也是在 NCBI 上进行。在最下方找到“Primer-BLAST”将

Primer Premier6 设计的引物复制进去。 

  

 

 

注意，复制前引物用 Copy Sense Primer ，复制后引物用 Copy Anti-sence Primer ，在引物上

点击右键就出来了。在下方“Organism”中选 “Rattus （taxid：10114）” ，最后点 “Get Primers” ，

马上验证报告出来了。 
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这么长的验证报告要怎么看呢？它的结果顺序是将产物由小到大排列的，而太大的产物，比

如 Ahsg 产物 795bp，在 PCR 反应时是扩增不出来的。也就是说，这个引物在扩增的时候只

会出 CK18 这个我们要的基因，特异性很好。 

  

我们可以拿这个引物去找公司合成。在需要引物时我们也可以到文献中查找，一般发表在全

球著名杂志中的外文文献里的引物都是可以用的，不过要注意的是文献中用的是染料法还是

探针法，探针法的引物在染料法中效果不佳。 

 

干货 | 引物设计逼格提升，以

Primer3Plus 为例 

作者：冬至 

小伙伴们，当我们看到国外实验室的英文 paper 中，很少有用 Primer Premier5 设计引物，
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但看我们中文的 paper，或是国内实验室发的 SCI，很多人用到了 Primer Premier5 这个软件

来设计引物，这是为嘛呢？机智师兄告诉你，Primer Premier5 是个商业软件，在国外是要花

钱买的，而且还贵，而国内呢，有一个东西叫做破解版！为了提高我们自己的知识版权意识，

这里推荐给大家一个免费的，同样设计引物不错的软件——Primer3Plus，并用 NCBI 进行引

物验证。 

 

1. 进入 Primer3Plus 主页（http://www.primer3plus.com/）。Primer3Plus 是一个网站，在这儿

可以利用 Primer3Plus 结合设计荧光定量引物的要求来设计并验证引物。 

 

 

 

2. 选择 Run latest Version of Primer3Plus，就进入了设计引物的主页面，合理的使用<>，［］，

｛｝符号使引物设计符合自己的要求，大家可以在具体实战中，深入体会这几个符号带来的

方便。 
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3.避免多个重复碱基出现，避免 4 个或超过 4 个 G 出现在引物序列中。按照荧光定量引物要

求设置参数。 

  

产物长度：不应该超过 400bp，最好 100-150bp 

GC％：30％-70%，最好 45%－55% 

引物长度：18-25bp，最好 22-24bp 
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TM 值：58-60oC，最好 60 oC 

3’端：3’端至少 4 个碱基保守，最好为 T，C，G 

  

点击 General Settings 一般设置，在 Product Size Ranges 里面按以上要求设置产物大小，引物

长度， TM 值和 GC 含量，其它默认参数不用更改。点击右上放绿色按钮

获得引物。 

 

 

 

4. 我们获得了 5 对引物，并按照 5’到 3’的顺序，包含了引物和产物的一些基本参数。我们

可以根据荧光定量引物要求，尽量选择 G、C 结尾的引物合成，如下图中红框所示，还可以

在序列图中看到引物的位置。 
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5. 设计好引物后，我们要进行NCBI blast 引物验证，进入 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

 

 

 

6. 点击 Basic BLAST 中的 nucleotide blast 选项，在下面框中，按照 5’－3’顺序，分别输

入上游引物和下游引物，上下游引物之间间隔 20 个以上 n。 
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7. 选择物种数据库，如 Human，Mouse 或者 Others（如果是非人和非小鼠物种） 

 

 

 

8. 选择 Somewhat similar sequences(blastn) 
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9. 点击 Algorithm parameters, 在 Expect threshold 输入 1000，在 Word Size 输入 7。Word 

size 不是字体大小的意思，应该理解为读长，按照 7 个一组核苷酸序列放到 GeneBank 中进

行比对。  

 

 

10. 点击 BLAST，开始比对，出现结果。颜色代表得分，选择引物的原则是：列表中大部分

是目的基因，说明引物特异性高；但是可能物种不同，说明该基因在不同物种中保守。 

 

用 Primer3Plus＋NCBI 设计验证引物是不是很简单，免费的软件也一样好用，保护知识产权，

拒绝盗版，从我做起。 
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3.2 Realtime PCR 

Real-Time PCR 完全手册 

作者：麦子 

1.Real-Time PCR基础知识 

 

1.1 用途及原理 

 

用途： 
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原理： 
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1.2 检测方法 
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2. 实验方法 
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493 
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3. 结果解析 

 

3.1 标准曲线解析 
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3.2 溶解曲线解析（重点） 
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3.3 绝对定量和相对定量 
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507 
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从 qPCR 到二代测序——高大上就一定妥

妥的？ 

作者：老谈 

我最近听到一个故事，说有人想用“高帅富”的二代测序检测乳腺癌 MCF-7 细胞里基因 Pim3

的表达量，有所震惊，“高射炮打蚊子”的节奏？！也不知道是哪位小伙伴老板这么有钱，倘

诺老板懂那么点基础实验，定会打烂各位的屁股。 

 

  据说这位童鞋得到老板的 5 字箴言——“做个预实验”，老板就是老板，绝不跟你多说一

个字的废话，剩下的自己研究。于是这位童鞋首先打算检测乳腺癌 MCF-7 细胞里基因 Pim3

的表达量，这也是小伙伴们在预实验经常面临的。 
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  最初他打算用 qPCR 检测细胞内 mRNA 的表达量，qPCR 有两化学方法——探针法和染料

法，这位童鞋选择的是相对便宜的 SYBR green 染料法。 

 

   

  但是偏有好事之徒指点江山，“为啥要做 SYBR green 染料法的 qPCR 呢？要做定量 qPCR

的话，不如做 Taqman 探针法的 qPCR 来得精确。有文章介绍过，SYBR green 来做 qPCR 的话，

是会有很严重问题的。因为 SYBR green 会抑制 PCR 反应，得出来的结果没有探针来的效果

好，其实价钱也没差很多！” 

 

  这位临床高手+实验室菜鸟，在他人的建议之下，开始转向研究 Taqman 探针，好不容

易摸出点门道，准备将 Taqman 探针发给公司合成。实验室又出现另一个“好事之徒”，建议

其直接检测乳腺癌 MCF-7 细胞系 Pim3 蛋白表达量，理由如下：mRNA 表达降低，并不代表

蛋白表达会降低呢，因为如果蛋白的泛素化停滞，蛋白就会累积；又或者蛋白的磷酸化不断

激活，也会导致蛋白作用的变化。所以用 Taqman 探针还不如用 Western Blot 来得直接，直
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接检测蛋白表达、磷酸化、泛素化的变化，以防后患。抗体的价钱也就比 Taqman 探针贵了

那么一点而己。 

 

  这位童鞋实验本就是七窍通了六窍，觉得也是嘛有道理的，于是忽忽悠悠地就查了各种

抗体的供应商，你懂的，对于入门菜鸟，要研究会 Western 也不是容易的事情。你认为这就

结束了？ 

 

  说来话巧，造化弄人，又来一位指点江山的师兄，“你要研究基因表达变化，干嘛不就

做一张芯片呢？一下子就出来全部基因组里的表达变化，多好！想要啥就有啥，里面 2w 多

个基因随你挑！跟这个基因表达相关的上下游通路，啥都一清二楚，绝对是居家旅行，沉默

表达必备的利器啊！价钱么也就比抗体贵一点点，少定几个抗体就都有了，多划算呢！” 

 

  此后几周，这位童鞋找了几家芯片公司，好好地恶补什么是 mRNA 芯片、miRNA 芯片、

LNC RNA 芯片。最后这位同学找到了华大基因准备做二代测序，究其原因，有人告诉他，芯

片这种东西已经过时了，完全跟不上现在时代的套路了，要做就做二代测序。 

 

  这个故事固然离奇，但是“高射炮打蚊子”这种事情，干过的小伙伴可以默默地举个手！ 

 

老谈闲谈： 

 

这位童鞋有以下几点误区： 
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1、SYBRGreen 在高浓度情况下会抑制 PCR 反应，但普通的 qPCR 2×Mix 是不会出现这样的情

况； 

 

2、蛋白的检测确实可以说明表达的问题，泛素化、磷酸化也能检测蛋白的作用，其实检测

mRNA 也能解决大部分的表达问题，蛋白表达一般是在 mRNA 表达差异不明显的情况下再使

用的； 

 

3、芯片是高大上的，但单基因变化，完全用不上基因芯片，而且在做基因芯片之前，也需

要在有表达差异的细胞或者组织间进行； 

 

4、二代测序是更高大上的技术，深度测序可以了解低频的突变，转录本的测序可以了解细

胞组织的整体的表达情况，要是你只是检测单基因完全没必要搞得那么复杂； 

 

5、当实验室的师兄，特别是表面上很有科研能力的师兄怂恿你用新技术的时候，请千万要

三思而行，自己思考一下才会省去很多不必要的麻烦； 

 

6、记得给老板省点钱，不然小伙伴们不好交差，倘诺自己是老板的小伙伴，自己的经费更
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要省着花才对。 

 

Real-Time PCR：从原理到步骤详解、再到

终极数据分析 

作者：猫大 

小伙伴们，今天我们来解析一下 Real-Time PCR，从原理到步骤详解再到数据分析，一个都

不能少！ 

 

在正式开讲之前呢，猫大必须要安利一个网址： http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/ 。

对，这就是著名的哈佛引物库！ 
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目前 PrimerBank 收录了超过 306,800 对 Real-Time PCR 引物，涵盖了大部分人类和小鼠基

因。小伙伴们可以用 GenBank Accession，NCBI protein Accession，NCBI Gene ID，Gene Symbol，

PrimerBank ID 或者关键词去库里搜索引物。而且还整合了 blast 功能，可以拿目的基因序列

去 primerbank 的数据库里进行 blast。据说其中收录的 26,855 对小鼠引物经过 Real Time 

PCR 验证后，其中 22,187 对引物是可用的，成功率有 82.6%！！！但是猫大建议小伙伴们，

在库里搜索到引物之后呢，别忘了用 oligo 6 评价一下引物，多练习一下 oligo 6 的使用也

是很好的嘛。 

 

好，下面开讲 Real-Time PCR，我们就从 Real-Time PCR 的发展史说起，包括 Real-Time PCR 

的原理，实验设计，实际操作，数据分析，常见问题解答五个方面，手把手教你从各个方面

了解 Real-Time PCR 。由于内容比较多，这五个部分会分成 3 讲。首先是 Real-Time PCR 的

原理，实验设计和实际操作。 

 

Real-Time PCR 发展史 

 

Real-Time PCR 的技术的发展是伴随着 Real-Time PCR 仪的研制。1995 年，美国 ABI 公司

（已经并入 Invitrogen 公司）成功研制了 Taqman 技术，并推出了首台荧光定量 PCR 检测

系统 7700，通过检测每个循环的荧光强度对 PCR 进程进行实时检测。由于在 PCR 扩增的

指数时期，模板的 Ct 值和该模板的起始拷贝数存在线性关系，所以以 Ct 值可进行表达定

量。由于 Real-Time PCR 能克服常规 PCR 的缺点，并且具有操作简便，灵敏度高，重复性

好等优点，因此发展非常迅速，从而荧光定量 PCR 获得广泛应用。 

 



 

 

515 

 

 

 

Real-Time PCR 实验原理 

 

实时 PCR 就是在 PCR 扩增过程中，荧光信号被收集，转化为成为扩增和熔解曲线，以实现

对 PCR 进程进行实时检测。具体数据就是基线，荧光阈值和 Ct 值。  

 

Ct 值就是荧光值达到阈值时候的 PCR 循环次数。Ct 值跟初始模板的量成反比。 第 3-15 

个循环的荧光值就是基线（baseline），是由于测量的偶然误差引起的。阈值（threshold）一

般是基线的标准偏差的 10 倍。 

 

实验设计 
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对于 Real-Time PCR 而言，首先就是实验材料的处理和准备；然后是引物设计；最后是实验

和数据分析（这一部分单独说明）。 

 

1. 实验材料的处理和准备 

 

在第一讲 RNA 抽提中已经讲过一些，还需要注意的是， 以最基本的基因表达差异分析为

例，实验材料分为对照组（CON）和处理组（TRT）。组内要有复孔，要有生物重复，这样可

以统计分析此处理是否有统计学意义。 

 

2. 引物设计 

 

一般 Real-Time PCR 引物的设计遵循下面一些原则： 

 

扩增产物长度在 80-150bp。 

引物应用核酸系列保守区内设计并具有特异性。 

产物不能形成二级结构。 

产物长度一般在 15-30 碱基之间。 

G+C 含量在 40%-60%之间。 

碱基要随机分布。 

引物自身不能有连续 4 个碱基的互补。 
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引物之间不能有连续 4 个碱基的互补。 

引物 5’端可以修饰。 

引物 3’端不可修饰。 

引物 3’端要避开密码子的第 3 位. 

 

Taqman 探针的设计稍有不同，遵循以下原则： 

 

尽量靠在上游引物； 

长度 30-45bp，Tm 比引物高至少 5℃； 

5’端不要是 G，G 会有淬灭作用，影响定 

 

操作过程 

 

1. RNA 提取和反转录：操作过程及注意事项见第一讲。 

 

2. Mix 配制：一般 Real-Time PCR MasterMix 都是 2×的浓缩液，只需要加入模板和引物就可

以。由于 Real-Time qPCR 灵敏度高，所以每个样品至少要做 3 个平行孔，以防在后面的数

据分析中，由于 Ct 相差较多或者 SD 太大，无法进行统计分析。根据所用 MasterMix、模

板和引物的不同进行优化，达到一个最佳反应体系。在反应体系配置过程中，有下面几点需

要注意： 
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MasterMix 不要反复冻融，如果经常使用，最好溶解后放在 4 度。 

更多的配制 Mix 进行，减少加样误差。最好能在冰上操作。 

每管或每孔都要换新枪头！不要连续用同一个枪头加样！ 

所有成分加完后，离心去除气泡。 

每个样品至少 3 个平行孔。 

 

参比或者校正染料（reference dye，passive dye）常用的是 ROX。参比染料的作用是标准化

荧光定量反应中的非 PCR 震荡，校正加样误差或者是孔与孔之间的误差，提供一个稳定的

基线。现在很多公司已经把 ROX 配制在 MasterMix 或者 Premixture 里。如果反应曲线良

好或已经优化好反应体系，也可以不加 ROX 染料校正。 

 

通常来讲，Real-Time qPCR 的反应程序不需要像常规的 PCR 那样，要变性、退火、延伸 3 

步。由于其产物长度在 80-150bp 之间，所以只需要变性和退火就可以了。SYBR Green 等染

料法，最好在 PCR 扩增程序结束后，加一个溶解程序，来形成溶解曲线，判断 PCR 产物的

特异性扩增。而溶解程序，仪器都有默认设置，或稍有不同，但都是在产物进行溶解时候，

进行荧光信号的收集。 

 

好啦！样品上机，qPCR 仪已经在努力奔跑了，数据出来后我们进入 Real-Time PCR 的数据分

析阶段！ 

 

 

相对于只能半定量的常规 PCR 而言，qPCR 的优点是既可以用于判断序列的有 
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无，即定性，也可以用于确定 DNA 拷贝数，即定量。而且 qPCR 的结果无需通过电泳，而是

通过计算荧光值来评估。由此可见，数据分析在 qPCR 这项实验中的份量。 

 

qPCR 的数据分析可以分成相对定量和绝对定量两种。比如处理组细胞与对照组细胞相比，

X 基因的 mRNA 改变了多少倍，这就是相对定量；在一定数目的细胞中，X 基因的 mRNA 

有多少个拷贝，这就是绝对定量。通常我们在实验室用得最多的就是相对定量的方法，本讲

将详细解析相对定量的数据处理。 

 

相对定量的分析结果是在相当量的实验组和对照组中一个靶基因的相对比率（倍数差异）。

这种分析方法是通过等量样本间比较得到结果，需要进行归一化处理以确保相比较的两组样

本具有可比性。通常我们会选择使用在各个样品中表达保持不变的基因作为参照基因（内参），

用内参的表达水平来进行归一化处理。 

相对定量 qPCR 

何时选用相对定量 qPCR？ 

 

如果对 RNA 模板的数量不能精确定量，或者只需要知道目的基因的表达差异时，可以使用

相对定量法。 

 

常用的相对定量数据分析方法有：双标曲线法、ΔCt 法、2-ΔΔCt 法(Livak 法 )、用参照基因

的 ΔCt 法和 Pfaffl 法。 

 

双标曲线法：每次实验都分别用标准品做内参基因和目的基因的标准曲线， 并同时扩增各

待测样本中的目的基因和内参基因。然后使用标准曲线来计算待测样本中的目的基因和内参

基因的表达量。最后使用如下公式得出目的基因表达差异。 
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双标曲线法不受扩增效率差异的干扰。但是对每一个基因，每一轮实验都必需做标准曲线，

而且必需有固定的标准品做标准曲线。 

 

ΔCt 法：不用内参基因作为标准， 实验设计简单，数据分析处理简单。 需要准确量化初始

材料（如细胞数目或核酸微克数），扩增效率为 100%。计算公式如下： 

2
‐ΔCt

=2
‐（实验组 Ct‐对照组 Ct） 

 

2
‐ΔΔCt

法：这是最常用的进行相对基因表达分析的方法，得到的结果是实验组中目的基因相

对于对照组中目的基因表达的差异倍数。要求目的基因和内参基因的扩增效率都接近 100%，

且相对偏差不超过 5%。计算公式如下： 

 

首先用内参基因的 Ct 值对实验组(test)和对照组 (con)的靶基因 Ct 值进行归一化： 

ΔCt test=实验组目的基因 Ct 值-实验组内参基因 Ct 值 

ΔCt con=实验组目的基因 Ct 值-实验组内参基因 Ct 值 

 

随后用对照组的 Ct 值归一实验组的 ΔCt： 
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ΔΔCt=ΔCt test-ΔCt con 

 

最后计算表达水平的差异倍数： 

Change Fold=2
‐ΔΔCt

 

 

 

用参照基因的ΔCt 法：这个方法的使用前提与 2
‐ΔΔCt

法相同。计算方法如下： 

对照组表达=2(对照组内参 Ct-对照组目的基因 Ct) 

实验组表达=2(实验组内参 Ct-实验组目的基因 Ct) 

 

这种方法得到的对照组表达水平不是 1.0，但如果将得到的两个表达值都除以对照组表达值，

则得到： 

对照组 Ratio=1 

实验组 Ratio 

=2
(实验组内参 Ct‐实验组目的基因 Ct)

/ 2
(对照组内参 Ct‐对照组目的基因 Ct) 

=2
‐[(实验组目的基因 Ct‐实验组内参基因 Ct)‐ (对照组目的基因 Ct‐对照组内参基因 Ct)] 

=2
‐(ΔCt test‐ΔCt con) 
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=2
‐ΔΔCt 

 

得到的比值与 2
‐ΔΔCt

法是相同的，因此用参照基因的 ΔCt 法是 2
‐ΔΔCt

的一种变化形式。 

 

Pfaffl 法:当目的基因扩增效率(E target)和内参基因扩增效率(E ref)不同，但每个基因在实

验组和对照组扩增效率相同时，可以按下列计算公式确定表达差异。 

 

首先，与 2
‐ΔΔCt

法的计算过程一样，先进行归一化校准： 

ΔCt target=对照组目的基因 Ct-实验组目的基因 Ct 

ΔCt ref=对照组内参基因 Ct-实验组内参基因 Ct 

 

随后计算表达水平的差异倍数： 

 

Change Fold= (E target)ΔCt target/(E ref)ΔCt ref 

 

如果 E target= E ref=2，那么 Pfaffl 法就可以简化为： 

Change Fold 

=2ΔCt target/2ΔCt ref 
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=2ΔCt target-ΔCt ref 

=2(对照组目的基因 Ct-实验组目的基因 Ct)-(对照组内参基因 Ct-实验组内参基因 Ct) 

=2-[(实验组目的基因 Ct-实验组内参基因 Ct)- (对照组目的基因 Ct-对照组内参基因 Ct)] 

=2-(ΔCt test-ΔCt con) 

=2-ΔΔCt 

 

因此，事实上，2
‐ΔΔCt

法是 Pfaffl 法的简单特例。 

 

那么，这些方法我们都必须一一掌握吗？ NO！只需要掌握最实用的双标曲线法和 2
‐ΔΔCt

法

就足够应付所有情况了。 

RNA 反转录又失败了？填坑还得看这六大

要素！ 

作者：子非鱼 

老话说的好，万事开头难。而这话在 RT-PCR 中则体现的淋漓尽致，其开头的第一步——将

RNA 反转为 cDNA，表面上看似简单，实际上则暗潮汹涌，指不定就在哪里挖个坑，就会让

斗志高昂的实验汪们摔的鼻青脸肿，而且还不知道是咋掉坑的。 

  

显然，RNA 的反转录成功，不是想有就能有。大家之所以屡败屡战、屡战屡败，就是因为忽



 

 

524 

 

略了以下这 6 个必备要素，不然此坑早就被填平，又何至于整日里看着悲催的实验结果唉声

叹气呢？ 

  

RT Primer 的最佳选择 

  

通常 RT primer 可分为三类：oligo dT，随机引物以及基因特异性引物。Oligo dT 引物之所以

应用范围更加广泛，是因为可由此获得 mRNA 的全长拷贝。 

  

然而如果 mRNA 长度过长>4kb，或者没有 polyA 尾（原核 mRNA 或 rRNA），就需要考虑使用

随机引物进行 RNA 的反转录。随机引物虽能确保长基因的 5’末端的转录，但并不能获得整

个基因全长的 cDNAs，且对 RNA 样品质量要求比较高，此时可用 6-8 个核酸聚合体来提高

cDNAs 的合成量。 

  

而对于真核生物的 qPCR，长随机引物和Oligo-dT 引物的混合物似乎能给出一个漂亮的结果。

针对此类优化混合引物，已有两家公司的试剂盒或可助大家一臂之力：Qiagen QuantiTect Rev. 

Transcription Kit 和 BioRad iScript Kit。 

  

第三个选择就是基因特异性引物，仅扩增需要的 cDNA，适用于目的序列已知的情况。通常

在一步 RT-PCR 法中可使用此类引物，因为该引物也可用作为 PCR 中的反向引物。 

  

RNA 的二级结构 
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若要获取全长 RNA 的反转录，那么 RNA 二级结构的问题就不可忽略，因为反转录酶在遇到

此类结构后会终止反应或从模板上脱落下来。 

  

也许你很难判断 RNA 是否具有二级结构，但如果基因中 GC 含量较高，通常意味着 RNA 很

难被变性且不可能是单链，此时就需要在 65℃ 5min 对其进行充分变性，以避免其对实验结

果的影响。 

  

另外，还有一种方法可解决此问题，即使用一种最适温度高于正常标准（37℃-42℃）的逆转

录酶。比如来自 Life Technologies 的 Themoscript 酶就常用于具有复杂结构 RNA 的逆转录。

当然也存在一些即使在常规逆转录温度（37℃-42℃）的条件下，也能跨过 RNA 二级结构的

高效率逆转录酶，即使是针对富集 GC 序列的 RNA 也能得到很好的结果，如 Qiagen 公司的

逆转录酶 Omniscript 和 Sensiscript，以及 Takara Bio 公司的 PrimeScirpt RT enzyme。 

  

去除 gDNA 

  

RNA 中存在的基因组 DNA（gDNA）污染可能是最终 PCR 反应中假阳性结果出现的原因，目

前已存在很多方法去除 gDNA，比如通过 DNAase 对提取的 RNA 进行预处理。 

  

以上方法无可避免会造成 RNA 的蛋白污染，因而这里介绍一种可绕开酶处理的方法，即针

对 RNA 设计一种包含内含子或内含子-外显子边界的引物，如此 DNA 就不会产生扩增抑或即

便扩增了其条带大小也与 cDNA 不同。 

  

但值得注意的是，使用该方法时基因中要没有假基因存在，假基因（pseudogene）是插入到

基因组中剪切 mRNA 的 DNA 拷贝，否则也会产生假阳性结果。 
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而对于没有内含子的原核 RNA，gDNA 的去除则更是基因表达准确测量的一个至关重要的因

素。使用 DNAase 处理 RNA 是唯一的方法，Quantitect Rev.Transcription Kit 中所包含的 gDNA

清除缓冲液就可在无需加热或 EDTA 失活的条件下降解 DNA。此外，具有 gDNA Eraser（Takara 

Bio）的 PrimeScript RT 试剂盒也可去除 gDNA，且能在不到 20 分钟之内快速完成 RNA 的 cDNA

合成。 

  

检测 RNA 分子的完整性 

  

毫无疑问，RNA 质量对 cDNA 合成结果会产生重要的影响，而不同批次间 RNA 质量差异也导

致 RT-PCR 产生不同的结果。所以在进行 RT-PCR 前，应该检查 RNA 条带的质量，可通过琼脂

糖凝胶电泳进行检测。通常完整的真核 RNA 应包括 28S 和 18S RNA 条带，且较大的条带的

强度应是较小条带的两倍左右，另外两个条带强度大致相同也是可以的。 

  

而另一种准确测量 RNA 质量的方法是使用 Agilent BioAnalzyer 仪器，它可将 RNA 分子可视化

并能在分析 RNA 完整数值（RNA Integrity Number，RIN）后给出一个质量的量化标准。RIN 为

8-10，则表示 RNA 质量非常好；当 RIN 值低于 7，则说明 RNA 可能有降解，可能会导致一些

罕见信息的丢失等问题。 

  

RNA 定量 

  

除了掌握 RNA 的完整性之外，准确评估产量也很重要。产量的准确性会受到以下因素的影

响：测量仪器的准确性、DNA 的污染、盐的污染以及降解程度。而为了准确测量产量，小编

我更喜欢使用 Nanodrop 进行 UV 定量。 
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该仪器不需要稀释样品，并且具有非常宽的测量 RNA 的范围。以小编的经验，它可以准确

读取到 10ng / ul。而传统的紫外分光光度法应避免使用大容量的比色皿，因为这需要耗费大

量的样品。此法的缺点是也可在样品中测量基因组 DNA，如果从 RNA 提取过程残留盐或酚，

则会增加吸光度，使得 RNA 的 OD 值变得更高。 

  

而解决此问题一个方法是使用荧光染料，Ribogreen 是一种 RNA 特异性染料，可通过荧光来

测量 RNA 产量。现在，Nanodrop 已经具备检测 Ribogreen 所发出荧光的功能。 

  

两步法或一步法 RT-PCR 

  

RT-PCR 也分两种类型：一步法（One-step PCR）和两步法（Two-steps PCR），具体操作见下图。

前者，RT 反应和 PCR 扩增是在同一个反应管中进行的；而后者，RT 反应与 PCR 扩增反应单

独进行。 
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尽管这两种方法都能得到最终的结果，但是每种方法都有优缺点。选择哪种方法取决于各种

因素。如下总结它们的优缺点。 

  

一步 RT-PCR 消除了样品转移步骤，不仅消除了控制物污染的潜在来源，而且需要较少的准

备和操作时间。又因一步 RT-PCR 中所使用的引物是基因特异性的，灵敏度高，常用于分析

低表达水平基因。而其不足在于同一样本中只有有限数量的目的基因被扩增，且需要在转录

和扩增间寻找一个平衡。 

  

所以当时间对实验很重要时，一般采用一步法，如检测 RNA 病毒，也适用于高通量分析。

由于该法的检测结果准确率高，因而在需要测量表达水平上的细微差异时，也可采用此方法。 

  

而两步 RT-PCR 可将大批量的 RNA 转化为 cDNA，然后储存 cDNA 用于后续实验，可检测大量

基因；在分别优化 RT 和 PCR 步骤后，可更好地控制实验过程；又因只有少量的转录本被用

于 PCR，则任何可能从 RNA 分离到 RT 反应的抑制剂（如乙醇、酚及胍盐等）都被稀释了。 
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但是两步 RT-PCR 更耗费时间，且带来污染的可能性更高；RT 过程应以相同效率反转录 RNA，

否则会影响 qPCR 的启动效率，进而带来不同的实验结果，因此对于每个 RT 反应应使用相

同的条件。 

  

如果你需要对同一样本的多个目标进行分析时，可选择两步 RT-PCR。另外，当 RNA 的存储

是个问题时,最好是进行两步 RT-PCR，因为 cDNA 在-20℃是稳定的。 

  

参考文献： 

1.Six Important Factors for Successful Reverse Transcription 

2.How to Choose the Correct Reverse Transcription Method 

读图 | qPCR 那些奇奇怪怪的曲线都代表啥？ 

作者：子非鱼 

在 qPCR 中会与各式各样的曲线打交道，每种曲线都有其不同的意义，甚至能够通过看曲线

来发现实验中的一些问题。 

 

我们知道 PCR 的本质其实就是一变二、二变四、四变十六······产物呈指数增长的数字游戏。 
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PCR 原理 

 

因此，在引物、模板、缓冲液、酶等都充足的理想状态下，荧光定量 PCR 的扩增曲线应该是

这样的： 
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理想状态下的扩增曲线 

 

然而，理想很疯狂，现实却很“性感”，看下面的“S 型”曲线就知道，相对于理想状态下的扩

增曲线，在 dNTP 和酶都有限的情况下，扩增曲线如下图所示，有一个平台期，酶逐渐失活，

dNTP 消耗殆尽，产物增加量逐渐减少；直至没有任何产物生成，数目保持恒定。 

 

实际情况的扩增曲线 

 

熔解曲线(Dissociation curve)，就是随温度升高 DNA 的双螺旋结构降解程度的曲线。扩增反

应完成后，通过逐渐增加温度同时监测每一步的荧光信号来产生熔解曲线。熔解温度上有一

特征峰（Tm，DNA 双链解链 50％的温度），用这个特征峰就可以将特异产物与其它产物如引

物二聚体区分开，因为它们在不同的温度熔解度不一样。用荧光信号改变的负的一次导数

（dR/dT）与温度作图，得出熔解曲线。 
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dR/dT 越大，表明荧光值变化最快。随着温度上升，达到 Tm 点时，大部分产物双链 DNA 解

开，荧光值下降非常快。如果 qPCR 产物非常特异，熔解曲线在 80-90 之间会形成一个单峰

(温度和 qPCR 产物长度以及 GC 含量相关)。 

 

正常情况下，荧光定量 PCR 的产物是特异的，这时的熔解曲线应该是这样的： 

 

正常情况下的熔解曲线 

 

当然，也会有不正常的时候，熔解曲线前置杂峰，在主峰前有一个前锋，敢在主峰面前“撒

野”的是比目的片段短些的非特异性片段，在温度低一些的时候就能解开双链，也可能是引

物二聚体。 
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熔解曲线前置杂峰 

 

不正常的情况下，还可能出现熔解曲线后置杂峰，躲在主峰后面的是比目的片段长些的非特

异性片段，在温度高一些的时候才能解开双链。 
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熔解曲线后置杂峰 

 

再来欣赏一下那些形状特异的扩增曲线： 

 

没有对数增长期，可能是模板浓度高，这样所看见的扩增曲线，就不是在一个对数期。 
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没有对数增长期的扩增曲线 

 

无 CT 值，可能原因及对策： 

 

检测荧光信号的步骤有误：一般 SG 法采用 72℃ 延伸时采集，Taqman 法则一般在退火结

束时或延伸结束采集信号。 

 

引物或探针降解：可通过 PAGE 电泳检测其完整性。 

 

模板量不足：对未知浓度的样品应从系列稀释样本的最高浓度做起。 

 

模板降解：避免样品制备中杂质的引入及反复冻融的情况。 
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无 CT 值的扩增曲线 

 

Ct 值出现过晚（Ct >38），可能原因及对策： 

 

扩增效率低：反应条件不够优化。设计更好的引物或探针，改用三步法进行反应。适当降低

退火温度，增加镁离子浓度等。 

 

PCR 各种反应成分的降解或加样量的不足。 
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PCR 产物太长： 一般采用 80-150 bp 的产物长度。 

 

Ct 值出现过晚的扩增曲线 

经验 | qPCR 那些奇奇怪怪的曲线都代表啥 

(二) 

作者：子非鱼 

那些奇奇怪怪的曲线，除了之前跟大家介绍过的，扩增曲线中还有更多的“奇葩”，只要你稍

不小心，就会遇上他们呢，下面给大家介绍一下，好好辨识，下次见到他们就可以迅速绕路

走。 
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直线型的扩增曲线 

 

扩增曲线呈直线型，这是肿么了？ 

Tips： 

1、因为反复冻融或者在光线下暴露太久导致探针部分降解； 

2、也可能反应液中有 PCR 抑制物。 

某一孔“鹤立鸡群”，荧光信号特别强 
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明明同一批样品，为什么就一孔搞特殊，荧光信号特别强？ 

Tips： 

1、试剂配制时太着急啦，反应液还没完全融化又或者没混匀反应液，导致探针量在某一管

特别多； 

2、或者 PCR 仪热槽被荧光物质污染，所以实验前最好用酒精清洁一下热槽。 

突然“棱角分明”，扩增曲线有尖峰 
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为什么不是漂亮的 S 形?居然有向上或者向下的尖峰。 

Tips： 

1、可能是在尖峰形成那个循环时仪器突然“偷懒”停了，又或者不小心开了盖，使光线突然

增强； 

2、电压不稳定； 

3、如果是尖峰向下，可能是卤素灯老化所致，不要省钱，赶紧换！ 

有些样本“拖后腿”——扩增曲线效率过低 
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为什么扩增曲线效率过低？ 

Tips： 

1、反应液取量不准确或者没混匀反应液； 

2、提取 RNA 时残留的试剂可能抑制了 PCR 反应。 

 

空白对照，阴性对照出来“调皮” 
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空白对照，阴性对照是不被希望出现在我们眼前的，然而他们却翘尾了。 

Tips： 

1、模板被污染； 

2、配液过程有污染 

 

基线下滑 
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扩增曲线有一个下滑阶段？ 

Tips：这个简单，基线范围选取不对，将基线范围更改就好。 

扩增曲线断裂 
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还真是什么情况都有，看到这扩增曲线断裂，就像看到电视连续剧最精彩的部分戛然而止时

那般无奈和好奇吧！ 

Tips：基线选取范围不对，通常由于模板 DNA 浓度范围过高所致，将基线范围更改。 

 

山坡型形曲线 
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Tips:反应管封口不严，反应液蒸发了！ 

荧光定量 PCR 的私家秘方 

作者：happy 

荧光定量 PCR 技术已经很普遍，但对于首次接触它的人来说，总会遇到一些这样那样大大小

小的问题，这些荧光定量 PCR 实验中（染料法）的一些小技巧，相信你能用得上，助在 PCR

的路上一帆风顺，少走弯路。 

  

模板制作,小便宜别去占 
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所谓的目标模板也就是我们常说的阳性对照，你可去购买现成的，当然实验经费不充足一般

都要我们自己制备。在这里提醒广大宝宝们不要为了省那点钱而去买便宜的载体，最好购买

师兄师姐或者有类似经验的人推荐的载体。 

 

测定模板浓度时最好选用微量核酸测定仪，每次仅需要 1-2ul 的样品，既不会污染你的样品

也不用像紫外分光光度计那样需要稀释，简单、精确、灵敏。实验中对模板进行稀释时，尽

管每次使用的量很少，推荐一次性吸取 10 ul 倍比稀释，因为量越多误差也就越小。 

 

引物印证这一步，别小觑 

 

当拿到公司合成好的引物时，先通过普通的 PCR 来初步印证一下，扩增条带是否单一，条

带大小是否的在预计的范围。若不符合这些，直接不用进行荧光定量 PCR，重新设计引物。

若符合条件，接下来就进行荧光定量 PCR 实验，观察扩增取曲线，以及熔解曲线是否单一。

满足条件后可开始正式的荧光定量 PCR 实验，一般每稀释一个梯度，CT 值差 3 左右。 

 

我为什么选用 96 孔板？ 

 

进行荧光定量 PCR 体系的配制时最好在冰上进行，操作环境不用非得在超净台中进行，环境

安静整洁都可以。因为每一个梯度要做三个重复，因此先在 1ml 的无菌离心管中配制好后再

分装入 96 孔板中。 

 

实验中我使用过荧光定量八联管和 96 孔板，个人推荐 96 孔板。因为八联管你需要盖上盖

子，而且盖子比较的难按下去，稍不慎就把八联管弄断或者液体撒出来。有的时候一下忘记
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了是从哪边开始的。96 孔板比较方便，加完样品后只需附上一层膜，用它自带的板子抚平

即可。上机器前最好离心一下，让贴在管壁上的液体流下来同时也消掉气泡。 

 

程序设置，听说明书，还是机器设定？ 

 

实验开始前，我也看了很多文献啊各种机器的介绍啊，大部分是要求按照机器自带的程序或

已经设定好的程序进行就可以了。但我比较了我的荧光染料说明书的要求的程序与机器设定

好的程序，相差太大。说明书中说预变性温度不要超过 30s，会影响染料的活性，可是机器

设定的是预变性 5min，这个时候你一定要按照说明书的来哦。 

3.3 其他 PCR 

PCR 十大常用网站，必收藏之！ 

作者：子非鱼 

PCR 作为老生常谈的一种实验技术，对实验新手而言却仍是一个不小的挑战，比如引物的设

计、预测脱靶效率、PCR 中的疑难杂症等等，其中任何一个问题都会让他们头疼一阵了。而

本文推荐的十个常用网站基本囊括了 PCR 全方位攻略，你想知道的都可以在这里找到答案。 

  

1.Primer3  

网址：http://primer3.sourceforge.net/webif.php 
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Primer3 是一个非常简单却高效的引物设计在线软件。你只需在目标序列中粘贴 DNA 序列后

点击搜索即可。其中，可通过多种方式来对结果进行筛选，包括 PCR 产物的大小、引物大小、

Tm 范围和其他参数。同样，还可使用 Primer3 来设计用于 PCR-ELISA 的杂交探针和其他基于

探针的 PCR 引物设计。 

  

2.NCBI 

网址：https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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NCBI 网站的用途远不止于搜索文献和 BLAST。在 Primer Blast 中，可搜索到合适的引物对（该

功能类似于 Primer3）或者在输入特异性引物序列后，利用 Primer Blast 来检测其特异性，进

而减少非靶向扩增。在全基因组 DNA 中，如果你想扩增多基因家族中的一个基因，那么对

靶基因的引物进行 blast 会提高 PCR 反应的特异性。且该方法也可扩增质粒上的靶标，并降

低产生非特异性 PCR 产物的风险。 

  

3.Serial Cloner 

网址：http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html 

 

 

 

如果你需要定期进行 PCR 和克隆，那么这个软件绝对值得拥有，可下载适用 Mac 和 Windows

操作系统的免费软件。一旦你安装了程序并保存了你的 DNA 和引物序列，就可以运行虚拟

PCR，查看限制性位点，进行酶切测试（甚至可以添加你的分子量标记来了解你的琼脂糖凝

胶应该如何看待！），执行序列比对等等。Serial Cloner 还可用来制作能放在 PPT 甚至文章中

的克隆质粒图谱。 
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4. Integrated DNA technologies 

网址：https://sg.idtdna.com/country.aspx 

 

 

 

尽管这不是一个只针对 PCR 的网站，但是可以在其中找到很多非常有用的工具来帮你操作

PCR 反应和实时 PCR 实验。比如，计算引物和扩增子的一般性质或者依据具体需求来设计特

异性的寡核苷酸等。值得一提的是，该网站还会提供一些稀释底物方法，以解决实验中琐碎

的稀释计算方法。 

  

5.Gene Quantification Page 

网址：http://gene-quantification.info/ 
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这个网站是由创建 qPCR 相对定量 Pfaffl 法的 Michael P.Pfaffl 编辑的，对于 qPCR 实验新人来

说，可能是一个很好的资源。在这里，可以找到有关 qPCR 的所有知识，包括 qPCR 新的应

用方法、定量算法、循环参数、试剂盒、染料等等。除此之外，许多商业和学术机构都在 qPCR

平台上对他们的产品以及实验方法做了非常详细的概述。 

  

6.Saccharomyces genome database 

网址：http://www.yeastgenome.org/ 

 

 

 

该网站对酵母的相关研究方法进行了优化，在 Analyze 这一栏中，点击 Design Primers 即可

针对酵母基因设计 PCR 引物。同样点击该栏目下的 Restriction Mapper 可简单快速地分析酵

母基因组的酶切位点，为后续构建基因表达载体打下基础。另外，Webcutter 也是一个常用

于分析基因酶切位点的在线软件。 

  

7.Rest 2009 Real-Time Quantification software  

网址：http://rest.gene-quantification.info/ 
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该软件是由 Michael P.Pfaffl 和 Qiagen 共同研发的，是实时 PCR（Realtime PCR）原始数据量

化 的 重 要 资 源 。 要 访 问 该 软 件 ， 首 先 需 要 在 Qiagen 网 站 上

（https://www.qiagen.com/cn/loginscreen.aspx?ReturnUrl=%2fcn%2ffeedbackform%2fsurveyfor

m%2frest%2f%3fakamai-feo%3doff）创建一个登陆名并选择使用的 PCR 仪器，该软件会应用

数学模型，来预测靶基因和内参基因的 PCR 效率。 

  

8.LinRegPCR 

网 址 ： 

http://www.hartfaalcentrum.nl/index.php?main=files&fileName=LinRegPCR.zip&description=Lin

RegPCR:%20qPCR%20data%20analysis&sub=LinRegPCR 
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在从荷兰的学术医疗中心（AMC）免费下载适用于 Windows 操作系统的版本后，可从扩增

曲线的斜率来估算 PCR 效率。该软件这适用于使用 SYBR 标记或其他荧光探针的 qPCR 反应，

并且能与所有 qPCR 仪器的数据兼容。对 PCR 效率进行可靠的估算可避免多次优化标准曲线，

节省 qPCR 实验操作的大量时间。 

  

9.ResearchGate 

网址：https://www.researchgate.net/ 

 



 

 

555 

 

 

 

该网站有些像研究者们专属的 Facebook，方便研究者联系和跟踪同事，上传发表论文同时也

可积极参与研究相关主题的讨论。在该网站注册登录后，查看 PCR 板块就可以询问到与 PCR

相关的任何问题，最重要的是此网站中对问题的答复都非常迅速，即便你是个完完全全的

PCR 新手，也能从中获取很多有关 PCR 操作的建议和讨论。 

  

10.Protocol Online 

网址：http://www.protocol-online.org/ 
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这个网址类似于 Research gate 的 Q&A 部分，尽管该网站界面看起来有些简单粗糙，但确是

一个 protocol 集中营，可帮助实验菜鸟解决疑难杂症。其中很多内容均是基于用户体验的，

且囊括了很多有关实验方面的问题及答案，因而解决问题时应择善从之，符合或最接近自身

实验条件的才是最好的实验 protocol。 

  

参考文章：Top Ten websites to help you with your PCR experiments 

实验技术八卦课堂：PCR 技术的历史和精

髓 
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作者：猫大 

那些也许你不知道的 PCR 诞生史： 

 

  早在 1971年，Kjell Kleppe等就在名为 “Studies on polynucleotides. XCVI. Repair replications 

of short synthetic DNA's as catalyzed by DNA polymerases"的研究论文里描述过一个由聚合酶合

成双链 DNA 的过程。作者提出了一些推测，比如，DNA 双链可以变性成单链，引物结合到

模板上的过程需要克服单链 DNA 模板形成的二级结构，随后 DNA 聚合酶完成反应，而当模

板双链复性，这个过程可以重新启动。只可惜这些推测缺乏足够的实验证据。 

 

  17 年后，Kary Mullis 和 Fred Faloona 实验验证了 PCR 的基本过程。因为 Kary Mullis 在

PCR 技术上的突出贡献，1993 年，他与 Michael Smith 共享了诺贝尔化学奖。 
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  但这时候的 PCR 酶不耐热，一轮反应后酶就不工作了，因此每一轮反应都必须重新添加

酶，非常麻烦。就这样，生物狗们一麻烦就麻烦了 5 年（向任劳任怨的生物狗致敬！）。终于

在 1988 年，Henry Erlich 等人从栖热菌中找到了耐热的 DNA 聚合酶，这一关键的改进使 PCR

过程进化成只需要加一次酶即可完成反应，而且热稳定性的酶使 PCR 反应的特异性和灵敏

度都大大提升，从而使长时间的反应成为可能。自此，我们所熟悉的 PCR 技术才算真正诞

生。 

 

  在 PCR 技术诞生的过程中还有个有趣的小插曲：在 Kary Mullis 的文章发表的两年前，

Norman Arnheim 等人已提出 PCR 技术在临床诊断上的广阔应用前景，比如鉴定地中海贫血

症患者的 β-globin 基因突变。我们的先辈真是敢做敢想更敢说的典范啊！！！永远都保持超前

的节奏！！！比如在 PCR 技术发明前，远在 1972 年，先驱型生物狗就已经很 HIGH 地在玩基

因克隆了。。。 
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PCR 技术的本质： 

 

  PCR 反应是以少量的 DNA 做模板进行扩增从而得到大量 DNA 的过程，其本质就是在体

外进行的 DNA 复制。清楚这一点，有助于我们理解进行 PCR 反应所需的一些必要元素。既

然 PCR 的过程就是 DNA 复制的过程，那么 DNA 复制所需要的元素就是 PCR 反应所需要的。 

 

DNA 复制需要哪些元素呢？ 

 

1) 需要脱氧核苷三磷酸： 

 

  进行 DNA 合成必须具备的 2 个关键底物之一，即 4 种脱氧核苷三磷酸——dGTP、dCTP、

dATP、dTTP。 

 

  通常商品化 PCR 酶会提供这 4 种脱氧核苷三磷酸的混合物 dNTP。 

 

2) 需要引物-模板接头： 
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  DNA 合成的第二个重要底物是一具有特定序列的双链 DNA，称为引物-模板接头，即指

导互补脱氧核苷酸添加的单链 DNA 模板和与模板互补但比模板短的一小段序列。 

 

  较长的 DNA 链有一个与引物退火的区域和一个毗邻的单链 DNA 区，此区作为 DNA 合

成的模板；较短的引物与较长的 DNA 链完全退火，且必须有与模板单链 DNA 区毗邻的游离

的 3’-OH，当新核苷酸加入时引物的 3’-OH 端得以延伸。一般而言，引物-模板接头的引物部

分才是 DNA 合成的底物，而模板仅仅提供选择哪种核苷酸进行添加的必要信息。 

 

  因此我们在设置 PCR 反应程序时第一步是高温变性（一般会设置成 95℃变性），就是为

了把双链的模板变性成单链，第二步是降低温度，是为了让引物能互补匹配到单链模板上。 

 

3) 需要 DNA 聚合酶： 

 

  DNA 聚合酶的三维结构类似于一只右手。手掌域是催化活性位点，可以催化任意 4 种脱

氧核苷三磷酸的添加，这一区域结合 2 个二价金属离子（通常是 Mg2+或 Zn2+）。其中一个

金属离子降低 3’-OH 对其氢的亲和力，这会产生一个准备对引入 dNTP 上的 α-磷酸进行亲核

攻击的 3’O-。第二个金属离子与 dNTP 的 β-和 γ-磷酸负电荷协同作用，稳定由引物和引入核

苷酸连接在一起时所产生的焦磷酸。 
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  所以我们在 PCR 时，反应体系里加入适量的 Mg2+是十分重要的，添加的量少导致 PCR

酶无法发挥最大活性，添加太多则降低酶反应的特异性。 

 

  DNA 聚合酶是一种延伸酶，其催化是快速的。DNA 合成的速度主要取决于 DNA 聚合酶

的延伸能力。在实际应用中，一般的 Taq酶的延伸速度大致是扩增产物在2kb以内是1kb/min。

扩增产物超过 2kb的部分可以以 500bp/min来计算。比如扩增 2kb，延伸时间就设置成 2min，

而扩增 3kb，就可以把延伸时间设置成 4min。也有延伸能力更强的酶，那么延伸时间就按产

品说明书描述的来设置。 

 

OK！我们以 Takara Ex Taq 这款酶为例来看一下 PCR 的实地操作： 

 

 

  Look！在这个反应体系里，DNA 复制的三大要素都有了，酶、引物-模板、dNTP 一个都
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不少。10×Buffer 给酶提供一个合适的离子环境，而且这个 buffer 里是含有 Mg2+的。最

后用水把各组分稀释到适当的终浓度。 

 

  需要注意的是，这个表格里注明了模板＜500ng。在 PCR 的时候，常常会出现模板加太

多而导致反应抑制出不了条带。控制模板的量也决定着 PCR 成功与否。 

 

  PCR 反应条件的设置，猫大给大家一个三步法的万能模板，请看： 

 

Step1:   95℃         5min 

Step2:   95℃         30s 

Step3:   X ℃         40s 

Step4:   72℃         ymin 

Go to step 2, 30-35 cycles 

Step 5： 72℃      5-10min 

 

  Step1 是进行预变性，这一步是为了将双链 DNA 充分变性成单链，一般 95℃  2-5min

足够。有的酶说明书会对这一步的条件有具体要求，请注意阅读说明。 



 

 

563 

 

 

  Step2-3-4 即 PCR 反应的“变性-退火-延伸”循环。 

 

  其中 Step2 设置为 95℃   30s，30s 足以使各种靶 DNA 序列完全变性，可能的情况下可 

缩短该步骤时间，变性时间过长损害酶活性，过短靶序列变性不彻底，易造成扩增失败。 

 

  Step3 中的温度 X 是需要根据实验调整的。这个 X 设置为多少才合适呢？最简单的就是

设置成 55-60℃。有些特别难进行的 PCR 反应，还可以把温度降低，我曾经就遇到过把温度

降到 50℃才能出来条带。还有种选择方式是，如果你的引物是生工合成的，那生工的引物

单会给一个引物 Tm 值，X 就设置成 Tm 直接降 5℃就好了，当然 Tm 减完 5℃的值最好要在

50℃-60℃之间。 

 

  Step4 的延伸时间 Y 也是需要根据实验调整的，调整方法就按上文说的，根据酶的延伸

速度来。 

 

  然后是循环数的设置。循环数一般控制在 30-35 cycles。循环数太少，可能跑电泳就看不

到产物条带，循环数太多则 PCR 反应进入平台期比较不出各组的差别。 
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  最后一步 Step5，反应在 72℃维持 5-10 分钟．使引物延伸完全。长的产物相应的时间就

设置长一点，短的产物就设置短一点的时间。 

 

  怎么样？有没有一种把 PCR 从头到尾八光光后很爽的感觉？ 

 

  搞清楚每一个步骤代表的意义，就能很轻松的设置最佳实验条件了！！！PCR 不再难！！！ 

 

消灭 PCR 非特异性扩增的黄金方法 

作者：老谈 

PCR 技术作为实验室的入门级技术，却经常困扰各位实验大神们。虽然度过了初学者们少加

漏加 PCR 体系的阶段，但很多奋战在实验室一线的小伙伴正遭遇着 PCR 非特异性扩增的尴

尬事件。为了解决这个问题，有多少人曾经把退火温度从 50℃试到 70℃、重新合成过引物、

换过模板、换过全新的电泳缓冲液，或者还带着满腔的愤怒捏碎过电泳胶？今天老谈来教教

大家如何对非特异性扩增嗤之以鼻！ 

——by 老谈 
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  给各位小伙伴脑补一下非特异性扩增，即进行 PCR 所扩增出来的条带不是所要的，引物

与模板在非目的条带处有错配，导致延伸产物不是目的条带。例如引物二聚体，即引物在退

火过程中产生了 hairpin 结构或其他二级结构，或者引物在模板的某些位置非特异性地结合，

也同样会产生非特异性扩增。 

  

  我们都知道，PCR 产物都是通过引物延伸产生的。当引物产生了二聚体或者非特异性扩

增产物之后，引物本身就无法再延伸形成 PCR 产物了，这样的情况下，非特异性扩增产物越

是多，那目的产物就越是少。如果在 qPCR 过程中，就会在熔解曲线中形成双峰。 
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  小伙伴们遇到这样的问题，首先想到的可能是加入 DMSO 来阻止引物二聚体形成，或者

EDTA 来调节体系的离子浓度。但是具体问题具体分析，我们不能病急乱投医，这里老谈给

小伙伴们整理了解决方法，希望可以帮助大家快速、准确的搞定这个“小问题”。 

 

１、引物设计的过程中要用 Primer premier 5.0 来验证一下二聚体； 

 

2、 引物合成后，先做一次梯度 PCR，检测最合适的退火温度，一般高退火温度可以提高引

物对模板的特异性从而降低引物二聚体； 

 

3、 降低 Mg2+浓度，镁离子浓度高，会导致大量的非特异性扩增，但是没有镁离子的话，

也会导致 Taq 酶的失活； 

 

4、降低 dNTP 浓度，dNTP 也是非特异性扩增的一个罪魁祸首，降低它的浓度，也能有效降

低二聚体及其他非特异性扩增； 

 

5、降低引物浓度，一般的 PCR 引物都是过量的，降低了引物浓度自然也能降低引物之间形

成二级结构的可能性； 
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6、提高退火温度，这个道理很简单，引物的退火温度提高，引物间的二级结构形成可能性

就会降低； 

 

7、延长退火时间，这个也可以减弱引物间结合的可能性； 

 

8、DMSO 及甜菜碱，这些 PCR 促进剂，主要是用于 CG 含量高的模板上，降低 DNA 的二级

结构的产生，但根据经验，加入 DMSO 之后需要同时提高一点退火温度来补平（qPCR 不太

适用）； 

 

9、热启动法，通过 95℃的高温热启动，高温解链，使得引物间的二级结构破坏，以此降低

二聚体产生。 

3.4 PCR 疑难杂症 

技术 | 雾里看花，RT-PCR 出问题的十种

可能 

作者：毛博 
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RT-PCR 作为一种常用的分子生物学手段，正在科研和临床上得到越来越广泛的应用。但是，

和其他的分子生物学实验一样，其实 RT-PCR 的坑也挺多的。而且，最坑爹的是，导致 RT-PCR

出问题的原因可能很多很多。有时候，实验失败了，还不知道问题出在哪里。下面，毛博重

点分析一下 RT-PCR 出问题可能的林林总总的原因。 

 

无扩增产物 

 

可能原因 1：引物问题（包括：引物设计较差，引物合成较差，引物浓度太低）。 

 

解决方法：设计引物的时候，避免在引物 3'端含有互补序列；避免可以形成内部发卡结构的

序列；设计 Tm 类似的引物。针对引物合成的问题，用普通电泳法，看引物的设计和合成质

量，是否有目的条带出现。最佳引物浓度介于 0.1μM 到 0.5μM 之间。 

 

可能原因 2：探针问题。 

 

解决办法：就要用到我们前面提到的序列分析了。用 blast 对探针序列进行比对，设计符合

要求的探针。 

 

可能原因 3：模板问题（包括：模板质量不好，模板浓度太低）。 

 

解决方法：提高模板质量。如果怀疑模板被 DMSO 等抑制剂污染了，坚决采用乙醇沉淀；使

用 104copy 的靶序列，然后在 25 到 30 个循环中获得信号。 
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可能原因 4：不明物干扰。 

 

解决办法：做 RT-PCR 必须非常小心翼翼。对 RT-PCR 的任何实验样品或试剂，均应采用“三

无”离心管（即无菌无酶无热源）进行试剂的分装和使用。 

 

 

 

可能原因 5：扩增酶问题。 

 

解决办法：不要省钱。买好的扩增酶。分子生物学永远是一分价钱一分货。毛博推荐：选择
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hot start Taq 酶进行扩增，可提高灵敏度，增加产量，降低干扰因素 

 

非特异信号 

 

可能原因 1：引物问题（包括：引物二聚体太多）。 

 

解决方法：检查引物设计环节和合成环节，必要时重新设计和合成引物。 

 

可能原因 2：扩增酶问题。 

 

解决办法：选择 hot start Taq 酶进行扩增，可提高灵敏度，增加特异性。 
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可能原因 3：检测温度太低。 

 

解决办法：在更高的温度下检测荧光信号。这个时候，引物二聚体已经解链。 

 

灵敏度低 

 

可能原因 1：RNA 问题（包括：RNA 被损害和降解；初始模板 RNA 不充分）。 

 

解决方法：如果完全损害或者降解的话，更换 RNA；增加模板 RNA 的浓度；使用 10ng-1μg

的总 RNA。 
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可能原因 2：仪器故障。这个是最坑爹的。 

 

解决方法：检查扩增仪的温度；检查荧光仪器温度和信号。如果发现故障，就赶紧找厂家来

修吧。 

 

可能原因 3：PCR 扩增无效。 

 

解决方法：反转录的抑制剂很多很多，包括 SDS、EDTA、胍盐、甲酰胺、磷酸钠和亚精胺等

等。一定要注意，不要被这些抑制剂污染了。 

 

大家也看到了，RT-PCR 的坑其实不多。但是，一旦掉坑里，你都不知道为什么。因为可能的

原因太多了。毛博最后想说的是，一旦出问题了，不要着急，就一个一个排除吧。这种时候，

排除法是最管用的。 

PCR&qPCR 常见 33 问，哪里不会点哪里

（含实例教程下载） 

作者：子非鱼 

做过 PCR 的童鞋们都知道要想完全 hold 该实验、成为真正的 PCR 达人，并非易事。就 qPCR

而言，似乎其中的每一环节都可以让整个实验挂掉，也因此成为了资深科研狗们心中的痛。

有时，各种假阳性、非特异性带等问题就是挥之不去、不请自来，这个时候该如何是好呢？

实践出真知，小鱼就将各位前辈用经验换来的真理分享给大家。 
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普通 PCR 常见问题 

  

Q1：PCR 产物出现假阳性（即空白对照出现目的扩增产物） 

 

Answer： 

1.引物设计不合适：扩增序列与非目的扩增序列有同源性，PCR 也可扩增出非靶序列的序列；

靶序列太短或引物太短，可导致假阳性。此时需重新设计引物。 

2.为了避免靶序列受到整个基因组或大片段的交叉污染，操作时应小心轻柔，防止将靶序列

吸入加样枪内或溅出离心管外；除了酶及不能耐高温的物质外，所有试剂及器材应高温灭菌，

所有离心管及加样枪头等均应一次性使用；必要时，加样前反应管和试剂均用紫外线照射，

以破坏存在的核酸； 

3.为了避免靶基因受到空气中小片段核酸（与靶序列具有一定同源性）污染，可用巣式 PCR

方法减轻或消除。 

  

Q2：PCR 产物中出现假阴性或无扩增产物（即阳性对照中有条带，而样品则无条带） 

 



 

 

574 

 

 

 

Answer: 

1.条带放置时间过久,核酸被降解，最好在 48h 内进行电泳检测。 

2.DNA 模板纯度低，如含有杂蛋白质或 Taq 酶抑制剂，可对 DNA 进行再次纯化或重新用优

质试剂盒提取 DNA; DNA 浓度太低时，可以加大模板量；对具有二级结构 DNA 使用较好的聚

合酶；提取 DNA 时，避免吸入酚类试剂。 

3.对设计不合理的引物进行重新设计合成；引物应高浓度小量分装保存，防止多次冻融而降

解失效；检测引物 OD 值并进行电泳检测以确保两条引物浓度一致。 

4.酶失活时，更换新酶，或新旧两种酶同时使用，以分析是否因酶的活性丧失或不够而导致

假阴性。 
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5.PCR 反应条件：提高变性/退火温度；适当增加循环次数。 

6.Mg2+浓度过低可影响 PCR 扩增产量甚至使 PCR 扩增失败，而 Mg2+浓度过高会降低 PCR 的

特异性，因而可适当提高 Mg2+浓度。 

7.如果靶序列发生突变或缺失时，也会影响引物和模板的特异性结合，产生假阴性结果。 

  

Q3：非特异性条带扩增或者条带出现拖尾现象 

 

 

Answer： 

1.当引物特异性差或引物形成二聚体时，可重新设计引物或者使用巣式 PCR 

2.若模板或引物浓度过高，可适当降低模板或引物浓度 

3.酶量过多，则适当减少酶量 

4.Mg2+浓度偏高，则降低镁离子浓度 
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5.退火温度偏低，适当提高退火温度或使用二阶段温度法（94℃变性，65℃左右退火与延伸） 

6.循环次数过多，不仅会降低扩增效率，且会使错误掺入率增加，因此需要减少循环次数。 

  

Q4：提高 PCR 特异性的策略有哪些？ 

 

Answer: 

四种策略： 

1.巣式 PCR（Nest-PCR）可增加稀有靶序列的灵敏度；降低了扩增多个靶位点的可能性；提

高 PCR 特 异 性  

  

2．递减 PCR（Touch Down PCR）：前几个循环使用严谨的退火条件提高特异性；循环设在比

估算的 Tm 高大约 5℃的退火温度下开始，然后每个循环降低 1-2℃，直到退火温度低于 Tm 

5℃ 。适合用于 AFLP、DNA 指纹分析等。 

3.热启动 PCR：抑制一种基本成分延迟 DNA 合成，直到 PCR 仪到达变性温度。如在冰上配制

PCR 反应液以抑制 Taq 酶活性，后将其置于预热的 PCR 仪中。 

4.使用 PCR 增强剂：甲酰胺，DMSO，甘油，甜菜碱等可以降低熔解温度，有助于引物退火，

辅助 DNA 聚合酶延伸通过二级结构区。但是增强剂的浓度要适当。 

  

Q5:PCR 引物设计的一般原则是什么？ 
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Answer： 

1.引物长度：15-30bp,一般为 20bp 左右。 

2.引物碱基：G+C 含量以 40-60%为宜，G+C 太少扩增效果不佳，G+C 过多易出现非特异条带。

上下游引物的 GC 含量不能相差太大。A/T/C/G 最好随机分布，避免 5 个以上的嘌呤或嘧啶

核苷酸的成串排列。 

3.引物结构：避免引物 3’端出现互补序列及二级结构，3’端的碱基特别是最末及倒数第二个

碱基，应严格要求配对。 

4.引物中酶切位点一般加在 5’端，合适的酶切位点便于后续实验中的酶切分析或分子克隆。 

5.引物浓度：每条引物浓度 0.1-1umol 或 10-100pmol，以最低引物量产生所需要的结果为好，

引物浓度偏高会引起错配和非特异性扩增，且可增加引物间二聚体的形成机会。 

 

Q6：克隆 PCR 产物的最优条件是什么？ 

 

Answer: 

目的片段与载体的最佳比例需依照实验来确定，一般 1:1 为最佳比，摩尔数比为 1:8 或 8:1

也行。连接用 5ul 2X 连接液, 50ng 质粒 DNA,1Weiss 单位的 T4 连接酶及目的片段共 10ul。室

温保温 1 小时，或 4℃过夜（可提高链接效率）。在这 2 种温度下，缺 T-凸出端的载体会自

连，产生蓝斑。 

  

Q7：PCR 产物是否需要凝胶纯化？ 
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Answer: 

如凝胶分析扩增产物中只有一条带，则无需凝胶纯化。若是有大量的引物二聚体，则需在克

隆前进行凝胶纯化。 

  

Q8：没有回收到目的片段，需要做什么对照实验？ 

 

Answer: 

1.涂布未转化的感受态细胞，如有菌落，表明氨苄霉素失效，或有氨苄抗性的杂菌污染。 

2.转化完整质粒，计算菌落生长数，测定转化效率。转化率=产生菌落的总数/铺板 DNA 总量，

铺板 DNA 总量是转化反应所用的量除以稀释倍数。例如将 1ul 的质粒（1ug/ul）用于 100ul

感受态细胞转化。再将 1ul 转化后的感受态细胞稀释至 1000ul 后（含有 10ng DNA），用 100ul

铺板（含有 1ng DNA）。过夜培养后得到了 1000 个菌落。转化率=1000 菌落数×103ng/铺板

1ng DNA=106 cfu/ug。低于 108cfu/ug，转化效率低，应重新进行细胞转化。 

3.如用 pGEM-T 作为阳性对照，产生了超过 20-40 个蓝斑，表明载体失去 T。可能是连接酶污

染了核酸酶，需更换核酸酶。 

  

Q9：对照实验结果好，却没有回收到目的片段，实验出了什么问题？ 

 

Answer: 

1.目的片段不适合连接。因用凝胶纯化的目的片段在受到 UV 过度照射时会产生嘧啶二聚体，

不利于连接，DNA 必须重新纯化。 

2.如 PCR反应体系的DNA聚合酶若带有修复功能，则扩增产物末端无碱基A（该碱基是 pGEM-

T 载体克隆所需的）。可将酶更换为 Taq DNA 聚合酶。 
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3.高度重复序列可能会不稳定，在 PCR 扩增中产生缺失和重排。如若目的片段高频率的产生

缺失和重排，需用重组缺陷大肠杆菌菌株，如 SURE 细胞。 

  

qPCR 的疑难杂问 

 

Q10：如何提高 RT-PCR 反应的灵敏度与特异性？ 

 

Answer: 

1.首先确定模板 RNA 完整性好，无 DNA 污染。 

2.RNA 模板中不应含有扩增反应抑制剂 

3.为了防止模板降解，在反应体系中加入 RNase 抑制剂 RNasin。 

4.使用适量的模板 RNA，模板量太多会降低特异性，太少会导致扩增不出条带或条带太弱。 

5.若模板中有二级结构，可通过提高逆转录反应温度来提高扩增效果。 

6.设计引物时，避免在引物 3’端含有互补序列，避免形成内部发卡结构。 

  

Q11：避免 RNA 降解的方法有哪些？ 

 

Answer: 

1.在用来验证完整性之前先在变性胶上分析 RNA 
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2．使用良好无污染技术分离 RNA 

3.将组织从动物体取出后立刻提取 RNA，并将提取好的 RNA 反转录为 cDNA 进行低温保存。 

  

Q12:RNA 中含有逆转录抑制剂时，怎么处理？ 

 

Answer: 

逆转录抑制剂包括：SDS、EDTA、甘油、焦磷酸钠、亚精胺和胍盐，可将对照 RNA 同样品混

合，同对照 RNA 反应比较产量以检测 RNA 抑制剂；若对照 RNA 与样品混合后产量降低，则

说明样品中存在逆转录抑制剂，可用 70%（v/v）乙醇对 RNA 沉淀进行清洗，以除去抑制剂。 

  

Q13：如何解决合成 cDNA 第一链合成的引物退火不充分？ 

 

Answer: 

确定退火温度适合实验中所用的引物。如随机六聚体，建议在反应温度保温之前先在 25℃

保温 10min。 

  

Q14：如何减少 RNA 模板中的二级结构？ 

 

Answer: 

1.将 RNA 和引物在不含盐及缓冲液条件下变性、退火；提高逆转录反应温度。 
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2．温度超过 60℃时，不能使用 oligo（dT）引物，选择一个在反应温度可以退火的 GSP 

3.RT-PCR 产物的长度超过 1kb 时，反应温度需保持在 65℃。 

  

Q15：RNA 中有 DNA 污染的处理方式 

 

Answer： 

1.若是基因组 DNA 的污染，可使用 DNaseI 处理 RNA; 同时设置没有逆转录的对照组反应检

测 DNA 污染。 

2.若是受到外源 DNA 的污染，可使用抗气雾剂和 UDG 酶。 

  

Q16：qPCR 探针设计的一般原则有哪些？ 

 

Answer: 

1.扩增片段的长度不应太大，一般小于 300bp。 

2.探针不能和任一引物互补，且其长度在保证特异性的前提下尽可能的短，长度不要超过

30bp。 

3.探针的 Tm 值至少比引物的 Tm 值高 5 度 

4.探针如用于检测多态位点，多态位点应尽可能靠近探针中部 

5.探针 5’端不能是碱基 G，G 对荧光基团有猝灭作用。 
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Q17：在无反转录酶的情况下，对照 RNA 仍获得扩增结果 

 

Answer： 

1.体外转录时不可能将所有 DNA 模板消除，因而对照组会含有痕量的 DNA。建议可将第一

链 cDNA 稀释 1:10、1:100、1:1000 倍以消除 DNA 污染造成的影响。 

2.可能是引物二聚体的条带。 

  

Q18：扩增产物滞留在加样孔中 

 

 

 

Answer： 



 

 

583 

 

1.可能是由于模板量过高而导致 PCR 结果产生了高分子量的 DNA 胶状物。建议将第一链

cDNA 浓度稀释至 100 倍再进行二次扩增。 

2.在二次 PCR 时，使用的退火温度如果比引物的 Tm 值低 5℃，可将退火温度适当增高或进

行热启动以提高特异性。 

  

Q19：无 Ct 信号出现 

 

Answer： 

1.反应循环参数不够，一般要在 35 个循环以上，但是过多的循环次数可增加背景值。 

2.检测荧光信号的步骤有误。SYBRgreen 法（SG 法）采用的是 72℃延伸时采集荧光信号，

taqman 法则是在退火结束或延伸结束时进行信号采集。 

3.引物或探针降解，可用 PAGE 电泳检测其完整性，若是电泳条带呈弥散状，可考虑重新合

成引物或探针。 

4.模板不足或降解，则可以重新提取核酸模板。 

  

Q20：Ct 值出现过晚（Ct>38） 

 

Answer： 

1.扩增效率低，反应条件不够优化，降低退火温度，增加镁离子浓度。 

2.反应成分降解或加样量不足 

3.PCR 产物过长，一般采用 80-150bp. 
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Q21：标准曲线线性关系不佳 

 

Answer： 

1.加样存在误差，是样品浓度不成梯度。 

2.标准品出现降解，避免反复冻融。 

3.引物或者探针设计不佳。 

4.模板中存在抑制物或模板浓度过高。 

  

Q22：溶解曲线存在多个主峰 

 

Answer： 

1.引物设计不够优化。 

2.引物浓度不佳，上下游引物浓度比例不一致。 

3.镁离子浓度过高。 

4.模板基因组的污染。 

  

Q23：同一样品中，其中某一个荧光信号特别强。 
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Answer: 

1.试剂配制时反应液没有完全溶化，导致探针量在一管增多。 

2.试剂配制时没有充分混匀致各管中各成分的量不同。 

3.PCR 仪热槽被荧光物质污染，需要清除热槽中的污染。 

  

Q24：扩增曲线有一向上或向下的尖峰？ 
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Answer： 

1.反应过程中电压不稳定 

2.可能在 20 个循环左右时，仪器有停下或仪器有开盖，使光线突然增强 

3.如果尖峰向下，可能是由卤素灯老化所致，这时应更换。 

  

Q25：部分样本扩增效率过低？ 
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Answer: 

1.提取液残留，一定程度抑制了 PCR 反应 

2.反应液未严格取量混匀或分装不均匀 

3.试剂失效 

  

Q26：阴性对照或空白对照翘尾 

 

 

 

Answer： 

1.模板提取环境或操作过程有污染 

2，配液过程存在污染 
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Q27：直线型扩增曲线 

 

 

 

Answer： 

1.探针部分降解：一般稀释的探针可在 4°C 保存至少 3 个月，探针的反复冻融或导致降解；

或者探针在光线下暴露时间太长了。 

2.反应液中有 PCR 抑制物。 

  

Q28：没有扩增曲线 
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Answer： 

1.PCR 参数设置错误，在设计循环参数时将荧光信号读取时间设在反应的第一步，即 stage1

阶段 

2.电脑设定了自动休眠 

  

Q29：基线下滑 
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Answer： 

基线选取范围不对，可试着将基线范围改大一些，这一问题常因试剂质量所致。 

  

Q30：扩增曲线断裂 

 

 

Answer： 

基线选取范围不对，基线终点大于 Ct 值，这通常是由于模板 DNA 浓度过高所致，因 Ct 值

<15，而基线范围仍取 3-15，其中包含部分扩增信号，导致标准差偏大，阈值过高，解决办

法：减少基线终点至 Ct 前 4 个循环，重新分析数据。 

  

Q31：样品浓度跨度过大 
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Answer： 

样品浓度过高，导致阳性样品扩增曲线在后面循环中呈一向下的直线，其解决方法同“扩增

曲线断裂”。 

  

Q32：山坡形曲线 

 

 

 

Answer： 
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常因反应管封口不严，至反应液蒸发所致。 

 

干货 | 突破 7 个难点，你也是 RT-PCR 达

人 

作者：子非鱼 

小鱼在初遇 Real time PCR 时，就听说这是个实验黑洞，大部分实验菜鸟都会深陷其中，无法

自拔。小鱼也曾在 Real time PCR 这个坑里跌爬滚打了很长时候，同时也积累不少经验。现在

就跟大家分享下我做 Real time PCR 的一些心得吧。 

  

正所谓知彼知己，方能百战百胜。首先我们要先了解下 Real time PCR 的基础知识。 

  

Real time PCR 做为常规 PCR 的衍生反应，主要是通过荧光信号的变化实时监测 PCR 扩增反

应中每一个循环扩增产物量的变化，通过 ct值和标准曲线的关系对起始模板进行定量分析。 

  

RT-PCR 的具体数据就是基线（baseline），荧光阈值（threshold）和 Ct 值。 第 3-15 个循环

的荧光值就是基线（baseline），是由于测量的偶然误差引起的。阈值（threshold）是指在扩

增曲线的指数增长区域内的适当位置上设定的荧光检出界限，一般是基线的标准偏差的 10 

倍。Ct 值就是每个反应管里的荧光值达到阈值时的 PCR 循环次数。Ct 值跟初始模板的量

成反比。 

 



 

 

593 

 

 

 

 

Real time PCR 的标记方法一般包括以下几类：荧光染料嵌合法（SYBR Green I）和荧光探针
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法(Taqman 探针）和分子信标法。 

 

SYBR Green I 法 

 

 

 

 

Taqman 探针法 
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分子信标法 
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三种荧光定量 PCR 方法的应用比较 

 

 

 

荧光定量 PCR 的主要应用 
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原理清楚了，接下来就是实验操作及数据分析了。就在这一步，RT-PCR 准备了很多大坑静待

我们跳进去。难怪之前的学长要告诉小鱼，这个实验做多了，很有可能会成为思想家。果不

其然，小鱼在这个实验上失败了 N 多次且寻觅原因无果后，便开启了哲学模式，一开口就是

些人生感悟，满满的沧桑感。 

 

那么 RT-PCR 究竟难在哪里呢？又该怎么处理呢？ 

 

优质 RNA 的获取 
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2 

特异性引物设计 
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TaqMan 探针的设计和荧光标记物选择 

 

 

 

 

标准曲线分析 

 

一般，DNA 样品的定量标准品为基因组 DNA&质粒，RNA 样品的定量标准品为 Total 

RNA&cDNA&体外转录 RNA。绘制标准曲线的标准品梯度的选择一般为 5~6 个梯度，标准品

的稀释倍数通常为 10。 
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熔解曲线分析 

 

SYBR Green I 法进行检测时，可根据熔解曲线确认 PCR 产物的特异性。曲线横坐标是温度，

纵坐标是荧光强度的变化值（不是强度本身）。其原理是依据温度从 60 度升至 90 度时，荧

光强度的变化值。当温度达到 PCR 产物的 Tm（双链 DNA 分子解链一半时的温度）时，荧光

强度变化最大（峰值）。 
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绝对定量分析方法 

 

绝对定量中，LOG（起始浓度）与循环数呈线性关系，通过已知起始拷贝数的标准品可制作

出标准曲线，即得到该扩增反应存在的线性关系。然后根据样品的 Ct 值，来确定未知样品

的初始模板拷贝数或浓度。通常用于病毒、细菌、衣原体、支原体的定量检测及转基因食品

的检测。 
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其中，标准品的稀释方法与拷贝数计算如下图所示： 

 

 

7 

相对定量分析方法 

 

相对定量用于测定单个样品基因的差异表达分析或者比较两个或两个以上样品中某个基因
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表达量的变化，则其结果必须用内对照基因（管家基因）校正。管家基因通常指维持细胞基

本代谢活动所必须的基因，如 GAPDH/Actin/18s rRNA 等，实际操作中可依据文献或具体实验

进行筛选。相对定量的分析方法主要有两种：双标准曲线法和 2^-△△Ct 法。 

 

双标准曲线法： 

 

每次实验都要分别用标准品做内参基因和目的基因的标准曲线，并同时扩增各待测样本中的

目的基因和内参基因。然后使用标准曲线来计算待测样本中的目的基因和内参基因的表达量。

最后通过公式就可以计算出目的基因的表达差异了。 

 

 

 

2^-△△Ct 法 

 

这是最常用的进行相对基因表达分析的方法，得到的结果是实验组中目的基因相对于对照组

中目的基因表达的差异倍数。要求目的基因和内参基因的扩增效率相同，且相对偏差不超过 

5%。 
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若是目的基因和内参基因的扩增效率不一样时，可以套用以下公式来计算基因表达的差异。 

 

 

 

其中，E1：目的基因引物扩增效率；E2：内参基因引物扩增效率；△Ct1：实验组目的基因 Ct

值差；△Ct2：对照组目的基因 Ct 值差。（E1=E2=1 时，该公式=2^-△△Ct） 

  

如此下来，小伙伴是否觉得 Real-time PCR 并没有想象中那么难呢？那就快快行动起来，一

举把该实验拿下吧！ 
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4 蛋白质技术 

4.1 蛋白表达及含量测定 

5 步搞定基因表达的蛋白质分子量 

作者：阳光 

 

在实验室，我们经常会做到蛋白质的 SDS—PAGE。跑蛋白电泳，我们都知道最主要的就是需

要知道蛋白的分子量的大小，这样跑完电泳后通过与 Marker 的比对，我们才可以知道目的

条带的位置，通过考马斯亮蓝染色来分析蛋白样品中是否有目的蛋白，从而为我们进一步的

实验提供依据。 

对实验新手来说，他们对于蛋白质的分子量的表示以及怎样计算都一头雾水，首先我们谈一

下蛋白质分子量的表示。蛋白质分子量的单位为 kDa（简称为 kD），人们为了纪念道尔顿，

以他的名字作为原子质量单位。在生物化学、分子生物学和蛋白组学中经常用 D 或 KD，定

义为碳 12 原子质量的 1/12，1D=1/N g，N 为阿伏加德罗常数。 

接下来我们就来说说如何计算某基因表达的蛋白质的分子量： 

1.打开 PubMed：https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed,选择 Gene，输入 prss54，点击 search，

结果如下图，点击第一个 
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2.下拉到下图位置，点击 Consensus CDS 后的 CCDS32463.1 

 

3.点进去后下拉到下图位置 
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Translation 即为该基因表达的蛋白质的氨基酸序列 

4.打开 ProtParam ：http://web.expasy.org/protparam/，然后将上图中的氨基酸序列复制粘贴

到框中 
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5.点击 compute parameters 即可得到蛋白的分子量 
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4.2 蛋白分离纯化 

技术 | 提升蛋白质样品质量，三招就足够 

作者：燕子 

 

在制备中丢失的蛋白质是永远不可能在后面的实验中弥补回来的。蛋白质样品制备是许多实

验重要的第一步。为什么要进行样品的制备？电泳的目的不就是分离吗？刚刚接触时燕子也

有这样的疑问。然并卵，由于双向电泳一般只能分辨到 1000-3000 个蛋白质点，而样品蛋白

质的种类可是高达 10 万种以上，因此样品的预分离制备是必须的。下面就来讲讲分离制备

蛋白样品时，你必须知道的那三件事。 

 

1. 选对酶抑制剂，避免蛋白质降解 

牢记最小限度的减少蛋白水解和其它形式的蛋白降解是制备样品的第一步，这一步看似简单，

但是操作中一旦方法不当，就有可能会丢失样品中的蛋白和导致蛋白被修饰。 

大家可能都知道在提取蛋白质时要添加蛋白酶抑制剂抑制蛋白酶降解。但是有人可能会说，

我明明加了 PMSF，怎么曝光出来的条带和内参效果几乎一样啊，然而 PMSF 并不是万能的，

你的目的蛋白是磷酸化的还是非磷酸化的呢？如果是磷酸化的蛋白，那么你就得换一个酶抑

制剂了，燕子用过罗氏的 Cooktail，对磷酸化的目标蛋白效果不错；为了减少温度对蛋白质

的影响，一定不能忘记低温操作！ 
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2. 富集蛋白有妙招 

只要你的实验室有一台转速可以超过 12000r/min 的离心机，那么就可以选用最简单最绿色

的蛋白质富集方法：超速离心法。一般它能满足你 WB 所需蛋白的要求。最常用的蛋白质富

集和纯化方法是用丙酮、TCA、乙醇、异丙醇、氯仿/甲醇、硫酸铵、聚乙烯乙二醇(PEG)或亲

和层析试剂盒。然而当你需要 HPLC-MS 的蛋白样品时，2D-PAGE 电泳能够将不同分子量和等

电点的蛋白质分离，那么你的质谱图就再也不会只是一坨黑了！ 

 

3. 去除杂质步骤不可少 

为什么我的质谱图杂带比主带还多，主峰去哪儿了，找不到！曝光出来的条带像一张过敏脸，

乱七八糟的！实验中处理用的缓冲液、盐、清洁剂等都会影响蛋白质分离，显色等步骤，还

会干扰质谱分析，影响条带灰度值的计算，所以去除缓冲液、盐和清洁剂类杂质显得尤为重

要。 

去除盐类经常是通过透析、超滤、胶过滤、TCA 沉淀或者有机溶剂和固相萃取等；样品中广

谱的清洁剂，离子交换层析可有效地去除非离子和两性清洁剂；类似于盐类，脂质广泛存在

于生物的体液中。许多蛋白质会结合脂质，从而降低溶解性，甚至影响等电点和分子量。丙

酮沉淀或结合 TCA/丙酮可以有效去除脂质；多聚糖和核酸可能和两性电解质反应，造成双

向电泳胶上纹理的出现、使胶的背景产生拖尾和堵塞聚丙烯酰胺胶上的小孔。用 TCA、丙酮

苯或酚/醋酸铵沉淀后离心从样品中除去多聚糖是还是很有效的。 
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4.3 SDS-PAGE 

Get 到这几招，方可轻松搞定 SDS-PAGE 电

泳实验！ 

 

作者：子非鱼 

 

SDS-PAGE 作为一个老生常谈的实验，早已广为科研者所知。然而该实验虽然基础，但是细节

繁琐，耗时长久，光是配制试剂就要花费 2 个小时左右。而这还只是 Western blot（WB）的

第一步，也使得完成 WB 实验将会耗费 2 天左右的时间。 

这也难怪科研者们常说，一入 WB 深似海，从此休闲是路人。不过，实践出真知，长期在该

实验里跌爬滚打的实验狗们也总结出了若干小技巧，可使大家轻松快捷的完成该实验。 

1 未雨绸缪，做好万全准备 

常言道，不打无准备之仗，方能立于不败之地。实验中种种试剂、抗体等等均是完成实验这

座大厦的基石，如果基石打不牢，实验很有可能会半路夭折。而实验中最痛苦的莫过于与实

验结果就差那么一步之遥。 
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以 Western blot（WB）为例，这眼瞅着就要到条带现身的奇迹时刻，却愣是让曝光试剂的匮

乏给硬生生的截断了见证过程，又怎会不让人懊恼上火呢？ 

其实，上述窘境皆是科研者在实验前准备不足所致，若是能提前发现试剂的不足，或对试剂

重新订购，又或者重新配制溶液，均能再次推进实验进程。然而就这订购或配制试剂的过程

无疑会消耗我们的时间以及精力。 

那么为了避免原材料浪费以及节省更多的时间，SDS-PAGE 电泳过程中的一些试剂还是早早

的配制并妥善保存起来为好，如此方可以备不时之需。 

缓冲液（buffer）: 

关于这一点，你可能早已知晓，但再次重复一遍也不是坏事。实验中可将所有的凝胶缓冲液

进行一次性大量配制，如此可方便后续实验中对其的任意使用。至于配制的浓度，10x 浓度

是实验室配制母液常用的浓度。 

有些实验室会多次重复利用这些凝胶电泳缓冲液，在这种情况下，建议每次使用 buffer 时均

要在缓冲瓶上贴一个标签，已记录使用的次数，超过一定期限后就要对缓冲液进行重新配制，

以免对实验结果造成影响。 

过硫酸铵（APS）： 

小编在接触 SDS-PAGE 电泳之初，每次配胶时均会制备新鲜的 APS，可后来发现溶解后的 APS

在分装后，可在-20℃冰箱中得以长期储存。 

另外，如果你需要经常使用 SDS-PAGE 凝胶，那么可取出一只分装后的 APS 溶液，将其置于

4℃冰箱里，可保证其一个月不会过期。 

凝胶（gel）： 

凝胶是现用现配的好，已成为了各位实验狗心中的常识，那么是不是就意味着凝胶不能提前

制备么？其实不然，提前准备好的凝胶在 4℃冰箱中大致可以保持两周左右。 

但需要谨记的是在储存凝胶时，保持凝胶湿润是非常重要。可以将凝胶板、梳子甚至整个固
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定装置都装入一个充满蒸馏水的塑料盒中，而后再将其放在 4℃冰箱中进行保存。 

在此，小编要向大家推荐一款试剂盒——Epizyme PAGE 凝胶快速制备试剂盒，其中准备妥妥

的预混配方，可以帮大家快速简单的配制分离胶和浓缩胶，即无需计算溶液量，也无需稀释，

只需按等比例混合即可，因而可在很短时间内灌制多块凝胶，进行蛋白变性/非变性的电泳

分析。 

 

该试剂盒比较酷炫的一点就是，其配制的浓缩胶是彩色的，这就为区分点样孔提供了极大的

帮助，从此加样再也不是一件需要费眼力的活儿了。此外，凝胶配制时无需添加 TEMED（有

恶臭气味的有毒试剂）即可凝固，各位小伙伴们再也不用担心实验中毒的问题了。 

 

样品（sample）： 
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大家都知道，制备好的蛋白样品要放在-20℃冰箱中进行存储，有时一些稀少珍贵的样品甚

至还要放在-80℃冰箱里保存。 

在此，小编建议在储存近期就要进行 PAGE 电泳的蛋白样品时，可将该蛋白样品与 loading 

buffer 混合在一起，加热变性之后再进行储存。如此就可以在上样前，将蛋白样品解冻并离

心即可。小编曾用该法储存样品长达一年的时间，且实验结果依然没有被破坏。 

2 改变分离胶的覆盖液体 

通常多数人在制备好分离胶后，会用蒸馏水覆盖其上，以避免分离胶的高低不平。但是实际

上，此时用异丙醇代替水的效果会更好，因为异丙醇可以更好保护凝胶，并使凝胶更快地发

生聚合，进而节省制胶的时间。 

3 缓冲液不够用？准备些弹珠吧 

有时，实验过程中，你会忽然发现没有足够的电泳缓冲液，此时一个节省时间的方法就是在

现有电泳缓冲液添加一些弹珠（是的，就是我们小时候曾经玩过的），以提高缓冲液的高度

水平来保证缓冲液能没过上样孔。 

但是要确保这些弹珠是洁净的，否则一旦其对上样的蛋白样品造成了污染，就不要妄想此次

实验会得到一张漂亮的实验结果图片了。 

4 传输缓冲区 

每个做 SDS-PAGE 电泳的童鞋，只怕都担心过内腔中的电泳缓冲液会有所泄露，毕竟当缓冲

液水平降低过多，以至于不能达到覆盖加样孔时，就会导致孔内变得干燥，进而使得凝胶电

泳变得无法正常运行。 

也许，有人会建议你，当你发现缓冲液下降的太过厉害，则需要暂停电泳，打开电泳槽，重

新给内腔添加电泳液，而后再次开启电泳过程。可能电泳期间你会多次重复该过程直至实验

完成为止。 
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显然，该方法需要大家时刻关注电泳槽内腔类电泳液的高低水平变化，其实也是蛮费时费力

的。而小编的做法则比较简单粗暴，即一次性在内腔外部也添加同水平的电泳液，如此便可

以一劳永逸的解决内腔电泳液泄露问题。 

参考文献：SDS-PAGE Tips and Tricks to Save You Time 

4.4 酵母杂交技术 

酵母杂交实验——从一无所知到略知一二 

 

作者：子非鱼 

 

众所周知，低分文章要想逆袭，实现向高分文章的跳跃，就一定少不了要将细胞豪门中分子

间错综复杂的关系屡屡清楚。为了找寻能让自家目的蛋白荣登科研“头条榜”的“花边新闻”，

一众科研者可谓是操碎了心。庆幸的是，酵母双杂交（Yeast Two-Hybrid，Y2H）和酵母单杂

交（Yeast One-Hybrid，Y1H）实验让蛋白质与其好基友（蛋白质、DNA、RNA）的关系在科研

者面前变得无所遁形。 

蛋白钓鱼术——酵母双杂交（Yeast Two-Hybrid，Y2H） 

 

通常一个蛋白在本性上可以同时喜欢很多其他的蛋白，但最终还是会有个最喜欢的，而在

Y2H 中就能发现他的喜好。换言之，Y2H 就是研究一群男女间的自由恋爱问题，而它为两个

蛋白牵线拉桥的方法，简单概括起来就一句话：广撒网，钓大鱼。 
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首先，把目的基因构建成 DNA 结合质粒（BD 质粒）转入 a 型酵母中形成钓饵（Bait）；其次

将全 cDNA 片段构建的转录激活质粒（AD 质粒）转化到 b 型酵母中，每个 b 型酵母含有一

个随机的 AD 质粒，就形成了酵母库；最后利用酵母接合生殖的特征使得 AD 和 BD 两个质粒

同时进入到一个酵母中，当目的蛋白和酵母库中 AD 质粒所表达的蛋白相“合拍”时，质粒上

的氨基酸合成基因就会被启动激活，使得酵母可以在营养缺陷型的培养基上生长了，这样就

弄清楚谁才是目的蛋白的“命中真爱”了。 

然而在 Y2H 中，由于酵母库的构建是通过 cDNA 片段链接到质粒上的，经常会产生 2/3 移码

突变的假阳性。因而，在研究蛋白质互作过程中，在用 Y2H 来筛选出相关蛋白后，还需用

Co-IP 和 GST pulldown 进行验证，看看目的蛋白对“真爱”是否做到了“没有你不行”又或者可

能“脚踏两只船”还拥有其他的新伙伴。总之，只有依靠缜密的阴性、阳性对照才能真正在蛋

白实验中披沙拣金、去伪存真。 

DNA 识别者——酵母单杂交（Yeast One-Hybrid，Y1H） 

 

而一提及蛋白质与 DNA 之间千丝万缕的关系，各位小伙伴立刻会向 ChIP-qPCR，ChIP-RNAseq

或荧光素酶报告实验等“神助攻”来寻求帮助。 

可是你造么？通过酵母单杂交（Y1H），可快速鉴定与感兴趣的特定调节 DNA 序列（bait 序
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列）相互作用的蛋白质，除了“明星蛋白”异源转录因子，还可找到一些其他“幕后英雄”，如

DNA 复制蛋白、修复蛋白及抑制蛋白。更重要的是，Y1H 还有着一项得天独厚的优势：可检

测蛋白异构体（isoform）与 DNA 特异性相互作用，而这正是依赖于敏感和特异性抗体绑定

到特定靶蛋白的 ChIP 很难做到的。 

举个栗子，当通过各类芯片筛选出了一个在肿瘤组织中异常高表达的差异基因 A，可通过 Y1H

实验为其组织一场相亲大会：即将构建含有报告基因（基因 A 作为 Bait 序列）的酵母单细

胞株，与后续导入该菌株的表达特定蛋白的表达质粒库“见面”，如果某蛋白能与上游的 Bait

序列“情投意合”，可使融合激活结构域（AD）与报告基因的启动子元件紧密接近，从而激活

报告基因的下游转录，使得酵母可以在营养缺陷型的培养基上生长。接下来就可对该蛋白调

控基因 A 的机制进行深入研究。 

然而，任何筛选都存在假阳性，Y1H 也不例外；且 Y1H 不提供关于 DNA-蛋白质相互作用的

功能性后果的任何信息。可见在生物实验中，单一的证据都是薄弱的，无论它貌似多么正确，

也要通过对照和多方取证才能确定真正的事实。 

升级版——酵母三交技术（Yeast Three-hybrid，Y3H） 

 

目前，从基本科学和临床角度上，通过 Y3H 来理解与 RNA 病毒相关的疾病过程是很重要的。

而在具体的实践过程中，Y3H 可以用于筛选 RNA 文库以及 cDNA 文库。由于 Y3H 在现阶段还

是一种新技术，所以迄今为止对其的相关报道还是比较少的。 

参考文献： 

1）An Overview of Yeast Two-Hybrid (Y2H) Screening 

2）An overview of the Yeast one-hybrid assay 

3）Two Hybrid Services 
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4.5 其他蛋白技术 

蛋白标签 TAG 是什么高大上的东西？ 

 

作者：麦子 

 

 麦子刚进实验室的时候，经常听不懂师兄们在交流神马，比如：“你的 flag 砸（杂）出来

了么？” 

 

  “头大啊~没有呢，我打算换个 tag 试试。”哎，跟这群人真是没法好好的玩耍了！ 

  本来麦子在每次都装听得懂的高冷日子里可以继续好好逍遥，突然有一天，麦子因为研

究一个比较新的蛋白没有找到与之相关的抗体，只能望着很多五颜六色的抗体公司传单兴叹，

无奈丧着一张大饼脸去找师兄······ 

  “干嘛？” 

  “没抗体” 

  “买” 
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  “没抗体” 

  “几个意思” 

  “没！抗！体！卖！” 

  师兄把我拎起来打了两个回合锻炼了其自身体魄后，开始一本正经的跟我讲述如何用蛋

白标签解决这种小问题！ 

  首先，蛋白标签（proteintag）是什么？ 

  蛋白标签（proteintag）是指利用 DNA 体外重组技术，与目的蛋白一起融合表达的一种

多肽或者蛋白，以便于目的蛋白的表达、检测、示踪和纯化等。 

  蛋白标签大体可分为三大类：遗传标签、in vivo 标签和 in vitro 标签。大家最熟悉的莫

过于遗传标签，即 c-Myc、FLAG 等：将目的基因克隆到含有标签的载体上，以便下游通过抗

体或荧光检测。同时，标签的存在也方便了蛋白纯化。 

  下面麦子就介绍几款常用的 tag 给大家扫扫盲： 

名声在外的 Flag-tag: 

Flag 标签蛋白为编码 8 个氨基酸的亲水性多肽（DYKDDDDK），同时载体中构建的 Kozak

序列使得带有 FLAG 的融合蛋白在真核表达系统中表达效率更高。 

 

优点： 

FLAG 作为融合表达标签，其通常不会与目的蛋白相互作用并且通常不会影响目的蛋白的功

能、性质； 

融合 FLAG 的目的蛋白，可以直接通过 FLAG 进行亲和层析，此层析为非变性纯化，可以纯

化有活性的融合蛋白，并且纯化效率高； 

FLAG 作为标签蛋白，其可以被抗 FLAG 的抗体识别，这样就方便通过 Western Blot、ELISA 等

方法对含有 FLAG 的融合蛋白进行检测、鉴定。 
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融合在 N 端的 FLAG，其可以被肠激酶切除（DDDK），从而得到特异的目的蛋白。因此现 FLAG

标签已广泛的应用于蛋白表达、纯化、鉴定、功能研究及其蛋白相互作用等相关领域。 

平易近人的 His6-tag： 

His6 是指六个组氨酸残基组成的融合标签，可插入在目的蛋白的 C 末端或 N 末端。当

某一个标签的使用，一是能构成表位利于纯化和检测；二是构成独特的结构特征（结合配体）

利于纯化。组氨酸残基侧链与固态的镍有强烈的吸引力，可用于固定化金属螯合层析(IMAC)，

对重组蛋白进行分离纯化。 

 

优点： 

标签的分子量小，只有~0.84KD，一般不影响目标蛋白的功能； 

His 标签融合蛋白可以在非离子型表面活性剂存在的条件下或变性条件下纯化； 

His 标签融合蛋白也被用于蛋白质-蛋白质、蛋白质-DNA 相互作用研究； 

His 标签免疫原性相对较低，可将纯化的蛋白直接注射动物进行免疫制备抗体； 

可应用于多种表达系统，纯化的条件温和；可以和其它的亲和标签一起构建双亲和标签。 

 

高大上的 GST-tag: 

 

  GST(谷胱甘肽巯基转移酶) 标签蛋白本身是一个在解毒过程中起到重要作用的转移酶，

它的天然大小为 26KD。将它应用在原核表达的原因大致有两个： 

一个是因为它是一个高度可溶的蛋白，希望可以利用它增加外源蛋白的可溶性； 

另一个是它可以在大肠杆菌中大量表达，起到提高表达量的作用。 

GST 融合表达系统广泛应用于各种融合蛋白的表达，可以在大肠杆菌和酵母菌等宿主细

胞中表达。结合的融合蛋白在非变性条件下用 10mM 还原型谷胱甘肽洗脱。在大多数情况
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下，融合蛋白在水溶液中是可溶的，并形成二体。GST 标签可用酶学分析或免疫分析很方便

的检测。标签有助于保护重组蛋白免受胞外蛋白酶的降解并提高其稳定性。在大多数情况下

GST 融合蛋白是完全或部分可溶的。 

 

  纯化：该表达系统表达的 GST 标签蛋白可直接从细菌裂解液中利用含有还原型谷胱甘

肽琼脂糖凝胶(Glutathionesepharose)亲和树脂进行纯化。GST 标签蛋白可在温和、非变性条

件下洗脱，因此保留了蛋白的抗原性和生物活性。GST 在变性条件下会失去对谷胱甘肽树脂

的结合能力，因此不能在纯化缓冲液中加入强变性剂如：盐酸胍或尿素等。 

 

  如果要去除 GST 融合部分，可用位点特异性蛋白酶切除。 

 

  检测：可用 GST 抗体或表达的目的蛋白特异性抗体检测 

 常规化的 c-Myc-tag 

 

  C-Myc 标签蛋白，是一个含 11 个氨基酸的小标签，标签序列 Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-

Glu-Asp-Leu，这 11 个氨基酸作为抗原表位表达在不同的蛋白质框架中仍可识别其相应抗体。

C-Myc tag 已成功应用在 Western-blot 杂交技术、免疫沉淀和流式细胞计量术中, 可用于检

测重组蛋白质在靶细胞中的表达。 

蛋白标签 TAG 是什么高大上的东西？ 

 

作者：老谈 

 

 作为功能行使者的蛋白质，他们之间的蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）以及通过相互作用

而形成的蛋白复合物是细胞各种基本功能的主要完成者。几乎所有的重要生命活动，包括

DNA 的复制与转录、蛋白质的合成与分泌、信号转导与代谢等等，都离不开蛋白质之间的相
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互作用。 

 大体上，蛋白质相互作用存在于以下几类情况中： 

 

①  DNA polymerase——DNA 聚合酶 

②  Nucleosome——核小体 

③  Spliceosome——剪接体 

④  Proteasome——蛋白酶体 

⑤  ATPase——ATP 酶 

⑥  Signal transduction——信号传导 

蛋白质-蛋白质相互作用研究也可归纳如下 

 

 

蛋白质-蛋白值相互作用软件预测 
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  软件预测的原理 

①  基于基因组的方法 

②  基于进化关系 

③  基于蛋白结构（3-D 结构） 

④  基于蛋白结构域 

⑤  基于一级蛋白质结构（即氨基酸序列） 

上述方法注释及相关软件： 

 

  ①：基于基因组预测蛋白质相互作用的方法不适用于真核细胞，且对于位于远方的基

因无法预测，而对于距离近的基因不足以说明其有相互作用。 

  ②：通过蛋白质的进化关系进行分析得知存在相似特征的蛋白质可能在功能上相关。 

  ③、④：通常用的比较多的预测方法是一下两种：基于蛋白质 3-D 结构和基于蛋白质

结构域。 

  由于具有近距离同源性的蛋白质在生理上以相同或相似的方式相互作用，并且 3-D 蛋白

相互作用面的氨基酸残基区域结构保守；基于这两点，目前开发出的软件有 InterPreTs、

MULTIPROSPECTOR 和 PRISM。 

  基于进化上保守的结构域开发的预测软件有 PreSPI 和 PID。PreSPI 是基于保守的 domain-

domain 相互作用而开发的，可以预测多个蛋白，乃至整个蛋白相互作用网络；其具有较高

的预测敏感性（77%）和特异性（75%）。PID 则利用各种信息，包括序列、相互作用区域、

相互作用蛋白节结构域；其具有 50%的敏感性和 98%的特异性。 

  ⑤：基于蛋白质一级结构的预测软件除了可以预测蛋白质相互作用以外，还可以预测
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出相互作用的两个蛋白分别是那一段氨基酸序列负责 PPI。基于该方法开发出来的预测软件

目前较为成熟的是 PIPE（protein-protein interaction prediction engine）。该软件具备 75%的准

确率及 61%的敏感性。 

老谈杂谈： 

  和采用实验方法筛选蛋白质相互作用的方法相比，采用生物信息学方法进行分析可以为

您节省不少的时间与金钱成本。通过生物信息学方法分析，可为研究人员缩小筛选范围，并

评估研究方向。但是，小伙伴们需要注意的是，生物信息学软件的开发是基于目前已经验证

的 PPI 数据库训练而成的，其性能还有待进一步提升，如果对于某一个软件的结果没有那么

信任，老谈推荐你不妨交叉使用多个软件！ 

 

中心法则虐我千万遍~ 

作者：酸菜 

 

 

其实在很久很久以前（1957 年），中心法则明明是这样的： 
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多么质朴和简单！后来过了十几年，H.M.特明和 D.巴尔的摩在一些 RNA 致癌病毒中发现它

们在宿主细胞中的复制过程是先以病毒的 RNA 分子为模板合成一个 DNA 分子，再以 DNA 分

子为模板合成新的病毒 RNA。这个发现当时发表在 Nature 上面。 

 

 

 

  所以它变成了这样： 

 

 

 

  加上一些自我复制的功能，中心法则进一步的优化： 
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  可是蛋白质并不是那么好欺负的！ 

 

 

 

······这一切只是开始······ 
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  小伙伴们不是要做基础研究么？DNA 水平有表观遗传调控: 

 

 

 

  RNA 水平有 mRNA 的选择性剪接等··· 
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  转录水平还有各种转录因子的调控，最近 lncRNA 有时还来插两脚： 
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  转录后水平的调控也有很多，如 microRNA~ 

 

······这一切还没有结束······ 

 

  我咋研究呢？DNA-蛋白相互作用： 

 

 

 

  蛋白和蛋白相互作用： 
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  调控方式太多，可用方法太多！为什么你不能安静的做个美美的中心法则呢？！ 
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GST pulldown 实验——从一窍不通到略知

一二 

作者：老谈 

GST pulldown 实验是一个行之有效的验证酵母双杂交系统的体外试验技术，其基本原理是将

靶蛋白-GST 融合蛋白亲和固化在谷胱甘肽亲和树脂上，作为与目的蛋白亲和的支撑物，充当

一种“诱饵蛋白”，目的蛋白溶液过柱，可从中捕获与之相互作用的“捕获蛋白”(目的蛋白)，洗

脱结合物后通过 SDS-PAGE 电泳分析，从而证实两种蛋白间的相互作用或筛选相应的目的蛋

白。此方法简单易行，操作方便。 
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  上面的这段话比较书面，很多小伙伴表示很迷茫。 

 

  啥叫 GST pulldown？首先我们要明白，GST pulldown 实验是研究蛋白质相互作用的一种

方法。简单通俗的打个比方，GSTpulldown 就像把一男一女放在孤岛上，除非蜂马牛不相及，

同类男女之间该发生的一般都会发生。这种关系是直接的，西方的奔放的思维。 

 

  Co-IP 也是研究蛋白质相互作用的一种方法，他与 GST pulldown 实验又有什么区别呢？

Co-IP 实验是以抗体和抗原之间的专一性作用为基础的，用于研究蛋白质功能的实验方法。

其基本原理是，在细胞裂解液中加入抗 X 蛋白的抗体，孵育后再加入与抗体 FC 片段特异结

合的 ProteinA/G-琼脂糖微珠，若细胞中有与 Y 结合的 X 蛋白，就可以形成这样一种复合物： 

Y—X—抗 X 抗体—Protein A 或 G ，经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，复合物又被分开。然后经免

疫印迹或质谱检测目的蛋白。这种方法得到的目的蛋白是在细胞内与兴趣蛋白天然结合的，

符合体内实际情况，得到的结果可信度高。 

 

  上面的这段话更加书面，很多小伙伴更加迷茫。 

 

  啥叫 Co-IP？首先我们要明白，Co-IP 实验也是研究蛋白质相互作用的一种方法。简单通

俗的打个比方，Co-IP 是研究一群男女间的自由恋爱问题。一个蛋白在本性上可以同时喜欢

很多其他的蛋白，但是最终还是会有个最喜欢的，而在 Co-IP 中就能发现他的喜好。这种关

系可能是直接的，也可能是间接的，是更接近于东方的。 

 

  两个蛋白可能在生物体内素昧平生，一个在头上，一个在脚上。也许两者之间或许很合

拍，生来却天各一方。在 GST pulldown 的环境中，他们可能相遇，吸引在一起。但在现实

生活中，这样的浪漫关系可能是不现实的。脚上的蛋白若是跑到头上与情人幽会，人就要出

大问题。还有的情况是，两个蛋白即使独处在一起，也可能不会互相吸引，但是到了生物系

统的大环境中，在其他蛋白，各种因素适当的辅助下，却有可能形成稳定的搭档关系。 
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  所以即使体外生化实验都达成了，还要通过多方取证来确定两个蛋白之间确定的生理关

系。若是没有生理意义，那还空谈什么关系。 

 

  在蛋白实验里，假阴性、假阳性泛滥。以为是真的东西，实际是假的；以为是假的东西，

实际上却是真的。如何披沙捡金，去伪存真？就得靠缜密的阴性、阳性对照组来帮助我们辨

别。 

 

  要把蛋白和已知不相干的蛋白放在一起，和已知相干的放在一起，以此来检验实验手段

是否能够区分这两种情况，这样才知道他是不是对你“用情专一，矢志不渝”。要通过移除一

个蛋白，来看另一个蛋白的生理表现，看他是不是“没有你不行”，还是可能有其他的新伙伴。

不做对照，一厢情愿的希望，并相信蛋白间的关系是幼稚的。生物实验中，单一的证据都是

薄弱的，无论他貌似多么正确，要通过对照和多方取证才能确定真实的事实。 

【组学专栏】蛋白质组学研究技术大全

（科普篇） 

作者：APT 

下面对蛋白质组学技术及其优缺点予以具体介绍。 

 

1. 蛋白质组学分离技术 

 

  在整个蛋白质组学的研究中，分离技术是最基础的部分。如何实现对复杂的蛋白质样品



 

 

634 

 

或者其酶解产物进行有效的分离，是对样品做后续鉴定的先决条件。 

 

  目前蛋白质组学常用的分离技术主要有两种类型：一是凝胶技术，主要包括双向凝胶电

泳（Two-dimensional electrophoresis，2-DE）技术以及后来出现的双向荧光差异凝胶电泳技

术（Two-dimensional fluorescence difference gel electrophoresis，2D-DIGE）；二是非凝胶技术，

主要是色谱(Liquid Chromatography，LC )技术，尤其是高效液相色谱（High Performance Liquid 

Chromatography，HPLC）和多维液相色谱（Multi-Dimensional Liquid Chromatography，MDLC）。 

 

1.1双向凝胶电泳 

 

  传统的双向凝胶电泳（Two-dimensional electrophoresis，2-DE）技术由 O’Farrell 和 Klose

等人于 1975 年建立。第一向为等电聚焦（Isoelectrofocusing，IEF）：使蛋白质根据等电点不

同进行分离，第二向为 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE）：将等电聚焦后的胶条放在 SDS-PAGE上再根据蛋白质分子量不同进行电泳分离。

由于具有高分辨率的特点，双向凝胶电泳在蛋白质组学的研究当中始终占据着重要的地位。 

 

  现在的双向凝胶电泳技术第一向利用固相 pH 梯度（Immobilized pH Gradient，IPG）等

电聚焦技术，具有上样量大、分辨率高、重复性好等优点，并且可以提供蛋白质的等电点（pI）

和分子量（MW）数值信息，有助于蛋白质的鉴定，而且双向凝胶电泳胶上常见的 isoform 多

是蛋白质翻译后修饰的结果，对于这些蛋白质点的分析有助于了解对蛋白质功能影响重大的

翻译后修饰。 

 

  但是双向凝胶电泳技术本身也存在一些难以克服的缺陷，主要表现在两个方面：第一，

双向凝胶电泳对蛋白质的分离受到蛋白质丰度、等电点、分子量和疏水性等的限制。对于低

丰度蛋白质，由于上样量的限制不能达到足够质谱鉴定需要的量；对于极大蛋白质(相对分

子质量>200 kDa)、极小蛋白质(相对分子质量<8 kDa)、极碱性蛋白质和疏水性蛋白质(膜结合
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蛋白质和跨膜蛋白质)，都难以进行有效分离分析。第二，双向凝胶电泳操作费时费力，难以

实现和质谱的直接联用，不易自动化。 

 

 

图 1. 双向荧光差异凝胶电泳 

 

  目前在传统双向电泳技术的基础上发展出的双向荧光差异凝胶电泳(Two-dimensional 

fluorescence difference gel electrophoresis, 2D-DIGE) (图 1)，采用专有的荧光染料与多重样本

和图象分析的方法,在同一块胶上可同时分离多个由不同荧光标记的样品，并以荧光标记的

样品混合物为内标，对每个蛋白质点和每个差异都可以进行统计学可信度分析，从而具有良

好的重复性和较高的准确率。另外，由于荧光染料的使用，使得双向荧光差异凝胶电泳具有

高灵敏度的特性，能够满足高通量差异蛋白质组学研究分析的要求。 

 

  双向凝胶电泳作为蛋白质组学最经典的技术手段，随着本身的的不断发展，染色技术的
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突破，样品制备方案的改进，还将在蛋白质组学研究中继续发挥作用。 

 

1.色谱和多位液相色谱 

 

  色谱技术是目前蛋白质组学最常用的分离技术，尤其是色谱技术可以实现与质谱的自动

化联用，对于蛋白质组学研究有重大意义。除了自动化后节省大量的工作外，其意义之一就

是对于实验样品蛋白质量很少时的，可以直接进行 shotgun 分析，而不再依赖于双向凝胶电

泳。 

 

  对于蛋白质组学有重大意义的色谱分离技术是多维液相色谱技术，这种分离方法与串联

质谱联用的 2D-LC-MS/MS 可以检测动态范围 10000:1 内的低丰度肽段，是目前蛋白质组学

研究最主要的技术路线，已发展成自动化系统，可快速、高通量鉴定复杂蛋白质混合物。在

蛋白质组学研究的多维液相色谱技术中，最常用的是离子交换色谱-反相液相色谱的联用。

离子交换色谱是通过溶质在离子交换色谱固定相上具有不同的保留能力而实现样品分离的

色谱技术，而反相液相色谱是基于溶质疏水性的差异而实现分离的色谱技术。通过这两种色

谱模式的联用，可以实现对复杂生物样品的二维分离。 

 

  1999 年，Yates 研究组提出并建立了多维蛋白质鉴定技术(Multidimensional protein 

identification technology，MudPIT) (图 2)，这种技术是将不同分离模式的色谱柱以串联方式合

并于同一根色谱柱中进行。Yates 等在同一根色谱柱的前半部分装填强阳离子色谱填料，后

部分装填反相液相色谱填料。该方法可对样品量较少的蛋白质进行快速分析，适用并且已经

成功应用于蛋白质组学中大规模蛋白质的分离鉴定。在对蛋白质组进行定性分析的同时，

MudPIT 技术也被 Washburn 等成功应用于定量蛋白质组学研究。然而在强阳离子交换柱上

一般使用盐梯度进行肽段复合物的分级，由于过多的盐类与质谱是不兼容的，因而常常需要

offline 的除盐过程或需要在上样后经过多个柱体积的洗涤以保证质谱分析。2005 年，我们

实验室发明了一种新型的 2D-LC 技术，液相分离仍然使用强阳离子交换柱和反相柱，但在强

阳离子交换柱上采用 9 个不同的 pH 梯度(pH 3、 pH 3.5、pH 4、 pH 4.5、pH 5、 pH 5.5、

pH6、 pH 7、pH8)代替盐梯度分级肽段混合物，再进行反相的分离。这一方法避免了在 HPLC
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系统中引入过多盐类，从而实现了多维液相色谱与串联质谱的直接连接。应用这一强大的新

型 2D-LC 肽段分离手段结合串联质谱技术，在一次实验中就有 2000 种以上的小鼠肝组织蛋

白质得到鉴定。 

 

2. 蛋白质组学鉴定技术 

 

  在蛋白质组学研究流程中，蛋白质鉴定技术是最关键的部分。在蛋白质组分离技术方面

还有凝胶电泳技术和色谱技术的选择，而蛋白质鉴定技术方面却只是生物质谱技术（Bio-

Mass Spectrometry）一枝独秀。质谱技术在二十世纪初就已出现，但一直仅应用于有机小分

子领域，直到八十年代才渐渐应用到生物大分子领域。经过二十多年来的应用和发展，质谱

技术已是蛋白质组研究中必不可少的工具，并成为蛋白质组研究中的主要支撑技术。 
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图 2. 多维蛋白质鉴定技术 

 

  质谱技术的基本原理是使样品分子离子化后，根据不同离子间的质荷比（m/z）的差异

来分离并确定相对分子质量。一台质谱仪一般有进样装置、离子化源、质量分析器、离子检

测器和数据分析系统组成。在这几部分中，离子化源和质量分析器是两个核心部件，也是发

展得最快的两个方面。根据离子化源的不同，质谱主要可以分为电喷雾电离质谱（Electrospray 

Ionization Mass Spectrometry，ESI-MS）和基质辅助激光解析电离质谱（Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization Mass Spectrometry，MALDI-MS）两大类。 

 

2.1电喷雾电离质谱 
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  所谓电喷雾电离质谱就是以电喷雾离子化（ElectroSpray Ionization，ESI）为电离方式的

质谱。电喷雾离子化是一种“软电离”方式，它是在“离子蒸发”原理上发展起来的一种离子化

方法。离子蒸发是指离子从液相发射到气相的过程。待测分子溶解在溶剂中，以液相方式通

过毛细管到达喷口。在喷口高电压作用下形成带电荷的微滴，随着微滴中的挥发性溶剂蒸发，

微滴表面的电场随半径减少而增加，到达某一临界点时，样品将以离子方式从液滴表面蒸发，

进入气相。这一过程即实现了样品的离子化，没有直接的外界能量作用于分子，因此对分子

结构破坏较少，是一种典型的“软电离”方式。 

 

  电喷雾质谱的另一大特点是可形成多电荷离子，因此在较小的 m/z 范围内可以检测到

大分子质量的分子。采用电喷雾质谱目前可测定分子质量 100 kDa 以下的蛋白质，最高可达

150 kDa。由于离子蒸发使电喷雾质谱采用液相方式进样，因此可与蛋白质化学中常用的液

相色谱联用，即液相色谱-电喷雾质谱(LC-ESI MS)，蛋白质或多肽经过高效液相色谱分离后，

直接进入质谱进行分子质量测定。 

 

  在常规电喷雾质谱中，喷雾的过程易形成较大液滴，液滴中的样品分子在离子源就不能

完全离子化，从而降低了样品的利用率和灵敏度。近年发展的纳升电喷雾技术 (nanospray-

ESI，nano-ESI)有效的解决了这一问题，使样品被充分利用，并有效离子化。 

 

2.2基质辅助激光解析电离质谱 

 

  基质辅助激光解析电离质谱（MALDI-MS）是利用固体基质分子均匀的包埋样品分子，

在激光的照射下，基质分子吸收激光能量而蒸发，携带样品分子进入气相，进一步将能量传

递给样品分子，从而实现样品分子离子化。由于样品的电离过程是由基质介导的，因此基质

的选择对分子离子化有很大的影响, 继而影响到分析的灵敏度、分辨率和精确度。合适的基

质应该是保证待测物的离子化，而且基质本身的离子造成的背景较弱。蛋白质和多肽样品较

为通用的基质有芥子酸(Sinapinic Acid，SA)、a-氰基-4-羟基肉桂酸(a-cyano-4-hydroxycinnamic 
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acid，CHCA) 和 2，5-二羟基苯甲酸( 2, 5-dihydroxybenzoic acid，DHB)。MALDI 最大的特点是

离子电荷通常为 1-2 个，而不象 ESI 中为多电荷离子，对分子质量较大的样品而言，不会形

成复杂的多电荷图谱，因而对图谱的解析比较清楚。 

 

2.3串联质谱 

 

  串联质谱在解析蛋白质或者肽段序列信息以及蛋白质磷酸化位点等方面具有无法替代

的作用，这里专门予以介绍。 

 

  串联质谱（tandem MS，MS/MS）是指多个质量分析器相连，分离母离子，进行碰撞解

离，并检测子离子。MS/MS 较早在四极杆质谱中实现：将三个四极杆串联，第一个四极杆进

行母离子分析，选择感兴趣的离子进入第二个四极杆，与惰性气体碰撞成碎片后，进入第三

个四极杆进行子离子分析（图 3）。 

 

 

 

 

图 3. 串联质谱(MS/MS)示意图 
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  与串联质谱平行的一个概念是碰撞诱导解离（Collision Induced Dissociation，CID）。在串

联质谱诞生以前，为获得分子结构信息，需要在离子源内（in-source）对离子进行碰撞，使

其碎裂。源内 CID 灵敏度高，但没有选择性，因此碎片的专一性不强。串联质谱出现后，逐

渐取代了源内 CID。严格地说，CID 仅指离子解离成碎片的过程，串联质谱则包括了母离子

选择、CID 和子离子分析三个过程。 

 

2.4质谱技术新进展 

 

  最新发展应当是 2005 年由热电公司推出的静电场轨道阱（Orbitrap）质谱，是 20 年来

离子阱质谱技术的重大突破。Orbitrap 是一种离子阱，但是它不同于传统的离子阱，它既没

有射频电场也没有磁体产生的磁场来捕获离子。进入 Orbitrap 的离子是由里面的静电场来捕

获的。该质谱仪的质量分辨率可以和离子回旋共振质谱相媲美，为小分子研究、药物开发、

蛋白质组学、代谢物鉴定等提供了更出众的性能，而且体积较小，价格相对便宜。 

 

３. 蛋白质组学定量技术 

 

  蛋白质组学的研究目的是以大规模的尺度研究细胞内蛋白质的功能。这种研究要走向成

熟必然要脱离对蛋白质的简单鉴定，实现对蛋白质的表达水平及其变化的检测。因此，定量

技术应该说是整个蛋白质组学的精华部分。而这种定量通常不必是检测蛋白质在细胞内的绝

对含量，而只需对其相对含量进行定量即可。 

 

  目前，蛋白质组研究中应用的比较成熟和可信的定量策略和方法主要有两种：一种是基

于传统双向凝胶电泳及染色基础上的定量，另外一种是基于质谱检测技术的定量。 
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3.1基于双向凝胶电泳及其染色的蛋白质组学定量技术 

 

  建立在传统的双向凝胶电泳和染色基础上的定量方法，通过比较不同胶上蛋白质点的染

色强度来进行相对定量。现有的染色方法包括银染、考马斯亮蓝染色，还有最新的荧光燃料。

染色在显示蛋白质的存在的同时，还提供了其表达水平的信息。 

 

  这类定量方法面临三个方面的问题： 

  第一、用这类方法准确定量和实现高通量的关键是找到灵敏度高、检测动态线性范围大

的染料。传统的考马斯蓝染色和银染已经不能满足准确定量的需求，现在发展了不少新的荧

光染料染色技术。例如 SYPRO Ruby 等发光金属螯合荧光染料和双向荧光差异凝胶电泳技术

采用的 Cy2、Cy3 和 Cy5 荧光燃料都具有灵敏度高，检测动态范围大的优势； 

  第二、由于双向凝胶电泳本身的限制，这类定量方法不能有效检测出具有极端等电点的、

分子质量太大和太小的蛋白质以及低丰度的蛋白质和膜蛋白； 

  第三、双向凝胶电泳不能对蛋白质实现绝对分离，许多单一的蛋白质点包含了一个以上

的蛋白质，对这样的蛋白质点的定量也就比较牵强。 

 

  但是基于凝胶的定量特别是 DIGE 技术，采用了完善的统计学分析手段，使定量结果准

确性有很大保证。 

 

3.2基于质谱的蛋白质组学定量技术 

 

  基于质谱的蛋白质组学定量技术的基础在于肽段丰度可以用质谱峰的信号强度来表现，
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它可以分为两大类：第一类为标记定量技术（Labeling quantitation），第二类则为非标记定量

技术（Label-free quantitation），而前者则可更细分为体内标记（in vivo labeling）定量技术和

体外标记（in vitro labeling）定量技术。 

 

４. 蛋白质组学生物信息学 

 

  蛋白质组学本身是一门大科学，其产生的数据量是十分庞大。 

 

如何将大量的蛋白质组学数据进行储存和加工，使之转变成可以理解的具有生物学意义的结

果比如蛋白质名称，多肽序列，蛋白质结构，蛋白质差异等； 

如何使蛋白质组学的研究流程尽可能的符合高通量、自动化的要求； 

如何深入的挖掘蛋白质组学数据内隐藏的生物学规律，比如蛋白质的亚细胞定位、蛋白质的

翻译后修饰序列和位点信息、跨膜序列分析和信号肽序列分析等已经成为蛋白质组学面临的

重要问题。 

 

 

  而这些问题的解决必须要依赖于生物信息学分析手段。生物信息学（Bioinformatics）是

在生命科学、计算机科学和数学分析的基础上逐步发展而形成的一门新兴交叉学科，是运用
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数学与计算机科学手段进行生物数据等信息的收集、加工、存储、分析与解析的科学。随着

蛋白质组学的不断发展，也对生物信息学提出了更多的挑战，两者不断的相互作用形成了蛋

白质组生物信息学这一活跃的研究分支。 

 

  另外蛋白质组学与其他学科的交叉也日益显著和重要，这种交叉是新技术新方法的活水

之源，尤其是蛋白质组学与其他大规模生物科学如基因组学、转录组学、代谢组学等领域的

交叉所呈现出的系统生物学(Systems Biology)研究模式将成为未来生命科学最令人激动的新

前沿，这一领域的研究就更需要蛋白质组生物信息学的辅助。 

【组学专栏】如何应用蛋白质组学技术进行

肿瘤研究思路设计 

 

作者：APT 

基于质谱的蛋白质组学（proteomics）是近年来研究蛋白质的表达模式与功能模式的一门新

兴学科，它能够在大规模的水平上进行蛋白质的表达变化、翻译后修饰以及蛋白质与蛋白质

的相互作用等研究。相比于其他的蛋白质研究技术与方法，基于质谱技术的蛋白质组学具有

的特点及优势包括： 

 

  ① 对于通常研究的模式动物，基于质谱技术的蛋白质组学的一次实验往往能够输出上

千级别的数据量，并且能同时提供定性、定量和翻译后修饰等信息，从而能够从更加全面、

整体和网络的角度阐明蛋白质的功能与作用机制； 

  ② 质谱技术的分析方法是基于蛋白质的化学组成对蛋白进行解析，因此能够更好的区

分蛋白质的亚型及修饰变化； 

  ③由于此类技术不受抗体的限制，在蛋白质新功能的发现与研究方面具有独特优势，

进而更好地服务于高水平的创新研究。通过结合其他的分子、细胞以及药理学技术，蛋白质
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组能够为阐释复杂生物过程提供有效基础与思路，被称为强大的“hypothesis-generating 

engine”。 

 

 

 

  概括地说，在肿瘤学研究中，基于质谱技术的蛋白质组学主要应用于以下三个方向的研

究和探索： 

  ① 比较不同正常样品与肿瘤样品或不同处理条件下样品中大量蛋白质的表达量差异

变化； 

  ② 大规模分析蛋白质的翻译后修饰位点以及不同条件下的蛋白质修饰水平变化； 

  ③ 解析蛋白质复合物组成或者蛋白质相互作用关系与网络。鉴于基于质谱技术的蛋白

质组学强大的蛋白质定性、定量能力，随着相关技术的发展与成熟，蛋白质组学的研究方法

与模式已成为肿瘤学科研中的主流蛋白质研究方案。 

 

  目前，基于质谱技术的蛋白质组学研究的主要思路和模式有两种——差异比较蛋白质组

学和鉴定蛋白质组学。 
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  I 差异比较蛋白质组：通过蛋白质组学的技术与方法，同时解析出不同组样品间大量的

差异表达蛋白质，在此基础上进一步选取候选蛋白质，进行后续的表达验证及功能研究，进

而阐明在特定生理或病理过程中相关蛋白质的作用。 

 

 

 

 

 

  II 鉴定蛋白质组学：通常以目标蛋白质为研究的出发点，寻找与其相关的其他蛋白质，

进而阐明蛋白功能复合物、信号转导通路的组成与功能，以及蛋白质与蛋白质之间的相互作

用。 
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  基于质谱技术的蛋白质组学研究是近年来肿瘤生物学研究的最前沿领域和热点。肿瘤的

发生、发展是多因素、多通路共同参与的复杂过程，蛋白质组学技术可以更为全面地阐明肿

瘤发生发展过程中相关蛋白功能、变化以及信号通路的组成。目前，蛋白质组学研究思路和

相关技术已被广泛应用在肿瘤的发生、转移、肿瘤干细胞、肿瘤微环境、肿瘤免疫等诸多研

究领域，为揭开肿瘤病理机制、发现抗肿瘤治疗靶点，提供了强大的工具。 

 

SCI 中蛋白质组学技术研究肿瘤 

应用举例 

 

在肿瘤相关蛋白定量研究中的应用 

 

  利用非标记（2D，Label free）及标记（DIGE、SILAC、iTRAQ）定量的蛋白组技术与方法，

可以实现对不同样品中的大量蛋白进行大规模的相对定量研究，进而为相关具体机制的深入

阐明提供基础和思路。 

 

  癌症发生机制研究方面，Kikuchi 等人利用非标记的 Label free 方法分析了临床非小细胞

肺癌组织与正常肺组织的蛋白质组差异，共鉴定到了 3621 个蛋白质, 并发现其中 758 个蛋

白质在两组样本中存在显著地表达差异。利用生物信息对差异数据进行进一步的分析和筛选，

作者选取了其中一些差异表达蛋白进行了进一步地表达验证和功能研究，并证实 p21-

activated kinase 2 的差异表达在非小细胞肺癌的增殖与转移过程中具有重要作用，可能成为

非小细胞肺癌治疗的新靶点。相关成果发表在 2012 年《Molecular & Cellular Proteomics》上。

基于该蛋白质组学实验发掘的大量蛋白质差异表达数据，该研究团队在后续的研究中选取了
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其中另外一个差异表达蛋白——SLC1A5 (solute-linked carrier family A1 member 5)进行了进一

步地功能研究，并于 2013 年在《Clinic cancer research》上发表了关于 SLC1A5 通过介导谷氨

酸转运影响非小细胞肺癌生长和存活的论文。 

 

  肿瘤转移研究方面，为了阐明 epidermal growth factor receptor (EGFRvIII)突变导致多形

性胶质母细胞瘤表现出高浸润表型的分子机制，Mukherjee 等人发表于 2009 年《Cancer 

Research》的研究，利用 iTRAQ 的方法分别标记了野生型（wtEGFR）和突变型(EGFRvIII)肿瘤

组织样本，并检测了两类样本中蛋白质组的表达变化，发现了 18 个蛋白质在两类样本中存

在>1.5 倍的表达差异。在此基础上，作者从差异表达蛋白质中选取了细胞侵袭相关蛋白

CRMP1 进行了进一步的表达和功能验证，并最终证实 CRMP1 缺失对 EGFRvIII 突变多形性胶

质母细胞瘤的高浸润表型具有重要贡献。Schliekelman 等 2011 年发表在《Cancer research》

的研究利用 SILAC 的方法对 miR-200 缺失诱导上皮细胞间质转化（EMT）的高转移肺腺癌细

胞与非高转移腺癌细胞进了标记，并检测两组细胞的全细胞裂解液、细胞表面蛋白质及条件

培养基中的蛋白质表达差异：发现了大量新的与肺腺癌转移相关的蛋白质，尤其是肿瘤转移

中发生的大范围的微环境的改变，并构建了 TGF-β 作用分子信号网络。通过比较 microRNA-

200 缺失后肿瘤细胞蛋白质组的差异表达，作者证实了 microRNA-200 限制 EMT 发生和转移

的作用是通过直接调节细胞外基质蛋白和肽酶实现的。 

 

  肿瘤干细胞研究方面，为了发现新的肿瘤干细胞生物标志物，Ching-Huai Ko等利用 iTRAQ

的方法，通过比较肝癌细胞与肝癌干细胞的蛋白质组差异，发现了一些新的可用于鉴定肝癌

干细胞的生物标志物，并对相关差异表达蛋白质的功能进行了验证。在肿瘤干细胞功能研究

方面，利用 DIGE-MS 的方法，Thirant 等发表于 2012 年《Stem cell》的研究比较了神经胶质

瘤干细胞样细胞与神经干细胞的蛋白质组表达差异，发现肝癌衍生生长因子（HDGF）在神

经胶质瘤干细胞中显著地高表达，进而进一步证实 HDGF 是一个新的神经胶质瘤干细胞相关

的血管新生因子。 

 

  肿瘤微环境研究方面，Zeng 等利用 SLIAC 的方法研究了肿瘤细胞与正常上皮细胞共培养

条件下细胞分泌蛋白组的变化，鉴定到了共培养体系细胞上清中 45 个表达增加超过 2 倍的

蛋白质，这些蛋白均与肿瘤相关的生物过程有关。此研究为后期研究肿瘤细胞与微环境细胞

间的相互作用提供了基础。 
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  除了相对定量，利用基于选择性/多反应监视（SRM/MRM）质谱技术的蛋白组学，可以

实现对复杂样品中的目的蛋白进行绝对定量。2011 年发表在《PNAS》的研究利用 SRM 的蛋

白质组学方法检测了不同肿瘤细胞系中 Ras 突变蛋白的表达。SRM 实验发现平均每个 SW480

结直肠癌细胞中有大约 1.3*106 个野生型 Ras 蛋白，突变 Ras 与野生型 Ras 的比例为 5.6。

同样的方法也被用于进行正常结直肠组织、结直肠癌肿瘤组织和胰腺囊肿液等临床样本中

Ras 突变蛋白的绝对定量。  

 

在肿瘤相关蛋白定性研究中的应用 

 

  利用 shotgun 的蛋白组技术，可以实现对复杂样品中大量蛋白质的定性分析，进而为阐

明肿瘤相关蛋白质的相互作用、信号通路组成及蛋白质亚细胞定位提供依据。 

 

  Dawson 等人发表于 2011 年《Nature》上的研究，利用蛋白组学的方法鉴定了肿瘤发生

过程中参与染色质修饰失调的 bromodomain and extra terminal（BET）家族复合物的组成。

作者首先分离出细胞核成分，再分别以 BET 抑制剂、Histone tails 及 BET 抗体为基质，通过

免疫沉淀或 pull down 的方法分离出 BET 各蛋白亚型及其他蛋白复合物。利用 shotgun 的方

法对分离的蛋白质进行鉴定，作者发现混合系白血病融合蛋白的分子伴侣 SEC 和 PAFc 是

BET 复合物的主要成员，并利用鉴定到的蛋白质构建了 BET 复合物蛋白相互作用网络。在此



 

 

650 

 

基础上，作者进一步证实 BET 复合物的功能与混合系白血病有直接关系，BET 是混合系白血

病的有效治疗靶点。 

 

肿瘤相关蛋白翻译后修饰研究中的应用 

 

  肿瘤发生与发展过程中，除了表达差异，很多蛋白质的功能受到翻译后修饰的调控。利

用蛋白质组学的方法，可对肿瘤相关蛋白质的修饰进行的定量及定性分析，为激酶信号通路、

组蛋白修饰等研究提供基础。 

 

  Kim 等在 2013 年发表于《PNAS》上的研究，利用磷酸化蛋白组学的方法研究了 TANK-

binding kinase 1 (TBK1)促进肺癌细胞存活过程中的磷酸化信号转导通路。作者共鉴定到了

A549 细胞裂解液中的 2080 个磷酸化蛋白质中的 4,621 个磷酸化肽段, 其中 385 个蛋白质

(477 个肽段)的磷酸化水平在 TNK1 敲除后发生了至少 1.5 倍变化，由此作者构建了 TBK1 的

磷酸信号转导网络。作者进一步发现 Polo-like kinase 1 (PLK1)在该网络中处于核心位置，进一

步的实验证实 TBK1 可在体外直接诱导 PLK1 发生磷酸化。另一方面，蛋白组学数据表明 TBK1

敲除后，  metadherin 在 Ser-568 位点上的磷酸化显著减少，进一步的功能研究证实

metadherin 与 TBK1 敏感的肺癌细胞的存活和增殖及肿瘤预后密切相关。 
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展望 

 

  综上所述，基于质谱技术的蛋白质组学方法具有的强大蛋白质定性、定量和蛋白翻译后

修饰分析能力，其研究模式与方法已成为蛋白质层面上研究肿瘤学研究的主流方案，并已取

得了大量的研究成果。 

 

利用差异比较蛋白质组学的方法对不同组别样品中大量差异表达蛋白进行解析，进而从中选

取候选蛋白进行进一步的表达验证和功能研究，可为深入阐明相关蛋白在特定生理或病理过

程中的作用提供研究基础与思路； 

借助于大量发掘的蛋白质差异表达数据，还可对信号通路的组成进行系统地描绘与功能研究； 

利用鉴定蛋白质组学对 pull down 或免疫沉淀等方法分离纯化的蛋白复合物进行解析，则可

为蛋白与蛋白的相互作用、抗原-抗体识别、酶-底物反应等研究提供强大的工具。 

 

  鉴于其独特的技术优势与研究特点，基于质谱技术的蛋白质组学在基础医学科研领域必

将具有更为广阔的应用前景。 

【组学专栏】蛋白质组学定性技术详解，
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只能帮你到这里！ 

作者：APT 

蛋白质定性分析是什么？其实就是指利用质谱法进行蛋白质鉴定和序列分析。质谱技术具

有较好的灵敏度、分辨率、准确度，随着质谱技术的不断发展和成熟，利用质谱法进行蛋白

质定性分析愈来愈广泛！ 

 

 

 

  完整的全长蛋白如何定性？电泳条带中的蛋白又如何呢？相应的，蛋白质定性分析可

以被分为两种策略： 

 

  (1) top-down 分析策略：完整的全长蛋白质经过离子化后进入质量分析器，通过测定蛋

白质离子质量和串联质谱分析鉴定蛋白质序列。 

 

  (2) bottom-up 分析策略：存在于溶液或者凝胶电泳条带中的蛋白质经过蛋白酶（如胰

蛋白酶）酶解消化成较小肽段片段，这些肽段再进入质量分析器。最后通过肽指纹图谱或者

串联质谱法进行肽段鉴定，该方法是通过对肽段序列的鉴定推断蛋白质序列。 

 

  目前，bottom-up 分析策略被更广泛的应用于蛋白质定性分析工作。 
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蛋白质全谱分析 

 

  蛋白质全谱分析指的是组分分析，研究对象是完整的组织、体液或其提取物，其目的在

于鉴定出尽可能多的肽和蛋白质分子。 

 

技术原理 

 

  将溶液内蛋白质分子或 SDS-PAGE 条带的复杂混合物酶解成肽段混合物，通过液相色谱

分离，如 2D-LC（阳离子柱 SCX 和 C18 反相柱串联）或 1D-LC 的 C18 反相柱。串联质谱测试，

最后用相应的数据库进行检索匹配，可同时鉴定成百上千种蛋白质。 
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蛋白质胶条/混合液分析 

 

  利用 LC-ESI-MS/MS 蛋白鉴定技术对胶条样本（即 SDS-PAGE 样本）、IP、co-IP、Pull-down

等纯化溶液等中等复杂样本进行蛋白鉴定。 
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蛋白质胶点分析 

 

  利用 MALDI-TOF/TOF 蛋白鉴定技术对考/银染的 2D 或 DIGE 胶点样本或者较纯的蛋白样

本进行蛋白鉴定。 
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技术路线 
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生物信息分析 

 

 

 

样本要求 

 



 

 

658 

 

 

 

质谱仪器 
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5 免疫学技术 

5.1 免疫组化 

发高分 SCI， 不会免疫组化（IHC）怎么

行？ 

作者：花花是个学术张 

花花相信大家对 IHC 一定不陌生，世界那么大，实验方法层出不穷，但是免疫组化却是经典

中的经典，想看看别的高大上的技术？不急，我们先来复习复习免疫组化。 

 

  免疫组化，免疫组织化学技术（immunohistochemistry），是一项利用抗原抗体反应，通

过使标记抗体的显色剂显色来确定组织细胞内抗原，对蛋白定位，定性的实验技术。 

 

  免疫组化主要用的是组织标本和细胞标本两大类，组织标本包括石蜡切片（病理切片和

组织芯片）和冰冻切片。石蜡切片，对组织形态保存好，保存时间也长，虽然对组织抗原暴

露有影响，但可以抗原修复，所以石蜡切片仍然是首选的标本制作方法。 

 

  好了，重点来了，下面是花花多年来总结的免疫组化步骤和经验，各位看官不要错过哦！ 

 

① 在 60°烤箱烤片 30~60min，这一步是为了使蜡片水分蒸发和石蜡融化，好让组织切片牢
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固贴在玻片上。做切片是免疫组化的前提切片子最好是找专业培训过的人员切片，片子的厚

薄均匀，切片的完整，无褶无刀痕。考研刀工的时候。 

 

② 脱蜡水化，依次放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ各 10min，乙醇梯度（高至低）各 2min，水。然

后用自来水洗一下，但不要直接对着切片冲洗。 

 

③ 抗原修复，小编用的是高压热修复，ph6.0 的柠檬酸盐缓冲液，一定要全部浸泡切片，

等高压锅冒气后 5min 结束，自然冷却，温度骤降可能引起脱片哦。3%H2O2 避光浸泡 15min

（当然有的朋友用 EDTA 修复或者说使用微波修复等方法也是可以的，但是每一种抗体对不

同的抗原修复方法的反应是不一样的，得具体对待。） 

 

④ 这一步有神器，用“组传”的免疫组化油笔围绕组织画圈，接下来就能看见它的功效了。 

PBS 洗 5min x 3 次。PBS 会被锁在画的圈中，不会流干，保证不干片。 

 

⑤ 滴加 5%BSA （BSA 用 PBS 溶）稀释的一抗，每个组织约 20ul，用 200ul 的枪头尖端抹

平，4°过夜或者 37°1~2h，小编用的是第二种方法。（每种组织大小不一样，面积大概 1 乘 1

的可以 20ul 就够了，对于类似 NPC 的组织就没必要这么大了，关于一抗的问题，个人建议

4°过夜的方法，当然 37°1~2hour 也是可以的，两种方法没法说谁好谁不好，不同的抗体对

方法的敏感性是不一样的）再次 PBS 洗 5min x 3 次。 

 

⑥ 滴加二抗，一滴每个，用 200ul 的枪头尖端抹平，室温静置 30min。（本人用的是××公司

（此处坚决不植入广告）货号 GK500705 的二抗检测试剂盒，很好用，极力推荐。） 

 

⑦ 再次 PBS 洗 5min x 3 次 
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⑧ DAB- H2O2 显色 10min。（B：C=1:50，25ul 每个，现配现用），在这时要观察，如果染色

明显，不到 10 分钟即可蒸馏水洗终止显色，但是一般超过 20min 都不会有什么好结果。 

 

⑨ Mayer 苏木素染色 30s，水洗，盐酸酒精分化 3s，流水浸 15min 

 

⑩ 脱水,乙酸 2min，乙醇梯度（低至高）各 2min，二甲苯 5min 

 

⑪ 中性树胶封片。 

 

结果分析： 

 

镜下细胞核呈蓝色，阳性结果呈深浅不一的棕色 

比如这样：   
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  结果分析主要有两种方法，阳性着色细胞计数法和评分法。前者是在 40*光镜下，随机

10 个视野下计数阳性着色细胞；后者则是在光学显微镜下按染色程度（0 分阴性着色，1 分

淡黄色，2 分浅褐色，3 分深褐色）和阳性范围（1 分 0-25%，2 分 26-50%，3 分 51-75%，4

分 76-100%）评分，最终分数相加。 

 

 

再来看下反面教材 

 

最常见的非特异性着色： 
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还有背景过深的： 

 

 

 

要避免成为上述的两种典型，做出一张可以见老板的结果，每步都要且做且思考。花花再啰
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嗦几句： 

 

1 脱蜡和脱水的步骤呢，每个实验室都有自己独到的方法，用的乙醇的梯度不完全相同，大

家按照自己的习惯那套来就好。但要注意，脱蜡和水化不全引起局灶性反应，会导致非特异

性着色。 

 

2 一定要防止干片！干片也很容易引起非特异性着色。 

 

3 在用枪头抹平抗体时，要尽量将枪头放平，用斜面而不要用尖头接触组织，这一步要轻柔

小心，可能你只是轻轻刮到几下，但镜下组织就变得乱七八糟的了（别问我是怎么知道的） 

 

4 PBS 在洗的时候，不要对着组织冲洗，会脱片。小编的方法是将冲洗着力点放在玻片的边

缘，让液体自然流向组织。 

 

5 一抗浓度至关重要，这直接影响了最终的结果，摸条件时设置一抗浓度梯度。建议同时设

置一个阳性对照，可以排除一抗之外的操作问题。 

 

6 背景染色过深的话，就要考虑一抗浓度过高或者一抗时间过长，显色时间过长这些问题了。 

 

7 降低组织非特异性染色，可以缩短一抗，二抗的时间，稀释抗体，也可以增加几次 PBS 冲

洗。或者直接用单抗。 
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  免疫组化往往作为检测某蛋白在组织的表达情况出现在预实验中，免疫组化的结果可能

将直接影响课题的后续设计和进展。如果说我们的科研课题是一个大世界的话，免疫组化是

我们看向这个世界的敲门砖。 

 

做好免疫组化 

我们一起去更大的世界看看 

 

 

干货 | 免疫组化染出来都是全国江山一片

红，咋整？ 

作者：毛博 
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全国江山一片红，这可不是阅兵日的朋友圈，而是在做免疫组化啊！好好的一张片子染得脏

脏的。一下子整个人都不好了。这里，毛博根据自己做免疫组织化学近 10 年的经验和体会

（被师弟师妹称为免疫组化王子，哈），总结出了导致非特异性染色的八个大坑，以及避免

掉坑里的一些做法。皆是独门绝技，不要眨眼咯！ 

 

1. 抗体问题，真的是一分钱一分货啊！ 

 

一抗用多克隆抗体容易出现非特异性染色，建议用高纯度，高效价的针对更具特异性抗原决

定簇的单克隆抗体来解决。单克隆抗体很贵，不过结果真的很好。尤其是背景非特异性染色

不会太深。真是一分价钱一分货。一抗过期也会造成杯具，所以要注意抗体的有效期。 

 

2. 抗体浓度过高/孵育时间过长 

 

一抗浓度太高也是出现非特异性染色的常见原因。解决的办法就是预实验。每次使用新抗体

前应该多做预实验，摸索出最理想的工作浓度，不能简单地按照说明书来用。另一个常见原

因就是孵育时间过长。解决的办法就是定时器。加上抗体后，立刻调好定时器，提醒自己及

时终止反应，就会避免这个问题。 

 

3. DAB 染色时间太长/变质 

 

DAB 的孵育时间过长，会造成背景非特异性染色。DAB 的显色时间不是一成不变的，主要靠

自己在显微镜下盯着，一旦出现浅浅的棕色的时候，就要马上冲洗。出现棕色的时间过短，
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表明抗体浓度过高；出现棕色的时间过长，表明抗体浓度过低。DAB 要保存于避光干燥的地

方，现用现配，临用前才加入 H2O2。图 1 就冲洗的有些晚了；图 2 就是刚刚好，染色效果

棒棒哒! 

 

 

 

4. 内源性酶和生物素 

 

内源性酶和生物素也会造成非特异性染色，特别是一些内源性酶生物素含量丰富的组织，如

肝脏，肾脏，脾脏等。处理的办法为：灭活碱性磷酸酶：最常用的方法是将左旋咪唑（24 mg/mL）

加入底物液中，并保持 PH 值在 7.6-8.2，即能除去大部分内源性碱性磷酸酶；对于酸性磷酸

酶，可以用 50 mmol/L 的酒石酸抑制；对于内源性过氧化物酶，可以用 0.9%的双氧水来灭

活。对于内源性生物素，染色前将切片浸于 25 μg/mL 亲和素溶液中 15 分钟，PBS 清洗 15 分

钟后即可染色。也可以 24 mg/mL 的卵白素封片 15 分钟。 
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5. 组织变干 

 

一下子染太多片子的时候，容易出现这种情况。解决的办法就是不要贪多嚼不烂。一次少染

几张。还有就是试剂充分覆盖组织，超出组织边缘 2 mm。然后用 PAP 笔在组织周围画一个

圈圈，把修复液圈在里面。避免修复液流走。圈圈应该距离组织边缘 3-4 mm。 

 

 

 

6. 浸泡时间过长 

 

切片在缓冲液或修复液里面浸泡过夜，也会引起杯具。这都是偷懒的做法。但是有时候也是

可以偷一下懒的。毛博的独门秘技就是 4°C 冰箱。只要把容器放在 4°C 冰箱里，过夜完全没
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有问题。 

 

7. 清洗不充分 

 

清洗一定要充分。PBS 液一定要双蒸水新配，用之前再次测 PH 值。缓冲液用 0.05 mol/L 的

Tris-HCL，0.15 mol/L 的 NaCl 即可。如果加一点去垢剂 Tween-20 就更好了。 

 

8. 封闭血清问题 

 

是否选择了正确的封闭血清。原则是选择二抗动物的非免疫血清，例如二抗是羊抗兔，就要

选择非免疫羊血清。用 PBS 稀释为 3-10%的溶液孵育切片，37°C 10-30 分钟。这里不用洗，

直接甩掉即可。毛博再贡献一个独门绝招，直接用奶粉也可以。用 5%的脱脂奶粉就可以了。

而且效果还不错。怎么样？简单吧。 

 

免疫组织化学是个苦活脏活。步骤多，时间长，还要接触有毒有害的物质。要是好好的一张

片子染出来都是全国江山一片红，那才叫亏大发了。以上，毛博介绍了自己的一些心得体会，

希望对大家有所帮助。 

 

干货 | 免疫组化结果分析之独门绝招 

作者：毛博 
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很多时候，我们千辛万苦地染出了一张张漂亮的免疫组化片子。但是却不知道如何正确地分

析，得出理想的结果。这实在是一件憾事。 

 

其实，免疫组化结果分析的 protocol 教科书和实验手册上面都有。今天主要谈谈应该注意的

一些事项和技巧，并且有独门绝招献上，都是干货哟。 

 

对照染色 

和做实验的时候必须设立对照组一样，免疫组化也必须设立对照染色。没有对照染色的免疫

组化结果是不可信的。对照一般有阳性组织对照，阴性组织对照，阴性试剂对照，自身对照。

一般来说，有一个阳性组织对照和一个阴性组织对照就足够了。 

 

定位 

抗原表达必须在特定部位。如 LCA 应定位在细胞膜上；CK 应定位在细胞浆内；PCNA 及 p53

蛋白应定位在细胞核内等等。不在抗原所在部位的阳性着色，不能视为确切的阳性结果。有

可能是非特异性染色或者假阳性。不能确定怎么办？这就要用到上一段提到的对照染色了。 

 

半定位 

现在一般用图像分析系统进行定量。如果你的实验室不幸没有那么高大上的话，就只好赶鸭

子上架，用肉眼定一下量了。因为人为主观性比较强，所以只能称作半定量。免疫组化的半

定量一般就分为三级：弱（+），中（++），强（+++）。以绿色免疫荧光为例，则表现为浅绿

色荧光、明显绿色荧光和亮绿色耀眼荧光。弱（+）=1，中（++）=2，强（+++）=3。至少随

机观察 5-10 个 HPF。然后根据（+）% x 1 +（++）% x 2 +（+++）% x 3 计算出数值；总数值

<1.0 者为（+），1.0-1.5 者为(++),  >1.5 者为(+++)。 
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图像分析仪 

如果要进行精确定量的话，就要用到图像分析仪。图像分析仪类型很多。这里就不一一介绍

了。其实毛博最想隆重推荐的是一款图像分析软件：Image J。毛博当年在米国做博士猴的时

候，就是用的这款软件。这是 NIH 开发的免费软件。一般的免疫组化结果分析用它就绰绰有

余了。现在已经开发到了 1.50 版。网上可以免费下载。其界面非常简洁，如下图所示。 

 

 

 

现在，根据一个实例来看看如何用 Image J 来进行图像分析。如下图所示，我们有一张细胞

的免疫荧光染色的照片。那么，如何用 Image J 来计数细胞的个数呢？ 
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首先，要把彩色的图像转换成黑白图像。步骤如下：Image→Type→16-bit。转换成黑白图像

后，将要计数的部分用高亮标示出来。步骤如下：Image→Adjust→Threshold。然后拖动鼠标，

直到所有的细胞被标示出来。 
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有时候 2 个细胞靠得比较紧密，会被计数为 1 个细胞。这个时候可以采用 Image J 的水洗功

能。步骤如下：Image→Binary→Watershed。如下图的蓝色箭头所示，这些是本来计数成一个

的细胞，经过水洗之后，更加精确地被计数成了 2 个细胞。 
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然后，就可以正式开始分析了。步骤如下：Analyze→Analyze Particles。在得出最后的结果之

前，还有一些选项需要选择。如果想要计数全部的细胞，那么 Size 项里面选择“0-infinity”。

Circularity 的默认值为“0.00-1.00”。一般就取默认值。 

 

 

 

最后的结果如下图所示。软件自动测量了每个细胞的大小。这里因为是二维图像，所以就是

每个细胞的面积。然后计数了一共有 72 个细胞，总面积为 21286.00，平均大小为 295.64。 
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免疫组化是个苦活，时间长，步骤多，还要经常接触有毒致癌物质。大家辛辛苦苦染出了漂

亮的片子，最后都希望得出自己想要的结果。以上介绍了一些自己的心得体会。希望广大的

实验狗们都能做出自己想要的结果，早点发文章。 

免疫组化之 8 大疑难解答及 10 大实战经验

（附临床上常用免疫组化指标） 

作者：子非鱼 

免疫组化（IHC），此种高端大气上档次的实验自然深得科研者的宠爱。然而做过该实验的人

都知道，IHC 看似容易，但其花样百出的问题总是让实验汪们的精神备受摧残，苦不堪言。

本文就对免疫组化进行抽丝剥茧的剖析，还其一片净土。 
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IHC 反应实验流程 

 

IHC 常见的 8 大疑问 

 

Q1：冰冻切片和石蜡切片如何取材？ 

 

Answer: 冰冻切片取材可分为两种情况： 
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1）动物灌流固定：如小鼠心脏灌流，首先采用预冷的 1×PBS 灌流冲洗直至血液全部放出，

随后灌注 4%PFA 直至小鼠僵直，而后解剖获取组织，于 4℃、4%PFA 中固定 1h 左右，1×PBS

洗 5 次（30min/次），25%蔗糖溶液脱水 12h 左右包埋即可。 

 

2）直接取材：直接选择新鲜组织进行冰冻切片，此时不需要进行抗原修复。缺点：切出的

片子含水量会比较多，形成冰晶影响结果，而且后期的丙酮固定也会改变细胞的形态。 

 

石蜡切片：动物组织取材（灌流与否都可以，并不影响后续的操作）后，置于 10%福尔马林

溶液中固定 3-4 天后，脱水，包埋，即可进行石蜡切片操作。 

  

Q2:石蜡切片和冰冻切片的区别比较 

 

Answer: 1）石蜡切片制备过程较复杂，抗原活性差，但切片薄（3-5μm），便于观察细胞的细

微结构，且常温保存即可，非常方便。2）冰冻切片较厚（8-12μm），操作简单，抗原活性好，

但是保存时间短，且一定放在-80℃的低温冰箱中。 

  

Q3：一抗的选择要点是什么？ 

 

Answer：1）一般单克隆抗体特异性强，但亲和力相对小，检测抗原灵敏度相对低；而多克

隆抗体特异性弱，但抗体的亲和力强，灵敏度高，但易出现非特异性染色（可通过封闭来避

免）。2）抗体的比例可依据抗体说明书或 western blot 的抗体比例来做即可。3）对于组织样

本，一般要在 37℃孵育 1-2h 或 4℃冰箱孵育过夜（效果最佳，且拿出后需 37℃复温 45min），

并保持湿盒里的湿度来防止抗体蒸发。对于难以着色的，在第二天还需将湿盒置于室温孵育。 
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Q4：如何选择封闭血清？ 

 

Answer：封闭血清一般是和二抗同一来源，可封闭非特异性结合位点，降低背景噪音。也可

使用小牛血清、BSA、羊血清等，但不能与一抗的来源一致。 

  

Q5：DAB 显色时间如何把握？ 

 

Answer：可选择一张阳性的片子，用计时器精确计时在显微镜下判断出具体时间后，再对所

有片子进行显色，采用相同的时间来界定。一般如果抗体浓度适宜，操作无误，10 分钟内肯

定能够显色，如果超过该时间，说明一抗比例不够或者封闭太久等等原因。显色时间越短，

则说明抗体浓度高或抗体孵育时间过长，需下调抗体浓度或缩短抗体孵育时间。 

  

Q6：IHC 复染时间的选择？ 

 

Answer：苏木素复染时间一般为 5min 左右，可调整，染色时间太浅，可延长时间，反之缩

短时间；随后进行盐酸酒精分化，数秒即可，自来水洗，最后置于氨水中返蓝。 

  

Q7：免疫组化的结果如何分析？ 

 

Answer：1）必设对照组。如阴性、阳性及自身对照。 
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由表中可知，只有 6、7 实验结果有意义。1-5 均因对照组的结果已否定抗体的特异性或因

ICH 技术操作存在错误等而使实验结果失去意义，则必须重复实验或换用抗体。 

 

2）阳性着色细胞计数法。在 40 倍光镜下，随机选择不重叠的 10 个视野，人工或机器计

数阳性着色细胞，每组 3-6 张不同动物组织切片，然后进行组间比较即可。 

 

3）灰密度分析法。通过在不同组别和不同动物组织切片上选择相同区域、相同条件下用 

image j 进行灰密度分析，然后进行统计分析即可。 

 

4）分级法。免疫组化的半定量一般分为三级：弱（+），中（++），强（+++）。以绿色免疫荧

光为例，则表现为浅绿色荧光、明显绿色荧光和亮绿色耀眼荧光。弱（+）=1，中（++）=2，

强（+++）=3。至少随机观察 5-10 个 HPF。然后根据（+）% x 1 +（++）% x 2 +（+++）% x 3

计算出数值；总数值<1.0 者为（+），1.0-1.5 者为(++),  >1.5 者为(+++)。 
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Q8：IHC 常见的疑难杂症有哪些？ 

 

Answer： 
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免疫组化（IHC）的十大实战经验 

  

1.把要做的切片先分好，做几个抗体可分几盒，不正常组织与正常组织要分开。其余做预实

验用。 

  

2.选择实验要做的抗体时，要结合他们的正常组织和癌组织的分别表达率。 
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3.试剂盒的选择可结合生物素强弱的情况。如：肝组织生物素含量高，S-P 试剂盒生物素含

量也高，故不能配合使用。 

  

4.每次开始做时，都必须先清点实验的必需品是否齐全。想好可能发生的意外，并先想好补

救措施。当抗体不够用的情况下，原先买的抗体最好不要用完，留做可能需要的验证试验。

新的抗体要尽量同公司，同批号。 

  

5.烤片（单一或综合）程度要适情况而定，可中途拿出甩一甩，尽可能先放在烤箱里烤 3 小

时以上。切勿把片烤得太久了。程度刚好，脱蜡效果才会好。注意做好不同条件的切片标记。

注意温度稳定，再烤片。 

  

6.二甲苯脱蜡。温度过低时，可先把二甲苯整罐放进烤箱加热，或者可把片放在二甲苯里一

起加热脱蜡，这样效果会更好；若温度适宜，那还是在室温下脱蜡，要不可能会适得其反。

时间也是适情况而定。 

  

7.高压修复时，要注意稀释比例，修复液的种类（EDTA 不可以重新进行利用，可能发生交叉

作用），PH 值等。高压锅内压力未降至正常时不可打开，压力正常后可多放会儿，能更好的

利用余压，把握程度。若是多次修复，每次都需先把锅内热水倒掉，换冷水，保证条件的可

重复性。 

  

8.抗体反复冻融可使效价降低。抗体要防止污染。不可用塑料保存，塑料可吸附抗体。抗体

稀释：应遵循“现用现配”的原则，对于 PBS（其他稀释液，注意 PH 值，PBS 为偏中碱性）稀

释的抗体最好要当天使用。稀释比例恰好为佳，注意前带和后带效应。 
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9.吹干封片时不能有泡泡。若是没封好，可进行二甲苯、酒精脱树胶，吹干再次封片，但镜

下效果会明显变差。因而，若没必要，最好不要再次脱胶。DAB 显色需用中性树胶封片，AEC

（易溶于有机溶剂）需用水性胶封片。 

  

10.刚封完的载玻片会移动，故切片还没干时，尽量不要碰到盖玻片，可避免树胶溢出，片的

整体效果不好。 

 

附录：临床上常用免疫组化指标 

 

通常恶性肿瘤，免疫组化耐药预后标记（共 4 个 marker）为：P-gp，GSTπ，TOPOII，Ki-67。

而乳腺癌免疫组化耐药预后标记（共 7 个 marker）为：P-gp，GSTπ，TOPOⅡ，Ki-67，ER，

PR，C-erbB-2。 
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5.2 ELISA 

一句话知晓实验方法怎么选？WB、SPR、
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ELISA… 

作者：麦子 

在分子生物学实验室里的玩法，无非就是用某种特定的刺激物（如细胞活素）去刺激一些细

胞或组织，让它们 high 起来，然后分析细胞对这些外源刺激物的反应，检测细胞内哪条信

号通路被激活或失活，或者什么蛋白被分泌出来。这里面就有很多种方法，哪种最合适，关

键看你要检测这个反应的哪个方面的特性。 

 

WB 

建立蛋白质的个人档案 

 

一个典型的免疫印迹实验（Western Blot，WB）可检测信号通路中某种蛋白质的特性、表达

和分布，分析容量大、敏感度高、特异性强。 

 

但至于蛋白 -蛋白相互作用则要用另一种更复杂的方法，即免疫共沉淀法（ Co-

immunoprecipitation，Co-IP），它接近细胞内的生理情况，是以成为经典方法。 
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WB 影视，实验做累了可以用 

 

SPR 

想知道 Ta 和 Ta 能有多亲密？ 

 

表面等离子共振（Surface Plasmon Resonance，SPR）除了研究蛋白-蛋白相互作用（例如受体

-配体相互作用），还有可研究小分子-蛋白或细胞-蛋白的相互作用。这种方法不需要标记蛋

白（荧光标记或同位素标记），还可以实时定量分析这些相互作用的亲和力、热力学、动力

学特性。SPR 是分析动力学和亲和力的金标准。 
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SPR 咖啡，熬夜读文献的时候用 

 

EMSA 

蛋白瞄着核酸，我们又瞄着那些蛋白 

 

电泳迁移率实验（Electrophoretic Mobility Shift Assay，EMSA）最初用于检测 DNA 结合蛋白与

相应的 DNA 序列结合的情况，可做定性和定量分析，包括细胞核中的转录因子（如 NF-kB ）

的活性等等，现在也常用于研究 RNA 结合蛋白和相应的 RNA 序列相互作用。 
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这些分析用酶联免疫吸附实验（EenzymeLinked ImmunosorbentAssay，ELISA）也可以做，原

理差不多。 

 

 

EMSA，德国家居品牌，休息区的椅子可以吗？ 

 

PCR 

把小树养大才能更好地招风 

 

转录因子激活并和靶基因结合之后，该基因就被激活。PCR（Polymerase Chain Reaction）或



 

 

693 

 

Real Time PCR 可以把特定的 DNA 序列大幅扩增，便于检测活性基因的表达情况。 

 

 

PCR，用途很广啊 

 

ELISA 

追踪到天涯海角！ 

 

如果要看看细胞外如何，比如细胞培养上清液或体液中的某种蛋白质分泌情况，则通常选用

ELISA，从而获知相应基因的活性。 
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艺人 ELISA，在实验室放放她的歌吧…… 

  

参考资料： 

http://bitesizebio.com/19759/western-blot-elisa-or-pcr-which-technique-should-i-use/ 

 

技术 | 美丽的 ELISA，你的考验我懂 

作者：毛博 

酶联免疫吸附实验，简称为 ELISA。正好是一个美丽的女孩的名字。日本有位女歌手野田绘

理纱，英文名字就叫 Elisa。 
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ELISA 实验是一种非常经典的免疫学实验。虽然历史非常悠久了，但是还是不断地在临床和

基础研究中得到应用。其主要用于：免疫酶染色各种细胞内成份的定位；研究抗酶抗体的合

成；显现微量的免疫沉淀反应；定量检测体液中抗原或者抗体成份。毛博做过一段时间的

ELISA，总结了一些经验教训。毛博还是采用一贯的套路：问题，可能的原因，解决方法。供

大家参考。 

 

问题 1： 阳性与阴性不能达到 2.1 的比值，阴性颜色太深。 

可能的原因： 

阴性对照（也就是阳性对照的除目标抗原外的其它成分）中有某种成分与一抗作用。 

解决的方法：纯化抗原除去干扰成分。 
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问题 2：阳性与阴性不能达到 2.1 的比值，阳性颜色太浅。 

可能的原因有 3 个： 

1）一抗效价不好。 

2）抗原太稀。 

3）封闭时间过长。 

解决的方法： 

1）换用一抗或增加一抗用量。 

2）增加抗原浓度。 

3）缩短封闭时间，封闭时间一般 37 摄氏度 3 个小时，或者 4 摄氏度过夜。不能比这个更长

了。 

 

问题 3：增加抗原浓度，一抗浓度不变，显色反应没有表现出应有的梯度。 

可能的问题： 一抗与抗原的比例已经饱和。 

解决的方法： 增加一抗用量; 或在一抗用量不变的情况下减少抗原浓度做梯度。 

 

问题 4：增加一抗浓度，显色反应没有表现出应有的梯度。 

可能的原因：一抗与抗原的比例已经饱和。 

解决的方法：增加抗原用量；或在抗原用量不变的情况下减少一抗浓度做梯度。 
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问题 5：加完 TMB 显色后颜色梯度很明显，但加了硫酸终止反应后颜色梯度没有那么明

显了。 

可能的原因：硫酸可能把其它成分都炭化了。 

解决的办法：加少一点硫酸，参考值：50 μlTMB+35 μl 硫酸；或者采用 1M 的 HCL 作为终止

液，50ulTMB+50ul1M HCL。 

 

毛博认为：这些步骤里面，一抗和封闭是两个关键。如果 ELISA 做不出满意的结果，首先应

该从这两个方面改进。Elisa 实验看似简单，其实不然。别小瞧了这个美丽的女孩子哟。光是

一个加样就有很多讲究。 

 

ELISA 中加样须注意如下问题： 

吸取样品时，加样枪吸头不应黏附多余的液体；加样时不可 90 度向孔中滴加液体，这样会

导致液体残留在吸头上，加样不准确！ 

不要将吸头伸入孔中，一方面若接触孔底可能压弯吸头，另一方面可能会将孔中的液体吹起

来，加样不准确！ 

 

正确的加样方法应为 45 度，吸头贴着孔壁加入，应注意： 

角度太小，会使液体残留在孔壁上，导致加样不准确！ 

吸头应当贴着管壁和液面的交界处！ 
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综上所述，Elisa 实验看似简单，其实还是有很多细节需要我们注意的。以上毛博介绍了 Elisa

实验的一些经验教训，希望对大家有所帮助。 

 

ELISA 实验操作中值得关注的细节大盘点 

作者：子非鱼 

酶联免疫吸附测定（ELISA）因其具有敏感性高、特异性强等优点，被广泛应用于临床检测中

的各种抗原和抗体的测定。尽管 ELISA 操作简单，但是小实验里也蕴含着大文章，ELISA 操作

各个环节对实验的检测效果影响较大，稍不注意就会产生假阳性或假阴性的结果。现在小鱼

就跟大家 818 应用 ELISA 应该了解的一些常识。 

 

ELISA 分类及具体过程 

 

一般，ELISA 可分为以下四大类：直接 ELISA、间接 ELISA、夹心 ELISA、竞争抑制 ELISA。其他

的 ELISA 都隶属于这四类 ELISA 或由这四类 ELISA 组合衍生。 
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ELISA 的具体操作的视频链接： 

 

 

下面分析 ELISA 实验操作中可能影响结果的原因，并给出相应的解决方法。 

 

样品收集和保存 

 

用于 ELISA 测定最常用的临床标本是血清（浆）。要注意避免严重溶血，因为血红蛋白中含有

具有类似过氧化物活性的血红素基团，在孵育时很容易吸附于固相，与 HRP 底物反应产生

假阳性。 

  

样品采集及血清分离中要注意避免细菌污染，一方面细菌分泌的酶可能对抗原抗体等蛋白产

生分解作用，另一方面，细菌的内源性酶如大肠杆菌的 β-半乳糖苷酶会对相应酶作标记的测

定方法产生非特异性干扰。 

  

样品应该要避免反复冻融。因反复冻融所产生的机械剪切力对标本中的蛋白等分子产生破坏

作用，从而引起假阴性结果。另外，样品混匀时，不要剧烈振荡，反复颠倒混匀即可。 

  

一般而言，如果在收集样品的当天进行检测，可将样品及时储存在 4℃备用；而对隔天再检

测的样本，应及时分装后冻存在-20℃备用，若要长期保存样品，最好将其置于-70℃冻存。 
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试剂准备 

  

在实验开始前，需将试剂盒从冰箱中拿出来在室温放置 20min，再进行测定，以使试剂盒在

使用前与室温平衡，也可使温育时反应孔内的温度能较快的达到所要求的高度，以满足测定

要求。 

  

其次，目前商品中 ELISA 试剂盒中的洗板液均需在实验过程中对其所提供的浓缩液进行稀释

配制，因此稀释时所用的蒸馏水或去离子水应该保证质量。此外，底物反应液应该反应显色

前进行现配现用。同时，为了保证实验的均一性，实验中所有试剂在加样前必须摇匀。 
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加样 

  

因 ELISA 的灵敏度较高，则应该按规定将血清稀释至适当的倍数，以降低非特异性反应，使

特异性的抗原抗体反应充分体现出来。 

  

加样品时，单孔用量要求：≥20ul/指标，如需要做 2 个复孔则血量≥60ul/指标。如果用量充

足，最好提供 50ul/孔/指标。具体用量也需根据试剂盒的要求而定。 

  

吸取样品时，加样枪头不应粘附多余的液体；加样时不可 90 度向孔中滴加液体，否则会导

致液体残留在吸头上，加样不准确。正确加样方法应为 45 度，吸头贴着孔壁和液面的交界

处加入。 

 

 

 

加样时速度不可过快，否则无法保证微量加样的准确性和均一性；要避免样品加在孔壁上部

而产生非特异性吸附。不可将样品溅出以避免对邻近孔产生污染。 
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孵育 

  

一般，孵育时间与温度成反比，即温度越高，所需时间相对较短。最常用的孵育温度为 37℃，

孵育 1-2h。 

  

孵育时应贴封片或加盖，避免样品或稀释液蒸发，吸附于孔壁，难于清洗。孵育时，反应板

不宜叠放，以保证各板的温度都能迅速平衡。同时，应严格控制孵育时间，避免因时间过长

导致紧附于反应孔周围的非特异性结合。 

  

孵育时，要尽量排除“边缘效应”，即 96 孔板的外周孔显色较中心孔深。究其原因，是因为

96 孔板周孔与中心孔的表面或热力学特征不同。因此，可采用水浴或在将反应溶液加入至

板孔中时，将板和溶液均加热至孵育温度（37℃）。 

  

洗板 

  

为了确保 ELISA 测定的特异性，洗板可清除非特异性结合物质，减少背景信号，增加分析的

信噪比。 

  

手工洗板时，拍板要垂直，避免交叉污染，用力不能过猛，防止抗原抗体复合物脱离。使用

半自动洗板时，应经常检查冲洗头是否通畅，若被杂物堵塞时可用注射器针头挑出。为了达

到较好的洗涤效果，实验室可采用机器与人工洗涤相结合的方法，即在机器洗涤后再进行人

工洗板 1-2 次。 
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以 HRP 作为标记酶的 ELISA 试剂盒中使用的洗板液一般为含 0.05% Tween20 的中性 PBS，其

中，吐温 20 的浓度可在 0.05%-0.2%之间，高于 0.2%时，可使包被在固相上的抗原或抗体解

吸附而减低实验的灵敏度。 

  

显色 

  

目前以 HRP 作为标记酶的商品 ELISA 试剂盒中，如以 TMB 为底物，则提供的底物为 A 和 B

两瓶应用液；如以 OPD 为底物，则试剂盒提供 OPD 片剂或粉剂，临用前配制。显色剂配制

后放置时间过长（肉眼可见浅蓝色的 TMB 时）要弃之不用。 

  

在加入底物开始显色反应前，最好是先检查一下底物溶液的有效性，即可将 A 和 B 两种液

各加一滴于清洁的空板孔或 eppendorf 管中，观察是否有显色出现，如有，则说明底物已变

质。 

  

显色反应条件一般为 37℃或室温反应 15-30 分钟。加终止液时，要避免气泡产生而引起的假

阳性。 

  

读板 

  

读板时要保证酶标板清洁，同时也要注意酶标仪的波长是否已调至合适或所用滤光片是否正

确。 

  

通常，单波长读板的测定值一般是指以对显色具有最大吸收的波长如 450nm 或 492nm 进行
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比色测定；而双波长读板的测定值一般是敏感波长如 450nm 的吸光值与非敏感波长下如

630nm 的吸光值之差，可排除板内脏物的影响。 

  

同时，由于 ELISA 测定中单个空白孔的非特异吸收上有一定程度的不确定性，也就是说每次

测定或同次测定空白孔位置的不同均有可能得到不同吸光度测定值，故而在 ELISA 测定比色

时，最好是使用双波长比色。 

 

数据结果分析 

 

ELISA 的测定结果可分为两种：定性测定和定量测定。前者只需确定阴性或阳性即可；后者

则需要给具体的数值。在定量测定中，经常要将标准品所获得的吸光值进行标准曲线的绘制。 

 

下面则简单介绍用 excel 绘制标准曲线的方法 

  

1）输入相应数据 
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2）选中相应数据 

 

 

 

3）选择表格中，菜单栏中的插入|散点图中第一个类型 

 

  

 

4）选中“图表工具”中的“快速布局”中 fx 图标，即可得到以下图表。Excel 版本较低的可以直

接跳到第 6）步。 
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5）点中坐标轴标题，可做修改。修改后可获得以下标准曲线。 

 

 

 

6）或者在较低版本的 excel 中，在“图表工具”选项中，选择趋势线|线性趋势线。 
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7）选中图表中的趋势线，右键，选择“设置趋势线格式”，在弹出的对话框中，将“显示公式”

勾选上，点击关闭，也获得标准曲线。 
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8）可将试验管中所测的吸光度值代入图表中的公式 Y=1.001x+0.0171 后可得到所求成分的含

量，即 X 的值。 

 

ELISA 的疑难杂症 

 

1）显色浅，灵敏度低 
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2）假阳性多，本底高甚至花板 
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3）重复性不好 

 

 

 

4）白板 
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干货 | 又被抗体给坑了？选好抗体来几

招！ 

作者：刀王 

想要搞好科研，发 SCI 高分文章，寻找信号通路，研究错综复杂的分子机制必不可少！根据

文献报道不难发现，Western Blot 是目前研究分子机制最简单且最权威的实验方法之一，但

想要做出一张漂亮的 Western Blot 图可不简单，整个操作流程的各个环节都决定着结果是否

能入导师的法眼。 

 

如果你能憋出这么一张图，应该整个人生都能升华了··· 
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先不要着急，我们慢慢来。人家这也是长时间累积的结果。 

 

首先你做完一次 western blot 实验，如果结果是这样的： 
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恭喜你，你的人品太好了！ 

 

如果是这样，也还是不错的，值得拥有： 

 

 

 

如果是这样，还是有救的，请重复一次，把杂带切掉： 
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如果是这样，请拨打投诉电话，这简直不忍直视啊，刀王看了都要哭了： 

 

 

 

想要做好 WB，选择一个好用的抗体是非常关键的，如果不懂得如何选择抗体 

 

那还怎么愉快的搞科研了…… 

 

今天刀王就和大家分享下如何选择抗体，主要有以下三个办法，各有讲究： 

 

1、 直接参考文献中使用的抗体 
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这个是最安全可靠的办法，但需要特别注意 3 点：一是文章的可靠性，要参考影响因子高于

5 分的文章；二是实验必须是同一类实验，别人做 IHC 的抗体用做 WB 是没有意义的；三是

检测的是内源蛋白还是外源蛋白，一般只有内源蛋白的 Western blot 才有参考意义，但如果

同时做了过表达和敲减，也是可以的。 

 

2、 抗体搜索网站查询 

 

这个方法必须对常见的抗体资源网站有所了解，这里就向大家推荐几个小编常用的：

Biocompare、Antibodyresource、Labome、Antibodypeida，当然大家还可以问问 google。无论

是用哪一个网站搜索都要注意抗体名称，不要把其它无关的抗体当成了自己需要的，因为这

些网站都有模糊搜索功能；二是很多抗体名称不是唯一的，搜索出来的抗体名称可能不一定

是你输入的名称，但确实是你需要的抗体，因为大部分基因都是有别名的，需要看仔细了。 

 

3、 直接上知名公司网站查询 

 

这个方法对于初接触抗体的人来说是一件相当复杂的事情，抗体种类繁多，品牌众多，价格

和质量又相差甚大。但无论什么品牌，进口还是国产，都会有用得不错的产品，也会有做不
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出来的产品。需要谨记，最贵的不一定就是最好的，最适合你实验的才是最好的。 

 

在这里，根据小编多年的使用心得和大家分享一些可靠而且口碑好的抗体公司，希望对大家

有所帮助（以下蓝色标记的是刀王最常用的）。 

 

优先推荐的是生产商且拥有国际品牌的中外合资跨国公司，主要优势有： 

 

国内订货到货周期短（国外公司一般 3-4 周，国内公司最多 1 周）； 

售前售后服务方便到位（这一点非常重要，国外抗体咨询投诉周期一般都非常长，国内公司

一般 1 周就可以解决，还可以免费索取一些抗体小样）； 

性价比高，价格是国外的 1/3 左右，而且有小包装规格，近年来这些品牌也被国内外学术界

认可，所以你懂的。  

   

Proteintec Group： 总部在美国，有 10000 多种多抗和 400 多种单抗，90%以上的抗体是

用重组蛋白作为抗原生产，产品数据齐全，甚至还公开了抗原序列，其品牌被国内外学术界

广泛认可。 
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Epitomics：以兔单抗为主，是全球最早生产兔单抗的公司，产品质量过硬，数据齐全，品牌

口碑很好，现已被 Abcam 收购。 

 

Abgent：有 10000 多种多抗，几乎所有抗体都用多肽为抗原制备，品牌也还不错，现已被

药明康德收购。 

 

Abnova：一家台湾公司，抗体种类很多，涵盖物种也广，单抗种类多。 

 

还有一些其他不错的国内公司 Bioworld、SAB、Genetex 等。 

 

接着推荐一些国外知名公司，主要有 2 类，一类是销售型公司，自己不生产产品或者只生产

一小部份产品，大部份产品来自于其他公司，如 Abcam、Sigma Aldrich、Thermo Fisher、ACRIS、

Merck Millipore, Novus Biologicals 等，另一类是生产型公司，下面简单介绍些： 

 

Cell Signaling Technology (CST) 的抗体在信号通路相关的领域具有很大的优势，其抗体

几乎包涵了所有的信号通路，被文献引用频率高，深受用户好评。 
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BioLegend 抗体主要是面向免疫系统相关的分子以及细胞因子等，而且几乎所有抗体都可以

用于流式分析。 

 

eBioscience 抗体主要面向于免疫系统和癌症相关的分子，类似 BioLegend，大部份抗体都可

以用于流式分析，而且也有多种不同类型的标记的抗体。 

 

Dako 抗体产品种类较少，但每一个都是精华，尤其是在病理诊断市场上，更是行业的金标

准，免疫组化首选。 

 

Bethyl Laboratories 是一个相当古老的公司，抗体种类不是很多，其特色在于大部份抗体都

有 IP 实验结果，质量相当不错。 

 

R&D Systems 成立比较早，其产品尤其在细胞因子相关分子上占有极大的优势，同时拥有配

套的高质量 ELISA kit，为需要进行定量研究的用户提供了极为有力的工具。 

 

BD Biosciences 公司抗体在 CD 分子上做得极为全面，而且几乎所有的抗体都不同种类的标
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记，大部份抗体都可以用于流式分析，质量相当好。 

 

Santa Cruz Biotechnology 抗体种类则非常多，而且针对同一个蛋白有多个抗体与其对应

（主要是免疫原区段不一样），几乎所有抗体都用多肽做抗原。 Santa Cruz 的品牌相当悠久，

业界比较认可。 

 

 

刀王资料提供 

 

文章中涉及到的抗体搜索网站的使用方法： 

 

Biocompare: http://www.biocompare.com/ 打开网页后在 Search Product下的文本框内输入你

需要的抗体的抗原名称，in 后面的下拉菜单中选择"Antibodies"，再 search 就行了。如果出

来很多结果，可以用 application 进行限定过滤，如果出来的结果不是很多，那就可以一一查

看，推荐直接访问每一条的 Supplier Page，即可访问供货商的产品页面获得更多信息。 

 

Antibodyresource：http://www.antibodyresource.com 打开网页后直接在顶端的 search box 里
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输入你需要的抗体的抗原名称，回车后即可返回搜索结果，也可以用 application 以及其它选

项对结果进行过滤。如果配有实验结果数据的，会出现相关的图标（但此处图标不是缩略图）。 

 

Labome： http://www.labome.com 打开网页后直接在顶端的 search box 里输入你需要的抗

体的抗原名称，回车后返回系统生成的一系列关键词，选有 antibody 的那一个关键词即可返

回抗体搜索结果. 

 

Antibodypeida: http://www.antibodypedia.com 打开网页后直接在顶端的 search box 里输入你

需要的抗体的抗原名称，回车后下方即返回搜索结果，界面清晰明了，但是收录的抗体公司

相对较少。 

 

常用的抗体公司网站： 

 

国内： 

Proteintech：http://wwwNaNglab.com/ 

Abgent：http://www.abgent.com.cn/ 
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Bioworld：http://www.bioworlde.com/ 

SAB：http://www.sabbiotech.com/ 

 

国外： 

Abcam：http://www.abcam.com/ 

Sigma：http://www.sigmaaldrich.com/ 

Cell Signaling：http://www.cellsignal.com/ 

Santa Cruz：http://www.scbt.com/ 

5.3 Co-IP 和 ChIP 

就是这么拽——染色质免疫共沉淀！ 

作者：老谈 
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染色质免疫共沉淀(chromatin immunoprecipitation, 

CHIP)原理 

值得注意的是，它是目前唯一研究体内DNA与蛋白质相互作用的方法。在生理状态下，

把细胞内的 DNA 与蛋白质交联在一起，通过超声或酶处理将染色质切为小片段后，利用抗

原抗体的特异性识别反应， 将与目的蛋白相结合的 DNA 片段沉淀下来，以富集存在组蛋白

修饰或者转录调控的 DNA 片段，再通过多种下游检测技术（定量 PCR、基因芯片、测序等）

来检测此富集片段的 DNA 序列。 

 

  染色质免疫共沉淀技术包括 3 个独立的步骤，即固定、沉淀和检测。 

 

  第 1 步为固定，即在体内用甲醛固定 DNA 和蛋白质复合物，然后用化学（微球菌酶）

或者机械（超声波）的手段将其随机切成一定长度的染色质小片段（200～1000bp）。 
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  第 2 步为免疫沉淀，即利用目的蛋白质或者目的蛋白质上标签的特异性抗体，通过抗原

和抗体反应形成 DNA-蛋白质－抗体复合体， 然后沉淀此复合体，特异性地富集目的蛋白结

合的 DNA 片段。 

 

  第 3 步为目的片段的纯化与检测，即经过热处理解交联，释放共沉淀的 DNA；再将 DNA

片段纯化后，对沉淀的 DNA 样品进行检测。 

 

目前检测方法主要有 3 种： 

 

染色质免疫共沉淀-qRT(ChIP-qRT) 

 

第 1 种是比较沉淀的模版与阴性和阳性对照信号强度的相对精确的定量 PCR 方法。有

关这个方法，跟其他两种相比，老谈只想送给爱学习爱动手的小伙伴四个字：成本较低！ 

 

染色质免疫共沉淀芯片杂交(ChIP-chip) 

 

  ChIP 和 DNA 微阵列芯片技术的结合是一种高通量分析 DNA 和蛋白质结合或者翻译后

染色质/组蛋白修饰的方法。具体方法是：将经过染色质免疫共沉淀的 DNA 样品纯化后进行

PCR 扩增，然后用荧光素标记（如 Cy3）。对没有经过免疫沉淀反应富集的 Input DNA 样品

也进行扩增，并且用另一种荧光素标记（如 Cy5），作为结合背景的参照。之后将这两种 DNA

杂交于包括基因组序列的微阵列芯片上，转录因子结合的靶序列用每个点相应的荧光强度来

确定。 
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染色质免疫共沉淀测序法(ChIP-seq)  

 

  在测序深度和范围足够的情况下, ChIP-seq 可以检测到所有的组蛋白修饰所对应的 DNA 

结合位点。ChIP-seq 首先通过染色质免疫共沉淀技术特异地富集目的蛋白结合的 DNA 片段,

并对其进行纯化与文库构建,然后以 NGS 技术对富集到的 DNA 片段进行高通量测序。 

【NGS 技术主要是利用 DNA 新模板的合成或连接过程, 用高效平行的方式同时对 DNA 模板

进行测序, 从而获得大量的测序数据, 即所谓的大规模平行测序。】 

 

老谈杂谈： 

 

  尽管染色质免疫共沉淀看上去似乎很高大上，但真正掌握其原理和方法之后其实也不难。

何况它的后续检测并不都是 chip 和 seq 这些高消费的方法，也可以采用接地气的 qRT-PCR，

小伙伴们可根据自己的情况作出选择。 

 

吃薯片的 15 个正确姿势：染色质免疫共沉

淀 

作者：毛博 

 

染色质免疫共沉淀，又叫 Chip（Chromatin Immunoprecipitation）。Chip 又正好是英语里面薯
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片的意思。为了有趣，就叫薯片实验吧。毛博做薯片做了几个月，时间不长，但深刻体会到

了魔鬼都在细节中和细节决定成败。现在把自己认为值得注意的 15 个细节总结如下： 

 

1、cell counting：尽量做到准确准确再准确，否则会影响 input 结果。 

 

2、cross link：甲醛的终浓度是 1%，这个基本所有的 protocol 上都会强调。 

 

3、resuspend cells with SDS:一定要选用小的 tip 头，在液面下吹打，否则很容易产生气泡，

后面的 sonication 就麻烦了。 

 

4、sonication：Chip 实验中最重要的一部分，合适的条件要自己摸索，可以一次尝试不同次

数的 sonication，然后建议采用 EZ-ChIP 上推荐的方法看看 sonication 的效果如何。 
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5、加入 salmon sperm DNA/Protein A or G 之前要先混匀，因为 salmon sperm DNA 是很粘稠

的物质，若不混匀，后面你会发现 beads 的量不一样，自然也会影响实验的结果。 

 

6、wash 的时候前面几个步骤可以不用洗的太干净，但最后一个要尽量吸干净，必要时可用

gel loading tips 吸。 

 

7、含 beads 的 samples 离心时，有的 protocol 上推荐是 1000rpm，45 秒，但可以根据情况

调整，但要注意转速不能太快防止 beads 破碎。（当然如果采用的是 magnetic 的 beads 就不

存在这个问题） 
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8、reverse crosslink 可以是 65°C 4 个小时，也可以 overnight。 

 

9、reverse crosslink 后的在进行下面步骤之前建议先离心，把蒸发到离心管盖子上的部分离

下来。 

 

10、每次行 real time PCR 之前都要把 sample 离心保证取样的准确。 

 

11、1~10ul 的枪取 3ul 以上才比较准确，所以考虑好自己 PCR 反应体系的配置。 
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12、一个 Chip 实验一般需要 3~4 天的时间。但是，其中有几个步骤是可以中途停下来的。

毕竟，谁也没有办法不眠不休地连续 3，4 天一口气做完。下面是几个可以停下来喘口气的

地方： 

 

（1）细胞收集：用含蛋白酶抑制剂的 PBS 洗涤离心，去上清的细胞收集液可置-80°C 冻存； 

 

（2）用 SDS 重悬细胞后可置-80°C 冻存； 

 

（3）sonication 结束，离心后的上清置新的离心管后可-80°C 冻存； 

 

（4）reverse cross-link 后的标本可-80°C 冻存。 

 

冻存后就可以该干啥干啥去了。想接着做的时候，拿出来解冻就可以啦。 

 

13、agarose beads 的 wash 过程中以及后面的 DNA 提取过程中乙醇的 wash，可以用细胞室

的那种吸引器，接上 200ul 的 tip 头吸，这样会节省很多时间（每个实验室情况可能不一样）。 

 

14、DNA 提取后建议用水溶解 DNA，因为 TE buffer 里的 EDTA 可能会影响 PCR 反应体系中

的 Mg2+。 
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15、溶解 DNA 的水量可以根据 PCR 反应体系的要求适当调整。 

 

综上所述，毛博探讨了做 Chip 实验需要注意的 15 个小细节。细节虽小，但是却很重要。需

知魔鬼都是在细节中！ 

经验 | 我的 CO-IP 条带去哪儿了？ 

作者：毛博 

 

可以让我们八卦到郑爽胡彦斌热恋，谢霆锋与王菲复合的消息，这都是娱记的功劳。CO-IP

很好玩，小伙伴们可以将它想象成娱乐记者，专门“揪出”有关系的蛋白。但是，就像娱记那

样夜以继日地蹲点守候在那些低调的明星家里，等待高潮发生那般艰难，CO-IP 并不容易做，

尤其是两个蛋白丰度低，相互作用力较弱的时候。做 CO-IP 经常会遇到没有条带的问题。那

个时候，再呼天抢地，叫天叫地叫师姐，也并没有什么卵用了。这里，毛博根据自己做 CO-

IP 将近 5 年的实战经验，谈谈 CO-IP 没有条带的常见原因和解决的办法，更有独家配方献

上。 

蛋白浓度过稀 

绝大多数情况下，CO-IP 没有条带是由于蛋白浓度过稀。裂解产物的蛋白浓度越高越好。但

是，有些实验室喜欢稀释裂解样品的蛋白浓度再做 CO-IP。其实，在大多数情况下要尽可能

避免稀释你的细胞裂解液。尽量使细胞裂解产物的蛋白浓度可达 7-8 mg/ml 左右。这才会避

免发生没有条带的情况。 
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没有裂解开 

 

很多时候，由于裂解液不够强烈，蛋白质复合物没有分开，也会造成没有条带的问题。解决

办法是：加温和加少量的 SDS 增加变性能力。这里再介绍一个小窍门：最初几遍的漂洗 buffer

要和 IP 时的盐浓度相同。纯化蛋白的时候，如果用低盐裂解细胞，高盐漂洗去杂质，蛋白

丢失较多。毛博再奉献一个自己在米国时候用的独门配方：20 mM Tris/HCl，pH7.6，100 mM 

NaCl，20 mM KCl，1.5 mM MgCl2，0.5% NP-40 and protease inhibitors （0.5M PMSF）。包用包

好。 

 

量不合适 
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很多时候，CO-IP 没有条带，是由于蛋白量，珠子，抗体的量需要调整。根据毛博自己的经

验，一般 100ug 蛋白，3ug 抗体，30ug 珠子。如果不行，250ug 蛋白，5ug 抗体，或者 500ug

蛋白，7ug 抗体。 

 

抗体太坑爹 

 

抗体是 CO-IP 成败的致命因素之一！必须是 IP 级别的抗体。说句不好听的话，不要用国产抗

体和 Santa Cruz 的抗体。这些抗体在做 CO-IP 的实验室里面已经臭名远扬了。坑人无数。大

家就不要再重蹈覆辙了。 

 

单抗与多抗的选择也需要仔细考虑。两种抗体各有利弊。单抗特异性强，背景低。但是单抗

有一个致命的弱点，就是识别位点单一，而在 CO-IP 过程中，该位点很有可能与其它蛋白或

核酸结合而被封闭，导致单抗不能识别靶蛋白而没有条带。所以，如果没有十足把握，单抗

的识别位点远离靶蛋白与核酸结合的区域，还是选择多抗比较稳妥一些。至少不会出现没有

条带的问题。 

 

细胞数量太少 

 

很多时候，CO-IP 没有信号是由于细胞数量太少。以毛博自己的经验，一般是 145 mm 的培

养皿，至少要长到 50%以上。如果低于这个数目，CO-IP 就很有可能没有信号。除非药品和

试剂非常非常昂贵，否则就不要节约这点细胞了。一旦 CO-IP 实验失败，浪费的时间可是更

宝贵的。 
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综上所述，CO-IP 是比较难做的一个实验。很多时候，能否成功取决于抗体和两个蛋白的结

合常数，和 protocol 和实验操作本身的关系不大。以上，毛博介绍了一些自己的经验体会和

小技巧小窍门，希望对大家有所帮助。 

“狼牙棒”ChIP 的那些酷炫新玩法 

作者：子非鱼 

 

DNA 与蛋白质（尤其是转录因子 TF）这对情侣在细胞核内总是腻腻歪歪，并时刻不停的秀

恩爱，让人们猝不及防被塞了一把冷冷的狗粮。自然，其缠绵悱恻的状态也成功地引起科研

屌丝中黄金单身狗的注意。俗话说，秀恩爱，死得快，半死不活用脚踹。因而，科研狗们以

退为进，放出大招——染色质免疫共沉淀（ChIP）活活拆散了这对 CP。 
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至于这棒打鸳鸯的狼牙大棒是如何锻造的，简单说来就是一部用“美人计”拆 CP的“潜伏史”：

先通过固定剂（甲醛/EGS/）将这对情侣套牢，再趁其麻痹大意之际破碎细胞，将其彻底曝

光。谁成想超声波的花式吊打不仅没有拆散这对情侣（DNA 碎成小片段），反倒显得他们情

比金坚。最后只能使出杀手锏：让特定抗体以及偶联蛋白 A/G 的琼脂糖施展迷人的魅力诱惑

其蛋白，来捕获“痴心不改”的 DNA。随着蛋白质的潇洒离去（加热或酶解），“心如死灰”的

DNA 看破红尘后，洗心革面地投身到 PCR、DNA 芯片或测序等革命建设事业之中。 

 



 

 

735 
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即便如此，科研单身狗们的心中仍不解恨，怀着一颗势必要拆散天下所有蛋白质-DNA 情侣

的心，玩命得对 ChIP 技术进行更新换代。因而，时至今日“狼牙棒”ChIP 倒也具备了一些“酷

炫拽”的新技能。 

1：处理低量细胞的 ChIP 崭露头角 

 

传统的 ChIP 往往需要使用大量的细胞（一百万甚至更多），但实际研究中的样本大多比较特

殊，如肿瘤、组织活检样本、FFPE 细胞（甲醛固定石蜡包埋）等，而在这种情况下想获得百

万以上的细胞并不容易。 

  

因而，研究者们不断优化自己的试剂盒，以便处理更小的样品量，并获得更好的结果。他们

采取的策略大多是优化缓冲液，或者用磁珠取代多孔的琼脂糖。比如Active Motif 公司的 ChIP-

IT® High Sensitivity kit 可以处理低量细胞（1000 个细胞）或低丰度蛋白（50,000 个细胞），尤

其是一些稀有转录因子。同时 Kapa Biosystems 公司的 KAPA Hyper Prep Kit 能利用 ChIP 生成

的低量 DNA（100 pg）构建测序文库。而 EMD Millipore 的 Magna ChIP™ HiSens 高灵敏度试

剂盒，研究转录因子只需要十万细胞，研究组蛋白修饰只需要一万细胞 

 

2：减少样本损失，用固态 CHIP 

传统 ChIP 通过偶联蛋白 A/G 的琼脂糖或磁性微珠来沉淀抗体-染色质复合物。PorvairSciences

公司的 Chromatrap®采用蛋白 A/G 偶联的 BioVyon 过滤装置，对抗体复合物进行捕获，整个

过程无需磁珠。这种固态 ChIP 需要较少的起始样本，且因省去了传统液体处理过程可显著

减少洗脱和移液步骤中的样本损失；同时也会大大缩短了 ChIP 所需的时间（从开始到结束
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只需要五个小时）。另外，固态 ChIP 不仅使产量提高 25 倍还可以兼容自动化工作流程。 

  

3：鉴定目标蛋白，用反向 CHIP 

 

ChIP 可以用来鉴定与指定蛋白相互作用的基因组区域。但是如果我们想要知道某个基因组

片段的相关蛋白该怎么办呢？2013 年大阪大学的 Hodaka Fujii 研发了一种新方法，并将其命

名为 enChIP（engineered DNA-binding molecule-mediated chromatinimmunoprecipitation）。 

  

enChIP 使用催化失活的 CRISPR/Cas9 系统和自定义的引导 RNA，来特异性捕获指定基因组片

段上的大分子（包括蛋白、RNA 或 DNA）。enChIP 抗体靶标的不是特定蛋白，而是 Cas9 附带

的多肽标签，因而可鉴定出与靶向 DNA 相关的任何蛋白、RNA 或其他 DNA。 

  

传统 ChIP 是靶标特定蛋白，鉴定它所在的基因组位点，但 enChIP 则反其道而行之，靶标基

因组区域然后鉴定谁结合在那里，以此方法研发的试剂盒可以检测染色质成环或者在

CRISPR/Cas9 研究中分析引导 RNA 的脱靶情况。 

 

4：验证 CHIP 抗体有据可依了 
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在 ChIP 实验中，高质量的抗体是实验成功的关键所在。而使用已经验证的抗体无疑是一个

不错的选择，比如Rockland公司提供的表观遗传学产品 Epi-Plus™就是一系列已验证的抗体。

另外，供应商一般会标明抗体是否做过 ChIP 验证，如 Abcam 公司提供有大约六百种 ChIP 验

证抗体，Novus Biologicals 公司拥有大约四百种，而 Chromatrap 公司最近也发布了自己的第

一批抗体（九种）。 

  

尽管很多公司都在不遗余力地测试自己的抗体，但是自己亲自验证一下抗体是比较明智的。

因为 ENCODE 和 modENCODE 项目在验证检测转录因子和组蛋白修饰抗体时，发现抗体中只

有“四分之一或五分之一”适用于 ChIP，因而该项目负责人建议新抗体买来之后应该用供应商

推荐的步骤和对照进行测试。 

  

参考文献：1. Efficient isolation of specific genomic regions andidentification of associated proteins 

by engineered DNA-bindingmolecule-mediated chromatin immunoprecipitation (enChIP) using 

CRISPR[PMID:23942116] 

2.ChIP-seq guidelines and practices of theENCODE and modENCODE consortia[PMID: 22955991] 

干货|三天征服高冷女神 Chip 记 

 

作者：子非鱼 

 

在科研界，CHIP 无疑是高冷的女神，实验汪们在追逐的过程总是分分钟被虐的体无完肤，糟

心的实验结果更是让实验汪们分分钟想去“狗带”。征服 CHIP 的路上，有多虐心就有多少要

注意的地方。庆幸的是，曾得到女神青睐的前辈们积累了不少经验。好的经验要分享，小鱼
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特地总结了各位高手们做 CHIP 的经验，在此奉上，希望能助大家一臂之力。 

 

染色质免疫共沉淀（chromatin immunoprecipitation，CHIP）是目前研究体内 DNA 与蛋白质

相互作用的唯一方法，能够比较真实的反应细胞内转录因子 TF 与启动子 Promoter 的结合情

况。 

  

其基本原理：在活细胞状态下，把胞内 DNA 与蛋白质交联成复合物，通过超声或酶处理将

染色质随机切断为一定长度范围内的小片段，然后利用抗原抗体特异性识别反应，将与目的

蛋白结合的 DNA 沉淀下来，特异性富集目的蛋白结合 DNA 片段，进而对目的片断进行纯化

与检测（如 qPCR、基因芯片、测序等），从而获得蛋白质与 DNA 相互作用的信息。 

 

 

 

CHIP 主要分为两种：交联染色质免疫沉淀（Cross-linkedChip，XChip）和自然染色质免疫沉淀

（Native Chromatin Immunoprecipitation, NChip）。两者的区别在于 XCHIP 需要甲醛固定，适
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合于结合力较弱的 DNA-蛋白质相互作用的研究；而 NCHIP 则不需要甲醛固定，不需要交联

反应，主要用于组蛋白修饰（如组蛋白 H3 和 H4，它们本身与 DNA 结合非常紧密）、核小体

定位的研究。在 NCHIP 中，DNA 结合蛋白与 DNA 之间保持一种自然状态，需要采用微球菌

核酸酶对染色质进行消化。 

  

一般而言，我们所提的染色质免疫共沉淀指的是 XCHIP。那么长话短说，小鱼就将 XCHIP 三

天实验中的常见流程及注意事项分享给大家。 

 

第一天 

 

细胞的甲醛交联 

1）收集细胞，加入甲醛（终浓度为 1%），37℃孵育 10min 后，加入甘氨酸（终浓度为 0.125M），

混匀后在室温下放置 5min 即可。 

2）离心弃上清，收细胞于 15ml 离心管中，用 3ml 预冷的 1×PBS 洗两次后，预冷后 2000rpm 

5min 收集细胞。 

3）弃上清，按照细胞量，加入 SDS Lysis Buffer，使细胞浓度为 1×106 个/100 ul。再加入蛋白

酶抑制剂复合物。 

  

Tip: 

1、细胞生长状态要好，因其生长状态直接影响细胞内部的基因表达调控网络，可能会影响

你所研究的 TF 与 Promoter 的结合。因而，一般细胞长到 75%-80%比较好。（回复“细胞”，可

查看细胞培养的文章） 
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2、交联程度会影响到超声破碎的效果，交联程度越高，超声破碎就越不易把基因组打碎成

小片段，背景色加深；交联不充分，则只有一部分靶蛋白与 Promoter 结合，富集得到的

Promoter 的量不高，产生实验假阴性。建议样品交联的时间为 2-30min。 

3、用 SDS 重悬细胞时，要选用小的 tip 头，在液面下吹打，否则很容易产生气泡，会对后续

超声破碎带来不便。 

 

超声破碎 

1）冰上孵育 10min 后，利用超声波或微球菌酶将染色质随机切为 200~1000bp 的小片段。

14000rpm 离心 10min（4℃），转移上清于 1.5ml EP 管中。 

2）取出 100ul 超声破碎产物，加入 4ul 5M NaCl（终浓度为 0.2M），65℃处理 4h 进行解交

联，电泳检测超声破碎的效果。 

3）另取出 100ul 超声破碎产物，加入 900ul ChIP Dilution Buffer 和 20 ul 的 50× PIC，再加入

60ul Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA，去除非特异性。4℃颠转混匀 1h 后，1000rpm 离

心 3min，收集上清。 

  

Tip: 

1、不同细胞系需不同的超声时间才能达到最优效果，则可通过时间梯度的超声来选择最优

超声条件，如下图所示： 
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2、每份超声样品取 50ul，标记为 input，用于定量 DNA 浓度（稀释 200 倍，测 OD260）和

作为 PCR 空白对照。同时超声后样品应立刻存于-70℃中，避免多次反复冻融。 

3、加入 Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA 之前一定要混匀，因为 Salmon sperm DNA 是很

粘稠的物质，若不混匀，后面 beads 量不一样，对实验结果产生影响。 

 

第二天 

 

免疫共沉淀 
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1）一管加入 1ul 抗体，另一管中则不加抗体作为对照。4℃颠转过夜。 

2）孵育过夜后，每管加入 60ul Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA，沉淀抗体/抗原复合物，

4℃颠转 1h。1000rpm 4℃ 3min 收集沉淀，弃上清。 

  

Tip: 

1、每个样品都采用 25ug 的 DNA 量，同时抗体的量为 1-10ug 的抗体/25ulDNA。 

2、单抗与多抗的选择也需慎重考虑。单抗特异性强，背景低，但是识别位点单一，在 CHIP

甲醛交联过程中，很有可能该位点被其他蛋白或核酸结合而被封闭，导致单抗不能识别靶蛋

白。多抗虽然没有此问题，但是特异性差，背景可能会偏高。一般建议选择多抗；选择单抗

时要注意其识别位点需远离靶蛋白与核酸结合的区域。 

3、下图显示了蛋白 A 和蛋白 G 珠子对于不同免疫球蛋白同型的亲和力 
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纯化 DNA 片段 

1）依次用下列溶液清洗沉淀复合物。清洗过程：加入溶液 1ml，在 4℃旋转 5min，1000rpm 

3min，去除上清。 

洗涤液： 

低盐免疫复合物洗脱液，洗一次 

高盐免疫复合物洗脱液，洗一次 
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氯化锂免疫复合物洗脱液，洗一次 

TE Buffer，洗两次。 

2）清洗完毕后，进行洗脱。每管加入 250ul 洗脱液，室温下颠转 15min，1000rpm 3min，收

集上清液。最终的洗脱液为每管 500ul。 

洗脱液： 

100ul 10% SDS，100ul 1M NaHCO3 ，800ul ddH2O ，共 1ml。 

3）解交联：每管加入 20ul 5M NaCl（终浓度为 0.2M），混匀后，65℃解交联过夜。 

  

Tip: 

1、洗涤时，前几个步骤可以不用洗的太干净，但最后一个要尽量吸取干净，必要时可用 gel 

loading tips 吸取上清液。 

2、含 beads 的样品离心时，转速不能太快，防止 beads 破碎，但如果采用的是磁性的 beads

就不存在这个问题。 

3、解交联时，建议在离心前，先把蒸发到离心管盖子上的部分离下来。 
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第三天 

 

DNA 样品的回收 

1）每管加入 1ul RNaseA（MBI），37℃孵育 1h。 

2）每管加入 10ul 0.5M EDTA，20ul 1M Tris.HCl（pH 6.5），2ul 10mg/ml 蛋白酶 K。45℃处理

2h。 

3）DNA 片段回收—OMEGA 胶回收试剂盒，最终的样品溶于 100ul ddH2O  

  

Tip: 

1、样品中 SDS 含量较高时，普通 PCR 回收试剂盒进行 DNA 片段回收时，在过柱前，可在样

品中加入一定量的异丙醇，这样可有效消除 SDS 沉淀。 

2 、一个 CHIP 一般需要 3~4 天时间，其中有几个步骤是可以停下来的： 

（1）细胞收集：用含蛋白酶抑制剂的 PBS 洗涤离心，去上清的细胞收集液可置-80℃冻存； 

（2）用 SDS 重悬细胞后可置-80℃冻存； 

（3）超声破碎结束时，离心后的上清置新的离心管后可置-80℃冻存； 
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（4）解交联后的标本可置-80℃冻存 

  

DNA 样品分析 

如果目的蛋白的靶序列已知，或怀疑某一序列是目的蛋白靶序列，可选用定量或者半定量

PCR 方法。 

如果目的蛋白的靶序列未知或要研究目的蛋白基因组分布情况，找出转录因子结合位点，则

可采用 CHIP 克隆测序（CHIP-seq）、CHIP-chip 等方法。 

  

PCR 分析 

  

目前检测方法主要有 3 种： 

  

CHIP-qPCR：用于比较沉淀的模板与阴性和阳性对照信号强度的相对精确的定量 PCR 方法。

成本较低。此外，还有一些由 ChIP 衍生出来的方法，如 RIP（即用 ChIP 的方法研究细胞内

蛋白与 RNA 相互结合，具体方法和 ChIP 差不多，只是实验过程中要注意防止 RNase，最后

分析时需先将 RNA 逆转录为 cDNA）。（回复“qPCR”，可查阅 qPCR 相关文章） 
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Tip : 

1、1~10ul 的移液枪取 3ul 以上才比较准确，要考虑好自己 PCR 反应体系的配置。 

2、每次 qPCR 之前都要把 sample 离心保证取样的准确。 

  

CHIP-chip：Chip 和 DNA 微阵列芯片技术结合是种高通量分析 DNA 和蛋白质结合或翻译后染

色质和组蛋白修饰的方法。即将经过染色质免疫共沉淀的 DNA 样品纯化后进行 PCR 扩增，

然后用荧光素标记（如 Cy3）。对没有经过免疫沉淀反应富集的 Input DNA 样品也进行扩增，

并且用另一种荧光素标记（如 Cy5），作为结合背景的参照。之后将这两种 DNA 杂交于包括

基因组序列的微阵列芯片上，转录因子结合的靶序列用每个点相应的荧光强度来确定。 

  

CHIP-seq：在测序深度和范围足够的情况下,ChIP-seq 可以检测到所有的组蛋白修饰所对应的

DNA 结合位点。ChIP-seq 首先通过染色质免疫共沉淀技术特异地富集目的蛋白结合的 DNA

片段,并对其进行纯化与文库构建,然后以 NGS 技术对富集到的 DNA 片段进行高通量测序。 

（NGS 技术主要是利用 DNA 新模板的合成或连接过程, 用高效平行的方式同时对 DNA 模板

进行测序, 从而获得大量的测序数据, 即所谓的大规模平行测序。） 

  

综上，小鱼用一张图简要列出 CHIP 大致流程。 
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图说 | 染色质免疫共沉淀（ChIP）,生物界

也有琅琊情 

 

作者：子非鱼 

 

《琅琊榜》中，有天真活泼的飞流，情深义重的蒙挚，那帮忠肝义胆的兄弟卫铮聂铎，但最
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让小鱼动容的是耿直重情重义的靖王和除了病重其他方面堪称完美的梅长苏两人之间的兄

弟情谊。“水牛”景琰，十几年如一日心心念念并且信任着被定罪叛逆的挚友，他以低沉的声

音吐出一句“我想小殊了”实在让你动容。而强弩之末依旧咬牙支撑的梅长苏，眉宇之间皆是

隐忍，却在昏迷时喊出：“景琰，别怕”，很难想象如果两人的兄弟情秀在朋友圈会多虐狗。 

 

但小鱼理想中的琅琊榜，应该是像染色质免疫共沉淀那样的： 

 

 

 

年少时他们情同手足，情深谊厚（DNA 在细胞内就与蛋白结合）： 
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因官宦玩弄政权，血流成河，劫后余生，再见故人， 剖心明志（细胞裂解，结合的 DNA 和

蛋白质进入溶液，所处的环境变了）： 
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任世事变迁、沧海桑田，你我独处秘密通道，共商大计（染色质剪切，DNA 和蛋白质还是紧

密结合）： 
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世界上最遥远的距离，不是生与死，而是我在你面前，你却不知道我是林殊（免疫共沉淀，

Beads 和抗体拉蛋白“送助攻”）： 
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江湖至尊地位的梅长苏，却是一个病弱青年、弱不禁风，还没来得及告诉靖王，就走了···（解

交联，DNA 与蛋白质复合物解离）： 

 

 

 

靖王确定梅长苏身份，但小殊已···（DNA 定量）： 
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你想做的 chip 启动子是怎么找到的？ 

 

作者：凌风 

 

你知道启动子在哪里么? 

 

LncRNA 的研究炙手可热哇，表观遗传学机制方面你不得懂一点？ 

 

不管是高大上的 chip 还是荧光素酶报告基因，都少不了启动子的序列，那么问题来了，启动

子区的序列你会查么？ 
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图文解析来啦，这是小编最常用的方法啦，接地气，用神器----ucsc! 

  

1.打开 ucsc，小编一般都用 hg19 版本，在下图中搜索明星分子 BCL-2（why？因为它出名

哇！！）。 
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2. 接下来你就看到这一堆堆线条，不对啊，bcl-2 这个基因怎么显示的这么勉强，那就 zoom 

out 吧！zoom out 是缩小，这怎么记住呢？你想啊，你站的远看到的就多啦，是不是就能看

到它的全貌了？ 是不是就把眼前的缩小了呢？ 
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3.站得远，看的清了，你就可以看到这个基因的全貌了，一般我们认为启动子很有可能是在

TSS 前 2kb，或者 TSS 后 1kb 位置，所以我们就先看一下基因的转录方向，从起始不为前后

各拉一段（敲黑板，划重点！）。拉多长，你可看到那个标尺？根据标尺大小适当的拉~ 

 

 

 

 

诺，就是像这样，大致拖个范围出来，就会弹出下面的框框，点 zoom in 放大。 
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5.大致看一下，这个范围拉的还算合理，那我们就要取序列了，点“view”，再点“dna”，翻页

再点“getDNA”就可以得到了！ 
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6.有了序列，再把外显子部分序列标注出来，你就可以随心所欲的来挑选设计启动子区引物

了~如果你不会查外显子序列，那你就再往下看看： 

  

你不是搜索了 BCL-2 了么，在第 2 个图上面，你看到 Refseq Gene 了么？点它下面那条线，

蓝色框框里面的： 
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再点框框里的 
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就看到它有几个外显子，序列是什么，中间隔着啥，都看到了： 

 

 

 

 

你懂了么？这个是小编最常用的，倾情奉献，当然也有很多其他方法，见仁见智啦！ 
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5.4 Western Blot 

4 把芭蕉扇，助过“火焰山” 

 

作者：子非鱼 

 

做科研一如去西天取经，需历经九九八十一难才能取得真经（文章、基金等）。显然，WB 对

科研苦行僧而言，绝对是一座座山路崎岖却又不得不翻越的大山，尤其是 WB 定量简直堪称

火焰山，让不少研究者望而却步。所以，欲过此山，这四把能帮你一灭 WB 定量的嚣张气焰

的芭蕉扇你必得随身携带。只有如此，在翻过此山之后，你才会发觉 WB 定量其实没有想象

中那么难。 

过火焰山之四大芭蕉扇 
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1.寻找图片的线性范围 

作为一个称职的且非常会拍照的科研狗，首先要先确保你的“照相机”（WB 条带检测器）会

以足够敏感的方式去捕获 WB 条带最美的一面，以便后续检测蛋白含量变化，而这个敏感性

就即所谓的“线性范围”。 

如果你的探测器已达到饱和的检测极限，且再也不能吸收光子，那么很有可能本该让你惊鸿

一瞥的美景就这么与你擦肩而过（数据被丢失了），自然而然，你与高分顶尖文章也只能是

失之交臂。 

幸运的是，现阶段很多图形捕获系统配有软件，旨在检测饱和度，并自动纠正曝光，从而确

保 WB 数据分析是可以被定量的。因而，花费一定的时间检测相关软件的是否能正确运行是

很有必要的。 

另外，为了防止膜上的饱和，你必须凭经验确定你的线性范围，即将一系列连续稀释已知量

的蛋白裂解液进行 WB 的预实验，并将其条带的定量密度与所上样的量进行相关联，即可得

到一个线性方程，如此便可为后续目的蛋白定量提供一条标准曲线。而且也可通过上样时减

少总蛋白含量，以及尝试新的抗体或减少胶片曝光长度对标准曲线进行优化。 

2.减去背景 

在 WB 的世界中曾流传过这么一句话——最让人心塞的是，不是雾霾天你拍不清我的脸，而

是明明天气和条带一样的美丽，却被你拍出了霾的效果。谁能告诉我，以下图片背景拍成这

样，到底是什么鬼？！ 

 

显然，这些模糊一团的 WB 图片会因相貌过于丑陋，不仅会被喜以外貌定一切的审稿者而拒

之门外，而且也将实验结果的分析造成不小的影响。 
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若起因源于图片捕捉检测器，需对仪器所携带的拍摄软件进行熟练化练习，以便后续拍摄图

片时能凸显自己所感兴趣的条带，并弱化背景。若这是因为一抗浓度高或洗膜时间和次数不

够造成的，则需要我们注意操作规范，在降低一抗浓度的同时不要偷工减料，洗膜要按照

Protocol 上做。 

3.WB 定量的校正者——内参君 

正所谓，没有对比就没有伤害。你自以为棒棒哒的目的条带，就真的是无人可比的么？大错

特错！此时，只需要看看别人家的孩子（内参君），自家条带是好是坏就立见分晓。而这位

内参君到底有什么与众不同之处，可作为衡量自家条带的“标杆”呢？说到底，是因为其性

格沉稳，且不易受外界因素影响（胞内表达相对恒定）。 

通常，这些内参君来自于胞内的“持家基因”的产物，例如肌动蛋白，β-微管蛋白或类似

Hsp70 的伴侣蛋白，不仅可校正实验误差，而且可保证实验结果的准确性。 

另外，以下四个步骤可作为 WB 条带的校正标准：1、确定目的蛋白质（PI）和标准化对照

（NC）的背景扣除密度。2、识别具有最高密度值的 NC。3、将所有 NC 值除以最高的 NC 密

度值，得到相对的 NC 值。如果你这样做正确的最高密度值将是 1，其他的一部分（例如，

0.97）。4、将所有 PI 值除以相应通道中的相对 NC 值。 

4.WB 重复性实验 

通常对于定量实验，应对每一个实验条件进行一式三次地 WB（优选在相同的印迹膜上）。当

每个重复实验确定出了每个孔的校正值，即可得出其平均值、p 值。而后需在三个独立时间

内进行整个实验，以确保实验结果的重复性，而并非是一种偶然。 

参考文献：The 4 Important Steps for Western Blot Quantification 

你造么？WB 定量软件除了 imageJ，还有它！ 

说起 WB 条带的半定量，Quantity ONE&Image J 无疑撑起了半天。在此，本文将给大家安利

一种 WB 精确定量的神器——美国 LI-COR 公司的 Odyssey 双红外激光成像系统。 

而之所以说 Odyssey 系统会成为照亮蛋白质研究的阿拉丁神灯，是因为该系统可在利用红外

荧光染料标记的二抗孵育完后，可直接进行扫描成像，其重复性和定量准确性远优于现阶段

WB 成像的常用方法——ECL 化学发光法，即依赖与二抗标记的辣根过氧化酶 HRP 催化底物
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发光，而其信号可被 CCD 成像系统进行记录。 

 

Odyssey 系统检测原理示意图 

举个栗子，Odyssey 系统检测的荧光信号强度和结合的二抗数量具有线性关系，保证定量的

准确性；但在 ECL 法中，酶催化反应的制约条件很多（如温度、酶活性、pH 值、曝光时间

等），常会导致即使是同一个样品、同一张膜，其先后取得的图片其差异性很大。 

 

另外，Odyssey 系统可直接检测实验结果，且具有极宽的线性范围。因为在红外荧光区域，

背景荧光信号将大大低于可见荧光区域，因而即便是 WB 中较弱的信号都可以清晰成像（灵

敏度高），进而提高了实验重复性和定量精确性；但 ECL 酶促发光是一个非线性放大的过程，

对低丰度蛋白会线性失真，对高丰度蛋白又会出现信号饱和，无论是动态范围，还是线性范

围，都只能说差强人意。这一点，早于 2007 年被 PNAS 的一篇文章证实了。 
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因而，到目前为止，Odyssey 双色红外激光成像系统也已经遍及了国内外蛋白质研究实验室，

NCBI Pubmed 于 2015 年五月底最新检索文献已超过 10000 篇，来自中国的文献达到 1628

篇。可以说，对于蛋白质研究的实验室，Odyssey 真正是不折不扣的 WB 定量神器。 

参考文献：Quantitative analyses reveal the importance of regulated Hdmx 

degradation for p53 activation 

 

分分钟成为 WB 达人 

 

作者：史蛟龙 

 

一、蛋白样品的制备与定量（好的蛋白是成功的一半） 

（1）提细胞蛋白 

① 消化或刮下细胞至 1.5 的 EP 管中，标记，10000r 离心 2min，PBS 洗 3 遍 
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② 吸去 EP 管中 PBS，最好用滤纸吸干里面的水分，加适量 RIPA 裂解液（RIPA 裂解液：蛋

白酶抑制剂=250:1），如果你想做信号通路指标还得再加上磷酸酶抑制剂（磷酸酶抑制剂：

RIPA 裂解液=1:1000） 

③ 冰上裂解 30min~1h，开 4°离心机 

④ 4°离心 11000r，20min 

⑤ 测蛋白浓度，取上清，加蛋白上清的四分之一体积 5x 上样 loading buffer，煮沸，分装

（蛋白质变性） 

（2）提组织蛋白 

① 研钵中倒入液氮，加入组织块，研磨，加液氮，药匙刮 

② 刮下后放入 1.5ml 的 EP 管，加适量裂解液，吹打 

③ 冰上放置 1h，期间，每隔 10~15min 吹打一次，开 4°离心机 

④ 4°离心 10000r，1h 

⑤ 测蛋白浓度，取上清，加 1/4 体积 5x loading buffer，煮沸，分装 

（3）测蛋白浓度（BCA 法） 

① 八个标准孔，按说明书先加超纯水，再加标准蛋白液 

② 目的孔，每孔加 18ul 超纯水+2ul 目的蛋白 

③ 按说明书配 BCA 工作液，每孔加 200ul 

④ 37°放置半小时后测浓度 

（4）计算上样量，设计上样顺序 

上样体积：上样量/浓度 x 5/4 
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上样顺序：无处理，对照，处理；体积最好不要相差太大 

经验总结： 

如何提高蛋白浓度：首先当然是多种点细胞啦，其次可以少加点裂解液，尽量裂解充分。 

如何处理蛋白浓度低的问题：实验过程中发现蛋白的浓度太低，如果上样的话，体积太大，

甚至电泳孔都装不下，举例：假设我需要上样 40ul 才能达到 20ug，那么显然按照常规的方

法，10 孔的梳子只能加 25ul 左右，我们此时可以取 40ul 蛋白入 EP 管中，放置于 PCR 仪器，

变性温度浓缩蛋白体积，这样不断浓缩之后促使 EP管中蛋白的水分降低，蛋白量依旧是 20ug。 

如何保证对照组和实验组蛋白浓度大概是一致的：种植细胞的时候尽量保持铺下去的细胞数

接近，收细胞之后观察细胞的多少适当加入几倍体积的裂解液。 

二、电泳 

① 清洗玻璃板，去离子水冲，风干或烤干（一定要以处女座的精神去严格要求自己把板子

洗干净，相当重要） 

② 按说明书配胶。先配下胶（分离胶），一般两块板配 10ml 的 10%的胶（20~80kDa 通用）

胶的浓度根据你所需要跑的蛋白的分子量大小决定,混匀后灌胶，立即用正丁醇或无水乙醇

封，待凝固后倒出正丁醇，用去离子水冲洗，滤纸吸干； 

③ 配上胶（积层胶），参考说明书，一般两块板配 4ml 的 5%的胶，混匀后灌胶，插板,待凝

固。（可 4°过夜） 

④ 配电泳液（tris3.03g，甘氨酸 14.4g，SDS1g，定容至 1L） 

⑤ 将玻璃板装好放入电泳槽中，加电泳液，轻轻拔梳。 

⑥ 上样（这是每个WB达人最能装逼的一个环节，高手会告诉你凭感觉加样连孔都不用看） 

⑦ 连接电源，一定要注意红对红，黑对黑，定电压和时间，上胶（90v，约 40min，maker

分出条带），换压，下胶（120v，2h）。（不要让溴酚蓝跑出去） 

经验总结： 
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想要条带跑的好看点，最好把上胶稍微配高一点。 

换电压主要是看溴酚蓝有没有跑到下胶，没有确定的时间点 

胶最好现配现用，如果需要保存最好用湿润的保鲜膜包好 

三、转膜（整个 WB 过程中最重要的环节） 

① 跑到溴酚蓝距离最下缘 25px 时配电转液（tris3.03g，甘氨酸 14.4g，甲醇 100ml，定容至

1L） 

② 在电转液中剥胶，裁胶，剪膜，膜活化（甲醇 1min，去离子水 1min，电解液 15min） 

③ “三明治”黑板~海绵~三层滤纸~胶~膜（正面朝下，分清左右，与胶对应）~3 层滤纸~海绵

~白板，夹紧后放入电转槽中。（海绵，滤纸，膜需浸润透，过程中不能干，赶赶气泡） 

④ 连接电源，一定要注意红对红，黑对黑，定电流和时间（150mA，1h，若分子量大于 90，

再加 200mA，2h）具体情况具体分析 

经验总结： 

溴酚蓝跑到最终的距离是根据你所需要切的分子量决定的，假如你就只需要切一条

ACTIN(43Kda)这样的，你完全只需要跑到下胶，看到差不多 marker 分开了就可以切胶了。假

如你要从最上到最下切好多条出来，你则需要把溴酚蓝尽量跑到最下面，这样 marker 容易

被跑开，有利于切胶。 

滤纸和 PVDF 膜的裁剪必须要整齐，干净，标记清晰。 

PVDF 膜型号的选择要正确。如正常的 30~170kDa 的分子一般需要孔径 0.45mm 的膜就足够

了。太小的则需要选择孔径为 0.22mm 的膜。 

关于转膜是否要加 SDS 的问题。SDS 带负电，加 SDS 一般是针对那些分子量大的 WB，加入

SDS 可以增加分子导电性，这样更利于转膜。 

关于转膜电流，分子是否能够转过去和转膜时间没有必要关系，而更在于转膜电流的大小。

举个例子，200kDa 的分子量，你用 90mAh 就算转一年都转不过去。 
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四，免疫印迹 

①膜处理（甲醇 1min，风干（放滤纸上），甲醇 1min，水 1min） 

② 封闭（用 TBST 配 5%牛奶）1h 配摇床 

③ 加一抗，牛奶稀释,所需浓度参考抗体说明书，看膜的大小配多少一抗，4°过夜。 

④ 室温孵育 20min 

⑤  0.1%TBST 洗 10min x 3 次配摇床（0.1%TBST：tris12.1g，NaCl87.66g，HCl 至 PH7.6 后定

容至 1L 后，加入 1ml 的 TWEEN20） 

⑥ 加二抗，牛奶稀释，一般 1:10000，1h 配摇床 

⑦ 0.1%TBST 洗 10min x 3 次配摇床 

⑧ 发光（A 液 B 液等体积混合，孵膜 1min，正面朝上放入仪器内发光） 

经验总结： 

封闭液的选取具体得看抗体说明书，有的抗体是明确要求只能用 BSA，而且封闭液浓度的选

择也是具体得看抗体的要求，但是一般情况 5%BSA 的效果会比 5%牛奶要好。 

信号通路一般都是用 5%BSA 封闭。 

信号通路在洗膜的时候用快速摇床 5min/次 3 次就可以了。 

如果你想省时间，一抗可以放在 37℃1~2hour，但是一定要封好，以免温度太高而导致抗体

干了出现假阳性。二抗可以 37℃半个小时。 

发光液的选取，如果是一般的抗体，建议用一般的发光液效果会好一点，如 keygen 的，背

景会比较干净。但是一些难发出来的一般建议用灵敏度更高的发光液如 FD 的或者是

MILLIPORE 之类的发光液。 
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五，结果分析 

①微笑条带 

 

解析：由于凝胶的中间部分凝固不均匀所致，多出现于较厚的凝胶 

处理办法：配胶时一定要充分混匀，待其充分凝固后再做后续试验 

②带出现纹理现象 

解析：样品不溶性颗粒 

处理办法：加样前最好是离心一下样品 

③电泳条带粗 

 

（这是个内参 β-actin） 

解析：蛋白样品没有浓缩，量太大 

④条带出现好多洞洞 

 

解析：转膜的时候没有把三明治里的气泡干掉 

干货 | 量化 WB 条带，就靠 Quantity 

ONE&Image J！ 
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作者：子非鱼 

 

曾经在科研界流传过这么一句话，做 WB 不易，且做且珍惜。有时，实验狗们废寝忘食、历

尽种种艰辛，好不容易获得的一张漂亮的 Western blot 图，却不知该如何计算其灰度值。不

过犯难的小伙伴们不要太发愁，小鱼今天就手把手教你用 Quantity One 以及 Image J 软件搞

定 WB 条带的量化，让你们以后再也不用担心 western 结果图不会处理了。 

Quantity One 软件 

提及 WB 结果的定量分析，目前最备受推崇的应该是 Biorad 公司的 Quantity One 软件。各位

小伙伴还不快快搬着小板凳学习以下软件教程。 

 

1.打开 Quantity One 软件。会有以下界面。 

 

 

2.双击文件打开一个 all.tiff 的图片(如果不是.tiff 可用 Photo Shop 转换格式)。以内参 GAPDH

的条带图为例。 
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3.选中菜单栏或工具栏中 Lane,设定基础泳道数。 

 

 

4.Lane 工具可以调节红线穿过泳道的位置，最大范围内保证所有的红线从条带的中间穿过。 
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5.调节左右两边后，红线位置正好从条带中间穿过。 

 

 

6.点击 Band,设置条带参数。 
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7.设置 Band 工具栏。调节 Land width,使条带红线约充满条带不超出条带（约占 3/4）。 

 

 

8.使用高斯建模；高斯模型，后点击条带信息。 
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9.这时候会有一个蓝色的标圈，将蓝色标圈移至条带的位置，你要的灰度值就粗来了。泳道

2 条带的灰度值为：46.3。这个时候你可以根据内参 GAPDH 各个灰度值调节上样量了！尽量

调平！ 
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Image J 软件 

Image J 是 NIH 推出的分子生物分析软件，简单易学，更是分析 wb 条带的最常用软件。 

1. 打开 Image J 软件，在 File 里打开图片，并且转化为 8-bit 灰度图(Image→Type→8bit)。同

时，去除图片背景（Process→Subtract Background→Light background）。 

 

 

2.方框工具选择并画出条带，然后选择 Analyze→Gels→Select First Lane。拖动“1”的矩形框，
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将 2 至 6 之间的泳道全部覆盖上。 

 

 

 

3.所有泳道选择后，按 Analyze→Gels→plot Lanes，就会出现山峰样图。 
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4.可用直线功能把峰封闭，而后点击"魔棒"（Wand tool）。分别点击每个峰下方的区域，在

"Results" 里就会出现面积，表示相应条带的灰度值。 
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干货 | 磷酸化抗体使用必杀技 

作者：子非鱼 

 

Western Blot是生物学上一种非常常用的实验方法，与之相似的还有Southern Blot和Northern 

Blot。但 WB 失败的情况也很多，这里小鱼有一些小技巧来尽量减少失败的概率。 

“我的 WB 又没有杂出来，太桑心了” 

“哇靠你的 WB 又没有杂出来，用掉多少抗体了，还买进口的！” 

“哇靠你的 WB 又没有杂出来，却一直一轮又一轮的占用着蛋白电泳仪，我等到黄花都谢了！” 

 

麦子说，这些声音贯穿了她整个研究生生涯，WB，虐了她无数遍，然而凤凰涅盘然后浴火

重生，她从 WB 中参悟到了正确应对失败的人生道理。而在正确应对失败的同时，我们也要

学会如何避免失败。小鱼今天给大家分享一下在用磷酸化抗体做 WB 时，应该注意些什么。 

1.警惕内部敌人 

 

一定要在 lysis buffer 中加入蛋白酶抑制剂，还要加入一定量的磷酸酶抑制剂，因为组织或细

胞裂解时会释放出大量磷酸化蛋白的死对头——内源性蛋白磷酸酶，催化磷酸化蛋白(R-p)的

去磷酸化，导致不同于正常生理状态的差异。因此，外源性加入蛋白磷酸酶抑制剂，抑制磷

酸化蛋白的去磷酸化，维护蛋白质的磷酸化状态，否则即使 band 压出来也会很浅，结果也
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不可信。 

2.低温能让他们紧紧地拥抱对方 

 

加一抗后最好 4 度过夜，低温能让抗体和目的蛋白紧紧地拥抱对方。为什么？因为蛋白抗原

在膜上靠的是物理吸附，高温下容易脱落。膜上的抗原脱落了，结合效率会低。4 度也可使

一抗重复使用多次。毕竟磷酸化的抗体都挺贵的。（土豪随意）磷酸化的蛋白只占总的蛋白

量的极少部分，就像联谊舞会上让来宾多相处一会产生 couple 的概率会大很多那样，过夜

可以保证抗体和蛋白有充分的结合时间。二抗则室温 1 小时即可。 

3.磷酸化抗体哪家强？ 

 

当然是 Cell signaling 公司。他家做的磷酸化抗体不错，尤其是 MAPKs 磷酸化抗体。最好根
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据厂商的 protocol 来操作实验，这是实验成功的保证。 

4．他们不宜“喝奶” 

 

建议用含 5%BSA 的 TBST 稀释 phospho-p38 等抗体，效果不错，而不是用常见的含 5%non-

fat milk 的 TBST。因为脱脂奶含磷酸化蛋白丰富，是奶中磷元素的来源之一。 

5.如何避免磷化蛋白君和总蛋白君在膜上“打架”？ 

 

研究完某一蛋白的磷酸化情况后一般也要研究一下该蛋白总的表达量。但两者的条带位置一

样，怎么做？可以这样：压完磷酸化抗体后，把相同的 membrane 做 strip 后再压总蛋白抗

体,然后再 strip 一次，再压内标 actin。 
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6.听 marker 的，没错 

 

做磷酸化蛋白 WB 时,除了目标蛋白的 band 以外,往往会出现非特异性的 band。磷酸化抗体

不好的话,甚至会压出非特异性的 band,而没有你想要的 band,所以压片以后,一定要根据

markers 比对一下,你压出的 band 分子量是否正确。 

7.洗涤也大有学问 

 

洗涤对最后的背景影响也较大，millipore 最近的说明书推荐用双蒸水洗涤，效果很明显，具

体可以这样：1st and 2nd 抗体之间，DDW 5min X3 次，2nd 抗体后，DDW 5min X3 次，TBST 

5min X1 次，DDW rinse 3-4 次。对比 TBST 洗涤的 membrane，效果有一定差距，背景有效降

低，即使压片 30min，背景仍然是可以忽略的。 
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搞定内参君，驾驭 Western blot 已成功一

半 

作者：子非鱼 

 

western blot 对绝大多数实验新人而言，绝对是心中痛，一碰就要抓狂。没办法,谁让导师发

话了，WB 做不好，延毕就是分分钟的事儿。这还真是让小伙伴们感叹道，WB 想说爱你不

容易。那么为了彻底驯服 WB，获得漂亮且理想的实验结果，一个良好的参照体系就绝对是

不可或缺的存在。 

一般而言，良好的参照体系包括： 

*体重计（分子量 marker）：可确定蛋白条带对应的分子量大小 

*光杆司令（空白对照）：不加一抗和二抗，用于检测膜的性质的封闭效果 

*好榜样（阳性对照）：已知量标准产物的正对照，可检测抗体的工作效率 
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*打酱油的（阴性对照）：不表达靶蛋白的组织或样品，检测抗体的特异性 

*单飞者（二抗对照）：不加一抗，检测二抗的特异性。 

*校正者（内参对照）：检测标本系统和抗体系统，减少蛋白定量、上样过程中的误差 

 

 内参君的初次登场 

在此，小鱼就带领大家一起来认识认知这位“有名”的内参君吧。内参（Internal Control），简

而言之，一般指的是由管家基因编码表达的蛋白（Housekeeping Proteins），因其表达恒定被

用于检测蛋白表达水平变化时的参照物，可确保实验结果的准确性。 
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Tips:  

1）在一些文献报道中，Erk2、TATA bindingprotein(TBP)以及 c-Jun、c-Fos 等也可被用于核蛋白

的内参。 

2）内参的选择需要考虑实际的实验环境。 

eg：在细胞增殖相关试验中，c-Jun 由于自身表达变化就不适合做内参;而在凋亡实验时，TBP、
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Lamin 等也不适合作为内参。因此设计实验方案的时候应该考虑这些因素并查询相应文献，

在实验过程中也应该注意如果内参表达出现异常，应考虑这方面因素。 

 

锋芒毕露的内参君 

 

正所谓，养兵千日，用在一时。可是很多实验菜鸟在选好内参之后，对下一步如何发挥内参

君的本领感到一筹莫展。那么以下三个妙招可一解大家的燃眉之急。 

1、超级简便的标记内参使用法：只要在二抗孵育时加入 HRP 标记内参抗体，按照正常操作

即可。 

2 普通内参：当目的蛋白的分子量大小与选用的内参蛋白分子量相差不大时，可以先进行目

的蛋白的抗体温育显色和检测。然后使用膜再生液（P1650）洗掉膜上的抗体，重新进行内

参蛋白的抗体温育、显色检测。 
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3 当目的蛋白的分子量大小与选用的内参蛋白分子量大小相差比较明显情况下，可以在转膜

后预染，根据蛋白质 Marker 的大小将膜剪为大分子量和小分子量两部分，使内参蛋白与目

的蛋白分开。然后两块膜分别与内参蛋白抗体以及目的蛋白抗体进行温育，二抗温育以及显

色。 

如此下来，各位小伙伴就可以坐等锋芒毕露的内参君为我们擒获如下图所示的漂亮且理想的

内参图片。 

 

Benjamin G. Cuiffo. et al. MSC-Regulated MicroRNAsConverge on the Transcription Factor FOXP2 

and Promote Breast CancerMetastasis. Cell Stem Cell 15, 762–774. 

 

 

Migliaccio et al. B-cellreceptor-guided delivery of peptide-siRNA complex for B-cell lymphoma 

therapy.Cancer Cell International (2015) 15:50 

 

 

还在为确定磷酸化位点而烦恼？一键查询

要不要？ 
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作者：静夜谧思 

 

蛋白质磷酸化是指在蛋白质激酶催化作用下把 ATP 或者 GTP 的磷酸基转移到底物蛋白质氨

基酸残基（丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸）上的过程。 

磷酸化作为转录后修饰中最重要的一种方式，在细胞信号转导的过程中起重要作用，因此磷

酸化调控机体生命活化研究是近些年的热点和难点。 

在研究的过程中虽然有一些套路，但是，我们往往觉得不轻松，特别是在寻找磷酸化位点的

时候，繁重的工作量会让大家身心疲惫，因此快速的查找到激酶的磷酸化位点会我我们节省

大量的人力物力财力。 

今天我就为大家介绍一种非常好用并且行之有效的方法。在这里，我以重要的激酶 AKT 磷酸

化 FAF1 蛋白为例，给大家讲述如何一键查询磷酸化位点。 

首 先 ， 进 入 CST 网 站 ， https://www.cst-

c.com.cn/?utm_source=baidu&utm_medium=cpc&utm_term=cst&utm_content=cell+signaling+-

+general&utm_campaign=ch+-+brand 

 

搜索后，找到 AKT substrate motif 为 RXRXXS*/T*，这里给大家做下解释，这个基序的意思，

R 代表精氨酸，X 代表任意氨基酸， *表示此氨基酸发生磷酸化，/表示两个氨基酸中任意一

个。 
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知 道 激 酶 作 用 的 基 序 后 ， 要 进 入 位 点 预 测 网 站 ， 选 择 Option 3 

http://prosite.expasy.org/scanprosite/ 

 

下面分三步：第一步是需要被磷酸化蛋白的序列，我们可以计入 Uniprot 数据库查找 FAF1 的

蛋白序列。http://www.uniprot.org/ 

 

搜索后 

 

进入其简介面 
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选择 sequence 

 

导出其 FASTA 格式文件，获取其序列。将其序列导入上一个数据库网站中，同时将 motif 改

为 scanprosite 网站可识别的基序：将 RXRXXS*/T*改为 R-X-R-X(2)-[ST] 
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直接点击 START THE SCAN 

 

可以看到，有两个位点 T426 或者 S582 是符合我们预期的 motif 位点，因此只需要对这两个

位点进行验证就行，节省了大量时间。 

通过文献，查找，我们发现近期的一篇文章指出了这个位点 
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本文作者是通过通过质谱的方法来找到这个位点，费时费力，如果适当的运用生物信息学来

预测，会得到意想不到的结果。 

 

技术 | 磷酸化蛋白 Western 跑不出来好捉

急，我来给你支招 

作者：大肚腩 

 

话说我做硕士课题的时候需要跑磷酸化的 AMPK（p-AMPK），当时同组四五个孩子一起跑，

效果都很不理想，要么是条带过淡，要么是根本出不来。那几个月的时间我们疯狂的到处请

教师兄师姐，在各种实验论坛上寻找改进方法，最终出来效果不错，文章也发了，在此总结
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几个 Western 跑磷酸化蛋白的要点，希望各位科研民工们少走弯路。 

抗体 

工欲善其事必先利其器，抗体很关键。这里我们要说的并不是最贵的就是最好的，如果条件

允许，建议同时购买不同厂家的抗体，一起来试一试，因为有时候即使是最好的品牌，不同

批次稳定性也不一样。抗体从订购到到货有一定的时间，所以到货后请尽快分装好，准备做

实验，我们当时因为实验进度问题，抗体到了 3 个多月才开始正式实验，这样拖了时间找厂

家售后申诉也是很被动的。 

我们那时候用 CST 的一抗，感觉效果不稳定，也可能跟抗体放久了有关。最后买了另一家代

理的抗体算是有了比较稳定的结果。当然，还是选择购买口碑较好的公司的产品为佳，这样

即使出了问题售后也会跟进。如果经费有限，可以买买小包装的产品先试试，不少抗体公司

还有 5ul 的抗体试用装免费申请。  

再者，孵育一抗的时候，建议用新鲜抗体，什么意思呢？很多同学因为想图省事儿，很多时

候配好孵育液，每次孵育好之后再次放进冰箱等待下次重复利用，一些比较好跑的蛋白到时

没啥问题，但是磷酸化的蛋白建议每次都用新鲜的抗体原液，将条带剪下来后用杂交袋塑封

好，按 1：1000 的比例加入抗体原液孵育，再这种情况下，100ul 的抗体也是能用很久的，

所以尽量每次都用新的抗体。 

蛋白上样 

普遍反映磷酸化的条带很淡，有时候达不到制图标准，这点可以加大上样量来解决，另外，

磷酸化蛋白一般与非磷酸化的蛋白一起跑一起制图，它本来就是要比非磷酸化的要淡一些，

不要过分担心。 

电泳 

不同 kb 的蛋白电泳时间有所差别，参数啥的要用脑子更改，不能一成不变，避免发生那种

蛋白跑不见了的惨剧。 

封闭 
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这个步骤非常重要，强推 BSA 封闭，不要用脱脂奶粉封闭，BSA 封闭对磷酸化的抗体效果非

常好，而且也不贵，具体怎么配百度之。另外，BSA 封闭液倒是可以反复使用不至于向奶粉

一样臭掉，用来孵育一般非磷酸化的抗体，效果同样棒棒哒！  

再者，封闭时间可以延长，一般封闭 2-3 小时的情况下，可以封闭延时到 4 小时，所以按照

从早到晚做实验的时间，用 BSA 配好封闭液开始封闭的时候，您就可以慢慢的约个火锅唱个

歌再回来了，实验本来就很辛苦，不要再依赖百度外卖大叔了。 

洗膜 

严格遵守洗膜时间，不得减少次数，每个步骤洗 3 次，每次可以洗长一点，比如（11-12 分

钟）。     

 

如何优雅地获得漂亮小分子蛋白条带 

作者：阿甘 

 

做过 Western-Blot 的童鞋知道，分子量小于 30KDa 的蛋白分子不容易做。做为一只电泳狗，

我被小分子蛋白折磨的是遍体鳞伤。小分子蛋白虐我千百遍，我待小分子蛋白如初恋。抱怨

是没用的，想方设法解决问题才是王道。 

一次又一次的调整方案，一次又一次的徒劳无功。正当我感到绝望之时，正当老板对我叹息

失望之时，我的小分子蛋白结果出来了。从此以后，我的小分子蛋白之路顺利许多。在此，

我总结了我的小分子蛋白之路经验，供有需求的童鞋参考。 

1 

提蛋白的过程在 30 分钟之内完成，提完蛋白立即加入上样缓冲液煮沸（煮沸的时间长一点，

一般 20 分钟），准备好蛋白样品后立即电泳。（小分子蛋白容易形成多聚体，这样可以大大

减少多聚体的形成）。 
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2 

电泳时，电泳的时间要足够长。我的习惯是先用 60-80V 电压跑完浓缩胶，再以 100-120V 电

压跑分离胶，溴酚蓝电泳至玻璃板底部。伯乐系列的电泳槽一般电泳 2 个小时左右，GE 以

及百晶系列的电泳槽要电泳 4 到 5 个小时。电泳时要在冰水浴中进行。最好用 1mm 和 1.5mm

厚的胶（若用 0.75mm 厚的胶时要适当缩短转膜时间）。 

3 

转膜时，尽量用湿转法（半干转也可以，但是容易转过）。转膜缓冲液中，甲醇浓度要达到

20%。PVDF 膜，财大气粗的土豪可以用 0.22 微米的膜。对于我们大多数穷人来说，0.45 微

米的膜也是可以的。以下是我摸索出来的转膜时间（湿转法，0.45 微米的膜），供大家参考。 

 

4 

一抗孵育 因为多数小分子蛋白的表达量较少，所以我一般孵育至少 48 个小时，甚至孵育 72

个小时。 

以上方法适用于分子量在 20-30KDa 的蛋白。若蛋白分子量小于 15KDa，则不用 SDS-PAGE 凝

胶电泳（蛋白与 SDS 共迁移，影响分离度，得不到很好的分离效果），应该采用 Tris-Tricine 缓

冲系统与 Tricine 分离胶。具体操作步骤见《精编分子生物学实验室指南》338-340 页（这本

书每个实验室必备，若没有，可以在孔夫子旧书市场上买一本）。 
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需要注意的是，Tricine 电泳时，蛋白样品用 Tricine 样品缓冲液处理，加样前在 37-40℃沙浴

中处理一个小时（不要煮沸！不要煮沸！不要煮沸！重要的事情说三遍）。内槽中加满阴极

缓冲液，外槽中加满阳极缓冲液（千万不要加反了。否则蛋白全部进入缓冲液！）。 

 最后，祝做小分子蛋白的童鞋实验之路顺利，早日做出满意的结果。 

 

身经百战，我终于找到在 WB 中顺利获取

大分子蛋白芳心的诀窍 

 

作者：阿甘 

 

分子量大于 150Ka 的蛋白，经常折磨我等实验狗。想当初，我辛辛苦苦忙到深夜，结果发现

显影空空如也。连续几个月如此，我的内心是何等抓狂。当大分子条带第一次出来的时候，

我的心里特别开心，就像见到了初恋情人一样。看到周围有同仁受困于大分子蛋白，想一想

自己当初所面对的困境。 

在此,阿甘想分享一下大分子蛋白的心得，希望这些经验对那些与大分子蛋白奋战的童鞋提

供帮助。 

提蛋白时应加入 RIPA 强效裂解液，在 4℃环境下静置的时间延长十分钟到二十分钟。这样可

以充分裂解大分子蛋白（裂解不充分，大分子蛋白的电泳速度会很慢）。电泳时，电泳的时

间要足够长。 

电泳全程采用 120-150V 的高电压，使 Marker 拉开足够大的距离。电泳时要在冰水浴中进

行。 

转膜时，湿转法与半干转法均可以（湿转法获得条带漂亮。半干转转膜效率高），转膜时，

要保留分离胶（好多分子量超过 250KDa 的蛋白就残留在浓缩胶中！这是血的教训！当初好

几次傻傻的把浓缩胶扔了，结果神马条带都没有！）。 
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先说湿转法，转膜缓冲液中甲醇浓度最高 10%，加入 SDS，使 SDS 终浓度达到 5%（大于 300KDa

的蛋白，转膜液中 SDS 的终浓度可以到 10%)。以下是我摸索出来湿转法的转膜时间（我曾

经试验过 30mA 小电流转膜过夜的方法，PVDF 膜上神马都没有。建议大家不要尝试！）。 

 

用半干转时转膜效率高。恒压模式设置为 40V 电压，转膜 60-90min。一般小于 400KDa 的蛋

白都能转到 PVDF 膜上。 

或者用恒流法转，电流大小设置为 PVDF 膜的面积，转一个小时左右就可以出来。若怕转膜

过头，可以将两张 PVDF 膜重叠起来（总会有一张膜上有条带）。 

因为多数大分子蛋白是膜蛋白，表达较少，建议延长一抗孵育时间。我有一次甚至孵育了四

天才出结果。大分子蛋白与 PVDF 膜的结合不是很牢固，容易脱落，因此在洗膜时要操作轻

柔，不要过于粗暴，否则抗原抗体复合物容易脱落。 

这些经验是我从几百次失败的实验中总结出来的，希望对大家有所帮助。实验失败不可怕，

重要的是要勇于面对，仔细思考，敢于改进。最后，祝大家实验顺利，早出漂亮结果！ 

 

师兄给师妹的私相传授：清晰的条带是这

样跑出来的 

作者：提拉米苏 
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新来的 90 后师妹很得大师兄喜欢，白白净净的江南女孩，活泼嘴甜，是实验室的开心果，

最近两天却总是眉头紧锁，一声不吭。 

大师兄哪看得过去？一会儿朝她瞅两眼，再瞅两眼，终于还是忍不住发问了：“你这是怎么

了，像别人欠了你几万块似的？” 

师妹翘着嘴巴说：“我是不是个大笨蛋啊，怎么每次跑出来的条带都不对劲呢？这都重复做

了多少遍了，还是这死样！” 

大师兄：“原来是因为这个跟自己较上劲了，长嘴是干什么的？要大师兄是干什么的。” 

于是实验室里就听到他们俩哝哝细语、如此这般起来，现在知道什么叫进水楼台先得月了吧？

为什么有点姿色的师妹总是被捷足先登了呢？ 

郁闷的我只有在旁边干瞪眼的份，不过灵机一动，何不把大师兄的 western blot 八大秘诀给

“偷”了来，下次岂不就是我的“撩妹”资本了？只不过我这人是个急性子，哪里藏得住东西，

这不就跟大家分享来了？ 
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1.制胶：先制分离胶，再制浓缩胶，严格按照制胶说明书来就可以了。需要注意的一点是制

胶一定要混匀！混匀！混匀！个人经验是每加一种试剂，就混匀一下，直到最后一种试剂加

完。 

对于初学者，还要区分制胶的玻璃板是 1.0cm 还是 1.5cm 的，两者需要的制胶液体量是不一

样的。另外，玻璃板一定要洗干净，本人平时都是用洗洁精洗干净然后用水冲洗最后用纯水

冲洗，再放在烤箱里烤干并晾至室温。 

2.点样：点样的过程很简单，表手抖就 OK 了。再者，点样的过程一定迅速，不然前面的样

容易弥散，虽说不至于太影响结果，但对于有强迫症的同学来说还是比较致命的伤害。 

3.跑胶：注意，跑胶时也会出现各种乌龙，如果跑了好大一会儿还不见条带下移，请看一下

你的玻璃板是否放反；如果跑胶时发现温度过高，可检查一下正负极是否连接反了。（呵呵，

这些乌龙我都出现过）跑胶建议恒压，80V 30min， 120V 60min（这个得具体看目的条带的

位置，时间可相应增减） 

4.转膜：请牢记转膜顺序（黑色面-滤纸-海绵-胶-膜-海绵-滤纸-白色面），如若搞不清楚，可

想象一下，蛋白质是带负电荷的，应该是往正极方面跑，所以膜应该放在正极面。转膜时要

恒流， 285mA—300mA 60min。特别注意的是跑胶时恒压，转膜时恒流这个条件。 

5.封闭特异性抗原：封闭和孵育抗体也是非常关键的步骤，封闭建议大家用 5%的脱脂奶粉，

2 个小时（或者过夜），不建议用 BSA。 

6.一抗孵育：封闭完以后不用洗直接孵育一抗，一抗配置溶液是 3% BSA 的 TBST（注意封闭

和抗体孵育用的蛋白，封闭用牛奶，抗体孵育用 BSA，这个条件是决定条带是否齐整及有无

杂带的关键），过夜（或 2 个小时）。时间上与封闭错开，如若封闭过夜，则一抗只需要两个

小时。 

7.二抗孵育：洗三遍后孵育二抗 1 小时，洗的时间很重要，我的习惯是洗三遍，第一二三次

分别是 5min、10min、15min。还要特别强调的是，孵育和洗膜用的转速是不一样的。孵育

是低速，使膜和抗体有充分的接触时间；洗膜时要用高速，以使膜洗得干净。还有，一抗孵

育时正面朝下，封闭和二抗孵育时都是朝上。（表问我为什么，我也不知道，经验之谈） 

8.曝光：当满足了所有以上的实验条件之后，你就可以自信满满地去曝光了。相信我，不管

是磷酸化的还是普通的蛋白，都会出现平整光滑的条带。 
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最后说一下配置实验所需的各种溶液：TBST 可以买，也可以自己配置；同时 TBST 可以用 PBST

代替，即 PBS 加吐温就可以了。封闭和抗体孵育时所用的 5%的脱脂奶粉和 3%的 BSA 都是用

TBST 配置。洗膜时用 TBST 和 PBST，这个就不用说了吧。  

在座的师妹们，接受了我的礼物后，你们被我撩到了没？ 

 

Western Blot 结果处理五分钟就能搞定！ 

 

作者：翠花 

 

废寝忘餐、呕心沥血、历尽艰辛，终于拿到一张漂亮的 Western Blot 图，这时却发现不知道

如何计算灰度值，肿么办？Don’t worry!翠花今天就跟大家谈谈如何使用 AlphaEaseFC 软件来

处理 Western Blot 电泳图吧。  

首先，鼠标点击图标： 

 

打开 AlphaEaseFC 软件，然后在“File”中点击“open”，打开一张 western blot 的结果图，于是

出现以下界面： 
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  界面分为五个部分，横竖两个菜单条，三个窗口：图片、Tool Box 和 Contrast Adjustment。

打开图片后，若需要裁剪图片的话点击“Edit”，选中“Edit Activition”，在图片中选取裁剪区域，

鼠标点到白色正方形可以调整裁剪区域大小，再点击“Edit”，选中“Crop”,若想重新保存裁剪

后的图片可以点击“File”，选中“Save modified”，若要覆盖原图片可以选“Save”。左边的菜条

有一些快捷按钮：图片叠加、打开、保存、放大、缩小、饱和度调节等。 

  然后利用“Contrast Adjustant”中如灰度系数 Gamma 、线性 Linear 、使色彩均化 Equal 等

选项来调整条带与背景的最适合的灰度。以下是裁剪和灰度调整后的 western 图。 
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  如果图片本身不够完美，比如有噪点或者轮廓模糊，不用怕，我们可以帮它“化个妆”，

点击“Enhancement Tools”，点击“Filters”，再选中“sharpen”和“Filter”就可以去噪点和使条带锐

化，条带瞬间变得美美哒。 

  接下来在“Tool Box”中选中“Analysis Tools”,选中“Spot Denso”,界面会弹出“Spot Denso 

Results”窗口，Spot Denso Results 中 IDV 一栏所示是目标条带的灰度值，注意“Black is 255,while 

is 0”，若显示为“Black is 0,while is 255”时则要在 Tool Box 中选中“Invert”逆转过来。在这里的

“Object”有三种方式供选择来圈住条带， 表示用椭圆形来圈条带， 表示用长方形来圈

条带，而 表示按照鼠标移动的轨迹来圈住条带，三种方式各有利弊，手抖的童鞋慎用第

三种。本文以第三种方式演示怎样圈条带获得灰度值。点击 ，在目标条带中沿着条带轮

廓将条带圈起，鼠标点到白色正方形处可以调整所圈住的区域大小，接着在所圈的条带以外

点击鼠标，目标条带左上方出现“1”，表示第一条条带，在“Spot Denso Results”中 IDV 一栏出

现的数值就是该条带的灰度值。然后再点击 ，重复上述操作圈住第二条、第三条、第四

条······条带。 
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  待所有的目的条带都被我们圈起来以后，点击“OUTPUT”，选择保存的地方，则可将灰度

值导出，以 TXT 的格式保存起来。 

 

  还有一种圈条带的方法，是针对轮廓比较清晰，与背景的对比度强烈的条带而使用的一
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种较为智能的方法：在“AUTO DETECT”中选择“AUTO SPOT”，在 western 图中选中要圈住的条

带区域，然后回到“Tool Box”中点击“Find spot”，弹出一个对话框以后，很快便自动寻找到目

标条带，如下图为绿色线条圈住的条带，接着点击“get data”，获得 IDV 值，点击“OUTPUT”，

选择保存的地方，则可将灰度值导出。 

 

  最后将 Txt 里的灰度值转移到 EXCEL 中，求得各组中目的条带与内参条带的灰度值比值，

再以对照组为分母，实验组为分子，获得实验组与对照组的灰度值比。 

  简单来说，用 AlphaeaseFc 计算 Western Blot 电泳图灰度值分三步走：调灰度美化图片

———圈条带获 IDV 值———EXCEL 计算灰度值比值。 

  自从学会了 AlphaEaseFC，导师再也不用担心我的 western 结果图不会处理了！！ 

 

一步一步教你做 WB 图，超简单！ 
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作者：无天 

 

做文献中的 wb 图的话，用 photoshop 简单一点，如果要用 AI 也可以，但是 AI 跟 photoshop

差不多，都是 Adobe 公司出来的产品。 

然后 AI 更高级一点的，功能更强大一点。嗯，我个人的建议就是，我们文献作图的话就用

photoshop就可以了，如果你以后想做更高级更漂亮的图片的话（比如牛逼公司的宣传图片，

文案图片），可以用 AI。AI 的一些操作跟 photoshop 是一样的，差不多的。这里我就教大家

怎么用 photoshop 做 wb 图吧。（回复关键词“WB”下载同步视频） 

我先说一下用 photoshop 做 wb 图的大概步骤：剪切原图片→去色→调整大小，对齐→调整

亮度和对比度→标注文字→然后就完成了。下面我就具体的详细的教大家怎么做： 

>>>剪切原图片<<< 

1.首先你要安装 photoshop。这是我的 photoshop 安装包的百度云连接（这里还有分享了大

家意想不到的干货哦），（回复关键词 PS 获取 PS 破解版安装包、回复关键词素材获取 AI 和

PS 素材干货） 

2.然后就，打开 photoshop。打开你所需要编辑的图片。                              
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3.然后新建新建一个画布。大小就无所谓了，然后一般会默认之前前一张那个图片的大小。

建大一点无所谓，就不能建小了，建小了，你后面不好操作，建大一点的后面还可以剪切。 

 

4.宽度和高度看自己需要调整，填自己想要的大小。尽量调大一点，后面还可以剪切。我写

的是宽度 2000 像素（像素，你可以理解为相片的大小），高度也是 2000 像素。然后点击左

侧的这个工具栏的矩形虚线框，这个叫矩形选择工具。这个是选择矩形的图案用的。 
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5.选择自己所需要的图像。这个大小暂时不用管它，后面我们还可以慢慢的去调整它。然后

快捷键 Ctrl+C，也就是复制你想编辑的条带。 

 

6.然后 Ctrl+v，粘贴到你刚才建的那个画布。Ctrl+t 调整图片大小。Ctrl++ 可以放大整张图片

方便操作。图片太小，看都看不清。 
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当我们鼠标在这个图片的四个角落的时候，他会有一个转弯的剪头，这一个箭头是可以调整

我们图片的方向的，条带不在一条线的时候，可以调整一下方向把他调成一条线，会好看一

点。 

这 里 那 个 弯 形 剪 头 无 法 截 图 ， 大 家 可 以 去 我 的 百 度 云 连 接 :

（http://pan.baidu.com/s/1o8fmqPO），看我的视频操作。调整好之后呢，我们就接下来就去

色。 

 

>>>去色<<< 

1.点击菜单栏的那个图像→调整→去色。这样我们就可以看到这个原始的那种蓝色图片变成
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了黑白照片。然后就是按照同样的方法，建画布然后去色。最后再建一个大一点的画布，把

所 有 我 们 刚 才 调 整 去 色 的 图 片 ， Ctrl+c ， Ctrl+v 复 制 粘 贴 到 一 张 画 布 。

 

 

>>调整大小、对齐<< 

然后，你可以看到，因为我们刚才之前选择了图片的大小都是不等的，所以你看到现在复制

粘贴，到同一张画布上条带也是大小不等的。不用担心，我们刚才不是介绍了一个一个工具

吗？就是 Ctrl+t，它就是可以调整图片的大小的。 
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每个图层对应你刚才复制每个照片，你现在一张画布上看到的这个照片是几张图层（照片重

叠在一起的）。所以，你想调整哪一张图片，你就在右边的这个图层这里选择哪一个图层，

然后再 Ctrl+t，调整条带的大小。 

>>调整亮度对比度<< 

这个时候，你可以看到那个图片的灰度啊，背景啊都是不一样的，然后我们把 

亮度和对比度调整下。 

1.先点击右键合并图层，把所有图片合并成一张图片。然后调整亮度和对比度。 
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2.根据自己需要调整的亮度和对比度，把他调到好看的就行了。 
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>>>标注文字<<< 

在左侧工具栏找到文字工具，一般横排文字工具，具体看大家需求。 
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在上方菜单栏可以调整文字大小，形态，字体和颜色。 

 

然后文字就标注好了，我们的一张完美 WB 图就完成了。 
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有用的温馨提示： 

裁剪工具，裁剪我们需要的图片大小。 
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历史记录工具，可以返回之前的任一操作，这样你就不怕误操作了，可以随便整。 
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作者心得：PS 很强大，每个人的 P 图手法不一样。只要能把图片整成自己想要的就行了。

笔者也是一步一步自己摸索的。不必拘泥于手法。但对于初学者先掌握一种手法是比较好的。

等自己对 PS 有一定的领悟和了解，就可以进一步发掘 PS 更强大的功能了，以及可以找到适

合自己的和更快捷以及更牛逼的 P 图手法。 

 

Western blot 经验大盘点，有这一篇就够

了 

 

作者：子非鱼 

 

Western blot(蛋白印迹)作为科研研究中最为平常的实验，却蕴含了很多知识，可谓是小实验
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里却有大文章。尽管绝大多数研究僧在接触该实验时都会被虐的体无完肤，却也在和 WB 斗

志斗勇的过程中积累了不少经验。正所谓前人种树，后人乘凉，现在小鱼就把各位前辈做 WB

的各种经验总结起来，希望对大家能有所帮助。 

WB 的基本原理 

在电场的作用下将电泳分离的多肽从聚丙烯酰胺凝胶转移至一种固相支持体，然后用这种多

肽的特异抗体来检测，经常用于目的蛋白的表达特性分析、组织定位、表达量分析及与其他

蛋白的互作。依其原理，可分为两种方法：A、直接法和 B、间接法。 

 

两种的方法的优缺点比较： 

 

WB 的一般流程： 
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1 蛋白的提取 

好的蛋白是 WB 成功的一半 

 

经验总结： 

1：合适的盐浓度下，保持蛋白质的最大溶解性和可重复性。 

2：尽量除去核酸，多糖，脂类等干扰分子 

3：提取蛋白质过程中，应在低温环境下进行，以抑制蛋白酶的水解作用（可加入适合的蛋
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白酶抑制剂）。 

4：蛋白样品建议分装后冷冻干燥或直接以液体态置-80℃中保存，不要反复冻融。 

5：蛋白浓度低时，可使用超滤膜浓缩或者用真空冻干机将蛋白冻干。 

2 电泳 

 

凝胶浓度与蛋白分离范围 
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经验总结： 

1：上样时：根据蛋白表达丰度调整蛋白上样量，尽量保证每孔上样量保持一致。 

2：胶最好现配现用，如果需要保存，最好用湿润的保鲜膜包好并置于 4℃冰箱中。 

3：为了检测整个实验系统或校准实验结果，需要设置内参（一般指由管家基因编码表达的

蛋白）。 



 

 

826 

 

 

4：为了确保 western blot 结果的准确性和特异性，设置合适正确的对照是必不可少，一般需

要设置的对照如下—— 

阳性对照：明确表达检测蛋白的组织或细胞，用于检测抗体的工作效率； 

阴性对照：明确不表达检测蛋白组织或细胞，用于检测抗体的特异性； 

二抗对照：不加一抗，用于检测二抗的特异性； 

内参对照：检测标本的质量和二抗系统 

空白对照：不加一抗和二抗；用于检测膜的性质和封闭的效果。 

3 转膜（western blot 成败的关键） 

用于 western blot 的杂交膜主要有两种：NC 膜和 PVDF 膜，可依据目的蛋白与膜的结合能力

及膜的孔径来挑选不同的转移膜。 

两个膜之间的比较： 
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转膜方法：分为两种湿转法和半干法 

经验总结： 

1：胶在负极，膜靠近正极；滤纸不要大过膜，防止短路； 

2：夹好膜和凝胶后，确定在凝胶、膜和滤纸之间没有气泡存在，否则会导致转膜不完全。 

3：注意一定要戴手套或塑料镊子接触膜，避免手上的蛋白和油脂降低转膜效率。 

4：转膜过程中，尤其是高电流快速转膜时，通常 会有非常严重的发热现象，最好把转膜槽

放置在冰浴中进行转膜。 

5：对于湿转法：一般转膜的电流在 200mA-400mA 之间，转膜时间为 30-60 分钟。也可以在

15-20mA 转膜过夜。大片段的>50KD 的可以选用 350mA,小片段的可以用 250mA。具体的转

膜时间要根据目的蛋白的大小而定，目的蛋白的分子量越大，需要的转膜时间越长，目的蛋

白的分子量越小，需要的转膜时间越短。 
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4 免疫印迹 

 

经验总结： 

1：常见的封闭液有 5%脱脂奶粉、BSA 和 Western Blot 膜封闭液（生物试剂公司提供）。但是

封闭液的选取具体得看抗体说明书，有的抗体是明确要求只能用 BSA，而封闭液浓度的选择

也是具体得看抗体的要求，但是一般情况 5%BSA 会比 5%牛奶的效果好。 

2：选择抗体时，一方面需要考虑所选抗体是否能识别凝胶电泳后转印至膜上的变性蛋白，

另一方面需要考虑所选抗体是否会引起交叉反应条带。 

 

5WB 结果定量分析 

WB 做完后，有时需要对结果进行定量。然而最备受推崇的定量分析软件 Quantiy One 软件

因其高昂的售价令很多人望而却步，但除了该软件外还有一个比较简单的图像处理软件

ImageJ 可以很方便的进行灰度和密度分析。 



 

 

830 

 

ImageJ 的软件界面 

 

1.ImageJ 对 WB 条带进行灰度分析 

1）File|Open 打开 WB 结果图片 

2）图片类型设置：Image|Type|8bit 

 

3）去除图片背景：Process|Subtract  Background 

在 Subtract Background 窗口按照以下条件进行设置： 
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4）设置定量参数：Analyze |SetMeasurements,点击 Area，Mean Gray Value 及 Integrated Density 

 

5）设置单位: Analyze|SetScale,在“unit of length”的方框里输入“pixels” 

6）将图片转换成亮带，Edit|Invert 

 

7）选择 Freehand Selection,尽量把条带圈起来，点击键盘 m，出来 IntDen 灰度值 
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8）复制数据 IntDen 进行分析 

2. Image J 对 WB 条带进行密度分析 

1）步骤同前，File|Open 打开 WB 结果图片 

2）如果条带不正，需修正 

 

Image transform rotate 调节 angle 值，直到条带水平为止 

3）选中矩形选项，圈中第一个条带，AnalyzeGels Select Firstlane（快捷键 Ctrl +1），然后移动

第一个条带上的矩形到第二个条带上，Analyze Gels Select Second Lane（快捷键 Ctrl+2）,最后

Analyze GelPlotlanes 

 

选中直线工具，将开口的波峰关闭 
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选中魔棒工具，点击波峰可以显示波峰下面积，即条带的密度值 

 

以第一个数值为基数，其他数值与第一个数值的比值即为相对密度。 

  

6WB 疑难杂症 
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Western Blot 实验中那些炫彩表象下的本

质 

作者：毛博 

 

Western blot 实验是很常用的一种实验，常用于定量或者定性确定组织或者细胞中蛋白质的

表达情况。这里和大家分享一下毛博做 Western 的心得体会，更有经典的 protcol 献上。除

了心得体会，还有 Western 常见问题，以及可能原因分析。都是满满的干货哟。 
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参考文献选一抗 

做 Western blot 实验，一抗非常非常重要。如果一抗选择的不好，神仙也做不出来 Western。

进口的抗体太贵；国产的抗体不好用。进口抗体一般不会出现问题。市场上知名的几家公司，

包括 ABCAM，Sigma，CST，Santa Cruz 等公司，质量都不错。进口抗体国内分装和国产抗体，

质量实在不敢恭维。让人已经无力吐槽。 

抗体的选择，毛博有个百试不爽的窍门。那就是——文献大法。找一些你的专业方向的经典

文献。然后，看文献里面是不是和你的实验用的是同样的组织同样的细胞，看文献里面的

Western blot 的条带清不清楚，边缘锐利不锐利，最后看文献里面用的是哪个公司的抗体。

直接购买即可。 

Western Blot 实验试剂选择 

毛博我是按 ABCAM 公司的经典 protocol 做的。这里给大家提供一个网址，以供下载

（http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/WB-beginner.pdf）。 

抗体的说明书大家要仔细看。不同的抗体公司推荐的配置的方法是不一样的，比如 CST 的

gamma-H2AX 抗体需要用脱脂奶粉配置，而有些公司却要求用 BSA 配置。 

封闭用的奶粉看似简单，其实很重要。如果要凑合，可以到超市买光明牌脱脂奶粉。但是不

建议这么做。因为封闭要在室温下过夜的，如果是夏天的话，第二天过来都变成酸奶了。还

怎么接着往下做实验呀。其实现在，一般实验用专门封闭的奶粉也不贵。一大罐可以用很久

了。 
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内参抗体的选择 

在Western blot实验中，用的最多的是内参抗体。作为重要的参照系，只要一开始做Western，

不管什么蛋白质，肯定要用内参抗体。这里，毛博强烈推荐 GAPDH。国外大牌杂志上发表的

牛论文一般都是用的 GAPDH。大牛实验室都用的，肯定错不了。毛博推荐 Minipore 公司的。

因为确实好用。 

以上和大家分享了毛博做 Western 的三点经验体会。下面再谈谈新手在做 Western 的时候，

会遇到的常见问题和可能的原因。 

空空如也，转完膜没条带怎么办 

新手在做 Western 的时候，有时候转完膜后，膜上面没有任何条带，白茫茫一片大地真干净！

这又是什么原因呢？ 

这个时候，最大的可能就要考虑是不是膜装反了。不要笑哈。这其实是新手最容易犯的错误。

膜反了，直接就没有转上去。如下图所示，要把夹子的黑面对着转移槽的黑面；夹子的白面

对着转移槽的红面。 
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暗夜流星，片子熠熠生辉是好事吗？ 

新手在做 Western 的时候，有时候会走向另外一个极端，整张片子都熠熠生辉。像划过暗夜

的流星，茫茫大海的灯塔一样。但是，这不是指引你走向成功和胜利哈。而是指引你走向失

败和延期毕业。 

 

这种情况，一般是二抗的浓度太高了。导致和一抗结合的二抗太多了，或者加了二抗孵育之

后，洗得时间不够长，洗不干净，导致整个膜上面都结合上了二抗。解决办法就是稀释二抗，

好好洗白白。二抗稀释多少倍才合适呢？这个要靠摸条件，1：1000，1：2000，1：4000，

几个梯度都试一试。 

别以为“有背景”都是福！ 
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在中国这个社会，做人有背景有资源有靠山，是一件好事；做 Western 有背景，可是一件坏

事哈。看看下面这个图，黑乎乎的，难看死了。曾经发生过老板将这种膜直接扔下楼，然后

让研究生下去捡上来的惨剧。 

 

 

发生这个情况，一般都是封闭没有封闭完全，或者漂洗没有漂洗干净的问题。封闭的话，5%

脱脂牛奶或者 BSA 4°C 过夜。漂洗的话，室温下至少 1 小时，用脱色摇床多震荡。 

毛博最后再唠叨一句，Western 实验是一个需要耐心和细致的实验。每一个步骤都要小心翼

翼，注意细节。 

 

Western-Blot 之我的磷酸化蛋白之路 

 

作者：阿甘 

 

我们实验室有句话口口相传：做上 WB，走上不归路。WB 难，磷酸化蛋白的 WB 就更难了。 

我一共做了两百多次磷酸化的蛋白，但是出结果的只有六十几次，与理论预期相一致的只有

四十多次，之前的几十次更是连磷酸化蛋白的影子都没见到。做了这么多失败的磷酸化蛋白

WB，宝宝的心里苦呀！但宝宝不哭！ 



 

 

840 

 

于是乎，我总结了一下我的操作经验，供大家在做磷酸化蛋白的时候参考，使大家的磷酸化

蛋白之路顺利（其中最重要的东西已用蓝色标出）。 

1.做磷酸化蛋白，磷酸酶抑制剂必不可少，若没有磷酸酶抑制剂，磷酸化蛋白很容易发生去

磷酸化，轻者导致条带不明显，重者没有条带，从而导致实验重复性变差。下图就是加入磷

酸酶抑制剂和不加磷酸酶抑制剂的区别（有图有真相，图 1）。 

 

图 1. 加入磷酸酶抑制剂和不加入磷酸酶抑制剂的条带区别 

2. 提蛋白一定全程要在 4℃环境，尽量不要用超声波细胞破碎仪来粉碎细胞，低温高速离心

机的转速不要超过 14000rmp，时间不要超过 10 分钟，以 5 到 8 分钟为宜。得到的上清样品

立即煮沸（最好用 PCR 仪煮沸）。所提取的蛋白样品一定要在两到三个星期之内全部做完。 

3.凝胶电泳时，配置凝胶的试剂必须是两周之内新配制的，电泳缓冲液和转膜缓冲液必须现

配现用，电泳时间不能超过 2 个小时。转膜完成后要用 TBST 缓冲液漂洗 PVDF 膜。 

4.封闭液和抗体稀释液，最好选用 3%或者 5%的 BSA 溶液（具体浓度看抗体说明书）。不可

以用牛奶去配制上述液体，因为牛奶里还有酪蛋白，可以促进蛋白质的去磷酸化，使磷酸化

蛋白的条带变浅，甚至消失（用图说话，图 2）。抗体尽量选用品牌抗体（Abcam，CST），一

分钱一分货。 
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图 2. BSA 和脱脂奶粉封闭后的条带差别 

想想当初，我的第一个磷酸化蛋白 p-AKT 做了好几十次都没出来，工作汇报时，分分钟被老

板嫌弃的节奏，以至于我有点怀疑人生。后来随着操作细节的改进，我的磷酸化蛋白的 WB

成功率越来越高，老板对我的 WB 结果也越来越满意。苍天不负有心人，只要肯下功夫，多

观察多思考，小白也会成为达人。最后，祝大家实验顺利，早日成为实验达人！ 

 

Western Blot 之组织蛋白裂解及测定操作

步骤 

作者：螺丝钉 Fiona 

 

大家在做动物实验的时候经常会需要利用大鼠组织进行Western Blot检测目的蛋白或者相关

蛋白表达量差异情况，今天我就以脑组织为例说说这组织蛋白裂解及测定的具体操作步骤，

都是师兄师姐的吐血总结，大家可以参考一下！ 

一、取材： 
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1、所用物品：剪刀、骨钳、弯镊、托盘、滤纸、冻存管、液氮罐、-80℃冰箱、冰盒、marker

笔 

2、所需试剂：10%水合氯醛 

3、步骤： 

① 10%水合氯醛腹腔麻醉致死，断头取脑，将大鼠脑子剥离后放入托盘内（托盘内铺上一

张滤纸），然后将大鼠脑子表面的血管丝剥离干净。 

②取目标脑组织分装在冻存管中。[注]第①、②步必须在冰盒内操作，防止蛋白降解。 

③ 将冻存管用 marker 笔编好号后迅速冻到液氮中，使其迅速冷冻，然后再冻到-80℃冰箱

备用。[注]为了以防温度骤降，冻存管炸开，从液氮中取出标本时，要缓慢拿出，一般 1min/cm，

在出瓶口时再缓几分钟，拿出后迅速放入装有碎冰的盒内，再放到-80℃冰箱。 

二、蛋白测定 

1、所用物品：天平、-80℃冰箱、冰盒、镊子、小剪刀、超声波细胞粉碎机、滤纸、天平、

5ml 离心管、1.5ml 离心管、冰盒、小烧杯、加样器、Tip 头、离心机、比色杯、分光光度计、

水浴锅。 

2、所需试剂：组织蛋白裂解液（ddH2O、SDS、EDTA 、Tris 碱、Triton×100、Leupeptin、异

丙醇、PMSF、浓盐酸、甘油、DTT、吐温 20）、ddH2O、BSA、工作液的 A 液和 B 液、SDS、

EDTA 、Tris 碱、Triton×100、Leupeptin、异丙醇、PMSF、浓盐酸、甘油、DTT、吐温 20。 

3、步骤： 

（1）称重：从-80℃冰箱内取出标本，在冰浴内融化，然后称重。先称 5ml 离心管，然后再

将样品从冻存管中取出放入离心管中，称出总重量。算出样品重量（样品重量=[（离心管+样

品）－离心管重]），分别标好号后记录在纸上。 
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（2）蛋白提取：冰浴内进行 

① 向标本中加入冰冷的组织蛋白裂解液，按样品重量：组织蛋白裂解液=1：4（g=ml）或

按样品重量：组织蛋白裂解液=1：5（如蛋白浓度较高时，可 1：5 稀释，通常蛋白浓度，按

1：4 稀释）。 

② 将样品用小剪刀剪碎[注：每剪完一个样品，需用 ddH2O 冲洗一下剪刀并用滤纸吸干

净。 

③ 用超声波细胞粉碎机匀浆： 

插上电源→将测温探头放入盛有冰水混合物的小烧杯内→打开电源按钮→按“Enter”键设置

时间，总时间 2min，超声开 9.9S，间歇 30S，温度 2~4℃→然后再用 ddH2O 冲洗探头，用滤

纸吸干，将探头插入装有样品的 5ml 离心管中，（将 5ml 离心管放入盛有冰水混合物的小烧

杯内）→按开始键进行超声破碎。 

[注]： 

ａ）每超声完一个样品，都需用 ddH2O 将探头冲洗干净，滤纸吸干后再行下一个样品； 

ｂ）为了防止按下开始键后由于惯性匀浆液溅出，可以先按开始键后再将探头缓慢插入离心

管中。 

④ 将超声完的组织放在冰浴内，静止裂解 30min，（刚超声完的样品上边的沫子静止后可

以减少同时增加蛋白的溶出）。 

⑤ 预冷离心机使其温度达到 4℃（要预先打开 30min）。   

⑥ 将超声静止后的标本用枪将裂解液移至 1.5ml 的离心管中，然后在天平称重，配平后

4℃，13500rpm/min，离心 10min。 

⑦ 离心完后取上清，入新的 1.5ml EP 管中。 

⑧ 将剩下的沉淀再加入 1 倍体积的裂解液混匀，4℃，13500r/min，离心 10min，取上清
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入第 5 步的管内，第 5 和第 6 步的上清为脑组织总蛋白提取液。 

⑨ 将脑组织总蛋白提取液按 BCA-kit 说明检测蛋白含量。然后根据蛋白含量分装成一次

western blot 所需量（µl/每管），备用。 

[注] 如当天或一周内要做，可以先变性（加 laoding buffer）后，放在 4℃保存；如果短期内

不做，则要冻在-80℃冰箱。 

另：离心后剩下的沉淀也要再加匀浆液，再次匀浆，这样可以节省样品。 

（3）蛋白测定（BCA 法测蛋白） 

① 标准蛋白的配置（工作范围 20-2000µg/ml） 

 稀释液体积（ddH2O）/µl BSA 体积/µl BSA 浓度（µg/ml） 

A 0 300 2000 

B 125 375 1500 

C 325 325 1000 

D 175 175µl 的 B 液 750 

E 325 325µl 的 C 液 500 

F 325 325µl 的 E 液 250 

G 325 325µl 的 F 液 125 

H 400 100µl 的 G 液 25 

I 400 0 0 

（一般用 ddH2O 来调 0，一般范围做到 2000µg/ml） 
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② 工作液=A 液：B 液=50：1 

  工作液总量=（m 个样品+n 个标准品）* 200µl 

  工作液：样品=20：1 （一般每个样品工作液需加 200µl） 

③ 开 37℃水浴锅，预温 30min。 

④ 每管加入工作液 200µl，标准品 10µl； 

取 2ul 样品，18ulDDH2O，混匀后再从其中取 10ul 加入到 200ul 的工作液中。 

⑤ 开分光光度计，预温 30min。 

⑥ 将标准品和样品放在水浴锅中 37℃加热 30min，冷却至室温后用分光光度计比色。 

⑦ 将分光光度计波长选在 562nm 处进行比色。比色时先比标准品（先调 0，从低向高比），

注意每比完一个样品后用 DDH2O 洗净滤纸吸干后，再比下一个。。 

⑧ 得出标准曲线以及标准蛋白的吸光度、浓度以及样品的吸光度、蛋白浓度，然后用 excel

表格处理。 
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A B C D E F 

标 准

品 吸

光度 

标准品浓

度（µg/ml） 

样 品

吸 光

度 

样 品 浓 度

（µg/ml） 

稀释10倍前样品真

正浓度（D*10） 

100µl 的样品需加

匀浆液量 

 

把 A、B 值输进去后选中 A、B 组→点统计图表→选 xy 点图→下一步→下一步→完成→在图

中激活各点按右键→添加趋势线→选项→选公式+R 值平方→确定→得出公式 y=mx+n，R2=→

再将 C 值代入 x 得出 y 值即是 D 值→E 值=D 值*10→F 值=（E/最小蛋白浓度-1）*100µl 

G（µl）=样品总体积= F +100µl 

H=需加变性液（loadingbuffer）量=G/3 

I=取 15µl 样品，所含的蛋白量=最小蛋白浓度(ug/ml/1000)=[(最小蛋白浓度 µg/µl)*100]/[（G+H）

*15µl] 

一般 20µl 左右蛋白应在 50-60µg。 

5.5 组织切片 

如何在石蜡切片中获取免疫组化的芳心 

作者：阿甘 

 

有时候，实验看似容易，其实处处存在陷阱。稍微一不留意，就会掉入坑中而无法自拔。免

疫组化，病理学实验的常用技术，看似容易，其实，做出一张漂亮的染色切片实属不易。 

刚开始做免疫组化，我一味按照说明书及实验室的 protocol 来操作，做出来的切片不甚理想，

经常获得不了预期的实验结果。以致于老板怀疑我的能力，我怀疑自己的人生。于是，我向

各路大神请教，上网查各种帖子，甚至还专门查阅了免疫组化的发展简史，并结合自己的实

践操作，不断改善自己的操作细节。 
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终于，我的组化技术有了很大的进步，做出了老板满意的切片，我也感到了从所未有的自信。

趁工作空闲之时，我总结了一下我的经验，供各位与免疫组化奋战的童鞋借鉴参考。 

1 

千里之行始于足下，取材和标本处理是第一步，也是最为关键的一步。取材一定要按照相应

规范取材，避开坏死组织（坏死组织易脱片）。固定液一般常用 10%的中性甲醛和 4%的多聚

甲醛（当然也有其它类型的固定液），固定液的体积一般为 10 倍的组织体积（容器密封，多

数固定液成分易挥发，否则固定效果不好，影响后续的实验）。 

若为实质组织及含脂肪较多的组织，一定要切开固定并且延长固定时间（肝脏、肾脏、脾脏、

淋巴结及乳腺等），才能取得较好的固定效果。切片之前，一定要选择锋利刀片（切片之前

可以将刀片在磨刀石上磨一磨），这样才能切出质量上乘的石蜡切片。 

2 

烤片一般问题不多，一般 60℃烤两个半至三个小时就可以（若对于一些不稳定的分子，则

需要适当缩短烤片时间，甚至可以用冰冻切片去做）。脱蜡需小心，脱蜡太过可导致组织脱

片，脱蜡不足则可导致染色不佳。若是新的二甲苯，只需脱蜡 2-3min，若为旧的二甲苯，则

需脱蜡 7-10min。 

过氧化氢灭活至关重要，一般常用的浓度为 0.3%-3%（用甲醇配置的过氧化氢效果好于双蒸

水和 PBS 溶液配置的过氧化氢），浓度低（0.3%-1%）可灭活 20min 左右，浓度高（>1%）灭

活 10min 左右。 

过氧化氢要滴加于组织之上，不要浸泡，否则容易导致脱片。若遇见肝脏、肾脏、乳腺及甲

状腺组织，适当延长灭活时间（这些组织中内源性过氧化氢酶含量较高）。修复液目前有 EDTA、

枸橼酸盐和胰蛋白酶溶液（可结合文献与说明书去选择），修复方法有煮沸、微波及高压修

复，个人感觉，微波修复和高压修复效果较好。 

3 

高压修复时，一定在高压 3min 后冷却足够时间（一般 30min 左右），不要趁热捞出切片，否

则 EDTA、枸橼酸盐结晶析出粘在切片上，导致染色效果不佳。修复时将切片放入修复液时
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应操作柔和，否则容易脱片。 

（一般用 EDTA 修复时容易发生脱片，癌组织、乳腺、甲状腺及脑组织容易发生脱片，这些

情况下操作一定要轻柔！个人的悲惨教训，修复完毕，组织不翼而飞！遇到这些组织，一定

操作轻柔，同时选用多聚赖氨酸包被的载玻片） 

每一步用 PBS 冲洗时也要操作轻柔，否则容易把组织冲走！ 

4 

封闭一般选择血清（一般牛血清、羊血清常见），用 BSA 也可以。抗体孵育时一抗 4℃过夜

或者 37℃2 小时（个人认为，4℃过夜的效果较好，切片从 4℃环境中取出应先复温 30min，

否则容易出现脱片！），二抗 37℃孵育 10-20min。在孵育及染色的全过程中，切片一定要保

持湿润，不要出现干片，否则会出现非特异染色。 

DAB 染色为关键之步，必须要在显微镜下观察显色情况，稍微发黄便终止染色。苏木素染色

的前一天要用滤纸过滤苏木素除去渣滓，保证切片背景的干净。苏木素染色结束后，最好在

镜下观察染色深浅，苏木素的颜色程度不能超过 DAB 的颜色程度（若苏木素染色合适，则

无需过盐酸分化液；若颜色过重可以在盐酸分化液中浸润几秒）。 

返蓝液有 0.1%氨水和 50℃温水返蓝（个人认为，氨水返蓝效率高）。酒精梯度脱水液要时常

更换（一般一个月换一次，否则脱水效果不好，会影响后续切片的观察与图像的采集），二

甲苯透明一般只需几秒即可。 

最后，祝大家实验顺利，早发文章！ 

6 细胞实验技术 

6.1 细胞培养与冻存复苏 

细胞冻存与复苏的前世今生  
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作者：老谈 

细胞冻存步骤： 

 

 

 

细胞复苏步骤： 

 

 

 

常见注意事项： 
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有关 DMSO 的一些注意事项：   

DMSO 能够快速穿透细胞膜进入细胞中，降低冰点、延缓冻存过程，同时提高细胞内的离子

浓度、减少细胞内冰晶的形成，从而减少细胞损伤程度。 

DMSO 在溶解过程中会放热，应先与培养基混匀后再加血清，同时冻存液最好提前配置，

DMSO 现配对细胞的毒性可能更大； 

复苏时，要离心去除 DMSO，并用新鲜的培养基洗涤 1-2 次，注意离心的时候速度不要太快； 

 

2.  血清需要比正常养细胞时多加，一般为 10%-20%。 

 

3.  解冻时，要尽快将冻存管整体温度上升至 37 摄氏度，由于冻存管具有一定的厚度，故

而可以将水浴锅的温度调至 40 摄氏度左右，可以缩短解冻时间。 

 

4.  梯度冻存，即可以按照-4℃-->20℃~40℃-->80℃-->液氮的顺序程序性降温。 

 

知识点思维扩散： 

 

  1972 年，冷冻损伤的两因素假说：冰晶损伤和溶液损伤假说被 Mazur 等人首先提出，

他们是根据中国仓鼠组织培养细胞的低温保存实验数据分析得到的。 
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  冰晶损伤假说认为随着温度的下降，细胞内外的水分结冰，所形成的冰晶会造成细胞膜

和细胞器的破坏并引起细胞死亡。这种因细胞内部结冰而致的细胞损伤即就是冰晶损伤

(Intracellular ice damage)。冰晶损伤是由冷却速度过快造成，冷却速度越快，冰晶损伤越大。 

 

  溶液损伤解说认为随着温度的下降，细胞外部的水分会先结冰，从而使得未结冰的溶液

中电解质浓度升高，细胞膜上的脂质会因长时问暴露在高溶质的溶液中而受到损坏，细胞发

生渗漏，导致在复温时大量水分渗入细胞内造成细胞死亡。这种因保存溶液溶质浓度增高而

致的细胞损伤被称为溶液损伤(Solution damage)。溶液损伤是由冷却速度过慢，使细胞在高

浓度的溶液中暴露的时间过长而造成，冷却速度越慢，此损伤越严重。 

技术 | 还在 2D 细胞培养？Out 了，3D 培

养玩起来！ 

作者：燕子 

你的细胞是养在哪儿呀？......不就是塑料的细胞培养皿中吗？圆的，方的，长的随你选俺都

有！ 

 

那你的组织实验和细胞实验结果都能一致吗？嗯嗯，大部分还是能的，那另一部分呢？我也

不知道嘞！做了好多遍的！ 
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其实呢，我们在细胞水平的研究大部分呢还是在 2D 水平的，然而细胞在体内生活的环境远

远复杂的多。3D 细胞培养相比 2D,优势就很明显，更接近细胞的体内状态，能够提高细胞因

子、抗体和其他分子的产量，测试剂盒已经到了 ρg 级细胞因子测不到心酸再也不会有了！

在 3D 体系内干细胞能够有效的分化，基因表达、细胞活动与体内过程更接近。 

 

建立 3D 细胞体系，听上去很复杂的样子；现在就用模拟肺环境为例，介绍一下肺部 3D 体

系建立。 

 

Immunocompetent 3D Model of Human Upper Airway for Disease Modeling and In Vitro 

Drug Evaluation 

 

建立上皮细胞&纤维原细胞共培养体系 

 

ES 支架切割成 2cm2
每小块，放置距离紫外光源 8cm 处灭菌 15min,每一面都需要这样操作

灭菌哦。切割好的支架移入 12 孔板中（无菌操作），将一个钢圈放置在支架上,加抗生素再

进一步灭菌，放入恒温孵箱过夜。吸去抗生素，用 PBS 清洗，后加细胞培养液浸没支架。在

支架支撑物里上皮细胞支架放在纤维原单层细胞支架上形成 2D 共培养模型。 
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图：钢圈圈定细胞接种的面积；支架支撑物放在 2D 气-液界面（白色圆柱）里，支架在类

似肺组织在适当的条件（ECM）下培养（上皮细胞在上层和成纤维细胞浸没）,模仿体外肺

组织环境。以防在培养过程中下拨分离或移动，支架固定在特有的支撑物上。细胞在培养

基（目标细胞所用培养基）中孵育。 

建立上皮&树突&纤维原细胞 3D 共培养 

 

 



 

 

854 

 

上皮细胞&纤维原细胞共培养体系在孵箱中孵育 14 天后插入树突细胞支架，培养基仍为混

合培养基。上皮&树突&纤维细胞 3D 体系培养 14 天，使其形成更似生理环境的细胞间联系。 

 

接下来你想研究肺部哪个病，哪个药，哪种细胞就放进去相互作用吧！ 

干货│Transwell 总失败,是哪个环节出了

问题？ 

作者：毛博 

Transwell 技术在细胞共培养、细胞趋化、细胞迁移、细胞侵袭中经常被应用到，相对来说，

它的操作还是较简单，重复性也比较好，可还是有小伙伴叫苦不迭：为啥我总是失败呢？毛

博今天就来帮你对症下药，一一梳理，看看是哪出了问题。  

  

“杯子”孔径用对了吗？ 

Transwell 技术的名称来自于就是一个叫 Transwell 的小杯子，可以放在细胞培养板里面。有

不同形状，不同大小，不同选择。但无论如何，它的关键部分都是一样的，那就是杯子底层

的那张膜。这张膜一般是聚碳酸酯膜，带有微孔，孔径大小有 0.1－12.0 µm。根据不同的实

验需要，需要选用不同的孔径，共培养、细胞趋化、细胞迁移、细胞侵袭等多种方面的研究，

应用的孔径是有区别的。 
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(1).细胞共培养： 

 

将细胞 A 种于上室，细胞 B 种于下室，可以研究细胞 B 分泌或代谢产生的物质对细胞 A 的

影响。应选择﹤3.0 µm 孔径。因为﹤3.0 µm 孔径，细胞不会迁徙通过。 

 

(2).细胞趋化: 

 

①细胞 B 对细胞 A 的趋化作用：将细胞 A 种于上室，细胞 B 种于下室，可以研究细胞 B 分

泌或代谢产生的物质对细胞 A 的趋化作用。 

 

②趋化因子对细胞的趋化作用：将细胞种于上室，下室加入某种趋化因子，可研究该趋化

因子对细胞的趋化作用。 

应选择 5.0、8.0、12.0 µm 孔径，上室细胞可穿过膜进入下室，计数进入下室的细胞量可反

映下室成分对上室细胞的趋化能力。 

 

(3).细胞迁移: 

 

上室种细胞，一般是具备迁移能力的肿瘤细胞，下室加入 FBS 或某些特定的趋化因子，肿瘤

细胞会向营养成分高的下室跑。应选择 8.0、12.0 µm 孔径，计数进入下室的细胞量可反映细

胞的迁移能力。 
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(4).细胞侵袭： 

 

常用 8.0、12.0 µm 孔径，原理和方法与细胞迁移实验类似。 

 

 

  

检查过程细节小纰漏 

 

① 重复使用的问题： 

 

Transwell 小室按照要求，都是一次性使用的。不过因为价格昂贵，其实洗洗泡泡还是可以重

复用的。用完后用胰酶和 75%酒精泡，室温凉干。再次使用前用紫外里里外外都照上 30 min。

就可以啦。 

 

② 上层培养液： 

 

上层培养液采用无血清培养基，为维持渗透压，需加入 0.05%-0.2% BSA。 
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③ 下层培养液： 

 

下层培养液采用含 5%－10% FBS 的培养基，具体浓度根据细胞侵袭力而定，侵袭力弱的细

胞可适当提高 FBS 浓度。 

 

④ 细胞培养板：  

常用的细胞培养板有 6 孔板、12 孔板、24 孔板等。细胞培养板没什么特殊要求，普通的细

胞培养板就可以。但要注意，细胞培养板应当与购买的 Transwell 小室相配套。不要一个大

一个小，不配套啊。 

 

⑤ 细胞计数：  

那么，细胞迁移到下室了，如何计数和比较呢？用 PBS 缓冲液洗细胞 1-2 次,吸尽残余的液

体，加入甲醇固定 20 分钟,弃固定液,加入结晶紫染液,染色 10-20 分钟,弃染色液,用 PBS 冲洗

干净即可。如下图所示，哪组迁移的多，哪组迁移的少，是不是一目了然了呢？ 
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干货 | 细胞培养液之四大金刚 

作者：毛博 

培养液既是供给细胞营养和促使细胞增殖的基础物质，也是细胞生长和增殖的环境，所以非

常重要。细胞培养液是建立在平衡盐溶液(BSS)基础上，添加了碳水化合物、氨基酸、脂类、

无机盐、维生素、微量无素和细胞生长因子等。那么，常用的培养液有哪些呢？它们的成分

和特点是什么呢?它们各自的适用范围又有哪些呢？ 

 

四大金刚，各擅胜场 

 

提到常用的培养液，其实就四种: MEM、DMEM、1640、F-12。这四种培养液涵盖了 90%以上
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的细胞。下面，分别介绍一下它们各自的成分和特点。 

先看一下，老大 MEM。MEM 作为四大金刚中的老大，为人老成持重，无所不能。所以，号

称是应用最广泛的细胞培养液，其中含有 13 种必须氨基酸、8 种维生素、以及多种微量元

素。呵呵，像不像保健品的广告用语？其实，真的是这样。老大作为带头大哥，能力是非常

全面的，优点是非常突出的。 

 

老二 DMEM，作为随时紧跟老大 MEM 的二弟，含有的营养成分其实是一模一样的。但是，

老二青出于蓝而胜于蓝，浓度要高出 2~4 倍。 

 

老三 1640，中规中矩，没有什么特别的优点，也没有什么明显的缺点。为人简单朴素，营养

成分比较简单，比 DMEM 少一点糖和谷光甘肽。 

 

老四 F12，作为四大金刚里面的小兄弟，是比较调皮的。它的优点是非常突出的，同时，它

的缺点也是非常明显的。F12 也包括非必须氨基酸，维生素的范围亦很广，另外常规含有无

机盐和代谢添加剂（例如核苷酸）。这些都是优点。但是，F12 中含有硫酸亚铁，据报道有神

经毒效应。对于很多神经细胞是有毒性作用的。 

 

下图是包括了四大金刚在内的细胞培养液的具体成分，供各位童鞋参考。 
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到什么山上唱什么歌 

 

其实，大家对于细胞培养液的具体成分并不是特别关心。大家更关注的是，自己的细胞到底

应该用什么培养液来养呢？这里的原则就是到什么山上唱什么歌，不同的细胞用不同的培养

液。 

 

老大 MEM，外号是应用最广泛的细胞培养液。顾名思义，MEM 可以用于绝大多数的细胞，

特别适合于很多种哺乳动物细胞培养。 

  

老二 DMEM 是在老大 MEM 的基础上发展而来的，double 了原来各成分的含量。分高糖型

（含葡萄糖 4500mg/L）和低糖型(含葡萄糖 1000mg/L)两种，高糖型适用于生长较快，附着
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性较差的肿瘤细胞，但是又不希望他脱离原来生长点的克隆培养，所以常用于杂交瘤技术中

骨髓瘤细胞和 DNA 转染的转化细胞。低糖型对于生长速度较快、附着性差的肿瘤细胞有利。 

  

老三 1640 培养液最初为培养小鼠白血病细胞而制备。开始的配方特别适合悬浮细胞的生长，

主要针对淋巴细胞。其组成较为简单。但是，正是因为其简单，才可以适应很多种类细胞的

生长。特别是主要用于一些悬浮细胞培养以及 monolayer culture of human leukemic cells 。  

  

老三和老二的区别在于：1640 一般用于肿瘤细胞的培养,而 DMEM 用于较难养的细胞,比如

正常细胞,因为前者的营养成分较低,而后者较高。 

  

老四 F-12,最初开发用于支持 CHO、Hela 和 L－细胞生长，F-12 还用于培养原代大鼠肝细胞

和前列腺上皮细胞增值。老大和老四联手，还是神经生物学最通用的培养基呢。MEM 和 F12 

这两种培养基各取 1/2，就形成神经生物学最通用的培养基。已经成功的培养了外周神经元。 

  

下面再送大家一个图，不同的细胞系对应的不同的培养液，供各位童鞋参考。 
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最后再唠叨一句，关于细胞培养液，一般的细胞系用 1640、DMEM 均可，我们以前常规用

两种 1：1 混合作为基础培养基，90%以上的细胞都可以养的很好，包括原代肿瘤细胞。需要

特殊培养基的细胞，在文献里一般都会注明的。大家照着文献选用即可。 

干货 | 培养液选配 7 个关键点，太实用了! 

作者：毛博 

培养液是人工模拟细胞体内生长的生存环境，对于细胞培养起着关键性作用。在这方面，毛

博走了弯路之后得到一些宝贵的经验和教训，都是来自实战第一线的干货，字字血声声泪，

先贡献给大家。 
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1 培养基，原配的总是最合适的 

 

选择培养基没有一定的标准，某种培养基可以适合多种细胞，某种细胞也可以在不同培养液

中生长。但是，建立某种细胞株所用的培养基应该是培养这种细胞首选的培养基。可以查阅

参考文献，或在购买细胞株时咨询。例如，小鼠细胞株多选 1640；进行细胞杂交，基因转移

实验，可选择 IMDM。 另外，本实验室用惯了的培养基不妨一试。这些都是师兄师姐们用

了几十年了。肯定好用的。  

  

21640 还是 DMEM，取决于你发文章的决心 
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1640 的确是非常便宜的培养基，也很好用。所以在国内的实验室中，用的非常非常多。但

是，它的缓冲力最弱，所以有时会对细胞的生长状态有影响，尤其是一些实验室长期传代状

态不好的细胞。所以，毛博很败家地推荐：为了早点出文章，有条件还是用 DMEM，当然不

是昂贵的 GIBCO 公司的，实在是太贵了。HYCLONE 的砍砍价，干粉很便宜，但是明显杂质和

质量不如 GIBCO。一分价钱一分货。真的是真理哈。 

  

32 到 3 周的量，多了也是浪费 

 

一旦在新鲜培养基中添加了血清和抗生素时，应该在 2 到 3 周内用完它。因为，一些抗生素

和血清中的基本成分在解冻后就开始降解。2-3 周后就降解完了。所以，一次少配一点，就

不要偷懒了。 

  

4 慎用碳酸氢钠 

 

培养基的 pH 值随着碳酸氢钠量的增加，呈抛物线增长，当碳酸氢钠加到一定量时，pH 变化

越来越小。而培养基的渗透压值随着碳酸氢钠量的增加，呈直线增长，碳酸氢钠量越大，渗

培养基变成了高渗溶液，细胞会脱水萎缩滴。 

  

5 血清分装防膨胀 
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必须贮存于–20 ～ -70℃，若存放于 4℃，如同第三条所说的，2～3 周就降解了。教大家一

个小窍门：可将 1 瓶 500ml 的血清，每次 40～45 ml 分装于无菌 50 ml 离心管中，由于血清

结冻时体积会增加约 10 %， 必须预留此膨胀体积 5～10ml，否则会把离心管冻裂滴。  

  

6 血清解冻，慢是王道 
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血清的解冻和细胞的解冻正相反：细胞是越快越好；血清是越慢越好。血清解冻步骤: -20℃

或–70℃冰箱拿出来，放到 4℃冰箱，放一天。在这一天中，时不时地去摇晃一下，使温度与

成分均一，减少沉淀的发生。一天过后，拿出来放到室温下，等血清恢复室温了，再分装。  

 

7 热灭活？别上它的当！ 

 

掌握一条原则：除非必须，一般不要热灭活，因为会造成沉淀物显著增多，且会影响血清的

品质。这些沉淀物在显微镜下观察，像是“小黑点”，常常误以为是血清遭受污染，又去过滤

呀什么的，无端增加没有必要的工作量。这里毛博提醒大家：一般不要热灭活。 

干货 | 铺出漂亮细胞板的要点顺口溜，收

藏有益！ 

作者：毛博 

做贴壁细胞的实验，经常需要做细胞铺板。这个实验看似简单，其实也不是那么好做的。关

键是要铺得均匀铺得平整，要是中间密周围稀，或者周围密中间秃顶，那就露怯啦。这里，

毛博给大伙儿分享一些技巧，按照实验步骤的前后顺序排列，并且总结为几句顺口溜，方便

记忆。 

 

1 收集细胞要混匀 
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消化后的细胞一定要充分混匀，要把聚在一起的细胞团充分地吹打开，最好是单个的状态，

但同时又不能损伤细胞，可以用玻璃吸管的移液器操作。离心也很有讲究，一般用 1000 

rpm/min 即可。离心力太大细胞容易抱团！然后悬浮离心后的细胞团时，先不要把所有液体

都加进去！一般先加 2mL 液体，然后用 1mL 移液器轻轻将细胞吹起，细胞要像云雾一样散

开，这样易于形成单细胞。象下图所示的这种移液器就非常好用。 

 

2 接种细胞须小心 

铺 6 孔板，12 孔板或 24 孔板，先在每个孔里面加 1mL 的培养基，晃动使之铺匀整个孔底，

然后加入 1 mL 的细胞悬液。从孔的左边靠近底部慢慢加入，这样细胞悬液会平铺在整个孔

底，细胞分散较均匀，注意加完细胞悬液后要放工作台静置一下。这里又有一个窍门，放在

显微镜的载物台上面。因为显微镜的载物台是水平校正过的，比什么桌面、超净台什么的要

平多了。在载物台上放置 20-30 分钟，细胞不差这一会温度和二氧化碳的，等细胞贴壁了，

轻轻移入到孵箱中。 
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铺 96 孔板，我每孔是加 100 微升细胞悬液，加完半边板 48 孔后，将剩下的未加的细胞悬液

再混一下，再继续加剩余的半边板子，都加完后盖上盖子，左手轻轻扶住板的左边，右手轻

轻敲击板的右边缘，注意把握力度，敲三次即可，太大力或次数太多会导致细胞集中成堆。

也有人推荐轻微的左三圈、右三圈、前三圈、后三圈。 

 

3 轻轻敲打勿抱团 

 

细胞悬液加完后，将细胞培养板抬高，对着灯光，从底部往上看，看细胞有没有抱团。如果

有抱团的话，用手指从底部轻轻敲打，使之分散。也可以用平板振荡器稍稍振荡一下，效果

不错。参数要设置成振幅小而频率高哈。 

 

 

4 十字交叉要水平 
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观察和敲打后放入培养箱，然后画“十字”，就是把细胞培养板贴着培养箱搁板，前后方向来

回晃动 10 次，再左右方向晃动 10 次，正好是一个“十” 字形。然后就让它静静地呆在培养

箱搁板上，没事不要去动它。这里要注意的是，托架应该装在四根立柱相同高度的孔上，培

养箱的搁板要水平校正，尽量地做到水平。搁板会向一个方向倾斜，对于贴壁时间长的细胞，

就算当时混匀了，放进培养箱后也摇匀了，但是重力作用下细胞也会向一侧聚集。 培养箱

里面或者外面尽量不要放可以产生振动的仪器，比如蠕动泵、离心机、涡旋器一类的仪器。

这些仪器产生的振动对细胞贴壁有影响，也可能会导致细胞贴壁不均匀。还是要给细胞一个

安安静静的生长环境，让他安静地做个美男子好了。 

 

 

 

细胞铺板不难，但是细节很多，须知“魔鬼都在细节中”。理想的细胞铺板应该是下图这样的。

希望大家都能够铺出这样漂亮的细胞来。 

让细胞培养不再为难新手 
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作者：毕老师 

细胞培养起初对于我这种“女汉子”性格的人来说，着实是枯燥至极的工作，因为面对的细胞，

它不会说话不会笑不能对你有任何回应，而且对于喜欢外科喜欢拿刀的我来说，细胞培养更

像是个内科医生做的事情，每天换液就如同换药，它污染了就需要上各种抗生素来“抢救”

它。。。。。。可是随着一天天的相处，一天天的用心体会，我渐渐发现原来细胞培养也是一项

十分有意思的工作，下面将我的一些经验分享给大家。 

 

换液： 

 

从培养箱中取出培养瓶； 

 

用吸液管将瓶的废液全部吸出（在培养瓶的左下角吸走液体，勿接触细胞），吸管丢弃。 

 

更新吸液管，从培养液贮存管中吸取新培养液，加入培养瓶，注意哦，千万不要直接冲洗细

胞，细胞们都娇滴滴的，容不得半点“风吹雨打”。吸出废液至加入新液之间一般不超过 5-10

秒钟，以免细胞因干燥而死亡。 

 

保留该吸管（节省一根是一根），用于吸取下一轮需要换液的同源细胞的废液，注意一定是

废液。（同源细胞、无污染的几个培养瓶可用同一根吸管吸走或加入培养液。） 

 

  先换生长速度慢的细胞，再换生长速度快的（这似乎和我们平时“早起的鸟有虫吃”的原

则不同，长得快的要后吃饭，嘿嘿）；先换无污染的，再换有污染的。 
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微生物污染处理： 

 

  每天到实验室的第一件事，肯定是看我的“心肝宝贝儿”——细胞，最害怕的事情莫过于

发现细胞污染了，那种心情就像母亲每天醒来看自己的孩子，结果发现孩子生病了一样焦急

难过。如何发现细胞污染呢？首先要在取出细胞后，先观察一下培养液的颜色，如果培养液

都能看出污染了，那这个细胞基本就无药可救了。 

 

 

 

  培养液肉眼看着正常，细胞就一定正常吗？答案是否定的。最关键的还是要通过我们的

必备神器——显微镜来观察，下面给大家看一些细胞污染的图片： 
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  有微生物污染的一般均丢弃。如污染不严重而该细胞株较重要，则可试行治疗如下：尽

量吸净原培养液装在有盖的小瓶子里，盖好；用过吸管放桌下收集有污染物品的盒子里；用

Hanks 液或培养液洗涤 2 次（环形摇晃几周，再将液体吸走，放在有盖的瓶子里）；加入抗生

素。如为霉菌污染，则加抗霉菌素—两性霉素 B（Fugzone）终末浓度为 2.5 ug/ml。预防量减

半。 
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  细胞污染不仅限于细菌等微生物，当同时培养多种细胞，细胞与细胞间也会发生交叉污

染，这个时候我们可以用遗传霉素（Geneticin）终末浓度 100 ug/ml，如保存液为 1:30，则

在培养瓶/皿中每 3 ml 培养液加 0.1 ml Geneticin。 

 

单纯传代步骤： 

 

以 25 cm2 培养瓶（6 ml）为例，用 5 ml 吸管将原培养液吸出； 

 

用 2 ml 吸管吸取 D-Hanks 液 2 ml（12.5 cm2 培养瓶和 6 皿板用 1 ml）加入培养瓶，以洗清

血清，轻晃几次后吸出； 

 

用 2 ml 吸管吸加 TE 1/2（Trypsin 0.025% + EDTA 0.01%）2 ml，轻晃使之到达每个角落（一定

要照顾到各个角落啊，即使是冷宫的细胞娘娘也要照顾到），放入 37 °C 水浴，使贴皿细胞脱

落。 

观察时见细胞基本浮起，用 2 ml 吸管加 0.2 ml 血清中和，吸出瓶中的液体及细胞（即 2.2 

ml）。如按照 1:4 稀释传代，则 0.5 ml 传代（1.5 ml 保存或丢弃）加至 15 ml 离心管。该吸管

可保留再用。 
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取等量的离心管作配对，进行离心（5 分钟，标记 60 处，即 1000-1500 转/分）； 

 

离心后用上一步骤保留的吸管将离心管中的上清液吸走；换一根 5 ml 吸管，吸取 6.5 ml 培

养液，加 5.5 ml 至培养瓶（12.5 cm2 培养瓶则吸取 4.0 ml 培养液，加 3 ml 至培养瓶），加 1 

ml 至离心管，用巴氏管适度吹打 5 次，全部吸出，水平横持巴氏管滴入培养瓶，保留 1-2 滴

加入血球计数板作计数。 

 

将培养瓶置于培养箱。 

 

  以上都是常规的操作，也是每个科研狗每天都要面对的工作，貌似枯燥无味，实则妙趣

横生，只要用心你会发现其实别有洞天。 

 

咦，你怎么连 Vero 细胞都养不好？ 

作者：小杜 

我：师兄师兄，能再给我一瓶 Vero 细胞吗？ 
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师兄：前天不是给你了一瓶吗？ 

我：师兄，那，那一瓶被我给养坏了。 

师兄：啊！那之前给你的那几瓶呢？ 

我：师兄，额额，那几瓶，都被我养死了。。。。。。 

师兄：咦，你怎么连 Vero 细胞都养不好？不过好在你运气好，有个乐于助人的师兄，今天

我就来告诉你，Vero 细胞怎么养。 

  

首先你要知道 Vero 细胞是什么。 

  

Vero 细胞其实全名叫非洲绿猴肾细胞，是从健康非洲绿猴肾组织分离培养得到的。一说起

Vero 细胞，肯定就是要和病毒以及疫苗联系起来。因为病毒疫苗的基础是细胞培养、收获足

够量的病毒，那么 Vero 细胞就是在培养病毒时所需的一种细胞基质。 

  

正因为如此，Vero 细胞是目前疫苗生产使用最多的一种传代细胞，目前已经广泛用于乙脑疫

苗、流感疫苗、脊灰疫苗、轮状病毒疫苗、黄热病毒疫苗、甲肝疫苗、人用狂犬病疫苗等疫

苗的生产。对于这个研究大方向的童鞋们来说，养好 Vero 细胞就应该是必备的技术基础了。 

  

其次，它的形态简单描述为：铺路石样排列的贴壁细胞。一般情况下你看到的除了菱形的铺

路石以外，肯定还有一些飘着的实心和空心的细胞，实心的是还没有来得及贴壁的细胞，那

么空心的呢，对不起，这些是死细胞。如何使空心的细胞极少呢？这就涉及到如何养 Vero 细

胞的方法了。 

  

那么，如何养 Vero 细胞，从培养基讲起，其实一般来说，每个实验室都有自己独特的养细
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胞的经验，就拿我摸索出来的经验来说，我认为培养基的配方就是养好 Vero 细胞的第一准

则。 

  

培养Vero细胞的培养基配方是：85%MEM+10%胎牛血清+2%碳酸氢钠+2%谷氨酸+1%的双抗。

当然有些实验室建议如果是用胎牛血清的话，可以不用 10%这么高的浓度，但是，凭经验看，

确实养得好的细胞都是通过好的培养基“金贵”出来的，如果细胞状态足够好，后面是可以将

血清浓度降下来，这个对于细胞影响不是太大。 

  

如果有纯的 MEM，就尽量用这个，不要轻易尝试一些比如 MEM-ALPHA 什么的培养基，原因

就两个字“麻烦”。如果本身细胞状态就不够好，你又通过更换培养基浓度或是种类来折腾细

胞，那就得不偿失了。那么养好 Vero 细胞的第二准则是什么呢？是消化。 

  

我们知道对于贴壁细胞而言，消化是非常重要的一个步骤。我们用胰酶消化 Vero 细胞的时

候有两个小 tips。 

 

其一用 PBS 洗细胞三次以后，将胰酶加入培养瓶，10 秒左右去掉胰酶，放入 37℃培养箱消

化，每隔 10 秒左右轻轻晃动培养瓶，直到观察到有流沙状细胞滑动。 

 

其二是用 PBS 洗细胞三次以后，将胰酶加入培养瓶，一分钟以后倒置，将有细胞的面朝上，

然后轻轻拍打，使细胞脱落。这两个小 tips 都很适用的，因为相对于拍打和 37℃消化而言，

胰酶消化的时间过长，后者引起的细胞伤害更严重。 

  

当然除此之外，养 Vero 细胞和普通细胞一样：要注意无菌操作、不要看细胞太勤、注意轻

拿轻放、传一瓶拿一瓶、让细胞尽可能多的享受自己最适的生活环境。做到这些，你的细胞
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养不好都难。 

  

我：哇！师兄，听你这么一讲，我豁然开朗！ 

  

师兄：不要崇拜哥，毕竟哥也是从一步一步失败中总结走出来的。最后要注意，每一个实验

室往往都有一套做这个东西最适用的方法，记得多问问师兄师姐。 

 

 

干货 | 细胞培养中的“疑难杂症”，你遇

到的都在这里了 

作者：子非鱼 

细胞培养做为生物学研究最基础的技术之一，可以说是渗透科研界的方方面面。工欲善其事，

必先利其器。细胞好不好，就看你懂不懂细胞培养的各种技术了。那现在小鱼就将自己压箱

底的细胞培养经验拿出来供大家分享。 

 

❤  原代培养 

 

从原代组织中分离细胞的最常用的方法是酶解法（胰蛋白酶和胶原酶）。 
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用无菌的解剖刀和剪子将组织剪成 3~4mm 小片，用平衡液（无钙镁离子）清洗组织碎片后

去除上清液，并加入 0.25%的胰蛋白酶（Trypsin，100mg 组织加入 1ml 胰蛋白酶）或者胶原

酶（Collagenase，50~200 单位/ml），孵育 4-18h。离心取上清后，用平衡液清洗几次后，用

完全培养基悬浮细胞，进行培养。 

  

❤  传代培养 

 

依据细胞生长的特点，传代方法有 3 种： 

  

1. 悬浮生长细胞传代（离心法） 

将悬浮细胞离心（1000 rpm， 3 min）去上清，收集沉淀物加新培养基，混匀后进行传代培

养。 

 

2. 半悬浮生长细胞传代（直接吹打法） 

此类细胞（如 Hela 细胞）部分贴壁，但黏贴不牢，可用直接吹打法使细胞从瓶壁上脱落下

来，进行传代。 

 

3. 贴壁生长细胞传代（酶消化法） 

 

去除瓶内培养液后，加入 1-2ml 0.25%的胰蛋白酶液（以消化液覆盖整个瓶底为准）37℃静
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置 2-10min（显微镜下动态监测）。移去蛋白酶液，加入培养液反复吹打瓶壁细胞，离心将细

胞沉淀用培养液制成细胞悬液。吸取 1/10—1/40 细胞悬液，接种于含有适量新鲜培养液的

新培养瓶中进行传代培养。 

 

 

 

注意事项：细胞接种数要达到 5×104~8×105 个/ml，传代密度太低时，细胞容易死亡，在达到

增殖期前有较长的滞留期；培养液由 pH 下降而呈黄色时，细胞已达最大密度而需要换液或

传代；单层贴壁细胞，等长满培养瓶表面时，即可传代；吹打细胞时，动作要轻柔缓慢，减

少对细胞的机械损伤；传代时细胞接种数量要多；培养基的 pH 要低些；首次传代时，小牛

血清浓度可加大至 15%~20%。 

❤  细胞计数 

 

  

一般条件下具有一定密度的细胞才能生长良好，所以细胞计数对细胞培养也非常重要。计数

结果以每毫升细胞数表示。可分为两种计数方法：血细胞计数器（手动计数）和 Coulter 计
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数仪（自动计数）。 

  

细胞计数步骤 

 

1 将血球计数板及盖片擦拭干净，并将盖片盖在计数板上。 

2 将细胞悬液吸取少许，滴在盖片边缘，使悬液充满盖片和计数板之间，静置 2min,镜下观

察，计算计数板中四大格的细胞总数。 

细胞数/ml=4 大格细胞总数/4×10
4
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注意事项：压线细胞只计左侧和上方的。镜下偶见由两个以上的细胞组成的细胞团，应按单

个细胞来计数，若细胞团占 10%以上，说明分散不好，需重新制备细胞悬液。 

❤  细胞冻存与复苏 

 

考虑到培养细胞因传代而迟早出现变异，同时也为了避免长期培养中细胞遭到污染。要对细

胞进行冷冻保存。细胞冻存及复苏的基本原则就是慢冻快融，尽量减少胞内水分子形成冰晶，

最大限度保存细胞活力。细胞中常用的冻存保护剂是 DMSO 或者甘油。 



 

 

886 

 

  

冻存：1）将预先配制好的冻存液（20%血清培养基+10%DMSO）与制备的细胞悬液

（1×10
6
~1×10

7
/ml）以 1:1 的体积混匀，1ml 分装于冻存管中，密封后标记。2）冻存方法：

�先将冻存管放入 4℃冰箱，约 30min；置于-20℃冰箱，约 30-60min；然后有三种方法保存，

择一即可：1、置于-80℃冰箱过夜，置于液氮罐中长期保存。2、�将冻存管捆绑在一起，外

层包以厚层棉花，置于-80℃冰箱过夜，置于液氮罐中长期保存。�3、将冻存管放于程序降温

盒中，并置于-80℃冰箱过夜，置于液氮罐中长期保存。 

 

 

 

注意事项：由-80 冰箱转移到液氮时速度要快，避免温度上升影响细胞活性。 
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复苏：1）取出冻存管，立即放入 37 度水浴箱中快速解冻（1 分钟左右），水面不可没过盖

子，以避免污染。2）将冻存管移至无菌操作内。打开冻存管，将细胞悬液吸到离心管中，

1000rpm, 5min，弃上清。3）加入适量完全培养基，置于 37 度恒温箱中培养即可。 

 

❤  细胞活力鉴定 

 

细胞活力=活细胞数/细胞总数×100%，常用台盼蓝法、MTT 法或者 CFSE 法进行细胞活力检

测。 

  

台盼蓝法 

  

原理：活细胞不被染色，死细胞被染成蓝色。 

 

方法：500ul 细胞悬液加入 500ul 0.4%台盼蓝染液，染色 2-3 分钟；将少许悬液涂于载玻片

上，加上盖片，显微镜下取几个任意视野分别统计死细胞和活细胞数，计算细胞活力。 

  

MTT 法 

  

原理：活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶可使外源性 MTT 分解产生水不溶性蓝色结晶状甲瓒

颗粒（Formazan）并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。DMSO 溶解甲瓒后，用酶联免疫检

测仪在 540nm 或 720nm 波长处测定其吸收值，可间接反映活细胞数量。可用于生物活性因

子的活性检测、大规模的药物筛选、细胞毒性试验鉴定等。 
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方法：将细胞悬浮液以 1000-10000 个细胞接种到 96 孔板，每孔体积 200ul，培养细胞 3-5d

（依据实验目的和要求决定培养时间）后，每孔加入 MTT 溶液（5mg/ml 用 PBS 配制，pH=7.4）

20ul，37℃温箱中孵育 4h 后，小心去上清，加入 150ul DMSO 溶解后，用酶标仪进行检测。

（市场上售卖的 CCK8 试剂盒，便是对 MTT 法的一种优化）。 

 

CFSE 法 

  

原理：CFSE 进入活细胞后，可与胞内蛋白共价结合，水解后释放出绿色荧光。CFSE 随着细

胞分裂而平均分配至子代细胞中，而导致荧光强度逐级递减，依据这一特性，可被用于检测

细胞增殖活力。 

  

方法：制备细胞悬液后，加入等体积的 CFSE 工作液（2.5-5uM），于 37℃孵育 10 min，用 10

倍体积的预冷的基础培养基（不加血清）立即终止标记 10min。用 PBS 离心洗涤两次后，用

适量的完全培养液重悬细胞。培养一段时间后，离心收细胞，用 PBS 洗两次并重悬后，上流

式仪器检测荧光强度的稀释比例。 

    

技术 | 如何把细胞养的更漂亮 

作者：子非鱼 

1.对细胞君“量才适性” 
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不同的细胞，生长环境不同，除了细胞君其饮食习惯（培养基）的不同，还有就是细胞生长

的空间密度问题。  

有一些细胞就是喜欢热闹，对他们来说，数量多一点比较好生长，生长状态也比较好。这种

一般是属于生长速度慢的细胞。比如内皮细胞。而有一些细胞则倾向于离群索居，数量少一

点细胞状态会生长的比较好，譬如巨噬细胞和某些肿瘤细胞。尤其是巨噬细胞，生长速度非

常得快，贴壁速度很快，所以传代时就应该留很少量的细胞，这样细胞状态会比较好。并且

巨噬细胞比较喜欢玩小圈子（扎堆生长），而堆与堆之间是有空间的。如果长成相连在一起
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的一满片的时候，细胞形态基本上就会差了，老化的会比较多，对后期实验结果是不好的。

所以在养细胞的时候应该摸索该细胞喜欢的生长空间密度问题。 

改善形态有技巧 

 

对于有些人总是会遇到养的细胞形态怎么都不好的问题。这个其实是有一个方法可以改善的。

对于贴壁细胞，如果细胞形态不好，（或者细胞形态不清晰，表面似有异物等）可以在传代

的时候进行如下操作：  

 

首先，倒掉旧的培养基，加入 3ml 新的培养基（有无血清的都可）洗涤一次，用滴管吸走，

然后再加入 3ml 的培养基，进行预吹打，控制吹打力度，轻轻地大概沿着瓶底过一遍，然

后吸走。这时侯再开始正式的消化、吹打。（巨噬细胞我们只吹打，不消化的）  

 

其次，把吹打下来的细胞悬液加入到新的培养瓶内，培养瓶事先加入培养基，放入培养箱内

培养，按时间点观察细胞贴壁情况。10 分钟观察一次，20 分钟，30 分钟观察一次。选择

一个时间点，已经有部分细胞贴壁的情况下，重新置于洁净台，底面朝上迅速倒出其中的培

养基，加入 3ml 新培养基再轻轻洗一次。然后加入完全培养基培养。后续观察细胞生长情

况以及形态。我称之为“二传”。呵呵。  

 

如果一次效果还不理想，可重复多次。直到找到细胞完美形态。其中要注意，结合细胞喜欢

的生长情况。喜欢多一点数量长得好的细胞你就等贴壁细胞比较多点的时候再传。 



 

 

891 

 

过饱过饥均不宜 

 

关于培养瓶内加入培养基的量的问题，这个是要靠自己去摸索你所养的细胞的。并不是小的

玻璃方瓶12ml，大方瓶14ml的。有些细胞反而是培养基少一点相反细胞形态会长得比较好。

（可能也是竞争很大，有优胜劣汰吧。呵呵。）对于生长速度快的细胞，易生长的细胞加少

一点培养基细胞形态会更好。但是要注意换液掌握。 

 

“端杼择邻”，为细胞提供最适宜的生长环境 
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小鱼发现生长速度快的细胞在玻璃瓶内生长的状态会比一次性塑料瓶相对好一些。而对于同

一种细胞，在其生长旺盛快速的时期在玻璃瓶内的生长状态也比塑料瓶内好。这可能是因为

塑料瓶比玻璃瓶更容易贴壁。生长速度快的细胞在塑料瓶这种相对“更安逸”的环境里反而长

得状态不如玻璃瓶好。  

 

孟母三迁居处，选择良好的环境，来影响孟子的成长，所以对待细胞也要“断杼择邻”，对于

生长速度慢的细胞如果想要更漂亮的细胞状态，塑料瓶比玻璃瓶会好，对于生长速度慢的细

胞，玻璃瓶则会更好。同样，对于同一种细胞，在其生长速度慢的时候，塑料瓶会好一点，

比如刚刚复苏的时候，或者原代培养的时候。而在其生长旺盛的时候，玻璃瓶则相对会好一

点。 
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经验 | 我的细胞复苏后怎么直接挂了？ 

作者：子非鱼 

作为一名资深拖延癌患者，小师弟养细胞的时候，非得看到细胞在细胞瓶上像上海早晚高峰

的地铁一样拥挤不堪了，才肯摁下视频暂停键去给细胞传代换液，于是，N 天以后，细胞房

传来一阵哀嚎。 

 

小师弟：师姐师姐，为什么我昨天复苏的细胞怪怪的？形状变了，感觉就是萎靡不振的样子。 

 

师姐：天啊，培养基都变黄了，你这细胞长太密了。下次冻存时可以让细胞密度小一点。不

过复苏后细胞状态不好还有几种原因：细胞可疑污染；细胞已经开始开始凋亡或崩解；冻存

前连续培养超过两个月，细胞形状已有改变。因此，冻存细胞时，要待细胞增殖旺盛，情况

稳定，试验效果良好才冻存，复苏以后才会长得好哦！ 

 

从此以后，师弟对养细胞比对女漂还上心，时时进出细胞间对细胞嘘寒问暖，然而，又 N 天

以后，细胞房又传来熟悉的哀嚎声。 

 

小师弟：师姐，为什么？为什么？我的细胞复苏后长不起来？ 

 

师姐瞄了几眼：噢，你的细胞应该“孤独死“了~ 

 

小师弟：什么？师姐你不要逗我了。 
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师姐：就是细胞数太少。 

 

 

 

小师弟:师姐，还有什么影响细胞复苏的因素，求求你一次性把话说完吧，我快崩溃了。 

 

细胞数太少：细胞也会害怕孤独，健康生长需要细胞间的连接，冻存时细胞浓度低于

1~5*105 个/ML，复苏很难成功。 
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解决：细胞计数，离心后调整细胞浓度。（不要重新洗细胞）   

 

 

冻存时盖子拧不紧：冻存管的盖子一定要拧紧，否则复苏水浴时会渗水，造成污染。 

 

解决：冻存时确保盖子拧紧，并选择原配的管子和盖子（不同牌子、型号的管子会有差别） 

 

冻存时没有严格进行梯度降温：直接放在-80 度冰箱里的冻存盒，冻存盒壁太
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薄 ， 细 胞 在 被 迅 速 降 温 。    

    

解决：冰火两重天的生活环境不适合细胞君，谨记：缓降！选择厚壁泡沫塑料盒，或塞入大

量干棉花。 

 

-80 度放太久：放在-80 度冰箱超过半年。（冰箱的温度难以恒定：开门/关门，电压不

稳定等） 

 

解决：尽快转入液氮。 

 

液氮不足：液面不能漫过所有细胞。 
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解决：定期测量液氮储备，保证细胞全部浸在液面下。 

 

取错细胞：-170 度的液氮罐，多冻啊，液氮罐也不能打开太久，于是手忙脚乱之中找不

到 or 拿错冻存管的事也是时有发生。 

 

解决：每支冻存管都标上细胞的名称，冻存时间，并记录在册。拿细胞时戴手套。 

 

水浴时间太长：2min 还没融化。（冻存管的壁较厚，隔热） 

 

解决：（1）适当提高水浴温度（37 度－40 度）。（2）要是冬天，就选用保温盒。 

 

冰盒内时间太长：或许因为细胞房人满为患，超净台使用紧张，复苏 1h 后，还没有

加入新的培养液。（高浓度 DMSO 防止胞内形成冰晶，冻存时保护细胞，但复苏融解后，浸

泡时间太久会，对细胞有毒性） 

 

解决：提前预定超净台，减少复苏后插在冰盒里等待的时间。 

 

失去耐心：复苏三四天后，细胞没有任何动静，认为失败，倒掉所有细胞。（有些细胞

复苏后一星期，才有起色） 
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解决：不要换液，耐心等待，两周后再做决定。 

这些样本冻存和复苏的坑，怎么破？ 

作者：向日葵 

小葵最初做实验的时候，往往看个大概就开始操作了，常常以为自己都会了，但经常掉坑里。

想少走弯路，就要深谙其中门道，避开前人所遇到的陷阱。今天小葵就来讲讲自己亲身经历

的那些不堪回首的过往，希望大家引以为戒。  

  

复苏时遇到冻存时挖的坑 

 

实验室偶尔也会发生这样的情况：“靠，细胞要死了，赶紧冻掉，不能让细胞死在我手里。”“天

呢，细胞培养液都这么黄了，赶紧冻掉。”“妈呀，细胞融合度都逼近 100%了，赶紧冻掉。”“咦，

细胞好像少了点，算了，就这样吧。”如果你复苏的细胞就是上面这些人所留下来的，那就

要格外注意了。 
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解决方法： 

  

所谓知己知彼才能百战不殆，在复苏前，一定要先清楚地了解这份细胞的增殖能力。如果增

殖能力不高，接种时就要增加细胞接种密度并添加 5%~10%的血清。如果细胞本身数量就非

常少，也可以不离心，直接接种培养（加入培养基的体积＞5 倍的冻存细胞体积）。复苏后 3

天内尽量少对细胞进行操作，延迟换液时间。 

  

无孔不入的微生物 
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做实验就像走钢丝，稍不留神就会跌进充满微生物的沼泽中不能自拔。 

 

 

 

解决办法： 

  

冻存时，一定要拧紧冻存管的盖子，否则水浴复苏的时候，水浴锅中的水就会渗入到冻存管

中去，造成细胞的污染并会使那些低免疫力的接受移植的患者产生严重的感染。 

  

推荐几款最新的细胞干式复苏的仪器给大家，可以避免传统人工水浴方法的污染风险并且在

复苏的整个过程中可对数据进行追踪。 

  



 

 

901 

 

 

适用于冻存袋 
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适用于冻存管 

  

 细胞非正常“复苏” 

 

那是一个安静的下午，大家都在专心地做着实验，突然听到有人大叫“这是谁的细胞，一直

放在外面，都化了。”原来刚才同事取细胞的时候，把整个冻存架都拿了出来，后来居然忘

记再把它放回液氮罐中。而此时细胞们已经无一幸免地 “融化了”。 

 

解决办法： 

  

马上种瓶，千万不要把这些细胞继续放回液氮罐中冻存。此时细胞内已经有大量的冰晶形成，

细胞膜已经受到损伤，如果离心就会造成细胞膜完全破碎、细胞立即死亡的后果。所以切记

不要离心，而应直接种瓶，也不要进行吹打，只轻轻摇晃。培养时加入 10%的血清，种瓶后
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48h 内都不要对细胞进行操作。这是一个真实的案例，后来在大家的努力下，那些增殖能力

本来就旺盛的细胞还是活了下来。 

  

备注：本办法也同样适用于那些停电后造成超低温冰箱升温（一般升温到-40℃时就要小心

了）的情况。 

 

拿错了细胞，养了别人家的“孩子” 

 

电视剧里抱错孩子的狗血剧情也同样会发生在实验室中。学校的液氮罐基本上都是公用的，

所以如果样本标记不详就会发生拿错的情况。 

 

解决办法： 

  

每支冻存管上都应用冻存专用的记号笔详细标记上细胞名称、冻存时间、样本批号等信息并

将这些信息详细记录在册。存放细胞时，最好规定每个人的存放位置，免得下次找细胞的时

候非要把整个液氮罐翻个底朝天才找得到。复苏拿取细胞时，也应在对应的存放位置处进行

查找，找到对应的细胞后应核查记录册上的信息是否与冻存管上的细胞名称、冻存时间、样

本批号一致。 

 

安全第一，细胞第二 
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凡是和液氮接触的操作，都应该注意安全。小编的同事 Z 就在一次打开液氮罐盖子的时候被

气体冲击了眼睛，导致眼睛当场流血，不过后来经过医治已经没有什么大碍了。还有小编的

同事 L 在前单位工作时有一次在样本保存室里突然晕倒了（估计是液氮罐漏气所致）。 

  

解决办法： 

  

操作人员在接触液氮罐时应戴防护面罩、防护手套，穿防护衣，防止冻存管或气体爆裂对人

体造成伤害。在存放液氮罐的房间中也应装有检测气体浓度的报警装置，防止人员晕厥的现

象发生。大家在做实验的时候一定要小心操作、注意安全。 

 

如何让冻存的组织满血复活 

 

很多时候我们都会遇到组织复苏培养的成功率低、长势慢的情况，这到底是哪里出错了呢？ 
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解决办法： 

  

（1）组织要剪得足够小； 

（2）程序降温盒不要立马放入-80℃冰箱中，应先置于 4℃冰箱内 15min~30min； 

（3）冻存液的体积应至少是组织体积的 2~3 倍； 

（4）组织复苏后进行培养时，应在培养基中加入 5%～10%的血清。 

  

复苏后，细胞不见起色就扔掉？！ 
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复苏 2~3 天后，认为细胞没有明显增殖就扔掉细胞，但其实有些细胞需要复苏一周后才会发

生明显的变化。 

  

 

 

解决办法： 

  

如果复苏培养 3 天后细胞仍不见增殖，先不要着急换液。试着补加血清、细胞因子，等一周

后再看细胞增殖情况再定。 

 

心急冻不了好细胞 
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冻存时，不要将细胞放入刚刚从-80℃冰箱中取出的程序降温盒内（此时盒内的异丙醇还是

冻住的）。这样会导致细胞在一开始的时候就进入低温状态，影响细胞复苏后的存活率。 

  

解决办法： 

  

将程序降温盒提前拿至室温中，使细胞可以从室温降至-80℃。 

  

常规的程序降温盒中是填充了异丙醇的，所以能够以每分钟一度的速度进行降温。但是异丙

醇属于有毒溶剂，又容易挥发，长期使用不但会对环境造成污染也对实验人员的安全有不利

影响。推荐一款新的细胞程序降温盒，不需要填充异丙醇就可以正常工作，而且很容易打开

盖子，方便拿取。 

  

 

新型程序降温盒 
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其他注意细节： 

  

1、刚刚复苏的细胞就像刚刚出生的小 BABY 一样脆弱。一切接触细胞的动作都要尽可能地轻

柔。 

  

2、低速离心，离心力不超过 300g。 

  

3、除了极少数细胞对 DMSO 过敏外，大部分的细胞都不需要去除 DMSO。细胞复苏后可直

接接种，第二天进行换液即可。 

  

4、配置好的冻存液在 4℃冰箱内可以暂存 1 周，在-20℃冰箱内可以保存一个月。不过最好

还是现配现用、不要反复冻融。 

  

5、 DMSO 存在一定的毒性，配置冻存液时一定要戴好手套。 

  

6、 复苏时使用的培养基最好与冻存前使用的培养基一致。 

  

7、 取冻存盒的时候一定要谨防冻伤，不要把你的小鲜肉“粘”到冻存盒上面。 

  

8、复苏第二天看一下细胞，如果细胞状态不行可以补加一下血清、因子。 
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附： 

表 1 生物样本及样本提取物常用保存方式比较 

 

 

图片来源于 eBiobank 

  

表 2.生物标本的特定生物标志物稳定性与贮存温度/持续时间的关系 

(稳定性符号为：M，多个结果；N，不稳定；S，稳定。) 
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图片来源于 eBiobank 

实验室撩妹技能，一份完整的细胞急救秘

籍就够了 

作者：向日葵 

一日小葵路过细胞培养室，突然听到一个声音传来“谁要能救我的细胞，我就嫁给谁。” 哇

塞，这年头，不要房，不要车，只要会培养细胞就能娶到媳妇？！ 
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为解救师妹的细胞，就得对症下药才行。一般细胞出现问题的原因可以从 5 个方面来着手。

只要抓住这 5 点，救细胞就是小 case。 

 

  

1.样本自身的原因 

 

种子好不好很重要 

  

如果你拿到的细胞已经是很多代之后的了，培养的时候就会力不从心，可以重新复苏更原始

的细胞进行培养。 
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如果你拿到的是冻存的细胞，那就有可能在冻存时该细胞的增殖能力就很弱了，可以通过查

看以往的操作记录来判断。 

  

 

还有一点就是个体差异，毕竟就算凤姐化再浓的妆，也不能和高圆圆长得一样。 

  

可以在培养前通过已知的标准对样本进行筛选，从而减少个体差异带来的影响。 

2.外来物种入侵 

常在河边走，哪有不湿鞋 

  

如果相同样本来源的其他批次的细胞并没有出现问题，你就要思考一下你是不是“中奖了”。
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请及时对可疑细胞以及细胞使用的试剂进行隔离。 

 

  

细菌污染 

  

污染后培养液变黄并且浑浊（浑浊是关键，变黄也可能是你的细胞太密了。切勿见到黄的就

以为污染。）高倍镜下观察到有小黑点会动，一般发现的时候已经是中晚期。如果细胞是上

临床的还是扔了吧，别擅自处理。实验用的，可换液后补加双抗；双抗的浓度不要过大，个

人用过青霉素：100IU/ml，链霉素：100ug/ml，隔 1-2 天换液，细胞后来好好的。 
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发生在细胞增殖能力旺盛期时的污染一般都能救过来,不过也有可能会影响试验数据；如果

污染发生在细胞状态本身就不好的情况下就很难救活了。 

  

真菌污染 

  

早期很难发现，在镜下会有丝状物，污染严重时可以用肉眼看到明显的绒团状。 

  

真菌污染是中头奖了，你可以自拍一下留做纪念。这个时候你不仅要担心这份细胞，还要担

心实验室在内的所有细胞的安危。 
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不建议用抗生素处理继续养。建议把所有接触到的试剂清除掉，培养箱、超净台、整个实验

室都需要进行全面的消毒清洁。 

  

支原体污染 

  

一般劣质的血清里会带有支原体，感染后，细胞病变不明显，只是慢慢死亡。用肉眼不易发

现，镜下观察背景较脏，用 PCR 检测最为可靠。如果细胞珍贵的话，可以用市场上的支原体

清除剂去除一下。 

  

“黑胶虫”、原虫 

  

“黑胶虫”的存在与血清质量有关，无法过滤去除。当细胞增殖旺盛时影响不大，可换液后更

换试剂，无其他特殊处理方式。 
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交叉污染 

  

共用试剂、耗材，同时操作不同的样本，都极易造成交叉污染。交叉污染之王应该属于 HeLa

细胞了，世界上已有很多细胞都受其污染，致使许多实验宣告无效。 

  

 

 

病毒 

  

培养过程中，如果没有除去潜在的病毒，就会产生病毒污染。目前，从原代猴肾细胞的培养

中已发现不少于 20 种血清性病毒。 

  

潜在病毒是细胞大量生产疫苗、干扰素等生物制品制作中的难题。 

3.设备 
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工欲善其事必先利其器 

  

别以为买了大公司的仪器就可以高枕无忧。有时培养箱上的显示器明明显示 C02 浓度为 5.0%，

其实际情况却可能已经＜5%了。 

  

观察细胞的培养液颜色，如果培养液偏紫红，那可能是培养箱中 C02 浓度不达标导致 Ph 偏

碱，最好及时更换培养环境，重新调试培养箱。 

  

定期对设备进行调试很重要，特别是对停机后再启动的仪器。 

4.试剂 

 巧妇难为无米之炊 

  

如果使用同批次试剂的细胞大部分都出问题了，就需要考虑是否试剂出现了问题。检查试剂

的规格、效价是否与之前一致，如有改变则需修改加入的量；检查试剂的品牌是否与之前一

致，如有更换应验证该品牌是否能适用于这类细胞。检查试剂的有效期是否过期、存放位置

是否有问题、是否反复冻融等，以免试剂已因此而失效。 
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建议选定试剂后不要轻易更换试剂的品牌、规格以及供应商。对新进的试剂进行小规模的测

试，测试结果达标后再大规模使用。 

5、操作 

 

虽不想承认是自己的问题，但有时不得不面对 
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组织贴壁是否成功？ 

  

组织接种于皿后，应放于培养箱“干烤”一段时间，当组织紧贴于皿时，再加入培养基。不要

频繁动皿，不益太早换液。 

  

如果组织贴壁未做好，可以试着把飘着的组织重新接种到新皿中，重新贴壁。原代的时候还

是建议加点 FBS，临床上也没有严格规定不准加 FBS，只要在后期检测残留量就行。 

  

酶消化是否成功？ 
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消化前，组织尽量剪得小点；消化液体积≥组织体积；消化时仔细观察组织的状态，一般消

化快结束时组织会变得很松散，形态变模糊；消化时加点蛋白会有效地保护细胞。 

  

使用消化酶的时候注意该组织是否需要 2 种及以上的消化酶同时作用？以及该消化酶是否

需要其他离子来刺激？ 

  

如果酶消化后得到的细胞很少，建议在小的培养瓶中先养，待细胞增殖后再挪到大瓶中。前

期也可以加点 FBS。 

  

传代时的消化？ 

  

如果你突然发现自己的细胞比以往难消化时就要小心了，这时应分段消化。把那些能正常消

化下来的细胞单独培养；对那些难消化的细胞再消化一次，单独培养，并检测一下这些细胞

的表型及相关特征，看是否已经发生分化或老化。 

  

冻存环节？ 

  

当我们一次性保存 20 个冻存管的细胞时，如果不注意操作就会使每个管子内的细胞量差异

特别大。尽量使用 5mL 移液管而非 10mL 移液管来重悬细胞，在滴加细胞悬液时尽量快点，

保持细胞在每个冻存管内均匀分散。 
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通过在冻存管或冻存袋下放置冰块，冻存液预冷等操作使整个冻存环节保持在低温下完成。 

  

复苏环节？ 

  

复苏后的细胞不要着急处理（换液），给予更多的时间让细胞适应。 

  

如果你的细胞在复苏时不顺利（复苏时间过长，运输途中温度没有控制好），不要离心，直

接加培养液（体积≥5 倍的冻存细胞悬液体积）进行培养，离心会使原本脆弱的细胞膜破裂，

待后期换液去除 DMSO 即可。 

 

细胞急救秘籍今天就讲到这里。你可以先把这篇文章保存下来，当你遇到问题的时候再来看

也许会更有感觉。其实很多时候，我们是不清楚到底是哪方面出现问题的，这个时候就需要

一步步去排除可能原因，切勿盲目地一次性改变多个条件。 

  

细胞培养是一个不断进步的过程，要想成为达人，看几篇文章哪够？在平时做好积累，量变

才会有质变。 
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让肿瘤君滚蛋，从分离树突状细胞开始 

作者：叶军 

电影《滚蛋吧！肿瘤君》里，熊顿的主治医生梁医生霸道却不失风度与温柔地对熊顿说：“我
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负责治病，你负责相信我！”。 

 

然而，事实证明，仅仅依靠传统治疗肿瘤的三驾马车——“手术”、“化疗”和“放疗”以及梁医

生这碗霸气外漏的心灵鸡汤，并没有什么用。 

 

 

 

近年来，随着对肿瘤免疫微环境研究的兴起和深入研究，通过激发和增强机体的免疫功能，

增强肿瘤微环境抗肿瘤免疫力，从而实现控制和杀伤肿瘤细胞的抗肿瘤疗法——肿瘤免疫治

疗，成为肿瘤治疗研究领域的后起之秀，已逐步发展为继手术、放疗和化疗之后的第四大治

疗方法，在临床治疗肿瘤过程中显示出了巨大的潜力。 

  

要是梁医生能手握“肿瘤免疫疗法”（不是魏则西事件里的“假肿瘤免疫疗法”哦）这把利剑，

那么熊顿身体里面目狰狞的肿瘤君是不是分分钟无所遁形呢？ 
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为了帮助梁医生拯救万千少女，让小编先来分析分析肿瘤免疫疗法里的一个关键角色——树

突状细胞（Dendritic cell，DC）。 

  

DC 是目前已知体内最重要的抗原递呈细胞。在肿瘤环境中，DC 通过摄取、加工处理和呈递

肿瘤抗原来激活 T 细胞免疫响应，达到清除肿瘤细胞的目的。 

 

通俗来说，DC 就像是北京赫赫有名的“朝阳群众”，一旦发现有不法分子（肿瘤君），立即怀

揣着情报向警察（T 细胞）举报，然后警察（T 细胞）开着警车拘捕不法分子（肿瘤君）。 

  

但是只有成熟的 DC（训练有素的“朝阳群众”）才具有激活 T 细胞免疫响应的能力。接下来，
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小编带你走向训练 DC 的第一步——如何从小鼠骨髓内提取分离并培养 DC。 

  

1.脱颈椎处死 C57BL/6 小鼠（5~6 周龄），75%酒精中浸泡 10 min； 

 

2.无菌状态下取股骨和胫骨，75%酒精浸泡 2 min 后用 RPMI-1640 培养基冲洗 3 次； 

 

3.分别于骨两端剪去约 2 mm，暴露骨髓腔，用 1 mL 注射器（26G 针头）吸取 RPMI-1640 培

养液，从骨干的一端刺入骨髓腔，将骨髓冲洗到 50 mL 无菌离心管中，每根骨头反复 4~6 遍。

离心，1500 rpm×10 min。 

 

4.弃去上清，加入 5 mL 红细胞裂解液，轻轻吹打均匀后于室温下静置 2 min 溶解红细胞，

加入 25 mLPBS，4℃离心，1500 rpm×5 min，弃上清。用 RPMI-1640 培养液洗涤 2 次。 

 

5.用 RPMI-1640 培养液洗涤后将细胞用 RPMI-1640 完全培养基悬浮，用 10 mL 移液管吸取

离心管内的细胞悬液，过 200 目细胞筛于 50 mL 离心管中，细胞计数后离心。 

 

用含 rmGM-CSF（20 ng/mL）和 IL-4（10 ng/mL）的 RPMI-1640 完全培养基混悬后分至 6 孔培

养板中（5×105 个细胞），并在每孔中加入至 2 mL。 
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6.将细胞培养板放入 37℃，含 5% CO2 的孵箱中培养。此时为 day 0。 

 

7.培养 48 h 后，每孔补充 3 mL 含 rmGM-CSF（20 ng/mL）和 IL-4（10 ng/mL）的 RPMI-1640

完全培养基，继续培养。此时为 day 2。 

 

8.培养 48 h 后，吸取孔内 2 mL 培养基于 50 mL 离心管内，离心 500 g×7 min，去上清后用含

rmGM-CSF（20 ng/mL）和 IL-4（10 ng/mL）的 RPMI-1640 完全培养基 2 mL 混悬后加入到孔

内，继续培养。此时为 day 4。 

 

9.培养 72 h 后，用吸管轻轻吹打后收集所有悬浮细胞，即为富集的小鼠骨髓来源的树突状

细胞。此时为 day 7。 

 

至于后面的技能，还需要各位科研工作者的万般努力。 

 

万千少女靠梁医生，梁医生靠各位科研小白了。 

涨姿势！3D 多细胞肿瘤球的培养，手把手

教给你 

作者：叶军 
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3D 多细胞肿瘤球是在体外应用组织培养方法使肿瘤细胞以多细胞集聚体的形式生长成为具

有三维结构的球体。 

 

与传统的 2D 贴壁细胞培养模型相比，3D 多细胞肿瘤球可以通过模拟三维细胞网络、细胞与

基质、细胞与细胞之间的相互作用，从而更加贴近肿瘤组织中相应的病理生理特征。 

  

因此，3D 多细胞肿瘤球培养模型已经逐渐应用于干细胞培养和分化、癌症研究、药物和毒

性筛选及组织工程等特定应用中。 

 

虽然 3D 多细胞肿瘤球模型具有更显著的实体肿瘤生理相关性，但是与 2D 贴壁细胞培养模

型相比，获得大量相对统一的 3D 多细胞肿瘤球模型需要一系列的培养过程和表征手段。 

  

本文利用 Liquid Overlay 的制备方法，以乳腺癌细胞 MDA-MB-231 和 MCF-7 为模型制备 3D

多细胞肿瘤球并采用倒置显微镜、激光共聚焦显微镜和环境扫描电镜对其进行详细表征。 

  

实验前准备工作 

 

1.提前 24 h 取 12 mL DMEM 和 RPMI 1640 完全培养基（含 10%FBS，下同）于 50 mL 离心管

内，置于 4℃冰箱中预冷； 

 

2. 将分装好的 Matrigel 基质胶提前 24 h 从-20℃放入 4℃，使其融化成液体状态； 
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3. 将无菌的 1 mL 移液器枪头放入无菌 50 mL 离心管内，置-20℃冰箱预冷。 

  

琼脂糖包被 96 孔板 

 

1. 准确量取 6 mL RPMI 1640 培养基（或 DMEM 培养基）于 2 个 10 mL 的注射玻璃瓶内，加

入 90 mg 琼脂糖，盖塞后放入 80℃的水浴锅内加热溶解 30 min； 

 

2. 加热结束后，将注射瓶放入灭菌锅内，115℃灭菌 30 min； 

 

3. 灭菌完成后，迅速取出注射瓶放入超净台内。将注射瓶内的琼脂糖溶液倒入无菌的加样

槽中，用多通道移液器以每孔 60 μL 的量加入 96 孔板内。 

 

注意：由于琼脂糖溶液在室温时会凝固，因此从灭菌锅内取出琼脂糖溶液后一定要快速转移

至超净台内并迅速加入至 96 孔板中。 

 

此外，为保证加样时琼脂糖不冷却，需要同时灭菌加样槽和 100 μL 的移液器枪头。 

 

4. 加入完成后，96 孔板要保持水平约 30 min 使孔内的琼脂糖凝固。 
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配置含 Matrigel 基质胶细胞悬液 

 

1. 取对数生长期的 MDA-MB-231 细胞（或 MCF-7 细胞），胰蛋白酶消化后进行细胞计数，用

RPMI 1640 完全培养基（或 DMEM 完全培养基）将细胞悬液浓度调整至 2.0×105  cells/mL，

备用。 

 

2. 将盛满碎冰的烧杯喷完酒精后放入超净台内，将 RPMI 1640 完全培养基以及解冻的

Matrigel 基质胶从冰箱内取出置于冰上。 

 

注意：由于 Matrigel 基质胶在室温下溶液凝固，因此在操作过程中一定要保持低温。 

 

3. 将预冷的移液器枪头取出放置于超净台内。根据计算量（2.5%，v/v）用移液器将 300 μL 

Matrigel 基质胶加入到 12 mL RPMI 1640 完全培养基内，迅速混匀。 

 

注意：由于 Matrigel 基质胶在室温下溶液凝固，因此使用的移液器枪头也需要预冷。 

 

4. 加入步骤 1 中的细胞悬液（约 600 μL），使细胞浓度为 10000 cells/mL，迅速混匀，备用； 

  

 

将细胞悬液铺入琼脂糖包被的 96 孔板 
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1. 将上述步骤 4 中配置好的含有 Matrigel 基质胶的细胞悬液放入加样槽内，用多通道移液

器吸取 200 μL 加入到包被琼脂糖的 96 孔板内。 

 

2. 采用低温离心机进行离心，离心条件为 4℃，1000×g，10 min。 

 

注意：离心 96 孔板时为保持无菌，将 96 孔板的周围用封口膜封住。 

 

3.离心完成后，取出 96 孔板，摘下封口膜，喷洒酒精后放入培养箱内培养。整个培养流程

如图 1 所示。 

 

4. 在培养的第 3、5 和 7 天，更换孔内的 100 μL 培养基并采用倒置显微镜观察肿瘤球的形

态。 
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5.若要采用 3D 多细胞肿瘤球进行药物试验，在培养 7 天后，用移液器取出孔内的 100 μL 培

养基，加入 100 μL 给药溶液，然后置于培养箱内培养并定期采用倒置显微镜观察肿瘤球的

生长状况（图 2）。 

 

 

3D 多细胞肿瘤球的表征 

 

1. 倒置显微镜观察 3D 多细胞肿瘤球形态：直接将 96 孔板置于倒置显微镜下观察即可。 

 

2. 激光共聚焦显微镜观察：用移液器小心取出孔内的肿瘤球，用 PBS 清洗 3 遍后，采用 4%

多聚甲醛固定，并用 Hoechst 33258 对细胞核进行染色，PBS 清洗 3 遍后在激光共聚焦显微

镜下观察（图 3）。 
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3.环境扫描电镜观察：用移液器小心取出孔内的肿瘤球，用 PBS 清洗 3 遍后，固定干燥后进

行环境扫描电镜观察（图 4）。 

 

 

图 4 

干货 | 细胞养得好，习性掌握牢 
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作者：刀王 

刀王执念于养细胞，一些经验压箱底了也没有用，还是拿出来跟大家分享吧～细胞养得好不

好，就看你懂不懂细胞的各种习性了。 

 

不同的细胞喜欢的环境是不一样的 

 

这个不仅仅是说培养基的不同，还有就是细胞生长的空间密度问题。有一些细胞是数量多一

点比较好生长，生长状态也比较好。这种一般是属于生长速度慢的细胞。譬如内皮细胞。而

有一些是细胞是数量少一点细胞状态会生长的比较好，譬如巨噬细胞和某些肿瘤细胞。尤其

是巨噬细胞，生长速度非常得快，贴壁速度很快，所以传代时就应该留很少量的细胞，这样

细胞状态会比较好。并且巨噬细胞比较喜欢扎堆生长，而堆与堆之间是有空间的。如果长成

相连在一起的一满片的时候，细胞形态基本上就会差了，老化的会比较多，对后期实验结果

是不好的。所以在养细胞的时候应该摸索该细胞喜欢的生长空间密度问题。 
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培养的细胞形态怎么养都不好 

 

这个其实是有一个方法可以改善的。对于贴壁细胞，如果细胞形态不好，（或者细胞形态不

清晰，表面似有异物等）可以在传代的时候进行如下操作： 

 

首先，倒掉旧的培养基，加入 3ml 新的培养基（有无血清的都可）洗涤一次，用滴管吸走，

然后再加入 3ml 的培养基，进行预吹打，控制吹打力度，轻轻地大概沿着瓶底过一遍，然后

吸走。这时侯再开始正式的消化、吹打。（巨噬细胞建议只吹打，不消化） 

 

其次，把吹打下来的细胞悬液加入到新的培养瓶内，培养瓶事先加入培养基，放入培养箱内

培养，按时间点观察细胞贴壁情况。10 分钟观察一次，20 分钟，30 分钟观察一次。选择一

个时间点，已经有部分细胞贴壁的情况下，重新置于洁净台，底面朝上迅速倒出其中的培养

基，加入 3ml 新培养基再轻轻洗一次。然后加入完全培养基培养。后续观察细胞生长情况以

及形态。通常称之为“二传”。 
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如果一次效果还不理想，可重复多次。直到找到细胞完美形态。其中要注意，结合细胞喜欢

的生长情况。喜欢多一点数量长得好的细胞你就等贴壁细胞比较多点的时候再传。反之亦然。 

 

关于培养瓶内加入培养基量的问题 

 

这个是要靠自己去摸索的。并不是小的玻璃方瓶 5ml，大方瓶 10ml 的。有些细胞反而是培

养基少一点相反细胞形态会长得比较好。（可能也是竞争很大，有优胜劣汰吧）。对于生长速

度快的细胞，易生长的细胞加少一点培养基细胞形态会更好。但是要注意换液的掌握。 

 

 

 

关于选择培养瓶的问题 
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个人发现生长速度快的细胞在玻璃瓶内生长的状态会比一次性塑料瓶相对好一些。而对于同

一种细胞，在其生长旺盛快速的时期在玻璃瓶内的生长状态也比塑料瓶内好。这可能是因为

塑料瓶比玻璃瓶更容易贴壁。生长速度快的细胞在塑料瓶这种相对“更安逸”的环境里反而长

得状态不如玻璃瓶好。 

 

 

 

所以对于生长速度慢的细胞如果想要更漂亮的细胞状态，塑料瓶比玻璃瓶会好，对于生长速

度快的细胞，玻璃瓶则会更好。同样，对于同一种细胞，在其生长速度慢的时候，塑料瓶会

好一点，比如刚刚复苏的时候，或者原代培养的时候。而在其生长旺盛的时候，玻璃瓶则相

对会好一点。 

 

5传代时消化的问题 

 

可以这样说，对于需要消化传代的细胞，每一次的消化都是对这个细胞存活与否，状态好与

不好最至关重要的考验。 

 

很多同学都遇到过这个问题，自己养的细胞开始的几代长的还挺好的，可是穿过几代之后就

发现自己的细胞不行了，状态越来越差劲了。对于这个问题，可以非常肯定地说，你的消化
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环节出问题了。你每一次的消化都让细胞受到较大损伤了。所以，越长越差。 

 

 

 

在消化的过程中，你加入胰酶后，所有细胞都在被胰酶消化着，但是我们忽视了一个问题就

是，细胞的生长状态是不一样的，每一个细胞的贴壁情况也是不一样的，有的贴壁牢固，有

的贴壁没有那么牢固的，所以，让所有的细胞消化同样的时间对细胞是不公平的，他们受到

了差别待遇当然会有脾气啊。。。呵呵。大家争取争取做到因材施教，比如试试下面的“四步

消化法”。（以难消化细胞为例） 

 

具体操作 

1）.首先不加胰酶，倒掉旧培养基加入少量新培养基洗 1-2遍（目的是将漂浮着的死细胞之

类尽量洗掉）。 
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2）.然后再加入少量新培养基直接吹打一遍，这一遍是把贴壁不牢固的细胞吹打下来。再用

培养基洗一遍，两次所得悬液混合传入新瓶。（你可以将这些传入新瓶培养，以与后面胰酶

消化过的细胞对比观察看谁长的更好一点就知道该细胞对胰酶的敏感度了。） 

3）.吸干净瓶内剩余液体，加入 0.3ml左右的胰酶润洗一遍，吸掉弃之，再加入 1ml 左右的

胰酶消化。消化的同时置于显微镜下观察，待细胞与细胞之间间隙明显的时候立即吸掉胰酶

与干净子弹头里备用，加入新培养基开始吹打，吹打 2-3 遍后吸取悬液于试管或新瓶暂存。

用 2ml左右新培养基洗一遍与前面的混合。（也可以传入新瓶培养，以与后面及前面的做对

比。） 

4）.然后把前面刚吸出来的胰酶重新加进去瓶里继续消化剩余的贴壁牢固的细胞。当然你也

可以用新的胰酶，如果你们那比较富裕的话，呵呵。继续镜下观察，待剩余细胞间隙明显，

细胞独立开来的时候，吸掉胰酶，加入新培养基吹打。悬液传入新瓶培养（根据实际情况把

握）。 

 

关于换液传代时候洗瓶的问题 

 

这个没有经过大规模验证。对于用 DMEM 培养基培养的细胞，你在洗的时候如果是用无血

清 1640 去洗细胞在随即后的几次中会比用 DMEM 洗的长的要好。同样，用 1640 培养的也

有这个现象。 

 

如果不嫌麻烦的话，可以用 PBS 来洗，洗的效果和用无血清培养基洗的效果基本上是一样

的，对于有些细胞会更胜一筹。洗的目的主要是洗去培养瓶里残留的血清，防止它对胰酶的

影响。这样能够保证胰酶的消化能力优先，是很关键的一点。 

分享 | 如何构建单克隆细胞群？ 
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作者：元元 

由单个细胞繁衍所形成的的细胞群就叫单克隆细胞群。如今慢病毒转染构建稳定表

达细胞系，以及 crispr/cas9 的普及，很多实验工作人员都在寻找构建单克隆细胞

群的方法。 

  

特别是做肿瘤相关研究的，单克隆细胞群的构建显得尤为重要。做这个实验要做好

时间大概一个月甚至需要更久。不过，如果构建成功单克隆细胞群成功的话，相信

文章的档次也将升一个台阶。 

  

首先收集适应性的培养基，这一步是实验的关键。很多人做这个实验的时候细胞总

活不了的原因就在这。因为新鲜的完全的培养基里不含细胞生长所需的细胞因子，

所以如果直接做单克隆实验经常会发现细胞还没分裂就死了。 

  

步骤： 

  

1.培养同源细胞 (未克隆前的同一细胞株) 至半汇合状态，更换一次培养液，再培

养 24h，吸出所有培养液，以 3000r/min 离心，再经滤器过滤（目的去除细胞

及其残渣），注意防止污染。其次配制细胞培养所需要的应用液。 
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2.取一份适应性培养基加 2 份培养液 

最后就是通过无限稀释的方法，分离出细胞。 

 

3.取一瓶处于对数生长期的细胞或者转染的细胞系，按常规消化、离心、计数， 

 

4.稀释：将细胞稀释成每 100ul 约含 50 个细胞，打匀， 

 

5.点种：用 20uL 移液枪吸取细胞悬液先点几个孔，每孔约 2uL，其液滴如芝麻

大小，然后在倒置显微镜下观察，如每孔 1～2 个细胞，说明细胞浓度合适，则可

一次点完 96 孔板。若不然，则可使液滴增大或缩小，或者再加细胞，或者再加培

养液稀释。 

 

6.记录：在倒置显微镜下观察 96 孔板，将只有单个细胞的序号记录下来，然后仅

给单个细胞孔加培养液 200uL（应用液），置 CO2 培养箱或者空气培养箱培养。

（事实上文献是这么做的，但是在倒置显微镜中，细胞没贴壁的情况下观察细胞个

数非常困难，即使看到了一个细胞的，也有可能不是单个细胞。所以建议 4-8h 细

胞贴壁后再行显微镜下观察，肿瘤细胞是单个细胞的做一下标记） 
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7.连续观察几天，会发现有一些孔的单个细胞并没有成活，这一部分孔就可以剔除

掉。几天之后细胞分裂完注意只要有一个单克隆的细胞群的孔留下，其余的都不要。 

 

刚开始细胞长得比较慢，不用着急，也不用换液，等细胞长得比较好，一个细胞克

隆群长到接近 20 个细胞的时候，这时候就可以将细胞消化下来，换到 24 孔板里

样。（一般情况下，96 个孔，细胞数量控制得好，一个 96 孔板能够构建 10 个左

右的单克隆细胞群）。 

 

8.接下来就正常培养，24 孔板移到 12 孔板，再移到 6 孔板，从 24 孔板移到 12

孔板就不需要应用液了，用新鲜的培养基就行了。 

 

整个实验过程，如果是 2 天就能传一次代的细胞，一般一个月左右就能构建成功单

克隆细胞群。 

6.2 细胞形态检测 

实验 | 细胞污染后，你该做的那些事儿 

作者：燕子 
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师弟：师姐，快来帮我看一下，我的细胞好像污染了，都长毛了，怎么办？ 

师姐：多久没换液了？ 培养箱里还有其他细胞污染吗？还有显微镜下这么黑呼呼的，是好

像吗？ 

师弟：  ~~~师姐~~~ 

师姐：赶紧把这 96 孔板拿出去扔了，爬片了这么多天，就可以上激光共聚焦拍了，这节骨

眼上！！ 

师弟：师姐，那你是怎么做的？我的操作到底哪里出问题了？ 

师姐：我不过是“死操作”，再加上一点小聪明罢了。 

 

细胞培养中最常见污染的是细菌、真菌和支原体污染。判断细胞是否污染的一种简单方法是，

如果是细菌污染，培养基应该很快变浑浊（红的培养基变黄变浑浊）;如果是真菌感染，初期

感染可以在低倍镜下可以看到黑点，特别是成团的黑点，如果无法确定，就换高倍镜，如果

是死细胞，在高倍镜下就可以分辨，而真菌在高倍镜下仍然是小黑点。如果是支原体污染时，

外观没有明显的变化，但会使细胞生长速率减慢难以察觉。细胞一旦污染，大多数较难处理

（只有扔）。 

 

看来师弟的细胞被污染了是板上钉钉了的，那到底哪里出了问题？下次改怎么避免。 

 

污染一： 培养箱太久没清洁 
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细胞污染了，不要直接扔了培养皿就不管了；首先你还得看看这个恒温培养箱里其他培养皿

或孔板里的细胞是否污染，如果有而且好几个板子都有类似的污染块，那很可能是培养箱中

的水或者空气污染了，得给培养箱做个大扫除，重新酒精消毒，照紫外；孵箱里的水，不仅

没了得加还得记得十天半个月的就用酒精擦擦托盘。 

 

污染二：超净台和桌面，东西太多太乱 

 



 

 

944 

 

 

 

超净台不是储物箱，什么培养皿、各种规格的板子、枪头就不要堆在超净台！这样就会有许

多紫外线顾不到的卫生死角。细胞房其他的桌面，同样切忌东西堆积如山，不要将酒精棉球、

标签纸、牛皮纸买来后全部堆在细胞房！一不小心“飘”进你的细胞培养板里，细胞就会死给

你看！ 

 

污染三：细胞房人多口杂，难管理 
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试验室人多好啊，大家可以一起愉快的玩耍，而在细胞房这种卫生要求高，人多了，不确定

因素多了，难以保证试验在无菌条件下操作。出入试验室，实验服当风衣穿，不扣纽扣，不

戴鞋套，犹入无人之境，来去自由；超净台做实验时，喜欢说话聊着做试验，殊不知你喷口

气，里面就有很多细菌呢！ 

 

污染四：避免违规操作 

 

1. 为节省时间，有人已经用超净台四个多小时，不开紫外灭菌 30min,酒精擦拭后直接开始

试验。 
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2. 器材或者溶液很久没有，未检测是否污染直接使用；离心管多次使用，抢头为图方便交叉

使用。 

 

3. 超净台不点酒精灯；点了酒精灯放在右上角，而你在左下角做试验（和没点也没差！） 

 

4. 不带手套，徒手操作。虽然你用洗手液洗了好几次，还直接往手上喷 75%乙醇，也真是胆

大，长久以往手上的皮肤肯定会被烧伤。 

 

 

避免污染，规范操作 

 

细胞培养间配备枪式移液器、手术器械、离心机、冰箱等专用仪器设备以及专用的实验服和
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拖鞋，并定期消毒。专用物品只在培养间内使用，不得带出细胞房。无菌操作工作区域应保

持清洁及宽敞。必要物品可暂时放置，其他实验用品用完即应移出，以利于气流的通畅。培

养细胞过程中使用的所有实验用具，如移液管、一次性枪头、一次性塑料离心管、冻存管等

需 121°C 高压灭菌 20 分钟后 37％烤干备用，一些玻璃器皿如细胞培养瓶等须先泡酸、洗净、

晾干后再高压灭菌。 

技术｜越经典越流行：细胞划痕实验技巧 

作者：毛博 

今天毛博给大家介绍一个经典而简单的实验。谈到这个实验，毛博就想起了一首老歌“你伤

害了我，却一笑而过”。因为这确实是一个通过伤害细胞的方法来检测细胞运动的方式，这

就是细胞划痕实验。越是经典越是永不过时，越是简单越有力量！这个实验成本非常低，却

可以用来检测贴壁生长肿瘤细胞的侵袭转移能力,虽然是小米加步枪，但胜过洋枪洋炮，值

得一试！ 
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材料仅仅需要 6 孔板，marker 笔，直尺，20 微升枪头（灭菌），PBS，和无血清培养基。怎

么样？简单吧？ 

 

准备工作：所有能灭菌的器械都要灭菌，直尺和 marker 笔在操作前紫外照射 30min（超净

台内） 

 

流程也非常简单： 

 

1、先用 marker 笔在 6 孔板背后，用直尺比着，均匀地划横线，大约每隔 0.5 到 1cm 一道，

横穿过孔。每孔至少穿过 5 条线。 
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2、在孔中加入约 5X105个细胞，具体数量因细胞不同而不同，掌握为过夜能铺满。 

 

3、第二天用枪头比着直尺，尽量垂直于背后的横线划痕，枪头要垂直，不要倾斜。 

 

4、用 PBS 洗细胞 3 次，去除划下的细胞，加入无血清培养基。 

 

5、放入 37℃5%CO2 培养箱培养。按 0、6、12、24 小时取样，拍照。 

 

下面是一系列经典的被伤害了的细胞照片： 

 

0h 
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6h 

 

 

12h 
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24h 
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大家看到没有，细胞被伤害之后，慢慢地长起来。这个时候，长起来慢是正常的，因为是要

覆盖划痕后空出来的部分。我们也正是通过这种方法来检测细胞运动的方式。如果是肿瘤细

胞的话，可以用这个实验来检测贴壁生长肿瘤细胞的侵袭转移能力。 

 

细胞划痕实验看上去简单，其实还是有些小细节需要注意的： 

 

在上述实验步骤第 3 划痕之前，是不用倒培养基的。划痕后再倒掉培养基加 PBS 清洗后，加
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无血清培养基。细胞长到融合成单层状态时，在融合的单层细胞上人为制造一个空白区域，

称为“划痕”。划痕边缘的细胞会逐渐进入空白区域使“划痕”愈合。因此是整个培养皿都加培

养基的，观察部位是划痕而已。 

 

有童鞋可能要问：为什么要使用无血清培养基？答案是：成分明确，避免血清的成分不稳定。

不象血清里面这么多乱七八糟的动作。 

 

那么，细胞划痕实验加的无血清培养基里含有生长因子吗？答案是加。因为主要检验的是细

胞的转移能力，所以还是需要这些东西滴。 

 

有些童鞋在做第 4 步的时候，用 PBS 冲洗的时候。一下子就把细胞冲散啦。这个很可能是由

于细胞本身贴壁不牢，还没等消化，就被 PBS 冲散啦。贴壁细胞贴壁不牢证明状态非常不好,

可能是污染导致，建议不要用于下一步实验。重新复苏吧。这里也有个小窍门，用 1ml 枪沿

6 孔板壁成 45 度打进 PBS，避免简单粗暴。 

实验 | 快速识别与处理常见细胞污染的招

术 

作者：毛博 
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细胞培养质量的好坏，直接关系到实验进行得顺利与否。无数童鞋都经历过因为细胞污染而

影响实验进度的问题，被老板批评是小事，要是影响到按时毕业可就粗大事了。 

 

下面，毛博讨论一下细胞培养常见污染的识别及处理。 

 

1、细菌： 

 

识别：细菌在显微镜下为黑色细沙状，根据感染细菌的不同，可有不同的外形，有球形，链

形，杆形等。大家不必深究。只要发现培养液浑浊变黄，培养瓶顶部有一层细沙一样的东西。

就知道大事不好啦。见下图。 
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处理：可在培养液中加相应的抗生素处理。可以用四环素，庆大霉素，或者链霉素，前两者

的工作浓度是 50 μg/mL；链霉素的工作浓度是 100 μg/mL。其实，毛毛虫说句实话，一旦发

生污染，就已经大势已去了。如果细胞不是特别特别珍贵的话，还是趁早扔了，重起炉灶吧。 

 

所以，最重要的还是防范于未然。做好培养间，CO2 孵箱，器皿和培养液的消毒灭菌工作。

在操作的时候，严格执行无菌操作规范。 

 

2、霉菌： 

 

识别：因为培养液是清亮的，所以霉菌污染非常难以早期发现，等发现时往往已经为时过晚

了。培养液中慢慢地出现絮状杂质，镜下可见呈细丝状的团状漂浮物，如同风中柳絮。细胞

仍可生长，但时间一长，细胞的状态就变差。见下图。 

 

 

 



 

 

956 

 

处理：细胞一旦被霉菌污染，很难挽救，两性霉素 B 或制霉菌素都于事无补，建议果断舍弃

该污染细胞，将环境彻底消毒。 

 

采用酒精彻底底地擦洗一遍 CO2 孵箱。然后再用新洁尔灭擦洗一遍。把水盘里加上饱和量

的硫酸铜。 

 

3、支原体： 

 

识别：多为多边形，培养液一般会变浑浊。支原体感染细胞以后，细胞病变不很明显，只是

和你一起慢慢变老。支原体污染后，可影响所有的细胞生长参数。故进行实验前，必须确认

细胞为 mycoplasma-free，实验结果之数据方有意义。 

 

 

 

处理：没有什么好处理的。直接扔了吧。污染到其他的细胞就亏大发了。还是那句话，预防

为主。 
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4、黑蛟虫： 

 

识别：谁都不知道所谓的“黑胶虫”是什么东西。据说是纳米级的细菌。低倍下为黑色点状，

高倍下可看见黑色的小虫游来游去。培养液也是不浑的，一般不会太影响。但是如果太多了，

也会影响细胞生长和实验结果。 

 

 

 

处理：因为根本不知道这是什么物种，所以也谈不上什么处理方式。建议如果细胞有可能是

此种污染的话，可以增加细胞的种板密度，以提高细胞的生存率。 
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5、真菌： 

 

识别：真菌污染和霉菌污染差不多。一般培养液清亮，所以很难早期发现。镜下有时候象丝

状，有时候象珊瑚状。慢慢地会长出很细的黑色丝状物。这个时候，已经晚了，细胞很难救

活了。 

 

 

 

处理：同霉菌污染一样，没有什么好处理的，直接扔了吧。然后彻底消毒灭菌培养间，CO2

孵箱，器皿和培养液。亡羊补牢吧。 

 

综上所述，两个原则：预防为主，果断扔掉。如果细胞实在特别特别特别珍贵。那就只好死

马当活马医了。用广谱抗生素 5 倍推荐浓度冲击一下。当然细胞状态差的话不一定熬得住。

同时增加传代时的细胞的密度，培养基中的血清浓度，勤换液。也可以不加抗生素进行单克
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隆有限稀释至 96 孔板，再克隆化。 

 

T 细胞活性检测，六大妙招全 get√ 

作者：子非鱼 

众所周知，T 细胞家族这个名门望族的子弟繁多，亚型也是不一而足，如 Th1、Th2、Treg、

Th17 等；加之膜结合受体研究技术的局限性，因而想将发现 T 细胞的庐山真面目确实存在

一定的困难。 

好在研究者们凭着多年与 T 细胞家族打交道的经验，总结出六大妙招，可让弥漫在 T 细胞反

应之上的浓雾吹散几分。常言道，万变不离其宗，六大招式虽各有千秋，但总归离不开以下

两种类型方式来检测 T 细胞对刺激的反应性。 

1）分析 T 细胞特征性反应，如细胞因子分泌等 

2）分析 T 细胞表面的特异性受体。 

 

限制稀释培养法 

 

 该技术主要是通过 T 细胞的各种稀释液测量对特定抗原产生活化反应的 T 细胞比例，并测

量 T 细胞反应呈阴性的微孔数目。 
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无需太多数学模型，但在短时间内，每个孔中活性 T 细胞的分布应遵循泊松分布（因为这些

细胞应该是随机分布的），进而可利用这些信息来计算活性 T 细胞的数量。更多相关数学知

识，可查看此网站 http://www.biology-pages.info/L/LimitingDilution.html 

 

 

而从泊松分布中可知如果反应阴性孔的比例为 37％，则每孔平均有一个抗原特异性 T 细胞。 

 

那么在读出产生 37％阴性孔的细胞数后，就可计算出活化 T 细胞的比例。比如，每孔细胞

接种 5000 细胞产生了 37％的阴性孔，则活化 T 细胞比例为 1/5000。而当小鼠获得免疫后，

该比例应该会增加，表明抗原促进了 T 细胞增殖。 

 

ELISPOT 
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 然而，如果你若要进行更详细的研究，如 T 细胞表型等，有限的稀释培养法是相当费力的。

此时，ELISPOT（酶联免疫斑点，一种 ELISA 衍生技术）则通过检测细胞因子产生来间接反映

出活化 T 细胞的类型。 

 

简言之，在用非反应性血清进行封闭前，先通过单克隆或多克隆抗体涂覆 PVDF（聚偏二氟

乙烯）微孔板，并将 T 细胞与刺激物一起培养，以活化 T 细胞来分泌细胞因子。随后细胞因

子可被包被于微孔表面的抗体所捕获。  

 

接下来，就需要洗涤平板以除去细胞碎片、未结合的抗体和培养基，再加入与发色（着色）

底物（通常是辣根过氧化物酶或碱性磷酸酶）偶联的第二抗体。 

在显色反应的作用下，细胞分泌这种可溶性蛋白的相应位置上显现清晰可辨的斑点，可直接

在显微镜下人工计数斑点或通过 ELISPOT 分析系统对斑点进行计数。 

 

其中，1 个斑点代表 1 个活性细胞，从而计算出分泌该蛋白或者细胞因子的细胞的频率。（某

些研究不仅要测细胞因子生成量，还需检测分泌此细胞因子的细胞频率）。 

 

尽管 ELISPOT 要比 ELISA 和有限稀释法等更灵敏，能从 20-30 万细胞中检出 1 个分泌该蛋白

的细胞。但该法确实也具有自己的缺点，因为其在描述单细胞的细胞因子分泌谱时仍然受到

限制。此时，我们仍可通过细胞内染色法在单细胞水平体现出细胞因子分泌情况。 
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细胞内染色 

在做细胞内染色时，需要先用蛋白质转运抑制剂(如 Monensin 或 Brefeldin)来抑制细胞因子

的分泌，可使新产生的细胞因子滞留在细胞内；而后通过破膜剂来使荧光抗体进入细胞并特

异性标记细胞内相应抗体，最后以流式细胞术来检测并分析相应细胞因子以及细胞的质和量

但这种方法有一个缺点，就是细胞在被 4%多聚甲醛固定的过程中就已经死亡了。 

 

 

 

细胞因子捕获 

 而另一种替代细胞内染色的方法也能克服了 ELISPOT 的问题，即通过双特异性抗体

（Bispecific antibody,BsAb）来捕获细胞因子。 

 

双特异性抗体作为抗体界的新贵，可将两种不同抗体的重和轻链对结合，因而拥有者两种特
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异性抗原结合位点，其中一个靶向 T 细胞的表面标记，如 MHC，而另一个则靶向特定的细

胞因子。  

 

所以双特异性抗体可在靶细胞和功能分子之间架起桥梁。在用蛋白质转运抑制剂处理活化的

T 细胞后，再用双特异性抗体结合并激活 T 细胞，如果 T 细胞分泌特定细胞因子，那么与细

胞表面结合的混合抗体就能捕获这些细胞因子，而后用一种带有标记的第二抗体来检测细胞

因子即可。 

 

四聚物染色 

 T细胞的反应也可以通过其表面受体TCR的特异性来测量，比如使用荧光标记的特异性MHC:

肽四聚物。 

 

由于可溶性 MHC 单体分子与 TCR 的亲和力很低、解离快，而多价分子可与一个特异性 T 细

胞上的多个 TCR 结合，使其解离速度大大减慢。为此，可通过生物素-亲和素级联反应放大

原理构建 MHC 类四聚体。 
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即通过基因工程技术将生物素酶底物肽加到 MHC 类分子重链的羧基端而形成融合蛋白，并

在体外按一定比例与 β 微球蛋白及特异性抗原短肽共孵育，折叠成正确构象后形成 pMHC。 

 

将生物素标记在底物肽的赖氨酸残基上，使得一个标记荧光素的链亲和素与四个生物素标记

的 pMHC 复合物结合形成四聚体。当该四聚体与 T 细胞表面的特异性 TCR 结合后，即可通

过流式细胞仪进行定量检测分析。 

 

谱系分析和生物传感器的检测 
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T 细胞群的多样性可以通过谱型来定义。先通过凝胶电泳可视化 CDR3 区域来比较表达相同

V 段的受体。而后通过 Biosensor 来测量配体与其互补的抗原受体之间的结合和解离率。 

 

其中，待测试的配体是固定在镀金表面上，可溶性 T 细胞受体在与该配体结合一段时间后在

洗涤的条件下可发生解离，而结合和解离的过程可用生物传感器进行实时测量。 

 

生物传感器的测量原理在于分子间的相互结合可影响玻璃芯片表面的一个偏振光源的全内

反射，进而可通过反射光的角度及强度变化来检测镀金玻璃芯片表面分子的结合能力并分析

出结合率和解离率，可形成随时间变化的“传感器图”。 

 

当然，受体也可固定在镀金表面上。当系统处于饱和状态（即结合与解离之间处于一种平衡

状态）时，图线将趋于平稳，表示饱和受体将不再与配体相结合。 

 

此时通过洗涤可将未结合的分子洗去，在继续洗涤后，已结合的配体均将与受体发生解离，

而后相互作用的测量曲线会开始下降，显示解离发生的速率。  

参 考 资 料 ： http://bitesizebio.com/22831/six-ways-to-measure-t-cell-

responses/ 

如何火眼金睛的鉴别细胞支原体污染 

作者：刀王 
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刀王听到粉丝谈论的比较多的话题是细胞中枪了，怀疑是支原体的污染所致，如果的确受到

污染，往往对我们的实验产生非常不好的影响，发现的早则耽误些功夫重新培养细胞，发现

的晚可能一段时间内的实验都白做了···刀王今天总结一下如何通过不同的检测方法检测到

支原体的踪迹。 

 

 

 

  支原体是非常微小的微生物，其直径只有 0.2-0.8µm，是细胞培养中令人头疼的大问题。

关键是其污染源简直来自四面八方： 

培养基 

血清 

实验操作者 

．．． 
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会影响： 

细胞生长率 

细胞形态 

基因表达 

细胞代谢和细胞活力。 

 

  支原体感染不易察觉，因此对培养细胞定期进行支原体检测就非常重要。 

 

 

支原体污染示例图 

 

  污染实验室培养细胞的支原体主要有八种，但还没有哪种检测方法能够单枪匹马把这八

种支原体都检测出来。支原体非常顽强，通常用于细胞培养的绝大多数抗生素都对其无效。

例如青霉素主要作用于细菌细胞壁，但支原体没有细胞壁因此就不受影响。 
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  无懈可击的细胞培养技术始终是预防支原体感染的最佳方式，另外及时找出受到支原体

感染的培养物也很重要，这样才能在感染扩散前快速采取有效措施。刀王就为你介绍几种在

培养细胞中检测支原体的常用方法。 

 

分离培养法 

 

  分离培养法是支原体检测的金标方法，其检测精确度最高。这种方法是从可疑的细胞培

养体系中取样，并接种到最适宜支原体生长的琼脂平板上。如果样本中含有支原体，它们就

会在这种琼脂平板上疯狂生长，最终形成明显可见的特征性菌落。分离培养法基本不会出现

假阴性结果，因此被誉为支原体检测金标准。 

 

 

  

  不过分离培养法也存在两个弊端： 
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  一是检测时间太长，支原体要长出明显克隆至少需要 4 周时间； 

  二是尽管可以检测绝大多数支原体种类，分离培养法也有力所不及的时候，例如支原体

M.hyorhinis。 

 

  如果你实在不想等这么久，或者希望在分离培养法的等待过程中先拿到初步结果，你可

以试一试 DNA、PCR 或酶学检测方法。不过需要注意的是，上述检测方法都不能单独检出所

有类型的支原体，而且灵敏度也没有分离培养法高，所以最好结合使用两种方法以获得最可

靠的检测结果。 

 

DNA 检测 

 

  DNA 检测需要将可疑样品与指示细胞共同培养，因此一般需要几天时间。DNA 检测所

用的指示细胞通常是细胞质区域较大的 Vero 细胞，如果原样本中含有支原体，那么当细胞

DNA 被荧光染料（如 Hoechst 染料）染色时，就可以在指示细胞的核周围观察到荧光斑点或

荧光颗粒。分离培养法用来检测支原体 M.hyorhinis 菌株并不可靠，而 DNA 法可以准确的将

其检测出来。 
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PCR 法 

 

  PCR 法也可以检测 M.hyorhinis 菌株，PCR 法检测支原体只需几个小时，是最快但也是最

不灵敏的支原体检测方法。该方法采用针对支原体 DNA 的引物用 PCR 检测可疑样本，其中

PCR 引物通常针对支原体的 16S rRNA 基因。在凝胶电泳过程中，支原体 DNA 会显示为特异

性条带，以此指示支原体的存在。PCR 法可以检测大多数支原体，但谨慎起见最好同时使用

另一种检测方法来进行验证。 
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酶学检测和 ELISA 

 

  此外，也还存在一些其他支原体检测方法。例如酶学检测是将可疑样本添加到特定底物

中，在这一体系内支原体的酶可以将 ADP 转化为 ATP，随后能利用 ATP 发光的 luciferase 酶

就可以指示支原体的存在。ELISA 也能用于支原体检测，以 ELISA 法为基础的支原体检测一

般使用针对支原体 16S rRNA 基因的带标记探针或抗体，来检测培养物中是否含有支原体。 
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定期检测 

 

  支原体感染会使培养细胞慢慢枯萎，因此对培养细胞定期进行支原体检测非常重要。一

般来说每 1 至 3 个月就应该进行一次支原体检测。将定期支原体检测常规化坚持下去，是细

胞培养实验室应对支原体感染的关键。 
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预防支原体污染的建议： 

细胞培养工作中，主要从以下几个方面来预防支原体的污染： 

控制环境污染; 

严格实验操作; 

细胞培养基和器材要保证无菌; 

在细胞培养基中加入适量的抗生素。 

 

  支原体污染细胞后，特别是重要的细胞株，有必要清除支原体，常用方法有 

抗生素处理 

抗血清处理 

抗生素加抗血清和补体联合处理 
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  支原体最突出的结构特征是没有细胞壁，一般来讲，对作用于细胞壁生物合成的抗生素，

如内酰胺类、万古霉素等完全不敏感;对多粘菌素(polymycin)、利福平、磺胺药物普遍耐药。

对支原体最有抑制活性及常用于支原体感染治疗的抗生素是四环素类、大环内酯类及一些氟

喹诺酮;其他类抗生素如氨基糖苷类、氯霉素对支原体有较小抑制作用，所以常不用来作为

支原体感染的化学治疗剂。InvivoGen 公司研究开发的新一代支原体抗生素 M-Plasmocin 能

有效地杀灭支原体，不影响细胞本身的代谢，并且用 M-Plasmocin 处理过的培养细胞，不会

重新感染支原体。 

 

  支原体污染在细胞培养中实际上是比较常见的， 据资料，可达 30%甚至更高。支原体

污染时细胞表现为长得不好，也不死亡，同时，培养基又是清亮的。时间长达一周也没有什

么变化。这时基本上可以判断出是支原体污染了，愿意检测就检测一下，不愿意直接用清除

试剂处理吧。 

 

  避免细胞污染，可以从预防着手，超净工作台物品放置要合理、进入细胞房要换鞋和穿

实验服、实验员戴手套后要用酒精等消毒、避免细胞交叉污染等等。 

 

霾的季节，别让细胞房也进了霾 

作者：刀王 

看过柴静的视频后，刀王觉得，其实不只是外界环境的污染让人可怕，身为科学工作者，特

别是在细胞房工作的人员来讲，同样要对细胞房的洁净度保持足够的敏感度。 
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  今天 doctor W 给大家普及一下如何控制你的细胞房洁净度。 

 

  细胞房要求的洁净度为万级，标准的细胞实验室都会专门开辟 5~8 个平方出来建造细

胞房，细胞房只要够放置实验室样品及必需的设备即可，面积无需过大而造成浪费，面积过

大对于做细胞房空气净化工程来说不仅仅是提高建造成本而已，日后的运行及维护费用也会

高的令人惊讶。 

 

 

 

  细胞房外源性污染源，主要是通过门和细胞房内外通道侵入的室外空气。因此细胞房的

布置通常都采用按照工艺操作的关键程度，洁净度的高低由里往外逐级减弱，抵御室外污染

空气的侵入。同时为物料和人员进出细胞房设置相应的控制措施，例如物料的气闸、人员的

无菌更衣系统以及室内废弃物传递出来的通道等。 

 

  细胞房内的污染源，主要来自于细胞房内必要的操作人员和部分工艺设备，通常细胞房

内操作人员的四周区域是洁净度最差的区域，也是无菌技术中重要的控制内容。 
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细胞房各级别空气悬浮粒子的标准规定如下表： 

 

洁 净 度

级别 

悬浮粒子最大允许数/m3  

近似对应 

传统规格 

静态 动态 

≥0.5μm ≥5μm ≥0.5μm ≥5μm 

A 级 3520（ISO5） 20 3520（ISO5） 20 100 级 

B 级 3520（ISO5） 29 352000（ISO7） 2900 100 级 

C 级 352000（ISO7） 2900 3520000（ISO8） 29000 10,000 级 
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D 级 3520000（ISO8） 29000 不作规定 不作规定 10,0000 级 

 

  细胞房应每月检查菌落数。以下步骤给大家参考： 

 

 在超净工作台开启的状态下，取内径 90mm 的无菌培养皿若干，无菌操作分别注入融化并

冷却至约 45℃的营养琼脂培养基约 15ml，放至凝固后；   

 倒置于 30～35℃培养箱培养 48 小时；   

 证明无菌后，取平板 3～5 个，分别放置工作位置的左中右等处，开盖暴露 30 分钟；   

 倒置于 30～35℃培养箱培养 48 小时，取出检查。 

 

细胞房浮游菌数、沉降菌数洁净区微生物监测的动态标准如下表： 

 

洁净度级

别 

浮游菌 

cfu/m3 

沉降菌（f90mm） 

cfu /4 小时(2) 

表面微生物 

接触（f55mm） 

cfu /碟 

5 指手套 

cfu /手套 

A 级 <1 <1 <1 <1 
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B 级 10 5 5 5 

C 级 100 50 25 － 

D 级 200 100 50 － 

 

  一般的细胞房洁净度级别控制在 C 级（刀王刚刚检测了自己所在的细胞房，恩 不错，

没有给自己丢脸，C 级妥妥的！），生物安全柜和超净台控制在 A 级，大家根据标准测一测自

己的实验室吧，不达标的赶紧偷偷整改妥善！ 

 

  如果你的实验室是四级生物安全级别，好吧，这里的标准不适用于你，你走吧，埃博拉

不归我管······ 

6.3 细胞计数 

技术 | 12345，上山打老虎：细胞计数方法

漫谈 

作者：毛博 

“12345，上山打老虎”这是毛博小时候经常唱的一首童谣，也教会了我怎么数数字。这项技

能很重要，多年以后毛博远渡重洋，在米国实验室打工的时候还要经常用到这项技能，那就

是细胞计数吧。其实，细胞计数最关键的不是计数，而是计数活细胞。因为在那一大堆细胞

里面，肯定有死有活的，只有活的才对我们的实验有意义，是吧？所以，细胞计数最关键的

就是首先要鉴别细胞的死活。 
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细胞计数的实验用品非常非常简单，都是任何一家实验室常备的：0.4%台盼蓝溶液、95%乙

醇溶液、普通显微镜、试管、吸管、细胞计数板、绸布。这里的台盼蓝就是用来鉴别细胞死

活的。台盼蓝又称为活体染料，不能透过活细胞正常完整的细胞膜，故活细胞不会染上任何

颜色。而死亡细胞的细胞膜通透性增高，可使染料进入细胞内而使细胞染上蓝色。 

 

细胞计数的具体步骤如下： 

 

1.计数板处理 

 

用 95%乙醇溶液把计数板使劲地擦擦擦后，再用绸布擦干净，再拿一张盖玻片，也用绸布擦

干净。最后把盖玻片覆盖在计数板上面。 

 

2.制备细胞悬液 

 

将细胞用生理盐水制备成适当浓度的细胞悬液。再向计数板滴一滴。向计数板中滴细胞悬液

时要干净利落，量要适当，过多易使盖片漂移，或淹过盖片，过少则容易出现气泡。这样多

算失败。重头再来吧。 
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3.染色 

 

按与细胞悬液 1∶1 的比例，用滴管吸取 0.4%台盼蓝染液，从计数板边缘缓缓滴入，使之充

满计数板和盖片之间的空隙中。不要使台盼蓝染液流到旁边的凹槽中或带有气泡，否则也算

失败哈！要重做滴。稍候片刻，将计数板放在低倍镜下（10 倍即可）观察计数。 

 

4.计数方法 

 

计算计数板的四角大方格内的细胞数。如下图所示，只计数 A、B、C、D 这四个大格子里面

的细胞哈。计数时，只计数活细胞。镜下观察，凡是亮晶晶的不着色的透明的为活细胞，凡
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是染上蓝色者为死细胞。若聚成一团的细胞，则只算一个细胞哈。在一个大方格中，如果有

细胞位于线上，按照“计下不计上；计左不计右”的原则，即“计下线细胞不计上线细胞，计左

线细胞不计右线细胞”。如果不放心的话，可以重复计数 2-3 次，算一个平均值即可。 

 

 

5.计数的换算 

 

计完数后，需换算出每 ml 细胞悬液中的细胞数。 每一大方格内细胞数×10，000＝细胞数

/ml，故可按下式计算：细胞悬液的浓度=细胞数/ml＝4 个大格细胞总数/4×10，000。如计数

前已稀释，可再乘稀释倍数。 
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好了，计数完毕，打完收工。大家也可以看到，细胞计数不是什么高大上的技术。但是，还

是一个非常常用的技术。因为任何涉及到细胞计数的实验，首先就是要确定细胞的浓度和数

量。现在有细胞计数仪。可以代替人工细胞计数。不过说句实话，一般不是土豪实验室的话，

都没有配备。毛博当年在米国做博士猴的时候，也是用以上的方法人工计数的。人工计数的

准确性一点不比细胞计数仪差，而且时间短，费用低，就算是穷人实验室的小米加步枪，效

果也不一定比土豪实验室的飞机大炮差。 

细胞计数快准狠，还得靠 ImageJ 这两把刷

子！ 

作者：子非鱼 

遥想当年，初遇细胞实验时，最让小编头疼的就是给细胞计数了。虽然计数板这个傻瓜式检

测方法比较简单粗暴，但总会让人晕头转向、数到眼瞎，而且万一一个不小心被其他人打断

了思路，分分钟前功尽弃，真是恨不得以头抢地尔。 
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然而各位小伙伴之所以觉得数细胞如此辛苦，是因为大家还没有掌握细胞计数的正确操作。

此时，ImageJ 这个大家耳熟能详的图像操作软件，携带着两大法宝，可快速将大家从数细胞

这个大坑中解救出来。 

 

法宝一：多点工具法 

 

1. ImageJ 打开一张需要计数的图片。 
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2.激活多点工具。其位置在点工具菜单里 ，右击点菜单，选择多点工具 。 

 

 

 

 

 

3.直接在图中点击目标即可，软件会自动在点旁边出现数字代表数量。 
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4: 双击点工具菜单 ，可以修饰点的形状（Type）、颜色（Color）、大小（Size）。但记住

勾选 Label points。 
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5: 若点选错误，可以按住 Alt，然后单击点，就会去除点，并且重新计数。 
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法宝二：阈值分割法 

 

1. 将图像拖动到 Image J 工具箱中，点击 Image > Type > 8-bit ，将图片变为黑白图，细胞为

白色，背景为黑色。 
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2. 反转图片， Edit>Invert ，使得细胞为黑色，背景为白色。随后调整阈值， 

Image>Adjust>Threshold，通过阈值窗口中的滑块调节合适的阈值，将目标包含在阈值内。调

节合适后，点击阈值窗口中的应用 Apply，则调节好的区域就变成黑色区域。 

 

 

 

3.Analyze>Analyze Particles。弹出窗口，Size 表示设定以像素为单位的区域大小是我们想要计

数的。勾选 Display results（显示结果），Clear results，Summarize（总数）即可。也可以在 Show

下拉菜单选择 Outlines，展示区域轮廓。 
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4.点击 OK，弹出结果窗口，从中我们可以看到细胞总计数，也可以看到目标区域的整体面

积，以及每个目标区的面积。 
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参考文献：Quick and Easy Automatic Cell Counting 

灰度分析神器：Image J 

作者：叶子 

Image J 用于生物医学领域最多的就是条带灰度值分析（DNA 电泳或者 Western Blot 条带分

析）和细胞计数。来具体看看怎么操作。 

 

条带灰度值分析 

 

打开 Image J 软件，在 File 里打开图片，并且转化为 8-bit 灰度图(Image→Type→8bit)。 
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方框工具选择并画出条带，然后选择 Analyze→Gels→Select First Lane。 
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最后按 Analyze→Gels→plot Lanes，就会出现山峰样图。 

 



 

 

993 

 

 

 

但这样是不够的，要把每个山峰分开。这就用到了直线功能，把下面都封口后点击"魔棒"。

分别点击每个峰下方的区域，在"Results" 里就会出现面积，表示相应条带的灰度值。 
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如果要测多个条带的灰度，就用在 Select First Lane 后，点 Select Next Lane 来复选。这里注

意，每个框的形状大小必须是一样的。 
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6.4 流式细胞术 

流式细胞术：磨人小妖精是如何诞生的 

作者：阿甘 

做过流式细胞术的各位童鞋们知道，流式细胞术是一个专门虐狗（是实验狗，不是单身狗哟）

的角色，我们对它是既爱又恨。那么，这项令众多实验狗们爱恨交织的技术是哪位大神发明

的？这项技术又经历了哪些发展过程？ 

 

20 世纪初，细胞计数只能用细胞计数板，如何对细胞进行愉快方便的计数（想一想在显微

镜下拿细胞计数板数细胞的感觉吧！）？于是乎，Moldaven 于 1934 年试图用光电仪记录流

过 1 根毛细管的细胞数量，这是细胞检测自动化的最早想法，但是该方法灵敏度较低，误差

较大。有没有什么神器可以解决这些问题？ 

 



 

 

996 

 

转眼间到了 1953 年，美国电器工程师 Wallace H. Coulter （1913-1998）发明了一种全血细胞

自动计数仪并取得专利，这款细胞计数仪是流式细胞仪的雏形（图 1）。这款仪器的灵敏度

和精准度大幅提高（天了噜！我至今还在用细胞计数板数细胞！瞬间 OUT 的感觉！）。然而，

该细胞计数仪只能计算出全血的细胞数量，并不能计算出每种血细胞的数量。问题又来了，

如何将不同类型的血细胞分选出来？细胞计数的神器有待进一步升级。 

 

图 1 全血细胞计数仪 

图 A 全血细胞计数仪专利图；图 B 1953 年型细胞计数仪：图 C 1959 年型细胞计数仪（图 A、

B、C 均来源于维基百科） 

  



 

 

997 

 

Mack Fulwyler 在前人的基础上提出了真正意义上的流式细胞仪概念，并将该设想发表于

1965 年的 Science 杂志上。根据该设想，Mack Fulwyler 与 Wolfgang Göhde 于 1968 年发明了

第一台荧光流式细胞仪并注册了专利（图 2）。该神器不仅能够检测出经荧光标记抗体染色

的细胞的较弱的荧光信号，而且具有细胞分选功能。 

  

 

图 2 荧光流式细胞仪专利 

图 A Mack Fulwyler 专利；图 B Wolfgang Göhde 专利 （图 A、B 均来源于 Espacenet Patent 

Search ） 

  

荧光物质的种类有限，且多种荧光物质存在光谱上的重叠（图 3），如何更加精确地区分不

同细胞？1972 年，Herzenberg 将单克隆抗体技术应用于流式细胞术，首次成功分离出脾脏
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中的不同细胞。不同细胞表面带有不同的蛋白分子，应用单克隆抗体可以有效区分不同类型

的细胞。 

  

 

图 3 常见染料光谱重合范围（图片来源：维基百科） 

  

流式细胞术发展趋势可归纳为： 

①由傻大黑粗变精致玲珑; 

②由色彩单一变丰富多彩; 

③从粗略马虎变精准细致; 

④从人工手动变自动智能。 

 

个人认为，流式细胞术是一门集合少林、华山、武当等多家门派于一身的绝世武功。要想做

好流式细胞术，必须要对各家武功烂熟于胸，还要勤学苦练，方能掌握此绝世武功，成为流

式达人。 



 

 

999 
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流式细胞术及常见问题分析 

作者：网络 

目前，流式细胞术广泛应用于细胞表面和细胞内分子表达特征的分析，界定不同种类的细胞

群，测定分离出的亚类纯度，分析细胞的大小和总量，它可以同时分析单个细胞的多个参数。

它主要用于检测标记在抗体上的荧光强度，这些荧光抗体则可以检测与特定细胞分子结合的

蛋白或配体，如与 DNA 结合的溴化丙啶 (PI) 等。 

 

  染色步骤包括：将培养的细胞或组织样品制成单细胞悬液，然后将细胞放入管子或酶标

板中与荧光标记或未标记的抗体孵育。之后将细胞放入流式细胞仪中进行分析。 

 

  悬浮缓冲液中染色的细胞样品通过流式细胞仪时，由于鞘液的作用被限制在液流的轴线

上，从而通过一个非常小的喷嘴。这种微小的“流液束”使细胞一个接一个地通过激光，细胞

/粒子通过通道时散射的光线被多个探测器检测到。其中光柱前有一个检测器（称为前向角
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散射或简称 FSC），它的旁边有几个检测器（称为侧向散射或简称 SSC）。荧光检测器用于检

测荧光染料本身。粒子/细胞通过光束时，将出现光线散射，散射会通过前向散射和侧向散

射被检测到。散射和荧光数据会结合起来分析。其中前向角散射光与细胞的大小有关；而侧

向角散射则依赖于粒子/细胞的密度（比如胞浆颗粒数量，细胞膜尺寸），并往往以这种方式，

根据不同的大小和密度的差异而将细胞群区分开来。当由相应激发波长的激光激发时，用于

检测或染色的荧光染料就会发光。这些粒子/细胞就可分别被检测并进行数据分析。 

 

直接染色： 

 

  直接免疫荧光染色时，细胞与直接结合有荧光染料（如 FITC 标记）的抗体孵育。它的

优点在于只需要抗体孵育这一个步骤，从而消除了来自二抗的非特异性结合的可能性。这对

细胞内染色特别有用，由于大的抗体荧光分子复合物包括二抗被困在细胞内造成背景，或甚

至无法进入细胞，阻止了一抗的检测。 

 

间接染色： 

 

  间接染色时，一抗不是荧光染料直接标记的，而是通过荧光染料标记的二抗检测。另外

可选择使用亲和-生物素系统，即抗体与生物素结合并且通过荧光染料标记的亲和素来检测。

随着标记二抗越来越多的应用，可针对不同的目标蛋白制出未标记的一抗，然后用标记二抗

进行流式细胞仪分析，这拓宽了研究者对目标蛋白的选择范围。 

 

细胞内染色： 

 

  应用流式细胞术的细胞内源性抗原在染色时，应采取各种不同的固定和通透方法，以使
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抗体能接近胞内蛋白。 

 

  任何情况下，要获得成功的染色都必须对实验条件进行优化，包括测定抗体效价，采用

合适的对照设定流式细胞仪，并且（如有必要）优化样品的固定和通透方法。 

 

选择荧光结合染料 

 

  对一个给定的抗体，从阴性中分辨出阳性细胞的能力，往往取决于所用的荧光结合染料。 

 

  各种荧光染料相对强度的一般准则是，从最亮到最暗，PE（藻红蛋白），PE-Cy7，PE-Cy5，

APC > APC- Cy7，Alexa Fluor 47，Alexa Fluor 700 > FITC，Pacifi c Blue，Alexa Fluor 488。这是使

用信噪比的一般模式，但对于个别抗体仍有些差异。 

 

  一个高表达的抗原通常可以被几乎所有的荧光团分辨。一个低强度表达的抗原可能需要

使用较亮的 PE 或 APC，提信噪比，把未染色细胞中足够分离出阳性细胞。 

 

  荧光染料强度的相对差异取决于仪器，这是因为在不同的仪器上激光和过滤器的组合差

异。一定要使用适当的 FACS。 

 

流式细胞术常见问题分析 

无信号/荧光强度弱 
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不正确的信号补偿:检查流式细胞仪阳性单一颜色对照是否正确，通道和补偿设置是否能正

确地捕获所有粒子; 

没有足够的抗体来检测:增加抗体的量/浓度; 

无法接近细胞内目标:检查目标蛋白是否在细胞内。对于胞内染色，确保有足够的通透性。为

防止细胞表面蛋白质的内化，该过程应用冰冷的试剂，在冰上或 4 °C 进行，以终止一切反

应。加入叠氮钠可防止表面抗原的修饰和内化带来的荧光强度的损失。对于细胞系染色，胰

蛋白酶可以引起细胞表面蛋白质的内化，尤其是细胞表面分子，可能需要更温和的分离方法; 

细胞内染色结合荧光分子太大:对细胞内染色实验，荧光分子应具有较小的分子量。大分子

量荧光染料会降低抗体的动力和其进入细胞的可能性; 

激光器未对齐:确保流式细胞仪的激光器正确对齐，必要时通过运行液流检查微球来调整路

线。如果激光器不能正确对准或发生漂移时，您可能需要考虑联系此机的客服; 

目标蛋白不存在或处于低水平表达:确保组织或细胞类型表达的目标蛋白处于一个足够检测

的量; 

可溶性或分泌型目标蛋白:目标蛋白是否可溶并从细胞内分泌？需要嵌合在细胞膜上或存在

于细胞质里以便流式细胞仪能很容易检测到。通过高尔基体封闭的步骤，比如加入 Brefaldin 

A，可提高细胞内染色信号; 

补偿过高或增益过低:使用阳性对照再次设置流式细胞仪，利用补偿以确保细胞的荧光信号

不被切断，提高增益以增强信号（在合理的范围内）; 

荧光分子的荧光逐渐消退:抗体可能放置时间太长或没有避光，新鲜抗体是必需的; 

一抗和二抗不匹配:二抗应该是和一抗来源物种相同（例如第一抗体来源于兔，就要使用抗

兔的第二抗体）; 

 

荧光强度过高 

抗体浓度过高:这将导致较高的非特异性结合或非常高的荧光强度。减少每个样本中加入的
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抗体量; 

过量抗体被困:这是细胞内染色特有的问题，较大的荧光分子使抗体被困在细胞中。确保洗

涤步骤充分，包括在洗涤缓冲液中加入吐温或 Triton; 

封闭不足,与封闭步骤一样，抗体中加入 1-3% 封闭试剂; 

 

背景高或阳性细胞百分比高 

 

增益设置过高或补偿过低:使用阳性对照再次设置流式细胞仪，用补偿减少小颗粒背景并减

少增益以降低信号; 

抗体过量:降低抗体浓度。您还可以在洗涤缓冲液中添加去污剂，以确保洗去多余的抗体; 

 

观察到两个或多个细胞群但应该只有一群细胞 

不止一类细胞表达目的蛋白:检查样品中所有细胞类型的预期表达水平，如果必要确保细胞

充分分离; 

出现细胞双峰:细胞双峰在图上显示两倍的荧光强度的第二种细胞类型。染色前轻轻地混合

细胞，在放入流式细胞仪前用吸管再次混匀，也可以筛选或过滤细胞以除去团块（30 μm 的

尼龙网）; 

侧向散射背景偏高（来自小颗粒）; 

细胞裂解:确保样品中细胞没有裂解和破裂。样品应是新鲜的并且是正确制备的。细胞不能

高转速离心或剧烈震荡; 

细菌污染:确保样品不受污染。细菌会低水平自发荧光，这也会导致高粒子率。 

低粒子率 
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每毫升的细胞数量太少:制备 1 × 10 6 个细胞/ml。确保细胞充分混合（操作要轻）; 

细胞聚集，阻塞管道:染色前轻轻吹打几次确保形成同源单细胞悬液。确保运行之前再次混

匀。在极端的情况下，可筛选或过滤细胞以去除团块（30 μm 的尼龙网）; 

 

高粒子率 

 

细胞数量过多:将细胞稀释成 1 × 10 5 至 1 × 10 6 个细胞/ml 样品 

 

干货 | 流式细胞分选的那些事儿 

作者：罗小黑 

将感兴趣的目的细胞分离纯化出来，一直是细胞生物学中的一个重要研究手段。无论是体外

刺激研究细胞因子的表达谱，还是细胞共培养检测细胞功能，均对细胞的纯度具有很高的要

求。 

 

目前分离纯化细胞的手段主要有两种： 

 

MACS（magnetic-activated cell sorting），原理就是用结合了磁珠的抗体去标记细胞，让目的

细胞带上磁珠，通过磁场将结合了磁珠与没结合磁珠的细胞分离开来。MACS 是细胞分选的

重要手段，设备简单，只需要一块磁铁，不需要专门的大型仪器，得到的细胞活性好，适合
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大多数的实验室。缺点就是能分选的细胞类型有限。 

 

FACS（fluorescence-activated cell sorting），也就是我们今天要了解的流式分选。这部分原理

与流式分析一致。利用荧光素标记不同的分子，通过调节合适的电压、补偿等，通过荧光将

目的细胞与非目的细胞区分开来。 

 

 

 

MACS 和 FACS 的优缺点： 
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流式分选和流式分析在样本的准备上具有很多相通的地方，都是把样本处理成单细胞，最后

上样的时候让细胞处于单个悬液的状态。绝大部分人不需要进行仪器的操作，更关心的是如

何提高细胞得率以及如果提高分选出来的细胞活性等问题。 

 

首先是样本的准备，无论是组织还是血液来源的细胞，均应保证细胞在上样之前处于比较好

的状态。 

 

提示： 

可以在重悬细胞的时候 PBS 中加入 1%-2%的胎牛血清 

大部分流式分选仪的上样器均没有冷却系统，要想分选后获得比较好的细胞活性，应尽量减
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少细胞在室温的暴露时间 

样本较多的时候可以分成小份体积上样，每次 1ml 或者 2ml，剩下的放在冰箱冷藏。 

 

该方法长时间分选的时候能较好地提高分选出来的细胞活性，缺点就是人不能长时间离开，

以防止样品跑空，空气进入分选管道。 

 

其次，我们来聊一聊分选的模式，一般的流式分选仪上都有三种模式：纯化（purify）、富集

（enrich）、单细胞（single cell）。我们需要知道的是，流式分选是针对细胞所在的液滴进行

操作，而不是针对细胞本身。 

 

三种模式的异同点： 
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由上表我们可以看到，单细胞模式细胞得率最低，只有液滴中有一个且只有一个目标细胞才

会被分选。纯化模式分选出来的都是目标细胞，纯度和单细胞模式分选一致。富集模式分选

出来的纯度最低。 

 

那么，如何提高分选效率？答案就是尽可能地使细胞分散成单个细胞状态。防止细胞粘连，

同时细胞密度不宜过大，尽量使每个液滴中只含有一个细胞。在分选之前可将细胞用含 EDTA

的 PBS 清洗，去除钙离子，或者加入适度的 DNA 酶，去除死细胞 DNA 产生的粘连。EDTA 可

能会对检测造成一定的影响，具体细胞还得具体分析。 
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最后，细胞分选出来后我们需用离心管或者流式管收集，为了保证细胞的活性，收集管里需

要放置一定的培养液，起到缓冲作用也可以给细胞提供一定营养。如果分选出来的细胞需要

进行培养，还可在收集管中加入一定浓度的抗生素。如果分选环境不是特别干净，切记收集

后要用含抗生素的 PBS 进行清洗，再用含抗生素的培养基进行培养，以防止细胞污染。 

 

流式分选可用的很多，特别提出的一点是它除了可以进行四路分选以外，还可以分选单细胞，

直接用 96 孔板进行收集，可以往每个孔里都只分选 1 个细胞。对于筛选细胞稳转株或者做

单抗的同学来说可以大大缩短筛选细胞单克隆的时间。 

 

干货 | 流式细胞术之染料选择那些事儿 

作者：罗小黑 

很多朋友面对各种各样颜色的流式抗体，在选择及搭配上就犯了难，在此我们需要了解下流

式细胞仪的各个激发光及各个接收通道是如何工作的、常见的荧光素有哪些、这些荧光的特

性是什么样的。了解了这些，选择抗体和搭配不同的颜色就变得非常简单了。 

 

我们再回过头来看看流式细胞仪的原理，熟悉一下流式细胞仪的光路系统。 
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从这张图中我们可以看到，激光照射细胞后会产生很多波长的信号，不同的透镜和滤光片将

不同的荧光素的荧光信号区分开，由不同的通道进行接收。光信号通过光电倍增管转化为电

信号，不同强弱的信号反应了细胞不同的物理或者化学性质。 

 

不同型号的流式细胞仪所配备的激光数目和接收通道可能是不同的，常见的是 488 激光器、

此外还有紫外激光器、紫激光器以及红激光器。通道的顺序一般为 488 激光器先排序，紫外

或紫激光器次之，红激光器最后。来源于同一个激光器的信号，原则上按波长从短到长进行

排序，当然也可以自定义通道顺序。通道既可以以数字命名也可以以主要的荧光素进行命名。 

 

目前市场上用得最多三种激光主要是 488nm、405nm、633nm。我们来看一下某流式细胞仪

的通道排序和每个通道接收的荧光的纳米范围。 
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从这个表中我们可以看到该流式细胞仪属于 3 个激光，9 个接收通道的类型。每个接收通道

有一定的范围，530/40nm 的意思是指该通道能接收 510nm~550nm 波长的荧光。请注意不

要误解成了可以接收 490nm~570nm。我们还可以看到，每个通道有个代表性的荧光素，那

么是不是这个通道只能用这一种荧光素呢，答案是否定的。了解了流式细胞仪接收通道的特

性，我们还需要了解下荧光素的特性。 

 

流式细胞术发展至今，已有多种荧光素被用于流式分析，我们来看一下常见的荧光素有哪些。 
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注：荧光素的激发波长是指最适合激发波长，流失细胞仪不一定配备

该波长的激光，可选择相近波长的激光进行激发。荧光素的发射波长

是一个区间，不是一个点。上表指的发射波长是指该荧光素的最强发

射波长。 

 

除了上表的常见荧光素，目前还有 Alex Fluor 系列，该系列荧光素比一般的荧光素信号更强，
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光稳定性更好，并且很多可以代替上表中的传统荧光素，选择和搭配的原理和普通荧光素是

一致的。了解了不同荧光素的激发波长及发射波长之后，我们把它对应到流式细胞仪的激光

器和接收通道上，就知道该如何选择荧光素了。 

 

在搭配之前，我们需要明白的一点，就是不同激光器对应的通道，在物理上是分隔的，比如

PE-Cy5 和 APC，这两个荧光素的接收波长是重叠的，但前者的激光器是 488nm，后者是 633nm，

因而这两个荧光素可以同时使用互不干扰。在搭配抗体之前，首先应该了解所需要使用的流

式细胞仪有哪几个激光，选择不同激光器激发的抗体是最保守并且不会错的，比如 pacific 

Blue（405 激光器）、PE（488 激光器）、APC（633 激光器）这三个一起用基本不会出错。如

果需要更多的颜色，需要使用同一个激光器激发的时候，关注下荧光素的发射波长，差异越

大越好。看到这，是不是觉得流式抗体的选择非常简单了？ 

 

干货 | 流式细胞术关键问题：样本制备 

作者：罗小黑 

经常有临床的同学需要用到流式去检测自己的样本，但是却往往不知道从哪里下手，面对各

种高大上的理论一头雾水。今天就来帮大家解决“制备流式细胞术样本”这个关键问题。 
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流式细胞术，简称流式，它的样本制备和染色方法是进行流式分析的基础，它对样本的要求

是必须能在鞘液中流动，因此无论是培养的细胞还是从各种组织中取出来的细胞，首先需要

做的就是将待测试样本制备成单细胞悬液！黏连细胞的存在会改变细胞群体的真实分布情况，

大的团块甚至会堵塞液流系统影响仪器的正常运转，因此单细胞悬液的制备是重中之重！ 

 

以人外周血和小鼠脾脏为例，来学习一下单细胞悬液的制备。 

 

外周血 

 

1．取人外周血 5mL，肝素抗凝，用等量 hanks 缓冲液或者 RPMI 1640 稀释成 10mL,混匀； 

 

2. 淋巴细胞分离液 10mL 加入离心管中，轻轻将稀释后的外周血加入到淋巴细胞分离液液

面上，保持清晰分层状态。 

 

3.室温下 400g 离心 30min。 

注：步骤也可参考所购买的淋巴细胞分离液说明书。特别需要强调的是，离心的过程中上升

速度宜慢，离心完后降速阻力一定要为零，不然会将分好层的淋巴细胞分离液打乱，得不到

好的分离效果。 

 

4.离心完后可以见到离心管内的血液分为清晰的四层，上层为血浆层，可以取来做 ELISA。中

间层为分离液层。在上中层界面处有一个以单个核细胞为主的灰白色云雾带，即为淋巴细胞

和单核细胞，还包括血小板。底层为红细胞。 
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5.吸出中间层单个核细胞，如有红细胞污染稍微破红即可。 

注：这么做的好处是血浆可拿来做别的实验，如果需要检测的外周血特别少，只有几十微升，

可以直接用红细胞裂解液破红，鉴于外周血中红细胞较多，破红时间会比较长。 

 

小鼠脾脏 

 

1．将小鼠脾脏取出，用研磨棒轻轻磨匀（此处可选用 5mL 注射器的针柄，橡皮头对细胞损

伤小），将磨好的细胞悬液过 200 目的纱布，400g 离心 5min，弃上清。 

 

2.将将红细胞裂解液加入，弹匀，通常十几秒即可，加大量 PBS 清洗，离心，弃上清，再拿

PBS 重悬，即为单个细胞。 

注：不同的组织细胞需不同组合酶进行消化。将组织剪碎消化以后进行清洗，离心，过滤，

重悬，即为单细胞悬液。同时需要注意有的酶会将细胞的表面标志消化掉，可能影响相关实

验结果。因而需要通过不同的方法对自己的结果进行验证。 

 

在制备好单细胞悬液后，我们下一步需要学习的就是如何对已经制备好单细胞悬液的样本

进行染色。以免疫细胞为例，一个 TEST 所需要的细胞量以 10 的 6 次方为宜。 

 

1. 先将细胞至于流式管中，300~400g 离心 5min（为什么不用 rpm 表示转速是因为每台离心

机半径不同，其 rpm 对应的 g 都不一样)，倒干全部上清（实际上倒不干，约剩 25ul 左右），

轻轻弹匀。 
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2. 如果是髓系细胞，一定要加入 Fc block。因为我们染色用的荧光抗体是 IgG，它的结构是

酱紫的，Fab 段能够特异性识别我们要染的标志，但有一个 Fc 的尾巴，而髓系细胞高表达 Fc

受体，所以这个 Fc 的小尾巴就可能粘到 Fc 受体上去，造成非特异染色，背景荧光很高很有

可能把真实信息掩盖掉。很多说明书上会说这是选择性步骤，如果是不表达 Fc 受体的细胞，

省掉这一步也没关系，但如果不知道是否表达，那还是都加吧。Fc block 通常以 1:100 或者

1:200 的比例用流式缓冲液稀释，每管加入 25ul 稀释好的 Fc block 工作液，混匀，置于冰上

孵育 10min。 

 

3. 接下来就是配制染色用的抗体工作液了，每管抗体都有一个推荐用量，以一个 TEST 为例，

将一定量的抗体和 50uL 流式缓冲液混匀，直接加入到已经用 Fc block 孵育好的样本中（Fc 

block孵育好之后不用清洗离心），将加好荧光抗体并混匀的样本置于冰上，避光，孵育 30min，

染色就完成啦。实际上，孵育 30min 和孵育 10min 好像没差别，赶时间可以省省。但是对于

表达比较弱的抗原，还是应该严格按照 protocol 来，并且需要比较强弱的分子应该严格保持

染色时间一致。 

 

那么问题来了……流式抗体都死贵死贵，按推荐用量三下两下就没了，老板天天黑着一张脸

不给买怎么办？在此教大家一个省钱大法（此处应有掌声），实际上几乎所有抗体推荐量基

本都是过量的，可以根据你买的品牌以及所染抗原等大胆尝试减量使用，用一半的推荐量，

甚至五分之一十分之一的推荐量，观察染色效果有无差别（我反正用过十分之一都没有问题，

抗体生产商和抗体销售看到这是不是想揍我）。此外，抗体的染色效果跟绝对量关系相对较

小，跟抗体浓度关系较大，因而大家也可以通过缩小染色体积提高单位体积的抗体浓度来减

少开支。 
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4. 染色好之后，加入 1mL 的流式缓冲液，400g 离心 5min，弃上清，再加 400uL~500uL 的流

式缓冲液重悬，就可以上机检测啦。此处需要注意的是，不管你前面过滤了多少遍，上机之

前一定要拿 200 目纱布再过滤一遍，尤其是肿瘤细胞或者组织来源的细胞，会形成黏连，千

万不要怕麻烦。 

 

5. 如果处理完单细胞悬液，染色完等等时间很晚了来不及上机检测了怎么办？可以在染完

色之后用固定液对细胞进行固定，再避光保存就可以了。常用的固定方法有甲醛法和乙醇法。

检测细胞表面标志通常用甲醛固定，终浓度为 1%。检测 DNA 通常用乙醇固定，终浓度为

70%。目前有很多商业化的固定剂可选，方便快捷。但是！有的染料染完是不能固定的，比

如测活性氧的探针及测细胞凋亡的试剂盒等，染完必须检测，请认真阅读所用试剂的说明书。 

 

6. 如果你需要同时检测细胞表面和细胞内的抗原，那么先按上面的步骤染完，再将细胞进
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行固定、破膜，按上面的步骤把细胞内的抗体加一遍，搞定。固定可能会改变某些抗原表位，

因而染胞内抗原之前最好先将表面抗原染完再固定。固定液和破膜液都有商业化的可选，非

常方便。需要注意的是染核抗原和胞浆抗原，所需要的破膜液不太一样。为了避免广告嫌疑

在此就不具体推荐品牌了。 

 

听上去好像很简单的样子。那么流式缓冲液是个什么玩意儿呢？虽然有商家也卖这个东东，

但是鉴于我们比较穷所以都是用 PBS 代替。实际上，流式缓冲液的成分主要是 PBS、BSA 以

及叠氮化钠。一般来说是 PBS 加上 1%的 BSA 再加 0.05%的叠氮化钠，BSA 的存在是为了使

细胞保持较好的活性，而叠氮化钠是一种呼吸抑制剂，目的是维持细胞在染色过程中生理状

态不发生太大改变。鉴于叠氮化钠是个剧毒物，省掉它对大部分抗原来说影响也不大，所以

通常情况下不用也可以。但是，本着严谨科学的态度，你一定要知道这个东东在这里是干什

么用的。 

 

处理好之后就需要上机检测了，接下来会教大家如何设门分析自己的样品，如何使用流式细

胞术中引用率最高的软件 flowjo 分析自己的数据，敬请期待！ 

经验 | 读懂流式细胞术，走向实验巅峰 

作者：罗小黑 

流式细胞术，顾名思义，是研究细胞的一种技术，但是它的研究对象绝对不仅仅局限于真核

细胞，还可以研究细菌、病毒以及各种蛋白等等。无论你是基础科研工作者还是临床医生，

你都用得上这项技术。 
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自 1974 年 BD 公司和斯坦福大学联合研制出世界上第一台商用流式细胞仪以来，作为集 N

个学科的智慧于一身，将计算机技术、电子工程、数学、光学、流体力学和有机化学等学科

巧妙融合起来而诞生的这台仪器—流式细胞仪在免疫学、细胞生物学、发育生物学、细胞动

力学、生理学、分子生物学等生物学和医学研究的各个领域得到了广泛的应用。 

 

这一技术不仅仅为科研、临床及教学等不同领域的研究工作提供了强有力的工具，而且为医

疗和农牧业生产等应用领域提供了及其重要的支持。接下来我带大家一起来学习一下，流式

细胞术是个什么东东？它能做什么？以及，怎么做？ 

 

首先我们来瞻仰一下老祖宗们通过思想火花的碰撞以及孜孜以求互相借鉴最后化茧成蝶孕

育了流式细胞仪的艰难历程： 
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从此流式细胞术的发展就狂奔在了康庄大道上，应用可谓遍地开花。 

 

接下来，我们来一起学习一下流式细胞仪的工作原理：在一定的压力下，鞘液带着细胞或者

微粒通过喷嘴中心进入到流式照射室，在流式照射室的分析点，激光照射细胞并发生散射和

折射，发射出散射光，同时被荧光标记的颗粒发射出荧光。散射光和荧光分别被不同的检测

器接收，通过光电倍增管将检测到的荧光信号转换成电信号，这些电信号放大后再经过数据

化处理输入电脑，供我们进行分析。原理如下，一图读懂流式细胞仪： 
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了解了流式细胞仪的原理，最最重要的是，对不同专业不同背景的我们来说，流式细胞术，

到底能干什么呢？ 

 

第一、流式细胞术可以用来检测细胞表面以及胞内的各种标志，对细胞进行分群鉴定以及各

种蛋白表达量高低的比较。比如 CD3 是 T 细胞的标志、CD19 是 B 细胞的标志、EpCAM 是上

皮细胞的标志等。不仅仅是免疫细胞，其他的如肿瘤细胞、成纤维细胞、干细胞等都可以用

流式细胞术进行检测。实体组织只要经过处理后制成单细胞悬液也能用流式细胞术进行分析

和分选。如果你是一名临床医生，想比较不同治疗方式的患者预后跟治疗方案有什么关系，

想通过外周血进行分析的话，流式细胞术可以派上大用场，比如可检测不同治疗方案的患者

其外周免疫格局发生了什么变化。 
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第二、通过标记 Ki67、BCL-2、caspases 等增殖及凋亡相关基因，流式细胞术可用来检测细胞

的增殖以及凋亡。此外还有 CFSE、以及 PI-annexin V 等染料，可用来进行增殖和凋亡分析，

在药物对肿瘤影响的研究过程中应用广泛。 

 

第三、流式细胞术可用来分析细胞周期。细胞核 DNA 含量随着细胞增殖周期时相的不同而

发生变化，用 DNA 染料进行染色，DNA 含量多，荧光信号强，DNA 含量少，荧光强度低。

通过对细胞瞬间的快速测定，判断细胞所处的细胞周期时相，并分析群体细胞中处于不同周

期时相的细胞比例，以研究细胞的周期，DNA 复制和染色体倍性等。在肿瘤学研究中尤其常

用，可以此来判断药物对肿瘤细胞影响、肿瘤的生长速度与患者预后等。 

 

第四、流式细胞术可用于疾病诊断中病原微生物的检测，以及环境中饮用水、湖泊、河流、

原油中的微生物和海洋微生物检测等。 

 

第五、流式细胞术还可用于农林畜牧养殖业，如依据 DNA 含量，用于玉米、向日葵、葡萄

等的倍性鉴定，分选 X、Y 精子以控制家畜性别。 

 

除了以上最常用的几个方面，还有很多其他的高逼格用法。如流式微球阵列（cytometric bead 
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array）检测可溶性蛋白，也称 CBA 法，通过不同的 CBA 试剂盒，将捕获微球包被上不同的

抗体，对可溶性蛋白进行检测，类似于今天的 luminex 法，对于稀有样本的检测具有很大的

优势。与 luminex 不同的是，它不需要额外购买检测仪器，只要有流式细胞仪就可以进行检

测。小伙伴们根据自己的需要对这一高大上的技术进一步探索吧！ 

姿势 | 量化成像流式细胞分析技术的两大

超越和三大功能 

作者：燕子 

最近几年，一种叫做 Exosome（外泌体）的小囊泡正受到大家的广泛关注。Exosome 是直径

约为 30-100nm，密度在 1.13-1.21g/ml 的小囊泡。Exosome 天然存在于体液中，包括血液、

唾液、尿液和母乳，是活细胞分泌的来源于晚期核内体(也称为多囊泡体 )的膜性囊泡。 最

早在 1987 年发现于体外的绵羊红细胞上清液中。随着研究深入，人们发现 Exosomes 是细胞

间进行物质交换、信息交流的重要载体，可携带包括蛋白质、mRNA、miRNA 在内的多种物

质，参与细胞迁移、细胞通讯、血管新生、肿瘤细胞生长和肿瘤细胞免疫等过程。因此外泌

体有望成为疾病风险预估或者临床诊断的工具。 
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由于产生外泌体的样本复杂多样，迫切的需要开发一种精确定量检测样本中外泌体的技术，

用以研究外泌体功能，以及细胞与外泌体的相互作用，传统流式细胞技术（包含颗粒技术）

能拍摄到细胞分泌和吞噬外泌体，但对吞噬过程进行量化分析无法客观定量外泌体。于是现

代量化成像流式细胞分析技术应运而生，很好地解决了上述问题。量化成像流式细胞技术因

其灵敏度高、高通量、检测样本量低，并且适合检测全血、血浆、白细胞上清液等复杂样本，

成为定量检测外泌体释放的最佳研究工具。 

 

量化成像流式细胞技术的两大特点和超越： 

 

大数据：呈现细胞和小颗粒物的细节。能过同时采集 12 个通道（明场、暗场和 10 个荧光通

道）中的细胞和颗粒物图像，可以采集到液流中快速移动的细胞和小颗粒物的清晰图像。   

 

大软件：对海量数据进行快速分析的统计学功能 。每个检测通道都有 100 余种量化参数，

如面积、直径、长度、厚度、细胞短轴与长轴比值、荧光强度等等，这些参数可以提供传统

流式和显微成像设备都不具备的量化统计学功能，获得全新的细胞或颗粒物量化统计学数据，

并设置为向导式模块化操作。 

 

利用 Amnis 成像流式细胞分析仪（下同 Amnis）检测到了直径 20nm 微珠的荧光信号，并拍

摄到了直径为 100nm 的微珠图像。这个结果证明了 Amnis 的灵敏度和图像分辨率足够检测

直径范围在 30-100nm 的外泌体。 
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功能 1：定量外泌体与肿瘤细胞、免疫细胞的相互作用 

 

Sarah E. Headland 等利用 Amnis 对来源不同的外泌体是否可以选择性地被人类外周血中不同

的免疫细胞吞噬进行了研究。他们分别富集了来源于 DC 细胞、LCL1 细胞以及人奶中的外泌

体，并把这些不同来源的外泌体用 PKH67 标记后，与人外周血单个核细胞一起孵育。内吞参

数（Internalization）主要用来测量细胞内与细胞外的荧光比值，内吞参数值越大，代表细胞

吞噬了更多的颗粒物。 

 

结果如下图所示，绿色标记的外泌体主要被 HLA-DR+CD14+单核细胞吞噬，通过统计分析不

同来源的外泌体被单核细胞吞噬的情况，发现 DC 细胞和人奶来源的外泌体更容易被单核细

胞吞噬。 

 



 

 

1026 

 

 

 

 

功能 2：研究肿瘤细胞对外泌体的吞噬功能 

 

Carrie A. Franzen 利用 Amnis 检测了膀胱癌细胞对外泌体的内吞，证明了内吞作用是随着外

泌体数量增加和时间延长而增多，内吞作用受到到肝素钠的阻断。图中黄色的点状结构是

PKH26 标记的外泌体，计点（spot count）模块可以自动统计特定区域内的点状荧光信号的

数量。外泌体有望成为膀胱癌早期检测与风险分级的标志物。 
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功能 3：可研究细胞形态功能等方面的变化 

 

 

 

由于 Amnis 的分析软件具有细胞凋亡、细胞周期、细胞形变、蛋白转位、共定位等智能模块，
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有利于进一步探索外泌体的作用机理和功能。以细胞周期为例，Amnis 在研究细胞周期变化

时，不仅可以提供 G0/G1 期、S 期和 G2/M 期细胞的百分比，还可以通过遗传物质在细胞核

内形态的变化，根据细胞核面积以及最大荧光强度等特殊的量化参数，分析 M 期前期、中

期、后期及末期等几个亚期。当分析细胞健康状态时，通过细胞核大小和形态的变化，区分

凋亡细胞和坏死细胞。通过蛋白转位模块研究 NFκB 等蛋白从细胞胞浆到细胞核内的转运情

况，Amnis 作为 western blot 更好的替代方案帮助科学家研究外泌体与细胞信号传导之间的

关系。 
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技术 | 五颜六色的天外流星：流式细胞术 
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作者：毛博 

自上世纪 70 年代问世以来，流式细胞术（FCM）在基础科研和临床诊断和治疗上得到了越

来越广泛的应用。但是，做 FCM 往往会遇到荧光信号太弱的情况。好不容易搞了一管细胞

去做流式，却做不出荧光信号。真的是急死个人。其实，毛博也是到米国做博士猴以后才开

始做流式的。时间不算长。但是做得非常非常多。每天都要做好几次。什么五花八门的细胞

和抗体都做过；什么匪夷所思的情况都碰到过。下面，毛博根据在米国做流式的经验教训，

总结出了导致 FCM 荧光信号太弱的五个大坑，以及避免掉坑里的一些独门秘籍，都是血泪

总结哟。 

 

1. 荧光淬灭 

 

如果抗体孵育时间太长，而又迟迟没有去做流式，荧光是会逐渐淬灭的。例如，直接染色法

孵育时间是半个小时，而你 12 个小时后才去做流式，结果能好吗？解决办法只有一个，就

是严格按照孵育时间，时间一到就去做，不能偷懒。那么，机器正好被人占了怎么办？毛博

自己的经验是，把试管放在冰里面，可以稍稍延长淬灭的时间。毛博当年的实验室离流式细

胞机房十万八千里，每次都是抱着冰桶屁颠屁颠跑过去的。生怕荧光淬灭！ 

 

 

 



 

 

1030 

 

2. 染色顺序 

 

在进行多荧光染色的时候，由于不同抗体分子和荧光染料的特性不同，以及相应的抗原分子

在细胞表面的分布不同，其染色顺序可能影响细胞的染色结果和细胞活性。即相同的细胞，

由于染色顺序的原因，可能导致荧光强度的差异。解决办法为：预实验。做一系列的样本，

包括染色前样本，各种抗体和染料的不同染色顺序的样本，通过对染色前和染色后各种样本

进行比较分析，判断染色顺序对细胞造成的影响，从中挑选出合适的染色方案。 

 

3. 染色方案 

 

很多时候，荧光染色信号太弱，是由于染色方案不合理造成的。解决的方案同上：预实验。

在正式开始实验之前，通过预实验，设计出一个完美的染色方案。要考虑使用什么试剂，试

剂质量，试剂用量，孵育时间以及洗涤次数等等多方面的因素。染料的浓度，染色时间，染

色温度要求都很严格，不同物种，不同组织的细胞染色时间也略有不同。最终目的是使所设

计的方案背景荧光尽量小，特异性染色荧光尽量强。 

 

4. 激发光 

 

不同的抗原，其激发光的波长是不一样的。如果选择了不合适的波长，也会造成荧光信号太

弱的问题。解决方案很简单：就是严格按照抗原选择合适的波长。不要想当然地瞎选。下面

是一个例子： 
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5. 样本的背景信号过高 

 

有时候细胞悬液里面有很多的细胞碎片和死细胞，造成样本的背景信号很高，掩盖了我们真

正需要的荧光信号。为了更加灵敏地检测细胞，就需要在散射光 FSC 设定合适的阈值，低于

FSC 阈值的信号不被检测，高于 FSC 阈值的信号才能被检测，其目的是去除大量的背景信号。

通过设定合适的阈值就可以有效地排除死细胞和碎片的干扰，剩下的主要是白细胞的信号，

从中可以初步看出存在不同的亚群。 

 

下图是一个红细胞裂解得很好的血液样本，设定合适的阈值排除了所有的背景信号，余下的

全部是白细胞的信号： 
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图中可以很清晰地分辨出白细胞的不同亚群，分选这三个不同亚群的细胞，在显微镜下观察

确认这群细胞：FSC 和 SSC 均较小的一群细胞，染成红色的，是淋巴细胞；FSC 和 SSC 均较

大的一群细胞，染成蓝色的，是中性粒细胞；FSC 和 SSC 适中，染成绿色的是单核细胞。而

最下面那些灰色的，就是被排除了的细胞碎片和死细胞。 

 

其实，做 FCM 还是挺好玩的。现在已经可以同时做 13 种颜色了。毛博在米国的时候，最多

做过同时分析 4 种颜色的。看着显示屏上面五颜六色的细胞，特别是得出自己理想的结果的

时候，还是挺有成就感的。以上毛博介绍了自己做 FCM 的一些体会心得，希望对大家有所

帮助。 

干货 | Flowjo 教你把流式数据一网打尽！  

作者：子非鱼 

Flowjo 是目前最受欢迎的流式数据分析软件，因为它简单易用并且十分有效。则本文将其基

本操作以及对细胞凋亡和细胞周期的 Protocol 分享给大家。 
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1.打开 Flowjo 软件 

  

双击桌面 FlowJo 软件图标，进入软件工作台。 

 

或  

 

软件工作台由菜单栏、常用工具栏、组空间和样本空间组成。 
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2.Flowjo 分析单标样本 

  

单标记样本数据常用的显示方式是单参数直方图。通常横坐标可以是线性标度或对数标度，

代表着所检测的荧光或散射光的强度；纵坐标表示的是横坐标某一特定荧光强度的细胞数，

有时也用相对百分比来表现。 

  

以 3 color comp 文件夹中的 CyPE comp.fcs 进行分析演示。将此文件夹移至桌面，并把该数

据文件夹从桌面拖入 Flowjo 中的组空间中。 

 

 

 

在组空间中单击选中“3 color comp”组，此时在样本空间里显示“3 color comp”组中的所有样
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本。而后在样本空间中双击“Cy5PE comp.fcs”，出现图形窗口。 

 

 

 

此为二维点图，X 轴选择 SSC（侧向散射，细胞内颗粒结构越复杂，质量越大，SSC 越大，反

之越小。）Y 轴选择 FSC（前向散射，细胞越大，FSC 越大；反之越小。） 

  

选择设门工具（矩形门 、椭圆门 、多边形门 、自动门 ）中的任意一

个，在二维点图中选中淋巴细胞。 

 



 

 

1036 

 

 

 

在图形窗口中双击选中的淋巴细胞，生成新的图形窗口。在 X 轴选择 Cy5PE:CD4，Y 轴选择

Histogram，选择设门工具（区域门 、双分门 ）中任意一个，在单参数直方图中设

门。 
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3.Flowjo 分析多色标样本 

  

多色标记样本，包含双标记、三标记及以上的样本。横坐标和纵坐标分别代表与细胞有关的

两个独立参数，平面上的每一个点表示具有相应坐标值的细胞。 

  

以三标记样本为例，选择 3-color-experiment 文件夹中的 931115-B02-Sample01.FCS 进行分析

演示。同样，在在样本空间中双击“931115-B02-Sample01.FCS”样本，出现图形窗口，显示为

二维点图。X 轴选择 FSC，Y 轴选择 SSC。然后选择多边形设门工具 ，在二维点图中选

中淋巴细胞。 
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双击淋巴细胞门，出现图形窗口，X 轴选择 Fluor::CD3，Y 轴选择 FSC。使用矩形设门工具

选中 CD3 阳性细胞，设门并命名为 T 细胞。 

 

 

 



 

 

1039 

 

双击 T 细胞门，出现图形窗口，在 X 轴选择 Cy5PE::CD4，Y 轴选择 PhyEry::CD8，使用十字门

工具 设门（拖动鼠标将四分门移到目标位置即可，一般根据细胞分群的趋势，四分门

的界定线可设在阴性、阳性细胞的分群处），如下图所示： 

 

Q1：CD8 单阳性细胞，为 CD8+ T 细胞 

Q2：双阳性细胞 

Q3：CD4 单阳性细胞，为 CD4+ T 细胞 

Q4：双阴性细胞 

 

 

 

4.Flowjo 检测细胞凋亡 
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细胞凋亡又称细胞程序性死亡，有别于细胞坏死。细胞凋亡是指在生理病理情况下机体为维

护内环境的稳定，通过基因调控及酶的参与下，使一些衰老细胞高度有序的自动死亡过程。

Annexin V-FITC/PI 双标记法检测细胞凋亡是实验室常用的一种方法。通常 Annexin 单阳性的

细胞的话，就是凋亡早期细胞，如果 Annexin, PI 双阳性的话，即是坏死细胞。 

 

 

 

将凋亡样本拖入 Flowjo，双击原始数据打开图形窗口。X 轴选择 FSC-A，Y 轴选择 SSC-A。分

析凋亡的细胞选择上图所示的细胞群体进行分析。细胞碎片不予分析。 

 



 

 

1041 

 

 

 

在 SSC/FSC 图中双击“分析的细胞群体”，X 轴选择 FITC,用来表示 AnnexinV-FITC。Y 轴选择 PE-

Texas,用来表示 PI。用四分门设门工具界定活细胞和凋亡细胞。如下图所示： 

 

Q1：(AnnexinV-FITC)-/PI+，此区域的细胞为坏死细胞。也可能有少数的晚期凋亡细胞在其中，

甚至机械损伤的细胞也包含其中。 

Q2: (AnnexinV+FITC)+/PI+，此区域的细胞为晚期凋亡细胞。 

Q3：(AnnexinV-FITC)+/PI-，此区域的细胞为早期凋亡细胞。 

Q4：(AnnexinV-FITC)-/PI-，此区域的细胞为活细胞。 

通常统计细胞凋亡率时采用 Q2+Q3，晚期凋亡＋早期凋亡群（即所有 AnnexinV 阳性群）。 
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5.Flowjo 检测细胞周期 

  

细胞周期的检测是流式细胞仪最为广泛的应用之一。细胞周期是指以有丝分裂方式增殖的细

胞从亲代分裂结束到子细胞分裂结束所经历的过程。通常由 G1 期、S 期、G2 期和 M 期组

成。细胞在 G1 期完成必要的生长和物质准备，在 S 期完成染色体 DNA 的复制，在 G2 期进

行必要的检查和修复，以保证 DNA 复制的准确性。在 M 期完成遗传到子细胞中的均等分配，

使细胞进行分裂。 
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细胞周期检测中 PI 最为常用。PI 为插入性核酸荧光染料，能选择性的嵌入核酸 DNA 和 RNA

双链螺旋的碱基之间与之结合，其结合的量与 DNA 的含量成正比例关系，用流式细胞仪进

行分析，就可以得到细胞周期各个阶段的 DNA 分布状态，从而计算出各个期的百分含量。 

  

以 cell cycle 文件夹中的 5206.001，PI 标记为例，设门选取目标细胞群体，将细胞碎片排除

在外。即双击工作台中的 5206.001 样本，打开图形窗口。X 轴选择 FSC-H，Y 轴选择 SSC-H，

细胞碎片位于左下角的位置，设门选中目标细胞，如下图： 
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设门选中要进行细胞周期分析的单细胞群体，排除粘连细胞（粘连在一起的双细胞或多细胞

团块等）的影响。X 轴选择 FL2-W(width)，Y 轴选择 FL2-A(area)，设门方式如下图： 
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BD 的流式仪采集的数据：在进行周期分析的时候，通常是采用 FL2-A 与 FL2-W（或者 FL2-A

与 FL2H）进行设门。 

 

Beckman 的流式仪采集的数据：X 轴选择 FL3-LIN,用来表示 PI 的线性信号。Y 轴选择 FL3-PEAK,

用来表示 PI 的峰值信号。设门方式如下图： 

 

 

 

在 FlowJo 工作台中选中“单细胞群体”这个节点，在菜单栏的“工具”中选择“细胞周期”，打开

周期分析窗口。得到 G1 期、S 期、G2 期细胞百分比，G1 期 CV 值和 G2 期 CV 值等数据。 
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图中粉色的曲线是周期拟合的模型曲线，黑色的为样本曲线。理想状况是粉色和黑色曲线吻

合一致为最佳。拟合的好坏可以根据右边的 RMS 值来判断。RMS(root mean square error)值

越小越好，当周期拟合的不好的时候，可以通过更换拟合模型（Watson 和 Dean-Jett-Fox）或
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者更改限制条件确保（G1 是 G2 的两倍）进行调整。 

  

而 G1/S/G2 百分比：G1/S/G2 期细胞所占的百分比。G1/G2 均数：G1/G2 期细胞荧光强度的

平均数。CV（Coefficient of Variation，变异系数）：仪器因素和样品制备及染色过程对标本的

人为影响。通常 G0/G1 峰的 CV 来检测分辨率或精度。G1 cv/G2 cv：G1/G2 峰的变异系数，

其大小反映了 G1/G2 峰的宽度，数值越小，峰越窄。 

分享 | 为何我的流式凋亡染色术研一做到

了研二？  

作者：亢小玉 

初次接触流式细胞术检测细胞凋亡实验还是在研一的时候，那时候不由分说按照说明书的实

验步骤，第一步，第二步....结果一年过去了，应该着色的不着色，应该凋亡的不凋亡，终于

经过一年的不断思考和实验操作的改进，研二有了果断的进步。现在终于有机会和大家一起

分享，为什么研一的流式研二才出结果？ 

 

为了方便大家理解我先呈现了一个结果图如下，就是因为这个结果图困惑了一年，因为我的

实验结果，总是会出现这样那样的非正常的现象： 
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现象（一）当做单阳管 Annexinv-FITC 时，第四象限总是为空，没有早期凋亡的细胞，98%都

是正常细胞； 

 

现象（二）当做单阳管 PI 时，第二，三象限也总是为空，98%都是正常细胞； 

 

现象（三）好不容易单染实验可以着色，但是在加药观察细胞凋亡的情况时，总是不尽人意，

第三象限总是比第四象限细胞百分比多； 

 

现象（四）在实际操作实验中，第二象限代表机械性损伤的细胞总比第四现象早期凋亡的百

分比多； 

 

现象（五）细胞染色不分团，做不到理想的流式结果图。 

 

这四个象限做了一年都没有理想的结果，但是也经过这一年的时间潜心的总结和弄透了原理

及方法，终于做出了客观的结果。下面我就给大家总结一下我的学习经验。希望对正在做流
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式细胞术检测凋亡实验的你能够答疑解惑。 

 

从细胞结构开始说起 

 

真核细胞的三大重要结构为细胞膜，细胞核和细胞质。细胞的周围有一层由脂分子双层和蛋

白质构成的单位膜，称之为细胞膜或质膜。质膜具有通透性，脂溶性的物质很容易通过质膜，

水溶性物质包括小分子，是很难透过质膜，如果想要穿过质膜，需通过通道实现。 

 

细胞膜上的膜脂约占膜的 50%，主要分为 3 类，磷脂，鞘脂，和固醇类。而磷脂约占膜脂的

50%，磷脂的分子结构特点。其头部基团由带负电的磷酸基团结合氮碱基构成，例如胆碱，

乙醇胺，丝氨酸和肌醇等。尾部由两条长短不一的烃链构成，为非极性的输水区如下图（1）。

膜脂的分布具有不对称性如下图（2）。 

 

 

图（1） 
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图（2） 

 

细胞凋亡的概念 

 

是细胞的一种程序性死亡，首先细胞会轻微的蜷缩，染色质会聚集和断裂，并且细胞质也凝

缩；继而细胞核破裂，细胞通过出芽的形式形成一个个凋亡小体，凋亡小体有细胞膜封闭，

而且会被吞噬细胞吞噬，所以不会有内容物释放，故不会发生炎症如下图。 
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分析流氏试剂的原理 

 

Annexin V 是一种分子量为 35~36kD 的 Ca2+依赖性磷脂结合蛋白，能与磷脂酰丝氨酸（PS）

高亲和力特异性结合。将 Annexin V 进行荧光素（常用 FITC、PE 或 Biotin 标记），以标记了

的 Annexin V 作为荧光探针，利用流式细胞仪或荧光显微镜可检测细胞凋亡的发生。 

 

碘化丙啶（propidine iodide，PI）是一种核酸染料，特异性质是不能透过完整的细胞膜，但

在凋亡中晚期的细胞和死细胞，PI 能够透过细胞膜而使细胞核染色，发红光。因此将 Annexin 

V 与 PI 匹配使用，就可以将凋亡早晚期的细胞以及坏死细胞区分开来。 

 

磷脂酰丝氨酸（Phosphatidylserine，PS）活细胞中，PS 主要存在于细胞膜的内测小叶如图（2），

当细胞接受凋亡刺激后，PS 通过依赖 ATP 主动运输机制以及在 ATP 依赖的磷脂转位酶的作

用下从细胞膜的内叶翻转到细胞表面，从而暴露在细胞外环境中，因其带有磷酸基团的负电，

从而被高亲和力的 Annexin V 识别并结合。 
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最后分析实验步骤 

 

1.收样。将细胞浓度控制为每管为 106 个/ml，取 200 ul， 1000 rpm×3 min。贴壁的细胞需用

胰酶消化注意不含 EDTA。 

 

2.PBS 清洗 2-3 次，1000 rpm×3 min 离心。 

 

3.将细胞重悬于 100 ul binding buffer，分别加入 2 ul Annexin-V-FITC 和 PI，轻轻混匀，避光 37

孵育箱上放置 10 分钟。 

 

4.转至流式检测管，每个样品临上机前加入 400 ul 左右 PBS 稀释和过滤，30 分钟内迅速检

测。 

 

经过反反复复对这四个方面进行分析研究，最后才总结出我的实验问题，如下： 

 

第一，根据细胞膜结构和细胞凋亡的概念分析，细胞凋亡是程序性的过程，我在加药损伤等

待细胞早期凋亡的时间上正好去捕捉到它的合理的百分比，是非常困难的。因此在得到合理

的百分比的时间我必须要做的实验是利用最简单的 DAPI 染色或者 Hochest 染色，观察加药

时间的时间点上细胞核的状态变化，准确判断细胞早期凋亡发生的时间点； 

 

第二，根据细胞膜结构和流式试剂的原理分析，保证细胞膜的完整性，Annexin V 在早期凋

亡才能染上，因为早期凋亡是染色在细胞膜上，因此可想而知，如果细胞在收样处理的时候，
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细胞膜破损，那是一定染色不上去的，所以尽可能的减少细胞膜的破损，不用 EDTA 的胰酶

消化和尽可能的等细胞边缘变圆有脱落的时候再用枪头吹打； 

 

第三，根据流式试剂和流式仪器分析，细胞取样时为了避免染色不上和堵塞流式进样管，必

须将细胞消化清晰不可有粘附或者成团抱在一起，可在消化以后镜下观察（必须得进行的操

作）； 

 

第四，根据流式试剂的原理分析，染色要避光，Annexin V 一般是标记上的荧光，如 FITC 携

带绿光。而且染色的时候细胞内 buffer 需要充分混匀； 

 

第五，根据流式仪器分析，上机检测之前，尽可能在显微镜下观测，细胞膜有没有着绿色，

细胞核有没有着红色，直接可以观察到早期凋亡和坏死细胞，并且在有根据的情况下去上机

检测； 

 

第六，根据流式仪器分析，一般情况下需要设置组别如下表，当单阳管染色不上，补偿调剂

不好的时候需要与操作流式染色的工作人员沟通，是用活细胞做单阳管染色，还是处理过的

细胞做单阳管染色，并调节补偿，达到最理想的实验效果。 

 

名称（管数） Annexin V-FITC PI 

阴性对照（1） － － 

单阳 1 管（1） ＋ － 

单阳 2 管（1） － ＋ 
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样本管（n） ＋ ＋ 

 

一份流传江湖的“免疫磁珠分选”宝典  

作者：中子 

我还记得研究生期间刚上高级免疫那会儿，老师在七尺讲台前曾经说：“科研不简单啊，而

且科研经费是个大问题！你们知道吗，就你们硕士期间每年那点（1200 大洋）科研经费，3

年才 3600，即使是博士，每年 2400 的科研经费，3 年才 7200，那点钱买个磁珠都不够！” 

 

  哎呀，My God！那时中子就在想，磁珠分选这个“高大上”的实验到底是什么鬼，未免也

太贵了！！然后赶紧看了看： 

 

 

 

  真是的，一遇到那些什么特异性识别、分选之类的话果然就是成本蹭蹭的往上涨了！ 
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现在，MACS 技术已成为细胞分选的标准方法，从实验室到临床，从小规模到大规模，从常

见细胞到稀有细胞和复杂的细胞亚群，从人类和小鼠细胞到其它种系的细胞，MACS 技术提

供了一种可在每一个实验室进行高品质细胞分选的方法。 

 

  好在中子如今有大 Boss 的各种基金支持，终于不用担心经费问题了（其实，磁场、吸

附柱、磁珠加在一起的价格约 1 万左右，但那时对于 3 年科研经费才 3600 元的我们确实是

个大数目）。 

 

 

 

  现在我需要做的就是有静心、耐心、恒心，完成技术操作了。今天就以血液标本为例，

跟大家分享一下磁珠分选技术要点： 

 

  1. Ficoll 分离单个核细胞：按照淋巴细胞分离液：血样=1:1 的比例。注：在试管中预先

加入淋巴细胞分离液，小心地将血样标本沿试管壁、并贴近液面缓慢加入到倾斜的淋巴液面
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上，再轻轻竖起，离心 1800r×15min； 

 

  2. 此时离心管中由上至下细胞分为四层。第一层为血浆层；第二层为环状乳白色淋巴

细胞层；第三层为透明分离液层；第四层为红细胞层；用巴氏吸管收集第二层细胞放入新的

试管中，加入约 2-3mlPBS 重悬洗涤后离心 2000r×10min,弃上清； 

 

 

 

  3. 将分离出的单核细胞用 90ulPBS 重悬，每 10 的 7 次方个细胞加入 10ul 磁珠抗体（如

果细胞数较多，相应增加 PBS 和磁珠的量如 180+20），将细胞与免疫磁珠混匀，4℃下孵育

15min；注：为了让磁珠与细胞表面抗原充分结合，可每隔 5min 摇晃混匀一下。 

 

  4. 孵育结束后，每 10 的 7 次方个细胞用 1mlPBS 洗涤，1200r×10min,弃上清； 

 

  5. 再用 PBS-Ab（配方：200mlPBS 中加入 1g 牛血清白蛋白和 0.46gEDTA）500ul 重悬细
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胞，若细胞数目再多至 10 的 8 次方个,，相应 PBS-Ab 量增加。 

 

  6. 将柱子放入 MACS 磁场，安装好柱子如下图，放置试管架，加入 500ulPBS-Ab 冲洗柱

子； 

 

 

 

  ７. 待柱子冲洗完毕后加入细胞悬液，再待柱子留空后每次加入 500ulPBS-Ab 冲洗，共

三次；流出液即为阴性细胞； 

 

  ８. 收集阳性细胞，将柱子小心移出磁场，放入到 1.5mlEP 管中，吸取 1mlPBS-Ab 入柱

子，用附带的活塞用力迅速将细胞冲出，此为所分选出的阳性细胞。 

 

  ９. 若细胞多可将其分为三管，留作 RNA、DNA、Protein 用及细胞滴片（四个比例可为

400ul 、200ul 、300ul、100ul），4℃下离心 2000r×2min 

 

  ① 第 1 管，弃上清，加入 350ulRNA later 重悬，留作提取 RNA 用； 
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  ② 第 2 管及第 3 管，弃上清，细胞团直接-80℃冻存，留作 DNA、Protein 用。 

 

  ③ 细胞滴片：若分选后细胞量较多，可行此步骤，将 100ul 分选后细胞用 400ulPBS 重

悬，混匀后分别吸取 100ul 滴片共可以滴 4 张，然后晾干（无需全干），浸入到固定液（甲

醇/冰醋酸=3:1）中即可，放入-20℃长期保存。 

 

  小伙伴们看完宝典快去苦练神功吧！ 

 

6.5 细胞周期增殖凋亡 

MTT 结果不准确？IC50 不会算？让科研老

腊肉来拯救你  

作者：腊肉 

细胞增殖检测已经广泛应用于分子生物学、肿瘤生物学、免疫学和大规模药物筛选等研究领

域。检测方法主要分为两类：一类是直接测定进行分裂的细胞数来评价细胞增殖能力，如 Ki67、

BrdU 以及 EdU 细胞增殖检测等；一类是通过测定活性细胞数目来间接反映细胞增殖能力，

如 MTT、CCK-8 等。 

 

在上述检测方法中，MTT 法风靡各大实验室，一度成为科研老腊肉和小鲜肉的一项必备的实

验技能。虽然 MTT 法由来已久且流传甚广，但是对于初次接触 MTT 的科研小白来说，要想

在短时间内将 MTT 法练就得“稳（重复性好）、准（准确性高）、狠（操作速度快）”也是一个
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不小的挑战。 

 

任性娇柔的细胞以及操作细节的忽视很容易就把你拉进“大幺蛾子没有，小幺蛾子不断”的悲

催循环中。诸如细胞铺板不均匀、铺好的细胞状态差、复孔之间的吸光度差异大，以及吸光

度值忽高忽低等各类小幺蛾子在 MTT 实验中屡见不鲜。 

 

那么科研小鲜肉如何快速从老腊肉手里练就“稳、准、狠”的 MTT 技能呢？让小编慢慢告诉

你。 

 

1、MTT 溶液配制 

 

将 MTT 粉末用 PBS 配制成 5 mg/mL 的溶液，过滤除菌分装，避光储存于-20℃。临用前取出

放置 4℃。 

2、细胞接种 

 

将状态良好的细胞以合适的密度接种于 96 孔板是 MTT 法的一个关键步骤。细胞的接种密度

与细胞的种类以及给药孵育的时间密切相关，过多或过少的细胞密度都会影响实验结果的准

确性和重复性。 

 

因此在正式做 MTT 实验前不能依赖网上提供的 MTT 方法，需要通过预实验来确定细胞的接

种密度。 
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1)  收集对数生长期的 MCF-7 细胞，用完全培养基将细胞浓度稀释成 2000、3000、4000、

5000、6000 和 8000 cells/mL 的细胞悬液，以每孔 100 μL 细胞悬液接种于 96 孔板中，每个

细胞浓度接种 3 孔即可，放入细胞培养箱内培养； 

 

注意：接种细胞时先将细胞悬液吹打均匀，然后倒入加样槽内，用多通道移液器吸取细胞悬

液后将枪头贴 96 孔板的孔壁添加细胞悬液，添加完成后不要晃动 96 孔板，直接放入细胞培

养箱内培养。如此操作可以大大提高接种的均匀度，而且还可以使细胞在孔板内的均匀分布，

不聚集。 

 

2)  在接种后的第 48、72 和 96 h 取出 96 孔板，倒置显微镜下观察孔内细胞的生长汇合程

度并拍照保存； 

 

小编以 96 h 的观察结果为例（图 1）。从图 1 中可以看出，以 4000 cells/mL 浓度接种的孔内

细胞在培养 96 h 后生长汇合约 80%~90%，而 6000~8000 cells/mL 浓度的孔内细胞已经长满，

而细胞在长满状态下会发生接触抑制生长现象。 

 

因此，后续若要采用 MTT 法考察药物作用于 MCF-7 细胞 72 h 后对细胞的毒性特性（或细胞

增殖抑制），那么在接种 MCF-7 细胞时则宜按 4000 cells/mL 的细胞浓度接种于 96 孔板。这

里选择观察 96 h 是将细胞接种后贴壁 24 h 与加药孵育 72 h 计算在了一起。 
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3)  确定好细胞接种浓度之后，按照上述方法以 4000 cells/mL 细胞浓度接种于 96 孔板中，

并培养 24 h 使细胞贴壁。 

 

注意：96 孔板的外周孔共 36 孔不要接种细胞，用 100 μL PBS 填充。接种细胞时需要定时摇

晃加样槽，防止加样槽内细胞悬液沉降，进而导致多通道移液器每次移取的细胞悬液数量不

一致。 
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3、加药处理 

 

1)  取出接种细胞的 96 孔板，吸弃孔内培养基，对照组加入 200 μL 完全培养基，加药组加

入 180 μL 完全培养基，每组设置 6 个复孔为宜； 

 

2)  将药物（或药物的 DMSO 溶液）用完全培养基稀释成 10 倍给药浓度的系列梯度浓度给

药溶液； 

 

3)  以每孔20 μL的量加入稀释的系列浓度梯度给药溶液，然后放入细胞培养箱内孵育72 h。 

 

4、测定 

 

1)  孵育结束后，取出 96 孔板，吸弃孔内药物溶液，用 PBS 清洗 2 次后加入 20 μL MTT 溶

液，然后放入细胞培养箱内孵育 4 h； 

 

2)  孵育结束后，吸弃孔内 MTT 溶液，加入 150 μL DMSO，轻微震荡 10 min 后用酶标仪在

490 nm 处测定吸光度值，并计算出平均值和 SD（图 2）。 

 

注意：吸弃 MTT 溶液时适当倾斜 96 孔板，然后用多通道移液器贴壁吸取 MTT 溶液。 
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5、计算 IC50 值 

 

1)  将浓度转换为对数形式并将给药组吸光度均值除以对照组吸光度均值得到细胞存活率

均值（图 3）； 
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2)  打开 Graphpad Prism 7.00，选择 XY 图（图 4）； 

 

 

 

3) 将图 3 中的数据复制到 Graphpad 中，点击 Analyze（图 5），选择 Nonliner regression (curve 

fit) （图 6），点击 OK； 
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4) 选择 Dose-response-Inhibition 项下的“[Inhibitor] vs. normalized response-Variable slope”（图

7），点击 OK； 
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5) 从图 8 中可以得到软件模拟计算出的药物 IC50 为 1.28 ng/mL。选择图 8 中 Graphs 项下的

Data 1 可以得到数据图（图 9），经过简单的调整就可以得到最终的数据图（图 10）； 
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6、MTT 法的更新版 

 

虽然 MTT 法在细胞增殖检测方面应用广泛，但由于 MTT 法形成的甲臜不溶于水，需要先

吸弃 MTT 溶液然后加入 DMSO 溶解之后才能测定，这不仅使测定的工作量增加，而且在吸

弃 MTT 溶液时不可避免地会带走甲臜，因此也会降低实验结果的准确性和重复性。 

 

因此检测试剂公司急科研小白之所急，瞄准商机开发了 CCK-8 试剂盒。与 MTT 法相比，CCK-

8 所产生的产物溶于水，因此在加入 CCK-8 孵育后立即可以进行吸光度检测，既提高了实验

效率又增强了实验的重复性。 

 

尽管有了 MTT 的更新版，但是前期实验设计包括细胞密度的确定以及药物浓度范围的筛选

依然是该实验的关键。 

缉拿细胞凋亡背后真凶，就靠这六大法

宝！ 
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作者：子非鱼 

我们都造，细胞君素来脾气火爆不好惹，一个不高兴就死给你看。人生百态，死法万千，但

对于细胞而言，谢幕的方式主要有两种：凋亡&坏死。相比于简单粗暴、极其惨烈的坏死之

法，凋亡则是有计划的优雅老死的一个过程。 

  

细胞凋亡打包于无形，消匿于免疫，凋亡联自噬，回收再利用，维持体内稳态。一旦它状况

百出，许多面目狰狞的疾病就纷至沓来，如老年痴呆或肿瘤君的造访就与凋亡过多或过少有

着千丝万缕的关系。 

  

因而，为保机体内一方安定，各位带着尚方宝剑的使者（凋亡检测方法），应研究者们之命，

誓将细胞凋亡的背后真凶缉拿归案。 

 

 

 细胞凋亡 

形态学检测 

  

#1 使者熟知凋亡细胞的各种形态、姿势，身背照妖镜（各类显微镜），对行来过往的细胞进

行逐个排查。只要细胞皱缩、变形、空泡化，抑或裂解为凋亡小体，那都逃不过光学倒置显

微镜的火眼金睛。 
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而且还有吉姆萨染色、瑞氏染色等两位“助攻”齐上阵，将凋亡细胞的染色质浓缩、边缘化，

核膜裂解、染色质分割成块状等典型形态一展无遗，以确保没有漏网之鱼。 

 

 

 

当然这还只是#1 使者小试牛刀，真正的大招在后面。当它以细胞核染色质的形态学改变为

指标来评判细胞凋亡的进展情况时，就会祭出两大神器：荧光共聚焦激光扫描显微镜和透射

电子显微镜。此种神器一出，凋亡细胞纷纷束手就擒。 
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前者可让安装过“GPS 定位器”（特异性染料—Hoechst 33342、Hoechst 33258、DAPI，可非嵌

入式结合 A-T 碱基区）的 DNA 在受到紫外线激发时会发射明亮的蓝色荧光。 

 

 

 

同时，电镜下可看到凋亡细胞体积变小，表面微绒毛消失，细胞质浓缩。 
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Annexin V/PI 染色 

  

都说男女搭配，干活不累。这不，#2 使者 Annexin V（Ca+依赖的磷脂结合蛋白）就经常与其

搭档 PI（碘化丙啶）染料共同捕获凋亡细胞。之所以将这两位称为细胞界的“黑风双煞”，是

因为只要他俩一出手，就能将凋亡早晚期细胞和死细胞区分开来。 

  

常言道，不怕神一样的敌人，就怕猪一样的队友。每当“猪队友”磷脂酰丝氨酸（PS）从细胞

膜内翻转到细胞膜外时，就会不自觉地泄露细胞凋亡的蛛丝马迹，而且它本身也会很快被高
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亲和性的 Annexin V 逮个正着，同时也会产生绿色荧光。虽说当细胞膜完整时，PI 暂无用武

之地，但一旦细胞膜破损后，PI 就会趁此机会混入细胞核内部，而后嵌入 dsDNA 释放红色

荧光。 

  

 

凋亡“枢纽”线粒体的检测 

  

细胞开启花样作死之路，线粒体居功至伟。这个一眼看去像花生的线粒体可是细胞生命活动

的控制枢纽，不仅掌控着细胞能量代谢，还是细胞凋亡调控中心。 

  

现已知晓，一向狡猾的 Bcl-2 家族会通过各亚家族成员（Bad 与 Bax 亚家族成员）里应外合

来获取情报，并改变线粒体膜的通透性，致使跨膜电位（Δψm）消失，开启渗透转运孔（PT 

pore）并释放间谍分子：细胞色素 C（Cytc）和 AIF，进而诱导 Caspase 凋亡信号通路的级联
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发生。 

 

 

 

因此，#3 使者（一些亲脂性阳离子荧光染料如 Rhodamine123、JC-1、TMRM 等）常会单枪

匹马地深入虎穴来验证细胞是否发生凋亡：正常细胞中，他在线粒体形成聚集体，发出强烈

红色荧光；而细胞凋亡时，因电位的消失，他以单体形式存在于胞质中并发出绿色荧光。 
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然而，#4 使者则另辟蹊径，它对释放的间谍分子采取着紧迫盯人的方式，用相关试剂盒分

离出细胞中的线粒体和细胞质成分，再通过 SDS-PAGE 电泳对其进行分开审讯，最后用专门

的抗体“锁链”——Cytochody 将细胞色素 C（Cytc）缉拿归案。 

  

 

 

Caspase 活性检测 
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除了线粒体，Caspase 家族也经常为细胞凋亡“出谋划策”。因而，只要 Caspase 身份败露，那

么其凋亡罪名跑不了，且不同的 caspase 的激活还能用来区分凋亡的信号通路，比如：caspase-

8 活化代表细胞外凋亡信号通路，caspase-9 活化则代表线粒体信号通路。 

 

 

 

而#5 使者的重心在于抓捕 Caspase-3，为了让其现身和坦白从宽，western blot、流式细胞术

等手段轮番上阵，这才知晓 Caspase-3 正常以酶原（32kD）的形式存在于胞浆中，在凋亡早

期被激活后，可裂解为两个大亚基（17kD）和两个小亚基（12kD），而在细胞凋亡的晚期和

死亡细胞，caspase-3 的活性明显下降。 
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DNA 片段化检测 

  

DNA 作为细胞内曾经的王者，在面临细胞全面崩溃时不仅无力回天，甚至于它本身都断裂成

一段一段的。而我们#6 使者只需要让断裂 DNA 从小到大排排站就可以让其老实交代了细胞

的死亡真相：凋亡时 DNA 在核小体间有规律的断裂并会产生 180-200bpDNA 片段；而坏死细

胞的 DNA 则会断裂为无特征的杂乱片段。 
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有时，在凋亡细胞比例较低以及检测样品量很少（如活体组织切片）情况下，直接琼脂糖电

泳可能观察不到核 DNA 的变化。此时就到了 LM-PCR（ligation-mediated PCR）大显身手的时

候，在 ApoAlert LM-PCR Ladder Aay Kit（CLONTECH 公司）帮助下，将核小体的梯度片段连上

特异性接头并专一性地扩增，可灵敏地检测凋亡时产生的核小体的梯度片段。 

  

Tunel 检测法 

  

此外，围绕 DNA 断裂的还有具有“神侦探”之称的#7 使者。他很快就发现，细胞凋亡时 DNA

双链或单链断裂会产生大量的粘性 3’-OH 末端。以此为线索，在脱氧核糖核苷酸末端转移酶

（TdT）协助下，他成功将生物素/荧光素标记的 dUTP 绑定在 3’-OH 末端，并通过酶联显色

或荧光检测来定量分析结果。 
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总之，细胞凋亡就是犯罪集团（凋亡通路中的各种分子）促成的，不能因为逮住了一个犯罪

分子（单一指标）就轻易断定其凋亡罪行。毕竟，细胞凋亡事件中，每个指证只维持一段时

间，因而各位小伙伴们应该广撒网、多捞鱼，最好能在不同时间段进行多指标（下图中各种

凋亡分子）的同时检测，这才能以多种犯罪证据来进行确定其犯罪事实。 

 

最后为了不造成冤假错案，阳性＆阴性对照也是必不可少的，如此才能保证检测结果的准确

性。 

  



 

 

1080 

 

 

参考文献：Analyzing Apoptosis – A Review of Analytical Techniques 

技术 | 邪不压正,看细胞凋亡检测各显神通 

作者：子非鱼 

小鱼之前也提到，细胞君可不好惹的，一不高兴，就死给你看，凋亡过多，有可能得老年痴

呆，凋亡过少就可能得肿瘤。诚然，凋亡对胚胎发育及形态发生（morphogenesis）、组织内

正常细胞群的稳定、机体的防御和免疫反应、疾病或中毒时引起的细胞损伤、老化、肿瘤的

发生进展起着重要作用，并具有潜在的治疗意义，至今仍是生物医学研究的热点。 

 

凋亡的进程分为早、中、晚期，首先是细胞色素 C 和凋亡肽酶激活因子 APAF1 形成复合体，

线粒体的功能发生衰退；后是 caspase 家族激活，磷脂酰丝氨酸外翻，这时细胞的形态已经
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发生了改变，可以看到细胞变小，胞核皱缩；最后是细胞内 DNA 断裂，形成凋亡小体。 

 

可以说，细胞凋亡就是犯罪集团(凋亡通路的各种分子)促成的，下面且看“大侦探们”（各种

细胞凋亡检测方法）如何将这些嫌疑犯缉拿归案。 

 

 

所谓闻道有先后，术业有专攻，侦探们也会对不同类型的案件不同的嫌疑犯有不同的敏感度。

（根据不同的时期使用不同的检测方法。） 

 

早中期 
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1.MitoSeorTM，线粒体膜电位变化逃不过他的火眼金睛 

 

在凋亡研究的早期，在受到凋亡诱导后线粒体转膜电位会发生变化，导致膜穿透性的改变。

第一位侦探出动了——MitoSeorTM，一个阳离子性的染色剂，线粒体转膜电位有没变化逃不

过他的火眼金睛，他通过深入虎穴来验证细胞有没凋亡：正常细胞中，他在线粒体中形成聚

集体，发出强烈的红色荧光。凋亡细胞中，因线粒体穿膜电位的改变，他以单体形式存在于

细胞液中，发出绿色荧光。用荧光显微镜或流式细胞仪可清楚地分辨这两种不同的荧光信号。

CLONTECH 公司的 ApoAlert Mitochondrial Membrane Seor Kit 就采用这种原理来检测线粒体膜

电位的变化。但是，这种方法不能区分细胞凋亡或其他原因导致的线粒体膜电位的变化。 

 

2.磷脂酰丝氨酸外翻露马脚，被 Annexin V 逮个正着 

 

细胞膜磷脂酰丝氨酸（PS）从细胞膜的内侧翻转到细胞膜的外侧，这是其参与细胞凋亡露出

的马脚。于是，PS 外翻，被第二位侦探 AexinV 逮个正着，这家伙本质是一个钙依赖性的磷

脂结合蛋白，能专一性的结合暴露在膜外侧的 PS，再通过简单的显色或发光系统进行检测。 
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美国著名生物试剂公司 CLONTECH 和 INTERGEN 公司分别开发了多种标记的 Aexin V 产品，

简便快速，10 分钟就可完成检测。其中带荧光标记的 Aexin V-EGFP 及 Aexin V-FITC，灵敏度

高，可作为流式细胞分选方法筛选凋亡细胞的基础。由于融合蛋白 Aexin V-EGFP，EGFP 与 的

结合比例为 1：1，还可进行定量检测。除此之外，还提供生物素偶联的 Aexin V，可通过常

用的酶联显色反应来检测。另外，MACS 公司将磁珠包被 Aexin V，可采用磁分选方法筛选凋

亡细胞。 

 

3.Caspase 身份败露，凋亡罪名难逃 

 

Caspase 身份败露，一般都表明了其参与细胞凋亡这一事实，因此可以通过 caspase 活性来

检测细胞凋亡。不同的 caspase 的激活还能用来区分凋亡的信号通路，比如：caspase-8 活化

代表细胞外凋亡信号通路，caspase-9 活化则代表线粒体信号通路。让 Caspase 现身和坦白从

宽的侦探有很多，比如免疫细胞化学、western、RT-pcr、酶活性测定等。 
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caspase 活性虽然是凋亡的可靠指标，但世事无绝对，在 caspase 被抑制时，细胞仍然会发生

凋亡。因此，在研究凋亡时仅仅测定一个参数是不够的。明智的做法，就是采用两种或更多

不同的方法来验证细胞的死亡方式。 

 

晚期 

 

1.一般围绕 DNA 断裂进行，TUNEL 是检测这项特征的“神侦探” 
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TUNEL 检测原理：细胞凋亡中，染色体 DNA 双链断裂或单链断裂而产生粘性 3’-OH 端，而生

物素或荧光素标记的 dUTP 在脱氧核糖核苷酸末端转移酶（Tdt）的作用下掺入到 DNA 的 3’-

OH 端，再通过酶联显色或荧光检测定量分析结果。 

 

美国 Intergen 公司提供多种标记方法，直接荧光标记，地高辛介导荧光标记或过氧化物酶联

显色，可做细胞悬液、福尔马林固定或石蜡处理的组织、细胞培养物等多种样本的检测。其

中，直接标记步骤少，操作简便。而间接标记有信号放大的作用，检测灵敏度高。 

 

2.让断裂 DNA 排队坦白从宽，LM-PCR Ladder 最厉害了！ 

 

晚期凋亡的细胞由于 DNA 的断裂，电泳可以发现 DNA ladder，因此这些从小到大排成队的

DNA 就老老实实地交代了细胞凋亡的真相 。当凋亡细胞比例较小以及检测样品量很少（如

活体组织切片）时，直接琼脂糖电泳可能观察不到核 DNA 的变化。CLONTECH 公司的 ApoAlert 

LM-PCR Ladder Aay Kit 通过 LM-PCR（ligation-mediated PCR）,连上特异性接头，专一性地扩增

核小体的梯度片段，从而灵敏地检测凋亡时产生的核小体的梯度片段。 

 

上述两种方法都针对细胞凋亡晚期核 DNA 断裂这一特征，但细胞受到其它损伤（如机械损

伤，紫外线等）也会产生这一现象，因此它对细胞凋亡的检测会受到其它原因的干扰。 

 

mRNA 水平的检测，专门缉拿细胞凋亡的主犯 

 

如果说 caspase、PS 是细胞凋亡的帮凶，那么细胞凋亡的主犯就是那些表达异常的基因，检
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测这些特异基因的表达水平也成为检测细胞凋亡的一种常用方法。据报道，Fas 蛋白结合受

体后能诱导癌细胞中的细胞毒性 T 细胞等靶细胞。Bcl-2 和 bcl-X 作为抗凋亡（bcl-2 和 bcl-

X）的调节物，它们的表达水平比例决定了细胞是凋亡还是存活。一般多采用 Northern 杂交

和 RT-PCR 走胶对它们进行检测。随着近年来荧光定量 PCR 技术的发展，用定量 PCR 技术来

检测基因表达水平无疑比之前者更快更准确。 

分享 | 一文掌握细胞增殖七大法 

作者：子非鱼 

在科研中，小伙伴们经常需要检测细胞增殖情况，比如敲掉某个与细胞生长有关的基因以后，

细胞是挂了还是增加了？又比如，要验证一种抗肿瘤药物的药效，怎么知道细胞存活量？小

伙伴们，不必问师兄师姐了，史上最全的细胞增殖的检测方法，就在这里： 

 

直接计数法 

数到让你眼瞎 

 

简单粗暴，傻瓜式的检测方法！利用计数板或计数仪得出细胞的数目，然后对数目进行比较。 

 

优点是简单，省钱！不需要特定的试剂和仪器，准确；缺点：不适合样品数量多的情况（数

得头昏眼花上医院，老板可不会给你报销！）、不适合评估特定的亚群。 

 

3H-TdR 渗入法 
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给 DNA 安装 GPS 定位器 

 

胸腺嘧啶核苷（TdR）是 DNA 特有的碱基，也是 DNA 合成的必需物质。用同位素 3H 标记 TdR

即 3H-TdR 作为 DNA 合成的前体能掺入 DNA 合成代谢过程，那之后的每一条新合成的 DNA

双链像被安装了 GPS 定位器一样，都能被液体闪烁计数器检测到，通过测定细胞的放射性强

度，可以反映细胞 DNA 的代谢及细胞增殖情况。优点：3H-TdR 掺入法敏感性高，客观性强，

重复性好。缺点：需一定设备条件：液体闪烁计数器，这玩意不便宜，同时还存在放射性核

素污染问题，真是伤钱包又伤身体。 

 

Brdu/EdU 检测法 

危险武打戏的大腕替身 

 

5-溴脱氧尿嘧啶核苷 Brdu 是演艺圈大腕胸腺嘧啶的替身，替身代替大腕胸腺嘧啶出演危险

的武打戏——合成 DNA，为了引人注目还要穿上特别耀眼的衣服——专一性抗体，然后替身

曝光在媒体的镁光灯（免疫荧光、流式细胞术检测）下，狗仔队拍到替身，替身知道纸包不

住火，就道出自己替大腕演过的武打戏（合成 DNA 的量）。 
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EdU vs BrdU 

 

EdU 检测法：EdU（5-Ethynyl-2’- deoxyuridine）是一种胸腺嘧啶核苷类似物，又是另一个替身

B 代替大腕胸腺嘧啶出演武打戏的戏码（合成 DNA）！就是 EdU 能够在细胞增殖时期代替胸

腺嘧啶（T）渗入正在复制的 DNA 分子中，通过基于 EdU 与 Apollo 荧光染料的特异性反应快

速检测细胞 DNA 复制活性，适用于细胞增殖、细胞分化、生长与发育、DNA 修复、病毒复

制、细胞标记示踪等方面的研究，尤其适合进行 siRNA、miRNA、小分子化合物及其他药物

的筛选实验。 
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HeLa cells were treated for 30 min with EdU 

 

MTT 检测法 

蓝姑娘牺牲小我成全大家的故事 

 

MTT 这个名字太没个性啦，你到底是个啥？只是世人不懂我的深度，这是我的真身： 
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分子式 C18H16N5SBr，人家还是有个中文名的，叫噻唑蓝，请叫我蓝姑娘 ~ 

 

在 MTT 检测中，细胞是死是活主要看线粒体内的脱氢酶有没活性，那怎么知道他有没活性？

这时蓝姑娘就牺牲自己，为脱氢酶验明正身。如果线粒体内的脱氢酶有活性，他就能将黄色

的蓝姑娘（MTT）分解成兰紫色的水不溶性的甲瓒，并沉积在细胞中，死细胞无此功能。然

后二甲基亚砜（DMSO）能溶解细胞中的甲瓒，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。在一定细胞数范围内，MTT 结晶形成的量与细胞数和细胞

活力成正比。 
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CCK-8 检测法 

MTT 的升级版 

 

CCK-8 就是 MTT 的升级版， CCK-8 细胞活性检测试剂中含有 WST-8——一种类似于 MTT 的

化合物，在电子耦合试剂存在的情况下，可以为线粒体内的脱氢酶验明正身，在脱氢酶作用

下，还原生成橙黄色的甲瓒产物。细胞增殖越多越快，则颜色越深；细胞毒性越大，则颜色

越浅。对于同样的细胞，颜色的深浅和细胞数目呈线性关系。用酶联免疫检测仪在 450nm 波

长处测定其光吸收值，可间接反映活细胞数量。 

 

CFSE 检测法 

告诉你为什么细胞君“富不过三代” 

 

羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（CFSE）是一种可穿透细胞膜的荧光染料，可以不可逆地
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与细胞内的氨基结合偶联到细胞蛋白质上，是一种良好的细胞标记物。简单介绍以下 CFSE

检测法原理： 

 

故事版： 

 

就是讲述细胞君“富不过三代”的故事，CFSE 那点染料是细胞君白手起家赚来的第一桶金, 细

胞君将第一桶金平均分给两个儿子，他们每人只拿到父亲的一半财富, 按照这个节奏发展，

由儿子留给孙子的财富就更少了。因此只要知道他们获得的财富就可以知道他们是第几代人。 

 

学术版： 

 

CFSE 进入细胞后，可以不可逆地与细胞内的氨基结合偶联到细胞蛋白质上。当细胞分裂时，

CFSE 标记荧光可平均分配至两个子代细胞中，因此其荧光强度是亲代细胞的一。在一个增

殖的细胞群中，各连续代细胞的荧光强度呈对递减，利用流式细胞仪在 488nm 激发光和荧

光检测通道可对其进行分析。 
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核抗原 Ki‐67 染色法 

缺席 G0 期成靶标 
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Ki-67 染色，研究人员可以评估处于细胞周期所有活跃期的总增殖细胞的百分比。科研人员

可以借此观察药物或未知化合物的刺激效应或抗增殖效应。可用免疫组织化学技术或流式细

胞术检测。 

 

适合才是最好的 

 

怎样选择最适合自己的检测方法？萝卜青菜各有所爱？可以有，但重要的是根据你的细胞类

型和研究方案做选择。比如说，如果你已经有了待测细胞(不论是在培养板还是在溶液中)，

希望了解细胞增殖中的代谢活性变化，那可以使用四唑盐和比色法检测。相应的，如果你对

DNA 合成的改变更感兴趣，可以选择用 BrdU 标记，再通过比色法、化学发光或荧光检测进

行分析。或者你研究的是单个细胞，也可以用 BrdU 标记来检测 DNA 合成，将其与荧光标记

的相应抗体结合，然后通过流式细胞仪来进行流式分选。小鱼介绍的方案都是久经考验的可

靠方法，选择最适合自己的检测方式，好结果自然水到渠成。 

 

6.6 细胞免疫荧光法 

TUNEL 荧光：熊孩子闯关记 

作者：麦子 

师兄是临床上的暖男，实验室里的熊孩子（PS：我是熊孩子的师妹）。那年春末夏初，我们

被外（liu）派（fang）到郊区的一个实验室里做一些几乎陌生的实验。其中他负责的石蜡切

片 TUNEL 荧光染色，整个过程都是满满的段子^▽^至于我犯的段子啊，往事不要再提，人生

已多风雨…… 
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因为实验训练不足，师兄拿到了博士后师姐发来的 Protocol，心里像塞了一只原子弹，战战

競競地开工了…… 

  

首先，切片脱蜡水化。 

 

这一步倒没有什么害怕的，因为之前做免疫组化的时候已经熟悉过了。步骤如下： 

 

58°C 加热切片 15min 熔蜡，然后 

二甲苯 3×5min 

100% 乙醇 2×2min 

95% 乙醇 2×1min 

85% 乙醇 1×1min 

70% 乙醇 1×1min 

自来水  1×1min 

PBS 冲洗 2×5min（先冲再泡 5min，嗯，沏奶茶的步骤嘛~） 

不过我们深知后面还有很多坑…… 
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然后增加样本通透性。用 PBS 将蛋白酶 K 配置成 20ug/ml，每个样本加 100ul，使其完全覆

盖标本，室温孵育 15min。 

 

注：对细胞通透性的处理，孵育时间、温度和工作液的浓度等，都需要根据不同组织、切片

厚度和固定方法摸索出合理的方案，这个具体还是请教你们实验室里有经验的师兄师姐吧~ 

 

PBS 冲洗 2×3min。一定要把蛋白酶 K 冲洗干净啊。 

 

然后要把 PBS 擦掉。呃，好害怕纸巾碰到组织会发生什么糟糕的事情。。所以都是把载玻片

背面的液体呼啦一擦，然后玻片立在纸巾上，让液体自然流下来，也蛮干净的啊~ 
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TUNEL 反应 

配制 TUNEL 反应液：25ul TdT + 475 ul FITC-12-dUTP 混匀。一人擦玻片一人配制反应混合液，

Perfect！ 

 

然后处理组每个样本滴加 50ul 混合液，阴性对照组只滴加 50ul TdT。 

 

赶紧避光，放湿盒里 37℃孵育 1 小时。 

 

阳性对照组先滴加 100ul DNase I 反应液，室温孵育 15min，PBS 4×5min，擦干净再加混合液。 

  

快去吃午饭~等愉快地吃完泡面回来一看，切片都干了！！！液体都流向了一边，这湿盒一定

是歪的~>_<~ 

 

向博士后师姐哭诉，师姐说，你们。。。可以先用疏水笔在样本周围画一圈啊。。。可以用封口

膜盖上去啊。。。 
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好，我们重来一轮又走到了这步。胆战心惊地揭下封口膜，PBS 冲洗 4×10min，然后擦掉。 

 

复染 

 

到这里，Protocol 上说，每个样本要滴加 300 微升 DAPI。 

 

可是等我从-20℃取来 DAPI，一看是固体的！！！还要现配！！！还木有说明书！！！ 
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师兄慌慌张张取来去离子水，然后用 PBS 200 倍稀释，可是…… 

 

 

 

博士后师姐已经看不下去了，把她的即用型 DAPI 施舍给我们。 

 

师兄边戴手套口罩边说：DAPI 有毒，你闪开。（✪v✪！！毕竟我是有戴着两层手套还破了接

触到二甲苯的经历……） 
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注：所以实验前一定要检查好自己的药品和器材！！试剂是师兄买的，不造为什么会买到没

有说明书的产品，难道我们金库空虚了~>_<~还有，DAPI 有毒，指的是它能快速进入活细胞

中与 DNA 强力结合，有致突变、致癌的可能；而这也恰是它的工作原理，能将 DNA 染色。

所以保护自己的同时，也要注意废液的妥善处理。 

 

然后避光室温下放置 5min。 

 

去离子水浸洗 4×10min。擦干玻片，用抗荧光衰减封片剂封片，指甲油固定盖玻片。 

 

终于打通关了，可以拿到荧光显微镜下观察拍照了~ 
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注：本故事纯属虚构，如有雷同，说的就是你。 

 

如何用免疫荧光的方法征服萌妹子 

作者：罗雨豪 张菲菲 

眼见实验室刚来的师妹们都拜倒在大师兄的威信之下，每天跟着后面屁颠屁颠的学实验，一

边学还一边投去羡慕崇敬的目光：“师兄，你好厉害，PCR 条带好亮”“师兄棒棒哒，western 

blot 杂出来了，而且还好干净”······这样下去怎么得了！看来我得拿出杀手锏，组会上秀秀免

疫荧光的高大上照片来巩固一下自己的地位，哈哈。怎么让大家像我一样立马在实验室狂拽

炫呢？我们今天就来跟大家分享一下免疫荧光相关的实验经验！ 
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  简介：免疫荧光（immunofluorescence）技术是在免疫学，生物化学和显微技术的基础

上建立的一项技术，再用荧光抗体（或者）抗原作为探针检测细胞或组织内相应的抗原（或

抗体）。利用荧光显微镜可以看见荧光在细胞或者组织的表达，从而确认抗原或抗体的性质

和定位。常用的方法有直接法和间接法。 

 

 



 

 

1103 

 

 

   

  鉴于目前间接法的应用比较多，今天就给大家谈谈怎么用间接法做出让人心动的图，不

多说了，直接上硬菜。 

 

操作步骤： 

 

1、调养好细胞状态，于前一晚种植与六孔板，若是用于转染质粒，推荐种植密度为 90%~95%，

若是干扰片段或者 microRNA 的 mimics 等推荐种植 30%~50%密度 

2、铺板后 24 小时内转染，超过 24 小时转染效率欠佳，90%~95%密度一般 Lip2000 加 10ul/
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孔，而 30%~50%加 5ul/孔，目的基因或片段根据样品说明书决定 

3、转染 24 小时后将细胞用胰酶消化，种植于激光共聚焦小皿，若需要拍包膜表达的蛋白，

密度可稍微高一点（60%~75%），若普通胞浆或胞核蛋白则密度低一点（20%~40%），很多同

学担心铺皿后会被碰翻，有个小技巧可以推荐给大家，将皿置于洁净的六孔板中，对，你没

听错，就是常用于细胞转染的六孔板，一方面可以起稳固作用，另一方面六孔板密封性良好，

减少污染的可能 

4、铺皿 24 小时后，吸去培养基，过滤级 PBS 清洗 2 遍 

5、4%的多聚甲醛固定 15min，每个皿 200ul~300ul 

6、过滤级 PBS 清洗 3 次，每次 5min，可上摇床 

7、0.5%Triton 破膜穿孔，一般胞浆蛋白或胞膜蛋白 10min，胞核蛋白 13~15min 

8、过滤级 PBS 清洗 3 次，每次 5min，可上摇床 

9、吸净 PBS，山羊血清或 0.5%BSA 封闭 30min，个人偏好于用山羊血清封闭 

10、吸净山羊血清，一抗（5%BSA 稀释）4 度孵育过夜 

11、室温静置孵育 30min，吸去一抗，过滤级 PBS 洗 3 次，可上摇床 

12、吸去 PBS，二抗（5%BSA 稀释）室温杂交 1 小时，从此步起后面所有操作需避光 

13、吸去二抗，过滤级 PBS 清洗 3 次，可上摇床 

14、吸去 PBS，DAPI（甲醇稀释）染色 5min 

15、吸去 DAPI，过滤级 PBS 清洗 3 次，可上摇床 

16、上机检测 
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如何做免疫荧光共定位 

 

  有同学想同时检测两个蛋白在细胞里的表达，看是否存在共定位现象，以此判断是否有

可能存在相互作用。共定位操作基本与以上步骤一致，需要改变的是如下几步：步骤 10 中，

需同时加入两种蛋白的一抗，而且必须是不同种属的抗体，比如我抗体 A 为鼠抗，那么抗体

B 就不能是鼠抗，常用的是兔抗。步骤 12 中，需同时加入两种特异性二抗，而且标记的荧

光不能一样，比如加入山羊抗鼠的红光和山羊抗兔的绿光，这样若存在共定位，Merge 后会

出现黄光。 

 

常见问题： 

 

1、为什么我的镜下观察只有 DAPI 的蓝光，目的荧光几乎没有或者很弱？如图： 
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答：出现这种现象很有可能是抗体比例太低，需提高抗体浓度，可配合提高二抗浓度；共聚

焦的激发荧光强度不够大；二抗孵育时是否是对应的种属，比如本来需要山羊抗鼠结果加为

山羊抗兔 

 

2、为什么我的细胞核周围总是存在有一些蓝色的小点点？比如： 

 

 

答：此种情况一般是支原体污染所致，建议用杀支原体药 2 周后再检测，或者通过提高共聚

焦机器背景值来覆盖支原体荧光 

 

3、共定位的视野该如何选择？ 

 

答：共定位时，首先判断哪些细胞是转染成功的，比如我过表达了蛋白 A，想做蛋白 A 和蛋

白 B 的共定位关系，则在视野中寻找已成功转染蛋白 A 的细胞，一般荧光强度会显著高于

周边其他细胞，再在这个细胞上观察蛋白 B 的表达，如图： 
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4、视野中细胞与细胞之间存在散在的发光点，如图： 

 

 

答：有两种情况可造成：1，拍照时 PBS 量过少引起的非特异性；2，PBS 未过滤，未溶解的

残渣黏附而导致 

 

优秀作品展： 
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  心得体会：骚年们，心动不如行动。学好免疫荧光是高大上实验必备技能，当

你的美图呈然纸上，就是萌妹子在你耳边高声的唱：“就这样被你征服。。。”的时候！ 

经验 | 用钓鱼的心态，做荧光原位杂交实

验 

作者：毛博 

荧光原位杂交（Fluorescence in situ hybridization, FISH），缩写为 FISH，就是鱼的意思，以此

类推，做荧光原位杂交也叫钓鱼。其实，它的实验原理也挺像钓鱼的：它是用已知的标记单

链核酸为探针，按照碱基互补的原则，与待检材料中未知的单链核酸进行特异性结合，形成

可被检测的杂交双链核酸。由于 DNA 分子在染色体上是沿着染色体纵轴呈线性排列，因而

探针可以直接与染色体进行杂交从而将特定的基因在染色体上定位。你们看，像不像在茫茫
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大海里面钓鱼呢？探针像不像鱼钩呢？ 

 

钓鱼实验的特点：操作烦琐，步骤简单。说它操作烦琐，是因为它的操作步骤巨多，每一步

又需要相当长的时间，如果自己标探针的话每批标本大约三天时间（买试剂盒只需一天，但

价格昂贵），你说是不是很烦琐？说它步骤简单则是因为 FISH 只要操作过程仔细，严格按照

操作步骤操作，很容易做成功，比 PCR 要简单得多。 

 

将繁琐的简单步骤做好也是有门道的，毛博这就将自己多年的经验总结分享给大家。 

 

探针设计，量身定制：探针就是鱼钩。鱼钩不管用，还能钓得上大鱼吗？设计探针要根据实

验的需要来进行，也就是说你要检测的目的基因决定你的探针设计。这就像是一个老练的渔

夫会根据不同的鱼的种类来选择鱼钩一样。举个例子，如果目的基因大概是 1.8KB，可以直



 

 

1110 

 

接对 PCR 产物进行地高辛或生物素标记。也可以找技术服务公司帮你设计合成探针，每条探

针设计合成大概 3500。 

 

 

注意标本预处理细节：标本的处理也是关系到最后信号强弱的关键，但有些人不注意这些细

节，结果造成荧光信号弱，难以分辨。这与预处理不当造成探针难以达到饱和而杂交难以进

行有关。 

 

变性要规范：这一步是 FISH 关键中的关键。变性包括标本变性和探针变性，这两个步骤关

系到 FISH 的成败，千万要严格按照操作规程进行，不但如此，特殊标本还要自己摸条件。

试想变性不彻底，DNA 的双链都没能完全打开，杂交能顺利进行吗？ 

 

需要注意的就是以上这三点，还要唠叨一句：操作荧光抗体时千万要避光，否则将前功尽弃

啊。举个例子吧。鱼竿，鱼钩，鱼饵都备齐了，也不能保证一定就能钓到大鱼儿。鱼儿上钩
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了之后，还有一个把鱼拖上岸的最终过程。在 FISH，就是使用荧光显微镜观察和记录结果。

在正常情况下，目前商业化的探针即使是杂交以后，荧光信号能保存半年之久。有时候，信

号也会急剧衰减，几分钟后就不见了。就像鱼儿一开始上钩了，马上又挣脱鱼钩，重返大海

了。出现这种情况，就是由于没有严格避光。因此在观察和记录的时候，要尽可能地在暗室

里面操作。这和以前洗照片是一个原理哈。 

 

 

 

当然，也有偷懒的招术。那就是：抗荧光淬灭剂（antifade），在封片观察的时候加入，可以

延缓荧光的淬灭。毛博还要唠叨一句：如果一次没有成功，可以将探针洗掉，再进行杂交。

这又像极了钓鱼。第一次鱼儿脱钩了，我们可以换个鱼钩再钓，直到钓到大鱼为止。FISH 其

实做出来还是很漂亮很漂亮的。下面就是一张 FISH 的图，让我们一起感受一下生物学的大

美。 
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大家看，像不像浩瀚的宇宙，璀璨的星空呢？其实，做 FISH 染出了一张漂亮的片子，也和

渔夫钓上了一条大鱼一样。满满的成就感。 

干货 | 轻松七步掌控免疫荧光 

作者：中子 

免疫荧光技术（Immunofluorescence technique ）又称荧光抗体技术，它是标记免疫技术中
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发展最早的，在免疫学、生物化学和显微镜技术的基础上建立起来的一项技术，对抗原进行

细胞定性和定位分析。Coons 等于 1941 年首次采用荧光素进行标记而获得成功。自此该技

术在科研领域发光发热啦！ 

 

免疫荧光主要有如图两种检测方法： 

 

 

   

新手在开始免疫荧光实验的时候，经常被例如细胞铺板密度、细胞固定以及如何确保抗体特

异性等问题困扰，以下是中子几年实验下来的一些小小建议，希望可以帮助小伙伴们获得更

好的实验结果： 
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1、 对于细胞爬片的免疫荧光选择合适的细胞种板密度 

 

细胞数过多时，生长过密，细胞结构不清，易导致染色背景深，细胞数过少时，会使贴壁贴

壁不佳，状态不好，一般以六孔板为例，（1-5）×100000 比较适宜。 

 

2、细胞更好地固定 

 

为达到最佳检测效果，细胞需要经过固定和通透，此步骤很重要，现在固定液选择比较多，

有 4%多聚甲醛、甲醇、乙醇、丙酮以及丙酮和甲醇混合液（1：1），但效果最好的应用最多

的还是推荐 4%多聚甲醛。 

 

3、优化封闭液 

 

为防止内源性非特异性蛋白抗原的结合，需要在一抗孵育前先用血清（与二抗来源一致 如 

一抗为兔抗，二抗为山羊抗兔，那么封闭液就用山羊血清）封闭，减弱背景着色。 

 

血清封闭的时间是可以调整的，一般为 30min。 

 

4、抗体的特异性，设立对照组 
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这个关系到结果的准确性，一定要选择特异性强的抗体，这样可以避免高背景和不理想的蛋

白定位，并且选择合适的抗体稀释比例，一般 1：20-100 之间比较合适，但还是要自行摸索

最佳梯度，建立最好的稀释比例，抗体浓度过低，会导致产生的荧光过弱，影响结果的观察

噢！加入荧光抗体后一定要记得避光！！！每次试验时 ，建议设置以下三种对照： 

 

① 阳性对照：阳性血清+荧光标记物 

② 阴性对照：阴性血清+荧光标记物 

③ 荧光标记物对照：PBS+荧光标记物 

 

5、洗涤也要重视 

 

为了防止一抗、二抗等试剂残留而引起非特异性染色，所以适当地加强清洗（延长时间和增

多次数）尤为重要，一般在一抗的清洗是 5min*3 次； 

 

注意： 

（1）单独冲洗，防止交叉反应造成污染。 

（2）温柔冲洗，防止切片的脱落； 

（3）冲洗的时间要足够，才能彻底洗去结合的物质。 

（4）PBS 的 PH 和离子强度的使用和要求，建议 PH 在 7.4-7.6 浓度是 0.01M。（中性及弱硷

性条件（PH7-8）有利于免疫复合物的形成，而酸性条件则有利于分解；低离子强度有利于
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免疫复合物的形成，而高离子强度则有利于分解） 

 

6、复染和封片是最后收尾工作 

 

复染的目的是形成细胞轮廓，从而更好地对目标蛋白进行定位（一般常用 DAPI 复染）。而为

了长期保存，我们一般用缓冲甘油等封片，此外还有专门的抗荧光萃灭封片液（如博士德等

公司）；同时还要注意避免产生气泡。 

 

7、见证“奇迹“的时刻——荧光显微镜下观察实验结果 

 

荧光染色后一般在 1h 内完成观察，或于 4℃保存 4h，一般标本在高压灯下照射超过 3min，

就有荧光减弱现象，经荧光染色的标本最好在当天观察，随着时间的延长，荧光强度会逐渐

下降。 

 

6.7 细胞转导 

干货∣细胞转染效率低下的八个大坑 

作者：毛博 

细胞转染是细胞生物学和分子生物学的一种常用的技术手段。而转染效率低下却是实验狗们

经常遇到的问题，尤其是原代细胞转染，更是因为难度大，号称谁碰谁死，而令人谈虎色变。
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不，应该是谈原代细胞色变。 

 

细胞转染的 protocol 教科书和实验手册上面都有，毛博不想再重复了。这里，毛博根据自己

做细胞转染近 10 年的经验和体会，总结出了导致转染效率低下的八个大坑，以及避免掉坑

里的一些做法。都是干货哟。 

 

1.准备不足 

 

做脂质体转染的时候，在开展正式实验前要多做预试验，优化转染条件。优化转染条件包括：

脂质体的用量、DNA 密度、细胞密度、脂质体和 DNA 混合孵育时间等等。 

 

2.电压过大 

 

做电转的时候，如果电压太大，往往会发生细胞大量死亡的情况。不同的细胞，需要的电压

是不一样的。这就要求我们多做预实验，多摸索条件。对于大多数细胞来说，其最佳电压位

于 250-1250v/cm。另外，就是进行转染的细胞应该处于对数生长期。处于对数生长期的细胞

的抗损伤能力是最强的。细胞浓度应该处于 5x106 到 1x107／mL 之间。每次转染的质粒应该

控制在 4-6 μg，如果﹥10μg，转染效率也大大降低。电击后，应该将 DNA 和细胞混合液在室

温下放置 10 分钟，使细胞恢复损伤。 

 

3.试剂过期 
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有时候转染效率低下，还要考虑会不会存在试剂过期的情况。毛博当年做转染整整半年，百

思不得其解。最后发现，原来是 Lipofectamine 2000 过期了。换了之后，立马成功。根据我

的经验，尽量使用开封半年内的 Lipofectamine 2000，因为过了半年后，就算没有过失效期，

但是细胞毒性大大增加，而转染效率却大大下降。千万不要为了省钱，影响实验进度哈。 

 

 

 

4.未加血清 

 

转染后未及时加入血清，会导致细胞大量死亡。一般要在转染后的 4-6 小时换液且换为有血

清的培养基。根据毛博的经验，其实也可以在原来的无血清培养基里面滴加血清。这个时候，

最好不要换液，不要打扰细胞，让它安安静静地休息。但是也不能过早加入血清。过早的话，

会引起未转染的细胞疯狂生长。那么，什么是最佳时机呢？在 20%的细胞变圆的时候，就是

加血清的最佳时机。 
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5. 细胞污染 

 

细胞污染也是造成细胞死亡，转染效率低下的一大原因。首先，转染细胞用的质粒必须保证

无菌。而现在市场上的一般的质粒提取试剂盒都做不到绝对无菌。毛博这里再贡献一个独门

绝招：将提完质粒后或者提的最后一步，用 75％乙醇沉淀，这样就除菌了。 

 

6.质粒不行 

 

转染用的质粒首先要保证数量，一般为 2 μg 以上。质粒纯度不够或者含有细菌 LPS 或其他

对细胞有毒害作用的物质，也会影响转染效率。这个时候，就应该对质粒进行纯化和浓缩。 
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细胞转染率低？小心花样式“做死”！ 

作者：子非鱼 

初出茅庐，才疏学浅，小鱼的师弟曾经做过一件令老板七窍生烟的事情，用了大半管的脂质

体法(价值 2K 人民币)在 30 瓶细胞中做转染，转染 24 小时后，显微镜下看，顿时傻眼了，为

什么俺的细胞转染率这么低？ 

 

万念俱灰，最后无奈地把细胞全扔掉。结果老板知道了，就只有这个表情： 

 

 

话说回来，细胞转染是否成功的影响因素很多，如需要转染的细胞类型（对于困难的细胞系

尤其如此），需要被转染的分子（DNA、RNA、寡核苷酸、蛋白质），转染试剂等。但无论在

何种情况下，转染的成功均取决于转染效率、低细胞毒性以及重现性这几个要素。 
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小鱼今天就试剂、细胞和 DNA 方面来聊聊造成细胞转染率低的原因。 

 

转染试剂跟细胞系不 match 

 

 

 

转染试剂跟细胞系也是讲究配合默契的，使用同一种试剂，不同细胞系转染效率通常不同。

而每种转染试剂都会提供一些已经成功转染的细胞株列表和文献，通过这些资料可选择最适

合实验设计的转染试剂。 

 

花样式“做死”细胞 

 

1. 细胞已经传了”无数代” 
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因为懒，或者说豪迈不羁的个性，师兄曾以为荣的“细胞已经传了无数代”，结果老仰天长啸：

为毛细胞转染效率低？细胞培养在实验室中保存数月和数年后会经历突变，总染色体重组或

基因调控变化等而演化。这会导致和转染相关的细胞行为的变化。最适合转染的细胞是经过

几次传代后达到指数生长期的细胞，细胞生长旺盛，最容易转染。 

 

2. 不懂得把握时机 

 

就像把妹也要看好时机，不要在人家还跟男票你侬我侬的时候表白。转染也有适当的时机，

相比较非分裂细胞——分裂细胞往往要比静止细胞更易于摄取并表达外源 DNA。因此对大多

数转染操作而言，细胞都在转染当天或前一天种板。 

 

同样重要的是细胞在种板进行转染时不应处于过度生长的状态，如癌细胞数量过多，互相叠

加，这时细胞君堵得慌，吃不饱（营养物质耗竭），环境又恶劣（代谢废物积聚），健康生长

无从谈起，哪来那么多精力跟你玩转染。 

 

因此，一定要在最适细胞密度时转染，才能获得较高的转染率。不同的转染试剂，要求转染

时的最适细胞密度各不相同，即使同一种试剂，也会因不同的细胞类型或应用而异。因此如

果选用新的细胞系或者新的转染试剂，最好能够进行优化实验并为以后的实验建立一个稳定

方法，包括适当的接种量和培养时间等等。 

 

3. 各种微生物来捣乱 

 

培养物可被细菌、酵母、真菌、病毒、支原体、甚至其他细胞种类所污染。各种污染都会导

致产生错误的结果。支原体污染很普遍，它可改变细胞生长特性，酶的作用途径，细胞膜的

组成，染色体结构，其结果致使非典型转染或转染效率偏低。和细菌及真菌不同，支原体这

小鬼就因为瘦小可以胡作非为，能够通过大多数的无菌滤膜；还对常用抗生素有抗药性；而
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且污染无法通过视觉检查发现。所以必需进行支原体污染的常规筛查。 

 

4.交叉污染 

 

如果同一个实验室同时培养不同种类的细胞，那就有可能发生这样的情节：A 细胞到 B 细胞

家串门然后就在那落地生根，过了几个月 B 的子子孙孙完全占据了 A 的底盘。 

 

5.抗生素会害死细胞君 

 

本着要好好呵护细胞的心，为防止各种污染给他们添加抗生素，但这真是好心做坏事了。比

如青霉素和链霉素，一般对于真核细胞无毒，但有些转染试剂增加了细胞的通透性，使抗生

素可以进入细胞。这可间接导致细胞死亡，造成转染效率低。 

 

6.可疑分子--血清的影响 

 

有些转染技术如脂质体转染在有血清存在情况下效率很低，因此在转染前要除血清。 
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DNA 质量 

 

1.DNA 不纯，带亲戚上阵 

 

一般的转染技术（如脂质体等）基于电荷吸引原理，如果 DNA 不纯，带亲戚上阵，如少量

的盐离子，蛋白，代谢物，这些污染都会显著影响转染复合物的有效形成及转染的进行。 

 

2.不懂得防内奸（内毒素） 

 

内毒素是革兰氏阴性菌细胞壁上的一种成分，我们目前用的质粒大多是从大肠杆菌中提取出

来的，在提取质粒的过程中如果不经过特殊步骤的处理，是很难将内毒素去除干净的。如果

提出来的质粒中残存内毒素，在真核细胞转染的过程中就会对细胞造成伤害，即使质粒浓度
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再高，用最好的转染试剂，转染效率也好不到哪去！ 

 

就只有这些吗？不，影响转染的大头是什么？你肯定心里有数，因此，小鱼接下来会跟大家

分享载体构建、转染方案和时间进度等其他影响转染的因素，敬请期待...... 

干货 | 手把手教你做细胞转染（含操作指

南） 

作者：子非鱼 

上周小鱼细述了影响细胞转染效率的三大重要因素（可查看《细胞转染率低？小心花样式“做

死”！》的文章），然而仍有不少研究僧曾在这个坑中跌爬滚打，被摔的鼻青脸肿。说到底转

染方法太过五花八门，让人眼花缭乱。那么为了平安度过这道坎儿，选择一个适合的细胞转

染方法才是至关重要的。 

 

转染方法大比拼 

 

众所周知，细胞转染技术主要分为三大类：化学法、物理法及生物学法。但是没有一种方法

是放之四海而皆准的，即没有任何方法适用于所有细胞和所有实验。因而只有依据自己的实

验要求选择理想的方法，才能获得漂亮的实验结果。 

http://mp.weixin.qq.com/s?__biz=MzA5ODQ1NDIyMQ==&mid=2649602852&idx=2&sn=babd5448d3a59490299abf5e18c16dda&chksm=88884486bfffcd907116302c131a7f90834860e1b646ac7b771151141ef4934fa9c7ebbca310&scene=21#wechat_redirect
http://mp.weixin.qq.com/s?__biz=MzA5ODQ1NDIyMQ==&mid=2649602852&idx=2&sn=babd5448d3a59490299abf5e18c16dda&chksm=88884486bfffcd907116302c131a7f90834860e1b646ac7b771151141ef4934fa9c7ebbca310&scene=21#wechat_redirect
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接下来，就对其中几种经典转染方法进行一一介绍。 

  

1、DEAE-右旋糖苷法 

  

常言道：同性相斥，异性相吸。因而，当带正电的 DEAE-右旋糖苷与核酸中带负电的磷酸骨

架相遇，妥妥的火花四射，而后会被细胞膜抱团相拥并通过细胞内吞作用迎客到家。该法可

用于瞬时转染，操作相对简单、结果可重复，但是对细胞有一定的毒副作用，且转染时需要

血清。 
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2、磷酸钙法 

  

通常穿了“隐身衣”核酸分子在“照妖镜”磷酸钙的作用下可形成“肉眼可见”的磷酸钙-DNA 共

沉淀，可使共沉淀中浓缩 DNA 分子与细胞表面结合并通过内吞作用进入细胞。该法可用于

瞬时或稳定转染。然而因其对 pH、温度和缓冲液盐浓度的微小变化十分敏感，所得结果容

易出现差异，且对许多类型的细胞培养物(尤其是原代细胞)具有细胞毒性，转染效率较差。 
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3、人工脂质体法 

  

带正电的脂质体与核酸带负电的磷酸基团形成复合物，进而可被细胞内吞稳定转染/瞬时性

转染。这种方法几乎适用于所有细胞，转染效率高、重复型好，但转染时需要去除血清，转

染效果随细胞类型变化大。 
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4、电穿孔法 

  

有时，细胞有些“油盐不进”，就是不开放门户给核酸放行，此时各位小伙伴可采用一些强硬

手段—电穿孔法。此法利用高脉冲电压破坏细胞膜电位，使得 DNA 通过膜上形成的小孔导

入稳定/瞬时性转染，适用于所有类型的细胞，但细胞致死率高，DNA 和细胞用量大，且需

根据不同细胞类型优化电穿孔实验条件。 

  

其他物理基因输送法还包括基因枪、直接显微注射等方式。前者又称为粒子轰击，可将包裹

着核酸的显微重金属颗粒告诉射入受体细胞内，适用于瞬时性转染。该技术可需要昂贵的设

备，且细胞死亡率较高。而后者则是通过精细的注射针将核酸送入胞浆中，一次只能输送一

个细胞中，适用于构建转基因动物或输送人工染色体。 
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5、病毒转导法 

  

一般，病毒介导的转染也称之为转导，它为难以转染的细胞类型提供了一种方法，可用于蛋

白质过表达或抑制，是临床研究中最常用的方法。它通过侵染宿主细胞将外源基因整合到染

色体中，可用于难转染细胞、原代细胞的稳定性转染。 
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细胞转染操作指南：以脂质体为例 

 

1.转染前 

  

首先，准备细胞、质粒和实验所需试剂。细胞最好取实验室里已经验证的易转染细胞株，如

COS-1/Hela/CHO-K1 细胞，同时实验前要重新复苏一株低传代细胞来确保该细胞株未被其他

细胞和微生物污染。 

  

选择表达质粒载体如 β-gal 载体，GFP 载体等时，要先确保该质粒能在所选的细胞系中表达

良好。同时质粒纯化时要注意纯化过程中勿使双链断裂以及无核酸酶和内毒素污染。 

  

同时准备新鲜的培养基，使用前用 0.22um 滤膜过滤培养基来确保培养基无污染。细胞培养

过程中勿加抗生素，且需要不断监测细胞的生长情况。当细胞密度达到 50-80%时，可用于

细胞转染。 

  

2.转染中 

  

首先，由于不同质粒和脂质体的最佳搭配比例不同，转染前应该做预实验来摸索一个最佳配

比。作预实验时，按照质粒：脂质体=1:1、1:2、1:3、1:4 的梯度来检测最佳转染比例，如下

表所示。 
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同时也需要设立对照实验，如试剂对照：仅加入转染试剂，可确定转染试剂对细胞毒性。DNA

对照：仅加入 DNA，确定制备 DNA 的质量是否对细胞存在影响。空白对照：用空载体制备

转染试剂复合物（建议 3：1 的比例），确定转染后细胞生理或功能的变化是源于目标基因，

还是源于转染过程本身。 

  

其次，在正式实验中，需要小心轻柔将 lipo2000 加到培养基中并轻轻混匀，避免暴力吹打，

使得脂质体失效。转染时各种培养皿添加的质粒和脂质体参考量见下表： 

 

 

 



 

 

1138 

 

3.转染后 

  

首先，转染 24h 后需要观察转染过程对细胞毒性情况，如果毒性较高，可能是由以下原因造

成的： 

  

*初期细胞接种浓度太低 

*转染复合物加入量过高，因为不同细胞对转染的敏感度不同 

*转染后 6 小时需更换培养基，一是 lipo2000 具有一定毒性，二是培养基需要更换成有血清

培养基。 

  

其次，转染后需要对转染效率进行检测，比如观察转染后细胞荧光情况、qPCR 验证或 WB 检

测敲减或者过表达蛋白。 

  

*对于 β-gal 表达载体：可用 β-gal 染色试剂盒进行细胞染色并观察细胞。转染效率高的细胞

在染色孵育后 3-4h 即可观察到，转染效率低的细胞则需要更长的孵育时间。 

 

*对于 GFP 表达载体：荧光显微镜下观察细胞。如果细胞能在显微镜下被观察到，至少需要

有 104-105 拷贝的 GFP 蛋白表达，表达太弱的细胞无法镜检。GFP 表达情况也能使用流式细

胞仪进行检测，同时可加入 PI 进行染色以监测死细胞情况。 

  

最后，若是转染后发现转染效率不高，可以通过两种方法增强转染效率。 

 



 

 

1139 

 

（1）复转染，即转染后 12-24 小时再次进行转染，前提是该细胞对脂质体的耐受性较好，

转染后细胞死亡数较少。 

 

（2）通过药筛来杀死未转入成功的细胞。前提是该质粒带有抗生素抗性的基因。 

 

附录：转染中可参考的数据 
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一文包揽细胞转染那些事儿（含操作视

频） 
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作者：子非鱼 

细胞转染对初接触细胞实验的菜鸟而言，是一道难过的坎儿。当科研汪们在这个坎儿上摔了

无数次的跟头后，心里的阴影面积便被无限扩大，似乎只要碰到细胞转染就永无翻身之日。

然而现在就放弃该实验还为之过早。正所谓授之以鱼不如授之以渔，同时也为了让大家成功

跨过这道坎儿，小鱼这就把做细胞转染的技巧分享给大家，让你分分钟从菜鸟变成细胞转染

达人！ 

 

 

细胞转染是指将 DNA 或 RNA 导入真核细胞中，用于研究基因功能和蛋白表达分析等，可依

据是否整合到细胞基因组，分为瞬时转染（24-96h）和稳定转染。 

 

 

 

细胞转染方法类型及不同之处如下面两张图片所示，大家可以依据自己的实验需求来选择不

同的实验方法。 
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其中，实验中应用最广泛的是脂质体介导的细胞转染。 

 

细胞转染具体实验步骤的视频： 

 

 

 

一般影响转染效率的主要因素：细胞、血清、抗生素、核酸质量与数量、转染技术。只要在

这几个因素上多加注意，就可以避免掉进细胞转染效率低下的大坑。 

 

细胞 

 

1. 选择传代次数较低并处于对数生长期的细胞进行转染。对大多数细胞而言，均需要在转

染当天或前一天铺板，第二天上午进行转染，48h 后收集细胞进行功能检测。对于原代细胞，

可用促有丝分裂刺激物进行细胞活化。 

 

2. 对于贴壁细胞，一般要求在转染前一日，用胰酶处理为单细胞悬液，重新接种于培养皿或

瓶，最好在转染前 4 小时换一次新鲜培养液。 

 

3. 支原体污染会严重降低细胞转染的效率，且支原体不会像细菌污染那么明显，因而转染

前可用环丙沙星处理细胞以除去支原体。 
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4. 细胞转染时需要一定的细胞密度，以 70-90%（贴壁细胞）或 2×106-4×106 细胞/ml（悬浮

细胞）为宜。 

 

核酸质量和数量 

 

1. 选择高纯度（OD260/280 比值在 1.8 以上）且去除内毒素的 DNA 进行细胞转染。如果 DNA

的纯度差，则其携带的少量的盐离子、蛋白、代谢物污染都会显著影响转染复合物的有效形

成及转染的效率。又因含有内毒素的质粒会对细胞有很大的毒性作用，因而建议使用 QIAGEN

公司的超纯质粒抽提试剂盒对 DNA 进行纯化。 

 

2. DNA 分子构象也会影响转染的效率。超螺旋的质粒可达到较高的瞬时转染效率，线性质

粒则更容易整合到宿主基因组中。 

 

3. 当转染的 DNA 会编码对细胞有毒害作用的产物时，可使用弱启动子或可诱导的启动子限

制毒性基因产物表达对细胞造成的损害。 

 

4. 对于病毒载体还需考虑安全因素，可设立空载体和用其他基因相同载体构建的阳性对照

来排除毒性影响的干扰。 

 

5. DNA 含量应该控制在 4-6ug，如果超过 10ug，转染效率会大大降低。 
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血清 

 

1. 建议在转染前先测试出对细胞生长良好的血清批号，转染时用同一批号的血清，并设立

阴性对照（不加转染试剂及外源 DNA）以测试细胞生长是否正常。 

 

2. 为了避免干扰 DNA 和阳离子脂质体形成复合物，在转染细胞时需用无血清无抗生素的

OPTI-MEM 培养基来提高转染效率。 

 

3. 转染后 4-6 小时需更换培养基，一是因为脂质体具有一定毒性，二是因为培养基需要更换

成有血清培养基。一般当 20%的细胞変圆时，就是加血清的最佳时机。 

 

4. 阳离子脂质体和 DNA 的最佳量在使用血清时会有所不同，因此如果想在转染培养基中加

入血清，需要对条件进行优化。 

 

抗生素 

 

1. 抗生素如青霉素和链霉素，一般对真核细胞无毒，但由于阳离子脂质体试剂增加了细胞

的通透性，可使抗生素进入细胞，降低了细胞的活性，导致转染效率降低，所以转染培养基

中不能使用抗生素。 

 

2. 抗生素在细胞转染后期起到筛选作用，由于基因转染到细胞内之后要一段时间才能表达
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出蛋白质，所以筛选不能太早;但是筛选时间也不能太晚，因为转染了外源基因的细胞代谢

负荷较大，增殖较慢，时间长了，就会被没有外源基因转入的细胞所淹没，最终导致筛选不

出阳性克隆。一般要在转染 48 小时之后才开始加抗生素筛选。 

 

3. 挑出单克隆后就可以用维持浓度，一般是筛选浓度的 1/2。在维持抗性筛选过程中，每 3~5

天都要更换一次含有抗生素的筛选液。 

 

 

 

转染试剂 

 

1.许多转染方法需要优化 DNA 与转染试剂比例，细胞数量，培养及检测时间等。转染时各种

培养皿添加质粒和脂质体参考量见下表： 
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2. 不同质粒和脂质体的最佳搭配比例不同，转染前，需要优化一个最佳配比。质粒：脂质体

=1:1,1:1.5,1:2,1:2.5,1:3,1:3.5 的梯度比例来检测最佳转染比例（一般质粒带有荧光，可通过观

察每组荧光强弱来判断转染效率，没有荧光可通过 qPCR 来检测各组转染效率）。 

 

3. 用脂质体转染时，要小心轻柔的将脂质体加入到培养基中并轻轻混匀，避免粗暴吹打使

脂质体失效。 

 

4 在此小鱼向大家推荐两款高性能转染试剂: X-tremeGENE 9 和 X-tremeGENE HP。它们能够

提供高的转染效率、重复性和细胞存活率。 
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X-tremeGENE 9 试剂是一类非脂质体型多组份试剂，具有极低的细胞毒性、操作简便、在含

血清条件下对各类常用细胞系仍均具有较高的转染效率等诸多优点，它非常适合开展各类细

胞分析应用。 



 

 

1149 
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X-tremeGENE HP 试剂是一种无动物源成分的非脂质体转染试剂，可成功转染多种真核细胞，

包括昆虫细胞和难转染细胞系（如 Sf9、U-2 OS、MEF、MCF7、Hep G2、PC-3、HeLa、HT-29、

HT-1080、K-562、RAW 264.7、Jurkat、PC-12 和 HCT 116）。 

 

转染技术 

 

1.设置阴性和阳性对照：一般在转染后 24-48h,靶基因即在细胞内表达。可依据不同的实验目

的，24-48h 后即可进行靶基因表达的检测等实验。 

 

2. 转染后效率的检测方法：观察转染后细胞荧光情况；qPCR 验证；WB 检测敲减或过表达

蛋白。 

 

3. 转染效率低，可采取以下两种方法：1 )复转染，即转染后 12-24h 再进行转染，前提是该

细胞对脂质体的耐受性较好，转染后细胞死亡数较少。2 )通过药筛来杀死未转入成功的细胞，

前提是该质粒带有抗生素抗性的基因。 

 

4. 电转时，不同的细胞需要的电压是不一样的，需要做预实验，摸索最佳条件。对于大多数

细胞而言，最佳电压位于 250-1250v/cm。电击后，应该将 DNA 和细胞混合液在室温下放置

10min,使细胞恢复损伤。 

 

细胞电转的实验步骤的视频： 
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转染做不好，自挂东南枝 

作者：向日葵 

那是一个阳光明媚的上午，小编正要去参加 PARTY，突然接到导师的电话说是试剂到了，可

以开始做转染实验了…… 
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  导师的话怎么敢不听，可是小编是个放养的孩子，还没有做过转染实验呢。怎么办？只能

去求助师兄师姐了，好在师兄看在我平时请他吃辣条的份上，给了我一本《葵花宝典之细胞

转染》让我自学。 

 

 

 

翻开本子，第一页介绍了细胞转染的类型。 

  

转染（Transfection）是指将 DNA 或者 RNA 导入真核细胞中的过程。若 DNA 未与宿主细胞染

色体整合，称为“瞬时转染”，若 DNA 与宿主细胞染色体整合并随后者的复制而复制，称为

“稳定转染”。 
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转染的方法有很多，例如病毒转染、显微注射、脂质体转染、电穿孔法…… 
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转染前，应根据实验目的、实验室现有的条件选择合适的细胞转染方法。 
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“原来除了导师让我做的脂质体转染之外，还有那么多转染方法啊。不管了，今天先主要学

习一下脂质体转染方法再说。” 

脂质体转染 

  

原理：转染试剂中的阳性离子与核酸中的阴性离子相结合后形成复合物。复合物通过细胞内

吞作用将核酸转移至细胞中。 
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基本步骤： 
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细胞转染效率影响因素 

  

细胞密度、细胞代数、DNA 的质量、DNA 与转染试剂的比例、血清质量都将影响细胞转染效

率。 

 

1、细胞质量 

  

细胞代次：细胞在传代过程中会逐渐老化，不要用“骨灰级别”的细胞。选择低代次、处于对

数生长期的细胞进行转染。 
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刚复苏的细胞：每个人都有起床气，细胞也有。刚复苏的细胞，应继续培养 1~2 代，让细胞

完全“苏醒”后再进行转染。 
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细胞密度：转染时，细胞密度应根据转染试剂种类和实验目的来确定。一般来说，转染时的

细胞密度应控制在 50%~80%之间较好。 

  

同时应注意在转染后 48h，细胞收获时，细胞不要长得过“爆”。细胞接触抑制会严重影响细

胞的状态（周期进程阻滞，凋亡增加等）从而影响实验结果。 
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交叉污染：如果同一个实验室同时培养两种以上的细胞，那就有可能发生这样的情节：A 细

胞不甘寂寞跑到 B 细胞家聊天然后就在那常住下了，从此以后 A、B 细胞傻傻分不清。 
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2、微生物 

  

细胞污染的种类可分为细菌、真菌、病毒、支原体……所有污染都会产生错误的结果。在这

些污染中，支原体污染较为普遍。 

  

支原体污染几乎可以影响所有细胞的生长参数、代谢、染色体结构，其结果可导致非典型转

染、转染效率偏低、研究数据不准确。在转染前可以使用环丙沙星提前处理一下细胞培养物。 
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如果发生污染最好还是扔掉细胞，重新转染。 

  

3、核酸质量 

  

在转染过程中，纯度不高的 DNA（带有少量的盐离子、蛋白、代谢物等其他杂质或提取的

DNA 中残存内毒素）会严重影响转染效率。 

  

除此之外，DNA 分子构象也会影响转染的效率。其中超螺旋的质粒可达到较高的瞬时转染效

率。  

 

DNA 含量应该控制在 4~6ug，如果超过 10ug，转染效率就会大大降低。 
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4、转染试剂 

  

在转染前应优化质粒和脂质体的最佳配比。按照质粒：脂质体= 

1:1,1:1.5,1:2,1:2.5,1:3,1:3.5 的梯度比例来检测最佳转染比例（若质粒带有荧光，可通过观察

每组荧光强弱来判断转染效率，若不带荧光可通过 qPCR 来检测各组转染效率）。 
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每种转染试剂都会提供一些已经成功转染的细胞株列表和文献，通过这些资料选择适合本细

胞系的转染试剂。 

  

5、血清 

  

在转染前应先筛选出能促进本细胞系生长良好的血清批号。 

  

为避免干扰到 DNA-脂质体复合物的形成，在转染细胞时需用无血清无抗生素的培养基，以

此来提高转染效率。 

  

在转染后 4~6 小时内需更换培养基，一是为了去除具有毒性的脂质体，二是为了更换成有血

清的培养基以提供更多营养物质给细胞。 
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如果想要在转染时加入血清，则需要设置实验对现有的条件进行优化，找到合适的转染试剂。 

  

6、操作 

  

细胞铺板 

  

若在细胞铺板时操作不注意，则很可能会导致细胞分布不均。在接种平板时，可以先用培养

基润湿整个板底，再加入细胞悬液。 
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转染时间 

  

正在分裂的细胞往往要比处于静止状态的细胞更易于摄取并表达外源 DNA。因此对大多数

转染操作而言，细胞都应在转染当天或转染前一天进行接种。 

  

试剂的配置 

  

DNA 与脂质体应充分混匀，混匀后静止 10～15min。（混匀时应用无血清培养基或 PBS 来稀

释。） 

 

转染时 

  

DNA-脂质体复合物应缓慢加入培养皿中并同时轻摇培养皿，以确保复合物的均匀分布，避免

局部浓度过高。 

  

换液 
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动作应尽量轻柔，此时细胞极为脆弱、贴壁性变差、很容易在外力的作用下悬浮起来进而导

致细胞在换液过程中的损失。 

  

换液前，应先将培养基预热。 

 

 

 

 

“原来细胞转染也有这么多门道，我先试着做做看，等遇到解决不了的问题再去问师兄。” 
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说说稳转系那些事 

作者：凌风 

稳转系嘛 

现在哪个做实验能少的了稳转系？ 

随随便便你不敲个东西 

过表达个东西 

都不好意思投文章！ 

 

 

 

关于稳转系 

你需要知道的是 
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那些拿病毒转染的才是稳转系 

像那些 siRNA 

质粒瞬转的 

都！不！叫！ 

你哪里见过稳转系 

还要隔两天就要转个小干扰 

转个质粒来维持的哇？ 

 

 

Step1：构建质粒 

  

你想敲除啥 

想过表达啥 

就把它 p 到你心仪的载体中 

这个当然可以找公司来做啦 

你还可以挑选 

想不想要荧光 
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要带什么抗性 

这个红的绿的 

blas/puro 抗性就看您心情了~ 

 

 

Step2：包病毒 

  

把目标质粒 

包装质粒 

一起导到工具细胞中 

过个 48 小时 

收个病毒 

浓缩下 

你就可以去-80°C 保存啦~ 
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Step3：转染细胞 

 

把你的 target 细胞铺到板里 

40-50%的密度就行 

（太多就容易满啦，转染效率就不高了） 

把病毒和 polybrene 一块加进去 

再来两天 

就等着看荧光吧！ 

（知道为啥有人钟爱荧光了么）~ 

 

 

Step4：筛选稳转系 

 

亮了，你就可以开始筛选了！ 

怎么筛呢? 
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就是这样啦 

将细胞稀释到 1000 个细胞/mL 

将抗生素做一个浓度梯度 

最好你可以看看文献里 

别人对你的 target 细胞是哪个浓度 

比如 

1ug/mL，2ug/mL，3ug/mL，......，10ug/mL 

找出在 10~14 天内 
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细胞全部死亡的最低 BLA 浓度 

筛选时用这个浓度 

或者再高一个梯度都可以啦！  Puro 筛一两个星期 

最少得传几代吧~ 

blas 你就得多筛会啦 

最少也得两三周吧！ 

 

接下来 

就是你亮亮的稳转系啦！ 

 

 

 

是不是很得意！ 
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7 实验动物 

7.1 动物伦理与争议 

姿势 | 小心小鼠环境毁了你的动物实验 

作者：麦子 

今天让我们来谈谈动物实验缺陷，小鼠身上看上去很有希望的疗法，通常很少在人体起到同

样的作用，这一点已不足为奇。但往往，在一种小鼠中成功的实验性治疗方案甚至不能在其

他小鼠中起效，即实验结果难以重现，这表明许多啮齿动物研究可能会从一开始就有缺陷。 

  

“我们都认为小鼠看上去比较简单，但实际问题要复杂的多。”耶鲁大学的兽医神经病理学家

Caroline Zeiss 说道。研究人员很少报道如老鼠的食物、垫料或光照等微妙的环境因素；因此，

尽管大量的研究表明这些因素可以显著影响动物的生物学，但在各大小实验室这些条件差别

很大。 

  

小鼠接收不同照料带来的实验结果差异震惊了很多人，约翰霍普金斯大学的病理学家 Cory 

Brayton 说道。在小鼠模型上的一次会议上，她和其他人探讨了许多阻碍了小鼠研究结果被

重复的生物因素。 
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实验结果产生差异的多方面因素 

加州大学的神经学家 Christopher Colwell 亲身经历了这些问题。他和一个同事在同一转基因

小鼠中研究自闭症，但同一行为测试获得了不同的结果。最终他们找出了原因：Colwell 研究

昼夜节律，使他的老鼠白天处在黑暗的坏境中，欺骗它们生物钟是在晚上，以便夜间活动的

动物白天测试时更警觉。他的同事则没有这么做。 

  

Colwell 注意到无视小鼠的昼夜节律，可以对许多行为实验结果产生偏见。他还补充道，大部

分在半夜工作的人的社会和认知测试都不会做的很好。 

  

食物营养因素 

  

营养也可以确定一个小鼠研究成功或失败，但 Brayton 表示，许多研究人员甚至不知道他们

动物饲料的来源。一些小鼠食物含有雌激素和干扰内分泌的化学物质，可以影响癌症研究等

疾病。用于肥胖研究的高脂肪、高糖的食物容易迅速腐臭，在研究人员还没有弄清楚为什么

时，小鼠可能会停止进食、体重减轻。 

  

食物的选择也可以改变小鼠的肠道微生物组。杰克逊实验室兽医病理学家 Catherine Hagan 

Gillespie 发现，来自不同供应商之间的小鼠肠道中细菌种类相差很大。在另一篇未发表的研

究中，她发现，小鼠肠道细菌的分类在行为测试上显示不同焦虑水平。 

  

但很少有行为科学家考虑进行微生物评估，Hagan Gillespie 说道。即使他们选择去做，所涉

及的额外工作可以增加研究的复杂性和成本。并且小鼠微生物对广泛的因素敏感，比如空气

质量、母体应激和免疫功能。 
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杰克逊实验室的微生物基因组学副主任 George Weinstock 说道，肠道微生物的差异也许可以

解释为什么相同基因突变的小鼠可以有不同的特征或表型。杰克逊实验室，为世界范围内的

研究繁殖和供应小鼠，严格控制食物的类型和数量和水的 pH 值等因素。即便如此，在其三

个饲养站点的小鼠之间还是发现了区别。Weinstock 表示，该公司已开始研究，如何通过提

供小鼠的特殊食品和保健指导，来规范其客户的实验。 

  

 给研究带来的时间压力 

  

Zeiss 说科学的竞争属性会增加研究者们对改变他们所设计的动物研究的抵抗。如果科学家

们必须在正确的实验节点处理他们的动物，分析临床和生物标志物的变化，包括老龄鼠和包

含两性以确保结果代表广泛的群体，并控制环境变量，每个实验将需要更长的时间，甚至可

能不能出版。 

  

美国国家卫生研究院（NIH）已经采取措施解决这些问题。在可以进入临床试验之前，它的

一些机构需要复制某些动物试验疗法，但 NIH 表示并不强求所有机构都予以实施。2014 年，

NIH 开始要求研究者在研究中包括雌性动物，开始向抱怨成本的研究人员增发补助金。但该

机构还没有发布任何特定的基金或补充来研究其他混杂因素。 

  

信息来源： http://www.nature.com/news/a-mouse-s-house-may-ruin-

experiments-1.19335 

神奇实验动物世界，你到底了解多少？ 

作者：子非鱼 
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实验动物之所以能撑起科研界的半壁江山，主要是因为他们屡次在医学界中建下奇功，而且

无论是生物医学领域中的临床研究还是实验室研究，其重大发现均离不开实验动物。 

 

 

 

那神马才是实验动物呢？简言之，就是经 Scientists 特殊饲养的动物，比如呆萌小鼠、娇小

斑马鱼等等，而不同的实验目的，为其代言的实验动物自然也不同。 
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实验动物们肩负着非常重要的使命，并积极献身于科研实验，不仅促进了医学科学的迅速发

展，也解决了许多以往不能解决的实际问题和重大理论问题。 
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像我们小鼠，凭借着小型啮齿类哺乳动物的生殖优势，当仁不让地成为科学研究的首选对象

之一。又因我们在帮助人们认识生命现象及其背后机理中发挥了无可替代的作用，同时也在

基础医学研究领域中拥有着无与伦比的地位，便成就了我们在实验动物界的霸主地位。 
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凭着这种俯首甘为孺子牛，挥蹄勇做千里马的精神，我们深受科研者青睐。为此，我们的动

物福利也成为了重中之重，而为了确保我们能有最大的产出，科研者们也是蛮拼的。 

 

 

 

我们居住的“公寓”有着独立的换气系统，且每个“套间”里都有着不交叉独立的进气和排

气口。最让人羡慕的是我们的换气系统中每个都安装了过滤设备，能有效的过滤病毒和细菌。 
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除了被净化的饮用水，我们的饮食标准也堪称为 5 星级。美味的配方饲料富含了多种蛋白

质、脂肪、ATP、维生素等，而且依据用途不同，还可将其分为高脂饲料、普通饲料、繁殖

饲料。 

 

 

 

我们所处的地方，一年四季如春，即没有所谓的雾霾天，也没有“桑拿天”，连噪音都被控

制在 60 分贝之内，堪称绝佳居住之地呢。 
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在我们小鼠的世界中存在等级深严的阶层划分。以实验动物的洁净程度来分，我们分为以下

四级。 

 

 

 

俗语云，有人的地方就有江湖，我们鼠界也不例外。依据遗传程度，我们分成了四大派系。 
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“愿天下间所有情侣都是失散多年的兄妹”这句话在我们近交系小鼠身上得到了淋漓尽致的

体现。为了避免遗传背景差异对实验结果造成影响，科学家们则采取了逆天的强制爱，人为

地让 20 代以上连续全同胞兄妹开展啪啪啪运动（近交系数达 98.6%以上），以此获得等位基

因纯合、遗传背景相似的近交系小鼠，亲手打造了一个打娘胎里就注定的爱情故事。 
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至于远交系小鼠，它们之间的事情就没有那么难以启齿。它们有些像古代的皇室，血统纯正

但不干乱伦的事情。通常是某个有血缘的群体，在不引进其他品系的动物或新血缘的情况下，

个体间以随机交配的方式，连续繁殖 4-5 代以上所形成的动物种群。 

 

 

 

而在突变型小鼠中，免疫缺陷型小鼠的出现则开创了肿瘤学和免疫学的里程碑。最早发现的

裸鼠就是于 1962 年在非近交系小鼠中偶然得到无毛小鼠，是一种先天性胸腺发育不良突变

小鼠。 
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其实，当下生物医药研究中大部分人源化的动物模型，都是由免疫缺陷型小鼠相互杂交而产

生的（如下图），因而不同的杂交基因型具备不同属性，使用于不同的适应症研究。 
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未来随着生物技术的不断进步，对实验小鼠的基因修饰和人工诱导突变也会越来越普遍，人

类也将会获得了更多具有遗传修饰的实验小鼠，如嵌合体小鼠、转基因小鼠等。至于对我们

的购买，这些网站请你收好~ 

 

1）MGI 
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http://www.informatics.jax.org/ 

 

2）KOMP 

 

 

 

https://www.komp.org/ 

 

3）IMPC 
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http://www.mousephenotype.org/ 

 

4）南大模式动物中心 

 

 

 

http://www.nrcmm.cn/ 

 

5）中国遗传工程小鼠共享资源联盟 

 

 

 

http://cmsr.nrcmm.cn/ 

动物实验做得好，只因做了这些... 
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作者：子非鱼 

要想发表高分 SCI 文章，往往需要和动物实验打交道。为了获得理想中的动物实验结果，对

科研汪而言，具有扎实的相关基础知识就是必不可少的。现在小鱼就从实验动物的饲养条件、

给药剂量及方式和分组及编号三个方面对动物实验的基础知识进行盘点。 

实验动物的饲养环境 

做动物实验，最先要做的事情就是要养好动物。因而，好的动物饲养环境，对于动物实验的

成功也是最基本的保证。然而万事开头难，这也是个看似平常，但却有着不少细节的问题。 

  

一般情况下，小鼠是大多数实验室采用的实验动物模型。由于小鼠对环境适应性的自体调节

能力和疾病抗御能力较其他实验动物差，且小鼠的品种和品系繁多，各个品种和品系都有自

己的特殊要求，即不同等级的小鼠应生活在相应的设施中，因此必须根据实际情况给予一个

清洁舒适的生活环境。 

  

现阶段很多高校一般都会有专门的动物房及专业的饲养员进行培养，所以可能更多时候，小

伙伴们所纠结的是对于实验动物，每笼该饲养多少才算合适呢？毕竟，每种动物都有一个合

适生存的最小平均空间，低于这个空间则会出现一些相互打架、易致病等一系列不良现象。 

  

在此小鱼建议大家，针对小鼠笼/大鼠笼，每笼饲养 5 左右为宜，最多不超过 7 只。豚鼠通

常被置于兔笼或大鼠笼中，一般以 3-4 只为宜。兔、猫、狗等，一般都是每笼只养一只，且

有专门的笼具。 

  

在实验小鼠中，转基因老鼠可以说是特别娇贵的存在，其饲养的条件及要求均要高于普通小

鼠。SPF 级环境是饲养转基因小鼠的必备环境，其中，高压灭菌过的垫料和 M5 型的小鼠饲

养笼是其标准配备，不仅饲料要采用 60Coγ 射线灭菌的无菌全价营养颗粒料，且饮用水也是
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高压灭菌后的纯净水（每周换水 2-3 次）。饲养室内每天也需经紫外灯照射两小时杀菌。 

  

另外，需要密切观察转基因小鼠的饮食、活动及全身情况。如果小鼠食欲旺盛；眼睛有神，

反应敏捷；体毛光滑、活动有力；粪便黑色呈麦粒状，则说明转基因小鼠处于健康状态，可

用于后续其他的生物实验。 

 

给药剂量的换算 

 

动物实验中，最常涉及的就是给药剂量的估算，想来大多数同学都是通过查文献、参考别人

使用的药物剂量来设计自己的实验，但是如果是一种新型研发药物时，又该如何确定实验动

物的给药剂量呢？ 

 

此时可参考徐叔云教授主编的《药理实验方法学》中一个关于人和动物间按体表面积折算的

等效剂量比值的表格来计算使用药品的剂量。（该表格几乎被药理专业的人们奉为经典，一

直在科研中沿用） 
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上述表格中的最后一行，便是剂量换算中的折算系数（已经把体重与体表面积的关系折算过

了），依据公式可将人的临床剂量转换为实验动物的剂量。 

  

举个栗子，如人的临床剂量为  X mg/kg，换算成大鼠的剂量 Y= X mg/kg × 70kg × 

0.0018/0.2kg=6.3 X mg/kg。即按单位体重的剂量来算，大鼠的等效剂量相当于人的 6.3 倍。

依次类推，可以算出小鼠、豚鼠等其他动物剂量与人的比值。 

 

 

 

Tips：1）人的临床剂量通常会以 mg/d 来表示，此时，需要将其转化成 mg/kg 来代入公式中。

2）这种换算关系的前提是各种动物对某种药物的敏感程度是一样的。因而，在实际的动物

实验中，药物剂量的确定一半可参考等效剂量，一半需要设置药物浓度梯度来摸索最佳给药

剂量。3）以上表格中，人的体重设为 70kg，但是实际上人的体重更接近于 60kg 左右。如此

修正后表格如下图所示。 
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同样，给药途径也对药物的作用产生一定的影响。给药途径一般常见的有腹腔注射，皮下注

射等方式。 

  

前者在给小鼠注射时，将针头约以 10°角从下腹部刺入皮下，然后再以 45°角刺入腹腔，注入

药液，穿刺部位不宜太高，否则药液会注入到胸腔；后者在给小鼠注射时，则将注射器针头

以 10°角刺入前肢腋部或颈背部皮下。注射后，皮下可见一隆起小包，然后将针头稍向后退

出一段再顺时针转动针尖拨出，以防漏药。 

  

不同给药途径剂量的换算如下图所示。 
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实验动物的分组及编号 

 

实验小鼠常需要标记以示区别，编号的方法很多，应根据小鼠的品系、数量和观察时间长短

等因素来选择合适的标记方法。 

  

其中，化学药品涂染小鼠被毛法是实验最容易掌握且最常用的方法。常用的涂染化学药品有

三种：1）涂染红色：0.5%中性红或碱性品红溶液。2）涂染黄色：3-5%苦味酸溶液。3）涂

染黑色：煤焦油的酒精溶液。实验中应根据小鼠的品系选择染料的颜色。 

  

一般用一种化学药品涂染实验动物背部被毛即可，如果实验动物数量较多，可选择两种染料。

但是该法对实验周期短的实验动物合适，因为时间长了染料的颜色易退掉。这对辛辛苦苦做

实验，期待有个好结果的童鞋而言，可是个灾难性的打击。 

  

下面小鱼简单介绍下用染料给小鼠编号的原则：先左后右，从前到后。#1：涂染到左前肢；

#2：左侧腹部；#3：左后肢；#4：头顶部；#5：腰部；#6：尾部；#7：右前肢；#8：左腹部；

#9：右后肢。且联合使用不同颜色可将编号编至 99 号。 
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也许有的小伙伴们仍会担心即便用新染料给小鼠编号，短期内染料掉色的可能也不是没有的，

有木有一劳永逸的标记小鼠的方法么？在此，小鱼再给大家推荐两个可让小鼠终身标号方法。 

  

1）打耳孔法或剪缺口法。 

  

前者即利用打孔机在鼠耳一定位置打一小孔来表示一定的号码，后者用剪子在耳缘剪缺口，

剪完后还应用滑石粉捻一下，以免愈合后看不出来。总的来说，一般习惯在耳缘内侧打小孔，

按前、中、后分别代表 1、2、3 号，在耳缘部打成一个缺口，分别表示 4、5、6 号，打成双

缺口则表示 7、8、9 号。右耳表示各位，左耳表示十位，再加右耳中部打孔表示百位。该法

可以编至 1～400 号。 



 

 

1195 

 

 

 

 

2）剪趾法，即将小鼠左右前肢的脚趾按不同排列代表不同的数字，一般习惯从左向右第一

趾为#1，第二趾为#2，前一、二趾同时剪去为#3，第三趾为#4，前三趾同时剪去为#5，第一、

三趾同时剪去为#6，第四趾剪去为#7，第一、四趾同时剪去为#8，第二、四趾同时剪去为#9。

右前肢表示个位，左前肢表示十位，按此法四肢可标号至 4999 号。 
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7.2 实验动物模型 

动物爱清洁——我的干净，你不知道 

作者：麦子 

在世人的眼中，我不是个爱干净的家伙，成日穿梭在垃圾堆中，不洗澡，不刷牙，一身臭烘

烘的，这世上爱我只有猫，可是我不爱他。 

 

  我听亲戚们说，要想过上“高帅富”的生活，只能进实验室这个”皇宫”，但是进去的没有

一个能活着出来，关于实验室，只能是个传说….. 

 

  据说那里面的家伙都很爱干净，难道他们天天洗澡嘛？可是我们小鼠的爪子这么短，后



 

 

1197 

 

背是挠不到的，怎么洗？我的脑海中充满了问号。 

 

四等“高帅富”：清洁级动物 

 

  他们在微生物控制方面，除要求必须不带有人兽共患病原和烈性传染病病原及常见传染

病病原之外，还要求排除对科学实验研究干扰大的病原体的动物。 

 

  看着他们生活的环境，真是羡慕，不愁吃喝，一个个长得白白胖胖的。我照了照镜子，

我长像丑陋，唯一的优点就是抗病力强，浑身都是病原体还好好地活着。 

 

 

三等“高帅富”：无特定病原体（SPF）动物 
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  他们体内无特定的微生物和寄生虫存在，但非特定的微生物和寄生虫是容许存在的。这

种三等公民在实验室数量最大，也是目前国内外使用最广泛的实验动物。 

 

  这一笼笼的全都是，我之前也想过，我如果把自己洗干净，再去看个医生，把该灭的虫

给灭了，该治的病都给治了，那么我应该可以在月黑风高混进去凑数。 

 

   

  但是医生说我想太多了，SPF 来源于无菌动物繁育的后裔，亦可经剖胎取后，在隔离屏

障设施的环境中，由 SPF 亲代动物抚育。也就是说，人家爹妈就是“高帅富”。这年头，连老
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鼠都拼爹。 

 

二等”高帅富”：悉生动物 

 

  他们是与无菌动物相同的方法取得饲养（剖腹取胎，在隔离器内饲养）、但明确的物体

内所给予的已知微生物的动物。 

 

  我满脑子的问号。难道说我要先把体内的微生物全部杀灭，然后吞服一种或几种己知的

微生物，我就是悉生动物了？医生又说我想太多了。 

 

一等“高帅富”：无菌动物 

 

  他们身上检不出任何活的微生物和寄生虫。他们据说生活在下面的房子里，我的乖乖，

跟外星人住的一样。他们吃的喝的，包括他们呼吸的空气，都极严格。这等生活，不是我天

朝屌丝可以想像的。 
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  我研究了各种传说，发现我长相和毛色都跟实验室里的“高帅富”不太一样，难道这真的

是一个拼爹的年代？为了改变自己和下一代的命运，我决定，削发为尼，把全身剃得光光的，

再饿他个三天三夜，在一个月黑风高的夜晚，溜进实验室冒充裸鼠。 

 

我是小鼠，你们了解我吗？ 

作者：麦子 

我那么可爱，我还会卖萌， 

你们却要拿我做实验，没事还把我宰了。 

给我立个纪念碑？ 
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请问你们立碑之前征求过我们的感受吗？ 

要不，我给你们立个碑？ 

顺便把你们扔进火葬场？ 

 

近交系小鼠（品系太多，只介绍 3 种） 

 

  这件事情不太好意思说，家丑不外扬，我爸爸跟我妹妹有一腿，我妹妹跟我叔叔有一腿，

我叔叔跟我有一腿，我弟弟跟我姑姑有一腿……总之很混乱，我也承认我们这一大家子重口

味，但是还不及你们人类明星间混乱的关系。因为都是近亲繁殖，所以我们遗传物质很像。 

 

1、BALB/c 小鼠 

 

  他是我们近交系小鼠中的一种，由亲兄弟姐妹遗传繁殖，至于具体是哪个哥和哪个姐生

的，我也搞不清了。至于他又看上了哪个妹妹，我也不是太了解。他们家兄妹之间暧昧的关

系外人不好说。但不得不提他们家的人真的很能生，一窝又一窝，过年去他家拜年，基本叫

不上名字来，今年生的？哪个生的？你不要来问我，我的头顶飞过一群乌鸦…… 
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2、C57BL 小鼠 

 

  他们家的人皮肤都黑，家里有些人天生脑子进水（遗传性脑积水），至于脑子进水的那

些，智商有无异常，我们也没有考究过，反正我们老鼠不上学也不考试。有许多骨骼方面的

变异。全身经放射线照射后，淋巴瘤发生率达 90﹪~100﹪，所以他们家的生病了从来不敢

去拍片子。 
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3、C3H/He 小鼠 

 

  他们家更彪悍，相互之间的乱伦从 1920 年就开始了，那时候共产党还没有成立。但是

他们家的人都短命，可能是近亲繁殖太久，14 月大的时候自发肝癌发病率达 85﹪，自发性

乳腺肿瘤的发病率也很高，每年不知道吃他们家的“白豆腐”多少回，隔三差五就死人。一

生波折，一生薄命！ 
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远交群小鼠（品系太多，只介绍两种） 

 

  这件事情就没有那么难以启齿，远交群小鼠有点像古代的皇室，血统纯正但不干乱伦的

事情，远交系小鼠跟我们近交系是不通婚的，可能是因为他们比较清高，觉得我们家的事有

伤风化。 

 

1、昆明小鼠 

 

  Hi，我是昆明小鼠，正宗国产货。 

  首先申明，我也不想被人绑着的情况下跟大家打招呼，我是找工作被人骗了，他们说招
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人参加国自然项目，我做了份不错的简历，突出“我抗病力和适应力很强，繁殖率和成活率

高。”的优点，于是他们录用了我。这年头失业率很高，3000 块钱连农民工都招不到，只够

招个大学生，我想有份工作不错了，就来报道上班，万万没想到是被人实验，哎，虚假广告

害死人。 

 

 

２、ICR 小鼠 

 

  他们家并无特殊八卦可以说，但他们经常吹牛四处散播自己优点：“适应性强，体格健

壮，繁殖力强，生长速度快，实验重复性较好。”我想吹吧，这么能干，多半又要被人类拿

去灌药后拿去开肠破肚。这不，昨儿还跟聊着天的阿三，今天就失踪了。吹牛皮就这家人的

毛病。 



 

 

1206 

 

 

 

突变型小鼠 

 

1、裸鼠 

 

  我远房表哥很丑吧？ 

  这件惨案要追溯到 1962 年，英国格拉斯医院 Grist 在非近交的小鼠中偶然发现个别无

毛小鼠，后来证实是由于基因突变造成的并伴有先天性胸腺发育不良，这就是我表哥的祖先。 

  我表哥不但丑，身体也差，易患病毒性肝炎和肺炎，所以只能宅在家里以泪洗面。 
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  丑有什么影响？ 

  你们一点都不关心我表哥，就知道成天往他身上打肿瘤。 

  丑得找不到老婆好不好？ 

 

 

2、严重联合免疫缺陷(SCID)小鼠 

 

  跟我表哥一样，我的闺蜜也是个病秧子，她是一种淋巴细胞发育分化过程严重受损的突

变系小鼠，很容易生病，林黛玉转世。不过万幸的是，五官清秀，还算是个美人胚子。我有

一次想将她介绍给表哥做女朋友，无奈我表哥裸鼠相貌丑陋，此事无疾而终。 
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常见肿瘤动物模型一览 

作者：翠花 

利用实验动物进行整体水平的肿瘤研究，是基础研究中的重要组成，可以说是高分文章必备

之选。翠花这里给大家汇总了常用的肿瘤动物模型，欢迎收藏！ 

 

1、自发瘤模型：实验动物未经任何有意识的人工处理，自然发生肿瘤 
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优点： 

 

①近似人类肿瘤发生过程，实验结果更易于外推到人； 

②相比移植瘤，对药物的敏感度不高，疗程长，便于进行综合治疗； 

③可观察遗传因素在肿瘤发生上的作用。 
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缺点： 

 

①个体之间生长速度差异较大，肿瘤发生发展参差不齐，很难在限定时间内获得大量生长

均匀的荷瘤动物； 

②试验周期长； 

③需要的动物数多，耗费大。 

 

应用：应用于病因学研究，可转为移植瘤，而继续发挥作用。 

 

2、诱发瘤模型：利用外源性致癌物引起细胞遗传特性改变，从而出现异常生长活性细胞，

形成肿瘤。常用实验动物为大鼠，也有用小鼠、豚鼠、兔、犬等。 
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优点： 

①近似人类肿瘤发病特点和过程（约 80%人癌是由环境因素引起的）； 

②可以根据需要有目的进行诱导； 

 

缺点： 

①诱导时间长（3-5 个月，甚至 1-2 年），成瘤率不高； 

②动物死亡率高，花费大； 

③诱导剂有毒，需谨慎操作； 

④肿瘤出现的时间、部位、病灶数等在个体之间表型不均一。 

 

应用：常用于验证可疑致癌因素的作用以及在肿瘤病因学及肿瘤预防研究。 

 

3、移植瘤模型：将动物或人体肿瘤细胞/组织移植到动物体内连续传代而形成肿瘤，分为同

种动物移植以及异种动物移植，主要是人体肿瘤的异种移植；后者应用更多一些。一般将人

体细胞或组织移植于免疫缺陷的动物体内（为了避免免疫排斥），动物只是作为一个供给营

养和生长环境的载体，肿瘤还能保持着人体肿瘤的组织学、免疫学及生物特性，是研究人体

肿瘤最重要的模型之一，这里列举几个常用的模型： 
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优点： 

①移植瘤保持着原发肿瘤的大部分生物学特性； 

②几乎所有类型人类肿瘤均能在免疫缺陷动物体内建立可移植性肿瘤模型； 

③同样的接种条件，动物个体间生长速度一直，成瘤速度差异较小，接种成瘤率高； 

④实验周期短。 

 

缺点： 

①肿瘤增殖时间短，与人体肿瘤不同； 

②免疫缺陷动物需要生活在无菌环境，SPF 动物房费用高； 
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③人体肿瘤的所有细胞亚群不能全部出现在移植瘤中； 

④获得的肿瘤组织的间质可能带有免疫缺陷动物的成分。 

 

4、基因组修饰模型：通过在动物整体敲除或插入特性的基因而建立的肿瘤模型。 

 

  几个常用的转基因模型： 
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优点： 

①为环境因素与遗传背景相互作用的研究提供了很好的模型； 

②小鼠能自发地发生某种特定的肿瘤； 

③对于研究肿瘤发生机理、肿瘤免疫逃避来说，转基因肿瘤动物模型可能有更大的优势。 

 

缺点： 

①模型建立过程较长； 

②费用比较高。 

 

应用：研究癌前病变以及肿瘤发生发展过程。 

 

  不同种属、品系和类型的实验动物其肿瘤学方面的性状各不相同，在做研究的时候，一

定要根据目的选择合适的动物模型，配上合适的实验方案，才能发挥其优势，此外，好的研

究模型可以给文章增色不少哦！ 

 

肿瘤模型技术要更新了！  

作者：子非鱼 

肿瘤细胞构建的最大问题在于肿瘤微环境的复杂性，人类的机体并不像培养皿（瓶）般是塑

料的。而且随着癌症的复杂性被越来越多的研究揭露出来，肿瘤组织不仅仅是由肿瘤细胞所
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组成的观点已经成为普遍共识，因而，许多研究人员都认为是时候升级他们在实验室中构建

肿瘤模型的方法及技术了。 

肿瘤模型构建的瓶颈 

肿瘤细胞构建的最大问题在于肿瘤微环境的复杂性，人类的机体并不像培养皿（瓶）般是塑

料的。而且随着癌症的复杂性被越来越多的研究揭露出来，肿瘤组织不仅仅是由肿瘤细胞所

组成的观点已经成为普遍共识，因而，许多研究人员都认为是时候升级他们在实验室中构建

肿瘤模型的方法及技术了。 

 

英国 Barts 癌症研究中心的科学家 Fran Balkwill 解释到：“这是因为肿瘤的生长及其传播需要

机体的大量细胞对其进行推动作用，总的来说，肿瘤细胞微环境即是肿瘤细胞对机体其他正

常细胞的招募及破坏过程。”然而现阶段，大多数研究者所培养的肿瘤细胞模型均忽略了肿

瘤微环境这一个重要因素对肿瘤的影响。 

  

因此，由欧洲研究委员会和英国肿瘤研究中心资助的 CANBUILD 工程期望能够在实验室里构

建一种新型的可模拟肿瘤微环境的肿瘤细胞模型，并为以后检查肿瘤治疗效果提供一个更精

准的实验模型。 

剖析肿瘤组织 

在项目研究的早期，该研究团队主要聚焦于分离肿瘤组织并分别研究肿瘤组织的每个细胞成

分，这对如何构建肿瘤细胞模型是非常重要的。 

  

Balkwill 认为，剖析肿瘤组织，跟拆解一个手表、一架飞机或一辆汽车十分类似，拆解过程

并不会告诉你如何将它们恢复原状，但是至少这个过程让你了解构成这些事物的组成成分。

然而对于癌症组织的各种细胞类型，研究人员的了解还是非常少。 
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该研究团队在剖析肿瘤的研究方面已经投入很长的时间（约 3 年时间），目前而言，他们已

经对如何控制癌症患者，尤其是患有卵巢癌的女性患者中的肿瘤微环境有了深入的了解。更

重要的是，通过剖析肿瘤组织，研究人员对如何在实验室里构建可模拟肿瘤微环境的肿瘤细

胞模型有了总体的规划。接下来的这个视频则揭示这个研究团队是怎样剖析肿瘤组织的。 

  

视频链接： 

下一步计划 

卵巢癌往往会在其肿瘤细胞在机体扩散后才能得到真正的确诊，对女性健康具有极大的威胁。

因而，该研究团队开始构建部分的卵巢癌肿瘤细胞模型。 

  

为了进一步研究卵巢癌细胞是如何进行全身扩散的，研究人员已经在实验室里成功构建了促

进卵巢癌细胞扩散的一种常见的归巢组织——脂肪组织，即连接肠道的大网膜。构建好的组

织细胞在其他类型的细胞的支持下能在实验室里生长几周左右。 

  

Balkwill 指出，我们正准备将该组织添加到肿瘤细胞中，这对进一步完善卵巢癌细胞模型的

构建起到重要的作用。 
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精准的肿瘤研究实验模型 

 

Balkwill 和她的团队对这项研究抱有很大的期望。她们希望所构建肿瘤模型的方法也能适用

其他的肿瘤细胞，并最终能为科学家提供一个更精准的肿瘤实验研究模型。 

  

众所周知，在某种情况下，癌症患者体内免疫细胞仍有具有识别并破坏肿瘤细胞的能力，但

是大多数时候，患者的免疫功能基本处于不应答状态，究其原因，一方面是因为免疫细胞被

耗尽，另一方面也是因为免疫细胞被抑制了。因而现在更多的治疗癌症的方法是尝试使患者

机体的免疫细胞得以再次活化。 
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因而，Balkwill 希望她的研究团队所构建的精准的人造肿瘤能够为最新的免疫治疗效果的检

测提供一个更准确的模型。尽管现在所构建的肿瘤模型仍具有一定的局限性，但是这个方法

不仅能帮助科研人员更好的了解肿瘤细胞是如何形成及生长的，对于动物实验和计算机对肿

瘤微环境的模拟模型更是一个极好的补充。 

 

在实验室中构建新型的肿瘤细胞模型，不仅可促进科研人员对肿瘤生物学的理解，而且对后

续肿瘤最新治疗方法的效果检测也是极其重要的。 

 

参考文献：Building tumours in the lab - a how to guide  

 

 

8 生信工具 

来聊一聊那些五花八门的生信数据库 

作者：麦子 

 

当我们资源不足时，自然会想要找一些省钱的办法来发文章，穷则思变嘛。生信是个好办法，

可是有些医生朋友还是觉得不太熟悉，别说后边的分析方法了，就连最开始找数据都不好找。

研究肿瘤的比较有福，肿瘤的数据最丰富了，像大名鼎鼎的 TCGA、Ocomine 等。可研究其

他疾病的怎么办，有没有疾病特异性数据库呢？ 

资源上哪找 

随着研究成果的积累，大大小小的数据库们就冒了出来，驻扎在互联网的各个角落，现在已
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经有了上千个。 

找数据比较权威的资源集中站，是牛津大学出版社的 Nucleic Acids Research（NAR）杂志。从

1994 年开始，NAR 每年都要出版分子生物学数据库特辑（database issue），收录新增的数据

库、盘点旧数据库的更新状况、移除失效链接等，做个总结。目前最新版是第 24 版，即 2017

版。 

 

而所有收录的数据库可以在 NAR 的网站上找到，下面是一个按字母排序的列表 

https://www.oxfordjournals.org/nar/database/a/ 

不过找起来更方便的可能是按功能分类查找： 

https://www.oxfordjournals.org/nar/database/c/ 

NAR 把数据库分为 15 个类别（有些数据库会同时被分到好几个类别）： 
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有些分类下边还有子类别，可以跟据自己的目的逐级点开，找到相应的资源。比如想找个特

定的疾病，就点开 Human Genes and Diseases，下边还有 4 个子分类，其中癌症基因数据库

是单独一个子类（Cancer gene databases），其他的疾病可以点开 Gene-, system- or disease-

specific databases，就可看到具体数据库列表。 
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这当然只是一部分啦~ 

图中可看到注意力缺陷多动障碍（ADHDgene），自身免疫性淋巴细胞增生综合征（ALPSbase），

阿兹海默病（AlzGene）等等。 

点进去会有数据库的描述说明，或详或略。并附有数据库网站链接，点进去就是了。 

 

注意数据库的质量 

数据库这么多，也有大小之分，当然不是随便一个数据库拿来就用，用了就能得到非常牢靠

的研究成果。 

一个成功的数据库背后，要有良好的管理维护工作。大数据库为什么著名、好用，是因为有

一个大集团在运营。比较著名的机构有美国国家生物技术信息中心（NCBI）、欧洲分子生物

学实验室-欧洲生物信息学研究所（EMBL-EBI）、瑞士生物信息学研究所（SIB）、日本国立遗

传学研究所（NIG）、华大基因（BGI）等。 

而一些小团队为自己特定的研究领域创建的数据库，质量就参差不齐了，上边提到的疾病特

异性数据库大多属于此类。 
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虽然小团队不容易跟大佬竞争，而且有时候同一个领域会有好几个相似的数据库，NAR 也不

介意都收录，只要它们符合一定质量条件，且还在运营、维护、为研究者提供服。因为 NAR

鼓励良性竞争，让那些数据库经历时间的考验证明自己。像研究 G 蛋白耦联受体的 GPCRdb

和研究碳水化合物活性酶的 CAZy 就是小团队的成功范例。 

对于用户来说，采用一个数据库做研究之前要多留心，要了解好它的数据来源和运营维护情

况，是否有及时回应用户的反馈，是否有版本控制；还要多检索文献，看看这个数据库的使

用情况，大家利用它做出了哪些成果，反馈如何等等。必要时可多找几个相关的数据库互相

佐证。 

参考资料： 

1. 生物信息学：基础及应用. 清华大学出版社. 2014. 

2. https://academic.oup.com/nar 

3. The 24th annual Nucleic Acids Research database issue: a look back and upcoming changes 

基础扫盲贴：如雷贯耳的 BLAST 到底是

啥？ 

作者：麦子 

 

Blast（Basic Local Alignment Search Tool），可谓生信领域最常用的工具，拿到一段序列（测序

结果，或设计好的引物等等），一般都会去 blast 一下，查找相似序列。在查找相似序列的基

础上衍生出了各种作用，比如鉴别基因组，蛋白质，查找特定靶区，检验引物特异性等等。

自打 1990 年由 Altschul SF 等人开发出来，NCBI 引进，至今还在改善，更新算法。 

量身选用数据库 

网址：https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

做 BLAST 不仅要考虑选择哪种算法，还要考虑选哪个数据库来比对。我们最常用的可能就人
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类或小鼠基因组+转录组，但仍可根据自身情况选择合适的数据库，能大大节省检索时间，

并提高返回的结果的质量和特异性。 

 

不过这么多库怎么选呢，可以点一下旁边的问号（Help），查看选所的数据库的说明： 

 

再者，如果你已经知道你要查的序列来自哪个物种，或你要跟哪个物种比对，也可以在

Organism 选项框中输入，也可以减少 BLAST 的操作程序，节省时间。 

 

不同的序列要用不同的算法 
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BLAST 工具跟一套手术器械似的，不同的算法干不同的活，得根据自己需要的信息，选择需

要的工具。可以看到检索页面上方有 5 个选项卡，分别代表 5 种查询类型。  

 

各大类之下可能还有几个小分类可选： 

 

它们的功能要点总结如下： 
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结果解读 

找一小段蛋白序列来试一下那个新算法 Quickblastp。可能是我的序列太短了，并没有感觉到

Quick (0.0) 如果你的序列够长可以体会一下。 

首先会看到一个表头，展示这次比对的基本信息，如比对类型、序列长度、所选的数据库等

等，就不贴图了。 

接下来就是图形描述（Graphic Summary）。 
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第一部分是保守域，当检测到时才会显示。 

第二部分是比对上的序列（hit）在查询序列上的分布。有刻度的条带是序列的坐标，其下的

每一个细条带代表一段 hit，其颜色是按上方的颜色标尺显示比例得分（alignment score），

得分越高，相似度越高。另外还可注意 E value，E 值越低，相似度越高，点击可显示详细信

息。 

保守域也可点开查看详情，在每个 hit 上悬浮鼠标可看到它编码的蛋白的 3D 结构图以及功

能等详细说明，在下方的列表中点开+号还可看到具体的序列。 
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这样便可对你的序列特征和功能有个大致的了解。 

参考资料： 

1.http://bitesizebio.com/21223/how-does-blast-work/ 

2.http://bitesizebio.com/26522/blast-off-the-basic-local-alignment-search-tool-explained/ 

3.ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/factsheets/HowTo_BLASTGuide.pdf 

 

不明觉厉！酰基-生物素交换法是个什么

鬼？ 

作者：老鹏 

 

大家在读医学研究文献时常常会看到一种不明觉厉的研究技术，叫“Acyl-biotinyl Exchange”，
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翻译过来就是“酰基-生物素交换法”。这种方法主要用于研究蛋白质所发生的翻译后修饰。 

大多数蛋白分子都有多个不同的翻译后修饰机制，用以调节蛋白功能。蛋白质最常见的翻译

后修饰方式叫磷酸化，主要发生在丝氨酸、苏氨酸等残基位点上，常常通过特异性的抗体进

行检测。 

除了磷酸化之外，蛋白质的翻译后修饰的方式还有很多，例如糖基化、乙酰化、甲基化、亚

硝基化、谷胱甘肽化、棕榈酰化等等。探索蛋白质翻译后修饰的生物学意义是是生命科学的

研究热点之一。 

对于医学研究而言，如果你在课题研究过程中发现某种新报道的蛋白质翻译后修饰刚好参与

调控疾病过程中该蛋白的功能变化，那么恭喜你，一篇不错的好文章已经在不远处招手啦。  

1 

酰基-生物素交换法是一种常见的检测蛋白质翻译后修饰的方法。蛋白质的半胱氨酸残基上

的巯基基团，由于其高反应性，很容易发生各种氧化还原反应或酰化反应。酰基-生物素交

换法的实质是将所要检测的翻译后修饰转化为酰基化的生物素基团。 

整个交换过程要分三步完成： 

第一步，先封闭可能干扰检测的噪音，就是其他可被生物素酰基化的氨基酸残基基团； 

第二步，通过某种方式将所检测的翻译后修饰特异性的转变成可进行酰基化反应的状态，如

还原态的巯基状态或游离的胺基状态； 

第三步，将生物素通过酰基化反应，结合那些转变生成的可发生翻译后修饰的氨基酸残基。

这样，原来的蛋白质翻译后修饰会交换成酰基化的生物素。再通过可以选择性结合生物素的

亲和素制备层析柱，就可以富集这些生物素化的蛋白，再通过抗体一一检测。 

2 

亚硝基化修饰是一种发生在半胱氨酸残基巯基上的蛋白质翻译后修饰，对很多心脑血管疾病

相关的蛋白功能有重要的调节效应。 
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以亚硝基化为例，可以帮助我们了解如何通过酰基-生物素交换法来研究蛋白质的翻译后修

饰。下面让我们一起看看如何在实验室里通过酰基-生物素交换法检测某个蛋白亚硝基化水

平吧。 

首先，工欲善其事必先利其器。不要嫌麻烦，认认真真的配制几种溶液吧。 

第一种，叫 HEN buffer（11.9150gHepes 羟乙基哌嗪乙磺酸. NaOH，0.0584g 乙二胺四乙酸，

0.004166g 新亚铜树碱，加入到 200 ml 超纯水中），这可是整个酰基生物素交换反应发生的

基础缓冲液哦。 

第二种，叫 HENS buffer，就是在 HEN buffer 的基础上，加入一定比例的 SDS（一般是把 HEN 

buffer 和 25%的 SDS 按 9:1 配好）。 

第三种，叫裂解液，是在第一种 HEN buffer 的基础上，每毫升体积里加入 1% 的 NP40 10 μl，

protease inhibitor cocktail  10μl，1 mM 的 PMSF 10μl。裂解液是最先用到的液体，用于破碎

细胞或组织。 

第四种，叫洗脱液，在第二种 HENS buffer 的基础上，加入 DTT 配制而成（一般 DTT 的终浓

度为 100-200mM）。 

3 

然后，我们就可以按照上面介绍的三大步，对蛋白质上亚硝基化修饰的巯基来进行 Acyl-

biotinyl Exchange Reaction 了。 

第一步，封闭可能产生干扰的噪音：将细胞或组织样本按 10μl/mg 或 500μl/孔（六孔板）

加入裂解液，在冰上进行超声裂解处理 5 分钟, 立即 4℃下 12000g，离心 15 分钟。取上清，

加入 4 倍体积的 blocking buffer。 

所谓的 blocking buffer，就是在每 ml HENS buffer 中加入 10ul MMTS 储液（MMTS 的全称是

methyl methanethiosulfonate，是一种特异性的巯基封闭剂，用二甲基甲酰胺配制到 2M 的储

液浓度）。封闭反应在 50℃的恒温水箱中进行，一般要 20 分钟到半小时。 

第二步，将亚硝基化修饰的巯基转化为可进行酰基化反应的游离巯基：把裂解液转入

离心管里。在离心管中一次性加满-20 摄氏度的丙酮，-20℃下静置 40 分钟，立即 4℃，5000g
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离心 20 分钟，去除上清。 

重复步骤三次后得到比较纯净的蛋白质。去除丙酮上清后，向沉淀加入用 HENS buffer 所配

制的维生素 C (20 mM,1ml)，溶解蛋白并将亚硝基化信号转变为可酰基化的巯基分子。 

第三步，将生物素通过酰基化反应结合这些转变生成巯基。加入用 HENS buffer 所配制

的生物素 biotin–HPDP（1mM, 1ml），室温下孵育 2 小时（用摇床，一定注意避光）。反应完

成后再用丙酮沉淀的方法，去除反应液里小分子，制备纯化蛋白。 

把反应液转移入离心管里。在离心管中一次性加满-20 摄氏度的丙酮，-20℃静置 40 分钟，

立即 4℃，5000g 离心 20 分钟，去除上清。重复步骤三次。用 2~3ml 的 HENS buffer 完全溶

解沉淀物。 

最后，我们还有一个很关键的实验步骤，就是从一堆蛋白质里把亚硝基化修饰的蛋

白分拣出来进行抗体检测。不要忘了哦，此时，那些原本亚硝基化修饰的蛋白质早已被换

成了带有酰基生物素标签的蛋白，找出它们可一点也不难。 

我们用一种填料亲和素-agarose 制备成亲和层析小柱，这可是个很高大上的玩意，可以把带

有酰基生物素标签的蛋白统统结合上去。 

将溶解沉淀蛋白的 HENS 液灌注亲和素-agarose 洗脱柱,循环多次，并用洗脱液冲洗灌注亲和

素-agarose 洗脱柱（确保洗脱液充满整个柱体），在 100℃时处理 20 分钟后，打开亲和素-

agarose 洗脱柱下盖，收集含目标蛋白洗脱液，并且用洗脱液继续冲洗 2~3 次。收集蛋白。 

酰基-生物素交换法的步骤虽然比较复杂，但是并不需要特殊的实验设备，属于成本不高但

逼格很高。基本上可以做 WESTERN BLOTTING 实验的实验室都可以做这方面的研究。 

4 

而且，做疾病模型中的蛋白质翻译后修饰的文章还不算很多，相当抢手，可以多多关注哦。 

 

注意事项： 

不是所有蛋白都会发生亚硝基化修饰。先做好文献调研。 
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维生素 C 还原处理的时间不宜太长。 

Biotin–HPDP 最好配成储液后分装成小支。 

丙酮沉淀蛋白后要尽量吹干或挥干里面的丙酮残留。 

亲和素-agarose 洗脱柱填装制备时要注意推平，不要产生缝隙或气泡。 

  

如果对该技术有兴趣，推荐几篇文献看一看： 

1.ffrey SR, Erdjument-Bromage H, Ferris CD, Tempst P, Snyder SH (2001) Protein S-nitrosylation: a 

physiological signal for neuronal nitric oxide. Nat Cell Biol 3:193–197. 

2.ffrey SR, Fang M, Snyder SH (2002) Nitrosopeptide mapping: a novel methodology reveals S-

nitrosylation of dexras1 on a single cysteine residue. Chem Biol 9:1329 –1335. 

3.stafa AK, Kumar M, Selvakumar B, Ho GP, Ehmsen JT, Barrow RK, Amzel LM, and Snyder SH (2007). 

Nitric oxide S-nitrosylates serine racemase, mediating feedback inhibition of D-serine formation. 

Proc Natl Acad Sci USA 104: 2950-2955. 

 

 

GEO 数据挖掘的正确姿势！ 

 
作者：老谈 

 

在大数据的时代背景下，高通量测序技术及基因芯片技术的快速发展，使得基因数据呈井喷

之势。而 GEO 作为世界上最大的免费的储存基因表达的数据库，包含了大约 16 亿个测量值，

这些输入的数据很多还没有被破解，只是以原始资料存在，研究者可进一步挖掘其中包含的
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生物信息。 

今天老谈以“肠癌”为例，带大家走上寻宝之路，教教大家如何在 GEO 数据库上找到宝贝。 

1、打开 NCBI 官网：www.ncbi.nlm.nih.gov。 

2、搜索 GEO 的数据库，找到 GEO DataSets。 

 

3、搜索肠癌“Colorectal Cancer”，即可获得所有肠癌的芯片数据。 
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4、选择需要研究的芯片点击进入，例如我们搜索了一个 II 期肠癌的芯片数据库。 

 

5、直接点击进入后，会获得该基因芯片的结果，并进入分析工具的页面。 
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6、在 Data AnalysisTools 中可以进行进一步的数据分析，例如将原有样本群按照自己需要的

分类再进行细分，并可筛选需要了解的某基因的表达谱。例如，如果要找耐药相关的基因，

P-gp 可介导肠癌多药耐药，那我们就要从 P-gp 入手，搜索该芯片中 P-gp 的表达谱。 

 

7、获得表达谱信息之后，在链接中可以发现 Profile neighbors，即表达谱相近的基因，这就

是我们需要寻找的与 P-gp 相关的有可能共表达的基因了。同样，通过 GEO Profiles 的搜索，

也同样可以得到所有芯片数据中该基因的表达谱情况，并根据需求进行查找可能的共表达基

因。 
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8、对所有该基因的表达谱分析后，同样可以获得可能的信号通路。 

 

9、点击后，可直接转入 Flink 显示可能的通路，使用极方便。 
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“oncomine”——如何在大数据时代挖掘

肿瘤数据 

作者：老谈 

 

“大数据”时代已经降临，在商业、经济及其他领域中，决策将日益基于数据和分析而作出，

而并非基于经验和直觉。这是一场革命，庞大的数据资源使得各个领域开始了量化进程，无

论学术界、商界还是政府，所有领域都将开始这种进程。 

--by 老谈 

  在生物学领域，大数据的整合分析更是亟不可待。到目前为止，在肿瘤方面已有

oncomine 和 TCGA 这两个数据库，可供分析参考。 

  先说 TCGA，TCGA 只提供数量有限的癌症基因表达谱，但是不能够提供相关分析。其数

据库数据涉及到相关癌症基因的 mRNA/microRNA 表达谱、拷贝数变异、突变等大量的生物
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信息学数据。TCGA 网络中，数据类型包括拷贝数结果、杂合缺失、SNP 等。 

  另外，在搜索 TCGA 数据如何使用的过程中，相信小伙伴们会遇到 level 1, level 2……等字

眼。起始 level 1 指的是原始数据；level 2 指的是处理过的数据：经过标准化后的单样本数

据或对存在或者不存在特定分子异常的解释；level 3 指的是经过分割、解释的数据：来自单

个样本的经过处理的数据的汇集；level 4 指的是感兴趣的区域：基于两个或多个数据的关

联，包含分子异常，样本特征，临床变量。换句话说，也就是数据的权限，level 越高，数据

可及性越低。 

 

  Oncomine 是目前世界上最大的癌基因芯片数据库和整合数据挖掘平台，旨在挖掘癌症

基因信息。到目前为止，该数据库已经收集了 715 个基因表达数据集，86733 个癌症组织和

正常组织的样本数据。Oncomine 拥有最全的癌症突变谱、基因表达数据以及相关的临床信

息，可利于发现新的生物标记物或新的治疗靶点。 

  Oncomine 的使用并非免费的， 广大高校的小伙伴们可要好好的珍惜自己的学

生身份，在校生可以通过学校的邮箱注册使用，今天就先给大家介绍下这个数据库的功能，

有兴趣的同学可以自行研究，下期也会详细介绍使用流程。 

  如下图所示，oncomine 整合了文献及芯片数据库中高质量标准的肿瘤组织芯片结果，

14 个注释数据库的分析，并且 oncomine 里的数据会随着这些数据可的跟新而及时跟新。通

过 oncomine 网站（www.oncomine.org）分析，可以得到差异表达的结果，共表达分析，富
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集分析，相互作用的网络、及 meta 分析。 

 

接上图 
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老谈杂谈： 

 

  通过 oncomine，可以进行差异表达分析、共表达分析，查找某种癌症中差异表达的基

因，确定目的基因，确定研究方向。对于研究方向还没有确定的临床医生，如果想要通过芯

片筛选确定感兴趣的研究分子，可以通过 oncomine 数据挖掘的方法确定研究方向。不仅可

以为您节省科研成本，而且其信息也更加全面。 

 

 

Oncomine（二）：如何查询基因 X 在不同

肿瘤临床样本中的表达值 

 
作者：老谈 
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  老谈之前给小伙伴们介绍过“oncomine”——如何在大数据时代挖掘肿瘤数据。那如果我

有一个基因 X，如何通过 oncomine 来查询该基因在不同肿瘤临床样本中的表达值呢？ 

--by 老谈 

  输入网址 www.oncomine.org 后，页面左上角要求登陆账号和密码，账号和密码可以通

过学校邮箱申请。 

 

  页面登陆后，页面大致分为左中右三块，主要操作在左侧，如上图所示。从中可以看出，

oncomine 数据库整合了 715 个 datasets，共 86733 例样本。通过 filter 设置，找到需要的信

息。下方有 4 个 filter，通过↓箭头可以展开相关选项。 
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  假设想了解乳腺癌中目的基因 ERBB2 在癌症组织和正常组织中的表达情况 

  设置限定条件： 

  从 primary filter→Analysis Type 选择 cancer vs. normal Analysis 

  从 cancer type 选项选择自己研究领域的癌症类型，比如选择 breast cancer 

  从 sample filter→sample type 选择 clinical specimen 

  在 Dataset Filters→Data Type 选择 mRNA 
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  所有的设置会在 filter 一栏显示，最后，在 search 搜索框中输入目的基因 ERBB2，在

visualize 视图下选择 show all sample in dataset，显示结果如下：该基因在不同类型乳腺癌中

的表达情况。并且，可以通过点击圈出处的按钮，改变数据表现形式。 
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  另外，还可以选择多个数据库进行 meta 分析，说明数据的可信程度。 

  首先是数据库 datasets 的选择，在对应的 dataset 前打勾，然后点击 compare，结果在

visualize 界面中查看结果。 

 



 

 

1244 

 

  在 visualize 界面中，会存在中位秩和 p-value，中位秩用于评估数值的不可信度，体现在

p 值上，p 值越小说明可信度越高。(中位秩：用于获取不可靠性估计值的量度。中位秩是在

N 个单元样本第 j 次失效时真实失效概率在 50%的置信水平上应具有的值，或者是不可靠性

的最佳估计值。) 

 

以上内容用一句话概括为“在临床样本数据库中分析差异表达的基因，确定研究方向”。当

然，也可以在 Analysis Type 处选择共表达分析。细胞间的相互作用除了蛋白-蛋白、蛋白-

RNA、RNA-RNA 之间的相互作用，另外有时候某些蛋白之间也会存在共表达的关系，这一

关系也可通过 oncomine 进行分析哦。 

 

史上最全的 lncRNA 数据库大全及心得分

享 

作者：老谈 

miRNA 研究热度正在消减，lncRNA 却热火朝天。虽然老谈一直默默觉得部分 lncRNA 就

是伸长了的 miRNA，其作用机制比较类似，但有关所有 lncRNA 全方面的功能研究还需要

进一步的探索。小伙伴们更需要装配研究的利器，帮助我们在寻求相关 lncRNA 信息时能

够手到拈来，不费吹灰之力！今天老谈就跟大家分享一些研究 lncRNA 的数据库，帮助大家

做好科研准备工作。当然 lncRNA 数据库较之于 miRNA 可能相对较少，毕竟后者的研究已
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经非常成熟。 

--by 老谈 

1. NONCODE 

  NONCODE 提供对长链非编码 RNA 的全面注释，包括表达和 ncFANs 计算机软件预

测的 lncRNA 功能。这是非编码 RNA 研究的知名数据库，已经更新到 2014 年的 8 月

了。 

网址：http://www.noncode.org 

 

 

Note：小伙伴们小心使用时状况百出，这个网站对 lncRNA 的命名方法是他们网站内部

命名的系统！！要哭了有没有，根本找不到你要的 lncRNA……但有个办法解决，因为他们
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网站有 Blast 的系统，你如果有 lncRNA 的序列的话，还是能找到对应的编号的。对于

lncRNA 在不同组织中的表达还是挺有用的。 

2.lncRNAdb 

  提供有生物学功能的长链非编码 RNA 的全面注释。这是长链非编码 RNA 研究领域的

大牛 Johnmattick 实验室构建的网站。 

网站：http://www.lncrnadb.org/ 

 

Note：这个用下来凭良心说还行，输入 lncRNA 名称之后，会对这个 lncRNA 的功能及

表达进行注释。这个网站用的是 NCBI 上 Gene 的命名法，使用上还是没有障碍的。 
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3.CHIPbase 

 

  提供长链非编码 RNA 的表达图谱和转录调控的全面鉴定和注释。整合了高通量的

RNA-seq鉴定的 lncRNA 及其表达图谱和 ChIP-Seq实验技术鉴定的转录因子结合位点。 

网站：http://deepbase.sysu.edu.cn/chipbase/ 

 

Note：中大的这个数据库主要是对于一些 lncRNA 的表达及 lncRNA 与转录因子之间的

关系的一个注释数据库。主要可以了解与转录因子相关的 lncRNA 的结合情况。要调取

lncRNA 的表达数据，劝你选别的数据库，因为这个网站极其坑爹，只能输入 GeneSymbol，

并不是基因名，其实是 lncRNA 的转录名，一般是什么“RP11-XXXX”。举个例子：

lncRNA2-1 的基因名其实“LncRNA2.7”，转录名是“RP11-34P13.8”，这需要注意

哦。 
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4.lncRNome 

  超过 18000 转录本目前已作为 lncRNA 标注，覆盖先前注释非编码转录本，包括大

型基因间非编码 RNA，反义 RNA 和加工的假基因。但在提供稳定的注释，交叉引用和生

物相关的信息资源方面有显著的差距。由印度 CSIR 基因组和整合生物学研究所研究人员开

发的 lncRNome，旨在填补这一空白，他们通过把生物显著性的各种各样的信息注释整合

到一个全面的知识库。 

数据库 URL：http://genome.igib.res.in/lncRNome 

 

Note：三哥三姐确实 NB，但记住，查询的话，还是转录名：“RP11-XXXX”那种，也

有其他命名法的“HAS-LNCXXXX”这种。功能上挺强大，有 lncRNA 的二级结构，lncRNA

的蛋白互作功能预测，还有 lncRNA 的 SNP 位点。总的来说还不错，就是搜索起来麻烦点。 

5.Starbase 
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  一个高通量实验数据CLIP-Seq（或称为HITS-CLIP, PAR-CLIP , iCLIP）和mRNA

降解组测序数据支持的 microRNA 靶标数据库,包含了 miRNA-mRNA，miRNA-

lncRNA，miRNA-circRNA，miRNA-ceRNA 和 RNA-protein 等的调控关系。整合和

构建多个流行的靶标预测软件的交集和调控关系。 

网址：http://starbase.sysu.edu.cn/ 

 

Note：中大的良心之作，主要功能就是查询 lnc 与 miRNA 的互作，蛋白及 lncRNA 的

互作，以及正在火的 ceRNA 预测。不过主要功能其实还是在 miRNA 上。 

 

6.LncRNADisease 

  提供了文献报道的疾病相关的长链非编码 RNA 的注释。 
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网站：http://cmbi.bjmu.edu.cn/lncrnadisease 

 

Note：可以在网站中浏览，注意，是浏览 lncRNA 与疾病的关系注释，其实还是蛮有用

的。可以免去我们为 lncRNA 名字纠结的麻烦。 

 

老谈杂谈： 

  lncRNA 的种类远远超过编码 RNA，4%~9%的哺乳动物基因组序列产生的转录本是

lncRNA（相应的编码蛋白的 RNA 比例是 1%-5%）。另外，还有 LNCipedia、NRED、

PLncDB 等 lncRNA 数据库，功能与上述几个略有重复，老谈觉得精通几个功能强大的足

矣！不过分享再多也需要小伙伴们亲身使用才能真正带来益处。 

miRNA 数据库大全 



 

 

1251 

 

作者：老谈 

如今的生物学研究已经离不开生物信息学的辅佐,这里老谈给大家介绍目前研究 miRNA 的一

些在线数据库，看看它们是如何帮助你们在摸爬滚打中找准方向的。这些数据库中既有“进

口”冲锋枪 miRbase，又不乏“国产”战斗机 starbase。每一个数据库的功能又不尽相同，既有

分子间相互作用的预测，又有对已报道实验结果的总结和整合。 

——by 老谈 

 

1、starBase： 

  一个高通量实验数据 CLIP-Seq（或称为 HITS-CLIP,PAR-CLIP,iCLIP）和 mRNA 降解组测序数

据支持的 microRNA 靶标数据库,包含了 miRNA-mRNA，miRNA-lncRNA，miRNA-circRNA，miRNA-

ceRNA 和 RNA-protein 等的调控关系。整合和构建多个流行的靶标预测软件的交集和调控关

系。最新版本发布时间：2013 年 11 月。 

  网址：http://starbase.sysu.edu.cn/ 

 

 

2、miRbase： 
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  众所周知的 microRNA 基因注释数据库。目前 miRBase 只提供了 microRNA 的靶标的预

测软件的链接（如：PicTar）。最新版本发布时间：2010 年 9 月。 

  网址：http://mirbase.org/index.shtml 

 

 

3、ChIPBase: 

  整合 CLIP-Seq 和 ChIP-Seq 的数据探讨 microRNA 的转录和转录后调控，构建转录因子

->microRNA->靶标的调控网络。最新版本发布时间：2012 年 11 月。 

  网址：http://deepbase.sysu.edu.cn/chipbase/ 
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4、Tarbase： 

  一个收集已被实验验证的 microRNA 靶标数据库。最新版本发布时间：2009 年 1 月。 

  网址：http://microrna.gr/tarbase/ 
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5、miRecords： 

  一个整合的 microRNA 靶标数据库。整合多个靶标预测软件的调控关系。最新版本发布

时间：2010 年 11 月。 

  网址：http://mirecords.biolead.org/ 

 

 

6、targetScan: 

  基于靶 mRNA 序列的进化保守等特征搜寻动物的 microRNA 靶基因。是预测 microRNA

靶标假阳性率较低的软件。而且是 microRNA 领域大牛 Bartel 实验室开发的。最新版本发布

时间：2009 年 4 月。 

  网址：http://www.targetscan.org/ 
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7、PicTar： 

  基于 microRNA 或 microRNA 靶标联合作用等特征开发的搜寻动物的 microRNA 靶基因。

假阳性率也较低。是 microRNA 领域大牛 Rajewsky 实验室开发的。最新版本发布时间：2007

年 3 月。 

  网址：http://pictar.mdc-berlin.de/ 



 

 

1256 

 

 

 

8、PITA： 

  基于靶位点的可接性和自由能预测 microRNA 的靶标。是著名的生物信息学家 Segal 实

验室开发的。最新版本发布时间：2008 年 8 月。 

  网址：http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_data.html/ 
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9、RNA22： 

  基于序列特征预测 microRNA 的结合位点。是几个流行的 microRNA 靶标预测软件的其

中一个。IBM 公司的研究团队开发的。最新版本发布时间：2007 年。 

  网址：http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html/ 

 

10、miRanda 和 microRNA.org： 

  是著名的 MemorialSloan-Kettering 癌症研究中心的研究人员开发的软件和数据库。

miRanda 的最新版本又叫 mirSVR。最新版本发布时间：2010 年 8 月。 

  网址：http://www.microrna.org/microrna/home.do/ 

 

11、MicroCosm： 

  EMBL-EBI 的 Enright 实验室开发的 microRNA 靶标数据库。最新版本发布时间：2010 年

8 月。 

  网址：http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/ 

 

12、miRTarBase： 

  整合实验证实的 microRNA 靶标的数据库。最新版本发布时间：2010 年 10 月。 

  网址：http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.html/ 
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13、miRGator v2.0： 

  整合 microRNA 表达、靶标和疾病相关信息的数据库。最新版本发布时间：2010 年 11

月。 

  网址：http://mirgator.kobic.re.kr:8080/MEXWebApp/ 

 

14、MiRNAMap: 

  动物的 microRNA 基因及其靶标的数据库。最新版本发布时间：2008 年 1 月。 

  网址：http://mirnamap.mbc.nctu.edu.tw/ 

 

15、miRDB: 

  动物 microRNA 靶标预测和功能注释数据库。最新版本发布时间：2010 年 8 月。 

  网址：http://mirdb.org/miRDB/ 

 

16、RNAhybrid： 

  一个基于 miRNA-target 配对自由能预测 microRNA 的靶标。最新版本发布时间：2011 年

6 月。 

  网址：http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/ 
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17、miRGen： 

  microRNA 基因和 microRNA 靶标数据库。最新版本发布时间：2007 年 1 月。 

  网址：http://www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.html/ 

KEGG 数据库入门：pathway 信息查询 

作者：翠花 

KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes），是日本京都 Kanehisa Laboratories 阅读文

献手工整理（手绘）的一个庞大的数据库（包括信号通路、基因、疾病、药物等等）；这里

的手绘的意思可能是指人工以特定的语言格式来确定通路各组件的联系；基因组信息主要是

从 NCBI 等数据库中得到的，除了有完整的基因序列外，还有没完成的草图。 

 

  今天就翠花就讲讲：在研究中如何使用 KEGG 数据库进行信号通路查询，这可是 KEGG

数据库的入门级知识哦！ 

 

  翠花以一个例子入手帮助小伙伴们更好的了解一下操作过程。 

 

  已有的前期实验结果：构建了沉默新基因 A 表达的质粒，转染肺癌 549 细胞系，确定敲

减效率，上流式细胞仪检测，发现细胞周期被阻滞（cell cycle arrest）在 S 期。那么我们现在

需要从细胞周期的角度阐明新基因 A 促进肺癌细胞系 549 增殖的分子机制。 

 

１.首先打开 KEGG 主页：http://www.kegg.jp/，点击下图框中的 KEGG PATHWAY 链接。 
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2. 输入关键词：cell cycle 
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3.出现结果： 

 

 

 

4. 点击 map 04110，出现 KEGG 对 cell cycle 的描述： 
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5. 所有物种中相关基因的详细列表 

 

 

 

 

 

每个基因在 KEGG 数据库里面有对应的 ID，例如 CCDN1 对应的 ID 号：K04503，CDK4 对应

K02089，我们后面会用到。 
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相关的不同模块、疾病、日本 Kanehisa Laboratories 的工作人员整理这个信息库所参考的文

献，其它的数据库，例如 GO：0000278，可以用 Gene Ontology 这个数据库直接查到在这个

数据库中的信息： 
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6. 开始查基因 A 的下游机制，直接点击图，会出现相信的信号通路： 

 

 

 

这是 KEGG 里面整理出来的 cell cycle 相关信号通路图，细胞周期中 S 期的相关基因（我们上

面举的例子是 A 沉默后可以把细胞阻滞在 S 期），每个可以点击，例如：CDK2，查看这个基

因的相关信息。 
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7. 接着举例子：如果我选取了 10 个基因，CDK2，CycA, CDK7，CycH，Cdc6，ORC，Dbf4,  

Mdm2, Rb 和 Cdc45，经过 Western Blot 检测发现在分子 A 被干扰后，CDK2 上调，Cdc6 被下

调，那么如何在图上标出来呢？ 
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单击网络图右上角的 User data mapping： 

 

 

 

CDK2 的 ID 为 K02206，上调用红色表示；Cdc6 的 ID 为 K02213，用蓝色表示。 

输入： 
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K02206  red 

K02213  blue 

 

Duang: 

 

 

 

这样就好了，不过这张图是不是不好看呢？实际上，直接用 KEGG 上的图来说明下游分子机

制的还是比较少的，不过有另外的软件（cytoscape）哦，下次翠花给你详细道来！ 
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玩转 Pubmed 的 10 大绝招 

作者：子非鱼 

Pubmed 作为国际上公认的最具权威的生物医学文献数据库，是科研者文献搜索的重磅利器。

因而为了让各位实验新手快速晋级为玩转 Pubmed 的科研达人，本文则将压箱底的 10 大绝

招倾囊相授，希望能助大家一臂之力。 

  

1.广撒网，多捞鱼 

 

在科研课题决定之初，利用 Pubmed 进行充分的文献调研早已是一件家常便饭的事情，然

而让人头疼是，在搜索关键词后，跳出的结果大多不是自己想要的剧情，很多与关键词不匹

配的文章充斥其中，无疑加大了研究者文献筛选的工作量。 

  

举个栗子，打开 Pubmed 网页之后，在检索框中，输入 Inflammatory bowel disease 

TNF 后，点击“Search”或按 Enter 键，结果如下图所示。 
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显然，对于输入 Pubmed 的多词词组，它会查询词组索引，如果查到相应词组会将其作为

一个检索词来检索，但如果没有查到相应词组，则会将其拆分成单个词分别检索。所以

Inflammatory bowel disease TNF 就相当于 Inflammatory AND bowel AND 

disease AND TNF。 

  

如果不想把词组分开咋办？方法很简单，四个锦囊妙计送给你：1）加双引号：

“Inflammatory bowel disease”TNF；2）加标段标识[tw]：Inflammatory bowel 

disease[tw] TNF；3）加短横线：Inflammatory-bowel-disease TNF；4）加截词符

*：Inflammatory bowel disease* TNF 
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2.查缺补漏，MeSH 是“大功臣” 

 

但是问题又来了，Inflammatory bowel disease 还有一种缩略写法 IBD，上面的搜索方

式无疑会漏掉一些文献，而且还有一些关键词还会有很多同义词，不是一次性搜索就会全部

出现的。此时，Pubmed 里的一款总结同义词的利器——MeSH 霸气上线了。 

  

以 liver cancer lncRNA 为例，在 MeSH 里输入 liver cancer，就会跳出主题词 liver 

Neoplasms，这名词看上去可就高大上多了。 
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点击第一个主题词 liver Neoplasms 后，可寻找相应的副题词并进行打钩后，点击右边上

的“Add to Search builder”加到你的关键词构建（PubMed Search Builder）中。这样

第一条关键词就是“肝肿瘤的遗传学分析” 
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然后不要退出，继续输入关键词 lncRNA，也通过“Addto Search builder”加到关键词构

建中，这个时候需要注意的是，用“And”这种逻辑语言的话，就代表求交集了，当然还可以

自主换别的逻辑语言。构建完你的关键词之后，点击了“SearchPubMed”就 OK 了。 

 

 

 

3.精确检索文章 

当然你要是有所针对的或特异性的搜索具体作者、杂志或者其他信息等，还可以进行更加高

级的检索，点 Advanced 就可以了！ 
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进去之后是个这个界面，检索之后的步骤就是一样的了： 

  

 

 

又或者，在 Pubmed 的主页面中，点击 Pubmed Tools 中的 Single Citation Matcher，

进入以下界面，输入特定的杂志、日期、作者名字（第一作者或通讯作者）即可靶向某篇特

定的文章。 
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4.获取全文攻略 

 

Pubmed 是摘要数据库，其本身并不提供文献全文服务。对于检索到的文献，若检索结果

列表中显示的 PMC Full text 图标的文章。这类文章可以直接到 PMC 中去阅读网页版的

全文，或者在网页版全文阅读页面找到 PDF 下载链接进行下载。 
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另外，LinkOut-more resources 这里也可以链接到数据库，若数据库中的有全文链接，

也可直接点击 PDF 进行下载。 

 

 

  

5.临床研究文献检索 

 

一般，Pubmed 检索出的整体结果是未经分类，研究者需自行阅读分类或使用 filter（滤器）
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自行筛选。因而，若想查看具有针对性的临床研究文章，也需花费大量的时间和精力。但是

Pubmed 主页里 Pubmed Tools 中的 Clinical Queries 可让研究者简便快捷的找到相关

文献。 

  

 

 

点击后，可进入以下界面，其中包括了三大板块：Clinical Study Categories（可选择病

因、诊断、治疗、预后和临床预测指南等）、Systematic Reviews 和 Medical Genetics

（临床遗传学）。 
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选择右下的 see all，回到 PubMed 主页。输入你的二级关键词：TNF，点击搜索文章即可。 

 

 

 

6.追踪最新文献 
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首先 sign in to NCBI，即登陆“My NCBI”，没有的小伙伴可以注册一下。其次在搜索框

中输入 breast cancer，点击 Search 按钮后在新界面中点击 Create alert。 

 

 

  

在新的界面中，根据自己的研究热点、时间安排等来设置推送的文章内容以及接收频率。设

置完成后点击 save 即可。 
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之后，点击右上角的 My NCBI，可在以下界面中点击 Manage Saved Searches，可更

改、删除自己的设置。 
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7.英文期刊查询 

 

当已知杂志名称或者杂志 ISSN 号（国际标准期刊编号）时，在 Pubmed 检索框分类选项

中选择“NLM Catalog”，在检索内容框中输入杂志名称（用引号进行限制）或 ISSN 号，

点击 Search 进行检索即可。 

 

 

 

当已知某篇英文文章时，以《Surgical treatment of pulmonary tuberculosis:the 

phoenix of thoracic surgery》为例，可在 Pubmed 中检索出该文章后，点击杂志名称



 

 

1282 

 

J Thorac Dis，此时会跳出自动选择框，点击选择“Search in NLM Catalog”，即可进

入杂志信息页面。 
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8.按照影响因子归类文献 

 

同样 sign in to NCBI，即登陆“My NCBI”。然后点击 My NCBI，在新界面中 Filter 板

块中点击 Manage Filter。 



 

 

1284 

 

  

 

 

然后点击 Create custom filter，创建一个新 Fliter。 
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以 IF>30 为例，先在公众号里回复“IF”下载最新版本的影响因子 Excel 文档，打开选择

IF>30 的杂志名称并直接复制。 

 

 

 

然后以文本的形式粘贴在 word 文档中。 
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Ctrl+H 打开 Word 的替换功能，把^p（注：即换行符）替换为" [journal] or"，点击全部

替换，如下图 

 

 

 

然后在开头部位加上一个单引号"，同时将末尾的 or "删除，如下图： 
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然后就可以 Ctrl+A--> Ctrl+C --> Ctrl V 将 IF>30 的杂志名称粘贴至 Query terms

中，同时为该筛选过滤条件命名为 SciRes-Test。 
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点击 save filter，即可保存该文献筛选条件。则在搜索文献时，点击 SciRes-Test 即可查

看 IF>30 的相关文献。 
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9.Pubmed 神插件 

 

为了直接让 Pubmed 直接显示杂志的影响因子，可以通过以下两款神插件——pubmedy

和“医学文献助手”来实现。将其安装至浏览器后，会在 Pubmed 搜索界面下直接查看 IF、

Cited、Citation 以及 FullText(PDF)／direct pdf 等。对于 pubmedy 插件，目前支持
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以下 8 种浏览器，一般将插件直接拖入浏览器即可。 

 

 

 

而 Google 浏览器的安装方式，如下图所示： 
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10.手机上优雅地使用 Pubmed 

 

关注微信公众号：Pubmedplus，然后即可手机页面中点击 pubmed 进入搜索界面。 
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选择“搜索”按钮后，选择相关文献后，可查看其 IF(影响因子)、Cited（被引次数）、Ref（参

考文献）、Fulllink(全文链接，其中 FreeFull 是免费的)、scihub。 
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另外，该搜索引擎还可进行中文搜索，即实现中文输入检索式自动翻译为英文，并进行搜索。

还可通过“一键翻译”将文章摘要直接翻译为中文，准确度高！ 
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实验菜鸟福音：Cell 杂志推出 STAR 

methods 新版块 

作者：子非鱼 

众所周知，实验 protocol 是科研汪们行走科研江湖的神兵利器。而对于初出茅庐的实验菜鸟

而言，要找到一份正确的 protocol 并非易事。网上五花八门的 protocol 让人眼花缭乱，没有

一双火眼金睛就很难辨别一份真正靠谱的 protocol，因而实验小白们经常会被信息不全的

protocol 带到“沟里”而不自知。 
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而近期 Cell 杂志推出了 STAR methods 新版块，则为实验猿们量身打造了一柄绝世好剑，可

谓是为实验猿们在升级打怪的科研之路上提供了必要的装备支撑，真正做到了长剑一握，科

研江湖任你驰骋！ 

 

新版块 STAR methods 的与众不同之处 

 

一直以来，文献中的 Method 部分都被认为是该文章中最难理解和最不感兴趣的一部分，但

是实际上，它所包含的关键信息恰恰是其他研究者用以评论文章结论的最佳标准，以及开展

自己的创新性研究中可借鉴的重要方法。Cell 杂志认为无论是希冀借此文章寻找新的灵感的

跨学科研究者，还是从事相同领域研究的科研者，把握每篇文献中所包含的实验细节的清晰

性和完整性对科研工作的开展都是至关重要的。 

 

但遗憾的是，在现阶段，绝大多数文献中的 Method 部分通常会以“as described in references”

的形式而将实验的详细信息一笔带过，这就迫使研究者需通过查询参考文献来了解实验的种

种细节。为此，Cell 期刊杂志对 Method 进行升级改版为 STAR Methods，即 Stuctured（结构

化）、Transparent（透明化）和 Accessible Reporting（可访问的学术报告）。除了常规的实验

protocol 外，STAR Methods 还会将研究中使用的关键试剂、抗体来源、动物模型以及生物软

件汇总成一个“关键资源表”，让其他研究者对文章中实验方法的相关信息一目了然。 

 

简言之，STAR Methods 即是将期刊发表的经典文献中科学信息流进行无缝整合后，提供一个

直观严谨的实验框架，不仅可使得作者的文章表述变得更加清晰明了，同时也会加深读者对

文章的深入理解。目前，该板块已经应用于 Cell 杂志旗下的几本子期刊，如下图所示： 
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自然，后续 Cell 期刊还会陆续将该板块添加至更多的子期刊中： 

 

 

 

新版块 STAR methods 具体案例 

举个栗子：当某篇 Cell 发表的文章中含有 STAR☆Methods 时，则意味着该文章中已经提供

了实验流程中所有的详细信息，不仅包括标准的实验 protocol，还包括试剂/抗体来源、所使

用细胞株、动物模型等信息。 

 



 

 

1298 

 

 

 

另外，STAR Methods 在整合了文章中使用的所有实验方法后，提供了简单直观的框架列表：

Key Resource Table（关键资源表格）、Contact For Reagent And Resource Sharing（可通过邮件

联系作者获取文章中共享的试剂与资源）、Experimental Model And Subject Details（实验模型

及详细信息）、Method Details（实验的标准化 protocol）、Quantification and Statistical Analysis

（实验结果数据分析）以及 Data And Software Availability（数据来源及相关生物信息软件的

使用），因而研究者可通过点击相关选项进而链接到自己所感兴趣的实验部分： 

 

 

 

在科研实验中，即便是同一种抗体/试剂，公司来源不同则质量不同，这可能与不同公司的
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抗体/试剂的生产工艺有关。而一旦抗体/试剂的可靠性较低，不仅会给实验带来灾难性的结

果，也会让研究者陷入一种不知错在何处的窘境。 

 

但在 Key Resource Table（关键资源整合表格）中，简单的三列表中就已经将抗体/试剂的名

称、购买来源以及货号标注得清清楚楚。研究者可选取相同公司来购买已经过实验验证过的

试剂/抗体，进而可提高的实验的准确率。 

 

 

 

当然，也许有些试剂等资源价格确实昂贵又或者获取途径颇费周折，此时可以借由 Contact 

For Reagent And Resource Sharing 中所提供的邮件信息，来咨询文章作者能否友情提供一些

共享的资源或试剂。此外，对于实验过程中所遇到一些问题也可通过邮件咨询与文章作者进

行探讨。 
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接下来，就是 STAR Methods 中的核心内容：Experimental Model And Subject Details（实验模

型及详细信息）模块和 Method Details（实验的标准化 protocol）。该模块所提供的标准化实

验 protocol 在经过文章作者反复验证后，确实有效可行。更重要的是这些 protocol 也许会对

传统的经典方法进行了一定程度的改进，又或者其本身就是该研究领域中一种新的研究方法，

那么研究者借助这些实验方法不仅可使科学研究事半功倍，也可为后续文章撰写增添亮点。

这也是为什么小鱼喜欢从一些顶级期刊发表的文献中寻找 Protocol 的原因之一。 

 

 

 

其他 protocol 查询方式 

也许更多时候，小伙伴的 protocol 是源自于师兄师姐的亲授真传，但是由于每个人的实验习

惯不同，很可能该 protocol 在传承几代后就不明所以了，然后不求甚解的的师弟师妹们就一

直“错下去”，到头来会导致出现画虎不成反类犬的情况发生。因而，小鱼建议大家寻找靠

谱 protocol，还是向大牛要比较好，这里推荐 7 个靠谱 protocol 网站，相信总有一款适合你。 
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#1：Nature protocol 

 

 

 

该杂志文章倾向于描述详细的实验步骤及注意事项，以便使读者可以快速将该实验方法应用

于各自领域的研究，查询时直接在首页搜索框输入实验技术名即可。 

 

#2：Nature Methods 

 

 

 

该杂志主要发表生命科学领域中新的研究方法或对经典方法有显著改进的相关论文。同样，

查询时直接在首页搜索框输入实验技术名即可。 
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#3： Nucleic Acids Research Methods 

 

 

 

登录网页，可按不同研究领域来查找具体的实验技术。 

 

#4：Springer 出版社的 Methods 系列 

 

 

 

打开 Springer 首页，在“Browse by discipline”一栏选择“Life science”,然后在“Content Type”

一栏点击 protocal,出现以下页面，在搜索框输入关键词查询实验方法。 

 

#5：冷泉港出版社的 Protocols 系列 
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首页显示的 protocals 大分类清楚明了，想查什么技术方法就直接点击，每个大类下面有更

细的分类，例如点击首页“Polymerase Chain Reaction (PCR)”，可以选择具体的 PCR 技术。 

 

#6：google scholar 检索 

 

 

 

pubmed 的文献更新速度比 google scholar 快。但是 google scholar 在检索 protocal 上更显优

势：一是 google scholar 检索结果里有引用次数，一般来说，引用次数高的文献，其技术方

法的可重复性高；二是 scholar 可以检索到专利和书籍里面的技术方法，特别是书籍里面的，



 

 

1304 

 

有很大的参考价值。 

 

#7：生物/医学实验视频杂志 JoVE 

 

 

 

JoVE 全称 Journal of Visualized Experiments，该网站是专门收集实验操作和视频的学术网站。

觉得看 Protocol 很枯燥的同学，可以考虑看看这个。 

 

参考文献： 

1.Empowering Methods，to Empower Scientists 

2.A STAR Is Born 

不了解生信？没关系，手把手教你从 GEO

数据库里挖掘一个课题！ 

作者：大魔狮 

近年来，测序技术飞速发展，在科研中更是十分普遍。大家一定发现，随便翻开几篇文章都

能找到 microarray、RNA-SEQ 等熟悉的字眼，没个高通量测序都不好意思说自己搞了个课题！ 
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然而涉及到这些生信方面的技术，满屏幕的代码，看起来杂乱无章的数据，是否让你头大呢？

科研经费紧张的你是否没有办法涉足大数据科研呢？没有过硬的关系网，是否很难搞到临床

样本做大数据分析呢？ 

 

没关系，让我来教你怎么利用自己的电脑，运用 NCBI 的 GEO 数据库、EXCEL 等软件，傻瓜

式的进行初级的大数据挖掘和分析，甚至找到一个 2-3 分的课题！ 

 

下面以癌症为例，我们可以这么想：紫杉醇（paclitaxel）是一个常见的癌症用药，但是经常

因为耐药性而失去应有的疗效，那么其中的分子机制是否有研究的价值呢？ 

 

首先，打开 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）,如下图选择 GEO Datasets，输入 paclitaxel 

cancer，点击 Search 搜索。 

  

出来以下结果： 
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一共 105 个是 Series，也就是别人做了测序并发文章以后上传到 NCBI 上的数据，后面的是

测序平台、还有各样本的信息，大家有兴趣可以自己摸索以下，这里不涉及了。如果搜索到

的结果较多，你也可以点击页面左侧的 series 来只显示我们需要的条目。我发现第七个搜索

结果有点意思。 
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点进去看看。 
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等我们阅读完摘要和实验组的处理方法，确定该数据符合我们的需求，就可以点击 Analyze 

with GEO2R,进入下面的页面，利用 NCBI 提供的工具进行数据分析。 

 

 

 

接下来，我们点击 Define groups，输入两个分组，分别是 normal 和 resistant，并分别将普通

的细胞系和耐药细胞系点击分入这两组，分组完毕后，点击 save all results，获取两组之间的

差异表达基因（稍等几分钟）。 
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得到如下的结果，把他们全选并复制，粘贴到记事本中，保存为 result.txt。 

 

 

 

接着我们将 result.txt 导入到 EXCEL 中（数据->自文本，选择 results.txt 按默认设置导入即可）。 
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待数据导入完成，我们全选数据表，点击 EXCEL 的筛选功能，准备对数据进行筛选。 

 

 

 

下一步，我们需要对差异表达基因的数据进行进一步的筛选。在这里，我们将 p.value（p 值，

象征着差异的显著性）和 logFC（log2 处理过的 fold change 值，象征着差异的倍数）设定为： 

p.value<0.01, logFC<-2 or logFC>2。即差异表达非常显著，并且差异表达在 4 倍或-4 倍以上。

具体做法参见下图。 

 

筛选 p.value： 
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筛选 logFC： 

 

 

 

最后我们可以在 EXCEL 左下角的状态栏看到，一共筛选出来 46 个条目。 
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让我们回过头来看筛选完的数据表 GB_ACC 这列可以看到很多类似 NM_开头的序号，这些

序号可以在 NCBI 上直接查询到对应的基因是什么，可以认为是该基因的身份证。 

 

 

 

我们尝试一下，将第一个序号放到 NCBI 上搜索： 
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这就是一个在耐紫杉醇细胞中差异表达的一个基因。到这里，其实已经可以作为一个课题的

开头了，但是为了我们高（zhuang）大（da）上（bi）的追求，我们还有很多事情可以做。 

 

给大家带来一个神奇的网站：DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) 

 

这是一个可以做 GO 分析，KEGG 通路分析，基因功能的批量注释等等非常实用的网站，操

作很亲（sha）民（gua）在这里我简单介绍一下用法。 
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点击 Functional Annotation 进入如下页面。把我们刚才筛选出来的数据依下图指示操作，然

后点击 submit list 提交并分析。 
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稍等片刻即可得到分析结果页面： 
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在这个页面里面我们可以看到许多跟我们筛选出来的基因相关的信息，由于篇幅关系，我只

挑一个来做个示范，其他的大家可以自行学习。 

 

我们点击最下方的 Functional Annotation Table 按钮，弹出窗口会出现一个表格（如果没有弹

出，请查看你的浏览器是否屏蔽了弹出窗口），里面囊括了大量我们筛选出来的基因的相关

信息，具体参见下图： 
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最近几年长链非编码 RNA（LncRNAs）研究很火热，正好结果里面有一个 long intergenic non-

protein coding RNA 470(LINC00470)，我们就把他抓住，看看有没有可以挖的课题。 

 

我们将 LINC00470 放到 PUBMED 上进行搜索，发现没有相关的文章！ 

 

 

 

那么下面怎么做，大家懂得，赶紧给老板写开题报告吧，嘿嘿嘿。 

 

谁要想做的留个言，别闷声发大财哦！发了 SCI，记得请我吃鸡腿啊。 

干货 | 师兄，我想用 MEGA 建个树，咋

整？ 

作者：冬至 

师妹：师兄，我想建个树。 

师兄：啥树啊！你家的 family tree 啊？ 
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师妹：师兄，你不要调戏我，我就建一个简单的进化树！这个怎么做啊？ 

  

简单呀，你可以用 MEGA，先去 MEGA 官网（http://www.megasoftware.net/）下载这个软件，

免费的啊。MEGA（Molecular Evolutionary Genetics Analysis ）是一个功能非常强大的分子进

化遗传分析软件，可用于序列比对、进化树的推断、估计分子进化速度、验证进化假说等。

下面师兄给你详细介绍如何利用 Mega 软件构建进化树。 

  

1. 首先将需要进行建树的序列保存为 fasta 格式，并将文件扩展名改为.fasta。 

.fasta 序列格式以“>”开头。“>”后面这一行写名称，回车，下一行写序列，氨基酸序列类似，

所有序列保存在一个 txt 文件中。例如： 

>gene1/speciesname NCBI accession number 

ATCGGCGTAGCTAGATGCTAGTATCGTA 

>gene1/speciesname NCBI accession number 

AGTAGCTAGTGATGTA 

  

2. 点击 Align－－Edit／built Alignment，选择创建一个新的比对，点 OK 

根据要求选择 DNA 或者蛋白质序列 
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3. 打开需要比对的.fasta 文件 

 

 

 

4. 点击 Alignment－Align by Clustal W，选择所有序列，出现下图，所有参数为默认，点击

OK。 
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5. 我们看到在未对齐之前，由于序列长度不一样，有些序列长出来很多，而有的序列在这

些位点全是 gap，为了排除 gap 位点的干扰。我们需要将序列两端对齐。两端以比对上最短

的序列为准，删除其他序列 5’和 3’多余的部分，可以看到在序列比对上的部分，最上面一行

软件标记为“*”，我们需要将没有标记“*”的位点删除，可以用 shift 一起选择没有标记“*”开

始和末端的位点，选好后点击鼠标右键，单击 delete 删除。 

  

 

 

两端对齐之前 
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两端对齐之后 

 

6. 然后点 Data－Export Alignment－MEGA format，选择一个地方保存，输入 Title，关闭多

序列比对窗口，点击 NO。 

  

7. 点击 File，打开刚才保存的.Meg 文件 
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8. 点击 Phylogeny，有 5 个构建进化树的方法，一般选择 MaximumLikelihood（最大似然

法）Neighbor-Joining（邻接法）和 Minimum-Evolution（最小进化法）方法，UPGMA 和 Maximum 

Parsimony 不常用，点 YES，运用当前数据。 

 

 

  

9.在 Test of Phylogeny 选择 Bootstrapmethod；No.of Bootstrap replications 输入 1000；

Mode/Method 核酸选择 Maximum Composite Likehood，氨基酸序列选择 Poisson model；

Rates among sites 选择 Uniform rates；Gaps/Missing Data Treatment 选择 Complete deletion. 

点击 Compute.(一般来说，如果选择同一基因序列长度较一致，物种间情缘关系较近，每种

模型构建的进化树差别不会很大。) 
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10. 选择在 orginal tree 中显示进化树，数字代表 bootstrap 值，一般 bootstrap 值>70 以上

的树具有可信度。工具栏上的不同按钮可以对树进行修饰，如 可以对不同聚类分

支命名； 可以交换聚类的位置； 选择树根，一般来说选择进化地位比较

远的物种作为树根； 选择树的不同表现形式。 
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妥妥的 tree 来了，会了么？最后在 Image 下的 Save as 保存,有 3 种不同的图片格式

（.EMF、.PNG 和.PDF）。如果还需要对聚类图用其它软件进行修饰，建议保存为.EMF 格式。 

群体结构三剑客—structure 入门 

 

作者：Liufan 

Nature Genetics 杂志曾发表了一项基于 Structure（被引用接近 20000 次的牛文）开发的一种

可以用于扫描大量的遗传数据集新的机器学习算法—TeraStructure，引起了不少学者的关注。

该工具可以用于推断个人祖先的遗传组成，识别疾病相关的遗传突变。那么 Structure 又是

何物呢？ 
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Structure 是由斯坦福大学 Pritchard 实验室开发的一款群体结构分析软件，通过该软件，我

们直观了解个体间的分类关系—即可以将某个群体分为若干亚群、群体间是否存在基因交

流以及每个个体混血程度是多少。 

 

 

*图片引自 Ryck 等 

 

Structure 中群体的亚群数被称为 K 值。上图中分别列出了 K=2 和 7 时的结果。图中每一种

颜色代表一个类群，每个个体代表图中的一个小柱状堆叠图，那么我们可以看出有些个体血

统较为纯正，有些则出现了混杂。通过颜色我们便可以对种群中的个体进行不同亚群的划分。 

 

话不多说，接下来奉上软件安装包及教程，最新版本为 v2.3.4，安装包可以向后台索要或自

行下载，下载地址为：http://pritchardlab.stanford.edu/structure.html。 

 

这里笔者会给出一个示例数据，万事俱备，打开软件，点击建立“new project”，输入项目的
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信息（注意这里数据文件要和 select directory 在一个文件夹中），点击输入个体信息、位点

信息、缺失值等信息，完成数据读入。如果数据无误那么软件会显示输入的数据，有误则会

报错。 

 

 

 

数据导入完毕后就可以设置参数了，点击 parameter 下的 new 进行参数设置，length of burn-

in period 需要设置较大的数，这里设置为 100000，保存为 first try。接下来我们需要点击
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project 下的 start a job 开始任务。 

 

 

 

 

这里设置 K 为 1~9，重复次数为 10 次，可以看到点击 start job 后，project 处于激活状态，

软件此时已经开始运行。 

 

运行完毕后，会得到一个 result 文件夹，里面包含有 90 次运行的结果，那么由于之前 K 取
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了 1~9，哪一个 K 值是最佳的呢，这里采用 Evanno 等人的方法进行分析计算。在线分析的

网址为 http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/ 。将 result 文件夹压缩上传即可一键分

析。从而得出最佳的 K 值，最后将结果文件下载保存即可。 

 

 

 

但上述分析给出的只是最佳的亚群数与一些矩阵数据-—即每个样本的血统构成比例。要把

上述数据变成漂亮的堆叠图形的话，还有绘图的步骤。这里需要再处理软件 CLUMPP 处理得

到进一步的结果再进行绘图。绘图中最简单的画法便是使用 excel 将这个结果绘制为堆叠图，

或者也可以使用其他专门的图形化软件，如 Distruct，这里便不一一介绍，只给出 Clumpp 与

Distruct 的下载地址及软件安装包。 

 

Clumpp 下载地址为：http://rosenberglab.stanford.edu/clumpp.html 。 

Distruct 下载地址为：http://web.stanford.edu/group/rosenberglab/distructDownload.html 。 

 

参考文献： 

[1]Pritchard, J. K., Stephens, M., & Donnelly, P. (2000). Inference of 
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population structure using multilocus genotype data. Genetics, 155(2), 

945-959. 

[2]Gopalan, P., Wei, H., Blei, D. M., & Storey, J. D. (2016). Scaling 

probabilistic models of genetic variation to millions of humans. Nature 

Genetics. 

[3]Ryck, D. J. D., Koedam, N., Stocken, T. V. D., Ven, R. M. V. D., Adams, J., 

& Triest, L. (2016). Dispersal limitation of the mangrove avicennia marina 
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[4]Evanno G, Regnaut S, Goudet J. Detecting thenumber of clusters of 
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ceRNA 研究从何起？3 种精确度预测

lncRNA 和 miRNA 结合 

作者：Dr.饕餮 

越来越多的组织或者疾病特异性表达的 lncRNA 被证明通过 ceRNA 的作用发挥功能，成为研
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究热点。功能强大的 ceRNA 也可以发表很好的文章，例如这篇中国学者今年八月发表在

nature communication 的文章： 

 

 

 

研究 ceRNA 的第一步是寻找目的 lncRNA 可能结合的 miRNA，今天，我们就介绍两个在线网

站，使用它们，可以分别从三个层面（预测；实验辅助预测；实验证明，精确度逐步上升）

搜索感兴趣的 lncRNA 可能结合的 miRNA，助大家开启 ceRNA 研究的第一步。 

 

以最早发现功能的 lncRNA HOTAIR 为例，带大家看看怎么寻找与 lncRNA 结合的 miRNA。 
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预测 

预测使用到的是 DIANA 数据库下的在线网站，链接如下： 

 

http://carolina.imis.athenainnovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=lncbasev2%2Findex-

predicted 

 

数据库原文发表在 Nucl. Acids Res 上 

 

Maria D. Paraskevopoulou, Ioannis S. Vlachos, Dimitra Karagkouni, Georgios Georgakilas, Ilias 

Kanellos, Thanasis Vergoulis, Konstantinos Zagganas, Panayiotis Tsanakas, Evangelos Floros, 

Theodore Dalamagas, and Artemis G. Hatzigeorgiou "DIANA-LncBase v2: indexing microRNA 

targets on non-coding transcripts" Nucl. Acids Res. (2016) gkv1270 

 

进入网站后出现以下界面（以下图片点击可看大图）： 
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网站分别可以通过 miRNA，lncRNA 和基因座位预测结合位点，因为我们需要预测 HOTAIR 的

结合，需要在 lncRNA 的框里输入，由下面可知，需要把注释格式换成 Ensemble ID，于是我

们登陆 ensemble 的网站 http://www.ensembl.org 进行查询： 
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得到了带 ENSG 号的 HOTAIRID，返回原来网站，输入 ID： 

 

 

 

果然，下方有选择显示，数据库里面有收录，选择后： 

 

 

 

出现了按评分排序的 HOTAIR 结合 miRNA，有数百的之多，旁边还可以按照细胞系，组织和

癌症等方面细分进行预测。运用这个，我们就可以得到基于序列结合预测的 lncRNA 和 miRNA

结合位点。 
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实验辅助预测 

 

从上面我们看到，预测的 miRNA 太多，怎么样得到更为精确的数据呢？因为 miRNA 的结合

需要 AGO 蛋白参与，一个有效的方法是 lncRNA 上和 miRNA 结合的位点也需要 AGO 蛋白的

结合，加入了这个后，可以让预测更为准确。 

 

基于这个原理介绍的网站是 starbase2.0，链接如下： 

 

http://starbase.sysu.edu.cn/mirLncRNA.php 

 

原文也发表在 Nucl. Acids Res 上。 

 

进入后，我们找到 miRNA-lncRNA interactions 界面 
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输入 HOTAIR 就可以： 

 

 

 

点搜索后，只剩 30 个可能结合的 miRNA: 
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查看具体靶向位点： 
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分别列出了 miRNA 的靶向位点和 AGO 蛋白的结合位点，非常具有可视化。运用这个软件，

可以得出比较准确的 lncRNA 结合的 miRNA，当然，需要注意的是，这一步可能会筛去一些

可能互作的 miRNA，需要和上一步结合来看。 

 

实验证明 

 

最精确的互作当然是实验证明过的互作啦，这个怎么查询，返回第一个网站 

 

 

 

点击下方实验按钮，换到基于实验的模式，再尝试搜素 HOTAIR： 
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只剩两个 miRNA 啦，点进去后可以看到体系和参考文献，确实是已经报道的结合： 
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4 

总结 

在疾病体系中研究 lncRNA，往往不知道怎么研究功能，此时，寻找其结合的 miRNA 就成为

了其中一个突破点。运用以上网站，可以迅速预测不同精确度的 lncRNA 与 miRNA 的结合，

给大家进行 ceRNA 的研究提供帮助。 

9 高通量测序技术 

漫谈 | 研究基因功能的“七大绝招”和

“三板斧” 

作者：唐凌峰 

 

生命科学的研究有很大一部分集中于研究基因及其产物的功能。到底有哪些方法可以用来研

究基因功能呢？本文初步总结为“七大绝招”和“三板斧”。掌握了这“七大绝招”和“三板斧”，

设计实验更容易，看文献听学术报告也更轻松。 

第一招： 天地人合 

无论是学习还是研究，必须遵循的一个原则是“从生活中来，到生活中去”。学习的时候，如

果与日常生活中熟悉的、简单的事情结合起来理解，就可以化繁为简，化难为易。学习的目

的是为了应用，学到的东西，必须应用到日常生活中去。 

怎样研究基因的功能？要回答这个问题，我们先看怎样研究人的功能。假如你是男生，喜欢

上了一个“女生”，可是这个“女生”长得扑朔迷离，帅气中带着妩媚，羞涩中透出豪爽。所以，

你面临的第一个问题就是：TA 到底是男还是女？第二个问题是：TA 是不是学生？如果是的

话，是本校的吗？你不认识 TA 的任何朋友，所以也没法打听。为了回答这几个问题，你决

定翘课跟踪 TA。你发现，白天的大多数时间，TA 去了本校教学楼的教室。你守在教室的洗
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手间旁边，观察 TA 下课的时候上洗手间，去的是男洗手间还是女洗手间。高兴的是，你发

现 TA 去了女洗手间（终于松了一口气）。不过你比较小心，为防万一，你又跟踪她，看她晚

上回宿舍去的是男生宿舍还是女生宿舍。不出所料，她去了本校的女生宿舍。这下你终于放

心了：她是本校的一个女生。 

因为她去女洗手间和女生宿舍，提示她是女的。因为她白天去本校教室，晚上去本校女生宿

舍，提示她是本校女生。上述事例告诉我们：一个人什么时候，在哪里活动可以提示其身份。

同样，基因表达的时间和部位，常常可以提示其功能。例如，如果基因 A 在胚胎发育过程中

表达，成年后不表达，则提示该基因与发育有关。基因 B 在在大脑的海马中表达，而海马与

记忆有关，那么这个基因可能与记忆有关。 

接下来的问题就是：她是哪个系的？她有什么兴趣爱好？你发现，她有两个形影不离的好朋

友。你恰好有同学认识她的这两个朋友。同学告诉你：她两个好朋友都是中文系的，都喜欢

打羽毛球。这时，你基本上就可以认为这个女生是中文系的，爱好之一是羽毛球了。 

以上所述可以归纳为三点：天时，地利，人和。“天时”指基因及其产物什么时候表达，“地利”

指的是基因及其产物表达于哪个部位。“人和”可以进一步引申为两点：1. 近朱者赤，近墨者

黑。就是说一个人会与他经常接近的人相似。基因也是如此，相互作用的一些基因常常具有

类似的功能，它们为了完成同一个功能而通力合作。例如，如果实验发现蛋白 C 与蛋白 D 相

互结合，而基因 D 是某一信号通路的受体，则基因 C 可能也是该信号通路的成员。2. 近猪

者吃，近墨者喝。就是说一个人不仅会经常接触与自己类似的人，还经常接触自己的工作对

象。例如，一个经常与学生接触的人，既可能是学生（近朱者赤），也可能是老师（近猪者

吃）。同理，与一个基因接触的其它基因或者物质，也可能是其作用的对象。例如，如果蛋

白质 F 与 DNA 结合在一起，则提示其对 DNA 发挥作用，可能参与 DNA 复制、转录等。 

“合”指的是合理。亿万年的进化使不合理的基因基本上都被淘汰了，所以存在的基因其功能

必定是合理的，至少具有合理性的一面。合理的表现就是能够促进个体的生存和繁衍。合理

遵循两个原则：一，经济原则。生物不会浪费物质和能量在一个无用或者冗余的基因上。凡

是一个基因可以实现的功能，没有必要用两个基因。二，有效原则。基因的功能应该促进而

不是损害生物的生存和繁衍。根据合理性原则，无需任何实验证据，我们不难想到非编码 DNA

序列是有用的，不是无用的垃圾。 

第二招：患得患失 

有人说，金钱不是万能的，但是没有金钱是万万不能的。那么，金钱到底有什么作用呢？有
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两种方法可以知道答案。第一种方法是你去一个陌生的地方，突然钱包被偷，所有的现金、

信用卡和可以换钱用的物品都没有了。此时，你就知道钱的作用是什么了。第二种情况是你

买彩票突然中了一千万，很快，你也可以知道钱的作用是什么。得到和失去，都可以让我们

知道事物和人物的功能，而其中失去更为有效。 

得，指的是基因的过表达（Overexpression）；失，指的是基因敲除（Knockout）或者低表达

（Under-expression）。例如研究的假说是基因A与记忆力呈正相关，那么可以这样设计实验：

先过表达基因 A，预期结果是记忆力增强，再降低基因 A 的表达水平，或者完全敲除（如果

不是 lethal 的话），预期结果是记忆力减弱。一个高质量的实验设计，一般应该“患得患失”，

两方面的实验都要做。 

我们不仅要“患得患失”，还要“斤斤计较”。因为过表达或低表达的水平不同，表型改变可能

也不同，甚至看不到表型改变。例如，用 RNAi Knockdown 一个基因的表达水平的 70%也许

看不到任何变化，但是 Knockdown 90%就能观察到表型改变了。所以，当过表达或者低表达

研究基因却没有得到预期结果的时候，就需要考虑基因表达水平的变化是否不足。 

有时即使完全敲除一个基因也看不到任何表型的改变，此时也不能下“研究基因与研究表型

无关”的结论。这就好比一个桥有十个桥墩，如果只去除掉桥墩 4，在非过负荷的情况下，桥

可能不会倒塌，可以正常通车。可是，如果先去除掉桥墩 5，再去除桥墩 4，桥就会倒塌了。

我们能够认为桥墩 4 是无用的吗？当然不能。桥墩在这里好比处于同一个通路具有相似功

能的基因，桥是否可以通车好比基因的表型是否正常。所以，在敲除一个基因 A 看不到表型

改变的情况下，可以在基因 B（与 A 的功能具有相似性，或者是上下游的基因）敲除的动物

模型上敲除基因 A，观察敲除后是否有变化。 

有时候，全身性的过表达、低表达或者基因敲除会出现我们不想要的结果。例如，全身性的

基因敲除会致命。为了解决这个问题，现已开发出许多种组织特异性和时间特异性的过表达、

低表达和基因敲除技术，使得基因调控更加准确。 

第三招：上下求索 

基因需要经过转录为 RNA、翻译为蛋白质至少两步才能发挥功能。所以，研究一个基因的功

能，就可以在 DNA、RNA 和蛋白质的水平分别进行研究。DNA 的水平相同，不代表 RNA 的

水平相同；同样，RNA 的水平相同，不代表在蛋白质的水平相同。哪怕就是在 RNA 水平，

还有不同的剪切的可能。 
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一个基因翻译成蛋白质之后，常常需要同其它的基因及其产物相互作用才能发挥功能。例如

基因 S，翻译成蛋白质 S，如果它是配体，就需要和受体结合，然后受体激活信号通路。如

果 S 鉴定出来了而其余的通路基因没有鉴定出来，那就可以研究上游的配体和下游的信号通

路基因分别是什么。一个转录因子，常常可以激活或抑制一系列基因的表达，究竟可以控制

哪些下游基因，也值得研究。蛋白质发挥功能，常常会有正性调控和负性调控因子。从上游

来看，哪些基因及其产物可以促进或抑制研究基因的表达水平？具体机制是怎样的？从下游

来看，哪些基因及其产物可以增强或者减弱研究基因的功能？具体机制是怎样的？这些都可

以研究。 

所以，研究一个基因，就可以在不同的表达水平和不同的作用水平上“上下求索”。 

第四招：背井离乡 

背井离乡，指的是 misexpression，就是在非正常时间、非正常位置、非正常物种（时间、地

点、人物）表达一个基因。如果在正常情况下，研究基因具有特定功能，而且在非正常时间、

非正常位置和非正常物种间表达的时候同样导致该功能，则我们下“该基因具有该特定功能”

的结论就更有把握。 

值得注意的是，misexpression 不产生预期表型，并不能认为研究基因与该表型无关。因为一

个基因发挥作用，需要很多其它基因的帮助。如果 misexpression 的部位、时间、物种缺乏该

基因发挥功能需要的辅助基因，或者多了可以抑制该基因功能的其它基因的表达，则可以导

致预期表型无法产生。如果 misexpression 产生了某一表型，不代表该表型是该基因的正常

功能，原因同上。所以，misexpression 告诉我们：该基因“可以”做什么，不代表该基因实际

上做了什么。打个比方，我们把一个教授放到农村去，他没法接触到做科研需要的设备、文

献等，而且迫于生计，他不得不自己种田维持生存。我们能够下结论说：教授的社会职能是

种田吗？当然不可以。但是我们可以说：教授是“可以”种田的。 

 

第五招：内外兼修 

体外实验（In vitro）简单便捷，可以很快得到结果。可是，体外实验的条件和体内的情况不

一样，体外实验得到的结果一般还需要体内实验（In vivo）来验证。“内外兼修”指的是既做

体外实验， 又做体内实验。这一招不是太常见，有些文章不一定同时做体内和体外实验。 
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第六招：十面埋伏 

当你论证一个观点的时候，可能会有人反驳你。一篇好的文章，必须提前想到这些反驳，并

通过做相应实验设下“埋伏”，反驳这些可能的反驳；此外，还应通过类似实验重复验证来增

加结论的可靠性，这就叫做“十面埋伏”。 

中医诊治病人，需要“望闻问切”，把四种方法得到的信息综合起来才能做出正确的诊断，这

叫“四诊合参”。（题外话：电视剧里仅仅通过望诊或者仅仅把脉就开药的中医，基本上都是

骗人的。实际生活中遇到这样的中医，可以判断为江湖游医。）历史学上有一个说法叫做“孤

证不立”，就是说如果只有一条证据支持一个论点，那么这个论点是不可靠的。生活中，如

果有一个人说某人有问题，他不一定真的有问题。可是如果很多人都说他有问题，那他就很

可能真的有问题了。 

如果仅仅从一篇文章的角度来考虑，做这么多的实验不是很有必要。例如，做了第一个实验，

结论成立的可能性是 80%，做了第二个，可能性上升到 95%。可是，科研是积累性的，你的

结论是别人推理的基础，你推理的基础则是前人的结论。假如 A1 引用了你的文章，A2 又引

用了 A1 的文章，如此反复一直到 A10。如果每篇文章结论正确的概率是 80%，则 A10 文章

结论正确的概率是 0.8010=10%，如果每篇文章结论正确的概率是 95%，则 A10 文章结论正

确的概率是 0.9510=60%。差别从一开始的 15%，变成 6 倍了。所以，多做实验增加结论的

可靠性，对于科学的长期发展是至关重要的。 

看文献的时候，你会发现作者做了一大堆实验，这么多的实验就像唐僧在你耳边念经一样，

把你弄得晕头转向。为了提高看文献的效率，一般只看关键实验，次要的实验可以略过。当

你做学术报告时，由于时间有限，只报告关键实验。等到观众提问时，这些次要实验就可以

派上用场了。例如，听完你的报告，有听众提问说：“我觉得你的结果还有两种可能的解释，

包括。。。你怎样得出这个结论的呢？”此时，你就可以从容自若的说：“这是一个很好的问题。

针对第一种可能，我们做了 XX 实验，结论不支持这个可能。针对第二种可能，我们做了 XX

实验，发现。。。” 看到了吧？这就是“十面埋伏”的妙处。 

第七招：一网打尽 

如上所述，每一个基因都有作用于它的上游基因，也有受它作用的下游基因。每一个上游基

因和下游基因又分别有自己的上下游基因。除了上下游基因及其产物，细胞内、机体内的其

它物质例如离子等也都会作用于基因自身。用马哲的观点来说就是联系无处不在，无时不有。
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这些联系构成了一个复杂的网络。目前生命科学的一个发展趋势就是研究基因网络。所以，

研究一个基因的功能，还可以构建出它所处的网络。 

三板斧：天时地利，患得患失，十面埋伏 

为了增加适用范围，上面一共总结出了七大绝招，但却不够简练。一个研究或者一篇文章，

常常只用到其中的一部分。为了更加简洁，可以总结为最重要的“三板斧”：天时地利，患得

患失，十面埋伏。“天时地利”，指的是基因何时何地表达。“患得患失”，其中“患失”比“患得”

重要得多。“十面埋伏”，指的是立体论证。基本上，每一个研究都离不开这三板斧，上述文

章就是一个很好的例子。而只要学会这三板斧，就可以做大部分科研了。所以，科研就是这

么简单！ 

10  CRISPR 技术 

盘点这些年的基因敲减技术 

作者：老谈 

 

 
 
  这是最早的敲减方法，也就是通过同源整合的方式定点将基因敲除的方法。 

 原理：自杀质粒通常为 R 质粒的衍生质粒，常有宿主范围广的特点，具有接合转移基

因。它的复制需要一种特殊的蛋白，大多数细菌不产生这种蛋白质，因此，当进入寄主

细胞时，要么不能复制，被消除，要么被整合入染色体上，和染色体一起复制。 



 

 

1348 

 

 

  利用自杀质粒的这个特点，将基因工程技术构建的基因缺失的 DNA 片断，克隆入

自杀质粒，利用缺失基因两端的同源片断，定位自杀质粒的整合位点。利用同源性 DNA

片断可发生重组的原理，构建精确基因缺失菌株。在多数情况下，利用自杀质粒，可随

心所欲缺失大多数基因的任何部分。这种方法现在也还有人在使用，通过同源的重组可

以随心所欲地敲减掉基因或者插入基因，但是这并不是最佳的方法。 

  后来随之出现的就是传说中的“siRNA”的方法，RNA 干扰现象是 1990 年由约根森

（Jorgensen）研究小组在研究查尔酮合成酶对花青素合成速度的影响时所发现的。即用

小片段的 RNA 把 RISC（RNA 沉默复合体）来对基因进行沉默，在这个方法的基础上衍

生出了“shRNA”和慢病毒敲减等等的方法。RNA 干涉（RNAi）在实验室中是一种强大的

实验工具，利用具有同源性的双链 RNA（dsRNA）诱导序列特异的目标基因的沉寂，迅
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速阻断基因活性。但敲减效率也往往是 RNAi 的一个软肋。 

 

  然后，由于发现了锌指蛋白能特异性识别 DNA，锌指核糖核酸酶（ZFN）由一个 DNA

识别域和一个非特异性核酸内切酶构成。DNA 识别域是由一系列 Cys2-His2 锌指蛋白

（zinc-fingers）串联组成（一般 3~4 个），每个锌指蛋白识别并结合一个特异的三联体碱

基。利用这种特性在串连的锌指核酸酶尾部加上了剪切酶，于是就产生了 ZFN 这种技

术。自此，蛋白对 DNA 序列的识别就引入了基因敲减这个技术的行列。但据报道，ZNF

的脱靶效率会比较高，所以这项技术的完善也还有很长的路要走。 
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  ZFN 技术虽然高大上，但是并不是那么稳定，于是根据这个思路，研究发现，

Xanthomonas TAL 蛋白核酸结合域的氨基酸序列与其靶位点的核酸序列有较恒定的对

应关系。研究者们利用来自 Xanthomonas TAL 的序列模块，构建针对任意核酸靶序列的

重组核酸酶，在特异的位点打断目标基因，敲除该基因功能。成功解决了常规的 ZFN 方

法不能识别任意目标基因序列，以及识别序列经常受上下游序列影响识别特性的问题，

使基因敲除变得简单方便。就产生了 TALEN (transcriptionactivator-like (TAL) effector 

nucleases)技术。 
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  在蛋白识别DNA这种理论的基础上，最新的技术就是CRISPR技术。CRISPR（Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats），是最近几年才发现的原核生物中的调

控 RNA，第一次是在 1987 年在大肠杆菌中有报道，到 2000 年时，有人证实了目前为

止，已有 40%已测序的细菌和 90%已测序的古细菌中有报道。CRISPR 含有一个与噬菌

体和质粒同源的短的重复序列，通过对外来同源的 DNA 作用对噬菌体有抗性，影响质

粒的连接，是原核生物的免疫系统一部分。 
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 CRISPR sequences 是一个高度多变的 DNA 序列，常包含一个 550bp 的 leader 序列和一系

列重复单位（repeat-spacer units）。重复序列长度在 24-48bp，他们通常会形成二重对称，因

此会形成如发夹结构的二级结构，但不是回文结构，重复次数最高可达 250 次。 
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  CRISPR/Cas 系统中 crRNA 与 tracrRNA（反式激活的 crRNA）形成嵌合 RNA 分子，即

单向导 RNA（Singleguide RNA,sgRNA）。sgRNA 可以介导 Cas9 蛋白在特定序列处进行切

割，形成 DNA 双链断裂（Double-Stranded Break, DSB），完成基因定向编辑等的各类操

作。 

 

  近年来 TALEN、ZFN 和 CRISPR/Cas 三大基因定点修饰技术已经广泛应用于生命科学

与医学的各个方面，包括但不局限于转基因动植物模型的构建、基因治疗及转基因育种

等。虽然 TALEN、ZFN 和 CRISPR/Cas 三种技术在技术细节上有着各自独一无二的特色，
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但它们在各类应用中的基本模式却是相似的。相信将来，基因的敲减技术，还会有突飞

猛进的进步! 

Cell 牛文，一图看破 CRISPR 操作系统 

作者：麦子 

 

近日，Cell 发表了一篇名为“SnapShot: CRISPR-RNA-Guided Adaptive Immune Systems”的精华文

章，用一张图，就全解析了 CRISPR 系统的“中心法则”。今天就让麦子带大家分解此图，真正

掌握时下这个可以对人、老鼠、斑马鱼、细菌、果蝇、酵母、线虫和农作物等细胞内的基因

进行精确编辑的热门技术之精髓： 

 

细菌和古细菌已经根据 CRISPR（规律成簇的间隔短回文重复，Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats）位点和多样化 CRISPR 相关（CRISPR-associated，Cas）基因，进化
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出了复杂的 CRISPR 适应性免疫系统。CRISPR 系统可以分为三种类型（I-III）及至少 11 种不

同的亚型（I-A~I-F，II-A~II-C，III-A~III-B）。但是所有的 CRISPR-Cas 免疫系统都是通过主要的

三个阶段来行使功能： 

外来 DNA 的采集 

CRISPR RNA 的生物合成 

靶向干扰 

第一阶段：外来 DNA 的采集（Foreign DNA Acquisition） 

 

宿主通过 Cas 蛋白来识别外源核苷酸，入侵细菌的短片段 DNA 称为 protospacers，它们作为

间隔区序列插入到了宿主的 CRISPR 位点。在 I 和 II 型系统中，protospacers 选择自入侵 DNA

旁出现 PAM 的区域（PAM：protospacer adjacent motif，对于 CRISPR 结合至关重要）。一般

protospacers 通过包含 Cas1、Cas2 和游离 3'-羟基等元件的机制连接在 CRISPR 位点的前导区

(Leader)。Protospacer 的整合也伴随着末端重新序列复制，这可能涉及宿主聚合酶和 DNA 修
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复机制。 

第二阶段：CRISPR RNA 的生物合成（crRNA Biogenesis） 

 

CRISPRRNA 的生物合成从转录开始，接下来是初级转录产物 pre-crRNA 加工生成一类短的

CRISPR 衍生 RNAs（crRNAs），每一个都包含与之前遇到的外源 DNA（Spacer 序列）对应的互

补序列。crRNA 导向序列的两侧是相邻重复序列区域。在 I 型和 III 型系统中，初始 CRISPR 转

录产物会被 CRISPR 特异性核酸内切酶（Cas6 或 Cas5d）在重复序列位点内切割。在许多 I

型系统中，重复序列是回文结构的，Cas6 可以稳定连接在 crRNA 3'端茎环上。而在 III 型系

统中，Cas6 短暂与 CRISPRRNA 连接，crRNA 的 3'端会被未知的核酸酶进一步处理。 

CRISPRRNA 的加工在 II 型系统中依赖于包含一个与重复序列互补序列的反式作用 crRNA 

(tracrRNA)。这些双链的区域在 Cas9 存在时可以被 RNaseIII 加工，靶向干扰需要 tracrRNA 和 

crRNA 的同时存在。II 型系统中的这两个 RNAs 可以融合成一个 sgRNA，目前，II 型系统是我

们研究的“火力”较为集中的系统，而 Cas9 已经变成了在多种细胞类型和组织中靶向基因编

辑的强大工具。 

第三阶段：靶向干扰（Target Interference） 
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成熟的 crRNAs 指导 Cas 蛋白到互补靶标，靶序列由特异性的 Cas 核酸酶降解，但不同的

CRISPR 系统降解机制存在差异：I 型和 II 型系统都可以靶向包含 PAM 和 protospacer 互补序

列的 dsDNA 底物。在 II 型系统中，靶标的降解是通过单一的蛋白 Cas9 和两个 RNAs 来实现

的，而在 I 型系统中，则依赖于包含多个亚型的复合物，可以结合 dsDNA 并招募 Cas3，Cas3

是一个反式作用的核酸酶，经常融合到依赖于 ATP 的解旋酶上。类似于 I 型系统，III 型系统

也同样依赖于探测目标的多亚基复合物，这些复合物展示出了内源性核酸酶活性，依赖于转

录方式降解互补的 RNA、靶向 DNA，不过 III 型系统不依赖于 PAM 进行靶标位点的识别，而

是通过碱基互补配对，导向序列延伸至 crRNA 信号 5'handle 的核苷酸进行识别（CRISPR 位

点包含与导向序列，5'handle 互补的序列），并阻止靶向裂解。 
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关闭颈环 

 

在 I 型系统中，复合物靶向结合会导致 Cas3 介导的靶向降解（直接干扰）或最初采集，这其

中涉及 crRNA 导向募集 Cas3、Cas1 和 Cas2 到外源 DNA 处，引起新一轮的快速采集。II 型

系统中虽然未观察到最初采集，但 Cas9 是 protospacer 正确筛选的必要元件，这表明在靶向

干扰与外源 DNA 采集之间存在一种功能性联系。近期，多种可以产生 anti-CRISPRs 蛋白的病

毒编码基因已经证明了可以干扰 CRISPR 的不同阶段，这将颠覆 CRISPRs 系统。 

衍生阅读：anti-CRISPRs 

在 9 月的 Nature 文章：“Multiplemechanisms for CRISPR–Cas inhibition by anti-CRISPRproteins”
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中，研究人员确定了三种 anti-CRISPR 蛋白：AcrF1、AcrF2 和 AcrF3 的功能机制，验证了它们

通过不同的机制抑制 CRISPR–Cas 的活性。AcrF1、AcrF2 可以通过与不同的蛋白质亚基互作，

利用了空间或非空间抑制模式来阻断了 CRISPR–Cas 复合物的 DNA 结合活性，AcrF3 通过结

合 Cas3 酶-核酸酶，阻止其招募到结合 DNA 的 CRISPR–Cas 复合物上来起作用。这是首次证

实了蛋白质相互作用可以调控 CRISPR–Cas 的活性。 

 

A model summarizinganti-CRISPR mechanisms 

这些已知和尚有待发现的 Anti-CRISPR，将为认识和操控 CRISPR–Cas 系统提供大量有价值的
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工具。我们期待研究者可以更多的给我们呈现相关机制！ 

信息来源： 

SnapShot: CRISPR-RNA-Guided Adaptive Immune Systems 

Multiple mechanisms for CRISPR–Cas inhibition by anti-CRISPR proteins 

姿势 | 对你爱爱爱不完的 CRISPR/Cas9... 

作者：明朝 

 

 

（不要问我为什么不把郭天王的女友放上，网上图片太多，我实在是找了 N 久，都不知道哪

个是！） 

要说 2015 年生物医药领域最火的两个词，那绝对是 CRISPR/Cas9 和 CAR-T，并且可以预见

2016 年它们将继续吸引我们的眼球。2012 年才首次报道 CRISPR/Cas9 可用于基因编辑，到

2015 年开始风靡全球，它的发展速度令世界瞩目。 

基因编辑能够对基因进行精确操作，并且以高效率，低成本的优势实现基因定点删除，突变，

敲入等。 目前 CRISPR/Cas9 的主要应用领域是基因敲除，在基础研究领域它已经展现了强

大的优势，但是在临床应用中，它的应用仍然受到局限，一般在进行临床试验之前，医生和
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监管机构必须确保 Cas9 酶不会引起非目标基因组的损伤，即脱靶效应。 

CRISPR 的脱靶效应是大家最为关注的问题，2015 年 11 月 30 日，《science》杂志上张锋团队

宣布，通过改变构成化脓性链球菌 Cas9 酶的约 1400 个氨基酸中的 3 个氨基酸，将“脱靶编

辑”显著减少到无法检测到的水平。他们将这个新的酶命名为eSpCas9 （ “enhanced specificity” 

Streptococcus pyogenes Cas9），不同于其它降低 CRISPR/Cas9 系统错误率的方式，这些新酶的

使用不需要改变许多研究人员现在参照的 CRISPR/Cas9 系统的 protocol。这将为 CRISPR/Cas9

的临床应用打下很好的基础。 

                  

另外 CRIPSPR 的强大不仅仅体现在敲除，它更可以进行基因敲入，但因为敲入技术还不是很

成熟，用 CRISPR 在受精卵中靶向敲入（KI）大片段并不容易，所以应用还比较受局限。研究

人员将 CRISPR-Cas 与单链寡聚脱氧核苷酸（ssODN）结合起来，在大鼠基因组中进行了基因

敲入。质粒构建示意图如下图所示： 

 

他们把引导 RNA（gRNA）、Cas9 信使 RNA 和长 ssODN 注射到大鼠受精卵，在基因组的 Thy1

位点实现了 GFP 敲入，示意图如下图所示： 
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除了以上对 CRISPR 技术进行的改进，已经有研究人员考虑将 CRISPR 技术引入农业和改造生

态系统，例如：对小猪进行改造，生产抗病小麦和水稻，遗传改造去角牛、抗病山羊和富含

维生素的甜橙，消灭携带病原的蚊子或虱子等。虽然以上的 CRISPR/Cas9 进展激动人心，但

是最令人兴奋的莫过于,CRISPR/Cas9 技术和 CAR-T 技术的结合。正所谓双剑合璧，天下无敌！ 

    

CAR-T(Chimeric Antigen Receptor T-Cell Immunotherapy), 嵌合抗原受体 T 细胞免疫疗法, 已经

接过癌症免疫治疗的大旗，在急性白血病和非霍奇金淋巴瘤的治疗上有着显著的疗效，被认

为是最有前景的肿瘤治疗方式之一 

一个典型的 CAR-T 治疗流程，主要分为以下五个步骤。  
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分离：从癌症病人身上分离免疫 T 细胞。 

修饰：用基因工程技术给 T 细胞加入一个能识别肿瘤细胞并且同时激活 T 细胞的嵌合抗体，

也即制备 CAR-T 细胞。 

扩增：体外培养，大量扩增 CAR-T 细胞。一般一个病人需要几十亿，乃至上百亿个 CAR-T 细

胞（体型越大，需要细胞越多）。 

回输：把扩增好的 CAR-T 细胞回输到病人体内。 

监控：严密监护病人，尤其是控制前几天身体的剧烈反应。 

 

现阶段，基因编辑技术对医疗领域的最大突破在于对 CAR-T 细胞进行编辑，从而提高 CAR-T

细胞治疗的疗效，减少副作用和降低成本，CRISPR/Cas9 可以定向整合 CAR 基因，解除 CAR-

T 本身成瘤风险；同时，结合 PD1 抗体等免疫检查点药物的优势，可以在 CAR-T 细胞中敲除

PD1 等免疫检查点抑制基因，达到或超过 CAR-T+免疫检查点药物的效果；另外，免疫排斥一

直都是困扰大家的难题，所以现在的 CAR-T 治疗一般都是从病人体内分离 T 细胞，然后再回

输到病人自身体内，以避免免疫排斥的发生，所以我们可以考虑利用 CRISPR/Cas9 技术敲除

引起免疫排斥的相关基因，大批量生产异体 CAR-T 细胞，进行大规模生产和标准化治疗。 

2015 年 5 月，Juno Therapeutics 宣布与 Editas medicine 合作，致力于基因编辑在 CAR-T 和

TCR 肿瘤免疫治疗领域的应用，这也是 CRISPR 基因编辑领域规模最大的研发合同。可以预

见未来的几年内，CRISPR/Cas9 将和肿瘤免疫一起，对生物医药行业产生巨大的影响。 

此外，CRISPR/Cas9 不仅被细胞治疗领域相中，中科院生化所的李劲松研究员已经应用 CRISPR

打造出了“人工精子”，但是该技术目前的效率还很低，获得的受精卵只能培养出 20%的健康

后代，离将其应用到人类身上还有很长的一段路要走；同时，它现在也被科学家考虑应用于

人类胚胎，但是由于涉及伦理问题，所以目前进展缓慢，一旦有了规范化的流程，及严格的

审核条件，那么将 CRISPR/Cas9 技术应用于纠正胚胎的遗传疾病将会对人类产生深远的影响！ 

综上所述，CRISPR/Cas9 基因编辑技术在基础研究，细胞治疗的基因改造，临床前的动物模

型的构建，改良动植物的性状，以及农业，生态环境的改善等都有着及其广泛的应用前景。 

参考阅读：Rationally engineered Cas9 nucleases with improved specificity. 
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ssODN-mediated knock-in with CRISPR-Cas for large genomic regions in 

zygotes。 

 

图解 | Cell 三篇牛文详解 CRISPR 两大家族 

 
作者：子非鱼 

 

Cell 杂志三篇牛文对 CRISPR 系统及操作进行了详细地归纳总结，可让大家真正掌握 CRISPR

基因编辑技术之精髓。 

CRISPR 两大家族 

CRISPR-Cas 系统是原核生物中的适应性免疫系统，而基于效应蛋白可分为两个不同的类

别:Class 1和 Class 2。其中，Class 2 系统（尤其是基于核酸酶 Cas9的系统）已成为最

热门的基因编辑工具。 
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1 类 CRISPR 家族 

Class 1系统被分为 3个类型、12个亚型（如下图）。多种细菌和古细菌中均含有该类系统，

比如嗜热微生物中富含 1类 III型 CRISPR-Cas系统。 

 

除了常见的 Cas蛋白外，1类 CRISPR-Cas系统中还有一些其他辅助性蛋白，如逆转录酶（RT）、

CARF蛋白家族。 
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该系统在形成获得性免疫记忆时，除了一些不走寻常路的 III-B 系统（对逆转录酶情有独

钟），其他的则是完全仰仗 Cas1和 Cas2这两个左膀右臂，尤其对 Cas1的核酸酶活性十分依

赖。通常 Pre-crRNA 会携手 Cas6e/ Cas5d 进化为成熟 crRNA，并结合相应蛋白组装成复合

物形式；而后在外源分子入侵时，复合物会招募御用的 Cas3 核酸酶对“侵略者”进行切割

瓦解。 

 

正所谓，道高一尺魔高一丈。外源“侵略者”也不是好欺负的，为了抵抗细菌的这套 CRISPR

免疫系统，已有某些噬菌体能够编码多种抗 CRISPR蛋白（Anti-CRISPR Protein），来进行

免疫逃逸。 

2 类 CRISPR 家族 
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目前，2类 CRISPR-Cas系统被分为 3种类型、9个亚型。该系统的大多数会编码 Cas1、Cas2

和一些辅助蛋白如 Cas4，而只有 VI型系统独树一帜，仅由 CRISPR阵列和效应蛋白组成。 

 

2 类系统主要有 3 类效应蛋白：RuvC 样核酸酶结构域（RNA 酶 H 折叠）、HNH 家族核酸酶和

HEPN 超家族的两个核糖核酸酶结构域。且不同于 1 类 CRISPR，CRISPR/Cas9 系统在清除外

源基因的过程中有着特殊的机制：首先需要 tracrRNA，其次需要体内 RNaseIII的参与。 
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另外，对外源基因常被 CRISPR/Cas9系统 KO的方式如下：1）tracrRNAs和 pre-crRNA 中的

重复片段区域杂交，Cas9 和 crRNA-tracrRNA结合；2）RNase III 从 spacer的 5’端开始

剪切，产生不同类型的成熟的 crRNA-tracrRNA-Cas9的复合物；而后复合物通过 PAM位点与

相匹配的外源基因结合并剪切。 
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目前 2 类系统主要应用于以下三个方面：1）基因编辑，包括基因敲除、基因敲入以及引发

突变；2）基因调控以及递送各种功能的部件（如转录因子）到 DNA中特定的位置；3）靶向

ssRNA。 
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参考文献：1、SnapShot: Class 1 CRISPR-Cas Systems 

2、SnapShot: Class 2 CRISPR-Cas Systems 

3、SnapShot: CRISPR-RNA-Guided Adaptive Immune Systems  

 

科研老司机的套路哲学（五） 

作者：子非鱼 

 

Ngage 目前仍没有人重复出结果，所以现在的基因编辑还是要靠老司机 CRISPR 出马。今天

就说说 CRISPR 的实验操作流程。 

2016 年 5 月，韩春雨及其 Ngago 基因编辑技术火速刷屏了科研届的朋友圈，然而时隔两个

月，因该技术的重复性差，使得韩教授再次走到风口浪尖。方舟子也借此发表了他的“高谈

阔论”，一时间是非真相扑朔迷离。而近日，韩教授也全面公开了详细 protocol 以帮助其他

人的重复实验工作，在此小鱼也真心期望这项技术的确真的切实有效。 

既然说到DNA引导的基因编辑，就不得不提到其他的以RNA引导的基因编辑——CRISPR/Cas9。

相比 Ngago，CRISPR 系统自横空出世后，便使其“前辈”—锌指核酸酶（ZNF）、TALEN 技术乏

人问津；且其强大编辑功能在历经千锤百炼之后仍在不断升级进化——目前为了实现更精准

的基因编辑，已由日本科学家们完成了该系统进行单个碱基编辑的进化。 

那么为了让广大的科研汪们体验一把上帝造物的感觉，小鱼就将 CRISPR 的实验操作流程分

享给大家。 
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sgRNA 设计 

因 CRISPR 系统的靶点由 19 个碱基构成，靶点前面为转录起始信号 G，靶点后面为 PAM 序

列——NGG。因而在设计基因敲除时，可在基因的起始密码子（ATG）附近及下游查找 GN20GG

序列作为靶点。如果没有合适的序列，也选择 N20GG 序列作为靶点，构建载体时，人工加

上一个 G 作为启动信号。 

举个栗子，以人的 MET 基因（GeneID: 4233）为例，可选的靶点如下： 

 

Note:1）一般建议构建 2-3 个靶点的基因敲除载体，再从中选出敲减效率较佳的靶点 

2）Cas9Nicknase 需要挑选成对的靶点。一般在正义链和反义链上分别挑选相距 20-30bp 的
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靶点配对。 

其次，需要设计识别靶位点的一对 DNA oligos。将靶位点的 23 至 250bp 的外显子序列输入

到以下在线设计的工具（1、麻省理工学院的 CRISPR Design：http://crispr.mit.edu/；2、德国

癌症研究中心的 E-Crisp：www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr）的 Input 框中。而后，依据

score 的高低选取合适的 Guide 序列。根据酶切方式，选择合适接头，以 Bbs1 酶切为例： 

 

 Note:a）合成的寡核苷酸质量对于能否成功构建载体至关重要，请务必委托值得信赖的公

司进行合成。b）必须 PAGE 纯化寡核苷酸。 

构建表达 sgRNA 的 Cas9 质粒（以 pGK1.1 为例） 

Oligo DNA 退火反应：用水将合成后的 2 条单链 oligoDNA 稀释成 100uM，按以下体系配制退

火反应体系： 

 

 

将上述体系瞬时离心后，置于 PCR 仪中，95℃孵育 3min，自然冷却 20min 后，链接至载体

中。 
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将连接产物转染 DH5a 高效感受态细胞，因 pGK1.1 的抗性为卡那霉素抗性，筛选后的阳性

克隆，需要测序验证序列的正确性。 

转染靶细胞并进行阳性克隆筛选 

转染前用去内毒素试剂盒进行质粒抽提，确保质粒浓度>=2ug/ul 浓度。再取 4-7ug 进行转染

靶细胞（贴壁细胞的数量为 1×106—3×106，悬浮细胞数量为 3×106—5×106）。如果细胞用脂

质体转染困难，则推荐使用电转法。 

然后，在转染 48h 或 72h 后提取细胞基因组 DNA，用提前设计好的检测 On-target 或 Off-

target 引物（上游引物在靶位点约 100bp，下游引物在靶位点约 200bp）对目的片段进行 PCR

扩增。 

检测突变体及阳性克隆测序 

1）测序评估 

 

将 PCR 产物连接进 T 载体中，转化进 DH5a 细菌，随机挑取 15-20 个单菌落进行测序，评估

目标片段被切割后碱基变化和切割效率。 
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单克隆测序比较 

2）PAGE 胶检测突变体 

制备非变性 PAGE 胶，检测 PCR 产物，检测 On-target 或预测的 Off-target sites 位点（可选方

法）。 

  

PAGE 胶检测突变体模式图 

3）稀释法筛单克隆 

如果选择的质粒中含有荧光标记，可用流式细胞术直接分选带有荧光的细胞；或者也可将转
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染的靶细胞从 A1 孔（细胞原液约 1000 个细胞/孔，数量根据细胞状态进行调整）至 H1 孔

对半稀释，然后第一列再横向对半稀释，并用荧光显微镜观察细胞克隆生长情况，选择带有

荧光的克隆，提取部分细胞的基因 DNA 进行 PCR 扩增，在琼脂糖凝胶电泳后将 PCR 产物直

接送去测序。 

 

至此，即可获得相应的基因敲除细胞。 

此外，小鱼温馨提示，在做 CRISPR 实验之前，请您务必做好以下验证实验： 

A、单细胞生长情况，确保单个细胞也可以正常生长形成单克隆，即低密度的细胞在培养皿

中也可形成单克隆。 

B、目的基因的表达情况分析，为防止因染色体缺失等情况导致靶基因缺失，首先需要 PCR

扩增靶基因，并对 PCR 结果进行测序，确保靶基因的完整存在；其次，您还可以用 RT-PCR

分析靶基因的活跃度。 

Cell 子刊：无需克隆的高效 CRISPR 新技术 

作者：子非鱼 
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当今红得发紫的具有间断重复序列的 CRISPR/Cas 系统，已经成为一种广泛使用的高效的基

因编辑工具，它能以一种位点特异的方式对基因进行改造，如突变、删除和插入特定的基因。 

在 CRISPR 介导的基因编辑中，Cas9 蛋白先与靶向任何感兴趣基因的 sgRNA 发夹结构结合，

然后“磨刀霍霍”向双链 DNA。利用 CRISPR 实现特异性位点突变和靶向转基因，无论是对于

疾病和发育的研究，还是遗传和干细胞的研究，都带来巨大的便利。 

目前， CRISPR/Cas9 编辑技术需要分子克隆出一个带有新的特定位点的 sgRNA,这个过程要

经历质粒连接、转化、纯化和序列鉴定等耗时耗力的步骤，这至少得花上一周的时间来完成。

这些繁琐的步骤影响了需要进行大规模 sgRNA 筛查的多重和高通量基因编辑应用。另外，采

用 CRISPR/Cas9 敲入如 GFP 这样的基因需要耗时地构建具有 60-6000bp 同源臂的同源性载

体，这一费力艰辛的过程会阻碍基因敲入细胞系的建立。这削弱了大规模基因操控革命性的

潜力。 

在《Stem cell reports》上发表的这篇文章中，作者提出了一种替代的 sgRNA 和同源性载体新

方法，这可以避开费时费力的质粒克隆实现 CRISPR/Cas9 编辑技术工作量和成本的降低，并

可维持特定位点突变和基因转入的高效率。 

标准的 CRISPR/Cas9 编辑技术是这样的：找到具有特定位点的 sgRNA 序列，它就会被克隆到

具有 Cas9 基因和能启动 sgRNA 转录的 U6 启动子的质粒中，然后重组质粒转入细胞中。因

此，每一个具有新位点 sgRNA 的质粒都需要进行一次分子克隆。而文章作者提出的这种新

方法，称为 scCRISPR，是利用一种能够自我切割的回文结构 sgRNA 质粒，和一条编码了所

需特异性位点的 sgRNA 的双链 DNA 短序列导入到细胞中，利用同源重组组成特异性 sgRNA

质粒。相比以往需要花上一周的 sgRNA 质粒构建，利用同源重组实现的特异性 sgRNA 质粒

只需要花 2 个小时。研究人员在小鼠和人类胚胎干细胞、HEK293T 细胞中验证了这种方法

所能达到的基因编辑效率。 
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（scCRISPR 原理） 

这种新方法很大程度上简化了基因转入和基因敲除的过程，也不会影响效率，这为大规模的

基因编辑和筛查应用提供了理想的平台。 

Cell 子刊：无需克隆的高效 CRISPR 新技术 

作者：lemon 

 

基因编辑是一种遗传工程技术，针对某个序列已知但功能未知的序列，通过改变生物的遗传

基因，使其特定的基因功能丧失作用，通过研究对生物体造成的影响，进而推测出该基因的

生物学功能。本文为你科普基因编辑三大技术： 

基因敲除 

进行 DNA 水平编辑。一般用于构建基因敲除鼠模型。 

CRISPR/Cas9：CRISPR/Cas9 系统作为细菌和古细菌的获得性免疫系统,通过 RNA 介导特异性

的切割外源遗传物质,用以对抗入侵的病毒和质粒。使用 Cas9 切口酶和一对 sgRNA,两个相近

的切口造成 DNA 双链断裂,诱导细胞发生非同源末端连接修复,造成目的基因的突变。 

CRISPR/Cas9 技术自问世以来，取代“锌指核酸内切酶（ZFN）”、“类转录激活因子效应物核酸

酶（TALEN），成为科研、医疗等领域的有效工具”.一般通过体外转录得到 sgRNA 与 cas9 的

mRNA,通过注射到原核期受精卵内，移植到假孕母鼠体内获得基因编辑的小鼠进行基因功能

研究。 
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构建方法： 

确定待敲除基因的靶位点。 

设计识别靶位点的识别的一对 sgRNA。 

构建可表达 sgRNA 的 Cas9 质粒。 

体外转录 sgRNA 和 Cas9 RNA。 

将 sgRNA 和 Cas9 RNA 直接注射入受精卵检测 sgRNA 活性。 

将有活性的 sgRNA 和 Cas9 RNA 直接注射入受精卵建立 Founder。 

将 Founder 自交得到 F1 代。 

适用范围： 

制备敲除鼠，利用敲除鼠进行基因功能的研究；进行细胞水平敲除基因时，可以选择慢病毒

载体，构建 lenticrispr-v2 质粒，通过包装病毒进行细胞水平敲除。 

基因敲减 

RNA 水平，是指通过降解具有同源序列靶基因的 mRNA，达到阻止基因表达的作用。一般用
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于细胞水平敲减基因。 

（1）RNA 干扰： 

是 siRNA 双链结合一个核酶复合物从而形成所谓 RNA 诱导沉默复合物 RISC。激活的 RISC 通

过碱基配对定位到同源 mRNA 转录本上，并在距离 siRNA3’端 12 个碱基的位置切割 mRNA,

该 mRNA 发生降解而导致基因表达沉默，是一种特异性的转录后基因沉默。 

一般合成针对靶基因的 siRNA,通过转染的方法使之进入细胞内，使靶基因沉默。这一方法受

转染效率的影响较大。目前有不少基因的 siRNA 已经有商业产品，所以使用时买来就可以了，

比较方便。 

 

适用范围： 

一般通过公司合成后，通过转染细胞进行细胞水平敲减。 

（2）shRNA： 

“短发夹 RNA”，shRNA 包括两个短反向重复序列，中间由一茎环（loop）序列分隔的，组成

发夹结构，由 polⅢ启动子控制。随后再连上 5-6 个 T 作为 RNA 聚合酶Ⅲ的转录终止子。 

构建 shRNA 的病毒表达载体，常用的病毒载体有腺病毒载体、腺相关病毒载体、慢病毒载体

等，机制与质粒载体相似，利用了病毒感染细胞效率比较高的特点，解决了用质粒载体转染
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效率低的缺陷。 

 

 

构建方法： 

shRNA 设计：设计 RNA 干扰序列是 RNAi 实验的关键。 

载体构建:可根据实验需求选择慢病毒、腺病毒载体。 

转染细胞：常用的方法包括磷酸钙转染、脂质体转染、电穿孔转染等 

观测 GFP 荧光和稳定表达细胞系筛选:可用于带有 GFP 标签的质粒载体。 

检测 RNA 干扰效率:可以在蛋白水平或 mRNA 水平检测 RNA 干扰效率。 

适用范围： 

一般通过构建慢病毒、腺病毒等进行细胞水平敲减。 
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11 CAR-T 实验技术 

科研老司机的套路哲学（四） 

 
作者：子非鱼 

 

CAR-T 研究中都有 CAR 了，老司机怎么会放过呢。 

肿瘤，封印人类寿命的沉重枷锁 

它以不死之身的强悍特质 

突破了正常细胞的轮回 

以致临床上难以找到有效根治的办法 

 

于是，肿瘤横刀立马高声吆喝道： 

谁敢杀我？！ 
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此时，CAR-T 技术横空现身 

CD19 大刀一闪， 

急淋白血病的头颅翻滚马下 

 

诚然，CAR-T 在血液肿瘤领域里 

大刀阔斧，所向披靡 

但抗肿瘤之路漫漫其修远兮 

实体瘤凭着三大护体铠甲： 

肿瘤微环境、抗原异质性、是靶向/非肿瘤毒性 

令 CART 不得不铩羽而归 
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为了暴揍实体瘤 

科研汪们如打了鸡血一般 

一头扎进 CAR-T 实体瘤研究 
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CART 实体瘤实验设计流程 

  

然而 

CART 基础实验部分暗流汹涌 

一旦雷区被踩中 

无不被雷的外焦里嫩 

科研汪们不禁感叹道 

一入 CAR-T 深似海 

从此节操是路人 

 

实体瘤靶点正如一座座金矿 

正等待着 CAR-T 淘金者 
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逐一挖掘 

 

最佳抗原是肿瘤特异性抗原（TSA） 

且其分泌量最少 

多数是肿瘤相关抗原（TAA） 

肿瘤细胞高表达、正常组织中低表达 

  

目前，clinical Trail 注册在案的 

CART 实体瘤临床实验主要靶点如下： 
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正所谓：靶标易得，抗体难筛 

scFv 序列浩如烟海，鱼龙混杂 

要大海捞针，可真是难于上青天 

  

好在文献、专利中已有现成的 
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亲和力高的抗体 

作为伸手党 

此时可将拿来主义进行到底 

  

但小伙伴中不乏科学狂人 

就是任性的要自己筛抗体 

因而 

小鱼把压箱底的秘籍拱手相送 

 

scFv 序列筛选过程 
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接下来，小鱼就要絮叨絮叨 

高大上 CART 分子是怎样炼成的 

 

1.T 细胞培养 

传统方法：IL-2、丝裂原、人造 APC 等 

重编程法：类似 iPSC 
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2.CAR 转染 

 

五大载体系统各有千秋 

最适合的就是最好的 

大家按需所求即可 

 

包装慢病毒时 
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要不惜一切代价 

把污染的万恶之源扼杀在摇篮里 

参考 FDA 对生物制剂的筛查方法 

 

3.CART 细胞的获取 

 

4.CART 功能检测 
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在此，小鱼良心推荐一种 

免疫缺陷程度最高 

最适合人源性细胞移植 

平均寿命长达 1.5 年 

的动物模型——NSG 小鼠 

CART 的功能好不好 

全看 NSG 小鼠行不行 

  

如果还想为 CAR-T 实体瘤研究 

来一笔锦上添花 

那么以下 6 大法宝 

绝对能提高 CART 研究的逼格 
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如此，CART 实体瘤临床实验研究 

不就是分分钟的事儿么？ 
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古人云 

大树荫下好乘凉 

对于零基础的童鞋而言 

也许，只有背靠大树 

心中的底气才够足 

  

那么国内到底有哪些平台 

拥有成熟的 CAR-T 研究技术呢？ 

  

1) 301 医院韩卫东教授领衔的 CAR－T 团队 

2) 武汉科技大学张同存教授领衔的科研团队 

3) 爱康得生物医学技术（苏州）有限公司 

www.icartab.com.cn 

4) 吉凯基因化学技术有限公司 

http://www.genechem.com.cn/Pro_show.aspx?plb=840 

5) 博生吉医药科技（苏州）有限公司 

http://www.persongen.com/ 

6) 深圳源正细胞医疗技术有限公司 

http://yz-cell.com/car-t.html 
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7) 上海细胞治疗工程技术研究中心 

http://www.shcell.com/ 

  

参考文献： 

1.Driving CAR T-cells forward  

2.Current status and regulatory perspective of chimeric antigen receptor-modified T cell 

therapeutics 

3.Engineering CAR-T Cells: Design Concepts  

12  肿瘤自噬技术 

实验设计策略（二）：手把手教你玩转肿瘤

自噬研究！ 

作者：子非鱼 

 

2016 年谢幕的诺贝尔奖，捧红了自噬研究。自噬作为细胞内“清道夫”，已经广为人知。在国

自然中，自噬的研究也是如火如荼。但是自噬在肿瘤领域中似乎“亦正亦邪”，有时它可启动

II 型程序性死亡，让肿瘤细胞“一命归西”，有时却又能提高肿瘤细胞对应激的耐受能力，使

其“死中求生”。因而，自噬与肿瘤之间的“恩恩怨怨”引得科研界的一众研究者纷纷化身“娱

记”，力争挖得第一手“八卦”进行爆料。  

其实，自噬就是一把双刃剑，对肿瘤存在促进与抑制双重作用。而这一特性也为肿瘤防治提

供了两种截然不同的思路：抑制自噬——提高抗癌治疗效果，或激活自噬——诱导肿瘤细胞

发生自噬性死亡。即便如此，两种研究思路的实验研究却是相似的，可以说是殊途同归。那

么以文章“Ulinastatin Reduces the Resistance of Liver Cancer Cells to Epirubicin by Inhibiting 

Autophagy”为栗子，小鱼这就将自噬肿瘤研究的一个入门级参考模板分享给大家。 
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那么为了更好地玩转自噬研究，小鱼将简单介绍上述研究流程中必备基本工具及实验策略，

可使你的实验研究变得事半功倍。 

自噬中常涉及的信号通路 

正常培养的细胞自噬活性非常低，不便于观察。此时，则可用相应试剂对细胞进行诱导，其

后 8 min 内即可观察到自噬体形成，2h 后自噬溶酶体基本降解消失。通常这些试剂是自噬相
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应信号通路的抑制剂或促动剂，而目前比较肯定的自噬信号通路可大致分为以下 3 类。  

1.抑制类信号通路：1）在 Class I PI3k pathway（PI—phosphatidylinositol，磷脂酰肌醇）中，

当血糖水平高时，可接收胰岛素受体传来的信号，进而抑制自噬作用。2）依赖 mTOR 途径

的自噬，如 PI3K-AKT-mTOR 信号通路和 AMPK-TSC1/2-mTOR 信号通路。  

2.激活类信号通路：在 Class III PI3K 通路中，beclin1 和 UVRAG 作为正调控子，抗凋亡因子

bcl-2 作为负调控子共同参与调控自噬。其结构上类似于 Class I PI3K，但作用却完全相反。 

3.其他信号通路：GTP 结合的 G 蛋白亚基 Gαi3 抑制自噬；GDP 结合的 Gαi3 蛋白活化自噬。

死亡相关蛋白激酶（death-associated proteinlinase,DAPK）和 DAPK 相关蛋白激酶（DAPK-related 

protein kinase-1,DRP-1）可诱导自噬。 
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自噬研究相关基因（autophagy associated gene，ATG） 

除此之外，一般还需结合遗传学技术对自噬相关基因（ATG）进行干预：包括反义 RNA 干扰

技术（Knockdown）、突变株筛选、外源基因导入等，以便鉴定自噬相关蛋白。由于自噬研究

的历史关系，很多基因在酵母和哺乳动物中有不同的命名，而 NCBI 中则介绍了一些较早发

现的自噬相关基因，如下表。 



 

 

1400 

 

 

同时，小鱼也会列出几个新近发现的 ATG 基因： 

bif-1（Endophilin B1） 和 UVRAG（ultraviolet irradiation resistance-associated gene）：蛋白 bif1

可通过 UVRAG 蛋白与 Beclin1 形成复合物，调节自噬和肿瘤形成。 

2）VMP1 （Vacuole membrane protein 1）可促使哺乳动物细胞中自噬小体的形成。 

3）DRAM （damage-regulated autophagy modulator）：自噬过程中 P53 诱导的调节子，在细

胞凋亡中起着重要的作用。 

4）TP53INP2 （Tumour Protein 53 Induced Nuclear Protein 2）可促使哺乳动物细胞中自噬小

体的形成。 

自噬的观察与检测 

细胞经诱导或抑制后，需对自噬过程进行观察和检测。目前，人们对自噬的检测主要包括基
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于检测自噬体的直接(观察自噬体的形态)和间接(检测自噬体表面蛋白标记)的方法。 

1.电镜下观察自噬体的形态  

在电镜下可观察到呈新月状或杯状、双层或多层膜、有包绕胞浆成分的趋势的自噬囊泡

（autophagic vacuole，AV）。 

 

自噬体（AVi）的特征为：双层或多层膜的液泡状结构，内含胞浆成分，如线粒体、内质网、

核糖体等。 

自噬溶酶体（AVd）的特征为：单层膜，胞浆成分已降解。 

2. 在荧光显微镜下采用 GFP-LC3 融合蛋白来示踪自噬形成 

LC3 融合蛋白可分为以下两个体系。 

*GFP-LC3 单荧光指示体系：利用了 LC3 在自噬形成时聚集的原理，即无自噬时，GFP-LC3 融

合蛋白弥散在胞浆中；自噬形成时，GFP-LC3 融合蛋白转位至自噬体膜。在荧光显微镜下形

成多个明亮的绿色荧光斑点，一个斑点相当于一个自噬体，可以通过计数来评价自噬活性的

高低。 
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但是绿色斑点增多并不一定代表自噬活性增强，也有可能是自噬溶酶体降解途径受阻，可以

通过 western blot 检测游离的 GFP、p62 来验证（P62 与 LC3 呈负相关的关系）。其中，P62

可以反映自噬的强弱。当 LC3 II 升高，P62 同时降低，表明自噬流通畅；如果 LC3II 升高，P62

升高，表明自噬起始正常，但下游不通，吞噬体和溶酶体不能融合。 

*mRFP-GFP-LC3 双荧光自噬指示体系：用于标记追踪 LC3 以及自噬流的变化。其中 GFP 是酸

敏感型 GFP 蛋白，而 mRFP 是稳定的荧光表达基团。当自噬溶酶体形成后，其内部的酸性环

境，可使 GFP 淬灭。 

 

因此 GFP 的减弱可指示自噬溶酶体形成的顺利程度，则可通过 GFP 与 mRFP 的亮点比例来

评价自噬流进程。其中红绿荧光 merge 后出现的黄色斑点就只是自噬体，而红色的斑点指示

自噬溶酶体。如吞噬体和溶酶体能正常融合，那么红色荧光多于黄色荧光，如自噬下游阻滞，
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吞噬体和溶酶体不能正常融合，则主要为黄色荧光。 

  

3. 通过 Western blot 检测 LC3-II/I 比值的变化以评价自噬形成 
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在自噬（Autophagy）形成过程中，胞浆中的微管相关蛋白轻链 3（MAP-LC3）会酶解掉一小

段多肽形成 LC3-I，LC3-I 跟磷脂酰乙醇胺即脑磷脂(PE)结合转变为（自噬体）膜型（即 LC3-

II），因此，LC3-II/I 比值的大小可估计自噬水平的高低。 

又因 LC3 抗体对 LC3-II 有更高的亲和力，会造成假阳性。所以方法 2 和 3 需结合使用，同

时需考虑溶酶体活性的影响。 

4. MDC 染色&CellTrackerTM Green 染色 

前者即单丹磺酰尸胺染色，而后者主要用于双染色。两者均能染细胞的液泡，均属于非特异

性染色。 

自噬相关蛋白定位 

在研究自噬相关蛋白时，需对其进行定位。为了区分自噬体与溶酶体、线粒体、内质网、高

尔基体等细胞器，常用一些示踪蛋白在荧光显微镜下来共定位： 
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Note：这些蛋白均为胞浆蛋白，爬片或胰酶消化的细胞在做免疫荧光前需先透膜

（permeablize），可采用 0.1% SDS 处理。 
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13 外泌体实验研究技术 

实验新人必读（六）：外泌体实验研究的正

确打开姿势！ 

 
作者：子非鱼 

 

最近，外泌体在科研界以迅雷不及掩耳之势火了起来，国自然中标量那是翻着倍的蹭蹭往上

涨。然而目前外泌体的研究仍处于初级阶段，首要原因就在于该领域里还木有统一的、简单

可行且纯度很高的分离方法，其次对其他囊泡与外泌体的区别仍不能做出清楚的判断。 
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外泌体的藏身之处 

正所谓高手在民间，欲一睹高人风采，就必先找到高人隐身之处。通常外泌体藏身于细胞上

清、血液、尿液、脑脊液和其他体液。 

血液 

血液离心后有两种形式：血清和血浆，但不少小伙伴对它们傻傻分不清楚。前者是不经抗凝

处理的血液会自动在一系列凝血因子的作用下发生凝集，离心后的上层液体；后者是经抗凝

剂处理后，离心出去血细胞所得液体。两者虽然一母同胞，但显然血浆比血清更有内涵，其

包含一些纤维蛋白原以及大量的外泌体，因而血浆也更受广大研究者的青睐。 
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Tips:1）血样抗凝剂花样繁多，科研汪们一不小心就会跌的鼻青脸肿。肝素除了会抑制 PCR

外，还可与外泌体结合阻止细胞摄取外泌体；双嘧达莫（CTAD）则会阻止血小板的激活并抑

制其释放外泌体；EDTA 可能会干扰 PCR 反应（尽管其程度小于肝素），但是还是优于其他选

择。 

2）抽血时动作要轻柔迅速，并记录准确的抽血时间。因为外泌体在抽血后 30 分钟内是稳定

的，时间过长血小板会因种种物理因素而被激活并释放外泌体，导致外泌体数量增加。 

尿液 

尿液中的外泌体性质稳定且 RNA 含量高于尿液中的细胞内的 RNA。而收集尿液时，应该尽

量选择受试者的“新鲜”尿液，并注意避免细菌污染。受试者的亲属（性别相同、年龄相仿）

可作为对照。同时也要注意对饮食的控制。 

脑脊液 

脑脊液中的外泌体含量虽然较其他体液如血液少，但可作为神经系统疾病的潜在生物标志物。

采集脑脊液时避免受到血液污染，一般由于健康对照脑脊液获取困难，往往以其他神经异常

的患者为对照。 

外泌体的通缉之法 

既然已经找到了外泌体的藏身之处，接下来就是请高手出山了。正常情况下外泌体是有侠义

之风的，默默无闻的传递信号分子，以激活下游信号通路，帮助其他细胞各司其职。比如树

突状细胞源性的外泌体则能够引起机体有效的抗肿瘤免疫应答。然而一旦细胞变坏了，其分

泌的外泌体也就成了恐怖份子，像肿瘤细胞分泌的外泌体小哥就作恶多端，在机体中掀起了

一片腥风血雨，引得科研界中的各路人马纷纷亮出自家法宝对其进行缉拿通缉。 
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秘笈一：超速离心法 

此秘笈普遍被科研者所接受，通常与蔗糖密度梯度结合，使相对低密度的外泌体漂浮起来。 
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然而，此法比较耗时耗力，一般需要 8-30h，一次仅能处理 6 个样品，且产率较低，不适用

于如血浆和血清等粘性生物液体。然而却可以获得高纯度的外泌体，并且这种方法在过去 10

年里已经被很多实验室成功应用于外泌体的分离。  

秘笈二：按照尺寸大小分离外泌体 
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BiooScientific 的 ExoMir 试剂盒通过两步超滤法就成功分离纯化外泌体。第一个微型过滤器

基本上能去除所有细胞、血小板和细胞碎片，第二个微型过滤器可用正压力来获取所有直径

大于 30nm 的囊泡。该方法以 HPLC（高效液相层析）为基础的方法有可能获得高纯度的外泌

体，但是这个过程需要专用设备。 

秘笈三：外泌体沉淀 

聚乙二醇（PEGs）通常被用于病毒和其他小颗粒的沉淀。基于此，System Biosciences 提供的

ExoQuick 试剂在被加入体液中后，离心即可沉淀外泌体。 
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同时，Life Technologies 也开发了五种 Total Exosome Isolation 试剂，能使低溶解度的成分（如

外泌体）析出，然后通过低速离心收集外泌体。 
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秘笈四：基于亲和力获得外泌体 

外泌体相关抗原的抗体（如抗 CD63、CD9、Alix、CD81、CD82、annexin、EpCAM 和 Rab5 抗

体）可以用作分离外泌体的特异性标记，用包被此类物质的磁珠与外泌体囊泡孵育后结合，

可达到外泌体吸附分离的目的。 

该方法可保证外泌体形态的完整性，且特异性高、操作简单，但非中性 pH 和非生理性盐浓

度会影响外泌体生物活性，不利于下一步实验，且不适合大量样本。 

秘笈五：qEV 法 

该方法是利用 Size Exclusion Chromatography(SEC)的原理对外泌体进行分离纯化的分离柱，在

不损伤外泌体活性的情况下，有效去除样品中杂质蛋白和脂类。 

如此可获得高纯度的外泌体，且快速简单，成本低廉。适合于细胞上清、血液、尿液等体液

的外泌体分离。一般建议与 qNano 测量法联合使用，qNano 可利用“可控电阻脉冲传感技术”

对外泌体的浓度和尺寸进行快速准确的测量，因此 qEV+qNano 被视为快速准确的分离和测

定外泌体的最佳解决方案。 

外泌体的分析研究 

既然已经捕获了“做坏事”的外泌体，就该拷问它所携带的货物中哪些是与某种疾病息息相关

的。一般而言，外泌体里含有蛋白质和非编码 RNA。因而，其分析研究可分为以下几类。 

首先要外泌体进行鉴定，通常研究者可用透射电镜观察外泌体的结构（通常为茶托型或一侧

凹陷的半球型），再结合免疫标记就可清楚的分析特定指标在外泌体表达的部位。 

为了让大家对外泌体有着一个更直观的感受，先奉上一个经典的外泌体电镜图，由图中可看
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到很多略小于 100nm 的具有清晰膜的茶托样结构，小图中则显示附在膜结构表面的免疫胶

体金。 

 

对外泌体验明正身之后，就可以在蛋白水平和核酸水平对其进行深入分析。 

1.蛋白水平的分析 

（1）SDS-PAGE：通过 SDS-PAGE 电泳可以分析得到的外泌体中蛋白的含量及种类。 

（2）Western-Blot：通过 Western-Blot 可以检测外泌体中特定的蛋白表达情况。 

（3）2-DE 等蛋白组学分析：可以了解外泌体中不同蛋白的表达、数量情况 
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2.基因水平的分析 

（1）Real-Time PCR：通过 PCR 可以分析需要研究的指标的表达量。 

（2）转录组分析：通过测序或者芯片，分析 Exosome 不同基因的转录水平。 

（3）miRNA ：通过测序或者芯片，检测与 Exosome 相关的 miRNA 的表达情况，研究特定

的 miRNA。 

（4）lncRNA 分析：通过测序或者芯片，检测与 Exosome 相关的 lncRNA 的表达情况，研究

特定的 lncRNA 与 Exosome 共同调控某种疾病的关系。 

  

Tips: 

1）由于外泌体内含有大量小片段 RNA，测序时会测到许多非 miRNA 的小片段 RNA，造成有

效数据不足。一般建议使用芯片的方法检测外泌体 miRNA。 

2）lncRNA 表达丰度较低，在外泌体中丰度更低，对于低丰度基因，芯片测准确性远远大于

测序。所以建议使用基因芯片的方法检测外泌体 lncRNA。 

3）为了获取漂亮的测序或芯片结果，外泌体的含量是关键。不同样本提取外泌体得率不同，

根据经验：3ml 以上的血浆血清可得到约 30-50ng 的 RNA；30ml 以上细胞上清可得到约 70-

100ng 以上的 RNA；其他类型的体液与其性质有关，建议都以 30mL 以上。 

科研老司机的套路哲学（三） 
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作者：子非鱼 

 

今天老司机来带你们看看科研界的网红，外泌体是如何被套路的。 

事情是酱紫的 

自从外泌体在肿瘤界红了之后 

实验室的 Boss 便一直对其念念不忘 

于是指派我说 

去！把外泌体给我拿下！ 

你的毕业论文就靠它了！ 

 

可对外泌体一知半解的我 

一脸懵逼了 

尽管我翻看大量文献资料 

仍屡不清一丝头绪 

不知该如何进行课题设计 
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然而 

文章写得好不好，全看套路深不深 

神师兄飘然而过 

并扔给了我一个 10 分以上的文章套路 
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果然，有了这个套路 

定然能发表高分文章 

从此，成为肿瘤界大牛 

迎娶高富帅 

走向人生巅峰 
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奈何实验室经费有限 

加之难以 hold 住高端实验 

于是腆着脸问师兄， 

有没有更简单的套路 

神师兄不说话 

并再次扔给我一个 5-10 分的文章套路 

 

这个套路简单可行，深得我心 

看罢后 

深感论文发表，指日可待 

无奈小鱼已经懒癌晚期 



 

 

1420 

 

汗颜道：师兄，我就是想混毕业而已…… 

神师兄颔首 

再次拿出 3-5 分的文章套路 

道：拿去，不谢！ 
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因此 

尽管七月的酷暑让人焦躁 

患有“夏日懒”的小鱼 

却凭着神师兄的科研套路 

在炎炎夏日中 

轻松来个“葛优躺” 
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14 其他 

技术 | 涨姿势！基于片段的新药研发新技

术 FBDD 

 
作者：毛博 

 

新药的研发是—件耗资巨大而效率很低的工作，为了增加新药研发的效率，科学家们一直致

力于寻找新的药物设计和药物筛选的方法。1990 年代，Jencks 提出了“基于片段的药物研

发”(fragment-based drug discovery，FBDD)这一概念，即通过对于靶标结合的片段分子筛选和

优化可以得到新颖的药物实体。Cell 一篇综述详细解释和阐述了这一最新的技术，并简单概

述了 B-RAF、HSP90 和 BACE 的开发过程。 

什么是 FBDD 技术？ 
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FBDD 是最近十年来刚刚兴起的一种药物研发新技术和新方法。过去十年中很多制药公司采

用高通量筛选(high—throughput screening，HTS)寻找新的药物分子，但是巨大的投资却没有

换来质量和数量都令人满意的新分子实体药物，这种方法不是非常成功的部分原因是由于这

种筛选方法自身的复杂性和被筛选的化合物数量极其巨大所造成的。 

而 FBDD 却可以弥补 HTS 方法的不足。与 HTS 相比，FBDD 的优势在于： 

1)化合物库小； 

2)化合物结构简单，一方面它们简单的结构却使它们与靶蛋白的热区结合，从而使片段筛选

的命中率高于 HTS；另一方面便于筛选后的结构改造； 

3)筛选到的化合物质量高； 

4)高效性，新颖性。筛选中所用的检测方法能在很短的时间内完成对标记蛋白的检测，所以

筛选一个化合物库的时间比高通量筛选要短的多。 

基于这些优势，越来越多的制药公司开始采用这种策略进行新药的发现，FBDD 的出现为药

物设计提供一种新的选择。 
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FBDD 的过程 

FBDD 的过程主要包含三个环节：1、片段库的建立；2、筛选得到可与靶点结合的片段，以

及这些片段的结构构象；3、将这些片断延伸或者合理连接成为“药物分子”。在构建任何化

合物库时，要求片段到达以下要求：1)高溶解度；2)高纯度；3)不能含有活性功能团。 

FBDD 发展的—个重要基础就是高灵敏度的筛选方法，该方法的基本点是首先筛选结合于生

物靶分子亚活性 位点的低亲和性配体然后通过优化和组装便得到所期望的高亲和性配体。

x-射线晶体衍射方法，能够测定配体和受体复合物的三维结构，同时提供分子间氢键、分子

内氢键、成键原子间的键长、键角、扭角等准确可靠的信息，为片段分子的改造和新药设计

提供合理的建议，极大地缩短为获得先导化合物和药物分子正确结构所需的时间。 

表面等离子共振技术(Surface Plasmon Resonance，SPR)作为一种配体筛选技术也得到了研究

者的青睐。SPR 技术因其高通量、特异性及能在天然状态下研究药物分子与靶点的相互作用

而且耗费低，无需标记的蛋白，很适合用于片段分子的筛选。 

目前国际性生物制药公司几乎都有基于 SPR 原理的 Biacore 仪器用于新药的研究和筛选。通
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常筛选到的初始片段活性是很低的，所以筛选后的关键就在于对其加工以提高它的活性，一

般采用片段进化，片段连接和片段的自我组装这几种方式对片段进行改造。 

 

B-RAF、HSP90 和 BACE 的开发过程 

FBDD 技术的 3 个成功的例子分别为 B-RAF、HSP90 和 BACE 的开发。这 3 种药物的研发都是

通过与靶蛋白的热区结合进行片段筛选，得到了一系列的片段，三元复合物的三维结构显示

可以通过找到合适的连接子，将两个片段连接起来，结果能得到新的化合物。在得到的新的

化合物的基础上对其进行结构修饰，就得到了最终的产物。 
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综上所述，FBDD 技术正处于高速发展阶段，已涌现出许多方法，但同样也面临着很多挑战，

但已显现出其巨大潜力，已有的这些成功的例子让我们相信 FBDD 必将成为药物设计的一个

重要的、不可缺少的有效手段。 

参考文献：Experiences in fragment-based drug discovery. 

https://www.researchgate.net/publication/223987881_Experiences_in_f

ragment-based_drug_discovery 

一文读懂 | 美女院士庄小威的新技术

smFRET 

作者：毛博 

 

众所周知，核小体是染色质的基本结构单位，由 DNA 和组蛋白构成。在基础研究和临床诊

治中有着非常重要的意义。例如，在 75%的系统性红斑狼疮的患者体内发现抗核小体抗体的

存在。因此，揭示核小体的结构动力学是阐明基因组调节机制中的重要一环。为了解决这一

难题，科学家们开发出来一种全新的技术——单分子荧光共振能量转移技术 (single molecule 

fuorescence resonance energy transfer, smFRET)。CELL 综述《Structural dynamics of nucleosomes 

at single molecule resolution》。综述详细解释和阐述了这一最新的技术。 

什么是 smFRET 技术？ 

在 smFRET 技术出现之前，分子生物学研究往往只检测特定时间内的大量分子的平均行为。

例如，我们经常做的 Western Blot，是检测大量的氨基酸分子的表达。但是，生物体系并不

是一个均一的体系。所以，检测单个分子的行为具有更加重要的意义。 

smFRET 技术的原理就是将 2 个相互作用的分子标记上颜色不同的荧光基团，一个是在能量
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转移过程中提供能量，即供体 D(donor);另一个接受能量，即受体 A(acceptor)。这样可以运用

荧光共振能量转移 (fuorescence resonance energy transfer, FRET) 技术来对体系进行研究。因

此，比单个荧光基团标记更具有优势，称为单分子荧光共振能量转移 (single molecule 

fuorescence resonance energy transfer,smFRET) 技术。 

 

令人欣喜的是，这项技术是由华人科学家发明的，还是位美女哈。这就是大名鼎鼎的美国哈

佛大学庄小威(Xiaowei Zhuang)教授。庄教授早年毕业于中国科技大学少年班，后赴美留学和

工作。一路顺风顺水，年纪轻轻地在 34 岁的时候就成为了哈佛大学正教授，并且在 2012 年

成为美国科学院院士，是目前为止最年轻的美国科学院华人院士。 

 

smFRET 技术在核小体结构动力学研究中的应用 
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smFRET 技术近年来发展迅猛，在研究核小体的结构动力学方面发挥了重要的作用。当单个

荧光基团 (fuores-cence fuorophore) 标记到目标分子后，它能在多方面去探测目标分子。从

而可以通过荧光成像技术可以了解目标分子在细胞内的空间分布。由于其能在单个分子内或

分子复合物中，以纳米级别，实时追踪变化，因此可用于解答许多重要的生物学问题。 

 

利用单分子荧光能量转移，实现了多色随机光学重建显微法(multicolor stochastic optical 

reconstruction microscopy)，从而对核小体进行实时监控，以获得相关的动力学数据。 

     

 

smFRET 技术在 DNA 和组蛋白相互作用研究中的应用 

在细胞核中，基因组 DNA 紧紧地包裹在组蛋白上面形成了八聚体结构的核小体。这样可以

使 DNA 受到良好的保护，但是也影响了 DNA 作为转录模板的功能。因为，在如此严丝合缝

的包装下，介导 DNA 转录的酶很难接触到 DNA，也就无法执行其正常的功能。正因为如此，

科学家们设想 DNA 在某种条件下是可以局部释放出来的。 

通过 smFRET 技术发现，包括组蛋白分子伴侣在内的核小体重塑因子，可以使染色质保持动

态，使得 DNA 在适当的时候局部释放出来，即从核小体上面解开，从而实现基因组 DNA 作

为转录模板的功能。 



 

 

1429 

 

 

综上所述，随着对分子生物学研究的逐渐深入，科学家们开始解析单个分子的行为，这是因

为即使是同样的遗传物质，同样的周边环境，这些分子还是会朝着不同的方向发展，有时还

会生成不同的功能，而且单个分子的变化还关系到癌症，神经疾病等疾病的发生和发展。另

一方面，分析单个分子的动力学就更加困难了。因为以往的研究往往是静态的，动态的研究

还需要物理学，机械学，和生物学的多方配合，而 smFRET 技术很好地解决了这一问题，正

在基础研究和临床诊疗领域得到越来越广泛的应用。 

参考文献： Structural dynamics of nucleosomes at single molecule 

resolution 

 

技术 | 太上老君的炼丹炉：GPCRs 的热稳

定技术 

作者：毛博 

 

众所周知，G-蛋白偶联受体（G-protein-coupled receptors，GPCRs）是生物学和医学上非常重

要的膜蛋白，目前已经有 15 种 GPCRs 的结构得以确定。但是，GPCRs 的结构非常不稳定；
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GPCRs 的序列非常难以测定，这就造成了研究的困难和瓶颈。如何精确快速地测定 GPCRs 的

结构及其氨基酸序列一直是该领域研究的热点和焦点。为了解决这一难题，科学家们开发出

来一种全新的技术——热稳定技术(thermostabilisation)。就象太上老君的炼丹炉一样，通过

测定和改变 GPCRs 的热稳定性来决定其结构和序列，调节其功能。Cell 的一篇综述《A crystal 

clear solution for determining G-protein-coupled receptorstructures》就详细解释和阐述了这一

最新的技术。 

什么是 thermostabilisation 技术？ 

众所周知，蛋白质的热稳定性是由它的氨基酸序列所决定的。但是，即使是氨基酸序列高度

相似的蛋白质，如果来自不同的有机体，它们的热稳定性也可能完全不同。例如,来自火鸡的

β1AR 与来自人类的 β1AR 的氨基酸序列有 76%是完全一致的，但是它们的热稳定性却完全

不同。甚至，DNA 的点突变也可以增加蛋白质的稳定性，比如 KcsA、M13、DGK 位置的点突

变。因此，GPCRs 的 thermostabilisation 技术的原理就是通过测量 GPCRs 的热稳定性来反推

其氨基酸序列。 

理论上，任何的热稳定性分析技术都可以使用,但是放射性配体结合试验因为其有着非常高

的产量和灵敏度等显著优点，成为测量 GPCRs 的热稳定性的首选方法。目前，这一技术已经

被成功地用于大肠杆菌（Escherichia coli）表面 GPCRs 的热稳定性的测量。 
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Thermostabilisation 技术用于 GPCRs 结构研究 

目前，thermostabilisation 技术已经成功地应用于 3 种人类 GPCPs。它们是 β1AR ,A2AR 以及

神经降压素受体。通过 thermostabilisation 技术不仅能够反推蛋白质的氨基酸序列，还可以

增加蛋白质的热稳定性。目前，β1AR 和 A2AR 的热稳定性已经可以分别提高 8℃和 14℃。

这极大地增加了 β1AR 和 A2AR 的稳定性，为研究和确定其序列和结构提供了基础。 

Thermostabilisation 技术还可以将 GPCPs 的热稳定性较高的突变体结合和串联起来，从而生

成热稳定性更高的 GPCPs。如下图所示，A2AR 有三种热稳定性较高的突变体：GL0、GL10 以

及 GL23。通过 thermostabilisation 技术将其串联起来，生成了热稳定性很高的新突变体：

A2AR-GL26。其热稳定性远远高于野生型 A2AR（WT）。 
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Thermostabilisation 技术用于药物研发 

任何改变 GPCPs 热稳定性的技术都将改变其药理学性质，thermostabilisation 技术也不例外。

在热稳定性增加之后，GPCPs 与配体的结合力将会发生改变。例如，A2AR 的热稳定性增加

了之后，其与 ZM241385、CGS15943、SCH58621 的结合力显著性增加。如下图所示，A2AR-

GL26 的结合力远远大于 A2AR-GL23；而 A2AR-GL23 又远远大于 A2AR-GL0。 
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因此，可以通过改变 GPCPs 的热稳定性，调节其与配体的结合能力。在需要增加结合能力的

时候，有意识地增加其热稳定性；而在需要减弱其结合能力的时候，有意识地降低其热稳定

性，从而达到改变其药理学性质的目的。 

G-蛋白偶联受体（G-protein-coupled receptors，GPCRs）是生物学和医学上非常重要的膜蛋白，

但是，由于其结构的不稳定性，造成了研究的困难。热稳定技术(thermostabilisation)一方面



 

 

1434 

 

通过测定 GPCRs 的热稳定性来反推其结构和序列，另一方面，可以直接改变 GPCRs 的热稳

定性来改变其药理学性质。热稳定技术(thermostabilisation)在药物开发、基础研究以及临床

治疗方面正在得到越来越广泛的应用。 

参考文献 

A crystal clear solution fordetermining G-protein-coupled receptor structures 

姿势 | 一文读懂多基因表达系统 MultiBac

及其应用 

作者：毛博 

 

众所周知，细胞中大多数蛋白质以亚基的形式与其他蛋白质装配成蛋白质复合体而发挥其生

理功能。大分子蛋白复合物的结构和功能在后基因组时代已经成为研究的焦点和热点。然而，

生产出足够数量和高质量的蛋白复合物是研究它们的结构和功能的前提。这同时也是一项非

常困难和极具挑战性的任务。为了克服这一难题，科学家们开发出来一种强大的多基因重组

表达技术——MultiBac。CELL 里的一篇综述就详细解释和阐述了这一最新的技术。 

什么是 MultiBac 技术？ 

MultiBac 技术是一种利用基因工程技术来实现多个蛋白亚基在同一宿主细胞内共表达, 并装

配成复合体，从而大量获得多蛋白复合物的有效手段。因为 MultiBac 多基因表达系统能够在

短时间内大量生产出蛋白复合物，所以正在基础和临床研究中得到越来越广泛的应用。 

研究人员已经利用该系统在酵母，哺乳动物细胞，和昆虫细胞成功地进行了重组生产真核蛋

白，特别是 MultiBac 系统中的杆状病毒表达系统生产出了真核蛋白复合物与许多蛋白质亚

基复合物。它由一组合成 DNA 质粒的序列，以及一组协议，引导从基因序列插入质粒的每

一个步骤，以便在培养的昆虫细胞内生产蛋白复合物。合成的 DNA 重组质粒分子（<3 KB）
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被称为“受体”。受体和供体结合，可以非常容易地装入一个或几个基因，并重组成多基因结

构。供体和受体含有标记，实现了灵活，高效的多基因结构，从而进一步形成质粒二聚体，

三聚体和四聚体。这种多基因表达的方式被称为“串联重组工程”。如下图所示，基因 1、基

因 2、基因 3、基因 4……被串联了起来。这也暗合我国传统道家思想的“一生二，二生三，三

生万物”的理念。 

 

MultiBac 系统用于蛋白质结构研究 

利用 MultiBac 系统还可以研究蛋白质复合物的结构。这个想法最初是由 X 射线晶体学家设

计出来的，并且广泛地用于结构生物学的研究中。上文提到的基因的“串联重组工程”有助于

在短时间内获得大量的高质量的样品，从而为结构生物学研究提供了大量的素材。例如，

APC/C 13 个亚基的蛋白复合物的生产，基因通过“串联重组工程”编码组装完整的 APC / C 然

后插入两个 MultiBac 杆状病毒，编码 8 个亚单位，然后共转染昆虫细胞，从而生产出 APC/C 

13 亚基蛋白复合物。这是一个通过 MultiBac 系统大量生产蛋白复合物的典型的成功案例。

如下图所示，MultiBac 系统除了能够生产 APC/C 之外，还能够生产 LKB1-STRADα-MO25α、

PKCβⅡ、Rad9-Rad1-Hus1、Mot1（NTD）-TBP、ISW1a（ΔATPase）、TPR5、SC8 等一系列蛋白

复合物。 
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还可以减肥的 MultiBac 系统 

目前，基因疗法是治疗肥胖症的一个重要的方向。研究发现，通过靶向递送一种或几种野生

型基因，替换掉导致肥胖的致病基因，从而使这一种或几种野生型基因编码产生治疗性蛋白

质，从而起到预防或治疗肥胖的作用。MultiBac 系统作为基因的潜在的递送载体，正在得到

越来越多的关注。因为它们能够有效地递送基因进入哺乳动物细胞，而对哺乳动物细胞不具

有毒性。MultiBac 系统的另一个优点是易于插入到病毒基因组中，同时又不损害病毒体的完

整性，目前是最佳的有效的基因递送的载体。最近的一项研究利用 MultiBac 系统进行大鼠肥

胖症模型的基因疗法。研究人员首先将用高脂肪食物喂养大鼠，使其产生肥胖症。然后将瘦

素的 cDNA 作为转基因，通过 MultiBac 系统导入 Sf9 细胞中，然后经过纯化得到了瘦素 rAAV

载体，注射入大鼠体内，使大鼠成功减肥。 
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综上所述， MultiBac 技术可以用于大量生产重要的真核蛋白复合物，用于蛋白质结构和功

能的分析。该技术已经成功地生产出了以 APC/C 为例的蛋白复合物。可以预计在不久的将

来， MultiBac 技术将被大量用于制药工业中，以确定分子的表面结构，从而可以有针对性

的进行药物设计。 

参考文献 

MultiBac: expanding the research toolbox for multiprotein complexes 

 

想研究药物口服吸收？Caco-2 细胞模型来
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帮你 

 
作者：叶军 

 

Caco-2 细胞转运模型是首个被国外制药企业以及实验室应用的模拟肠道吸收的药物筛选模

型，已广泛应用于药物在小肠吸收的评价和转运机制研究中。Caco-2 细胞的结构和功能类似

于人小肠上皮细胞，含有与小肠刷状边缘上皮相关的酶系。 

与正常的成熟小肠上皮细胞在体外培育过程中出现的逆向分化不同，Caco-2 细胞在多孔可渗

透的聚碳酸酯膜上培养 3 周后可以自发分化为肠上皮细胞，形成致密的细胞单层，进而可用

作肠道转运模型（图 1）。Caco-2 细胞模型培养和验证方法简单，与体内动物实验相比更为

方便、经济。 

 

1. Caco-2 细胞培养 

1) 采用 MEM 完全培养液（含 10%胎牛血清、1%非必须氨基酸、1%丙酮酸钠、1%谷氨酰胺

和 1%青-链霉素）在 37℃和 5% CO2 条件下培养 Caco-2 细胞； 

2) 每隔一天更换一次培养液。当细胞汇合程度达 80%时，进行细胞传代。将细胞培养液吸

出，用不含 Ca
2+

和 Mg
2+

离子的 HBSS 小心清洗 2 次，加入 0.25%胰蛋白酶-0.02% EDTA 混

合消化液进行消化； 
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3) 取细胞适量接种到 75 cm
2
培养瓶继续培养或进行铺板操作。 

2. Caco-2 细胞模型的构建及验证 

1) 收集对数期的 Caco-2 细胞，用 MEM 完全培养液将细胞浓度调整为 2.0×10
5

 cells/mL； 

2) 在 Transwell 板（聚碳酸酯膜，0.4 µm，1.12 cm
2
）（图 2）的基底侧（Basolateral side）加

入 1.5 mLMEM 完全培养液，在顶侧（Apical side）加入细胞悬液 0.5 mL； 

3) 放入细胞培养箱内培养，每两天换一次培养液，培养一周后每日换液； 

4) 继续培养至 21 天； 

5) 采用 Millicell ERS 电阻仪（Millipore 公司）测定跨上皮细胞电阻（大于 500 Ω•cm
2
），确定

细胞单层的致密性和完整性。 
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3. 转运研究 

下面以荧光标记的药物为例，借助激光共聚焦显微镜来观察药物跨膜转运（图 3）。 

1) 取出 Transwell 板进行电阻测定，选择符合转运条件的细胞孔（电阻大于 500 Ω•cm
2
）。用

预热（37℃）的 Hank’s 缓冲液洗 2~3 遍，并置 37℃孵育平衡 20~30 min，吸弃洗液； 

2) 分别取 0.5 mL 荧光标记的药物溶液加入顶侧（Apical side）作为供给液，同时基底侧

（Basolateral side）加入 1.5 mL 空白 Hank’s 缓冲液作为接收液； 

3) 37℃条件下转运 2 h； 

4) 转运结束后移除孔内荧光液，加 HBSS 小心清洗 3 次，洗去未进入细胞的荧光染料结束转

运；孔内加适量 4%多聚甲醛溶液，室温下固定 20 min； 

5) 固定完成后用 HBSS 清洗 3 次，加 10 μg/mL Hoechst 33258 适量，室温下染核 1 h；HBSS

清洗 3 次后，加 2 滴抗荧光淬灭剂，小心将单层细胞剪下至玻底小皿中，在激光共聚焦显微

镜下进行 Z 轴横切，观察荧光标记药物的跨膜过程。 

由激光共聚焦显微镜拍摄的图可以看出，带绿色荧光的药物A与带红色荧光的药物B在Caco-

2 细胞模型中的跨膜转运速率不同，其中药物 A 的跨膜转运速率慢于药物 B，跨膜转运速率

的不同与药物本身的理化性质密切相关。 

除采用荧光标记的药物进行跨膜转运研究外，还可以采用非荧光标记的药物进行跨膜研究，

此时测定药物的跨膜转运能力就需要借助其他检测方式来（如高效液相色谱）完成。 
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15  实验心得 

来个共享电子实验记录本，小组一起做记

录！ 

作者：麦子 

 

做实验的时候总要带着 protocol 然后边看边做？给大鼠称完体重也要先记在草稿纸上回去

再誊抄到本子上，再誊进电脑里？一会纸弄湿了或记得太潦草导致数据混乱，就可能造成大
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问题。 

我们讲过的一个关于实验可重复性的故事中，来自三个不同实验室的研究者为了为排查不可

重复的原因，对每个细节都加以控制，还做了一个 App，使实验记录能及时记录，避免各种

意外的差错。今天我们就来聊一下电子实验记录的事吧。 

当然不必刻意去找那三个学者为自己做的 App 了，因为这类电子实验记录本（electronic lab 

notebook, ELN）还蛮多的。不限于实验的话，什么印象笔记、有道云笔记之类都可以的，还

能延用到生活中，非常方便。 

我还小的时候（呃+_+）跟小伙伴两个人做实验就是用印象笔记，你做的啥我做的啥，各自

在手机上记好，同步到云端，这样我们就能及时知道对方干了些啥、得到哪些数据（以及闯

了什么祸^(oo)^）。回去用电脑整理一下，数据拿去分析，重要步骤写到 methods 里。 

不过后来印象笔记的免费版本功能限制越来越多，就弃坑了。反正和小伙伴也各奔东西了。

今天来介绍一个比印象笔记更为专业的实验室记录本：Labarchives。 

 

注册及登录 

官网：http://www.labarchives.com/ 

这个电脑端就在网页上用。注册的时候会有个弹窗，问你在哪个位置，如果在澳洲或新西兰，

则推荐选用澳洲的服务器。 
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一定要记住自己选了哪个服务器，以后登录都要在同一个服务器登录。 

和小伙伴一起记录实验 

好了，登进来之后就可看到记录本了。左边导航栏可以新建和管理笔记本，我就随手建个一

个命名为 Helixlife 吧。 

 

新建的时候可以选择几种布局，我们就选 lab 吧： 
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建好之后，再看导航栏，人家把实验中要涉及到的方方面面都给你把大纲列好了，包括

Protocol、标准操作程序（Standard Operating Procedure, SOP）、化学品安全技术说明书

（Material Safety Data Sheet, MSDS）、实验数据、组会记录、文章框架、初稿、基金等等，不

够还可以自己加。 



 

 

1445 

 

 

接下来点进每个文件夹下的 New 按钮就可以添加子文件夹或笔记了。如下图，在某文件夹

下新建页面，可选择各种笔记类型，Plain Text 就是纯文本，如上方那条“组会记录”~ 

Rich Text 表示多媒体记录，可添加表格、图片、视频、office 文档、数学公式、手写（sketch）
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等。一个页面可以像下面这样添加多个条目。 

 

当然，实验数据和组会记录最好别在一起，我是为了省空间才贴过来……大家还是按文件夹

大纲做好归类，因为人家的广告语就是“Chance Favors the Organized Lab”~ 

 

右上角这个符号是版本控制功能，点开可以看到历史修改记录，可以退回某个历史版本。 

多终端协作 

嗯，说了这么多，怎么把小伙伴忘了，不是说要合作的么~来吧。右上角自己账户名点开菜

单，点进管理账户。 
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然后添加人员、设置权限，恢常 Easy。 

 

没完，说好了在实验台边及时记录的移动端呢？官网表示支持以下两大主流移动端。 

 

小编木有苹果手机，看下安卓是这个样子的，一个页面下的不同条目还会按图标翻页显示： 
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移动端的下载嘛，当然是去各自的应用市场了。苹果就去 app store，安卓就去 play 商店。

如果你是每一次安装 play 商店，好像要先安装 google service，啊我不记得了，我已安装多

年。对了上 play 商店要科学上网。 

盘点 | 那些被误认为是废物的细胞宝藏 

作者：麦子 

 

大家都听过诱导多功能干细胞（iPS），而最近一种新型干细胞、具有潜力为研究出生缺陷和

其他生殖问题提供新方法的诱导性 XEN 细胞（iXEN）小伙伴们都知道了吗？我去，听上去老

流弊了啊，而它的来源，竟然是类似细胞培养的废弃物！这种钻石级别的存在，这么些年却

一直被研究人员倒进细胞房的废培养基回收瓶中，麦子想来都觉得心痛异常啊！ 
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“有缺陷”细胞的绝地反击： 

我特么是干细胞啊！ 

Tony Parenti 是在 iPS 细胞培养物中观察到突然像杂草一样疯长的 iXEN 细胞的，而在此之前，

科学家们一直认为此类细胞是有缺陷的，或类似癌症的细胞。如果像以往的科学家那样直接

宣判该细胞的死刑，估计这样的发现还不知道何时才能再次浮出水面。相反，Parenti 及其团

队则花了半年时间来进行摸索，无非就是顺手多养点细胞做点实验嘛，能有多费劲呢？ 

iPS 细胞具有超强的可塑性从而可以演变成体内的任何细胞类型，那 iXEN 有什么拿的出手的

功能呢？Parenti 及其团队利用小鼠模型发现，它们实际上是一种具有所需性能的新型干细

胞，并且通过在重编程过程中抑制 XEN 基因的表达，可以减少 iXEN 细胞的量、增加 iPS 细

胞。下一步研究人员的目标是在人类细胞中探索该过程能否再次呈现，也许能够帮助我们提

高诱导多能干细胞的质量，并为将来研究保护和滋养人类胚胎的组织奠定基础。 
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除了我们上面所提的原本被当成废物倒掉的 iXEN 细胞，细胞中或其分泌物中还有曾经被当

做是垃圾后来发现大有所有的物质吗？ 

曾经的“垃圾”变成人人争相抱之的大腿 

 非编码 RNA 

 

垃圾基因首先浮入脑海！它们转录的非编码 RNA 主要包括小 RNA 以及长链 RNA，因其不能

编码蛋白质而被加州理工学院的大野·乾于 1972 年提出用“垃圾基因”的概念来形容它们，而

从数量上来说这种“垃圾”竟占据了遗传信息的 98%之多，可谓队伍非常壮大。 

随着包括测序在内的各种实验技术的发展和对相关研究的不断深入，垃圾基因的身份才得以

被洗白，虽然它们不编码蛋白却是负责调控一些基因表达的“开关”，非编码 RNA 的突变或表

达异常与许多疾病的发生密切相关，有关研究对了解基因调控、基因敲除、人类疾病防治及

生物进化探索等都具有重要意义，所以成为了各大课题组抱紧的大腿，争相研究。该领域中，

经过 miRNA 的大热之后，现在 lncRNA 也成为该领域的重点研究对象，小伙伴们也可以从越

来越多的相关标书中发现倪端。 
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死而无憾，释放出关键信息 

我叫 cfDNA  

 

细胞都要死了还有什么用呢？所言差矣，正所谓人之将死其言也善，胞之将死亦如此。濒死

细胞释放进循环血液中的 DNA 碎片（血浆游离 DNA， cfDNA），表面上看是细胞排出的垃

圾，其实给我们传递了非常重要的疾病信息。在特定的生理条件或疾病过程中，有相当一部

分 cfDNA 会与在健康的时候不同，因而 cfDNA 也被称为细胞的一种 DNA 指纹。基于这一点，

近年来 cfDNA 已被用于无创性诊断。 

PNAS 期刊上最新的一篇文章报道，研究人员根据濒死细胞释放的循环 DNA 的甲基化模式，
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开发出了一种血液测试方法，无需预先猜测发生了疾病的特异器官，就可以高度敏感、特异

的检测多种病理过程，包括糖尿病、癌症、外伤和神经退行性变。 

 

 

 

 

 

干货 | 小实验里如何挖出大文章？ 

 
作者：老谈 

 

胸科大夫老乔是老谈的好基友，本来最擅长开膛剖肚，如今为了老板的国自然不得不弃医从

文。最近眼瞅这国自然提交日益逼近，为解忧思，常与老谈闲来饮茶畅谈。 

为什么科室会选择老乔下乡知青呢？这点还真不能怪他的老板。科室里能开刀的就三个人：

李明、韩梅梅和老乔，李明明年退休，韩梅梅可能要调到其他医院，眼瞅着只剩老乔一人了，

对其下手，自然没有异议。 

不过咱老乔眉清目秀，聪明好学，思维活泼，年轻有为，是个不错的科主任苗子。其实老乔

不老，86 年的，甚至做过几台牛逼任性的手术，在江湖上小有名气。 

既然老板下了死命令，不去不行了，想着以后科主任人前人后的风光，老乔满血的背着大学

时学过的基本专业书，来到了我和酸菜的 HOLLY 实验室，打算好好干一番事业。 

第一天，他来到实验室就看到我们平台 Western Blot 的技术专家桑美丽同学在进行 WB 抗体

孵育。作为一个摸惯了手术刀的人，顿时被这门久仰的技术吸引过来。 
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为了让我们的桑美丽同学继续干正事，我只能默默把老乔拎过来进行教育。不把各项实验技

术都搞懂就来我们的大本营捣乱，我得让他在大家面前不要显露出和我很熟的样子。 

“老乔，比如你要检测的蛋白为 A，它有 a, b, c, d 四个表位(epitope)，可以被抗体特异性认

识。制作针对 A 的抗体是将蛋白 A 的一段，比如包含 b+c 段，打入兔子（最常见）或其他动

物（山羊 goat，大鼠 rat，鸡 chicken，仓鼠 hamster），由于这是外来入侵物，动物自身的免

疫系统会生产针对它的抗体来清除这个异物，而产生的抗体有些会识别 b 位点，有些则识别

c 位点。之所不用完整的蛋白，是因为全长通常会太大。然后收集被免疫了的动物的血清，

这个含有针对蛋白 A 的的多克隆抗体（因为是识别 c+d 的混合抗体）就称为抗血清

（antiserum)。” 

“恩，好像有的产品卖的直接就是抗血清” 

“的确，有的则再一步将抗体纯化出来。这种多克隆抗体一般会便宜一些。而通过体外刺激

小鼠的 B 细胞和肿瘤细胞的杂合体，分离出单克隆进行培养，可以产生出只针对一个表位 b
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的单克隆抗体（monoclonal antibody），这种抗体的特异性更高，但价格也更贵。但具体到

用单抗还是用多抗，则要具体情况具体分析。比如你要测的蛋白浓度很低，用多抗检测到的

可能性会比用单抗高。又或者待测蛋白会被加工切割成两段，要想两段都检测到，显然应该

用针对两段表位的多抗。” 

“由此可见，一抗都是特异性针对你要检测的蛋白，你要测 A，他要测 B，我要测 C,所以产

量就不可能太大，因为需求量没有那么大。”老乔开窍了，“那二抗是个什么情况呢？” 

“首先要了解抗体的结构。抗体结构就像一个 Y 字形，两个丫的部分称为可变区（Fab)，正是

这个区域特异性地识别抗原的表位。就像一把钥匙配一把锁一样，表位 b 只被含有 b'可变区

的抗体识别。而抗体 Y 字形下面的主干部分称为恒定区(Fc)，所有人的抗体的 Fc 都是一样

的，不同的只是 Fab 区，可以是 b'，可以是 c'。所有鼠的抗体 Fc 也都是一样，所有山羊的

Fc 也都是一样。  所以制二抗，就是用一抗的 Fc 区去免疫动物，方法同制作一抗。” 
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“另外，注意如果一抗是在兔子上制作的，那么制二抗时就不能再打兔子了，因为兔子不会

对兔子的 Fc 产生免疫反应。不然兔子肯定有自身免疫疾病，自己产生抗体攻击自己。有一

部分不幸的人就患有自身免疫疾病。话说回来，从兔子中抽出的任意抗体，不一定要一抗（因

为所有的 Fc 都一样），制作只含有 Fc 段的片段，再打到山羊中，从而获得了针对兔 Fc 的抗

体。这个抗体能够识别所有来自于兔子体内的抗体，不论它们的 Fab 段是什么。也就是说二

抗的适用范围远远大于一抗，因为一抗是一对一（Fab 对表位），二抗是一对多（动物 2- Fab

对动物 1-Fc）。所以不是二抗抗一抗不特异，而是二抗抗一抗的恒定区。” 
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老乔听完好像懂了的样子，不断感慨一个小小的 WB 实验蕴藏这么多知识！那我得让桑美丽

同学给他安排任务了。 

老谈杂谈 

日常实验过程中，我们常见的一些方法能不能搞懂他的精髓会最终影响到你对实验结果的判

断和把握。别小看了 WB 这么平常的实验，二抗抗一抗的原理不是人人都能理解透彻和说的

明白的。善于琢磨细节，了解最本质的东西，才是科研人员应该具备的素质。 

推荐一个可以看实验视频的好去处 

作者：江名 

 

作为一名科研人员，从实验小白开始，就会跟师兄师姐们不断学习新实验新方法。可常在河

边走，哪能不湿鞋？有一天导师突然要求你查文献查资料，做一种实验室之前从没做过的实

验。但有些时候，在文献中并没有详细地描述实验过程。怎么办？下面介绍视频实验期刊—

—Journal of Visualized Experiments ( JoVE)。 

JoVE 是一份展示可视化实验的期刊，是世界上第一个同行评议的科技视频期刊。JoVE 的视
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频出版目标是以动态的形式展示作者的方法、数据分析和结果。它侧重于出版新的方法，现

有技术的创新应用，以及标准操作的科研报告，以帮助研究者克服面对当前科学研究中两方

面的巨大挑战，重现性差，以及学习新实验技术所需的大量时间和密集型的工作。 

1.打开 JoVE 主页，可以看到 JoVE 主要出版生物、医学、化学、物理和环境等研究领域的实

验方法。 

 

2.JoVE 还特别设立了科学教育模块，建立了 JoVE 科学教育数据库。该数据库致力于通过简

单、易懂的视频演示而教给读者实验室的基本操作。点击 JoVE Science Education,可以搜索使

用实验室的一些常用设备和相关实验的基本标准操作。 

 

3. 在 Search 一栏中输入关键词，可以看到如下界面。在网页左侧，可以对查询结果设置筛

选条件，包括作者、出版时间等。 
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4.点开文章，首先看到文章视频部分，可以观看视频，学习详细实验步骤以及注意事项。同

时，视频支持下载，可以保存到电脑上以供学习。 

 

5.出版的每一个实验技术视频都附有详细的文字，包括 summary, abstract, protocal 等等，里

面详细记录了实验相关资料。 
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JoVE 实现了比传统文本文章更高效的信息传播，这种透明而直观的出版形式，对于年轻研究

者实验技术能力的提升大有裨益。 

干货 |“神枪手”是怎样炼成的？ 

 
作者：毛博 

 

如果能够成为一名神枪手，该是多么威风的一件事啊，好了，想多了不是，作为实验狗，我

们所说的“枪”，当然指的移液器。能把移液器用好，可也不是一件容易的事哦，你知道吸液

时该浸入液面以下多深吗？你能准确地移取 Tween、高浓度蛋白溶液等粘稠的液体吗？长期

使用后，你的移液器还准吗？你会自检移液器吗？今天毛博就来传授几招“吸液”绝招，助你

早日成为“神枪手”。 

1.吸液时总有气泡，如何解决？ 

吸液时候出现气泡的原因很多。1）没有将移液键按到底就插到了液面以下，然后你又向下

按，排出了空气，木有气泡才怪了；2）心太急，还没吸满就提起移液器，使吸头脱离了液

面;3）液体本身就容易起泡泡，比如表面活性剂；4）前次排液没有按照要求将吸头靠壁排

液。解决方法只要对症下药即可。 
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2.一点很难打出，怎么办？ 

残余液体出现的原因，要么是移液器密封性已经不太好了，要么是吸头对液体的粘附过大。

你只要对症下药即可： 

1）你可以自检一下自己的移液器（方法见下）。其实很多情况下，吸头才是主要问题。2）

选择高品质的吸头：超低吸附吸头。3）外置活塞移液器（“油枪”）也是一个好选择哦。 
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3. 移液器的自检 

采用重力称重法。1）. 以额定量程，50%额定量程，以及 10%额定量程三个点作为校准点，

每个点至少测三次；2）. 三个校准点处的称量值取平均；3）. 根据测量环境的温度，将三

个平均值各乘以水在此温度下的密度系数（见下表），这样就把称得的质量换算成了体积； 

 

4). 最后嘛，当然就是和移液器自称的精准度比较。在标准以内，那么恭喜你啦；但如果超

出精准度范围，那么就需要校准咯。 

4. 如何移取粘稠的液体? 

在实验中经常需要移取 Tween、高浓度蛋白溶液等粘稠的液体。那么，如何准确地移取呢？

这里介绍两种方式： 

1). 反向吸液。移液器打在第二个停点时吸液，排液时打到第一个停点。这样做能够补偿一

部分因为粘稠而挂壁的液体。另外，使用超低吸附吸头。2). 使用“油枪”。 “油枪”是外置活

塞式移液器的俗称。我们用的移液器一般是空气活塞式的，这种外置活塞移液器的吸头更像
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一支针筒，可以把内含的液体完全刮下来，不但可以准确地移取高粘度液体，还可以移取容

易起泡的液体，例如表面活性剂。 

5. 倒吸的问题 

移液枪要注意不能有液体进入到枪内，倒吸是一大忌讳，请务必注意。如果不小心发生倒吸，

一定要及时清理移液器哦，不然生锈啊，腐蚀啊什么的都会影响精准度的。有些品牌的移液

器下半支很容易拆卸，那么用户就可以自己做清洁工作了，省时省力又省钱，实乃业界良心。 

6. 枪的保养 

1). 调节量程时请温柔一点。 一般移液器内部都是通过齿轮转动的，太粗鲁的转动必然磨损

齿轮，磨损就导致不准。2). 不要倒吸，倒吸后请及时清理。3). 有些品牌的移液器下半支活

塞是需要涂油的，一般这样的移液器方便拆卸且包装内会附赠一小支硅油，那么你就可以拆

下来涂油了。 

对了，忘了回答第一个问题：吸液时，该浸入液面以下多深？这其实是一个最简单的问题。

ISO 标准上指出：吸液时将吸头浸入液体中 2-3 mm 即可。 

Protocol 集中营，你值得拥有！ 

作者：子非鱼 

 

实验 protocol 往往是科研汪们行走江湖时必备的武林秘籍，且一份真正靠谱的 protocol 绝对

是神兵利器。而在免疫学研究之势如火如荼的今天，其实验手段更是五花八门，让人眼花缭

乱。那么现在小鱼就把免疫学上最常用的基础实验（western blot、免疫共沉淀、免疫组化及

ELISA）的 protocol 介绍给大家。 

Western blot（WB） 

WB 是用特异性抗体对 PAGE 电泳的蛋白质样品进行着色，并通过分析着色的位置和深度来

获得特定蛋白质在所分析的细胞或组织中表达情况的信息。 
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Protocol： 

1 从细胞中提取蛋白，并测定蛋白浓度含量。 

 

2 取适量蛋白液与 loading buffer（含有 SDS 和 β-巯基乙醇）混合，加热煮沸 5min，使蛋白

变性后与 SDS 结合携带负电。 
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3 将变性蛋白进行 SDS-PAGE 胶电泳。在电压的作用下，带负电的蛋白质由上向下在凝胶里

移动，且蛋白的分子质量越大，其迁移率越慢。 
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4 转膜：通过半干法或湿转法将 PAGE 胶上的蛋白转移至 NC 膜或 PVDF 膜上。 

 

5 免疫印迹：封闭&敷抗体。 

 

 



 

 

1468 

 

 

6 检测方法 
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免疫共沉淀 

免疫共沉淀是利用抗原和抗体的特异性结合及细菌的 Protein A 或 G 特异性结合到免疫球蛋

白的 Fc 片段的现象，将靶蛋白从混合体系中沉淀下来。 

该实验共包括了 3 种类型：IP（如染色体免疫共沉淀 CHIP）、Co-IP 和 Pulldown 

IP 是只利用抗体抗原的特异性结合即可将靶蛋白从混合体系中沉淀下来。其中，CHIP 便是

由 IP 技术衍生而来。（回复关键词“CHIP”,可查看相关文章，关键词回复正确姿势请点这里） 

 

Co-IP 是在细胞非变性裂解时，蛋白之间的相互作用被保留下来，如果蛋白质 X 的抗体免疫

沉淀 X，那么与 X 在体内结合的蛋白质 Y 也能沉淀下来。 

http://mp.weixin.qq.com/s?__biz=MzA5ODQ1NDIyMQ==&mid=2649598447&idx=5&sn=421043968ef2aab6158b7753864651e8&scene=21#wechat_redirect
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Pull Down 是将靶蛋白的配体固化在亲和树脂上充当一种“诱饵蛋白”，当目的蛋白溶液过柱

时，可捕获与之相互作用的目的蛋白，洗脱结合物后通过 SDS-PAGE 电泳分析即可。 
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免疫组化 

免疫组化是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 

其具体操作流程见以下视频： 

 

酶联免疫吸附测定 ELISA 

ELISA 是将可溶性的抗原或抗体结合到聚苯乙烯等固相载体上，利用抗原抗体结合专一性进

行免疫反应的定性和定量检测方法。 

ELISA 包括三种类型：间接法、夹心法和竞争性法 

间接法（Indirect ELISA） 
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Protocol: 

1 准备样品：样品来源可以是细胞裂解物或是血液中的蛋白混合物，用 PBS 进行梯度稀释。 

 

 

2 将稀释好的样品加入 96 孔板，4℃过夜孵育，进行抗原吸附。 



 

 

1473 

 

 

3 孵育后，用 PBST 清洗 3 次，以除去孔内没有结合或结合力弱的抗原。 

 

4 用封闭液覆盖没有结合蛋白的微孔表面，37℃孵育 2h。避免一抗的非特异性结合。 
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5 封闭液封闭后，用 PBST 清洗 3 次，加入稀释好的一抗（高特异性），37℃孵育 1h。抗体

可按倍数稀释，且每孔做两个或三个副孔。 

 

6 一抗孵育后，用 PBST 清洗 3 次后，加入稀释好的连接酶的二抗，37℃孵育 1h。 

 

7 二抗孵育完后，用 PBST 清洗 3 次，加入底物，避光孵育 30min，用酶标仪检测 OD 值。OD

值越高，样品中目的蛋白的含量越高。 
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夹心法（SandwichELISA） 

 

Protocol： 

1 准备样品：样品来源可以是细胞裂解物或是血液中的蛋白混合物，用 PBS 进行梯度稀释。 
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2 孵育一抗，4℃过夜，将一抗吸附在孔底表面。 

 

3 孵育后，用 PBST 清洗 3 次，以除去孔内没有结合或结合力弱的抗体。 
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4 用封闭液覆盖没有结合抗体的微孔表面，避免抗原的非特异性结合。 

 

5 封闭液封闭后，用 PBST 清洗 3 次后，加入样品（抗原），37℃孵育 1h。抗体可按倍数稀

释，且每孔做两个或三个副孔。 
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6 用 PBST 清洗 3 次后，加入检测抗体，37 孵育 1h。 

 

7 用 PBST 清洗 3 次后，加入酶联抗体，37℃孵育 1h。 
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8 用 PBST 清洗 3 次，加入底物，避光孵育 30min，用酶标仪检测 OD 值。OD 值越高，样品

中目的蛋白含量越高。 

 

竞争性 ELISA（competitive ELISA） 
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Protocol: 

1 将抗体和抗原在试管里结合形成复合物。 

 

 

2 将复合物加入 96 孔板中，4℃过夜孵育，使其吸附在孔底表面。 
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3 用 PBST 洗 3 次，将没有吸附的蛋白或复合物洗掉。 

 

4 用封闭液覆盖没有结合蛋白的微孔表面，37℃孵育 1h。避免二抗的非特异性结合。 
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5 用 PBST 洗 3 次，加入竞争性酶联抗体（可与抗原样品竞争结合一抗），37℃孵育 1h。 

 

6 用 PBST 洗 3 次，加入底物，避光孵育 30min，用酶标仪检测 OD 值。OD 值越小，说明样

品中目的蛋白的含量越高。 
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盘点 | 靠谱 protocol 哪里找？ 

 
作者：子非鱼 

 

实验 protocol 问度娘？除了搜出许多商业广告以外，就是百度文库里的千年都没有更新的

protocal，实在不太靠谱啊。虽然百度结果也有来源于丁香园、生物秀、生物通等网站上的

protocal，但相关信息的质量参差不齐，遇到重要的实验时实在不敢轻易相信，小鱼建议，靠

谱的 protocol 还是找大牛要吧。 

提供实验方法的网站很多，比如： 

1. Nature protocols 

对于 Nature protocols，相信大家对她也知根知底了，查询时直接在首页搜索框输入实验技术

名。 
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2. Nature methods 

《Nature Protocols》杂志文章则倾向于描述详细的实验步骤及注意事项，以便使读者可以快

速将该实验方法应用于各自领域的研究。而《Nature Methods》杂志主要发表生命科学领域

中新的研究方法或对经典方法有显著改进的相关论文。 

 

3. Nucleic Acids Research Methods 

http://www.oxfordjournals.org/our_journals/nar/new_nar_methods.html 

直接登录网页，可按不同研究领域来查找具体的实验技术。 



 

 

1485 

 

 

4. Springer 出版社的 Methods 系列 

http://link.springer.com.libaccess.lib.mcmaster.ca/ 

打开 Springer 首页，在“Browse by discipline”一栏选择“Life science”,然后在“Content Type”一栏

点击 protocal,出现以下页面，在搜索框输入关键词查询实验方法。 
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5. 冷泉港出版社的 Protocols 系列 

http://www.cshlpress.com/ 

首页显示的 protocals 大分类清楚明了，想查什么技术方法就直接点击，每个大类下面有更

细的分类，例如点击首页“Polymerase Chain Reaction (PCR)”，可以选择具体的 PCR 技术。 

Polymerase Chain Reaction (PCR), general 

Amplification of DNA by PCR 

Cloning By PCR 

Detection of PCR Products 

Differential Gene Expression 

Mutagenesis by PCR 

Purification for PCR 

RT-PCR 
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6. google scholar 检索 

pubmed 的文献更新速度比 google scholar 快。但是 google scholar 在检索 protocal 上更显优

势：一是 google scholar 检索结果里有引用次数，一般来说，引用次数高的文献，其技术方

法的可重复性高；二是 scholar 可以检索到专利和书籍里面的技术方法，特别是书籍里面的，

有很大的参考价值。 

 

 

干货 | 一个过来人倾力推荐的 14 个实验

心得 

作者：子非鱼 

 

正所谓细节决定成败。很多时候，大多数实验的失败就在于对细节的忽略。小鱼以自己多年

的实验经历，总结了 14 个心得，在小鱼的实验生涯里获益颇多，今天就贡献给大家，不用

谢，小鱼嘛，不仅授人以渔，也要会授人以鱼，文末有福利赠送哦。 
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01Protocol 里有文章 

实验前，一定先认真读 Protocol。Protocol 是前人针对该实验的经验总结的规范化流程，通

过 Protocol 可以了解该实验的基本原理和大致流程，重点关注 Protocol 的关键步骤（可以用

笔将其标示出来），做到心中有数。最好能做一份详尽的实验流程，贴在实验台前，特别注

意的地方特别标注，可以随时参照。 

其次检查该实验所需要的试剂是否齐全、所使用的仪器在实验室里是否具备及该仪器是否能

够正常工作。如果试剂有缺乏，应及时订购或者依据实验原理寻找可替换的试剂，如此才可

避免实验被迫中途停止的窘境。 

总之，万事不打无准备之仗，在实验中只有做好万全的准备，才有可能获得成功女神的青睐。 

02 设置尽量多和全的对照组（control） 

没有对照组的实验，就得不到有效的实验结果。一个好的对照组（Control）既可以提高实验

摸索的效率，且能够有助于找到实验失败的原因。其中最基本的 Control 包括阳性对照

（Positive control）和阴性对照（Negative control）。前者既可以排除实验员个体的差异，也

可以排除实验环境的差异；后者则可以评估假阳性的可能性与影响大小。 

因此，无论 Control 结果如何，它都使得我们每一次实验都在知识结构上是“进步”的，可以

提高下次实验的成功率和效率。 

03 重质轻价格，试剂需分装 

对于实验试剂而言，质量永远是第一位的，之后才是价格问题。有些试剂也许便宜，但因缺

少质量控制（QC）环节，会导致不同批次产品之间性能的不稳定性，进而导致实验结果的不

稳定性（这对于辛苦做实验需要发文章的研究人员来说是种灾难性的打击）。因此购买试剂

时，最好去正规品牌的生物科技公司去订购（如生工、优宁维）。 

谚语说：不要把所有的鸡蛋都放在同一篮子里。同样，在做实验时，也不要把所有试剂都放

到同一个容器里。比如酶试剂、溶解肽等，均是价贵量少热不稳定的试剂，那为了避免出现

反复冻融变质、污染、和与别人混用等问题，可将试剂分装成若干份。同时在最初分装时一

定要注意将试剂全部溶解且充分混匀，可避免解冻时每管的浓度不均一。 
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04 实验流程中设置关键的检查点 

实验检查点可以减少实验误差，在实验检查点没有通过之前不要进行后续的实验，除非你对

通过该检查点非常有信心，否则不要着急。要知道心急吃不了热豆腐，不顾结果的赶进度经

常会使实验变得更慢。 

05 做好实验标记，按顺序加样 

做大批量实验时，事先在实验记录本上写好样品全称和对应编号。因为如果加样时是按照字

母或数字顺序加样的话，就可以很清楚加样是加到哪一管了。加大批量的样品时，先把要加

的试剂写在纸上，按照从上至下，从左至右的顺序加样。对于同一试剂，加一个试管时就该

试管往左、右或上、下移动一格。电泳时，不同泳道顺序为 Marker、Control、实验组。多个

Marker 或 Control 时，再按照字母或数字顺序排列。收集样品时，可先按照时间顺序，后字

母、数字顺序排列样品。 

而编号中除了 1、2、3...（可以的话，尽量避免同时使用 1 和 7，或者在 7 的中间加一横），

A、B、C...，a、b、c... 还有①② ③...，一、二、三...，α、β、γ...等，大家可形成自己独特

的标记规则，以避免和他人的样品弄混。同样的标记日期时，yy/mm/dd 或 mm/dd/yy 或

dd/mm/yy，任选其一后请固定你习惯的标记方法。 

06 大批量加样时，按枪头的排列顺序使用枪头 

人的注意力集中时间总是因人而异。当在处理大批量加样品的实验中你不小心走神时，不要

慌张，你可通过枪头盒上的枪头排布即枪头的使用量来判断样品加到第几个了，不至于少加、

多加、或者错加，节省时间。 

07 实验试剂用前需要混匀 

实验对很多试剂的用量都有明确要求，要确保实验的成功和可重复性，必须保证试剂用量一

致。试剂用量=体积×浓度，如果试剂浓度不混匀的话，浓度就会不同，即使加样的体积一样，

实际的量也可能不一样。所以，一定要保证试剂是充分混匀的，结冰的试剂必须完全溶解才

可以使用。容易沉淀的试剂，使用之前必须在漩涡振荡器（vortex）混匀后才能使用。 
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08 并行两三个实验，充分利用实验间隙 

此技巧的应用前提，是你对并行的实验十分得心应手，要了解到每个实验中的哪一步是对时

间比较敏感的，哪一步需要等时间的。比如在等转化的时候顺手配个培养基，跑胶过程中去

画个平板等等，整体来看还是很节约时间的。这时可以使用多个计时器，为了避免搞错 timer，

可在每一个 timer 上贴上标签。 

09 移液枪的注意事项 

Tip 头吸完后马上从移液器上取下来，以免忙乱的时候又以同一 tip 头吸取另一种试剂。使用

移液枪时，务必注意要轻轻吸液，防止液体被吸到枪里面，造成移液枪的腐蚀和后续实验的

污染。当 tip 头里还有液体时，移液枪不要倒过来。移液枪使用完之后，要归到最大计量的

位置，防止久而久之弹簧失去弹性。 

10 实验中注意力要集中，也要注意协同合作 

实验中要集中精神、不要与人海聊，以免加错样或造成实验污染。因此做实验时不要想其他

事情，想其他事情的时候不要做实验。有时实验中所需要使用的仪器，可能也其他人实验者

着急要用，这时需要学会谦让，因为你在让别人的同时，也在给自己争机会。做完实验后，

清理实验台，将药品、仪器归位，方便自己也方便大家。 

11 实验数据一定要及时记录、分析处理 

俗话说的好，好记性不如烂笔头。人的记忆力有限，实验结束后，一定要及时做好实验记录。

因为实验记录不仅是对实验步骤、试剂、数据的真实客观的记录，也是一份能保证你的知识

产权不被侵犯的法律文档，同时也是你留给实验室的“科研财富”，也许你学术影响力就从这

份实验记录上开始扩展的。因此，实验数据应及时的进行分析整理，如果做不到当天整理，

最起码每周整理。 

12 实验记录一定要详细整洁 

实验中往往一个很小的细节就是决定实验成功与否的关键所在。如果没有对细节进行详细的
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记录，实验一旦出了问题就很难找到原因。如实验中容易失效的试剂，一定要表明试剂名称、

配置时间、试剂有效期、配置者及其他必要信息。实验记录要保持整洁，如果过于潦草，那

么在需要寻找相关信息时候就难以找到。 

13 一定要将实验数据进行及时备份 

《At the bench》的作者曾说，如果实验室发生了起火等危急情况，首先应该抢救的不是试

剂，而是实验记录。因为有了实验记录才可以完成论文。因此，为了防止发生实验记录丢失

的情况，将整理好的实验记录扫描为 PDF 文档以备份。对于重要的研究数据，最好整理成电

子文档例如 Excel 或 Word 文档，且最好养成对自己的电脑文件定期备份的习惯。此外，质

粒、转化的细菌、珍贵的细胞株等也需要备份。最好备两份以降低丢失的概率。 

14 实验首先要靠自己，但也要注意沟通 

千万不要埋头苦干、闭门造车。多利用 PPT 的形式来向导师和同事展示你的科研成果，因为

也许在他们的点拨下，你在实验中所遇到一些问题很容易就可以迎刃而解。 

 

从清华实验室起火，谈医学实验室常见危

险品处置与自我防护 

作者：大肚腩 

 

不久之前，清华大学何添楼 231 室实验室突然起火。现场图片及视频显示，事发当时，火苗

和黑烟不断从何添楼二层窗户冒出，伴随“噼里啪啦”的响声。一名博士后当场身亡，据悉当

时正在做有机催化，使用氢气做化学实验。 
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事发现场图 

我们在为清华默哀的时候不禁感叹：化学实验室真可怕！那医学实验室就安全了么？其实在

医学实验室，也存在大量安全隐患，回忆起硕士的实验生涯，还是有些后怕，在此将常见的

危险品、毒物及危险操作指出，望师弟师妹警醒。 

头号危险品：液氮、液氮罐 
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涉及操作：细胞复苏、组织冻存、换液氮等 

每次轮到我去灌液氮罐简直都快哭了好吗？毕竟是零下 160 度的液氮啊，曾经取组织的时

候小手被冻伤了有木有，一块青紫啊，吓得我以为手要废了啊。去年听说某附院师姐换液氮

时遭遇液氮罐爆炸，击穿了一只眼球，至今失明，真是心有戚戚焉。好了，接下来说重点。 

注意事项： 

取组织时一定要戴手套最好多戴一层，避免长时间操作 

细胞复苏时冻存管孵育的时候有时候会蹦出来，咋办呢？捂住脑袋躲远点，上帝保佑你。 

取液氮、换液氮的时候最好不要单人操作，不要穿拖鞋，露脚丫子，露大白腿、露手臂、露

胸等，尽量全副武装，把自己包的严严实实，无可伤害。  

二号危险品：酒精灯 

 

没错，就是初中起就开始点的酒精灯哦，据说大部分人在细胞间都练成了火云掌、红焖猪蹄

哦。 

涉及操作：细胞相关 
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注意事项：因为做细胞实验间隙会往手套上喷酒精，记得近超净台时候把手晾凉，点火时离

手套远点，否则分分钟先点燃的是双手了。 

也许有人问：手已经点燃了咋办，没事，那是手套，手没那么快熟啦，赶紧脱手套吧。 

三号危险品：有毒试剂 DMSO 

 

涉及操作:细胞冻存 

DMSO（二甲基亚砜），对皮肤有极强的渗透性，有助于药物向人体渗透。吸入：高挥发浓度

可能导致头痛，晕眩和镇静。皮肤：能够灼伤皮肤并使皮肤有刺痛感，如同所见的皮疹及水

泡一样。用的时候要避免其挥发，要准备 1%-5%的氨水备用，皮肤沾上之后要用大量的水洗

以及稀氨水洗涤。最为常见的为恶心、呕吐、皮疹及在皮肤、和呼出的气体中发出大蒜、洋

葱、牡蛎味。 

注意事项：口罩、手套，细心操作，避免液体溅出来。 

四号危险品：Trizol、氯仿 
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涉及操作：RNA 提取 

没错，臭的要命的就是 Trizol，有点常识的都知道有毒害好吗？怎么办，只能戴口罩了，按

量小心取用了。 

友情提示：建议备孕人士让师弟、师兄代劳实验。 

最后，注意实验室用电安全 

曾经有师姐忘记关烤箱的电源最后烤坏了烤箱，而我自己曾经在不关电源的情况下修理过实

验室显微镜，后来被公司专业人员大骂一通不怕死。请注意实验室用电安全一定记牢，避免

烤箱等大功率电器持续做功。 

除上述常见危险品及毒物外，Western 配胶用的很多东西都有毒性，而很多同学一直不注意

防护，诸如不戴口罩手套操作、穿拖鞋操作，对着实验用药吃饭等等，想说的是，大家是祖

国的未来，请注意自我保护，至少先活到当教授那天吧，避免清华博士后悲剧发生，出师未

捷身先死。 

在师姐们的血泪史中成长：给实验室新手

的经验分享 
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作者：四月 23日 

 

最近，研一的师弟师妹们陆陆续续的进入了实验室，熟了后有时会跑来问：“师姐，老板说

让看文献，去哪找啊，看什么文献呀？”“师姐，文献好难啊，看不懂…”，像前一阵有些同学

最近要开题了，科研业务不熟练，不知道该怎么写。好啦好啦，懒得一个个讲，在这里和大

家分享一点小经验。 

1 关于怎么查找文献 

  首先呢，是查找文献。在以前，谷歌还可以使用的时候，我习惯于用谷歌学术直接搜索。

但是现在物是人非，可能有些小伙伴使用谷歌并不方便，那也可以使用 NCBI。但是强大的

NCBI 可不是只能用来查查文献哒，还可以查基因、查序列、查样本等等。不过，也许是我的

网络不好或者其他什么原因，有时 NCBI 跳转的很慢，甚至会出现打不开的现象。每个学校

的图书馆都有购买很多数据库，方便大家下载文献，但是每个学校都没有办法将所有的数据

库都买下(真的太贵了)，哪怕是哈佛牛津这种顶级牛校也是办不到的呀。现在有很多途径帮

助大家求助文献，比方说小木虫和丁香园的论坛呀，另外还有些好心人建立的 QQ 群，集合

了很多高校资源，可以互助文献。 

 

图 1 谷歌学术的搜索界面 
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图 2 NCBI 的搜索界面 

  一般情况下，刚进实验室，老板会给大家个题目或范围，让童鞋们先去找点文献看，或

者给师兄师姐打下手。刚开始的时候确实会有些手足无措，想当年， 我和同学还会吐槽老

板，就这样把我们打发了，然后看着老板给的题目发呆，实在是让人感到无从下手。 

  对于同一个老板或者是同一个实验室，一般情况下大家的课题都是一脉相承的，可以先

了解了解师兄师姐做的内容，一般情况下和自己的题目是相近的。刚来实验室一定要积极，

多给师兄师姐打下手帮帮忙，早点学会操作技术，要知道，在实验中有很多心得体会只有在

实践中才能悟出来，若是前辈口头相传也许会减少以后犯错误的机率。所以你看到我的帖子

得是多么的幸福，嗯，不谢！ 

  多看看老板、师兄师姐已发表的文章和毕业论文，先补一下基础知识，用相关关键词检

索相关文献，比方说我搜索 lung adenocarcinoma，搜索关键词后可以看到有很多文献陈列出

来，如果你想看这个研究方向的最新进展，可以在网页左边的“一般筛选区”对发表日期再次

筛选；当然，这个结果显然是粗放了一些，比方说你想看看别人研究某个基因的情况，可以

到右边的“高级筛选区”填写。 

 

图 3 搜索关键词 

再比方说我们搜“KRAS”并打开一篇文章，可以看到除了基本信息(题目、作者、摘要等)，还

可以现在有基因的相关信息，点击 KRAS 后，或查基因功能通路，或查相关的 miRNA、SNP、

蛋白，等等，大家就可以看自己想看的了。 
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图 4 文献搜索结果(怎么样，有木有感觉画风很美，是的没错，我学过。。) 
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图 5 基因搜索结果 

  看文献其实不必追求看完全文，大部分文章看摘要，真正有用的再看全文。看完之后，

最好将文献中重要的结论做笔记记录下来(或是在文档上直接标记，或是打印出来标注)，这

样方便写论文需要引用文献，也避免看过就忘的悲剧。除了记录结论，积累文章中的好句子

也是非常有用的，选择那些作者母语是英语的文章，替换句子中的词就可以使用，让自己的

论文显得 native。 

2 关于怎么做实验 

  记得当年老师曾问我：“做实验最重要的事情是什么？”细节，请注意实验中每一个细节。

曾做一个长达一年的连续实验，观察实验中发生的任何变化是我每天最重要的任务，当时就

像记日记一样，哪怕是很琐碎的事情也都记在本子上，比方说天气的变化(影响控温)。而这

些都成为日后处理数据、发现问题最重要的证据。其实也不一定要用本子记，也可以用印象

笔记或有道云笔记，手机和电脑云端共享也是极好哒。除此之外呢，请务必记得将实验记录

在电脑上、U 盘、移动硬盘和网盘多做备份，这个真的很重要，非常重要！！我用我血和泪

的教训告诉大家，千万别用“剪切”！！ 

 

 

图 6 这只是我一个实验的记录本 
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  墨菲说得好啊，如果你担心某种情况发生，那么它就更有可能发生。这里有一个我老师

的故事：他老人家当年可是一位富有情怀的文艺小青年，特别喜欢用钢笔练字呀、做笔记呀

什么的。那天，他偷懒心想明天再把结果备份到电脑上，恩，没错，故事的结果就是第二天

他发现实验记录本不知为何泡水了，那记录本打开后跟泼墨画似的，有着一种特别的朦胧

美。。。 

  这个故事告诉我们以后最好不要用钢笔？额，就是说我们做实验一定不能存侥幸心理，

一定要记住，不然真的很容易倒霉！！这里还有个悲催的故事：有一次我的样品放在冰箱里

保存，当时整个实验室只有我一个人在做实验，于是我就没有在标签上写我的名字。有一天，

师弟整理冰箱就问这份没有名字的样品是谁的，因为我没在所以没有人回应，结果他就倒

了。。。最后知道真相的我眼泪掉下来，这直接导致我整个实验最后一个步骤的数据缺失！！

啊，多么痛的领悟！！ 

  实验中对随机和程序化的把控也是非常重要。你所做的每一个处理(取样、培养条件、

检测)都要充分的考虑是否随机，否则主观想法很容易使实验结果产生偏差。实验操作的程

序化是把操作步骤尽量程序化固定化，减少操作中思考的次数，这样可以减少错误发生的次

数。 

3 关于怎么写开题报告 

 

  开题报告主要是为了以后的工作制定计划，是由选题者把自己所选的课题的概况(即"开

题报告内容")，向有关专家、学者、科技人员进行陈述。然后由他们对科研课题进行评议。

其内容包括综述、关键技术、可行性分析和时间安排等四个方面，比方说题目、立论依据(毕

业论文选题的目的与意义、国内外研究现状)、研究方案(研究目标、研究内容、研究方法、

研究过程、拟解决的关键问题及创新点)、条件分析(仪器设备、协作单位及分工、人员配置)

等。其实说白了，开题报告就是讲下一步我们要解决什么，为什么要解决以及如何解决的问

题。 

  综述可以帮助我们梳理思路，看前人如何研究，已经拥有了哪些研究成果，这里需要大

量文献的支持，并在其中去提炼总结自己研究的亮点。课题中的创新性和可行性会是开题报

告尤其是真正汇报时老师关注的重点。 

  写开题报告的时候需要插入文献，尤其是到毕业论文的时候，可能需要插入上百篇文献，
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文献的排序、格式、插入等都是问题。我一般是用 Endnote，每篇文献都是提前先编辑好(注

意：这个很重要，一劳永逸呀)，插入的时候调下格式就好。Endnote 是一个管理文献的好工

具，可以将文章命名分类管理，看过的文献归入子文件夹，最起码要把有用的和没用的分开。

下载电子版文献时(caj，pdf，html)，把文章题目粘贴为文件名。注意，文件名不能有特殊符

号，要把\ / : * ? < > |以及换行符删掉。每次按照同样的习惯设置文件名，可以防止重复下

载。还有个软件是 NoteExpress，关于这些软件的使用小木虫里有很多大神分享经验，我就

不多说啦。 

  除了阅读大量文献，我们还可以通过借鉴别人的样本(从 GEO 下载)来运行一下实验方

案，看看可以什么样的结果(组间的差异、趋势等等)，毕竟无论测序还是芯片都得几万块，

尤其是对于马上要开始实验的童鞋们，时间和金钱同样宝贵。 

 

 

  最后插一句，写文章呢最好是使用 Microsoft office word，排版打印的时候兼容性、稳定

性更好，建议打印前将 word 文档转为 PDF 再打印，避免打印时出现发生格式变动等坑爹的

情况。 

  行了，刚才我提到各个软件公司(包括微软 office、美图秀秀以及腾讯 QQ 截图)待会来后

台结算一下啊。 

 


