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[bookmark: _Toc148712262]一、细胞原代培养、传代培养、冻存和复苏
1、实验原理
细胞培养可分为原代培养和传代培养。直接从体内获取的组织细胞进行首次培养为原代培养；当原代培养的细胞增殖达到一定密度后，则需要做再次培养，即将培养的细胞分散后，从一个容器以 1：2 或其他比率转移到另一个或几个容器中扩大培养，为传代培养，传代培养的累积次数就是细胞的代数。细胞冻存及复苏的基本原则是慢冻快融，实验证明这样可以最大限度的保存细胞活力。目前细胞冻存多采用甘油或DMSO作保护剂，这两种物质能提高细胞膜对水的通透性，加上缓慢冷冻可使细胞内的水分渗出细胞外，减少细胞内冰晶的形成，从而减少由于冰晶形成造成的细胞损伤。复苏细胞应采用快速融化的方法，这样可以保证细胞外结晶在很短的时间内即融化，避免由于缓慢融化使水分渗入细胞内形成胞内再结晶对细胞造成损伤。
2、实验材料
原组织材料、生理盐水，100mL灭菌烧杯，15mL离心管，培养皿，滴管，无菌镊子、剪刀，筛网，泡沫板，大头针，酒精灯，培养瓶，培养液，PBS，0.25%胰酶，超净工作台、二氧化碳培养箱、倒置显微镜，显微镜，计数板，离心机，恒温水浴箱，冰箱，液氮罐，冻存管，冻存液，废液缸等。
3、实验方法
（1）取材：人和动物细胞的取材是原代细胞培养成功的首要条件，直接影响细胞的体外培养。
（2）分离细胞：
悬浮细胞的分离方法：组织材料若来自血液、羊水、胸水或腹水的悬液材料，最简单的方法是采用 1000r/min 的 低速离心10分钟。经离心后由于各种细胞的比重不同可在分层液中形成不同层，这样可根据需要收获目的细胞。
实体组织材料的分离方法：对于实体组织材料，由于细胞间结合紧密，为了使组织中的细胞充分分散，形成细胞悬液，可采用机械分散法(物理裂解)和消化分离法。A：机械分散法：方法简便、快速，但对组织机械损伤大，而且细胞分散效果差,适用于处理纤维成分少的软组织。B：消化分离法：组织消化法是把组织剪切成较小团块(或糊状)，应用酶的生化作用（酶消化分离法、胶原酶消化法）和非酶的化学作用（EDTA消化法)）进一步使细胞间的桥连结构松动，使团块膨松，由块状变成絮状，此时再采用机械法，用吸管吹打分散或电磁搅拌或在摇珠瓶中振荡，使细胞团块得以较充分的分散，制成少量细胞群团和大量单个细胞的细胞悬液，接种培养后，细胞容易贴壁生长。
（3）细胞培养：
静置贴壁细胞(包括半贴壁细胞的培养)培养要求：1、细胞要通过充分漂洗，以尽量除去消化液的毒性；2、细胞接种时浓度要稍大一些，至少为5×108 细胞/L；3、培养基可用 Eagle(MEM)或 DNEM 培养；4、小牛血清浓度为10%-80%；5、应在 37℃ 5%CO2的培养箱中培养；6、在起始的2天中尽量减少振荡，以防止刚贴壁的细胞发生脱落；7、待细胞基本贴壁伸展并逐渐形成网状，应将原代细胞换液；8、用骨髓或外周血中的悬浮细胞经静置培养1周时，应将细胞悬液经低速离心后换液；9、贴壁细胞长成网状或基本单层时，未达到饱和密度，需采取换液方式来更新营养成分以满足细胞继续生长繁殖的需要；换入等量完全培养基或换成含 2%小牛血清的维持液。
悬浮细胞的培养要求：1、原代培养时要尽量去除红细胞；2、短期培养，可在含10%小牛血清的 RPMI1640 培养基中进行；3、细胞浓度可在 5-8×109/L范围内，进行分瓶试验；4、长期培养时，淋巴细胞中要加入生长因子，白血病细胞中要加入少量的原患者血清，以利细胞生长；5、细胞换液一般每隔3天需半量换液一次；6、细胞传代一般待细胞增殖加快、细胞密度较高时才能进行；7、悬浮细胞细胞培养基中不仅会发生转化而且会发生分裂繁殖，此时培养基中的营养成分并不能维持细胞的营养需求，需进行换液，通常采用半量换液的方法。
（4）细胞传代：
1 倒置显微镜下观察细胞形态，确定细胞是否需要传代。 
2 培养液瓶打开后，置酒精灯火焰周围灭菌。 
3 弃去细胞培养瓶中废液，2-3mL PBS 洗去残留的培养基。 
4 培养瓶加入适量0.25%胰酶， 37℃消化，显微镜下观察到细胞形态改变，待细胞开始变圆脱落，加入等量的含血清的新鲜培养基终止消化。 
5 反复吹打细胞使其脱壁并分散，再根据分传瓶数补加一定量的含血清的新鲜培养基，制成细胞悬液，然后分装到新培养瓶中，继续培养。
6 对半贴壁培养细胞，不需胰酶，直接吹打，加入新鲜培养基，然后分装到各瓶中。
（5）细胞冻存
1 选择细胞生长状态良好且无污染的细胞，待细胞密度达到80%-90%左右，弃去细胞培养基，使用PBS缓慢清洗两次。
2 加入1 mL浓度为0.25%的EDTA胰酶消化液置于细胞培养箱中进行消化，期间使用显微镜观察细胞形态变化。
3 待细胞圆润且出现脱落，随后添加10%FBS完全培养基终止消化，缓慢吹打至细胞分散，转入细胞冻存管内。
4 800-1200 rpm，离心5 min，弃上清.
5 添加1mL细胞冻存液，重悬细胞。
6 转入细胞程序降温盒内保存至-80℃冰箱，24h后，转存至液氮，长期保存。
（6）细胞复苏：
1 预先将所需10% FBS完全培养基置于超净台中，紫外照射半小时并使培养基恢复至室温。
2 取出液氮罐中冻存的细胞，快速放入事先温育的37℃水浴锅中，快速旋转搅动细胞冻存管，使其完全融化并恢复至37℃左右。
3 800-1200 rpm，离心5 min。
4 超净台中弃去冻存液，添加1mL含10% FBS的完全细胞培养基，缓慢吹打悬浮细胞。
5 随后转移至T25细胞培养瓶中，继续添加4mL完全细胞培养基后。
6 置于37℃，5%CO2培养箱中，继续培养。
4、耗材及仪器示意图
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[bookmark: _Toc148712263]二、细胞生长曲线
1、实验原理
典型的生长曲线即可分为潜伏期、指数生长期、平顶期及退化衰老四个部分,其中潜伏期、指数生长期和平顶期是所有细胞系共有的特征。通过测定生长曲线,不仅可以了解培养细胞生物学特性的基本参数、测定细胞绝对生长数、判断细胞话力，而且也可测定培养基、药物等外来因素对细胞生长的影响。测定细胞生长曲线其原理是测定单位体积内细胞数量，从而计算出细胞浓度。
2、实验材料
0.25%胰蛋白酶、10% FBS培养基、PBS、无血清培养基、血细胞计数板、细胞6孔板、倒置显微镜、水浴锅、细胞培养箱等
3、实验方法
1 观察细胞生长状态及细胞密度，约80%（以贴壁细胞和 10cm培养皿为例）；
2 弃去培养液，加人3mL PBS，洗涤1~2次；
3 加人 1mL胰酶，37℃ ，消化细胞；
4 800-1000r，离心5min，弃上清；
5 加入2ml 培养基重悬细胞；
6 1.5mL EP管内加入培养基并添加一定比例的细胞悬液，进行倍比稀释；
7 取10μL 稀释后的细胞悬液，滴加至血细胞计数板，10倍物镜下计数四角大方格内细胞的数量；
8 计算出细胞悬液的浓度，再根据原细胞悬液的体积计算出总细胞数；调整细胞浓度至1×105/ml~1 ×106/mL；
9 6孔板内每孔接种浓度为 1~4×104/mL细胞悬液1mL，随后补加2mL含 10%胎牛血清培养基；
10 晃匀后，置于细胞培养想培养；
11 从第2天开始，每隔24h 取出孔板，吸弃培养液，加人 1mL胰酶消化细胞，然后加人 1mL完全培养基中和消化，制备单细胞悬液。
12 重复6-8，计算每孔总细胞数，取平均值；
13 以时间为横轴，细胞数为纵轴绘制细胞生长曲线。
4、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712264]三、MTT比色法测细胞活力
1、实验原理
噻唑兰，简称 MTT，可透过细胞膜进入细胞内，活细胞线粒体中的琥珀脱氢酶能使外源性 MTT 还原为难溶于水的蓝紫色的 Formazan 结晶并沉积在细胞中,结晶物能被二甲基亚砜（DMSO）溶解，用酶联免疫检测仪在 490nm 波长处测定其光吸收值，可间接反映细胞数量。
2、实验方法
2.1 接种细胞
1 用胰蛋白酶消化汇合的单层细胞，将细胞收集到含血清的培养基中；
2 离心细胞悬液，使细胞沉积下来。用培养基重悬细胞，计数；
3 细胞稀释至2.5×10³-50×10³个/ml,每个微滴定板可容纳20mL细胞重悬液；
4 96孔板中间十列的各孔中加入200μL细胞悬液，每孔0.5 x 10³-10 x 10³； 
5 将200μL培养基加至第1列和第12列的8个孔中。第1列作空白对照。
6 将培养板放至塑料饭盒中，于37℃湿润环境中温育1-3天，等细胞进入指数生长期时可加入药物。
2.2 添加药物
1 用培养基将细胞毒性药物5倍系列稀释，共制备8个浓度。
2 对于贴壁生长的细胞，去除第2-11列各孔的培养基。
3 在第2列和第11列的8个孔中加入200μL新鲜配制的培养基，作为对照。
4 在第3-10列的细胞中加入细胞毒性药物，每个药物浓度仅需4个孔，前4孔第一种药物， 后4孔用于第二种药物。
5 向每组4 孔中各加入200μL药物溶液。
6 将培养板放回塑料盒中，温育至确定时间。
2.3 生长期
1 在药物作用期结束时，去除培养基，加入200μL新鲜的培养基。
2 每日换液。
2.4 存活细胞数的估算
1 在生长期末，每孔中各加入200μL新鲜的培养基，在第1-11列所有孔中各加入50μL MTT。 
2 用铝箔包裹培养板，于37℃湿润环境中温育4h。
3 弃去孔中的培养基和MTT,  在第1-11列所有孔中各加入200μL DMSO, 以溶解残留的MTT。
4 在含有DMSO的各孔中加入Gly缓冲液(每孔25μL)。
5 立即在570nm处记录吸光值。以第1列中含培养基和MTT但不含细胞的各孔调零。
3、数据分析
以药物浓度为横坐标 (X 轴)，吸光值为纵坐标 (Y 轴)，绘制曲线图。第2列和第11列各孔中得出的平均吸光值作为对照吸光值，对照组吸光值减少一半时所需的药物浓度即为IC50浓度。
[bookmark: _Toc148712265]四、CCK-8测定细胞增殖
1、实验原理
CCK-8工作原理类似于 MTT，在电子耦合试剂存在的情况下，WST-8 可以被线粒体内的脫氢酶还尿生成高度水溶性的橙黄色的甲臜产物（formazan）。颜色的深浅与细胞的增殖成正比，与细胞毒性成反比。
2、试剂耗材
0.25% 胰酶、含血清培养基、DMSO、CCK-8 试剂盒、96 孔板、离心管、血细胞计数板、酶联免疫检测仪、倒置显微镜、细胞培养箱等
3、实验方法
3.1 CCK-8 法测定贴壁细胞增殖
1 10cm 细胞培养皿培养细胞，当细胞长至90%待用；
2 胰酶消化细胞，离心收集细胞沉淀，含血清培养基重悬，制成单细胞悬液；
3 血细胞计数板进行细胞计数，调整细胞浓度至5 x 103-5 x104/mL;
4 吸取200μL稀释后的细胞悬液至96 孔板，每板设计5-8 药物浓度,每个药物浓度设置3~6个复孔，并设置对照孔和调零孔。
5 37℃，培养 24h ，加人药物；
6 加人药物刺激24~96h 后，每孔加人 CCK-8溶液 10μL；
7 37℃孵育1~4h 后，在酶联免疫仪上选择 450nm 波长测定吸光度值，计算每组浓度复孔的平均值。
8 以药物浓度为横轴、吸光度值为纵轴绘制生长曲线。
3.2 CCK-8 法测定悬浮细胞增殖
1 使用 10cm 培养皿培养细胞，收集对数期细跑；
2 离心收集细胞沉淀，完全培养基重悬细胞，血细胞计数板计数，制成1-5 x106/m1 单细胞悬液；
3 按一定的倍数稀释细胞悬液，调整细胞浓度至5 x103/mL-5 x 104/mL；
4 吸取200μL稀释后的细胞悬液至96 孔板，每板设计5-8 药物浓度,每个药物浓度设置3~6个复孔，并设置对照孔和调零孔。
5 37℃，培养 24h ，加人药物；
6 加人药物刺激24~96h 后，每孔加人 CCK-8溶液 10μL；
7 37℃孵育1~4h 后，在酶联免疫仪上选择 450nm 波长测定吸光度值，计算每组浓度复孔的平均值。
8 以药物浓度为横轴、吸光度值为纵轴绘制生长曲线。
4、结果分析
计算细胞增值率公式：（给药-对照）/（对照-调零）X 100%
计算细胞抑制率公式：（对照-给药）/（对照-调零） X 100%
5、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712266]五、BrdU Flow Kits 检测细胞增殖
1、实验原理
BrdU（5-溴脱氧尿嘧啶核苷），为胸腺嘧啶的衍生物，可代替胸腺嘧啶在DNA合成期（S期），活体注射或细胞培养加入，而后利用抗Brdu单克隆抗体，荧光染色，显示增殖细胞。同时结合其它细胞标记物，可判断增殖细胞的种类， 增殖速度，对研究细胞动力学有重要意义。 
2、试剂耗材
FITC BrdU Flow Kit     Cat. No. 559619
APC BrdU Flow Kit      Cat. No. 552598
3、实验方法
3.1 BrdU体外标记培养的细胞和细胞系
体外标记细胞，每毫升组织培养液中小心加入10μL BrdU solution (1mM BrdU in 1 x DPBS)，这步重要的是避免各种方面对细胞的干扰（例如离心步骤或温度变化)，这些都可能干扰细胞正常周期。细胞培养的密度< 2 x 106 /ml 。孵育足够的时间。脉冲标记实验中时间点和脉冲时间长度的选择依赖于实验细胞群的细胞周期开始和进展的速度。
3.2 BrdU Flow Kit染色
1 染色表面抗原
· 加入BrdU冲击后细胞 (106/50 μL staining buffer)至流式管；
· 加入含有表面分子抗体staining buffer 50μL混匀，冰浴15min；
· 加入1mL staining buffer清洗细胞，300g 离心5min，弃上清。
2 Cytofix/Cytoperm Buffer固定和破膜
· 100μL BD Cytofix/Cytoperm Buffer重悬细胞。
· 冰浴15-30min；
· 加入1mL staining buffer清洗细胞，300g离心5min，弃上清。
3 BD Cytoperm Plus Buffer孵育细胞
· 100μL BD Cytoperm Plus Buffer重悬细胞；
· 冰浴10min；
· 加入1mL staining buffer清洗细胞，300g离心5min，弃上清。
4 再固定
· 100μL BD Cytofix/Cytoperm Buffer重悬细胞。
· 冰浴5min
· 加入1mL staining buffer清洗细胞，300g离心5min，弃上清。
5 清除多余BrdU
· 100μL稀释的DNase（DPBS稀释成300μg/mL）重悬细胞；
· 37℃孵育细胞1h。
· 加入1mL staining buffer清洗细胞，300g离心5min，弃上清。
6 荧光抗体染色BrdU和胞内抗原
· 50μL BD Perm/Wash Buffer重悬细胞，其中包含有稀释的Anti-BrdU和 /或胞内特异的抗原的荧光抗体；
· 室温孵育细胞20min；
· 加入1mL staining buffer清洗细胞，300g离心5min，弃上清。
7 可选项 — 染色全部DNA进行细胞周期分析
· 加入20μL 7-AAD重悬细胞。
8 上机检测
· 每管加入1mL staining buffer重悬细胞；
· 流式分析染色样本（速度不要超过400个/秒）；
· 样本可以4℃过夜。
[bookmark: _Toc148712267]六、平板克隆形成实验
1、实验原理
平板克隆形成实验是检测单个细胞形成克隆的能力，从而反应细胞增殖状况的实验。对于恶性肿瘤来说，克隆形成能力越高表明其恶性程度越高。
2、试剂耗材
0.25% 胰酶、10%FBS培养基、PBS 、姬姆萨染液、6cm 细胞培养皿、移液器、离心管、细胞计数板、细胞培养箱等
3、实验方法
1 取对数生长期的细胞，消化，离心，收集细胞沉淀，重选细胞计数；
2 调整细胞浓度为1×105/mL，倍比稀释至 1×103/mL;
3 取 200μL细胞悬液接种至细胞培养皿，补加完全培养液至 6mL
4 37℃细胞培养箱培养；
5  出现肉眼可见的克隆时终止培养，弃培养液；
6 5ml PBS 洗涤2次，弃PBS，甲醇固定 15min，弃固定液；
7 姬姆萨染液染色 20min，自来水冲洗，室温干燥；
8 计数肉眼可见的克隆数，计算克隆形成率=（克隆数/接种细胞数）×100%。 4、结果判读
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[bookmark: _Toc148712268][bookmark: _Hlk148686984]七、Transwell 实验方法
1、实验原理
可以认为这是一种膜滤器(Membrane filters)，也可认为是一种有通透性的支架(permeable supports)。这项技术的主要材料是 Transwell小室(Transwell chamber)，其外形为一个可放置在孔板里的小杯子，不同厂家对 Transwell 会有不同的命名，而不同型号也可有不同形状，不同大小，根据实验需要，进行选择。杯子底层有一层通透性的膜，这层膜带有微孔，孔径大小有0.1－12.0µm，根据不同需要可用不同材料，一般常用的是聚碳酸酯膜(polycarbonate membrane)。 
Transwell 装置的纵切面示意图
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将 Transwell 小室放入培养板中，小室内称上室，培养板内称下室，上室内盛装上层培养液，下室内盛装下层培养液，上下层培养液以聚碳酸酯膜相隔。将细胞种在上室内，由于聚碳酸酯膜有通透性，下层培养液中的成分可以影响到上室内的细胞，从而可以研究下层培养液中的成分对细胞生长、运动等的影响。
2、实验方法
应用不同孔径和经过不同处理的聚碳酸酯膜，就可以进行共培养、细胞趋化、细胞迁移、细胞侵袭等多种方面的研究。
(1)共培养体系： 
小于3.0um 孔径条件下，细胞不会迁徙通过，因此，若研究不涉及细胞运动能力，不需要细胞穿过聚碳酸酯膜，则应选择 3.0µm以下孔径。常用 0.4、3.0µm。常用0.4µm。将细胞A接种于上室，细胞B接种于下室，研究细胞B分泌或代谢产生的物质对细胞A的影响。
(2)趋化性实验：
可用5.0、8.0、12.0µm膜，上室细胞可穿过聚碳酸酯膜进入下室，计数进入下室的细胞量，反映下室成分对上室细胞的趋化能力。
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，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，研究该趋化因子对细胞的趋化作用。
(3)肿瘤细胞迁移实验
常用8.0、12.0µm 膜，上室接种肿瘤细胞，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，计数进入下室的细胞量即可反映肿瘤细胞的迁移能力。
(4)肿瘤细胞侵袭实验 
常用 8.0、12.0µm膜，原理与肿瘤细胞迁移实验类似。上室接种肿瘤细胞，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浸润，但与肿瘤细胞迁移实验不同的是，聚碳酸酯膜上室侧铺上一层基质胶，用以模仿体内细胞外基质，细胞欲进入下室，先要分泌基质金属蛋白酶 (MMPs) 将基质胶降解，方可通过聚碳酸酯膜。计数进入下室的细胞量可反映肿瘤细胞的侵袭能力。
[bookmark: _Toc148712269]八、划痕实验
1、实验原理
内皮细胞、肿瘤细胞、成纤维细胞等在体外仍然具有迁移的能力,细胞划痕通过检测细胞迁移的距离来测定细胞的运动特性。
2、试剂耗材 
无血清培养液、PBS、细胞6孔板、无菌枪头或牙签
3、实验方法
1 将细胞接种于6孔板， 37℃、5%CO2培养箱中培养；
2 待细胞融合率约 70%~80%时，使用枪头或牙签笔直的划线，不要倾斜；
3 PBS 轻轻冲洗细胞2次，洗去划下的细胞；
4 加入无血清培养液培养，分别在0h、24h、48h同一视野拍照。
4、结果判读
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[bookmark: _Toc148712270]九、TUNEL法检测细胞凋亡
1、实验原理
细胞凋亡中染色体DNA的断裂是个渐进的分阶段的过程，染色体DNA首先在内源性核酸水解酶的作用下降解为50-300kb的大片段。然后大约30﹪染色体 DNA在Ca2+和Mg2+依赖的核酸内切酶作用下，在核小体单位之间被随机切断，形成 180—200bp核小体DNA多聚体。DNA双链断裂或只要一条链上出现缺口而产生的一系列DNA的3’-OH末端可在脱氧核糖核苷酸末端转移酶(TdT)的作用下,将脱氧核糖核苷酸和荧光素、过氧化物酶、碱性磷酸化酶或生物素形成的衍生物标记到DNA的 3’-末端，从而可进行凋亡细胞的检测，这类方法一般称为脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（TUNEL)。由于正常的或正在增殖的细胞几乎没有DNA的断裂，因而没有3’-OH形成，很少能够被染色。低分子量的  DNA分离后，也可使用DNA聚合酶进行缺口翻译(nick translation)，使低分子量的DNA标记或染色，然后分析凋亡细胞。
2、实验方法 
过氧化物酶标记测定法原理：脱氧核糖核苷酸衍生物地高辛[(digoxigenin)-11-dUTP]在TdT酶的作用下，可以掺入到凋亡细胞双链或单链DNA的3’-OH末端，与dATP形成异多聚体，并可与连接了报告酶(过氧化物酶或碱性磷酸酶)的抗地高辛抗体结合。在适合底物存在下，过氧化物酶可产生很强的颜色反应，特异准确的定位出正在凋亡的细胞，可在普通光学显微镜下进行观察。本方法可以用于福尔马林固定的石蜡包埋的组织切片、冰冻切片和培养的或从组织中分离的细胞凋亡测定。
1 试剂配制
PBS、蛋白酶K（200μg/mL）、含2% H2O2的 PBS、TdT 酶缓冲液、TdT 酶反应液、洗涤与终止反应缓冲液、0.05％二氨基联苯(DAB)溶液、0.5％甲基绿(pH4.0) 、100％丁醇、100％、95％、90％、80％和70％乙醇、二甲苯、10％中性甲醛溶液、乙酸、松香水、过氧化物酶标记的抗地高辛抗体（ONCOR） 
2 实验步骤
a) 标本预处理：
（1）石蜡包埋的组织切片预处理：将组织切片置于染色缸中，用二甲苯洗两次，每次 5min。用无水乙醇洗两次，每次3min。用 95％和75％乙醇各洗一次，每次3min。用PBS 洗5min加入蛋白酶K溶液（20ug／mL），于室温水解15min，去除组织蛋白。用蒸馏水洗4次，每次2min，然后按下述步骤2进行操作。
（2）冰冻组织切片预处理：将冰冻组织切片置 10％中性甲醛，室温固定10min后，去除多余液体。用PBS洗两次，每次5min。置乙醇：乙酸（2：1）的溶液中，于-20℃处理5min，去除多余液体。用PBS洗两次，每次5min，然后按下述步骤2进行操作。
（3）培养的或从组织分离的细胞的预处理：将约5×107个/mL细胞于4％中性甲醛室温中固定10min。在载玻片上滴加50-100μL 细胞悬液并使之干燥。用PBS洗两次，每次5min，然后按下述步骤2进行操作。
b) 色缸中加入含2％过氧化氢的PBS，于室温反应5min。用PBS洗两次，每次5min。
c) 用滤纸吸去载玻片上组织周围的多余液体，立即在切片上加2滴TdT 酶缓冲液，置于室温1-5min。
d) 用滤纸吸去切片周围的多余液体，立即在切片上滴加54μL TdT酶反应液。
e) 置于湿盒中于37℃反应1h。(注意：阴性染色对照，加不含TdT酶的反应液)。
f) 将切片置于染色缸中，加入已预热到 37℃的洗涤与终止反应缓冲液，于37℃保温30min，每10min将载玻片轻轻提起和放下一次，使液体轻微搅动。
g) 组织切片用PBS洗3次，每次5min，在切片上滴加两滴过氧化物酶标记的抗地高辛抗体，于湿盒中室温反应30min。
h) 用PBS洗4次，每次 5min。
i) 在组织切片上直接滴加新鲜配制的0.05％DAB 溶液，室温显色3-6min。
j) 用蒸馏水洗4次，前3次每次 1min，最后1次5min。
k) 于室温用甲基绿进行复染 10min。用蒸馏水洗 3 次，前两次将载玻片提起放下10次，最后1次静置30s依同样方法再用100％正丁醇洗三次。
l) 用二甲苯脱水 3 次，每次 2min，封片、干燥。
m) 在光学显微镜下观察并记录实验结果。
3、结果判读
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[bookmark: _Toc148712271]十、流式检测细胞凋亡
1、Annexin V检测细胞凋亡
1.1 实验原理
Annexin V是检测细胞凋亡的灵敏指标之一。它是一种磷脂结合蛋白，可以与早期凋亡细胞的胞膜结合，而细胞质膜的改变是细胞发生凋亡时最早的改变之一。在细胞发生凋亡时，膜磷脂酰丝氨酸（PS）由质膜内侧翻向外侧。Annexin V与磷脂酰丝氨酸有高度亲和力，因而与细胞外侧暴露的磷脂酰丝氨酸结合。由于在发生凋亡时，磷脂酰丝氨酸外翻的发生早于细胞核的改变，因此，与DNA碎片检测比较，使用Annexin V可以更早地检测到凋亡细胞。因为细胞坏死时也会发生磷脂酰丝氨酸外翻，所以 Annexin V常与鉴定细胞死活的核酸染料（如PI或 7-AAD)合并使用来区分凋亡细胞（Annexin V+/核酸染料-）与死亡细胞（Annexin V+/核酸染料+）。
1.2 试剂耗材
一次性12 x 75mm试管；0.1%NaN3 PBS缓冲液；Annexin V Binding Buffer缓冲液（稀释为1 x）；FACS流式细胞仪；CELL Quest软件；
Annexin V试剂与核酸染料[image: ]
Annexin V检测对照管
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1.3 实验步骤
（1）取Falcon试管，按标本顺序编好阴性对照管和标本管号。
（2）使用预冷的PBS清洗细胞两次，再用1 x Binding Buffer制成1x106/mL的细胞悬液。
（3）Falcon试管中加入100 µl细胞悬液。
（4）按以下体积加入Annexin V与核酸染料：
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（5）轻轻混匀，室温避光放置15min。 
（6）使用Annexin V-Biotin试剂进行检测时：
· 1 x Binding Buffer清洗细胞一次，去上清。
· 1 x Binding Buffer 100µl溶解SAv-FITC 0.5 µg，加入细胞管中，混匀。
· 加入5µl PI，室温避光放置15 min。
（7）各试验管中分别加入1 x Binding Buffer 400µl。
（8）1小时内上机测定结果。
1.4 Annexin V Blocking
待测细胞与未标记的重组Annexin V预孵育，然后进行实验，是 Annexin V 细胞凋亡检测的质量控制。原理是预先阻断Annexin V-FITC的结合位点，这样可以证明Annexin V-FITC凋亡分析的特异性。
（1）预冷PBS清洗细胞，使用1 x Binding Buffer制成1x106 mL细胞悬液。
（2）在5mL的培养管中加入100µl细胞悬液（约1x105）。
（3）加入5-15µg纯化的重组Annexin V。（注意：0.5x105个细胞加5-15µg纯化的重组Annexin V）。
（4）混匀，室温反应15分钟。
（5）加入5µl的Annexin V-FITC或/和PI，混匀，室温避光放置15min。
（6）各试验管中分别加入1 x Binding Buffer 400µl。
（7）1小时内上机检测。

2、凋亡细胞的 DNA 断裂片段分析
2.1 实验原理
在细胞发生凋亡后，最早出现胞膜外翻等现象，随后出现细胞核酸内切酶激活， 出现DNA断裂片段。核酸酶将染色质的高级结构断裂为50-300kb的片段，最终断裂为200bp大小的DNA 碎片。DNA碎片检测的方法是外源性TdT酶催化反应，常指“end-labeling”或“TUNEL”。现在可以使用 APO-DIRECT Kit，用流式细胞术来检测凋亡细胞由于DNA断裂，造成DNA链3’-OH增多的情况。在 APO- DIRECT分析中，TdT酶催化DNA单链和双链3’-OH末端非模板依赖性的dUTP FITC 掺入反应。由于采用了直接荧光标记的FITC-dUTP，所以一步反应后，就可以在流式细胞仪上检测DNA碎片。
DNA断裂模式图
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2.2 实验用品
一次性 12 x 75mm Falcon试管；蒸馏水；0.1%NaN3 PBS缓冲液；1%多聚甲醛的PBS；70%乙醇；APO-DIRECT Kit。
2.3 实验步骤
（1）细胞固定：
· PBS清洗细胞，将细胞重悬于1%多聚甲醛，浓度为1-2 x 106/mL，冰浴30-60min；
· 300g，离心5min，弃上清；
· 5mL PBS清洗细胞两次，重悬于70%乙醇中，浓度为1-2 x 106/mL，冰浴30-60min。（70%乙醇细胞悬液在-20℃放置12-18h后进行细胞凋亡检测效果最好。细胞可以在-20℃保存几个月。）
（2）配制染色液，现用现配
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（3）细胞染色：
a) 标记离心管和试管；
b) 取1 x 106 细胞悬液加入离心管中，300g 离心5min，弃去乙醇，留下沉积细胞。质控细胞：混匀后取1ml (细胞数约1 x 106/mL)加入离心管中，300g离心 5min，弃去乙醇，留下沉积细胞。
c) 每管各加入 1.0mL Wash Buffer，清洗细胞两遍，弃上清。
d) 加入染色液 50μL，混匀。
e) 37℃温育1h(或者室温过夜)。
f) 加入1.0mL Rinse Buffer，300g离心5min，弃上清。重复两遍。
g) 加入0.5mL PI/RNase A Solution，混匀。
h) 室温避光处反应 30 分钟。
i) 3小时内上机检测。 

[bookmark: _Hlk148453384]3、Active Caspase-3 检测细胞凋亡
3.1 实验原理
Caspase-3在早期凋亡细胞中就已经活化，是凋亡程序中的重要的Caspase     酶。凋亡细胞中，Pro-Caspase-3（32kDa）裂解为17-21 kDa亚单位和12 kDa亚单位，两个亚单位形成二聚体，即为活化的Caspase-3，活化的Caspase-3继续水解、活化其它Caspase酶和多种胞浆内成分(如 D4-GDI ，Bcl-2) 和核内成分(如PARP)。
3.2 试剂耗材
Active Caspase-3 Apoptosis Kit
3.3 实验步骤
（1）Camptothecin 诱导细胞凋亡
· 1 x 106/mL细胞加入Camptothecin（终浓度为4-6μM，）；
· 37℃孵育4h。
（2）Active Caspase-3染色
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· 计算抗体和Perm/Wash Buffer缓冲液用量，每个测试样本加入100μL Perm/Wash Buffer缓冲液和 20μL 抗体；
· 根据用量制备Perm/Wash Buffer(1x)；
· 预冷PBS清洗细胞两次，再用Cytofix/Cytoperm Solution调整细胞浓度为1 x 106/0.5mL；
· 冰浴20min；
· 细胞离心，弃上清，室温使用1 x Perm/Wash Buffer清洗细胞两次；
· 按样本数加入1 x Perm/Wash Buffer和抗体，混匀；
· 室温反应30min；
· 每测试管中，用1.0mL的1 x Perm/Wash Buffer清洗细胞一次，再用0.5mL  的1 x Perm/Wash Buffer制成细胞悬液，上机检测。
4、试剂及耗材示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712272]十一、脂质体介导的细胞转染
1、实验原理
转染是将外源性基因导入细胞内的一种专门技术。随着基因与蛋白功能研究的深入，转染目前已成为实验室工作中经常涉及的基本方法。转染大致可分为物理介导、化学介导和生物介导三类途径。电穿孔法、显微注射和基因枪属于通过物理方法将基因导入细胞的范例；化学介导方法很多，如经典的磷酸钙共沉淀法、脂质体转染方法、和多种阳离子物质介导的技术；生物介导方法，有较为原始的原生质体转染，和现在比较多见的各种病毒介导的转染技术。
[bookmark: _Hlk148452761]2、实验方法 
利用脂质体Lipo6000™转染试剂将相应的表达质粒转染至细胞。以24孔板为例，具体操作如下：
（1） 预先接种细胞至细胞24孔板内，待细胞密度生长至80%左右；
（2） 配制相关转染试剂（单孔）
A液：25 μL DMEM培养液（不含抗生素）+ 1μL Lipo6000™转染试剂；
	B液：25 μL新鲜DMEM培养液（不含抗生素）+ 1 μg 目的质粒；
（3） 轻轻混匀后，室温静置5 min；
（4） 将A液和B液混匀后，室温静置5 min；
（5） 清洗细胞，使用PBS清洗细胞2次，添加450 μL完全细胞培养基，将混匀后的50 μL AB混合溶液缓慢均匀地滴加至细胞培养孔内。
（6） 细胞培养至4-6 h后，更换完全细胞培养基，继续培养。
表1 Lipo6000™转染试剂比例
	
	24-well
	12-well
	6-well
	6cm dish
	10cm dish

	[bookmark: _Hlk135295659]Lipo6000™转染试剂
	1 μL
	2 μL
	5 μL
	10 μL
	30 μL

	DMEM
	25 μL
	50 μL
	125 μL
	250 μL
	750 μL

	目的质粒（DNA）
	1 μg
	2 μg
	2.5 μg
	5 μg
	15 μg

	DMEM
	25 μL
	50 μL
	125 μL
	250 μL
	750 μL


3、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712273]基因篇
[bookmark: _Toc148712274]一、RNA提取及cDNA合成
1、RNA提取（Trizol法）：
1 实验过程所需耗材提前使用DEPC水处理，预冷异丙醇及离心机；
2 以细胞6孔板为例，对于贴壁生长的细胞，弃去培养液，使用PBS缓慢清洗2次；
3 添加1 mL Trizol试剂，反复吹打使细胞悬浮，转移至1.5 mL EP管内；
4 冰浴静置5 min，充分裂解细胞（如不能马上抽提，转移至-80℃备用）；
5 加入200 μL三氯甲烷，充分震荡20 s；
6 冰上静置10 min，4℃，12,000 rpm，离心15 min；
7 转移上清液至新的1.5 mL EP管内，添加500 μL预冷的异丙醇，温和混匀，冰浴静置10 min；
8 4℃，12,000 rpm，离心10 min；
9 弃去上层溶液，管底白色透明沉淀用1 mL DEPC水配置的75%乙醇涡旋清洗；
10 随后，4℃，12,000 rpm，离心5 min，弃去上清；
11 打开管盖，放置无菌操作台通风晾干至管底白色沉淀呈半透明状，添加适量（30-60 μL）DEPC水溶解；
12 溶解后置于冰上，检测RNA含量及纯度，-80℃冰箱备用。
2、cDNA合成：使用ThermoFisher Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒（Cat#K1622），主要参考说明如下（10 μL体系为例）：
2.1 上述提取的RNA中（1μg RNA）加DEPC水定容至5 μL，添加0.5 μL oligo(dt)18，0.5 μL Random primer，缓慢混匀后置于PCR仪65℃，反应5 min后，迅速取出冰浴2 min。
2.2 补加试剂如下：
表2.1 逆转录体系
	试剂名称
	体积

	RevertAid逆转录酶
	0.5 μL

	RiboLock RNase 抑制剂
	0.5 μL

	10 mmoL/L dNTP 混合物
	1.0 μL

	5X 反应缓冲液
	2.0 μL


2.3 逆转录程序设置如下：
表2.2 逆转录程序
	温度
	时间

	25 ℃
	5 min

	42 ℃
	60 min

	70 ℃
	5 min


2.4 保存：逆转录产物使用DEPC水稀释后，-20℃保存，避免反复冻融。
3、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712275]二、实时荧光定量PCR
使用Vazyme ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂盒(Cat#Q711)，主要操作如下：
1、配制反应体系（10 μL为例）：
表3.1 qRT-PCR反应体系
	试剂名称
	体积

	DEPC水
	3.6 μL

	上游引物（PF）
	0.2 μL

	下游引物（PR）
	0.2 μL

	cDNA模板
	1.0 μL

	2 × SYBR qPCR Master Mix
	5.0 μL


2、反应程序：
表3.2 qRT-PCR反应程序
	步骤
	反应过程
	循环
	温度
	时间

	Stage 1
	预变性
	Rep: 1
	95℃
	30 s

	Stage 2
	循环反应
	Reps: 40
	95℃
60℃
	10 s
30 s

	
Stage 3
	溶解曲线
	Rep: 1
	95℃
60℃
95℃
	15 s
60 s
15 s


3、结果分析，计算2-△△ct值
4、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712276]三、原位PCR
1、基本原理
原位 PCR 技术的基本原理，就是将 PCR 技术的高效扩增与原位杂交的细胞定位结合起 来，从而在组织细胞原位检测单拷贝或低拷贝的特定的 DNA 或 RNA 序列。原位PCR技术的待检标本一般先经化学固定，以保持组织细胞的良好形态结构。细胞膜和核膜均具有一定的通透性，当进行PCR扩增时，各种成分，如引物，DNA聚合酶，核苷酸等均可进入细胞内或细胞核内，以固定在细胞内或细胞核内的RNA 或DNA为模板，于原位进行扩增。扩增的产物一般分子较大，或互相交织，不易穿过细胞膜或在膜内外弥散，从而被保留在原位。这样原有的细胞内单拷贝或低拷贝的特定DNA或RNA序列在原位以呈指数极扩增，扩增的产物就很容易被原位杂交技术检查。
2、基本类型
2.1 直接法原位PCR技术
直接法原位PCR技术是将扩增的产物直接携带标记分子，即使用标记的三磷酸腺苷或引物片断。当标本进行PCR扩增时，标记的分子就掺入到扩增的产物中，显示标记物，就能将特定的DNA或RNA在标本中显现出来。常用的标记物有放射性同位素35S，生物素和地高辛。
2.2 间接法原位PCR技术
间接法原位 PCR 技术师现在细胞内进行特定DNA或RNA扩增，再用标记的探针进行原位杂交，明显提高了特异性，是目前应用最为广泛的原位 PCR 技术。间接法原位PCR所用的引物或三磷酸腺苷均不带任何标记物。即实现先扩增的目的，然后用原位杂交技术去检测细胞内已扩增的特定的DNA产物，因此，实际上是将PCR技术和原位杂交技术结合起来的一种新技术，故又称之为 PCR 原位杂交（PCR in situ hybridization，PISH）。
2.3 原位反转录PCR技术
原位反转录PCR（in situ reverse transcription PCR，In Situ RT-PCR）是将液相的RT-PCR技术应用到组织细胞标本中的一种新技术，与RT-PCR (液相)不同点在于，进行原位反转录PCR反应之前，组织标本要先用DNA酶处理，以破坏组织中的DNA酶，这样才能保证扩增的模板是从mRNA反转录合成的cDNA，而不是细胞中原有的DNA。
3、实验方法
3.1 原位PCR的基本步骤（以石蜡切片为例）
3.1.1标本的制备 
（1）组织细胞的固定：一般以10%的缓冲福尔马林或4%的多聚甲醛固定，4℃，4-6h。
（2）石蜡切片以多聚赖氨酸或用硅烷化处理，防止组织脱落。
（3）组织标本需经蛋白酶处理，可增加其通透性，以利于扩增，常用蛋白酶K，胰蛋白酶或胃蛋白酶。
（4）蛋白酶消化后，加热以灭活酶的活性或通过充分的洗涤将酶完全去除。
3.1.2 原位扩增（PCR）
（1）基本原理与液相PCR完全相同。
（2）引物一般为15-30bp为宜，扩增的片断为100-1000bp左右，石蜡切片中提取的DNA很少超过400bp，RNA很少超过200bp。
（3）TaqDNA聚合酶以及Mg2+的浓度均应高于液相的PCR反应体系。
（4）反应体系中加入BSA，防止TaqDNA聚合酶与玻片的结合降低扩增效率。
（5）原位PCR的热循环可在专门的热循环仪上进行。
（6）原位PCR热循环中每一步骤的时间可比常规PCR略长。
（7）原位扩增结束后，标本应清洗，以去除弥散到细胞外的扩增产物。
3.1.3 原位检测
直接法则根据标记分子的性质对扩增产物直接进行原位检测。荧光素、生物素、碱性磷酸酶或辣根过氧化物酶标记的检测，与免疫组织化学技术相同。间接法则需用原位杂交的方法进行检测。
[bookmark: _Toc148712277]四、荧光原位杂交
1、基本原理
荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH）是以荧光标记取代同位素标记而形成的一种新的原位杂交方法，探针首先与某种介导分子结合，杂交后再通过免疫细胞化学过程连接上荧光染料。FISH 的基本原理：如果被检测的染色体或DNA纤维切片上的靶DNA与所用的核酸探针是同源互补的，二者经变性-退火-复性，即可形成靶DNA与核酸探针的杂交体。将核酸探针的某一种核苷酸标记上报告分子如生物素、地高辛，可利用该报告分子与荧光素标记的特异亲和素之间的免疫化学反应，经荧光检测体系在镜下对待测DNA进行定性、定量或相对定位分析。 
2、实验流程
FISH样本的制备→探针的制备→探针标记→杂交→(染色体显带)→荧光显微镜检测→结果分析。
3、技术优/缺点
优点：
1、荧光试剂和探针经济、安全；
2、探针稳定，一次标记后可在两年内使用；
3、实验周期短、能迅速得到结果、特异性好、定位准确；
4、FISH可定位长度在1kb的DNA序列，其灵敏度与放射性探针相当；
5、多色FISH通过在同一个核中显示不同的颜色可同时检测多种序列；
6、既可以在玻片上显示中期染色体数量或结构的变化，也可以在悬液中显示间期染色体DNA的结构。
缺点：
不能达到100%杂交，特别是在应用较短cDNA探针时效率明显下降。
[bookmark: _Toc148712278]五、siRNA表达载体的构建
1、实验原理：
多数的siRNA表达载体依赖三种RNA聚合酶III启动子中的一种，操纵一段小的 发夹RNA（short hairpin RNA，shRNA）在哺乳动物细胞中的表达。这三类启动子包括人源和鼠源的U6启动子和人H1启动子。RNA pol III启动子是可以在哺乳动物细胞中表达更多的小分子RNA而且可以通过添加一串（3到6个) U 来终止转录的。要使用这类载体，需要订购2段编码短发夹RNA序列的DNA单链，退火克隆到相应载体的pol III启动子下游。由于涉及到克隆，这个过程需要几周甚至数月的时间，同时也需要经过测序以保证克隆的序列的正确。
2、实验步骤
2.1 目的基因的确定
2.2 设计siRNA靶序列
在制备siRNA前都需要单独设计siRNA序列。研究发现对哺乳动物细胞，最有效的siRNAs是21-23个碱基大小、3’端有两个突出碱基的双链 RNA； 
（1）选择siRNA靶位点：从转录 AUG 起始密码子开始，搜寻下游AA序列，  记录跟每个AA 3’端相邻的19个核苷酸作为候选的siRNA靶位点。在设计siRNA时不要针对5'和3'端的非编码区 (untranslated regions，UTRs)，原因是这些地方有丰富的调控蛋白结合区域，而这些UTR结合蛋白或者翻译起始复合物可能会影响siRNP核酸内切酶复合物结合mRNA从而影响siRNA的效果。
（2）序列同源性分析：将潜在的序列和相应的基因组数据库进行比较，排除那些和其他编码序列/EST同源的序列。对于一个目的基因，一般要选择3-5 个靶位点来设计siRNA。通常来说，每个目标序列设计3-4对siRNAs，选择最有效的进行后续研究。
（3）设计阴性对照：一个完整的siRNA实验应该有阴性对照，作为阴性对照的siRNA应该和选中的siRNA序列有相同的组成，但是和mRNA没有明显的同源性。通常的做法是将选中的siRNA中的碱基序列打乱，同样要保证它和其他基因没有同源性。
2.3 表达载体选用
2.4 合成模板
· 合成编码shRNA的DNA模板的两条单链，模板链后面接有RNA Poly III聚合酶转录中止位点，同时两端分别设计双酶切位点，可以克隆到siRNA载体多克隆位之间。
· 95℃，5 min，退火，DNA单链得到shRNA的DNA双链模板。
2.5 连接与转化（见其他）
2.6 PCR鉴定和测序鉴定
在插入编码shRNA的DNA双链模板两侧设计鉴定 PCR引物，扩增片段在 100-200bp之间。
[bookmark: _Toc148712279]六、Northern Blot
1、实验原理
在变性条件下将待检的RNA样品进行琼脂糖凝胶电泳，继而将在凝胶中的位置转移到硝酸纤维素薄膜或尼龙膜上，固定后再与同位素或其它标记物标记的 RNA 探针进行反应。
用途：检测样品中是否含有基因的转录产物(mRNA)及其含量。
2、试剂耗材
仪器恒温水浴箱、电泳仪、凝胶成像系统、真空转移仪、真空泵、恒温摇床、Northern Max Kit（Cat#1940，Ambion）、琼脂糖、DEPC、Random Primer、dNTP Mixture、Exo-free Klenow Fragment、SDS、双氧水、灭菌水等
3、实验方法
1 器材准备：三角锥瓶、量筒、镊子、刀片高温烘烤4h；梳子和电泳槽，双氧水浸泡过夜，用DEPC水冲洗，干燥备用；DEPC无菌；
2 制胶：0.36mg琼脂糖溶于32.4mL DEPC水，加热至熔解；通风厨中加入3.6mL的10 x Denaturing Gel buffer，轻轻振荡混匀，避免产生气泡；注胶至制胶板中，完全凝固后，将胶转移至电泳槽中；加入1 x MOPS Gel Running buffer 盖过胶面约1cm，小心拔出梳子。
3 RNA样品的制备：在RNA样品中加入3倍体积的formaldehyde load dye和适当的EB（终浓度为10ug/ml），混匀后，65℃空气浴15min。瞬甩后，立即置于冰上5min。
4 电泳：加样后，在5V/cm下跑胶(5V x 14cm)，当胶中的溴纷蓝（500bp）接近胶的边缘时终止电泳；紫外灯下，检验电泳情况，并用尺子测量18S、28S、溴纷蓝到点样孔的距离；
5 转膜：3%双氧水浸泡真空转移仪后，用DEPC水冲洗，RNAZap擦洗多孔渗水屏和塑胶屏，用DEPC水冲洗2次；裁膜后在Transfer buffer浸湿5min，放置在多孔渗水屏的适当位置；将胶放置在膜上，膜与胶之间不能有气泡；真空泵压强维持在50~58mbar；立即将transfer buffer加到胶面和四周，每隔10min在胶面加上1ml transfer buffer，真空转移2小时；转膜后，将膜于1 x MOPS Gel Running buffer中泡洗10s，去除残余的胶和盐；吸水纸吸取膜上多余的液体后，将膜置于UV交联仪中自动交联；将胶和紫外交联后的膜，在紫外灯下检测转移效率。随后，膜在-20℃保存。
6 探针的制备：配制反应液（1μL DNA、2μL Random Primer、11μL灭菌水）；95℃，3min，迅速置于冰上冷却5min；反应管加入以下试剂（2.5μL 10×Buffer、2.5μL dNTP Mixture、5μL 111 TBq/mmol[a-32P]dCTP、1μL Exo-free Klenow Fragment）；混匀后(25μL)，37℃反应30min；瞬甩，65℃加热5min使酶失活。
7 探针纯化及比活性测定：将1g凝胶加入30mL DEPC水中，浸泡过夜，用DEPC水洗涤凝胶数次，以去除可溶解的葡聚糖；取1mL一次性注射器，去除内芯推扞，将注射器底部用硅化的玻璃纤维塞住，在注射器中装填Sephadex G-50凝胶；将注射器放入一支15ml 离心管中，1600g 离心4分钟，凝胶压紧后，补加 Sephadex G-50凝胶悬液，重复此步直至凝胶柱高度达注射器0.9ml刻度处；100μL STE缓冲液洗柱，1600g离心4min，重复3次；倒掉离心管中的溶液后，将一去盖的1.5ml离心管置于管中，再将装填了Sephadex G-50凝胶的注射器插入离心管中，注射器口对准1.5ml离心管；将标记的DNA样品加入25μL STE，取出0.5μL点样于DE8-paper上，其余上样于层析柱上；1600g 离心4min，DNA将流出被收集在去盖的离心管中，而未掺入DNA的dNTP则保留在层析柱中。取0.5μL己纯化的探针点样于DE8-paper；测比活性。
8 预杂交：将预杂交液在杂交炉中68℃预热，并漩涡使未溶解的物质溶解；加入适当的ULRAhyb到杂交管中，42℃预杂交4 h。
9 探针变性：用10 mM EDTA将探针稀释10倍；90℃热处理稀释后探针10min 后，立即放置于冰上5min；短暂离心，将溶液收集到管底。
10 杂交：加入0.5ml ULTRAhyb到变性的探针中，混匀后，将探针加到预杂交液中；42℃杂交过夜，杂交完后，将杂交液收集起来于-20℃保存。
11 洗膜：加入High Stringency Wash Solution，42℃摇动洗膜20min，两次；将X光底片覆盖与膜上，曝光，冲洗X光底片，扫描记录结果。
12 去除膜上的探针：将200mL 0.1%SDS煮沸后，将膜放入，室温下让SDS冷却，取出膜，去除多余的液体，干燥后，可保存几个月；结果分析。
[bookmark: _Toc148712280]七、双荧光素酶报告基因实验
1、实验原理
Dual Luciferase Reporter Assay Kit用于通过报告质粒转染细胞后检测Luciferin底物荧光强度以反映Luciferase表达量的方法，检测基因调控作用。先以萤光素(Luciferin)为底物检测萤火虫荧光素酶(Firefly luciferase)，后以腔肠素(Coelenterazine)为底物检测海肾荧光素酶(Renilla luciferase)，同时抑制Firefly luciferase的催化反应，实现双荧光素酶报告基因检测。Dual Luciferase Reporter Assay Kit可灵敏高效地检测受基因元件调控的Luciferase表达，通常将转录调控元件克隆于Luciferase的上游，或把3'UTR调控区克隆于Luciferase下游，转染细胞后进行相应的刺激物诱导，裂解细胞并测定荧光素酶活性。通过荧光素酶活性评价调控元件受刺激物诱导的作用强弱。Renilla luciferase作用为校正转染效率的内参，以消除孔间细胞数量和转染效率的差异。萤火虫荧光素酶催化Luciferin发光波长为560 nm，海肾荧光素酶催化Coelen-terazine发光波长为465 nm。
2、实验方法
[bookmark: OLE_LINK7]使用Dual Luciferase Reporter Assay Kit试剂盒检测细胞裂解物的荧光素酶活性，以24孔板为例，具体操作如下：
（1）根据试剂说明，将相应试剂混匀，根据需求分装并-80℃避光保存；
（2）细胞裂解：细胞转染24 h后，弃废液，加入500μL PBS轻轻摇晃清洗两次，加入100μL 1×Cell Lysis Buffer（1：5稀释），室温裂解5 min后，转移裂解产物转移至1.5 mL离心管，12,000 g，2 min，吸取20μL上清至新的1.5mL离心管内，用于后续检测；
（3）添加50 µL Luciferase Substrate至含20 μL样品的1.5 mLEP管中，避光快速混匀后（避免产生气泡），检测Firefly luciferase报告基因活性（避光）；
（4）取出上述检测管，继续向以上反应液中加入50 μL Renilla substrate工作液（现配现用），迅速混匀后（避免产生气泡），立即检测Renilla luciferase报告基因活性，记录实验数据。
3、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712281]八、基因组 DNA 提取
1、实验方法
组织采取氯仿/异戊醇的方法提取，详细步骤如下：
（1）称量约1g的组织放入2mL的离心管中，并加入1.5mL裂解液(50Mm Tris-HCl, 100mM EDTA,100mM NaCl和1% SDS, 并使用HCl调制PH=8.0)及0.5mg/mL终浓度的蛋白酶 K。
（2）将离心管置于56℃水浴锅中孵育，并每隔1小时小心颠倒震荡数次，直至混合液显透明状；
（3）将液体转入5ml 的离心管中，加入等体积的Tris饱和酚，颠倒混匀10min 后进行12,000 r/min 15 min 离心。小心吸取上清液体至新5mL离心管中，并重复该步骤一次。
（4）加入等体积的苯酚/氯仿/异戊醇(25:24:1),颠倒混匀10min，12,000 r/min离心15 min 并吸取上清；
（5）加入等体积氯仿/异戊醇(24:1),颠倒混匀10min后置于离心机12,000 r/min离心15min, 并吸取上清后转入10mL离心管中；
（6）加入1/10体积的3M NaCl及2.5倍体积的-20℃预冷无水乙醇，小心震荡摇晃，将析出的白色絮状DNA 转移至2ml 的离心管中；
（7）使用75%乙醇，及无水乙醇分别对DNA 进行洗涤；
（8）加入100μL TE 放入4℃进行溶解，当DNA完全溶解后，测量浓度。
[bookmark: _Hlk148616118]耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712282]九、重叠延伸PCR
1、实验原理
重叠延伸PCR（gene splicing by overlap extension PCR，SOEPCR）由于采用具有互补末端的引物，使PCR产物形成了重叠链，从而在随后的扩增反应中通过重叠链的延伸，将不同来源的扩增片段重叠拼接起来。此技术利用PCR技术能够在体外进行有效的基因重组，而且不需要内切酶消化和连接酶处理，可利用这一技术很快获得其它依靠限制性内切酶消化的方法难以得到的产物。重叠延伸PCR 技术成功的关键是重叠互补引物的设计。重叠延伸PCR在基因的定点突变、融合基因的构建、长片段基因的合成、基因敲除以及目的基因的扩增等方面有其广泛而独特的应用。
2、实验方法
1 以引物A/B进行PCR反应1；
2 以引物C/D进行PCR反应2；
3 引物B/C中引入需要的限制性位点;
4 混合二者PCR产物，混合以前最好回收一下；
5 进行PCR延伸反应，只有右面这个可以延伸；
6 以延伸反应的产物为模板，以A/D为引物进行PCR；
7 产物即为所需最终产物。
[bookmark: _Toc148712283]十、目的基因PCR扩增产物的克隆
1、PCR反应体系

	10×PCR Buffer
	2.5 μL

	dNTPs
	0.5 μL

	Taq
	0.2 μL

	PF
	1.5 μL

	PR
	1.5 μL

	ddH2O
	17.3 μL

	DNA模板
	1.5 μL


2、PCR 反应程序：
	1
	95℃预变性
	5min

	2
	95℃变性
	30s

	3
	60℃退火
	30s

	4
	72℃延伸
	60s

	2－4 步骤，  35 循环

	5
	72℃延伸
	10min

	6
	16℃
	保存


3、琼脂糖凝胶电泳检测（见第四章）
4、PCR产物回收（见第四章）
5、PCR产物与T载体的连接
常规的 DNA ligase 连接反应，参考以下连接体系：
	T4 DNA Ligase Buffer(2X)
	5μL

	Purified PCR Product
	1μL

	pMD 18-T Vector
	1μL

	T4 DNA Ligase
	1μL

	ddH2O
	up to 10μL


4℃连接过夜或室温连接 1h。

[bookmark: _Toc148712284]蛋白篇
[bookmark: _Toc148712285]一、蛋白样品制备
1、细胞蛋白提取
1 将6cm皿中细胞培养至 80%左右，弃去细胞培养基，经预冷的PBS漂洗3次，弃净后把培养皿置于冰上；
2 1mL RIPA裂解液加 10μL 苯甲基磺酰氟(PMSF)，每皿滴加300μL裂解液；
3 冰上摇晃裂解30min；
4 裂解完成后，用细胞刮刮取细胞，转移至1.5mL  EP管内；
5 12,000r，4℃，离心15min；
6 -20℃保存备用。
2、组织蛋白的提取
1 将少量组织块置于 1~2ml 匀浆器，加 400μL RIPA裂解液（含 PMSF）；
2 冰上重复碾多次，使组织尽量碾碎；
3 裂解 30min 后，将裂解液移至 1.5mlL离心管；
4 4℃，12,000r/min，离心15min；
5 取上清分装于 1.5 mL离心管中，-20℃保存。
[bookmark: _Toc148712286]二、蛋白质含量测定法（Bradford法）
1、 实验原理
考马斯亮兰法（Bradford法），是根据蛋白质与染料相结合的原理设计的，这一方法是目前灵敏度最高的蛋白质测定法。考马斯亮兰G-250染料，在酸性溶液中与蛋白质结合， 使染料的最大吸收峰的位置，由465nm变为595nm，溶液的颜色也由棕黑色变为兰色。染料主要是与蛋白质中的碱性氨基酸(特别是精氨酸)和芳香族氨基酸残基相结合。在595nm下测定的吸光度值A595，与蛋白质浓度成正比。
2、试剂与器材
（1）标准蛋白质溶液，用 Y-球蛋白或牛血清清蛋白(BSA)，配制成1.0mg/mL和0.1mg/mL的标准蛋白质溶液。
（2）考马斯亮兰G-250染料试剂：100mg考马斯亮兰G-250，溶于50ml 95% 的乙醇，再加入120ml 85%的磷酸，用水稀释至 1 升。
（3）可见光分光光度计、旋涡混合器、试管。
3、实验方法
3.1 标准方法
· 取16支试管，1支作空白，3支留作未知样品，其余试管分为两组按表中顺序，分别加入样品、水和试剂，即用1.0mg/mL的标准蛋白质溶液给各试管分别加入：0、0.01、0.02、0.04、0.06、0.08、0.1ml，然后用无离子水补充到 0.1ml。最后各试管中分别加入5.0mL考马斯亮兰试剂，每加完一管，立即在旋涡混合器上混合（注意不要太剧烈，以免产生大量气泡而难于消除)。未知样品加样量见下表中的第 8、9、10 管。
	管号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	标准蛋白
	0
	0.01
	0.02
	0.04
	0.06
	0.08
	0.1
	
	
	

	未知蛋白
	
	
	
	
	
	
	
	0.02
	0.04
	0.06

	蒸馏水
	0.1
	0.09
	0.08
	0.06
	0.04
	0.02
	0
	
	
	

	考马斯亮兰
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	吸光度值（A595）
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


· 加完试剂 2~5分钟后，即可开始用比色皿，测定各样品在 595nm 处的光吸收值 A595；
· 用标准蛋白质量([image: ]g) 为横座标，用吸光度值A595为纵座标，作图，即得到一条标准曲线。由此标准曲线，根据测出的未知样品的A595值，即可查出未知样品的蛋白质含量。（0.5mg/mL BSA溶液的A595 约为0.50）
3.2 微量法
当样品中蛋白质浓度较稀时（10-100μg/mL)，可将取样量(包括补加的水)  加大到0.5mL或1.0mL，空白对照则分别为0.5mL或1.0mL H2O，考马斯亮蓝G-250试剂仍加5.0ml，同时作相应的标准曲线，测定595nm的光吸收值。（0.05mg /mL BSA溶液的A595约为0.29）
4、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712287]三、蛋白免疫印迹（Western blot）
1、实验原理
Western Blot法采用聚丙烯酰胺凝胶电泳，被检测物是蛋白质，“探针”是抗体，“显色”用标记的二抗。经过PAGE（聚丙烯酰胺凝胶电泳）分离的蛋白质样品，转移到固相载体（例如硝酸纤维素薄膜）上，固相载体以非共价键形式吸附蛋白质，且能保持电泳分离的多肽类型及其生物学活性不变。以固相载体上的蛋白质或多肽作为抗原，与对应的抗体起免疫反应，再与酶或同位素标记的第二抗体起反应，经过底物显色或放射自显影以检测电泳分离的特异性目的基因表达的蛋白成分。该技术也广泛应用于检测蛋白水平的表达。
2、实验方法
（1）蛋白样品制备：根据实验需求，转染相关质粒至细胞培养24 h或36 h。以12孔板为例，弃掉培养板中的细胞培养基，用预冷的PBS缓缓地清洗实验孔内细胞3次，随后向每孔中添加预冷的100 μL细胞裂解液（RIPA+1% PMSF+1%磷酸酶抑制剂），冰上裂解细胞15-20 min，间隔数分钟震荡摇晃一次，使裂解液充分覆盖细胞。裂解完成后，使用细胞刮板刮取细胞转移裂解液至1.5 mL离心管中，低温离心机4℃，12,000 rpm，离心15 min。取上清，加入适量5×SDS-PAGE上样缓冲液，100℃，10 min，-20℃保存备用。
（2）SDS-PAGE凝胶电泳：依据相应蛋白质分子量大小，选择合适的分离胶浓度（见表2.11）。清洗组装聚丙烯酰胺凝胶的玻璃板，混合分离胶，注入玻璃板内，加入异丙醇隔绝空气及压齐胶面，室温静置15 min，待分离胶凝固后弃去异丙醇，使用ddH2O清洗分离胶上层2次，吸干水分，加入现配现用的上层浓缩胶后（见表2.12），随后插入相应孔径的梳子，待胶凝固后，置于组装好的电泳槽内，添加1×电泳缓冲液液至电泳内槽，观察5 min，若无液面下降继续添加电泳缓冲液液至外槽形成闭合回路，拔出梳子。按实验需求加入适量的样品至胶孔内。首先，使用70伏电压电泳至溴酚蓝指示剂到分离胶，蛋白Marker分离清晰时，随后增加电压至120伏直至指示剂到分离胶底部。
	表4.1 SDS-PAGE分离胶配方（5 mL）
Table4.1 SDS-PAGE separation glue formula (5 mL)

	浓度
	8%
	10%
	12%

	ddH2O
	2.35
	1.95
	1.65

	30% Acr-Bis (29:1)
	1.3
	1.7
	2.0

	分离胶缓冲液（pH8.8）
	1.25
	1.25
	1.25

	10% SDS
	0.05
	0.05
	0.05

	10% 过硫酸铵（AP）
	0.05
	0.05
	0.05

	TEMED
	0.004
	0.003
	0.003




[bookmark: _GoBack]
表4.2 SDS-PAGE浓缩胶配方
	体积（mL）
	2
	4
	6

	ddH2O
	1.15
	2.2
	3.35

	30% Acr-Bis (29:1)
	0.33
	0.67
	1.0

	浓缩胶缓冲液（pH8.8）
	0.5
	1.0
	1.5

	10% SDS
	0.02
	0.04
	0.06

	10% 过硫酸铵（AP）
	0.02
	0.04
	0.06

	TEMED
	0.02
	0.04
	0.06


（3）转膜：将胶板转移至1×转膜缓冲液中，沿一角缓慢撬开玻璃板后，依据分子量大小裁剪凝胶后浸泡于转膜缓冲液中。裁剪PVDF膜并于甲醇溶液中活化2 min，随后转移至1×转膜缓冲液中。在托盘中由负极向正极方向按照海绵垫-3层滤纸-凝胶-PVDF膜-3层滤纸-海绵垫顺序由下至上叠加好，避免滤纸与凝胶之间产生气泡，夹紧转膜夹，放入含有1×转膜缓冲液的电泳槽内，转膜液水平需高于PVDF膜上缘。根据蛋白分子量大小设置合适转膜电流及时间，本实验常用200 mA，转膜110 min。
（4）封闭：使用1×TBST漂洗PVDF膜3 min，随后使用含5%脱脂奶粉的TBST溶液室温封闭90 min。
（5）孵育一抗：封闭结束后，使用TBST漂洗一次。将膜转移至按比例配制好的一抗稀释液中，4℃过夜。
（6）漂洗：回收一抗，使用1×TBST漂洗3次，10 min/次（磷酸化检测抗体，5 min/次）。
（7）孵育二抗：将漂洗后的PVDF膜转移至相应的二抗稀释液中，室温继续孵育1 h。
（8）漂洗：使用1×TBST漂洗三次，每次10 min。
（9）显影：使用高敏型ECL化学发光试剂配制曝光液，均匀滴加在膜上，之后在成像仪中扫描显影，储存结果。
3、关键试剂配制
（1）5×SDS-PAGE电泳缓冲液：十二烷基硫酸钠（SDS）1 g，Glycine 94 g，Tris-base 15.1 g，完全溶解于ddH2O中，定容至1 L，室温保存。
（2）1×SDS-PAGE转膜缓冲液：Tris-base 5.8 g，Glycine 11.6 g完全溶解于ddH2O中定容至800 mL后，加200 mL甲醇4℃冷藏备用。
（3）封闭液：含5%脱脂牛奶的1×TBST。
（4）一抗稀释液：可使用碧云天适配的一抗稀释液。
（5）二抗稀释液：5%脱脂牛奶或3% BSA。
（6）TBST：20 x TBS稀释至1 x，1‰吐温-20。
4、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712288]四、IPTG 诱导蛋白表达及Pull down
1、实验原理
E.coli 的乳糖操纵子(元) 含 Z、Y及A 三个结构基因，分别编码半乳糖苷酶、透酶和乙酰基转移酶，此外还有一个操纵序列 O、一个启动序列P 及一个调节基因 I。I基因编码一种阻遏蛋白，后者与O序列结合，使操纵子(元)受阻遏而处于关闭状态。在启动序列P上游还有一个分解(代谢) 物基因激活蛋白(CAP)  结合位点。由P序列、O序列和CAP结合位点共同构成lac操纵子的调控区，三个酶的编码基因即由同一调控区调节，实现基因产物的协调表达。在没有乳糖存在时，lac操纵子(元)处于阻遏状态。此时，I序列在PI 启动序列操纵下表达的Lac阻遏蛋白与O序列结合，阻碍RNA聚合酶与P序列结合，抑制转录起动。当有乳糖存在时，lac操纵子(元) 即可被诱导。在这个操纵子(元) 体系中，真正的诱导剂并非乳糖本身。乳糖进入细胞，经β－半乳糖苷酶催化，转变为半乳糖。后者作为一种诱导剂分子结合阻遏蛋白，使蛋白构象变化，导致阻遏蛋白与O序列解离、发生、转录。异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）是一种作用极强的诱导剂，不被细菌代谢而十分稳定，因此被实验室广泛应用。
2、耗材试剂
LB液体培养基、IPTG贮备液、裂解缓冲液（TE 缓冲液+2x SDS-PAGE凝胶电泳加样缓冲液+PMSF）、超声破碎仪
3、实验方法
3.1 外源基因的诱导表达（超声破碎法）
· 用适当的限制性内切核酸酶消化载体 DNA 和目的基因；
· 按连接步骤连接目的基因和载体，并转化到相应的宿主菌；
· 筛选出含重组子的转化菌落，测序无误后进行下一步；
· 将上述构建成功的原核表达载体pET-28(a)-GST-Nsp15和对照载体pET-28(a)-GST转化至BL-21(DE3)感受态细胞内，接种涂板至含Kana的LB固体培养基后，37℃培养12-16 h；
· 挑取单个菌落转接到5 mL LB液体培养基（含100 μg/mL Kana）中，摇晃培养过夜（37℃，225 rpm/min）；
· 将增菌后的菌液转接1 mL至300 mL LB液体培养基（含100 μg/mLKana）中，37℃，225 rpm，培养至OD600约为0.6~0.8后，加入终浓度为1mmol/L的IPTG，28℃，诱导过夜；
· 将菌液均匀分装至6个50 mL离心管内，5,000 rpm，10 min，吸去液体培养基，PBS重悬各管内菌体汇总至一管后离心，弃上清，菌体置于-80℃冷冻4-6 h；
· 室温解冻菌体后立即置于冰上，每管加入15 mL细菌裂解液，混匀后置于冰上超声破碎菌体，破碎3 s，暂停10 s，每管约40-60 min，直至菌液清亮透明；
· 4℃，12,000 rpm，离心15 min，分装上清至新的5 mL EP管内，保留管底沉淀。上清液和菌体沉淀均-80℃保存备用。
3.2 大肠杆菌包涵体的分离与蛋白质纯化
· 取50 μL GST-Sep谷胱甘肽琼脂糖树脂至1.5 mL离心管内，每管加入800 μL洗涤液（PBS+1%Triton-100+1%PMSF），轻弹混匀后，5,000 rpm，离心30 s，弃掉上清，反复润洗3次；
· 使用0.22 μm滤菌器过滤上述细菌上清液，吸取600 μL上清与润洗过后的GST-Sep谷胱甘肽琼脂糖树脂混匀后，4℃，旋转结合1 h；
· 4℃，5,000 rpm/min，30 s，弃废液，保留管底白色半透明沉淀；
· 每管加入800 μL洗涤液（PBS+1%Triton-100+1%PMSF），4℃，5,000 rpm，离心30 s，弃上清，保留管底沉淀，反复润洗3次；
· 保留约70 μL混合液，其中取24 μL混合液加入6 μL 5×SDS-PAGE loading buffer，煮沸15 min，用于Western blot检测纯化效果，剩余混合液置于冰上备用。
4、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712289]五、免疫共沉淀（Co-IP）
1、实验原理
免疫共沉淀(Co-Immunoprecipitation)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相互作用的经典方法。是确定两种蛋白质在完整细胞内生理性相互作用的有效方法。其原理是：当细胞在非变性条件下被裂解时，完整细胞内存在的许多蛋白质－蛋白质间的相互作用被保留了下来。如果用蛋白质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。目前多用精制的prorein A预先结合固化在argarose的beads上，使之与含有抗原的溶液及抗体反应后，beads上的prorein A就能吸附抗原达到精制的目的。这种方法常用于测定两种目标蛋白质是否在体内结合；也可用于确定一种特定蛋白质的新的作用搭档。
优点为：
（1）相互作用的蛋白质都是经翻译后修饰的，处于天然状态；
（2）蛋白的相互作用是在自然状态下进行的，可以避免人为的影响；
（3）可以分离得到天然状态的相互作用蛋白复合物。
缺点为：
（1）可能检测不到低亲和力和瞬间的蛋白质－蛋白质相互作用；
（2）两种蛋白质的结合可能不是直接结合，而可能有第三者在中间起桥梁作用；
（3）必须在实验前预测目的蛋白是什么，以选择最后检测的抗体，所以，若预测不正确，实验就得不到结果，方法本身具有冒险性。
2、试剂耗材
PBS、RIPA、细胞刮子、离心管、琼脂糖凝胶、PMSF、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、SDS-PAGE上样缓冲液
[bookmark: _Hlk148619398]3、实验方法
3.1 裂解细胞
· 收集细胞：将培养瓶置于冰上，倒掉培养基，用 PBS 或生理盐水漂洗两次，留适量液体于瓶内，然后用特制的细胞刮棒朝一个方向刮取细胞。将细胞悬液转移到离心管，离心取沉淀，-80℃保存。(收集细胞要迅速，低温下进行，以减弱蛋白酶的作用)
· 裂解细胞：采用RIPA 裂解体系，使用前4℃预冷，按107个细胞加入1.0ml 裂解液，吹打混匀，加入适量的蛋白酶抑制剂(如 cocktail), 冰上放置3-5分钟。
· 超声处理裂解液：使用探针型超声进行多次适当频率的短促冲击，10-20秒/次，重复3 次，中间间隔10-20 秒，冰浴下进行。
· 15,000 r/min,4℃离心15min,吸取上清液于另一Ep 管中，置冰上。上清液用于下一步的预处理。
3.2 裂解物的预处理（使用正常人的血清对裂解物进行预处理）
· 按 1ml 裂解物加2μL对照血清的比例加入正常人血清。
· 室温孵育2-3小时，缓慢摇动。
3.3 免疫复合物的纯化
· Dynabeads proteinA 进行免疫复合物的纯化。
· 将 Dynabeads proteinA 振荡混匀，吸取100μL磁珠于EP管中，置于磁铁架(Dynal MPC)上，磁珠吸附到管壁上，弃上清；
· 加500 μL 0.1M Na-phospha te(pH 8.1)至Ep 管，轻柔搓动管子约2-3min, 将EP管置于磁铁架上，磁珠吸附到管壁上，弃上清。重复2 步骤两次。
· 清洗完磁珠后，加500 μl 预处理后的裂解物，反复摇动管子，室温下反应10-20min。
· 将Ep 管置于磁铁架上，磁珠吸附到管壁上，将上清转移至另一Ep 管中。
· 用RIPA 裂解液清洗磁珠3 次。
· 洗脱抗原-抗体复合物。加0.1M citrate (pH3.1) 30μl于 Ep 管中，轻柔搓动管子约2-3min, 将 Ep 管置于磁铁架上，吸取上清于一Ep 管。
· 重复步骤7,将上清收集于同一个Ep 管洗脱样品总体积为60μl, 作对照用。
· 磁珠用0.1M Na-phosphate(pH 8.1)清洗三次后备用。
· 在步骤5 留取的上清中加入病人血清(1ml 加2 μl 血清),缓慢摇动，室温孵育2-3h。
· 将Ep 管置于磁铁架上，磁珠吸附到管壁上，弃上清。
· 重复步骤6-8。共收集到两份样品，对照与病人的纯化免疫复合物各60μL。
· 磁珠用0.1M Na-phosphate(pH8.1) 清洗三次后加入柱储液100μL,4℃保存。
· 在样品中加入2×SDS 上样缓冲液并用1M NaOH调节pH至使溴酚蓝呈蓝色。
3.4 SDS-PAGE检测
用免疫沉淀后的样品可直接进行一维凝胶电泳，或者对磁珠上的蛋白 A 或蛋白G进行耦联剂修饰，洗脱后的样品可进行Western Blot。
4、耗材及仪器示意图
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方法一、用于检测未知抗原的双抗体夹心法
1 包被：用包被缓冲液将抗体稀释至蛋白质含量为1~10μg／ml。在每个反应孔中加 0.1ml，4℃过夜。次日，弃去孔内溶液，用洗涤缓冲液清洗3次，每次3分钟。
2 加样：加一定稀释的待检样品0.1ml 于上述已包被之反应孔中，置37℃孵育1小时，然后洗涤； (同时做空白孔，阴性对照孔及阳性对照孔)
3 加酶标抗体：于各反应孔中，加入新鲜稀释的酶标抗体0.1ml。37℃孵育0.5~1小时，洗涤；
4 加底物液显色：于各反应孔中加入临时配制的TMB底物溶液0.1ml，37℃10~ 30分钟。
5 终止反应：于各反应孔中加入2M硫酸0.05mL；
6 结果判定：直接用肉眼观察结果：反应孔内颜色越深，阳性程度越强，阴性反应为无色或极浅，依据所呈颜色的深浅，以 “+”、“-”号表示。测OD值：在ELISA检测仪上，于450nm处，以空白对照孔调零后测各孔OD值，若大于规定的阴性对照OD值的2.1倍，即为阳性。（若以ABTS显色，则为410nm)
方法二、用于检测未知抗体的间接法
1 用包被缓冲液将已知抗原稀释至1~10μg/mL，每孔加0.1mL，4℃过夜；
2 洗涤3次，加一定稀释的待检样品（未知抗体）0.1mL于上述已包被反应孔中；
3 37℃孵育1小时，洗涤；
4 反应孔中加入新鲜稀释的酶标第二抗体（抗抗体）0.1mL，37℃孵育30-60min；
5 洗涤，最后一遍用DDW 洗涤；剩余步骤同双抗体夹心法的步骤4、5、6。
[bookmark: _Toc148712291]七、间接免疫荧光（IFA）
1、实验原理
间接免疫荧光法是先把特异性抗体跟标本中的抗原反应，然后再用荧光素标记抗体跟之前的复合物中第一抗体结合，最后，经过洗涤后在荧光显微镜下做观察，从而达到检测未知抗体或抗原的目的。
2、耗材试剂
细胞24孔板、细胞爬片、4%多聚甲醛、免疫染色通透液、封闭液、抗体稀释液、DAPI染色液、抗荧光淬灭封片液、透明指甲油、一抗、荧光二抗、PBS
3、实验方法
免疫荧光实验是检测蛋白质在细胞内的定位情况。以细胞24孔板为例，详细步骤如下：
（1）预先将细胞爬片使用PBS清洗后，置于孔内，接种HeLa细胞继续培养，待细胞密度达到约为50%-60%，根据实验要求将相关质粒转染至细胞中，继续培养24 h；
（2）使用PBS缓慢清洗细胞3次，每个实验孔添加1 mL 4%多聚甲醛，室温静置10-15 min；
（3）吸去固定液，PBS清洗细胞3次，5 min/次；
（4）每孔滴加100 μL免疫染色通透液，室温静置5-10 min；
（5）吸去通透液，PBS清洗细胞3次，5 min/次；
（6）加入1 mL封闭液，室温1 h；
（7）吸去封闭液，PBS漂洗细胞3次，加入按比例稀释好的一抗稀释液，室温孵育2 h或4℃孵育过夜；
（8）回收一抗（可重复利用），PBS清洗3次，5 min/次；
（9）加入预先配制好的荧光二抗，避光孵育1 h；
（10）回收二抗（可重复利用，避光保存），PBS避光清洗3次，5 min/次；
（11）每孔滴加50 μL DAPI染色液，避光放置2-3 min， 随后使用PBS洗涤3次，5 min/次；
（12）载玻片滴加适量封片液，取出孔内细胞爬片，使细胞生长面接触封片液；
（13）使用透明指甲油在爬片边缘进行固定，避光保存。随后置于激光扫描共聚焦显微镜或倒置荧光显微镜进行观察。
4、耗材及仪器示意图
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免疫组化流程大致如下：
（I）组织处理
1、取新鲜组织厚度不超过5mm,10%, 中性福尔马林固定，大于24小时。
2、固定后冲水12-24小时，
3、75%酒精，1次，1小时，
4、85%酒精，1次，1小时，
5、95%酒精，3次，1小时，
6、100%酒精，3次，1小时，
7、二甲苯，2次，1小时，
8、石蜡浸泡，3次，2小时，
（II）HE染色
水化
1、二甲苯，2次，5-10分钟，
2、100%酒精，1次，1-2 分钟，
3、95%酒精，1次，1-2 分钟，
4、85%酒精，1次，1-2 分钟，
5、75%酒精，1次，1-2 分钟，
6、过蒸馏水 
染色
1、Mayer 氏苏木素，1分钟，
2、温水冲洗，5-10分钟，
3、75%盐酸酒精，1-2分钟，
4、自来水冲洗，30秒钟，
5、依红复染，1-2分钟，
6、自来水洗，30秒钟，
7、85%酒精，1次，1-2分钟，
8、95%酒精，2次，1-2分钟，
9、100%酒精，2次，1-2分钟，
10、二甲苯，2次，5-10分钟，
11、中性树胶封片。
（III）免疫组化染色
1、石蜡切片免疫组化染色实验步骤：
1.1石蜡切片脱蜡至水：(石蜡切片染色前应置60℃ 1小时)。 
（1）二甲苯I、Ⅱ，各10分钟。
（2）梯度酒精：100%，2min → 95%，2min → 80%，2min → 70%，2min。
（3）蒸馏水洗：5分钟，2次(置于摇床)。
1.2 过氧化氢封闭内源性过氧化物酶：3%H2O2, 室温10分钟(避光)。
1.3 蒸馏水洗：5分钟，2次(置于摇床)。
1.4 抗原修复：根据待检测的抗原，选择适当的方法。
（1）高压锅处理技术：枸橼酸钠缓冲液（10mM，PH6.0）, 淹没切片，盖上  锅盖，高压锅内煮沸，上汽3分钟后缓慢冷却。
（2）微波处理技术：用塑料切片架，置于塑料或耐温玻璃容器内，枸橼酸钠缓冲液淹没切片，高档5分钟；取出并补充已预热的枸橼酸钠缓冲液；再选择高档，5分钟。(最佳温度为92~95℃)
（3）酶消化方法：常用0.1%胰蛋白酶和0.4%胃蛋白酶液。胰蛋白酶使用前预热 37℃，消化时间约为5-30分钟。
1.5 PBS清洗5 分钟，2次（置于摇床）；
1.6 正常血清封闭：从染片缸中取出切片，擦净切片背面水分及切片正面组织周围的水分(保持组织呈湿润状态)，滴加正常山羊或兔血清（与第二抗体同源动物血清)处理，37℃，15分钟；
1.7 滴加一抗：用滤纸吸去血清，不洗，直接滴加第一抗体，37℃ 2小时（也可置于4℃冰箱过夜）；
1.8 PBS清洗5分钟，2次（置于摇床）； 
1.9 滴加生物素化的二抗，37℃,40分钟。 
1.10 PBS清洗5分钟，2次（置于摇床）；
1.11 滴加三抗(SAB 复合物)，37℃，40分钟；
1.12 PBS清洗5分钟，2次（置于摇床）；
1.13 DAB显色，镜下观察，适时终止（自来水冲终止）。
1.14 自来水(细水)充分冲洗。
1.15 苏木素复染，室温，30秒，自来水冲洗。
1.16 自来水冲洗返蓝，15分钟。
1.17 梯度酒精脱水：80%，2分钟 → 95%，2分钟 → 100%，2次，5分钟。
1.18 二甲苯透明：I,Ⅱ (二甲苯)各5分钟；
1.19 封片：加拿大树胶(或中性树胶)封片。
2、细胞爬片的免疫组化染色：
2.1 取出细胞爬片，迅速置入冷丙酮固定20~30分钟；
2.2 蒸馏水浸泡5分钟，2次；
2.3 打孔液浸泡5分钟；
2.4 蒸馏水浸泡5分钟，2次；
2.5 后接前述实验步骤的第6步(正常血清封闭)。
注：第3、4步仅用于检测细胞内抗原，检测细胞膜抗原时不用。
3、冰冻切片的免疫组化染色：
3.1 新鲜组织立即在恒冷冰冻切片机内切片(也可-80℃保存),厚度为5-6μm。
3.2 载玻片可不打底，裱片后，立即用电吹风吹干。
3.3 如不马上染色，可密封后-20℃保存。
3.4 染色前用冷丙酮在4℃固定10-20分钟。
3.5 PBS 洗2次，每次5分钟，(必要时应用0.1%柠檬酸钠+0.1%triton打孔)
3.6 3%H2o2灭活内源性过氧化物酶，20分钟，避光；
3.7 用 PBS 洗2次，每次5分钟；
3.8 接前面实验步骤6。
4、切片的预处理： 
4.1 洗衣粉液浸泡30分钟，冲洗，晾干。
4.2 洗液(含强酸、高锰酸钾等)浸泡24小时，冲洗，晾干。
4.3 APES(1:50丙酮溶液) 10-20秒(注意：不能用塑料容器及塑料切片架)。
4.4 纯丙酮I, 约10秒。纯丙酮Ⅱ,约5秒
4.5 晾干或烤箱内烤干，备用。
[bookmark: _Toc148712293]重组DNA技术篇
[bookmark: _Toc148712294]一、大肠杆菌感受态细胞制备（CaCl2 法）
1、实验原理
细胞经过一些特殊方法（电击法、CaCl2法）等处理后，细胞膜的通透性发生了暂时性的改变，成为能允许外源DNA分子进入的细胞，即感受态细胞（Compenent cells）。
2、实验材料及耗材
E.coli DH5α菌株、LB固体培养基、LB液体培养基、CaCl2、硫酸镁、培养皿、恒温摇床、聚丙烯管、电热恒温培养箱、台式高速离心机、无菌工作台、烧瓶、恒温水浴锅、低温冰箱、制冰机、分光光度计、微量移液枪、锥形瓶、试管等。
3、实验步骤：
1 挑取单菌落转接至100 ml LB液体培养基中，37℃振摇培养3h（OD600≈0.35）；
2 将培养基转移至预冷的50 ml离心管中，冰上放置10 min； 
3 4℃，4000 r/min，离心10min，弃净上清；
4 每50mL初始培养液用30mL预冷的0.1mol/L CaCl2-MgCl2溶液（80mmol/L MgCl2，20mmol/L CaCl2）重悬沉淀。
5 4℃，4000 r/min，离心10min，弃净上清；
6 每50 mL初始培养物用2 mL预冷的0.1mol/L CaCl2重悬；
7 此悬液即为感受态细胞，可直接实验也可-80保存。
[bookmark: _Toc148712295]二、抗生素配制
1、氨苄青霉素(Amp)：用灭菌去离子水配成贮存浓度200mg/mL，0.22μm孔径滤膜过滤除菌后，-20℃分装备用。
2、卡纳霉素(Kan)：用灭菌去离子水配成贮存浓度100mg/mL，0.22μm孔
径滤膜过滤除菌后，-20℃分装备用。
3、G418：用灭菌去离子水配成贮存浓度200mg/mL，0.22μm孔径滤膜过滤除菌后，-20℃分装备用。
[bookmark: _Toc148712296]三、细菌培养液配制
1、LB液体培养基(低盐)：将胰蛋白胨(Tryptone) 10g、酵母浸出物(Yeast Extract) 5g、NaCl 5g，溶于适量灭菌去离子水中，完全溶解后用5 mol/L NaOH调pH值至7.0-7.2，定容至1000mL，在120℃高压蒸气灭菌20min,室温保存备用。
2、LB固体培养基(低盐)：在LB液体培养基中加入1.5%琼脂粉，溶于适量灭菌去离子水中，120℃高压蒸气灭菌20min。待培养基温度降至50℃左右，加入相应的抗生素后，铺制平板，待培养基凝固后，倒置于4℃保存备用。
3、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712297]四、DNA片段连接（双酶切）
1、制备线性化载体：选择合适的克隆位点，通过限制性内切酶进行双酶切；
2、设计扩增引物：在插入片段正、反向 PCR 引物的 5’端引入 15-25 bp（不包括酶切位点）的线性化载体末端同源序列，使得插入片段 PCR 产物 5’和 3’末端分别带有与线性化载体两末端对应的完全一致的序列；
[image: ]
3、PCR扩增目的片段；
4、胶回收线性化载体与目的片段，Nano-300检测回收DNA浓度；
5、重组反应体系（冰上配制）：
最适载体使用量 = [0.02×载体碱基对数]ng (0.03 pmol)
最适插入片段使用量 = [0.04×插入片段碱基对数]ng (0.06 pmol)
[image: ]
6、重组反应条件：50℃反应20 min，随后置于冰上冷却
7、重组产物转化至感受态细胞、涂板，37℃培养过夜；
8、菌液PCR进行克隆鉴定。
9、阳性菌落进行测序，随后摇菌提质粒。
[bookmark: _Toc148712298]五、琼脂糖核酸电泳
实验方法
1、用蒸馏水将制胶模具和梳子冲洗干净，放在制胶平板上，封闭模具边缘；
2、根据欲分离DNA 片段大小用凝胶缓冲液配制适宜浓度的琼脂糖凝胶：准确称量琼脂糖粉，定量加入0.5 xTAE(一般20-30 ml);
3、放入到微波炉内加热熔化。冷却片刻，加入荧光染料，充分混匀凝胶溶液，倒入电泳槽中，插入梳子，待其凝固；
4、小心拔出梳子，将凝胶安放在电泳槽内；
5、向电泳槽中倒入电泳缓冲液，其量以没过胶面1mm为宜；
6、在DNA 样品中加入10 x体积的loading buffer, 混匀后，缓慢加入孔内；
7、接通电源，红色为正极，黑色为负极，切记 DNA 样品由负极往正极泳动。一般60-120V 电压，电泳20-40min即可；
8、根据指示剂泳动的位置，判断是否终止电泳；
9、电泳完毕，在凝胶成像仪上观察电泳带及其位置。
	琼脂糖凝胶浓度与线形DNA的最佳分辨范围

	琼脂糖凝胶浓度
	线形DNA的最佳分辨范围(bp)

	0.5%
	1,000-30,000

	0.7%
	800-12,000

	1.0%
	500-10,000

	1.2%
	400-7,000

	1.5%
	200-3,000

	2.0%
	50-2,000


耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712299]六、胶回收纯化DNA
实验方法
1、琼脂糖电泳，将特异电泳带切下回收至EP管中，称重；
2、按照100mg加400μl的量加入binding buffer，50℃-60℃温育，直到所有的琼脂糖都溶解；
3、将上述溶解液转移至过滤柱中，室温下放置2分钟，12,000 r/min离心1分钟，弃EP管中的液体，将纯化柱放回EP 管中；
4、加500μL的wash buffer至柱中，12,000r/min 离心1分钟，弃废液；
5、重复步骤4；
6、将纯化柱放入EP 管中10,000 r/min 离心30秒，除去痕量的wash buffer;
6、将纯化柱放入一个新的 EP 管。加30-40μl elution buffer至纯化柱膜的中央；
7、室温放置2min，10,000r/min，离心1分钟洗脱DNA；
8、选做：可将洗脱再一次加入EP管中，重复步骤7；
9、洗脱液即为DNA溶液，上机检测浓度；
10、-20℃长期保存。
耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712300]七、质粒DNA转化
1、实验原理
将质粒DNA导入细菌的过程称为转化（Transformation）。
2、耗材及试剂
恒温水浴箱、感受态细胞、目的质粒、制冰机、LB固体培养基（含抗性）、LB液体培养基（无抗性）
3、实验步骤：
1 取10 μL目的质粒，加入100 μL感受态细胞的离心管中，轻弹管壁混匀，冰浴 30 min。
2 42℃热激90 s；
3 迅速冰水浴2min；
4 复苏：加入600μL不含抗生素的LB液体培养基，混匀，37 ℃，振荡培养45 min(220 rpm)。
5 4℃，3000r，离心5min，弃上清，保留200μL涂布于含有抗生素的LB固体培养基；
6 37℃，培养过夜。
[bookmark: _Toc148712301]八、菌落PCR
1、实验原理
菌落 PCR 与普通DNA的PCR的不同在于，直接以单个菌落为模板，是一种可以快速鉴定菌落是否为含目的质粒的阳性菌落，操作简单，阳性率较高，在转化鉴定中较常见。
[bookmark: _Hlk148597104]2、实验方法
1 挑取单个菌落，置于含抗性培养基的1.5mL EP管中,37℃摇晃增菌2h；
2 配制PCR反应体系：
	引物F
	0.2 μL

	引物R
	0.2 μL

	酶
	5.0 μL

	菌液
	1.0 μL

	双蒸水
	3.6 μL


3 吹打混匀后，瞬甩；
4 根据酶的特性进行程序扩增；
	步骤
	温度（℃）
	时间
	循环

	预变性
	95
	5 min
	

	变性
	95
	30 s
	30 cycles

	退火
	60
	30 s
	

	延伸
	72
	15s/kb
	

	延伸
	72
	10 min
	

	冷却
	16
	2 min
	


5 琼脂糖凝胶电泳验证阳性菌落；
6 保菌，测序，提质粒。
3、耗材及仪器示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc148712302]九、重组质粒提取
以康为世纪GoldHi EndoFree Plasmid Midi Kit为例：
（1）根据说明要求对试剂盒添加相应试剂；
（2）转接100 μL菌液至15 mL液体培养基中，培养过夜后，5,000 rpm，离心10 min，弃上清，向管底菌体沉淀中添加500 μL Buffer P1，充分混匀使菌体悬浮；
（3）将菌液转移至2.0 mL EP管中，添加500 μL Buffer P2，缓慢混匀数次，静置3-5 min，充分裂解菌体；
（4）EP管中添加500 μL Buffer E3，立即混匀数次后，静置5 min。随后13,000 rpm，离心5 min，转移上清至已装入收集管的过滤柱（Endo-Remover FM）中，13,000 rpm，1 min，将滤液转移到新的2.0 mL EP管中（若上清液较多，可经多次离心过滤，并混合于同一离心管中）；
（5）向收集的滤液中添加450 μL异丙醇，颠倒混匀；
（6）柱平衡：向吸附柱（Spin Columns DL）中加入200 μL Buffer PS，13,000 rpm，2 min，弃废液，回装吸附柱；
（7）将步骤5中混合液转移到回装的吸附柱中，13,000 rpm，1 min，弃废液，回装吸附柱； 
（8）向吸附柱中加入750 μL Buffer PW，13,000 rpm，1 min，弃废液；
（9）空甩：回装吸附柱，13,000 rpm，1min；
（10）将吸附柱更换至新的1.5 mL离心管中，悬空滴加100-200 μL Endo-Free Buffer EB（避免碰到底部吸附膜），静置2-5 min，13,000 rpm，2 min；
（11）测定提取质粒浓度后，-20℃保存质粒。
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