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内容概要

本教材共四篇24个实验。
第一篇基本实验操作，介绍分子诊断学实验室的常规仪器设备、安全注意事项及基本实验操作技术；
第二篇基础训练型实验，介绍分子诊断学基本实验技术，包括核酸的提取及鉴定、PCR技术、分子杂
交技术、DNA测序技术。
第三篇综合提高型实验及第四篇研究应用型实验，着重对综合性、设计性、应用性实验以及适用于临
床或有临床应用前景的分子诊断实验进行了介绍。
尤其介绍了最新的分子诊断临床项目，如EGFR基因突变的检测、PCR-单链构象多态性分析
、BCR/ABL融合基因的检测和定量PCR的质量控制中检测灵敏度、准确度、特异度判断等。
每个检查项目让学生掌握技术原理、实验方法和标准操作规程，在此基础上，结合分子诊断临床应用
的特点，让学生了解临床常用分子诊断检测项目的临床意义以及分子诊断室质量控制方法。

《分子诊断学实验指导》可供高等院校医学检验专业、卫生检验专业学生实验使用，也可供从事临床
检验工作和医学研究的技术人员参考使用，并可用作临床医学、医学影像学、麻醉学、法医学、预防
医学以及药学专业实验教学的参考用书。
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章节摘录

第一篇  基本实验操作实验 一  分子诊断学实验室的常规仪器设备及有关操作 【实验目的】 掌握分子
诊断学实验室常规仪器设备的功能和使用方法。
 【实验器材】 温度控制系统、水净化装置、灭菌设备、计量设备、离心设备、电泳装置、超净工作
台、PCR 仪等。
 【实验内容】 （一） 温度控制系统 1.冰箱 根据药品、试剂及多种生物制剂保存的需要，必须具备不
同控温级别的冰箱，最常使用的有4℃ 、- 20℃ 和- 80℃ 冰箱。
 4℃ 冰箱适用于储存某些溶液、试剂、药品等。
 - 20℃ 冰箱适用于某些试剂、药品、酶、血清、配好的抗生素和DNA 、蛋白质样品等的保存。
 - 80℃ 冰箱适用于某些长期低温保存的样品、纯化的样品、特殊的低温处理消化液等的保存。
 0～10℃ 的冷柜适用于低温条件下的电泳、层析、透析等实验。
 2.液氮罐 某些实验材料，如细胞株、菌株、组织标本以及纯化的样品等要求速冻或长期低温保存，应
放置在更低温度的环境中，液氮罐就是这样的冷冻保存装置，它可达- 196℃ 的低温。
液氮罐为双层结构，中间为真空层，在罐内盛放液氮。
其规格有多种，如10L 、15L 、30L 、35L 、50L 等，可根据需要选用。
初次启用液氮罐时，应缓慢加入液氮，使容器内部温度均匀下降，液氮温度低，切勿溅到皮肤上，以
防冻伤。
冻存细胞时，应逐步降温，不能直接将待冻存的细胞放入液氮罐，而应先经- 20℃ 过夜，再经- 70℃ 
过夜后转入液氮罐保存。
 3.培养箱 37℃ 恒温箱主要用于细菌的固体培养和细胞培养；CO2 培养箱适用于培养各种细胞；利用37
℃ 恒温空气摇床可以进行液体细菌的培养。
 4.水浴箱 水浴箱有不同类型，可根据需要选用。
25～100℃ 水浴摇床可用于分子杂交、各种生物化学酶反应等实验的保温；25～100℃ 水浴箱用于常规
实验；循环式或恒温水浴箱是可以制冷也可以加热的水浴箱，主要用于DNA 探针缺口标记、酶反应试
验、电泳冷却循环用水等。
 5.烤箱 烤箱主要用于烘干实验器皿，有些需要温度高些，有些需要温度低些，如涉及RNA实验的用具
，就需要在250℃ 烤箱中进行烘干，而有些塑料用具只能在42～45℃ 的烤箱中进行烘干。
 （二） 水净化装置 随着分子诊断学的飞速发展，许多实验对水的纯度要求很高。
 1.蒸馏水器 它的工作原理是利用液体遇热气化遇冷液化的原理制备蒸馏水。
单蒸水常难以满足实验要求。
双蒸水、三蒸水可用于试剂配制，许多实验要求采用去离子水。
 多次蒸馏水可除去水中挥发性杂质，不能完全除去水中溶解的气体杂质。
 2.离子交换器 用离子交换法制备的水称去离子水。
离子交换器去离子效果好，但不能除去水中的非离子型杂质，其中常含有微量的有机物（树脂等）。
 3.超纯水 用蒸馏水、离子交换水、反渗透纯水作为供水，磁铁耦合齿轮泵作用使水循环制备而得。
用于PCR 、氨基酸分析、DNA 测序、酶反应、组织和细胞培养等。
 （三） 灭菌设备 细菌和细胞培养及核酸等有关的实验，所用的试剂、器皿及其他实验用具，应严格
灭菌，有的实验还要求没有核酸酶的污染，故应将实验器械、试剂等进行高压灭菌。
对于经过导入DNA 重组分子的菌株，操作后必须进行严格的高压灭菌处理。
常用的灭菌器械有：蒸汽高压锅、干烤箱、过（超）滤器、紫外灯、酒精灯等。
此外，消毒剂浸泡也是常用的灭菌方法。
 （四） 计量设备 1.液体体积度量系统 除各种量筒、移液管、容量瓶等液体容器外，各种型号的微量
加样器是分子诊断学实验中经常使用的液体量取器具。
 2.称量设备 最常用的称量工具是各种不同感量的天平和电子天平等，它们适用于各种缓冲液的配制和
标准物质的称量。
大于或等于0.1g 的物质常用双托盘天平称量，而0.1g 以下物质应使用电子天平称量。
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 3.pH 测量系统 pH 计：是测定溶液中H + 浓度的仪器，主要通过一对电极，在不同的pH 溶液中产生
不同的电动势用pH 表示出来。
 pH 试纸：只适用于培养液、缓冲液或其他试剂溶液的pH 的粗略估计。
而大部分试剂的配制要求严格的pH ，需精确度高（小数点后两位）的pH 计。
 4.分光光度计 分光光度计是利用物质在可见光和紫外线区域中的吸收光谱来鉴定该物质的性质及其含
量的一种仪器。
它是由光源、单色器、吸收池、接收器、测量仪表或显示屏幕所组成。
吸光度值是许多溶液中溶质定量的方便指标之一，通过所产生的单色光测定某一溶液对该单色光的吸
收值，利用它可进行核酸溶液定量和纯度的初步判断。
主要有可见分光光度计、紫外/可见分光光度计等。
 （五） 离心设备 在分子诊断学实验过程中，离心技术是最常用的技术之一。
主要利用离心机转头转动时产生的强大离心力场对物质进行沉淀、分离、纯化、浓缩等处理。
离心机按其转速分为低速（普通）离心机、高速离心机和超速离心机三种类型。
通过这些离心机的使用，可以完成分子诊断学研究中分离、提纯、鉴定、生物大分子分析等重要的研
究工作。
 1.普通离心机 普通离心机最大转速为6000r/min ，最大离心力为6000g 。
 （1） 医用或台式离心机：是离心机中最简单且廉价的，最常用于压紧或收集小量快速沉降的物质，
如红细胞、粗大的沉淀物、酵母菌和细菌等。
 （2） 低速冷冻离心机：主要用于细胞、细胞核、细胞膜、细菌的沉淀和收集等。
 2.高速离心机 高速离心机最大转速为25 000r/min ，最大离心力为89 000 g 。
多用于制备、收集微生物、细胞碎片、细胞、大的细胞器、硫酸铵沉淀物以及免疫沉淀物等。
 台式高速冷冻离心机（3K15） 由德国SIGMA 公司生产，最大离心力可达23031g ，最大容量可达4
×200ml ，用于混合样品中目标组分的分离与鉴定。
其操作程序如下： （1） 开盖并安装转子。
 （2） 打开电源，设置转子、转速、时间、温度等参数。
 1） 按“Deckel Lid Couvercle”键开仓门，把所需的转子放入仓内，卡入螺钉，用扳拧紧，加转子盖。
 2） 按转速面板中功能选择键，选到“Rotor”后再按“Edit”键，此时转速面板显示窗中数字闪动，
通过“ ↑ ”或“ ↓ ”键将显示窗中的数字设为与转子编号一致，按“ Enter” 键确定。
 3） 按转速面板中功能选择键，选到“Drehzahl Speed Vitesse”后再按“Edit”键，此时转速面板显示
窗中数字闪动，通过“ ↑ ” 、“ ↓ ” 、“ ← ”或“ → ”键设置所需转速（不同的转子有不同的最
高转速，请注意设置） ，按“Enter”键确定。
 4） 按温度和时间面板中功能选择键，选到“Zeit Time Minuterie”后再按“Edit”键，此时温度和时间
面板显示窗中数字闪动，通过“ ↑ ” 、“ ↓ ” 、“ ← ”或“ → ”键设置所需时间，按“Enter”键
确定。
 5） 按温度和时间面板中功能选择键，选到“ Temperatur”后再按“Edit”键，此时温度和时间面板显
示窗中数字闪动，通过“ ↑ ” 、“ ↓ ” 、“ ← ”或“ → ”键设置所需温度，按“Enter”键确定。
 6） 转速、时间、温度等参数都设置好后关仓门，预冷离心机到所需温度。
 7） 程序面板“Programm”中的程序已经设置好，不需要进行设置，请不要随便更改。
 （3） 严格平衡离心样品管，开仓放样品管，拧紧转子盖，关仓门，按“ Start”键开机工作。
如果平衡警告灯“ Unwucht Imbalance Balourd”亮起，提示离心样品管没有达到平衡，必须重新配平
。
按“Deckel Lid Couvercle”键开仓门取出离心样品管重新配平，配平后重新开始离心。
 （4） 离心结束，按“Deckel Lid Couvercle”键开仓门取出离心样品管，关电源擦拭离心机内仓和转子
。
将离心机仓门打开，不要扣上，让离心机内仓的冷凝水蒸发干，以免发生离心机运转时电源短路烧坏
机心。
 （5） 使用注意事项 1） 严格平衡样品。
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 2） 每次使用离心机前，都要将离心机内仓里的水擦干，避免水下漏发生电源短路烧坏机心。
 3） 必须预冷离心机到所需的温度，才能开始运行仪器。
 4） 每次离心时必须把转子盖旋紧盖好。
离心过程中如果发生异常响声，按“Stop”键停止，报告实验室老师。
 5） 离心结束，关闭电源，打开仓门，擦拭离心机内仓和转子。
 6） 严禁样品洒落弄脏离心机内仓，以免仪器发生意外事故。
 3.超速离心机最大转速90 000r/min ，最大离心力694 000 g 。
 （六） 电泳装置 电泳技术是检测、鉴定各种生物大分子的纯度、含量及描述它们的特征，甚至还是
分离、纯化、回收和浓缩样品的工具之一。
电泳装置由电泳仪和电泳槽两部分组成。
 1.电泳仪 它是作为电泳时的外加电源设备，将220V 交流电整流后通过稳压器，它既能输出稳定的电
流，又能输出稳定的电压，起到在被分离样品两端加外接电场的作用。
 常压电泳仪：一般为输出0～500V 和0～150mA 的电源装置。
 中压电泳仪：一般为输出400～1000V 的电源装置。
 高压电泳仪：一般为输出1000V 以上的电源装置。
 2.电泳槽装置 （1） 水平式电泳槽：可用于乙酸纤维薄膜电泳、琼脂糖凝胶电泳等。
琼脂糖水平电泳是分离、鉴定和纯化DNA 片段的标准方法。
采用低浓度的荧光嵌入染料溴化乙锭进行染色，可以确定DNA 在凝胶中的位置，用琼脂糖凝胶电泳可
以分离200bp～50kb的DNA 。
 （2） 垂直式电泳槽：分为垂直平板电泳槽和圆柱形电泳槽装置。
垂直平板电泳槽也是分离、鉴定、纯化DNA 片段的标准方法。
一般用聚丙烯酰胺凝胶作为分离载体，其分辨率较琼脂糖凝胶电泳高，相差仅1 bp 的DNA 都可分开。
它的加样量大，从聚丙烯酰胺凝胶中回收的DNA 样品纯度很高。
常用的聚丙烯酰胺凝胶有两种：一种是用于分离、纯化双链DNA 片段的非变性聚丙烯酰胺凝胶；另一
种是用于分离、纯化单链DNA 片段的变性聚丙烯酰胺凝胶。
变性聚丙烯酰胺凝胶需加入尿素或甲醛等变性剂，主要用于放射性DNA 探针的分离、S1 核酸酶消化
产物的分析及DNA 的测序。
 （七） 超净工作台 超净工作台是细胞培养及无菌实验操作工作中最重要的设备之一，在分子诊断学
实验室中细菌增殖、质粒的纯化等都需要在超净工作台中进行。
工作原理即内设鼓风机驱动空气通过高效的过滤装置而得到净化，净化后的空气通过工作台面形成无
菌环境。
根据滤器中滤垫的微孔径和密度的不同，除滤过细菌等微生物外，对病毒的通过也有一定的阻挡作用
。
 超净工作台根据净化气流的流动方式分为侧流式、直流式、外流式等几种类型。
 （八） PCR 仪 PCR 仪也称DNA 热循环仪、基因扩增仪。
它使一对寡核苷酸引物结合到正、负DNA 链上的靶序列两侧，从而酶促合成拷贝数为百万倍的靶序
列DNA 片段，它的每一循环包括在三种不同温度进行DNA 变性、引物复性、DNA 聚合酶催化的延伸
反应三个过程。
 Eppendorf PCR 5331 仪操作规程： （1） 打开仪器后面电源开关。
 （2） 进入主菜单后进行程序编写。
 （3） 选择“FILES”后按“ENTER”键进行程序编辑。
 （4） 选择“EDIT” ，按“ENTER”键，进行所使用程序的编写。
 （5） 程序编写完后，选择“ EXIT” ，按“ ENTER” 键，这时屏幕出现是否保存，选择YES ，就可
以保存程序，设定好的程序名可任选，按“ OPTION”键进行程序的命名。
如果不需要保存，则按“OPTION”键，选择“ NO” ，则程序没有被保存。
 （6） 在进行程序编写时，如果默认的程序不够时，可以按“INSERTION”键进行程序的增加，如果
默认的程序多时，选择“DELETION”删除。
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 （7） 程序编写完后，回到主菜单选择“START” ，按“ENTER”键，则进行程序的运行。
 （8） 在程序进行运行的过程中，可以查看程序运行完毕的时间。
选择“ OPTION”键就可以查看。
 （9） 如果“PCR”仪器内所能容纳的程序满后，可以将一部分不用的程序删除。
则可选择“FILES” ，进入“ LOAD” ，选择需要删除的程序名，然后选择DELETION 键删除不需要
的程序。
 （10） 如需要在原来编号的程序上修改运行程序，则选择“FILES” ，进入“ LOAD” ，进行程序的
修改，修改完毕后也需要保存。
 （11） 当程序运行完毕时，选择“STOP” ，按“ENTER”键确认，回到主菜单，即可关闭电源，取
出样品。
 （九） 紫外分析仪及凝胶成像分析系统 本系统用于对电泳后含溴化乙锭（EB）的核酸样品进行观察
及结果记录。
电泳后的DNA 肉眼是观察不到的，它必须与溴化乙锭（EB）结合，在紫外灯的照射下产生荧光来进
行观察。
一般采用由紫外灯发射的300～360nm 波长的紫外线，用于核酸分析的紫外分析仪常采用254nm 
、300nm 、365nm 等几个波长，在此波长范围内，DNA 与EB 结合物对紫外光吸收较强，从而诱导产
生590nm 波长的橙红色荧光。
产生荧光的强度及样本带的大小与DNA 量相关，其迁移率与DNA 分子的大小相关，也可根据样本带
的形状判断其纯度。
 近年来许多厂家都推出了先进的凝胶成像系统，由于它具有强大的图像采集、软件分析能力，可以
对DNA 、RNA 、蛋白质电泳凝胶以及各类杂交，放射自显影结果进行拍摄、处理、分析和保存。
由于可以在计算机上进行分析处理，其应用越来越广泛。
 （十） 其他设备 1.微波炉 微波炉用于一些溶液的快速加热与定温加热，如对配制的电泳琼脂糖凝胶
液进行熔化。
 2.真空加热干燥箱 广泛应用于核酸在硝酸纤维素膜和尼龙膜上的固定，用于Southern 、Northern 等杂
交实验。
 3.电泳凝胶干燥器 这是将电泳后的凝胶进行脱水干燥的仪器，一般可将凝胶干燥到一张玻璃纸上，干
燥后的凝胶易于保存。
 4.印迹系统、DNA 合成/测序仪这些都是对核酸进行深入研究的必备仪器。
【思考题】 （1） 分子诊断学实验室的常规仪器设备有哪几大类？
 简要说明。
（2） 蒸馏水与去离子水的区别？
 PCR 技术需要哪种纯度的水？
（方  文）

Page 8



第一图书网, tushu007.com
<<分子诊断学实验指导>>

编辑推荐

《全国高等院校医学检验专业实验教学规划教材:分子诊断学实验指导》可供高等院校医学检验专业、
卫生检验专业学生实验使用，也可供从事临床检验工作和医学研究的技术人员参考使用，并可用作临
床医学、医学影像学、麻醉学、法医学、预防医学以及药学专业实验教学的参考用书。
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