附录二 分子生物学实验室的要求与仪器设备

生命科学的飞速发展孕育了现代分子生物学技术，并且已经渗透到生命科学的各个领域，因此在许多学科如遗传学、分类学、病理学和医学等均开展了相关研究。建立一个标准的分子生物学实验室是非常必要的，它主要包括离心机室、细胞培养室、仪器分析室、普通实验室和放射性核素操作室等；一个分子生物学实验室应具备的仪器设备，按用途不同可分为以下几类：

一、离心机

离心技术是利用物质的沉降、浮力和质量等差异，在离心力的作用下使其分离、纯化和浓缩的一种物理手段。离心技术广泛应用于收集和分离细胞、细胞器和生物大分子等。实验室中常用的离心机容量和转速各不相同，主要有：

1．低速离心机：最大转速6000 r/min（转/分钟），离心力6000 g。主要用于收集细胞、细胞核、细胞膜和细菌细胞等。

2．高速离心机：最大转速25,000 r/min，离心力89,000 g，常有冷却装置。多用于制备、收集微生物、细胞碎片、细胞、大的细胞器、硫酸铵沉淀物和免疫沉淀物等。

3．超速离心机：最大转速为120,000 r/min，离心力为694,000 g，常有冷却装置。根据实验体积，选择不同的转头，可满足不同离心力的要求。应用差速离心、密度梯度离心等方法，可以分离制备线粒体、微粒体、染色体、溶酶体、质粒和病毒等各种亚细胞物质；利用强大离心力，长时间离心，可以获得具有生物活性的大分子核酸、酶类及蛋白因子等；利用分析性超离心可以检测生物大分子的构象变化、测定分子量和计算沉淀系数。

4．台式微量离心机：转速可达12,000～18,000 r/min，有常温和冷却两种类型。适用于小量样品（如1.5 mL）的操作，可极大地缩短离心时间。主要用于生物大分子的微量操作。

二、细胞培养

由于细胞培养要求无菌操作，所以在细胞培养室最好设置独立的无菌操作间；如果实验室条件有限，那么在室内走动较少的位置设无菌操作区，同样也能满足要求。

1．超净工作台：是不可缺少的无菌操作装置。其原理是利用鼓风机驱动空气，经过高效过滤器后而通过工作台面，使实验操作区域成为无菌环境。

2．恒温培养箱：可调节温度，用于细胞培养。

3．CO2培养箱：它能恒定地提供一定量的CO2，通常为5%，用来维持培养液的酸碱度。适用于培养各种细胞。

4．恒温摇床：配有控温装置，用于液体细菌的培养。

5．生化培养箱：既可加热，又可制冷，用于细胞培养。

6．倒置显微镜：用来观察了解细胞的生长状况，最好附带照相装置。

7．实体显微镜：用于细胞的观察和照相。

三、分析及检测仪器

1．分光光度计：分光光度法是基于不同分子结构的物质对电磁辐射选择性吸收而建立的分析方法。分光光度计能利用物质在可见光和紫外线区域中的吸收光谱来鉴定物质的性质及其含量。实验室经常使用的大都是紫外与可见光分光光度计，主要用于核酸的定量和纯度检测。

2．电泳仪：可输出稳定的电流（最大250 mA）和电压（高达2500～3000 V，用于测序）。根据输出电压不同，分为常压、中压和高压稳压电泳仪。

电泳技术是检测和鉴定各种生物大分子的纯度、浓度和大小的有力工具，甚至还是分离、纯化、回收和浓缩样品的主要工具之一。电泳装置包括电泳仪和电泳槽。

3．电泳槽：一般有水平和垂直电泳槽两种。水平电泳槽可用于纸电泳、醋酸纤维薄膜电泳、薄层电泳和琼脂糖凝胶电泳等。垂直电泳槽可用于聚丙烯酰胺凝胶电泳等。

4．脉冲场凝胶电泳装置：与常规的直流单向电场凝胶电泳不同，脉冲场凝胶电泳采用定时改变电场方向的交变电源，时间与电流交替改变，使DNA分子能不断地调整泳动方向，达到分离目的，目前该仪器可达到的最大分辨率为12 Mb。为保证实验效果，该装置常附加冷却系统。主要用于原核生物染色体的分离、核型分析、大片段物理图谱制作、酵母人工染色体的分析、探测细胞染色体上百万碱基对以上的基因组DNA的缺失等。

5．紫外/可见检测仪：能提供紫外光和可见光源，用于观察凝胶条带。对于核酸，电泳后需要溴化乙锭染色，在紫外光下观察。使用波长为302 nm的紫外灯，灵敏度较高，且对核酸的褪色和断链作用较小。尽量避免长时间的照射凝胶，否则影响回收DNA片段的质量，而且影响观察和照相效果。辐射式紫外灯对观察者照射少，而透射式紫外灯的照相效果好，但须佩带有机防护面罩。

6．核酸/蛋白凝胶图像分析系统：该系统包括图像的摄取、分析、数据处理和打印等功能，可应用于观察和拍摄琼脂糖凝胶、考马斯亮蓝染胶、银染胶、杂交膜、放射自显影片和荧光显影胶片等。利用该系统，可以得到最佳的图像质量并对结果进行定性和定量分析，如自动计算分子量和浓度、斑点自动识别和质量计算、密集条带识别和分析等。
7．凝胶干燥仪：能将电泳后的凝胶进行脱水干燥，便于保存。

8．PCR仪：聚合酶链式反应（polymerase chain reaction, PCR）是用于在体外酶促扩增特定DNA片段的快速方法，通过不同温度下进行的 DNA变性、引物复性和延伸等过程的循环，使靶序列DNA片段以指数级数积累。

PCR仪又称为DNA热循环仪、基因扩增仪，在基因工程研究中广泛应用。目前国内外许多厂家都生产PCR仪，各类仪器的温度控制有所不同：（1）液体加热和冷却；（2）电阻加热，液体冷却；（3）电阻加热，半导体致冷。 

利用荧光定量PCR仪可以进行定量分析。

9．电穿孔仪：  1988年Dower等人用电激法（electroporation）成功转化细菌，其原理是在高压电脉冲的作用下，使细胞膜上暂时出现微孔，从而将生物大分子如DNA、RNA、蛋白等导入动物、植物或微生物体内。通过各种参数的优化，如电场强度、电脉冲长度、电容和电阻等，可提高转化率。与化学转化方法相比，电激法转化细菌操作简单，重复性好，转化效率高。 

10．基因枪：基因枪技术是一种将核酸直接发送至细胞内的物理学方法，应用于包括培养细胞、组织、器官、植物、动物、细菌和细胞器官等各种不同的目标。　
11．DNA合成仪：DNA合成就是在实验室内用化学合成方法进行基因或寡核苷酸片段的人工合成，目前已发展出的方法有磷酸二酯法、磷酸三酯法、亚磷酸三酯法以及后二者结合的固相合成法和自动化法。DNA合成仪的基本工作原理是，将待合成的DNA片段第一个核苷酸的3’-OH直接固定于惰性的固相载体上，然后从该核苷酸开始与下一个核苷酸进行缩合反应，反应后通过洗涤除去多余的反应物和副产物。重复进行以上步骤，每一次循环都加入一个核苷酸，一般一个循环只需几分钟，合成的链始终被固定在固相载体上。当链长达到所需长度后，将寡核苷酸链从固相载体上切除下来，并洗脱保护基，经纯化得到所需的寡核苷酸片段。目前化学合成寡核苷酸片段的能力一般在150～200 bp，它主要用作合成基因的元件、核苷酸序列分析的引物、连接时使用的连接子和接头、核酸分子杂交探针和基因定点诱变研究等。

12．DNA测定仪：DNA自动测序技术在80年代以来迅速发展，其特点是操作简单、安全（不使用同位素）、计算机精确控制、快速等。DNA自动测序技术的基本原理是利用了Sanger双脱氧核苷酸末端终止法，在反应过程中，标记有荧光素（fluorescein）引物在DNA聚合酶作用下，按照碱基配对的原则，分别将4种dNTP（荧光素标记）底物加到引物的3'－OH端，与dNTP的5'－磷酸基团形成磷酸二酯键连接；如果反应体系中含有2'3'双脱氧核糖核苷酸（ddNTP），虽然可掺入到正在延伸的DNA链中，但是由于没有3'－OH，不能与后面的dNTP 形成磷酸二酯键，使合成反应终止，得到一系列长度不同的以ddNTP结尾的一组片段，电泳之后可以直接读出碱基顺序。如Pharmacia公司的ALF全自动激光荧光DNA测序系统，PE公司的ABI377型DNA自动测序仪可自动进行顺序分析、电泳、检测条带及碱基分析，需要工作人员操作的只是和进行反应及制胶。ABI最新型的全自动测序仪PRISM 310型采用毛细管电泳技术取代了传统的聚丙烯酰胺凝胶平板电泳，不仅具有DNA测序、PCR片段大小分子和定量分析功能，且实现了全部操作自动化，包括灌胶、进样、电泳、检测、数据分析等。

13．基因芯片系统：Affymetrix公司的基因芯片为寡核苷酸芯片（Oligo芯片），这种类型的芯片具有极高的特异性和灵敏度，重复性好，假阳性率非常低，是目前世界上最先进的基因芯片。Affymetrix所利用的原位光刻专利技术可使一张芯片上合成多达500,000 个寡核苷酸。该系统可以分析样品中DNA或者RNA序列的相对含量。可广泛应用于从人类疾病的分子机理到临床诊断、免疫学、信号转导、基因调控、细胞周期与凋亡、药物代谢与毒理、神经发育与老化、肥胖与糖尿病、抗真菌药物筛选、细菌基因组以及植物基因调控等研究领域。
14．显微操作系统：显微操作系统是进行基因显微注射，进行细胞转基因必不可缺少的仪器之一。

四、其它常规仪器及设备

1．冰箱：常用的有4℃、―20℃和―80℃冰箱，以保证各种试剂、生物样品等在不同温度下保存的需要。 
2．天平：可备有多种规格和灵敏度的架盘天平和电子天平，以满足不同实验要求。

3．酸度计：大部分试剂要求严格的pH值，因此应具有一台精确度较高的酸度计；而pH试纸只适用于培养基、缓冲液等要求不高的溶液pH值的粗略估计。注意，许多缓冲液的pH值与温度有密切关系，如50 mmol/L的Tris·Cl溶液，在4℃时的pH值为8.6，25℃时为8.0，37℃时为7.7；而且不是所有试剂的配制都是在37℃或室温下进行pH值调整的。

4．磁力搅拌器：用于混匀样品，常配备加热功能。

5．可调微量加液器：具有不同量程，用于各种微量液体体积的吸取。实验室应备有一套不同规格的加液器，如Gilson产品的0～10 μL、0～100 μL、0～200 μLl、0～1000 μL和0～5000 μL等加液器。

6．电热烘箱：用于干燥实验器皿等。一般玻璃器皿在高温下干燥，如RNA研究使用的器皿需在200℃烘干2 h，以去除RNase的污染；而塑料器皿一般在较低温度下（42～45℃）烘干。
7．恒温水浴锅：温度一般从室温至100℃，用于酶反应等实验的保温。

8．循环式水槽：可以制冷。主要用于某些酶反应、电泳冷却循环用水等。

9．纯化水装置  许多实验要求较高纯度的水，常使用的有双蒸水，其中的大部分有机杂质被除去，但无机离子仍存在，且制作时间较长；去离子水，通过离子交换树脂进行处理。有些实验还要求使用超纯水，美国的微孔滤膜公司（Millipore Corporation）的Milli-Q系统制造的超纯水，采用紫外灯后净化柱，可除去无机粒子和有机物，并经过0.22 μm孔径的终端过滤器，可完全除去该孔径以上的微生物及粒子。

10．制冰机：用于提供实验操作所需要的低温环境。

11．微波炉：可方便地进行溶液的快速加热，如琼脂糖凝胶的溶化、杂交洗膜液的定点加温等。

12．液氮罐：液氮温度为－196℃，主要用于冷冻贮存细胞、细胞株、菌株、动植物样品等，以较好地保持细胞生物学特性。可根据实验室需要，准备不同容量（10 L、35 L和50 L）的液氮罐。

13．高压灭菌锅：在进行细胞和细菌培养等无菌操作时，所有实验用品、试剂及培养基等都需要高压蒸汽灭菌；另外在进行核酸制备和酶解等有关操作时，要求没有核酸酶的存在，所以实验使用的所有用具和试剂等也要灭菌。一般在15 lbf/in2（1.034×105 Pa）压力下，灭菌20 min即可。注意有些试剂不能耐受高温高压处理，可用滤膜除菌；器皿可用紫外线照射、75%乙醇或0.1%的十二烷基硫酸钠（SDS）浸泡消毒。

14．快速振荡混匀器：用于组织或细胞样品的混匀等。

15．组织匀浆器：用于组织或细胞样品的破碎、分离和提纯等。

16．超声破碎仪：用于组织或细胞样品的破碎、分离和提纯等。

17．超声清洗器：超声清洗主要是利用超声波在液体中的空化作用，这种空化作用是由于在超声波作用下，液体分子时而受拉，时而受压，形成一个个微小的空腔，即所谓”空化泡”,由于空化泡的内外压力相差悬殊，所以在其消失时具有很大的冲击力，使粘附在物质表面的污物脱落。同时超声波在液体中又能加速溶解和乳化作用，从而达到清洗的目的。  

18．真空泵：为样品提取和纯化等设备提供稳定的负压。

19．冷冻干燥仪：用于生物样品的冷冻干燥。

五、放射性核素操作

在基因工程实验中，有些实验如DNA序列测定、核酸探针的体外标记和分子杂交等，需要使用放射性核素。由于它具有放射性，对人体产生辐射损伤并污染环境，所以操作必须在专用的实验室内进行，并具备防护措施，如使用铅玻璃或有机玻璃屏蔽、戴上有机玻璃眼镜、戴乳胶手套操作、使用长柄工具（以加大操作者与放射源之间的距离）操作等。在基因工程实验中经常使用的放射性核素有32P、33P、35S和3H等，它们都是进行β衰变的，除了32P之外，其余几种核素能量很低。特别注意，放射性废物（包括废液、吸头、滤纸、玻璃器皿和实验材料等）要单独收集，分类存放于指定地点，并标明核素类别、放射性活度、日期和数量等，排放时必须遵守国家有关规定。

放射性同位素实验室除了一些专用于测定放射性活度的仪器外，还需要一些常规仪器，如冰箱、恒温培养箱、离心机、恒温水浴锅、恒温摇床、杂交箱和紫外交联仪等等，注意，原则上放射性同位素实验室的常规仪器与其它实验室的仪器是不共用的。

1．液体闪烁计数器： 闪烁测量技术是利用某种闪烁物质将辐射能转变为光能，再利用光电倍增管使之转变为电脉冲，从而分析射线的数量和能量。根据闪烁剂的物理状态，可分为固体闪烁测量技术和液体闪烁测量技术。液体闪烁计数器使用的闪烁体为液体，是由有机闪烁体溶于适当溶剂中组成，放射性样品置于液体闪烁体中，使射线直接被吸收，提高了探测效率。所以这种技术不仅测量的放射性核素和射线类型广，而且最适合于测量穿透力较弱的射线，特别是低能β射线如3H，因为能量低，其它仪器难以测量。目前液体闪烁测量技术在生命科学中广泛应用于生物大分子的结构与功能研究、物质的吸收与分布等代谢研究、分子杂交分析和放射免疫分析等。

液体闪烁计数器的样品制备技术较复杂，要根据样品的物理性质、闪烁液的性质和放射性活度等因素，选择合适的制样方法。

2．盖革计数器：其原理是利用射线的电离作用，将产生的电信号经放大后记录下来。

该仪器的特点是测量快速和携带方便，但是测量效率不是很高，对于低能β射线如3H，则不能测量。

3．放射性污染监测仪：通过射线与物质的相互作用，进行放射性的测量。主要用于试验过程中监测放射性核素的污染情况，其特点是测量快速、携带方便。

4．数字式放射自显影分析仪：放射自显影是利用放射性核素所产生的核射线，是照相乳胶、核子乳胶、X光胶片或乳胶干板等感光，从而对样品中的放射性物质进行测量的一种方法。即能观察到放射性物质在样品中的分布和定位情况，又可通过颗粒计数或利用光密度计扫描进行定量测定。不但定位准确，而且灵敏度很高，应用极为广泛。  

5．放射自显影暗盒：广泛应用于放射自显影技术中，可使杂交膜与X-光片在没有光的情况下紧密接触。

6．分子杂交仪：用于分子杂交试验，可定时、控温，通过不断旋转杂交液，使杂交过程更充分。 

7．紫外交联仪：在杂交实验中，使DNA、蛋白质等样品经紫外线照射而固定在膜上的一种仪器，其速度快且膜不变脆。适用于Southern、Northern、Western、狭缝和斑点印迹以及菌落和噬菌斑筛选等杂交膜的样品交联。

8．暗室：主要用于放射自显影操作和X-光片处理，实验室要求以及仪器设施与一般暗室相同。
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