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内容简介

细胞生物学实验技术是生命科学工作者必备的知识和技术。《细胞生物学实验技术》编
写内容由浅入深，既注重了对从事生命科学研究新手的基础实验技术培养，又介绍了近
年来所发展的高新技术。每项技术都列出了基本原理、实验准备、实验步骤、结果分析
、注意事项等条目，便于教学和学生自学。《细胞生物学实验技术》共分7章：第一章绪
论；第二章介绍组织培养的知识与技术基础；第三章介绍细胞形态结构观察技术；第四
章介绍细胞内化学组分测定分析技术；第五章介绍细胞生命现象研究技术；第六章介绍
细胞工程技术；第七章介绍最常用的细胞分子生物学技术。
《细胞生物学实验技术》系统地介绍了细胞生物学实验技术体系，侧重对实验技能的培
养，是一本从事生命科学研究的实验技术工具书，适合高等医药院校从事生命科学研究
的研究生和工作者使用。
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在线试读部分章节

第一章 绪 论
细胞是生命体的基本结构和功能单位。细胞生物学是以细胞为研究对象，从细胞整体、
细胞超微结构和生物大分子水平上把细胞的形态结构与生理机能联系起来研究，把细胞
的生命活动与生物体整体生命活动联系起来研究，从而揭示各种生命现象的物质本质及
其规律的学科。细胞生物学是实验科学，其理论体系的发展依赖实验技术的进步。现已
形成的丰富的细胞生物学实验技术体系，是生命科学工作者从事科学研究的重要工具。
一、从生命科学的发展趋势谈细胞生物学
从19 世纪中叶以来，生命科学迅猛发展，呈现出以下发展趋势。
（一） 由宏观向微观
光学显微镜的发明使人类观察到了生命体的基本结构单元――细胞。20 世纪40
年代，电子显微镜问世，对生命物质本质的研究进入细胞超微结构水平。20 世纪50 年代
，高速离心机、电泳层析、分光光度计和分子标记等物理和化学技术方法引入生命科学
研究，增强了细胞超微结构的化学组分和生物大分子的分离分析能力。20 世纪70 年代以
来，不断发展的基因操作技术推动了对生物大分子的结构和功能研究。上述实验研究的
成果提升了人类揭秘各种生命现象物质本质的能力，奠定了细胞生物学理论体系形成的
基础。
（二） 由分析到综合
人类对生命的认识，是一个由简单到复杂的过程。对于简单生命现象的分析研究比较容
易取得成果，促进了知识的积累。而对复杂生命现象的研究，则需要综合多方面、多层



次的研究成果，经归纳、联系、推理的过程，从而揭示复杂生命现象的本质和规律。19 
世纪生命科学杰出的成就之一――生物进化论，是达尔文综合了当时的诸多学科领域的
研究成果，包括生物分类学、比较解剖学、古生物学、胚胎学、细胞学等，科学地揭示
了物种起源这一复杂生命现象的本质和规律。可以认为，细胞与分子生物学理论体系的
形成是生命科学的又一重要成就。细胞生物学不是研究单一生命现象的学科，而是综合
了在细胞超微结构水平和分子水平上对各种生命现象的现代研究成果而形成的理论体系
，是生命科学的综合性基础学科，是进一步研究复杂生命现象，探索生命奥秘的工具学
科和前沿学科。
（三） 由解释生命到改造生命第一章 绪 论
细胞是生命体的基本结构和功能单位。细胞生物学是以细胞为研究对象，从细胞整体、
细胞超微结构和生物大分子水平上把细胞的形态结构与生理机能联系起来研究，把细胞
的生命活动与生物体整体生命活动联系起来研究，从而揭示各种生命现象的物质本质及
其规律的学科。细胞生物学是实验科学，其理论体系的发展依赖实验技术的进步。现已
形成的丰富的细胞生物学实验技术体系，是生命科学工作者从事科学研究的重要工具。
一、从生命科学的发展趋势谈细胞生物学从19
世纪中叶以来，生命科学迅猛发展，呈现出以下发展趋势。（一） 由宏观向微观
光学显微镜的发明使人类观察到了生命体的基本结构单元――细胞。20 世纪40
年代，电子显微镜问世，对生命物质本质的研究进入细胞超微结构水平。20 世纪50 年代
，高速离心机、电泳层析、分光光度计和分子标记等物理和化学技术方法引入生命科学
研究，增强了细胞超微结构的化学组分和生物大分子的分离分析能力。20 世纪70 年代以
来，不断发展的基因操作技术推动了对生物大分子的结构和功能研究。上述实验研究的
成果提升了人类揭秘各种生命现象物质本质的能力，奠定了细胞生物学理论体系形成的
基础。（二） 由分析到综合
人类对生命的认识，是一个由简单到复杂的过程。对于简单生命现象的分析研究比较容
易取得成果，促进了知识的积累。而对复杂生命现象的研究，则需要综合多方面、多层
次的研究成果，经归纳、联系、推理的过程，从而揭示复杂生命现象的本质和规律。19 
世纪生命科学杰出的成就之一――生物进化论，是达尔文综合了当时的诸多学科领域的
研究成果，包括生物分类学、比较解剖学、古生物学、胚胎学、细胞学等，科学地揭示
了物种起源这一复杂生命现象的本质和规律。可以认为，细胞与分子生物学理论体系的
形成是生命科学的又一重要成就。细胞生物学不是研究单一生命现象的学科，而是综合
了在细胞超微结构水平和分子水平上对各种生命现象的现代研究成果而形成的理论体系
，是生命科学的综合性基础学科，是进一步研究复杂生命现象，探索生命奥秘的工具学
科和前沿学科。（三） 由解释生命到改造生命
由于现代生命科学的发展，使人类解释生命的能力大大增强。然而，人们更感兴趣于改
造生命，创造超自然的生物品种以及生命现象为人类所利用。在生命科学发展中，形成
了细胞工程和基因工程系列理论和技术，就其内容而言，也应属于细胞和分子生物学的
组成部分。这是一个可以同生产实践产生密切联系的高科技领域，其派生的生物产业已
经产生了巨大的经济效益。因此，细胞生物学是生命科学基础理论与生产实践相结合的
桥梁学科。二、细胞生物学的学科地位和研究任务
细胞生物学在生命科学的各基础分支学科中发挥纽带和核心作用是很自然的，在生物界
，无论是单细胞生物，还是多细胞生物体的一个细胞都表现出生命的本质属性，即是一
个在一定条件下能独立生存、新陈代谢、自我调节的开放体系。生命体所表现出的一切



生命现象，如新陈代谢、生长发育、遗传变异、繁殖、应激等，都是以细胞作为基本结
构和功能单位的生命活动体现。正像著名的生物学家E.B.Wison 所说：“一切生物学问题
的答案最终都要到细胞中去寻找。因为所有生物体都是，或曾经是一个细胞。”对细胞
物质本质和细胞生命活动规律认识的发展，自然地直接推动生命科学其他分支学科的进
步。
细胞生物学的研究任务主要表现为两个方面，一是为生命科学各分支学科提供理论基础
，二是在应用科学方面为生产实践提供技术方法。细胞生物学基础理论研究任务：①
从细胞整体、细胞超微结构和生物大分子三个水平上阐明细胞的结构基础；②
对细胞表现出的生理机能和生命活动进行相关化学组分定性和结构区域定位；③ 探索细
胞器之间，细胞与细胞之间，细胞与环境之间的联系、影响、物质和信息交换规律；④ 
说明细胞的生命活动与生物体整体生命活动的关系，从而揭示生物体各种生命现象的物
质本质和规律。细胞生物学在应用科学研究中已发挥的主要作用：① 培育具有研究价值
和经济价值的新物种。如通过细胞杂交技术培育杂种细胞株，通过基因工程技术培育基
因重组细胞株，通过转基因技术培育转基因动物或植物。② 把细胞生物学研究成果应用
于人类疾病的诊断和防治。如应用单克隆抗体技术已研制推广了数百种疾病的诊断试剂
盒，使疾病的诊断工作简便而精确；应用组织工程技术已成功地在体外培养了组织工程
皮肤、结缔组织、血管、肠管等，用于临床治疗；干细胞技术是近年来新兴的研究领域
，目前已能在体外以干细胞为种子，培育人类的多种组织和器官的细胞，来代替病变或
衰老的组织细胞，用于疾病的防治；应用克隆人类胚胎技术，从患者的克隆胚胎取材，
用于组织器官移植，替代患者的病变组织器官，可降低免疫排斥的风险。③ 研制生物药
剂和其他生物产品。如应用细胞工程和基因工程技术已可以大量生产纯度很高的蛋白质
制剂，有各种抗体、受体、生长因子、细胞因子、血液因子、激素肽、神经递质等，这
些产品已商品化，广泛应用于医学诊断和治疗实践。基因组学和蛋白质组学研究的快速
进展，必将促进生物制剂产业更快地发展，取得更大的经济效益。
三、细胞生物学的实验技术体系
细胞生物学的发展对实验技术的发展有很大的依赖性。细胞生物学以其丰硕的研究成果
当之无愧地成为生命科学的核心基础学科和前沿学科，同时也形成了一套丰富的、有广
泛应用价值的实验技术体系。细胞生物学实验技术体系可以大致归纳成以下几个方面。
（一） 细胞离体培养技术
细胞生物的几乎所有组织细胞都可作为细胞离体培养的材料。针对不同的细胞培养对象
，已形成了丰富多样的培养方法，积累了丰富的经验。细胞离体培养技术在生命科学基
础理论研究和应用科学研究中是应用极广泛的基础技术，在分子生物学研究和细胞工程
及基因工程高科技领域也是不可或缺的技术基础。（二） 细胞形态结构观察技术
细胞显微结构观察，主要体现于各种光学显微镜技术，包括复式显微镜、倒置显微镜、
暗视野显微镜、相差显微镜、荧光显微镜等。细胞超微结构观察主要依靠X 射线衍射仪
和电子显微镜技术。观察方式分为活体细胞观察、细胞固定染色观察和组织切片固定染
色观察。记录观察结果可采用静态显微摄影和动态显微拍摄电影术。（三）
细胞亚显微结构和化学组分分离分析测定技术
细胞中的某些细胞器、亚细胞组分和生物大分子的分离主要靠高速离心和差速离心技术
，配合相应的提取纯化方法。一些生物大分子组分，如DNA 、RNA 、蛋白质、酶类、
脂类、糖类，可依据研究需要，选用细胞分化染色技术、免疫组织化学技术、分子标记
及放射自显影技术、分光光度技术、流式细胞术等。上述技术是研究细胞的结构与功能



的关系，或判定评价细胞的功能状态的重要手段。（四） 细胞各种生命现象的研究技术
生物体的一切生命现象都是其物质构成的基本单元――细胞的生命活动体现。研究细胞
生命活动的规律，对揭示生物体整体生命现象的物质本质和规律具有重要意义。这方面
已积累了丰富的研究方法和技术，如细胞增殖和细胞周期研究技术、细胞凋亡研究技术
、细胞遗传研究技术、细胞免疫研究技术、细胞信号传导研究技术、细胞代谢研究技术
和肿瘤细胞研究技术等。（五） 细胞工程技术
所谓细胞工程即按研究者的意愿，运用细胞生物学和分子生物学技术改造细胞的结构和
性状，使之满足科学研究和生产实践的需要。如人工诱变培育突变细胞株技术；经细胞
杂交，筛选杂种细胞株技术；经细胞拆合、细胞核质杂交，获得克隆动物技术；DNA
转染获得基因重组细胞株技术；转基因动物技术等。（六） 细胞分子生物学技术
细胞生物学研究的深入，必然进入生物大分子水平。对基因及其产物蛋白质的功能验证
，最终要到细胞中去寻找答案。细胞生物学和分子生物学的研究目标任务及方法技术自
然趋于融合。这个技术领域包括：① 细胞基因组DNA
提取、纯化、定量分析技术；目的基因鉴定，即探针与DNA 分子杂交技术；目的基因的
克隆扩增及表达技术；基因芯片技术；目的基因结构分析技术，包括PCR 、RFLP
、SSCP 、AFLP 和DNA 测序等技术；基因敲除技术等。② 细胞总RNA
提取、纯化、定量分析技术；目的RNA 的鉴定，即探针与RNA
分子杂交，分别有斑点印迹杂交、Northern blotting 印迹杂交和RT-PCR
技术，可定量分析目的RNA 的表达量。③ 细胞总蛋白质提取、纯化、定量分析技术；
目的蛋白质的鉴定，即蛋白质分子杂交，分别有免疫组织化学技术和Western boltting 杂
交技术，可定量分析目的蛋白质的表达水平；目的蛋白质的结构分析技术，有氨基酸序
列测定和蛋白质结构的生物化学分析方法。（罗佳滨 吕冬霞）参考文献
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变成单一类型细胞，最终也变成了细胞培养。另外所谓细胞培养，也并不意味细胞彼此
是独立的。细胞在培养中的生命活动和在体内时一样，仍然是相互依存的，呈现着一定
“组织”特性。所以，组织培养和细胞培养并无严格区别。因此在本书的叙述中，这两
个词将作为同义语使用。所谓器官培养（organ culture） ，指的是应用与组织培养相似的
条件，培养的是器官的原基、器官的一部分或整个器官，使之在体外生存、生长和保持
一定功能的方法。以上三个层次的培养，又可统称之为体外培养（in vitro） 。
组织培养不仅是一种技术，也是一门科学。从广义上说组织培养分为动物组织培养和植
物组织培养两大类，本书主要叙述动物特别是人体组织培养。被用于组织培养的细胞或
组织是非常好的实验对象。组织培养在现代医学和生物科学研究中应用极为广泛，这与
其有一系列优点是分不开的。（1） 能长时间直接观察活细胞的形态结构和生命活动，



可用于细胞学、遗传学、免疫学、实验医学和肿瘤学等多种学科的研究工作。（2）
便于使用摄影、摄电影和闭路电视等方法进行记录，能直接观察细胞变化。（3） 可供
研究的细胞种类极为广泛，从低等生物到高等动物以及人类、从胚胎到成体、从正常组
织到肿瘤细胞，皆可用于培养。（4） 便于使用各种不同的技术方法，如相差显微镜、
荧光显微镜、电子显微镜、组织化学、核素标记等方法观察和研究细胞。（5）
培养细胞携带有与体内细胞同等的基因组（genome） ，也是分子生物学和基因工程学的
研究对象；细胞培养技术已是分子生物学和基因工程的重要组成部分。（6）
易于使用物理、化学和生物因素等进行实验研究。（7）
可同时提供大量生物性状相似的实验对象，耗资少，比较经济。（8）
已成为生物制品、单克隆抗体生产和基因工程制品等的生产手段。
组织培养作为一种技术仍有其局限性，主要是组织和细胞离体以后，生存在人工培养环
境中，而人工模拟体内环境的技术还有很大差距。因此在利用培养细胞做实验对象时，
不应视为与体内细胞完全一样，实验结果不可以轻易认同为体内实验，细胞培养实验模
型不能取代动物实验和临床实验。二、离体培养细胞的生物学特点
细胞在体外培养后，如一切条件适宜，便可生存和进行生命活动，如移动等，但最主要
的是生长和增殖。生长和增殖并非同一概念，细胞生长指的是细胞体积增大，而细胞增
殖是细胞数量增多。体外培养细胞来源于体内，其基本细胞生物学规律和体内相同，但
随生活环境的改变，很多方面如形态结构和增殖规律等，与体内时又有所差别。这里所
叙述的是“体外培养细胞生物学” ，即有关细胞体外培养条件下的细胞生物学行为，它
具有自身的特点和规律，不能为一般细胞生物学完全替代，是组织培养工作者应熟知的
知识。（一） 离体培养细胞的差异和分化
已如前述，目前人体内所有细胞基本上皆可进行培养。培养细胞已成为人们借以研究人
体内相应器官、组织和细胞的正常和异常生命活动的重要对象。但却面临一个重要的问
题，即体外培养细胞和体内细胞是否有差异，是否可视为同一。如否，则培养细胞将失
掉其应用价值。因此这是一个十分重要和应首先阐明和回答的理论问题。比较体内、外
细胞，它们的增殖方式是相同的，均为有丝分裂。体内、外细胞的差异关键在于细胞的
分化，因此细胞分化是检测细胞差异的核心问题。
当前人工模拟体内环境的技术水平已经很高，细胞生活在人工培养条件下不仅能很好的
生存、生长和增殖，在一定程度上，人们已能控制细胞的分化。
但当前我们毕竟尚未能彻底了解人体内一切细胞活动的内在联系，人工所模拟的条件与
体内实际情况仍不完全相同。这样，当细胞被置于体外培养后，一旦失去神经体液的调
节和细胞相互间的影响、生活在缺乏动态平衡的环境中，最终发生变化是必然的。
离体培养细胞在分化方面主要表现出以下特点：（1）
失去原有的组织结构和细胞形态，形态上的分化减弱，趋于单一化，类似返祖现象。
（2） 由于生存环境的改变，细胞的外源信号来源切断，特定基因分化表达减弱或停止
，导致特定的蛋白或酶类的合成减弱或停止，进而导致细胞在体内时原有的分化功能减
弱或消失。但一种分化特性的丧失，不等于彻底消除了分化能力，从细胞遗传学角度分
析，离体培养细胞含有与体内细胞相同的基因组。只有当特定基因的表达的减弱或停止
是基因突变所致，细胞的特定去分化表现才是不可逆的。以肝细胞为例，离体肝细胞合
成酪氨酸转移酶停止，有人证明肝细胞产生酪氨酸转移酶需要激素的诱导和与相应细胞
基质的相互作用，只要这些条件存在，离体肝细胞仍可产生酪氨酸转移酶。（3） 离体
细胞在一定条件下有产生不同于体内时的新的分化方向的潜能。在体内胶原蛋白是成纤



维细胞和骨细胞的主要产物。而在一定条件下，离体培养的上皮细胞、神经细胞甚至一
些肿瘤细胞也能产生胶原蛋白。（4） 离体细胞仍保持在体内时在寿命上的分化。如人
类成纤维细胞在适宜的条件下体外可以传30～50 代，相当于150～300
个细胞周期，最后衰老死亡。胚胎期细胞的传代次数
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