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摘要　将细胞生物学前沿理论和研究技术及时转化到实验教学中，是提高本科实验教学水平和人才培养质量的重

要途径之一. 本实验以隧道纳米管（tunneling nanotubes，TNT）知识点为基础设计了“隧道纳米管的诱导与观察”综合性、

探究性实验教学内容，包括血清饥饿模型的建立及隧道纳米管诱导、细胞微丝骨架及细胞核染色观察隧道纳米管结构、

流式细胞术检测细胞周期 3部分.首先针对不同类型的细胞摸索合适血清浓度建立血清饥饿模型，接着采用细胞爬片的

方式进行细胞荧光染色，使用荧光显微镜观察桥状 TNT结构；最后利用流式细胞术检测处于饥饿状态的细胞周期 G1细

胞比例的变化情况. 教学实践表明，该实验有助于培养学生动手和科研思维，激发学生探索兴趣.
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细胞生物学是研究和揭示细胞基本生命活动、规

律的一门学科，连接宏观生物特征和微观生命活动.

细胞生物学实验是细胞生物学的重要组成部分，也是

实现理论联系实践的重要教学环节. 细胞生物学实

验课程有助于同学们更好地理解应用理论知识，同时

增强学生实践操作能力，从实验中启发学生进行思

考，进而发现问题、解决问题，培养学生的创新思维.

TNT （tunneling nanotubes，隧道纳米管） 是细胞之

间基于肌动蛋白丝  （F-actin） 的管状通道形成的连续

细胞质桥，作为长程细胞间通讯结构进行着许多物质

的双向和单向转移 [1−2]
. TNT最早由 Rustom等发现于

大鼠嗜铬细胞瘤  PC12 细胞间，直径为 50-200 nm，长

度可达多个细胞直径 [1]
. 自其发现以来，针对 TNT的

多项研究将其描述为长、薄、不黏附的细胞膜结

构 [1−4]
. 在不同的细胞系中，TNT的组分、运输物质不

同，长度差异大 [5−8]
. TNT是细胞间进行物质交换的桥

梁，兼有细胞间通讯的功能，对细胞抵御胁迫状态有

重大意义. TNT的形成过程在最初发现时就被清晰

描述：细胞先形成丝状突起并持续延伸，而后某些丝

状突起接触到另一细胞形成 TNT，其他丝状突起随之

退化. 但 TNT的形成机制目前仍不清楚，对此学界提

出了不同的模型：1）细胞受到某种化学梯度或趋化性

的刺激，基于含 F-actin的丝状突起的生长进一步形

成 TNT[9]；2）针对免疫细胞 [10] 或 NRK、HEK细胞产生

的 TNT[11]，2个细胞接触并形成类似免疫突触的结

构，而后细胞向相反方向迁移引出纳米管. 目前，溶

酶体和细胞内膜泡系统（胞内体、内质网、高尔基体）

携带不同类型的分子、细胞器（线粒体）、病原体（病

毒、细菌、朊病毒蛋白等）等都已被证实在 TNT内运

输 [12]
. 总体而言，TNT起到细胞间通讯与物质运输的

作用，可以帮助细胞抵御不利环境、参与多项生理或

病理活动.

血清饥饿是细胞生物学研究中常设置的胁迫条

件之一，指在较少血清或者无血清的培养基中进行细

胞培养. 血清饥饿浓度和培养时间在不同细胞品系

中不同，浓度从 0.05%到 5%不等，时间从 15 min到

几周 [1]
. 不同细胞对血清饥饿胁迫的响应不尽相同，

不同下游通路的一系列反应可以诱导细胞凋亡 [2]，还

能使细胞进入 G0/G1期，实现细胞周期同步化 [4]，还

可抑制或增强某些特异性活动，如抑制血管平滑肌细

胞的迁移 [3]
.

现有的细胞生物学实验教学内容中与隧道纳米

管相关的实验较少. 传统的细胞生物学实验按实验

项目分次上课，如细胞复苏、细胞传代、细胞冻存、

细胞转染、细胞结构染色等. 忽略了这些独立实验在

整个科研课题中起到的作用. 教学团队以“细胞 TNT 
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结构诱导与观察”为主题，设计连续 2~3周的综合探

究型实验项目，鼓励学生探究 TNT在不同细胞内发

生的最适血清浓度等课题，培养其科研思维. 

1    实验设计

TNT是细胞适应外界环境变化产生的动态结构，

其中进行许多物质的双向和单向转移. 血清饥饿等

逆境条件可以诱导细胞产生 TNT. 形成血清饥饿条

件操作简单，改变 DMEM完全培养基中血清含量即

可. F-acting存在于大多数 TNT中，沿整个管道均匀

分布，是 TNT成像中的重要标记靶点. 可以使用 Alexa
FluorTM 568染色 F-actin，以观察 TNT. 从易于产生及

观察 TNT以及获取难度两方面出发，选择 HEK-293
细胞 /COS-7细胞 /HeLa细胞 /CHO细胞 4种细胞株为

材料，在设置不同血清梯度的 DMEM培养基中培养，

一段时间后用激光共聚焦显微镜观察细胞 TNT产生

情况. 实验所选细胞系及所需试剂均为细胞生物学

教学实验室中常规耗材，实验结果可以通过多种形式

观察，便于各高校按照具体情况对实验设计进行调整.

“隧道纳米管的诱导与观察”是一个综合性、探

索性实验项目. 学生在了解和掌握细胞间通讯、细胞

微丝骨架结构、细胞迁移等知识点的同时，还可以掌

握以下实验技术：（1） 细胞培养用实验器皿清洗方法

及实验废弃物分类；（2） 培养基和试剂的配置及储

存；（3） 基础无菌操作技术；（4） 细胞的复苏、计数、

冻存、传代；（5） 细胞骨架染色技术；（6） 流式细胞仪

的原理与操作； （7） 荧光显微镜或激光共聚焦显微镜

操作；（8） 综合创新实验报告及学术论文写作技巧.

学生在进行实验操作与结果分析的过程，既能锻炼规

划管理和团队合作能力，又能提高学生综合应用多种

基本实验技术解决实际问题的能力以及综合素质.

实验连续 2~3周，预计每次 3学时内可完成. 需
注意细胞爬片到染色需连续完成，染色与激光共聚焦

显微镜观察耗时较长（表 1）.
 
 

表 1     教学安排参考时间 
教学周 学时数 时间 进度安排

第一周 3 Day 1 细胞复苏与细胞计数

3 Day 3 细胞传代

第二周 3 Day 5 细胞传代及血清饥饿处理

3 Day6 流式细胞仪原理和使用介绍、样品制备

3 Day7 流式细胞仪检测细胞周期时相（上机操作）

第三周 3 Day 8 细胞爬片（血清饥饿处理）

3 Day 9 微丝骨架与细胞核染色

3 Day 9 激光共聚焦显微镜原理及使用

3 Day10 结果分析讨论与论文撰写
 
 

1.1    实验目的    
　　1） 掌握细胞培养基本技能

2） 了解血清饥饿诱导 TNT产生的原理

3） 了解细胞骨架标记物的种类和原理

4） 掌握细胞骨架染色方法

5） 掌握激光共聚焦显微镜的原理及使用方法

6） 了解流式细胞仪测定细胞周期的原理

7） 掌握流式细胞仪样品的制备方法 

1.2    实验材料、仪器与试剂     

1.2.1    实验材料     HeLa细胞、CHO细胞、NIH3T3细

胞、BGC823细胞、COS-7细胞、HEK-293细胞，均为

北京师范大学实验教学中心实验室保存. 

1.2.2    实验仪器     高压蒸汽灭菌锅、超净工作台、倒

置相差显微镜（Olympus CKX53）、荧光显微镜（ZEISS
ImagerM1）、激光共聚焦显微镜（蔡司 LSM710）、二氧

化碳培养箱（Thermo HERAcell 150i）、离心机及离心

管、流式细胞仪（NovoCyte3130）、流式管（Falcon 5 mL
带滤网）、血细胞计数板、细胞培养瓶、各种规格的

移液器及枪头、六孔板、盖玻片、100 mm细胞培养

皿、巴氏滴管. 

1.2.3    实 验 试 剂     鬼 笔 环 肽 Alexa  FluorTM  568
（A12380， Invitrogen， Thermo fisher scientific），Ho.33342，
多聚甲醛 ，DMEM基本培养基 （高糖 ：葡萄糖浓度

4  500  mg·L−1， Hyclone）， 胎 牛 血 清 FBS（四 季 青 ），

100×双抗（Gibco），胰蛋白酶溶液（Hyclone）. 完全培

养基：45 mL DMEM + 5 mL FBS + 700 μL 100×双抗；无

血清培养基：100% DMEM + 700 μL 100×双抗）；PI溶
液 （65  μg·mL−1）、 RNase（50  μg·mL−1）、 Triton  X-
100、10×PBS 、4% 组织细胞固定液 PFA等常规试剂

购于索莱宝. 
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1.3    实验方法与步骤     

1.3.1    细胞的复苏与传代     完整实验流程如图 1
所示.

细胞复苏：从液氮罐中取出冻存管，37 ℃ 水浴快

融；  300 g离心 10 min；转移至超净工作台内，弃上清

液，加入 1 mL完全培养基重悬细胞，转移细胞悬液到

细胞培养瓶中，补加 3~4 mL完全培养基，于 37 ℃ 培

养箱中培养.
 
 

细胞复苏与细胞传代

细胞爬片与血清饥饿

流式细胞术验证血清饥饿模型

乙醇固定,

4 ℃储藏

流式细胞术验证

染色与观察

细胞汇合度70%

弃去培养基, 1×PBS

洗三遍, 加入无血清
DMEM培养基

离心10 min

弃上清

完全培养基
重悬培养

细胞汇合度
90%左右

细胞汇合度70%左右

玻片充分
消毒

制作临时装片或者永久装片

显微观察
（荧光显微镜或激光共聚焦显微镜）

每孔加入2 mL

细胞悬液
弃去培养基, 1×PBS洗3遍

每孔加入不同量FBS, 建立血清
浓度梯度, 37 ℃培养7~10 h

37 ℃ 1 × PBS洗3遍
37 ℃ 4%PFA固定15 min

37 ℃恒温培养24 h

完全培养基重悬细胞, 血细胞计数板对细胞
进行计数, 直至细胞密度约为1×105/mL

传代培养

37 ℃水浴
37 ℃
恒温培养

37 ℃恒温培养
7~10 h

RNase消化35 min

PI冰浴染色30 min

300×g

弃固定液, 37 ℃ 1×PBS 洗3遍
0.2% Triton X-100溶液穿孔10 min

弃穿孔液, 37 ℃1×PBS洗3遍
玻片铺parafilm膜

20 μL Alexa Fluor溶液
避光染色35 min

10 μL Ho.33342溶液避光
复染色5 min

图 1    实验流程
 

细胞传代 ：待细胞在培养瓶底部汇合度达到

90%左右时传代. 弃去培养基，加入 2 mL胰酶消化，

显微镜下观察到细胞周缘变圆后停止消化，弃去胰

酶，用 2 mL DMEM完全培养基重悬细胞，悬液分入

2个细胞瓶中，补加培养基至 5 mL，37 ℃ 恒温培养. 

1.3.2    流式细胞术验证血清饥饿模型的建立     用倒

置显微镜观察传代后细胞，选取生长情况好，汇合度

在 70%左右的细胞. 弃去培养基并用 PBS清洗 3遍.

依梯度在不同的培养瓶中加入 5  mL含不同浓度

（0%、3%、5%、10%）的血清培养基，混匀后于 37 ℃
恒温培养箱培养 7 h.

7~10 h后固定细胞并准备流式. 消化细胞后用完

全培养基重悬，转移至 10 mL离心管，300 g离心 15 min；
弃上清，0.5 mL PBS重悬细胞；用注射器将液体用力

打入装有 4.5 mL 4 ℃ 预冷乙醇的离心管中；封口后

于 4 °C下保存 . 检测时，300 g离心 15 min，弃上清，

用 0.5 mL PBS重悬细胞；加入 3 μL RNase消化 35 min，
再加 8 μL PI避光冰浴染色 30 min，最后将液体注入

流式管，上样分析测定数据.
如若发现低浓度血清培养得到的细胞 G1期比例

无明显上升，则说明饥饿不到位，应延长时间；若发现

低浓度下细胞大量死亡，说明该细胞对低血清浓度不

耐受，可考虑将血清浓度整体提高，或缩短饥饿时间.

细胞贴壁数目的统计. 当细胞密度高时，细胞接

种效率=贴壁的细胞数目/接种的细胞数目*100. 细胞

传代时计算接种细胞密度和数量，培养 7 h后，即贴

壁细胞达到最大数目而有丝分裂还未开始，因此我们

通过统计贴壁细胞的数目，来比较不同血清浓度对细

胞贴壁的影响. 通过相差显微镜拍摄同一血清浓度

下的细胞形态图，利用 Image J 软件统计不同视野下

贴壁的细胞数目，每组实验统计 10个不同视野，取平

均值. Image J 软件统计的具体步骤为：1）将图片导入

Image J. 2）通过 Image—Type选项，将图片转化为 8-
bit. 3）通过 Edit—Invert选项，将图片进行色彩反转，

使背景呈深色、待计数细胞呈浅色（若背景为深色图

片可以省略）. 4）通过 Image—Adjust—Brightness/Contrast
选项，对图片亮度、对比度进行调节，使待计数目标

与背景区分清楚 .  5）通过 Image—Adjust—Threshold
选项，调节阈值，直至待计数细胞被红色覆盖且边界

清晰. 6）通过 Analyze Particles选项，在 Size栏填入待

计数细胞最小粒径，点击确认后可获得计数结果. 

1.3.3    细胞爬片与血清饥饿实验     细胞爬片：观察传

代后细胞，选取生长情况好，汇合度在 70%以上的细

胞进行爬片. 弃去培养基，加入 2 mL胰酶消化，加入

3 mL完全培养基停止消化. 重悬细胞后取悬液计数，

稀释悬液至细胞密度约为 1×105 个·mL−1
. 爬片所用
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玻片提前用培养皿于 75%乙醇浸泡 12 h；在超净工作

台中取出玻片，在酒精灯上充分灼烧后放入六孔板；

每孔加入 2 mL细胞悬液，37 ℃ 恒温培养 24 h.
血清饥饿实验：小心吸去六孔板中剩余培养基，

用 PBS清洗 3遍. 依梯度在每孔加入含不同浓度血

清的培养基 （已添加双抗 ），于 37 ℃ 下恒温培养 .

7~10 h后终止血清饥饿. 

1.3.4    微丝骨架染色     饥饿结束后，用 1 mL 37 ℃ 预

热的 PBS洗 3遍，加入 1 mL 37 ℃ 预热的 4% PFA，37 ℃
固定 15 min；吸干 PFA，用 1 mL PBS洗 3遍，加入 1 mL
0.2% Triton X-100溶液，穿孔 10 min；吸干溶液，用 1 mL
PBS洗 3遍；取干净载玻片，上面铺设 parafilm膜，膜

上滴 20 μL Alexa FluorTM 568 染色液  （120 nmol·L−1），

将玻片细胞面朝下置于液滴上，避光染色 35 min；如
需观察细胞核，可滴加 10 µL Ho.33342复染 5 min. 如
无法及时进行观察，可在玻片边缘涂抹指甲油封片，

于 4 ℃ 冰箱中避光保存. 

1.3.5    激光共聚焦显微镜实验参数设置     使用蔡司

激光共聚焦显微镜 LSM710观察并拍照，拍摄设置如

下. 物镜：63×NA1.35油浸物镜；通道选择：dsRED，DAPI；
使用 x轴及 y轴进行扫描，扫描像素:1 024×1 024. 

2    实验结果分析及可拓展方向分析
 

2.1    血清饥饿模型建立    在倒置相差显微镜下，可以

从形态学角度观察血清饥饿模型的建立情况. 图 2-a
展示了 BGC823、NIH3T3、CHO3个细胞系在 DMEM
培养基中胎牛血清浓度分别为 0%、3%、5%、10%浓

度下的形态，所有细胞传代后培养 12 h后拍摄 . 从
图 2-a可以看出，对于贴壁型细胞来说，细胞贴壁后

一般会表现出更加细长、铺展、分散的形态，而处于

饥饿状态时，其贴壁率会降低，细胞边界更清晰，有些

细胞则完全不贴壁，整体看细胞的贴壁率降低. 图 2-b
为 20倍物镜下观察到视野中贴壁细胞数目，每种类

型细胞统计 10个视野的平均值，实验重复 3次. Bar=
100 µm. 从图 2-b可以看出，在血清浓度 0%~10%，不

同类型的细胞在单位面积上贴壁细胞数目随着血清

浓度增加而增加. 通过显微镜下观察及统计数据可

以看出，无血清培养时不同细胞系贴壁能力有差异，

BGC823细胞贴壁能力强于 CHO和 NIH3T3细胞；在

血清浓度变化时，这 3种细胞系的贴壁能力相差不大.

低密度接种时生长出来超过一定体积（一般大约

50个细胞）的集落的数量.

诸多实验表明，血清饥饿胁迫会使细胞周期同步

在 G0/G1期，因此可以通过流式细胞术测定细胞周

期，通过处于 G0/G1期细胞的占比是否升高判断血清

饥饿模型是否建立. 对设置血清梯度培养的 CHO细

胞进行流式细胞术检测后，对比无血清饥饿胁迫的对

照组，可以发现在 3%和 5%血清浓度梯度下，大部分

细胞的细胞周期被同步在 G0/G1期. 这能够证明在

本次实验条件下，5%血清浓度下培养 10 h能够成功

建立血清饥饿模型（图 3）.
对细胞进行梯度血清饥饿后，可以观察到在血清

浓度较低时（≤1%），CHO细胞、NIH3T3细胞、HEK-
293细胞和 COS-7细胞均大量不贴壁，破裂死亡. 从
形态上判断，血清浓度大于 3%时，细胞能够在胁迫

下维持一定活力，有更大的 TNT形成可能. 因此在教

师进行预实验时，推荐结合血清饥饿处理的时间长

度，在 3%至 7%的浓度区间摸索适合的血清饥饿条件. 

2.2    TNT观察结果分析     

2.2.1    激光共聚焦显微镜观察结果     在激光共聚焦

显微镜 LSM710下，可以观察到细胞在血清饥饿胁迫

下产生的 TNT. TNT的出现与细胞种类、胁迫强度均

有关. 在相同胁迫强度下，CHO、COS-7细胞中更易

发生 TNT；在 COS-7细胞实验组中，TNT出现在血清

浓度大于或等于 3%的所有样品中；在 HEK-293细胞

实验组中，TNT出现在血清浓度大于或等于 5%的所

有样品中；在 CHO细胞实验组中，TNT出现在所有梯

度实验组中；在 HeLa细胞实验组中，TNT出现在大

于或等于 3%的样品中. 所有细胞的完全血清培养对

照组中都观察到了 TNT，可能提示了细胞即使在正常

血清浓度下培养，也会由于时间过长、营养消耗受到
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图 2    不同胎牛血清浓度下不同细胞系的形态
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胁迫.

由于细胞固有差异以及对逆境胁迫的耐受差异

等，不同细胞在相同环境下产生的 TNT在长度上存

在差别. CHO/ HeLa /COS-7/HEK-293四种细胞在本次

实验中产生的典型 TNT如图 4所示.

由于 Alexa Fluro 568染色肌动蛋白，可以认为观

察到的被染色区域大小能表征细胞真实大小. 4种细

胞都能在距离较近的两个细胞间产生的较短的 TNT，

CHO和 HeLa细胞产生的 TNT长度相似，基本接近细

胞直径；而 COS-7和 HEK-293细胞产生的 TNT长度
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a. 3%血清胁迫实验组，b. 5%血清胁迫实验组，c. 10%无胁迫对照组

图 3    流式细胞术拟合细胞周期

 

a

0% 20 μm 0% 20 μm 10% 20 μm

b

3% 20 μm 7% 20 μm 10% 20 μm

c

5% 20 μm 10% 20 μm 10% 20 μm

d

3% 20 μm 10% 20 μm 10% 20 μm

红色箭头指处为 TNT，左下为对应培养血清浓度，图片颜色经 Image J处理，为增强细节用 Orange Hot调色，故图中染色后微

丝呈现为橙色. a. CHO细胞实验组；b. COS-7细胞实验组；c. HEK-293细胞实验组；d. HeLa细胞实验组.

图 4    不同血清浓度下细胞间形成的 TNT （LSM710，63×油镜）
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变化较大，既有大于或接近细胞直径的，也有远小于

细胞直径的极短 TNT.
为排除图 4中的细丝状结构出现在单个细胞内

部，对 CHO细胞实验组进行核染色，得到结果如图 5.

可以确定观察到的细丝发生在至少两个细胞之间.

 
 

a

20 μm 20 μm 20 μm

b c

红色箭头指处为 TNT，a. 细胞微丝染色；b. 为细胞核染色；c. 为通道叠加效果. 图片颜色经 Image J处理，为增强细节，选择

Orange Hot调色，故图中染色后微丝呈现为橙色.

图 5    CHO细胞双通道染色结果（LSM710，63×油镜）
 

由于在 10%浓度的对照组中同样观察到 TNT，为
进一步明确血清饥饿与 TNT发生的关系，统计 5%、

7%、10%的 CHO细胞在激光共聚焦显微镜下三个有

适量细胞视野中 TNT的数量 ，取均值后作趋势图

（图 6），可见当血清浓度下降时 ，视野中可观察到

TNT的概率上升.
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图 6    CHO细胞中 TNT数量随血清胁迫程度变化
 

由图 4可见，TNT在不同细胞、不同浓度中长度

变化较大，为明确 TNT具体的长度变化范围，统计所

有拍摄记录的 TNT的长度，并分析如图 7. 可以看到

TNT的长度虽然变化较大，但在不同细胞中都有相应

的趋势. 在 CHO细胞中，TNT的长度基本在 20~40 μm，

在 COS-7细胞中 TNT长度整体偏短（5~40 μm），但也

有 长 TNT出 现 ， 在 HEK-293细 胞 和 HeLa细 胞 中 ，

TNT长度主要在 10~40 μm之间，但由于数据量较小，

偶然误差依旧存在.

总体上，虽然 TNT的长度与两细胞之间的距离

一定程度上相关，但是在本次实验使用的 4种细胞

中，形成的 TNT长度基本在 5~40 μm.

此外，尽管本实验在无血清培养的 CHO细胞中

观察到了 TNT结构，但由于其他细胞如 COS-7、HEK-
293在无血清培养时均大量死亡，所以 0%的胁迫虽

更强、可能生成更多的 TNT，教学中并不建议设置这

一梯度进行饥饿. 

2.2.2    多种细胞 TNT发生情况分析     综合所有观察

结果与所有细胞实验开始时细胞汇合度较好、活力

较好的前提，分析得到如下结论：

① 不同细胞在血清饥饿胁迫下产生 TNT的长度

差异较大. COS-7细胞产生的 TNT在长度上变化较

大，当细胞距离较近时可产生较短的 TNT，距离远时

也能够产生长 TNT. 本次实验中观察到的 CHO细

胞、HEK-293细胞产生的 TNT整体长度变化较小，其

长度基本与细胞直径相当，几乎没有与 COS-7细胞中

相似的短 TNT；但观察样本量较少，存在一定的随机
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a. CHO细胞 b. COS-7细胞 c. HEK-293细胞 d. HeLa细胞

图 7    4种细胞中 TNT长度的变化
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误差.

② 三种细胞在血清饥饿胁迫下产生 TNT的频率

存在较大差异. 在相同血清浓度下，COS-7细胞产生

的 TNT更多，其次为 CHO细胞，而 HEK-293细胞组

需要长时间、更多样本才能找到 TNT. 推测这可能是

因为 COS-7细胞对于血清饥饿胁迫响应更积极.

③ COS-7细胞组与 HEK-293细胞组在血清浓度

为 0%或 1%时细胞均大量死亡. 说明当血清饥饿胁

迫 达 到 一 定 强 度 后 ， 两 类 细 胞 都 难 以 通 过 产 生

TNT响应环境变化继续生存.

肾细胞（如人胚肾细胞 HEK、猴肾细胞 COS） [9，11]

等都是前人研究中广泛使用的用以 TNT观察的细

胞，我们的结果也表明 CHO、HeLa这两类细胞在本

科教学条件下也较易观察到 TNT结构. 而为了更稳

定地得到清晰的观察结果，在教学过程中，相对最优

的选择为 COS-7细胞，其次为 CHO细胞. 

3    讨论
 

3.1    实验中的注意事项    血清饥饿胁迫：文献实验数

据表明，用无血清高糖 DMEM基本培养基（葡萄糖浓

度 ： 4  500  mg/L）培养 HEK-293细胞 24  h，即可建立

HEK-293的血清饥饿模型 [1， 4]
. 但由于血清饥饿模型

的建立条件与细胞本身状态有关，因此在开展教学之

前，应当进行预实验，根据流式细胞术的结果适当调

整饥饿时间及血清浓度.

染色观察：开展教学前可以使用普通荧光显微镜

观察预实验染色结果，判断染色条件是否合适.

该实验涉及多种如细胞传代、培养、爬片、骨架

染色、流式细胞术等的细胞生物学实验基本操作，是

体现学生细胞生物学实验课程学习成果的良好载体.

实验虽然在操作上较为基础，但是整体时间长、前后

实验关系紧密，其中某一环节的失误会大大影响实验

推进 . 因此在实验操作上应注意培养学生的无菌

意识.

需注意本实验涉及到了激光共聚焦显微镜的使

用. 在过往的本科生细胞生物学实验教学中，较少用

到激光共聚焦显微镜. 教师应提供相关视频资源或

演示操作，让学生掌握正确的仪器使用方法，保证仪

器安全以及实验正常进行. 

3.2    TNT的进一步动态分析    本实验对 TNT的观察

为静态观察，通过固定已饥饿的细胞，观察 TNT的生

成情况. 在观察时，可以发现有部分细胞产生了较长

的丝状伸长，但未与另一细胞连接. 在本科细胞生物

学实验中，可以以此为拓展题目，鼓励学生设计实验

确定这一类丝状伸长是否确实为 TNT前体. 

3.3    细胞伪足 filopodia的可能性     在激光共聚焦显

微镜下，可以观察到 HeLa细胞与无血清培养的 COS-
7细胞都产生了特殊的丝状结构（图 8）.
 
 

10 μm

a b

a. COS-7细胞 0%血清浓度培养；b. HeLa细胞 10%血清

浓度培养. 图片颜色经 Image J处理. 为增强细节，选择

Orange Hot调色，故图中染色后微丝呈现为橙色

图 8    细胞表面的丰富丝状凸起（LSM710）
 

这一结构与 TNT前体结构相似，但排布更密、数

量更多，属于实验预期之外的发现. 对比类似的其他

细胞结构，认为这一结构可能是细胞伪足 filopodia，
是直径在 60-200 nm的细胞膜上凸起，富含肌动蛋白，

能够被 Alexa Fluro 568染色.

这一实验预期外的发现可以作为实验转化为教

学实验时的拓展方向，教师可以鼓励学生对这一结构

进行进一步的分析，如探究其成分、作用、发生条件

等，发展学生自主思考、设计实验的能力，培养学生

的科学素养. 教师可以采用分层次化教学方式进行

隧道纳米管的诱导与观察综合实验的教学如图 9所示. 

4    结束语

本科细胞生物学实验教学的内容长期保持较为

固定的模式，教授学生基本的细胞生物学实验操作.

稳定的教学内容具有成功率高、技能训练属性强的

特点，但也同时带来一些弊端：学生对于实验结果具

有固定的预期，在进行结果分析时过分关注结果的正

确性，只关注是否出现预期内的阳性结果，忽略了预

期之外的现象. 对正确结果的过分关注也一定程度

上导致了学生对于实验过程的记录较为简略. 学生

常出于按部就班的心理，只记录对于预期内结果可能

造成影响的操作与现象，而对于其他内容有所减省.

细胞间长程连接作为细胞对胁迫环境的一种响

应现象，是理想的教学实验转化原材料. 与分散的技

能教学实验相比，它能够检验学生细胞培养、传代、

冻存、爬片、染色、流式细胞术等多项基础操作的能

力，连贯性强、综合性强. 并且引入了较为前沿的内

容，能够鼓励学生进行科研探索，结合理论与实际，发

展科研能力，进而培养学生的科学素养.
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隧道纳米管的梯度血清饥饿诱导与染色观察综合实验的层次化教学

层次1 基础性实验

层次1 层次2

隧道纳米管的梯度血清饥饿诱导与染色观察综合实验教学模式

开放的教学理念 开放的实验方式 开放的实验条件 开放的实验内容

·学生中心，教师引导 ·鼓励学生自主探索 ·拓宽实验空间 ·实现层次化教学

·提升学生自由度·活用教学资源·丰富教学内容·挂钩前沿，培养能力

层次3

·细胞复苏、传代、冻存

·细胞爬片与鬼笔环肽标记法
  观察微丝

·激光共聚焦显微摄影实操及图像处理方法学习 ·探究不同细胞系和血清饥饿
  梯度对TNT发生的影响·血清饥饿条件下隧道纳米管的发生与染色观察

a. 实验方案设计 a. 文献查阅与假设提出

b. 方案设计与实验事实

c. 结果汇报与论文撰写

b. 实验结果的分析与讨论

c. 实验报告撰写
·流式细胞术

·掌握基础技能 ·提升实验技术与报告撰写能力 ·激发自主学习兴趣

·培养创新思维模式·提升问题解决能力与合作能力·锻炼操作能力

层次2 拓展性实验 层次3 创新性实验

图 9    隧道纳米管的诱导与观察综合实验的层次化教学及教学模式示意图
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Design and Practice of the Comprehensive Experiment of
Induction and Detection of Tunneling Nanotubes

LIU Ziqi1，2）　XUE Xiuhua1，2）　LUO Xinyao1，2）　HAN Yuqing1，2）　WANG Ting2）
（ 1）National Experimental Teaching Demonstration Center for Life Science and Technology，College of Life Sciences，Beijing Normal University，

Beijing，China；2）College of Life Sciences，Beijing Normal University，Beijing，China）

Abstract　One  of  the  most  important  ways  to  improve  the  quality  of  undergraduate  laboratory  teaching  and
talent  cultivation  is  to  timely  transform  the  cutting-edge  theories  and  research  techniques  of  cell  biology  into
experimental  teaching.  Based  on  the  knowledge  of  tunneling  nanotubes  （TNT）， this  experiment  is  designed  as  a
comprehensive and exploratory experimental teaching content，including the establishment of serum starvation model
and tunneling nanotubes induction，observation of tunneling nanotubes structure by staining of cell microfilaments and
nuclei，and detection of cell cycle by flow cytometry. Students firstly establish serum starvation model by mapping the
serum concentration for  different  types  of  cells， then use cell  crawler  for  cell  fluorescence staining，and observe the
bridge-like TNT structure under the fluorescence microscope; finally，flow cytometry is used to detect the change of
the proportion of  G1 cells  in  the cell  cycle  in  starvation state.  Teaching practice  shows that  the  experiment  helps  to
cultivate students' hands-on and scientific research thinking and stimulate students' interest in exploration.

Keywords　laboratory course of cell biology；serum starvation；tunneling nanotubes
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