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PREFAŢĂ 

Biologia moleculară poate fi definită cel mai simplu ca fiind un 
concept de studiere a materiei vii prin prisma relaţiei structură-funcţie la 
nivel molecular. Este un concept  ce a revoluţionat ştiinţele biologice şi 
medicale începând cu a doua jumătate a secolului XX. Dar pe lângă noile 
cunoştinţe teoretice, revoluţia produsă de biologia moleculară a fost 
posibilă şi datorită introducerii de noi metode şi tehnici de laborator. 
Toate lucrările experimentale de biologie moleculară implică utilizarea 
unor astfel de metode şi tehnici. De aici rezultă şi necesitatea unor cărţi 
care să-i ajute pe cercetători în munca zilnică la masa de laborator 
(�bench�). În România nu cunosc să se fi scris o asemenea carte, care să 
descrie toate metodele şi tehnicile de biologie moleculară la modul practic 
de lucru. 

Efortul tinerilor colegi  Marius Mihăşan, Marius Ştefan şi Zenovia 
Olteanu de a redacta o astfel de carte mi se pare de aceea deosebit de 
lăudabil şi rezultatul este o lucrare de mare valoare. 

Merită subliniat că sunt descrise pe de o parte unele tehnici de 
bază în laboratorul de biologie moleculară (dar şi în laboratoarele de 
analize biomedicale, de biochimie şi chimie clinică, de microbiologie, de 
biofizică  etc), precum:  pregătirea sticlăriei şi a vaselor de laborator, 
măsurarea volumelor, a maselor, centrifugarea, tehnicile de bază folosite 
pentru manipularea microorganismelor, metodele de determinare a 
proteinelor, separarea electroforetică a proteinelor, tehnici de imunologie 
(obţinerea de anticorpi policlonali, imunodetecţia proteinelor transferate 
pe membrane de nitroceluloză) etc. Pe de altă parte sunt descrise metode 
specifice biologiei moleculare: plasmide şi tulpini de Escherichia coli 
folosite frecvent în biologia moleculară, izolarea ADN-ului, purificarea 
proteinelor prin cromatografie de afinitate, metode computaţionale de 
studiu a proteinelor. 

Descrierea metodelor şi a tehnicilor este foarte bine făcută, de la 
principiile teoretice, avantajele şi limitele, până la descrierea concretă a 
materialelor necesare şi a modului de lucru. 

În acest fel cartea este un valoros ghid pentru lucrul în laborator, 
atât pentru începători (studenţi, masteranzi, doctoranzi), cât şi pentru 
avansaţi (cercetători postdoctorali, cadre didactice din învăţământul 
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superior, tehnicieni de laborator cu experienţă) şi trebuie să se afle pe 
masa de lucru din laborator (ori aproape de masa de lucru). 

Fiind eu însumi autor al unei cărţi pentru laboratoarele clinice (Ion 
Manta, Mircea Cucuianu, Gheorghe Benga, Adriana Hodârnău, Metode 
biochimice în laboratorul clinic, Editura Dacia, Cluj-Napoca, 1975) şi al 
unui îndrumător pentru lucrările practice cu studenţii (Gh. Benga -Ed.- 
Îndrumător pentru lucrările practice de biologie celulară şi moleculară, 
Editura Carpatica, Cluj-Napoca, 1997) îmi dau bine seama de dificultatea 
scrierii unei astfel de cărţi şi apreciez efortul foarte mare depus de autori. 

Recomand călduros lucrarea scrisă de cei trei autori tuturor 
categoriile de cititori (şi utilizatori) menţionaţi mai sus, dar şi celor care 
nu aplică sau nu vor aplica niciodată metodele şi tehnicile de laborator ale 
biologiei moleculare, dar care  vor să se orienteze în metodele şi tehnicile 
laborator de biologie moleculară, spre a înţelege mai bine aplicaţiile 
acesteia în ştiinţele medicale şi biologice. 

 
Cluj-Napoca, 12 noiembrie 2012 
 

Prof. Univ. Dr. Dhc. Gheorghe Benga 
Membru corespondent al Academiei Române 
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INTRODUCERE  

Dacă biologia clasică s-a dezvoltat şi a atins nivelul de cunoaştere 
de astăzi prin folosirea cu precădere a �studiilor observaţionale�, biologia 
modernă se bazează în mod fundamental pe noţiunea de �experiment� şi 
pe procesul de �experimentare� în scopul dobândirii de noi informaţii şi 
cunoştinţe. Experimentul are rolul de a verifica validitatea unei ipoteze 
formulate în prealabil utilizând pentru aceasta un ansamblu de tehnici şi 
metode. Reuşita unui experiment, adică formularea fără echivoc a unei 
concluzii legate de ipoteza de testat, depinde în mare măsură de 
capacitatea cercetătorului de a concepe un model de studiu, de a alege şi 
de a utiliza în mod corect una sau mai multe metode de investigaţie. 
 Majoritatea lucrărilor de profil din ultima decadă, care descriu 
metode şi tehnici de laborator utilizate în biochimie, enzimologie, 
biologie celulară şi moleculară, au fost realizate cu precădere în scopuri 
didactice, fiind utilizate ca suport pentru prelegerile teoretice. Metodele 
experimentale sunt reduse frecvent la un set de indicaţii simple şi clare pe 
care studenţii să le poată urma cu uşurinţă. Lipsa unor informaţii generale 
despre principiile teoretice şi aplicabilitatea metodelor dau însă o falsă 
impresie de imuabilitate a protocoalelor experimentale, ceea ce face ca 
experimentatorul să fie pus deseori în dificultate atunci când trebuie să 
adapteze metoda în mod specific. 
 În acest context, lucrarea de faţă se doreşte a fi un ghid detaliat al 
unor metode-cheie, utilizate frecvent în biologia moleculară, concentrân-
du-se nu numai pe simpla formulare a unor protocoale experimentale, ci 
şi pe explicarea principiilor din spatele fiecărei metode în scopul 
precizării spectrului de aplicabilitate şi a rezultatelor scontate. Fiecare din 
metodele prezentate au fost testate şi utilizate de către autori în cadrul 
Laboratorului de Biochimie şi Biologie Moleculară al Facultăţii de 
Biologie, Universitatea �Alexandru Ioan Cuza� din Iaşi. Modul de 
prezentare este adaptat specificului fiecărei metode în parte, cuprinzând în 
general cinci secţiuni distincte: 
1. principiul metodei � oferă informaţii legate de bazele teoretice ale 

metodei utilizate; 
2. avantaje � furnizează informaţii legate de domeniul de aplica-

bilitate al metodei, rezultatele aşteptate corelate cu  date legate de 
sensibilitate, randament etc.; 
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3. limitări � prezintă condiţiile în care metoda nu poate fi aplicată, 
dezavantajele sau inconvenientele sale în comparaţie cu metode 
similare; 

4. materiale necesare � conţine lista completă a reactivilor, materia-
lelor, instrumentelor şi aparaturii necesare, alături de instrucţiuni 
legate de prepararea reactivilor şi indicaţii privind potenţialele 
pericole care pot să apară în laborator; 

5. mod de lucru � oferă indicaţii simple şi precise privind suita de 
operaţii care trebuie efectuate pentru obţinerea rezultatelor finale. 

 Prin conţinut şi structură lucrarea se adresează cu precădere 
studenţilor care frecventează studiile masterale şi de doctorat, cercetă-
torilor post-doctorat, cadrelor didactice care coordonează lucrările de 
disertaţie şi doctorat, tinerilor angajaţi în activitatea de cercetare, care fac 
primii paşi în domeniul ştiinţelor vieţii, precum şi specialiştilor din 
domenii conexe. Prin aspectele teoretice abordate, prezenta lucrare poate 
fi utilă şi cercetătorilor şi tehnicienilor cu experienţă care au deprins şi 
utilizează aceste protocoale de ani buni, dar care nu au acordat suficientă 
importanţă cunoştinţelor teoretice care fundamentează metodele 
respective. Puţini vor fi cei care vor parcurge această lucrare de la un 
capăt la altul, dar sperăm că o vom regăsi pe masa de lucru a cât mai 
multor cercetători, funcţionând ca un ghid pentru selecţia, dezvoltarea şi 
adaptarea protocoalelor experimenta e la nevoile specifice ale 
experimentatorului. 

Mesajul final pe care această lucrare doreşte să îl transmită este că 
reproducerea în detaliu a fiecărei etape a unui protocol nu este suficientă 
pentru utilizarea cu succes a acestuia. Este mai important poate de 
cunoscut cum funcţionează, în ce condiţii se poate utiliza, ce informaţii 
poate şi ce informaţii nu poate să ofere o anumită metodă, precum şi care 
sunt parametrii critici de care trebuie să se ţină cont la utilizarea unei 
tehnici experimentale.  

Mulţumim anticipat celor care vor transmite sugestii, observaţii şi 
recomandări care să conducă la completarea acestei lucrări în scopul 
îmbunătăţiri unei viitoare ediţii. 

 
Autorii 

 

l



Textul complet este disponibil in format electronic gratuit. Nu ezitati sa ma
contactati in aceasta directie prin e-mail la adresa: 

marius.mihasan@uaic.ro

mailto:marius.mihasan@uaic.ro


ANEXĂ

TABEL A1. Multipli şi submultipli ai unităţilor de măsură 

Prefix Factor de multiplicare Abreviere 

Atto 10-18 a 

Femto 10-15 f 

Pico 10-12 p 

Nano 10-9 n 

Micro 10-6 μ 

Mili 10-3 m 

Centi 10-2 c 

Deci 10-1 d 

Deca 10 da 

Hecto 102 h 

Kilo 103 k 

Myria 104 my 

Mega 106 M 

Giga 109 G 

Tera 1012 T 

Peta 1015 P 

Exa 1018 E 
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TABEL A2. Tabel de conversie a celor mai utilizate unităţi de volum 

Pentru a converti: în: se multiplică cu: 

Centimetri cubi (cm3) Microlitri (μl) 103 

 Mililitri (ml) 1 

 Litri (l) 10-3 

 Galoane (US) 2.641 x 10-4 

 Metri cubi (m3) 10-6 

 Picioare cubice (cubic feet, 
ft3) 

3,531 x 10-5 

 Inchi cubici (cubic inches 
(in.3) 

6,102 x 10-2 

Litri (L) Microlitri (μl) 106 

 Mililitri (ml) 103 

 Galoane (US) 0,2642 

 Centimetri cubi (cm3) 103 

 Metri cubi (m3) 10-3 

 Picioare cubice (engl.cubic 
feet, ft3) 

3,531 x 10-2 

 Inchi cubici (engl.cubic 
inches (in.3) 

61.02 

Mililitri (ml) Litri (l) 10-3 

 Microlitri (μl) 103 

Microlitri (μl) Mililitri (ml) 10-3 

 Litri (l) 10-6 
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TABEL A3. Tabel de conversie a celor mai utilizate unităţi de măsură 

Pentru a converti din: în: se multiplică cu: 

Concentraţia  

Miligrame per litru (mg/l) Părţi pe milion (ppm) 1 

Distanţa   

Centimetri (cm) Picioare (engl. feet, ft) 3,281 x 10-2 

 Inchi (in.) 0,39 

 Metri (m) 10-2 

 Milimetri (mm) 10 

 Yarzi (yd) 1,094 x 10-2 

Inchi (in) Centimetri (cm) 2,54 

 Picioare (engl. feet, ft) 8,333 x 10-2 

 Metri (m) 2,540 x 10-2 

 Milimetri (mm) 25,4 

 Yarzi (yd) 2,778 x 10-2 

Milimetri (mm) Centimetri (cm) 0,1 

 Picioare (engl. feet, ft) 3,281 x 10-3 

 Inchi (in.) 3,937 x 10-2 

 Metri (m) 10-3 

Angstromi (Å) Nanometri (nm) 0,1 

 Metri (m) 10-10 

 Picometri (pm) 100 

Curentul şi sarcina 
electrică  

  

Amperi pe centimetru 
pătrat (A/cm2) 

Amperi pe inci pătraţi 
(A/in2) 

6,45 

 Amperi pe metru patrat 
(A/m2) 

104 
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Pentru a converti din: în: se multiplică cu: 

Amperi pe inci pătraţi 
(A/in2) 

Amperi pe centimetru 
pătrat (A/cm2) 

0,16 

 Amperi pe metru patrat 
(A/m2) 

1,55  x 103 

Amperi oră (A-hr) Coulombi (C) 3,6 x 103 

 Faraday (F) 3,731 x 10-2 

Coulombi (C) Faraday (F) 1,036 x 10-5 

Coulombi pe centimetru 
pătrat (C/cm2) 

Coulombi pe inci pătrat 
(C/in2) 

64,52 

 Coulombi pe metru 
patrat (C/m2) 

104 

Coulombi pe inci pătrat 
(C/in2) 

 pe centimetru 
pătrat  (C/cm2) 

0,16 

  pe metru 
patrat (C/m2) 

1,55 x 103 

Faraday (F) Amperi-oră (A-hr) 26.,8 

  (C) 9,649 x 10-4 

Presiunea  

Atmosfere (atm) Bari 1,01 

 Milimetri coloana de Hg 
(mmHg) sau torri 

760 

Bari (bar) Atmosfere (atm) 0,99 

 Kilograme pe metru 
pătrat (kg/m2) 

1,020 x 104 

 psi 14,5 

Milimetri coloana de Hg 
(mmHg) sau torri 

Atmosfere (atm) 1,316 x 10-3 

 Kilograme pe metru 
pătrat (kg/m2) 

136 

Coulombi

Coulombi

Coulombi



Anexă 

 

339 

Pentru a converti din: în: se multiplică cu: 

Pascali (P) Newtoni pe metru pătrat 
(N/m2) 

1 

Rezistenţa electrică   

Ohmi (Ω)   Megaohmi (MΩ)   106 

 Microhmi (μΩ)   10-6 

Timp  

Zile Ore (hr) 24 

 Minute (min) 1,44 x 103 

 Secunde (sec) 8,64 x 104 

Temperatura  

Grade Kelvin (K) Grade Celsius (oC) K-273,13 

 Grade Fahrenheit (oF) [(K − 273,13) × 
9�5] + 32  

Grade Celsius (oC) Grade Kelvin (oK) OC + 273,13 

 Grade Fahrenheit (oF) 1,8 x oC + 32  

Grade Fahrenheit (oF) Grade Celsius (oC) (F -32)/1,8 
 
 

Viteza   

Centimetri pe secundă 
(cm/s) 

Picioare pe minut 
(ft/min) 

1,2 

 Picioare pe secundă 
(ft/sec) 

3,281 x 10-2 

 Kilometri pe oră (km/hr) 3,6 x 10-2 

 Metri pe minut (m/min) 0,6 

 Mile pe ora (miles/hr) 2,237 x 10-2 

 Mile pe minut 
(miles/min) 

3,728 x 10-4 
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TABEL A4. Date generale privind concentraţia aproximativă a diverşilor 
constituenţi intracelulari după Ausubel et al., 2002 (1) 

Macromolecule (proteine, acizi nucleici, poliglucide) 22% (w/w) 

Molecule mici  

Apă 70% (w/w) 

Monoglucide 3% (w/w) 

Lipide 2% (w/w) 

Aminoacizi liberi 0,4% (w/w) 

Nucleotide 0,4% (w/w) 

Ioni anorganici 1% (w/w) 

Na+ 5-15 mM 

K+ 140 mM 

Mg2+ 30 mM 

Ca2+ 1-2 mM 

Cl- 4 mM 

pH 7,4 
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TABEL A5. Factori de conversie utilizaţi frecvent în studiul proteinelor şi acizilor 
nucleici 

Masa molară medie a unei perechi de baze = 649 Da 

1 kb de ADN codifica 333 amino-acizi, adică ≈ 36.000 Da  

1 fragment de 1 kB este echivalentul a 6,5 x 105 Da ADN dublu catenar,  
3,3 x 105 Da ADN mono catenar sau 3,4 x 105 Da ARN monocatenar 

1 μg/ml ADN conţine 3,08 μM fosfat 

1 μg/ml ADN cu dimensiunea de 1 kb conţine 3,08 nM capete 5′ 

1μmol pBR322 (4363 bp) este echivalent a 2,83 g 

Masa molară medie a unui aminoacid = 110 Da  

10 kDa dintr-o proteină conţine ≈ 91 aminoacizi şi este codificată de ≈ 273 
nucleotide 
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TABEL A6. Modul de notare prescurtată a nucleotidelor 

Prescurtare Nucleotidă

A Adenină 

C Citozină 

G Guanină 

T Timină 

U Uracil 

M Adenină sau Citozină 

R Adenină sau Guanină 

S Citozină sau Guanină 

Y Citozină sau Timină 

K Guanină sau Timină 

V Adenină, Citozină sau Guanină (oricare, exceptând 
Timina)  

H Adenină, Citozină sau Timină (oricare, exceptând 
Guanina)  

D Adenină, Guanină sau Timină (oricare, exceptând 
Citozina)  

B Citozină, Guanină sau Timină (oricare, exceptând 
Adenina)  

N Oricare din cele cinci nucleotide 
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FIGURA A1. Nomogramă pentru conversia forţei centrifuge (g) în viteză de rotaţie 
(rpm).  

Pentru a identifica pe nomogramă o valoare necunoscută se trasează o dreaptă 
descrisă de două puncte de pe celelalte două coloane. Valoarea dorită se citeşte la 
intersecţia dreptei cu coloana de interes. Pentru centrifugări la viteze mai mari se 
foloseşte nomograma din figura A2. Pentru valori precise, se utilizează ecuaţia 
prezentată în subcapitolul dedicat centrifugarii, pagina 15. 
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FIGURA A2. Nomogramă pentru conversia forţei centrifuge (g) în viteză de 
rotaţie (rpm).  

Pentru a identifica o valoare necunoscută folosind nomograma reprezentată în figura se 
trasează o dreaptă descrisă de două puncte de pe celelalte două coloane. Valoarea 
dorită se citeşte la intersecţia dreptei cu coloana de interes. Pentru valori precise, se 
utilizează ecuaţia prezentată în în subcapitolul dedicat centrifugarii, pagina 15 
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FIGURA A3. Harta situs-urilor de restricţie a plasmidului pUC19c 
A. organizarea generală a plasmidului (mcs � situs multiplu de clonare; lacZ � 
fragmentul N�terminal al genei ce codifică β�galactozidaza din calea metabolică a 
lactozei; Ori � originea de replicare provenind din plasmidul pMB1; bla(AmpR) � conferă 
rezistenţă la ampicilină) B. Secvenţa în zona MCS 

 

B 
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FIGURA A4. Harta situs-urilor de restricţie a plasmidului pBluescript II SK �  
A. organizarea generală a plasmidului (mcs � situs multiplu de clonare; f1 ori � originea 
de replicare provenind din fag; lacZ � fragmentul N�terminal al genei ce codifică β�
galactozidaza din calea de metabolică a lactozei; Plac � promotorul sub controlul căruia 
este pusă gena clonată; pUC ori � originea de replicare provenind de la plasmidul pUC; 
bla(ApmR) � gena ce conferă rezistenţă la ampicilină) B. Secvenţa în zona MCS. 

 
 
. 
 
 

B 

A 



Biologie moleculară. Metode experimentale 352 

 
 

FIGURA A5. Harta situs-urilor de restricţie a plasmidelor pET�21a; 
A. organizarea generală  a plasmidului (mcs � situs multiplu de clonare; f1 ori � 
originea de replicare provenind din fag lacZ � fragmentul N�terminal al genei ce codifică 
β�galactozidaza din calea metabolică a lactozei; face posibilă selecţia alb/albastră prin 
complementare alfa pe plăci cu Xgal; ori � originea de replicare provenind de la 
plasmidul pUC; lacI � represorul din operonul lac cu rol în controlul expresiei genei 
clonate; bla(ApmR) � gena ce conferă rezistenţă la ampicilină) B. Secvenţa în zona 
MCS. 
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FIGURA A6. Harta situs-urilor de restricţie a plasmidului pMAL-c5X 
A. organizarea generală a plasmidului (mcs � situs multiplu de clonare;  
bla(ApmR) � gena ce conferă rezistenţă la ampicilină; ori � originea de replicare 
provenind de la plasmidul pBlueScript; lacIq � represorul din operonul lac cu rol în 
controlul expresiei genei clonate; P tac � promotorul sub controlul căruia este pusă gena 
clonată; malE � maltose binding protein, proteina cu afinitate pentru maltoză din E.coli, 
rrnBT1T2 � zona de semnalizare a sfârşitului transcripţiei B. Secvenţa în zona MCS. 

B 
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