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细胞培养基本技术

ustcwhm@ustc.edu.cn
http://ioi.ustc.edu.cn → 在授课程 → 细胞生物学原理与技术 → PPT下载

http://www.lqqm.net/Lqqm.Net/attach/bbscon/1251512_1_.jpg?B=40&F=M.1098359620.A&attachpos=13759&attachname=/1251512_1_.jpg
http://ioi.ustc.edu.cn/
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无菌操作技术

体外培养细胞缺乏抗感染能力，所以防止污染是决定培养成功或失败

 的首要条件。即便使用设备完善的实验室，若实验者粗心大意，技术操作

 不规范,也会导致污染。因而,为在一切操作中最大可能地保证无菌，每一

 项工作都必须做到有条不紊和完全可靠。



3

消毒(disinfection)和消毒剂(disinfectant)

灭菌(sterilization)

防腐(antisepsis)和防腐剂

抑菌(bacteriostasis)和抑菌剂(bacteriostatic)

无菌(asepsis)

无菌技术/无菌操作(antiseptic technique)

Terms to rememberTerms to remember :
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无菌操作技术

1.工作环境及表面的处理

2.细胞培养所用玻璃及塑料制品的处理

3.实验者的操作技术

4.培养液的处理
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无菌技术概念

无菌技术

无菌区

非无菌区

相对无菌区

无菌物品

污染物品

是指在医疗、护理操是指在医疗、护理操
 作过程中，防止一切作过程中，防止一切
 微生物侵入人体和防微生物侵入人体和防
 止无菌物品、无菌区止无菌物品、无菌区
 域被污染的技术。域被污染的技术。

是指经过灭菌处理是指经过灭菌处理
且未被污染的区域。且未被污染的区域。
是指未经过灭菌处理是指未经过灭菌处理

 ，或虽经过灭菌处理，或虽经过灭菌处理
 但又被污染的区域。但又被污染的区域。

是指无菌物品自无菌是指无菌物品自无菌
 容器内一经取出，就容器内一经取出，就
 认为是相对无菌，不认为是相对无菌，不
 可再放回。可再放回。

无菌区边缘向内无菌区边缘向内3cm3cm
 为相对无菌区。为相对无菌区。

是指经过物理或化学是指经过物理或化学
 方法灭菌后保持无菌方法灭菌后保持无菌
 状态的物品。状态的物品。

是指未经处理或消毒是指未经处理或消毒
 灭菌后又被碰脏的物灭菌后又被碰脏的物
 

品。品。
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【培养前准备】

在开始实验前要制定好实验计划和操作程序。有关数据的计算要事

 先做好。根据实验要求，准备各种所需器材和物品、清点无误后将其放

 置操作场所(培养室、超净台)内，然后开始消毒。这可以避免开始实验

 后，因物品不全往返拿取而增加污染机会。

 1、实验时间与地点

2、实验目的

3、实验材料

4、实验方法

5、实验结果

6、结果分析与讨论
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【操作野消毒】

无菌培养室每天都要用0.2%的新洁尔灭拖洗地面—次(拖布要专用)，

 
紫外线照射消毒30-50min，超净工作台台面每次实验前要用75％酒精擦洗。

 然后紫外线消毒30min。在工作台面消毒时切勿将培养细胞和培养用液同

 时照射紫外线，消毒时工作台面上用品不要过多或重叠放置，否则会遮挡

 射线降低消毒效果。—些操作用具如移液器、废液缸、污物盒、试管架等

 
用75%酒精擦洗后置于台内同时紫外线消毒。



8

【洗手和着装】

原则上和外科手术相同。平时仅做观察不做培养操作时，可穿

 着细胞培养室内紫外线照射30min的清洁工作服。在利用超净台工

 作时，因整个前臂要伸入箱内，应着长袖的清洁工作服，并于开始

 操作前要用75％酒精消毒手。如果实验过程中手触及可能污染的物

 品和出入培养室都要重新用消毒液洗手。进入原代培养室需彻底洗

 手还要戴口罩、着消毒衣帽。
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【火焰消毒】

在无菌环境进行培养或做其它无菌工作时，首先要点

 燃酒精灯。以后一切操作，如按装吸管帽、打开或封闭瓶

 口等，都需在火焰近处并经过烧灼进行。

试管培养瓶 培养皿

滴管 吸管

http://www.jwfu.com/upload1/200902/20092171343124307.jpg
http://www.jwfu.com/upload1/200905/2009512100149219.jpg
http://content.edu.tw/junior/bio/tc_wc/textbook/ch03/book3-10-3.gif
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【操作】

进行培养时，动作要准确敏捷，但又不必太快，以防空

 气流动，增加污染机会。不能用手触及已消毒器皿，如已接

 触，要用火焰烧灼消毒或取备品更换。

接种环、接种针 L形涂布棒

http://www.jwfu.com/upload1/200903/20093301228288039.jpg
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培养细胞的观察

１．肉眼观察培养物颜色及混浊度



15

体外培养细胞的常见问题
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２．倒置显微镜观察细胞生长状态
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体外培养细胞的方式

群体培养（mass
 

culture），将含有一定数量细胞的悬液置于培
 养瓶中，让细胞贴壁生长，汇合（confluence）后形成均匀的单细胞
 层；

克隆培养（clonal
 

culture），将高度稀释的游离细胞悬液加入
 培养瓶中，各个细胞贴壁后，彼此距离较远，经过生长增殖每一个细
 胞形成一个细胞集落，称为克隆（clone）。一个细胞克隆中的所有细

 胞均来源于同一个祖先细胞。



21

群体培养（左）和克隆培养（右）
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体外培养细胞的分型

（一）贴附型：

大多数培养细胞贴附生长，属于贴壁依赖性细胞，判断
 

细胞形态时不能按照体内组织学标推判定，仅大致分成以下
 

四型：
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1、成纤维细胞型：

胞体呈梭型或不规则三角形，中央有卵圆形核，
 

胞质突起，生长时呈放射状。除真正的成纤维细
 

胞外，凡由中胚层间充质起源的组织，如心肌、
 

平滑肌、成骨细胞、血管内皮等常呈本型状态。
 

另外，凡培养中细胞的形态与成纤维类似时皆可
 

称之为成纤维细胞。
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名称：凡在培养中形态与成纤维细胞类似的

来源：由中胚层间充质组织起源的组织如：

真正的成纤维细胞，心肌，平滑肌，成骨细胞，

血管内皮

形态：似体内成纤维细胞的形态，胞体梭形或不规则

三角形，胞质向外伸出2—3个长短不等的突起，

中有卵圆形核

生长特点：排列成放射状，漩涡状，并不紧靠连成片，

细胞—细胞接触易断开而单独行动，游离的单独

的成纤维样细胞，常有几个伸长的细胞突起
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成纤维细胞
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成纤维细胞

http://img.dxy.cn/upload/2005/10/31/59411292.jpg
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2、上皮型细胞：

细胞呈扁平不规则多角形，中央有圆形核，细胞彼此
 

紧密相连成单层膜。生长时呈膜状移动，处于膜边缘
 

的细胞总与膜相连，很少单独行动。起源于内、外胚
 

层的细胞如皮肤表皮及其衍生物、消化管上皮、肝胰、
 

肺泡上皮等皆成上皮型形态。
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名称：仅形态上似体内，实际上不完全相同

来源：来源于外胚层、内胚层细胞, 如：

皮肤及其衍生物,消化道，乳腺，肺泡, 上皮性肿瘤

形态：类似体内的上皮细胞扁平，不规则多角形，中有圆

形核

生长特点：易相连成片，相靠—紧密相连—成薄层—铺石状

生长时呈膜状移动，很少脱离细胞群而单个活动
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上皮型细胞
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人大肠癌细胞HT-29系
 1.细胞种类：人大肠上皮粘膜癌；

 2.培养天数：传代后2天；
 3.放大倍数：电镜*；

 4.培养基种类：MEM/Ham-F12 1:1混合；
 5.细胞状态与特征：细胞呈贴壁生长，梭形或不规则形，

 伪足较多，生长较快。

http://img.dxy.cn/upload/2006/02/16/97025467.jpg
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衰退期细胞
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衰退期细胞
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3、游走细胞型：

呈散在生长，一般不连成片，胞质常突起，呈活跃游
 

走或变形运动，方向不规则。此型细胞不稳定，有时难以
 

和其他细胞相区别。
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1.细胞种类：小鼠腹腔分离的单核巨噬细胞；
 2.培养的天数：24h；

 3.放大倍速：倒置显微镜
 

X10；
 4.培养基种类：RPMI1640+10%胎牛血清；

5.细胞状态与特征简述：细胞呈圆形，边缘清晰
 整齐，贴壁生长。
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1.细胞种类：小鼠腹腔分离的单核巨噬细胞；
 2.培养的天数：30h；

 3.放大倍速：倒置显微镜
 

X10；
 4.培养基种类：RPMI1640+10%胎牛血清；

 5.细胞状态与特征简述：细胞形态不规则，向四
 周伸展伪足，边缘不清，贴壁生长。
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4、多型细胞型：

有一些细胞，如神经细胞难以确定其规律和稳定的形
 

态，可统归于此类。

http://www.google.cn/imgres?imgurl=http://imgsrc.baidu.com/baike/pic/item/d5462bfa6ffd3e9a9e5146e0.jpg&imgrefurl=http://baike.baidu.com/view/656152.htm&h=582&w=800&sz=100&tbnid=p5A1465gB5E6gM::&tbnh=104&tbnw=143&prev=/images%3Fq%3D%25E7%25A5%259E%25E7%25BB%258F%25E7%25BB%2586%25E8%2583%259E%25E5%259B%25BE%25E7%2589%2587&hl=zh-CN&usg=__Tt-XcHjzLvU4yOFtyLZj9yO2Qic=&ei=gfG9SbrQAsPQkAWw__GkCA&sa=X&oi=image_result&resnum=2&ct=image&cd=1
http://www.google.cn/imgres?imgurl=http://www.kepu.gov.cn/zlg/tuke/images/t141.jpg&imgrefurl=http://www.kepu.gov.cn/zlg/tuke/t141.htm&h=462&w=600&sz=29&tbnid=EmMnt3yCoeHptM::&tbnh=104&tbnw=135&prev=/images%3Fq%3D%25E7%25A5%259E%25E7%25BB%258F%25E7%25BB%2586%25E8%2583%259E%25E5%259B%25BE%25E7%2589%2587&hl=zh-CN&usg=__BP9Y3EkwSvUPvButIWmcvy0FgpY=&ei=gfG9SbrQAsPQkAWw__GkCA&sa=X&oi=image_result&resnum=3&ct=image&cd=1
http://www.google.cn/imgres?imgurl=http://www.zeiss.de/C12567BE00472A5C/GraphikTitelIntern/BrainslicePopup/%24File/GFPCFPbrain.jpg&imgrefurl=http://www.bioon.com/figure/200612/255327.shtml&h=380&w=305&sz=111&tbnid=JI13LSkUULYrAM::&tbnh=123&tbnw=99&prev=/images%3Fq%3D%25E7%25A5%259E%25E7%25BB%258F%25E7%25BB%2586%25E8%2583%259E%25E5%259B%25BE%25E7%2589%2587&hl=zh-CN&usg=__ANOsgXHL-kdvkT2fYgFQvmgh6vs=&ei=gfG9SbrQAsPQkAWw__GkCA&sa=X&oi=image_result&resnum=4&ct=image&cd=1
http://www.google.cn/imgres?imgurl=http://www.sciam.cn/showimg.php%3Fiid%3D4719&imgrefurl=http://www.sciam.com.cn/article.php%3Farticleid%3D2687&h=531&w=709&sz=449&tbnid=ATJFK1hP_tLjhM::&tbnh=105&tbnw=140&prev=/images%3Fq%3D%25E7%25A5%259E%25E7%25BB%258F%25E7%25BB%2586%25E8%2583%259E%25E5%259B%25BE%25E7%2589%2587&hl=zh-CN&usg=__tse-d8llUlAXEcJBcVXBQ8UPT38=&ei=gfG9SbrQAsPQkAWw__GkCA&sa=X&oi=image_result&resnum=1&ct=image&cd=1
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新生24小时wistar大鼠皮质神经细胞
 1.细胞种类：大鼠皮质神经细胞；

 2.培养的天数：5 天；
 3.放大倍速：倒置显微镜

 
X200倍；

 4.培养基种类：DEME-F12＋N2
 5.细胞状态与特征简述：神经细胞聚集成球，向外爬行生长，各神经球之间

 有丰富的神经丝联系。单个神经细胞胞体呈锥形或圆形，树突交错呈网，贴
 壁生长 。

http://img.dxy.cn/upload/2005/12/25/40492427.jpg


38

（二）悬浮型：

见于少数特殊的细胞，如某些类型的癌细胞及白血病细胞。
 

胞体圆形，不贴于支持物上，呈悬浮生长。这类细胞容易大
 

量繁殖。
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概念：培养时不贴附于底物而呈悬浮状态生长

或以机械方法使保持悬浮状态下生长

来源：自血，脾或骨髓，尤以血中白细胞癌肿细胞也可能

特点：在悬浮中生长良好细胞圆形，单个或小细胞团

优点：生存空间大，提供数量大，传代方便(不需消化)，

易于收获，可获得稳定状态

缺点：观察不方便，很多细胞不能悬浮生长(尤以正常细

胞)
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人PBMC（PHA活化剂刺激16h后）：
 1.细胞种类：人PBMC；

 2.培养的天数：36h；
 3.放大倍速：倒置显微镜

 
X10；

 4.培养基种类：RPMI1640+10%胎牛血清；
 5.细胞状态与特征简述：淋巴细胞母细胞化并聚集。

http://img.dxy.cn/upload/2005/05/10/89614451.jpg
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人PBMC（经EB病毒转化后的淋巴母细胞）：
 1.细胞种类：人PBMC；

 2.培养的天数：2 weeks；
 3.放大倍速：倒置显微镜

 
X10；

 4.培养基种类：RPMI1640+15%胎牛血清（Hyclone公司)；
 5.细胞状态与特征简述：淋巴细胞母细胞化并聚集。
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• 根据细胞生长的恃点，传代方法有3种：

• 1．悬浮生长细胞传代

• 离心法传代：离心（1000转/分）去上清，沉淀物加新培养液后

 再混匀传代。

• 2．半悬浮生长细胞传代（Hela细胞）

• 此类细胞部分呈现贴壁生长现象，但贴壁不牢，可用直接吹

• 打法使细胞从瓶壁脱落下来，进行传代。

• 3．贴壁生长细胞传代

• 采用酶消化法传代。常用的消化液有0.25％的胰蛋白酶液。

细胞传代方法
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贴壁生长细胞传代方法：

• 1 吸光培养瓶中的培养液

• 2 加入1-2 ml 0.25％的胰蛋白酶液(以消化液能覆盖整个瓶底为准）

• 静置2-10 min（显微镜下动态监测）。

• 3 吸去胰蛋白酶液，加入培养液。

• 4 用吸管吸取瓶内培养液，反复吹打瓶壁细胞，形成细胞悬液。

• 5 离心，细胞沉淀用培养液制成悬液。

• 5 吸取1/10—1/40细胞悬液，接种于新的培养瓶内。

• 6 加适量新鲜培养液于接种了细胞悬液的新培养瓶内。

• 7 将后者放入培养箱中培养。
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细胞传代培养—消化法
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细胞计数

• 培养的细胞在一般条件下要求有一定的密度才能生长良好，所以要进行细胞

 计数。计数结果以每毫升细胞数表示。细胞计数的原理和方法与血细胞计数

 相同。

• 血细胞计数器：手工计数细胞

• 血球计数仪

 

：自动计数
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细胞计数：

 1、将血球计数板及盖片擦拭干净，并将盖片盖在计数板上。

 2、将细胞悬液吸出少许，滴加在盖片边缘，使悬液充满盖片和计

 数板之间。

 3、静置3分钟。

 4、镜下观察，计算计数板四大格细胞总数，压线细胞只计左侧和

 上方的。然后按下式计算：

 细胞数/ml＝4大格细胞总数/ 4×10000

 注意：镜下偶见由两个以上细胞组成的细胞团，应按单个细胞计

 算，若细胞团占10%以上，说明分散不好，需重新制备细胞悬液。
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• 任何培养瓶内生长的细胞都由死细胞和活细胞组成，从
 

形态上区别死、活细胞是困难的。

• 在细胞群体中总有一些因各种原因而死亡的细胞，总细
 

胞中活细胞所占的百分比叫做细胞活力，由组织中分离
 

细胞一般也要检查活力，以了解分离的过程对细胞是否
 

有损伤作用。复苏后的细胞也要检查活力，了解冻存和
 

复苏的效果。

培养细胞活力测定
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• 台盼蓝法

• 活细胞不被染色，死细胞染成蓝色；

• 用活细胞占细胞中的百分比表示细胞活力；

• 方法：

 1、将细胞悬液以0.5ml加入试管中；

 2、加入0.5ml 0.4%台盼兰染液，染色2一3分钟；

 3、吸取少许悬液涂于载玻片上，加上盖片；

 4、镜下取几个任意视野分别计死细胞和活细胞数，计细胞活力；

 死细胞能被台盼兰染上色，镜下可见深兰色的细胞，活细胞不被染

 色，镜下呈无色透明状。

 活力测定可以和细胞计数合起来进行，但要考虑到染液对原细胞悬液

 的加倍稀释作用。
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其他染色方法
未固定凋亡细胞染色 ：

台盼蓝法：
AO/EB双染色法：

致密浓染黄绿色：早期凋亡细胞，
致密浓染鲜红色：晚期凋亡细胞，
鲜红色膨大状：坏死细胞

凋亡细胞固定后染色观察：
MGG染色法：玻片晾干后用MGG染液染色20 min，光镜观察
Hoechst3325染色法
HE染色法

其他：
Annexin

 
V /PI双染法：

正常活细胞Annexin
 

V 、PI均低染；
凋亡细胞Annexin

 
V高染、PI低染；

坏死细胞Annexin
 

V/PI均高染
TUNEL染色：检测细胞凋亡
CFSE染色：检测细胞增殖
MTT比色法：测定细胞相对数和相对活力
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AO/EB双染色
原理：AO能够透过细胞膜，把细胞核内的DNA染成绿色，细胞浆内的RNA

 呈桔红色。早期凋亡细胞的细胞膜尚完整，细胞浆发生固缩，细胞核固缩或碎
 裂，因此呈致密浓染的黄绿色，有的还可见碎块状。晚期凋亡细胞的细胞膜通透

 性增加，EB能够通过，使其呈鲜红色固缩体或碎块。坏死细胞不仅细胞膜不完
 整，而且线粒体肿胀，为鲜红色的膨大细胞。

方法：25 Ld离壁漂浮的细胞悬液与2 μlAO染液(100 μg/ml)和2 μl
 

EB染
 液(100 μg/ml)混合后滴片，立即用荧光显微镜观察。

结果：大部分细胞主要呈致密浓染的黄绿色染色或黄绿色碎片(早期凋亡细
 胞)；部分细胞呈致密浓染的鲜红色染色或鲜红色碎片(晚期凋亡细胞)；少部分为

 鲜红色的膨大细胞。而在正常对照细胞主要呈细胞核绿色淡染，细胞浆桔黄或桔
 红色。坏死对照大部分为鲜红色的膨大细胞。

MGG染色
MGG由May-Grunwald染料和Giemsa染料组成。前者化学名为曙红亚甲基

 蓝Ⅱ，对胞质着色较好；后者对胞核着色较好。因此MGG染色，可兼两者的优
 点，常用于细胞涂片染色。

正常细胞呈细胞浆淡蓝色，细胞核粉红色着色。实验组的大部分细胞固缩变
 圆，整个细胞呈深蓝色。坏死对照为外形不规则的淡蓝色膨大细胞。
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Annexin
 

V/PI双染法：
在细胞凋亡早期位于细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸（PS)迁移至细胞膜外测。磷

 脂结合蛋白V（Annexin
 

V）是一种钙依赖性的磷脂结合蛋白，它与PS具有高度
 的结合力。因此，Annexin

 
V可以作为探针检测暴露在细胞外测的磷脂酰丝氨酸。

 故利用对PS有高度亲和力的Annexin
 

V，将Annexin
 

V标记上荧光素（如异硫氰
 酸荧光素FITC），同时结合使用PI拒染法（因坏死细胞PS亦暴露于细胞膜外测，
 且对PI高染）进行凋亡细胞双染法后用流式细胞仪即可检测凋亡细胞。

Annexin V-FITC

PI

12h

24h

48h

6.77

2.96 

5.93

4.12

4.36

4.96

7.10 

4.69 

4.17

2.72

3.14

2.62

5.32

3.50

4.84 4.69

4.57

9.50

7.34

18.24

16.50

27.44

18.69

PBS 10PIC-
liposome

5PIC-
liposome

2PIC-
liposome

liposomePIC

IntracellularExtracellular

6.96

5.28

8.07

6.46

5.06

4.78

25.29

11.04

40.97

17.20

53.68

30.69

3.19
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TUNEL 技术
TUNEL 是末端脱氧核苷酸转移酶（terminal deoxynucleotidyl

 transferase，TdT）介导的dUTP
 

原位切口末端标记（terminal 
deoxynucleotidyl

 
transferase

 
mediated dUTP

 
nick end labeling TUNEL）

 技术，是原位检测细胞凋亡情况的一种基本方法。细胞发生凋亡时，染色体DNA
 会发生断裂，DNA双链断裂或只要一条链上出现缺口而产生的一系列DNA的3’-
 OH末端可在脱氧核糖核苷酸末端转移酶（TdT）的作用下，将脱氧核糖核苷酸和
 荧光素、过氧化物酶、碱性磷酸化酶或生物素形成的衍生物标记到DNA的3’-末
 端，从而可进行凋亡细胞的检测。

x400

x200

PBS                  Con A          IL-15 +Con A
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CFSE 染色法：
CFSE (carboxyfluorescein

 

diacetate, succinimidyl

 

ester 羧基荧光素双乙酸

 盐，琥珀酰亚胺酯) 被动扩散进入细胞，其本身是无色无荧光的，被细胞内的酯酶分解

 后产生高强度的荧光，该荧光产物与胞内的氨基结合长时间留存于细胞内并可被乙醛固

 定。未结合的试剂与副产物扩散至胞外基质中，被洗去。传代或胚胎分裂分析，CFSE

 与赖氨酸侧链或其他氨基基团反应，共价偶联至细胞内和细胞表面的蛋白，细胞分裂时

 被平均分配至子代细胞，荧光强度降到母代细胞的一半。适合用于胞内示踪，在细胞分

 裂或融合后分配至子代细胞中，并不会被转移至邻近的细胞。
在小鼠淋巴细胞迁移实验中，CFSE注射进入小鼠体内后，标记的淋巴细胞的检测

 可长达8周。肝内注射荧光显微镜定位检测可长达20天。
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细胞冻存和复苏

• 细胞低温冷冻贮存是细胞室的常规工作。细胞
 

冻存与细胞传代保存相比可以减少入力、经
 

费，减少污染，减少细胞生物学特性变化。
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冻存和复苏的原则：慢冻快融

• 当细胞冷到零度以下，可以产生以下变化：细胞器脱
 

水，细胞中可溶性物质浓度升高，并在细胞内形成冰晶。

• 如果缓慢冷冻，可使细胞逐步脱水，细胞内不致产生
 

大的冰晶；相反，结晶很大，大结晶会造成细胞膜、细胞
 

器的损伤和破裂。复苏过程应快融，目的是防止小冰晶形
 

成大冰晶，即冰晶的重结晶。
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低温保护剂的应用

• 在细胞冻存时加入低温保护剂，能大大提高冻存效果。

• 常用的低温保护剂是DMSO，它是一种渗透性保护剂，可
 

迅速透入细胞，提高胞膜对水的通透性，降低冰点，延缓
 

冻结过程，能使细胞内水分在冻结前透出细胞外，在胞外
 

形成冰晶，减少胞内冰晶，从而减少冰晶对细胞的损伤。
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细胞冻存方法

• 1．预先配制冻存液：含20%血清培养基，10%DMSO，
 DMSO液用培养液配好，避免因临时配制产热而伤害细

 胞；

• 2．取对数生长期细胞，经胰酶消化后，加入适量冻存液,
 用吸管吹打制成细胞悬液（1×106 ～ 5 ×106细胞/ml)；

• 3．加入1ml细胞于冻存管中，密封后标记冷冻细胞名称和
 冷冻日期。
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标准程序：
当温度在-25℃以上时，

 
1～2℃/min

当温度达-25℃以下时，
 

5～10℃/min
当温度达-100℃时，可迅速放入液氮中

慢冻程序
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程序降温仪

34立升，降温速率：0.1-50度/分，升温速率：0.1-10度/分；

温度偏差：小于2度，6个预设程序，10个用户设定程序
 

；
每分钟1-3℃地冷冻速率可大大提高冻存细胞的复苏率。
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简易程序：
将冷冻管（管口要朝上）放入纱布袋内，纱布袋系以线

 绳，通过线绳将纱布袋固定于液氮罐罐口，按每分钟温度下
 降1～2℃的速度，在40分钟内降至液氮表面，停30分钟

 后，直接投人液氮中。

慢冻程序
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一般程序：
1.先将冻存管放入4℃冰箱，约40min。
2.接着置于-20℃冰箱，约30～60min。
3.置于-80℃超低温冰箱中放置过夜。
4.置于液氮罐中长期保存。

慢冻程序
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液氮罐
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细胞复苏方法

（1）从液氮中取出冷冻管，迅速投入37～38℃水浴
 中，使其融化（1分钟左右）；

（2）5分钟内用培养液稀释至原体积的10倍以上；

（3）低速离心3-10分钟；

（4）去上清，加新鲜培养液培养刚复苏的细胞。
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细胞培养的污染和检测细胞培养的污染和检测

细胞污染的种类可分成细菌、酵母菌、霉菌和病毒。无菌操作技术

 不当、操作室环境不佳、污染之血清和污染之细胞等是主要的污染源。

 严格之无菌操作技术、清洁的环境、与品质良好之细胞来源和培养基配

 制是减低污染之最好方法。
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11、细菌的污染和检测、细菌的污染和检测

肉眼直接观察法

培养检查法

显微镜观察法

PCR检测
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细菌污染是实验室细胞培养中常见的污染，即使在细胞培养液中加入了抗菌素，也

 可能因为操作不慎而引起污染。最常见的有革兰氏阳性菌，如枯草杆菌、白色葡萄球菌，

 以及大肠杆菌、假单胞菌等革兰氏阴性菌。

 培养细胞受细菌污染后，会出现培养液变混浊，pH改变。污染后细胞发生病理改

 变，胞内颗粒增多、增粗，最后变圆脱落死亡。
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小鼠胃癌细胞的球菌感染图片

细菌污染
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原核细胞16S rRNA 基因序列通用引物
检测细菌污染

染绿脓杆菌、大肠杆菌、白色葡萄球菌, 
以及支原体M. f ermentans的Hela 细胞的

 培养上清

16S rRNA 特异性序列通用引物
上游引物(A - 17) : 
5′2 GTT TGA TCC TGG CTC AG23′;
下游引物(3 - 17) : 
5′2 AAG GAG GTA ATC CAG CC23′;
扩增片段大小约1 500 bp 。
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革兰氏染色检测细菌污染
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培养检测细菌污染

血平板 SS平板 麦康凯平板
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标准管 痢疾杆菌 伤寒杆菌 大肠杆菌

生化鉴定
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22、真菌的污染和检测、真菌的污染和检测

真菌污染是细胞培养过程中最常见的一种，最常见的真菌有烟曲霉、
 黑曲菌、孔子霉、毛霉菌、白色念珠菌和酵母菌。

 培养细胞受真菌污染后，可见培养液中漂浮着白色或浅黄色的小
 点，有的散在生长，培养液一般不发生混浊；倒置显微镜下可见丝状、

 管状或树枝状的菌丝纵横交错在细胞之间或培养基中，有的呈链状排列。
 真菌污染后，细胞生长变慢，但最后由于营养耗尽及毒性作用而使

 细胞脱落死亡。



75



76

细胞被霉菌污染的镜检图 细胞被白色念球菌污染的镜检图
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细胞被真菌污染的镜检图 丝状菌污染图片
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无菌试验和测定菌数用培养基

品名 英文名 用途

硫乙醇酸盐培养基 Thiogllycollate
 

Medium 需氧菌、厌氧菌无菌试验

霉菌培养基 Mould Medium 霉菌无菌试验

改良马丁培养基 Modified Martin Medium 生物制品霉菌无菌试验

支原体半流体基础
 培养基

Mycoplasma
 

Semifluid
 

Base 生物制品支原体检查
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图1. 35度培养的接种14天后硫乙醇酸盐流体培养基
注：1，2为对照管；其余为实验管；各管均未见细菌生长

图2.
 

25度培养的接种14天后改良马丁培养基
注：1，2为对照管；其余为实验管；各管均未见真菌生长

外源性因子检测结果图外源性因子检测结果图
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支原体是介于细菌与病毒之间能独立生活的最小微生物，最小直径
 0.2μm，一般过滤除菌无法去除它，光镜下难以看清它的形态结构。开
 始不易发现，能在偏碱条件下生存，对青霉素有抗药性。多吸附于细胞
 表面或散在于细胞之间。

 培养细胞受支原体污染后，部分敏感细胞可见细胞生长增殖变慢，
 部分细胞变圆，从瓶壁脱落。但多数细胞污染后无明显变化，或略有变
 化，若不及时处理，还会产生交叉污染。

33、支原体的污染和检测、支原体的污染和检测
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造成支原体高污染率的原因

1.支原体大小0.1-0.8 um，无细胞壁，可透过一般过滤膜（0.22- 
0.45 um）；

 2.支原体污染时，没有明显的肉眼或一般光学显微镜可观察到

 的特征变化

 
；

 3.过去缺乏简单、快速且可靠的检测方式；

 4.细胞流通之间缺乏物品管理，造成实验室间的相互污染；

 5.研究或操作人员忽略污染问题；

6. 已受污染的细胞；

 7. 已受污染的培养基、血清。
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How frequently should I test my cells? 
检测频率？

• Whenever new cells enter the lab
• Before each liquid nitrogen storage
• Routinely every 2-3 months
• Weekly after contamination has been found in the laboratory
• When you believe that cells characteristics have been modified
• 新细胞进入实验室

• 液氮保存前

• 定期每2－3个月

• 发现污染后每周

• 发现细胞特性改变
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支原体之检测：

相差显微镜观察法

Hayflick培养基直接培养法

原理：直接培养支原体于培养基中，观察其生长及菌落生成。

 特点：是目前最直接与灵敏之步骤，亦是用来评估其它侦测新步骤

 之标准步骤。

 缺点：培养时间长，须3-5星期才能判断。有些支原体不能在

 培养基培养出来

 
(例如M. hyorhinis)。需同时培养支原体株作为正

 反应对照组，可能会造成污染。
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支原体污染照片。左图为阳性右图为阴性。
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DNA荧光染色法
 原理︰利用荧光染剂（bisbenzimide, Hoechst

 
33258）检测支原体污染。

 此染剂会结合到DNA之Adenosine-Thymidine
 

(A-T) rich区域，因为支原体之
 DNA中A-T含量占多数（55～80%），所以可将其染色而检测。被支原体污染

 之细胞经染色后，在细胞核外与细胞周围可看到许多大小均一之荧光小点，即为
 支原体之DNA，证明有支原体之污染。

 测试步骤用间接步骤，将待测细胞悬浮液或细胞培养液接种于指示细胞培养
 液中（indicator cell，例如Vero cell or 3T3 cell），然后培养指示细胞再作萤
 光染色。正负反应对照组亦可以接种于indicator cell内作为对照。

 待测细胞亦可作直接测试，但需为吸附型细胞，培养后直接作荧光染色。有
 些细胞易有荧光背景，而干扰结果判读，则建议使用接种于指示细胞之步骤。

 特点︰简单、经济与灵敏，广泛使用，可作为例行之侦测步骤。可以侦测不
 易培养之支原体，例如M. hyorhinis，较直接培养法快，约一星期即可知道结

 果。
 缺点：有时仍会有荧光背景，影响判读。
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荧光染色法(33258)显示染色体，细胞周围亮点为支原体



87Giemsa染色法，附于胞质上黑点为支原体
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扫描电镜法显示支原体，附于细胞表面众多的圆
 形颗粒为支原体
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PCR方法

支原体菌株来源：M.Arginini
 

ATCC23838 精氨酸支原体,
 M.Fermentane

 
ATCC19989发酵支原体

 
,

 
M.Salivarium

 ATCC23064唾液支原体
 

,M.Hominis
 

ATCC23114人型支原
 体 ,M.Orale

 
ATCC23714口腔支原体

 
,M.Hyorhinis

 
ATCC29052猪

 鼻支原体。
其共同引物序列来自16s和23s保守区域：
外部引物为：
Ｆ1 5′-ACA CCA TGG GAG CTG GTA AT-3′，
Ｒ1 5′-GTT CAT CGA CTT TCA GAC CCA AGG CAT-3′；
内部引物为：
Ｆ2 5′-

 
GTT CTT TGA AAA CTG AAT-3′，

Ｒ2 5′-GCA
 

TCC
 

ACC CAA AAA CTC T-3′。
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EZ-PCR Mycoplasma Test Kit
Cat. # 20-700-10 (10 assays)

Cat. # 20-700-20 (20 assays)

Ready to use PCR mix for the detection 

of mycoplasma in cell culture

即用型细胞培养中支原体检测PCR试剂盒



91

The primer set allows detection of various mycoplasma species, with 
high sensitivity and specificity:
系列引物可以高特异性和高灵敏度地检测很多种支原体

M. hyorhinis
M. arginini

M. bovis

M. hominis

M. pulmonis

M. arthritidis

M. salivarium
M. orale

M. fermentans

M. pirum

M. pneumoniae

M. capricolum

Acholeplasma

Spiroplasma
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内酰胺类、万古霉素等: 不敏感

多粘菌素（polymycin）、利福平、磺胺: 耐药

四环素类、大环内酯类及一些氟喹诺酮:抑制

氨基糖苷类、氯霉素: 较小抑制作用

M-Plasmocin: InvivoGen公司研究开发,有效地杀灭支原体

支原体污染后的抗生素处理：
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Biological Industries is now offering a combination of antibiotics, which 
have been shown to be effective in the elimination of mycoplasma 

species that account for 90% of the contamination found in cell 
cultures. 

Biological Industries的抗生素系列产品能有效杀灭细胞培养中的90%以

 上的支原体

BIOMYC-3
(cat. # 03-038-1)

BIOMYC-1
(cat. # 03-036-1)

& 
BIOMYC-2

(cat. # 03-037-1)
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BIOMYC-1 is based on the antibiotic tiamutin, which is 
produced by the fungus pleurotus mutilus.  
成分为泰妙菌素.

BIOMYC-2 is based on minocycline, which is a tetracycline 
derivative.  
二甲胺四环素，四环素衍生物.

These two antibiotic solutions are generally used 
sequentially in combination .
以上抗生素溶液一般按顺序联合使用.
 

BIOMYCBIOMYC--1 & BIOMYC1 & BIOMYC--22
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BIOMYCBIOMYC--33

BIOMYC-3 is based on the ciprofloxacin antibiotic, which is a 
member of the fluoroquinolone group.  Many mycoplasma 
species have been found to be sensitive to BIOMYC-3.

BIOMYC-3成分为氟喹酮类的环丙沙星，多种支原体对
 其敏感.
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• Biomyc-1 + Biomyc-2 sequentially, or Biomyc-3 alone
• Biomyc-1 + Biomyc-2按顺序联合使用， Biomyc-3 单独使用

• Biomyc-1, Biomyc-2, Biomyc-3 together cover 90% of the species
• 三种同时能去除90％支原体

• There is no single antibiotic that covers the whole spectrum
• 没有一种抗生素能去除全部支原体

• We recommend to work in parallel to save time; Biomyc-1 + 2 with half the 
dishes and Biomyc-3  with the other half.

• 建议平行使用节约时间， Biomyc-1 + 2 用在一半的Dish中 ，而Biomyc-3 
用在另一半中。
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常用抗生素用量和效应

抗生素
抗菌谱

细菌

 
真菌

 
支原体

 
常用浓度

青霉素
 
G+                                                    100IU/ml

链霉素
 
G-

 
100g/ml

庆大霉素
 

G+,G-
 

＋
 

200g/ml
卡那霉素

 
G+,G-

 
＋

 
50g/ml

四环素
 
G+,G-

 
＋

 
10g/ml

两性霉素
 

＋
 

2 g/ml 
制霉菌素

 
＋

 
25 g/ml



99

44、病毒的污染和检测、病毒的污染和检测

细胞的直接观察

动物接种检查

电子显微镜观察

免疫学检查

PCR技术

组织细胞培养过程中，如果没有除去潜在的病毒，就会产生病毒污染。
 目前，从原代猴肾细胞的培养中已发现不少于20种血清性病毒。
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HBV/HepG2.2.15                 HPV/Hela EBV/永生化B细胞
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由于细胞培养操作时各细胞株所需的器材和溶液没有严格分开，往往会使
 一种细胞被另一种细胞污染。目前，世界上已有几十种细胞都被HeLa细胞所污
 染，致使许多实验宣告无效。

 非细胞培养物所造成的化学成分的污染也偶有发生，大多是由于细胞培养
 所需物品清洗消毒不彻底而带入一些有毒化学物质所致。

55、非同种细胞污染、非同种细胞污染
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对于黑胶虫的分类，学术界没有明确给予说法。关于黑胶虫的分类，
 目前大部分人认为黑胶虫污染是微生物感染。在一些文章论述上把黑胶虫
 归为生物污染类型，但是没把它归为确定的生物分类类型，只是把黑胶虫
 独立为一种未知生物。而根据中国病毒所和军科院鉴定是一种寄生于牛血
 清内的一种原虫，似乎和草履虫和变形虫有类似之处，但是由于课题经费
 不够而不能继续下去，最终也没有有力证明黑胶虫是属于原虫。也有一些
 学者不认为所谓的黑胶虫污染是一种生物污染，而认为是细胞碎片类物

 质，是在细胞培养时，细胞衰亡破裂产生的；也有在文献中报道说是玻璃
 瓶中类似氧化硅的物质，那个文献很少人找得到；还有报道黒胶虫是一种
 纳米级的细菌。

66、黑胶虫污染、黑胶虫污染
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形态上类似与杆状细菌，但长度比细菌长，直径约在0.5~1微米，不
 染色观察为黑色；胶虫成熟后呈线状，而且形态是椭圆形。

 
运动形式：在400X倒置显微镜小，有典型的布朗运动（不规则的原

 地小距离抖动），即很多细胞培养者看到的，像黑色的小虫游来游去。
 可以穿透滤膜，也可以通过空气传播，低倍下为黑色点状，高倍下可看
 见黑色的小虫游来游去。但是在物理学上来说，颗粒足够小，在液体中
 也是做布朗运动的，这不足以说明黑胶虫的布朗运动就证明它是生物。
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质量标准质量标准成品检定

≤100ng/剂量
即≤1ng/ml

ELISA法：《2005年中华人民共和国药典第三部》附
录 Ⅸ L鼠IgG残留量测定法

鼠源性IgG残留

具有杀伤功能（效靶
比为20:1时>20% ）

体外杀伤（对人卵巢癌细胞系SKOV3或人肺鳞癌细
胞系NCI-H520）MTT法

生物学活性

≤1EU/ml鲎实验-LAL（签发）：《2005年中华人民共和国药
典第三部》附录 Ⅻ E 细菌内毒素检查法

内毒素

阴性培养法：《2005年中华人民共和国药典第三部》附
录 Ⅻ B 支原体检查法

阴性PCR法（签发）支原体

阴性培养法：2005年中华人民共和国药典第三部》附录
Ⅻ A 支原体无菌检查法

阴性革兰染色（签发）无菌

≥60%免疫荧光染色流式细胞仪检测法（签发）纯度

≥90%台盼兰染色法（签发）存活率

≥1×108血球计数法（签发）细胞数量

白色悬浊液肉眼观察（签发）外观
质质 量量 标标 准准检检 测测 方方 法法检检 测测 项项 目目

≤100ng/剂量
即≤1ng/ml

ELISA法：《2005年中华人民共和国药典第三部》附
录 Ⅸ L鼠IgG残留量测定法

鼠源性IgG残留

具有杀伤功能（效靶
比为20:1时>20% ）

体外杀伤（对人卵巢癌细胞系SKOV3或人肺鳞癌细
胞系NCI-H520）MTT法

生物学活性

≤1EU/ml鲎实验-LAL（签发）：《2005年中华人民共和国药
典第三部》附录 Ⅻ E 细菌内毒素检查法

内毒素

阴性培养法：《2005年中华人民共和国药典第三部》附
录 Ⅻ B 支原体检查法

阴性PCR法（签发）支原体

阴性培养法：2005年中华人民共和国药典第三部》附录
Ⅻ A 支原体无菌检查法

阴性革兰染色（签发）无菌

≥99%免疫荧光染色流式细胞仪检测法（签发）纯度

≥90%台盼兰染色法（签发）存活率

≥1×108血球计数法（签发）细胞数量

白色悬浊液肉眼观察（签发）外观
质质 量量 标标 准准检检 测测 方方 法法检检 测测 项项 目目
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http://bbs.ustc.edu.cn/cgi/sf?s=694af4e4&bn=Picture&fn=M4AB58B25&an=10.jpg

	幻灯片编号 1
	幻灯片编号 2
	幻灯片编号 3
	幻灯片编号 4
	无菌技术概念�
	幻灯片编号 6
	幻灯片编号 7
	幻灯片编号 8
	幻灯片编号 9
	幻灯片编号 10
	幻灯片编号 11
	幻灯片编号 12
	幻灯片编号 13
	幻灯片编号 14
	幻灯片编号 15
	幻灯片编号 16
	幻灯片编号 17
	幻灯片编号 18
	幻灯片编号 19
	幻灯片编号 20
	幻灯片编号 21
	幻灯片编号 22
	幻灯片编号 23
	幻灯片编号 24
	幻灯片编号 25
	幻灯片编号 26
	幻灯片编号 27
	幻灯片编号 28
	幻灯片编号 29
	幻灯片编号 30
	幻灯片编号 31
	幻灯片编号 32
	幻灯片编号 33
	幻灯片编号 34
	幻灯片编号 35
	幻灯片编号 36
	幻灯片编号 37
	幻灯片编号 38
	幻灯片编号 39
	幻灯片编号 40
	幻灯片编号 41
	幻灯片编号 42
	贴壁生长细胞传代方法：
	幻灯片编号 44
	细胞计数
	幻灯片编号 46
	幻灯片编号 47
	幻灯片编号 48
	幻灯片编号 49
	幻灯片编号 50
	幻灯片编号 51
	幻灯片编号 52
	幻灯片编号 53
	幻灯片编号 54
	幻灯片编号 55
	细胞冻存和复苏
	�冻存和复苏的原则：慢冻快融�
	低温保护剂的应用
	细胞冻存方法
	幻灯片编号 60
	幻灯片编号 61
	幻灯片编号 62
	幻灯片编号 63
	幻灯片编号 64
	细胞复苏方法
	幻灯片编号 66
	幻灯片编号 67
	幻灯片编号 68
	幻灯片编号 69
	幻灯片编号 70
	幻灯片编号 71
	幻灯片编号 72
	幻灯片编号 73
	幻灯片编号 74
	幻灯片编号 75
	幻灯片编号 76
	幻灯片编号 77
	幻灯片编号 78
	幻灯片编号 79
	幻灯片编号 80
	幻灯片编号 81
	How frequently should I test my cells?�检测频率？
	幻灯片编号 83
	幻灯片编号 84
	幻灯片编号 85
	幻灯片编号 86
	幻灯片编号 87
	幻灯片编号 88
	幻灯片编号 89
	幻灯片编号 90
	幻灯片编号 91
	幻灯片编号 92
	幻灯片编号 93
	Biological Industries is now offering a combination of antibiotics, which have been shown to be effective in the elimination of mycoplasma species that account for 90% of the contamination found in cell cultures.� Biological Industries的抗生素系列产品能有效杀灭细胞培养中的90%以上的支原体
	BIOMYC-1 & BIOMYC-2
	BIOMYC-3
	幻灯片编号 97
	幻灯片编号 98
	幻灯片编号 99
	幻灯片编号 100
	幻灯片编号 101
	幻灯片编号 102
	幻灯片编号 103
	幻灯片编号 104
	    质量标准
	幻灯片编号 106

