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科学研究可分为观察性研究和实验性研究，后者包括

  →              →

劣势：证据等级低

优势1 ：研究对象来源容易获取 (尤其是细胞系)

优势2 ：有细胞特异性，揭示疾病发病机制

优势3 ：实验周期短，实验成本低

细胞实验在科学研究中的优势与劣势

细胞培养基本概念



原代细胞 细胞系

优点
更接近细胞的在

体状态和特性
易获取 、 易培养

缺点
获取较难 、 培养

较难

可能与细胞的在体

状 态 相 差 较 大 ( 尤

其是传代次数大时 )

分离培养原代细胞

①原代细胞，即直接从体液或组织中提取培养的细胞，培养的第一代与传代10代以内的

细胞统称为原代细胞；

②细胞株，原代细胞传代10次以上大部分衰老死亡，极少数存活细胞能够传到40-50代，

这些细胞被称为细胞株；

③细胞系，适应在体外培养条件下持续传代50次以上的细胞株，具有癌变特点可无限传代，

即细胞系

American type culture collection美国模式培养物集存
库

原代细胞，细胞株与细胞系

直 接 购 买 （ 无 限 ） 细 胞 系

细胞培养基本概念



成纤维细胞样细胞

生长时呈梭形或不规则三角形，中央有卵圆形细胞核，胞质向外 伸

出长短不同的突起，生长时呈放射状 、涡旋状或栅栏状

上皮细胞样细胞或类上皮细胞

细胞呈扁平多角形，有圆形细胞核位于细胞中央，细胞间紧密连接

，有连接成片的能力，细胞密集稍高时集结成单层斑片状生长

悬浮细胞

不贴附于培养皿，细胞呈圆形，呈单个细胞或者细小细胞团，悬浮

细胞生长空间大，传代方便，能够大量增殖
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细胞形态

细胞培养基本概念



多型细胞
形态不规则，一般分为胞体和胞突，胞体略呈多角形，胞突细长，

如神经细胞等难以确定其规律和形态特点的细胞可归为此类

游走细胞样细胞
呈散在生长，一般不连接成片，胞质常伸出伪足或突起，细胞能

速度较快且方向不规则地游走或呈活跃的变形运动，较难区分，

常见于单核巨噬细胞系统和培养早期的羊水细胞
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细胞形态

细胞培养基本概念



细胞的生长方式

细胞培养基本概念



在选择培养器皿时需综合考虑实验需要和细胞数量、细胞种类和形态等因素

，选择合适的细胞培养器皿及大小以便获得有效和稳定的实验结 果 。

细胞培养基本概念——细胞实验常用培养器皿



· 在MEM的基础上

改良 ，根据葡萄糖

用量可以分为高糖

和低糖；低糖适用于

一般代谢水平的细胞

如干细胞，防止分化

；高糖则适用于培养

代谢旺盛的细胞

· 使用了一些微量元

素和无机离子，成分

丰富，常用于无血清

培养基的配制；

· 常用作单细胞克隆

化培养

· 最初是针对淋巴细

胞培养设计的培养基

，但在实际使用过程

中发现它能适应许多

种类细胞的培养 ，包

括正常细胞和肿瘤细

胞

· 含12种必须氨基酸、

谷氨酰胺和8种维生素

，成分简单，可广泛适

应各种已建成细胞系的

培养；

· 易于添加或减少某些

成分 ，也特别适于特

殊研究的细胞培养

RPMI 1640DMEMMEM

细胞培养基本概念——细胞实验常用培养基

HamF-12



在基础培养基中加入合适浓度的血清后，称为完全培养基

l 提 供 基 本 营 养 物 质
氨基酸、维生素、无机盐、脂类物质、核酸衍生物等。

l 提 供 激 素 和 各 种 生 长 因 子
胰岛素、 肾上腺激素等；

成纤维细胞生长因子、表皮生长因子、血小板生长因子等。

l 提 供 结 合 蛋 白
结合蛋白在细胞代谢中起重要作用，携带重要的低分子量物 质；

如白蛋白携带维生素、脂肪、激素等，转铁蛋白携带铁等。

l 促 进 细 胞 贴 壁

l 对 细 胞 起 到 保 护 作 用
血清中含抗蛋白酶成分，起中和作用，终止胰酶消化。

胎牛血清 Fetal  Bovine  serum  ，FBS

细胞培养基本概念——血清



优质血清的标准
透明清亮 ， 土黄色或棕黄色 ， 无沉淀或极少沉淀 ，
比较粘稠

血清浑浊、 不透明、 含许多沉淀物

说明血清污染或血清中的蛋白变性

血清呈棕红色：说明血清中的血红蛋白含量过高 ， 取
材时有溶血现象

摇晃时感觉液体稀薄

说明血清中渗入生理盐水

血清的解冻和储存

- 2 0 ° C→4 ° C 冰 箱 溶 解

- 7 0 ° C - - 2 0 ° C 长 期 储 存 ， 4 ° C 不 超 过 一 个 月

避免反复冻融

细胞培养基本概念——胎牛血清



3.ATCC (American Type Culture Collection)
https://www.atcc.org/

2.国家细胞资源共享平台
http://www.cellresource.cn/

4.JCRB Cell Bank
https://cellbank.nibiohn.go.jp/

1.中科院上海细胞库
https://www.cellbank.org.cn/

细胞培养基本概念——细胞获取

为保证细胞株的正确，在获得细胞株进行试验前须进行细胞STR鉴定

https://www.atcc.org/
https://www.atcc.org/
http://www.cellresource.cn/
https://cellbank.nibiohn.go.jp/
https://cellbank.nibiohn.go.jp/
https://www.cellbank.org.cn/
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细胞传代 细胞冻存细胞复苏

细胞培养基本操作



   (       + )+75%

( , ,        / ) 

( ) 100U/ml,         

1 0 0 μ g / m l ) ，液体过滤 (滤网)  、封口膜。

●  实验者手部无菌:75%酒精

●  实验操作无菌：尽量少跨越 ，避免从开盖区域上方经过

●温度 (孵箱37℃，培养基预热)

●震动 (转移细胞时轻拿轻放 )

CO2 5% 

●枪头吹打 (轻柔 )

A B

细胞培养的两个关键原则

细胞培养基本操作



细胞培养基本操作——细胞复苏



1 .注意无菌操作；

2 .细胞用完全培养基需要提前放置到室温环境；

3 .液氮操作有一定的危险性， 打开液氮罐取出细胞时注意防护；

4 .取出的细胞应在最短的时间内放入水浴锅；

5 .解冻时， 细胞可放入一次性PE手套中， 在放入水浴锅中快速晃动， 做到

“速溶 ”， 最好在1min左右完成；

6 .冻存管打开前， 用75%酒精将冻存管消毒并晾干；

7 .离心后重悬动作要尽量轻柔，避免吹打产生大量气泡；

8.复苏后首次培养，尽量保证细胞浓度，减少第一次传代时间。

细胞复苏注意事项



前期准备
准备物品预热， 观察细胞状态， 细胞密度达8 0% - 9 0% 左右进行传代；

清洗细胞

吸去旧培养基； 缓慢加入PBS润洗细胞， 去除残余血清和死细胞； 吸弃PBS ;

消化细胞

加入消化液， 轻柔晃动均匀覆盖整个培养皿； 3 7 ° C 孵育至细胞变圆变亮；

终止消化

加入适量完全培养基， 终止消化； 用移液枪将细胞轻柔吹散， 转移至离心管
内， 离心；

细胞传代
离心后， 弃上清， 加入完全培养基， 轻柔吹打， 使细胞悬液均匀；

接种合适密度于新培养皿中， 记录细胞名称 、 代数 、 操作人及日期；

8 字或十字轻柔晃动均匀， 转移至培养箱中培养
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细胞培养基本操作——贴壁细胞传代



● 作用原理:

通过结合细胞质中的二价
离子（ Ca²+、Mg2+） 从 而
破 坏 细 胞 之 间 的 连 接 ，
达 到 分 散 细 胞 的目的

● 常用浓度 :

0 . 02 %，配 制 时 应 加 碱 助
溶

➢ 毒性小，消化作用缓和，
但分散效果较差

● 作用原理:

水解细胞之间的蛋白质 ，
使细胞之间相互离散

● 常用浓度

0 . 2 5% 和 0 . 1 2 5%

● 影响效果因素

浓度 、 温度 、 作用时间

➢ 血清中含有大量蛋白成分，

通过竞争抑制，过量蛋白消

耗胰酶，可终止胰酶消化反

应

● 作用原理:
从溶组织梭状芽胞杆菌发
酵，提取，精制的酶制品，
主要对胶原组织和细胞间
质有较强的消化作用

● 作用效果:
多用于原代培养中将特殊
组织的细胞与胶原成分离
散开来

贴壁细胞传代-消化液选择

胰酶 胶原酶溶液EDTA溶液



沉降换液法

利用重力自然沉降，将培养基与细胞分离，达到全部或部分更换新鲜培养基；只适合能成

一 定大小细胞团（否则无法自然沉降，只能低速离心） 的细胞，尤其是处理依赖细胞聚集

才能增值的细胞，如NK-92 、 Jurkat；可最大限度避免离心过程造成的机械损伤，同时保

留聚集的细胞团。

离心全换液法

通过离心去除旧的培养基，更换新鲜培养基；该方法适合“好养的悬浮细胞”（如K562，
人慢性粒细胞白血病细胞），或当前细胞状态良好，密度较高导致培养基消耗较大的情况；
该方法换液彻底，能去除部分细胞碎片，但会对细胞造成一定程度的机械损伤；

离心半换液法
通过离心50%细胞悬液，更换50%体积的新鲜培养基。该方法适合“矫情”难养的细胞（
如THP-1，人单核细胞白血病细胞），或正在调整状态中、密度较低但碎片较多需要去除
的情况;

细胞培养基本操作——悬浮细胞传代



1 . 细胞重悬时，尽量吹散，尤其是容易结团的细胞，结团率

过高影响细胞的活率和生长；

2. 不管是贴壁细胞/悬浮细胞，吹打时动作轻柔，避免产生

气泡；

3. 每次移液后需及时更换枪头，避免造成溶液交叉污染；

4. 贴壁细胞用胰酶消化时，需要严格控制消化时间；

5. 选择适合的传代比例，保证细胞在使用时是处于良好的生

长状态；

6. 尽量使用一次性无菌移液管，减少污染的风险

细胞传代注意事项



将细胞置于-196℃液氮中低温保存 ，使细胞暂时脱离生长状态但仍然保
持细胞特性， 起到了细胞保护的作用。

冻存液配置 （现配现用）

DMSO : 血清 =1：9（原代细胞）

DMSO : 血清 ：培养基 =1：2： 7（永生化细胞）

DMSO : 降低溶液冰点，并在缓慢冻结的条件下，快速进入细胞，使细胞内水分渗
出，减少冰晶的形成，避免细胞损伤

要实现慢冻 ， 可将冻存管分别置于

4℃、 - 20℃、 - 70℃冰箱 一段时间 ，

进行梯度降温

可以使用程序降温盒冻存细胞 ， 这

种程序降温盒可以实现每分钟1℃

降温 ， 大大提高冻存细胞的存活率

0201

细胞培养基本操作——细胞冻存



标记 ：细胞名称； 代次； 冻存人姓名； 冻存时间

细胞冻存的步骤



1. 冻存液现配现用或者使用无血清冻存液；

2. 冻存细胞处于对数生长期，细胞活率大于90%；

3. 冻存的细胞保证无微生物污染，有条件冻存前做支原体

检测；

4. 最好使用程序降温盒，每分钟下降1 ° C，遵循“ 慢冻 ”原

则；

5. 冻存记录要标记好细胞的种类 、代次 、时间和姓名；

6. 冻存细胞应尽快转入液氮，不要在 - 80 ° C冰箱放置超过一

个月

细胞冻存的注意事项
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细胞形态异常-人肾上皮细胞系

293T 正常形态 293T 异常形态 293T 异常形态

细胞生长缓慢，贴壁效果差，形态不饱满，聚团，触角多且长



细胞形态异常-人慢性粒细胞白血病细胞系

K562 正常形态 K562 异常形态 K562 异常形态

细胞边缘呈现不规则突起，亮度不均匀，大小不均一，碎片细胞多



细胞形态异常-非污染造成的细胞生长异常

细胞生长异常的可能原因及解决方案

· 细胞老化——正常生理老化不可逆，须更换更低代数细胞或购买新的细胞系

· 渗透压和pH改变——尽量购买液体培养基和商业化无菌试剂溶液，自配试剂注意pH调节

· 胰酶消化过度——选择合适的胰酶浓度和消化时间

· 离心过度——选择合适的离心速度和离心时间

· 血清或者药物刺激——更换血清品牌批次或增大血清浓度

· 缺乏营养引发自噬——增加血清浓度/选择质量好的血清/缩短更换培养基的时间



细胞常见污染及防治



细胞常见污染及防治



特点 ：一般在污染后48 ~72h爆发式增殖 ，培养液变浑浊 ， 呈黄色 ，细菌在显微镜下呈细沙状

危害 ：产生大量酸性物质 ，细胞内颗粒增多 ，胞质中出现大量堆积物 ，细胞生长变慢 ，大量

死亡

细菌污染



特点 ：短期内培养液不浑浊 ，后期污染严重时形成白色或黄色漂浮物； 镜下可见丝状、 管状或

树枝状菌丝 ，纵横交错 ，念珠菌或酵母菌形态呈卵圆形；

危害 ：导致培养液浑浊； 与细胞营养缺乏 ， 并释放次级代谢物毒害细胞； 细胞活力变差 ，生长

速度变慢

真菌污染



特点： 支原体污染具有隐蔽性 ， 可以与细胞长期共存 ，培养基一般不浑浊； 不能用肉眼和光

学显微镜观察到；

危害 ：细胞增殖减慢，饱和密度下降，细胞形态异常，细胞出现萎缩和碎片化； 吸收、 破坏培

养基中的精氨酸 ，抑制细胞生长、 引发细胞凋亡， 造成细胞活性降低、 脱落等现象； 常规的

MTT实验结果会收到严重干扰； 可显著改变某些基因的表达水平

支原体污染



特点 ：起初对细胞并无影响 ，与细胞共生 ， 随细胞传代而传代 ，通常抗生素对其无效； 在低倍

显微镜下通常为 黑色点状或碎片状； 高倍镜下 ，在原地进行布朗运动； 一般情况下 ，细胞数量

与黑胶虫数量呈负相关关系；

危害 ：与细胞竞争行性生长 ，对细胞生长不利 ，严重时导致细胞死亡

黑胶虫污染



特点 ：病毒污染的细胞液通常清亮无变化，大部分被污染的细胞也不会产生形态及病理现象，小部

分病毒会造成细胞变圆、肿胀、脱落。病毒清除是十分困难的，一旦不幸被污染，只能更换新的高

质量细胞株

危害 ：尽管病毒污染的细胞不影响原代培养，但对于疫苗开发等相关研究是不安全的

病毒污染



特点 ：在两种或两种以上细胞的实验中，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，使一种细胞被另一种细胞污染，镜下观察出现明显的不同种形态的细胞，或表型不一致的细胞

危害 ：研究对象的错误选择对后续实验结果造成影响

细胞交叉污染



细胞常见污染及防治

应对策略：污染的细胞和试剂更换，对培养箱，水盘，水浴锅等，用除菌剂处
理，可用琼脂平皿检测生物安全柜和空气质量

对于重要细胞：用DBSS清洗三遍，消化离心后清洗两遍，重新接种后用高浓度
抗生素培养基，重复三次，换成无抗生素培养基培养三次，观察细胞状态



细胞污染的预防



细胞污染的预防

常用消毒剂：

➢ 高效消毒剂：甲醛、戊二醛、过氧化物类、环氧乙烷等，可有效杀死各种细菌繁殖体及芽孢，

真菌，病毒等；

➢ 中效消毒剂：乙醇、含碘化合物、酚类，能杀灭除芽孢以外的各种微生物；

➢ 低效消毒剂：季铵盐类、二胍类，只能杀死部分细菌繁殖和病毒；

最常用的消毒剂为乙醇，适用于操作台面和操作者皮肤，工作浓度为70-80%



感谢聆听
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