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细胞培养试剂的配制

一、Hank’s液配方：
KH2PO4 0.06g，
NaCl 8.0g，
NaHCO3 0.35g，
KCl 0.4g，
葡萄糖1.0g，
Na2HPO4·H2O 0.06g，
加H2O至 1000ml

注：Hank’s液可以高压灭菌。4℃下保存。
二、磷酸盐缓冲液(PBS)的配制
母液的配制：
0.2M Na2HPO4：称取71.6g Na2HPO4-12H2O，溶于1000ml 水
0.2M NaH2PO4：称取31.2g NaH2PO4-2H2O，溶于1000ml水
各种浓度PB(pH=7.4)的配制：
先配 0.2M PB (pH=7.4，100ml)：取19ml 0.2mol/L 的 NaH2PO4，
81ml 0.2mol/L 的 Na2HPO4, 即可。
然后只需将0.2M PB (pH=7.4)按相应比例适当稀释即可，如：
0.1M  PB（PH=7.4）：取500ml 0.2M PB，加水稀释至1000ml 即可。
0.01M PB（PH=7.4）：取50ml 0.2M PB，加水稀释至1000ml 即可。
0.02M PB（PH=7.4）：取100ml 0.2 M PB，加水稀释至1000ml 即可。
若需要NaCl的话，加入NaCl至0.9%（g/100ml）即可。
三、胰蛋白酶溶液的配制
配制胰蛋白酶时，要注意药品的牌号，活性及保存时间。不同的牌号、质量会有差别，更重要的应注意酶的活性。配制时，应按所标活性(一般活性为1：250)配制最适浓度的溶液。
配制方法下：
0．25％胰蛋白酶(活性1：250)溶液的配制：
1：250 胰蛋白酶 0.25g

Hank 液 100ml

配制时，先用少量Hank 液溶解胰蛋白酶，然后再将余液加入。置于370C 水浴中，溶解lh(时间长短取决于溶解程度，待溶液全部透彻清亮为止)。溶解后，用除菌滤器过滤，无菌分装，密封，贴好标签，置于低温冰箱(-20℃)保存。使用前，用7.4％NaHCO3 调PH 至7.6-7.8。
四、0.25％胰蛋白酶-0.02％EDTA混合消化液
    胰蛋白酶(Trypsin)粉                 0.25g

    EDTA粉                              20.0mg

    0.01mol／L PBS                      100ml

先用少量PBS溶解胰蛋白酶，然后将EDTA粉末和剩下的液体加入混合，置37℃水浴中1小时左右(待彻底溶解，液体呈透明为止)，用滤器过滤，分装置-20℃冰箱中保存。
五、青(100单位／m1)-链霉素(0.1mg/ml)的配制
配制时，将上述两种药品溶解于生理盐水(或Hank 液)100ml 中。然后用除菌滤器过滤(或在无菌间内，用灭菌的盐水配制亦可)，分装于青霉素瓶中，放冰箱(或-20℃)保存，备用。
使用时，可按100单位/m1 稀释。
青霉素：80万单位／m1一瓶用培养液8ml稀释，备用。
链霉素：1g一瓶用培养液2ml稀释，备用。
保存：4℃或-20℃保存。
500ml培养液加入以上配好的0.5ml青霉素，0.1ml链霉素。
六、0.5％台盼蓝染液的配制
台盼蓝0.5g，溶于100mlPBS液中。待溶解后，过滤以去除不溶解的杂质。
检查细胞活力时，取20ul细胞悬液加20ul台朌蓝染液，3～5分钟后观察及用计数板计数，此时，活细胞透明无色，死细胞被染成均匀蓝色，但不得超过15min。
七、血清灭活
1、从冰箱中取出血清瓶，放入装有清水的盆中，放入4度冰箱中自然融化；
2、融化后尽快把血清瓶放入56℃水浴中，水面超过血清面约1～2cm；
3、每5分钟晃动血清瓶，摇匀血清。灭活30分钟后，取出血清，放入冷水浴中复温。冻存于-20℃或分装后冻存。
注：血清必需先经灭活补体后才能使用。血清在-20度可保存1～2年。
原代细胞培养

1. 剪切组织 
先将所取得的组织，用D-Hanks或Hanks液清洗，以去除表面血污，并用手术镊去除粘附的结缔组织等非培养所需组织。再次清洗后，用手术剪将组织剪成若干小块，移入青霉素小瓶或小烧杯中，加入适量缓冲液，用弯头眼科剪，反复剪切组织，直到组织成糊状，约1mm3大小。静置片刻后，用吸管吸去上层液体，加入适当的缓冲液再清洗一次。
2. 消化分离 
消化分离的目的是将细小的组织块消化分离成细胞团或分散的单个细胞，以利于进一步的培养，常用的消化酶有胰蛋白酶和胶原酶。
3. 培养
    细胞悬液用计数板进行细胞计数，用培养液将细胞数调整为2～5×105 cells／m1，或实验所需密度。分装于培养瓶中，使细胞悬液的量以覆盖后略高于培养瓶底部为宜。置CO2培养箱内，5％CO2，37℃静置培养。一般3～5d，原代培养细胞可以粘附于瓶壁，并伸展开始生长，可补加原培养液量1／2的新培养液，继续培养2～3 d后换液，一般7～14 d可以长满瓶壁，进行传代。 
注意事项：
　　1. 无菌操作 细菌或霉菌污染是培养失败的常见原因，必须加强各个环节的无菌操作观念，以预防为主，一旦污染，一般是很难消除。 
　　2. 培养液所用的培养液必须满足细胞生存和生长的必要条件。由于细胞来源的动物种类、组织类型不同，对培养液的要求有一定的差异，必要时可用预实验的方法选择适当的培养液。
　　3. 小牛血清 小牛血清对于维持培养细胞的生存和促进细胞增殖起着关键性作用。可选择多种不同批号的小牛血清进行小样分析。一旦确定某一厂家的某一批号小牛血清后，就保持应用至实验完成。
　　4. 胶原酶溶液 必须新鲜配制，贮存时间过长(即使是-20℃低温保存)，也将影响消化效力，导致消化时间过长，细胞损伤增加。
　　5. L—谷氨酰胺 几乎所有细胞对谷氨酰胺都有较高的要求，细胞需要谷氨酰胺合成核酸和蛋白质，在缺少谷氨酰胺时，细胞会因生长不良而死亡。谷氨酸胺在溶液中很不稳定，加有谷氨酰胺的培养液在4℃冰箱贮存两周以上时，就应重新加入原来量的谷氨酰胺。
　　6. 静置培养 原代细胞在消化分离后，置于CO2培养箱的头24-48h (必要时72 h)内，应处于绝对静置状态，切忌不时地取出培养瓶观察生长状况，这将使原代分离细胞难以贴壁，更谈不上伸展和增殖。这对初学者尤应注意。不必担心培养液中的营养成份会消耗光，在细胞增殖之前对营养的要求并不大。原代培养初期仅加一薄层培养液的目的也在于有利于细胞贴壁伸展。
　　7. 消化时间 一般消化至肉眼尚可见微小组织颗粒即可，因为此时组织颗粒已经松散，略经吹打即成细胞团或单个细胞，过久的消化往往导致细胞损伤加重，细胞培养成活率降低。
　　8. 其它生长因子经过以上处理，一般原代分离细胞培养均可以成功。对于少数特殊类型细胞也可以考虑加一些特殊的生长因子。如胰岛素能促使细胞摄取葡萄糖和氨基酸。另外,内毒素、EGF、FGF等均有促有丝分裂作用，但费用较高。

细胞传代培养

1．吸掉或倒掉培养培养瓶内旧培养液。
　　2．向瓶内加入胰蛋白酶液和EDTA混合液少量。以能覆盖培养瓶底为宜。
　　3．置37℃孵箱或室温（25℃温度）下进行消化,2～5min后把培养瓶放在倒置显微镜下进行观察,当发现胞质回缩、细胞间隙增大后，应立即中止消化。
　　4．吸出消化液，向瓶内加入Hanks液少量，轻轻转动培养瓶，把残留消化液冲掉，然后再加培养液。如果仅使用胰蛋白酶消化,在吸除胰蛋白液后,可直接加入少量含血清的培养液,终止消化。
　　5．使用弯头吸管，吸取瓶内培养液，按顺序反复轻轻吹打瓶壁细胞，使之从瓶壁脱离形成细胞悬液。吹打时动作要轻柔，以防用力过猛损伤细胞。
　　6．用计数板计数后，分别接种于新的培养瓶中，置CO2培养箱中进行培养。
　　7．细胞培养换液时间应根据细胞生长的状态和实验要求来确定。一般2～3天后应换一次生长液。待细胞铺满瓶皿底面，即可使用。也可继续传代扩大培养或换成维持液。
注意事项：
　　1. 掌握好细胞消化的时间，消化时间过短时，细胞不宜从瓶壁脱落，过长的消化会导致细胞脱落、损伤。
　　2. 掌握好消化浓度，当消化液浓度过高时，消化时间应缩短，过低时细胞消化时间相对延长。
体内细胞培养
1．瘤细胞悬液接种
　　（1）无菌选取生长良好(有光泽，淡红色)瘤组织或对数生长期培养肿瘤细胞。
　　（2）在PBS中将瘤组织剪碎后用匀浆器研磨，经80～100目筛网过滤成单细胞悬液。
　　（3）培养细胞应用PBS洗两遍。
　　（4）计数并调整细胞浓度至107～108／m1。
　　（5）常规消毒后，于接种部位(通常为背部或腋窝腹股沟皮下)用医用注射器皮下潜行一段后注入细胞悬液(0.1m1／部位，＞106细胞)。初次接种成功率低，细胞数尽可能多一些。
　　（6）次日注意观察。动物一般情况，初次接种一般有一段较长的潜伏期，以后随着传代潜伏期逐渐缩短，最后固定为一个相对稳定的时间。
2．腹水瘤的建立与腹水瘤的接种
　　将实体瘤细胞直接种于小鼠腹腔、腹壁或其它部位，引起腹水，腹水中含有瘤细胞，将这种腹水反复传代，即可成为腹水瘤。初次传代时，腹水常呈血性(含大量红细胞)，反复传代后腹水逐渐变成乳白色。
　　（1）将冻存或培养的腹水瘤细胞离心和洗涤。细胞计数。
　　（2）消毒动物，左下腹穿刺接种106腹水瘤细胞。
　　（3）接种腹水瘤细胞后约7～12天，待小鼠腹部明显膨大。用碘酒棉球消毒小鼠腹部，用9号针头抽取腹水，也可行腹部解剖后，用滴管吸取。每只小鼠可抽3～5ml。
　　（4）抽取的腹水经3000rpm离心15min，收集上清，分装冻存备用。
　　
培养细胞的冻存及复苏
　　细胞低温冻存是培养室常规工作和通用技术。细胞再次长到覆盖率80-90%左右，将其消化后，常规冻存（冻存液要现配）。细胞冻存在-196℃液氮中，储存时间几乎是无限的，若细胞冻存在-152℃，保存期为一年，一年内需复苏重新冻存，冻存复苏的原则是慢冻快融。
1．冻存细胞 
（1）选对数增生期细胞(证明无支原体污染)，在冻存前1d换液。
（2）按常规方法把培养细胞制备成悬液，计数，使细胞密度达5×106／m1左右密度，离心，去上清。
（3）加入配制好的冻存液（培养液6.8ml，小牛血清2ml，DMSO 1ml，5.6%NaHCO3 0.1ml），按与去上清相同的量一滴一滴加入离心管中,然后用吸管轻轻吹打令细胞重悬。冻存细胞时培养液中加入保护剂10％二甲基亚砜(DMSO) 或甘油，可使冰点降低，使细胞内水分在冻结前透出细胞外。
（4）分装于无菌冻存管中，每管加1.5m1悬液。
（5）旋好冻存管并仔细检查，一定要盖紧，作好标记。
（6）冻存：在特殊的仪器或简易的液氮容器中，按-1℃／min的速度,在30～40 min时间内,下降到液氮表面，再停30 min后，直接投入液氮中。要适当掌握下降冷冻速度，过快能影响细胞内水分透出，太慢则促进冰晶形成。或将细胞冻存于-152℃冰箱。
　　操作时应戴防护眼镜和手套，以免冻伤。
2. 复苏细胞
（1）从罐中取出冻存管。
（2）迅速放入36～37℃水浴，不时摇动，使其急速融化，30～60s内完成。
（3）冻存管用70％酒精擦拭消毒后,打开盖子,用吸管将细胞悬液注入离心管中,再滴加10 m1培养液。
（4）低速离心(500～1000r／min) 5 min，去上清后再用培养液洗一次。
（5）用培养液适当稀释后，装入培养瓶37℃培养，次日更换一次培养液后，继续培养。以后仍按常规进行培养。
　　冻存细胞数量要充分，密度应达到107／m1，在融后稀释20倍后，仍能保持5×105个／m1数量。
用滤膜滤器过滤液体除菌
1、将滤膜放入去离子双蒸水中浸泡。用镊子取出滤膜，装入小滤器中，扭紧后再松开一圈（不锈钢滤器螺丝不要拧太紧）。高压蒸气灭菌，其后自然干燥。
2、使用前先拧紧小滤器，10ml注射器接上小滤器上口，加入2ml待滤液体，推上针芯，并保留数毫升气体。推压针芯，液体滤尽后，继续适当用力推压，针芯有弹性并不能将气体推尽，则表明此滤器滤膜是安装完好的。
3、正式过滤待滤液体。滤完后再次推空气，如有阻力，表明过滤过程中滤膜保持完好。打开小滤器，再次检查滤膜是否完好。如果发现滤膜破损，应重新过滤。
注：
1．小滤膜器使用方便，适于少量液体过滤（也可选用一次性滤器）；
2．有些有机物质（如DMSO）可溶解滤膜，因而不能使用；
3．市场上有成品出售，可直接应用，但仍应在过滤前后用推注气体的方法检测滤膜是否完好；一些大分子蛋白质可以粘在滤膜上，损失很大，可以先用少量血清或蛋白质冲洗一下滤膜，可减少这种损失。
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