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通用肿瘤细胞无血清培养基套装使用说明书

【产品名称】

通用肿瘤细胞无血清培养基套装

【用途与描述】

通用肿瘤细胞无血清培养基套装，可用于培养多种肿瘤细胞系（如 Hela，A549，HepG2，SP2/0）和其他细胞系（MDCK，

Jurkat，Vero，LLC-MK2），更适合研究癌症和其他疾病。本产品仅限科研使用，不得用于诊断、治疗、临床及其它用途。

与传统基础培养基（RPMI1640、DMEM 和 F12）相比，使用本产品无需添加血清或血清替代物，同样可以很好地支持

细胞生长，维持细胞活性。大多数细胞系无需适应即可直接从常规培养基过渡到通用肿瘤细胞无血清培养基。

【主要组成成份】

氨基酸、维生素、无机盐、微量元素、生长因子、贴壁因子、重组人转铁蛋白、重组人胰岛素等。

【产品设计原理】

在诸如 DMEM/F12、MEM、M199 等基础培养基之上，添加了各种氨基酸、维生素、无机盐、微量元素、生长因子、贴壁因子、

重组人转铁蛋白、重组人胰岛素，适用于培养肿瘤细胞，可保持细胞正常的形态与扩增倍数。

【规格与保存】

产品名称 产品货号 包装规格 保存条件 保质期限

通用肿瘤细胞无血清培养基基础 NC0306 500 mL/ 瓶 2-8℃，避光 12 个月

通用肿瘤细胞培养基添加剂 NC0306.S 冻干粉 2-8℃，避光 12 个月

【产品性能指标】

    1.从细胞培养综合评价（以Hela细胞为例）

Hela 细胞 方法 标准 结果

细胞形态 镜检 背景干净，细胞形态规则、饱满发亮 符合要求

细胞贴壁时间 镜检 <4 小时 <4 小时

连续传代 细胞培养 连续传代 10 次，细胞形态正常，增殖速度正常 符合要求
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【使用前特别提示】

    1. 本产品的使用方法与血清培养基及血清替代物培养基相比，有些细胞可能需进行驯化操作。

1.1 直接适应

通常情况下，在传统血清培养基中培养的肿瘤细胞或其他细胞系可以直接传代至友康通用肿瘤细胞无血清完全培养基中

进行培养。具体操作如下：

(1) 弃原细胞培养液，直接换成通用肿瘤细胞无血清完全培养基，连续培养 2~3 代次适应后，即可进行攻毒、药物筛选

等实验。

(2) 如果在 3~5 代次监测到细胞形态变差、扩增倍数降低，即可使用间接适应方法。

1.2 间接适应

极少数情况下，有些细胞直接替换为友康通用肿瘤细胞无血清完全培养基后不能正常生长，具体表现为传代后细胞状态

变差，死亡率逐渐变高，形态发生改变。这种情况下，建议改用间接适应的方法。具体操作如下：

(1) 弃原细胞培养液，换含 5%FBS 肿瘤细胞无血清完全培养基培养，待细胞融合度达 80% 左右后，进行传代培养；

(2) 待细胞成良好致密单层时，对细胞进行传代，降低胎牛血清使用量至 3%，使用该浓度血清连续传代 2~3 次，然后

继续降低血清使用量；

(3) 待细胞生长增殖、贴壁率等与使用高浓度血清培养效果无显著差异时，继续传代，降低血清浓度至 1%；

(4) 一般使用含 1%FBS 肿瘤细胞无血清完全培养基培养 2~3 代，转至通用肿瘤细胞无血清完全培养基，即可进入正常

培养程序。

【通用肿瘤细胞无血清培养基准备】

取 5mL 通用肿瘤细胞无血清培养基基础 , 置于通用肿瘤细胞培养基添加剂瓶中，使得通用肿瘤细胞培养基添加剂彻底溶

解后，转入 500mL/ 瓶通用肿瘤细胞无血清培养基基础即成为通用肿瘤细胞无血清完全培养基。由于包装瓶壁及吸取枪头有

残留，建议再次取出适量培养基润洗通用肿瘤细胞培养基添加剂瓶子。

通用肿瘤细胞无血清完全培养基 2~8° C 可避光保存 30 天，由于蛋白在溶液中易降解，所以最好能在 2 周内用完，使用

前需在室温下预温 10~30min, 时间不宜过长，切勿强光或紫外照射。科研小量、多次使用时，建议分装成小体积预温使用。

完全培养基配制完成后，不可多次反复预温（控制在 5 次以内），禁止使用超过 30 日未使用完的完全培养基。

    2. 产品指标

外观：橘红色澄清透明液体 ；pH 值：7.0 ～ 8.1；渗透压：320 ～ 350 mOsm/Kg 。

【细胞培养：以Hela细胞，T-25瓶培养体系为例】

    1. 细胞复苏

(1) 从冰箱中取出完全培养基，在生物安全柜或超净台中吸取适量（如 T-25 瓶：5mL）完全培养基沿上表面加入细胞培

养瓶中，然后慢慢将培养瓶放平，备用，在室温中预热培养基 10~30min。

(2) 从液氮中快速取出 1 支 Hela 细胞株，传递至实验室，迅速在水浴锅中复融，可左右晃动以缩短融化时间，一般

1~2min。

(3) 将冻存管表面喷酒精消毒，移入超净工作台中，使用无尘布擦拭表面。将解冻后细胞悬液移入 10mL 完全培养基中。
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【常见细胞系接种、培养和冻存程序推荐】

细胞类型 接种密度（T-25） 传代周期 温和胰酶消化时间
（min）

 冻存规格
（cells/mL）

A549（人肺癌细胞） 2×10 ⁴ cells/cm² 2~3 次 / 周 4~6 2~3×10 ⁶

HepG2（人肝癌细胞） 3.5×10 ⁴ cells/cm² 2~3 次 / 周 6~8 3~5×10 ⁶

Sp2/0（小鼠骨髓瘤细胞） 1×10 ⁵ cells/mL 2~3 次 / 周 / 2~3×10 ⁶

Vero（非洲绿猴肾细胞） 2×10 ⁴ cells/cm² 2~3 次 / 周 4~6 1~2×10 ⁶

MDCK（犬肾上皮细胞） 1.5×10 ⁴ cells/cm² 2~3 次 / 周 5~7 2~3×10 ⁶

LLC-MK2（恒河猴肾细胞） 1.5×10 ⁴ cells/cm² 2~3 次 / 周 3~5 2~3×10 ⁶

Jurkat（人 T 淋巴细胞白血病
细胞） 1×10 ⁵ cells/mL 2~3 次 / 周 / 2~3×10 ⁶

(4) 混匀后立即离心，1000rpm，5min 即可。离心结束后缓慢弃去上清，使用移液枪转移。转移时应缓慢，避免将离

心的细胞吸起来造成浪费。

(5) 弃去上清后，吸取 1mL 完全培养基于离心管中，重悬细胞，混合均匀。取 200 uL，在流式细胞仪上进行计数，结

果作为接种依据。

(6) 将先前预温的 T-25 瓶取出，按照 1.5×10 ⁴ cells/cm² 密度进行接种，取相应量的细胞悬液加入溶液中，不必吹吸，

摇匀即可。瓶上标注：批号、培养时间、细胞代数。

    2.细胞传代

(1) 在超净台中，弃去 T-25 瓶中培养液，加入 5mL 无钙镁离子 PBS 清洗，连续三遍。使用 1mL 移液枪移去残留缓冲液。

(2) 加入 1mL 的友康温和消化酶溶液（货号：NC1004.1），轻轻晃动培养瓶使之浸润所有细胞，置于 37℃培养箱中进

行适度消化。计时 2~5min，在显微镜下观察所有细胞收缩变圆，即可终止消化。

(3) 加入温和酶使用量 2 倍（或以上）体积（≥ 2mL）的肿瘤通用无血清完全培养基来进行终止消化。用移液器轻轻吹

打瓶壁上未完全脱离的细胞，并轻轻吹打混匀，使细胞完全分散。吹打轻柔程度以不起泡沫为准。

(4) 将细胞悬液转移到 15ml 离心管中，1000 rpm 离心 5 min。离心结束后，弃上清，加入 1 mL 完全培养基重悬细胞，

混匀后取 200 uL，用流式细胞仪进行计数，结果作为接种依据。

(5) 按照 1.5×10 ⁴ cells/cm² 密度进行接种，左右、前后各平置晃动 3 下，摇匀后置于 37℃、5%CO2 的培养箱中。

    3.细胞冻存

(1) 取样计数确认细胞密度，宜冻存对数期、细胞活率大于 80% 的细胞。

(2) 细胞培养液 1000 rpm 室温离心 5 min，除尽上清。

(3) 友康无血清冻存液重悬细胞，根据需求调整冻存密度至 2×10 ⁶ cells/mL，冰袋上快速分装。

(4) 分装好的细胞立即放入 -80 ℃冰箱中，24 h 后移入液氮长期保存。

注：因细胞代次、培养环境和操作手法不同，接种密度、消化时间参数仅供参考。
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【用户经常提问的问题与解决方案】

1. 客户对常规培养基（DMEM 或 RPMI1640）+10%FBS 培养细胞效果已经很满意了，为什么要换用友康通用肿瘤细胞

无血清培养基？

答：友康通用肿瘤细胞无血清培养基是不添加血清的合成培养基，批次一致性高，组分稳定，可大量配置。经过大量实                                            

验测试，大多数细胞系无需经历驯化适应程序，可直接转入通用肿瘤细胞无血清培养基中。成本降低，价格波动不大，如果

使用血清，很容易受到周围环境的影响（如天气干旱、血清产量降低等）。解决方法：通过改变加入培养液的方式来解决。

2. 细胞复苏后生长缓慢，传代后细胞状态差？

答：分析可能有以下原因导致：1. 要排除操作失误、冻存细胞状态差和支原体或细菌感染等造成的细胞无法正常生长；2. 细

胞传代时应处于对数生长期；3. 由于细胞刚复苏状态不佳，可能需适应 1 ～ 2 代次。

3. 我现在有很多冻存的细胞，这些细胞原来在别的培养基中培养。不知是否可以直接转入无血清培养基？

答：可以直接转入无血清培养基培养，为了使细胞尽快适应减血清培养，应以较高的起始密度接种，活细胞率达 90%，

并处于对数生长中期。

4. 以友康通用肿瘤细胞无血清培养基套装培养细胞，进行消化传代时，是否可使用商品化胰酶操作？

答：不建议使用商品化胰酶进行消化处理，易对细胞造成损伤，若确需使用，需将商品化胰酶减半稀释为 0.125%，离

心去除残留胰酶。

强烈推荐使用友康温和消化酶（（货号：NC1004.1））消化细胞，经测试，细胞在消化酶中浸润 15 分钟，仍保持高活性，

若有些细胞难于消化，可进行二次胰酶重复消化。

【说明书核准日期】2024年6月18日
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