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一、产品概述  

1.  产品名称  

通 用 型 无 血 清 贴 壁 培 养 基 （ 适 用 于  HEK29 3 T 、 NIH/3 T3 、 B HK -2 1 、

C HO -K1 、 Vero 、 He La  等 贴 壁 细 胞 ）  

2.  产品简介  

本 产 品 为 化 学 成 分 明 确 、 无 动 物 源 （ ADC F ）、 无 血 清 、 低 蛋 白 的 完 全

培 养 基 ， 专 为 贴 壁 细 胞 悬 浮 驯 化 、 稳 定 贴 壁 增 殖 优 化 。 全 程 无 需 胎 牛 血 清 、

无 需 动 物 源 添 加 剂 ， 可 直 接 支 持 293 T 、 3 T3 等 贴 壁 细 胞 稳 定 传 代 、 复 苏 、

冻 存 、 瞬 时 转 染 、 慢 病 毒 / AAV 包 装 、 重 组 蛋 白 表 达 及 稳 株 筛 选 。 体 系 稳 定

性 强 、 细 胞 活 率 高 、 贴 壁 牢 固 、 转 染 与 病 毒 包 装 效 率 稳 定 ， 可 满 足 科 研 常

规 培 养 及 体 外 规 模 化 制 备 需 求 。  

3.  产品规格与储存  

规 格 ： 5 00  m L/ 瓶 、 1  L / 瓶 （ 液 体 即 用 型 ， 无 需 额 外 添 加 组 分 ）  

储 存 条 件 ： 2 – 8 ℃ 避 光 密 封 保 存 ， 严 禁 冷 冻 、 严 禁 反 复 冻 融  

有 效 期 ： 未 开 封 12 个 月 ； 开 封 后 2 – 8 ℃ 保 存 ， 建 议 1 个 月 内 用 完  

运 输 方 式 ： 蓝 冰 低 温 运 输 ， 收 货 后 立 即 转 入 2 – 8 ℃ 冷 藏 保 存  
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二、适用范围  

适 配 细 胞 ： HEK2 9 3T 、 NIH/3 T3 、 B HK -2 1 、 C HO -K 1 、 Vero 、

He La 等 主 流 贴 壁 细 胞 。  

适 用 场 景 ： 常 规 细 胞 传 代 培 养 、 细 胞 复 苏 与 冻 存 、 无 血 清 细 胞 驯 化 、

瞬 时 转 染 实 验 、 慢 病 毒 / AAV 病 毒 包 装 、 重 组 蛋 白 表 达 、 稳 定 细 胞 株 筛 选 。  

禁 止 用 途 ： 本 产 品 仅 用 于 科 研 体 外 细 胞 培 养 ， 不 可 用 于 人 体 临 床 注 射 、

治 疗 、 诊 断 及 体 内 实 验 。  
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三、培养条件与培养基预处理  

1.  标准培养环境  

培 养 温 度 ： 37 ℃ ； CO ₂浓 度 ： 5 % ； 相 对 湿 度 ： 95 % 饱 和 湿 度  

培 养 器 皿 要 求 ： 优 先 选 用 Ce l lB IND 、 TC 处 理 高 贴 壁 培 养 瓶 / 板 ； 普

通 未 包 被 器 皿 ， 需 提 前 用 重 组 纤 连 蛋 白 0 .5 – 1  μ g/ cm ² 室 温 包 被 6 0  min ，

弃 包 被 液 后 备 用 ， 保 障 无 血 清 体 系 细 胞 贴 壁 效 果 。  

2.  培养基预处理规范  

1 .  取 出 冷 藏 培 养 基 ， 3 7 ℃ 水 浴 预 热 15 – 2 0  min ， 温 和 预 热 ， 避 免 高

温 久 置 、 暴 晒 。  

2 .  全 程 生 物 安 全 柜 无 菌 操 作 ， 本 产 品 为 完 全 培 养 基 ， 无 需 添 加 血 清 、

额 外 谷 氨 酰 胺 、 常 规 抗 生 素 。  

3 .  接 种 前 将 培 养 基 加 入 培 养 器 皿 ， 放 入 培 养 箱 平 衡 30  mi n 以 上 ， 稳

定 p H 值 与 温 度 ， 减 少 细 胞 应 激 。  
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四、核 心 优 化 操 作 ： 细 胞 驯 化 、 复 苏 、 传 代 、 冻 存 （ 无 血

清体系专属）  

1.  快速细胞驯化（血清体系转无血清体系，优化缩短周期）  

适 用 ： 原 本 使 用 10 % FBS 血 清 培 养 基 培 养 的 29 3 T 、 3 T3 等 贴 壁 细 胞 ，

跳 过 传 统 冗 长 梯 度 ， 3 代 快 速 完 成 驯 化 ， 稳 定 性 更 强 。  

第 1 代 （ 过 渡 ）： 5 0% 含 血 清 完 全 培 养 基  +  50 % 本 款 无 血 清 贴 壁 培

养 基 ， 正 常 密 度 接 种 培 养  

第 2 代 （ 适 配 ）： 2 0% 含 血 清 完 全 培 养 基  +  80 % 本 款 无 血 清 贴 壁 培

养 基 ， 正 常 传 代  

第 3 代 （ 完 全 驯 化 ）： 10 0% 无 血 清 贴 壁 培 养 基 培 养  

备 注 ： 完 全 无 血 清 培 养 后 ， 稳 定 传 代 3 – 5 代 ， 细 胞 形 态 、 增 殖 速 率 稳

定 后 ， 即 可 正 常 开 展 复 苏 、 冻 存 、 转 染 、 病 毒 包 装 等 实 验 。  

2.  细胞复苏操作（无血清专属优化，低应激、高贴壁率）  

无 血 清 体 系 细 胞 复 苏 耐 受 性 更 低 ， 需 提 高 接 种 密 度 、 彻 底 去 除 DM SO 、

减 少 机 械 应 激 ， 杜 绝 飘 亡 、 不 贴 壁 问 题 。  

1 .  前 期 准 备 ： 无 血 清 培 养 基 3 7 ℃ 充 分 预 热 ， 培 养 器 皿 提 前 包 被 处 理 备

用 。  

2 .  冻 存 管 快 速 复 苏 ： 3 7 ℃ 水 浴 快 速 晃 动 融 化 1 – 2  m in ， 仅 留 微 小 冰
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粒 即 刻 取 出 ， 避 免 室 温 久 置 损 伤 细 胞 。  

3 .  温 和 稀 释 ： 将 细 胞 悬 液 缓 慢 滴 入 5  m L 预 热 新 鲜 无 血 清 培 养 基 中 ，

轻 柔 混 匀 ， 梯 度 稀 释 DMSO ， 禁 止 直 接 高 浓 度 离 心 。  

4 .  离 心 纯 化 ： 300 × g 离 心 5  min ， 彻 底 弃 除 上 清 ， 完 全 去 除 DMSO

残 留 。  

5 .  接 种 铺 板 ： 新 鲜 无 血 清 培 养 基 轻 柔 重 悬 细 胞 ， 精 准 密 度 接 种 ： 29 3 T ：

1 .8 × 10 ⁵ ～ 2 .2 × 10 ⁵  c e l l s / cm ² ； NIH/ 3 T3 ： 1 .2 × 1 0 ⁵ ～ 1 .5 × 10 ⁵  

ce l l s / cm ² 。  

6 .  静 置 培 养 ： 放 入 培 养 箱 后 48  h 内 严 禁 挪 动 、 晃 动 培 养 器 皿 ； 培 养

36  h 进 行 半 量 换 液 ， 清 除 凋 亡 细 胞 碎 片 ， 提 升 细 胞 存 活 率 。  

关 键 要 点 ： 无 血 清 体 系 绝 对 不 能 使 用 血 清 培 养 的 低 密 度 复 苏 方 式 ， 密

度 不 足 会 直 接 导 致 细 胞 不 贴 壁 、 大 面 积 漂 浮 死 亡 。  
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3.  常规传代操作（无血清专用，Tr ypLE 消化体系）  

最 佳 传 代 窗 口 期 ： 细 胞 汇 合 度 80 % – 85% ， 对 数 生 长 期 传 代 ， 严 禁

100 % 满 层 汇 合 ， 避 免 细 胞 接 触 抑 制 、 老 化 、 脱 落 。  

1 .  清 洗 除 杂 ： 弃 旧 培 养 基 ， 无 菌 DPB S 清 洗 细 胞 单 层 1 次 ， 彻 底 去 除

代 谢 废 物 与 残 留 抑 制 物 ， 提 升 消 化 效 率 。  

2 .  无 动 物 源 消 化 ： 加 入 Tr y p LE  E xp re s s 消 化 液 （ T2 5 培 养 瓶 1  m L 、

T75 培 养 瓶 3  m L ）， 37 ℃ 精 准 消 化 ： 2 93T 消 化 2 – 2 .5  m in ； NIH/3 T3

消 化 3 – 3 .5  m in （ 3T3 细 胞 贴 壁 更 牢 ， 需 适 当 延 长 消 化 时 间 ）。  

3 .  温 和 终 止 ： 显 微 镜 观 察 80 % 细 胞 变 圆 、 边 缘 收 缩 ， 立 即 加 入 等 体 积

本 款 无 血 清 培 养 基 轻 柔 吹 打 终 止 消 化 ， 无 需 血 清 终 止 。  

4 .  制 备 悬 液 ： 轻 柔 吹 打 瓶 壁 3 – 5 次 ， 制 成 均 匀 单 细 胞 悬 液 ， 避 免 过 度

吹 打 产 生 细 胞 碎 片 。  

5 .  离 心 分 瓶 ： 3 00 × g 离 心 5  m in ， 弃 上 清 ， 新 鲜 无 血 清 培 养 基 重 悬 ，

按 比 例 分 瓶 ： 293 T ： 1 :3 ～ 1 :4 ； NIH/ 3T3 ： 1 :5 ～ 1 :6 （ 3 T3 增 殖 快 、 易

接 触 抑 制 ， 需 高 比 例 传 代 ）。  

6 .  常 规 维 护 ： 补 全 培 养 基 后 放 入 培 养 箱 ， 稳 定 培 养 4 8 – 72  h 完 成 一

轮 增 殖 传 代 。  

常 见 问 题 修 正 ： 出 现 漂 浮 细 胞 ， 可 通 过 提 升 接 种 密 度 、 提 前 包 被 器 皿 、

缩 短 消 化 时 间 、 严 格 把 控 传 代 汇 合 度 解 决 。  
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4.  无 血 清 体 系 细 胞 冻 存 （ 配 套 专 用 冻 存 方 案 ， 无 血 清 、 无 动

物源）  

适 配 本 培 养 基 专 用 冻 存 液 ， 全 程 无 FB S ， 匹 配 无 血 清 细 胞 特 性 ， 复 苏

存 活 率 更 高 。  

冻 存 液 自 配 配 方 ： 9 0% 本 款 无 血 清 完 全 培 养 基  +  1 0% 细 胞 级 高 纯

DM SO ， 现 配 现 用 ， 严 禁 添 加 血 清 。  

1 .  冻 存 细 胞 筛 选 ： 选 取 对 数 生 长 期 、 细 胞 活 率 ≥ 92% 、 汇 合 度 7 5% –

80% 的 健 康 细 胞 ， 杜 绝 老 化 、 密 集 、 状 态 不 佳 细 胞 冻 存 。  

2 .  细 胞 制 备 ： 按 常 规 传 代 步 骤 消 化 、 终 止 、 离 心 ， 收 集 纯 净 细 胞 沉 淀 。  

3 .  重 悬 分 装 ： 用 预 配 无 血 清 冻 存 液 轻 柔 重 悬 细 胞 ， 调 整 终 密 度 为 1 .0

× 10 ⁶～ 1 .5 × 10 ⁶  c e l l s / m L ， 每 支 冻 存 管 分 装 1  mL 悬 液 。  

4 .  梯 度 降 温 程 序 （ 优 化 复 苏 存 活 率 ）： 室 温 静 置 20  min  →  4 ℃ 冷 藏

30  m in  →  -20 ℃ 冷 冻 2  h  →  转 入 -80 ℃ 冰 箱 过 夜  →  次 日 移 入 液 氮 罐 长

期 保 存 。  

储 存 说 明 ： -80 ℃ 仅 可 短 期 存 放 （ ≤ 3 个 月 ）， 长 期 保 种 必 须 存 放 于 液 氮

中 ， 保 障 细 胞 活 性 稳 定 。  

5.  293T 细胞转染与病毒包装专项适配  

1 .  转 染 时 机 ： 细 胞 汇 合 度 7 0% – 80% 对 数 生 长 期 ， 换 新 鲜 无 血 清 培 养

基 培 养 2 – 4  h 后 开 展 转 染 。  
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2 .  转 染 试 剂 ： 适 配 无 血 清 体 系 试 剂 （ PE I 、 S in ofe c t io n 等 ）， DNA

与 转 染 试 剂 比 例 1 :2 – 1 :4 ， 按 需 优 化 。  

3 .  后 期 培 养 ： 转 染 后 6 – 8  h 更 换 新 鲜 无 血 清 培 养 基 ， 持 续 培 养 48 –

72  h 收 集 病 毒 上 清 ， 常 规 病 毒 滴 度 可 达 10 ⁸ – 10 ⁹  TU/ m L 。  

6.  3T3 细胞专属培养要点  

1 .  3 T3 细 胞 对 p H 高 度 敏 感 ， 培 养 基 必 须 充 分 平 衡 ， 严 格 把 控 p H 

7 .2 – 7 .4 ， 避 免 p H 异 常 导 致 生 长 停 滞 、 脱 落 。  

4 .  严 格 控 制 传 代 比 例 与 密 度 ， 避 免 高 密 度 接 触 抑 制 引 发 细 胞 衰 老 、 形

态 异 常 。  

5 .  禁 止 长 时 间 高 密 度 培 养 ， 每 3 – 4 天 固 定 传 代 一 次 ， 维 持 稳 定 对 数 增

殖 状 态 。  
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五、注意事项  

1 .  全 程 严 格 无 菌 操 作 ， 所 有 实 验 操 作 必 须 在 合 格 生 物 安 全 柜 内 完 成 ，

杜 绝 微 生 物 污 染 。  

2 .  培 养 基 仅 37 ℃ 温 和 预 热 ， 禁 止 高 温 加 热 、 煮 沸 ， 防 止 活 性 添 加 剂 失

活 。  

3 .  本 体 系 为 无 血 清 优 化 配 方 ， 禁 止 随 意 添 加 血 清 、 杂 蛋 白 及 无 关 添 加

剂 ， 避 免 破 坏 体 系 平 衡 、 影 响 细 胞 贴 壁 与 转 染 效 率 。  

4 .  消 化 优 先 使 用 无 动 物 源 Tr y p LE 消 化 液 ， 不 建 议 使 用 普 通 含 动 物 源

胰 酶 ， 适 配 无 血 清 培 养 体 系 。  

5 .  开 封 后 培 养 基 建 议 分 装 使 用 ， 减 少 反 复 开 盖 污 染 与 活 性 流 失 。  

 


