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血清替代物是一种化学组分确定的细胞培养基添加物，是人和其它动物细胞无血清培养

重要组分，其不含动物血清中的激素与细胞生长因子，所有组分制备过程中不涉及动物来源物

料使细胞培养条件更稳定，细胞产品安全性更高。细胞培养从含血清培养过渡到含血替培养可

能需要一个驯化过程。一般需要经过多次传代，使细胞逐步适应无血清培养条件。已成功驯化

的细胞有：肝上皮细胞，人原代肝实质细胞，VERO，CHO，Hela，人角质细胞，HaCaT，杂交

瘤细胞，HEK293, HEP G2等。

贴壁细胞：

 一步适应法：将细胞直接从含血清培养基中转移到血替培养基中进行。

 阶梯适应法：将细胞从最初的含血清培养基中逐步经过几个阶段，每个阶段将含血清培养

基减半，从而增加无血清培养基的比例。

第一阶段：50% 血清替代物补充培养基+50% 血清补充培养基；

第二阶段：75%血清替代物补充培养基+25% 血清补充培养基；

第三阶段：87.5%血清替代物补充培养基+12.5% 血清补充培养基；

第四阶段：93.75%血清替代物补充培养基+6.25% 血清补充培养基；

第五阶段：96.88%血清替代物补充培养基+3.12% 血清补充培养基；

第六阶段：98.44%血清替代物补充培养基+1.56% 血清补充培养基；

第七阶段：100%血清替代物补充培养基。

注：如果生长过于减缓，回退一步，等生长速度恢复后再进入下一步。

贴壁细胞驯化的关键因素：对细胞培养容器等表面进行涂层，以优化细胞附着；最小化胰

蛋白酶的作用；选择适当的抗生素
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1. 适当的细胞粘附因子涂覆细胞培养容器表面，方法是：

- 使用商业化涂层试剂盒，如Pronectin™ F、MapTRIX™或类似产品。

- 使用纤维连接蛋白或L-多聚赖氨酸涂层

- 胎牛血清 (例如，T25瓶为500ul)，在37℃下孵育过夜，然后用PBS或新鲜培养基洗两次

- 使用其他可提高细胞附着的塑料材料培养容器。

2. 消化细胞

在血替条件下使用胰蛋白酶解离细胞可能会有一些问题，因为它不含胰蛋白酶抑制剂。因

此，终止胰酶活性需要使用胰蛋白酶抑制剂（例如大豆源），为了降低胰酶消化对细胞表

面不可逆损伤，建议使用Accutase。

3. 把细胞以每平方厘米为20000个接种密度接种在之前准备好的完全培养基中。

在适应过程的最初阶段，保持较高密度的生长条件很重要。细胞通常会分泌一系列因子到

胞外，这些因子控制细胞的附着、生长和增殖。而细胞密度对于这些因子在培养基中有效

浓度至关重要。

4. 将细胞孵育并保持在37°C下，直到它们达到80-90%的融合度。在此期间，每2-3天更

换75%的培养基。已孵育过的细胞的培养基（专称条件培养基），无菌过滤后，放置在4°C

冰箱保存，后续会用到。如果细胞在任何时候生长停滞不前，允许它们有更多的时间适应

新的无血清环境。

5. 当细胞接近融合时，以1:2或1:3的比例传代。

对于在血清替代物中的第二次传代，不需要涂层，但强烈建议使用条件培养基（孵育过细

胞的培养基）-这种培养基含有调节附着、扩散、生长和增殖的细胞因子。使用由上一次传

代收集的75%新鲜培养基+25%条件培养基的混合物接种细胞。继续每2-3天供应细胞75%的新

鲜培养基，并按照上述的方法收集条件培养基。

6. 重复步骤5直到细胞表现出与其在血清补充培养基中相似的生长动力学。在此时，细胞

系可以被认为完全适应。这可能需要总共4-6次传代。

7. 从此时开始，可以向培养基中添加抗生素。我们建议使用广谱抗生素庆大霉素；与标准

的青霉素/链霉素混合物相比，该抗生素的细胞毒性明显降低。建议使用庆大霉素的浓度为

50毫克/升。一旦适应，可以采用血清培养条件的传代比例。

悬浮细胞：

1. 当细胞密度达到3-5*106个细胞/毫升时（根据细胞系的不同），开始切换至血清替代物

补充培养基。收集细胞悬浮液，取出少量用于细胞计数，将整个悬浮液以200g离心5分钟。
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2. 以106个细胞/毫升的密度重新悬浮细胞，使用血清替代物补充培养基。在适应过程的最

初步骤中，保持较高的接种密度非常重要。细胞通常会分泌许多因子到胞外来控制细胞的

生长和增殖。细胞密度对于这些因子在培养基中有效浓度至关重要。

3. 细胞孵育保持在37°C，直到细胞密度达到约3-5*106个细胞/毫升。

4. 将悬浮细胞按1:3或1:4的比例传代，通过添加适量的新鲜培养基（例如，25毫升细胞悬

浮液 + 75毫升血清替代物补充培养基，分配到4个独立的培养器中）。

5. 重复步骤4，直到细胞在无血清培养基中表现出与原始血清补充培养基中相似的生长动

力学。从那时开始，可以认为细胞系已完全适应，一旦适应，可以采用血清培养条件下传

代比例。

6. 从这个节点开始，可以向培养基中添加抗生素。我们建议使用庆大霉素（Gentamycin）

浓度为50毫克/升；与标准的青霉素/链霉素混合物相比，该抗生素的细胞毒性较低。

1. 在取用之前要轻轻摇匀， 避免起泡；

2. 按与血清相同的用量（例如10%）加入到基础培养基中；

3. 此阶段不要添加任何抗生素。因抗生素和许多化合物一样，会结合到血清中的结合蛋白，

如白蛋白。在无血清条件下，相同浓度的抗生素会表现出更高的生物活性，而这种增加的

活性可能对细胞生长产生毒性；

4. 如果需要添加抗生素，建议使用庆大霉素（gentamycin），浓度为50 mg/l；

5. 如果细胞生长和表现需要胰岛素，我们建议添加重组胰岛素， 浓度为1.25mg/L。

警告:如果处理不当，本产品的某些成分可能会对健康造成危害。处理本产品时应采取适当

的预防措施，包括穿戴防护服和眼镜。妥善处置。 中
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