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3.暗视野下神奇的世界。
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7.单细胞获得的方法、细胞融合的方法
及应用。
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外植体（explants）：
• 离体条件下生物有机体的组织，器官，细
胞，乃至细胞器都会作为我们的培养对象。



如果，

我们试图在体外培养动物的外植体
（eg:肝脏细胞），

我们需要为它提供什么样的环境？



体外培养根本原则是模拟体内的生长条件：

恒定的温度：36.5℃±0.5℃

最适PH：7.2-7.4

（2）营养供给

      培养基，培养液

（1）生长环境 （PH值、温度等)

（3）无菌环境（无菌操作）



第一节

动物细胞培养实验室及仪器设备



1．基础实验室

设计上的共同原则：无菌操作。
 

 基本操作区：洗涤区，灭菌区，储藏区，培养基配制区；

 无菌操作室：缓冲准备室 ，接种室；

 培  养  室：恒温培养箱，培养架，摇床，

 鉴定分析室：倒置显微镜，等仪器。
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操作室的级别

• 无菌室：以控制生物细菌等为目的，细菌的直径一般在5微米以上。

• 洁净室：室内悬浮粒子浓度受控的环境，24 ℃ ，60%湿度， 百

万级、万级、千级、百级等。

• 使用高效空气过滤器达到无菌的目的，粒径以0.5微米的标尺。

• 无菌室：以控制细菌等为目的的，级别也和洁净室相同，    

• 主要需要检测浮游菌、沉降菌等菌落数。

• 要求：不宜过大，封闭性好，干燥清洁，对微生物污染有可控性



2. 最基础的设备
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风淋室

传递窗



2.1 风淋室：25m/s以上的高风速 ，0-99s 



2.2 传递窗





2.3 净化台

又称超净工作台，是目前已普及应用的无菌
操作装置。



原理：

   利用鼓风机．驱动空
气通过高效滤器净化后，
徐徐通过工作台面，使工
作场地构成无菌环境。



病毒培养？



生物安全柜是一种负压的净化工作台



超净工作台生物安全柜



2.4  CO2 恒温培养箱







二氧化碳恒温培养箱的设定？

恒温动物：37 ℃±0.5 ℃ ；耐寒

PH:7.2-7.4；耐酸

5％CO2（二氧化碳含量2-10% ）

无菌

保持一定湿度（饱和）



2.5 倒置显微镜





2.6 液氮罐

 盛装液氮（-196 ℃)，用来长期冻存细胞。



由内胆、外胆、提筒以及连接内外胆的颈管所组成

内外胆是由高强度的铝合金制成，内外胆之间是高真空，因此
要轻拿轻放。





精子银行



2.7 灭菌设备

蒸汽压力灭菌锅、干热消毒柜、过
滤灭菌装置、喷雾消毒器、紫外灯。



2.8 其它

光温控制设备： 时间程序控制器、空
调及温度感应器。

基本设备： 冰箱（4，-20，-80℃）、
电子天平、酸度计、纯水器等。





酸度计



磁力搅拌器











现在：
     有个房子
         有个箱子
             有个台子
有一堆仪器。



3、
动物细胞培养的基本器皿



3.1 培养器皿：
接种物生长的器皿
根据培养目的的要求不同，主要有培养瓶，培养皿，

多孔培养板。









96孔板



酶标板



培养皿



3.2 盛装器皿：

药品溶解或各种培养基母液储备，包括常用各
种规格的烧杯和试剂瓶。



•封口膜



移液器

用于药品配制，分装，吸取，各种量筒，
微量进样器



八通道微量移液器



玻璃胶头滴管



金属用具：主要用于解剖，取材，剪切
组织，常用刀剪镊。
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第三节

动物细胞培养的基本技能



细胞工程学的基础技能主要是围绕着
无菌这个主题进行的，主要包括三个方面：

清洗，消毒，无菌操作。

清洗与消毒是细胞培养实验的准备阶
段，分门别类有不同的游戏规则。



1、洗液：硫酸-重铬酸钾溶液。
  洗液可根据需要配制成不同的强度(见下表)。 

（一）清洗





洗液配置

(1)将重铬酸钾放人大烧杯中，加入蒸馏水，放在石
棉网上加热至沸腾并搅拌，使重铬酸钾充分溶解。

(2)将重铬酸钾液倒入酸缸中，然后缓慢加入硫酸并
用一长玻璃棒不断搅拌，充分混合溶解。

•操作时务必注意安全，穿戴好耐酸手套，防止洗液
溅到皮肤和衣物上。万一不慎溅到皮肤上应立即用
大量清水冲洗。



2、清洗的原则：

所有东西都要非常仔细的，反复的、分门
别类的洗……



•新玻璃器皿的清洗：

•先用自来水刷洗，再浸泡5％稀盐酸以中和玻
璃表面的碱性物质和其他有害物质。



新胶塞：
（1）应先用清水清洗之后，再用0.2％NaOH煮沸10-20min。
(2)自来水清洗10次。
(3)再用1％稀盐酸浸泡30 min。
(4)自来水清洗10次，蒸馏水涮洗3次。晾干，高压灭菌。

旧胶塞不必用酸碱处理可直接用洗涤剂煮沸和清洗数次，过
蒸馏水，晾干，包装并高压灭菌后，便可使用。



使用过的玻璃器皿,耐酸塑料的清洗

(1)使用过的培养用品应立即浸入清水，加入洗涤剂，避免
干涸难洗。

(2)清洗玻璃器皿，自来水清洗数遍，倒置自然干燥。

(3)浸酸性洗液，浸没，过夜。

(4)从酸性洗液捞出后，自来水冲洗10-15次去除残余酸液，
蒸馏水（一蒸，双蒸，三蒸）涮洗3次，倒置烘干。

(5)包装(牛皮纸或医用饭盒)，贮存备用



浸泡-----刷洗---浸酸-----清洗----包装
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•动物细胞体外培养条件

•培养器皿

•动物细胞常用溶液：
•培养液，胰酶，平衡溶液,双抗。
•DMEM,1640,PBS,Hank’s,
•维持，生长，合成，人工，条件，完全，基本培养
液。

•细胞培养的三大操作：洗，灭菌，无菌操作

回顾



第二节

动物细胞培养的常规试剂



1、细胞培养液

根据其是否能促进细胞生长,可分为：

生长培养液(growth medium) ：细胞快速生长。

维持培养液(maintenance medium) ：细胞存活，
不分裂，如病毒疫苗的生产。



•条件培养基(condition medium) 。

•在培养过程中,有些细胞可能会分泌活性物质到培

养液中,这种培养过某种细胞以后,含有细胞分泌

物的培养液

如：培养过子宫上皮细胞的培养液！



按来源,合成培养基(synthetic medium)和天然
培养基(natural medium). 

天然培养基：各种动物的体液(血清或血浆),组
织提取液，蛋白水解物等. 

特点：支持细胞分裂，成分不明，天然提取。

血清：-20°C存储，开瓶即分装



合成培养基（维持培养液，基本培养液）：
Eearle`s MEM，DMEM，RPMI1640

成分明确，人工合成；无菌，PH值稳定



•无离子水

•无机盐类：形成稳定的等渗溶液

•维生素

•缓冲系统：CO2/NaHCO3系统（酚红指示：中性时为红色，酸
性时为黄色，碱性时为紫粉色）

•能源和碳源：葡萄糖，丙酮酸等

•氮源：成分明确与不明确的氨基酸

合成培养液的基本成分



=          = 

=             =             +合成培养基

功能                      实验                        来源

维持培养基 

生长培养基

合成培养基

天然培养基

基本培养基

完全培养基

完全培养液=9基本培养液+1胎牛血清



注意！

常规培养使用的培养基为完全培养液，基本培
养液以90ml为单位进行分装。4℃保存。

基本培养基（合成培养基，DMEM,1640等）+天
然培养基（小牛血清）按一定比例（9：1）配制
而成 。

抗生素（双抗）：青链霉素100单位/ml,-20 ℃,
分装保存。



2、平衡盐溶液
(balanced salt solution,BSS)

用做洗涤细胞,组织或配制各种培养用液的基
础溶液,如Hank,s ，PBS等。

具有维持渗透压,调控酸碱平衡的作用

能供给细胞生存所需的能量和无机离子成分

PH?



pbs

•磷酸二氢钾，

•磷酸氢二钠，

•氯化钠，

•氯化钾

• NaCl;

• KCl;

• CaCl2;

• NaHCO3

• KH2PO4;

• Glucose 

Hank's液

PBS：磷酸缓冲盐溶液——具有pH缓冲作用的等渗
盐溶液。

Hank's液
平衡盐溶液——无机盐和葡萄糖浓度接近大部分
动植物细胞的水平，可作为动植物细胞短期培养
(保存)。

不含钙镁的：D-PBS,D-HANKS



3、胰蛋白酶溶液(胰酶)

一种常用的细胞消化液；

常用胰酶活力为1：125或1：250；

0.02%EDTA溶液。

注意：配制胰酶溶液时应选用不含Ca2+、Mg2+；

固体胰蛋白酶用什么配置？PH？



胰蛋白酶：-20°C储存，开瓶即分装，9ml为基础单位



4 其它

水：细胞培养用水必须非常纯净，不含有离子
和其他的杂质。需要用新鲜的双蒸水、三蒸水
或纯净水，超纯水. 

青、链霉素溶液（双抗）：使青链霉素的浓度
最终为100单位/ml 。

二甲基桠枫DMSO：分析级，细胞冻存液



所有试剂基本处理标准：

•1、无菌化

•2、分装：新开封试剂必须小包装分装，如
培养液90ml分装，血清、胰蛋白酶10ml分装，

•3、储存：培养液4℃，胰酶，血清，双抗皆
-20 ℃储存。





二、无菌化—消杀



无菌操作

无菌室的基本设计

无菌室的基本设备

培养所需器皿

基本培养液、血清、PBS、胰蛋白酶溶液等

无菌、ph、分装、储存

基本实验室国、辅助实
验室

净化台、CO2、培养箱、
倒置显微镜等

培养器皿、盛装器皿、
金属材质用具等

清洗

包装

灭菌与消毒

动物
细胞
实验
室及
基本
操作

动物细胞培养
基本准备

动物细胞培养
基本试剂

动物细胞实验室
基本配置



物理消毒法
紫外消毒
湿热灭菌
干热灭菌
过滤除菌法

化学消毒法

（
二
） 

灭 

菌 

消 

毒



低能量的电磁辐射, 革兰阴性菌最为敏感,
阳性菌, 芽孢,真菌孢子的抵抗力最强。

直接作用,通过破坏微生物的核酸及蛋白
质等而使其灭活,间接作用是通过紫外线照
射产生的臭氧杀死微生物。

1   紫外消毒

So,不能对什么样的东东进行消毒（照射）?



•对象：实验室空气，操作工作台，不能

接触高温灭菌的物品（塑料制品之类）。



•紫外灯的消毒效果同紫外灯的辐射强度和照射
剂量呈正相关,：

•离地面2米的30W灯可照射9平方米房间, 2.5米
照射效果较差。

•紫外灯照射工作台的距离不应超过1.5米,照射
时间15－20分钟为宜。



2  高温湿热灭菌

  压力蒸汽灭菌是最常用的高温湿热灭菌

方法。

高温湿热灭菌不能对什么物质进行灭菌？



•对生物材料有良好的穿透力,能造成蛋白
质变性凝固而使微生物死亡。

•布类、璃器皿、金属器皿、胶塞和某些
培养用液。









①首先查看高压锅内的水是否充足，放入物品盖

好盖。
②加热灭菌锅锅。将放气阀打开，放气5—10 min，
以排除锅内的冷空气。 
③落下放气阀继续升温升压，玻璃器皿等用15磅
(121℃)30 min，胶塞、塑料制品、溶液等可用10
磅(115 ℃)20 min。
④停止加热，待压力自然下降至0再打开放气阀排
汽，开盖，取出高压灭菌的物品烘干。 



•不同压力蒸汽所达到的温度不同,不同消毒
物品所需的有效消毒压力和时间不同。

•从压力蒸汽消毒器中取出消毒好的物品(不
包括液体),应立即放到60-70℃烤箱内烘干,
再贮存备用。



3 高温干热消毒

干热灭菌：保证温度160℃以上,保持90-
120min,用于RNA提取实验的用品则需180℃，
保温5－8 h。杀死细菌和芽孢,达到灭菌目的。

相对于湿热灭菌，高温干热消毒的方法有什
么样的优劣势？



主要用于灭菌玻璃器皿(如体积较大的烧杯、培
养瓶)、金属器皿以及不能与蒸汽接触的物品(如
粉剂、油剂)。

干热灭菌后要关掉开关，并使物品逐渐冷却后在
打开,切忌立即打开,以免温度骤变而使箱内的玻
璃器皿破裂。



以上三种灭菌方法
是否可以保障细胞
培养工作的无菌化？



•滤器：

4  过滤除菌

原理：是将液体用微孔薄膜过滤,使大于孔径的

细菌等微生物颗粒阻留,从而达到除菌的目的

 滤膜孔径有0.60μm、0.45μm、0.10μm等，以

0.22μm除菌最为保险.

大多用于遇热容易变性而失效的试剂
或培养液。



金属滤器(直径90 mm、100 mm、142 mm……等)，
配以过滤泵使用。







•过滤量较小的液体常用注射器推动的塑料小滤
器(直径20 mm、25 mm等)。





一次性真空式过滤器





•紫外消毒
•高压湿灭

•高压干灭
•过滤除菌

参数
对象



还有没有？



5  化学消毒法

常用的消毒液有如下几种：

(1)70％(或75％)酒精：超净台里常备70％酒精棉球
(医用酒精)，用于手和一些金属器械或工作台面的消
毒。

(2)0.1％新洁尔灭：现用现配，手和前臂的清洗以
及工作后超净台面的清洁。

(3)来苏儿水(甲酚皂溶液)：主要用于无菌室桌椅、
墙壁、地面的消毒和清洗，以及空气喷撒消毒。



(4)0．5％过氧乙酸：是强效消毒剂，10 min即可
将芽孢菌杀死。用于各种物品的表面消毒，用喷撒和
擦拭方式进行。

(5)乳酸蒸气：将乳酸放入坩锅内用酒精灯或电炉
加热至沸腾为止。将门窗紧闭1—3 d。可将空气中漂
浮的微生物杀死。

(6)37％甲醛加高锰酸钾：使用前先紧闭门窗。将
37％甲醛用酒精灯或电炉加热至沸腾后断电或灭火。
用一张纸盛好适量的高锰酸钾，迅速放人已加热好的
甲醛中形成蒸气。1—3d后方可达到消毒空气的目的。



•臭氧：为溶菌级方法，杀菌彻底，无残留，杀菌
广谱，可杀灭细菌繁殖体和芽孢、病毒、真菌等，
并可破坏肉毒杆菌毒素。另外，对霉菌也有极强
的杀灭作用

•臭氧对人体呼吸道粘膜有刺激 ，消毒后至少过30
分钟才能进入 。

•强氧化剂，对多种物品有损坏。



烧灼也是灭菌方法之一,常利用台面上的
酒精灯的火焰对金属器皿及玻璃器皿口缘
进行烧灼消毒。

煮沸



不耐热的塑料制品的消毒

(1)浸泡在70％乙醇1H以上，备用。 

 (2)临用前从70％乙醇中取出，在超净台内紫外线照射1 
H左右方可使用。
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四、 无菌操作的基本原则



大概安排

•周值日

•日消毒-夜消毒

•进进出出都要酒精消毒

•酒精灯前操作，每次操作都要灼烧

•合理安排格局与计划，减少出入

•少开盖，少人，少说话，少生病
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无菌操作

无菌室的基本设计

无菌室的基本设备

培养所需器皿

基本培养液、血清、PBS、胰蛋白酶溶液等

无菌、ph、分装、储存

基本实验室、辅助实验室

净化台、CO2培养箱、倒
置显微镜等

培养器皿、盛装器皿、金
属材质用具等

清洗

包装

灭菌与消毒
物理消毒,  干热灭菌,
湿热灭菌,滤过除菌,化

学消毒等

动物
细胞
实验
室及
基本
操作

动物细胞培养
基本准备

动物细胞培养
基本试剂

动物细胞实验室
基本配置



本节要点

•动物细胞体外培养条件。

•细胞培养液（配方），胰蛋白酶，血清的储存原则。

•各消毒灭菌方式的针对性应用。

•各消毒灭菌的操作参数（时间，压力，温度等）。

•玻璃器皿，塑料器皿的清洗步骤。

•综合训练：一个空房间改造成无菌室，要求：交付
时，可以立刻开展细胞培养实验。
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