
第三章   动物细胞工程制药 

3. 4基因工程细胞的传代扩增 

一、课程目标 

掌握动物细胞大规模培养的方法和操作方式 

2）思政育人 

通过无菌操作技术的讲解，引导学生树立操作过程不能急于求成，做事情要循序进的

职业精神。 

二、思政案例 

1)课程思政教学实例一:无菌操作意识 

无菌操作技术是细胞培养的关键技术，培养基或器械灭菌不彻底是细胞污染的首要原

因引出“良好的开始是成功的一半”任何事都要提前做好准各工作：操作过程不能急于求

成，做事情要循序进，尊草守规，细节决定成败实验结束，要做好清理工作，强做事有始

有终。 

三、课程组织 

导入：同学们大家好，上节课我们学习了生产用动物细胞的相关知识。在制药工业生产中，

我们需要将获取的动物细胞在体外培养成功，这就需要特殊的环境条件控制和相应的营养成

分供给。今天呢，我们来学习第四节基因工程细胞的传代扩增 

知识点 1 讲解：动物细胞培养的环境条件 

首先我们要先了解细胞要想在体外培养成功需要什么条件? 

第一是绝对无菌操作；第二是足够的营养供应，排除有害物质包括极其微量的离子掺入；第

三是适量氧气供应；第四是随时清除细胞代谢中产生的有害产物；第五是有良好的适于生存

的外界环境，包括 pH、渗透压和离子浓度等；最后是及时分种，保持合适的细胞密度。 

下面我们来进行主要课程的学习。动物细胞培养的环境条件有哪些呢?第一是细胞培养

设备。动物细胞培养所需的基本环境条件都是通过设备提供的，动物细胞培养实验常用的设

备如表所示。 

首先是无菌环境。无菌是动物细胞培养不同于其他大多数实验技术的主要要求。无菌是

通过独立的无菌操作区以及对设备和器皿进行合理的清洗、灭菌达到的。无菌操作应设定于

实验室的专用位置，该区域相对固定、僻静，严格与细菌、真菌、酵母、病毒等微生物实验



的其他操作分开。通常动物细胞培养的无菌操作是在洁净台内完成的。其次是清洗和灭菌。

目的是除去任何影响细胞生长的有害因子，防止外来微生物的污染。器材的清洗一般来说，

需经浸泡、刷洗、泡酸和冲洗四个步骤，用过的器材最好尽快地浸泡在 3%的磷酸三钠溶液

内过夜，以除去蛋白质和残余细胞等污垢。器材的灭菌主要通过物理方法和化学方法来达到

严格无菌的操作过程。物理方法包括紫外线、干热、湿热、过滤等。化学方法包括化学消毒

剂、抗生素。之后是污染检查和处理。动物细胞培养的污染主要有化学污染和微生物污染两

种。化学污染主要是器皿未处理干净，或者培养基中混入了对细胞有毒性或有刺激性的化学

物质。发生化学污染后的细胞应弃去，重新配制培养基和重新处理器皿。微生物污染主要是

细菌、真菌、支原体和病毒。发生微生物污染的细胞要灭活后弃之，并对环境和器皿进行消

毒灭菌处理，检查污染物清除干净后方能重新使用。 

思政融入：无菌操作技术是细胞培养的关键技术，培养基或器械灭菌不彻底是细胞污染的首

要原因引出“良好的开始是成功的一半”任何事都要提前做好准各工作：操作过程不能急于

求成，做事情要循序进，尊草守规，细节决定成败实验结束，要做好清理工作，强做事有始

有终。 

第三是温度。温度对微生物和动植物细胞的培养都很重要，但由于细胞种类不同，他们

对温度的要求也有所不同。哺乳动物细胞最佳温度是 37±0.5℃。昆虫细胞最佳温度是 27℃。

不同细胞必须在自己最适温度范围内培养否则当温度过高时细胞退变甚至死亡，温度过低时，

会降低代谢和生长速度，影响产量。 

第四是溶解氧。氧气是细胞赖以生存的必要条件之一。对于动物细胞来说，它在体内的

生存条件一般都低于空气中氧的饱和值的 60%。当采用转瓶培养时，制药培养的液体量不超

过总体积的 30%，就可以通过液面的空气交换保证细胞的氧气需求，不必再专门通气。当使

用生物反应器进行大量培养时，必须专门通气，补充氧气。在实际生产中常常都是采用不同

比例的氧气、氮气、二氧化碳和空气的混合气体，根据需要使用。 

第五是 CO2，动物细胞培养时，使用 5%CO2。 

知识点 2 讲解：动物细胞培养基 

1）动物细胞培养基的基本要求 

接下来是本节第二部分内容动物细胞培养基。我们先来看一下动物细胞培养基的基本要

求。一是水质。所有的细胞培养都是在液体环境中完成的，因此水质的好坏直接影响细胞培

养成功与否。水中含有多种微量元素，有害的金属离子以及微生物的污染，只有除去这些污 

染危害才能保证细胞的正常生长。当前处理水质主要采用蒸馏、离子交换、反渗透、电渗析

以及高分子材料的过滤。在实际操作中，经常是多种方法联合使用。制备纯水，一般要求金



属离子含量很低。动物细胞制药用水，要求去热源。 

二是 pH。pH 的高低对细胞各种酶的活性、细胞壁的通透性以及许多蛋白的功能都有重

要的影响。动物细胞培养的最适 pH 为 7.2~7.4，低于 6.8 或高于 7.6 时会对细胞产生不利

影响，严重时会引起细胞退变甚至死亡。为了保持液体环境的 pH 的稳定，一般要加入缓冲

溶液， 最常用的是 Na2HPO4/NaH2PO4：缓冲系统、NaHCO3/CO2缓冲系统。 

三是渗透压。动物细胞没有细胞壁，所以需要外界环境提供一个合适的渗透压来维持细

胞的生存。不同的细胞对于外界渗透压的要求不同，比如原代细胞较传代细胞敏感。所以在

细胞培养的所有操作中，为了使与细胞接触的所有液体都保持有较合适的渗透压 pH，一般

都需要使用平衡盐溶液(balanced salt solution，BSS) ， 它由无机盐和葡萄糖组成为调

整培养液的渗透压，一般采用加减 NaCl 的方法。 

2）细胞培养基的种类和组成 

动物细胞培养基的研究从发展历史看，大致可以分为 4 类：天然培养基、合成培养基、

无血清培养基和化学限定培养基。 

先来看一下天然培养基。最初的体外细胞培养，都是采用天然培养基。天然培养基主要

是取自动物体液或从动物的组织中分离提取。优点是营养成分丰富，培养效果好，缺点是成

分复杂，来源受限。天然培养基种类很多，主要包括血浆凝块、血清、淋巴液、胚胎浸液以 

及羊水、腹水等。 

下面是合成培养基。合成培养基是对细胞体内生存环境中各种已知物质在体外人工条件

下的模拟。优点是成分明确，组分稳定，可大量生产供应。其组成大致如下：氨基酸：是细

胞合成蛋白质的原料。所有细胞都需要 12 种必需氨基酸。此外还需要谷氨酰胺，它在细胞

代谢中有重要作用。几乎是所有细胞重要的碳源和氮源。维生素：细胞生长代谢中大多数的

酶、辅酶是依靠维生素来形成的。维生素分为两大类，一类为水溶性，另一类为脂溶性。糖

类：培养基中的糖类包括葡萄糖、核糖、脱氧核糖、醋酸钠等，主要提供细胞生长的能量，

也参与合成蛋白质和核酸。 

无机盐离子：培养基中含有的钠、钾以及微量元素如铁、锌、钙等等。血清：血清中含

有丰富的营养物质，包括大分子蛋白和核酸等，对细胞生长繁殖有很重要的作用。血清可以

分为胎牛血清、小牛血清、马血清、兔血清及人血清等，最广泛使用的是胎牛血清和小牛血

清。血清外观一般为透明、无溶血、淡黄色的液体，灭活后颜色略深。下面的图片就是我们

常用的血清。 

思考题：目前合成培养基的应用广泛，那么有哪些常用的合成培养基呢?像 LB培养基、NGM



培养基， 还有哪些， 请同学们自己思考一下。 

第三是无血清培养基。现在大多数人工合成培养基都需要加入不同浓度的血清才能培养细胞。

血清除了提供细胞生长的营养成分之外， 还能促进细胞 DNA 的合成。但是由于血清成分复

杂，对一些要求较高的基础性研究的结果影响较大，同时血清中也含有一定的细胞毒性 

物质和抑制性物质，影响细胞的正常生长。因此很多培养工作需要采用无血清的培养基。优

点是：①提高了细胞培养的可重复性，避免了血清差异所带来的细胞差异；②减少了由血清带

来的病毒、真菌和支原体等微生物污染的危险；③供应充足、稳定；④细胞产品易于纯化； 

⑤避免了血清中某些因素对有些细胞的毒性；⑥减少了血清中蛋白对某些生物测定的干扰，

便于结果分析。 

目前已经有市售无血清培养基。无血清培养基中都是在合成培养基内加入不同种类的添

加剂所构成，大致有以下几类： 

一是激素和生长因子：使用最多的是胰岛素，可促进糖原和脂肪酸的合成，对细胞生长

有刺激作用。 

二是结合蛋白：最经常被补充的是铁传递蛋白和白蛋白。为了便于纯化，有时可用硫酸

亚铁、柠檬酸铁、葡萄糖酸铁代替铁传递蛋白。 

三是贴附和伸展因子：目前多数无血清培养基只适用于悬浮细胞，真正能用以培养贴壁

细胞的很少，也很贵，原因在于它们均缺少必需的贴附和伸展因子，除这些因子外，有的还

添加维生素 A酸和重组的小肽，它可与细胞的受体结合。 

四是其它有利于细胞生长的因子和元素：它们包括有消除氧自由基损害的谷胱甘肽，某

些微量元素，如硒等。 

第四是化学限定培养基。化学限定培养基是指培养基中的所有成分都是明确的，不含有动物

蛋白，也不添加植物水解物，而是使用了一些已知结构域功能的小分子化合物，如短肽、植

物激素等。最后是营养添加物。营养添加物是在培养过程中需要根据营养物的消耗进行特 

定的营养添加物的流加，缓解培养后期营养物质匮乏的现象，为代谢产物的表达提供充足的

物质基础。 

知识点 3讲解：动物细胞培养方法 

第三部分知识是动物细胞的培养方法。动物细胞的培养方法，一般根据细胞种类分为原

代培养和传代培养；又可根据培养基的不同分为液体培养基和固体培养基；还可以根据培养

细胞状态不同分为贴壁培养和悬浮培养。 

培养细胞的第一步是要得到细胞。所以我们先来介绍一下细胞的分离。为了进行细胞培



养，首先要从生物体取得细胞，目前获取细胞的方法有两种，即离心分离和消化分离。 

离心分离法：主要用于从含有细胞的体液，如血液、羊水、胸腹水中分离细胞，800-

1000r/min离心 5-10min。 

消化分离法：将生物体的组织块剪碎；用消化液消化，使组织松散成细胞悬液；用缓冲

液洗涤、离心、去除残留的消化液；获得所需细胞。 

第二是细胞计数。第一种计数方法是自动细胞计数器计数。原理是让一定体积的细胞悬

液流经一个小孔，并在两个电极间通过，此时通过的细胞就会对电极间的电流产生干扰而使

电压发生改变，这样就会在电子计数器上形成一个信号被记录下来。自动细胞计数器计数是

只要细胞经过就会读取一个信号，这样优点是计数速度快，同时缺点也很明显，就是无法分

辨活细胞和死细胞，也会误将细胞结团记录为单个细胞，使计数值偏低。 

第二种是血细胞计数器计数  这个是最常用也是最经济的技术方法。具体是先根据情况

用培养基稀释细胞悬液，然后用吸管吸取少量悬液，滴在计数板上的盖玻片一端，让液体自

动流经盖片下方间隙，勿留气泡。稍候片刻，镜下观察并计算出四角大格内的细胞数。如图

上所示。压线者只计上线和右线的细胞。计算公式如下(细胞数)个/mL=(四大格细胞总

数)/4×10'。 

第三种是结晶紫细胞核技术法。该原理是结晶紫染液属碱性染料，低渗，有螯合钙离子

的作用，可使细胞分散解离和破碎，将细胞核染成蓝色。染色后取样在血球计数板上镜检，

计数细胞核即细胞数。下图是染色后镜下观察到的画面。 

第四是 MTT 染色计数法。该原理是活细胞内的线粒体脱氢酶能将 MTT转变为不可溶性的

紫色的甲臜结晶， 可溶于二甲亚砜(DMSO) 。MTT结晶形成的量与细胞数成正比。用酶标仪

在 490nm处测定其吸光值， 可间接反映活细胞数量。下图是 MTT实验操作中加入 DMSO后的 

颜色变化。颜色越深说明活细胞越多。 

知识点 4 讲解:细胞传代 

1）细胞传代 

无论悬浮细胞的培养还是贴壁细胞的培养，当细胞增殖到一定程度的时候，由于各种因

素的影响，细胞会出现接触抑制的现象，因此细胞的密度不可能无限制增加。如不及时分种，

细胞会死亡，脱落。所以在细胞培养的过程中要注意及时传代。有两种不同形态的细胞传代

方法。一是悬浮细胞传代：摇匀后取一定量细胞悬液，计数后根据密度要求加入定量培养基，

然后再分种。二是贴壁细胞传代：贴壁细胞的传代需要经过消化液消化后分种。 

2）细胞冻存和复苏 



细胞的冻存采用液氮低温(-196℃)冻存，同时加保护剂如甘油和二甲亚砜。需要注意， 

冷冻速度以 1C/min 的速度下降为宜。此外，细胞冻存需要注意以下几点：一是冻存前一天

换液培养；二是细胞密度以 1-2×106个/ml 为宜； 三是冻存用培养基应与实际使用的一致， 

DMSO要过滤除菌； 四是检查冻存管的密封性；五是标签要写上细胞名称，编号和冻存日期。 

细胞复苏总的要求就是快融。需要注意几点。一是操作中注意防护，戴面罩和手套；二

是从液氮中取出后，立即丢入 37-40℃温水的搪瓷杯中，并搅动加速融化；三是用乙醇消毒

冻存管外表；四是尽早除去二甲亚砜，离心，换新鲜培养液；五是隔天观察细胞生长情况，

再换液一次。 

知识总结：本节内容我们介绍了基因工程细胞传代扩增的相关知识。体外细胞培养的环境

条件控制包括无菌环境、温度、溶解氧和 CO2等。之后我们介绍了动物细胞培养基，主要学

习了细胞培养基对水质、pH 和渗透压的要求以及细胞培养基的种类和组成。最后一部分是

动物细胞培养方法，我们从细胞分离、细胞计数、细胞传代和细胞冻存复苏进行了学习。通

过本节学习，使我们能够掌握动物细胞传代扩增的必须条件和基本操作，为动物细胞大规模

培养提供技术和理论基础。


