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真核细胞培养常见问题分析

本文主要介绍了真核细胞培养时可能遇到的问题，包括可能的原因及对应的解决方案。

1. 细胞培养不贴壁

可能原因

 胰蛋白酶消化过度

 支原体污染

 培养液中无贴壁因子

解决方法

1 缩短胰蛋白酶消化时间或降低胰蛋白酶浓度

2 分离培养物，检测支原体

③ 清洁支架和培养箱

2. 培养液 PH 变化过快

可能原因

 CO2 张力不对

 培养瓶盖拧得太紧

 NaHCO3 缓冲系统缓冲力不足

 培养液中盐浓度不正确

 细菌、酵母或真菌污染

解决方法

1 按培养液中 NaHCO3 浓度增加或减少培养箱内 CO2 浓度，2.0g/L 到 3.7g/L 浓度 NaHCO3 对应 CO2 浓度为 5％

到 10％
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2 改用不依赖 CO2 培养液。松开瓶盖 1/4 圈

3 加 HEPES 缓冲液至 10 到 25mM 终浓度

4 在 CO2 培养环境中改用基于 Earle’s 盐配制的培养液，在大气培养环境中培养改用 Hank’s 盐配制的培养液

5 丢弃培养物或用抗生素除菌

3. 细胞生长缓慢

可能原因

 更换了不同培养液或血清

 试剂保存不当

 培养物中有少量细菌或真菌污染

 培养液中一些细胞生长必需成分如谷氨酰胺或生长因子耗尽或缺乏或已被破坏

解决方法

1 比较新培养液与原培养液成分

2 比较新血清与旧血清支持细胞生长实验

3 增加起始培养细胞浓度

4 换入新鲜配制培养液，让细胞逐渐适应新培养液

5 补加谷氨酰胺或生长因子

6 用无抗生素培养液培养，如发现污染，丢弃

7 用抗生素除菌

4. 细胞培养时死亡

可能原因

 培养箱内无 CO2

 培养箱内温度波动太大
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 细胞冻存或复苏过程中损伤

 培养液渗透压不正确

 培养液种有毒代谢产物堆积

解决方法

1 检测培养箱内 CO2

2 检查培养箱内温度

3 取新的保存细胞种

4 检测培养液渗透压

注意：大多数哺乳动物细胞能耐受渗透压为 260–350mOsm/kg。加入额外试剂如 HEPES 或药物都有可能影响培

养液渗透压。

5. 黑胶虫污染

黑胶虫污染常在培养条件改变、细胞接种密度降低、细胞状态不佳时显现，尤其在冻存细胞复苏时可造成大量细胞

死亡。

感染黑胶虫细胞的表现

 细胞培养时生长的旺盛，小黑点会越来越少，反之则多

 可以穿透滤膜，也可以通过细胞培养箱空气进行污染

 换掖冲洗后也无多大作用

 低倍镜下观察为黑色点状，高倍镜（400X）下作不规则布朗运动

解决办法

1 体外细胞培养时更换好一点的血清

2 如果是贴壁细胞的话，可用无菌的 PBS 洗几次，可一定程度上缓解。若是悬浮的话，可以向其中少加一点滋养

细胞（从小鼠腹腔内取的巨噬细胞），加滋养细胞对有黑胶虫的刚复苏的细胞很有一定作用

3 在换液前先加入生理盐水并轻轻拍打，冲洗干净后再加入细胞培养液，坚持天天洗，细胞传代时加生理盐水再
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离心一次，稍微加大接种密度，一段时间后，黑胶虫数目会显著减少

4 环丙沙星+哌拉西林，各 10ug/ml，选择片剂，1.5 一盒/6 片，每片含环丙沙星 0.25g，磨成粉，PBS 溶解，

稀释到适当浓度，过滤，4 度保存。哌拉西林用的注射粉剂，2.5g/瓶，溶解到相应浓度，加入 PBS 和培养基中，

可以观察到黑胶虫数量明显减少

6. 支原体污染

支原体污染表现

 细胞形态改变，一般是有梭形变成圆形，不再贴壁生长，漂浮

 光镜下，可以看到细胞膜上吸附很多圆点，40*16 倍下约有 0.1mm，分布多集中于细胞核周围和细胞边缘，

中间部位较少

 消化时可以看到圆点从细胞膜上游离出来，很多，还会动

 细胞培养液变碱，有大量小黑点游离

解决办法

① 添加抗支原体剂量的 pbs 或者其他平衡盐液进行润洗，然后消化

② 常规离心，用添加抗支原体（沙星类较为有效）的完全培养液重悬，植入新的培养瓶

③ 培养并且密切观察（抗支原体推荐使用的浓度及时间如下）

恩诺沙星 25μ/ml，治疗时间一周

环丙沙星 10μ/ml，治疗时间两周

司氟沙星 10μ/ml，治疗时间一周

治疗时间满后撤药换用普通双抗培养基或者无抗培养基，另外特别说明因为以上药物均抗 G+-，所以添加的时候不

需要再添加常规双抗

相关阅读

 细胞传代培养

 细胞培养常见问题（细胞污染）
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