
细胞的原代培养细胞的原代培养



细胞培养系列实验注意事项：重要！

1、每周一完成实验后，重复清洗，消毒灭菌工作。

2、灭菌的培养用液在细胞间的黑色冰柜；一个组一个超净工作台；培
养的CO2培养箱是专用的，上面有标签，不要弄混，不用开其他培
养箱，不要拿其他工作台面上的用品。

3、操作间和操作台的紫外灯照射

4、间隙每组准备好自己的用品，特别是酒精棉球、酒精灯、止血钳或
大镊子、废液缸、打火机、标签纸、封口膜；培养用品；培养用液

从冰箱拿出复温；人员的准备

5、定期观察实验结果（每天下午17:00-18:00），记录并拍照，如需换
液或传代也在此时间段进行。（观察必须严格准时实验室时间分配，

传代或换液如需另行安排时间请先和杨菁老师申请，18010518538）



细胞培养开设的实验项目

 原代培养

 传代培养

 换液

 冻存和复苏（视频教学）

 细胞活力测定

 细胞凋亡的形态学检查



   细胞培养(cell culture)技术 
    
          将细胞从体内分离，并模拟体内生理环
境在体外（in vitro）进行培养，从而研究
其生长发育生殖等现象的一门实验技术。

           分类：原代培养和传代培养



原代细胞培养概念原代细胞培养概念

 由体内直接取出组织或细胞进行培养叫原由体内直接取出组织或细胞进行培养叫原

代培养代培养。原代培养细胞离体时间短，性状。原代培养细胞离体时间短，性状

与体内相似，适用于研究。与体内相似，适用于研究。

 幼稚状态的组织和细胞幼稚状态的组织和细胞，如：动物的胚胎、，如：动物的胚胎、

幼仔的脏器等更容易进行原代培养幼仔的脏器等更容易进行原代培养



原代细胞培养操作（小鼠组织细胞培养为例）原代细胞培养操作（小鼠组织细胞培养为例）

 取材：取材：（实验操作者做好准备后，辅助人员）（实验操作者做好准备后，辅助人员）用颈椎脱位用颈椎脱位

法使小鼠迅速死亡。把整个小鼠浸入盛有法使小鼠迅速死亡。把整个小鼠浸入盛有7575％乙醇％乙醇的烧杯的烧杯

中数秒钟消毒，取出后放在大平皿中携入超净台。用中数秒钟消毒，取出后放在大平皿中携入超净台。用消过消过

毒的剪刀毒的剪刀在躯干中部环行剪开皮肤在躯干中部环行剪开皮肤，（换剪刀），（换剪刀）取出目标取出目标

器官或组织，放置于培养皿或青霉素小瓶中，以平衡盐溶器官或组织，放置于培养皿或青霉素小瓶中，以平衡盐溶

液洗去血污液洗去血污

 处死处死————表面消毒表面消毒————进入超净工作台，进入超净工作台，解剖（注意换解解剖（注意换解

剖工具）剖工具）————取目标取目标————缓冲液冲洗缓冲液冲洗————去掉表面的污渍、去掉表面的污渍、

结缔组织或膜结缔组织或膜



原代细胞培养操作原代细胞培养操作

 切割：切割：用用平衡盐溶液平衡盐溶液将取出的组织块清洗三次，然将取出的组织块清洗三次，然

后用眼科手术剪刀仔细将组织反复后用眼科手术剪刀仔细将组织反复剪碎剪碎，直到成，直到成

1mm1mm33左右的小块，再用平衡盐溶液左右的小块，再用平衡盐溶液清洗清洗，洗到组织，洗到组织

块发白为止。块发白为止。静置静置数分钟，使组织块自然沉淀到管数分钟，使组织块自然沉淀到管

底，弃去上清（底，弃去上清（或离心或离心，，800800－－10001000转É分，转É分，55分钟分钟））

 Ê面分ËÌÍ法：组织块法和Î消Ï法Ê面分ËÌÍ法：组织块法和Î消Ï法



原代细胞培养操作原代细胞培养操作

 1Ð1Ð组织块培养法：组织块培养法：

ÑÑÑÑÑÑÑÑÑÑ用Ò管Ò取小块，在培养瓶底部ÓÔÕ用Ò管Ò取小块，在培养瓶底部ÓÔÕ

开，开，Ö转培养瓶Ö转培养瓶，×入，×入ØØ－－3mÙ3mÙ培养液，培培养液，培

养养ÚÚ－－5Û5Û后，Ü组织ÝÞßàá于瓶â，再后，Ü组织ÝÞßàá于瓶â，再

ããããÖ转培养瓶Ö转培养瓶，静置培养，静置培养

ÑÑÑÑÑÑÑÑÑÑ





原代细胞培养操作原代细胞培养操作

 组织块培养法：组织块培养法：

ÑÑÑÑÑÑÑÑÑÑäå后æç，在组织块èéêë有细胞äå后æç，在组织块èéêë有细胞

ì出，íî培养液ïð，适ñì出，íî培养液ïð，适ñ更换培养液更换培养液，，

1010－－15ò15òóì成ôõ，ö时，ó÷代培养。óì成ôõ，ö时，ó÷代培养。

ÑÑÑÑÑÑÑÑÑÑ



换液操作换液操作

 áâ细胞：áâ细胞：

ÑÑÑÑÑÑÑÑÑÑøùúûÊü掉原培养液，×入ýþ培养液øùúûÊü掉原培养液，×入ýþ培养液

（ÿĀ复ā）。（Ăó（ÿĀ复ā）。（ĂóăĄ换液ăĄ换液））

 ąĆ细胞：ąĆ细胞：

ÑÑÑÑÑÑÑÑÑÑøùúûÊ将瓶中的细胞ćĈ培养液ĉĊċČøùúûÊ将瓶中的细胞ćĈ培养液ĉĊċČ

离心管中，离心，弃上清，×入ýþ培养液čą离心管中，离心，弃上清，×入ýþ培养液čą

细胞，čý接Ì。细胞，čý接Ì。

ÑÑÑÑÑÑÑÑ



原代细胞培养操作原代细胞培养操作
 ØÐØÐ（Î）消Ï法：（Î）消Ï法：

 ×入×入0ÐØ50ÐØ5％％Ďď白Î消Ï液（Ďď白Î消Ï液（5Đ105Đ10đĄ），与组织đĄ），与组织

块ĒÔ。置块ĒÔ。置3737ēē消Ï，æç消ÏĔĕ（äĖĉė时消Ï，æç消ÏĔĕ（äĖĉė时

间间Ę动Ę动ĉÊ离心管或烧杯），组织块ęĚě，ïðĉÊ离心管或烧杯），组织块ęĚě，ïð

Ĝ白时，ĝ出反复Ĝ白时，ĝ出反复ĞğĞğ，×入培养液，×入培养液（Ġ血清）ġ（Ġ血清）ġ

止消Ï止消Ï。。细胞Ģģ过Ĥ细胞Ģģ过Ĥ。。

 离心离心，Ò去上清，（ó反复ĉ次），沉淀×入，Ò去上清，（ó反复ĉ次），沉淀×入33－－

55ĥĥ10mÙ10mÙ细胞培养液，用Ò管ĞğĒÔ，细胞培养液，用Ò管ĞğĒÔ，Ħ数Ħ数，细，细

胞ħĨ为胞ħĨ为55××101055,  ,  ċ入ċ入培养瓶培养瓶中，置于ĩĪÏī培养中，置于ĩĪÏī培养

Ĭ中培养Ĭ中培养



血细胞记数板



血细胞计数板的构造

细胞计数区：

     四个角得大方格
       16个中格（4＊4）

原则：计左不计右，计
上不计下，细胞成团计
一个



公式

（细胞悬液的细胞数）/ml＝ （ 四个大格子细胞
数/4) ×稀释倍数×104  

说明：

 公式中乘以104 因为计数板中每一个大格的体积

为： 

1.0mm（长）×1.0mm（宽）×0.1mm（高）＝
0.1mm3 





贴壁细胞的生长规律

贴壁过程



原代培养实验操作

 1、分组操作——小鼠细胞原代培养（组织块法和
酶消化法，一个组一个超净工作台，两人操作，

分别完成两种方法）

 步骤：处死——取材——切割——分两组分别进
行组织块法和酶消化法

 2、每天来实验室观察细胞长势，作好记录，拍照。

 3、根据培养基和细胞生长状况换液。

 4、不污染


