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前  言
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洁净室及受控环境中细胞培养操作

技术规范

1 范围

本文件规定了洁净室及受控环境中哺乳动物细胞培养操作的要求,描述了对应的证实方法。
本文件适用于洁净室及受控环境中哺乳动物细胞培养。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于

本文件。

GB/T25915.5 洁净室及相关受控环境 第5部分:运行

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1
细胞培养 cellculture
使细胞生存、生长、增殖并维持其生物学特性及功能的过程。

3.2
扩增 expansion
细胞培养中使细胞数量增加的过程。

3.3
传代 passage
为细胞生长提供更大的生长空间进行再培养的过程。

4 要求

4.1 环境保障

4.1.1 应按GB/T25915.5的要求建立运行体系,包括风险控制、人员培训、洁净服、人员行为、室内物

流、日常清洁等方面的洁净室运行规范。

4.1.2 宜建立洁净度、温湿度、压差等受控环境的自动检测系统。

4.2 准备

4.2.1 超净工作台/生物安全柜/隔离器等受控环境应用紫外线或过氧化氢等消毒后再进行培养操作。

4.2.2 应准备细胞培养所需试剂和耗材,包括但不限于培养基、生理缓冲液(PBS)、培养容器等。

4.2.3 实验用品、试剂耗材外包装等应使用适宜的消毒剂(如75%乙醇)擦拭。
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4.2.4 培养基配制时,应根据细胞来源及种类确定所需培养液种类以及需添加的特殊成分。配制后可

采取通过0.22μm孔径滤膜过滤等措施除菌,并选择适宜条件保存培养基。若培养基、消化液等试剂从

冰箱取出,需升温到细胞培养的温度。

4.3 分离

4.3.1 人或动物细胞实体组织原代分离时,应在无菌获得组织后用适当的缓冲液清洗,去除非培养所

需组织后,用适宜的工器具(如手术刀)将组织切成若干小块,移入无菌容器中,加入适量缓冲液,可反复

剪切至适宜大小。然后根据不同细胞的生长、增殖特性选择机械分散、酶消化、非酶消化等适宜的方法

进行分离获得原代细胞。

4.3.2 人或动物细胞液体组织原代分离培养时,采用适宜的方法获得目的细胞,然后用适当的缓冲液

(如无钙、镁生理缓冲液)清洗,用培养基清洗后获得原代细胞。

4.3.3 将获得的原代细胞用缓冲液清洗,用细胞培养液重悬制成细胞悬液,并将细胞数目调整为所需

密度分装于培养容器中。

4.3.4 将获得的原代细胞置于适宜的培养条件下进行培养,培养至适宜细胞密度后再进行传代。

4.4 纯化

4.4.1 需纯化的原代分离细胞,应根据细胞种类、来源、培养要求和目的,选择细胞因子依赖纯化法、酶
消化法、机械刮除法、反复贴壁法、细胞克隆技术法等适宜的细胞纯化方法。

4.4.2 人和动物组织(胚胎)中某些分离细胞的生长增殖需要有特定的细胞因子或化学小分子,宜选择

细胞因子或化学小分子依赖纯化法,通过不同的培养体系进行筛选纯化细胞。

4.4.3 贴壁细胞宜选择酶消化法或机械刮除法进行纯化。

4.4.4 悬浮细胞宜采用磁珠分选/流式细胞术分选等适宜纯化方法。

4.4.5 胚胎干细胞、诱导多能干细胞等宜选择细胞克隆法进行纯化。

4.5 传代与扩增

4.5.1 细胞生长到一定密度需要传代时,贴壁生长的细胞宜选择酶消化法传代;悬浮生长的细胞宜选

择离心法、半量换液法等传代;收集获得的细胞计数后,根据细胞类型选择适宜的接种密度进行培养。

4.5.2 细胞需要连续扩增培养时,应根据细胞生长的状态和细胞培养预定目的要求进行细胞培养换液

或补液。

4.6 冻存

4.6.1 需要冻存的细胞,应根据细胞特性,选择状态良好的细胞如对数生长期细胞,将其制备成悬液,
计数,并根据具体冻存要求调整细胞密度进行冻存。

4.6.2 应选择适宜的冷冻保护剂、冷冻方法和冷冻温度进行冻存。

4.6.3 对冻存的细胞应记录细胞名称、数量、代次、日期、培养条件、操作者等信息。

4.7 复苏

冻存的细胞若需培养,超净工作台应将细胞悬液与预热培养基混匀后离心弃上清,然后用培养基重

悬细胞沉淀至适宜生长密度后进行培养。

4.8 其他

4.8.1 对于培养的细胞,应对细胞进行鉴别和对细胞中细菌、真菌、支原体等进行检测,并根据需要,对
纯度、生物学特性、功能特性、病毒和内毒素等指标进行检测。
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4.8.2 培养操作完成后,需要移除的物品应移出超净工作台/生物安全柜。

4.8.3 应使用适宜的消毒剂进行消毒,如用75%乙醇擦拭超净工作台/生物安全柜台面后紫外灭菌。

4.8.4 废物分类放入专用容器中按照废物类别进行相应处理。

5 证实方法

5.1 细胞纯度宜按照GB/T39729进行检测。

5.2 细胞无菌宜按照GB/T40365进行检测。

5.3 应定期对洁净室及受控环境进行检查。

5.4 记录并保持以下信息:

a) 操作者;

b) 操作时间;

c) 清洁时间。
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