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操作指导(以下操作所加试剂量以T25培养瓶为例，其他培养器皿请注意换算)

复苏：

1:提前将水浴锅调节至37℃,并预热培养基；

2:准备一个T25培养瓶和一支15ml尖底离心管，并分别加入7ml、4ml预热的完全培养基；
3:将冻存管管身浸入水浴锅(管盖部分露出水面)并快速摇晃至内容物完全融化(请在1-2min内完成);
4:立即取出冻存管，75??醇消毒冻存管后移至生物安全柜，吸出悬液加入备好的15ml离心管，200-300xg室温离心5min;
5:弃去上清，用手指指肚轻拨离心管底部以分散细胞沉淀，加入新鲜培养基重悬细胞后转入T25培养瓶，“十字法”晃动培养瓶以使细胞分布
均匀；
6:如使用透气培养瓶可直接放入培养箱；非透气培养瓶请拧松瓶盖后再放入培养箱；若培养条件是L-15的，由于其缓冲系统由磷酸盐和游离碱
基氨基酸组成，不需要通过吸收CO2来维持培养液的pH稳定，需要使用密封盖的或封了口的培养瓶来保持无CO2的环境。

传代：

66
当细胞密度达到80??上时可进行传代培养，有特殊说明细胞除外

55
1:提前预热培养基至37℃;
2:弃去培养基，加入5ml DPBS(或无钙镁离子PBS)轻轻晃动培养瓶润洗细胞层，尽量除尽上清后加入1ml.25胰酶消化液(含0.02%
EDTA),室温或37℃消化至细胞变圆、大部分呈流沙样脱落；
3:消化完成后，立即加入3ml完全培养基终止消化，将细胞悬液移至15ml尖底离心管，200-300xg室温离心5min;
4:弃去上清，用手指指肚轻拨离心管底部以分散细胞沉淀，加入新鲜培养基重悬细胞后视推荐传代比例和收获细胞量接种到若干个新的T25
培养瓶中；
5:如使用透气培养瓶可直接放入培养箱；非透气培养瓶请拧松瓶盖后再放入培养箱；若培养条件是L-15的，由于其缓冲系统由磷酸盐和游离碱
基氨基酸组成，不需要通过吸收CO2来维持培养液的pH稳定，需要使用密封盖的或封了口的培养瓶来保持无CO2的环境。
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