
NK细胞培养操作规程

1. 样本：外周⾎或脐带⾎ 60-10ml（⾸选肝素钠抗凝）。

2. 试剂耗材：NK细胞⽆⾎清培养基套装、PBS缓冲液、T75培养瓶（TC）、T175培养

瓶、细胞培养袋、⽣理盐⽔、样本密度分离液、移液管、50ml离⼼管、EP管。

3. 仪器设备：超净⼯作台、离⼼机、⼆氧化碳培养箱、显微镜、电动移液器、计数仪。

4. 操作步骤

4.1试剂组成 (GT650115 Gactoo盖图 NK试剂盒扩增套装 (2L))

注：每次添加的培养基需提前取出恢复⾄室温，如有必要试剂需分装，禁⽌将整瓶培养

基反复预温。

4.2 样本确认：技术⼈员需检查样本采集时间，运输箱是否的破损、温度是否在 8～25℃

范围内，箱内样本外包装袋是否破损等，喷洒 75%酒精对外包装进⾏消毒，传⼊洁净室。

4.3 设备试剂准备：超净⼯作台开启紫外灯照射 30min；试剂从冰箱取出，洁净区内放置

30min后使⽤。

4.4 样本准备：取出采⾎袋喷洒 75%酒精消毒，放⼊超净⼯作台内。

4.5 试剂配制和准备：每瓶培养基加⼊⼀⽀ NK-E混匀配制成完全培养基，每次使⽤前

恢复⾄室温，时间不宜过⻓，切勿强光及紫外⻓期照射。

4.6 T75 培养瓶（TC表⾯）包被

4.6.1 在 T75养瓶中加⼊ 8ml ⽣理盐⽔和 1⽀ NK-A；



4.6.2 轻轻摇晃培养瓶，让包被液在培养瓶表⾯均匀分布；

4.6.3 置于⼆氧化碳培养箱中避光放置 150-180min，时间不宜过⻓或过短，取出后轻拿

轻放，切勿晃动已包被好的培养瓶（如超过 180min未能使⽤，轻轻取出放置平整且⽆

振动的桌⾯上，⽤⼲净⽆菌布盖好避光，建议在⼀个⼩时内使⽤）；

4.6.4 ⽤移液管吸出包被液，不可冲刷晃动培养瓶包被⾯，取出后⽴即使⽤。

4.7⾎浆提取

4.7.1将⾎液样本平均分⾄ 50ml离⼼管中，每管分装 30ml（⽅便⾎浆离⼼，分装太满满

会导致⾎浆含有少量红细胞）,2800rpm，8min；

4.7.2取上层⾎浆转移⾄新的离⼼中（取样作传染病复核），56℃，30min灭活；

4.7.3灭活⾎浆 4℃静置 20min（让⾎浆温度下降，以免加⼊后⾼温使细胞死亡），3000rpm，

10min；

4.7.4⽤吸管将上清⾎浆转移⾄新的离⼼管中，如冻存 PBMC未使⽤，则⾎浆置于-20℃

保存，使⽤前取出恢复⾄室温使⽤。

4.8 PBMC（单个核细胞）的分离

4.8.1⾎浆提取后的红细胞⽤ PBS 1:1稀释，混匀备⽤；

4.8.2根据稀释⾎液的体积，取 2～4⽀ 50ml离⼼管分别加⼊ 15ml样本密度分离液；

4.8.3⽤移液管吸取 30ml稀释红细胞缓慢加到样本密度分离液上层，使⾎液和淋巴细胞

分离液形成⼀个明显的分层，1800rpm，30min；

4.8.4离⼼后可看⻅管内分为三层，上层为⾎浆和 PBS，下层主要为红细胞和粒细胞，中

层为样本密度分离液。在上、中层界⾯处有⼀以单个核细胞为主的⽩⾊云雾层狭窄带，

为单个核细胞，包括淋巴细胞与单核细胞，还含有⾎⼩板（如下图所示）；



4.8.5轻轻吸取各离⼼管中间层 PBMC（⽩膜层）转移⾄新的 50mL离⼼管内，加⼊ PBS

缓冲液⾄ 45ml，1600rpm，8min,弃上清；

4.8.6加⼊适量 PBS重悬细胞后加 PBS⾄ 45ml，充分混匀，取样计数；1400rpm，10min 收

集 PBMC，弃上清。

4.9 细胞接种扩增

4.9.1 D0：取包被瓶去掉包被液，取 45ml已预温⾄室温的完全培养基，加⼊ NK-B和 5ml

⾃体⾎浆混匀，重悬 PBMC，细胞密度(1.6-2.4)×106 cell/ml(8000万-1.2亿），混匀后的细

胞悬液转移⾄包被瓶中，置于⼆氧化碳培养箱中培养；

4.9.2 D3：镜下可⻅有较多克隆团出现，即可补液，如有⼤量较⼤的克隆团，可适当打

散（下同），转移细胞⾄ T175 培养瓶中，补加 45ml完全培养基（含 NK-E）、NK-C 和

5ml ⾃体⾎浆混匀；

4.9.3 D5：补加 100ml完全培养基（含 NK-E），加⼊ NK-D 和 10ml ⾃体⾎浆，混匀；

4.9.4 D7：补加 200ml完全培养基（含 NK-E）和 10ml ⾃体⾎浆（⾃体⾎浆不够⽤⾎

替或⾎清代替），混匀，转⼊细胞培养袋中；因培养袋体积⼤，此时细胞密度⼩，转袋后

把培养袋对半折起来，缩⼩培养袋的体积利于细胞⽣⻓（若细胞⽣⻓缓慢，则减半补液

并增加补液密度，下同）；

4.9.5 D9：补加 400ml完全培养基（含 NK-E）和 20ml胎⽜⾎清或⾎替；



4.9.6 D11：补加 800ml完全培养基（含 NK-E）和 40ml胎⽜⾎清或⾎替；

4.9.7 D13：补加 400ml完全培养基（含 NK-E）和 20ml胎⽜⾎清或⾎替，并取样作⽆

菌检测和传染病复核；

4.9.8 D14-18：收获细胞，可根据细胞实际⽣⻓情况，适当延⻓细胞⽣⻓周期。

4.10 注意事项

4.10.1分离 PBMC前⾎液及试剂应预温⾄ 20～25℃,室温离⼼；⾎液采集后应在 8h内分

离 PBMC；

4.10.2接种密度为(1.6-2.4)×106 cell/ml(8000万-1.2亿）,密度过低或过⾼对最终收获的细胞

数和 NK纯度均有影响；

4.10.3 补液流程⾮固定操作，需根据细胞⽣⻓的实际情况作相应的调整，如⽣⻓良好需

提前补液。




