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产品概述

OptiVitroTM T细胞无血清培养基（OptiVitroTM T Cell Medium SF， OptiVitroTM T-SFM）是一款专为 T

细胞培养而设计的无血清（Serum-Free）、无异种成分（Xeno-Free）的 T细胞维持和扩增培养基。和

传统的含血清培养基相比，无血清、无异种成分的设计大大降低了在 T细胞培养过程中引入异源感染物

的风险，提高了培养基批次间的一致性，并且避免了血清中的不明确成分可能导致的 T细胞过度激活，

从而可以更好的扩增 T细胞并保持其潜能，有利于进行临床及大规模转化。 经严格实验室验证，

OptiVitroTM T-SFM 适合用于扩增人外周血单个核细胞（PBMC）中的 T细胞，也适合于 T细胞的重激

活扩增培养。

产品规格

货号 规格 保存条件 保质期

TE000-N011S 100 mL 2-8 ℃ 避光 6个月内为最佳使用期

TE000-N011 500 mL 2-8 ℃ 避光 6个月内为最佳使用期

TE000-N012 1000 mL 2-8 ℃ 避光 6个月内为最佳使用期

实验流程

一．PBMC 中 T 细胞的激活和扩增

1. Day -1（T细胞激活前 1 天）：复苏 PBMC

1） 提前设计好实验条件，检查所需的试剂和耗材，确定需复苏的 PBMC 细胞在液氮罐中的位置；

2） 在生物安全柜内准备一支 15 mL离心管，向其中加入 9 mL预热至室温的 OptiVitroTM T-SFM备用；

3） 将 PBMC 冻存管从液氮中取出，迅速放入 37℃水浴中，不断摇动冻存管并观察其中的冰块解冻情

况；

4） 当冻存管中的冰块即将完全融化（约需要 1分钟）时，将冻存管从水浴中移出并继续晃动使冰晶完

全消失；
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5） 将冻存管内的 PBMC细胞悬液全部加入准备好的 15 mL离心管内的 9 mL预热至室温的 T-SFM培

养基中，吸取管内 1 mL液体将冻存管冲洗 1次并加回管内（此步骤为避免细胞损失）；

6） 盖好离心管盖，轻轻颠倒 4-5次混匀；

7） 400 g离心 5分钟沉淀细胞，去除上清，以 2 mL OptiVitroTMT-SFM重悬细胞，计数，并记录活细

胞数和存活率；

8） 根据计数结果的活细胞数，以不超过 2*106 活细胞/mL 将 PBMC 接种于 6孔板内，每孔 2 mL

OptiVitroTM T-SFM （即每孔不超过 4*106 活细胞），放入 37℃ 二氧化碳培养箱内继续培养 16-24小

时（此步骤为 T细胞激活前的静息期）；

9） 准备用于 T细胞激活的 anti-human CD3/CD28 抗体包被的培养板: 用 PBS配制 anti-human CD3

抗体和 anti-human CD28抗体的混合液，使得 anti-human CD3抗体和 anti-human CD28抗体的终浓

度分别为 1 μg/mL和 0.5 μg/mL，按 6孔板每孔 1 mL的体积将上述抗体混合液加入待用的培养板孔内，

保证液体覆盖整个孔底，用 parafilm封好后 4 ℃静置过夜备用。

2. Day 0：T 细胞的激活

1） 从 4 ℃冰箱中取出抗体包被的 6孔板，生物安全柜内吸去抗体混合液，每孔加入 2 mL OptiVitroTM

T-SFM（或根据实验设计加入相应体积），向每孔中加入终浓度为 100 IU/mL 的 IL2，放入培养箱备

用；

2） 从培养箱内取出复苏并静息一天（16-24小时）的 PBMC 显微镜观察并拍照；

3） 用 1mL移液器轻吹板底，收取全部细胞，400 g离心 5分钟；

4） 以适当体积重悬细胞，计数，记录活细胞数和存活率；

5） 从培养箱内取出 1）中准备好的 CD3/CD28 抗体包被的培养板，根据细胞计数结果，按 1*10^5 活

细胞/mL 将 PBMC 接种于相应的孔内，放入培养箱继续培养。

3. Day 3: 补充培液（或换液）

观察细胞形态，拍照，向每孔内补充 1 mL 添加了终浓度 100 IU/mL IL2的新鲜OptiVitroTM T-SFM。

注意：上述步骤也可离心沉淀细胞并完全更换为 2mL 新鲜 OptiVitroTM T-SFM；同样的，以下 4、5

步骤，研究者可根据自身实验情况选择完全换液。

4. Day 4: 补充培液（或换液）
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观察细胞形态，拍照，向每孔内补充 1 mL 添加了终浓度 100 IU/mL IL2的新鲜OptiVitroTMT-SFM。

5. Day 5: 补充培液（或换液）

观察细胞形态，拍照，向每孔内补充 2 mL 添加了终浓度为 100 IU/mL IL2的新鲜 OptiVitroTM

T-SFM。

6. Day 6：细胞计数、表型分析、分盘

观察细胞形态，拍照，计数，流式分析细胞表型，并按 1*105活细胞/mL 将细胞重新接种于新的 6

孔板内，每孔培液为 2 mL 添加了终浓度 100 IU/mL IL2的新鲜 OptiVitroTM T-SFM。

7. Day 8 ：根据实验需要继续观察培养，重复上述 3-6 步骤；或收获细胞用于下游实验，

二．T 细胞的重激活扩增培养

1. Day -1（T细胞重激活前 1 天）：准备抗体包被的培养板

1） 提前设计好实验条件，检查所需的试剂和耗材，确定需要重激活培养的 T细胞处于良好生长状态；

2） 准备用于 T细胞激活的 anti-human CD3/CD28 抗体包被的培养板: 用 PBS配制 anti-human CD3

抗体和 anti-human CD28抗体的混合液，使得 anti-human CD3抗体和 anti-human CD28抗体的终浓

度分别为 1 μg/mL和 0.5 μg/mL，按 6孔板每孔 1mL的体积将上述抗体混合液加入待用的培养板孔内，

保证液体覆盖整个孔底，用 parafilm封好后 4 ℃静置过夜备用。

2. Day 0：T细胞的重激活

1） 从 4 ℃冰箱中取出抗体包被的 6孔板，生物安全柜内吸去抗体混合液，每孔加入 2 mL OptiVitroTM

T-SFM（或根据实验设计加入相应体积），向每孔中加入终浓度为 100 IU/mL 的 IL2，放入培养箱备

用；

2） 收取需要重新激活的 T细胞，400 g离心 5分钟；

3） 以适当体积重悬细胞，计数，记录活细胞数和存活率；

4） 从培养箱内取出 1）中准备好的 CD3/CD28 抗体包被的培养板，根据细胞计数结果，按 1*105 活

细胞/mL 将需要重新激活的 T细胞接种于相应的孔内，放入培养箱继续培养。

3. Day 3：后续培养

观察细胞形态，拍照，每 2-3天向每孔内补充（或完全更换） 2 mL 添加了终浓度为 100 IU/mL IL2

的新鲜 OptiVitroTM T-SFM，根据实验需要继续培养，重复补液（换液）或分盘步骤。
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