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灏洋生物 TBDsciences

高效 NK细胞体外活化扩增试剂盒说明书

新鲜脐带血培养方案（2L-8L体系）

【试剂材料清单】

▶试剂盒组份 产品货号：UCB2024GOLD

序号 名称 规格 保存温度

1 高效 NK-1 1 支

-20℃至-80℃

避光保存

2 高效 NK-2 1 支

3 高效 NK-3 1 支

4 高效 NK-4 1 支

▶配套试剂及耗材（根据实验需求自行选择搭配）

序号 名称 货号 规格 保存温度

1 样本密度分离液 （医用级） HY2015-100 100ml /瓶 RT

2 免疫细胞培养基 ANDL-TBD-G 1L /瓶 2-8℃避光保存

3 PBS PB2004Y 500ml /瓶 RT

4 PBMC高效离心管（50ml） 601001 20支/盒 RT

5 2.5L体系悬浮细胞培养袋 N2500TBD 个 RT

6 细胞保存液 TBD798 100ml /瓶 2-8℃避光保存

7
高效 NK-3

（扩增体系必须因子，单独采购）
UCB2024GOLD-NK-3 支 2-8℃避光保存
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新鲜脐带血 CBMC初始投入方案

脐带血中 NK细胞（CD3- 56+ 16+）占淋巴细胞比例约为 3%-5%之间，其比例远远低于

成年人外周血。而 NK 的细胞原始比例是体外培养的关键因素，当 NK 细胞原始比例低于

5%，会显著减缓体外活化及增殖速率。

一般 200ml规格采血袋内含 28-30ml抗凝剂，建议采集脐带血量为 100ml以上（除去抗

凝剂体积）。可获得 CBMC约 2亿-3亿之间。

建议客户在实验开始前，将采集的脐带血留出 1ml 进行流式检测，记录 NK细胞比例

（CD3- 56+ 16+）、细胞数量、细胞活率。并参照下表进行初始细胞投入。

样本

NK细胞

（CD3-56+16+）

占淋巴细胞比例

细胞活率

投入 CBMC

总量（单位：个）

其中 NK细胞

（CD3-56+16+）

数量（单位：个）

新鲜脐带血

3%-5%

（或无流式细胞仪）

90%-100% 6000万及以上 180万及以上

80%-90% 8000万及以上 240万及以上

新鲜脐血差异影响 NK细胞体外活化增殖的因素

1. NK细胞在新鲜脐带血中的原始比例：其占比越高增殖及活化效果越好；

2. 细胞活率：细胞活率越高增殖及活化效果越好；

3. 健康状况：未用药、无急慢性病产妇其培养效果佳；

长期用药、放化疗或使用过免疫系统类药物的人群培养结果波动性较大。
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第一部分 培养瓶的包被

1. 取一个T175培养瓶（TC处理培养瓶），向瓶中加入11ml无菌PBS及一整支高效NK-1，

请充分摇匀后铺满整个瓶子底部；

2. 将上述 T175 培养瓶拧紧瓶盖，放入 37℃培养箱静置 2 小时，或 4℃环境过夜静置（约

12-20小时）；

3. 将包被好的培养瓶置于超净工作台内，将瓶中的包被液直接倾倒弃去，注意倾倒前

不可来回摇晃包被液，不要反复冲刷包被层，不需要重复清洗瓶底，

请直接弃去包被液。此时 T175培养瓶包被完成。

第二部分 培养基的配制

▷ 活化培养基的配制

1. 取 1瓶免疫细胞无血清培养基（产品货号：ANDL-TBD-G），无菌分装出 500ml置于无

菌试剂瓶（或 T175及以上规格的细胞培养瓶中），剩余 500ml放置于 4℃环境下保存；

2. 向分装出的 500ml免疫细胞无血清培养基中，加入一整支高效 NK-2，即为活化培养

基。

▷ 增殖培养基的配制

1. 取出保存于 4℃环境中的 500ml免疫细胞无血清培养基，及另外一整瓶 1L免疫细胞无血

清培养基，共计 1500ml；

2. 将 1500ml免疫细胞无血清培养基，平均分至两个试剂瓶中，每瓶 750ml；

3. 取其中 1瓶 750ml免疫细胞无血清培养基，加入 500ul高效 NK-3 摇匀即为增殖培养

基。剩余 500ul高效 NK-3 放置于 4℃环境下保存（可保存 20天左右）。使用时现用现配，

增殖培养基可在 4℃环境下保存 20天左右。先使用第一瓶 750ml增殖培养基，用完后再配

制第二瓶 750ml增殖培养基。
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第三部分 脐带血采集

1. 临床获得健康新生儿脐带血 100ml以上（不含抗凝剂）。（首选肝素钠抗凝剂）

2. 请保证血液在安全无菌且温度为 20-30℃条件下平稳运送至实验室。

3. 新鲜脐带血 CBMC最佳分离时间为取血后 2小时内。如达不到 2小时内分血条件，请务

必于 4小时内进行分血步骤，超过 4小时很难顺利进行分离。

操作释义：

1. 肝素钠抗凝剂的必要性：由于血浆中的纤维蛋白原活化成有活性的纤维蛋白，纤维蛋白

交联成纤维蛋白血凝块，易使 CBMC 形成细胞团块，不利于细胞的活化。肝素钠抗凝剂可

减轻上述情况发生几率。

2. 运输条件需保持常温状态（20℃-30℃），严禁冷藏冷冻运输及长期放置（4小时以上），

尽量平稳送至实验室，减少不必要的摇晃震动。低温、震荡或长期放置会导致红细胞破裂，

血液理化性质发生改变，严重影响 CBMC 分离效果及细胞健康状态。
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高效 NK细胞的活化及培养流程（2L体系）

2L体系培养建议客户采购以下配套试剂耗材：

序号 名称 货号 规格 建议采购数量

1 高效 NK细胞体外活化扩增试剂盒 UCB2024GOLD 4支/KIT 1KIT

2 样本密度分离液 （医用级） HY2015-100 100ml /瓶 1瓶

3 免疫细胞培养基 ANDL-TBD-G 1L /瓶 2瓶

4 PBS PB2004Y 500ml /瓶 1瓶

5 PBMC高效离心管（50ml） 601001 20支/盒 1盒

6 2.5L体系悬浮细胞培养袋 N2500TBD 个 1个

7 细胞保存液 TBD798 100ml /瓶 1瓶

第 0天：

1. 取出 2支高效离心管，分别加入 16 ml样本密度分离液，200g离心 1min，确保离心后隔

片下充满分离液，隔片上有 0.5-1cm高度分离液。小心将 15-25ml抗凝血缓慢沿管壁加至分

离液界面上，确保血液与分离液之间有明显界面（每管可加 15-25ml血液，若血量超过 25ml，

则分管操作）。20-30℃环境下，离心力 600g，离心 30min（也可根据实际情况进行调节），

注意离心机速度为慢升慢降。

2. 离心后可观察从上至下分为 4层，淡黄色血浆层，白色环状 CBMC层，分离液层，红细

胞层。用吸管吸取最上层淡黄色血浆（每 50-60ml抗凝脐带血约可获得 20-25ml血浆），放

置于无菌离心管中做灭活处理。

操作注意：

吸取血浆层时，吸管头请从上至下吸取，吸取至距离白色环状 CBMC 约 2mm处时即可。如

过分贴近 CBMC 层，可能造成 CBMC 的损失。
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血浆的灭活步骤：

1 首先将含血浆的离心管置于水浴锅中 56℃ 静置 30min；

2 接着放置于-20℃环境下静置 10min；

3 最后 1200g，离心 15min；

4 保存离心后的上清至一支新的无菌离心管中，弃去底部沉淀；

5 取出第 0天所需 10ml血浆备用；

6 剩余血浆建议在第 3天补液前进行 3次-80℃ ~ 37℃环境的反复冻融；3次冻融后 1200g，

离心 15min；弃去底部沉淀，于 4℃保存离心后的灭活血浆。（此步骤目的为尽量多的去除

血浆中残留的纤维蛋白原，客户可根据自身需求选择性进行。）

3. CBMC洗涤：用吸管吸取 CBMC 细胞层至 50ml离心管中，为尽量获得更多细胞，建议

隔片以上部分全部吸取，注意不要吸到红细胞。在 CBMC离心管中加入 PBS混匀（PBS与

CBMC 体积至少为 1:1，或加入的 PBS 体积大于 CBMC 体积），600g，离心 10min。弃去

上清，加入 PBS重悬洗涤，300g，离心 10min。

操作注意：

细胞每一次洗涤都会有相应损失，请客户酌情处理。离心有两种损失，第一种是机械损伤细

胞，第二种是离心后上清液中有悬浮细胞。损失量约在 5%-15%之间，建议第一次洗涤前进

行细胞计数，如细胞数量过少，则酌情减少洗涤次数，但至少要洗涤 1次。

4. 分离出的 CBMC用活化培养基 配制成细胞悬液 35ml，加入一整支“高效 NK-4”、

加入 10ml灭活血浆，将上述所有液体转移至包被后的 T175培养瓶中，注意不要直接冲

刷包被层，请温和摇动液面至细胞液铺满整个培养瓶底部。置于饱和湿度、37℃、5.0% CO2

培养箱中培养 72小时，期间不要移动培养瓶。

http://www.tbdscience.com


www.tbdscience.com
天津市灏洋生物制品科技有限责任公司

天津市灏洋生物制品科技有限责任公司◆TIAN JIN HAO YANG BIOLOGICAL MANUFACTURE CO.,LTD - 7 -
天津滨海高新区华苑产业区（环外）海泰华科一路 15号润丰科技 2幢

技术服务 Tel: 15822121119 15822691119 13920701119 ◆ Fax:022-58921250 ◆ QQ:387745440 2572212016
www.tbdscience.com◆E-mail:gx15822121119@163.com

灏洋生物 TBDsciences

操作注意：

1. 建议接种前计数，记录 CBMC 投入数量，以便后续实验步骤的分析调整；

2. 脐带血 CBMC 建议接种密度为 1.5-3×106个/ml，如分离后细胞数少，则相对应减少培

养基的量，但血浆及活化因子添加量不变；

3. 培养期间培养瓶盖需拧松至可透气且不掉落的状态，约 0.5-1 圈（无论使用的是否为透

气瓶，均拧松瓶盖。）

4. 建议使用纯度为 99.99% CO2气体。

第 3天：

加入 40ml活化培养基，加入 5ml灭活血浆。

第 5天：

加入 75ml 活化培养基，加入 5ml灭活血浆。

第 7天：（开始计数）

将培养瓶中贴壁的细胞充分吹打下来，转移到 1个细胞培养袋内（产品货号：N2500TBD）

加入 5ml灭活血浆，视细胞生长状态（计数），建议向培养袋补加 350ml活化培养基。

第 9天：

视细胞生长状态（计数），建议向培养袋补加 500ml增殖培养基，加入剩余灭活血浆。

http://www.tbdscience.com
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请客户于培养的第 7天及后续补液日仔细阅读以下操作释义：

一. NK细胞培养中判断补液的标准是周期还是浓度：

NK培养一般来说是按照浓度进行补液，由于个体差异问题，每个样本生长状况不可能

100%相同，按照天数来补液会有一些不准确，所以按照浓度是相对稳妥的。添加培养基的

时间不一定要严格按照后期时间进行，根据具体情况具体分析，确保细胞已经活化成功，呈

现聚团生长的情况，细胞数量有增殖。在补加培养基后，脐带血细胞密度至少维持在 1-2×

106个/ml，有利于细胞的生长。

二. 关于培养密度及何时补液的问题：

1. 脐带血 NK细胞培养的最佳密度为 150 万个/ml~300 万个/ml。

2. 当细胞密度增殖到200万-300万个/ml之间，根据公式：当前细胞总量（单位个）÷ 100

万个 - 现有体积（ml） = 本次需补加培养基体积（ml），将补液后的细胞密度控制在

100-200 万个/ml。一般每隔 48小时计数补液一次，直到培养基完全用光。

3. 如计数后发现当前细胞密度达不到 200 万个/ml，建议 48 小时后再计数，细胞状态不好

或有凋亡现象，立即补加 5ml 灭活人脐带血血浆。

三. 关于 NK细胞在培养过程中的结团问题：

1. 一般情况下，NK细胞培养期间有结团现象是正常的，由于血浆中有不可避免纤维蛋白存

在，容易造成细胞聚团或呈现絮状。经过反复吹打或摇晃可散开呈小团状为正常现象。

2. 使用的脐带血不够新鲜，有肉眼可见或不可见的凝血现象；

3. 密度过大，细胞在培养至第 11 天左右，细胞增殖速度达到峰值，DAY11-DAY13 左右容
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易产生细胞絮状物，可稍用力来回摇晃培养袋数次至絮状物散开；

4. 染菌，细胞死亡，纤维相互交缠；

5. 未及时补液，细胞缺乏营养，死细胞抱团。

四. 为什么我的 NK细胞长的慢甚至不长？

1. NK 细胞占淋巴细胞比例，若低于 5%，细胞呈缓慢生长或停滞增殖状态；

2. 供血人的身体情况是否健康，无急慢性病，无不良生活习惯，无特殊身体状况；

3. 血液新鲜度（以外周血离体 4小时为判断，4小时内为新鲜，4小时以上为不新鲜）；

4. 试剂盒、培养液、分离液的保存温度各不相同，请放置在适宜环境下；

5. 脐带血 CBMC 投入密度需达标，至少为 150 万个/ml，推荐为 150 万-300 万个/ml 之间；

6. 补液时机准确，培养液呈现橘色，且计数达标后进行补液，过早或过多补液都会造成细

胞不增殖或者少增殖；

7. 接种前 3天，不要移动培养瓶；

8. 培养环境要稳定，温湿度适宜，CO2气体纯度 99.99%最佳，非必要不反复开关门。

9. 不论使用的是否为透气培养瓶，都要拧松瓶盖进行气体交换，只依靠透气膜的交换是远

远不够的。

第 11天：

视细胞生长状态（计数），建议补加增殖培养基 500ml。
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灏洋生物 TBDsciences

第 13天：

视细胞生长状态（计数），建议补加增殖培养基 500ml。此时取样做细菌、真菌、支原体、

内毒素检测。

第 15天：

收集 NK细胞悬液 2000ml，400g×10min 离心后弃去上清液，250ml 离心管集 2管每管生理

盐水 200ml 洗涤（400g×10min）1 次，再用 50ml离心管生理盐水 100ml洗涤（400g×10min）

1次，按照 200ml生理盐水+ 8ml 20%人血清白蛋白重悬细胞，封装好后送至使用部门，同

时留样封存以备日后检测。

【注意事项】

1. 使用前请仔细阅读本试剂盒说明书，并严格按照说明书执行操作。

2. 本试剂盒必须按规定温度保存，不可反复冻融。试剂在使用前需常温解冻，并充分混匀，

不可剧烈震荡。

3. 可视细胞生长的实际状况适当调整补液时间和用量。
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高效 NK细胞的活化及培养流程（扩增至 4L体系）

扩增至 4L体系培养，建议客户在 2L体系试剂耗材基础上，加购以下试剂耗材：

序号 名称 货号 规格 建议采购数量

1 免疫细胞培养基 ANDL-TBD-G 1L /瓶 2瓶

2 2.5L体系悬浮细胞培养袋 N2500TBD 个 1个

3 高效 NK-3 UCB2024GOLD-NK-3 支 1支

第一部分 扩增增殖培养基的配制

1. 扩增至 4L体系，需在 2L 体系基础上，另行采购 2 瓶 1L 免疫细胞培养基（产品货号：

ANDL-TBD-G）；

2. 取 1瓶 1L免疫细胞无血清培养基，加入 500ul高效 NK-3 摇匀即为扩增增殖培养基。

剩余 500ul高效 NK-3 放置于 4℃环境下保存（可保存 20天左右）。使用时现用现配，扩增

增殖培养基可在 4℃环境下保存 20天左右。先使用第一瓶扩增增殖培养基，用完后再配制

第二瓶扩增增殖培养基。

第二部分 4L体系扩增步骤

第 11天：

无菌取培养袋内 500ml 细胞培养液，转移至另一细胞培养袋内。向两个培养袋内分别补加

500ml扩增增殖培养基，补液后两袋总体积合计 2000ml。

第 13天：

向 2个培养袋内分别补加 1000ml扩增增殖培养基，补液后每袋内含 2000ml细胞悬液，2袋

总体积合计 4000ml。
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第 16天：

收集 NK细胞悬液 4000ml，400g×10min 离心后弃去上清液，250ml 离心管集 2管每管生理

盐水 200ml 洗涤（400g×10min）1 次，再用 50ml离心管生理盐水 100ml洗涤（400g×10min）

1次，按照 200ml生理盐水+ 8ml 20%人血清白蛋白重悬细胞，封装好后送至使用部门，同

时留样封存以备日后检测。

【注意事项】

1. 使用前请仔细阅读本试剂盒说明书，并严格按照说明书执行操作。

2. 本试剂盒必须按规定温度保存，不可反复冻融。试剂在使用前需常温解冻，并充分混匀，

不可剧烈震荡。

3. 可视细胞生长的实际状况适当调整补液时间和用量。
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高效 NK细胞的活化及培养流程（扩增至 8L体系）

扩增至 8L体系培养，建议客户在 2L体系试剂耗材基础上，加购以下试剂耗材：

序号 名称 货号 规格 建议采购数量

1 免疫细胞培养基 ANDL-TBD-G 1L /瓶 6瓶

2 2.5L体系悬浮细胞培养袋 N2500TBD 个 3个

3 高效 NK-3 UCB2024GOLD-NK-3 支 3支

第一部分 扩增增殖培养基的配制

1. 扩增至 8L体系，需在 2L 体系基础上，另行采购 6 瓶 1L 免疫细胞培养基（产品货号：

ANDL-TBD-G）；

2. 取 1瓶 1L免疫细胞无血清培养基，加入 500ul高效 NK-3 摇匀即为扩增增殖培养基。

剩余 500ul高效 NK-3 放置于 4℃环境下保存（可保存 20天左右）。使用时现用现配，扩增

增殖培养基可在 4℃环境下保存 20天左右。先使用第一瓶扩增增殖培养基，用完后再配制

第二瓶、第三瓶、第四瓶、第五瓶、第六瓶扩增增殖培养基。

第二部分 8L体系扩增步骤

第 11天：

无菌取培养袋内 500ml 细胞培养液，转移至另一细胞培养袋内。向两个培养袋内分别补加

500ml扩增增殖培养基，补液后两袋总体积合计 2000ml。

第 13天：

向两个培养袋内分别补加 1000ml扩增增殖培养基，补液后两袋总体积合计 4000ml。
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第 15天：

将两袋共计 4000ml细胞培养液，平均转移至 4个细胞培养袋内。向 4个培养袋内分别补加

1000ml扩增增殖培养基，补液后每袋内含 2000ml细胞悬液，4袋总体积合计 8000ml。

第 18天：

收集 NK细胞悬液 8000ml，400g×10min 离心后弃去上清液，250ml 离心管集 2管每管生理

盐水 200ml 洗涤（400g×10min）1 次，再用 50ml离心管生理盐水 100ml洗涤（400g×10min）

1次，按照 200ml生理盐水+ 8ml 20%人血清白蛋白重悬细胞，封装好后送至使用部门，同

时留样封存以备日后检测。

【注意事项】

1. 使用前请仔细阅读本试剂盒说明书，并严格按照说明书执行操作。

2. 本试剂盒必须按规定温度保存，不可反复冻融。试剂在使用前需常温解冻，并充分混匀，

不可剧烈震荡。

3. 可视细胞生长的实际状况适当调整补液时间和用量。

如需继续扩增培养体系，可购买相应数量试剂耗材。

http://www.tbdscience.com

