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ACE Insect SFM产品手册（1.0.0版）

【产品名称】：ACE Insect SFM

【产品货号】：ACE09101

【包装规格】：1000ml

【主要成分】：该产品为无血清培养基，化学成分明确。本产品通

过科学配比氨基酸、维生素、脂类及能量物质，结合独特的细胞保护剂，显著提

升细胞活力与蛋白产量。

【适用范围】：仅限于科研使用，不适于临床诊断和治疗。

【预期用途】：是一款专为 SF9、SF21高密度培养及重组蛋白表达优化的无血清

培养基。适用于杆状病毒表达系统（Bac-to-Bac）的规模化生产与科研实验。

【运输要求】：湿冰运输

【存储条件及有效期】：2~8℃避光保存，有效期 9 个月

【使用方法】

1. 培养液使用前的准备

（1） 本培养液适合 Sf9及 Sf21细胞高密度无血清悬浮培养，使用时无需添加

任何添加物，开封即可使用；

（2） 常规的换液或传代时，从 4℃冰箱取出的培养液可预热至室温时使用。

2. 培养条件设置

（1） 使用恒温摇床悬浮震荡培养细胞，摇床温度应调至 27-28℃，无需提供

CO2气体，摇床转速为 100-120rpm左右；使用普通恒温培养箱及磁搅拌方式悬

浮培养细胞时，搅拌速度约控制在 80-100rpm左右；

温馨提醒：

（1）产品切勿紫外照射；

（2）使用前无需预热处理；

（3）储存培养基请使用医用冰箱，切勿冷冻。
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3. 细胞的换液与传代

（1） 将细胞以 1.0×106 cells/ml接种至合适的摇瓶中（培养液体积一般控制在

摇瓶容积规格的 1/5以内），盖上封口膜，置于上述条件下的恒温培养箱中培养；

待细胞密度至 3×106 cells/ml左右时，可进行传代或冻存；

（2） 传代时，需先做细胞计数，密度确认后无需对细胞悬液进行离心，可直

接将细胞悬液依照所需比例兑入培养液中。传代后的细胞密度应尽量控制在

1.0×106 cells/ml，或根据自身经验摸索最佳传代条件。

4. 细胞的冻存与复苏

4.1冻存

（1） 用细胞培养液制备 7.5% 二甲基亚砜（DMSO）细胞冻存液，或使用珠

海恺瑞即用型无血清细胞冻存液 KD-Freeze（货号 K60001）；

（2） 将细胞培养至对数生长期，计数并离心收集细胞；

（3） 用细胞冻存液将离心的细胞以 5-10×106 cells/ml的浓度重悬；

（4） 将细胞悬液分装到标记好的冻存管内，确保拧紧管盖使其完全密封；

（5） 将冻存管放置于-80℃冰箱中缓慢降温；

（6） 次日将冻存管转移至液氮内长期保存。此过程需尽可能快速完成（建议

在 2min内），如果在此过程中冻存管温度升至-50℃以上，细胞则可能会迅速受

损。

4.2复苏

（1） 从液氮罐、干冰或超低温冰箱中取出细胞冻存管，立刻放置于 37℃的温

水中，直至管内冰晶完全融化；

（2） 解冻后用 75%乙醇彻底擦拭冻存管，用移液枪将管内细胞悬液全部转移

至一个 50ml的无菌离心管中，缓慢加入细胞培养液，至其终体积为 20ml；

（3） 1000rpm离心 5min，弃去含有冻存液的上清液；如使用珠海恺瑞无血清

细胞冻存液，可直接将复苏后的细胞转移至已添加 ACE Insect SFM培养液的摇

瓶中重悬即可。

（4） 用新鲜的 ACE Insect SFM 培养液重悬细胞，使其密度为 0.6-1.0×106

cells/ml，接种于摇瓶中震荡培养；培养 3-6天后对细胞进行计数，观察细胞密度
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和存活率是否上升；若细胞密度达到 3-6×106 cells/ml，可对细胞进行传代，一般

细胞传代 1-2次后即可恢复正常的生长状态；

（5） 若化冻后细胞密度过低，可先接种于培养瓶中静置培养，待其密度恢复

至 0.6-1.0×106 cells/ml时，再接种于摇瓶中震荡培养。

操作要点及注意事项：

1. 培养箱摇床参数设置建议：温度 27-28℃，转速≤120rpm（振幅 26）；不同振

幅摇床计算公式如下：

如振幅是 50，按照公式计算：m×ω12×26
2
=m×ω22×50

2
，所以ω1和ω2的关系是：ω1≈1.4ω2，

就是 86rpm左右。

2. 如使用其它品牌培养基，建议逐步过渡到 ACE Insect SFM，让细胞持续传代

数周时间，观察细胞活率及扩增速度，等细胞恢复正常生长状态后，再做下一步

实验。

3.细胞密度及活率降低

（1）当细胞存活率为 80%-95%时：

将细胞离心去上清，用新鲜培养液重悬，使其密度为 3×106 cells/ml，接种于摇瓶

中振荡培养。每天观察细胞是否增殖，若有增殖，继续培养，直至细胞密度为

9×106 cells/ml时方可传代。传代密度继续使用 3×106 cells/ml，直至细胞存活率恢

复至 95%以上时，可将传代密度恢复至 0.3-0.6×106 cells/ml。
（2）当细胞存活率为 60%-80%时：

将细胞离心去上清，用新鲜 ACE Insect SFM重悬，使其密度为 0.5×106

cells/ml，接种于培养瓶中静置培养。每两天观察一次细胞是否生长，若细胞有

生长，继续培养至细胞密度为 2.0×106 cells/ml，传代至 0.5×106 cells/ml于培养瓶

中静置培养。重复上述过程，直至细胞活率大于 90%时，可转移至摇瓶中培养，

此时接种密度应不低于 2.0×106 cells/ml。在静置培养过程中若发现有细胞贴壁，

可继续培养。当细胞密度达到一定程度时，部分细胞会自然脱落，继续贴壁的细

胞则可以借助移液管的轻微吹打脱离培养瓶。

（3）细胞存活率小于 60%时：

丢弃细胞，重新获取细胞。

4.细胞结团：

检查是否在培养液中添加了其它物质，若使用可重复使用的玻璃摇瓶，需检

查瓶子是否清洗干净。如果结团细胞成球状，可能是因为添加了其它外源物质或

洗涤剂；如果结团细胞成片状或不规则的松散结构，可能是因为摇瓶有上一次培

养时没洗干净的残留物粘附于瓶身，或因细胞成活率较低所致。
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5. 常见问题及应对方法

问题 是 否

摇床温度是否为 27-28℃
用温度计检测摇床内温度并做必

要的校正

摇床转速是否为合适 调节摇床至合适转速

CO2浓度是否为 0 调节摇床 CO2的浓度至 0

摇瓶是否干净无异物 更换新摇瓶

细胞接种密度是否大于

1.0×106 cells/ml

离心并重悬细胞，使其密度大于

1.0×106 cells/ml

传代是否过频
密度达到 3-6×106

cells/ml时传代
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