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1、 注意事項：

A、 在每次開始操作前，需先確認耗材存量是否足夠，及早採購預備。

B、 所有操作步驟中，要進入生物操作櫃的物品，都必定要均勻噴灑過 70% 的酒精才可進入生物操作櫃。自己的手，需洗淨後擦乾後戴上手套，進入生物操作櫃之前，也需均勻噴灑過酒精，以下的步驟不一一註明。
C、 開啟培養箱前後，都必須在門需要放入培養箱中的 Flask、Dish 等容器，需均勻噴灑過 70 % 酒精，才可放入培養箱。

D、 身體不適者，於細胞操作實驗時需配戴口罩。

E、 培養細胞過程中， Flask 的合適容量為 10 ml，Dish 的合適容量為 2 ml。

F、 水浴槽設定溫度應為 37℃。
G、 C02培養箱與自製培養箱的溫度設定應為37℃，二氧化碳濃度應為 5 %。
H、 每次操作前的準備步驟：
1、 確認水浴槽內的水足夠，水位約需達到水浴槽內壁高度的一半，若水量不夠，加入自來水至預定水位即可。開啟水浴槽開關，放入裝有培養基的容器，隔水加熱培養基，等待溫度至設定值 37℃ 備用；開啟水浴槽開關同時，開啟生物操作櫃風機並紫外光燈管電源，殺菌10－15分鐘後切換至日光燈照明。
2、 手掌至手肘部分均用洗手乳洗淨，擦乾後戴上手套。
3、 將需要用到的培養基、酵素等溶液，以及會用到的離心管、滴管等耗材，均勻噴灑稀釋至 70% 的酒精後，放置到生物操作櫃中，並在操作櫃中央點起酒精燈。
I、 名詞介紹：
1、 Medium － 培養基

2、 Fetal Bovine Serum (FBS) － 胎牛血清

3、 Phosphate buffered Saline (PBS ) －磷酸鹽緩衝溶液
4、 Flask － 細胞培養盤

5、 Dish － 圓形培養皿

6、 Pasteur pipet － 巴斯特滴管／無刻度，需自行滅菌使用，單一規格
7、 Pipet － 滴管／有刻度，塑膠製，已滅菌，最大容量依規格而異
8、 Bottle Top Filter (BTF) － 過濾頭／栓於玻璃瓶上使用
9、 DMSO － 抗凍劑

10、 Trypan blue － 藍色染劑
11、 Hemacytometer － 細胞計數玻片

12、 Eppendorf － 塑膠小管，容量通常為 2 ml 左右依規格不同而異
J、 需存放的 Flask、Dish、離心管、冷凍小管等容器，都需用抗酒精的 marker 清楚標示內容物為何、操作日期、以及操作人員姓名。若是細胞繼代培養，更需註明目前的代數，以及這是同一代中的第幾盤。
K、 文中所指的培養基一詞，均為 90% 培養基、10 % FBS 混合而成的培養液。
2、 細胞解凍程序：
A、 目的： 購買的細胞通常會將細胞、培養基和抗凍劑混合之後裝在冷凍小管中冷凍，將冷凍小管連同乾冰放置於保麗龍盒內寄送。此程序可以將冷凍小管解凍，開始細胞的培養。存放於液態氮桶的冷凍小管也比照此程序解凍。
B、 操作程序：
1、 實行注意事項 H中操作前的準備步驟。
2、 手拿著冷凍小管管蓋處，將小管浸於水浴槽中，需注意管蓋處不可碰水，以免開蓋時外面的水汙染到細胞溶液，管蓋以下均浸於水中，此時手輕輕搖晃加快溶解速度，直至溶液內不再有冰塊。
3、 拿入生物操作櫃中，用滴管將全部溶液轉移至一乾淨離心管中，加入新鮮培養基至 10 ml，拿到離心機以 1000 rpm離心 5 分鐘。
4、 至生物操作櫃中用幫浦與巴斯特滴管將殘餘液體吸走，然後再加入 10 ml 新鮮培養基，用滴管以吸放的方式混合細胞與培養基溶液。
5、 再次拿到離心機中以1000 rpm離心 5 分鐘；之後在生物操作櫃中用幫浦與巴斯特滴管抽去殘液體。
6、 用滴管抽取 10 ml 新鮮培養基，用吸放的方式將離心管中的細胞懸浮起來之後，即可將細胞與培養基轉移至 Flask 中，將 Flask 放入培養箱中來培養。
7、 隔日，為移除可能殘餘的抗凍劑，需用幫浦與巴斯特滴管抽取移除 Flask 中原有的培養基，用滴管再次加入新鮮的培養基 10 ml，繼續於培養箱中培養。至此完成細胞解凍培養的程序。
3、 細胞培養程序：
A、 目的：將培養於培養箱中的細胞進行繼代培養，或是因應實驗需求進行分盤。
B、 操作程序：
1、 實行注意事項 H 中操作前的準備步驟。
2、 將 Flask 自培養箱中取出，於操作台中用幫浦及巴斯特滴管抽去所有溶液。
3、 用滴管吸取 10 ml PBS 溶液，加入至 Flask 中，以輕微搖晃的方式潤洗細胞層，之後用相同一支滴管將 PBS 溶液吸取至一乾淨燒杯回收廢溶液。

4、 拿取一隻新滴管，重覆步驟 3。（步驟3、4是為去除原有培養基當中的 FBS，以免 FBS 中和酵素的作用，使細胞壁上的黏附蛋白質無法被酵素分解，細胞會無法懸浮起來，無法取出細胞）
5、 用一滴管吸取 2 ml 酵素溶液，加入至 Flask 當中，放入培養箱中培養 5-10分鐘。

6、 用滴管加入 8 ml 新鮮培養基於 Flask 中，混合均勻後可用同一支滴管取出所有溶液，置於一乾淨離心管。

7、 將離心管放置於離心機中，以 1500 rpm 離心 5 分鐘。

8、 於生物操作櫃中，以幫浦與巴斯特滴管抽去上方殘餘溶液。

9、 此時視分盤狀況需要，加入適量的培養基，以滴管吸放的方式將沉澱的細胞重新懸浮起來，將全數溶液平均分配至分盤的容器當中。（需計算此時在每個容器當中的量有多少）

10、 補充培養基至容器的合適容量。（注意事項 B）

11、 放入培養箱中繼續培養或是進行實驗。至此完成細胞培養的程序。
4、 細胞冷凍程序：
A、 目的：將細胞冷凍儲存起來，做為備份或是其他用途。需要用到時，可再次解凍培養。

B、 操作程序：

1、 實行注意事項 H 中操作前的準備步驟。
2、 配製冷凍培養基，取 93% 細胞培養基混合 7% DMSO，以此比例配製 10 ml於一乾淨離心管中備用。 
3、 自培養箱中取出 2 個 Flask，通常冷凍時會將 2 盤細胞培養盤的細胞冷凍於一個冷凍小管中，避免未來解凍之後存活的細胞數目太少。

4、 對兩盤 Flask 分別執行 “三B2” 到 “三B5” 的步驟。
5、 用滴管加入 3 ml 培養基至其中一個 Flask 中，均勻混合後用同一支滴管取出所有溶液，置於一乾淨離心管中。
6、 取一支新的滴管，對另一個 Flask 執行步驟 5，並將溶液置於同一個離心管中，此時離心管中應有 10 ml 細胞溶液。
7、 將離心管放置於離心機中，以 1500 rpm 離心 5 分鐘。

8、 於生物操作櫃中，以幫浦與巴斯特滴管抽去上方殘餘溶液。

9、 用微量滴管加入 1.8 ml 的冷凍培養基，以吸放的方式將細胞懸浮起來，最後將全數溶液置於一乾淨的冷凍小管之中，管壁用抗酒精的 marker 標示日期，操作人員姓名以及細胞種類。

10、 冷凍小管將蓋子旋緊後，蓋子和管身接縫處以臘膜包覆，將冷凍小管放置於冷凍盒中。（冷凍盒為一圓柱形，上方有旋蓋之容器。器壁中間的空間填充未稀釋之酒精，功能為減緩冷凍小管在冰箱中溫度下降的速率。）

11、 將此冷凍盒放置於 -20℃ 冰箱中半小時。（即 313A 實驗室的冰箱冷凍庫）
12、 轉移至 5F 生物核心實驗室的 -80℃ 冰櫃中冷凍一天。（需先和生物實驗室助理確認時間，並且借好冰櫃鑰匙）
13、 取出冷凍盒，將冷凍小管取出，轉移至 313A 實驗室中的液態氮容器內存放。（液態氮容器內的液態氮，可用擺放於容器一邊架上的專用量尺確認目前液態氮存量，量尺伸到容器底部時，液態氮的水位至少需有 15 cm以上的高度，才能保持足夠低溫。）
Note：填充液態氮時，可從平常放置於313A的液態氮桶中取出液態氮，戴上棉布手套之後，用管子接出來填充至液態氮容器中。

5、 細胞計數程序：
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目的：算細胞濃度或是細胞數目、存活率。

B、 操作步驟：

1、 取出 Hemacytometer，用酒精擦拭其玻片與蓋玻片表面。將蓋玻片放置於玻片上。
2、 取 Trypan blue 500 μl 於一乾淨 Eppendorf 當中。

3、 執行 “三B1” 到 “三B5” 的步驟。
4、 用微量滴管以 500 μl 的培養基將細胞重新懸浮起來，取出置於 Eppendorf 中，混合均勻。
5、 以微量滴管取微量混合液填充至其中一個 chamber 中。
6、 此時將 Hemacytometer 用倒立顯微鏡以 10X 物鏡觀看 chamber 中央。

7、 數算區塊 1、2、3、4、5 中的細胞數目之後平均，得到平均數 A。

8、 此估計法為A 在 50－200 之間時估計較準確。若此時 A 大於 200，則需稀釋一倍之後再來計算，直到 A 介於 50－200 之間。

9、 細胞濃度 = cells/ml = A × Dilute factor × 
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· each square is 1 mm × 1 mm and the depth is 0.1 mm 
· Dilute factor = 總共混合溶液量 / 最初細胞溶液量 
10、 細胞死亡後，細胞膜將破裂，此時 Trypan blue 進入細胞中，細胞將被染成藍色；活細胞則不會被染色呈淡藍色或白色。藉由顏色的區分來分辨活細胞與死細胞。計算五區的 viability 後取平均得到細胞存活率。
· Viability = (The # of unstained cells ／The total # of cells) × 100%

Note：Hemacytometer 使用方法可參考以下網址中的影片( http://www.youtube.com/watch?v=vBJIy5TRQ2E ) 

6、 使用溶液配方
A、 Phosphate buffered Saline (PBS )： 
For 1 liter of 1X Phosphate-buffered saline (1X PBS buffer)：
- 8 g of NaCl

- 0.2 g of KCl

- 1.44 g of Na2HPO4

- 0.24 g of KH2PO4

- Dissolve in 800 ml of distilled H2O

- Adjust the pH to 7.4 with HCl or NaOH

- Add distilled H2O to 1 liter
- Sterilized by autoclaving (20 min, 121°C, liquid mode)
B、 Medium

1、 向購買細胞的廠商或機構詢問 medium 配方。舉例以 RPE 細胞來說，可以在生資中心網站 RPE 的資訊欄中找到培養基配方。 (https://www.bcrc.firdi.org.tw/BSAS_cart/controller?event=SEARCH&bcrc_no=60383&type_id=4&keyword) 
2、 以此配方向廠商（原廠：Invitrogen／代理商：伯昂）來選購已配好的培養基，或是購買粉狀的培養基來自行配製。這些培養基最後需以 90% 培養基，10 % FBS 的比例混合，成為細胞的培養液。

3、 若購買已配好的 medium，以 90% 培養基，10 % FBS 的比例混合後，即可使用，步驟如下：
i、 用滴管取出 10% 容量的 medium，另外存放於一乾淨已滅菌的容器中。

ii、 用滴管加入等量的 FBS 於原本的溶液中，搖晃均勻即可使用。

4、 若購買 medium powder：

i、 實驗室目前購買的 medium powder，一包需搭配一升水量來配置，配置的用水需使用313A內的去離子水（Purity-SP出的水）。
ii、 以已清洗滅菌過的 1 L 玻璃瓶，盛裝 1 L 的去離子水。加入 medium powder 之後搖晃均勻至粉末溶解。

iii、 以 NaOH 或 HCl 溶液來調整 PH 值至 PH7.5－PH8.0之間。NaOH 及 HCl 需先配成 1 N水溶液來備用，一次加入 10 μl，配合 PH meter 逐步調整至 PH7.5－PH8.0之間。
iv、 將此 1 L 的玻璃瓶拿至生物操作櫃中，另將一個 BTF 旋在一 500 ml 的玻璃培養瓶上。將幫浦接於BTF，從上方倒入已配好的培養基溶液，幫浦將空氣抽走時，即會使上方溶液經過 0.22 μm濾紙過濾，落於下方的 500 ml 玻璃瓶中。

v、 將第一瓶 500 ml 裝滿後，將 BTF 旋於另一個 500 ml 的玻璃瓶上，過濾剩下的 500 ml 培養基。

vi、 過濾完的培養基即視為完成滅菌，以 90% 培養基、10% FBS 的比例混合後，即可使用。

vii、 不需使用時需存放於冰箱 -4℃ 冷藏。

Note：Phenol red (酚紅) 的變色範圍為：PH 6.8 (黃) － PH 8.2 (紫紅)
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