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01 产品简介

Nova 921 SFM™昆虫细胞无血清培养基是一款经过优化的即用型 (Ready-to-Use) 1×液体培养基，专门

为 Sf9/Sf21细胞的高密度悬浮培养、贴壁培养、杆状病毒扩增及重组蛋白表达而设计。该培养基不含

血清，可为 NovaBac™杆状病毒表达载体系统（货号：INK1001）提供稳定可靠的高产量表达环境。

本培养基已预先添加 L-谷氨酰胺及非离子表面活性剂 Pluronic® F-68，可直接用于细胞培养，无需另行

补充。

不同细胞的培养方式存在差异，具体操作请同时参照唯地生物《Sf9/Sf21细胞系说明书》或《High Five
细胞系说明书》。

02 规格、储存与运输

产品名称 货号 规格 储存条件 有效期

Nova 921 SFM™昆虫细胞无血清培

养基
IM1001S 500 mL

2 ℃ ~ 8 ℃，避

光
12个月

Nova 921 SFM™昆虫细胞无血清培

养基
IM1001L 10 × 500 mL

2 ℃ ~ 8 ℃，避

光
12个月

注意：运输条件：常温运输，运输时间不应超过 5天。

开瓶后：建议在 4周内用完；每次取用须严格无菌操作。

03 培养条件

参数 推荐值

培养温度 27 ± 1 ℃（推荐 27–28 ℃）

孵箱环境 非加湿、非 CO₂大气环境

培养容器 通气盖摇瓶（PETG /聚碳酸酯）、转瓶或生物反应器

摇床转速 摇瓶 90–100 rpm（振荡轨道直径 50 mm）

旋转瓶转速 85–95 rpm（依叶轮形状调整）

通气方式 松开瓶盖或使用通气盖，以保证气体交换

工作体积 摇瓶最大装液量为容器额定容积的 20–30 %

提示：昆虫细胞对剪切力较敏感，旋转瓶或生物反应器中应确保叶轮顺畅旋转，避免触碰瓶壁或瓶底。
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04 性能指标

细胞系 最大可达密度 传代密度 接种密度

Sf9 > 30 × 10⁶ cells/mL 2–5 × 10⁶ cells/mL 0.5–1.0 × 10⁶ cells/mL

Sf21 > 30 × 10⁶ cells/mL 2–5 × 10⁶ cells/mL 0.5–1.0 × 10⁶ cells/mL

05 细胞复苏

1. 将培养基提前 30分钟取出，平衡至室温。

2. 将冻存管自液氮中取出，立即转入 37 ℃水浴并轻柔晃动，使其在 2分钟内迅速融化，直至仅剩少

量冰晶。

3. 用 70 %乙醇擦拭管外壁后，转入生物安全柜或超净工作台。

4. 将冻存管全部内容物（约 1.0 mL）加入 15 mL离心管中。

5. 缓慢逐滴加入 5 mL预温新鲜培养基，同时轻轻旋摇混匀。

6. 取样计数，确定细胞密度与活力。

7. 转入 125 mL摇瓶，补加培养基至终体积 25–30 mL，终密度 3 × 10⁵–5 × 10⁵活细胞/mL（首次复苏

最低须 ≥ 3 × 10⁵ cells/mL，推荐 5 × 10⁵活细胞/mL）。

8. 置于 27 ℃摇床，以 95 rpm培养（振荡轨道直径 50 mm）；不同振荡轨道直径对应转速见下表。

振荡轨道直径（振幅） 推荐转速

19 mm 125 ± 5 rpm

25 mm 125 ± 5 rpm

50 mm 95 ± 5 rpm

9. 当活细胞密度达到 > 2 × 10⁶ cells/mL时进行首次传代。

06 悬浮培养与传代

1. 使用血细胞计数板或自动细胞计数仪测定活细胞密度。

2. 以 0.5–1.0 × 10⁶活细胞/mL（Sf9/Sf21）接种至预热培养基中：

– 125 mL摇瓶：建议工作体积 30–50 mL

– 100 mL旋转瓶：建议工作体积 50–75 mL

3. 置于 27 ℃培养。
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4. 当活细胞密度达到 > 2 × 10⁶ cells/mL时进行传代，一般每周 2–3次（周一/周三/周五，或周一/周
四）。

5. 建议每 30代或每 3个月复苏新管低代数细胞，避免代数过高导致表达性能下降。

07 贴壁培养与传代

1. 倒置显微镜下确认细胞铺满程度，弃去旧培养基及悬浮死细胞。

2. 按 2 × 10⁴–5 × 10⁴活细胞/cm²的密度，接种至合适规格的培养瓶或培养皿中（规格见下表）。

培养瓶 /培养皿 生长面积 (cm²) 建议培养基体积 (mL)

6 cm培养皿（TC处理） 21 5

10 cm培养皿（TC处理） 55 12

15 cm培养皿（TC处理） 152 35

T25 25 5

T75 75 10

T150 150 30

3. 置于 27 ℃静置培养。

4. Sf9 细胞为非锚定依赖型，可在贴壁与悬浮培养之间多次切换，而不影响其活性、形态或生长速

率。

08 细胞适应（由其他培养基转换）

适应前需确保细胞活率 ≥ 90 %（Sf9）或 ≥ 93 %（High Five），并处于对数中期生长状态。

步骤 新培养基 :原培养基 接种密度 培养时间

1 25 : 75 0.6–0.8 × 10⁶/mL
直至 > 2 × 10⁶/mL（约 4–

6天）

2 50 : 50 0.6–0.8 × 10⁶/mL 直至 > 2 × 10⁶/mL

3 75 : 25 0.6–0.8 × 10⁶/mL 直至 > 2 × 10⁶/mL

4 90 : 10（或 95 : 5） 0.6–0.8 × 10⁶/mL 直至 > 2 × 10⁶/mL

5 100 : 0 0.3–0.5 × 10⁶/mL 至少连续传代 3次

提示：适应过程中细胞直径轻微增大（2–3 µm）属正常现象；若直径增大 ≥ 5 µm，提示细胞处于胁迫状
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态，应弃用并重新开始适应。

09 细胞冻存

1. 在对数中期采集活率 > 90 %的细胞，可保留部分上清作为条件培养基。

2. 100 × g离心 5–10 min沉淀细胞，轻弹管底使其松动。

3. 加入 NovaCryo™无血清昆虫细胞冻存液（货号：INR1001），用移液器轻柔吹打重悬至目标浓

度。

4. 以 1 × 10⁷–2 × 10⁷ cells/mL重悬于 4 ℃预冷冻存液中。

5. 按 1 mL分装至冻存管，直接置于 –80 ℃保存。

6. 24小时内转入液氮（–125 ℃至 –200 ℃）长期保存。

10 注意事项

1. 不要额外补加 L-谷氨酰胺、Pluronic® F-68或其他表面活性剂——培养基中已含有，补加可能引

起渗透压失衡。

2. 抗生素使用：不推荐常规添加；如确需使用，可加入终浓度 50–100 U/mL青霉素 + 50–100 µg/mL
链霉素，或 10 µg/mL庆大霉素。

3. 避光保存：核黄素等成分对光敏感。

4. 避免反复冻融：培养基不可冻存。

5. 气体交换：摇瓶必须使用通气盖或松开瓶盖，否则细胞会因缺氧死亡。

6. 无需 CO₂平衡：昆虫细胞培养无需加湿或 CO₂大气环境。

11 质量控制

检测指标 标准

无菌检测 细菌、真菌、支原体均为阴性

内毒素检测 ≤ 1.0 EU/mL（LAL 试验）

pH值 6.1–6.4

渗透压 340–390 mOsm/kg

细胞性能检测
Sf9细胞培养至 1 × 10⁷ cells/mL 以上，活率 ≥ 95 %，倍增时间 ≤
24小时

12 相关产品
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产品 用途 /说明

Sf9昆虫细胞 已预适应于 Nova 921 SFM™昆虫细胞无血清培养基的细胞

Sf21昆虫细胞 已预适应于 Nova 921 SFM™昆虫细胞无血清培养基的细胞

High Five昆虫细胞 已预适应于 Nova SFM™昆虫细胞无血清培养基的细胞

蛋白表达系统
NovaBac™杆状病毒表达系统（货号：INK1001）；NovaRapid快
速瞬转表达系统（货号：INK2001）

转染试剂 NovaFect™昆虫细胞转染试剂盒（货号：ITK1001M）

细胞冻存液 NovaCryo™无血清昆虫细胞冻存液（货号：INR1001）

13 常见问题与故障排查

问题现象 可能原因 解决方案

细胞生长缓慢 接种密度过低或细胞代数过高
提高接种密度至 0.5 × 10⁶/mL；复苏低代数

细胞

细胞结块 剪切应激或离心过强 降低摇床转速；离心力控制在 ≤ 200 × g

蛋白表达量低 MOI不当或感染时机不佳
优化 MOI（1–5）；感染时细胞密度控制在

1.5–2.0 × 10⁶/mL

病毒滴度低 细胞老化或病毒原液降解 复苏新管细胞；重新扩增新鲜病毒

培养基浑浊 污染或过期 立即弃用；检查无菌操作与有效期

细胞活率下降 营养耗尽或代谢废物积累 及时传代；每 3周离心更换培养基
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