
国家模式与特色实验细胞资源库/中国科学院细胞库干细胞库

小鼠皮肤黑色素瘤细胞 B16-F10

目录号：SCSP-5233

细胞名称：小鼠皮肤黑色素瘤细胞 B16-F10

细胞描述：B16-F10 是来源于小鼠皮肤黑色素瘤细胞 B16 的亚克隆株之一，从

C57BL/6J品系小鼠的皮肤黑色素瘤组织中分离而来，表现出纺锤形和上皮样的

混合形态。小鼠黑色素瘤细胞 B16建系于 1954年，在美国杰克逊实验室 C57BL/

6J小鼠的耳根皮肤上自发出现。该实验室通过体内连续传代来维持 B16细胞，

其中 B16-F10 是用 B16-F0 亲本细胞系第 10 次连续传代的肺转移黑色素瘤组织

中获得，故而取名 B16-F10（B16→B16-F0→B16-F1→B16-F5→B16-F10）。与亲

本细胞相比，B16-F10表现出更强的肿瘤转移潜能，是个合适的转染宿主，被广

泛用于肿瘤模型构建和肿瘤机制研究。

物种：小鼠，C57BL/6J品系

组织：皮肤；疾病：黑色素瘤

完全培养液配方：见下方备注。

批次/冻存日期：详见 冻存管/培养瓶 标识

参考传代比例：1:3-1:5

参考传代周期：2-3天

参考换液频率：2-3天，传代时换液

冻存液：95%完全培养基 + 5% DMSO

培养条件：气相：空气 95%，二氧化碳 5%；温度：37摄氏度。

细胞形态：纺锤形和上皮样的混合形态，贴壁生长

支原体检测结果：阴性

STR结果：

1-1 17,18 6-4 18,19 13-1 17.1,18.1
1-2 19,20 6-7 15,16 15-3 22.3,23.3
2-1 16 7-1 26.2 17-2 15,16,17
3-2 14,15 8-1 16,17 18-3 15,16
4-2 20.3,21.3 11-2 16,17 19-2 13
5-5 16,20 12-1 17,18 X-1 28
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B16-F10细胞形态学结果：
低密度： 高密度：
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备注：

1. 小鼠皮肤黑色素瘤细胞 B16-F10完全培养液（目录号：SCSP-650）配方：

DMEM培养基（Gibco, 货号 11995065）： 90%

胎牛血清 FBS (Gibco) ： 10 %

2. B16-F10细胞生长旺盛，在高密度时会产生黑色素，可能导致培养液出现深棕

色或黑色。

3. 我库冻存时，每支冻存管约含 1×106 细胞量，体积为 0.5 ml，预期存活率 70%，

建议复苏至 1个 T25培养瓶。

中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库/干细胞库
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附件 1：细胞收到后的注意事项

1. 用户收到细胞时，请先核对细胞培养瓶或冻存管上标注的细胞名称是否

与所订购的细胞名称一致，并请检查培养瓶是否有破损或漏液、冷链物流包装盒

内干冰是否完全挥发等异常现象。如发现问题，请拍照后及时与我们联系和反馈。

此外，为防止细胞后续培养过程中出现污染和混淆，请用户定期对细胞开展检测

和鉴定。

2.用户收到电子发票时，请仔细核对发票信息（包括发票抬头、纳税人识

别号或统一社会信用代码等），并尽快核销或报销。请勿用该发票再次办理重复

汇款！

3.用户收到细胞后，请再次阅读《细胞说明书》（用户登录后可在网页下

载查看），并按照细胞培养的基本操作流程进行操作，切勿擅自更换培养液体系。

（1）如订购冻存状态的细胞，请将收到的细胞冻存管转移至-80度低温冰

箱或液氮罐中保存，并尽快安排复苏。

（2）如订购复苏状态的细胞，请将收到的细胞培养瓶放置在 37C培养箱

内静置 2小时，并镜下观察细胞状态。细胞因沿途运输或温度较低而出现皱缩等

现象，属正常情况。如没有发现污染等异常情况，请按照常规方法进行操作。除

非特别说明，我们通常不会在细胞及培养液中添加抗生素，并建议用户可根据自

身需要和实验室具体情况自行添加（通常 100U/ml青霉素和 100U/ml链霉素），

以预防细菌污染的发生。

① 对于复苏状态的贴壁细胞而言，细胞培养瓶中灌满的培养液已包含血

清或其他添加物，请收集后加入抗生素，并继续用于该细胞的换液或传代。

②对于复苏状态的悬浮细胞而言，请根据细胞的合理密度，使用半换法

进行换液或传代。半换法传代时，可直接向培养瓶中添加等体积的新鲜培养液，

然后将悬浮细胞吹打均匀后移入两个新的 T25培养瓶中培养。

③ 某些细胞贴壁能力较弱，在邮寄过程中可能发生部分细胞脱落、漂浮

等情况。请将培养瓶内的培养液（包括漂浮、脱落的细胞）收集至离心管，1000rpm
离心 5分钟后，将上清培养液转移至新的离心管备用。向离心后的细胞沉淀中加

入少量胰酶，轻轻吹打并作用 1-2分钟，之后用适量完全培养液中止反应，再次

吹打后将细胞悬液转移至新的 T25培养瓶，常规培养。另外，用户可根据细胞

融合度对原培养瓶内的贴壁细胞进行换液或传代操作。



国家模式与特色实验细胞资源库/中国科学院细胞库干细胞库

第 4页，共 6页

附件 2：普通细胞的传代

一. 实验前准备：

1. 将水浴锅预热至 37-37.5度。

2. 用 75%酒精擦拭经紫外线照射 30min的生物安全柜台面。

3. 生物安全柜中按次序摆放好无菌的离心管、吸管、培养瓶等。

二．细胞传代：

1. 悬浮细胞传代

请根据细胞（如 THP-1、K-562、293F等）的合理密度，使用半换法进行换

液或传代。半换法传代时，可直接向培养瓶中添加等体积的新鲜培养液，然后将

悬浮细胞吹打均匀后移入两个新的 T25培养瓶中培养。最后，请在瓶身写好细

胞名称、培养代数、日期、姓名等信息。

2. 贴壁细胞传代

① 在显微镜下观察细胞密度和生长状态，当细胞生长至覆盖培养瓶的

80-90%面积时，吸去培养液并用 PBS清洗 1-2次，轻轻晃动瓶身使 PBS充分接

触细胞。细胞清洗后将 PBS吸干净。

② 添加适量的 0.25%胰蛋白酶消化液，放入 37度培养箱消化。消化时间因

细胞种类、胰酶浓度和孵育温度不同而有所差别，通常为 1-3分钟，具体时间以

显微镜下观察到细胞变圆并开始脱落为准。消化时可将培养瓶放在倒置显微镜下

观察，当细胞回缩、离散、变圆后及时加入 5 ml完全培养基终止消化，再轻轻

吹打细胞使之脱落。

③ 将上述细胞悬液转移至 15 ml离心管中，1000 rpm 离心 5 min。弃上清，

将细胞沉淀用 5 ml 完全培养基重悬，混匀后按 一定比例进行分瓶传代。可补

充新的完全培养基至细胞培养瓶（如 T25培养瓶内培养液为 5-7 ml）。

④ 如有需要，可在第③步对细胞进行计数和存活率测定。吸取细胞悬液 20

μl，加入 20 μl台盼蓝染液，混合均匀后吸取 20 μl混合液加入到细胞计数板计数，

根据接种密度计算所需细胞液体积。

⑤ 在瓶身写好细胞名称、培养代数、日期、姓名等信息。最后将细胞放入

合适条件的细胞培养箱中培养，常见的培养条件是 37℃，5% CO2。
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附件 3：普通细胞的冻存

一. 实验前准备：

1. 将水浴锅预热至 37-37.5度。

2. 用 75%酒精擦拭经紫外线照射 30min的生物安全柜台面。

3. 生物安全柜中按次序摆放好无菌的离心管、吸管、培养瓶等。

二．细胞冻存：

1. 预先配制冻存液

按照冻存液配方配制冻存液，放在 4℃冰箱预冷。常用的冻存液配方是 95%

完全培养液+5% DMSO，特殊配方请参见细胞说明书。

2. 收集细胞

当细胞生长至 80%-90%融合度时，吸去培养液并加入 PBS清洗，之后用胰

酶消化并用适量完全培养液终止消化，1000 rpm离心 5 min收集细胞。悬浮细胞

可直接转入离心管通过离心收集。

3. 加入冻存液

弃上清，在细胞沉淀中加入适量冻存液，重悬后细胞计数，并按照一定的细

胞密度分装到冻存管中（通常每支冻存官的细胞数量为 50-100万，冻存体积为

0.5-1 ml）。请在冻存管上标明细胞名称、培养代数、冻存日期、批次号等信息。

4. 低温保存

将冻存管放入程序冻存盒后（每分钟 1℃降温）直接放入-80℃冰箱过夜，次

日可转入液氮罐长期保存。
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附件 4：冻存细胞的复苏

一. 实验前准备：

1. 将水浴锅预热至 37-37.5度。

2. 用 75%酒精擦拭经紫外线照射 30min的生物安全柜台面。

3. 生物安全柜中按次序摆放好无菌的离心管、吸管、培养瓶等。

二．取出冻存管：

1. 根据细胞冻存记录表，按标签位置找到所需细胞的编号。

2. 从液氮罐中取出细胞盒，取出所需的细胞，同时核对管外的编号。

三．迅速解冻：

1. 应遵守慢冻快融的原则。取出的冻存管细胞迅速放入已经预热的水浴锅中解

冻，并将细胞面浸至水面以下不断摇动至融化。

2. 约 1-2 min后冻存管内液体完全溶解，取出用酒精棉球擦拭冻存管的外壁，再

拿入生物安全柜内。

四. 离心：

1. 将冻存管内融化的细胞用无菌吸管转移至 15 ml离心管，并加入 5 ml完全培

养基稀释。

2. 平衡后，放入离心机中 1000-1200 rpm离心 5 min。

五. 制备细胞悬液：

1. 吸弃上清液，留下细胞沉淀。

2. 向离心管内加入 5 ml完全培养液，吹打制成细胞悬液。

六. 细胞计数：

一般地，细胞浓度以 2×105/ml为宜，具体浓度由细胞不同类型而定。

七. 培养细胞：

将细胞悬液转移入 T25培养瓶内，轻轻摇晃混匀后，将 T25培养瓶放入 37℃

和 5% CO2的培养箱 24-48小时后观察并换液，换液的时间由细胞情况而定。


