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[bookmark: _GoBack]产品名称：细胞冻存液
产品编号：RC86440-50ML
产品说明：
细胞冻存液是一种即用型的培养细胞低温冻存液，适用于绝大部分的哺乳动物细胞冻存。
      本产品是即用型的无菌溶液，待冻存的细胞收集后，加入适量冻存液混匀即可，无需自行配制任何溶液，使用非常便捷。
      细胞冻存是细胞保存的主要方法之一。利用冻存技术将细胞置于-196℃的液氮中低温保存，可以使细胞暂时脱离生长状态而将其细胞特性长期保存起来，在需要的时候再复苏细胞用于实验。同时适度地冻存一定量的细胞，可以防止因细胞被污染或其它意外事件而使细胞无法继续培养，起到了细胞保种的作用。
      细胞冻存和复苏一般采用“慢冻快融”的方法，该方法能较好地保证细胞存活率。
      细胞冻存液包含了细胞冻存所需的所有组分，主要成分是高糖DMEM、适量澳洲进口优质胎牛血清及DMSO等，并在此基础上优化了相关组分，可大大提高复苏时细胞的存活率。
      如果每管细胞使用1ml细胞冻存液，一个包装的本产品可以用于约50管细胞的冻存。
保存条件：
      -20℃保存，一年有效。4℃保存，3个月有效。
注意事项：
      使用前需确保细胞冻存液完全融化，并轻轻混匀。融化后的细胞冻存液置于4℃保存。
      请确保冻存前细胞生长情况良好，例如处于对数生长期的细胞，并且冻存时存活率大于90%。
      建议细胞冻存在液氮中，可以长时间进行保存。如果置于-80℃保存，保存时间大约为1年。
      请使用耐受有机溶剂的marker笔(Alcohol Resistant Marker)进行标记，以防做的标记被酒精或异丙醇等有机溶剂擦掉，而不能辨识。
      本产品仅限于专业人员的科学研究用，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，
使用说明：
1.细胞冻存
a.完全融解并混匀细胞冻存液，4℃保存备用。
b.对于贴壁细胞：去除培养液后用无菌PBS轻轻洗涤细胞一次以除去残留的血清，然后用适量的细胞消化液消化细胞。可以用移液器轻轻吹打细胞，如果发现细胞刚刚开始可以被吹打下来(通常显微镜观察细胞变圆或肉眼观察细胞间出现缝隙时细胞即可被吹打下来)，就可以迅速吸除胰酶，并立即加入适量含血清的细胞培养液以终止胰酶的作用，随后把细胞轻轻吹打下来，并适当吹散和重悬。注意千万不要过度消化细胞，以消化至刚好能把细胞吹打下来为最佳。消化过度的细胞由于后续生长状况会比较差，通常不宜再用于冷冻保存。吹打和重悬细胞过程需要适当轻柔，否则可能会影响复苏时的细胞存活率。
对于悬浮细胞：直接从步骤c开始。
c.将细胞悬液转移至适当离心管中，如15ml无菌离心管。
d.细胞计数，计算出细胞总数和所需细胞冻存液的量。细胞的冻存密度一般为1×106~1×107 cells/ml。
e.100-200g，离心5-10分钟，弃上清。离心速度和时间取决于细胞类型。
f.加入适量细胞冻存液，用移液枪轻轻吹打以重悬细胞，根据细胞类型调整细胞密度(一般为1×106 cells/ml或更高)。
g.分装于1.5ml或2ml细胞冻存管中，并做好标识。注意：须使用专门用于液氮冻存的细胞冻存管，不能使用普通的离心管。否则在后续解冻时，易发生离心管爆裂，而容易造成人身伤害。
h.将细胞冻存管放置于可逐步降低温度的装置如程序性冻存盒内并放置在-80℃冰箱内，确保冷却速度约为1℃/min。通常冷却速度不宜快于0.5℃/min。
i.放置在-80℃冰箱内约24小时后转移至液氮中保存。




2.细胞复苏
a.从液氮中取出冻存管，迅速置于37℃水浴锅内，轻轻晃动(1分钟内)，直至只剩小部分冰块残留。
b.将细胞悬液转移至15ml无菌离心管中，加入约5-10ml预热的完全培养基，轻轻混匀；对于一些复苏效率很高的细胞也可直接将细胞悬液转移至离心管进行下一步骤的离心。
c.100-200g，离心5-10分钟，离心速度和时间取决于细胞类型。
d.确保细胞沉积于管底后，小心弃掉上清。
e.加入适量预热的完全培养基，轻轻吹匀后转移至培养器皿中，放入细胞培养箱中培养。
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