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X BES S UIEFE-TRiRIR
AFEEHS 100 mL/kit 200 mL/kit {RFSMHE BXUEA
Tendon Stem Cells Chondrogenic 97ml 194 mL 2~8°C 121H
Differentiation Basal Medium
ITS Supplement ITS ZI14 Tml 2 mL 2~8°C 12408
Ascorbate Acid FIAMMER 300 uL 600 pL -20°C 1278
Sodium Pyruvate FREIEHA 100 pL 200 pL -20°C 12708
Proline fE&ES 100 pL 200 pL -20°C 1218
Dexamethasone HBZEHH 10 pL 20 pL -20°C 1270 B
IR EESSIESFE—IESR
HFEHS 100 mL/kit 200 mL/kit {REFSE B

TGF-B3 TmL 2mL -20°C 121

it: 81 mLFGERRM 10 pL TGF-B3, RIAESH, MEMA, 12~24h AEATE. TGF-B3
BN FEE.

Hitb4H 5
HFEHS 100 mL/kit 200 mL/kit (RS B
Alcian Blue Solution FaJfl=EiE ik 5mL 10mL 2~8°C 121H
0.1.% Gelatin BEER 7.5mL 15mL 2~8°C 12408
53t it ot
pH: 7.2~7.4
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1. @D HES
EXIEE IR B RIS, B Ao HIEFEESRESNAE, BOEAE
R EREE 1.0~2.0x10e7cells/mL,
IREN 20 pL SR (£92.0~4.0x10e5 M) BFE 24 FLikPR, BF 37°C, 5%
CO2 IBFFHIMETIEFF 2~3 h FHENLEE,
2~3 h[g#7E 1 mL RBES S WIEFESFSRIEREF. §F 2~3 KR —IR. =R
FIERnRIES 21~28 X, HFIEMEMERSET(L.
2. fBETE
2.1 HHBEIE
REAIEFEGFERER 1xPBS iJk—IR, FERINER 4%FERES A RBE SIS e IUKH,
FREE 30~60 min [5, FEEERBEER 1xPBS BEXRX.
2.2 PR IERE
[EA T 2IESINIMNEERER, BEEERE 30 min,
PR EiER @R, A 1xPBS i&EAMIR, FIINEE 1xPBS BaMmETie,
2.3 FESIFH
R TR ERER, FHTEGREFESTHE. ESAIIN, KEHEERFHA
BRMERE SZ MR 4 P Rl S2 R SR HE 4R .
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1. FHERERYES
BXEAEHARVBEI B T oRITEL, BX 3x10e5 NMAfEEERE] 15 mL BOES, 2509 B
> 4 min,
F L8, 10N 0.5 mL sRBESoUIEFERRRK, EE248E, 150 g B 5 min, JVOF
=&, 1IN 0.5 mL BB ESSHIEFEES KR, EE4E, 150 g B0 5 min,
¥ 15 mL BOENESERHEIET, MET 37°C, 5% CO2 15755 Mg,

2. N HIES
24 h EVIRMIETUERZARNER, MNEHEERNT, WIVOEEAER, =it
BEREERK, £IPRHTESHF.
BF 37°C, 5% CO2IZFINETIBRN 21 X, BRES 2 XER—IRFHEHECHRIIEFS
IEFEESR. TRURMBHEAMIKERRREEEE, REXLILARFESHNTE, 3
HITHREETE.

3. fBETE

3.1 RBEKERE
BB HRMNEOETIERE EP &, FHEA 1xPBS E%MR, REEFIEEN 4%+ R
R,

3.2 AEEE A
EREAEEEETA.
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3.3 PRI
EatET] A REFIRRK, ERFIEEIERERRE 30 min, FBEJKWSE 2 min, ZiEKH
1R,
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1. AmBSATER R, JTEERFINEEAEER, RERIIBIEREAD, BD5
EAREREA

2. ECHIESHREI, BREINEOSEIIENFILIGRRE, EHEEEaREIRERTE.

3. TURRMEERM: 2~8°C, B¢, EHEESEIA3A. FERINEIA.

4. AFRXABETRIAEE, AR TIRRATT.
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	产品名称：肌腱干细胞成软骨诱导分化培养套装
	产品货号：RC0039
	肌腱干细胞成软骨诱导分化培养套装
	产品简介
	基本信息
	成软骨诱导分化培养基-预混液
	12个月
	12个月
	12个月
	12个月
	12个月
	12个月
	成软骨诱导分化培养基——诱导液
	12个月
	其他组分
	12个月
	12个月
	质检标准
	检验原理
	使用说明
	成软骨诱导分化操作（平面诱导）
	1. 细胞分化诱导
	将对数生长期的细胞消化下来计数，成软骨诱导分化培养基诱导液重悬细胞，离心后调整细胞密度密度1.0~2.0×10e7cells/mL。
	吸取20 μL细胞悬液（约2.0~4.0×10e5个细胞）悬滴至24孔板中央。置于37℃，5% CO2培养环境下培养2~3 h使细胞贴壁。
	2~3 h后补充1 mL成软骨诱导分化培养基诱导液正常培养。每隔2~3天换液一次。按照以上换液频率诱导21~28天，并注意观察细胞形态变化。
	2. 染色鉴定
	2.1 细胞固定
	吸去培养基使用适量 1×PBS 清洗一次，弃去后取适量 4%中性甲醛溶液覆盖培养器皿底面，室温固定 30~60 min 后，弃去固定液再使用 1×PBS清洗两次。
	2.2 阿利辛蓝染色
	向清洗干净的诱导孔内加入适量染色液，避光静置染色 30 min。
	吸去阿利辛蓝染色液，用 1×PBS 清洗两次，并加入适量 1×PBS 避免细胞干燥。
	2.3 诱导评估
	显微镜下观察成软骨染色效果，并进行图像采集和诱导评估。诱导成功时，软骨组织中的内酸性粘多糖可被阿利辛蓝染成蓝绿色。
	成软骨诱导分化操作（三维培养）
	1. 干细胞的准备
	将对数生长期的细胞消化下来计数，取3×10e5 个细胞转移到 15 mL 离心管中，250 g 离
	心 4 min。
	弃上清，加入 0.5 mL 成软骨诱导分化培养基预混液，重悬细胞，150 g 离心 5 min。小心弃去上清，加入 0.5 mL 成软骨诱导分化培养基诱导液，重悬细胞，150 g 离心 5 min。
	将 15 mL 离心管的管盖稍稍旋开，放置于37℃，5% CO2培养环境下培养。
	2. 细胞分化诱导
	24 h 后观察细胞沉淀形变团聚的情况，如有明显的变化，则小心轻柔地拨动管底，尝试让细胞团脱离管底，全部浸润在诱导液中。
	置于 37℃，5% CO2培养环境下培养约 21 天，通常每 2 天更换一次新鲜配制的成软骨诱导分化培养基诱导液。注意观察细胞团成球情况及表面光滑度，决定终止细胞诱导的时间，并进行染色鉴定。
	3. 染色鉴定
	3.1 软骨球固定
	将软骨球从离心管中转移至 EP 管，并使用 1×PBS 清洗两次，最后置于适量的 4%中性甲醛溶液中。
	3.2 石蜡包埋切片
	软骨球经石蜡包埋后切片。
	3.3 阿利辛蓝染色
	将石蜡切片脱蜡和脱水，使用阿利辛蓝染色液染色 30 min，用自来水冲洗 2 min，蒸馏水冲洗 1 次。
	3.4 诱导评估
	显微镜下观察成软骨染色效果，并进行图像采集和诱导评估。诱导成功时，软骨组织中的内
	酸性粘多糖可被阿利辛蓝染成蓝绿色。
	NOTE: 干细胞的成软骨分化水平因细胞类型、细胞供体来源，培养条件、细胞代次、细胞状态和分化时间等因素而异。
	注意事项

