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SD ADSCs Chondrogenic Differentiation 99 mL 2~8°C, #HY 348
Premixed Medium (Contains Inducible
Factors)
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TGF-B3 1mL -20°C (PR

NOTE: £ 1 mL FRiRi&iaM 10 puL TGF-B3, RDEAESHK, MEMA, 12~24h AfER5EE.
TGF-B3 EiNHF%EERA.
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Alcian Blue Solution fuFlZiEseta ik 5mL 2~8°C, B 1278
0.1.% Gelatin BBEE 15mL 2~8°C 121H
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pH: 7.2~7.4
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1. HEDIHES
BEIIEEEARAEE TR, B ESOUWEREESRESME, SO EEEE
MAEZEZEE 1.0~2.0x10e7cells/mL,
IREX 20 pL4ApEER (£92.0~4.0x10e5 MAE) BiEZE 24 FlikR., EF 37°C, 5%
CO2 EFIMETIEFR 2~3 h F4HiENLEE,
2~3 h[5%7E 1 mL R B ESEDUIEFREESRIEREER. B8R 2~3 XiR—IR. ZHELA
FRRRIES 21~28 X, HIEMEMERSE/.
2. fEBETE
2.1 HHIBEIE
R EIEFEMFRIEEZ 1xPBS mk—IR, FEREEE 4% PR A RBEEF e /KH,
FRERE 30~60 min f5, FAEEIE/RBEFER 1xPBS i&%EMIX,
2.2 PIF=FIERE
AEATRIOSESFNIMANEERER, BEEERERE 30 min,
PR FiER @k, A 1xPBS iEAMIR, FIONEE 1xPBS BEMETIE.
2.3 ESITL
EHE TR ERER, R TEGRENESITE. FSAIET, KEHERFHA
ER MR 2 HE T Pl S I AR IR AR R,
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1. TRV /ES
XA K HIRVARE L TSR, BN 3x10e5 NMAREEERSRI 15 mL BIOEr, 2509 5
1> 4 min,
HFL8E, 10N 0.5 mL B ESOUEFERRR, EE24E, 150 g B 5 min, JVOF
=&, 1A 0.5 mL BB ESSHIEREESKR, EB4E, 150 g B 5 min,
¥ 15 mL BOENESHEHEIET, MET 37°C, 5% CO2 137715 M &7,

2. N HIFES
24 h EMERMIETEFZHERNER, WBREREW, WVOERFBIRaER, =it
EENEER, £3PREEESRP.
BT 37°C, 5% CO2 IJFFME TSR 21 X, BREE 2 KER—IGHhEHRHNAIREES
DUEFEESR. FTENRMAEEREKERNRERECEE, RELKILMEESATE, H
HITHREETE,

3. REBEE

3.1 IBEKEE
B EHRMNEOETERE EP &, HEA 1xPBS E%MR, ReEFEEN 4%+ HRES
B,

3.2 AEEEI R
EKEAEEERTR.

3.3 fURIEFIERE
BaET) RiREFIRGK, SERMFIEIEERERIRE 30 min, FBRKHE 2 min, 2X{&EKid
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1. RERVEIERAD, BOSEAEERER

2. ECHIESHRAT, BREINEOSEIVIENFILIGRRE, EHEEEaREIRERTE.
3. TuRRMEERM: 2~8°C, B¢, EHEEXHAN3MNA. EERINEIA.

4. AFRXABETRIALE, ARIATIRRATT.
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	产品名称：SD大鼠脂肪间充质干细胞成软骨诱导分化培养套装（即用型）
	产品货号：RC0126
	SD大鼠脂肪间充质干细胞成软骨诱导分化培养套装（即用型）
	产品简介
	基本信息
	成软骨诱导分化培养基-预混液
	3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

