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BEHMER
R B ES IS E-TRRR
HF=EHS Mg FEFM B
Wistar ADSCs Chondrogenic Differentiation 99 mL 2~8°C, Y 31MB
Premixed Medium (Contains Inducible
Factors)

B ESHHIERE—ESIR
HA=ES it REFEMG B
TGF-B3 1mL -20°C 1218

NOTE: £ 1 mL FGR#&HRM 10 uL TGF-B3, RINHESK, WMEMA, 12~24h BEAREE,
TGF-B3 il %E(ER.

HfttéH 5
iXHIEEHS g REFMH BXXHE
Alcian Blue Solution fuFlZiEseta ik S5mL 2~8°C, EEf 1278
0.1.% Gelatin BBR 15mL 2~8°C 121H
[RASHR
pH: 7.2~7.4

WNEESE: <10EU/mL
£YTe: HE. BEE. XREACNPBMY
FEERN: FEMtEE

RIS RIE

PRI 2 AT RIS ERIRE, WREEBRPRINERREIMR S RIIMESTENREE. THE
EESEAENERT, SBMDREEESBSW. REMEIEE—EESRASENER, 2K
ERUWRITRSYD, PP SF IR IS,
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1. HEDHES
BXIEEKEINARIBA T RITE, BREESOHIEFESSRERAR, BOEREEE
MigZEZE 1.0~2.0x10e7cells/mL,
IREN 20 pL 4HiBER (£92.0~4.0x10e5 PMHME) EFE 24 FlikPpR, EF 37°C, 5%
CO2 IFFIME I EFF 2~3 h {FLHIENLEE,
2~3 h g7 1 mL RBES S HIEFEFSRIEREF. 58 2~3 XIER—IR. =R
FHRIESES 21~28 X, FHFENEMARESTL.
2. JBBUETE
2.1 {HREEE
R EIEFAEFERIER 1xPBS Fk—IR, REBINER 4% PR AR B =S =5 KH,
FRERE 30~60 min f5, AEEIERBEFER 1xPBS iZ%EMIX,
2.2 PIF=FIEE
AEATRIESFRINEEFRER, BEGERERE 30 min,
R EPFEIEZR @R, B 1xPBS iEAFR, FIINEE 1xPBS BRI,
2.3 EEIHE
BREE TMRMRERENR, FHHTEGRXEESITMh. ESMIIN, REELRFHN
FRMERG 22 i o] #R PRI SE ISk A 4R .,

HERBESDUIRE (45T

1. FLERERYER
FEXSEREHARVAERRIB L ToRITEL, BX 3x10e5 PMHfEFEERZE] 15 mL BOES, 2509 &
1> 4 min,
H#LEi&, IOA 0.5 mL BB FESSWIEFENRKR, EE4E, 150 g B0 5 min, NOF
=&, 1IN 0.5 mL BB ES S HIEFREES KR, B4, 150 g B0 5 min,
¥ 15 mL BUEIESRRIET, MET 37°C, 5% CO2IEFwE T,

2. N HES
24 h EVIERMIETUER ZTRRNER, WNEHEENE, WIVOEERER, =ikt
BEREER, £ EFTESREF.
BTF 37°C, 5% CO2IFFIMETIEFRLN 21 X, BES 2 XRER—IKHEHECHRIIEHFS
PHIEFEESR. FTENRMABEREKERNREREGEE, REXILMEESATE, H
HITHREERE,

3. LBBETE

3.1 IRBEKEE
B ERMNEOETERBE EP &, HEA 1xPBS E%MR, REETIEEN 4% R
AR,

3.2 AtEEIE A
EKEAEaEERTRA.
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3.3 PRI
EatET] A REFIRRK, ERFIEEIERERRE 30 min, FBEJKWSE 2 min, ZiEKH
1R,

3.4 FSIFHH
BREE TMEMREREMR, HHTEGRENSSITh. ESAIE, REERFHIIN
ERMERG S HE O] 4 PR 2 ISk IR AR .
gﬂcg; H;:émuﬂngﬁzsx%ﬁmwazmuﬂﬁﬂ MR, 1SR, MR, MIIRSHS AT

b I E U

1. RERVEIERAS, BOSEAEER

2. ECHIESHAT, BRENEOSEIVIENFILIGRRE, EHEEEaREIRERTE.
3. FUBEREERM: 2~8°C, &%, EFEEMEIN 3. BSERIEIA.

4. ARXABTRALE, AR TIRRATT.
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	产品名称：Wistar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：RC0132
	Wistar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

