StemFit4Diff ANl

Mg BRE MR

RS =

M Bt

S513JV  StemFit4Diff iFnxl 100 mL 24 A8 &K -30 ~ -5°C, EB%¢ Fik

RIE - IER

BasalMedia

1. =@

StemFit4Diff JRIFI—XTCaMIIR. WF M5 BRRRIASRETA
B8 (hPSC) D7, BEAALESSEETHIE (hiPSC) R
BaT488E (hES) MEMDIRTT, SERRERSWIARTEER
S/ NIRRT (ANIIEARER) SRS SRNEAHNREERE
&, BREaT T MmN EREERIGRIEHARET R,

Fmise:
1. R258: FAMIsARED, WEL ERE T wSS
RN

2, —HS5IEE: ERSWANEERNELRER, REE
B\, RRLRERNEETEEN,

3, ZRBIERMME: USSHESETFSMRE RS
FA, SISHNRE. FHEE. WIEEESMAEEENIERS
S, WMOINAE. HEMIE. FTAE. MRS MR
%,

4, IHMEREERE: TR OSx RER RS, AFTRESE
5%k, 5 DMEM/F12, RPMI1640 SERIEAERE
Botk, EHCRIERE,

AFEERERESIAK (Water-For-Injection) EiE,

2. REFR

EEREEMRIRRNBRABNmEE cGMP IREEEFE
[ SR

EEREEMRIRR D BIRABEEUS 1S09001:2015,
1SO13485:2016 FREMFRIAIE.

3. FmEH
AP RATIRRE T
YIRS KEEBEERIK
pH {&: 70~ 7.6
fimRaRME: -30 ~ -5 °C, B
M Tk

4. (ERERE
FRREFESENTSTE. TRRFIFEE.
FEERABEERT AR,
M EREERRPNENETEN, B EATARLEFILRE
FHEH.

BELEIMETH TR, HURMRIE, BATENE
ZH, NENOBEIMIRIREE EREEHRHH TES.

TR FRiENCEeR, SEEIEMPNERT, B
MER.

5. HIESELIEFE

1. BRFAIR: SRR StemFitdDiff FMIIRIERIE (15-
25°C) TRIEMRR, BE 4°C IKEPIERER.

R 2% 37°C THRER, LASIME—LeR S AIME
.

2, RHBIRS: 2R 114 ORI TIRS. EX 100 mLAY
StemFitdDiff JFI07, HIAZI 400 mL AUERHIEFRE (W0
DMEM/F12, RPMI1640, DMEM %) =,

3. RARD: FIAL X o ERERE,
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IR BEFHoWEMERETR 2-8°C MREF2 A
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6. ESC/PSC S

1. 7E 37°C /K&, MiE (<1 %) BR—NEHFIERE. %
BE—Kas, TuENKATRBEMRAEFE,

2. RRIRHEFASY, HEBE 50 ml BEEBROE;

3. ESEMEESEM StemGro® TeSR Z7#E, FNRREOE
{RIBRS;

4. =ET 200~300 x g, Bl 5 £, RERELS;
MNEENLIEFESSME, PAEIITEIGHE, TEEM
HEEE;

6. FEREFESKIEN T75 EHEES, MAEEMANTS
StemGro® TeSR 1555, ABMAMRESE, (FRIEEFERE
MESEMIRZEL 1~2x1049/cm2;

7. FIN37°C, 5%CO.1E5ahEEEs,

8. 8§ 2~3 REE—XEFE, MEFENMAGNEESR.
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VMRS T75 55539150, 158 TeSR E7eERd PSC #HTIEMR IS
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B T75 BEFRPIIA 3~5mL FUAEERRESES, HRIERIR
BEIFAETRT. TEFENEREFREET, M8 3~10 5
i

FERRIESMENRMEETE, MRAEERE;
SRIBTES/MEFHRFI 5~10mL TR S EEEE T DPBS,
HRETREEREESIEF T RE, SHEESRERE 15 mLIE
BEEOER; A 5~10mL RE§5EEETRY DPBS BIRIERIETT
i, AEKEREANBLE;
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T
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e, 7.5~21.5x10°/NEMIE) ; BRRIEFARLMRIEMES 7Y
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1.

ERIFFEFE (46.25 % FEHITEIEARE + 46.25 % K
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¥) CD-Freezer® (WEHOIREHFER (ZF-mANERD
FREMLILSES, & 7.5%DMS0O, S919JV)

REARNE, TESENFEEFENR V (EEAREEE
BfE1~5x 106 A/mL) ;

AR EFRE, SAER 5 mL 7& Ca2t f1 Mg 19
DPBS ZEMEEEMMAE, Hik/EIRE DPBS IZNEH;

A 3~5mL EEREBEEAER (T 25 HFREPNEMA 1
mL) ;

ERME 3~10 0%, PHATREEETIREE, BUMERS, &
RIMIETHIREEIERIS, IAFEHISRIEFERIEEL, &
{REZE 15mL BOER, FERIET 200~300xg, By 5 540,
FLE, RUEMA V mL £ 1 ESNEEEFE, 1R &
RiEFR, RO, BRoEmisrmneEmamns,
RIBEEMFEREX, B OAMERESRRIERERIMRFT
B (—H 1mLEE)

HFE LMESIRR (GINERER. FMFAERIRES) |
ORI ERUEFIRANRE T (INERFRRIER
H-1~-2°C/9%h)  BBEK -25°C LIRS, ;BEMETGE
-5°C~-10 °C/93%#; El -100 °C A, WEIEBERATRE,
HAERATHERNRES L BARGEERNSERREN
HEET, BF -20°C k8 2/, SRS -80 °C ikfaTT
&, BREEREHAFEBNRESEN.
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T430K)  StemGro® ESS8 ZEET4RiEtEF R Ex

T440K)  StemGro® TeSR SZaETF4MEIEF A Ex

T463K)  StemGro® ESS6 1EFE 500 mL 2~8°C K
T464K)  StemGro® TeSR/ESS6 1ZFE 500 mL 2~8°C K
M251R0  rhLaminin-521 Tmg/mL AOF 1 mL -30~-5°C Fk
M252R0  Vitronectin(VTN) Tmg/mL AOF 1mL -30 ~-5°C Fik
S508J4  10% PVA &% 5mL -30 ~ -5°C Fik
S349)V  Trpzyme® iPSC/ES fREEMIR, BT 100 mL 2~-30°C i
B391JV 0.5 mM EDTA &% 100 mL 2 ~-30°C wE
S504J0  10mM Y-27632 A% (1000X), Fah¥lig 100 mL -30 ~ -5°C Fik
$928J0  CEPT:&hN#I, 1000X 1 mL -30 ~ -5°C Fik
S919)V  CD-Freezer® M IREMIEEER 100 mL 2~8°C HEK
B210KJ  Dulbecco's BSEREMENA (DPBS), A2§5. SEETHIEHLL 500 mL 2~30°C g
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	1. 在 37 ℃ 水浴中，迅速（< 1 分钟）溶解一小管冻存的细胞。当最后一丝冰融化时，迅速从水浴中移出细胞冻存管；
	2. 轻轻吸出管中内容物，并转移至 50 ml 的无菌离心管；
	3. 缓慢滴加室温复温的StemGro® TeSR培养基，同时轻晃离心管保证混匀；
	4. 室温下 200~300 × g，离心 5 分钟，然后吸去上清；
	5. 加入适量的完全培养基重悬细胞，用细胞计数仪计数，计算活细胞密度；
	6. 在用培养基荡洗过的 T75 培养瓶中，加入适量预热的完全StemGro® TeSR培养基，然后加入细胞重悬液，保证培养瓶内接种的活细胞密度约 1~2×104个/cm2；
	7. 放入37℃，5%CO2培养箱中静置培养；
	8. 每 2 ~ 3 天更换一次培养基，新培养基加入前应室温复温。
	以使用T75培养瓶为例，选用TeSR培养基对PSC进行传代培养
	1. 当细胞细胞在玻连蛋白（VTN）包被平皿中融合度达70~85%时进行传代；
	2. 使用前请在常温预热iPSC/ES细胞消化液（S349JV），和StemGro® TeSR培养基；
	3. 吸除T75培养瓶中的培养基；使用不含钙镁离子的 DPBS 冲洗单层细胞，然后吸除漂洗液；
	4. 每个T75培养瓶中加入3~5mL预热的重组胰蛋白酶，确保液体覆盖到所有培养表面。在推荐的细胞培养条件下，放置3~10分钟
	5. 使用倒置显微镜观察细胞培养瓶，确保细胞完全脱落；
	6. 然后在每个培养瓶中加5~10mL预热的不含钙镁离子的DPBS， 确保缓冲液能完全覆盖培养表面；将细胞悬液转移至15 mL的无菌离心管中；使用5~10mL不含钙镁离子的DPBS再次漂洗培养瓶，然后收集液体入离心管；
	7. 以 200~300×g，室温下离心5分钟, 小心吸除上清；
	8. 使用适量的 StemGro® TeSR完全培养基重悬细胞，进行活细胞计数；
	9. 在表面经玻连蛋白预包被的培养瓶中加入15 mL预热的StemGro® TeSR已室温复温的完全培养基；
	10. 采用1~3×104个/cm2 的活细胞密度铺板（即每个T75细胞培养瓶中，7.5~21.5×105个活细胞）；轻晃培养瓶以保证细胞分布均匀；
	11. 按1:1000比例加入Y27632 （S504J0）或者CEPT(S928J0)
	12. 将细胞放在37℃，5%CO2培养箱中静置培养；
	13. 培养24小时后，用TeSR完全培养基换液；
	14. 每 1 ~ 3 天更换一次培养基。
	冻存实验前，应预先准备足够量的融合度处于70~85%的细胞：
	1. 准备冻存培养基（46.25 % 新鲜的完全培养基 + 46.25 % 条件培养基（即培养过该细胞的培养基） + 7.5 % DMSO），并在 2 ~ 8 ℃ 避光条件下预冷（不超过 24 小时）；或推荐使用源培生物 CD-Freezer® 化学成分限定细胞冻存液 （该产品为化学成分限定的无血清配方，含7.5%DMSO， S919JV）
	2. 确定细胞数量, 计算需要的冻存培养基体积 V（推荐细胞冻存密度在1 ~ 5 × 106 个/mL）；
	3. 吸出培养瓶中培养基，然后用 5 mL 不含 Ca2+ 和 Mg2+ 的 DPBS 漂洗贴壁细胞，冲洗后吸出 DPBS 漂洗液；
	4. 加入 3~5mL重组胰蛋白酶溶液（T 25 培养瓶中仅需加入 1 mL）；
	5. 室温放置 3~10分钟，期间可轻轻敲打瓶壁，帮助细胞解离；待细胞从培养瓶壁脱离后，加入新鲜的完全培养基终止消化，收集细胞至15mL离心管中，并在室温下200~300×g，离心5分钟，弃上清，迅速加入 V mL 步骤 1 准备的冻存培养基，倾斜、轻晃培养瓶，混匀新加入的液体，且充分接触培养瓶内壁所有角落；
	6. 根据后续使用需求，将上述细胞重悬液混匀后按需求到细胞冻存管中（一般 1mL每管）；
	7. 在冻存管上做适当标识 (例如细胞名称、冻存时间及操作者）；
	8. 可使用程序化降温仪控制细胞的温度下降（标准的冻存降温速率为-1～-2 ℃/分钟）。当温度达 -25 ℃ 以下时，温度降速可增至-5 ℃～-10 ℃/分钟；到 -100 ℃ 时，则可转移至液氮中保存；
	9. 也可使用人工降温的操作方法：将细胞冻存管放入含有异丙醇的冻存盒中，置于 -20 ℃ 冰箱 2小时，然后在 -80 ℃ 冰箱中过夜，最后单独取出冻存管移入液氮容器内。
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