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细胞培养和实验操作技巧

一、细胞培养基本操作：

1、基本试剂：培养基、血清、双抗、L-Glutamine、PBS（或 D-Hanks）、 胰酶。有些培养基中含有 L-Glumamine，因此可不必加，不然需加入
2mM L-Glutamine。血清对于维持培养细胞的生存和促进细胞增殖起着 关键性作用。常见的血清有胎牛血清和小牛血清，胎牛血清是品质最 高的，因为胎牛还未接触外界，血清中所含的抗体、补体等对细胞有
害的成分最少。一般选用血清种类可以根据 ATCC 及实验需要来选择。 胎牛和小牛血清可选择多种不同批号的小牛血清进行小样分析。一旦
确定某一厂家的某一批号小牛血清后，就保持应用至实验完成。可保
证细胞状态和实验条件的稳定性。

2、培养耗材：包括培养瓶、培养皿等，选择 TC-treated 培养耗材，保 证细胞贴壁良好，一些特殊细胞需要培养耗材经特殊处理，如明胶、 胶原包被。成像耗材包括 6、12、24、48、96、384、1536 孔板，也需 要相应处理。普通多孔板厚度约为 1um，适合于 20 倍及以下镜头。为 达到更好的成像效果，当需要使用 40 倍、63 倍镜时推荐用薄底板， PerkinElmer 的 CellCarrier 板，板底厚度只有 0.19um，可满足所有物镜 的需要。

3、设备：培养箱、超净台等

4、细胞均匀铺板的“秘密”：细胞加入微孔板后应立即振匀，振匀方 法推荐“前后-左右”法。即把培养板方在桌面上，两手扶住板，先快 速前后振动 8-10 次，振幅在 15cm-20cm。然后将板水平转动 90 度， 重复刚才的动作。振动完后平拿板，轻轻放入培养箱内。2 小时内不要 碰触。

二、常用染料选择：


1、细胞核染料：DAPI（Ex/Em：358nm/461nm）、hoechst33342
（Ex/Em：350nm/461nm）、DRAQ5 （Ex/Em：647nm/681nm）。

2、细胞骨架：Actin 一般选用 phalloidin 标记 FITC、或 AlexaFluo 系列荧 光基团，tubulin 用抗体标记。

3、溶酶体：LysoTracker green、LysoTracker red 或者 LysoTracker blue。

4、线粒体：MitoTracker 系列染料

Operetta 和 Opera 全面兼容市面上常用的染料甚至定制化探针，常见 染料可登录 ThermoFisher Cell Staining Tool 选择需要的染料

http://www.thermofisher.com/hk/en/home/life-science/lab-data- management-analysis-software/lab-apps/cell-staining-tool.html



三、药物筛选细胞排板建议

每次实验需包括阴性对照、阳性药对照、待测试剂做 3 倍梯度稀释，8 个浓度以保证量效关系曲线的完整性。每个条件都需要 2 个或以上重 复。
四、实验信噪比要求，常规提高信噪比的方法 信号与背景，细胞信号与背景之间的比值需大于 3 倍。在提高信噪比
上面有些工作可以做，饥饿处理可以降低背景，例如做高糖诱导实验
检测蛋白表达时可以先做低糖饥饿处理，可以降低阴性对照值，从而 提高信号窗口。在免疫相关实验时需考虑血清对实验的影响，建议使 用热灭活胎牛血清，检测刺激物影响前尝试血清饥饿。
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Cell Staining Tool

Stain your own cell

Stain your own cell using our cell staining tool, for reproducible results with many of our signature fluorescent dyes. Create your perfectly labeled fluorescent cell and
share it with your colleagues using the email or print function. If you have any questions, simply click the help button to send an email to our technical support group.
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