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2. MMAEAS: W R EIL 80%-90%, HI A #H TAEACEEFE.,
1) FEEEREE, IASE. 85871 PBS JHVe4il 1-2 Kk
2) hn 1-2ml AL (0. 25%Trypsin—0. 53mM EDTA) F-E:38Mid, BT 37°C
Br A HAL 2-3min, AJSTERNEE D USRAMEALIE O, A E AR
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SEA R IR LA
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ImHAAF A1 X 10767 1 X 107ANTE A /m1 73 BE B — AN AR AT HHoks 4 it 0 e 2100
&R, FRFEEFARR. 8. HISER,
3) R E AT MTE ARG B -80°CUKFEIE A, Ja ST 3 N = i
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	细胞接收后的处理
	1）收到细胞后，75%酒精消毒瓶壁将T25瓶置于37℃培养箱放置约2-4h，若发现培养瓶破损、有液溢
	2）静置完成后，请在4或5X显微镜下确认细胞状态，同时给刚收到的细胞拍照（10×，20×）各2-3张
	3）悬浮细胞：T25瓶置于37℃培养箱放置约2-3h，然后抽出瓶中的培养基和细胞1000rpm离心5
	4）贴壁细胞：细胞在37℃培养箱中放置2-3h，显微镜下观察细胞的生长和贴壁情况，有些贴壁细胞在快递
	5）半贴细胞和贴壁不牢（悬浮）细胞：T25瓶置于37℃培养箱中约2-3h，显微镜下观察细胞的情况，若
	6）备注：运输用的培养基（灌液培养基）不能再用来培养细胞，请换用按照说明书细胞培养条件新配制的完全培
	细胞处理： 
	1. 复苏细胞：从液氮灌中或-80℃冰箱中查找到需要复苏的细胞，水浴锅提前打开预热 37℃。 
	1) 将含有1mL细胞悬液的冻存管在37℃水浴中迅速摇晃解冻； 
	2) 加入到含4-6mL完全培养基的离心管中混合均匀。 
	3) 弃去上清液，完全培养基重悬细胞。然后将细胞悬液加入含6-8ml完全培养基接种于 T25 培养瓶
	培养过夜，第二天显微镜下观察细胞生长情况和细胞密度。 
	2. 细胞传代：如果细胞密度达 80%-90%，即可进行传代培养。 
	1) 弃去培养上清，用不含钙、镁离子的 PBS 润洗细胞 1-2 次； 
	2) 加 1-2mL 消化液（0.25%Trypsin-0.53mM EDTA）于培养瓶中，置于 3
	3) 轻轻吹打细胞，完全脱落后吸出至离心管中，1000rpm离心3-5min，弃去上清液，补加1-2
	4) 按 5-6mL/瓶补加完全培养基，将细胞悬液按 1:2 到 1:3 的比例分到新的含 6-8m
	（即 1 个 T25 传代接种至 2~3 个 T25 或者 2~3 个直径为 6cm 的培养皿） 
	3.细胞冻存：
	1）细胞冻存时按照细胞传代的过程收集消化好的细胞到离心管中，可使用血球计数板计数，来决定细胞的冻存密
	2）1000rpm离心3-5min，去掉上清。用配制好的细胞冻存液重悬细胞 ，按每1ml冻存液含1×
	3）按冻存数量加入无血清冻存液后直接放-80℃冰箱过夜，后续可转入液氮罐中长期保存。

