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n iR :

FEERJINK JHREEAIEFREEL (NK Cell Expansion Medium Kit) , 2ERTNK MRS IEEFNESMUMASSFE, TEEHT
EFIER NK AREEEFEAMNIEE NI FE R,

NK ApEEREFE M EANKAERSEAER —NE N NK MAEEAMIRITHLIE. TERFMIRKOR NK HiE4E
R IEIEE,. MRS IIEEAEAELL, TMBEFEARITAKIEEAENK MRS Ehs I NFFRIRIXKG, BSEAE
RER—EE, FEBRMBPAIRIEHEAD I e SERINK IS EALE ARG E R,

PR
197 A figtF =i {RERHA
NK fHfEiEFE 1000mL*2 2-8°C, BELRTF 18
A 200uL 20°C 18
#ME B 500ul 220°C 18
#EHC 500ul 220°C 18
#MEE D 500uL 20°C 18
*ELE 13ml =] 24
#MEHF 2% 2-8°C 24

BERE:

i

HHRETEHRTILIE (551 K) 1 32 NK i A #1 13 mLifFIE B, MAZE 175em2 1555 (3F TC &¥8) , FHRIH
W, 3 1 32 NK i®F A-2.0 F1 omL i{FIE BS, MOAN 75em2 EFMES, FHRERSEH, 4°C KEFERI®R. KBMEEIRES
R,

i

SMNEIM PBMC DBESES (8 0 X)

| HEBEMK: RPEMEF (29 300uL) XILESHEAFILATRE. =R RO 15 28, EOLEfEAmEK.

2 MEFKE: LERMK 56°CRFF/NGT, BEF 4°CkfEF/NE, NHEERTELD 10 o8, REESHE.

398 PBMC: FHAFRAVERE/KSMMIITIEES, 12 Ficoll ELEDEFRFEW, ERETELD 25 .
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4 FERARE: TREX PBMC B, IIAEEHVKVETES, EETEL 5 £, BRTRMEHE.
5 MEHE: FLEE BOERSEFEERMRE, RV EMEIHE. RBAREE 1-1.5<1060mL,

6.Mih: IRFEMR, BARSRFIMAN NK 5 B-2.0, KEMHK 2.5mL, ENBEFMAA, BFHRLEARRY 25mL, FIRMIK 4°C
BHREERA.

IR ¢ TREAFENERE: SREFENA 1 X EAF (IL-2) |, &REA 10001U/mL,
*RAGRMIKFEEN ORI IEIZI D ARREANNRIRY 10min,

S

F—iXHE (8 3 K)

LR TR, BERETLIANE. OMEIERTSZEIAZFRRERN 30%L L. ORES1lnEFkitRE. (WEX
FUiT, ATHER—RANR. )

2 AMNBIRME. DO NK EF) C-2.0 #1 3.5mL GBI, BIIAL 46.5mL TLEFE, HFREMRA 75mL,
R ¢ IBOVETAR! ! !
BIRWE (58 5 K)
300N NK i3 D-2.0 , 1 8.75mL XGEMIK, BIIAL 166.25mL STEEFRE, BEFEZARRESE 250mL,
R ¢ IBOVETAR! ! !

* 5 5 RIHRERISERIAE, TAARSESREISHRES.
RE BEXNE (8B 71 X)

ERRMATANIEFRR, BSEFFRTNERSRENARERRT, BEHNR (49 350mL TEEFE, BAREEINR, N
JREELE 0.6~ 1x10 6/mL SEER) , BFREPFRESE 600mL,

R ¢ RERE, BAURITIESRRERENE, WSEEIAKRIHITIET, iERRE TR RS se bR FIR AR .
* NG, BEHHEFRSHITIE, AR AR ERA/NEDES,
P& FURHE (8 9 X)

QEES—R NK BLeiEFE. OBEFSTIERSERS E—HIINFHERSE, BEENEHMA 300mL T2EFE, (i
FERRFRA 1200mL)

SBRhIRNE (58 11/12 X)

BERIRAVL s00mL TRIFFEIINE 2 MEFSP, B 1000mL,
8ie (38 13 X)

FA 2mL 359885 BINSRHEV D EMESRRHTHE. WER. RGN,
WEx (5% 1415 X)

EEBRT, % 14 . 15 XBUEX 1000mL SR, EELEEE, nHERIZREEERKGRATE., WITIREESIEFATH, o
FE NK IBFRAYE (ATREKIEFRE 21 KFFUMRE NK LINEEFER IL-2), SRE4MN NK TEEFE, INREBEAET 110
61N/mL,

|
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EEEIA:

1IHFER:

@FMNEM PBMC>2.5%10 7eells (HEFERIME SomL £, AFRWETSRMIE) EICRIGE 4 THERE, BB
FEMEE DT, ASEINERAFAYSNELL,

2FREBE: PBMC HiRIVRIRMIEZE R 1-1.5%10 6 NmL, HARRSENESIRSMREES 2106 4MmL,
3ANRBE: INERIBE—RRE 1.5~2x106 M/mL; INREEBEE—MRE 0.6~ 1x106 ~/mL , AEEF 0.6x106 4> /mL,
4B FRERFEH:

O BN EREFREAER TERER.

@ BIEEEARIEFENA 37°CIFESR, BNSINEMNRIEFEPMIEEFRIKE.

G BEEFNYIBEFE (& IL2) NYERE, g—RAEaERRx, THEEWEHE R 7 X) .
5.AEMRQCBFREFNIR : BRNRBEE, BORNIMRERRES,

6 IEFFRAOER: R APVNT IL B, HFEFEIEFREHETIIE.

7 RIEZBNREN: A ERSAIEER, TTHERANGRTE), (ERREFERABNRIARRTEEFESE RANRAIEIL.
R ERANR AR R IRIE IS TR B RV E R TR EE,

8 JZHIMMRGEE]: MiEEER, FEREREANERFZOIHMAR, RREHFSRRFHITRT], FERRWERRK
ROZRRRE.,

9 BiFEHE: A BFEWEE 4°CEHEIR. (ERBER TR 37°CEM 2 J\bT)

10. IBFHAEHSRMIEFIE: SUELAERSZIER, MFHTEHEFIAREARNE.

1L.EFHER: SRR, ENERRHTEOLE, BEEFAEMIRKBAN somL BOES, 1000rpm B
1-2min,

12i28%FF: THOE CO2 IFFERE. REHRNEREN. ERRANEEENZEE,

BRI : EHIEEN. . S80S, RESfXNENE.

14 EEENFEMMSNES: FRANMITEES. SXEFRBROFE, 0 175em2 AUEFEE, AETERE.

REFBP: ARG ANHARERERL R FTRERNSIMAE.
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	产品为NK 细胞基础培养基套装（NK Cell Expansion Medium Kit），是专用于
	NK 细胞基础培养基+补料配置为NK细胞完全培养基是一款专为 NK 细胞培养而设计的无血清、无异源动
	包被 
	细胞活化瓶预处理（第-1 天） 1 支 NK 试剂 A 和 13 mL试剂E 混匀，加入到 175c
	种瓶 
	外周血 PBMC 分离与诱导（第 0 天） 
	1 .分离血浆：取少量血样（约 300μL）划线或滴入平皿进行检菌。室温下离心 15 分钟，取离心上
	2 .血浆灭活：上层血浆 56℃灭活半小时，置于 4℃冰箱半小时，取出在室温下离心 10 分钟，取上
	3.分离 PBMC：等体积的生理盐水与血细胞沉淀混匀，加到 Ficoll 层上使分层保持清晰，室温下
	4 .洗涤细胞：吸取 PBMC 层，加生理盐水吹打混匀，室温下离心 5 分钟。再次洗涤细胞。 
	5 .细胞计数：弃上清，用少量完全培养基重悬细胞，吸取少量细胞计数。调整细胞密度 1-1.5×106
	6.种瓶： 吸弃包被液，将细胞悬液中加入 NK 试剂 B-2.0，灭活血浆 2.5mL，转入培养瓶内
	注意：* 完全培养基的配置：每瓶培养基加入 1 支 试剂F（IL-2） ，终浓度为 1000IU/m
	*包被瓶从冰箱取出的时间约为细胞加入前的 10min。
	培养 
	第一次补液（第 3 天） 
	1.显微镜下观察细胞，确定是否可以补液。①瓶底贴壁的克隆团达到瓶底面积的 30%以上。②颜色与初始培
	2 .补液操作。加入 NK 试剂 C-2.0 和 3.5mL 灭活血浆，再加入约 46.5mL 完全
	注意：* 请勿吹打细胞！！！
	第二次补液（第 5 天） 
	3 .加入 NK 试剂 D-2.0 ，和 8.75mL 灭活血浆，再加入约 166.25mL 完全培
	注意：* 请勿吹打细胞！！！ 
	* 第 5 天开始细胞增殖较明显，中大团变多且分裂相形态细胞居多。
	装袋 第三次补液（第 7 天） 
	把剩余血浆加入培养瓶，再将培养瓶中的细胞悬液转入细胞培养袋中，随后补液（约 350mL 完全培养基，
	注意：* 装袋前，轻微拍打培养瓶底部细胞，如克隆团太大可进行吹打，注意吹打的力度避免将克隆团吹成单个
	* 装袋后，需定期对培养袋进行拍打，使细胞团维持在肉眼观察针眼大小即可。 
	分袋 第四次补液（第 9 天） 
	①配置另一瓶 NK 完全培养基。②将培养袋中的细胞悬液分出一半加入新的培养袋，随后每袋再补入 300
	第五次补液（第 11/12 天） 
	将剩余的约 800mL 完全培养基均分到 2 个培养袋中，每袋终体积约 1000mL。 
	检验（第 13 天） 
	用 2mL 注射器分别从袋内抽取少量细胞悬液进行细菌、内毒素、支原体检测。 
	收获 （第 14/15 天） 
	正常情况下，第 14 、15 天各收获 1000mL 细胞悬液。若因实验需要，可相应提前或延迟收获时

