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NK HhaigFid IS TSR
PRI E

—. Ptk

R NK JHiERtEssEES (NK Cell Expansion Medium Kit) , 2E T NK BRI 1EEFNSMURAEESFE,
AERETERER NK AREMIEFEIEE NS EERA.

NK HEEMIEFEAMIECEN NK BRTEEAFRER TN NK AREFMIHIANS. TRIEMIRRSH
NK HBR4ERA 1EIEAR. IERNSMBEFAEA, TMERAFENRKIT KRR NK SRR ERS INRIRY
FREORBE, IREEFEMRBN—EN, FRERMEPHITREHD TRESERI NK iR EAIELAS T,

—. FaméERk
FEmEin BRS Pl g5 {RI=HA
NK fiEiEFRFaELE SP05403 1Kit / /
ERMS:
4Hpk s g5 RIHA
NK 4HfEiEsHE 1000mL*2 2-8°C, BHERET 18
N A 200ul -20°C 18
*MELB 500uL -20°C 18
MELC 500ul -20°C 18
*MEFD 500uL -20°C 18
#MELE 13ml =] 24
#MHF 2% 2-8°C 24
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BMERE

e

HIEWIRILEE (58-1K) 1 32 NK 5 A #1 13 mL I{FIE JBS, IOAZR 175 cm2 1555 (JF TC &ME) &, F
PR, 5 1 32 NK ## A-2.0 1 9mL HFIE iBS, A 75 cm2 1E7RH, FHRESHEH, 4°C IKFEFRER,
N=EE I ESR

iR

SNEM PBMC 9ES5ES (8 0 X)

LABINK: BDEME (29 300 L) KILSEAFIIHTIRE., ERTED 15 9%, BEO LBEAME.

2M¥EKGE: EEMNRK 56°C KFHFNE, BTF 4°C ikfgd/\ad, REE=RTED 10 2%, BLEEEA.

3.8 PBMC: HMAAREE/KSMMMTIEES, MNE Ficoll B EESEHRRFEN, EETELD 25 D,

4.0R4EHE: TREX PBMC &, IMAEEH/KUGTES, =ETHED 5 9. BRXERHAR.

SHREIHE: FLEE RLERSEFEERMNE, REEMIETHL. EEMEEE 1-1.5¢100mL,

6.7 : MEBHR, BARSKTPIMA NK 5 B-2.0, KEMFE 2.5 mL, BAEFERN, BHRZEFRL 25mL,
R 4°C BEEFEE.

NOTE: EetBFEfkE: SMEHREMA 1 X ilflF (IL-2) , &RE 1000 IU/mL, SHEFHRMIKFEEHAIEE
Z99ARRBINANRIRT 10 3%,

g%

PR (58 3 X)

LEME TR, BERETLINE:

OFREMGEERI e FZ A ZREREIRRAT 30% LAL;

OBBSIREFRILRE. (WNEEFMT, ATHER—XINR. )

2ANBIR(E: DO NKRF) C-2.0 F1 3.5 mL JXGEMHK, FBIIAL 465 mL TEBFE, BFHRERRA 75 mL,

NOTE: iB5Z00UciTemsg! ! !
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BIRHNE (58 5 K)

AN NK 5 D-2.0 , #1 8.75 mL XGEMIR, BIIAL 166.25 mL TEEFRE, BFREARESRE 250 mL,
NOTE: BZUATMAE! | | 5 5 XFAMSERIEE, PARTZES NS ERES.

BR B=IRNE (B 71 R)

ERIRMAKIMNIEFR, BREFAATOMERSRENMRIERRY, BEHNR (29 350 L TEEHE, haREE

R, ANBRIEEETE 0.6~ 1x10%mL SEER) , BFRERRESEI600 mL,

NOTE: %5571, BRIRFTIEFARREMENE, WeEAARTHITIGT, EEVINAEER G ERE R M. &
KiE, FTEHXEFLGHITIGT, CAERALESEPIIRVIZRETARA/NEIE,

P8 BIURE (38 9 X)

1LEER—R NK =LiEsE,

2 BEFRRPRAESRS H—EIINAERR, BEEBEBIA 300 L BT2IEFE,  (EFREARN 1200 mL)
SBRhIRNE (58 11/12 X)

BERIRAVL 800 mL TRIFFEIISE 2 MEFIH, BREAFAL 1000 mL,

H8ie (58 13 X)

F 2 mL 359880 BINERHE > EMESRHTHE. WBR. IR,

WER (58 1415 K)

EEBRT, 8 14 . 15 XBBGX 1000 L HHEER. BELHEEE, JENRREEDRKGARTE, MNEREESEE
FHRFR, ATFEK NK EFRAYE) (AIEKERE 21 KEFUMNRE NK LIEEFER 1L-2) |, BREMD NK T2IEFRE,
HNEEBERNMETF 1x100mL,

M. FS#1=H8:

LINFFEER:

SMREIM PBMC>2.5%x107cells (HEFFRIME 50 mL £/, FAFFERMETRIME) , EICRING 4 INESPRIE, 2N
EBRIE ST ARNERSFRISNEIL.

2HHRERE: PBMC THMANIRIAMEIEE Y 1-1.5x10°mL, H#RRSETELRSHREES 2x10°/mL,

JHNEEE: INRRIZE—RRE 1.5~2x10°49YmL; *MNREEE—RIE 0.6~ 1x10°4/mL, Fa{EF 0.6x10°4/mL,
[
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4IBFERER:

@ BRINRATEEBIEFEEEE TERSR,

@ FILSEMIEFERA 37°C FHEEER, SNSINEMNRIEFEPAREFIKE,

@ EEFIIGEFE (8 IL-2) HREE, BN—Rraftis, TESECHE 7 7 X) .

5.IEfRBEFGFREFMmIR: BANRBHE. BORRILRERERES.

6 IEFFRAOER: BFARVNT 1L fIHR, FTERSEFRFHITHE.

7 RIBEENREIN: AT IS NEER, THER«NARE, (BRREFAEEBINRIIMITE RS —IRANRR
Rl FERERANRAAR RIS FRAS AR B H TR,

8 FEHIMIRGE: MiR%sal, FEREREANBRAS ISR, RREthFEERNRFHITRIT, RERRENR
BRARIREHE.

9.8RIE: A EFEHES 4°C FHER. (RRBRTI= 37°C 84 2 /i)

10IEFMIAERTRANETHR: SUELHNTEASZIER, MiHEEKEFIMERREL.

NLEFRER: AROEFEEIRK, BNERRIE TR OLE, BSEFIIFEMARBAN 50 mL BOEH, 1000 rpm
B 1-2 min,

12iR8RFF: EHEE CO. BFRERE. REFANNEREN. EHRFAIEEENZ A,

BIFREEN: EHEEIR. Pl STt RIS RXRRRE.

14.EIESEIEFEMMENBLS: FIRANTETEES, JSXIEFARRFNE, 20 175 cm2 AUEFR, MIEEFEE,

h. BRERBSEFIRS

AR M BATERERIERTERE. BEEREERMER. BT ARSSINAR. HARRMIBERM TR
FEER, BPRECERRNESBSL0BERNmERMEHTITESIE. YT RRIRBREXMER. BH-RERTE
£, SRR ERUHEEMSHILRERESVERIN, AR REENIE. NFERAHFHESRES, Bk

Z SPERIKON,
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	套装成分：
	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 175 c
	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 300 μL）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
	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个
	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 2.5 mL，转入培养瓶内
	NOTE：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 1000 IU/
	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颜色与初始培养液比偏黄。（如无法判断，可推迟一天补液。） 
	2.补液操作：加入 NK 试剂 C-2.0 和 3.5 mL 灭活血浆，再加入约 46.5 mL 完
	NOTE：请勿吹打细胞！！！
	第二次补液（第 5 天） 
	加入 NK 试剂 D-2.0 ，和 8.75 mL 灭活血浆，再加入约 166.25 mL 完全培养
	NOTE：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 350 mL 完全培养基
	NOTE：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
	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 mL 完全培养基。（培养终体
	第五次补液（第 11/12 天） 
	将剩余的约 800 mL 完全培养基均分到 2 个培养袋中，每袋终体积约 1000 mL。 
	检验（第 13 天） 
	用 2 mL 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 1000 mL 细胞悬液。若因实验需要，可相应提前或延迟收获
	四、注意和声明：

