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【产品名称】：ACE SingleCell SFM
【产品货号】：ACE08101
【包装规格】：100ml
【主要成分】：该产品为无血清培养基，不含动物源成分，
主要含糖类、氨基酸、无机盐及微量元素等
【适用范围】：仅限于科研使用，不适于临床诊断和治疗
【预期用途】：单细胞无血清悬浮培养基可用于293、CHO、杂交瘤等细胞的单细胞培养，以及单克隆细胞株的建立实验，使用时需添加ACE ITS或适量FBS。
[bookmark: _GoBack]【运输要求】：湿冰运输。
【存储条件及有效期】：2~8℃避光保存；有效期9个月。
【使用方法】
	温馨提醒：
（1）产品切勿紫外照射；
（2）使用前无需预热处理；
（3）使用医用冰箱储存，切勿冷冻。


1. 实验步骤
以3块96孔板、每板200个细胞为例：
（1）取无菌摇瓶，加入48ml的ACE SingleCell SFM 培养液，并向摇瓶中加入480µl 的ACE ITS（1：100）或FBS(可根据用户经验添加），手动轻摇混匀，再从摇瓶中分别取900µl的培养液加入3个1.5ml的离心管中，分别标号为管1、管2、管3；
（2）使用有限稀释法梯度稀释待克隆细胞：取待克隆的细胞100µl，加入管1中，并按梯度稀释的方法按照管2、管3顺序完成稀释细胞。快速从管3中分别吸取3滴（每滴约10ul）细胞混合液于小平皿中，置于显微镜下计数 ，取3滴细胞中的平均数（* 个/10µl）。若细胞量较少（﹤10个），则按照同样的方法吸取管2细胞混合液进行计数。按照每块板200个细胞，每孔150 µl体积，计算出所需细胞混合液体积及细胞密度，取相应细胞混合液加入到步骤1）中剩余的45ml的ACE SingleCell SFM培养液中，混匀制备成所需细胞悬液；
	温馨提示：
1.离心管1、2、3在混合细胞时切忌用时过多，显微镜计数时也不易耗时过长，需将所有实验材料准备好后再把细胞取出计数；
2.管1、2、3依次为10倍关系，当管3细胞量不够时，可按倍数吸取管2中细胞混合液；若管2细胞量不够时，同理可吸取管1或管3中细胞混合液；
3.在1.5ml离心管混匀细胞液时尽量不要吹打，上下颠倒数次即可；
4.在进行第一次克隆（多克隆）时，克隆稳转的细胞需计数并离心换液，以除去G418的影响；
5.第一次克隆（多克隆）实验在显微镜下计数时，因未做台盼蓝染色，死、活细胞一并计数，因此计算所需细胞液体积时，需要乘以细胞活率。


（3）将步骤（2）中混合好的细胞混合液分多次混匀后倒入12道管槽中，用12道排枪吸取150µl/孔加入到96孔板中，铺三板。置于37℃、5%的CO2培养箱中静置培养，保持一周不动；
	温馨提醒：
1.铺板接种时，倒出的细胞混合液每次大概倒一板的细胞液到12道管槽中，依次完成每块板的接种，接种时尽量不吹打细胞，以维持细胞的活性。


（4）完成铺板后，可在显微镜下逐孔观察细胞个数，标记单个细胞孔。一周之后观察细胞，标记长势较佳的孔，方便后续重点观察。继续让细胞生长3-7天后，将由单个细胞分裂的孔内细胞扩大到48或24孔板中培养，并向48或24孔板中添加0.25-0.5ml/孔的对应培养基，7-10天后补充0.25-0.5ml的对应培养基，等细胞汇合率约为60-80%时扩大到6孔板，2ml/孔培养基培养，以此类推将细胞扩大到T25或T75方瓶或摇瓶中培养；
（5）细胞从T75瓶扩大到摇瓶培养后，经过2周左右的传代，对各个单克隆细胞株进行生长曲线以及产物表达量等实验参数对比，筛选出合适的单克隆细胞株。  
	操作要点及注意事项：
1.培养箱参数设置建议：温度36-37℃，CO2浓度为5%，静置培养；
2.常见的问题及应对方法：
a.克隆率低：其一，可能是由于所克隆的细胞株活性较差，可取对数生长期的细胞株进行克隆，可达到较好的克隆效果。其二，克隆的细胞数少，可适当增加克隆数，提高克隆效率。其三，人为细胞计数产生较大误差，可进行多次计数，取平均值，减少误差。
b.多克隆细胞株多于单克隆细胞株：可能是由于每板的细胞数多、细胞结团或细胞分布不均导致，可适当等细胞不接团时克隆或减少克隆细胞数，并在铺板时经常混匀细胞液。
c.克隆细胞扩大后长不起来：这种情况可能是由于克隆细胞团在未达到扩大培养条件时被提前扩大培养所致。克隆细胞需铺满96孔板底部80%以上面积时，方可扩大到48孔板，再逐一扩大到24孔板、6孔板等。
d.克隆细胞分裂终止：铺板培养1周后挑选克隆时，如遇到克隆分裂终止，单个细胞团细胞为个数，可能是由于铺板前稀释细胞进行吹打或大力混匀细胞导致细胞受损，生长受到抑制，因此在稀释细胞时动作务必轻柔，切记避免用枪头吹打细胞。 
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【技术支持】：根据销售条款，如您遇到任何问题，请与我司技术支持人员联系：Tel:0756-3631186
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