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MEF 小鼠胚胎成纤维细胞

小鼠胚胎成纤维细胞

MEF

取孕 9 天的 615 小鼠胚胎，去除脑、心脏等培养建立。该细胞可用作饲养层细胞，支持

胚胎干细胞 ES 的生长并维持 ES 未分化的状态。当作为饲养层细胞时，MEF 需经丝裂霉素 C 处理停

止生长。建议作为 ES 细胞的饲养层时，MEF 不要超过 6 代。

小鼠

孕 9 天

小鼠胚胎

贴壁细胞

成纤维细胞样

永生化细胞

RPMI1640+10%FBS+1%P/S

1:2~1:4

2~3 次/周

未知

冻存液：55%基础培养基+40% FBS+5% DMSO 温度：液氮

气相：空气，95%；CO2，5% 温度：37℃

仅供科研使用
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1. 常温细胞收货后确认外观和细胞状态，不开瓶盖酒精擦拭细胞瓶外表面，将其置于培养箱内复温 4h 以

上，常温细胞会因运输出现状态回缩和部分脱落，为正常现象，可复温后再次观察细胞状态并拍照，通常

复温后细胞状态会恢复正常；复温后开瓶前细胞如有异常，请及时与我们联系，逾期视为对细胞产品状态

无异议，细胞到货后前三天请保留真实清晰的培养照片；

2. 复温后可保留 6-8ml 培养基，培养瓶内多余的旧完全培养基转移至 50ml 无菌离心管中，该培养基可以

继续使用，此时细胞密度低于 80%可继续培养，达到 80%后，可进行细胞传代；

3. 对于悬浮细胞和半贴壁细胞，收集的旧培养基上清中的悬浮细胞是活细胞，需用离心管收集上清细胞悬

液后，于 1000rpm 离心收集细胞接种继续培养；

4. 建议细胞传代后以新旧培养基做对照培养来确认细胞对新培养基是否适应，以免突然更换新培养体系造

成细胞状态异常等问题；对于密封盖培养瓶，培养时应将瓶盖拧松；

5. 对于有传代增殖能力的细胞系，确认细胞状态良好后应及时冻存留种；因部分细胞有难复苏的特性，建

议在保留部分细胞继续培养的同时及时将部分细胞冻存并预留一管质检管，质检管复苏成功确认冻存体系

无误后再大量或全部冻存，不建议到货后将细胞一次性全部冻存。

1. 开箱后不要让冻存细胞离开干冰；若收到细胞时不复苏，请及时将细胞转移至-80℃或液氮罐中，注意

转移过程动作要迅速，冻存细胞不可置于-20℃储存；

2. 复苏前，请提前准备好适合该细胞生长的培养基和细胞复苏流程，复苏时离心后吸出的上清建议吸至无

菌容器中，镜下观察是否残留细胞，如果较多细胞残留于上清中，可以重复离心重悬接种步骤，若复苏有

异常，请及时与我们联系。
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

1. 常温细胞于收货当日对细胞状态有异议，开瓶操作前拍照反馈联系人的，可要求换货处理，不做换货

要求的，可做退货处理，开瓶前细胞如有异常，请及时与我们联系，逾期不反馈开瓶操作视为对常温细胞

状态无异议；

2. 常温细胞开瓶前有漏液污染状态异常等现象，于收货当日拍照反馈，细胞不能调整恢复的，免费重发，

要求退货处理仅限开瓶操作前；

3. 冻存细胞到货后有冻存管破损、冻存管融化等情况并及时反馈的，免费重发；

4. 冻存细胞复苏有问题反馈后在技术指导下细胞还是不能存活的，可重发常温细胞，若要求重发冻存细

胞，需要加收干冰费用；

5. 细胞到货状态正常，7 日内出现客观因素导致的留种失败并及时反馈的，签收 7 天内可以提供免费补

发（只适用于细胞系），若要求重发冻存细胞，需要加收干冰费用。



1. 客户延迟收货处理时间未于签收当日做收货处理的；

2. 未使用说明书推荐的培养条件，因不合适的试剂、传代比例或经其它非细胞培养体系外源试剂等客户

主观性的处理失误导致细胞出现问题的；

3. 细胞培养过程中出现问题，没有及时反馈，导致错过指导细胞恢复时间的。

4. 签收一月内可申请低价复购细胞。
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

1. 液氮中取出离心管，迅速放入 37℃水浴中快速摇晃解冻；解冻时应注意防护，如果冻存管中有残留液

氮，需要拧松管口在液氮气化后再水浴解冻避免因管内外压差爆管；

2. 即将解冻完全时，停止水浴，移入事先准备好的含有 9ml 培养基的 15ml 离心管中，1000rpm/min 离心

5分钟，离心完吸出上清，加 5ml 细胞培养基，转移至细胞培养瓶中，拧松瓶盖或使用透气瓶盖进行培养。



1. T25 瓶细胞汇合度至 80-90%，吸出原培养液；

2. 加入 2ml 左右 PBS，轻轻晃动培养瓶润洗细胞,吸出 PBS；

3. 加入 1-2ml 左右 0.25%胰蛋白酶溶液（含 EDTA），轻轻晃动培养瓶使之浸润所有细胞；

4. 放入培养箱消化适当时间，具体细胞消化时长根据细胞状态调整，在显微镜下观察细胞消化情况，轻

敲或轻摇培养瓶若大部分细胞变圆并脱落时可终止，后加入 3ml 含 10%血清的培养基终止消化，不建议用

枪吹打消化中尚未脱壁的细胞；

5. 轻轻混匀后收集细胞悬液离心，1000rpm/min 离心 5 分钟，离心完吸出上清；

6. 细胞沉淀加入新鲜培养基，吹打几下混匀细胞按推荐比例接种到新培养瓶，拧松瓶盖或使用透气瓶盖

进行培养，细胞首次传代建议 1：2 比例接种。

7. 步骤 5 吸出的上清可以吸出至旧培养容器中，镜下观察是否残留细胞，如果较多细胞残留于上清中，

可以重复离心重悬接种步骤。
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

1. T25 瓶为例，吸出原培养液，上清中悬浮细胞是活细胞，可用离心管收集细胞悬液后，于 1000 rpm 离

心 5min 收集细胞；

2. 部分贴壁不牢的细胞可直接培养基轻轻吹起使之悬浮；贴壁较牢固的细胞按贴壁细胞传代步骤传代；

3. 用培养基重悬两部分细胞并合并，接种于新瓶中。



1. 悬浮细胞可通过补充新鲜培养基或者离心换液两种方式维持培养；

2. 对于离心换液传代法：收集细胞悬液离心，1000rpm/min 离心 5 分钟，离心完吸出上清；

3. 细胞沉淀加入新鲜培养基，吹打几下混匀细胞即可，按推荐比例接种到新培养瓶，补足培养基，拧松

瓶盖或使用透气瓶盖进行培养。

4. 步骤 2 吸出的上清可以吸出至旧培养容器中，镜下观察是否残留细胞，如果较多细胞残留于上清中，

可重复离心收集细胞接种新瓶。



1. 按细胞传代步骤收集消化好的细胞， 细胞沉淀加入细胞冻存液，吹打几下混匀细胞即可，按细胞计数

调整细胞至合适密度，一般（1-3）x10^6/ml,分装至细胞冻存管中；

2. 冻存管按 4℃，30min -20℃，30min -80℃的顺序进行程序性降温或使用程序性降温盒放置于-80℃，

次日转移至液氮长期保存；若使用商品化细胞冻存液，冻存程序按冻存液说明书操作。

声明：该产品仅限于实验科学研究使用，若有任何单位或个人将该产品用于临床诊断、治疗等其他国家专门规定的特殊用途，本公司概不承

担任何法律责任。


