
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายพันธุ์เซลล์ NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 เป็นสายพันธุ์เซลล์ที่คงที่และได้มาจากการถ่ายโอนยีนของเซลล์ไตหนูปกติ (NRK) ผ่านการถ่ายโอนพลาสมิดวงกลม พลาสมิดนี้ประกอบด้วยโครงสร้างทางพันธุกรรมที่เข้ารหัสไซต์จับ RNA ของ lambda N22 สี่ชุดเรียงต่อกันและแท็ก mEGFP (โปรตีนเรืองแสงสีเขียวที่เพิ่มประสิทธิภาพแบบโมโนเมอร์) สามชุดเรียงต่อกันซึ่งเชื่อมต่อกับสัญญาณการกำหนดตำแหน่งในนิวเคลียส M9หลังจากการถ่ายโอนยีน เซลล์ได้รับการคัดเลือกให้ต้านทานยาเพื่อให้มั่นใจในความเสถียรของการดัดแปลงทางพันธุกรรม

ประมาณ 50% ของเซลล์ในสายพันธุ์คงที่โคลนนี้แสดงเครื่องหมายเรืองแสง 4xλN22-3xmEGFP-M9 ซึ่งบ่งชี้ว่ามีการนำพลาสมิดเข้าไปได้สำเร็จการแสดงออกของตัวบ่งชี้นี้ช่วยให้สามารถมองเห็นกระบวนการภายในเซลล์แบบเรียลไทม์ได้ โดยอาศัยสัญญาณเรืองแสงที่แข็งแกร่งของ mEGFP สัญญาณการกำหนดตำแหน่งในนิวเคลียส M9 ช่วยให้โปรตีนฟิวชันที่แสดงออกถูกขนส่งไปยังนิวเคลียสได้อย่างมีประสิทธิภาพ ทำให้สายพันธุ์เซลล์นี้มีประโยชน์อย่างยิ่งในการศึกษาการขนส่งระหว่างนิวเคลียสและไซโทพลาซึม การเปลี่ยนแปลงของ RNA และการควบคุมการแสดงออกของยีน

เซลล์ไลน์ NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 นี้มีคุณค่าสำหรับนักวิจัยที่มุ่งเน้นการศึกษาปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนกับ RNA, การเผาผลาญ RNA และกลไกพื้นฐานที่เกี่ยวข้องกับการนำเข้าและส่งออกของนิวเคลียสการมีอยู่ของตัวบ่งชี้ mEGFP ช่วยให้สามารถใช้วิธีการถ่ายภาพขั้นสูง เช่น การส่องกล้องคอนโฟคอลและการถ่ายภาพเซลล์ที่มีชีวิต ซึ่งให้ข้อมูลเชิงลึกที่ละเอียดเกี่ยวกับพลวัตเชิงพื้นที่และเชิงเวลาขององค์ประกอบเซลล์ แม้จะมีความหลากหลาย แต่สายเซลล์นี้ยังคงเป็นเครื่องมือที่ทรงพลังสำหรับการวิเคราะห์เส้นทางโมเลกุลที่ซับซ้อนและทำความเข้าใจหน้าที่ของเซลล์ในระดับที่ลึกยิ่งขึ้น

Organism หนู

Tissue ไต

Synonyms NRK 4xlN22-3xmEGFP-M9

ลักษณะ

Breed/Subspecies ออสบอร์น เมนเดล

Morphology เซลล์คล้ายไฟโบรบลาสต์ที่มีรูปร่างเป็นรูปทรงกระบอก

Growth
properties

ชั้นเดียว, ติดแน่น

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 500672)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10116

CellosaurusAccession CVCL_AV97

Depositor ห้องปฏิบัติการเอลเลนเบิร์ก (EMBL)

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Receptors
expressed

ปัจจัยการเจริญเติบโตของผิวหนัง (EGF), กิจกรรมกระตุ้นการเพิ่มจำนวน (MSA)
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Protein
expression

4xλN22-3xmEGFP-M9: ตำแหน่ง/ยีน: 937..1009, 1066..1138, 1194..1261, 1323..1390 / แลมบ์ดา เปปไทด์, 1462..2176, 2179..2890, 2896..3612 /
mEGFP, 3612..3815 / M9-His, 5090..5884 / KanR/NeoR, 7195..584 / Pcmv

Products M9-His แท็กระหว่าง BsrG1/HindIII, Neomycin, Phosphotransferase, CMV Promotor

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM, w: 4.5 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 4 มิลลิโมลาร์ แอล-กลูตามีน, w: 3.7 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: 1.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต (หมายเลขบทความ Cytion 820300a)

Supplements เติมสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%, G418 0.5 มก./มล.

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing ทิ้งสื่อกลางเก่าและล้างเซลล์ด้วย PBS เติมสารละลายทริปซิน/EDTA 0.025%/0.02% ที่เตรียมใหม่และอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วรอจนกว่าเซลล์จะหลุดออก ซึ่งโดยปกติจะใช้เวลาประมาณ 5 นาทีทำให้ทริปซินเป็นกลางโดยเติมอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ จากนั้นถ่ายส่วนผสมของเซลล์ลงในหลอดและปั่นเหวี่ยง หลังจากปั่นเหวี่ยงแล้ว ให้แยกส่วนใสออก ละลายตะกอนเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ แล้วถ่ายสารแขวนลอยลงในขวดเลี้ยงเชื้อใหม่ ผสม G418 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 มก./มล.

Split ratio อัตราส่วนที่แนะนำคือ 1:3 ถึง 1:4

Seeding
density

2 ถึง 4 x 104 เซลล์/ซม.

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง
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Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนกระทั่งเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยคนเบา ๆ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 300 x g เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากกัน แล้วเทส่วนใสที่อยู่ด้านบนซึ่งมีสารแช่แข็งตกค้างออกอย่างระมัดระวัง

7. ค่อยๆ ผสมเซลล์ที่ตกตะกอนให้ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ 10 มิลลิลิตร สำหรับเซลล์ที่เกาะติด ให้แบ่งสารแขวนลอยลงในขวดเลี้ยงเชื้อ T25 สองขวด สำหรับการเลี้ยงแบบแขวนลอย ให้ถ่ายอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดลงในขวด T25 ขวดเดียว เพื่อส่งเสริมการปฏิสัมพันธ์และการเจริญเติบโตของเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ

8. ปฏิบัติตามระเบียบปฏิบัติของกลุ่มวัฒนธรรมย่อยที่กำหนดไว้สำหรับการเติบโตและการบำรุงรักษาของเซลล์ไลน์อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มั่นใจในผลลัพธ์การทดลองที่เชื่อถือได้

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Flask Coating ไม่มี

Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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โปรไฟล์ STR Rat_D1Wox31: ๙๖,๑
Rat_D2Wox37: หนึ่งแสนห้าหมื่นหนึ่งร้อยห้าสิบหก
Rat_D19Wox11: 220
Rat_D10Wox8: 266,27
Rat_D4Wox7: หนึ่งแสนห้าหมื่นสามพันหนึ่งร้อยห้าสิบเจ็ด
Rat_D2Wox27: 211,215
Rat_D5Rat33: หนึ่งแสนสองหมื่นสองพันหนึ่งร้อยสามสิบแปด
Rat_D10Wox11: 156
Rat_D1Wox23: 210,214
Rat_D12Wox1: 402,406
Rat_D6Wox2: หนึ่งแสนสี่พันหนึ่งร้อยยี่สิบสี่
Rat_D8Wox7: 185
Rat_D6Cebr1: 223,233
SRY: x,Y
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