
ข้อมูลทั่วไป

Description
CV-1 เป็นสายพันธุ์เซลล์ลิงแอฟริกันกรีนที่ได้มาจากไตในปี 1964 ในขั้นต้นถูกใช้ในการวิจัยที่มุ่งเน้นไปที่การเปลี่ยนแปลงของไวรัสโรสซาร์โคมา (RSV) ซึ่งเป็นไวรัสก่อมะเร็ง สายพันธุ์เซลล์ที่มีลักษณะคล้ายไฟโบรบลาสต์นี้ถูกใช้อย่างแพร่หลายในงานวิจัยทางชีววิทยาสำหรับการผลิตไวรัส การถ่ายโอนยีน และการยับยั้งยีน

เซลล์เหล่านี้มีผลลบต่อเอนไซม์รีเวิร์สทรานสคริปเตสและมีความไวต่อไวรัสหลายชนิด รวมถึงโปลิโอไวรัส 1 เฮอร์ปีส์ซิมเพล็กซ์ ซิมเบียนไวรัส 40 (SV40) ไข้สมองอักเสบแคลิฟอร์เนีย และไข้สมองอักเสบม้าทั้งสายพันธุ์ตะวันออกและตะวันตก

เซลล์ไลน์ CV-1 แสดงการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว เติบโตเกาะติดบนพื้นผิวพลาสติกและแก้ว และแสดงการเปลี่ยนแปลงของจำนวนโครโมโซมในระดับการผ่านเชื้อที่สูง มีการสังเกตพบว่าเซลล์ CV-1 แสดงความสามารถในการก่อเนื้องอกเพิ่มขึ้นในหนูแรทสายพันธุ์ Wistar ที่ได้รับการรักษาด้วย ATG รวมถึงการเพิ่มจำนวนของโคโลนีเซลล์ในวุ้นอ่อน

นอกจากนี้ เซลล์ CV-1 ยังสนับสนุนการจำลองตัวของไวรัส SV40 และแสดงกิจกรรมไทมิดีนคิเนส (TK) อย่างรวดเร็วหลังจากการเหนี่ยวนำการติดเชื้อไวรัสซิมแปนซี, อะดีโน และพาโพวาไวรัส ชนิดของโครโมโซมในเซลล์ CV-1 คือ 2n = 60, ภาวะคล้ายไดพลอยด์เทียม เซลล์ CV-1 ได้ถูกนำมาใช้ในหลากหลายการประยุกต์เฉพาะทางในงานวิจัยทางชีววิทยา รวมถึงการทดสอบประสิทธิภาพ การเป็นโฮสต์สำหรับการทรานส์เฟคชัน และการทดสอบฤทธิ์ฆ่าไวรัส นอกจากนี้ยังเป็นที่ทราบกันดีว่าเป็นโฮสต์ที่เหมาะสมสำหรับการทรานส์เฟคชัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งโดยเวกเตอร์ SV40

Organism ลิง

Tissue ไต

Applications เหมาะสมสำหรับการถ่ายโอนยีน โดยเฉพาะอย่างยิ่งโดยใช้เวกเตอร์ SV40

Synonyms Cv-1, CV 1, CV-1.K, CV1

ลักษณะ

Age 141 วัน

Gender ชาย

Cell type ไฟโบรบลาสต์

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation CV-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 605471)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9534

CellosaurusAccession CVCL_0229

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Virus
susceptibility

โปลิโอไวรัส 1, เริมชนิดที่ 1, เยื่อหุ้มสมองอักเสบจากไวรัสม้าตะวันออก, เยื่อหุ้มสมองอักเสบจากไวรัสม้าตะวันตก, เยื่อหุ้มสมองอักเสบแคลิฟอร์เนีย, SV40

Reverse
transcriptase

เชิงลบ

การจัดการ

Culture
Medium

EMEM, w: 2 มิลลิโมลาร์ L-Glutamine, w: 1.5 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: EBSS, w: 1 มิลลิโมลาร์ Sodium pyruvate, w: NEAA (หมายเลขบทความ Cytion 820100c)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing นำอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติดและล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม สำหรับขวด T25 ให้ใช้ PBS 3-5 มล. และสำหรับขวด T75 ให้ใช้ 5-10 มล. จากนั้นปิดเซลล์ให้มิดด้วย Accutase โดยใช้ 1-2 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75ปล่อยให้เซลล์บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-10 นาทีเพื่อให้เซลล์หลุดออกจากกัน หลังจากบ่มแล้ว ให้ผสมเซลล์เบา ๆ กับอาหารเลี้ยงเซลล์ 10 มิลลิลิตรเพื่อทำให้เซลล์แขวนลอยอีกครั้ง จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 300 เท่าของแรงโน้มถ่วงโลก (300xg) เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสที่ได้ทิ้งไป แล้วแขวนลอยเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ จากนั้นถ่ายเซลล์ไปยังขวดเพาะเลี้ยงใหม่ที่เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ไว้แล้ว

Split ratio อัตราส่วนที่แนะนำคือ 1:2 ถึง 1:3

Seeding
density

3 ถึง 4 x 10^4 เซลล์/cm^2 จะทำให้เกิดชั้นเซลล์ที่หนาแน่นประมาณ 4 วัน

Fluid renewal 2 ครั้งต่อสัปดาห์

Post-Thaw
Recovery

หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้เพาะเซลล์ลงจานที่ความหนาแน่น 5 x 10^4 เซลล์/ซม^2 และปล่อยให้เซลล์ฟื้นตัวจากกระบวนการแช่แข็งและยึดเกาะอย่างน้อย 24 ชั่วโมง

Freeze
medium

CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) หรือ CM-ACF (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 806100)
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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 องศาเซลเซียส พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนกระทั่งเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยเอทานอล 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยคนเบา ๆ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ 300 x g เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากกัน แล้วเทส่วนใสที่ลอยอยู่ด้านบนซึ่งมีสารแช่แข็งตกค้างออกอย่างระมัดระวัง หากต้องการ สามารถข้ามขั้นตอนการปั่นเหวี่ยงได้ แต่ให้กำจัดสารแช่แข็งที่เหลืออยู่หลังจาก 24 ชั่วโมง

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

8. ปฏิบัติตามระเบียบปฏิบัติของกลุ่มวัฒนธรรมย่อยที่กำหนดไว้สำหรับการเติบโตและการบำรุงรักษาของเซลล์ไลน์อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มั่นใจในผลลัพธ์การทดลองที่เชื่อถือได้

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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