
一般信息

Description
U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2是一种基因组编辑的人类骨肉瘤细胞系，源自U2OS细胞。其中内源性RANBP2（又称NUP358）基因座经CRISPR/Cas9技术修饰，在天然蛋白质编码框内插入SNAPf标签。
Nup358/RanBP2作为大型核孔蛋白，定位于核孔复合体（NPC）的胞质丝状结构，在核质运输、SUMO化修饰及有丝分裂过程中发挥关键作用。内源性标签确保SNAPf-Nup358在生理性启动子调控下表达，既维持天然表达水平，又最大限度减少过表达系统相关的人为干扰。

SNAPf标签是SNAP标签的快速标记变体，可共价结合苄基鸟嘌呤偶联底物，实现活细胞或固定细胞中Nup358的选择性稳定荧光标记。 在U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2细胞中，融合蛋白以细胞质核孔复合体纤维特有的点状分布模式定位于核膜。该构型支持高分辨率荧光成像、超分辨显微镜、脉冲追踪标记及单分子追踪技术，用于研究核孔复合体的结构与动态变化。 U2OS细胞扁平形态与大核特性进一步促进了核膜结构的定量成像。

该模型可用于探究Nup358在CRM1/出口蛋白依赖性核输出、Ran GTP酶周期调控及胞质运输平台空间组织中的特异性作用。鉴于Nup358参与有丝分裂纺锤体组装与着丝粒功能，该细胞系同样适用于研究细胞周期依赖性核孔蛋白重分布及有丝分裂期间核孔复合体的解聚/重聚过程。 U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2细胞系为解析人类细胞核孔复合体胞质面的结构与功能特性提供了具有生理相关性的研究平台。

Organism 人类

Tissue 骨质

Disease 骨肉瘤

特点

Age 15 年

Gender 女性

Ethnicity 高加索人

Morphology 上皮样

Growth
properties

附着物

监管数据

Citation U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2（Cytion 目录号 300663）

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

Depositor 艾伦伯格实验室（EMBL）

GMO Status GMO-S1：这种人类骨肉瘤细胞系（U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2）含有 CRISPR 工程化的 SNAPf-Nup358/RanBP2 融合体，可对核孔细胞质纤维进行精确标记。该修饰可稳定整合。此分类仅适用于德国国内，其他地区可能有所不同。
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生物分子数据

Protein
expression

Nup358/RanBP2, SNAPf-tag

处理

Culture
Medium

McCoys 5a，w：3.0 克/升葡萄糖，w：稳定谷氨酰胺，w：2.0 毫摩尔丙酮酸钠，w：2.2 克/升 NaHCO3（Cytion 文章编号 820200a）。

Supplements 在培养基中添加 10% FBS、3.0 g/L 葡萄糖、稳定的谷氨酰胺、2.0 mM 丙酮酸钠、2.2 g/L NaHCO3、1% NEAA

Dissociation
Reagent

Accutase

Subculturing 去除粘附细胞上的旧培养基，用不含钙和镁的 PBS 冲洗。T25 烧瓶用 3-5 毫升 PBS，T75 烧瓶用 5-10 毫升。然后用 Accutase 完全覆盖细胞，T25 烧瓶用 1-2 毫升，T75 烧瓶用 2.5 毫升。让细胞在室温下孵育 8-10 分钟，使其分离。孵育后，用 10 毫升培养基轻轻混合细胞使其重悬，然后用 300xg 离心 3 分钟。弃去上清液，用新鲜培养基重悬细胞，并将其转移到已装有新鲜培养基的新烧瓶中。

Freeze
medium

我们使用完全生长培养基（包括 FBS）+10% DMSO 或 CM-1（Cytion 商品目录编号 800100）作为冷冻保存培养基，以获得足够的解冻后存活率，CM-1（Cytion 商品目录编号 800100）含有优化的渗透保护剂和代谢稳定剂，可提高恢复能力并减少冷冻引起的应激。

Thawing and
Culturing Cells 1. 确认小瓶在运送时仍处于深度冷冻状态，因为细胞是用干冰运送的，以便在运输过程中保持最佳温度。

2. 收到细胞后，立即将冻存瓶保存在低于 -150°C 的温度下，以确保细胞的完整性；如果需要立即培养，则进行步骤 3。

3. 如需立即进行培养，可将冻存瓶浸入 37°C 的水浴中，加入清水和抗菌剂，轻轻搅拌 40-60 秒，直至残留一小块冰，迅速解冻冻存瓶。

4. 在流动罩内无菌条件下进行所有后续步骤，打开前用 70% 乙醇消毒冷冻瓶。

5. 小心打开消毒瓶，将细胞悬浮液转移到装有 8 毫升室温培养基的 15 毫升离心管中，轻轻搅拌。

6. 将混合物以 300 x g 离心 3 分钟，分离细胞，小心弃去含有残留冷冻培养基的上清液。

7. 用 10 毫升新鲜培养基轻轻重悬细胞团。对于粘附细胞，将悬浮液分装在两个 T25 培养瓶中；对于悬浮培养，将所有培养基转移到一个 T25 培养瓶中，以促进细胞的有效相互作用和生长。

8. 坚持既定的亚培养方案，以继续生长和维持细胞系，确保可靠的实验结果。

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, 加湿环境。
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Flask Coating 无

Freezing
Procedure 冷冻保存的细胞系用干冰装运，并用经过验证的隔热包装和足够的制冷剂包装，以便在整个运输过程中保持约 -78 °C 的温度。收到货后，应立即检查容器，并立即将小瓶转移到适当的储藏室。

Shipping
Conditions 冷冻保存的细胞系用干冰装运，并用经过验证的隔热包装和足够的制冷剂包装，以便在整个运输过程中保持约 -78 °C 的温度。收到货后，应立即检查容器，并立即将小瓶转移到适当的储藏室。

Storage
Conditions 如需长期保存，可将样品瓶放入气相液氮中，温度约为 -150 至 -196 ℃。在-80 °C下保存只能作为转入液氮前的短暂过渡。

质量控制/基因图谱/HLA

Sterility
使用基于 PCR 的检测方法和基于发光的支原体检测方法排除支原体污染。

为确保没有细菌、真菌或酵母菌污染，每天都要对细胞培养物进行目视检查。
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