
小鼠结肠类器官培养试剂盒
货号：MN1002

产品描述
小鼠结肠类器官培养基是一种可应用于小鼠结肠类器官扩增和分化的完全培养基。在细胞外基质存在的条件下，培养基所含的特有组分能

促使结肠细胞迅速生长成由结肠干细胞和结肠祖细胞组成小鼠结肠类器官，并进一步分化形成由结肠吸收细胞、杯状细胞和少量肠内分泌

细胞组成的类器官，且形成过程平稳且迅速。为后续基于小鼠结肠类器官生理功能的研究提供支持。

产品组分

产品名称 货号 规格 储存温度&保质期

小鼠结肠类器官基础培养基 A MN1002-A500 500 mL 2-8℃, 12 个月

小鼠结肠类器官培养基添加物 B (50x) MN1002-B10 10 mL -20℃，避免反复冻融，12 个月

小鼠结肠类器官培养基添加物 C (250x) MN1002-C1 1 mL×2 -20℃，避免反复冻融，12 个月

产品应用
使用无菌操作技术配制小鼠结肠类器官完全培养基。以下是准备 50 mL 完全培养基操作流程，如所需量不同，可相应调整用量。

1.冰上解冻小鼠结肠类器官添加物 B (50x) 以及小鼠结肠类器官添加物 C (250x)。

注意：1、解冻后，建议将类器官培养基添加物 B (50x)和类器官培养基添加物 C(250x)分别分装后-20℃ 保存取用，避免反复冻融。

2、分装时需待溶液完全融化，确认其澄清、透明、无不溶物（如有上述异常可将溶液置于室温/37°C 并轻轻吹打），充分混匀后分装。

3、每次使用前也应注意将溶液完全融化、充分混匀。

2.将 1 mL 小鼠结肠类器官添加物 B (50x)和 200 µL 小鼠结肠类器官添加物 C (250x)加至 48.8 mL 小鼠结肠类器官基础培养基 A 中，充分混匀，

配置成 50 mL 小鼠结肠类器官完全培养基。

注意：配制后的小鼠结肠类器官完全培养基可在 2-8°C 储存，建议在一周内使用。

使用时可选择性在小鼠结肠类器官完全培养基中加入真菌或者细菌抗生素。

小鼠结肠类器官原代建立
1.取样：小鼠断颈处死后，取出近盲肠端 3~5cm 结肠组织，置于 4℃预冷的含双抗的组织保存液（货号 BM1002）中暂存。并在指定时间内处

理，进行类器官建立。

2.清洗：去除组织保存液，将取下的小鼠结肠组织置于 2-8℃ 预冷的 PBS 中，用镊子去除结肠组织外表面的肠系膜、脂肪组织和淋巴结。接着用

10mL 注射器吸取 2-8℃ 预冷 PBS 冲洗肠道内部 2-3 次，以洗掉残留的粪便及粘液。最后用剪刀纵向剪开结肠，放入装有 10mL 2-8℃ 预冷 PBS

的 100 mm 中，重复清洗 2-3 次，直至 PBS 明显澄清。

3.消化：将 2 中完成清洗的小鼠结肠组织剪碎至 2-5 mm 的小碎片，然后根据组织块大小加入 4-10 mL 用 2-8℃ 预冷 PBS 稀释至 2 mM 的

EDTA，置于 4℃ 冰箱静置消化 30-60 min。

4.清洗：用镊子将 3 中完成消化的小鼠结肠组织转移至装有 10 mL 2-8℃ 预冷 PBS 的 15mL 离心管中。接着用移液器反复吹打消化后的肠块，

直至 PBS 明显浑浊。

注意：①提前用抗黏附润洗液（货号 BM1006）润洗 10mL 移液管，以免肠块粘在移液管壁上。②吹打完成后可吸取少量液体于显微镜下观察，

以确保消化状态。



5.过滤：将 4 中所得悬液用 70 μm 滤网过滤至 15 mL 管，滤液即为分离得到的隐窝。将过滤所得的悬液以 250 g 离心力离心 3min 后弃上清，

再用 1mL 2-8℃ 预冷的 PBS 重悬后转移到 1.5mL EP 管。

注意：滤网需要提前使用抗黏附润洗液（货号 BM1006）润洗

6.细胞接种：将 5 中的细胞悬液以 250 g 离心力离心 3min 后弃上清，置于冰上预冷，加入适量类器官专用基质胶(货号 BM1001)混匀（建议细

胞量：20-40 个隐窝/μL），按照每孔 30-40μL 将细胞悬液点入 24 孔板中。将孔板置于 37℃、5% CO2 恒温培养箱中 15-30min，使基质胶凝

固。待基质胶凝固完成，缓慢向每孔加入 500μL 小鼠结肠类器官完全培养基。

注意：不要将培养基直接添加到基质胶胶滴的顶部，因为这可能会破坏已凝固结构。

7.培养：将上述培养板置于 37°C 、5% CO2 的恒温培养箱中培养，每 3 天换液，观察，拍照记录。

注意：基质胶体积/总体积≥70%

小鼠结肠类器官传代培养
8.收集：使用经抗黏附润洗液（货号 BM1006）润洗的 1mL 枪头小心刮取类器官，并将其转移至 1.5mL EP 管中。之后将收集到的液体以 300

g 离心力离心 3min 后弃上清。

注意：弃上清时请保留残留基质胶，防止带走未脱离基质胶的类器官。

9.消化：在上述 8 中所得的沉淀中加入 0.4 mL 类器官传代消化液（货号 BM1004），用 1mL 移液器上下吹打后，置于 37℃，5%CO2 恒温培

养箱静置消化 3-5 min。

10.终止消化：在消化完成之后加入 0.8 mL 2-8℃预冷的 PBS 终止消化，并上下吹打，以帮助类器官更好的解离。

11.清洗：将上述 11 中所得液体以 300 g 离心力离心 3min 后弃上清。用 PBS 重悬清洗 1-2 次。

12.细胞接种：完成清洗后将细胞悬液以 300 g 离心力离心 3min 后弃上清，置于冰上预冷，加入适量类器官专用基质胶(货号 BM1001)混匀（建

议细胞量：200-2000 个/μL），按照每孔 30-40μL 将细胞悬液点入 24 孔板中。将孔板置于 37℃、5% CO2 恒温培养箱中 15-30min，使基质

胶凝固。待基质胶凝固完成，缓慢向每孔加入 500μL 小鼠结肠类器官完全培养基。

13.培养：将上述培养板置于 37°C 、5% CO2 的恒温培养箱中培养，每 3 天换液，拍照并观察记录。

图：小鼠结肠类器官培养图

注意事项
1、产品的分装、使用等操作需在无菌环境下进行。

2、为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

3、本产品仅供科研使用，不得用于临床诊断或治疗。
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