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BD FACSAria Sorting注意事項

1. FACSAria所使用的壓力遠高於其他一般的落地型sorter. 經發現高壓會使buffer的pH值下降, 進而影響細胞的存活. 所以建議於phenol-free sample buffer中添加25mM HEPES可使環培的pH值維持一定值. 請試試, 然後我們再就結果討論.
2. sample buffer中的protein含量也會影響分選純度. 若是建議使用5% FCS, 則可改用0.5% - 2% BSA取代以獲得較好結果.

3. Collection tube內置放適合細胞存活的cold culture media with higher concentration of FCS.

4. 分選時間不應太長, 即分多管收集細胞. 建議測試不同的分選時間長短(10min, 20min, 或30min)以了解是否會影響細胞的活性與隨後的培養結果.

5. Side stream應避免打在管壁上. 

6. Collection tube管壁可先coating 1% BSA overnight.

7. 應使用NA/LE reagent標試細胞. 若是無法找到此類試劑, 則細胞分選下來後應離心清洗多次以去除NA及endotoxin. 離心條件:4oC, 1000rpm.

8. 單一clone細胞之培養較mixed population不易, 主要是適合細胞生長所需環境與營養因子太複雜. 以傳統培養hybridoma clones來說, 通常是需要加入feeder cells或是conditioned media. 不知你們有沒有試著使用conditioned media加入culture media(5%, 10%或20%)中來加強培養環境.
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