
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ BV2 เป็นเซลล์ไมโครเกลียลชนิดหนึ่งที่สกัดจากสายพันธุ์หนู C57BL/6 ซึ่งเป็นสายพันธุ์หนูทดลองที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยทางสัตว์ทดลอง เซลล์ไมโครเกลียลเหล่านี้ถูกทำให้เป็นอมตะด้วยไวรัส J2 retrovirus ซึ่งนำยีน v-raf และ v-myc ที่เป็นออนโคจีนเข้าไป ส่งผลให้เกิดสายเซลล์ที่มีความคงตัวและมีลักษณะเฉพาะตัวเซลล์ BV2 แสดงออกของยีนก่อมะเร็ง v-myc ในนิวเคลียสและ v-RAF ในไซโตพลาซึม พร้อมกับแอนติเจน env gp70 บนพื้นผิว ซึ่งมีส่วนในการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันและการอักเสบภายในสมอง หนึ่งในข้อได้เปรียบที่สำคัญของเซลล์ BV2 คือความสามารถในการคงลักษณะทางสัณฐานวิทยาและหน้าที่ของไมโครเกลียปฐมภูมิ ซึ่งเป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันประจำถิ่นในระบบประสาทส่วนกลาง ทำให้เป็นแบบจำลองที่เหมาะสมสำหรับการศึกษาการเสื่อมของระบบประสาทและการอักเสบในสมอง

บทบาทของไมโครเกลียในกระบวนการเสื่อมของระบบประสาท, พิษวิทยา, และภูมิคุ้มกัน, โดยเฉพาะในภาวะเช่นโรคอัลไซเมอร์, เป็นสาขาที่กำลังเติบโตอย่างต่อเนื่องในการวิจัยทางชีวการแพทย์. การศึกษาแบบดั้งเดิมมักพึ่งพาการเพาะเลี้ยงไมโครเกลียชนิดแรกเริ่มและการเตรียมเซลล์อย่างต่อเนื่อง.การใช้เซลล์ไลน์ที่มีลักษณะคล้ายไมโครเกลีย เช่น เซลล์ BV2 เป็นทางเลือกที่มีศักยภาพเนื่องจากให้แหล่งไมโครเกลียที่ต่อเนื่องและสามารถทำซ้ำได้ เซลล์ BV2 เนื่องจากการแสดงออกของ v-raf/v-myc แสดงให้เห็นถึงการเผาผลาญและการเจริญเติบโตที่เพิ่มขึ้น ซึ่งเหมาะสำหรับการวิจัยเกี่ยวกับการกระตุ้นไมโครเกลียและการอักเสบ การแสดงออกของยีนก่อมะเร็งและแอนติเจนเฉพาะของพวกมันคล้ายกับแมคโครฟาจ ทำให้มีคุณค่าในการศึกษาการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันและกลไกของโรค

การประเมินใหม่เมื่อเร็ว ๆ นี้ของเซลล์ไมโครเกลีย BV2 ในหนูได้ตรวจสอบความเหมาะสมในการใช้เป็นทางเลือกแทนไมโครเกลียปฐมภูมิ (PM) การตอบสนองของเซลล์ BV2 ต่อลิโพโพลีแซ็กคาไรด์ถูกเปรียบเทียบกับไมโครเกลียทั้งในสภาพแวดล้อมในหลอดทดลองและในร่างกาย อย่างไรก็ตาม การเพิ่มขึ้นของยีนมีแนวโน้มน้อยกว่าเล็กน้อยโดยเฉลี่ยเซลล์ BV2 แสดงการควบคุมปกติของไนตริกออกไซด์และการตอบสนองต่อการทำงานของ IFN-gamma ซึ่งเป็นพารามิเตอร์สำคัญสำหรับการมีปฏิสัมพันธ์กับเซลล์ T, เซลล์ประสาท และเซลล์เกลียอื่น ๆ เช่น แอสโทรไซต์ นอกจากนี้ยังพบว่าเซลล์ BV2 สามารถกระตุ้นเซลล์เกลียอื่น ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส่งผลให้เกิดการผลิตอินเตอร์ลิวคิน-6 (IL-6) ในแอสโทรไซต์

ปฏิสัมพันธ์ระหว่างแอสโทรไซต์และไมโครเกลียมีความสำคัญอย่างยิ่งต่อการทำความเข้าใจปฏิสัมพันธ์ที่ซับซ้อนระหว่างเซลล์และการตอบสนองต่อการอักเสบในสมอง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในบริบทของโรคความเสื่อมของระบบประสาท เช่น โรคอัลไซเมอร์ ซึ่งโปรตีนอย่าง NAPoe31 และ NAPoe41 รวมถึงเส้นทางต่างๆ เช่น การตอบสนองต่อความตกใจและการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส มีบทบาทสำคัญ

เซลล์ BV2 เป็นเครื่องมือที่แข็งแกร่งและเชื่อถือได้สำหรับนักวิจัยในด้านชีววิทยาของไมโครเกลีย การแสดงออกของผลิตภัณฑ์ยีน v-raf/v-myc ทำให้เซลล์เหล่านี้สามารถคงลักษณะสำคัญของไมโครเกลียและแมคโครฟาจไว้ได้ เซลล์ BV2 ได้รับการพิสูจน์แล้วว่าเป็นตัวแทนที่เหมาะสมสำหรับไมโครเกลียปฐมภูมิในสภาพแวดล้อมการทดลองที่หลากหลาย ช่วยอำนวยความสะดวกในการวิจัยเกี่ยวกับการเสื่อมของระบบประสาท, พิษวิทยา, ภูมิคุ้มกัน, และการปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์

Organism เมาส์

Tissue สมอง

Synonyms บีวี-2

ลักษณะ

Breed/Subspecies C57BL/6

Age 1 สัปดาห์

Gender เพศหญิง

Morphology ไมโครเกลียลสัณฐานวิทยา

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation BV2 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305156)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_0182
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

การจัดการ

Culture
Medium

RPMI 1640, w: 2.0 mM กลูตามีนเสถียร, w: 2.0 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820700a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing รวบรวมเซลล์ที่ลอยในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร และล้างเซลล์ที่ติดผนังอย่างเบามือด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม (ใช้ 3-5 มิลลิลิตรสำหรับขวด T25 และ 5-10 มิลลิลิตรสำหรับขวด T75)นำ Accutase (1-2 มล. สำหรับขวด T25, 2.5 มล. สำหรับขวด T75) ใส่ให้ทั่วชั้นเซลล์อย่างทั่วถึง ปล่อยให้เซลล์พักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นรวมและปั่นเหวี่ยงทั้งเซลล์แขวนลอยและเซลล์ที่เกาะติด หลังจากปั่นเหวี่ยงแล้ว ให้นำเซลล์ที่ตกตะกอนมาแขวนลอยอย่างระมัดระวังและถ่ายเซลล์แขวนลอยไปยังขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง

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
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Flask Coating
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน

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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