普美生物生化试剂盒样本前处理大全

血液样本处理和保存：
1）全血：取新鲜血液加入到盛有抗凝剂的管中，轻轻颠倒混匀，充分抗凝，得到全血样本，置于冰上待测。

2）血清：取新鲜血液，室温条件下静置30min，待血液凝结，2000×g离心10min，取上层淡黄色澄清液体即为血清，置于冰上待测。

3）血浆：取新鲜血液加入到盛有抗凝剂的管中，颠倒混匀，充分抗凝，1000-2000×g离心10min，取上层淡黄色透明液体即为血浆，置于冰上待测。

注意事项：①抗凝剂的选择：根据不同抗凝剂的性能特征，选择合适的抗凝剂。实验室常用的抗凝剂有肝素的各种盐、EDTA及枸橼酸钠。生化实验一般建议用肝素抗凝。

         ②样本保存：全血样本收集好后，若不能当天检测，4℃可保存1-2天。血清、血浆收集好后，若暂时不测定，可分装冻存备用，避免反复冻融，一般4℃可保存一周，-20℃可保存半个月，-80℃可保存一个月。特殊指标对样本有较高要求除外（酶活、线粒体、ROS）。

组织样本-匀浆方式：

手动匀浆：将样本(含匀浆介质)倒入玻璃匀浆管中，匀浆管下端插入盛有冰水混合物的容器中，将捣杆垂直插入匀浆管，上下转动研磨数十次(6~8分钟)，使组织匀浆化。

机械匀浆：将已称重的组织装入EP管，加入匀浆介质，用组织匀浆机，在低温条件下，60Hz，90s研磨制成组织匀浆。(皮肤、肌肉组织及植物组织等可适当延长匀浆时间)。

超声破碎：用超声波发生器以振幅14μm超声处理30s，在冰水浴条件下，破碎细胞；或者用超声波破碎仪，200W，2s/次，间隙3s进行处理，总时间5min。

注：组织匀浆后，取少量组织匀浆作涂片，显微镜下观察细胞是否破碎，若没有，可适当延长匀浆时间。生化实验一般不推荐用裂解液进行裂解。

细胞上清样本（培养基、培养上清）
直接取细胞上清进行检测，如有浑浊，4℃，3000×g离心10min，取上清置于冰上待测。

细胞样本处理和保存：
收集方法：
悬浮细胞可以直接离心来收集细胞沉淀，根据细胞种类选择合适的转速，一般不超过1500g，常用转速是800-1000g。

贴壁细胞的收集方式主要有2种：

1) 胰蛋白酶处理，若样本检测的是酶活力则不推荐此方法，因为胰蛋白酶会影响样本中酶活力的检测。另外，商品化的胰蛋白酶通常含有EDTA，若说明书中说明样本中不能含有EDTA，那也不能用此方法收集细胞。

2) 细胞刮收集细胞，推荐使用此方法收集细胞。

处理和保存：
1.悬浮细胞：悬浮细胞可以直接离心来收集细胞沉淀，具体操作：4℃，300~500×g离心10min，弃上清留细胞沉淀。按照10^6个细胞加入300-500μL匀浆介质，进行机械匀浆，充分破碎(无明显的细胞沉淀，可在显微镜下观察)。4℃，10000×g离心10min，取上清置于冰上待测。

2.贴壁细胞：吸弃培养液，用PBS(0.01M，pH7.4)将细胞洗一遍，然后收集细胞(贴壁细胞的收集方式常见的有2种：胰蛋白酶处理和细胞刮收集细胞)，加入2-5mL PBS(0.01M，pH7.4)，制成细胞悬液，之后处理方法见悬浮细胞。

注意事项：

匀浆介质：一般采用PBS(0.01M，pH7.4)或生理盐水(0.9% NaCl)。但要注意有些特殊的生化指标，匀浆介质要求不一样，详见具体指标说明书。生化实验目前一般不推荐用客户自己的裂解液进行裂解。
样本保存：组织样本若暂时不测定，可低温冻存，避免反复冻融。一般-20℃可保存半个月，-80℃可保存一个月。特殊指标对样本有较高要求除外（酶活、线粒体、ROS）。制备好的组织匀浆建议不要冻存，最好当天进行测定。

细胞样本-匀浆方法

手动匀浆：将样本(含匀浆介质)倒入玻璃匀浆管中，匀浆管下端插入盛有冰水混合物的容器中，将捣杆垂直插入匀浆管，上下转动研磨数十次(6~8分钟)，使细胞破碎。

机械匀浆：将样本(含匀浆介质)装入EP管，用机械匀浆机，在低温条件下，60Hz，90s研磨，使细胞破碎。可以中途停顿，例如匀浆30s 停顿30s，总共90s即可

超声破碎：180w  超声开5s  间隙5s  超声总时间5-10min（冰浴条件下进行）。这个是实验室常用破碎参数 您可以参考下哈 不同的仪器参数设置可能有所差别 只要能够达到破碎目的即可的

注：细胞破碎好以后取出部分匀浆液显微镜观察，如细胞还未破碎则延长匀浆时间。生化实验一般不推荐用裂解液进行样本处理。

精子细胞样本的处理和保存：
1、将精液样本于4℃，500×g离心10分钟，收集下层精子细胞，加入与上层精清同等体积的2-8℃的PBS(0.01 M，pH 7.4)或生理盐水(0.9% NaCl)，于冰水浴条件下，破碎细胞，或者用细胞破碎仪，100 W，2s/次，间歇3s，总时间5min，破碎细胞，然后于4℃，10000×g离心10min，取上清待测。

2、细胞样本若暂时不测，可低温冻存，避免样本反复冻融。一般-20℃可保存半个月，-80℃可保存1个月。制备好的细胞匀浆建议不要冻存，需当天进行测定。

尿液样本的处理和保存：
1）收集新鲜尿液，加入无菌试管中；将采集样本于4℃，10000×g离心15min，取上清置于冰上待测。

2）取上清。分装冻存备用，避免反复冻融；4℃，可放置保存1周；-20℃，可放置保存半个月；-80℃，可放置保存1个月。

注意事项：1、采用无菌容器收集尿液样本；2、一般建议采集早晨的中段尿液；3、采集时避免阴道分泌物、精液、粪便等污染尿液样本；4、保存过程中如有沉淀形成，应再次离心。

乳汁样本的处理和保存：
1、取新鲜乳汁，4℃，10000×g离心10min，弃去白色上层，取中层清液置于冰上待测。

2、吸取中层乳清。分装冻存备用，避免反复冻融；4℃，可放置保存1周；-20℃，可放置保存半个月；-80℃，可放置保存1个月。

注意事项：如果离心后样本仍然浑浊，需要重新离心。

唾液样本的处理与保存：
1）用唾液采集器收集唾液，在2-8℃下，10000×g离心15min，取上清置于冰上待测。

2）取上清。分装冻存备用，避免反复冻融；4℃，可放置保存1周；-20℃，可放置保存半个月；-80℃，可放置保存1个月。

注意事项：1、刚进食时唾液中富含唾液淀粉酶，建议禁食1小时后再采样；2、采样前保持口腔干净；3、若唾液量不足，可以采用食饵诱使唾液分泌；4、建议使用新鲜的唾液样本进行检测。

胸水样本的处理和保存

1）收集新鲜胸水加入含有抗凝剂的试管中，颠倒混匀，4℃，10000×g离心10min，取上清置于冰上待测。

2）取上清。分装冻存备用，避免反复冻融；4℃，可放置保存1周；-20℃，可放置保存半个月；-80℃，可放置保存1个月。

注意事项：1、操作中严防空气进入胸腔，始终保持胸腔负压。穿刺应用手控制针头的深度，以防穿刺过深刺伤肺脏；2、抽胸水时注意不可速度太快，胸水多时不要一次大量抽出，以免因胸压突然下降导致动物出现循环功能障碍等问题。

