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  مقدمه استاد
  

 سپري كوليل م–بيش از دو دهه از تلاش گسترده علمي كشور در راستاي نهادينه نمودن زمينه هاي علم سلولي
 و شئونات زندگي بشر داشته در طي اين مدت به ه هاحيطپذيري در كليه اين علم كه نقش انكار نا. مي گردد

جايگاه رفيعي در كشور ارتقاء يافته و اكنون محققين زيادي در مراكز علمي كشور در حال انجام پژوهشهايي هستند 
  .ندز علمي دنيا همخواني و رقابت داركه بعضي از آنها با پيشرفته ترين مراك

د همه جانبه علمي و تلاش فراگير صورت گرفته توسط اساتيد و محققين عزيز لازم است با توجه به اين جها
سطوح مختلف دانشجويي، علي الخصوص در مقطع كارشناسي، زمينه هاي نظري و علمي مورد نياز براي ورود به 

 -ك منبع علميدر اين راستا و با احساس نياز به وجود ي. اين دنياي پويا و تحول ساز علمي را كسب نمايند
كاربردي در زمينه كشت سلول كه قابل استفاده براي تمامي سطوح دانشجويي باشد علاقمند به ترجمه اين اثر 

 انجام لاياميد است كه اين اثر پاسخي مناسب به عطش علمي دانشجويان جوان و عزيز كشور در راه اعت. گشتيم
  .تحقيقات روز آمد و كاربردي باشد

 به رشته تحرير در R. Ian Freshney توسط پروفسور Culture of Animal Cells كتاب مرجع به نام
  كتاب براي مرتبهپتجديد چا.  استبراي ترجمه مورد استفاده قرار گرفته) چاپ پنجم(آمده كه آخرين چاپ آن 

ه مفيد و تأثير يد اين است كه كتاب انتخاب شدو مطالب بوده خود منوز نمودپنجم كه همراه با تجديد نظر و به ر
دنيا مورد استقبال قرار گرفته است و به عنوان مرجع درس در بسياري از دانشگاههاي معتبر  گذار بوده و در سراسر
اميد است حاصل زحمات ارزشمند و بي وقفه آقاي كاظمي مورد استفاده علاقمندان اين . دنيا استفاده مي گردد

  .ثر واقع گرددواين علم محيطه علمي قرار گرفته و در راستاي توسعه 
  
  

  با آرزوي موفقيت روزافزون
  دكتر رسول صالحي

  
  
  

  
  

 



 
 

  مقدمه مترجم
  

  !سپاس به پيشگاه حضرت دوست كه هرچه هست از اوست
ر و كاربرد گسترده آن در عرصه اي مختلف يخ هاي اكولي در طي دههلبا رشد سريع زيست شناسي سلولي و م

 خلاء وجود يك كتاب ، كشت سلولي در اكثر مراكز تحقيقاتي و دانشگاهيعلوم زيستي و وجود آزمايشگاههاي
كتابي كه اكنون در پيش رو داريد تلاشي است كه در جهت ارائه .  كاملاً مشهود مي باشددر اين زمينهمعتبر  فارسي

  .در اين زمينه را مرتفع سازدخلاء موجود ه شده است و اميد است هييك منبع مناسب فارسي ت
 مي باشد كه R. Ian Freshney نوشته Culture of Animal Cellsحاضر بر گردان فارسي كتاب كتاب 

. يكي از معتبرترين كتابهاي مرتبط با كشت سلولي است و در سراسر جهان بعنوان يك منبع معتبر استفاده مي شود
  كشت سلولهاي جانوري كتاب مذكور يكي از كاملترين منابع در مورد تكنيكها، تجهيزات، اصول و روشهاي 

اين كتاب شامل مباحث تئوري و دستور كارهاي عملي كشت سلولي مي باشد ولي هدف و قسمت عمده . مي باشد
كتاب مربوط به دستور كارهاي عملي براي كشت انواع سلولهاي مختلف و همچنين دستوركارهاي روتين مورد 

 بعضي از مرجع، در ترجمه كتابتوجه به حجم زياد كتاب با . هاي كشت سلولي مي باشد استفاده در كل آزمايشگاه
همچنين مطالب بعضي از . ها استفاده مي شوند، حذف شده اند فصول كه تخصصي تر بوده و كمتر در آزمايشگاه

در برخي موارد براي كاملتر كردن مطالب كتاب  .فصول هم كه از اهميت كمتري برخوردار بودند خلاصه شده است
  .ر مطالبي به بعضي از فصول اضافه شده استاز منابع ديگ

ار آنجايي كه همانند علوم كاربردي ديگر واژه هاي علمي زيادي در مورد كشت سلولي وجود دارد، سعي شده 
است كه در هر مورد از واژه فارسي مناسب استفاده شود ولي در بعضي از موارد كه واژه فارسي مناسبي وجود 

براي جلوگيري از سر در گمي خوانندگان، واژه لاتين كلمات .  استفاده شده استنداشت از همان واژه لاتين
  .تخصصي در اولين تكرار داخل پرانتز، جلوي واژه فارسي آورده شده است

با توجه به دقت و تلاشي بسيار زيادي كه جهت اقرار از اشتباه صورت پذيرفته است ولي با اين وجود متن 
لذا از تمامي خوانندگان محترم تقاضا دارم تا با ارسال نظرات اصلاحي و سازنده . باشدحاضر خالي از اشتباه نمي 

  .هاي بعدي اين مجموعه گردندفع نارسايي ها و پربارتر شدن چاپ خود موجب ر
در اينجا لازم مي دانم از استاد بزرگوار جناب آقاي دكتر رسول صالحي كه تهيه اين كتاب تحت راهنمايي هاي 

ايشان صورت پذيرفت و همچنين سركار خانم دكتر شقايق حق جوي جوانمرد كه زحمت ويرايش اين عالمانه 
  از همكاري صميمانه همسرم خانم سعيده جمالي و تلاش. كتاب را متحمل شدند، تقدير و تشكر نمايم

مامي همكاران و همچنين از ت بي شائبه سركار خانم زهرا احمدي كه زحمت تايپ اين كتاب را بر عهده داشتند 
در پايان از مديريت و كاركنان محترم موسسه انتشاراتي خسروي كه نسبت به چاپ . گروه ژنتيك قدرداني مي نمايم

 .اين اثر همت گماشتند، نهايت تشكر و قدرداني را مي نمايم

  
E-mail:  Mohammadkazemi383@yahoo.com 

 



  
  
  
  
  
  
  
  

  تقديم به همسرم و فرزندم آرين

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

 



  فهرست اختصارات

Amino acid AA 
Antibody Ab 
Adrenocorticotropic hormone ACTH 
Antigen Ag 
American type culture collection ATCC 
Base pairs (in DNA) bp 
Bovine pituitary extract BPE 
Bromodeoxyuridine BrUdR 
Bovine serum albumin BSA 
Bromodeoxyuridine BUdR 
Cell adhesion molecule CAM 
Chorioallantoic membrane CAM 
Cyclic adenosine monophosphate cAMP 
Closed-circuit television CCTV 
Cloning efficiency CE 
Carboxymethylcellulose CMC 
Calcium and magnesium free saline CMF 
Cytomegalovirus CMV 
Calf serum CS 
Dulbecco’s modification of eagle’s medium DMEM 
Dimethyl sulfoxide DMSO 
Dulbecco’s phosphate buffered saline lacking Ca2+ and Mg2+D-PBSA 
Dulbecco’s phosphate buffered saline solution B D-PBSB 
Population doubling time DT 
Earle's balanced salt solution EBSS 
Epstein-Barr virus EBV 
European collection of animal cell cultures ECACC 
Endothelial cell growth factor ECGF 
Endothelial cell growth supplement ECGS 
Ethylenediamine tetra acetic acid EDTA 
Epidermal growth factor EGF 
Enzyme linked immunosorbent assay ELISA 
Hams’ F10 F10 
Hams’ F12 F12 
Fetal bovine serum FBS 
Fetal calf serum FCS 
Gap in cell cycle when cell exit cycle G0
Gap one(of the cell cycle) G1
Gap two(of the cell cycle) G2
Good laboratory practice GLP 
Granulocyte-macrophage colony stimulating factor GM-CSF 
Hypoxanthine, aminopterin, thymidine HAT 
HEPES-buffered saline HBS 
Hepatitis B surface antigen HBsAg 
Hanks’ balanced salt solution HBSS 

 



Hepatitis C virus HCV 
Human immunodeficiency virus HIV 
Human leucocyte antigen HLA 
Human serum HuS 
Interferone IFN 
Interleukin IL 
Kilobase pairs (in DNA) kbp 
L-glutamine L-glu 
Labeling Index LI 
lipopolysaccharide LPS 
Medium 199 M199 
Macrophage colony stimulating factor M-CSF 
Eagle’s minimal essential medium MEM 
Major histocompatability complex MHC 
Mycoplasma removal agent MRA 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide MTT 
Newborn calf serum NBCS 
Non-essential amino acids NEAA 
Optical density O.D. 
Phosphate buffered saline PBS  
Phosphate buffered saline, solution A (Ca2+ and Mg2+ free) PBSA  
Phosphate buffered saline, solution B (Ca2+ and Mg2+ free) PBSB  
Polymerase chain reaction PCR 
Platelet-derived growth factor PDGF 
Plating efficiency PE 
PBSA/EDTA PE 
Phytohaemagglutinin PHA 
Purified protein derivative PPD 
Rosewell park memorial institute RPMI 
Reverse transcriptase PCR RT-PCR 
DNA synthesis phase of cell cycle  S 
MEM with low Mg2+  and no Ca2+  S-MEM 
Transforming growth factor TGF 
Ultra pure water UPW 
Vascular endothelial growth factor VEGF 
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  سابقه تاريخي

كشت بافت اولين بار در آغاز قرن بيستم به عنوان روشي 
براي مطالعه رفتار سلولهاي حيواني بدون تغييرات سيستميك 
كه ممكن است هم در طي هموستازي طبيعي و هم تحت تأثير 

همانطور كه نام .  رخ دهد، ابداع شد in vivoيك آزمايش در 
 دارد اين تكنيك اولين بار با قطعات تفكيك نشده آن دلالت

بافت انجام شد و رشد به مهاجرت سلولها از قطعه بافت، با 
.  محدود بود(outgrowth)ميتوزهاي اتفاقي در برون رشد 

 primary) چون كشت سلولها از چنين اكسپلنت هاي اوليه
explants) سال حكمفرما بود، جاي 50 بافت براي بيش از 

 نيست كه عليرغم اين واقعيت كه اغلب پيشرفت عمده تعجب
در اين حوزه در نيمه دوم قرن بيستم با استفاده از كشت هاي 
سلولي تفكيك شده حاصل شد، نام كشت بافت به عنوان يك 

  .اصطلاح كلي باقي ماند

تفكيك سلولهاي اكسپلنت و سپس كشت سلولهاي تفكيك 
  اولين  L929.  شرح داده شدRousشده اولين بار توسط 

سويه سلولي كلون شده بود كه با كلونينگ موئينه اي 
)capillary cloning ( از سلولهايLموشي جداسازي شد  .

 بود كه تريپسين بعد از استفاده توسط 1950در دهه 
Dulbecco براي به دست آوردن كشت هاي تك لايه پاساژ 

 viral plaque)داده شده براي آزمونهاي پلاك ويروسي 
assays) و توليد يك سوسپانسيون تك سلولي، به طور  

 اولين رده سلولي انساني پيوسته Gey. متداول استفاده شد
HeLaسپس اين رده سلولي زماني كه مفهوم .  را به دست آورد

    X (X-irradiated لايه تغذيه كننده پرتوتابي شده با پرتو
feeder layer)   در كلونينگ مطرح گرديد توسطpuck 

در اين زمان كشت بافت به طور گسترده تري استفاده . كلون شد
شد كه دليل آن ورود آنتي بيوتيك ها بود كه تكثير دراز مدت 
رده سلولي را تسهيل كرد، هرچند بسياري افراد در مورد استفاده 
پيوسته و خطر ايجاد عفونت هاي نهاني يا آلودگي هاي مقاوم 

 سالهاي تكامل 1950دهه . ادندبه آنتي بيوتيك هشدار مي د
محيط هاي كشت تعريف شده بود كه در نهايت منجر به تكامل 

  .محيط هاي كشت بدون سرم گرديد

 

  

  

 تعداد موارد كشت .رشد كشت بافت: 1-1شكل 
شكل قبل از . 1965 از سال Pubmedسلولي در 

  . برگرفته شده استFischer از زندگي نامه 1960



 كشت سلولهاي جانوري          16   

 به (tissue culture)ژه كشت بافت در كل اين كتاب، وا
 (organ culture)عنوان يك اصطلاح كلي براي كشت اندام 

واژه كشت .  استفاده مي شود(cell culture)و كشت سلولي 
اندام هميشه دلالت بر يك كشت سه بعدي از بافت تفكيك 
نشده دارد كه همه يا تعدادي از خصوصيات بافت شناسي بافت 

  كشت سلولي به كشتي اطلاق .  مي كندرا حفظ in vivoدر 
مي شود كه از سلولهاي تفكيك شده حاصل از بافت اصلي از 
يك كشت اوليه، از يك رده سلولي يا سويه سلولي توسط 

اصطلاح . تفكيك آنزيمي، مكانيكي يا شيميايي به دست مي آيد
  دلالت بر اين (histotypic culture)كشت هيستوتايپيك 

مجدداً متراكم شده يا رشد كرده تا ساختمان سه دارد كه سلولها 
بعدي با دانسيته شبيه بافت را مثلاً با كشت در دانسيته بالا در 

، تزريق و رشد زياد يك  (filter well)يك چاهك فيلتردار 
تك لايه در فلاسك يا ديش، تجمع مجدد در سوسپانسيون بر 

ه يا تراوش روي آگار يا در جاذبه صفر واقعي يا شبيه سازي شد
. يك ماتريكس سه بعدي از قبيل ژل كلاژن ايجاد كنند
  ارگانوتايپيك بر روشهاي يكساني دلالت داشته اما شامل

هاي دودمانهاي مختلف، مثلاً كراتينوسيت هاي اپيدرمي   سلول
به همراه كشت با فيبروبلاست هاي پوستي براي ايجاد يك 

  . مي شود(tissue equivalent)معادل بافت

Harrison قورباغه را احتمالاً به دليل اين كه يك حيوان 
خونسرد بوده و در نتيجه به انكوباسيون نيازي ندارد به عنوان 

به علاوه به دليل اين كه نوزايي بافتي . منبع بافت انتخاب كرد
(tissue  regeneration) در مهره داران پست تر متداول تر  

 مقايسه با پستانداران به مي باشد، شايد او احساس كرد كه در
هر چند روش . احتمال بيشتري رشد در آنها صورت مي پذيرد

 in vitroاو موج تازه اي از علاقه را در مورد كشت بافت در 
ايجاد كرد، افراد كمي از روش او براي انتخاب گونه ها پيروي 

نيازهاي پزشكي توجه را معطوف حيوانات خونگرم كرد . كردند
 هم تكامل طبيعي و هم تكامل آسيب شناسي به زيرا در آنها

دسترسي به بافت هاي مختلف كه . انسان نزديكتر مي باشد
  خيلي از آنها در كشت به خوبي رشد مي كنند، تخم مرغ
 جنين دار را به عنوان يك انتخاب مناسب مطرح ساخت، اما 
توسعه پرورش حيوانات آزمايشگاهي، مخصوصاً نژادهاي 

ز لحاظ ژنتيكي، پستانداران را به عنوان جوندگان خالص ا
هر چند بافت جنين جوجه، . حيوانات مناسب مطرح ساخت

انواع سلولي متنوعي را در كشت اوليه فراهم مي سازد، اما بافت 
جوندگان داراي اين مزيت مي باشد كه رده هاي سلولي پيوسته 

تومورهاي قابل توليد كرده و يا مخزن قابل توجهي از 
ري توسعه فناو.  مي باشد (transplantable tumors)كشت

 به همراه زمينه ژنتيكي شناخته (transgenic)موش تراريخته 
شده موش باعث انتخاب اين حيوان به عنوان يك گونه مناسب 

  .شده است

  همچنين به دليل اين كه تومورهاي انساني باعث ايجاد 
به سمت ، توجه )HeLaمثل (رده هاي سلولي پيوسته مي شوند

بافت انساني متمركز شد كه بعداً با مطالعات كلاسيك 
Leonardo Hayflick بر روي نيمه عمر محدود سلولها در 

كشت و نيازهاي ويروس شناسان و ژنتيك ملكولي براي كار با 
وقتي كه تعدادي از محيط هاي . نمونه هاي انساني همراه شد

هاي خاص از كشت انتخابي مختلف فاقد سرم براي انواع سلول
قبيل كراتينوسيت هاي اپيدرمي، اپي تليوم برونش و اندوتليوم 
عروقي توسعه پيدا كرد، كشت سلولهاي انساني بيشتر مورد 

اين فورمولاسيونها اكنون به صورت تجاري . توجه قرار گرفت
  در دسترس مي باشند، هر چند هزينه آنها در مقايسه با

  .د محيط هاي كشت معمولي بالا مي باش
براي ساليان دارازي، مهره داران پست تر و بي مهرگان 
ناديده گرفته مي شدند، هر چند كه جنبه هاي بي نظير تكامل 

آنها را ) ترميم بافتي در دوزيستان و دگرديسي در حشرات( آنها 
به سيستم هاي جالبي براي مطالعه اساس ملكولي تكامل مبدل 

و كنترل آفت، مطالعات اخيراً، نيازهاي كشاورزي  .ساخته است
توكسيسيتي و ويروس شناسي را در حشرات مورد توجه قرار 
داده و تكامل فناوري ژني اشاره بر اين دارد كه رده هاي سلولي 

و وكتورهاي ديگر، ) baculovirus(حشرات با باكولوويروس
 DNAبه دليل جايگزين كردن توالي هاي ژنومي بزرگتري در 

ر ويروس هاي بيماريزاي انساني ويروسي و كاهش خطر تكثي
به علاوه . ممكن است رده هاي سلولي توليد كننده مفيدي باشند

اهميت اقتصادي پرورش ماهي و نقش آب تازه و آلودگي دريا 
مطالعات بيشتري از تكامل طبيعي و بيماريزايي در ماهي را 

روشهاي دستكاري سلولهاي غير پستانداران . برانگيخته است
يروي از كشت سلولي پستانداران دارد، هر چند كه گرايش به پ

هم اكنون تعداد محدودي از محيط هاي كشت اختصاصي براي 
  .سلولهاي ماهي و حشرات در دسترس مي باشد

  انواع تحقيقاتي كه مخصوصاً وابسته به كشت سلولي 
  : خلاصه شده اند1-2مي باشند در شكل 

 نسخه برداري فعاليت داخل سلولي، مثل همانند سازي و) 1
DNA  ساخت پروتئين، متابوليسم انرژي و متابوليسم دارويي ،

، جابجايي RNAجريانهاي داخل سلولي مثل ) 2
(translocation) كمپلكس هاي گيرنده هورموني و  

  فرآيندهاي انتقال علامت ناشي از آن و انتقال غشايي
  برهمكنش محيطي مثل تغذيه، عفونت، سيتوتوكسيسيتي،) 3 

  گيرنده-طان زايي، عمل دارو و برهمكنش هاي ليگاند سر
سلول مثل ريخت زايي -برهمكنش سلول) 4 

(morphogenesis) كنترل پاراكراين ، (paracrine 
control) ،كينتيك هاي تكثير سلولي، همكاري متابوليك ، 

ژنتيك شامل ) 5اتصال سلولي و جنبش، برهمكنش ماتريكس 
) 6سيون و جاودان سازي دستكاري ژنتيكي، ترانسفورما
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طراحي ت و ترشحات سلولي، بيوتكنولوژي، محصولا
  .بيوراكتور، جمع آوري محصول و عمل آوري پايين دستي

تكامل كشت سلولي بيشتر مديون نيازهاي دوشاخه اصلي از 
توليد واكسن هاي ضدويروسي و : تحقيقات پزشكي مي باشد

   شرايط و استاندارد سازي.  (neoplasia)فهم نئوپلازي 
رده هاي سلولي براي توليد و سنجش ويروس ها، بدون شك 
عزم بيشتري را براي توسعه فناوري كشت بافت پيشرفته 
مخصوصاً توليد مقدار زيادي از سلولهاي مناسب براي آناليزهاي 

اين مورد به همراه پيشرفت هاي . بيوشيميايي فراهم مي سازد
 كشت و سرم هاي تكنيكي ديگر به واسطه تهيه محيط هاي

مطمئن و با كنترل بيشتر آلودگي با آنتي بيوتيك ها و تجهيزات 
هواي تميز امكان پذير شده و كشت بافت را براي محدوده 

  .وسيعي از علايق در دسترس قرار داده است
 فشار فراينده اي از طرف گروه هاي حمايت كننده از 

آزمايشگاهي حيوانات در مورد استفاده غير ضروري از حيوانات 
هر چند كه اغلب افراد بر اين باورند كه استفاده از . وجود دارد

 مواد (preclinical)حيوانات براي مطالعات پيش كلينيكي
دارويي جديد لازم مي باشد، اما استفاده وسيع از حيوانات براي 
توسعه مواد آرايشي و فعاليت هاي مشابه ممكن است از لحاظ 

بنابراين فشار فزاينده اي براي سوق . شداخلاقي قابل توجيه نبا
وجود  in vitroدادن بيشتر مطالعات به سمت سنجش هاي 

دارد، هر چند قبول آن هنوز نيازمند تأييد صحت و پذيرش 
هر چند اين كار چند سال قبل انتظار دوري به . عمومي مي باشد

 حساستر و آسانتر  in vitroنظر مي رسيد، ورود سنجش هاي 
باعث  in vitroه چشم انداز واقعي سنجش التهاب در به همرا

  .گرديد in vitroگسترش بي نظير در آزمايشات 
علاوه بر تحقيقات سرطان و ويروس شناسي، عرصه هاي 
ديگر تحقيقات به ميزان زيادي مرهون تكنيك هاي كشت بافت 

 cell)با ورود تكنيك هاي آميختگي سلولي. مي باشند
fusion)ژنتيكي، ژنتيك سلولهاي سوماتيك را  و دستكاريهاي 

به عنوان يك جزء عمده در آناليزهاي ژنتيكي حيوانات عالي تر 
اكنون تكنيكهاي زيادي براي . از جمله انسان مبدل ساخته است

، انتقال تك كروموزومي DNAنوتركيبي ژنتيكي شامل انتقال 
)monchromosal transfer ( و انتقال هسته اي وجود دارد

 دورگه سازي سوماتيك به عنوان وسيله اي براي آناليزهاي كه به
  DNAانتقال . ژنتيكي ودستكاري ژنتيكي افزوده شده است

 به DNAباعث توسعه تكنيك هاي زيادي براي انتقال 
سلولهاي كشت داده شده شامل رسوب توأم كلسيم فسفات، 

 (electroporation)،الكتروپوريشن(lipofection)ليپوفكشن
  .نت رتروويروسي شده استو عفو

كشت بافت از طريق تكنيك آنتي بادي تك دودماني در 
  . توسعه مطالعات ايمني شناسي نقش بسيار موثري داشته است

اكنون محصولات سلولي از قبيل هورمون رشد انساني، انسولين 
 transfected)و اينترفرون توسط سلولهاي ترانسفكت شده 

cells) چند عدم انجام تغييرات پس از  توليد مي شوند، هر
 از قبيل  (post transcriptional)نسخه برداري

گليكوزيلاسيون در باكتري ها باعث شده است پيشنهاد شود كه 
سلولهاي پستانداران ممكن است حامل هاي مناسب تري براي 

  .اين كار باشند

ديگر حوزه هاي مورد علاقه شامل مطالعه برهمكنش هاي 
م هاي كنترل داخل سلولي در تمايز سلولي و سلولي و مكانيس

. تكامل و تلاش براي تجزيه و تحليل عملكرد عصبي مي باشد
پيشرفت در تحقيقات عصب شناختي تا به حال مفيد نبوده است 
هر چند كار با رده هاي سلولي تكثير شده از مغز طبيعي يا بافت 

ون تا به حال بد in vitroعصبي، همانند تكثير نرونها در 
  .استفاده از سلولهاي  ترانسفورم شده امكان پذير نبوده است

   هر چند پيشرفت كشت سلولهاي بنيادي جنيني انسان نشان 
مي دهد كه ممكن است اين روش، كشت هاي همانند ساز 

(replicating cultures) را فراهم كرده كه به نرونها تمايز 
  .مي يابند

بردهاي متداول در فناوري كشت بافت در بسياري از كار
تجزيه و . پزشكي و صنعت مورد پذيرش قرار گرفته است

تحليل كروموزومي سلولهاي حاصل از رحم توسط آمنيوسنتز 
مي تواند اختلالات ژنتيكي را قبل از تولد آشكار كند، كيفيت 
آب آشاميدني را مي توان تعيين كرد و اثرات سمي تركيبات 

  قوه را مي توان در دارويي و آلاينده هاي محيطي بال
 و (colony forming)سنجش هاي تشكيل دهنده كلني 

  .ديگر اندازه گيري كرد in vitroآزمون هاي 

توسعه بيشتر كاربرد كشت بافت در مسائل پزشكي ناشي از 
اين است كه نشان داده شد كه كشت سلول هاي  اپيدرمي، 
صفحات تمايز يافته از لحاظ عملكردي را تشكيل داده و 
سلولهاي اندوتليال قادرند مويرگها را تشكيل دهند كه احتمال 

 و جراحي ترميمي با (homografting)پيوند از خود فرد 
استفاده از سلولهاي اختصاصي خود فرد مخصوصاً براي 

با توانايي ترانسفكت . سوختگي هاي شديد را فراهم مي سازد
مكان كردن ژنهاي طبيعي در سلولهاي داراي نقص ژنتيكي، ا

نشان .  پيوند اين سلولهاي تصحيح شده به بيمار وجود دارد
داده شده است كه كشت هاي ترانسفكت شده اپي تليوم برونش 

 را حمل مي كنند وقتي كه در β-galرت كه ژن گزارشگر 
دستگاه تنفسي به صورت آئروسل وارد شوند در پوشش برونش 

كه همچنين نشان داده شده است . رت تركيب مي شوند
سلولهاي ماهواره اي كشت يافته در عضله اسكلتي رت زخمي 
  وارد شده و هسته هاي سلولهاي پيوند شده در ميوتيوبهاي 

  . رشد كرده ديده مي شوند(syncytial)سين سيشيال 
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  .كاربردهاي كشت بافت: 1-2شكل 
  

دورنماي كشت سلولهاي طبيعي از بافت بالغ يا جنيني يا 
ه هم پيوسته از لحاظ ژنتيكي از بيمار مشابه، كشت سلولهاي ب

 tissue)يك شاخه جديد از كشت به نام مهندسي بافت 
engineering)  را به وجود آورده است كه شامل توليد   

معادل هاي بافت توسط كشت ارگانوتايپيك، جداسازي و تمايز 
سلولهاي بنيادي جنيني انسان و سلولهاي بنيادي پرتوان بالغ از 

ل سلولهاي بنيادي مزانشيمي، انتقال ژن، علم مواد قبي
(materials science) استفاده از بيوراكتورها و فناوري ، 

موانع تكنيكي با سعي و تلاش مرتفع شده ولي . پيوند مي باشد 
امكان پيوند . مسائل اخلاقي در پيش رو قرار گرفته است

پاركينسون نرونهاي جنيني طبيعي در بيماران مبتلا به بيماري 
اكنون انجمن بايد تصميم بگيرد كه تا چه . اثبات شده است

در . اندازه مواد جنيني ممكن است براي اين منظور استفاده شود
حاليكه اين امكان وجود دارد كه سلولهاي خود بيمار را بتوان 
رشد داد وبا ترانسفكشن ژن طبيعي مثلاً با ترانسفكت كردن ژن 

كه ) β) β-islet cellsهاي جزيره اي انسولين طبيعي در سلول
از فرد ديابتي كشت داده شده است يا حتي ترانسفكت كردن 
انواع سلولهاي ديگر از قبيل پيش سازي هاي عضله اسكلتي، 

  .سلولها را در معرض تغيير ژنتيكي قرار داد

 كه  )in vitro )in vitro fertilization: IVFلقاح در 
جنين توسعه پيدا كرد، اكنون به از آزمايشات اوليه در كشت 

طور گسترده اي استفاده مي شود و در بسياري از كشورها از 
هر چند . لحاظ قانوني واخلاقي مورد پذيرش قرار گرفته است

از كشت سلولهاي زاياي  in vitroدر مورد توليد گامتها در 
(germ cells) جدا شده از بيضه و تخمدان يا از سلولهاي 

. ، چالشهاي اخلاقي قابل ملاحظه اي وجود داردبنيادي جنيني
اووسيت هاي تخمدان جنين موش، كشت داده شده و توليد 
موشهاي طبيعي كرده اند و همچنين اسپرماتيدهاي 

(spermatids) حاصل از بيضه هاي گوساله نر، كشت داده 
كار . شده و با سلولهاي سرتولي كشت همزمان داده شده اند

هاي موش، اسپرماتيدهايي را توليد كرده كه مشابه اي با بيضه 
براي لقاح تخمك هاي موش استفاده شده است كه در موشهاي 

  .بالغ بارور توسعه پيدا كرده است

  مزيت هاي كشت بافت

  كنترل محيط

، كنترل محيط  )1-2جدول (دو مزيت عمده كشت بافت
 ، درجه حرارت، فشار اسمزي و فشار pH(فيزيكي و شيميايي

O2و CO2  (  مي باشد كه مي توان آنها را بسيار دقيق كنترل
كرد و شرايط فيزيولوژيكي كه ممكن است نسبتاً ثابت نگهداشته 

اغلب رده هاي . شود اما هميشه نمي توان آنرا تعريف كرد
سلولي هنوز به تكميل محيط كشت با سرم يا اجزاء تعريف 

ات بچ بوده اين مكمل ها در معرض تغيير. نشده ديگر نياز دارند
و داراي اجزاء تعريف نشده اي از قبيل هورمونها و مواد تنظيم 

تشخيص تعدادي از اجزاء ضروري سرم . كننده ديگر مي باشند
به همراه فهم بهتر از عوامل تنظيم كننده تكثير سلولي، 

چون . جايگزيني سرم با اجزاء تعريف شده را آسان ساخته است
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 ت مزيت هاي كشت باف:1-1جدول 

      مزيت ها    مقوله   
  ، درجه حرارت، اسمولاليته و گازهاي حل شدهpHكنترل   محيط فيزيكوشيميايي
   و مواد غذاييهاكنترل غلظت هورمون  شرايط فيزيولوژيكي

  سلول، انتشار گازي-تنظيم ماتريكس، برهمكنش سلول  ريز محيط
  هاي كشت انتخابي، كلونينگدر دسترس بودن محيط   همگني رده سلولي

  سلول شناسي و رنگ آميزي ايمني به آساني انجام مي شود  تعيين هويت
  مي توان در نيتروژن مايع نگهداري كرد  نگهداري

  منشأ، تاريخچه، خلوص را ميتوان تاييد و ثبت كرد  تاييد
  كميت سنجي آسان است  تكرار و تغييرپذيري
  ترسي مستقيم به سلولها، هزينه پايين تركاهش حجم ها، دس  صرفه جويي معرف

     (T) و زمان(C)توانايي تعيين دوز، غلظت  C×Tكنترل
  باتها امكان پذير استا ميكروتيتراسيون و استفاده از رب  مكانيزه كردن

  سيتوتوكسيسيتي و غربالگري مواد دارويي، آرايشي و غيره  كاهش استفاده از حيوان

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   محدوديت هاي كشت بافت:1-2جدول 
  مثالها           مقوله      
  دستكاري استريل   لازممهارت

  آلودگي شيميايي
  آلودگي ميكروبي
  آلودگي متقاطع

، سطح محدودكنندگي pHمكان كار، انكوباسيون، كنترل   كنترل محيطي
  و دفع مواد داراي مخاطره زيستي  

  يش مقياستجهيزات سرمايه اي براي افزا  كميت و هزينه
  محيط كشت، سرم

  پلاستيك هاي يك بار مصرف
  ناهمگني، تغيير پذيري  ناپايداري ژنتيكي
  تمايز زدايي  ناپايداري فنوتيپي

  سازگاري
  رشد بيش از حد انتخابي

  نشانگرها هميشه بيان نمي شوند  شناسايي نوع سلول
  از لحاظ بافت شناسي خلق مجدد مشكل مي باشد

  لوژي را تغيير مي دهدهندسه و ريز محيط سيتو
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آزمايشگاهها در جستجوي بيان خواص فنوتيپي طبيعي 
مي باشند، نقش ماتريكس خارج سلولي  in vitroسلولها در 

  .بسيار مهم مي باشد
  تعيين هويت و همگني نمونه

نمونه هاي . نمونه هاي كشت همواره ناهمگن مي باشند
  ايتكراري حتي از يك بافت از لحاظ انواع سلوله

  بعد از يك يا دو پاساژ، فرض .  تشكيل دهنده متفاوت مي باشند
مي شود كه رده هاي سلولي كشت داده شده يك حالت همگن 

را دارند، زيرا سلولها در هر بار انتقال به ) يا حداقل يكنواخت(
صورت تصادفي مخلوط شده و فشار انتخابي شرايط كشت 

  ي نيرومند منجر به ايجاد يك كشت همگن از نوع سلول
بنابراين در هر باركشت، نمونه هاي تكراري مشابه . مي شود

همديگر بوده و خصوصيات رده ممكن است براي چندين نسل 
يا حتي اگر رده سلولي در نيتروژن مايع ذخيره شود به طور 

به دليل اين كه نمونه هاي تكراري . نامحدود ثابت باقي بماند
راي آناليزهاي آماري واريانس آزمايشي يكسان مي باشند، نياز ب

  .كاهش مي يابد
وجود تست هاي دقيق براي تعيين هويت رده سلولي و 
آلودگي به اين مفهوم مي باشد كه استوك هاي ذخيره شده را 

  .مي توان براي تحقيقات آينده و استفاده تجاري تأييد كرد
  صرفه جويي، مقياس و مكانيزه كردن

قيم در معرض يك ماده در كشت ها را مي توان به طور مست
يك غلظت پايين تر و مشخص و با دسترسي مستقيم به سلول 

  از ماده 90%كه  in vivoدر نتيجه نسبت به تزريق در . قرار داد
توسط دفع و توزيع در بافت هاي ديگري به جزء بافت مورد 
. مطالعه از دست مي رود، به ماده كمتري نياز مي باشد

 متغيرها و تكرارهاي زياد ارزان تر بوده آزمايشات غربالگري با
و از مشكلات قانوني و اخلاقي كه در آزمايش با حيوانات 

پيشرفتهاي جديد در پليت هاي . وجود دارد اجتناب مي شود
چاهك دار و استفاده از رباتها باعث صرفه جويي قابل توجهي 

  .در وقت و ميزان مواد مصرفي مي شود
   in vivo ايطاز شر in vitroالگو سازي 

تكنيك هاي تزريق، انتقال تركيبات آزمايشي خاص كه در 
غلظت، مدت زمان مجاورت و حالت متابوليك تنظيم مي شوند 

همچنين توسعه الگوهاي هيستوتايپيك . را امكان پذير مي سازد
  .را افزايش مي دهد in vivoو ارگانوتايپيك  دقت الگو سازي 

  
  محدوديت ها

  مهارت
كشت بايد در شرايط كاملاً سترون انجام شود تكنيك هاي 

  چون سلولهاي حيواني بسيار كندتر از بسياري از 
آلوده كننده هاي متداول از قبيل باكتريها، كپكها و مخمرها رشد 

به علاوه برخلاف ميكروارگانيسم ها، سلولهاي . مي كنند
حيوانات چند سلولي به صورت مجزا وجود نداشته و در نتيجه 

نيستند به صورت مستقل بدون وجود يك محيط پيچيده قادر 
  . شبيه پلاسماي خون يا مايع بين بافتي ادامه حيات دهند

  كميت
يك محدوديت عمده كشت سلولي هزينه تلاش و موادي 
. است كه براي توليد مقدار نسبتاً كمي بافت مصرف مي شود

حداكثر مقدار واقع بينانه به ازاي هر بچ براي اكثر 
  با دو يا سه نفر كه كشت بافت انجام (شگاههاي كوچكآزماي

با كمي تلاش .  سلول باشدg 10-1ممكن است ) مي دهند
بيشتر و با استفاده از امكانات يك آزمايشگاه بزرگتر، به دست 

 g 100 سلول امكان پذير است؛ بيش از g 100-10آوردن 
. سلول مخصوص آزمايشگاههاي در مقياس صنعتي مي باشد

طح از توليد بيشتر از ميزان توليد شده در بسياري از اين س
آزمايشگاههاست اما اگر امكانات خاص فراهم شود دور از 
دسترس نمي باشد و حتي امكان توليد در حد كيلوگرم هم 

 برابر استفاده از 10هزينه توليد سلولها در كشت . وجود دارد
ز بافت در نتيجه اگر مقادير زيادي ا. بافت حيواني مي باشد

مورد نياز باشد، دلايل تهيه آنها توسط كشت  ) g 10بيشتر از (
  حدود(براي مقادير كمتر بافت . بايد خيلي متقاعد كننده باشد

 g 10 (  هزينه ها آسانتر در مخارج متداول جذب مي شوند اما
هميشه در نظر گرفتن اين كه آزمون ها يا روش هاي كار 

كوچك پياده كرد، ارزشمند مقدماتي را مي توان در مقياس 
سنجش هاي در مقياس نيمه كوچك يا كوچك اغلب به . است

دليل كاهش زمانهاي دستكاري، حجم ها، زمانهاي سانتريفوژ و 
غيره سريعتر مي باشند و در اغلب موارد آسانتر به صورت 

  .اتوماتيك در مي آيند

  تمايز زدايي و انتخاب
  ي عمده در تكثير  اولين پيشرفتها1950وقتي كه در دهه 

رده سلولي حاصل شد، بسياري از افراد مشاهده كردند كه 
خصوصيات فنوتيپي مخصوص بافتي كه سلولها از آن منشاء 

  اين اثر به دليل . گرفته اند از دست مي رود
  مي باشد كه اين فرآيند (dedifferentiation)تمايز زدايي

 كه به ميزان برعكس تمايز مي باشد اما بعدها نشان داده شد
زيادي به دليل رشد بيش از حد سلول هاي تمايز نيافته دودمان 

اكنون توسعه محيط هاي كشت . مشابه يا مختلف مي باشد
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  انتخابي فاقد سرم، جداسازي دودمان هاي خاص را كاملاً 
امكان پذير ساخته است و تحت شرايط مناسب، بسياري از 

به حالت اول خصوصيات تمايزي اين سلولها ممكن است 
  .برگردد

  منشاء سلول ها
اگر خصوصيات تمايزي به هر دليلي از دست برود، ارتباط 
دادن ميان سلولهاي كشت داده شده با سلولهاي عملكردي بافتي 

نشانگرهاي . كه آنها از آن منشاء گرفته اند مشكل مي باشد
پايدار براي تعيين هويت سلولها مورد نياز مي باشد؛ به علاوه 

ن است لازم باشد كه شرايط كشت به گونه اي تغيير كند ممك
  .كه اين نشانگرها بيان شوند

  ناپايداري
ناپايداري يك مشكل عمده بسياري از رده هاي سلولي 
پيوسته مي باشد كه از ساختمان كروموزومي  آنوپلوئيد ناپايدار 

حتي در كشت هاي كوتاه مدت سلولهاي . آنها منشاء مي گيرد
نشده، ناهمگني در ميزان رشد و ظرفيت تمايز در ترانسفورم 

داخل جمعيت قادر به ايجاد تغيير پذيري از يك  پاساژ به پاساژ 
  .ديگر مي باشد

  

   in vitroتفاوت هاي عمده در
بسياري از تفاوت ها در رفتار سلولي بين سلولهاي كشت 

از تفكيك سلولها از يك  in vivoيافته و همتاهاي آنها در 
 بعدي و تكثير آنها بر روي يك بستر دو بعدي ناشي محيط سه
  برهمكنش هاي سلولي مخصوص مشخصه. مي شود

 بافت شناسي بافت از دست مي رود و همچنان كه سلول ها 
گسترش مي يابند، متحرك شده و در بسياري از موارد شروع 
به تكثير كرده به طوري كه نسبت رشد جمعيت سلولي افزايش 

ه يك رده سلولي تشكيل مي شود، فقط يك  يا وقتي ك. مي يابد
دو نوع سلول را مي تواند بيان كند و بسياري از برهمكنش هاي 

  . سلول هتروتايپيك از دست مي رود-سلول

همچنين محيط كشت، فاقد چندين جزء سيستميك درگير 
  ، مخصوصاً در مورد in vivoدر تنظيم هموستاتيك 

بدون اين . خلي مي باشد سيستم هاي عصبي و غدد مترشحه دا
  نسبت به in vitroكنترل، متابوليسم سلولي ممكن است در 

 in vivo  بيشتر ثابت باشد اما ممكن است كاملاً بيانگر بافتي
تشخيص اين واقعيت . كه سلول ها از آن منشاء گرفته اند نباشد

باعث وارد شدن  تعدادي از هورمونهاي مختلف در محيط هاي 
ظر مي رسد كه احتمالاً اين روند ادامه خواهد كشت شده و به ن

به طور عمده توسط  in vitroمتابوليسم انرژي در  .يافت

انجام شده و هر چند چرخه اسيد سيتريك هنوز هم  گليكوليز
  .وجود دارد اما از نقش كمتري برخوردار مي باشد

  انواع كشت بافت
:  سه روش اصلي براي شروع يك كشت وجود دارد

دلالت بر اين دارد كه )  organ culture(دام كشت ان)1
  دارد حداقل تا  in vivoويژگي هاي معماري كه بافت در 
 -بافت در حد فاصل گاز. اندازه اي در كشت حفظ شده است

مايع كه براي حفظ شكل كروي يا سه بعدي مساعد است 
 primary(در كشت اكسپلنت اوليه ) 2.  كشت داده مي شود
explant culture ( يك تكه از بافت در حد فاصل شيشه) يا

 مايع قرار داده مي شود تا بعد از اتصال، مهاجرت -)پلاستيك
 cell)كشت سلولي) 3.  در سطح بستر جامد افزايش يابد

culture) دلالت بر اين دارد كه بافت يا تكه رشد كرده  
  حاصل از اكسپلنت اوليه، به سوسپانسيون سلولي تفكيك شده

و سپس اين سوسپانسيون ) رت مكانيكي يا آنزيميبه صو( 
سلولي را مي توان به صورت تك لايه چسبنده بر روي بستر 

  .جامد يا به صورت شناور در محيط كشت رشد كشت داد
به دليل حفظ برهمكنش هاي سلولي موجود در بافتي كه 
كشت از آن منشاء مي گيرد، در كشت اندام ويژگي هاي تمايزي 

تكثير سلولي ( سلولها سريع رشد نكرده.  مي شودآن بافت حفظ
اكسپلنت محدود بوده و بيشتر به بافت جنيني محدود  به اطراف 
و بنابراين نمي توانند تكثير شوند؛ هر آزمايش نيازمند ) مي باشد

ايجاد اكسپلنت هاي جديد بوده كه باعث زحمت بيشتر شده و 
.  مي باشدقابليت تكثير نمونه نسبت به كشت سلولي كمتر

بنابراين تعيين كميت مشكل تر بوده و مقدار موادي كه مي توان 
و تلاش ) mm3 1  حدود ( كشت داد به خاطر ابعاد اكسپلنت

هر چند . مورد نياز براي تشريح و ايجاد كشت محدود مي باشد
  كشت اندام برهمكنش هاي بافت شناسي خاص را حفظ 

  .مي كند
سپلنت هاي اوليه يا كشت هاي سلولي ممكن است از اك

چون . سوسپانسيون هاي سلولي تفكيك شده منشاء بگيرند
تكثير سلولي در چنين كشت هايي وجود دارد، تكثير رده هاي 

يك كشت تك لايه يا سوسپانسيون . سلولي امكان پذير مي شود
سلولي داراي يك نسبت رشد زياد را مي توان توسط تيمار 

و مجدداً در ظروف جديد آنزيمي يا رقت ساده تفكيك كرد 
اين كار پاساژ ناميده مي شود و . بذرافشاني كرد و يا كشت داد

  .كشت هاي دختري آغاز رده سلولي مي باشند
يك ) 1تشكيل يك رده سلولي از يك كشت اوليه نشان دهنده  

برتري ) 2افزايش در تعداد كل سلولها در طي چندين نسل  
) 3 با ظرفيت رشد بالا و  نهايي سلول ها يا دودمانهاي سلولي

رده سلولي . يك درجه از يكنواختي در جمعيت سلولي مي باشد
را مي توان تعيين هويت كرد و مشخصات، براي اكثر دوره عمر 
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اصطلاح رده هاي سلولي پيوسته . محدود به كار خواهد رفت
(continuos cell lines) معمولاً نشان دهنده يك تغيير  

وقتي كه سلولها توسط . رماسيون مي باشدفنوتيپي يا ترانسفو
كلونينگ يا روش هاي ديگر از يك كشت انتخاب مي شوند، 

   شناخته(cell strain)زير رده به عنوان يك سويه سلولي 
رده هاي سلولي يا سويه هاي سلولي ممكن است به .  مي شود

. صورت يك تك لايه چسبنده يا در سوسپانسيون تكثير شوند
دلالت بر اين دارد كه اگر به سلولها فرصت كشت تك لايه 

. كافي داده شود، سلولها به بستر چسبيده و تكثير خواهند شد
  به اين (anchorage dependence)وابستگي لنگر گاهي 

بستر ) و معمولاً مقداري انتشار در (معني مي باشد كه اتصال به 
كشت تك لايه روش . شرط لازم براي تكثير سلولي مي باشد

  كشت اغلب سلولهاي طبيعي به استثناي سلولهاي خونساز 
كشت هاي سوسپانسيون از سلولهايي منشاء مي گيرند . مي باشد

  استقلال [كه قادرند بدون اتصال زنده مانده و تكثير يابند
اين توانايي . ])anchorage independent(لنگر گاهي

شده و محدود به سلولهاي خونساز، رده هاي سلولي ترانسفورم 
هر چند مي توان نشان داد . سلولهاي تومورهاي بدخيم مي باشد

كه نسبت اندكي از سلولهايي كه قادر به تكثير در حالت 
سوسپانسيون مي باشند در بسياري از بافتهاي طبيعي وجود 

هويت اين سلولها مجهول است اما فرض مي شود با . دارند
. تباط داشته باشندسلول بنيادي يا سلول پيش ساز غير متعهد ار

اين عقيده دلالت بر اين دارد كه بعضي از سلولهاي كشت داده 
  در داخل (precursor pools)شده نمايانگر منابع پيش ساز 

رده هاي سلولي كشت داده شده در . بافت مبداء مي باشند

  مقايسه با سلولهايي كه كاملاً تمايز يافته اند بيشتر بيانگر 
مي باشند چون معمولاً  in vivoرو در قسمت هاي سلولي پيش

  .بيشتر سلولهاي تمايز يافته تقسيم نمي شوند

چون كشت هاي سلولي مي توانند به صورت يك 
  سوسپانسيون سلولي يكنواخت يا تك لايه  تكثير شوند،
 كشت هاي سلولي داراي مزيت هاي فراواني در كميت سنجي، 

ند اما فاقد پتانسيل تعيين هويت و نمونه برداري تكراري مي باش
 ماتريكس كه در كشت هاي - سلول و سلول-برهمكنش سلول

به همين دليل بسياري از افراد براي . اندام وجود دارد، مي باشند
ساخت ساختارهاي سلولي سه بعدي با استفاده از توده هاي 
موجود در سوسپانسيون سلولي يا با تزريق كشت هاي با 

ه ها يا غشاهاي ميكروكاپيلاري دانسيته بالا بر روي مجموع
چنين پيشرفت هايي نيازمند ابداع يا حداقل . تلاش مي كنند

هيستو تايپيك يا . تعريف مجدد واژه هاي خاص مي باشد
 به  (histoculture)   يا كشت نسج كشت هيستو تايپيك

مفهوم كشت با دانسيته بالا يا مشابه يك نوع سلول مي باشد در 
وتايپيك دلالت برحضور بيش از يك نوع حالي كه كشت ارگان

سلول داشته كه مي توانند همانند بافت مبداء داراي برهمكنش 
كشت هاي ارگانوتايپيك دورنماي تازه اي براي مطالعه . باشند

برهمكنش سلولي در ميان جمعيت هاي مشخص از سلولهاي 
همگن و سلولهايي كه از لحاظ ژنتيكي و فنوتيپي تعريف شده 

  .د را فراهم مي سازدمي باشن

  
 
 
 

 
  

 .انواع كشت بافت: 1-3شكل 
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 ويژگيهاي انواع مختلف كشت ها: 1-3جدول 

  

  كشت سلولياكسپلنت كشت اندام مقوله
بافت تفكيك شده، كشت اوليه، رده سلولي تكثير   قطعات بافت  اندامهاي جنيني، قطعات بافت بالغ  منبع

  شده
  كم  متوسط  زياد  تلاش مورد نياز

سنجش هاي بيوشيميايي، ملكولي، ايمني شناسي و   سيتولوژي و نشانگرها  آسان، بافت شناسي  يين هويتتع
  سيتولوژيكي

  غير قابل اجرا  مشكل  آموزنده  بافت شناسي
  از دست رفته اما ممكن است دوباره القا شود  ناهمگن  امكان پذير  تمايز بيوشيميايي

  روش استاندارد  ست امكان پذير ابرون رشداز   غير ممكن  تكثير
  نمونه برداري تكراري
  قابليت توليد مجدد

  همگني

  تغيير اندك در بين نمونه ها  تغيير بالا در بين نمونه ها  تغيير بالا در بين نمونه ها

  آسان؛ تكنيكهاي زيادي موجود مي باشد مشكل مشكل  كميت سنجي

  
  
  

  واكشت: 1-4جدول 
 معايب        مزيت ها       

  آسيب حاصل از تفكيك مكانيكي يا آنزيمي  تكثير
  انتخاب سلولها با كشت سازگار شده است  سلولهاي بيشتر
رشد بيش از حد سلولهاي غيراختصاصي يا   امكان كلونينگ

  استروما
  ناپايداري ژنتيكي  افزايش همگني

تعيين هويت نمونه هاي 
  تكراري

ممكن است (از دست رفتن ويژگيهاي تمايزي
  )اشندالقا پذير ب

ذخيره سازي به حالت 
  منجمد

  افزايش خطر تشخيص اشتباه يا آلودگي متقاطع

 



 



  
  فصل دوم

  
  
  
  

  بيولوژي سلولهاي كشت يافته
  
  
  

  شرايط محيطي كشت 
هاي كشت يافته به عنوان مدلي براي  غالباً استفاده از سلول
اغلب . مورد انتقاد بوده است in vivoعملكرد فيزيولوژيك در 

  ها  به دليل اينكه محيط سلولي تغيير يافته است، سلول
را نشان  in vivo در ويژگي هاي اختصاصي نوع سلولي مشابه

  هاي سلولي فاقد ناهمگني و ساختار  چون رده. دهند  نمي
باشند و محيط هورموني و  مي in vivoسه بعدي موجود در 

برهمكنش سلول ـ سلول و سلول ـ  غذايي تغيير يافته است
اين امر محيطي را فراهم . يابد كاهش مي in vitroماتريكس در 

هاي غيراختصاصي  تكثير سلولساخته كه گسترش، مهاجرت و 
تأثير . كند را بيشتر از بيان عملكردهاي تمايز يافته پشتيباني مي

  : شود محيط بر روي كشت توسط چهار عامل بيان مي
ها بر روي آن و يا داخل آن رشد  ماهيت بستري كه سلول )1

كنند كه ممكن است به صورت جامد مانند رشد تك لايه  مي
 مثل كلاژن يا هاييامد مانند ژلبر روي پلاستيك، نيمه ج

 . آگار يا مايع مانند كشت سوسپانسيون باشد
  درجه تماس با سلولهاي ديگر )2
اجزاي تشكيل دهنده فيزيكوشيميايي و فيزيولوژيكي محيط  )3

 كشت
 اجزاي تشكيل دهنده فاز گازي و  )4
 درجه حرارت انكوباسيون )5

تدارك محيط مناسب، شامل چسبندگي بستر، غلظت هاي 
ها يا فاكتورهاي رشد و برهمكنش  ذايي و هورمونمواد غ

  . سلولي براي بيان عملكردهاي اختصاصي ضروري مي باشد
  

  اتصال سلولي
هاي جامد به صورت تك  هاي مربوط به بافت اغلب سلول

مگر اين كه ترانسفورم شده و   كنند، لايه چسبنده رشد مي
، براي اكشت شوند و بعد از جداسازي يا وگاه غيروابسته به تكيه

ها شروع به تكثير كنند لازم است كه چسبيده و بر  اين كه سلول

ها  در ابتدا مشخص شد كه سلول. روي بستر گسترش يابند
باشد، چسبيده و  قادرند به شيشه كه داراي بار منفي اندك مي

ها  بعضي از پلاستيكبعد ها نشان داده شد كه . يابند  گسترش
 با يك دشارژ كننده يوني ت صحيحاگر به صورمثل پلي استيرن 

الكتريكي يا پرتوهاي يونيزان داراي انرژي بالا تيمار شوند، 
دانيم كه اتصال  ما اكنون مي. بچسبندآنها  بهها قادرند  سلول

هاي سطحي سلولي اختصاصي در  سلولي توسط گيرنده
شود، بنابراين احتمالاً به  ماتريكس خارج سلولي ميانجيگري مي

ها   با ترشح پروتئينگسترش سلولهاد كه ممكن است رس نظر مي
ها  هاي ماتريكس خارج سلولي توسط سلول و پروتئوگليكان

ماتريكس به بستر باردار متصل شده و سپس سلول . انجام شود
. يابد هاي اختصاصي به ماتريكس اتصال مي توسط گيرنده

بنابراين شيشه يا پلاستيكي كه با رشد سلول قبلي شرطي شده 
است اغلب سطح بهتري را براي اتصال فراهم ساخته و 
بسترهايي كه با اجزاي تشكيل دهنده ماتريكس از قبيل 

اند،  فيبرونكتين يا كلاژن يا مشتقات آن از قبيل ژلاتين تيمار شده
  . تر چسبيده و تكثير شوند ها راحت كمك خواهند كرد تا سلول

 fibroblast-like)هاي شبيه فيبروبلاست  در مورد سلول
cells)ها  سلولو باشد ، اتصال به بستر و انتشار مي، نياز اصلي
ها  سلول. شوند جا مي به هاي پايين به طور مجزا جا تهيسدر دان

اپي تليال براي زيستايي و رشد بهينه بايد اتصال سلول به سلول 
هايي   كه به صورت تكهتمايل دارندمناسب ايجاد كنند، بنابراين 

(patches)شد كنند ر .  

  

  هاي اتصال سلولي  ملكول
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 نمايش هندسي يك لايه از سلولهاي اپي تليال بر روي بافت همبند حاوي فيبروسيت ها كه توسط يك .اتصال سلولي: 2-1شكل 

 ماتريكس  و كدهرين ها بين سلولهاي مشابه، اينتگرين ها و پروتئوگليكانها بين لايه اپي تليال وCAMs. لايه نازك جدا شده است
  .پايه نمايش داده شده اندلايه 

  
  
  
  

هاي  مشخص شده است كه سه گروه عمده از پروتئين
 -  در اتصال سلول(transmembrane proteins)غشايي 

 - هاي اتصال سلول ملكول.  بستر دخالت دارند-سلول و سلول
وابسته  (كدهرين هاو ) غيروابسته به كلسيم (CAMsسلول، 

هاي مشابه   اول در برهمكنش ميان سلولدردرجه) به كلسيم
-self(خود واكنشگر  به صورتها  اين پروتئين. شركت دارند

interactive(هاي  هاي مشابه در سلول  هستند، يعني ملكول
هاي بستر سلولي  برهمكنش. مقابل با همديگر برهمكنش دارند
هاي  ها، رسپتورهاي ملكول در درجه اول توسط اينتگرين

 و كلاژن لامينين،  entactinل فيبرونكتين، ماتريكس مث
ويژه كه معمولاً گيرد كه از طريق يك واحد تكراري  صورت مي

باشد   مي(RGD)اسيد آسپارتيك -گليسين-ينحاوي توالي آرژن
 αهر اينتگرين شامل يك زير واحد . شوند به يكديگر متصل مي

به  نواحي خارج سلولي آنهاباشد كه   ميβو يك زير واحد 
باشد، بنابراين تنوع زيادي را در ميان  مورفيك مي  پليشدت

هم اينتگرين ها و هم كدهرين ها با . كنند ها ايجاد مي اينتگرين

وينكولين واكنش مي دهند كه مرحله مهم در پيام رساني به 
  .هسته است

هاي  پروتئوگليكان هاي اتصال سلولي، لگروه سوم مولكو
اجزاي تشكيل دهنده ماتريكس باشند كه همچنين با  غشايي مي

هاي ديگر، اما نه از طريق واحد  از قبيل كلاژن يا پروتئوگليكان
 همچنين بعضي از .، برهمكنش دارندRGDتكراري 

هاي فاكتور  هاي غشايي و محلول به عنوان گيرنده پروتئوگيلگان
رشد با ميل كششي پايين عمل كرده و ممكن است فاكتور رشد 

يل كششي بالا كه در دايمريزاسيون آن شركت را به گيرنده با م
  . كنند جا جابهدارد، تثبيت، فعال و يا 

  جداسازي بافت يا كشت تك لايه چسبيده توسط پروتئاز،
هاي خارج سلولي را هضم كرده و حتي  تعدادي از ماتريكس

هاي  ممكن است تعدادي از نواحي خارج سلولي پروتئين
ها از يكديگر  ا شدن سلولغشايي را تجزيه كرده و باعث جد

تر  هاي اپي تليال نسبت به جداسازي مقاوم معمولاً سلول. شود
تري دارند  هاي اتصالي محكم باشند زيرا مجموعه مي
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 كه بر روي ماتريژل رشد داده A549سلولهاي : 2-2شكل 

رشد يافته بر A549  كشت سلولهاي آدنوكارسينوما .شده اند
ا بزرگنمايي كم كه تشكيل شبكه را  عكس ب(a). روي ماتريژل

   نشان cells/mL105×1 ساعت بعد از بذرافشاني در 24
 روز پس از بذرافشاني در 3 بزرگنمايي بيشتر، (b). مي دهد

cells/mL105×1 .  
  
  

كه آنها را ) ها، اتصالات چسبنده و اتصالات محكم دسموزوم(
يمال كه هاي مزانش دارد، در حالي كه سلول در كنار هم نگه مي

هاي ماتريكس بيشتر  براي اتصال بين سلولي به برهمكنش
همچنين ممكن است . شوند تر جدا مي باشند، آسان وابسته مي

به  هاي اندوتليال در كشت اتصالات محكم را بيان كنند،  سلول
تري در حالت تراكم بر روي يك  خصوص اگر به مدت طولاني

تواند  داسازي آنها ميماتريكس پيش ساخته قرار داده شوند و ج
ها بايد قبل از اتصال،  درهر صورت سلول. مشكل باشد

هاي ماتريكس را مجدداً ساخته و يا بايد بستر پوشيده  پروتئين
  . شده با ماتريكس در اختيار آنها گذاشته شود

  اسكلت سلولي 
هاي اتصال سلولي به اجزاء اسكلت سلولي متصل  ملكول

هاي اكتين از  ها به ميكروفيلامنت اتصال اينتگرين. باشند مي
دهي دو جانبه بين  هاي رابط، به همراه علامت طريق پروتئين

تواند در  همچنين كدهرين مي. باشد سطح سلولي و هسته مي
اتصالات چسبنده به اكتين متصل شده، منجر به تغييراتي در 

ها را به  هايي كه كدهرين همچنين دسموزوم. شكل سلولي شود
  هاي  رند از طريق يك صفحه بين سلولي به فيلامنتب كار مي

 (cytokeratins)]هاي سلولي  در اين مورد كراتين[حد واسط 
شوند، اما هنوز مشخص نشده است كه اين اتصال  متصل مي

دهي  صرفاً يك تركيب ساختماني بوده و يا يك ظرفيت علامت
هاي سلولي  هاي حد واسط براي دودمان فيلامنت. دارد

نها توان از آنها براي تعيين هويت آ باشد و مي  مييصاختصا
باشند؛   اسكلت سلولي ميء سومجزها  ميكروتوبول. استفاده كرد
رسد نقش آنها بيشتر در ارتباط با حركت سلولي و در  به نظر مي

ها و  ها از قبيل ميتوكندري  سلولي ريزاندامدرونتبادل 
  . كروماتيدها در تقسيم سلولي باشد

  
  سلولي جنبش 

 نشان داده (time lapse recording)با ثبت تاخير زماني 
هاي كشت يافته قادرند بر روي بستر حركت  شده كه سلول

ها در دانسيته سلولي  ها، فيبروبلاست ترين سلول پر تحرك. كنند
و كم ) باشند ها در تماس با يكديگر نمي وقتي كه سلول(پايين 
. باشند پي تليال متراكم ميهاي ا ها تك لايه ترين سلول تحرك

هاي منفرد در يك جهت  ها به صورت سلول فيبروبلاست
 كه در اثر lamellipodiumيك . كنند مشخص مهاجرت مي

شود، در جهت حركت توسعه  پليمريزاسيون اكتين توليد مي
چسبد و غشاء پلاسمايي در طرف مخالف  يافته و به بستر مي

اگر سلول . شود ل ميدار سلو جمع شده و باعث حركت جهت
با يك سلول ديگر برخورد كند، قطبيت معكوس شده و به 

رديابي توسط طلا  همانگونه كه با. كند سمت مخالف حركت مي
بيني  مشخص شده است مهاجرت در مسيرهاي غيرقابل پيش
رسد  صورت مي گيرد تا زماني كه دانسيته سلولي به تراكم مي

توقف حركت . شود ف ميدار متوق كه پس از آن مهاجرت جهت
خوردگي  در حالت تراكم كه همراه با كاهش در چين

(ruffling)باشد، به عنوان ممانعت تماسي   غشاء پلاسمايي مي
(contact inhibition)شود و در نهايت منجر به   شناخته مي

هاي  سلول. شود گيري سلول از چرخه تقسيم مي كناره
رت مهاجرت كرده و ميوبلاست و اندوتليال هم به همين صو

ها، وقتي به حالت تراكم  ممكن است شبيه فيبروبلاست
  . رسند، تمايز يابند مي

تليال ترانسفورم نشوند، مهاجرت تصادفي  هاي اپي اگر سلول
وقتي در . دهند هاي منفرد قطبي را نشان نمي به صورت سلول
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شوند، مهاجرت كرده تا اين   سلولي پايين بذرافشاني ميدانسيته

در .  با سلول ديگر برخورد كنند و مهاجرت متوقف شودكه
 تجمع يافته و (patches)ها به صورت قطعاتي  نهايت سلول

  . ممكن است كل قطعه علايم حركت هماهنگ را نشان دهد
  

  تكثير سلولي
  چرخه سلولي

در فاز . باشد چرخه سلولي شامل چهار فاز مي
(M=mitosis)Mا متراكم ه ، كروماتين به صورت كروموزوم

شود و دو كروماتيد اختصاصي تشكيل دهنده كروموزوم، در  مي
 سلول به G1(Gap1)در فاز . شوند هر سلول دختري جدا مي

 و چرخه تقسيم پيش رفته و يا به صورت DNAسمت ساخت 
 يا غيرقابل برگشت از چرخه سلولي خارج (G0)پذير  برگشت

باشد كه  ي مG1در طي . تا وارد مرحله تمايز شودمي شود 
سلول بخصوص نسبت به كنترل پيشرفت چرخه سلولي در 

حساس (restriction points)تعدادي از نقاط جدايي 
د كرد كه آيا سلول مجدداً نمشخص خواهاين نقاط باشد و  مي

بعد از . يابد  و يا تمايز ندگيري ك د، از آن كنارهووارد چرخه ش
 DNAآن باشد كه در  مي) DNAسنتز  (S، فاز G1فاز 

باشد كه  مي) G2) Gap2 فاز Sبعد از فاز . شود همانندسازي مي
نقاط . شود در آن سلول براي ورود مجدد به ميتوز آماده مي

، G2 و در DNA  در شروع ساخت (check points)كنترل 
 بوده و چرخه سلولي را DNA حفظ ساختار تعيين كننده

مكان ترميم  و يا در صورتي كه اDNAمتوقف كرده تا ترميم 
. پذير باشد وجود نداشته باشد، ورود به آپوپتوزيس امكان

، يك فرايند ريزي شده يس يا مرگ سلولي برنامهآپوپتوز
تواند سلول را از  باشد كه مي فيزيولوژيكي تنظيم شده مي

 ،DNAاين فرايند با قطعه قطعه شدن . جمعيت حذف كند
ن سلول چروكيده شدهسته و  (blebbing)دار شدن  حباب

توسط تعدادي از مي توان  را همچنين آپوپتوزيسهمراه بوده و 
 يا Apotagي از قبيل يها هاي نشانگر با استفاده از كيت آنزيم

  .  تشخيص دادCOMETآزمون 
  

  كنترل تكثير سلولي 
. شود ورود به چرخه سلولي توسط علايم محيطي تنظيم مي

 خالي بوده و ها هاي سلولي پايين، اطراف سلول دانسيتهدر 
سازد كه در  ها را قادر به گسترش يافتن مي بنابراين سلول

حضور عوامل رشد ميتوژن از قبيل فاكتور رشد فيبروبلاست 
(FGFs)ها   يا فاكتور رشد مشتق از پلاكت(PDGF) كه با 
هاي سطح سلولي برهمكنش دارند، امكان ورود آنها به  گيرنده

هاي سلولي بالا از تكثير  دانسيته. شود داخل چرخه فراهم مي
ممانعت از تكثير با تماس . كند هاي طبيعي ممانعت مي سلول

ها و تغيير شكل سلولي  سلولي شروع شده و با ازدحام سلول

  
  
 ، G1 ،S چرخه سلولي به چهار فاز.چرخه سلولي: 2-3شكل 

G2 وMبا برهمكنش سيكلين ها با .  تقسيم مي شودCDC 
انده مي شود و با ژن هاي سرطانزاي كينازها چرخه به جلو ر

هسته و سيگنال هاي سيتوپلاسمي حاصل از برهمكنش گيرنده 
چرخه سلولي در نقاط محدود . كيناز با ليگاند تحريك مي شود

 p53 و Rbكننده توسط بازدارنده هاي چرخه سلولي از قبيل 
  .متوقف مي شود

  
  

ها  ناشي از آن، افزايش يافته و باعث كاهش گسترش سلول
  . شود مي

كنترل داخل سلولي توسط فاكتورهاي عمل كننده مثبت 
(positive acting factors)ها   از قبيل سيكلين(cyclins) 

در زمان اتصال به فاكتور رشد توسط آبشارهاي انتقال پيام 
(signal transduction cascades)  فعال شونده توسط

فاكتورهاي . دشو تنظيم ميفسفريلاسيون بخش داخلي گيرنده، 
از  Rb يا محصول ژن p53 ،p16عمل كننده منفي مثل 

 restriction)پيشرفت چرخه سلولي در نقاط محدود كننده 
points)ارتباط بين اجزاء . ندنك  يا نقاط كنترلي ممانعت مي
 و PDGFي مثبت مثل   هاهم عمل كننده(ج سلولي ركنترل خا

هاي  كننده عملو ) TGF-β منفي مثل ه هايهم عمل كنند
هاي غشاء سلولي ايجاد شده و   توسط گيرنده، سلوليداخل

 سيگنال، اغلب شامل فسفوريلاسيون پروتئين و انتقالمسيرهاي 
اي  پيامبرهاي ثانويه از قبيل آدنوزين مونوفسفات حلقه

(cAMP)، Ca2+اغلب شواهد . باشد  و دي آسيل گليسرول مي
ر سلولي از مطالعات در مورد حضور اين مراحل در كنترل تكثي
هاي توموري با هدف  بيان ژن انكوژن و بازدارنده در سلول

نهايي تنظيم درماني تكثير سلولي كنترل نشده در سرطان بدست 
  . آمده است

  
  تمايز 

هاي تمايز يافته در كشت سلولي با  اغلب بيان ويژگي
پيشرفت تكثير سلولي كه براي تكثير رده سلولي و افزايش 

شرايط لازم براي القاء . شود لازم است، محدود ميها  استوك
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 چرخه سلولي .ممانعت و پيشرفت چرخه سلولي: 2-4شكل 

 و p53 و Rbدر نقاط محدود كننده يا نقاط كنترل با فعاليت 
 وقتي (a). بازدارنده هاي ديگر چرخه سلولي ممانعت مي شود

ن، چرخه كه اينها غير فعال مي شوند، معمولاً با فسفوريله شد
  .سلولي ادامه مي يابد

  
  

برهمكنش سلول ـ سلول و    سلولي بالا،دانسيتهتمايز ـ يك 
سلول ـ ماتريكس و حضور فاكتورهاي تمايز مختلف، ممكن 
. است اغلب ممانعت كننده تكثير سلولي باشد و برعكس

نظر باشد، ممكن است نياز باشد تا دو  بنابراين اگر تمايز مورد
ايط يكي براي بهينه كردن تكثير سلولي و سري مجزا از شر

  . ديگري براي بهينه كردن تمايز سلولي تعريف شود
  

  حفظ تمايز 
براي ساليان درازي مشخص شده بود كه مانند كشت اندام، 

د آيد، عملكردهاي وقتي ساختمان سه بعدي بافت مجدداً بوجو
هاي اندام را  متاسفانه كشت.  گشتد باز خواهاختصاصي دوباره

توان تكثير كرد و بايد براي هر آزمايش مجدداً تهيه شوند و  نمي
به . تر است هاي سلولي مشكل تعيين كميت آنها نسبت به كشت

هاي   كشت(perfusion)همين دليل محققان زيادي با تزريق 
، با كشت in vivoتك لايه  براي توليد مجدد اجزاء محيط 

هاي مخصوص مثل ژل كلاژن،  ا روي يا درون ماتريكسه سلول
  . اند  تلاش كرده ديگرهاي سلولز يا اسفنج ژلاتين يا ماتريكس

  
  شروع كشت 

ها انتقال يافته از  به طور خلاصه، يك كشت يا با رشد سلول
. شود يك تكه بافت و يا با خرد كردن مكانيكي بافت حاصل مي

اي جداسازي استفاده كنيم، صرف نظر از اينكه از كدام روش بر
كشت سلولي مجموعه اي از فرايند هاي انتخابي است كه 
. ممكن است منحصراً منجر به ايجاد يك رده سلولي خاص شود

ها براي انتقال  در كشت بافت، انتخاب به واسطه توانايي سلول
فقط   هاي پراكنده، از بافت بوده در حاليكه در مورد سلول

چسبند و يا در  ده مانده و هم به بستر ميهايي كه هم زن سلول
مانند، اساس يك كشت اوليه را  حالت سوسپانسيون زنده مي

  . تشكيل خواهند داد
اگر كشت اوليه براي بيش از چند ساعت حفظ شود، مرحله 

هايي كه قادر به تكثير  سلول.  رخ خواهد دادبعديانتخابي 
 مانده اما افزايش هستند، افزايش يافته، برخي انواع سلولي زنده

ها قادر به زنده ماندن تحت شرايط  يابند و باقيمانده سلول نمي
ها تغيير يافته  بنابراين قسمتي از سلول. خاص رشد نخواهند بود

هاي تك  و شروع به رشد خواهند كرد تا اين كه در مورد كشت
  . لايه تمام بستر كشت موجود اشغال شود
ني همه ناحيه رشد يع(پس از رسيدن به حالت تراكم 

ر برقرار گها تماس نزديكي با يكدي موجود استفاده شده و سلول
ممانعت تماسي و هايي كه رشد آنها به  تقسيم سلول) كردند

باشد متوقف شده در حالي كه در   حساس ميدانسيتهمحدوديت 
 دانسيتههاي ترانسفورم شده كه به محدوديت  مورد سلول
حفظ . يش از حد خواهد شدرشد بباشند، باعث  حساس نمي

در   ،)متناوبمثلاً با واكشت (ته سلولي به ميزان كم يسدان
هاي موشي كه در آن  هايي از قبيل فيبروبلاست كشت

هاي خود به خودي منجر به رشد بيش از حد  ترانسفورماسيون
شود، به حفظ فنوتيپ طبيعي كمك  هاي سلولي بالا مي دانسيتهبا 
  . كند مي

  هاي عملكرد اختصاصي، در كشت اوليه، بعضي از جنبه
تر  رسد به صورت قوي بخصوص زماني كه كشت به تراكم مي

در اين مرحله كشت بيشترين شباهت . شود بيان مي
 و مقداري تنوع مي دهدشناسي را با بافت والد نشان  ريخت
  . ايجاد مي شودسلولي 

  
  هاي سلولي  تكامل رده

ا پاساژ، به عنوان يك رده شت يكشت اوليه بعد از اولين واك
سلولي شناخته شده و ممكن است چندين بار تكثير و واكشت 

هايي كه داراي توانايي تكثير   در هر واكشت متوالي سلول.شود
هاي غيرتكثير  باشند به تدريج غالب شده و سلول تر مي سريع

شوند، رقيق خواهند  هايي كه آهسته تكثير مي شونده و يا سلول
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، يك منبع كوچك سلول بنيادي به يك قسمت پيش ساز در حال تكثير تبديل in vivo در (a) .تمايز از سلولهاي بنيادي: 2-5 شكل
، تمايز به دليل نياز به تكثير، محدود بوده و جمعيت به طور برجسته in vivo در (b). شده كه منبع سلول تمايز يافته را توليد مي كند

سلولهاي بنيادي پرتوان هم از بعضي . د، هرچند كه ممكن است سلولهاي بنيادي هم وجود داشته باشندسلولهاي پيش ساز مي شون
  .بافت ها كشت داده شده اند اما ارتباط آنها با سلولهاي بنيادي بافت هنوز نامشخص مي باشد

  
  
  
اين امر بخصوص بعد از اولين واكشت كاملاً آشكار . شد
هاي مختلف براي  ثير به قابليتشود كه تفاوت در ظرفيت تك مي

مقاومت در برابر آسيب ناشي از تريپسينه كردن و انتقال افزوده 
 ادامه بعضي از انتخاب ها و تغييرات فنوتيپيهر چند . شود مي

 باكشت پايدارتر شده و از كشت سوم خواهد يافت، اما 
   مشخص،تقسيم مي شوندتر  تر و سريع  قويهايي كهسلول

 در حضور سرم و بدون شرايط انتخابي خاص،  اغلب. مي شود
همبند يا هاي بافت  هاي مزانشيمال حاصل از فيبروبلاست سلول

 كه اين امر هر چند. كنند اجزاء عروقي به ميزان زيادي رشد مي

هاي سلولي بسيار مفيد شده است  منجر به ايجاد تعدادي از رده
، WI38هاي ريه جنين انسان  مثل فيبروبلاست(

هاي  ، سلولBHK21هاي كليه نوزاد هامستر  بلاستفيبرو
COSهاي  ، سلولCHO و شايد مشهورترين آنها سلول L ،

 methyl cholanthreneفيبروبلاست زيرجلدي موشي كه با 
 اين رشد بيش از حد از آغاز يكي از .)تيمار شده است

هاي بزرگ كشت بافت بوده است يعني چگونه از رشد  چالش
تر مثل  هاي تخصصي حساس سلولد كند يا رشبيش از حد 

. هاي اپيدرمي جلوگيري شود پارانشيم كبدي يا كراتينوسيت
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   رده هاي سلولي داراي ويژگيهاي تمايز يافته:2-1جدول 

   
نامناسب بودن شرايط كشت به ميزان زيادي دليل اين مشكل 

هاي  باشد و اكنون پيشرفت قابل توجهي در استفاده از محيط مي
هاي  و بسترهاي انتخابي براي نگهداري بسياري از ردهكشت 

  . سلولي تخصصي ايجاد شده است
  

  پيرشدگي 
هاي طبيعي قادرند فقط به تعداد دفعات محدود تقسيم  سلول

هاي سلولي كه از بافت طبيعي منشاء  شوند، بنابراين رده
اند، پس از تعداد مشخص دو برابر شدن جمعيت، خواهند  گرفته
 تحت كنترل چند ژن باشد كه يك پديده ژنتيكي مياين . مرد

رود به  شود و گمان مي  به عنوان پيرشدگي شناخته مياست و

 در تلومرها براي DNAهاي پاياني  دليل ناتواني توالي
حاصل آن يك كوتاه . باشد همانندسازي در هر تقسيم سلولي 

باشد، تا نهايتاً سلول  شدگي در حال پيشرفت درتلومرها مي
 germ)هاي زاينده  سلول. يگر قادر به تقسيم بيشتر نباشدد

cells)هاي ترانسفورم شده كه قادر  هاي بنيادي و سلول ، سلول
 در تلومر بوده از اين DNAهاي انتهايي  به همانند سازي توالي

  . باشند ده مستثني ميعقا
  

  هاي سلولي پيوسته  تكامل رده
هاي سلولي  دههاي سلولي ممكن است به ر بعضي از رده

  توانايي يك رده سلولي براي رشد پيوسته،. پيوسته تبديل شوند



      كشت سلولهاي جانوري          32   

 

    
به فرض ( رشد سلولي كلي را براي يك كشت سلولي فرضي نمايش مي دهد(Y) محور عمودي .تكامل يك رده سلولي: 2-6شكل 

بر روي اين محور در مقياس لگاريتمي ) ليراندمان سلو(تعداد سلولي كل). اين كه در پاساژ هيچ گونه كاهشي وجود نداشته باشد
 14هر چند يك رده سلولي پيوسته در مدت .  در مقياس خطي نشان داده شده استXنشان داده شده و زمان كشت بر روي محور 

دهد اما همچنين پيري ممكن است در هر زماني رخ . هفته نشان داده شده اما براي سلولهاي مختلف مي تواند زمان هاي متفاوتي باشد
   دو برابر شدن سلول اتفاق 60 و 30براي فيبروبلاست هاي ديپلوئيد انساني با توجه به زمان دو برابر شدن، به احتمال زياد بين 

  .مي افتد
  
  
  

احتمالاً منعكس كننده استعداد آن براي تغيير ژنتيكي بوده كه 
تغييرات ژنتيكي معمولاً . سازد امكان انتخاب بعدي را فراهم مي

باشد كه به طور معمول   ميp53شامل حذف يا موتاسيون ژن 
كند، در حاليكه اگر  يشرفت چرخه سلولي جلوگيري مياز پ

  .موتاسيون روي دهد، افزايش بيان ژن تلومراز را خواهيم داشت
هاي انساني در كل دوره زندگي در  معمولاً فيبروبلاست

گز به  باقي مانده و هر(euploid)كشت به صورت يوپلوئيد 
شوند، در حالي كه اغلب  هاي سلولي پيوسته تبديل نمي رده

هاي سلولي انواع تومورهاي  هاي موشي و كشت فيبروبلاست
 شده و (aneuploid)انساني و حيواني در كشت آنوپلوئيد 

احتمالاً شرايطي كه . شوند هاي پيوسته تبديل مي اغلب به كشت
  ي پيوسته مستعدبيشتر سلولها را براي تكامل يك رده سلول

بنابراين تعجب آور نيست كه .  مي كند، تنوع ژنتيكي است
ناپايداري ژنتيكي هميشه در رده هاي سلولي پيوسته وجود 

هاي سلولي  يك ويژگي مشترك بسياري از رده. داشته باشد
 تتراپلوئيدساب پيوسته انسان، تكامل يك تعداد كروموزومي 



  33      بيولوژي سلولهاي كشت يافته/ فصل دوم 

(subtetraploid)ر يك كشت كه منجر به تغيير د. باشد  مي
شود، معمولاً ترانسفورماسيون  توليد يك رده سلولي پيوسته مي

خودي  شود و ممكن است به طور خودبه ناميده مي in vitroدر 
واژه  .ايجاد شده و يا با القاء شيميايي يا ويروسي باشد

ترانسفورماسيون نسبتاً به صورت نادرست استفاده شده و ممكن 
دراين كتاب . مختلف معاني مختلفي داشته باشداست براي افراد 
 به معني به دست آوردن (immortalization)جاودان سازي 

 تغييريك باشد و ترانسفورماسيون به  يك طول عمر نامحدود مي
گاه، از دست  غير وابستگي به تكيه(هاي رشد   در ويژگياضافي

 كه دلالت دارد) ته رشديسدادن ممانعت تماسي و محدوديت دان
  . اغلب اما نه هميشه، با تومورزايي همراه است

هاي سلولي پيوسته آنوپلوئيد بوده و اغلب تعداد  معمولاً رده
همچنين . باشد  آنها مابين ديپلوئيد و تتراپلوئيد مي كروموزوم

تغييرات قابل توجهي در تعداد و ساختمان كروموزوم در ميان 
مشخص ). يديهتروپلوئ(جمعيت وجود دارد يك هاي  سلول

هاي سلولي پيوسته تبديل  هايي كه به رده نيست كه آيا سلول
 وجود داشته يا بعداً در اكسپلنتشوند به تعداد بسيار كم در  مي

ها حاصل  نتيجه ترانسفورماسيون يك يا تعداد بيشتري از سلول
نتيك سلولي ي كدر زمينهرسد فرضيه دوم  به نظر مي. شوند مي

  . بيشتر محتمل باشد
واژه ترانسفورماسيون تا حدودي به دليل اين كه كشت 

نتيكي را طي كرده و همچنين به يتغييرات مورفولوژيكي و ك
دليل اين كه اغلب تشكيل يك رده سلولي پيوسته همراه با يك 

باشد براي   مي(tumorigenicity)افزايش در تومورزايي 
.  ترفته اس فرايند تشكيل يك رده سلولي پيوسته به كار مي

هاي سلولي پيوسته از قبيل كاهش  تعدادي از خصوصيات رده
هاي   رشد، رشد در محيطدانسيتهنياز به سرم، كاهش محدوديت 

هاي ديگر مربوط به  كشت نيمه جامد، آنوپلوئيدي و ويژگي
هايي كه  همچنين در سلول. باشد ترانسفورماسيون بدخيم مي

ها را طي  يا ويروسترانسفورماسيون القا شده با مواد شيميايي 
توان  اند تغييرات مورفولوژيكي و رفتاري مشابهي را مي كرده

  . مشاهده كرد
هاي سلولي پيوسته تبديل  هاي طبيعي به رده بيشتر سلول

 طي رهاي انساني نرمال د به عنوان مثال فيبروبلاست. شوند نمي
 (crisis)كل طول عمر يوپلوئيد باقي مانده و در بحران 

شود،  تقسيم شدن متوقف مي)  نسل50بعد از حدود معمولاً (
 ماه پس از آن زنده باقي 18ها تا  هر چند ممكن است اين سلول

هاي جوجه هم به همين طريق  گليا انساني و فيبروبلاست. بمانند
هاي كشت باعث  از سوي ديگر بهبود تكنيك. كنند رفتار مي

ت و درمي شده اسهاي اپي افزايش تدريجي طول عمر سلول
چنين رشدي . به رشد پيوسته باشندر دممكن است هنوز قا

 (self-renewal)ممكن است به دليل ظرفيت خود نوسازي 
هاي  همچنين كشت پيوسته سلول. باشد in vivoبافت در 

 Epstein-Barrلنفوبلاست با ترانسفورماسيون توسط ويروس 
  . پذير است امكان
  

  هاي كشت يافته  منشاء سلول
هاي  ري از افراد تحت شرايط استاندارد با ردهچون بسيا

كنند، در نظر  سلولي متناهي يا در حال تكثير پيوسته كار مي
ظرفيت بيان . باشد گرفتن تركيب سلولي كشت مهم مي

تحت تاثير شرايط القايي ممكن است  نشانگرهاي تمايز يافته، 
 وهاي كشت داده شده بالغ بوده  نشان دهنده اين باشد كه سلول

هاي اختصاصي به القاء نياز  فقط براي ادامه ساخت پروتئين
ساز يا بنيادي تشكيل  هاي پيش داشته و يا اين كه كشت از سلول

شده كه قادر به تكثير بوده اما تا زماني كه شرايط القاء مناسب 
مانند كه پس از  فراهم شود به صورت غيرتمايز يافته باقي مي

  بالغ شده و تمايز يافته  آنهايا همهها و   سلول ازالقاء تعدادي
ممكن است در نظر گرفتن اين كه يك كشت سلولي . شوند مي

، (multipotent)هاي بنيادي چند توان  در تعادل بين سلول
ته اما متعهد شده يافساز غيرتمايز  هاي پيش سلول

(committed)باشد و فرض  هاي بالغ تمايز يافته مي  و سلول
اين تعادل بر حسب شرايط محيطي تغيير اين كه ممكن است 

هاي سلولي نسبتاً پايين،   در دانسيتهمكررپاساژ . كند، مفيد باشد
سازد، در  تكثير سلولي را افزايش داده و تمايز را محدود مي

هاي  هاي سلولي بالا، سرم كم و هورمون حالي كه دانسيته
  . كند يمناسب تمايز را زياد كرده و از تكثير سلولي جلوگيري م

  

    
 رده هاي سلولي متناهي و .تعداد كروموزومي: 2-7شكل 
 يك رده (b).  يك رده سلولي گليال انساني نرمال(a). پيوسته

  .سلولي پيوسته از ملانوماي متاستاتيك انساني
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منشاء كشت تعيين كننده اين خواهد بود كه كدام اجزاء سلولي 

هاي سلولي كه از  هبنابراين، رد. ممكن است حضور داشته باشند
اند، ممكن است حاوي تعداد بيشتري   رويان منشاء گرفته

ساز باشند و در مقايسه با  هاي پيش هاي بنيادي و سلول سلول
كشت مربوط به افراد بالغ داراي ظرفيت خودنوسازي بيشتري 

به صورت  in vivoهايي كه در  به علاوه كشت بافت. باشند مي
تليوم روده،  درم، اپي اپي(دهند  ام ميپيوسته خودنوسازي را انج

هاي بنيادي  ممكن است هنوز حاوي سلول) هاي خونساز سلول
باشند كه تحت شرايط مناسب داراي يك طول عمر طولاني 

هايي كه فقط تحت فشار  باشند، در حالي كه كشت بافت مي
ممكن است ) عضله، گليا ها،  فيبروبلاست(شوند  نوسازي مي

ساز متعهد با يك طول عمر محدود   هاي پيش فقط حاوي سلول
بنابراين ماهيت سلول كشت يافته نه تنها توسط دودمان . باشند

سلول خونساز، سلول كبدي، گليا و ( in vivoآن سلول در 
بلكه همچنين توسط موقعيت آن سلول در آن دودمان ) غيره

 )ساز متعهد يا سلول تمايز يافته بالغ سلول بنيادي، سلول پيش(
  . شود مشخص مي

 كشت (neoplasm)  نئوپلاسمها از يك وقتي كه سلول
بنابراين . شوند، لازم نيست كه از اين قوانين پيروي كنند داده مي

تكثير شده و  in vitroممكن است يك هپاتوما از رت در 
هنوز هم مقداري از خصوصيات تمايز يافته را بيان كند، اما هر 

تر باشند، ممكن است القاء بيشتر  كچقدر به فنوتيپ طبيعي نزدي
هر چند رابطه بين موقعيت در . تمايز از تكثير ممانعت كند

 انتقال بين  و تكثير سلولي ممكن است سست شود،دودمان
  .ها هنوز به طور كامل ثابت نشده است دودمان

  



  
  سومفصل 

  
  
  
  

  تجهيزات
  
  
  

  نيازهاي يك آزمايشگاه كشت بافت
  

در صورت محدود بودن منابع مالي موجود، لازم است كه 
. اولويت به نيازهاي خاص يك آزمايشگاه كشت بافت داده شود

شبيه اكثر آزمايشگاههاي ديگر، نيازهاي ويژه يك آزمايشگاه 
  :كشت بافت را مي توان در سه دسته قرار داد

 شما بدون آنها قادر به انجام كشت بافت به –ضروري  )1
  صورت مطمئن نمي باشيد؛

 كار بهتر، با كارايي بيشتر، سريعتر – (benefical)سودمند )2
 يا با زحمت كمتر انجام مي گيرد؛

   وسايلي كه شرايط كاركردن را بهبود – (useful)مفيد )3
مي بخشند، خستگي را كاهش داده يا بطور كلي محيط كار 

 . دنا را جذاب تر مي كنشم
  

  (aseptic area)ناحيه آسپتيك
  

  (Laminar- Flow Hood)هود لامينار فلو
در صورت وجود مكان تميز و ايزوله با دسترسي محدود، 
. امكان انجام كارهاي آسپتيك بدون هود لامينار فلو وجود دارد

هر چند آشكار است كه در اغلب آزمايشگاههايي كه به 
 و پر ازدحام مي باشند، ساده ترين راه براي طورمعمول شلوغ

. ايجاد شرايط آسپتيك، استفاده از يك هودلامينار فلو مي باشد
در . معمولاً يك هود براي كار كردن دو يا سه نفر كافي مي باشد

واقع هود لامينارفلو جزء مهمترين وسايل آزمايشگاه كشت 
ده شود، يك سلولي مي باشد، زيرا در صورتيكه به درستي استفا

محيط كار تميز و عاري از آلودگي را فراهم ساخته و باعث 
در اين . محافظت از كاربر در برابر ذرات آئروسل مي گردد

 High Efficieney)هودها هوا از طريق يك فيلتر
Particulate Air) HEPA عبور كرده و بعد از گرفته شدن 

قك شده و ذرات و ميكروارگانيسم هاي موجود در آن وارد اتا

به طور كلي . از ورود هواي آلوده به اتاقك جلوگيري مي شود
سطح محدود كنندگي فراهم . سه نوع هود لامينارفلو وجود دارد

  . شده بر حسب كلاس هود متفاوت مي باشد
 (Horizontal Flow Hood)يك هود با جريان افقي

ارزانتر بوده و بهترين شرايط استريل را براي كشت هاي شما 
راهم مي سازد، اما در واقع فقط براي تهيه محيط هاي كشت و ف

  معرفهاي استريل و براي كشت دادن سلولهاي 
همچنين اين نوع .  مناسب است(nonprimate)غير نخستيان

هود مخصوصاً براي تشريح كردن اندامهاي غير نخستيان قبل از 
 براي موادي كه داراي خطر بالقوه. كشت اوليه مناسب مي باشد

هر نوع نخستيان، شامل انسان، رده هاي سلولي، (مي باشند
كشت هاي توليدكننده ويروس، راديوايزوتوپ ها يا داروهاي 

 استفاده III يا كلاس IIبايد از هود كلاس ) سرطانزا يا سمي
  .شود

معيارهايي را كه بايد براي انتخاب يك هود مناسب در نظر 
  : بگيريد شامل

معمولاً (ر كردن يك نفر بزرگ باشدبه اندازه كافي براي كا -1
  ). عمقmm600 × پهنا mm1200داراي حداقل سطح كار

بي سر و صدا باشد چون هودهاي پر سر و صدا خسته  -2
 .كننده تر مي باشند

  به آساني هم داخل سطح كار و هم زير سطح كار قابل  -3
 .پاك كردن باشد

 .نشستن در كنار آن راحت باشد -4

 ـ       الا بـردن، پـائين آوردن و يـا         بايد صفحه جلـويي قابليـت ب
برداشتن كامل را داشته باشد تـا تميـز كـردن و كـار بـا وسـايل               

 اتاقـك به خاطر داشته باشيد كه يـك     . كشت حجيم تسهيل شود   
 در صورتيكه صـفحه  (biohazard cabinet) مخاطره زيستي

  .جلويي را برداريد باعث حفاظت لازم از كاربر نمي شود
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  ت بافت تجهيزات كش :3-1جدول
 

  مفيد      غير ضروري اما سودمند      نيازهاي اساسي    
  هود لامينارفلو

  CO2انكوباتور
   مايعCO2 كپسول 

  CO2%5 كپسول حاوي 
  ترازو

  اتوكلاو
  يخچال
  -C˚20فريزر 

  ميكروسكوپ معكوس
  حمام آب

  سينك شستشو
  سيلندر پي پت
  شوينده پي پت

  دستگاه توليد آب مقطر
  سانتريفوژ روميزي

  ) ليتر35حدود (نك ازت مايع تا
  ) ليتر25حدود (تانك ذخيره ازت مايع 

وسيله اي براي سرد كردن آهسته سلولهاي در        
  حال انجماد

رك هاي همزن مغناطيسي براي كـشت هـاي         
  سوسپانسيون

  هموسيتومتر

  دستگاه سلول شمار
  پمپ پريستالتيك

  سمپلر
pHمتر   
  آون

  گرمخانه
  ثبت كننده هاي درجه حرارت

  سكوپ فلورسنس فاز كنتراستميكرو
Pipette plugger 

  دستگاه خشك كننده پي پت
  توزيع كننده اتوماتيك
  چرخ دستي يا گاري

  آون خشك كننده با درجه حرارت كم و زياد
  رك هاي غلتان براي كشت بطريهاي غلتان

  لوله كشي شده از مخزن سيلندرCO2منبع 

  ماشين مخصوص شستشوي ظروف شيشه اي
   و يا كمتر-C˚70 ايفريزر با دم

  دستگاه هدايت سنج
  دستگاه اسمز سنج

  كامپيوتر
  دستگاه مخصوص شمارش كلني

  سانتريفوژ با ظرفيت بالا 
  پرينتر

دوربين ديجيتال و مانيتور بـراي ميكروسـكوپ        
  معكوس

  Time-lapse videoتجهيزات 
دستگاه ثبت درجه حـرارت قابـل حمـل بـراي           

  كوباتورچك كردن درجه حرارت گرمخانه يا ان
بـراي منجمـد    (دستگاه خنك كننده قابل كنترل      

  )كردن سلولها
Cell sorterفعال شونده با فلورسانس   

  ميكروسكوپ هم كانون
دستگاه مخصوص شمارش سنتيلاسـيون پليـت       

  ميكروتيتراسيون

  
  
  

شخصي كه قرار اسـت از هـود اسـتفاده كنـد بايـد قبـل از                 
ولي در پـشت هـود      خريداري به منظور شبيه سازي استفاده معم      

  :سوالات زير را در نظر بگيريد. بنشيند
در حاليكه به راحتي و نزديك به هود نشسته ايد و دسـتهاي       )1

شما حداقل تا نيمه داخل هود است آيا قادريد كه زانوهـا را             
  زير هود قرار دهيد؟

 آيا يك جا پايي در محل مناسب وجود دارد؟ )2
شار آوريد كـاري را     آيا شما قادريد بدون اينكه به گردنتان ف        )3

  ببينيد؟،كه انجام مي دهيد
ــورتيكه    )4 ــد و در ص ــي باش ــوراخ دار م ــار س ــطح ك ــا س   آي

  دچـار زحمـت    سرريز مايعات  سوراخ دار است آيا درمورد      
يك سطح كار يكپارچـه كـه در جلـو و پـشت             (مي شويد؟   

 .)داراي منفذ مي باشد ترجيح داده مي شود

ن به آسـاني جابجـا      آيا سطح كار را مي توان براي تميز كرد         )5
 كرد؟

  آيا سطوح كار برآمده بـوده، داراي لبـه هـاي تيـز بـوده يـا                 )6
 لبه هاي گرد داشته تا در موقع تميز كردن هود باعث بريدن            

 دست كار بر نشود؟
آيا در سطح كار لوازمي وجود دارد كه باعث تجمع آلودگي            )7

 شود؟
بعضي از اتاقك ها داراي سطوح كار قطعـه قطعـه بـوده كـه               

اشتن و تميز كردن آنها آسانتر است اما باعث ايجـاد فـضاهاي            برد
  .موئينه مي شود

  آيا روشنايي مناسب و به اندازه كافي مي باشد؟ )8
آيا شما قادريد هود را در داخل آزمايشگاه كشت بافت قرار            )9

  دهيد؟
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 قسمت سمت راست و پايين هـود بـا يـك             يك پمپ پريستالتيك متصل به يك مخزن دريافت كننده در          .هود لامينار فلو  : 3-1شكل  

خط مكش پمپ به ناحيه كار هدايت شده و يك لوله از يك مخزن گاز باعث تأمين                 . كليد براي فعال كردن پمپ نشان داده شده است        
CO 2مخلوط با هوا مي شود .  

  
  
  
 

از مهنـدس   (آيا هـود را مـي تـوان در محـل سـرويس كـرد               )10
 ).تعميرات سوال كنيد نه از فروشنده

  كافي مي باشد؟ تهويهآيا ارتفاع اتاق براي )11
آيا جريان هوا از اتاقك هاي ديگر، تهويه اتاق يا واحـدهاي             )12

تهويه مطبوع مستقل با تماميت سطح كار هود تـداخل پيـدا            
 مي كند؟

  
 (pipette cylinders)سيلندرهاي پي پت 

سيلندرهاي پي پت بايد از پلي پروپيلن ساخته شده باشد و           
مايشگاه يكي براي هر ايستگاه كـار و تعـداد كـافي     در اطراف آز  

به عنوان ذخيره توزيع شده باشـد تـا امكـان قـرار گـرفتن كـل                 
 ساعت در محلول ضد عفوني كننـده قبـل از           2سيلندر به مدت    

  .شستشو وجود داشته باشد

 (aspiration pump)پمپ تخليه 
مكش حاصل از يك پمپ پريستالتيك ممكـن اسـت بـراي            

محيط كشت مصرف شده يا معرف هـاي ديگـر از           خارج كردن   
مايع خروجي را مي توان مـستقيماً       . فلاسك كشت استفاده شود   

به داخل محلول ضد عفوني كننده در يك ظرف هدايت كرد تـا             
 خطـر   ،در صورت استفاده از توپي پنبه اي يـا فيلتـر ميكروپـور            

خـط ورودي بايـد     . پخش آئروسل ها در جو به حـداقل برسـد         
 پايين تر از چوب پنبه قرار       cm5خط خروجي حداقل    نسبت به   

لوله هاي پمپ   . گيرد به صورتي كه مواد زائد به داخل بر نگردد         
بايد از لحاظ پوسيدگي بررسي شود و پمـپ بايـد توسـط يـك               

  .پدال كه توسط پا هدايت مي شود اداره گردد
يك پمپ خلاء مشابه با آنچه كه در فيلتراسيون استريل وجود 

  . شودكن است به جاي يك پمپ پريستالتيك استفاده دارد مم
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  (a) .خارج كردن محـيط كـشت توسـط مكـش         : 3-2شكل    
 پي پت از طريق لوله به يك پمپ پريستالتيك متـصل شـده تـا               

 (b). براي خارج كردن محيط كشت از فلاسـك اسـتفاده شـود           
  خط مكش پمپ پريستالتيك به يك مخـزن مـواد زائـد هـدايت             

  .مي شود
  
  

 پمپ مكش و مخزن بـراي       .Integraپمپ خلاء   : 3-3شكل    
  .خارج كردن مايعات از فلاسك ها

در صورت نياز از يك پمپ مشابه مي توان براي هر دو منظـور              
هر چند براي جلوگيري از برگشت مـواد زائـد بـه            : استفاده كرد 

مايع خروجي را بايد در يـك        .پمپ بايد از يك تله استفاده كرد      
 يـك ضـدعفوني      كرد و وقتي كار تمام شـد،       جمع آوري مخزن  

 و قبل از تخليه مخزن  قبيل هيپوكلريت به آن اضافه كرد    كننده از 
 يك فيلتر ميكروپور آبگريـز      . ساعت صبر كرد   2حداقل به مدت    

و يك تله ثانويه بايد در مسير خط پمپ ) Pall Gelmanمثل (
  .دقرار داده شود تا از انتقال مايع يا آئروسل جلوگيري شو

  
 (service carts)گاريهاي سرويس

فلو بـر   رقرار دادن وسايل براي اسـتفاده در هودهـاي لامينـا          
ايـن گاريهـا فـضاي بـين        . روي گاريهاي متحرك مفيد مي باشد     

هودهاي مجاور را پر كرده و براي نگهداري و تعمير هودها بـه             
همچنين از آنها مي توان براي انتقـال        . آساني برداشته  مي شوند    

گاريهـاي بزرگتـر    . د به هودها و خارج از هودها استفاده كرد        موا
براي نقل و انتقال ظروف شيشه اي كثيف و وسايل استفاده شده           

  آنهـا را  و از ناحيه آسپتيك به محـل شستـشو مفيـد مـي باشـند              
  .مي توان در يك محل مناسب پارك كرد

  
  (inverted microscope)ميكروسكوپ معكوس
ليرغم پيشرفت هاي قابل توجه در بايد تأكيد كرد كه ع

تجزيه و تحليلهاي كمي سلولهاي كشت يافته و كاوشگرهاي 
اغلب . ملكولي، هنوز مشاهده مرتب سلولها ضروري مي باشد

يك تغيير مورفولوژيكي، اولين علامت رو به زوال رفتن يك 
كشت سلولي مي باشد و همچنين مي توان توسط مشاهده 

  .دگي ميكروبي را تشخيص دادميكروسكوپي به راحتي آلو
در آزمايشگاه كشت سلولي وجود يك ميكروسكوپ ساده 

مطمئن شويد كه صفحه . معكوس ضروري مي باشد
ميكروسكوپ براي استفاده بطريهاي غلتان بزرگ بين كندانسور 

بسياري از انواع . و صفحه به اندازه كافي بزرگ مي باشد
 در بازار ميكروسكوپ هاي معكوس ساده و ارزان قيمت

موجود مي باشد اما اگر شما نياز به عكسبرداري از كشت هاي 
زنده داريد، بايد يك ميكروسكوپ داراي عدسيهاي با كيفيت 

 -long)بالا و يك كندانسور فاز كنتراست با فاصله كار طولاني
working- distance) و عدسيهاي شيئي با تداركات لازم 

استفاده . را سفارش دهيد و مانيتور CCDبراي دوربين عكاسي
 green fluorescent)فزاينده از پروتئين فلورسنت سبز

protein) براي علامت دار كردن (tagging) سلولهاي زنده 
به اين مفهوم مي باشد كه ممكن است به عدسيهاي فلورسنس 

 nikon marking)حلقه علامت گذاري نيكون. نياز باشد
ring)كروسكوپ معكوس  يك وسيله كمكي مفيد براي مي  

اين وسيله جايگزين يك عدسي شيئي شده و . مي باشد
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ميكروسكوپ معكوس . ميكروسكوپ معكوس: 3-4شكل 
 مجهز به عدسي هاي فاز كنتراست و سر CKX41المپيوس 

  .سه چشمي داراي درگاه براي اتصال دوربين ديجيتال
  
  

 جايي كه ،براي علامت گذاري سطح زيرين يك ديش مي تواند
  .  استفاده شود،يك كلني يا تكه سلولي جالب قرار دارد

 
  سانتريفوژ

سوسپانسيون هاي سلولي مرتباً براي افزايش غلظت سلولها 
يك . يا براي زدودن يك معرف به سانتريفوژكردن نياز دارند

سانتريفوژ كوچك روميزي، ترجيحاً با يك ترمز كنترل كننده 
 به طور g100-80ها در سلول. براي اغلب مقاصد كافي مي باشد

رضايت بخش ته نشين مي شوند؛ نيروي گرانش بيشتر ممكن 
است باعث صدمه به سلولها شده و آگلوتيناسيون رسوب را 

در صورت كار با كشت هاي سوسپانسيون در . افزايش مي دهد
 L1×4مقياس بالا، يك سانتريفوژ يخچال دار با ظرفيت بالا مثلاً 

  .د بود مورد نياز خواهL1×6يا 
  

 پي پتينگ و    -جابه جايي مايعات به صورت استريل     
  توزيع كردن

 مايعات را مي توان به آساني بـا پـي پـت             :برداشتن مايعات 
برداشت اما در صورت استفاده از يك پي پت دهان گشاد متصل  
به يك پمپ خلاء يا خط خلاء داراي مخزن مناسب براي جمع            

پمپ، يا با اسـتفاده از      آوري مايع خروجي و ممانعت از آلودگي        
  يك پمـپ پريـستالتيك سـاده كـه بـه يـك مخـزن داراي مـاده                 
 ضد عفوني كننده تخليه مي شود، فرآيند ساده تـر و سـريع تـر               

  .خواهد بود
  

 پـي پتينـگ سـاده يكـي از     :(pipetting aid)پي پت يار
كارهاي شديداً مورد نياز در دستكاري روتين كشت ها مي باشد           

  لاسـتيكي يـا وسـيله مخـصوص        پـوار   ز يـك    هر چند استفاده ا   
  پي پتينگ ديگـر ارزان و سـاده مـي باشـد، بـا اسـتفاده از يـك                  

 اتوماتيك كه داراي پمپ مجزا و يا همراه مي باشد،           پي پت يار   
مهمترين عامـل   . سرعت و دقت به ميزان زيادي افزايش مي يابد        

  ، وزن و حالـت وسـيله      پي پت يـار   تعيين كننده در انتخاب يك      
 طي استفاده متوالي مي باشـد و بهتـر اسـت قبـل از خريـد                  در

 ها داراي يـك فيلتـر بـوده تـا           پي پت يار  معمولاً  . آزمايش شود 
برخـي فيلتـر هـا يـك بـار          . انتقال آلودگي را به حداقل برسـاند      

مصرف بوده و برخي ديگر بعد از استريل كـردن قابـل اسـتفاده              
  .مجدد مي باشند

  
  

له پي پت كردن موتوري براي  وسي-پي پت يار: 3-5شكل  
 .استفاده با پي پت هاي مدرج متداول
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.  وسيله پي پت كردن با حجم متغير-سمپلر: 3-6شكل 

سمپلر . همچنين به صورت حجم ثابت هم موجود مي باشد
استريل نمي باشد اما از سر سمپلرهاي پلاستيكي استريل 

  .استفاده مي شود
  
  

يل از ميكروپي پـت هـاي        اين وسا  :(pipettors)سمپلرها
 اسـتفاده   µl200-10اپندورف منشا گرفته و براي توزيع مقـادير         

 توسـعه   ml5به دليل اين كه امروزه محدوده كـار تـا           . مي شوند 
يافته است، واژه ميكروپي پت هميشه مناسب نمي باشد و اغلب          

فقط سر سمپلر به استريل كردن نياز       . به آن سمپلر گفته مي شود     
ل سـر سـمپلر هـا انـدازه ظـروف مـورد اسـتفاده را              دارد اما طو  

در صورتي كه با يك سمپلر يك مايع استريل         . محدود مي سازد  
  را از يــك ظــرف بــر مــي داريــد، بدنــه غيــر اســتريل نبايــد بــا 

  .ديواره هاي ظرف تماس پيدا كند
 وقتي كـه حجـم محـيط        :توزيع كردن مايعات با حجم بالا     

 تجاوز مي كند، براي انتقال مايعات       ml100كشت در ظروف از     
اگر فقط چنـد فلاسـك      . بايد از يك روش متفاوت استفاده شود      

 يا يك بطـري  ml100استفاده مي شود ممكن است يك پي پت   
حـدود  ( كاملاً كافي باشد، اما اگر حجم هاي بسيار زيـاد            ،مدرج

ml500 (        ،يا تعداد زيادي از حجم هاي تكراري مورد نياز باشـد
انتقال مايعـات   . مالاً به يك پمپ پريستاليك احتياج مي باشد       احت

معمـولاً  )  ليتـر  10-10000(به صورت منفرد در حجم هاي زياد      
 و سپس جابه جا كـردن       تحت فشار با تهيه كشت در يك ظرف       

امكـان  . مـي شـود    آن در داخل ظرف كشت با فشار مثبت انجام        
د اما بايـد     وجود دار  سرريز كردن توزيع حجم هاي زياد با عمل       

  اين كار محدود بـه يـك عمـل منفـرد بـا يـك حجـم از پـيش                   
  . اندازه گيري شده باشد

  
 توزيع كننده تكراري سـنتي، سـرنگ        :توزيع كردن تكراري  

Cornwall               بود كه در آن مايع به طور متنـاوب از طريـق يـك 
لوله به داخل يك سرنگ كشيده شده و از طريق يك لوله ديگـر              

. لو ساده دو راهي به بيرون ريخته مـي شـود          با استفاده از يك وا    
پيستون سرنگ داراي حالت فنري بوده بنابراين كـل فراينـد بـه             

انواع مختلفي از ايـن     . صورت نيمه خودكار و تكراري مي باشد      
نوع توزيع كننده وجود دارد كه بسياري از آنها هنوز به صـورت           

  .مرتب استفاده مي شوند

كراري پشت سر هم از يـك       همچنين مي توان براي انتقال ت     
   داراي ايـن مزيـت      ايـن روش  . پمپ پريـستالتيك اسـتفاده كـرد      

 مي توان با يك كليد توسط پا فعال كـرد و            پمپ را  مي باشد كه  
بايد مراقب بود تا از آلودگي      . باعث آزاد بودن دست ها مي شود      

بـه طـور كلـي ايـن روش فقـط           . لوله در مخزن جلوگيري شود    
. شد كه با تعداد زيادي فلاسـك كـار شـود     زماني با ارزش مي با    

ريستاليتك را مـي تـوان در        پ پي پتينگ خودكار توسط يك پمپ     
تعـدادي لولـه    .  حفظ كرد  ml100 تا   10سطوح بالا در محدوده     

مخصوص انتقال را مي توان استريل كرد و به صـورت اسـتوك             
نگهداري كرد تا در صورت آلودگي تصادفي يـا تغييـر در نـوع              

  . رف، سريع آن را عوض كردسلول يا مع
تــلاش هــاي زيــادي بــراي  (automation):اتوماســيون

اتوماتيك كردن تعويض مايعـات در كـشت بافـت انجـام شـده              
است اما وسايل يا سيستم هاي اندكي انعطاف پذيري مورد نيـاز            

وقتـي كـه يـك سيـستم توليـدي      . براي استفاده عمومي را دارند   
شـد، ممكـن اسـت غـذا دهـي          استاندارد در حال استفاده مـي با      

خودكار مفيد باشد اما زمان لازم براي راه انـدازي آن، تغييراتـي             
كه ممكن است در صورت تغييرات سيستم نياز باشد و اهميـت            
ــشگاهها را از     ــسياري از آزمايـ ــل، بـ ــتريليتي كامـ ــر اسـ   برتـ
  .سرمايه گذاري در زمان و سرمايه هاي لازم بر حذر داشته است

ي ميكروتيتراسـيون، بـسياري از توزيـع        با معرفي پليـت هـا     
. كننده هاي خودكار، پليت ريدرها و لوازم ديگر هم به بازار آمد           

وسايل انتقال با استفاده از سيني هاي منفذدار يا پـي پـت هـاي               
را آسـان تـر     ديگر  چند كاناله، بذر افشاني از يك پليت به پليت          

در كرد و همچنين همـزن هـاي پليـت و كريرهـاي سـانتريفوژ               
  .دسترس مي باشند

  
  (cell counter)شمار سلول دستگاه 

وقتي كه با بيش از دو يا سـه رده سـلولي كـار مـي شـود و              
 سلول شـمار   دستگاه   ،كنتيك رشد كمي دقيق ضروري مي باشد      

چنـدين شـركت مـدل هـاي        . داراي مزيت فراوانـي مـي باشـد       
   داراي توانايي شمارش ذرات ساده تا شمارش سلولييمتفاوت
  
  

    
 سر سـمپلر    8 كاناله كه    8 سمپلر   .سمپلر چند كاناله  : 3-7شكل  

 كانالـه   12 و   4همچنين سمپلر   . پلاستيكي به آن متصل مي شود     
  .هم موجود مي باشد
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 دانسيته سنج براي اندازه گيري جـذب        .پليت ريدر : 3-8شكل  

هر چاهك؛ همچنين بعضي از مدل ها فلورسانس را هم انـدازه            
  .گيري مي كند

  
 و Beckman Coulter. دكار و آناليز اندازه توليد مي كنندخو

Scharfe           ماشين هاي مناسب براي شمارش روتين را به بـازار 
توزيع كننده هـاي خودكـار بـراي انتقـال مـايع            . عرضه مي كنند  

شمارش غيراستريل مفيد مي باشـند امـا وقتـي بـراي شـمارش              
ري مـي باشـند     سلولي از توزيع كننده هايي كه در بالا داراي بط         

)bottletop (            بايد قبل از شمارش اجازه دهيد بـه مـدت چنـد
دقيقه مايع ته نشين شود، زيرا اغلب با توزيع سريع، حباب هاي            
ريزي توليد مي شود و اين حباب ها توسـط دسـتگاه شـمارش              

  .خواهند شد
  

   و مانيتورCCDدوربين 
بــا ظهــور مــدارهاي ميكروالكتريكــي ارزان، دوربــين هــاي 

يزيوني و مانيتورها به يك وسيله كمكي با ارزشي در تشريح           تلو
. مطالب كشت و آموزش كاركنان جديد يا دانشجويان تبديل شد    

انتخاب يك دوربين با درجه وضوح بالا اما نـه حـساسيت بـالا،     
همانند حساسيت دوربين استاندارد معمولاً كفايـت مـي كنـد و            

. ش از حد شـود    حساسيت بالا ممكن است منجر به روشنايي بي       
ــراي     ــري داده و ب ــفيد وضــوح بهت ــياه و س ــت س ــولاً حال معم
. مشاهدات فازكنتراست كشت هاي زنده كاملاً كافي مـي باشـد           

رنگ براي نمونه هاي تثبيت شده و رنگ آميـزي شـده تـرجيح              
در صورت كه شما قصد گفتگو با يك دستيار يـا           . داده مي شود  

 يا  300د يك مانيتور    يك يا دو همكار در مورد كشت ها را داري         

mm400) 12   اما اگر شـما يـك گـروه          است كافي)  اينچ 15 يا   
 تايي يا بيشتر از دانشجويان را آمـوزش مـي دهيـد بـه يـك                 10

. احتيـاج مـي باشـد     )  ايـنچ  21 يـا    mm550) 19 يا   500مانيتور  
 با وضوح بالا را مـي تـوان بـراي           CCDدوربين هاي ويديويي    

زيه و تحليل هاي بعدي استفاده      ضبط و ذخيره تصاوير براي تج     
افزودن يك دستگاه ضبط ويديويي امكان ضبط همزمان را         . كرد

  .فراهم مي سازد
  

  ميكروسكوپ تشريح
مثل اندام هاي جنيني يا بافت      (تشريح قطعات كوچك بافت     

. به يـك ميكروسـكوپ تـشريح نيـاز دارد         ) بي مهرگان كوچكتر  
 تـك لايـه     همچنين يك ميكروسكوپ براي شمارش كلني هاي      

مفيد بوده و براي شمارش و برگزيـدن كلنـي هـاي كوچـك در             
  .آگار ضروري مي باشد

  
  انكوباسيون

  انكوباتور
در صورتي كه گرمخانه در دسترس نباشد، ممكن است لازم          

حتي در  . باشد تا يك انكوباتور خشك معادل آن خريداري شود        
 صورت وجود گرمخانه، گاهي اوقات داشتن انكوباتور ديگـري        

انكوبـاتور  . نزديك هود براي تريپسينه كردن مناسـب مـي باشـد    
 ، و بايـد     L 200-50بايد به اندازه كـافي بـزرگ باشـد، تقريبـاً            

 ± C 2/0°داراي جريان هواي اجباري، كنترل درجه حرارت تا         
و يــك ترموســتات ايمنــي كــه از گــرم شــدن زيــاد انكوبــاتور  

عمـل نكـرد    جلوگيري كرده يا در صورتي كـه ترموسـتات اول           
انكوبـاتور بايـد در برابـر       . درجه حرارت انكوباتور را تنظيم كند     

 زنگ، هرچند كه آلومينيـوم       ضد مثلاً فولاد (خوردگي مقاوم باشد  
و بـه   )  براي انكوباتورهاي خشك قابل قبول مـي باشـد         آنوديزه

يك محفظه دوتايي كه يكي در بالاي ديگـري         . آساني تميز شود  
قل تنظـيم مـي شـوند بـراي يـك           قرار دارد و به صـورت مـست       

انكوباتور بزرگ ترجيح داده مي شود چون كشت هاي بيـشتري           
را با كنترل درجه حرارت بهتري در خود جاي مي دهـد و اگـر               
يك نيمه دچار نقص شد يا احتياج به تميز كردن داشت، از نيمه             

  .ديگر مي توان هنوز استفاده كرد
ــراي     ــزن آب ب ــك مخ ــا ي ــسياري از انكوباتوره ــع ب توزي

يكنواخت درجه حـرارت در اطـراف اتاقـك دارنـد بنـابراين از              
تورهـا  همچنين اين انكوبا  . وگيري مي شود  ايجاد نواحي سرد جل   

در صورت نقص در سيستم گرمكن يا قطع جريان بـرق درجـه             
  .حرارت خود را مدت طولاني تري نگه مي دارند

  
   مرطوبCO2انكوباتور 

ك هـاي در بـسته در       هرچند مي توان كشت ها را در فلاس ـ       
  يك انكوباتور خشك معمولي يا در يك گرمخانه نگهداري كرد، 
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بـا در بـاز كـه    CO2  انكوبـاتور .CO2 انكوبـاتور : 3-9شكل 

فلاسك ها، پليت هاي چاهك دار و پتري ديش ها در آن ديـده              
  .مي شوند

  
  
  

بعضي از ظروف مثل پتري ديش ها يا پليت هاي چاهك دار به             
 زيـاد نيـاز   CO2 شده با رطوبت بـالا و فـشار    يك محيط كنترل  

ارزانترين راه براي كنترل فاز گازي، قرار دادن كـشت هـا             .دارند
در يك جعبه پلاستيكي يا يك محفظه و گازدهي آن با مخلـوط             

CO2             اگـر  .  مناسب و سـپس مهـر و مـوم كـردن آن مـي باشـد
محفظه به طور كامل با ديـش هـا پـر نـشد، يـك ديـش دربـاز                   

  . را براي افزايش رطوبت، درون محفظه قرار دهيدمحتوي آب
  

  دستگاه ثبت درجه حرارت
 تـا حـدود     -C 50°يك دماسنج ثبت كننده در محدوده زير        

°C 200 +            شما را قادر مي كند تا مخازن منجمد شـده، منجمـد
كردن سلول ها، انكوباتورها و آون هاي استريل كننده را بررسي           

گرمخانه ها بايد بـه طـور مـنظم از          آون ها، انكوباتورها و     . كنيد
. لحاظ يكنواختي و ثبات كنترل درجـه حـرارت بررسـي شـوند            

دماسنج هاي ثبت كننده بايد به طور ثابـت در داخـل گرمخانـه،              
آون استريل كننده و اتوكلاو كـار گذاشـته شـوند و بايـد اسـناد            
مربوطه نگهداري شوند تا به طور مرتب وضـعيت غيـر طبيعـي             

  .ع ايجاد مشكل بررسي شودبخصوص در مواق
  

   (roller racks)رك هاي غلتان 
رك هاي غلتان براي افزايش مقياس كشت هـاي تـك لايـه             

يعني انـدازه و    (انتخاب دستگاه توسط مقياس   . استفاده مي شوند  
. مـشخص مـي شـود     ) تعداد بطريهايي كه بايـد غلتانـده شـوند        

ر  سـلول هـاي مـورد نيـاز، حـداكث          مقياس ممكن است از تعداد    
ته سلولي قابل دسترس و منطقه سـطحي بطريهـا محاسـبه            يسدان

تعداد زياد بطريهاي كوچـك بيـشترين منطقـه سـطحي را            . شود
فراهم مي سازد اما باعث مي شود تا دستكاري آنها پـر زحمـت              

   قطــر و mm 125باشــد، بنــابراين بطريهــاي داراي حــدود    
  . مناسب مي باشندmm 500 تا 150طول هاي مختلف از 

ل بطري تعيين كننده حداكثر بازده مي باشد اما با انـدازه            طو
  ارتفــاع رك مــشخص كننــده تعــدادي. رك محــدود مــي شــود

هرچنـد خريـد يـك رك بزرگتـر         .  رديف هاي بطري مي باشد    
ارزانتر از خريـد چنـد رك كوچـك مـي باشـد، امـا رك هـاي                  

  :كوچكتر
شما را قادر مي سازد كه به صورت تدريجي توان رك ها را              )1

  .فزايش دهيدا
 .قرار دادن آنها در گرمخانه راحت تر است )2
در صورتي كه يك رك نيازمند تعمير بود باز هم شما قـادر              )3

 .به استفاده از رك هاي ديگر مي باشيد
  

  ذخيره سازي
  يخچال و فريزر

معمولاً يك يخچال يا فريزر خانگي كاملاً كارآمد بوده و 
همچنين . د باشانواع آزمايشگاهي اختصاصي ميارزانتر از 

اين .  فريزر در دسترس مي باشندفاقديخچالهاي خانگي  
يخچالها فضاي بيشتري را فراهم كرده و نيازي به برفك زدايي 

 ليتري 400هر چند اگر شما به يك منبع ذخيره .  آنها نمي باشد
يا بزرگتر نياز داشته باشيد، ممكن است يك يخچال بزرگ 

  .آزمايشگاهي مناسب تر باشد
  يشتر معرف هاي كشت سلولي را مي توان به طور ب

بنابراين براي .  نگهداري كرد-C °20رضايت بخش در دماي
) -C °70مثلاً (نگهداري آنها به فريزرهاي با دماي بسيار پايين

 سلولها، قبل از  منجمد نگهدارينيازي نمي باشد، اما در طي
  را  در فريزراينكه آنها را وارد تانك ازت مايع كنيم بايد آنها 

 C °70-قرار دهيم .  
  

  محفظه هاي مخصوص ذخيره سازي در سرما
انتخاب محفظه هاي مخصوص ذخيره سـازي در سـرما بـه            
. اندازه و نوع سيستم ذخيره سازي مورد نياز وابـسته مـي باشـد             

 ليتري با يك دهانـه      35 يك فريزر    ،براي يك آزمايشگاه كوچك   
 در ،يسترها يـا در كـشوها  باريك و ذخيره سازي در كن ها و كان  

 آمپول را در خود جـاي       500-1000يك سيستم رك بايد حدود      
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 آمپول را در خود جـاي       10000فريزرهاي بزرگتر بيش از     . دهد
  .خواهند داد

  همچنــين بايــد يــك مخــزن ذخيــره ســازي مناســب بــراي 
) 1اندازه مخزن وابسته به     . ذخيره سازي نيتروژن مايع تهيه شود     

تعداد دفعات و قابليت اطمينان انتقـال نيتـروژن         ) 2اندازه فريزر   
  .ميزان تبخير نيتروژن مايع مي باشد) 3مايع و 

 ليتـر در هفتـه   5-10 ليتـري كـه      35يك فريزر دهانه باريك     
 ليتـري نيـاز     25مصرف مي كند فقط به يك محفظـه دوجـداره           

  فريزرهاي بزرگتـر بهتـر اسـت كـه بـه صـورت            . خواهد داشت 
 on-line   نك ذخيره سازي اختصاصي، نيتروژن خـود        از يك تا

 ليتري متصل به    160مثلاً يك مخزن ذخيره سازي      (را تأمين كنند  
 ليتري داراي پركننده خودكار و هشدار دهنده يا         320يك فريزر   
 ليتري براي يك فريزر بزرگتر يـا بـراي چنـدين            500يك تانك   

  ).فريزر كوچكتر
  

  فريزرهاي قابل كنترل
ا مي توان به آساني با قـرار دادن آنهـا           هرچند كه سلول ها ر    

 منجمـد كـرد،     -C 70°در يك جعبه عايق بندي شده در دماي         
بعضي از سلول ها ممكن است به مقادير سردكنندگي متفاوت يا           

يك فريزر قابل برنامه ريزي بـا كنتـرل         . پيچيده نياز داشته باشند   
 تحـت كنتـرل يـك       ،ميزان تزريق نيتروژن مايع در داخل محفظه      

، ميزان سردكنندگي متفـاوتي را      انجمادبرنامه از پيش تعيين شده      
  .فراهم مي سازد

  فريزرهاي با درجه حرارت پايين

 يا  C 4°اغلب معرف هاي كشت بافت را مي توان در دماي           
°C 20-            ،ذخيره سازي كرد، اما گاهي اوقات بعـضي از داروهـا 

معــرف هــا يــا محــصولات كــشت را لازم اســت تــا در درجــه 
ر زهمچنين يك فري.  نگهداري كرد  -C 90° تا     -C 70°رتحرا
°C 70-   تا °C 90-         براي منجمد كردن سلول ها در داخل يك 

فريزرهـاي صـندوقي در     . ظرف عايق بندي شده مفيد مي باشـد       
 يك درجه حرارت پايين با حداقل مصرف برق كارآمـدتر           ايجاد

شـته و   مي باشند اما فريزرهاي ايستاده به فضاي كمتـري نيـاز دا           
در صـورتي كـه يـك فريـزر         . دسترسي به آنها آسانتر مي باشـد      

ايستاده را انتخاب كرديد مطمئن شويد كه داراي قـسمت هـاي             
 هر  و ليتري   400مجزا مثلاً شش تا هشت قسمت در يك فريزر          

  .قسمت داراي در مجزا مي باشد

فريزرهاي با درجه حرارت پايين مقدار زيادي گرمـا توليـد           
.   اين گرما بايـد پخـش شـود        ،راي عملكرد صحيح  مي كنند كه ب   

چنين فريزرهايي بايد در يك اتاق داراي تهويه مناسب يا داراي           
 C 23°سيستم تهويه مطبوع قرار گيرد تا درجه حرارت محيط از      

در صورتي كه اين امـر امكـان پـذير نباشـد از يـك      . بالاتر نرود 
  .فريزر مخصوص نواحي گرمسيري استفاده كنيد

  
  

 



 



  
  فصل چهارم

  
  
  
  
  آسپتيك تكنيك

  
  
  
  
  

  اهداف تكنيك آسپتيك
آلودگي با ميكروارگانيسم، يك مشكل عمده در كشت بافت 

باكتريها، ميكوپلاسما، مخمر و اسپورهاي قارچي . باشد مي
ممكن است از طريق كاربر، اتمسفر، سطح كار، محلولها و 

ح چنين تكنيك آسپتيك صحي. بسياري از منابع ديگر وارد شوند
در اين خصوص ايجاد يك . سازد آلودگيهايي را برطرف مي

مجموعه مقررات سخت كاري و پايبند بودن به آن بخصوص 
اگر چندين نفر از يك فضاي كار مشابه استفاده مي كنند 

 .باشد ضروري مي

آلودگي ممكن است كم و محدود به يك يا دو كشت باشد، 
ها  ته و كل نمونهممكن است در بين چندين كشت گسترش ياف

تواند گسترده بوده و كل استوك شما يا  را آلوده سازد و يا مي
تواند به  آلودگي مي. حتي تمام آزمايشگاهها را آلوده سازد

  : حداقل برسد اگر
شوند با دقت با چشم و  ها دستكاري مي هر زماني كه كشت) 1

  . با ميكروسكوپ ترجيحاً نوع فاز كنتراست بررسي شوند
ها حداقل مدتي بدون آنتي بيوتيك نگهداري شوند تا  تكش) 2

  . آلودگيهاي مخفي آشكار شوند
ها قبل از استفاده از لحاظ استريل بودن چك شوند  معرف) 3

  ).توسط خود شما يا شركت سازنده(
بطريهاي محيط كشت و غيره با افراد ديگر مشترك نباشد يا ) 4

  و هاي سلولي مختلف استفاده نشود  براي رده
  .استاندارد تكنيك استريل در تمام مواقع بالا نگه داشته شود) 5

آلودگي ميكوپلاسمايي، توسط ميكروسكوپهاي معمولي قابل 
. باشد مشاهده نبوده و يكي از تهديدهاي اصلي كشت سلولي مي
تواند به  در صورتيكه اين نوع آلودگي تشخيص داده نشود، مي

 بنابراين. يابدهاي ديگر در آزمايشگاه گسترش  كشت

رسد لازم است  در صورتيكه رشد سلولي غير طبيعي به نظر مي
  .كه يك آزمايش ميكوپلاسمايي صورت پذيرد

  
  حفظ استريليتي

تكنيك آسپتيك صحيح بايد سدي را بين 
هاي محيط بيرون از كشت و كشت خالص و  ميكروارگانيسم

مام بنابراين ت. غيرآلوده در داخل فلاسك يا ديش ايجاد كند
موادي كه در تماس مستقيم با كشت خواهند بود، بايد استريل 

اي صورت پذيرد كه هيچ گونه  شوند و دستكاري بايد به گونه
تماس مستقيمي بين كشت و محيط غيراستريل اطراف آن وجود 

مشخص شده است كه سد استريليتي بدون كار . نداشته باشد
از مي دارد تحت شرايطي كه اغلب دستكاريهاي روتين را ب

  .تواند به صورت مطلق باشد نمي
  

  اركان محيط آسپتيك
  محيط آرام 

در غياب هود لامينارفلو، براي كار استريل بايد از يك اتاق 
در صورتيكه اين كار امكان پذير . مجزا و استريل استفاده شود

نباشد، يك گوشه آرام از آزمايشگاه كه رفت و آمد كمي داشته 
در صورت وجود . مد است را انتخاب كنيدو يا فاقد رفت و آ

اي بايد انتخاب شود كه از جريان هواي درها،  لامينارفلو، ناحيه
ها و غيره دور باشد، همچنين اين ناحيه بايد هيچگونه  پنجره

مثل (كنند  ترافيك و تجهيزاتي كه توليد جريان هوا مي
ه نداشته باشد و دستگاههاي تهوي) سانتريفوژ، يخچال و فريزر

مطبوع بايد در جايي تعبيه شوند كه با عملكرد هود تداخل پيدا 
هاي  بايد فعاليت محدود به كشت بافت بوده و كشت. نكنند

اين . ميكروبي و حيوانات، خارج از ناحيه كشت بافت باشند
ناحيه بايد تميز و عاري از گرد و غبار نگهداري شده و نبايد به 
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ت، وسايل ديگر در آنجا جز وسايل مورد نياز براي كشت باف

  هاي غير استريل، از قبيل فرآوري نمونه،  فعاليت. قرار گيرد
  . ها بايد جاي ديگري انجام گردد رنگ آميزي يا استخراج

  
  سطح كار

. لازم است كه سطح كار تميز و مرتب نگهداشته شود
  :مقررات زير بايد رعايت شود

  .با يك سطح كاملاً تميز شروع كنيد) 1
  . كاملاً سواب كنيد70%را با الكل سطح ) 2
  .فقط وسايلي را كه نياز داريد به سطح كار بياوريد) 3
باشد خارج كرده و سطح را  هر چيزي را كه مورد نياز نمي) 4

  .در بين كارها سواب كنيد
  اي مرتب كنيد كه  ناحيه كار را به گونه) 5
a (دسترسي آسان به هر وسيله داشته باشيد .  
b ( وسيع و تميز در مركز ميز كار يك فضاي) و نه فقط در لبه

اگر وسايل زيادي . براي كاركردن داشته باشيد) جلويي
پت استريل به سطح  نزديك شما باشد به ناچار سر پي

  . كند غيراستريل برخورد مي
بعلاوه در هودي كه با وسايل پر ازدحام شده است، جريان 

  .هواي لامينار به درستي كار نخواهد كرد
در يك فضاي تميز بدون هيچگونه مانع بين ناحيه كار ) 6

  .  كار كنيدHEPAمركزي و فيلتر 
پت را در يك  مثلاً يك پي(در محدوده ديدتان كار كنيد ) 7

 قرار داده يا (pipetting aid) يا پي پت يار(bulb)پوار
پت در جهت خلاف شما  به صورتي قرار دهيد كه نوك پي

ه در ميدان ديد شما بوده و دستان باشد به طوريكه پيوست
  ). شما در مقابل آن قرار نگيرد

 را بلافاصله پاك كرده و ناحيه را با الكل آلودگيهرگونه ) 8
  . سواب كنيد%70

هر چيزي را كه كار شما با آن تمام شد خارج كرده و مجدداً ) 9
  .سطح كار را سواب كنيد

  
  بهداشت شخصي

يا شستن دستها تعداد هاي زيادي در مورد اينكه آ بحث
بدون توجه . كند وجود دارد باكتريهاي پوست را كم يا زياد مي

ها، شستشو، دستها را مرطوب كرده و پوست  به اين بحث
خشك كه ممكن است وارد كشت شما شود را برطرف 

هايي كه به طور  همچنين شستشو، ميكروارگانيسم. سازد مي
هاي شما  ي كشتاند و بالاترين خطر را برا سست چسبيده

 هاي جراحي  از دستكش. دهد سازند را كاهش مي فراهم مي
مي توان استفاده كرد و مرتب آنها را با الكل سواب كرد، اما 

جايي كه هيچگونه خطري (ممكن است ترجيح داده شود كه 
بدون دستكش كار شود تا حساسيت زياد براي ) وجود ندارد

اسك صورت تحت كلاه، روپوش و م. كاركردن فراهم شود
 لازم GMP (Good Manufacturing Practice)شرايط 

باشد اما تحت شرايط عادي بخصوص هنگامي كه با هود  مي
در صورتيكه موهاي شما . باشد شود لازم نمي لامينارفلو كار مي

هنگام كار بر روي يك ميز . بلند است آن را در پشت سر ببنديد
وقتي در يك هود . كنيدكار روباز در شرايط آسپتيك، صحبت ن

كنيد، با يك مانع ميان شما و كشت،  لامينارفلو عمودي كار مي
باشيد اما بايد در حداقل زمان ممكن  مجاز به صحبت كردن مي

در صورتيكه سرماخوردگي داشته باشيد، از يك ماسك . باشد
صورت استفاده كرده و يا بهتر اين است كه در طي دوران 

  .فتي انجام ندهيدعفونت هيچگونه كشت با
  
  هاي كشت ها و محيط معرف

هاي تجاري  هاي كشتي كه از شركت ها و محيط معرف
اند، كنترل كيفيت شديدي را طي كرده تا مطمئن  خريداري شده

 باشند، اما سطح خارجي بطريها استريل شوند كه استريل مي
كنند كه در  ها بطريهايي را تهيه مي بعضي از شركت.  نمي باشد

اتيلن پيچيده شده كه آنها را تميز نگه داشته و امكان پلي 
قراردادن آنها در حمام آب براي گرم يا ذوب شدن وجود 

. پوشش بايد در خارج هود برداشته شود. خواهد داشت
بطريهاي پوشيده نشده را بايد پس از خارج كردن از يخچال يا 

 . سواب كرد70%حمام آب در الكل 
  
  ها كشت

شوند، داراي   آزمايشگاههاي ديگر وارد ميهايي كه از كشت
باشند چون ممكن است در مبداء يا در هنگام  ريسك بالايي مي

هاي سلولي وارد شده هميشه بايد  رده. حمل آلوده شده باشند
قرنطينه شوند؛ يعني بايد آنها را جدا از بقيه استوكها دستكاري 

 ون كرد و تا زمانيكه مشخص شود فاقد آلودگي هستند، بد
سپس ممكن است آنها را در . آنتي بيوتيك نگهداري شوند

نبايد از آنتي بيوتيكها به صورت روتين . استوك اصلي وارد كرد
  استفاده شود چون ممكن است آنها بعضي از آلودگيها را

  . فرو نشانده اما حذف نكنند
  

  كاركردن استريل 
  سواب كردن 

ز هرگونه سطح كار را قبل و در حين كار وبخصوص پس ا
آلودگي سواب كرده وهمچنين وقتي كه كار شما تمام شد 

بطريها را بخصوص آنهايي را كه از . مجدداً آنرا سواب كنيد
آوريد قبل از استفاده از آنها براي اولين بار،  سردخانه بيرون مي

اي را كه از  هر دفعه سواب كرده و همچنين هر فلاسك يا جعبه
گاهي اوقات سواب . سواب كنيدآوريد  انكوباتور بيرون مي
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.  
موقعيت وسايل را مي توان براي افراد چپ .  هود لامينار فلو داراي آرايش صحيح مي باشد.آرايش پيشنهادي ناحيه كار: 4-1شكل 

  .دست معكوس كرد
  
  
  

    
هود خيلي پر شده و .  مي شود هود لامينار فلو به طرز نادرست استفاده.ناحيه كار كه به طور نامناسب چيده شده است: 4-2شكل 

وسايل زيادي در جلو مانع ورود هوا شده و جريان هواي لامينار را به هم ريخته و باعث به مخاطره افتادن سطح محدود كنندگي و 
  .استريل بودن مي شوند
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موقعيت وسايل را مي توان براي . ح آرايش يك هود لامينار فلو افقي براي انجام كار صحي.آرايش هود لامينار فلو افقي: 4-3شكل 

  .افراد چپ دست معكوس كرد
  

شعله .  وسايل به صورت هلالي شكل در اطراف ناحيه كار در مركز چيده شده اند.آرايش ناحيه كار بر روي ميز رو باز: 4-4شكل   
  .بونزن در مركز قرار گرفته تا براي شعله دهي نزديك باشد

  
  

ند، بنابراين سعي كنيد از ك ها را پاك مي كردن بر چسب
 هاي ماركر مقاوم به الكل استفاده كنيد ماژيك

  
     (capping)درپوش گذاري 

ها ترجيح داده  هاي پيچي عميق براي در پوش سرپوش
ها دقت كرد تا اطمينان  شود، هر چند بايد در شستن در پوش مي

در . حاصل شود كه تمام ماده شوينده از بين شيارها خارج شود
پروپيلن بدون لايي  هاي پلي ت امكان بايد از سرپوشصور

(wadless)هاي پيچي بايد با فويل  سرپوش.  استفاده كرد
پوشيده شوند تا از نشستن گرد وغبار بر روي دهنه  آلومينيومي 

هاي  آنها ممانعت شود، هر چند با استفاده از سرپوش
شاندن استفاده از فويل براي پو) Duranمثل(پروپيلن عميق  پلي

 . باشد ي آنها كمتر لازم م
 

  شعله دهي 

كنيد، بايد دهانه  وقتي بر روي يك ميز كار رو باز كار مي
ها را قبل و بعد از باز كردن بطري و قبل و  بطريها و سرپوش

ها بايد قبل از استفاده  پت پي. بعد از بستن آن شعله دهي كنيد
 را به حالت نزديك شعله، كار كرده و بطريها. شعله دهي شوند
هاي پيچ دار را به صورتيكه طرف باز  سرپوش. در باز نگذاريد

آنها به سمت پايين قرار گيرد بر روي يك سطح تميز قرار داده 
همچنين . و قبل از گذاشتن روي بطري آنرا شعله دهي كنيد

پت كردن در دست  هاي پيچي را در طي پي توان سرپوش مي
هي يا گذاشتن آنها روي سطح نگه داشته تا نياز براي شعله د

 .كار بر طرف شود

كنيد، استفاده از شعله  هنگامي كه در يك هود لامينارفلو كار مي
لامينار  شود، زيرا شعله باعث گسيخته شدن جريان توصيه نمي
شود و هم استريل بودن هود و هم سطح محدود  در هود مي

. دانداز كنندگي مواد داراي خطر زيستي را به مخاطره مي
سوزي، تواند باعث خطر آتش همچنين يك شعله رو باز مي
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 درپوش را مي توان باز .نگهداري پوار و درپوش: 4-5شكل 

كرد و در بين كف دست و انگشت كوچك قرار داد و پوار يا 
  .پي پت يار را با انگشتان ديگر نگهداشت

 
  

 و ذوب لوازم پلاستيكي داخل هود HEPAآسيب به فيلتر 
 .شود

 
  ها و فلاسك ها ار كردن با بطريك

كنيد، نبايد هنگامي  وقتي بر روي يك نيمكت رو باز كار مي
 كه بطريها باز هستند آنها را به حالت عمودي نگه داريد؛
.  در عوض آنها را تا حد امكان به حالت زاويه دار نگه داريد

توان از يك رك  ها مي براي كج نگه داشتن بطريها يا فلاسك
هاي كشت باز  وقتي كه فلاسك. ري استفاده كردمخصوص بط

باشند بايد به صورت افقي قرار گرفته و همانند بطريها در  مي
وقتي كه در . طي دستكاري بايد به صورت كج نگه داشته شوند

توان به صورت در باز  كنيد،  بطريها را مي هود لامينارفلو كار مي
 ويا هرگونه اشياء و عمودي قرار داد اما نگذاريد كه دستان شما

 HEPAي  استريل و فيلتر هوا پت ديگر بين ظرف در باز يا پي
  .قرار گيرد

  
  پت كردن پي

  اي استاندارد يا پلاستيكي  هاي شيشه پت هنوز پي
گاهي . باشند يكبار مصرف ساده ترين راه براي انتقال مايعات مي

شود اما سر سرنگهاي معمولي براي  اوقات از سرنگ استفاده مي
همچنين ممكن است . باشند رسيدن به ته بيشتر بطريها، كوتاه مي

شوند، نيروي برشي  وقتي كه با سرنگ كردن سلولها توزيع مي
)shearing force (همچنين اين طرز  بيشتري توليد شده و

هاي داراي  سرنگ. دهد كار خطر خود تلقيحي را افزايش مي
پت ترجيح داده  كانولاي كلفت و سوراخ گشاد نسبت به پي

  باشند مگر اينكه از  پت نمي شوند اما به سرعت پي مي
  . اي استفاده شود هاي چند مرحله توزيع كننده

. ها در محدوده اندازه مناسب انتخاب شوند پت بايد پي
وي  پاسخگmL25 و mL1 ،mL2 ،mL5 ،mL10ها  پت  پي

هاي يكبار مصرف  پت باشد، هر چند اكنون پي اغلب نيازها مي
mL100باشد و براي تهيه محيط كشت و توزيع آن  موجود مي

ي  ها پت در صورتيكه از پي. باشد در مقاير كمتر مفيد مي
كنيد و فقط تعداد كمي از هر كدام را لازم  اي استفاده مي شيشه

زاسيون و صرفه جويي در هاي مختلط براي استريلي داريد، از كن
هاي پلاستيكي يك بار مصرف بايد به  پت پي. فضا استفاده كنيد

يه پوشيده شده باشند و بايد قبل از قرار گرفتن در   صورت دو لا
هاي استفاده نشده را  پت پي. هود، پوشش بيروني برداشته شود

  .بايد در يك ظرف بدون گرد و غبار ذخيره كرد
با دهان خودداري شود، زيرا مشخص پت كردن  بايد از پي

شده است كه يك عامل در آلودگي ميكوپلاسمايي بوده و 
مثلاً در مورد (ممكن است براي كاربر مخاطره آميز باشد 

هاي اتوپسي آلوده به  هاي سلولي، بيوپسي انسان يا نمونه رده
پوار و وسايل الكتريكي ). ويروس يا مخاطرات بالقوه ديگر

باشد؛ سعي كنيد از بين اين وسايل   موجود ميپتينگ ارزان پي
اي را  وسيله.  كنيدآنهايي را كه براي شما مناسبتر است انتخاب

هاي مورد  پت هاي پي كنيد بايد با تمام اندازه كه انتخاب مي
استفاده شما، بدون اينكه براي وارد كردن آنها احتياج به فشار 

تنظيم . اسب باشدپت از آن رها شود، متن بوده ويا اينكه پي
جريان بايد آسان وسريع باشد اما در عين حال در همان زمان 

شما بايد قادر به كشيدن مكرر مايع . قادر به تنظيم آن هم باشيد
، و بايد )مثلاً براي پخش كردن سلولها(به بالا و پايين باشيد

وسيله بايد به . هيچگونه ترسي از انتقال وجود نداشته باشد
 شما فيت شده و بايد كار با يك دست آسان  آساني در دست

  .  باشد
مخصوصاً ) گيلسون، آكسفورد، اپندورف و غيره(سمپلرها
باشند، هرچند  مناسب مي) و كمترmL1(هاي كم  براي حجم

چون رسيدن به ته . باشند  هم موجود ميmL5امروزه تا حجم 
باشد،  هاي ظرف مشكل مي ظرف بزرگتر بدون تماس با ديواره

لرها فقط بايد با ظروف كوچك از قبيل ظروف يونيورسال سمپ
  هاي بيشتر از  همچنين ممكن است براي حجم. استفاده شوند

سمپلرها مخصوصاً براي . هاي دراز تر استفاده كرد سر سمپلر
هاي چند گانه ديگر مفيد  آزمونهاي ميكروتيتراسيون و ديش

ده شوند، مگر اينكه درپي استفا باشند، اما نبايد براي انتقال پي مي
سمپلرهاي چند كاناله . از سر سمپلرهاي فيلتردار استفاده شود

هاي ميكروتيتراسيون، موجود  براي ديش)  كانال12 يا 8، 4با(
 .باشد مي

اي لازم است كه در بالاي  هاي شيشه پت قبل از استريل پي
ها را در طي استفاده  پت اي قرار داد تا پي آنها يك توپي پنبه

اين توپي از آلودگي پوار يا پي پت يار . ريل نگه دارداست
در . دهد ممانعت كرده و خطر آلودگي متقاطع را كاهش مي 

  پت را در محلول صورتيكه توپي خيس شد، پي
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كننده قرار داده تا براي شستشو به ماشين شستشو  ضد عفوني 

ل ها براي استفاده استري پت قراردادن توپي درپي. بر گردانده شود
ها قبل از شستشو يك كار بسيارخسته كننده  و خارج كردن توپي

ستگاهاي توپي گذار اتوماتيك موجود امروزه د. باشد مي
باشند و هر چند گران قيمت بوده اما به فرايند سرعت  مي

  .دهند بخشيده و زحمت را كاهش مي
در صورت امكان مايعات را از يك ظرف استريل به ظرف 

اينكه بطري كه شما از آن مايع را خارج ديگر نريزيد، مگر 
كنيد فقط يك بار استفاده شده باشد و ترجيحاً تمام محتويات  مي

خطر ). از قبل اندازه گيري شده باشد(در يك بار انتقال يابد
 به دليل توليد پلي از مايع بين بيرون سرريز كردنعمده در 

دگي باشد كه ممكن است اجازه ورود آلو بطري و داخل آن مي
هايي كه  ها يا فلاسك را به داخل بطري بدهد، به طوريكه بطري

شوند در معرض خطر بسيار  بعد از ريختن، ذخيره يا انكوبه مي
  .باشند بيشتري مي

  
  جريان لامينار

مزيت عمده كار كردن در يك هود لامينار فلو اين است كه 
 محيط كار توسط يك جريان دائمي و پايدار از هواي فيلتر شده

دو نوع . شود كند، محافظت مي كه برروي سطح كار عبور مي
افقي، كه جريان هوا از سطح ) 1:عمده از جريان وجود دارد

شود ومجدداً گردش  روبروي شما، موازي با سطح كار دميده مي
عمودي، كه هوا از بالاي هود به داخل سطح كار ) 2كند و  نمي

مجدداً گردش دميده شده و از بين سطح كار كشيده شده و 
 از هوا، تهويه 20%در اغلب هودها، . شود كرده و يا خارج مي

. شود شده و با كشيدن هوا در ناحيه جلو سطح كار جبران مي
هودهاي داراي جريان افقي پايدارترين جريان هوا و بهترين 

سازند؛  ها فراهم مي حفاظت استريل را براي كشت و معرف
يشتري براي كاربر فراهم هودهاي با جريان عمودي حفاظت ب

هاي  كشت(سازند؛ در صورتي كه با مواد بالقوه خطرناك  مي
هاي آلوده شده با  منشاء گرفته از نخستيان يا انسان، كشت

شود بايد از يك هود مخاطره زيستي  كار مي) ويروس و غيره
بهترين محافظت در .  با جريان عمودي استفاده كردIIكلاس 

ي و راديو شيميايي، توسط هود برابر مخاطرات شيمياي
سيتوتوكسيسيتي كه براي اين كار طراحي شده و داراي يك تله 

باشد و يا يك  فيلتركربن در جريان هواي در حال گردش مي
. شود كند،  فراهم مي هودي كه همه هوا را به بيرون تهويه مي

شود،  در صورتي كه با پاتوژن هاي انساني شناخته شده كار مي
 كه داراي يك تله IIIاز يك اتاقك پاتوژني كلاس استفاده 

كارايي . باشد پاتوژن در سر راه تهويه هوا است، اجباري مي
هودهاي لامينار فلو وابسته به يك كاهش فشار حداقل درعرض 

  .باشد فيلتر مي
شود، ميزان جريان هوا در اتاقك  وقتي كه فيلتر مسدود مي

نار كاهش يافته و يابد و شدت جريان هواي لامي كاهش مي

توان  كاهش فشار را مي. تواند حفظ شود ديگر استريل بودن نمي
با يك مانومتر كه در اتاقك جاگذاري شده مشخص كرد اما 

 شود كه جريان هوا با يك آنمومتر ترجيح داده مي
)anemometer (گيري شود به طور مستقيم اندازه .  

تقريباً  (باشد چك كردن مرتب فيلترهاي اوليه ضروري مي
توان بعد از  در هودهاي با جريان افقي، مي). هر سه تا شش ماه

خاموش كردن پروانه، فيلترها را خارج كرد و آنها را دور 
انداخت و يا با آب و صابون شستشو داد، چون معمولاً اين 

ساخته ) polyurethane foam(اورتان  پلي فيلترها از فوم 
دهاي داراي جريان عمودي و فيلترهاي اوليه در هو. اند شده

هودهاي مخاطره زيستي در داخل قرار داشته و بايد توسط يك 
ها را بايد سوزاند وخاكستر كرد  اين فيلتر. مهندس تعويض شود

  .ويا اتوكلاو كرده و دور انداخت
 HEPA ماه يكبار بايد جريان هوا و منافذ فيلتر 6هر 

 كه بررسي توسط بهتر است. اصلي بالاي سطح كار بازبيني شود
 IIهاي كلاس  همچنين اتاقك. اي صورت پذيرد مهندسين حرفه

 در سر راه جريان خروجي بوده كه HEPAهاي  داراي فيلتر
  .لازم است هرچند وقت يك بار تعويض شوند

 آلودگي سطح كار بايد به طور مرتب چك شود و هر گونه
  5%پاك گردد، سيني شسته شده و سطح با ضدعفوني كننده 

بهتر است كه هودهاي لامينار .  استريل شود70%فنولي در الكل 
فلو به طور پيوسته كار كنند، زيرا اين امر سطح كار را تميز نگه 

 براي استريل كردن UV در هودهاي لامينار فلو از نور . دارد مي
 UVكارايي نور. شود هوا و سطوح كار در بين كارها استفاده مي

باشد زيرا  ها و منافذ مورد ترديد ميبراي استريل كردن شكاف
تواند به آنها برسد در حاليكه اين منافذ با الكل يا عوامل  نمي

شوند زيرا به  استريل كننده ديگر به طور مؤثرتر استريل مي
. كنند علت خاصيت موئينگي به راحتي به درون آنها نفوذ مي

ها مضر بوده و همچنين   براي بدن به خصوص چشمUVنور 
 به همراه الكل استفاده شود پس از شش ماه تا يك سال اگر

مثل (باعث ترك خوردن بعضي از صفحات پلاستيكي شفاف
Perspex (شود مي.  

 بايد از عينك UV در صورت استفاده از )نكته ايمني
، پوشانده UVمحافظ استفاده شود و تمام پوست در معرض 

  .شود
  انكوباتورها

آنها را . باشند مده آلودگي ميانكوباتورهاي مرطوب يك منبع ع
هفتگي يا ماهيانه، برحسب سطح (بايد در فواصل زماني منظم 

شامل  با خارج كردن تمام محتويات) آلودگي و دفعات استفاده
ها يا  ها و شستشوي داخل انكوباتور و رك ها يا سيني همه رك

 تميز rocall يا deconها با يك دترژنت غير سمي مثل  قفسه
 برطرف كرد و 70%دير باقيمانده دترژنت را بايد با الكلمقا. كرد

ها در انكوباتور  ها و كشت بايد قبل از جايگزين كردن قفسه
  .اجازه داده شود كه به طور كامل تبخير شود
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  .جريان عمودي  (b) . جريان افقي(a).  پيكان ها جهت جريان هوا را نشان مي دهند.جريان هوا در هودهاي لامينار فلو: 4-6شكل   
 
  

توان از يك  در سيني مرطوب كننده در داخل انكوباتور مي
 استفاده كرد تا 1% يا سولفات مس rocall% 2ضد قارچ مثل 

  رشد قارچي را به تاخير اندازد، اما موفقيت چنين 
باشد كه در تماس با آن  هايي محدود به سطوحي مي ضد قارچ

ميز كردن مرتب باشند، وهيچ روش جايگزين به جاي ت مي
بعضي از انكوباتورها داراي چرخه هاي . وجود ندارد

استريليزاسيون با درجه حرارت بالا مي باشند اما به ندرت قادر 
به ايجاد گرماي كافي براي مدت زمان طولاني بوده تا موثر بوده 
و مدت زماني كه انكوباتور بدون استفاده مي باشد ممكن است 

بعضي از انكوباتورها داراي . باعث ايجاد مشكلاتي شود
فيلتراسيون ميلي پور و جريان هواي لامينار براي جلوگيري از 

  .گردش ميكروارگانيسم ها مي باشند
  
  هاي بسته بندي شده  كشت

زماني كه مشكلات آلودگي در انكوباتورهاي مرطوب 
هاي  ها در جعبه ها و پليت شود قرار دادن ديش دوباره تكرار مي

داخل و خارج جعبه را . باشد ندويچي سودمند ميپلاستيكي سا
بايد قبل از استفاده سواب كرد و سپس اجازه داد تا در معرض 

مجدداً پس از خارج كردن جعبه از . هواي استريل خشك شود
انكوباتور، قبل از اين كه جعبه باز شود و يا به محيط كار وارد 

ها  قت ديشسپس با د.  سواب كرد70%شود بايد آن را با الكل 
را خارج كرده و قبل از استفاده مجدد از جعبه، داخل آن را 

  .سواب كنيد
  

  CO2گاز دهي با 

هاي نيمه باز در يك  ها با درپوش قرار دادن فلاسك
 براي امكان تعادل گازي امري متداول است اما CO2انكوباتور 

چندين شركت سازنده، . دهد اينكار خطر آلودگي را افزايش مي
كنند كه تعادل  هاي نفوذپذير توليد مي هاي با درپوش فلاسك

. سازند  اتمسفر را بدون خطر آلودگي فراهم ميCO2سريع در 
ها را با يك مخزن گاز مخلوط استريل  همچنين مي توان فلاسك

اين كار نياز به . تنقيه كرد و سپس در آنها را محكم بست
اخته و ها را برطرف س انكوباتور گازدهي شده براي فلاسك

  . سازد ترين و سريعترين تعادل را برقرار مي يكنواخت
 
 
  

  
  

 يك پي پت در خط متصل .گازدهي يك فلاسك: 4-7شكل 
 براي خارج كردن CO2% 5 جايگزين شده و CO2به مخزن 

  هوا از فلاسك بدون ايجاد حباب در محيط كشت استفاده
 در  نشان دهنده يك فيلتر داراي منافذ ريزFحرف .  مي شود

  . مي باشدCO2 مسير خط 



 



  
  پنجمفصل 

 
 
  
  

 ظروف كشت و بسترها
  
  
  
  

  (substrate)بستر 
  اتصال و رشد

 كشت  vitro inداران كه در شرايط  اكثر سلولهاي مهره
لايه رشد  اند، بر روي يك بستر مصنوعي به صورت تك يافته
بنابراين بايد بستر به طور مناسب باردار شده باشد تا . كنند مي

ه و يا حداقل امكان چسبيدن اجازه چسبيدن سلولها را داد
فاكتورهاي چسبندگي توليد شده توسط خود سلول را فراهم 

هرچند، . سازد پذير  كند تا چسبيدن سلولها و انتشار آنها را امكان
محدود به ) سوسپانسيون(رشد خود به خودي در حالت شناور 

هاي جوندگان و  هاي سلولي خونساز، تومورهاي آستروسيت رده
هاي سلولي انتخابي از قبيل سرطان   ديگري از ردهتعداد اندك

ي باشد،  م(small-cell lung cancer) ريه كوچك سلول
توانند در حالت  هاي سلولي ترانسفورم شده مي بسياري از رده

شناور رشد كرده و بنابراين به بار سطحي بستر وابسته 
هرچند اغلب سلولهاي طبيعي نياز دارند كه براي . باشند نمي

كثير بر روي يك بستر گسترش يابند و انتشار ناكافي به دليل ت
. كند چسبندگي كم يا ازدحام بيش از حد از تكثير ممانعت مي

گاه  گاه نياز دارند، وابسته به تكيه سلولهايي كه براي رشد به تكيه
)anchorage dependent (هايي كه  شوند؛ سلول گفته مي

گاه شده و زماني  ه به تكيهشوند، اغلب غيروابست ترانسفورم مي
كه همزني شده يا با محيط هاي كشت نيمه جامد مثل آگار به 

توانند به صورت شناور  شوند، مي حالت شناور نگه داشته مي
  .رشد كنند

  
  مواد بستر 
 به دليل خواص نوري و بار سطحي، بستر اصلي :شيشه

باشد اما در بسياري از آزمايشگاهها، پلاستيك مصنوعي  مي
شود كه داراي استحكام  جايگزين آن مي) استيرن معمولا پلي(

در حال حاضر، به ندرت . باشد بيشتر و خواص نوري بهتري مي

باشد و به  شود، هرچند كه شيشه ارزان مي از شيشه استفاده مي
هاي  راحتي قابل شستشو بوده و بدون اينكه ويژگي

ي با كننده از رشد خود را از دست بدهد، به آسان حمايت
حرارت خشك و مرطوب استريل شده و از لحاظ نوري شفاف 

  يا NaOHمثل (تيمار شيشه با بازهاي قوي . باشد مي
، آنرا تا زمانيكه با يك شستشوي اسيدي ) سوزآورهاي  دترژنت

  .سازد خنثي شود براي كشت نامناسب مي
  استيرن  هاي پلي  فلاسك:پلاستيك يكبار مصرف

. باشند بستر مناسب براي كشت مييكبار مصرف استريل يك 
ها معمولاً از كيفيت نوري خوبي برخوردار بوده و  اين فلاسك

هاي يكنواخت و قابل  سطح كشت در آنها مسطح بوده و كشت
استيرن در زمان توليد،   پلي. آورند تكثير تك لايه را بوجود مي

باشد،  هيدروفوب بوده و سطح آن براي رشد سلولي مناسب نمي
هاي  كشت بافت با تخليه الكتريكي، پلاسماي  اين پلاستيكبنابر
، اشعه گاما يا به روش شيميايي تيمار (gas plasma)گازي

شده تا يك سطح باردار حاصل شود كه قابليت مرطوب شدن را 
هاي مختلف از  به دليل اينكه محصولات توليدكننده. داشته باشد

هايي از منابع  لحاظ كيفي با هم اختلاف دارند، بايد نمونه
هاي متداول  مختلف از لحاظ كارايي پليتينگ و ميزان رشد سلول

هاي بهينه و  لظتمورد استفاده در يك محيط كشت حاوي غ
 سرم و بدون سرم آزمايش (half-optimal)نصف ميزان بهينه 

هاي بالاي سرم ممكن است عيوب پلاستيك را  غلظت(شوند 
  ). بپوشاند

ن به مراتب ارزانترين و متداولترين استير در حالي كه پلي
باشد، اما سلولها ممكن است بر روي  بستر پلاستيكي مي

تترا فلوراتيلن  كربنات، پلي ، پلي)PVC(كلرايد  وينيل پلي
)PTFE( ،Melinex ،TPX) (Thermanox و تعدادي 

براي آزمودن يك بستر جديد . هاي ديگر رشد يابند پلاستيك
لايه منظم   روي آن به صورت يك تكبهتر است كه سلولها را 
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تيمار  تيمار و يا بدون پيش رشد داده و سپس سعي كنيد با پيش
 به شكلهاي باردار PTFE. سطح، سلولها را روي آن كلون كنيد

وجود دارد؛ شكل ) هيدروفوبيك(و غيرباردار ) هيدروفيليك(
لايه منظم و كشت  توان براي سلولهاي تك باردار را مي

پيك و شكل غيرباردار را براي ماكروفاژها و تعدادي از ارگانوتاي
  .هاي سلولي ترانسفورم شده به كار برد رده

  
  انتخاب ظروف كشت 

 آورده شده 5-1جدولبعضي از ظروف كشت متداول در 
 براي هر ظرف كشت HeLaبازده مورد انتظار سلولهاي . است

  مثل (بازده يك رده سلولي متناهي. ذكر شده است
در حدود يك پنجم سلولهاي ) لاست هاي ديپلوئيدفيبروب

HeLaچندين عامل براي انتخاب ظروف كشت .  مي باشد
اينكه سلولها به صورت  )2توده سلولي مورد نياز ) 1وجود دارد 

آيا كشت بايد پوشيده بوده و ) 3كنند  لايه يا شناور رشد مي تك
نوع ) 5ي بردار فراواني نمونه) 4يا در معرض اتمسفر قرار گيرد 

 .هزينه) 6هاي مورد نياز  تجزيه و تحليل
  

  (cell yield)محصول سلولي 
هاي تك لايه، محصول سلولي، متناسب با  در مورد كشت

هاي اندك  براي حجم. باشد نواحي سطحي موجود درفلاسك مي
هاي  و تكرارهاي چندتايي بهترين حالت، استفاده از پليت

 داشته باشد داد زيادي چاهكتواند تع باشد كه مي دار مي چاهك
 
   

  خصوصيات ظروف كشت:5-1جدول 

  

  با  خانه144 يا 96هاي ميكروتيتراسيون  مثلاً پليت[
 mL2/0– 1/0 محيط كشت و cm225/0 سطح رشد يا 

 mL 2-1 خانه با 24 (cluster dishes)اي  هاي خوشه ديش
 يا ] سطح رشدcm275/1محيط كشت در هر چاهك و

 محيط mL5 بوده و cm5 كه قطر هر چاهك  خانه4هاي  پليت
ها و  پتري ديش. شود كشت در هر چاهك استفاده مي

 در محدوده اندازه متوسط cm2225 تا cm210هاي از  فلاسك
شوند  شان شناخته مي ها بيشتر با ناحيه سطحي فلاسك. باشند مي

 يا T25 يا گاهي اوقات به ترتيب cm2175  يا cm2 25مثلاً (
T175قطرشان شناخته  ها با اندازه ديش رتي كه پتري در صو 
 ). cm9 يا cm5/3مثلاً (شوند  مي

باشند  اي نسبت به انواع پلاستيكي متغيرتر مي بطريهاي شيشه
. آيند زيرا معمولاً از لوازم دارويي استاندارد به دست مي

  : اي بايد داراي هاي شيشه بطري
  يك سطح كاملاً مسطح) 1
 عميق با يك پوشش مناسب و آستر يك درپوش پيچدار) 2

  غيرسمي و 
 shallow-shopping)شانه هاي با شيب كم ) 3

shoulders)هاي تك لايه  آوري سلول  براي تسهيل جمع
پس از تريپسينه كردن و به منظور افزايش كارايي شستشو 

 . باشند
مثلاً (در صورتي كه ميزان زيادي محصول سلولي نياز داريد 

استفاده ) MCR-5 سلول 2 × 108 يا HeLa سلول 109حدود 
هاي متداول به دليل حجم و تعداد آنها پر زحمت بوده  از بطري

هايي كه داراي سطوح  فلاسك. باشد و به ظروف خاص نياز مي
هاي چند لايه، باعث  باشند يا فلاسك مي) دار موج(خورده  چين

محصول سلولي بيش از اين به . شوند افزايش ناحيه سطحي مي
هاي  هاي غلتان بر روي رك كثير كننده چند سطحي يا بطريت

براي افزايش محصول سلولي در مورد . مخصوص نياز دارد
يابند، تا زماني كه  هايي كه در حالت شناور رشد مي سلول
 CO2 5%ها در كشت عميق همزني شده و با هواي حاوي سلول

شوند فقط به افزايش حجم محيط كشت نياز   هوادهي مي
 . باشد مي

  
  هاي سوسپانسيون كشت

توان در  كنند را مي هايي كه به صورت شناور رشد مي سلول
 استريل رشد داد اما  ديش هر نوعي از فلاسك، پليت يا پتري

هاي  بطري. باشد نيازي به تيمار آنها براي اتصال سلولي نمي
ها با  شوند كه لازم است سلول داراي همزن زماني استفاده مي

هاي  ها در اندازه اين بطري. الت شناور باقي بمانندهمزدن درح
معمولاً عمل . اي وجود دارند مختلف و معمولاً به صورت شيشه

دار حاوي يك دانه مغناطيسي  همزدن توسط يك چرخ پره
گيرد كه چرخش آن توسط يك همزن مغناطيسي  صورت مي
بايد سرعت چرخش پايين و تقريباً حدود. شود انجام مي
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نمودار .  رابطه حجم محيط كشت و راندمان سلولي با منطقه سطحي يك ظرف كشت.راندمان سلولي و منطقه سطحي: 5-1ل شك

برحسب حجم محيط كشت براي اندازه هاي مختلف ظروف رسم شده و به صورت غير خطي مي باشد زيرا در ظروف كوچكتر 
  راندمان سلولي براساس حجم محيط كشت بوده و تقريبي. ده مي شودمحيط كشت نسبتاً بيشتري در مقايسه با ظروف بزرگتر استفا

 . مي باشد
 
  

  

  
 
 
 خانه 24 خانه، 6 پليت هاي .پليت هاي چاهك دار: 5-2شكل 

محدوده گسترده اي از پليت ها ). ميكروتيترواسيون( خانه96و 
  چاهك موجود 144 تا 4با تعداد چاهك هاي متفاوت از 

 .مي باشد
 

 
 
 
 پليت هاي نشان داده شده در شكل .پتري ديش ها: 5-3شكل 

 همچنين.  مي باشندcm 9 و cm 5/3 ،cm 5داراي قطر 
.  موجود مي باشدcm 9×9 پتري ديش هاي چهارگوش با ابعاد 

يك الگوي مشبك براي كمك در بررسي ديش مثلاً در شمارش 
كلني ها را مي توان تهيه كرد اما ممكن است با شمارش 

  .لني ها تداخل يابداتوماتيك ك
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اندازه هاي نشان داده . فلاسك هاي پلاستيكي: 5-4شكل 

  . مي باشندcm2185  و cm210،cm2 25، cm275 شده
  
  

    
 فلاسك سه سطحي .فلاسك هاي چند سطحي: 5-5شكل 
Nuncبا سه سطح رشد  cm280 كه به طور همزمان بذرافشاني 

، عمق آن  مي باشدcm2240 هرچند كه سطح رشد. مي شوند
چون فاصله .   معمولي مي باشدcm2 80معادل يك فلاسك 

بالايي براي فاز گازي كوچكتر مي باشد، بهتر است كه اين 
 استفاده CO2فلاسك با درپوش فيلتردار در يك انكوباتور 

  .شود
 
 
 
rpm60 نگه داشته شود تا از آسيب ناشي از فشار برشي 

ساندن برش، طرح معمولاً براي به حداقل ر. جلوگيري شود
توان  هاي سوسپانسيون را مي كشت. شود پاندول ترجيح داده مي

توان به صورت تكراري از  يا مي به صورت چند تكرار تهيه كرد
توان با افزودن و  همچنين مي. برداري كرد يك فلاسك نمونه

خارج كردن محيط كشت به صورت پيوسته، آنها را در يك 
  . داشتحالت پيوسته و يكنواخت نگه 

  
  (venting)تهويه كردن 

برداري  هاي چند خانه كه براي نمونه ديش ها و پتري ديش
هاي شل  شوند، داراي سرپوش تكراري يا كلونينگ انتخاب مي

بنابراين اين گونه . ها آسانتر شود بوده تا دسترسي به ديش

ها كاملاً بسته نبوده و به يك اتمسفر مرطوب و فشار  ديش
CO2 چون ممكن است لايه نازكي از .  نياز دارند كنترل شده

مايع در اطراف سطح داخلي درپوش ايجاد شده و تا حدودي 
هاي  كند، بايد از درپوش ها را مهر و موم  بعضي از ديش

در صورتي كه . باشند منفذداري استفاده شود كه داراي تهويه مي
توان بعضي از  لازم باشد به طور كامل مهر و موم شود مي

  . هاي چندخانه را با نوارهاي چسبنده مهر و موم كرد ديش
ها، درپوش آنها را به اندازه  ممكن است براي تهويه فلاسك

در  ( CO2در اين روش امكان تبادل . يك دور كامل شل كرد
هاي  از خارج به داخل فلاسك و در رده )  CO2يك انكوباتور 

اخل به خارج كنند، از د سلولي كه مقدار زيادي اسيد توليد مي
درپوش هايي كه فيلتر نفوذپذير دارند و . فلاسك وجود دارد

) عليرغم گراني(شرايط تعادل با فاز گازي را فراهم مي كنند 
 بدون خطر CO2ترجيح داده مي شوند چون اجازه انتشار 

  .آلودگي را فراهم مي سازند
  
  برداري و تجزيه و تحليل  نمونه

در صورتي كه همه نمونه به طور همزمان برداشته شده و به 
هاي چند خانه براي  آوري شوند، پليت طور يكسان عمل

به عبارت ديگر در صورتي . باشند ال مي هاي تكراري ايده كشت
هاي مختلف انجام شده و  برداري در زمان كه لازم باشد تا نمونه

ت ترجيح داده آوري شوند، ممكن اس ها عمل بلافاصله نمونه
) هاي آزمايش و غيره ها، لوله فلاسك(شود تا از ظروف مجزا 

توان با برش و  هاي ميكروتيتراسيون مي در پليت. استفاده شود
 ها  خارج كردن فقط قسمتي از پوشش پليت چسبنده كه چاهك

 
 

 چهار فلاسك .فلاسك هاي همزن دار كوچك: 5-6شكل   
 mL 100-50 داراي  وmL250همزن دار كوچك با ظرفيت 

. محيط كشت بر روي رك همزن دار داراي چهار جايگاه
 . ليتر موجود مي باشند10فلاسك هاي بزرگتر تا حجم 
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 برآمدگي هاي .پتري ديش هاي داراي منفذ: 5-7شكل 

كوچك درپوش را بالا نگهداشته و از ايجاد يك لايه نازك مايع 
  .كندو كاهش ميزان تبادلات گازي جلوگيري مي 

 
 
 
 

   
 درپوش نفوذپذير نسبت .فلاسك هاي داراي منفذ: 5-8شكل 

  .cm210به گاز بر روي فلاسك 
  
 
  

    
 .ويالها و فلاسك هاي داراي درپوش هاي پيچي: 5-9شكل 

(a) فلاسك هاي شيشه اي كه براي كشت هاي تكراري يا 
 ويالهاي (b). ذخيره سازي نمونه ها مناسب مي باشد

  صاً براي مطالعات الحاق ايزوتوپ مفيدسنتيلاسيون مخصو
مي باشد اما بعد از استفاده با مايع سنتيلاسيون نبايد براي كشت 

  .استفاده شوند

. برداري كرد هاي اختصاصي نمونه زير آن قرار گرفته، از چاهك
توان  هاي ميكروتيتراسيوني وجود دارد كه مي همچنين پليت

داسازي كرد، هر چند ها را از آن ج براي كارهاي خاصي چاهك
هاي چسبنده استفاده  خواهيد از آن براي سلول در صورتي كه مي

ها براي كشت سلولي تيمار  كنيد بايد مطمئن شود كه چاهك
  . اند شده

نمايي كم با استفاده از  مشاهدات ميكروسكوپي با بزرگ
  ها، ميكروسكوپ معكوس به آساني بر روي فلاسك

هر چند با . شود د خانه انجام ميهاي چن ها و پليت  پتري ديش
ممكن است به دليل  استفاده از ميكروسكوپ فاز كنتراست، 

هاي   مشكلاتي درمشاهده پليت(meniscus)اندازه هلال 
 خانه، با 24هاي  ميكروتيتراسيون به وجود آيد؛ حتي در پليت

توان مركز هر چاهك را به  ميكروسكوپ فاركنتراست فقط مي
در صورتي كه مشاهدات . اهده كردبخش مش طور رضايت

ميكروسكوپي نقش مهمي در آناليزهاي شما داشته باشند، ممكن 
 مفيد (chamber slide)است استفاده از يك لام حفره دار 

هاي غلتان بزرگ مشكلاتي براي بعضي از  در مورد بطري. باشد
معمولاً لازم است كه . آيد ها به وجود مي ميكروسكوپ

اريم كه در اين مورد ديگر فازكنتراست را در كندانسور را برد
  . اختيار نخواهيم داشت

در صورتي كه براي فرآوري نمونه، به استخراج در استون، 
هاي آلي مشخص ديگر نياز باشد،  تولوئن، اتيل استات يا حلال

. اي به وجود خواهد آمد به دليل حلاليت پلي استيرن مشكل تازه
هاي آلي مورد استفاده در  حلالچون اين مشكل اغلب به دليل 

 LUX(Bayer, ICN)باشد،  شناسي مي هاي بافت روش
 مقاوم به مواد حلال Thermanoxهاي پلاستيكي  لامل

(TPX)شناسي مناسب   را توليد كرده كه براي مطالعات بافت
كه نياز (شوند  هاي چند خانه متداول فيت مي بوده و در ديش

ها كيفيت  هر چند اين لامل. )نيست از گريد كشت بافت باشند
ها به سمت  نوري پاييني داشته و بايد آنها را در حالي كه سلول

اي روي  بالا باشند روي يك لام قرار داده و سپس يك لام شيشه
  . آن قرار داد

  
  رشد غير يكنواخت

ها به صورت غيريكنواخت در  گاهي اوقات، سهواً سلول
اصل از باز و بسته نوسان ح. شوند عرض سطح رشد توزيع مي

تواند  كردن انكوباتور، نقص در موتور فن يا لرزش تجهيزات مي
هايي در فلاسك شود كه در نهايت باعث  منجر به توليد موج

ايجاد الگوي موجي در تك لايه شده و تغييراتي را در دانسيته 
برطرف كردن نوسانات و به حداقل . كند سلولي ايجاد مي

ز و بسته كردن انكوباتور، به كاهش رساندن تعداد دفعات با
همچنين قرار دادن يك وزنه . كند رشد غيريكنواخت كمك مي

ها و مجزاسازي آن از  سنگين در سيني يا جعبه به همراه پليت
  ،قفسه با فوم پلاستيكي ممكن است به كاهش مشكل كمك كند
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 نمونه هايي از برآمدگي هاي .رشد غير تصادفي: 5-10شكل 
لايه در ديش ها و فلاسك ها كه به علت نوسان كشت تك 

حاصل از موتور فن انكوباتور يا به دليل باز و بسته كردن 
  .درهاي انكوباتور به وجود مي آيد

  
  
  

اما براي شستشو و استريل كردن چنين صفحه فومي بايد توجه 
زيادي صورت پذيرد، زيرا در غير اين صورت منجر به آلودگي 

  . شديد خواهد شد
  زينه ه

مثلاً . هزينه هميشه بايد در توازن با آسودگي باشد
هاي داراي ناحيه سطحي يكسان  تر از فلاسك ها ارزان ديش پتري
 و رطوبت نياز داشته و  CO2باشند اما به شرايط كنترل شده  مي

هرچند آزمايش و فراوري . باشند بيشتر مستعد به آلودگي مي
  . تر است آنها آسان

قيمت كه  اي سودا ارزان  هاي شيشه ريرود بط گمان مي
باشند اغلب از  هميشه هم از كيفيت نوري مناسبي برخوردار نمي

هاي شفاف كه معمولاً حاوي  پيركس با گريد بالاتر يا شيشه
  يك عيب عمده شيشه. باشند سرب هستند، براي كشت بهتر مي

باشد چرا كه قبل از  سازي آن پر زحمت مي اين است كه آماده
در حال . تفاده مجدد بايد با دقت شستشو و استريل شوداس

حاضر، به دليل راحتي كار، شفافيت نوري و كيفيت از پلاستيك 
  . شود استفاده مي

  
  سطوح تيمار شده

  (Feeder layers)هاي تغذيه كننده  لايه
هر چند ماتريكس پوشاننده مي تواند به چسبيدن، رشد و 

هاي سخت   بعضي از سلولتمايز سلولها كمك كند، براي كشت
هاي سلولي پايين، به پشتيباني  رشد، بخصوص در دانسيته

نياز ) هاي جنين موش مثلاً فيبروبلاست(هاي زنده  سلول
اين عمل تا حدودي به دليل تكميل . باشد مي

(supplementation)ها يا   محيط كشت با تراوش متابوليت
شد، اما همچنين با ها مي ترشح فاكتورهاي رشد از فيبروبلاست
 بستر (conditioning)ممكن است به دليل شرطي كردن 

هاي تغذيه كننده كه به  لايه. توسط محصولات سلولي باشد
كنند، ممكن است سطح را  صورت يك تك لايه متراكم رشد مي

بقاء . ها مساعد و يا حتي انتخابي كنند براي اتصال ساير سلول
(survival)ني جوانه هاي نرو  و توسعه(neuritis)هاي   نرون

  ها بر روي يك  توان با كشت نرون مركزي و محيطي را مي
هاي گليا افزايش داد، هر چند در اين مورد به  تك لايه از سلول

جاي تماس سلولي مستقيم، تأثير وابسته به يك فاكتور قابل 
  . باشد انتشار مي

پس از اين كه يك كشت تك لايه به تراكم رسيد، تكثير 
ها از بستر مصنوعي جدا شده و  شود كه سلول ي باعث ميبعد

ها  مورفولوژي سلول. بر روي سطح تك لايه مهاجرت كنند
ها انتشار كمتري يافته،  ممكن است سلول: ممكن است تغيير كند

ظاهراً برهمكنش سلول با . تر شده و تمايز بيشتري يابند متراكم
ستر مصنوعي لايه سلولي زيرين از برهمكنش سلول با يك ب

تواند منجر به يك تغيير در  مورد اول مي. باشد متفاوت مي
  . ها براي تكثير را كم كند مورفولوژي شده و توان سلول

  
 three-dimensional)هاي سه بعدي  قالب

matrices)  
در طي كشت متوالي، به دليل فقدان ساختمان سه بعدي 

صيات هاي سلول ـ سلول بسياري از خصو بافت و برهمكنش
اين نقايص منجر به . رود عملكردي و مورفولوژي از بين مي

هاي سه بعدي از قبيل ژل كلاژن، اسفنج سلولزي  ابداع قالب
.  گرديدGelfoamيا ) به صورت تنها يا پوشيده شده با كلاژن(

هاي مورد استفاده  هاي فيبرين يكي از اولين محيط كشت لخته
هاي پلاسما  صورت لختهبراي كشت اوليه بوده و هنوز هم به 
سازي شده مخلوط با  خام يا به صورت فيبرينوژن خالص

هر دو سيستم يك ژل سه بعدي را . شود ترومبين استفاده مي
توانند در حدفاصل ژل ـ ماده  ها مي توليد كرده كه در آن سلول

  . جامد يا در داخل ژل مهاجرت و رشد كنند
مهندسي بافت اي در  هاي سه بعدي به طور گسترده قالب

شوند و به صورت غيرآلي مثل فسفات كلسيم و يا  استفاده مي
ها  ها يا داربست چنين قالب. باشند  ميGelfoamآلي مثل 

(scaffolds)تكثير و تمايز   علاوه بر اين كه اجازه اتصال ،
 تجزيه in vivoدهند، همچنين لازم است كه در  ها را مي سلول

ميكروكريرهاي . ايگزين شوندشده و توسط قالب اندوژنوس ج
  ، سفادكس، (Nalge Nunc)استيرن  ساخته شده از پلي

اي براي تكثير  پلي اكريل آميد و كلاژن يا ژلاتين به شكل دانه
گاه در حالت سوسپانسيون موجود  هاي وابسته به تكيه سلول
  . باشد مي

  
  (metallic substrates)بسترهاي فلزي 

ات فولاد زد زنگ يا سطح ها روي صفح  ممكن است سلول
ها روي يك بستر  مشاهده سلول. فلزي ديگري رشد داده شوند
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 surface)هاي تداخلي  نيازمند ميكروسكوپ(opaque)مات
interference microscopy)باشد مگر اين كه از     مي

  . هاي فلزي بسيار نازك استفاده شود لايه
  

  بسترهاي غيرچسبنده 
هاي  انتخاب كلني. ها نامطلوب است گاهي اوقات اتصال سلول 

باشند را  گاه مي ترانسفورم شده با ويروس كه غيروابسته به تكيه
هاي  ها روي آگار انجام داد، زيرا سلول توان با كشت سلول مي

باشند در اين ماتريكس به آساني  غيردگرگون شده قادر نمي
   :در چنين سيستمي دو اصل كلي وجود دارد. كلني تشكيل دهند

جلوگيري از اتصال در پايه ديش، جايي كه گسترش و  -1
  . دهد گاه رخ مي رشد وابسته به تكيه

هاي دختري  اي كه سلول ها به گونه ايموبيليزاسيون سلول -2
اغلب، . مانند حتي اگر غيرچسبنده باشند، همراه كلني باقي مي

) cP4000متيل سلولز با ويسكوزيته (آگار، آگارز يا متوسل 
دو تاي اولي ژل بوده و سومي يك سل با . شود اده مياستف

ها  چون متوسل يك سل است، سلول. باشد ويسكوزيته بالا مي
بنابراين با يك زيرلايه . نشين خواهند شد به آرامي در آن ته
هايي كه از گريد كشت بافت  ديش. شود آگار استفاده مي

آگار استفاده  از يك زيرلايه توان بدون استفاده باشند را مي نمي
 .  اما ممكن است مقداري اتصال و انتشار رخ دهدكرد

  
  

  
  

 يك دسته از فيبرهاي .كشت هاي فيبر توخالي: 5-11شكل 
تو خالي از پلاستيك نفوذپذير در يك محفظه خارجي از جنس 
پلاستيك شفاف محصور شده و از هر دو طرف براي سلولهاي 

  .بذرافشاني شده در دسترس مي باشد
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 تغيير ريخت شناسي در سلولهايي كه بر روي لايه هاي تغذيه كننده .ريخت شناسي بر روي لايه هاي تغذيه كننده: 5-12شكل 
   رشد يافته بر روي يك لايه (b) رشد كرده بر روي پلاستيك و (a). فيبروبلاست هاي كارسينوماي سينه انسان: رشد مي كنند

   بر روي پلاستيك و(c)سلولهاي اپي تليال كارسينوما سينه انسان رشد يافته . ه جنين انسانتغذيه كننده متراكم از سلولهاي رود
 (d) بر روي لايه تغذيه كننده مشابه همانند (b).  

  
  



  
  فصل ششم

  
  
  
  

  ها هاي كشت تعريف شده و مكمل محيط
  
  
  
  
  

  هاي كشت  تكامل محيط
هاي طبيعي  ها در محيط هاي اوليه براي كشت سلول تلاش

هاي بافتي و مايعات بدن از قبيل عصاره جنين  حاصل از عصاره
هاي  با افزايش رده.  سرم، لنف و غيره صورت پذيرفت جوجه،

 بيشتري از يك محيط كشت كه از سلولي، تقاضا براي مقادير
هاي كشت  تر باشد، منجر به ابداع محيط لحاظ كيفي ثابت

شيميايي براساس تجزيه و تحليل مايعات بدن و بيوشيمي 
 و سپس محيط Eagleهاي كشت پايه  محيط. اي گرديد تغذيه

اي با   به طور گستردهEagle’s Minimal Essentialكشت 
ها  ركيبات حاصل از هيدروليز پروتئينانسان يا اسب، ت سرم گاو، 

هاي  چون رده. و عصاره جنين به اشكال مختلف تكميل شد
هاي  سلول(سلولي پيوسته بيشتري در دسترس قرار گرفتند 

L929 ،HeLaهاي كشت  آشكار بود كه اين محيط)  و غيره
ها به طور كامل، مناسب بود و اغلب  براي اكثر اين رده

بهينه كردن  ز مرهون جايگزيني سرم، آمي هاي موفقيت تكامل
  مثلاً(هاي كشت براي انواع سلولي مختلف  محيط

 RPMI 1640هاي سلولي   براي ردهLymphoblastoid( ،
 براي Leibovitz L15مثلاً (يا تغيير دادن براي شرايط خاص 

  . باشد مي) NaHCO3 و CO2حذف نياز به افزودن 
خاص ممكن است جداسازي و تكثير سلولهاي يك دودمان 

نيازمند يك محيط كشت فاقد سرم انتخابي باشد، در حاليكه 
سلولهايي كه براي توليد محصولات مثلاً بعنوان ميزبان براي 
تكثير سلولي يا براي مطالعات ملكولي غير اختصاصي براي 
سلول رشد داده مي شوند، به طور عمده بر اساس محيط هاي 

ر يافته محيط كشت  تغيي Eagle’s MEM،Dulbeccoكشت 
Eagle ،DMEMفزاينده  و يا به طور RPMI 1640 تكميل 

هر چند اكنون بسياري از توليدهاي در . شده با سرم مي باشند
مقياس صنعتي براي تسهيل عمل آوري پايين دستي و كاهش 

 خطر عوامل عفوني از محيط هاي كشت فاقد سرم استفاده 
يش براي تأثير يك همچنين يك گرايش رو به افزا. مي كنند

حالت سازش با مخلوط كردن يك محيط كشت پيچيده مثل 
Ham’s F12هاي بيشتري از   با يك محيط كشت داراي غلظت

اين كار .  وجود داردDMEMاسيد آمينه و ويتامين  مثل 
خالص سازي را مشكلتر مي سازد اما يك محيط كشت مفيد 

ه سلولي همه منظوره براي كشت اوليه و همچنين تكثير رد
  .فراهم مي سازد

  
  خواص فيزيكوشيميايي

 pH:4/7هاي سلولي در   بيشتر رده pH به خوبي رشد 
هاي   بهينه براي رشد سلولي در ميان سويهpHهر چند . كنند مي

هاي سلولي  باشد، بعضي از رده سلولي مختلف كمي متفاوت مي
 بهترين رشد را داشته و pH 4/7-7/7فيبروبلاست نرمال در 

 بهتر pH 7-4/7هاي ترانسفورم شده ممكن است در  ولسل
هاي اپيدرمي را  توان سلول گزارش شده است كه مي. رشد كنند

 نگهداري كرد اما اين سطح به طور عمومي پذيرفته pH 5/5در 
ممكن است در مواردي خاص انجام يك آزمايش . نشده است

 pHرشد مختصر و يا يك آناليز عملكرد خاص براي تعيين 
  . بهينه مفيد باشد

فنل رد در . شود معمولاً فنل رد به عنوان نشانگر استفاد مي
4/7 pH  7 قرمز بوده و درpH  5/6 نارنجي، در pH زرد، در 

pH 6/7 زرد ليمويي، در 5/6 كمتر ازpH  صورتي پر رنگ و 
چون ارزيابي رنگ به ميزان . شود   ارغواني مي 8/7pHدر 

اي از استانداردها با   است مجموعهباشد، بهتر زيادي ذهني مي
  و (BSS)استفاده از يك محلول نمكي متعادل شده استريل

هاي مشابه با مقدار  فنل رد با غلظت صحيح و در داخل بطري
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هاي   مشابهي از فضاي خالي هوا كه شما معمولاً براي تهيه محيط
  .كنيد، ساخته شود كشت استفاده مي

  
  pHردهاي تهيه استاندا -6-1دستور كار

  مواد 
  : استريل

 Eagle’s، يا Hank (HBSS)محلول نمكي متعادل شده 
MEM كربنات يا گلوكز با  ، بدون بي10× با غلظتHEPES 

mM20.......................................................mL10  
  mL90...........................(UPW)آب بسيار خالص 

  N1..................................................mL10سود 
  mL30....................................7ظروف يونيورسال 

  cm225........................................7فلاسك كشت 
  µL 100سرسمپلر 

  : غير استريل
pHمتر   

  µL100-10سمپلر  
  

  دستور كار 
1- HBSS 5/6 را در pHتر ساخته و   يا پايينmL10از آنرا  

  . در داخل هر يك از هفت بطري توزيع كنيد
  .  دقيقه به تعادل برسد30اجازه دهيد كه با هوا به مدت  -2
3- pH سود را با N1 8/7 و 6/7، 4/7، 2/7، 7، 8/6، 5/6 در 

 .  متر چك كنيدpHتنظيم كرده و سپس با 
4- mL5 از HBSSها استريل   را با فيلتر كردن در فلاسك

 اول براي شستشوي فيلتر استفاده كنيد قبل mL5 از .كنيد
 .  دوم را در فلاسك فيلتر كنيدmL5از اين كه 

 . ها را محكم ببنديد در فلاسك -5
  

CO2 و بيكربنات   
دي اكسيد كربن فاز گازي در محيط كشت حل شده و با 

HCO3هاي  يون
. دهد  را كاهش ميpHه و  تعادل برقرار كرد-

HCO3 ، حل شدهCO2چون 
باشند،   به هم وابسته ميpH و -

 CO2فشار . باشد  مشكل ميCO2تعيين اثر مستقيم اصلي 
 با توجه به درجه  حل شده را مستقيماCO2ًاتمسفري، غلظت 

 كرده كه H2CO3اين تنظيم، توليد .  تنظيم خواهد كردحرارت
   :شود طبق واكنش زير تجزيه مي

  
H2O+CO2           H2CO3        H+ + HCO3

-    )1(  
  

HCO3چون 
هاي موجود داراي   در مقايسه با اغلب كاتيون-

باشد، مجدداً به هم ملحق شده و  يك ثابت تجزيه نسبتاً پايين مي
 اتمسفري، CO2نتيجه افزايش . ماند محيط كشت اسيدي مي

 توسط CO2 فشار باشد، بنابراين تأثير افزايش  ميpHكاهش 
 : شود افزايش غلظت بيكربنات خنثي مي

   
NaHCO3          Na+ + HCO3

-      )2(  
 

HCO3افزايش غلظت 
را به سمت چپ ) 1( معادله -

مثل (اگر باز ديگري .  برسدpH 4/7هدايت كرده تا تعادل به 
NaOH (باشد استفاده شود، نتيجه خالص به صورت زير مي :  

)3(  
            

NaOH + H2CO3           NaHCO3 + H2O          
 

Na+ + HCO3
-
 + H2O 

 
 معادل كه معمولاً با فشارهاي NaHCO3هاي  غلظت

 6-3 و 6-2، 6-1هاي  در جدولشود   استفاده ميCO2مختلف 
 و CO2ممكن است مقادير متوسطي از . ذكر شده است

HCO3
اسب با  به كار رود، به شرط اين كه غلظت هر دو متن-

وقتي يك محيط كشت را براي اولين بار تهيه . هم تغيير كند
 N1 سودكربنات و سپس مقدار كافي  كنيد، مقدار معين از بي مي

 به C37°ايكه بعد از انكوباسيون در دماي  اضافه كرده به گونه
.  موردنظر به تعادل برسدpHمدت يك شب، محيط كشت در 

باشد سر و كار  كاري ميوقتي كه با محيط كشتي كه درغلظت 
HCO3داريد، ميزان 

شده  را تغيير داده تا با فاز گازي سازگار -
 و محيط كشت را به مدت يك شب نگهداشته تا )6-1جدول (

هر محيط كشتي يك غلظت .  به تعادل برسدC37°در دماي 
  وpH پيشنهادي براي ايجاد CO2كربنات و فشار  بي

هاي مختلف   است در روشيتي مناسب دارد اما ممكنلاسمولا
  . تهيه، تغييرات اندكي رخ دهد

در ) Tricine و HEPESمثل  (Goodبا ابداع بافرهاي 
 براي ثابت نگه CO2كشت بافت تصور شد كه چون ديگر 

ثابت . توان آن را حذف كرد باشد، مي  مورد نياز نميpHداشتن 
به ها  شد كه اين امر حداقل براي تعداد زيادي از انواع سلول

هر . باشد هاي سلولي پايين، نادرست مي خصوص در غلظت
 در محدوده pH قادر به كنترل HEPES mM20چند 

 اتمسفري باعث CO2باشد، عدم حضور  فيزيولوژيكي مي
 CO2به سمت چپ رفته و در نهايت ) 1(شود كه معادله  مي

HCO3حل شده و سرانجام 
. شود  از محيط كشت حذف مي-

 گروه از حوادث مرتبط، رشد سلولي را رسد اين به نظر مي
 HCO3 يا CO2ها به  كند، هر چند اينكه آيا سلول محدود مي
هاي  غلظت. باشد نياز دارند، مشخص نمي) يا هر دو(حل شده 
HCO3پيشنهادي 

- ،CO2 و HEPES آورده 6-1 در جدول 
  . شده است

ها را قادر به افزايش  ورود پيروات در محيط كشت، سلول
 خارجي و CO2 كرده و آنها را غيروابسته به CO2داخلي توليد 
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HCO3همچنين 
 Leibovitz L15محيط كشت . سازد  مي-

بوده اما ) mg/L550(حاوي غلظت بالاتري از پيروات سديم 
.  درفاز گازي نياز نداردCO2باشد و به   ميNaHCO3فاقد 

هاي نسبتاً بالاي اسيدهاي آمينه  خاصيت بافري از طريق غلظت
 نيازي ندارد، گاهي اوقات CO2 به L15چون . شود راهم ميف

همچنين . شود هاي بيوپسي پيشنهاد مي آوري نمونه براي جمع
هاي كشت   گليسرو فسفات براي بافري كردن محيط-βسديم 

HCO3 و CO2قابل اتوكلاو كه فاقد 
باشند، استفاده   مي-

جويي در   از لحاظ صرفهCO2در صورتي كه حذف . شود مي
ها، راحتي كار و يا به دليل ديگر مهم باشد، ممكن است  هزينه

ها البته فقط بعد از  در نظر گرفتن يكي از اين فرمولاسيون
  . آزمايش مناسب با ارزش باشد

 در باز در يك  هاي در ظروف در كل لازم است كه كشت
كربنات سديم در   در غلظتي كه در تعادل با بيCO2اتمسفر 

هاي نسبتاً  ها در غلظت سلول.  انكوبه شوندباشد، محيط كشت 
هاي  و رشد يافته در فلاسك) ≤cells/mL 105× 1(بالا 

 به فاز گازي ندارند به شرط اين CO2دربسته، نيازي به افزون 
نگهداشته شود، ) ∽mM 4(كربنات پايين  كه غلظت بي

هر چند در . باشند   اسيد زياد  ها توليد كننده مخصوصاً اگر سلول
و در بعضي از ) مثلاً در طي كلونينگ(هاي پايين  لظتغ

هاي   به فاز گازي فلاسكCO2هاي اوليه، لازم است كه  كشت
وقتي كه به هوادهي نياز باشد براي امكان . در بسته افزوده شود

هاي اسيد زياد،   يا خارج شدن آن درتوليد كنندهCO2تعادل 
اي نفوذپذير ه لازم است كه درپوش شل بوده و يا از درپوش

 ,Nalge Nunc, Falcon( استفاده شود CO2نسبت به 
Corning .(  

  
  بافرينگ 
هاي كشت بايد تحت دو مجموعه از شرايط بافري  محيط

  : شوند
 منجر به CO2هاي باز، كه در آنها افزايش تدريجي  ديش) 1

  . شود  ميpHافزايش 
ي هاي سلول  و اسيد لاكتيك در ردهCO2توليد بيش از حد ) 2

هاي سلولي بالا كه باعث كاهش  ترانسفورم شده در غلظت
pHيك بافر ممكن است براي ثابت نگه داشتن . شود  مي
pH  در محيط كشت وارد شود اما در CO2 خارجي 

هاي سلولي بخصوص  ممكن است هنوز براي برخي از رده
هاي سلولي پايين، براي جلوگيري از فقدان كامل  در غلظت

CO2 حل شده در محيط كشت، مورد نياز  و بيكربنات
 فيزيولوژيكي، pHعليرغم ظرفيت بافري ناچيز در . باشد

هزينه اندك و فوايد  بافر بيكربنات به دليل سميت پايين،
غذايي براي كشت، هنوز بيشتر از بافرهاي ديگر استفاده 

 2/7-6/7ي  تر در محدوده  يك بافر قويHEPES. شود مي
pHيا 10 غلظت  بوده و اكنون اغلب در mM20 استفاده 

 به همراه HEPESمشخص شده است كه وقتي . شود مي
CO2شود، براي ايجاد خاصيت بافري   خارجي استفاده مي
 بايد بيش از دو برابر مقدار HEPES غلظت ،مناسب

 HEPES با Ham’s F12يك تغيير در . بيكربنات باشد
mM 20 ،mM   10 2%كربنات و  بي CO2 براي كشت 
آميز  هاي سلولي مختلف به طور موفقيت ادي از ردهتعد

هاي  اين كار دستكاري پليت. استفاده شده است
دار ديگر را در خارج از  هاي چاهك ميكروتيتراسيون و پليت

 حاصل شود، pHانكوباتور بدون اين كه افزايش زياد در 
 كه هم گران و هم HEPESپذير ساخته و نياز براي  امكان

  . رساند ا به حداقل ميباشد ر سمي مي
  

 اكسيژن 
اكسيژن  يكي ديگر از اجزاء اصلي تشكيل دهنده فاز گازي، 

  ها براي تنفس در در حالي كه اغلب سلول. باشد مي
in vitroهاي كشت شده   به اكسيژن نياز دارند، اغلب سلول

 همانند  وابسته به گليكوليز بوده، يك نسبت بالايي از آنها،
 هر چند .رم شده ممكن است بيهوازي باشندهاي ترانسفو سلول

هايي براي وارد كردن  با مقايسه با هموگلوبين خون تلاش
تا به حال اين كار مورد .  صورت گرفته استO2هاي  حامل

ها به طور عمده وابسته به  استفاده عمومي قرار نگرفته و سلول
O2تواند به دليل افزايش سطح  باشند كه مي  حل شده مي

 O2بنابراين فراهم كردن فشار . هاي آزاد، سمي باشد راديكال
صحيح، هميشه يك سازش بين برآوردن نيازهاي تنفسي و 

راهكارهايي براي سطح بالا و . باشد جلوگيري از سميت مي
هاي آزاد از  هاي راديكال  همانند وارد كردن گيرندهO2پايين 

 يا )  مركاپتواتانول-β( مركاپتواتانول -2قبيل گلوتاتيون، 
اغلب . شود دي تيوتريتول در محيط كشت به كار گرفته مي
  . اينگونه راهكارها به صورت تجربي حاصل شده است

هاي مختلف، متفاوت بوده كه فرق  نياز به اكسيژن در كشت
در حالي كه . باشد عمده بين كشت سلولي و كشت اندام مي

اي ه تر اكسيژن براي اغلب كشت فشارهاي اتمسفري يا پايين
هاي اندام،  شود، بعضي از كشت سلولي ترجيح داده مي

 late-stage)هاي مرحله تاخيري  مخصوصاً از جنين
embryoes) 95% نوزادان يا افراد بالغ تا O2 در فاز گازي نياز 

 ممكن است به دليل مشكل O2اين نياز براي سطح بالاي . دارند
م باشد، اما هاي اندا انتشار به دليل هندسه و نفوذ گازي كشت
هاي تمايز يافته و  ممكن است همچنين تفاوت ميان سلول

. باشند را منعكس كند هايي كه سريعاً در حال تكثير مي سلول
هاي متخلخل  همچنين ممكن است انتشار اكسيژن در ريزحامل

  .محدود كننده باشد
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  HEPES، دي اكسيد كربن و ت رابطه بين بي كربنا:6-1جدول 
  

    
هاي سلولي پراكنده، غلظت پايين اكسيژن را  كشتاكثر 

هاي توموري  مثل سلول(ها  دهند و بعضي سيستم ترجيح مي
هاي ريه جنين  انسان در سنجش كلونوژنيك و فيبروبلاست

بهتر  تر از سطح نرمال اتمسفري،  در فشار اكسيژن پايين) انسان
اند   و همكارانش پيشنهاد كردهMcKeehan. كنند رشد مي

 نياز به سلنيوم در محيط كشت، وابسته به سميت اكسيژن كه
باشد، چون سلنيوم يك كوفاكتور در سنتز گلوتاتيون  مي
تحمل اكسيژن و همچنين سلنيوم ممكن است توسط . باشد مي

هاي   در محيطO2سرم فراهم شود، بنابراين احتمالاً كنترل فشار 
شت چون عمق محيط ك. باشد تر مي كشت فاقد سرم حياتي

ها موثر باشد، بهتر  تواند بر روي انتشار اكسيژن به سلول مي
 mm5-2است كه عمق محيط كشت در محدوده 

)mL/cm2 5/0-2/0 (در كشت ايستا نگهداري شود .  
  

  اسمولاليته 
هاي كشت يافته، تحمل نسبتاً زيادي نسبت به  اكثر سلول

د چون اسمولاليته پلاسما انسان در حدو. فشار اسمزي دارند
mosmol/kg290باشد، عاقلانه است كه فرض كنيم كه   مي

باشد هر   بهينه ميin vivoهاي انسان در  اين سطح براي سلول
مثلاً (هاي ديگر متفاوت باشد   چند ممكن است براي گونه

در عمل براي ). ها  براي موشmosmol/kg310 حدود
 mosmol/kg 320-260ها اسمولاليته بين  اغلب سلول

قابل قبول بوده اما وقتي انتخاب شد بايد در كاملاً 
mosmol/kg 10±ممكن است .  ثابت نگهداشته شود

  ديش يا پليت  كمي هيپوتونيك براي كشت پتري محيط كشت
  .  در باز بهتر باشد تا در طي انكوباسيون تبخير جبران شود 

معمولاً اسمولاليتي با كاهش نقطه انجماد يا افزايش فشار 
اگر شما خودتان محيط . شود گيري مي شت اندازهبخار محيط ك
گيري اسمولاليتي يك مرحله كنترل  سازيد اندازه كشت را مي
باشد چون به جلوگيري از بروز اشتباه در وزن  كيفي مفيد مي

مخصوصاً اگر تغييراتي . كند كردن، رقيق سازي و غيره كمك مي
ت كه در اجزاي تشكيل دهنده محيط كشت ايجاد شود، لازم اس

 و داروهاي HEPESافزودن . گيري شود اسمولاليتي اندازه

حل شده در اسيدها و بازهاي قوي و خنثي سازي بعدي آنها، 
  . تواند بر روي اسمولاليتي موثر باشد همگي مي

  
  درجه حرارت 

  : درجه حرارت بهينه براي كشت سلولي وابسته به
   آمدهها از آن به دست  درجه حرارت بدن حيواني كه سلول)1
مثلاً ممكن است ( هرگونه تغير آناتوميكي در درجه حرارت )2

  و ) درجه حرارت پوست و بيضه كمتر از بقيه بدن باشد
 مشاركت يك عامل اطمينان تا امكان خطاهاي كوچك در )3

 .تنظيم كردن انكوباتور فراهم باشد
هاي سلولي  بنابراين درجه حرارت توصيه شده براي اغلب رده

، نزديك به درجه C37°نات خونگرم انساني و حيوا
تر تنظيم  باشد اما براي اطمينان كمي پايين حرارت بدن مي

تري را نسبت به  شود چون افزايش دما مشكلات جدي مي
 . كند حرارت كمتر ايجاد مي

هاي ماكيان   به دليل حرارت بالاتر بدن پرندگان، بايد سلول
ما در دماي  نگهداري شوند، اC5/38°براي حداكثر رشد در 

°C37بخش  تر است اما كاملاً رضايت  هر چند رشد آهسته 
  . مي باشد
هاي كشت شده تغييرات زيادي را در درجه حرارت  سلول
 زنده C4°آنها قادرند چندين روز در حرارت . كنند تحمل مي

 سرد و منجمد -C196°توانند تا درجه حرارت  مانده و مي
 بالاي حد معمول C2°بيش از توانند حرارت  شوند اما آنها نمي

)°C5/39 ( را براي بيش از چند ساعت تحمل كنند و در دماي
°C40 و بالاتر سريعاً خواهند مرد؛ به منظور دستيابي به نتايج 

به (تجديدپذير بايد توجه خاصي به ثابت ماندن درجه حرارت 
درهاي انكوباتورها يا گرم . صورت پذيرد) C5/0±°اندازه 
د بيش از حد مورد نياز باز مانده و چيزهاي بزرگ يا ها نباي خانه

شوند تا گرم شوند نبايد  مايعاتي كه در گرمخانه گذاشته مي
 همچنين توزيع درجه حرارت. ها قرار داده شوند نزديك كشت

در داخل انكوباتور يا گرمخانه بايد يكنواخت باشد؛ نبايد 
 بايد هوا وجود داشته و) cold spots(» نقاط سردي«هيچگونه 
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اين به اين معني است كه نبايد تعداد زيادي . آزادانه جريان يابد
فلاسك روي هم چيده شوند و بايد بين آنها فاصله وجود 

  . داشته باشد تا هوا جريان يابد
علاوه بر تاثير مستقيم درجه حرارت بر روي رشد سلولي، 

 در درجه CO2همچنين درجه حرارت به دليل افزايش حلاليت 
تر و احتمالاً به دليل تغييرات در يونيزاسيون و  هاي پايين رارتح

pKa بافر باعث تأثير بر روي pHخواهد شد  .pH بايد در 
 واحد 2/0 تا C37°درجه حرارت اتاق نسبت به درجه حرارت 

براي تهيه يك كشت براي اولين بار بهترين . كمتر تنظيم شود
 سرم كامل كرده كار اين است كه محيط كشت را ساخته و با

درجه حرارت  و نمونه را در) در صورت استفاده از سرم(
°C37،به منظور   به مدت يك شب تحت فشار گازي صحيح 

  .  انكوبه كنيدpHبررسي 
  

  ويسكوزيته 
ويسكوزيته يك محيط كشت به طور عمده تحت تأثير 
مقدار سرم قرار گرفته و در اغلب موارد تأثير كمي بر روي رشد 

هر چند وقتي كه يك سوسپانسيون سلول همزني . داردسلولي 
ها بعد از تريپسينه كردن جدا  شود يا زماني كه سلول مي
هرگونه آسيب سلولي كه . شود شوند، ويسكوزيته مهم مي مي

ممكن است تحت اين شرايط رخ دهد را ممكن است با افزايش 
 يا (CMC)ويسكوزيته محيط كشت با كربوكسي متيل سلولز 

اين كار بخصوص در .  كاهش داد(PVP)وينيل پيروليدين پلي 
هاي بيوراكتور  هاي پايين سرم، در غياب سرم و در كشت غلظت
شود،   استفاده ميPluronic F68دار كه در آنها اغلب  همزن

باشد، هر چند تأثير آن احتمالاً پلئوتروپيك  مهم مي
(Pleiotropic)باشد  مي .  

  
  فشار سطحي و توليد كف

يرات كف به طور آشكار مشخص نشده اما ممكن است تأث
ميزان دناتوراسيون پروتئين را افزايش دهد و همچنين ممكن 
است اگر كف به گردنه ظروف كشت برسد خطر آلودگي وجود 

همچنين كف كردن اگر باعث ايجاد يك لايه كف . داشته باشد
در فضاي موئين بين درپوش و بطري و يا بين درپوش و پايه 

  . ري ديش شود، انتشار گازي را محدود خواهد ساختپت
 به محيط كشت داراي سرم CO2 5%وقتي كه هواي حاوي 

تواند كف توليد  شود، مي هاي سوسپانسيون دميده مي در كشت
 به Pluronic F68افزودن يك ضد كف سيليكون يا . شود

 با كاهش دادن كشش سطحي از ايجاد كف 01/0 – 1/0%ميزان 
ها  ايط جلوگيري كرده و همچنين ممكن است سلولدر اين شر

ها محافظت   حباب(shear stress)را در برابر فشار برشي 
  . كند

  هاي نمكي متعادل  محلول
 :Balanced Salt Solution)يك محلول نمكي متعادل 

BSS)هاي غيرآلي تشكيل شده و ممكن است شامل   از نمك
تركيبات بعضي .  باشدكربنات سديم و در بعضي موارد گلوكز بي

 آورده شده 6-2جدول هاي نمكي متعادل متداول در  از محلول
ها، بافر  در صورت نياز ممكن است به اينگونه محلول. است

HEPES) mM20-5 ( افزوده شده و وزن معادل با آن از
NaClحذف شده تا اسمولاريتي صحيح حفظ شود  .BSS 

شكيل داده و در هاي كشت كامل را ت اساس بسياري از محيط
 Eagle’sشود مثلاً   ذكر ميBSSها اغلب نوع  كاتالوگ
MEMهاي   با نمكHank يا Eagle’s MEMهاي   با نمك
Earleاين است كه كدام فرمولاسيون    كه نشان دهنده BSS 

 لزوم استفاده از Hankهاي  نمك. استفاده شده است
 كرده در هاي دربسته با يك فاز گازي از هوا را ايجاب فلاسك

كربنات   يك غلظت بالاتري از بيEarleهاي  حالي كه نمك
  . كند   را ايجاب ميCO2%5 سازگار با رشد در 

هاي   به عنوان يك رقيق كنده براي محلولBSSهمچنين 
هاي كشت  ها براي ساخت محيط غليظ اسيدهاي آمينه و ويتامين

هاي  كامل، به عنوان محيط كشت يا تشريح و براي انكوباسيون
. شود استفاده مي) معمولاً با گلوكز( ساعت 4كوتاه تا حدود 

  ها به عنوان مثال با حذف گلوكز يا اغلب اين دستورالعمل
 يا +Ca2هاي   يا با حذف يونHank’s BSS فنل رد از 

Mg2+ از Dulbecco’s PBSيابند  تغيير مي .BPS بدون 
Ca2+ و Mg2+ به عنوان محلول A ،PBSد و شو  شناخته مي

 براي نشان دادن عدم حضور اين D-PBSAدر كل اين كتاب 
بايد هميشه در موقع . هاي دوظرفيتي استفاده خواهد شد كاتيون

، تغييرات بررسي شده و هرگونه تغيير در BSSخريداري 
  . فرمول بايد در گزارشات ذكر شود

 و هم مصرف محلول CO2 به هم فشار BSSانتخاب 
ازي بافت يا پراكنده كردن تك لايه مورد استفاده براي جداس

در اين موارد همانند محلول نمكي بدون كلسيم . باشد وابسته مي
 +Mg2 و +Ca2 معمولاً D-PBSA يا Mosconaو منيزيم 
باشد   وابسته به اين ميBSSهمچنين انتخاب . شوند حذف مي

ها چسبيده  كه آيا محلول براي كشت سوسپانسيون يا سلول
 Eagle’s، بر پايه محلول نمكي S-MEM. شود استفاده مي
Spinner يك نوع ديگر از MEMباشد كه به منظور   مي

  . باشد  مي+Ca2كاهش تجمع سلولي و اتصال، فاقد 
 

  هاي كشت كامل  محيط
 Eagle’sهـاي كـشت كامـل از نظـر پيچيـدگي از       محـيط 

MEM  ــامين ــاوي ويت ــه ح ــاده ك ــسبتاً س ــك   ن ــا، نم ــا و ه   ه
هـاي كـشت پيچيـده از         ي بوده تا محـيط     اسيدهاي آمينه ضرور  

ــشت    ــيط كـ ــل محـ   ،199 ،CMRL 1066(M199)قبيـ
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MB 752/1 ،RPMI 1640 و F12   و محـدوده وسـيعي از 
هـاي كـشت    محيط. باشند فاقد سرم متفاوت مي هاي  فرمولاسيون

مختلـف، شـامل    پيچيده داراي مقادير بيشتري از اسيدهاي آمينه        
هاي اضافي بوده و اغلـب        اسيدهاي آمينه غيرضروري و ويتامين    

  هـاي چرخـه     مثل نوكلئوزيدها، واسـطه   (هاي اضافي     با متابوليت 
ــري ــدها ت ــواد معــدني تكميــل ) كربوكــسيليك اســيد و ليپي و م
 پـايين   F12هاي مـواد غـذايي در         به طور كلي غلظت   . شوند  مي

 كه در   DMEMو در   ) ده است  ش  كه براي كلونينگ بهينه   (بوده  
هاي سلولي بالاتر براي تكثير ويروسي بهينه شده اسـت،            دانسيته
 و  DMEM يـك مخلـوطي از       Sato و   Barnes. باشد  بالا مي 

F12     هاي بدون     به عنوان مبنا براي فرمولاسيون     1:1 را به نسبت
 و غلظت بالاتر    F12سرم خودشان به كار بردند تا فراواني مواد         

اين تركيب يـك فرمـول      . دن را تركيب كن   DMEM مواد غذايي 
تجربي را فراهم ساخته كه به عنوان يك محيط كـشت پايـه، بـا               

هـاي خـاص بـراي بـسياري از انـواع       تكميل كردن بـا افزودنـي   
  . باشد هاي مختلف مناسب مي سلول
  

  اسيدهاي آمينه 
يعني آنهايي كه در بدن ساخته (اسيدهاي آمينه ضروري 

هاي  نين سيستئين و تيروزين براي سلولو همچ) شوند نمي
باشند، هر چند احتياجات  كشت داده شده مورد نياز مي

اختصاصي اسيدهاي آمينه از يك سلول به سلول ديگر متفاوت 

همچنين اغلب اسيدهاي آمينه غيرضروري ديگر افزوده . باشد مي
شده تا ناتواني نوع سلولي خاصي را در ساختن آنها جبران كرده 

شوند اما با تراوش در محيط كشت از   چون آنها ساخته ميو يا
غلظت اسيدهاي آمينه معمولاً حداكثر غلظت . روند دست مي

سلولي قابل حصول را محدود كرده و ممكن است بر روي 
گلوتامين براي اكثر . زيستايي سلول و ميزان رشد تأثير گذارد

اي سلولي از ه باشد، هر چند برخي از رده ها مورد نياز مي سلول
دهد كه  همچنين شواهد نشان مي. كنند گلوتامات استفاده مي

هاي كشت شده به عنوان يك منبع انرژي و  گلوتامين در سلول
  . شود كربن استفاده مي

  
  ها  ويتامين

Eagle’s MEMهاي محلول در آب  فقط حاوي ويتامين  
و ، به اضافه كولين، اسيد فوليك، اينوزيتول Bگروه (باشد  مي

 احتمالاً ).6-3جدول (باشد  اما فاقد بيوتين مي)ن آميدنيكوتي
هاي  بيوتين در اغلب محيط. شود نيازهاي ديگر از سرم تامين مي

هاي كشت بدون سرم وجود  تر به انضمام محيط كشت پيچيده
، M199در ) PABA(آمينو بنزوئيك اسيد  داشته و پارا

CMRL 1066)  كه ازM199و)  منشاء گرفته است 
 RPMI 1640هاي محلول در چربي  همه ويتامين.  وجود دارد

(K,E,D,A) فقط در M199 وجود دارند، در حالي كه 
 وجود MCDB 110 در E و ويتامين LHC-9 در Aويتامين 
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مثل كولين و (ها  غلظت بعضي از ويتامين). 7-1جدول (دارد 
هاي كشت بدون سرم افزايش يافته  در محيط) نيكوتين آميد

محدوديت ويتامين ـ به عنوان مثال با رسوب فولات از . است
محلول استوك غليظ ـ معمولاً درارتباط با بقاء سلولي و ميزان 

. شود  سلولي حداكثر بيان ميدانسيتهرشد كاهش يافته به جاي 
ها به صورت تجربي به  همانند اسيدهاي آمينه، نياز به ويتامين

دست آمده است و مربوط به رده سلولي كه در ابتدا در تكامل 
 Fischerبه عنوان مثال محيط كشت . باشد آنها استفاده شده مي
 كه در L5178Yباشد زيرا  ي از فولات مييداراي غلظت بالا

  .باشد محيط كشت استفاده شد وابسته به فولات ميتكامل 
   
  ها نمك

، - Na+ ،K+ ،Mg2+ ،Ca2+ ،Cl نمك ها عمدتاً شامل
SO4

2- ،PO4
2- ،PO4

HCO3 و -3
باشند و اجزاي اصلي   مي-

بيشتر . باشند شركت كننده در اسمولاليته محيط كشت مي
 Earle’sهاي نمكي خود را در ابتدا از  هاي كشت غلظت محيط
BSS) 5%كربنات زياد، فاز گازي  بي CO2 ( ياHank’s 
BSS) هاي دو  كاتيون. گرفتند) كربنات كم، فاز گازي هوا بي

هاي اتصال  براي برخي از ملكول +Ca2مخصوصاً  ظرفيتي، 
 به +Ca2همچنين . باشد ها مورد نياز مي سلولي از قبيل كدهرين

 (signal transduction)عنوان يك واسطه در انتقال سيگنال 
تواند اين كه آيا   در محيط كشت مي+Ca2عمل كرده و غلظت 

. ها تكثير شده يا تمايز يابند را تحت تأثير قرار دهد سلول
Na2+ ،K+ و Cl- پتانسيل غشاء را تنظيم كرده در حالي كه 

SO4
2- ،PO4

HCO3 و -3
هاي مورد نياز براي   به عنوان آنيون-
  (nutritional precursor)سازهاي مغذي  ماتريكس و پيش
هاي بار داخل  ها و همچنين تنظيم كننده براي ماكروملكول

  . كنند سلولي ايفاي نقش مي
هاي سوسپانسيون به منظور به حداقل  كلسيم در كشت

غلظت بيكربنات . يابد رساندن تجمع سلولي و اتصال، كاهش مي
 در فاز گازي تعيين شده و علاوه بر قابليت CO2سديم توسط 

  .فري يك نقش مهم غذايي نيز داردبا
  

  گلوكز
هاي كشت به عنوان يك منبع انرژي  گلوكز در اغلب محيط

گلوكز بيشتر توسط گليكولير متابوليزه شده تا . وجود دارد
پيروات تشكيل شود، كه ممكن است به لاكتات يا استولاكتات 
تبديل شده و ممكن است وارد چرخه اسيد سيتريك شده تا 

CO2 تجمع اسيدلاكتيك در محيط كشت، . شود تشكيل
هاي جنيني و ترانسفورم شده دلالت بر اين  مخصوصاً در سلول

 in vivoدارد كه ممكن است چرخه اسيد سيتريك كاملاً مشابه 
كار نكند و اطلاعات اخير نشان مي دهد كه بيشتر كربن آن به 

 ممكن ها اين يافته. جاي گلوكز از گلوتامين منشاء گرفته است
هاي كشت داده شده نسبت  است دليل نياز بالاي بعضي از سلول

  . به گلوتامين يا گلوتامات را مشخص كند

  
  هاي آلي  مكمل

ها، يپتيدها،  انواعي از تركيبات ديگر، شامل پروتئين
هاي چرخه اسيد سيتريك، پيروات و  نوكلئوزيدها، واسطه

 شده مشخص. هاي كشت پيچيده وجود دارند ليپيدها در محيط
يابد، به اين تركيبات نياز  است كه وقتي غلظت سرم كاهش مي

هاي  بوده و آنها ممكن است در كلونينگ و در نگهداري سلول
  .اختصاصي مشخص حتي در حضور سرم كمك كنند

  

  ها و فاكتورهاي رشد  هورمون
ها و فاكتورهاي رشد در فرمول بسياري از  هورمون

ر چند آنها اغلب به هاي كشت عادي وجود ندارد ه محيط
  . شوند هاي كشت فاقد سرم اضافه مي محيط

  

  ها  آنتي بيوتيك
  ها در ابتدا براي كاهش وقوع آلودگي در آنتي بيوتيك

هر چند استفاده از هودهاي .  مرسوم شد  محيط هاي كشت
هاي سترون، استفاده از  لامينارفلو، به همراه تكنيك

ها  بيوتيك در واقع آنتي. تها را غيرضروري كرده اس بيوتيك آنتي
  : باشند داراي چندين عيب عمده مي

  . دهند بيوتيك را افزايش مي هاي مقاوم به آنتي ارگانيسم )1

هاي نهاني در سطح كم را مخفي نگه  حضور آلوده كننده )2
ها برداشته شوند،  بيوتيك دارند كه در صورتي كه آنتي مي

اد شوند، هاي مقاوم ايج شرايط كشت تغيير يابد يا سويه
  . شوند كاملاً فعال مي

 . دارند هاي ميكوپلاسمايي را مخفي نگه مي عفونت )3

هاي  تواند با سلول داراي تاثيرات آنتي متابوليك بوده كه مي )4
 . پستانداران به صورت متقاطع واكنش دهد

 . كند هاي ضعيف سترون را ترغيب مي تكنيك )5

شت روتين شود كه ك به تمام دلايل ذكر شده قوياً توصيه مي
ها انجام شده و استفاده از آنها محدود به بيوتيك در غياب آنتي
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  )ادامه( محيط هاي كشت پرمصرف:6-3جدول 

  

 

  

  

 كشت اوليه يا آزمايشات در مقياس بالا و پر زحمت و 
ب ها را ايجا بيوتيك اگر شرايط، استفاده از آنتي. پر هزينه شود

ها را  بيوتيك پذير بود آنتي كند، بايد به محض اين كه امكان
حذف كرده يا اگر آنها در مدت زمان طولاني استفاده 

 . بيوتيك تهيه شود هاي موازي بدون آنتي شوند، بايد كشت مي

هاي مورد استفاده در كشت بافت  بيوتيك تعدادي از آنتي
). 6-4جدول  (هاي باكتريايي موثر مي باشند در كنترل عفونت

هر چند تعداد زيادي از سويه هاي باكتريايي به صورت طبيعي 
بنابراين  باشند،  ها مقاوم مي بيوتيك يا انتخابي نسبت به آنتي
كنترل . باشد سازند هرگز مطلق نمي كنترلي كه آنها فراهم مي
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ها داراي دشواري   بيوتيك هاي قارچي و مخمري با آنتي آلودگي
 ممكن است آنها تحت كنترل بوده اما به باشد كه خاصي مي

  . ندرت رفع شوند
  

  سرم 
سرم حاوي فاكتورهاي رشد بوده كه تكثير سلولي را 
افزايش داده و فاكتورهاي اتصال و فعاليت ضدتريپسين كه 

همچنين سرم يك منبع مواد . كنند  اتصال سلولي را تسهيل مي
ا ممكن است ها بوده كه بيشتر آنه معدني، ليپيدها و هورمون

هايي كه بيشتر در كشت بافت  سرم. به پروتئين باند شوند
شوند شامل سرم گوساله، جنين گاو، اسب و انسان  استفاده مي

 (FBS) و سرم جنين گاو (CS)سرم گوساله . باشد مي
هاي سلولي سخت رشد و براي  مخصوصاً مورد دوم براي رده

قات سرم انسان با گاهي او. كلونينگ بيشترين استفاده را دارند
شود اما لازم است   هاي سلولي انساني استفاده مي بعضي از رده

 غربالگري B و هپاتيت HIVهايي مثل  كه نسبت به ويروس
بعضي افراد سرم اسب را نسبت به سرم گوساله ترجيح . شود 

 closed)توان از يك گله بسته  دهند، چون آن را مي مي
herd) بچي به بچ ديگر پايدارتر  به دست آورد و اغلب از
همچنين ممكن است سرم اسب به دليل دارا بودن . است

آمين اكسيداز به احتمال كمتري به  سطوح كمتري از پلي
ها  ها براي بعضي از سلول پلي آمين. ها متابوليزه شود آمين پلي

  .باشند ميتوژنيك مي
  

  پروتئين 
يفه باشند، وظ ها يك جزء اصلي سرم مي هر چند پروتئين
.  هنوز مبهم باقي مانده استin vivoها در  بسياري از پروتئين

هاي  ممكن است كه تعداد نسبتاً كمي پروتئين به جز حامل
اين . ها مورد نياز باشد موادمعدني، اسيدهاي چرب و هورمون

باشد، كه ممكن است به عنوان  ها شامل آلبومين مي پروتئين
ها مهم باشد،  لوبولينيك حامل ليپيدها يا مواد معدني و گ

كه اتصال سلولي را ) گلوبولين نامحلول در سرما(فيبرونكتين 
 ماكروگلوبولين كه از فعاليت تريپسين -α-2كند و  تسهيل مي

 در سرم جنيني اتصال (fetuin)فتوئين. كند جلوگيري مي
سلولي را افزايش داده و ترانسفرين به آهن متصل شده، 

. دهد ما آن را در دسترس قرار ميدهد ا سميت آن را كاهش مي
اند ممكن است  هاي ديگر، كه تا به حال شناخته نشده پروتئين

همچنين پروتئين، . براي اتصال سلولي و رشد ضروري باشند
 shear(ويسكوزيته محيط كشت را افزايش داده، فشار برشي 

stress (پت كردن و همزني را كاهش داده و  در طي پي
  . فري محيط كشت را افزايش دهدممكن است ظرفيت با

  
  فاكتورهاي رشد 

هاي آن به صورت  لخته سرم طبيعي بيشتر از سرمي كه سلول
اند تكثير سلولي  حذف شده) مثلاً با سانتريفوژ كردن(فيزيكي 

رسد اين افزايش تحريك در  به نظر مي. كند را تحريك مي
 platelet-derived growth) نتيجه فاكتور رشد پلاكتي 

factor: PDGF )ها   باشد كه در طي لخته شدن از پلاكت
 يكي از اعضاي خانواده پلي پيتيدهاي با PDGF. شود رها مي

فعاليت ميتوژنيك بوده و احتمالاً فاكتور رشد اصلي در سرم 
ها و گليا را تحريك   رشد فيبروبلاستPDGF. اشدمي ب
كن  ممTGF-βكند، اما فاكتورهاي پلاكتي ديگر از قبيل  مي

فاكتورهاي رشد ديگر از قبيل فاكتورهاي رشد  است در
، (EGF) فاكتور رشد اپيدرمي (FGFs)فيبروبلاستي 

فاكتورهاي رشد سلول اندوتليال از قبيل فاكتور رشد اندوتليال 
 و فاكتورهاي (angiogenin) و آنژيوژنين(VEGF)عروقي 

 كه از بافت كامل IGF-2 و IGF-1رشد شبيه انسولين 
ها كشت داده شده در محيط  ي شده يا توسط سلولجداساز

هاي متفاوتي از اختصاصيت  شوند، داراي درجه كشت آزاد مي
بسياري از . بوده و احتمالاً در سرم به مقدار كم وجود دارند

هاي  اين فاكتورهاي رشد به صورت تجاري به حالت پروتئين
  . باشند نوتركيب موجود مي

  
  ها  هورمون

زايش داده و وكز و اسيدهاي آمينه را افانسولين جذب گل
يك آن به دليل اين خصوصيت يا ممكن است اثر ميتوژن
 به IGF-2 و IGF-1.  باشدIGF-1فعاليت از طريق گيرنده 

هاي  شوند اما همچنان گيرنده گيرنده انسولين متصل مي
اختصاصي خود را هم دارند كه ممكن است انسولين با 

 جذب IGF-2همچنين . ودگرايش كمتري به آن متصل ش
هاي رشد ممكن است در  هورمون. كند گلوكز را تحريك مي

وجود داشته و ممكن است با  سرم مخصوصاً سرم جنيني
. نيك داشته باشنديك اثر ميتوژ (IGFs)ها  سوماتومدين

همچنين هيدروكورتيزون در سرم خصوصاً سرم جنين گاو در 
صال سلولي و تكثير تواند ات مقادير مختلف وجود داشته و مي

مثلاً دانسيته (سلولي را تسهيل كند، اما تحت شرايط خاص 
تواند تمايز  ممكن است سيتواستاتيك بوده و مي) سلولي بالا

  .سلولي را القاء كند
  

  ها  مواد مغذي و متابوليت
سرم همچنين ممكن است داراي اسيدهاي آمينه، گلوكز، 

 از مواد مغذي و كتواسيدها، نوكلئوزيدها و تعداد ديگري
هاي  اين امر ممكن است در محيط. هاي واسطه باشد متابوليت

كشت ساده مهم باشد اما در محيط هاي كشت پيچيده 
لايي از اسيدهاي آمينه و مخصوصاً آنهايي كه داراي غلظت با
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باشند، از اهميت كمتري  ي تعريف شده ديگر ميها مكمل
  . برخوردار است

  
  ليپيدها 

  اسيد اولئيك، اتانول آمين و  ك،اسيد لينولئي
 فسفواتانول آمين در مقادير كم در سرم معمولاً به صورت 

  . هايي از قبيل آلبومين وجود دارند باند شده به پروتئين
  

  مواد معدني 
آزمايشات جايگزيني سرم نشان داده كه ممكن است عناصر 
. كم مقدار و آهن، مس و روي به پروتئين سرم باند شوند

McKeehan و همكارانش نشان دادند كه نياز به سلنيوم 
احتمالاً به دليل اين است كه به عنوان يك كوفاكتور براي 

GSHهاي آزاد كمك   سنتتاز به غيرسمي شدن راديكال
  . كند مي
  

  ها  بازدارنده
سرم ممكن است داراي موادي باشد كه از تكثير سلولي 

  محصولات بهممكن است تعدادي از آنها. كنند ممانعت مي
مثلاً سموم باكتريايي (سازي باشند  وجود آمده در هنگام آماده

ها موجود در قسمت  بادي از آلودگي قبل از فيلتراسيون، يا آنتي

 سلولهايتوپهاي سطحي بر روي  گاما ـ گلوبولين كه با اپي
، اما ممكن است بقيه )كشت داده شده واكنش متقاطع دارند

 TGF-βفي فيزيولوژيكي از قبيل هاي رشد من تنظيم كننده
غيرفعال سازي توسط حرارت كمپلمان را از سرم . باشند

حذف كرده و فعاليت سيتوتوكسيك ايمنوگلوبولين را بدون 
پپتيدي آسيب برسد، كاهش  اين كه به فاكتورهاي رشد پلي

دهد، اما همچنين ممكن است بعضي از اجزاء سازنده  مي
ميشه همانند سرم تيمار نشده ناپايدار هم از بين رفته و ه

  . باشد بخش نمي رضايت
  

  انتخاب محيط كشت و سرم
  شرح داده شده6-3جدول  محيط كشتي كه در 12تمام 

. اند هاي سلولي خاص تكامل يافته  براي حمايت از ردهاست
 يا L929هاي   براي سلول بسياري از اين محيط هاي كشت

HeLaاند و   تكامل پيدا كردهHam’s F12هاي   براي سلول
 طراحي شده است؛ مشخص (CHO)تخمدان هامستر چيني 

 MEM  وRPMI 1640 ،DMEMشده است كه 
 از فروش 75%هاي كشت بوده و حدود  ترين محيط معروف
. دهند هاي سازنده محيط كشت را تشكيل مي شركت

 از كل فروش را 5%هاي ديگر به ندرت بيش از  فرمولاسيون
  . شوند شامل مي

  
   

  
  آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده در كشت بافت:6-4جدول 
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   اجزاء تشكيل دهنده سرم:6-5جدول 

  

  
  

 با افزايش دامنه و غلظت اجزاي MEMمحيط كشت 
براي .  تكامل يافته استBMEتشكيل دهنده محيط كشت 

 بيشترين استفاده Eagle’s MEMساليان درازي، محيط كشت 
 DMEMمحيط كشت . داشتهاي كشت  را در بين محيط
هاي موش در مطالعات ترانسفورماسيون و  براي فيبروبلاست

  در اين محيط كشت غلظت. تكثير ويروس بوجود آمد
ها چهار برابر و براي   اسيدهاي آمينه دو برابر، غلظت ويتامين
HCO3 رسيدن به خاصيت بافري بهتر غلظت 

دو  CO2و -
  اراي دαMEM. باشد  ميMEMبرابر محيط كشت 

همچنين نوكلئوزيدها و  ها اضافي و  اسيدهاي آمينه و ويتامين
اين محيط كشت براي انواع مختلفي از . باشد اسيدليپوئيك مي

  .شود هاي خونساز استفاده مي ها از قبيل سلول سلول
 Ham’s F12هاي   براي كلون كردن سلولCHO در سرم كم 

ه طور همچنين اين محيط كشت ب. توسعه پيدا كرده است
هاي كلونوژنيك و كشت اوليه  اي مخصوصاً براي آزمون گسترده

   با Ham’s F12همچنين محيط كشت . شود استفاده مي
 تركيب شده 50:50 به نسبت حجمي DMEMمحيط كشت 

هاي بالا و يك دامنه وسيع از اجزاء به  تا يك سازش ميان غلظت
ه هاي اولي تركيب حاصل براي بسياري از كشت. وجود آيد
هاي سلولي سخت رشد و به عنوان محيط كشت پايه  بيشتر رده

  . شود هاي كشت بدون سرم استفاده مي براي محيط
 و CMRL1066 ، M199  كشت هايمحيط

Waymouthهاي   همگي براي رشد سلولL929 در يك 
اند اما به صورت تنها و يا  محيط كشت فاقد سرم بوجود آمده

 F12 يا DMEMز قبيل هاي كشت ديگر ا تركيب با محيط
هاي كشت  محيط. شوند تر استفاده مي براي انواع شرايط سخت

RPMI 1640 و Fischerهاي لنفاوي   براي سلول- 
هاي لنفوماي   براي سلولFischerمخصوصاً محيط كشت 

L5178Y كه فولات را به ميزان زياد نياز دارند ـ بوجود 
م اين كه  عليرغRPMI 1640خصوصاً محيط كشت . اند آمده

هاي سوسپانسيون طراحي شده و فاقد كلسيم  براي كشت
باشد، داراي موارد مصرف كاملاً گسترده، اغلب براي  مي

 براي ايجاد L15محيط كشت . باشد هاي چسبنده مي سلول
HCO3خاصيت بافري در غياب 

.  طراحي شده استCO2 و -
اغلب به اين دليل اين محيط كشت بعنوان يك محيط كشت 

اما با ابداع . شود الي و محيط كشت اوليه استفاده ميانتق
HEPES و مشخص شدن اين كه اغلب HCO3

 CO2 و -
باشد، از ارزش آن كاسته  براي رشد سلولي بهينه مورد نياز مي

  . شد
معمولاً اطلاعات در مورد انتخاب محيط كشت مناسب براي 

جود باشد و يك نوع سلول، در مقالاتي كه در مورد آن سلول مي
. توان اطلاعاتي را از منبع سلول به دست آورد همچنين مي. دارد
 اطلاعاتي در مورد ECACC و ATCCهاي سلولي مثل  بانك
هاي سلولي موجود  هاي كشت مورد استفاده براي رده محيط

  توان از فراهم ساخته و همچنين اينگونه اطلاعات را مي
توان  صورت ميدر غير اين . هاي آنها به دست آورد  وب سايت

اي  محيط كشت را به صورت تجربي يا با آزمايشات مقايسه
  . چندين محيط كشت، همانند انتخاب سرم مشخص كرد

، HeLaهاي  مثل سلول(هاي سلولي پيوسته  بسياري از رده
L929 ،BHK21 (هاي انساني،  هاي اوليه فيبروبلاست كشت

رچشمه گرفته هاي سلولي كه از آنها س جوندگان و ماكيان  و رده
توان بر روي يك محيط كشت نسبتاً ساده از قبيل  را مي
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Eagle’s MEM كه با سرم گوساله تكميل شده است 
وقتي قرار است يك فعاليت اختصاصي بيان شود . نگهداري كرد

ها در دانسيته بذرافشاني پايين مثلاً در  يا زماني كه سلول
كن است به مم) >mL103×1/(د نشو كلونينگ واكشت داده مي

اغلب شرايط كشت . هاي كشت پيچيده نياز باشد محيط
هاي كشت پيچيده نياز دارد، همچنين به جاي  تر به محيط سخت

سرم گوساله يا اسب به سرم جنين گاو احتياج دارد، مگر اين كه 
  . فرمولاسيون اجازه حذف سرم را بدهد

بعضي از پيشنهادها براي انتخاب محيط كشت و چندين 
هاي كشت مورد استفاده براي آنها   از انواع سلولي و محيطنمونه
اگر اطلاعات در دسترس .  آورده شده است6-6جدولدر 

هاي كشت  نباشد، يك آزمايش رشد سلولي ساده با محيط
تواند در حدود دو هفته انجام   ميدار هاي چاهك موجود و پليت

ختصاصي  ا گيري بيان فعاليت سنجش رشد كلونال و اندازه. گيرد
ممكن است شما . ممكن است انتخاب را محدودتر سازند

تعجب كنيد كه چرا بهترين شرايط شما با شرايطي كه در 
باشد؛ به دليل تغييرات در تهيه يا  مقالات وجود دارد موافق نمي

هاي موجود در مواد و آب و  تغيير شركت سازنده، ناخالصي
با يط مشابه  سرم ممكن است ايجاد شرا،هاي تفاوت بين بچ

رود كه هر چقدر  انتظار مي. اي ديگر مشكل باشدآزمايشگاهه
نياز به سرم كاهش يافته و خلوص مواد افزايش يابد، 

  . هاي كشت بهبود پيدا كند استانداردسازي محيط
نهايتاً ممكن است شما در انتخاب محيط كشت يا سرم به 

ي كشت ها محيط. دليل هزينه آنها مجبور باشيد مصالحه كنيد
سازي  آماده. باشند هاي تجاري موجود مي قابل اتوكلاو از شركت

هاي كشت از پودر ساده بوده و براي بسياري از  اين محيط
ممكن است لازم . باشد هاي سلولي پيوسته مناسب مي سويه

ها با گلوتامين  هاي كشت براي اكثر سلول باشد كه اين محيط
وقتي كه راندمان . رندتكميل شده و معمولاً به سرم نياز دا

  باشد هزينه سرم بايد براساس حجم سلولي مهم نمي
 محيط كشت محاسبه شود اما اگر هدف توليد مقادير زيادي از 

. باشد، بايد هزينه سرم برحسب سلول محاسبه شود ها مي سلول
  تاB و در سرم mL106/ تا Aبنابراين اگر يك كشت در سرم 

 mL /106×2 رشد كند، سرم Bشود رزانتر مي ا .  
رسد، مخلوط كـردن آن       اگر سرم جنين گاو ضروري به نظر مي       

اين امر ممكـن اسـت بـه شـما          . با سرم گوساله را آزمايش كنيد     
در . تـر را كـاهش دهيـد        امكان دهد كه غلظت سرم جنيني گران      

صورتي كه بتوانيد، سرم را به طور كامل حذف كرده يـا غلظـت         
  . ولاسيون بدون سرم استفاده كنيدآن را كاهش داده و از يك فرم

 
  ذخيره بچ

هاي سرم قابل  ممكن است تغييرات قابل توجهي ميان بچ
هاي مختلف تهيه و  اين تغييرات از روش. انتظار باشد

سازي و سني مختلف و تغييرات  استريليزاسيون، شرايط ذخيره

در استوكهاي حيواني كه سرم از آنها بدست آمده، شامل 
اي، آب و هوا و شرايط  هاي تغذيه ف و تفاوتنژادهاي مختل

وقتي يك بچ انتخاب شد، آن را در طي . باشد محيطي ديگر مي
ترين زمان ممكن مصرف كرده و نهايتاً آن را با يك  طولاني
  . نيدامكان مشابه بچ اوليه باشد جايگزين ك اي كه تا حد نمونه

ها خيلي  باشد، زيرا بچ استانداردسازي سرم مشكل مي
 ذخيره شود، -C20°باشند و يك بچ كه در دماي  متفاوت مي

نوع سرمي را كه براي كار . فقط در حدود شش ماه دوام دارد
هايي را از تعداد  باشد، انتخاب كرده و بچ شما مناسب مي

هاي توليد كننده  اغلب شركت. هاي مختلف تهيه كنيد شركت
ر به انتخاب سرم، معمولاً يك بچ را ذخيره كرده تا مشتري قاد

به شرطي كه اين كار بيش از سه هفته (ترين نمونه باشد  مناسب
  ). طول نكشد

  
  آزمايش سرم 

كيفيت يك سرم معين توسط شركت تهيه كننده تضمين 
هاي سلولي  شود، اما كنترل كيفيت دقيق معمولاً با يكي از رده مي

، لازم شد اما اگر نيازهاي شما متمايز مي با. شود پيوسته انجام مي
چهار پارامتر . است كه شما خودتان آزمايشات را انجام دهيد

  : اصلي براي آزمايش سرم وجود دارد
 در طي :(plating efficiency)كارايي پليتينگ 

كلونينگ، سلولها در دانسيته پائين بوده و بنابراين در 
 10-100ها را به ميزان  سلول. باشند ترين حالت خود مي حساس

  روز تا دو هفته10ليتر كشت داده و پس از  ليسلول در مي
ها را رنگ كرده و شمارش كنيد و  كلني. ها را بررسي كنيد كلني

و اندازه كلني ) بقاء(در جستجوي اختلافات در كارايي پليتينگ 
ها  اي از غلظت هر سرمي بايد در محدوده. باشيد) تكثير سلولي(

 خواهد كرد كه آيا اين كار آشكار.  آزمايش شود20% تا 2% از 
 باشد، كه در تر به همان اندازه موثر مي يك سرم در غلظت پايين

 ها و افزايش طول عمر بچ جويي در هزينه نتيجه باعث صرفه
شود و هرگونه سميتي را در غلظت سرمي بالا آشكار  مي
  . سازد مي

يك منحني رشد بايد براي هر رشد سلولي در : منحني رشد
زمان دو برابر شدن  ، lag طوري كه دوره هر سرم رسم شود به

يك . را بتوان تعيين كرد)  در فاز سكوندانسيته( اشباع دانسيتهو 
 طولاني دلالت بر اين دارد كه كشت در حال سازگار lagدوره 

باشد، در صورت نياز به مقدار زياد سلول در  شدن با سرم مي
شود، و   ميهاي دو برابر شدن كوتاه ترجيح داده زمان كم، زمان

هاي بيشتري را براي يك مقدار   اشباع بالا، سلولدانسيتهيك 
  . تر خواهد بود معين از سرم فراهم ساخته و اقتصادي

 نقشيها بايد  سلول: حفاظت ازخصوصيات كشت سلولي
را كه شما از آنها انتظار داريد مثلاً به عنوان ميزبان براي يك 

شخص، تمايز ياسلولي م ويروس معين، توليد يك محصول



       كشت سلولهاي جانوري          74   

   انتخاب يك محيط كشت مناسب:6-6جدول  
  

    
  
  

در  را. حساسيت به يك داروي مشخص وبيان يك خصوصيت
  .كنند ايفاسرم جديد 

هاي معروف آزمايش شده و نشان   سرم شركت:استريليتي
هر چند در . باشد ها مي شود كه عاري از ميكرو ارگانيسم داده مي

رم آلوده از مرحله كنترل كيفيت موارد نادري كه يك نمونه س
كند، بايد در غربالگري براي ميكوپلاسما، آلودگي آن  عبور مي

  . آشكار شود
  

  غير فعال سازي حرارتي 

 دقيقه با 30 به مدت C56°سرم با انكوبه شدن در دماي 
سپس ممكن است در مقادير كوچكتر . شود حرارت غيرفعال مي

در ابتدا، حرارت . شود  ذخيره -C20°توزيع شده و در دماي 
هاي ايمني  دادن براي غيرفعال كردن كمپلمان براي سنجش

طراحي شد اما ممكن است اثرات ديگر آن هنوز مشخص نشده 
ادعاي اينكه غيرفعال سازي با حرارت ميكوپلاسما را . باشد

باشد، هر چند تيمار حرارتي  اساس مي كند احتمالاً بي برطرف مي
  . ميكوپلاسماها را كاهش دهدممكن است تيتر بعضي 

  
  هاي ديگر مكمل

هاي بافت و محصولات حاصل از  علاوه بر سرم، عصاره
هاي  هايي براي محيط هضم به صورت سنتي به عنوان مكمل

  .اند شده كشت بافت استفاده مي
  

  هاي اسيد آمينه هيدروليزات
هاي كشت  هايي از تكنيك  بسياري از چنين مكمل

. اند هاي قابل اتوكلاو منشاء گرفته راثميكروبيولوژيكي و ب
باكتوپپتون، تريپتوز و لاكتالبومين هيدروليزات، هضم شده هاي 
  پروتئوليتيك قلب گاو يا لاكتالبومين بوده و حاوي

همچنين . باشند  اسيدهاي آمينه اساسي و پپتيدهاي كوچك مي
ممكن است باكتوپپتون و تريپتوز حاوي نوكلئوزيدها و ديگر 

 بافتي مقاوم به حرارت مثل اسيدهاي چرب و اجزاي
  . ها باشند كربوهيدرات

  
  عصاره جنين 

 روزه 10عصاره جنين يك تركيب يكنواخت خام از جنين 
عصاره . باشد كه با سانتريفوژ كردن صاف شده است جوجه مي

هاي كوچكتر تقسيم شد   به قسمتCahn و Coonخام توسط 
قسمت .  زياد به دست آيدتا قسمت هاي با وزن ملكولي كم يا

هر چند . دهد با وزن ملكولي پايين، تكثير سلولي را افزايش مي
Coon و Cahnها را مشخص   به طور كامل اين قسمت

دهد كه قسمت با وزن ملكولي  نكردند، شواهد اخير نشان مي
كم احتمالاً حاوي فاكتورهاي رشد پپتيدي بوده و قسمت با وزن 

ئوگليكانها و ديگر اجزاء تشكيل دهنده ملكولي بالا حاوي پروت
  . باشند ماتريكس مي

 هاي پلاسما ابتدا به عنوان يك جزء از لختهعصاره جنين در 
براي افزايش مهاجرت سلولي از بافت كشت داده شده استفاده 

  .هاي كشت اندام حفظ شده است شد و در بعضي از تكنيك مي
  

  محيط كشت شرطي
Puck و Marcus هاي با   كشتبقاءكه  مشخص كردند

ها در حضور  توان با رشد دادن سلول  پايين را مي دانسيته
اين اثر احتمالاً به دليل . هاي تغذيه كننده بهبود بخشيد لايه
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تركيبي از تاثيرات به انضمام شرطي كردن بستر و شرطي كردن 
ها و فاكتورهاي رشد در آن  محيط كشت با آزادسازي متابوليت

  نشان دادند كه Konigsberg و Hauschka. مي باشد
شرطي كردن محيط كشت رشد كه براي رشد و تمايز 

باشد به دليل كلاژن آزاد شده توسط  ها ضروري مي ميوبلاست
هاي تغذيه كننده  استفاده از لايه. باشد هاي تغذيه كننده مي سلول

هاي جنيني يا  و شرطي كردن محيط كشت با فيبروبلاست
ر يك روش با ارزش براي كشت دادن هاي سلولي ديگ رده

   . باشد هاي سخت رشد مي سلول

  هاي فعال از هايي براي جداسازي قسمت تلاش
 محيط كشت شرطي . محيط كشت شرطي انجام گرفته است

حاوي هم اجزاء ماتريكس تغيير دهنده بستر شبيه كلاژن، 
فيبرونكتين و پروتئوگليكانها و هم فاكتورهاي رشدي از قبيل 

، فاكتورهاي رشد ) و غيرهFGF( باند شونده به هپارين گروه
 و چندين نوع ديگر به II  ،PDGF)  و(IGF-Iشبيه انسولين 

اي كه قبلاً پيشنهاد شده بود،  هاي واسطه اضافه متابوليت
هر چند محيط كشت شرطي تركيبات نامشخص را به . باشد مي

 دهنده محيط كشت افزوده و بايد بعد از  اينكه اجزاء تشكيل
  .شدند، برطرف گردندفعال مشخص 

 



 



  
  فصل هفتم

 
 
  
  

  هاي كشت بدون سرم محيط
  
  
  
  

 لازم است كه سلوليهاي  هر چند هنوز هم براي اكثر رده
محيط كشت رشد آنها با سرم تكميل شود، امروزه در بسياري از 

 فاقد سرم  محيط هاي كشتها در  موارد امكان تكثير كشت
استانداردسازي محيط هاي كشت در ) 1نياز براي . وجود دارد

تهيه محيط هاي كشت اختصاصي براي ) 2ن آزمايشگاه ها بي
حذف محصولات طبيعي متغير، ) 3انواع سلولهاي اختصاصي و 

، M199منجر به توسعه محيط هاي كشت پيچيده تر از قبيل 
CMRL 1066 ،NCTC109 ،Waymouth’s MB 

572/1 ،NCTC135 و Birch و  Pirt براي سلولهاي 
   كشت رشد كلونالفيبروبلاست موشي و محيط هاي

 Ham’s F10 و  F12 براي سلولهاي تخمدان هامستر 
همچنين محيط هاي كشت فاقد سرم .  شده است(CHO)چيني

در حالي كه در  . توسعه پيدا كرده استHeLaبراي سلولهاي 
هاي سلولي پيوسته به شرايط بدون سرم ممكن  سازگاري رده

محيط هاي اي از انتخاب وجود داشته باشد،  است يك درجه
   بر پايه محيط هاي كشت، MCDB سري  كشت

 Sato’s DMEM/F12 ديگر بر پايه  محيط هاي كشت و 
RPMI 1640توان در صورتيكه تغييرات  اند كه مي  ثابت كرده

هاي كشت ايجاد شود، سرم  غذايي و هورموني مناسب در محيط
را بدون هيچگونه سازگاري سلولي آشكاري كاهش داده و يا 

ها شرايط انتخابي را براي كشت  همچنين اين محيط. ردحذف ك
هاي  فرمولاسيون. سازد اوليه انواع سلولي خاص فراهم مي

هاي  براي كشت فيبروبلاست) MCDB 110مثل (اختصاصي 
هاي نرمال و نئوپلاستي موشي و  انساني، بسياري از سلول

هاي اوليه در  انساني، لنفوبلاستها و چندين نوع مختلف كشت
ياب سرم كه در چندين مورد مقداري پروتئين به آنها اضافه غ

 ، هاي كشت امروزه اين محيط. شده است، به وجود آمده است
ها را شامل شده و بسياري از  محدوده وسيعي از سلول

   . باشند هاي كشت به صورت تجاري موجود مي محيط
  معايب سرم 

  : شدبا استفاده از سرم در محيط كشت داراي معايبي مي

ي  اجزاي اصلي تشكيل دهنده :تغييرپذيري فيزيولوژيكي )1
 د امانباش سرم از قبيل آلبومين و ترانسفرين شناخته شده مي

باشد كه  ي وسيعي از اجزاي جزئي مي سرم حاوي محدوده
اي بر روي رشد سلولي  ممكن است تأثير قابل ملاحظه

نه، اسيدهاي آمي(اين اجزاء شامل مواد مغذي . داشته باشند
، فاكتورهاي رشد پپتيدي، )نوكلئوزيدها، قندها و غيره

باشد كه غلظت و  دها مييها، مواد معدني و ليپ هورمون
 .  به طور كامل مشخص نشده استهافعاليت آن

 :(shelf life and consistency)نيمه عمر و پايداري  )2
سرم از يك بچ به بچ ديگر متفاوت بوده و در بهترين 

قي مانده اما ممكن است در طي اين شرايط يك سال با
بنابراين بايد با بچ مشابه ديگر كه هرگز . مدت خراب شود

  . همانند بچ اول نخواهد بود، جايگزين گردد

هاي سرم لازم است كه  براي تغيير بچ :كنترل كيفيت )3
آزمايشات وسيعي صورت گرفته تا اطمينان حاصل شود كه 

اين كار .  قبلي داردسرم جايگزين بيشترين تشابه را با بچ
رشد، كارايي پليتينگ و (تواند شامل چندين آزمايش  مي

هاي سلولي مختلف  تعدادي از رده) هاي اختصاصي فعاليت
 . باشد

در صورت استفاده همزمان از چندين نوع : اختصاصيت )4
 نياز تفاوتبه يك بچ مسلول سلول، ممكن است هر نوع 

 بچ به طور همزمان اي كه بايد چندين داشته باشد به گونه
هاي  كشت توام انواع سلول. داري شود به صورت ذخيره نگه

  . مختلف، حتي مشكل را از اين هم بيشتر خواهد كرد

گاهي اوقات به دليل خشكسالي در نواحي  :دسترسي )5
پرورش گاو، انتشار بيماري در ميان گاوها يا به دلايل 

 مروزها. اقتصادي يا سياسي، تهيه سرم محدود خواهد شد
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   نمونه هايي از فرمولاسيون هاي محيط هاي كشت فاقد سرم:7-1جدول 
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  )ادامه( نمونه هايي از فرمولاسيون هاي محيط هاي كشت فاقد سرم:7-1جدول 
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  )ادامه( نمونه هايي از فرمولاسيون هاي محيط هاي كشت فاقد سرم:7-1جدول 

  

  

  

بوده و احتمالاً بيش از ميزان تقاضا براي سرم رو به افزايش 
قادر توليد خواهد شد مگر اينكه اكثر مصرف كنندگان تجاري 

در حالي كه .  فاقد سرم باشند محيط هاي كشتبه   به سازگاري
يك آزمايشگاه تحقيقاتي متوسط ممكن است در طول سال 

 ليتر سرم مصرف كند، يك آزمايشگاه بيوتكنولوژي 200-100
ن مقدار و يا بيشتر را در عرض يك هفته تواند اي تجاري مي
  . مصرف كند

 (downstream processing):وري پايين دستي آفر )6
حضور سرم براي افرادي كه خواهان بازيابي محصولات سلولي 

سازي بوده و حتي ممكن  باشند، يك مانع بزرگ براي خالص مي
 . است پذيرش محصول به عنوان دارو را محدود كند

باشد كه ممكن  ها آلوده مي اغلب با ويروس ،سرم :آلودگي )7
است اكثر آنها براي كشت سلولي مضر باشند اما يك فاكتور 

. كنند ناشناخته اضافي، خارج از كنترل اپراتور را ارائه مي
هاي استريل  خوشبختانه اصلاحات به وجود آمده در تكنيك

كردن سرم، خطر عفونت ميكوپلاسمايي را از سرم بسياري 
هاي توليد كننده معتبر بر طرف كرده است، اما  از شركت

عليرغم ادعاهايي كه در مورد فيلترهاي جدا كننده 
تواند براي آلودگي  ها وجود دارد اين موضوع نمي ويروس

  . ويروسي تضمين شود
به دليل خطر انتشار انسفالوپاتي اسفنجي شكل گاوي 

(Bovine Spongiform Encephalitis) ،در ميان گاوها 
هاي سلولي و سرم حمل شده به ايالات متحده يا استراليا  شتك

نيازمند اطلاعاتي در مورد كشور مبداء و شماره بچ سرم 
احتمالاً سرم حاصل از گاوها در نيوزلند داراي كمترين . باشد مي

هاي يافت  باشد، چون بيشتر ويروس آلودگي ويروسي دروني مي
ي در نيوزلند يافت شده در گاوهاي اروپايي و آمريكاي شمال

  .شوند نمي
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   نمونه هايي از محيط هاي كشت فاقد سرم؛ محيط هاي كشت پايه تكميل شده:7-2جدول 

  

  
ي  سرم علاوه بر فعاليت افزايش دهنده :هاي رشد بازدارنده )9

رشد، داراي فعاليت بازدارنده رشد هم بوده و هر چند 
باشد،  تر مي فعاليت تحريك كننده رشد آن معمولاً برجسته

بيني از هر دو  اثر خالص سرم يك تركيب غيرقابل پيش
در حالي كه . باشد  مي كنندگيگي و تحريكفعاليت بازدارند

ها   براي فيبروبلاستPDGFممكن است موادي مانند 
توانند سيتواستاتيك  باشد، اجزاي ديگر سرم مي ميتوژن 

 هيدروكورتيزون كه در سرم جنيني در غلظت حدود . باشند
M

سازي با سرم   به عنوان يك عيب غني  هزينه،اغلب :هزينه )8
يقيناً قسمت اعظم هزينه يك بطري محيط كشت . باشد مي

ي اجزاي   برابر هزينه10بيش از (باشد  مربوط به سرم مي
اما اگر سرم با اجزاي شناخته شده ) ايييتشكيل دهنده شيم

جايگزين شود، هزينه اين اجزا هم به اندازه هزينه سرم بالا 
هر چند با افزايش تقاضا براي موادي مثل . باشد مي

ترانسفرين، سلنيوم، انسولين و غيره، احتمالاً با افزايش 
 بدون  اي كشتمحيط هتر آمده و  حجم فروش، هزينه پايين

يل ها از قب  وجود دارد، براي انواع زيادي از سلول10-8  . تر خواهد شد سرم ارزان
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هاي سلولي بالا  تهيسريه در دانگليا و بافت پوششي 

رود كه ممكن است در  گمان مي(باشد  سيتواستاتيك مي
 كه از TGF-βو ) هاي سلولي پايين ميتوژنيك باشد تهيسدان

هاي پوششي  شود، براي اكثر سلول ها آزاد مي پلاكت
  .  باشد سيتواستاتيك مي

استاندارد سازي دستوركارهاي  :استاندارد سازي )10
 توليدي به دليل تغييرات بچ به بچ در سرم، آزمايشگاهي و

 آزمايشگاههايهاي مختلف و هم در بين  هم در زمان 
  . باشد مختلف مشكل مي

  
   بدون سرم  محيط هاي كشتهاي  مزيت

تمام مشكلات بالا را مي توان با حذف سرم و محصولات 
 بدون سرم  محيط هاي كشتبعلاوه . حيواني ديگر برطرف كرد

  : ي دارنددو مزيت اصل
  انتخابي  محيط هاي كشت )1

  هاي عمده كنترل بر روي فعاليت يكي از مزيت
 فاقد سرم ايجاد  محيط هاي كشت افزايش دهنده رشد كه در 

شده، توانايي ايجاد يك محيط انتخابي براي يك نوع سلول 
توان مشكل دراز مدت رشد بيش از  اكنون مي. باشد مشخص مي

   و پوست،پستانهاي  اي را در كشت هاي زمينه حد فيبروبلاست
.  به طور موثر كنترل كردMCDB 170 &153با استفاده از 

ها و  ها را در غياب فيبروبلاست توان ملانوسيت مي
ها كشت داد و ممكن است بتوان با انتخاب فاكتور  كراتينوسيت

رشد يا گروهي از فاكتورهاي رشد صحيح، نژادهاي مجزا و 
  . هاي خونساز را انتخاب كرد سلولحتي مراحل تكامل در 

 تنظيم تكثير و تمايز )2
توانايي انتخاب يك نوع سلول اختصاصي را افزايش داده، 
بعد از تكثير لازم كشت، امكان تغيير از يك فاكتور رشد يه يك 

اي از فاكتورها را افزايش داده و سپس  فاكتور تمايز يا مجموعه
 تعداد بيشتري از ممكن است كشت تكثير داده شود تا يك يا

  . عملكردهاي اختصاصي را انجام دهد
  

  هاي فاقد سرم  معايب كشت
رسد هر نوع سلول به  به نظر مي :هاي كشت د محيطتعد )1

يك دستورالعمل متفاوت نياز داشته و ممكن است نيازهاي 
هاي تومورهاي بدخيم در بين تومورهاي مختلف و  كشت

هر چند ممكن . شدحتي در يك گروه از تومورها متفاوت با
است اين درجه از اختصاصيت، مزيتي براي جداسازي انواع 

هاي خاص باشد، اين امر مشكلي براي  سلول
هاي سلولي با چندين منشاء مختلف  آزمايشگاههايي كه رده

  . كند كنند، ايجاد مي را نگهداري مي
متاسفانه، انتقال به شرايط بدون سرم، هر  :انتخابي بودن )2

رسد ساده  باشد اما آنقدر هم كه به نظر مي يچند مطلوب م

  يكهاي كشت  ممكن است بعضي از محيط. باشد نمي
 را انتخاب كرده كه نمونه (sub-lineage) زير دودمان 

باشد و حتي ممكن است در  تيپيك تمام جمعيت نمي
هاي سلولي پيوسته هنوز به چندين درجه از انتخاب نياز  رده
هاي  مثلاً سلول( مختلف تكامل ها در مراحل سلول. باشد

ممكن است ) ساز متعهد شده هاي پيش بنيادي در برابر سلول
هاي مختلفي را مخصوصاً از لحاظ فاكتور رشد  فرمولاسيون

 . و اجزاي سيتوكين نياز داشته باشند
براي حذف سرم لازم است كه ميزان : خلوص معرف )3

ملاً  وسايل كاهها و آب و همچنين تميزي هم خلوص معرف
بالا باشد، چون حذف سرم باعث رفع فعاليت ضد سمي و 

اي شده كه ممكن است بعضي از  محافظت كننده
شك بر طرف  در حالي كه بي. هاي سرم داشته باشند پروتئين

كردن اين فعاليت مطلوب است، ممكن است بر حسب 
  . منابع هميشه قابل اجرا نباشد

 بدون سرم هاي كشت اغلب رشد در محيط :تكثير سلولي )4
 تكثير  هاي سلولي متناهي تر بوده و در مورد رده آهسته

  . پذيرد كمتري صورت مي
هاي فزاينده، دسترسي به  عليرغم پيشرفت :دسترسي )5

هاي كشت بدون سرم كه به طور صحيح كنترل  محيط
 محصولات گرانتر از ،اند كاملاً محدود بوده و اغلب شده

 . باشند محيط كشت مرسوم مي
  

  يني سرمجايگز
  فاكتورهاي ضروري موجود در سرم شامل

  . فاكتورهاي اتصال از قبيل فيبرونكتين )1
كه رشد و PDGF ، TGF-βپيپتيدهايي از قبيل انسولين،  )2

 . كنند تمايز را تنظيم مي
ها،  مواد مغذي ضروري از قبيل مواد معدني، ويتامين )3

 . هاي واسطه اسيدهاي چرب و متابوليت
 تيزون، استروژن و رن، هيدروكوها مثل انسولي هورمون )4

تري يدوترونين كه انتقال غشايي، وضعيت فنوتيپي و اجزاي 
 . كنند تشكيل دهنده سطح سلولي را تنظيم مي

 
  واكشت بدون سرم 
ي كه سرم از محيط كشت حذف  وقت:فاكتورهاي اتصال

 ممكن است كه لازم باشد سطح رشد پلاستيكي را با شود، مي
 ) 5-1 (µg/mLيا لامينين ) µg/mL)50-25فيبرونكتين 

تيمار كرده يا آنها را به صورت مستقيم به محيط كشت اضافه 
 مشخص شده است كه پيش تيمار پلاستيك با . كرد
هاي ديپلوئيد   زيستايي فيبروبلاست)mg/mL)1ليزين   - الپلي

  . دهد انساني را افزايش مي
ين،  بعد از واكشت توسط تريپس:هاي پروتئاز بازدارنده

 مهارافزودن سرم هرگونه فعاليت پروتئوليتيك باقيمانده را 
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هاي پروتئاز از  بنابراين بايد بعد از واكشت، بازدارنده.  مي كند
 آپروتينين mg/mL1/0 قبيل بازدارنده تريپسين سويا يا

(aprotinin) هاي كشت بدون سرم اضافه شود به محيط .
ي از پروتئازها ا سين خام مخلوط پيچيدهپهمچنين چون تري

هاي متفاوتي  باشد، ممكن است بعضي از آنها به بازدارنده مي
 كه از تريپسين شود ز داشته باشند، بنابراين ترجيح داده مياني

). Sigma از شركت IIIمثلاً گريد (خالص استفاده شود
ها را با  توان براي خارج كردن تريپسين، سلول همچنين مي

 امكان دارد كه بتوان پروناز را با .سانتريفوژ كردن شستشو داد
رقيق كردن در شرايط فاقد سرم بدون خنثي سازي، غيرفعال 

  . كرد
ها در محيط   وقتي كه سلول:تريپسين و پروتئازهاي ديگر
تر  ها شكننده شوند، چون سلول كشت بدون سرم تريپسينه مي

باشند، ممكن است به تريپسين كريستاله خالص شده نياز  مي
 كاهش  د تا آسيبن سرد شوC4°لازم باشد كه تا دماي بوده و 

ها با  منابع ديگر پروتئاز در دسترس بوده تا از تماس سلول. يابد
  تريپسين خوكي . محصولات حيواني جلوگيري شود

 از TrypZean (خالص شده ممكن است با تريپسين نوتركيب
 ) Invitrogen از شركتTrypLETM وSigma شركت 

همچنين پروتئازهاي غيرپستانداران هم موجود . جايگزين شود
 Sigma). از AccumaxTM يا AccutaseTMمثل (باشد  مي

پروناز، ديسپاز و كلاژناز، پروتئازهاي باكتريايي بوده كه با 
شوند و ممكن است براي  هاي تريپسين خنثي نمي بازدارنده

سازي  امكان غيرفعال. حذف آنها از سانتريفوژ استفاده شود
  ناز با رقيق كردن وجود دارد بدون اينكه نيازي بهپرو

پروناز بسيار موثر .  خنثي سازي آن در شرايط بدون سرم باشد
ها سمي است؛ ديسپاز و كلاژناز  است اما براي بعضي از سلول

تليال سوسپانسيون تك سلولي  هاي اپي در صورت وجود سلول
  . نخواهند داد

  
  ها  هورمون

شوند  جايگزيني سرم استفاده ميهايي كه براي  هورمون
، انسولين با ng/mL50) سوماتوتروپين(شامل هورمون رشد 

 كه كارايي پليتينگ را در تعدادي از انواع U/mL10-1غلظت 
دهد و هيدروكورتيزون كه كارايي  هاي مختلف افزايش مي سلول

هاي گليا و فيبروبلاست را زياد كرده و براي  كلونينگ سلول
هاي اپيدرمي و تعداد ديگري از  ينوسيتنگهداري كرات

 Sato و Barnes. باشد هاي اپي تليال ديگر لازم مي سلول
 براي (T3) از تري يدوتيرونين pM10اند كه  نشان داده

به عنوان مكمل ضروري بوده ) كليه سگ (MDCKهاي  سلول
مشخص . و همچنين براي اپي تليوم ريه هم استفاده شده است

ات مختلفي از استروژن، آندروژن يا شده است كه تركيب
، nM10پروژسترون با هيدروكورتيزون و پرولاكتين در حدود 

  . تليوم پستان مورد نياز مي باشد براي نگهداري اپي

هاي ديگر كه داراي  مشخص شده است كه هورمون
مثل باشند  معمولاً وابسته به سلول ميهايي بوده كه  فعاليت
ي با ملانوما(FSH) وليكول هاي تحريك كننده ف هورمون
احتمال دارد كه . در جايگزيني سرم موثر مي باشند B16موشي 

هاي  پپتيدهاي تحريك كننده رشد و هورمون بين تعدادي از پلي
. هاي مشابه وجود داشته باشد پيپتيدي شناخته شده توالي

ها يا  همچنين ممكن است فراوري تعدادي از پروتئين
هاي پيپتيدي فعال با عملكردهاي  واليپيپتيدهاي بزرگ، ت پلي

  . كاملاً متفاوت ايجاد كند
  

  فاكتورهاي رشد 
 in vitro است در  پتيدهايي كه مشخص شدهخانواده پلي پ
 اكنون كاملاً گسترده بوده و شامل ،باشند ميتوژنيك مي

، FGF)شامل خانواده (فاكتورهاي رشد باند شونده به هپارين 
EGF ،PDGF ،IGF-I و IGF-IIباشد  ها مي  و اينترلوكين

فاكتورهاي رشد . باشند  فعال ميng/mL 10-1كه در محدوده 
ه در سيستم خونساز فعال ها به جز آنهايي ك و سيتوكين

فاكتور . عمل مي كنند در دامنه وسيعي اختصاصي باشند، مي
 فعاليت با ن علاوه بر نشان داد(KGF)رشد كراتينوسيت 

، تكثير و تمايز را در اپي تليوم هاي اپيدرمي كراتينوسيت
 (HGF)فاكتور رشد هپاتوسيت . كند پروستات تحريك مي

ها ميتوژن بوده، براي توبولهاي  علاوه بر اينكه براي هپاتوسيت
ها به دليل  فاكتورهاي رشد و سيتوكين. باشد كليه مورفوژنيك مي

اينكه توليد آنها موضعي بوده و همچنين دامنة محدودي دارند، 
اغلب آنها به صورت فاكتورهاي . كنند ختصاصي عمل ميا

و در ) هاي مجاور موثر بوده بر روي سلول(پاراكراين عمل كرده 
  . شوند گردش خون وارد نمي
هاي  با همديگر يا با هورمونممكن است فاكتورهاي رشد 

 و F2αديگر و فاكتورهاي پاراكراين از قبيل پروستاگلاندين 
 يا (synergistically)ت هم افزاينده هيدروكورتيزون به صور

 و 6فعاليت اينترلوكين .  عمل كنند(additively)افزايشي 
 وابسته به A549هاي   بر روي سلولMانكواستاتين 

فعاليت . باشد مي دگزامتازون، يك مشابه هيدروكورتيزون سنتزي 
 heparan] سولفات يك پروتئوگيلكان هپاران به دليل توليد

sulphate proteoglycan (HSPG)]ابتدا نياز به . باشد  مي
 مشاهده شد، اما چون نشان داده FGF با HSPGهپارين يا 

 دخالت TGF-β گليكان در پاسخ سلولي به -βشده است كه 
بعضي از . تر باشد دارد، ممكن است اين پديده عمومي

فاكتورهاي رشد قبل از عمل وابسته به فعاليت يك فاكتور رشد 
در به تنهايي  (bombesin)  بومبزينند، مثلاًباش دوم مي

به فعاليت قبلي و يا و  باشد هاي معمولي ميتوژن نمي سلول
  . ها نياز داردIGFهمزمان انسولين و يا يكي از 
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  )ادامه( فاكتورهاي رشد و عوامل ميتوززا:7-3جدول 
  

    
  

  مواد مغذي سرم 
در دستور كارهاي بدون سرم، آهن، مس و تعدادي از مواد 
معدني وجود دارد، هر چند هنوز در مورد اينكه مواد معدني 

سلنيوم . داردباشند، شواهدي وجود ن تر مورد نياز مي كمياب
(Na2SeO3) به مقدار حدود nM20ها وجود   در اغلب فرمول

سازهاي چربي از  ها و يا پيش رسد براي چربي دارد و به نظر مي
قبيل كولين، لينولئيك اسيد، اتانول آمين يا فسفواتانول آمين 

  . مورد نياز باشد
  

  ها  آمين ها و پلي پروتئين
 يا (BSA)ن سرم گاوي لبوميآهايي از قبيل  وجود پروتئين

 را بقاء رشد سلولي و ،هاي بافتي در محيط كشت، اغلب عصاره
 اما مواد تشكيل دهنده نامشخص را به محيط  دهد، افزايش مي

 عصاره هاي بافتي از قبيل عصاره هيپوفيز .كند كشت اضافه مي
گاو در محيط هاي كشت بدون سرم كراتينوسيت بكار مي رود 

ز فاكتورهاي رشد نوتركيب شناخته شده را اما مي توان بعضي ا
 فاقد اسيد چرب با غلظت BSA . جايگزين آنها كرد

mg/mL10-1ترانسفرين با غلظت حدود . شود  استفاده مي
ng/mL10 به عنوان حامل آهن مورد نياز بوده و همچنين 

پوترسين در غلظت . ممكن است يك نقش ميتوزي داشته باشد
nM100شود  استفاده مي .  

  
  ماتريكس

ها  سازي تعدادي از پروتئين  فراهم،هاي سرم يكي از ويژگي
ا باشد كه پلاستيك را پوشانده و آن ر از قبيل فيبرونكتين مي

 است بستر پلاستيكي با ممكن در غياب سرم. كند تر مي چسبنده
  . ليزين پوشيده شود فيبرونكتين يا پلي

  
  انتخاب محيط كشت بدون سرم 

 از يك محيط كشت بدون سرم، افزايش اگر دليل استفاده
رشد انتخابي يك نوع سلول خاص باشد، بنابراين اين دليل 

 MCDB 153مثلاً (باشد  تعيين كننده نوع محيط كشت مي
تليوم   براي اپيLHC-9هاي اپيدرمي،  براي كراتينوسيت

   ،small-cell براي سرطان ريه HITESبرونش، 
 MCDB 130اگر دليل استفاده از ).  براي آندوتليوم و غيره

محيط كشت بدون سرم فقط به خاطر اجتناب از مصرف سرم 
 يا CHOهاي  هاي سلولي پيوسته از قبيل سلول با رده

هاي   پروتئينحضورهيبريدوماها به منظور كاهش احتمال 
تر   سلولي باشد، انتخاب وسيعي در محصولسرمويروسي يا 

كز يا بانك سلولي وقتي يك رده سلولي از يك مر. باشد مي
 محيط كشت مناسب را پيشنهاد ،معتبر فراهم شود، فروشنده

خواهد كرد و تنها دليل براي تغيير محيط كشت زماني لازم 
هاي ديگر  است كه محيط كشت در دسترس نبوده يا با استوك

در صورت امكان بهتر است كه محيط كشت . ناسازگار باشد
رده سلولي باشد، چون ممكن مطابق با توصيه مركز فراهم كننده 

است اينكار تنها راه براي اطمينان از اين باشد كه رده سلولي 
  . دهد هاي اختصاصي خود را بروز مي ويژگي
  هاي كشت بدون سرم تجاري موجود  محيط

هاي كشت بدون سرم را  در حال حاضر، چند شركت محيط
  از قبيل  هاي كشت تعدادي از اين محيط. سازند مي
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MCDB 131هاي اندوتليال و   براي سلولLHC-9 براي  

باشند، در  اپي تليوم برونش داراي فرمولاسيون تعريف شده مي
 براي CHO-S-SFMهاي كشت مثل  حالي كه بقيه محيط

هاي   براي سلولCHO-K1 و Opti-MEMهاي  سلول
هاي  تعدادي از محيط. هاي اختصاصي دارند خونساز، فرمول

ماها زماني كه تشكيل محصول عاري كشت براي كشت هيبريدو
اند اما بقيه  هاي سرمي اهميت دارد ساخته شده از پروتئين

هاي ديگر قابل استفاده  هاي كشت براي انواع سلول محيط
هاي  در حالي كه در مقالات مواردي از استفاده محيط. باشد مي

هاي اختصاصي وجود دارد،   براي انواع سلوليكشت اختصاص
هاي تجاري به صورت محرمانه بوده و شما  عملاغلب دستورال

توانيد به پيشنهاد شركت سازنده اعتماد كرده و يا بهتر  فقط مي
هاي كشت را طي چندين واكشت با  است كه تعدادي از محيط

تواند يك روش  مورد دوم مي. هاي خودتان غربال كنيد سلول
 پرهزينه باشد اما اگر شما قصد داريد كه به صورت طولاني

  . باشد  كار كنيد، قابل توجيه مي مدت با سلول
تشخيص كنترل كيفيت كه توسط توليد كنندگان تجاري 

حالت . باشد مهم مي  شود، هاي كشت بدون سرم انجام مي محيط
هايي كه شما  هاي كشت با سلول ل اين است كه محيط آايده

مثلاً محيط كشت رشد (قصد رشد آنها را داريد، آزمايش شوند 
بعضي ). ها آزمايش شود تينوسيت بايد بر روي كراتينوسيتكرا

 و Cambrex ،Cascadeهاي سازنده مثل از شركت
PromoCell،هاي مناسب تست   محيط كشت را با سلول

باشد اما  ند كه باعث اطمينان از كنترل كيفيت صحيح مينك مي
هاي  ها عمل كنترل كيفيت را با رده ممكن است بقيه شركت

ن انجام دهند كه در اين مورد بايد شما كنترل سلولي روتي
كيفيت مربوط به خودتان را قبل از خريداري محيط كشت، 

  . انجام دهيد
  

  هاي سرم جايگزين
تعدادي از محصولات براي جايگزيني همه يا قسمتي از 

تعدادي . هاي كشت معمول به وجود آمده است سرم در محيط
، Ex-cyte (Bayer)از اين محصولات شامل

Ventrex(JRH Biosciences) ،CPSR-
1,2,3(Sigma)،Nu-serum (Becton Dickinson) و 

Biotain-MPS (Cambrex)در حالي كه اين . باشد  مي
اي از ثبات را فراهم سازند كه در  محصولات ممكن است درجه

تواند رخ  ها مي هاي معمول وجود ندارد، هنوز تغيير در بچ سرم
ده محصولات به صورت كامل داده و اجزاي تشكيل دهن

آنها ممكن است به عنوان يك مقياس براي . اند مشخص نشده
يك مقصود خاص يا براي مقاصد تجاري مفيد باشند، اما 

 Nutridoma. باشند هاي كشت بدون سرم نمي جايگزين محيط
(BCL) ،ITS Premix ،TCM ،TCH(ICN) ، 

SIT(Sigma) ،Excell-900 (JRH Biosciences) 

اي بوده كه در جايگزيني سرم به  هاي تعريف شده مكمل
  . كنند صورت كامل يا جزئي كمك مي

هاي  هاي كشت بدون سرم و جايگزين اكنون انتخاب محيط
د كه امكان ندارد براي كارهاي باش ميسرم به قدري وسيع 

بهترين روش، چك . هاي اختصاصي ارائه كرد  توصيه،مشخص
ي سازنده و تهيه محصولاتي ها كردن مقالات، تماس با شركت

تر بوده و غربالگري  كه با توجه به مقالات موجود مناسب
 بقاءمثلاً براي رشد، (باشد هاي خودتان مي لات در آزمونمحصو

  ). هاي اختصاصي يا فعاليت

  

 سازگاري به محيط كشت بدون سرم 

  ، HeLaبسياري از رده هاي سلولي پيوسته از قبيل 
CHO- K1ي موشي ممكن است به رشد در  يا مييلوماها

اين كار شامل يك دوره طولاني از . غياب سرم سازگار شوند
انتخاب يك جزء كوچك از جمعيت سلولي مي باشد، بنابراين 
مهم است كه اطمينان حاصل شود كه ويژگيهاي رده سلولي در 

اگر يك مييلوما . طي اين دوره از انتخاب از دست نرفته باشد
 براي CHOريدوما و يا يك سلول براي تهيه يك هيب

ترانسفكشن استفاده شده باشد، بايد قبل از آميختن يا 
ترانسفكشن، يك رده بدون سرم انتخاب شود تا خطر از دست 

  .رفتن ويژگيها در طي انتخاب به حداقل برسد

معمولاً سازگاري به محيط كشت بدون سرم در طي چندين 
 سرم به تدريج واكشت پشت سر هم انجام مي شود و غلظت

وقتي كه تكثير سلولي پايدار در يك غلظت رخ . كاهش مي يابد
داد، سلولها را در يك غلظت پايين تر واكشت داده تا زمانيكه 
 مجدداً رشد پايدار حاصل شود سپس دوباره سرم رقيق 

در كشت هاي سوسپانسيون اين كار با مانيتورينگ . مي شود
آن رقيق كردن سوسپانسيون تعداد سلولهاي زيستا و بر اساس 

سلولي انجام مي گيرد كه شايد غلظت سلولي حداقل را بالاتر از 
براي كشت هاي تك لايه، غلظت . واكشت معمولي نگه دارد

 ت غلظدرسرم را چند روز قبل از واكشت كاهش دهيد و سپس 
در طي فرايند سازگاري .  سرم واكشت دهيد جديد وپايين

محيط كشت براي جايگزيني سرم با ممكن است لازم باشد كه 
  . فاكتورهاي شناخته شده تكميل شود

  

  هاي كشت بدون سرم تكامل محيط

دو روش اصولي براي تكامل يك محيط كشت بدون سرم 
اولين. براي يك رده سلولي خاص و يا كشت اوليه وجود دارد
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   انتخاب يك محيط كشت فاقد سرم:7-4جدول 
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  )ادامه(ك محيط كشت فاقد سرم انتخاب ي:7-4جدول 
  

    
  

روش اتخاذ يك دستورالعمل مشخص براي يك نوع سلول 
 سرم دياليز شده يا بدون سرم و تغيير اجزاء 10-20%مربوطه، با 

 در حالي كه ،شكيل دهنده به صورت تكي يا گروهي مي باشدت
دهيم، تا اينكه محيط كشت براي نياز  ميزان سرم را كاهش مي

 و همكارانش Hamاين روش توسط . ينه شودخاص شما به
استفاده شده است و به طور كلي شرايط بهينه را فراهم خواهد 

مشخص شود كه يك گروه از تركيبات در كاهش  اگر. ساخت
باشد، ممكن است با حذف  دادن مكمل سازي با سرم موثر مي

 اجزاء تشكيل دهنده فعال تشخيص ،منظم اجزاء سازنده منفرد

هاي اجزاء تشكيل دهنده ضروري   و سپس غلظتداده شده
هاي رشد  هاي رشد و آزمون هر چند اين منحني. بهينه شود

گير و پر زحمت   يك فرايند بسيار وقت،كلونال در هر مرحله
بوده و انتظار اينكه براي تكامل يك محيط كشت جديد براي 

  . باشد يك نوع سلول جديد سه سال صرف شود، غيرمعقول نمي
.  باعث استفاده از روش دوم شدگير روش اول ت وقتماهي

 RPMI 1640هاي كشت موجود از قبيل   محيط در اين روش
 DMEM يا Ham’s F12هاي كشت تركيبي از قبيل  يا محيط

تكميل شده و دستكاري اجزاء تشكيل دهنده به مواد كمتر 
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توان سلنيوم، ترانسفرين،  از جمله مواد اخير مي. شود محدود مي
 بومين، انسولين، هيدروكورتيزون، استروژن، تري يدوتيرونينآل

، EGF ،FGF(اتانول آمين، فسفواتانول آمين، فاكتورهاي رشد 
PDGFها  ، پروستاگلاندين)، مكمل رشد اندوتليال و غيره

)PGE1،PGE2α ( و هر نوع مواد ديگري كه ممكن است رابطه
 است كه معمولاً مشخص شده. خاصي داشته باشد را نام برد

ها ضروري  سلنيوم، ترانسفرين و انسولين براي اغلب سلول
  .باشد در حالي كه نياز به مواد ديگر بيشتر متغير خواهد بود مي

  
   آماده سازي محيط كشت بدون سرم

هاي كشت  هايي براي محيط در حال حاضر دستورالعمل
باشد كه تعدادي از آنها براي انواع  بدون سرم موجود مي

روش ساختن . باشد ي خاص به صورت تجاري ميها سلول
هاي كشت معمول   محيطاهاي كشت بدون سرم مشابه ب محيط
هاي بسيار خالص استفاده شود و بايد  بايد آب و معرف. باشد مي

 +Fe3 يا +Ca2+ ،Fe2هاي  مراقب بود تا از رسوب محلول
 قليايي در حضور pHهاي فلزي در  نمك. جلوگيري شود
وص وقتي كه محيط كشت يا محلول نمكي فسفات، به خص

كنند، بنابراين بايد در محلول  رسوب مي  شود، اتوكلاو مي
نگه داشته شده و ) 5/6زير ( پايين pHها در  استوك كاتيون

آنها را بايد توسط اتوكلاو كردن . بدون فسفات نگهداري شوند
ر ها د شود كه كاتيون اغلب توصيه مي. يا فيلتراسيون استريل كرد

در . آخر بلافاصله قبل از استفاده از محيط كشت اضافه شوند
عموماً به صورت يك  غير اين صورت مواد تشكيل دهنده، 

ها  مواد معدني و ويتامين. شوند سري محلول استوك ساخته مي
 در N HCl1/0، تيروزين، تريپتوفان و فنيل آلانين در 1000×
 در 10×ها  مكن  در آب، 100×، اسيدهاي آمينه ضروري 50×

 در 1000×آب و هرگونه كوفاكتور خاص ديگر، ليپيدها و غيره 
هاي صحيح با هم  آنها را با نسبت. شوند حلال مناسب تهيه مي

 و pHمخلوط كرده و تا غلظت نهايي رقيق كرده و سپس 
  . شود اسمولاليتي چك مي

ها و فاكتورهاي  بهتر است كه فاكتورهاي رشد، هورمون
به صورت جداگانه درست قبل از استفاده از اتصال سلولي 

 كشت اضافه شوند، چون ممكن است لازم باشد كه براي  محيط
  . وفق در شرايط آزمايشگاهي خاص تنظيم شوند

  
  هاي كشت فاقد پروتئين  محيط

اي براي حذف تماس تمام محصولات حيواني  فشار فزاينده
د مواد زيست هاي كشت داده شده مورد استفاده در تولي با سلول

توان به جاي تريپسين از تريپسين  مي. دارويي وجود دارد
مهره استفاده كرد و  نوتركيب يا پروتئاز مربوط به يك جاندار بي

. فاكتورهاي رشد را با فاكتورهاي رشد نوتركيب جايگزين كرد
BSAسازي توسط عواملي از قبيل  توان اغلب با مكمل  را مي

 معدني و فاكتورهاي رشد كه به طور ها، مواد ليپيدها، هورمون
. شوند، جايگزين كرد  متصل ميBSAطبيعي در سرم به 

سازگاري به محيط كشت فاقد پروتئين ممكن است نيازمند 
  . انتخاب بيشتري باشد

  
  نتيجه 

 باشد ولي هر چند ممكن است شرايط بدون سرم مطلوب
 هاي كشت داراي سرم را هرگز سادگي نسبي محيط بي ترديد 

هاي خاص مورد نياز براي استفاده تعدادي از  نداشته و تكنيك
ها و منابعي   تلاشوقت گير بوده وهاي كشت بدون سرم،  محيط

هاي جديد و يا حتي سازگار  سازي دستورالعمل مادهآكه براي 
لزوم استفاده از شود و  هاي موجود صرف مي كردن دستورالعمل

يك نوع سلول كار  با بيش از چند محيط كشت در صورتيكه
هاي كشت  به عنوان موانع قابل توجه در استفاده از محيطشود 

همچنين بدون شك، . باشد بدون سرم در اغلب آزمايشگاهها مي
به دليل نياز به شرايط ثابت و مشخص براي بررسي فرايندهاي 
  تنظيمي كنترل كننده رشد و تمايز، فشار بيوتكنولوژي براي 

زي محصولات و نياز به حذف تمام سا ساده تر كردن خالص
هاي كشت بدون  منابع بالقوه عفونت، درنهايت استفاده از محيط

  . كند تر تحميل مي سرم را در يك مقياس عمومي
  



 



 

 
  فصل هشتم

  
  
  
  

 آماده سازي و استريليزاسيون
 
 
  
  

  آماده سازي معرفها و مواد
هاي مواد شيميايي و شيشه آلات مورد استفاده  همه استوك

. در كشت بافت بايد فقط براي همين منظور به كار برده شوند
حذف مقادير اندك فلزات سنگين يا مواد سمي ديگر مشكل 

. باشد شت قابل آشكارسازي ميبوده و فقط با زوال تدريجي ك
كمتر كشت بافت معمولاً ظروف بكار رفته در هر چند كه 

اي نياز به دقت   اما شستشوي ظروف شيشهكثيف مي شوند
بيشتري دارد و ممكن است به يك دترژنت خاص نياز باشد و 

اي مربوط به مواد  بايد از آلودگي عرضي با ظروف شيشه
 آزمايشگاهها، سلولها را در چون اكثر. شيميايي اجتناب شود

كنند، تاثير بر  هاي پلاستيكي يكبار مصرف تكثير مي فلاسك
هاي چسبنده يك مسئله كم اهميت  روي رشد تك لايه

باشد، با وجود اين هر زمان كه از شيشه براي ذخيره يا  مي
هاي شيميايي در  شود، مسئله آلوده كننده كشت استفاده مي

 باقي مانده و بنابراين ،ها رفهاي كشت يا مع داخل محيط
  .باشد پاكيزگي مطلق ضروري مي

  
  وسايل 

  شيشه آلات
اي  در صورتيكه براي تكثير سلولي از سطوح شيشه

استفاده شود، نه تنها بايد اين سطوح تميز باشند بلكه همچنين 
هاي بازي سوزآور،  دترژنت. بايد داراي بار مناسب هم باشند
لولي نامناسب كرده و بنابراين سطح شيشه را براي اتصال س

 رقيق خنثي كرد، اما H2SO4 يا HClبايد آن را با 
توان به  سطح شيشه را تغيير نداده و ميخنثي هاي  دترژنت

موثرترين روش شستشو به . طور كامل آنها را برطرف كرد
   :باشد صورت زير مي

بايد . اي كثيف خشك شوند اجازه ندهيد كه ظروف شيشه) 1
استريل كننده، مثل هيپوكلريت سديم در آب يك عامل 

اي آلوده وجود داشته  براي جمع آوري ظروف شيشه
  .باشد

a ( براي رفع هر نوع مخاطره زيستي بالقوه و  
b (ها در آب براي جلوگيري از رشد ميكروب  
از دترژنتي استفاده كنيد كه در آب منطقه شما موثر بوده، ) 2

به انتخاب (اشده راحتي شستشو شده و غيرسمي بب
  .)دترژنت در اين فصل رجوع شود

اي مطمئن شويد كه به  قبل از خشك كردن ظروف شيشه) 3
طور كامل در آب شير و آب ديونيزه يا آب مقطر، آبكشي 

  . شده است
اي را وارونه قرار دهيد تا به آساني خشك  ظروف شيشه) 4

  .شوند
 خطر اي را با حرارت خشك استريل كرده تا ظروف شيشه) 5

هاي سمي حاصل از استريليزاسيون  ته نشست پس مانده
  .با بخار به حداقل برسد

روشهاي استريليزاسيون نه تنها براي كشتن 
هاي در حال تكثير، بلكه همچنين براي حذف  ميكروارگانيسم

حرارت مرطوب موثرتر . اسپورهاي مقاوم نيز استفاده مي شود
ن است خطر باقي باشد، هر چند كه ممك از حرارت خشك مي

حرارت خشك . هاي سمي وجود داشته باشد ماندن پس مانده
 به مدت يك C160°شود اما دماي حداقل  ترجيح داده مي

حرارت مرطوب براي مايعات و . باشد ساعت مورد نياز مي
.  دقيقه باشد15-20 به مدت C121°مواد فاسد شدني بايد 

ل از تزريق براي اينكه حرارت مرطوب موثر باشد، بايد قب
يد بخار به محفظه استريليزاسيون اين محفظه تخليه شود يا با

 . ا بخار كاملاً جايگزين شودهوا با جايگزيني رو به پايين ب
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   روشهاي استريليزاسيون:8-1جدول 
 

    
  آماده سازي و استريل كردن - 8-1دستور كار

  اي ظروف شيشه
   
  مواد

ي در دترژنت رقيق هيپوكلريت وقت: ماده ضدعفوني كننده
مثل قرصهاي ( كلر باشد ppm 300شود حداقل داراي  مي

Clorox ،Precept يا Chloros(  
   )  ®Decon يا 7xTMمثل (دترژنت 

  وان براي خيساندن ظروف
  هاي شستشو مخصوص بطري برس

براي جمع آوري ظروف (د زنگ ضسبدهاي از جنس فولاد 
  ) اي شستشو داده شده تا خشك شوند شيشه
  ويل آلومينيوميف

 براي حرارت خشك Alfa Medical(معرفهاي استريليتي 
 فقط براي Thermalogيا استريليزاسيون با بخار، معرفهاي 

  )استريليزاسيون با بخار
 . (Bennet)هاي نشان دهنده حالت استريل  نوار يا برگه

چون درجه حرارت استريليزاسيون در آون بالاتر از اتوكلاو 
نشانگرها يا نوارهاي نشاندهنده استريل بودن در باشد، اين  مي

  اكثر نوارهاي اتوكلاو نيم سوزشده و . كنند اتوكلاو فرق مي
تواند روي آون و يا  مقادير كمي مواد فرار آزاد كرده كه مي

  . اي ته نشين شود حتي ظروف شيشه

 برسد و C160°تواند تا دماي  آون استريليزاسيون كه مي
سنج ثبت كننده و ميله كاوشگر انعطاف پذير ترجيحاً داراي دما

(flexible probe) باشد  

  

  دستور كار

   :اي  جمع آوري و شستشوي ظروف شيشه

اي را در دترژنت   بلافاصله پس از استفاده، ظروف شيشه-1
مهم است كه . حاوي ضدعفوني كننده جمع آوري كنيد

اي قبل از جمع آوري خشك نشوند زيرا در  ظروف شيشه
  .اينصورت تميز كردن آنها بسيار مشكلتر خواهد بودغير 

  . به مدت يك شب در دترژنت بخيسانيد-2

  : شستشو-3

a (اي را با يك برس به صورت  صبح روز بعد ظروف شيشه
  شيردستي يا با ماشين مخصوص برس كنيد، و چهار بار با آب

 ها در چيدن بطري. و سپس سه مرتبه با آب ديونيزه آبكشي كنيد
  .سبد به سريع انجام دادن اين مرحله كمك خواهد كرديك 



  95       استريليزاسيونآماده سازي و/ تم فصل هش

  استريليزاسيون وسايل و تجهيزات:8-2جدول 
 

  
  

b ( آبكشي بوسيله ماشين بايد بدون استفاده از دترژنت صورت
  . پذيرد

 بعد از آبكشي كامل، ظروف را در يك سبد سيمي از جنس -4
د كه دزنگ به حالت وارونه قرار داده و اجازه دهي ضفولاد

  .خشك شوند
  .  در بطريها را با فويل آلومينيومي بپوشانيد-5

  
  :استريليزاسيون ظروف شيشه اي

هاي مربع شكل كوچكي از نوار چسب نشانگر   تكه-1
اي چسبانده و روي آن  استريل بودن را به ظروف شيشه

  .تاريخ را يادداشت كنيد
اي را در يك آون مجهز به فن سركوله   ظروف شيشه-2

تنظيم C160°ده هوا قرار داده و درجه حرارت را در كنن
  . كنيد

  :رسد  ميC160° براي اطمينان از اينكه مركز بار به دماي -3
a ( يك نشانگر استريلتي را در يك بطري در وسط بار

  .قرار دهيد
b (شود،  در صورتيكه از دماسنج ثبت كننده استفاده مي

  . يدسنسور را در يك بطري در وسط بار قرار ده

c ( وسايل را به صورت خيلي تنگ قرار ندهيد و فضاهايي
  .را براي جريان هواي گرم باقي گذاريد

 C160° در آون را ببنديد، چك كنيد كه حرارت تا -4
برسد، قطعه باريكي از نوار كه زمان بر روي آن 
يادداشت شده است را بر روي آون چسبانيده و به مدت 

  . ساعت صبر كنيد يك
ز مدت يك ساعت، آون را خاموش كرده و  پس ا-5

  مي باشد،اجازه دهيد در همان حال كه در آون بسته
بهتر است كه آون را روي زمان سنج خودكار . سرد شود

  . قرار داده تا پس از مدت مورد نظر خاموشي شود
 ساعت استفاده 24-48 در عرضاي را   ظروف شيشه-6

  .كنيد
از نوار كاغذي يا مواد . يد نگه دارآونمواد آلي را دور از 

بندي استفاده نكنيد مگر اينكه مطمئن باشيد كه در هنگام  بسته
ن در توا همچنين مي. كنند  محصولات فرار توليد نمي،گرم شدن

به صورت شل  يا فويلهاي پيچي  بطري را توسط درپوش
 دقيقه 20بست، با نوار چسب اتوكلاو برچسب زد و به مدت 

سپس وقتي كه بطريها سرد . كلاو كرد اتوC121°در دماي 
ها  در طي اتوكلاو كردن درپوش. شدند در آنها را سفت كنيد

  .بايد شل باشند تا امكان ورود بخار به بطري داده شود
  
  اي هاي شيشه پت پي

اي و هم پلاستيكي  هاي شيشه پت در كشت بافت هم از پي
 هستند هاي پلاستيكي داراي اين مزيت پت پي. شود استفاده مي

كه يكبار مصرف بوده و نيازي به شستشو و استريل كردن آنها 
اي ارزانتر بوده اما بايد براي هر بار  هاي شيشه پت پي. نمي باشد

  . مصرف با دقت شستشو شوند
اي در معرض آسيب بوده و  هاي شيشه پت  پي)نكته ايمني

انتهاي لب پريده باعث خطر بريدگي هم براي شخص مصرف 
بنابراين آنها را . شود ها مي پت هم شخص شوينده پيكننده و 

  .دور ريخته يا تعمير كنيد
  

 آماده سازي و استريل كردن  – 8-2دستوركار
  ها پت پي

  
  مواد

هاي استفاده  پت براي جمع آوري پي(پت  سيلندرهاي پي
  )شده

هيپوكلريت كه وقتي در دترژنت رقيق : ضدعفوني كننده
هاي  مثل قرص(اشته باشد  كلر دppm300شود حداقل  مي

Clorox ، Precept يا Chloros (  
  )®Decon يا 7xمثل (دترژنت 
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  استريليزاسيون مايعات:8-3جدول 
  

  

براي جمع آوري و خشك (دزنگ ضسبد از جنس فولاد 
  )هاي شسته و آبكشي شده پت كردن پي

  نشانگرهاي استريليتي 
  پتي جاپي

  برگه يا نوارهاي نشانگر استريل
ن استريليزه كننده مجهز به فن كه قادر باشد تا دماي آو
°C160 برسد، و ترجيحاً داراي دماسنج ثبت كننده دما و 

  .پذيرباشد كاوشگر انعطاف
  دستور كار

  : جمع آوري و شستشو
پت  آب، دترژنت و يك ضدعفوني كننده را در سيلندر پي -1

  .بريزيد
 .قرار دهيدها را بلافاصله پس از استفاده در سيلندر  پت پي -2

a( ها  پت ها را در هود جمع نكرده يا اجازه ندهيد كه پي پت پي
 .خشك شوند

b( ها پي پت هايي را كه براي آگار يا سيليكون)،دافع آب 
استفاده شده اند در همان سيلندر مربوط به ) ضدكف و غيره

هاي  پت ها از پي براي سيليكون. هاي ديگر قرار ندهيد پت پي
هاي آغشته به آگار را  پت ود و يا پييكبار مصرف استفاده ش

هاي  پت پس از استفاده در آب داغ شستشو داده و يا از پي
 .يكبار مصرف استفاده كنيد

 ساعت  2ها را به مدت يك شب يا حداقل  پت پي -3
  .بخيسانيد

 . ها را با هواي فشرده خارج كنيد بعد از خيساندن توپي -4
بالا باشد به ها را به صورتي كه سر آنها به سمت  پت پي -5

 . پت شو انتقال دهيد دستگاه پي



  97       استريليزاسيونآماده سازي و/ تم فصل هش

 
  

 
 
 

اتوكلاو در : شرايط استريليزاسيون.  مي باشد8-1 روش كار مطابق دستور كار .شستشو و استريليزاسيون ظروف شيشه اي: 8-1شكل 
 تا از ايجاد ميعان در درپوش ها جدا از بطري ها استريل مي شوند.  ساعت1 به مدت C160˚ دقيقه؛ آون 15 به مدت C121˚دماي 

  .بطري ها جلوگيري شود
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 يك دستگاه siphoningها را با آب شير با عمل  پت پي -6
 ساعت يا در يك ماشين 4پت شو به مدت حداقل  پي

  .شوينده اتوماتيك اما بدون دترژنت، آبكشي كنيد
دريچه را براي آب ديونيزه تنظيم كرده يا منتظر شويد تا  -7

، آب شير را بسته و دستگاه تمام آب شير خارج شده
 .شوينده را سه بار با آب ديونيزه پر و خالي كنيد

ها را به صورتي كه سر آنها به سمت بالا باشد به  پت پي -8
كن يا آون خشك كننده انتقال داده و خشك  پت خشك پي

 . كنيد
 .اي قرار دهيد ها توپي پنبه پت در پي -9

و در محيط بدون ها را براساس اندازه مرتب كرده  پت  پي-10
  . گرد و غبار نگه داري كنيد

  :استريليزاسيون
پتي قرار دهيد بهتر است در هر دو  ها را در جا پي پت پي -1

  )ها نوشته شده باشد پت پتي اندازه پي طرف جا پي
 .هاي هم اندازه پر كنيد پت پتي را با پي هر جا پي -2
 mL1 ،mL2 ،mL10هاي  پت پتي را هم با پي يك جا پي -3

 )مثلاً از هر اندازه چهار عدد( پر كنيد mL25و 
نوار نشان دهنده استريل بودن را به آن چسبانده و تاريخ  -4

 .را روي آن يادداشت كنيد
 با حرارت خشك C160° ساعت در دماي 1به مدت  -5

 .استريل كنيد
ها را از آون خارج كرده، اجازه دهيد سرد شوند و  پت  پي -6

در .  بافت انتقال دهيدها را به آزمايشگاه كشت پتي جا پي
 48ها براي بيش از  پت كنيد كه پي صورتيكه پيش بيني مي

ها را با نوار  پتي ساعت باقي بمانند، اطراف در جا پي
 .چسب بپوشانيد

  
   يهاي پيچ درپوش

ها وجود دارد كه به طور متداول  دو نوع عمده از درپوش
  :شوند اي استفاده مي براي بطريهاي شيشه

لومينيومي يا پلاستيكي فنولي با آستر هاي آ درپوش )1
 سيليكوني يا پلاستيك مصنوعي و 

هاي پلي پروپيلن بدون آستر كه قابل استفاده  درپوش )2
 . باشند مجدد مي
هاي آلومينيومي يا هر وسيله آلومينيومي ديگر را  درپوش

هاي قليايي قرار   دقيقه در دترژنت30براي مدت بيش از 
اي و  ظروف شيشه. ين مي رونداز بندهيد چون به تدريج 

ها را به طور همزمان در دترژنت قرار ندهيد زيرا  درپوش
از . ها شود ممكن است آلومينيوم باعث آلوده شدن شيشه

دترژنت هايي كه براي شستشو با ماشين ساخته شده اند 
 . باشند استفاده نكنيد چون بسيار سوزآور مي

 

 
 

 
 

 برس هاي . بطريبرس هاي مكانيزه مخصوص: 8-2شكل 
بر . گردان در زير يك صفحه پلاستيكي شفاف قرار گرفته اند

روي برس نبايد فشار زيادي وارد شود زيرا باعث شكسته 
 .شدن بطري مي شود

  
  
 
 

  
  

 متصل به منبع اصلي .پي پت شوي سيفون دار: 8-3شكل 
  .آب
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.شستشو و استريل كردن پي پت ها: 8-4شكل 
  
 

 

 
 

   دستگاه نيمه خودكار توپي گذار بر روي :8-5شكل 
 يك لايه ضخيم پنبه از طريق يك دهانه بارگيري .پي پت ها

  انتخابي تغذيه شده و وقتي كه طول مناسبي از پنبه در انتهاي
   براي.  يك قطعه برش داده مي شود، پي پت قرار داده شد

پي پت هاي با اندازه هاي مختلف به ضخامت هاي متفاوتي از 
  .به نياز مي باشدپن

 

 
 

 
 

 كن هاي پي پت به صورتي .آون استريل كننده: 8-6شكل 
قرار گرفته اند كه براي برقراري جريان هواي داغ بين آنها 

  .فاصله وجود دارد
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ازي و استريليزاسيون آماده س–8-3دستور كار

  درپوش هاي پيچي
   
  مواد

مثل ( كلر ppm300هيپوكلريت داراي : ضدعفوني كننده
  )Preceptهاي  صقر

  )®Decon يا 7xTMمثل (دترژنت 
  وان براي خيساندن ظروف
ها  براي جمع آوري درپوش(دزنگ ضسبدهاي از جنس فولاد 

  ) براي شستشو و خشك كردن
  نشانگرهاي استريليتي 

  )براي بسته بندي(اي  هاي شيشه پتري ديش
Filmهاي استريليزاسيون   پلاستيكي قابل اتوكلاو يا جعبه
   (paper sterilization bags) كاغذي

  نوار اتوكلاو مشخص كننده حالت استريل
اتوكلاو داراي دماسنج ثبت كننده با كاوشكر انعطاف پذير كه 

  . تواند در بار جايگزين شود مي
  

  دستور كار
   جمع آوري و شستشو

  هاي فلزي يا فنولي داراي آستر درپوش
  .سانيددر دترژنت بخي) حداكثر( دقيقه 30 به مدت -1
مطمئن شويد ( ساعت به طور كامل آبكشي كنيد 2 به مدت -2

آسترها بايد ) باشند ها در آب غوطه ور مي كه همه درپوش
خارج شده و پس از آبكشي مجدداً در جاي خود قرار 

  :توان به دو صورت انجام داد گيرند كه اينكار را مي
a ( در يك بشر)در  كه جريان آب شير توسط يك لوله)يا سطل 

ها را با دست   دقيقه يكبار درپوش15هر . ته آن برقرار است
  . به هم زنيد

b (پت، با يك ماشين شوينده  در يك سبد يا وسيله شوينده پي
  .خودكار آبكشي كنيد اما از دترژنت استفاده نكنيد

  
  :هاي پلي پروپيلن درپوش

توان همانگونه كه قبلاً شرح داده شده  ها را مي اين درپوش
چون ممكن است اين . دست شستشو و آبكشي نمودبا 

ها شناور باشند، بايد در طي خيساندن و آبكشي به  درپوش
  . طرف پايين فشار داده شوند

براي دستگاههاي شوينده خودكار بعد از خيساندن در 
ت شو و چرخه طبيعي بدون دترژنت پ دترژنت از دستگاه پي

  . استفاده شود
 :كردن استريل

 را به صورتي كه دهانه آن به سمت پايين باشد در ها  درپوش-3
  .اي قرار دهيد هاي شيشه ديش پتري

ها را در كاغذ كارتريج يا پوشش نايلوني نفوذپذير   درپوش-4
  . نسبت به بخار پيچيده و با چسب اتوكلاو بپوشانيد

 بسته مشابهي را كه داراي شاخص استريليتي در مركز بار -5
  . باشد، تهيه كنيد مي

   kPa100 و فشار C121° دقيقه در دماي 20 به مدت -6
)p. s. i15 (اتوكلاو كنيد.  
  

  انتخاب دترژنت
شد،  هنگامي كه اغلب كار كشت بر روي شيشه انجام مي

سطح شيشه بسيار مهم )  شيميايي پس مانده هايبار و(كيفيت 
  امروزه چون اغلب كشت سلولي بر روي پلاستيك . بود

شود، نيازمنديهاي كلي براي تميز كردن  مييكبار مصرف انجام 
دترژنت در برطرف كردن پس )aشيشه آلات اين است كه 

هيچگونه پس مانده سمي در ) bها از شيشه موثر باشد و  مانده
. هاي ديگر وارد شود آن باقي نمانده تا به محيط كشت يا معرف

هاي توليد كننده مواد كشت سلولي، يك  بعضي از شركت
 MPمثل (اسب مخصوص كشت سلولي دترژنت من

Biomedicals  ،7X يا Deconرا )  براي شستشوي دستي
هاي مخصوص ماشين  كنند اما اغلب دترژنت توليد مي

ظرفشويي از يك شركت آزمايشگاهي عمومي يا توليد كننده 
  . باشد ماشين مي

توان با شستشوي  كارايي شويندگي يك دترژنت را مي
 يك بطري سرم يا يك محيط مثلاً(اي كثيف  ظروف شيشه

. مشخص نمود) كشت داراي سرم كه اتوكلاو شده است
توان فهميد كه كدام دترژنت موثر  بنابراين با بررسي ظاهري مي

توان با كلون  حضور يك پس مانده سمي را مي .بوده است
اي كه با  مثلاً بر روي يك پتري ديش شيشه(كردن سلولها 

پس آبكشي شده و اتوكلاو دترژنت شستشو داده شده و س
بايد از يك پتري ديش پلاستيكي . مشخص نمود) گرديده است

توان در  همچنين اين تكنيك را مي. بعنوان كنترل استفاده شود
هاي باقي مانده بر روي  مواردي كه شما در مورد پس مانده

  .شيشه آلات پس از اتوكلاو كردن نگران هستيد انجام داد
  

  استريليزاسيون
 استريليزاسيون مورد استفاده به نوع ماده بستگي داردروش 

 اشياء فلزي بهتر است كه با حرارت خشك ).8-1جدول (
كه نسبت به پلاستيك طبيعي (پلاستيك سيليكون . استريل شوند

  ، فيلترهاي نيترات سلولز، PTFE، )شود ترجيح داده مي
در  دقيقه 20پلي كربنات و استات سلولز و غيره بايد به مدت 

استريل ) kPa100)  lb/in215 ،bar1 در فشار C121°دماي 
هاي روميزي كوچك و زودپزهاي فشاري  در اتوكلاو. شوند

)(pressure cookers مطمئن شويد تا قبل از افزايش فشار به 
 دقيقه با شدت جوشيده تا تمام هواي موجود 10-15مدت 
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آن مراقب باشيد در ابتدا مقدار كافي آب در (خارج شود 
بعد از استريليزاسيون بخار را خارج كرده و اشياء را ) بريزيد

  .بيرون آورده و در آون يا رك خشك كنيد
  

  روشهاي استريليزاسيون ديگر
ها را نمي توان در معرض حرارت مورد  بسياري از پلاستيك

نياز براي اتوكلاو كردن يا استريليزاسيون با حرارت خشك قرار 
 دقيقه 30 اينگونه وسايل آنها را به مدت براي استريل كردن. داد

  UVغوطه ور كرده و سپس آنها را در زير نور % 70در الكل 
ها  در مورد بعضي از انواع پلاستيك. هود لامينار فلو خشك كنيد

بايد دقت شود چرا ) Lucite, Perspex, Plexiglasمثل (
براي . شوند  دپليمره ميUVكه آنها در الكل و يا در معرض 

توان از اكسيد اتيلن استفاده كرد اما  ها مي استريل كردن پلاستيك
دو تا سه هفته زمان مورد نياز است تا بعد از استريليزاسيون به 

بهترين روش براي . طور كامل از سطح پلاستيك برطرف شود
ها استفاده از پرتوتابي گاما به ميزان  استريل كردن پلاستيك

kGy25 باشد مي .  
  

  هاي كشت  محيطها و معرف
توان با اتوكلاو  هاي كشت را مي ها و محيط اغلب معرف

 مثل آب، محلولهاي –اگر نسبت به حرارت مقاومند (كردن 
در (يا با فيلتراسيون غشايي ) هاي اسيد آمينه نمكي، هيدروليزات

براي . استريل كرد) صورتي كه نسبت به حرارت حساسند
رون شيشه بروسيليكات يا اتوكلاو كردن بايد محلولها را در د

پلي كربنات توزيع كرد و سپس در بطري بسته شده تا از تبخير 
در صورت . و آلودگي شيميايي از اتوكلاو جلوگيري شود

 بهتر است كه در آن (soda)اي سودا  استفاده از بطريهاي شيشه
  .شل باشد تا امكان شكستن آنها به حداقل برسد

  
  آب 

ت بافت، مخصوصاً در مورد آب مورد استفاده براي كش
محيط كشت بدون سرم، بايد از خلوص بسيار بالايي برخوردار 

اسمز معكوس، تقطير، شامل چهار روش عمده . باشد
ديونيزاسيون و فيلتراسيون كربن براي خالص سازي آب وجود 

 :ultrapure water)براي تهيه آب بسيار خالص . دارد
UPW)اما ،باشد عكوس مي ، معمولاً اولين مرحله اسمز م 

تقطير اين مزيت را دارد كه . توان از تقطير هم استفاده كرد مي
شود اما اين روش  در اين روش آب توسط حرارت استريل مي

گرانتر بوده و لازم است كه دستگاه جوشنده به طور مرتب تميز 
، kPa100) lb/in215با فشار C°121آب در دماي . شود
bar1 ( آب را در مقادير . شود  استريل مي دقيقه10-15به مدت

  . مورد نياز در ظروف مناسب توزيع كنيد
  

  محلولهاي متعادل نمكي
 اتوكلاو 5/6 كمتر از pH بايد در Hanks’s BSSمحلول 

شود تا از رسوب فسفات كلسيم و منيزيوم جلوگيري شود و 
محلول .  بايد خنثي شودpHسپس قبل از استفاده 

Dulbecco’s PBS (D-PBS)بدون كلسيم و منيزيوم   
(D-PBSA)شود  ساخته مي .DPBS اغلب بدون Ca2+ و  

Mg2+شود و در اين حالت به آن   استفاده ميD-PBSA يا 
D-PBS بدون Ca2+  ياMg2+در كل اين كتاب . شود  گفته مي
 براي D-PBSهمچنين . شود  استفاده ميD-PBSAاز واژه 

مكي فسفات بافر ن از Dulbeccoتشخيص و فرمولاسيون 
شود كه فاقد كلريد پتاسيم بوده و فقط   استفاده مي(PBS)ساده 

باشد و نبايد بعنوان  كلريدسديم ايزوتونيك با بافر فسفات مي
  . يك محلول نمكي متعادل تلقي شود

 و باشند متعادل نمكي حاوي گلوكز مياغلب محلولهاي 
 كارامليزه شودچون ممكن است در طي اتوكلاو قند 

)caramelize ( بهتر است كه بعد از اتوكلاو كردن اضافه
 برابر تهيه شود 100اگر گلوكز به صورت غلظت . گردد

)g/L200(يابد  ، كارامليزاسيون در طي اتوكلاو كردن كاهش مي
 استفاده كرده تا غلظت mL/L25-5 توان آن را با غلظت  و مي
g/L5-1 بدست آيد .  

  
  ون تهيه و استريليزاسي- 8-4دستور كار 

 D-PBSA  
  

  طرح كلي 
 و pHپودر را با هم زدن حل كرده، به حجم نهايي رسانده، 

 را چك كرده و سپس در مقادير (conductivity)هدايت 
  .مناسب توزيع كرده و اتوكلاو كنيد

  مواد 
  :غير استريل

 1 بسته )+Mg2 و +Ca2 فاقد Aمحلول  (D-BSSپودر 
  ليتري 

   يك ليتر(UPW)آب بسيار خالص 
  :ظرف

 يك ليتري از جنس شيشه شفاف يا پلاستيك آسپيراتور
  باشد  شفاف كه داراي شير خروجي در پايين مي

  يا 
  فلاسك ارلن ماير يا بطري، پمپ پريستالتيك و لوله 

يره سازي از جنس شيشه  براي ذخmL100بطري مدرج
   عدد10بروسيليكات، 

  همزن مغناطيسي 
  هدايت سنج يا اسمزسنج

pH متر   
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      هاي نشان دهنده استريليتي  كلاو يا برگهچسب اتو

    
  اتوكلاو

  
  دستور كار

  .  را به ظرف اضافه كنيدUPW يك ليتر آب -1
 ظرف را روي همزن مغناطيسي قرار داده و در دور -2

rpm200تنظيم كنيد  .  
 را باز كرده و مقدار مورد نظر از پودر D-BSS جعبه پودر -3

  .را به آرامي به ظرف اضافه كنيد
 تا زمانيكه پودر به طور كامل حل شود عمل همزني را ادامه -4

  .دهيد
5- pHو هدايت آن را بررسي كرده و يادداشت كنيد .  
a (pH واحد 1/0 نبايد بيش از pH اختلاف داشته باشد )pH 

  ). هاي مختلف متفاوت باشد ممكن است در فرمولاسيون
b ( از 5%هدايت نبايد بيش از µScm-1 150ف داشته  اختلا

توان به جاي هدايت از اسمولاليتي استفاده كرد و  مي. باشد
  . ها از ثبات يكساني برخوردار باشد بايد بين بچ

c (نمونه را دور ريخته و به استوك اصلي باز نگردانيد.  
  . محتويات ظرف را در بطريهاي مدرج بريزيد-6
  .محكم كنيد در بطريها را بسته و -7
  .اتوكلاو به آن بچسبانيد يك تكه كوچك چسب -8
، lb/in215( و فشار C121° دقيقه در دماي 20 به مدت -9

bar1 (kPa 100اتوكلاو كنيد  .  
  . محلول را در درجه حرارت اتاق ذخيره كنيد-10

  
  هاي كشت تهيه و استريليزاسيون محيط

در طي تهيه محلولهاي پيچيده بايد دقت كافي صورت 
ه تمام اجزاي تشكيل دهنده حل گرفته تا اطمينان حاصل شود ك

شده اند و در طي استريليزاسيون به خارج فيلتر نمي شوند و 
اينكه پس از اتوكلاو كردن يا ذخيره سازي در محلول باقي 

هاي غليظ اغلب براي اينكه تمام اجزاي  محيط كشت. مانند مي
بين ( پايين pHتشكيل دهنده به صورت محلول باقي بمانند، در 

شوند اما در اين شرايط هم ممكن است   تهيه مي)5 تا 5/3
در صورتيكه اجزاء . مقداري رسوب در محلول تشكيل شود

تشكيل دهنده مجدداً به طرز صحيح به حالت تعليق درآورده 
شوند، معمولاً اين اجزاء در هنگام رقيق سازي مجدداً حل 

اما در صورتيكه در نتيجه تجزيه تعدادي از اجزاء . شوند مي
يل دهنده محيط كشت، رسوب تشكيل شده باشد، ممكن تشك

در صورت تشكيل . است كيفيت محيط كشت كاهش يابد
رسوب بايد كيفيت محيط كشت با كشت سلولي و كلونينگ و 

  .يك آزمون مناسب از عملكردهاي اختصاصي چك شود
  :شوند محيط كشت تجاري به سه صورت تهيه مي

ار كه داراي گلوتامين هاي با غلظت مناسب براي ك محلول) 1
  . بوده و يا فاقد آن مي باشند

 و NaHCO3، معمولاً بدون 10×هاي كشت غليظ  محيط) 2
گلوتامين كه به صورت محلولهاي غليظ مجزا در دسترسي 

  . باشند مي
كربنات سديم و گلوتامين  هاي كشت پودري، داراي بي محيط) 3

هاي كشت پودري جزء ارزانترين  محيط. و يا فاقد آن
هاي كشت  كنترل كيفيت محيط. باشند هاي كشت مي محيط

پودري از لحاظ ويژگيهاي تسهيل كننده رشد توسط شركت 
گيرد اما از لحاظ استريل بودن چك  سازنده انجام مي

توان براي استفاده در   محتويات يك جعبه را مي.شوند نمي
هر چند در عمل بهتر است كه . مقادير كمتر تقسيم كرد

اندازه بسته متناسب با حجمي باشد كه شما قصد تهيه آن را 
شود، ممكن است بعضي از  داريد زيرا وقتي كه جعبه باز مي

  .اجزاء سازنده تجزيه شده و تعدادي ته نشين شوند
ده برابر غلظت در هر ليتر تقريباً دو برابر گرانتر هاي  محلول
باشند اما نيازي به استريل كردن   پودري مي هاي كشت از محيط
هاي كشت، با غلظت مناسب براي كار،  خريد محيط. ندارند

در حدود پنج برابر هزينه محلول (گرانترين حالت بوده 
  چگونه، اما كار با آن بسيار راحتر بوده و به هي) 10×غليظ

نياز ) در صورت نياز( آماده سازي بيشتري به جز افزودن سرم 
  . نمي باشد

  
  

  آماده سازي محيط كشت از -8-5دستور كار
  1×استوك 

  
  طرح كلي 

فرمول محيط كشت چك شود، در صورتي كه كامل باشد 
به ) در صورت نياز(توان محيط كشت را بعد از افزودن سرم  مي

صورتيكه فرمولاسيون كامل نبود طور مستقيم مصرف كرد در 
محلول استوك غليظ ) مثلاً فاقد گلوتامين يا بي كربنات بود(

  .مناسب را اضافه كنيد
باشد  ، جزئي مي)مثل سرم يا آنتي بيوتيك( يك مكمل )نكته

كه در فرمولاسيون اوليه وجود نداشته و به محيط كشت اضافه 
افزودنيهاي .  شودبنابراين لازم است كه در مقالات ذكر. شود مي

قسمتي از فرمولاسيون ) NaHCO3مثل گلوتامين يا (ديگر 
بنابراين لازم نيست كه در مقالات ذكر . بوده و مكمل نمي باشند

  . شود مگر اينكه غلظت آنها تغيير كرده باشد
  
  
  مواد
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 با نمك هاي  Eagle’s MEM مثلاً  استوك محيط كشت
Hanks ،mL100  

  mL1 ، )ست كه ذوب شودلازم ا (mM200 گلوتامين
، )لازم است كه ذوب شود(گوساله، جنين گاو و غيره : سرم

mL10  
  ):شود براي استفاده روتين توصيه نمي(ها  آنتي بيوتيك
، D-PBSA  U /mL   10000  ياBSS در پني سيلين

mL5/0  
، D-PBSA  mg/mL10  ياBSSدر  استرپتومايسين

mL5/0  
  

  دستوركار
ت چك شده و مشخص شود كه چه  فرمولاسيون محيط كش-1

  . چيزهايي بايد به آن اضافه گردد
ها و افزودنيهاي ديگر را به زير هود   محيط كشت، مكمل-2

  .انتقال دهيد
اند،   در صورتيكه بطريها با پوشش پلي اتيلن پوشيده شده-3

  . سواب كنيد70%پوشش آنها را باز كرده و آنها را با اتانول 
  .كنيد در بطريها را باز -4
 حجم مناسبي از مواد افزودني مورد نياز به بطري استوك -5

 mL100براي تهيه حجم . افزوده تا رقت صحيح تهيه شود
  :مواد زير را استفاده كنيد

  mM200 ، mL1گلوتامين 
   از هر كدامmL5/0 ،)در صورت استفاده(بيوتيك  آنتي
  )10%براي  (mL10 ،سرم

a ( پت متفاوت استفاده  از يك پيبراي هر بار اضافه كردن مواد
  . كنيد

b ( بعد از هر بار استفاده از استوك جديد، آن استوك را به
طرف ديگر هود انتقال داده تا بدانيد كه آن استوك استفاده 

  .شده است
c ( پس از اينكه محيط كشت كامل شد همه افزودنيها يا

  .ها را خارج سازيد مكمل
 با نمكهاي MEMكشت  اين دستور كار مربوط به محيط -6

Hanksباشد   بوده كه داراي غلظت بي كربنات پاييني مي
)mM4 .( در صورت استفاده ازMEMهاي   با نمك

Earle يا محيط كشت ديگر داراي غلظت بالاي بي كربنات 
)mM23 ( 5%آن را با  CO2گاز را به .  گازدهي كنيد

محيط كشت داراي سرم ندميد، زيرا محيط كشت كف كرده 
ظرف بيرون آمده و احتمال آلودگي را افزايش دهانه از و 

  .مي دهد
  . در بطري ها را ببنديد-7
 را مشخصات بر روي برچسب نوع مواد افزودني تاريخ و -8

  .يادداشت كنيد

 برگردانده يا مستقيماً استفاده C4° محيط كشت را به دماي -9
  . كنيد

 استفاده  در صورتيكه از يك محيط كشت براي اولين بار-10
كنيد مقداري از آن را در يك فلاسك يا پتري ديش  مي

ت تحت شرايط استاندارد ريخته و حداقل به مدت يك ساع
 در مقدار صحيح pH تا اطمينان حاصل شود كه قرار داده

 محيط pHدر غير اينصورت مجدداً . رسد به تعادل مي
كشت را تنظيم كرده و دوباره اينكار را تكرار كنيد و يا 

  . را تغيير دهيدCO2غلظت 
  

  تهيه محيط كشت از محلول –8- 6دستور كار 
  10×غليظ 

  طرح كلي 
محيط . مقادير مورد نظر از آب مقطر ديونيزه را استريل كنيد

 را تنظيم pHكشت غليظ و اجزاء ديگر را به آن اضافه كرده و 
  . كنيد و محلول را مصرف كرده يا آن را به يخچال باز گردانيد

A :با فازگازي هوا، غلظت بستهراي فلاسك كشت ب -HCO3 
  : اتمسفري و ظرفيت بافري كمCO2كم، غلظت 

  مواد 
  پت پي

  mL443 .............................مقادير آب از قبل اندازه گيري شده
Hanks با نمكهاي MEM مثل 10×محيط كشت با غلظت 

.....................................................................................mL50  
تا غلظت نهايي ) لازم است كه ذوب شود (mM200 نگلوتامي
mM2 بدست آيد.......................................................... mL5   

NaHCO3  ،%5/7)M89/0 ( تا غلظت نهاييmM4  بدست
  mL5 ....................................................................................آيد

تا در نهايت ) لازم است كه ذوب شود(سرم جنين يا نوزاد گاو 
  mL50 ................................................................... برسد10%به 

  براي استفاده روتين توصيه(آنتي بيوتيك در صورت نياز 
  ): نمي شود

 U/mL 50تا غلظت نهايي   U /mL 10000پني سيلين 
   mL5/2  ................................................................. بدست آيد

 µg/mL50 تا غلظت نهايي mg/mL10استرپتومايسين 
  mL5/2 ....................................................................بدست آيد
HEPES  M1 ) در صورت نياز (.......................... mL10-5  
NaOH M 1 )به مقدار مورد نياز) در صورت نياز  

  
  دستور كار

  . سرم و گلوتامين را ذوب كرده و به زير هود انتقال دهيد-1
دن در زير  بطريهاي كه در حمام آب بوده اند را قبل از قراردا-2

  . هود سواب كنيد
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 مواد سازنده را مطابق روشي كه در قسمت محلولهاي -3

ممكن است براي .  اضافه كنيد است استريل ذكر شده
 و براي ود استفاده شHEPESافزايش ظرفيت بافري از 

هاي سلولي در دانسيته سلولي بالا در صورتي  برخي از رده
است فلاسك به كه مقدار زيادي اسيد توليد شود ممكن 

  .اتمسفر تهويه شود
.  برسدpH 2/7 به C20° اضافه كرده تا در دماي M1 سود -4

 pH انكوبه شود، C37°وقتي كه محيط كشت در دماي 
يابد اما ممكن است لازم   افزايش مي4/7محيط كشت به 

شود توسط  باشد كه وقتي اينكار براي بار اول انجام مي
   .تيتراسيون چك شود

  
B-هاي در ظروف درباز در انكوباتور   كشت برايCO2 يا در 

 و غلظت بالاي CO2  5%هاي دربسته داراي فلاسك
  .كربنات بي

  : محيط كشتmL500محلولهاي استريل براي تهيه 
    UPW ....................................................... mL 443 آب

 با نمكهاي MEM مثل 10×محيط كشت با غلظت 
Earle.........................................................................mL50  

ظت تا به غل) لازم است كه ذوب شود (mM200گلوتامين 
  mL5 ....................................................... برسدmM2نهايي 

NaHCO3% 5/7 تا به غلظت نهايي mM26 برسد ........
................................................................................mL 5/14  

  mL50 ......................................سرم نوزاد يا جنين گاو 
براي استفاده روتين توصيه (آنتي بيوتيك در صورت نياز 

  ):شود نمي
  U/mL 10000.................................mL5/2پني سيلين 

  mg/mL10............................... mL5/2استرپتومايسين 
   به مقدار مورد نياز.............................................M1سود 

  
  دستور كار

  . سرم و گلوتامين را ذوب كرده و به زير هود انتقال دهيد-1
ي كه در حمام آب بوده اند را قبل از قرار دادن در ي بطريها-2

  .هود سواب كنيد
 مواد سازنده را مطابق روشي كه در قسمت محلولهاي -3

  .ستريل ذكر شد اضافه كنيدا
.  برسد2/7pH به C20° اضافه كرده تا در دماي M1 سود -4  

 pH انكوبه شود، C37°وقتي كه محيط كشت در دماي 
يابد، اما ممكن است لازم   افزايش مي4/7محيط كشت به 

شود توسط  باشد كه وقتي اينكار براي بار اول انجام مي
  ). در زير را ببينيدpHتنظيم (تيتراسيون چك شود 

a (mL5 پتري ديش توزيع كنيد5 در هر يك از .  
b ( سود مقادير مختلفي ازN1 تا 5 از µL50به هر   

  . پتري ديش اضافه كنيد
c ( ساعت و ترجيحاً به مدت يك شب 2براي مدت حداقل 

  . انكوبه كنيدCO2 5%تحت شرايط 
  
C (هاي در باز در  هاي موجود در فلاسك براي كشت

 و CO2  2%هاي دربسته داراي   يا فلاسكCO2انكوباتور 
  غلظت متوسط بي كربنات

   محيط كشتmL500يل براي تهيه محلولهاي استر
   UPW..........................................................mL 443آب 

  F12 Ham’s .....mL50 مثل 10×محيط كشت با غلظت 
تا به ) لازم است كه ذوب شود (mM200گلوتامين 
  mL5 ............................................... برسدmM2غلظت نهايي 

NaHCO3%  5/7) M89/0(تا به غلظت نهايي  mM8 
  mL9................................................................................برسد 

HEPES M1 تا به غلظت نهايي mM20برسد ... mL10  
  mL50.............................................يا جنين گاوسرم نوزاد 

براي استفاده روتين توصيه (آنتي بيوتيك در صورت نياز 
  ):شود نمي

  U/mL10000..................................... mL5/2پني سيلين 
  mg/mL10................................... mL5/2استرپتومايسين 

   به مقدار مورد نياز..................................................N1سود 
  

  دستور كار
  . سرم و گلوتامين را ذوب كرده و به زير هود انتقال دهيد-1
ه اند را قبل از قرار دادن در  بطريهاي كه در حمام آب بود-2

  .هود سواب كنيد
 مواد سازنده را مطابق روشي كه در قسمت محلولهاي -3

  .استريل ذكر شد اضافه كنيد
.  برسد2/7pH به C°20 اضافه كرده تا در دماي M1 سود -4

 pH انكوبه شود، C37°وقتي كه محيط كشت در دماي 
است لازم يابد اما ممكن   افزايش مي4/7محيط كشت به 

شود توسط  باشد كه وقتي اينكار براي بار اول انجام مي
  ). در زير را ببينيدpHتنظيم (تيتراسيون چك شود 

  
در صورت نياز به مواد ديگر در صورتيكه اين اجزاء 

شوند لازم است قبل از اضافه كردن  اضافي در آب ساخته مي
ر آن يك حجم معادل با آن ماده را از ميزان آب موجود د

اگر اجزاء سازنده اضافي در نمك . بطري خارج كنيد
توان آنها را به حجم نهايي محيط كشت  ايزوتونيك هستند، مي

توان آن را به  باشد، مي چون سرم ايزوتونيك مي. اضافه كرد
حجم نهايي اضافه كرد هر چند اينكار مواد مغذي محيط 

  .كشت را رقيق خواهد كرد
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تعادل و چك كنيد زيرا  مC37° را در دماي pHهميشه 
 مربوط به pKa كاهش يافته و CO2با افزايش دما حلاليت 

HEPESتغيير خواهد كرد .  
 ميزان باز مورد نياز براي خنثي كردن محيط :pHتنظيم 

كه به منظور حفظ حلاليت اجزاء تشكيل  (10×كشت غليظ 
ممكن است از يك بچ به بچ ديگر و ) باشد دهنده اسيدي مي

 كشت به محيط كشت ديگر متفاوت باشد و در از يك محيط
 C37° در دماي pH 4/7عمل، تيتراسيون محيط كشت تا 

وقتي يك محيط كشت جديد . گاهي اوقات كمي مشكل است
 NaHCO3شود، مقدار معيني  براي اولين بار ساخته مي

اضافه كرده و اجازه دهيد كه نمونه به مدت يك شب با 
 در فاز گازي مناسب به C37°اي مقادير مختلفي از باز در دم

 را چك كرده مقدار صحيح pHصبح روز بعد . تعادل برسد
 كرده و بقيه محيط كشت را برحسب آن تهيه بباز را ا انتخا

  .كنيد
در صورتيكه مصرف محيط  :افزودني هاي محيط كشت

و شما )  ليتر در سال200بيشتر از (باشد  كشت شما بالا مي
كنيد، ممكن  ماده خريداري ميمحيط كشت را به صورت آ

است بهتر باشد، اجزاء سازنده اضافي موجود در فرمولاسيون 
گلوتامين اغلب به صورت مجزا . را به صورت مجزا تهيه كنيد

شود زيرا ناپايدار است؛ بهتر است كه گلوتامين به  تهيه مي
صورت جداگانه خريداري شده و به صورت منجمد ذخيره 

 C4°مين در محيط كشت در دماي نيمه عمر گلوتا. شود
 در حدود يك هفته C37°حدود سه هفته و در دماي 

بعضي از دي پيتيدهاي گلوتامين پايداري آن را . باشد مي
 گلوتامين حفظ bioavailabilityافزايش داده در حاليكه 

 از Glutamaxيك نمونه از اين نوع گلوتامين، . شود مي
  .باشد  ميGibcoشركت 

، بايد همه اجزاء 10×ر محلولهاي غليظ  د:ته نشيني
قبل از رقيق كردن به صورت محلول يا حداقل به  سازنده

بعضي از اجزاء سازنده . صورت سوسپانسيون يكنواخت باشند
تواند رسوب كرده و در  مي) مثل اسيد فوليك يا تيروزين(

ممكن است انكوباسيون . روند هنگام رقيق كردن از دست مي
  .ين مشكل را مرتفع سازد اC37°در دماي 

افزايش دهندگي رشد  هنگامي كه خاصيت :كنترل كيفيت
شود،  و خصوصيات ديگر يك بچ از محيط كشت تست مي

اگر نتايج رضايت بخش بود، ديگر نياز نمي باشد كه هر دفعه 
هر چند بايد استريل بودن محيط كشت حاصل از . تست شود

ه كردن مقداري از  را با انكوب10×رقيق كردن محلول غليظ 
 ساعت چك 48 به مدت C37°محيط كشت كامل در دماي 

  .كرد
  
  هاي كشت پودري محيط

هاي كشت پودري به  دستورالعمل آماده سازي محيط
اي را انتخاب كنيد كه قادر  اندازه. همراه هر بسته وجود دارد

باشيد همه آن را يكبار ساخته و در عرض سه ماه مصرف 
. را انتخاب كنيد كه فاقد گلوتامين استفرمولاسيوني . كنيد

همچنين در صورتيكه در فرمولاسيون اجزاء ناپايدار ديگري 
وجود دارد بايد آنها را حذف كرده و بعداً درست قبل از 
مصرف بصورت يك محلول غليظ استريل تهيه و به محيط 

  .كشت اضافه كرد
  

    تهيه محيط كشت از پودر– 8-7دستور كار
  طرح كلي
ات كامل جعبه را در حجم مناسبي از آب بسيار محتوي

 كه يپودر را به صورت تدريجي به ظرف آب. خالص بريزيد
. باشد اضافه كنيد بر روي همزن مغناطيسي در حال همزني مي

وقتي پودر به طور كامل حل شد بايد محيط كشت را فيلتر 
كرده و اجازه داده نشود كه محيط كشت به صورت فيلتر 

بماند زيرا ممكن است اجزاء سازنده رسوب كرده نشده باقي 
 بعد از pHبهتر است كه . يا آلودگي ميكروبي گسترش يابد

 يا NaHCO3مثل گلوتامين، (افزودن مواد سازنده نهايي 
  . به محيط كشت تنظيم گردد) سرم

  
  مواد

  : استريل
  10............ مخصوص محيط كشتmL100بطريهاي مدرج 

  10........................................................درپوش براي بطريها 
 براي (Universal Containers)ونيورسال ظروف ي

  3 ..................................................نمونه برداري كنترل ميكروبي
  :غيراستريل

  L1 .............................................(UPW) بسيار خالصآب
 Earle با نمكهاي MEMمحيط كشت پودري شكل مثل 

   ليتري 1 پاكت ...................................................بدون گلوتامين 
  L1................................ 1فلاسك ارلن ماير يا بطري مدرج 

، PTFEهمزن مغناطيسي و دانه مغناطيسي داراي پوشش 
mm50................................................................................... 1  

  هدايت سنج
  

  دستور كار 
  . حجم مناسبي از آب بسيار خالص را به ظرف اضافه كنيد-1
  . دانه مغناطيسي را به ظرف اضافه كنيد-2
 ظرف را روي همزن مغناطيسي قرار داده و دستگاه را در -3

  . تنظيم كنيدrpm200حدود 
 جعبه پودر را باز كرده و محتويات آن را به آرامي به ظرف -4

  .اضافه كنيد
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 تا زماني كه پودر به طور كامل حل شود همزني را ادامه -5
  .دهيد

6- pHو هدايت  نمونه را چك كرده و يادداشت كنيد .  
a (pH واحد از 1/0 بايد در محدود pHمورد نظر باشد  .  
b ( از مقدار مورد نظر باشد% 2هدايت بايد در محدوده.  
c ( استوك اصلي بر نگردانيدنمونه را دور ريخته و مجدداً به .  
  . محلول را توسط فيلتراسيون استريل كنيد-7
  .محكم كنيدها را بسته و   در بطري-8
  . ذخيره كنيدC4°آنها را در دماي  -9

 به محيط كشت ، در صورت نياز درست قبل از مصرف-10
  . تنظيم كنيد4/7 را در pHسرم و گلوتامين اضافه كرده و 

) كمتر از يك ليتر در هفته(ر كمتري براي افرادي كه مقادي
كنند، ممكن  يا چندين نوع مختلف محيط كشت را مصرف مي

هاي كمتر تهيه شده و با گلوتامين كامل شود و  است در حجم
سپس مستقيماً با استفاده از بطريهايي كه در قسمت سر، فيلتر 

هاي فيلتردار به داخل  استريل كننده دارند و يا توسط فلاسك
هاي  در اين روش و سيستم. اي ذخيره سازي فيلتر گرددبطريه

 CO2 ممكن است مقداري از ،ديگر فيلتراسيون فشار منفي
.  افزايش يابدpHحل شده در طي فيلتراسيون از دست رفته و 

 حالت تعادل ط كشت مجدداً درداخل انكوباتور بهمحي
 در محيط NaHCO3رسد به شرطي كه مقدار مناسب از  مي

 داشته باشد اما وقتي كه محيط كشت براي بار كشت وجود
  .شود بايد اين موضوع را ثابت كرد اول استفاده مي

  
  (Customized medium)محيط كشت سفارشي 

هاي مختلفي را  در صورتي كه قصد داريد فرمولاسيون
بررسي كنيد و يا اگر قرار است محيط كشت از اجزاء سازنده 

تعدادي استوك غليظ  راحتر است كه ،مجزا ساخته شود
، ويتامين 100× يا 50×غلظت اسيدهاي آمينه در . ساخته شود

 در 50×غلظت تيروزين و تريپتوفان در  ،1000× غلظت در
 و g/L200 نرمال، گلوكز در غلظت 1/0اسيد كلريدريك 

BSS سپس مقادير لازم از هر . ساخته شود1× در غلظت 
تريل كننده داراي  با يك فيلتر اس و مخلوط شده،محلول غليظ

  .شود  رقيق ميBSS استريل شده و با µm2/0منافذ 
  

    تهيه محيط كشت سفارشي-8-8دستور كار
  طرح كلي
هاي غليظ را تهيه كرده و به صورت منجمد ذخيره  استوك

با . در مواقع نياز آنها را ذوب كرده و مخلوط نماييد. كنيد
  . ذخيره كنيدفيلتراسيون استريل كرده و تا زمان مورد نياز 

  
  مواد

 كه به 100×محلول غليظ اسيدهاي آمينه در آب با غلظت 
  شود  صورت منجمد نگه داري مي

 در اسيد كلريدريك 50×تيروزين و تريپتوفان با غلظت 
M1/0  

  در آب1000×ها با غلظت  ويتامين
  )BSS در g/L200 (100×گلوكز با غلظت 
يدها، اما نه مثل عناصر كمياب و نوكلئوز(محلولهاي ديگر 

ليپيدها، هورمونها يا فاكتورهاي رشد كه بايد درست قبل از 
  )استفاده از محيط كشت اضافه شوند

هاي  بطريهاي ذخيره سازي با اندازه مناسب براي رقت
  بعدي
  

  دستور كار
حل  محلولها را ذوب كرده و مطمئن شويد كه همه مواد -1

  .  مجدداً حل شده اندشدني
  .هاي مناسب مخلوط كنيد هنده را با نسبت اجزاء تشكيل د-2

a (محلول غليظ اسيدهاي آمينه............................. mL100  
b (تيروزين و تريپتوفان..........................................mL200  
c (ها  ويتامين............................................................mL10  
d ( گلوكز..............................................................mL100  

  . محلولها را مخلوط كرده و با فيلتراسيون استريل كنيد-3
  . به صورت منجمد ذخيره كنيد-4
 از mL959با  از مخلوط غليظ را mL41 براي مصرف -5

BSS ×1استريل رقيق كنيد .  
6- PH تنظيم كنيد4/7 را در .  
  . ذخيره كنيدC4° در دماي -7
 سرم يا مكملهاي ديگر مثل هورمونها، فاكتورهاي رشد و -8

ليپيدها را درست قبل از استفاده از محيط كشت اضافه 
همچنين اگر فلزات به صورت عناصر كم مقدار . كنيد

 بهتر است كه درست قبل از مصرف به شوند، استفاده مي
محيط كشت اضافه شوند، زيرا ممكن است در حضور 

  .دنفسفات موجود در استوكهاي غليظ، ته نشين شو
مزيت اين نوع طرز تهيه محيط كشت اين است كه 

كتواسيدها، (توان مواد مغذي ديگر  تواند متفاوت باشد؛ مي مي
هاي  افه كرد يا محلولرا اض) نوكلئوزيدها، مواد معدني و غيره

استوك اصلي را متناسب با نيازمندي تغيير داد، اما عملاً اين 
روش به قدري پر زحمت و وقتگير است كه تعداد كمي از 
آزمايشگاهها محيط كشت مورد نياز را از اجزاء سازنده اصلي 

سازند، مگر اينكه قصد داشته باشند اجزاء محيط كشت را  مي
هاي كشت تجاري كاملاً  تماد بودن محيطقابل اع. تغيير دهند

  . باشد وابسته به بكارگيري معيارهاي كنترل كيفيت مناسب مي
  

  هاي كشت استريليزاسيون محيط
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   :هاي كشت قابل اتوكلاو محيط
هاي قابل اتوكلاو از  هاي سازنده، نمونه بعضي از شركت

Eagle’s MEMكنند هاي كشت ديگر ارائه مي  و محيط .
دن كم زحمت و ارزانتر بوده و در مقايسه با اتوكلاو كر

روش استريل كردن در دستور . فيلتراسيون خطاي كمتري دارد
كار شركت سازنده موجوده بوده و مشابه روشي است كه قبلاً 

 pH 25/4ينات در سمحيط كشت باسوك.  ذكر شدBSSبراي 
 در طي اتوكلاو كردن پايدار Bهاي  بافري شده تا ويتامين

به جاي . شود  خنثي ميpH سپس بعد از اتوكلاو باشند و
گلوتامين از گلوتامات استفاده شده يا بعد از اتوكلاو كردن، به 

 بدون BSS. شود صورت استريل به محيط كشت اضافه مي
باشد و همچنين  گلوكز و گلوتامين قابل اتوكلاو كردن مي

  هاي مختلف اسيد آمينه از قبيل هيدروليزات
هاي كشت ميكروبي ديگر قابل  راث و محيط تريپتوفسفات ب

  .باشند  اتوكلاو كردن مي
  

  فيلتراسيون استريل
، µm2/0 – 1/0فيلتراسيون با فيلترهاي داراي منافذ ريز 

روش انتخابي براي استريل كردن محلولهاي حساس به 
هاي متنوعي  انواع مختلفي از فيلترها از جنس. باشد حرارت مي

، نايلون، پلي كربنات، polyethersulphone (PES)مثل 
هاي متنوع از   و سراميك و در اندازهPTFEاستات سلولز، 

اي ساخته  فيلتر سرسرنگي تا فيلترهاي كارتريج چند صفحه
  . اند شده

  
  فيلتراسيون استريل با فيلتر -8-9دستور كار
  سرسرنگي

  مواد و وسايل
  :استريل

  mL50-10سرنگ پلاستيكي با حجم 
  فيلتر سرسرنگي
  )يونيورسال مثل ظرف(ظرف مناسب 
  :غير استريل

  )mL100-5(محلول براي استريليزاسيون
  

  دستور كار
 هود را سواب كرده و وسايل مورد نياز را به زير هود -1

  .انتقال دهيد
  . سرنگ را با محلول پر كنيد-2
  . در ظرف استريل را برداريد-3
رنگ وصل  فيلتر را از جعبه خارج كرده و آن را به سر س-4

كنيد نيمه پاييني  زمانيكه فيلتر را به سرنگ وصل مي. كنيد
  .فيلتر را كه هنوز در جعبه قرار دارد، نگه داريد

فقط .  با فشار، محلول را از فيلتر به داخل ظرف وارد كنيد-5
  . فشار متوسط براي اين كار لازم است

  . در ظرف را ببنديد-6
  . سرنگ و فيلتر را دور بياندازيد-7

توان چندين بار مورد استفاده قرار داد به  سرنگ را مي
بندي استريل باز   كه فيلتر را به نيمه پاييني بسته صورتي

كرده و  گردانده، آن را از سرنگ جدا كرده، سرنگ را مجدداً پر
در صورتي كه فشار لازم . شود دوباره فيلتر به آن وصل مي

 .ديد استفاده كنيد، از يك فيلتر جبراي فيلتراسيون زياد شد
 

  فيلتراسيون استريل با - 8-10دستور كار
  فلاسك فيلتردار

  مواد و وسايل 
  :استريل

  mL500...............................................1فلاسك فيلتردار 
در صورتيكه براي ذخيره سازي (درب براي محفظه پاييني 

  1 ...........................................) شود از اين محفظه استفاده مي
لوله نمونه گيري يا ظرف يونيورسال براي آزمايش استريل 

  1........................................................) در صورت نياز(بودن 
  :غير استريل

  mL450......................................................محيط كشت 
  پمپ خلاء يا خط خلاء

لوله ضخيم براي اتصال پمپ يا خط خلاء به فلاسك 
  فيلتردار

  
  

  دستور كار
  .  بازوي كناري فلاسك را به خط خلاء متصل كنيد-1

 
 

 
 

 مخازن داراي (a) .فيلتراسيون با ظرفيت بالا: 8-10شكل 
   ديسك(b). راسيون با فشار مثبتفشار زياد براي فيلت

 دسته اي و فيلترهاي كارتريج تاخورده براي فيلتراسيون در 
  .مقياس بالا
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 در بطري و سرپوش بالايي محفظه فلاسك فيلتردار را -2
  .برداريد

  . محيط كشت غيراستريل را در داخل محفظه بالايي بريزيد-3
  . پمپ را روشن كنيد-4
 باز كرده آن را براي استفاده آماده  درپوش محفظه پاييني را-5

  . كنيد
 وقتي كه همه مايع به داخل ظرف پاييني كشيده شد، پمپ -6

  .را خاموش كرده، دو محفظه را از هم جدا كنيد
7- mL10 كشت را از فلاسك پاييني به ظرف يونيورسال يا 

  . لوله مشابه انتقال دهيد
 5% را با  فضاي بالاي محفظه پاييني و ظرف يونيورسال-8

CO2گازدهي كنيد  .  
  .  در محفظه پاييني و ظرف يونيورسال را ببنديد-9

 نام محيط كشت و تاريخ را روي هر دو ظرف يادداشت -10
  .كنيد

 ذخيره C4° محفظه پاييني را تا زمان مورد نياز در دماي -11
  .كنيد

12- mL10 1 نمونه موجود در ظرف يونيورسال را به مدت 
 انكوبه كنيد و آن را از نظر آلودگي چك C37°هفته در دماي 

تا زمانيكه مشخص شود كه فاقد آلودگي است از محيط . كنيد
  .كشت استفاده نشود

  
  ذخيره سازي

هاي كشت  نظرات مختلفي در مورد مدت پايداري محيط
هاي  بعنوان يك راهنماي كلي، محيط. مختلف وجود دارد

 پايدار C4° در دماي  ماه6-9كشتي كه فاقد گلوتامين هستند، 
ها به محيط  وقتي كه گلوتامين، سرم يا آنتي بيوتيك. باشند مي

 هفته كاهش 2-3سازي به  شود، زمان ذخيره كشت اضافه مي
هاي كشتي كه حاوي اجزاء سازنده  بنابراين محيط. يابد مي

 هفته مصرف شده يا در 2-3باشند يا بايد در طي  حساس مي
  . ذخيره شوند-C20°دماي 

شود كه  بعضي از اشكال نور فلورسنت باعث مي
ريبوفلاوين و تريپتوفان به محصولات جانبي سمي تبديل 

هاي كشت ذخيره  بنابراين در سردخانه هايي كه محيط. شوند
شوند بايد از نور   كه سلولها كشت ميييها شوند و گرمخانه مي

بطريهاي محيط كشت نبايد براي بيش از . سفيد استفاده شود
   براي .ند ساعت در معرض نور فلورسنت قرار گيرندچ

  .شود ذخيره سازي طولاني مدت يك فريزر تاريك توصيه مي
 

 
 

   .فيلترهاي استريل كننده يكبار مصرف: 8-9شكل 
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تر استريل  فيلتراسيون استريل با پمپ پريستالتيك بين مخزن غير استريل و فيل.فيلتراسيون توسط پمپ پريستالتيك: 8-11شكل 
  .كننده

  
  
  

  
   اندازه فيلتر و حجم نمونه:8-4جدول 

  

 



 



  
  فصل نهم

  
  
  
  

  كشت اوليه
 
 
  
  
  

  
  انواع كشت هاي سلولي اوليه

كشت اوليه مرحله كشت بعد از جداسازي سلول ها و قبـل            
سه مرحله در كشت اوليه وجود دارد       . از اولين واكشت مي باشد    

  : كه بايد بررسي شوند

  جداسازي بافت-1

   (disaggregation) و يا تفكيك (dissection)تشريح -2

 اي كشتذرافشاني در فلاسك هكشت بعد از ب-3

بعد از جداسازي ممكـن اسـت بـا مهـاجرت سـلول هـا از                
قطعات بافت متصل به بستر مناسب يا بـا تفكيـك مكـانيكي يـا          
آنزيمي بافت، براي توليد يك سوسپانسيون سلولي، يك كـشت          
سلولي اوليه بوجود آيد كه در نهايت تعـدادي از سـلول هـا بـه                

 مي رسد كه براي اكثر سلول هـاي         به نظر . بستر خواهند چسبيد  
ترانسفورم نشده طبيعي به استثناي سلولهاي خونساز، لازم است         
به يك سطح صاف چسبيده تا با حداكثر راندمان زنـده مانـده و              

از ســوي ديگــر، ســلول هــاي ترانــسفورم شــده، . تكثيــر يابنــد
ــشت      ــل ك ــواني قاب ــاي حي ــاي توموره ــلول ه ــصوصاً س مخ

)(transplantable tumors   اغلب قادر به تكثيـر در حالـت 
 .معلق مي باشند

 نمونه هاي خام تريپـسين،      ،آنزيم هاي مورد استفاده متداول    
هيالورونيـداز بـه     و   DNase ،پرونـاز، ديـسپاز   كلاژناز، الاستاز،   

نمونه هـاي   . تنهايي يا به صورت تركيب هاي مختلف مي باشند        
  ص شـده  خام اغلب موفقيت آميزتر از نمونه هاي آنزيمـي خـال          

اي ديگر به صورت آلوده هد، چرا كه نمونه خام پروتئازن مي باش
كننده بوده هرچند نمونه هاي خالص از لحـاظ فعاليـت عمومـاً             

تريپـسين و پرونـاز،   . كمتر سمي و بيشتر اختصاصي مـي باشـند        
بيشترين تفكيك كامل را مي دهند اما ممكن است به سـلول هـا            

 تفكيك ناكامل داده امـا كمتـر        كلاژناز و ديسپاز،  . آسيب برسانند 
هيالورونيداز مي تواند به همـراه كلاژنـاز بـراي          . مضر مي باشند  

 بـراي   DNaseهضم ماتريكس داخل سـلولي اسـتفاده شـود و           
 آزاد شده از سلول هاي ليز شـده بـه كـار             DNAپراكنده كردن   

مي رود، چون منجر به پروتئوليز ناقص شده و تجمع مجـدد را             
  .افزايش مي دهد

هرچند ممكن است هر بافت نيازمنـد مجموعـه مختلفـي از            
  :شرايط باشد، اغلب كشت هاي اوليه نيازهاي مشتركي دارند

بهتر است بافت چربي و بافت مرده در طي تـشريح برداشـته             -1
 .شود
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بافت بايد با دقت با وسايل تند خرد شده تـا حـداقل آسـيب       -2
  .ايجاد شود

بايد بعداً با سـانتريفوژ     آنزيم هاي مورد استفاده براي تفكيك       -3
 .ملايم خارج شوند

غلظت سلول ها در كشت اوليه بايد خيلي بيشتر از مقـداري            -4
باشد كه معمولاً براي واكشت استفاده مي شود، چون نسبت          
سلول هايي از بافت كه در كشت اوليه زنده مي مانند ممكن            

 .است كاملاً كم باشد

   بـــر Ham’s F12يـــك محـــيط كـــشت غنـــي، مثـــل -5
 ترجيح داده Eagle’s MEMط كشت هاي ساده مثل محي

و اگر به سرم نياز باشـد، سـرم جنـين گـاو اغلـب                مي شود 
.  بيـشتري از سـرم گوسـاله يـا اسـب مـي دهـد               بقـاء ميزان  

ــد    ــالاً نيازمنـ ــاص احتمـ ــلولي خـ ــواع سـ ــازي انـ   جداسـ
 .محيط هاي كشت انتخابي خواهد بود

فكيـك   تيبافت جنيني ترجيح داده مي شود، چـون بـه آسـان        -6
شده، سلول هاي زنده بيشتري داده و در كشت اوليه بـسيار            

 .سريعتر از بافت بالغ تكثير مي يابد
  
 

  جداسازي بافت
 كار با بافت انساني يا حيواني، مطمئن شويد تا          شروعقبل از   

كار شما با قوانين اخلاق پزشكي يا قـوانين جـاري مربـوط بـه               
  .آزمايش بر روي حيوانات سازگار مي باشد

 II كار با بافت انساني بايد در يك هود كـلاس            )كته ايمني ن
  .انجام شود

 اگر احتمال آلودگي جايگـاه تـشريح وجـود دارد، آن را بـا              
بافت را به صورت سترون     ). مثلاً پوست ( استريل كنيد  70%الكل  

 يا محـيط    BSSخارج كرده و آن را در كمترين زمان ممكن در           
. ت بافـت انتقـال دهيـد      كشت قـرار داده و بـه آزمايـشگاه كـش          

حيوانات را در آزمايشگاه كـشت بافـت تـشريح نكنيـد، چـون              
اگر تـأخير   . ممكن است حيوانات آلودگي ميكروبي داشته باشند      

 72در انتقال بافت غير قابل اجتناب باشد، مي توان بافـت را تـا               
 نگهداري كرد، هرچند با انتقـال سـريعتر         C 4°ساعت در دماي    

 . مي شودراندمان بهتري حاصل

  

  جنين موش
جنين هاي موش يـك منبـع سـلولي مناسـبي بـراي كـشت               

آنها اغلـب بـه عنـوان لايـه          .فيبروبلاستي تمايز نيافته مي باشند    
  .تغذيه كننده استفاده مي شوند

  
   جداسازي جنين هاي موش -9-1دستور كار 

  
  طرح كلي 

رحم موش حامله كه از لحاظ زماني برنامه ريزي شده را به            
  .سترون خارج كرده و جنين ها را خارج كنيدصورت 

  
  مواد

  :استريل
DBSS :BSS تــــشريح )BSS بــــا غلظــــت بــــالاي   

ــك  ــي بيوتي ــال   ) آنت ــرف يونيورس ــا ظ ــيچ دار ي ــه در پ   در لول
 mL50-25   

 BSS   در بشر استريلmL 50        براي خنـك كـردن وسـايل 
  پس از شعله دهي
   cm9 پتري ديش 

  پنس هاي نوك دار
  قيچي هاي نوك دار

  :    غير استريل
  هود لامينارفلو كوچك

  موش حامله
   در بطري شستشو70%الكل 
   براي استريل كردن وسايل 70%الكل 

  چراغ بونزن
 وقتي كه وسـايل را بـا فـرو بـردن در الكـل و                )نكته ايمني 

سپس گرفتن آنها روي شعله استريل مي كنيد، مراقب باشـيد تـا             
شند به داخل الكل باز     وسايل را هنگامي كه هنوز شعله ور مي با        

  .نگردانيد
  

  دستور كار
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 اگر موش هـاي  : (Induction of estrus)    القاء فحلي-1
 نــر و مــاده از همــديگر جــدا مــي باشــند وقتــي كــه بــراي 

بعد فحلـي   جفت گيري در كنار هم قرار مي گيرند، سه روز           
ــد    ــد ش ــاء خواه ــاده الق ــداد   در م ــداكثر تع ــه ح   ، زمانيك

 توليد  ،اين فرآيند . فاق خواهد افتاد  جفت گيري هاي موفق ات    
 .با برنامه جنين را در زمان مناسب امكـان پـذير مـي سـازد              

براي برنامه ريزي زماني موفق آميزشي، ممكن است هر روز          
پـــلاگ صـــبح واژن مـــوش هـــاي مـــاده از لحـــاظ     

 . سفت بررسي شود(mucous plug)موكوسي

 روز : (Dating the embryos)تاريخ گذاري جنين ها-2
ان روز  به عنو(vaginal plug) واژني پلاگشخيص يك ت

و تكامل جنين ها از اين تـاريخ        صفر در نظر گرفته مي شود       
  .برنامه ريزي مي شود

سـن بهينـه بـراي تهيـه      .  روز مي باشـد    9-21دوره كامل حدود    
 بـوده كـه     13كشت هايي از يك جنين تفكيك شده در حـدود روز            

وده اما هنوز حاوي نسبت بالايي      زماني است كه جنين نسبتاً بزرگ ب      
هرچنـد  .  كه منبع اصلي كشت مي باشد      استاز مزانشيم تمايز نيافته     

جداسازي و دستكاري جنين ها در اين مرحله در انگلستان نيـاز بـه              
 از جنين هـاي     نابراين ممكن است ترجيح داده شود     مجوز داشته و ب   

ي شـده از ايـن    روزه استفاده شود، هرچند ميزان بافت بازياب    10 يا   9
 .جنين هاي اساساً كم خواهد بود

اغلب اندام هاي اختصاصي، به استثناي مغـز و قلـب در حـدود              
د اما جداسازي آنها    نروز نهم حاملگي شروع به تشكيل شدن مي كن        

 13-14تـشريح در روز     . تا روز حـدود يـازدهم مـشكل مـي باشـد           
  شكيلآســانتر بــوده و اغلــب انــدام هــا تــا روز هيجــدهم كــاملاً تــ

  . شده اند

موش را با قطع گردن كشته و سطح شكمي را به اندازه كافي             -3
 . سواب كنيد70%با الكل 

پوست ناحيـه شـكم را بـه صـورت متقـاطع در خـط ميـاني           -4
درست بالاي ديافراگم پاره كنيد و پوست دو طـرف ناحيـه            

 .شكافت را در جهات مختلف بكشيد

 ـ          -5 رش داده تـا    با قيچي استريل در امتداد خط ميـاني شـكمي ب
در اين مرحله رحم پر شـده بـا         . احشاء داخلي آشكار شوند   

 . شكمي خلفي آشكار مي باشدهجنين ها در حفر

 ، حـاوي  mL50 يا mL25 رحم را در يك لوله در پيچ دار -6
 . تشريح كنيدDBSSاز  mL20 يا 10

 تمام مراحل قبلي بايد در خارج از آزمايـشگاه كـشت            )نكته
هود لامينارفلوكوچك و تكنيك سريع     بافت صورت پذيرد؛ يك     

حيوانات زنده را به آزمايشگاه     . به حفظ استريليتي كمك مي كند     
كشت بافت نبريد، چون ممكن است حيوانـات حامـل آلـودگي            

اگر يك لاشه حيـوان بايـد در داخـل آزمايـشگاه كـشت              . باشند
بافت دستكاري شود، مطمئن شويد تا لاشه به صورت مختـصر           

ر شده يا به طور كامـل سـواب شـده اسـت و              در الكل غوطه و   
 .بلافاصله پس از استفاده آن را دور بياندازيد

رحم كامل را به آزمايشگاه كشت بافت برده آنهـا را بـه يـك           -7
 . استريل انتقال دهيدDBSSديش تازه از 

 .جنين ها را تشريح كنيد-8

(a رحم را با دو جفت پنس استريل پاره كرده، نوك پنس ها را 
م نگه داشته تا از كشيده شدن رحم و فشار زيـاد            نزديك ه 

 .به جنين ها جلوگيري شود

(b                    جنين ها را از غـشا و جفـت آزاد كـرده و آنهـا را در يـك 
  .طرف ديش قرار داده تا خون آنها گرفته شود

اگر به تعداد زيادي    . جنين ها را به يك ديش تازه انتقال دهيد        -9
 كـه ديـش را بـر        جنين نياز مي باشد ممكن است بهتر باشد       

 .روي يخ قرار دهيد

  
 جنين جوجه

تشريح جنين هاي جوجه راحت تر است زيرا آنها در همان           
شبيه جنين هاي مـوش،  . مرحله از جنين موش بزرگتر مي باشند      

جنين هاي جوجه به طور متداول براي تهيه كـشت هـاي اوليـه              
سلول هاي مزانشيمي، براي تجزيه و تحليل تكثير سلولي، بـراي   

هيه لايه هاي تغذيه كننده و به عنـوان يـك بـستر بـراي تكثيـر           ت
همچنين به دليل اندازه بـزرگ آن،  . ويروس ها استفاده مي شوند 

تشريح اندام هاي اختـصاصي بـراي توليـد انـواع سـلول هـاي               
اختصاصي از قبيل هپاتوسيت ها، عضله قلبي و اپي تليـوم ريـه             

ــي باشــد ــوش، ا .  آســانتر م ــين هــاي م ــد جن   ســتفاده ازهمانن
 جنين هاي جوجه در انگلستان شامل قـانون حيوانـات بـوده و             

 را طي   جنينيكار كردن با جنين هايي كه بيش از نيمي از دوران            
  .كرده اند نيازمند مجوز مي باشد
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  وزن مرطـوب كـل جنـين بـدون جفـت و غـشاها،              (a) .وزن مرطوب كل و راندمان سلولي به ازاي هر جنـين مـوش            : 9-1شكل  
 4 بـه مـدت   C37˚ در دمـاي  25/0% راندمان سلولي به ازاي هر جنين بعـد از انكوباسـيون در تريپـسين           (b).  انحراف معيار  ±ميانگين

 5 به مـدت  C4˚ در دماي 25/0%يا بعد از غوطه ور كردن در تريپسين ) مربع ها(ساعت بدون هيچ گونه مرحله جمع آوري حد واسط      
  ).مثلث ها( دقيقه30 به مدت C37˚ساعت و انكوباسيون در دماي 

  
   جداسازي جنين هاي جوجه -9-2دستور كار

  
  طرح كلي

جنين را در شرايط سترون از تخم مـرغ خـارج كـرده و بـه                
  .داخل ديش منتقل كنيد

 

  مواد
  :استريل

DBSS :BSS در  )با غلظت بالاي آنتـي بيوتيـك      (  تشريح 
   mL 50-25 يونيورساللوله در پيچ دار يا ظرف 

BSS   ، mL 50     بـراي خنـك كـردن      ( در يك بشر اسـتريل
  )وسايل پس از شعله دهي

 يا ظـرف مخـصوص تخـم مـرغ          mL50-20بشر كوچك،   
(egg cup)  

  پنس راست و خميده
  cm9پتري ديش هاي 

  :غير استريل
   70%الكل 

  سواب
   روزه10تخم هاي جنين دار 

 اضافي بـالاتر از سـطح       CO2بدون  (انكوباتورهاي مرطوب   
  )اتمسفري

  
  ور كاردست

 در يك اتمسفر    C 5/38°تخم مرغ ها را در درجه حرارت         -1
  درجـه  180مرطوب انكوبه كرده و هر روز تخم مرغ هـا را            

 20-21هر چنـد تخـم مـرغ هـا در حـدود روز              . بچرخانيد
جوجه گيري مي شوند، طول مراحل تكاملي آنها بـا مـوش            

بـراي كـشت سـلولهاي پراكنـده از كـل           . متفاوت مي باشـد   
تهيه تكه هاي    و براي    8 مرغ بايد در حدود روز       جنين، تخم 

  . برداشته شود10-13 در حدود روز اندام
 سواب كرده و آن را بـه صـورتي          70%تخم مرغ را با الكل       -2

كه انتهاي پهن آنها به سمت بالا باشد در يك بـشر كوچـك              
 .قرار دهيد

با استفاده از يك پنس استريل بـالاي پوسـته تخـم مـرغ را                -3
 . را تا لبه كيسه هوايي بكنيدشكسته و پوست
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 روز  14 و   13،  12 جنين ها    .جنين هاي موش  : 9-2شكل  
از يــك زايمــان ) پــايين( روزه12جنــين . پــس از بــارداري

حاصل شده و بزرگتر از اندازه اي اسـت كـه         )  تا 3(كوچك
  .معمولاً در اين مرحله يافت مي شوند

  

 

 برده و سـر  يعني در الكل فرو (پنس را دوباره استريل كرده       -4
 اســتريل BSSپـنس را روي شـعله گرفتــه و كـل آن را در    

 غشاي پوسته سـفيد     ،و سپس با استفاده از پنس     ) خنك كنيد 
 زير آن با عروق     (CAM)را كنده تا غشاي كوريوالانتوئيك      

 .خوني آن آشكار شود

5- CAM           را با استفاده از پنس خميده استريل سوراخ كرده و 
دو طرف . سر جنين را بلند كنيد     قسمت زير    ،با گرفتن ملايم  

پنس را زياد به هم فشار ندهيـد چـون گـردن جنـين قطـع                
 .خواهد شد

 از mL 20 حــاوي cm 9جنــين را بــه يــك پتــري ديــش  -6
DBSSانتقال دهيد . 

  
  مواد بيوپسي انسان 

كار كردن با مواد بيوپسي انسان، مشكلاتي را به همـراه دارد            
 معمـولاً نيـاز بـه اخـذ     .كه در مورد بافت حيواني وجـود نـدارد    

  :رضايت از 
  پزشــك يــا جــراح مربوطــه-2 كميتـه اخلاقــي بيمارســتان   -1

بعـلاوه، معمـولاً نمونـه      .  بيمار يا بستگان بيمار وجـود دارد       -3 
برداري بيوپسي براي مقاصد تشخيصي انجام مي شود و بنابراين          

اين عامـل در    .  نيازهاي آسيب شناس برآورده شود     ،بايد در ابتدا  
 غيرپاتولوژيـك ورد بافتهاي جدا شده در عمل جراحي يا بافت          م
  .مشكلات كمتري دارد) مثل جفت يا بند ناف(

  
  بيوپسي هاي انسان -9-3دستور كار

  
  طرح كلي 

ــرف    ــرده، ظ ــشورت ك ــتان م ــان بيمارس ــا كاركن ــاي(ب  ) ه

برچسب دار حاوي محيط كشت تهيه كـرده و ترتيـب دريافـت             
  .يب شناس را بدهيدنمونه ها از اتاق جراحي يا آس

  
  مواد

با درپوش هاي ضد نشت كـه       ) mL30-15(لوله هاي نمونه  
تا حدود نيمي از لوله با محيط كشت حـاوي آنتـي بيوتيـك پـر                
شده و آدرس و شماره تلفن شـما بـر روي آن يادداشـت شـده                

  .است را تهيه كنيد
 

  دستور كار
ظروف حاوي محيط كـشت دريافـت نمونـه كـه بـه طـور               -1

گذاري شده اند را براي اتاق انتظار اتاق عمل        واضح علامت   
  .جراحي يا آزمايشگاه آسيب شناسي تهيه كنيد

 شدوقتي كه مواد براي دريافت نمونه آماده        ترتيبي دهيد تا     -2
 .به شما اطلاع داده شود
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 پاره كـردن    (c) و   (b).  سواب كردن شكم   (a).  مراحل تشريح يك موش حامله براي جمع آوري جنين ها          .تشريح موش : 9-3شكل  
 تـشريح  (g).  خارج كـردن رحـم   (f). آشكار كردن رحم در محل خود(e). باز كردن شكم(d) . پوست تا ديواره شكمي آشكار شود

انتقـال قطعـات بـه فلاسـك      (l) . تكه تكه كردن جنين هـا (k)). اختياري( برداشتن سر(j).  خارج كردن غشاها(i). جنين ها از رحم
قرار دادن فلاسك بـر   (n)). براي تريپسينه كردن گرم( انتقال قطعات به يك فلاسك ارلن ماير كوچك(m).  كردنمخصوص تريپسينه

  ).براي تريپسينه كردن سرد(روي يخ
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  )ادامه(:9-3شكل 
 
  

ظروف را بعد از جراحي جمع آوري كرده يـا بايـد فـردي               -3
 و وقتـي    بفرسـتد بلافاصله آنها را پس از دريافت براي شما         

 .ه فرستاده شدند شما را مطلع سازدك

نمونـه بايـد    . نمونه را با آزمايشگاه كشت بافت منتقل كنيد        -4
و موم شده در  مثلاً در يك لوله مهر   (سه مرتبه پوشانده شود     

داخل يك كيـسه پلاسـتيكي مهرومـوم شـده پـر از پارچـه               
جاذب رطوبت، در صورت نشتي، در داخل يك پاكـت بـاد            

ن درج  آماره تلفـن شـما بـر روي         كرده كه نام، آدرس و ش ـ     
 C 4°معمولاً اگر نمونه هاي بيوپسي در دمـاي         ). شده است 

 روز زنده   3-4 و حتي تا     h24نگهداري شوند، براي حداقل     
مي مانند؛ هرچند هرقدر فاصله زماني بين جراحي تا كـشت        

 .زيادتر شود نمونه ها بيشتر رو به زوال خواهند رفت

يادداشت روزانه ثبت كـرده تـا       رسيد نمونه را در يك دفتر        -5
 .بعداً وارد كامپيوتر كنيد
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سـواب كـردن    (a). مراحل خارج كردن جنين كامل جوجه از يك تخم مـرغ .خارج كردن يك جنين جوجه از تخم مرغ: 9-4شكل

 و (CAM)وئيـك  آشكار شدن غـشاء كوريوالانت  (e). كندن غشاي پوستهd) ( كندن پوستهc) (شكستن پوسته  (b).تخم مرغ با الكل
  جنـين (i).  خارج كردن جنـين از تخـم مـرغ         (h).  گرفتن اطراف گردن جنين    (g).  توسط پنس  CAMخارج كردن   (f). عروق خوني 

  . روزه در داخل پتري ديش10 
  
قبل از بيوپـسي پوسـت يـك شستـشو بـا             :آلودگي زدايي  -6

محلول ضدعفوني كننده صورت گرفتـه و قبـل از جراحـي            
هرچنـد بـه    .  داده مي شـود     خوراكي روده يك آنتي بيوتيك   

دليل نيازهاي جراحي، اغلـب نمونـه هـاي جراحـي وقتـي             
برداشته مي شوند استريل مي باشـند و مـشكلات احتمـالي            

نمونه هاي   .ممكن است با دستكاري هاي بعدي ايجاد شود       
  و) مثل بيوپـسي هـاي پوسـت، ملانوماهـا و غيـره           (سطحي

مثـل نمونـه هـاي      ( نمونه هاي دسـتگاه معـده اي روده اي          
مخصوصاً مستعد به آلـودگي از فلـور روده         ) كولون و ركتال  

ممكن است مشورت بـا يـك ميكـروب شـناس           . مي باشند 
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پزشكي براي تعيين فلور ميكروبي يك نمونه بافت و سـپس         
اگـر   .انتخاب صحيح آنتي بيوتيك بر حسب آن مفيـد باشـد          

 يـا   mg 200يعني  (نمونه جراحي به اندازه كافي بزرگ باشد      
در الكل  )  دقيقه 1 ثانيه تا    30يعني  (فرو بردن مختصر    ) بيشتر

 به كاهش آلودگي سطحي بدون اين كه آسـيب زيـادي            %70
  .به مركز نمونه بافت برساند، كمك خواهد كرد

  
  كشت اوليه

چندين تكنيك براي كشت اوليه از بافـت جـدا شـده ابـداع              
اي كـاملاً   ه ـ تكنيك) 1اين تكنيك ها را مي توان به        . شده است 

 تكنيـك هــايي كـه از تفكيــك آنزيمـي اســتفاده    ) 2مكـانيكي و  

 اوليه براي مقادير بسيار كم بافت       اكسپلنت .مي كنند، تقسيم كرد   
تفكيـك آنزيمـي زمـاني كـه بافـت بيـشتري در             . مناسب اسـت  

دسترس مي باشد، محصول بيشتري مي دهد و تفكيك مكانيكي          
ي سفت تر وقتـي كـه       در مورد بافت هاي نرم و بعضي بافت ها        

  .اندازه محصول زنده مهم نيست به خوبي كار مي كند
  

   اوليهاكسپلنت
 اوليــه روشــي ابتــدايي بــوده كــه توســط اكــسپلنتتكنيــك 

Carrell  ،Harrison            و افراد ديگر بـراي شـروع يـك كـشت 
همانگونه كه در ابتدا انجام مي شـد يـك          . بافت توسعه پيدا كرد   

 با سرم غيـر     ،لاسماي خون فرو برده   تكه از بافت را در لنف يا پ       
متجانس و عصاره جنين مخلوط كرده و بر روي يك لامل كه بر    

پلاسـماي  . روي يك لام مقعر وارونه  شده است قرار مي دهـيم     
   رااكــسپلنتلختــه شــده بافــت را در جــاي خــود نگهداشــته و 

عـصاره  .  مي توان با يك ميكروسـكوپ معمـولي بررسـي كـرد      
 مواد غـذايي را فـراهم سـاخته و          ،فه پلاسما جنين و سرم به اضا    

، در عرض بستر جامد را تحريك       اكسپلنتمهاجرت به خارج از     
سرم غير متجانس بـراي افـزايش لختـه شـدن پلاسـما             . مي كند 

اين تكنيك ها هنوز استفاده مي شـود، امـا بـه            . استفاده مي شود  
ميزان زيادي روش ساده تر آن كه در دستور كار زير شـرح داده              

  .مي شود، جايگزين آن شده است
  

   اوليهاكسپلنت  -9-4دستور كار

  طرح كلي
بافت به دقت خرد شده و شستشو داده مي شود و تكـه هـا               
در سطح يك فلاسك كشت يا پتـري ديـش در حجـم كمـي از                

بذرافشاني  )40-50%يعني  (محيط كشت با غلظت بالايي از سرم      
 زمـاني كـه      تكه ها را تـا     ،د به طوري كه كشش سطحي     نمي شو 

آنها به طور خود به خود به سطح متـصل مـي شـوند در جـاي                 
 معمولاً زماني كه اين امـر صـورت پـذيرفت         . خود نگه مي دارد   

  .سلول ها آغاز خواهد شد (outgrowth)برون رشد

  مواد
  : استريل

 بـا  50:50 بـه نـسبت   DMEM: F12مـثلاً  (محيط كشت 
%20 FBS(  

mL 100  DBSS  
  وص كشت بافت نمي باشد كه مخصcm 9پتري ديش 

  پنس
  اسكالپل
   دهان گشادmL10پي پت 

   يا ظروف يونيورسالmL 20 يا 15لوله هاي سانتريفوژ 
 cm 6-5 يا پتري ديش هـاي       cm2 25فلاسك هاي كشت    

اندازه فلاسك هـا و حجـم محـيط كـشت           . با گريد كشت بافت   
 cm2 25تقريباً پـنج فلاسـك      . رشد به مقدار بافت بستگي دارد     

  . بافتmg 100هر براي 
  دستور كار

 تـازه و اسـتريل انتقـال داده و شستـشو            BSSبافت را بـه      -1
  .دهيد

بافت را بـه يـك ديـش ديگـر منتقـل كـرده، بافـت هـاي                   -2
ناخواسته مثل چربي يا مواد مرده را جدا كـرده مجـدداً وارد             

  . ديش سوم كنيد
 mm 1با اسكالپل هاي صليبي با دقـت آن را بـه قطعـات               -3

 .خرد كنيد

قطعـات را   )  دهان گشاد  mL 20-10(استفاده از پي پت     با   -4
 يـا  15به يك لوله سانتريفوژ يا ظـرف يونيورسـال اسـتريل            
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 مسيرهاي متعدد به دست آوردن يك رده سلولي؛ مركز و سمت چپ توسط تفكيك مكانيكي، .روش هاي كشت اوليه: 9-5شكل 

 انتقال داد تا رشد كرده و سپس برون رشد حاصل را واكشت داد تا يك يك اكسپلنت را مي توان. سمت راست توسط تفكيك آنزيمي
  .رده سلولي حاصل شود

  
  mL50  ابتدا داخل پي پـت را بـا         ( انتقال دهيدBSS   مرطـوب 

 ). تا قطعات به پي پت نچسبند كنيد

 .اجازه دهيد كه قطعات ته نشين شوند -5

 آنهـا را شستـشو دهيـد،        BSSبا تعليق مجدد قطعـات در        -6
رناتانت را يد تكه ها تـه نـشين شـده و مـايع سـوپ              ده اجازه

 .اين مرحله را دو بار ديگر تكرار كنيد. خارج كنيد

   تكـه در هـر فلاسـك       20-30قطعات را به ميـزان حـدود         -7
 cm2 25      به خاطر داشته   ( به يك فلاسك كشت انتقال دهيد

 ).باشيد كه پي پت را مرطوب كنيد

 محيط كشت   mL 1بيشتر مايع را خارج كرده و در حدود          -8
فلاسـك  .  سطح رشد اضافه كنيـد     cm2 25رشد به ازاي هر     
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را به آرامي كج كرده تا قطعـات بـه صـورت يكنواخـت در               
 .سطح رشد منتشر شوند

 ساعت در يك    18-24در فلاسك را بسته و آن را به مدت           -9
 . قرار دهيدC 37°انكوباتور يا گرمخانه در دماي 

 ـ         -10 ه تـدريج حجـم     اگر قطعات اتصال يافتند ممكـن اسـت ب
 در هـر فلاسـك      mL 5 روز بـه     3-5محيط كشت در طـي      

cm2 25              افزايش يابد و سپس هفتـه اي يـك بـار تعـويض 
 قابل ملاحظـه اي از سـلول هـا          برون رشد شده تا زماني كه     

 .مشاهده شود

 تشكيل شد ممكن است سـپس       برون رشد هنگامي كه يك     -11
   با يك اسـكالپل جـدا شـده و بـا اسـتفاده از يـك                اكسپلنت

 پي پت كه قبلاً مرطوب شده است بـه يـك ظـرف كـشت               
  ). باز گرديد7سپس به مرحله (جديد انتقال يابد

، بـرون رشـد   محيط كشت فلاسـك اول را تـا زمـاني كـه              -12
در اين  .  از سطح رشد را بپوشاند، تعويض كنيد       50%حداقل  

 .مرحله ممكن است سلول ها واكشت داده شوند

 م بافــت از قبيــلايــن تكنيــك مخــصوصاً بــراي مقــادير كــ

بيوپسي هاي پوست كه خطر از دست رفتن سـلول هـا در طـي               
عيب ايـن   . تفكيك مكانيكي يا آنزيمي زياد است، مفيد مي باشد        

روش به خاطر قـدرت اتـصال ضـعيف بعـضي از بافـت هـا و                 
 ،هـر چنـد در عمـل      .  مي باشـد   برون رشد انتخاب سلول ها در     

موفقيـت آميـزي    اغلب سلول ها مثل سلول هاي جنيني به طرز          
 .به بيرون مهاجرت مي كنند

با قرار دادن يك لامل شيشه اي بـالاي          :اكسپلنت هاي چسبنده  
 نزديك لبه لامل قـرار گيـرد، هـم          اكسپلنت به طوريكه    اكسپلنت

اتصال و هم مهاجرت ممكن است تحريك شود يا ممكن است           
. ديش پلاستيكي خراشيده شده تا بافت به فلاسك متـصل شـود         

ممكـن اسـت بـا تيمـار پلاسـتيك بـا پلـي ليـزين يـا                  همچنين  
 ،فيبرونكتين، ماتريكس خارج سلولي يا لايه هـاي تغذيـه كننـده      

در گذشته لخته هاي پلاسما بـراي افـزايش         . اتصال افزايش يابد  
يك قطره از پلاسما را روي سطح       . شده است  اتصال استفاده مي  

اين كار بايد   .  را در آن قرار دهيد     اكسپلنتپلاستيكي قرار داده و     
پلاسما را تحريك كرده كه در عرض چنـد دقيقـه لختـه شـود،               

  همچنـين . سپس مي توان روي آن محيط كشت را اضـافه كـرد           

مي توان از فيبـرونكتين و تـرومبين خـالص سـازي شـده هـم                 
  . استفاده كرد

  

  تفكيك آنزيمي
 سلول در بافت ها توسط انواع مولكول هاي         –اتصال سلول   

 انجام مي شود ، كـه تعـدادي از آنهـا            CAMsيا  اتصال سلولي   
مي باشـند و بنـابراين نـسبت بـه           ) ها كدهرين(وابسته به كلسيم  

ــه كننــده از قبيــل  ــا EDTAعوامــل كلات    حــساس EGTA ي
-گليـسين - آرژنـين  اينتگـرين هـايي كـه بـه واحـد         . مي باشـند  

   در مـاتريكس خـارج سـلولي متـصل         (RGD) آسپارتيك اسيد 
 بـوده و بـا      +Ca2حي متـصل شـونده بـه         مي شوند، داراي نـوا    

همچنـين مـاتريكس    .  تحت تأثير قـرار مـي گيرنـد        +Ca2حذف
داخل سلولي و غشاهاي پايه داراي گليكوپروتئين هاي ديگـر از    
قبيل فيبرونكتين و لامينين مي باشند كه حساس به پروتئاز بـوده           
و پروتئوگليكانها كه كمتر حساس به پروتئـاز مـي باشـند ولـي              

ازهـايي مثـل هيالورونيـداز يـا        قات مي تـوان بـا گليكان      گاهي او 
به طور كلي افـزايش خلـوص يـك         . از آنها را تجزيه كرد    نيهپار

آنزيم كنترل باعث سميت كمتر و افزايش اختصاصيت مي شـود           
  .اما ممكن است منجر به فعاليت تفكيك كمتر شود

 مشكل انتخاب بـه وسـيله       ،تفكيك مكانيكي و آنزيمي بافت    
كه بيـشتر   (ا مرتفع كرده و تعداد بيشتري از سلول ها          مهاجرت ر 

. حاصل مي شود    در زمان كوتاهتري   )معرف كل بافت مي باشند    
 انتخـاب بـر     ، اوليـه  اكـسپلنت هرچند همان گونه كه در تفكيك       

   ت سـلولي مـي باشـد، تكنيـك هـاي جداسـازي،            راساس مهاج 
سلول هاي مقاوم بـه پروتئـاز و اسـترس مكـانيكي را انتخـاب               

  .اهد كردخو

بافت جنيني آسـانتر پراكنـده شـده و محـصول بيـشتري از              
  سلول هاي در حال تكثيـر را نـسبت بـه بافـت نـوزاد يـا بـالغ                  

 در به دسـت آوردن سـلول هـاي در           دشواريافزايش  .  مي دهد 
  حال تكثير زنده با افزايش يافتن سـن بـه دليـل چنـدين عامـل                

ت همبند رشته اي    آغاز تمايز، افزايش در باف    : مي باشد كه شامل   
و ماتريكس خارج سلولي و كاهش مخزن سلولي در حال تكثير           

وقتي كـه بـه روش هـاي شـديدتر بـراي            . تمايز نيافته مي باشد   
  مثلاً تريپسينه كردن طولاني تر يا همزني (تفكيك بافت نياز باشد
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 كشت اكـسپلنت اوليـه از   (b). ي اكسپلنت هاي اوليهشكل شماتيك مراحل تشريح و بذرافشان(a)  .كشت اكسپلنت اوليه: 9-6شكل 

 بـرون رشـد بعـد از     (c).  روز بعد از كشت اكسپلنت3كارسينوماي پوست فلسي موش؛ اكسپلنت و مرحله ابتدايي برون رشد حدود 
  .10 ×عدسي شيئي .  روز بعد از كشت اكسپلنت7خارج كردن اكسپلنت  حدود 

  
. ن اسـت تخريـب شـوند   اجزاي شكننده تر بافـت ممك ـ     ) بيشتر

  بدست آمدن تفكيك كامـل     ،بعنوان مثال در تومورهاي رشته اي     
با تريپسين در حالي كه هنوز سلول هاي كارسينوما زنـده بـاقي             

  .بمانند، بسيار مشكل است
كـه دو    انتخاب گريد تريپسين مصرفي مشكل مي باشد چرا       

  : ند متضاد وجود دارد ور
 آن كـاهش يافتـه و       هرچقدر تريپسين خالص تر شود سميت     )1

  .فعاليت آن بيشتر قابل پيش بيني مي شود

هر چقدر تريپسين خام تر باشد ممكن است به خاطر وجـود            )2
  . پروتئاز هاي ديگر مؤثرتر باشد

در عمل ممكن است براي تعيين گريد بهينه براي محـصول           
سلولي زنده به يك آزمايش مقدماتي نياز باشد چرا كـه ممكـن             

ل بين حساسيت به اثرات سـمي و توانـايي          است پيش بيني تعاد   
تريپسين خام متـداول تـرين آنـزيم مـورد          . تفكيك مشكل باشد  

استفاده در تفكيك بافت است زيرا به خوبي توسـط بـسياري از             
سلول ها تحمل شده، براي بسياري از بافـت هـا مـؤثر بـوده و                
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هرگونه فعاليت باقيمانده بعـد از شستـشو توسـط سـرم محـيط              
ني كه محيط كشت فاقد سرم استفاده شـود توسـط           كشت يا زما  

  خنثـي ) مثلاً بازدارنـده تريپـسين سـويا      (يك بازدارنده تريپسين    
  . مي شود

 
  تريپسين گرم

 لازم است كه تماس سلول هـا        زيستايي براي حفظ حداكثر    
بنابراين وقتي بافـت كامـل      . را با تريپسين فعال به حداقل رساند      

ود، بايد هر نيم ساعت يك بـار         تريپسينه مي ش   C 37°در دماي   
ســلول هــاي جداشــده جمــع آوري شــده و بايــد تريپــسين بــا 
سانتريفوژ كردن و خنثي سازي با سـرم محـيط كـشت برطـرف              

  .شود
  

    تفكيك بافت در تريپسين گرم- 9-5دستور كار
  

  طرح كلي
بافت خرد شده و به مدت چند ساعت در تريپسين همزنـي            

سـلول هـاي جداسـازي شـده        هر نيم ساعت يك بار      . مي شود 
جمع آوري و سانتريفوژ شده و در محيط كـشت حـاوي سـرم              

  .ريخته مي شود
  مواد 
  :استريل
   گرم1-5بافت، 

mL  DBSS 50   
   يا نرمال سالينD-PBSA در 5/2) % خام(تريپسين 

mL  D-PBSA 200  
 10% بـا  DMEM / F12مثـل  (حيط كشت حاوي سـرم  م

FBS(  
بـه  ( ازاي هر گـرم بافـت       عدد به  5-10فلاسك هاي كشت،    

  ) بافت بستگي داردسلولاريتي
ــاي   ــش ه ــري دي ــت  cm9پت ــشت باف ــه مخــصوص ك     ك

  نمي باشند
 يـا ظـروف     mL50ويالهاي وزن شده، لوله هاي سانتريفوژ       

  يونيورسال

 يـا   mL 250فلاسـك ارلـن مـاير       : فلاسك تريپسينه كـردن   
  فلاسك همزن دار 

  آزمايشدانه هاي مغناطيسي، اتوكلاو شده در لوله 
  پنس هاي خميده

  )mL 10 و mL 2پاستور (پي پت
  :غير استريل

  همزن مغناطيسي
  هموسيتومتر يا دستگاه شمارشگر سلولي

  
  دستور كار

 cm 9 اسـتريل و تـازه در پتـري ديـش            DBSSبافت را به    -1
  .انتقال داده و شستشو دهيد

بافت را به يك ديش ديگر منتقل كرده و بافت هاي ناخواسته        -2
ربي يا مواد مرده را جدا كنيـد و سـپس بـه ديـش              از قبيل چ  

  .سوم منتقل كنيد
 mm 3بافت را با اسكالپل هاي صـليبي بـه قطعـات حـدود              -3

 .خرد كنيد

بافت را با پنس هاي خميده بـه يـك لولـه يـا ويـال از قبـل                   -4
 .توزين شده انتقال دهيد

 .اجازه دهيد كه قطعات ته نشين شوند-5

 شستـشو داده،    DBSSبافت را با تعليق مجـدد تكـه هـا در            -6
رناتانت را د تكه ها ته نـشين شـوند و مـايع سـوپ         اجازه دهي 
 .اين مرحله را دو بار ديگر تكرار كنيد. خارج كنيد

 .ويال يا لوله را خشك كرده و مجدداً آن را وزن كنيد-7

قطعات را به فلاسك تريپـسينيزاسيون خـالي منتقـل كنيـد و             -8
 . شستشو دهيدDBSSويال يا لوله را با 

ــ-9 ــرده و   بي ــارج ك ــده را خ ــاقي مان ــايع ب    ازmL 180شتر م
 D-PBSAبه آن اضافه كنيد . 

10-mL 20 در ايـن مرحلـه  ( به آن اضافه كنيـد 5/2% تريپسين  
 مي توان در صورت نياز آنـزيم هـاي ديگـر مثـل كلاژنـاز،           

 ). را نيز اضافه كردDNaseهيالورونيداز يا 

 .يك دانه مغناطيسي به فلاسك اضافه كنيد-11

ك را بسته و آن را بر روي يك همـزن مغناطيـسي             در فلاس -12
  .  قرار دهيدC 37°در يك انكوباتور يا گرمخانه در دماي
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  .تفكيك با روش تريپسين گرم: 9-7شكل 
  

  
 rpm  100 در حـدود  C 37° دقيقه در دمـاي  30به مدت -13

 .همزني كنيد

 دقيقه سلول هاي جداسازي شده را مطابق روش         30بعد از   -14
 :آوري كنيدزير جمع 

a(اجازه دهيد كه تكه ها ته نشين شوند. 

b(             سوپرناتانت را به داخل يك لولـه سـانتريفوژ ريختـه و آن را  
  . بر روي يخ قرار دهيد

c(               تريپسين تازه را به تكه هاي بـاقي مانـده در فلاسـك اضـافه
 دقيقـه ديگـر     30كرده و به همزدن آن ادامه دهيد و به مدت           

 .آن را انكوبه كنيد
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d(   جمع آوري شده مرحله     سلول هاي)b (     دقيقه  5را به مدت 
 . سانتريفوژ كنيدg 500در 

e(          مجدداً رسـوب بدسـت آمـده را درmL 10     محـيط كـشت 
حاوي سرم به حالت تعليق در آوريد و سوسپانسيون را روي           

 .يخ نگهداري كنيد

 را تا زماني كه تفكيك كامـل انجـام شـود يـا تـا               14مرحله  -15
 3-4معمولاً  ( صورت نگيرد  زماني كه ديگر تفكيك آشكاري    

  .تكرار كنيد) ساعت
سوسپانسيون سلولي سـرد شـده را جمـع آوري و مخلـوط             -16

سـلول شـمار    كرده، سلول ها را با هموسيتومتر يـا دسـتگاه           
 . را بررسي كنيدزيستاييالكترونيكي شمرده و 

چون جمعيت سلولي خيلي ناهمگون خواهد بـود، دسـتگاه          -17
ــدا  ــي در ابت ــمار الكترونيك ــلول ش ــك  س ــا ي ــق ب ــه تطبي  ب

 ممكن است كاليبراسيون مـشكل      زيراهموسيتومتر نياز دارد،    
 . باشد

 muslinتكه هاي بزرگ باقيمانده را با صاف كردن توسط          -18
 .يا الك اختصاصي استريل خارج كنيد

 سـلول   Ø 1 106سوسپانسيون سلولي را در محيط كشت تا        -19
ر هر  سلول دØ2 105در هر ميلي ليتر رقيق كرده و با حدود   

وقتي . سانتيمتر مربع در تعداد كافي فلاسك بذرافشاني كنيد       
 نامشخص يا غير قابل پـيش بينـي مـي باشـد،             بقاءكه ميزان   

مـثلاً در   (شمارش سـلولي از ارزش كمـي برخـوردار اسـت          

ــسبت    ــت ن ــن اس ــه در آن ممك ــور، ك ــاي توم ــسي ه   بيوپ
در اين مورد، محدوده اي     ).  سلول هاي مرده كاملاً بالا باشد     

 بافت در هر ميلي ليتر را       mg 25 تا   5ز غلظت ها از حدود      ا
 .تهيه كنيد

 2-4(محيط كشت را در فواصل زماني منظم تعـويض كنيـد          -20
سوپرناتانت را قبل از اين كـه       ). pHروز با توجه به كاهش      

دور بريزيد از نظر سلول هاي زنده بررسي كنيد زيرا بعضي           
 تـرجيح  از سلول ها آهسته چسبيده يـا حتـي ممكـن اسـت            

 .دهند در حالت شناور تكثير يابند

اين تكنيك براي تفكيك مقادير زيادي از بافت در زمان نسبتاً           
ــا    ــاي موشـــي يـ ــين هـ ــراي جنـ ــه خـــصوص بـ ــاه، بـ   كوتـ

ايـن تكنيـك در مـورد       . جنين هاي جوجه كامل مفيد مي باشـد       
بافت بالغ به خوبي كار نمي كنـد زيـرا در آن مقـدار زيـادي از                 

 اي وجود دارد و همزدن مكانيكي مي تواند به  بافت همبند رشته  
. بعضي از انواع سلولي حساستر از قبيل اپي تليوم آسيب برساند          

در صورتي كه بعد از سانتريفوژ كردن و تعليـق مجـدد، تجمـع              
 دقيقـه   10-20مجدد سلول ها صورت پذيرفت، آن را به مـدت           

 انكوبـــه كـــرده و مجـــدداً   DNase  ازµg/mL 20-10در 
 .وژ كنيدسانتريف
  
  

  
  

   سرد و گرمه كردن راندمان سلولي در روش تريپسين:9-1جدول 
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   سردپيش تيمارتريپسينه كردن با 
يكي از معايـب اسـتفاده از تريپـسين بـراي تفكيـك بافـت،            

كه ممكن است به دليل تمـاس طـولاني مـدت            آسيبي مي باشد  
 نيـاز بـه      ايجاد شود، بنـابراين    C 37°بافت با تريپسين در دماي      

 دقيقـه انكوباسـيون در روش       30جمع آوري سلول هـا بعـد از         
 3يعني  (تريپسين گرم بهتر از آن است كه آنها را براي كل زمان             

كه براي تفكيـك كـل بافـت مـورد نيـاز اسـت در               )  ساعت 4تا  
يك روش سـاده بـراي بـه حـداقل           .معرض تريپسين قرار دهيم   

ن است كه بافت را     رساندن آسيب به سلول ها در طي تفكيك اي        
 در تريپسين قـرا داده تـا باعـث نفـوذ آنـزيم بـا               C 4°در دماي   

 بعد از اين فرايند بافت بـراي تفكيـك      .فعاليت تريپتيك كم شود   
  . نياز داردC 37°به انكوباسيون خيلي كوتاهتري در دماي 

  
  تفكيـك بافـت در تريپـسين         -9-6دستور كـار    

  سرد
  

  طرح كلي
 ساعت در دمـاي     6-18را به مدت    بافت را خرد كرده و آن       

°C 4    بعد از خارج كردن تريپسين بافت       . در تريپسين قرار دهيد 
  .را انكوبه كرده و سلول ها را در محيط كشت گرم پراكنده كنيد

  
  مواد

  :استريل يا تهيه شده در شرايط سترون
  بافت  كه قبلاً وزن شده است گرم 5-1

   )FBS 10% با DMEM/F12مثلاً ( محيط كشت رشد
DBSS  

ــاRPMI 1640 در 25/0%تريپــسين خــام     فاقــد ســرم ي
   MEM/Stirrer(S-MEM) نمك هاي 

ــاي   ــش ه ــري دي ــت cm 9پت ــشت باف ــه مخــصوص ك    ك
   نمي باشد

  پنس هاي مستقيم و خميده
  اسكالپل 

 درپـيچ دار كـه قـبلاً وزن         mL 50 يا   25فلاسك ارلن ماير    
  )يا ويال شيشه اي يا ظرف يونيورسال(شده است

  cm2 75 يا cm2 25سك هاي كشت فلا

   )mL10 و mL 2پاستور (پي پت
  :غير استريل

   (ice bath)وان يخ 
  

  دستور كار
 cm9 تازه و استريل در يك پتري ديش         DBSSبافت را به    -1

  .منتقل كرده و شستشو دهيد
 بافت را به يك ديش ديگر انتقال داده، بافت هاي ناخواسـته    -2

  .دا كنيداز قبيل چربي يا مواد مرده را ج
بافت را به ديش سوم انتقال داده و با اسكالپل هـاي صـليبي              -3

اگر اندام هـاي    .  خرد كنيد  mm 3بافت را به قطعات حدود      
جنيني از اين اندازه بزرگتر نباشند، بهتـر اسـت بـه صـورت              

 .دست نخورده باقي بمانند

   يـا 15بافت را با پنس هاي خميـده بـه يـك ويـال اسـتريل            -4
 mL 50 قبل وزن شده انتقال دهيد استريل از. 

 .اجازه دهيد كه تكه ها ته نشين شوند-5

 بافت را شستشو داده، اجازه BSSبا تعليق مجدد قطعات در -6
دهيد تكه ها ته نشين شوند و مـايع سـوپرناتانت را خـارج              

 .اين مرحله را دو بار ديگر تكرار كنيد. كنيد

 ويـال   بيشتر مايع باقي مانده را با دقت خارج كرده و مجـدداً           -7
 .را وزن كنيد

 25/0% تريپـسين    mL10 در هر لوله به ازاي هر گرم بافـت          -8
 اضــافه C 4° در دمــاي S-MEM يــا RPMI 1640در 
 .كنيد

 . قرار دهيدC 4° ساعت در دماي 6-18مخلوط را به مدت -9

ممكن است  (تريپسين را با دقت خارج كرده و دور بريزيد          10
نزيم هاي ديگر    از آ  mL 2-1در اين مرحله در صورت نياز       

 ). اضافه شودDNaseمثل كلاژناز، هيالورونيداز يا 

-

-
-

-

 . قرار دهيدC 37° دقيقه در دماي 20-30لوله را به مدت 11

 بافت  mg 100 محيط كشت گرم به ازاي هر        mL 1تقريباً  12
اوليه اضافه كرده و به آرامي مخلوط را به سمت بالا و پايين             

 .پت كرده تا بافت كاملاً پخش شود پي

ر بعــضي از بافــت هــا پراكنــده نــشدند، ممكــن اســت  اگــ13
  نگز يا توري فولادي زد muslinسوسپانسيون سلولي با 
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 لوله و فيلتر پلي پروپيلن يكبار .صافي سلولي: 9-8شكل 

. مصرف براي صاف كردن توده ها از سوسپانسيون اوليه
همچنين از آن مي توان براي تفكيك بافت هاي نرم استفاده 

  .كرد
  
  
  

يا يك صافي پلاستيكي يكبار مصرف      ) µm 200-100(استريل  
. فيلتر شده يا اجازه داده شود كه تكه هاي بزرگتر ته نشين شوند 

وقتي كه مقدار زيادي بافـت وجـود دارد، افـزايش دادن حجـم              
 براي هر گـرم  mL 20محيط كشت مورد استفاده براي تعليق تا      

يع سـوپرناتانت را  از بافت، ته نـشيني و جمـع آوري بعـدي مـا            
 .آسانتر مي كند 

غلظت سلولي را در سوسپانسيون با هموسيتومتر يا سـلول           -14
 را بررسـي    زيـستايي شمار الكترونيكي تعيين كرده و ميـزان        

 .كنيد

جمعيت سلولي خيلـي نـاهمگون خواهـد بـود ؛ شـمارش             -15
متر الكترونيكي سلول ها در ابتدا به تطبيق با يـك هموسـيتو           

 .راسيون آن مشكل باشد بين است كالنياز دارد زيرا ممك

  سلول   Ø 1 106سوسپانسيون سلولي را در محيط كشت تا        -16
 سـلول در    Ø 2 105در ميلي ليتر رقيـق كـرده و بـا حـدود             

. سانتيمتر مربع در تعداد كـافي فلاسـك بـذر افـشاني كنيـد             
 نامشخص بوده يا غير قابـل پـيش بينـي           بقاءوقتي كه ميزان    

ــلولي ا  ــمارش س ــد، ش ــي باش ــوردار م ــي برخ ز ارزش كم
  مــثلاً در بيوپــسي هــاي تومــور كــه در آنهــا نــسبت(اســت

در اين مـورد    )  سلول هاي مرده ممكن است كاملاً بالا باشد       
 بافت در هر    mg 25 تا   5محدوده اي از غلظت ها از حدود        

 .ميلي ليتر تهيه كنيد

 2-4(محيط كشت را در فواصل زماني منظم تعويض كنيـد         17
سوپرناتانت را قبل از اين كه دور      ). pHروز با توجه كاهش     

بريزيد از نظر سلول هاي زنده بررسي كنيد زيـرا بعـضي از             
سلول ها آهسته چسبيده يا حتي ممكن است تـرجيح دهنـد            

 .در حالت شناور تكثير يابند

-

روش تريپسين سرد معمولاً راندمان بالاتري از سـلول هـاي           
 دهد و نسبت بـه       ساعت كشت مي   24 بيشتر بعد از     بقاءزنده با   

  . انواع سلول هـاي متنـوع تـري را حفـظ مـي كنـد               ،روش گرم 
 كشت هاي جنين موش وقتي كه با روش سرد تهيه مـي شـوند              
حاوي سلول هاي اپي تليال بيشتري مـي باشـند و كـشت هـاي        

 روزه مـوش بعـد از ايـن تيمـار بـه             13اريتروئيد از كبد جنـين      
وش تريپـسين گـرم يـا       اريتروپوئيتين پاسخ مي دهد اما بعد از ر       

همچنـين  . تفكيك مكانيكي به اريتروپوئيتين پاسـخ نمـي دهنـد         
روش تريپسين سرد مناسب اسـت چـون هيچگونـه همزنـي يـا         

ممكن است بـه مـدت يـك        سانتريفوژي مورد نياز نمي باشد و       
 . انجام شودC4° انكوباسيون در دماي شب

  
  روش هاي آنزيمي ديگر

 است باعث ايجاد صـدمه  تفكيك بافت ها با تريپسين ممكن 
يا ممكن است غير    ) مثلاً به بعضي از سلول هاي اپي تليال       (شود

مثلاً براي بسياري از بافـت هـاي رشـته اي از قبيـل              (مؤثر باشد 
بنابراين تلاش براي استفاده از آنزيم هاي       ) بافت همبند رشته اي   

چـون مـاتريكس خـارج سـلولي        . ديگر در حال انجام مي باشد     
  افــت همبنــد و عــضلاني اغلــب داراي كــلاژن مخــصوصاً در ب

ــاز انتخــاب مناســب  ــين .  مــي باشــدي مــي باشــد، كلاژن همچن
ــا     ــسپاز ب ــاز و دي ــل پرون ــر از قبي ــايي ديگ ــاي باكتري   پروتئازه

شــركت . درجــه هــاي مختلــف از موفقيــت اســتفاده شــده انــد
كربوهيدرات هـا در اتـصال بـين سـلولي منجـر بـه اسـتفاده از                 

  .مينيداز به همراه كلاژناز شده استهيالورونيداز و نورآ
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  .تفكيك با روش تريپسين سرد: 9-9شكل 
  
  

  كلاژناز
جنيني، بالغ، طبيعـي    : اين تكنيك براي بسياري از بافت هاي      

حاوي فيبر  وقتي كه بافت    . و بدخيم بسيار ساده و مؤثر مي باشد       
 بوده يا نسبت به تريپسين حساس مي باشد، اين تكنيـك            فراوان
اغلب كلاژناز به صورت خـام اسـتفاده        . ين استفاده را دارد   بيشتر

شده و ممكن است بعضي از فعاليت هاي آن بـه دليـل آلـودگي         
در صـورتي كـه   . با پروتئاز هـاي غيـر اختـصاصي ديگـر باشـد           

ــد،     ــامطلوب باش ــصاصي آن ن ــر اخت ــك غي ــت پروتئوليتي فعالي
گريدهاي خيلي خالص تر از آن موجود مي باشـد، امـا ممكـن               

  .ت تأثير اين گريدها به اندازه كلاژناز خام نباشداس

   تفكيك بافت در كلاژناز -9-7دستور كار 
  

  طرح كلي
بافت خرد شده را در محيط كشت كامل حاوي كلاژناز قرار           

وقتـي بافـت تفكيـك شـد، كلاژنـاز را بـا             . داده و انكوبه كنيد     
سانتريفوژ كردن خارج كرده و سلول ها را با يـك غلظـت بـالا               

  .ذرافشاني و كشت دهيدب

  مواد
  :استريل

 يـــا U/mL 2000(، Worthington CLS(كلاژنـــاز
Sigma 1A   

   FBS 10% با DMEM/F12، مثلاً محيط كشت
DBSS   

  mL10 و mL1پي پت هاي 
    كــه مخــصوص كــشت بافــت cm9 پتــري ديــش هــاي 

  نمي باشند
  cm2 25فلاسك هاي كشت 
ر بافتي كه   ، بر حسب مقدا   mL 50-15لوله هاي سانتريفوژ    

  .قرار است عمل آوري شود
  اسكالپل

  :غير استريل
  سانتريفوژ

  

  دستور كار
 تازه و اسـتريل منتقـل كـرده و شستـشو            DBSSبافت را به    -1

  .دهيد
بافت را به يك ديش ديگر انتقال داده، بافت هـاي ناخواسـته             -2

  .از قبيل چربي يا مواد مرده را جدا كنيد

 و با دقت آن را توسـط        بافت را به يك ديش سوم انتقال داده       -3
 . خرد كنيدmm 1اسكالپل هاي صليبي به قطعات 

بـه يـك ظـرف      )  دهان گشاد  mL 20-10(بافت را با پي پت    -4
 انتقـال  mL 50 يـا    15يونيورسال يا لوله سانتريفوژ استريل      
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 بازده سلولها زيستا به .تريپسينه كردن سرد و گرم: 9-10شكل
. ينه كردن سرد و گرمازاي هر جنين توسط روش هاي تريپس

بازده سلولهاي زيستا به ازاي هر جنين با روش تريپسينه كردن 
 ساعت افزايش مي يابد اما بازيافت 24 تا C4˚سرد در دماي  

 ساعت كشت با تريپسينه كردن كوتاهتر بيشترين 24پس از 
شايد به دليل اين كه تعدادي از ) < 100(%مقدار مي باشد

  سينه كردن سرد طولاني تر آزادسلولهايي كه توسط تريپ
  . قابليت تكثير ندارند، مي شوند

  
  

 مرطوب كنيد در غير اين      DBSSابتدا داخل پي پت را با       (دهيد
 ).صورت تكه ها به پي پت مي چسبند

 . اجازه دهيد كه تكه ها ته نشين شوند-5

. ، بافت را شستـشو دهيـد      DBSSبا تعليق مجدد تكه ها در       -6
ته نشين شوند و مايع سوپرناتانت را       اجازه دهيد كه تكه ها      

 .اين مرحله را دو بار ديگر تكرار كنيد. خارج كنيد

 تكـه را    100-200 و   cm2 25 تكه را به يك فلاسك       7-30-20
 .به يك فلاسك ديگر انتقال دهيد

8-DBSS      را خارج كرده و mL 5/4     محيط كشت رشد حاوي 
 .سرم را به هر فلاسك اضافه كنيد

9-mL 5/0    كلاژناز خام U/mL 2000         اضـافه كـرده تـا يـك 
 . از كلاژناز بدست آيدU/mL 200غلظت نهايي 

 بــدون همزنــي C 37° ســاعت در دمــاي 4-48بــه مــدت -10
مـثلاً در  (ممكن است اگر تفكيك آهـسته باشـد     . انكوبه كنيد 

 روز 5بافت توموري تا  ) سينه يا كولون   سيروزكارسينوماهاي  
رچنـد ممكـن    ه. يا بيشتر در همان حالت باقي گذاشته شود       

است لازم باشد قبل از اين كـه ايـن زمـان تمـام شـود اگـر                  
) pH 5/6يعني كمتر از    (د   مشاهده ش  pHكاهش زيادي در    

بافت را سانتريفوژ كرده و مجدداً در يك محيط كشت تـازه            
 .و كلاژناز به حالت تعليق درآورد

با تكان دادن ملايم فلاسك، از نظر تفكيك مؤثر آنرا بررسي      -11
  ه هاي بافت در تـه فلاسـك بـا همزنـي ملايـم بـه                كنيد؛ تك 

  .سلول هاي منفرد و دسته هاي كوچك تفكيك مي شوند

مثـل ريـه، كليـه و كولـون يـا        (در مورد بعضي از بافت هـا        -12
  ، دسـته هـاي كـوچكي از سـلول هـاي            ) پستان يكارسينوما

اپي تليال ديده مي شوند كه به كلاژناز مقاوم بوده و ممكـن             
 دقيقه ته نشين شده تا از 2به مدت  ه شوداست كه اجازه داد

اگر اين دسته ها با تعليق مجـدد و         . بقيه سلول ها جدا شوند    
 بيشتر شستشو شوند و رسوب ها DBSSته نشين شدن در  

در محيط كشت بذرافـشاني شـوند، تـوده هـاي سـالمي از              
معمـولاً اگـر    . سلول هاي اپي تليال را تـشكيل خواهنـد داد         

ل به طور كامل تفكيك نشوند بهتر زنـده         سلول هاي اپي تليا   
 .مي مانند

وقتي كه تفكيك كامل صورت پذيرفت يا وقتي بعد از ايـن            -13
كه دسته ها رسوب كردند، سلول هـاي سـوپرناتانت جمـع            

 g 100-50 دقيقـه در     3آوري شدند، مخلـوط را بـه مـدت          
 . سانتريفوژ كنيد

  را دور ريخته، مجـدداً رسـوبات را در   DBSSسوپرناتانت  -14
mL 5          محيط كشت به حالت تعليق درآورده، تركيب كـرده 

اگـر در طـي     .  بذرافـشاني كنيـد    cm2 25و در يك فلاسك     
 يا كمتر در عـرض      pH 5/6( كاهش يابد  pHتيمار كلاژناز،   

، بعد از خارج كردن كلاژناز، سوپرناتانت را بـا          )  ساعت 48
 .محيط كشت دو تا سه برابر رقيق كنيد

 . ساعت جايگزين كنيد48محيط كشت را بعد از -15
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بعضي سلول ها، مخصوصاً ماكروفاژها ممكن است در طـي          
انتقال سلول ها بعد    . انكوباسيون كلاژناز به فلاسك اول بچسبند     

بـه يـك     )و سـپس خـارج كـردن كلاژنـاز        (از تيمار با كلاژنـاز      
. فلاسك تازه، بسياري از ماكروفاژها را از كشت خارج مي كنـد           

. ، فلاسك اول هم كشت داده شـود       ممكن است در صورت نياز    
 هــر نــوع ســلول چــسبيده بــه غيــر از انــدك،تريپــسينه كــردن 

 .ماكروفاژها را جدا خواهد كرد

ثابت شده است كـه تفكيـك در كلاژنـاز مخـصوصاً بـراي              
كشت تومورهاي انساني، كليه موش، مغز جنـين و انـسان بـالغ،           

ناسـب  ريه و بسياري از بافت هاي ديگر مخصوصاً اپي تليـوم م           
فرايند كند بوده و به هيچ گونـه همزنـي مكـانيكي يـا              . مي باشد 

 بافـت،  g 1هرچند در مـورد بـيش از    . وسايل خاصي نياز ندارد   
مرحله تشريح خسته كننده بوده و ممكن است بـه دليـل مقـدار              

  همچنـين ايـن فراينـد اغلـب        . كلاژناز مـورد نيـاز گـران باشـد        
 در مواردي كـه     بنابراين مي كند، سلول هاي بافت همبند را آزاد       

 ممكن است كـه  رشد بيش از حد فيبروبلاست مشكل ساز باشد      
  .لازم باشد با كشت انتخابي يا جداسازي سلولي دنبال شود

 سلول هاي اپي تليـال كـه بـا تفكيـك در       يدسته هاي مجزا  
كلاژناز و با روش تريپسين سرد توليد شده اند را مي توان زيـر              

   بـه صـورت تنهـا يـا بـه همـراه             ميكروسكوپ انتخـاب كـرد و     
 يا پرتودهي C –سلول هاي تغذيه كننده تيمار شده با ميتوماسين   

شده به چاهك هاي اختصاصي در يك پليـت ميكروتيتراسـيون           
  .انتقال داد

  
  تفكيك مكانيكي

 هاي اوليه يك فرآيند نسبتاً      اكسپلنت سلول ها از     برون رشد 
هضم آنزيمي كه قـبلاً     . كند بوده و مي تواند كاملاً انتخابي باشد       

   فصل شرح داده شد، نسبتاً پـر زحمـت بـوده و گمـان     در همين 
چون  . مي رود كشتي را ايجاد كند كه بيشتر نمايانگر بافت باشد      

در طي هضم آنزيمي خطر آسيب رسيدن بـه سـلول هـا وجـود               
  دارد، بــسياري از افــراد از روش هــاي تفكيــك مكــانيكي مثــل

نگام برش دقيق بافـت بـه بيـرون          جمع آوري سلول هايي كه ه     
ــق    ــده از طري ــت انتخــاب ش ــشردن باف ــوند، ف ــي ش ــه م   ريخت
 مجموعه اي از الك هايي كـه در آنهـا بـه تـدريج قطـر منافـذ                  
كاهش مي يابد، يا عبور دادن بافت از يك سرنگ و سر سـوزن              

ايـن روش خيلـي     . يا پي پت كردن مكرر آن استفاده مـي كننـد          
   سوسپانـسيون سـلولي ايجـاد      سريع تر از هـضم آنزيمـي، يـك        

.  مي كند اما ممكن است باعث آسيب رسـاندن مكـانيكي شـود            
اين دستور كار يكي از روش هاي تفكيك مكانيكي مي باشد كه            
مشخص شده است در مورد بافت هاي نرم از قبيل مغـز نـسبتاً               

  .موفقيت آميز بوده است
  

   تفكيك مكانيكي با الك كردن  -9-8دستور كار
  

  طرح كلي 
بافتي كه در محيط كشت قرار دارد بـا فـشار از يـك سـري                
الك هايي كه به تدريج در آنها قطر منافذ كاهش مي يابد عبـور              
داده شده تا يك سوسپانسيون مناسـب از سـلول هـاي منفـرد و               

سپس سوسپانسيون رقيق شـده     . توده هاي كوچك به دست آيد     
  .و مستقيماً كشت داده مي شود

  
  مواد 
  :استريل

  FBS 10% با DMEM/F12 كشت مثلمحيط
  پنس

 يــا صــافي mµ 20 تــا mµ 100الــك هــاي شــماره دار از 
  سلولي فالكون

  cm 9پتري ديش هاي 
  اسكالپل 

  )mL 5 يا mL 2  (سرنگ پلاستيكي يكبار مصرف 
  فلاسك هاي كشت

  
  :دستور كار

بعد از شستشو و تشريح مقدماتي بافت، آنرا را به تكـه هـاي             -1
ده و چند تكه را در داخل يك الك  خرد كر  mm5-3حدود  

 زد زنگ يا پلي پروپيلن كـه داراي منافـذ بـا             استيلاز جنس   
 يـا لولـه     cm9 مي باشند در يك پتـري ديـش          mm1قطر    

  . سانتريفوژ قرار دهيد
با استفاده از فشار ملايم توسط پيستون يك سرنگ پلاستيكي          -2

ــصرف  ــار م ــك ب ــل  ،ي ــه داخ ــك ب ــوري ال ــت را از ت  باف
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 جدا كردن (e).  تشريح عدسي ها(d).  خارج كردن چشم(c).  جدا كردن سرb) ( و(a) .تشريح يك جنين جوجه: 9-11شكل 
 خارج كردن ريه و روده ها از (i).  خارج كردن قلب و ريه ها از نيمه جلويي(h). دو نيم كردن تنه(g) .در آوردن مغز (f) .شبكيه

كندن پوست عقب تنه و  (l).خارج كردن طناب نخاعي (k) .كليه چپ و ديواره بدني پشتي قرار دادن سراسكالپل بين  (j).نيمه پشتي
از سمت راست در جهت عقربه هاي ساعت . اندام هاي اوليه كه در اطراف ديش چيده شده اند(n).  برش عضله ران(m). پاي عقبي

  .اب نخاعي، پوست و عضلهمغز، قلب، ريه ها، كبد، سنگدان، كليه ها، طن: اندام هاي زير وجود دارند
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  )ادامه(:9-11شكل 
  
  

محيط كـشت بيـشتري را از الـك پـي پـت        . محيط كشت برانيد  
  .كرده تا سلول هاي موجود در آن شستشو شوند

بافتي را كه نسبتاً تفكيك شده از پتري ديش به داخل يـك              -3
 مـي باشـد     µm100 داراي منافذ ريزتري مثلاً منافذ        كه الك

 . را تكرار كنيد2رحله پي  پت كرده و م

ممكن اسـت در ايـن مرحلـه سوسپانـسيون رقيـق شـده و             -4
كشت داده شود يا در صورتي كه توليـد يـك سوسپانـسيون          
تك سلولي مهم مي باشد، ممكن است دوباره بـا الكـي كـه              

به طور كلـي هـر      .  مي باشد غربال شود    µm20داراي منافذ   
فـشار  چه قدر سوسپانـسيون سـلولي بيـشتر پراكنـده باشـد            

 . كاهش مي يابدزيستاييبيشتري مورد نياز بوده و ميزان 
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گروه هاي سلولي از كارسينوماي كولون انـسان   (b).شكل شماتيك تفكيك در كلاژناز(a) .تفكيك بافت توسط كلاژناز: 9-12شكل 
بعد از خارج كردن كلاژناز، تفكيـك بيـشتر    اما (b) همانند  (c). ساعت تفكيك در كلاژناز خام؛ قبل از خارج كردن كلاژناز24بعد از 

پيكان ( صفحات شبيه اپي تليوم      (b)در  ) پيكان هاي سياه  (دسته هاي كاملاً گرد شده در       .  ساعت 48توسط پي پتينگ و كشت به مدت        
  . را تشكيل مي دهد(c)در ) هاي سفيد

  
بــا رقيــق كــردن سوسپانــسيون ســلولي در محــيط كــشت،  -5

 و  105Ø2  ،106Ø1 هـاي    فلاسك هاي كشت را در غلظـت      
106Ø2سلول در ميلي متر بذر افشاني كنيد . 

 

فقط بافت هاي نرم از قبيل طحال، كبد جنيني، مغز جنيني و            
بالغ و بعضي از تومور هاي نرم انساني و حيواني به اين تكنيك             

حتي در مورد مغز كه به آساني تفكيك . به خوبي پاسخ مي دهند
 سوسپانـسيون  زيـستايي  ميـزان  نسبتاً كاملي به دسـت مـي آيـد،       

بدست آمده كمتر از هضم آنزيمي مـي باشـد، هـر چنـد زمـان                
زماني كه ميزان بافت    . صرف شده ممكن است خيلي كمتر باشد      

موجود محدود نبوده و راندمان محصول مهـم نباشـد، در روش            
تفكيك مكانيكي ممكن است در مدت زمان كوتـاهتري، تعـداد           

ه اندازه روش هضم آنزيمـي امـا بـا          زيادي از سلول هاي زنده ب     
 .مصرف مقدار بسيار بيشتري از بافت توليد شود

  

  جداسازي سلول هاي زنده و غير زنده
وقتي كه يك كشت اوليه چسبنده از سلول هاي جدا سـازي          

 سلول هاي غير زنده با اولين تعويض محيط         ،شده تهيه مي شود   
ه صورت  در مورد كشت هاي اوليه كه ب      . كشت خارج مي شوند   

سوسپانسيون نگهداري مي شوند وقتي كه تكثير سـلولي شـروع           
 هـر   ،مي شود، به تدريج سلول هاي غير زنده رقيـق مـي شـوند             

چند در صورت نيـاز مـي تـوان سـلول هـاي غيـر زنـده را بـا                    
) ficoll(سانتريفوژ كردن سلول ها بر روي مخلوطي از فيكـول       

مــــثلاً) (sodium metrizoate(و ســــديم متريــــزوات 
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 .spillage""تراشيدن يا . تفكيك مكانيكي(a): 9-13شكل 

 (b). بريدن يا ساييدن سطح بريده شده و آزاد سازي سلولها
با استفاده از پيستون سرنگ، بافت با فشار از غربال . غربال كردن

وارد كردن بافت به داخل . سرنگ كردن(c). عبور داده مي شود
ولاي دهان گشاد و خارج سرنگ از طريق يك سر سوزن يا كان

پي پت كردن قطعات بافت . سايش توسط پي پت (d).كردن آن
  .به سمت بالا و پايين توسط پي پت دهان گشاد

Hypaque   يا Triosil (    ايـن  . از سوسپانسيون اوليه خارج كرد
  . تكنيك مشابه تهيه لنفوسـيت هـا از خـون محيطـي مـي باشـد               

/ فيكـول ت و   سلول هاي زنده در حد فاصـل بـين محـيط كـش            
جمع شده و سلول هـاي مـرده در تـه لولـه رسـوب               متريزوات  

  .تشكيل مي دهند
  

    غني سازي سلول هاي زنده-9-9دستور كار
  

  طرح كلي
  از mL6 محيط كـشت بـر روي        mL9 سلول در    107Ø2تا  

ficoll-Hypaque          در يك لوله سانتريفوژ در پـيچ دار mL25 
 و سـلول هـاي      سپس مخلوط سـانتريفوژ شـده     . ريخته مي شود  

  .زنده از سطح مشترك جمع آوري مي شوند
  
  مواد 
  :استريل

  سوسپانسيون سلولي با حداقل توده هاي سلولي
  لوله سانتريفوژ يا ظرف يونيورسال شفاف 

D-PBSA   
Ficoll Hypaque  بـه  متريـزوات / فيكـول ( يا معـادل آن 

  )g/cc 077/1صورت 
   محيط كشت رشد

 square-cut) زن مربعي سرسوسرنگ با كانولاي ضخيم يا

needle) پي پت پاستور يا سمپلر ،  
  : غير استريل

  هموسيتومتر يا دستگاه شمارشگر سلولي
  سانتريفوژ
  دستور كار

 اجازه دهيد كه توده هاي بزرگ تر در سوسپانسيون سـلولي            -1
  .ته نشين شوند

2- mL9  ــلولي را روي ــسيون س ــوط mL6 سوسپان  مخل
Ficoll-paqueرحلــه بايــد در يــك لولــهايــن م.  بريزيــد 

سانتريفوژ پهن و شفاف كه داراي درپوش مي باشد از قبيـل           
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   ثبت اطلاعات براي كشت اوليه:9-2جدول 
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 يـا در    Sterilin يا   mL25  ،Nunclonظروف يونيورسال   

ــه  ــرCorning پلاســتيكي شــفاف mL50لول ــه دو براب    ك
  .رد حجم هاي ذكر شده در آن استفاده مي شود صورت پذي

در مركـز سـطح      (g400 دقيقـه در     15 مخلوط را بـه مـدت        -3
 .سانتريفوژ كنيد) مشترك اندازه گيري شود

 با دقت لايه بالايي را بدون به هم زدن سطح مشترك خارج             -4
 .كنيد

 با استفاده از يك سرنگ، پي پت پاسـتور يـا سـمپلر سـطح                -5
 .مشترك را با دقت جمع آوري كنيد

از مـواد انـساني يـا نخـستيان ديگـر            اگر شـما     )نكته ايمني 
استفاده مي كنيد از سوزن يا پي پت پاسـتور نـوك تيـز اسـتفاده                

 .نكنيد

) DMEM/F12/10FBمـثلاً   (مخلوط را در محيط كـشت       -6
  . رقيق كنيدmL 20تا 

  . سانتريفوژ كنيدg70 دقيقه در 10مخلوط را به مدت -7
 mL5رناتانت را دور ريخته و رسوب را مجدداً در          مايع سوپ -8

 .محيط كشت رشد به حالت تعليق در آوريد

 را تكرار كرده تـا سـلول هـا عـاري از محـيط               8 و   7مراحل  -9
 .كشت دانسيته شوند

تعداد سلول ها را با استفاده از هموسيتومتر يا يـك دسـتگاه         -10
 .شمارشگر الكترونيكي، شمارش كنيد

 .كشت را بذر افشاني كنيد) هاي(فلاسك -11

س هـاي كوچـك تـر و يـا          اين روش را مي تـوان در مقيـا        
بزرگتر به كاربرد و با نسبت هاي پـايين تـري از محـيط كـشت                

 سوسپانسيون  mL5مثلاً  (دانسيته نسبت به سوسپانسيون سلولي      
 .كار كرد)  محيط كشتmL1سلولي روي 

  
  خلاصه كشت اوليه

ــايد     ــين و ش ــه، اول ــشت اولي ــازي ك ــاده س ــك و آم   تفكي
 عملكـرد هـاي      حياتي ترين مرحله در كـشت سـلول هـاي بـا           

اگر سلول هاي مورد نياز در اين مرحلـه از  . اختصاصي مي باشد 
بـسياري از  . دست بروند، اين زيان غير قابل برگشت مـي باشـد        

انواع سلول هاي مختلف ممكن است با انتخـاب تكنيـك هـاي             
بـه طـور كلـي، اسـتفاده از تريپـسين      . صحيح كشت داده شـوند    

گـاهي اوقـات بـراي تهيـه        نسبت به كلاژناز سخت تر بوده، اما        
كلاژناز قـادر نيـست     . سوسپانسيون تك سلولي موثرتر مي باشد     

  سلول هاي اپي تليال را بـه آسـاني جـدا كنـد امـا ايـن ويژگـي             
مي تواند براي جدا كردن سلول هاي اپي تليـال از سـلول هـاي               

تفكيك مكـانيكي بـسيار سـريع تـر از       . استروما يك مزيت باشد   
از مي باشد، اما به بـسياري از سـلول هـا            روش استفاده از كلاژن   

بهتـرين روش ايـن اسـت كـه تكنيـك هـاي             . آسيب مي رساند  
مختلف تفكيك سلولي انجام شده و روشي كه در سيـستم شـما      

اگر هيچ يـك از ايـن روش هـا          . بهتر كار مي كند، انتخاب شود     
موفقيت آميز نبود، استفاده از آنزيم هاي ديگـر از قبيـل پرونـاز،              

 را امتحان كرده و به مقالات ديگـر در مـورد            DNaseو  ديسپاز  
  .كار با بافتي كه مورد نظر شما است رجوع كنيد

  
  گزارش هاي اوليه 

بدون توجه به تكنيك مورد استفاده براي توليد يك كـشت،           
نگهداري گزارش هاي صحيح از منبـع و منـشاء كـشت، شـامل           
  هگونــه، جــنس و بــافتي كــه ازآن سرچــشمه گرفتــه، هــر گونــ

 آسيب شناسي مربوط و روش هاي مورد استفاده براي تفكيـك           
 اگر شما در شـرايط آزمايـشگاهي        . مهم مي باشد    و كشت اوليه،  

  كـــار) good laboratory practice: GLP(مناســـب 
   مي كنيد، چنين يادداشت هايي نه تنها مطلـوب بلكـه اجبـاري            

ورت گزارش ها را مي توان در دفتر كار و يـا بـه ص ـ             .  مي باشد 
فايل كامپيوتري نگهداري كرد اما در اين مرحلـه بهتـرين روش            
ثبت اطلاعات در يك پايگـاه داده كـامپيوتري مـي باشـد؛ ايـن               

 . منـشاء رده سـلولي مـي باشـد         تعيينيادداشت اولين مرحله در     
از مرحلـه كـشت     گزارش پايگاه داده ممكن است هرگـز فراتـر          

 اولـين مرحلـه در    مـي توانـد    اوليه پيش نرود اما از سوي ديگـر       
خلق يك گزارش صحيح از چيزي باشد كه يك رده سـلولي بـا              

اگر گزارش نامربوط شد مي توان هميشه آن        . ارزش خواهد شد  
را حذف كرد، اما اگر رده سلولي اهميت پيدا كرد نمي تـوان آن              

  .را بعداً ايجاد كرد
 چون ممكن است نياز باشد، منبع يك رده سـلولي در يـك             

در تاريخچه زندگي آن تائيد شـود، مخـصوصاً در          مرحله بعدي   
صورتي كه مشكوك به آلودگي متقاطع باشد، ذخيره يك نمونـه           
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 از همان شخص در زمان جـدا سـازي          DNAاز بافت، خون يا     
  بافت براي كشت اوليـه مهـم مـي باشـد سـپس ايـن نمونـه را                   

 يـا   DNAمي توان به عنوان مواد رفرانس براي انگشت نگاري          
DNA profilingاستفاده كرد .  

  

  



 



  
  فصل دهم

  
  
  
  
 هاي سلولي واكشت و رده
 
 
  
  

  واكشت و تكثير
 .اولين واكشت مرحله انتقالي مهمي براي كشت مي باشد

نياز به واكشت دلالت بر اين دارد كه كشت اوليه گسترش يافته 
بنابراين تكثير سلولي . و تمام بستر موجود را اشغال كرده است

كشت اوليه بر هر چند ممكن است . يك مشخصه مهم مي باشد
حسب نوع سلولهاي موجود در كشت نسبت رشد متفاوتي 
داشته باشد، بعد از اولين واكشت نسبت رشد معمولاً 

از يك كشت اوليه بسيار ناهمگن حاوي ).  يا بيشتر80(%بالاست
انواع سلولهاي متفاوت موجود در بافت اصلي، يك رده سلولي 

لوژيكي، اين فرايند علاوه بر اهميت بيو. همگن تر پديد مي آيد
اهميت كاربردي قابل توجهي دارد، چون كشت را مي توان 

اين افزايش در . تكثير كرد، تعيين هويت نمود و يا ذخيره كرد
تعداد سلولها و همگني آنها، فرصت خوبي را براي انجام 

  . متعدد فراهم مي كندتآزمايشا
  

  اصطلاحات
يا پاساژ (به محض اينكه يك كشت اوليه واكشت داده شد 

اين . شود ، آن كشت بعنوان يك رده سلولي شناخته مي)داده شد
هاي  واژه دلالت بر حضور چندين دودمان سلولي با فنوتيپ

اگر يك دودمان سلولي توسط كلونينگ، . مشابه يا متفاوت دارد
جداسازي فيزيكي سلولي، يا هر تكنيك انتخابي ديگر انتخاب 

ي را كه در قسمت عمده شود تا ويژگيهاي اختصاصي معين
سلولها در كشت شناسايي شده را داشته باشد، اين رده سلولي 

بعضي . شود  شناخته مي(cell strain)بعنوان يك سويه سلولي 
هاي سلولي كه به طور متداول استفاده  هاي سلولي و سويه از رده

اگر يك رده سلولي در .  ذكر شده است10-1شوند در جدول مي
in vitro شود  سفورمه شود به رده سلولي پيوسته تبديل ميتران

و اگر انتخاب يا كلون و تعيين هويت شود، بعنوان سويه سلولي 
در اين مرحله  تعيين هويت رده سلولي . شود پيوسته شناخته مي

بسياري . و اطمينان از عدم آلودگي با ساير رده ها ضروري است
رده هاي سلولي  يا ساير HeLaاز رده هاي سلولي با سلولهاي 

مزايا و معايب نسبي . )10-2جدول (تند رشد آلوده مي باشند
هاي سلولي   و رده(finite cell lines)هاي سلولي متناهي  رده

  . آورده شده است10-3پيوسته در جدول
، دومين واكشت باعث دوماولين واكشت باعث ايجاد كشت 

 هر شود،  و به همين ترتيب ميسوم به كشت دومتبديل كشت 
 اين نامگذاري به ندرت استفاده سومچند در عمل بعد از كشت 

هاي  لاستهمكارانش با فيبروب و Hay flickدر كار . شود مي
شد  انساني، در هر واكشت، كشت به نصف تقسيم مي ديپلوئيد

 passage)، بنابراين شماره پاساژ) بود1:2يعني نسبت تقسيم (
number)با شماره نسل (generation number) يكسان 

شماره پاساژ تعداد دفعاتي است كه كشت واكشت داده . بود
هايي است  شود، در حاليكه شماره نسل تعداد دو برابر شدن مي

باشد   مي1:2وقتي كه نسبت تقسيم . كه جمعيت طي كرده است
 شماره پاساژ تقريباً با شماره ،Hay flickهمانند آزمايشات 
هاي تقسيم  گر واكشت در نسبتهر چند ا. باشد نسل مساوي مي

 انجام شود، شماره نسل كه شاخص خوبي از سن 1:2بالاتر از 
 .باشد، سريعتر از شماره پاساژ افزايش خواهد يافت كشت مي

هيچ يك از اين روشها تعداد سلولهايي كه از طريق نكروز، 
آپوپتوزيس، تمايز يا پيري زودرس و كناره گيري از چرخه كه 

افتد  هاي رشد بين هر واكشت اتفاق مي مه چرخهاحتمالاً در ه
  .شود شامل نميرا 
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   رده هاي سلولي پرمصرف:10-1جدول 
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  )ادامه( رده هاي سلولي پرمصرف:10-1جدول 
  

  
 

  سن كشت
باشند،  هاي سلولي كه داراي طول عمر كشت محدود مي رده

شوند و به صورت  هاي سلولي متناهي شناخته مي بعنوان رده
هاي سلولي  اين رده. كنند حالت نسبتاً قابل تكثير رفتار مي

هاي سلولي محدودي بوده و معمولاً قبل از مرگ  داراي نسل
تعداد واقعي . باشند   دو برابر شدن جمعيت مي80 تا 20داراي 

اي و  هاي گونه دو برابر شدن جمعيت، وابسته به تفاوت

باشد اما  ت ميدودمان سلولي، گوناگوني كلونال و شرايط كش
يابد، ثابت  براي يك رده سلولي كه در شرايط مشابه رشد مي

 نشان بنابراين لازم است كه رفرانس هر رده سلولي،. باشد مي
 علت. باشد شماره نسل تقريبي يا تعداد دو برابر شدن دهنده
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   رده هاي سلولي كه آلودگي متقاطع پيدا كرده اند:10-2جدول 
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  )ادامه(ده هاي سلولي كه آلودگي متقاطع پيدا كرده اند ر:10-2جدول 

  

    
  

   ويژگيهاي رده هاي سلولي متناهي و پيوسته:10-3جدول 
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نسل اين است كه بدست آوردن تعداد  تقريبي بودن شماره
 .تقسيم و در نتيجه شماره نسل در كشت اوليه آسان نيست

يري از كنترل پ) 10-1جدول(هاي سلولي پيوسته  رده 
گريزند، بنابراين شماره نسل اهميت كمتري داشته و تعداد  مي

. شود پاساژ از آخرين دفعه ذوب كردن از مخزن مهمتر مي
بعلاوه به دليل افزايش ميزان تكثير سلولي و دانسيته اشباع، 

و غلظت ) 1:20-1:100(شود  هاي تقسيم بزرگتر مي نسبت
  . شود سلولي در واكشت حياتي تر مي

  
   رده سلوليمعرفي
مثلاً مغز انسان [هاي سلولي جديد بايد يك كد يا عنوان  رده
اگر (يك شماره سويه سلولي يا رده سلولي )] NHB(نرمال 

 چندين رده سلولي از يك منبع مشابه منشاء گرفته اند مثلاً 
NHB1، NHB2و اگر كلون شده اند، يك شماره )  و غيره

استفاده از . دن باشداشته) NHB2-2  وNHB2-1مثلاً (كلون 
يك دفتر يادداشت روزانه يا فايل اطلاعاتي كامپيوتري براي ثبت 

ها قبل از شروع به كشت، سودمند  ها يا نمونه اطلاعات بيوپسي
در چنين موردي شماره دسترسي در دفترچه يادداشت . باشد مي

يا فايل كامپيوتري كه شايد به يك كد حرفي شناسه پيوند دارد 
بعنوان مثال .  استفاده كرد معرفي رده سلولي برايتوان را مي

LT156 اين . باشد  مي156 ، بيوپسي تومور ريه به شماره
روش كمتر از كد حرفي يكسان كه براي دو رده سلولي مختلف 

شود ايجاد ابهام كرده و رفرانس اتوماتيك به پرونده  استفاده مي
  .دهد ثبت شده رده سلولي مي

متناهي شماره دو برابر شدن جمعيت هاي سلولي  براي رده
مثلاً .  نشان داده شودمميزبايد برآورد شده و بعد از يك 

NHB2/2  مثلاً ( يكي يكي 1:2 و براي يك نسبت تقسيم
NHB2/2،  NHB2/3دو تا 1:4 براي نسبت تقسيم ،) و غيره 

و به همين ترتيب )  و غيرهNHB2/2، NHB2/4(دو تا 
شود، اغلب   سلولي پيوسته كار ميوقتي با يك رده. اضافه شود

شود تا تعداد پاساژها پس از   در انتها استفاده ميpاز يك شماره 
  . آخرين ذوب سلولي از فريزر را نشان دهد

ها مرجع  وقتي يك رده سلولي در نشريات يا گزارش
شود بايد هر رده سلولي با قراردادن يك كد مشخص كننده  مي

 از آنجا منشاء گرفته است در آزمايشگاهي كه آن رده سلولي
 Wistarبراي WIمثلاً (ابتداي نام رده سلولي مشخص شود 

Institute ،NCI براي National Cancer Institute ،
SK براي Sloan Kettering .(ها وقتي  در نشريات يا گزارش

در قسمت مواد و شود،  ولين بار رده سلولي ذكر ميبراي ا
ز رده سلولي آورده شود و پس از ها بايد معرفي كاملي ا روش
  .توان از شكل مخفف آن استفاده كرد آن مي

في رده سلولي منحصر به فرد باشد ضروري است كه معر
. شود نه در گزارشهاي بعدي در مقالات باعث اشتباه ميوگر
هاي سلولي براي غلبه بر اين مشكل به هر رده سلولي يك  بانك

ما بايد در هنگام گزارش ش. دهند شماره دسترسي اختصاصي مي
هاي سلولي كه از بانك سلولي بدست آمده، اين شماره  رده

  همچنين. دسترسي را در قسمت مواد و روشها بياوريد
 نشانه گذاري هم وقتي يك نفر به دنبال يك رده سلولي در يك 

. تواند باعث ايجاد مشكل شود گردد مي بانك اطلاعاتي مي
 استاندارد استفاده كرده و از بنابراين هميشه از يك تركيب

  . يا فاصله استفاده نكنيدويرگول
  

  انتخاب رده سلولي
براي انتخاب يك رده سلولي به غير از نيازمنديهاي 

  :  تعدادي از پارامترهاي كلي وجود دارند،عملكردي خاص
اي وجود   آيا رده سلولي پيوسته: متناهي در مقابل پيوسته)1

؟ معمولاً داشته باشدا دارد كه عملكردهاي صحيح ر
 سريعتر رشد ،نگهداري يك رده سلولي پيوسته آسانتر بوده

شود و ميزان بيشتري محصول  كرده، خيلي آسانتر كلون مي
  . كند سلولي در هر فلاسك توليد مي

 آيا مهم است كه رده به صورت :نرمال يا ترانسفورم شده) 2
باشد، پس  يا نه؟ اگر اينگونه  باشدبدخيم ترانسفورم شده

ممكن است بدست آوردن يك رده ناميرا كه تومورزا نباشد 
  . امكان پذير باشد

هاي سلولي غيرانساني  ها مهم هستند؟ رده  آيا گونه:گونه ها) 3
هاي مخاطرات زيستي كمتري بوده و  داراي محدوديت

باشند كه بافت اصلي ممكن است بيشتر  داراي اين مزيت مي
  .در دسترس باشد

 شما در مورد ميزان رشد، راندمان، :يات رشد خصوص)4
كارايي پليتينگ و سهولت جمع آوري به چه چيزهايي نياز 

 پارامترهاي زير را در نظر به اين منظور شما بايدداريد؟ 
  :بگيريد

(a زمان دو برابر شدن جمعيت  
 (b دانسيته اشباع)بازده در هر فلاسك(  
 (c پليتينگكارايي  
(d نسبت رشد  
(e يي رشد در سوسپانسيونتوانا  
 اگر شما مجبور به استفاده از يك رده : ميزان دسترسي)5

باشيد آيا به اندازه كافي استوك در اختيار  سلولي متناهي مي
هاي سلولي خود را توليد  داريد؟ آيا شما بايد خودتان رده

كنيد؟ اگر شما يك رده سلولي پيوسته را انتخاب كنيد آيا 
  باشند؟ دسترس ميهاي معتبر در  استوك
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رده سلولي چگونه تعيين  (validation): معتبرسازي )6
هويت شده است؟ آيا شما قادريد كه تعيين هويت لازم را 

 آيا اين رده قابل اعتماد است؟ ضروري است انجام دهيد؟
كه قبل از شروع به كار احتمال آلودگي را رد كنيم چون در 

هاي سلولي گزارش بسياري از موارد آلودگي با ساير رده 
  .شده است

توان باعث شد كه رده سلولي   آيا مي:بيان فنوتيپي ) 7
  ويژگيهاي صحيح را بيان كند؟

 اگر شما از يك رده سلولي جهش يافته، :رده سلولي شاهد) 8
ترانسفكت شده، ترانسفورم شده يا غير طبيعي استفاده 

 كنيد، آيا در صورت نياز يك رده سلولي نرمال معادل مي
  وجود دارد؟

 رده سلولي چگونه پايدار است؟ آيا تا به حال :پايداري) 9
كلون شده است؟ اگر نه، آيا شما قادريد آن را كلون كنيد و 

كشد تا اين فرايند كلونينگ،  چه مدت زماني طول مي
  استوكهاي قابل استفاده و فريز شده كافي توليد كند؟

  
  نگهداري روزمره

 كشت اوليه بوده و يا يك پس از شروع يك كشت، خواه
واكشت از يك رده سلولي باشد، به تعويض متناوب محيط 

و نهايتاً در صورتيكه سلولها در حال تكثير  هيدكشت يا غذا
در كشت هايي كه در حال . باشند به واكشت نياز خواهد بود

تكثير نمي باشند، باز هم لازم است كه به طور متناوب محيط 
در حال متابوليسم لولها هنوز هم كشت تعويض شود زيرا س

 و مقداري از اجزاء تشكيل دهنده محيط كشت مصرف يا هستند
فواصل زماني براي . به طور خود به خودي تجزيه خواهد شد

تعويض محيط كشت و واكشت برحسب ميزان رشد و 
هاي  رده. باشد هاي سلولي مختلف متفاوت مي متابوليسم بين رده

باشند از قبيل  ه در حال رشد سريع ميسلولي ترانسفورم شده ك
HeLaشوند و بايد  اي يك بار واكشت داده مي ، معمولاً هفته

هاي  رده. چهار روز پس از واكشت محيط كشت تعويض شود
كنند، مخصوصاً آنهايي كه  سلولي كه آهسته تر رشد مي

ترانسفورمه نشده اند، ممكن است نياز باشد كه هر دو، سه يا 
ه يكبار واكشت داده شوند و بايد محيط كشت حتي چهار هفت

  . ها تعويض شود اي يكبار در بين واكشت هفته
  

  اهميت مورفولوژي سلولي
لازم است كه كشت به طور منظم بررسي شده تا عدم وجود 
آلودگي، وضعيت سالم سلولها و فقدان هر نوع علامتي از زوال 

 سيتوپلاسمي مثل ايجاد گرانولها در اطراف هسته، واكوئله شدن
چنين . و گردشدن سلولها به همراه جدا شدن از بستر تاييد شود

علائمي ممكن است نشاندهنده اين باشند كه لازم است محيط 

  
  

 حفره دار شدن و دانه دار شدن .سلولهاي ناسالم: 10-1شكل 
در سلولهاي اپي تليال برونش كه در اين مورد به دليل ناكافي 

سيتوپلاسم سلولها مخصوصاً در . شدبودن محيط كشت مي با
اگر . اطراف هسته ها دانه دار شده و واكوئل تشكيل مي شود

پراكندگي سلولي نامناسب باشد ممكن است سلولها در كناره ها 
  .بيشتر منعكس كننده نور باشند

  
تر  كشت تعويض شود و يا ممكن است نشانگر مسائل جدي

شت، آلودگي ميكروبي مثل ناكافي يا سمي بودن سرم يا محيط ك
كم بودن محيط كشت هم ممكن . يا پيرشدن رده سلولي باشد
 در طي نگهداري روزمره، اغلب. است باعث آپوپتوزيس شود

تعويض محيط كشت يا واكشت بايد از اينگونه زوال جلوگيري 
  . كند، زيرا اغلب برگرداندن آن مشكل است

  
  تعويض محيط كشت

سط چهارعامل مشخص نياز براي تعويض محيط كشت تو
  :شود مي
 ميزان كاهش و سطح قطعي بايد در نظر گرفته :pHكاهش ) 1

  . شود
يابد، رشد اغلب سلولها   كاهش مي5/6 به 7 از pHوقتي كه 

شود،   شروع ميمرگ سلولها 6-5/6 بين pHمتوقف شده و در 
بنابراين اگر رنگ محيط كشت از قرمز به نارنجي تا زرد تغيير 

سعي كنيد ميزان كاهش . محيط كشت تعويض شوديافت، بايد 
pH 7 را حدس بزنيد، كشتي با pH كه pH آن در طي يك 

 واحد كاهش داشته است اگر يك يا دو روز 1/0روز به اندازه 
بيند اما كشتي كه در طي يك  ديگر هم غذادهي نشود آسيب نمي

 داشته است نياز خواهد داشت كه در pH واحد كاهش 4/0روز 
توان آن را در   ساعت غذادهي شود و نمي24-48عرض 

  .تعطيلات آخر هفته بدون غذادهي رها كرد
 كشت هايي كه داراي غلظت سلولي بالاتر :غلظت سلولي) 2

باشند، سريعتر از كشت هايي كه داراي غلظت كمتر  مي
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اين عامل معمولاً . كنند باشند، محيط كشت را مصرف مي مي
  .باشد  ميpHيزان تغيير اما نه در همه موارد علت م

هاي  مثل فيبروبلاست( معمولاً در سلولهاي عادي :نوع سلول) 3
در دانسيته سلولي بالا به علت ازدحام سلولي، ) ديپلوئيد

فقدان فاكتورهاي رشد و دلايل ديگر، تقسيم سلولي متوقف 
 چرخه سلولي متوقف شده و G1سلولها در مرحله . شود مي

سه هفته يا بيشتر رها شوند، به حتي اگر به مدت دو تا 
هر چند سلولهاي . روند ميزان بسيار كم رو به زوال مي

هاي سلولي پيوسته و بعضي از  ترانسفورم شده، رده
 رو به سرعتهاي بالاي سلولي  سلولهاي جنيني، در غلظت

 مگر اينكه محيط كشت هر روز تعويض مي روندبه زوال 
  .شده و يا سلولها واكشت داده شوند

هاي منظم و  اين عامل بايد با بررسي :زوال مورفولوژيكي) 4
اگر اجازه داده شود كه . آشنايي با رده سلولي پيش بيني شود

زوال خيلي پيشرفت كند، اين امر برگشت ناپذير خواهد 
  . بود

نسبت معمول حجم محيط  :حجم، عمق و منطقه سطحي
يي حد بالا. مي باشدmL/cm25/0-2/0كشت به منطقه سطحي 

شود و نسبت  توسط انتشار گازي از طريق لايه مايع مشخص مي
سلولهايي كه به . باشد بهينه، به نياز سلولها به اكسيژن مربوط مي

O2 مثلاً ( زيادي احتياج دارند در محيط كشت كم عمقmm2 (
و سلولهايي كه به اكسيژن كمي نياز دارند در محيط كشت عميق 

اگر عمق محيط كشت بيش از . دكنن بهتر رشد مي) mm5مثلاً (
mm5در مورد .  باشد ممكن است انتشار گازي محدود شود
توان با غلتاندن بطري يا  هاي تك لايه اين مشكل را مي كشت

تزريق محيط كشت و قراردادن در يك مخزن حد واسط براي 
  . تبادل گازي مرتفع كرد

يك  :(holding medium)محيط كشت نگهدارنده 
دارنده ممكن است زماني استفاده شود كه محيط كشت نگه

تحريك ميتوز كه معمولاً به همراه تعويض محيط كشت حتي 
. دهد، مورد نظر ما نباشد هاي سلولي بالا روي مي در غلظت

معمولاً محيط كشت نگهدارنده همان محيط كشت معمولي 
 درصد كاهش يافته و 2يا 5/0باشد كه غلظت سرم در آن تا  مي

 بدون  هاي كشت براي محيط. امل حذف شده استيا به طور ك
اين . دنشو هاي ديگر حذف مي سرم عوامل رشد و ميتوژن

 نشده، از ميتوز جلوگيري ترانسفورمحذف در اغلب سلولهاي 
 لولي ترانسفورم شده براي اين روشهاي س رده. كند مي

باشند، چون آنها ممكن است به تقسيم خود ادامه  نامناسب مي
مكن است كشت رو به زوال بگذارد، زيرا سلولهاي داده يا م

 چرخه سلولي G1ترانسفورم شده در يك حالت تنظيم شده در 
  .متوقف نمي شوند

هاي سلولي  هاي كشت نگهدارنده براي نگهداري رده محيط
هاي   بدون اينكه تعداد محدود نسل،داراي طول عمر محدود

 همچنين كاهش .شوند  استفاده مي،سلولي آنها به اتمام برسد
سرم و توقف تكثير سلولي، بيان فنوتيپ تمايز يافته را در بعضي 

هاي كشتي كه براي  همچنين محيط. دهد از سلولها افزايش مي
توانند به  شود، مي هاي بيوپسي استفاده مي جمع آوري نمونه

  .هاي كشت نگهدارنده تلقي شوند عنوان محيط
  
  

  لايه غذادهي يك كشت تك  -10-1دستور كار
  طرح كلي 

. كشت را با چشم و يا ميكروسكوپ معكوس بررسي كنيد
 محيط كشت، محيط قبلي را pHدر صورت نياز مثلاً كاهش

كشت را مجدداً . خارج كرده و محيط كشت جديد اضافه كنيد
  .به انكوباتور برگردانيد

  مواد 
  :استريل

 روز پس از A549 ،4سلولهاي : هاي سلولي كشت
هاي   در فلاسكcells/mL104×2نسيته بذرافشاني در دا

cm225....................................................................................4          
  mL100 .................................................محيط كشت رشد 

 HCO3 و Hankبا نمكهاي  MEM  × 1  Eagles مثل
mM 4 بدون آنتي بيوتيك  
 كه  mL25 و mL1 ، mL5 ،mL10 هاي مدرج  پت پي

  توپي گذاري شده اند
هاي بدن توپي براي خارج كردن محيط كشت با  پي پت

  ء پمپ يا خط خلا
  :غير استريل
  پوار يا پي پت يار

  لوله براي اتصال خط خلاء 
  در بطري اسپري% 70الكل 
  هاي بدون پرز  سواب

  دستمال كاغذي جاذب
  پت حاوي آب و ماده ضدعفوني كننده سيلندر پي

  ماژيك ماركر با جوهر نامحلول در الكل
  دفترچه يادداشت، خودكار، دستوركار و غيره

  دستور كار
  .سواب كنيد%70آماده كرده و با الكل  هود را -1
 معرفها و مواد لازم را به زير هود آورده، بطريها را با الكل -2

  .سواب كنيد% 70
  . كشت را از نظر علايم آلودگي يا زوال بررسي كنيد-3
4- pH و دانسيته يا غلظت سلولي را چك كرده و براساس 

ي تجربه شخصي در مورد جايگزين كردن كشت تصميم گير
  .در صورت نياز به غذادهي، به صورت زير عمل شود. كنيد



 147    هاي سلولي     واكشت و رده/  فصل دهم 

  . كشت را به ناحيه كار استريل انتقال دهيد-5
  . در فلاسك را باز كنيد-6
 قرار داده پي پت يار يا پوارپت استريل را برداشته و در   پي-7

پت بدون توپي متصل به خط يا پمپ خلاء را  يا يك پي
  .انتخاب كنيد

ا خارج كرده و در بشر حاوي مواد زائد  محيط كشت ر-8
بريزيد يا ترجيحاً محيط كشت را از طريق يك خط مكش 

  .متصل به يك پمپ خلاء خارج كنيد
  .پت را دور بياندازيد  پي-9

  . در بطري محيط كشت را برداريد-10
پت تازه برداشته و يك حجم از محيط كشت تازه،   يك پي-11

 گرم شده C37°دماي مساوي با حجم خارج شده كه تا 
  .است را به فلاسك اضافه كنيد

  .پت را دور بياندازيد  پي-12
  . در فلاسك و بطري محيط كشت را ببنديد-13
  . كشت را به انكوباتور باز گردانيد14
  . نتايج مشاهدات و غذادهي را در دفترچه يادداشت كنيد-15
و اي و غيره را خارج كرده  ها، ظروف شيشه پت  تمام پي-16

  .سطح كار را سواب كنيد
 وقتي يك كشت در دانسيته پايين بوده و آهسته رشد )نكته

كند، ممكن است ترجيح داده شود بصورت نصفه غذادهي  مي
 فقط نيمي از محيط كشت خارج شده و 8شود، يعني در مرحله 

 همان حجم از محيط كشت تازه به آن اضافه 11در مرحله 
  .شود

  
  واكشت

شود معمولاً رشد  لي واكشت داده ميوقتي يك رده سلو
بعد از . كند سلولها در كشت از يك الگوي استاندارد تبعيت مي

، يك دوره رشد نمايي به نام lagبذرافشاني و سپس مرحله 
تعداد سلول در (وقتي دانسيته سلولي .  وجود داردlogمرحله 

 اي رسيد كه كل به اندازه) cells/cm2هر سانتيمتر مربع از بستر 
تعداد (بستر موجود اشغال شد و يا زماني كه غلظت سلولي 

بيش از ظرفيت ) cells/mLسلول در هر ميلي ليتر كشت 
محيط كشت شود، رشد متوقف شده يا به ميزان زيادي كاهش 

پس يا بايد محيط كشت تعويض شود و يا بايد كشت . يابد مي
يك  تقسيم كردن ،در مورد يك رده سلولي چسبنده. تقسيم شود

كشت يا واكشت، معمولاً شامل خارج كردن محيط كشت و 
باشد، هرچند  ها از تك لايه توسط تريپسين مي جداسازي سلول

) HeLa-S3مثل (برخي از سلولها كه چسبندگي كمتري دارند 
ممكن است با تكان دادن بطري، جمع آوري سلولها در محيط 

هاي  كشت و رقيق سازي مناسب در محيط كشت تازه در بطري
، بعضي از تك ءاستثنابه طور . شوند جديد، واكشت داده 

هاي سلولي را نمي توان توسط تريپسين جدا كرد و بايد از  لايه

. پروتئازهاي ديگر از قبيل پروناز، ديسپاز و كلاژناز استفاده كرد
از بين اين پروتئازها، پروناز موثرترين آنها بوده اما براي برخي 

ديسپاز و كلاژناز معمولاً كمتر از . اشدب از سلولها سمي مي
 باعث جداسازي كامل  استباشند اما ممكن تريپسين سمي مي

، Accutase ساير پروتئازها مثل .تليال نشوند اپي سلولهاي 
Accumax) و ) پروتئاز بي مهرگانTrypzean يا TrypLE 

موجود بوده و هنگامي كه دستوركارهاي ) تريپسين نوتركيب(
اندارد مشكل داشته باشد يا لازم باشد كه از تفكيك است

) مثل پروناز(يا باكتريها ) مثل خوك(پروتئازهاي پستانداران 
 شدت تيمار به نوع .استفاده نشود بايد كارايي آنها آزمايش شود

سلول بستگي داشته و بايد يك دستور كار با حداقل شدت 
ا ميزان  تك سلولي بنوياستفاده شود كه با توليد يك سوسپانس

  . بالا سازگار باشدزيستايي

توسط  اتصال سلولها به يكديگر و به بستر كشت
. شود  انجام مي+Ca2گليكوپروتئينهاي سطحي سلول و 

پروتئينها و پروتئوگليكانهاي ديگر منشاء گرفته از سلولها و سرم 
با سطح سلولي و سطح بستر همراه شده و اتصال سلولي را 

 كلاته +Ca2اكشت معمولاً لازم است كه براي و. كنند تسهيل مي
شده و ماتريكس خارج سلولي و ملكولهاي اتصال سلولي بالقوه 

  .تجزيه شوند

  

  

  معيارهاي واكشت
نياز به واكشت يك تك لايه توسط معيارهاي زير تشخيص 

  :شود داده مي

 سلولهاي طبيعي بايد به محض اينكه به : دانسيته كشت)1
 ساعت در 24اگر بيش از. ه شوندتراكم رسيدند، واكشت داد

اينحالت باقي بمانند، سلولها از چرخه خارج شده و زمانيكه 
شوند، مدت زمان بيشتري طول  مجدداً بذرافشاني مي

سلولهاي ترانسفورم شده بايد . كشد تا بازيابي شوند مي
رسند واكشت داده نشوند، هرچند آنها تا  وقتي به تراكم مي

ثير ادامه خواهند داد اما بعد از بيش از حد تراكم به تك
حدود دو دوبرابر شدن، زوال شروع خواهد شد و 

  . بذرافشاني مجدد كاهش خواهد يافت

محيط كشت از بين رفتن  معمولاً :تحليل رفتن محيط كشت) 2
باشد كه محيط كشت بايد تعويض شود، اما  نشان دهنده اين مي

ياز به واكشت  سريعتر اتفاق افتد، ممكن است نpHاگر كاهش 
 به همراه افزايش دانسيته سلولي pHمعمولاً كاهش . باشد
همچنين . باشد باشد كه اولين شاخص نياز براي واكشت مي مي
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 نمودار نيمه لگاريتمي غلظت سلولي بر حسب زمان واكشت نشاندهنده فاز تأخير، فاز نمايي و سكون بوده .منحني رشد: 10-2شكل   
  .د واكشت و غذادهي انجام شود را نشان مي دهدو زمان هايي كه باي

  
تواند در نتيجه   ميpHتوجه شود كه يك كاهش سريع در 

  .آلودگي باشد، بنابراين آنرا چك كنيد
اگر سلولها در زمان مناسب  :زمان بعد از آخرين واكشت) 3

دانسيته ، )يعني غير متراكم هستند(اند  به دانسيته كافي نرسيده
افزايش داده يا اگر سلولها خيلي زودتر به تراكم بذرافشاني را 

زمانيكه اين امر . رسيدند، دانسيته بذرافشاني را كاهش دهيد
برقرار شد بايد رشد مجدد از يك دانسيته سلولي معين از لحاظ 

انحراف از اين الگو نشاندهنده . مدت زمان و بازده يكسان باشد
لولها را نشان يك انحراف از شرايط طبيعي بوده يا زوال س

در حالت ايده ال بايد يك غلظت سلولي يافت شود كه . دهد مي
 روز و تعويض محيط كشت 7امكان واكشت سلولها را پس از 

  . روز فراهم سازد3-4را پس از 
  

   واكشت سلولهاي تك لايه  -10-2دستور كار
  طرح كلي

سلولها را به طور مختصر در . محيط كشت را خارج كنيد
سلولها را در محيط . ين قرار داده و انكوبه كنيدمعرض تريپس

واكشت را رقيق كرده و . كشت پخش كرده و شمارش كنيد
  .بذرافشاني مجدد نماييد

  مواد
  : استريل

 روز پس از بذرافشاني با 14 روز و A549 ،7هاي  سلول
 هر   ازCm225هاي   در فلاسكcells/mL 104×2غلظت 

   1 .........................................................................................كدام
WI-38 ،MRC-5ت فيبروبلاست ديپلوئيد  يا يك كش

 روز بعد از بذرافشاني در غلظت 14 روز و 7نرمال، 
cells/mL 104×2 در فلاسك cm225.............. . 1از هر كدام  

و  Earleهاي   با نمكMEM × 1محيط كشت رشد 
HCO3 mM23بدون آنتي بيوتيك .......................... .mL100  

  D-PBSA ............................. .mL10 در 25/0%تريپسين 
D-PBSA با EDTA mM1 ............................. .mL20  

  mL25و mL1 ،mL5 ،mL10هاي مدرج  پت پي
   mL50 ............. 4هاي سانتريفوژ  ظروف يونيورسال يا لوله

  cm225 .............................................. 8هاي كشت  فلاسك
  :غير استريل
  پوار يا پي پت يار

  لوله براي اتصال به پمپ خلاء يا پمپ پريستالتيك 
   در بطري اسپري70%الكل 
  سواب

  دستمال كاغذي جاذب
   ه ضدعفوني كنندهپت حاوي آب و ماد سيلندر پي

  ماژيك ماركر با جوهر نامحلول در الكل
  دفترچه يادداشت، مداد، دستور كار و غيره

  هموسيتومتر يا دستگاه شمارشگر سلولي الكترونيكي
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   روشهاي تفكيك سلولي:10-4جدول 

  

    
  

  :دستوركار
 هود را آماده كرده و معرفها و مواد و وسايل شروع كار را -1

  .نتقال دهيدبه داخل هود ا
  . كشت را با دقت از نظر علايم آلودگي يا زوال بررسي كنيد-2
به معيارهاي واكشت در اين فصل ( معيارها را چك كنيد -3

و بر اساس دانش شخصي در مورد رفتار ) رجوع شود
در . كشت تصميم گيري كنيد كه آيا واكشت داده يا ندهيد

  :صورت نياز به واكشت مطابق روش زير عمل شود
ها را به يك ناحيه كار استريل برده و محيط كشت را   كشت-4

  .خارج كرده و دور بريزيد
5-  mL/cm2)D-PBSA/EDTA2/0( را به سطح روبروي 

سطح سلولي فلاسك افزوده به گونه ايكه از كنده شدن 
  سلولها جلوگيري شود، سلولها را شستشو داده و سپس

 D-PBSAبرطرف كردن اين مرحله براي.  را خارج كنيد 

كند  مقادير جزئي سرم كه از فعاليت تريپسين جلوگيري مي
و خارج كردن كاتيونهاي دو ظرفيتي لازم براي اتصال 

  .سلولي در نظر گرفته شده است
 تريپسين را به سطح روبروي سطح سلولي فلاسك اضافه -6

 فلاسك را برگردانده و روي سطح )mL/cm2) 1/0  كنيد 
يد كه تك لايه به طور كامل با تريپسين مطمئن شو. بگذاريد

 ثانيه ثابت 15-30پوشيده شده است فلاسك را به مدت 
  . قرار دهيد

 فلاسك را بالا آورده و سريعاً چك كنيد كه تك لايه جدا -7
 از كنده شدن C4°استفاده از تريپسين در دماي . نشده باشد

  . كند زودتر از موقع سلولها جلوگيري مي
  . ين به جز چند قطره از آن را خارج كنيد همه تريپس-8
 فلاسك را به صورت صاف انكوبه كرده تا زمانيكه سلولها -9

گرد شوند؛ وقتي فلاسك كج شود بايد تك لايه به سمت 
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 دقيقه روي 5-15اين كار معمولاً بعد از (پايين حركت كند 
فلاسك را بيش از زمان مورد نياز در اين حالت ). دهد مي

د، اما از سوي ديگر سلولها را مجبور به كنده شدن نگه نداري
 ممكن است ه گرنوقبل از اينكه آماده اينكار شوند نكنيد، 

  .اي شود باعث توليد حالت توده
 در هر صورت، اصلي ترين عامل جداكننده، تريپسين يا )نكته

EDTAباشد كه فقط به مقدار كم وجود دارد و انكوباسيون   مي
. د كه بيشتر عامل جداكننده خارج شده استشو زماني انجام مي

در صورتيكه در مورد جداسازي سلولها و در نتيجه در تهيه 
ز توانيد ا سوسپانسيون تك سلولي با مشكلي مواجه شديد، مي

 10-4در جدول كه  يروشهاي جايگزين ديگر مثل روشهاي
  . شرح داده شده استفاده كنيد

و ) mL/cm2) 2/0-1/0 محيط كشت را اضافه كنيد -10
سلولها را با پي پتينگ كردن مكرر، بر روي سطح سلولي 

  . پخش كنيد
سيون سلولي را در حالتيكه سر  سرانجام چند مرتبه سوسپان-11

ت در گوشه كف بطري قرار دارد، پي پتينگ كرده و پ پي
ميزان پي پتينگ مورد نياز . دقت كنيد كه كف ايجاد نشود

بعضي از . باشد متفاوت ميهاي سلولي مختلف،  براي رده
شوند در حاليكه برخي  هاي سلولي به آساني پخش مي رده

تقريباً تمام . براي پخش شدن به پي پتينگ شديد نياز دارند
ها اگر با شدت پي پت شوند متحمل آسيب مكانيكي لسلو
هاي  هاي اوليه و كشت شوند؛ مخصوصاً سوسپانسيون مي

دازه بزرگتر و تا پاساژ زودرس تا حدودي به دليل ان
باشند  حدودي به دليل شكنندگي بيشتر مستعد به آسيب مي

هاي سلولي پيوسته، معمولاً داراي خاصيت ارتجاعي  اما رده
بيشتر بوده و براي جداسازي كامل به پي پتينگ شديد نياز 

سوسپانسيون را به اندازه كافي به بالا و پايين پي پت . دارند 
.  سوسپانسيون تك سلولي در آيندكرده تا سلولها به حالت

باشد از يك عامل  در صورتي كه اين مرحله مشكل مي
  .جداكننده قويتر استفاده كنيد

تهيه يك سوسپانسيون تك سلولي در واكشت براي اطمينان 
از شمارش سلولي صحيح و رشد يكنواخت در هنگام 

در صورتيكه قرار باشد . باشد بذرافشاني مجدد مورد نظر مي
بات كمي تكثير سلولي يا راندمان كشت بررسي شود محاس

باشد،  و يا اگر هدف جداسازي سلولها به صورت كلون مي
  .باشد تهيه سوسپانسيون تك سلولي ضروري مي

 با استفاده از يك هموستيومتر يا يك شمارشگر الكترونيكي -12
تعداد سلولها را شمارش كنيد و تعداد سلولها را يادداشت 

  .كنيد
  . وسپانسيون را تا غلظت بذرافشاني مناسب رقيق كنيد س-13
a ( با افزودن حجم مناسبي از سلولها به حجم مشخص محيط

  كشت در يك فلاسك كشت يا 

b ( با رقيق كردن سلولها تا كل حجم مورد نياز و توزيع آن
  .حجم در تعدادي فلاسك

هاي معمولي كه فقط تعداد محدودي  براي واكشت) a(روش 
شود و تعداد دقيق سلولها و قابليت  ستفاده ميفلاسك ا

زمانيكه ) b(باشد اما روش  تكثير مهم نيست، مفيد مي
چندين تكرار وجود دارد، چون تعداد كل دستكاريها كاهش 

باشد، مفيد  يافته و غلظت سلولها در هر فلاسك يكسان مي
: استفاده كنيد ) b( از روش 13براي تمرين . باشد مي

 سلول در ميلي ليتر در 2×104لاسك را تا سلولهاي هر ف
mL20 محيط كشت رقيق كرده و mL5 از هر 

  . سوسپانسيون را در دو فلاسك بذرافشاني كنيد
 رشد CO2هاي بالاي  در صورتيكه سلولها در غلظت) 14

كنند، با دميدن مخلوط گازي مناسب از يك كپسول از  مي
ي محيط طريق يك خط داراي فيلتر به داخل فلاسك بالا

گاز را وارد محيط كشت . ها را گازدهي كنيد كشت، فلاسك
تواند بعضي از  شود كه مي نكنيد چون باعث توليد حباب مي

اجزاء تشكيل  دهنده محيط كشت را دناتوره كرده و خطر 
در صورتيكه مانند محيط كشت . دهد آلودگي را افزايش مي

Eagleهاي   با نمكHankفاز گاز طبيعي هوا باشد  ،
  . توان اين مرحله را حذف كرد مي

پس . ها را بسته و آنها را در انكوباتور قرار دهيد در فلاسك) 15
اگر در .  چك كنيدpH ساعت آنها را از نظر تغيير يكاز 

 افزايش يافت، pHباشد  محيط كشتي كه داراي فاز هوا مي
% CO2 5فلاسك را به ناحيه استريل برده و مقدار كمي با 

  چون هر كشت در محيط كشت مشابه،. نيدهوادهي ك
اي رفتار خواهد كرد   به صورت قابل پيش بيني شده

دانيد كدام سلولها را وقتي كه بذرافشاني  سرانجام شما مي
مجدد شدند بدون اينكه ابتدا آنها را انكوبه كنيد گازدهي 

 CO2% 5 محيط كشتي كه داراي فاز گازي pHاگر . نماييد
 افزايش داده 10% يا 7%  را تاCO2 ميزان باشد، بالا رفت مي

  .  استريل اضافه كنيدN1/0يا به آن اسيد كلريدريك 
  . براي رده سلولي دوم تكرار كنيد4 اين فرايند را از مرحله -16

   
 را نبايد به عنوان يك راه 15 روش ذكر شده در مرحله )نكته

  بالا بعد از واكشت استفادهpHحل طولاني مدت براي مشكل 
 در زمان ساختن محيط ، مشكلندر صورت ادامه يافت. كرد

 محيط كشت را در pH آن را كاهش داده و pHكشت، 
چون . انكوباتور يا در يك فلاسك گازدهي شده چك كنيد

شود  هاي پلاستيكي باعث مي افزايش هوا در درون فلاسك
هاي بزرگتر متورم شده و از قرار گرفتن آنها به حالت  فلاسك

  دقيقه پس از قرار دادن فلاسك در30كند،  وگيري ميصاف جل
انكوباتور با شل كردن مختصر درپوش فشار را خارج كرده و يا 

  هاي بزرگ قبل از اينكه  توان با فشردن بالا  و پايين فلاسك مي
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 . مراحل واكشت و چرخه رشد سلولهاي تك لايه بعد از تريپسينه كردن.واكشت تك لايه: 10-3شكل 

 
  

  
در زمان . در آنها بسته شود از اين مشكل جلوگيري كرد
مراقب . گردد انكوباسيون شكل فلاسك به حالت اول باز مي

  .باشيد كه فلاسك ترك نخورد
  

  هاي تقسيم  چرخه رشد و نسبت
پاساژ معمول باعث تكرار يك چرخه رشد استاندارد 

 لازم براي هر رده سلولي مورد استفاده). 10-4شكل (شود  مي
است كه با اين چرخه آشنا شد زيرا اين چرخه، غلظت 
بذرافشاني، مدت زمان رشد قبل از واكشت، مدت زمان انجام 
آزمايشات و زمانهاي مناسب براي نمونه برداري با بيشترين 

سلولها در مراحل مختلف چرخه رشد از . كند ثبات را كنترل مي
فس، ساخت لحاظ تكثير، فعاليت آنزيمي، گليكوليز و تن

محصولات اختصاصي و بسياري از خصوصيات ديگر متفاوت 
هاي سلولي متناهي، معمول است كه غلظت  براي رده .باشند مي

يعني به ترتيب نسبت (سلولي را تا دو، چهار، هشت يا ده برابر 
كاهش داد تا محاسبه تعداد دو برابر ) 16 و 8، 4، 2تقسيم 
 2ه ترتيب نسبت تقسيم يعني ب(هاي جمعيت آسانتر شود  شدن

 دو برابر شدن جمعيت 4 به 16 و 3 به 8 ، 2 به 4 ، 1مربوط به 

؛ بعنوان مثال كشتي كه هشت برابر تقسيم شده براي )باشد مي
رسيدن به دانسيته سلولي مشابه به سه دو برابر شدن جمعيت 

 1:2همچنين يك رده كند رشد يا آسيب پذير بايد . نياز دارد
 به نسبت  حاليكه يك رده قوي تند رشد بايدتقسيم شود، در

و بعضي از رده هاي سلولي پيوسته مي توانند به  1:16 يا 1:8
وقتي كه يك رده سلولي . دنتقسيم شو 1:100 يا 1:50نسبت 

)  نسل باشد200 يا 150معمولاً داراي بيش از (شود  پيوسته مي
 105 و 104شماره نسل ناديده گرفته شده و بايد كشت بين 

به همچنين نسبت تقسيم يا رقت . ليتر رقيق شود سلول در ميلي
 براي ايجاد يك فاصله زماني  شود كهي مانتخابگونه اي 

 و براي اطمينان  مناسب باشند  هفته2 يا 1مناسب واكشت شايد 
زير غلظتي كه به آنها اجازه ورود مجدد به ) 1 از اينكه سلولها

 ساعت يا 24 (lag period)شد با يك دوره تاخير رچرخه 
قبل از واكشت بعدي ) 2ند و ده باشدهد، رقيق نشمي كمتر را 

  .نشوندمرحله سكون وارد يك 

شود و يا  وقتي كه با يك رده سلولي براي اولين بار كار مي 
مي شود كه شما در  وقتي از يك كشت پاساژ زودرس استفاده

لي مورد آن تجربه كمي داريد، بهترين روش واكشت رده سلو
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زماني كه شما . باشد  مي4 يا 2در اولين تلاش، به نسبت تقسيم 
تجربه كافي بدست آورديد، امكان افزايش نسبت تقسيم يعني 
كاستن از غلظت سلولي پس از واكشت وجود دارد اما زمانيكه 

هاي تقسيم بقيه را افزايش دهيد هميشه  كنيد كه نسبت تلاش مي
حتي . يين نگه داريديك فلاسك را در يك نسبت تقسيم پا
شود، بايد تعداد سلولها  وقتي يك نسبت تقسيم به كار برده مي

در هر فلاسك بعد از تريپسينه كردن و در بذرافشاني مجدد ثبت 
شود به گونه ايكه بتوان ميزان رشد در هر واكشت را تخمين زد 

در غير اينصورت تغييرات . و بتوان غلظت را مشخص كرد
  .اساژ آشكار نخواهد شداندك براي چندين پ

  
  
  

    
 تكرار چرخه رشد استاندار (a) .واكشت سريال: 10-4شكل 

اگر سلولها به طور صحيح رشد . طي تكثير يك رده سلولي در
داده شوند، بعد از زمان مشابه در هر چرخه به غلظت 

مي رسند به شرط اين كه غلظت بذرافشاني و فاصله ) قله(مشابه
هر واكشت :  شماره نسل و پاساژ(b). دزماني واكشت ثابت باش

 به 3در اين مورد (نمايانگر يك پاساژ مي باشد اما شماره نسل
 دو برابر شدن در هر 3 براي 8(به نسبت تقسيم) ازاي هر پاساژ

  .وابسته مي باشد) پاساژ
  
  

  غلظت سلولي در واكشت
روش مناسب براي تعيين دانسيته بذرافشاني مناسب، تهيه 

هاي بذرافشاني متفاوت و سپس  د در غلظتيك منحني رش
باشد كه يك دوره تاخير كوتاه و ورود  تعيين حداقل غلظتي مي

شدن يعني يك زمان دو برابر (زودتر به رشد لگاريتمي سريع 
 ولي در زماني كه براي شود را موجب مي) جمعيت كوتاه

  . باشد به اوج مرحله تصاعدي برسد واكشت بعدي مناسب مي
هاي سلولي پيوسته، در  ك قاعده كلي، اغلب ردهبعنوان ي

ليتر   سلول در ميلي5×104 و 1×104يك غلظت بذرافشاني بين 
هاي سلولي  رده. شوند ور رضايت بخش واكشت داده ميبه ط

شوند و بيشتر  هاي تقريباً مشابه واكشت مي متناهي در غلظت
هاي  تليوم و تعدادي از بافتوپذير از قبيل اند هاي آسيب كشت

 سلول در ميلي ليتر 1×105 در ابتداي پاساژ در حدود اپي تليال
براي يك كشت جديد با يك غلظت . شوند واكشت مي

بذرافشاني بالا شروع كرده و به تدريج غلظت را كاهش داده تا 
زمانيكه يك چرخه رشد مناسب بدون هيچگونه زوال در كشت 

  .بدست آيد
  

  تكثير در سوسپانسيون
باشد  ها مي  مربوط به واكشت تك لايه10-2دستور كار 

هاي پيوسته به اين صورت  هاي اوليه و رده چون اغلب كشت
سلولهايي كه به طور پيوسته در سوسپانسيون رشد . كنند رشد مي

مثل بسياري (كنند به دليل اينكه اين سلولها غيرچسبنده بوده  مي
كه به و يا به خاطر اين) ها و تومورهاي آسيت موشي از لوسمي

شوند،  صورت مكانيكي در حالت سوسپانسيون نگه داشته مي
اين سلولها . توان آنها را مانند باكتريها و مخمرها واكشت داد مي

باشند؛ بعنوان مثال به تيمار تريپسين نياز  داراي مزيت هايي مي
نداشته، بنابراين واكشت سريعتر بوده و براي سلولها كمتر 

.  آسانتر است(scale up)ش مقياس باشد و افزاي آسيب زا مي
هاي سوسپانسيون، تعويض محيط كشت  معمولاً در مورد كشت

صورت نمي پذيرد و به جاي آن يا كشت رقيق شده و توسعه 
يابد و يا مقداري از سوسپانسيون سلولي خارج شده و  مي

در هر . شود باقيمانده در حد غلظت بذرافشاني مناسب رقيق مي
 مشابه با سلولهاي تك لايه اما معمولاً صورت يك چرخه رشد

  . با يك دوره تاخير كوتاهتر بدست خواهد آمد
سلولهايي كه خود به خود به صورت سوسپانسيون رشد 

هاي كشت معمولي نگهداري كرد  توان در فلاسك كنند را مي مي
ها براي كشت بافت تيمار شده  و لازم نيست كه اين فلاسك

مقررات مربوط به عمق ). ريل باشندهر چند بايد است( باشند 
همانند ) static cultures(هاي ايستا  محيط كشت در كشت
   mm5-2باشد يعني  هاي تك لايه مي مقررات مربوط به كشت
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 مقايسه كشت سوسپانسيون با كشت :10-5جدول 
  تك لايه

  
  
  
  

  
  
  

   يك فلاسك.كشت در ظرف همزن دار: 10-5شكل 
سوسپانسيون . mL 1000-250ت  همزن دار كوچك با ظرفي

سلولي توسط يك پاندول كه در ته فلاسك به صورت حلقوي 
  .مي چرخد، همزده مي شود

زمانيكه عمق يك كشت . تا امكان تبادل گازها فراهم شود
كند،  يابد مثلاً زماني كه توسعه پيدا مي سوسپانسيون افزايش مي

توان با  لازم است كه محيط كشت همزني شود كه اينكار را مي
قراردادن فلاسك كشت سلولي داراي يك پاندول مغناطيسي 
. همزننده سوسپانسيون بر روي همزن مغناطيسي انجام داد

چرخند براي  همچنين بطريهاي غلتان كه بر روي يك رك مي
  . شوند هاي سوسپانسيون استفاده مي همزدن كشت

  
  هاي سوسپانسيون واكشت كشت

ك كشت سوسپانسيون را واكشت معمول ي 10-3دستوركار
توان يك كشت پيوسته را  مي. دهد در يك ظرف جديد شرح مي

  در طي  در همان ظرف اوليه نگه داري كرده اما به تدريج
 اندك در گردنه فلاسك، پس ماندهرقيق سازي با ايجاد هرگونه 

  . يابد احتمال آلودگي به تدريج افزايش مي
ون مشابه هاي سوسپانسي معيارهاي واكشت براي كشت

  . باشد هاي تك لايه مي معيارهاي واكشت كشت
، كه نبايد براي بيشتر سلولهايي كه به صورت غلظت سلولي) 1

  . بيشتر شودmL /106×1كنند از  سوسپانسيون رشد مي
2( pHباشد  كه متناسب با غلظت سلولي مي.  
هاي تك لايه  ، كه همانند كشتزمان بعد از آخرين واكشت )3

  .  با يك برنامه منظم باشدبايد متناسب
   براي مقاصد آزمايشي يا توليدينيازهاي توليد سلولي )4

  
   واكشت در سوسپانسيون-10-3دستور كار
  طرح كلي 

يك نمونه از سوسپانسيون سلولي برداشته، سلولها را 
شمارش كنيد و يك حجم مناسب از سوسپانسيون را به محيط 

يد، غلظت سلولي را كشت تازه در يك فلاسك جديد اضافه كن
  .به سطح اوليه باز گردانيد

  
  مواد

  :استريل
 روز 10 روز و P388 ،7 يا L1210, HL-60: كشت استارتر

هاي   در فلاسكcells/mL104×1بعد از بذرافشاني در غلظت 
cm225.......................................................... .عدد1از هر كدام   

-spinner) S با نمكهاي MEMمحيط كشت رشد مثل 
MEM ( ياRPMI 1640 با NaHCO3 mM23 سرم 5% و 
  m1200...........................................................................گوساله
   كن از هر كدام1....................هاي مدرج و توپي دار پي پت

اي از  باشد مجموعه اي مي ها شيشه پت در صورتي كه پي
 در يك كن مربع mL25 و mL1 ،mL5 ،mL10هاي  اندازه

  باشند به صورت مجزا  ها پلاستيكي مي پت شكل يا اگر پي
  . يده شوندتوپي گذاري شده و برحسب اندازه در يك رك چ
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هاي بدون توپي براي خارج كردن محيط كشت  تپي پ
   كن1...............................................................توسط پمپ خلاء

  mL50 ..........4هاي سانتريفوژ  ظروف يونيورسال يا لوله
 داراي همزن با پاندول همزن mL500هاي  فلاسك
  2..............................................................................مغناطيسي

  cm225 ...........................................4هاي كشت  فلاسك
  :غيراستريل

  پوارپي پت يار يا 
  لوله براي اتصال پمپ يا خط خلاء

   در بطري اسپري70%الكل 
  هاي بدون پرز سواب

  دستمال كاغذي جاذب
  پت حاوي آب و ماده ضدعفوني كننده  سيلندر پي

  ماژيك ماركر با جوهر نامحلول در الكل
  دفترچه يادداشت، خودكار، دستوركار و غيره
  هموسيتومتر يا شمارشگر سلولي الكترونيكي 

  همزن مغناطيسي 
  

  دستور كار
اده كرده و معرفها و مواد را به زير هود آورده تا  هود را آم-1

  .كار را آغاز كنيد
 كشت را با دقت از لحاظ علايم آلودگي و زوال بررسي -2

سلولهاي هاي سوسپانسيون از  اين مرحله در كشت. كنيد
 در شرايط  اما سلولهايي كهباشد تك لايه مشكل تر مي

ا دانه دار  به صورت چروكيده و يبرند نامناسب به سر مي
 و سلولهاي سالم بايد شفاف وايستا به نظر رسيده. باشند مي

تراست قابل مشاهده بوده و هسته آنها با ميكروسكوپ فازكن
هاي كوچكي ديده  اغلب در يك كشت ايستا به صورت توده

  .شوند 
 كشت را به ناحيه كار استريل برده يك نمونه از آن را خارج -3

  .ها شمارش كنيد در نمونهها را  كرده وتعداد سلول
 براساس ملاك هايي كه قبلاً در مورد واكشت سلولهاي -4

برحسب اطلاعات شخصي  سوسپانسيون شرح داده شد و
در صورت . در مورد واكشت دادن يا ندادن تصميم بگيريد

  :نياز به واكشت به صورت زير عمل شود
ا با اي ر  سوسپانسيون سلولي را مخلوط كرده و هر نوع توده-5

پي پتينگ كردن سوسپانسيون سلولي به بالا و پايين پخش 
  .كنيد

6- mL50 محيط كشت به هر يك از دو فلاسك همزن دار 
  .اضافه كنيد

7- mL5 محيط كشت به هر يك از چهار فلاسك cm225 
  . اضافه كنيد

  مقدار كافي سلول اضافه كرده تا غلظت نهايي-8
 cells/mL 105×1 36-48(رشد  براي سلولهاي كند 

 براي mL/cells104×2يا ) ساعت زمان دو برابر شدن
)  ساعت زمان دو برابر شدن12-24(سلولهاي تند رشد 

براي سلولهايي كه در قسمت مواد ذكر شده . بدست آيد
  . استفاده كنيدcells/mL104×1است از غلظت نهايي 

  .  گازدهي كنيدCO2  5% كشت را با -9
ها  فلاسك.  و در انكوباتور قرار دهيدها را بسته  در فلاسك-10

  . را مانند كشت تك لايه به صورت صاف قرار دهيد
هاي  هاي همزن دار را بسته و بر روي همزن  در فلاسك-11

 تنظيم شده است در داخل rpm100-60مغناطيسي كه در 
مراقب .  قرار دهيدC37˚يك انكوباتور يا گرمخانه در دماي 

ها  عث گرم شدن بيش از حد كشتباشيد كه موتور همزن با
رن را زير بطري فوم پلي استيدر صورت نياز يك . نشود

گرماي كمتري  induction-drive هاي همزن. قرار دهيد
  . توليد كرده و هيچ گونه قسمت متحركي ندارد

  
 اولين .باشند هاي سوسپانسيون داراي مزيت هايي مي كشت

وري مقادير بالاي توان توليد و جمع آ مزيت اين است كه مي
. سلولي را بدون افزايش دادن ناحيه سطحي بستر انجام داد

بعلاوه اگر كشت به طور پيوسته رقيق سازي شود وغلظت 
توان يك حالت يكنواخت  سلولي ثابت نگه داشته شود، مي

هاي تك لايه اين حالت يكنواخت به  در كشت. ايجاد كرد
ك لايه ضرورتاً هاي ت نگهداري كشت. آساني بدست نمي آيد

شود ميزان رشد و متابوليسم  اي بوده كه باعث مي چرخه
  .برحسب مرحله رشد متفاوت باشد

  
  استانداردسازي شرايط كشت

استانداردسازي شرايط كشت براي حفظ پايداري فنوتيپي 
هر چند كه ممكن است برحسب نوع آزمايش . باشد ضروري مي

داري روتين بايد به بعضي از شرايط تغيير كند، اما براي نگه
  . شرايط تعريف شده استاندارد پايبند بود

 نوع محيط كشت مصرفي بر روي انتخاب :محيط كشت
انواع سلولهاي مختلف موثر بوده و بيان فنوتيپي آنها را تنظيم 

در نتيجه وقتي كه يك محيط كشت انتخاب شد، آن . كند مي
  .شود محيط كشت استاندارد سازي مي

وش براي حذف تغييرات سرم استفاده از  بهترين ر:سرم
باشد هرچند متاسفانه هنوز  محيط كشت فاقد سرم مي

هاي فاقد سرم براي همه انواع سلولها موجود نبوده  فرمولاسيون
و تغيير به محيط كشت بدون سرم ممكن است پرهزينه و 

هاي سرم ثبات بيشتري  ممكن است جايگزين. وقتگير باشد
 ارزانتر از سرم يا تكميل با فاكتور رشد داشته باشند و معمولاً

هاي  بوده اما كنترل بر روي محيط فيزيولوژيكي كه توسط محيط
در صورت نياز به سرم . شود را ندارد كشت فاقد سرم ايجاد مي

يك بچ را انتخاب كرده و در تمام مراحل كشت و همچنين
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   ثبت اطلاعات، غذادهي:10-6جدول 

    
 از همان بچ استفاده (cryopreservation) منجمد نگهداري

  . كنيد
هاي كشت نتايج  ها و ديش  انواع فلاسك، اغلب:ها پلاستيك

مشابهي خواهند داد اما ممكن است در نتيجه تيمار پلاستيك 
بنابراين ترجيح . براي كشت بافت، تغييرات اندكي ايجاد شود

شود كه از يك نوع فلاسك يا ديش و شركت سازنده  داده مي
  .استفاده شود

  هاي سلولي در شرايط  اگر رده:نگهداري رده سلولي
 غير استاندارد نگهداري شوند، ممكن است خصوصيات آنها 

رژيم نگهداري بايد بهينه شده و سپس در طي كل . تغيير يابد
ها از  همچنين بايد كشت. كار با رده سلولي ثابت باقي بماند

  .نظم جايگزين شوندهاي فريز شده در فواصل زماني م استوك
  

  استفاده از آنتي بيوتيك
ها منجر به ايجاد آلودگيهاي  بيوتيك استفاده متوالي از آنتي

 بخصوص ميكوپلاسما و (cryptic contaminations)نهفته 
همچنين . شود بيوتيك مي هاي مقاوم به آنتي توسعه ارگانيسم

ممكن است آنتي بيوتيك با فرايندهاي سلولي مورد بررسي 
هر چند در مواردي كه آلودگي ميكروبي كاملاً . داخل يابدت

شود  هاي سلولي كاملاً با ارزشي كار مي شايع شده و يا با رده
در صورت استفاده از . بيوتيك استفاده كرد توان از آنتي مي

بيوتيك، به منظور آشكارسازي هر نوع آلودگي نهفته بايد  آنتي
اين . يوتيك نگهداري كردب تعدادي از استوك ها را بدون آنتي

توان به صورت موازي نگهداري كرد و تا زماني  ها را مي استوك
ها  توان استوك بيوتيك امكان پذير است مي كه كشت فاقد آنتي

بيوتيك به صورت  بيوتيك و بدون آنتي را در حالت داراي آنتي
توصيه نمي شود كه اين روش به . متناوب نگهداري كرد
 دائمي به كار رود و در صورتي كه به صورت يك دستوركار

يك آلودگي مزمن مشكوك شويد بايد سلولها دور ريخته شده و 
توانيد به نگهداري  يا آلودگي برطرف شود و سپس شما مي

  . بدون آنتي بيوتيك باز گرديد
  

 يك طرح .كشت هاي موازي و آنتي بيوتيك ها: 10-6شكل   
   موازي باپيشنهادي براي نگهداري كشت هاي سلولي

 آنتي بيوتيك به گونه اي كه هميشه هر كشت قسمتي از زمان 
  .بدون آنتي بيوتيك باشد
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   ثبت اطلاعات، واكشت:10-7جدول 
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  نگهداري مدارك
جزئيات نگهداري روتين، شامل غذادهي و واكشت بايد 
حفظ شده و انحرافات يا تغييرات صورت گرفته بايد در 

چنين مداركي . رده سلولي اضافه شودهاي مربوط به  يادداشت
 به صورت GLP (Good Laboratory Practice)براي 

هاي استاندارد تعريف  اگر روش. مدارك كشت اوليه لازم است
واكشت داده «يا » غذادهي شد«شده باشند، بعد از آن فقط عنوان 

اي در مورد ارزيابي  ، تعداد سلولها و هر نكتهبا ذكر تاريخ» شد
في بوده و هرگونه تغييري كه در روشهاي استاندارد  كاچشمي

 ثبت اين اطلاعات .صورت گرفته بايد به خوبي ثبت شود
 همه نقسمتي از كار معمول كشت سلول است و تا حد امكا

اطلاعات و يا حداقل اتفاقات مهم مثل تغيير شركت سازنده 
محيط كشت، كلون شدن رده سلولي، ترانسفكت كردن و يا 

  . محيط كشت بدون سرم بايد ثبت شودتغيير به
  
  

   
 



 



  
  فصل يازدهم

  
  
  
  

 آلودگي
 
 
 
 

  آلودگي منابع
  

   

حفظ حالت سترون هنوز يكي از مشكل ترين مسائل كشت 
اين مشكل در شرايط خاص حتي گريبانگير . سلولي مي باشد

بنابراين داشتن اطلاعات كافي در . افراد با تجربه هم خواهد شد
مورد منابع آلودگي هاي ميكروبي و تكنيك هاي كار سترون 

راي افرادي كه در آزمايشگاه كشت سلولي مشغول به فعاليت ب
راههاي ايجاد آلودگي شامل نقص در . هستند، ضروري مي باشد
ظروف شيشه اي و پي پتها،  روشهاي استريل كردن

در   و وجود گرد و غبار و اسپور (turbulence)اغتشاش
هواي اطاق كشت، نگهداري بد انكوباتورها و يخچالها، 

لو معيوب، وارد كردن رده هاي سلولي يا بيوپسي هاي لامينارف
احتمالاً . آلوده به آزمايشگاه و تكنيك هاي نامناسب مي باشد

  .مورد آخر از همه مهمتر مي باشد
  

  كاربر  تكنيك
اگر معرف ها استريل بوده و وسايل در حالت صحيح 
استفاده شوند، آلودگي به عمل متقابل تكنيك كاربر با شرايط 

اگر مهارت و سطح مراقبت كاربر .  وابسته خواهد بودمحيطي
 تميز و عاري از ذرات گرد و غبار باشد، فضابالا باشد و 

محيط وضعيت بر عكس اگر . آلودگي به ندرت رخ خواهد داد
مثلاً در نتيجه كار ساختماني يا افزايش رطوبت (نامناسب باشد

حذف يك با (يا اگر تكنيك كاربر دچار انحراف شود  و )فصلي
احتمال آلودگي ) يا تعدادي از احتياطات ظاهراً غير ضروري

در صورتيكه هر دو اين موارد به صورت . افزايش مي يابد
همزمان يا يكي پس از ديگري روي دهند، نتايج مي تواند 

  .فاجعه انگيز باشد
  

  محيط 

محيطي كه در آن كشت سلولي انجام مي شود بايد كاملاً 
تجهيزاتي كه از انبار . شاش و ازدحام باشدتميز و عاري از اغت

وارد مي شود و جريان هوايي كه از درها، يخچالها، سانتريفوژها 
 و حركت كاركنان حاصل مي شود، خطر آلودگي را افزايش 

بنابراين، افراد بايد محيط را تميز و عاري از ازدحام . مي دهد
كاملاً پاك نگه داشته و هر چيزي را كه وارد آزمايشگاه مي شود 

  .كنند
  

  استفاده و نگهداري از هود لامينارفلو
 استفاده نادرست از هود ،متداولترين حالت تكنيك نامناسب

 ،پر ازدحام شوداگر هود با بطريها و وسايل . اشدلامينارفلو مي ب
جريان هواي لامينار به هم ريخته و لايه مرزي محافظ ميان 

  ر باعث ورود هواياين كا. كاربر و اتاق از دست مي رود
 غير استريل به داخل هود و آزادسازي مواد بالقوه خطرناك 

بعلاوه خطر برخورد بين  . زيستي به داخل اتاق كشت مي شود
پي پت هاي استريل و سطوح غير استريل، بطريها و غيره 

 مورد نياز را به وسايل و موادافراد بايد فقط . افزايش مي يابد
و از بردن وسايل اضافي و دست و پاگير درون هود انتقال دهند 

همچنين هودهاي لامينارفلو بايد به طور مرتب . خوداري كنند
نگهداري و تعمير شده و بايد سالم بودن فيلترها و ايمني 
اتاقكهاي آنها كه هم به سرعت هواي دروني و هم اغتشاش 
  بيروني مربوط مي باشد، حداقل سالي دو بار توسط افراد

  . بررسي شود با صلاحيت
  

  انكوباتورهاي مرطوب 
يك منبع عمده آلودگي ناشي از استفاده از انكوباتورهاي 

وجود رطوبت و درجه حرارت مناسب در . مرطوب مي باشد
اين انكوباتورها براي رشد بسياري از ميكروارگانيسم ها مطلوب 
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 sealed)بسته كاملاً در صورتي كه از فلاسكهاي . مي باشد
flasks)اده مي شود، بهتر است كه آنها را در  استف

.  قرار داد(hot room)انكوباتورهاي خشك يا گرمخانه 
استفاده از درپوش هاي نفوذ پذير، خطر آلودگي را كاهش داده 

براي كاهش خطر آلودگي . اما باعث افزايش هزينه ها مي شود
بايد انكوباتورهايي انتخاب شوند كه همه سطوح آن به آساني 

كشت هايي . كرد س بوده و بتوان آن را به راحتي تميزدر دستر
  .كه در انكوباتور هستند را بايد در يك جعبه پلاستيكي قرار داد

انكوباتورهايي كه داراي روكش مسي هستند، رشد قارچها 
 گرانتر از 20-30%را كاهش خواهند داد، اما معمولاً حدود  

مسي در سيني قرار دادن فويل . نمونه هاي معمولي مي باشند
آب باعث ممانعت از رشد قارچ در سيني مي شود اما قادر به 

تعدادي از مواد . حفاظت از ديواره هاي انكوباتور نمي باشد
تأخير دهنده رشد قارچ كه به طور متداول استفاده مي شوند 
شامل سولفات مس، ريبوفلاوين، سديم دودوسيل 

 بصورت يك ماده ضد قارچ كه (Rocall و (SDS)سولفات
بسياري از اين مواد جزء . مي باشد)  استفاده مي شود2%محلول 

 يا هوا در مايع حاوي CO2دترژنت ها مي باشند بنابراين نبايد 
به خاطر . آنها دميده شود چون باعث كف كردن آنها مي شود

داشته باشيد كه قارچ كش ها فقط سيني را محافظت كرده و 
  .كردن منظم وجود نداردهيچ جايگزين مناسبي براي تميز 

 Rocall%  10انكوباتورها را بايد به طور منظم با استفاده از 
وقتي انكوباتور در . يا يك دترژنت ضد قارچي مشابه تميز كرد

پس مانده بلافاصله برداشته حال استفاده مي باشد بايد هرگونه 
د و همچنين به محض اينكه مشخص شد كشتي شده و تميز شو
  .يد بلافاصله از انكوباتور خارج و دور ريخته شودآلوده است با

  
  مخازن سرد

در آب و هواي مرطوب يخچالها و سردخانه ها مستعد به 
  يخچالها و.  برروي ديواره ها مي باشنديآلودگي قارچ

 سردخانه ها به دليل ماهيت مرطوب مستعد به آلودگي قارچي 
اسپورها هواي مرطوب باعث افزايش خطر ته نشيني . مي باشند

بنابراين قبل از اينكه . روي بطريهاي موجود در يخچال مي شود
هر چند .  كنيم بايد با الكل سواب كردمحيطاين بطريها را وارد 

  ماه يكبار بايد ديواره ها و قفسه هاي مخازن سرد را با مواد
 . ضد عفوني كننده تميز كرد

 
 

  مواد استريل 
 و يا توسط شركت اگر كنترل كيفيت مناسب در آزمايشگاه

سازنده انجام پذيرد، نبايد هيچگونه خطر آلودگي وسايل و 
هر چند گاهي اوقات . معرف هاي استريل وجود داشته باشد

ممكن است اشتباهاتي در اين كار صورت پذيرد بعنوان مثال 
تراكم وسايل در آون يا اتوكلاو خيلي زياد بوده به هنگامي كه 

  ،ود ش(cold spot)ن سردگونه اي كه باعث ايجاد مكا
 بسته بندي سوراخ شده باشد يا عليرغم انجام كنترل كيفيت، 

  . تشخيص داده نشودمآلودگي داراي تيتر ك
حفاظت در برابر اين احتمالات با انجام روش هاي صحيح 

وقتي افراد جديد . و بررسي كنترل كيفيت دقيق امكان پذير است
زم است كه با روشهاي وارد آزمايشگاه كشت بافت مي شوند، لا

استريليزاسيون آشنا شوند، حتي اگر قرار نيست كه خودشان اين 
همچنين آنها بايد از محل و فرق بين . كارها را انجام دهند

يك خطاي ساده . استوك هاي استريل و غير استريل آگاه باشند
توسط يك فرد تازه كار مي تواند باعث مشكلات شديد شود 

  .تواند براي چند روز طول بكشدكه قبل از كشف مي 
  

  رده هاي سلولي و بيوپسي هاي وارد شده 
 و يا (donor)هر ماده جديد كه از فرد دهنده 

آزمايشگاههاي ديگر وارد آزمايشگاه كشت سلولي مي شود بايد 
به عنوان ماده آلوده فرض شده و تا زماني كه ثابت شود فاقد 

ترجيحاً مي توان . دآلودگي مي باشد در قرنطينه نگهداري شو
يك اتاق مجزا را براي دريافت نمونه از كشت هاي وارد شده به 

اگر امكان اين كار وجود نداشته باشد . آزمايشگاه در نظر گرفت
بايد جداي از ديگر كشت ها و ترجيحاً در انتهاي روز و در يك 
  هود اختصاصي با آنها كار شود و هود را بعد از استفاده با 

 سواب كرده و سپس 70% در الكل 2%لي وكننده فنضد عفوني 
همه رده هاي . بايد آن را تا روز بعد از سرويس خارج كرد

سلولي بايد از يك بانك سلولي معتبر كه آنها را از لحاظ 
رده هاي سلولي . آلودگي ميكروبي غربالگري مي كند تهيه شوند

سان را فراهم شده از منابع ديگر، همانند بيوپسي حيوانات و ان
بايد تا زماني كه خلاف آن ثابت نشود به صورت آلوده در نظر 

  .گرفت
  

  انواع آلودگي ميكروبي
باكتريها، قارچها، مخمرها، كپك ها و ميكوپلاسماها و گاهي 

همچنين . همگي در آلوده كردن كشت هاي سلولي نقش دارند
اگر كارهاي پروتوزئولوژي در همان آزمايشگاه انجام شود، 

. ز پروتوزئرها هم قادر به آلوده كردن سلولها مي باشندبعضي ا
معمولاً تشخيص دقيق نوع و گونه عفونت مهم نمي باشد، مگر 

فقط لازم است كه نوع عمومي آلوده . اينكه آلودگي متداول شود
، طرز )مثلاً باكتري ميله اي يا كوكسي، مخمر و غيره( كننده 

جا با كشت كار شده تشخيص، مكاني كه براي آخرين بار در آن
اگر يك نوع خاصي از آلودگي به طور . و نام اپراتور ذكر شود

مكرر رخ دهد، ممكن است تشخيص آن به منظور يافتن منشاء 
  .آلودگي مفيد باشد

  
  بررسي آلودگي
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بهترين آزمايشگاهها هم آلودگي رخ داده و بنابراين  حتي در
  : روشهاي زير توصيه مي شود

شت كار مي شود آنرا از لحاظ آلودگي، با هر بار كه با يك ك)1
چشم غير مسلح و همچنين توسط ميكروسكوپ بررسي 

همچنين از لحاظ آلودگي ميكوپلاسمايي هر ماه يكبار . كنيد
  .بررسي شود

گي آن آشكار  آلود واگر كشت شما مشكوك به آلودگي بود)2
 هود يا نيمكت محل كار را كاملاً تخليه كرده و يك نبود،

ز كشت مشكوك برداشته و آنرا روي لام نمونه ا
  به دليل خطر بالقوه براي  . ميكروسكوپي قرار دهيد

كشت هاي ديگر، بهتر است اين كار را بعد از اتمام همه 
لامل را با يك ميكروسكوپ . كشت هاي ديگر انجام دهيد
اگر تأييد شد كه كشت شما . ترجيحاً كنتراست بررسي كنيد

هود يا  ا از جريان كار خارج كرده،آلوده است، پي پت ها ر
 حاوي يك ضد عفوني 70%نيمكت محل كار را با الكل 

كننده فنولي سواب كنيد و آنها را تا روز بعد از سرويس 
 .خارج كنيد

 .ماهيت آلودگي را ثبت كنيد)3
اگر آلودگي تازه بوده و هنوز گسترش نيافته است، كشت، )4

 آن استفاده بطري حاوي محيط كشتي كه براي غذادهي به
كه در تماس با )مثلاً  بطري تريپسين(شده و بطريهاي ديگر

همه اينها را در يك ماده . كشت آلوده بوده اند را دور بريزيد
ضدعفوني كننده، ترجيحاً در داخل يك هود شيميايي و 

 .خارج از ناحيه كشت بافت بريزيد
يعني حداقل (اگر آلودگي جديد بوده و گسترش يافته است )5

، همه محيط هاي كشت، محلولهاي )دو كشت مختلفدر 
 .استوك، تريپسين و غيره را دور بريزيد

 محلولهاي استوكآلودگي مشابه قبلاً اتفاق افتاده است، اگر )6
 انكوباسيون آنها به تنهايي يا در  با)a از لحاظ آلودگي را

  با كشت دادن محلول روي) b و ثنوترينت برا
 با وجود نتيجه منفي اين  اگر.بررسي كنيد نوترينت آگار 

 mL100بررسي ها هنوز به آلوده بودن آنها مشكوك بوديد، 
از محلول را انكوبه كرده، سپس آنرا توسط يك فيلتر 

µm2/0صاف كرده و نمونه صاف شده را روي   
 نوترينت آگار كشت دهيد و در كنار آن از يك نمونه شاهد 

 .دمنفي كه تلقيح نشده است هم استفاده كني
 و (multispecific)گونه اياگر آلودگي گسترده، چند )7

مثل ( باشد، روشهاي استريليزاسيون آزمايشگاه  شوندهتكرار
 بخصوص در  آون ها و اتوكلاوهادرجه درجه حرارت هاي

   مدت دوره استريليزاسيون، بسته بندي ها،،مركز بار
   روش هاي ذخيره سازي و بي عيب بودن اتاقك و 

 .د لامينارفلو را بررسي كنيدفيلتر هاي هو
براي آلودگي زدايي كشت ها تلاش نكنيد، مگر اينكه غير )8

 .قابل جايگزين باشند

 
  آلودگي ميكروبي قابل مشاهده

  :ويژگيهاي آلودگي ميكروبي به صورت زير مي باشد
، معمولاً در مورد اغلب عفونتهاي pHيك تغيير ناگهاني در )1

ي مخمرها يك تغيير ، در آلودگpHباكتريايي يك كاهش 
خيلي كم تا زمانيكه آلودگي زياد شود و در مورد آلودگي 

  .pHقارچي گاهي اوقات يك افزايش در 
 كدورت محيط كشت، گاهي اوقات به همراه يك لايه نازك)2

 يا نقاطي روي سطح رشد كه با حركت فلاسك يا كف
 .پخش مي شوند

   فضاهاي~)100(زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي كم )3
است بين سلولي به صورت دانه دار به نظر رسيده و ممكن  

  مخمرها). a1-11شكل (در عفونت باكتريايي بدرخشند
 به صورت ذرات گرد يا بيضي شكل مجزا به نظر مي رسند 
كه ممكن است اجسام كوچكتري از آنها جوانه زده 

قارچها ميسليوم رشته اي ضخيم ). b1-11شكل (باشد
وقات توده هاي متراكم تري از و گاهي ا) c1-11شكل (

در عفونت سمي، مقداري از زوال . مي كنند اسپورها توليد
 .سلولها آشكار خواهد بود

 ممكن است )~400(زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي بالا)4
تشخيص باكتريهاي اختصاصي و تشخيص بين كوكسي و 

در اين بزرگنمايي، به دليل حركت . ميله اي امكان پذير باشد
بعضي از .  درخشندگي قابل مشاهده مي باشدا،ريهباكت

باكتريها با سلولهاي كشت شده تشكيل دستجات يا 
 .گروههايي را مي دهند

مي توان مورفولوژي باكتريها را در بزرگنمايي با تهيه يك لام )5
 كار    بررسي كرد اما معمولاً نيازي به اين1000

جزاء ممكن است عفونت ميكروبي با رسوب ا. نمي باشد
يا با )مخصوصاً پروتئين ها(تشكيل دهنده محيط كشت

اشتباه شود، اما آلودگي  (cell  debris)بقاياي سلولي 
ميكروبي را مي توان با مورفولوژي منظمي كه دارد از آنها 

رسوبات ممكن است به صورت كريستاله يا . تشخيص داد
رت دانه دار و نامنظم بوده و معمولاً از لحاظ اندازه به صو

اگر هنوز نسبت به آلودگي مشكوك . يكنواخت نمي باشند
 هستيد، يك نمونه از محيط كشت را روي محيط كشت

 . كشت دهيد(NA) آگار نوترينت
  

  ميكوپلاسماها
ميكوپلاسماها كوچكترين پروكاريوتهايي هستند كه داراي 

-self)زندگي آزاد بوده و توانايي خود تكثيري 
replicating)يكوپلاسماها فاقد ديوار سلولي بوده م.  را دارند

 µm3/0آنها داراي قطر حدود . و توانايي سنتنر آنرا ندارند
  اندازه ژنوم. بوده و به اشكال رشته اي يا كروي ديده مي شوند
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ميكوپلاسما يك اصطلاح .  استE.coli ژنوم 6/1آنها تقريباً 
 كلي است كه به ارگانيسم هاي رده ميكوپلاسماتالها

(mycoplasmatales) اطلاق مي شود كه قادرند   
در اين مورد خانواده هاي . كشت هاي سلولي را آلوده كنند

 و آكوله پلاسماتاسه (mycoplasmataceae)ميكوپلاسماتاسه 
(acholeplasmataceae)  خاصي برخوردارنداز اهميت .  

آلودگي ميكوپلاسمايي عموماً توسط يكي از پنج گونه 
اين ميكروارگانيسم ها و ميزبانهاي . دمتداول ايجاد مي شو

  :طبيعي آنها به صورت زير مي باشند
  M. hyorhinis)         خوك (   

  M. arginini)              گاو ( 
  M. orale)                 انسان ( 
  M. fermentants)      انسان  ( 
  A. laidlawii)              گاو  ( 

رناتانت مي تواند در حدود پوغلظت ميكوپلاسماها در س
همچنين .  ميكوپلاسما در هر ميلي ليتر باشد108-106

آنها لزوماً . ميكوپلاسماها جذب سلولهاي ميزبان خواهند شد
 و يا pHمثل اغلب عفونت هاي باكتريايي و قارچي با تغيير 

ايجاد كدورت در محيط كشت، خودشان را آشكار نخواهند 
كه ميكوپلاسماها اثرات متفاوتي نشان داده شده است . كرد

  :برروي سلولها دارند كه شامل
  اختلالات كروموزومي ) 1
  القاء تغييرات مورفولوژيكي) 2
  كاهش ميزان رشد سلولها) 3
  تغيير در متابوليسم اسيدهاي نوكلئيك و اسيدهاي آمينه) 4
  القاء تغييرات غشايي و حتي ترانسفورماسيون سلولي ) 5

ن تأثيرات آشكار، به دليل اينكه در هر چند عليرغم اي
 آلوده به ،چنين آزمايشگاههايي اغلب رده هاي سلولي

ميكوپلاسماها هستند، معمولاً آلودگي ميكوپلاسمايي بررسي 
تشخيص آلودگي ميكوپلاسمايي مشكل بوده و . نمي شود

در گذشته فقط . نيازمند استفاده از تكنيك هاي خاص مي باشد
 اين  از قبيل كلكسيون هاي كشتي تخصصيآزمايشگاهها

هر چند امروزه، انواع گوناگوني . آزمايشات را انجام مي دادند
از كيت هاي تجاري موجود است كه به راحتي قادر به آشكار 

  .سازي ميكوپلاسما در كشت هاي سلولي مي باشند
اغلب علائم ظاهري آلودگي ميكوپلاسمايي مزمن شامل 

هش دانسيته اشباع و ايجاد كاهش مقدار تكثير سلولي، كا
عفونت حاد . آگلوتيناسيون در كشت سوسپانسيون مي باشد

باعث تخريب كامل سلولها شده و يا تعداد كمي كلني مقاوم 
باقي مانده كه اين سلولها و هر رده سلولي حاصل لزوماً عاري 
از آلودگي نبوده و ممكن است يك عفونت مزمن را به همراه 

  .خود داشته باشد
ور آلودگي وسيع ميكوپلاسمايي به دليل عوامل زير حض
  :مي باشد

مقاومت به اغلب آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده در كشت  -1
  بافت

آلودگي ميكوپلاسمايي معمولاً توسط خواص ماكروسكوپي  -2
 يا توسط ميكروسكوپ نوري استاندارد قابل تشخيص

 . نمي باشد
  وبه نظر مي رسد كه ميكوپلاسما در آئروسل ها  -3

 معرف هاي كشت سلولي آلوده، زنده مانده و در نتيجه، 
آلودگي ميكوپلاسمايي مي تواند در آزمايشگاه سريعاً بين 
كشت ها انتشار يافته و غربالگري روتين كشت ها براي 

 .جلوگيري از اين امر ضروري مي باشد
تعدادي از تكنيك هاي سنجش براي تشخيص آلودگي 

ين آزمون ها شامل رنگ آميزي ا. ميكوپلاسمايي وجود دارد
  رنگ آميزي ايمني، آزمون اليزا،PCRفلورسنت، 

(immunostaining) اتوراديوگرافي و آزمونهاي ميكروبي ،
براي حذف نتايج مثبت و منفي كاذب، حداقل از دو . مي باشد

  .روش بايد استفاده شود
   توسط رنگDNAرنگ آميزي فلورسنت 

Hoechst 33258طمئن ترين روش ، ساده ترين و م
شناسايي آلودگي ميكوپلاسمايي مي باشد و ميكوپلاسماها را 
به صورت ذرات يا رشته هاي فلورسانس در سيتوپلاسم 

هسته سلولهاي كشت شده نيز توسط . سلولها آشكار مي سازد
اين روش به صورت درخشان رنگ شده و بنابراين بعنوان يك 

  اغلب. دكنترل مثبت در رنگ آميزي به كار مي رون
 آلودگي هاي ميكروبي ديگر را نيز مي توان با رنگ آميزي 
فلورسانس آشكار كرد، به گونه ايكه سطوح كم آلودگي يا 
مخصوصاً ارگانيسم هاي كوچك از قبيل ميكروكوكسيها را 

  .آشكار مي كند
حضور ميكوپلاسماها هميشه با تغييرات ماكروسكوپي 

   بسياري از .سلولها يا محيط كشت همراه نمي باشد
آلوده كننده ها ميكوپلاسمايي، بخصوص در رده هاي سلولي 
پيوسته، به آهستگي رشد كرده و باعث تخريب سلولهاي 
ميزبان نمي شوند، هرچند توسط راههاي بسيار متفاوتي قادر 

چون . به تغيير متابوليسم سلولهاي كشت يافته مي باشند
افت مي كنند، ميكوپلاسماها تيميدين را از محيط كشت دري

  كشت هاي آلوده شده، به صورت غير طبيعي با 
[3H] -همچنين مطالعات . شوند تيميدين نشان دار مي

آلودگي ايمنولوژيكي مي تواند بطور كامل در نتيجه 
 زيرا ممكن است تلاش براي توليد ميكوپلاسمايي ناكام بماند

آنتي بادي عليه سطح سلولي، آنتي بادي هاي ضد ميكوپلاسما 
ميكوپلاسماها قادرند رفتار و متابوليسم سلولي . را افزايش دهد

را با روشهاي مختلفي تغيير دهند، بنابراين براي آشكارسازي 
آلودگيهاي مخفي كشت هاي سلولي، مخصوصاً رده هاي 
سلولي پيوسته يك نياز مبرم به آزمونهاي روتين دوره اي 

  .وجود دارد
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 (c).  مخمر (b).باكتري(a).  مثال هايي از ميكروارگانيسم هايي كه كشت هاي سلولي را آلوده مي كنند.يانواع آلودگ: 11-1شكل 
طرح ميكروسكوپ الكتروني  (e)و(f). كلني هاي ميكوپلاسما كه بر روي نوترينت آگار مخصوص رشد يافته است (d).كپك

  .شد يافته استاسكنينگ از ميكوپلاسما كه بر روي سطح سلولهاي كشت داده شده ر
  

   رنگ آميزي فلورسنس ميكوپلاسماهااصول
 به طور اختصاصي Hoechst 33258رنگ فلوروكروم

كشت هاي آلوده با ميكوپلاسما در .  باند مي شودDNAبه 
زير ميكروسكوپ فلورسنس به صورت هسته هاي فلورسنت 

 ميكوپلاسمايي خارج هسته اي ديده مي شوند در DNAبا 
ي سلولي غير آلوده حاوي هسته هاي صورتيكه كشت ها

  .فلورسنت در يك زمينه منفي مي باشند
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ميكوپلاسماها به صورت اشكال رشته اي كه ممكن است 
تعدادي منشعب بوده و نشان دهنده مرحله رشد لگاريتمي 
است و يا بصورت ذرات كوكسي كه وجه مشخصه 

 بعضي از. ميكوپلاسماهاي مسن مي باشد، ديد مي شوند
 اي باشند ه ها ممكن است داراي فلورسنس خارج هسته نمون

كه توسط هسته هاي در حال تجزيه ايجاد شده و نبايد با 
معمولاً فلورسنس اين نوع از لحاظ . ميكوپلاسماها اشتباه شود

 اندازه يكنواخت نبوده و بسيار بزرگتر از ميكوپلاسما 
لها با همچنين باكتريها و قارچهاي آلوده كننده سلو. مي باشد

شوند اما درخشانتر و بزرگتر از  اين روش رنگ مي
اگر مقدار ضايعات سلولي . ميكوپلاسماها به نظر مي رسند

 µm5زياد باشد مي توان ابتدا محيط كشت را با يك فيلتر 
مهمترين مزيت اين .  سانتريفوژ كردg100صاف كرد و يا در 

 روش رنگ آميزي اين است كه نتايج سريع بدست آمده و
 كه تا كنون M. hyorhinis مي توان با اين روش سويه هاي 

. قادر به كشت آنها نبوده ايم را در كشت سلولي مشخص كرد
اسلايدهاي مثبت و منفي را مي توان بدون اينكه خراب شوند 

  .براي مدت چند هفته در تاريكي نگهداري كرد
كشت هاي سلولي تك لايه را مي توان بطورمستقيم فيكس 

 آميزي كرد اما در مورد كشت هاي سوسپانسيون، ابتدا و رنگ
  آنها را سانتريفوژ كرده و سپس محيط كشت آنها را به يك
 تك لايه سلولي انديكاتور كه عاري از ميكوپلاسما مي باشد، 
و همچنين ميزبان خوبي براي ميكوپلاسما بوده، به خوبي در 

ارسازي كشت منتشر شده و داراي سيتوپلاسم كافي براي آشك
سلولهاي . ميكوپلاسماهاي چسبنده مي باشد، اضافه مي كنيم

Vero ،3T6 ،NRK ،A549 همگي براي اين منظور 
  .مناسب مي باشند

  
  :مزاياي استفاده از سلولهاي انديكاتور شامل

  استانداردسازي سيستم -1
افزايش دادن نواحي سطحي سيتوپلاسم براي آشكارسازي  -2

 ميكوپلاسما
ما در سرم و معرف هاي ديگر كشت غربالگري ميكوپلاس -3

 سلولي 
يك رده انديكاتور مناسب، رده سلولي كليه ميمون سبز 

 مي باشد كه داراي نسبت بالاي سيتوپلاسم به Veroآفريقايي
 ساعت قبل از 10-24سلولهاي انديكاتور، . هسته مي باشد

 به لاملهاي  cells/mL 104×1تلقيح در غلظت حدود 
نمونه . شت بافت افزوده مي شونداستريل در ديش هاي ك

 سلول cells/mL 105×5مورد آزمايش بايد در غلظت حدود 
در ميلي ليتر افزوده شده تا در زمان مشاهده تشكيل يك تك 

  . را بدهند(semi- confluent)لايه نيمه متراكم 
حضور ميكوپلاسما در كشت هاي سلولي، نامطلوب بوده 

يفيت داده هاي تحقيق به گونه اي كه ممكن است برروي ك

وجود ميكوپلاسما در رده هاي سلولي مورد . مؤثر باشد
 استفاده در تهيه محصولات درماني پزشكي قابل قبول 
نمي باشد، زيرا بعضي از گونه هاي ميكوپلاسما بيماري زا 

بعلاوه . بوده يا ممكن است مواد فعال زيستي توليد كنند
ر به افزايش خطر حضور هر سويه اي از ميكوپلاسما، منج

آلودگي محصولات حاصل از كشت سلولي با آنتي ژنها و يا 
DNAميكوپلاسما مي شود .  
  

آشكارسازي فلورسانس   - 11- 1دستور كار
  ميكوپلاسما

  
  طرح كلي
بيوتيك  ها را به مدت حداقل يك هفته در غياب آنتي سلول

كشت داده، محيط كشت سوپرناتانت را به يك كشت انديكاتور 
 باشد، انتقال داده، به مدت  ابتداي مرحله لگاريتمي ميكه در

ها را ثابت و رنگ كرده و به دنبال   روز انكوبه كرده، سلول5-3 
  . اي بگرديد فلورسانس خارج هسته

  
  مواد 

  :استريل يا تهيه شده به طريق استريل
بيوتيك از يك كشت  محيط كشت سوپرناتانت فاقد آنتي

  . سوسپانسيون سانتريفوژ شده روزه تك لايه يا 7سلولي 
   ) A549,Vero, NRK, 3T6مثل (هاي انديكاتور  سلول

   cm6هاي  پتري ديش
  

  :غيراستريل
 بدون BSS در Hoechst 33258 ،ng/mL50رنگ 

   D-PBSA يا (BSS-PR)رد  فنل
Hank’s BSS :BSS-PRبدون فنل رد   

  Dulbecco’s PBS :D-PBSA بدون Mg2+و Ca2+   
  آب ديونيزه 

  ) بر روي يخ1:3(استيك متانول تازه تهيه شده :  كننده ابتث
  فري شده مونتانت گليسرول با

  
  دستور كار 

بيوتيك در  هاي انديكاتور را بدون استفاده از آنتي سلول-1
ها بذرافشاني كنيد؛ مقدار كافي از آنها را  ديش پتري

 برسد 50-60% روز به تراكم 4-5بذرافشاني كرده تا در 
 محيط mL5 در A549 105×1 يا NRK 104×2مثلاً (

  ). كشت
2-mL5/1محيط كشت از كشت مورد آزمايش اضافه كنيد . 
  تراكم برسند50-60%ها به  ه سلولكشت را تا زماني ك-3

 . انكوبه كنيد
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ها نبايد تا انتهاي آزمون به تراكم برسند، زيرا   كشت)نكته
ر از رنگ شدن ممانعت شده و مشاهده بعدي ميكوپلاسما دچا

  . شود مشكل مي
 . محيط كشت را خارج كرده و دور بريزيد-4
 شستشو داده و مايع D-PBSA يا BSS-PRتك لايه را با -5

 . را دور بريزيد
6-BSS-PR يا D-PBSAتازه كه با ثابت كننده به نسبت  

 رقيق شده است را افزوده، تك لايه را شستشو 50 : 50 
 . داده و مايع حاصل از شستشو را دور بريزيد

ثابت كننده خالص را اضافه كرده، شستشو داده و مايع -7
 . حاصل را دور بريزيد

 و به مدت ~) mL/cm2)5/0 ثابت كننده بيشتري افزوده -8
 .  دقيقه ثابت كنيد10

 . ثابت كننده را خارج كرده و دور بريزيد-9
در صورتي كه قرار است تك لايه ذخيره شود آن را كاملاً -10

آوري  ها جمع ن مرحله نمونهممكن است در اي(خشك كنيد 
 ). آميزي شوند شده و بعداً رنگ

  در صورتي كه قرار است به طور مستقيم رنگ شوند، -11
ثابت كننده را با آب ديونيزه شستشو داده و مايع حاصل را 

 . دور بريزيد
12-Hoechst 33258 در BSS-PR يا D-PBSA را اضافه 

 . گ كنيد دقيقه در درجه حرارت اتاق رن10كرده و به مدت 
 . رنگ را خارج كرده و دور بريزيد-13
تك لايه را با آب شستشو داده و مايع حاصل را دور -14

 . بريزيد
يك لامل را در يك قطره از مونتانت گليسرول بافري شده -15

هاي لامل پاك  مونت كرده و هرگونه مقدار اضافي را از لبه
 . كنيد

تك لايه را توسط اپي فلورسانس با يك فيلتر تهييج -16
(excitation filter) nm380/330و يك فيلتر مانع  
nm (barrier filter) 440LP بررسي كنيد   . 

اي   به دنبال فلورسنس خارج هسته:تجزيه و تحليل
هاي  ميكوپلاسماها به صورت اجسام كوچك يا رشته. بگرديد

بيرون سيتوپلاسم و گاهي در فضاهاي داخل در فلورسنس 
 اجسام كوچك تقريباً در محدوده اين. شوند سلولي ديده مي

بوده و معمولاً ) µm1-1/0 (50×تفكيك با يك عدسي شيئي 
ها  لزوماً تمام سلول. باشند  و شكل منظم مي از لحاظ اندازه

آلوده نخواهند بود، بنابراين تا حد امكان قبل از اظهارنظر در 
مورد آلوده نبودن كشت، بايد مقدار بيشتري از نمونه بررسي 

   .شود
آميزي روشن و يكنواخت سيتوپلاسم   گاهي اوقات رنگ

اين . باشد  ميRNAشود كه شايد به دليل حضور  مشاهده مي
سازي نمونه محو شده و بررسي روز  فلورسنس در هنگام ذخيره

معمولاً نتايج ) سازي خشك و در تاريكي بعد از ذخيره(بعد 

ص اين حالت مصنوعي، هرگز ظاهر مشخ. دهد آشكارتري مي
اي ميكوپلاسما را نداشته و با كارآزمودگي بيشتر در  يا رشته

  . باشد مشاهده، نسبتاً به آساني قابل تشخيص مي
در صورتي كه هرگونه شكي در تفسير آزمايش فلورسنس 

هاي  وجود داشت، بايد بعد از تهيه واكشت ديگري از سلول
اگر باز . بيوتيك، آزمايش تكرار شود مورد آزمايش در غياب آنتي

 يا اليزا PCRهم نتايج داراي ابهام بود، از آزمون ديگري مثل 
  . استفاده كنيد

  
PCRبراي ميكوپلاسما   
 يك آزمون حساس و (PCR)اي پليمراز  ش زنجيرهواكن

اختصاصي را براي تشخيص مستقيم ميكوپلاسما در كشت 
 PCRچندين توالي پرايمر براي هر دو . سازدمي سلولي فراهم 

  با اختصاصيت محدود يا گسترده nested PCRمعمولي و 
در .  تهيه شده استيو باكتريهاهاي  براي ميكوپلاسما يا گونه

هاي   به عنوان تواليS r DNA16اي  هوارد توالياغلب م
شوند زيرا اين ژن حاوي نواحي داراي  هدف استفاده مي

همچنين اين ژن . باشد اي مي هاي كم يا بيش حفاظت شده توالي
 cDNA با RT-PCR يا S rDNA 16 با PCRامكان انجام 

  . سازد  را فراهم مي16S rRNA مربوط به
يك مخلوطي از اليگونوكلئوتيدها را ما در اينجا استفاده از 

اين . دهيم براي تشخيص اختصاصي ميكوپلاسماها شرح مي
روش به ميزان زيادي نتايج مثبت كاذب كه به دليل آلودگي 

 و PCRاحتمالي محلولهاي مورد استفاده براي تهيه نمونه و 
باشد را كاهش  هاي موجود در هوا مي مواد ديگر با باكتري

 PCRهاي  مهمترين مشكلات مربوطه به واكنشيك از . دهد مي
 پليمراز توسط Taqهاي كشت سلولي، ممانعت از فعاليت  نمونه

ها، توصيه  براي حذف اين مهاركننده. باشد مواد نامشخص مي
 توسط روش استخراج مرسوم فنول DNAشود كه نمونه  مي

استخراج و  تر هاي استخراج مناسب كلروفورم يا روش
  . سازي شود خالص

هاي  ، بايد واكنشPCRبراي تاييد تهيه بدون خطا نمونه و 
ها شامل  اين كنترل.  وجود داشته باشدPCRكنترلي مناسب در 

 داخلي براي هر نمونه واكنش و به موازات آن DNAكنترل 
اين . باشد هاي كنترل مثبت و منفي و همچنين آب مي واكنش

 پرايمري هاي  با تواليDNAكنترل داخلي شامل يك قطعه 
هاي  مشابه براي تكثير اما با اندازه متفاوت از آمپليكون نمونه

 كنترل به مخلوط DNAاين . باشد آلوده به ميكوپلاسما مي
PCR در يك رقت محدود كننده مشخص افزوده شده تا 

  .  را نشان دهدPCRحساسيت واكنش 
  

يص ميكوپلاسما با ختش - 11- 2دستور كار
PCR  
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  مواد
D-PBSA : mM NaCl137 ،mM KCL7/2 ،

Na2HPO4 mM1/8 ،mM KH2PO45/1 ،2/7 pH در ،
  .  اتوكلاو شده تا محلول  استريل شودC121°دماي 
×50(Tris acetic acid EDTA) TAE : 

 Tris base  M2 استيك گلاسيال ،(v/v) %71/5، 
 mM EDTA100 5/8 تا pH∼تنظيم شود  .  

ج  مثل استخراDNAسازي  سيستم استخراج و خالص
هاي استخراج  گذاري با اتانول يا كيت كلروفورم و رسوب /فنول

DNAهاي باند شونده به   كه براي ماتريكسDNA به كار 
   رود مي

  ترمال سايكلر 
Taq DNA پليمراز   
  بروموفنول بلو،09/0 % : (w/v)6× بافرلودينگ 

 (w/v) % 09/0گزيلن سيانول FFگليسرول، (v/v)% 60، 
mM EDTA 60   

  رها پرايم
5′ primers (Myco-5′): 

cgc ctg agt agt acg twc gc 
tgc  ctg rgt agt aca ttc  gc 
cgc ctg agt agt atg  ctc  gc 
cgc ctg ggt agt aca  ttc  gc 

3′ primers (Myco-3′): 
gcg gtg tgt aca ara ccc ga 
gcg gtg tgt aca aac ccc ga 

)r =  مخلوطg و a(   
)w =  مخلوطt و a(   

، در دماي dH2O در µM 100: هاي استوك پرايمر محلول
C °20-هاي كار محلول. شود  به صورت منجمد ذخيره مي :

  µM5  غلظتمخلوط پرايمري فوروارد هر كدام در
) Myco-5′ (و مخلوط پرايمرهاي معكوس هر كدام در 

مثلاً ( كه درمقادير كم dH2Oدر ) µM5) Myco-3′ غلظت
 به حالت -C20°توزيع شده و در دماي ) µM50-25مقادير 

  . شود منجمد نگهداري مي
DNAبايد يك رقت محدود كننده به :  كنترل داخلي

 DNA با يك مجموعه از PCRصورت آزمايشي با انجام 
  . كنترل داخلي تعيين شود

DNAبرابر از هرگونه نمونه 10يك رقت :  كنترل مثبت 
  . شود  زير تهيه ميمثبت از لحاظ ميكوپلاسما كه به صورت

): dNTPمخلوط (مخلوط داكسي نوكلئوتيد تري فسفات 
  ، (dATP)مخلوط حاوي داكسي آدنوزين تري فسفات 

داكسي گوانوزين تري  ،(dCTP)داكسي سيتيدين تري فسفات 
 در (dTTP) و داكسي تيميدين تري فسفات (dGTP)فسفات 
 در دماي µL50 در آب و به صورت مقادير µM5غلظت 

°C20-شود  ذخيره مي .  
  .TAE ژل - 3/1%آگارز 

  دستور كار 
A-آوري نمونه و تهيه   جمعDNA   
رده سلولي مورد آزمايش از لحاظ آلودگي ميكوپلاسمايي -1

براي چند روز يا حداقل ها،  آوري نمونه قبل از جمع بايد
 بدون هيچگونه ،براي دو هفته بعد از ذوب كردن

دهد   كار اين اطمينان را مياين. بيوتيك كشت داده شود آنتي
كه تيتر ميكوپلاسما در محيط كشت سوپرناتانت در حد 

 . باشد  ميPCRتشخيص آزمون 
2-mL1هاي چسبيده يا از   از محيط كشت سوپرناتانت سلول

آوري  جمعرا نشين شده  هاي سوسپانسيون ته  سلول كشت
ها به اين روش شامل تعدادي سلول  آوري نمونه جمع. كنيد

هاي ميكوپلاسما به  باشد و بعضي از سويه يا مرده ميزنده 
. كنند هاي يوكاريوتي چسبيده يا حتي به آنها حمله مي سلول

 به مدت C4°توان در دماي  محيط كشت سوپرناتانت را مي
 به مدت چند هفته ذخيره -C20°چند روز يا در دماي 

ها استفاده  بعد از ذوب كردن بايد بلافاصله نمونه. كرد
 . دنشو

 g13000 دقيقه در 5محيط كشت سوپرناتانت به مدت -3
سانتريفوژ شده و سپس رسوب مجدداً با ورتكس كردن در  

mL 1 از D-PBSA آيد مي ق دريعلت به حالت . 
سوسپانسيون مجدداً سانتريفوژ شده و يكبار ديگر مانند -4

 . شود  شستشو داده ميD-PBSA با 3مرحله 
اً رسوب با ورتكس كردن در بعد از سانتريفوژ كردن، مجدد-5

µL100 از D-PBSA به حالت معلق درآمده و سپس به 
 . شود  گرم ميC95° دقيقه تا 15مدت 

 توسط روش DNA  ها، بلافاصله پس از ليز كردن سلول-6
هاي  نشيني با اتانول يا روش كلروفورم و ته/استخراج فنول

 . شود سازي مي  ديگر استخراج و خالصDNAجداسازي 
  

B-اكنش  وPCR  
 بايد از قوانين خاصي DNAبراي جلوگيري از انتقال 

شود، واكنش   استخراج ميDNAهايي كه  مكان) i: تبعيت شود
PCRشود و بعد از   انجام ميPCRشود بايد از   ژل ران مي

ها بايد در مقادير كم ذخيره  تمام معرف) iiيكديگر جدا باشند 
) iiiلوده فراهم باشد هاي غيرآ شده تا يك منبع دائمي از معرف

ها، سرسمپلرها و  پت از پي) ivاز تكثير مجدد اجتناب شود 
ها اغلب با نور  پت  استفاده شود و پيPCRها فقط براي  لوله

UV شوند پرتوتابي v ( از تواليPCR در زير به طور كامل 
دستكش از  PCRدر طي تهيه نمونه و انجام ) viتبعيت شود 
هاي كنترلي مناسب از قبيل واكنش  اكنشاز و) vii استفاده شود

  . كنترل داخلي، مثبت، منفي و آب استفاده شود
هاي زير  براي هر نمونه مورد آزمايش دو واكنش با محلول-1

 : تهيه كنيد
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، dNTPs µL1 ، MyCo-5′ µL1  :فقط نمونه
MyCo-3′ µl1  ،PCR buffer× 10 µl5/1، 

2O dH µL5/9.  
 ، DNA:  dNTPs µL1نمونه و استاندارد داخلي 

MyCo-5′ µL1 ،MyCo-3′ µL1  ،PCR buffer× 10 
µL 5/1 ،O2dH µL 5/8 و µL1 DNAكنترل داخلي  .  

 سه نمونه براي واكنش كنترل شامل  استوكچندين نمونه 
و ) هاي مثبت، منفي و آب براي كنترل (DNAداخلي بدون 

هاي مثبت و منفي   كنترل داخلي براي كنترلDNAدو تا براي 
  .  مخلوط كنيدپتينگ ه اضافه يك نمونه اضافي براي پيب
2-µL14هاي واكنش    از هر استوك مخلوط شده را به لوله

PCRبا حجم  mL2/0 انتقال داده و dH2O µL1  به 
 . واكنش كنترل آب اضافه كنيد

به   در هر واكنش µL10( پليمر از Taq DNAمخلوط -3
   بافرحاوي) پتينگ اضافه يك واكنش اضافي براي پي

 PCR ×1واحد1   و Taq  پليمراز براي هر واكنش را 
 . تهيه كنيد

هاي مخلوط  هاي مورد استفاده براي تهيه استوك  همه معرف-4
  .ا آماده كنيدشده ر

 كنترل مثبت را DNA مورد آزمايش و DNAهاي  نمونه-5
 . ها به طور همزمان كار نكنيد ها و نمونه با معرف. برداريد

 به يك لوله واكنش كه   µL1DNAه به ازاي هر نمون-6
باشد و يك لوله   كنترل داخلي نميDNAداراي هيچگونه 

 .  كنترل داخلي اضافه كنيدDNAحاوي 
بدون (، مخلوط واكنش hot start PCRبراي انجام يك -7

Taqرا به ترمال سايكلر انتقال داده و يك چرخه )  پليمراز
 : را با پارامترهاي زير شروع كنيد

 دقيقه در 3: 2مرحله C95° دقيقه در دماي 7 :1مرحله 
  C72°دماي 

 دقيقه در 5: 4مرحله  C65° دقيقه در دماي 2: 3مرحله 
°C72   

 مخلوط µL10 در دستگاه را باز كرده و 2در طي مرحله 
Taqها،  براي تعداد زياد نمونه.  پليمراز به هر لوله اضافه كنيد

هر لوله واكنش را به . دتواند طولاني شو زمان اين مرحله مي
ها جلوگيري  صورت مجزا باز و بسته كنيد تا از تبخير نمونه

 پليمراز به لوله آخر Taq ثانيه بعد از افزودن 30حداقل . شود
وقت داده و در دستگاه ترمال سايكلر را براي تعادل درجه 

  . ها ببنديد حرارت در داخل لوله
ارتي را با  چرخه حر32بعد از اين مرحله ابتدايي، -8

 : پارامترهاي زير انجام دهيد
  C95° ثانيه در دماي 4: 1مرحله 
   C65° ثانيه در دماي 8: 2مرحله 
   C72° ثانيه در دماي 16: 3مرحله 

 در (extension time)زمان گسترش  ثانيه 1به اضافه 
  . طي هر چرخه

 به مدت C72°واكنش را با يك مرحله تكثير نهايي دردماي -9
ها را تا درجه حرارت  ام كرده و سپس نمونه دقيقه تم10

 . اتاق سرد كنيد
   µg 3/0 حاوي TAE% 3/1–يك ژل آگارز -10

 TAEژل را در  .اتيديوم برومايد در هر ميلي ليتر تهيه كنيد
 مخلوط µL 10( محصول تكثير µL12ور كرده و  غوطه

به هر يك از ) 6 × لودينگ  بافرز اµL 2واكنش به اضافه 
 .  ران كنيدV/cm10ه كرده و ژل را در ها اضاف چاهك

 UVمحصولات اختصاصي را بر روي يك صفحه لامپ -11
 . مناسب قابل ديد كرده و نتايج را ذخيره كنيد

  
  تفسير نتايج 

 كنترل داخلي DNAهاي حاوي  همه نمونه در شرايط بهينه، )1
در صورتي كه در ران . دهند  نشان ميbp986يك باند در 

 نشد، كل دهنمونه و كنترل داخلي مشاهدوم هم باندي براي 
  . دستور كار را بايد تكرار كرد

هاي مثبت از لحاظ ميكوپلاسما، بر حسب گونه  نمونه)2
 . دهند  نشان ميbp 520 تا 502ميكوپلاسما يك باند در 

 با PCR ميكوپلاسما يا محصول DNAها با  آلودگي معرف)3
ل منفي يك باند در نمونه كنترل آب و يا در نمونه كنتر

باندهاي ضعيف اختصاصي ميكوپلاسما، . شود آشكار مي
هاي  هاي سلولي آلوده با معرف بعد از تيمار كشت

ضدميكوپلاسما براي حذف ميكوپلاسما يا وقتي كه 
شوند،  هاي ديگر به طور روتين استفاده مي بيوتيك آنتي
 .تواند مشاهده شود مي

 

  
 
فلورسانس  .PCRتشخيص ميكوپلاسما توسط : 11-2شكل 

سلولهاي آلوده ، غير آلوده و PCR اتيديوم برومايد محصولات
-bpنردبان .  الكتروفورز شده اند3/1% شاهد كه بر روي آگارز 

، 400، 300، 200، 100:  شامل باندهاي زير مي باشد100
، 1031، 900، 800، 700، 600، )باند شديد رنگ شده(500

ميكوپلاسماي نوع باندهاي . bp3000 و 2000، 1500، 1200
  bp 1000 و باند كنترل داخلي حدود bp 510وحشي حدود 

  .مي باشد
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 DNAگونه موارد واكنش مثبت ممكن است درنتيجه  دراين
هاي ميكوپلاسما  باقي مانده در محيط كشت مشتق از سلول

هاي ميكوپلاسما كه در  مرده بوده و يا مربوط است به سلول
 . باشند تيتر بسيار پايين مي

 
  هاي ديگر براي تشخيص ميكوپلاسما روش

هاي ديگري كه براي   در ميان روش:هاي بيوشيميايي روش
هاي ميكوپلاسمايي گزارش شده است،  تشخيص آلودگي

هاي اختصاصي ميكوپلاسما از  هايي وجود دارد كه آنزيم روش
سازد  آميناز يا نوكلئوزيد فسفوريلاز را آشكار مي قبيل آرژنين دي

 ميتل پورين داكسي ريبوزيد را -6يي كه سميت با ها و روش
  . سازد مشخص مي
 يك روش بسيار حساس بوده كه : ميكروبيولوژيكي كشت

هاي تاييدي به كار  به طور گسترده در كنترل كيفي و روش
هر چند بايد فقط وقتي استفاده شود كه وسايل . رود مي

اشد، جداسازي و تجربه مناسب ميكروب شناسي وجود داشته ب
ها كاملاً سخت رشد هستند و لازم  چون اين ميكروارگانيسم

است كه ميكوپلاسما زنده به عنوان يك كنترل مثبت كشت داده 
  هاي كشت داده شده در محيط كشت سلول. شود

 روز رشد يافته و 6 بذرافشاني شده، به مدت ث ميكوپلاسما برا
. دشو  اختصاصي كشت داده مي(NA)آگار نوترينت بر روي 

توان از لحاظ   روز تشكيل شده و آنها را مي8ها در عرض  كلني
با » مرغ نيمرو تخم«و مورفولوژي )  قطرµM200حدود (اندازه 

هاي تجاري  كيت. تر، تشخيص داد مركز متراكم و اطراف روشن
 Irvineبراي تشخيص ميكروبيولوژيكي از شركت 

Scientific  به نام Mycotrimباشد  موجود مي .  
 چند استفاده از شرايط كشت انتخابي و بررسي هر

مورفولوژي يك كلني، ما را قادر به تشخيص گونه ميكوپلاسما 
سازد، روش كشت ميكروبيولوژي در مقايسه با تكنيك  مي

در حال حاضر . باشد تر مي تر و مشكل فلورسنس طولاني
 امكان تعيين هويت ،هاي تك دودماني اختصاصي بادي آنتي

  . سازد  ميكوپلاسمايي را فراهم ميهاي آلودگي
 ملكولي اختصاصي  كاوشگرهاي:سازي ملكولي دو رگه

گذاري  تواند در آناليزهاي لكه  ميكوپلاسما ميDNAبراي 
 براي تعيين آلودگي توسط (Southern blot)ساترن  

كيتي . سازي ملكولي مرسوم استفاده شود هاي دو رگه تكنيك
  شابه و يك جداسازيوجود دارد كه از كاوشگرهاي م

 براي تشخيص بعدي DNAاي ساده از هيبريد   تك مرحله
 (scintillation counting)  شمارش سنتيلاسيونتوسط

  . كند استفاده مي
 thymidin [3H])تيميدين ] 3H[ تركيب 

incorporation):  ًيك روش ديگر كه به طور كاملا
 تيميدين [3H]شود، اتوراديوگرافي با  آميز استفاده مي موفقيت

  كشت به مدت يك شب با. باشد مي

 µCi/mL)1/(0 KBq/mL (~4  از[3H] تيميدين با فعاليت 
وجود . شود ويژه بالا انكوبه شده و يك اتوراديوگراف تهيه مي

تواند  باشد كه مي ها بر روي سيتوپلاسم نشانه آلودگي مي دانه
دين اي به دليل حبس شدن تيمي همراه عدم نشاندار شدن هسته

 .در سطح سلولي توسط ميكوپلاسما باشد
  

  پروتوزوآ
در مجموع ميزان آلودگي كشت هاي سلولي با پروتوزئرها 
پايين است اما اگر فرد با بافت هايي مثل بافت هاي انساني و 

تعدادي . كليه يا كلون ميمون كاركند، ميزان آلودگي بالاتر است
شامل از پروتوزئرهاي آلوده كننده كشت هاي سلولي 

Acanthamoeba ،Giardia ،Leishmania ،
Naeglariaو Trypanosoma مي باشند .  

 
  

   ويروسها
رده هاي سلولي وارد شده، محصولات خنثي از قبيل سرم 
در محيط هاي كشت و آنزيمهايي مثل تريپسين كه براي 
واكشت استفاده مي شود، همگي منابع بالقوه آلودگي ويروسي 

رف ها توسط شركت هاي سازنده در بعضي از مع. مي باشند
برابر انواع محدودي از ويروسها غربالگري مي شوند و ادعا 
  مي شود كه با فيلتر كردن آنها، ويروسهاي بزرگ خارج
 مي شوند، اما در حال حاضر هيچ راه مطمئني وجود ندارد تا 

  . بتوان از آلودگي ويروسي جلوگيري كرد
  رنگ آميزي ايمنييها درغربالگري توسط آنتي باد احتمالاً

(immunostaining) يا آزمون اليزا، بهترين روش تشخيص 
 با PCRهمچنين ممكن است از. عفونت ويروسي مي باشد

  CPEويروسهايي كه داراي . پرايمرهاي مناسب استفاده شود
(cytopathologic effect) مي باشند را مي توان به آساني 

 قطعاً دليل CPEوجود در كشت سلولي مشخص كرد اما عدم 
عدم آلودگي ويروسي نمي باشد زيرا ممكن است ويروسهاي 

 در رده هاي سلولي (latent) يا نهاني(persistent)پايا
وجود داشته و تا زمانيكه آزمايشات ايمونولوژيكي، 

  و يا(ultrastructural)سيتولوژيكي، فراساختماني
  .ند انجام نپذيرد، غيرقابل تشخيص باشبيوشيميايي

متأسفانه براي هر گروه از ويروسها و براي ويروسهاي 
بدون . خاص، تست هاي جداگانه اي مورد نياز مي باشد

وجود چنين غربالگري هايي، قادر به شناسايي ويروسهاي 
   يا جذب گلبول قرمز   واضحي را نشانCPEنهاني كه

تعدادي از اين ويروسها مي توانند .  نمي دهند، نمي باشيم
بعنوان مثال . كاركنان كشت سلولي خطرناك باشندبراي 

   عامل بيماري تب خونريزي دهندهHantaanويروس 
.  كره اي، در تومور و رده هاي سلولي ديگر تكثير مي شود
  همه گيري بيماري در افراد در معرض كلني هاي آلوده
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 كشور گزارش 5 رت هاي آزمايشگاهي، بطور جداگانه در 
 به PCR، توسط تكثيرATCCولي رده هاي سل. شده است

 GAG براي غشاء و تواليهايSlot blotهمراه يك آزمايش
  . غربالگري مي شوندHIV-1نسبت به 
  

  
  كني آلودگي  ريشه
  ها و مخمرها ها، قارچ باكتري

ترين روش حذف يك آلودگي ميكروبي دور ريختن  مطمئن
اند، چون  باشد كه با آن استفاده شده هايي مي كشت و معرف

آميز نبوده يا منجر به گسترش يك  تيمار يك كشت موفقيت
زدايي  آلودگي. شود ميكروارگانيسم مقاوم به آنتي بيوتيك مي

فقط بايد در شرايط اضطراري تحت شرايط قرنطينه و زيرنظر 
زدايي  در صورتي كه آلودگي. سرپرست با تجربه صورت پذيرد

 آن اتوكلاو هاي همراه آميز نبود، بايد كشت و معرف موفقيت
  . شوند
  

   ميكروبي كني آلودگي  ريشه-11-3دستور كار
  

  طرح كلي
 يا با سانتريفوژ  كشت را چندين مرتبه با شستشوي تك لايه

هاي غير چسبنده در يك غلظت بالاي  و تعليق مجدد سلول
سپس كشت را براي سه واكشت با . بيوتيك شستشو دهيد آنتي
بعد از . بيوتيك رشد دهيد يبيوتيك و سه واكشت بدون آنت آنتي

  . هر واكشت آن را از لحاظ آلودگي بررسي كنيد
  
  : مواد

  :استريل
DBSS) BSSتشريح  :Dissection BSS(  

  بيوتيك  محيط كشت با غلظت بالاي آنتي
   مواد براي واكشت 

  :غير استريل
 فاز 100× و 40×هاي  ميكروسكوپ، ترجيحاً با عدسي

  كنتراست
  زي ميكوپلاسما آمي  مواد براي رنگ

  
  : دستور كار

در صورت . آوري كنيد محيط كشت آلوده را با دقت جمع -1
امكان بايد ارگانيسم از نظر حساسيت به تعدادي از 

در صورتي كه . هاي اختصاصي تست شود بيوتيك آنتي
ها حساس نبود، محيط كشت را  بيوتيك ارگانيسم به آنتي

  . كنيداتوكلاو كرده يا به آن هيپوكلريت اضافه 

تواند  رقيق كردن مي( شستشو دهيد DBSSها را با  سلول -2
ها  ها را كاهش دهد مگر اينكه به سلول تعداد آلوده كننده

 ). چسبيده باشند
a(هاي تك لايه، كشت را سه مرتبه با  براي كشتDBSS 

ها را دو مرتبه ديگر  شستشو داده، تريپسينه كرده و سپس سلول
  .  شستشو دهيدDBSSدر با سانتريفوژ و تعليق مجدد 

b(هاي سوسپانسيون، كشت را پنج مرتبه با  براي كشت
  .  شستشو دهيدDBSSسانتريفوژ و تعليق مجدد در 

ترين دانسيته  مجدداً در يك فلاسك جديد در پايين -3
 . بذرافشاني قابل قبول، بذرافشاني كنيد

بيوتيك را اضافه كرده  محيط كشت داراي غلظت بالاي آنتي -4
 . ز كشت را تعويض كنيدو هر دو رو

وتيك يب در يك محيط كشت داراي غلظت بالاي آنتي -5
 . واكشت دهيد

 .  را براي سه واكشت تكرار كنيد1-4مراحل  -6
ها را براي سه واكشت  ها را خارج كرده و سلول بيوتيك آنتي -7

 . بيوتيك كشت دهيد ديگر بدون آنتي
آميزي  ها را با ميكروسكوپ فازكنتراست و رنگ كشت -8

Hoechstچك كنيد  . 
بيوتيك كشت داده  سلول ها را براي دو ماه ديگر بدون آنتي -9

و چك كنيد تا مطمئن شويد كه تمام آلودگي بر طرف شده 
 . است

هاي آلوده دور  قانون كلي بايد به اين صورت باشد كه كشت
ريخته شوند و براي رفع آلودگي تلاش نشود مگر اين كه حفظ 

در هر صورت آلودگي زدايي . باشدسويه سلولي كاملاً حياتي 
باشد و تلاش  كامل به خصوص در مورد مخمرها مشكل مي
هاي مقاوم به  براي رفع آلودگي ممكن است منجر به ايجاد سويه

  . بيوتيك شود آنتي
  
  كني ميكوپلاسما ريشه

همانند اشكال ديگر  اگر در كشتي ميكوپلاسما آشكار شد،
ين است كه كشت بايد اتوكلاو  اترين قانون  اولين و مهمآلودگي

مثلاً اگر رده آلوده شده (در موارد استثنايي . يا خاكستر شود
، ممكن است تلاش شود تا از كشت )غيرقابل جايگزين باشد

رفع آلودگي فقط بايد توسط فرد با تجربه . رفع آلودگي شود
  . انجام شود و كار بايد تحت شرايط قرنطينه صورت پذيرد

 ل كانامايسين، جنتامايسن، تيلوزين، شامماده چندين 
  و(poly-anethol sulfonate)پلي آنتول سولفونات 

 در UV و نورHoechst 33258 برمو اوراسيل به همراه -5 
 همچنين  در بعضي موارد .برابر ميكوپلاسما فعال مي باشند

هاي  بيوتيك  آنتي با ماكروفاژها، پاساژهاي حيواني وكشت توام
، عامل  تيلوزينهر چند. ي تواند موثر باشدسيتوتوكسيك م

 :Mycoplasma Removal Agent)حذف ميكوپلاسما 
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MRA) سيپروفلوكساسين و ، BM-Cycline  موثرترين 
  . عوامل بوده است

 با استفاده 11-3هاي مشكوك بايد همانند دستور كار  كشت
 يا تيلوزين در غلظت توصيه شده MRA ،BM-cyclineاز 

هاي معمول، در  زنده، به جاي آنتي بيوتيكتوسط شركت سا
DBSSهر چند اين عمل بايد فقط .  و محيط كشت تيمار شود

در موارد ضروري و توسط افراد با تجربه و در شرايط ايزوله 
تر  ها امن بنابراين به مراتب دور ريختن كشت. انجام شود

  . باشد مي
  
   ويروس  كني آلودگي ريشه

كن  ل اعتمادي براي ريشهدر حال حاضر هيچ روش قاب
ها از يك كشت وجود ندارد؛ از بين بردن يا  كردن ويروس

  . باشد ها مي پوشي از آن تنها انتخاب چشم
  

  هاي مزمن  آلودگي
 رنج برده كه به  ها از دوره هاي آلودگي  بسياري از آزمايشگاه

 جواب متداولهاي درماني   رسد نسبت به تمام روش نظر مي
 راه حل آساني براي اين مشكل وجود نداشته، به هيچ. دهند نمي

هاي قبلي به صورت كامل دنبال شده، توجه  جز اين كه توصيه
هاي سازنده  خاصي به تغييرات تكنيك، كاركنان جديد، شركت

جديد، تجهيزات نو و نگهداري نامناسب هودهاي لامينارفلو يا 
 ميزان رسد افزايش ميبه طور نمونه به نظر . وسايل ديگر شود

آلودگي از نقص در تكنيك، افزايش اسپورها در فضا، نگهداري 
بد انكوباتوها، يك اتاق سرد يا يخچال آلوده يا يك نقص 

  . كوچك متناوب در يك آون يا اتوكلاو استريل كننده باشد
ها به گسترش آلودگي  همچنين استفاده دائم از آنتي بيوتيك

ها  بيوتيك ها توسط آنتي بسياري از ارگانيسم. كند مزمن كمك مي
بنابراين آنها در كشت به . شوند ممانعت شده اما كشته نمي

صورت غيرآشكار به مدت زماني طولاني باقي مانده اما وقتي 
كه شرايط تغيير يافته يا زماني كه نوسانات جمعيت ميزبان ـ 

لازم . انگل وجود دارد، به صورت دوره اي ظاهر مي شوند
قل در بعضي از مواقع و ترجيحاً در همه است كه كشت ها حدا

مواقع بدون آنتي بيوتيك نگهداري شوند، در غير اين صورت 
آلودگيهاي نهاني پايدار شده، تشخيص منشاء آنها مشكل شده و 

  .  سازي آنها غيرممكن خواهد شد برطرف
 در روش كار، ورود كارمند جديد، يا جزئييك تغيير 

 افراد بيشتري از يك وسيله اي كه افزايش فعاليت به گونه
استفاده كنند، مي تواند همگي در افزايش دادن ميزان آلودگي 

قوانين بايد سخت و شديد باقي بمانند، حتي اگر . دخيل باشند
دلايل آن هميشه براي كاربر مشخص نباشد و نبايد تغييرات در 

هاي  اگر روش. هاي روتين به طور اتفاقي ايجاد شود روش

 به طور كامل  آلودگيداشته شوند، ممكن استانحصاري نگه
  . حذف نشود اما در مراحل اوليه  تشخيص داده خواهد شد

  
  هاي متقاطع  آلودگي

هاي  سلولي با  در طي توسعه كشت بافت، تعدادي از سويه
زمانهاي دو برابر شدن كوتاه و راندمان پليتينگ بالا ظاهر 

هاي سلولي را به مواد  ها، چنين رده هر چند اين ويژگي. اند شده
تجربي با ارزشي تبديل كرده است، اما همچنين آنها را به 

هاي سلولي  صورت بالقوه خطرناك براي آلودگي متقاطع رده
 متقاطع  اكنون به طور واضح آلودگي. ديگر مبدل ساخته است
هاي   و ديگر ردهHeLaهاي سلولي با  وسيع بسياري از رده

است، اما بسياري از افراد هنوز رشد، مشخص شده  سلولي تند
  . از جدي بودن خطر ناآگاه مي باشند

 دهاي زير به جلوگيري از آلودگي متقاطع كمك خواه روش
  : كرد

ي سلولي از يك بانك سلولي معتبر تا ه هابه دست آوردن رد)1
ها انجام شده باشد و يا تعيين  تعيين هويت مناسب سلول

پذير شد، توسط  كانهاي لازم، به محض اين كه ام ويژگي
  . خود شما انجام پذيرد

هاي كشت را به طور  هاي كشت يا فلاسك هاي محيط بطري)2
 .  سلولي استفاده نكنيدههمزمان براي بيش از يك رد

هاي ديگر   بعد از كشتHeLaرشد از قبيل  با رده هاي تند)3
 . كار شود

هاي سلولي مختلف  هرگز از يك پي پت مشابه براي رده)4
 . شوداستفاده ن

هرگز از يك بطري مشابه محيط كشت، تريپسين و غيره براي )5
 . هاي اصلي متفاوت استفاده نشود رده

پس از وارد كردن پي پت به يك فلاسك كشت حاوي )6
سلولها، آن را به داخل بطري محيط كشت، تريپسين و غيره 

 . باز نگردانيد
ابتدا محيط كشت و معرفهاي ديگر را به فلاسك افزوده و )7

 . ها را اضافه كنيد س در انتها سلولسپ
 يا سمپلرهاي بدون (unplugged)از پي پت بدون توپي )8

 . دار براي نگهداري روتين استفاده نكنيد هاي توپي پت سرپي
ها كشت را چك كرده و به هرگونه تغيير  به طور منظم ويژگي)9

. ناگهاني در مورفولوژي، ميزان رشد و غيره مشكوك شويد
 متقاطع ممكن است با  حضور آلودگيحضور يا عدم 

، DNA (DNA Finger Printing)نگاري  انگشت
 . كاريوتايپ يا آناليزهاي ايزوآنزيم تاييد شود

  
  نتايج

هاي زنده را از لحاظ آلودگي به طور منظم با  كشت
ميكروسكوپ معمولي و فازكنتراست و براي ميكوپلاسما با به 
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ونه هاي تثبيت شده  آميزي فلورسنت براي نم كارگيري رنگ
 . چك كنيد

ها نگهداري  بيوتيك ها را به طور روتين با آنتي همه كشت
 براي  هاي هر رده سلولي را حداقل يك سري از كشت. نكنيد

بيوتيك  حداقل دو هفته و ترجيحاً به طور پيوسته بدون آنتي
 . هاي نهاني امكان آشكار شدن داده شود  به عفونت تارشد دهيد

دگي زدايي يك كشت تلاش نشود مگر اين كه براي آلو
غيرقابل جايگزين بوده و اينكار فقط تحت شرايط قرنطينه انجام 

 . پذيرد

شوند را تا زماني  هاي جديد كه وارد آزمايشگاه مي همه رده
 . داري كنيد كه مطمئن شويد آلوده نيستند، در قرنطينه نگه

هاي  دههاي ديگر را در بين ر هاي كشت يا محلول محيط
سلولي يا در ميان افراد مختلف به اشتراك نگذاشته و 

هاي رده سلولي را به طور متناوب چك كرده تا در برابر  ويژگي
 . آلودگي متقاطع محافظت شوند

هاي سلولي جديد بايد بلافاصله پس از جداسازي  رده
 تعيين profiling يا DNAترجيحاً توسط انگشت نگاري 

 .هويت شوند
  

  

  

  

  

  

  

  

 

 



 



  
  فصل دوازدهم

  
  
  
  

  )(cryopreservationمنجمد نگهداري
  
  
  
  

از آنجائيكه نگهداري رده هاي سلولي در محيط كشت 
امكان پذير نمي باشد و به دليل اينكه در طي كشت ممكن است 
خواص سلولها تغيير يابد، ذخيره سازي سلولها در پاساژهاي 

. دمختلف براي استفاده هاي بعدي كاملاً ضروري مي باش
واكشت متوالي سلولها، امري وقت گير بوده و مي تواند منجر 

قرار دادن .  شود(genetic drift)به آلودگي يا رانش ژنتيكي
، با (cryogenic)  كرايوژنيكسلولها در درجه حرارت هاي

پايدارسازي . متوقف كردن زمان، باعث پايداري آنها مي شود
  نام به كرايوژنيكسلولها در درجه حرارت هاي 

  پيشرفت در تكنولوژي. ناميده مي شود منجمد نگهداري 
منجر به ابداع روشهايي شده است كه باعث  منجمد نگهداري 

  . نگهداري انواع سلولها در درجه حرارت پايين مي شود
  تكنيك هايي براي نگهداري ميكروارگانيسم ها، سلولهاي 
ي جدا شده از بافت، ارگانيسم هاي چند سلولي كوچك و حت

فرايند . ارگانيسم هاي پيچيده تر مثل جنين ها موجود مي باشد
منجمد كردن شامل پديده هاي پيچيده اي بوده كه حتي بعد از 

  .چند دهه تحقيق بطور كامل مشخص نشده است
  

  دليل منجمد كردن سلولها
در كشت هاي پيوسته، رده هاي سلولي به دليل گزينش در 

هاي سلولي متناهي و ناپايداري ، پيري در رده پاساژ اوليهكشت 
ژنتيكي و فنوتيپي در رده هاي سلولي پيوسته در معرض تغيير 

به علاوه حتي بهترين آزمايشگاهها هم در معرض . مي باشند
همچنين آلودگي متقاطع . نقص تجهيزات و آلودگي مي باشند

  .وتشخيص غلط هم رخ مي دهد
وجود دارد دلايل متعددي براي منجمد كردن استوك سلولها 
  :كه اين دلايل را مي توان به صورت زير خلاصه نمود

  رانش ژنوتيپي در نتيجه ناپايداري ژنتيكي  )1

  و انقراض رده سلولي(senescence)پيرشدگي )2
ترانسفورماسيون مشخصات رشد و اكتساب خصوصيات  )3

 وابسته به بدخيمي
 ناپايداري فنوتيپي در نتيجه انتخاب و تمايز )4
 گانيسم هاآلودگي با ميكروار )5
 آلودگي متقاطع با رده هاي سلولي ديگر )6
 تشخيص غلط به دليل دستكاري بي دقت )7
 خرابي انكوباتور )8
صرفه جويي در زمان و مواد براي نگهداري رده هاي  )9

 سلولي
 نياز به توزيع رده هاي سلولي در بين مصرف كنندگان ديگر )10

  
  

  منجمد نگهدارياكتساب سلولها براي 
در نظر  منجمد نگهداريلي براي قبل از اين كه رده سلو

  :گرفته شود، شرايط خاص وجود دارد كه بايد به آن توجه كرد
  نشان داده شود كه  منجمد نگهداري بايد قبل از :تأييد 

هر چند . و معتبر مي باشندبوده رده هاي سلولي فاقد آلودگي 
 تعداد ،كه ممكن است قبل از اين كه تأييد كامل صورت پذيرد

  از يك رده سلولي جديد منجمد شوند، بايد قبل از كمي آمپول
اين كه استوك هاي بزرگ منجمد شوند، تأييد صحيح صورت 

  .پذيرد
 اگر رده سلولي متناهي مي باشد، براي :زمان منجمد كردن

ايجاد تعداد كافي از سلولها براي منجمد كردن بايد آن را حدود 
لولي پيوسته رده هاي س. پنج دو برابر شدن جمعيت رشد داد

بايد كلون شوند، يك سلول كه تعيين ويژگي شده انتخاب شود 
  . و استوك هاي كافي براي منجمد كردن رشد داده شوند

آنها به : رده هاي سلولي پيوسته داراي مزيت هايي مي باشند
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  صورت نامحدود زنده مانده، بسيار سريعتر رشد كرده و 
ا آنها از لحاظ ژنتيكي مي توان آنها را به آساني كلون كرد ام

رده هاي سلولي متناهي معمولاً ديپلوئيد . كمتر پايدار مي باشند
  يا نزديك به آن بوده و بين سطوح پاساژ مشخص پايدار 
مي باشند اما كلون كردن آنها سخت تر بوده، بسيار آهسته تر 

  .رشد مي كنند و در نهايت مرده يا ترانسفورم مي شوند
  

  يمنجمد نگهداراصول 
  زمينه تئوري منجمد كردن سلولها 

منجمد كردن بهينه سلولها براي حداكثر بازيافت سلولهاي 
 وابسته به حداقل رساندن تشكيل ،زنده در هنگام ذوب كردن

  كريستال يخ داخل سلولي و كاهش آسيب ناشي از سرما 
با منجمد كردن آهسته تا امكان خارج ) aاين كار  . مي باشد

را بدهد اما نه به آهستگي كه زمينه افزايش شدن آب از سلول 
با استفاده از يك ماده محافظ در ) bكريستالهاي يخ فراهم شود  

با ذخيره ) cبرابر انجماد آبدوست تا باعث جداشدن آب شود  
كردن سلولها در پايين ترين دماي ممكن تا اثرات غلظت هاي 

 داخل يخ نمك بالا بر روي دناتوراسيون پروتئين در ميسل هاي
با ذوب سريع تا تشكيل كريستال يخ و ) dبه حداقل برسد و  

ايجاد اختلاف غلظت مواد حل شده كه به دليل ذوب يخ داخل 
  .سلولي باقيمانده تشكيل مي شود را به حداقل برساند

آب جزء اصلي همه سلولهاي زنده بوده و براي انجام 
قتي كه تمام و. فرايندهاي شيميايي بايد در دسترس سلول باشد

آب در سيستم به يخ تبديل مي شود، متابوليسم سلولي متوقف 
در طي سرد كردن آهسته سلولها، قبل از اينكه درون . مي شود

سلول توليد يخ شود، در خارج سلول كريستالهاي يخ تشكيل 
به محض تشكيل يخ در خارج سلول، آب از محيط . مي شود

  ادل شدنخارج سلولي خارج شده و باعث غير متع
 فشار اسمزي در غشاء سلولي شده كه منجر به خارج شدن آب 

 اثر قابل (cooling rate)ميزان سرد كردن. از سلول مي شود
 اثرات ،سرد كردن سريع. ملاحظه اي برروي اين پديده ها دارد

    را به حداقل(solute effect)غلظت جسم حل شده  
ت يكنواخت يخ به صورمي رساند، بطوريكه باعث مي شود 

  تشكيل شود اما باعث ايجاد مقدار بيشتري يخ داخل سلولي 
سرد كردن آهسته باعث كمبود بيشتر آب براي سلول . مي شود

و ميزان كمتري يخ درون سلولي مي شود اما تأثيرات محلول 
(solution effects)نفوذپذيري سلولي .  را تشديد مي كند

سلولهايي . ثر استبرروي ميزان از دست رفتن آب سلولي مو
كه بيشتر نفوذپذير هستند بهتر از سلولهايي كه نفوذپذيري 
. كمتري دارند قادر به تحمل سرد كردن سريع مي باشند

Mazur و همكاران پيشنهاد كرده اند كه تشكيل كريستالهاي 
يخ و تأثيرات محلول هر دو يك نقش را در غير فعالسازي 

سردكنندگي بهينه، تأثيرات سلولها بر عهده دارند و يك مقدار 

به جزء چند مورد استثناء، مقدار . هر يك را به حداقل مي رساند
همچنين .  در هر دقيقه ترجيح داده مي شودC °1سردكنندگي 

با استفاده از افزودنيها و يا مواد شيميايي محافظت كننده در برابر 
  انجماد كه سلولها را در طي منجمد شدن حفاظت مي كنند، 

توان تأثيرات زيان آور افزايش غلظت جسم حل شده و مي 
پرمصرف ترين عوامل . تشكيل كريستال يخ را به حداقل رساند

 محافظت كننده در برابر انجماد، دي متيل سولفوكسايد 
(DMSO)به علاوه نگهداري سلولهاي . و گليسرول مي باشد

منجمد شده در درجه حرارت ذخيره سازي مناسب و استفاده از 
ك مقدار گرم كنندگي مناسب، آسيب به سلولهاي منجمد را ي

  . به حداقل مي رساند
  

  غلظت سلولي
به نظر مي رسد وقتي كه سلولها در غلظت سلولي بالا 

اين . منجمد مي شوند در هنگام منجمد شدن بهتر زنده مي مانند
امر عمدتاً يك مشاهده تجربي مي باشد اما احتمالاً تا حدودي 

ن است كه كاهش زيستايي در هنگام ذوب كردن مربوط به اي
نيازمند يك غلظت بذرافشاني بالاتر بوده و در يك غلظت 
  سلولي بالا چنانچه سلولها به دليل آسيب ناشي از سرما

همچنين .  مي باشدتا حدودي براي بهبود بقاء  سوراخ دار باشند
غلظت بالاتر در هنگام منجمد كردن امكان رقيق كردن كافي 

ه محافظت كننده در برابر انجماد را در هنگام بذرافشاني ماد
مجدد بعد از ذوب كردن مي دهد به طوريكه به سانتريفوژكردن 

تعداد سلولهاي ). حداقل براي اكثر سلولها(نيازي نمي باشد 
منجمد شده بايد به اندازه اي بوده كه امكان رقيق كردن به 

ي رقيق كردن ماده  در هنگام ذوب كردن برا1:20 يا1:10نسبت 
محافظ در برابر انجماد وجود داشته اما باز هم غلظت سلولي 
بالاتر از پاساژ طبيعي باقي بماند؛ به عنوان مثال براي سلولهايي 

  واكشت داده  cells/mL 105× 1كه در شرايط عادي در غلظت 
 محيط كشت منجمد mL 1 سلول در 1×107مي شوند بايد 

بايد با محيط  mL 1سلولها، كل شود و بعد از ذوب كردن 
   رسانده شود تا غلظتmL 20كشت به حجم 

 cells/mL 105×5پنج برابر غلظت بذرافشاني (  حاصل شود
 10%اين كار ماده محافظت كننده در برابر انجماد را از ). طبيعي

  رقيق كرده كه در اين غلظت احتمال سمي بودن كمتر 5/0%به 
ه در برابر انجماد باقيمانده ممكن ماده محافظت كنند. مي باشد

براي (است به محض اين كه سلولها شروع به رشد مي كنند
يا وقتي كه سلولها متصل مي شوند و ) كشت هاي سوسپانسيون

رقيق ) براي كشت هاي تك لايه(محيط كشت تعويض مي شود
  .شود

  
  محيط كشت انجماد
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سوسپانسيون سلولي در حضور يك ماده محافظ در برابر 
) DMSO(نجماد از قبيل گليسرول يا دي متيل سولفوكسايدا

 DMSOاز اين دو ماده به نظر مي رسد  . منجمد مي شود
مؤثرتر باشد كه احتمالاً به اين دليل مي باشد كه بهتر از 

 15%  و 5%غلظت هاي بين . گليسرول به سلول نفوذ مي كند
در . اشد متداول تر مي ب10% يا 5/7%استفاده مي شود اما غلظت 

 سلولهاي خونساز از قبيل مورد بعضي از سلولها مثل
L5178Yيا HL60  ممكن است DMSO سمي بوده يا 

باعث القاء سلولها به تمايز شود در اين گونه موارد ترجيح داده 
مي شود يا از گليسرول استفاده شود يا  سلولها را بعد از ذوب 

 برابر انجماد كردن سانتريفوژ كرد تا ماده محافظت كننده در
  .رقيق شود

 به DMSO قبلاً گفته مي شد كه سلولها بعد از افزودن
 Cº4محيط كشت انجماد و قبل از منجمد كردن بايد در دماي 

نگهداري شوند اما مطالعات اوليه نشان مي دهد كه اين كار بقاء 
را بعد از منجمد كردن افزايش نمي دهد و حتي ممكن است آن 

يد به دليل ممانعت از نفوذ داخل سلولي را كاهش دهد كه شا
هر چند اين موضوع هنوز به طور كامل حل نشده و . باشد

  .نيازمند آزمايشات بيشتر مي باشد
DMSO بايد بي رنگ بوده و در شيشه يا پلي پروپيلن 

نگهداري شود زيرا حلال قوي بوده و ناخالصي هاي لاستيك و 
 نبايد گليسرول .ندبعضي از پلاستيك ها را در خود حل مي ك

 زيرا ممكن است بعد از ذخيره بيش از يك سال مانده باشد
 بايد از گريد DMSOيسرول و لگ. طولاني مدت سمي شود

 يا گريد بهتر بوده، و قبل از استفاده (reagent grade)معرف
يسرول را مي توان با اتوكلاو كردن و لگ. استريل شوند

DMSOر سرنگي نايلون  را با استفاده از يك فيلتر سµm2/0 
 كه قبلاً با الكل شستشو و PTFEيا يك فيلتر سرسرنگي تفلون

عوامل محافظت كننده .  آب كشي شده استريل كردDMSOبا 
در برابرانجماد را بايد در حجم هاي مورد نياز براي يك بار 
مصرف تهيه كرد تا با مصرف مكرر از يك ظرف، خطر آلودگي 

در هنگام كار با . ها به حداقل برسدو وارد شدن رطوبت به آن
DMSO بايد مراقبت كامل صورت گيرد زيرا به سرعت از 

طريق پوست جذب شده و ممكن است مواد مضر را به همراه 
  .  خود به بدن انتقال دهد

  مواد محافظت كننده در برابر انجماد ديگري هم از قبيل 
،  ) polyvinylpyrrolidone : PVP(پلي وينيل پيروليدون 
 و هيدروكسي اتيل نشاسته) PEG(پلي اتيلن گليكول

(hydroxyethyl starch : HES) وجود دارند اما هيچ كدام 
 يا گليسرول را ندارند، هر چند در DMSOمقبوليت عمومي 

همچنين بسياري از . مورد تري هالوز پيشرفت هايي وجود دارد
 ، 40%آزمايشگاهها غلظت سرم در محيط كشت انجماد را تا 

  . افزايش مي دهند100% يا حتي %50
  

  تعادل 
دوره زماني بين مخلوط كردن عامل محافظت كننده در برابر 
انجماد با سوسپانسيون سلولي و شروع فرايند سرد كردن دوره 

براي اكثر .  ناميده مي شود(equilibration period)تعادل
 45 -60 دقيقه و حداكثر 15سلولها اين زمان تعادل بايد حداقل 

زمان تعادل خيلي طولاني، ممكن است براي سلولها . دقيقه باشد
تعادل كه بايد در درجه حرارت محيط صورت . سمي باشد

برابر پذيرد، زمان لازم براي نفوذ عامل محافظت كننده در 
سلولهاي بزرگتر و داراي نفوذپذيري . انجماد را فراهم مي سازد

در طي اين دوره . از دارندكمتر به زمان تعادل طولاني تري ني
. زماني مي توان سوسپانسيون سلولي را در ويالها توزيع كرد

زمان تعادل بهينه بايد به صورت تجربي تعيين شود تا بازيافت 
  .بعدي سلولها را به حداكثر برساند

  
  

  ميزان سرد كردن 
 در هر دقيقه Cº1اغلب سلولهاي كشت يافته اگر به ميزان 

  اين امر احتمالاً به اين دليل . ده مي مانندسرد شوند بهتر زن
 رشد كريستال يخ را به حداقل ،مي باشد كه منجمد كردن سريع

مي رساند و سرد كردن آهسته مهاجرت آب به خارج سلول را 
درجه ) aشكل منحني سرد كردن توسط  . تسهيل مي كند

هرگونه عايق در اطراف سلولها به ) bحرارت محيط اطراف  
) d وگرماي ويژه و حجم محتويات آمپول )cآمپول  انضمام 

. جذب گرماي نهفته در طي منجمد كردن مشخص مي شود
وقتي سلولها در يك ظرف عايق در يك فريزر با درجه حرارت 

 يك  تشكيل در زير منجمد مي شوند1-4پايين همانند مراحل  
با يك ميزان سردكنندگي سريع در شروع را مي دهند منحني 
ه ديفرانسيل حرارتي بيشترين مقدار است، سپس يك وقتي ك

، يك افزايش ناچيز هنگام آغاز eutecticحداقل در نقطه  
انجماد و به دنبال آن يك مرحله سكون هنگامي كه گرماي 
نهاني انجماد جذب مي شود و سپس يك كاهش سريعتر تا 
هنگامي كه انجماد كامل مي شود و به تدريج كاهش آن تا 

  . به درجه حرارت محفظه انجماد مي رسدهنگامي كه
يا  در ( وقتي سلولها به فريزر نيتروژن مايع منتقل شدند 
درجه ) يك فريزر قابل برنامه ريزي به مرحله آخر مي رسند

  . كاهش مي يابد-C º196 و -Cº180حرارت سريعاً بين
يك ميزان سردكنندگي كنترل شده را به چند طريق مي توان 

  :ايجاد كرد 
در يك جعبه (cotton wool)  آمپول ها را روي لايي پنبه )1

 قرار mm 15فوم پلي استيرن با ضخامت ديواره حدود 
اين جعبه به همراه لايي پنبه بايد عايق بندي لازم را . دهيد

   يا– Cº 70فراهم كرده به صورتي كه وقتي جعبه در دماي 
 Cº 90 –   در يك فريزر يا ظرف عايق حاويCO2 جامد 
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 در هر دقيقه سرد Cº 1د آمپول ها به ميزان رار داده شوق
  .خواهند شد

 قرار mm15كن ها را در لوله عايق فومي با ضخامت حدود ) 2
 در يك فريزر –Cº 90 يا – Cº 70داده و آن را در دماي 

  . جامد قرار دهيدCO2يا يك ظرف عايق حاوي 
دهيد و  قرار Taylor Whartonآمپول ها را در يك فريزر ) 3

  .آن را در دهانه يك فريزر نيتروژن جايگزين كنيد
 قرار داده Nalge Nuncآمپول ها را در يك ظرف انجماد ) 4

  .قرار دهيد  – Cº 80   يا– Cº 70و آن را در دماي 
 در هر دقيقه Cº 1از يك فريزر قابل برنامه ريزي كه به ميزان) 5

  .برنامه ريزي شده استفاده كنيد
 چهار روش اول مثل روش لوله عايق در  با هر يك از

، ميزان سردكنندگي يك ميانگين از مقادير متفاوت در 2روش 
كل منحني بوده و هيچ تلاشي براي كنترل سردكنندگي زياد در 

 مدت مرحله سكون در طي جذب گرماي  در ياeutecticنقطه 
نهاني انجام نمي شود كه هر دو آنها ممكن است به بقاء آسيب 

اگر بازيافت پايين باشد، امكان تغيير ميزان سردكنندگي . ندبرسان
يعني با استفاده از عايق بندي كمتر يا (متوسط وجود دارد 

استفاده از يك فريزر قابل برنامه ريزي داراي يك ). بيشتر
كه درجه حرارت آمپول را حس كرده و ) probe(كاوشگر 

ده تا يك ميزان ميزان كافي از نيتروژن مايع به محفظه اضافه كر
ل برنامه ريزي شده را فراهم سازد، استرس سردكنندگي از قب

سرماي بيش از حد را به حداقل رسانده و يك ميزان 
 مقادير .سردكنندگي خطي را در كل مراحل فراهم مي سازد

سردكنندگي مختلف در فازهاي مختلف منحني سرد كردن به 
كه قرار اشد بصورت تجربي بهينه شده تا مناسب سلولهايي 

  بتواند مطابق منحني سردكنندگي تا است منجمد شوند 
هر چند سردكننده هاي قابل برنامه ريزي در . برنامه ريزي شود

 بالا شرح داده شده 1-4مقايسه با وسايل ساده اي كه در مراحل 
نسبتاً گران بوده و داراي مزيت هاي كمي بوده مگر اين كه شما 

را تغيير داده يا شكل منحني قادريد ميزان سردكنندگي 
  .سردكنندگي را عوض كنيد

  در مورد روش هايي كه از ظروف عايق بندي استفاده 
مي كنند، ميزان سردكنندگي متناسب با تفاوت درجه حرارت 

اگر آمپول ها در . بين آمپول ها و هواي محيط اطراف مي باشد
 تا   قرار داده شوند، آنها سريعاً– Cº 70يك فريزر در دماي

 سرد مي شوند اما بعد از آن ميزان سرد – Cº 50دماي حدود 
  بنابراين زماني كه . شدن به ميزان زيادي كاهش مي يابد

طي مي كنند، بايد بيشتر از ميزان   –Cº 70آمپول ها در فريزر
 در هر دقيقه Cº 1زمان پيشنهادي براي ميزان سردكنندگي 

.  مي باشد(asymptotic)باشد، زيرا انتهاي منحني مجانب  
بهتر است كه آمپول ها را قبل از انتقال به نيتروژن مايع به مدت 

به علاوه وقتي كه آنها .   قرار دهيد– Cº 70يك شب در دماي
 در دقيقه Cº 10را از فريزر خارج مي كنيد آنها به ميزان حدود 

 گرم – Cº 50ضروري است كه آنها بيش از . گرم خواهند شد
ه باعث زوال آنها مي شود، بنابراين بايد انتقال به نشوند، چرا ك

  .فريزر نيتروژن مايع در كمتر از دو دقيقه صورت گيرد
 براي تنظيم ارتفاع آمپول ها در داخل دهانه "O"حلقه 

هر چه قدر ارتفاع كمتر شود ميزان سرد . فريزر استفاده مي شود
  .شدن سريعتر مي شود

  
  

  
ت كاهش درجه حرارت در يك  ثب.منحني انجماد: 12-1شكل 

آمپول حاوي محيط كشت كه به همراه پنج آمپول ديگر در يك 
كن آلومينيومي قرار گرفته و در يك لوله مقوايي نازك احاطه 

  به شكل(شده و در داخل يك لوله فوم پلي اوره قرار گرفته
 گذاشته شده -C70˚و در داخل يك فريزر )  رجوع شود2-12 

  .است
  
  

  
  
  

 آمپول هاي .آمپول ها در داخل كن: 12-2شكل 
گذاشته شده، در ) پايين(پلاستيكي در داخل يك كن آلومينيومي 

احاطه شده و در داخل يك لوله ) وسط(يك لوله مقوايي نازك 
لوله عايق در سمت ديگر با . قرار داده شده اند) بالا(فوم عايق

  .پنبه يا مواد عايق مناسب ديگر مسدود شده است
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  دستگاه خنك كننده كه در دهانه فريزر نصب : 12-3شكل

 اين دستگاه خنك كننده .(neck plug cooler)مي شود
مخصوص فريزرهاي با دهانه تنگ، امكان كنترل درجه حرارت 

  .(Taylor Wharton)در مقادير مختلف را فراهم مي سازد
  
  
  

  
  
 نگهدارنده .Nalge Nuncدستگاه خنك كننده : 12-4شكل 
گرماي ويژه . ي با پايه اي كه توسط مايع پر مي شودپلاستيك

  مايع سرد كننده در داخل پايه، ظرف را عايق كرده و در
   ايجاد min/˚C1 آمپول ها يك ميزان سرد كنندگي حدود

  .مي كند
  
  
  

   (cryofreezer)كرايو فريزر
  در حال حاضر ذخيره سازي در فريزر نيتروژن مايع

ي سلولهاي كشت داده شده  رضايت بخش ترين روش نگهدار
 يا – Cº 70سلولهاي منجمد شده وقتي كه در دماي . مي باشد

  .كمتر هستند سريعاً به كرايو فريزر منتقل مي شوند

كرايو فريزرها از لحاظ اندازه دهانه، سيستم ذخيره سازي و 
  .موقعيت نيتروژن مايع متفاوت مي باشند

  
 (canister)يستر سيستم ذخيره سازي در كان: اندازه دهانه

گرايش به داشتن دهانه باريك دارد كه در آن ميزان تبخير 
  نيتروژن مايع كاهش مي يابد اما دسترسي را كمي محدود 

فريزرهاي دهانه گشاد به دليل سهولت دسترسي و . مي سازد
حداكثر ظرفيت معمولاً با ذخيره سازي در قسمت هايي در 

ي ميزان تبخير بيشتري داخل كشوها انتخاب مي شوند اما دارا
هر چند امكان انتخاب يك فريزر با دهانه نسبتاً . مي باشند

باريك كه در آن از سيستم سيني براي ذخيره سازي استفاده 
  . وجود دارد،شود

  
 دو نوع اصلي مخزن براي آمپول هاي :سيستم ذخيره سازي

mL 1در سيستم كن .  براي كار كشت سلولي وجود دارد
(cane) ها در يك كن آلومينيومي قرار گرفته و در يك  آمپول

لوله مقوايي گذاشته شده و در داخل كانيسترهاي استوانه اي در 
مزيت اين روش اين است كه در يك . فريزر قرار مي گيرند

زمان مي توان به شش آمپول بر روي يك كن از يك رده سلولي 
يزر را مشابه دسترسي داشت كه انتقال از وسيله سردكننده به فر

كن ها را مي توان رنگ كرد و . راحت تر و سريع تر مي سازد
شماره گذاري نمود تا يافتن آنها آسانتر شود و مي توان بدون 
اين كه تمام آمپول ها در معرض هواي گرم قرار گيرند آمپول ها 

ذخيره سازي در كشوهاي چهار گوش توسط . را خارج كرد
ا احساس مي كنند كه بعضي افراد ترجيح داده مي شود زير

بازيابي آنها آسانتر است و آمپول ها را مي توان با شماره كشو 
  .تشخيص داده و با كشو هماهنگ كرد

هر چند كه در زمان بازيابي يك آمپول، كل محتويات يك 
 قرار  محيط آمپول باشد در معرض100 تا 20كشو كه مي تواند 

پاييني دسترسي گرفته و اگر شما بخواهيد به يكي از كشوهاي 
هم چنين قرار . داشته باشيد لازم است كه كل بسته را بلند كنيد

دادن تعداد زيادي آمپول در يك كشو بايد يكي يكي انجام شود 
  .كه خطر تأخير و افزايش زياد درجه حرارت را به همراه دارد

  
 آمپول هاي پلاستيكي براي مقاصد آزمايشي و :آمپول ها

   شوند زيرا كار با آنها ايمن تر و آموزشي ترجيح داده مي
راحت تر مي باشد اما بعضي از مخازن و بانك هاي سلولي 
آمپول هاي شيشه اي را براي استوك هاي بذر ترجيح مي دهند 
زيرا ذخيره سازي دراز مدت در آن به خوبي به اثبات رسيده 
است و وقتي كه اين كار صحيح انجام شود، مهر وموم شدن آن 

 آمپول هاي پلاستيكي معمولاً پلي پروپيلن بوده و .قطعي است
مي توان با يك ماژيك .  مي باشدmL2/1رايج ترين اندازه آن 

 زد كه اين ماژيك بايد علامتداراي سر نازك بر روي آنها 
مقاوم به الكل بوده و قادر به مقاومت در برابر حرارت پايين 
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سلولي و برچسب بايد نشان دهنده  اسم سويه . فريزر باشد
ترجيحاً تاريخ و حروف اول نام و نام خانوادگي فرد باشد، هر 
. چند مورد آخر هميشه در فضاي موجود امكان پذير نمي باشد

همچنين درپوش هاي داراي رنگ هاي مختلف به تشخيص 
به خاطر داشته باشيد كه كشت هاي سلولي . كمك مي كند

شما زنده ذخيره شده در نيتروژن مايع ممكن است بيش از 
بنابراين بايد مدارك به وجود آمده به آساني توسط افراد ! بمانند

ديگر تفسير شده و بايد به اندازه كافي جامع بوده زيرا ممكن 
  .است سلولها توسط افراد ديگر استفاده شوند

  افراد مبتدي بايد از استفاده از آمپول هاي )نكته ايمني
ذوب كردن امكان انفجار شيشه اي اجتناب كنند زيرا در هنگام 

در صورت استفاده از آمپول هاي شيشه اي، . آنها وجود دارد
 اكسيژن –بايد آنها را سريع و به طور كامل با يك شعله گاز 

اگر مهر وموم كردن زياد به طول انجامد، سلولها . مهر و موم كرد
گرم شده و مي ميرند و هواي داخل آمپول منبسط شده و يك 

موم  اگر آمپول كاملاً مهر و. ي آمپول ايجاد مي شودحفره در بالا
نشود ممكن است در طي ذخيره سازي در فاز مايع فريزر 
نيتروژن، نيتروژن مايع وارد آمپول شود و در هنگام ذوب كردن 

  .شديداً منفجر شود
براي نشت يابي، آمپول ها را قبل از منجمد كردن در يك 

 70%  در الكل (methylene blue) متيلن بلو1%ديش حاوي 
اگر آمپول ها .  دقيقه قرار دهيد10 به مدت Cº 4در دماي 

درست مهر وموم نشده باشند، متيلن بلو به درون آمپول ها 
  .كشيده شده و بايد آمپول را دور انداخت

 اگر نيتروژن مايع در بدنه اصلي : موقعيت نيتروژن مايع
 و غوطه وركردن فريزر قرار گرفته باشد امكان پر كردن فريزر

آمپول ها يا فقط نيمه پركردن آن و نگهداري آمپول ها در فاز 
ذخيره سازي در فاز مايع به اين معني است . گازي وجود دارد

  كه محفظه را مي توان پركرد و نيتروژن مايع مدت زمان
   طولاني تري دوام دارد اما خطر جذب نيتروژن توسط 

وجود دارد و بنابراين در آمپول هايي كه داراي نشتي هستند 
همچنين احتمال . هنگام ذوب كردن شديداً منفجر مي شوند

  با ورود. انتقال آلودگي بين آمپول ها بيشتر وجود دارد
 عايق كاري پيشرفته و كاهش ميزان تبخير، شايد ذخيره سازي 

هرچند از سطح نيتروژن مايع تا . در فاز گازي ترجيح داده شود
 تا -Cº 190 از C °80 حدود ته حرار يك شيب درج،دهانه

 در فاز گازي وجود دارد، هرچند طراحي و – Cº 110حدود 
آرايش سيستم رك ها ممكن است در حذف اين شيب كمك 

  .كند
در بعضي از فريزرها، نيتروژن مايع در داخل ديوار فريزر 

اين فريزرها . قرار گرفته و در قسمت ذخيره سازي نمي باشد
خودكار با كنترل هاي سطوح بالا و پايين توسط يك سيستم 

مجدداً پرشده و نيتروژن تبخير شده از طريق يك دريچه آزاد 
اين روش داراي اين مزيت مي باشد كه ذخيره سازي . مي شود

در فاز گازي صورت گرفته، مصرف نيتروژن مايع كمتر بوده و 
هرچند سطح نيتروژن قابل رؤيت . شيب حرارتي رفع مي شود

 و نمي توان آن را با ميله عمق سنج اندازه گيري كرد، نبوده
به علاوه . بنابراين بايد به سيستم الكترونيكي اعتماد كامل كرد

رفع هرگونه انسداد جريان نيتروژن در داخل ديواره فريزر بسيار 
مشكل و يا حتي غير ممكن مي باشد، بنابراين ضروري است كه 

اصل شود كه هيچ گونه نيتروژن مايع صاف شده و اطمينان ح
آب يا بخار آب به سيستم وارد نمي شود زيرا يخ هم مي تواند 

  .باعث مسدود شدن جريان نيتروژن شود
مواد داراي مخاطره زيستي بايد در فاز گازي )  نكته ايمني

ذخيره شوند و بايد آموزش لازم در مورد ذخيره سازي در فاز 
 در فاز مايع باشد، مخصوصاً اگر ذخيره سازي. گازي داده شود

بايد استفاده كننده از خطر انفجار شيشه و پلاستيك آگاه شده و 
  .بايد از يك حفاظ صورت يا عينك ايمني استفاده كند

  
 سرمايه گذاري در :بررسي و پر كردن مجدد نيتروژن مايع

محتويات يك فريزر نيتروژن مايع مي تواند قابل توجه باشد و 
قيق و هشدار دهنده ها ي الكترونيكي بايد با رژيم بازبيني د

وقتي كه نيتروژن در قسمت . سطح مايع از آن محافظت كرد
ذخيره سازي مي باشد، سطح نيتروژن بايد حداقل هفته اي 

اندازه گيري شده و در ) dipstick(يكبار با ميله عمق سنج
حتي در صورت استفاده از پركننده . جدول يادداشت شود

ي با ميله عمق سنج بايد انجام شود زيرا خودكار، اندازه گير
  .امكان خطاي اين سيستم ها وجود دارد

در صورتي كه مخزن نيتروژن مايع موجود نباشد، سلولها را 
درجه حرارت . مي توان در يك فريزر معمولي نگهداري كرد

 – Cº 196در دماي . اين فريزر بايد تا حد امكان پايين باشد
 ممكن است – Cº 70ما در دماي زوال كمي يافت شده است ا

  .صورت پذيرد)  در سال5-10( %زوال  زيادي
  

   منجمد كردن سلول ها -12-1دستور كار
  طرح كلي

رشد داده، ) late log(سلولها را تا انتهاي فاز لگاريتمي 
يك سوسپانسيون سلولي يا غلظت بالا در محيط كشت داراي 

درون آمپول ها  رده،ماده محافظت كننده در برابر انجماد تهيه ك
  .توزيع كرده و آهسته منجمد كنيد

  مواد
  :استريل يا تهيه شده در شرايط آسپتيك
  كشت سلولي كه قرار است منجمد شود

  25/0% و تريپسين خام  PBSA:براي كشت تك لايه 
 بقاء سلولها را بعد از منجمد كردن ،سرم(محيط كشت رشد 
  . استفاده مي شود يا حتي سرم خالص50%افزايش مي دهد؛ تا 
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 آمپول ها در يك محفظه .فريزر قابل برنامه ريزي: 12-5شكل 

عايق بندي شده قرار گرفته و ميزان سرد كنندگي با تزريق 
نيتروژن مايع در داخل محفظه به ميزاني كه توسط يك حسگر 
بر روي رك داراي آمپول مشخص مي شود و يك برنامه از 

  .سول تنظيم مي شودپيش تنظيم شده در واحد كن
  
  

 در صورتي كه با كشت هاي فاقد سرم، سرم استفاده شده باشد، 
  ) شو دادبايد بعد از ذوب كردن آن را شست و

: ماده محافظت كننده در برابر انجماد فاقد ناخالصي
DMSO در ويال شيشه اي يا پلي پروپيلن و يا گليسرول تازه 

  در ظرف يونيورسال
  )زيرا لزج مي باشد( يع گليسرول براي توزmL 5-1سرنگ 

 ، كه نام رده سلولي و تاريخ mL2/1آمپول هاي پلاستيكي 
  مد كردن بر روي آن نوشته شده استمنج

  :غير استريل
  هموسيتومتر يا دستگاه شمارشگر سلولي الكترونيكي

  كن يارك براي ذخيره سازي
جعبه پلي استيرن داراي : ظرف عايق براي منجمد كردن 

  ه اي يا لوله عايقآستر پنب
   فوم پلاستيك

  دستكش هاي حفاظتي نيتريل
  دستور كار

مطمئن شويد كه كشت  معيارهاي لازم براي منجمد  -1
كردن را دارد و با چشم و ميكروسكوپ مواد زير چك 

  :شود 
a  (ظاهر سالم  
b (خصوصيات مورفولوژيكي  
c (مرحله چرخه رشد) بايد مراحل آخر فاز لگاريتمي قبل از

  )رد شدن به فاز سكون باشدوا
d (فاقد آلودگي  
 كشت را تا انتهاي  مرحله لگاريتمي رشد داده و در -2

صورتي كه از كشت تك لايه استفاده مي كنيد، سلولها 
در صورت استفاده . را تريپسينه كرده و شمارش نماييد

از كشت سوسپانسيون، سلولها را شمرده و سانتريفوژ 
  .كنيد

  به cells/mL 107×2-106×2لظت  سلولها را باغ-3
  . حالت شناور در آوريد

 يكي از مواد محافظت كننده در برابر انجماد را در محيط -4
  .كشت رشد رقيق كرده تا محيط انجماد ساخته شود

a ( DMSO اضافه كنيد10-20%  را به ميزان .  
 قادر است به بسياري از غشاهاي DMSO )نكته ايمني

بيل پوست و دستكش هاي لاستيكي طبيعي و مصنوعي از ق
مثل (در نتيجه هرگونه مواد مضر مورد استفاده. نفوذ كند

ممكن است از طريق پوست يا حتي ) مواد سرطان زا
هميشه خصوصاً در . دستكش هاي لاستيكي نفوذ كند
  . كار شودDMSOحضور مواد سمي بايد با احتياط با 

  يا
b ( يد اضافه كن20-30%گليسرول را به ميزان.  
 سوسپانسيون سلولي را با محيط كشت انجماد به نسبت -5

  و cells/mL107×1-106×1   رقيق كرده تا حدود1:1
DMSO% 10-5 )  به دست )   گليسرول10-15%يا

توصيه نمي شود كه براي به حداقل رساندن زوال . آيد
يك تأخير . سلولها، آمپول ها بر روي يخ قرار داده شوند

 DMSO رجه حرارت اتاق وقتي كه دقيقه در د30تا 
استفاده مي شود مضر نبوده و وقتي كه گليسرول 

  .استفاده مي شود مفيد مي باشد
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 داخل فريزر (b).  فريزر با دهانه باريك با ذخيره سازي روي كن ها در داخل كانيستر(a) .فريزرهاي نيتروژن مايع: 12-6شكل 

 فريزرهاي با (f).  فريزر با ظرفيت بالاe) (. گشاد با ذخيره سازي در كشوهاي چهار گوش فريزر دهانه (c). داراي دهانه باريك
  .ظرفيت بالا در يك بانك سلولي

  
  

 سوسپانسيون سلولي را در داخل آمپول هايي كه قبلاً داراي -6
برچسب شده اند توزيع كرده و درپوش آمپول ها را بدون 

  .داين كه واشر آنها خراب شود محكم ببندي
 آمپول ها را براي ذخيره در كانيستر در داخل رك ها قرار -7

دهيد يا آنها را براي ذخيره در كشوها به همان حال باقي 
  .گذاريد

 آمپول ها را با يكي از روش هايي كه در بالا شرح داده شده -8
با روش هاي .  منجمد كنيدmin C° 1/است به ميزان 

 در -Cº 70در دماي ظروف عايق، پس از قرار دادن آنها 
 4-6 باشد، حداقل Cº 20صورتي كه دماي محيط اطراف 

ساعت طول خواهد كشيد، اما ترجيحاً آمپول ها را در ظرف  
  . به مدت يك شب قرار دهيد-Cº 70در دماي 

 يا پايين تر رسيدند قبل -Cº 70 وقتي كه آمپول ها به دماي -9
فريزر با دماي  يا -Cº 70از خارج كردن آمپول ها از فريزر 

كنترل شده، ركورد فريزر را چك كنيد و يك مكان مناسب 
  .را براي آمپول ها تعيين كنيد

 آمپول ها را به فريزر نيتروژن مايع انتقال داده، ترجيحاً در -10
مايع غوطه ور نكنيد، كن و لوله را در كانيستري كه از قبل 
ز مشخص شده يا آمپول ها را در جاي مناسب در كشوي ا

  اين انتقال بايد سريع انجام شود . قبل تعيين شده قرار دهيد
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 دهانه باريك كه آمپول ها در روي كن ها در داخل (a):  چهار نوع عمده فريزرهاي نيتروژن.طرح فريزر نيتروژن: 12-7شكل 

ظرفيت (ر رك هاي چهار گوش قرار دارند  دهانه باريك كه آمپول ها د(b)). ظرفيت بالا و ميزان تبخير اندك(كانيستر قرار دارند 
 (d)). ظرفيت بالا و ميزان تبخير بالا( دهانه گشاد كه آمپول ها در رك هاي سه گوش قرار دارند (c)). متوسط و ميزان تبخير اندك

 نيتروژن به صورت دهانه گشاد كه آمپول ها در كشوها ذخيره شده اند و نيتروژن مايع از طريق يك لوله به فريزر تزريق شده و سطح
  .خود كار توسط حسگرها كنترل مي شود

  
  

 در Cº 10زيرا آمپول ها به ميزان حدود )  دقيقه2كمتر از (
  خواهند شد و اگر درجه حرارت بالاتر از دقيقه گرم

 Cº 50-د سلولها سريعاً دچار زوال خواهند شدس بر.   
 مايع بايد در مواقع قرار دادن آمپول ها در نيتروژن)  نكته ايمني

  .دستكش هاي محافظ و ماسك صورت استفاده شود
 وقتي كه آمپول ها در فريزر قرار گرفتند، اطلاعات لازم را -11

  .در دفتر يادداشت فريزر ثبت كنيد
  

   پرونده هاي فريزر 

يك فهرست موجودي در هر ) a پرونده ها بايد شامل 
يك ) cفضاهاي آزاد ذخيره سازي و ) bقسمت از فريزرها 

  فهرست از سويه سلولي توصيف كننده رده سلولي، معرفي 
رده سلولي، منشاء آن، جزئيات روش هاي نگهداري و منجمد 

اين . كردن، ويژگي هاي اختصاصي و موقعيت آنها باشد
يادداشت ها ممكن است به صورت سنتي نگهداري شده اما يك 

طلاعات بانك اطلاعاتي كامپيوتري باعث ذخيره و بازيابي بهتر ا
  .مي شود

  
  ذوب كردن آمپول هاي ذخيره شده 
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 سلولهاي تريپسينه شده در .منجمد كردن سلولها: 12-8شكل 

  محيط كشت حاوي ماده محافظ در برابر انجماد در داخل
 آمپول ها توزيع شده و سپس در يك كن آلومينيومي گذاشته 
شده و در داخل يك لوله نازك جايگزين شده و سپس در 

لوله و .  يك لوله عايق بندي شده قرار داده مي شوندداخل
  محتويات آن قبل از انتقال به فريزر نيتروژن مايع به مدت

   گذاشته-C80˚ يا -C70˚ ساعت يا يك شب در دماي 4 
  . مي شوند

  
  

مي توان در آب گرم در يك ظرف يا در حمام آب انجام داد 
مايع غوطه ور اما اگر آمپول در طي ذخيره سازي در نيتروژن 

شده باشد ، حمام آب بايد داراي پوشش باشد زيرا اگر نيتروژن 
داخل آمپول وارد شده باشد در هنگام گرم كردن شديداً مايع به 

  .منفجر مي شود
سوسپانسيون سلولي بايد بعد از ذوب كردن، آهسته رقيق 
. شود زيرا رقيق كردن سريع ميزان زيستايي را كاهش مي دهد

 مهم مي باشد DMSO تدريجي مخصوصاً در مورد اين فرآيند
زيرا رقيق كردن ناگهاني مي تواند باعث آسيب اسمزي شديد 

اغلب سلولها به . شده و بقاء سلولي را تا  نصف كاهش مي دهد
سانتريفوژ كردن نياز ندارند، زيرا براي سلولهاي تك لايه 
 ،تعويض محيط در روز بعد يا براي كشت هاي سوسپانسيون

اغلب (هر چند بعضي از سلولها . يق كردن كافي خواهد بودرق
به عوامل ) سلولهايي كه به صورت سوسپانسيون رشد مي كنند

 حساس تر DMSOمحافظت كننده در برابر انجماد مخصوصاً 

بوده و بايد بعد از ذوب كردن سانتريفوژ شوند اما هنوز هم لازم 
  .است كه ابتدا در محيط كشت آهسته رقيق شوند

  
ذوب كردن سلولهاي منجمد   -12-2دستور كار

  شده 
   طرح كلي

سلولها را سريع ذوب كرده آنها را آهسته رقيق كرده و با 
  .دانسيته سلولي بالا بذرافشاني كنيد

  مواد
  :استريل

  فلاسك كشت 
  لوله سانتريفوژ

  محيط كشت رشد
  mL 10 و mL1پي پت هاي 

  ز در صورت استفاده ا ( g-19سرنگ و سر سرنگ 
 )آمپول هاي شيشه اي

  :غير استريل
  دستكش هاي محافظ و ماسك صورت

   در يك ظرفcm10 و عمق Cº 37آب استريل با دماي 
   در دار تميز كه با الكل سواب شده است

  پنس
  70%الكل 
  سواب

  4/0% يا تريپان بلو 1) %آميدو بلك(نفتالن بلك 
  دستور كار

ولي كه بايد ذوب  دفترچه فريزر را چك كرده تا مكان  آمپ-1
  .شود مشخص شود

مواد را جمع آوري كرده، محيط كشت را آماده كرده و بر  -2
  .روي فلاسك كشت بر چسب بزنيد

 آمپول را از فريزر خارج كرده، برچسب آن را چك كرده و -3
 مايع غوطه ور نشده بود، آن را در نيتروژناگر آمپول در 

كي يا حمام   در يك بشر، ظرف پلاستيC°37آب استريل 
در صورت امكان از خيس شدن در پوش . آب قرار دهيد

  آمپول جلوگيري شود زيرا باعث افزايش شانس آلودگي
  . مي شود
 يك روپوش آزمايشگاهي بسته و دستكش بايد در )نكته ايمني

اگر . هنگام خارج كردن آمپول از فريزر پوشيده شده باشد
ذخيره شده ن مايع ژآمپول به صورت غوطه ور در نيترو

باشد، بايد يك ماسك صورت يا عينك محافظ به اضافه 
  روپوش آزمايشگاهي بسته و دستكش پوشيده شود

آمپول هاي ذخيره شده در فاز مايع ممكن است نيتروژن . 
مايع را در خود كشيده باشند و در هنگام ذوب شدن شديداً 



   ثبت رده سلولي:12-1جدول 
  

  
  

 يك سطل پلاستيكي داراي صورت در اين. شوندمنفجر 
  .درپوش بايد براي ذوب كردن استفاده شود

 وقتي كه آمپول ذوب شد، برچسب آن را دوبار چك كرده تا -4
از درست بودن سلولها مطمئن شويد؛ سپس آمپول را به  

 سواب كرده و آنرا در يك هود 70%طور كامل با الكل 
  .لامينار فلو باز كنيد

 به يك فلاسك mL1 يك پي پت محتويات آمپول را با-5
  .كشت انتقال دهيد

:  محيط كشت را آهسته به سوسپانسيون سلولي اضافه كنيد -6
mL10 دقيقه ابتدا به صورت قطره 2 در حدود بيش از 

قطره وسپس كمي سريعتر اضافه مي شود و به تدريج 
  .سلولها و ماده محافظ در برابر انجماد رقيق مي شوند

براي خارج كردن ماده محافظ در برابر براي سلولهايي كه 
  :انجماد به سانتريفوژ كردن نياز دارند 
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   ثبت فريزر:12-2جدول 

  

  
  
  

a  ( اما در يك لوله سانتريفوژ 6سلولها را آهسته مطابق مرحله 
  .يا ظرف يونيورسال رقيق كنيد

b ( دقيقه در 2آنها را به مدت g 100سانتريفوژ كنيد .  
c(وپرناتانت حاوي ماده محافظت كننده در  محيط كشت س

  .برابر انجماد را دور بريزيد
d ( سلولها را در محيط كشت رشد تازه به حالت تعليق در

  .آوريد
e (براي كشت در فلاسك بذرافشاني كنيد.  
 سلولهاي باقي مانده در آمپول را مي توان با نفتالن بلك يا -7

  .گ كردتريپان بلو براي تعيين ميزان زيستايي رن
  : ساعت چك شود 24 بعد از -8
a  ( براي سلولهاي تك لايه چسبنده، اتصال آنها را تاييد كرده و

ته مورد انتظار يسنيد برحسب عكس سلولها در دانسعي ك
(cells/cm2)با بقاء كامل، درصد بقاء را به دست آوريد .  

b ( ،براي سلولهايي كه به صورت سوسپانسيون رشد مي كنند
سيتوپلاسم شفاف و فاقد حالت (ا  را چك كردهظاهر آنه

اگر . و تا غلظت بذرافشاني عادي رقيق كنيد) دانه دانه
سلولها شمارش شده و ميزان زيستايي به دست آورده شود 
  اين كار دقيق تر انجام شده و در اين صورت سلولها را 
مي توان تا غلظت بذرافشاني عادي سلولهاي زنده رقيق 

  .كرد
 dye)تايي كه از روش جلوگيري از ورود رنگ ميزان زيس
exclusion) به دست آمده بايد بر روي برگ ثبت يا فايل  

از . مناسب ثبت شده تا براي ذوب كردن در آينده استفاده شود
 عملكرد يتهر انجماد جديد بايد يك آمپول ذوب شود تا موفق

  .تأييد شود
 ممكن است كل فلاسك با رشد :فلاسك هاي انجماد

 5-10%سلولها تا مرحله انتهايي فاز لگاريتمي و افزودن 
DMSO به كمترين حجم محيط كشت كه بتواند به طور مؤثر 

  تك لايه را بپوشاند و قرار دادن فلاسك در يك ظرف 
ظرف عايق .  منجمد شودmm15پلي استيرن با ضخامت ديواره 

ن به ميزا  قرارداده مي شود و-Cº 90 تا -Cº 70در يك فريزر 
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تا زماني كه فلاسك در .  در هر دقيقه سرد مي شودCº 1حدود 
ظرف خود از فريزر خارج نشود، بقاء براي چند ماه خوب 

 خانه به همين طريق 24همچنين ممكن است پليت هاي . است
 محيط كشت انجماد در هر چاهك منجمد شوند و µl 150با 

  ز اين روش را مي توان براي ذخيره سازي تعداد زيادي ا
  .كلون ها در طي روش هاي ارزيابي استفاده كرد

  
  طراحي و كنترل استوك ها ي فريزر 

به محض اين كه سلولهاي حاصل از واكشت يك كشت 
نياز باشند و  اوليه يا يك رده سلولي تازه به دست آمده، مازاد بر

مشخص شود كه عاري از آلودگي مي باشند، بايد تعدادي 
  token freezeد شوند كه به آنها آمپول از آن سلولها منجم

وقتي كه رده سلولي به طور موفقيت آميز تكثير . گفته مي شود
شد يا يك سويه سلولي كلون شده با ويژگي هاي مورد نظر 
انتخاب شد و هويت و عاري بودن از آلودگي آن تأييد شد، يك 

  بايد به صورت منجمد ذخيره (seed stock)استوك بذر 
  .شود

  
  وجودي فريزركنترل م

استوك بذر بايد حفاظت شده و نبايد در موارد عادي در 
وقتي يك آمپول ذوب مي شود تا زيستايي . دسترس باشد

استوك بذر چك شود و اگر استفاده از رده سلولي در آينده 
نزديك انتظار مي رود، سلولها را مي توان براي استوك توزيع 

(distribution stock)هاي اين استوك در آمپول .   رشد داد
اين افراد در صورتي . صورت نياز در اختيار افراد قرار مي گيرد

كه به اين استوك در فاصله زماني طولاني نياز داشته باشند بايد 
 مخصوص خود را  (user stocks)استوك هاي مصرف كننده

منجمد كنند و زماني كه كار آنها با استوك تمام شد بايد دور 
ك هاي مصرف كننده هرگز نبايد در اختيار استو. ريخته شود

  مصرف كننده ديگري قرار گيرد زيرا به طور كامل تاييد 
مصرف كنندگان جديد بايد يك كشت يا آمپول از . نشده اند

  وقتي كه استوك توزيع تمام شد، . استوك توزيع درخواست كنند
وقتي كه . مي توان آن را از استوك بذر مجدداً جايگزين كرد

 آمپول رسيد، بايد قبل از خارج كردن 5ك بذر به كمتر از استو
آمپول ديگر و با حداقل افزايش در شماره نسل از اولين انجماد 

  .آن را مجدداً پر كرد
  

    استوك كشتجايگزيني سريال
كشت هاي استوك بايد با فواصل زماني منظم از فريزر 

و  (genetic drift)جايگزين شده تا اثرات رانش ژنتيكي 
پس از اينكه يك رده سلولي . تغييرات فنوتيپي به حداقل برسد

 ماه در كشت بوده، ويال ديگري را ذوب كرده، 5/2به مدت 
خصوصيات آنرا چك كرده، و پس از اينكه مطمئن شديد عاري 

از آلودگي است، آنرا رشد داده تا جايگزين استوكهاي موجود 
 ماه خارج از 3استوكهاي موجود را زمانيكه به مدت . شود

فريزر بودند دور ريخته و استوك هاي جديد را جايگزين آنها 
اين فرايند را در مورد سلولهايي كه داراي يك زمان دو . كنيد

   ساعت مي باشند هر24 حدود (PDT)برابر شدن جمعيت 
رده هاي سلولي كه داراي زمان دو .  ماه يكبار تكرار كنيد3 

ر يا بلندتر مي باشند، ممكن  كوتاهت(PDT)برابر شدن جمعيت 
است به ترتيب به فواصل زماني كوتاهتر و يا بلندتري براي 

  جايگزيني نياز داشته باشند
.  

   (cell banks)بانك هاي سلولي 
  چندين بانك سلولي براي ذخيره سازي مطمئن و توزيع

بعنوان يك قانون كلي، .  رده هاي سلولي معتبر وجود دارد
كه استوك بذر اوليه از يك بانك سلولي ترجيح داده مي شود 

معتبر تهيه شده كه تعيين ويژگيهاي لازم و كنترل كيفيت بر 
بعلاوه قوياً توصيه مي شود كه شما . روي آن انجام شده باشد

كشت هاي با ارزش را به يك بانك سلولي ارائه كرده تا علاوه 
 فراهم  ديگر رابر نگهداري از آن، امكان توزيع آن در بين افراد

ك هاي سلولي اطلاعات مربوط به رده هاي بعضي از بان. سازد
  . گذارند  در دسترس افراد ميon lineسلولي را به صورت 

  
  

    
 آمپول ها از فريزر خارج .ذوب كردن سلولها: 12-9شكل 

شده و سريع در آب گرم در زير پوشش ذوب مي شوند زيرا در 
 شده باشند خطر انفجار صورتي كه آمپول ها در فاز مايع ذخيره

  .وجود خواهد داشت
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  انتقال دادن سلولها
 شده منجمد يرده هاي سلولي را مي توان به صورت ويالها

يا بصورت كشت هاي فعال از يك آزمايشگاه به آزمايشگاه 
  .ديگر انتقال داد

  آمپول هاي منجمد شده 
   جامد در يك جعبه فوم CO2آمپول هاي منجمد را در 

آمپول را هر چه . داراي ديواره ضخيم حمل كنيدپلي استيرن 
 جامد انتقال دهيد، زيرا CO2  سريعتر از فريزر نيتروژن مايع به

  در هر دقيقه گرم شده و نبايد دماي C °20-10به ميزان حدود
يك لوله سانتريفوژ پلي پروپيلن .  برسد– c°50آن به بالاتر از 

آمپول را . قرار دهيدجامد در يك جعبه عايق  CO2در دار را در 

در (از فريزر خارج كرده، سريع آن را در دستمال كاغذي جاذب 
پيچيده و آن را در لوله پلي پروپيلن قرار داده و ) صورت نشتي

 با cm30×30×30جعبه بايد حدود . در لوله را محكم ببنديد
 و يك فضاي مركزي حدود cm5ضخامت ديواره 

cm20×20×20شما حدود .  باشدkg5 CO2  جامد براي  
معمولاً اگر سلولها  درست . پر كردن فضاي مركزي نياز داريد

 روز به صورت منجمد باقي مي مانند 3بسته بندي شوند آنها تا 
. اما اگر آهسته ذوب شوند، زيستايي آنها سريع كاهش مي يابد

جامد حل مي شوند بايد حمل كننده  CO2وقتي كه سلولها در 
ريافت، آمپول ها بايد ذوب شده و همانند در موقع د. مطلع باشد

  .حالت طبيعي بذرافشاني شوند
  

 يك آمپول، ذوب شده و سلولها تا ميزان مورد نظر براي استفاده منظم رشد داده .جايگزيني كشت به صورت سريال: 12-10شكل   
بعد از . يد ذوب شده و رشد داده مي شودسه ماه پس از اولين ذوب، يك آمپول جد.  ماه نگهداري مي شوند3مي شوند و به مدت 

چك كردن خصوصيات استوك جديد، استوك قديمي دور انداخته مي شود، چرخه هر سه ماه يكبار تكرار مي شود به طوري كه هيچ 
  . ماه استفاده نمي شوند3كدام از كشت ها به مدت بيش از 

  
 

 ت آمپول فريزر شده يا به صورت كشت در حال رشد حمل  سلولها به صور.محفظه مخصوص انتقال سلولها: 12-11شكل   
 جعبه مقوايي محكم با آستر پلي استيرن عايق حاوي يخ خشك كه آمپول در يك لوله داراي يك لايه جاذب در داخل (a). مي شوند

 با باد كردن محفظه  محفظه پلاستيكي دو لايه كه(b). يك كيسه داراي در زيپي قرار گرفته و در مركز يخ خشك گذاشته مي شود
  .بيروني فلاسك در قسمت داخلي گذاشته شده است



  
  فصل سيزدهم

  
  
  
  

  (Quantitation)تعيين كميت 
  
  
  
  

در كشت سلولي كميت سنجي براي بررسي خصوصيات 
رشد رده هاي سلولي مختلف براي تجزيه و تحليل هاي 
آزمايشي و براي ايجاد شرايط كشت مناسب براي ثبات كشت 

كار كردن در .  رده هاي سلولي مورد نياز استظاوليه و حف
كه كشت ها  ياز براي به حداقل رساندن زمانيشرايط استريل و ن

خارج از انكوباتور هستند، اغلب منجر به درجه اي از سازش 
هرچند كشت اوليه و نگهداري . بين سرعت و دقت مي شود

طبيعي نيازمند يك روش كمي براي اطمينان از تكرار پذيري 
(reproducibility) بقاء مي باشد، سرعت دستكاري براي 

 و رشد مناسب كليدي مي باشد، بنابراين در اين خوب سلولي
شرايط، بعنوان مثال كاهش دقت در پي پتينگ ممكن است به 

هرچند در شرايط . دنبال دستكاري سريع قابل قبول باشد
آزمايشي، بايد دقت افزايش يابد، حتي اگر عملكرد كمي كندتر 

 ممكن است در نگهداري ± 10%هرچند يك خطاي . شود
 ± 5% اين مقدار بايد آزمايشيل قبول باشد، در شرايط روتين قاب

 .باشد

براي اكثر فعاليت هاي مربوط به كشت سلولي از قبيل 
منجمد ، تكنيكهاي آميختن سلولي، (transfection)فاژآلايي
 و واكشت روتين نياز به (cryopreservation) نگهداري

تعيين . تعيين كميت سلولها قبل از استفاده از آنها مي باشد
كميت شامل تعيين تعداد سلولها، اجزاء تشكيل دهنده سلولي، 

مثل بيان ژن، فعاليت هاي آنزيمي، حركت (فعاليت هاي سلولي، 
كميت سنجي صحيح . نتيك تكثير سلولي مي باشدكو ) و غيره

براي ثبات نگهداري و براي آناليز پاسخ سلولها نسبت به 
استفاده .  نياز مي باشدتغييرات محيطي يا شرايط آزمايشي مورد

از يك تعداد ثابت از سلولها، رشد بهينه را حفظ كرده و 
همچنين به استاندارد سازي روشهايي كه از كشت سلولي 

  .استفاده مي كنند كمك مي كند

  شمارش سلولي
در حاليكه وضعيت رشد يك كشت را مي توان از ظاهر آن 

 كشت و زير ميكروسكوپ حدس زد، استاندارد سازي شرايط
آزمايشات كمي صحيح مشكل بوده، مگر اينكه سلولها قبل، بعد 

  .و ترجيحاً در حين هر آزمايش شمارش شوند
  

   (Hemocytometer)هموسيتومتر 
غلظت يك سوسپانسيون سلولي را مي توان با ريختن 
سوسپانسيون سلولي در يك محفظه داراي ابعاد مشخص در زير 

ولها در يك ناحيه تعداد سل. ميكروسكوپ مشخص كرد
مشخص با عمق معين شمارش شده و سپس غلظت سلولي از 

  .آن بدست مي آيد
  

 شمارش سلولي توسط  -13-1دستور كار 
  سلوليزيستايي هموسيتومتر و بررسي 

  مواد و وسايل
  :استريل

D-PBSA  
   درصد خام25/0تريپسين 

  محيط كشت رشد
) وژي سرم فيزيولmL100 در g4/0( درصد 4/0تريپان بلو 

اي  ه فاقد هر نوع ذر صاف شده تاµm22/0كه توسط فيلتر 
  باشد

   پي پت هاي پاستور يا سر سمپلر هاي زرد
  :غيراستريل

  µL  100 يا  سمپلر قابل تنظيم µL20سمپلر 
  )نئوبار اصلاح شده(هموسيتومتر 

Tally counter 
 ميكروسكوپ 
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يده  تريپان بلو سمي است و اگر استنشاق شده يا بلع)احتياط
تريپان بلو باعث سوزش چشمها شده، . شود، مضر مي باشد

پوست را تحريك كرده و باعث سرطان در حيوانات 
در هنگام كار با تريپان بلو احتياطات لازم . آزمايشگاهي مي شود

  .صورت گرفته و از هود و دستكش استفاده شود
  دستور كامل

  :از سلولها نمونه برداري كنيد-1
a(يه،براي كشت هاي تك لا 
i( تك لايه را تريپسينه كرده و سپس آنرا در محيط كشت به

 سلول 1 × 106حالت سوسپانسيون در آورده تا غلظت حدود 
  .در ميلي ليتر حاصل شود

ii ( سوسپانسيون را به طور كامل مخلوط كرده تا سلولها پخش
از آنرا به يك ويال ) mL1حدود(شوند و يك نمونه كوچك 

  .ل دهيديا لوله آزمايش انتقا
b(براي كشت هاي سوسپانسيون 
i ( سوسپانسيون را به طور كامل مخلوط كرده تا هر نوع توده

  .سلولي به طور كامل پخش شود
ii (mL1 از سوسپانسيون را به يك ويال يا لوله آزمايش انتقال 

  .دهيد
  مورد نياز cell/mL 106×1براي اين روش حداقل حدود 

 در صورت رقيق بودن بنابراين ممكن است كه. مي باشد
  به مدت g100در (سوسپانسيون سلولي، آنرا سانتريفوژ كرده 

و مجدداً آنرا در يك حجم مشخص كمتر به صورت )  دقيقه2
  .سوسپانسيون در آورد

 :آماده سازي لام-2
a( در حين تميز .  كاملاً تميز كنيد70%لام و لامل را با الكل

ه اي لام كردن مراقب باشيد كه بر روي سطح نيمه نقر
  .خراش ايجاد نشود

b( لبه هاي لام را كمي مرطوب كرده يا برروي آن دميده تا
لامل را بر روي ناحيه شمارش نيمه نقره اي . مرطوب شود

ظاهر شدن الگوهاي . قرار داده و كمي به پايين فشار دهيد
حلقه هاي نيوتن يا رنگ هاي رنگين كمان بين لام (تداخلي 

، )تشكيل شده توسط روغن در آبو لامل، شبيه حلقه هاي 
 .نشان دهنده قرار گيري صحيح لامل برروي لام مي باشد

3-mL1 از محلول تريپان بلو به سوسپانسيون سلولي اضافه 
املاً و سپس نمونه سلولي را ك) 2ضريب رقت (كرده 

پتينگ كنيد تا هر گونه توده اي مخلوط كرده و به آرامي پي 
 نمونه را توسط يك از µL 20سپس حدود . پخش شود

ه مايع در اجازه ندهيد ك.  پي پت پاستور يا سمپلر برداريد
 چون باعث از دست رفتن سلولها پي پت پاستور بالا رود

 .مي شود
سر سمپلر يا پي پت پاستور را در محل تماس بين محفظه -4

شمارش و لامل قرار داده و اجازه دهيد كه سوسپانسيون 
هيچگونه فشاري براي . سلولي وارد محفظه شمارش شود

اينكار لازم نمي باشد زيرا مايع به خاطر خاصيت موئينه 
محفظه را كمتر يا بيشتر از مقدار . وارد محفظه مي شود

مورد نياز پر نكنيد، در غير اينصورت، ممكن است به دليل 
 .تغييرات فشار سطحي ابعاد آن تغيير يابد

شته و محفظه  از سوسپانسيون سلولي را برداµL 20مجدداً -5
 .دوم هموسيتومتر را پر كنيد

بدون اينكه مايع از زير (هر گونه مايع اضافي را پاك كرده -6
و لام را روي صفحه ) لامل به بيرون كشيده شود

 . ميكروسكوپ قرار دهيد
 را انتخاب كرده و برروي خطوط مشبك 10×عدسي شيئي -7

 .در داخل محفظه فوكوس كنيد
هيد كه ميداني كه شما مي بينيد لام را به گونه اي حركت د-8

ناحيه مركزي شبكه و بزرگترين ناحيه اي باشد كه شما 
  mm21اين ناحيه . قادريد به صورت خط موازي ببينيد

 برحسب 10×با يك عدسي شيئي استاندارد . مي باشد
  ميدان ديد اين ناحيه تقريباً ميدان ديد را پر كرده و يا 

 . ن ديد مي باشدگوشه هاي آن كمي بيرون از ميدا
) رنگ شده و رنگ نشده را به صورت مجزا(تعداد سلولها -9

سلولهايي را كه بر .  شمارش كنيدmm21در اين ناحيه 
روي خطوط بالايي و خطوط سمت چپ هر مربع قرار 
گرفته اند را در داخل مربع فرض كرده و شمارش كنيد اما 

را آنهايي كه بر روي خطوط پاييني يا سمت راست هستند 
 .خارج فرض كرده و نشماريد

 سلول در هر 100-300براي كشت روتين سعي كنيد بين 
mm2هرچه تعداد سلولهاي شمارش شده بيشتر .  شمارش شود

 براي آزمايشات كمي .باشد، دقت شمارش افزايش مي يابد
  . سلول شمارش شود 500-1000دقيق تر بهتر است 

a( اگر تعداد سلولها خيلي كم بود )mm2/100< ( يك يا ،
احاطه كننده ) mm21هر كدام (تعداد بيشتري از مربع هاي 
  .مربع مركزي را شمارش كنيد

b( اگر تعداد سلولها خيلي زياد بود)mm2/1000> ( فقط پنج
كه هر كدام توسط سه خط موازي احاطه ( مربع كوچك 

شمارش ) mm21(را در امتداد قطر مربع بزرگتر ) شده اند
 .كنيد

ادن صفحه ميكروسكوپ، محفظه دوم  با حركت د-10
آن  هموسيتومتر را مشاهده كرده و تعداد سلولها را در

  .شمارش كنيد
  :تجزيه و تحليل داده ها

104=A×B×C×تعداد كل سلولهاي زنده   
104=A×B×D×تعداد كل سلولهاي مرده   

   تعداد كل سلولها=تعداد سلولهاي زنده + تعداد سلولهاي مرده 
  زيستايي = اي زندهتعداد سلوله ×%100

  تعداد كل سلولها                  
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 قرار دادن لامل بر (b). و لامل قبل از استفاده) نئوبار اصلاح شده( لام هموسيتومتر(a) .استفاده از يك لام هموسيتومتر: 13-1شكل 

  نمونه سلولي را در محفظه داراي عمق مقطع طولي لام كه موقعيت(d).  اضافه كردن سوسپانسيون سلولي به لام(c). روي لام
 mm 1/0نشان مي دهد  .(e)مشاهده لام در زير ميكروسكوپ  .(f)ناحيه مركزي كه .  نماي بزرگنمايي شده از كل ناحيه مشبك لام

 mm 1×1اين ناحيه تقريباً مربع .  پوشش داده مي شود10 ×با دايره نقطه چين احاطه شده است، ناحيه اي است كه توسط عدسي 
   مربع كوچكتر25كه ) 10×عدسي شيئي ( عكس ميكروسكوپي با بزرگنمايي كم (g). مركزي ناحيه مشبك را شامل مي شود

 µm 200×200 لام را كه مربع mm 1×1رنگ) آميدوبلك(سلولها با نفتالن بلك.  مركزي لام را تشكيل مي دهند، نشان مي دهد  
 كوچكتر كه توسط سه خط µm200 از يكي از مربع هاي) 40×عدسي شيئي (ايي بالا عكس ميكروسكوپي با بزرگنم(h)..  شده اند

سلولهاي زنده رنگ نمي شوند و شفاف بوده و يك حلقه . مي شود) µm50×50( مربع كوچكتر 16موازي محصور شده و حاوي 
  .عكس كننده نور ندارندسلولهاي مرده تيره بوده و هيچ گونه حلقه من. منعكس كننده نور در اطراف آنها وجود دارد
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  كه در آن 
A :حجم سلولها  
B :ضريب رقت در تريپان بلو  
C : زنده(ميانگين تعداد سلولهاي رنگ نشده( 
D : مرده(ميانگين تعداد سلولهاي رنگ شده(  
  به ميلي ليتر mm31/0 تبديل : 104
  

، عمق (improved neubar)براي لام نئوبار اصلاح شده
نابراين حجم هر مربع بزرگ  بوده و بmm1/0محفظه 

)mm21 (برابر خواهد بود با:  
 mL4-10 mm = 1/0mm× 1mm ×1  

روش شمارش سلولها با استفاده هموسيتومتر، يك روش 
ارزان بوده و امكان مشاهده سلولهايي را كه شمارش مي كنيد  

در صورتي كه در هنگام شمارش . براي شما فراهم مي سازد
ن غلظت سلولي بوده و تعيين سلولها هدف فقط مشخص كرد

مورد نظر نباشد، شمارش را بدون استفاده از تريپان بلو زيستايي 
  .انجام دهيد و تعداد كل سلولها را شمارش كنيد

از معايب اين روش اين است كه نسبتاً كند بوده و هم در 
روش نمونه برداري و هم در تعداد كل سلولهاي شمارش شده 

ب خطاها با نمونه برداري و انتقال اغل. مستعد خطا مي باشد
قبل از نمونه برداري . نادرست سلولها به محفظه روي مي دهد

مطمئن شويد كه سوسپانسيون سلولي به طور كامل مخلوط شده 
است و به سلولها زمان لازم براي ته نشين شدن يا چسبيدن به 
سر پي پت پاستور، قبل از انتقال آنها به داخل محفظه 

همچنين مطمئن شويدكه سوسپانسيون به . ر را ندهيدهموسيتومت
صورت تك سلولي مي باشد، چون توده هاي سلولي باعث 

توده هاي بزرگ ممكن است . خطاء در شمارش مي شوند
. آهسته وارد محفظه شده و يا اصلاً قادر به ورود به آن نباشند

اگر در طي آماده سازي سوسپانسيون سلولي قادر به برطرف 
وده هاي سلولي نبوديد، سلولها را در اسيد سيتريك كردن ت

M1/0 كريستال ويوله در 1/0% حاوي °C37 به مدت يك 
  .ساعت ليز كرده و سپس تعداد هسته ها را شمارش كنيد

عوامل ايجاد خطاء در روش شمارش سلولها توسط 
  :هموسيتومتر

  حضور حباب هاي هوا و ذرات زائد در محفظه شمارش -1
  حد محفظه شمارش پركردن بيش از-2
 پركردن ناكافي محفظه شمارش -3
 پخش غير يكنواخت سلولها در محفظه شمارش -4
اين مشكل را ): غلظت پايين سلولي(تعداد بسيار كم سلولها-5

مي توان با سانتريفوژ كردن سلولها و معلق سازي مجدد آنها 
 .در حجم كمتر مرتفع ساخت

اين مشكل را ): غلظت بالاي سلولي(تعداد بسيار زياد سلولها -6
 مي توان با استفاده از ضريب رقيق سازي بالاتر در 

 . بر طرف كرد1:10تريپان بلو مثلاً 
  شمارش الكترونيكي 

دراين روش سلولها از طريق يك منفذ كوچك به داخل 
كشيده شده و در حين عبور، باعث افزايش مقاومت الكتريكي 

مي شوند و جريان عبوري از منفذ، متناسب با حجم سلولها 
توليد يك سري از پالس ها را مي كنند كه اين پالس ها مرتب 

وقتي شمارش شروع مي شود حجم . شده و شمارش مي شوند
. مشخصي از سوسپانسيون سلولي از طريق منفذ كشيده مي شود

 متناسب با حجم خود، جريان عبور ،هر سلول با عبور از منفذ
تغيير در مقاومت، ايجاد اين . يافته از منفذ را تغيير مي دهد

 كرده كه توسط دستگاه تقويت كننده ) amps-1(پالس
چون اندازه هر . تقويت شده و شمارش مي شود) آمپلي فاير(

مي باشد، توليد ) يا هر ذره ديگر(پالس متناسب با حجم سلول 
  .پالسهايي با ارتفاعهاي متفاوت مي شود

  
  
  
  
  

  
  
  

 .CASYونيكي دستگاه سلول شمار الكتر: 13-2شكل 
 براي تعيين اندازه سلولها و CASY1دستگاه سلول شمار 

افتراق بين سلولها زنده و سلولهاي غير زنده و سلولهاي منفرد و 
  .توده ها مناسب مي باشد
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 .CASYطرز كار دستگاه سلول شمار : 13-3شكل 
در يك لوله ) CASYton يا D-PBSAمثل (الكتروليت 

ل شده و يك مقدار مشخص از نمونه منفذدار به يك پمپ متص
وقتي كه سلول از منفذ عبور مي كند . سلولي را از بشر مي كشد

ميزان جريان عبوري تغيير كرده و يك سيگنال توليد مي شود كه 
  .ميزان آن متناسب با حجم سلول مي باشد

  
  

 شمارش الكترونيكي سلولها  -13-2دستور كار
  توسط مقاومت الكتريكي

  
  طرح كلي

محلول (ك نمونه از سلولها را در الكتروليت رقيق كرده ي
، نمونه رقيق شده را در زير )D-PBSAنمكي فيزيولوژيك يا 

 از نمونه رقيق شده در mL  5/0لوله قرار داده و با كشيدن
  .دستگاه، سلولها را شمارش كنيد

  
  مواد

  :استريل يا تهيه شده به روش استريل
  كشت سلولي 

D-PBSA 
   درصد25/0 تريپسين خام

  محيط كشت رشد
  :غير استريل

  (counting cups)ظروف مخصوص شمارش
  دستور كار

 تك لايه سلولي را تريپسينه كرده يا يك نمونه از كشت -1
سلولها بايد به خوبي مخلوط شده و . سوسپانسيون برداريد

  .بصورت سوسپانسيون تك سلولي باشند
 يا mL25 نمونه سوسپانسيون سلولي را داخل يك بشر -2

 از مايع mL20ظرف نمونه برداري يكبار مصرف با 
 1:50 به نسبت (counting fluid)مخصوص شمارش 

 .رقيق كنيد
   توزيع سريع مايع شمارش مي تواند منجر به ايجاد )نكته

حباب هاي هوا شود كه در دستگاه شمارشگر شمارش 
در نتيجه، مايع شمارش بايد چند لحظه قبل از . خواهند شد

اگر مايع ابتدا توزيع شود و . مارش ثابت نگه داشته شودش
  سپس سلولها به آن اضافه شوند، اين مشكل به حداقل

  . مي رسد
 سوسپانسيون را به خوبي مخلوط كرده و آنرا در زير نوك -3

منفذ پوشيده بوده مطمئن شويد كه . لوله منفذ دار قرار دهيد
ر نمونه غوطه ور و الكترود بيروني در مايع شمارش در بيشت

  .است
 . برنامه دستگاه را تنظيم كنيد-4
a(  تنظيم آستانه) ًحداقل اندازه سلول معمولاµm7 (  
b(  حذف پس زمينه )در صورت استفاده( 
c( حجمي كه بايد شمارش شود) ًمعمولاmL5/0( 
d(  تنظيم رقت) ًاگر 50مثلا mL4/0 در mL20از  

 D-PBSAشمارش مي شود ( 
  .د صفحه آنالوگ را چك كني-5
a (براي اطمينان از اينكه تمام سلولها در تنظيم)آستانه ) هاي

  قرار مي گيرند؛
b ( كه با يك [يا بقاياي سلوليزيستايي براي چك كردن

 بر روي منحني يا هيستوگرام (shoulder)خميدگي
  .]مشخص شده و زير تنظيم آستانه طبيعي قرار مي گيرد

(c براي چك كردن تجمع ) بالاي محدودة كه توسط ذراتي كه
   .)اندازه طبيعي هستند نشان داده مي شود

  .شمارش سلولي را شروع كنيد -6
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وقتي چرخه شمارش كامل شد، توزيع اندازه بر روي صفحه -7
سوئيچ كردن به صفحه ديجيتال، . آنالوگ ظاهر خواهد شد

 . تعداد سلول در ميلي ليتر را خواهد داد
  

 تنظيم شده باشد، اگر زمينه و رقت درست :تجزيه و تحليل
غلظت سلولي مطابق با سوسپانسيون اوليه قبل از رقيق كردن با 

در غير اينصورت، اگر دستگاه . مايع شمارش مي باشد
 از يك رقت mL5/0شمارشگر به گونه اي تنظيم شده است كه 

 ضرب 100 را شمارش كند، شمارش نهايي بايد در عدد 1:50
ر سوسپانسيون سلولي اوليه شود تا غلظت سلولي در هر ميلي ليت

بعضي از دستگاهها به صورت اتوماتيك ضريب . دست آيبد
رقت را جبران مي كنند، بنابراين راهنماي استفاده از دستگاه را 

  .از اين نظر بررسي كنيد
  

  تكثير سلولي 
اغلب، اندازه گيري ميزان تكثير سلولي براي تعيين پاسخ 

همچنين . ده مي شودسلولها به يك محرك يا سم خاص استفا
تعيين ميزان رشد بافت در نگهداري روتين مهم است، چون يك 
عامل اساسي براي ثبات كشت بوده و دانستن بهترين زمان براي 

 (plating efficiency)واكشت، رقت بهينه، كارايي پليتينگ 
تقريبي در دانسيته هاي مختلف سلولي، تست كردن محيط 

ا بسترها و غيره همگي كشت، سرم، ظروف كشت جديد ي
  .نيازمند ارزيابي كمي مي باشند

  
   (experimental design)طراحي تجربي 

دانستن مرحله رشد يك كشت و پارامترهاي كنتيكي آن، در 
كشت ها . طراحي آزمايشهاي كشت سلولي ضروري مي باشد

و فاز ) logمرحله (، دوره رشدنمايي (lag)در مرحله تأخير
 بسياري از خواص به ميزان زيادي با هم  در(plateau) سكون

بنابراين در نظر گرفتن وضعيت رشد هم در . متفاوت مي باشند
شروع يك آزمايش و هم در زمان نمونه برداري به منظور تعيين 
اين كه آيا در حالت تكثير مي باشد و يا نه و اگر هست، طول 

 و زمان چرخه (PDT)مدت زمان دو برابر شدن جمعيت 
سلولهايي كه وارد فاز ايستايي شده اند . مهم مي باشدسلولي 

داراي ميزان رشد بسيار كم و مورفولوژي متفاوت بوده و ممكن 
 شوند اين سلولها عموماً تمايل دارند (polarized)است قطبي

ماتريكس خارج سلولي بيشتري را ترشح كرده و ممكن است 
ي در فاز معمولاً، كشت هاي سلول. جداسازي آنها مشكل باشد

لگاريتمي با ثبات تر و يكنواخت تر بوده و نمونه برداري در 
  انتهاي فاز لگاريتمي بالاترين راندمان  و بيشترين توليد را

  . مي دهد
همچنين در نظر گرفتن تاثيرات طول مدت زمان يك 

. روي انتقال از يك حالت به حالت ديگر مهم است آزمايش بر
 نمايي و سنجش كردن بعدي  آن افزودن يك دارو در اواسط فاز

ممكن است بر حسب اينكه وقتي جمع آوري مي شود در رشد 
. نمايي بوده و يا وارد فاز ايستايي شده باشد، متفاوت مي باشد

برنامه ريزي براي تيمار و نمونه برداري نيازمند اطلاعات 
  .بيشتري از پارامترها چرخه رشد مي باشد

  

  چرخه رشد
 شرح داده شد، به دنبال واكشت دادن، همانگونه كه قبلاً

، نمايي يا فاز  يك الگوي رشد مشخص از فاز تاخيرسلولها با
فازهاي . لگاريتمي و ايستايي يا فاز سكون به پيش مي روند

 و ايستايي، اطلاعات لازم در مورد رده سلولي، زمان لگاريتمي
 دو برابر شدن جمعيت در طي رشد نمايي و حداكثر دانسيته

. سازد مي را فراهم) دانسيته اشباع(ن وكلي حاصل در فاز سسلو
 براي تعيين پاسخ سلولي نسبت به شرايط PDTاندازه گيري 

كشت تحريك كننده يا باز دارنده متفاوت از قبيل تغيير در 
غلظت مواد غذايي، تاثيرات هورموني يا داروهاي سمي استفاده 

شاخص  در طي پاساژ سريال يك PDTهمچنين . مي شود
 هاي سلولي و نخوبي از كشت بوده و امكان محاسبه راند ما

  . ضريب رقت مورد نياز در واكشت را فراهم مي سازد

  نقاط زماني واحداگر شكل منحني رشد مشخص نباشد،
(single time points) رشد رضايت بخش مانيتورينگ براي 

تيجه  روز مي تواند در ن5كاهش تعداد سلولها بعد از  .نمي باشد
كاهش ميزان رشد تعدادي از سلولها يا همه سلولها، يك دورة 
تاخير طولاني تر كه دلالت بر سازگاري يا از دست رفتن سلولها 

يا كاهش دانسيته ) تشخيص بين اين دو شكل مي باشد(دارد، 
اين بدان معني نيست كه گفته شود منحني هاي . اشباع باشد

منحني رشد مي تواند . درشد داراي هيچگونه ارزشي نمي باشن
براي تست كردن محيط هاي كشت، سرم، فاكتورهاي رشد و 

به طور  مورد بررسي بعضي داروها مفيد باشد و وقتي كه پاسخ 
مثلاً (كامل تعيين هويت شده و نوع پاسخ قابل پيشگويي باشد 

 ممكن نقاط زماني واحد، سپس مشاهدات )PDTيك تغيير در 
 منحني رشد، براي تعيين دانسيته مخصوصاً. است كافي باشد

اشباع مفيد مي باشد، هر چند ميزان رشد در دانسيته اشباع بايد 
   با (labeling index)توسط شاخص نشاندار كردن 

[ 3H] – thymidineسنجش شود .  

  

PDT بدست آمده از يك منحني رشد نبايد با چرخه  
وط به  يك ميانگين مربPDT. سلولي يا زمان نسل اشتباه شود

كل جمعيت بوده و نتيجه خالص محدودة وسيعي از مقادير 
تقسيم و همچنين عدم تقسيم بعضي سلولها را در داخل كشت 

زمان چرخه سلولي يا زمان نسل از يك مرحله . توصيف مي كند
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بعد از ) محور راست(و دانسيته سلولي ) محور چپ( طرح نيمه لگاريتمي از افزايش غلظت سلولي .منحني رشد: 13-4شكل 
.  كشت داده شده اند، هر روز نمونه برداري شده و شمارش مي شوندcm2 25كشت هايي كه به تعداد زياد در فلاسك هاي . واكشت

بايد امكان كشيدن يك خط مستقيم از قسمتي از نمودار كه نمايانگر رشد نمايي است و به دست آوردن زمان دو برابر شدن جمعيت 
(PDT)زمان . يه مياني اين خط وجود داشته باشد از ناحLag در حد فاصل بين زمان بذرافشاني تا آغاز مرحله نمايي مي باشد و 

  .دانسيته اشباع در فاز سكون در بالا و انتهاي نمودار يافت مي شود

  

  

  چرخه سلولي تا زماني كه دوباره به مرحله مشابه برسد را
هاي در حال تقسيم در  اندازه گيري مي كند و فقط شامل سلول

 تحت تاثير سلولهايي كه در حال رشد PDT. جمعيت مي شود
 12-15ها از PDT .  نيستند و سلولهاي مرده هم قرار مي گيرد

   تا L1210ساعت در لوكمياهاي موشي سريع الرشد مثل 
 ساعت 60-72 ساعت در رده هاي سلولي پيوسته و تا 36-24

  . د متفاوت مي باشددر رده هاي سلولي متناهي كند رش
  
  

 منحني رشد تك لايه در  - 13- 3دستور كار
  فلاسك

  
  طرح كلي 

 فلاسك ها را آماده كرده و تعداد سلولها را در فواصل زماني
  . برسدسكون روزانه شمارش كرده تا كشت به فاز

  
  مواد و وسايل 

  :استريل يا تهيه شده به روش استريل
 در HeLa-S3يا A549 ،Veroكشت سلولي تك لايه 

  1................................... در فاز تاخير لگاريتميcm275فلاسك 
 mM EDTA 10................ mL5 خام با 25/0%تريپسين 

 NaHCO3 mM4............. mL200محيط كشت رشد، با 
D-PBSA )براي شستشو و شمارش سلولي.......... mL50 

  cm225...............................................................24فلاسك 
  

  دستور كار
  .سلولها را همانند واكشت معمولي تريپسينه كنيد -1
ز محيط كشت تا  اmL150سوسپانسيون سلولي را در  -2

cells/mL 104 × 2رقيق كنيد . 
 .  را بذرافشاني كنيدcm225 عدد فلاسك 24 -3
 . قرار دهيدC°37فلاسك ها را در انكوباتور در دماي  -4

 براي اين دستور كار يك محيط كشت داراي مقدار )نكته
استفاده مي شود اما اگر يك محيط ) mM4(كم بي كربنات

استفاده ) mM 23مثلاً (ات كشت داراي مقدار زياد بي كربن
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 نيمه باز گازدهي كرده يا با در CO2 5%شود فلاسك ها را با 
   . قرار دهيدCO2  نفوذپذير در انكوباتور  با دريا
 ساعت دو فلاسك اول را از انكوباتور خارج 24بعد از  -5

 .كرده و سلولها را شمارش كنيد
(aمحيط كشت را به طور كامل خارج كنيد   .  
(b  mL 2 تريپسينEDTA/به هر فلاسك اضافه كنيد .  
(c دقيقه انكوبه كنيد15 فلاسك ها را به مدت .  

 (dسلولها را در تريپسين  EDTA/ پخش كرده و mL4/0 از 
 اضافه D-PBSA از mL6/19سوسپانسيون سلولي را به 

  .كنيد
(e تعداد سلولها را توسط دستگاه شمارشگر الكترونيكي 

  .شمارش كنيد
 ساعت بعد 72 و 48 نمونه برداي را 5حل همانند مرا -6

 .تكرار كنيد
 محيط كشت كاهش يافته است ، آنرا بعد pHدر صورتيكه  -7

 . ساعت يا زودتر تعويض كنيد72از 
يعني (نمونه برداري روزانه را براي سلولهاي سريع الرشد -8

)  ساعت مي باشندPDT ،14-12سلولهايي كه داراي يك
رداري را  براي سلولهاي كند  اما تعداد نمونه بادامه دهيد

تا )  ساعت24 بيش از PDTيعني سلولهاي داراي (رشد 
 روز يك بار كاهش دهيد تا زمانيكه به فاز سكون 2هر 

 .برسند
 روز تعويض 3 يا 2، 1، محيط كشت را هر pHبا توجه به  -9

 .كنيد
 رنگ 10 و 7، 5، 2 سلولهاي يك فلاسك را در روزهاي -10

 .كنيد
  

مارش سلولها ممكن است از يك هموسيتومتر  براي ش)نكته
استفاده شود اما ممكن است استفاده از آن براي غلظت هاي 

اگر شما براي شمارش از هموسيتومتر . سلولي كمتر مشكل باشد
 كاهش داده و mL5/0استفاده مي كنيد، حجم تريپسين را تا 

 سلولها را با دقت و بدون اينكه كف توليد شود، با استفاده از
يك سمپلر پخش كنيد و سپس سلولها را روي هموسيتومتر 

  .انتقال دهيد
 
 
 منحني رشد تك لايه در  - 13- 4تور كاردس

  پليت هاي چند خانه
  

  طرح كلي
تعدادي پليت هاي چند خانه با كشت هايي در سه غلظت 
مختلف سلولي تهيه كرده و تعداد سلولها در يك پليت را هر 

  . كشت به مرحله سكون مي رسدروز شمارش كرده تا زمانيكه

  مواد و وسايل 
  : استريل يا تهيه شده به روش استريل

 در HeLa-S3يا A549 ،Veroكشت سلولي تك لايه 
  1................................... در فاز تاخير لگاريتميcm275فلاسك 

 mM 10 EDTA................ mL5 خام با 25/0%تريپسين 
 mM26 NaHCO3.......... mL300محيط كشت رشد، با 

D-PBSA )لوليبراي شستشو و شمارش س.......... mL50 
 10................................................................... خانه12پليت 

  :غير استريل
  جعبه پلاستيكي براي نگه داري پليت ها

 براي گازدهي به جعبه ها CO2يا مخزن  CO2انكوباتور 
CO2 5%با 

  
  دستور كار

  . سلولها را همانند واكشت معمولي تريپسينه كنيد-1
 از محيط mL25 سوسپانسيون سلولي را براي هر غلظت در -2

 و cells/mL 105 × 1 ، cells/mL 104 × 3كشت تا 
cells/mL 104 × 1رقيق كنيد . 

 خانه را هر كدام با يك غلظت سلولي با 12 سه عدد پليت -3
mL2 از سوسپانسيون سلولي cells/mL 104 × 1 مناسب 

  از mL2چاهك بالايي، 4در هر كدام از 
cells/mL 104 × 3 به هر يك از چاهك هاي رديف دوم 

 به هر يك از چاهك هاي cells/mL 105 × 1 از  mL2و 
سوسپانسيون سلولي را به . رديف سوم بذرافشاني كنيد

آرامي از مركز چاهك اضافه كرده به گونه ايكه در اطراف 
چاهك بچرخد و همچنين براي مخلوط كردن سلولها پليت 
را تكان ندهيد چون حركت دوراني محيط كشت، باعث 

 .ي شودتجمع سلولها در وسط چاهك م
 مرطوب يا در جعبه اي كه در CO2 پليت را در انكوباتور -4

 گازدهي شده قرار CO2 5%آن محكم بسته شده  و با 
 .دهيد

 ساعت پليت اول را از انكوباتور خارج كرده و 24 بعد از -5
 .سلولها را در سه چاهك در هر غلظت شمارش كنيد

(a سلول كه   محيط كشت را به طور كامل از سه چاهك حاوي
  . بايد شمارش شوند، خارج كنيد

(b mL 5/0از تريپسين EDTA/ به هر يك از سه چاهك 
  .اضافه كنيد

(c دقيقه انكوبه كنيد15 پليت ها را به مدت .  
(d mL 5/0 محيط كشت داراي سرم اضافه كرده، سلولها را در 

 از mL4/0محيط كشت پخش كرده و /EDTA/تريپسين
 اضافه D-PBSA از mL6/19  سوسپانسيون سلولي را به

  .كنيد
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(e سلولها را توسط دستگاه شمارشگر الكترونيكي شمارش 
  .كنيد

 سلولهاي موجود در چاهكهاي باقيمانده در هر غلظت را -6
  .رنگ كنيد

 براي شمارش سلولها ممكن است از يك هموسيتومتر )نكته
استفاده شود اما ممكن است استفاده از آن براي غلظت هاي 

اگر شما براي شمارش از هموسيتومتر . ي كمتر مشكل باشدسلول
 كاهش داده و mL1/0 استفاده مي كنيد، حجم تريپسين را تا

سلولها را با دقت و بدون اينكه كف توليد شود، با استفاده از 
يك سمپلر پخش كنيد و سپس سلولها را روي هموسيتومتر 

  .انتقال دهيد
 ساعت بعد 72 و 48ي را  نمونه بردا6 و 5 همانند مرحله -7

 .تكرار كنيد
 محيط كشت كاهش يافته است، آنرا بعد pH در صورتيكه -8

 . ساعت يا زودتر تعويض كنيد72از 
يعني ( نمونه برداري روزانه را براي سلولهاي سريع الرشد-9

)  ساعت مي باشندPDT ،14-12سلولهايي كه داراي يك
ي سلولهاي كند رشد ادامه دهيد، اما تعداد نمونه برداري برا

 2را تا هر )  ساعت24 بيش از PDTيعني سلولهاي داراي (
 .روز يك باركاهش دهيد تا زمانيكه به فاز سكون برسند

 روز تعويض 3 يا 2، 1، محيط كشت را هر pH با توجه به -10
  .كنيد

 
  :تجزيه و تحليل منحني هاي كشت تك لايه

ليتر از محيط تعداد سلولها را در هر چاهك، در هر ميلي -1
كشت و در هر سانتيمتر مربع از سطح رشد موجود در 

 :چاهك به صورت زير حساب كنيد
a( تعداد بدست آمده از شمارش الكترونيك يا :شمارش اوليه 

 (cells/mL) هموسيتومتر، تعداد سلولها در هر ميلي ليتر 
  .از محلول تريپسينه مي باشد

(bنيكه  زما: تعداد سلول در فلاسك يا چاهك mL1 
تريپسين براي تريپسينه كردن استفاده مي شود، شمارش 
. اوليه با تعداد سلولها در فلاسك يا چاهك يكسان مي باشد

 تريپسين استفاده شده باشد، تعداد سلولها دو mL2 اگر 
. برابر شده تا تعداد سلولها در فلاسك يا چاهك بدست آيد

داد سلولهاي  تريپسين استفاده شده باشد، تعmL5/0 اگر 
 كرده تا تعداد سلول در هر 2شمارش شده را تقسيم بر 
  .فلاسك يا چاهك بدست آيد

(c  تعداد سلول در هر ميلي ليتر از محيط كشت) غلظت
 تعداد سلولهاي هر چاهك يا فلاسك را بر حجم ):سلولي

  .محيط كشت مورد استفاده در طي كشت تقسيم كنيد
(d ربع از سطح رشدتعداد سلول در هر سانتيمتر م) دانسيته

 تعداد سلولهاي هر چاهك يا فلاسك را بر ناحيه ):سلولي
چون در بين ظروف . سطحي چاهك يا فلاسك تقسيم كنيد

كشت شركت هاي توليدي مختلف تغييرات اندكي وجود 
دارد، بهتر است كه ناحيه سطحي ظرف كشت مورد استفاده 

 در يك پليتبعنوان يك راهنماي كلي، . اندازه گيري شود
 خانه 12 و در يك پليت cm22 خانه هر چاهك 24

cm28/3 مي باشد. 
و ) سلول در سانتيمتر مربع(منحني دانسيته سلولي  -2

هر دو در مقياس ) سلول در ميلي ليتر(غلظت سلولي
 رسم  رالگاريتمي بر حسب زمان به صورت مقياسي خطي

 .كنيد
 . و دانسيته سكون را مشخص كنيدPDT، زمان تاخير-3
در . دانسيته مناسب شروع براي پاساژ روتين را مشخص كنيد-4

 صورت نياز، منحني رشد را در غلظت هاي سلولي 
 .حد واسط تكرار كنيد

منحني رشد را در شرايط مختلف مقايسه كرده و سعي شود -5
 .كه داده ها تفسير گردد

  :  سلولهاي رنگ شده در هر دانسيته را بررسي كرده تا-6
(aه آيا توزيع سلولي در فلاسك ها يا  مشخص شود ك  

چاهك ها يكنواخت است و آيا سلولها در اطراف چاهك 
  .رشد مي كنند

(b تفاوت هاي مورفولوژي سلولي با افزايش دانسيته مشاهده 
  .شود

(cسلول در سلولهاي طبيعي و ترانسفورم - بر همكنش سلول 
  .شده مقايسه شود

  
  

  ه سلولي حجم محيط كشت، غلظت سلولي و دانسيت
وقتي كه پليت هاي چاهك دار استفاده مي شوند و داده ها 
با فلاسك هاي كشت مقايسه مي شوند يادآوري اين نكته مهم 
  است كه حجم محيط كشت مورد استفاده در يك پليت 
چاهك دار اغلب براي يك ناحيه سطحي معين بالاتر است و 

اگر . باشد دانسيته سلولي بيشتر مي ،براي غلظت سلولي مشابه
cells/mL 104 × 2 در mL5 در يك فلاسك cm225 

 سلولي در هنگام بذرافشاني دانسيتهبذرافشاني شود، 
cells/cm24000) 25 ÷ 5 × 20000 ( خواهد بود، در حاليكه

 خانه 12 در يك پليت mL2اگر غلظت سلولي مشابه در 
 × cells/cm210500) 8/3 ÷ 2 سلولي دانسيتهبذرافشاني شود، 

 دانسيته دو برابر بيشتر از دانسيتهاين . خواهد بود) 20000
سلولي فلاسك است و سلولها تقريباً يك روز زودتر به فاز 

براي مقايسه دقيق، نسبت محيط كشت به . سكون مي رسند
 براي 75/0ناحيه سطحي كشت بايد يكسان باشد و يك حجم 

د يك  خانه همانن12ايجاد دانسيته سلولي مشابه در يك پليت 
   براي يك غلظت سلولي مشخص مورد نياز cm225فلاسك 
متاسفانه چنين حجم اندكي به دليل شكل هلالي باعث . مي باشد

توزيع سلولي ناهموار مي شود و سلولها تمايل دارند در لبه هاي 
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   خانه، با سه غلظت مختلف سلولي و چاهك هايي كه براي شمارش و 12 پليت (a) .طرح پليت هاي چاهك دار: 13-5شكل 

  . خانه با يك متغير اضافي كه در اين مورد نوع سلول مي باشد24 پليت (b) رنگ آميزي اختصاص يافته است و 
  
  
  

اين مشكل زمانيكه چاهك ها كوچكتر . چاهك ها متمركز شوند
بي هلالي با كاهش قطر مي شوند افزايش مي يابد زيرا اثر نس

  .چاهك افزايش مي يابد
پليت هاي چاهك دار براي مقايسه شرايط رشد، محيط هاي 
كشت، سرم ها يا فاكتورهاي رشد يا سيتوكين هاي مختلف 
مناسب مي باشند اما اگر يك منحني رشد براي ايجاد شرايط 
نگهداري روتين استفاده شود، منحني رشد بايد در ظرف مشابه 

هر چند تفاوت (ستفاده براي واكشت روتين انجام شود مورد ا

 حداقل خواهد cm275 و يك فلاسك cm225بين يك فلاسك 
  ).بود به شرط اينكه حجم كشت در سانتيمتر مربع يكسان باشد

  
  كشت هاي سوسپانسيون

همچنين مي توان يك منحني رشد را براي سلولهايي كه به 
ون جايگزيني محيط صورت شناور رشد مي كنند، معمولاً بد

 چون نيازي به تريپسينه كردن نمي باشد. كشت بدست آورد
  .توان از يك ظرف چندين نمونه را به دست آورد  مي
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 تغييرات در شكل يك .تفسير منحني هاي رشد: 13-6شكل 
  منحني رشد را مي توان به طرق مختلف تفسير كرد اما

شان مي دهد كه  برچسب ها در قسمت راهنماي اين نمودارها ن
  .معمولاً چه چيزي از اين نمودارها استنباط مي شود

  
  

 منحني رشد سلولهاي  - 13- 5دستور كار
  سوسپانسيون

  
  طرح كلي

تعدادي كشت در سه غلظت سلولي مختلف تهيه كرده و 
تعداد سلولها را هر روز شمارش كرده تا زمانيكه به مرحله 

  . برسند سكون
  

  مواد و وسايل 
  :تهيه شده به صورت استريلاستريل يا 

  كشت سلولي سوسپانسيون-1
 mL 100محيط كشت رشد -2
3-D-PBSA )  براي شمارش سلولي( 
  خانه24پليت هاي -4

   :غير استريل
  جعبه پلاستيكي براي نگهداري پليت ها -1
 براي گازدهي CO2 5%يا مخزن حاوي  CO2انكوباتور -2

   CO2 5%جعبه ها با 
  

  دستور كار

 در محيط كشت رشد تا غلظت سوسپانسيون سلولي را
cells/mL 105 × 1، cells/mL 104 × 3و   

 cells/mL 104 × 1 ميلي ليتر از محيط كشت براي هر 25 در 
 .غلظت رقيق كنيد

بعد از اطمينان از اينكه سلولها به خوبي مخلوط شده و  -1
كاملاً از يكديگر جدا شده اند، در فواصل زماني مشخص 

mL4/0لي را از سه چاهك نمونه  از سوسپانسيون سلو
 .برداري كنيد

نمونه ها را با استفاده شمارشگر سلولي الكترونيكي يا  -2
 .هموسيتومتر شمارش كنيد

غلظت سلولي در هر نمونه را حساب كرده و آنرا در  -3
مقياس لگاريتمي بر حسب زمان در مقياس خطي همانند 

براي كشت هاي سوسپانسيون، . كشت تك لايه رسم كنيد
 ه سلولي استفاده نمي شود زيرا آنها به سطح دانسيت

 .نمي چسبند
  

 از سوسپانسيون mL20 را با cm275دو فلاسك : تغييرات
سلولي در محيط كشت رشد براي هر غلظت سلولي بذرافشاني 

 از كشت هر فلاسك را به صورت روزانه يا mL4/0كرده و 
داري، قبل از نمونه بر. زماني كه نياز است نمونه برداري كنيد

كشت را به خوبي مخلوط كرده و فلاسك ها را براي حداقل 
كشت ها را در . زمان ممكن خارج از انكوباتور نگهداري كنيد

  .طي منحني رشد، غذا دهي نكنيد
  

  مراحل چرخه رشد
  :چرخه رشد را مي توان به سه مرحله تقسيم كرد

 اين مرحله زمان بعد از :(The lag phase)فاز تاخير
بذرافشاني مجدد مي باشد كه در طي آن شواهد كمي واكشت و 

اين مرحله يك دورة . در مورد افزايش تعداد سلولها وجود دارد
سازگاري مي باشد كه در طي آن، سلولها، اجزاء سطحي سلولي 
و ماتريكس خارج سلولي را كه در زمان تريپسينه كردن از 

  ترش گسدست  داده اند، جايگزين كرده، به بستر چسبيده و
، اسكلت سلولي كه يك جزء در طي گسترش يافتن.  مي يابند

به  .لازم براي فرايند پهن شدن مي باشد مجدداً نمايان مي شود
 مقادير ، جديد و پروتئينهاي ساختماني DNAدنبال سنتز

بعضي از .  پليمراز افزايش مي يابدDNAآنزيمهايي مثل 
 توقف محصولات سلولي خاص ممكن است ناپديد شده و تا
  .تكثير سلولي تا يك دانسيته سلولي بالا ظاهر نخواهند شد

  
اين فاز، دوره افزايش  :(The log phase)فاز لگاريتمي

بوده و پس از يك يا دو تاخير نمايي در تعداد سلولها بعد از فاز 
. دو برابر شدن جمعيت بعد از رسيدن به تراكم خاتمه مي يابد

بذرافشاني، ميزان رشد سلولها و به دانسيته لگاريتمي طول فاز 
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. دانسيته اي كه از تكثير سلولي ممانعت مي كند وابسته مي باشد
  بالا(growth fraction)، نسبت رشد لگاريتميدر فاز 

و كشت در بالاترين ميزان ) 90-100%معمولاً  (  مي باشد 
، زمان بهينه براي لگاريتميفاز . تقسيم سلولي خود مي باشد

ري است زيرا جمعيت در يكنواخت ترين حالت خود نمونه بردا
 تصادفيهرچند كه سلولها به طور . بالا مي باشدزيستايي بوده و 

در چرخه سلولي توزيع مي شوند، ممكن است در برخي از 
  . شوند(synchronize)موارد لازم  باشد كه سلولها همزمان 

  
در انتهاي فاز : (The plateau phase)فاز سكون 

 يعني همة سطح رشد در –مي كشت ها متراكم مي شوند لگاريت
دسترس اشغال شده و تمام سلولها در تماس با سلولهاي مجاور 

بعد از رسيدن به حالت تراكم، ميزان رشد كشت . مي باشند
كاهش يافته و در بعضي موارد، بعد از يك يا دو دو برابر شدن 

  توقف جمعيت ديگر، تكثير سلولي تقريباً به طور كامل م
در اين مرحله كشت وارد فاز سكون يا ايستايي شده و . مي شود

ممكن است سلولها .  كاهش مي يابد0 – 10%نسبت رشد بين 
 ، بعضي فيبروبلاستها نسبت (less motile) كمتر متحرك بوده

 شده و تشكيل يك رديف (oriented)به يكديگر متمايل
وردگي غشاي چين خ .موازي تيپيكال از سلولها را مي دهند

پلاسمايي كاهش يافته و هم سطح كمتري از بستر را اشغال 
كرده و هم سطح كمتري از خودشان را در معرض محيط كشت 

ممكن است يك افزايش نسبي در سنتز . قرار مي دهند
پروتئينهاي ساختماني اختصاصي ايجاد شده و ساختمان و بار 

  .سطح سلولي تغيير يابد
 و رشد بعد از تماس يي غشاچين خوردن توقف حركت، 

  وHeaysmanسلولها در حالت تراكم، ابتدا توسط 
Abercrombie ميلادي توصيف شد و به آن 1954 در سال 
امروزه .  اطلاق شد(contact inbibition)ممانعت تماسي 

مشخص شده است كه كاهش رشد سلولهاي طبيعي بعد از 
ل تماس نمي باشد، اينكه به حالت تراكم رسيدند، منحصراً به دلي

 سلولي، گسترشبلكه همچنين ممكن است به دليل كاهش 
فقدان مواد غذايي مخصوصاً فاكتورهاي ايجاد مهاركننده ها و 

بنابراين به جاي آن واژه محدوديت . رشد در محيط كشت باشد
   تكثير سلولي استفاده (density limitation)چگالي  

  مترين فاكتور مي شود تا تصور اينكه تماس سلول مه
محدود كننده است را برطرف كرده و واژه ممانعت تماسي بهتر 
  است براي پديده هايي كه مستقيماً از تماس سلولي حاصل 

يعني كاهش جنبش سلولي و چين خوردن غشاي (مي شود 
 و جهت گيري دقيقسلولي كه در نتيجه تشكيل يك تك لايه 

  .رودبه كار ) سلولها نسبت به يكديگر مي باشد
 كشت هاي سلولهاي اپي تليال و اندوتليال طبيعي ساده بعد

از اينكه به حالت تراكم رسيدند، رشد آنها متوقف شده و به 
هرچند با تعويض منظم . صورت يك تك لايه باقي مي مانند

هرچند به (  اغلب كشت ها به خوبي به تكثير ،محيط كشت
ند داد كه منجر به تا قبل از حالت تراكم ادامه خواه) ميزان كم 

فيبروبلاست هاي ريه . تشكيل لايه هايي از سلولها مي شود
جنين انسان و فيبروبلاستهاي  پوست افراد بالغ كه ممانعت 
تماسي حركت را بيان مي كنند، به تكثير خود ادامه داده و بين 
لايه هاي سلولي، لايه هايي از كلاژن توليد كرده تا تحت شرايط 

 هاي سلولي متشكل از شش و يا تعداد بيشتري بهينه چند لايه
هر چند باز هم اين . از سلولها را بتواند تشكيل دهند

بنابراين . فيبروبلاستها آرايش موازي منظم را حفظ خواهند كرد
 به (stationary)"ايستايي" و (plateau)"سكون" واژه هاي

  .طور دقيق درست نمي باشند و بايد با احتياط استفاده شوند
معمولاً كشت هايي كه به صورت خود به خودي يا توسط 

 شده اند، در فاز  كارسينوژنهاي شيميايي ترانسفورمويروسها يا
سكون نسبت به همتاهاي طبيعي خودشان به يك دانسيته سلولي 

اين دانسيته سلولي بالاتر با يك نسبت . بالاتري خواهند رسيد
سيته تكثير سلولي رشد بالاتر و با از دست دادن محدوديت دان

  اغلب اين كشت ها براي رشد، مستقل از. همراه مي باشد
مي باشند يعني مي توانند به آساني به حالت  تكيه گاه 

  .سوسپانسيون رشد كنند
  
  

 Derivatives from the) مشتقات چرخه رشد
Growth Curve)  

يك منحني رشد حاصل از شمارش هاي سلولي در فواصل 
ت، ما را قادر به اندازه گيري تعدادي از زماني بعد از واكش

پارامترهايي مي سازد كه تحت شرايط كشت مشخص، بايد 
اولين اين پارامترها طول . ويژگي اختصاصي رده سلولي باشد

 مي باشد كه (lag time)مدت زمان دوره تاخير يا زمان تاخير 
با خطي كه از نقاط فاز نمايي كشيده شده تا غلظت بذرافشاني 

   .قطع كند، مشخص مي شودرا 
 - مي باشد(PDT)پارامتر دوم زمان دو برابر شدن جمعيت 

يعني زماني كه كشت براي افزايش دو برابر در وسط فاز نمايي 
اين پارامتر نبايد با زمان نسل يا . يا لگاريتمي رشد لازم دارد

زمان چرخه سلولي اشتباه شود كه با اندازه گيري زمان مورد نياز 
ينكه يك جمعيت سلولي از يك مرحله در چرخه سلولي براي ا

  .به مرحله مشابه باز گردد، مشخص مي شود
آخرين سنجش ها حاصل از چرخه رشد سطح سكون 

(plateau level)سطح سكون، .  و دانسيته اشباع مي باشد
در فاز سكون ) ميلي ليتر از محيط كشت/سلول(غلظت سلولي 

دفعاتي است كه محيط كشت بوده و وابسته به نوع و تعداد 
تعداد سلولها (دانسيته اشباع، دانسيته سلولها . تعويض مي شود

. در فاز سكون مي باشد) در هر سانتيمتر مربع از سطح رشد
اندازگيري دقيق دانسيته اشباع و سطح سكون مشكل است زيرا 
در فاز سكون به آساني يك حالت ثابت و پايدار ايجاد 
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 ترانسفورماسيون باعث افزايش دانسيته اشباع سلولهاي ترانسفورم شده در مقايسه با سلولهاي طبيعي .انسيته اشباعد: 13-7شكل 

 . كوتاهتر همراه مي باشدPDTاين افزايش اغلب با . معادل مي شود
  
  
  

شده تا از غذا دهي به طور ايده آل كشت ها بايد . نمي شود
د جلوگيري شود، اما محدوديت مواد غذايي يا فاكتورهاي رش

يك روش معقول ديگر اين است كه سلولها  روي يك ناحيه 
 ميلي متر كه 15به قطر دار فيلترچاهك محدود مثل يك لامل يا 

ميلي ليتر  20ميلي ليتر كه در آن  90در يك پتري ديش به قطر 
محيط كشت وجود داشته قرار گرفته و هر روز محيط كشت 

ايط، محدوديت رشد ناشي از تحت اين شر. تعويض مي شود
محيط كشت به حداقل رسيده و دانسيته سلولي بيشترين اثر را 

شمارش سلولي تحت اين شرايط نسبت به . اعمال مي كند
شمارش در فاز سكون تحت شرايط مرسوم  دقيق تر و 

 به (plateau) "سكون"توجه شود كه واژة . كارآمدتر مي باشد
مي كند بلكه در عوض به يك توقف كامل تكثير سلول دلالت ن

حالت يكنواخت دلالت داشته كه در آن تقسيم سلولي با از 
در مورد سلولهاي . دست رفتن سلولي در تعادل مي باشد

طبيعي، ممكن است بدون افزودن مجدد فاكتورهاي رشد به 
در اين . محيط كشت، يك حالت يكنواخت امكان پذير باشد

 شد مي يابند و به سكون  بذرافشاني شده و ر،مورد سلولها
شرايط مورد . مي رسند بدون اينكه محيط كشت تعويض شود

  استفاده براي رسيدن به فاز سكون بايد به طور دقيق
  . تعريف شده باشد

   (plating efficiency)كارايي پليتينگ
تشكيل كلني در دانسيته سلولي كم يا كارايي پليتينگ، 

تكثير سلولي و زنده بودن روشي است كه براي تجزيه و تحليل 
اين تكنيك، تفاوت ميزان رشد در . سلولها ترجيح داده مي شود

يك جمعيت را به صورت تغييرات موجود در ميزان رشد 
 آشكار و مشخص ) تعداد كلني(سلولي  بقاءو ) اندازه كلني(

هر چند بايد يادآوري شود كه سلولها ممكن است . سازد مي
 غلظتهاي سلولي پايين به صورت مانند كلني هاي منفرد در

  در چنين شرايطي، حتي تحت شرايط. متفاوت رشد كنند
 ايده ال، سلولهاي كمتري زنده مانده و تا كلني شروع به تشكيل 

ناهمگني . مي كند همه بر همكنش هاي سلولي از دست مي رود
در مقادير رشد كلونال منعكس كننده تفاوت ) هتروژنيسيتي(

 لي بين دودمان هاي درون يك جمعيت ظرفيت تكثير سلو
  امكان پذير باشدي اين تفاوتها وقتي كه ارتباط سلول امامي باشد

داري در دانسيته هاي سلولي بالاتر لزوماً در يك تك لايه 
  . بيان نمي شودبرهمكنش متقابل

وقتي سلولها به صورت سوسپانسيون  تك سلولي در 
) در سانتيمتر مربع سلول 2-50(دانسيته هاي سلولي پايين 

تعداد . كشت مي يابند، به صورت كلني هاي مجزا رشد مي كنند
  .اين كلني ها مي تواند براي كارايي پليتينگ استفاده شود
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  كارايي پليتينگ =       تعداد كلني هاي تشكيل شده       × 100
                         تعداد سلولهاي بذرافشاني شده

  
رد كه هر كلني از يك سلول منفرد رشد اگر بتوان ثابت ك

يافته است، مي توان به جاي واژه كارايي پليتينگ از واژه كارايي 
اندازه گيري كارايي پليتينگ با شمارش . كلونينگ استفاده كرد

 50معمولاً در حدود (تعداد كلني ها داراي يك اندازه خاص 
   دست كه از يك تلقيح پايين سلولي رشد يافته اند به) سلول

 سلولهاي (recovery)مي آيد و اين واژه نبايد براي بازيافت 
مثلاً (چسبنده بعد از بذرافشاني در دانسيته هاي سلولي بالاتر 

 در بقاء. استفاده شود)  سلول در هر سانتيمتر مربع2 × 104
دانسيته هاي سلولي بالاتر به طور صحيح تر به صورت كارايي 

  . بيان مي شود(seeding efficiency)بذرافشاني 
  

   كارايي بذرافشاني=      تعداد سلولهاي بازيافت شده      ×100
                     تعداد سلولهاي بذرافشاني شده

كارايي بذرافشاني بايد زمانيكه حداكثر تعداد سلولها متصل 
تعيين اين زمان . شده ولي قبل از شروع ميتوز، اندازه گيري شود

ن ممكن است فاصله بين حداكثر اتصال مشكل مي باشد چو
سلولي و شروع ميتوز، كاملاً محدود بوده و ممكن است وقايع 

  هر چند هنوز هم يك. با يكديگر همپوشاني داشته باشند
 اندازه گيري خام از بازيافت مثلاً در فريز كردن سلولي روتين 

  .يا كشت اوليه را فراهم مي سازد
  

  يي پليتينگ تعيين كارا - 13-6دستور كار
  

  طرح كلي
سلولها را در دانسيته هاي سلولي پايين تر بذرافشاني كرده و 
تا زمانيكه كلني ها تشكيل شوند انكوبه كنيد؛ كلني ها را رنگ 

  .كرده و شمارش كنيد
  مواد

  :استريل
  mL 400...................................................محيط كشت رشد

  mL 10 .............................................. خام 25/0%تريپسين 
  20....................................... سانتي متري 6پتري ديش هاي 

   20يش يا ظروف يونيورسال براي رقيق سازيلوله هاي آزما
  :غير استريل

  هموسيتومتر يا شمارشگر سلولي الكترونيكي 
  mL 100 .. (anhydrous)متانول بدون آب: فيكس كننده
D-PBSA.......................................................... mL 200  

  mL 100 ............................................كريستال ويوله: رنگ

  )براي بازيافت رنگ(قيف فيلتراسيون و كاغذ فيلتر 
  

  :دستور كار
ينه كرده تا يك سوسپانسيون تك سلولي سلولها را تريپس -1

  .توليد شود
 در حاليكه سلولها تريپسينه مي شوند، -2

(a ديش ها را شماره گذاري كنيد.  
(bمحيط كشت مورد نياز براي مراحل رقيق سازي را   

 گمرحله نهايي بايد در غلظت كلونين.  اندازه گيري كنيد
)cells/mL1000-20ر مورد نظگ بر حسب كارايي پليتين (

محيط كشت بايد بيش از مقدار مورد نياز براي . انجام شود
  . تهيه سه تكرار در رقت نهايي باشد

 شدن كردند، وقتي سلولها گرد شده و شروع به جدا -3
(a محيط كشت حاوي سرم يا يك بازدارنده تريپسين را به 

  .سلولها اضافه كرده و سلولها را در آن پخش كنيد
(bسلولها را شمارش كنيد؛    
(cسلولها را رقيق كنيد تا :  
(i cells/mL 104 × 2 براي دو فلاسك cm225 براي 

  نگهداري روتين
(ii cells/mL 103×2بعنوان غلظت بالا براي رقت هاي بعدي   

(iii پنج رقت ديگر از (ii)  و 20، 50، 100، 200 تا 
cells/mL 10بدست آيد .  

هر  محيط كشت حاوي سلولها در mL5پتري ديش را با  -4
  دو.  بذرافشاني كنيد(iii)يك از پنج غلظت مرحله 

 بذرافشاني cells/mL 103×2 را در cm 6 پتري ديش 
 .كرده تا بعنوان شاهد استفاده شوند

 گازدهي كرده و در انكوباتور CO2 5%فلاسك ها را با  -5
 .قرار دهيد

پتري ديش ها را در يك جعبه پلاستيكي شفاف گذاشته و  -6
 ترجيحاً با دسترسي كم و CO2باتور آنها را در يك انكو

 .مخصوص كلونينگ قرار دهيد
ديش ها را تا زمانيكه كلني ها با چشم غيرمسلح قابل  -7

 ). هفته1-3(مشاهده باشند انكوبه كنيد
 .سلولها را با كريستال ويوله رنگ كنيد -8

(aمحيط كشت سلولها را خارج كنيد؛   
(b محيط كشت سلولها را با D-PBSA و مايع  شستشو داده

  حاصل از شستشو را دور بريزيد؛
(c  mL5 D-PBSA تازه اضافه كرده و سپس با همزدن 

از جدا شدن كلني ها ( متانول اضافه كنيدmL 5ملايم 
  ).اجتناب شود

(d D-PBSA : را با 50:50متانول با نسبت  mL5  متانول 
 دقيقه ثابت 10تازه جايگزين كرده و سلولها را به مدت 

  .كنيد
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 رژيم پيشنهادي براي رقيق سازي سريال سلولها براي به دست آوردن دانسيته هاي .رقيق كردن سلولها براي كلونينگ: 13-8كل ش  
بذرافشاني مناسب براي كلونينگ يك رده سلولي براي اولين بار يا به دست آوردن حالت خطي كارايي پليتينگ برحسب غلظت 

  .تخاب شد، سلولها را مي توان براي رسيدن به غلظت مناسب با مراحل كمتري رقيق كردسپس وقتي يك غلظت مناسب ان. بذرافشاني
  
  

(e متانول را دور ريخته و  mL3-2 كريستال ويوله خالص 
 اضافه كرده و مطمئن شويد كه cm6 براي هر پتري ديش 

  تمام سطح رشد پوشيده شده است؛
(f دقيقه سلولها را رنگ كنيد؛10 به مدت   
(gا خارج كرده و سپس بعد از فيلتر كردن آنرا به بطري  رنگ ر

 .استوك برگردانيد
(h ديش ها را با آب شستشو داده و اجازه دهيد تا خشك 

  .شوند

 سلول در هر 50 تعداد كلني ها به جز آنهايي كه كمتر از -9
استفاده از ذره بين . كلني دارند را در هر ديش شمارش كنيد

  . مي كندشمارش كلني ها را آسانتر
لازم است كه يك آستانه اي را تعريف كرد كه در بالاتر از 

 اگر بيشتر كلني ها بين صد تا . آن كلني ها شمارش شوند
.  سلول در هر كلني تعيين كنيد50چند هزارتا بودند، آستانه را 

)  سلول100كمتر از (هر چند اگر كلني ها خيلي كوچك باشند
  سلول معادل16زير . تعيين كنيد سلول در هر كلني 16آستانه را 
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 تقسيم سلولي متوالي، در نظر گرفتن تكثير سلولي پيوسته 4با 
  .مشكل خواهد بود

   
  تجزيه و تحليل تشكيل كلني

. كارايي پليتينگ در هر دانسيته بذرافشاني را محاسبه كنيد
بايد كارايي پليتينگ در تمام محدوده دانسيته هاي بذرافشاني 

يعني نمودار تعداد كلني بر حسب تعداد (دثابت باقي بمان
هر چند ممكن است ). سلولهاي بذرافشاني شده بايد خطي باشد

پليت بعضي از سلولها در دانسيته هاي بسيار پايين به خوبي 
اين امر گاهي . نشوند و كارايي پليتينگ كاهش خواهد يافت

. اوقات توسط استفاده از يك لايه تغذيه كنند به حداقل مي رسد
اگر كارايي پليتينگ در غلظت هاي بالاتر كاهش يافت، دلالت بر 
. اين دارد كه سلولها تجمع يافته يا كلني ها با هم ادغام شده اند

يك غلظت بذرافشاني كه در محدوده خطي كارايي پليتينگ 
. واقع مي شود، بايد براي سنجشهاي بعدي انتخاب شود

مثلاً براي سنجش [ همچنين ممكن است توزيع اندازه كلني ها
 growth- promting)قابليت افزايش دهندگي رشد 

ability)با شمارش ] يك محيط كشت يا سرم مورد آزمايش 
چشمي تعداد سلولها در هر كلني و يا تخمين آن با اندازه گيري 

  براي انجام اين كار، بعد از فيكس و . دانسيته تعيين شود
، جذب را توسط يك رنگ كردن كلني ها با كريستال ويوله

دانسيته سنج، اسكنر ژل يا شمارشگر اتوماتيك كلني اندازه 
  .بگيريد
 
 
 
  

    
 در صورتي كه .خطي بودن كارايي پليتينگ: 13-9شكل 

كارايي پليتينگ در محدوده وسيعي از غلظت هاي سلولي ثابت 
، در صورتي كه )خط منقطع(باقي بماند، نمودار خطي مي باشد 

   هاي پايين يا تراكم يا به هم پيوستگي دراگر در دانسيته
   دانسيته هاي بالا، بقاء پايين باشد، كارايي پليتينگ كاهش

  ).خط توپر( مي يابد 

  شمارش اتوماتيك كلني
اگر كلني ها از لحاظ شكل يكنواخت بوده و كاملاً مجزا 
باشند، ممكن است توسط يك شمارشگر اتوماتيك كلني 

كرده و   اسكنCCD با يك دوربين شمارش شوند، كه پليت را
.  مشخص شود تجزيه و تحليل شده تا تعداد كلني ها،تصوير
حسب  بر(size discriminator) مجزاگر برحسب اندازه يك

قطر متوسط كلني ها، آناليزي از اندازه كلني ها مي دهد اما اين 
هميشه با تعداد سلولها متناسب نمي باشد، چون ممكن است 

  .كز يك كلني روي هم انباشته شوندسلولها در مر
هر چند اين روش گران مي باشد، اما اين وسيله باعث 
صرفه جويي زيادي در زمان شده و مي تواند شمارش كردن 

هر چند اين دستگاه قادر . كلني را بيشتر مورد توجه قرار دهد
  همپوشاني داشته 20%حدود به شمارش كلني هايي كه بيش از 

  .دراي  شكل نامنظم هستند، نمي باشايا آنهايي كه د
  

   (Labeling index)شاخص نشان دار كردن 
 نشاندار شود، سلولهايي TdR – [ 3H ]اگر يك كشت با 

 مي باشند با ايزوتوپ تركيب DNAكه در حال ساخت 
درصد سلولهاي نشاندار شده كه توسط روش . خواهند شد

دار كردن اتوراديوگرافي تعيين ميشود، بعنوان شاخص نشان
(LI)اندازگيري .  شناخته مي شودLIبعد از يك دوره   

 ، تفاوت زيادي TdR – [ 3H ] دقيقه اي با 30 نشاندار كردن 
 و  = LI)10 -20 %(را بين سلولهاي در حال رشد نمايي

. نشان مي دهد)  ≈1LI(%سلولهايي كه در فاز سكون هستند 
 زمان دوره  بسيار پايين است، طولLIچون در فاز ايستايي 

 ساعت 24 ممكن است تا TdR – [ 3H ]نشاندار كردن با 
با اين طول دوره نشاندار كردن، مي توان نشان داد . افزايش يابد

  كه سلولهاي طبيعي در مقايسه با سلولهاي نئوپلاستيك، با 
[ 3H ] – TdR  ،LIپايين تري دارند .  

  
  

 شاخص نشاندار كردن با  –13- 7دستور كار 
[ 3H ] – تيميدين  

  
  طرح كلي

  سلولها را با. سلولها را تا يك دانسيته مناسب رشد دهيد
 [ 3H ] –  سلولها را .  دقيقه نشاندار كنيد30تيميدين به مدت

پيش سازهاي تركيب نشده را از . شستشو داده و ثابت كنيد
  .سلولها خارج كرده و اتوراديوگراف تهيه كنيد

  
  مواد

  : استريلاستريل يا تهيه شده به روش
  كشت سلولها
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 شمارشگر .دستگاه شمارشگر اتوماتيك كلني: 13-10شكل 
  .اتوماتيك براي كلني ها در آزمون هاي كارايي پليتينگ و بقاء

 
 
  

 محيط كشت رشد
  خام 25/0%تريسپن 

D-PBSA  
– TdR– [ 3H ]،تيميدين µCi/mL) 50~MBq/mL (  2 

،Ci/mmol)  2~GBq/mmol ( 75  
تيميدين با احتياط كار شـود چـون   – [ 3H ] با )نكته ايمني

بــراي اســتفاده از آن از . راديواكتيــو و ژنوتوكــسيك مــي باشــد
  .دستورالعمل هاي موجود پيروي كنيد

 چند خانه حاوي لامل هاي ترمانوكس) هاي( پليت 
(Thermanox)  13ميليمتري   

  :غير استريل
  هموسيتومتر يا شمارشگر سلولي الكترونيكي

D-PBSA  
 قسمت 3 قسمت اسيد استيك گلاسيال در 1(استيك متانول

  يخ سرد شده و تازه تهيه شده استكه در) متانول
 لامل هاي ميكروسكوپي 

Mountant)  مثلDPX يا Permount ( 
 كه در يخ سرد M 6/0، (TCA)رو استيك اسيدلتري ك
  شده است

 آب ديونيزه
 متانول

  
  دستور كار

 خانه حاوي لامل تا غلظت 24كشت ها را در پليت هاي -1
 سلول در ميلي ليتر 5×  104ميلي ليتر تا /  سلول 2 × 104

  .تهيه كنيد
به سلولها اجازه دهيد كه چسبيده، شروع به تكثير كرده  -2

  .و تا دانسيته سلولي مورد نظر رشد كنند)  ساعت72-48(

3- [ 3H ] – را به محيط كشت اضافه كنيد، تيميدين
)µCi/mL 5~(KBq/mL100 دقيقه  30 و به مدت

 .انكوبه كنيد
 وHam’s F10  بعضي از محيط هاي كشت مثل )نكته

Ham’s F12 دراين موارد، .  حاوي تيميدين مي باشند
غلظت تيميدين راديواكتيو بايد افزايش يافته تا فعاليت ويژه 

(specific activity) مشابهي را در محيط كشت ايجاد 
  . كند

ر شده را خارج كرده و آنرا در يك  محيط كشت نشاندا-4
 .ظرف مخصوص پس مانده هاي راديواكتيو بريزيد

در هر شستشو .  شستشو دهيدD-PBSA لامل را سه بار با -5
تا ) اما از آن خارج نكنيد(لامل را از ته چاهك بلند كرده 

  .امكان برطرف شدن ايزوتوپ از زير آن وجود داشته باشد
6- D-PBSA : به مقدار 1:1را به نسبت استيك متانول mL1 

 .در هر چاهك اضافه كرده و سپس بلافاصله آنرا خارج كنيد
7- mL1 استيك متانول با دماي °C4 به هر چاهك اضافه 

 دقيقه در همان حالت قرار 10كرده و كشت را به مدت 
  .دهيد

 .بخشكانيدپنكه  لامل ها را بيرون آورده و آنها را در مقابل -8
روي يك لام ميكروسكوپي به صورتي كه قسمت  لامل را -9

 . داراي سلول به سمت بالا باشد قرار دهيد
 به مدت يك شب خشك mountant اجازه دهيد كه -10

  .شود
 TCA  M6/0 لام ها را در يك ديش رنگ آميزي حاوي -11

 دقيقه در همان 10 قرار داده و به مدت C4°در دماي 
 را دوبار جايگزين TCAدر طي استخراج . حالت بگذاريد

كرده و به اين وسيله پيش سازهاي تركيب نشده را خارج 
  .سازيد

 لامها را ابتدا با آب ديونيزه و سپس با متانول شستشو داده -12
  .و سپس لامها را بخشكانيد

  . يك اتوراديوگراف تهيه كنيد-13
 وقتي كه اتوراديوگراف براي زمان مناسب در معرض آن -14

، آنرا ظاهر كرده، رنگ نموده ) هفته1-2ولاً معم(قرار گرفت
  . مشاهده كنيد40×و در زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي 

براي پوشش .  درصد سلولهاي نشاندار شده را محاسبه كنيد-15
 از الگوي اسكن كردن كه درمشخص دادن يك ناحيه 

  .  شرح داده شده است پيروي كنيد13-11شكل
  

  نسبت رشد
 براي دوره هاي زماني تيميدين– [ 3H ]اگر سلولها با 

 بر حسب زمان، LI ساعت نشاندار شوند، نمودار 48مختلف تا 
در طي چند ساعت اوليه به سرعت افزايش يافته و سپس به يك 

  يب بسيار كم، تقريباً يك شيب صاف تبديل ش
 روي محور سطح صاف خوانده شده بر). 13-12شكل(مي شود



       كشت سلولهاي جانوري          204   

سبت سلولهاي در چرخه، در عمودي، نسبت رشد كشت يعني ن
  .زمان نشاندار كردن مي باشد

   
   تعيين نسبت رشد –13- 8دستور كار 

  
  طرح كلي

 ساعت نشاندار كرده و 48كشت را به طور پيوسته به مدت 
  .در فواصل زماني براي تهيه اتوراديوگرافي نمونه برداري كنيد

  
  دستور كار

كه در مطابق دستور كار قبلي عمل شود با اين تفاوت 
، 2، 1 دقيقه، 30 دقيقه، 15، انكوباسيون بايد به مدت 3مرحله 

  . ساعت انجام شود48 و 24، 8، 4
  

با استفاده از الگوي اسكنينگ دستور كار : ه و تحليلتجزي
قبلي تعداد سلولهاي نشاندار شده را نسبت به درصد تعداد كل 

   . را بر حسب زمان رسم كنيدLIنمودار . سلولها حساب كنيد
 را تهيه كرد كه 3H وقتي مي توان اتوراديوگرافهاي با )نكته

اگر سلولها به صورت . سلولها به صورت تك لايه باقي بمانند
چند لايه باشند، بايد آنها را بعد از نشاندار كردن تريپسينه كرد و 

  cytocentrifugation  يا توسط dropبايد توسط تكنيك 
 β (β-emmision)-شرچون انرژي نلامها را تهيه كرد 

 3H  براي نفوذ به لايه هاي چند سلولي(overlying 
layers)بسيار پايين است  .  

 BUdR را با نشاندار كردن سلولها با LIهمچنين مي توان 
  سپس اين اثر را .  تركيب مي شود، تعيين كردDNAكه با 

 با يك (immunostaining)  رنگ آميزي ايمنيمي توان با
معمولاً نتايج اين روش .  مشخص كردBUdR  آنتي بادي ضد

  سازگار  تيميدين– [ 3H ] با نتايج حاصل از استفاده از 
  . مي باشد

  
  (mitotic index)شاخص ميتوزي 

شاخص ميتوزي نسبت يا درصد سلولهايي مي باشد كه 
   ميتوز مي باشند و با شمارش ميتوزها در كشت حالدر

. سلولها تعيين مي شودرنگ آميزي شده نسبت به جمعيت كل 
  .باشد شمارش هسته هاي نشاندار الگوي اسكنيك بايد مشابه با 

  (division Index)شاخص تقسيم 
 anti-PCNA يا Ki67تعدادي از آنتي باديها، از قبيل 

  اين . قادر به رنگ كردن سلولها در چرخه تقسيم مي باشند
ولي بيان آنتي باديها بر ضد پروتئين هايي كه در طي چرخه سل

شده اما در سلولهاي در حال استراحت بيان نمي شوند، به كار 
  پليمراز DNAبعضي از آنتي باديها مستقيماً برضد . مي روند

سلولها . مي باشندشناخته نامي باشند اما اپي تويهاي ديگر 
توسط ايمنوفلورنس يا ايمنوپراكسيداز رنگ مي شوند و نسبت 

تولوژيكي يا با فلوسيتومتري سلولهاي رنگ شده به صورت سي
اين روش يك شاخص بالاتري را نسبت به . تعيين مي شود

 مي دهد، چون سلولها DNAشمارش ميتوزي يا نشاندار كردن 
همچنين اين روش تشخيص . در تمام چرخه رنگ مي شوند

  .مفيدي از نسبت رشد را فراهم مي سازد
  

  زمان چرخه سلولي
و فازهاي ) مان نسلز(براي تعيين طول چرخه سلولي 

 نشاندار BUdRده آن، سلولها به طور پيوسته با نتشكيل ده
شده و سپس در فواصل زماني مختلف بعد از نشاندار شدن، 

  نس يا فلوسيتومتري آشكار ستوسط ميكروسكوپ ايمنوفلور
  همچنين براي فلوسيتومتري، سلولها با . دنمي شو

 تجزيه DNA   باBUdR رنگ شده و تركيب پروپيديوم يديد
  .و تحليل شده تا پيشرفت سلولها در چرخه دنبال شود

  
  (cell migration)مهاجرت سلولي 

سلولهاي كشت شده مخصوصاً فيبروبلاست ها، متحرك 
بوده و قادرند بر حسب دانسيته سلولي و وجود محرك هايي 
مثل فاكتورهاي رشد، مسافتهاي طولاني را در سر تا سر بستر 

 حركت با مشاهده چين خوردگي غشاي سلول ميزان. طي كنند
.  ثابت مي شود(time-lapse video)با ويدئو تاخير زماني

تعيين ميزان حركت مشكل است اما ميزان مهاجرت سلولي را 
مي توان با تجزيه و تحليل  دقيق توالي هاي ويدئو تاخير زماني 

مسيرهاي حركت ايجاد شده  يا با تجزيه و تحليل تصويري
اگوسيتوز سلولي در ديش هايي كه با طلاي كلوئيدي توسط ف

همچنين مي توان مهاجرت . پوشش داده شده اند، بدست آورد
را با تغيير مكان سلولها از طريق يك غشاي متخلخل، مانند 

 يا سنجش Boyden chamberسنجش شيميوتاكسي در 
  .تهاجم در يك چاهك فيلتردار سنجيد
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 الگوي اسكن .م ها يا ديش هااسكن كردن لا: 13-11شكل   
. كردن براي آناليز نمونه هاي سيتولوژيكي بر روي لام يا ديش

هر دايره نقطه چين نمايانگر يك ميدان ديد ميكروسكوپ بوده 
مثلاً يك لامل، (و دايره بزرگ نشان دهنده اندازه نمونه مي باشد 

). ديش كشت يا چاهك يا يك نقطه از سلولها روي يك لام
اهنما را مي توان با يك ماژيك داراي سر نايلون داراي خطوط ر

  .جوهر روشن و شفاف كشيد
  
  

    
 براي تعيين نسبت رشد، سلولها به .نسبت رشد: 13-12شكل 

 تيميدين نشاندار شده و درصد سلولهاي -H] [3طور پيوسته با
  نشاندار شده در فواصل زماني با اتوراديوگرافي مشخص 

  .مي شود

  

 



 



  
  فصل چهاردهم

  
  
  
  

  سيتوتوكسيسيتي
 
 
  
  

  زيستايي، توكسيسيتي و بقاء 
  خارج in vivoوقتي يك سلول از محيط طبيعي خود در 

شده و در آزمايشگاه كشت داده مي شود، مسئله زيستايي 
بسياري از آزمايشاتي . سلولي از اهميت خاصي برخوردار است

ن پتانسيل  انجام مي شود به منظور تعييin vitroكه در 
سيتوتوكسيسيتي تركيبات مورد بررسي بوده و يا چون تركيبات 
بعنوان مواد دارويي يا بهداشتي استفاده مي شوند و بايد نشان 
داده شود كه غير سمي مي باشند و يا به دليل اينكه اين تركيبات 
بعنوان عوامل ضد سرطان طراحي شده اند و ممكن است 

 آنها ضروري باشد، انجام سيتوتوكسيسيتي براي فعاليت 
  .مي شوند

داروهاي جديد، مواد آرايشي، افزودنيهاي غذايي و غيره 
قبل از اينكه مورد استفاده عمومي قرار گيرند، آزمايشات 

اين آزمايشات اغلب . سيتوتوكسيسيتي وسيعي را طي مي كنند
هر چند كه . شامل تعداد زيادي آزمايشات حيواني مي باشد

يشات برروي حيوانات داراي محدوديتها و قوانين انجام اين آزما
بنابراين فشارهاي بيشتري هم از لحاظ . خاص خود مي باشد

انساني و هم اقتصادي وجود دارد كه حداقل قسمتي از 
با معرفي .  انجام شودin vitroآزمايشات سيتوتوكسيسيتي در 

رده هاي سلولي اختصاصي و كشت هاي ارگانوتايپيك داراي 
 و استفاده (interactive organotypic)ش متقابل برهمكن

  پيوسته از كشت هاي پايدار در زمان طولاني، آزمايشات
 in vitroرا بعنوان يك پيشنهاد قابل قبول مطرح ساخته است .  

 يك پديده پيچيده مي باشد كه ممكن in vivoسميت در 
  است به صورت آسيب سلولي مستقيم مثل يك داروي

وتوكسيك، تأثيرات فيزيولوژيك از قبيل انتقال  ضد سرطان سيت
غشايي در كليه يا نوروتوكسيسيتي در مغز، تأثيرات التهابي هم 
در محل مصرف و هم در جايگاهاي ديگر و تأثيرات سيستميك 

در حال حاضر بررسي اثرات سيستميك و . ديگر باشد
 مشكل مي باشد، بنابراين اغلب in vitroفيزيولوژيكي در

، تأثيرات را در سطح سلولي يا سيتوتوكسيسيتي سنجش ها
تعاريف سيتوتوكسيسيتي بر حسب ماهيت . دنمشخص مي ساز

مطالعه و اينكه آيا سلولها كشته شده اند و يا فقط متابوليسم آنها 
 در حاليكه لازم است كه .تغيير يافته است، متفاوت مي باشد

يك عامل ضد سرطان سلولها را بكشد، اثبات فقدان 
يتوتوكسيسيتي مواد دارويي ديگر ممكن است به تجزيه و س

تحليل دقيق تري از هدف هاي اختصاصي از قبيل تغيير 
سيستمهاي پيام رساني سلولي يا برهمكنش سلولي از قبيل آنچه 
كه ممكن است منجر به يك پاسخ التهابي يا آلرژيك شود،  نياز 

  .داشته باشد
  

  in vitroمحدوديت هاي 
را بتوان از in vitro  هر نوع اندازه گيريلازم است كه

 سلولها تفسير كرد يا حداقل تفاوتهايي را in vivoلحاظ پاسخ 
 وجود دارد به in vitro و in vivo كه بين اندازه گيريهاي 

  .طور واضح مشخص نمود
  

اندازه گيري  :(pharmacokinetics)فارماكوكنتيك 
بعنوان .  مي باشد عموماً يك پديده سلوليin vitroسميت در 

 in vitroمثال فارماكوكنتيك هاي پيچيده مجاورت دارويي در 
 بسيار مشكل مي باشد، in vivo و in vitroو بين آزمايشات 

چون معمولاً تفاوت هاي زيادي در زمان مجاورت و غلظت 
 تصفيه دارو، ميزان تغيير غلظت، متابوليسم، نفوذ بافتي،

(clearance)هر چند امكان شبيه سازي .  و دفع وجود دارد
اين پارامترها مثل استفاده از اسفروئيدهاي توموري چند سلولي 
براي نفوذ دارو يا تزريق طولاني براي شبيه سازي اثرات غلظت 

وجود دارد، اغلب مطالعات برروي يك پاسخ (C×T)و زمان 
  سلولي مستقيم تمركز داشته كه باعث سادگي و امكان

  .شود تكرار پذيري آن مي 
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بسياري از مواد غير سمي بعد از متابوليزه شدن  :متابوليسم
همچنين بسياري از موادي كه در . توسط كبد سمي مي گردند

in vitro سمي مي باشند، ممكن است توسط آنزيمهاي كبد 
 بتواند in vitroبراي اينكه آزمايش در شرايط . غير سمي شوند

يواني مورد پذيرش بعنوان جايگزين ديگري براي آزمايشات ح
 به فرم in vitroقرار گيرد، بايد ثابت شود كه سموم بالقوه در  

اثبات .  هستند به سلولها مي رسندin vivoمشابه با فرمي كه در 
اين مطلب ممكن است نيازمند پردازش بيشتر توسط نمونه هاي 
آنزيمي ميكروزومي كبدي خالص سازي شده، كشت توأم با 

 شده يا تغييرات ژنتيكي سلولهاي هدف با سلولهاي كبدي فعال
وارد كردن ژنهاي آنزيمهاي متابوليزه  كننده تحت كنترل يك 

  .پروموتور قابل تنظيم باشد
  

ماهيت پاسخ هم بايد  :بافت و پاسخ هاي سيستميك
 يك پاسخ سمي در. همچنين به دقت مورد توجه قرار گيرد

 in vitroيا متابوليسم ي بقاء سلول ممكن است با تغييرات در 
 اندازه گيري شود، در حاليكه ممكن است مسئله عمده در

 in vivo مثلاً يك واكنش التهابي، (  ، يك پاسخ بافتي
مثل تب، ( يا يك پاسخ سيستميك ) فيبروزيس، نارسايي كليوي

 موثرتر in vitroبراي اينكه آزمايش در. باشد) اتساع عروق
ا، شايد با استفاده از كشتهاي باشد، بايد مدلهايي از اين پاسخ ه

ارگانوتايپيك از چندين نوع مختلف سلولي كه در محيط 
  .هورموني مناسب نگهداري شده ايجاد شود

 و حتي واكنشهاي  پيچيدهنبايد فرض شود كه بافت 
ممكن .  شبيه سازي شودin vitroسيستميك نمي تواند در 

و  تراتوژنيكاست سنجش پاسخ هاي التهابي، اختلالات 
 با يك فهم صحيح تر از in vitroاختلالات عصبي در   
 سلول و فعل و انفعال هورمونهاي –برهمكنش هاي سلول

اندوكراين با فاكتورهاي موضعي پاراكراين و اتوكراين، عملي 
  .باشد

  
  ماهيت سنجش 

انتخاب سنجش به عامل مورد مطالعه، ماهيت پاسخ و سلول 
را مي توان به پنج سنجش . هدف خاص وابسته خواهد بود

  :دسته عمده تقسيم كرد
 يك پاسخ سريع يا كوتاه مدت، از :(viability) زيستايي )1

قبيل يك تغيير در نفوذپذيري غشاء يا اختلال در يك مسير 
   سلول بقاءمتابوليك خاص مرتبط با تكثير يا 

 حفظ طولاني مدت ظرفيت خودنوسازي :(survival)بقاء  )2
(self-renewal)) 10-5 نسل يا بيشتر.(  

 سنجشهايي با مدت زمان متوسط :(metabolic)متابوليك )3
كه معمولاً براساس ميكروتيتراسيون است كه مي تواند يك 

،  RNAمثل فعاليت دهيدروژناز، سنتر (پاسخ متابوليك 
DNAرا در زمان مجاورت يا مدتي بعد از آن )  يا پروتئين

   يا سه اندازه گيري بعد از دو. اندازه گيري كند
دو برابر شدن جمعيت به احتمال بيشتر منعكس كننده 

  .  مرتبط باشدبقاءپتانسيل رشد سلولي بوده و ممكن است با 
مثلاً يك [ در يك حالت تغيير يافته بقاء :ترانسفورماسيون)4

ژنتيكي، تغييرات در ) هاي(حالت بيان كننده موتاسيون
 .]كنترل رشد يا ترانسفورماسيون بدخيم

  يا آلرژي يك پاسخ مشابه با التهاب :(irritancy)تحريك)5
  ، به گونه ايكه ايجاد مدل التهاب درin vivoدر 

  in vitro مشكل مي باشد، اما ممكن است با بررسي 
آزادسازي  سيتوكين در كشت هاي  ارگانوتايپيك امكان 

 .سنجش وجود داشته باشد
 

  (viability)زيستايي 
  زه گيري سلولهايسنجش هاي زيستايي براي اندا

 به دنبال يك روش آسيب زاي بالقوه، از (viable) زيست پذير
قبيل جداسازي اوليه، جداسازي سلولي يا فريز كردن و ذوب 

 اغلب آزمايشهاي زيستايي براساس يك. كردن استفاده مي شوند
در تماميت غشاء مي باشد كه با جذب يك رنگ كه  نقص

مثل (نفوذ ناپذير است سلول در حالت طبيعي نسبت به آن 
يا آزاد سازي يك رنگ كه ) تريپان بلو، اريتروزين يا نفتالن بلك

به طور طبيعي توسط سلولهاي زنده جذب و نگهداري مي شود 
هر . مشخص مي شود) مثل دي استيل فلورسين يا قرمز خنثي ( 

   نهايي را پيش بينيبقاءچند اين اثر فوري بوده و هميشه 
 جلوگيري از ورود رنگ منجر به تخمين بيش بعلاوه.  نمي كند

 از سلولهاي ذوب شده از 90%از حد زيستايي مي شود مثلاً 
نيتروژن مايع ممكن است تريپان بلو را به داخل راه ندهند اما 

 24 از اين سلولها قادرند بعد از 60%ثابت شده است كه فقط 
  .ساعت بچسبند

  
فاده برآورد زيستايي با است  -14-1دستور كار

  از تريپان بلو
  

  قاعده كلي
سلولهاي زنده نسبت به نفتالن بلك، تريپان بلو و تعدادي از 

  .رنگ هاي ديگر نفوذناپذيرند
  طرح كلي

يك سوسپانسيون سلولي را با رنگ مخلوط كرده و آنرا با 
  .ميكروسكوپ با بزرگنمايي كم مشاهده كنيد

  :مواد



 209    سيتوتوكسيسيتي    /  فصل چهاردهم 

  :استريل يا تهيه شده به صورت آسپتيك
  هاي مورد آزمايشسلول

  mL20........................محيط كشت رشد مناسب نوع سلول
  mL5...........................................................25/0%تريپسين 

D-PBSA...............................................................mL10   
  : غيراستريل
  هموسيتومتر

 در 1% يا نفتالن بلك 4/0%مثل تريپان بلو (رنگ زيستايي 
D-PBSA يا HBSS(  

  پي پت پاستور
  ميكروسكوپ 

tally counter  
  

  :دستوركار
دن و تعليق مجدد، يك با ترپيسينه كردن يا با سانتريفوژ كر-1

 سلول در 106تقريباً (سوسپانسيون سلولي با غلظت بالا 
  .تهيه كنيد) ميلي ليتر

يك لام هموسيتومتر تميز را برداشته و لامل را جاي خود -2
 .قرار دهيد

) تريپان بلو(يك قطره از سوسپانسيون سلولي را با يك قطره -3
 .از رنگ مخلوط كنيد) نفتالن بلك(يا چهار قطره 

 .محفظه شمارش هموسيتومتر را پر كنيد-4
سلولها ( دقيقه به همان حالت قرار دهيد1-2لام را به مدت -5

را براي مدت زمان بيشتري نگه نداريد در غير اينصورت 
 ).سلولهاي زنده خواهند مرد و رنگ را جذب خواهند كرد

 مشاهده 10×لام را با استفاده از ميكروسكوپ با بزرگنمايي -6
 .كنيد

كل سلولها و تعداد سلولهاي رنگ شده را شمارش تعداد -7
 .كنيد

 .هموسيتومتر را شستشو داده و آنرا به جعبه خود باز گردانيد-8
  

درصد سلولهاي رنگ نشده را محاسبه  :تجزيه و تحليل
  . اين تعداد درصد زيستايي در اين روش مي باشد. كنيد

  
 تعيين ميزان زيستايي  - 14- 2دستور كار

  توسط جذب رنگ
  

  اعده كليق
 سلولهاي زنده دي استيل فلورسين را جذب كرده و آنرا به 
فلورسين هيدروليز مي كنند كه غشاء سلولي سلولهاي زنده 

سلولهاي زنده داراي . نسبت به آن نفوذ ناپذير مي باشد
. فلورسانس سبز مي باشند و سلولهاي مرده فاقد آن مي باشند

 يوم يديدممكن است سلولهاي غيره زنده با پروپيد

(propidium iodide) رنگ شده و داراي فلورسانس قرمز 
زيستايي به صورت درصد سلولهايي است كه داراي . شوند

اين روش ممكن است براي آناليز . فلورسانس سبز مي باشند
CCDيا فلوسيتومتري به كار رود .  

  طرح كلي
يك سوسپانسيون سلولي را در مخلوطي از پروپيديوم يديد 

تيل فلورسين رنگ كرده و سلولها را با ميكروسكوپ و دي اس
  .فلورسانس يا فلوسيتومتري بررسي كنيد

  مواد
  :استريل يا تهيه شده به روش آسپتيك

  سوسپانسيون تك سلولي
 HBSSدر µg/mL10فلورسين دي استات 

 µg/mL500پروپيديوم يديد 
  : غيراستريل

  ميكروسكوپ فلورسانس
 :فيلترهاي
 nm515 LP، نشر nm590/450تهييج : فلورسين

  nm615، نشر nm488تهييج : پروپيديوم يديد
  

  دستور كار
 سوسپانسيون سلولي را مطابق دستور كار قبلي  اما در محيط -1

  .كشت فاقد فنل رد تهيه كنيد
 تا رسيدن به 1:10 مخلوط رنگ فلورسنت را به نسبت -2

از  µg/mL50 از دي استيل فلورسين و µg/mL1غلظت 
  .وم يديد اضافه كنيدپروپيدي

  . انكوبه كنيدC37° دقيقه در دماي 10 سلولها را به مدت -3
 يك قطره از سلولها را روي يك لام ميكروسكوپي قرار داده، -4

يك لامل روي آن گذاشته و سلولها را توسط ميكروسكوپ 
  .فلورسانس بررسي كنيد

  
  سلولهايي كه داراي فلورسانس سبز  :تجزيه و تحليل

ند، زنده بوده در حاليكه آنهائيكه داراي فلورسانس قرمز مي باش
ممكن است زيستايي به . مي باشند، سلولهاي غير زنده مي باشند

صورت درصد سلولهايي كه داراي فلورسانس قرمز هستند 
همچنين سوسپانسيون . نسبت به تعداد كل سلولها بيان شود

وتحليل سلولي رنگ شده مي تواند توسط فلوسيتومتري تجزيه 
  .شود

  
 µg/mL40سلولهاي زنده، قرمز خنثي : جذب قرمز خنثي

موجود در محيط كشت را جذب كرده و آنرا در ليزوزومهاي 
  هرچند قرمز خنثي توسط سلولهاي. خود محبوس مي كنند

جذب قرمز خنثي توسط فيكس .  غير زنده جذب نمي شود
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 .آزمون كلونوژنيك براي سلولهاي تك لايه: 14-1شكل 

ماده مورد . سلولها، تريپسينه، شمارش و رقيق مي گردند
آزمايش را مي توان قبل از تريپسينه كردن يا بعد از كلونينگ 

وقتي كه كلني ها به اندازه قابل قبول براي شمارش . اضافه كرد
توسط چشم رسيدند اما قبل از اين كه با هم همپوشاني پيدا 

  . مي شوندكنند، كلني ها ثابت شده و رنگ آميزي
  
 
 

سلولها در فرمالدئيد و حل كردن رنگ در استيك اتانول كردن 
  اندازگيري شده و امكان خوانده شدن پليت در دستگاه

قرمز .  را ممكن مي سازدnm570 اليزا ريدر در طول موج  
اراي خنثي تمايل به ته نشين شدن دارد، بنابراين محيط كشت د

شده و قبل از مصرف  انكوبه رنگ معمولاً به مدت يك شب
  اين سنجش، تعداد كل سلولها را . سانتريفوژ مي شود

نمي سنجد بلكه كاهش در ميزان جذب مربوط به از دست 
رفتن سلولهاي زنده را نشان مي دهد و به آساني قابل مكانيزه 

  .شدن مي باشد
  
   (survival) بقاء

 راحت و (short term)در حاليكه آزمايشات كوتاه مدت 
يشات فقط  سريع بوده و انجام آنها آسان است اين آزمامعمولاً

را در زمان ) يعني نفوذ پذير مي باشند(سلولهايي كه مرده اند 
هر چند اغلب، سلولهايي كه در . سنجش آشكار مي كنند

 قرار ) داروهاي ضد تومور ومثل پرتوتابي(معرض اثرات سمي 
  بعد نشان گرفته اند يك اثر را چند ساعت يا حتي چند روز 

ماهيت آزمايشات مورد نياز براي اندازه گيري . مي دهند

زيستايي در اين موارد لزوماً متفاوت نمي باشد چون بعد از 
زمانيكه سنجش انجام مي شود، ممكن است سلولهاي مرده 

 (long term)بنابراين آزمايشات بلند مدت . ناپديد شده باشند
ستفاده شود براي اثبات به جاي اينكه براي سميت كوتاه مدت ا

  . استفاده مي شود كه ممكن است برگشت پذير باشدبقاء
 را با تعيين ظرفيت تكثيري براي چندين بقاء، گ كارايي پليتين

اينكه سلولها با يك راندمان  نسل سلولي مي سنجد مشروط بر
بالا كشت شوند تا بتوان كلني ها را بعنوان نماينده كل جمعيت 

 معمولاً 10%هرچند يك راندمان بالاتر از . فتسلولي در نظر گر
  .قابل قبول است اما بهينه نمي باشد

  
  

   آزمون  كلونوژنيك  براي -  14- 3دستور كار 
  سلولهاي چسبنده

  
  طرح كلي

 ساعت با عامل مورد آزمايش در يك 24سلولها را به مدت 
 سلولها را تريپيسينه كرده، آنها. محدوده اي از غلظت تيمار كنيد

 1-3را در يك دانسيته سلولي پايين بذرافشاني كرده به مدت 
سلولها را رنگ آميزي كرده و تعداد كلني ها . هفته انكوبه كنيد
  .را شمارش كنيد

  
  مواد

  :استريل
  محيط كشت رشد

D-PBSA 
  خام 25/0%تريپسين 

 برابر غلظت حداكثر 10تركيب مورد آزمايش با غلظت 
 pH. ت فاقد سرم حل شده باشدمورد استفاده كه در محيط كش

و اسمولاليتي محلول آزمايش را چك كرده و در صورت نياز 
 .تنظيم كنيد

  cm225فلاسك هاي 
 . كه علامت گذاري شده اندcm9 يا 6پتري ديش هاي 

  :غير استريل
D-PBSA  

  متانول 
 1%كريستال ويوله 

 هموسيتومتر يا دستگاه شمارشگر سلولي الكترونيكي
  :دستوركار

 ،براي هر cm2 25ك سري از كشتها را در فلاسك هايي-1
سلولها را . يك از شش عامل غلظت و سه كنترل تهيه كنيد

 از محيط mL5/4 سلول در ميلي ليتر در 5×  104با غلظت 
كشت رشد بذرافشاني كرده و وقتي كه كشت ها وارد 
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 ساعت 48مرحله فاز لگاريتمي مي شوند آنها را به مدت 
  .انكوبه كنيد

 از mL2يك رقت سريال از تركيب تهيه كنيد به گونه اي كه -2
غلظت ده برابر از هر يك از غلظت هاي نهايي مورد نياز 

 .تهيه شود
a( ،اگر يك تركيب را براي اولين بار آزمايش مي كنيد

  .استفاده كنيد logs  5-3 برابر در محدوده  5از رقت هاي 
b( اگر قادر به پيش بيني غلظت سمي تقريبي  

 10باشيد، مي توانيد يك دامنه محدودتر را در محدوده مي 
 . انتخاب كنيد(over one or two decades) 20يا 

 از محلول ده برابر غلظت به mL5/0هر غلظت را با افزودن -3
 رقيق  1:10هر يك از سه فلاسك براي هر رقت به نسبت 

هيچ تركيبي به آن اضافه نشده ( كرده، با محيط كشت كنترل 
شروع كرده و از پائين ترين غلظت به سمت بالاترين ) است

 .غلظت به پيش برويد
 .فلاسك ها را به انكوباتور باز گردانيد-4
نسبتاً برگشت پذير  اگر تركيب داراي فعاليت كند بوده يا-5

 3 را دو  بار تكرار كنيد، كشت را به مدت 3، مرحله است
 هر روز در معرض ماده قرار داده، محيط كشت و تركيب را

در مورد . روز با تعويض محيط كشت جايگزين كنيد
 يك روز مجاورت (fast-acting)تركيبات سريع الاثر 

 . كافي خواهد بود
  محيط كشت را از هر گروه سه تايي به ترتيب خارج كرده-6

از پايين ترين غلظت تركيب به طرف بالاترين غلظت كار ( 
 .و سلولها را تريپسينه كنيد) شود

رقيق كرده و در دانسيته مورد نياز براي رشد سلولها را -7
همه كشت ها . كلونال درون پتري ديش ها بذرافشاني كنيد

از فلاسك هايي كه . به ميزان مساوي با كنترل رقيق شوند
با بالاترين غلظت در تماس بوده اند به سمت كمترين 

 .غلظت و سپس با شاهد كار شود
 .كيل شوندكشت ها را انكوبه كرده تا كلني ها تش-8
كشت ها را در متانول مطلق فيكس كرده و آنها را به مدت -9

 .  رنگ كنيد1% دقيقه در كريستال ويوله 10
 ديش ها را با آب معمولي شستشو داده، خشكانده و آنها را -10

 .در حالت وارونه قرار داده تا خشك شوند
را )  نسل50بيش از ( سلول 50كلني هاي با بيش از -11

  .شمارش كنيد
  
  بقاءيه و تحليل منحني تجز

  . كارايي پليتينگ را در هر غلظت دارو محاسبه كنيد-12
كارايي پليتينگ در هر غلظت نسبت ( كارايي پليتينگ نسبي -13

  . بقاء مي باشد اين مقدار نسبت. را محاسبه كنيد) به شاهد

 نسبت بقاء را در مقياس لگاريتمي بر حسب غلظت در -14
در محدوده غلظت مورد استفاده مقياس خطي يا لگاريتمي 

  .رسم كنيد
15- IC50 يا IC90 كه غلظتي از تركيب مي باشد كه به ترتيب 

 ممانعت از تشكيل كلني مي شود را 90% يا 50%باعث 
  چون نمودار به صورت نيمه لگاريتمي . مشخص كنيد

 مناسب تر است چون به احتمال بيشتري بر IC90مي باشد، 
 IC50واقع مي شود، در حاليكه روي قسمت خطي نمودار 

 نمودار قرار گيرد كه يك (knee)تمايل دارد روي پيچ 
  . ارزش كمتر پايدار را مي دهد

 منحني را از لحاظ تفاوت در حساسيت تجزيه و تحليل -16
  :كنيد

(aيك شيب كم عمق تر و يا پيچ :  شيب منحني و طول پيچ
يب طولاني تر به معني حساسيت كمتر مي باشد؛ يك ش

  عميق تر و يا پيچ كوتاهتر به معني حساسيت بيشتر
 IC90 وIC50هم طول پيچ و هم شيب بر روي .  مي باشد

 يك تفاوت مهمتري IC90موثر مي باشند، هر چند در 
  .مشاهده مي شود

(bنسبت سلولهاي مقاوم با پهن شدگي:  نسبت مقاوم 
  . در انتهاي زيرين  نمودار نشان داده مي شود

(cت كل با عدم وجود هرگونه شيبي بر روي نمودار   مقاوم
  .مشخص مي شود

(dممكن است با بقاءنمودارهاي پيچيده :  سطح زير منحني 
محاسبه سطح زير نمودار با هم مقايسه شوند، اما اين كار از 
  لحاظ رياضي معتبر نبوده و در شرايط اضطراري استفاده 

  .مي شود
  

   بقاءپارامترهاي متغير در آزمون 
براي اولين بار دامنه وسيعي از غلظتها به : غلظت ماده

 ، M 6-10 × 1 ، M 5-10× 1مثلاً (صورت افزايش لگاريتمي
M 4-10 × 1 ، M 3-10 × 1 و براي تلاشهاي بعدي )  و شاهد

بر اساس ) لگاريتمي يا خطي(دامنه محدودتري از غلظت ها 
  . نتايج اولين دامنه بايد استفاده شود

بعضي از شرايطي كه آزمايش : ده بدون تغييرغلظت هاي ما
مي شوند مثل كيفيت محيط كشت، آب يا پلاستيك نامحلول 

(insoluble plastic) در اين . را نمي توان به آساني تغيير داد
چون ممكن است . دموارد، مي توان غلظت هاي سرم را تغيير دا

 سرم يك اثر پوشاننده برروي آثار سمي مختصر داشته باشد،
  .ممكن است يك اثر فقط در غلظت محدود سرم مشاهده شود

بعضي از عوامل به سرعت عمل : مدت مجاورت با ماده
بعنوان مثال . كرده، در حاليكه بقيه آهسته تر عمل مي كنند

مجاورت با اشعه يونيزان براي رسيدن به دوز مورد نياز فقط به 
ي از داروهاي چند دقيقه زمان نياز دارد، در حاليكه آزمايش بعض
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 نمودار نيمه لگاريتمي نسبت بقاء .منحني بقاء: 14-2شكل 
كلني هاي / كلني هاي حاصل از سلولهاي مورد آزمايش(سلولها 

. برحسب غلظت سيتوتوكسين) حاصل از سلولهاي شاهد
 بر روي IC90معمولاً منحني داراي يك خميدگي مي باشد و 

 بر روي خميدگي IC50. محدوده خطي منحني واقع مي شود
  .واقع شده و داراي ارزش ثابت كمتري مي باشد

  
  
 
 
  

    
  

 نمودار نيمه لگاريتمي .تفسير منحني هاي بقاء: 14-3شكل 
شيب منحني با . بقاء سلولي بر حسب غلظت سيتوتوكسين

افزايش حساسيت افزايش يافته و با كاهش حساسيت، كاهش 
  . كاملاً صاف مي شودمي يابد تا زماني كه براي مقاومت كامل،

  
  

 ممكن (cycle – dependent)آنتي متابوليك وابسته به چرخه
است براي رسيدن به يك تأثير قابل اندازه گيري به چند روز 

  .زمان نياز داشته باشد
 وابسته به هم (C) و غلظت دارو  (T)طول مدت مجاورت 

مجاورت .  هميشه ثابت نمي باشدT ×  Cهستند، هر چند 
  مي تواند حساسيت را بيش از مقدار پيش بيني شدهطولاني

 T × C افزايش دهد كه در نتيجه اثر چرخه سلولي و آسيب 
  . مي باشد(Cumulative)تجمعي 

 وقتي كه ماده محلول بوده و انتظار :زمان مجاورت با ماده
 عمل 14-3-مي رود كه سمي باشد بايد مطابق دستور كار 

اشناخته مي باشد، تحريك يا فقط شود، اما وقتي كيفيت ماده ن
مورد )  ممانعت به جاي چندين برابر 20%مثلاً ( يك اثر جزئي 

انتظار است، ماده مورد بررسي ممكن است به جاي زمان قبل از 
تاييد سميت . انكوباسيون  در طي رشد كلونال تركيب شود

 مثلاً براي يك داروي سيتوتوكسيك، به يك آزمون -مورد انتظار
 با حداقل تماس دارو در (conservative)ه كارانه محافظ

 قبل از كلونينگ به كار مي رود، نياز in vivoمقايسه با آنكه در 
تاييد عدم سميت مثلاً براي آب شير يا يك ماده دارويي . دارد

غيرسمي به يك آزمون دقيق تر با تماس طولاني مدت در طي 
  .كلونينگ نيازمند مي باشد

 دانسيته سلولي در طي :ر طي مجاورتدانسيته سلولي د
مجاورت با يك عامل مي تواند پاسخ سلولها و عامل را تغيير 

  در دانسيته هاي سلولي بالا HeLaبعنوان مثال سلولهاي . دهد
.  حساسيت كمتري دارندmustineنسبت به عامل آلكيله كننده 

براي مشخص كردن اثرات دانسيته سلولي بايد آنرا در مرحله 
  . از انكوباسيون در طي مجاورت با دارو تغيير دادپيش

 در غلظت هاي بالاي يك :دانسيته سلولي در طي كلونينگ
عامل سمي ممكن است تعداد كلني ها كاهش يابد اما مي توان 
اين اثر را با بذرافشاني سلولهاي بيشتر جبران كرد به گونه ايكه 

اين . شكيل شودتقريباً تعداد مشابهي از كلني ها در هر غلظت ت
تاثير گذار است بقاء روش خطر دانسيته كلونال پايين كه برروي 

را مرتفع كرده و اعتبار آماري آنرا افزايش مي دهد اما مستعد به 
خطا مي باشد چون سلولها در غلظت هاي بالاتر دارو با يك 
غلظت سلولي بالاتر كشت شده كه اين فاكتور ممكن است 

 ترجيح داده مي شود كه سلولها را .برروي بقاء موثر باشد
 برروي يك لايه تغذيه كننده كه دانسيته سلولي 

)cells/cm2 103 ×5 ( آن بسيار بيشتر از سلولهاي كلونينگ 
اين مرحله اطمينان مي دهد كه دانسيته . مي باشد، كشت داد

سلولي بدون توجه به بقاء كلونال يكنواخت بوده، كه كمتر به 
توجه شود كه كلونينگ بر روي .  مربوط استدانسيته سلولي كل

يك لايه تغذيه كننده مي تواند گاهي اوقات سلولهاي مقاومي 
  .كه بدون لايه تغذيه كننده آشكار نيستند را آشكار كند

يعني از ( بعضي از عوامل سيتواستاتيك بوده :اندازه كلني
اما سيتوتوكسيك نمي باشند و) تكثير سلولي ممانعت مي كنند
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 .تأثير لايه تغذيه كننده بر روي نسبت مقاوم: 14-4شكل 

و در غياب ) خط منقطع(سلولهاي گليوماي انساني در حضور 
يك لايه تغذيه كننده بعد از تيمار با غلظت هاي ) خط توپر(

يك نسبت .   فلورواورسيل كشت داده مي شوند-5مختلف 
لايه  دارو فقط در حضور يك M 4-10×1 در غلظت 10%مقاوم 

در غياب لايه تغذيه كننده، تعداد . تغذيه كننده آشكار مي باشد
كم كلني هايي كه نسبت مقاوم را تشكيل مي دهند، قادر نيستند 

  .كه به تنهايي زنده بمانند
  
  

در طي تماس پيوسته ممكن است اندازه كلني ها را كاهش داده 
دازه در اين موارد، ان. بدون اينكه تعداد كلني ها كاهش يابد

، (densitometry)كلني ها بايد توسط دانسيته سنجي 
شمارش كردن اتوماتيك كلني ها يا با شمارش كردن تعداد 

براي شمارش كردن كلني ها، . سلولها در هر كلني مشخص شود
كاملاً اختياري )  عدد50مثلاً (تعداد آستانه سلولها در هر كلني 

  از اين تعداد بوده و فرض مي شود كه اغلب كلني ها بيشتر
بيش (بايد به كلني ها تا جايي كه كاملاً بزرگ شوند . مي باشند

  براي اندازه گيري كلني ها،. فرصت رشد داد) 1×103از 
 كشت ها را قبل از اينكه ميزان رشد كلني هاي بزرگتر كاهش 

  . حساب كنيديابد، رنگ كرده و همه كلني ها را 
  

 مورد آزمايش در بعضي از عوامل (Solvents):حلالها 
محيط هاي كشت آبي داراي حلاليت كمي بوده و ممكن است 
. لازم باشد تا از يك حلال آلي براي حل كردن آنها استفاده شود

اتانول، پروپيلن گلايكول و دي متيل سولفوكسايد براي اين 
منظور استفاده مي شوند اما امكان دارد كه خودشان براي سلولها 

ن شما بايد براي بدست آوردن يك محلول، بنابراي. سمي باشند
ماده ممكن است در يك . حداقل غلظت حلال را استفاده كنيد

 سپس بايد آنرا به ، ساخته شود100%غلظت بالا در مثلاً اتانول 
 و در نهايت در محيط كشت رقيق ه رقيق كردBSSتدريج با 
  بوده و بايد يك5/0%غلظت نهايي حلال بايد كمتر از . مي شود

يعني يك شاهد با غلظت نهايي ( شاهد حلال هم استفاده شود 
  ).مشابه حلال اما بدون ماده مورد آزمايش

زمانيكه از حلال هاي آلي در ظروف پلاستيكي يا لاستيكي 
بهتر است براي حلالهاي رقيق . استفاده مي كنيد مراقب باشيد

از نشده از شيشه استفاده شود و فقط زمانيكه غلظت حلال كمتر 
در حاليكه كارايي .  مي باشد از پلاستيك استفاده شود%10

 بقاءپليتينگ يكي از بهترين روشهاي آزمايش كردن ميزان 
   برايگسلولي مي باشد، بايد فقط زماني كه كارايي كلونين

 كلني هاي تشكيل شده به اندازه كافي بالا بوده تا نماينده كل 
رايط آرماني اين به در ش. جمعيت سلولي باشد، استفاده گردد

.  كشت شوند100%اين معنا مي باشد كه شاهدها بايد در بازده 
هر چند در عمل اين امر به ندرت امكان پذير است و كارايي 

  . يا كمتر اغلب قابل قبول مي باشد20%پليتينگ شاهد از 
  

  سنجش هاي بر پايه تكثير سلولي
 يشمارش سلولي در كشت پس از چند روز مي توانـد بـرا            

                  تكثير سلولي استفاده شـود      تعيين تاثير تركيبات مختلف بر روي     
اما حداقل در مراحل اوليه آزمايش، به يك نمـودار رشـد كامـل              

 در يـك تـك   (cell counts)نياز مي باشد چون تعداد سلولها 
  .مرحله زماني مي تواند مبهم باشد

تجزيه و تحليل  منحني رشد با استفاده از شمارش سلولي، 
مي باشد، چون فقط در مورد تعداد نسبتاً كمي نمونه  قابل اجرا  
در مواردي كه . در يك غربالگري بزرگ طاقت فرسا مي شود

مرحله خاص زماني تعداد زيادي نمونه وجود دارد، يك 
(single point in time)لاً تعداد سلولها سه روز پس از  مث

 مي تواند استفاده شود، اما هر اثر مهمي بايد توسط –مجاورت 
د يا توسط يك آزمون يك نمودار رشد كامل در طي چرخه رش

ديگر از قبيل يك نمودار بقاء توسط آزمون كلونوژنيك يا آزمون 
MTTتكميل شود .  
  

 آزمونهاي سيتوتوكسيسيتي متابوليك
آزمايشات كارايي پليتينگ و تجزيه و تحليل آنها پر زحمت 
و وقت گير مي باشد، بخصوص زمانيكه تعداد نمونه ها زياد 

بعلاوه .  هفته باشد2-4 است بوده و مدت هر آزمايش ممكن
بعضي از رده هاي سلولي بخصوص سلولهاي طبيعي تازه 
جداسازي شده داراي كارايي پليتينگ كم مي باشند، بنابراين 
تعدادي روشهاي ديگر براي سنجش سلولها در دانسيته هاي 

. بوجود آمده است) مثلاً در پليت هاي ميكروتيتراسيون(بالاتر 
 را اندازه گيري بقاءين آزمايشات، مستقيماً هر چند هيچ يك از ا

يعني(  افزايش ويژه در تعداد سلولها به جاي آن. نمي كنند
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 دو رده سلولي مختلف .آزمون ميكروتيتراسيون: 14-5شكل 
در معرض محدوده اي از غلظت هاي يك داروي مشابه قرار 

، MTTگرفته اند و سپس قبل از تعيين بقاء توسط واكنش 
اولين ستون سمت چپ هيچ . ه ترميم به آنها داده شده استاجاز

سلولي نداشته و مي تواند به عنوان يك بلانك براي تنظيم 
  اين آرايش زماني كه از. دستگاه پليت ريدر استفاده شود

 plate sealer استفاده شود و وقتي كه همه چاهك ها مشابه 
اده از درپوش، هر چند در هنگام استف. باشند قابل اجرا مي باشد

  شايد به دليل تبخير وجود دارد و بهتر edge effect""خطر
يعني (است كه ستون هاي آخر سمت چپ و راست بلانك 

بعضي از افراد ستون هاي . باشند) فقط حاوي محيط كشت
  .بالايي و پائيني را هم بلانك مي گيرند

  
 
  

يي يا توانا DNA، افزايش مقدار كل پروتئين يا )نمودار رشد
در اينگونه .  تعيين مي شودDNAبراي ساختن پروتئين يا 

 به صورت حفظ توانايي تكثيري يا متابوليكي توسط بقاءموارد، 
 كل جمعيت سلولي، مدتي پس از برداشت اثر سمي، تعريف 

هر چند چنين آزمونهايي قادر به تمايز ميان كاهش . مي شود
 كاهش يافته از فعاليت متابوليكي يا تكثير سلول و يك تعداد

سلولها نمي باشد و بنابراين هر گونه مشاهدات استثنايي و 
  . كلونوژنيك تاييد شودبقاءجديد بايد توسط آزمون هاي 

  
  آزمون هاي ميكروتيتراسيون 

با ورود پليت هاي چند خانه، تحول بزرگي در نمونه 
 در كشت سلولي (replicate sampling)برداريهاي تكراري 

ين پليت ها از لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه بوده، ا. ايجاد شد
  مي توانند از كيفيت نوري خوبي برخوردار باشند و امكان

متداولترين .  كار كردن به صورت اتوماتيك با آنها وجود دارد
 خانه مي باشد كه هر چاهك 96پليت هاي ميكروتيتراسيون 

   سطح رشد بوده و داراي ظرفيتmm232-28 داراي
 mL2/0 – 1/0 سلول مي باشد1 × 105 محيط كشت و  .

ميكروتيتراسيون امكان اين را فراهم كرده كه به طور همزمان با 
تعداد زيادي نمونه اما با سلولهاي نسبتاً كم از هر نمونه كار 

با اين روش كل جمعيت در معرض عامل قرار گرفته و . شود
ابوليك از سپس زيستايي معمولاً با اندازه گيري يك پارامتر مت

در .  تعيين مي شودNADH/NADPH يا ATPقبيل غلظت 
   موجود Promegaاين زمينه تعدادي كيت از شركت 

  . مي باشد
 يك سنجش ميكروتيتراسيون (end point)نقطه پاياني 

 در حاليكه اين نتايج . معمولاً برآورد تعداد سلولها مي باشد
 با روشهاي مي تواند به صورت مستقيم با شمارش سلولها يا

 (incorporationغير مستقيم از قبيل تركيب شدن ايزوتوپ 
(isotope و زيستايي سلولي كه توسط احياء MTT   

 يك رنگ تترازوليوم MTT. اندازه گيري مي شود انجام پذيرد
توسط سلولهاي فقط زرد رنگ و محلول در آب مي باشد كه 

محلول  ارغواني نا(formazan)زنده به يك محصول فورمازن
  هر چند، بعضي از عوامل . در محلولهاي آبي احيا مي شود

مشخص شده است .  موثر باشندMTTمي توانند برروي احياء 
 شرح داده شده است، 14-4 كه در دستور كار MTTكه آزمون 

 نتايج مشابهي با يك آزمون كلونوژنيك استاندارد
نجش اين روش، استفاده از ميكروتيتراسيون را درس.  مي دهد

داروهاي ضد سرطان شرح مي دهد اما مي توان با تغييرات 
جزئي از آن براي هر نوع سنجش سيتوتوكسيسيتي ديگر استفاده 

  .كرد
  
  

  آزمون سيتوتوكسيسيتي - 14- 4دستور كار
 MTTبراساس 

 
  اصل 

سلولها در مرحله نمايي رشد در معرض يك داروي 
عمولاً مدت زمان مجاورت م. سيتوتوكسيك قرار مي گيرند

  حداكثر زمان مورد نياز براي ايجاد حداكثر آسيب سلولي
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   مي باشد، اما همچنين تحت تأثير پايداري دارو هم قرار
  بعد از خارج كردن دارو، به سلولها اجازه داده.  مي گيرد

 (PDTs) مي شود براي دو تا سه زمان دو برابر شدن جمعيت 
كه زنده مانده و تكثير حاصل كرده تا تفاوت ميان سلولهايي 

قادر به تكثير هستند و آنهايي كه زنده مانده اما نمي توانند تكثير 
 به طور ندهسپس تعداد سلولهاي ز. شوند، مشخص شود

ميزان .  مشخص مي شودMTTغيرمستقيم با احياء رنگ 
MTT-فورمازن توليد شده را مي توان با حل كردن MTT– 

  . وفتومتري تعيين كردفورمازن در يك حلال مناسب، با اسپكتر
  
  طرح

كشت هاي تك لايه در پليت هاي ميكروتيتراسيون را در 
دارو را خارج كرده و . يك دامنه از غلظت هاي دارو انكوبه كنيد

   غذا دهي كنيد، سپس PDTSپليت را به مدت دو تا سه 
 فورمازن نامحلول – MTTپليت ها را مجدداً غذا دهي كرده و 

 pH حل كرده، يك بافر براي تنظيم DMSOدر آب را در 
  .نهايي افزوده و جذب آنرا با دستگاه اليزا ريدر بخوانيد

  
  مواد

  :استريل
  محيط كشت رشد

 HBSS در mM EDTA1 + 25/0%تريپسين 
MTT: 3 – (4 , 5– dimethylthiazol – 2 - yl )– 

2 , 5– diphenyl-tetrazolium bromide   ، 
mg/mL 50 استريل شده استكه با فيلتراسيون   

  M1/0 ،Nacl گليسين  ( Sorensenبافرگليسين 
M1/0 كه با سودM 1 5/10 در pHتنظيم شده است ( 

 پليت هاي ميكروتيتراسيون
 سرسمپلر، ترجيحاً در يك جعبه سرسمپلر قابل اتوكلاو

كه مخصوص كشت بافت  (cm9 و cm5پتري ديش هاي  
  )نمي باشد

  
  mL100 و mL30لوله يا ظروف يونيورسال 

  :غيراستريل
  پلي استيرن شفاف براي نگهداري ( جعبه پلاستيكي 

  )پليت ها 
 سمپلر چند كاناله 

  (DMSO)ل سولفوكسايد يتدي م
 )اختياري  ( DMSOتوزيع كننده 
 پليت ريدر دستگاه اليزا

plate carrier براي سلولهايي كه ( براي سانتريفوژ
  )بصورت سوسپانسيون رشد مي كنند

   كاردستور
  :كشت دادن سلولها

يك كشت تك لايه كه در زير حد تراكم مي باشد را  -1
تريپسينه كرده و سلولها را در محيط كشت حاوي سرم 

  .جمع آوري كنيد
تا ) g200 دقيقه در 5( سوسپانسيون را سانتريفوژ كرده  -2

سلولها را مجدداً در محيط كشت . سلولها ته نشين شوند
 . و آنها را شمارش كنيدرشد به حالت تعليق در آورده

  بر حسب ميزان رشد رده سلولي، سلولها را تا  -3
 mL20 سلول در ميلي ليتر رقيق كرده و 5/2 – 50×  103

از سوسپانسيون سلولي را براي هر پليت ميكروتيتراسيون در 
 .نظر بگيريد

 انتقال داده cm9سوسپانسيون سلولي را به يك پتري ديش  -4
 از سوسپانسيون را به mL200، و با يك سمپلر چند كاناله

 خانه 96ستون مركزي يك پليت 10هر كدام از چاهكهاي 
، از ستون ) چاهك در هر پليت 80( ته صاف اضافه كنيد 

  خاتمه دهيد و 11دوم شروع كرده و با ستون 
 . سلول در هر چاهك بريزيد5/0 – 10×  103

5- mL200 چاهك در ستونهاي 8 از محيط كشت رشد را به 
   بايد بعنوان بلانك براي 1ستون .  اضافه كنيد12 و 1

 به تأمين رطوبت ستون 12اليزا ريدر استفاده شود، ستون 
   را به حداقل"edge- effect" كمك كرده و 11

 . مي رساند
پليت ها را دريك جعبه پلاستيكي و در يك اتمسفر  -6

 روز انكوبه كرده، به 1-3 به مدت C37°مرطوب در دماي 
مان افزودن دارو، سلولها در مرحله نمايي رشد طوريكه در ز

 .باشند
براي سلولهاي غير چسبنده، سوسپانسيون را در محيط  -7

 كشت رشد تازه تهيه كنيد و سلولها را تا غلظت 
 سلول در ميلي ليتر رقيق كرده و فقط 5 – 100×  103
µl100 خانه ته 96 از سوسپانسيون را درون پليت هاي 

اصله دارو را به اين پليت ها اضافه بلاف. صاف، كشت دهيد
 .كنيد

  
 :افزودن دارو

 برابر از داروي سيتوتوكسيك، در محيط 5يك رقت سريال  -8
. كشت رشد تهيه كرده تا هشت غلظت مختلف بدست آيد

اين سري غلظت ها بايد به گونه اي انتخاب شوند كه 
بالاترين غلظت، بيشتر سلولها را كشته و پايين ترين غلظت 

كه سيتوتوكسيسيتي  هنگامي. ك از سلولها را نكشدهيچ ي
يك دارو مشخص مي باشد، دامنة محدودتري از غلظت ها 

معمولاً براي هر دارو سه پليت . را مي توان استفاده كرد
 triplicate)سه نتيجه ستفاده مي شود تا براي هر آزمايش ا

determination)بدست آيد . 
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  اهك هايبراي سلولهاي چسبنده، محيط كشت چ -9
اين كار را مي توان با .  را خارج كنيد11 تا 2 ستون هاي 

استفاده از يك سوزن مخصوص تزريق زير پوستي 
(hypodermic needle)متصل به خط مكش انجام داد . 

 را با 11 و 2 سلولهاي موجود در هشت چاهك ستونهاي -10
µl200 از محيط كشت رشد غذادهي كنيد، اين سلولها 

  .شندشاهد مي با
 10 تا 3 داروي سيتوتوكسيك را به سلولهاي ستونهاي -11

 چاهك مورد نياز 4براي هر غلظت دارو فقط . اضافه كنيد
 را مي توان براي يك A-Dمي باشد، بنابراين رديف هاي 

 را براي يك داروي ديگر استفاده E-Hدارو و رديف هاي 
  . كرد

تقال داده و  انcm5 محلولهاي دارو را به پتري ديش هاي -12
µl200 كاناله به هر كدام از 4 از آنرا توسط يك سمپلر 

  .گروههاي چهار تايي چاهكها اضافه كنيد
 پليت ها را به جعبه پلاستيكي بازگردانده و آنها را براي -13

  براي سلولهاي . يك دورة زماني مشخص انكوبه كنيد
غير چسبنده رقت دارو را دو برابر غلظت نهايي مورد نظر 

 از سوسپانسيون µl100 از آنرا به µl100تهيه كرده و 
  .سلولي كه در چاهك ها وجود دارد، اضافه كنيد

  
  :دورة رشد

 در انتهاي دورة مجاورت با دارو، محيط كشت را از تمام -14
 µl200چاهك هاي حاوي سلول خارج كرده و سلولها را با 

پليت هاي حاوي . از محيط كشت تازه غذادهي كنيد
 دقيقه در 5(هاي غير چسبنده را سانتريفوژ كرده سلول

g200 (سپس با استفاده از يك . تا سلولها ته نشين شوند
 محيط كشت را (fine-gauge needle)سوزن باريك 

خارج كرده تا از به هم خوردن رسوب سلولها ممانعت 
  .شود

  . غذادهي كنيدPDT 2-3 پليت ها را هر روز به مدت -15
   :ولهاي زندهبرآورد تعداد سل

 از محيط كشت تازه غذا µl200 در انتهاي دوره پليت را با -16
   به تمام چاهك ها در µl50 MTTدهي كرده و 

  . اضافه كنيد11 تا 1 ستون هاي 
 4 پليت ها را در فويل آلومينيومي پيچيده و آنها را به مدت -17

.  انكوبه كنيدC37°ساعت در يك محيط مرطوب در دماي 
 ساعت، حداقل زمان انكوباسيون بوده و 4 كه توجه شود

  . ساعت انكوبه كرد8پليت ها را مي توان تا 
براي ( را از چاهك ها خارج كرده MTT محيط كشت و -18

و كريستالهاي ) سلولهاي غيرچسبنده سانتريفوژ شود
MTT- فورمازن باقي مانده را با افزودن µl200  

DMSO حل كنيد11 تا 1 به تمام چاهك هاي ستونهاي .  

 اضافه DMSO با فرگليسين را به تمام چاهكهاي حاوي -19
  ).  براي هر چاهكµl25(كنيد

 اندازه گيري nm570 جذب را بلافاصله در طول موج -20
  .كنيد چون محصول ناپايدار است

 بوده اما MTT كه حاوي محيط كشت و 1چاهك هاي ستون 
ر بعنوان بلانك فاقد سلول هستند  را براي دستگاه اليزا ريد

  .استفاده كنيد
 :MTTتجزيه و تحليل آزمون 

را ) xمحور(بر حسب غلظت دارو ) yمحور( منحني جذب -21
  .رسم كنيد

22- IC50 را به صورت غلظتي از دارو كه براي كاهش ميزان 
. جذب به نصف ميزان شاهد مورد نياز است محاسبه كنيد

خوانده  11 و 2جذب متوسط كه از چاهك هاي ستونهاي 
ميزان جذب . مي شود به عنوان يك شاهد استفاده مي شود

هر چند گاهي اينگونه .  بايد يكسان باشد11 و 2ستونهاي 
نمي باشد كه نشان دهنده كشت نامساوي سلولها در عرض 

  . پليت مي باشد
  

  MTTتغييرات در آزمون 
 همچنين يك آزمون مـشابه بـراي تعيـين          :كاربردهاي ديگر 
 (radiosensitivity) ا نــسبت بــه پرتوهــاحــساسيت ســلوله

 را مي توان براي تعيين تعـداد سـلولها          MTT .استفاده مي شود  
بعد از انواع مختلفي از تيمارهاي ديگر به غيـر از  مجـاورت بـا             
داروهاي سيتوتوكسيك، از قبيل تحريـك عامـل رشـد، اسـتفاده            

هر چند، در هر مورد ضروري است كـه اطمينـان حاصـل             . كرد
كه خود تيمار برروي توانايي سلول براي احياء رنگ مـوثر           كنيم  

  .نمي باشد
  

همانند آزمونهاي كلونوژنيك، بعضي از  :مدت مجاورت
عوامل ممكن است سريعتر عمل كرده و امكان دارد كه مدت 

سلولها بايد در تمام مدت در . مجاورت و بازيافت كوتاه شود
ها بايد هنوز در رشد نمايي باقي مانده و غلظت سلولي در انت

وقتي كه .  باشدMTTمحدوده خطي آزمون دانستيه سنجي 
  براي اولين بار از يك رده سلولي استفاده مي شود، بايد

 پليت هاي موازي براي شمارش هاي سلولي تهيه شده تا يك 
 فورمازن تا – MTTنمودار رشد حاصل شود و براي جذب 

  عداد سلولها اطمينان حاصل شود كه هنوز جذب متناسب با ت
اگر منحني رشد نشان دهد كه سلولها در حال انتقال . مي باشد

به فاز ايستايي هستند يا وقتي نمودار جذب بر حسب غلظت 
سلولي رسم شود، جذب خطي نباشد، آزمون را كوتاه كرده و 

  . دستور كار برويد16مستقيماً به مرحله 
ولي مدت زمان مجاورت، متناسب با تعداد چرخه هاي  سل
در . بوده كه سلولها در طي مجاورت و بازيافت طي كرده اند
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طي مجاورت نه تنها دانسيته سلولي سريعتر افزايش خواهد 
 يافت بلكه همچنين پاسخ نسبت به داروهاي وابسته به چرخه 

(cycle- dependent)مدت چرخه .  سريعتر خواهد بود
وع بلند سلولي بر روي انتخاب بين يك آزمون نوع كوتاه و ن

  وقتي يك آزمون براي اولين بار انجام . تأثير خواهد داشت
مي شود، نمونه برداري در هر روز از مجاورت دارو و بازيافت 

 ثابت برسيم، ممكن است IC50اگر زودتر به يك . مطلوب است
  .آزمون كوتاه تر شود

  
يك رنگ   سولفورودامين:(end point)نقطه پاياني 

 مي تواند با تئينها را رنگ كرده و همچنينفلورسنت بوده كه پرو
ريدر براي تعيين تشخيص فلورسنت برروي دستگاه پليت 

اين . در هر چاهك استفاده شود) يعني سلولها(مقدار پروتئين 
ماده همه سلولها را رنگ كرده و بين سلولهاي زنده و مرده 

  .تمايزي قائل نمي شود
و يا ) DNAسنتز ( تيميدين -]3H[نشاندار كردن با 

.  كردMTTايزوتوپهاي ديگر را مي توان جايگزين احياي 
 (scintillation)تعيين مقدار توسط شمارش سنتيلاسيون 

دو نوع شمارش . پليت ميكروتيتراسيون انجام مي شود
  : سنتيلاسيون موجود مي باشد

ممكن است محتواي سلولي با تريپسينه كردن برروي فيلترها )1
 suction) تقال توسط مكش ريخته شده و يا با ان

transfer)روي فيلترهاي الياف شيشه  (glass fiber) 
ممكن است فيلترها خشك شده و در سپس ريخته شود و 

   يا شمارش شوند(scintillant)سنتيلانت 
ممكن است كل پليت برروي يك شمارشگر سنتيلاسيون )2

 specially adapted)سازگار شده مخصوص 
scintillation counter)شمارش شود  .  

در عمل ممكن است مهم نباشد كه در انتهاي يك آزمون 
 استفاده مي شود بلكه بقاءكدام معيار براي تعيين زيستايي و 

طراحي آزمون مثل مدت زمان مجاورت با دارو، بازيافت و 
مهمتر ) دانسيته سلولي، ميزان رشد و غيره (مرحله چرخه رشد 

 .است
  

   كلونوژنيكبقاءا مقايسه ميكروتيتراسيون ب
در ميكروتيتراسيون حجم محيط كشت مورد نياز براي هر 
  نمونه كمتر از يك پنجاهم مقدار مورد نياز براي كلونينگ
   مي باشد، هر چند تعداد سلولها در هر دو روش يكسان

هر چند ميكروتيتراسيون قادر به تشخيص بين پاسخ .  مي باشد
 و ميزان پاسخ در هر تمايزي ميان سلولهاي درون يك جمعيت

 مي تواند به اين معني 50% مثلاً يك ممانعت -سلول نمي باشد
 50% از سلولها پاسخ داده يا اينكه هر سلول توسط 50%باشد كه 

 هاي هاي حاصل از آزمونIC50مقايسه ميان . ممانعت مي شود

  
  

 مقـادير چاهـك مـورد       .منحني ممانعت درصدي  : 14-6شكل  
دي از كنتــرل هــا محاســبه شــده و آزمــايش بــه صــورت درصــ

  يـك منحنـي    . برحسب غلظـت سيتوتوكـسين رسـم مـي شـود          
 در مركز   IC50نيمه لگاريتمي به دست آمده كه در شرايط بهينه،          

  .خميدگي منحني واقع مي شود
  
  

  
  

 الگوي آزمون هاي كوتاه .مدت زمان آزمون: 14-7شكل 
 است كه نمودار بالايي نشان دهنده آزموني. مدت و بلند مدت

 ساعت مي باشند 24 كمتر از PDTبراي سلولهايي كه داراي 
مناسب مي باشد و نمودار پائيني نشان دهنده آزموني است كه 

 ساعت مناسب مي باشد، 24 بيش از PDTبراي سلولهايي با 
  .هر چند مقياس هاي زمان حد وسط نيز امكان پذير است

  
  

ي  زيادي را بين دو ميكروتيتراسيون و كارايي پليتينگ، همبستگ
  .روش براي سنجش داروهاي ضد تومور  نشان مي دهد

يك مشخصه مهم آزمون هاي ميكروتيتراسيون، مخصوصاً با 
   يا(colorimetric)مرحله پاياني رنگ سنجي 

، ايجاد مقادير زيادي داده در (radiometric) تششع سنجي
  فرمتي است كه به آساني توسط كامپيوتر تجزيه و تحليل

  .  مي شوند
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 منحني ايده آل براي يك ماده با افزايش تدريجي در سيتوتوكسيسيتي بر حسب زمان كه در .IC50دوره زماني نزول در : 14-8شكل   
  .همه داروهاي سيتوتوكسيك از اين الگو تبعيت نمي كنند. نهايت بعد از سه چرخه سلولي به حداكثر تأثير مي رسد

  
  

  

  

 بين ميكروتيتراسيون و بقاء همبستگي: 14-9شكل 
 يك گروه از پنج رده IC50 اندازه گيري مقادير .كلونوژنيك

، vincristine(سلولي از گليوماي انسان و شش دارو
bleomycin ،VM-26 epidophyllotoxin،  

 5-fluorouracil،methyl CCNU  ،mithramycin .(
 مشخص اكثر نقاط دور از يك رده سلولي به دست آمده كه بعداً

خط .  مي باشند مختلفيها مخلوطي از انواع سلول كهشد
منقطع رگرسيون مي باشد كه با داده هاي رده سلولي ناهمگن 

 ميكروتيتراسيون توسط IC50. حذف شده به دست آمده است
  . متيونين حاصل شده است35S] [تركيب

البته مشاهده داده هاي خام علاوه بر داده هاي آناليز شده 
مپيوتر هم مهم است، چون گاهي فرضيات اوليه برنامه توسط كا

آناليز كامپيوتري با فرضيات ما متفاوت مي باشد يا گاهي بعضي 
  .از داده هاي نابجا توسط كامپيوتر حذف و اصلاح مي شود

  
  بر همكنش دارويي 

بررسي سيتوتوكسيسيتي، اغلب شامل مطالعه برهمكنش 
ويي به آساني توسط داروهاي مختلف مي باشد؛ برهمكنش دار

  سيستم هاي ميكروتيتراسيون تعيين مي شود، كه در آن چندين 
. نسبت مختلف از داروها مي تواند به طور همزمان بررسي شود

تجزيه و تحليل برهمكنش دارويي مي تواند با استفاده از يك 
isobologramيك نمودار .  انجام شده تا داده ها را تفسير كند

پاسخ افزايشي داشته در حاليكه يك نمودار خطي دلالت بر يك 
خميده اگر خط منحني در زير خط پيش بيني شده قرار گيرد 

 بوده و اگر خط منحني بالاي آن قرار گيرد سينرژينشاندهنده 
  .نشاندهنده آنتاگونيست مي باشد

  
  كاربردهاي آزمونهاي سيتوتوكسيسيتي 

  غربالگري داروي ضد سرطان 
  اي شناسايي داروهاي جديد  غربالگري دارويي بر

ضد سرطان مي تواند يك روش خسته كننده و اغلب ناكارآمد 
اكنون، تمايل بيشتر به . از كشف تركيبات فعال جديد باشد

. سمت بررسي آثار برروي هدف هاي ملكولي خاص مي باشد
هرچند، تلاشهايي براي اصلاح غربالگري با انجام آزمون هاي 
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 اتوماتيك شدن مي باشند، شبيه سريع، كه به آساني قابل
آزمونهايي كه براساس تعيين تعداد سلولهاي زنده با رنگ كردن 

به منظور .  مي باشد، صورت گرفته استMTTسلولها با 
، مرحله انكوباسيون (manipulation)كاهش بيشتر دستكاري 

MTT حذف شده است و مرحله پاياني با اندازه گيري ميزان 
در .  تعيين مي شودBاده از سولفورودامين كل پروتئين با استف

 مي باشد، MTTحاليكه اين روش سريعتر و آسانتر از سنجش 
بايد خاطر نشان كرد كه سلولهاي غير زنده و يقيناً 

 هنوز رنگ خواهند شد، (nonrepliacting)غيرهمانندساز 
بنابراين بايد وقتي فعاليت آشكار شد، سنجش با استفاده از يك 

  . تاييد شودMTTتبرتر مثل كلونوژنيسيتي يا احياء نشانگر مع
  

آزمايش دارويي پيشگويانه براي تومورها 
)(predictive drug testing for tumors   

اغلب اين احتمال در نظر گرفته مي شود كه حساسيت 
 سلولهاي مشتق از يك تومور (chemosensitivity)شيميايي 

ي درماني براي بيمار ممكن است در طراحي يك رژيم شيم
اين تكنيك بطور كامل آزمايش نشده است، . بيمار استفاده شود

هرچند نتايج حاصل از كارهاي صورت گرفته در مقياس 
  چيزي كه اكنون مورد نياز. كوچك، دلگرم كننده مي باشد

 مي باشد، توسعه تكنيك هاي كشت معتبر و تجديد پذير 
(reproducible)مثل سينه، ( ل  براي اغلب تومورهاي متداو

مي باشد، به طوريكه كشت هاي سلولهاي ) ريه، كولون 
توموري خالص كه قادر به تكثير سلولي طي چندين چرخه 

سپس . سلولي مي باشند، ممكن است به طور عادي تهيه شوند
 هفته از 2ممكن است آزمون ها در موارد زيادي در طي 

  .دريافت بيوپسي انجام شود
  

  وتانزايي ترانسفورماسيون و م
 براي  in vitroآزمونهاي متداول مورد استفاده در

 anchorage)ترانسفورماسيون شامل استقلال لنگرگاهي
independence) كاهش محدوديت چگالي تكثير سلولي و ،

جهش زايي را مي توان با مبادله . شواهد جهش زايي مي باشد
ح كروماتيد خواهري سنجيد؛ اين روش در دستور كار بعدي شر

  .داده شده است
  

  آزمون موتان زايي توسط تبادل كروماتيد خواهري
 Sister Chromatid)مبادلات كروماتيد خواهري 

Exchanges: SCEs) مبادلات دو طرفه قطعات ، DNA 
  بين كروماتيدهاي خواهري در موقعيت هاي مشابه در طي

 نشانگر بسيار SCEsچون .  چرخه سلولي مي باشدS فاز 
 فعاليت جهش زايي نسبت به شكست هاي حساستري از

  كروموزومي مي باشد، به يك ابزار عمده در تحقيقات 
  .جهش زايي تبديل شده است

 و (BUdr)با توسعه آنالوگ تيميدين، بروموداكسي اوريدين
، در DNAاستفاده بعدي آن در آزمايشات نشاندار كردن 

مقايسه با روشهاي قبلي كه شامل تركيب نوكلئوتيدهاي 
 در حال تكثير مي باشند، قدرت تشخيص DNAراديواكتيو در 

SCEsبعدها، تكنيك .  به ميزان زيادي افزايش مي يابد
 براي امتيازبندي Wolf و Perryفلورسنس بعلاوه گيمساي 

SCEs تقويت شد و رنگ آميزي دائمي SCEs شرح داده  نيز
گ  در طي فرايند امتيازبندي، از بين رفتن سريع رنقبلاً. شد

  .فلورسنت اتفاق مي افتاد
سلولها ) 1:  شامل دو مرحله مجزا مي باشدFPGروش 

 نشاندار شده و سپس براي BUdRبراي دو چرخه كامل با 
   تيمار (colcemid)توقف سلولها در متافاز با كلسميد

 يك كروماتيد از BUdR ،DNAبعد از مجاورت با . مي شوند
 رشته مي باشد، در هر كروموزوم حاوي برومواوراسيل در يك

 كروماتيد خواهري داراي برومواوراسيل در هر DNAحاليكه 
سپس كروموزومها از اين سلولها تهيه ) 2. دو رشته مي باشد

 ، رنگ شده Hoechst 33258شده و با رنگ فلورسنت 
BUdRسپس با  و با نور ماوراء بنفش تجزيه نوري شده 

 افتراقي اين مراحل نهايي تركيب. گيمسا رنگ مي شود
. برمواوراسيل در كروماتيدهاي خواهري را برجسته مي كند

DNA كه حاوي برمواوراسيل مي باشد، فلورسانس 
بنابراين .  را سركوب مي كندHoechest- DNAكمپلكسهاي 

كروماتيد حاوي برمواوراسيل جايگزين شده در هر دو رشته، 
 فلورسانس ضعيفي داشته و به ميزان كمي توسط گيمسا رنگ

مي شود، در حاليكه كروماتيدهايي كه فقط در يك رشته داراي 
برمواوراسيل مي باشد، بيشتر داراي خاصيت فلورسانس بوده، 

BUdR تجزيه شده و در نتيجه به صورت تيره با گيمسا رنگ 
اگر هر گونه تبادلات كروماتيد خواهري روي داده . مي شود

ك باشد، اين الگوي رنگ آميزي كروموزومهاي دلق
(harlequin chromosomes)را توليد مي كند .  

  
  

  تبادل كروماتيد خواهري  – 14-5دستور كار
  

  طرح كلي
سلولهايي كه در فاز متافاز متوقف شده اند و به مدت دو 

 نشاندار شده اند را تريپسينه كرده، سلولها را BUdRچرخه با 
. ددر بافر هيپوتونيك انكوبه كرده و سپس سلولها را فيكس كني

 و تجزيه نوري Hoechst 33258بعد از تيمار سلولها با 
كروموزومها را با . گسترش كروموزمي، از سلولها لام تهيه كنيد
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گيمسا رنگ كرده و زير ميكروسكوپ نوري با روغن ايمرسيون 
  .مشاهده كنيد

  
  مواد

  :استريل
D-PBSA  

PE :mM EDTA10 در PBS  
 PE در 12/0: %تريپسين
BUdR :  استوكmM1را در آب UPW استريل تهيه 

  .كنيد
Karyomax : كلسميدµg/mL10  

  محيط كشت رشد
  :غيراستريل

×2 SSC   :  20× از1:10رقت SSC   
  M KCL 075/0:بافرهيپوتونيك 

  pH  8/6 با M066/0بافر فسفات : Sorensenبافر 
  ، سرد شده در يخ و تازه تهيه شده  3:1اسيد استيك : متانول 

 m166 از پودر گيمسا را در g1 : 76/0%محلول گيمسا 
 به  C60-56°گليسرول ريخته و در يك حمام آب در دماي

 mL66محلول را سرد كرده و .  ساعت گرم كنيد5/1-2مدت 
  . الكل مطلق به آن اضافه كنيد

   Sorensen ،8/6 pH در بافر 5/3%گيمسا، رقيق شده تا 
Hoechst 33258 ،µg/mL20 در UPW  

  گزيلن
DPX mountant  

 mm15 × 22لاملهاي 
  Coplinجار 

 رك لام 
   با طول موج كوتاه در جعبه پرتو تابي UVلامپ 

 سرطانزا بوده آنرا بيرون Hoechst 33258 )نكته ايمني
  .وزن كرده و در داخل يك هود شيميايي حل كنيد

  
  دستور كار
  :پيش تيمار

 سلول در هر 1 × 106مثلاً  (سلولها را در دانسيته مناسب -1
 روز در 2بذرافشاني كرده و به مدت ) cm275سك فلا
°C37انكوبه كنيد .  

2-BUdR را با غلظت نهايي µM10 به محيط كشت اضافه 
  .كنيد

 ساعت 48 به مدت C37°سلولها را در تاريكي و در دماي -3
 .انكوبه كنيد) تقريباً دو چرخه سلولي(ديگر 

 ساعت قبل از جمع آوري سلولها، بر حسب 1-6كلسميد را -4
براي رده هاي . ان چرخه سلولها به آنها اضافه كنيدزم

 µg/mL01/0سلولي انساني، غلظت نهايي كلسميد بايد
 .باشد

 :جمع آوري سلولها
 از mL1 شستشو داده با استفاده از PBSسلولها را با -5

 . تريپسينه كنيدPE در 12/0%تريپسين 
 از محيط كشت رشد به حالت mL10سلولها را مجدداً در -6

سوسپانسيون سلولي را به لوله هاي فالكون . در آوريدتعليق 
mL50انتقال دهيد . 

 سانتريفوژ rpm1500 دقيقه در 5سوسپانسيون را به مدت -7
 .كنيد

 از سوپرناتانت mL2/1سوپرناتانت را خارج كرده، تقريباً -8
با ضربه آهسته به لوله، . بالاي رسوب را باقي بگذاريد

 .رسوب را حل كنيد
 گرم C37°كه تا( از بافر هيپوتونيك mL10 به طور آهسته-9

را اضافه كرده و سوسپانسيون سلولها را به مدت ) شده است
 . دقيقه در درجه حرارت اتاق انكوبه كنيد15-10

 دقيقه در 5سلولها را در يك سانتريفوژ روميزي به مدت -10
rpm1500سانتريفوژ كنيد . 

ناتانت بالاي  از سوپرmL2/1 سوپرناتانت را خارج كرده، -11
به لوله ضربات آهسته اي وارد . رسوب را نگه مي داريم
  .كرده تا رسوب حل شود

12- mL10 از ثابت كننده (fixative) سرد شده در يخ را 
ابتدا به صورت قطره قطره اضافه كرده، بعد از هر بار اضافه 

 دقيقه 10لوله را به مدت . كردن به خوبي مخلوط مي كنيم
  .ر دهيدبر روي يخ قرا

 را يكبار ديگر تكرار كرده، اجازه دهيد كه 9-11 مراحل -13
 در ثابت كننده باقي C4°سلولها به مدت يك شب در دماي 

  .مانده تا تهيه اسلايد بهتر شود
 دقيقه در 5 سلولهاي تثبيت شده را به مدت مدت -14

rpm1500 سانتريفوژ كرده و سلولها را در mL5-3  
  .مجدداً به حالت تعليق در آوريداسيداستيك /  متانول 

  . ذخيره كنيد-C20° سلولها را در دماي-15
  

  :تهيه لام
 لامها بايد قبل از استفاده تميز و فاقد چربي باشند، بنابراين -16

  .آنها را با الكل مطلق پاك كنيد
 با استفاده از پي پت پاستور شيشه اي كوتاه ، تقريباً -17

mL500را برداريد از سلولهاي تثبيت شده .  
 لامل را در يك زاويه رو به پايين نگه داشته و پي پت -18

 قطره از 3 بالاي لام نگه داشته و cm15پاستور را تقريباً 
  .سوسپانسيون سلولي را روي لام بچكانيد

  . لام را در تاريكي و در مجاورت هوا بخشكانيد-19
 لام را زير ميكروسكوپ فازكنتراست بررسي كرده تا -20

مطمئن شويد كه تعداد يكنواختي از گسترش هاي  متافاز 



 221    سيتوتوكسيسيتي    /  فصل چهاردهم 

در وسط لام وجود داشته و اينكه كروموزومها به خوبي جدا 
  .شده اند

  :رنگ آميزي دلقك
 حاوي Coplin دقيقه در يك جار 10 لام ها را به مدت -21

Hoechst 33258 با غلظت µg/mL20 غوطه ور كنيد 
  ).وشيد سمي مي باشد دستكش بپHoechstچون (

 µL500 لامل ها را به يك رك مخصوص لام انتقال داده و -22
  . را بر روي هر لام بريزيد2× با غلظت SSCاز 

   پوشانده وmm50mm×22 لامل ها را با يك لامل -23
 لبه هاي آنرا با يك چسب موقتي پوشانده تا از تبخير 

  .جلوگيري شود
رتي كه سطح  لام ها را برروي راك لام قرار داده به صو-24

داراي لامل به سمت پايين باشد و راك را برروي يك جعبه 
UVفاصل بين لامها و منبع .  با طول موج كوتاه قرار دهيد
UV ًرا تقريبا cm4هر چقدر لامها به مدت .  نگهداريد

 قرار گيرند، كروماتيدها كمرنگ تر UVبيشتري در معرض 
  .خواهند شد

 قرار UVقه در مجاورت دقي25-60لام ها را به مدت حدود 
  .دهيد

 لامل ها را از روي لام ها برداشته و لام ها را سه مرتبه با -25
UPW جعبه حاوي .  دقيقه بشوييد5، و هر دفعه به مدت

  .لامها را با يك فويل آلومينيومي بپوشانيد
  . لام ها را در تاريكي در مجاورت هوا بخشكانيد-26
 در 5/3%ي محلول گيمسا  حاوCoplin لام ها را در جار -27

  . دقيقه رنگ كنيد3-5 به مدت pH 8/6 با Sorensenبافر 
 با دقت لامها را با آب شير آبكشي كرده و با استفاده از يك -28

  .دستمال كاغذي خشك كنيد
 ساعت در مجاورت هوا 1 لامها را برروي ميزكار به مدت -29

 DPX قطره 4هر لام را در گزيلن فرو برده، . بخشكانيد
mountant روي اسلايدها ريخته و يك لامل   

mm50 × 22 اين مرحله آخر را ( روي آن قرار دهيد  را
در يك هود شيميايي انجام دهيد، زيرا بخارات گزيلن سمي 

  ).مي باشند همچنين از دستكش استفاده كنيد
 لامل را در يك هود شيميايي به مدت يك شب در -30

  . مجاورت هوا بخشكانيد
  :ه و تحليل تجزي

 يك ميكروسكوپ نوري، لام ها را 40× زير عدسي شيئي -31
  .از لحاظ گسترش هاي متافازي بررسي كنيد

 ناحيه اي را روي لام ها پيدا كنيد كه اغلب گسترش هاي -32
متافازي در آن جا قرار گرفته اند و اين ناحيه را زير روغن 

  .ايمرسيون بررسي كنيد
دلات كروماتيد خواهري رخ نداده  زمانيكه هيچگونه مبا-33

باشد، هر كروموزوم داراي يك كروماتيد بوده كه به صورت 
پيوسته كمرنگ بوده و يك كروماتيد كه به صورت پيوسته 

وقتي كه يك ناحيه تيره رنگ و سپس . تيره رنگ شده است
رنگ آميزي روشن روي يك كروماتيد وجود داشته و روي 

ا رنگ روشن و سپس تيره كروماتيد خواهري يك ناحيه ب
  . رخ داده استSCEرنگ وجود داشته باشد يك 

 در رنگ آميزي (discontinuity)هر نقطه از ناپيوستگي 
  . در نظر گرفته مي شودSCEبعنوان يك 

 را در هر سلول و همچنين تعداد SCEs تعداد -34
  .كروموزومها در هر سلول را شمارش كنيد

 نسبت به كروموزومهاي  معمولاً كروموزومهاي بزرگ-35
 SCEs دارند و ميزان SCEsكوچكتر تعداد بيشتري از 

بنابراين . ممكن است از سلولي به سلول ديگر متفاوت باشد
   در هر كروموزوم دقيق تر ازSCEsمحاسبه تعداد 

  . مي باشدSCE اندازه گيري ميزان 
  

  : با فرمول زير مي باشدSCEمحاسبه 
 

  SCEميزان  =           سلول SCEsميانگين تعداد 
  ميانگين تعداد كروموزومهاي هرسلول 

  
هدف، محاسبه تقريباً پنجاه گسترش در هر رده سلولي مورد 

  .مطالعه مي باشد
  

 سلولها با (pulse)نشاندار كردن ضرباني : تغييرات
BUdR و سپس رنگ آميزي آن همانگونه كه قبلاً شرح داده 

نواحي در حال همانندسازي شد، مي تواند تفاوتهاي موجود در 
 كروموزومهاي را در طي چرخه (early and late)زود و دير 

 در قسمت BUdRوقتي سلولها با . سلولي مشخص سازد
هايي كه زود DNAانتهاي چرخه سلولي نشاندار مي شوند، 

د همانندسازي مي شوند با گيمسا به صورت تيره رنگ خواهن
ا آنها تركيب مي شود و  بBUdR چون مقدار بسيار كمي از شد

 چرخه (early)براي نواحي از كروموزوم كه در مراحل اوليه 
 DNA مي شوند، فقط آن نواحي هايي كه pulsedسلولي 

خود را در ابتدا همانندسازي مي كنند با گيمسا به صورت 
  .كمرنگ رنگ خواهند شد

بعلاوه سلولهايي كه فقط يك چرخه سلولي از نشاندار شدن 
 را طي كرده اند، به دليل تفاوت در محتواي BUdRا پيوسته ب
 Latteral) فقط در باندهاي معين DNAتيمين 

asymmertry) رنگ آميزي افتراقي كروماتيدها را نشان   
، رنگ BUdRهمچنين بعد از تجزيه نوري . مي دهند

 مي تواند (acridine orange)فلورسانس آكريدين اورنج 
با اين رنگ در نواحي كه . ه شود استفادSCEsبراي رنگ كردن 

 دو رشته مي باشند و بنابراين مقدار كمي با DNAداراي 
BUdR تركيب شده اند، فلورسانس سبز ديده مي شود و در 

 تك رشته اي مي باشند جايي كه DNAنواحي كه داراي 



       كشت سلولهاي جانوري          222   

BUdR تركيب خواهد شد به صورت فلورسانس قرمز مشاهده 
مز معادل با رنگ آميزي در نتيجه، فلورسانس قر. مي شود

  روشنتر با گيمسا بوده و فلورسانس سبز معادل رنگ آميزي 
  .تيره تر با گيمسا مي باشد

  
   (carcinogenicity)سرطانزايي 

   براي سرطانزايي قابل توجه in vitroپتانسيل آزمايش 
 in vivoمي باشد اما اين يك حوزه اي است كه آزمايشات 

نياز است، مدلها كم هستند و اغلب د موربسيار بيشتر از مقدار 
از توسعه . انجام آزمايشات به هفته ها يا ماهها زمان نياز دارد

بعلت فقدان يك ) 1  رضايت بخشin vitroيك آزمايش 
  معيار قابل قبول عمومي براي ترانسفورماسيون بدخيم در

 in vitro بعلت پايداري ذاتي سلولهاي انساني مورد ) 2 و
  .جلوگيري مي شود ان هدفاستفاده بعنو

  عمومي ترين آزمايشات پذيرش شده تا كنون فرض
   كرده اند كه سرطانزايي در اغلب موارد مربوط به جهش زايي 

 مي باشد كه در Amesاين فرض، اساس آزمايشات . مي باشد
آن باكتريها بعنوان هدف استفاده شده و فعالسازي مي تواند با 

اين . ي ميكروزومي كبد انجام شوداستفاده از نمونه هاي آنزيم
آزمايش يك ارزش پيش گويي كننده بالايي دارد اما با وجود 
اين، تفاوت هايي در جذب، حساسيت و نوع پاسخ سلولي 
منجر به معرفي آزمايشات ديگر با استفاده از سلولهاي 

  .پستانداران و انسان به عنوان هدف شده است
ن هاي جهش زايي همچنين بعضي ازاين آزمايشات، آزمو

 L5178Yبا استفاده از سوسپانسيون هاي سلولهاي لنفوما 
بعنوان هدف و القاء يا بازگشت جهش ها يا شاهد سيتولوژيكي 
. از تبادل كروماتيد خواهري بعنوان مدرك جهش زايي مي باشند

 end)افراد ديگر از ترانسفورماسيون بعنوان يك نقطه پاياني
point)،و كلونوژنيسيتي در سوسپانسيون را  استفاده كرده اند 

. بعنوان يك معياري براي ترانسفورماسيون سنجش مي كنند
منتقدان اين سيستم ها مي گويند كه هر دو سلولهاي مورد 
استفاده كه هم اكنون به طور جزئي بعنوان سلول هدف 

 كه توسط BHK21- C13ترانسفورمه شده اند، حتي سلول 
ده است، يك رده سلولي پيوسته بعضي از محققان استفاده ش

بعلاوه قسمت عمده . بوده و ممكن است كاملاً طبيعي نباشد
سرطانهاي متداول در بافت هاي پوششي و نه در سلولهاي بافت 

  .همبند رخ مي دهد
  

  التهاب 
نياز فزاينده اي براي آزمايشات كشت بافت براي آشكار 

دارويي و مواد كردن پاسخ هاي التهابي كه احتمالاً توسط مواد 
آرايشي با كاربرد موضعي و يا توسط گزنوبيوتيك هايي 

(xenobiotics) كه ممكن است استنشاق يا بلعيده شوند و 

ممكن است عامل ايجاد بسياري از اشكال حساسيت باشند، 
اين عرصه اي است كه تازه در ابتداي تكامل خود . وجود دارد

   گروههاي .مي باشد اما درآينده نويد بخش مي باشد
حمايت كننده از حيوانات در مورد استفاده از تعداد زيادي از 
حيوانات براي آزمايش مواد آرايشي جديد كه منفعت اندكي 
داشته به جز اينكه براي شركت سازنده سود آور مي باشد، 

شامل آزمايش ) از قبيل شامپو( بخصوص زمانيكه آزمايش ماده 
Draize به چشم خرگوش افزوده  مي باشد كه در آن تركيب

 ،از لحاظ كلينيكي موضوع مهمتر. مي شود، هشدار مي دهند
   (allergenic)افزايش آشكار در پاسخ هاي حساسيت زا 

  مي باشد كه توسط مواد دارويي و گزنوبيوتيك ها توليد 
اين پاسخ ها كمتر درك شده و به ميزان كمي كنترل . مي شود

 in vitroود يك آزمايش شده است كه دليل عمده آن عدم وج
  .ساده مي باشد

، چندين مدل براي چاهك فيلترداراز زمان ظهور فناوري 
پوست و قرنيه بوجود آمده كه از اين فناوري براي كشت توأم 

در اين سيستم ها، . انواع سلولي مختلف استفاده مي كند
 يا ماده (allergen)برهمكنش يك ماده حساسيت زا 

  موجب) مثل اپيدرم ( ك هدف اوليه  با ي(irritant)محرك
 (paracrine response) مي شود كه يك پاسخ پاراكراين 

شروع شده كه باعث آزادسازي يك سيتوكين از يك جزء 
  سپس اين سيتوكين را . مي شود) مثل درم(استرومايي ثانويه 

   براي بررسي ميزان پاسخELISAمي توان با فناوري 
راحل اوليه تكامل اين فناوري، براي عليرغم م.  اندازه گيري كرد

يك . اندازه گيري پاسخ هاي محرك، كميت هايي وجود دارد
دستور كار براي كشت قرنيه مناسب براي الگوسازي پاسخ هاي 

  . تهيه شده استCarolyn Cahnمحرك در چشم توسط 

  
 يك سيستم آزمون فرضي .آزمون ارگانوتايپيك: 14-10شكل 

  مثلاً(دن يك لايه سلولي براي در معرض قرار دا
كه با يك نوع سلول همراه ديگر )  كراتينوسيت هاي اپيدرمي

كشت همزمان ) مثل فيبروبلاست هاي پوست در ژل كلاژن(
  شده اند با يك ماده محرك و اندازه گيري پاسخ توسط 

  .آزاد سازي سيتوكين
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براي بسياري از افراد، كـشت سـلولي روشـي بـراي توليـد              
  مقدار كافي سلول ها بـراي يـك فرآينـد توليـدي يـا آزمايـشي                

هر چند براي افراد ديگر علاقه رو به افزايشي به انواع           . مي باشد 
 و  سلول هاي اختصاصي بـراي بررسـي فراينـدهاي اختـصاصي          

آسيب شناسي آنها يا براي استفاده در درمانهاي بـر پايـه سـلول              
  .وجود دارد

توليد يك كشت سلولي تخصصي به چندين روش مي تواند     
  :انجام پذيرد

با جداسازي سلول هاي تمايز يافته يا بافت براي كشت هـاي            )1
   شونده كوتاه مدتتكثيرغير

شـرايط  با جداسازي سلول هاي پيش ساز، قرار دادن آنهـا در     )2
 كشت انتخابي و سپس القاء آنها به تمايز يا 

با جداسازي سلول هـاي بنيـادي و ايجـاد كـشت هـايي كـه                )3
 كرده يـا بـه سـمت يكـي از           تكثيرجمعيت سلول بنيادي را     

 .چندين فنوتيپ تمايزي ممكن به پيش مي برد

 در هر مورد تكنولوژي متفاوت بوده و در اين فـصل سـعي             
ن تكنولـوژي هـاي انـواع اختـصاصي         مي شود كه تعدادي از اي     

  .بافت معرفي شوند
  

  كشت سلولي سلول هاي اختصاصي
توسعه تكنيك هايي براي ناميرا كـردن رده سـلولي بـه ايـن              
معني مي باشد كه توليد رده هاي سلولي پيوسـته از تعـدادي از              
رده هاي متناهي از بافت غير ترانسفورم شده امكان پـذير بـوده             

 خواص تمايزي از دست رفته اما بـا         ،موارددر بسياري از    . است
ــدن     ــاموش ش ــن و خ ــل روش ــور قاب ــك پروموت ــتفاده از ي اس

(switchable promoter)) مثــل حــساسيت بــه حــرارت( ،
توسـعه  . امكان دارد فنوتيپ تمايز يافته بـه حالـت اول برگـردد           

 بـزرگ از    T حامـل ژن     (transgenic)موش هـاي تراريختـه      
SV40ــيعي از امكا ــه وس ــون  دامن ــت، چ ــشوده اس ــات را گ   ن

 سلول هاي كشت داده شده از اين حيوانات ناميرا بوده اما هنوز            
  . بعضي از عملكرد هاي تمايزي را حفظ كرده اند

مثـل كراتينوسـيت هـاي      (بسياري از سلول هاي تخصـصي       
 سـلول هـاي انـدوتليال، سـلول هـاي           ،اپيدرمي، ملانوسيت هـا   

ــاي   ــاف، فيبروبلاســت ه ــضلات ص ــا و ، ملاندرمع ــيت ه   وس
. به صـورت تجـاري در دسـترس مـي باشـند           ) اپي تليوم پستان  

 بسيار بالاسـت امـا بـا افـزايش تقاضـا،            اين سلولها طبيعتاً هزينه   
همچنين كشت هـاي پوسـتي از       . هزينه ممكن است كاهش يابد    

ــل  و   Episkin (Saduc)، Epiderm (MatTek) قبي
SkinEthicــ  ــسيتي و الته ــات سيتوتوكسي ــراي تحقيق اب در  ب

 بـا   چاهك هاي فيلتـر دار    اين محصولات در    . دسترس مي باشد  
تركيب كردن كراتينوسيت ها با فيبروبلاست هـا و كـلاژن هـاي     

 با يك شبكه نايلون بـه اصـطلاح معـادل           حمايت شونده پوستي  
بافت هاي ديگر مخصوصاً قرنيه به يـك        . پوست تهيه مي گردند   

  . ستروش مشابه براي مطالعات سميت تهيه شده ا
  

  سلول هاي اپي تليال
سلول هاي اپي تليال مسئول عملكـرد هـاي شـناخته شـده              

مثل جذب كنترل شده در كليـه و روده، ترشـح           ( بسياري اندامها 
) در كبد و پانكراس، تبادل گاز در ريه و سد حفاظتي در پوست            

همچنين سلول هاي اپي تليال به عنوان مدل هـايي از         . مي باشند 
) مثل كراتينوسـيت هـاي اپيـدرمي   (ول بنيادي تمايز و كنتيك سل   

  مورد توجـه مـي باشـند و از بافـت هـاي عمـده اي اسـت كـه               
در نتيجـه، كـشت     . سرطان هاي متـداول در آن روي مـي دهـد          

سلول هاي اپي تليال مختلف براي سـاليان درازي مـورد توجـه             
  مشكل عمـده در كـشت اپـي تليـوم خـالص، رشـد              . بوده است 

 از قبيـل  (stromal cells) اسـترومايي  بيش از حد سلول هاي
. بافت همبند، فيبروبلاست هـا و انـدوتليوم عروقـي مـي باشـد             

 از دسـتكاري غـذايي      اضـافي،  رشـد    اين ممانعت از    براياغلب  
   تـا رشـد     اسـتفاده مـي شـود     محيط كشت يا تغيير بستر كـشت        

سلول هاي اپيدرم تمايز نيافتـه و ترجيحـاً سـلول هـاي بنيـادي               
  .يابدافزايش 

فاكتورهاي موجود در سرم كه بسياري از آنها از پلاكت هـا            
 قـوي بـر   (mitogenic)منشأ گرفته اند، داراي يك اثر ميتـوززا    
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روي فيبروبلاست ها بـوده و بـا القـاء تمـايز نهـايي منجـر بـه                  
  در نتيجــه يكــي از . ممانعــت از تكثيــر اپــي تليــال مــي شــوند 

 هـاي سـلولي     مهم ترين پديده ها در جداسازي و تكثير كـشت         
   توسـعه محـيط هـاي كـشت بـدون سـرم انتخـابي              ،اختصاصي
  .كه با فاكتورهاي رشد مخصوص تكميل شده اند  مي باشد

 به  پي تليال از بافت دهنده با كلاژناز      جداسازي سلول هاي ا   
بهترين صورت انجام مي شود كه استروما را پراكنـده كـرده امـا              

 بقـاء مانـده و    سلول هاي اپي تليال در دستجات كوچـك بـاقي           
  .خود را حفظ مي كنند

  
  اپيدرم 

به دليل پيشرفت در فناوري پايه كشت سـلولي و پيـشرفت            
فهم ما از نيازمندي هاي كشت بافت هاي اپـي تليـال مختلـف،              

 را اكنون مي تـوان      مطبقكراتينوسيت هاي اغلب اپي تليوم هاي       
 اپـي تليـوم     اغلـب . رشد داد و در كـشت سـلولي مطالعـه كـرد           

 پوســت و ســلول هــاي اپــي تليــال (squamous) يسنگفرشــ
جداسازي شده آن و كراتينوسيت ها، براي مطالعه فيزيولـوژي و    

بعـلاوه سـلول هـاي    .  استفاده مي شوندin vitroپاتولوژي در 
موكوس دهاني و همچنين زوائد پوسـتي از قبيـل فوليكـول مـو         
  تحــت شــرايط مختلــف جداســازي و كــشت داده شــده انــد و

بازســازي شــده در كــشت بــه خــوبي عــضوهاي  بافــت هــاي 
  . تشكيل شده استtransplants) (ترانسپلنت هاي

بــه منظــور جلــوگيري از رشــد بــيش از حــد ســلول هــاي 
مزانشيمال، قسمت اپي تليال از بافـت همبنـد جـدا شـده و بـه                
صورت سلول هاي منفرد در آمده كه سپس بـر روي بـسترهاي             

ي مختلـف محـيط كـشت،       مختلف با استفاده از فرمولاسيون ها     
متداول تـرين و قابـل اعتمـاد تـرين روش           . كشت داده شده اند   

 مورد استفاده تكنيك لايه تغذيه كننده مي باشد كه ابتدا توسط 
Green و Rheinwald)  آنهـا از  . به كار رفت) 1975در سال

پرتوتابي شده ( (postmitotic)  پس ميتوزي3T3سلول هاي 
بـه عنـوان تغذيـه كننـده هـاي          ) Cسين  يا تيمار شده با ميتوماي ـ    

فيبروبلاست هاي اوليه كـه از درم يـا         . مزانشيمال استفاده كردند  
  پــس ميتــوزي منــشأ گرفتــه انــد و (submucosa)زيرمخــاط 

  .  اسـتفاده كـرد   3T3شده اند را مي توان به جاي سلول هـاي   
ــاي      ــيعي از عملكرده ــه وس ــده دامن ــه كنن ــاي تغذي ــلول ه س

  .ظ كرده اندفيزيولوژيكي را حف
همچنين كراتينوسيت ها را بدون سلول هاي تغذيه كننده در          

 pituitary) كشت فاقد سرم كه با عصاره هيپـوفيز   هايمحيط
extract)        با انواع مختلف فاكتورهاي رشد و مكمل هاي ديگـر 

ــائين    ــاي پــ ــت هــ ــا در غلظــ ــده يــ ــل شــ    +Ca2تكميــ
 )mM 06/0 – 03/0 (  ن يـا در  براي جلوگيري از لايه لايه شد

براي لايه لايه شـدن      ) Ca2+ ) mM 4/1 – 2/1غلظت طبيعي   
 ـ . ن كشت داد  و كراتينه شدن مي توا     ته يسهرچند نگهداري در دان

مثل (سلولي بالا در واكشت، در حضور سلول هاي تغذيه كننده           

يـا كـشت در حـضور غلظـت         )  پرتوتابي شده  3T3سلول هاي   
اهش آلـودگي   پايين كلسيم در محيط كشت بـدون سـرم، بـه ك ـ           

ال توسـط ايـن     مفيبروبلاست  كمك مي كند، سـلولهاي مزانـشي        
  .روش به طور كامل حذف  نمي شوند

  
   كراتينوسيت هاي اپيدرمي -15-1دستور كار

  
  طرح

  اپيـــدرم را بـــا روش آنزيمـــي  از  درم جـــدا كـــرده،    
 كراتينوسيت ها را پراكنده كرده و آنها را در يك محـيط كـشت              

لايه تغذيه كننـده كـه رشـد آن متوقـف           بدون سرم يا روي يك      
  .شده است بذرافشاني كنيد

  مواد
  :استريل

 پرتوتـابي   3T3 ( روزه 3لايه هاي تغذيه كننده  تهيـه شـده          
  ) GY 70و فيبروبلاست هاي انساني در  GY 30شده در 

FAD :           محيط كشت داراي كلسيم زياد براي كـشت هـاي
زودنيهاي آن  با افDMEM و Ham’s F12لايه تغذيه كننده ؛ 

ــيون   ــابق فرمولاس ــارانشWUمط  :Ham’s F12:  و همك
DMEM    كه بـا آدنـين       1 : 3 به نسبت )M 4-10 × 8/1 (  سـم

، هيـدروكورتيزون   ) M 10-1×10 (  ،EGF ) ng/L 10-1(كلرا  
)µg/mL 4/0 (  وFCS %  10-5      و همچنين آنتي بيوتيك هاي 

) µg/mL 50(و استرپتومايــسين ) U/mL 100(پنــي ســيلين 
  .كميل شده استت

محـيط كـشت     : (KGM)محيط كشت رشد كراتينوسـيت      
بدون سـرم كـه بـر اسـاس فرمولاسـيون اصـلي محـيط كـشت                 

MCDB 153 كه توسط  Ham و Boyce   طراحي شده كـه 
ــل شــده اســت و داراي   ــوفيز تكمي ــا عــصاره هيپ ــم+Ca2ب    ك

) mM 5/0-03/0 (           مي باشد كه مي تواند بـا افـزودنCaCl2 
  .افزايش يابد

محـيط   : (KDM)محيط كشت تعريف شده كراتينوسـيت       
كشت بدون سرم بر اسـاس فرمولاسـيون اصـلي محـيط كـشت           

MCDB 153   كـه توسـط Ham و  Boyce    طراحـي شـده
  .است

KDM تكميل شده (SKDM) :  
a(     محيط كـشت تعريـف شـده كراتينوسـيت (KDM)   بـدون

  عصاره هيپوفيزه
b(  انــسولين  : مكمــل هـــاي)µg/mL5 (ن ، هيـــدروكورتيزو

)µg/mL 5/0( ،)ng/mL  1/0 (rhEGF ــسفرين  ، ترانــ
)µg/mL 20 (          آلبومين سرم گـاوي بـسيار خـالص شـده ،  

ــرب    (1/0 %  ــيدهاي چـ ــسين و اسـ ــدون اندوتوكـ   و) بـ
 –L اسكوربيك اسيد )µg/mL 50 ( 

c( تنظيمCa2+ تا mM 3/1 



 225    كشت سلولهاي اختصاصي    /  فصل پانزدهم 

d(            كشت هاي كراتينوسيت اوليه را مي توان بر روي ديش هـاي
 هــر SKDM در (uncoated)پلاســتيكي بــدون پوشــش 

ــرد   ــداري ك ــايين نگه ــري پ ــا فعاليــت تكثي ــد ب ــي . چن وقت
كراتينوسيت ها بر روي ديش هاي پوشيده شـده بـا كـلاژن             

  .كشت مي شوند، رشد آنها افزايش مي يابد) Iنوع (
D-PBSA 

EDTA %) 5/0(  
   (analytical grade)) گريد خالص(گليسرول 

   گليسرول10% و FCS 20% با FADمحيط كشت 
  :آنزيم هاي 

)a(  ترموليزين)T-7902سيگما (  
)b(  تريپسين )6/0%  و 2/0 ؛ 1 : 250( 
)c(  ديــــسپاز) گريــــدII ، U/mL 4/2 ، Boehringer 

Mannheim (  
    مخصوص منجمد نگهداريآمپول هاي

  ) يد10(%محلول بتادين 
  mL 50لوله سانتريفوژ 

  نايلون) تنزيب(گاز
  (cell strainer) صافي سلولي

  cm 10اكتريولوژي پتري ديش هاي ب
  اسكالپل، پنس خميده

  دستور كار 
  :نمونه ها

مربوط به نـوزاد و همچنـين        (foreskin)( پوست ختنه گاه     -1
متداولترين منشأ آزمايشگاهي براي پوسـت انـسان        ) نوجوان

 كه از طريق جراحي يا پس از مـرگ          trunk)(يا پوست تنه    
 مي رسد   به نظر .  را تهيه كنيد   بدست مي آيد  )  ساعت 48تا  (

كراتينوسيت هايي كه از پوست ختنه گـاه منـشأ گرفتـه انـد              
بهتر از سلول هـايي كـه از پوسـت بـالغ بدسـت آمـده انـد               

  .چسبيده و تكثير مي شوند
 دقيقـه در محلـول بتـادين        30  بيوپسي هـاي پوسـت را تـا           -2

ايـن كـار    ( قرار داده تا از آلودگي جلوگيري شود        ) يد10(%
  ).سيت ها را كاهش نمي دهدكراتينوزيستايي ميزان 

 دقيقـه   10 و هر بار به مـدت        D-PBSA نمونه را دو بار با       -3
  .شستشو دهيد
  :جداسازي اپيدرم

 را توســـط يـــك   (full-thickness) پوســـت كامـــل   -4
Castroviejo dermatome)  دستگاهStorz ( به قطعات

mm 2/0- 1/0   همچنـين بافـت زيرپوسـتي و       .  برش دهيـد
  .ي توان توسط قيچي خميده برداشت را مدرمقسمتي از 

  . برش دهيدcm 2×1 پوست را توسط اسكالپل به قطعات -5
  . شستشو دهيدD-PBSA مرتبه در 5 تا 2 بافت را -6
 بافت را به همراه پروتئاز توسط يكي از مراحل زيـر انكوبـه              -7

  :كنيد

a (ــسين ــسين   : تريپ ــت را در تريپ ــاي پوس ــه ه    در 6/0% نمون
 D-PBSA)4/7 pH(     دقيقـه در دمـاي     20 -30 به مـدت   

°C 37غوطه ور كنيد .  
b ( سرد شده در يـخ      2/0% نمونه را در تريپسين     : تريپسين سرد 

.  غوطـه ور سـازيد   C4° سـاعت در دمـاي       15-24به مدت   
pH              محلول تريپسين بايد با فنل رد نمايش داده شـده تـا از 

  .سلولي جلوگيري شودزيستايي تغيير فعاليت آنزيم و 
c (سپازدي)  گريدII :(  باU/mL 4/2    دقيقه در دماي    30 به مدت 

°C 37انكوبه كنيد .               .  
d ( ترمــوليزين)mg/mL 5/0 : ( ســاعت در 12-16بــه مــدت 

  . انكوبه كنيدC 4°دماي 
وقتـي كـه اولـين      .  جداسازي اپيدرم را با دقت بررسي كنيـد        -8

، جداسازي اپيدرم در لبه هـاي پوسـت قابـل مـشاهده شـد             
 بـه  درم(mm 100نمونه هاي پوست را در پتري ديش هاي  

 محيط كشت كامـل     mL 5قرار داده و با     ) سمت پايين باشد  
  .به همراه سرم شستشو دهيد

ن را در يـك      آ  توسط دو عدد پنس خميده، اپيدرم را كنده و         -9
 از محـيط كـشت      mL 20 حـاوي    mL 50لوله سـانتريفوژ    

  .كامل جمع آوري كنيد
a (داســازي توســط تريپــسين انجــام شــده باشــد، وقتــي كــه ج

با پي پتينگ ملايـم از قـسمت هـاي           كراتينوسيت هاي زنده  
ــايلون     داراي منافــذ ياپيــدرمي جــدا شــده و توســط گــاز ن

µm 100)غربال  مي شوند) صافي سلولي.   
 
b (    براي تهيه سلول هاي منفرد از اپيدرمي كه توسط ديـسپاز يـا

 انكوباسـيون اضـافي بـا       ترموليزين جداسازي شده است بـه     
به مـدت    ) 05/0%  و   2/0%به ترتيب    (EDTAتريپسين و   

  . نياز مي باشدC  37° دقيقه در دماي10
ــد از -10 ــازي بع ــت  جداس ــه ملايم ــسين، ب ــت در تريپ    پوس

 درم سلول هاي اپيدرمي كـه بـه طـور سـست بـه قـسمت                
باقيمانده متصل مـي باشـند را تراشـيده و سـلول هـا را بـه                 

در صورتي كـه خلـوص      . ن اپيدرمي اضافه كنيد   سوسپانسيو
جمعيت كراتينوسيت خيلي مهم نباشـد ايـن كـار منجـر بـه              
افزايش راندمان سلول مي شود اما ميزان آلودگي سلول هاي          
مزانشيمال در كشت هاي كراتينوسـيت بدسـت آمـده را بـه             

  .ميزان زيادي افزايش مي دهد
  فوژ كـردن در    سلول هاي اپيدرمي جدا شـده را بـا سـانتري           -11

 g 100    دو بار در محيط كشت شستـشو        ، دقيقه 10 به مدت 
آنهـايي كـه    (داده و تعداد كل سلول ها و سلول هاي زنـده            

  .را شمارش كنيد) تريپان بلو را جذب نكرده اند
  :كشت اوليه

 در  KGM يـا    FAD سلول ها را در محيط كـشت هـاي           -12
  :د مورد نظر بذرافشاني كنيدانسيته با C 37°دماي 
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a (  درFAD   با سلول هاي تغذيه كننده ) روز قبل بـا  3ديش ها 
ــاي   ــلول ه ــه3T3س ــوزي  ك ــس ميت ــا   پ ــستند ي ــا ه   ب

  )فيبروبلاســـت هـــاي پوســـتي بذرافـــشاني شـــده انـــد  
ــسيته   ــا دان ــا را ب  cells/cm2  104 × 5-2 كراتينوســيت ه

  .بذرافشاني كنيد
b (         براي كشت هاي فاقد فيبروبلاست، كراتينوسيت هـاي اوليـه 

ــا  ــالا   دانــسيتهرا ب  FADدر  ) cells/cm2 105 × 5-1( ب
ــشت    ــالا در واك ــسيته ب ــا را در دان ــرده و آنه ــشاني ك بذراف

  .نگهداري كنيد
c (همچنـــين مـــي تـــوان ســـلول هـــا رادر دانـــسيته پـــايين  

)cells/cm2  103 ×1(   و دانسيته بالا)cells/cm2 104 ×5 (
) Ca2+) mM 1/0-03/0 در غلظــــت كــــم  KGMدر 

  .شاني كرده و در محيط كشت مشابه واكشت دادبذراف
 ، سلول ها به ميزان كمتر چسبيده و رشد خواهنـد            SKDMدر  

كرد بنابراين اين محيط كشت براي شرايط آزمايشگاهي كـه          
  . توصيه مي شود هاي تكثيري پايين مورد نياز استفعاليت

كشت ها را به    )  روز 1-3بعد از   ( وقتي سلول ها چسبيدند      -13
  زيادي با محيط كشت شستشو داده تا سلول هاي مردهميزان

 نچسبيده و سلول هاي تمايز يافته برطرف شـده و كـشت             و
لايه لايه شدن و كاهش     .  ادامه دهيد  KGM يا   FADرا در   

  . ايجاد شودKGM در +Ca2رشد مي تواند با تغيير غلظت 
  :واكشت

  : به صورت زير واكشت دهيد-14
a ( كشت هاي موجود درFAD:   
i (   دقيقه در  5-15به مدت EDTA % 1/0 -05/0  انكوبه كـرده 

بـا افـزايش    ايـن حالـت     تا جداسازي سلولي آغاز شود كـه        
  .فضاهاي بين سلولي قابل مشاهده است

ii (   و   1/0% در تريپسين %)05/0 (EDTA mM 3/1   در دماي 
°C 37     دقيقه انكوبه كرده و سپس به آرامي        5-10  به مدت 
  .سلول ها كاملاً جدا شوندپتينگ كرده تا پي 

b ( كشت هاي موجود درKGM:  
i (    به دليل غلظت كـمCa2+     بـه تيمـار اوليـه بـا EDTA  نيـاز   

  .نمي باشد
ii ( ــشت در ــد ك ــسينFADهمانن ــا 1/0%  در تريپ   EDTA ب

mM 3/1انكوبه كنيد  .  
 :منجمد نگهداري

   بــراي نگهــداري مقــادير زيــادمنجمــد نگهــداري ، اغلــب-15
كه از يك بافت يكسان منشأ گرفتـه انـد مـورد     سلول هايي   

  بهترين نتايج زماني گزارش شده اسـت كـه          و مي باشد  نياز
سلول ها از كشت هاي اوليه قبل از حالـت تـراكم اسـتفاده              

  .شده اند
a (          سلول ها را مطابق قبل تريپسينه كرده و درg100     بـه مـدت 

  . دقيقه سانتريفوژ كنيد10

b (     حيط كشت كامـل حـاوي سـرم بـه          سلول ها را مجدداً در م
  .حالت تعليق درآورده و آنها را شمارش كنيد

c (  مقاديرcells/mL 106× 2     در محيط كشت FAD   با FCS 
 منجمــد نگهــداري گليــسرول را در لولــه هــاي 10% و %20

  .توزيع كنيد
d (   در دماي°C4    سـاعت بـه حالـت تعـادل  در           1-2 به مدت 

  .آوريد
e (     يـزر قابـل برنامـه ريـزي بـه ميـزان            سلول ها را با دستگاه فر

  . در دقيقه فريزر كنيدC1°نندگي كسرد
f (براي بازيابي سلول ها:  
i ( لوله هاي فريزر شده را به سرعت در حمام آب°C 37 ذوب 

  .كنيد
ii ( برابر رقيق كنيد10سلول ها را با محيط كشت .  

iii (               سلول ها را سـانتريفوژ كـرده و آنهـا را مجـدداً در غلظـت
د نظر در محيط كشت مناسب به حالت تعليق درآوريـد           مور

  .و در فلاسك كشت بذرافشاني كنيد
 سلول هاي انسان و موش در هر سه نوع محيط كـشت بـه              

در حاليكـه سـلولهاي     . مدت چندين ماه قادر به رشد مي باشـند        
موش را فقط يك يا دو بار مي توان واكـشت داد، سـلول هـاي                

ت بار بـه ترتيـب در محـيط هـاي           انساني را مي توان پنج و هف      
  . واكشت دادKGM و FADكشت 

سـلول هـاي      :تعيين هويت كشت هاي كراتينوسيت    
بررسي ) اپي تليال (كشت داده شده بايد از لحاظ فنوتيپ اپيدرمي         

. شوند تا از آلودگي آنها با سلول هاي مزانشيمال جلوگيري شـود           
ــتفاده ا      ــا اس ــورت ب ــرين ص ــه بهت ــوان ب ــي ت ــار را م ــن ك   زاي
   آنتــي بــادي هــاي مخــصوص ســيتوكراتين بــراي ســلول هــاي

سلول هاي اندوتليال آلوده كننده را مي توان        .  اپي تليال انجام داد   
   يـا آنتـي ژن مربـوط بـه          CD31توسط آنتـي بـادي هـاي ضـد          

تـشخيص فيبروبلاسـت هـا مـشكل        .  مشخص كرد  VIIIفاكتور  
ر است، چـون اسـتفاده از آنتـي بـادي هـا بـر ضـد ويمنتـين غي ـ                  

 كراتينوسيت ها ممكـن اسـت   in vitroدر . اختصاصي مي باشد
شروع به ساخت ويمنتين كنند كه مقـدار آن وابـسته بـه شـرايط               

  به عنـوان يـك آزمـايش عملـي بـراي آلـودگي            . كشت مي باشد  
ــاي     ــسيته ه ــا در دان ــلول ه ــد س ــشيمال، باي ــاي مزان ــلول ه  س

ننده بر روي سلول هاي تغذيه ك     ) cells/cm2 102 ×5-1(كلونال
مورفولوژي كلون بايد بعد از تثبيت و رنگ آميـزي          . كشت شوند 

 روزه بـا    10-14 كشت هـاي     (H&E) و ائوزين    توكسيلينبا هما 
يــك روش اختــصاصي تــر و . بزرگنمــايي كــم مــشخص شــود

حساستر براي تشخيص فيبروبلاست هاي آلوده كننده، آناليز بيان         
. باشـد  مي   RT-PCR توسط   (KGF)فاكتور رشد كراتينوسيت    

ــا در     ــده ام ــد ش ــا تولي ــت ه ــاكتور در فيبروبلاس ــن ف ــون اي چ
ــابي        ــاركر انتخ ــك م ــود، ي ــي ش ــد نم ــا تولي ــيت ه   كراتينوس

 با كشت همزمان افزايش مي يابـد        KGFبه علاوه بيان    . مي باشد 
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ــاي   ــايش حــداقل فيبروبلاســت ه ــن آزم ــه در اي ــه طــوري ك   ب
  . آلوده كننده قابل آشكار سازي خواهند بود

ريـشه  اتينوسيت هـا را مـي تـوان از پوشـش            كر :تغييرات
موهــاي  (outer root sheaths:ORSs)بيرونــي فوليكــول 

   سـلول   5 × 103 فوليكول مـو تـا       3از  . كنده شده به دست آورد    
  مي توان بـه دسـت آورد و كـشت آنهـا بـر روي سـلول هـاي                   

 سلول در   1 ×106تغذيه كننده فيبروبلاست منجر به توليد تقريباً        
هماننــد كراتينوســيت هــاي داخــل .  مــي شــود روز15عــرض 

 را مي تـوان بـر روي ديـش هـاي     ORSفوليكولي، سلول هاي  
در حالت انجماد نگهداري داراي لايه تغذيه كننده واكشت داد و  

 سرچـشمه مـي گيرنـد از        ORSكراتينوسيت هايي كـه از      . كرد
لحاظ كشت، مشابه سلول هاي داخل فوليكولي بوده، وقتـي بـه            

يوند زده شوند توليد يك اپيدرم جديد را كرده و           پ nudeموش  
  .در پزشكي براي پوشش زخم هاي مزمن استفاده مي شوند

ــه      ــراي مطالع ــوان ب ــي ت ــا را م ــيت ه ــين كراتينوس   همچن
جمعيت هاي سلولي كلونال و پتانسيل هاي تكثيري مختلف در          

براي ايـن منظـور كراتينوسـيت هـا بـا           . دانسيته كلونال رشد داد   
ــاي ــلول ه ــا اشــعه  3T3 س ــه ب ــد در  X ك ــده ان ــابي ش    پرتوت

ــه   در محــيط كــشت شــرطي +Ca2غلظــت هــاي كــاهش يافت
 يـا در  (fibroblast conditioned medium)فيبروبلاست 

  .محيط كشت بدون سرم تعريف شده كشت همزمان مي شوند
 وبـه منظـور   in vivoبه منظور ايجاد شرايط بيشتر مشابه با 

ــوژي پ ــرهمكنش هــاي مطالعــه تنظــيم فيزيول   وســت توســط ب
ــال   ــي تلي ــان    – اپ ــشت همزم ــاي ك ــستم ه ــشيمال، سي  مزان
كه بـا   ( با بذرافشاني سلول ها روي ژل هاي كلاژن        ارگانوتايپيك

ردن يا قطعاتي از پوست و بالا آو) فيبروبلاست ها آلوده شده اند
.  محيط كشت توسعه پيدا كرده اسـت       - هوا سطحها تا   تكيه گاه 

كراتينوسيت ها بـسياري از      سعه يافته، تحت اين شرايط رشد تو    
   شـــاملin vivoخـــصوصيات رشـــد و تمـــايز اپيـــدرم در 

   ويژگي هاي فراساختماني و يك غـشاي زيـرين كامـل را بيـان          
 مي كنند كـه ايـن حالـت در كـشت هـاي غوطـه ور بـر روي                   

همچنـين   .پلاستيك وجود نداشته و يا كمتر مشخص مـي شـود         
 را مي توان ايجـاد كـرد و         يكارگانوتايپاكنون چنين كشت هاي     

 SKDM هفتــه در محــيط كــشت تعريــف شــده 3بــه مــدت 
نگهداري كرد كه اين امـر اجـازه مـي دهـد بـر همكـنش هـاي                  
مولكولي بـين سـلول هـاي اپـي تليـال و مزانـشيمال را بـدون                 
مزاحمت سرم يا عـصاره اي بافـت نامـشخص ديگـر تجزيـه و               

  .تحليل كرد
 كراتينوسيت بـه    تايپيكارگانوهمچنين اين گونه كشت هاي      

صورت تجاري هم به صورت كشت توأم با فيبروبلاست ها يـا            
  كشت تكي كراتينوسـيت هـاي رشـد يافتـه بـر روي فيلترهـاي               
پلي كربنات موجود  مي باشد و به طور فزاينده براي آزمايشات            

ــستي   ــازگاري زي ــسيتي و س    در(biocompatibility)توكسي
 in vivoستفاده مي شود براي محصولات پوستي ا.  

رشد و تمـايز بهينـه كراتينوسـيت هـاي جـدا شـده تحـت                
 بـه  nudeبا پيوند سـلول هـا در مـوش هـاي       in vivoشرايط

صورت كشت هاي دست نخورده يا به صـورت سوسپانـسيون،           
  ايـن كـار باعـث يـك بيـان تقريبـاً پيچيـده از       . به دست مي آيد   

 جنبه هـاي     سلول ها، ويژگي هاي تمايزي اپيدرم طبيعي و همه        
ي و فراساختماني اپي تليوم كاملاً كراتينـه بـه انـضمام            يبيوشيميا

كـشت هـاي تركيـب شـده        . ن مي شـود   تشكيل يك غشاء زيري   
 سـوار شـده اسـت،        و استروما كه روي فيلترهاي مشبك        درماپي

اكنون به صورت تجاري موجود بوده و بـه عنـوان مـدل هـايي               
ــراي تحقيقــات حــساسيت  ــشنهاد و ا(irritation)ب   لتهــاب پي

  . مي شود
  
  قرنيه

  تــلاش هــايي بــراي جــايگزيني آزمــايش چــشم خرگــوش
(rabbit’s eye test)  با استفاده از اپي تليوم قرنيه كشت داده

 اخيـراً بـه شـدت       شده وجود دارد، به گونه اي كه كشت قرنيـه         
  دسـتور كـار زيـر بـراي كـشت          .  اسـت  مورد توجه قرار گرفتـه    

  بيعي در يك محيط كشت بـدون سـرم     سلول هاي قرنيه انسان ط    
  .مي باشد

اپي تليوم قرنيه به صورت مستقيم با محيط بيرون در تمـاس    
. بوده و اولين بافت در معرض خطر در آسيب چشمي مي باشـد   

مدل هاي حيواني اغلب بـراي الگوسـازي سـطح چـشم انـسان              
سيستم شرح داده شـده بـراي بررسـي هـاي      . استفاده  مي شوند   

 توسعه يافته اسـت كـه مـي توانـد     in vitroدر سميت شناسي 
  .را تكميل كند in vivoمطالعات 

 با انتشار لايـه نـازكي از اشـك    in vivoاپي تليوم قرنيه در 
   همچنـين هميـشه در حـال تقـسيم ميتـوز            و   اكسيژنه مي شـود   

اين دو ويژگي به همـراه فـراهم بـودن بافـت قرنيـه              .  مي باشد 
به عنوان يـك مـاده آغـازگر مناسـب          اهدايي، اپي تليوم قرنيه را      

  . براي توليد كشت هاي اوليه تبديل كرده است
  سيستم بانك چشم كه قرنيه اهـدايي بـراي پيونـد را فـراهم              

بافت . مناسب براي كسب بافت قرنيه مي باشدمنابع از  مي سازد 
محدود لايه سلولي اندوتليال    زيستايي  ك چشم به دليل ميزان      بان

كيفيـت خـود را از    از سه روز ذخيره سازي  بعد ،in vitroدر 
 در حالي كه اندوتليوم     .در اختيار محققان مي باشد    دست داده و    

ناپايدار است، اپـي تليـوم ظرفيـت توليـدي خـود را در هنگـام                
 را  بافت منقضي شـده    حفظ كرده و     C 4°ذخيره سازي در دماي   

  .به عنوان يك منبع اپي تليوم زنده تبديل مي كند
  

   سلول هاي اپي تليوم قرنيه -15-2ردستور كا
  طرح كلي

  بافت قرنيـه بـر روي كـلاژن قـرار داده شـده و اجـازه داده                
 در محـيط  (outgrowth)  بـرون رشـد   مي شود كه چسبيده و  
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 –كشت فاقد سرم  بر روي سطوح پوشيده شده با فيبـرونكتين             
  . كلاژن توسعه يافته و زياد شود

  مواد
  :ط آسپتيكاستريل يا تهيه شده در شراي

 حـاوي   (KGM)محيط كـشت بـدون سـرم كراتينوسـيت          
mM 15/0     كلسيم، فاكتور رشد اپيدرمي انسان )ng/mL 1/0 ( ،

ــسولين  ــدروكورتيزون ) µg/mL 5(انـ و ) µg/mL 5/0(، هيـ
  )µg/mL 30(عصاره هيپوفيز گاوي 
 Eagle’s Minimal Essentialمحـــيط كـــشت 

Medium   
D-PBSA 

FBS   
  EDTA  mM 5/0، 05/0%سين تريپ :EDTA –تريپسين 

 µg/mL10اين محلول شامل    :  (FNC)كلاژن  /فيبرونكتين
 µg/mL 100 مي باشـد كـه        كلاژن µg/mL 35فيبرونكتين و   

 به عنوان تثبيت كننـده بـه آن اضـافه           (BSA)آلبومين سرم گاو    
  .مي شود

 كـلاژن   (biocoat)پليت شش خانه داراي پوشش زيـستي        
   دم رت Iنوع 

  دستور كار 
  :ت هاي اوليهكش

 اپي تليال قرنيه هاي اهدايي را در جهت بـالا بـر روي يـك                -1
سطح استريل قرار داده و آنها را با استفاده از يـك اسـكالپل              

 قسمت سه گوش بريده و از هر گونه حركـت برشـي      12به  
دستكاري دقيق قرنيه به اين طريق آسـيب بـه          . اجتناب كنيد 

ــاهش داد   ــتروما را ك ــلاژن اس ــاتريكس ك ــازي م ه و آزادس
  .فيبروبلاست ها را به حداقل مي رساند

 هر تكه از اپي تليال قرنيـه را بـه سـمت پـايين چرخانـده و         -2
  .چهار تكه را در هر چاهك از سيني شش خانه قرار دهيد

 با پنس هر تكه را به آرامي فشار داده تا مطمـئن شـويم كـه                 -3
. تماس خوبي ميان بافت و سطح كـشت بافـت وجـود دارد            

  . دقيقه بخشكد20اجازه دهيد كه بافت به مدت 
 يك قطره از محيط كشت بدون سرم كراتينوسيت را با دقت            -4

 و  C 37°بر روي هر تكه قـرار داده و كـشت را در دمـاي               
%5CO2 هرچند قرنيه هايي كه از بافت چشم .   انكوبه كنيد

يـا  (ك  يدريافت شده است در محيط كشت حاوي آنتي بيوت        
McCarey-Kauffman ــا   نگــــه داري  ) Dexsol يــ

 تمام كارها تحت شرايط بدون آنتي بيوتيك انجام         ،مي شوند 
  .مي شود

بـا  . به هر چاهك اضافه مـي شـود  mL 1  KGM روز بعد -5
استفاده از يك محيط كشت بدون سرم و داراي كلـسيم كـم             

)mM 15/0 (        رشد فيبروبلاست هـا و شكـست مـاتريكس
  .كلاژن به حداقل مي رسد

 روز بعد از كشت تكه قرنيه دهنـده بـا پـنس             5 تكه بافت را     -6
بعـد از   .  محـيط كـشت اضـافه كنيـد        mL 3خارج كـرده و     

خارج كردن بافت دهنده، سـلول هـاي چـسبنده شـروع بـه         
 هفته از زمان ايجـاد كـشت، تـك          2تكثير كرده و در عرض      

لايه هاي متراكم تشكيل مي شود كه مورفولوژي سنگفرشي         
(Cobblestone)         به همراه اپي تليوم را نمايش مي دهنـد  .

  .قرنيه مي باشدهر   به ازاي سلول1-5 × 106 تقريباً ،بازده
  :تكثير

بعد از دوره رشد اوليه، كـشت را دو بـار در هفتـه غـذادهي                -7
  .كنيد

 شستـشو داده  D-PBSA تراكم، سلول ها را با      70-80% در  -8
   دقيقـه در دمـاي     4  بـه مـدت       EDTAو توسط تريپـسين     

 °C 37آنها را آزاد كنيد . 
 . متوقف كنيدD-PBSA در FBS% 10 واكنش را با -9

ابتدا سانتريفوژ كرده و مجدداً در    ( سلول ها را شستشو داده      -10
KGM     آنها را شمارش كـرده و       )به حالت تعليق در آوريد ،

 بر روي سطوح كشت بافت      cells/cm2 104 × 1 دانسيتهبا  
 .دهيد پوشش داده شده اند، كشت FNCكه با 

 انكوبـه  CO2 5% هوا و 95% در   C 37° كشت را در دماي     -11
 .كنيد

ــردن و    -12 ــسينه ك ــد از تريپ ــك روز بع ــشت را ي ــيط ك  مح
 .بذرافشاني مجدد با محيط كشت تازه تعويض كنيد

سلول ها بلافاصله پس از پاساژ، بيشتر دوكي شكل به نظـر            
 بوده و بـه ميـزان زيـادي         (refractile)مي رسند، قابل انكسار     

 70-80% روز كـشت هـاي كنتـرل         7در طـي    . مهاجر مي باشند  
متراكم شده  و شـكل سنگفرشـي از خـود نمـايش داده و اگـر                 

د، ن برس ـ (postconfluent)اجازه داده شود كه به بيش تراكم 
  .ندنتوانايي لايه لايه شدن در نواحي مجزا را حفظ مي ك

 بـار  5هرچند كشت هاي اپي تليـال قرنيـه را مـي تـوان تـا          
واكشت داد، اغلب تكثيـر     )  دو برابر شدن جمعيت    9-10تقريباً  (

رانـدمان تقريبـي    . بين پاساژهاي اول و سوم صورت مي پـذيرد        
هميشه پيري تا پاسـاژ پـنجم   . قرنيه مي باشد/  سلول 2-1 × 106

  .روي مي دهد
رده هاي اپي تليـوم قرنيـه        :توسعه رده هاي سلولي پيوسته    

 بـا طـول   (Human Corneal Epithelium: HCE)انسان 
 از سلول ها را     منبع بزرگ عمر طولاني توسعه يافته است تا يك        

  .براي مقاصد آزمايشي فراهم سازد
سلول ها را مي توان      :ذخيره سازي طولاني مدت سلول ها     

  .در نيتروژن مايع به حالت منجمد ذخيره نمود
  

هم كشت هـاي اوليـه و    : in vitro توسعه فنوتيپي در
   خـصوصيات فنـوتيپي اپـي تليـوم قرنيـه در           HCEهم رده هاي  

in situآنها به ساخت كلاژنـاژ ادامـه داده و   .  را حفظ مي كنند
   و سيتوكين هـاي مخـصوص قرنيـه را بيـان            EGFگيرنده هاي   
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هر چند سطح بيان در شرايط كشت متـداول، كمتـر از            . مي كنند 
وقتي اپي تليـوم  .  مشاهده مي شودin situمقداري است كه در 

 هوا كشت -قرنيه بر روي غشاهاي كلاژن در سطح مشترك مايع
  شود، ريخت شناسي و عملكرد ديواره نـسبتاً بـه خـوبي حفـظ              

 بوجود آمده كـه قـادر بـه ممانعـت از        مطبقيغشاهاي  . مي شود 
كشت هـاي سـطح مـشترك       . دن فلورسين مي باش   – Naانتشار  

رسـي   زنـده مانـده و بـراي بر   in vivo هفتـه در  2مايع تا -هوا
  .مكانيسم هاي آسيب و ترميم استفاده مي شود

 تكثيـر  in vitroسلول هاي اپي تليال قرنيه انـساني كـه در   
ــراي كــشف    ــد ممكــن اســت يــك الگــوي مناســب ب   يافتــه ان
مكانيسم هاي پايه زيست شناختي سلول و همچنين پديده هاي          

  هرچند كشت هاي اوليـه بـراي مطالعـات        . سميت شناسي باشد  
 in vitroافي مي باشد، رده هاي  كHCE با طول عمر توسعه 

يافته يك منبع مطمئني از مواد را فراهم ساخته كه مي تواند بين             
  .آزمايشگاه ها رد و بدل شود

  
  سينه

جراحي پلاستيك سـينه منـابع مناسـبي از         نمونه هاي   شير و   
منجر به  شير  استفاده از   . اپي تليوم مجراي طبيعي سينه مي باشند      

. مـي شـود   لص تري از سـلول هـاي اپـي تليـال            كشت هاي خا  
. تفكيك  در كلاژناز براي تفكيك اوليـه تـرجيح داده مـي شـود              

رشد بر روي لايه هاي تغذيه كننده متراكم روده جنين انـسان از             
آلودگي استرومايي هر دو بافت طبيعي و بدخيم جلوگيري كرده          

ي  پاساژ سريال و كلونينگ سلول ها      ،و بهينه سازي محيط كشت    
  كــشت در ژل كــلاژن اجــازه . اپــي تليــال را مقــدور مــي ســازد

مي دهد كه ساختمان هاي سه بعدي تشكيل شود كه بـه خـوبي        
  .با بافت شناسي بافت دهنده اصلي مربوط مي باشد

ــرا و  ــم كل ــاي   EGFس ــلول ه ــد س ــدرم، رش ــد اپي    همانن
 . تحريك مي كنـد in vitroاپي تلوئيد بافت سينه طبيعي را در 

بـسياري از   . پيچيـده مـي باشـد     مناسب بـسيار    رموني   هو الگوي
و ) IU/mL 10-1( سلول هاي اپي تليال بـا افـزودن انـسولين           

به محيط كشت، بهتـر زنـده       ) ~ 10 ×1 -٨ M(هيدروكورتيزون  
تمـايز اپـي تليـوم آكينـار سـينه در كـشت انـدام بـه             .مي ماننـد  

ن هيدروكورتيزون، انسولين و پـرولاكتين نيـاز داشـته و همچنـي           
نشان داده شده است كه استروژن، پروژسترون و هورمون رشـد           

  . در كشت سلولي مورد نياز مي باشند
شير ابتداي شير دهي يا بعد از شير گرفتن بالاترين محصول           
سلولي را داشته و حاوي توده هايي از اپي تليوم مـي باشـد كـه                

كشت هاي اوليـه كـه بـر روي      . مي توانند در كشت تكثير شوند     
حيط كشت حاوي سرم انساني كه با هورمون تكميل شده          يك م 

  است، رده هـاي سـلولي داراي طـول عمـر محـدود را بوجـود                
اين رده هـا نهايتـاً مغلـوب        . مي آورد اما آنها كلونوژنيك هستند     

  .سلول هاي غير اپي تليال شير مي شوند

  
   اپي تليوم پستان -15-3دستور كار

  
  طرح كلي

 شـيردهي در    ي از شـير ابتـدا     سلول هـاي سـانتريفوژ شـده      
 در يـك محـيط      (endogenous)حضور ماكروفاژهاي دروني    

 كشت غني شده رشد مي يابند و ممكن اسـت بـا يـك محلـول               
  .لاته كننده پروتئاز مخلوط واكشت داده شوندش

  مواد
  :استريل

 RPMI 1640محيط كشت رشد 
FBS   

  (HuS)سرم انساني 
   cm5 ديش هاي پلاستيكي 

  mL 50-20ل يا لوله هاي سانتريفوژ ظرف يونيورسا
  :محلول هاي استوك

a( انسولينmg/mL 1 در mM 6 HCL  
b( هيدروكورتيزون mg/mL5/0در محلول فيزيولوژيك  
c( سم كلراµg/mL 50در محلول فيزيولوژيك  

ــه ــسولين،     )نكتـ ــتوك انـ ــاي اسـ ــول هـ ــرم و محلـ سـ
هيدروكورتيزون، سم كلرا، پانكراتين و تريپسين بايـد در دمـاي           

°C20-نگهداري شوند .  
   :(TEGPED)محلول تريپسينه كننده 

EGTA (ethylene glycol – bis –(β- amino 
ethylether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid) (a، 

 mM 13 درD-PBSA ..............................................mL10  
(b EDTA (diamino ethane tetraacetic 
acid)،mM  7  درD-PBSA........................................mL4  
(c در 2/0%  تريپسين HBSS................................mL4  
(dدر 1%ين  پانكرات HBSS....................................mL2 

  :محيط كشت رشد
RPMI 1640  حاوي FCS% 15 ، HuS% 10 سم كلرا ، 

ng/mL 50 هيــــدروكورتيزون ، µg/mL 5/0  انــــسولين ، 
µg/mL 1   

  cm2 25 يا فلاسك هاي cm 5ديش هاي پلاستيكي 
  mL 50 تا 20ظروف يونيورسال يا لوله هاي سانتريفوژ 

  دستور كار
مـي توانـد بـه بهتـرين        )  روز پس از وضع حمـل      2-7(شير

سـينه را بـا     . صورت از بخش هاي بيمارستان جمع آوري شـود        
با دست شير را در يك ظـرف اسـتريل          و  آب استريل پاك كرده     

   شـير از هـر بيمـار بـه دسـت            mL 20-5معمـولاً   . مي دوشـيم  
 PRMI 1640شيرها مخلوط شده و با محـيط كـشت   . مي آيد

  .آن آسانتر شود رقيق شده تا سانتريفوژ 1:1به نسبت 
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  :كشت هاي اوليه
 اسپين  g 1000-600 دقيقه در    20شير رقيق شده را به مدت       -1

با دقت سوپرناتانت را خارج كرده، مقداري از مايع را          . كنيد
  .باقي گذاشته تا رسوب پخش نشود

 حـاوي  RPMI بار با   رسلول هاي رسوب يافته را دو تا چها       -2
 %5 FCS        سوپرناتانت كـدر    شستشو داده تا زماني كه ديگر

 .نشود
مجدداً سلول ها را در محيط كشت به حالت تعليـق درآورده            -3

 mL 6 در cm5 سلول ها را در ديـش هـاي   از  µL 50و 
 C 37°كشت ها را در دماي    .  كشت دهيد  محيط كشت رشد  

 .انكوبه كنيد CO2% 5در  
 روز و پس از آن هفته اي دو بار          3-5محيط كشت را بعد از      -4

 روز بعد ظاهر شده و      6-8ني ها در حدود     كل. تعويض كنيد 
 ماكروفاژهاي شـير را كـه در ابتـدا بـه            وسپس توسعه يافته    

 . سازندمي عنوان تغذيه كننده ها عمل مي كنند خارج 
 :واكشت سلول هاي شير

 ) cm5  در هر پليت TEGPED) mL 5/1سلول ها را در -5
 دقيقـه، بـر حـسب سـن         5-15  به مـدت      C 37°در دماي   
وبه كرده تا يك سوسپانسيون تـك سـلولي توليـد           كشت انك 

 .شود
 دقيقـه سـانتريفوژ كـرده و        5 به مـدت     g100سلول ها را در     -6

 . محيط كشت به حالت تعليق در آوريدmL 6مجدداً در 
   در هـر يـك از سـه ديـش          mL 2سوسپانسيون را به انـدازه      -7

 cm 5  جديد يا فلاسك هاي cm2 25تقسيم كنيد . 
 .كشت تازه آن را سه برابر رقيق كنيد محيط mL4با افزودن -8
  

  :تغييرات
  اســتفاده از ماكروفاژهــايي كــه در شــير هــستند بــه عنــوان 
   تغذيه كننده ها مناسب بوده اما آنها به تـدريج كـه كلنـي هـاي               

هر چند مـي تـوان      .  اپي تليال رشد مي يابند، از دست مي روند        
ماكروفاژها را توسـط جـذب بـا شيـشه خـارج كـرد و در ايـن                  
. صورت بايد از سلول هاي تغذيه كننـده ديگـري اسـتفاده كـرد             

 پرتوتابي شده يا تيمـار شـده بـا ميتومايـسين،            3T6سلول هاي   
 را مي توان به     cAMPآنالوگهاي  . بهترين فعاليت رشد را دارند    

ــورد     ــار در م ــن ك ــد اي ــرد هرچن ــتفاده ك ــرا اس ــم كل جــاي س
ن توسـط   ماكروفاژهاي تغذيه كننده امكان پذير نمي باشـد چـو         

  .آنالوگها كشته مي شوند
در  :استفاده ها و كاربردهاي كشت سلول اپي تليال شـير         

 سلول ها از غده كاملاً در حال فعاليت بدسـت           ،كشت هاي شير  
ده و امكان تعيين فنوتيپ ها توسط ماركرهـاي ايمنولـوژيكي           مآ

سلول هاي شير به طور موفقيت آميزي توسـط       . دباشفراهم  مي    
ــروس  ــات    ترSV40ويـ ــد و در مطالعـ ــده انـ ــسفورم شـ انـ

  .ژنوتوكسيسيتي استفاده مي شوند

  (Cervix)دهانه رحم 
كراتينوسيت هاي گردنه رحم را مي توان در كـشت سـريال            

 كلونال با استفاده از يـك تغييـر در روش شـرح داده              دانسيتهدر  
  .شده براي كراتينوسيت هاي اپيدرمي رشد داد

  
  

  انه رحم اپي تليوم ده -15-4دستور كار
  

  طرح كلي
سوسپانسيون هاي تك سلولي از اپـي تليـوم بيوپـسي هـاي             
گردنه رحم كه به طريق آنزيمي تهيـه شـده اسـت را در داخـل                

 سوئيـسي كـه     3T3فلاسك ها يا پليت ها به همراه سلول هاي          
به طور مرگ آوري غير فعال شده اند تلقيح كرده در يك محيط             

دستور كـار   ( شده است      كشت كه با سرم و فاكتور رشد تكميل       
A (           يا در محيط كشت رشد كراتينوسيت فاقـد سـرم(KGM) 

ــر روش       ــتفاده از تغيي ــا اس ــده ب ــه كنن ــت تغذي ــدون حماي   ب
  وقتــي كــه. كراتينوســيت هــاي اپيــدرمي رشــد داده مــي شــوند

 سـلول يـا   1000 كلني هاي كراتينوسيت تـشكيل شـده حـاوي        
رده و دوبـاره بـا      بيشتر باشند  مي توان كشت ها را تريپـسينه ك ـ          

  .استفاده از حمايت فيبروبلاست تغذيه كننده پاساژ داد
  
  مواد

  :استريل
ــال ــا DMEM : محــيط كــشت انتق ــه ب  ، FCS  10%  ك

µg/mL 100     سولفات جنتامايسين و µg/mL 10  آمفوتريسين 
  .تكميل شده است

ــراي تفكيــك ســلول هــاي  EDTA -محلــول تريپــسين    ب
ــال   ــي تلي ــسين25/0: % اپ    ) EDTA   %)01/0و (v/v) تريپ

mM 25/0     4/7 بــه صــورت نمــك دي ســديم بــا pH در   
D -PBSA   

محـيط كـشت رشـد       : Aمحيط كـشت بـراي دسـتور كـار          
ــيت  ــا  DMEM: (KCM)كراتينوسـ ــه بـ   ، FCS% 10 كـ

µg/mL 5/0    هيدروكورتيزون و M 10-10× 1    سم كلرا تكميل 
  .شده است

a(FBS :     ــت ــزان تقوي ــك مي ــه ي ــد را ب ــا رش ــچ ه ــه ب   هم
نمونه هاي سرم بايد آزمايش شـوند و يـك بـچ            . ي كنند  نم

  .بزرگ با كيفيت مناسب خريداري شود
b(     فاكتور رشد اپيدرمي(EGF) :µg 100     از آن در mL1  از 

UPW   آن را در مقـادير      .  استريل حل شودµL100   توزيـع 
استوك هاي كار را    .  نگهداري كنيد  -C20°كرده و در دماي     

 در  µg/mL 100ظـت    بـا غل   µL100 EGFبا رقيق كردن    
mL10            در دمـاي   و   محيط كشت حـاوي سـرم تهيـه كنيـد  
°C 4  1:100به منظور استفاده آن را به نـسبت         .  ذخيره شود 
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ــايي     ــك غلظــت نه ــرم در ي ــاوي س ــشت ح ــيط ك ــا مح   ب
ng/mL 10رقيق كنيد . 

c(    سم كلرا(CT) : mL 18/1   از UPW     استريل را به mg 1 
.  بدسـت آيـد  M5- 10 سم كلرا اضافه كرده تا يك محلول 

ــره شــود+ C 4°در دمــاي  ــا. ذخي   اســتوك هــاي كــار را ب
 mL 10 در M5-10  از محلـــول µL 100 وارد كـــردن 

توسـط فيلتـر كـشت را       . محيط كشت حاوي سرم تهيه كنيد     
در غلظـت  . نگهـداري كنيـد  + C 4°استريل كرده در دمـاي   

 . استفاده شودM10-10 نهايي 
d( هيدروكورتيزون :mg1   را در    هيدروكورتيزونmL1  اتانول 

  ســپس آن را در مقــادير  .  حــل كنيــد (v/v) در آب %50
µL 100       توزيع كرده و در دماي °C 20-    نگهـداري كنيـد  .

 . استفاده شودµg/mL 5/0در غلظت نهايي 
محــيط كــشت رشــد : B دســتور كــار يمحــيط كــشت بــرا

 – يـا كراتينوسـيت   KGM (Bio-Whittaker): كراتينوسيت
(Invitrogen) SFM   

   cm9  و cm6 تري ديش هاي كشت بافت با قطرهاي پ
   (rat-toothed)پنس دندان موشي 
   (curved iris scissors)قيچي هاي خميده 

  22اسكالپل هاي يك بار مصرف با شمار تيغه 
  پي پت
   سانتريفوژيلوله ها

  :غير استريل
  هموسيتومتر

  Co (60 يا Xمثل پرتوهاي (منبع پرتوتابي 
  ) Aفقط دستور كار ( سوئيسي 3T3فيبروبلاست هاي 

a(  يــك اســتوك اصــلي از ســلول هــا بايــد تهيــه شــده و در  
.  سـلول منجمـد شـوند      1 × 106 آمپول هاي مجزا به ميزان      

  . پاساژ استفاده كرد20سلول ها را نبايد براي بيش از 
i(    3سلول هايT3    را در DMEM   سـرم گـاو در      10% حاوي 

لول هـا   س.  كشت دهيد  cm2 175فلاسك هاي كشت بافت     
محيط كـشت   .  تلقيح كنيد  cells/cm2 104× 5/1را به ميزان  
  . روز واكشت دهيد4-5هر .  روز تعويض كنيد2را بعد از 

ii(             براي جلوگيري از آلودگي هاي در سطح كـم، يـك فلاسـك
اصلي از سلول ها را روي محيط كشت بدون آنتي بيوتيـك            

ح سپس اين سلول ها در هر پاساژ براي تلقي        . نگهداري كنيد 
فلاسك هاي مورد نياز براي آن سلول هاي تغذيه كننـده در            

 .آن هفته استفاده مي شوند
b(         لايه هاي تغذيه كننده با پرتودهي باGy 60) rad 6000 ( ،

ــا Xاز يــك منبــع اشــعه    . غيــر فعــال مــي شــوند60Co ي
 ممكن است به مدت (XR-3T3) سلول هاي پرتودهي شد

 .د نگهداري شونC 4° روز در دماي   4-3
c(           در غياب يك منبع پرتودهي، سـلول هـاي تغذيـه كننـده بـا

  .  غير فعال مي شوندCميتومايسين 

 را كه به صورت تك لايه رشد كـرده انـد بـه              3T3سلول هاي   
 µg/mL 400 در معــرضC 37° ســاعت در دمــاي   1مــدت 

  . قرار دهيدCميتومايسين 
i(                سلول هاي تيمار شده را تريپـسينه كـرده، مجـدداً بـه حالـت

تعليق در آورده و رسوب سلولي را دو بار با محـيط كـشت              
تازه حاوي سرم شستشو دهيد وسپس سلول هـا را در يـك             
غلظت مناسـب در محـيط كـشت كامـل بـه حالـت تعليـق                

 .درآورده و استفاده كنيد
  

   3T3با لايه هاي تغذيه كننده  : Aدستور كار
  :كشت اوليه

 خـارج كـرده و    بيوپسي دهانه رحم را از محيط كشت انتقالي       -1
 اسـتريل  D-PBSA از mL5سلول ها را دو تا سه مرتبه با    

ــاوي  ــسين و µg/mL 50ح ــولفات جنتاماي  µg/mL 5 س
  .آمفوتريسين شستشو دهيد

بيوپسي را به صورتي كه سطح اپي تليال آن به سـمت پـايين              -2
 .باشد روي يك ديش كشت استريل قرار دهيد

اراي يـك تيـغ     با استفاده از يك اسكالپل يك بـار مـصرف د          -3
، تـا حـد امكـان ماهيچـه و اسـتروما را بريـده و                22شماره  

 .بتراشيد تا فقط يك لايه باريك اپي تليال باقي بماند
 .لايه اپي تليال را با استفاده از قيچي خميده تكه تكه كنيد-4
5-mL 10 تريپسين - EDTA)        كـه تـا حـرارت°C 37   گـرم 

 و بافت را بـه      را به تكه هاي اپي تليال اضافه كرده       ) شده اند 
يك ظرف شيـشه اي حـاوي يـك دانـه مغناطيـسي كـه بـا                 

 .پلاستيك پوشش داده شده است انتقال دهيد
6-mL 10-5 ديگر تريپسين – EDTAاضافه كنيد . 
ظرف را بر روي يك همزن مغناطيسي در داخل انكوباتور يـا     -7

 30-40 قرار داده تا به آهستگي بـه مـدت           C 37°گرمخانه  
 . دقيقه همزده شود

اجازه دهيد كه سوسپانسيون در درجه حرارت اتاق به مـدت           -8
 . دقيقه بي حركت بماند3-2

سوپرناتانت حاوي سلول هاي منفرد را خارج كرده و توسـط   -9
يك صافي از جنس فولاد ضد زنگ يـا پلاسـتيك، آن را در              

 . صاف كنيدmL 50يك لوله سانتريفوژ 
10-mL 10يد محيط كشت كامل به مايع فيلتر شده اضافه كن. 
11-mL 15 ــسين ــه قطعــات EDTA– ديگــر از تريپ  گــرم ب

.  را دوبار تكرار كنيـد 5-9موجود در ظرف افزوده و مراحل       
تريپسين و سوپرناتانت را تركيب كرده و سوسپانسيون را در          

 rpm 1000 دقيقـه در     5يك سانتريفوژ روميـزي بـه مـدت         
)g80 (اسپين كنيد. 

ت كامل به    محيط كش  mL 10 سوپرناتانت را خارج كرده،     -12
رسوب افزوده، سلول ها را به شـدت بـه حالـت تعليـق در               
  آورده تـا يـك سوسپانـسيون تـك سـلولي حاصـل شـود و       
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ميـزان  .  سلول ها را بـا يـك هموسـيتومتر شـمارش كنيـد              
 .سلولي را توسط تريپان بلو بررسي كنيدزيستايي 

 رقيق كرده و    KCM سوسپانسيون سلولي گردنه رحم را با       -13
 ــ ــا را ب ــلول ه ــسيتها س ــراه cells/cm2 104×2 دان ــه هم  ب

cells/cm2 105×1      3 از سلول هـايT3       غيـر فعـال شـده 
 XR-3T3 سلول 5×105  سلول گردنه رحمي،1×105يعني (

 .كشت دهيد) cm 6 در يك پتري ديش  
 . انكوبه كنيدCO2% 5 در C 37° كشت ها را در دماي -14
هفتاد و دو ساعت بعد از شروع كشت، محيط كـشت را بـا              -15

 ng/mL10 بـا غلظـت      EGFيك محيط كشت كامل كه با       
كـشت هـا را از لحـاظ        . تكميل شده اسـت، تعـويض كنيـد       

ســي كــرده تــا مطمــئن شــويد كــه لايــه رميكروســكوپي بر

-

-

-

-
-

-
-

-

-

  
در صـورت نيـاز سـلول هـاي         . تغذيه كننده كافي مي باشـد     

 .تغذيه كننده بيشتري اضافه كنيد
 EGFمحيط كشت را هفته اي دو بار تعويض كنيـد؛ بايـد             -16

در محيط كشت وجود داشته باشد به جز وقتي كه سلول ها            
كلنـي هـاي كراتينوسـيت از روز        . در ابتدا كشت مي شـوند     

   در زيــر ميكروســكوپ قابــل مــشاهده بــود و از روز12-8
.  بايد توسط  چشم غير مسلح قابـل مـشاهده باشـند            16-4 

 .كشت ها را بايد در اين زمان پاساژ داد
                  :             واكشت

محيط كشت را از لايه سلولي خـارج كـرده و سـلول هـاي      -17
 EDTA 01/0% تغذيه كننده را توسط شستشوي سريع بـا         

 .  شستشو دهيدD-PBSAسپس دو بار با . خارج كنيد
گـرم  /EDTA به هر ديـش كـشت مقـدار كـافي تريپـسين     -18

كـشت هـا را تـا       . اضافه كرده تا سطح سلولي پوشيده شـود       
 قـرار   C 37°كراتينوسيت ها جدا شوند در دمـاي        زماني كه   

. دهيد؛ جدا شدن سلولها را با ميكروسـكوپ بررسـي كنيـد           
 دقيقه در تريپـسين     20سلول ها را براي مدت زمان بيشتر از         

 .قرار ندهيد
سوسپانسيون سلولي را از پليت خارج كـرده آن را بـه يـك              -19

 .لوله سانتريفوژ استريل انتقال دهيد
 محيط كشت كامل شستـشو داده و سـپس           سطح رشد را با   -20

سوسپانـسيون را توسـط     . آن را به سوسپانسيون اضافه كنيـد      
 . مخلوط و توزيع كنيدmL 10يك پي پت 

 . اسپين كنيدrpm 1000 دقيقه در 5 سلول ها را به مدت -21
 محـيط كـشت كامـل       mL10 سوپرناتانت را خارج كـرده،      -22

  پـت  اضافه كرده و مجـدداً سـلول هـا را توسـط يـك پـي                  
mL 10   ــا يــك ــد ت ــه حالــت تعليــق درآوري ــه شــدت ب  ب

 .سوسپانسيون تك سلولي به دست آيد
 . سلول ها را با يك هموسيتومتر شمارش كنيد-23
 3T3 ممكن است سلول ها مجدداً بـر روي سـلول هـاي             - 24

غير فعال شده كشت داده شده و مطـابق روش هـاي قبلـي              

 منجمـد   رشد يابند يا مي توان آنها را براي بازيافـت بعـدي           
 .كرد

  
  محيط كشت بدون سرم :  Bدستور كار 
  :كشت اوليه

 دستور كار بالا را بـا لايـه هـاي تغذيـه كننـده               1-11مراحل  1
3T3           دنبال كرده تا يك سوسپانسيون تك سلولي در محـيط 

  .تكميل شده با سرم بدست آيد
) rpm 1000) g 80 دقيقــه در 5سوسپانــسيون را بــه مــدت 2

 را خارج كرده و مجدداً سلول ها را         سوپرناتانت. اسپين كنيد 
 . به حالت تعليق در آوريدmL10  D-PBSAدر 

ه و سـلول هـا را يـك بـار           ددوباره سوسپانسيون را اسپين كر    3
مجدداً سـلول هـا را در       .  شستشو دهيد  D-PBSAديگر با   

mL 10          محيط كشت رشد كراتينوسيت به حالت تعليـق در 
 دانـسيته بـا   آورده و در ديش هـا يـا فلاسـك هـاي كـشت               

cells/cm2  105×2) 106    ســلول در يــك پتــري ديــش   
cm 5(  ،106×4        سلول در پتـري ديـش cm 9 (  بذرافـشاني
 .كنيد

 . انكوبه كنيدCO2%  5 و C 37°كشت را در دماي 4
 ساعت و بعد از آن هفته اي دو بار        72محيط كشت را بعد از      5

 روز متـراكم شـده و   14-20كشت ها در طي     . تعويض كنيد 
 . در آن زمان پاساژ داده شوندبايد
 واكشت

 . را دنبال كنيدA دستور كار 17-23مراحل6
.  اسپين كنيد  g1000-80 دقيقه در    5سوسپانسيون را به مدت     7

 mL 10سوپرناتانت را خارج كرده و مجدداً سلول ها را در       
 . به حالت تعليق در آوريدD-PBSA از

ا يـك بـار     دوباره سوسپانسيون را اسپين كرده و سـلول هـا ر          8
مجدداً سـلول هـا را در       .  شستشو دهيد  D-PBSAديگر با   
KGM   ــل ــا را در داخ ــق در آورده و آنه ــت تعلي ــه حال    ب

 cells/cm2 105 ) 105 ×5ديـش هـاي كـشت در دانــسيته    
   ســـلول در 2×106 و  mm 50ســـلول در پتـــري ديـــش  

 .كشت دهيد ) mm 90پتري ديش 
راي يازيافـت   همچنين ممكن است سلول ها در اين مرحله ب        9

 .در مراحل بعدي منجمد شوند
كراتينوسيت هاي دهانه رحم كه مطـابق روش هـاي شـرح            
داده شده رشد مي يابند را مي توان براي مقاصـد مختلفـي مثـل               
تحقيقات سرطانزايي پاپيلوما ويروس، مطالعات تمايز و بررسـي         

  .پاسخ اين سلول ها به موتاژن ها و كارسينوژن ها استفاده كرد
  
 Gastrointestinal)تگاه معـده اي روده اي  دس

Tract)   
كشت اپي تليوم طبيعي پوشـش روده زيـاد گـزارش نـشده             
است، هرچند گزارش هاي متعددي در مورد رده هاي پيوسته از           
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 و همكـاران   Ownes .كارسينوماي كلـون انـسان وجـود دارد   
توانستند سلول هاي روده جنين انسان را بـه صـورت يـك رده              

 و استفاده وسيعي از (FHS 74 Int)تناهي كشت دهندسلولي م
  . مربوط به روده رت مي شودIEC-6رده سلولي 

  
آماده سازي نمونه هاي بافت براي كشت سـلولي در ظـرف            

اگـر ايـن    .  ساعت پس از برداشت از بيمار شروع مي شـود          2-1
ــه قطعــات كوچــك   ــذير نباشــد، بــرش بافــت ب   كــار امكــان پ

) mm 2-1 (   و ذخيـره سـازي شـبانه در دمـاي      توسط اسكالپل
°C 4             در محيط كشت شستشو دهنده مي توانـد موفقيـت آميـز 
  .باشد

  
  

ــار  ــتور كـ ــشت   -15-5دسـ ــازي و كـ    جداسـ
  كريپت هاي كلون

  
  طرح كلي

 در كلاژناز و ديسپاز تفكيـك شـده و         ،بافت كاملاً خرد شده   
  .كريپت ها با رسوب در سوربيتول جداسازي مي شوند

  مواد
  :استريل

HBSS/PSG :  محلــول نمكــي متعــادل شــدهHank ــا  ب
U/mL 100  ،ــيلين ــي سـ ــسين و µg/mL 30 پنـ  استرپتومايـ

µg/mL 25جنتامايسين   
 XI  ، µg/mL 40 كلاژناز نوع    U/mL 150: مخلوط هضم 

   DMEM در FBS 1%ديسپاز، 
ــد  ــشت رش ــا  DMEM: محــيط ك ــوكز ، mM 25 ب    گل

mM 8/6 ،ــروات ــسولين، U/mL 25/0 پيــ  ng/mL 50 انــ
EGF    ، %5/2 FBS       و آنتي بيوتيك ها همانند HBSS    در بـالا 
 بافري شـده   5/7CO2% با بي كربنات سديم  در pH 4/7كه تا 
  .است

S-DMEM :     ســوربيتول2%محــيط كــشت رشــد بــا   
 ) M 11/0 (كه با فيلتراسيون استريل شده است.  

  . باشندC˚ 37همه محيط هاي كشت بايد در دماي 
  cm 9پتري ديش هاي 

   mL 50-30يونيورسال يا لوله هاي سانتريفوژ ظروف 
 خانه كـه بـا كـلاژن پوشـش داده           24پليت هاي چاهك دار     

  :شده اند
a( استوكVitrogenرا ده برابر رقيق كنيد .  
b(     پليت ها را باmL 5/0           سـاعت   3 در هـر چاهـك بـه مـدت 

 .انكوبه كنيد
c(Vitrogen                اضافي را خـارج كـرده و پليـت هـا را در هـود 

  .خشك كنيدلامينار فلو 

   cm2 25فلاسك هاي 
  22 ، تيغه شماره 4اسكالپل ، هولدر شماره 

يـا پـي پـت پلاسـتيكي دهانـه گـشاد             ( Movetteپي پت   
  )مشابه
  

  دستور كار 
  :جداسازي كريپت ها از كلون انسان

بافت بايد بـراي كـشت بلافاصـه پـس از بـرش از بيمـار در             -1
DMEM   دهـد از   مطالعات اوليه نشان مـي      .  قرار داده شود

 گذاشته مي شود، دوره     DMEMزماني كه بافت سريعاً در      
 مقاومت كـرده هرچنـد      C˚4در دماي   )  ساعت 2تا  (كوتاهي

  .زمان طولاني تري توصيه نمي شود
 شستـشو داده تـا   HBSS/PSG× 1بافت كامل را دو بار در    -2

 .هر گونه عوامل آلوده كننده برطرف شود
 تـازه   HBSS/PSGبافت را به يك پتري ديش تميـز داراي          -3

 .انتقال دهيد
تا حد امكان ماهيچه ها را زدوده و بافت را با دو اسكالپل به              -4

 .قطعات ريز خرد كنيد
  قطعات بافت خرد شده را بـا انتقـال آنهـا بـه يـك فلاسـك                -5

 cm2 25   حاوي mL 20 HBSS/PSG      و پي پت كـردن 
 . شستشو دهيدMovetteآنها با يك پي پت 

ــات فلا -6 ــه محتوي ــد ك ــازه دهي ــود و  اج ــشين ش ــه ن ســك ت
HBSS/PSGرا خارج كنيد . 

 HBSS/PSGفرايند را تكرار كـرده تـا زمـاني كـه تقريبـاً              -7
 بـار شستـشو     5اين امـر معمـولاً پـس از         . شفاف باقي بماند  

 .اتفاق مي افتد
ــه    -8 ــر گون ــال داده و ه ــش انتق ــري دي ــك پت ــه ي ــت را ب باف

HBSS/PSGاضافي را خارج كنيد . 
 كرده تـا بـه يـك حالـت نـسبتاً            بافت را با اسكالپل تكه تكه     -9

بافت خرد شده را با يـك پـي پـت دهـان             . يكنواخت برسد 
مطمئن شـويد   (  انتقال دهيد    cm2 25گشاد به يك فلاسك     
 مرطـوب شـده تـا از        HBSS/PSGكه داخل پي پـت بـا        

 ).چسبندگي آن ممانعت شود
ــپس     -10 ــوند و س ــشين ش ــه ن ــا ت ــه ه ــه تك ــد ك ــازه دهي اج

HBSS/PSGاضافي را خارج كنيد . 
11-mL 30-25مخلوط هضم اضافه كنيد . 
 . ساعت انكوبه كنيد1 به مدت C 37°در دماي -12
 :مخلوط هضم را جايگزين كنيد-13
a(اجازه دهيد كه بافت ته نشين شود.  
b(              با دقت مخلوط هضم را از فلاسك خارج كـرده و آن را دور

 ).مطمئن شويد كه بافت هضم نشده را خارج نكنيد(بريزيد
c(    ــافه ــازه اض ــضم ت ــوط ه ــيون را در  مخل ــرده و انكوباس ك

 . ساعت ديگر ادامه دهيد1-2 به مدت C37°دماي
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d(    دقيقه بررسي كرده تا مطمـئن شـويد كـه           15-30بافت را هر 
 70-80وقتـي تقريبـاً     . كريپت ها بيش از حد هـضم نـشوند        

درصد از كريپت ها به صورت كريپت هاي آزاد تكـي رهـا             
 .شدند، جداسازي كامل مي باشد

 : هاي كلوني انسانته نشيني كريپت
كريپت هاي رها شده توسط رسوب گـذاري بـا سـوربيتول            

 بافـت   ممكن است تـوده هـاي بـزرگ       . مي شوند خالص سازي   
مزانشيمال به بالاي لوله رسوب گذاري بيايد؛ در مرحلـه          / چربي

اول بايد اين بافت دور ريخته شود زيـرا ممكـن اسـت در طـي                
  .دفرايند رسوب گذاري باعث ايجاد مشكل شو

   محتويــات فلاســك هــضم را بــين دو ظــرف يونيورســال -14
 mL 30 نامگذاري كنيد1 تقسيم كرده و با نام مجموعه . 

 و هـر گونـه      رسـانده  mL 25 بـه  S-DMEMحجم را با    -15
چربي شناور يا هر گونه بافـت مزانـشيمال ديگـر را خـارج              

 .كنيد
 دقيقـه تـه     1 اجازه دهيد كه محتويات لولـه هـا بـه مـدت             -16

 . هر گونه ماده هضم نشده اي رسوب كندنشست شده تا
هر گونه ماده چربي شناور در سطح را دور ريخته و سـپس             -17

به ملايمت سوسپانسيون سوپرناتانت را از لولـه هـا خـارج            
 2كرده و به دو لوله تميز انتقال داده و بـه عنـوان مجموعـه                

 .نامگذاري كنيد
 . ثانيه ته نشين شود30اجازه دهيد كه محلول به مدت -18
محتويات را به يك مجموعه ديگر از لوله هاي تميز به نـام             -19

 . انتقال دهيد3مجموعه 
 . حجم را افزايش دهيدS-DMEMبا -20
 دقيقـه   4 به مـدت     g 300-200 را در    3لوله هاي مجموعه    -21

 .سانتريفوژ كنيد
 .سوپرناتانت را دور بريزيد-22
 .رسوب را با ضربه آهسته به ته لوله پراكنده كنيد-23
 به حالت تعليق    S-DMEMريپت ها را در     يك بار ديگر ك   -24

ايـن مرحلـه    . در آورده و مرحله سـانتريفوژ را تكـرار كنيـد          
 مرتبه يا تا زمان     5 بايد   S-DMEMشستشو و سانتريفوژ با     

 .شفاف شدن سوپرناتانت، تكرار شود
 بايـد از لحـاظ      2 و 1بقاياي حاصل از لوله هـاي مجموعـه         -25

در . ي شـوند  حضور كريپت ها به طور ميكروسكوپي بررس ـ      
صورتيكه نسبت بالايي از كريپت ها بـاقي مانـده بـود بايـد              

اگـر  . مواد، همزده شده و مرحله رسوب گذاري تكرار شـود  
فقط مواد هضم نشده باقي مانده بود، مي تـوان آنهـا را دور              

 .ريخت
  وقتي سـوپرناتانت شـفاف شـد، كريپـت هـا بـراي كـشت               -26

اي رشـد كـشت      پليتينـگ بحرانـي بـر      دانسيتهيك  . آماده اند 
معمـولاً وقتـي كريپـت هـا در        . خوب، مورد نياز مـي باشـد      

 كريپت در هر ميلي ليتر در هـر چاهـك           800-1000 دانسيته

 خانه كشت مي شوند، به نظر مي رسد كـه           24از يك پليت    
 .بهتر رشد مي كنند

  :براي تعيين تعداد كريپت ها جداسازي شده
 رشـد بـه      از محيط كـشت    mL10كريپت هاي جدا شده را در       

  .حالت تعليق درآورده و آن را هم بزنيد
a(µL 100      را برداشته و به µL 900      محيط كشت رشد اضـافه 

 .كنيد
b(µL 100           از اين نمونه برداشته و تعداد كريپت ها را شمارش 

 .كنيد
  تعداد كريپـت هـاي شـمرده شـده        = تعداد كريپت در ميلي ليتر      

 × 100   
 انكوبه كـرده    CO2 5/7%  در   C 37° پليت ها را در دماي      -27

 . روز بچسبند2و به سلول ها اجازه دهيد كه به مدت 
محيط كشت حاوي تمام مواد نچسبيده را از پليت ها خارج           -28

 .كرده و با محيط كشت جديد جايگزين كنيد
ــاني -29 ــا  5در فواصــل زم ــشت را ب    mL 5/0 روز، محــيط ك

 .محيط كشت جديد تكميل كنيد
هاي پوشـيده شـده بـا       كريپت ها را مي توان بر روي پليت         

ايـن روش امكـان     .  كـشت داد   3T3كلاژن يا لايه تغذيه كننـده       
.  هفته را فراهم مي سـازد  1كشت روتين در يك دوره در حدود        

بعد از اين مـدت سـلول هـاي اپـي تليـال رو بـه زوال رفتـه و                    
كـشت هـا بـه      . فيبروبلاست هاي آلوده كننده غالب مـي شـوند        

 بازيافت سـلول هـا      ادي براي مواد زي . خوبي واكشت نمي شوند   
 بـراي واكـشت دادن      اندكي موفقيت   كنوناستفاده شده اند اما تا      

فيبروبلاسـت را   . سلول هاي اپي تليال روده بدست آمـده اسـت         
مي توان كاملاً به آساني واكشت داد و يـك منبـع بـالقوه بـراي                

  .سلول هاي لايه تغذيه كننده مي باشند
  
  
  كبد

بـد بـالغ همـه خـصوصيات        هرچند كشت هاي حاصل از ك     
نشيم كبد را بيان نمي كننـد، در مـورد ايـن كـه رده صـحيح                 راپا

. سلولي ممكن است كشت شده باشد ترديـد كمـي وجـود دارد            
تاكنون تلاش ها براي توليد رده هاي سلولي تكثيـر شـونده بـه              
طــور كامــل موفقيــت آميــز نبــوده اســت امــا هپاتوســيت هــاي 

  .صحيح كشت دادعملكردي را مي توان تحت شرايط 
تعــدادي از مفيــدترين رده هــاي ســلولي كبــدي پيوســته از 

 رت سرچـشمه گرفتـه   Morris و Reuber H35هپاتوماهاي 
ثابت شده است كه القاء تيروزين آمينوترانـسفراز بـا          . شده است 

 بـراي   ن رده هاي سلولي، يك مـدل ارزشـمند        دگزامتازون در اي  
  اي پــستانداران مطالعــه تنظــيم ســازگاري آنزيمــي در ســلول هــ

 از Hep-G2همچنــين رده هــاي ســلولي از قبيــل .  مـي باشــد 
هپاتوماي انساني، توليد شده و برخي از خواص متابوليزه كننـده           

  .كبد طبيعي را حفظ كرده است
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  وقتي كه آنزيم هـاي پروتئوليتيـك مثـل كلاژنـاز كـه نـسبتاً               
 ـ  ق غير سمي مي باشند از طريق رگ ها و مويرگ ها به كبد تزري

شوند، اگر قبلاً كبد از خون پاك شده باشد و با شستشو توسـط              
بافر فاقد كلسيم، عاري از كلسيم شده باشد اتصالات بين سلولي  

 دقيقـه هـضم     15شكسته شده و داربـست ارتبـاطي در عـرض           
هپاتوسيت ها توسط دو يا سه سانتريفوژ افتراقـي از         .خواهد شد 

  . سوسپانسيون سلولي انتخاب مي شوند
  
  

 جداسازي هپاتوسـيت هـاي       -15-6دستور كار 
  رت

  
  طرح كلي

يك كانولا را در سياهرگ هاي كبدي وارد كرده، كبـد را بـا              
 محلول آنزيمي را ،) دقيقه15(يك بافر بدون كلسيم شستشو داده   

، سلول ها را جمع آوري كرده و        )  دقيقه 15(به كبد تزريق كرده     
  . كنيدشستشو دهيد و هپاتوسيت هاي زنده را شمارش

  مواد
  :استريل

   L-15 leibovitzمحيط كشت 
 2/0% كه با William’s E يا Ham’s F12محيط كشت 
 انــسولين µg/mL 10و )  ، ســيگماVگريــد (آلبــومين گــاوي 

  )mL 100-80(گاوي غني شده است
ــداقل هپاتوســيت     ــيط كــشت ح  5/67 : % (HMM)مح

Eagle’s MEM ،  %5/22 ــشت ــيط كــ ــا  (199 محــ يــ
William’s E  به جاي هر دو( ،µg/mL 5  ،انسولين گـاوي 

mg/mL 1 BSA ، mM 20 ، ــروات    U/mL 100 پيـــــــ
   FBS 20% استرپتومايسين و µg/mL 100پني سيلين ، 

HMM/SF : HMM  ــا ــرم بـ ــدون سـ  M 5- 10 × 1 بـ
  هيدروكورتيزون همي سوكسينات

 ؛ pH:  mM NaCl 8/160 65/7 فاقد كلسيم HEPESبافر 
mM KCL 15/3 ، mM  Na2HPO4.12H2O 7/0،   

  mM HEPES33    كه با فليتر ميلـي پـورµm 22/0  اسـتريل 
  ).  ماه2( ذخيره مي شود C 4°شده و در دماي 

ــاز ــول كلاژن ــاز025/0%  :محل ــد ( كلاژن ــيگما گري ــا 1س  ي
103578 Roche ( ؛CaCl2 .2H2O %  075/0 ــافر  در بــ

HEPES    65/7 فاقد كلسيم pH  كه با فيلتراسيون استريل شـده 
  .درست قبل از استفاده تهيه مي شودو 

)  Nembutal%5 Abbot  (  
  هپارين

  )mm 3 ID و Tygone) mm 5  ODلوله 
  )G 20(سوزن هاي تزريق سياهرگي يك بار مصرف 

    كانولاسيوننخ دوخت براي

  بطري هاي مدرج و پتري ديش 
قيچي ها و پنس هاي تند، مستقيم و خميده (وسايل جراحي   

  )و كليپس
  عددmL1 ، 2اي يك بار مصرف سرنگ ه

  :غير استريل
  زمان سنج

  )rpm 200-10(پمپ پريستالتيك 
  حمام آب

  
  دستور كار

 و محلول كلاژناز را در يك حمـام         HEPESبافر شستشوي   1
   تـا در كبـد بـه       C 39-38°معمـولاً حـدود     (آب گرم كنيـد   

 °C 37اكسيژن دهي لازم نمي باشد).  برسد. 

-

-
-

-
-

-

-

-
-

-

-

-

-

 . تنظيم كنيدmL/min 30 ميزان جريان پمپ را به ميزان2
 ) Nembutal)  g 100/ µL 150 با تزريق داخلي صفاقي 3

رت را بيهوش كرده و هپارين را به سـياهرگ رانـي تزريـق              
 .كنيد

 . سواب كنيد70%سطح پاييني رت را با الكل 4
شكم را باز كرده يك شريان بند را به صورت شل در اطراف             5

ه، كـانولا را در كبـد        ميليمتري كبد بست   5سياهرگ در تقريباً    
 .جايگزين كرده و رگ را مسدود كنيد

سريعاً رگ هاي فرعي كبـدي را بريـده تـا از فـشار اضـافي                6
 فاقـد   HEPES از بـافر     mL 500تزريق بـا    . اجتناب شود   

 شـروع كـرده؛      mL/min 30كلسيم را بـه ميـزان  جريـان          
 . بررسي كنيد كه كبد در عرض چند ثانيه سفيد مي شود

7mL 300ــان    از ــزان جريـ ــه ميـ ــاز را بـ ــول كلاژنـ   محلـ
 mL/min 15    كبـد متـورم    .  دقيقه تزريق كنيد   20 به مدت

 .مي شود
 . شستشو دهيدHEPESكبد را خارج كرده و آن را با بافر 8
 mL 100بعد از پاره كردن كپسول گيلسون، سلول هـا را در            9

 . پراكنده كنيدL-15 leibovitzمحيط كشت 
از گاز دو لايـه يـا الـك نـايلوني           سوسپانسيون را با استفاده     10

µm 80-60           صاف كرده و اجازه دهيد كه سلول هاي زنـده 
معمولاً در درجه حـرارت     ( دقيقه ته نشين شوند    20به مدت   

حــاوي بقايــاي ســلولي و ) mL 60( و ســوپرناتانت) اتــاق
 .سلول هاي مرده را خارج كنيد

  بـه  g50( سلول ها را سه مرتبه با سانتريفوژ كردن آهـسته           11
شستشو داده تا كلاژناز، سلول هـاي آسـيب         )  ثانيه 40مدت  

 .ديده و سلول هاي غير پارانشيمي خارج شوند
 به حالـت تعليـق      HMM هپاتوسيت هاي جدا شده را در       12

 .در آوريد
 ساعت، سلول هاي زنده بـه پلاسـتيك متـصل           2-3 بعد از   13

سـلول هـاي مـرده را بـا         . شده وشروع به گسترش مي كنند     
 .پرناتانت خارج كنيدمحيط كشت سو
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 را خارج كرده و محيط كشت       FBS بعد از اتصال سلولي،     14
پـس از آن هـر روز     .  تازه جايگزين كنيـد    HMM/SFرا با   

 .اين كار را تكرار كنيد

-

ــستي   ــب زي ــه قال ــاني ك ــد (biomatrix)زم  مناســب مانن
براي پوشش ديـش  (matrigel) فيبرونكتين، كلاژن يا ماتريژل 

 FBS تـوان بـه طـور كامـل از افـزودن             استفاده مي شـود، مـي     
  .اجتناب كرد

  
  تغييرات

روش كـار   : جداسازي هپاتوسيت ها از گونه هـاي ديگـر        
تزريق وريدي دو مرحله اي را مـي تـوان بـراي بدسـت آوردن               
هپاتوسيت ها از جونـدگان مختلـف شـامل مـوش، خرگـوش،             
خوكچــه هنــدي يــا مــوش خرمــاي كــوهي آمريكــاي شــمالي  

(wood-chuk)ــ ــا وفـ ــان   بـ ــزان جريـ ــم و ميـ   ق دادن حجـ
تكنيـك  . محلول هاي تزريقي بر حسب اندازه كبد، استفاده كـرد    

  ليتـر بـافر      5/1معمولاً با   ( با تزريق كردن يك بخش از كل كبد       
HEPES             و  70 و يك ليتر محلول كلاژناز به ترتيب بـه ميـزان 

بر حـسب انـدازه     (يا با برداشت بيوپسي     )  ميلي ليتر در دقيقه    30
 سازگاربراي كبد انسان    )  ميلي ليتر در دقيقه    15-30بافت،  نمونه  

  جداسازي كامل به يك سوسپانسيون تك سـلولي را         . شده است 
 و  C 37°مي توان با يك انكوباسيون اضافي با كلاژناز در دماي           

دقيقه )مخصوصاً براي كبد انسان (10-20با همزني آرام به مدت  
كانولاسـيون  تـوان بـا     هپاتوسيت هاي ماهي را مي      . بدست آورد 

سياهرگ روده اي و سوراخ كردن قلب براي جلوگيري از فشار           
تزريق در درجه حـرارت اتـاق بـه ميـزان           . اضافي، بدست آورد  

  . انجام مي شودmL/min 12جريان 
  سـلول هـاي پارانـشيمي جـدا شـده را           : نگهداري و تمايز  

 ساعت به حالت سوسپانسيون نگهـداري       4-6مي توان به مدت     
  وقتـي كـه   . آزمايـشات كوتـاه مـدت اسـتفاده كـرد         براي   و   كرد

 M 6-10 × 1 سلول ها بر روي محـيط كـشت مغـذي كـه بـا                 
دگزامتازون تكميل شده است در ديش هـاي كـشت پلاسـتيكي            

)  سلول زنده در هـر ميلـي ليتـر         7 × 105(بذرافشاني مي شوند      
  بـا بذرافـشاني    . سلول ها براي چند روز زنـده بـاقي مـي ماننـد            

 براي چند هفته زنـده      (biomatrix)لول ها در قالب زيستي      س
هــر چنــد ســلول هــا ســريعاً عملكردهــاي متمــايز . مــي ماننــد

بــا كــشت همزمــان . اختــصاصي خــود را از دســت مــي دهنــد
هپاتوسيت ها با سلول هاي اپي تليال كبد رت با فرض اين كـه              

ي  مي تـوان پايـدار     ،منشأ گرفته اند  صفراوي  از سلول هاي اوليه     
همچنين هپاتوسيت ها، زماني كه . را بدست آورد  )  ماه 2(بالاتري

 بذرافشاني شوند پايدارتر مي باشند و وقتي كـه    ماتريژلبر روي   
 و پيروات يا نيكوتين آميد     EGFدر محيط كشت تكميل شده با       

 كشت شوند قادر به طي يك تا سه دور تقسيم سـلولي             EGFو  
هپاتوسـيت هـا را      تمـايز    DMSO و   EGFتركيب  . مي باشند 

  .افزايش مي دهد

  پانكراس
 و هم سلول هاي جزيره اي       (acinar)هم سلول هاي آكينار   

(islet)              از بافت پانكراس رشد داده شده اند و در رده هـايي از 
immortomouse   تبديل آدنوما به كارسينوما    .  بوجود آمده اند

  .علاقه خاصي را ايجاد كرده است
  
  

  يوم پانكراس اپي تل -15-7دستور كار
  

  طرح كلي
بافت پانكراس خوكچه هندي را تفكيك كرده، سوسپانسيون        

 ملمـل نـايلون يـا   مخلـوط شـده سـلولي را توسـط الـك هـاي       
(cheesecloth or nylon sieves) ــرده و ــاف كـ  صـ

بعد از سه بـار     .  بريزيد BSAسوسپانسيون را روي يك محلول      
ا توزيـع   مراحل سانتريفوژ و تفكيك متـوالي، رسـوب سـلولي ر          

كرده و سلول ها را روي ظرف كشت پوشـيده شـده بـا كـلاژن                
  .بذرافشاني كنيد

  مواد
  :استريل

  گوســاله ســرم20% بــا F12K محــيط كــشت بافــت   
) CS20 – F12K (  

  HBSS   
 HBSS  بدون Ca2+ و Mg2+ (HBSS-DVC)   
  دكستروز

   V آلبومين سرم گاو ، قسمت 
 در بافرسـيترات    25/0% ،   1:250تريپسين  :   محلول تريپسين 

 ،g/L 3 ،تــــري ســــديم ســــيترات g/L 6 NaCl ، g/L 5 
   pH 6/7 فنل رد ، g/L 02/0دكستروز، 

ــاز ــول كلاژنـ ــاز را در :   محلـ  HBSS-DVC ×1كلاژنـ
) 2/7 pH ( حل كرده تا غلظتU/mL 1800بدست آيد .  

 pH تنظــيم كــرده و آن را توســط يــك 2/7 محلــول را در 
 بــه KDa (exclusion membrane) 12غــشاء ممانعــت 

  در برابــــــرC 4° ســــــاعت در دمــــــاي  4مــــــدت 
 HBSS-DVC × 1  گلوكز ديـاليز كنيـد     20%حاوي  .HBSS 

 سـاعت بـا     16-18دور ريخته مـي شـود و ايـن مرحلـه بـراي              
HBSS-DVC    محلـول را صـاف كـرده،       .  تازه تكرار مي شود

 يـا   -C 70° در دمـاي     mL 20-10استريل نموده و در مقـادير       
  .يره كنيدپايين تر ذخ

   mL25  بالن هاي مخروطي 
   دهانه گشادmL 10 يا 5پي پت هاي 
   قيف بوخنر
  لوله دياليز

   داراي لوله جانبي  mL250 بالن 
  mL 50لوله هاي سانتريفوژ پلي پروپيلن 
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  پارچه ململ
  ديش هاي كشت پوشيده با كلاژن

  :غير استريل
  حمام آب شيكر دار

  سانتريفوژ
  

  دستوركار
 قـسمت محلـول   2 قـسمت كلاژنـاز بـا       1دن  با مخلـوط كـر    -1

  . گرم كنيدC˚ 37تريپسين محلول تفكيك را تهيه و تا دماي 
و ) g 1-5/0(در شرايط آسپتيك كل پانكراس را خارج كرده         -2

 . قرار دهيدF12K-CS20اندام را در 
ــشاهاي -3 ــكغ ــر را زدوده و  مزانتري ــامربوط ديگ ــسام ن  و اج

 . خرد كنيدmm 3-1پانكراس را به قطعات 
 قطعات را بـه يـك بـالن مخروطـي سـيليكونه شـده حـاوي               -4

 mL 5         محلـول  .  مايع تفكيك از قبل گرم شده انتقال دهيـد
 C 37° دقيقه در دمـاي      15 به مدت    rpm 120را در حدود    

اين مرحله تفكيـك    . در يك حمام آب شيكردار به هم بزنيد       
را دو يا سه مرتبه با مايع تازه تكرار كـرده تـا بيـشتر بافـت                 

 .اكنده شودپر
بعد از هر تفكيك اجازه دهيد كه قطعـات بـزرگ تـه نـشين               -5

شوند و سوپرناتانت را به يك لوله سانتريفوژ پلـي پـروپيلن            
mL50  ــدود ــاوي ح ــرد F12K-CS20  ازmL 12 ح  س

 . انتقال داده تا مايع تفكيك خنثي شود
 دقيقـه سـانتريفوژ     5 به مـدت     rpm 600سوسپانسيون را در    -6

ــو  ــدداً رســــ ــرده و مجــــ   ازmL 10-5ب را در  كــــ
 F12K-CS20  ــد ــق درآوريـ ــت تعليـ ــه حالـ ــرد بـ .  سـ

 .سوسپانسيون سلولي را بر روي يخ نگهداري كنيد
سوسپانسيون سلولي را آميخته و از چندين لايه پارچه ملمـل           -7

با قرا دادن پايه قيف     . استريل در يك قيف بوخنر عبور دهيد      
در يــك فلاســك خــلأ در طــي فيلتراســيون، از مكــش كــم 

يك نمونه را براي سـنجش تعـداد سـلول هـا            . ستفاده كنيد ا
 .برداريد

 90% از بافت با     cells/mg 105× 2-1معمولاً در اين مرحله     -8
 .بدست مي آيدزيستايي  95%تا 

  سلول از مايع حاصـل شـده را در سـطح           5 ×108 تا   5 ×9-107
-HBSS در   4% سرد   BSA از   mL 35 ستون شامل    4-2 

DVC) 2/7 pH (  سانتريفوژ   در لوله هاي mL50  پـروپيلن  
 .بريزيد

ايـن  .  سانتريفوژ كنيـد   rpm 600 دقيقه در    5لوله ها را به مدت      
ــاي     ــلول ه ــازي مناســب س ــك جداس ــام ي ــراي انج ــه ب مرحل

 ، مجرايـي    (islet) از سـلول هـاي جزيـره اي          (acinar)آكينار
(ductal)     و زمينه اي (stromal)      پانكراس حياتي مـي باشـد  .

ريخته و اين مرحله تفكيك را دو بار ديگـر          سوپرناتانت را دور    

تكرار كرده، رسـوبات حاصـل را مخلـوط كـرده و بعـد از هـر                 
  . به حالت تعليق در آوريدF12K-CS20مرحله مجدداً در 

 جمــع F12K-CS20 از mL 10- 5رســوبات ســلولي را در 
ــد ــد  . آوري كني ــمارش برداري ــراي ش ــه را ب ــك نمون ــازده . ي ب
cells/mg 104× 5-2  آنهـا  80-95%فت بدست آمـده كـه      از با 

   هـــاي تلقـــيح دانـــسيته. مـــي باشـــند ســـلول هـــاي آكينـــار
 به طـوري كـه      چسبيدهسلول ها   .  باشد cm2 /105× 3مي تواند   

  . ساعت تجمع مي يابند72كلني ها در عرض 
  

  تغييرات
 فاقـد   MEMبعد از اين كه سلول ها چسبيدند، مـي تـوان            

ــسولين   ــاوي انــ ــرم ، حــ ــ) ng/mL)10ســ   سفرين  ، ترانــ
  )ng/mL 5(   سلنيوم ،)ng/mL 9 (    وEGF ) ng/mL 21 (

ــايگزين  ــردF12K-C20را ج ــد  .  ك ــشت رش ــيط ك ــن مح   اي
 روز بــدون تغييــر 15ســلول هــاي پــانكراس را بــراي حــداقل 

  .مورفولوژي سلولي حمايت مي كند
روش زير براي مطالعات در مورد بافت هاي خوكچه هندي          

ــسان  ــدايي(و انـ ــار) بافـــت اهـ ــه كـ ــي رودبـ ــزودن.  مـ   افـ
 فيبروبلاست هاي ريه انسان پرتوتابي شده بعنوان لايـه  تغذيـه            

  را در الحـاق    )  500%تـا   ( يـك تحريـك قابـل ملاحظـه          ،كننده
]3H [–      را حداقل توسط يك فاكتور      بقاء تيميدين باعث شده و 

  .از دو فاكتور طولاني تر مي كند
  
  كليه

مي باشد كه در آن كليه از لحاظ ساختماني يك اندام پيچيده   
سيستم نفرون ها و لوله هاي جمع كننده از لحـاظ عملكـردي و    

بعـضي  . فنوتيپي از تعداد زيادي قطعات مجزا ساخته شده است        
ن نـوع سـلول بـوده كـه از لحـاظ            يقطعات لوله اي داراي چنـد     

بعلاوه شواهد دلالت بر تغييرات     . ريخت شناسي مجزا مي باشند    
ان سلولي داشته كـه ممكـن اسـت     سازگاري سريع در فراساختم   

ناهمگني سـاختماني   . با تغييرات در عملكرد سلول وابسته باشد      
و سلولي، كار را براي افرادي كه كشت سلولي انجام مي دهند و              
علاقمند به جدا كردن جمعيت هاي سلولي خالص يا كاملاً غني           

  . شده مي باشند، مشكل مي سازد
 توبـولار ات  چندين روش بـراي كـشت سـلول هـاي قطع ـ          

اخيـراً روش هـاي شـيب چگـالي بـه طـور             . استفاده شده است  
متداول براي جداسازي جمعيت هاي غني شده قطعات توبـولي          
كه توسط آنزيم هضم شده به كار مي رود و مخصوصاً در ايجاد             
كشت ها سلولي توبول پروكـسيمال از حيوانـات آزمايـشگاهي           

يـا قطعـات    همچنـين مـي تـوان نفـرون خـاص           . مي باشد  مؤثر
مجراي جمع كننده را بـا كالبـد شـكافي در زيـر ميكروسـكوپ          

(microdissection)         جداسازي كرد و سپس در بستر كـشت 
اين روش كه با اسـتفاده از حيوانـات آزمايـشگاهي تكامـل             . داد
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يافت، براي كشت كليه هاي انسان و اپي تليـوم ديـواره كيـست              
 نـين روش هـاي    همچ. كليه هاي پلي سيستيك استفاده مي شود      

ــوژي  ــشريح ايمنول ــازي (immunodissection) ت   و جداس
ــراي جداســازي (immunomagnetic)ايمنــي مغناطيــسي   ب

انواع سلول هاي نفروني خـاص بـر اسـاس بيـان آنتـي ژنهـاي                
اين روش هاي ظريف . خارجي مخصوص سلول به كار مي رود

نويد بخش مطالعه تيپ هاي سلولي اختصاصي كليـه در حالـت            
مت و بيماري مي باشد اما تـا بـه حـال تقريبـاً منحـصراً در                 سلا

  .مطالعات بر روي حيوانات آزمايشگاهي استفاده شده است
كشت اوليه قطعات بافـت كـه از كـورتكس خـارجي كليـه              
انسان جدا شده است روشي را بـراي جداسـازي سـلول هـايي              
ايجاد كرده است كه بسياري از خـصوصيات عملكـردي توبـول           

جداسـازي آنزيمـي تـدريجي و       . ل را بيـان مـي كننـد       پروكسيما
فيلتراسيون، باعث توليد سلول هاي منفرد و توده هاي كـوچكي           

ته بالا بذرافـشاني شـوند،      يسز سلول ها مي شود كه وقتي با دان        ا
  منجر به ايجـاد يـك جمعـت غنـي شـده اپـي تليـال نـاهمگن                  

رد تعداد زيادي از سلول ها را مي توان جمع آوري ك ـ          . مي شود 
و چندين كشت اوليه ديگر را ايجاد نمود و يا سلول ها را بـراي    

  .ذخيره سازي در حالت منجمد تكثير كرد
  

   اپي تليوم كليه -15-8دستور كار
  

  طرح كلي
قطعات بافت كورتكس بيروني جداشده ، تكـه تكـه شـده،            

بـا  ( كلاژناز   –شستشو داده مي شود و در يك محلول تريپسين          
  بافـت بـا     ،در فواصـل زمـاني معـين      . شـود انكوبه مـي    ) همزني

پي پـت، نـرم شـده و سـلول هـاي جـدا شـده جمـع آوري و                    
سوسپانسيون سلولي توسط يك غربال با اندازه معين صاف شده          

سپس سـلول هـا را شستـشو        . شوندتا قطعات هضم نشده جدا      
، در محيط كشت تكميل شده با سـرم بـه حالـت تعليـق در       داده

  .ك با گريد كشت،  بذرافشاني مي شوندآورده و بر روي پلاستي
  مواد

  :استريل
ــه    ــشت پاي ــيط ك ــوط : DMEM/F12مح  از 50:50مخل

DMEM و Ham’s F12  
 FBS  

   FBS 10% بعلاوه DMEM/F12محيط كشت كامل 
BSS   

ــاز  ــسين 1/0 % (Worthington type IV)كلاژن ، تريپ
   Nacl M 15/0 در 1/0% محلول )  سيگما1:250(

DNase mg/mL 5/0 در محلول نمكي  
 ،) 1:250(تريپــــسين  : EDTA –محلــــول تريپــــسين 

% 1/0 ، EDTA) گريد كشت، سيگما (mM 1  
  اسكالپل، پنس هاي مخصوص بافت

   Nitex) µm 160 ((Tetko)غربال 
  ديش ها و فلاسك هاي كشت

   استريلmL 50لوله هاي 
  :غيراستريل

  شيكر اربيتالي
  

  دستور كار
  :جداسازي بافت

 را از كليـه تهيـه       mm 10-5وي با ضـخامت     برش هاي حلق  -1
كرده و قطعات را در محيط كشت پايه سـرد شـده شستـشو       

  .دهيد
  قطعــات كــورتكس خــارجي را جــدا كــرده و بــا اســتفاده از -2

 . ببريدmm 2-1تيغه هاي متقاطع بافت را به قطعات 
 حاوي  mL 50 از قطعات بافت را به يك لوله         mL 5تقريباً  -3

mL 20    لولـه  .  كلاژناز گرم انتقال دهيـد     – محلول تريپسين
را بر روي صفحه يـك شـيكر اربيتـالي كـه در داخـل يـك                 

 . قرار دارد محكم كنيدC 37°انكوباتور 
 . ساعت انكوبه كنيد1بافت را در حالت همزني به مدت -4
محلول آنزيمي را خارج كرده و مجدداً محلول آنزيمي جديد          -5

 .جايگزين كنيد
 دقيقــه بعــد از 20ل زمــاني صــســپس ســوپرناتانت را در فوا-6

 mg/mL 05/0 از محيط كشت پايه حاوي       mL 20افزودن  
  ،DNase             و سايش ملايم توسـط يـك پـي پـت mL 10 ،

 ). چرخه10(جمع آوري كنيد 
سوپرناتانت جمع آوري شـده را بـا يـك حجـم مـساوي از               -7

محيط كشت كامل رقيق كرده و سوسپانسيون بدست آمده را 
 .بر روي يخ نگهداري كنيد

 بار يا بيشتر تكرار كرده تا       5اين فرايند جمع آوري سلولي را       -8
 .قطعات به طور كامل پراكنده شوند

سوپرناتانت هاي جمع آوري شده را مخلوط كرده و آنهـا را            -9
 . توزيع كنيدmL 50در لوله هاي 

بــه ) rpm 1200) g 100[ كــشت را بــا ســانتريفوژ كــردن -10
 از  mL 45 بـا    رسوب داده و هر رسوب را     ]  دقيقه 15مدت  

 مجدداً به حالـت تعليـق      DNaseمحيط كشت كامل حاوي     
 .در آوريد

) Nitex) µm 160 سوسپانسيون را بـا اسـتفاده از پارچـه          -11
 .صاف كنيد

   ، دســتور كــار جداســازي، عــلاوه بــر ســلول هــاي منفــرد-12
بنـابراين شـمارش    . توده هاي سلولي را هم توليد مـي كنـد         
  بـراي تكثيـر    .  باشـد  كردن سلول ها غيـر قابـل اعتمـاد مـي          

بـراي يـك    منجمد نگهـداري    سلول ها به منظور واكشت يا       
 .  استفاده كنيدmL 15 از cm2- 75فلاسك 

 را بـا    NHK-C سـلول هـاي      :منجمد نگهداري واكشت و   
 –جداسازي توسـط تريپـسين    . روش هاي معمول واكشت دهيد    
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EDTA يــك سوسپانــسيون يكنواخــت توليــد كــرده تــا بــراي 
ديش هاي گريـد    . وسيتومتر مناسب مي باشد   شمارش توسط هم  

ــدود   ــا ح ــشت را ب ــع  1 ×105ك ــانتيمتر مرب ــر س ــلول در ه  س
بـا اسـتفاده از محـيط كـشت         منجمد نگهداري   . بذرافشاني كنيد 

 توسط روش هاي معمـول صـورت        DMSO 10%كامل حاوي   
  .مي پذيرد

  اپي تليوم برونش و تراشه
ال انـسان   در حضور سرم، سلول هاي اپي تليال برونشي نرم        

(Normal Human Bronchial Epithelial cells: 
NHBE)              از تقسيم باز ايستاده و در نهايـت تمـايز مـي يابنـد  .

ــراي رشــد ســلول    ــه ب ــد ســرم ك   NHBEمحــيط كــشت فاق
 بهينه سازي شده است از همانندسازي سلولي فيبروبلاست ريه         
حمايــت نكــرده، بنــابراين امكــان توليــد كــشت هــاي ســلولي  

NHBEص را فراهم مي سازد خال.  
  

   اپي تليوم برونش و تراشه -15-9دستور كار
  

  طرح كلي
اين روش شـامل كـشت قطعـاتي از بافـت مجـراي هـوايي         

 بـه منظـور   (LHC-9)بزرگ در يك محيط كشت فاقـد سـرم           
 بـدون فيبروبلاسـت     NHBEشروع و سپس تكثير سلول هاي       

ل  دو برابر شـدن جمعيـت معمـو        30چهار واكشت و    . مي باشد 
  .است
  
  مواد

  :استريل
  :محيط كشت

a(L-15   
bLHC-9  (
c(HB  

  بافت برونش از اتوپسي دهنده هاي غير سرطاني
  ) سانتيمتري10 و 6(ديش هاي كشت بافت پلاستيكي 

FN/V/BSA :       مخلوط فيبرونكتين انـسانيµg/mL 10 ،
، و آلبومين سرم گاوي ) µg/mL 30) Vitrogen 100كلاژن 

 در محــيط كــشت پايــه µg/mL 10 (BSA)كريــستاله شــده 
LHC   

  1% و محلـــــول EGTA mM 5/0 ، 02/0%تريپـــــسين 
   پلي وينيل پيروليدين 

 (BD Biosciences)1621اسكالپل شماره 
  قيچي جراحي

  پنس هاي تشريح ميكروسكوپي نيمه خميده
 CO2 و O2% 50 ، N2% 45(  بــالا O2مخلــوط گــازي بــا 

%5 (  
  :غير استريل

 با عوامـل مخـاطره آميـز        تممكن اس بافت انسان   (دستكش  
  )بيولوژيكي آلوده شود

   (Bellco No. 7741)محفظه با اتمسفر كنترل شده 
Rocker platform   

  
  دستور كار

 بـه   FN/V/BSA از مخلـوط     mL1يك ديش كشت را بـا       -1
 CO2 پوشانده و ديش را در انكوباتور cm 6ازاي هر ديش  

ز نبايـد ا ( سـاعت   2 براي حـداقل     C 37°مرطوب در دماي    
با مكش خلأ مخلوط را     . انكوبه كنيد )  ساعت تجاوز كند   48

  . از محيط كشت پر كنيدmL 5خارج كرده و ديش را با 
بافـت ريــه را كـه در شــرايط آسـپتيك از دهنــده هـاي غيــر     -2

 ســاعت گذشــته بافــت 12ســرطاني تــشريح و در عــرض 
 بـراي انتقـال بـه آزمايـشگاه در محـيط           اسـت، برداري شده   

 در يـخ گذاشـته تـا در آزمايـشگاه،            سرد شده  L-15كشت  
 .برونش از بافت اطراف آن جداسازي شود

قبل از كشت دادن، يك ناحيه يك سانتيمتر مربعي را با يـك             -3
 cm 6تيغ اسكالپل در يـك طـرف سـطح ديـشهاي كـشت              

 .خراش دهيد
را با قيچي    ) L-15غوطه ور در محيط كشت      (مجاري هوايي -4

  كالپل بـه دو قطعـه     جراحي باز كرده و بافت را بـا يـك اس ـ          
 cm 3 × 2قاچ كنيد، اره نكنيد( ببريد(. 

با استفاده از يك حركت ملاقه اي بـراي ممانعـت از آسـيب              -5
رسيدن به اپي تليوم، تكه هاي مرطوب را برداشته و آنهـا را             
به صورتي كه سطح اپي تليوم به طرف بـالا باشـد بـر روي               

ت را  محيط كش .  قرار دهيد  cm 6ناحيه خراشيده شده ديش     
 دقيقـه در درجـه      3-5خارج كـرده و قطعـات را بـه مـدت            

حرارت اتاق انكوبه كرده تا زمان لازم براي اتـصال آنهـا بـه     
 .سطوح خراشيده ديش ها فراهم شود

6-mL 3 محيط كشت HB    به هر كدام از ديـش هـا افـزوده و 
آنها را در يك محفظه با اتمسفر كنترل شـده بـر روي يـك               

rocker platformهيد قرار د. 
 . محفظه را با يك مخلوط گازي حاوي اكسيژن زياد پر كنيد-7
 دور در دقيقه به حركـت در آورده تـا           10محفظه را به ميزان     -8

موجب شود كه محيط كشت به طـور متنـاوب روي سـطح             
 .اپي تليال جريان يابد

  انكوبـه    C 37°قطعات بافت در حـال جنـبش را در دمـاي            -9
روز فاصله 2 روز و 1از كرده، محيط كشت و اتمسفر را بعد 

اين مرحله هر گونـه     .  روز تعويض كنيد   6-8زماني به مدت    
فـرد  آسيب كم خوني موضعي اپي تليوم كه از زمـان مـرگ             

 سـرد   L-15دهنده تا زمان گذاشتن بافت در محيط كـشت          
شده در يخ اتفاق مي افتد را برگردانده، كشت هاي بعدي را            

 .بهبود مي بخشد



   كشت سلولهاي جانوري          240   

ت ناحيه از سطح هـر ديـش كـشت          قبل از كشت دادن، هف     -10
cm 10      سطوح ديش هـاي    .  را با يك اسكالپل خراش دهيد

 FN/V/BSAكشت خراشيده شده را با محلـول مخلـوط          
 .بپوشانيد و مطابق قبل محلول اضافي را خارج كنيد

   بريــده و mm 7× 7 قطعــات مرطــوب را بــه تكــه هــاي  -11
بـر  اپي تليوم به سـمت بـالا باشـد          تكه ها را به صورتي كه       

 . كشت دهيدوي نواحي خراشيده شدهر
 3-5 قطعات را مطابق قبل بدون محـيط كـشت بـه مـدت            -12

 .دقيقه در درجه حرارت اتاق انكوبه كنيد
13- mL 10     محيط كـشتLHC-9          بـه هـر ديـش افـزوده و 

 5% در يـك انكوبـاتور داراي        C 37°كشت ها را در دمـاي       
CO2 مرطوب انكوبه كنيد  

 .ده را جايگزين كنيد روز محيط كشت مصرف ش3-4هر  -14
  اپي تليالهاي روز انكوباسيون، زماني كه سلول   8-11بعد از    -15

 گــسترش cm 5/0 از كــشت بافــت بــيش از بدســت آمــده
يافتند، كشت ها را به ديش هاي كشت جديـد كـه خـراش              

   جديــد از ســلول هــايمحــصولداده شــده و بــراي توليــد 
 . پوشيده شده، انتقال دهيدFN/V/BSA  با اپي تليال

   اين مرحلـه را مـي تـوان تـا هفـت مرتبـه بـا بـازده بـالايي از                     
 . تكرار كردNHBEسلول هاي 

 را در محـيط   Outgrowths postexplantكشت هاي  -16
 روز ديگـر قبـل از تريپـسينه         2-4 به مدت    LHC-9كشت  
براي واكـشت    ) /PVP/EGTAبا محلول تريپسين  (كردن  

 .يا براي مصرف آزمايشگاهي انكوبه كنيد
  

  تاتپروس
  

   اپي تليوم پروستات -15-10دستور كار
  

  طرح كلي
 پروستات ها را خارج كـرده و بـراي كـشت سـلولي آمـاده              

   را بـا كلاژنـاز انكوبـه كـرده         بافـت پروسـتات   ).  دقيقه 30(كنيد
و سلول هاي منفرد و توده هاي كوچك سـلولي را           )  ساعت 1 (

ــد ــع آوري كني ــاعت1(جم ــرده و  ).  س ــيح ك ــا را تلق ــلول ه   س
  ). روز7(اده تا تك لايه متراكم تشكيل شود كشت د
  مواد

  :استريل
   WAJC404محيط كشت 

   Media (MSS)محلول نمكي 
a(Nacl    mM 12  
b(KCL    mM 2 
c(KH2PO4    mM1 
d(  HEPES  7 /6با  pH، mM 30  

e( گلوكزmM 4 
f(   فنل ردµM 3/3 

  سرم جنين گاو يا اسب
  پني سيلين
  سم كلرا

  دگزامتازون
   (EGF)مي فاكتور رشد اپيدر

  پرولاكتين گوسفند يا رت
  انسولين

) فاكتور رشد سلول هاي اپي تليال پروستات      (پروستاتروپين  
  خالص يا نسبتاً خالص

   Iكلاژناز تيپ 
  cm6 ) پلاستيكي يا شيشه اي(پتري ديش هاي 

  قيچي 
   G-14سرنگ و كانولا 

  mL 25فلاسك هاي ارلن ماير 
ه در يــك لولــه  ميليمتــري كــ1غربــال ســيمي داراي منافــذ 

  . قرار گرفته استmL50سانتريفوژ مخروطي 
  mL 50لوله سانتريفوژ مخروطي پلاستيكي 

ــايلون   ــاي نـ ــا درµm 40 و 100و 150 و 250فيلترهـ    تـ
  . قرار گيرندmL 50 لوله هاي مخروطي 

   خانه25ديش هاي كشت بافت پلاستيكي 
  :غير استريل
  سانتريفوژ

  C 37°حمام آب شيكردار 
   يا دستگاه شمارشگر سلوليهموسيتومتر

   هفته10-12سن  رت هاي نر با
  

  :دستور كار
قسمت هـاي مـورد نظـر پروسـتات را در شـرايط آسـپتيك               -1

 قـرار   cm 6برداشته و آنها را در يك پتـري ديـش اسـتريل             
  .دهيد

 .چربي قطعات را جدا كرده و سپس آنها را وزن كنيد-2
3-mL 2 ــا غلظــت  حــاوي MSS در U/mL 675 كلاژنــاز ب

U/mL 100     پني سيلين و µg/mL 100   كانامايسين اضافه 
 .كنيد

 بـرش دهيـد تـا    mm1 بافت را با قيچي به قطعـات حـدود   -4
 . قرار دادG-14بتوان آنها را در يك كانولا 

 G-14قطعات ريز شده بافت را توسط يك سرنگ و كـانولا           -5
بـه ازاي هـر     .  انتقال دهيد  mL25به يك فلاسك ارلن ماير      

 . كلاژناز اضافه كنيدmL1 ،ت تر اصلي گرم وزن باف1/0
 در حمـام آب شـيكردار   C 37° سـاعت در دمـاي   1به مدت   -6

 .انكوبه كنيد



 241    كشت سلولهاي اختصاصي    /  فصل پانزدهم 

 G-14سوسپانسيون هضم شده را سه بار توسط يك كـانولا           -7
خارج كرده و سپس سوسپانسيون را از يـك غربـال سـيمي             

كـه در لولـه هـاي مخروطـي پلاســتيكي     ) mm 1( درشـت 
mL50    ر داده تـا ضـايعات سـلولي و          قرار گرفته است عبو

سوسپانـسيون را بـا يـك       . مواد هضم نشده برطـرف شـوند      
 كامل يا سرم اسب  FCS 5%  حاوي MSSحجم مساوي از    

 .شستشو دهيد
 C 4° دقيقـه در دمـاي       5 بـه مـدت      g 100با سـانتريفوژ در     -8

 .سلول ها را جمع آوري كنيد
ــلولي را در  -9 ــوب س ــاره رس  5%  داراي MSS  ازmL 5دوب

 حالت تعليق در آورده و به طور متوالي سوسپانسيون سرم به
ــذ   ــايلوني داراي مناف ــاي ن ، و 100 ، 150 ، 250را از فيلتره

µm 40  هر غربال را با     .  عبور دهيدmL 5 از  MSS  داراي 
 . سرم شستشو دهيد%5 

سلول ها را با سانتريفوژ كردن جمع آوري نموده و مجـدداً            -10
 بــه WAJC404 محــيط كــشت مغــذي mL 5آنهــا را در 

 .حالت تعليق در آوريد
 4 × 106سلول ها را شـمارش كـرده و غلظـت آنهـا را تـا                -11

 .سلول در هر ميلي ليتر تنظيم كنيد
12- µL 50       سـلول را    2 ×105 از سوسپانسيون سلولي حـاوي 

سـطح هـر    ( خانـه    24در هر يك از چاهك هاي يك پليت         
 محـــيط كـــشت  mL 1حـــاوي  ) ~ cm2 2چاهـــك 

WAJC404   ، ng/mL 10    ،سم كلرا µM 1   دگزامتـازون 
 ،ng/mL 10 ازEGF ، µg/mL 1،پــــــــــــرولاكتين   
 µg/mL 5 ، ــسولين ــتاتروپين، ng/mL 10 انـــ    پروســـ

U/mL 100 پنــي ســيلين و µg/mL 100 استرپتومايــسين 
 .تلقيح كنيد

 5%  هـوا و     95% كشت را در يك اتمـسفر مرطـوب داراي          -13
CO2    در دماي °C 37    محـيط كـشت را در     .  انكوبـه كنيـد 

سـلول هـا بايـد تـا روز هفـتم           .  تعوض كنيد  5و  3روزهاي  
 .نزديك حالت تراكم باشند

 
  (Mesenchymal cells)سلول هاي مزانشيمي

از مـزودرم جنينـي      اين گروه شامل سلول هايي مي باشد كه       
 hematopoietic)منشاء گرفته اند اما شامل سيستم خونـساز  

system)  لول هـاي   سلول هاي مزانشيمي شامل س ـ    .  نمي شود
و ) بافــــت همبنــــد، عــــضلاني و اســــتخوان(ســــاختماني 

در . مـي باشـد   ) اندوتليوم عروق خوني و عضله صـاف      (عروقي
 (parenchyma)حاليكه سلول هاي اپي تليال بعنوان پارانشيم        

طبقه بندي مي شوند، سلول هاي عملكردي اصلي در داخل يك      
 يـا  (stroma) سلول هاي بافت همبنـد بعنـوان اسـتروما    و اندام

  .بافت پشتيبان طبقه بندي مي شوند
  

  بافت همبند

معمولاً سلول هاي بافت همبند به عنوان علـف هـاي هـرز             
آنها در اغلب تكنيـك هـاي ايجـاد         . كشت بافت تلقي مي شوند    

ــد در  ــده و مــي توانن ــده مان   اكــسپلنت مكــانيكي و آنزيمــي زن
 محيط هاي كشت بسيار ساده بخصوص اگر سرم موجود باشد          

هـر چنـد سـلول هـايي كـه معمـولاً بـه نـام                . اده شوند كشت د 
فيبروبلاست ناميده مي شوند از بـسياري از بافـت هـا مختلـف              
جداسازي شده اند و فرض مـي شـود كـه سـلول هـاي بافـت                 
  همبندي مي باشند، هويـت دقيـق سـلول هـا در ايـن دسـته تـا                 

مثـل  (رده هـاي فيبروبلاسـت      .  اندازه اي مبهم باقي مانده است     
3T3 كـلاژن نـوع   ) ش مـوI  و III   را توليـد كـرده و آن را در 

در حالي كه توليد كلاژن محدود بـه        . محيط كشت آزاد مي كنند    
 در مقادير نـسبتاً زيـاد       Iفيبروبلاست ها نمي باشد، ساخت نوع       

  هـر چنـد مـي تـوان       . جزء ويژگي هاي بافت همبند مـي باشـد        
 را بــراي تمــايز بــه ســلول هــاي چربــي و 3T3 ســلول هــاي 

يـك  تمورفوژنهـاي    را در پاسـخ بـه پـروتئين          T½10لولهاي  س
 بـه  (bone morphogenetic proteins: BMP)استخوان 

بنظر مي رسد رده هاي سـلولي       . غضروف و استخوان  القاء كرد     
ــين  ــت جن ــوشفيبروبلاس ــل  م ــين  T½10 و 3T3 از قبي    اول

ز در  يبـراي تمـا    سلول هاي مزودرمي مي باشند كه ممكن است       
  .ك جهت القاء شوندبيش از ي

ــه از لحــاظ    ــستر و جوج ــسان، هام ــاي ان    فيبروبلاســت ه
ريخت شناسي از فيبروبلاست هاي مـوش متمـايز مـي باشـند،             
  چون آنها در مرحله تـراكم يـك شـكل دوكـي شـكل داشـته و                 
  فيبروبلاست هـاي مـوش بـه صـورت ظـاهر سنگفرشـي ديـده             

تر سلول دوكي شكل ممكن است سلول پيش ساز بيش  .  مي شود 
متعهد شـده بـوده و ممكـن اسـت صـحيح تـر باشـد كـه يـك            

  ممكـن اسـت اگـر اجـازه داده شـود          . فيبروبلاست ناميده شـود   
 كه در دانسيته سلولي باقي بماننـد دوكـي          NIH3T3 سلول ها   

پيشنهاد شده است كه ممكن است رده هاي سلولي         . شكل شوند 
 vascular)عروقــي ي فيبروبلاســت از پــري ســيت هــا   

pericytes)            سلول هاي شبيه بافت همبند در عـروق خـوني ، 
منشأ گرفته باشند اما تأييد آن بدون وجـود ماركرهـاي مناسـب             

  .مشكل مي باشد
بديهي است كه رده هاي سـلولي كـه معمـولاً فيبروبلاسـت             
ناميده مي شوند را مي توان از بافت هاي جنيني و بـالغ كـشت               

ط ماركرهاي مناسـب    داد اما نبايد اين رده ها را بدون تاييد توس         
كلاژن . بعنوان سلول هاي فيبروبلاست يا مشابه آنها قلمداد كرد        

 Thy Iهمچـنن آنتـي ژن   . باشد  يكي از اين ماركرها ميIنوع 
هم استفاده مي شود، هر چند ممكن اسـت بـر روي تعـدادي از       

  .سلول ها خون ساز هم وجود داشته باشد
ا مـي تـوان بـا       كشت هاي فيبروبلاست هاي جنيني يا بالغ ر       

 اوليه، تريپسينه كردن گرم و سرد و هـضم بـا كلاژنـاز              اكسپلنت
  .آماده كرد
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  بافت چربي
در حالي كه ممكن است تهيه كشت از سـلول هـاي چربـي              
بالغ مشكل باشـد، ممكـن اسـت در كـشت هـاي سـلول هـاي                 

بـا نگهـداري سـلول هـا در         )  موشي 3T3-L1مثل  (مزانشيمي  
به نظر مي رسد     .روز ، تمايز القاء شود     بالا به مدت چند      دانسيته

 در سرم مـسئول  adipogenic factor)(يك فاكتور چربي زا 
همچنين  مي توان كـشت هـاي اوليـه سـلول هـاي              . القاء باشد 

 رت توســط هــضم بــا (epididymus)اپيديــديم چربــي را از 
  .كلاژناز تهيه كرد

ــي   ــاي چربـ ــلول هـ ــاي (adipocytes)سـ ــلول هـ    سـ
بوده كه اولـين نقـش فيزيولوژيـك آنهـا بـه             يافته اي     تخصص

  . عنــوان يــك مخــزن انــرژي بــراي بــدن توصــيف شــده اســت
سلول هاي چربي زماني كه انرژي مازاد بر نياز مي باشد بعنـوان             
يك مخزن ذخيره سازي تري گليسريدها بوده و در زمان نياز به            

 يك منبع انرژي به شكل اسيدهاي چـرب آزاد بـوده كـه              ،انرژي
اخيراً، نقش مهم سلول هاي چربي      . پوليز آزاد مي شوند   توسط لي 

به عنوان تنظيم كننده مثبت متابوليسم كربوهيدرات ها و ليپيـدها           
احتمـال دارد كـه     . توجه زيادي را به خود معطوف كـرده اسـت         

اختلالات خاص در بافت چربي بتواند مـستقيماً در بيمـاريزايي           
 فشار خون و چـاقي      بيماري هاي متداول مثل ديابت ها، افزايش      

  .دخالت داشته باشد
  

 كـشت اوليـه سـلول هـاي          -15-11دستور كار 
  چربي
  
  مواد

  :استريل
DMEM-A:  DMEM   4/7با pH  حـاوي ، mM  25 

-متيـل -N6-(R)) 1از     nM 200 گلوتـامين،    mM 2گلوكز ،   
 mM 25 جنتامايـسين و     µg/mL 100،  آدنوزين) فنيل اتيل -2

HEPES   در مقادير   كهmL 100         تهيه شده و قبـل از اسـتفاده
  .شودمي  گرم C 37°تا دماي 

DMEM-B : DMEM-A 7% به اضافه BSA   
 pH 4/7 با Krebs-Ringerمحيط كشت    : KRBHبافر  

   ،mM 10  NaHCO3 ، mM 30  HEPES، حـــــــاوي 
 nM 200 آدنوزين و (W/V)% 1 BSA.  

ــه   ــراي تهيـ ــافر 1بـ ــر بـ    ،KRBH  ، g 7 NaCl ليتـ
 g 55/0 KH2PO4 ، g 25/0 MgSO4 .7H2O ، g 84/0 

NaHCO3 ، g 11/0 CaCl2 ، g 15/7 HEPES ، g 10 
BSA   ، mL 1   آدنوزين µM 200   وUPW     تا حجم يك ليتر 

قبـل از اسـتفاده    .  توزيع كنيد  mL 100در مقادير   . را اضافه كنيد  
  . تنظيم كنيد4/7 را در pH گرم كرده و C 37°تا دماي 
   BSA 5%  با KRBH-A : KRBHبافر 

 و با عبور از     KRBH بافر   mL 2 در   mg/mL 20كلاژناز  
   استريل شودµm 22/0فيلتر 

  cm 6پتري ديش هاي كشت بافت به قطر 
  mL 50لوله سانتريفوژ مخروطي 

 mm100 ×  mm17لوله هاي پلي پروپيلن
   كمدانسيته با mL 30لوله هاي پلي پروپيلن 

  يف فيلتر  در نگهدارنده يا قµm 250فيلتر مشبك نايلوني 
  µL 200سر سمپلرهاي دهان گشاد 

  ؛ پـنس هـاي    ) cm 10) in 4دو قيچي تـشريح تنـد       : قيچي
 cm Perry 5/12) in 5 (  

  :غير استريل 
 ، نــژاد g 170-145(  نــر Sprague-Dawleyرت هــاي 

CD (  
 و  CO2 70% جعبه لاستيكي كه با يك مخلوط گازي شامل         

 %30 O2تزريق شده است   
  )گردن زنيماشين (گيوتين 

  µL 200سمپلر براي سر سمپلرهاي 
  

  دستور كار 
 كالبد شكافي صـفحه چربـي مربـوط بـه مجـراي خروجـي              

   (Dissection of Epididymal Fat pads): بيضه ها
 70% رت ها را در يك جعبه پلاستيكي حاوي مخلوط گازي         -1

CO2 30% و O2بيهوش كنيد .  
ده و خون آنهـا را      با استفاده از يك گيوتين رت ها را سر بري         -2

 .بكشيد
 . قرار دهيد70%تنه ها را به طور مختصر در اتانول -3
در بالاترين سطح ممكن استريليتي لايه چربي مربوط به مجرا         -4

 .خروجي بيضه ها را برداريد
a(              براي دسترسي به صفاق، قسمت پـاييني پوسـت شـكم را بـا

  .قيچي برش دهيد
b(         ضه هـا را بـا      توسط يك قيچي ديگر، صفاق را باز كرده و بي ـ

 .يك پنس نگه داريد
c(             لايه چربي را از مجراي خروجي بيضه ها تراشـيده و مراقـب

  .باشيد كه عروق خوني در پشت باقي بمانند
 .بافت را به آزمايشگاه كشت انتقال دهيد-5

 :هضم با كلاژناز و شستشوي سلول هاي چربي
را در يك ويـال     )  لايه چربي  8تقريباً معادل   ( گرم از چربي     6-4

 mL 4 ميلي ليتري با دانسيته كم كه حاوي         30ي پروپيلن   پل
 .  مي باشد، وارد كنيدC 37° در دمايKRBHبافر 

 اين چربي ها را به قطعات بـا قطرحـدود           ،با استفاده از قيچي   -7
mm 2خرد كنيد . 

8-mL 1            محلول كلاژناز به ويال حاوي چربيهـاي خـرد شـده 
 در دمـاي    اضافه كنيد و آنها را در يك حمام آب شـيكر دار           
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°C 37       تقريباً به مدت يك ساعت انكوبه كرده تـا مخلـوط  
 .سلولي يك حالت خامه اي به خود بگيرد

 در دمـاي  KRBH بـافر    mL 10بعد از هضم بـا كلاژنـاز ،         -9
°C 37به ويال اضافه كنيد  . 

 و   ويال را بـا چرخانـدن مخلـوط كنيـد           سلول هاي درون    -10
 µm 250بك نـايلوني    سلول ها را به آرامي از يك فيلتر مش        
  . ميلي ليتري كنيد50عبور داده و وارد يك لوله مخروطي 

  به لوله    C 37° در دماي    KRBH بافر   mL 30 با افزودن    -11
 با يك سـانتريفوژ روميـزي،       g 200و سانتريفوژ مختصر در     
 مـايع فـاز زيـرين       ،با يك پي پـت    . سلولها را شستشو دهيد   

(infranatant)   كنيد كه سـلول هـاي      دقت  .  را خارج كنيد
  .چربي بالاي بافر آبي شناور مي باشند

 ،  KRBH بـافر    mL 40 شستشوي سلول ها را با افزودن        -12
سانتريفوژ كردن و خارج كردن مايع فاز زيرين دو بار ديگـر      

  .تكرار كنيد
 در دمـاي    DMEM-A از   mL 40 سلول ها را دو بار بـا         -13

°C 37شستشو دهيد  .  
هايي، سلول هاي سطح محيط كـشت را         بعد از شستشوي ن    -14

 (cytocrit)يــك ســيتوكريت  در DMEM-Aمجــدداً در 
  . به حالت تعليق در آوريد40%حدود 

  
  :كشت اوليه سلول هاي چربي

15-mL 2   سوسپانسيون  ازDMEM-A   40%سـيتوكريت    در 
 به يـك    µL 200را با استفاده از سر سمپلرهاي دهان گشاد         

  .هيد انتقال دcm 6ديش كشت بافت 
 ساعت در يك انكوباتور مرطوب      5/1  سلول ها را به مدت      -16

  . قرار دهيدCO2 5% داراي C 37°در دماي 
17- mL 5 از DMEM-Aبه هر ديش اضافه كنيد .  

در اين مرحله آزمون جـذب گلـوكز را بـر روي يـك نمونـه از               
  .آنها بررسي شودزيستايي سلول ها انجام داده تا ميزان 

  
  عضله

سلول هاي عضله صـاف از بافـت عروقـي رشـد             :عضله صاف 
 داده شده و با اندوتليوم عروقـي بـه طـور همزمـان كـشت داده               

  . شده اند
  
  

 جداســازي ســلول هــاي  -15-12دســتور كــار
  عضله صاف

  مواد
  :استريل

 DMEM: (SMCM)محــيط كــشت ســلول عــضله صــاف 
 پني سـيلين و     U/mL 100 سرم جنين گاو،     20%تكميل شده با    

µg/mL100ترپتومايسين اس  
   EDTA/  تريپسين %25/0 

  cm 5/1×6 و cm 5/2× 15پتري ديش هاي 
  10اسكالپل و تيغه جراحي شماره 

  قيچي تشريح 
  پنس بافت

  
  ردستور كا

-  .آئورت توراسيك را از گوساله هاي جوان بدست آوريد1
-
-
-

-
-

-

-
-

-

-

-

-

-

-

 . غوطه ور سازيدHankآئورت را در محلول سالين 2
 . روي يخ نگهداري كنيدتا زمان جداسازي سلول ها آن را بر3
ــش     4 ــري دي ــك پت ــل ي ــشريح در داخ ــراي ت ــورت را ب  آئ

 cm 5/2×15قرار دهيد . 
 .آئورت را به صورت طولي با قيچي تشريح برش دهيد5
 آئورت را با تيغه اسكالپل تراشـيده تـا       لومينالبه آرامي سطح    6

 .سلول هاي اندوتليال برطرف شوند
 intimal  و  adventitialلايه هاي لايه ميان آئورت را از 7

 .جدا كنيد
 . برش دهيدcm2 1لايه مياني را به قطعات حدود 8
 بـه سـمت پـايين       intimalقطعات را به صورتي كه جهـت        9

 .  قرار دهيد cm 5/1×6باشد در پتري ديش هاي 
 دقيقـه بـه ديـش هـا         10 اجازه دهيد كه قطعات بـه مـدت         10

  .متصل شوند
11mL 1   از SMCM   در هر ديـش   را مستقيماً به قطعه مياني 

 .اضافه كنيد
 و  C 37° قطعات مياني را در انكوباتور مرطوب در دمـاي          12

%10 CO2به مدت يك شب قرار دهيد . 
 تازه به هر ديش اضافه كنيد       SMCM از mL 5 روز بعد،   13

 .و مراقب باشيد قطعات از ديش جدا نشوند
 روز ديگر در يـك انكوبـاتور        10 قطعات مياني را به مدت      14

بعد از ايـن مـدت سـلول هـاي عـضله صـاف              نگهداشته تا   
(SCMs)           از قطعات مهاجرت كرده و در كشت دو بعـدي 

 .پابرجا شوند
ــتفاده از   15 ــا اسـ ــراكم بـ ــت تـ ــر حالـ ــا را زيـ ــلول هـ  سـ

 . پاساژ دهيدEDTA% 25/0/تريپسين
 
 

 كـشت ميوبلاسـت عـضله        -15-13دستور كار 
  اسكلتي افراد بالغ

  
  طرح كلي
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 اني در محـيط كـشت     كشت هـاي اوليـه را ميتـوان بـه آس ـ          
 F12 Ham’s    سرم جنين گاو     20% كه با (FBS)   تكميل شده 

اين سلول ها بدون تغييـر دادن شـرايط كـشت،           . است رشد داد  
ــضلاني    ــاي ع ــه ه ــكل لول ــه ش ــتن ب ــا آميخ ــده و ب ــر ش   تكثي

  ميوژنيـسيته   چند هـسته اي تمـايز مـي يابنـد كـه تأييـد كنـده               
(myogenicity)سلول هاي كشت يافته مي باشد .  

  
  مواد

  :استريل
 و NaHCO3  بـدون  Ham’s F12: محيط كـشت انتقـال  

  HEPES mM20 ،mL 75داراي 
 سرم جنين گـاو ،  20% با Ham’s F12: محيط كشت رشد

mL 20  
ــاز ــول پرونـ ــاز : محلـ ــا EDTA% 03/0 و 15/0%پرونـ  بـ

IU/mL 20     پني سيلين و µg/mL 20    4/0(% استرپتومايـسن (
  D-PBS ، mL 100 يا Ham’s F12در 

mL , D-PBSA 100  
  µm 100غربال نايلوني

  اسكالپل 
  قيچي بلند و ظريف
   سانتيمتري9پتري ديش تشريح 

   عددcm2 25 ،4فلاسك 
   عدد5 يا ظروف يونيورسال، mL 20لوله هاي سانتريفوژ 

  :غير استريل
  هموسيتومتر

  
  دستور كار 
  :تفكيك

 بافت غير عضلاني را با يك اسكالپل از بيوپسي جدا كـرده و            -1
  . شستشو دهيدD-PBSAدر 

بيوپسي را به قطعات موازي بـا فيبرهـا بـرش داده و قبـل از                -2
 . شستشو دهيدD-PBSAوزن كردن بيوپسي در 

  تكه ها را به صورت مـوازي بـا يكـديگر در سـرپوش يـك                -3
پتري ديش قرار داده و قطعات را بدون اين كه بافت له شود         

  قطعـات به اسـتوانه هـاي بـاريكتر و سـپس در نهايـت بـه                
 mm3 1  برش نهايي را مي توان در يك لوله با         .  برش دهيد

 .يك قيچي بلند انجام داد تا از له شدن بافت جلوگيري شود
   و اجـازه دهيـد كـه     شستـشو داده D-PBSAتكه هـا را بـا       -4

 . سوپرناتانت را دور بريزيد.ته نشين شوند
 در محلـول    C 37° سـاعت در دمـاي       1قطعات را به مـدت      -5

 mL 15 از   mg 3-1براي يـك بيوپـسي      ( كنيد پروناز هضم 
 دقيقه شـيك    10-15 لوله را در فواصل زماني       .)استفاده كنيد 

 .كنيد

هـر  .  توسط يك پي پت كشت را بـسائيد        ،بعد از انكوباسيون  -6
چقدر سلولها بيشتر آزاد شـوند بايـد محـيط كـشت كـدرتر         

 .شود
 و  P1اجازه دهيد قطعات در ته لوله ته نشين شده و رسوب            -7

 . تشكيل شودS1سوپرناتانت 
8-S1          را توسط يـك غربـال نـايلوني µm 100      در يـك لولـه 

سـوپرناتانت را بـه آرامـي       .  فيلتـر كنيـد    mL 20سانتريفوژ  
  شيك يا پي پت كرده تا سلول ها مجـدداً بـه حالـت تعليـق               

 . در آيند
.  دقيقـه سـانتريفوژ كنيــد  8-10 بـه مــدت  g 350لولـه را در  -9

 .يزيدسوپرناتانت را دور بر
 در  rubber-bulbسوسپانسيون را توسـط يـك پـي پـت           -10

 محيط كشت، با ملايمت بسيار زياد به حالت         mL 10دقيقاً  
تعليق مجدد در آوريد و سـلول هـا را توسـط هموسـيتومتر            

 .شمارش كنيد
 سوسپانــسيون را در محــيط كــشت رشــد رقيــق كــرده تــا -11

ميلـي ليتـر    /  سلول 5/1×104فلاسك هاي كشت را با حدود       
گرم از بيوپسي /  سلول 1-2×105در حدود . ذرافشاني كنيدب

 .آيدمي نمونه هاي سالم بدست 
12-mL 15      محيط كشت هضم به P1         افزوده و تكه هـا را بـه 

 بـا شـيك     C 37° دقيقـه در حمـام آب در دمـاي           30مدت  
 .كردن متناوب انكوبه كنيد

براي جداسازي سلول ها، سوسپانسيون را پي پـت كـرده و            -13
فيلتر . سيون را توسط غربال نايلوني فيلتر كنيد      سپس سوسپان 

 . محيط كشت رشد شستشو دهيدmL 20را با 
 سانتريفوژ  g 350 دقيقه در    8-10 سوسپانسيون را به مدت     -14

 .كرده، سلول ها را شمرده و مطابق قبل بذرافشاني كنيد
 CO2 5%  داراي    C 37° فلاسك ها را به يـك انكوبـاتور         -15

 .انتقال دهيد
  باقيمانده بيوپسي و تمـام لولـه هـا، پـي پـت هـا،               )ينكته ايمن 

 پليت ها و غيره كه در اين روش استفاده شده است را بايد قبل              
  .از دور ريختن با هيپوكلريت تيمار كرد

  :نگهداري كشت ها
 پس از بذرافـشاني و سـپس هـر     ساعت24محيط كشت را  -16

  . روز يك بار بسيار آرام عوض كنيد4-3
.  بيشتر به سمت تمـايز مـي باشـد          پيشرفت اين كشت ها   

  حـداكثر  ،زمان سه فاز سلولهاي عضلاني انسان بـراي تكثيـر         
 در  8 روز مي باشد؛ بنابراين سـلول هـا در حـدود روز              6-4 

 يـك   10-12يك رديـف قـرار گرفتـه و تقريبـاً در روزهـاي              
افزايش در آميختگي سـلولي و تـشكيل لولـه هـاي عـضلاني        

 بايـد بـه خـاطر داشـت كـه           با وجود ايـن،   . مشاهده مي شود  
بعضي از سلول ها ممكن است زودتر تمايز يابند و زماني كه            
اكثر كشت تمايز را طي كرده است بقيه سـلول هـا هنـوز در                

  .حال تكثير خواهند بود
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  :واكشت
 را به آرامي به سلول ها اضافه كـرده          EDTAحجم كمي از    -1

  .و بلافاصله آن را خارج كنيد
اضافه كرده تا يـك     ) 25/0(% يپسين  مقدار كافي از محلول تر    -2

 . لايه نازك روي سلول ها تشكيل شود
 ميلي ليتر محـيط كـشت       10 تا   5وقتي سلول ها جدا شدند ،       -3

رشد كامل به آنها اضافه كرده، كشت را بسيار آرام به داخـل            
  و خارج پي پـت كـشيده و سـپس سـلول هـا را بـه مـدت                  

 . سانتريفوژ كنيدg 350 دقيقه در 10 
سلول ها را شمارش كـرده و سـلول هـا را بـا غلظـت       مقدار  -4

 .انتخابي بذرافشاني كنيد
  

منحني هاي رشد كشت هـاي       :شاخص هاي تكثير و تمايز    
ــده در محــيط كــشت    ــساني بدســت آم  ســلولهاي عــضلاني ان

Ham’s F12 20% كه با FBS     تكميل شـده اسـت،  سـه فـاز 
 كـه  كونس ـفاز تاخير، فاز نمايي و فاز :  را نشان مي دهد    معمول

آخرين ارزيابي انجام شده از     . مطابق با شروع آميختگي مي باشد     
لحاظ تعداد هسته هاي تركيب شده در لوله هاي عضلاني يـا از             

  درصـد هـسته هـاي تركيـب شـده در          (لحاظ شاخص تركيـب     
نـشان دهنـده   )  لوله هاي عضلاني نسبت به تعداد كل هسته هـا    

، شـروع شـده و در        بعد از كشت   8اين است كه معمولاً در روز       
 بـسته بـه     . به طور برجسته اي افزايش مـي يابـد         10حدود روز   

. نمونه اين زمان ممكن است بـا يـك روز اخـتلاف تغييـر كنـد               
بنابراين، تمايز كه به صورت تعداد هسته ها در هـر سـانتي متـر             
مربع هر لوله عضلاني بيـان مـي شـود، ممكـن اسـت از لحـاظ               

راينـد تمـايز را مـي تـوان بـا           اما ف . ريخت شناسي مشاهده شود   
ــشانگرهاي بيوشــيميايي  ــاي(اســتفاده از ن ــروتئين ه ــل پ  از قبي

) مثل كراتين فسفوكيناز  ( در تمايز    يلآنزيم هاي دخ  ) ساركومري
  . بررسي كرد نيز اكتين-αيا پيدايش 

ــه    ــا ك ــه يــك خــانواده از ژن ه ــشان داده شــده اســت ك   ن
ن مخـصوص    مي باشد، بيـان ژ     MyoDشناخته شده ترين آنها     

تمـايز  . عضله اي را در پيش سازهاي ميوژنيك فعـال مـي كنـد            
سلولي ميوژنيك شامل فعال سازي انواع ژنهاي ديگر با تغييرات          
هماهنگ در خصوصيات چـسبندگي سـطح سـلولي بـوده و يـا              
اخيراً نشان داده شده است نيازمند فعال كننده پلاسمينوژن سطح          

  .شدسلولي، يوركيناز و گيرنده آن  مي با
وقتي هـدف مطالعـه مكانيـسم تمـايز          :تغييرات و كاربردها  

 و آنزيمـي وجـود      اكسپلنتباشد، امكان انتخاب بين روش هاي       
اگر هدف بدسـت آوردن ميـزان زيـادي از سـلولها بـراي              . دارد

مطالعات بيوشيميايي يا مولكولي باشـد، روش آنزيمـي تـرجيح           
  .داده مي شود

ني منفـرد، وقتـي كـه       دستوركار زير براي كشت رشته عضلا     
 لازم بـوده  (satellite cells)همه سلول هاي اقمارياستخراج 

يا اجتناب از آلودگي با سلول هاي غير عضلاني مهـم باشـد، بـا          
  . ارزش مي باشد

  
  

كــشت رشــته عــضلاني   -15-14دســتور كــار
  منفرد از عضله اسكلتي

  
  طرح كلي

 رشته هاي عضلاني منفرد با سـايش عـضله اسـكلتي تيمـار            
، توده  ماتريژلشده با كلاژناز، آزاد شده و بعد از كشت بر روي            

  .رشد يافته جمع آوري مي شود
  مواد

  :استريل
   DMEM در mg/mL  (Matrigel TM)1 ماتريژل 

   DMEMمحيط كشت 
L– گلوتامين mM 200   

 پنـــي ســـيلين:  استرپتومايـــسين-محلـــول پنـــي ســـيلين
 U/mL 104  استرپتومايسين ، mg/mL 10 در NaCl% 9/0  

  عصاره جنين جوجه
  سرم اسب

   (FBS)سرم جنين گاو 
 5/0%  سرم اسب،    10% با   DMEM: محيط كشت پليتينگ    

ــه ،   ــين جوج ــصاره جن ــامين، mM 4 -Lع   U/mL 100گلوت
   استرپتومايسين µg/mL 100پني سيلين و 

 سـرم   FBS  ،%10 20% بـا    DMEM: محيط كـشت تكثيـر    
ــب ،  ــه ،  1%اس ــين جوج ــصاره جن ــامين ، -mM 4 L ع گلوت
U/mL 100 ،پني سيلين µg/mL 100استرپتومايسين   

   Iكلاژناز نوع 
  cm 9پتري ديش هاي 

ت هـاي  پاسـتور بـا        پي پ : پي پت هاي پاستور اصلاح شده     
استفاده از يك تيغه الماس بريده شده تا شكافهايي با اندازه هاي            
مختلف توليد كرده و سپس با استفاده از شعله لبه هاي آن صاف 

  .شده تا از آسيب به رشته هاي عضلاني جلوگيري شود
ــاي   ــت ه ــا  24پلي ــه ب ــه ك ــاتريژل  mg/mL 1 خان  در م

DMEM دقيقــه در دمــاي30-60 پوشــيده شــده و بــه مــدت   
 °C 37 تبديل به ژل شودماتريژل  انكوبه شده تا .  

  :غير استريل
  تيغه برش الماس

    C 35°حمام آب شيكردار در دماي 
   ترانس لومينهپ تشريح استريو ميكروسكو

  سرم جنين گاو
  

  دستور كار
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بلافاصله پس از كـشتن حيـوان، عـضله هـا را تـشريح كـرده و                
مراقب باشيد كه ماهيچه ها را از محل تاندون ها دستكاري كنيد            

  . تا آسيب به رشته هاي عضلاني به حداقل برسد
 DMEM در I % 2/0 (w/v)عضله ها را در كلاژنـاز نـوع   -1

  به مدت    C 35° و در حمام آب شيكردار در دماي       قرار داده 
عضلات بزرگتر بـه زمـان هـضم        .  دقيقه انكوبه كنيد   90-60

به عنوان يك راهنماي كلـي      . طولاني تري نيازمند مي باشند    
 . دقيقه زمان نياز دارد60 هفته اي به 6-8عضله يك موش 

پتري ديش ها را با سرم اسب آبكشي كـرده تـا از چـسبيدن               -2
  از mL 20 عضلاني بـه ديـش ممانعـت شـده و            رشته هاي 
DMEMبه آن اضافه كنيد . 

 انتقال  DMEMبعد از هضم، عضله را به پتري ديش حاوي          -3
 .دهيد

 بـا سـايش     ترانس لومينه در زير استريوميكروسكوپ تشريح     -4
متوالي عضله با يك پي پت پاستور اصلاح شده، رشته هاي           

 سـرم   10% ر   را د   هـا  پـي پـت   . عضلاني منفرد را آزاد كنيد    
 شستشو شده تـا از اتـصال رشـته هـاي      DMEMاسب در   

 .عضلاني به شيشه ممانعت شود
هنگامي كه رشته هاي عضلاني آزاد مـي شـود، قطـر عـضله              -5

كاهش يافته و از پي پت هاي پاستور داراي دهانه تنـگ تـر              
 .استفاده مي شود

 رشته عضلاني آزاد شد، عـضله بـه يـك           20-30هنگامي كه   -6
زه انتقـال داده شـده و رشـته هـاي عـضلاني             پتري ديش تـا   

 .زماني كه تعداد كافي جدا شود بيشتري آزاد شده تا
عضله هاي بزرگتر ممكن است به يك مرحله هضم ديگر هم           -7

نياز داشته تا بعد از جداسازي رشته هاي عضلاني سـطحي،           
بنابراين . رشته هاي عضلاني موجود در مركز هم آزاد شوند        

 .براي هضم بيشتر به كلاژناز باز گردانيدعضله باقيمانده را 
رشته هاي عضلاني را روي پليت هاي كشت پوشيده شده با           -8

 .  كشت دهيدماتريژل
a(               رشته هاي عضلاني منفـرد را در مركـز چاهـك قـرار داده و

براي اطمينان از خـالص     .  بچسبند ماتريژلاجازه دهيد كه به     
كـشت  بودن نمونه ها، فقط بايد رشته هـاي آسـيب نديـده             

  .شوند
b(                محيط كشت پليتينـگ را آهـسته بـه چاهـك اضـافه كـرده و

 .مراقب باشيد رشته عضلاني كشت داده شده برهمزده نشود
 5%   و    C 37° پليت هـا را در يـك انكوبـاتور در دمـاي              -9

CO2قرار دهيد . 
  :تكثير

 ساعت در كـشت شـروع       12-24سلول هاي ماهواره اي بعد از       
 روز 3-4 در عرض  .ليه مي كنند  به مهاجرت از رشته عضلاني او     
 سلول احاطـه خواهـد      50-300هر رشته عضلاني توسط تقريباً      

  شد كه تعداد دقيق سـلول هـا بـه تعـدادي از عوامـل از جملـه                  

عضله اي كه رشته عـضلاني از آن منـشأ گرفتـه و سـن مـوش                 
 .دهنده بستگي دارد

ها از رشته عضلاني مهاجرت كردند،      ل وقتي تعدادي از سلو     -10
 .ه عضلاني را با يك پي پت پاستور از كشت برداريدرشت

 . به كشت سلول هاي باقيمانده در چاهك اوليه ادامه دهيد-11
 در صورت نياز واكـشت داده و در محـيط كـشت تكثيـر،              -12

 .كشت دهيد
 سـرم اسـب     5%با كاهش ميزان سرم محيط كشت تا         :تمايز

  مي توان سلول عضلاني در حال تكثير را وادار به          DMEMدر  
 سلول هـايي كـه از       ميوژنيسيته. تمايز به لوله هاي عضلاني كرد     

 آميزي   عضلاني مهاجرت مي كنند را مي توان با رنگ     يرشته ها 
ــوژيكي  ــروتئين  (immunostainig)ايمنول ــك پ ــمين، ي  دس

  . حد واسط عضله، بررسي كرد فيلامانهاياختصاصي
رشته هاي عضلاني منفرد را مي توان از عضله هـاي مـوش             

ــا H-2Kb-tsA58 (transgenic)ريخــت ترا  بدســت آورد ت
  in vitroسلول هاي عضلاني قادر به تعداد زيـادي تقـسيم در   

 داراي موتانـت    H-2Kb-tsA58موش تراريخت   . حاصل شود 
 SV40 بزرگ ويـروس     T آنتي ژن    tsA58حساس به حرارت    

. مـي باشـد    H-2Kb)( پـذير   تحت كنترل يـك پروموتـور القـاء       
ــا افــزودن C 33°ر دمــاي  دtsA58پــروتئين  ــوده و ب  فعــال ب

. اينترفرون گاما موشي مي توان نسخه بـرداري را تحريـك كـرد            
سلول هاي عضلاني كه از اين موش منشأ مي گيرند، در حضور            

  C 33°در دمـاي  )  واحد در ميلي ليتر20(اينترفرون گاما موشي  
ــه . تكثيــر مــي شــوند   وقتــي در غيــاب اينترفــرون گامــا دمــا ب

 °C 39-37   برسد، خواه در كشت يـا در پيونـد در in vivo ، 
ها بـه صـورت سـريع و هماهنـگ بـه شـكل رشـته هـاي                  سلول

  .عضلاني تمايز مي يابند
  

  غضروف
 بــسيار تخصــصي بــا منــشأ يكندروســيت هــا، ســلول هــا

مزانشيمي بوده كـه مـسئول سـاخت، حفاظـت و تجزيـه بافـت            
ولوژي بـر   تحقيقات زيادي در زمينه رومـات     . غضروف مي باشند  

روي تــشخيص مكانيــسم هــايي كــه تغييــرات متابوليــك را در 
ــتئوآرتريت و      ــي اوسـ ــصلي در طـ ــاي مفـ ــيت هـ   كندروسـ
 .آرتريــت روماتوئيــد القــاء مــي كنــد، صــورت پذيرفتــه اســت 

  كندروســيت هــاي مفــصلي در كــشت يــك ابــزار بــسيار مفيــد 
مي باشند، اما آنها در كشت تك لايه به سرعت تقـسيم شـده و               

ستي مي شوند و ويژگـي هـاي بيوشـيميايي خـود را از              فيبروبلا
  .دست مي دهند

بلافاصــله در اولــين پاســاژ يــك تغييــر جهــت تــدريجي از 
اگريكان و از   IIIوI   به كلاژن هاي انواعIIساخت كلاژن نوع 

به مـوازات   . به پروتئوگليكانهاي با وزن مولكولي كم وجود دارد       
- متابوليك بـه اينترلـوكين   تغيير فنوتيپي، با واكشت دادن، پاسخ     

1βهم از لحاظ كميت تحت تأثير قرار مي گيرد  .  
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در ميان روش هاي مختلفي كـه بـراي حفاظـت از فنوتيـپ              
كندروسيت ها استفاده مي شود، به نظر مي رسد كـه كـشت در              
ميان دانه هاي آلژينـات بـه دليـل ايجـاد يـك قالـب مـشابه بـا                   

اين . د بخش مي باشد   غضروف مفصلي طبيعي، از همه بيشتر امي      
سيستم بيان فنوتيپ تمايز يافته را حفظ كـرده و همچنـين قـادر              
است كه آن را مجدداً به كندروسيت هـاي تمـايز نيافتـه تبـديل               

مزيت ديگر اين روش بر روش هاي سه بعدي ديگـر ايـن             . كند
است كه اين سلول ها را مي توان به آساني بعد از اين كه كشت               

د كه امكـان مطالعـه بيـان ژن و پـروتئين را             كامل شد بازيابي كر   
  .فراهم مي سازد

  
  

 كندروسيت ها در دانه هاي       -15-15دستور كار 
  آلژينات

  
  طرح كلي

 the)كشت در دانه هاي آلژينات بـر اسـاس سـفت شـدن     
gelation)          سوسپانسيوني از كندروسيت ها در كلريـد كلـسيم 

  . در يك محلول آلژينات مي باشد
  مواد 
  :استريل

محـيط كـشت     : (CDM)محيط كشت تشريح غـضروف       
Ham’s F12 ــا ــه بـ  ،)µg/mL ) netilmycin 20 كـ

تكميل ) µg/mL 30(و سفتازيديم   ) µg/mL10(وانكومايسين  
 بــراي تــشريح مفاصــل و برداشــت غــضروف و شــده اســت و

  .همچنين هضم آنزيم استفاده مي شود
  و) g/L 1گلـــوكز  (DMEM : محـــيط كـــشت رشـــد

 Ham’s F12) جنتامايــسين  ) 1:1 نــسبت حجمــي  بــه ،
µg/mL 4 10% كه با FCSتكميل شده است .  

  
بچ هاي مختلف سرم بايد ازلحاظ توانايي حمايـت از           )نكته

بـه عنـوان   (رشد كندروسيت و همچنين بيان فنوتيپ تمايز يافته       
مقايـسه  ) IIمثال با نشان دار كردن به روش ايمني كـلاژن نـوع             

 شـد، بـراي جلـوگيري از تغييـر          وقتي يك سري انتخاب   . شوند
  .مداوم بچ هاي سرم، براي استفاده چند ماه ذخيره تهيه شود

  :محلول آنزيمي براي تفكيك غضروف
a( پانكراس خوكي در 05/0% تريپسين ، Ham’s F12   
b( نوع 3/0% كلاژناز  I  درHam’s F12 
c( در 06/0% كلاژناز Ham’s F12 % + 10 FCS  

 اسـتريل   µm 22/0از فيلترهـاي    تمام محلول ها با اسـتفاده       
  .مي شوند
بـچ هـاي جديـد كلاژنـاز از نظـر جداسـازي مـؤثر                 )نكته

  .غضروف بايد با مقايسه با بچ قبلي آزمايش شوند

ــسين ــول تريپ ــشت (EDTA–محل ــراي واك ــسين ): ب تريپ
  mM 5 بـــــا PBSA در w/v% 1/0خـــــوكي پـــــانكراس 

)w/v % 02/0 ( EDTA   
 در w/v %25/1ســديم آلژينــات : محلــول آلژينــات ســديم

HEPES mM 20 ؛NaCl M 15/0  
  :روش تهيه

(a  ــا اســتفاده از يــك هيتــر همــزن دار   را درHEPES ،ابتــدا ب
 M NaCl 15/0   حل كرده و تا دمـاي حـدود °C60  گـرم 

  . كنيد
(b                 سديم آلژينات را افزوده و به همزدن ادامـه داده تـا بـه طـور

 ). ساعت2بيش از (كامل حل شود
 (c با دقتpH محلول را با M NaOH 1 تنظيم كنيـد 4/7 در  .

pH  ــالاتر از ــرا افــزودن اســيد 4/7 ب ــشود زي ــا HCl(  ن  ي
H2SO4(     برگشت ناپذير منجـر بـه ايجـاد رسـوب          به طور  
 . مي شود

 (d محلول را در ظروف كوچك توزيع كرده و در دماي°C 121 
  . دقيقه اتوكلاو كنيد10به مدت 

حـدود  ( را مي توان سـريعاً       آلژينات سديم : روش ديگر تهيه  
ــه10 ــو در   )  دقيقــ ــك آون ميكروويــ ــتفاده از يــ ــا اســ بــ

HEPES/NaCl  اما بايد مراقـب بـود تـا از كـاراملي        حل كرد 
  . ممانعت شود(caramelization)شدن 

 mM CaCl2 102 ، HEPES (gelation)محلول انعقاد 
mM 5 ، 4/7 pH   

، mM EDTA50 ،mM HEPES10: محلول حل كننـده 
4/7 pH   

  دانه مغناطيسي استريل
  دستور كار

  :تشريح
ــد   -1 ــاده كني ــانه و ران آم ــو، ش ــل زان ــايي از مفاص ــشت ه   .ك

 نمونه هاي جنيني يا جوان نسبت به نمونه هاي افـراد بـالغ             
د زيرا آنها مقادير بيشتري از سـلول هـا          نترجيح داده مي شو   

. را فراهم كرده و زمان بيشتري طول مي كشد تا پيـر شـوند             
 يا نيوزلندي يك Fauve de Bourgogneي خرگوش ها

هر چنـد غـضروف هـاي       . ماهه براي اين كار بهينه مي باشد      
  ران كه در برش هاي جراحي از انـسان هـاي بـالغ بدسـت              

  .باشند  مي آيد نيز منابع مناسبي از كندروسيتها مي
 شستـشو   CDMقطعات بافت را قبـل از تـشريح كـاملاً بـا             -2

پوست، عضله و   .  شروع شود  تشريح بايد بدون تأخير   . دهيد
قطعات غضروفي كه   . تاندون ها را از غضروف ها جدا كنيد       

 .فاقد بافت همبند مي باشند را با دقت از مفصل برداريد
  :تفكيك

ــه مراحــل    ــضروف، كلي ــدن غ ــوگيري از خــشك ش ــراي جل ب
 كه براي كشت بافت تيمـار       cm 10جداسازي را در ديش هاي      
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 مقـادير  .  انجـام دهيـد     مـي باشـند،    CDMنشده انـد و حـاوي       
محلول هاي آنزيمي كه در بقيه دستور كار ذكر شده است بـراي             

  (scapulohumeral مفاصل ساقي راني و شـانه اي بـازويي  
and (tibio femoral  مربوط به يك خرگوش مناسب اسـت 

اما اين مقادير بايد بر حسب مقدار غضروفي كه بايد جداسـازي            
  .شود تنظيم شود

  ز يك اسـكالپل صـليبي قطعـات غـضروف را بـه             با استفاده ا  -3
 . برش دهيدmm3 1تكه هاي 

 انتقـال   mL 30قطعات غضروف را به يك ويـال تـه صـاف            -4
 .دهيد

5-mL 10     رابـه آن اضـافه كـرده و         05/0% از محلول تريپسين 
 دقيقه با دور گردش ملايـم بـر روي          25قطعات را به مدت     

 حرارت  همزن مغناطيسي در يك ويال سر پوشيده در درجه        
 .اتاق انكوبه كنيد

بعد از اين كه قطعـات رسـوب كردنـد محلـول تريپـسين را               -6
 .خارج كنيد

7-mL 10    به نمونه ها افزوده و كشت را        3/0% محلول كلاژناز 
 30با دور گردش ملايم بر روي همزن مغناطيسي بـه مـدت      

دقيقه در يك ويال سر پوشده در درجه حرارت اتاق انكوبه           
 .كنيد

ه قطعـات رسـوب كردنـد محلـول كلاژنـاز را            پس  از اين ك    -8
 .خارج كنيد

9-mL 10 اضافه كنيد06/0%  از محلول كلاژناز . 
 انتقـال   mm 100 سوسپانسيون را به يك ديـش باكتريـايي         -10

 06/0% ديگـر از محلـول كلاژنـاز         mL 10ويال را با    . دهيد
شستشو داده و سپس سوسپانسيون حاصل را به ديش انتقال          

  ف را بـه مـدت يـك شـب در دمـاي            داده و قطعات غضرو   
 °C 37 5%  در يك انكوباتور حاوي CO2انكوبه كنيد . 

 mL 50 سوسپانسيون سلولي را بـه يـك لولـه سـانتريفوژ            -11
انتقال داده و بر روي يك مخلوط كننده ورتكس براي چنـد            

 .ثانيه مخلوط كنيد
 مواد پس مانده حاصل از هضم را با عبور مواد هضم شـده             -12

 . خارج كنيدmµ 70ايلونياز يك فيلتر ن
 g400قـه در    ي دق 10سوسپانسيون فيلتـر شـده را بـه مـدت           -13

 .سانتريفوژ كنيد
 بـه حالـت     CDM از mL 20رسوب سلولي را مجدداً در      -14

 .تعليق در آورده و سلول ها را با هموسيتومتر شمارش كنيد
 . سانتريفوژ كنيدg 400 دقيقه در 10سلول ها را به مدت -15

Entrapment:  
 از محلــول آلژينــات mL1ســلولي را مجــدداً در  رســوب -16

سديم به حالت تعليق در آورده و سپس سوسپانسيون را بـه            
صورت تدريجي در محلول آلژينات سـديم بيـشتري رقيـق           

 سـلول در ميلـي ليتـر        2 ×106كنيد تا به يك دانسيته سلولي       
ايــن رقيــق ســازي تــدريجي بــراي بدســت آمــدن  . برســد

ــت   ــلولي يكنواخ ــسيون س ــروري  سوسپان ــات ض    در آلژين
 .مي باشد

 به صورت   G 21سوسپانسيون سلولي را توسط يك سوزن       -17
 با همزني ملايم بر روي همزن       ژله اي قطره قطره در محلول     

 دقيقــه 10مغناطيــسي وارد كنيــد و اجــازه دهيــد بــه مــدت 
 .آلژينات پلي مره شده تا دانه ها تشكيل شوند

 .شستشو دهيد NaCl M 15/0 حجم 5 بار در 3دانه ها را -18
19-mL 5 ــه هــا   را در فلاســك هــاي)  ســلول1 ×107( از دان

 cm2 75 حاوي mL 20محيط كشت رشد توزيع كنيد  . 
  در يك محيط مرطـوب حـاوي     C 37° كشت را در دماي     -20

 %5 CO2 هوا انكوبه كنيد95%  و . 
 :بازيافت

 .محيط كشت را دور بريزيد-21
 . كنيد حجم از محلول حل كننده را به دانه ها اضافه22-2
 .  انكوبه كنيدC 37° دقيقه در دماي 15كشت را به مدت -23
 . سانتريفوژ كنيدg400 دقيقه در 10سلول ها را به مدت -24
  رسوب سـلولي را دوبـاره در محـيط كـشت رشـد حـاوي              -25

 .كلاژناز به حالت تعليق در آوريد06/0 % 
  در يـك     C 37° دقيقـه در دمـاي       30سلول ها را به مدت      -26

 . هوا انكوبه كنيد95%  و CO2 5%محيط مرطوب حاوي 
 .  سانتريفوژ كنيدg 400 دقيقه در 10سلول ها را به مدت -27
ــشت    -28 ــيط كــ ــدداً در محــ ــلولي را مجــ ــوب ســ رســ

DMEM/Ham’s F12     فاقد سـرم بـه حالـت تعليـق در 
 .آورده و سلول ها را با يك هموسيتومتر شمارش كنيد

 . سانتريفوژ كنيدg 400 دقيقه در 10سلول ها را به مدت -29
 را بدون شمارش كردن سـلول هـا تكـرار           29 و   28مراحل  -30

 .كنيد
  

  تجزيه و تحليل فنوتيپ كندروسيت
 از كل كلاژن ساخته شده      II    ، %90 -85كلاژن نوع   : كلاژن

  توسط كندروسيت هـا در غـضروف يـا كـشت اوليـه را شـامل                
 براي كندروسيت ها بـسيار اختـصاصي        IIكلاژن نوع   . مي شود 

بيان . نگر اصلي تمايز آنها محسوب مي شود      بوده و به عنوان نشا    
 را مي توان با روش ايمنوفلورسانس غير مـستقيم          IIكلاژن نوع   

هـر چنـد    . با استفاده از آنتي بادي هاي اختصاصي بررسي كـرد         
بايد اين كار خيلي با دقت بررسي شده تا اطمينان حاصل شـود             

اي كه توسط سـلوله    Iكه هيچگونه واكنش متقاطع با كلاژن نوع        
  . وجود نداردتمايز نيافته بيان مي شود، 

 و SDS-PAGEبراي برسي دقيق تر فنوتيپ كلاژن بايـد         
 دو بعدي كلاژن خالص شده بعـد از         CNBrنقشه هاي پپتيدي    

  .  پرولين انجام شود–] 3H[تركيب با 
   SDS-PAGEدر مورد بيـشتر كـلاژن هـا، بررسـي هـاي             

 را I كـلاژن  α2(I) و زنجيـره  IIIمي تواند حضور كلاژن نـوع     
 و نـوع  I نوع  α1هر چند قادر به جداسازي زنجيره       . آشكار كند 
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II  يعني نمي تواند تمايزي بين نوع       ( نمي باشدI    و نوع II  تريمر 
، به همين دليـل مـي باشـد كـه تهيـه نقـشه پپتيـدي                 )قائل شود 
CNBr دو بعدي براي اثبات بيان كلاژن نوع IIلازم مي باشد .  

يان اين كلاژن هايي كه از لحاظ ژنتيكـي         همچنين مي توان ب   
بـا  ) رترن بـلات  نـو (مجزا مي باشند را در سطح نسخه بـرداري          

بـه  . يك هاي دو رگه سـازي بررسـي كـرد         نكانتقال معمولي و ت   
  دليل تشابه توالي ميـان ژنهـاي كـلاژن هـاي مختلـف، شـرايط               
  دو رگه سازي و شستشو دادن بايد آزمايش شـود و لازم اسـت             

 cross) كافي دقيق بوده تا از دو رگه سازي متقـاطع   به اندازه
hybridization)جلوگيري شود .  

  
ــا ــزي   :پروتئوگليكانه ــگ آمي  pH در Alcian Blueرن

 اسيدي به صـورت وسـيعي بـه عنـوان يـك شـاخص حـضور               
ــان  ــود  اگريك ــي ش ــتفاده م ــولفاته اس ــات  .  س ــد مطالع همانن

   ، ايــــــن(immunocytochemical)ايمنوسيتوشــــــيمي 
يـك بررسـي    .  آميزي نيازمند برش دادن دانه ها مي باشد           رنگ

دقيق تر در مورد انواع مختلف پروتئوگليكانهاي ساخته شـده را           
پــروب هــاي .  انجـام داد 35SO4مـي تــوان بعـد از تركيــب بــا   

cDNA   و پروتئين اتصال امكان يك بررسـي در         اگريكان براي 
ا فـراهم   سطح نسخه برداري بيان اين پروتئين هاي اختصاصي ر        

  .مي سازد
  

چندين بررسي نـشان داده اسـت كـه          :تغييرات و كاربردها  
كندروسيت هاي كشت يافته در دانه هـاي آلژينـات يـك مـدل              

مهمترين مزيت اين روش    . مناسب براي كندروسيت ها مي باشد     
در مقايسه با روش هاي سه بعدي ديگر اين است كه مـي تـوان         

زيابي كرد كه امكان انجـام      به راحتي سلول ها را بعد از كشت با        
  .مطالعات بيان ژن و پروتئين را فراهم مي سازد

ده در  ن تعداد سلول هاي موجود يك عامل محدود كن        ،اغلب
مطالعات متابوليسم كندروسـيت مـي باشـد زيـرا توليـد مقـادير             

  در ايـن مـورد   . زيادي از غضروف مفـصلي مـشكل مـي باشـد            
 با كشت دادن اوليه به    مي توان تعداد كندروسيت هاي موجود را      

و سپس بازيابي خـصوصيات تمـايز       )  پاساژ 2(صورت تك لايه    
يافته كندروسيت ها با كشت دادن سلول ها به مدت دو هفته در             

همسو با اين تجديد فنوتيپي، پاسخ   . دانه هاي آلژينات تكثير كرد    
 كمـي   از نظـر   β 1-متابوليكي اين سلول ها نسبت به اينترلوكين      

   حفـظ كـشت اوليـه تـك لايـه         در يـك    دروسيت ها   مشابه با كن  
اين امر كشت بر روي دانه هـاي آلژينـات را بـه يـك               . مي شود 

مدل مناسب براي مطالعه زيست شناسي كندروسيت تبديل كرده      
 بعلاوه داربست هايي كه از كندروسيت هـاي موجـود در            .است

پيونــد و مهندســي بافــت  ژل آلژينــات تهيــه مــي شــوند بــراي
  .احي شده اندغضروفها طر

  
  استخوان

  هــر چنــد دســتكاري مكــانيكي اســتخوان مــشكل مــي باشــد،  
   كـه بـا كلاژنـاز هـضم        EDTAبرش هاي نازك تيمار شده بـا        

 شده اند، باعث توليد كشت هايي از استئوبلاست ها مـي شـود             
  . كه بعضي از خصوصيات عملكـردي بافـت را دارا مـي باشـند             

 رشـد بـيش از حـد        آنتي سرم ضد كـلاژن بـراي جلـوگيري از         
فيبروبلاستي بدون اين كه از رشـد استئوبلاسـتها ممانعـت كنـد             

 يرده هاي تكثير يافتـه از سـاركوما       . مورد استفاده قرار مي گيرد    
 بدســـت آمـــده اســـت امـــا از (osteosarcoma)اســـتخوان

  .استئوبلاستهاي طبيعي حاصل نمي شود
كشت استخوان به دليـل ماهيـت سـخت بافـت اسـتخواني             

  ايــن مــشكل ذاتــي اســت كــه دســتكاري آن را مــشكل  داراي 
 اوليـه متعـارف يـا هـضم بـا           اكسپلنتهر چند كشت    . مي سازد 

كلاژناز و تريپسين، سلول هايي را آزاد كرده كه ممكن است بـا             
  .يك روش معمولي پاساژ يابند

  
   استئوبلاست ها -15-16دستور كار

  
  مواد

  :استريل
ن گوسـاله،   سـرم جنـي  12%  با Ham’s F12محيط كشت 

mM 3/2 Mg2+   ، U/mL 100      پني سـيلين و µg/mL 100 
  سولفات استرپتومايسين 

 mg 125: محلول تريپسين مورد استفاده براي پاساژ سلولي      
 +Mg2 و   +Ca2 فاقد   Tyrode محلول   mL 50تريپسين را در    

 رسانده و آنرا بـا فيلتـر اسـتريل          pH 7محلول را به    . حل كنيد   
س توزيـع    را در لوله هاي پيـرك      mL 10 و   mL 5مقادير  . كنيد

  . نگهداري كنيد-C 20°كرده و در دماي 
  :محلول هضم براي جداسازي استئوبلاستها

گــرم  KCl ، 05/0گــرم  NaCl ، 2/0 گــرم A : 8محلــول
NaH2PO4. H2O در mL 100 از UPW   

 كلاژنـاز   mg 137):  تريپسين –محلول كلاژناز   : (Bمحلول  
ــسين را در mg 50و  ــول mL 10 تريپ ــدA از محل .  حــل كني

 تنظيم كرده و سـپس حجـم        pH 2/7محلول مخلوط شده را تا      
محلول را با فيلتر استريل     .  برسانيد mL 100 به   UPWن را با    آ

ــادير  ــرده و  آن را در مق ــاي mL 10ك ــرده و در دم ــع ك    توزي
 °C 20-نگهداري كنيد .  

  cm9 پتري ديش هاي 
  cm2 75 يا 25فلاسك هاي 

  اسكالپل
  سپن
  

   اكسپلنت كشت هاي – Aدستور كار 
  .نمونه هاي استخوان را از اتاق جراحي بدست آوريد-1



   كشت سلولهاي جانوري          250   

بافت را چندين بار با سالين استريل در درجه حـرارت اتـاق             -2
 .شستشو دهيد

اگر نمـي تـون بلافاصـله از اسـتخوان اسـتفاده كـرد، سـطح                -3
 حـاوي  Ham’s F12استخوان را با محيط كشت اسـتريل  

ــ%12 اله، پنـــي ســـلين و ســـولفات  ســـرم جنـــين گوسـ
استخوان را مي توان به مدت يـك        . استرپتومايسين بپوشانيد 

 . نگهداري كردC 4°شب در دماي
ــول    -4 ــا محل ــت را ب ــد، باف ــبح روز بع ــاوي Tyrodeص    ح

ــيلين   ــي س ــسين  ) U/mL 100(پن ــولفات استرپتوماي و س
)µg/mL 100 (شستشو دهيد. 

اسـتفاده از  استخوان را در يـك پتـري ديـش قـرار داده و بـا       -5
 را بيـرون آورده   (trabeculae) باريكه ها،اسكالپل و پنس

 .و آنها را در يك پتري ديش ديگر قرا دهيد
6-mL 10 محلــول Tyrode روي باريكــه هــاي بريــده شــده 

 Tyrodeباريكه ها را چندين مرتبه با محلـول  . اضافه كنيد   
 .شستشو داده تا سلول هاي خوني و چربي برطرف شوند

 را با   cm2 25، يك فلاسك    اكسپلنتوع كشت هاي    براي شر -7
 20 محيط كـشت كامـل بـه مـدت           mL 2پيش تيمار آن با     

. دقيقه آماده كرده تا محيط كشت با فاز گازي به تعادل برسد       
 يـا  CO2  ، NaHCO3% 5/4 را بـا  pHدر صـورت نيـاز   

HClتنظيم كنيد . 
 . برش دهيدmm 3-1باريكه را به قطعات -8
ــيش تيمــا -9 ــرده ومحــيط كــشت پ   ر را از فلاســك خــارج ك

 mL 5/2   محـيط كـشت Ham’s F12    تـازه بـه فلاسـك 
 .اضافه كنيد

 . قطعه از باريكه را به فلاسك انتقال دهيد40 تا 25بين -10
 اكـسپلنت ، تكه هـاي     قرار دادن فلاسك در حالت ايستاده     با  -11

  را در امتدا تـه بـا كمـك يـك لـوپ تلقـيح حركـت داده و                  
 .ر يكنواخت توزيع كنيد را به طواكسپلنت تكه هاي 

 C 37° دقيقه در دمـاي      15اجازه دهيد كه فلاسك به مدت       -12
 .به حالت ايستاده باقي بماند

تكه هاي  .  آهسته فلاسك را به حالت افقي خود بازگردانيد        -13
 . به ته فلاسك خواهند چسبيداكسپلنت

ــاي - 14 ــدت C 37° فلاســك را در دم ــه م ــا 5 ب  روز در 7 ت
پس از ايـن مـدت، فلاسـك را از          . هيدوضعيت افقي قرار د   

بررسي كرده و محيط كشت درون فلاسك        برون رشد    لحاظ
بـراي ممانعـت از     . را با محيط كشت جديد جايگزين كنيـد       

، قبل از حمل آن از انكوبـاتور        اكسپلنتجداسازي تكه هاي    
به هود يا ميكروسكوپ، آن را آهسته در حالت عمودي قرار       

  .دهيد
شت ها، محيط كشت آنها را هفتـه اي دو           براي نگهداري ك   -15

  .بار تعويض كنيد
 خارج شـده،    اكسپلنت وقتي به حالت تراكم رسيد، قطعات        -16

ــا ســانتريفوژ    ــسينه شــده و ســلول هــا ب ــه ســلولي تريپ لاي

جداسازي مي شوند و سپس در فلاسك ها يـا چاهـك هـا              
  .بذرافشاني مي شوند

  
ي  كشت هاي تك لايه از سلول هـا      – Bدستور كار   

  جداسازي شده
 را چندين بـار   (trabecular)نمونه هاي استخوان باريكه اي    -1

 شستشو داده تـا سـلول هـاي چربـي و            Tyrodeبا محلول   
باريكه هـا تحـت شـرايط اسـتريل بـا           . خوني برطرف شوند  

  .اسكالپل و پنس برش داده مي شوند
بعد از جمع آوري حداكثر مقدا ممكن استخون، بـا سـه بـار              -2

ــه   ــشوي نمون ــول  شست ــا محل ــا ب ــدهTyrodeه   ، باقيمان
 سلول هاي چربي و خون را خارج كرده و سپس آن را بـه              

 . برش دهيدmm 5-2قعات 
 FCS حاوي   F12باريكه هاي بريده شده را با محيط كشت         -3

 .شستشودهيد
تكه هاي استخوان را در يك بطري استريل كوچك بـر روي            -4

 محلـول هـضم بـه    mL 4يك همزن مغناطيسي قرار داده و      
ايـن مقـدار بايـد نمونـه هـاي اسـتخوان را             (آن اضافه كنيد    

 ).بپوشاند
محلول حاوي قطعات استخوان را در درجه حرارت اتاق بـه           -5

 . دقيقه همزني كنيد45مدت 
سوسپانسيون سلول هـاي آزاد شـده را خـارج كـرده و آن را           -6

دور بريزيد، چون به احتمـال زيـاد ايـن سـلول هـا حـاوي                
 .فيبروبلاستها مي باشند

7- mL 4     ديگر از محلول هضم بـه قطعـات اسـتخوان اضـافه 
 دقيقـه   30كرده و مخلوط را در درجه حرارت اتاق به مدت           

 .همزني كنيد
محلول هضم را از قطعات استخوان جمع آوري كرده و آن را -8

ــدت     ــه م ــاق ب ــرارت ات ــه ح ــه در 2در درج  g 580 دقيق
 .سانتريفوژ كنيد

 از  mL 4هـا را در     بعد از خارج كردن سـوپرناتانت، سـلول         -9
 بـه حالـت   FCS 20% داراي Ham’s F12محيط كـشت  

 .تعليق در آورده و سلول ها را شمارش كنيد
 سـانتريفوژ   g 580 دقيقـه در     10سوسپانسيون را بـه مـدت       -10

 محيط كشت كامـل بـه       mL4كرده و مجدداً سلول ها را در        
اين سوسپانسيون ماده تلقيح خواهـد      . حالت تعليق در آوريد   

 .شد
 از  mL 8 دقيقـه بـا      20 را بـه مـدت       cm2 75فلاسك  يك  -11

 كامل پيش تيمار كرده تا با فاز گازي بـه           F12محيط كشت   
 .تعادل برسد

 mL 2بـه آن   و  محيط كشت پـيش تيمـار را خـارج كـرده            -12
 . كامل اضافه كنيدF12محيط كشت 
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13-mL 4  از محــيط كــشت حــاوي سوسپانــسيون ســلولي را 
 سلول در هر    10000تا   6000تلقيح بايد حاوي    . اضافه كنيد 

cm2از سطح باشد . 
 Ham’s F12 ديگــر از محــيط كــشت mL6در نهايــت، -14

 . برسدmL 12اضافه كرده تا حجم كلي به 
 محلـول هـضم ديگـر بـه قطعـات           mL 4در همين مدت،    -15

 دقيقـه   30باقيمانده استخوان افـزوده و هـضم را بـه مـدت             
سلول هـاي آزاد شـده جمـع آوري شـده و در             . تكرار كنيد 

  ورت نياز، مرحلـه هـضم چنـدين بـار ديگـر هـم تكـرار          ص
  در مـورد مقـادير زيـاد اسـتخوان، زمـان هـضم را          . مي شود 

بعد از هر دوره هضم،     .  ساعت افزايش داد   1-3 مي توان تا    
شمارش سلولي انجام مي شود و سلول هاي آزاد شده براي           

 .تلقيح به يك فلاسك ديگر استفاده مي شوند
  

  :شتپاساژ سلول ها در ك
  .  را خارج كنيداكسپلنتتكه هاي -1
  محـــيط كـــشت را خـــارج كـــرده و لايـــه ســـلولي را بـــا-2

 mL/cm2 2/0 از D-PBSAشستشو دهيد . 
3-mL/cm2 1/0             تريپسين به فلاسك افـزوده و تـا زمـاني كـه 

  سلول هـا كنـده شـده و از يكـديگر جـدا شـوند در دمـاي                 
 °C 37  كنده شدن سلول ها و جداسازي آنهـا       .  انكوبه كنيد 

بـه طـور كلـي زمـان     . سـي كنيـد  ررا زيـر ميكروسـكوپ بر  
 . دقيقه كافي مي باشد10انكوباسيون 

سلول هاي آزاد شده را به همراه يك حجم مساوي از محيط            -4
 بـه يـك لولـه    FCS 20% حـاوي   Ham’s F12كـشت   

 .سانتريفوژ انتقال دهيد
 . سانتريفوژ كنيدg 600 دقيقه در 5سلول ها را به مدت -5
را خارج كرده مجدداً سلول ها را بـا پـي پتينـگ            سوپرناتانت  -6

ملايم و مكرر در محيط كشت كامـل بـه حالـت تعليـق در               
 .آوريد

يك نمونه را براي تعيين غلظت سلولي و يك نمونه ديگر را            -7
 . كنار بگذاريدDNAبراي تعيين 

ــا      -8 ــشت ي ــاي ك ــك ه ــده را در فلاس ــاي باقيمان ــلول ه   س
حالت تعادل رسـيده    چاهك هايي كه قبلاً با محيط كشت به         

 ساعت مجدداً 24سلول ها بايد در عرض . است، تلقيح كنيد
 .متصل شوند

 
  اندوتليوم

به دليـل دخالـت سـلول هـاي انـدوتليال در بيمـاري هـاي                
عروقي، ترميم رگ هاي خوني و رگ زايـي در سـرطان، علاقـه              
. زيــادي در مــورد كــشت ســلول هــاي انــدوتليال وجــود دارد 

Folkman و  Haudenschild    تكامـل سـاختمان هـاي ســه 
بعدي مشابه با مويرگ هاي خـوني كـه از رده هـاي انـدوتليال               

.  منشاء گرفتـه انـد را توصـيف كـرده انـد     in vitroخالص در 

فاكتورهاي رشد شامل فاكتور رگزايي مشتق شده از سلول هـاي     
Walker 256 در in vitro     يك نقـش مهـم در حفـظ تكثيـر 

 ـ   بقاءسلولي و    ه گونـه ايكـه سـاختمان هـاي ثانويـه            ايفا كرده ب
كشت هاي اندوتليال، مـدل هـاي خـوبي         . بتوانند تشكيل شوند  

 رشد مي باشند زيـرا      دانسيتهبراي ممانعت تماسي و محدوديت      
تكثير سلولي پس از ايـن كـه بـه حالـت تـراكم رسـيد، شـديداً         

 همچنـين كـشت سـلول هـاي انـدوتليال بـه             .ممانعت مي شود  
  . باشدصورت تجاري موجود مي

سطح داخلي همه رگ هاي خوني از يك لايه سلولي منفـرد       
اندوتليوم يك سـطح  . از سلول هاي اندوتليال تشكيل شده است     

صاف ضد انعقاد را فراهم كرده كه در انقباض پذيري رگ هـاي             
خوني دخالت داشته و به عنوان يك سد نفوذپذير امكان انتقـال            

لول هـاي ايمنـي از      مواد غذايي و گازها و همچنين مهاجرت س       
سلول هـاي انـدوتليال را مـي تـوان از     . خون را فراهم مي سازد  

رگ هاي خوني بزرگ مثل سـياهرگ هـاي بنـد نـاف انـسان و                
سلولهاي اندوتليال رگهاي ريز را     .  جدا كرد  آئورت خوك يا گاو   

، مغـز رت، پوسـت انـسان، بافـت          مي توان از غده آدرنال گـاو      
  .ان و موش جدا كردچربي انسان و همچنين قلب انس

  
  

ــار ــتور كـ ــشت  -15-17دسـ ــازي و كـ   جداسـ
   سلول هاي اندوتليال عروقي

  
  طرح كلي

انكوباسيون لومن عـروق خـوني بـا كلاژنـاز، سـلول هـاي              
اندوتليال را آزاد كرده كه مي توان آنها را براي چندين دو برابـر              
شدن جمعيت بر روي بـستر پوشـيده شـده بـا ژلاتـين در يـك               

ــد  ــشت رشـ ــيط كـ ــشت داد محـ ــب كـ ــازي . مناسـ   جداسـ
ــراي جداســازي (immunomagnetic) ايمنــي مغناطيــسي  ب

  .سلول هاي اندوتليال از بافت قلبي استفاده مي شود
  

A-        جداسازي سلول هاي اندوتليال از سياهرگ بند 
 Human Umblical Vein)نــاف انــسان 

Endothelial Cells: HUVECs)  
  تليالمواد عمومي براي همه دستور كارهاي اندو

  :استريل يا تهيه شده به طريق آسپتيك
D-PBSAروي يخ   

HBSS :  محلول نمكي متعادل شدهHank   
HBSS/PSG  حـــاويU/mL 300 ،پنـــي ســـيلين   

 µg/mL 300 استرپتومايسين و µg/mL 50جنتامايسين   
  )µg/mL 500 ،EDTA mM 5 %) 2/0تريپسين 

 پوشـيده   5/0%  كه بـا ژلاتـين       cm2 25فلاسك هاي كشت    
  ده اندش
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   برابــر بــا4 از پوســت گــاو را B ژلاتــين نــوع 2%محلــول 
 D-PBSAرقيق كنيد .  

a(   در دماي°C 37    دقيقـه در فلاسـك انكوبـه        20 به مدت 
 .كنيد

b(درست قبل از اضافه كردن سلول ها، ژلاتين را برداريد. 
  22اسكالپل و تيغه شماره 

  سوزن سرنگ
   mL 20سرنگ 

   (crocodile clips)گيره هاي تمساح 
Artery clamps   

  پنس
  قيچي تيز

  :غير استريل
  70% متانول 

  فويل آلومينيومي
Clingfilm)  ياSaran Wrap(   

  تخته چوب پنبه 
  نخ محكم

  
   HUVECsمواد براي 

   HBSS/PSGبند ناف انسان در 
 بـا   M199محـيط كـشت      : HUVECمحيط كشت رشد    

ــاي   ــك ه ــامين و -Lاز Hank ، mM 2نم از  mM 25 گلوت
HEPES 20%ه با    ك FBS        ،تكميـل شـده اسـت U/mL 150 

استرپتومايـسين و مكمـل رشـد سـلول انـدوتليال           / پني سـيلين  
(ECGS)   از مغز گاو )Roche      1033484 به شماره كاتـالوگ  ، 

mg 75 بـــا غلظـــت ،µg/mL 20بـــا هپـــارين در غلظـــت   
 µg/mL 50    استفاده مي شود يا Sigma    بـه شـماره كاتـالوگ 

E2759   ، mg 15    در غلظت µg/mL 30  با هپارين در غلظت 
µg/mL 10استفاده مي شود .(  

 بــه Roche(از كلوســتريديوم هيــستوليتيكوم  : Hكلاژنــاز 
ــالوگ  ــماره كاتـ  در mg/mL 5/0 ، در غلظـــت 1074059شـ

M199استفاده مي شود و توسط فيلتر استريل مي گردد (..... 
..............................................................mL 25  

  mL 5 ................................ سرد(NBS)سرم گوساله نوزاد 
  2 .................................................................................آداپتور
  

  ردستور كا
  :جداسازي سلول هاي اندوتليال 

  .مي بپوشانيدوصفحه چوب پنبه را با فويل آلوميني-1
   كاغــذي را روي فويـــل قــرار داده و بـــا    هـــايدســتمال -2

 . آنها را غوطه ور كنيد70%دستمال هاي آغشته به متانول 
 .بند ناف را فشار داده تا خون موجود در آن خارج شود-3

  انتهاي بنـد نـاف و همچنـين        سانتيمتر و يا بيشتر از يك        2   -4
 .را جدا كنيدكلامپ  هر گونه علايم 

 . را در سياهرگ قرار دهيدLuerور تآداپ-5
بند ناف را نزديك سياهرگ با سوزن به صـفحه چـوب پنبـه              -6

 .سنجاق كنيد اما مراقب باشيد لومن سوراخ نشود
 سـانتيمتر   2 سرخرگ را حدود     ،با استفاده از اسكالپل و پنس     -7

 .چاك دهيد
 . را توسط دو گروه با طناب در جاي خود محكم كنيدرابط-8
طرف ديگر بند ناف را با گيره مسدود كرده، بـا يـك سـرنگ     -9

mL 20      متصل به رابط تا mL 25 D-PBSA      وارد بنـد نـاف 
كنيد، بند ناف را چك كرده و هر گونه منفذ را با گيـره مـسدود                

 .كنيد بدون اين كه سياهرگ بسته شود
10-D-PBSA د نـاف را در ظـرف مـواد زائـد      موجود در بن ـ

  .تخليه كنيد
 از انتهاي ديگر بند ناف را بريده و يك رابـط            cm 2 تقريباً  -11

 . در آن قرار دهيد8محكم همانند مرحله 
 mL 25 ديگـر، حـدود   mL 20با استفاده از يـك سـرنگ   -12

 .كلاژناز را وارد بند ناف كرده تا زماني كه متورم شود
 ـ   Clingfilmبند نـاف را در      -13 ا متـانول اسـپري شـده        كـه ب

 . قرار دهيدC 37° دقيقه در دماي 8پيچيده و به مدت 
 .كلاژناز را به خارج از بند ناف و داخل سرنگ بكشيد-14
سرنگ ها را بيرون آورده و كلاژناز را در لوله هاي حـاوي             -15

mL5سرم گوساله نوزاد خالي كنيد . 
سرنگ را در يك انتهـاي بنـد نـاف قـرار داده و از سـرنگ                 -16

 . به بند ناف استفاده كنيدmL 25 D-PBSAبراي انتقال ديگر 
براي چند لحظه بند ناف را در امتداد طول فشار داده يـا بـه          -17

 را بــه داخــل D-PBSAآن ضــربه آهــسته وارد كــرده، ســپس 
 .سرنگ بكشيد

 . اضافه كنيد15آن را به محتويات لوله مرحله -18
 سـانتريفوژ   g 210 در   C 4° دقيقـه در دمـاي       10 به مدت   -19
 .كنيد
 HUVEC محيط كشت رشد     mL 5 مجدداً رسوب را در     -20

 .به حالت تعليق در آوريد
 ژلاتين اضافي را از فلاسـك خـارج كـرده و سـلول هـاي               -21

 . را به آن اضافه كنيد20مرحله 
 روز بعد فلاسك را از محـيط كـشت خـارج كـرده و دور               -22

 .بريزيد
 شستشو داده و محـيط كـشت رشـد          D-PBSA دو بار با    -23

 . اضافه كنيدHUVECجديد 
 :نگهداري و كشت

 هفته اي سه مرتبه نصف محيط كشت را خارج كرده و بـا              -24
 .محيط كشت جديد جايگزين كنيد

 بـا  EDTA/ تقريباً هفته اي يك بار با استفاده از تريپـسين      -25
  . پوشيده شده با ژلاتين پاساژ دهيدي در فلاسك ها1:2نسبت 
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  . نـاف انـسان    منظره رگ هـاي خـوني در بنـد        : 15-1شكل  
 فلش هاي سياه، سرخرگ هاي بند ناف و فلش سفيد، سياهرگ           

  . در آن قرار داده شده استLuerنافي كه آداپتور 
 
 
 

 . مرتبه پاساژ ندهيد6 بيش از -26
 

B-   ــوك ــورتي خ ــدوتليال آئ ــلول ان ــازي س جداس
(Porcine Aortic Endothelial Cell :PAEC) 

   PAECsمواد براي 
HBSS/PSGA : HBSS حـــــــــــاوي U/mL 300   

   جنتامايـــسين،µg/mL  50استرپتومايـــسين،/ پنـــي ســـيلين
 µg/mL 5/2 آمفوتريپسين B  

در صـورت امكـان در شـرايط اسـتريل          (آئورت تازه خوك    
  . انتقال مي يابدHBSS/PSGAكه در ) جمع آوري شود

ــاM199محــيط كــشت : PAECمحــيط كــشت رشــد     ب
  از mM 25 گلوتـامين و     – Lاز Hank   ، mM 2 نمك هـاي    

HEPES كــه بــا U/mL 150 استرپتومايــسين، /  پنــي ســيلين
µg/mL 50 ، ــسين ــسين µg/mL 5/2 جنتامايـ    ،B آمفوتريـ

% 10 FBS 10% و NBBSتكميل شده است .  
  HUVEC ( ....................mL 50همانند مواد  (Hكلاژناز 

FBS در لوله mL 50..............................................mL 5  
  

  دستور كار
  .ل آلومينيومي بپوشانيديصفحه چوب پنبه را با فو-1
ا بر روي دستمال اسپري شده با اتـانول قـرار داده و    آئورت ر -2

  .به آرامي خشك كنيد

بر روي صـفحه پوشـيده شـده بـا فويـل ، بافـت اضـافي را                  -3
تراشيده و فقط انشعاب ها را باقي گذاشته و آنهـا را خيلـي              

 .كوتاه نبريد
انشعاب ها را با نخ گره زده و انتهاي باريك آئورت را گيـره              -4

 .بزنيد
 . ريخته تا پر شود؛ بالاي آنرا گيره بزنيدD-PBSAن آدر -5
 .با گيره هاي تمساح استريل هر نوع منفذي را ببنديد-6
7-D-PBSAرا خارج سازيد . 
داخل آئورت را با كلاژناز گرم پر كرده، دوبـاره بـه آن گيـره               -8

ــده و clingfilmزده و در  ــانول پيچي ــا مت    اســپري شــده ب
 . انكوبه كنيدC 37° دقيقه در دماي 8 

 .آرامي آئورت را ماساژ داده تا سلول ها شل شوندبه -9
 mL5 حاوي   mL 50كلاژناز موجود در آئورت را در لوله        -10

FBSبريزيد . 
 سرد شده در يخ پـر كـرده، گيـره           D-PBSAآئورت را با    -11

زده، ماساژ داده و سپس آن را به لولـه حـاوي سـلول هـاي                
 . اضافه كرده و اين مرحله را تكرار كنيد10مرحله 

 g 500 در   C 4° دقيقـه در دمـاي       6ها را بـه مـدت       سلول  -12
 .سانتريفوژ كنيد

 محيط كشت به حالـت تعليـق        mL 5رسوب سلولي را در     -13
 ريخته و به مدت يك شب       cm2 25در آورده و در فلاسك      

 . انكوبه كنيدC 37°در دماي 
روز بعد محـيط كـشت را از فلاسـك خـارج كـرده و دور                -14

 .بريزيد
اده و محـيط كـشت جديـد         شستشو د  D-PBSAدو بار با    -15

 .جايگزين آن كنيد
 :نگهداري

  هفتــه اي ســه بــار محــيط كــشت را جــايگزين كنيــد، اگــر -16
 متراكم هستند فقط نيمـي از محـيط         50% سلول ها كمتر از     

 . كشت را خارج كرده و جايگزين سازيد
 1:3 رسيدند، با نسبت تقـسيم       80%وقتي سلول ها به تراكم      -17

 . پاساژ دهيدEDTA/با استفاده از تريپسين
 .مرتبه پاساژ ندهيد7 بيش از -18
 
C-     ــوش ــب م ــدوتليال قل ــلول آن ــازي س جداس

(Murine Cardiac Endothelial Cell: 
MCEC) 

   
   MCECsمواد لازم براي 

 U/mL 300 حاوي   HBSS/PSGقلب هاي موش كه در      
ــيلين    جنتامايـــسين µg/mL 50استرپتومايـــسين و / پنـــي سـ

  .جمع آوري شده است
ــا MCEC :  DMEM محــيط كــشت رشــد  mM 25 ب

 ، FBS 10% گلوتـــامين كـــه بـــا   – mM 4 Lگلـــوكز و 
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U/mL150    ،پني سيلين µg/mL 150    استرپتومايسين و مكمل 
  . مغز گاو تكميل شده است (ECGS)رشد سلول اندوتليال 

   DMEM :محــيط كــشت بــراي ســلول غيــر انــدوتليال
)mg/L 100015%حاوي )  گلوكز FCS  

HBSS/PS : HBSS ــا ــيلين،  U/mL 150 بـ ــي سـ  پنـ
µg/mL 150استرپتومايسين   

HBSS/FB : HBSS 1% با FBS   
CMF :HBSS بــدون Ca2+ و Mg2+ بــا U/mL 150 

   استرپتومايسينµg/mL 150پني سيلين، 
   EDTA/ تريپسين

FBS   
ــاز  ــا غلظــت  واز كل : Aكلاژن ــستوليتيكوم ؛ ب ســتريديوم هي

mg/mL 1   در HBSS  با فيلتـر     تازه تهيه شده و    . استفاده شود 
  mL 10 ..................................................................استريل گردد

  µm 70صافي سلولي با منافذ 
  cm 9پتري ديش هاي 

  µg 5  انسانCD4 ضد OKT4آنتي بادي هاي كنترل مثل  
، كلـون   (CD105) رت ضـد مـوش     endoglinآنتي بادي   

MY7/18 ...................................................................... µg 5  
Microbead  هاي ايمنوگلوبولين بزغاله ضد رت   

   MidiMacsواحد جداسازي 
   LS MACSستون 

  
  دستور كار

  از mL 5قلب ها را در پتري ديـش هـاي حـاوي حـدود               -1
HBSS/PSقرار دهيد .  

آئورت، سرخرگ ريوي و قـسمت هـاي ديگـر را از قلـب           -2
 .خارج سازيد

قلب را نصف كرده و هر گونه لخته خون بـزرگ و بافـت               -3
 .همبند را خارج كنيد

 شستـشو   CMFقلب ها را در پتري ديش هاي تازه داراي           -4
 . تازه جايگزين كنيدCMF  سپسداده و

مواد موجود در ديش را با اسكالپل به قطعات كوچك برش    -5
 .دهيد

 . شستشو دهيدCMFبا تعليق مجدد و ته نشيني در  -6
  بـــا اســـكالپل بافـــت را تراشـــيده و بـــه لولـــه حـــاوي -7

 mL 10 ــاز ــت   Aكلاژن ــا غلظ ــده ب ــه ش ــازه تهي ــرم ت    گ
 mg/mL 1انتقال دهيد . 

 در حالــت همزنــي C 37° دقيقــه در دمــاي 30بــه مــدت  -8
 .انكوبه كنيد

9- CMFرا اضافه كنيد . 
سلول ها را با تكان دادن پخش كرده و سپس اجـازه دهيـد     -10

سوسپانسيون سلولي را خارج كـرده و بـه         . تا ته نشين شوند   
  .يك لوله جديد انتقال دهيد

 . را چندين مرتبه تكرار كنيد10 مرحله -11
 اسـپين   g 300 دقيقه در    8سوسپانسيون سلولي را به مدت       -12

 .كنيد
بــا دقــت ســوپرناتانت را از روي رســوب ســلولي ســست  -13

 .برداريد
 به  EDTA/  تريپسين   mL 5رسوب سلولي را مجدداً در       -14

حالت تعليق در آورده، سعي كنيد با پي پتينـگ كـردن، هـر              
 دقيقـه در دمـاي      10گونه توده سلولي را شكسته و به مدت         

°C 37انكوبه كنيد . 
15- mL 10 HBSS/FB ــاوي ــا  FBS 1% ح ــلول ه ــه س  ب

 آن را   µm 70اضافه كرده و از طريـق يـك صـافي سـلولي             
 .صاف كنيد

ــا   -16 ــلولي را بـ ــافي سـ ــود در صـ   ازmL 20بافـــت موجـ
HBSS/FBسرد شستشو دهيد . 

   دقيقـه در   8سلول ها حاصل از فيلتـر كـردن را بـه مـدت               -17
 g 300سانتريفوژ كنيد . 

ب با دقت سوپرناتانت را خالي كرده و دور بريزيد و رسـو            -18
 .سلولي را نگه داريد

ــاً  -19 ــامربوط  µg 5تقريبـ ــادي نـ ــي بـ  irrelevant) آنتـ
antibody))   مثل(OKT4/OKT8)      به رسـوب سـلولي 

اضافه كرده، لوله را تكان داده تا رسوب پخـش شـود و بـه               
 . دقيقه روي يخ انكوبه كنيد20مدت 

20- µg 5 از  endoglin          رت ضد موشي بـه رسـوب سـلولي 
و در ) MY 7/18 كلـون ( داده لولـه را تكـان  ،اضافه كـرده 

 . دقيقه انكوبه كنيد20 به مدت C4°دماي 
21- mL 30 HBSS       دقيقه در دمـاي     8 اضافه كرده و به مدت 

°C 4 در g 300سانتريفوژ كنيد . 
22- mL 50 bead       هاي ضد رت بزغاله در µL 200 HBSS 

 .اضافه كنيد
 . انكوبه كنيدC 4° دقيقه در دماي 15به مدت  -23
24- mL 30 HBSS  دقيقه در دمـاي     8ده و به مدت      اضافه كر 

°C 4 در g 300سانتريفوژ كنيد . 
 µL 500 قرار داده و با مگنت ي را رو MidiMacsستون   -25

 بر اسـاس توصـيه شـركت سـازنده          FCS %1/  HBSS از
 .شستشو دهيد

26- mL 3   ازFBS%  1 HBSS/        به رسـوب سـلولي اضـافه 
 .كرده و به ستون اضافه كنيد

 و در نهايـت  HBSS/FBز ا mL 1ستون را سه مرتبه بـا     -27
 . محيط كشت رشد شستشو دهيدµL 500با 

 mL 4 قـرار داده،     mL 15ستون را خارج كرده و در لوله         -28
 افـزوده و پيـستون را داخـل         MCECمحيط كـشت رشـد      

  .جمع آوري شوند  beadگذاشته تا سلول هاي متصل به 
براي نگهداري جمعيت سـلول هـا غيـر انـدوتليال ، مـايع               -29

وي سـتون را اسـپين كـرده و در فلاسـك         حاصل از شستـش   
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cm2 25   در DMEM) mg/L 1000 15% حاوي  )  گلوكز 
FBSكشت دهيد .  
 :نگهداري

ــار محــيط كــشت را جــايگزين كنيــد  -30   اگــر. هفتــه اي دو ب
 تراكم دارنـد، فقـط نـصف محـيط          50%  سلول ها كمتر از     

  اگـر سـلول هـا   . كشت را خارج كـرده و جـايگزين سـازيد      
ند، تمام محيط كشت را خارج كـرده و          تراكم دار  80-50 % 

 .جايگزين سازيد
ــراكم     -31 ــي ســلول هــا داراي ت    مــي باشــند بــا  80% وقت

 . پاساژ دهيد1:3 با يك نسبت تقسيم EDTA/ تريپسين 
 .بيش از سه بار پاساژ ندهيد -32

 
D –    جداسازي سلول هاي انـدوتليال قلبـي انـسان 

(Human Cardiac Endothelial Cell: HCEC)   
  . از بطن چپ انسان وجود داردCECاسازي امكان جد

  
   HCECمواد لازم براي 

 MHCدانه هاي مغناطيسي پوشيده شده با آنتي بادي هـاي           
  . انسانCD31 انسان يا IIكلاس 

ــد    ــشت رشـ ــيط كـ ــا HCEC : M199محـ   mM 4 بـ
 L –     10% گلوتامين كه با FBS   ، %10   سرم AB   ،انسان مذكر 

U/mL 150  ،ــيلين ــي س ــسين و  اسµg/mL150  پن ترپتوماي
ECGS همانند دستور كار Aتكميل شده است .  

  II  ،mg/mL 1كلاژناز 
  

  دستور كار 
  . را انجام دهيدCدستور كار -1
 . هضم كنيدII (Roche) با كلاژناز 7بافت را در مرحله -2
 MHCاز دانه هـاي مغناطيـسي داراي پوشـش آنتـي بـادي              -3

سلول هـاي    انساني استفاده كرده تا      CD31 انساني يا    IIكلاس  
 انتخاب كرده و همانند مرحلـه  C 20اندوتليال را همانند مرحله     

23 Cبه پيش برويد . 
4-hCEC را در محيط كشت رشد HCECنگهداري كنيد . 
 

 
  

   Neuroectodermal سلول هاي
  نرونها

به نظر مي رسد سلول هاي عصبي از لحـاظ انتخـاب بـستر              
آنهـا  . اشندنسبت به اغلب سلول هاي ديگر مشكل پسندتر مي ب         

بر روي پلاستيك يا شيشه تيمار نشده به خوبي زنده نمي مانند،            
 برون رشـد    . ليزين رشد مي كنند    – Dاما بر روي كلاژن و پلي       

 توسط يك فاكتور رشد عصبي (neurite outgrowth) نروني
 و (Nerve Growth Factor: NGF)پلـــي پپتيـــدي 

 لحــاظ  شــده از ســلول هــاي گليــال كــه ازفاكتورهــاي ترشــح
 متفاوت مي باشند، افزايش     NGFخصوصيات ايمني شناسي از     

در كشت اغلب نـرون هـا حتـي سـلول هـايي كـه در                . مي يابد 
 آشـكار بـوده   in vivoمراحل جنيني هستند و در آنها ميتوز در 

هرچند در مطالعات اخيـر  . است، تكثير سلولي يافت نشده است    
 بعضي از نرون هـا      با سلول ها بنيادي جنيني نشان داده است كه        

 و تشكيل مجدد كلني ها in vitroرا مي توان وادار به تكثير در 
  . كردin vivoدر 

 سلولهاي عصبي، يك     در كشت     گرانولي مخچه  سلول هاي 
بـراي مطالعـات ريخـت شناسـي و         جمعيت سلولي مناسـب را      
سلول ها از مخچـه رت هـاي بـا          . بيوشيميايي فراهم مي سازند   

  ت آمـــده و بـــا افـــزودن مختـــصر روز بدســـ8 يـــا 7ســـن 
 ، به كشت ها(cytosine arabinoside) سيتوزين آرابينوزيد 

  .از رشد سلول هاي غير عصبي ممانعت مي شود
  
  

  سلول هاي گرانول مخچه اي -15-18دستور كار
  

  طرح كلي
مخچه چهار تا هشت نوزاد رت بـه صـورت مكعـب هـاي              

 در  C 37° دقيقـه در دمـاي       15كوچك بريده شده و بـه مـدت         
Hank’s BSS  سوسپانـسيون سـلولي در   .  تريپسينه مـي شـود

 ليـزين  – Lچاهك ها يا فلاسك هاي پوشش داده شده با پلـي  
 .بذرافشاني مي شود

 
 
 
 

 
 

   نماي.سلولهاي اندوتليال عروقي در كشت: 15-2شكل 
 تك لايه سلولي اندوتليال آئورت انسان در زير ميكروسكوپ 

  .10 ×ي فاز كنتراست با بزرگنماي
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  مواد
  :استريل

DMEM با   
a (  گلوكز............................................................ mM 30  
b (L –گلوتامين ................................................... mM 2  
c (KCl ........................................................... mM 5/24  
d (انسولين...................................................... mU/L 100  
e(p -  آمينو بنزوئيك اسيد ....................................... µM 7   
f (جنتامايسين............................................... µg/mL 100  
g(FCS10  %............................... غير فعال شده با حرارت  

Hank’s BSS با g/l 3 (HBSS) BSA   
 Sigma)000/300لكولي بيش از  ليزين با وزن مو– Lپلي 

P-1524)  
  سيتوزين آرابينوزيد                             

   HBSS در II % (025/0نوع (تريپسين 
  سيليكون

  cm 5/3پتري ديش هاي كشت بافت 
  اسكالپل، قيچي و پنس: وسايل تشريح

  mL 10پي پت پاستور و پي پتهاي 
  mL 50 و 12لوله هاي آزمايش 

  :غير استريل
  حمام آب

  :سيليكونه كردن پي پت هاي پاستور
a( محلولAquasil  در 1/0-1% را UPWرقيق كنيد.  
b(                پي پت ها را در محلول فرو برده يا داخل پي پت ها را با آن

 .بشوئيد
c(       ساعت در مجاورت هوا خـشكانده       24پي پت ها را به مدت 

 . بخشكانيدC°100يا به مدت چند دقيقه در دماي 
d(رارت خشك استريل كنيدپي پت ها را با ح. 

 : ليزين-Lتيمار ديش هاي كشت با پلي 
a( پليL- ليزين را در  UPW  )mg/L 10 (حل كنيد.  
b(مخلوط را با فيلتراسيون استريل كنيد. 
c(mL 1 از محلـــول پلـــي L-ليـــزين را بـــه هـــر يـــك از   

 . اضافه كنيدcm 5/3 پتري ديش هاي 
d(   محلول پليL-      ج كـرده و     دقيقه خار  10-15 ليزين را بعد از

mL 15-1محيط كشت اضافه كنيد . 
e(       ديش هاي كشت را در انكوباتور قرار دهيد) ساعت2حداقل  (

 .تا زماني كه سلول ها بذرافشاني شوند
  

  دستور كار 
 HBSS نها را در    آمخچه را در شرايط سترون تشريح كرده و       -1

  .قرار دهيد

 mm3 5/0بافت را با اسكالپل به مكعب ها كوچـك حـدود            -2
 .دخرد كني

انتقـال  ) mL 12(به لوله هـاي آزمـايش    بافت خرد شده ر ا-3
اجازه دهيد .  شستشو دهيدHBSSداده و بافت را سه بار در   

 .كه بين هر شستشو بافت در ته لوله ته نشين شود
4-mL 10 در  (025/0%  تريپــسينHBSS ( بــه بافــت اضــافه

 C 37° دقيقه در يك حمـام آب        15كرده و لوله را به مدت       
 .نيدانكوبه ك

 انتقـال   mL 50بافت تريپسينه شده را به يك لوله سانتريفوژ         -5
 محيط كشت رشد اضافه كـرده تـا فعاليـت           mL 20داده و   

 .تريپسين متوقف شود
بافت را با ساييدن توسط يك پي پت پاستور سيليكونه شـده            -6

از هم جدا كرده تا زماني كه يك سوسپانسيون تـك سـلولي            
 . به دست آيد

 دقيقـه در    3-5وسپانسيون سلولي به مـدت      اجازه دهيد كه س   -7
لوله سانتريفوژ باقي مانده و توده هاي كوچك بافـت در تـه             

اين توده ها را با يك پـي پـت پاسـتور            . لوله ته نشين شوند   
 .خارج كنيد

 g 200 دقيقـه در     5سوسپانسيون تـك سـلولي را بـه مـدت           -8
 .سانتريفوژ كرده و سوپرناتانت را خارج كنيد

 در محيط كشت رشد بـه حالـت تعليـق در            رسوب را مجدداً  -9
 سـلول در هـر      5/2-3 ×106آورده و سلول ها را با غلظت          

 .ديش بذرافشاني كنيد
 روز بدسـت    2معمولاً بهترين نتايج بعد از      ( روز 2-4بعد از   -10

 سـاعت بـا سـيتوزين       24، كشت هـا را بـه مـدت          )مي آيند 
 .آرابينوزيد انكوبه كنيد

 . كنيد آن را با محيط كشت معمول عوض-11
  

نرونها را مي توان از لحاظ       :تعيين هويت كشت هاي نروني    
ايمني شناسي با استفاده از آنتي بـادي هـاي انـولاز اختـصاصي              
نرون يا با استفاده از سم كزاز بـه عنـوان يـك نـشانگر نرونـي،                 

ميزان آلودگي آستروسيتي را مي توان با استفاده از        . شناسايي كرد 
  .يال بعنوان نشانگر تعيين كردپروتئين اسيدي رشته اي گل

  توسـط   يك سوسپانسيون تك سلولي را مي تـوان        :تغييرات
غربال كردن مكانيكي با استفاده از تـوري هـاي نـايلوني يـا بـا                

)  دقيقـه اي 3-5يعني يك تيمار تريپسين   (تريپسينه كردن متوالي    
  .يك سوسپانسيون تك سلولي بدست آورد

  
   (glial cells)سلول هاي گليال 

سلول هاي گليال مغز ماكيان، جوندگان و انسان كـشت داده          
 طبيعـي بـالغ     (astroglial)  آسـتروگليال  رده هـاي  . شده است 

 پـروتئين اسـيدي رشـته اي گليـال          ،انساني از رده هـاي مغـزي      
(Glial Fibrillary Acidic Protein: GFAP)،   

 γ-           آمينوبوتيريك اسيد با ميل تركيبي بالا و جذب گلوتامات و 
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اليگودندروسيت هـا   . ندنفعاليت گلوتامين سنتتازي را بيان مي ك      
به آساني در واكشت زنده نمي مانند اما سلول هـاي پـيش سـاز        

  FGF2 و   PDGF از   ندروسيت عصب بينايي با اسـتفاده     اليگود
سلول هاي شوان با اسـتفاده      . بعنوان ميتوژن، كشت داده شده اند     

شده اند امـا امـروزه رشـد     سم كلرا بعنوان ميتوژن كشت داده  زا
   در forskolinبهينــه بــا اضــافه كــردن فــاكتور رشــد گليــال و 

سـلول هـاي    .  سرم حاصل مـي شـود      10% محيط كشت حاوي    
 آسيب هاي   ترانسپلنتگليال كشت داده شده در ترميم با واسطه         

  .نخاعي موفقيت هايي را به همراه داشته است
 شـده از انـواع      توانايي براي توليد جمعيت هاي بسيار غنـي       

سلولي خاص، براي موفقيت مطالعات زيست شناسـي بـر روي           
  عناصر متنـوعي كـه رشـد، تمـايز و عملكـرد سـلول را كنتـرل                 

ساز سلولي فعال   دادر اين خصوص ج   . مي كند، حياتي مي باشد    
ــا فلورســنس  ــراي  (FACS)شــونده ب ــزار قدرتمنــد ب    يــك اب

معيـت  غني سازي جمعيت هـاي نـسبتاً كـم سـلولي از يـك ج              
ساز سلولي براي   دادر ابتدا دستگاه ج   . سلولي ناهمگون مي باشد   

توصيف و مرتب كردن سلول هاي سيستم خونساز اختراع شـد           
كه در آن تعداد زيادي از آنتـي بـادي هـاي اختـصاصي سـلول                

به دليل در دسترس بودن آنتي بادي هايي كـه          . موجود مي باشد  
نـون انتقـال ايـن      هم نرونها و هم گليا را مشخص مـي كنـد، اك           

 امكان  (neurobioligy)تكنيك به حوزه زيست شناسي نرون       
  .پذير شده است

 بويايي در بين بافت هاي عصبي به شدت مـورد توجـه           پياز  
  مي باشد زيرا تنهـا سيـستم عـصبي مركـزي بافـت پـستانداران               

 نروني را در (regeneration) مي باشد كه مي تواند بازسازي
به محض اين كـه مـرگ نرونـي         . ت كند تمام طول زندگي حماي   

 سـلولي طبيعـي يـا       بازگردشاتفاق مي افتد، خواه در طي دوره        
  بعد از آسيب، نـرون هـاي تـازه توليـد شـده از يـك مخـزن از                   
  سلول هاي بنيادي كه دائماً در حال تكثيـر مـي باشـند، تقويـت              

اين نرون ها قادر به توليد اكسون هايي مي باشند كه           .  مي شوند 
  ه پياز بويايي را ساخته و مجـدداً حـس بويـايي را برقـرار              دوبار

به نظر مي رسد كه جمعيت سلولي گليـال موجـود در            .  مي كند 
لايه عصب بويايي پياز بويايي كه به نام سـلول هـاي پوشـاننده              

 (Olfactory Ensheathing Cells: OECs)پيـاز بويـايي   
ايت يا   حم CNSمي شوند رشد آكسونهاي بويايي را در         ناميده

در واقع مطالعات اخيـر نـشان داده اسـت كـه          . تشويق مي كنند    
OEC           ها قادر به ميلين دار كردن مجدد آسيب هاي بدون ميلين

ط آزمايشگاهي در طنـاب نخـاعي رت بوجـود          يشده كه در شرا   
  .آمده و حمايت از اكسون قطع شده مي باشد

 ها، لازم است كـه    OECفصل زيست شناسي    مبراي مطالعه   
را از انواع سلول هاي عمده كه پياز بويـايي را مـي سـازند               نها  آ

و دندروسيت هـا و     گ، الي CNSنرونها، سلول هاي گليال     : شامل
آستروســيت هــا، ســلول هــاي انــدوتليال و ســلول هــاي       

  . جداسازي كرد(meningeal cells)مننژيال

پياز بويايي رت معيارهاي جداسازي سـلولي موفـق توسـط           
FACSاز اين حيث كه را تأمين مي كند ،:  

به آساني پس از تيمار آنزيمي يك سوسپانسيون تك سـلولي           -1
  دهد و مي تشكيل 

   بـه همـراه آنتـي بـادي     O4آنتي بادي تك دودمـاني موشـي       -2
تواند براي تشخيص    مي   (anti-GalC)آنتي گالا كتوسربروزيد    

OESs  ــواع ســلول هــاي موجــود ديگــر اســتفاده شــود   .  از ان
ــادي   ــي بـ ــولفO4آنتـ ــي ژن seminolipidاتيد،  سـ    و آنتـ

پروليگو دندروبلاست را تشخيص داده و بسياري از سلول هاي          
ــال  ــوان PNS و CNSگليــ ــاي شــ ــلول هــ ــامل ســ    شــ

  ، اليگودندروسيت ها و سـلول هـاي پـيش سـاز و آستروسـيت               
ــوع  ــيتي 2ن ــي كنــد  (O-2A) اليگودندروس ــشان دار م   . را ن

 ،  OECs  پياز بويايي شـامل سـه جمعيـت سـلولي مـي باشـد             
   كـه بـه وسـيله      O-2Aاليگودندروسيت هـا، و پـيش سـازهاي         

 OECsهمچنين بر خلاف    .  نشان دار مي شوند    O4 آنتي بادي   
 توسط آنتي بـادي  O-2A اليگودندروسيت ها و  سازهاي ، پيش 
 نشان دار شده كه مي تواند به عنوان يـك نـشانگر             GaLCضد  

  يـن دو نـوع    بـا اسـتفاده تـوأم از ا       . گزينش منفي اسـتفاده شـود     
 مثبـت ،  O4 از سلول هاي    8-14% آنتي بادي، مشاهده شده كه      

OECs  ــر از ــوده و كمت ــاي  1% ب ــلول ه ــل س ــت، O4 ك  مثب
 OECs.  مي باشند  O-2Aاليگودندروسيت ها يا پيش سازهاي      

 مثبت مي باشند را مي توان به دو         O4 كه   FACخالص شده با    
تقسيم كرد  نوع سلول شبيه سلول هاي شوان و شبيه آستروسيت          

  كه توسـط يـك دسـته از نـشانگرهاي نرونـي، قابـل تـشخيص               
 وظايف in vivoاين دو نوع سلول ممكن است در .  مي باشند

فاكتور رشدي كه رشد و تمـايز       . عملكردي مختلفي داشته باشند   
  در حـضور  . آنها را تنظيم مـي كنـد اخيـراً بررسـي شـده اسـت              

 هـا  I ، OEC (ACM) محيط كشت شرطي آستروسيت نـوع  
  و رشــد خــوبي را نــشانزيــستايي  روز 14حــداقل بــه مــدت 

  . مي دهند
دستور كار زير يـك روش سـريع را بـراي خـالص سـازي               
جمعيت مختصر سلول هاي گليال از پياز بويـايي بـا اسـتفاده از              

هرچنـد  .  شرح مي دهـد FACSيك آنتي بادي سطح سلولي و  
ت اين اصول را مي توان براي خـالص سـازي هـر نـوع جمعي ـ              

نروني يا گليال به كار برد مشروط بر ايـن كـه دو معيـار اصـلي                 
محققق قادر به توليد يك سوسپانسيون تك سـلولي         : تأمين شود 

زنده بوده و آنتي بادي هاي مناسـب اختـصاصي سـلولي بـراي              
  .تشخيص سلول هاي مورد نظر وجود داشته باشد

 
 سلول هـاي پوشـاننده       -15-19دستور كار 
  پياز بويايي

  
  دموا
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 تعيين هويـت سـلولهاي گليـال توسـط          :15-1جدول  
immunostaining  

  

  
  

  :استريل يا تهيه شده در شرايط آسپتيك
 در 1:300 كه بـه نـسبت   mg/mL 4 ليزين -Lاستوك پلي   

UPW اســـتريل رقيـــق شـــده باشـــد وبـــا غلظـــت نهـــايي  
µg/mL 3/13استفاده مي شود   

   L-15 در I ،U/mL 2000استوك كلاژناز نوع 
Hank’s BSS   فاقدCa2+ و Mg2+  

 µg/mL 25 بـه اضـافه   Leibowitz L-15محيط كشت 
  جنتامايسين

DMEM/FBS :)DMEM 5% با FBS( 
  : حاويDMEM/BSمحيط كشت 

a(  گلوكز)g/L 5/4(…………………… mM 25 
b( جنتامايسين  µg/mL……………………… 25 
c(   …………..BSA Pathocyte) v/v % (0286/0 
d( گلوتامين mM…………………………… 2 
e(   انسولين پانكراس گاوµg/mL……….…….. 10 
f( ترانسفرين انسان….……………….µg/mL 100 
g(  پروژسترونµM…………..…………….. 2/0 
h( پوترسين………………  ……………µM 1/0 
i(  L-تيروكسين ………..…………… µM 45/0 
j( سلنيوم µM………..………………… 224/0  
k( 3تري يدو–5و 3'و -L-ينن تيرو……….µM 49/0 

   O4: MAB345: يآنتي بادي هاي تك دودمان
   MAB342: آنتي گالاكتوسروبروزيد
  ضـد موشـي و       IgM -فلورسـين : آنتي بادي هـاي ثانويـه     

   ضد موشيIgG3 –فيكواريترين 
فلاسك، ديش و لامل؛ تمام پلاستيك هـاي كـشت بافـت و      

ــا   ــشه اي را ب ــزين -L پلــي mg/mL 3/13لامــل هــاي شي  لي
  :بپوشانيد

a( دياعت انكوبه كن س24 ساعت و حداكثر 1به مدت حداقل  
b( پلاستيك ها و لامل ها را يكبار باD-PBSAشستشو دهيد  
c(قبل از استفاده آنهارا در مجاورت هوا خشك كنيد  

  پتري ديش
   درب دارmL15فالكون مخروطي پلي پروپيلني 

  )7سايز (پنس، خميده و راست
   ته گرد درب دارmm 75 × 12لوله پلي استيرن 

  قيچي خميده براي تشريح
  لپلاسكا

  :غير استريل
  post partom. روزهSprague-Dawley 8-6رت هاي 

از رت هاي نوزاد در مقايسه با حيوانات مسن تر مقدار بيشتري            
OECs           بدست مي آيد، هرچند امكان تهيه نمونه از حيوانات با 

  .هر سني وجود دارد
  تخته و سنجاق تشريح

   در بطري اسپري70%الكل
 ا فلورســـانسجورســـاز ســـلولي فعـــال شـــونده بــ ـ   

(Fluorescence Activated Cell Sorter: FACS)  
  :دستور كار

   :OECsتهيه سوسپانسيون سلولي تفكيك شده از 
بـار كـار بـا       رت بـراي هـر       15-20ز  ا. سر ببريـد  رت ها را    -1

هـا  OECبراي بازيافت ميزان كـافي از  و   FACS دستگاه
اسـتفاده  )  سـلول در هـر لامـل       10000( لامـل    10-15براي  
  .دكني

سر را به گونه اي كه سطح پشتي آن به سمت بـالا باشـد بـر                 -2
 . اسپري كنيد70%روي تخته تشريح سنجاق كرده و با الكل 

فرو بـرده    70%تمام وسايل تشريح را قبل از استفاده در الكل          -3
 .و تكان دهيد تا خشك شود

پوست سر را با استفاده از قيچي خميده تيز برداشـته و يـك               -4
اشتن قسمت بالاي جمجمه براي آشـكار      برش گرد براي برد   

 .كردن مغز و دو پياز بويايي در نوك بيني ايجاد كنيد
با استفاده از پنس هاي خميده با ملايمت پياز بويايي مغـز را             -5

  آزاد كرده و آنها را در يك پتـري ديـش حـاوي يـك قطـره           
 L-15به اضافه جنتامايسين قرار دهيد . 

ستريل، پيازهاي بويايي را بـه      با استفاده از يك تيغه اسكالپل ا      -6
 .قطعات كوچك ببريد

 استوك كلاژناز   mL1قطعات را در يك ويال كوچك حاوي        -7
 . قرار دهيدmL1 L-15و 

 30-45 به مـدت     C 37°قطعات پيازهاي بويايي را در دماي       -8
 .دقيقه انكوبه كنيد

ــدت    -9 ــه م ــده را ب ــت آم ــه دس ــسيون ب ــه در5سوسپان    دقيق
 rpm 1000سوپرناتانت را خارج كنيد سانتريفوژ كرده و . 

 فاقـد   mL 1 HBSSبافت پياز رسوب يافته را مجـدداً در         -10
Ca2+ و Mg2+به حالت تعليق درآوريد . 

سلول هاي گليال شكننده مي باشند، بنـابراين بـراي توليـد            -11
سوسپانسيون تك سلولي بايد بافت پيـاز بويـايي بـه آرامـي             

وليـد  جداسازي شده و مراقب باشيد كه حباب هـاي هـوا ت           
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بافت را با استفاده از يك سوزن تزريـق زيـر پوسـتي             . نشود
G19  ــا ســوزن تزريــق زيــر پوســتي  G 23 و پــس از آن ب

 .جداسازي كنيد

12-mL 5از  HBSS ــد ــرده و  +Mg2 و +Ca2 فاق ــافه ك  اض
 rpm 1000 دقيقـه در     10دوباره سوسپانسيون را بـه مـدت        

ــدداً   ــرده و مج ــارج ك ــوپرناتانت را خ ــد س ــانتريفوژ كني   س
ــا غلظــت   ميلــي ليتــر در /  ســلول5 × 106ســلول هــا را ب

DMEM-FCSبه حالت تعليق درآوريد . 

 FACS :(FACSهـا بـا اسـتفاده از     OECمرتب نمودن
sorting of OBECs)   

 از  +O4به منظور برطرف كردن حداكثر اليگودندروسـيت هـاي          
   تــرجيح داده مــي شــود كــه آنهــا را بــا يــك ،جمعيــت ســلولي
 نشاندار  (anti-GalC) ضد گالاكتوسربروزيد    آنتي بادي ثانوي  

را هـا   OEC بنابراين افتـراق بـين اليگودندروسـيت هـا و            .كرد
در اين روش، يك مرتب نمودن دو رنگي        . امكان پذير مي سازد   

(dual-color sort)  را مي توان انجام داد كه در آن مي تـوان 
  از سلول هاي ناخواسـته كـه بـا هـر دو آنتـي بـادي نـشان دار                   

  .شده اند چشم پوشي كرد
ــت،  -13 ــازي باف ــد از جداس ــدداً در5 × 106بع ــلول را مج    س

 µL 500        از مخلوط سوپرناتانت هاي هيبريدوما آنتي بادي 
O4    و ضد GalC          به حالت تعليق درآوريد و در يك لولـه 

 C 4° دقيقـه در دمـاي       30-45 به مـدت     mL15سانتريفوژ  
اهـد داشـت،     سلول وجود خو   5 × 106بيش از   . انكوبه كنيد 

. بنابراين تعداد كافي لوله براي اين تعداد سلول آمـاده كنيـد           
  اگر سوپرناتانت هيبريـدوما حـاوي غلظـت هـاي بـالايي از            

 آنتي بادي نباشد باعث افزايش درتعداد سلول ها و كـاهش           
يـك توجـه     . خواهد شد  +O4آشكار در درصد سلول هاي      

 بـه كـار     GalCمشابهي نيز براي سوپرناتانت هيبريدوما ضد     
بنابراين هميشه لازم است تا آنتي بادي هـا را قبـل            . مي رود 

   . تجزيه و تحليل كردFACSاز استفاده با 
-DMEM دقيقـه، سـلول هـا را دو بـار در             30-45بعد از -14

FCS  ــدداً در ــشو داده و مج -DMEM از µL 500 شست
FCS    از هم    1 : 100 داراي رقت IgM –     فلورسـين ضـد 

 ضد موشـي بـز بـه        IgG3 –رين  موشي بز  و هم فيكواريت     
 دقيقه ديگـر    30سلول ها را به مدت      . حالت تعليق درآوريد  

 . انكوبه كنيدC 4°در دماي 

ــا ســانتريفوژ كــردن در  -15 ــار ب  از mL 15ســلول هــا را دو ب
DMEM-FCS            شستشو داده و مجدداً آنهـا را بـا غلظـت 

ميلـي ليتـر بـراي مرتـب نمـودن در محـيط             /  سلول 2 ×106
 سرد شده در يخ در لوله هاي        DMEM-FCSكشت هاي   

 بـه حالـت   (cell sorting tubes)سـلولي   مرتب نمـودن 
ــد  ــق درآوري ــخ   . تعلي ــر روي ي ــلولي را ب ــسيون س سوسپان

  زماني كه سلولها بر روي يخ نگهداري . نگهداري كنيد

 براي سلول هاي نـشاندار شـده        FACSمي شوند خصوصيات    
 .دار است ساعت پاي3-4با آنتي بادي حداقل به مدت 

  اين دستور كـار روش مـورد اسـتفاده بـراي مرتـب كـردن               -16
را شـرح    FACStarسلول ها توسط يك جورساز سلولي 

هر چند در هر نوع جورساز سـلولي بايـد نتـايج            . داده است 
 تنظـيم   nm 488ليزر را در لاين تهيـيج       . مشابه حاصل شود  

تصحيح فلورسـانس بايـد بـراي خنثـي كـردن اثـرات             . كنيد
نس در داخل كانال هاي فلورسنت اختصاصي تنظيم        فلورسا
ــا   . شــود ــط ب ــه فق ــايي ك ــلول ه ــه شــاهد از س   يــك نمون

آنتي بادي هاي ثانوي نشاندار شده است بايد قبل از نمونـه            
نشاندار شده تجزيه و تحليل شود به طوريكه هر گونه نشان           
سلولي غير اختصاصي را بتوان گـزارش كـرده و بـا كـاهش             

وله دستگاه تقويت كننده نوري بتوان آنهـا   روي لgainدادن  
 .را برطرف كرد

يك دريچه مرتب كردن سلولي را در اطـراف سـلول هـاي             -17
O4+ GaLC− درصـد متوسـط سـلول هـاي     .  تنظيم كنيد

 .  باشد10 ± 1% بايد در حدود +O4بويايي 

ــاي -18 ــلول ه ــرد  −O4+ GaLCس ــه گ ــه ت ــك لول    را در ي
 .رتب كنيد مDMEM/FBSاز  mL4پلي استيرني حاوي 

بعد از مرتب نمودن، سلول هاي مرتب شده را به يك لولـه             -19
 انتقال داده، لوله مرتب كردن را با محيط mL 15سانتريفوژ 

كــشت شستــشو داده، ســلول هــاي شستــشو داده شــده را  
 پـر   DMEM/FBSمخلوط كرده و لوله سـانتريفوژ را بـا          

 rpm 1000 دقيقـه در     15لوله سانتريفوژ را به مـدت       . كنيد
 .سانتريفوژ كنيد

ــا را در   -20 ــلول ه ــدداً س ــرده و مج ــارج ك ــوپرناتانت را خ س
DMEM/BSممكــن اســت .  بــه حالــت تعليــق درآوريــد

 از  1:1 در رقت    OBECsسلول و رشد بهينه براي      زيستايي  
DMEM/BS : ACM بدســـت آيـــد  .ACM از   

  تك لايـه هـاي آستروسـيت قـشري خـالص سـازي شـده،               
 DMEM/BSت در  سـاع 48جمع آوري شده و به مـدت       

) 1 : 5(همچنين سلول ها را مـي تـوان در          . انكوبه مي شود  
ACM   ، )ng/mL 10 (FGF2   ، )µM 10 (forskolin 

 در  1:1 سـپس بـا نـسبت        كـه  DMEM/BSرقيق شده در    
DMEM 10%  حاوي FBSرقيق مي شود، كشت داد  . 

 اين دستور كار يك جمعيت بسيار غني شده از سلول هـاي          
ممكـن اسـت    ) . < 97(% توليد مي كنـد    +O4يي  گليال پياز بويا  
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 شكل شماتيك جدا سازي .تشريح پياز بويايي: 15-3شكل 
  .پيازهاي بويايي از مغز رت هاي نوزاد

 
اين سلول ها بر روي فلاسك ها، ديش ها يا لامل هاي پوشـيده        

 ليزين كشت داده شـده و بـراي بررسـي بيـشتر       –Lشده با پلي    
اخير نشان مي دهد كه اين سـلول هـا بـا            شواهد  . استفاده شوند 
 كه در مطالعه ميكروسكوپ الكتروني شرح       OECsسلول هاي   

داده شده اند مطابق بوده و تحقيق در مورد خـصوصيات بيـشتر             
  .آنها در حال انجام است

  
  

  سلول هاي غدد درون ريز 
باشد زيرا   كشت دادن سلول هاي غدد درون ريز مشكل مي        

. سلول هاي ترشـحي كـاملاً كـم باشـد    ممكن است تعداد نسبي  
Sato           و همكارانش سلول هاي عملكردي غدد فوق كليه و غده 

هيپوفيز تومورهاي رت را با جداسازي مكانيكي تومور و كشت          
تماميت عملكردي سلول ها بـا      . تك لايه معمولي كشت داده اند     

. پاساژ متناوب سلول ها به صورت تومـور، در رت حفـظ شـد              
  ها كاملاً نـسبت بـه كـشت سـازگار شـده انـد و               اكنون اين رده    

  مي توان آنهـا را بـدون پاسـاژ حيـواني و در بعـضي مـوارد در                  
  .محيط هاي كشت كاملاً تعريف شده نگهداري كرد

   جزيــره ايفيبروبلاســت هــا در كــشت هــاي ســلول هــاي
(islet cells)   ــوري ــل مرك ــار توســط اتي ــا تيم  پانكراســي ي

همچنين توسط سـانتريفوژ شـيب      تيوساليسيلات كاهش يافته و     
. چگالي و توسط آب شويي سانتريفوژي، خالص سازي شده اند      

مانند رده هاي سلولي تكثير     ه ظاهراً اما نه     جزيره اي سلول هاي   
همچنين كشت هاي كوتـاه مـدت   .  انسولين توليد مي كنند    ،يافته

 كه در محيط كـشت      (ductal)ي  ياز سلول هاي پيش ساز مجرا     

 به تمايز بـه سـمت سـلول هـاي ترشـح كننـده               بدون سرم قادر  
  .انسولين مي باشند، توليد شده اند

سلول هاي غده هيپوفيز كـه بـراي چنـدين واكـشت توليـد              
. هورمون هاي هيپوفيزي مي كنند از موش  جداسازي شـده انـد    

  هر چند سلولهاي غده هيپـوفيز انـسان نرمـال بـه خـوبي زنـده                
فيز بـه تـدريج ظرفيـت       نمي مانند و سلول هاي آدنومـاي هيپـو        

ساخت هورمون ها از دست مي دهنـد، كـشتهاي سـه بعـدي از      
  .آدنوماهاي هيپوفيز به ترشح پرولاكتين ادامه مي دهند

  
  ملانوسيت ها

وابستگي زياد كراتينوسيت هاي كـشت يافتـه نـسبت بـه            از  
 و چسبيدن و رشـد ترجيحـي ملانوسـيتها     بستر براي دستيابي به     

ميل شده با هورمون استفاده شـده       رشد در يك محيط كشت تك     
اين سيستم بر مشكل آلودگي كراتينوسيت ها غلبه كرده و          . است

با حـداقل تكميـل سـرم در غيـاب عوامـل شـيمي درمـاني يـا                  
 phorbol)پروموتورهاي سرطاني از قبيـل اسـترهاي فوربـول    

esters)           ايـن مـواد    .  باعث تكثيـر زيـاد ملانوسـيت مـي شـود
و بنابراين فعاليـت تيروزينـاز را مهـار          C(PKC)پروتئين كيناز   

بـا تكميـل بـا سـرم        . كرده و توليد رنگدانه را متوقف مـي كنـد         
رشد ملانوسيت به مراتب بهتر از سيستم هاي        ) 5-20(%متداول  

ــا كــاهش غلظــت    ــوان ب ــه+Ca2ديگــر مــي باشــد و مــي ت    ب
 mM 03/0          از رشد بيش از حد فيبروبلاست جلـوگيري كـرد  .

جا شرح داه مي شود را مي توان بـا حـذف            سيستمي كه در اين     
كه  رشد ملانوسيت را بـا افـزاش زيـاد سـطح             (كردن سم كلرا      

cAMP        و جـايگزين كـردن     )  داخل سلولي افـزايش مـي دهـد  
ايـن   . تعديل كردcAMP (dibutyryl cAMP)دي بوتيريل 

 را فـراهم    cAMP و   PKCمحيط كشت سطوح فيزيولوژيـك      
 را تحت شرايطي    cAMP كننده   ساخته كه مطالعه عوامل تنظيم    

  .كه براي بررسي ها  بهينه مي باشد امكان پذير مي سازد
  

   ملانوسيت ها -15-20دستور كار
  

  طرح كلي
 جـدا   ،اپيدرم بعد از تريپسينه كردن قطعات كوچك پوسـت        

 جداسازي شده و در محيط كشت       EDTA شده و سلول ها در      
  .ندكشت مي شوbasic FGF  (FGF-2) تكميل شده با 

  مواد
  :استريل

D-PBSA  
FBS   

ــون    ــا هورم ــده ب ــل ش ــيت تكمي ــشت ملانوس ــيط ك   مح
(MHSM):   

a ( 199محيط كشت) 400-1200 Gibco(، mL1/93  
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b (EGF)  استوكµg/mL 10(،mL  1/0    بـا غلظـت نهـايي 
ng/mL 10  

c ( ترانــسفرين) اســتوكmg/mL 10(، mL 1/0   ــا غلظــت ب
  µg/mL 10نهايي

d (  انسولين)  استوكmg/mL 10(، mL 1/0     با غلظت نهـايي 
µg/mL 10  

e (   تري يدوتيرونين)  استوكµM 1(، mL 1/0   با غلظت نهايي 
nM 1  

f(  هيدروكورتيزون) استوكmM 28/0(، mL 5/0   بـا غلظـت 
  µM 4/1 نهايي

g ( ســم كلــرا)اســتوك µM 1/0(، mL 1  بــا غلظــت نهــايي  
nM 1  

گـاو  به جاي سم كلـرا مـي تـوان از عـصاره غـده هيپـوفيز                 
µg/mL 35 ؛ اســـتوك نهـــايي ng/mL 7/0دي بوتيريـــل  و 
cAMP استوك ، mM 1 و در نهايت µM 100استفاده كرد .  

h (basic FGF)  اســـتوكng/mL 200(،  mL 5  بـــا
  ng/mL 10 غلظت نهايي

ــسين  ــسين  : EDTA/ تريپ ــا D-PBSA در 25/0%تريپ  ب
%1/0  EDTA)mM 5/3 (  

   µg/mL 10بازدارنده تريپسين سويا 
  cm 5/3 و 6  ،10ديش هاي كشت بافت با قطر 

  پي پت
  mL 50 و 15لوله هاي سانتريفوژ 

  :غير استريل
  )CO2 7% و C 37°(انكوباتور مرطوب

  حمام آب 
  سلول شمار الكترونيكي يا هموسيتومتر

  
  دستور كار 

  تهيه كشت اوليه
  :1روز 

 D-PBSA و سپس دو بار بـا        70%نمونه پوست را با اتانول      -1
  .دهيدشستشو 

 استريل انتقال داده به صـورتي       cm 10بافت را به يك ديش      -2
 .كه سطح اپيدرمي به سمت پايين قرار گيرد

 deep)با قيچي تشريح، چربي زير پوستي و پوست عمقـي  -3
dermis)را برش دهيد . 

 بـرش  mm 2× 2بافت باقيمانده را با اسكالپل به تكـه هـاي        -4
از حركـت اره    ( گذاشـته و ببريـد    تيغه را روي بافـت      . دهيد

 .)كردن استفاده نكنيد
ــه تريپــسين -5 ــه 25/0%قطعــات بافــت را ب  ســرد در يــك لول

 . انتقال دهيدmL 15سانتريفوژ 

 سـاعت در درجـه حـرارت        1-5/1قطعات بافت را به مدت      -6
براي بعضي از نمونـه هـا انكوباسـيون در          . اتاق انكوبه كنيد  

 ساعت، ممكن اسـت محـصول       18-24 به مدت    C4°دماي  
 .وسيت بيشتري توليد كندملان

 :2روز 
با ملايمت به لوله سانتريفوژ ضربه وارد كرده تا قطعـاتي كـه             -7

در ته لوله ته نشين شـده انـد جـدا شـوند و سـپس سـريعاً                
 . خالي كنيدcm 6محتويات لوله را به يك ديش 

با استفاده از پنس، قطعات بافت را به صورت مجزا بـه يـك              -8
يدرمي به سـمت پـايين       به صورتي كه سطح اپ     cm10ديش  

به آرامي هر يـك از قطعـات بافـت را در            . باشد انتقال دهيد  
صفحه اپيدرمي بايد به ديش چسبده و امكان        .  بگذاريد ديش

را درم  قطعـات   .  را بـا پـنس بدهـد       لايه درم جداسازي تميز   
 .دور بريزيد

 mL 15تمام صفحات اپيدرمي را بـا يـك لولـه سـانتريفوژ             -9
ــتريل حـــاوي  ) EDTA% 02/0 ) mM 7/0  ازmL 5اسـ

توجه كنيد كه هر كدام از صفحات اپيـدرمي را          . انتقال دهيد 
 قرار دهيد و بر روي ديواره پلاسـتيكي         EDTAدر محلول   

 .لوله سانتريفوژ نگذاريد
لوله را به آرامي ورتكـس كـرده تـا صـفحات اپيـدرمي بـه                -10

 .صورت سوسپانسيون تك سلولي تبديل شود
 سـانتريفوژ كـرده و      g 350ه در    دقيق 5سلول ها را به مدت      -11

 .سپس سوپرناتانت را خالي كنيد
رسوب سلولي را مجدداً در محيط كشت ملانوسـيت فاقـد           -12

 .سرم به حالت تعليق درآوريد
 1× 106سلول ها را با يك هموسـيتومتر شـمارش كـرده و             -13

 cm 5/3را در هر ديش     )  ملانوسيت 2-4×104تقريباً  (سلول
 5% با هورمون و داراي       محيط كشت تكميل شده    mL 2در  

FBSتلقيح كرده تا اتصال سلول ها تسهيل شود . 
هفته اي دو مرتبه كشت را با محيط كشت فاقد سـرم تـازه              -14

حاوي فاكتورهاي رشد و عصاره هيپوفيز گـاوي غـذا دهـي            
 .كنيد

 : 3-30روز 
 حاوي كراتينوسيت هـاي اوليـه بـا    ،كشت   ام،24در ساعت  -15

تكثيـر كراتينوسـيت    . د باش يملانوسيت هاي پراكنده شده م    
بايد در طي چند روز متوقف شده و بايد كلنـي هـا در طـي           

تا پايان هفته سوم، فقـط      . هفته دوم شروع به جدا شدن كنند      
در اغلـب مـوارد كـشت هـا         . ملانوسيت ها بايد باقي بمانند    

 بـراي   2-4نزديك به حالت تراكم رسيده و در هفتـه هـاي            
 .پاساژ دادن آماده مي باشند

 :واكشت
ــا     -16 ــار ب ــشت را دوب ــش ك ــي دي ــه آرام    EDTA% 02/0ب

)mM 7/0 (شستشو دهيد. 
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17-mL 3 ــسين ) EDTA% 1/0) mM 5/2 / 25/0% تريپــــ
 5ديـش را هـر      .  انكوبه كنيد  C 37°اضافه كرده و در دماي      

دقيقه يك بار زير ميكروسكوپ فاز كنتراست بررسي كـرده          
 .تا جداشدن سلول ها را مشخص كنيد

سلول ها جدا شدند، تريپسين را با بازدارنده        وقتي كه اغلب    -18
 محيط كشت حاوي    mL 1يا  ) µg/mL 10(تريپسين سويا   

 . سرم گوساله غير فعال كنيد%10
محتويات ديش را پـي پـت كـرده تـا از جداسـازي كامـل                -19

 .ملانوسيت ها مطمئن شويد
 . سانتريفوژ كنيدg 350 دقيقه در 5سلول ها را به مدت -20
 كـرده، سـلول هـا را مجـدداً در يـك             سوپرناتانت را خـالي   -21

 بدون  FBS 5%محيط كشت ملانوسيت فاقد كلسيم حاوي       
ــا غلظــت   ــق در آورده و مجــدداً ب ــت تعلي ــه حال ــسيم ب   كل

 FBS.  كـشت دهيـد    cm 10 سلول در هر ديش      4-2×104
به ديش هـاي    ) < 75(%براي چسبيدن خوب ملانوسيت ها      

بـرونكتين يـا    پلاستيكي مورد نياز است اما اگر ديش ها با في         
 پوشش داده شوند مـي تـوان آن را حـذف            I/IIكلاژن نوع   

 .كرد
هفته اي دو بار كشت را با محيط كشت ملانوسـيت بـدون             -22

محـيط كـشت داراي سـرم       . سرم يا سرم دار غذادهي كنيـد      
محــصول ملانوســيت بيــشتري توليــد مــي كنــد امــا رشــد  

كـاهش دادن غلظـت     . فيبروبلاست ها را تحريك مـي كنـد       
 ـ   هـيچ گونـه تـأثيري بـر روي تكثيـر            mM 03/0ا  كلسيم ت

ملانوسيت ها ندارد اما رشد بيش از حد فيبروبلاست هـا را            
 .باز مي دارد

 
  تأييد هويت ملانوسيتي

  كـــشت هـــاي ملانوســـيت ممكـــن اســـت در ابتـــدا بـــا 
كراتينوسيت ها و در هر يـك از مراحـل بـا فيبروبلاسـت هـاي               

كـشت هـايي كـه      هـر دو نـوع آلـودگي در         . پوستي آلوده شوند  
 نادر مي باشد    ،دنتوسط افراد با تجربه ايجاد و نگهداري مي شو        

بـا بررسـي كـشت زيـر        . باشـد  اما براي افراد مبتدي متداول مي     
ميكروسكوپ فاز كنتراست با فرض اين كه فرد مشاهده كننده با    
شكل سلول ها آشنا باشد، مي توان با اطمينان نسبي سلول هاي            

شناسايي دقيق تر را ميتـوان بـا بررسـي          . دملانوسيت را تأييد كر   
 يا رنـگ آميـزي      DOPAميكروسكوپ الكتروني، رنگ آميزي     

 وابـسته  1- بر ضد پروتئين Mel 5ايمنوفلورسنت با آنتي بادي 
  .به تيروزيناز انجام داد

  
   (hematopoietic cells) سلول هاي خونساز

ــده       ــشكيل دهن ــا ت ــون ه ــساز در آزم ــاي خون ــلول ه س
، در كشت هـاي طـولاني   (colony forming assays)كلني

مدت مغز استخوان و به صورت رده هاي سلولي پيوسـته رشـد             
با كنترل فاكتورهـاي رشـد اختـصاصي مـي تـوان      . داده شده اند  

 را از كشت هـاي آگـار        CFU-Aسلول هاي بنيادي خونساز يا      
 فـاكتور اصـلي     α1- MIPبه نظر مـي رسـد       . مجدداً كلون كرد  
. هـاي بنيـادي را در حالـت زايـا نگـه مـي دارد       بوده كه سـلول     

ــط حــاوي   ــه فق ــسيون ك ــاي سوسپان ــي ه ــب كلن ــد اغل   هرچن
 سلول هاي يك دودمان مي باشند، فقط به صورت كشت هـاي            
  اوليه كه كارايي ايجاد جمعيت مجدد خود را از دست داده، زنده         

كلنـي هـا    . مي مانند و بنابراين نمـي تـوان آنهـا را واكـشت داد             
يتي متـداولترين دودمـان هـا بـوده امـا تحـت شـرايط               گرانولوس

  .مناسب دودمان هاي ديگر را هم مي توان توليد كرد
تعدادي از رده هاي سلولي مييلوئيـد از لوكمياهـاي موشـي            

 لنفوبلاسـتوئيد    رده هـاي   بوجود آمده است و شـبيه تعـدادي از        
انساني، نشان داده شده است كه زنجيره گلوبـولين و در بعـضي             

  بعـضي از ايـن    .  كامـل را مـي سـازند       γ و   α گلوبولينهاي   موارد
  . رده ها را  مـي تـوان در محـيط كـشت فاقـد سـرم رشـد داد                   

مثـل   ( T بـه فاكتورهـاي رشـد سـلول      T رده هـاي سـلولي   
  .نياز دارند ) 2اينترلوكين 

  اولـــين رده ســـلولي لنفوبلاســـتوئيد انـــساني بـــا كـــشت
 سلولي بـسيار بـالا      هاي   دانسيته لنفوسيت هاي محيطي خون با      

)mL/ 106 ~ (  معمــولاً در كــشت هــاي عميــق)mm 10 > (
 EBVبعداً مشخص شد كه جاودان سازي بواسطه        . مد آ بوجود

  بوده و اكنون تكنيكهاي مناسـب بـراي ايـن روش در دسـترس             
  .  مي باشد

Friend و Rossi    نــشان داده انــد كــه يــك ويــروس  
 RNAويــروس ( دار موشــيFriend ( اعــث مــي توانــد ب

ــپلنومگالي ــتوزيس و(splenomegaly)اســ   اريتروبلاســ
(erythroblastosis)  كشت هاي .  در موش هاي آلوده شود

 خرد شده اين حيوانات بدست مي آيد، يسلولي كه از طحال ها
 در بعضي موارد منجـر بـه توليـد رده هـاي سـلولي پيوسـته از                

همـه ايـن رده هـا توسـط         .  سلول هاي اريترولوكميا مـي شـود      
چيزي كه اكنون به عنوان يك كمپلكس از ويروس هاي نـاقص            

 Moloneyو ياري دهنده  منـشأ گرفتـه از ويـروس سـاركوما              
بعضي از رده هاي سـلولي قـادر        .  مي باشد، ترانسفورم شده اند    

 اما  كننده بودهدهآلو in vivoبه توليد ويروسي مي باشند كه در 
  ين سـلول هـا را    نمـي باشـد و همچن ـ  آلوده كننده in vitroدر 

مي تـوان بـه صـورت تومورهـاي تـوپر يـا تومورهـاي آسـيت                 
(ascites) در موش هاي DBA2 يا BALB-cپاساژ داد .  

 با تعدادي از عوامـل      Friend سلول هاي     هاي تيمار كشت 
   ، پيــروات ســديم، ايزوبوتيريــك اســيد و    DMSOشــامل 

. دهـد هگزا متيلن بيس استاميد، تمايز اريتروئيد را افـزايش مـي            
سلول هاي تيمار نشده شبيه پرواريتروبلاست هاي تمـايز نيافتـه      
بوده در حالي كه در سـلول هـاي تيمـار شـده انقبـاض هـسته،                 
كاهش اندازه سـلولي و تجمـع هموگلـوبين بـه انـدازه اي كـه                 
رسوبات سلولي سانتريفوژ شده، قرمز رنگ مي باشـند مـشاهده           

ردن سلول ها بـراي     وجود تمايز را مي توان با رنگ ك       . مي گردد 
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ــكل  ــيت :15-4شـ ــاي ملانوسـ ــشت هـ ــشت (a).  كـ  كـ
ملانوسيت هاي حاصل از پوست ختنه گاه نوزاد، يـك هفتـه            

 به كلني هاي كراتينوسيت با لايه بندي مركـزي و           .پس از تلقيح  
ملانوسـيت هـا    . سلولهاي اپي تليال در اطراف آنها توجـه شـود         

بوده كه اغلـب توسـط      سلولهاي دندريتيك تيره و نسبتاً كوچك       
 برآمدگي هاي دندريتيك با كلني هـاي كراتينوسـيت در تمـاس            

ــند  ــي باش ــود  (م ــده ش ــاز كنتراســت دي ــا ميكروســكوپ ف   ).ب
 (b)            كشت هاي اوليه ده روزه ملانوسيت هاي اپيـدرمي نـوزاد 

  بـــسياري از ســـلولها داراي. TPAدر محـــيط كـــشت فاقـــد 
ــر      ــلولهاي ديگ ــوده و س ــاخه اي ب ــاي ش ــدريت ه داراي  دن

با ميكروسـكوپ  (مورفولوژي دو قطبي يا چند وجهي مي باشند    
 كـشت   (c)).  برابـر ديـده شـود      320فاز كنتراست با بزرگنمايي     

.  تيمـار شـده انـد      TPAثانويه از ملانوسيت هاي اپيدرمي كه با        
به مورفولوژي دندريتيك سلولها، پيگمانتاسيون و شكل دوكي و         

  .بلند و باريك آنها توجه شود
  

 in situ ، mRNA و دو رگـه سـازي   دينوگلوبين بـا بنـز  هم
همچنين مي توان رده سـلولي      . مشخص كرد اختصاصي گلوبين   

 را با سديم بوتيرات و همين براي تمايز         K562لوكميك انساني   
  .القا كرد

ممكن است ماكروفاژها را با جمع آوري سلول هايي كه در           
ي بافـت هـا     طي جداسازي آنزيمي اتصال مـي يابنـد، از بـسيار          

هرچند محصول نسبتاً اندك مي باشد و تعدادي . جداسازي كرد 
از تكنيكها براي بدسـت آوردن تعـداد زيـادتري از ماكروفاژهـا             
  توســعه يافتــه اســت، ممكــن اســت روغــن معــدني يــا       

 روز بعـد    3 به صفاق موش تزريق شـده و         ث تيوگليكولات برا 
ــالايي از  ــسبت ب ــايع حاصــل از شستــشوي صــفاق حــاوي ن  م

ممكن است در صورت نياز ماكروفاژها را       . باشد ماكروفاژها مي 
به دليل توانايي در اتصال به بستر كـشت در حـضور پروتئازهـا              

ماكروفاژها را به دليل حـساسيت نـسبت بـه          . خالص سازي كرد  
 اسـتفاده   روش هايي با  . تريپسين به سختي مي توان واكشت داد      

) petripermمثـل ديـش هـاي        (از پلاستيك هاي هيدروفوب   
  . توسعه پيدا كرده است

گزارش هايي در مورد رده هاي تكثير يافته ماكروفاژها، غالباً    
ماكروفاژهاي بالغ طبيعـي تكثيـر   . از نئوپلازي موشي وجود دارد 

هر چند ممكن است كشت سلول هاي پيش ساز در          . نمي شوند 
 امكـان پـذير     Spooncer  و    Dexterحال تكثير توسط روش     

  ).ور كار زيردست(باشد 
  

  كشت هاي دراز مدت مغز استخوان
با كشت دادن مغز استخوان كامل، نسبت بـين سـلول هـاي             
بنيادي و اسـتروما حفـظ شـده و در حـضور بـرهمكنش هـاي                
مناسب سلول هاي استروما و سلول هاي خونساز، سـلول هـاي            
بنيادي و سلول هاي پيش ساز خاص قادرند بـه مـدت بـيش از              

  ممكـن اسـت سـلول هـاي        . ثير ادامـه دهنـد    چندين هفته به تك   
پيش ساز مغز استخوان تازه يا كـشت هـاي دراز مـدت توسـط               

  .در آگار نرم يا در موش ها سنجيده شوندكلونوژنيك رشد 
  
  

ــار   ــتور كـ ــدت   -15-21دسـ ــشت دراز مـ   كـ
  سلول هاي خونساز مغز استخوان

  
  طرح كلي

مغز استخوان به داخل محيط كشت وارد شـده و بـه مـدت              
 هفته به صورت يك چند لايـه سـلولي   30 و حداكثر   12داقل  ح

سلول هـاي بنيـادي و سـلول هـاي          . چسبنده نگهداري مي شود   
لوئيد در حال بالغ شدن يـا بـالغ از لايـه چـسبنده بـه داخـل           يمي

سـلول هـاي پـيش سـاز        . محيط كـشت رشـد آزاد مـي شـوند         
  .توان در ژل هاي نرم سنجش كرد ماكروفاژ را مي/ گرانولوسيت
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  مواد
تمام معرف ها بايد قبل از استفاده از نظـر حمايـت از رشـد        

  .كشت ها آزمايش شوند
  :استريل

 پنـي سـيلين و      U/mL 50 كـه بـا      Fischerمحيط كـشت    
µg/mL 50       استرپتومايسين تكميل شده و حاوي )g/L 32/1 (

mM 16از  NaHCO3مي باشد  .  
ــادير  Fischer: محــيط كــشت رشــد ــل در مق ــشابه قب  م

mL100    كه باµM 1  سـديم سوكـسينات و      ، هيـدروكورتيزون 
هيـدروكورتيزون سـديم    ( سرم اسـب تكميـل شـده اسـت         %20

ــتوك   ــه صــورت اس ــسينات ب ــشت mM 1سوك ــيط ك  در مح
Fischer تهيه شده و در دماي °C 20-نگهداري مي شود .(  

  G 21 با سر سوزن هاي mL1سرنگ هاي 
  گاز، سواب، قيچي، پنس
  cm2 25فلاسك ها كشت بافت 

  :غير استريل
   : (C57BI/6 × DBA/2)پنج عدد موش

  
  دستور كار

 (cervical dislocation)موش دهنـده را بـا قطـع گـردن    -1
  .بكشيد

 مرطوب كرده و هر دو استخوان       70%پوست موش را با الكل      -2
 اسـتخوان ران را در يـك پتـري ديـش            10. ران را جدا كنيد   

شده  كه بر روي يخ قرار داده        Fischerحاوي محيط كشت    
 5/1-2 × 10 7يك اسـتخوان ران حـاوي       . جمع آوري كنيد  

 .باشد سلول هسته دار مي
 :در داخل يك هود لامينار فلو-3
a(           همه بافت هاي عضلاني باقيمانده را با استفاده از سواب هاي

  .تنزيب تميز كنيد
b(استخوان ران را با پنس نگه داشته و انتهاي زانو را قطع كنيد. 

  .احتي در شكاف استخوان جا شود بايد به رG21سر سوزن 
c(       تا حد ممكن انتهايي ترين قسمت ديگر استخوان ران را قطـع

 .كنيد
d(        سر استخوان را در داخل يك بطريmL100     محـيط كـشت 

رشد قرار داده و پيستون سرنگ را چندين مرتبه به داخـل و        
خارج كشيده تا تمام مغز استخوان از اسـتخوان ران خـارج            

 .شود
e( مراحلa-dاستخوان ديگر تكرار كنيد9ا  را ب .  
، مغـز اسـتخوان را      mL10با پي پپتينگ كردن با يك پي پت         -4

نيازي نيست كه توده هـاي كوچـك سـلولي از           . پخش كنيد 
 .هم جدا شوند

 از سوسپانسيون سـلولي را در فلاسـك هـاي           mL 10مقدار  -5
 توزيع كرده و فلاسك هـا را چرخانـده تـا            cm2 25كشت  

 .كنواخت شودتوزيع سلولها در كشت ي
 در هوا گـازدهي كـرده و درپـوش      CO2 5%فلاسك ها را با     -6

 .آنها را محكم كنيد
  . انكوبه كنيدC 33°كشت را به صورت افقي در دماي -7
 .كشت ها را هفته اي يك بار غذادهي كنيد-8
a(            فلاسك ها را تكان داده تا سلول هايي كه سست چسبيده اند

  .به حالت تعليق درآيند
b(mL 5رشـــد بـــه انـــضمام ســـلولهاي  از محـــيط كـــشت 

سوسپانسيون را خارج كنيد؛ مراقب باشيد پـي پـت بـا لايـه        
 .سلولي چسبيده تماس پيدا نكند

c(mL 5              محيط كشت رشد تازه به هـر فلاسـك اضـافه كنيـد؛ 
براي جلوگيري از آسيب، محيط كشت را مستقيماً بـر روي           

 .لايه چسبيده توزيع نكنيد
d(در انكوباتور قرار دهيدكشت ها را گازدهي كرده و آنها را . 

 
سـلول هـاي جمـع آوري شـده در طـي             :تجزيه و تحليـل   

  :غـــذادهي را مـــي تـــوان بـــا روش هـــاي مختلفـــي شـــامل
   CFU-S و سـنجش  CFC ريخـت شناسـي، سـنجش هـاي     

 in vivo براي سلول هاي بنيادي بررسي كرد.  
  

آزمون هاي تـشكيل دهنـده كلنـي در سـلول هـاي          
  خونساز

سلول هاي خونساز ممكـن اسـت بـه         سلول هاي پيش ساز     
صورت سوسپانـسيون در محـيط هـاي كـشت نيمـه جامـد در               

بر حـسب تـوان     . رشد مناسب كلون شوند   ) هاي(حضور فاكتور 
كلني هاي خالص يا مخلوط        سلول هاي بنيادي جداسازي شده،    

آزمون هـاي تـشخيص سـلول هـاي         . شده به دست خواهد آمد    
 ،  (GM-CFC)روفـاژ   تشكيل دهنده كلني گرانولوسـيت و ماك      

 ،  (BFU-E)شكيل دهنده اريتروسيت هاي پيوسـته     واحدهاي ت 
   و(CFC-mix)ســلول هــاي تــشكيل دهنــده كلنــي مخلــوط 

 سلول هاي تـشكيل دهنـده كلنـي گرانولوسـيت، اريتروسـيت،            
  وTesta توسط (CFC-GEMM)ماكروفاژ و مگاكاريوسيت 

Molineux    تـين   شرح داده شده و جايگاه آنهـا در فنـاوري رو
  .كشت سلولي خونساز قبلاً به خوبي مشخص شده است

راندمان رشد كلنـي هـا در ايـن سـنجش هـا بـا اسـتفاده از            
اين . متوسل به جاي آگار بعنوان فاز نيمه جامد، افزايش مي يابد          

روش باعث ايجاد كلنـي هـاي سـفت تـر شـده كـه ارزيـابي و                  
 شمارش آنها را آسانتر مي كنـد و چـون متوسـل يـك مـايع بـا                 

  ويسكوزيته بالا مي باشـد و ماننـد آگـار شـبيه ژل نمـي باشـد،                 
سلول ها در آن هـر چنـد آهـسته تـه نـشين شـده و در قاعـده                    

اين روش براي مشاهده بعـدي،      . پلاستيكي پليت قرار مي گيرند    
در سـلولها   اگـر   . همه آنها را در يك سطح كانوني قرار مي دهد         
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وند كلنـي هـا      در هوا رشد داده ش     CO2 5%يك اتمسفر حاوي    
 كافي  دليل خونسازي تشكيل خواهند شد اما اين ممكن است به         

 5% و   CO2 10%باشد و در شرايط بهينه فاز گازي بايـد شـامل            
O2   اگـر انكوبـاتوري بـا ايـن مخلـوط گـازي در             .  در هوا باشد

دسترس نمي باشد مي توان از يك كپسول با گازهـاي مخلـوط             
 پلاستيكي داراي درپـوش     ديش ها را در يك جعبه     . استفاده كرد 

جعبـه را بـا نـوار       . كه يك سوراخ در آن وجود دارد قرار دهيد          
پلاستيكي پوشـانده و قبـل از پوشـاندن از طريـق سـوراخ آنـرا                

 يك ديش حاوي آب در داخل جعبه محيط داخل. گازدهي كنيد
  .ن را مرطوب نگه خواهد داشتآ

  
  

 آزمـون هـاي سـلول هـاي          -15-22دستور كار 
  شكيل دهنده كلنيخونساز ت

  
  طرح كلي

ســلول هــاي مغــز اســتخوان را در آگــار يــا متوســل       
(methocel)            به حالت تعليق درآورده و سلول ها را به همـراه 

  .فاكتورهاي رشد مناسب در داخل ديش ها بذرافشاني كنيد
  مواد

  :استريل يا تهيه شده در شرايط استريل
). 1-4مراحـل  15-21دستور كـار    (سلول هاي مغز استخوان   

 را بعد از رنگ آميزي آنها با متيلن بلـو بـا             هسته دار سلول هاي   
 Zapoglobinيك هموسيتومتر شمارش كرده يا سلول ها را با          

ليز كرده و هـسته هـا را توسـط دسـتگاه شمارشـگر الكترونـي                
  . سلول بدهد1-5/1 ×107هر استخوان ران بايد . شمارش كنيد

  cP 4000متيل سلولز 
  نوبل آگار
   Alpha MEM استوك
FBS 

به صـورت نوتركيـب يـا از        ) 15-2جدول(فاكتورهاي رشد   
  يك محيط كشت شرطي

BSA %10در  PBSA D-   
  cm 3پتري ديش هاي 

 wehi-cell (wehi-CM) . wehiمحيط كشت شـرطي  
3B    لومنوسيتي موشي بوده كه وقتـي كـشت        ي يك رده سلولي مي

  .  مي كندIL-3شود، در محيط كشت توليد 
  زمتيل سلول

a(g 2/7   ــري ــك بط ــه ي ــرده و آن را ب ــل را وزن ك    متوس
 mL 500حاوي يك ميله مغناطيسي بزرگ اضافه كنيد .  

b(متوسل را با اتوكلاو كردن استريل كنيد. 
c(mL 400 UPW     استريل كه تا °C90    حرارت داده شده 

 .را به متوسل مرطوب اضافه كنيد

d(     مخلوط را در دماي°C 4           به مـدت يـك شـب بـر روي 
اكنـون محلـول   . يسي قرار داده تا همزنـي شـود    همزن مغناط 

روش دقيق تـر ايـن اسـت كـه بـراي            .  مي باشد  2×متوسل  
 توزيع متوسل به جاي اسـتفاده از پـي پـت از يـك سـرنگ               

  .استفاده شود)بدون سر سوزن ( 
  :محلول استوك محيط كشت آلفا

a( پودر محيط كشت آلفا) جعبهL10(  
b( استوك ويتامينMEM ×100 به ميزان ،mL100 
c( سولفات جنتامايسينmg 200 
d(        محيط كشت را بر روي يك همزن هيتر دار همزده تا حل

اجازه ندهيد كـه    ( ليتر برسانيد  3 به حجم    UPWشود و آن را با      
قبل از فيلتراسيون نهـايي     ).  برود C 37°درجه حرارت بالاتر از     

، بهتر است محيط كشت را با اسـتفاده از          µm 22/0با يك فيلتر    
 پـيش  µm45/0  و 8/0، 2/1، 5يفي با قطـر منافـذ   فيلترهاي رد

 توزيع كرده و آن     mL 21محيط كشت را در مقادير      . فيلتر كنيد 
  -C20°را در حجم هاي از قبل انـدازه گيـري شـده در دمـاي                

 .نگهداري كنيد
  : 2×محيط كشت آلفا 

a( ،محلول استوك محيط كشت آلفاmL 21  
b(FBS ، mL  25 
c( گلوتامين)mM 200( ،mL 1 
d(NaHCO3 % 5/7 ، mL 3 

ن را   آ مواد بالا در يك بطري استريل مخلوط كـرده و دمـاي           
  .  برسانيدC37°به 

  : غير استريل
 و  C37°به همـراه آگـار، از دو حمـام آب يكـي در دمـاي                

  . استفاده كنيدC55°ديگري در دماي 
   N2 85%و CO2 ، %5  O2% 10فاز گازي : انكوباتور

  
-CFU و A BFU-E  ،CFC-Mix:دستور كـار 
GEMM  

 بـه   BSA 1% كه   2× يك حجم مساوي از محيط كشت آلفا        -1
 مخلوط كرده تا مقـدار      2×آن افزوده شده است را با متوسل        

مخلوط . مورد نياز از محيط كشت براي آزمايش ساخته شود
  متوسل وقتـي سـرد اسـت بيـشتر مـايع          : را سرد نگه داريد     

  . مي شود
 4ما مخلوط كافي براي     كشت ها را با سه تكرار انجام دهيد ا        -2

ديش بسازيد چون متوسل بـه ديـواره لولـه هـا چـسبيده و               
 .هميشه مقداري از آن از دست مي رود

غلظــت مــورد نظــر از فاكتورهــاي رشــد را بــه لولــه اضــافه -3
 )15-2جدول (كنيد

 . سلول اضافه كنيد5 × 4-104
 رسـانده    mL 4/4 به   1×حجم كل را با افزودن محيط كشت        -5

 .وي يك ورتكس مخلوط كنيدو لوله ها را ر
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  افـزودن سـلول هـا و فاكتورهـاي رشـد بـراي             :15-2جدول
   آزمون هاي تشكيل دهنده كلني

  

  
  
  
  
ــا اســتفاده ازيــك ســرنگ ،  -6    از محــيط كــشت را در mL1ب

 كه مخـصوص كـشت بافـت نمـي باشـند            cm3پليت هاي   
 .كشت دهيد

 در يـك اتمـسفر مرطـوب داراي         C 37°كشت را در دمـاي      -7
%10 CO25 % و  O2    روز انكوبـه  8-15در هـوا بـه مـدت 

  .كنيد
  
  

  شناسايي كلني ها
 مي توانند به صورت كلني هاي منفـرد         BFU-Eكلني هاي   

كه از سلول هاي بسيار كوچك تشكيل شده اند يـا بـه صـورت             
كه هر كدام از سلول هاي )  سرهمتپش(كلني هاي چند مركزي  

 كنـار   قرمز يا صورتي بسيار كوچك كه بـه صـورت محكـم در            
ميـزان بـروز اينگونـه كلنـي هـا          .  گرفته اند، باشند   ريكديگر قرا 

  .باشدمي  سلول مغز استخوان 105/80-40
 مـي تواننـد بـه صـورت كلنـي هـا             CFC-mixكلني هاي   

فشرده منفرد معمولاً با يك هاله سلولي بـا انـدازه بـسيار متغيـر               
آنها ممكن است چند مركزي باشند اما جمعيـت سـلولي           . دنباش
ميزان بروز كلني هـا در ايـن   .  ميزان زيادي ناهمگون مي باشد    به

 سلول مغز استخوان مي باشـد كـه از          100-105/180آزمون بين   
 كلني ها مخلوط حـاوي سـلول هـاي          10%بين آنها فقط حدود     
اگر سـلول هـاي اريتروئيـد قرمـز نباشـند،            .اريتروئيد مي باشند  

 ـ         سيار مـشكل   تشخيص صحيح كلني ها توسط افراد غير متبحر ب
بايد از كلني ها عكس گرفته شـود و سـپس انتخـاب             . مي باشد 

 سـاخته شـود كـه        سيتوسـانتريفوژ  شده و سپس بايد نمونه هاي     
  .  رنگ شوند10%بتواند فيكس شده و با گيمسا 

  
  B  GM-CFC:دستور كار

 كه مخصوص كشت بافـت نمـي باشـند را           cm 3ديش هاي   -1
  .نشانه گذاري كنيد

 C 37° بسازيد و آن را در دماي      3/0%يك محيط كشت آگار     -2
 .نگهداري كنيد

 سلول هاي هـسته دار      .سلول هاي مغز استخوان را تهيه كنيد      -3
را بعد از رنگ آميزي سلول ها با متيلن بلـو شـمارش كـرده يـا                 

 ليز كرده و هـسته هـا را بـا يـك             Zapoglobinسلول ها را با     
ران هـر اسـتخوان     . شمارشگر سلولي الكترونيك شمارش كنيـد     

  . سلول هسته دار خواهد بود1-5/1 ×107داراي   
4-ng/mL 1/0   ازrMurGM-CSF        به هر كدام از ديش هـا 

 .اضافه كنيد

5-mL 1       سـلول اضـافه   5/7 ×104 محيط كـشت آگـار حـاوي 
اجـازه  . ن را چرخانده تا سلول ها با آگار مخلوط شـوند  آكرده و 

 .دهيد آگار در درجه حرارت اتاق تنظيم شود

.  استفاده كـرد   8/0%توان از محيط كشت متوسل      همچنين مي   -6
اين روش معمولاً كلني هاي سفت تري داده كه شمارش آنها را            

 .آسانتر مي كند

 .ديش ها را در يك جعبه پلاستيكي قرار دهيد-7

 روز در انكوبـاتور مرطـوب در دمـاي          6ديش ها را به مدت      -8
°C 375%  در يك اتمسفر حاوي CO2در هوا قرار دهيد . 

تفاده از ميكروسكوپ معكوس، كلني هايي را كـه داراي          با اس -9
 سلول مي باشند شمارش كرده و تعداد را به صورت           50بيش از   

 . سلول بذرافشاني شده بيان كنيد105تعداد كلني در 

10-GM-CFC        100-120 /105 در مغز اسـتخوان طبيعـي 
 .سلول مي باشد

  
  گنادها

 ovarian granulosa )تخمـدان  گرانولـوزا  سلول هـاي  
cells)                 را مي تـوان نگهـداري كـرد و ظـاهراً در كـشت اوليـه 

كاركردي مي باشند اما عملكردهاي اختصاصي در طي واكـشت          
يك رده سلولي كه از تخمدان هامستر چينـي         . از دست مي رود   

 براي ساليان درازي كـشت داده شـده         (CHO-KI)شروع شده   
ي تلوئيـد   هر چند اپ  . است اما نژاد آن هنوز شناسايي نشده است       

 cAMPزمـاني كـه در دي بوتيريـل          در بعضي مراحـل رشـد،     
  .كشت شود، يك تغيير شبه فيبروبلاستي را طي مي كند

قــسمت هــاي ســلولي بيــضه بــا روش تــه نــشيني ســرعت 
جداسازي شده اند، اما هيچ گونه كشت طـولاني مـدت از آنهـا              

  يك رده اپي تليال از بيـضه مـوش           TM4. گزارش نشده است  
.  هر چند اشكال تمايز يافته آن گـزارش نـشده اسـت            مي باشد، 

  .دبيضه هم كشت داده شده ان سرتولي همچنين سلول هاي 



  
  فصل شانزدهم

  
  
  
  

  رفع مشكلات
 
 
  
  

صرف نظر از اين كه يك آزمايشگاه چگونه اداره مي شـود،            
زماني كه كاركنان جديد، تكنيكهاي جديد يا هر پيشرفت جديد،     
جريان طبيعي كارها را ناپايدار مي كند، مـشكلات رخ خواهنـد            

يك راه حل براي اين گونه مشكلات اين است كه مطمـئن            . داد
 روش ها تغيير نمي كنند، يعني روشهاي كار استاندارد،          باشيم كه 

تعريف شود و مطمئن شويم كه تغيير اين روشـها فقـط پـس از               
هـر  . آزمايش جامع همه واكنش هاي ممكن  صورت مي پـذيرد   

چند اغلب اين كار مشكل مي باشد به خصوص در يك محـيط             
 تحقيقاتي كه پيشرفت نيازمند تغيير پيوسته و روش هاي جديـد          

  .مي باشد
توصيه هاي پيشنهادي در فصل هـاي قبـل بـر روي دسـتور      

 و گـاهي اوقـات بـا        "چگونه آن را انجام دهـيم     "كارهاي عملي   
تعيين اين كه چه چيزي ممكن است باعث اشتباه شـود تمركـز             

در اين فصل تلاش مي شود كـه ايـن مـشكلات بـالقوه              . داشت
   تحــت عنــاوين موضــوعي خلاصــه شــود و مــشكلات بــالقوه،

  .پرسش ها و راه حل هاي بيشتري پيشنهاد شود
  

  رشد سلولي آهسته
  مشكلات محدود به استوك هاي شما

  . سلولها را از لحاظ آلودگي چك كنيد-1
a (        اگر بدون آنتي بيوتيك كار مي كنيد)        و شما مجبـور بـه ايـن

  .بيشتر آلودگي ها آشكار خواهند بود!) كار هستيد
i (يكروسكوپ آن را بررسي كنيدبا چشم غير مسلح و توسط م.  

ii (در صورت آلوده بودن سلولها را دور بريزيد.  
b (             آلودگي ميكوپلاسمايي آشكار نخواهد بـود و شـما بايـد بـه

طور منظم سلولها را از لحاظ آلودگي ميكوپلاسـمايي چـك           
  .كنيد

c (راهها يا علت هاي بالقوه را چك كنيد.  
شت و سـرم هـاي       رشد سلولهاي خود را با محيط هـاي ك ـ         -2

يعنــي از يــك بــچ يــا شــركت ســازنده (ديگــر چــك كنيــد 

 10 ×اگر شما به طور معمول از پودر بـا غلظـت            ). متفاوت
اگـر ايـن تغييـر      .  بخريـد  1 ×استفاده مي كنيد، يك استوك      

نشان داد كه مشكل به محيط كشت مربوط است، به قسمت           
بعدي كه در مورد محيط كشت است در همين بخش رجوع           

  .كنيد
 اگر مشكل مربوط به محيط كشت نبود، ممكن است مربوط           -3

  .به سلولهاي شما باشد
a (                 آمپول ديگـري را از حالـت انجمـاد ذوب كـرده و آن را بـا

به طور مجـزا بـا دو كـشت         . استوك قبلي خود مقايسه كنيد    
. كار شود تا مبادا يك آلودگي در استوك اصلي داشته باشـيد       

) يـا ضـمن چـك كـردن          ( اين كار را قبل از چـك كـردن        
  : در زير انجام دهيد b –dمراحل 

b (              سلولها را در هنگام واكشت شـمارش كـرده و يـك منحنـي
رشد تهيه كرده تا آن را بـا نتـايج قبلـي بـراي ايـن سـلولها                  

بررسـي كنيـد كـه آيـا مـوارد زيـر در مـورد               . مقايسه كنيـد  
  :سلولهاي شما صادق است 

i (نتقال بسيار كم بوده استدانسيته بذرافشاني در زمان ا.  
ii (سلولها خيلي زياد واكشت داده شده اند.  

iii (          سلولهاي براي مدت زمان بسيار طولاني قبل از واكشت در
  .فاز سكون  باقي مانده اند

c (             آيا در بچ تريپسين يا عامل جدا كننده ديگر تغييـري حاصـل
  .شده است؟ شماره بچ و شركت هاي سازنده چك شود

d ( تعيين شدت جداسازي، چك شود كه آيابراي  
i(      مدت زمان مجاورت بـا تريپـسين )     خيلـي  ) يـا عوامـل ديگـر

  .طولاني بوده است
ii(               عامل جدا كننده خيلي غليظ بـوده يـا فعاليـت ويـژه بـالايي

  .داشته است
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iii (         انكوباتور مورد استفاده براي تريپسينه كردن خيلي گرم بوده
  .است

iv ( سازي خيلي شديد بوده استپي پتينگ در طي جدا.  
v (    سلولها نسبت بهEDTA      حـساس بـوده انـد  )   در صـورت

  ).EDTAاستفاده از 
vi (از رقيق كننده نامناسب براي تريپسين استفاده شده است.  

vii (             از يك بچ نامناسب از رقيق كننده تريپـسين اسـتفاده شـده
  .است

افراد ديگر هم دچار مشكل     مسئله عمومي تر بوده و      
  اندشده 

  .مواد و وسايل مشترك چك شود
  گرمخانه و انكوباتورها

  .درجه حرارت وثبات آن به طور نامناسب كنترل شده است) 1
a (ترموستات خراب است.  
b (دفعات استفاده از انكوباتور زياد است.  
c (در گرمخانه باز گذاشته شده است.  
d (فن )گردش دهنده هوا خراب شده اند يا گرماي بـيش         ) هاي

  .ز حد توليد مي كنندا
  .با استفاده از دماسنج دستي ثبت كننده، انكوباتورها را چك كنيد

  .  حفظ نشده استCO2رطوبت انكوباتور ) 2
a (سيني آب پر نشده است.  
b (در اطراف درها نشتي وجود دارد.  
c (دسترسي به انكوباتور خيلي زياد است.  
d (        ي  ميزان تبخير را با وزن كردن پتري ديش حاوPBSA    بـه  

  .صورت روزانه چك كنيد
 بـه طـور صـحيح كنتـرل     CO2   در انكوباتور CO2غلظت ) 3

  .نمي شود
a (تعداد دفعات باز كردن در انكوباتور زياد است.  
b ( كنترل كنندهCO2داراي مشكل مي باشد .  
 ، با يك پتري ديش حاوي محيط كشت از قبل آزمايش شـده          -1

pHرا در محل چك كنيد .  
  . چك كنيد (Carborite) سنجCO2 انكوباتور را با  هواي-2
 و تنظيمـات    CO2 با مخلوط هاي گازي استاندارد، غلظـت         -3

  .صفر را مجدداً كاليبره كنيد
  

  آيا تغييري در آزمايشگاه صورت گرفته است؟
  كاركنان

   كاركنان كشت-1
   كاركنان آماده سازي-2
   روش هاي آماده سازي-3
   كار آموزي-4
  ازدحام بيش از حد: ضا  تخصيص ف-5

  محيط هاي كشت

   شركت توليد كننده-1
   بچ-2
   نوع-3
   ذخيره سازي-4

  روش هاي كار
   زمان هاي انكوباسيون-1
   سرعت انجام كار-2
   مراحل انجام كار-3
   موقعيت-4
   مقياس-5

  تجهيزات
  آيا تجهيزات تازه اي اضافه شده است؟:  جايگزيني ها -1
   وسيله اي خراب شده است؟آيا:  وضعيت عملياتي -2
آيا مكان يا موقعيت تجهيـزات مـورد اسـتفاده يـا            :  موقعيت   -3

  تجهيزات مجاور تغيير كرده است؟
آيا تجهيزات در محـدوده درجـه       :  درجه حرارت عملكردي     -4

  حرارت بهينه كار مي كنند؟
  

  محيط كشت 
 آيا مشكلات مربوط به استوك شـما يـا اسـتوك هـاي عمـومي               

  مي باشد؟
  نس
ايـن  .  شماره بچ و تاريخ خريد محيط كـشت را چـك كنيـد             -1

  .مدت نبايد بيش از يك سال باشد
 فقط به   C4° اگر محيط كشت داراي گلوتامين باشد در دماي        -2

  . ماه پايدار است1مدت 
  شرايط ذخيره سازي

 بررسي شود كه درجه حرارت سـردخانه يـا يخچـال برابـر              -1
C°4و يا كمتر مي باشد  .  

ود كه محيط كشت در تاريكي و يا حداقل زيـر نـور    چك ش  -2
در غير اين صورت محيط كشت      . تنگستن ذخيره شده است   

در زير نور فلورسنت تجزيه خواهد شد مگر ايـن كـه نـور              
  . اندكي داشته باشدUV ،خروجي

  كيفيت محيط كشت
  . محيط كشت را با محيط هاي كشت ديگر مقايسه كنيد-1
ريده و آن را بـا محـيط كـشت     خ1× محيط كشت با غلظت    -2

  .خود مقايسه كنيد
 اسـتفاده مـي كنيـد،       1× در صورتي كه شما از محيط كشت         -3

سعي كنيد كه از شركت سازنده ديگر محيط كـشت را تهيـه             
مــثلاً ســرم، (كــرده و افزودنيهــاي اختــصاصي چــك شــود 

  ).فاكتورهاي رشد، هورمون ها و غيره 
  تعداد دفعات تعويض محيط كشت
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 48 در كمتـر از      pHاگـر   .  را چـك كنيـد     pHولي و   غلظت سل 
 در شروع دوره رشـد خيلـي        pH كاهش يافت،    7ساعت به زير    

  .كم بوده، غلظت سلولي خيلي بالاست يا آلودگي وجود دارد
  

  خصوصيات محيط كشت
pH   

  . مي باشد4/7  و 7 در كل دوره كشت بين  pHچك شود كه
   وجود داردpHدر صورتي كه نوسانات 

بـه قـسمت    (  متصل به انكوبـاتور چـك شـود        CO2ن   مخز -1
  )تجهيزات در بالا رجوع شود

قـسمت  بـه   ( انكوبـاتور چـك شـود        CO2 وضعيت تنظـيم     -2
  )تجهيزات در بالا رجوع شود

   خيلي بالاستpHاگر 
a ( غلظت CO2در انكوباتور خيلي كم است . 
b ( غلظتHCO−

  . محيط كشت خيلي زياد است3
c (     در صورتي كه ازDMEM        استفاده مي كنيد، اگـر براسـاس

 10%دستور العمل اصلي ساخته شده باشد بايد با فاز گـازي    
CO2استفاده شود .  

اســمولاليتي؛ محــيط كــشت ممكــن اســت هيپرتونيــك يــا 
  هيپوتونيك باشد

  ستوك به طرز صحيح تهيه نشده باشداگر محيط كشت ا) 1
  ي از اجزاء محيط كشت اشتباه باشداگر يك) 2
   رقيق سازي اشتباه باشداگر روش) 3
       اسمولاليتي را با يك اسمومتر چك كنيـد؛ اسـمولاليتي بايـد             -1

  . باشدmOsmol/kg 340 و 270بين 
  . روش هاي تهيه را چك كنيد-2
a (             آيا مقدار آب مورد استفاده براي رقيـق كـردن يـك اسـتوك 

    يا براي حل كردن پودر صحيح مي باشد؟10×
b (   ده اسـت كـه اسـمولاليتي را تغييـر داده           آيا معرفي اضافه ش ـ

  باشد؟
  حذف تصادفي يك جزء

كه سريعتر از اين است     ( يك بچ تازه محيط كشت تهيه كنيد         -1
  ).كه سعي كنيد بفهميد كه كدام جزء حذف شده است

اگر يك جزء از محيط كشت حلاليت ضعيفي داشته باشد يـا            -2
شـويد  قبل از فيلتراسيون رسوب كند، چك كنيد كه مطمئن          

  .همه اجزاء تشكيل دهنده قبل از فيلتراسيون حل شده اند
 اگر در هنگام ذخيره سازي رسوب وجود دارد، چـك شـود             -3

 C °37كه رسوب در هنگام ذخيره سازي و يا گرم كردن تـا 
  .مجدداً حل شود

  . اگر رسوب مجدداً حل نشود، بچ را دور بريزيد-4
ل را بـا شـركت       اگر رسوب گذاري مجدداً تكرار شد، مـشك        -5

  .سازنده در ميان گذاشته يا شركت سازنده را عوض كنيد
  جزء فاسد 

  .اجزاء را از يك منبع ديگر جايگزين كنيد-1

  . شماره بچ ها را ثبت كنيد و از آن يك بايگاني تهيه كنيد-2
بچ جديد از محيط كشت استوك كه به نظر مي رسد معيوب            

  باشد
مقايـسه  )  موجـود بـودن    در صـورت  ( بچ را با يك بچ قبلي        -1

  .كنيد
 اگر بچ هاي قبلي موجود نباشد بچ را با يك بـچ از شـركت                -2

  .سازنده ديگر مقايسه كنيد
 BSS مي باشد، آيا كيفيت      BSSاگر محيط كشت بر اساس      

  رضايت بخش است؟
  . با مصرف كنندگان ديگر چك كنيد-1
  . يا يك فرمولاسيون متفاوت چك شودBSS منابع ديگر -2

ب فـوق   حيط كشت بر اساس آب است، آيـا كيفيـت آ          اگر م 
  ؟العاده خالص رضايت بخش است

  . با مصرف كنندگان ديگر چك شود-1
  . تازه مقايسه شود1× با محيط كشت -2
  

  گزينش
آيا محيط كشت از زماني كه سلولها به دست آمده اند تغييـر             

  كرده است؟
ط كشت   دوباره از محيط كشت قبلي استفاده كنيد يا اگر محي          -1

ــد،        ــي باش ــب م ــا نامناس ــترس ي ــل دس ــر قاب ــلي غي   اص
  .محيط كشت هاي مختلف را امتحان كنيد

 محيط كشت را از همان شركت توليد كننده رده سلولي تهيه            -2
  .كنيد

 اجزاء سازنده محيط كشت را با محيط هاي كـشت شـركت             -3
  .توليد كننده رده سلولي مقايسه كنيد
  :يداگر يك كشت تازه را شروع مي كن

  : چندين محيط كشت را براي پارامتر هاي زير غربال كنيد-1
a (نوع محيط كشت  
b (نوع سرم  
c (غلظت سرم  
  . محيط هاي كشت فاقد سرم را  غربال كنيد-2
a (انتخاب شود مـثلاً  ي معيارهاي بافتر حسبب MCDB 153 

  براي كراتينوسيت هاي اپيدرمي
b (مكمل سازي با فاكتورهاي رشد بررسي شود.  
  .محيط كشت شرطي شده بررسي شود و  لايه تغذيه كننده-3
  

  معرف هاي ناپايدار
  گلوتامين

  . ذخيره كنيد– C°20 آن را به صورت منجمد در دماي -1
 ميزان گلوتـامين     C° 37 روز در دماي     3-5 چون در عرض     -2

 روز محـيط كـشت را       3 كـاهش مـي يابـد، بعـد از           50%به  
  .جايگزين كنيد
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 dipeptide)ايـدار مثـل دي پپتيـد گلوتامـاكس      از انواع پ-3
Glutamax)استفاده كنيد اما آن را ابتدا آزمايش كنيد . 

  سرم
  . آن را به صورت منجمد ذخيره كنيد-1
 اگر سرم به صورت نـا كامـل ذوب شـد، آن را بـه صـورت            -2

  .كامل ذوب كرده، مخلوط نماييد و دوباره منجمد كنيد
  .فاده آزمايش كنيد بچ هاي سرم را قبل از است-3
 در موردي كه آشكار شدن يك نقص آهسته مي باشد، بچ ها  -4

  .) واكشت طول بكشد2-3ممكن است (را همپوشاني دهيد
  اجزاء سازنده ديگر

  . ذخيره شوندC° 4 در دماي -1
 هفته در   1-2 بيشتر اجزاء سازنده محيط هاي كشت به مدت          -2

  . پايدار مي باشندC° 37دماي 
 را در مقاديري كه فقط يك بار استفاده مـي شـوند              مكمل ها  -3

ذخيره كنيد و محلول هاي استوك را به صورت مكرر ذوب           
 .و منجمد نكنيد

  تريپسين 
 استوك تغليظ شده را به صـورت منجمـد در مقـاديري كـه               -1

  .براي يك بار استفاده مناسب مي باشد ذخيره كنيد
قيق شده را دماي  با استوك غليظ آن را تهيه كرده و محلول ر-2

C°4 هفته ذخيره كنيد2 براي حداكثر .  
 دقيقـه در درجـه حـرارت        30 اگر تريپسين به مدت بيش از        -3

 .اتاق قرار داده شود تجزيه خواهد شد
  

  خلوص اجزاء سازنده 
 آيا دستگاه خالص ساز آب درست كار مي كند؟

  كيفيت محصول
  .د آب را آزمايش كني(conductivity) قابليت هدايت-1
  . مقدار مواد آلي موجود در آب را آزمايش كنيد-2
 1× محيط كشت سـاخته شـده بـا آب را بـا محـيط كـشت                  -3

  .مقايسه كنيد
  (maintenance regime)رژيم نگهداري 

 چه موقع براي آخرين بار بخش ديونيزه كننده تعويض شده           -1
  است؟

   چه موقع كارتريج اسمز معكوس تعويض شده است؟-2
 لوله هاي متصل كننده تميز مي باشند؟ آيا هيچ گونه            آيا همه  -3

  علايمي از جلبك، قارچ يا باكتري وجود دارد؟
 مخزن ذخيره سازي از نظر آلودگي قارچي يا جلبكـي چـك             -4

  .شود
 از نظر آزاد سازي رزين ديونيزه كننده در آب خروجي چك            -5

  .شود
مخـزن   از لحاظ آلودگي شيميايي يا وجود باقيمانـده هـا در             -6

  .شيشه اي دستگاه آب مقطر چك شود

a (مولد بخار شيشه اي را جدا كنيد.  
b (                 ًآن را با اسيد كلريـدريك يـك مـولار تميـز كـرده و كـاملا

  .آبكشي كنيد
c (جوشنده اوليه دستگاه تقطير را دور بياندازيد.  

  مواد شيميايي در لوله هاي پلاستيكي
  . لوله ها را جدا كرده و تميز نماييد-1
a (لوله ها را در دترژنت داغ غوطه ور كنيد.  
b (              در اسيد كلريدريك يك مـولار غوطـه ور كـرده و شستـشو

  .دهيد
c (در آب ديونيزه كاملاً شستشو دهيد.  
d ( بچ اوليه آب را دور ريخته و مجدداً  لوله ها را در جاي خود

  .قرار دهيد
 و   لوله هاي قبلي را با لوله هاي جديد، خنثـي، شـسته شـده              -2

  .ض كنيديعوتاستريل 
 

  بي كربنات
  آيا غلظت آن درست است؟

 قابليت هدايت يا اسمولاليتي را بـا يـك محلـول اسـتاندارد              -1
  . مرجع مقايسه كنيد

  . از يك بچ ديگر استفاده كنيد-2
 . از لحاظ علايم رسوب چك شود-3

  غلظت نادرست 
 چك كنيد كه آيا شما مقدار صحيحي بـراي كـشت اسـتفاده              -1

  .ده ايدكر
 . درون انكوباتور چك شودCO2 غلظت -2
  

  آنتي بيوتيك ها
  :مشكلات ممكن است ناشي از موارد زير باشد 

  تعداد دفعات استفاده) 1
  غلظت) 2
  شماره بچ) 3
  تركيب ها ) 4
 ) مي تواند سمي باشدBسين يمثلاً آمفوتر(قارچ كش) 5
 

  سرم 
  آيا شما از يك بچ جديد استفاده مي كنيد؟

  .رل كيفيت شركت سازنده چك شود كنت-1
 . بچ با بچ قبلي يا بچ هاي ديگر مقايسه شود-2

  غلظت
  بسيار كم؟ بسيار زياد؟

 فقدان سميت، ارتقاء رشد و كارايي پليتينگ را مجدداً  تأييد            -1
  كنيد

a (يك منحني رشد تهيه كنيد.  
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b (يك سنجش رشد كلونال را تهيه كنيد.  
   تعويض سرم را امتحان كنيد-2
a (با يك نوع جديد سرم  
b (با محيط كشت فاقد سرم  
c (با جايگزين سرم  
  

  پلاستيك ها 
   يا بچ جديد استفاده مي كنيد؟ نمونه،تركيب آيا شما از يك 

  . بچ خود را با بچ قبلي چك كنيد-1
  . سعي شود از يك شركت توليد كننده ديگر استفاده شود-2
  

  شيشه آلات
  شستشو

ه هايي از زوال يا رشد معيـوب را نـشان           آيا سلولهاي ديگر نشان   
  مي دهند؟

  آيا مصرف كنندگان ديگر داراي مشكل مي باشند؟
 آيا آلودگي اندك بر روي شيشه بطري هـاي ذخيـره سـازي يـا              

   پي پت ها وجود دارد؟
اگـر دترژنـت در     ( آيا درپوش ها درسـت آبكـشي نـشده انـد؟          

 ـ BSSدرپوش باقي مانده باشد افزودن چند ميلي ليتـر         ا تغييـر    ب
pHنشان داده خواهد شد .(  

آيا شيشه آلات مخصوص مواد شيميايي با شيـشه آلات كـشت             
 بافت مخلوط شده اند؟

  
  آلودگي ميكروبي

  محدود به يك مصرف كننده
  پراكنده

  گونه هاي منفرد
  . تكنيك آسپتيك كاربر چك شود-1
 آيـا محـيط هـاي كـشت يـا معـرف هـايي وجـود دارد كــه         -2

  كننده باشد؟مخصوص همان مصرف 
  . نظافت شخصي كاربر چك شود-3
a (آيا دست ها قبل و بعد از كار كشت شستشو مي شود.  
b (آيا روپوش آزمايشگاهي عوض مي شود.  
c (آيا موهاي بلند در پشت سر بسته مي شود؟  
 . كاربر مجاب به پوشيدن دستكش شود-4

  ميكوپلاسما
 بــا مــصرف كننــدگان ديگــر از نظــر شــواهد آلــودگي       -1

  .ميكوپلاسمايي چك شود
  . مطمئن شويد كه برنامه غربالگري مؤثر باشد-2
 رده هاي سلولي وارد شده، منبع رايج عفونت مي باشند، قبل    -3

از غربالگري براي استفاده در ناحيه اصلي كشت بافت آنهـا           

در هنگام ورود از آنها ليست بايگـاني تهيـه          . را قرنطينه كنيد  
  .كنيد

را با يك رده    ) سرم، تريپسين (ت طبيعي  معرف هاي محصولا   -4
 .سلولي نشانگر چك كنيد

  
ــه     ــد گون ــا چن ــتلط ب ــودگي مخ  Multispecific)آل

contamination)  
  .ممكن است به دليل خطا در تكنيك استريل باشد

  . مطمئن شويد كه همه روش هاي صحيح حفظ شده اند-1
a (هود به هم ريخته نمي باشد.  
b (ن در هود سواب شده اندمواد قبل از قرار گرفت.  
c (اگر ماده اي كف هود ريخت بلافاصله پاك مي شود.  
  : استفاده از روپوش هاي آزمايشگاهي چك شود-2
a (            آيا قبل از شروع كار كشت روپـوش آزمايـشگاهي تعـويض

  مي شود؟
b (        آيا دكمه هاي روپوش آزمايشگاهي بسته است؟)  حتي عبور

د مي تواند جريان هـواي      افرادي كه روپوش آنها باز مي باش      
  ).لامينار را به هم زند

 با افرادي كه از همان هـود اسـتفاده مـي كننـد چـك شـود؛                  -3
 .ممكن است هود خراب بوده و نياز به سرويس داشته باشد

  آلودگي مكرر
معمولاً مشكل مربوط بـه معـرف يـا رده          : آلودگي با يك گونه     
  .سلولي مي باشد

  . استفاده نمي كند چك كنيد معرفي را كه هيچ كس ديگري-1
  آيــا رده ســلولي بــراي آن مــصرف كننــده منحــصر بــه فــرد -2

 مي باشد؟
  آلودگي مختلط با چند گونه

  . تكنيك استريل چك شود-1 
  . روش هاي غير استاندارد چك شود-2
آيا وسـايل يـا ترافيـك زيـادي         :  وضعيت مكاني چك شود      -3

  وجود دارد؟
  باشد؟ آيا زير هود پرازدحام مي -4
   آيا از معرف هاي غيراستريل استفاده شده است؟-5
  . استفاده از روپوش هاي آزمايشگاهي چك شود-6
 

  آلودگي پيوسته 
  آلودگي با يك گونه

  محلول آلوده
 بـا   1:1را بـه نـسبت      ) بـدون آنتـي بيوتيـك     ( محيط كـشت     -1

مخلوط كرده و محلـول را  )  L-brothمثل (براث نوترينت 
  .انكوبه كنيد

كـشت  ) blood agar( آگـار بـلاد  محيط كشت را بر روي  -2
 .داده و محلول را به همراه كنترل هاي بلانك انكوبه كنيد

  رده سلولي آلوده
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  . بررسي كنيدHoechst سلولها را با رنگ آميزي -1 
 .انكوبه كنيد  سلولها را با براث مخلوط كرده و-2

  آلودگي مختلط با چند گونه
  .شود تكنيك استريل چك -1 
  . روش هاي غيراستاندارد چك شود-2
آيـا وسـايل يـا ترافيـك زيـادي          :  وضعيت مكاني چك شود    -3

  وجود دارد؟
 چك شود كه چه مقدار وسيله به طـور هـم زمـان در هـود                 -4

  آيا زير هود پرازدحام است؟: وجود دارد 
  چك شود كه آيا معرف هاي غير استريل استفاده مـي شـود             -5

  ).عمدي به صورت سهوي يا  ( 
  

  آلودگي گسترده 
  آلودگي پراكنده

  آلودگي با يك گونه منفرد
 معرفي كه بندرت استفاده مي شود يا محيط كـشتي كـه ممكـن              

  .است آلوده باشد چك شود
  .در صورت نياز تميز شوند.  انكوباتورها چك شوند-2
 با استفاده از پليت هاي بـاكتريولوژي زمـاني كـه اتـاق آرام               -3

 .پورها در محيط اتاق چك شوداست، شمارش اس
  آلودگي مختلط با چند گونه 

  نقص در استريل كردن
  : آون هاي استريل كننده از لحاظ موارد زير چك شوند-1
a (                ازدحام بيش از حد وسايل از جريـان هـوا بـه انـدازه كـافي

  .ممانعت مي كند
b (درستي مهروموم بودن در و هر گونه روزنه موجود  
c (   دت زمان چرخه استريليزاسـيون      درجه حرارت و م)C°160 

  )به مدت يك ساعت
  : اتوكلاوها چك شوند-2
a (          ازدحام زياد محتويات از جريان بخار به اندازه كافي ممانعت

  .مي كند
b (         درجه حرارت و مدت زمان چرخه استريليزاسـيون)C°121 

با يك نشانگر در يك نمونه مـشابه        )  دقيقه 15 -20به مدت   
  در مركز بار

c(        براي اطمينان از اين كه تمام ظروف خالي براي جريان بخـار 
  .باز گذاشته شوند

 عضو جديد كاركنان كـه از روش هـاي اسـتاندارد پيـروي            
   نمي كند

  . آموزش كارمند جديد با سرپرست بررسي شود-1
 . روش هاي كارآموزي در صورت نياز به روز شود-2

  )مثل سردخانه يا يخچال(مخزن آلوده 
  .ه ذخيره سازي را تميز كنيد وسيل-1

 مطمئن شويد كه وسايل استريل شده بدون پوشـش ذخيـره            -2
  .نشده اند

  .  استوك هاي استريل چك شودبازگردش -3
  آلودگي مكرر، با يك گونه منفرد

  معرف يا محيط كشت آلوده
 تعداد دفعات استفاده از معرف ها در ميان مصرف كننـدگان            -1

عـرف هـاي عمـومي محـدود     چك شود تا مشكل در ميان م     
  .شود

 در  1:1 نمونه هاي مشكوك را بـا انكوبـه كـردن بـه نـسبت                -2
  .براث آزمايش كنيد

 انكوباتور را از لحاظ آلودگي بررسي كرده و در صورت نياز            -3
  .آن را تميز كنيد

  . هود را از لحاظ آلودگي بررسي كنيد-4
a (          الكـل   سطح كار و اطراف آن را با ضدعفوني كننده فنولي در 

  . سواب كنيد%70
b (               70%زير سطح كار را با ضـدعفوني كننـده فنـولي در الكـل 

  .سواب كنيد
c (مجاري ديگر را از نظر نشت و آلودگي چك كنيد.  
d (      درستي فيلتر را با بادسنج(anemometer)      يا پليـت هـاي 

  . چك كنيد(nutrient agar)آگار نوترينت 
e(      فـشار در    با كـاهش  مثلاً    كثيف بودن يا مسدود بودن فيلترها 

  . بررسي شودعرض فيلتر
f (                برنامه تميز كردن را چك كرده و در صـورت نيـاز آن را بـه

  .روز كنيد
 برنامه نگهداري را چك كرده و در صورت نياز آن را به روز    -5

 .كنيد
  آلودگي مكرر، مختلط با چند گونه

  نقص در استريليزاسيون
  .ازدحام چك كنيد اتوكلاوها و آون ها را از نظر -1
 اتوكلاوها و آون هاي استريل كننده را از لحاظ خرابي هـاي             -2

  .مكانيكي يا الكترونيكي چك كنيد
ــاپي  -3 ــايج چـ ــاي  (printotus) نتـ ــه هـ ــناد چرخـ  و اسـ

  .استريليزاسيون چك شود
  . درستي محفظه هاي استريليزاسيون آون ها  چك شود-4
ن از روش هـاي      بررسي شود كه آيا عضو جديـد از كاركنـا          -5

  .استاندارد پيروي نمي كند
  . آموزش كاركنان جديد چك شود-6
  . روش ها با سرپرست چك شود-7
  . استفاده از آنتي بيوتيك ها محدود شود-8
  . تغيير در روش ها و يا نيازمندي ها چك شود-9

  )مثل سردخانه يا يخچال(مخزن آلوده 
  . وسيله ذخيره سازي را تميز كنيد-1 
ن شويد كه اشياء استريل شـده بـدون پوشـش ذخيـره              مطمئ -2

 .نشده اند
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  هواي اتاق آلوده
 با قرار دادن پليت هاي بـلاد آگـار در بـاز زمانيكـه از اتـاق                  -1

استفاده نمي شود اما سيستم تهويـه روشـن اسـت، آلـودگي             
  .هواي اتاق را چك كنيد

  . روش آسپتيك كاربران چك شود-2
  . درستي هود بررسي شود-3
  .نبع هوا و دستگاه هاي تهويه مطبوع چك شود م-4
 كيفيت تميز بودن وسايلي كه به آزمايـشگاه وارد مـي شـود              -5

  .چك شود
 آيا كارهاي ساختماني يا كارهـاي مـشابه ديگـر در نزديكـي             -6

  آزمايشگاه انجام مي شود؟
شگاه كــشت را تــا در صــورت وجــود، تــلاش كنيــد كــه آزمايــ

را بـسته، پـرده هـا را كـشيده،          مـثلاً درهـا     (حدامكان جدا كنيـد   
كاركنان غير از كشت بافت را خارج كـرده و همـه تجهيـزات و           

 ).موادي كه وارد اتاق مي شود را تميز كنيد
  

  شناسايي نوع آلودگي
  باكتريايي، قارچي

 با استفاده از ميكروسكوپ فازكنتراست بـا بزرگنمـايي بـالا،            -1
باكتريايي يا  سلولها يا محيط هاي كشت را از لحاظ آلودگي          

  .قارچي بررسي كنيد
  . سلولها را در براث انكوبه كنيد-2
 سلولها را بر روي بلاد آگار كـشت داده و كـشت را انكوبـه                -3

  .كنيد
 سلولها را رنگ آميزي گرم نموده يا با يك ميكروب شـناس             -4

 .مشورت كنيد
  ميكوپلاسمايي

  . رنگ كنيدHoechst 33258 كشت را با -1
ــا اســتفاده -2  سيتوپلاســمي DNAاز اتوراديــوگرافي، ســنتز  ب

  .را بررسي كنيد)  تيميدين-]3H[تركيب شدن (
 . از تست تجاري استفاده كنيد-3

  ويروسي
 آلودگي ويروسي را با اسـتفاده از روش هـاي زيـر بررسـي               -1

  :كنيد 
a( ميكروسكوپ الكترونيtransmissionيا  scanning   
b(    رنگ كردن ايمني(immunostaining)      با يك آنتي بـادي 

  ه با پراكسيدازگفلورسنت يا كانژو
c (آزمون هاي اليزا  
d (PCR  
 بدست آوردن رده هاي سلولي و معرف هاي بيولـوژيكي از            -2

 منابع فاقد ويروس
  

  رفع آلودگي

جهـت رفـع آلـودگي از آنهـا           استوك ها را دور ريخته و در       -1
 تلاش نشود مگر اين كه اسـتوك هـا غيـر قابـل جـايگزين              

  .باشند
 فقط در مواردي كه سلولها غير قابل جايگزين كـردن باشـند             -2

  .براي رفع آلودگي تلاش شود
a (اين كار بايد توسط يك فرد با تجربه صورت پذيرد.  
b (در شرايط قرنطينه كار شود. 
  

  آلودگي شيميايي
  شيشه آلات

  وجود پس مانده پس از تميز كردن
 شيــشه آلات كــشت بافــت را جــداي از شيــشه آلات مــواد -1

  .شيميايي نگهداري كنيد
 مطمئن شويد كه هيچ گونه پس مانده از آخـرين شستـشوي             -2

ظروف مخصوص مواد شـيميايي در ماشـين شستـشو بـاقي            
  .نمانده است

  : بررسي موضعي را توسط موارد زير انجام دهيد -3
a (مشاهده چشمي  
b (    از  افزودن حجم كميBSS فنل رد و مـشاهده تغييـر        داراي 

pH  
c ( افزودن حجم كمي ازUPWو بررسي هدايت   
d (          كلونينگ سلولها بر روي شيشه بعد از استريليزاسيون توسـط

  حرارت خشك
  انتخاب دقيق دترژنت-4

  تجمع گرد و غبار در طي ذخيره سازي
  . همه ظروف در باز را با فويل بپوشانيد-1
  .دون گرد و غبار ذخيره شوند در محل يا ظرف ب-2
  

  پي پت ها
  وجود پس مانده يا انسداد پي پت ها بعد از تميز كردن

 مطمئن شويد كه پي پت ها درحالي كه سرآنها به سمت بالا             -1
  .مي باشد، شستشو و خشك شده اند

 پي پت ها را در داخل دترژنت جمع آوري كرده اما فقط در              -2
  .آب شستشو دهيد

  .يشه اي را براي آگار استفاده نكنيد پي پت هاي ش-3
 پي پت ها را بعد از شستشو و قبل از استريليزاسـيون چـك               -4

  :كنيد با 
a (مشاهده بينايي  
b (  ــي از ــم كم ــزودن حج ــشاهده  داراي BSSاف ــل رد و م  فن

  pHتغييرات 
c ( افزودن حجم كمي ازUPWو بررسي هدايت    
ستـشو خـارج     مطمئن شويد كه توپي هاي پنبه اي قبل از ش          -5

  .شده اند
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  معرف هاي ديگر
    با پلاستيك حل شده از ظروفDMSOآلودگي 

1- DMSO               را در شيشه يا پروپيلن با در پوش شيـشه اي يـا  
  .پلي پروپيلني ذخيره كنيد

ــمپلرهاي     -2 ــا سرس ــشه اي ي ــاي شي ــت ه ــي پ ــا پ   آن را ب
 . پلي پروپيلني توزيع كنيد

  ني مدتفساد گليسرول در هنگام ذخيره سازي طولا
 گليسرول را در مقادير كوچك خريداري كرده تا در عـرض            -1

  . ماه مصرف شود6-3
 . در بطريهاي تيره ذخيره شود-2
  

  پودرها و آئروسل ها
 مواد شيميايي سمي كه توليد گرد يا آئروسل مي كننـد را در              -1

  .هود شيميايي دستكاري كنيد
كشت بافت و    ترافيك افراد و وسايل را در داخل آزمايشگاه          -2

  .نواحي آماده سازي كنترل كنيد
 قبل از ورود به آزمايشگاه كشت بافت روپوش آزمايشگاهي          -3

 .تميز بپوشيد
  

  كشت اوليه
  راندمان پايين در كشت اوليه

   هاي اوليه نمي چسبنداكسپلنت
  . بستر را خراش دهيد-1
  . را برروي يك لامل قرار دهيداكسپلنت -2
 .سما قرار دهيد آن را در يك لخته پلا-3

  تفكيك ناكامل
  .سلولها را با مدت زمان طولاني تر در پروتئاز قرار دهيد-1
  . قبل از انكوباسيون از پيش تيمار سرد استفاده كنيد-2
 . از يك پروتئاز ديگر يا پروتئاز اضافي استفاده كنيد-3
  

  تفكيك كامل اما اتصال ضعيف
   سلولهاي شناور زنده مي باشند

   تيمار كنيد بستر را-1
a (       پلاستيك را با كلاژن، فيبرونكتين، لامينين ، پليD-   ليزين يـا

  .ليزين بپوشانيد-Lپلي 
b (از يك لايه تغذيه كننده استفاده كنيد.  
ــت     -2 ــابراين در حال ــد بن ــسبنده باش ــر چ ــت غي ــن اس  ممك

  .سوسپانسيون كشت دهيد
  اغلب سلولهاي شناور مرده مي باشند

  . سلولهاي زنده تنظيم كنيد غلظت را بر حسب شمارش-1
  . سلولهاي مرده را خارج كنيد-2

  سلولهاي شناور مرده بوده و تعداد كمي سلول چسبيده اند

  دانسيته سلولي
دانــسيته ســلولي خيلــي كــم اســت؛ آن را افــزايش داده تــا بــه  

cells/mL 106×1برسد  . 
  اتصال سلولي ضعيف است

  بستر را تيمار كنيد
  ده سمي مي باشندآنزيم هاي مورد استفا

  . از يك پروتئاز ديگر استفاده كنيد-1
  . زمان مجاورت را كاهش دهيد-2
 قبل از انكوباسيون از پيش تيمـار سـرد بـا پروتئـاز اسـتفاده                -3

  .كنيد
  محيط كشت خيلي اسيدي است

  . محيط كشت را از لحاظ آلودگي چك كنيد-1
  آن  از  ساعت بعد  24 غلظت سلولي را در زمان بذرافشاني يا         -2

  .كاهش دهيد
 (vent). اضافه كرده و فلاسك را تهويه كنيد       HEPES بافر   -3

. 
  محيط كشت اشتباه

  . تعدادي از محيط هاي كشت را آزمايش كنيد-1
 به مقالات رجوع كرده و محيط هـاي كـشت مناسـب بـراي            -2

 .سلول مورد نظر را پيدا كنيد
  تكميل محيط كشت

  . از سرم را استفاده كنيد انواع مختلف يا بچ هاي متفاوتي-1
  . به جاي سرم از محيط كشت فاقد سرم استفاده كنيد-2
  . از فاكتورهاي رشد مختلف استفاده كنيد-3
 ، پروسـتاگلاندين هـا،      PMAاز قبيل   ( از ميتوژن هاي ديگر    -4

هيدروكورتيزون يا استروئيدهاي ديگر، هورمون هاي پپتيدي    
  .ه كنيداستفاد) از قبيل انسولين و ترانسفرين

 . از محيط كشت شرطي شده استفاده كنيد-5
  

  سلولهاي اشتباهي انتخاب شده اند
  بلاست ها يا اندوتليومورشد بيش از اندازه فيبر

  . از محيط هاي كشت انتخابي استفاده كنيد-1
  . از بسترهاي انتخابي استفاده كنيد-2
  . از يك لايه تغذيه كننده انتخابي استفاده كنيد-3
اظ آلودگي متقاطع از يك لايـه تغذيـه كننـده يـا يـك                از لح  -4

 .ميزبان گزنوگرافت چك شود
  آلودگي متقاطع با رده سلولي ديگر

 .در برابر رده هاي سلولي ديگر در حال كشت چك شود
  

  آلودگي
  . از لحاظ آلودگي بررسي شود-1
  . تيمار كنيد70% بافت را با آنتي بيوتيك يا اتانول -2
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كنيـد امـا فقــط زمـاني كـه مـواد غيرقابــل       آلـودگي را رفـع   -3
 .جايگزين باشند

  
  تمايز

  سلولها تمايز نمي يابند
  . شرايط القاكننده تمايز به كار برده شود-1
 از يك محيط كشت انتخابي در هنگام جداسـازي و در طـي              -2

  .تكثير استفاده شود
 . با لايه تغذيه كننده مناسب به طور هم زمان كشت داده شود-3
  

  وليد محصولعدم ت
  يا تكنيك لكـه گـذاري        RT-PCR بيان ژن مربوطه توسط      -1

ــورترن  ــازي (Northern blot)ن ــه س ــا دورگ   insitu ي
 (insitu hybridization)بررسي شود  .  

  يـــا تكنيـــك RT-PCRتوســـط  (  بيـــان ژن گزارشـــگر -2
  .بررسي شود) لكه گذاري نورترن 

  . شرايط القاء كننده تمايز به كار برده شود-3
 از محيط كشت انتخابي مناسب براي آن نوع سـلول در طـي      -4

  .جداسازي و تكثير استفاده شود
 

  غذا دهي 
  تك لايه هاي منظم

pHسريع كاهش مي يابد    
  . از لحاظ آلودگي باكتريايي چك شود-1
  . تعداد دفعات بيشتري غذا دهي شود-2
  . در غلظت سلولي پايين تري بذرافشاني شود-3
 . اضافه شودHEPESكشت بافر  به محيط -4

   افزايش مي يابدpHبعد از غذا دهي
  . بي كربنات يا بازهاي ديگر در محيط كشت را كاهش دهيد-1
  . را افزايش دهيدCO2 غلظت -2
 فلاسك هاي انكوبه شده در هوا را از لحاظ نشتي و يا وقتي              -3

  انكوبه مي شوند از لحاظ وجود لايه         CO2كه در انكوباتور    
مايع كه باعث مسدود شـدن درپـوش هـا مـي شـود،              نازك  

 .بررسي كنيد
  

  كلون ها
  ديش ها آلوده شده اند

 ديش ها را در جعبه انكوبه كرده و قبل از باز كردن جعبه ها               -1
  .آنها را سواب كنيد

 درپوش هاي ديش ها يا پليت ها را مخصوصاً زماني كـه در              -2
ارجي سـطح خ ـ  . آنها محيط كشت وجود دارد، دور بريزيـد       

  . سواب كنيد70%پايه را با الكل 
 . در انكوباتور از فن استفاده نكنيد-3

  به غذا دهي نياز مي باشد
  تك لايه

  .محيط كشت را تعويض كنيد
  سوسپانسيون

  . محيط كشت را به كشت هاي آگار اضافه كنيد-1
 محيط كشت به اضافه متوسل را به كلون هاي متوسل اضافه            -2

 . طريق متوسل انتشار خواهند يافتكنيد؛ مواد غذايي از
  واكشت

يا رشد آهسته بعـد از      راندمان پايين   اين قسمت در مورد مشكل      
 .واكشت بحث مي كند

  
  فاز چرخه سلولي در واكشت

ــايي  -1 ــه نمـ ــاي مرحلـ ــا انتهـ ــايي يـ ــه نمـ -late) از مرحلـ
exponential phase) واكشت دهيد .  

 -شـد  مطمئن شويد كـه غلظـت بذرافـشاني درسـت مـي با             -2
غلظت خيلي كم باعث مي شود كه سلولها يك دوره تـاخير            
طولاني داشته و غلظت خيلي زياد باعث مـي شـود قبـل از              

  .اين كه واكشت شوند وارد مرحله سكون شوند
 از مرحله سكون واكشت ندهيد زيرا سلولهاي مرحله سكون          -3

بعـضي از   . تمايل به داشتن يك مرحله تاخير طولاني دارنـد        
 قبيل هيبريدوماها و لوكمياهاي موشي در مرحله        كشت ها از  

  .سكون سريع رو به زوال مي روند
يـك غلظـت سـلولي را       .  بيش از مقدار نياز واكشت ندهيـد       -4

  .انتخاب كرده و براساس آن واكشت دهيد
 

  پيري
 شماره نسل را چك كنيد؛ سلولها ممكـن اسـت بـه انتهـاي               -1

  .دوره عمر محدود خود نزديك شده باشند
  . استوك ها را از فريزر جايگزين كنيد-2
  . در صورت نياز جاودان سازي را انجام دهيد-3
 

  محيط كشت
  همانند رشد سلولي آهسته

  
  رشد ناهموار

  توزيع غير تصادفي سلولها
  همانند كلونينگ

  بذرافشاني نادرست
 در هنگام پـي پتينـگ باعـث چرخيـده شـدن سوسپانـسيون             -1

  .سلولي نشويد
  .دون مخلوط كردن در وسط ديش پي پت نكنيد سلولها را ب-2
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 ديش را براي مخلوط كردن سلولها نچرخانيد، بلكه آن را به            -3
ــدون    ــا ب ــو حركــت داده ي چــپ و راســت و عقــب و جل

 .چرخاندن، آهسته به بالا و پايين پي پت كنيد
  لرزش انكوباتور

  . تعداد دفعات دسترسي به انكوباتور را محدود كنيد-1
  .ه انكوباتور به صورت محكم قرار گرفته است چك كنيد ك-2
  . مطمئن شويد كه قفسه ها تراز مي باشند-3
 در زير فلاسك هـا، ديـش هـا يـا            (cushion) يك بالشتك  -4

 .پليت ها قرار دهيد
  گرمايش نامساوي

 فلاسك ها يا ديش ها را روي يـك آجـر عـايق يـا صـفحه                  -1
  .فلزي قرار دهيد

  .ا چك كنيد توزيع هوا و درجه حرارت ر-2
 

  كلونينگ
  .به رشد سلولي آهسته در همين فصل رجوع شود

  
  كارايي پليتينگ ضعيف 

  تعداد بسيار كمي كلني در هر ديش
  . غلظت بذرافشاني را افزايش دهيد-1
  . از يك لايه تغذيه كننده استفاده كنيد-2
 . كارايي پليتينگ را بهبود دهيد-3

  كلني ها خيلي پراكنده مي باشند
 يك پتري ديش بزرگتر استفاده كرده تا فضاي بيـشتري را             از -1

  .براي انتشار كلني ها فراهم سازد
ــد   -2 ــتفاده كني ــد اس ــازون (  از گلوكوكورتيكوئي ــثلاً دگزامت   م

 M 6-10×1-5-10×1( 
  آلودگي ميكوپلاسمايي

  . از لحاظ ميكوپلاسما غربالگري كنيد-1
باشـد بـه    در صورتي كه رده سلولي غيرقابل جـايگزين مـي    -2

عنوان راه حل آخر براي رفع آلودگي ميكوپلاسمايي تـلاش          
 .شود

  دستكاري نامناسب
   آيا سلولها مدت زمان زيادي خارج از انكوباتور بوده اند؟-1
   آيا مدت زمان زيادي براي رقيق سازي صرف شده است؟-2
   آيا محيط كشت در طي انكوباسيون تبخير شده است؟-3

  محيط كشت 
  نوع

را انتخـاب  ) Ham’s F12مثـل  (حـيط كـشت غنـي     يك م-1
  .كنيد

  MCDB 153مـثلاً  ( اگر محيط كشت فاقد سرم مي باشـد  -2
محـيط كـشت فاقـد سـرم ديگـر را           ) براي  كراتينوسيت ها   

  .آزمايش كنيد

3- CO2          ضروري مي باشد، بنابراين هميشه در حـداقل CO2  
  . انكوبه كنيد%2

 بـا محـيط كـشت        با وزن كردن ديش هـاي مـورد آزمـايش          -4
وتحت شرايط يكسان در آغاز و در طي دوره كشت آنهـا را             

 .از نظر تبخير چك كنيد
  اگر سرم ضروري مي باشد

استفاده كنيـد كـه معمـولاً بـراي         ) FBS( از سرم جنين گاو      -1
  .كلونينگ بهتر از سرم گوساله يا اسب مي باشد

ت غلظ ـ  در صورتي كه از سرم جنين گاو استفاده كرده ايـد،           -2
  .آن را افزايش دهيد

 بچ را براساس كارايي پليتينگ سلولهايي كه استفاده مي كنيد           -3
 .انتخاب نماييد

  بستر نامناسب
آيا تغييري در شركت سازنده  وسايل پلاستيكي صورت گرفتـه           

  است؟
 منبع وسايل پلاستيكي را چك كرده و در صورت نياز آن را             -1

  .تغيير دهيد
 (BD Biosciences)اي باردار مثل  استفاده از پلاستيك ه-2

Primaria  يا CellBIND(Corning)را آزمايش كنيد .  
 . پلاستيك را با ماتريكس بپوشانيد-3
  

  كلني هاي پراكنده
  . با ماتريكس بپوشانيد-1
ــراي -2 ــد 48-72بـ ــاعت اول از گلوكوكورتيكوئيـ ــثلاً ( سـ مـ

  .استفاده كنيد) M5-10×1-7-10×1ن زودگزامتا
 . تغذيه كننده استفاده كنيداز يك لايه-3
  

  تعداد بسيار زيادي كلني در هر ديش 
  .را كاهش دهيد(cells/mL)  غلظت بذر افشاني -1
 تعداد مشابهي از سلولها را در يك ديش بزرگتـر بذرافـشاني    -2

 . كنيد
  كلني هاي روي هم افتاده

  . را كاهش دهيدcells/cm2) ( دانسيته بذر افشاني-1
سلولهاي كمتـر   (اي زمان كوتاهتري رشد دهيد       كلني ها را بر    -2

  ).در هر كلني 
 تعداد مشابهي از سلولها را در يك ديش بزرگتـر بذرافـشاني             -3

 .كنيد
  

  توزيع غير تصادفي 
ــلول-1 ــشت   س ــيط ك ــه مح ــزوده،   ها را ب ــري اف ــك بط  در ي

سوسپانسيون سلولي را مخلوط كرده و سـپس ديـش هـا را             
  .بذرافشاني كنيد
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 كردن سلولها يا وقتي كه پي پتينگ مـي كنيـد،             براي مخلوط  -2
  . ديش ها را نچرخانيد

  . مطمئن شويد كه ديش ها تراز مي باشند-3
  مطمئن شويد كه محيط كشت، همه تـه ديـش را بـه طـور                 -4

  .هموار مي پوشاند
  . مطمئن شويد كه انكوباتور فاقد لرزش مي باشد-5
  . كنيد دسترسي افراد ديگر را به انكوباتور محدود-6
را بـر روي جعبـه يـا        » كلونينگ، جا به جـا نكنيـد      «  عبارت   -7

  .سيني حاوي ديش ها بنويسيد
  . جعبه يا سيني را در عقب انكوباتور قرار دهيد-8
 جعبه يا سيني حاوي ديـش هـا را بـر روي يـك فـوم قـرار           -9

 ).اين بالشتك فوم را مرتب شستشو دهيد( دهيد
  

  سلولهاي غير چسبنده 
 anchorage- independent)ستقل از تكيه گـاه  سلولهاي م
cells)  

 سلولها را در آگار، آگارز يا متوسل روي يك لايه آگار يا در              -1
  .يك ديش كه از نوع كشت بافت نمي باشد، كلون كنيد

  . فاكتورهاي رشد يا مكمل ها را به لايه زيرين اضافه كنيد-2
 قبـل از     از ديش هاي از نوع كـشت بافـت اسـتفاده كـرده و              -3

  .ريختن لايه زيرين، لايه تغذيه كننده را بذرافشاني كنيد
  سلولهايي كه به طور سست چسبيده اند

در متوسل در يك ديش از نوع كـشت بافـت كلـون     سلولها را
  .كنيد
 

  آلودگي متقاطع
اين قسمت در مورد مشكل آلودگي متقاطع با رده سلولي ديگر          

 .بحث مي كند
  

  علايم آلودگي متقاطع
  يير در ظاهرتغ

 سلولها در دانسيته بالا در مرحله      :ريخت سلولها تغيير مي كند    
سكون وقتي كه به طور طبيعي ممانعت تماسـي مـي شـوند بـه               

 . صورت توده در مي آيند
  تغيير در خصوصيات رشد

  ). كوتاهترPDTيعني ( ميزان  رشد سريعتر 
  .سلولها تا دانسيته اشباع بالاتري رشد مي كنند

 ده سلولي مشخصات ر
  تغيير در خصوصيات فنوتيپي

  
  جلوگيري از آلودگي متقاطع 

  . معرف هاي خود را با افراد ديگر به اشتراك نگذاريد-1
  . معرف ها را در ميان رده هاي سلولي به اشتراك نگذاريد-2

  . در يك زمان با بيش از يك رده سلولي كار نكنيد-3
لها آنـرا بـه محـيط        بعد از استفاده از يك پي پت براي سـلو          -4

  .كشت باز نگردانيد
   بــراي تكثيــر ســريال از ســمپلر اســتفاده نكنيــد مگــر اينكــه-5

  . سر سمپلرهاي فيلتر دار استفاده شود
و ديگـر سـلولهاي تنـد رشـد و داراي     HeLa  با سـلولهاي  -6

  .كارايي پليتينگ بالا در انتها كار شود
 .نيد قبل از منجمد كردن سلولها، آنها را تاييد ك-7
  

  حذف آلودگي متقاطع
  . كشت را دور بريزيد-1
 شــواهدي از كــشت يعنــي(  اگــر زود تــشخيص داده شــد -2

 و استوك ديگري هـم موجـود نبـود،          )مخلوط وجود داشت  
  .سلولها را كلون كرده و كلني هاي احتمالي را جدا كنيد

 يــا FACS  مثبــت يــا منفــي توســط مرتــب ســازي يــك -3
MACSنجام دهيد ا.  

 
 نگهداريمنجمد

  باز يافت ناچيز 
  ميزان منجمد كردن

 معمـولاً   C/min°1ميـزان   .  ميزان سرد كردن را تغيير دهيـد       -1
  .بهينه مي باشد

a (               در صورت اسـتفاده از ظـرف عـايق بنـدي شـده، ضـخامت
  .ديواره را تغيير دهيد

b (               از فريزر قابل برنامه ريزي استفاده كـرده تـا ميـزان و شـكل
 . يير كندمنحني سرد كنندگي تغ

  غلظت سلولي
  در منجمد كردن 

معمـولاً  (  دهيد در هنگام منجمد كردن غلظت سلولي را افزايش   
 .) مي باشدcells/mL107×1-106×1مقدار بهينه از 

  ذوب كردن و بذرافشاني مجدد
 بعد از ذوب كردن بـا افـزودن تـدريجي محـيط كـشت بـه                 -1

  .سلولها كشت را بسيار آهسته رقيق كنيد
ا را با دانسيته  پنج برابـر دانـسيته بذرافـشاني طبيعـي               سلوله -2

  .بذرافشاني كنيد
براي خارج كردن ماده    (  چندين آمپول را با هم مخلوط كنيد       -3

  ). محافظ به سانتريفوژ كردن نياز خواهد بود
 . سلولهاي مرده را خارج كنيد-4

  ماده محافظ
DMSO   

ك يـا   از پلاسـتي  (  چك شود    DMSOايي در   ي آلودگي شيم  -1
  ).لاستيك

a (رنگ آنرا چك كنيد؛ بايد بي رنگ باشد. 
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b (             در صورتيكه بي رنگ بـود، يـك اسـكن اسـپكتروفتومتري
  .  تازه مقايسه شودDMSOانجام داده و با 

 چك شود كـه آيـا سـلولها نـسبت بـه القـاء تمـايز توسـط                   -2
DMSOحساس مي باشند  .  

سـانتريفوژ   سلولهايي كه به صورت شناور رشد مي كننـد را            -3
 . كرده تا ماده محافظ جدا شود

  گليسرول
اگر گليسرول به مدت چند ماه در مجاورت نور نگهداري شـود            

  ).گليسرول به آكرولئين تبديل مي شود( سمي مي شود 
  . گليسرول را در مقادير كوچك توزيع كنيد-1
 . گليسرول را در تاريكي ذخيره كنيد-2
  

 گهداريمنجمد نظاهر تغيير يافته پس از 
  هويت اشتباهي 

اگر بـر چـسب ناخوانـا بـود،         .  برچسب آمپول را چك كنيد     -1
  .آمپول را دور بياندازيد

  . اسناد را چك كنيد-2
  . اعتبار آنها را چك كنيد-3

 از زماني كه سلولها براي آخرين بار رشد داده          شرايط تغيير يافته  
  شده اند

  آيا كاركنان جديدي اضافه شده اند؟) 1
  روش هاي جديدي وجود دارد؟آيا ) 2
  آيا شركت سازنده محيط هاي كشت تغيير يافته است؟) 3
 آيا از يك بچ سرم جديد استفاده شده است؟) 4
  

  آلودگي
  نشتي آمپول

 (seal)درپوش بايد محكم باشد اما زهوار : زهوار را چك كنيد 
  .نبايد خميده شده باشد

  آلودگي از حمام آب در هنگام ذوب كردن
آنهـا را در يـك رك قـرار         . ول ها را در آب شناور نكنيد       آمپ -1

  .داده به طوريكه فقط قسمتي از آنها در آب غوطه ور شود
 (heating block) آمپول ها را در يك بـلاك گـرم كننـده    -2

  .ذوب كنيد
 . بعد از ذوب كردن آمپول ها را با دقت سواب كنيد-3

ا در نيتروژن مايع    به خاطر داشته باشيد اگر آمپول ه       )نكته ايمني 
ذخيره شده باشند ممكن اسـت در هنگـام ذوب كـردن منفجـر              
شوند، بنابراين در هنگام ذوب كردن آنهـا را در يـك رك قـرار               

 .داده و آنها را بپوشانيد
  آلودگي از نيتروژن مايع

ــد   ــه ور نكني ــايع غوط ــروژن م ــا را در نيت ــول ه ــراي. آمپ   ب
 perfused jacket  ذخيره سازي از فاز بخار يا از يك فريـزر 

  .استفاده كنيد

  اتلاف استوك
  استوك مصرف كننده

 .از استوك توزيع مجدداً استوك تهيه كنيد
  استوك توزيع

  . از استوك بذرافشاني استوك تهيه كنيد
  اتلاف استوك بذرافشاني

 امنيت صورت موجـودي را چـك كنيـد؛ بايـد محـدود بـه                -1
  .شخص مسئول باشد

  .تبر مجدداً استوك تهيه كنيد از يك بانك سلولي مع-2
  

   بودن سلولهاردانه دا
  داخل سلولي

  آيا سلولها ناسالم مي باشند؟
  . منحني رشد را چك كنيد-1
  . كارايي پليتينگ را چك كنيد-2

  آيا ميزان زيادي فاگوسيتوز وجود دارد؟
 neutral)با ميكروسكوپ با بزرگنمايي بالا جذب قرمز خنثي 

red)سنت را چك كنيد  يا دكستران فلور. 
  خارج سلولي

   ذرات با اندازه يكنواخت
 .از لحاظ آلودگي چك شود

  ذرات با اندازه متغير
  . ته نشين محيط كشت چك شود-1
معمـولاً مـضر    (  آيا رسوب گذاري مربوط به سرم مي باشـد         -2

 ؟)نمي باشد
  

  شمارش سلولي
  هموسيتومتر

 شمارش هاي متغير
  خطا در نمونه برداري

يون سلولي را قبل از نمونه برداري به طـور كامـل             سوسپانس -1
  .مخلوط كنيد

  .سلولها بايد به صورت تكي بوده و به صورت توده نباشند-2
  استفاده از هموسيتومتر

رنـگ هـاي    (  مطمئن شويد كه لامل درست چسبيده اسـت          -1
  ).تداخلي بايد ديده شوند 

حد  مطمئن شويد كه محفظه شمارش بيش از حد يا كمتر از             -2
  .پر نشده است

 ).200بيش از ( تعداد كافي از سلولها بايد شمارش شوند-3
  قابليت ديد سلولها

  . سطح نقره اي بر روي محفظه شمارش بايد سالم باشد-1
  .كنتراست استفاده كنيد  از عدسي هاي  فاز-2
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كنتراست در دسترس نبود از يك مـسير          اگر عدسي هاي فاز    -3
 اسـتفاده  (noncentered light  path)نور غيـر متمركـز  

  .كنيد
  . قبل از شمارش سلولها، آنها را رنگ كنيد-4
  

  شمارش الكترونيك از طريق روزنه توسط مقاومت
  شمارش هاي متغير

  خطا در نمونه برداري
 سوسپانسيون سلولي را قبل از نمونه برداري كـاملاً مخلـوط            -1

  .كنيد
تـوده اي    سلولها بايد به صورت تكـي بـوده و بـه صـورت               -2

  .نباشند
 شمارش متوقف شده، شروع نشده يـا آهـسته شـمارش          

  ) ثانيه طول مي كشد25يعني بيش از ( شودمي  
  روزنه يا كانال سلولي مسدود شده است

  . چرخه شستشو را ادامه دهيد-1
  . چرخه مسدود نشده را ادامه دهيد-2
  . روزنه را با نوك انگشت يا با يك برس نرم پاك كنيد-3
ــه -4 ــسانده و چرخــه  1-18مــدت  ب  ســاعت در دترژنــت خي

  .شستشو را سه مرتبه تكرار كنيد
شمارش كمتر از مقدار مورد انتظار بـوده يـا روزنـه مرتـب              

  مسدود مي شود
  سوسپانسيون سلولي به صورت توده در آمده است

 با پي پتينگ كردن شديد نمونه اوليه سلولها را پراكنده كرده،            -1
  . كرده و سپس شمارش را انجام دهيدنمونه را دوباره رقيق

  . از يك تكنيك تفكيك متفاوت استفاده كنيد-2
  زمينه بالاست اما شمارش نمي شود

  الكترود خارج از بشر بوده يا قطع شده است
  . الكترود را در داخل بشر قرار دهيد-1
  . چك كنيد كه الكترود محكم باشد-2
رود را تعـويض   اگر صفحه انتهايي از دست رفته اسـت الكت ـ    -3

  .كنيد
 مرحله شمارش شروع نخواهد شد

   روزنه مسدود
  . چرخه شستشو را ادامه دهيد-1
  . چرخه هاي مسدود نشده را ادامه دهيد-2
  . روزنه را با نوك انگشت يا با يك برس نرم پاك كنيد-3
 ساعت در دترژنت خيسانده، چرخه مـسدود        1-18 به مدت    -4

 .تكرار كنيدنشده و شستشو را سه بار ديگر 
  فشار منفي ناكافي

  . مخزن مواد زائد را چك كرده كه پر نباشد-1
  . پمپ و اتصالات را چك كنيد-2
  . در صورت خرابي پمپ با مهندس تعميرات تماس بگيريد-3

ــزات الكتريكــي ــنت،  (تجهي ــاي فلورس ــا، لامــپ ه موتوره
  .مشكل دارند) انكوباتورها

  .نيد مشكلات بالقوه را چك كرده و رفع ك-1
  . اتصال دستگاه شمارشگر را با زمين چك كنيد-2

  وجود ذرات ريز در مايع شمارش
  . مايع شمارش تازه تهيه كنيد-1
 يك بار مـصرف يـا فيلتـر         Millex مايع شمارش را با يك       -2

 .مشابه صاف كنيد
 

  زيستايي
  ظاهر ريخت شناسي

ــه دا ــره ردان ــود حف ــودن و وج  granularity and) ب
vacuolation)   

عمولاً وجود دانه هاي داخل سلولي نشاندهنده ايـن اسـت كـه             م
  .سلولها ناسالم مي باشند

 معمولاً وجود حفره نشاندهنده ايـن اسـت كـه سـلولها ناسـالم             
  . مي باشند

 (birefringence)فقدان انكسار مضاف
  سلولهاي تك لايه

لبـه سـلولها در     ( اگر سلولها به طور طبيعي داراي انكسار باشـند        
امـا  ) وسكوپ فاز كنتراست داراي يك هالـه باشـد        زير ميكر 

انكسار خود را مثلاً با خـشك شـدن در طـي غـذا دهـي از                 
   زيـستايي خـود را از دسـت         سـلولها دست بدهند، معمـولاً     

 .داده اند
  سلولهاي سوسپانسيون

سلولهاي سوسپانسيون معمولاً شفاف مي باشـند، وجـود ظـاهر           
 ده يـا غيـر سـالم      دانه دار يا كدر مشخص كننده سـلولها مـر         

 .مي باشد
  خارج كردن سلولهاي مرده غير قابل رشد

سلولهاي تك لايـه اگـر غيـر        .  محيط كشت را تعويض كنيد     -1
قابل رشد باشند شناور خواهند شد و بنابراين بـراي خـارج            

  .كردن آنها به دستور العمل خاصي نياز نمي باشد
 ، اوليـه   براي سلولهاي سوسپانسيون يا سلولهاي تفكيك شده       -2

 Ficoll- Paque را با اسپين كردن آنهـا در  اسلولهاي زيست
  .غني كنيد

  
  آزمايش زيستايي

اگر بعد از دستكاري، از دست رفتن سريع سلولها اتفاق افتد، آن           
را با روش ممانعت از جذب رنـگ يـا روش جـذب رنـگ               

  .بررسي كنيد
a (ً مي باشندا زيست50-90%كشت هاي اوليه معمولا .  
b ( مي باشندا  زيست90-100%هاي سلولي معمولاً رده .  
c ( ًمي باشندا زيست50-80%سلولهاي ذوب شده معمولا .  



       كشت سلولهاي جانوري          280   

  سيتوتوكسيسيتي
كـشيده   در صورتي كه زوال سلولها مدت زمـان زيـادي طـول             

 علــت هــاي احتمــالي آن را بــا آزمــون كلونوژنيــك يــا اســت،
 .ميكروتيتراسيون بررسي كنيد

 



    
  1پيوست 

  
  
  
  

  تهيه معرف ها
  
  
  
  

اين پيوست شامل معرف هايي است  كه در چندين دستور 
معرف هاي . كار مختلف در كل كتاب استفاده مي شوند

اختصاصي كه فقط در يك دستور كار استفاده مي شوند معمولاً 
 .در داخل قسمت مواد همان دستور كار آورده شده اند

 يا 1:10ن مثال به صورت  رقت هايي كه به عنوا)نكته
 مي باشند و نشان v/v مشخص شده اند به صورت 1:100

   قسمت100 يا 10دهنده اين است كه حجم نهايي به ترتيب 
  . مي باشد

  
Acetic/ Methanol  

 قسمت متانول 3يك قسمت اسيد استيك گلاسيال به 
 و بر بار استفاده به صورت تازه تهيه شدهدر هر . شوداضافه 

  .نگهداري شودروي يخ 
  

Agar 2.5%  
  g 5/2..........................................................................آگار

UPW............................................................. mL 100  
  .جوشانده تا آگار حل شود) 1
 دقيقه استريل 2با اتوكلاو كردن يا جوشاندن به مدت ) 2

  .شود
  .در درجه حرارت اتاق نگهداري شود) 3
  

Amido Black  
  . به نفتالن بلك رجوع شود

  
Amino Acids, Essential  

 از شركت هاي HCl  M1/0 در 50×به صورت غلظت (
   وInvitrogen ، MP Biomedicalsتجاري از قبيل 

Sigmaموجود مي باشد (.  

  HCl در 50×تيروزين و تريپتوفان را در غلظت ) 1
M1/0 در 100 × و اسيدهاي آمينه ديگر را در غلظت 

  .آب خالص با هم تركيب كنيد
  .براي استفاده همانند دستور كار آن را رقيق كنيد) 2
  .با فيلتراسيون آن را استريل كنيد) 3
  . در تاريكي نگهداري شودC4˚در دماي ) 4
  

Amino Acids- Nonessential  
  g/L) 100×(.......................................اجزاء سازنده

L-89/0 .................................................................... آلانين  
L- آسپاراژين H2O.....................................................50/1  
L-33/1 ..................................................... آسپارتيك اسيد  

  75/0..........................................................................گليسين
L-47/1....................................................... گلوتاميك اسيد  
L-15/1.................................................................... پرولين  
L-05/1...................................................................... سرين  
  mL1000.......................................................................آب

  .با فيلتراسيون استريل شود)  1
  . نگهداري شودC4˚در دماي ) 2
  . استفاده شود1:100در غلظت ) 3
  

Antibiotics  
  مثلاً (به عنوان اختصاصي هر آنتي بيوتيك رجوع شود 

پني سيلين، سولفات استرپتومايسين، سولفات كانامايسين، 
  ).جنتامايسين، ميكوستاتين

  
Antifoam  

  40/9964 امولسيون RDمثل 
.در مقادير كم توزيع كرده و با اتوكلاو كردن استريل كنيد)  1
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  .در درجه حرارت اتاق ذخيره سازي شود) 2
  ).1:10000يعني ( رقيق كنيد mL/L 1/0تا ) 3
  

Bactopeptone 5%  
  Difco........................................................g 5پتون پباكتو

Hanks’ BSS...................................................mL100  
  .همزده تا حل شود)  1
 1:50 صورت رقت در مقادير مناسب براي استفاده به) 2

  .گرددده و اتوكلاو شتوزيع 
  .در درجه حرارت اتاق ذخيره سازي شود) 3
  . رقيق شود10 به 1براي استفاده به نسبت ) 4
  

Balanced Salt Solutions(BSS)   
 CaCl2هر جزء سازنده را به صورت مجزا حل كرده و ) 1

  .را در انتها اضافه كنيد
  .برسانيد L1 تا حجم ) 2
3 (pH  تنظيم كنيد5/6را تا .  
در . محلول را با اتوكلاو كردن يا فيلتراسيون استريل كنيد) 4

 نگداشته شود تا 5/6 زير pHهنگام اتوكلاو كردن بايد 
همچنين . از رسوب كردن فسفات كلسيم جلوگيري شود

در . مي توان كلسيم را حذف كرد و در انتها اضافه كرد
ز سوختن گلوكز صورت وجود گلوكز، براي جلوگيري ا

بايد فيلتر شود يا گلوكز را به صورت مجزا محلول 
در غلظت )  در همين پيوست رجوع شود20%گلوكز (

  .اتوكلاو كرده و بعداً آن را اضافه كرد) 20%مثلاً (بالاتر 
در مورد اتوكلاو كردن، سطح مايع را قبل از اتوكلاو ) 5

تاق محلول را در درجه حرارت ا. كردن علامت بگذاريد
ذخيره كنيد و در صورت تبخير، قبل از استفاده، با آب 

در صورت . استريل خالص به حجم اوليه برسانيد
  استفاده از شيشه بروسيليكات، قبل از اتوكلاو كردن 
مي توان در بطري را محكم بست تا هيچگونه تبخيري 

  .صورت نپذيرد
  

Bufferd glycerol mountant  
  .به ميكوپلاسما رجوع شود

  
Carboxymethylcellulose (CMC)  

1 (g 4 از CMCرا وزن كرده و در يك بشر بريزيد .  
2 (mL 90  از Hanks’ BSS به آن افزوده و مخلوط را 

  .بجوشانيد
 قرار داده تا C4˚محلول را به مدت يك شب در دماي ) 3

  .صاف شود
  . برسانيدmL 100 حجم را به Hanks’ BSSتوسط ) 4

 مجدداً CMC. لاو كردن استريل كنيدمحلول را با اتوك) 5
 دوباره حل خواهد C4˚سفت خواهد شد اما در دماي 

  .شد
مثلاً براي افزايش ويسكوزيته محيط كشت (براي استفاده ) 6

 به ازاي هر mL3 ) در كشت هاي سوسپانسيون
mL100محيط كشت رشد استفاده كنيد .  

  
Chick Embryo Extract  

ا خارج كرده و آنها را در پتري جنين ها را از تخم مرغ ه) 1
  . قرار دهيدcm9ديش هاي 

با استفاده از دو جفت پنس استريل چشم ها را خارج ) 2
  .كنيد

در ( ته صاف يا ته گرد mL 50جنين ها را به ظروف ) 3
  .انتقال دهيد) هر ظرف دو جنين

 به هر ظرف اضافه Hanks’ BSSيك حجم مساوي ) 4
  .كنيد

ميله شيشه اي كه قبلاً يك انتهاي آن با با استفاده از يك ) 5
 خرد BSSحرارت مسطح شده است، جنين ها را در 

  .كنيد
 دقيقه در درجه 30اجازه دهيد كه مخلوط به مدت ) 6

  .حرارت اتاق باقي بماند
  . سانتريفوژ كنيدg 2000 دقيقه در 15مخلوط را به مدت ) 7
نمونه سوپرناتانت را خارج كرده و پس از نگهداري يك ) 8

براي بررسي استريليتي آن، محلول را در مقادير كوچك 
  . نگهداري كنيد-C20˚توزيع كرده و در دماي 

 عصاره هاي جوجه و بافت هاي ديگر را مي توان همچنين 
با هموژنيزاسيون در يك هموژنايزر يا مخلوط كن تهيه 

  .كرد
جنين هاي خرد شده را در يك حجم مساوي از )  1

Hanks’ BSSوژن كنيد هم.  
جنين هاي هموژن شده را به لوله هاي سانتريفوژ انتقال ) 2

  . سانتريفوژ كنيدg1000 دقيقه در 10داده و به مدت 
سوپرناتانت را به لوله هاي جديد انتقال داده و به مدت ) 3

  . سانتريفوژ كنيدg 1000 دقيقه ديگر در 20
  .نمونه را از لحاظ استريل بودن بررسي كنيد) 4
  . مقادير كوچك توزيع كنيددر) 5
  . ذخيره سازي نماييد-C20˚در دماي ) 6
  

Citric Acid/ Crystal Violet  
  . به كريستال ويوله رجوع شود

  
CMC  

  .به كربوكسي متيل سلولز رجوع شود
  

Concentrate × Colcemid 100   
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  mg100كلسميد
Hanks’ BSSmL100  

  .هم زده تا حل شود) 1
  .يون استريل شودتوسط فيلتراس) 2
 ذخيره -C20˚در مقادير كوچك توزيع شده و در دماي) 3

  .سازي شود
كلسميد سمي است، با احتياط دستكاري شود  )نكته ايمني

و در يك هود شيميايي وزن شود و در موقع كار با آن دستكش 
  .پوشيده شود

  
Collagenase  

U/mL 2000 در Hanks’ BSS   
 يا معادل آن Worthington CLS- gradeكلاژناز 

  U/mg 2000-1500( U 100000فعاليت مخصوص (
Hanks’ BSSmL50  

 ساعت در 2براي حل كردن مخلوط به مدت )  1
  . همزده شودC4˚ يا يك شب در دماي C37˚دماي

  .شود محلول با فيلتراسيون استريل ،همانند سرم) 2
 هفته توزيع 1-2در مقادير كوچك هر كدام براي استفاده ) 3

  .ودش
  . ذخيره شود-C20˚در دماي ) 4
  

Collagenase- Trypsin- Chicken serum 
(CTC)  

  Mg2+ mL85 و +Ca2 سالين بدون 
  mL4.............................%1/0 استريل5/2%استوك تريپسين 
  mL10  ..............................%1/0 استريل1%استوك كلاژناز 

  mL1..............................................................%1سرم جوجه
 ذخيره -C 20˚در مقادير كوچك توزيع كرده و در دماي 

  .شود
  

Collection Medium (for Tissue Biopsies)  
  mL 500  محيط كشت رشد

  U 125000  پني سيلين
  mg125  استرپتومايسين

  mg  50كانامايسين
  يا

    mg25  جنتامايسين
  mg25/1  آمفوتريسين

 براي -C20˚ هفته يا در دماي 3 به مدت C4˚در دماي 
  .زمان هاي طولاني تر ذخيره شود

  
Crystal Violet 0.1% in 0.1M Citric Acid  

  g21اسيد سيتريك
  g1كريستال ويوله

  . رسانده شودmL 1000با آب ديونيزه به حجم )  1
  .همزده تا حل شود) 2
براي شفاف شدن، محلول را با كاغذ صافي واتمن ) 3

  . صاف كنيد1شماره
  

Crystal Violet 0.1% in Water  
  mg100كريستال ويوله

  mL100آب
  . صاف شود1قبل از استفاده با كاغذ صافي واتمن شماره 

  . موجود مي باشدMerckمحلول آماده آن از شركت 
  

Dexamethasone (Merck)  
)×100 (mg/mL1  

  .اين معرف در ويال هاي شيشه اي استريل وجود دارد
 آب را با سرنگ به ويال اضافه mL 5براي حل كردن، )  1

  .كنيد
  . را خارج كنيدن آوقتي كه حل شد) 2
  . رقيق كنيدmM 5/2 حدود mg/mL 1تا غلظت ) 3
محلول را در مقادير كوچك توزيع كرده و در دماي ) 4

˚C20-ذخيره كنيد .  
  براي استفاده، محلول را رقيق كرده تا به غلظت ) 5

nM50-1) محدوده غلظت فيزيولوژيكي( ،  
µM 100-25) برسد) محدوده دوز بالا.  

β-يل پردنيزولون را مي توان به همين روش متازون و مت
  .تهيه كرد

  
Dissection BSS (DBSS)  

 بدون بيكربنات كه قبلاً با اتوكلاو Hanks’ BSSبه ) 1
همگي (كردن استريل شده است مواد زير را اضافه كنيد 

  ):استريل مي باشند
  U/mL  250پني سيلين

  µg/mL250  استرپتومايسين
  µg/mL   100كانامايسين

  يا
  µg/mL50  جنتامايسين
  B   µg/mL5/2آمفوتريسين

  . ذخيره شود-C20˚در دماي) 2
  

EDTA (Versene)  
   در mM10 ،g/L 374/0به صورت محلول غليظ ) 1

D-PBSAتهيه شود . 
  .با اتوكلاو كردن يا فيلتراسيون استريل شود) 2
 1:5 يا 1:10 به نسبت mM 2-1براي استفاده در غلظت ) 3

 به mM5رقيق شود يا استثنائاً براي استفاده در غلظت 
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 D-PBSA يا تريپسين در D-PBSA در 1:2نسبت 
  .رقيق شود

  
EGTA  

   را EGTA اما به دليل سميت كمتر EDTAهمانند 
  .مي توان در غلظت هاي بالاتر استفاده كرد

  
Ficoll 20%  

1 (g20 از Ficoll را بر روي سطح mL80 آب UPW 
  .بپاشيد

  .جازه داده تا به مدت يك شب ته نشين و حل شودا) 2
  . رسانده شودmL100 به حجم UPWبا آب ) 3
  .با اتوكلاو كردن استريل شود) 4
  .در درجه حرارت اتاق ذخيره شود) 5
  

Fixative for Tissue Culture  
  .متانول رجوع شود/ به استيك

 بدون آب ، خالص در روش ديگر از متانول يا اتانول
  . استفاده شود5% يا پارافرمالدئيد 1%، گلوتاراآليد 10 %فرمالين
  

Gentamycin  
  . رقيق شودµg/mL50براي استفاده تا غلظت 

  
Gey’s Balanced Salt Solution  

NaCl.............................................................................g7   
KCl..........................................................................g37/0  

CaCl2......................................................................g17/0 
MgCl2.6H2O......................................................g21/0  

MgSO4.7H2O....................................................g07/0 
Na2HPO4.12H2O....................................g3/0 

KH2PO4................................................................g03/0 
NaHCO3..............................................................g27/2 

 g1..............................................................................گلوكز
  ml1000......................................................آب

CO2..............................................................................%5  
 

Giemsa Stain  
رنگ گيمسا را مي توان به صورت رقيق نشده به كار برد و 
سپس با بافر يا آب رقيق كرد يا قبل از استفاده در بافر رقيق 

  براي سلولهاي كشت يافته روش اول موفقيت آميزتر . نمود
  .مي باشد

  :تهيه بافر)  1
       NaH2PO4.2H2O M01/0 g/L            38/1  
       Na2HPO4.7H2O M01/0 g/L            68/2  

  . برسدpH 5/6مخلوط كرده تا به 

 در 1:10محلول غليظ گيمسا تهيه شده را به نسبت ) 2
mL100بافر رقيق كنيد .  

 صاف كرده تا 1محلول را با كاغذ صافي واتمن شماره ) 3
  .ف شودشفا

هر دفعه يك محلول تازه تهيه كنيد زيرا محلول غليظ در ) 4
  .هنگام ذخيره سازي رسوب مي كند

  
Glucose 20%  

  g20 گلوكز
Hanks’ BSSmL100  

  .با اتوكلاو كردن استريل كنيد) 1
  .در درجه حرارت اتاق ذخيره شود) 2
  

Glutamine 200mM  
L-گلوتامين g2/29  

Hanks’ BSSmL1000  
 حل كرده و با فيلتراسيون استريل BSSگلوتامين را در )  1

  .كنيد
محلول را در مقادير كوچك توزيع كرده و در دماي ) 2

˚C20-ذخيره كنيد .  
  

Glutathione  
 در M1/0يعني غلظت ( را تهيه كرده 100×استوك )  1

HBSSيا D-PBSA ( و براي استفاده تاmM1 رقيق 
  .شود

  .ريل شودبا فيلتراسيون است) 2
 ذخيره -C20˚در مقادير كوچك توزيع شده و در دماي ) 3

  .شود
  

Ham’s F12  
  . رجوع شود6-3به جدول 

  
Hanks’ BSS 

 و در 6به مبحث محلولهاي نمكي متعادل شده در فصل 
  .همين ضميمه رجوع شود

  
HAT Medium  

  
  )100×نهايي (    مولاريتي   حل شود در        غلظت                     دارو

  H( mL100mg/136  N HCL05/0M          2-10×1(هيپوگزانتين 
 A(mL  100mg/76/1   N NaOH1/0M        5-10×4(آمينوپترين 

  T(mL    100mg/7/38    HBSS              M3-10×6/1(تيميدين 
  

، حجم هاي HATبراي استفاده در محيط كشت انتخابي ) 1
 با فيلتراسيون  ومساوي از هر كدام را مخلوط كرده

  . به محيط كشت اضافه كنيدv/v% 3مخلوط را به نسبت 
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2 (H و T را در دماي ˚C4 و A را در دماي ˚C20- 
  .ذخيره كنيد

  
HB Medium  

 : اضافه كنيدCMRL 1066 مواد زير را به محيط كشت 
  g/mLµ 5انسولين

  g/mLµ 36/ 0هيدروكورتيزون
β-رتينيل استات   g/mLµ 1/0  

  mM17/1   گلوتامين
  U/mL50 پني سيلين

   g/mLµ 50استرپتومايسين
  g/mLµ 50جنتامايسين

Fungizoneg/mL   µ 1   
  1%سرم جنين گاو

  
HBSS  

 و در همين 6به محلولهاي نمكي متعادل در فصل 
  .ضميمه رجوع شود

 
Hoechst 33258  

2- [2 - (4 – Hydroxyphenol ) – 6 – 
benzimidazoyl] – 6 - (1- methyl-4– piperazyl) 
benzimidazole trihydrochloride 

 بدون  HBSS يا D-PBSA را در mg/mL1 استوك ) 1
 .فنل رد تهيه كنيد

براي استفاده .  ذخيره كنيد-C20˚محلول را در دماي ) 2
  در ) mL20 در lµ1 (1:20000محلول را به نسبت 

D-PBSA يا HBSS 7 بدون فنل رد در pH رقيق 
  .كنيد

 چون ممكن است اين ماده سرطان زا باشد، با )نكته ايمني
در يك هود شيميايي آن را . دقت بسيار زياد با آن كار شود

  .توزين كرده و در موقع كار با آن دستكش بپوشيد
  

Kanamycin Sulfate(Kannasyn) 10 mg/mL  
  g1ويال  4كانامايسين

Hanks’ BSSmL400  
1 (mL5 HBSS از يك بطري mL400 HBSS به هر 

  .ويال اضافه كنيد
  .به مدت چند دقيقه صبر كرده تا حل شود) 2
3 (HBSS و كانامايسين را از ويال ها خارج كرده و آنها را 

  . بازگردانيدHBSSبه بطري 
4 (mL5 ديگر HBSS به هر ويال براي شستشو اضافه 

آن را به خوبي .  بازگردانيدHBSSبه بطري كرده و 
  .مخلوط كنيد

 در ظروف استريل توزيع mL 20محلول را در مقادير ) 5
  . ذخيره كنيد-C20˚كرده و در دماي

 از معرف را mL2: آن را از لحاظ استريليتي چك كنيد) 6
   محيط كشت استريل فاقد هرگونهmL10به 

را در دماي  آنتي بيوتيك ديگر اضافه كرده و محلول 
˚C37 ساعت انكوبه كنيد72 به مدت .  

  . استفاده شودg/mLµ100در غلظت ) 7
  

)×10 (Lactalbumin Hydrosylate 5%  
  g5هيدروليزات لاكتالبومين

HBSSmL100  
  .حرارت داده تا حل شود) 1
  .با اتوكلاو كردن استريل شود) 2
  . استفاده شود5/0%در غلظت ) 3
  

Mcllvaines Buffer pH 5.5  
  mL100     براي تهيه mL20 براي تهيه                                    

)g/L4/28 (Na2HPO4  M2/0       mL37/11mL            85/56  
  M 1/0)g/L 21(mL          63/8            mL15/43اسيد سيتريك 

  
2-Mercaptoethanol  

  mM5 Lµ4 محلول استوك 
HBSS             mL 10  

  .با فيلتراسيون در هود شيميايي استريل شود) 1
 ذخيره شده يا هر بار يك محلول تازه -C20˚در دماي ) 2

  .تهيه شود
  

Methocel  
  .ل سلولز رجوع كنيدي به مت

  
Methylcellulose (1.8%)  

1 (g 2/7متوسل را وزن كرده و آن را به يك بطري   
 mL 500ه مغناطيسي بزرگ اضافه كنيد حاوي يك دان.  

در هنگام اتوكلاو . آن را با اتوكلاو كردن استريل كنيد) 2
  .كردن در بطري شل باشد تا بخار به داخل آن نفوذ كند

3 (mL 400 آب UPW استريل كه تا ˚C90 گرم شده به 
  .متوسل اضافه كنيد

در ( هم زده تا حل شود C4˚به مدت يك شب در دماي ) 4
مل همزني انجام نشود، متوسل به ژل جامد صورتي كه ع

  ).تبديل مي شود
 مي باشد و براي استفاده 2× متوسل ، اكنون محلول حاصل

 موردنظر 2×بايد با يك حجم مساوي از محيط كشت 
بهتر است كه براي توزيع متوسل از يك . رقيق شود

  .به جاي پي پت استفاده شود) بدون سر سوزن(سرنگ 
در حجم كمي را يك سوسپانسيون سلولي براي استفاده، ) 5

  .از محيط كشت رشد اضافه كنيد
  

Mitomycin C  
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  )g/mLµ10) ×50محلول استوك 

  mg2 ويال ميتومايسين
1 (mL 20 از HBSS را در يك ظرف استريل اندازه 

  .بگيريد
2 ( mL2 از HBSS را با سرنگ خارج كرده و آن را به 

  .يك ويال ميتومايسين اضافه كنيد
اجازه دهيد كه مخلوط حل شود، محلول حاصل را ) 3

  .بيرون كشيده و آن را به ظرف بازگردانيد
 در تاريكي ذخيره C4˚ هفته فقط در دماي 1به مدت ) 4

  ).ظرف را با فويل آلومينيومي بپوشانيد (شود
  . ذخيره شود-C20˚براي زمان هاي طولاني تر در دماي ) 5
 ساعت مجاورت يا 18 براي مدت g/mLµ 25/0تا ) 6

g/mLµ 20 ساعت مجاورت رقيق كنيد10 براي .  
 چون ميتومايسين سمي است، آن را در ويال )نكته ايمني

وقتي كه ماده به شكل پودر دستكاري مي شود در . تهيه كنيد
  .يك هود شيميايي كار كنيد

  
MTT  

 دي -5و2 –)  ايل– 2- دي متيل تيازول -5 و4 (-3) 1
را با غلظت ) MTT(ومايد فنيل تترازوليوم بر

mg/mL50 در D-PBSAحل كنيد .  
  .با فيلتراسيون آن را استريل كنيد) 2

 سمي است؛ آن را در يك هود شيميايي MTT )نكته ايمني
  .وزن كرده و دستكش بپوشيد

  
Mycoplasma reagents  

  ) رجوع شودHoechst 33258به (رنگ 
Mountant : گليسرول در بافرMcIlvaines  5/5با pH  

  mL40 براي تهيه                                                 
M4/0 Na2HPO4) g/L8/56(                 mL37/11  

  M2/0) g/L42(                    mL63/8اسيد سيتريك 
  mL20گليسرول                                                 

كاهش فلورسانس يري از جلوگبراي ) 1
Vectashield(Vector) را اضافه كنيد   

  ).به دستور العمل شركت سازنده رجوع شود(
2 (pH تنظيم شود5/5 را چك كرده و در .  
  

Mycostatin (Nystatin)  
  :تهيه شود) 100× (mg/mL 2در غلظت ) 1

  mg200ميكوستاتين
Hanks’ BSSmL100  

  .ته شودمشابه روش كانامايسين ساخ) 2
  g/mLµ 20غلظت نهايي ) 3

Naphtalene Black  
   تهيه شود1%ر غلظت  دHanks’ BSSدر ) 1

  g1نفتالن بلك
Hanks’ BSSmL100  

  . حل كنيدHBSSحداكثر مقدار ممكن از رنگ را در ) 2
 1محلول اشباع حاصل را با كاغذ صافي واتمن شماره ) 3

  .صاف كنيد
  

PBS  
  . رجوع شودPhosphate- Buffered Salineبه 

 
D-PBSA   

  .شود رجوع Phosphate- Buffered Salineبه 
  
PE  

 رجوع EDTA Phosphate- Buffered Saline/به 
  .شود

  
Penicillin  

) Crystapen benzylpenicillin[sodium]مثلاً (
  واحد در هر ويال1000000

 همانند استوك U/mL10000استوك با غلظت ) 1
  .كانامايسين تهيه شود

  Crystapen4 ويال )U 106×4(  
HBSSmL400  

 -C20˚ به حالت منجمد در دماي mL10-5در مقادير) 2
  .ذخيره شود

  . استفاده شودU/mL100-50در غلظت ) 3
  

Percoll  
بايد . در هنگام خريد به صورت آماده و استريل مي باشد) 1

Percoll را با محيط كشت يا HBSS رقيق كرد تا به 
  .مناسب برسددانسيته 

براي تنظيم اسمولاليتي تا . اسمولاليتي آن را چك كنيد) 2
mOsm/kg 290 لازم است كه ماده رقيق كننده 

هيپوتونيك يا هيپرتونيك باشد، بنابراين بهتر است ابتدا 
يك نمونه كوچك را رقيق كرده و اسمولاليتي آن را 

  .چك كنيد و سپس آن را در تمام نمونه به كار ببريد
  

Phosphate- Buffered Saline/ EDTA, 10 
mM (PE)  

1 (D-PBSAرا بسازيد .  
2 (g/L 72/3 نمك دي سديم EDTA را اضافه كرده و 

  .به هم بزنيد
توزيع كرده، اتوكلاو نموده و در درجه حرارت اتاق ) 3

  .ذخيره كنيد
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4( EDTA/D-PBSA را براي اغلب كاربردها به نسبت 
 برسد يا براي mM1  رقيق كرده تا به غلظت 1:10

مثلاً تريپسينه كردن سلولهاي (شرايط شلاته كننده بالا 
CaCo-2 ( به نسبت)mM5 (1:2رقيق كنيد .  

  
Phytohemagglutinin (PHA)  

 توسط سرنگ به يك آمپول HBSSبا اضافه كردن ) 1
 را تهيه g/mLµ500) 100×( استوك PHAليوفيليزه 

  .كنيد
 ذخيره -C20˚در دماي در مقادير كوچك توزيع شده و ) 2

  .شود
  . رقيق شود1:100براي استفاده به نسبت ) 3
  

Sodium Citrate/ Sodium Chloride (SSC)  
1 (SSC دشو تهيه 20×ت ظبا غل:  

  M3/0g2/88)دي هيدرات(تري سديم سيترات 
NaClM3g3/175  

  mL1000آب
  . رقيق شود2× يا 1×به صورت غلظت ) 2
  

Streptomycin Sulfate  
  استريل، HBSS از mL100 از يك بطري حاوي ) 1

mL2 برداشته و به يك ويال g1 استرپتومايسين اضافه 
 .كنيد

 از mL98  را به mL2 وقتي استرپتومايسين حل شد، ) 2
HBSSبرگردانيد .  

غلظت نهايي .  رقيق شود1:200براي استفاده به نسبت ) 3
  . باشدg/mLµ 50بايد 

  
Trypsin  

w/v% 5/2 در NaCl)  M14/0% (85/0  
  :محلول تريپسين را مي توان به صورت تجاري خريد و يا

  : تهيه شود5/2%يك محلول ) 1
   Difco( g25 1:250مثلاً (تريپسين 

%85/0 NaCl L1  
 ساعت در درجه حرارت اتاق يا 1تريپسين را به مدت ) 2

ر اگر تريپسين به طو.  هم بزنيدC4˚ ساعت در دماي 10
 آن را 1كامل حل نشد، با كاغذ صافي واتمن شماره 

  .صاف كنيد
  .با فيلتراسيون آن را استريل كنيد) 3
 -C20˚ توزيع كرده و در دماي mL20-10در مقادير ) 4

  .ذخيره شود
   در1:10براي استفاده آن را ذوب كرده و به نسبت ) 5

 D-PBSA يا PEرقيق كنيد .  

  
 3 براي حداكثر C 4˚ماي تريپسين رقيق شده را در د) 6

  .هفته نگهداري كنيد
يا ) Difco 1:250مثلاً ( تريپسين به صورت خام )نكته

 تبلور Worthington يا Sigma 3×مثلاً (خالص سازي شده 
نمونه هاي خام حاوي چندين پروتئاز ديگر . وجود دارد) مجدد

مي باشد كه ممكن است در تفكيك سلولي مهم باشند اما 
. ن است براي بيشتر سلولهاي حساس مضر باشندهمچنين ممك

روش معمول، استفاده از تريپسين خام مي باشد مگر اين كه 
 يا رشد سلولها كاهش يابد، كه در اين موارد ممكن زيستايي

تريپسين . است از تريپسين خالص سازي شده استفاده شود
خالص داراي فعاليت اختصاصي بالاتري بوده و بنابراين بايد در 

). 05/0% يا 01/0مثلاً (غلظت نسبتاً پايين تري استفاده شود 
وقتي كه از تريپسين خام استفاده مي شود آن را از لحاظ 

  .ميكوپلاسما چك كنيد
  

Trypsin Versene Phosphate (TVP)  
 )mL1 ،%5/2يا  Difco(mg25) 1:250(تريپسين 

Phosphate- Buffered Saline, D-PBSAmL98  
Disodium EDTA (2H2O)mg37  

  mL1سرم جوجه
1 (D-PBSA و EDTA را مخلوط كرده، مخلوط را 

اتوكلاو نموده و آن را در درجه حرارت اتاق ذخيره 
  .كنيد

در . سرم جوجه و تريپسين را قبل از استفاده اضافه كنيد) 2
صورت استفاده از پودر تريپسين، قبل از اضافه كردن 

  .راسيون استريل كنيدسرم آن را با فيلت
محلول را در مقادير كوچك توزيع كرده و در دماي ) 3

˚C20-ذخيره كنيد .  
  

Tryptose Phosphate Broth  
  . تهيه شودHBSS در 10%به صورت ) 1

  Difco(g100(فسفات تريپتوز 
Hanks’ BSSmL1000  

  .هم زده تا حل شود) 2
و استريل  توزيع كرده و در اتوكلاmL100در مقادير ) 3

  .كنيد
  .درجه حرارت اتاق ذخيره شود در) 4
رقيق ) 1/0%غلظت نهايي  (1:100براي استفاده به نسبت ) 5

  .شود
  

Tyrode’s Solution  
  NaCl g8  
    KCl g2/0  
  CaCl2 g2/0 
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MgCl2.6H2O   g1/0  
NaH2PO4.H2O   g05/0  

  g1  گلوكز
UPWتا  L1  

  هوافاز گازي
  

Versene  
  . رجوع شودEDTAبه 
  

Viability Stain  
 .به نفتالن بلك رجوع شود

  

تريپان بلو از بسياري شركت هاي سازنده محيط هاي كشت 
  .بافت در دسترس مي باشد

  
Vitamins  

  . موجود مي باشد100×به صورت تجاري در غلظت هاي 
 تهيه  را1000-10000×به صورت مجزا استوك هاي )  1

كرده و سپس آنها را تركيب كرده تا يك محلول غليظ 
  . به دست آيد100×

  .با فيلتراسيون استريل شود) 2
 . ذخيره شود-C20˚در تاريكي و در دماي ) 3

    



  1پيوست 
  
  
  
  

  تعدادي از رده هاي سلولي موجود در بانك سلولي انستيتو پاستور ايران
  
  
  
  

NCBI* Code Designation Species Tissue Morphology 

C101   Vero  African green monkey   Kidney   Fibroblast-like  
C102   Seraphina   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C103   BL 28   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C104   BL 40   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C105   CCRF-CEM   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C106   CA46   Human   Skin   Lymphoblast-like  
C107   BHK21 (clone-13)   Syrian hamster   Kidney   Fibroblast-like  
C108   BHK21-2P (clone-

13)  
 Syrian Hamster   Kidney   .  

C109   P3X63Ag8.653   Mouse   .   Lymphoid  
C110   B95-8  Cotton-top marmoset 

monkey(Saguinus oedipus) 
 Hematopoietic   Lymphoblast and 

fibroblast-like  
C111   CHO   Chinese hamster   Ovary   Epithelial-like  
C112   DAUDI   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C113   COR-L105   Human   Lung   Epithelial-like  
C114   EL4   Mouse   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C115   HeLa   Human   Cervix   Epithelial-like  
C116   G 292 Clone A 

141B1  
 Human   Bone   .  

C117   JIYOYE   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C118   1321N1   Human   Brain   Glial-like  
C119   KG-1   Human   Bone marrow   Myeloblast-like  
C120   JM   Human   Hematopoietic   Lymphocyte  
C121   Jurkat E6.1   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C122   K562   Human   Pleural effusion   Lymphoblast-like  
C123   McCoy   Mouse   Synovial fluid   Fibroblast-like  
C124   RAJI TK+   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C125   MRC-5   Human   Lung   Fibroblast-like  
C126   Namalwa   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  

                                                 
** National Cell Bank of Iran  
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C127   RAJI   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C128   RAMOS   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C129   SP2/0-Ag14   Mouse x Mouse   Spleen   Lymphoid  
C130   U937   Human   Pleural effusion   Lymphoblast-like  
C131   AGS   Human   Stomach   Epithelial-like  
C132   B92   Rat   Nervous tissue   Glial-like  
C133   YO (YB2/3.Ag30)   Rat   .   Lymphoid  
C134   B65   Rat   Nervous tissue   Neuronal-like  
C135   MCF-7   Human   Breast   Epithelial-like  
C136   A-375   Human   .   Epithelial-like  
C137   A549   Human   Lung   Epithelial-like  
C138   RAJI TK-   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C139   Caco-2   Human   Colon   Epithelial-like  
C140   NIP Gamma4   Human x Mouse   .   .  
C141   G-8   Swiss-Webster mouse   Muscle   Myoblast-like  
C142   NS0   Mouse   .   Lymphoid  
C143   COS-7   African green monkey   Kidney   Fibroblast-like  
C144   Hep2   Human   Larynx   Epithelial-like  
C145   PLC/PRF/5   Human   Liver   Epithelial-like  
C146   SW 742   Human   Colon (colorectal)   Epithelial-like  
C147   MOUSE L CELLS 

(TK+, HBsAg+)  
 Mouse   .   Fibroblast-like  

C148   WIL2.NS.6TG   Human   .   Lymphocyte-like  
C149   MOLT-4   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C150   HF2x653   Human x Mouse   .   Lymphoblast-like  
C151   U266 B1   Human   Hematopoietic   Lymphoid  
C152   KB   Human   Mouth   Epithelial-like  
C153   PC12   Rat   Adrenal   Neuronal 

fibroblasts or 
spherical clusters  

C154   HT29/219   Human   Colon   Epithelial-like  
C155   NIH-3T3 D4   NIH Swiss mouse   Embryo   Fibroblast-like  
C156   NIH 3T3   Swiss NIH mouse   Embryo   Fibroblast-like  
C157   60H9(9)D10.E6   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C158   HEP G2   Human   Liver   Epithelial-like  
C159   LCL-PI 1   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C160   Luckes   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C161   L929   C34/An mouse   Connective tissue   Fibroblast-like  
C162   3T3 clone A31   Mouse   Embryo   Fibroblast-like  
C163   HFFF2   Human   Skin   Fibroblast-like  
C164   GC-1spg   Mouse   Testis   .  
C165   HGF1-PI 1   Human   Gingiva   Fibroblast-like  
C166   HGF2 PI 2   Human   Gingiva   Fibroblast-like  
C167   HFSF-PI 3   Human   Skin   Fibroblast-like  
C168   HFLF-PI 4   Human   Liver   Fibroblast-like  
C169   HFLF-PI 5   Human   Lung   Fibroblast-like  
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C170   HFFF-PI 6   Human   Skin   Fibroblast-like  
C171   HBMF-SPH   Human   Bone marrow   Fibroblast-like  
C172   HNFF-PI 8   Human   Skin   Fibroblast-like  
C173   LCL-PI 4   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C174   LCL-PI 5   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C175   LCL-PI 7   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C176   LCL-PI 8   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C177   LCL-PI 11   Human   Liver   Lymphoblast-like  
C178   LCL-PI 12   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C180   T45   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C181   KE-37   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C182   SKW3   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C183   DND 41   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C184   RPMI 8402   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C185   HUT-78   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C186   RAEL   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C187   CRI-D2   NEDH rat   Pancreas   Epithelial-like  
C188   BAE-1   Bovine/cow   Aorta   Endothelial-like  
C189   PC12   Rat   Adrenal   .  
C190   HF2FF-PI 14   Human   Skin   Fibroblast-like  
C191   HF2KF-PI 15   Human   Kidney   Fibroblast-like  
C192   HSF-PI 16   Human   Skin   Fibroblast-like  
C193   HSF-PI 17   Human   Skin   Fibroblast-like  
C194   HSF-PI 18   Human   Skin   Fibroblast-like  
C195   HSF-PI 19   Human   Skin   Fibroblast-like  
C196   HN5   Human   Head and neck   .  
C197   F3B6   Human x Mouse   .   .  
C199   Y-1   Mouse   Adrenal cortex   Epithelial-like  
C200   WEHI-164   BALB/c mouse   Muscle   Fibroblast-like  
C201   Y79   Human   Eye   Multicellular 

clusters  
C202   CHSE-214   Salmon (Oncorhynchus 

tshawytscha)  
 Embryo   .  

C203   T-47D   Human   Breast   Epithelial-like, 
tendency to 
multilayer  

C204   A-431   Human   Skin   Epithelial-like  
C206   ACHN   Human   Kidney   Fibroblast-like  
C207   SK-BR-3   Human   Breast   Epithelial-like  
C208   MDA-MB-468   Human   Breast   Epithelial-like  
C209   SK-OV-3   Human   Ovary   Epithelial-like  
C210   RPMI 8866   Human   .   Lymphoid  
C211   A172   Human   Brain   .  
C212   Nalm-6   Confirmed as human with 

IEF of Ast,G6PD 
,MDH,NP  

 Hematopoietic   Lymphocyte-like  

C213   HPB-ALL   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
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C214   MDA-MB 453   Human   Breast   Epithelial-like 
patches, single 
spheres  

C215   WM1-LCL-PI 13   Human   Spleen   Lymphoblast-like  
C216   CC1-PI 19   Human   Cervix   Epithelial-like  
C217   HL-60   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C219   LCL PI 6   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C226   LCL PI 15   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C227   LCL PI 16   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C229   LCL PI 17   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C235   LCL PI 24   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C244   LCL-PI 33   Human   Hematopoietic   .  
C246   LCL PI 35   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C249   LCL-PI 65   Human   Hematopoietic   .  
C252   LCL PI 41   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C254   LCL PI 43   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C255   LCL PI 44   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like 
C261   LCL PI 50   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C265   LCL-PI 54   Human   Hematopoietic   .  
C269   LCL-PI 58   Human   Hematopoietic   .  
C275   LCL PI 64   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C280   LCL PI 69   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C289   LCL-PI 78   Human   Hematopoietic   .  
C301   LCL PI 90   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C312   LCL-PI 101   Human   Hematopoietic   .  
C315   LCL-PI 104   Human   Hematopoietic   .  
C328   LCL-PI 117   Human   Hematopoietic   .  
C340   LCL-PI 129   Human   Hematopoietic   .  
C344   LCL-PI 133   Human   Hematopoietic   .  
C357   LCL-PI 146   .   .   .  
C373   LCL-PI 162   .   .   .  
C381   LCL-PI 170   .   .   .  
C382   LCL-PI 171   .   .   .  
C390   LCL-PI 179   .   .   .  
C395   LCL-PI 184   .   .   .  
C397   LCL PI 186   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C407   LCL PI 196   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C412   LCL PI 201   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C413   LCL PI 202   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C416   LCL PI 205   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C417   LCL PI 206   human   Hematopoietic   epithelial-like  
C422   P19   Mouse   Embryo   .  
C425   Sf 9   Fall army worm 

(Spodoptera frugiperda)  
 Ovary   Spherical  

C426   MDCK   Canine (Canis familiaris)   Kidney   Epithelial-like  
C427   PC-3   Human   Prostate   .  
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C428   Du-145   Human   Prostate   Epithelial-like  
C429   EJ138   Human   Bladder   Epithelial-like  
C430   OVCAR-3   Human   Ovary   Epithelial-like  
C431   Calu-6   Human   Lung   Epithelial-like  
C432   MDA-MB-175-VII   Human   Breast   Epithelial-like  
C433   MDA-MB 361   Human   Breast   Epithelial-like  
C434   BT-20   Human   Breast   Epithelial-like  
C435   BT-474   Human   Breast   Epithelial-like  
C436   TE671/RD   Human   Muscle   Epithelial-like  
C437   HT 1080   Human   Muscle   Epithelial-like  
C438   Detroit 532   Human   Skin   Fibroblast-like  
C439   LNCap-FGC-10   Human   Prostate   Lymphoblast-like  
C440   MF1-PI 30   Mouse   Embryo   Fibroblast-like  
C441   MSPF-PI 31   Mouse   Spleen   Fibroblast-like  
C442   OVC1-PI 32   Human   Ovary   Fibroblast-like  
C443   Thr.C1-PI 33   Human   Thyroid   Fibroblast-like  
C445   E8 (AGO1522)   Human   Skin   Fibroblast-like  
C446   2008/C13.R   Human   Ovary   Epithelial-like  
C449   AGO 1522   Human   Skin   Fibroblast-like  
C450   5637   Human   Bladder   Epithelial-like  
C451   AKATA   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C452   HFF-PI 34   Human   Embryo   Fibroblast-like  
C453   Saos-2   Human   .   Epithelial-like  
C454   A 2780 CP   Human   Ovary   Epithelial-like  
C455   U-373 MG   Human   .   Epithelial-like  
C456   Mel-III   Rhesus   Mammary gland   .  
C458   SK-Mel-3   Human   Lymph node   .  
C459   MIA Paca-2   Human   Pancreas   Epithelial-like  
C460   SFLF-PI 35   Sheep   Liver   Fibroblast-like  
C461   A 2780 S   Human   Ovary   Epithelial-like  
C462   SFLSF-PI 36   Sheep   Liver-Spleen   Fibroblast-like  
C464   SFKF-PI 37   Sheep   Kidney   Fibroblast-like  
C465   SFAF-PI 38   Sheep   Abomasum   Fibroblast-like  
C466   HT29   Human   Colon   Epithelial-like  
C467   SFBF-PI 39   Sheep   Brain   Fibroblast-like  
C468   SFTF-PI 40   Sheep   Tongue   Fibroblast-like  
C469   SFBF-PI 41   Sheep   Bone   Fibroblast-like  
C470   SFTF-PI 42   Sheep   Tail   Fibroblast-like  
C471   SFTF-PI 43   Sheep   Testis   Fibroblast-like  
C472   SFIF-PI 44   Sheep   Intestine   Fibroblast-like  
C473   SFSF-PI 45   Sheep   Skin   Fibroblast-like  
C478   HTHCL-PI 47   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C479   HHCL-PI 48   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C480   SW 48   Human   Colon   Epithelial-like  
C481   SW 1116   Human   Colon   Epithelial-like  
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C482   M-NFS-60   Mouse   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C483   J774 A.1   BALB/c Mouse   .   Macrophage-like  
C484   BS-C-1   African green monkey   Kidney   Epithelial-like  
C485   CDw 32   Mouse   .   .  
C486   MA104   African green monkey   Kidney   Epithelial-like  
C487   LCL-CB-PI 49   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C488   LCL CL-PI 50   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C489   HCL BMF-PI 51   Human   Bone marrow   Fibroblast-like  
C490   SPM4-0   Human x Mouse   .   Lymphoid  
C491   HNCF-PI 52   Human   Cervix   Fibroblast-like  
C492   183-E95   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C493   BL-41   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C494   EHEB   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C495   DG-75   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C496   DFW   Human   .   Epithelial-like  
C497   HEK 293   Human   Kidney   Epithelial-like  
C498   293 T   Human   Kidney   Epithelial-like  
C499   SW 948   Human   Colon   Epithelial-like  
C500   MDBK   Bovine   Kidney   Epithelial-like  
C501   NC-37   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C502   HGF3-PI 53   Human   Gingiva   Fibroblast-like  
C503   Sf 21   Fall armyworm   Ovary   Spherical  
C504   CHO CD28   Chinese hamster   Ovary   Epithelial-like  
C505   CARPAS 707   human   .   .  
C506   SW 480   Human   Colon   Epithelial-like  
C507   CIR-A2   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C508   LS 180   Human   Colon   Epithelial-like  
C509   T2   Human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C510   SW 837   Human   Rectum   Epithelial-like  
C511   PEER   Human   Hematopoietic   .  
C512   1301   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C513   TM4   mouse   Testis, Sertoli cell   epithelial-like  
C514   TM3   mouse   Testis, Leydig cell   epithelial-like  
C515   NB-4   human   Hematopoietic   Single round and 

polymorphic cells 
in suspension  

C516   MOLT-17   human   Hematopoietic   Round to elongated 
single cells in 
suspension  

C517   Hepa 1-6   Mouse   Hepatoma   .  
C518   COS-1   African Green Monkey   Kidney   epithelial-like  
C519   Daoy   human   brain   Polygonal adherent 
C520   KG-1a   Human   Bone marrow acute 

myelongenous  
 Lymphoblast-like  

C521   C2C12   Mouse   Muscle   Myoblast  
C522   NS-1   mouse   Hematopoietic   myeloma  
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C523   RK13   Rabit   Kidney   epithelial-like  
C524   HMCB   human   Cell Bowes   epithelial-like  
C525   C1R-sB7   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C526   RIN-5F   rat   Pancreas   epithelial-like  
C527   CHO 1-15 500   Chinese hamster   Ovary   epithelial-like  
C528   IEC-18   Rat   Ileum   Epithelial  
C529   T2.DR4   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C530   CCRF-HBS-2   human   Hematopoietic   Lymphoblast-like  
C531   U-87 MG   human   brain   epithelial-like  
C532   CT26   Mouse   Colon   Fibroblast  
C533   CT26dsRed   Mouse   Colon   fibroblast  
C534   T7-BHK   Hamster   kidney   .  
C535   SK-N-MC   Human   Neuroepithelioma   epithelial  
C536   RBL-2H3   RAT   Basophilic leukemia   fibroblast  
C537   STO   Mouse   Embryo   Fibroblast  
C538   CTLL-2   Mouse   Hematopoietic   lymphoblast  
C539   Cre-8   Human   kidney   epithelial-like  
C540   B16/F10   Mouse   skin   epithelium  
C541   IRKHBK   Bovine   Kidney   epithelial-like  
C542   BW5147   Mouse   Thymoma   Lymphoblast-like  
C543   Mehr-80   Human   Lung   Epithelial like  
C544   JEG-3   Human   Choriocarcinoma   Epithelial  
C545   2J2-B4   Human   Hemtopoitic   Lymphoblast-like  
C547   Waco3-CD5   Human   Hematopoitic   Lymphoblast-like  
C548   AAV-293   Human   Kidney   Fibroblast-like  
C549   C1300Clone NA   Mouse   brain   Epithelial  
C550   P 815   Mouse   Hematopoitic   Lymphoblast-like  
C551   BCL1 clone 5B1b   Mouse   Spleen   lymphoblast  
C552   YAC-1   Mouse   Hematopoitic   lymphoblast  
C553   HL 60/MX1   Human   Hematopoitic   lymphoblast  
C554   HUVEC   Human   Umbilical vein   Endothelial-like  
C555   MG-63   Human   Bone   Fibroblast  
C556   PANC-1   Human   Duct   Epithelial  
C557   PA-TU-8902   Human   Pancreas   Epithelial  
C558   AsPC-1   Human   Pancreas   Epithelial  
C559   AD-293   Human   Embryonic kidney   Epithelial-like  
C560   GP-293   Human   Embryonic kidney   Epithelial  
C561   BEAS-2B   Human   Bronchus   Epithelial  
C562   SK-MES-1   Human   Lung   Epithelial  
C563   THP-1   Human   Hematopoietic   Monocyte  
C564   FR-E   Human   Lung   Fibroblast-like  
C565   QU-DB   Human   Lung   Fibroblast-like  
C566   SKLC6   Human   Lung   Fibroblast-like  
C567   BH-E   Human   Lung   Fibroblast-like  
C568   LS 174T   Human   Colon   Epithelial  
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C569   TC-1[JHU-1]   Mouse   Lung   Epithelial  
C570   HCT-116   Human   Colon   Epithelial  
C571   SW 1353   Human   Bone   Fibroblast  
C572   Hela-S3   Human   Cervix   Epithelial  
C573   WCH-17   Mouse   Liver   Epithelial  
C574   KCL 22   Human   Hematopoitic   Lymphoblast  
C575   C6   Rat   Brain   Fibroblast  
C576   CHO DG-44   Chinese hamster   Ovary   Epithelial-like  
C577   BE(2)-C   Human   Brain   Neuroblast  
C578   MDA-MB 231   Human   Brest   Epithelial  
C579   P3U1   Mouse   Skin   Lymphoblast  
C580   CIRC-HLF   Human   Lung   Fibroblast  
C581   CIRC-HLF-CI   Human   Lung   Fibroblast  
C582   CLL-CII   Human   Hematopoitic   Lymphoblast-like  
C583   CLL-PGA   Human   Hematopoitic   Lymphoblast-like  
C584   KYSE-30   Human   Esophageal   Epithelial  
C589   293/KDR   Human   Kidney   Epithelial  
C591   T/G HA VSMC   Human   Aorta   Fibroblast  
C595   Caov-4   Human   Ovary   Epithelial  
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  لينك بعضي از كلكسيون هاي كشت سلولي
  
  
  

Name Description Web Address 

ATCC American Type Culture Collection, 
Manassas, VA, USA http://www.atcc.org 

CBCAS Cell Bank of Chinese Academy of 
Sciences, Shanghai, China http://www.cell.ac.cn/cellbank.html

CLDB Cell Line Data Base  http://www.biotech.ist.unige.it 

DSMZ 
Deutsche Sammlung fuer 
Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig, Germany 

http://www.dsmz.de 

ECACC European Collection of Cell 
Cultures, Wiltshire, UK http://www.ecacc.org.uk 

HSRRB Health science Research Resources 
Bank, Osaka, Japan http://www.jhsf.or.jp 

ICLC Interlab Cell Line Collection, 
Genova, Italy http://www.iclc.it 

IPI Institut Pasteur D’Iran, Tehran, 
Iran http://www.pasteur.ac.ir 

JCRB Japanese Collection of Research 
Bioresources, Tokyo, Japan http://www.cellbank.nibio.go.jp 

KCLB Korean Cell Line Bank, Seoul, 
Korea http://cellbank.snu.ac.kr 

WFCC World Federation of Culture 
Collections http://wdcm.nig.ac.jp/wfcc 
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  منابعي براي مطالعه بيشتر
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