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معرفی مرکز تحقیقات سلولی مولکولی:

تاريخچه مرکز 
مركز تحقیقات سلولي و مولکولي دانشگاه علوم پزشکی بیرجند در تاريخ 92/۴/۱ شروع به كار كرده 
است، همچنین اين مركز در مورخ 95/7/25 به تصويب شورای گسترش دانشگاه های علوم پزشکی 
وزارت بهداشت رسیده است. اين مركز امیدوار است با بهره گیري از پتانسیل هاي اعضاي هیئت علمي و 
ساير محققین بتواند در آينده به عنوان مركز پیشرو ، خلاق و معتبر در زمینه انجام پژوهش هاي بنیادي 
و كاربردي در حوزه شناخت اساس سلولي و مولکولي بیماري ها مطرح گردد. همچنین امید است با 
نانوتکنولوژي، ژن درماني،  بیوتکنولوژي،  تربیت پژوهشگران مجرب در زمینه فناوري هاي نوين نظیر 

سلول درماني و ... بتواند در پیشبرد اهداف نقشه جامع علمي كشور مثمر ثمر باشد.

اهداف مرکز 
الف( توسعه و بکارگیري دانش محققان در تحقیقات سلولي و مولکولي

كاربرد  و  بیماري ها  شناخت  گسترش  منظور  به  كاربردي(،  )بنیادي-  علمي  پژوهش هاي  انجام  ب( 
روش هاي درماني مناسب

ج( ايجاد بانك اطلاعاتي )جمع آوري، تنظیم، طبقه بندي اسناد، مقالات و مدارك( مرتبط با تحقیقات 
سلولي و مولکولي

د( جذب و استفاده از استعدادهاي بالفعل وبالقوه تحقیقاتي 
ه( كوشش در جلب همکاري و ارتباط با ساير مراكز آموزشي و تحقیقاتي داخل و خارج كشور 

م( كه در زمینه هاي آموزشي وتحقیقاتي سلولي و مولکولي فعالیت مي كنند
و( تربیت نیروي انساني محقق در مقاطع كارشناسي ارشد )M.Sc( و دكتري تخصصي )Ph.D ( مرتبط 

با فعالیت مركز 

فعالیت های مرکز
• برگزاری ژورنال كلاب و كارگاه ها

• همکاری نزديك با آزمايشگاه جامع تحقیقات دانشگاه علوم پزشکی بیرجند
• همکاری با مركز تحقیقات بن ياخته

الويت های پژوهشی مرکز
• كاربرد بیوانفورماتیك در علوم پزشکی

• پیشگیری، تشخیص و درمان سرطان ها
• تشخیص و درمان مولکولی انواع بیماری ها
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مقدمه :

برای نخستین بار در سال ۱907 كشت بافت توسط Harrison ابداع و به كار گرفته شد . در اين 
روش مطالعه رفتار و سلولهای جانوری به صورت مستقل از تغییرات ناشی از هموستاز طبیعی بدن و 

يا استرسهای ناشی از آزمايش صورت گرفت.
كشت سلول به كشت حاصل از سلولهای جدا شده از بافت اولیه اطلاق می شود كه از طريق تجزيه 
شیمیايی ، مکانیکی يا آنزيمی حاصل می شود . در حالی كه اصطلاح كشت اندام بیانگر كشت سه 
بعدی بافت است كه تمام يا برخی از ويژگیهای بیولوژيکی بافت در in vivo را دارا می باشد . اصطلاح 
كشت بافت گونه Histotypic culture به مجموعه سلولی اطلاق می شود كه مجدداً ساختمان 
سه بعدی شبیه بافت را ايجاد كرده اند كشت اندام گونه يا Organotypic culture نیز ساختمان 
مشابه بافت می باشد كه عناصر تشکیل دهنده آن از رده های سلولی متفاوت می باشد . نظیر كشت 
كراتینوسیتهای اپیدرم به همراه فیبروبلاستهای پوست . هر چند Harrison به دلیل عدم نیاز به 
انکوباسیون ، بافت قورباغه را برای كشت انتخاب كرد ولی به زودی كشت بافت حیوانات خونگرم نظیر 
جوجه ، موش و غیره جهت ايجاد رده های سلولی مد نظر قرار گرفت. با پی بردن به اين نکته كه می 
توان از تومورهای انسان رده های سلولی پايدار بدست آورد )برای مثال رده سلولی Hela كه توسط 
Gey و همکارانش در سال ۱952 ايجاد شد( كشت سلولهای انسانی آغاز و با تهیه محیط های كشت 
اختصاصی و عاری از سرم رونق بیشتری گرفت . به دنبال كشت سلولهای پستانداران ، امروزه به دلیل 
امکان بیان ژن توسط وكتورهای ويروسی در سلولهای حشرات و نیز مطالعات به عمل آمده در خصوص 
محیط زيست دريايی كشت سلولهای حشرات و ماهیان نیز مورد توجه خاص قرار گرفته است، هر چند 
محیط كشت اختصاصی اينگونه سلولها هنوز به اندازه كافی و به صورت تجاری در دسترس نمی باشد . 
و  بیوتکنولوژی  بیولوژی،  علوم  مختلف  های  زمینه  در  سلول  كشت  روشهای  حاضر  حال  در 
نانوتکنولوژی مورد بهره برداری قرار می گیرد كه از آن جمله می توان به مطالعات مربوط به سرطان، 
ويروس شناسی ، تولید واكسن های سلولی ، تولید آنتی باديهای منوكلونال ، تولید رده های سلولی 
از پیش سازهای سلولهای خونی ، انتقال و بیان ژن ، مطالعه مکانیسم واكنشهای داخل سلولی و بین 
سلولی ، تولید و تمايز سلولهای بنیادی ، تولید لايه های اپیـدرم و سلولهای آندوتلیال كه نوع اخیـر 
می تواند به مويرگها تبديل شود و بالاخره ايجاد تغییرات ژنتیکی در سلولهای خودی و بازگرداندن آنها 
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به فرد بیمار اشاره نمود . 

استفاده از روش های كشت سلول برای انجام مطالعات مختلف از مزايای چندی برخوردار است كه 
از جمله می توان موارد زير را نام برد : 

 امکان كنترل  فیز يکو شیمیايی  محیط  شامل  pH،    دما،      فشار    اسمزی    و        فشار   O2 ,CO2 و   نیز كنترل ساير شرايط فیزيولوژيك • 
همگن سازی سلولها و امکان دسترسی مستقیم سلولها به مواد مورد نظر 

عدم وجود محدوديتهای كار بامدلهای حیوانی • 
 • Organotypic و Histotypic به صورت In vivo امکان ايجاد مدلهای
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سفارش رده سلولی
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سفارش رده سلولی:

برای سفارش سلول، پس از تعیین رده سلولی با توجه به نوع كار پژوهشی، به سايت انستیتو پاستور 
به آدرس http://fa.pasteur.ac.ir/pages.aspx?Id=743   مراجعه و در خواست آنلاين خريد 
سلول توسط استاد مربوطه كامل می گردد. به دلیل اين كه فرم قبول مسئولیت سلول با پاتوژنیسیته 
بايد حتماً ارسال گردد، اين درخواست تنها توسط استاد مربوطه  و يا از طرف ايشان ،بايد كامل شود. 
معمولاً سلول ها به دو صورت: در حال رشد )فلاسك سلولی(،  سلول منجمد ) كرايويال(  به گیرنده 
تحويل داده می شود. با توجه به زمانی كه محقق در اختیار دارد، اولويت تحويل را مشخص می كند.  
اولويت بعضی از اساتید برای دانشجوی تازه كار، اين است كه ابتدا سلول را به صورت در حال رشد 
تحويل  بگیرند. در اين حالت معمولاً بسته به نوع رده سلولی در خواستی، بین سفارش و تحويل سلول 
مدت زمانی حداكثر دو تا سه ماه طول می كشد، زيرا كارشناسان مجرب مركز بانك سلولی پاستور 
سلول هـا را از حالت ذخیره در می آورند، و بعد از چنـد بار پاساژ كه سـلول وارد فاز تکثیـری شده است 
)اصطلاحاً به اين حالت ، بالا آمدن سلول اطلاق می شود( برای تحويل آماده می كنند. به محض اين كه 
سلول تحويل گرفته شد برای 2۴ ساعت در انکوباتور قرار داده می شود سپس سانتريفیوژ، و بخشی  از 
آن ، ذخیره ) فريز شدن( می گردد و بخش ديگر پاساژ داده می شود. اما اگر سلول را به صورت منجمد 
سفارش دهید، هم از نظر هزينه ، هم از نظر زمان تحويل صرفه جويی می گردد و معمولاً بین زمان 
ارسال درخواست سلول و زمان تحويل گرفتن به صورت منجمد حداكثر يك هفته طول می كشد. بعد 
از تحويل در شرايط استريل بايد سلول از حالت منجمد خارج شوند كه به آن اصطلاحاً دفريز كردن 

اطلاق می گردد و در بخش های ديگر به صورت كامل توضیح داده می شود.
وسايل مورد نیاز برای کشت سلولی:

1. فلاسک کشت سلولی كه شرايط استريلی را برای رشد سلول ها فراهم میاورد، فلاسك ها بر 
اساس سطحی كه دارند cm2  25ياcm2 75 باشند. فلاسك ها اغلب دارای درب فیلتردار هستند 
)بهترين نوع آنهاست( كه موجب كنترل تبادل CO2و مانع ورود باكتری ها و عامل عفونی می شود. 
فلاسك های ساده و بدون فیلتر را بايد هنگام قرار دادن در انکوباتور، درب آن را كمی شل كنیم تا ورود 
و خروج  CO2 امکان پذير باشد و هنگام خروج ،درب انکوباتور را كمی باز كرده و درب فلاسك را 
همان جا سفت می كنیم و سپس بیرون می آوريم تا مانع ورود هر گونه آلودگی به داخل آن شويم. 
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همچنین طرز قرار گرفتن فلاسك در دست بايد به صورت مايل باشد زيرا در حالت افقی ماندن مايع در 
ناحیه ی گردن فلاسك باعث آلودگی می شود، البته به صورت مايل گرفتن به مدت طولانی هم صحیح 
نیست زيرا سلول ها نمی توانند به خوبی تغذيه شوند و می میرند، در نهايت سطح فلاسك را استريل 

كرده و زير میکروسکوپ شرايط آن را بررسی می كنیم.

  
 75 cm225يا cm2 شکل ۱- نمای كلی از فلاسك های فیلتر دار و بدون فلیتر

2. پیپت: يك سری شیشه ای هستند برای كشیدن محیط كشت و هر گونه مايع،كه قابل شست وشو 
و استريل هستند و بعد از شست وشو و خشك كردن، پنبه ای سر آن می گذارند تا هوايی كه می كشد 

هوای استريلی باشد، يك سری هم از نوع پیپت پاستور شیشه ای يك بار مصرف هستند.

 

شکل 2- پیپت: معمولاً برای خارج كردن محیط كشت از فلاسك از پیپت استفاده می شود
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محیط کشت

محیط کشت: اصلی ترين بستری كه برای فراهم آوردن شرايط لازم و رشد سلول ها استفاده می كنیم.
محیط كشت  دارای تمام مواد غذايی ضروری برای رشد سلول های در حال تقسیم می باشد، مانند 
اسیدهای چرب)مقدار كمی لیپیدهای پیچیده مانند كلسترول(، آمینواسیدها )آمینو اسیدهای ضروری 
و غیر ضروی( ، يون ها، قند ) به عنوام منبع انرژی و تنظیم كننده اسمولاريته(، عناصر كمیاب، ويتامین ها 
)نیاسین، ريبوفلاوين ، نیکوتینیك اسید(و كوفاكتورها. از سوی ديگر محیط كشت حاوی يك سیستم 
HCO3 بیکربنات( می باشد.در بعضی از كارهای تحقیقاتی علاوه براستفاده از 

بافری مناسب)كه اكثراً -
بافر بی كربنات از سیستم بافری HEPES استفاده می شود )مانند كار كردن با سلول های T درموش، 
HCO3 كاملًا وابسته به CO2 محیط است. بنابراين اگر مدت 

يا سلول های اپی تلیوم ريه(، زيرا بافر -
زمان طولانی )بیش تر از 6 ساعت( بیرون از انکوباتور كار كنید pH محیط عوض می شود به همین 
دلیـل نیـاز به يك سیستم بافری قـوی تر داريـد و بنـابراين HEPES نیـز به بافر بی كربنات اضـافه 

.)۱0 mM -20 mM( می گردد
 )phenol-Red( هستند كه در اغلب موارد از فنول رد pH در نهايت تمامی محیط های كشت دارای  معرف

كه معرف اسیدی يا قلیايی بودن است استفاده می شود.
انواع محیط كشت و  انواع مختلفی از محیط كشت وجود دارند كه در جدول شماره ۱، رايج ترين 

كاربردهای متداول آن ها به اختصار آمده است.

 PH ،شکل 3- همه انواع محیط كشت به دلیل داشتن معرف فنول رد، به دلیل حضور رنگ های مختلف
)pH 6/8 = 3 ،pH 7 =2  ،pH 7/۴ =۱(محیط را انعکاس می دهد
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با هم  امینه  اسید  نوع  بر اساس  كه   RPMI 1640 – MEM- DMEM :انواع محیط كشت

متفاوتند .

 RPMI-1640 و DMEM شکل ۴- محیط كشت هايی كه به طور متداول استفاده می گردد، محیط كشت
می باشد. كه می توان به صورت آماده خريداری كرد، يا پودر آن را خريد و محیط كشت را تهیه و بعد فیلتر كرد.
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را برای کار انتخاب کنیم؟
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چگونه يک محیط کشت مناسب را برای کار انتخاب کنیم؟

تعیین درست نوع محیط كشت مورد استفاده يکی از اصلی ترين گام های اولیه دركشت سلولی 
است. بهترين راه برای تعیین محیط كشت مناسب، استفاده از مقالاتی است كه از همان رده سلولی 
استفاده كردند. معمولاً با مراجعه به اين مقالات و به بخش روش های آن )Methods(، محیط كشت 
مورد استفاده توسط آن ها بررسی می گردد. لازم است به يك مقاله اكتفا نکرده و مقالات متعدد را 
مورد بررسی قرار دهید و در نهايت تصمیم گیری درست را اتخاذ كنید. همچنین می توانید به سايت 
ATCC )سايت مركز منابع بیولوژيکی( مراجعه كرده و با جستجوی نام رده سلولی مورد نظرتان، 
صفحه ای باز می شود كه اطلاعات كلی در زمینه رده سلولی، تاريخچه، نوع محیط كشت، شکل ظاهری 

سلول ها را در اختیار شما قرار می دهد.
اما گاهی اوقات با توجه به نوع پروپوزال طراحی شده و نوع رده سلولی، نوع محیط كشت مشخص 
نیست و لازم است دانشجو بهترين محیط كشت را تعیین كند و در اين حالت بهتر است در ابتدا با يك 
محیط كشت پايه كشت سلولی را آغاز و بعد از دو بار پاساژ به بررسی تعداد سلولها، درصد زنده ماندن و 
مورفولوژی آن ها بپردازد. در صورتی كه روند كاهشی مشاهده كرد از عوامل تغذيه كننده محیط كشت 
استفاده كند و به ترتیب مرحله به مرحله جلو رود و در هر مرحله يك عامل را مورد بررسی قرار دهد تا 

بتواند بهترين تركیب از محیط كشت را برای مطالعه خود تعیین كند.
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محیط كشتموارد مورد استفاده

Basal Media Eagleبرای رشد سلول ها همراه با سرم

)Minimal Essential Media )MEسلول های در حال رشد همراه با سرم ديالیز شده

سلول های ترانسفکت شده با ويروس، رشد سلول 
هايی با تراكم زياد، رشد سلول های مغز استخوان

Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium )DMEM(

Hams F10 Media
سلول های CHO، سلول هايی با تراكم كم، 

سرم با میزان پايین پروتئین
Hams F12 nutrient mixture

F12 CDME: )1:1( mixtureانواع سلول ها، رشد سلول ها بدون سرم
William’s Media Eرشد سلول های اپی تلیال كبد موش

RPMI 1630رشد سلول های لوكمیای موشی

رشد انواع سلول های لوكمیای انسانی و بسیاری 
از رده های سلول انسانی

RPMI 1640

CNS رشد سلول های نورونیNeurobasal Medium

CMRL Mediaسلول های L  و سلول های كلیه میمون

جدول ۱- مواردی از رايجترين محیط های كشت مورد استفاده
 محیط كشت ها هم به صورت محلول های تجاری و هم به صورت پودر وجود دارند. با توجه به اين 
كه تركیبات محیط كشت با گذر زمان تخريب می شوند، معمولاً خريد محیط كشت محلول توصیه 
نمی شود. اما در بعضی از آزمايشگاه ها به دلیل نبودن فیلترهای ويژه محیط كشت كه به پمپ های 
خلأ متصل هستند، از محلول محیط كشت تجاری استفاده می گردد. در اين موارد لازم است در هنگام 
خريد محیط كشت، به تاريخ تولید و انقضاء آن دقت گردد. اگر محیط كشت را در محیط آزمايشگاه تهیه 
و بعد در شرايط استريل و زير هود، فیلتر كرده، سپس در دمای C ْ ۴ نگه داری كنید. معمولاً محیط 
كشت را فريز نمی كنند زيرا در هنگام يخ زدايی و رساندن دمای آن به C 37ْ ، مقداری از تركیبات 

آن رسوب می كند.
بهترين زمان برای استفاده از محیط كشت تهیه شده، تا دو هفته می باشد. بنابراين بهتر است میزان 
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محیط كشت مورد استفاده محاسبه و به همان میزان و يا كمی بیشتر تهیه گردد. محیط كشتی كه در 
يخچال نگه داری می شود در زمان استفاده بايد در بن ماری گذاشته شده تا دمای آن به C 37ْ برسد، 
زيرا استفاده از محیط كشت سرد برای سلول، شوك حرارتی را به دنبال داشته و سبب مرگ سلول ها 

می گردد.

سرم:
معمولاً برای رشد سلول ها، لازم است به محیط كشت سرم اضافه گردد بسته به نوع رده سلولی مورد 
استفاده از محیط كشت حاوی سرم ) % 20 يا % ۱0( استفاده می گردد. سه نوع سرم معمولاً استفاده 
می شود: سرم گاوی) Fetal جنینی، New Born ، adault( ، سرم انسانی، سرم اسب هر سرم با 
توجه به نوع مورد استفاده و حتی از يك نوع از فصلی به فصل ديگر محتويات پروتئینی و فاكتورهای 
آن متفاوت است. از بین سرم هايی ، رايج ترين سرم هايی كه استفاده می شود FCS ) فرم جنین 
گوساله( و FBS ) سرم جنین گاو( می باشد. معمولاً در بعضی از موارد، لازم است سرم را غیرفعال 
كنیم چون برای بعضی از رده های سلولی، سرم فعال به دلیل داشتن پروتئین های  سیستم كمپلمان، 
دارای اثرات سمی می باشد. به منظور غیرفعال كردن سرم، لازم است سرم فعال به مدت 20 دقیقه 
در بن ماری با دمای C ْ 56 قرارداده شود سپس مورد استفاده قرار گیرد. آلودگی با سرم يکی از اصلی 
ترين آلودگی های رايج در محیط كشت است. بنابراين لازم است سرم از شركت های معتبر خريداری 
شـود )GibCo ، Biosera، شركت بهار در تهران از جمله تولید كنند گان داخلی سرم می باشد كه 

خیلی معتبر است، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران(.

آنتی بیوتیک:
در صورت مناسب نبودن شرايط استريلیتی )برای مثال: نبودن هود های لامینار( استفاده از آنتی بیوتیك ها 
و آنتی مايکوتیك ها در محیط كشت ضروری به نظر می رسد. طیف وسیعی از آنتی بیوتیك های نسبتاً 
خاص وجود دارد از جمله محلول های پنی سیلین و استروپتومايسین، كه به منظور عريض تر نمودن طیف، 
از مواد آنتی باكتريال و آنتی مايکوتیکال ديگر مثل كانامايسین يا آمفوترين B استفاده می شوند. آنتی بیوتیك 
انتخابی بايد مشخصاً فاقد اثرات سمی برای سلول كشت شده باشد و بسته به نوع آلودگی انتخاب می شود. 
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منحنی رشد سلول

Cell growth curve
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)Cell growth curve ( منحنی رشد سلول

Lag Phase: هنگامی كه سلول ها از بافت جدا می گردند و در محیط كشت، كشت داده می شوند 
يا دفريز می گردند و در محیط كشت  رشد داده می شوند، سلول ها با سرعت خیلی كم رشد می كنند، 
به اصطلاح گفته می شود سلول ها در Lag Phase هستند. اين دوره زمانی از چند ساعت تا 68 ساعت 
طول می كشد و در اين مدت سلول ها دوباره خود را باز سازی می كنند: اسکلت سلولی خود را می سازند، 
ماتريکسی برای اتصال ترشح می كنند تا قادر باشند به سطح فلاسك بچسبند و دوباره فاز تکثیر سلولی 

گردند. 
 Log Phase: در اين مرحله سلول ها وارد فاز تکثیری شدند و قادرند خود را تکثیر دهند به اين 
مرحله، اصطلاحاً مرحله رشد نمايی )Exponential growth(، همچنین بالا آمدن سلول نیز اطلاق 
می گردد. مدت زمانی كه در آن تعداد سلول ها دو برابر می شود را زمان دوبرابر شدن يا به اصطلاح علمی 
doubling time  می گويند كه در اين مرحله مشخص می گردد. زمان دوبرابر شدن برای هر رده سلولی 
مشخص است ويکی از اصلی ترين فاكتورهايی است كه توسط محقق در محیط كشت بايد تعیین گردد. 

پاساژ يا تعويض كردن محیط در اين مرحله انجام می شود.
Stationary Phase: در اين مرحله، تعداد سلول ها به حداكثر خود رسیده است و سرعت رشد سلول 
 G0 آهسته يا متوقف می شود. بعضی از سلول ها در اين مرحله تمايز پیدا می كنند، بعضی از آن ها وارد فاز
می شوند. معمولاً تعويض محیط در اين مرحله انجام نمی شود و سلول ها  از كشت سلول خارج می شوند.

شکل 5- منحنی رشد سلولی
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چگونگی اندازه گیری تعداد 

سلول و درصد زنده ماندن
)Viability(
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)Viability ( چگونگی اندازه گیری تعداد سلول و درصد زنده ماندن

 معمولاً برای تعیین درصد زنده ماندن از رنگ آمیزی با تريپان بلو استفاده می شود. تريپان بلو 
از جمله رنگ های حیاتی است كه سلولهای زنده به دلیل وجود غشای سلولی وارد آن ها نمی شود 
اما سلول های مرده به دلیل نفوذپذيری غشای سلولی رنگ وارد آن ها شده و به صورت تیره در زير 

میکروسکوپ مشاهده می شوند. 

شکل شماره 6- رنگ آمیزی با تريپان بلو، سلول های سالم به رنگ روشن و سلول های مرده به رنگ تیره 
مشخص می شوند.

برای تعیین تعداد سلول، رنگ آمیزی متیلن بلو يك رنگ آمیزی كارامد است. اما در بعضی از موارد 
رنگ آمیزی با متیل گرين بیش تر توصیه می شود. در رنگ آمیزی متیل گرين سلول های زنده رنگ 
را جذب كرده و هسته و هستك سلول ها خوبی مشخص می شود و به همین دلیل سلول های سالم با 
دقت بیشتری جدا می گردند و شمارش دقیق تری از تعداد سلول ها را در اختیار محقق قرار می دهد.

شکل 7- رنگ آمیزی با متیل گرين، هسته و هستك سلول های سالم به خوبی مشخص است.

سلول زنده

سلول مرده
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)Neubauer Slide ( لام هموسیتومتر

شمارش سلولی با كمك لام هموسیتومتر يکی از ارزان ترين تکنیك های شمارش سلولی است. لام 
هموسیتومتر از 9 مربع mm ۱ تشکیل شده است كه هر كدام به 25 مربع كوچکتر تقسیم شده اند. 
حجم هر كدام از مربع های mm2 ، ۱ mm 0/۱ يا ۴- ۱0 میلی لیتر است. برای گرفتن درصد زنده 
ماندن، چهار مربع A، B، C و D را در نظر بگیريد. تعداد سلول های زنده )كه رنگ تريپان بلو وارد آن 
ها نشده است( را در هر كدام از مربع ها بشماريد، سپس تعدا سلول های مرده را كه رنگ تريپان بلو 

وارد آن ها شده است را در هر كدام از مربع های فوق محاسبه كنید. برای تعیین درصد زنده ماندن:
۱- سپس برای هر كدام از مربع ها، تعداد كل سلول ها )سلول های مرده + سلول های زنده(  را محاسبه 

كنید.
 2- همچنین تعداد سلول های زنده را نیز در هر كدام از مربع ها به صورت جداگانه محاسبه كنید.

3- برای تعیین  میزان زنده ماندن: معمولاً میزان زنده ماندن به صورت درصد محاسبه می شود بنابراين 
می كنیم و به منظور گزارش دادن بايد حتماً بین درصد های زنده ماندن هر چهار مربع میانگین بگیريم.

شکل 8- نمای كلی از لام هموسیتومتر و مربع هايی كه معمولاً برای شمارش سلولی مورد استفاده قرار می گیرند.
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به منظور تعیین تعداد سلول ها، بايد تعداد سلول ها را تقسیم بر حجم بکنیم تا cell/ml بدست بیاريم. 
باتوجه به اين كه حجم هر مربع ۴- ۱0 میلی لیتر است،بنابراين فرمول تعیین تعداد سلول به صورت 

زير در می آيد:

Average of Viable cell ×10,000×Dilution factor=Number of cell
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پاساژ دادن

Sub culturing
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:)Sub culturing( پاساژ دادن

پاساژ دادن اصطلاحی است كه به فرايند انتقال سلول ها به محیط جديد كه برای حفظ و رشد بقای 
سلولی لازم است اطلاق می گردد.

چهار عامل تعیین كننده زمان تعويض محیط كشت می باشد:
الف( كاهش در pH: رشد سلول ها در pH كمتر از 7 تا 6/5 شروع به كم شدن می كند و درصد زنده 
ماندن آن ها نیز بین pH 6/5 تا 6 به میزان قابل توجهی كم می شود. به دلیل وجود معرف فنل رد 

درمحیط كشت، زرد شدن محیط كشت بیانگر كاهش pH می باشد.
ب(تراكم سلولی: هنگامی كه در محیط كشت تعداد سلول های بیشتری قرار داديد، نیاز داريد محیط 

كشت را سريع تر عوض كنید.
ج(نوع سلول: سلول نرمال سرعت رشد آن آهسته است و معمولاً اين سلول ها در فاز G0 چرخه سلولی 
هستند بنابراين زمان پاساژ آن ها ممکن است هر دو يا سه هفته باشد. اين در حالی است كه سلولهای 

سرطانی بسته به نوع آن ها معمولاً هر دو يا سه روز نیاز به تعويض محیط كشت دارند.
د( تغییر مورفولوژيکی: لازم است سلول ها هر روز از نظر مورفولوژی زير میکروسکوپ توسط محقق 

بررسی شود تا در صورت مشاهده تغییر،نسبت به تعويض محیط كشت اقدام گردد.
به منظور پاساژ دادن بسته به نوع سلول )از نظر چسبنده وغیر چسبنده بودن( پروتکل انجام كار متفاوت 

است. 
دو حالت كلی برای پاساژ دادن وجود دارد:

۱- سلول های بعد از جمع آوری سانتريفوژ و سپس تعداد مشخصی از سلول ها ) برای هر رده سلولی 
متفاوت است اما محدوده متداول آن غلظت ۴ ۱0×۱ و 5 ۱0×۱ می باشد، برداشته و در محیط جديد 
كشت داده می شوند ) در بیشتر موارد از اين روش استفاده می شود به خصوص در مورد سلول های 

چسبنده(.
2- سلول های فلاسـك قبلی بین فلاسك های جديد كه شـامل محیـط كشت جـديـد هستند تقسیم 

می گردند ) در مورد سلول های سوسپانس كاربرد دارد(.
نکته : اگر در يك دوره زمانی با سلول های مختلفی كار می كنید، برنامه ريزی را به گونه ای انجام دهید 
تا هر روز را مختص پاساژ دادن فقط يك نوع رده سلولی قرار دهید و از پاساژ دادن سلول های مختلف 
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در يك زمان اجتناب كنید.

پاساژ دادن سلول های چسبنده
سلول های چسبنده )Adherent cells( سلول هايی هستند كه با اتصالات سلولی به كف ظرف 
می چسبند. به منظور پاساژ دادن، ابتدا محیط كشت را برداشته سلول های چسبیده به ته فلاسك 
را در معرض غلظت مناسبی از تريپسین رقیق شده قرار داده، برای ۱5 تا 30 ثانیه در انکوباتور انکوبه 
می كنیم. سپس اثر تريپسین را با محیط كشت سرم دار خنثی می كنیم و پس از آن اين محلول را از 
فلاسك خارج كرده و سلول ها را در محیط بدون سرم سوسپانس می كنیم، شمارش سلولی انجام داده 

و غلظت مشخصی از سلول را به محیط كشت جديد منتقل می كنیم.
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شکل 9 – پاساژ سلول های چسبنده
پاساژ دادن سلول های غیر چسبنده

سلول های غیر چسبنده بر خلاف سلول های چسبنده به سطح فلاسك وابسته نیستند و عامل 
محدود كننده رشد آن ها، حجم سلول است با توجه به اين كه تبادل CO2 را انجام می دهند. از سوی 
ديگر مکانیسم مهاری تماس سلول به سلول كه در مورد سلول های چسبنده نقش زيادی دارد در مورد 

سلول های غیر چسبنده نقش چندانی ايفا نمی كند.
به منظور پاساژ دادن سلول های غیرچسبنده، سلول ها جمع آوری، سپس سانتريفوژ می شوند . 
سوپ رويی دور ريخته می شود و پلیت سلولی در حجم مشخصی محیط كشت بدون سرم سوسپانس 
می گردد و شمارش سلولی انجام می گردد. سپس حجم مشخصی از سلول در محیط كشت جديد، 

دوباره كشت داده می شوند.
	 در مورد هر پاساژ، لازم است بر روی هر فلاسک شماره پاساژ ، نام رده سلولی و تاريخ

پاساژ ذکر شود.
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فریز کردن 

 Cryopresservation
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 )Cryopresservation( فريز کردن

هنگامی كه سلول ها در محیط كشت رشد داده شوند و در شرايط مطلوب رشد و تکثیر بودند يکی از 
ضروری ترين مراحل، گرفتن Back up از سلول های تازه و ذخیره كردن بخشی از آن ها می باشد. 
آلودگی، پیر شدن سلول ها، القای آپوپتوز، شوك سلولی از موارد اجتناب ناپذير در كشت سلولی است كه 
سبب از دست دادن ناگهانی سلول ها می گردد. از آن جايی كه سفارش دادن و آماده كردن دوباره سلول 
ها يك كار هزينه بر و مستلزم صرف زمان می باشد بهتر است در زمانی كه سلول ها در شرايط مطلوب 
هستند) معمولاً در  پاساژهای پايین 5 ≤( نسبت به ذخیره بخشی از آن اقدام كنید. برای رسیدن به اين 

هدف، پس از تهیه سوسپانس سلولی، شمارش سلولی و تعیین درصد زنده ماندن انجام می شود.
سپس بر اساس تعداد سلول ها تصمیم گیری می شود كه نیاز به چند كرايوويال می باشد. سپس سلول 
ها با درصد زنده ماندن بالا و معمولاً چگالی سلول 6 ۱0×۱  تا 6 ۱0×2  برای ذخیره شدن در نظر 

گرفته می شود.
۱- در يك ويال جداگانه FBS حاوی میزان مشخصی از % DMSO ۱0 تهیه می شود.

2- به ازای هر 6 ۱0×۱  تا 6 ۱0×2 ، میزان μl 500 از FBS شامل % DMSO ۱0 به آن اضافه می 
كنیم. پس از پیپتاژ تقسیم و به فريزر منتقل می كنیم.

3-كرايو حاوی سوسپانسیون سلولی به مدت دو ساعت در فريزر C 20ْ - و سپس به فريزر C 80ْ -  منتقل 
می شود.

۴- بعد از گذشت 6 ساعت ) اين زمان می تواند ۱2 تا ۴8 ساعت هم ادامه داشته باشد( سلول ها به 
تانك ازت C ْ ۱96-  منتقل می شوند.

	 بر روی کرايوويال تاريخ، نوع رده سلولی، تراکم سلولی، از پاساژ با چه شماره ای استفاده
شده است بايد حتماً ذکر گردد.

شکل ۱0- قرار دادن كرايوويال در تانك ازت
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شکل ۱۱- فريز كردن سلول ها
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دفریز کردن سلول ها
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دفريز کردن سلول ها:

سلول ها در نیتروژن مايع نگه داری و در زمان مورد نظر مجدداً ذوب شده و تحت كشت قرار می گیرند. 
در اين فرايند، دو نکته اهمیت كلیدی دارد. سرعت عمل و كار كردن در شرايط استريل. سلول هايی 
كه از تانك ازت C ْ ۱96 – خارج می شوند بسیار حساسند. و بسیاری از سلول ها در همین مرحله 

می میرند. مراحل كار به شرح زير است:
۱-در يك فالکون ml ،۱5 ml 5 محیط كشت حاوی FBS می ريزيم.

2- كرايوويال مربوطه از تانك خارج و در آن تا حدی باز می گردد تا گاز ازت خارج گردد. پس از خروج 
گاز، در كرايوويال مجدد بسته می شود.

3- انتهای كرايوويال منجمد حاوی سلول ها در بن ماری C ْ 37 قرار داده می شود.
۴- ويال به آرامی حركت دورانی داده می شود.

5- پس از آن كه بلور منجمد از ديواره ويال جدا شد، ويال به زير هود منتقل می شود.
6-ابتدا در ويال با پنبه آغشته به الکل % 70 تمیز و سپس باز می شود. سوسپانسیون سلولی به صورت 
قطره قطره در لوله حاوی محیط كامل ريخته و به آرامی پیپتاژ می كنید. سپس ديواره كرايوويال با 

ml ۱ محیط كشت شسته و مجدداً به لوله منتقل می گردد.
7-سپس لوله حاوی سلول ها به مدت 5 دقیقه با سانتريفوژ g ۱30 )تا g 200 می تواند باشد(سانتريفوژ 

می گردد.
8- پس از خارج نمودن محیط رويی، رسوب سلولی در محیط كشت سوسپانس و شمارش سلولی و 
تعیین درصد زنده ماندن انجام می شود )خیلی از مواقع تعیین تعداد سلول ها و درصد زنده ماندن 
توصیه نمی شود. چون باعث شوك به سلول ها می شود و ارزيابی سلول ها را 2۴ ساعت بعد از كشت 

انجام می دهند و به سرعت مرحله بعد انجام می گردد.(
9- پس از شمارش، محیط كشت حاوی % 20 سرم به سلول اضافه و سوسپانسیون تهیه شده در داخل 

فلاسك ريخته و در انکوباتور قرار داده می شود.
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شکل ۱2- خارج كردن كرايوويال 
منجمد از تانك ازت

شکل ۱3- دفريز كردن سلول ها
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