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  راهنماي کشت سلول

  1391- بانک سلولی ایران

دفریز سلول  

در این روند دو امر حائز . می گیرندو تحت کشت قرار  شدهسلول ها در نیتروژن مایع نگهداري و در زمان مورد نظر مجددا ذوب         

از تانک ازت سلول هایی که . ابتدا سرعت عمل و سپس کار کردن به صورت کاملا استریل: اهمیت ویژه است
˚C196-  خارج می

  :مراحل کار به شرح زیر است. گردند بسیار حساسند و بسیاري از سلول ها در همین مرحله از بین می روند

.شودمی ریخته  FBSمحیط کشت سلولی حاوي  ml 15  ،ml5در یک لوله .1

پس از خروج گاز، در . از آن خارج شود تا گاز ازت می گرددباز  تا حديآن کرایوویال مربوطه از تانک خارج و سریعا در .2

.شود مییوویال مجددا بسته اکر

کرایوویال منجمد حاوي سلول ها در بن ماري  انتهاي .3
˚C37  شود میقرار داده.

.شود میویال به آرامی حرکت دورانی داده .4

.شود می لبلافاصله پس از آنکه بلور منجمد از دیواره داخلی ویال جدا شد، ویال به زیر هود منتق .5

لوله  دربه صورت قطره قطره سوسپانسیون سلولی . شود می ابتدا در ویال با دستمال کاغذي آغشته به الکل تمیز و سپس باز.6

 می محیط شسته و مجددا به لوله منتقل ml1سپس دیواره کرایوویال با . شود می ریخته و به آرامی پیپتاژ حاوي محیط کامل

 .گردد

. شوند می سانتریفوژ g 130دقیقه با سرعت  5ها به مدت  سپس لوله حاوي سلول.7

.شود تا به صورت سوسپانسیون درآیند میبه سلول ها اضافه  FBS حاويمحیط تازه  ml1پس از خارج نمودن محیط رویی، .8

.گردند میسلولها شمارش شده و درصد سلول هاي زنده تعیین .9

ه سلول ها اضافه شده و سوسپانسیون تهیه شده در داخل فلاسک و یا ب FBS 20% حاوي پس از شمارش، محیط کشت کامل.10

به این ترتیب سلول ها روند رشد و تکثیر در داخل . گیرد می و در انکوباتور قرار شده ریخته متناسب با تعداد سلولپلیت 

  .را آغاز می کنند پلیت/فلاسک

شمارش سلول

سلول هاي زنده نسبت به ورود رنگ . میزي سلول توسط تریپان بلو تعیین می گردندبا رنگ آ) viability(درصد سلول هاي زنده      

  .نفوذناپذیر بوده و حال آنکه سلول هاي مرده رنگ را جذب می نمایند

.شود میتهیه  ml 1 در ابتدا سوسپانسیون سلولی در حجم.1

خانه اي ریخته و با هم به  96ر یک حفره پلیت سوسپانسیون سلولی د همان حجم ازو % 0.25ز تریپان بلو میکرولیتر ا 20حجم .2

. شوند می آرامی پیپتاژ

.شود میو به زیر میکروسکوپ انتقال داده  شده میکرولیتر از مخلوط روي لام نئوبار قرار داده 10درحدود .3

. ودش میتعداد سلول هاي زنده و مرده در هر چهار سري خانه هاي شانزده تایی شمارش شده و میانگین گرفته .4

:عبارتند ازاز سوسپانسیون سلولی  ml1تعداد کل سلولها در .5
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10×  )ضریب رقت( 2× تعداد سلول هاي شمارش شده در محدوده استاندارد مربوط به شمارش لوکوسیت ها در لام نئوبار            
4

 

)ضریب حجم(

:تعداد سلول هاي زنده عبارتند از.6

  .هر چهار سري خانه هاي شانزده تایی شمارش شده و میانگین گرفته می شودتعداد سلول هاي رنگ نگرفته و شفاف در 

=از سوسپانسیون سلولی  ml1تعداد سلول هاي زنده در   

10×  )ضریب رقت(2 تعداد سلول هاي زنده شمارش شده در محدوده استاندارد مربوط به شمارش لوکوسیت ها در لام نئوبار         
4

 

)ضریب حجم(

  درصد سلول هاي زنده=  تعداد سلول هاي زنده/تعداد کل سلول ها 100                               :عبارتند ازهاي زنده  درصد سلول.7

درصد سلول هاي مرده=  100 -درصد سلول هاي زنده                                                          :عبارتند ازدرصد سلول هاي مرده .8

    
  

پاساژ سلول  

هنگامی که تعداد سلول ها در داخل فلاسک بیش از . کافی و خروج مواد زائد می باشند فضايسلول ها براي رشد نیازمند مواد مغذي و 

و در نتیجه نیازمند جاي بیشتر بوده و در این مرحله سـلول هـا بایـد پاسـاژ      شوندحد گردد، سلول از لحاظ  موارد فوق دچار مشکل می 

مراحل کار به صورت ذیل می . براي پاساژ سلولی مناسب است پلیت/فلاسک بستر سلول ها در داخل% 80تراکم در حدود . داده شوند

  :باشد

 سلول هاي چسبنده  پاساژ  

. شوند می به آرامی شسته PBSبار باحجم کمی سلول ها یکسطح محیط کشت فلاسک کاملا تخلیه و .1

به  EDTAهمراه با %0.05-%0.25 ، به منظور جدا شدن سلول ها از کف فلاسک، آنزیم تریپسین PBSپس از خارج کردن .2

مـدت  .گـردد   مـی دقیقـه انکوبـه    2-5به مدت  C ْ37و در دماي ) درحدي که کف فلاسک را بپوشاند(شود  می فلاسک اضافه

.باسیون به نوع سلول ارتباط داردزمان انکو

با مشاهده در زیـر میکروسـکوپ،    بستر خودسپس فلاسک از انکوباتور خارج شده و پس از اطمینان از جدا شدن سلول ها از  .3

.شود تا اثر تریپسین خنثی گردد می به فلاسک اضافه FBSمحیط کشت حاوي 

.شوند میمنتقل  ml 15لوله فالکون استریل  بعد از پیپتاژ، سلول هاي جدا شده از کف فلاسک به یک .4

. شود می سانتریفوژ g 130دقیقه در دور  5لوله حاوي سلول ها به مدت  .5

. محیط روي سلول ها تخلیه شده و محیط جدید اضافه می گردد.6

زودن محـیط  پـس از سـانتریفوژ مجـدد و اف ـ   پس از پیپتاژ، سوسپانسیون سلولی بین چند فلاسک جهت تکثیر تقسیم و مـابقی  .7

.تعداد سلولهاي منتقل شده به نوع رده سلولی ارتباط دارد .شوند میو ذخیره )  Freeze( ، منجمد مخصوص انجماد
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.شود می به حجم مطلوب رسانده FBSحاوي  محیط داخل هر فلاسک با محیط کشت تازه.8

سلول هاي شناورپاساژ  

.گردد میمیلی لیتر منتقل  15فالکون استریل  سوسپانسیون سلولی پس از پیپتاژ از داخل فلاسک به لوله.1

.شود می سانتریفوژ  g 130دقیقه در  5لوله حاوي سلول ها به مدت .2

.گردد میشود و دوباره سوسپانسیون سلولی تهیه  میو محیط جدید افزوده  شدهمحیط روي سلول ها خالی .3

.شوند میسک تقسیم و بسته به تعداد سلول ها بین چند فلا گردیدهشمارش سلولی انجام .4

.شود میمحیط کشت تازه داخل هر فلاسک به حجم مناسب اضافه .5

  

انجماد سلول  

انجماد سلولی به دو روش صورت . ذخیره سازي سلول ها در تانک ازت امکان استفاده از سلول ها را براي مدت طولانی فراهم می سازد

  :می گیرد

.گردد میسلول ها تعیین  viabilityلی انجام شده و پس از تهیه سوسپانسیون سلولی، شمارش سلو.1

.شود که نیاز به چند کرایو ویال است میبراساس تعداد سلول ها تصمیم گیري .2

نام فرد فریز کننده و تاریخ فریز در روي شماره پاساژ، ، viabilityسلول، تعداد سلول، میزان  امز جمله نامشخصات سلول .3

.شود مینوشته لوله کرایو 

.گردد می تهیه% DMSO 10حاوي  FBS مقدار لازم ازدر یک لوله جداگانه س سپ.4

 به ازاي هر حدودا .5
6

رسوب سلول  به DMSO% 5-%10حاوي  ml5/0 FBSسوسپانسیون سلولی از  سلول 2-1 10 

. یابد میتقسیم و به سرعت به فریزر انتقال ، و پس از پی پتاژ  گردد میافزوده ها

.یابد میانتقال  -C80فریزر و سپس به   -C20ساعت به فریزر  2مدت  ون سلولی بهحاوي سوسپانسی کرایو.6

سلول هاي یخ زده به تانک نیتروژن  ، )ساعت نیز تداوم داشته باشد 48تا  12این زمان می تواند ( ساعت 6گذشت بعد از  .7

)C196- ( می شوندمنتقل.   

نکات:  

دقیقـه بـه طـول نمـی      5بیشتر از  ml 7ول ها از تانک ازت تا رساندن حجم محیط به از خارج نمودن سل دفریز سلول، تمامی مراحل

  .انجامد

  .با توجه به سلول مورد نظر تغییر می یابددر پاشاژ سلول هاي چسبنده مدت زمان انکوباسیون 

DMSO  ورت و چشـمها جـدا   بـا لبـاس، دسـتکش، ص ـ    ها در حین کار می باید از تماس آن. هستند بسیار سمی مواديترپان بلو و

  .خودداري نمود

توده سلولی


