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 1فصل 

 کشت سلول
 
 
 

 

 مقدمه
در  چشییگیری  هیای یشیرهت پنجیر بیه   م شرایط آزمایشگاهیدر  هاسلول کشت امکان
را  هیا سیلول . بسییاری از انیواع   شده اسیت  شناسییروسو یژهوبه ،شناسییستززمینه 

بیدی    .دکیر منجیید نگهیداری    صیورت بیه و داد  کشیت  ،معیول یهاروش اب توانیم
یکسیان، مشیخو و بیدون آلیودسی را      ییهاسلول تا شودیمهراهم ای  امکان  ،ترتیب

مزاییای  ، علییرمم  حیال ی باار پژوهشی و تشخیصی در اختیار داشته باشیم. ابزا عنوانبه
کیه   دنباشی داشیته  توجیه  بیه ایی  نکتیه     سیتی بای پژوهشیگران استفاده از کشت سلول، 

عیلکیرد متفیاوتی در    میکی  اسیت   ،کننید یمی که در محیط مصنوعی رشد  ییهاسلول
. تکثییر  نشان دهنید  ،کنندیمکه در یک موجود زنده و کامل رشد  ییهاسلول با مقایسه
 منجر بیه  لزوماً، دهدینیطبیعی رخ  طوربهرشد سلولی در آن  ، کهin vitroدر  هاسلول

بیر   ییت درنها ،تیایزی هاییژسیواحتیال از دست رهت   ،روی ازا .شودینیتیایز کامل 
رهت  از بی   واسطهبه. سذاشتد نثیر خواهأت هاسلولو کاربرد سلولی  هاییژسیوروی 

رهتیار سیلول    ،باهت ساختارماتریک  و از بی  رهت   -سلول و سلول -تعاملات سلول
شرایط  هاییژسیواز  ترییعوسمحدوده  به یابیدست طرح. شودیمدچار تغییراتی نیز 

باهت  هایسیستمهاکتورهای رشد و تیایز و توسعه دسترسی به با اهزایش  آزمایشگاهی
قطبیت، شکل و روابیط واقعیی خیود را حفی       دهندیمازه اج هاسلول)که به  یبعدسه

میک  اسیت  و  رسدیمآینده نویدبخش به نظر  اندازچشم .انجام است در حال نیایندف
 شرایط آزمایشگاهیکشت سلول ارائه شوند که رشد و مطالعه  ی برایجدید هایروش

 .سازند میسر ،باشندینیکه در حال حاضر قابل کشت را  هایییروسو
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ذخییره و  ، تعییی  خصوصییات  ، کشیت مربیو  بیه    یهاروشای  هصل به بررسی 
مهیم  مسیائل   ،عیلاوه به. پردازدیمسلولی  یهاکشتبرای  -در سرما هاسلولنگهداری 
 خواهد شد. بررسیید اعتبار نیز أیرل کیفی و تکنت مربو  به

 

 منابع کشت سلول

 در تیوان یمی  ،انید آمیده دسیت بیه  هاتباهو  هاسونهکه از انواع مختلفی از را  ییهاسلول
. بیا توسیعه انیواع    ف5-3) کرد و ییا تکثییر نییود   و نگهداری حف   شرایط آزمایشگاهی

کشیت در حیال   قابیل   یهیا سیلول متنوع، انیواع   هاییطمحمختلف هاکتورهای رشد و 
 خواهد شد.ذکر  مواردای  از  ییهامثالدر ادامه  که هستاهزایش 

 

مپست ندارم ارانمهسه

 از باهیت  آمیده دسیت بیه طبیعی و سیرطانی   یهاسلولانواعی از کشت  در حال حاضر،
کیه در ادامیه بیه     ف1) هسیت  یرپذامکان فسانانسان و یا جوند مالباً) دارمهرهپستانداران 
 .شودیماشاره  ای  مواردتعدادی از 

 یهیا سیلول هیا،  سییت وهیا، کراتین پوستی و عضلانی مانند ملانوسیت یهاباهت 
 بیعضله و چر

 یهاسلولاپیتلیوم، لوزالیعده، کبد،  یهاسلول، مانند یاروده -معدی یهاباهت 
 عضله صاف یهاسلول و روده بزرگ

 

 
باا غلتات    DMEMدر محایط کشات   -086Hekهاای تصویر میکروسکوپ فاز کنتراست از سلول   م1-1شکلم

روز  چهار،  ×06با بزرگنمایی  Bو تصویر  ×66با بزرگنمایی  Aمتر مربع، تصویر سلول/سانتی 5 ×866سلولی برابر با 
 کشت. پس از
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 باهت تنفسی مانند ریه، اپیتلیوم آلوئولار و برونش 

 کلیه یهاباهت ادراری، مانند سلول 

 پرزهیای کورییونی جفیت،     یهیا ، مانند آمنیوسیت، سیلول ماده یدمثلیباهت تول
 ...دهانه رحم و یهاسلول

 سرتولی یهانر، مانند سلول یدمثلیباهت تول 

 لوزالیعده و تیروئید یها، مانند سلولیزرمدد درون 

 سییینوویال،  یهییاهییا، سییلولمفصییلی، ماننیید کوندروسیییت -باهییت اسییتخوانی
 استخوانی )استئوبلاستف یهاسلول

 سلیال و نورونی یهاباهت عصبی، مانند سانگلیون ریشه پشتی، سلول 

 بندناف ورید اندوتلیال یهاولسل قلبی، هایمونوسیت مانند عروقی، و قلبی باهت 

 لنفوسیت یهاسلول ماکروهاژها، ،سازپیش یهاسلول مانند ،سازخون باهت T و B 

خرسوش، خوکچه هنیدی، اسیب، سیاو، سی ،      مانندسایر پستانداران  یهاسلولاز 
 .سلولی تهیه شده است یهاکشت ... نیزربه، موش صحرایی، مییون، راکون وس

 

م ندارغیسمپستم ارانمهسه

، هیا یمیاه ماننید   ،پسیتاندار میر دارانمهیره  یهیا سونیه از  تیوان یمرا  یسلول یهاکشت
انواع از باهت جنینی  مالباً ،سلولی ماهی یهارده .ف1) نیز تهیه کرددوزیستان و پرندسان 

کیار  ه بی  هایماه هاییروسوو برای مطالعه و تکثیر  اندآمدهدستبه هایماهمختلفی از 
 هیایی یطمحی و  هاروشمشابه  ،هاسلولکشت برای ای   هاییطمحو  هاروش. روندیم

 بیا ایی  تفیاوت کیه    ، رونید یمی بیه کیار    انرپسیتاندا  یهیا سلولهستند که برای کشت 
را در دماهیای کیتیر از    هاآن توانیمماهی نیاز کیتری به سلوتامی  داشته و  یهاسلول
 .کرد دمای اتاق، نگهداریمانند ، سرادیسانتدرجه  17
 
 
م
م

م
سالولی  رده تصویر میکروساکوپ فااز کنتراسات از      م1-2شکلم

 walking catfishماهی  ششآباز  آمدهدستبه
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ممهسگ ن ب

ماننید حشیرات    مهرسانیب ی مشتق شده ازسلول یهاکشتبه برای رشد باکولوویروس 
 مورداسیتفاده  یهاروششبیه به  ،نگهداری کشت یهاروشنیز  موارد . در ای استنیاز 
 یهیا سیلول توجیه داشیت کیه     بایید  با ای  حیال . باشندیم پستانداران یهاسلولبرای 
درجیه   17) کننید یمی پسیتانداران رشید    یهیا سلولتری نسبت به در دمای کی اتحشر
 ف3-1)شکل  دارند. خود نیازبه محیط کشت اختصاصی ف و سرادیسانت

 
 یسلولی هاکشت کنندگانینتأم

شیده، ماننید   معتبر و شیناخته  یهاسلولی از مجیوعه یهاکه کشت شودیتوصیه م اکیداً
 سییلولی مجیوعییه کشییت"ف یییا ECACC) "سییلولی یهییامجیوعییه اروپییایی کشییت"

سیلولی خیالو، معتبیر و     یهاکشت ،هاف تهیه شوند. ای  مجیوعهATCC) "آمریکایی
ییاز  و اطلاعات مربو  به محیط کشیت موردن  کنندیمت را عرضه کیفی ازنظر شدهکنترل
 توسط شده. مثالی از رده سلولی عرضهدهندیمارائه و شرایط رشد مناسب را نیز سلول 

ECACC اه با اطلاعات مربو  به محیط کشت و شیرایط رشید سیلول در جیدول    هیر   
 ارائه شده است. 1-3
 
 

 
                                         حشاارات در محاایط کشاات   Sf-06 هااایساالولتصااویر میکروسااکوپ فاااز کنتراساات از      مم1-3شااکلم

SFMII  866 -Sf  مربع، تصویر  مترسانتیسلول/ 6 ×566با غلتت سلولی برابر باA  و تصاویر   ×66 با بزرگنماایی
B  کشت ازروز پس سه  ،×06با بزرگنمایی. 

 
م
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 سلولی یهاکشت دهندهارائهمعتبر  یهامجموعه  1-1مجدول

مآ ر ممجیولهمت  مب ف 

ECACC-  یهاکشتمجموعه 
و  هااااپاااژوهشسااالول مرکاااز 

 میکروبیولوژی کاربردی

European Collection of Cell Cultures- Centre for 
Applied Microbiology & Research, Salisbury, Wiltshire, 

UK http://www.camr.org.uk/ecacc.htm/ 

ATCC- سلولی مجموعه کشت 
 ییآمریکا

American Type Culture Collection 
P.O.  , Manassas, Virginia , USA 

http://www.atcc.org/ 

DSMZ-  یهاا کشات مجموعه 
 هااایکروارگانیساامیمساالولی و 

 آلمان

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen 
Braunschweig, Germany 
http://www.dsmz.de/ 

Riken- بانک سلولی ریکن Riken Cell Bank, 6-6-6Koyadai, Tsukuba Science City, 

Iboraki, Japan 
http://www.rtc.riken.go.jp/ 

م
 یهاا کشات مجموعه اروپاایی  "- توسط شدهعرضه سلولیرده اطلاعات مربوط به برگه   1-2جدولم

 "سلولی جانوری

  :84113001ECACC NoمVeroن ممس ول:م

 سلول کلیه میمون سبز آفریقایی شرح

 درصد 66میلی مولار+ سرم جنین گاوی  0+ گلوتامین  DMEM محیط کشت

 مراحل روتین بازکشت

 -تقسایم کنیاد   6 :6تاا   6 :6را به نسبت  درصد 86در حد  یپرشدگبا  یهاکشت
هازار سالول در هار ساانتیمتر مکعاب باا اساتفاده از         666تا  666یعنی کشت با 

 67درصد، دماای   5کربن  اکسیدید؛ EDTA-درصد یا تریپسین 05/6تریپسین 
 گرادیسانتدرجه 

 یسانتیمتر مکعب 05 فلاسکدر  احیا -درصد 86 درصد زنده ماندن

 
 کشت سلولانواع 

ه اولییه را بی   یسیلول  یهاکشت ،یازندههر موجود  یهاباهتاز  توانیمتئوری،  نظر از
 هیا سلول) داد دوباره کشت توانیماولیه را  یهاکشت. در صورت نیاز، ای  آورد دست
و کشیت را سسیترش دادف.    منتقل کیرده به یک ظرف کشت مجزا  سازییقرقپ  از را 

 صورتبه توانیم ،باشندیمجنینی  أدارای منش در املب موارد، که را هاکشتبرخی از 
ایی    .بیه پییری خواهنید رسیید     هیا کشتهر یک از ای   یتدرنهاداد، اما  متوالی پاساژ
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ثیر تحت تیأ  هاسلولبعضی از . شوندیم نامیدهسلولی محدود یا هانی  یهارده، هاسلول
که  کنندیمایجاد سلولی را  یهارده ،هاآن مواد شیییایی یا در اثر تغییرات در کروموزوم

 .هستند شدن تکثیردوباره و کشت بیشتری برای ظرهیت دارای 
 

 ت  ماولیهمس ول

 ،شیوند یماز هم جدا  باهت یهاسلولاز یک جاندار، در صورت لزوم  شدهسرهته باهت
و در دمیای مطلیوب    شدهدادهقرار محیط کشت مناسب  حاویدرون یک ظرف کشت 

ییک کشیت    عنیوان بیه  کشت دوبیاره، تا زمان اولی   ،. ای  نوع کشتشودیمی نگهدار
طبیعی  یهاباهتسلولی اولیه بیشتری  شباهت را به  یهاکشت. شودیمشناخته  "اولیه"

بیرای جداسیازی    ، مخصوصیاً شناسیی ییروس و هیای ینیه زمدارند و هنوز در برخیی از  
نییاز   یهراوانی و کیار  به تیلاش   هاآن هتهی، حالی باا. باشندیماهییت  حائز، هایروسو

بی   یک از  هاکشتتغییرپذیری ای  دارند.  یماهیت ناهیگن هاکشتای  هیچنی   .دارد
 یرناپیذ اجتنیاب  ،هیا آن هیای یژسیوهیه عدم تعیی  پتانسیل آلودسی بالا و  ،به ب  دیگر

 است.
 

م یپ وئیدمس ول معه ر ه

پیش از رسییدن بیه پییری و     ،هاآنبرخی از  سلولی اولیه، یهاکشتپ  از پاساژ دادن 
به ای  سلولی که  یهاردهچندی  پاساژ را تحیل نیایند. تا  توانندیم ،اهت سرعت رشد

را نشیان   "طبیعیی "، ییک هنوتیی    انید آمیده دسیت بهسالم و طبیعی  یهاباهتروش از 
               ماننید  یپرکیاربرد  یهیا سیلول  تیوان یمی  دیپلوئیید  یهیا رده. از ف3-1)جدول  دهندیم
11WI-  5وMRC-  .جنینییی  یهییاباهییتکییه از  دیپلوئیییدسییلولی  یهییاردهرا نییام بییرد
ظرهیت تعداد بیشتری کشت دوباره را ، پیش از رسیدن به پیری معیولاً ،اندآمدهدستبه

 بالغ بسیار کیتر است. یهاباهتاز  آمدهدستبه یهاسلولدر  ظرهیتای   دارند.
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، تصاویر  ATCCتهیه شاده از مجموعاه    MRC- 5تصویر میکروسکوپ فاز کنتراست از رده سلولممم1-4شکلم

 .هستسمت چپ دارای غلتت سلولی کمتری نسبت به تصویر سمت راست 
 

 
 ردهوسیله به ترتیب به  ، که معمولاًترانسفورم شدهو یک فنوتیپ  "طبیعی "مشخصات یک فنوتیپ   1-3مجدول
 .شوندیملولی پیوسته بیان س ردهو  لوئیدپدیسلولی 

متسانسفورممشدهفنوتیپممفنوتیپمطبیع 

 معلق )سوسپانسیون( صورتبهکاهش وابستگی به اتصال و امکان رشد  برای اتصال وابسته به مکان

 تماس براثراز بین رفتن مهار رشد  تماس براثرمهار رشد 

 اندیافتهنتمایز  معمولاً ممکن است تمایز نشان دهند

 هتروپلوئید، آنوپلوئید وئیددیپل

 -عمر نامحدود عمر محدود
 نیازمندی کمتر به فاکتورهای رشد/سرم.

 .برای دو برابر شدن جمعیت ترکوتاهزمان 
 .نمایندیمبه موجود زنده، ایجاد تومور  تزریقدر صورت  هاآنبسیاری از 

م

مس ول مپیوستهمعه ر ه

ییا   کیه  باشیند یمو نامیرا ه ترانسفورم شد سلولی یهاردهشامل پیوسته سلولی  یهارده
 عوامیل  ثیرتیأ  واسیطه بیه و ییا   شیوند یمی مشیتق  تومیوری   یهیا باهتمستقیم از  طوربه
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میک   هاسلولدر  ترانسفورماسیون .آیندیمدست ه ب هاسلولبر روی  ترانسفورم کننده
 :اتفاق اهتداست به دلایل زیر 

  زاسرطانقرارسیری در معرض مواد شیییایی 

  یونیزانتابش 

  هیای ییروس و آلودسی با رتروویروس ها و ییا DNA  اجیزای  )ییا   دار تومیورزا
 ویروسیف

 یخودخودبه صورتبه 
 

را  ییریاهتیه تغییک هنوتیی     ،سلولی پیوسیته  یهارده، ترانسفورماسیونبه دنبال ای  
 اسیت و ترانسفورماسیون در هرآیند  یامرحله. نامیرا شدن ف3-1)جدول  دهندیمنشان 

، ایجیاد  سلول   تغییری در کنترل رشدمیک  است دوره زندسی نامحدودی را بدون هی
سیلولی پیوسیته    یهیا ردهاز  ییهیا مثیال  HeLa یهیا سیلول و  Vero یهیا سیلول  د.کن
 .باشندیم

 

 
، تصویر سامت  ATCCتهیه شده از مجموعه  Helaتصویر میکروسکوپ فاز کنتراست از رده سلول  مم1-7شکلم

 .هستلتت سلولی کمتری نسبت به تصویر سمت راست چپ دارای غ
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 محیط کشت
سلول به شیکلی   یازموردنهراهم کردن مواد مغذی  ،هدف استفاده از محیط کشت سلول

عیلاوه  . هسیت بهینه و اسیولاریته مناسب برای بقا و تکثیر سیلول   pH، با دسترسقابل
 کنتیرل  سیتی نییز بای  یسیلول  یهیا کشیت ، دما، میزان اکسیژن و دی اکسید کرب  بر ای 
ییا   سیرم و  ا اضاهه کردنز یک محیط پایه بکشت ا هاییطمح، تیامی یطورکلبه. دنشو

 .شوندیمسایر هاکتورهای رشد تشکیل 
 

 محیط پایه

کیه   پسیتانداران وجیود دارنید    یهیا سیلول پایه برای کشت  هاییطمحانواع مختلفی از 
  DMEM (Dulbecco's modified Eagle's)مانند Eagle هاییطمح هاآن ی ترپراستفاده

 دیگیییر بیییه نیییام                          محییییط و  medium) EMEM (Eagle's minimal essentialو 
(Roswell Park Memorial Institute) RPMI  انواع دیگیری  .باشندیم هاآنو مشتقات 

ون سیرم در  بید  یهیا کشیت سلولی خاص و  یهاردهنیز برای  پایه کشت هاییطمحاز 
نییز بیرای کشیت     Graceماننید محییط    پاییه  هیای یطمحی . تعیدادی از  دسترس هستند

هیر   نقیش کشیت و   هیای یطمحترکیبات اصلی  هستند. استفادهقابلحشرات  یهاسلول
بیرای عیلییات کشیت در     شیود یمتوصیه  .شده است ذکر 3-3در جدول  هاآنیک از 

، کیفییت آب  اسیتریل شیرایط  مربو  به  اجتناب از مشکلات منظوربه و کم هاییاسمق
سلوتیامی  و   توانیم در صورت لزوم. شوداستفاده  ،آماده مصرف x3 محیط مایع از ...و

 کیه  هیایی یطمحی . کرداضاهه  کشت در زمان مصرف به محیطرا سایر ترکیبات ناپایدار 
 یهیوا کیرب  در   اکسیدیددرصد  5 هستند به اهزایش کربناتیبی سیستم باهرمحتوی 

 یهیا رده کننیده عرضیه  یهیا مجیوعیه . نیاز خواهند داشت، کشت یهاظرفهاز سازی 
انتخاب محیط کشت و مواد اهزودنی  برایف اطلاعات لازم ATCC و ECACCسلولی )

 .دهندیمارائه سلولی را  ردهلازم برای هر 
 

 .هاآنترکیبات محیط کشت پایه و عملکرد هر یک از   1-4مجدول

ملی کس متستیب

 حلول نمکی متوازنم
 و غشاا  ، حفظ فشاار اسامزی، پتانسایل    فیزیولوژیک pHحفظ 

 هایمآنزکوفاکتورهای 

 بافر
 Hepes،کربن اکسیدید/کربناتیبمانند: 

یاک   6HCO؛ یدلاکتیکاسا و تولیاد   کاربن  اکساید یدجباران  
 هستفاکتور رشد نیز 
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 )ادامه(  1-4جدولم

ملی کس متستیب
 یا گلوتامین هایدراتکربوه

 مانند: گلوکز، گالاکتوز
 منبع انرژی

، شاوند ینما سانتز   هاا سالول اسیدهای آمینه ضروری که توسط  اسیدهای آمینه
باه   هاا سلولکه ممکن است توسط  یرضروریغاسیدهای آمینه 

 درون محیط آزاد شوند
 هایتامینو

آمینوبنزوئیاک اساید، بیاوتین،    -مانند: پاارا 
 ه، ریبوفلاوین و غیرB60اسید فولیک، 

 کو فاکتورهاپیش سازی برای 

 و فاکتورهای رشد هاهورمون
ماننااد: انسااولین، هیاادروکورتیزون، فاااکتور 
رشد عصبی، فاکتور رشد اپیادرمی، فااکتور   

 و غیره فیبروبلاسترشد 

 یسلول تمایز تحریک تکثیر و

 و پپتیدها هاینپروتئ
گلوبولین، فیبارونکتین،   -مانند: فتوئین، آلفا

 فرینآلبومین، ترنس

 ...، لیپیدها و هایتامینو، هاهورمونحمل 

 ... غشا  وبیوسنتز  اسیدهای چرب و لیپیدها
 فاکتورهای کمکی

 مانند: عناصر کمیاب، نوکلئوتیدها
 ...آنزیمی و  یکو فاکتورها

 

 سرم

ه کشت پایه ب هاییطمحماده کیکی است که در  ی ترمتداول ،(FBS) سرم جنی  ساوی
که برای انیواع مختلفیی از    هستمنی از هاکتورهای رشد  یمنبع ،  سرم. ایرودیمکار 
مناسب است. ترکیبیات اصیلی    ،سوناسون یهاباهتو  هاسونهاز  آمدهدستبه یهاسلول

 .است در جدول زیر ارائه شده هاآناز  هرکدامسرم و عیلکرد 
 ی قبیل با سرم سیر میک  است ازنظر عیلکردی یدشده در هر سری تولید، سرم تول

 .بگیردمورد آزمایش قرار  ستیبای ،پیش از خرید لذا .داشته باشد ییهاتفاوت
آلیودسی بیا    مخصوصیاً  ،ویروسی هاییسرم جنی  ساوی یکی از منابع اصلی آلودس

 هیایی ییروس چنی  و ؛هست یسلولی هاکشت در اسهال ویروسی ساویمولد ویروس 
بیه   هیا بیرای تشیخیو آن   و ندوجیود داشیته باشی    در سرم میک  است به تعداد کیی

یکیی از   عنیوان . سیرم سیاوی بیه   باشد ینیاز PCRتشخیصی حساس، مانند  یهاروش
تهییه و  برای که  شودیتوصیه مبا ای  حال  شود.یدر نظر سرهته نی BSEمنابع آلودسی 

از منیابع سیاوی    ،کیار خواهنید رهیت   ه در انسیان بی   in vivoصورت موادی که به تولید
 .استفاده نشود


