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دکتر سیده زهرا مطلوبی
دکتری ایمنی شناسی

استادیار دانشکده پزشکی

دانشگاه علوم پزشکی سبزوار



مقدمات کشت

گویندمیسلولکشترامصنوعیمحیطیکدرهاسلولبقاتکثیرو:تعریف.

:هاسلولانواع

(سرطانیهایمانندسلول)نامیراهایسلول-1

(Primary)اولیههایسلول-2

(STEM Cell) بنیادیهایسلول-3

3دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت
سلولکشتبرایلازممواد:

.محیط کشت-1

(.HBS)یا سرم جنین اسب ( FBS)سرم جنین گوساله -2
.آنتی بیوتیک-3
.فلاسک یا پلیت-4
.هود لامینار-5

.CO2انکباتور -6

.میکروسکوپ اینورت-7

4دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت
محیط کشت-1

پیرواتیاگلوکزنظیرکربنمنبعوها،یونغیرآلینمک هایویتامین ها،آمینواسیدها،حاوی:پایهکشتمحیط

:کشتهایمحیطانواع

1-Basal medium Eagle (BME):

.استویتامین8وآمینواسید13شاملسلولکشتبراینیازموردترکیباتحداقلباشدهغنیمحیطیک

2-MEM (EMEM):

کهروریغیرضآمینواسیدهای.استیافتهافزایشبرابردوآنآمینواسیدهایاغلبغلظتسلول،نیازاساسبرکهباشدمی BMEنوعی

.استنرفتهبکار MEMفرمولاسیوندرکنندبیوسنتزراآنهاتوانندمیهاسلول

5دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت
محیط کشت-1

3-Dulbecco’s modified MEM (DMEM)   :

بهغیرضروریآمینواسیدهایافزودنبارامحیطاین.استشدهبرابر4هاویتامینوآمینواسیدهاغلظتآندرکهباشدمی BMEنوعی

مسدیبیکربناتبافریسیستمتوسطکشتمحیطاین pH.کردترغنیتوانمیوپیرواتآهن،سرین،گلایسین،L-Glutamineخصوص

.گرددمیاستفادهبالاگلوکزباDMEMازگلوکزبالایغلظتبهنیازمندهایسلولکشتزماندر.است7/4الی6/8بینوگرددمیتامین

4-α-MEM:

 MEMنوعیمحیطاین.باشدمیهمستروموشدرهیبریدیسلولیهایردهکشتزمینهدرتحقیقاتبراییافتهتغییر MEMنوعی

آنبههاوکلئوتیدنواسیدلیپوئیکپیروات،سیانوکوبالامین،وبیوتیناسید،آسکوربیکهایویتامینغیرضروری،آمینهاسیدهایکهبوده

.استشدهافزوده

6دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت
محیط کشت-1

5-Iscove’s modified DMEM (IMDM) :

ایندرهمچینن.پیرواتوسلنیتبیوتین،وسیانوکوبالامیننظیرهاییویتامینغیرضروری،آمینواسیدچندینباشدهغنیاستمحیطی

وانعنبهسویالیپیدهایوگاویسرمآلبومینترانسفرین،.استشدهاستفادهpHثباتجهتفاکتوریعنوانبه HEPESازکشتمحیط

.نیستFBSازاستفادهبهنیازیمحیطاینباکشتزماندرروایناز.دارندوجودمحیطاینترکیبدرسرمجایگزین

6-RPMI 1640:

سطوحآن،مشخصه.شدعرضهمحیطیخونهایلنفوسیتمدتطولانیکشتمنظورهبوبوده McCoy’s 5Aمحیطپایهبرمحیطینا

وسیتلنفخونی،هایسلولنظیرسوسپانسیونیهایکشتدرپرکاربردهایمحیطازیکی .استفسفاتبالایوسطوحومنیزیمکلسیمپائین

.استDMEMازبالاترو8حدودآنpHمحیط،اینترکیبتدرفسفرهاینمکبالایغلظتدلیلبه.استوهیبریدوماهاها

7دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت
محیط کشت-1

7-Leibovitz’s L-15:

درگرددمیبسبکهشودمیتامینآزادبازیوآمینواسیدهایهافسفاتتوسطسدیمبیکربناتجایبهکشتمحیطایندربافریظرفیت

درها،سلولمتابولیسمطیشدهتولیدCO2ازحاصل pH کاهشکنترلبرای.نباشددارCO2انکوباتوربهینیازآن،ازاستفادهزمان

.تاسآمینههایاسیدانواعتمامیازبالاییبسیارغلظتدارایمحیطاین.استشدهاستفادهپیرواتازگلوکزجایبهآنترکیب

8-DMEM/F12. :

 هاسلولانواعازوسیعیطیفرشدازکهاستپیچیدهوغنیالعادهفوقمحیطیکوبودهHam's F-12و DMEMازمخلوطیمحیطاین

برجبرانیتااستشدهگنجاندهفرمولدرمولارمیلی15نهاییغلظتدرHEPESبافر.می کندپشتیبانیسرمبدونوسرمبافرمول هایدر

.باشدسرمحذفازناشیبافریظرفیترفتنبیناز

8دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت

محیط کشت-1

9دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

:کلیقاعدهیکصورتبه

چسبندهسلول هایکشتبرای Ham’s F-12و α-MEM ،DMEMکشت هایمحیط

سوسپانسیونیسلول هایکشتبرای RPMIکشتمحیط

.می شوداستفادهبنیادیهایسلولجملهازسرمفاقدکشت هایبرایL15و DMEM/F12ترکیبیکشتمحیطو



مقدمات کشت
محیط کشت-1

10دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

:کشتمحیطpHتنظیم

.است7.4تا7.2بینسلولتحملقابلتغییراتدامنهوبودهحیاتیبسیارها¬سلولرشدبرای pHحفظ

H2O + CO2 ⟺ H2CO3 ⟺ H+ + HCO3:استبیکربناتیون هایباتعادلدرمحلول CO2کشت،محیط هایدر

:کند¬میتنظیمزیرواکنشطبقکشتمحیطدررا CO2سطحمحیطبهشدهاضافهسدیمبیکربنات

H2O + CO2+ NaHCO3⟺ H+ + Na+ + 2HCO3–

:دهد¬مینشانخودرنگتغییربارامحیط pHتغییراتردفنل

رنگ ارغوانی  pHرنگ زرد، در سطوح بالای pHدر سطوح پائین 



مقدمات کشت
محیط کشت-1

11دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

ها¬آناحتمالیعللو pHتغییرازحاصلکشتمحیطمختلفهای¬رنگ

pH: 6.5زردرنگ-1

:وراهکاراحتمالیهایعلت

.شودتعویضسریعاکشتمحیط:غذاییموادواتمامهاآنتوسطسرمهایپروتئینوتجزیهمحیطدرهاسلولزائدموادافزایش➢

CO2کپسولفشارتنظیم:انکوباتورCO2میزانافزایش➢

.گردداوتآندربکردنبازبدونفلاسک:باکتریاییآلودگی➢



مقدمات کشت
محیط کشت-1

12دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

ها¬آناحتمالیعللو pHتغییرازحاصلکشتمحیطمختلفهای¬رنگ

pH: 7.0 زردبهمتمایلرنگ-2

:وراهکاراحتمالیهای¬علت

(ساعت24ازکمتر)فرصتاولیندرشودسعیبنابراین.استاتمامحالدرغذاییومواداستطبیعیصورتبههاسلولرشد➢

.گرددتعویضکشتمحیط



مقدمات کشت
محیط کشت-1

13دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

ها¬آناحتمالیعللو pHتغییرازحاصلکشتمحیطمختلفهای¬رنگ

pH: 7.4 نارنجی/روشنقرمزرنگ-3

:وراهکاراحتمالیهای¬علت

.استمناسبشرایطهمهوداشتهمناسبیوضعیتهاسلول➢



مقدمات کشت
محیط کشت-1

14دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

ها¬آناحتمالیعللو pHتغییرازحاصلکشتمحیطمختلفهای¬رنگ

pH: 7.8ارغوانیرنگ-4

:راهکارواحتمالیهای¬علت

CO2کپسولفشارتنظیم:انکوباتورCO2میزانبودنکم➢

.شوداستفادهدیگریکشتمحیطوشدهبررسیکشتمحیطفرمولاسیون:کشتمحیطبیکربناتمیزانبودنزیاد➢

.شودبررسیکشتمحیطمیزانحجموانکوباتورآبحاویظرف:کشتمحیطتبخیروانکوباتوررطوبتمیزانبودنکم➢

.  ها شودتواند سبب ایجاد تغییرات در سلولی این شرایط میارها رشد نکرده وپایددر این وضعیت سلول



مقدمات کشت

(FBS)سرم جنین گوساله -2

15دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

ذیهتغهمچنینوهالیپید،رشدفاکتوررهای،هاهورمونوآلبومینمانندهاییپروتئینمنبعبرای

.شودمیاستفاده((FBS)گوسالهجنینخونازآمدهدستبهمعمولا)سرمازهاسلولمناسب



مقدمات کشت

آنتی بیوتیک-3

16دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

.گردند¬میاضافهکشتمحیطبهقارچیاوباکتریرشدمهاربرای

.استبالابسیارآلودگیاحتمالکشتمحیطبالایبودنمغذیدلیلبه FBSازاستفادهزماندر

افزودننتیجهدرکنندکنترلرابیوتیک¬آنتیسمیتتوانند¬میکشتمحیطدرونهای¬پروتئین

.استخطربیومناسببیوتیک¬آنتی

بهیکبیوت¬آنتیاستممکنهمچنینبوده،پایینباکتریرشداحتمالسرمفاقدکشتهای¬محیطدر

.نگیردقراراستفادهموردبیوتیکآنتیشود¬میتوصیهنتیجهدربرساندآسیبها¬سلول



مقدمات کشت
آنتی بیوتیک-3

17دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

سلولیکشتمحیطدرشدهاستفادههایبیوتیکآنتیترینرایج

رشدازجلوگیری)لیترمیلیدرواحد1۰۰مقداربهسیلینپنیازمخلوطیبصورتمعمولاا :استرپتومایسینوسیلینپنی-1

.(منفیگرمهایباکتریرشدازجلوگیری)لیترمیلیدرمیکروگـرم1۰۰مقـداربـهاسترپتومایسـینو(مثبتگرمهایباکتری

لیترمیلیدرمیکروگرم5۰غلظتدر:جنتامایسین-2

کاناماسـین:گستردهطیفباهایبیوتیکآنتی-3

 Bآمفوتریسیننظیرقارچیضـدداروهـای-4

مایکوپلاسماآلودگیحذفبرای:پلاسموسین-5



مقدمات کشت

فلاسک و پلیت-4

تمثب، دارای بار  Polystyreneمعمولا  پلی استایرن : جنس فلاسک 

فیلتر دار و ساده : انواع فلاسک 

(T75)و فلاسک بزرگ ( T25)فلاسک کوچک : حجم

بسته به تعداد مورد نیاز سلول و آزمایش : کاربرد

18دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت
فلاسک و پلیت-4

19دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مقدمات کشت

20دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

میکروسکوپ اینورت-7

دارCO2انکوباتور -6

هود لامینار-5



مراحل کشت

یخ زدایی-1

تعویض محیط-2

پاساژ دادن-3

گرفتن بکاپ و نگه داری برای طولانی مدت-4

21دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مراحل کشت
یخ زدایی-1

-8۰خروج کرایو تیوب از تانک ازت  و قرار دادن در فریزر 

UVآماده کردن وسایل کشت شامل فلاسک، فالکون و استریل نمودن هود با استفاده از 

با خارج کردن از یخچال FBSگرم کردن محیط کشت و 

در حجمی برابر با محتویات داخل کرایوتیوب 15mLداخل فالکون 1:1یه نسبت FBS/ ریختن محلول محتوی محیط کشت

1:1به نسبت FBS/ریختن محتویات کرایوتیوب در داخل فالکون محتوی محلول محیط کشت

22دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مراحل کشت

یخ زدایی-1

 swing outتوسط سانتریفیوژ های 15۰۰دقیقه در دور 1۰الی 5سانتریفیوژ کردن به مدت 

(DMSOحاوی )دور ریختن محلول رویی فالکون محتوی سلول 

DMSOجهت حذف سلول های مرده و بقایای احتمالی ( FBSبدون )شستشوی مجدد سلول ها با یک میلی لیتر محیط کشت 

15۰۰دقیقه در دور 5سانتریفیوژ مجدد به مدت 

میلی لیتر محیط جدید و سوسپانس کردن سلول ها در آن1دور ریختن محلول رویی سلول های درون فالکون و اضافه کردن 

23دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مراحل کشت

یخ زدایی-1

FBSمیلی لیتر ۰/75۰آنتی بیوتیک در فلاسک کوچک همراه با % 1میلی لیتر محیط حاوی 3/25۰ریختن 

به فلاسک ( میلی لیتر 1)افزودن محلول محتوی سلول درون فالکون 

%(.15)می باشد FBSمیکرولیتر 75۰میلی لیتر محلول وجود دارد که محتوی 5در این زمان در فلاسک کوچک 

برطرف کردن شوک گرسنگی سلول جهت رشد بهتر در آغاز فرآیند کشت  : علت

قرار دادن فلاسک محتوی سلول در انکوباتور 

24دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مراحل کشت
تعویض محیط-2

:  سلول سوسپانس

سپس ریختن تمام محیط کشت درون فلاسک داخل یک فالکون و شستن فلاسک با یک سی سی محیط کشت جدید و

افزودن آن به فالکون دارای محیط کشت فلاسک 

دقیقه 5و به مدت 15۰۰سانتریفیوژ در دور 

دور ریختن محیط و سوسپانس سلول ها در یک سی سی محیط جدید 

25دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مراحل کشت
تعویض محیط-2

:  سلول سوسپانس

سی سی حاوی 5در نهایت ایجاد محیط : FBSسی سی ۰/7سی سی محیط و 5/3اضافه کردن سلول ها به فلاسک حاوی 

1۰ %FBS.

:سلول چسبان 

۰/5سی سی محیط و 4/5و ریختن ( PBS)سی سی بافر فسفات 2الی 1خالی کردن محیط کشت و شستن فلاسک با 

فلاسکدر FBSسی سی 

26دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مراحل کشت
پاساژ دادن-3

:  سلول سوسپانس

سی سیدومشابه تعویض محیط سلول ها جمع آوری و سانتریفیوژ شده سپس بعد از خالی کردن محیط رویی، سلول ها در 

.  محیط جدید سوسپانس می شوند

و سپس افزودن یک سی سی از فالکون حاوی FBSسی سی ۰/7سی سی محیط و 5/3آماده کردن دو فلاسک هر کدام حاوی 

سلول به هر کدام 
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مراحل کشت
پاساژ دادن-3

: سلول چسبان

PBS( فلاسک بزرگ)یا دو سی سی( فلاسک کوچک) خالی کردن کامل محیط فلاسک و شستن سلول ها با یک سی سی

تریپسین به فلاسک (  فلاسک بزرگ)سی سی 2یا ( فلاسک کوچک)سی سی 1الی ۰/75۰افزودن 

(زمانی که در زیر میکروسکوپ سلول ها شروع به گرد شدن کرده باشند)ثانیه 9۰الی 6۰خالی کردن تریپسین بعد از حدود 

دقیقه 5قرار دادن فلاسک خالی در انکوباتور به مدت 
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مراحل کشت
پاساژ دادن-3

: سلول چسبان

.بعد از خارج سازی از انکوباتور با ضربه به فلاسک ریزش سلول ها قابل مشاهده است

جمع آوری سلول ها به کمک محیط کشت و تقسیم در  فلاسک های جدید: مرحله بعد 
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مراحل کشت
فریز کردن و تهیه بکاپ-3

:سلول های سوسپانس

خالصFBSریختن سلول ها در فالکون، سانتریفیوژ، دور ریختن محلول رویی، سوسپانس مجدد در میزان لازم 

FBSلاندا 9۰۰-95۰به ازای هر یک الی یک و نیم میلیون سلول میزان 

DMSOلاندا FBS +1۰۰-5۰لاندا 9۰۰-95۰:  در داخل کرایوتیوب به نسبتریختن 

و سپس انتقال به تانک ازت8۰-ساعت در فریزر 24قرار دادن به مدت . سی سی است2حجم نهایی در داخل هر کرایو حداکثر 

30دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 



مراحل کشت

فریز کردن و تهیه بکاپ-3

:سلول های چسبان

کوباتور، ریزش خالی کردن محیط ، شستن فلاسک با بافر فسفات، افزودن تریپسین، خالی کردن تریپسین و قرار دادن در ان

خالصFBSسلول، جمع آوری سلول ها در میزان مورد نیاز 

. بقیه مراحل ونسبت ها مانند سلول سوسپانس است
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آلودگی های محیط کشت

:تشخیص

کدر شدن محیط کشت -1

زرد رنگ شدن محیط کشت بدون رشد سلول -2

مشاهده حرکت ذرات ریز در محیط کشت فلاسک یا پلیت -3

مشاهد سلول ها با مورفولوژی غیر طبیعی، مشاهده دانه های ریز تیره در داخل سلولها و سلول های منهدم شده-4
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آلودهسلول های 
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MCF7سلول های 
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MCF7سلول های 
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SW48سلول های 



37دانشگاه علوم پزشکی سبزوار-دکتر سیده زهرا مطلوبی 

saos2سلول های
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