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از سلول سالم تا داده قابل اعتماد
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Authenticated Cell

Healthy Culture

Standardized Passage

Controlled Seeding

Standardized Treatment

Validated Assay

Reliable Data



چرا کشت سلول مهم است؟

انکشت سلول پستاندار

مدل پایه ی مطالعه ی 
مکانیسم  های مولکولی و

سلولی

ویروس شناسی

ررسی تکثیر ویروس، تولید واکسن و ب
آنتی ویروس  ها

داروشناسی

سمیت، اثربخشی و فهم مسیرهای دارویی

ژن درمانی

لانتقال ژن و ارزیابی وکتورها روی سلو

سرطان

ایمونولوژی

ن و پاسخ لنفوسیت ها و ارزیابی واکس
سیتوکین ها

مکانیسم توموزایی و غربالگری 
داروهای ضد سرطان
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چرا کشت سلول مهم است؟

۱

آزمایش مولکولی

سطحدرمکانیسمیمطالعه

پروتئین،ژن،بیان:مولکول

سیگنالیمسیرهای

۲

مدل سلولی

تیزیسبستردراثراعتبارسنجی

 تکرارقابلو شدهکنترل

۴

مطالعه ی بالینی

هکجاییبالینی؛کارآزمایی

تبالاسبسیارخطایهزینه

مطالعه ی حیوانی

هزندارگانیسمدراثرتأیید

انسانازپیش

۳
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. شروع می شودشناسنامه دار و استاندارد، سلول سالمداده خوب و معتبر، فقط از 



اصول طلایی کشت سلول
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.کنیدتأییدراسلولهویت❖

.قدیمیهایکشت ازنهکنید،کارسلولیبانکاز❖

.داریدنگهپایدارواستانداردشرایطدرراسلول❖

.کنیدثبترامراحلهمه❖

.کنیدجو وجستفعال طوربهراآلودگی❖

.نیستآسپتیکتکنیکجایگزین بیوتیکآنتی❖



(In Vitro)در برون تنی ( In Vivo)بازآفرینی زیستگاه درون  تنی کشت سلول چیست؟
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شدهکنترل محیطدربدنازخارج هاسلولنگهداریورشد❖

:تأمیننیازمند❖

غذاییمواد•

دما•

•pH

مناسبگازهای    •

رطوبت•

ماتریکسیااتصالسطح•

مرتبطفنوتیپامکانحدتاورشدبقا،حفظ:هدف❖

.استآزمایشعلمیطراحیدرتعیین کنندهمتغیرینیست؛اجراییپروتکلیکصرفاًسلولکشت❖



نیاز دارند؟CO₂درصد5چرا سلول ها برای رشد به 
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(7/2-7/4)کشتمحیطفیزیولوژیکpHدقیقتثبیتوتنظیمبرای❖

❖CO₂​ (gas)⇌CO₂​ (dissolved)+H₂​O⇌H₂​CO3⇌H+HCO3−

!غذاییمادهیکنهاست؛بازواسیدتعادلحفظبرایخارجیکنترلیاهرمیک​CO₂درصد5❖

چیست؟CO₂ بهنیازبدونجایگزین❖

میلی مولار25تا۱۰غلظتبا HEPESآلیبافر•
Leibovitz’s L-15 مثلCO₂ازمستقلکشتهایمحیط •



انواع سلول  های مورد استفاده
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محدودیت مزیت ویژگی  ها نوع
عمر محدود، تنوع زیاد، دشواری استانداردسازی بیعیشباهت بیشتر به بافت ط یوانیحیاانسانینمونه/بافتازمستقیماً هاولیکشت



انواع سلول  های مورد استفاده
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محدودیت مزیت ویژگی  ها نوع
فنوتیپی/احتمال تغییرات ژنتیکی ترساده تر، اقتصادی  تر، تکرارپذیر مدتطولانی تکثیرقابلیت هپیوستسلولیرده



انواع سلول  های مورد استفاده
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محدودیت مزیت ویژگی  ها نوع
ی دقیقحساسیت بالا و نیاز به کنترل کیف اختیکاربرد گسترده در پزشکی بازس خودنوزایییاتمایزتوان بنیادی هایسلول



 های مورد استفادهانواع سلول
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محدودیت مزیت ویژگی  ها نوع
نگهداری دشوارتر مدل نزدیک  تر به فیزیولوژی محدودتقسیمتعداد محدودسلولیرده



چسبنده یا سوسپانسیونی؟
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سلول چسبنده سلول سوسپانسیونی ویژگی
پلیت/متصل به سطح فلاسک شناور در محیط محل رشد

یلیالی و فیبروبلاستپیت های ابسیاری از سلول بسیاری از رده های خونی و ایمنی مثال کاربردی
قبل از رسیدن به تراکم زیاد بر اساس تراکم سلولی زمان پاساژ

معمولاً با تریپسین یا روش آنزیمی جداسازی سازی یا سانتریفیوژمعمولاً با رقیق
Confluency Cell density و Viability شاخص مهم



یک تصمیم پژوهشی: انتخاب رده سلولی
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:دهیدپاسخسلول،دریافتیاسفارشازپیش

چیست؟پژوهشاصلیسؤال❖

چیست؟نیازموردبافتیمنشأوگونه❖

است؟نظر موردمولکولیویژگیدارایسلولآیا❖

است؟ ردیابیقابلومعتبرسلولیردهآیا❖

است؟دسترسدرسلولهویتشناساییروشآیا❖

دارد؟وجودآلودگیکنترلوفریزنگهداری،امکانآیا❖

❖Passage rangeچیست؟پروژهبرای قبولقابل



Cell Ageو  Passage Numberمفهوم
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=Passageجدیدظرفبهسلولانتقالیاکشتساببارهر

.باشدنیازژنومیپایداریوژنبیاندارویی،پاسخمورفولوژی،رشد،درتغییربااستممکنپاساژافزایش

:کنیدثبتپروژههردر

Passage 6 (P6):پاساژشماره❖

1404/07/15 (Passage upon thawing: P+2):(Thaw Date)ذوبتاریخ❖

پاساژهرتاریخ❖

MCF-7 (ATCC HTB-22):سلولمنبع❖

P3 to P12:(Project Window)مجازپاساژمحدوده❖

(جمعیتشدنبرابردو2تقریباً)۱:4:(Split Ratio)تقسیمنسبت❖



اجزای محیط کشت
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Basal medium :مانندDMEM، RPMI-1640، MEM، Ham’s F-12

Serum:ًمعمولاFBS، هاپروتئینورشدفاکتورهایمنبع 

L-glutamine پایدارجایگزین هاییا

Penicillin/Streptomycinاحتیاطباونیازصورتدرفقط

Sodium bicarbonate بافریسیستمو

 شدهتعریف هایمکملرشد،فاکتور ها،هورمونانسولین، ،EGF:اختصاصیعوامل



 سنجی محیط کشتو رنگ CO₂غلظت ،pHپایش : هموستاز فیزیکوشیمیایی
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C37°حدود:پستانداران هایکشتاکثر❖

pHتقریبیشاخص عنوانبهردفنول❖

قلیاییکمییامناسبمعمولاً:قرمز/صورتی    •

احتمالیآلودگییابالاتراکم شدن،اسیدی:زرد•

CO₂دراختلالیا شدنقلیایی:بنفش•

نیست«قطعیتشخیص»محیطرنگ❖



تجهیزات ضروری
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❖:Biosafety Cabinet (Class II Type A2)(زیستمحیطنمونه،کاربر،) گانهسهحفاظت



تجهیزات ضروری
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❖ Incubator CO₂​: گازدرصد5 ،37±۰/5دماتثبیتCO₂(%95>)اشباعرطوبتو​.



تجهیزات ضروری
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❖Inverted Microscope (Phase Contrast) :تراکممرفولوژی،روزانهبررسی(Confluency) سلولسلامتو
فلاسککردنبازبدون



تجهیزات ضروری
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❖Cell Counter / Hemocytometer :مانیزنده وتراکمسنجش(Viability) بلوتریپانرنگ آمیزیبا
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تجهیزات ضروری

25

❖Temperature-Controlled Centrifuge بهینهشتابباسلول نشینیتهg×3۰۰-۱۰۰

𝑹𝑪𝑭(𝒈) = 𝟏. 𝟏𝟏𝟖 × 𝟏𝟎−𝟓 × 𝒓 × (𝑹𝑷𝑴)𝟐



تجهیزات ضروری
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❖Cold Chain & Biobanking
 هامعرفوسرم بیوتیک،آنتی:مدتکوتاه −2۰فریزر    ❖
تدریجی سازیخنکومدتمیان  −8۰فریزر❖
مدتطولانیانجمادبرای( C∘150−≥)مایعنیتروژنتانک    ❖



تجهیزات ضروری
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کرایوویالو TC-Treated هایفلاسکفیلتردار،سرسمپلرهایکشت،اختصاصیسمپلرهای❖



(Think Before You Act)قبل از شروع فکر کنید : ایمنی زیستی
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:(Source & Biology)نمونهماهیتومنشأ.۱
حیوانیبرابردرانسانی
 دارشناسنامهتجاری هایردهمقابلدرناشناخته هایپاتوژنخطربااولیهکشت

(Lentivirus, Retrovirus, AAV)ویروسیوکتورهایوژنتیکی هایدست کاری

 (Activity & Procedure)فعالیتنوعارزیابی.2
(شدیدپیپتاژسانتریفیوژ،)آئروسلتولیدپتانسیلبااقدامات
(مایعنیتروژنازذوبهنگامکرایوویالانفجار)فرآیندهافیزیکیخطرات

(Containment & Response)بحرانبهپاسخومهار.3
خطرسطحبامتناسب (PPE)فردیحفاظتتجهیزات

(تازه٪۱۰سدیمهیپوکلریت/اتوکلاو)پسماندو خطرسازیبی
هاSOPرعایتو (Spill Kit Protocol)نشتفوریمدیریتپروتکل



انضباط کاری و حفظ پایداری جریان هوا: آماده  سازی پیش از ورود به هود
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:(Sash)سَشکردنبازازپیشطلایی لیستچک

تمیزنیتریلدستکش+ دارکشسرآستینبااختصاصیروپوش :(PPE)فردیحفاظت1.

ورودازپیشاقلام تکتکبیرونیجدارهوهادستکش ضدعفونی:درصد7۰اتانولقانون2.

قبلازنیازموردموادتمامچیدمانوشفافگذاریلیبل انقضا،بررسی:متریال ریزیبرنامه3.

هوا هایگریلشدنمسدودازجلوگیریاضافی؛وسایلخروج :(Minimalism) سازیخلوتاصل4.

آلوده/پسماندناحیهازتمیزناحیهگیرانهسخت تفکیک:فضایی دهیسازمان5.

شروعازپیشهودفنکارکرددقیقه۱۰حداقلو(مانومتر)فشارگیجبررسی:عملکردپایش6.



چیدمان صحیح داخل هود
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خطای رایج در تکنیک آسپتیک

31



چرا آنتی بیوتیک راه حل اصلی نیست؟
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(Masking Effect)آلودگینقاب1.

(Narrow Spectrum)حفاظتیسدسستی2.

(Phenotypic Alteration)هاداده تکرارپذیریبامغایرت3.

(Delayed Root-Cause Analysis)یابیریشه درسردرگمی4.

:طلاییمثلث

مشکوککشتریختندوردرشجاعت+ ایدورهقرنطینهوپایش+نقصبی آسپتیکتکنیک



سلولیردهباکاراستانداردراهنقشه
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:(Verification & Quarantine)سلامتارزیابیوورود:۱فاز

اولیهقرنطینهومعتبرتأمین❖

پایهکیفیتاحراز❖

:(Tiered Cell Banking)دولایه گذاریبانکاستراتژی:2فاز

Master Cell Bank (MCB)ایجاد❖

Working Cell Bank (WCB)تولید❖

:(Execution & GLP)تکرارپذیریتضمینوعملیات:3فاز

(Passage Limit)پاساژطلاییپنجره❖

(Traceability)جامع بوکلاگثبت❖



(Thawing Protocol)کرایوویالذوبستراتژیا
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بافلاسک سازیآماده+ (Pre-warmed at 37°C)کشتمحیطکامل سازیآماده:(Preparation) نیازهاپیش✓

.ویالخروجازپیشدقیق گذاریلیبل

.کشتمحیطبهآنیانتقالسپسیخ،تکهآخرینتادرجه37 ماریبندر(Rapid Thaw)سریعذوب:ذوبطلاییقانون✓

.(سلولیردههراختصاصیپروتکلطبق)سانتریفیوژیا شدهکنترل سازیرقیقباسمیتکاهش:DMSOمدیریت✓

.استاندارد(Seeding Density)تراکمبافلاسکبهسلولیسوسپانسیونانتقال:سلولکشت✓

کدوتاریخ ،Passageویال،شمارهدقیقثبت:(Traceability)رهگیری✓

. بوکلاگدراپراتور

۱8بازهدر هاسلول(Adhesion)اتصالومورفولوژیارزیابی:اولیهپایش✓

.ساعت24تا



میکروسکوپیپایش
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(Green Flags / Homeostasis)سلولیسلامت هایشاخص

(Morphological Fidelity)مورفولوژیکوفاداری✓

(Adhesion & Spreading)سطحیگسترشوپایداراتصال✓

(Predictable Kinetics) بینی پیشقابلرشدکینتیک✓

(Background Clarity) زمینه پسشفافیت✓



میکروسکوپیپایش
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(Red Flags / Cellular Stress)زیستیهشداروخطر هایشاخص

(Phenotypic Drift)حادفنوتیپیتغییر

(Detachment / Anoikis)توده ایجداشدگی

(Kinetic Deviation)سینتیکیانحراف

(Biological Intrusion)آلودگیزیستیهاینشانه 



سلولکشتدردقیق بندیزمانهنر
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.(Adherent Cells)چسبنده هایلسلوتوسطفلاسکسطحپوششدرصد:Confluencyتعریف✓

:(Log Phase)پاساژطلاییپنجره✓

(Stationary/سکونفازبهورودازپیش)8۰٪تا7۰٪تراکمدرمعمولاً•

آزمایشهدفو (ATCC)مرجعکاتالوگباتطبیقضرورت•

:(حدازبیشتراکم)Over-confluencyعواقب✓

خودیبه خودجداشدگیو(Contact Inhibition)تماسیمهار:مکانیکی هایتداخل•

فنوتیپیانحرافژن،بیان ریزیبرنامهباز:بیولوژیکتغییرات•

سلولیDebrisافزایشوسمی هایمتابولیتتجمع ،pHشدیدافت:محیطیتنش•



(Adherent Cell Passaging)چسبندهسلول هایپاساژ
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Confluencyوسلامتمورفولوژی،: ها سلولارزیابی1.

کشتمحیطحذف2.

نیازصورتدرPBSباملایمشوی و شست 3.

مناسبجداسازمحلولافزودن4.

حد ازبیشتماسازجلوگیریو هاسلولجداشدنپایش5.

مناسبمحیطباجداسازمحلول سازیخنثی6.

ملایمپیپتاژبایکنواختسوسپانسیونتهیه7.

Split Ratio / Seeding Densityتعیینوسلولشمارش8.

ثبتجدیدکشتظرفبهانتقال9.

پاساژجزئیاتوشرایط10.

.زماناساسبرصرفاًنهدهید،پاساژ شانواقعیرفتاراساسبررا هاسلول :کلیدینکته✓



(Suspension Cell Passaging)سوسپانسیونیسلول هایپاساژ
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ViabilityوCell Densityبررسی1.

سوسپانسیونسازییکنواخت برایملایمکردنمخلوط 2.

Resuspensionوسانتریفیوژ:نیازصورتدریاتازهمحیطباسازیرقیق 3.

بعدیکشتبرایاولیهتراکمتنظیم4.

نهاییحجمتنظیموکشتظرفبهانتقال5.

:پاساژاطلاعاتثبت6.

Cell Density

Viability

Passage Number

Final Volume

Culture Medium

.شودحفظردههرمناسبمحدودهدربایدسلولیتراکم:کلیدیاصل



Seeding Densityمقایسهقابل هایدادهشروعنقطه 
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:بایدمناسب Seeding Densityیک

.باشداستانداردویکسانآزمایشیگروه هایبین✓

.باشدسازگارآزمایشزمانمدتبا✓

.کندجلوگیریآزمایشپایاندر Over-confluenceاز✓

.شودانتخاب Endpointوآزموننوعبامتناسب✓

تعیین کننده اند؟عواملیچه

Treatment duration │ Cell type │ Plate format │ Experimental intervention │ Assay / Endpoint



کنیم؟چهدیدیم،آلودگیوقتی

41

 یابیعلت—سازیمستند—قرنطینه:اصلاولین

.داریدنگهجداکشت هاسایرازوکنیدقرنطینهرامشکوککشت1.

.کنیدخودداریکشتغیرضروریدست کارییابازکردنزا2.

اخیراتفاقاتواپراتورتاریخ، ،Cell line، Passageتصویر،:مستندسازی3.

 Hoodو Medium، Serum، PBS، Dissociation reagent، Incubator:کنیدبررسیرامشترکمنابع4.

.کنیدارزیابیرامرتبطومجاور هایکشت5.

.کنیددفعوغیرفعالراآلودهکشتمرکز،SOPطبق6.

.کنیدبررسیراآلودگیاحتمالیمسیروضدعفونیو سازیپاکرامرتبطتجهیزاتوکارمحیط7.

.بگیریدسرازسلولیبانکازشدهتأییدوسالمویالباراکارمشکل،رفعازپس8.

مشکوکداده=مشکوککشت

.همیشه بهترین تصمیم نیست« نجات کشت»وقتی کیفیت داده مهم است، 



کاربردیسناریوهای
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(Differential Diagnosis)احتمالیعللوافتراقیتشخیص

بالاتراکمومتابولیسم✓

فیزیکوشیمیاییشرایطدرنقص✓

میکروبیآلودگی✓

نگهداری/آماده سازیخطای✓

فرآینددرتأخیر✓

(پاساژازپسساعت24)کشتمحیطزودهنگامشدنزرد:۱سناریوی

(Action Protocol)اقدامالگوریتم

میکروسکوپیارزیابی✓

ظروفومحیط چککراس✓

تجهیزاتپارامترهایبررسی✓

 هامصرفیترکینگ✓

ریسکمدیریت✓
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احتمالیعلل

Thawing / Freezingازناشیسیبآ✓

 Seeding Densityنامناسب✓

جداسازمحلولباحد ازبیشتماس✓

امناسبن Serumیاکشتمحیط✓

انکوباتورشرایطیا CO₂ دما،دراختلال✓

Mycoplasmaبه ویژهپنهان؛آلودگی✓

✓Passage سلولفنوتیپیتغییراتیاالاب

. کنندنمیرشدهاسلول :2سناریوی

(Action Protocol)اقدامالگوریتم

؟(Morphology)دارندطبیعیظاهرهاسلول یاآ✓

؟(Viability)استیافتهکاهش مانیزندهیاآ✓

( Culture conditions)یمصرفوادمو Serumمحیط،✓

(Incubator)سیستمعملکردو CO₂دما،✓

( Mycoplasma testing)یآلودگبهشکصورتدر✓

ترپایینPassageوسالمویال/کشتبامقایسه✓
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:کلیدیهایپرسش

است؟بودهیکسان هاآزمایشبین Passageآیا✓

است؟بودهاستاندارد seeding densityآیا✓

است؟بودهمشابهدرمانآغازدر confluencyآیا✓

 اند؟بودهمنفیمایکوپلاسمانظراز هاسلولآیا✓

است؟کردهتغییرمحیطیاسرم lotآیا✓

است؟بودهیکساندارو سازیآمادهنحوهوتیمارزمانآیا✓

 اند؟داشتهوجودمنفیومثبت هایکنترلآیا✓

. اندمتناقضداروییآزموننتایج:3سناریوی
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