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  پیش گفتار

 
کشت  هاي نوین، فراهم شدن روشهاي بدست آمده در زمینه علوم بیولوژي سلولی و مولکولیپیشرفت

دنبال آن فراهم ه هاي حاصل در خصوص ژنتیک و مهندسی ژنتیک و ب، پیشرفتهاي جانوريسلول

شتاب بیشتري بگیرد. ها، باعث شده است که دانش بشر هاي مطلوب ژنتیکی آنشدن امکان دستکاري

و کامل شده یل تعدهاي یابی به تکنیکدستهاي جانوري، یکی از نیازهاي اساسی در زمینه کشت سلول

هاي احتمالی در و جلوگیري از آلودگی هاي سلولیهاي رده، ایجاد بانکجهت تهیه، کشت، نگهداري

جهت ایجاد بهترین شرایط کشت است. این کتاب با هدف جبران کمبودهاي موجود در زمینه کتب 

جانوري، گرداوري و هاي کشت سلول به زبان فارسی و نیز ارائه مطالب جدیدتر در زمینه کشت سلول

ها به مفاهیم و اصطلاحات پایه کشت فصل است که در آن 17بخش مجزا و  5تالیف شده است و شامل 

هاي کشت و بسترهاي مورد سازي آزمایشگاه کشت سلول، محیطسلولی، بیولوژي سلولی، نحوه آماده

ت. در کل تلاش این اسها، پرداخت شده نیاز براي کشت و در نهایت فنون کشت پایه انواع سلول

  ها و نکات ارزشمند آزمایشگاهی بوده است.ه اصول کشت و تکنیکمجموعه بر ارائ

ستفاده شده است ا هلاعات علمی اعم از کتب و مقالات مربوطمجموعه از آخرین منابع اطبراي تهیه این 

-د توجه تمامی علاقهرود این کتاب مورمیامید . انده صورت مرجع آورده شدهها بکه در پایان  بخش

  واقع گردد.قرار گرفته و مفید مندان به علوم سلولی، محققان و دانشجویان 

هاي جانوري، از هاي علمی و تخصصی بسیار در زمینه علوم کاربردي و کشت سلولهبا توجه به وجود واژ

، ايمفاهیم واژه بهتر دركهاي فارسی معادل مناسبی در این مجموعه استفاده شده است و براي واژه

  در ابتداي کتاب آورده شده است. ،فهرستی از اختصارات ذکر شده در متن کتاب

صورت پذیرفته است، در نوشتار این کتاب از اشتباه وجود تلاش و توجه بسیاري که براي جلوگیري  با

گردد در ضا میامکان اشتباه در هر زمان همچنان وجود دارد. بنابراین از تمامی خوانندگان محترم تقا

هاي بعدي صورت برخورد با چنین اشتباهاتی، با ارسال نظرات خود موجب رفع اشتباهات در چاپ

  گردند.
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  بخش اول: کلیات

  علم کشت سلول نگري مقدمه و پیشینهفصل اول: 

  1..............................................................................................................................................................................................مقدمه

  1..............................................................................................................................................................................................تعریف

  2..............................................................................................................................................................................پیشینه تاریخی

  کشت سلول و بافت هايدر تکنیک رایجآشنایی با اصطلاحات فصل دوم: 
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 21................................................................................................................................................هاي کشت سلول و بافتمزیت

  22........................................................................................................................................هاي کشت سلول و بافتمحدودیت

  24............................................................................................................................................................................................منابع

  بخش دوم: بیولوژي سلولی

    فصل اول: کلیاتی درباره سلول

  26...............................................................................................................................................................................سلول چیست

  26................................................................................................................................................................................نظریه سلولی

  28..............................................................................................................................................................................هااندازه سلول

  29..........................................................................................................................................................................ساختمان سلول

  31............................................................................................................................................ها درباره سلولنظر بیوشیمیست

  32...............................................................................................................................................................................شیمی سلول

  هاي بیوشیمیایی مطالعه سلولفصل دوم: روش

  35...............................................................................................................................................................جداسازي اجزاء سلول

 36..............................................................................................................................................................................کروماتوگرافی

  37.........................................................................................................................................کروماتوگرافی فیلتراسیون ژلی -1

  37..........................................................................................................................................................کروماتوگرافی تمایلی -2



 
 

 

  38...............................................................................................................................................کروماتوگرافی تعویض یونی -3

  40...............................................................................................................................................................................اتورادیوگرافی

  40.................................................................................................................................................................................کشت سلول

  41..................................................................................................................................................................................سیتوشیمی

  41.....................................................................................................................................................................................الکتروفورز

  42......................................................................................................................................................بعديژل الکتروفورز تک -1

  42.......................................................................................................................................................ژل الکتروفورز دو بعدي -2

  43...................................................................................................................................................ژل الکتروفورز پالس فیلد -3

  43..........................................................................................................................................میدان معکوسژل الکتروفورز   -4

  44..............................................................................................................................................................................فلوسایتومتري

   فصل سوم: چرخه سلولی

  46.....................................................................................................................................افزایش جرم در جریان چرخه سلولی

  47................................................................................................................................................................فازهاي چرخه سلولی 

  48...................................................................................................................................................................تنظیم چرخه سلولی

  49.................................................................................................................................................................................قسیم میتوزت

  51............................................................................................................................تاثیر نقص چرخه سلولی در ایجاد سرطان

        فصل چهارم: مرگ سلولی

  53...........................................................................................................................................................................................آپوپتوز

  54.............................................................................................................................آپوپتوز در سیتوپلاسمى هاىارگانل نقش

  58....................................................................................................................................................................مسیرهاي آپوپتوزي

  58.........................................................................هاي مرگمسیر خارجی آپوپتوز یا آپوپتوز القاء شده توسط گیرنده -1

  59..................................................................................................................مسیر داخلی یا مسیر میتوکندریایی آپوپتوز -2

  60.............................................................................................................................................................................................نکروز

  62...............................................................................................................................................................تفاوت نکروز با آپوپتوز

  64......................................................................................................................................................................................... اتوفاژي

  65.............................................................................................................................................................................................منابع

 بخش سوم: آزمایشگاه کشت سلولی

  هاي کشت سلولتجهیزات مورد نیاز در آزمایشگاهفصل اول:

  68..................................................................................................................................................اتاق کشتضروري وسایل  -1

  68....................................................................................................................................................یا سودمند وسایل وابسته -2

 69.........................................................................................................................................................یا مفید وسایل متفرقه -3

  69......................................................................................................هاي مورد نیاز در آزمایشگاه کشت سلول الف) دستگاه



 
 

 

  81..........................................................................................................................................................................ب) لوازم مصرفی

  86.....................................................................................................................................................................ج) مواد مصرفی

  فصل دوم: آماده سازي و استرلیزاسیون آزمایشگاه کشت سلولی

  88...............................................................................................................................اتاق تمیز (اتاق بدون پاتوژن)طراحی 

  91............................................................................................................................اتاق تمیز (اتاق بدون پاتوژن)بندي رده

  92....................................................................................................................بهداشت شخصی در آزمایشگاه کشت سلول

  92.................................................................................................................هاي کشت سلولایمنی عمومی در آزمایشگاه

  94..........................................................................................................................................................................استرلیزاسیون

  95..............................................................................چگونه شرایط استریل را در آزمایشگاه کشت سلول برقرار کنیم؟

  97............................................................................................................................................استریل سازي وسایل و ظروف

  کشت سلولیهاي فصل سوم: آلودگی در آزمایشگاه

  101...............................................................................................اي در آزمایشگاه کشت سلولهاي مزمن و دورهآلودگی

  102.......................................................................................................................................هاهاي جلوگیري از آلودگیروش

  103..........................................................................................................................................هاي کشت سلولیانواع آلودگی

  103...........................................................................................................................................................آلودگی باکتریایی -1

  107...............................................................................................................................................آلودگی با مایکوپلاسماها -2

  108..........................................................................................آمیزي فلوروسنت براي تشخیص مایکوپلاسماهاالف) رنگ

  110................................................................................................................براي تشخیص مایکوپلاسما PCRب) آزمون 

 DAPI.....................................................................................................................................................112آمیزي با ج) رنگ

  112..................................................................................................هاي بیوشیمیایی براي تشخیص مایکوپلاسماد) روش

  113........................................................................................................................................................هاآلودگی با ویروس -3

  115..........................................................................................................................................................آلودگی با پروتوزوآ -4

  115..........................................................................................................................هاهاي متقاطع با دیگر سلولآلودگی -5

  115.................................................................................................................................................................آلودگی قارچی -6

  117..............................................................................................................................................................مخمر آلودگی با -7

  118.......................................................................................................................................................................................منابع

 سلول هاي کشتمحیطها و بستر :چهارمبخش 

  فصل اول: بسترهاي کشت سلول

  119..................................................................................توانند به عنوان بستر کشت سلول استفاده شوندموادي که می

  120............................................................................................................سوسپانسیونهاي بسترهاي مناسب براي کشت

  121................................................................................................................هاي تحت تیماربسترهاي مناسب براي سلول

 122......................................................................................................عواملی که در انتخاب محیط کشت مناسب موثرند



 
 

 

  فصل دوم: محیط کشت سلول

  127...........................................................................................................هاي کشتپیشینه تهیه و استفاده از محیط

  128...............................................................................................................................................هاي کشتمنابع محیط

  128............................................................................................هاي کشتاعمال عناصر عمده اضافه شده به محیط

  136...............................................................................................................................هاي کشتمحیط ساخت دستی

  137...............................................................................هاي مورد استفاده در آزمایشگاه کشت سلولیسایر محلول

 137......................................................................................................................................یک مولار HEPESبافر  -1

 138.................................................................................................................................................................نیگروزین -2

 138...........................................................................................................................................درصد 4/0 تریپان بلو -3

 138..........................................................................................................................................درصد 25/0 تریپسین -4

 139....................................................................................................................................................ورسن -تریپسین -5

 139...................................................................................................................مولارمیلی EDTA (526/0ورسن ( -6

 140...........................................................................................................................................................فریزمحلول  -7

  MTT........................................................................................................................................140 معرف استوك -8

  140.......................................................................................................................اسید کلریدریکگلایسین و  بافر -9

  TBS..............................................................................................................................................................140بافر  -10

  140...............................................................................................................................هاي کشتمحیط کنترل کیفیت

  143..............................................................................................................................................................هاي پایهمحیط

  فصل سوم: سرم

  145.......................................................................................................................................هاي فاقد سرممحیط کشت

  146...........................................................................................................................................................مواد مغذي سرم

  147.......................................................................................................................................................................انواع سرم

  148...................................................................................................................................................منبع سرم تهیه شده

  149.........................................................................................................................................................................تست بچ

  150...........................................................................................................هاي سوسپانسیونتست بچ براي سلول -1

  150..................................................................................................لایه)هاي مونولایر (تکتست بچ براي کشت -2

  151...............................................................................................................................................سازي سرمنحوه ذخیره

  152..................................................................................................................................................................تخلیص سرم

  153...........................................................................................................................................روش ستون سفادکس -1

  153.............................................................................................................................................................روش دیالیز -2

  156.........................................................................................................................................................هاي کشتمحیط

  157................................................................................................................................................معایب استفاده از سرم

  161..............................................................................................................................................................................منابع



 
 

 

  

  

  

  

  هاي جانوريهاي کشت انواع سلولبخش پنجم: تکنیک

هاي کشت سلولدر آزمایشگاه معمولهاي فصل اول: تکنیک  

162....................................................................................................................................................................کلونینگ سلولی  

  163....................................................................................................................................................هاي شمارش سلولروش

  163.............................................................................................................................................................لام هموسیتومتر -1

  165.......................................................................................................................................شمارشگر سلولی الکترونیکی -2

  166.....................................................................................................................................هامقایسه دو روش شمارش سلول

  167......................................................................................................................................................................هاذخیره سلول

  172.............................................................................................................................نیتروژن مایعاز  هاسلولنحوه بازیافت 

  173...........................................................................................................................هاهاي سلولی و شیوه حمل سلولبانک

  174.............................................................................................................................................................تکنیک پاساژ سلولی

  175......................................................................................................................................................................تهیه کاریوتایپ

 178.................................................................................................................................................................ژن به سلولانتقال 

  178......................................................................................................................................................روش کلسیم فسفات -1

 180.........................................................................................................................................................................هالیپوزوم -2

 181..................................................................................................................................................................الکتروپوریشن -3

  181........................................................................................................................................................................سلولی مشاهده

 182............................................................................................................................................میکروسکوپ فاز کنتراست -1

  185..............................................................................................................................................میکروسکوپ فلوروسانس -2

  186............................................................................................................................................میکروسکوپ زمینه تاریک -3

 MTT........................................................................187با استفاده از روش  ها سلولسمیت، شمارش و تکثیر بررسی 

  هاي اولیهفصل دوم: کشت

  189.........................................................................................................................................اصول مهم براي جداسازي بافت

  190...................................................................................................هاي اولیهنیازهاي اولیه و مشترك براي تمامی کشت

  191...........................................................................................................................................هاجداسازي و کشت انواع سلول

  191.......................................................................................................................................................................هالنفوسیت -1

  194.............................................................................................................................هاي ملانوسیت پوست انسانسلول -2

  196.....................................................................................................................................................هاکشت استئوبلاست -3



 
 

 

 198........................................................................................................................................هاي جنینی رتکشت سلول -4

  200...............................................................................هاي جنینی جوجه...................................................کشت سلول -5

  202....................................................................................................................................هاي کبدي جوجهکشت سلول -6

  203......................................................................................................................................هاي قرنیه انسانکشت سلول -7

  204.................................................................................................................................رت هپاتوسیتهاي کشت سلول -8

  205..........................................................................................................................................هاي کلیهکشت اولیه سلول -9

 206.........................................................................................................................................هاي اندوتلیالکشت سلول -10

 206.....................................................................................................................نایژهو  نايتلیوم هاي اپیکشت سلول -11

  208...................................................................................................................پستاندارانتلیالی هاي اپیکشت سلول -12

  208.............................................................................................................................تلیالی کولونهاي اپیکشت سلول -13

  208........................................................................................................................تلیوم پروستاتهاي اپیکشت سلول -14

  209......................................................................................................هاي ماهیچه اسکلتی رت یا جوجهکشت سلول -15

  210...............................................................................................................هاي عضله صافجداسازي و کشت سلول -16

  211...........................................................................................................................هاي ماکروفاژي موشکشت سلول -17

  212..............................................................................................................................................هاي آسیتکشت سلول -18

  212...............................................................................................................................................هاي چربیکشت سلول -19

  213.............................................................................................................................................................................گیرينتیجه

  هاي بنیاديسلولفصل سوم: 

  216...............................................................................................................................هاي بنیاديهاي اساسی سلولویژگی

  218..............................................................................................................................................هاي بنیاديژنتیک سلولاپی

  219............................................................................................هاي بنیاديژنتیکی سلولهاي مطرح در تنظیم اپیمدل

  221........................................................................................................................................................هاي بنیاديانواع سلول

  ES(.................................................................................................................................222هاي بنیادي جنینی (سلول -1

  225.................................................................................................................هاي بنیادي جنینیهاي کشت سلولتکنیک

  225..........................................................................................................................................................طراحی آزمایشگاه -1

  226.................................................................................................................................هاي بنیادي جنینیسلولتولید  -2

  227........................................................................................هااستفاده از لام هموسیتومتر براي تعیین تعداد سلول -3

 228.....................................................................................................................هاي بنیادي جنینیدفریز کردن سلول -4

 228.................................................................................................................................هاي بنیادي جنینیپاساژ سلول -5

  229...................................................................................................................................هاي بنیادي جنینیفریز سلول -6

  230.................................................................................................................هاي بنیادي جنینیالکتروپوریشن سلول -7

  231...................................................................................................................هاي بنیادي جنینیسلول کلون انتخاب -8

  231......................................................................هاي بنیادي جنینی براي رشد یا فریزهاي سلولجداسازي کلنی -9
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  233..................................................................خانه) 24هاي هاي بنیادي جنینی (در پلیتهاي سلولذوب کلنی -12

  233.........................................................................تزریق بلاستوسیتهاي بنیادي جنینی براي سازي سلولآماده -13
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  MSC(....................................................................................................................235هاي بنیادي مزانشیمال (سلول الف)
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  238.........................................................................................................................................هاي سلولینانوفیبرها و داربست
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  241.............................................................................................................هاي بنیادي مزانشیمالهاي کشت سلولتکنیک
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  245...............................................................................................................ریز شدههاي مزانشیمال فدفریز کردن سلول -2
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  247.................................................................................................................هاي بنیادي مزانشیمالفریز و ذخیره سلول -4

  247.......................................................................................................................................................................تشکیل کلنی -5
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  258..............................................................................................................هاي بنیادي تهیه شده به فرد بیمارانتقال سلول

  258................................................................................................................براي درمان سرطان HSCهاي استفاده از سلول
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  260..............................................................................ساز حاصل از بافت جفت انسانیهاي بنیادي خونکشت سلول -2
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  هاي سلولیهاي سرطانی و ردهفصل چهارم: سلول
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  فهرست اختصارات:
 
٣T٣: Mouse embryonic fibroblast cell line 
٣T٣J٢: Mouse fibroblasts  
٣T٦: A mouse fibroblast cell culture model 
A٥٤٩:  Adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells 
Ab-١: p٢١ monoclonal antibody 
Ab-٦: p٥٣ monoclonal antibody 
ACL: Anterior Cruciate Ligament 
AD: Adipsin 
ADC: Analog to Digital Converter 
AI: Apoptotic Index 
AMEM: Minimum Essential Medium with Alpha Modification 
Apaf-١: Apoptotic Pprotease Activating Factor 
Bes: N, N-Bis-(٢-hydroxyethyl)-٢-aminoethane sulfonic acid  
BFU-e: Erythroid progenitors 
BHK C١٣: Baby hamster kidney cells 
BME: Basal Medium Eagle's 
BMP: Bone Morphogenetic Protein 
BMSCs: Bone Marrow Stem cells 
BrdU: Bromodeoxyuridine 
BS: British Standard 
××BSA: Bovine serum albumin 
BSC١: Kidney Epithelial Cells of Monkey Origin 
BSE:Bovine spongiform encephalopathy   
BSSHanks(HBSS): Hank's Balanced Salt Solution 
BSS: Balanced salt solution 
CaCl٢: Calcium chloride 
CaPO٤: Calcium phosphate 
CD: Cluster of differentiation 
Cdk: Cyclin-dependent kinase 
cDNA: Complementary DNA 
CFC-GEMM: Acolony forming unit that generates myeloid cells 
CFC-mix: Colony-Forming Cell mix 
CFE: Colony Forming Efficiencies  
cGVHD: Chronic Graft Versus Host Disease 
Ciap: Cellular inhibitors of apoptosis 
C-kit: A type of receptor tyrosine kinase and a type of tumor marker 
CMC: Carboxymethyl cellulose 
CO٢: Carbon dioxide  
COBE: Cosmic Background Explorer, a satellite dedicated to studying cosmic 
microwave background radiation 



 
 

 

CPE: Cytopathologic effect 
CV١: Normal African Green Monkey Kidney Fibroblast Cells 
DAB: ٣ ,٣'-Diaminobenzidine 
DAPI: ٦ ,'٤-diamidino-٢-phenylindole (a fluorescentstain) 
DD: Death Domain 
DEAE: Diethylaminoethyl cellulose 
DISC: Death-inducing signaling complex 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMF: Dimethylformamide  
DMSO: Dimethyl sulfoxide  
DNA: Deoxyribonucleic acid 
DNTPs: Deoxynucleotide Triphosphates 
DOTMA: N-[٢،٣)-١,-dioleyloxy propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride 
DPBS: Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline 
D-PBSA: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
Eagles MEM: Eagle's minimal essential medium 
EBSS: Earle's Balanced Salt Solution 
EC١٠: Economical medium ١٠ 
ECL: Chemiluminescence 
ECM: Extra Cellular Matrix 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF: Epidermal growth factor 
EMEM: Eagle's Minimum Essential Medium 
ES: Embryonic stem cells 
ESSS: Eagle's Spinner Salt solution 
ETCM: Early Transcription-Competent Marks 
FACS: Fluorescence Activated Cell Sorter 
FADD/Mort١: Fas-Associated protein with Death Domain 
FBS: Fetal bovine serum 
FCS: Fetal Calf Serum 
FDA: United States Food and Drug Administration 
FGF: Fibroblast Growth Factor 
FIGE: Field InversionGel Electrophoresis 
FITC: Fluorescein Iso Thio Cyanate 
FL: Filter of flow cytometry, Detector position 
FLT٣LG: Fms-related tyrosine kinase ٣ ligand 
FSC: Forward Scatter 
G١: Gap١ 
G٢: Gap٢ 
G٤١٨: Geneticin, O-٢-Amino-٢،٧-didesoxy-D-glycero-α-D-gluco-
heptopyranosyl-(٤→١)-O-(٣-desoxy-٤-C-methyl-٣-(methylamino)-β-L-
arabinopyranosyl- (٦→١))-D-streptamin 



 
 

 

G-CSF: Granulocyte- Colony Stimulating Factor 
GJIC: Gap Junctional Communication 
GM-CFC: Granulocyte-Macrophage Colony-Forming Cell 
GM-CFU: Or GMP, a colony forming unit 
GMEM: Glasgow Modification of Eagle's Medium 
HA/TCP: Hydroxyapatite/ Tricalcium phosphate 
HA: Hierarchical Activation 
Hams F١٢: F-١٢ Nutrient Medium 
HB: A defined serum-free medium for culture of myelomas, murine and human 
derived hybridomas, lymphoblastoid cells  
HBS: Hepes Buffered Saline 
HBSS: Hank's Balanced Salt Solution 
HCl: Hydrochloric acid 
HCT١١٦: Human colon cancer cells 
HEK ٢٩٣: Human Embryonic Kidney ٢٩٣ cells 
HEPES: ٤-(٢-hydroxyethyl)-١-piperazineethanesulfonic acid: Hanks Buffered 
Saline Solution  
HIV: Human Immunodeficiency Virus 
HNO٣: Nitric acid  
HRP: Horseradish peroxidase 
HSC: Hematopoietic stem cells 
HT٢٩: Human colorectal adenocarcinoma cell line 
IAP: Inhibitor Apoptosis 
IC٥٠: Half maximal inhibitory concentration 
ICM: Inner Cell Mass 
IGEPAL: Nonylphenol Ethoxylates 
IL-٦: Interleukin-٦ 
IMDM: Iscoves Modified Dulbeccos 
ISO: International Organization for Standardization 
JMEM: Minimum Essential Medium with Joklik's Modification 
K٢HPO٤: Potassium phosphate  
KCl: Potassium chloride 
KGF: Keratinocyte Growth Factor 
KGM: Keratinocyte Growth Medium 
KH٢PO٤: Potassium dehydrogenate phosphate 
KRBH: Kerbs-Ringer bicarbonate HEPES buffer 
L-١٥: Leibovitz's L-١٥ Medium  
LB: Luria Broth  
LHC-٩: Aserum-free media for culture of bronchial epithelial cells 
LPL: Lipoprotein lipase 
LT١٥٦: Lung tumor biopsy number ١٥٦ 
M: Mitosis 
MACS: Magnetic Activated Cell Sorting 



 
 

 

MCDB: media developed at the department of Molecular, Cellular and 
Developmental Biology, University of Colorado 
MEM: Minimum Essential Medium 
MgCl٢: Magnesium chloride 

MgSO٤: Magnesium sulfate 
MRC: Human Fetal Lung Fibroblast Cells 
mRNA: Messenger RNA 
MSC: Mesenchymal stem cells 
MSS: Media salt solution 
MTT: ٣-(٥ ,٤-Dimethylthiazol-٢-yl)- ٢،٥- Diphenyltetrazolium Bromide 
Na٢HPO٤: Disodium phosphate 
Na٢SeO٢: Sodium selenite 
NaCl: Sodium chloride 
NaH٢PO٤: Monosodium phosphate 
NaHCO٣: Sodium bicarbonate 
NANOG: Homeobox protein NANOG, a transcription factor (protein) 
NaOH: Sodium hydroxide  
NCI-H٤٤١: Human lung adenocarcinoma epithelial cell line 
NGF: Nerve Growth Factor 
NHB: Nocardia globerula cells 
NHBE: Human Bronchial /Tracheal Epithelial Cells 
Notch: Notch signaling pathway, a cell signaling system present in most 
multicellular organisms 
NP-٤٠: NP-٤٠ cell lysis buffer, for the preparation of cell extracts to be analyzed 
by Antibody Bead Immunoassay, ELISA, and Western blotting.  
NRK: Normal Rat Kidney Epithelial Cells 
OC: Osteopontin 
Oct-٤: Octamer-binding transcription factor ٤  
OM: Obliquemedium 
Omi/HTRA-٢: A mitochondrial serine protease 
OP: Osteocalcin, bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein 
p٢١: Cyclin-dependent kinase inhibitor ١ 
P٣K: Caucasian fibroblast-like fetal lung cell 
p٥٣: Tumor protein p٥٣ 
PBS: Phosphate Buffered Saline 
PC١٢: A pheochromocytoma of the ratadrenal medulla 
PCL: Polycaprolactone 
PCR: Polymerase chain reaction 
PDGF: Platelet-derived growth factor 
PE: Phyco Erythrin 
pH: Potential of Hydrogen 
PHA-M: Phytohaemagglutinin  
PI: Propidium iodide 



 
 

 

PLLA: Poly L Lactic Acid  
PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride 
PPLO: Pleuropneumonia-like organisms 
Prot.K: Proteinase K 
PT: Promiscuous Transcriotion 
PTFE: Polytetrafluoroethylene 
PTHR: Parathyroid hormone ١ receptor 
PVC: Polyvinyl chloride 
RNA: Ribonucleic acid 
ROS: Reactive oxygen species 
rpm: round per minute 
RPMI ١٦٤٠: Roswell Park Memorial Institute medium 
RT: Reverse Transcription 
RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction 
S: Synthesis 
Sca-١: Stem Cell Antigen-١ 
SCF: Stem Cell Factor 
SDS: Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis 
SH٢: Src Homology ٢ (a protein domain within the Src oncoprotein) 
SMAC/DIABLO: second mitochondria-derived activator of caspases 
SMCM: Smooth Muscle Cell Medium 
SN٧ :٣٨-Ethyl-١٠-hydroxy-camptothecin 
Sox-٢: a transcription factor that is essential for maintaining pluripotency of 
undifferentiated embryonic stem cells 
SSC: Side Scatter 
T٤٧D: Human ductal breast epithelial tumor cell line 
TAE: A buffer solution containing a mixture of Tris base, acetic acid and EDTA 
TBS: Tris Buffered Saline 
TCH™: A general purpose serum replacement for human cells 
TCM™: A general purpose serum replacement for other species 
TdT: Terminal deoxynucleotidyl transferase 
TE: Tris-EDTA buffer 
Tes: ٢-[[١, -dihydroxy-٢-(hydroxymethyl) propan- yl] amino] ethanesulfonic acid 
TGF: Transforming growth factor 
TNC: Total Nucleated Cell 
TNF: Tumor necrosis factors 
TPO: Thrombopoietin 
Triosil: Na-metrizoate or Na-N-methyl-٣،٥-diacetamido-٢،٤،٤-
triodobenzoatebasic FGF 
TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
UCB: Umbilical cord blood 



 
 

 

UCM: Umbilical Cord Matrix stem cells 
UPW: Ultra Pure Water 
USDA: United States Department of Agriculture 
UV: Ultraviolet 
Vcam-١: Vascular cell adhesion protein ١ 
Vero: Kidneyepithelial cells extracted from an African green monkey 
WAJC ٤٠٤: Epithelial Basal Medium WAJC ٤٠٤ (culture media) 
WI-٣٨: Human lung fibroblast cell line 
Wnt: Wnt signaling pathway 
X-Gal: ٥-bromo-٤-chloro-٣-indolyl-β-D-galactopyranoside 
XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis protein 
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  نگري علم کشت سلول مقدمه و پیشینهفصل اول:

  

  مقدمه

مطالعات مربوط به تکثیر هاي علوم تبدیل شده است که پایه و اساس امروزه کشت سلولی به یک تکنولوژي ضروري در بسیاري از شاخه

کشت سلولی همچنین ابزاري براي توصیف کل ژنوم  دهد.به خود اختصاص می سلولی، تمایز و تشکیل محصول در شرایط کاملا کنترل شده را

به  و پاتولوژيشناسی تکوینی . از آن دسته، زیستکنندکه بیان ژن را تنظیم میباشد میانسانی و تشریح مسیرهاي درون سلولی و بین سلولی 

ها، جراحان، مهندسان زیستی و تولید کنندگان دارو به کار ، ایمنولوژیستکنندکار می مولکولی ی که در سطوحدانانعنوان ابزاري براي ژنتیک

ساده از یک علم  کشت سلولیعلم . تکنولوژي است شناسان سلولی براي توسعهو هنوز هم به عنوان یک ابزار اساسی براي زیست رودمی

ریز الکترونیک، هوانوردي، نجوم، فیزیک  همچنین در علوماي تبدیل شده است که ریشه در صنعت دارد. میکروسکوپی به تکنولوژي پیشرفته

  قرار دارد. وجود داشته و به عنوان پلی ضروري بین تحقیقات بنیادي و اکتشافات صنعتیاي مهندسی هسته نجوم،

تواند اند و یا عملکرد مناسبی ندارند، هدف علم سلول درمانی است. سلول درمانی میهایی که آسیب دیدهو بافتها در اندام بهبود و جایگزینی

هاي جنینی طبیعی به مغز بیماران مبتلا به توان به تزریق سلولهاي هدف میسر گردد. از جمله آن میها و اندامها به بافتبا پیوند سلول

- هاي انتخاب و دستکاري شده براي ترشح محصولاتی باشد که ژنتواند پیوند سلولرد دیگري از سلول درمانی میپارکینسون اشاره نمود. کارب

پوست، استخوان و  هاي بافتیبهبود آسیبها دچار مشکل و تغییراتی شده است. با این حال هزینه سلول درمانی بسیار بالا بوده و هاي آن

هاي جدیدي را در تکنولوژي به هایی چالشدلار هزینه را در پی دارد. چنین تکنیک هامیلیون ،گیردیغضروف که امروزه با این روش صورت م

هایی هستند که هاي بنیادي سلولهاي بنیادي رایج گردد. سلوللشود که در آینده نه چندان دور درمان توسط سلوآورند. تصور میوجود می

  هاي بدن را دارند.       ها و اندامها، بافتتوانایی تمایز به انواع سلول

  

  تعریف

کلی براي  یرسد. تعریفبه نظر می هاي حیوانیمروري بر توسعه و کاربرد علم کشت سلول به عنوان اصلی ضروري براي بیوتکنولوژي سلول

ها و ها، اجزاء و قطعات آنها، سلولارگانیسم: اتحاد علوم طبیعی و مهندسی به منظور کاربرد بیان کردبه این صورت توان را میبیوتکنولوژي 

  .ی را به دست آوردمحصولات و خدماتکه بتوان اینآنالوگ مولکولی براي 

 
 
 
 

  تاریخی پیشینه

هاي جانوري در شرایط زمانیکه اولین محصول کشت سلول گردد.برمیام  20قرن  50و  40هاي دهههاي جانوري به شروع بیوتکنولوژي سلول

اولین گروهی بودند که  ها. آنگرددو همکارانش برمی Endersهاي ها بیشتر به فعالیتراعتبار این کا واکسن پولیو توزیع گردید. و آزمایشگاهی

  بود، پرورش دادند. ها متفاوتکشت کل ارگان عنی در شرایط آزمایشگاهی که باها را در محیط کشت سلولی یویروس

 1940هاي کشت به خاطر فراهم نبودن شرایط استریل لازم محدود بود تا اینکه در اواخر دهه استفاده گسترده از تکنیک 1940تا قبل از سال 

سیلین و استرپتومایسین به هایی نظیر پنیبیوتیکهاي کشت سلول کرد. افزودن آنتیها کمک به گسترش بیشتر تکنیکبیوتیکاستفاده از آنتی

بیوتیک حاوي آنتی تها را آسان نمود. استفاده از یک محیط کشکار با کشت ،هاي باکتریاییکاهش احتمال عفونت هاي کشت به واسطهمحیط

  عنوان یک تکنیک روتین قابل گسترش شد. ه باعث تثبیت کشت سلولی ب اشد،که کمتر مستعد عفونت ب

هاي کارسینوماي در همین دوران بود که سلولکست مواجه شد. ها براي تولید رده سلولی انسانی با شتلاش 1950و  1940هاي در طول دهه

 د.نکنشدت رشد میه جداسازي گردید و معلوم شد که در کشت سلولی ب) 1952و همکارانش ( Geyتوسط  Helaانسانی نظیر رده سلولی 

انی ایجاد شده به صدها آزمایشگاه در هاي انسانی بودند. رده سرطتحولی براي شروع مطالعات در زمینه سرطان همه محققان منتظر چنین

با پی  ها گسترش یافت. به هر حال،هاي سلولی جدید از انواع دیگر سرطاناد ردهیجهایی مبنی بر اسراسر جهان توزیع گردید. در ادامه گزارش

رده سلولی  18که در آن  Gartlerها پرداخته شد. تست ایزوانزیم هاي سلولی و تشخیص آنهاي آنالیز کاریوتایپ، به بررسی ردهبردن به روش
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مندان بسیاري در زمینه اند. با این وجود علاقهبوده Helaهاي سلولی موجود در واقع همان تولید شده بررسی شد، نشان داد که همه رده

که در یک مرکز کشت سلول کار  Nelson-Reesد کنند. را ر Gartlerاي براي بررسی تشکیل دادند تا بتوانند نظر مطالعات سرطان کمیته

  باشند.می Helaهاي تشخیص داده شده، از لحاظ علمی درست بوده و همه رده Gartlerهاي قبلی کرد، تشخیص داد که یافتهمی

واکسن استفاده نمود، کشت عنوان ه توان در کشت سلولی تهیه کرد و بها را میاینکه ویروس مبنی بر 1940در سال  Endersبعد از کشف 

ه سرآغاز توسعه کشت سلولی ب 1950مطرح شد و کاربرد کشت سلولی براي تهیه واکسن پولیو در سال  1هاي حیوانی در مقیاس صنعتیسلول

  . گردیدعنوان یک تکنولوژي در حال گسترش 

کردند. در سال  ءنقش مهمی در پیشبرد این تکنیک ایفا ،هاي کشت شدهبا آنالیز احتیاجات غذایی سلول Eagleو  Earle 1950در اوایل سال

موش را تامین کرد. این محیط از لحاظ شیمیایی  Lهاي و سلول Helaهاي احتیاجات رشد سلول، EMEMنام ه ب یساخت محیط 1955

حال محیط ه ود. از آن پس تا بتر و احتمال آلودگی کمتر باستریلیزاسیون راحت ها،سلولبات ثداراي مزایایی از قبیل حفظ خصوصیات و 

  شود. ها استفاده میاي براي کشت سلولطور گستردهه هاي وابسته به آن بو سایر محیط EMEMکشت 

ها متحمل تغییراتی نسبت به طور قابل توجهی افزایش یافته است. تعدادي از سلوله هاي سلولی موجود بتا امروز محدوده رده 1950از سال 

که قادر به رشد بی نهایت شده است هاي سلولی به رده هاآن شدند. این موضوع منجر به تغییر شکلشرایط آزمایشگاهی هاي اصلی در سلول

  تولید محصولات مورد نظر گردید. ها، منجر بهسلولهستند و یا در بعضی موارد دستکاري ژنتیکی 

تکنیک قطره معلق  1970باشد که در سال می Ross Harrisonیوانات متعلق به هاي حدر زمینه کشت و نگهداري سلول هاولین کار ثبت شد

- اجازه می ،شدرا ابداع کرد. او یک تکه از بافت عصبی را از جنین قورباغه جدا کرده و درون مایع لنف قرار داد و از آنجا که مایع لنف لخته می

هاي عصبی جنین وسیله این روش هاریسون قادر بود تا رشد سلوله ب قرار گیرد.صورت یک قطره در زیر لام میکروسکوپ ه بتکه بافتی داد که 

  قورباغه را براي مدت چندین هفته مشاهده نماید. 

- اي از سلولهایی را براي کشت گستردهتکنیک Alexis Carrelگسترش پیدا کرد. او با همکاري  Burrowsوسیله ه بعد از هاریسون این کار ب

کشت ها را براي چندین سال ها مشاهده کردند که با کنترل دقیق شرایط استریلیته قادر خواهند بود سلولمعرفی کرد. آنهاي پستانداران 

هاي جنین جوجه و مخلوط کردنش با پلاسما زمان مشاهده شد که با استفاده از عصاره همانها ایجاد شود. در د بدون اینکه عفونتی در آندهن

وسیله ماتریکسی ه تدریج از عصاره جنین، غذاها و فاکتورهاي رشد تهیه شد و به ها فراهم کرد. بسلولء راي رشد و بقاتوان شرایط خوبی بمی

که ظروفی کوچک با کف  Carrelهاي ها در فلاسکبستري براي اتصال سلول آماده گردید. کشت ،آیددست میه از فیبرین که از پلاسما ب

  شد. این ظروف کار در شرایط استریل را تسهیل کرد. نگهداري می ،صاف بود

براي تولید هیبریدوماي پایدار که قادر به ترشح مداوم ، ی با منشاء مختلفیهاسلول 2امکان الحاق Milsteinو  Kohler 1975در سال 

ها، زمینه هاي پستانداران در باکتريبا فراهم شدن توانایی بیان ژن 1970توصیف کردند. همچنین در دهه  را بادي بودآنتی لمنوکلونا

وجود آورد. ه هاي باکتریایی را بهاي پستانداران در کشتاي از پروتئیننوترکیب گسترش یافت و اجازه تولید محدوده گسترده DNAتکنولوژي 

ابتدا تصور بر این بود که استفاده از چنین اگرچه در ند. ها شامل انسولین، سوماتوتروپین (هورمون رشد)، اینترفرون و سایر مواد بودنیاین پروتئ

معایب خاص خود را دارند  دو سیستم مزایا و مشخص شد که هردا هاي حیوانات خواهد شد ولی بعهاي نوترکیب جایگزین کشت سلولباکتري

  د.نکه براي تولید صنعتی هر ماده بیولوژیک باید مد نظر قرار گیر

هاي شناس بود، ایجاد شد. وي نشان داد که سلول) که یک جنینWilhelm Roux )1885ط هاي کشت سلولی توساساس ایجاد تکنیک

از تریپسین جهت جدا  Rous بعدهابراي چند روز زنده بمانند.  3توانند در سرم فیزیولوژي گرم و در شرایط آزمایشگاهیجنینی جوجه می

هاي سلولی بود. همین امر موجب تمایز تکنیک کشت که نوآوري بزرگی در تهیه سوسپانسیون استفاده نمودهاي بافت ها از تکهکردن سلول

ولی کشت بافت شامل رشد  ،دنشوکار برده میه جاي یکدیگر به سلول از کشت بافت گردید. اگرچه هنوز هم اغلب این دو اصطلاح به اشتباه ب

در حالیکه کشت سلول  ،ست که ممکن است چندین نوع سلول را در برداشته باشددرون یک ماتریکس بافتی اشرایط آزمایشگاهی ها در سلول

  گیرد.عنوان یک میکروارگانیسم مستقل در بر میهها را برشد سلول

                                                           
١. Larg-Scale 
١. Fusion 
١. In vitro 
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 Arnold  هاي بعدها تلاش توانند در محلول گرم به مدت کوتاهی زنده بمانند.هاي جدا شده از قورباغه مینشان داد که بافت 1887در سال

ها در شرایط انجام شد تا شرایط کشت سلولی و محیط کشت سلولی را براي افزایش ظرفیت بقاء سلول محققینهایی از بسیاري توسط گروه

 تر گردیده است.ها، کشت سلولی تا حدي سادهبیوتیکبعد از اختراع آنتی آزمایشگاهی بهبود بخشند.

که پایه علمی داشته باشد، بر اساس تجارب به دست آمده در بازده کشت سلولی بیشتر از اینمطالعات فیزیولوژیکی براي افزایش  1990تا سال 

، کاهش در pHاکسید، اکسایش، ديکربن در اجزاء محیط کشت یا پارامترهاي محیطی مانند اکسیژن،  اتیبه طوریکه تغییر آزمایشگاه بود.

هایی براي بهبود مسلما با این روش گام شد.می هپرداخت مشاهده پاسخبه ط و فقگرفت صورت می مقدار آمونیاك و سطح اسیدیته در کشت

شناسی این تغییرات براي نزدیک شدن به زیست هاي کشت برداشته شد اما براي تغییر و افزایش کیفیت محصول حاصله کافی نبود.محیط

تواند آپوپتوز باشد. آپوپتوز به عنوان نوعی از مرگ سلولی مطرح شد هاي آن میسلولی و ژنتیک سلولی بسیار با ارزش بود. فقط یکی از مثال

تشخیص و یررسی  1993در  گردد.آید و همچنین به طور ژنتیکی تنظیم میهاي ایجاد شده در کشت پیش میها و استرسکه به دلیل شوك

آپوپتوزي همانند آپتوسین که فسفودي استراز روهاي پیشبه طوریکه امروزه دا هاي درگیر در افزایش بازده کشت بسیار موثر واقع گردید.ژن

توز ممکن است عمر سلول را در مقابل، مهار آپوپ گردد.هاي سرطانی میآپوپتوز در سلول کند، به طور انتخابی باعث القاءرا مهار می ايهچرخ

  .بالا ببردو افزایش بازده آن یک محصول  براي تولید

آمیزي براي افزایش کیفیت و کمیت محصول تولیدي بررسی شده است، فهم و کنترل تنظیم از جمله موارد دیگري که به طور موفقیت 

تر بوده و هاي جانوري مشکلاست که دستکاري ژنتیکی سلول لیلبرداري و فرایندهاي پس از ترجمه است. اهمیت آن به این دپروتئین، نسخه

انتخاب مناسبی براي تولیدات پزشکی هاي جانوري سلول ها و مخمرها کمتر است.هاي کشت نسبت به باکتريمحیطبازده کشت آن در 

ها سه بعدي بوده و باشند به این معنی که محصولات آنکنند که از لحاظ بیولوژیکی فعال میاي تولید میهاي پیچیدههستند زیرا مولکول

  د.ناندازواکنش ایمنولوژیکی را نیز در آن به راه نمیضمن فعال بودن در بدن انسان، هیچ 

اي را به وجود آورد که در آن محصولات جدیدي تولید گردید که شناسی سلولی و مهندسی ژنتیک برههزیست 1996تا  1986در دوره زمانی 

ها بسیار ها نبودند و یا بازده کشت آنبه کشت آن هایی پرداخته شد که قبلا یا قادرلها غیر ممکن بود و همچنین به کشت سلوقبلا تولید آن

ایجاد شده در این دهه این بود که توسط محصولات تولیدي سلول بتوان تغییراتی را بر خود  یکی دیگر از تحولاتدر نهایت  پایین بوده است.

 سلول اعمال کرد.

در طی سالیان هاي کشت سلولی پیشرفت تکنیک اند.قرار گرفتهاز بیوتکنولوژي صنعتی درخشانی در دوران هاي کشت سلولی تکنیک امروزه

 صورت زیر بوده است:ترتیب به به متمادي 

  

1665: Hooke  و این  هاي آن هستندسلول هاي مشاهده شده در چوب پنبهها و حفرهوزیکولکه  بیان کرددر طی مطالعات و مشاهدات خود

  محسوب گردد. شناسیسلولشاید به عنوان نقطه شروع علم 

هاي گیاهی داراي مواد مایع مانندي هستند که به دیواره مشاهده کردند که سلول) 1682( Greurو  )Malpiighi )1674 :1682و  1674

  اند.سلولی متصل شده

هاي مریستمی در ابتدا دچار طویل شدگی و بیان کردند که سلول) 1830( Uugovon Mohe) و بعدها Treviranus )1806 :1830 و 1806

  شوند.تقسیم میسپس 

1897: Loeb مانند.هاي حاوي سرم و پلاسما زنده میهاي بافت پیوندي و خون در لولهنشان داد که سلول Ljunggren  نشان داد که نیز

  طور موفقیت آمیزي انجام شد. تواند زنده بماند. بعدها پیوند پوست بهمی از پوست انسان در داخل مایع اسیديبخشی 

1902:Haberland هاي مختلف انجام کشت سلولی را در محیط کشت سلولی شامل گلوکز، پپتون و نمکشناس آلمانی) براي اولین بار (گیاه

  داد.

1906: Beebe  وEwing  .تقسیم سلولی را در لنفوسارکوماي سگ که پیوند شده بود، مشاهده کردند  

1907: Ross Granivelle Harrison هاي عصبی ایجاد میوللها براي توسعه سطناب نخاعی دوزیستان را کشت داد و نشان داد که آکسون -

به عنوان  Harrison هاي عصبی براي چند هفته استفاده شدند.وللبه عنوان محیطی براي کشت سها همین آکسونبعدها گردند و 

مانند، هاي زنده براي چند هفته در محیط آزمایشگاهی زنده میتنها نشان داد که بافتشناخته شده است. او نه "پدر کشت بافت"

  شناسی بازي کرد.در توسعه علم زیسترا و نقشی اساسی  همچنین به تحقیقات نیز جهت داد
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1910: Burrows  جنین جوجه را با استفاده از پلاسماي لخته شده جوجه کشت داد. او همچنین تاکید کرد که لنف قورباغه توده ثابت و

  باشد.آوري آن در مقیاس فراوان مشکل میدهد و همچنین جمعتشکیل نمیکه مناسب کشت سلول باشد، مناسبی را 

1911: M.R.Lewis  وW.H.Lewis  براي اولین بار محیط کشت سنتتیک را جایگزین محیط کشت طبیعی نمود. او نشان داد که تفاوت

-میاساسی مشاهده شده بین محیط کشت طبیعی و سنتتیک این است که ترکیب محیط کشت طبیعی شامل پلاسما و عصاره جنینی 

  ده است.اي آماده گردیشناخته شده حالیکه محیط کشت سنتتیک از اجزاء باشد، در

1912: Alexis Carrel  نشان داد که ترکیبات محیط کشت شامل سرم خون، سرم فیزیولوژي و عصاره جنینی میبرنده جایزه نوبل بود، که -

) 1- 1- 1(تصویر  Carrelاو فلاسکی را تحت عنوان فلاسک  1913 سال ها را در شرایط آزمایشگاهی افزایش دهند. درتوانند عمر سلول

  ها در شرایط استریل، معرفی کرد.سلولو راحت براي کشت ساده 
  

  
  Carrelساختارفلاسک . 1-1-1تصویر 

  

1916: Rous  وJones ها از بستر بافتی به کار بردند.تریپسین را براي جدا کردن سلول  

1947: Earls هایی که سلول ها بیان کردندوانند تکثیر یابند. آنتاي از سلوفان میها در تماس با ورقهنشان دادند که انواع سلول شو همکاران

از  اي حاصلعامل ایجاد کننده سرطان یعنی متیل کلانترن به صورت کلنییک موشی به همراه  سازهاي فیبروبلاستبا پیش L از نژاد

  .گردندمی ها در محیط کشت ظاهرسلول

1948: Sanford Katherine، Wilton Earle و Gwendolyn هایی را از رده سلولی موشی به دست آوردند و آن را سویه سلولL گذاري نام

در مارس  L919کلون شده  نژاد روز تهیه شدند. 100 به دست آمده و در طولهاي نرمال چربی مادري از بافت Lهاي کردند. سلول

  متغیر بوده است. 68تا  62هاي آن بین معرفی شده و به رسمیت شناخته شد. تعداد کروموزوم 1948

1949:Joseph Morgan ،HelenMorton  و RaymondParker  محیط کشتی تولید کردند و آن را“Formula 199”  نامیدند که حاوي

مشاهده کردند که براي  Karlو  Eagleساخت. در همان سال سرم خون بود و کشت سلول اولیه را در شرایط آزمایشگاهی ممکن می

. این پدیده به باشدسلول کافی نمی 50000قدار براي ولی این م هاز لحاظ تغذیه کافی بود کشت محیط لیترمیلی یکسلول  100

داد،  1950در سال زمانیکه کشت بافت و جنین جوجه جاي خود را به تولید واکسن  .شناخته شد "رشد وابسته به جمعیت"عنوان 

  تحول مهمی در تکنولوژي کشت سلولی ایجاد شد.

1951:George Gey ، Ward Coffman  وMary Kubicele تلیالی را از کارسینوماي گردنی زنی به اسم هاي اپیسلولHenreetta Lacks 

 Feeder“روش  Philip Marcusو   Theodore Puck. در همان سال معروف شد Helaبه دست آوردند که بعدها به رده سلولی 

Layer”  هاي سلولکه در آن توانایی تقسیم معرفی کردند راHela توسط اشعه ها که اي از سلولروي لایهX اما توانایی  غیر فعال شده

ها در کشت سلولی هاي تغییر یافته به عنوان یک لایه مغذي براي رشد سلول. این سلوله بود، فراهم شدها باقی ماندمتابولیسم آن

  استفاده گردید.

1954: Zwilling  ورسنات را براي کشت بافت استفاده کرد.سدیم Levi Montalcini ) و همکارانش نشان دادند که عامل رشد عصبNGF( 

در  ها استفاده کرد.نیز سرم را در کشت بافت براي رشد بهتر سلول Robertson کند.ها را در کشت بافت تحریک میرشد آکسون

ضروري  آنآمینواسید براي  12حداقل به ترکیبات آمینواسید خاصی نیاز دارند و  Helaهاي نشان داد که سلول Eagleهمان سال 
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آمینواسیدي که براي تعادل نیتروژن در  8ین، هیستیدین و تیروزین به اضافه ئد. این آمینواسیدها عبارتند از آرژنین، سیستنباشمی

  آلانین، تره اونین، تروپتوفان و والین. فنیلین، لوسین، لیزین، متیونین، مانند ایزولوس نیاز هستندموردانسان 

1961:Hayflick  و Moorhead به نام  یک رده سلولی دیپلوئید انسانیW1-38 کردند که این رده ها تصور می. در ابتدا آنرا ایجاد کردند

انسانی بعد از چند تقسیم محدود در محیط کشت  هايمشاهده کردند که فیبروبلاست اما بعدها باشدسلولی داراي طول عمر زیادي می

نامیده شد.  "Hayflik effect"، 1965در  Hayflikهاي انسان در محیط کشت بعد از یافته روند. قدرت تکثیر محدود سلولاز بین می

-گوید چه مدت میها میآن ها یک کنترل زمانی داشته باشند که بهسلول دیرسبه نظر میکه  له جالب در مورد این پدیده این بودمسئ

  توانند زنده بمانند. 

1965: Ham´s F12 در ها را کلون کندالقاء کرده و آن خاصی از پستانداران راهاي به عنوان محیطی معرفی شد که قادر است رشد سلول .

هاي انسانی و موشی تولید ویروسی بر سلول توسط القاءرا هاي پستانداران اولین هتروکاریون از سلول Watkinsو   Harrisهمان سال

  ند.کرد

1966: Abercrombie  پدیده جالبی به نام"Contact inhibition" هایی که در در سلول ه در آن مهار تقسیم سلولی و بقاءرا معرفی کرد ک

این کشت گردد. بنابرنمیهاي سرطانی سرعت تقسیمات میتوزي مهار در سلول تماس با یک محیط جامد هستند، دیده شده است.

  د.نکنمجموعه نامنظمی از چندین لایه سلولی را ایجاد میها سلول

1970:Horibate  و Harris  رده سرطانیP3K .را به عنوان یک رده سرطانی پلاسموسیتوما معرفی کردند  

1975:Kohler  و Milstein هیبریدوما را تشخیص دادندبادي مونوکلونال ترشح شده از رده سلولی اولین آنتی. Sato نشان دادند  شو همکاران

  در محیط کشت دارند.براي رشد ها و فاکتورهاي رشد هاي سرطانی مختلف نیاز به ترکیبات مختلفی از هورمونکه رده

1976:Wigler   و Axelها را از نظر سازند و آندر محیط کشت وارد هاي کشت شده هاي پستانداران را به سلولیک کپی از ژن توانستند

  ژنتیکی دستکاري نمایند.

1979: Sato ترکیبات محیط کشت بدون سرم براي سلول عصبی را مشخص نمودند و بعدها تحقیقات زیادي با استفاده از کشت  همکاران و

  سلول گسترش یافت.

  توان کشت سلول نامید. نگهداري کند که البته نمی هاي جنین جوجه را در سرم فیزیولوژيتوانست تا مدتی سلول Rexشخصی به نام : 1885

  امتحان گردید.صورت منجمد جهت تلقیح مصنوعی هایی به منظور نگهداري اسپرم به روش :اواخر قرن نوزده
2007: Mario Capecchi  وOliver Smithie امریکا و  ازMartin Evans هاي سلول، پزشکی را دریافت کردند از بریتانیا که جایزه نوبل

  هاي انسانی به کار بردند.بنیادي جنینی موشی دستکاري شده از لحاظ ژنتیکی را بررسی کرده و در آزمایشگاه آن را براي بیماري

 
و محصولات ترکیبات ی اند که قادر به تولید اختصاصصورت نوترکیب تهیه شدهه هاي پستانداران باي از سلولدر حال حاضر، محدوده گسترده

پروتئین  و اغلب گرددهاي سلول حیوانات تهیه میصورت تجاري از کشته باشند. امروزه محدوده محصولات بیولوژیک مفید که بموردنظر می

  ست.در حال گسترش اهستند، گلیکوپروتئین  یا

  

  

  

  

  کشت سلول و بافت هايدر تکنیک رایج آشنایی با اصطلاحاتفصل دوم: 

 
. حات کشت بافت و سلول داشته باشیمی مختصري با اصطلایآشنا بهتر است ،هاي کشت سلول بپردازیمعلمی روشهاي قبل از اینکه به جنبه

  :گردددر این فصل بررسی مختصري از این اصطلاحات انجام می

  

 اصطلاحات رایج در کشت سلول
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  4کشت اولیه - 1

کشت اولیه است. بعد از آن  ،آید. کشت تا موقعی که پاساژ داده نشودمیدست ه هاي اعضاء بقطعه شده یا از تکههاي قطعهکشت اولیه از بافت

با  ها از قطعات بافت متصل به بستر مناسب یااز جداسازي بافت، ممکن است با مهاجرت سلول پس شود.رده سلولی نامیده می تحت عنوان

ها به بستر براي تولید یک سوسپانسیون سلولی، یک کشت اولیه به وجود آید که در نهایت تعدادي از سلول تفکیک مکانیکی و آنزیمی بافت

ساز، لازم است به یک سطح صاف چسبیده تا هاي خونسلولبه استثناء  طبیعیو  تغییر نیافتههاي اکثر سلول رسدخواهند چسبید. به نظر می

هاي تومورهاي جانوري قابل کشت، قادر به ، مخصوصا سلولهاي تغییر یافتهسوي دیگر سلول از ر یابند.با حداکثر راندمان زنده مانده و تکثی

 باشند. تکثیر به حالت معلق در محیط کشت می
  

 (واکشت سلولی)پاساژ  -2

بعد از کار با  اولین محصولهاي سلولی براي مطالعه است. در نتیجه تهیه جمعیت ،ز یک محیط کهنه به یک محیط جدیدها اانتقال سلول

هاي ظرف کشت زمانیکه جمعیت سلولد. گردندرت استفاده میه ب ثشود. اصطلاح کشت ثالنامیده می 5(تحت کشت) ساب کالچر ،کشت اولیه

هنگامیکه جمعیت بینی است، . همانطور که کاملا قابل پیش)1-2- 1(تصویر   گرددرسند، عمل پاساژ سلولی انجام میبه حداکثر خود می

شوند. این اتفاق به ها به تدریج به سمت پیري رفته و پس از مدتی دچار آپوپتوز میهاي ظرف کشت به حداکثر خود رسیدند، سلولسلول

تاثیر هاي مرده باعث شود. مواد حاصله از سلولهاي سمی و اتمام مواد غذایی موجود در محیط کشت انجام میخاطر افزایش تدریجی متابولیت

زنده (که لازمه هر پژوهش و تحقیق مرتبط با کار کشت هاي سرها خواهد شد. بنابراین براي داشتن سلولها و حتی مرگ آنبر بقیه سلول

  در ظرف کشت وجود داشته باشد. هاي مورد نظرهاي مناسبی از سلوللازم است همواره تراکم ،سلول است)
  

  
  

ها کاملا سطح فلاسک را پر نمودند، دیده پس از اینکه سلول ايلایههاي تکهاي رشد و پاساژ سلولمراحل مختلف در چرخه. 6ايلایهتک هاي کشتپاساژ . 1-2-1تصویر 

  شود.می

  

  7رده سلولی - 3

                                                           
١. Primary culture 
٥. Sub Culture 
٦. Monolayer Cells 
٢. Cell Line 
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آید. در واقع یک رده دست میه ب 8(تحت کشت) ساب کالچرینگ یک رده سلولی جمعیت سلولی است که از یک کشت اولیه بعد از اولین

 هابراي برخی از سلول .است و ساب کالچرینگهاي متصل به ظرف کشت) (جداسازي سلولاي تکراري از رشد، تریپسینیزاسیون چرخهسلولی 

در واقع به محض اینکه یک  .بودخواهد تر ها این ظرفیت محدوددر حالیکه براي برخی از سلول، باشدمیطور مداوم قابل تکرار ه این چرخه ب

شود. این واژه دلالت بر حضور چندین دودمان سلولی با کشت اولیه پاساژ (واکشت) داده شود، آن کشت به عنوان یک رده سلولی شناخته می

  هاي مشابه یا متفاوت دارد.فنوتیپ

  9گونه سلولی - 4

انتخاب می ،دهنداي که آن گروه بروز میکه براساس خصوصیت ویژهشود اي استفاده میشدهساب کالچر این اصطلاح براي توصیف جمعیت 

سلولی توسط کلونینگ، جداسازي  در واقع اگر یک دودمان .است ،ات عملکردي یا نشانگرهاي ویژهد. این خصوصیات شامل خصوصینشو

هاي موجود در کشت شناسایی عمده سلول هاي اختصاصی معینی را که در قسمتفیزیکی سلولی و یا هر تکنیک دیگر انتخاب شود تا ویژگی

و  تغییر یافتهشود. اگر یک رده سلولی در شرایط آزمایشگاهی شده را داشته باشد، آن رده سلولی به عنوان یک سویه یا رده سلولی شناخته می

 شود.شناخته می که کلون شده و تعیین هویت گردد، به عنوان سویه سلولی پیوستهده سلولی پیوسته تبدیل شود، چنانبه ر
  

  10کشت کلون -5

ه کشتی که ب د آمده باشند. باید در نظر داشتوجوه کشت کلونی یا انتخاب کلون تهیه جمعیت سلولی است که همگی از یک سلول واحد ب

حالت همیشه پایدار  هاي یکسان خواهد بود. البته اینمتشکل از سلول ،آمیز از یک سلول تنها مشتق شده باشدموفقیتو به طور واسطه میتوز 

طور مطلق به هموژنی ه را بروز خواهند داد. بنابراین کشت کلونی ب ناهمگنیهاي سلولی مشتق شده از کلون، درجاتی از نخواهد بود و جمعیت

 کند. ت خصوصیات جمعیت سلولی تاکید نمییا پایداري طولانی مد
  

  سلول نرمال - 6

هاي اولیه طلبد. براي کشتهاي نرمال را توصیف کند ولی این موضوع تعاریف دقیقی را میاگرچه ممکن است هرکسی بتواند خواص سلول

برعکس  .نه از یک تومور یا سایر ضایعات پاتولوژیک ،اندها از یک عضو یا بافت سالم و طبیعی مشتق شدهکند که سلولکلمه نرمال تاکید می

ه ب ر سلول را در نظر گرفت که معمولاباید خواصی از رفتا ریف این اصطلاح معمولااست. در تع 11تغییر شکل یافته ، اصطلاحاصطلاح نرمال

 شود.بیان می ،هاها و نه سایر سلولدسته از سلول وسیله یک
  

  12دانسیته اشباع - 7

این جمعیت منجر به اي است که در نقطهمتر مربع از سطح کشت) (تعداد سلول بر سانتیها دانسیته اشباع در یک کشت، تراکم جمعیت سلول

ها به حدي رسیده متر مربع فلاسک و محیط کشت، زمانیکه رشد سلولها در هر سانتییعنی تراکم سلولرشد وابسته به دانسیته شود.  توقف

هاي نسبت به سلولطور معمول دانسیته اشباع بالاتري ه هاي سلولی تغییر یافته بردهها گردد. ها مانع تکثیر و رشد سلولباشد که تراکم سلول

- در جدول زیر رایج هاي طبیعی هستند.هاي سلولی تغییر یافته داراي قدرت تکثیر بسیار بالاتري از سلول، به این دلیل که ردهطبیعی دارند

  ترین و پرکاربردترین اصطلاحات کشت سلولی، آورده شده است:

  

  

  .)٢٠٠٤ ,P. Langdon S( . اصطلاحات مورد استفاده در کشت سلول1-2-1جدول 

  تعریف  اصطلاح فارسی  اصطلاح انگلیسی

Cell culture  در محیط کشتهاي جدا شده نگهداري سلول  کشت سلول  

Tissue culture  در کشت جدا شده، هاي بافتینمونهنگهداري   کشت بافت  

Cell line  کشتی که پس از اولین فاز کشت، واکشت (ساب کالچر) داده   رده سلولی

                                                           
٣. Sub-Culture 
١. Cell Strain 
٢. Clonal Culture 
٣. Transformated 
٤. Saturation Density 
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  استشده 

Finite cell line  (فانی) دکند که سرانجام پیري را تحمل میاي سلولی با عمر محدورده  رده سلولی محدود  

Continuous cell 
line  

اي سلولی که در اصل نامیرا بوده و رشد آن به طور نامحدود رده  رده سلولی مستمر

  ادامه دارد

Primary culture  بدن موجودت از  زنده و تهیه شدههاي بافتکشتی اولیه که از   کشت اولیه

  است زنده، حاصل شده

Clone  دودمان به وجود آمده از یک سلول منفرد  کلون، کلنی  

Immortalization  عمرشان در کشت ها براي گسترش و افزایشتواناسازي سلول  نامیرایی، جاودانه  

Lag phase of 
growth  

  شوندها واکشت داده میه سلولکفاز اولیه رشد زمانی  فاز لگ از رشد

Log phase of 
growth  

ترین رشد را داشته و رشد نمایی را ها بیشفازي از رشد که سلول  فاز لگاریتمی (نمایی) رشد

  دهندنشان می

Plateau phase 
of growth  

  نمایندسطح کشت را پر می کل هافازي که در آن سلول  فاز مسطح از رشد

Population 
doubling time  

زمان دو برابر شدن 

  جمعیت

  دنشوها در آن دو برابر میکه تعداد سلولزمانی

Cell banks  و مواد مورد نیاز مرتبط با آن یهاي سلولمخازن و انبار رده  هاي سلولیبانک  

Substrate  شودماتریکسی که در آن کشت رشد داده می  لایه زیرین، سوبسترا  

Passage  ها از یک ظرف به چند ظرف دیگرواکشت (ساب کالچر) سلول  پاساژ  

Confluent  پوشانندها به طور کامل سوبسترا را میموقعیتی که در آن سلول  تلاقی  

 
  

 

 ها در کشتشناسی سلولزیستاصطلاحات مرتبط با 
  

  هامنشاء و ویژگی -1

اند. استفاده از ها به وجود آمدهاست که همگی از تکثیر انواع اصلی سلولتوانند در محیط کشت رشد یابند فراوان هایی که میسلولانواع 

کند که بتوانیم نوع سلول مبدا را که رده سلولی از آن مشتق شده است، تشخیص دهیم. در امکان این رافراهم می ،مارکرهاي ویژه هر سلول

در نتیجه یک رده سلولی ممکن است به غالب شدن دارد.  بیشتري لساز نسبت به یک سلول تمایز یافته تمایطول تکثیر، یک نوع سلول پیش

هاي کشت باشد.یافته بالغ میهاي تمایزوللساز و سهاي پیشهاي بنیادي، سلولهمانند کراتینوسیت اپیدرمی که شامل سلول ،باشد ناهمگن

قدرت هایی با سلول ،)متر مربعسلول در سانتی104(هایی با ظرفیت کم تکثیر هاي درمی شامل جمعیتی از سلولدیگري مثل فیبروبلاست

هایی اگر چنین جمعیتباشد. ) میمتر مربعسلول در سانتی 105بالا (تکثیر هاي تکثیر نشونده با ظرفیت تمایز بالا و جمعیتی از سلول

ها، هاي کلسیم، هورموناي همانند سرم، یونفاکتورهاي تغذیه و چرخه سلولی را دوباره از سر بگیرند.شده توانند تکثیر تریپسینه گردند، می

ها اثر بگذارند. کنترل خواص پویاي کشت سلول توانند بر تکثیر و تمایز سلولها و ماتریکس و ظرفیت کشت میبین سلول لمتقاب هايواکنش

هاي موجود در کشت رفته رفته از آنجایی که سلولباشد. (تکثیر، مهاجرت، استفاده از مواد غذایی و ترشح محصول) گاهی اوقات دشوار می

تا بتوان هاي فراوانی صورت گرفته است تلاشگردند، شوند و تغییراتی را متحمل میهاي متفاوتی نسبت به سلول مرجع میداراي ویژگی

 د. ننشان ندهخود  ازهیچ تغییري  کشت حفظ کرد که نسبت به سلول اصلیهاي کشت شده را طوري در محیط خواص سلول

  

  تمایز-2

همانند کاهش وجود شرایطی  ها افزایش یابد.ها در محیط کشت با بهبود شرایط رشد آنتکثیر رده سلولی نیاز به این دارد که تعداد سلول

هایی همچون هیدروکورتیزون، فاکتورهاي پاراکرین همانند کننده تمایز، هورمونهاي القاء کلسیم، حضور فاکتورهاي رشد، حضور عاملغلظت 

IL-و  ٦KGF باشده به نوع سلول و محیط کشت آن مینقش سرم در تمایز پیچیده بوده و وابست شوند.می سلولی تمایز وتکثیر  باعث. 

- هاي مکعبی موجود در اپیغلظت بالایی از سرم باعث تمایز در سلول د.گردها میدرحالیکه غلظت کمی از سرم باعث تمایز در الیگودندروسیت
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مطالعات کنترل  ها،به دلیل ترکیبات ناشناخته موجود در سرم و خطر عوامل اکتسابی موجود در آن همانند ویروسد. شوها میتلیوم برونش

قطبیت و شکل سلول نیز براي تمایز  عاري از سرم استفاده گردد. کشت هايها بهتر است محیطشده بر رشد، تکثیر و تمایز انتخابی سلول

گذار باشد. از اینرو یک روش تجربی نیاز ها تاثیرشرایط متفاوتی ممکن است براي تکثیر و تمایز سلول تلیوم موثر است.ها به ویژه در اپیسلول

  که به سمت تمایز پیش روند. شودمیه ها اجازه دادسلولبه ده شود. در ادامه ها اجازه رشد دابه سلولاست تا در یک فاز رشد 

  

 انتخاب مواداصطلاحات مرتبط با 
  

  نوع سلول - 1

ها یا آپوپتوز ممکن است نوع سلول مهم باشد. در بقیه موارد یک فرایند خاص ، پاسخ به سایتوتوکسینDNAبراي برخی موارد همانند سنتز 

داشته باشد، براي مثال براي ساخت سورفاکتانت به پنوموسیت نوع دو تازه جدا شده از ریه و یا رده ممکن است به نوع خاصی از سلول نیاز 

 .کنداي سورفاکتانت را بیان و ترجمه هکه پروتئین نیاز است NCI-H٤٤١همانند  ،سلولی آن
  

  منبع بافت -2

بنابراین در  کنند.زنده مانده و تکثیر پیدا میها شکل بالغ آن بهتر ازهاي جنینی هاي مشتق شده از بافتدر حالت کلی کشت جنینی یا بالغ:

دارند که هاي تخصصی بالایی سلول هاي بالغ معمولا رشد کمتري داشته و درصدهاي جنینی پتانسیل تکثیر بالایی وجود دارد. بافتسلول

  تر است.تر بوده و عمر کشت اغلب کوتاه. شروع تکثیر و افزایش آن سختشوندتکثیر نمی

و  هاي بالغ متفاوت خواهند بودها از سلولباید به خاطر داشت که در برخی موارد این سلولبالایی دارد، اما  ت جنینی یا رویانی موارد کاربردباف

- هایی از ردهلمثا .هاي مناسب تبدیل خواهند شدهاي بالغ نوع خودشان با ویژگیبه سلول حتما ها در صورت تمایزتوان تصور کرد که آننمی

هاي جنینی ریه و فیبروبلاست MRC، ٣٨-WIساز موش)، هاي مزودرمی پیش(سلول ٣T٣تواند رده هاي سلولی جنینی استفاده شده می

ریز درون هايها یا بافتتر از اپیتلیوم، نورونها) راحتم و میوبلاستوهاي مشتق شده از مزودرم (فیبروبلاست، اندوتلیانسان باشد. کشت سلول

 ها ممکن است وجود سرم باعث رشد و یا القاء تمایز گردد.وجود دارد که در آنها محیط کشت انتخابی و ویژه امروزه براي انواع سلول است.

  روند.ها به کار میدر آزمایشگاه معمولهاي اپیتلیالی همانند پوست، ریه و غدد پستانی نیز امروزه به طور کشت اولیه از بافت

- هاي حاصل از تومورها میدهند در حالیکه کشتتشکیل می را با عمر کوتاه هاییهاي طبیعی معمولا کشتبافت طبیعی یا نئوپلاستیک:

هاي اپیتلیالی کلیه ها وجود دارند (سلولالبته چندین مثال از این نوع سلول هاي سلولی را تشکیل دهند.توانند به طور پیوسته تکثیر یافته و رد

به هاي طبیعی سلول اند.هاي طبیعی و غیر توموري تشکیل شده) که از بافت٢١-BHKهاي کلیه همستر و فیبروبلاست ٣T٣ هايسلولسگ، 

 ،اندوتلیومها یا هاي طبیعی همانند فیبروبلاستبرخی سلول .ستندساز ههاي پیشهاي بنیادي تمایز نیافته یا سلولطور کلی به عنوان سلول

هاي اپیتلیالی مکعبی، توانا هستند که تمایز یافته و دوباره به حالت غیر متمایز درآمده و قدرت تکثیر پیدا کنند، در حالیکه بقیه مانند سلول

  .دیگر قادر به تکثیر نخواهند بود اگر تمایز یابند ،هانورون ماهیچه اسکلتی و

هاي سلولتکثیر ند. کنخود را نیز حفظ می و تکثیر توانند تا حدي تمایز یابند، ظرفیت تقسیممیهاي مشتق شده از تومورها با اینکه سلول

 ،باشندمی یسیستم ایمنی ضعیفداراي  که در جانورانیهمچنین هاي ساده و ارزانی نیاز دارد. تومورها اغلب در محیط کشت به روش يتومور

  گردد.میایجاد 
  

 تغییر شکل یافتهاي طبیعی و هخصوصیات سلول
  

  13وابستگی به بستر - 1

طور معمول، ه تکثیر یا بیان عملکرد تمایز یافته خود احتیاج به سطح یا بستري براي چسبیدن دارند. ب ءهاي وابسته به بستر براي بقاسلول

هاي نرمال جهت تکثیرشان سلولباشد. اغلب جهت فراهم کردن شرایط تکثیر می معنی احتیاج به بستر براي چسبیدنه وابستگی به بستر ب

سه بعدي  تکثیر در سوسپانسیون مایع یا درون یک محیط نیمه جامد یا ماتریکس ،باید به یک بستر متصل شوند. نقطه مقابل وابستگی به بستر

  باشد.می ،نظیر محیط جامد آگار

                                                           
١. Anchorage Dependence 
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واسطه دانسیته ه توقف رشد ب این توانایی همراه بام ایجاد کنند و هایی را در آگار نرتوانند کلنیمی تغییر شکل یافتههاي سلولی ادي از ردهتعد

 غییر شکل یافتههاي تطبیعی است چون بعضی از سلولرشد کننده روي بستر، سلول  ین معنا نیست کهه ا. وابستگی به بستر به تنهایی بتاس

شوند وابسته به یی که از خون و مایع لنفی جدا میهاسلولجز ه هاي پستانداران بکنند. تمامی سلولخوبی رشد میه ب ،روي بستر سختنیز 

هاي حیوانی را طور واضح سلوله اي است که بخود دارند. این خصوصیت، صفت ویژهبستر هستند و احتیاج به بستري براي چسبندگی و رشد 

هاي اپی روند عبارتند از سلولکار میه ب جانوريلول که براي کشت س بسترهاي وابسته به ترین انواع سلولکند. شایعها متمایز میاز باکتري

 دارند.  14سنگفرش خیابان ی همانندهاي فیبروبلاست که در زیر میکروسکوپ نمایتلیال و سلول
  

  15نولایروکشت م -2

. توانایی باشدمی ظیر شیشه یا پلاستیکنیک لایه تک سلولی بر روي بستري  صورته ها بپخش سلولمربوط به نولایر، واصطلاح کشت م

 ها وابسته به بستر هستند. معنی آن نیست که آنه نولایر الزاماً بوصورت مه ها براي رشد بسلول
  

  16توقف رشد وابسته به دانسیته - 3

خاطر ه بباشد. این امر ها میدهند که در ارتباط با تراکم سلولکاهش رشد واضحی را نشان می ،هاي طبیعی بعد از چند بار تقسیماغلب سلول

باشد. توقف تکثیر میسلول به  تماس سلول دانسیته وبه دلیل تاثیر ست. در اغلب موارد این پدیده اشغال همه سطوح اتصال قابل دسترسی ا

 وجود آید، ایجاد شود. در این صورت این کاهش رشد منعکس کننده کاهش منبعه ها بوابسته به دانسیته ممکن است قبل از اینکه انبوه سلول

 محیط است. ر لول از جمله محصولات زائد دغذا و آزاد شدن فاکتورهاي مشتق از س

  

  17ایط آزمایشگاهیرش پیري سلولی در - 4

هاي کنند. براي مثال عمر فیبروبلاستدیگر رشد نمی ،د محدودي تکثیرهاي سلولی نرمال عموماً طول عمر محدودي دارند یعنی بعد از تعدارده

ده در تعدادي از تقسیم است. نشان داده شده که عمل پیري سلول در کشت شامل تغییر پیشرون 70تا  50حدود دیپلوئید طبیعی در 

 .)1- 2-2(جدول  باشدخصوصیات سلول می
  

  ها به دلیل پیري.. تغییرات حاصل در سلول1-2-2جدول 

  

  

  18هاي متصل شده به بسترکشت سلول -5

                                                           
٢. Cobble Stone Appearance 
٣. Monolayer Culture 

١. Density Dependent Inhibition of Growth 
١٧ . In vitro Cell Senescence 
٣. The Culture of Attached cells 

  شدن هاي فیبروبلاست طبیعی به هنگام پیرسلولتغییرات ایجاد شده در 

  زمان تقسیم سلولی افزایش -1

  د (کاهش نسبت رشد)تنهایی که در حال تقسیم سلولی هسکاهش تعداد سلول -2

  کاهش دانسیته اشباع  -3

  پلوئیديافزایش شیوع پلی -4

  کاهش اتصال به بستر -5

  هاي سطحیانکها و پروتنوگلیئینتغییر گلیکوپروت -6

  تغییر فرم اسکلت سلولی -7

  DNAکاهش سنتز  -8

  کاهش میزان سنتز و تجزیه و تبدیل پروتئین  -9

  کاهش انتقال آمینواسیدها -10

  کاهش پاسخ به فاکتورهاي رشد -11



1 

 

 

 .باشدی)، در وضعیت ثابت انکوباسیون میپلاستیک ک بستر سخت (معمولایوي ر ها برشامل رشد سلول ین حالتشترکشت سلولی در معمول

دنبال استفاده مختصر ه یابند و بمتصل شده و تکثیر می شوند. سپسع به داخل فلاسک یا دیش تلقیح میها درون یک محیط مایسلول معمولا

 شوند. کشت توانندمی ،اندشدهاز سطحی که به آن متصل  هاآن ساختنو آزاد  EDTAتریپسین/  از
  

  19بسترهاي مرسوم کشت - 6

هاي فیلتري ء، پلاستیک و انواع مختلفی از غشاهاکی براي اتصال و رشد دارند. شیشهبه بستر احتیاج به یک سطح فیزیهاي وابسته سلول

هایی که دنبال توسعه روشه ب 1960ظروف پلاستیکی اولین بار در سال  شوند.عنوان بسترهاي کشت استفاده میه ب که عموما هستندموادي 

ترین پلاستیک مورد استفاده استیرن معمولپلی .گرفته شد کاره دهد بد بخشیدن به اتصال سلول تغییر میسطوح پلاستیکی را در جهت بهبو

بیشتر هیدروفوبیک است.  ،ستیرن تغییر داده نشدهاباشد. پلیبه خاطر شفافیت نوري عالی آن می براي کشت سلول است و این موضوع بیشتر

  گردند. نمی خوبی پخشه شوند بکه متصل مییی هاآنشوند و به پلاستیک پروسه نشده متصل نمی ها به هیچ وجهانواع زیادي از سلول

کند صال که به پخش سلول کمک میدهد و دیگر اینکه سطوح اتقسیم سلولی را تحت تاثیر قرار میکه شکل سلول، تاست  نشان داده شده

وسیله ه دي و ببنشود و سپس ظروف جمع بندي، بستهرشد آماده سازي میتکنیک فقط سطح به کمک این شوند. باعث تکثیر سلولی می

. این موضوع در هنگام مدنظر داشترا هاي آلی حساسیت آن به حلالظروف پلی استیرن باید  شوند. در هنگام کار بااشعه گاما استریل می

 نظر گرفته شود.باید مدیا استخراج محتویات سلول استفاده از این مواد براي آنالیزهاي مورفولوژي 
  

  20ها در سوسپانسیونکشت سلول - 7

و اسفروئیدهاي  22هاي چند سلولیبراي بعضی از کاربردها نظیر تشکیل تجمع: 21ها در حجم کمبسترهاي غیر چسبنده براي کشتالف) 

ها به با این وجود بعضی از سلولشود. از یک سطح هیدروفوبیک استفاده میسلول تومور، چسبیدن سلول به بستر مطلوب نیست. در این موارد 

  از بین برد. ،شیکر وسیله انکوبه کردن ظروف کشت بر روي یکه توان بن سلول را میچسبند، چسبیداین ظروف می

وابسته به هاسلول ه رشد نیاز به بستر ندارند، اینهاي غیر میرا براي ادامتعدادي از سلول :23ها در سوسپانسیون مایعکشت انبوه سلولب)

یا بیوراکتورها کشت  24اسپینر هايدر فلاسکها سلولبا حجم زیاد باید  یو در سوسپانسیون مایع رشد خواهند کرد. براي کارهای بستر نبوده

 گرفتهها وسیله هم زدن و تکان دادن مداوم محیط یکدست شده و جلوي رسوب سلوله شود و بوم وارد میشوند که در آن محیط به طور مدا

- ها در سوسپانسیون تجمع. تنظیم و کنترل محیط در کشت سوسپانسیون مشکلات تکنیکی خاصی را به همراه دارد. براي مثال، سلولشودمی

رو به به احتمال زیاد  هاي تجمع یافته رسوب کرده وکند که سلولین خاطر مشکل ایجاد میه اآورند. این امر بوجود میه هاي چند سلولی را ب

ین ه ادهند. بملکرد سلول را تحت تاثیر قرار میطور نامطلوبی عه هاي سلولی سیستم کشت را ناهمگن کرده و ب. همچنین تجمعروندیزوال م

سلول ممانعت به  دارند تا از چسبیدن سلولکلسیم شوند، اغلب مقادیر کمتري ي کشت سوسپانسیون استفاده میهایی که برامنظور محیط

   د.نیا عواملی براي کاهش کف و رسوب سرم باش متیل سلولزاست حاوي عوامل محافظ سلول نظیر  کنند و همچنین ممکن

  

  25شرایط آزمایشگاهی رفتار رشد سلول در

توان از ممکن است دچار استرس قابل توجهی شوند. براي مثال می هایک گروه از سلول ساب کالچر،در طی تثبیت یک کشت اولیه و یا در

هاي جدا شده هاي سلول با سلول و بستر با سلول نام برد. سلولکنشهمقطعات بافتی و شکستن سلول وابسته به بستر و برتجزیه آنزیمی 

ی نشان یپلاسما ءهاي غشادهند و تغییراتی را در توزیع پروتئینیپی را از دست میت، قطبیت فنوشوندگرد میو کند معمولاً شکلشان تغییر می

هاي فیزیکی، کنند ممکن است درجاتی از آسیبی هم که تحمل مییهاکنند و آنهاي کشت را تحمل نمیها دستکاريهمه سلول دهند.می

باید قادر به ترمیم و تغییر و  ي،براي بیان عملکرد تمایزتغییر در سطح سلول را داشته باشند. یک سلول براي زنده ماندن و از سرگیري رشد یا 

                                                           
١. Current Substrates 
٢. The Culture of Cells in Suspension 
٣. Non Adherent Substrates for Small Scale Cultures 
٤. Histotypic 
٥. Mass Culture of Cell in Fluid Suspension 
٢٤ . Spinner 
٢٥.  In Vitro Cell Growth Behaviour 



1 

 

 

منطبق سازد. انطباق با کشت زمان برده و تحت تاثیر شرایط کشت قرار  ه خود باشد و خودش را با تغییرات محیطهاي وارد شده بمرمت آسیب

  کنند. وسیله ترشح موادي ناشناخته براي رشد و اتصال به بستر مساعد میه ها محیط خود را بکه سلولاست گیرد. ثابت شده می

تر منطبق شده هاي سلولی ممکن است سریعبعضی از رده ،کنند مساعد شودطور فعال رشد میه هایی که بوسیله تماس با سلوله اگر محیط ب

وسیله فیلتر ه محیط ب معمولا ،دنشوهاي مساعد شده استفاده میمحیط زمانیکهیز یابند. تر تماتر و کاملیا سریع تر رشد نمایند وو سریع

د. روش دیگر مساعد ساختن محیط کشت، کاشت نشوصورت منجمد نگهداري میه سپس بهاي شناور آن جدا شده و استریل شده و یا سلول

نامیده می  26لایه مغذي ها کهاین سلولباشد. می ،هاي زنده که قدرت تکثیر ندارندهایی است که اغلب حاوي سلولها در ظرفیا تلقیح سلول

باید در  د.نشواند تهیه میقرار گرفته Cکه تحت اشعه گاما و یا تحت تاثیر میتومایسین  ٣T٣هاي جنینی نظیر رده از فیبروبلاست شوند معمولا

 احتیاج به زمان دارند. ،دنبال اتصال به بستر براي تثبیت عملکرد تمایزي خوده هاي سلولی بنظر داشت که بعضی از رده

  

  27فازهاي رشد سلول

گذارند که منعکس کننده انطباق با کشت، خود به نمایش می تکثیرطور تیپیک یک الگوي سیگموئیدي را در ه هاي طبیعی در کشت بسلول

  هاي جدید است. مساعد بودن محیط اطراف سلول و در دسترس بودن بستر فیزیکی و منبع غذایی کافی و لازم براي حمایت از تولید سلول

  

  28فاز تاخیري - 1

-دهند که در طی آن تقسیمی صورت نمیها یک فاز تاخیري را در رشد نشان میبه محیط کشت جدید، سلول هادنبال وارد کردن سلوله ب

- هاي تلقیح شده میو تعداد سلولساب کالچر ها در هنگام از تاخیري حداقل وابسته به دو فاکتور است که شامل فاز رشد سلولفگیرد. طول 

 اگر ازکنند. تري داشته ومحیط را دیرتر براي رشد خود مساعد میشوند فاز تاخیري طولانیمی هایی که با تعداد کم سلول انجامباشد. کشت

 .)1-2-2(تصویر  دگردتري مشاهده میفاز تاخیري کوتاه ،تهیه شود ساب کالچر باشندطور فعال در حال تقسیم میه هایی که بسلول

  

  29فاز رشد لگاریتمی - 2

- یابد. در فاز لگاریتمی ممکن است درصد سلولصورت لگاریتمی افزایش میه ها باست که در طی آن تعداد سلولاین فاز یک دوره تکثیر فعال 

ه ب هاي مختلف تقسیم سلولی دیده شوند.طور تصادفی در وضعیته ها بباشد و در یک زمان معین سلول درصد 100تا  90هاي در حال تقسیم 

شوند و بنابراین طبیعی است که هنگام ترین وضعیتشان در نظر گرفته میدر سالم ها عمومالگاریتمی سلولعنوان یک قانون کلی در طی فاز 

هاي خصوصیات رده ءکثیر سلول در طی فاز لگاریتمی جزت 30استفاده شود. کینتیکلگاریتمی هاي فاز مطالعه در مورد عملکرد سلول از سلول

دهند شامل تراکم شود. فاکتورهایی که طول فاز لگاریتمی را تحت تاثیر قرارمیبرابر شدن تعیین می سلولی است و در این فاز است که زمان دو

 .)1- 2-2(تصویر  دنباشمی ی،هاي تلقیح شده، میزان رشد سلول و دانسیته اشباع رده سلولسلول

  

 

                                                           
٢٦ . Feeder Layers 
١. Cell Growth Phases 
٢. Lag Phase 
٣. Logarithmic Growth Phase 
٣٠. Kinetic  


