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لولستعدادمعمولطوربهاست؛هاسلولنگهدارندهمحیطياکشتمحیطازمعینیحجمدرزندههایسلولتعدادکردنمعلومآزمايشاينازهدف
شودمیگزارش(میکرولیتريکيا)مکعبمیلیمتريکدرها

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی

سلولیشمارشکاربرد

تکثیرنرخارزيابیوهاسلولسلامتارزيابیبرای

سلولپايهبرهایارزيابیگونههربرایهاسلولتعدادتعیین

بافتيکازشدهاستخراجهایسلولتعدادتعیین

مختلفهایسلولکشتیهمبرایهاسلولتعدادتعیین

هاسلولازشدهاستخراجهایماکرومولکولارزيابیياآمدهدستبهمحصولمقدارارزيابیبرایهاسلولتعدادتعیین

(شدهمنتقلسلولدوز)درمانیسلولدراستفادهبرایهاسلولتعدادتعیین

هاسلولمانیزندهمیزانارزيابیبرایزندهبهمردههایسلولنسبتتعیین



نیازموردوسايلومواد:

(هموسیتومترلام)حجمیشمارشلام

مناسبسمپلرسروسمپلر

سنگینلامل

میکروسکوپ

سانتريفوژ

مناسبمحیط

بلوتريپان

اپندورفلوله

15فالکون

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی

روش کار



سمپلرازمیحجشمارشلامرویسلولیسوسپانسیونانتقالياکردنپیپتاژسلولی،سوسپانسیونمحلول،گونههرازمشخصمقداربرداشتبرای
شودمیاستفاده

نموداستفادهتوانمیمتغیرمیکرولیتر0.5-10و100-1000سمپلرهایازمنظوراينبرای

(Sampler)سمپلر 

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



بارنظموردحجمابتداشود،میاستفادهمتغیرسمپلرهایازکهصورتیدر
شودمیتنظیمسمپلربالایدرمخصوصپیچازاستفاده

شودمیگرفتهدستدرروبروشکلبامطابقسمپلر

شودمیمتصلسمپلربهسمپلرسر

سررداولتوقفتاوپايینسمتبهشستباسمپلرشاسیدادنفشاربا
يامحلولواردکاملاسمپلرسرسپسشود؛میايجادخلاءسمپلر

رستاشودمیرهاشاسیآرامیبهوشدهنظرموردسلولیسوسپانسیون
شودپرنظرموردمحلولازنظرموردحجمازسمپلر

شدهواردشدهگرفتهنظردرمحلولکردنواردبرایکهظرفیدرسمپلرسر
شودمیدادهفشارپايینسمتبهدومتوقفتاشاسیو

نحوه استفاده از سمپلر

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



Improved)شدهاصلاحنئوبارهموسيتومترلام Neubauer Hemocytometer)

وعنيکتعدادتوانمیآنازاستفادهباکهاستلامیهموسیتومترلام
آورددستبهسلولیسوسپانسیونيکازمعینیحجمدرراسلول
معمولیهایلاملازترضخیمکهاستایويژهلاملاستفادهموردلامل
ییرتغمايعسطحیتنشبنابرايندارد؛کمتریانعطافقابلیتواست

کندنمیايجادآندرشکلی
صورتبهسلولیشمارشجهتناحیهدوهموسیتومترهایلامروی

counting)شمارشمحفظهکهاستشدهطراحیمشبک chamber)

کنندمیراحتربسیارراسلولشمارشکاروداردنام
3در3مربعيکازسلولیشمارشجهتاستفادهموردشمارشمحفظه
شدهتقسیممیلیمتر1در1مربع9بهکهشدهتشکیلبزرگمیلیمتر

است
دارندقرارگوشهچهاردرکهبزرگمیلیمتر1در1هایمربعازيکهر
اندشدهتقسیممتوسطمربع16به

متوسطمربع25بهشدهاصلاحنئوبارلامدرمرکزیمربع
تقسیمکوچکترمربع16بهخوديکهرکهشدهتقسیم

اندشده
یمشخصارتفاعدرشودمیگذاشتهنمونهرویکهلاملی

هایلامانواعهمهدراستانداردطوربهکهگیردمیقرار
استمیلیمتر0/1هموسیتومتر

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



باارکهنگامبنابراينهستند؛معمولیهایلامازترضخیمهموسیتومترهایلام
نکندبرخوردلامبهشیئیعدسیکهباشیدمراقبآنها

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



مايعآنازپسوکنیدسانتريفوژراسلولیسوسپانسیون
بريزيددوررارويی

صورتبهکشتمحیطيادردوبارهراسلولیپلت
درآوريدسوسپانسیون

ارزندهبهمردههایسلولنسبتخواهیدمیکهصورتیدر
سیونسوسپانبهبلوتريپانبرابرمیزانبهآوريددستبه

مدتبهوکردهپیپتاژراحاصلمخلوط.کنیداضافهسلولی
کنیدانکوبهاتاقدمایدردقیقهپنجتاسه

راشمارشوکنیدمنتقلهموسیتومترلامرویبهرانمونه
دهیدانجام

آماده کردن نمونه جهت شمارش

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



کنیدتمیزدرصد70اتانولالکلبارالاملوهموسیتومترلامنیازصورتدر

دهیدقرارهموسیتومترلامرویشمارشهیمحفظهرویرالامل

شودمیايجادخطاشمارشدراينصورتغیردربپوشاندراشمارشهایمحفظهرویکاملاًبايدلامل

آماده کردن لام و لامل جهت شمارش

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



شودهمگنکاملاًتاکنیدپیپتاژرانظرموردسلولیسوسپانسیونآرامیبه

برداريدمناسبسمپلرکمکباراشدههمگنسلولیسوسپانسیوناز(میکرولیتر10میزانبه)قطرهيک

کنیدتخلیهشمارشمحفظهرویولاملزيردرکاملاًرانظرموردسوسپانسیونودادهقرارلاملکنارراسمپلرنوک

لامشیارهایردسرريزبرایایاضافهمحلولوکندپرراشمارشمحفظهسطحرویفقطکهباشدایاندازهبهبايدشدهبرداشتهسلولیسوسپانسیونمیزان
باشدنداشتهوجود

شدخواهداشتباهشمارشهمبازبیايدلاملرویسلولیسوسپانسیونازمقدارهرکهصورتیدر

روش انتقال سوسپانسيون سلولی روي لام هموسيتومتر

اهسلولباشدزيادتراکماگر.باشدکمنهوزيادبايدنههاسلولتراکم
اریآمخطایباشدکمتراکماگرشود؛میمشکلشمارشوداشتههمپوشانی

یردگانجاممربعبیشتریتعداددرشمارشکهگرددمیلازموشودمیايجاد
استزمانبریکارکه

باشندشدهتوزيعيکنواختهامربعبینبايدهاسلول

کشت سلولآزمايشگاه-شیرين کشفی



10عدسیاز.بیابیدراهموسیتومترلامرویشمارشناحیه4عدسیباXکنیداستفادهشمارشبرای

باشندشدهمستقروحرکتبیکاملاًهاسلولبايدشمارشهنگام

شودمیاستفادهکناری1در1هایمربعازتوانمیهاسلولشمارشبرای

دروکردهشروعراشمارشاولرديفچپسمتدرواقعکوچکمربعازمترمیلی1*1مربعهردر
دهیدخاتمهراشمارشچهارمرديفچپسمتمربعآخرين

باشندشدهواقع1*1مربعداخلدرکاملاًکهشوندمیشمارشهايیسلولفقط

(کوچکمربع16محتویيکهر)متوسطمربعپنجشود،استفادهشمارشبرایوسطمربعازاگر
طوسدرمربعيکوهاگوشهدرمتوسطمربعچهارکهصورتیبهشوند؛میانتخابشمارشبرای

هويژتوجهنیازمندگیرندمیقرارمرزیخطوطرویکههايیسلولازدستهآنشمارشهنگامدر
در.دارندقرارچپسمتوبالاخطوطرویکهشوندمیشمارشهايیسلولفقطوهستندای

عململاکوسطخطاستمرزیگانهسهخطوطدارایکههموسیتومتریلامازاستفادهصورت
است

باهمخیلینهايینتیجهاگرشود؛انجامبايدهموسیتومترلامرویشمارشمحفظهدوهردرشمارش
استنادرستبردارینمونهدهندهنشانداشت،تفاوت

روش شمارش روي لام هموسيتومتر

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



آوريددستبهراآنمیانگینوکردهشمارشراکناریمربع4درموجودهایسلولکلتعداد

مترمیلیيکدرهاسلولتعدادتاکنیدضرب10000درراآمدهدستبهعددايد،کردهرقیقمرتبه1000راسلولیپلتکهصورتیدر
آيددستبهمکعب

داشتخواهیمباشد،عدد500شدهشمارشهایسلولتعدادمیانگیناگرمثالطوربه:

/5000000=10000*500

روش محاسبه تعداد سلول ها در يک ميليمتر مکعب

است1000رقتضريببنابرايناند؛شدهرقیق1000هاسلولچون
10درراتعدادبايدمکعبمیلیمتريکدرهاسلولتعدادآوردندستبهبرایاست،(0/1*1*1)مکعبمیلیمتر0/1لاملولامبینحجمچون
کنیدضرب
:داريمپس

1000(ضريب رقت*)10(ضريب حجم= )10000

10000ضريبآوردندستبهچگونگی

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی



ایهسلولغشایازعبوربهقادرولیشودمیمردههایسلولواردبلوتريپان
لولسازوشوندمیديدهآبیرنگبهمردههایسلولبنابرايننیست؛زنده
شوندمیمتمايززندههای

ونمايیدشمارشجداگانهطوربهرامردهوزندههایسلولشمارشمحفظهدر
آورديددستبهراهاسلولکلتعداد

 (Trypan Blue Exclusion)تشخيص سلول هاي زنده از مرده با استفاده از تريپان بلو

درصد سلول های زنده( = تعداد سلول های زنده/ تعداد کل سلول های شمارش شده* )100
ادهاستفمردههایسلولتعداداززندههایسلولتعدادجایبهفقطکردعملترتیبهمینبهتوانمیهممردههایسلولدرصدمحاسبهبرای
کنید

مردهيازندههايسلولدرصدمحاسبه

آزمايشگاه کشت سلول-شیرين کشفی


