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:عنوان

و ( vital staining)شناخت مفهوم رنگ آمیزی  زیستی✓
(Non vital staining)غیر زیستی
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Food)غذاییواکوئلبررسیومشاهده✓ vacuole)

(mitochondria)میتوکندریبررسیومشاهده✓

(flagella)تاژهو(cillia)مژهحرکتییهااندامکبررسیومشاهده✓

(nucleus)هستهبررسیومشاهده✓

(viability)زندهسلولپلاسماییغشاءزیستیتواناییبررسی✓

سیتوپلاسمیجریانیا(cyclosis)سیکلوسیسمشاهده✓

اهداف
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مقدمه
زیستیرنگ‌آمیزی

طالعهممورداجزاءنظر،موردنمونه‌‌حیاتحفظضمنرنگ‌آمیزینوعایندر
رنگیکتکنایندرکهاستبدیهی.می‌شوندرنگاختصاصیصورتبه

نظرازخاصیطشرایوپایینبسیارغلظتبابایستیحیاتیامیزی،رنگ‌های
.شوندتهیهمولاریتهواسیدیتهسازنده،محلول

غیرزیستیرنگ‌آمیزی

مطالعه‌مورداجزاءاما.می‌روددستازنمونهحیاتغیرزیستیرنگ‌آمیزیدر
وسمیلسلوبرایرنگنوعیاسازندهمحلولومی‌گیرندرنگ‌اختصاصاً
.می‌باشدکشنده
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عوامل موثر بر رنگ آمیزی

رنگ،مولاریته‌pHدقیق‌بودن‌غلظت‌،

رم‌اسیدی،الکلی،آبی،س)نوع‌محلول‌مورد‌استفاده‌جهت‌ساخت‌رنگ
..(‌فیزیولوژیکی‌و

.مدت‌زمان‌رنگ‌آمیزی✓
.میزان‌رنگ‌مورد‌استفاده‌در‌طول‌رنگ‌آمیزی✓
نمونه‌در‌رنگ‌آمیزی‌زیستی‌با‌توجه‌به‌رعایت‌شرایط‌رنگ‌آمیزی،✓

میکروسکوپی‌زنده‌می‌ماند‌و‌جزء‌یا‌قسمت‌مورد‌نظر‌به‌صورت
.رنگ‌می‌شودspecificly))اختصاصی

ا‌در‌این‌آزمایش‌برخی‌از‌اندامک‌های‌درون‌سلولی‌در‌تک‌یاخته‌ها‌ب
نگ‌می‌استفاده‌از‌رنگ‌های‌حیاتی‌و‌غیر‌حیاتی‌به‌صورت‌اختصاصی‌ر

.شوند
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تاطبقه بندی پارامسی ها،پروتوزویر های تک سلولی اند و در شاخه مژکداران وسلسله پروتییس
رة غذایی ر آب های آرام و آبگیر های زاید زندگی میکنند و بخش اصلی زنجیدآنها .می شوند

د آنها از پسماندة ی جلبک ها و سایر موجودات ریزتغذیه می کنن.را تشکیل می دهند
.دیگر خورده می شوندوخودشان توسط موجودات کوچک

نامیده ( ولپنیک)ام اعضای شاخه مژکداران به وسیله برآمدگی های ریز مو مانندی که مژک تم
.حرکت می کنندمی شود

ر به سمت جلو حرکت پارامسی اینگونه است که اگر ضربان به سمت عقب باشد، حرکت جانو
الی که در ج.اگر ضربان به صورت مایل باشد ، جانور به دور خود می چرخد. استو باالعکس

.می چرخد به جلو و عقب حرکت می کند
وسته ضخیم و زیرا که غشای پی.ییب ها تغییر دهدگارامسی قادر نیست شکل بدنش را مثل آم

.کل غشای سلولی را فرا میگیردپلی.سختی به نام پلیکل دارند
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ایی مثل میباشد که فعالیت ه( ماکرونوکلیوس) هسته بزرگ. پارامسی دو نوع هسته دارد
تنها در (لیوسمیکرو نوک)هسته کوچک .تنفس،سنتز پروتیین و هضم غذا را کنترل میکند

.تولیدمثل بکار می رود
این عمل به اینگونه.بین هسته های کوچک همراه استDNAتولیدمثل در پارامسی با تبادل 

حق می و از طریق دهان سلولی به هم ملاست که دو پارامسی بصورت طولی بهم می چسبند
.شوند

.هاستنیسم اوارگمیکربه این تولیدمثل گشنگیری می گویند که نوعی تولیدمثل جنسی در 
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واكوئل

تنظیمسئولمواندانقباضییاکههستنداندامک‌هاییواکوئل‌ها
تجمعلمحکهغذایی‌اندیاوهستندسلولداخلاسمزیفشار
و‌پذیرند‌نمیرنگانقباضیواکوئل‌های.می‌باشندغذاییذرات

واقعامسیپارمثلیاخته‌ایتکپیکرطرفدودرگردحالتبه
اتذرتدریجبهوبودهمتعددغذاییواکوئل‌های.شده‌اند
ذبجودریافتومی‌کنندانباشتهخوددررامحیطغذایی
زااندامک‌هااینمشاهدهجهت.دارندعهدهبهراغذاییذارت
neutralیاخنثیقرمزپایینغلظتباحیاتیرنگ redاستفاده

.می‌شود
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طرز ساخت رنگ حیاتی قرمز خنثی

یاآبسیسی100درخنثیقرمزرنگگرم0.1-0.001✓
.شودحلمطلقالکل

دردرصد0.001-0.1پایینبسیارغلظتترتیباینبه✓
Alcoholic)مطلقالکلیاآب or Aquatic)میساخته
.شود

حللقابغیروکلوئیدیذراتدارایتهیهازپسرنگ✓
.است
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میتوكندری
درصد‌حجم‌سلول‌های‌یوکاریوت‌را‌اشغال‌کرده‌و٢٥میتوکندری‌ها‌

ی‌با‌استفاده‌از‌این‌اندامکها‌با‌میکروسکوپ‌نور.‌جایگاه‌تنفس‌سلول‌اند
ساختاری‌و‌تکنیک‌های‌رنگ‌آمیزی‌حیاتی‌قابل‌مشاهده‌اند،‌اما‌جزئیات
ابل‌مشاهده‌فراساختاری‌آن‌ها‌فقط‌با‌میکروسکوپ‌الکترونی‌گذاره‌ق

وده‌و‌قطری‌ساختار‌آن‌ها‌شبیه‌به‌باکتری‌های‌میله‌ای‌شکل‌ب.می‌باشد
.‌میکرون‌می‌باشد1-٢میکرون‌دارند‌و‌طول‌آن‌ها‌حدود‌٥/0-1بین‌

پس‌از‌هسته،‌واکوئل‌و‌کلروپلاست،‌بزرگترین‌اندامک‌های
(‌‌Binary fission)تقسیم‌آن‌ها‌به‌صورت‌دوتایی.‌درون‌سلولی‌هستند

تقسیم‌بوده‌که‌در‌طول‌چرخه‌ی‌سلولی‌اندازه‌ی‌آن‌ها‌دو‌برابر‌و‌سپس
یب‌شکست‌مطالعه‌‌میتوکندری‌به‌دلیل‌شفافیت‌زیاد‌و‌ضر.‌می‌شوند

ی‌زنده‌کمی‌که‌دارد،‌توسط‌میکروسکوپ‌نوری‌معمولی‌در‌سلول‌ها
و‌زمینه(‌Dark field)قدری‌مشکل‌است‌و‌با‌میکروسکوپ‌زمینه‌تاریک

.بهتر‌مشاهده‌می‌شودphase contrast)متضاد‌



وهرفرفرزانه فر-آزمایشگاه سلولی و مولکولی

زنده‌در‌میکروسکوپ‌های‌نوری‌جهت‌بررسی‌آن‌ها‌به‌حالت
استفاده‌Janus green Bاز‌محلول‌رنگی‌سبز‌ژانوس‌یا‌

آبی‌-گ‌سبزمی‌کنیم‌که‌این‌رنگ‌ساختار‌میتوکندری‌را‌به‌رن
خلی‌از‌آنجایی‌که‌در‌ساختار‌غشای‌دا.کم‌رنگ‌در‌می‌آورد

رخه‌تنفسی‌میتوکندری‌آنزیم‌سیتوکروم‌اکسیداز‌موجود‌در‌چ
اکسید‌سلولی‌با‌این‌رنگ‌واکنش‌می‌دهد،‌رنگ‌سبز‌ژانوس

یکه‌در‌حال.‌آبی‌کم‌رنگ‌مشاهده‌می‌شود-شده‌و‌رنگ‌سبز
‌رنگ‌این‌رنگ‌در‌سیتوپلاسم‌سلول‌به‌حالت‌احیا‌و‌بی

.می‌باشد
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میتوكندری
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میتوكندری
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طرز ساخت رنگ حیاتی  سبز ژانوس

سی‌سی‌آب‌100گرم‌در‌0.004این‌رنگ‌باغلظت‌بسیار‌پایین✓
.ساخته‌می‌شوددرصد،0.004یا‌الکل‌مطلق‌به‌صورت‌
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اندامک حركتی
و‌(Cillia)در‌تک‌یاخته‌ها‌زوائد‌دائمی‌حرکتی‌مژک‌ها

ه‌دارند‌می‌باشند‌که‌ساختاری‌کاملا‌مشاب(flagella)تاژک‌ها
افته‌و‌از‌تعدادی‌میکروتوبول‌با‌نظمی‌خاص‌تشکیل‌ی

تفاوت‌مژک‌ها‌و‌تاژک‌ها‌در‌طول‌و‌تعداد‌آن‌.اند
انچه‌اگر‌طول‌کم‌و‌تعداد‌زیاد‌باشد‌مژک‌بوده‌و‌چن.هاست

ت‌حرک.طول‌زیاد‌و‌محدود‌باشند‌تاژک‌گفته‌می‌شوند
تاژک‌ها‌به‌صورت‌موجی‌و‌از‌رأس‌به‌طرف‌قاعده‌تاژک‌

صورت‌در‌حالی‌که‌حرکت‌مژک‌ها‌به.ویا‌برعکس‌می‌باشد
.پارویی‌انجام‌می‌شود

بیشتر‌‌در‌مشاهده‌اندامک‌حرکتی‌مژه‌به‌دلیل‌تراکم‌و‌تعداد
.دسطح‌میکروسکوپ‌نوری‌بهتر‌امکان‌پذیر‌می‌باش



وهرفرفرزانه فر-آزمایشگاه سلولی و مولکولی

اتیحیغیررنگازتاژکیامژهحرکتیساختارمشاهدهجهت
.می‌شوداستفاده(IKI)پتاسیمیدوریدیایدیدورهیاlugolلوگل
تهیهمپتاسییدورویدبلورافزودنباومقطرآبدررنگاین

درندهزهایسلولبرایبودنسمیدلیلبهیدبلور..می‌شود
.سازدمیحیاتیغیرراآمیزیرنگ،اینشدهاستفادهغلظت
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طرز ساخت رنگ غیر حیاتی لوگل

د‌سی‌سی‌آب‌مقطر‌با‌افزودن‌بلور‌ی100این‌رنگ‌در✓
گرم‌تهیه‌می‌٢گرم‌به‌یدور‌پتاسیم‌به‌میزان‌1به‌میزان‌
ه‌میباشد‌و‌اندامک‌های‌حرکتی‌را‌بaquaticشود‌و‌

.رنگ‌زرد‌طلایی‌در‌می‌آورد
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(Cillia)مژک‌ها
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ی‌و‌غیر‌در‌این‌آزمایش‌علاوه‌بر‌آشنایی‌با‌مفاهیم‌رنگ‌آمیزی‌زیست
ه‌به‌طور‌زیستی،واکوئل‌غذایی،میتوکندری،اندامک‌حرکتی‌و‌هست

ورد‌اختصاصی‌رنگ‌آمیزی‌می‌شوند‌و‌تراوایی‌غشاءسلول‌زنده‌م
.بررسی‌قرار‌می‌گیرد
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Food)واکوئل غذایی vacuole)

ن‌تک‌در‌تک‌یاخته‌ای‌مثل‌پارامسی‌که‌با‌توجه‌به‌س✓
ئل‌یاخته‌و‌شرایط‌تغذیه‌ای‌آن،تعداد‌و‌اندازه‌واکو

.های‌غذایی‌متفاوت‌است

.تجمع‌تدریجی‌ذرات‌غذایی‌در‌واکوئل‌های‌غذایی✓

در‌واکوئل‌(Neutral red)تجمع‌تدریجی‌رنگ‌قرمز‌خنثی✓
تا‌پر‌های‌غذایی‌و‌تغییر‌رنگ‌آن‌ها‌به‌قرمز‌کم‌رنگ

.رنگ‌بر‌حسب‌تجمع‌رنگ
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Food)واکوئل غذایی vacuole)
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هسته

ابعادوبهاستمتنوعبسیاریاختگانتکدروتعدادهستهاندازهوشکل
ازبرخیامادارندهستهیکیاختگانتکاکثر.شودمیدیدهمختلف

یکازبیشاستممکنخودزندگیازایدورهیاتمامدرهاآن
.باشندداشتههسته
methyleneیامتیلآبیحیاتیرنگازهستهمشاهدهمنظوربه blue

.آیدیدرمرنگکمآسمانیآبیرنگبهوهسته.شودمیاستفاده
٥حدودوشودمیانجامتدریجامتیلآبیتوسطهستهآمیزیرنگ
میتوانزمانمدتایندر.کشدمیطولدقیقه10الی

viabilityنمودبررسیراسلول.
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طرز ساخت رنگ حیاتی آبی متیل

حلمقطرآبسیسی100درمتیلآبیرنگگرم0.01✓
مقطرآبدرصد0.01پایینغلظتباترتیببدینشود

aquaticشودمیتهیه.
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هسته
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غشاء پلاسمایی

واستسلولخارجمحیطوسلولبینمرزپلاسماییغشاء
سلولیااطرافمحیطوسلولبینموادمبادله‌اصلیجایگاه
ناساییشسلول،ترکیباتحفظدرعلاوهبه.می‌باشدمجاور

سازگاریوایمنیسلولی،اتصالاتبرقراریخارجی،ترکیبات
اساسینقشمجاورسلول‌هایواطرافمحیطباسلول
زندهلولسیکغشاءانتخابیپذیرینفوذبررسیجهت.دارد
درنآشرحکهکرداستفادهحیاتیهایرنگازتوانمی

.استآمدهکارروش
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یا جریان ( cyclosis)سیکلوز
(cytoplasmic streaming)سیتوپلاسمی

یا‌منظم‌جریان‌چرخشی:و‌به‌مفهومواژه‌سیکلوز‌به‌معنی‌چرخندگی‌می‌باشد✓
.درون‌سیتوپلاسمی‌است‌که‌اجزاء‌سلول‌را‌به‌حرکت‌در‌می‌آورد

دهی‌آن‌میکروتوبول‌های‌درون‌سلولی‌عامل‌اصلی‌ایجاد‌این‌حرکت‌و‌سازمان
.می‌باشد

جریان‌می‌پروتئین‌های‌اکتین‌و‌میوزین‌از‌ترکیبات‌مهم‌دخیل‌در‌ایجاد‌این
.باشد

که‌در‌اثر‌سیکلوز‌یک‌حرکت‌آرام‌و‌دائمی‌در‌سیتوپلاسم‌در‌جهات‌مختلف‌است
.آن‌مواد‌درون‌سلولی‌و‌اندامک‌ها‌جابجا‌می‌شوند
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اندامکآمیزیرنگوشناساییزماندرآزمایشایندر✓
چندمدتبهاندامکایندقیقمشاهدهباسلولیدرونهای
واهدهمشسیتوپلاسمدرراهاآنجابجاییتوانمیثانیه
میلولسدرسیتوپلاسمیجریاننتیجهدرکهکرددنبال
.باشد
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مواد و وسایل مورد نیاز

 HEYمحیط‌کشت‌هی.‌1

قرمز‌خنثی.‌٢
سبز‌ژانوس.‌٣
(ید‌یدوره)لوگل.‌4
آبی‌متیل‌یا‌سبز‌متیل.‌٥
لام‌ولامل.‌6
پاستور‌پیپت.7
میکروسکوپ.8
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روش كار
ه‌‌هاییاختتکحاویکههیکشتمحیطازآزمایشایندر

حیاتیرغیوحیاتیرنگ‌آمیزیانجامجهتمی‌باشد،مختلف
این.می‌شوداستفادهدرون‌سلولیاندامک‌هایمشاهده‌و

زیره‌پوسیدبرگ‌هایوگندمدانهچندافزودنبارامحیط
راهمفآزمایشازقبلروزچندحداقلبرکه،آببهدرختان

وستیزیرنگ‌آمیزیمفهومدرکوازمایشانجامضمن.کنید
درکهسلولیدروناندامک‌هایازبرخیزیستیغیر

هدهمشاورنگ‌آمیزیرؤیتند،قابلنوریمیکروسکوپ
.می‌شوند
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طتوسراهیمحیطازقطرهیکغذاییواکوئل‌هایمشاهده‌جهتابتدا
آنیروبرخنثیقرمزرنگقطرهیکودادهقرارلامرویپاستورپیپت

.دکنیمشاهدهدقیقهچندازبعدx40بزرگنماییدرگذاریلاملازپسریخته،
هکشوددقتهمچنین.شوددقتتک‌یاخته‌‌هامتحرکوزندهحالتبه

بجذخودبدرونرارنگکلوییدیذراتتدریجبهغذاییواکوئل‌های
دودرکهدشودقتنیزانقباضیواکوئل‌هایبه.می‌شوندرنگ‌ترپروکرده
.هستندبی‌رنگوکرویودارندقرارپارامسیپیکرقطب
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اهده‌مشجهتوگذاشتهلامرویراهیمحیطازدیگریقطره
وکنیدیگذارلاملکرده،استفادهژانوسسبزازمیتوکندری

درتک‌یاختهشدنثابتازپسوx40بزرگنماییدرابتدا
فرمبه.کنیدمشاهدهرااندامک‌هااینx100بزرگنمایی

استبدیهی.دهستنباکتریهاشبیهکهکنیدتوجهآن‌هاعمومی
تنظیمامکاناتیه‌کلبایستیآن‌هاشفافیتوکوچکیدلیلبهکه
تنظیمباودشوکارگرفتهبهمیکروسکوپدرکنتراستونور
زندههب.شودبررسیدقیقاًاندامکاینمیکروفوکوسپیچ

.کنیدتوجهتک‌یاخته‌هابودن
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هم‌چنین‌در‌تک‌یاخته‌های‌زنده‌حرکت‌میتوکندری‌در‌داخل‌
ی‌باشد،‌قابل‌توجه‌مسیتوپلاسم‌که‌بیانگر‌برقراری‌جریان‌سیتوپلاسمی

.می‌باشد

ی‌جهت‌مشاهده‌ساختار‌حرکتی،‌مجدداً‌یک‌قطره‌از‌محیط‌هی‌را‌رو
ه‌را‌در‌لام‌قرار‌داده‌و‌پس‌از‌افزودن‌لوگل‌لامل‌گذاری‌کنید‌و‌نمون

ثابت‌دقت‌شود‌که‌با‌افزودن‌رنگ،‌نمونه.‌مشاهده‌کنید40بزرگنمایی‌
.شده‌و‌تحرک‌و‌حیات‌خود‌را‌از‌دست‌می‌دهد
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راردرشت‌تتاژک‌هاییامژهبایاخته‌هاییتک.
حرکتیاندامک‌هایرویفوکوسباوانتخاب
.کنیدبررسیراآن‌ها
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ذیرینفوذپتواناییپدیده‌بررسیوهستهمشاهده‌منظوربه
طرفهرلامیکگوشهدورویبرتک‌یاختگاندرغشاءانتخابی

متیلبیآرنگ‌قطرهیککدامهربهبگذارید،هیمحیطقطرهیک
تههسزندهنمونه‌هایدرتاکردهگذاریلاملراطرفیکافزوده

.می‌شودایزمتمهستهدقیقهچندازپسکنیددقت.کنیدمشاهدهرا
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لاملفرمالینقطرهیکافزودنازپسدیگرطرفبه
.کنیدمشاهده40بزرگنماییدررانمونه.کنیدگذاری
ته‌هایاختکفرمالینافزودنازپسکهکنیددقت
ترتیببدینمی‌دهنددستازراخودحیات

دیگررفطباقسمتایندرراغشاانتخابینفوذپذیری
.کنیدمقایسهلام


