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عنوان
2اییاختهدرونها و اجزاء های جزء به جزء کردن یاختهها و تکنیکبا روشآشنایی 
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اهداف

تفکیک سلول ها و اجزاء درون سلولی با استفاده از شیب غلظت(Density 

gradient)بر اساس اندازه  و چگالی یا دانسیته

 سوکروزتفکیک اجزاء تشکیل دهنده بافت خونی در شیب غلظت

استفاده از شیب غلظت پیوسته(Continioues)ناپیوسته و یا شیب غلظت

(DisContinioues) 

 و تفکیک گلبول های قرمز سالمبررسی شیب غلظت سوکروز
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 یاخته اياجزاء مراحل جداسازي سلول ها و 

buffeاستخراجبافردرسلوليسوسپانسیونیاعصاره تهیه وبافتهمگن سازي.۱

extract

:مي شودانجاممتفاوتيروش هايبهسازیهمگنمرحله دراینبافتنوعبهتوجهبا

Mechanical)مكانیكيروش(الف Method)

چینیهاونبامختلفیون هايازمعینيغلظت هايحاويمناسب،بافريمحلول هايدر

.دمي شوتخریبسلول یابافتفیزیكيروشبه،دستيیابرقيهموژنایزرهايیا

Chemical)شیمیایيروش(ب Method)

باخاصیونهایيحاويكهمحلول هایيازاستفادهبااسمزيیایونيشوكدادنبا

.دمي گردنرهاسلوليدروناجزاءوشدهتخریبغشاءمي باشند،مشخصمولاریته   هاي

Ultrasonic)صوتیفراروش(ج Method)

صورتبهنظرموردنمونه صوتمافوقامواجازاستفادهباروشایندر

.درآورده می شودسوسپانسیون

Enzymatic)آنزیميروش(د Method)

انجام(اباكتري هدرعمدتا  )سلوليدیواره يساختاركننده هضمآنزیم هايازاستفادهبا

.مي شود
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صافيیایشه شپشممثلچندلایهصافيازسلوليسوسپانسیونعبوریافیلتراسیون2.

مناسبسوراخهایباکاغذییاپارچه اي

ردنكسانتریفوژبامركزازگریزنیرويازاستفاده بااجزاءتفكیكوجداسازي3.

روشدوبه  عمدتامرحلهاین.اجزاءچگاليیادانسیتهواندازهشكل،براساس

:مي گیردصورت

Diffrential)مرحلهبهمرحلهیاافتراقيسانتریفو ژ:الف Centrifugation)

صورتتهناپیوسیاوپیوستهغلظتشیبروشبهیاكهغلظتشیبدرسانتریفوژ:ب

Density.مي گیرد gradient Centrifugation))
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خاصچگالياساسبرسلولياجزاءغلظتشیبیادرگرادیانسانتریفوژروشدر

كهيتركیبحاويسانتریفوژلوله درسلوليسوسپانسیون.مي شوندجداهمازخود

.مي گیردنیست، قراریكسانلولهیكطولدرآندانسیته

وپرکولو/لنفودکسیافیکول/سوکروزغلظتشیبتهیهجهتمناسبترکیبات

.میباشندمتفاوتهايدانسیتهباسزیمکلرور

ومي كندرتغییپیوستهطوربهسانتریفوژلولهطولدرغلظتپیوسته،غلظتشیبدر

.داردوجودغلظتيباندبي نهایت

یفوژسانترلولهطولدرمحدودتعدادباومتفاوتغلظت هايناپیوستهغلظتشیبدر

ربیشتلولهپاییندروكمترلوله بالايدرچگاليبطوریکه،.داشتخواهندوجود

لهلودرمشخصمكانيبهسلوليعصاره ازجزءهرسانتریفوژعملطيدرمي باشد،

ادامهوجودباوشدهمنتقلباشد، میغلظتشیبچگاليبامساويآنچگاليكه

.نمي كندحركتدیگرمشخص،سرعتودورهماندرچرخش



Cellular and Molecular Lab_FarzanehForouharfar



Cellular and Molecular Lab_FarzanehForouharfar

بالاستریوبی رنگاستانداردمحلوللینفودکسیافایکول

جداسازیدرآنکاربردومی باشدمختلفهایدانسیته

انگرادیدرنافبندخونیامحیطیخونلنفوسیتسلول های

.استغلظت
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سلول ها و اجزاء برخی از کاربرد های تفکیک 

غلظتبر اساس شیب سلولی  
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در شیب غلظت سوکروزسلولیاندامک های درون جداسازی 

زوم، لیزوزوم و پراکسی میتوکندریتفکیک 

همانطور که در تصویر مشاهده می شود پس از سانتریفوژزسوکرودر شیب غلظت 

این وقرارگرفته زوم پراکسی انتهای لوله و درمیتوکندریسپس بالا ،لیزوزوم در 

.اندامک ها از هم تفکیک می شوند



Cellular and Molecular Lab_FarzanehForouharfar

وپروتئین در شیب غلظت کلرور سزیمDNA ,RNAجداسازی 

:سانتریفوژکه در تصویر مشاهده می شود پس از همانطور شیب غلظت ایندر

اینو قرارگرفته RNAانتهای لوله و درDNAسپس ،پروتئین ها در بالا

.هم تفکیک می شونداز ماکرومولکولها 
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بنیادی خون محیطی یا خونسلول های سلول درمانی وجداسازی 

بندناف
تزریقموردنظرقسمتبهمستقیما  رابنیادیسلول هایمی توانسلول درمانیپروسهدر

وهورمون هازیستیفعالمولکول هایشاملسلول هااینترشحاتازاین کهیاو

.نموداستفادهترمیمورشددرمهمفاکتورهای

سلولدروجداسازیفایکولغلظتشیبدرمحیطیخونایهستهتکهایسلول

.میگیرندقراراستفادهمورددرمانی

منابع مهم سلول های بنیادی
.استبنیادیهایسلولمهمبسیارمنابعازیکینافبندخون

تجفسلول هاینافبندپیوندیبافتسلول هایمحیطیخونایهستهتکیسلول ها

نیزچربیسلول هایوموفولیکولوعقلدندانوشیریدنداناستخوانمغزسلول های

.می باشندبنیادیهایسلولدیگرمنابعاز
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محیطیجداسازی سلول های تک هسته ای خون مراحل 

بافر فسفات سالینه یا pbsسی سی از خون محیطی را به نسبت مساوی با محلول رقیق کننده ۱-۱۰

یک و رقیق کنید این محلول بافر نمکی با پایه آبی است و غلظت یون های آن مشابه شرایط آیزوتون

م و فسفات پتاسیم مایعات بیولوژیکی بدن انسان است که شامل کلرید سدیم و فسفات سدیم یا کلرید پتاسی

.و فشار اسمزی و غلظت های یونی کمک می کندphمی باشد و به ثابت ماندن 

لایه تشکیل شود 2بر روی محلول فایکول در لوله سانتریفوژ ریخته تا به ارامیراخون رقیق شده -۲

چگالی فایکول بیشتر از چگالی .کنیددقیقه سانتریفوژ 20الی 15مدت به 2500rpmدورو در 

تریفوژ بنابراین پس از پایان سانمی باشد سلول های لنفوسیت خون و کم تر از چگالی گلبول های قرمز 

حلقه ی شیری رنگ بافی کوت سپس /زردرنگپلاسمابترتیب در لوله سانتریفوژ از بالا به پایین ابتدا 

ا در انتهو /محلول شفاف فایکولبعد از آن /گلبول سفید و پلاکت ها تک هسته ایسلول هایشامل 

.می شودبه رنگ قرمز تیره مشاهده گلبول های قرمز 

شستشو دهید و به pbsناحیه سلول های تک هسته ای را توسط سمپلر به دقت جدا کرده و با محلول -۳

ای پس از کشت سلول ه.محیط کشت مناسب و مغذی جهت تبدیل به سلول های موردنظر اضافه کنید

ن بنیادی تک هسته ای جدا شده در محیط های کشت مغذی و القاء فاکتور های رشد مختلف به انها ای

.و غیره تبدیل شوندسلول ها قادرند به سلول های کبدی،غضروفی،استخوانی 



Cellular and Molecular Lab_FarzanehForouharfar



Cellular and Molecular Lab_FarzanehForouharfar

Buffy coatمشاهده ناحیه بافی کوت 
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ب جداسازی گلبولهای قرمز خون در سنین مختلف بلوغی در شی

غلظت پرکول
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از خون تامPRPجداسازی پي آر پي 

PLATELETمخففپيارپي RICH PLASMAپلاکتازغنيپلاسمايیا

.میباشدودرمانسازيجوانبرايطبیعيايعصارهحقیقتدرکهمیباشد

لیظتغوجداسازيفراینديطيتاموتازهخونازفردخونپلاکتبالايغلظتواقعدر

ارقراستفارهمورددرمانيجلسهچنددربافتيترمیموبازسازيرونددروگرددمی

.میگیرد

به۳۴۰۰rpmسرعتباتازهخوننمونه انسانخونازآرپیپیجداسازیجهت

وزمانسرعت،میشودسانتریفوژسانتی گراددرجه۱۶تا۱۲دمایدردقیقه۳۰مدت

دمعباعثپایینسرعتاین کهبه دلیلاستمهمبسیارجداسازیایندرمناسبدمای

دمی شوباعثسانتریفوژانجامحیناصطکاکازناشیبالادمایودقیقجداسازی

فازواردانسانبدنبهورودقبل ازیعنیموردنظرزماناززودترلازمفاکتورهای

.باشندنداشتهمؤثریکاربرداستفادههنگاموشدهفعال سازی
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درمان ناباروری 

یکی از راههای درمان انجام لقاح خارج رحمی می .ناباروری دلائل مختلف داردمسئله

ستی برای تلقیح سلول اسپرم مناسب در موارد لقاح خارجی رحمی با تخمک،بای. باشد

ت اسپرم سالم با دانسیته مشخص و استاندارد از نظر محتوای سلولی و خصوصیا

رکول در شیب غلظت پسیتولوژیکی هسته و ترکیبات کروماتینی و سیتوپلاسم، 

.و جهت تزریق به تخمک مورد استفاده قرار گیردجداسازی 
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باکتریاییجداسازی عفونت های 
در جداسازی باکتری ها از سلول های طبیعی در عفونت های میکروبی و باکتریایی

در صورت لزوم در محیط مناسب سلول شیب غلظت می تواند انجام شود و سپس 

.کشت داده شود
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مولکولیمهندسی ژنتیک و آزمایشات 

ازباکتریاییDNAسازیخالصوجداسازی

DNAوپلاسمیدیDNAازوژنومیRNAهاپروتئینو.

کلرورغلظتشیبدرهاپروتئینوRNAازDNAجداسازی

.شودمیانجام(Cscl)سزیم

درپروتئینهایمولکولسزیمکلرورغلظتشیبدر

.گیردمیقرارترپایینقسمتدرRNAووسطدرDNAبالا،

توسطهالولهکردنسوراخباجداسازیوتفکیکازپس

صورتدرسپسوگیردمیصورتDNAاستخراجسرنگ

یمهندسدرتکثیر،همانندسازی،کلونینگ،نوترکیبیلزوم

.گیردمیصورتژنتیک
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نیازمواد و وسایل مورد 
مقطرآب.1

لاملولام.2

اشباعسوکروزمحلول.3

نوریمیکروسکوپ.4

تامخون.5

رنگسیاپتپیمیکرویاپی پتپاستور.6

سانتریفوژلوله.7

سانتریفوژ.8

آزمایشلوله.9

ضدحاویخونگیریمخصوصلوله.10

انعقاد
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روش كار

وژ در در این آزمایش با استفاده از شیب غلظت ناپیوسته سوکروز به روش سانتریف

.شیب غلظت، سلول هاي سازنده  بافت خوني از هم تفكیك می شوند

ه چون بافت خوني ب.ابتدا خون را از رگ گرفته و در لوله حاوی ضد انعقاد میریزیم 

صورت سوسپانسیون مي باشد، مرحله  تهیه  عصاره سلولي و عبور از صافي را 

.نخواهیم داشت

ناپیوستهقطره خون تام  و کامل را در لوله  سانتریفوژي كه حاوي غلظت هاي چند 

مي باشد درصد ۰، ۲۵، ۵۰، ۷۵، ۱۰۰سوکروز بترتیب از پایین لوله با درصدهای

.سانتریفیوژ کنید1000rpmدقیقه در دور 3ریخته و به مدت 

جدول جهت انجام این آزمایش بایستی قبلا  غلظت های تعیین شده از سوکروز را طبق

.کنیدزیر تهیه 
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وز حجم محلول اشباع سوكر شماره باند غلظت

(cc)

ب 
 
حجم ا

(cc)

درصد اشباع 

()%محلول سوكروز 

120100

21.50.575

31150

40.51.525

5020

2تهیه جدول cc غلظت های مختلف سوکروز از
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هكنحويبهسانتریفوژلوله درفوقغلظت هايازهركدامدادنقرارجهتكهشودتوجه

بایستيگیرند،قرارلوله درمجزاطوربهشدهساختهغلظت5ونشوندمخلوطهمبا

رهقطره قطراغلظت هاسوزن،دارايسرنگازاستفادهباوگرفتكاربه رادقتنهایت

.دادقرارسرهمروي

بنابراین.مي گردندمخلوطوبودنخواهندشدهتفكیكغلظت هاصورتاین غیردر

لهلوواردسانتریفوژلوله جدارازسرنگسوزنتوسطآراميبهزیادبهكمازغلظت ها

.باشدمیتفکیکقابلغلظتسطوحترتیببدینگردند،

درصد،فرصغلظت هايازسمپلریاپیپتپاستورتوسطآراميبهسانتریفوژپایانازپس

نشوند،مخلوطهمباونخوردهمبهغلظتيلایه ي هايطوریكهدرصد100ودرصد25

مشاهده40بزرگنمایيدرمیكروسكوپزیروکردهگذاريلامل.كنیدنمونه برداري

.نمایید

ودرصد25غلظتشیببهمربوطنمونه هایمیکروسکوپیتصاویردیدمیدانیکدر

.نماییدتفسیررانتایجوکنیدرسمرادرصد100
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نتایجتفسیر 
از ه دقت پس از پایان سانتریفیوژ بافت خونی در شیب غلظت ناپیوسته سوکروز ب

وجود نظر را از مختلف سوکروز نمونه برداری کرده  نمونه ها را های غلظت 

.بررسی نماییدشده در زیر میکروسکوپ گلبولهای قرمز سالم تفکیک 

ته همانطور که در تصاویر مشاهده میشود در این ازمایش که در شیب غلظت ناپیوس

فر سوکروز انجام شده و هدف جداسازی سلولهای گلبول قرمز سالم بوده در ناحیه ص

درصد  سلولهای گلبول قرمز سالم و 25فقط پلاسمای خون درناحیه درصد سوکروز 

.دپلاسمولیز میشونقرمز تخریب و دچار درصد گلبولهای 100و 75و 50در ناحیه 

در صد وجود دارند اما بدلیل اینکه حجم خون مورد 25گلبولهای سفید نیز در ناحیه 

استفاده در این ازمایش بسیار کم بوده و همچنین رنگ امیزی اختصاصی جهت 

.ستشناسایی انها استفاده نشده تشخیص انها براحتی برای شما امکان پذیر نی
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