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  از طریق فلوسایتومتري  مقایسه دو روش فیزیکی و آنزیمی برداشت سلول از ظرف کشت
  1؛ معصومه موسوي1اویرانیطکبري رضایی ؛ *1عضدي مونا زمانیان

  
  چکیده

سلول از ظرف کشت براي جداسازي  گیرد.دستیابی به اهداف آزمایشگاهی مختلفی صورت میمنظور  سلول بهکشت  زمینه:
از  ازي سلول چسبنده از ظرف، استفادههاي جداسشود. یکی از این روشمیانجام  هاي مختلفیبه روش دیگر اتانجام آزمایش

ثیر هضم آنزیمی بر سایر أجانبی ناشی از ت م با اثراتأاین عمل ممکن است تو. است کننده مانند تریپسینجدا هايآنزیم
. جدا کرد ها را از ظرفتوان سلولمی ،ها باشد. براي اجتناب از این امر با روش استفاده از ابزار فیزیکیهاي حیاتی سلول جنبه

فاده از روش با استدر این مقاله، این دو نوع آسیب  کند.ها را نیز تهدید میبقاء سلول ،رسد آسیب فیزیکینظر می به
  .شوندفلوسایتومتري بررسی و مقایسه می

 درصد 5و  ºC37اي ـدم با RPMIمحیط   بـوده و درده ـسرطانی معهـاي سلولوع ـکه از ن MKN45دودمان سلولی  ها:روش
و جدا  ،به دو روش هضم و فیزیکی از ظرف کشت، درصد 80بعد از رسیدن به تراکم  و هشد کشت دادهکربن اکسید دي

  و سپس آنالیز قرار گرفته است. مورد بررسی فلوسایتومتري ها  از طریق روشوضعیت حیاتی سلول
. این شودمی يبیشتر سلولی سبب وقوع نکروز ،نسبت به روش آنزیمی ،که برداشت فیزیکی نتایج حاصله نشان داد ها:یافته

  است.بوده یید أدار از طریق مشاهدات میکروسکوپی مورد تااختلاف معن
که روش هضم آنزیمی در مقایسه  رسد نظر می به، تر ناشی از اعمال هضم آنزیمی کمی با توجه به وقوع مرگ سلول گیري:نتیجه

   .است تريروش بهینه با روش فیزیکی براي برداشت سلول از ظرف کشت
  کشت سلول، برداشت فیزیکی، هضم آنزیمی، تریپسین، فلوسایتومتري ها:کلیدواژه
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  مقدمه
اهـداف آزمایشـگاهی مختلفـی    منظور  کشت سلول به

ــی  ــورت م ــت ص ــرد. از تس ــر  گی ــولی نظی ــاي مولک ه
پروتئــومیکس، ســاخت محصــولات بیوتکنولــوژي نظیــر 

هاي بقاي سلولی ه تا انجام تستواکسن گرفت و بادي آنتی
 ــ عنــوان  واقـع بــه ثیر عوامـل گونــاگون کــه در  أتحـت ت

 ـ جایگزینی براي تسـت  تی روي حیوانـات  یهـاي توکسیس
. نـام بـرد  توان از کاربردهـاي کشـت سـلولی    است، می

 ـ تحقیقاتی که براساس زیست ولی، مهندسـی  شناسی مولک
هاي بنیادي است، نیـز وابسـته بـه    بافت و مطالعات سلول

تنهـا   قیقت نـه انجام کشت سلول است. کشت سلول در ح

رابطـه بـا    کاربرد دارد، بلکـه در  پایهعرصه تحقیقات  در
هاي مصنوعی و لقاح نظیر ساخت ارگان بالینیآزمایشات 

سلول . کشت )1(کاربرد فراوان پیدا کرده است ،مصنوعی
هـا  طی آن سـلول  که شودرا شامل میاي در واقع پروسه

 ـ کـه  کننـد مـی رشد از محیط طبیعی خود  خارج طـور   هب
پرسـلولی جداسـازي    از یوکاریوتیک هامعمول این سلول

 ـسلول شوند که عمدتاًمی ند. جـانوري هسـت   أهایی با منش
هایی بـا منشـاء گیـاهی،    هرچند که در برخی موارد سلول

ها و ویروس ها،باکتري هایی مانندارگانیسمها وحتی قارچ
نیـز کشـت    هـا)  ها و قارچ (پروتزوئرها، آلگ هاپروتیست
شوند. کشت سلول در اواسط قـرن بیسـتم رواج   داده می
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براي اولین بار در قرن نوزدهم   . اما این موضوع)2( یافت
بـراي انجـام    طـرق مختلفـی   ها بـه . سلول)3( مطرح شد

 شـوند. یکـی از  از بدن موجود زنده جداسازي می ،کشت
سیستم گـردش  از  ي خونیهاجداسازي سلول ،هاراه این

هـاي نـرم نیـز    بافـت هـا از  جداسازي سلول. ستاخون 
 ـتژنـاز، تریپسـین و پرو  هـایی نظیـر کلا  کمک آنزیم به از ئ

گیرد که در واقـع مـاتریکس خـارج سـلولی     صورت می
 ،ر. در روش دیگشودمی و هضم گیردثیر قرار میأتحت ت
 تـا  شـود از بافـت داخـل پلیـت قـرار داده مـی      قسمتی
شـده از   هاي استخراجد. اکثر سلولنهاي آن رشد کن سلول
لایه  صورت تک ههاي سخت در ظرف محیط کشت ببافت

هاي چسـبنده  ها، سلولنند که به این نوع سلولکرشد می
هاي چسبنده بعد از انجـام پاسـاژ، بـراي    گویند. سلول می
ل به یـک  اتصبراي اکه شروع به رشد و یا تقسیم کنند،  آن

بستري که بـراي ایـن کـار انتخـاب     . )4( نیاز دارندبستر 
کف آن سطح  ن است کهاراستاز نوع پلی شود، معمولاً می

ها به این سلول به اتصال وبا بار منفی پوشانده شده است 
کـه از طریـق یکسـري     جـایی  کنند. از آنمیبستر کمک 

ل به ها وجود دارد، سلوی که روي سطح سلولیهاسیگنال
 ـماتریکس خارج سلولی متصل می ن شود، در مهندسی ای

ریکس سلولی هاي ماتظروف از وجود یکسري از پروتئین
. سه گروه اصلی شودمیها استفاده ه پروتئوگلیکاناز جمل

هـا  سلول ممبرن در اتصالات بین سلولی و پروتئین ترانس
هـاي  دسـته اول شـامل مولکـول   نقش دارند. با سوبسترا 

 دسته دوم اتصالات کادهرینو  سلول -اتصالی بین سلول
ــالات    ــت اتص ــیم) و در نهای ــه کلس ــته ب  CAMs(وابس

کـه   بسته بـه ایـن  . )5( استسیم) (اتصالات مستقل از کل
کشـت  ها از نوع سوسپانت یا چسبنده باشـند، نـوع   سلول

ت را از وسـپان هـاي س متفاوت خواهد بـود. سـلول   ها آن
هـاي فـالکون ریختـه و پـس از     فلاسک بـه درون لولـه  

بـه لولـه   بقیـه  و  ریزنـد میدور  را مایع رویی ،سانتریفوژ
هـا از نـوع   سلول اما معمولاً. شودمحیط کشت اضافه می

پاساژ و کشت سـلولی لازم  چسبنده هستند و براي انجام 
کـه   جـایی  از آن ها را از کف ظرف جدا کرد.است سلول

محکمی بین لایه سلولی و کف ظرف برقرار است،  اتصال
 ،حـین جداسـازي  و در بوده عمل جداسازي کمی دشوار 

-و از بـین مـی   شدهها دچار آسیب تعداد زیادي از سلول
 هاي مختلفی در این جهت پیشنهاداز این رو، روش. روند

ننـد  هـاي آنزیمـی ما  روش توان بـه  شود، از جمله میمی
هاي فیزیکی مانند اسـکراپر  یا روش استفاده از تریپسین و

ژ ابتـدا  کرد. در روش آنزیمی، بـراي انجـام پاسـا   شاره ا
میزان کافی  ریزند و سپس بهمحیط کشت رویی را دور می

هـا کـاملاً از   سـلول  بعدو سه دقیقه کرده تریپسین اضافه 
هـاي   سـلول  کـه  جـایی  از آن شوند.میکف فلاسک جدا 

صـورت   فلاسـک، بـه  نده پس از جدا شدن از کـف  بچس
تعـدادي از   ،جداسازيآیند که در هنگام می سوسپانت در

تـر  بنابراین انتخـاب روش مطمـئن   ،رونداز بین می ها آن
کمـک   بسیار است که به اهمیت زیحا ،منظور جداسازي به

. )6( شـود  مـی  تکنیک فلوسایتومتري این فاکتور سـنجیده 
هاي بیوفیزیک براي کنیک فلوسایتومتري از جمله تکنیکت

بررسی مرگ سلولی، شمارش، ردیـابی بیومارکرهـا و در   
ــتفاده دارد  ــروتئین اســ ــی پــ . در روش )7( مهندســ

شـــده  آمیـــزيهـــاي رنـــگســـلول ،فلوســـایتومتري
یـک   هاي اتصالی به اجزاي سلولی درفلوروکروم وسیله به

تـک از مقابـل    صورت تک گیرند و بهقرار می سیال جریان
کنند و متعاقب آن نور پراکنده می عبور) لیزر(پرتو نوري 

ســازها ط آشــکارســتو ،فلورســنس جــانبی شــده و نــور
هاي نوري را سازها سیگنالشود. این آشکارآوري می جمع

شـده   وريآ الکتریکی متناسب با نور جمـع  هايسیگنالبه 
        هـاي مختلـف  در زاویـه کننـد. پـراکنش نـور    می تبدیل

بـر اسـاس تفـاوت در انـدازه و      هـا را توانـد سـلول   می
. در ایـن  )8( از هـم متمـایز کنـد    شـان  پیچیدگی درونی

منظـور   ترین روش جداسازي به استفاده از مناسب ،تحقیق
کمـک تکنیـک    هـا بـه  رساندن آسیب به سـلول  حداقلبه 
  .گرفتوسایتومتري مورد ارزیابی قرار فل

  هامواد و روش
ر دسترسی به جمعیـت مـوردنظر   منظو سلول بهکشت 

هاي مورد مطالعه، در ترتیب که سلول ه اینهاست. بسلول
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درصـد سـرم جنـین     10-20حـاوي   RPMI 1640محیط 
درجـه   37در انکوبـاتور   سیلینبه همراه پنی(FBS) گاوي 
 انـد  کشت داده شده  CO2درصد گاز 5گراد حاوي  سانتی

 ـ)9(  ازلولی فلوسـایتومتري  . براي درك مکانیسم مرگ س
همـین منظـور    . بـه )10( شودمی ها محسوببهترین روش

مناسب رسیده بودنـد   رشدبه هاي سرطانی معده که سلول
 ، توسـط و حجم زیادي از کف فلاسک را پوشانده بودند

نـد. در ابتـدا   فتگرقرار بررسی مورد  روش فلوسایتومتري
مجزا کشـت   t25 هاي سرطانی معده در دو فلاسکلولس

 80هـا بـه تـراکم    داده شدند و زمانی که یکی از فلاسک
 ینکمک تریپس ها بهجداسازي سلول، سلولی رسید درصد

مقـداري   ،کردن تریپسین براي خنثید. و اسکرپر انجام ش
سرم به فلاسـک اضـافه شـد، سـپس     محیط کشت حاوي 

سـانتریفوژ   ،هاي جداشده را در لوله فالکون ریختـه سلول
هـا  سـلول  نهایت مایع رویی را دور ریختـه و  . درکردیم

همراه محیط کشت جدید به فلاسـک یـا پلیـت دیگـر      به
از  ،روش فیزیکـی بـه جـاي آنـزیم     اضافه گردیدنـد. در 

در به ایـن ترتیـب کـه     د.ش ابزاري مانند اسکرپر استفاده
و  PBSبـا شستشـو توسـط    جداسازي ها یکی از فلاسک

ــا     ــراه ب ــین هم ــزیم تریپس ــی آن ــپس اثرده  EDTA س
(Ethylenediaminetetraacetic acid)  این ماده براي کلات

تحـت   و )11(شـود   استفاده میدار  کردن اتصالات کلسیم
ثانیـه بـا    120مدت  به گراد درجه سانتی 37شرایط دمایی 

کی و اثر آنزیم جداسـازي انجـام   استفاده از ضربات فیزی
هـاي سـلولی   نیمنظور جداسـازي کلـو   پپیپتاژ به گیرد.می

هـاي فلاسـک دیگـر را بـا کمـک      شود. سـلول  انجام می
دو محتویات  یم و سپسرداسکرپر از کف فلاسک جدا ک

 هـاي جـدا  فـاکلون  در ، بـود فلاسک را که حاوي نمونه 
و محلـول رویـی را    یمریخته و تحت سانتریفیوژ قرار داد

 مربوط به فلوسایتومتري (Kit) کیت دور ریخته و سپس از
(Annexin V) ِننده، انکسین و باندک حاوي سه محلول بافر

 Binding Bufferمیکرولیتـر   100شـد.   استفاده PI5  ماده
سپس آن را داخل ویال  .تا حل شودیم ردک ریخته و پیپتاژ 

میکرولیتـر   2مربوط به انجام فلوسایتومتري ریخته و بعـد  
ضافه کـردن  . بعد از اشد اضافه PIمیکرولیتر  2 آنکسین و

دقیقه  20مدت  تیمارشده بههاي مواد کیت انکسین، سلول
بـه ویـال    در آخـر در دماي اتاق قرار داده و  ،در تاریکی

تا توسط برنامه خوانده شوند. چـون حجـم   یم کردمنتقل 
 500تـر از   داخل ویال براي خواندن دستگاه نبایستی کـم 

نیـز بـه    PBSمیکرولیتـر   400میکرولیتر باشد در نتیجـه   
 .)12( شد ها اضافهداخل ویال

  
  هایافته
هاي کشت داده شده که آمـاده  منظور مشاهده سلول به

برداشت از کف ظرف بودند ابتدا تصـویر میکروسـکوپی   
راسـت). بـا توجـه بـه ایـن شـکل        -1 تصویرتهیه شد (

طور طبیعی رشد کرده و بـه   هها ب مشخص است که سلول
اعمال هضم آنزیمی نیـز از  اند. پس از کف ظرف چسبیده

چـپ). در  -1 تصویرها تصویر برداشته شده است (سلول
هـا متعاقـب هضـم    گردد که سلولمشاهده می تصویراین 

  اند. آنزیمی از کف ظرف جدا شده
نتایج حاصل از فلوسایتومتري نشان داده  ،2 تصویردر 

تـوان درصـد   شده است. با استفاده از فلوسایتومتري مـی 
و  هایی که از طریق نکروزیسنیز سلولزنده و  هايسلول

 تصـویر، اند تعیین نمود. در ایـن  یا آپوپتوزیز از بین رفته
 ـنتایج بدست آمده براي سلول وسـیله تیغـه از    ههایی که ب

کـه توسـط روش    هـایی سـلول اند و نیز ظرف جدا شده
  ، نشان داده شده است.اندآنزیمی برداشته شده

هـاي  هاي سالم در نمونـه ول، جمعیت سل3 تصویر در
کشـیده   ده با تیغه و هضم آنزیمی به تصـویر ش جداسازي

دار تعـداد  ادهنده تفاوت معن شده است. آنالیز آماري نشان
  .باشددو جمعیت می
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هاي سرطانی معده بعـد از  به کف ظرف کشت و چپ: سلولها  هاي سرطانی معده و نحوه اتصال آنراست: تصویر و مورفولوژي سلول -1تصویر 

  اعمال هضم آنزیمی 

              
راست: جداسازي شده به کمک تیغه و چپ: جداسازي به کمک هضم آنزیمـی.  . هاي سرطانی معدهي مربوط به سلولفلوسایتومترنتایج  -2تصویر 
هـاي سـالم   مت چپ پایین مربوط به جمعیت سـلول در صورتی که در ناحیه س استویر مربوط به وقوع پدیده آپوپتوزیز اراست پایین تصسمت 

در سمت چپ فوقانی وقوع پدیده نکروزیس به تصویر کشیده شده است در حالی که در سمت راست فوقانی نکروزیس و آپوپتـوزیس   باشد.می
 است. مان نشان داده شدهأتو

                   

  
هاي بقا یافتـه پـس از برداشـت بـا تیغـه. دو      ) و درصد سلول2هاي سالم پس از برداشت آنزیمی (ستون نمایش درصد جمعیت سلول -3تصویر 

  دارندادار با هم دیگر اختلاف معن >01/0Pمیانگین با مقدار 
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  ....فیزیکی و آنزیمی برداشت سلول از مقایسه دو روش -مونا زمانیان عضدي                                                                                )648(

  بحث
برداشت سلول از محیط کشت یکی از مراحـل مهـم   

هـا در محـیط کشـت    جـا کـه سـلول    . از آناستکشت 
هاي حالت معلق یا چسبیده وجود دارند. برداشت سلول به

کـه   در صـورتی . باشدمیپیچیدگی یا دشواري  فاقد معلق
از کـف ظــرف مســتلزم   هـاي چســبنده برداشـت ســلول 

کارگیري روشی مناسـب اسـت تـا بتـوان بـا حـداقل        هب
هـا را بـراي ادامـه مطالعـه و     ها سلول رسانی به آن آسیب

 انجام آزمایش از ظرف جدا و به محیط جدید منتقل کـرد 
. اولین نکتـه در برداشـت سـلولی ایـن اسـت کـه       )13(

 .)15 و 14( برداشت کـارایی و بـازده بـالا داشـته باشـد     
رداشـت نـاقص انجـام شـود، کمیـت      چـه عمـل ب   چنان
شده پـایین خواهـد بـود و در نتیجـه      هاي برداشت سلول

 ،ممکن است در بحث شمارش یا انجام مراحل بعد کشت
. دومـین نکتـه در   کنـد طاهاي غیرقابـل قبـولی بـروز    خ

دیدگی  آسیب ،خصوص برداشت سلولی از سطح چسبنده
آسـیب   هنگام برداشت دچـار  هایی کهسلول .استسلول 

نـد کـه   کنهایی د ممکن است اقدام به تولید آنزیمشون می
از داخل که موادي  شوند یا ایندر حالت عادي تولید نمی

همـین علـت    به ریزش کند. سلول به فضاي خارج سلولی
حـال بـا    هاي کارآمـد و در عـین  شود از روشتلاش می

 دکـر از ظرف جدا ها را رین اثر بر سلول بتوان سلولت کم
. دو روش مختلـف بــراي برداشـت ســلول از   )17و  16(

ظرف کشت موجود است کـه هرکـدام ویژگـی خـاص     
اسـتفاده از آنـزیم و    ،. روش اول)18( خودشان را دارند

کـه روش فیزیکـی   است  تیغهبرداشت توسط  ،روش دوم
کـارگیري ایـن دو    هثیر بأت ،. در این تحقیقشود نامیده می

 ـ ،برداشت سلول از ظرف درروش  دودمـان   تفاده ازبا اس
مطالعه حاضر نشان داد کـه   شد.بررسی  MKN45سلولی 

خوبی به کف ظرف چسبیده و  شده به هددا هاي کشتسلول
انـد و بنـابراین یـک    ک لایه منظم سلولی را تشکیل دادهی

جمعیت سلولی آماده براي مراحل بعدي آزمایش تشـکیل  
نـزیم  که با استفاده از آ شده است. همچنین نشان داده شد

ها از حالت یک لایه منظم خارج و از ظرف کشـت  سلول

دقیقــی بــراي  روش ،جــدا شــدند. روش فلوســایتومتري
 و 19( هاي زنـده و مـرده اسـت   تشخیص و افتراق سلول

اسـت  اي صفحه خروجی فلوسایتومتري یک نمودار. )20
در صورت نقاطی متنـاظر   هب را هاي زندهلولتجمع س که 
همچنین  دهد.ش تحتانی و سمت چپ تصویر نشان میبخ

طریقـی   هرا ب اند هشدر آپوپتوز هایی که دچایت سلولجمع
دهـد. در  مشابه در سمت راست و پایین تصویر نشان مـی 

ها متحمـل نکروزیـز در سـمت    این روش جمعیت سلول
مـان بـا   أهـاي متحمـل آپوپتـوز تو   چپ فوقانی و سـلول 

در نکروزیز در سمت راست فوقـانی نمـایش داده شـد.    
از ظرف جـدا   یی که با کمک تیغههاسلولمطالعه حاضر 

ي برداشـت شـده بـا روش    هـا ند نسبت به سلولبود شده
تحـت   یی کههاسلول ند.تري داشت هضم آنزیمی، بقاي کم

تري نسبت به گـروه   کم کروزیسن بودند یآنزیم هضم اثر
هاي جداشده به آنـزیم بـا آنـالیز    بقا سلولو  داشتنددیگر 

یشـتر  هاي دیگر بداري از سلولطور معنا آماري مناسب به
نـاچیز و قابـل    ،بود. وقوع آپوپتوز در هر دو گروه یکسان

و این به مفهوم فعال نشدن مسیر آپوپتـوز   بودپوشی چشم
  در هر دو روش است. 

  
  گیرينتیجه

استفاده از هضم آنزیمـی روشـی کارآمـدتر و بهینـه     
ها آنـزیم  است. گرچه ممکن است در برخی از آزمایشگاه

کـرد کـه روش برداشـت     توان اعتمـاد مصرف نشود می
هـاي برداشـت شـده وارد    آسیب کیفی به سلول ،فیزیکی

تـري را   جمعیت سلولی کـم  ،کند و تنها از نظر کمینمی
نماید که قابل جبران است و ماهیت آزمـایش را  منتقل می

  کند.مخدوش نمی
  

  قدردانیتشکر و 
دارد تشـکرات صـمیمانه   بدینوسیله برخود واجب می

هـاي ارزشـمند جنـاب آقـاي     حمایت خود را به مناسبت
دکتر مصطفی رضایی طـاویرانی ریاسـت محتـرم مرکـز     

  دارد.تحقیقات پروتئومیکس در تهیه این مقاله، تقدیم 
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