
سلولکیت سنجش سیتوتوکسیسیتی 

Cell cytotoxicity assay kit

)Cat-No: SK1163(

: مقدمه

از جملـه  . یکی از مهمترین بررسی هاي ارزیابی هاي سیتوتوکسیسیتی مـی باشـد   in vitroدر مطالعات آزمایشگاهی و 

د شیمیایی بر روي سـلول هـا اشـاره    می توان به بررسی اثرات داروها، آفت کش ها و سایر موا in vitroبررسی هاي 

براي درك و تعیین اثرات زیستی  و مخرب آنها و بررسی فعالیت سیتوتوکسیسیتی و زنده مانی سـلولی، بـه یـک    . کرد

طیف وسـیعی از سـنجش هـاي سیتوتوکسیسـیتی  در زمینـه      . کیت ارزان قیمت، مطمئن و تکرارپذیر و ساده می باشد

یولوژي مولکولی وجود دارد که  از آنها می توان به سنجش هاي رد رنگ، سنجش هـاي  توکسیکولوژي، فارماکولوژي و ب

انتخاب روش مناسـب از میـان روش هـاي فـوق بـراي      . جش هاي فلوریمتري و لومینومتري اشاره کردنکالریمتري، س

توکسیسـیتی و زنـده   ارزیابی هـاي سیتو در انتخاب . استاهمیت  حائز مطمئن و تکرارپذیر ،دستیابی به داده هاي دقیق

مانی سلولی پارامترهاي مختلفی از قبیل در دسترس پذیري، مکانیسم تشخیص، حساسیت و اختصاصیت در نظر گرفته 

  . می شود

 Trypan(تریپان بلوبراي چهار ارزیابی شامل سنجش هاي رد رنگ به دلیل ارزانی، سادگی، و تکرارپذیري کیت حاضر 

blue dye exclusion( ،ها توسط روش نده بودن سلولبررسی زMTT نوترال رد، بررسی سمیت توسط)NR(   و  بررسـی

)Acridine orange/ Ethidium bromide(اتیـدیوم برمایـد   /اکریـدین ارنـج   تغییرات مورفولوژیکی سلول با استفاده از

  .طراحی و بهینه سازي شده استشرکت آرسام فرا زیستتوسط کارشناسان 

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  

  محتویات کیت

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .درجه سانتی گراد نگهداري شود 4دماي ، در )- MTT)◦C20تمامی محتویات کیت بجز :نگهداري کیت

  تریپان بلو) لفا

قدیمی ترین و متداول ترین روش ها براي سنجش میزان بقاي سلولی اسـتفاده از روش رنـگ آمیـزي     یکی از :اساس

تریپان بلو یک ترکیب آزو است که نسبت به غشاي سـلول هـاي سـالم نفـوذ ناپـذیر مـی باشـد        . تریپان بلو می باشد

تریپـان بلـو بـه درون سـلول و بـا       بـا ورود . بنابراین فقط به سلول هایی داراي غشاي سلولی آسیب دیده وارد می شود

ایـن روش امکـان تشـخیص مسـتقیم و     . اتصال به پروتئین هاي درون سلولی رنگ سلول ها را به آبی تغییر مـی دهـد  

را در یـک جمعیـت سـلولی فـراهم مـی      ) آبی رنگ(و سلول هاي مرده ) شفاف و بدون رنگ(شمارش سلول هاي زنده 

  . آورد

سوسپانس سلولی به نسبت یک به یک با محلول تریپان بلو مخلـوط شـده و بـر    لیتردر این روش ده میکرو:کار روش

هاي موجود در  ها، سلول براي شمارش سلول. روي لام نئوبار قرار داده و شمارش زیر میکروسکوپ نوري انجام می شود

لیتـر   هـا در یـک میلـی    لهاي قسمت مدرج لام نئوبار را شمارش نموده و طبق معادله زیر تعداد سـلو  چهار مربع گوشه

  . محیط کشت محاسبه گردید

لیترها در یک میلی تعداد سلول= مربع  4تعداد کل سلولهاي شمارش شده در  ×5000

مقادیرنام مادهره کاتالوگشماردیف

1S1125PBS-5X-Steriled100 لیترمیلی

2S1154Trypan blue (0.4%)1 لیترمیلی

3S1153MTT (5 mg/ml)5 لیترلیمی

4S1198Formazan Solubilizing Solution50 لیتر میلی

5S1162Neutral red (0.3%)5 لیترلیمی

6S1199NR Solubilizing Solution50 لیترلیمی

7S1160Ethidium bromide (0.01%)1 لیترمیلی

8S1159Acridine orange (0.01%)1 میلی لیتر



  MTTها با استفاده از روش  سلول مانیبررسی زنده  )ب 

-MTT)(3-(4,5-dimethylthiazol-2.یک روش رنگ سنجی بر اساس فعالیت متابولیکی سلول مـی باشـد   MTTروش 

yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (       می باشد این ماده قادر به عبور از غشا سـلول هـا مـی باشـد و بـا ورود بـه

 شکسـته را  MTTرازولیوم تسلول چون سلول هاي سالم داراي آنزیم دهیدروژناز میتوکندریایی می باشند قادرند حلقه ت

شـکل زیـر   . نگ در بیاورند در حالیکه سلول هاي مرده از این عمل ناتوان هسـتند و آن را به فورمازان نامحلول و آبی ر

  .ن را نشان می دهدابه فورماز MTTواکنش تبدیل 

چهار سـاعت قبـل از   . هاي مختلف دارو تیمار شدند اي کشت و با غلظت خانه 96ها در ظروف کشت  سلول:روش کار

بعد از چهار . ها اضافه گردد به سلول) حجم محیط کشت% MTT)10محلول زمیکرولیتر ا 10ها، مقدار  برداشتن سلول

توقـف  ممیکرولیتر محلول حل کننـده  100راد، واکنش با اضافه کردن گ درجه سانتی 37ساعت نگهداري در انکوباتور 

میزان جذب سرانجام. می شودها وب فورمازان بنفش رنگ در سلولاین محلول باعث حل شدن رس به علاوه. می شود

  .گیري گردید نانومتر اندازه 570توسط دستگاه الایزا پلیت ریدر در طول موج

     اتیدیوم برماید جهت مشاهده مورفولوژیکی آپوپتوز/ رنگ آمیزي با اکریدین ارنج )ج

. شود متصل می RNAسلول و با تمایل کمتر به  DNAیک رنگ حیاتی است که به ) AO(آکریدین ارنج : اساس

هاي زنده  سلول. کند که تمامیت غشاء خود را از دست داده باشندهایی را رنگ می فقط سلول) EtBr(اتیدیوم بروماید 

، رنگ سبز )early apoptotic(هایی که در مراحل اولیه آپوپتوز هستند لسلو .گیرندیکنواخت میسبز  رنگAOدر اثر 

ستند که متراکم شدن کروماتین و قطعه قطعه شدن هسته را نشان گیرند و داراي نقاط روشن در هسته هبه خود می

را از خود عبور داده و  اتیدیوم برومایدرنگ )late apoptotic(هایی که در مراحل آخر آپوپتوز هستند  سلول. دهند می

شدن کروماتین و متراکم که  اییهتنهاي آپوپتوز شده ا سلولدر مقایسه با . گیرندبدین ترتیب رنگ نارنجی به خود می

آیند با این تفاوت که هاي نکروز شده نیز به رنگ  نارنجی در می دهند، سلولرا نشان می قطعه قطعه شدن هسته

  .شودنمی و قطعه قطعهها متراکم آنکروماتین 

  : روش کار

سلولی با یک  یک میکرولیتر از سوسپانسیون. شوداز دو محلول تهیه و در موقع آزمایش استفاده  1:1نسبت حجمی 

را بر روي لام قرار داده  ها سلولم برماید مخلوط کرده و سپس اتیدیو - اکریدین ارنج  آماده شده میکرولیتر از محلول

هاي آپوپتوز  براي تعیین درصد سلول. شودلامل پوشانده و سپس با میکروسکوپ فلورسانس مشاهده  روي آن را باو

  .وندشمارش ش سلول 600الی  400حداقل  بایستی شده،



سنجش توکسیسیتی با روش نوترال رد) د

  :اساس

. ت دارویی و انواع توکسین ها می باشدیهاي زنده و تعیین سماز روش هاي معمول در بررسی سلول نوترال رد یکی 

نوترال فیزیوژیک  pHدر شرایط . اصول این روش بر پایه جذب رنگ نوترال رد توسط سلول هاي سالم استوار است

از پس از ورود به سلول . بار نزدیک به خنثی دارد و به همین دلیل براحتی می تواند از غشاي سلولی عبور کندرد

ترکیبات اسیدي، باردار شده و به  pHتحت تاثیر در لیزوزم .می کنددرون لیزوزوم تجمع پیدا ال فعال در قطریق انت

پس از ورود رنگ، سلول ها شستشو .از لیزوزم خارج شود آنیونی و گروههاي فسفات اتصال پیدا کرده و نمی تواند

رابطه مستقیمی با تعداد ایجاد شده  میزان رنگ. داده شده و رنگ وارد شده در یک محلول الکلی اسیدي حل می گردد

دارد و هر گونه تغییر  در وضعیت فیزیولوژیکی بر جذب رنگ توسط سلول زنده  اثر و سمیت دارویی  سلولهاي زنده 

با این روش تمایز بین سلول هاي سالم و سلول هاي آسیب دیده و مرده بر اساس توانایی از اینرو .خواهد گذاشت

  . برداشت رنگ توسط لیزوزوم امکان پذیر خواهد شد

  روش نوترال رد براي بررسی سمیت دارویی

پس . انکوبه شوند% CO25و  ⁰C37در انکوباتور و با ماده موردنظر کشت داده شده خانه اي  96سلول ها در پلیت 

. حجم محیط کشت سلولی موجود اضافه گردد% 10از طی زمان انکوباسیون، محلول نوترال رد به هر چاهک مقدار 

  محیط رویی سپس . در انکوباتور نگهداري کنید) بسته به به تراکم سلولی(ساعت  2- 4میکروپلیت ها را به مدت 

مرحله شستشو تا . شستشو داده شود  1XPBSمیکرولیتر محلول 200ور ریخته و با را به آرامی دسلول هاي چسبنده 

میکرولیتر محلول حل کننده نوترال رد را به هر  200در نهایت . حد امکان بایستی به دقت و  به آرامی صورت گیرد

  .  چاهک اضافه کنید و براي حل شدن کامل آنرا روي شیکر قرار دهید

و پس از . هاي سوسپانس، میکروپلیت را سانتریفیوژ کرده و سپس محیط رویی را بدقت بردارید در مورد سلول: توجه

.محلول حل کننده نوترال رد را اضافه کنید  1XPBSمیکرولیتر محلول  200شستشو با 

ف جذب نانومتر خوانده شود و براي حذ 540جذب نمونه ها را در فاصله زمانی یکساعت با دستگاه الایزا ریدر در 

  . کم گردد 540از جذب 690چاهک هاي میکروپلیت، جذب  

  

پاساژ سلول هاي به کار رفته، محتویات محیط کشت  درفته از جمله تعداشرایط کشت و سلول هاي به کار :1نکته 

  .سلولی بر نتایج بدست آمده تاثیر بسزایی دارد که همگی بایستی در آنالیز داده ها مورد توجه قرار گیرند

که می توان با فیلتر کردن یا حل کردن  ممکن است در طی نگهداري رسوب کنند هاي رنگ آمیزيمحلول:2کته ن

  . رسوب با پیپتاژ مورد استفاده گردد

محلول حل کننده فورمازان طی نگهداري در یخچال ممکن است رسوب کند که نیم ساعت قبل از استفاده در :3نکته 

  .حل شود ⁰C37شود یا دردماي آزمایشگاه قرار داده 

. بگذاریددر میان آرسام فرا زیست در صورت بروز هر گونه ابهام، مشکل یا اشتباه با کارشناسان پشتیبانی فنی 

mail.com@gArsamFaraZistل و یا ایمی از طریق تلگرام 0914- 71-574- 71کارشناسان ما با شماره تلفن

.راي ارائه راهنمایی و رفع مشکل حاضر هستندب


