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 (MTTیا فعالیت )تست  سنجش تکثیر

 هایشگاهیدر آزما یپاسخ سلولی به عوامل خارجدر  (Cell proliferationتزاید سلولی )تکثیر یا ( و Viabilityقابلیت زیستی ) یبررس یبرا

 زا رنگ ایفلورسنت  یبا استفاده از نشانگرها میرمستقیغ های روش ن،یب نی. ازارندیگ یمورد استفاده قرارم یمتعدد های روش یسلول

و سنجش  هستند اد زیادتعد برای آزمایش در عیسر هایی روش نسبت به روشهای مستقیم )مثلا شمارش سلول با میکرسکپ( )کروموژن(،

شدن و  ایاست که بر اساس اح یروش رنگ سنج کی MTT شیشود. آزما  یروش محسوب م نیپرکاربردتر MTTبه روش  یسلول یبقا

به   MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide ) ومیزرد رنگ تترازول یها ستالیشکسته شدن کر

در  ییایتوکندریم یدروژنازهایباشد. ده ی(، میکیفعال )به لحاظ متابول های در سلول ییایتوکندریم دروژنازیده ناتیسسوک میآنز لهیوس

رنگ به نام فورمازان  یرسوب نامحلول ارغوان لیبه تشک منجر NADPHو  NADH دیرا شکسته و با تول ومیتترازول ۀزنده، حلق های سلول

 شتریها فعالتر و تعدادشان ب حل شود. هر چه سلول( DMSO) دیسولفواکس لیمت ید ای زوپروپانلیط اتوس تواندیرسوب م نی. اشوندیم

با  میشود و به طور مستقیم یرگی نانومتر اندازه 030تا  070شده، در طول موج  دیاست. شدت رنگ تول شتریشده ب جادیرنگ ا زانیباشد م

ه سلول ثکثیر نشده ولی سطح فعالیت متابولیک آن تغییر کند نیز معمولا قابل استفاده و در صورتی ک زنده متناسب است های سلول دتعدا

ها و  از سلول یسلول که اغلب باعث از دست رفتن تعداد یها، مراحل شستشو و جمع آور روش ریروش بر خلاف سا نی. در اهستند

 یانجام م تیکروپلیم کیتا قرائت با فتومتر، در  یکشت سلول یاز ابتدا شیاند و تمام مراحل آزما شوند، حذف شده یکار م یخطا شیافزا

 بالا است. شیآزما تیدقت و حساس ،یریلذا تکرار پذ وندش

 روش عبارتند از : نیمهم ا یکاربردهاچند نمونه از 

 یو مواد مغذ ها توژنیم ها، نیتوکایدر پاسخ به عوامل رشد، سا یسلول ریتکث یرگی اندازه 

 ریو سا ستیز طیمح های ندهیضد سرطان، سموم، آلا یرشد سلول مانند داروها ۀمتوقف کنند ایسلول  ۀکشند باتیترک لیو تحل هیتجز 

 ییعوامل دارو

 یرشد سلول ۀمهار کنند های بادییو آنت کیولوژیزیف هایواسطه یابیارز 

 و ضد سرطان یسم یداروها یکشف دارو، غربالگر 

 یاتصالات سلول یبررسو  سلول تیفعال ۀمطالع 

 ییایمیش تیّمطالعات سم 

  یهای میکرب آلوده به انگل با سلول فاقد انگل در بررسی تمییز سلولامکان 

 روش عباتند از: نیمهم ا یایمزا

 عیآسان و سر زیآنال 

 نهیمطمئن و کم هز یروش 

 روش صحیح  بهدر صورت انجام کار  و دقت بالا تیحساس 

 یسلول ریبقاء و مرگ و م ر،یتکث یرگیاندازه یبرا ییبالا یبازده  

 گرید تیبه پل تیپل کیشستشو و انتقال از  ریبه مراحل وقت گ ازین بدون روش اجرا در 

 ا:ه محلول  هیته

، پس از حل کنید هیتهنیاز  دبه میزان مور PBSدر حلال  رتیل یلیگرم بر م یلیم 0آن غلظت از  را توزین نموده و MTTپودر - MTT محلول

در محلول را صورت نیاز به نگهداری در  .دیعبور ده کرونیم 0.2 لتریاز ف لیاستر طیدر شرامحلول ر ا، نمودن لیشدن کامل جهت استر

 قرار دهید. -70در فریزر تقسیم نموده ظروف استریل 
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نمودن آن  یدیاس یشود. برا یدیاست اس عیپروپانول( که بصورت ما -2) زوپروپانولیلازم است ا ییخواندن نها ی: برایدیاس زوپروپانولیا

 نرمال برسد.  0.00به  زوپروپانولیدر ا دیکه غلظت اس ستی ازانیاستفاده شده به م دیاس زانید. مشو یاستفاده م HCLاز 

 تست:  انجام

به ) تریکرولیم 20 ای 20ها  داخل چاهک طیبسته به حجم مح ،یخانه کشت سلول 60 تیسلول در پل یحاو یبه چاهک ها لیاستر طیشرا در

شده اضافه نموده و  لیاستر MTT( از محلول طیحجم مح 1/0 یبه طور کل یعنی سلول ییرو طیمح تریکرولیم 200 ای 200 یبرا بیترت

 .دیقرار ده وباتورساعت در انک 0را به مدت  تیپل

 طیرا  قبل از خارج کردن مح تیسلول ها چسبنده نباشند بهتر است پل کهی)در صورت دیسلولها را کاملا خارج کن یرو طیمدت مح نیاز ا پس

 .(دیینما وژیفیها سانتر از چاهک

 یرنگ عیتا ما د،ییکف چاهک را حل نما یها ستالی، کرملایم و با همزدن دییاضافه نما یدیاس زوپروپانولیا تریکرولیم 100هر چاهک  به

 .دیبه دست آ یکنواختی

 .  دقرائت نماییمتر نانو 000چاهکها در  ینور جذب

 نیازی به اضافه کردن محرک در کار آزمایشی ندارید 
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 سنجش نیتریک اکساید )نیتریت( به روش گریس

 

 یو د ژنیهمانند مولکول اکس رندهیگ ایبدون کانال  یسلول یاست که از غشاها دروفوبیمولکول کوچک ه کی( NO) دیاکسا کیترین

 یغشاها جهیدر نت ابد،یتر انتشار عیسر ،یچرب یشود که در غشاها یباعث م دیسااک کیتریبودن ن دروفوبیکند. ه یکربن عبور م دیاکس

 انیجر می، تنظدر مغز شامل دخالت در حافظه دیاکسا کیتریشناخته شده ن کیولوژیزی. عملکرد فشود یآن محسوب نم یبرا یسد یسلول

 یمنیو در ا دیتول زین یو التهاب یمنیا یپاسخها ی، طادشدهیعلاوه بر نقش  دیاکسا کیتریاست. ن ینخاع یمغز عیما لیو تشک یخون مغز

علاوه بر  تواند یم وشود  یم جادیاو در حضور سایتوکاینهای خاص  یعفون یسمهایارگان ابه دنبال عفونت ب کیماده توکس کیبه عنوان  یذات

نیتریک تولید  است. یاختصاص یمنیکننده ا میتنظ نی، بنابرانیز تحت تاثیر قرار دهدرا  زبانیم یها مرگ و عملکرد سلول نقش ضدمیکربی

 باشد. نیتریک اکساید سنتاز القایی می)یا  iNOSانزیم سازنده آن )نه مداوم( و شکل القائی است اکساید در سلولهای ایمنی به 

 لهیبه وس دیاکسا کیترین نکهیبر ا یاست مبن ینکته خاص کیمستلزم توجه به  ،یکیولوژیب یدر نمونه ها دیاکسا کیترین یریگ اندازه

 ایو  تیتریو ن تراتین یغلظت ها نییتوان با تع یرا م  دیاکسا کیترین زانیشود. م یم دیاکس تراتینسپس و  تیتریبه سرعت به ن ژن،یاکس

 نیمتداولتر (. دیآ یبدست م لیتریمحلول استون لهیبوس تیتریموجود در نمونه به ن تراتین لیکل از تبد تیترین). دز نیکل تخم تیترین

 باشد. یم Griessروش  تیترین زانیم نییروش جهت تع

 

  محلولهای لازم برای واکنش: تهیه

 تهیه میکنیم و حلال در این 1ه میزان لازم برداشته محلول از پودر سولفانیل آمید ب -% 0 کیفسفر دی% در اس1 دیمآ لیسولفان %

 % تهیه شود(0یک فسفرتدا اسید ست اب% است )در صورتیکه آماده نی0 فسفریکمحلول اسید 

    NEDA (N-1-napthylethylenediamine dihydrochloride )1% 0 کیفسفر دیدر اس % 

 اکنش داده و محصول رنگی ایجاد میشود وبه شرح زیر با این ترکیبات نیتریت 

 

 
 

 

 میسد تیتریاز پودر ن ها در این تستاستانداردبرای تهیه : نیتریت استانداردهای  غلظت هیته NaNO2 گردد. معمولا  یم استفاده

و  هیاستوک چند برابر ته کی شگاههایدر آزما و بوده تریل یلیمول بر منانو 100ظت استفاده شده در هنگام سنجش غلظت غل نیبالاتر

نانو  20000 یعنیبرابر  200س معمولا غلظت ی. در روش گرردیگ یصورت م یساز رقت تهیه استانداردها برایر بار سنجش در ه

 شود. یبعنوان استوک در نظر گرفته م تریل یلیمول بر م

 ریمختلف طبق جدول ز یو استانداردها با غلظتهامیرسد(  تریل یلیمول بر منانو 100)به شده  قیبار رق 200هنگام سنجش ابتدا استوک  در

 گردد: یم هیتهخانه ته صاف  60 تیدر ستون اول پل
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 RPMIاستفاده شده ) طینمونه کشت مح ن،یسال ای  PBS. نمونه سرم حلال استفاده شودها  نمونه هیپا عیمامیشود از  یسعحلال برای : 1نکته

،DMEM )...و    

 200/1مقدار استاندارد  مقدار حلال غلظت

0 00 0 

0 0/2 07.0 

10 0 00 

20 10 00 

30 10 30 

00 20 30 

00 30 20 

100 00 0 

 

 .دیزیخانه ته صاف )از ستون دوم به بعد( بر 60 تیپل یاز نمونه ها را در چاهک هامیکرولیتر  00 ها: نمونه سنجش

چاهکها به NEDA محلول میکرولیتر  00 بعد از مخلوط شدن به خوبی، اسیدی که قبلا تهیه شد و دیمآ لیسولفانمحلول میکرولیتر  پنجاه

 .دینانومتر بخوان 062آنها را در طول موج  یجذب نور زانیم قهیدق 0اضافه کرده حداکثر بعد از  ها( )استانداردها و نمونه

استانداردها و غلظت مشخص آنها )طبق جدول فوق( نمودار  یابدست آمده بر یجذب نور زانیها: با استفاده از م غلظت نمونه محاسبه

 را هاها غلظت آن نمونه یبدست آمده برا یجذب نور زانینمودار استاندارد رسم شده و با استفاده از م یرسم نموده و سپس از رواستاندارد 

 .دیبدست آور
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 (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays-ELISA) الایزا

بادی،  هدف این تست معمولا سنجش آنتی

های  لیتهای مختلف است. در پ ژن و ملکول آنتی

چاهک انجام میشود و دارای مراحل  60دارای 

انکوباسیون و شستشوی متعدد است، نهایتا رنگ 

ایجاد شده در چاهکها سنجیده میشود. انواع 

مختلفی دارد و سه نوع رایج آن به اختصار ذکر 

 شود.   می

 

 

 (INDIRECT ELISAالایزا غیرمستقیم )

گرم(. در الایزای  ژن نسبتا خالص داشته باشیم )در حد میلی ورتیکه مقادیر مناسب از آنتیبادی مناسب است، در ص برای جستجوی آنتی

ژن پوشانده شده و در مرحله بعد، نمونه  با آنتی غیرمستقیم، کف چاهکها

های اضافه  بادی شود. بعد از شستن آنتی بادی به آن اضافه می حاوی آنتی

د. این انزیم باید با ملکول )غیر متصل(، محلول حاوی آنزیم اضافه میگرد

بادی همراه باشد )مثلا انزیم الکالین فسفاتاز  مناسب برای اتصال به آنتی

شود یا انزیم متصل به  بادی نمونه وصل می که به آنتی Aمتصل به پروتئین 

بادی موجود در نمونه است(. پس از شستشو و  بادی که علیه آنتی آنتی

ا افزوده شده و رنگ تولید شده با حذف انزیمهای غیر متصل، سوبستر

اسپکتروفوتومتر )الایزا ریدر( بررسی میگردد. طول موج مناسب دستگاه، 

 به سوبسترای استفاده شده بستگی دارد.

 ژن اصطلاحا باید بلاک شود یعنی  پلیت پس از پوشانده شدن با آنتی

فضاهای خالی باقیمانده پر شود که مانع از اتصال غیر اختصاصی 

 بادی گردد.  آنتی

 ها هم، انکوباسیون مناسب خود را  در هر مرحله اضافه کردن محلول

 لازم دارد. 

  ،در مرحله نهائی بعد از گذشت زمان مناسب از اضافه کردن سوبسترا

 شود. از متوقف کننده واکنش )مثل اسید سولفوریک( استفاده می

 

 (ANTIBODY-SANDWICH ELISA ELISAالایزا ساندویچ )

ژن مورد نظر پوشانده  بادی علیه آنتی های مختلف و بسیار حساس است. در این روش چاهکها با آنتی ژن ناسب برای سنجش آنتیاین م

ژن به چاهکها اضافه وو انکوبه  بادی اول(. پس از انکوباسیون و بلاک کردن فضاهای خالی و شستشو، نمونه حاوی آنتی شوند )آنتی می
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بادی اول متفاوت بوده، به  ژن است ولی با آنتی بادی دوم هم علیه آنتی کند. آنتی های غیر متصل را حذف می ولشود. شستشوی بعدی، ملک می

بادی دوم متصل باشد و در مرحله بعد انزیم متصل به  بادی کونژوگه( یا ممکن است ملکول بیوتین به آنتی انزیم نیز متصل است )آنتی

 ئی بعد از شستشو، اضافه کردن سوبسترا و بررسی رنگ تولید شده خواهد بود.اویدین به آن اضافه گردد. مرحله نها

 ژن در هر چاهک لازم  های مناسب و رسم منحتی استاندارد، برای محاسبه غلظت دقیق آنتی ژن با غلظت های استاندارد آنتی تهیه نمونه

 است.

 
 

 (DIRECT COMPETITIVE ELISAالایزا مستقیم رقابتی )

های حاوی  ژن که کونژوگه )متصل به انزیم( است به نمونه بادی اختصاصی آنتی ژن پوشانده میشود. آنتی ها با آنتی رقابتی، پلیت در الایزای

ژن متصل به پلیت جلوگیری میشود  بادی کنژوگه به آنتی ها، از اتصال آنتی ژن در نمونه شوند. در صورت وجود آنتی ژن محلول اضافه می آنتی

ژن موجود در نمونه، نقش مهاری دارد پس مقدار  شو و اضاف کردن سوبسترا و بررسی رنگ تولید شده انجام میشود. چون آنتیو نهایتا شس

 آن با مقدار رنگ تولید شده، نسبت عکس خواهد داشت. 
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