
 

 

 

 

 دستورالعمل آماده سازی نمونه برای جداسازی سلول

 

 روش آماده سازی سلول برای جداسازی:

 (: Adherent Cellsسلول های چسبنده) -

 ابتدا محیط رویی را خارج نموده   -1

 شست و شو دهید تا اثر سرم حذف شود.  PBS-سلول ها را یکبار با  -2

بد صللور   اPBS-از روشللیار رای) ت ترییسللیرد ،ردضا ا للاند ،ردض  سلللول ها را با یکی  -3

 مکانیکی( از تد ظرف ،شت جدا ،رید. 

 ،رید و محلول رویی را خارج نمایید دقیقد سانتریفیوژ 0بد مد    rpm 1011 آنیا را با دور -4

 (:Suspend Cellsهای شناور)سلول  -

،رید  دقیقد سانتریفیوژ 0بد مد    rpm 1011 با دورسللول ها را بد همراه محیط ،شت         

 و محلول رویی را خارج نمایید

  :(Tissue)بافت  -

 ا بد صللور  مکانیکی یا هر دو رو( (ت با ،مک ،لاژنازها ی،ردض   Digestها را با  سلللول

 درآورید  Single cellبصور  

 انجام دهید Staining Buffer with  DNaseبیتر است مراحل رنگ آمیزر را در نکتد:                     

 

                                        Staining Buffer with DNase   

 

 

 

 

 برای جداسازی سلول: نمونه ها  و آماده سازی  نحوه ی رنگ آمیزی 

 برار نموند مراحل رنگ آمیزر سلللول ها و آماده سللازر نموند هار ،رترلا همانرد آماده سللازر   -1

 نلوسایتومترر می باشدت بد پروتکل هار مربوط در آزمایشگاه مراجعد نرمایید(تکریک  

ک میلیوض سلولا  و بد ازار هر ی شلست و شو دهید  PBS-بعد از زماض انکوباسلیوضا سللول ها را با    -2

 بد آض ا اند ،رید.  Sorting Bufferمحلول ی لیتر نیم میل

PBS with 1% human serum albumin 

100 unit /ml DNase I 

1mM Mgcl2 

 

 

 

 



 

 

 

 ( عبور دهیدPre-separation Filterسوسیانسیوض سلولی را  از نیلتر ت -3

 

را ،شت دهید ا مراحل رنگ آمیزر و آماده سازر ا سلول ها اگر میخواهید بعد از جداسازر:  1نکتد

 باید زیر هود  و در شرایط استریل انجام شود

  

 

 

 

 

 

 

شللدض سلللول ها   Clamp: در تمامی مراحل سلللول ها را رور ین نگیدارر ،رید تا احتمال  2نکتد

 ،متر شده و زنده مانی آنیا حفظ شود

( را بد عرواض نموند ر ،رترل بد همراه unstain controlحتما سللللول بدوض آنتی بادر ت : 3نکتلد  

 داشتد باشید

عبور دهید. این  µm 1.2 را در شللرایط اسللتریل تیید نمایید  و از نیلتر  Sorting Buffer:  0نکتد

 محیط را میتوانید بد مد  یک ماه در دمار یخچال نگیدارر ،رید

: حتما سللول ها را قبل از رنگ آمیزر شلمار( ،رده و زنده مانی  آض را بررسی نماییدا    6نکتد ر 

 باشدزنده مانی داشتد درصد  01 بیش ازباید برار جداسازر سلول ها 

 را حذف نمایید. EDTA: در صورتی ،ار با سلول هار لرفوسیتیا 7نکتد ر 

انزایش  5mµرا تا   EDTAدرصد  : بیتر اسلت برار سلول هار سسبرده و ییر حسا  8نکتد ر 

  دهید

 

 جمع آوری سلو لهای در حین جداسازی

 10جمعیت( لولد هار جمع آورر ت 4ت حدا،ثر  هار مورد نظر برار جداسلللازر بد تعداد جمعیت

میلی لیتر( مورد نیاز اسلت ،د میزاض محیط ،شت در لولد   1.0  میلی متررا   70×12ا میلی لیتر

 بستگی داردو بیاض مار،ر مورد بررسی  اولید بد میزاض سلول جمع آورر سلول 

 

1× PBS (Phosphate Buffer Saline (Ca / Mg free)) 

1mM EDTA 

25 mM HEPES pH: 7.0 

0.5% BSA 

Sorting Buffer 

masoumeh azimi
Sticky Note
for 1 ml sorting Buffer :EDTA:  2.9 * 10 -4  (0.00029) grHEPES: 0.0065

masoumeh azimi
Sticky Note
Filter Identity:-Pre Separation Filter(30-40 um)Miltenyibiotec(130-041-407)OR-Cell Strainer (40 um)Corning(431750)  




