
 

 

 

 

 MTTکیت 

 یقـاتیتحق یکـارها یفقـط بـرا

 

 BI-2004شمـاره کاتالوگ: 

 

 محصـول یـفتوص
 

در  یکولیتیکگل یتنامحلول فرمازان از فعال یبه ماده رنگ MTT یایتست، اح یناست. اساس ا MTT یایاح یهبر پا یسلول یرتکث یریاندازه گ یحساس برا یتک یک
 یشافزا یرشونده،بطور فعال تکث یهاسلولارتباط دارد(. در  یتوکندریم یکمتابول یتبا فعال یندارد )بنابرا یبستگ NADPHو  NADHداخل سلول است و به حضور 

 شودیم یسلول یرتکث ینسب یشباعث افزا یمار،کنترل فاقد ت یکمقدار با مقدار بدست آمده از  نیا یسه. مقاشودیم یریاسپکتروفوتومتر اندازه گ یقاز طر MTT لیتبد
که دچار  ییهاسلولاست. بطور معکوس، در  یریبوده و قابل اندازه گ یسآپوپتوز یهامهارکننده/ هاکنندهالقا  یارشد،  یهامهارکننده یک،تروف یاز فاکتورها یکه ناش
 است. یمرگ سلول یانگرکه ب ابدییمکاهش  MTT یای، احشوندیم یسآپوپتوز

 

 محتویات کیت

 MTTگرم پودر  یلیم 25 یحاو یالو یک: MTTپودر  .1
 DMSOمحلول  یترل یلیم 30 حاوی یبطر یکحلال:  .2
 عدد 1: یلترسرنگیف .3
 عدد 5امبر:  یکروتیوبم .4
 محلول آماده مصرف یترل یلیم RPMI :100 1640 یطمح .5
 

 محلول کیت یسازآماده

 .یدمولار بساز یلیم MTT 12 ، محلول استوکMTTپودر  یگرم یلیم 25 یال( به ویت)موجود در ک RPMI1640 یطاز مح یترل یلیم 5با افزودن  .1
 تا حل شود. یدمخلوط کن یکاسیونسون یابا ورتکس  .2
 .یدحذف کن یفوژسانتر یا یلتراسیونف یقها را از طر یکلپارت .3
 .یدکن یمامبر تقس یالو 5برابر در  یزاناز محلول آماده شده به م .4
 هر چاهک(. یلاندا از محلول استوک برا 10تست را دارد ) 100 یمعرف لازم برا MTT الیوهر  .5
 .یدکن یدرجه نگهدار -20را در  هااستوک یکرد. مابق یو دور از نور نگهدار یگراددرجه سانت 4هفته در  4 یبرا توانیمرا  MTT یمحلول کار یه،پس از ته .6
 

 )توصیه( روش استفاده

 .یدحاصل کن ینانموضوع اطم یناز ا یشاز آغاز آزما بلتداخل کنند. ق MTTممکن است با تست  یاهیگ یهاعصارهداروها و  یبرخ
 

 سلول نهیبهتعیین تعداد 

 انجام شود. یکبار یدهر نوع سلول تنها با یکار برا ینا
 

 اولیه سلولتلقیح 

 .یدکشت ده یکشت سلول یتپل یافلاسک  یکدر  یدرصد کانفلوانس 80 باًیتقرتا  هاسلول. 1

 .یداز تعداد پاساژ کم استفاده کن ر،بهت یجبه نتا یابیدست ی: براتوجه



 

 

به  فوژیسپس، با سانتر. آزاد شوند تراشیدنه کردن یا نیترپس لهیبوسباید  چسبیده یهاسلول(. g 200در  قهیدق 5) جمع کنید فوژیرا با سانتر قعلم یهاسلول .1
 .مایع رویی را دور بریزید و را رسوب دهید هاسلول، گرادیدرجه سانت 8تا  2 یدر دما g 500با دور  قهیدق 5مدت 

 5به مدت  فوژیسپس، با سانتر شستشو دهید. یکشت سلول طیمح ای)فاقد کلسیم و منیزیم(  PBS تریل یلیم 5را با سوسپانسه کردن مجدد در  هاسلول  .2
 مایع رویی را دور بریزید. و را رسوب دهید هاسلول، گرادیدرجه سانت 8تا  2 یدر دما g 500با دور  قهیدق

 سلول برایتعداد کافی بتوانید سلول بردارید و شستشو دهید که  یااندازهبه  حل کنید.کشت  طیمحدر در میلی لیتر سلول  5×  106غلظت با را  هاسلول .3
 در سه تکرار داشته باشید در هر چاهک سلول تریکرولیم 100حجم با دو برابر متوالی رقت  8-10 هیته

انواع اکثر در میلی لیتر باید برای  سلول 5×  310تا  5×  610رقت از . کنید قیرقرا بصورت سریال  هاسلول ی،تریل یلیم 5کشت  یهالولهبا استفاده از  .4
سلول در میلی  88/4×  310تا  5/2×  610از  یهاغلظتمنجر به  تریل یلیدر ملول س 5×  106از ی دو برابر رقت 10مناسب باشد. به عنوان مثال،  هاسلول
 610تعداد  رسیدن به یبرارا  تریلیلیسلول در م 5×  610غلظت با  یهاسلول میلی لیتر از 8/0باید ، مورد نیا ی(. برادیمراجعه کن ریجدول ز)به  شودیملیتر 

 .فرمایید(به جدول مراجعه ) سلول بردارید 4× 

 
 Label Tubes (cells/mL) Add Cell Culture Medium Add Cells 

1  5.00 x 106 ___ 400 µL of 5.00 x 106 cells/mL stock 

2  2.50 x 106 100 µL 400 µL of 5.00 x 106 cells/mL stock 

3  1.25 x 106 100 µL 400 µL of 2.50 x 106 cells/mL stock 

4  6.25 x 105 100 µL 400 µL of 1.25 x 106 cells/mL stock 

5  3.13 x 105 100 µL 400 µL of 6.25 x 105 cells/mL stock 

6  1.56 x 105 100 µL 400 µL of 3.13 x 105 cells/mL stock 

7  7.81 x 104 100 µL 400 µL of 1.56 x 105 cells/mL stock 

8  3.91 x 104 100 µL 400 µL of 7.81 x 104 cells/mL stock 

9  1.95 x 104 100 µL 400 µL of 3.91 x 104 cells/mL stock 

10  9.77 x 103 100 µL 400 µL of 1.95 x 104 cells/mL stock 

11  4.88 x 103 100 µL 400 µL of 9.77 x 103 cells/mL stock 

12  Medium Control 100 µL ---- 

 

 تنها حاوی محیط کشت سلول باشد.کنترل  کسه چاهدر هر چاهک کشت دهید. میکرولیتر  100 به اندازه را هاسلول .5

 کرا با محیط کشت پر کنید تا رطوبت برای اولین و آخرین چاه ککه اولین و آخرین چاه شودیم، توصیه edge effectبرای به حداقل رساندن  :توجه

 حفظ شود.

 استفاده کنید.چسبیده به بستر  یهاسلولبرای چاهک ته صاف  96 تیپلده به بستر و چسبیریغ یهاسلولبرای  چاهک ته گرد 96 پلیت: از توجه

هر نوع زمان برای این ریکاوری و اتصال مجدد به بستر )در صورت چسبنده بودن( به زمان نیاز دارند.  هاسلولکنید.  هساعت انکوب 48تا  6را برای  هاسلول .6
 ساعت کافی است. 18تا  12سلول متفاوت است. به طور کلی، 

 
 

 MTT یزیآمرنگ

 .یدبه هر چاهک اضافه کن MTTمحلول استوک رولیتر ده میک .1
از  ی. برخیدکن یبررس یبروز نقاط رسوب داخل سلول یرا برا هاسلولبصورت مداوم  یکروسکوپ،م یک. با استفاده از یددرجه انکوبه کن 37ساعت در  2-4را  یتپل .2

 دارند. یازساعت ن 24تا  یحت یشتریبه زمان ب هاسلولانواع 
به برداشتن  یاز. نید( به هر چاهک از جمله چاهک کنترل اضافه کنDMSOمعرف دترجنت ) یکرولیترم 100 یکروسکوپ،م یرز یبا مشاهده رسوب واضح ارغوان .3

MTT (.یدنکن یکینگ)ش یدوجه تکان نده یج. به هیستقبل از افزودن حلال ن یطمح یا 
ساعت قرائت کرد اما  2را پس از  هانمونهجذب  تواندیم. یدقرار ده یگراددرجه سانت 18-24شبانه روز در  یکساعت تا  2دست کم  یو برا یدرا با کاور بپوشان یتپل .4

 یدرجه( کاف 18-24اتاق ) یدر دما یونانکوباس .یدانکوبه کن یشتریمدت ب یبرگردانده و برا یکیرا به تار یتمانده بود پل یباق یستالبود و هنوز کر ییناگر جذب پا
 .دهدیمدرجه زمان حل شدن را کاهش  37 یدر دما یوناست اما انکوباس

  



 

 

 
 یرداده، محاسبه، و تفس یجمع آور

نانومتر در  570 یلتر. اگر فیدکن یریاندازه گ ومترنان 650نانومتر با طول موج رفرانس  570از جمله بلانک را در طول موج  هاچاهکو جذب  یدرا بردار یتپل یکاور رو .1
 بدهند. 0.1 0 ینورجذب  یدنانومتر خوانده شود. بلانک ها با 600تا  550در طول موج  یگرید یلتربا هر ف تواندیمدسترس نبود، جذب 

در محور  یترل یلیتعداد سلول در م یهرا عل y. نمودار جذب در محور یدبلانک کم کن یبدست آمده برا یانگینو آن را م یدکن یینسه گانه را تع یخوانش ها یانگینم .2
x یردقرار گ یمنحن یخط یهداده و در ناح 25/1تا  75/0که جذب  یدانتخاب کن ی. تعداد سلولیدرسم کن. 
 

 یشگاهیآزما یهانمونه یبرا MTTآزمون 
 سلول یهاول یحتلق

چاهک  که آنقدر ید. مطمئن شویدکشت ده یکرولیترم 100سه چاهک، هر چاهک  یر،هر متغ ی. برایدقبل کشت ده لهشده در مرح یینتع ینهرا با غلظت به هاسلول .1
 .یدداشته باش یکشت خال یطمح یسلول و سه چاهک برا یهبر پا یهاکنترلکه  دیادادهکشت 

 .یدمطلوب خواهند رس یتساعت به تراکم جمع 72 -48ظرف  اندشده یحچاهک تلق هرسلول در  10،000تا  5000که با تراکم  ییهاسلول ی،توجه: به طور کل 
 یماررا ت هاآنست آپ شده خود،  یشگاهیشده و دوباره به بستر متصل شوند )در صورت چسبنده بودن( و با توجه به پروتکل آزما یکاوریتا ر یدرا انکوبه کن هاسلول .2
 .یدکن
 

 تیمار

 .یدکن یگزین( جایتموجود در ک) RPMI1640آماده مصرف  یطو با مح یدشستشو ده PBSبا  ید،را بردار یطبه بستر، مح یدهچسب لهایسلو یبرا .3
 یطمح یترل یلیم 100و آن را با  یدرا بردار یط. با دقت و تا حد ممکن محیدرا رسوب ده هاسلولو  یدکن یفوژرا سانتر یکروپلیتبه بستر، م یرمتصلغ یهاسلولدر مورد  

RPMI1640 یدکن یگزینجا. 
( یتفاقد فنول قرمز )موجود در ک یطدر مح هاسلول شودیم یهتوص داًیاکت امکان . در صورگذاردیم ریتأث یجبشدت بر نتا یینها یشتوجه: حضور فنول قرمز در آزما 

 کشت شود.
 .یدکن یمارت 2COدر انکوباتور  یگراددرجه سانت 37 یساعت در دما 24 یبرا ظرمورد ن یبمختلف ترک یهاغلظترا با  هاسلول .4
 

 MTT یزیرنگ آم

 .یدکنترل اضافه کن یهاچاهکبه هر چاهک از جمله  MTTلاندا معرف  10 .5
 یکرولیترم 250 یبرا مثال ی. برایدده یشرا به همان نسبت افزا MTT یزانهر چاهک استفاده شد م یکشت سلول برا یطمح یکرولیترم 100از  یشتوجه: اگر ب 

 .یداستفاده کن MTTمعرف  یکرولیترم 25 یط،مح
 فاقد فنل رد انجام داد. یطمح یکبا  هاسلول یضپس از تعو توانیمرا  MTTبا  یینها یونانکوباس یگزین،توجه: بطور جا 
 (.یخال یطمح یکرولیترم 100اضافه شده به  MTTمحلول استوک  از یکرولیترم 10) یدآماده کن یکنترل منف یکتوجه:  
 .یدکن یبررس یبروز نقاط رسوب داخل سلول یرا برا هاسلولبصورت مداوم  یکروسکوپ،م یک. با استفاده از یددرجه انکوبه کن 37ساعت در  2-4را حدود  یتپل. 6
 2تا  یونهزار سلول در هر چاهک( زمان انکوباس 100بالا )مانند بالاتر از  یلیخ یهاغلظتدارند. در  یازساعت ن 24تا  یحت یشتریبه زمان ب هالولساز انواع  یبرخ 

 .شودیمکوتاه  تساع
برداشتن  به یاز. نید( به هر چاهک از جمله چاهک کنترل اضافه کنDMSOمعرف دترجنت ) یکرولیترم 100 یکروسکوپ،م یرز یبا مشاهده رسوب واضح ارغوان .7

MTT (.یدنکن یکینگ)ش یدوجه تکان نده هیج. به یستقبل از افزودن حلال ن یطمح یا 
اما  ساعت قرائت کرد 2را پس از  هانمونهجذب  تواندیم. یدقرار ده یگراددرجه سانت 18-24شبانه روز در  یکساعت تا  2دست کم  یو برا یدرا با کاور بپوشان یتپل .8

است  یکاف درجه( 18-24تاق ) یدر دما یون. انکوباسیدانکوبه کن یشتریمدت ب یبرگردانده و برا اریکیرا به ت یتمانده بود پل یباق یستالبود و هنوز کر ییناگر جذب پا
 .دهدیمدرجه زمان حل شدن را کاهش  37 یدر دما یوناما انکوباس

نانومتر در  570 یلتر. اگر فیدکن یرینانومتر اندازه گ 650 نسنانومتر با طول موج رفرا 570از جمله بلانک را در طول موج  هاچاهکو جذب  یدرا بردار یتپل یکاور رو .9
 بدهند. 1/0 ینورجذب  یدنانومتر خوانده شود. بلانک ها با 600تا  550در طول موج  یگرید یلتربا هر ف تواندیمنبود، جذب  دسترس

 

 



 

 

 

 یژه، بو1:100 مطلق با نسبت یزوپروپانولمولار در ا 04/0 یدروکلریکه ید)اس یدحل کن اسیدی یزوپروپانولا یترل یلیم 2شده را با  یلرنگ تبد دیتوانیم: شما توجه

درجه  37قه در یدق 30 یاست. برا حل شده کاملاًشده  یلکه رنگ تبد یدتا مطمئن شو یدکن یپتبار پ ین. چندکندیمتداخل  یمارتداخل با ت MTTکه رنگ  یزمان
 .یدگراد انکوبه کنیدرجه سانت 37قه در یدق 30و به مدت  یدنکمخلوط  یبه آرام نید،کوبه کگراد انیسانت

 
 یرداده، محاسبه، و تفس یآورجمع 

در  یترل یلیتعداد سلول در م یهرا عل y. نمودار جذب در محور یدبلانک کم کن یبدست آمده برا یانگینو آن را م یدکن یینسه گانه را تع یخوانش ها یانگینم .1
 بدهد. 25/1تا  75/0و جذب  یردقرار گ یمنحن یخط یهدر ناح ید. تعداد سلول انتخاب شده بایدرسم کن x حورم

کشت، تعداد  یط. عمر محیردمورد توجه قرار گ یدبا هاداده یلو تحل یهدر هنگام تجز ینقرار دهد و بنابرا یررا تحت تأث یجنتا تواندیم یکشت سلول یط: شراتوجه

دستورالعمل  توانینممختلف،  یسلول یهاردهعت رشد و سر یاجاتدر احت یعیباشد. بعلت اختلاف طب یعامل مهم تواندیمک یط رشد هر یمح یات، و جزئپاساژها
 فراهم کرد. هاسلولهمه  یآماده ساز یبرا یواحد

که در بخش  یاست. انتخاب تعداد سلول یبخش خط یک یکه دارا ندفراهم ک یمنحن یک ید( باینهتعداد سلول به یین: نمودار بدست آمده از روش اول )تعتوجه

 .کندیمرا فراهم  یسلول یرو هم مهار تکث یکهم تحر یریامکان اندازه گ (25/1تا  75/0 ینب یرمقاد ییعن) یردقرار بگ یمنحن یخط

جذب  یزاناگر م یگزین،است. بطور جا یسلول یرتکث یشباشد، نشان دهنده افزا یکنترل منف یهاسلولاز  یشترب یشگاهیآزما یهانمونه: اگر مقدار جذب توجه

 است. یسلول یاتح یکل یزانکاهش م یا یسلول یرتکث یزانباشد، نشان دهنده کاهش م یکمتر از کنترل منف یشگاهیآزما یهانمونه

استنباط  یکیمورفولوژ ییراتاز تغ توانیمرا  یمرگ سلول یمعلا این،ممکن است با مرگ سلول جبران شود. بنابر یسلول یرتکث یشموارد نادر، افزا ی: در بعضتوجه

 کرد.
 

است. به  یسلول یرتکث یشجذب بالاتر نشان دهنده افزا یزاناست. در مقابل، م یسلول یرتکث یزانکنترل نشان دهنده کاهش م یجذب کمتر از سلولها یرمقاد .2
 .شودبا مرگ سلول جبران  یرتکث یشندرت، ممکن است افزا

 

 ینگهدار
 .ماندیم یدارماه پا 12 یبرا یتک یاتمحتو یح،صح یشود. در صورت نگهدار یدارو دور از نور نگه یگراددرجه سانت 4در  یتک یل،پس از تحو
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