
 

 

 

 

 با وضوح بالا کیتوژنتیس زیآنال یبرا یتیلنفوس یهمزمان ساز تیک

 یقـاتیتحق یکـارها یفقـط بـرا

 

 BI-2002شمـاره کاتالوگ: 

 

 محصـول یـفتوص
 

ینمقرار  یسلول میتحت تقس یعیبه طور طب یتیلنفوس یهاسلول. افتیتوسعه  یکروموزوم یهایناهنجاراز  شتریب یآگاه یبرا ،یخون یهاسلول نگیپیوتایروش کار 
به کشت  یوزیمهارکننده مت کی ت،ساع 48-72. پس از شوندیم یتوزیم میوارد تقس DNA ریشده و با تکث کیتحر هاتیلنفوس توژن،یماده م کی. اما در حضور رندیگ

را بصورت  هاکروموزوم توانیم، یزیرنگ آم زیت، و نیتثب ندیک، فرایپوتونیبا محلول ها ماریرا متوقف کند. پس از ت یتوزیم میتقس ،یتا در مرحله متافاز شودیماضافه 
 یمعمول خون است که برا نگیپیوتایاز روش کار ژهیو یدستکار کیبا وضوح بالا،  زیالآن کیقرار داد. تکن یابیمورد ارز یمشاهده کرده و از نظر ناهنجار یکروسکوپیم
، G-banding. پس از ترندمتراکم هاکروموزوم ،یتوزیم میمرحله از تقس نیشده است. در ا یپرومتافاز طراح ایدر اواخر پروفاز  یتوزیم یهاحالت ادیتعداد ز جادیا

را با  هاکشت تواندیم. سپس گرددیم پیوتایکار ترقیدق زیوضوح بالا باعث آنال نینشده و ا دهیمعمول د زیکه در آنال دهندیمنشان  را یوضوح باند بالاتر هاکروموزوم
کرد. پس  زمان، هماهنگ و همکندیممتوقف  ی( چرخه سلولDNA )سنتز Sرا در فاز  هاسلولکه  نیدیمیت وسنتزیمهار کننده ب کیبعنوان  (MTX) افزودن متوترکسات

بطور  هاسلولاز متوترکسات متوقف شده و  ین به کشت اضافه شود، مهار ناشیدیمیقرار دارند. اگر ت Sشونده در کشت، در فاز  میتقس یسلولها شتریساعت، ب 1۶-18از 
 یکوتاه با کولش ماریت کیکوچک،  یهایینوآرا ایحذف  ین است اضافه شود. در هنگام بررسکن ممیس یلشکه در آن نقطه ک دهندیمتوز خود ادامه یهمزمان به م

 رود. بکار دهیکش یپرومتافاز یهاکروموزوم دیتول یبرا تواندیم کیتکن نیدر کنار ا نیس
 

 محتویات کیت

 یمیلی لیتر 100 یک بطری شده برای کشت لنفوسیت(:بهینه ، محیط کامل BI-1103فوپلاس )محیط لیم 

 .میلی لیتر 5/1ویال حاوی  HBSS :1در مولار  10-5 ،کساتمتوتر

 .میلی لیتر 5/1حاوی  ویال 1مولار در آب مقطر:  10-3 ،نیدیمیت

 

 روش استفاده
 دارید. درجه سانتیگراد نگه -20را در دمای  محتویاتتمام  لطفاًپس از دریافت کیت، 

 یک شب(.به مدت درجه سانتیگراد،  4) دفریز کنیدرا لنفوپلاس . محلول 1
 هنهپاریرای ب EDTAاز  لنفوپلاس تلقیح کنید.میلی لیتر محیط  3-5 حاوییا پلاستیکی  یاشهیشیک لوله داخل ه تازه را نهپاریل امکمیلی لیتر خون  5/0 باًیتقر. 2

 .نکنیداستفاده  کردن
 (.را چک کنید وباتورکان یو دما 2CO) کنید هوبکانساعت  72به مدت را شت ک. 3
برای ) از ظهر اضافه کنیدرا بعد متوترکسات  شودیمدقت مخلوط کنید. توصیه  هو ب ردههر لوله اضافه ک متوترکسات به میلی لیتر محلول 1/0ساعت،  48. پس از 4

 ندهید. افزایشزمان انکوباسیون را این سمی است، متوترکسات ساعت(. از آنجا که  17شبانه به مدت انکوباسیون 
زمان توجه داشته باشید که مدت  .به کنیدانکو ساعت 5تا  5/4برای  کرده ولوله اضافه با ورتکس مداوم به هر میدین را یمیلی لیتر محلول ت 1/0ساعت،  17. بعد از 5

را  میتوتیک یهاسلولو شما کرده عبور متافاز از مرحله  هاسلولدهید،  افزایشاست. بنابراین، اگر زمان انکوباسیون را  ساعت 5تا  5/4تنها  هاتیلنفوسبرای  2Gمرحله 
 از دست خواهید داد.

دقیقه  20تا  10، پس از متافاز مد نظر هستندطولانی پرو یهاکروموزومهر لوله کشت اضافه کنید. اگر  سین بهولشی محلول ک میلی لیتر 1/0، ساعت 5تا  5/4. بعد از ۶
 هاروست نمایید.دقیقه انکوباسیون  30-50مورد نظر است، پس از تیک بالایی . اگر شاخص متیوهاروست کنید

 سانتریفوژ کنید. g 500دور  بادقیقه  5و به مدت  کردهمنتقل وژ . کشت را به یک لوله سانتریف7

 



 

 

 
 گراد یدرجه سانت 37قه در یدق 10-12به مدت  . سپسحل کنید KCl (0.075 M) محلول هایپوتونیک میلی لیتر 5-10را در  هاسلولو محلول رویی را دور بریزید . 8

 .انکوبه کنید
 .کنید سانتریفیوژ دقیقه 5به مدت  g 500با دور . 9

 3و قسمت اسید استیک  1)حاوی  سرد محلول فیسکاتیو تازهمیلی لیتر  10تا  5 قطره قطره،رسوب را به شدت تکان دهید و بصورت ، بریزیدمحلول رویی را دور . 10
 .قرار دهیددرجه سانتیگراد  4در دقیقه  10 یبرا. اضافه کنید( قسمت متانول

 کنید. سانتریفیوژدقیقه  5به مدت  g 500با دور  را تکرار کنید. 10و  9. مراحل 11
 حل کنید. یک قطره آن را روی یک اسلاید تمیز بگذارید تا در مجاورت هوا خشک شود.تازه از فیکساتیو میلی لیتر  5/0-1 مسلولی را در حجم ک رسوب. 12
 د.کررنگ آمیزی پرپوراسیون را  توانیم، . در این مرحله13

 
 هاکنندهمهار 

 ن،یستئیس مانند فلزات کننده شلاته عوامل EDTA ای O-توسط آلفا نی. همچنشوندیمفلوروفسفات( باعث مهار آن  لیزوپروپیا ی)اما نه د نیفنانترول-
 .شودیممهار  زی( نییبزرگ پلاسما نیکوپروتئیگل کی) نیماکروگلوبول

 

 توجه

 هستند. داریپا یماه از زمان آماده ساز 18حداقل  یبرا هامحلولمناسب،  ی. در صورت نگهدارشوند یزده و دور از نور نگهدار خیبصورت  دیبا هامحلول 

 

 هشدار!
 

 چشم، پوست و دستگاه تنفس شود. بیکرده و باعث آس جادیانسان ا نیمثل و جن دیاثرات نامطلوب بر تول تواندیم متوترکسات 

  قابل انتقال شود. یکیژنت یهابیآسو  یباعث اختلالات خون تواندیممتوترکسات 
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