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 به نام خدا

 استاندارد ایران یملآشنایی با سازمان 

 ،3159ابعلا  شعده در دم معاه     اسعتاندارد،  توسععه ناعا   تقویت و قانون  9مادۀ  یک بند موجب به ایران استاندارد یملسازمان 

  .دارد عهدهبه را یملاستانداردهام  نشر وروزرسانی به تدوین تعیین، وظیفۀ

ز و مؤسسعا   کع ناعران مرا صعاحب  ،ارشناسان سعازمان کب از کمر یفن مها ونیسیمکهام مختلف در ن استاندارد در حوزهیتدو

، مدیع ط تولیو با توجه به شعرا  یملشود و کوششی همگا  با مصالح آگاه و مرتبط انجا  می مو اقتصاد مدی، تولی، پژوهشیعلم

ننعدگان،  کننعدگان، مصعر   کدیصعاحبان حعو و نفعع، شعامل تول     ۀت آگاهانعه و منصعفان  کو تجارم اسعت کعه از مشعار    مفناور

س ینعو  شیشعود. پع  دولتعی حاصعل معی   غیر و یدولت مها، نهادها، سازمانیو تخصص یز علمککنندگان، مراصادرکنندگان و وارد

افعت  یشعود و پعس از در   یمربوط ارسعا  مع   مها ونیسیمک منفع و اعضامبه مراجع ذ یایران برام نارخواه یمل ماستانداردها

( ایران چعا  و  ی)رسم یملبه عنوان استاندارد  ،بیمرتبط با آن رشته طرح و در صور  تصو یمل ۀتیمکشنهادها در ینارها و پ

 شود.یمنتشر م

کننعد   یه مع یع ن شعده ته یعی ت ضعوابط تع ینیز با رعا صلاحذممند و  علاقه مها ه مؤسسا  و سازمانک ییس استانداردهاینو شیپ

ب، یع ن ترتیشعود. بعد   چعا  و منتشعر معی    ایعران  یملع  ب، بعه عنعوان اسعتاندارد   یو درصعور  تصعو   یبررس ،طرح یملدرکمیته 

اسعتاندارد مربعوط    یمل ۀن و در کمیتیتدو 9 رۀایران شما یملاستاندارد  را  مقره بر اساس کشود یم یتلق یمل ییاستانداردها

 ده باشد.یب رسیبه تصو شود یل مکیتشایران استاندارد  یملدر سازمان ه ک

(ISO) استاندارد یالملل نیسازمان ب یاصل مران از اعضایاد استاندار یملسازمان 
 2(IEC) الکتروتکنیعک المللی  کمیسیون بین ،3

(OIML) شناسی قانونی المللی اندازه و سازمان بین
(CAC) کمیسیون کدکس غعاایی  5است و به عنوان تنها رابط 1

در کشعور   9

ن یشعور، از آخعر  کخعا    مهعا  مازمنعد یو ن یلع کط یایران ضمن تععوجه بعه شعرا    یمل من استانداردهایکند. در تدو فعالیت می

 شود. گیرم می بهره یالملل نیب مجهان و استانداردها یعتو صن ی، فنیعلم مها شرفتیپ

کنندگان، حفع  سعلامت    ت از مصر یشده در قانون، برام حما ینیب شین پیت موازیتواند با رعا یران میاستاندارد ا یملسازمان 

از  یبعضع  م، اجعرا مو اقتصعاد  یطع یمح سعت یت محصعوت  و ملاحاعا  ز  یع فکینعان از  ی، حصو  اطمیو عموم مفرد یمنیو ا

 مایران را برام محصوت  تولیدم داخل کشور و/یا اقلا  وارداتی، با تصویب شعورام ععالی اسعتاندارد، اجبعار     یملاستانداردهام 

و  یصعادرات  ماتهعا کاسعتاندارد   مشعور، اجعرا  کمحصعوت    مبعرا  یالمللع  نیبع  متواند به مناور حف  بازارهعا ی. سازمان مکند

ها و مؤسسعا  فععا  در    نندگان از خدما  سازمانک به استفاده بخشیدننان ین برام اطمی. همچنکند مآن را اجبار مبند درجه

هعا و   شعگاه ی، آزمایطیمح ستیت زیریت و مدیفکیت یریمد هامسیستم یگواه و صدور مزی، ممیمشاوره، آموزش، بازرس ۀنیزم

ها و مؤسسا  را بر اسعاس ضعوابط ناعا      ونه سازمانگ نیاستاندارد ا یملسازمان وسایل سنجش،  (الیبراسیون)کمراکز واسنجی 

هعا  رد آنکع ها اعطا و بر عملت به آنید صلاحیینامۀ تأیط تز ، گواهیکند و در صور  احراز شرا می یابیران ارزیت اید صلاحییتأ

 ماربردکع قعا   یانجا  تحقار فلزا  گرانبها و ین عییل سنجش، تعیاها، واسنجی وسایک یالملل نیج دستگاه بیکند. ترو یناار  م

 .است سازمانن یف ایایران از دیگر وظا یمل مسطح استانداردها مارتقا مبرا

                                                 

 - International Organization for Standardization 

 - International Electrotechnical Commission 

 - International Organization of Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legals) 

 - Contact point 

 - Codex Alimentarius Commission  
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 کمیسیون فنی تدوین استاندارد

 «نانوذراتسلولی  سمیتاثرات  یریگ اندازه یبرا  MTSتنی  سنجش بروننانوـ  یفناور »

 

 سمت و/یا محل اشتغال: رئیس:

 کوهی، محمدّ کاظم  

 شناسی( سم )دکترم تخصصی

 دانشگاه تهران  -عضو هیئت علمی

  

  دبیر:

 بناء، رابعه منهاج

 شناسی( )دکترم تخصصی سم

 شرکت راهبران توسعه سبز -مدیرعامل

  

  )اسامی به ترتیب حرو  الفبا( اعضا:

 هاله پور، یاسلام

 (یشناس ستیز ارشد  ی)کارشناس 

 نانو متوسعه فناور ژهیستاد و ارزیابیاستاندارد و  گروه -کارشناس

  

 حیدرم، مهناز

 (مثل دیتول مولوژیب م)دکتر

 نایابن س نینو مها مپژوهشگاه فناور -یعلم ئتیعضو ه

 شهره، توجهی

 (بیوتکنولوژمدکترم تخصصی دانشجوم )

دانشگاه علو  پزشعکی و خعدما     -دانشکده داروسازم -کارشناس

 بهداشتی درمانی تهران
  

  احسان، زایرزاده

 شناسی( )دکترم تخصصی سم

 پژوهشگاه استاندارد -عضو هیئت علمی

  

 سیفی، مهوش 

 ارشد مدیریت دولتی(  )کارشناسی

     ISIRI/TC    کمیته فنی متناظر فناورم نانو -نایب رئیس
 

  

 قاضی خوانسارم، محمود

 شناسی( )دکترم تخصصی سم

بهداشعتی  دانشعگاه علعو  پزشعکی و خعدما       -عضو هیئت علمعی 

 تهران درمانی

  
  

 ویراستار:
 

 سیفی، مهوش 

 ارشد مدیریت دولتی(  )کارشناسی

     ISIRI/TC    کمیته فنی متناظر فناورم نانو -نایب رئیس
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 مندرجات فهرست

 صفحه عنوان

 ز گفتار شیپ

 ح مقدمه            

 3 هد  و دامنه کاربرد      3

 3  یمراجع الزام 2

 3  فیاصطلاحا  و تعار 1

 5  ها نوشت نمادها و کوته 5

 5  مواد 9

 5  یرده سلول 9-3

 9 سنجش    9-2

 9 ها کنتر     9-1

 9  ها دستگاه 9

 9  نمونه آزمون نانوذرا  مساز آماده 9

 4  اه مساز آماده 4

 4  ا یکل 4-3

 4  کشت محیط 4-2

 5  کشت استوک سلو  مساز آماده 4-1

 5  رشد سلو  زنده تایید 4-5

 38  خوانشگر پلیت یکنواختی مگاار صحه 4-9

 38  کنتر  مساز آماده 4-9

 33  ویکردن دق پتیپ 4-9

 33  مانی سلو  ر نانوذرا  بر زندهیتأث یابی مشخصه 5

 33  ا یکل 5-3

 31  یسلول تیپل مسازآماده 5-2

 35 ذرا  نانودُزدهی  تیپلسازم  آماده 5-1

 39 کشت  در محیطدر معرض نانوذرا  ها سلو  قراردادن 5-5

 MTS  39 سنجش ها در معرضسلو  قراردادن 5-9

 39  زان جاب فورمازانیم مریگ اندازه 5-9

 34  مانی سلو  زنده زیآنال 38
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 صفحه عنوان

 35  سنجشج ینتا ریتفس 33

 28 ها                               هام سلولی و سنجش دهنده( پتانسیل ردهپیوست الف )آگاهی

 23        (   A) یبا استفاده از رده سلول MTSمثا : سنجش دهنده( پیوست ب )آگاهی

 RAW    .                                       11 یسلول ردهبا استفاده از  MTSسنجش : مثا  دهنده(پیوست   )آگاهی

 53                                                                                                                        نامهکتاب
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 گفتار   یشپ

کعه  « نعانوذرا  سعلولی   سعمیت اثعر   مریع گ اندازه برام MTSتنی  سنجش برون روشفناورم نانوع »استاندارد 

عنعوان   ام بعه  منطقعه  المللعی/  هام مربوط بر مبنام پعایرش اسعتانداردهام بعین   نویس آن در کمیسیون پیش

شده،  تهیه و تدوین 9، استاندارد ملی ایران شمارۀ 9شده در مورد الف، بند  ی ایران به روش اشارهاستاندارد مل

تصویب شد. اینک ایعن   84/85/3588کمیتۀ ملی استاندارد فناورم نانو مورخ  اجلاسیه چهارمین و صدیک در

 ، بعه 3159ابلا  شعده در دم معاه    ،استاندارد ناا  تقویت و توسعهقانون  9استاندارد به استناد بند یک مادۀ 

 شود. عنوان استاندارد ملی ایران منتشر می

سعاختار و شعیوۀ    -)استانداردهام ملی ایعران  9استانداردهام ملی ایران بر اساس استاندارد ملی ایران شمارۀ 

هام ملی و جهعانی درزمینعه    شوند. برام حف  همگامی و هماهنگی با تحوت  و پیشرفتنگارش( تدوین می

واهند شد و هر پیشعنهادم کعه   صنایع، علو  و خدما ، استانداردهام ملی ایران در صور  لزو  تجدیدنار خ

برام اصلاح یا تکمیل این استانداردها ارائه شود، در هنگا  تجدیدنار در کمیسیون فنی مربعوط، موردتوجعه   

 بنابراین، باید همواره از آخرین تجدیدنار استانداردهام ملی ایران استفاده کرد.قرار خواهد گرفت. 

و شعده   تهیه و تعدوین « معاد  یکسان»به روش المللی زیر  د بیناین استاندارد ملی بر مبنام پایرش استاندار

المللعی مزبعور    باشد و معاد  یکسان اسعتاندارد بعین  شامل ترجمه تخصصی کامل متن آن به زبان فارسی می

  است:

ISO      :     , Nanotechnologies— In vitro MTS assay for measuring the cytotoxic effect 

of nanoparticles 
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  قدمهم

، زمان هم. است شرفتیدر حا  پسرعت  ها بهکاربردو  محصوت  ،دیمواد جد دیتول وینانو از طر محوزه فناور

در . مطرح شعده اسعت   ستیز طیمواد بر سلامت انسان و مح نیاز ا یبرخ بالقوه ریتأثدر مورد  مادیات  زوس

طرا  در حعا   اخع یعت پتانسعیل م  کمتعیین درک بهتر و  مبزرگ برا اتیقیتحق برنامه کی، یالملل نیسطح ب

 محصعوت ، در  ایع  مآورفعر نانوذرا  در  یسطح شپوشدر مورداستفاده  ییایمیش مواد نیهمچنانجا  است. 

 .گاارندم بشتریب رینانوذرا  تأث تیبر سم، سطح به حجم آنهاباتم نسبت  لیبه دل یحتتوانند می

سعمیت   پاسخ پایشاحتما  دارد . ندستهزنده  یستیز مها سیستم یاز عناصر اساس یکی یسلول مها سیستم

کعدا   و اینکه نانوذرا   «3عمل مها حالت»از  را میقیع درک نانوذرا  مواجهه بابه  یمد  سلول مها سیستم

 آورد.  فراهم ،است ازینمورد ریسک یابیارز شتریب یبررس ماز آنها برا کی

نعانومواد   شده از سعمیت منتشر جیاز نتا یگرفتند که برخ جهینت یالملل نیاز محققان ب ام عده، 2884در سا  

هام نانوتوکسعیکولوژم تز    ونآزم 2پایرمتکرارو  درستیآنکه  و ستیتکرار ن‌قابل م دیگرها شگاهیآزما توسط

NanoEHS»1 (IANH) سازم یکسان یالملل نیب معاهده»، جهیر نتاست. د
 مهعا  هعد  توسععه پروتکعل    بعا  5 

 نکهید و انکن  ی ابیارز درستی به یسلول مها در سیستمرا ذرا  نانو هام زیستی کنشبرهم و تیکه سم ونآزم

 )مقایسعه  9رانعد رابعین  یعابی   مشخصعه  ،IANH .منعقعد شعد  پعایر باشعد،   ی تکرارشگاهیآزما هردر  ،جینتا نیا

نعانومواد بعا    تنعی  هام برون کنشبرهمو  عیما هام تعلیقهاندازه ذرا  در  عیتوز ( آزمایشگاهی روش آزمون بین

را  از عوامل مگروه تعداد نیا .دادانجا  ( الف وستی)پ رایجسلولی  سمیت سنجشمورد  نیچند با را ها سلو 

 قعا  یتحق توسععه دادنعد.   را کعاهش آنهعا   و فنعون ه کعرد  شناسعایی  شعوند  یمع  9متغیرهعا  شیکه باعع  افعزا  

NIEHS NanoGo موسسه توسط گاارم شده سرمایه
از ایعن   یبرخع  م در معورد شعتر یبهام  ارزیابی ،آمریکا 9

-2-(لیفن یوکسمت یکربوکس-1)-9-(لیا-2-ازو یت لیمت مد-5،9)-1 ارزیابیخصو  پروتکل  بهها  پروتکل

 و توسعععه دادهرا  IANHپروتکععل  ،سععو  می. تعع[ ] انجععا  داد 4(MTS) میتتععرازول-H2 -(لیسععولفوفن-5)

و  بهبودیافتعه  آنعالیز به  یابیدست مبرا 5 پلیت سامانمند چیدمان کیاز  که در آن ندرا انجا  داد هایی شیآزما

 ونها از آزمع  پروتکل نیاز ا کیهر در  آن است که . نکته مهم[ ( ]ب وستی)پ استشدهاستفاده  جینتا ثبا 

  .استشدهاستفاده  سنجش مها و بهبود پروتکل متغیرهامنابع  ییشناسا ممتعدد برا مها شگاهیآزما  نیبفیما

                                                 

 - Modes-of-action 

 - Reproducible 

 -‌Nano Environmental Health and Safety 

 -‌International Alliance for NanoEHS Harmonization 

 - Round robin 

 - Variability 

 - United States National Institute of Environmental Health Sciences, Engineered Nanomaterials Grand  

‌‌‌‌opportunity  

 -  -(   -dimethylthiazol- -yl)- -( -carboxymethoxyphenyl)- -( -sulfophenyl)- H-tetrazolium 

 - Systematic plate layout‌ 
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 کی سنجش نیادر  .[ است ] MTS سنجشسلو  با  3مانی زندهتنی  برون سنجش مبرا یروش استاندارد نیا

رمعازان در  وف محصو  دیتول لیدلبه ،کشت کچاه کینانومتر( در  558طو  موج رنگ )اوج جاب در  رییتغ

 بعا  ماًیمسعتق  در شعد  جعاب   را یی، تغیطور کل به شود. یم دیتول ،یکتوپلاسمیردوکتاز س مها میحضور آنز

 رییرا تغ  واکنشگردسترس بودن  در ایردوکتاز  تیفعالکه  یسنجش طیگرچه شراا ،تعداد سلو  متناسب است

 یعنعی ) سعت یسعلو  ن  مانی زندهدر  رییاز تغ یناش ماًیشود که مستق یرنگ را ییتواند منجر به تغ یم، دده یم

 یابیشع ارزشوند که بعه سعرعت    یکشت سلو  افزوده م چاهکبه  ماًیمستق MTS  واکنشگرهامسلو (.  تعداد

توانعد بعا    یمع  کعه ی اثعرا  تعداخل   پتانسعیل  ، با توجه بهسازد می ریپا امکان راذرا  نانو یذات تیسمپتانسیل 

و  نعانوذرا   بعا  یکنترلع  مهعا  شیآزمعا کعه  اسعت  مهعم   نکتعه  نیع ، اشود جادیا یرنگ مها نانوذرا  و سنجش

ها پس از  سلو  یکروسکوپیم میمستق مشاهدهد. شونجا  ، اسنجش جینتا رشیقبل از پا MTS مها  واکنشگر

شعده  نرمعا   . پروتکعل آورد یفراهم مرا  MTSسنجش  جهینت گاارم صحه مبرا 1روش متعامد کی زین 2تیمار

اسعتفاده   برام تواند ی، اما مچسبنده است مها محدود به انواع سلو استاندارد  نیدر ا شدهارائه 5(شدهبهنجار)

 .اصلاح شود ،ام هقیتعل مها سلو در

منفرد  یسلول مها سیستم ماثرا  نانوذرا  بر رو گیرم اندازه او  فیرددر  ،سنجش نیا با تیسم مریگ اندازه

شعده در  داده حیتوض MTS سنجش پروتکلسه  پایه بر هشدارائه استاندارد  نیدر ا شده کهنرما روش . است

  است.شرح داده شده 3در جدو   یشیآزما هام یستمس نیتفاو  ب. استبات 

   شدهنرمال MTS سنجشپروتکل  یک  گسترشدر استفاده شده خلاصه مطالعات  -1جدول 

 و مثبت کنترل مواد 8شدهآزمون نانوذره 1یسلول رده مطالعه  شناسه

 یمنف

 وژیفیمرحله سانتر

 (یزیگر)مرکز
IANH‌RAW-     ‌+PS-NP, CeO ‌CdSO ,خیر‌ 

NanoGo‌BEAS- B 
 RLE- TN 

THP- ‌

ZnO, TiO , 

MWCNT‌
 بله‌

EMPA
3
-NIST

4 A   ‌+PS-NP‌CdCl خیر‌ 
 ATCC بانک سلو در نا   راساسب  -3

 

2 + PS-NP- با بار مثبت است،  رنیاستا ینانوذره پل یکCeO  است،  میسر دیاکسZnO است،  مرو دیاکسTiO  و  است میتانیت دیاکس مد

MWCNT است. وارهید چند ینانولوله کربن کی 

 - Eidgenössische Materialprüfungs- und Forschungsanstalt       مواد معلم و فناور مبرا سیفدرا  سوئ مها شگاهیآزما  

 - National Institute of Standards and Technology  

سعه   در اسعت کعه   ماریع شامل مراحعل اخت  ،شده نرما پروتکل  مها از قسمت ی، برخها تفاو  نیا جهیدر نت

 .استهارائه شد یشگاهیآزما بینمطالعه 

                                                 

 - Viability  
 - Treatment 

 - Orthogonal method 

 - Normalized 
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متیعل   دم-MTS ،1-(5،9 [ ]سلو  اسعتفاده کعرد، از جملعه     مانی زنده نییتع متوان برا یروش م نیچند از

(MTT) تیععازولیو  برومایععد فنیععل دم-2،9-ایععل(-2-تیععازو 
-9-تععروین-5-یمتوکسعع-2)-بععیس-2،1، [ ] 3 

 اکسعکلوژن  ،[ ]1(LDH) دروژنازیع تکتعا  ده ، [ ] XTT) 2( )دیلیکربوکسعان -9-متترازولی-H2-(لیسولفوفن

 9هگروهع  چنعد بعین  ارانعد ر  یعابی  مشخصه کیدر  MTSسنجش  . از[ ] 9نوترا  رد سنجش [ و ] 5بلو پانیتر

سعاده بعا    یعابی  مشخصعه  کیاست و  MTT آزموناز  افتهی نسخه بهبود کی MTSسنجش  .استهاستفاده شد

با کاهش  MTSسنجش محلو   منور یچگال [ ]. [ ] دهد یرا ارائه مسلو   مانی زنده مبرابات  یاتیتوان عمل

 .ابدی یم شیافزازنده  مها در سلو  یسلول مها میآنز عملکرد

آیعا   کعه ‎نیع ا تاییعد  مو برا 4نشدهتیمار مها سلو  مبرا یسلول مانی زنده 9منور چگالی مبنام نییتعمناور به

 یو نعانوذرا  سعم   یسعم  ییایمیشع  معواد ، شعده شعناخته  یسعم ریغبعه نعانوذرا     انتاارپاسخ موردها  سلو 

 نیعی تع که ، مهم استنیبر اعلاوه .است ازیموردن یکنترل هام شیزماآ ،دارندرا  آزمون نیبا اشده مریگ اندازه

 ،نانوذرا سلولی  سمیتپاسخ  پتانسیل 5نشدهگاارم صحه یابیارزو سنجش  منور خوانشنانوذرا  با  ایآ شود

 .[  ] تداخل دارند

متععدد   مهعا  آزمعون از  یکی ،ن استانداردیدر اشده شرح داده MTSسنجش نکته مهم است که  نیبه ا توجه

کعه   LDH آزمعون ماننعد   ییهعا  آزمعون اگر چعه   .استنانومواد سلولی  سمیت یابیارز مبرادر دسترس  متجار

ATP آزمونکند،  یم یابیارز یی راپلاسما مغشا یکپارچگی
 آزمونو کند  یم یابیرا ارز مانرژ سمیکه متابول 38

BrdU
DNA سنتزبرام  33

بعر  هعا ععلاوه   آزمعون  نیع حاصعل از ا  جی، نتاموردبح  قرار نگرفته است نجایدر ا 32

 انجا  شود. ها نانوذرا  بر سلو  یکل ریتر از تأث جامع یابشیارزیک  تا دهد یاجازه م MTSسنجش 

 

 

 

 

 

                                                 

 -  -(   -dimethylthiazol- -yl)-   -diphenyltetrazolium bromide  

 - (   -bis-( -methoxy- -nitro- -sulfophenyl)- Htetrazolium- -carboxanilide)  

 - Lactate dehydrogenase  

 - Trypan blue exclusion  

 - Neutral red assay 

 - Multi-group round robin characterization 

 - Baseline optical density  

 - Untreated cells 

 - Invalidate 

  - Adenosine triphosphate 

  - Bromodeoxyuridine/ -bromo- '-deoxyuridine  

  - Deoxyribonucleic acid  
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 نانوذراتسلولی  سمیتاثرات  یریگ اندازه یبرا  MTS یتن برونسنجش نانوـ  یفناور 

 هدف و دامنۀ کاربرد 1

هعا   آن هعام  هعا و انبوهعه   کلوخهو  اشیاءاثرا  نانو یابشیارز مبرا یروش، تعیین هد  از تدوین این استاندارد 

(NOAA در )سعنجش  سلو  با استفاده از  مانی زندهMTS  و  الزامعا   اجعرام شعامل   آزمعون  یطراحع  .اسعت

 .است آزمون جیدر نتا هامتغیرکردن  مشخصو  تیریمد مبرا یکنترل ها آزمایش

  .کاربرد دارد چاهکی 59 پلیتیک استفاده از  مبرا استاندارد نیا

 مراجع الزامی 8

به آنها ارجاع داده شعده اسعت.    یاستاندارد به صور  الزام نیوجود دارد که در متن ا یضوابط ریدر مراجع ز

 . شوند یاستاندارد محسوب م نیاز ا یآن ضوابط جزئ ب،یترت نیبد

 مآن برا مبعد مدنارهایو تجد ها هیانتشار ارجاع داده شده باشد، اصلاح خیبا ذکر تار یکه به مرجع یصورتدر

انتشعار بعه آنهعا ارجعاع داده شعده اسعت،        خیکه بدون ذکر تار ی. در مورد مراجعستیآور ن الزا استاندارد  نیا

 است. آور لزا استاندارد ا نیا مبرا مبعد مها هیو اصلاح دناریتجد نیهمواره آخر

  است: یاستاندارد الزام نیکاربرد ا مبرا ریاز مراجع ز استفاده

 اءیاش : نانو2قسمت  -نامهواژه -نانو م، فناور3159: سا  48885 -2شماره  زویا -رانیا یاستاندارد مل   8-1

 اصطلاحات و تعاریف 0

 زویعع ا -ایععران  ید ملعع راسععتاندا  شععده در ارائععه  فیاصععطلاحا  و تعععار   بععر عععلاوه ، اسععتاندارد  نیعع ا در

 .3رودکار می نیز به ریزاصطلاحا  و تعاریف ،  48885  -2

0-1  

   کشت فظر

culture vessel 

                                                 

قابعل  ‌www.electropedia.orgو‌www.iso.org/obp هعام   در وبگعاه  IEC وISO  کاررفته در استانداردهام بهاصطلاحا  و تعاریف  -3

  دسترس است.

 

http://www.iso.org/obp
http://www.electropedia.org/
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با درجه کشت بافت  چاهکی 59 پلیتشده در این استاندارد بر پایه یک قالب توصیف آزمون  ظرنمونه 

 است.
( یکاهچع  9هعام   پلیعت  ،یکچعاه 25 هام پلیت ،یکچاه 145 هام پلیتیعنی درجه کشت بافت )با  ظرو  گریاز د -1 یادآوری

اسعتفاده   مبعرا  مناسبو که مطابو با الزاما  درجه کشت بافت  یبه شرط ،ها استفاده کرد روش نیدر ا گریکدی مجا بهتوان  یم

 باشند. پستانداران مها با سلو 
 

 کاشت هام پروتکل مانند حجم ما یتنا ،با درجه کشت بافت استفاده شود گرید ظرو روش از  نیا یط اگر -8 یادآوری

 باشد. ممکن است تز   سلو  3دهیدُز هام حجمسلو  و  مشستشو هام ، حجمسلو 

 [3159: سا  9239-9شماره  -ملی ایران ، استاندارد3-1د منبع: زیربن]

0-8   

 پراکنش

dispersion 

 کی( در وستهیناپفاز گاز:  ای عی، ماهر حالت )جامد مها یوستگیکه در آن ناپ یکروسکوپیم مفاز  چند سامانه

 .دشو یحالت متفاو  پراکنده م ای بندم بیترک کیاز  پیوستهفاز 

شعامل   یپراکندگ شود. اگر یم اشاره یک تعلیقهعنوان به یپراکندگ به، پراکنده شوند عیمایک اگر ذرا  جامد در  - 1 یادآوری

 عیمعا  فاز کیپراکنده در  و مایع جامدفاز از هر دو  ونیمولساسوپریک شود.  یگفته م ونی، به آن امولسباشد عیما فاز  چند ایدو 

 .استشده لیتشک پیوسته

0-0  

 اندوتوکسین

endotoxin 

  بخشی از دیواره خارجی پوشش سلولی باکترم گر  منفی است. 

 هستند.  (LPS)ساکاریدها  بخش فعا  اصلی لیپوپلی -یادآوری

 3158: سا  35391 شماره -یرانا یمل ، استاندارد1-2منبع: زیربند 

0-0  

 یماده کنترل منف

negative control material 

                                                 

 - Dosing plate 
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 تولیدسلولی  سمیتپاسخ  کی، استاندارداین آزمون طبو نجا  اکه درصور   ییایمیش بیترک ایماده 

 .کند یمن

 ناقل   لاّحاین کنتر  اغلب ترکیبی از است.  ها سطح پایه سلو ، نشان دادن پاسخ نفیهد  از نمونه کنتر  م -یادآوری

 است. 3استوکهام  غلاتشده برام نگهدارم نانومواد در استفاده

3159: سا  9239-9شماره  رانیا ی، استاندارد مل5-1 ربندیمنبع: ز  

0-5  

 ماده کنترل مثبت

 positive control material 

 خپاس کی، 9239-9ملی شماره  آزمون طبو استانداردانجا  درصور   یا ترکیب شیمیایی که ماده

 کند. یرا فراهم م 2ریپاکرارتسلولی  سمیت

کنتعر   نانومعاده   کیع عنعوان مثعا ،   آزمون است. به ستمیمناسب س خنشان دادن پاس هد  از نمونه کنتر  مثبت، - یادآوری

 با بار مثبت است. 1استایرن پلی ،مثبت

 :3159: سا  9239-9شماره  رانیا یمل استاندارد ،2-1 ربندیزمنبع 

0-6  

  نشینی ته

sedimentation 

 است. وستهیبا فاز پ سهیمقا در ذرا  پراکنده شتریب چگالی لی( فاز پراکنده به دلم)جداساز نشست

 است. نشینی رخ دادهته که آن استظر  گواه  نییتجمع فاز پراکنده در پا –یادآوری

منبع: زیربندISO/TR      :      ,       [ 

0-7  

 آزموننمونه مورد

test sample 

  .ردیگ یقرار م ییایمیش ای یزیست مها یابشیارز ایها  که تحت آزمون ام ماده

3159: سا  9239-9شماره  رانیا ی، استاندارد مل9-1 ربندیمنبع: ز] 

                                                 

 - Stock concentrations 

 - Reproducible 

 - Polystyrene 
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 ها نوشت کوتهنمادها و  0

 فارسی معادل انگلیسی معادل ها نوشت کوته

cells/ml 

 
cells/ml (cells per millilitre) لیتر تعداد سلو  در میلی 

MTS 

 
 -(   -dimethylthiazol- -yl)- -( -

carboxymethoxyphenyl)- -( -

sulfophenyl)- H-tetrazolium 

-1)-9-(لیا-2-ازو یت لیمت مد-5،9)-1

-5) -2-(لیفن یوکسیمت یکربوکس

 میترازولت-H2 -(لیسولفوفن
NPS 

 
nanoparticle suspension  تعلیقه نانوذرا 

PMS 

 
phenazine methosulfate  فنازین متوسولفا 

PS 

 
polystyrene یرنااست پلی 

 مواد 5

 رده سلولی     5-1

 مبنعام  اصو  از شوند. هیشده تهشناخته 3خازنماز  دیبا و شدهداده  حیترج معتبر یسلول هام استفاده از رده

 بتعوان  م کعه ا گونعه بعه  ،کنیعد پیعروم  هعا   سلو از منجمد  استوک یک در مورد گسترش یکشت سلول فنون

 [.  ] دادانجا   2نانو  سلولی تیسم مبرا را MTSسنجش 

تعر در   نییپعا  ایع  - C48°  مدر دمعا  دیع با مساز رهی، ذخشود رهیذخ یرده سلول کیاز  استوککشت  کی اگر

. باشعد  سعرو  یگل ایع  دیسولفوکسع  لیع مت معنعوان مثعا  د  ، بهیمحاف  برودت ماما حاومربوطه  کشت محیط

 است. ریپا امکان تر نییپا ای -C318°  مسا ( فقط در دماچندین تا  ماه نیمد  )چند یطوتن مساز رهیذخ

 مهعا  ، کشعت . قبعل از اسعتفاده  رندیمورداستفاده قرار گ دیبا ونآزم مبرا کوپلاسمایاز ما معار مها سلو  فقط

 .شوند ونآزم کوپلاسمایعد  وجود ما مبرا دیبا استوک

 آزمعون  ،1متععار  تععداد کرومعوزو     برابعر شعدن،   دو، زمعان  شناسعی  ریخت :مثا عنوان  به؛ ها منام سلو  یبررس - 1 یادآوری

 باشد.  متفاو   تواند می 9پاساژ تعدادها با توجه به  در آزمون تیحساس رایز ،مهم است 5(STRکوتاه ) پیاپیهام  توالی

                                                 

 - Repositories 

 - Nanocytotoxicity 

 - Modal chromosome number 
 - Short tandom repeats testing 

 - Passage 
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هعر   شعامل است کعه  بهتر مطالعا  نیاکند.  ها ارتباط برقرار مختلف با سلو   سازوکارهام وید از طرتوان یم هنانوذر -8یادآوری 

 ایع  ])پوششعی(  5ا یع تلیاپ یعنعی [ 1خوار بیگانه -ریغ یرده سلول کیو  ])درشتخوار( 2ماکروفاژ عنیی[ 3خوار بیگانه یسلول ردهدو 

یت سعم در مورد نحوه عملکعرد   درک عمیقیتواند  یدو نوع سلو  م نیبا استفاده از ا آزمون جینتا باشند.( )تارتَنده 9بروبلاستیف

 .فراهم کندرا ذرا  نانو

 سنجش  5-8

5-8-1    MTS [0-(0،5-لایــ-8-ازولیــت لیــمت ید)-0)-8-(لیــفن یوکســیمت یکربوکســ-0)-5-

 [ -  -       CAS] فنازین متوسولفات -PMS[/میتترازول-H8 -(لیسولفوفن 

 ،کشعت  محعیط  درکعه  دهد  یم لیرا تشک یرنگ یو محصول افتهیکاهش  یسلول مها میحضور آنز در  واکنشگر

اگعر  . ارتباط داردظر  کشت  کیبا تعداد سلو  در  9ها آتیه نبود در کشت محیط منور یچگال. استمحلو  

خعوانش  در  یو اگر نعانوذره باعع  اثعرا  تعداخل     بگاارد ریتأثها  سلو  درونردوکتاز  تیکشت بر فعال طیشرا

از   واکنشعگر و معواد  [  مرجعع ]  درشعده  شرح داده  واکنشگر ایجاد شوند. توانند می ها آتیه، شود آزمون نتایج

  دسترس است.قابلفروشندگان مختلف 

 ها کنترل  5-0

عنوان کنتر  شیمیایی مثبت اسعتفاده  باید به ،سولفا  کادمیمهمانند شیمیایی  کنتر  مثبت ماده    5-0-1

 .شود

Cdهام  یون –1 یادآوری
 [ مراجعه شود.  سمی هستند، به مرجع ]ها  در حیوانا  و سلو  اکسایشیتنش  سازوکاراز طریو  +

هماهنعگ   سعامانه »براسعاس    CdSOو   CdCl ، شامل ترکیبا  محلو  در آب ماننعد حاوم کادمیمبه ترکیبا   –8 یادآوری

 است.شده اختصا  داده «خطر» نشان 9(GHS) «ییایمیمواد ش گاارم و برچسب مبند طبقه یجهان

  مقرراتعی تناعیم  کشعورها   یدفع و اسعتفاده از آن در برخع  برام است و  یسم نیفلز سنگ کی( Cd) میکادم

 ییایمیکنتر  شع  کی، مثبت استفاده کرد ییایمیعنوان کنتر  شتوان به ینم Cdکه از  مموارد در. ستاشده

 ی، به انعدازه کعاف  دمحلو  باش 4آبی مها طیدر مح یکنترل بیترکشود  توصیه مید. وش انتخابباید  نیگزیجا

در  مشعده از فروشعندگان تجعار   تخلعیص محصو   کیعنوان به یراحتو به باشد داریپا شیآزما دوره طو در 

                                                                                                                                                         

ها به ظر  جدید کشت، برام داشتن فضام بیشتر و ادامه فرایند تقسیم سعلولی و افعزایش تععداد     فرایند انتقا  بخشی از سلو 

 شود.   ها، پاساژ نامیده می سلو 
 - Phagocytic 

 - Macroghage 
 - Non-phagocytic 
 - Epithelial 
 - Fibroblast 
 - Artefacts 

 - Globally Harmonized System  

 - Aqueous media 
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DMSO،  وماننعععد فنععع مفلعععزریغ ییایمیشععع ترکیبعععا . باشعععددسعععترس 
 ماننعععد 2ندهیو معععواد شعععو 3

Tween   
برام استفاده  5تکمیلی گاارم صحه. شونداستفاده  مثبت ییایمیش مها کنتر عنوان توانند به یم 1

 انجا  شود. ییایمیش ترکیبا  نیاپروتکل  از

معاده   کیع عنعوان  بعه  ، پراکنعده در آب( نعانومتر  98بعا بعار مثبعت )قطعر     رنیاسعتا  یاز نانوذرا  پل    5-0-8

 مثبععت در کنتععر عنععوان نععانوذرا  بععه  نیععاسععتفاده از ا .اسععتفاده شععود  بایععد کنتععر  مثبععت نععانوذره 

   A مهععا سععلو 
      RAW و 9

بععه اسععت )شععده گععاارم صععحه ،یشععگاهیآزما نیدر مطالعععا  بعع  9

 (.مراجعه شود 3جدو  

 شود.مراجعه  [  ] مرجعبه ، یونیکات رنیاستا ینانوذرا  پل زیستی تیو فعال شپروتکل پراکن مبرا -1 یادآوری

بعه   شعود،  یهعا مع   از سعلو   ماریدر بس یسم تنش اکسایشی جادیباع  ا 9(ینیآمنتهام )ا با بار مثبت  رنیاستا یپل -8یادآوری 

  .مراجعه شود [  ] مرجع

و هسعتند   سعلولی  سعمیت دارام اثرا   ،ها سلو انواع از  ماریبس مبرا نیو نقره همچن 5سیلی، س4کوارتزذرا   نانو -0 یادآوری

       شود.مراجعه  [  ، به مرجع ]دناستفاده شو مثبت مها کنتر  عنواند بهنتوان یم

 ها دستگاه  6

 ؛9 % هوا/ COدار،  رطوبت، C 3 ± C° 19°،13 خانه گرم  6-1

 کف تخت؛ یچاهک 66 یها تیپل    6-8

 ؛33یدُزده تیپل مبرا شکل، Uبا کف  یچاهک 66 تیپل    6-0

 نرخ رشد و سلامت سلو ؛ مفقط برابا کف تخت،  یچاهک 80 تیپل    6-0

 ؛  18یچاهک 66 تیفوتومتر، پل تریکروتیم تیخوانشگر پل    6-5

 ؛g  2888با حداقل شتاب ،10 (زانهی)گر وژیفیسانتر    6-6

                                                 

 - Dimethyl sulfoxide 

 - Detergents 

 - Polysorbate    (Tween   –Tween is a registered trademark of Croda Americas, Inc.) 

 - Additional validation 

 - A    cells are adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells. 

 - The RAW       cells are monocyte/macrophage-like cells.  
 - Amine terminated 

 - Quartz 

 - Silica 

  - Incubator 

  - Dosing plate  

  -    well plate photometer microtitre plate reader 

  - Centrifuge  

https://en.wikipedia.org/wiki/Croda_International
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 پت؛ی/پتریکرولیم 288با حجم کانال(،  2)حداقل  1کاناله چند پتیپ    6-7

 استاندارد؛ یستیمطابو با مخاطره ز، 8ناریهود لام    6-2

cmکشت بافت،  یها فلاسک    6-6
cm و 29  

 ؛99  

 ؛0معکوس فاز کنتراست کروسکوپیم    6-13

 ؛0ویاستر کروسکوپیم    6-11

 ؛یشگاهیآزما یترازو    6-18

 ؛5تومتریهموسا ای یکیالکترون یشمارنده سلول    6-10

 ؛6پتیکروپیم    6-10

 .7کن ورتکس مخلوط    6-15

 نانوذرات وننمونه آزم یساز آماده 7

 ،پعایر  روش اجرایی تکعرار یک با سازگار  زیست عیما در یک دی، نانوذرا  بانمونه سازم آماده مبناماصل  طبو

 باشد. ورتکسکن  مخلوطبه وسیله  کردن مخلوطو  4کردن سونیکتواند شامل  یمکه  پراکنده شوند

 ای نیمانند آلبوم ییها پوشش ، سازگار زیست ییایمیش مها کننده تیتوان با تثب ینانوذرا  را م ،طور متناوب به

 اسعتاندارد  نیع در ا خعا   یپراکنعدگ  فنون. پراکنده کرد ،با استفاده از سر  مناسب کشت محیطدر  ماًیمستق

و در  هعا  یعادآورم ذکرشعده در   منعابع  تعوان در  یمع را  شمربوط به پراکن ا یاست. جزئموردبح  قرار نگرفته

ISO/TS       یافت. 

 یینعانو  مها هقیتعل ،[  [ ]  [ ]  ] ذرا نانو پایرتکرار شاست که پراکنمنتشر شده یمختلفاجرایی  مها روش -1 یادآوری

 وبگععععاه  درشععععده تععععدوین یپراکنععععدگ مهععععا پروتکععععل .کننععععد یمعععع یععععابی مشخصععععهآنهععععا را  مداریععععو پا

 Joint Action NANOGENOTOX
 .استعمو   در دسترس 5

                                                 

 - Multichannel pipette 

 - Laminar flow cabinet 

 - Inverted phase contrast microscope 

 - Stereomicroscope 

 شود. آزمایشگاهی یا استریوسکو  نیز نامیده می این میکروسکو ، لو 

 - Electronic cell counter or hemocytometer 

 - Micropipette 

 - Vortex mixer 

 - Sonication 

 - Safety evaluation of manufactured nanomaterials by characterisation of their potential genotoxic hazard ‌ 

‌‌‌‌‌http://www.nanogenotox.eu 
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بعه   نیمانند آلبعوم  ییها پوشش مبرا .شودمراجعه [   ] رجعبه م ،سازگارزیست ییایمیش مها کننده تیتثب مبرا -8 یادآوری

  .شودمراجعه [   ]مرجع  ، بهسازگار کشت محیط مبرا .شودمراجعه  [  ] مرجع

سعلو    معانی  زنعده  هعام  سنجشرا در  3نهیزم پس مباتتوانند سطح  یم نیمانند آلبوم ییایمیش مها کننده تیتثب -0یادآوری 

 سعنجش خعوانش   مکننده بعر رو  تیتثب ریتأث نییتع مکننده( برا تیفقط تثب یعنی) یکنترل مها شیاز آزما استفادهکنند.  جادیا

 .مهم است

سعلو    کشعت  محعیط در  نانوذره طیمح ی، کسر حجمآبمانند  عیما طیمح کیشدن نانوذرا  در  پراکنده در

 است. یسم ،کشت سلو  مباشد که برا مکسر تر از پایین دیبا

 مثبعت سعمیت   جعاد یباشد و باع  ا یها سم سلو  مبرا تواند ینانوذرا  م تعلیوکننده  یبانیپشت عیما طیمح

 است یها سم سلو  مبرا عیما طیمح ،یکسر حجم شود در چه نییتعبرام آنکه شود  . توصیه میکاذب شود

  .انجا  شود عیما طیبا مح یکنترل هام آزمایش

 g/ml µمبعرا  ی راسعلول  کشعت  محعیط در  آب 38%   تقریبا ممحتوا یک تعلیقه، تریل یلیم یکگر  در  یلیمیک  -0 یادآوری

 داشعتن غلاعت   نگعه  این است کعه راهنمایی  کی شپراکن لهیوسیک عنوان هنگا  استفاده از آب به. کند یم دیتول ،مواجهه 388

حامعل   بعه غلاعت بعاتتر    ازی. درصور  نشود میحامل توجه کاهش اثرا  قابل سبب ،کل حجم از 38تر از %  پایینآب در  یینها 

 .اشته باشدتداخل ند سنجش جینتا با ،حامل غلات باتتر اارمگ صحه، مهم است که نانوذرا  دُز مساز آماده برام

کعه بعه   مثبت کاذب  سلولی سمیت اثرا از تا  ردیقرار گ توجهدقت موردبه دیشده بااستفاده ویتعل ندیفرآ نوع

 شود: یابیشارز دی، دو عامل باهقیتعل نانو مداریپا یابیشارز مبرا. شود جلوگیرم، ستیذرا  ن نانو وجود لیدل

 ؛ اندازه ذرا (متوسط در  شده)منعکسکلوخگی در برابر  پایدارم -الف

 .(نشینی تهگاارم و  رسوب از طریوشده )منعکس مدیکلوئ تعلیقه مداریپا -ب

 شوند. ونآزم       ISO استاندارد ها مطابو با نیاز نار وجود اندوتوکس دینانو با مها هقیتعل

 ها سازی آماده 2

 کلیات    2-1

 هیع کلشعود   توصیه می .باشند 2سترون دیبا رهیو غ ما شهیکشت(، ظرو  ش طیمح مها )به استثنا همه محلو 

اسعتاندارد  مطعابو بعا   ) تمینعار  هعود  کیع  سعترون  طیو در مح 1ضدعفونی طیشرا تحتآن  مام اجراه روش

 شود.( انجا  مخاطره زیستی

 کشت محیط    2-8

 .باشد سترون دیبا کشت محیط

                                                 

 - Background 

 - Sterile 

 - Aseptic 
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 ییها پادزیست. شودرشد سلو  انتخاب  مازهاینبراساس  دیبدون سر  با ایسر  و  با کشت محیط

  .موجود باشند کشت محیطدر ممکن است  ،ها نداشته باشند آزمون مروبر  یمنف ریتأثکه  (ییها کیوتیب یآنت)

 باشد.شده گاارم صحه دیبا خچا ی ممانند دما مساز رهیذخ طیشرا

 کند. تفاو  ایجاد می کشت محیط مداریپادر  منگهدار طیو شرا بیترک -یادآوری

 استوک کشت سلول یساز آماده    2-0

. اگعر  دیع آماده کن ونآزم لیتکم مرا برا یکاف مها شده، سلو انتخاب کشت محیطو  یاستفاده از رده سلول با

 در  ،کننده انجماد را، محافاتداده شوندرشد  ،استگرفته شدهذخیره که از  ییها است از کشت قرارها  سلو 

 .شوند کشت پیش استفادهبار قبل از  کیها حداقل  سلو . خارج کنید ،صور  وجود

 ایع و/ یمع یآنزسعازم   وسیله غیرانبوهعه بهها  سلو سازم  و دوباره معلو کردن خارج، ها سلو کشت پیش هنگا 

 . کنیدی استفاده رده سلول مروش مناسب برا کیاز ی، کیمکان

 . موجود است الف پیوست ی درسلولرده مربوط به  بیشتراطلاعا  

 رامبع [   بعه مرجعع ]  اسعتفاده شعود. درصعور  لعزو       3یخعوب کشعت سعلول    مهعا  یعه از رو شود توصیه می

 .شودمراجعه  تکمیلی مها دستورالعمل

 رشد سلول زنده  دییتأ    2-0

رشعد   هام نرخ. دیرا مشخص کن مانی زندهو  ها سلو دوبرابر شدن  نرخنانوذرا ،  مرو ها آزمایشاز انجا   قبل

بعا   دیع با هعا  سعلو   معانی  زندهد. نشو پایشو  یابی همشخص دیبرابر شدن با دو هام نرخو  مانی زنده زانیسلو : م

 :باشد 59بیش از %  ،بلوتریپان اکسکلوژن  سنجشیک استفاده از 

 :دهید رشد ساعت 02و ساعت  80 برای چاهکی80های  پلیتدر را ها  سلول  -الف

بعا هشعت    کهر چاهع در  کشت محیط تریکرولیم lµ 988 دررا  تریلیلیسلو  در م 288.888تعداد  -1

 ؛دهید انتقا  ،یزمان دورهتکرار در هر 

 .دیاستفاده کن پلیت کیساعت( از  54ساعت و  25) یهر دوره زمان مبرا -8

 چسعبیدن اخعتلا  در   جعاد یاز ا مریجلعوگ  مبرا )تلاطم( خوردگی برهمو بدون  یرا به آرام ها پلیت -0

 منتقل کنید.خانه گر به داخل ، کنواختی ریرسوب غ جهینتدرسلو  

  برهیکعال  اکسعید کعربن،   دم غلاعت  و از نار درجه حعرار ، رطوبعت   راًیاخ خانهگر که  تایید کنید -0

 .دیثبت کن ،ها سنجهنمودار  جادیا مبرا یشگاهیدفترچه آزما کیرا در  2ها هسنج .استشده

 .کنید خارج خانهگر را از  پلیت کی ،ساعت( 54ساعت و  25) یزمان  نقطهدر هر  -5

                                                 

 - Good cell culture practices 

 - Metrics 
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 .دیکن بررسیرا ها  سلو  مظاهر شناسی ریختسلامت و  ،استریو کروسکو یمبا استفاده از  -6

 :بلوتریپان با  مانی زندهتعداد سلول و  یابیارز  -ب

 .خارج کنیدها  کاز چاه ،آرا  کردن پتپیرا با  کشت محیط -3

 .دیکن 3برداشت تولیدکننده، مها ها را با استفاده از دستورالعمل سلو  -2

 .دیکن مآور جمع وژیفیلوله سانتر کیرا در  ها سلو  محاو کشت محیط -1

تا  دیبچرخان g 588 در وژیفیسانتریک در  قهیدق 9ه مد  ب ها سلو کردن  را با اضافه 2ماندرو محلو  -5

 شود. جادیا 1قرصی شکل  رسوبیک 

 .دیزیرا دور بر  ماندرو  محلو  -9

PBSدر  بلوتریپان l µ 29 (% 5/8مقدار -9
 .دیاضافه کن کشت محیط lµ 388 به را(5

 .دیکن تعلیو پتیپیک با  بلوتریپان /کشت محیطرا مجدداً در  قرصی شکل رسوب -9

 .دیقرار ده مترهموسایتویک  مها را بر رو سلو  -4

در هعا   شمارش سلو  بارا  )زنده/کل( یمان زنده( و درصد رنگ یزنده و مرده )آب مها تعداد کل سلو  -5

 .شود[ مراجعه   مرجع ]به  ا یجزئ م. براکنید ثبتمیکروسکو  استریو یک با  مترهموسایتو

 یمعان  زنعده درصعد   باشد. سازگار ،مورد نار یسلول ردهبا  یشدن سلول برابر دوزمان شود  توصیه می. -38

 .دباشنانوذرا   بامواجهه  شیآزماقبل از ادامه ‌،59 بیشتر از %ساعت  54در مد  زمان  یسلول

 پلیتخوانشگر  یکنواختیگذاری  صحه    2-5

 کند. یکار م یدرستکه ابزار به دیحاصل کن نانیاطم ،مریگ از انجا  اندازه قبل

 کنترل یساز آماده    2-6

1-6-2 کنترل توصیف 

در معورد   شعتر یاطلاععا  ب  مبا بعار مثبعت باشعد. بعرا     رنیاستایو پل کادمیم   سولفا  دیکنتر  مثبت با مواد

 .شودمراجعه  9به بند  مثبت مها کنتر  نیمربوط به انتخاب ا ا یجزئ

 ونآزمع با تداخل  پتانسیل توانند یم ها پادزیستنانوذرا  و  ایآ نکهیا نییتع مبرا ام جداگانه هام آزمایشباید 

 انجا  شود. باشند،را داشته

در  µS/cm 3/3 کمتعر از ) دیع کن هیع ته نیو بدون اندوتوکسع  سترون خالصآب فوقرا در  استوک مها محلو 

 (.C°‌28 مدما

                                                 

 - Harvest 

 - Supernatant 

 - Pellet 

 - Phosphate Buffered Saline 
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2-6-8 (mM 13) کادمیم  سولفات استوکمحلول  یسازآماده 

 و Mµ 3، Mµ 38، Mµ 29، Mµ 98 یینهعا  مهعا  در غلاعت کعادمیم    سعولفا   مواجهعه بعا  در  دیها با سلو 

 Mµ 388 رندیقرار گ. 

 .دیکن ویحل کرده و رق mM 38 خالص تا غلاترا در آب فوق کادمیم  سولفا   -الف

 .ستین 3سترون ونیلتراسیفبه  مازین. دیکن رهیذخ C 5° مرا در دما mM 38 کادمیم  سولفا   -ب

0-6-2 نانوذرات کنترل هقیتعل یساز آماده 

 .دیکن میتنا mg/ml 38 میزانبه خالص با آب فوق مثبت را رنیاستا یپل غلات

در وزنعی/ حجمعی( آب حامعل     3بعه )%  ( منجعر  g/mlµ388) ونآزم پلیتدر دُزدهی ، حداکثر غلات غلات نیدر ا -یادآوری

یک عنوان ، بهاستهاستفاده شد بدر پیوست که در مطالعه شرح داده شده  شده،آماده استوک نیا. شود یمسلو   کشت محیط

در حامعل  استفاده شود، کسعر   استوک محلو عنوان به متر ویشود. اگر از نانومواد رق یاستفاده م ریز مها تما  روش منمونه برا

  .شودمراجعه  9به بند  ،گرید نانوذرا هام  تعلیقه هیته م. براابدی یم شیسلو  افزا کشت محیط

 قیدق کردن پتپی    2-7

شعده  برهیکعال  پعت یپع  کیع از  دی، باسنجش نیا درمورداستفاده  کیچاه 59 به پلیت ها  واکنشگر عیتوز مبرا

 ییشعده کعه توانعا   برهیچندکانالعه کعال   پتیپ کی ،روش نیانجا  ا مبرا، امکان داشته باشد استفاده شود. اگر

اسعتفاده شعود.    ،دارد چاهکی 59 پلیت کیدر واحد  تزریو کی یدر طرا  پتسرپی 9همزمان حداقل  عیتوز

چندکانالعه   پعت یپع یعک  ها با استفاده از  کچاه نیسلو  ب کاشتدر  تغییرپایرمنشان داد که  یبلق مطالعه

 .[  ] جداگانه استکردن  پتیمراحل پ درتغییرپایرم از  کمتر

بعا دقعت    پعت یپ ،چاهکی 59 مها شیها و نانوذرا  مورداستفاده در آزما ، سلو عا یحجم کم از ما دراست که  مهم -یادآورم

. شعود  داده میشرح  گانفروشندتوسط  روش جزئیا  بیشتراستفاده شود.  عا یما ویدقپخش  مبرا ییها شود و از روش برهیکال

و  دقعت  برپایعه  شعده اسعتفاده هعام   پعت سرپی گاارم صحه»،   /     - AN کاربردم برنامه در 2«سریونیکس»، مثا  عنوانبه

  کند. می فیتوصرا « (سرد) اتمسفرم ممتعدد با پلاسما مها کردن زیتمپس از  ،عا یماجایی  جابه خودکار بسترهامدر  درستی

 سلول مانی زندهنانوذرات بر  ریتأث یابی مشخصه 6

 کلیات    6-1

مختلف  مروزها درتکرار مستقل  سنجشسه شود  توصیه می، ها هقیتعلنانودر  تغییرپایرمپتانسیل توجه به  با

 3شعده در شعکل   نشعان داده  منمعا  رونعد در  سنجشهر  مپروتکل برامراحل . انجا  شود دیجد مها هقیبا تعل

 است.شدهخلاصه 

                                                 

 - Sterile filteration 

 - Cerionix- AN -         
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 یافته شپراکن ذرهنانوسلولی  سمیت پتانسیل یابی مشخصه ندیفرآشده  ساده روند -1شکل 

 

 تایید سلامت سلول

ها و عد  حضور مایکوپلاسما در سلو * 

 کنید. تاییدرا  محیط کشت

 

ساعت  54طی را رشد سلو   نرخ* 

 کنید. تایید

 

 یافتهنانوذره پراکنش یابیمشخصه

یافته را * توزیع اندازه ذرا  پراکنش

 گیرم کنید. اندازه

یافته را در * توزیع اندازه ذرا  پراکنش

 گیرم کنید.کشت اندازهمحیط

 *عارم از پراکنش اندوتوکسین

 

 اثرات دستگاه و تداخلات

را تایید  یکنواختی خوانشگر پلیت *

 کنید.

* پتانسیل تداخلا  نانوذرا  را با 

MTS کنید. گیرماندازه 

 

 

 ا خارج کنید.* محلو  رویی ر

را به محیط  MTS* محلو  سنجش 

 کنید.  کشت سلو  اضافه

* MTS  ساعت 3ها را به مد  و سلو 

 گاارم کنید.خانهگر 

نانومتر  558طو  موج  * جاب را در

 گیرم کنید.اندازه

 

کشت و در ها را در محیطسلو کاشت * 

 دهید.انجا  چاهکی  59پلیت 

گاارم خانهساعت گر  25ها را * سلو 

 کنید.

شناسی و یکنواختی سلو  را ریخت *

 .بررسی کنید

 

 را خارج کنید.* محیط کشت 

ها را به ُزهام نانوذره و کنتر دُ *

 کنید.کشت سلو  اضافهمحیط

 25یا  ساعت 9ها را به مد  سلو  *

 گاارم کنید.ساعت گرمخانه
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   یسلول پلیت یساز آماده    6-8

‌درمجعدداً   کشعت  محعیط شعده، شعمارش شعده و سعپس در      مها جمعع آور  سلو شود  توصیه می   6-8-1 

cells/ml 385  ×9/9 ~  شعد،  دییتأمیکروسکو  استریو و  مترهموسایتو ای یکه با شمارنده سلولپس از آنکه 

 .ندیدرآ ویبه حالت تعل داًمجد

 نیابند؛ 3تلاقی ،آزمون انیتا پا ها کشتشوند تا  اشتهکمناسب  چگالیکشت با  در محیط بایدها  سلو  -

 تز  است. اضافه( ~ 18% ) پلیت منفرد کی مسلو  برا 3.888.888 باًیتقر -

 59 پلیعت  کیع در  کچاه /سعلو  9/3×  385 چگعالی بعا   سلو شت اکیک  پایهبر نجایسلو  در اشده فیتوصغلات  -یادآوری

، اسعت. بسعته بعه نعوع سعلو      توضیح داده شده ب وستیدر پاست که مناسب     A مها سلو  مبراچگالی  نیا. است چاهکی

بعه  کعرد.   گعاارم  صعحه  هیع اول هعام  آزمعایش توان در  یسلو  را م اشتچگالی ک نی، اMTSکاهش  تیفعالشدن و برابر  دو زمان

 مراجعه کنید. 2-9-5 زیربند 3یادآورم 

 4و  9تعا   1 مهعا  در ستون کبه داخل هر چاه را (تریکرولیم 288ها ) با سلو همراه  کشت محیط    6-8-8 

 .دهید انتقا  ،استنشان داده شده 2، همانطور که در شکل 38تا

 ،33و  9،  2 مهعا  در سعتون  کبه هر چاهع  را (تریکرولیم 288) ها سلو  بدون سلو  کشت محیط    6-8-0 

هعا   سعلو  . دهیعد انتقا  طور کامل  به ،استنشان داده شدههام هاشور خورده  چاهک 2که در شکل  همانطور

 شوند. کاشته کسلو /چاه 9/3×  385اندازه  هبتوخالی  هام کچاهیک از در هر  دیبا

 کشعت  محعیط در  ییتنهعا ها بعه  سلو  مداراباید  9و ستون  ییتنهابه طیمح مدارا دیبا 33و  9، 2 مها ستون

 باشند.

 9-4زیربنعد  شعوند. بعه    یمع  شعت اکچندکاناله پت با یک پی کردن پتیمرحله پ کیبا  منفرد ستون کی مها کچاه -یادآوری

 .شودمراجعه 

 

 

 

 

 

 

                                                 

 - Confluence 
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 کشت سلو  پلیتچیدمان  -2شکل 

 ،دیع منتقعل کن  CO  % 9 بعا و  C 3°C ± 19°با دمام رطوب م خانهگر یک به  یرا به آرام پلیت    6-8-0 

  .شوند توزیع می کنواختیطور ها به سلو بنابراین 

 .دیکن گاارم خانهگر  ساعت 2 ±ساعت  25ها را به مد   سلو   -الف

 یبررسع  کروسعکو  یها را بعا م  شد، سلو  گاارم خانهگر ساعت  25به مد   یسلولپلیت  نکهیبعد از ا   - ب

 مظاهر شناسی ریختسلامت و  نیو همچن اند شده عیتوز کنواختیطور به ها سلو  تا مشخص شود دیکن

 .کنید بررسیرا ها  سلو 

  نانوذراتدُزدهی  پلیتسازی  آماده    6-0

 محعاو  دیبا ها کچاه 9و  9 هام دهد. ستون یرا نشان مدُزدهی یک پلیت  چیدمانمبنام  1شکل     6-0-1 

معاده   محعاو  بعه ترتیعب   33تعا   4 مهعا  و ستون 9تا  2 مها ستون. باشدآب  3%  علاوهبهسلو   کشت محیط

تعداخل   مهعا  کچاهعنوان  به بیترت به 33و ستون  2ستون . هستندذرا   نانو مها دُزآزمونه کنتر  مثبت و 

 2جعدو   مطابو بعا   دیها با حجم .کنند یعمل م نانوذره آزمونهمثبت و  ییایمیش کنتر هر دو  مبرا سنجش
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منتقعل   فیهر رد بهدر هر مرحله کاناله هشتپت پی کیبا  یسلول پلیتبه  دیها با کچاه نیا ممحتوا. باشد

  .شود

 دُزدهی پلیت  چیدمان -0ل شک

شعرح داده   9اسعت کعه در بنعد     PS-NP+ هقیمربوط به تعل ،1شکل شده در نشان داده وزنی تعلیقه نانوذرا  درصد -یادآوری

بنعد   در یی، به راهنمعا دارند ازین دُز مساز در آماده مشتریب ینانوذره که به درصد وزن مساز آماده هام روش سایر. برام استشده

 . شودمراجعه  حاملو حداکثر درصد  دُز افزودن به هر مبرا تعلیقه نانوذره زانیم نییتع مراب 9

 دهیدُز پلیت یسازآماده    6-0-8 

 2در جعدو    شعده مشعخص  هامدُزرا با کشت  در محیط کادمیم   سولفا  دیبا 9و  5، 1، 2 مها ستون  -الف

 کنند. افتیدر..........

با را  کشت محیطدر  نانوذرا  آزمونه ایبا بار مثبت  رنیاستا یپلنانوذرا   دیبا 33و  38، 5، 4 مها ستون    - ب

 .کنند افتیدر 2شده در جدو  مشخص مهادُز
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 کنند. یم افتیدر آب 3% با  را کشت محیط تریکرولیم 288 مقدار 9 و 9ستون    -  

 9بعه بنعد    ییراهنمعا  مبعرا . خواهد داشت یبستگ استوکنانوذره غلات سلو  به  کشت محیطدر آب  3% غلات  -1 یادآوری

 .دیمراجعه کن

امر  نیا. دیآماده کن ،شود خارج خانهگر سلو  از  پلیت نکهیساعت قبل از ا 1 باًینانوذرا  را تقر دهیدُز پلیت -8 یادآوری

 نیامر همچن نیاشود.  میها  سلو  از طیمح برداشتنها پس از  به سلو دُزدهی  پلیتموجود در  ا یمحتو مباع  انتقا  فور

 .رخ دهد سلو  کشت محیطدر  نانوذرا  ویهنگا  تعلشود که ممکن است  یم مد بلندنشینی  تهباع  کاهش اثرا  

 دهیدُز پلیت( در NPو نانوذرات ) ییایمی، مواد شکشت محیط سازی آماده -8جدول 

 نانوذره  آزمونه 

در  (هقیتعل غلظت 1)%  

 کامل یسلول کشت طیمح

 یهاستون در

 11تا  2 

(μl) 

PS مثبت بار با 

(μg/ml133در ) 

 کامل یسلول کشت طیمح

 0ستون  در

(μl) 

  کادمیم   سولفات

 مثبت کنترل  ماده

(mmol/l 133در ) طیمح 

 کامل یسلول کشت

 0 و 8 یها در ستون

(μl) 

 کشت طیمح

کامل   یسلول

(μl) 

  یهاستون در

 11تا  2 و 5تا  8

 حروف

 فیرد

 یافق

 

8 8 8 288 B 

2 2 2 354 C 

28 28 28 348 D 

98 98 98 398 E 

388 388 388 388 F 

288 288 288 8 G 

   کشت محیطدر در معرض نانوذرات ها  سلولقراردادن     6-0

 در شده قرارداده پتیپ کی با را سلو  کشت طیمح سلو ، تیپل مگاار خانهگر  ساعت 25 از بعد    6-0-1 

 .دیکنخارج  چاهک هر از چاهک، نییپا لبه

عنعوان  )بعه  پعت یپع . منتقل شودسلو   پلیتبا دقت به  دیبادُزدهی  پلیتهر ستون در  ا یمحتو    6-0-8 

 کنید. میتنا تریکرولیم 288 مروبر  راچندکاناله(  پتیپ کیمثا  

                          منتقل شوند. خانهگر ساعت به  25مد   برام دیبا ها پلیت سپس   6-0-0 

 ایعن  ، ودسعاعت اسعتفاده شع    92 ایع ساعت  54مد  از جمله  یطوتن گاارم خانهگر  مها از زمان سنجش ماگر برا -یادآوری

 است.شده گاارم صحه ،گاارم خانهگر  مها زمان نیا مبرا استاندارد نیاپروتکل مراحل این معنا است که به

 .دیخارج کن خانهگر را از  ها پلیت، مواجههبعد از زمان     6-0-0 
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 را دهیچسعب ریناسعالم غ  مهعا  و سعلو  دُزدهی  متیمارها، میملا 3مکش و پتیپیک با استفاده از     6-0-5 

 .خارج کنید

   MTSسنجش در معرض ها سلولقراردادن    6-5

به هر  کشت محیط( را در تریل یلیدر م کروگر یم 139) MTS  واکنشگراز  تریکرولیم 288مقدار     6-5-1 

 .دیانتقا  ده ،سلو پلیت ستون 

 استفاده 2فشار باریختن بیرون مرحله  کردن از پتپیروش در  ،هوا مهابابح لیاز تشک مریجلوگ مبرا

 .دینکن

 اتمسعفر  کیع در  C 19° مدر دمعا  قعه یدق 98به معد    یکیدر تار MTS  واکنشگرها را با  سلو     6-5-8 

CO   %9  دیکن گاارم خانهگر  ،مرطوبو. 

امر  نیا .متفاو  باشد MTS  واکنشگرغلات ، غلات سلو  و بسته به نوع سلو  گاارم خانه گر ممکن است زمان  -1یادآوری 

 مبرا 5هیاول هام آزمایش، سلو  دینوع جدیک  مکند. برا یصدق م شتریب 1نسل او  مها خصوصاً درصور  استفاده از سلو 

 تیمار مها سلو  خوب از کشت کی مبرا ازیزمان موردناز ، عنوان مثا  . بهشود یمانجا   گاارم خانهگر زمان مناسب  نییتع

عنوان به،‌رسیده باشند MTS  پس از افزودن واکنشگرنانومتر(  558در طو  موج ) 8/2تا  8/3 نیب منور چگالیکه به  ام نشده

 .شود میاستفاده مناسب  گاارم خانهگر زمان یک 

و  اضافه شود نانوذرا  مواجهه طیبه مح ماًیتواند مستق یو م است یسمغیرها  سلو  منسبتاً برا MTS  واکنشگر -8 یادآوری

 روش کی نیا اگرچه .نیست، ستاشده شرح داده داستاندار نیکه در ا محیط برداشتناستفاده از مرحله جداگانه  نیازم به

 .است دیمف ،دنکن ینم جادیارا  مجاب نورهام  آتیهکه  ام نانوذره هام هقیتعل مبرافقط  سازم بهینه نیاولی  است مساز ساده

 است. معتبر یخاص ا نانوذر در مورداستفاده  مفقط براسازم  بهینه نیا

  فورمازانجذب  زانیمگیری  اندازه    6-6

ثبعت   پلیتدرون  کهر چاه مجاب خا  برا مریگ اندازهکه  دیکن میتنا مرا طور پلیتخوانشگر     6-6-1 

 شود.

  شود. مریگ نانومتر اندازه 558 موجطو   در پلیت  شگرخوانیک با استفاده از  دیجاب با زانیم    6-6-8 

 ادداشتی را استحباب هوا  مدارا که کی. هر چاهدیکن مریگ اندازهرا  کجاب در هر چاه زانیم    6-6-0 

 .دیکن

                                                 

 - Aspiration 

 - Expel step 
تواند  کنند. این عمل می پت را خالی میها معموت با یک فشار اضافی قطره نهایی جامانده در نوک پی پتهنگا  استفاده از پی

سبب ایجاد حباب در محیط کشت سلولی گردد. لاا در این استاندارد ذکر شده است تا از انجا  این کار در این سنجش 

 خوددارم شود.

 - Primary 

 - Preliminary 
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 هام حبابعنوان مثا  کشت )به مها کدر چاه منور ریمشکلا  مس صیتشخ متواند برا یکه م ودهافزروش  کی -1 یادآوری

را  MTS  واکنشگرطو  موج مرجع است که  کیجاب در  زانیم مریگ اندازه ،( استفاده شودرهیانگشت و غ هام هوا، اثر

 ،تواند یمرجع م مریگ اندازه نیا مها برا کچاه نیه بتوج قابل را یینانومتر(. تغ 998 موجطو عنوان مثا  )به دهد ینم صیتشخ

، از پروتکل یبخشعنوان قبل از استفاده به روش اجرایی نیرا نشان دهد. چن کچاه کیدر  منور ریانسداد مس وجود

 شود. می گاارم صحه

 وژیفیسانتر مرحلهیک  است هنانوذرسلولی  سمیت ،یشگاهیآزما بین سهیحاصل از مقاکه  NanoGoپروتکل  -8 یادآوری

، پلیت خوانشگر توسط جاب قبل از خواندن، MTSسلو   کشت محیطاز مخلوط  ماندهیباق هنانوذر برداشت مبرارا جداگانه 

به  ییرو محلو و  هشد وژیفیسانتر g2888 در  قهیدق 38 به مد  پلیت، MTS  واکنشگربا  گاارم خانهگر . پس از برد کار می به

، اما کرداصلاح روش  نیتوان با ا یرا م استاندارد نی[. پروتکل ا شوند ] یخوانده م پلیت خوانشگردر منتقل و  دیجد یک پلیت

 .شود گاارم صحه عمومیقبل از استفاده روش اجرایی 

 سلول مانی زنده آنالیز 13

 .دیانجا  ده تیسم  هام داده، در مورد 3صفحه گستردهافزارهام نر  پایه بررا ساده  یک آنالیز

 شود. کم کهر چاه از دی( با33ستون  مربوط به) کشت محیطنانوذرا  در  نهزمیپسسطح متوسط   -الف

بدون  کجاب در چاه مقداربه نسبت  دهیدُز کجاب حاصل از هر چاهمقدار  ،یتکرار فن کیدر    - ب

از  مکسر ،شدهنرما  ریمقاد و  نهیزم پسکاهش  نی. اشود  نرما باید  (B فی)رد یفن تکراردر  تیمار

 .مانند یم یباق تیمار دُزکه پس از د نده ینشان مرا ها  سلو 

 9تا  1 معنوان مثا  ستون ها)به یفن مهاتکراردر منفرد  فیرد کی ریمقاداز  دیبا، مساز نرما پس از    -  

 شود. نییتع دبای  دُز طیهر شرا مبرا 2معیار ا انحراف و شده میانگین گرفته( 38تا  4 ای

یعک  اسعتفاده از   بعا  را هعا  داده از 59%  1نعان یاطمیعک بعازه   و    EC، مقدار تیدر صور  مشاهده سم   - ث

 .دیبزن نتخمی مآمار مافزار نر  مها برنامه ریسا ای 5افزار آنالیز آمارم نر 

شعود   توصیه معی . ابدی یم شیافزا مانی زندهرسد که  ینار م، بهشود یسلول ریتکث شیباع  افزا تیمار کی اگر

  .استفاده شود جهینت نیا دییتأ مبرا ،شمارش سلو  ای BrdUمانند  یاضاف ریتکث هام سنجش

و  نیانگیع م یابیشع توانعد بعا ارز   یمع  نعانوذرا   دهعی دُز سبببه  منور ریمس هام آتیه تداخلپتانسیل  ارزیابی

 طععور  بععه جععاب انسیععوارجععاب و  نیانگیععاگععر مانجععا  شععود.  33هععا در سععتون  کجععاب چاهعع انسیععوار

کعه   ه آن باشعد دنع دهنشعان  ، ممکن استباشد( 9)ستون  MTS  واکنشگر مها کمتفاو  از چاه یتوجهقابل

 . [  ] دارندام  آتیهتداخلا   نانوذرا 

                                                 

 - Spreadsheet-based analysis 

 - Standard deviations 

 - Confidence interval 

 است. پیشنهاد شده GraphPad Prismافزار آمارم  در این استاندارد نر   5-
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 سنجش جینتا تفسیر 11

 بعا  یسعم  هعام  کنشبرهم پتانسیل یابیارز مبرا عیروش سر کیاست و  مغربالگر آزمون کی MTSسنجش 

 کیع  تیسعم کامعل   شعرح  ممنفرد بعرا  مغربالگر آزمون کی، یطور کل به .دهد یارائه م زیستی را مها سلو 

 تیعملکرد سعم سازوکار  تا استفاده شودها  آزمون ریسا جیبا نتا دیبا سنجش نیا جیاز نتا. ستین یکافذره نانو

 .درک شود ریسک، یابیارز مد یک ها در  استفاده از داده یو چگونگ
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 الف وستپی

 (دهنده یآگاه)

 ها سنجشهای سلولی و  پتانسیل رده
 

لوسعمی   3یافتعه  تغییرشکلویروس عبارتند از: ماکروفاژ موش؛  MTSسنجش  دراستفاده  قابل یسلول هام رده

-BEAS) یانسعان  یا برونشع  ا یع تلیاپ ،1(   Aانسعان )  هیر ا یتلی، سلو  اپ2(      RAW)آبلسون  یموش

 B)5 ،صحرایی آلوئو  موشنوع دو   ا یتلیاپ (RLE- TN)9 ،کبعد معوش   ا یتلیاپ هپاتوسیت (HEPA- )9 ،

 ش صعحرایی آئعور  معو   ام، نهیسع  قفسه میانی/ هیتهام سلولی  ردهو  9(HMECانسان ) یعروق زیر ا یاندوتل

(A  )4. 

. استاستفاده شده ها آزمایش یسلو  در حضور نانوذرا  در برخ مانی زنده یابیشارز مبرا یسلول مها رده نیا

سعلولی   سمیتو آزمون  استشرح داده شده  -      ISO استاندارد در که مانند آنچه دیگر یسلول مها رده

، امعا  باشعد  سعازگار  پروتکعل  ایعن  در اسعتفاده   متوانعد بعرا   یمع  نیز کند یم فیتوص یپزشک هام افزاره مبرارا 

، 5( Balb/c  Tمعوش )  نیشعامل جنع   یسعلول  مهعا  رده نیع ا .اسعت  ازیع موردن پروتکعل  مراحعل  گاارم صحه

 است. 33(  V) ینیهمستر چ هیر بروبلاستیف و 38(   Lموش ) بروبلاستیف

 یابیع ارز مممکن اسعت بعرا   زیها ن آزمون ری، ساتاساستفاده شده استاندارد نیا مبرا MTSسنجش از  گرچه

 میازولیع ت لیع فن مد-2،9-(لیع ا-2-ازو یع ت لیع مت مد-5،9)-MTT [1شاملکه  استفاده شوندسلو   مانی زنده

 ریو سعا [ دیلیکربوکسان-9-متترازولی-H2-( لیسولفوفن-9-تروین-5-یمتوکس-2)-بیس-2،1]  XTT،[دیبروما

 -WSTعنوان مثا  )به محلو  در آب میتترازول مها نمک برپایه ها سنجش
 -WST ای 32

سعنجش  . اسعت  (31

MTS  ه از آزمونافتینسخه بهبودیک MTT [ است  .] 

 

 

 

                                                 

 - Transformed 

 - Abelson murine leukaemia virus transformed  

 - Human lung epithelial cell  

 - Human bronchial epithelial  

 - Rat alveolar type II epithelial  

 - Mouse liver epithelial hepatocyte  

 - Human microvascular endothelial  

 - Rat aorta, thoracic/medial layer  

 - Mouse embryo 

  - Mouse fibroblast 

  - Chinese hamster lung fibroblast 

  -  -( -Iodophenyl)- -( -nitrophenyl)- -(   -disulfophenyl)- H-tetrazolium.  
  -  -( -methoxy- -nitrophenyl)- -( -nitrophenyl)- -(   -disulfophenyl)- H-tetrazolium 
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 ب وستیپ

 (دهنده یآگاه)

 (   A) یبا استفاده از رده سلول MTSسنجش : مثال

  (EMPA-NISTپروتکل)

 کلیات  1-ب 

 پاست که در پیوست  IANHاز  بدون نار خا  تخصصی یافتهتوسعه پروتکل کی EMPA-NISTپروتکل 

در  از کار با سلو  است. متر ویدق ا یو جزئدُزدهی  پلیت مساز پروتکل شامل آماده نیااست. شرح داده شده

با بار مثبت  رنیاستا یپلو  3ایسر نانوذرا سلولی  سمیتاثر  یابیارز مبرا    A یرده سلول کی ازپروتکل  نیا

 نیع بعا اسعتفاده از ا   یالمللع  نیبع  مریع گ انعدازه  شگاهیآزماپنج  نیب یشگاهیآزما نیب سهیمقااست. هاستفاده شد

در کعه   یالمللع  نیب یشگاهیآزما ام سهیمقا مها داده[ و   ] مرجع در یشی. طرح آزمااستهپروتکل انجا  شد

 مبعرا  وژیفیپروتکعل از مرحلعه سعانتر    نیع . ااستشدهپروتکل خلاصه  نیا انیپا در ،شدهمنتشر  گرید مجاها

 . کند یاستفاده نم ،استشرح داده شده NanoGoکه در پروتکل  نانوذره یتداخل اثرا  پتانسیل کاهش

 شیآزما اجرای یها شرو  8-ب 

   روشی مبنا     1-8-ب 

 .شود یم استاندارد تعیین نیشده ابا استفاده از نسخه اصلاح    Aسلولی  سمیتنانوذرا  بر  اثر

 مواد     8-8-ب 

 یسلول رده     1-8-8-ب 

A    ،  ییشده بعا شناسعا  گاارم  صحه) یسرطان یافته تغییر شکل؛ یانسان ا یتلیاپسلو DNA  هعام  کشعت 

 باشد. کوپلاسمایاز ما عارم دیباکه ( یسلول

 سنجش     8-8-8-ب 

MTS  [ 1-(5،9-لایعع-2-ازو یععت لیععمت مد)-(لیسععولفوفن-5)-2-(لیععفن یوکسععیمت یکربوکسعع-1)-9- 

H2-میتترازول] [ .] 

 ها سرمو  ییایمیش طیمح     0-8-8-ب 

                                                 

 - Ceria  
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 3(    -RPMI) کشت محیط     1-0-8-8-ب

FBS     8-0-8-8-ب
 2

 (یحرارت شده فعا  ریغ، مگاو نی)سر  جن 

 نیلیس یپن     0-0-8-8-ب

 نیسیاسترپتوما     0-0-8-8-ب

 نیگلوتام-ا      5-0-8-8-ب

EDTA-نیپسیتر 89/8%      6-0-8-8-ب
1 

-5)-2-(لیع فن یوکسع یمت یکربوکسع -1)-9-(لایع -2-ازو یع ت لیمت مد-5،9)-MTS [1   ‌‌7-0-8-8-ب

 [میتترازول-H2 -(لیسولفوفن

Ca بدون]،  (PBS) نیسالبافر فسفا       2-0-8-8-ب
Mgو + 

  +] 

  9فنو  ردبدون  DMEM 5     6-0-8-8-ب

 [  مثبت( ] ییایمی)کنتر  شکادمیم   سولفا      13-0-8-8-ب

 [  [ ]مثبت کنتر نانومتر( ]نانو ذره  388>با بار مثبت، )قطر  رنیاستا ینانوذرا  پل     11-0-8-8-ب

، با شماره سرم 9متحده( ات ی، اانایندی، اشری)ف زهام شرکت بنگ آزمایشگاهاز  آبمعلو در  NH -PS نانوذرا 

 نیاز ا کاربر یراحت ماطلاعا  برا نیا است،فراهم شده L      F ( ،w/v)  %38مو شماره موجود 38193

. نیسعت برام این محصعوت   سازمان ملی استاندارد ایران  توسط دییتأدهنده  نشانو  استارائه شده استاندارد

 شوند.استفاده ممکن است دهند،  ی نشانمشابه جینتاکه بتوانند محصوت  معاد  

 کشت سلو  مشده مناسب براهیهر آب تصف ایآب مقطر      18-0-8-8-ب

 )عامل ضدقارچ( B نیسیآمفوتر     10-0-8-8-ب

  دستگاه     0-8-ب 

 .مراجعه شود 9 بندبه 

                                                 

 - Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-    )  

 - Fetal Bovine Serum 

 - Ethylenediaminetetraacetic acid 

 - Dulbecco's Modified Eagle Medium  

 - Phenol red  

 - Bangs Laboratories Inc (Fishers, Indiana, US) 
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 هایساز آماده  0-ب 

 کلیات     1-0-ب 

 تحت دیمراحل با هیو کل شوند سترون دیبا رهیو غ ما شهیش، ظرو  (کشت محیط مها )به استثنا محلو  همه

مخعاطرا    اسعتاندارد مطعابو بعا   ) ( انجا  شودزیستی) تمینار هود کی سترون طیو در مح ضدعفونی طیشرا

 (.زیستی

 کشت محیط     8-0-ب 

 کشت محیط     1-8-0-ب 

 (FBS) مگاو نیجنسر   38%      1-1-8-0-ب

 (    -RPMI) کشت محیط 58%      8-1-8-0-ب

 نیسیاسترپتوما μg/ml38      0-1-8-0-ب

 نیلیس یپن IU / ml 388     0-1-8-0-ب

 نیگلوتام-mg/ml 2/8 L     5-1-8-0-ب

 B نیسیآمفوتر μg/ml 9/2     6-1-8-0-ب

برچسعب  شعود.   رهیع ذخهفتعه   سهاز  شیب دینبا کشت محیط، نیگلوتام-ا  یاحتمال بیتخرپتانسیل  لیدلبه

، شعود شود تا ثبعت   توصیه میسلو   کشت محیط رشیبا توجه به زمان پا ونآزم کیبرام انجا  را که  یزمان

 .دیپاک کن

 بدون سرم یسلول کشت محیط     8-8-0-ب 

 ( با:    -RPMI) کشت محیط     1-8-8-0-ب

 نیسیاسترپتوما μg/ml 38     8-8-8-0-ب

 نیلیس یپن IU/ml388      0-8-8-0-ب

 نیگلوتام-mg/ml 2/8 L     0-8-8-0-ب

 سلول استوککشت  یساز آماده     0-0-ب

 سلولزدایی  یخ     1-0-0-ب 
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 دیع نبا هعا  داده شعوند. سعلو    پاسعاژ ها، ‎شیبار قبل از استفاده در آزما حداقل دو دیها با ، سلو زدایی یخاز  پس

 د.نداشته شو نگه کشت محیطاز سه ماه در  شیب

 ، رشد سلو  ممکن است کند باشد.پاساژ نیو در اول زدایی یخپس از  بلافاصله

 [  ] ها رشد سلول     8-0-0-ب 

cm کشت سلو  فلاسک کیها را در  سلو 
 طیشعرا تحعت   خانعه  گعر  یعک  در  کشعت  محعیط  ml 28 با 99  

 (. با رطوبت مناسب مهوادر  C°‌19 ،CO  %‌9) دیاستاندارد رشد ده

مراجععه   پ پیوست 2-1بند در   واکنشگر هیشوند )به ته یکشت م ی،کامل سلول کشت محیطدر     A مها سلو  -1 یادآوری

 (.شود

 ینگعام ه. کنند یرشد م ،ساعت 25 ،سلولی  معمو تیجمعدوبرابر شدن  زمانبا یک به سرعت     A مها سلو  -8 یادآوری

از حعد باشعد    شیدهنده رشد ب تواند نشان یرنگ از قرمز به زرد م رییتغیک  کنند یرشد م دفنو  رِ محاو طیمح درها  که سلو 

 (.ممواد مغا کاهشیعنی )

 برداشت سلول     0-0-0-ب 

 .دییبشو PBS تریل یلیم 2بار با  ها را دو را از فلاسک خارج کرده و سلو  کشت محیط     1-0-0-0-ب

مد   هبو  دیدر فلاسک قرار ده PBS مرا رو EDTA-نیپستری 89/8محلو  %  ml  2مقدار   8-0-0-0-ب

 .دیکن گاارم خانهگر  C 19 ،CO  % 9° مدر دما قهیدق 1

 .دیها را منتقل کن آزاد کرده و سلو  ،سکفلا دیدادن شدها را با تکان سلو     0-0-0-0-ب

منتقل  نیپسیترشدن  فعا  ریغبرام با سر   یبافت کشت محیط ml  28ها را با افزودن سلو     0-0-0-0-ب

 دهید. شستشو بار سه تا پنجرا فلاسک  کفو  کنید

 سلامت سلول نییتع یها برا شمارش سلول    0-0-0-ب 

سعلو    کشعت  محیطاز  ml 34 همراه با  EDTA-نیپسیتر ml 28 ( ml2 ابینمونه تقریک     1-0-0-0-ب

 .کنیدمنتقل  ml 98 یلوله مخروط به پتیبا استفاده از پرا سلو   هقیتعل کامل(

 در قهیدق 9به مد   قرصی شکل  رسوبصور  به ها رسوب سلو  را به مناورسلو   تعلیقه    8-0-0-0-ب

g 288، کنید. وژیفیسانتر 

بعه آن اضعافه کعرده و دوبعاره      یطیمحلو  مح ml 3 باًیرا خارج کرده و تقر ماندرو  حلو م    0-0-0-0-ب

 .دیکن ویتعل محیطیرا در محلو   قرصی شکل  رسوب
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در  PBS/بلعو تریپعان   %5/8  (w/v)از  l µ‌18و بعه  را برداشعته  یسلول تعلیقه l µ‌18مقدار    0-0-0-0-ب

 .دیمخلوط کن l µ 288پتیکروپیکردن با م پتیمحلو  را با پ .دیاضافه کن ml 2 وژیفیسانترکرویم لوله.کی

، شعمارش  دار شعوند  لکعه  بلعو تریپعان رنگ  وسیلهبهتوانند  یم یپس از مد  زمان طوتن زیزنده ن مها که سلو  آنجا از -یادآوری

 .دیانجا  ده قهیدق 18 درسلو  را 

 تعلیقعععه  lµ 38انتقعععا   مبعععرا lµ 288 پعععتیکروپعععی، از میعععک تمعععل در محعععلبعععا     5-0-0-0-ب

حبععاب داخععل ایجععاد از  دیععکن یسععع .دیععاسععتفاده کن مترهموسععایتو مدر هععر انتهععا.بلععو پععانیتر -سععلو 

 .تمل اجتناب شود و مترهموسایتو

 

 (یشمارش سلول محفظه) مهموسایتو کی طرحواره –1-بشکل 

معا    ،زنعده  مهعا  سعلو   ،شوند یدار م لکه یرنگ آب ازنده ب ریغ مها ها را )سلو  تما  سلو     6-0-0-0-ب

 در شعکل    Bو   A  ،A  ،A  ،A  ،B  ،B  ،B) هعا  گوشعه در  یمربعع  متعر  یلیم یک ،مربع 5در مانند(  یم
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را  نییدر مرز راست و پاقرارگرفته  مها . سلو دیبشمار است، شمارش مبرا مربع ، که در مجموع هشت(3-ب

مقعدار  کشت در  زنده هستند،ریغ ها سلو  29%  از شتری(. اگر بدیمراجعه کن ی)به قسمت داخل دیحساب نکن

 دوباره کشت شوند. دیها با کنار گااشته شود و سلو  دیبا یسلول هقیتعل. است نشده منگهدار طیمحاز مناسب 

رقت  برام یک فاکتورمجدد  میتنارا با روش ، سلو  وجود دارد 288از  شتریب ای 98اگر در هر مربع بزرگ کمتر از  -یادآوری

 .دیتکرار کن ،مناسب

پروتکل محاسبه  نیا مبرا( را cell/mlواحد حجم ) مها تعداد سلو  ریبا استفاده از موارد ز    7-0-0-0-ب

 دیکن

 .ml 385/×فاکتور رقت  × سلو تعداد متوسط  =ها : غلات سلو فرمو 

 .سازندگان موجود است مها دستورالعملدر  مترهموسایتویک استفاده از برام معادله کامل  -یادآوری

 اجراییروش   0-ب 

 سلول شتاک     1-0-ب 

 ml 38 در یکچععاه 59 یععک پلیععت  بععرام( cell/ml 385  ×9/9)  سععلو  9/9 × 389 مقععدار    1-1-0-ب 

 .ندیآیدرم هقیبه حالت تعل سلو  کامل کشت محیط

شعوند   یمع کاشته ( lµ288) کچاهسلو / 9/3× 385 مقدار هب رنگ یآب کها در هر چاه سلو      8-1-0-ب 

 (.38-4و  9-1 مها ستون) (دینیرا بب 2-ب)شکل 

 شوند. کاشتهچندکاناله  پتکردن با پی پتیمرحله پ کیبا واحد ستون  کی در ها مهم است که سلو  -1 یادآوری

 سلو  کامل هستند. کشت محیط مفقط حاو شده نواربندم مها کچاه -8 یادآوری

 تز  یاتیر شوند. اگر از نار عملسلو  کامل پُ کشت محیطفقط با  در هر زماناست  ممکنرنگ  اهیس مها کچاه -0 یادآوری

   شوند. ه میداشتنگه یآنها خال باشد

رنعگ   یآب مها کاز چاه کیکشت سلو  کامل در هر  محیط l µ288با کسلو /چاه در 9/3×  385ها با  سلو 

کعه   یکشعت سعلو  کامعل هسعتند، درحعال      محعیط  مفقعط حعاو   شعده  نواربندم مها کچاه شوند. یم کاشته

ا ه . سلو دنبمان یخال ای ر شوندپُ کشت سلو  کامل محیط با است( توانند )بهتر یهم م رنگ اهیس مها کچاه

 .شوند کاشته چندکاناله پتیمرحله پ کی با دیبا واحد ستون کی در
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 یکچاه 66 پلیتها در  سلول کاشت -8-بشکل 

مرطوب  خانهگر دستگاه  کیساعت در  25به مد   شده، کاشته مها با سلو  کچاه 59 پلیت    0-1-0-ب

 .دنشو یکشت م CO   %9 با C 19° مدر دما

 مثبت ییایمیمواد کنترل ش یغلظت کار یسازآماده     8-0-ب 

lµ 258 ( بابار تقطیر)آب مقطر دو سترون آب ml 2199 نیا شود. یبدون سر  مخلوط م یسلول کشت محیط 

 ییایمیشع  مهعا  کنتعر  کعارم از   مهعا  غلاعت  مسعاز آمعاده  مبعرا  ریع در تما  مراحعل ز #‌ 3مخلوط شماره 

 :ردیگ یمورداستفاده قرار م

مخلعوط   μmol/l CdSO  388 < = #3 مخلعوط از μl1598  ابع  CdSO  mmol/l 38 از تعر یکرولیم 58 -3

 شود. می

مخلعوط   μmol/l CdSO 98  < = #3مخلعوط  از μl 2888با μmol/l CdSO  388از  تریکرولیم 2888 -2

 شود. می
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مخلعوط   μmol/l CdSO 29  < = #3مخلعوط  از  μl 2888با  μmol/l CdSO  98از  تریکرولیم 2888 -1

 شود. می

مخلعوط   μmol/l CdSO 38  < = #3مخلعوط  از  μl 1888با  μmol/l CdSO  29از  تریکرولیم 2888 -5

 شود. می

مخلعوط   μmol/l CdSO 3  < = #3مخلعوط  از   μl 3488بعا   μmol/l CdSO  38از  تعر یکرولیم 288 -9

 شود. می

  .شود یاستفاده م μmol/l CdSO  8به عنوان  #3شماره  از مخلوط -9

 د.نشو یم ورتکس ،شتریب سازم رقیومراحل  مبرا ،حاصل قبل از استفاده هام مخلوط -1 یادآوری

 شی. اگر بع است یکاف ،چاهکی 59 پلیت کیتیمار  مبرا ،ییایمیش مها کنتر  مکار مها غلات یقبل مسازآماده -8 یادآوری

، دیع ده شیافعزا را شعده  ماریت پلیتتعداد  فاکتوربا متناظر  ریمقاد پس ،باشدشده تیمارطور هم زمان به چاهکی 59 پلیت کیاز 

 .دیدارنگه کسانیها را  صور  نسبتنیا ریاما درغ

 :چاهکی 59 پلیتعنوان مثا : دو  به

 مخلوط تریلمیکرو 2×  1598با  CdSO  mmol/l 38 از تریکرولیم 2×  58 -

 3# = >μmol/l CdSO   388 شود یمخلوط م. 

مخلوط  μmol/l CdSO  388 < = #3 مخلوط تریلمیکرو 9528با  CdSO  mmol/l 38از  تریلکرویم 48 -

 .شود یم

 نانوذرات ونآزم یها نمونه یکار یها غلظت یساز ه آماد     0-0-ب 

 اسعت  #2 محعیط  نیشود. ا یاستفاده م ،یافزودنآب گونه چیبدون ه ماًیبدون سر  مستق یسلول کشت محیط

 شود: ینانوذرا  استفاده م مکار مها غلات مساز آماده مبرا ریتما  مراحل ز درکه 

خلوط م.μg/ml PS-NH  388 < = #2 طیمح از l µ 1559با PS-NH %38  از مخلوط تریکرولیم lµ 5 -الف

 .شود یم...........

خلوط م μg/ml PS-NH  98< = #2 طیمح از lµ 2888 با μg/ml PS-NH  388از  L µ 2888 - ب

 .شود یم

  - L µ 2888  ازμg/ml PS-NH  98 با lµ 2888 2 طیمح از# = >μg/ml PS-NH  29 شود یخلوط مم.  

  .شود یخلوط مم μg/ml PS-NH  38< = #2 طیمح از lµ 1888 با μg/ml PS-NH  29از  L µ 2888 - ث

  .شود یخلوط مم μg/ml PS-NH  3< = #2 طیمح از lµ 3488 با μg/ml PS-NH  38از  L µ 288 - ج

 .شود یستفاده ما μg/ml PS-NH  8 عنوانبه # 2 طیمح  - ح
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قبعل از افعزودن    و ورتکعس  مبعر رو  دیع با حعلا  با  PS-NH   %38 اولیه استوکلوله محلو      1-0-0-ب 

 .ردیقرار گشده  عینانوذرا  توز ممحلو  حاو

سعازم و   یورق مراحل مقبل از استفاده برا دیحاصل با  PS-NHذره  نانو -محیط مها مخلوط     8-0-0-ب 

 شوند. ورتکساستفاده شوند، دوباره  تیمار مبرا نکهیو قبل از اورتکس 

 کیع از  شیاگعر بع   .است یکاف چاهکی 59 پلیت کی تیمار مبرانانوذرا   تعلیقه مکار مها غلات یقبل مسازآماده - یادآوری

، امعا در  دیع ده شیافعزا را شده ماریت پلیتتعداد  فاکتورمربوطه با  ریمقاد پس ،باشدشده تیمارطور هم زمان به چاهکی 59 پلیت

   .دیدار نگه کسانیها را نسبت ،صور نیاریغ

 :چاهکی 59 پلیتعنوان مثا : دو  به

- lµ 5  ×2 از PS-NH   %38 با lµ 1559  ×2 2 از محیط# = > μg/ml PS-NH   388 یا شود یمخلوط م 

- lµ 4  ازPS-NH   %38 با lµ 9552  2 از محیط# = > μg/ml PS-NH  388  شود یممخلوط. 

  ذراتنانو و ییایمیشمثبت کننده با مواد کنترل    A یها سلول تیمار    0-0-ب 

 کشعت  محعیط محلعو  رویعی   با پمپاژ کامعل   ،33-4 مها و ستون 9-2 مها ستون مها کچاه    1-0-0-ب 

  .شوند یم هیتخل ها سلو 

در  lµ 288 PBS بعا  33-4 مهعا  و سعتون  9-2 مهعا  سعتون  مهعا  ک: چاهع PBSشستشو بعا       8-0-0-ب 

 شود. یمرحله شستشو سه بار تکرار م نیاشوند. می هیطور کامل تخلو سپس به شوند یبار پر م چاهک هرهر

شعده  نشعان داده  پلیتطرح با  مطابونانوذرا   مکار مها بلافاصله با غلات 33-4 مها ستون     0-0-0-ب 

 شوند. تیمار می 1-بدر شکل 

شده نشان داده پلیتطرح با  مطابو ییایمیکنتر  ش مبلافاصله با غلات کار 9-2 مها ستون     0-0-0-ب 

 .شوند یم تیمار 1-بدر شکل 

 بعا  C19°  درمرطوب خانه گر در دستگاه  ماریساعت پس از ت 25به مد   کیچاه 59 پلیت    5-0-0-ب

CO   %9 شود یکشت داده م.  

 تواننعد  یمع  رنگ اهیس مها ککه چاه یکشت سلو  کامل هستند، درحال محیط محاو رنگ دیسف مها کچاه

 ( است.3مخلوط ) محاو شده نواربندم مها هک. چاندبمان یخال ای سلو  کامل باشندکشت  محیط محاو
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 شود. یم تیمار( lµ 288کاناله ) 38 (کاناله چند) پتیپ کیستون با  به ستون ،9-2و  33-4 مها ستون

 دهیدُز پلیتطرح  -0-بشکل 

 سلولی سمیت یریگ اندازه     5-0-ب

-2-ازو یع ت لیع مت مد-5،9)-1] گیعرم  اندازه ، کهشود یم نییتع MTSسنجش سلو  با استفاده از  مانی زنده

ولفا  سع ( در حضعور متو MTS)[ میتتعرازول -2H-(لیسعولفوفن -5)-2-(لیع فن یمتوکس یکربوکس-1)-9-(لیا

نعانومتر تعا    558جعاب در   حعداکثر  مکند که دارا یم دیتول فورمازانمحصو   کی نی. ااست (PMS) نیفناز

، جاب C 19° ساعت در 25به مد   NP از شدهمشخص مزهابا دُگاارم خانهگر . پس از است نانومتر 988

  شود. یم مریگ نانومتر اندازه 558در  فورمازان

مخلعوط  )بعدون فنعو  رد(        -RPMIلیتر محعیط   میلی 9/32با  MTSلیتر از واکنشگر  میلی 9/2  -الف

و  نیلیسع  ی، پنع نیگلوتعام  -L، از سعر   یشع یافزا چیشعود. هع   یمع  دهیع نام( 1)مخلعوط   ،نیاشود.  می..........

 ندارد.وجود د( )بدون فنو  رِ     -RPMI محیطبه  نیسیاسترپتوما.........

 هیع تخل پعت یپع  ه وسعیله بع  پمپعاژ بعا  سلو   کشت محیطمحلو  رویی کاملاً از  پلیت کچاه 59تما     - ب

  .شوند یم

 شوند. یپر م( 1)مخلوط از  کچاه در هر μl328بلافاصله با  پلیت کچاه 59تما     -  
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  CO   %9بععا  C 19° ممرطععوب در دمععا خانععهگععر در  قععهیدق 98بععه مععد   یکچععاه 59 پلیععت   - ث

 شود. یمگاارم  خانهگر 

 شود. ینانومتر انجا  م 558در طو  موج  پلیت گرخوانشجاب با  مهامریگ اندازه   - ج

 شود. یآزمون استفاده مسنجش  ویدق یابیارز مجاب خا  برا جینتا نیاز ا   - ح

 آزمعون  مریع گ انعدازه از  نعان یبعه اطم  یابیدسعت  م( بعرا شعود مراجعه  3-ب)به جدو   یمشخصا  کنترل نیا

 .افتی[   توان در مرجع ] یها را م در مورد کنتر  شتریاطلاعا  ب. مهم است اریبس MTSنانو  سلولی سمیت

 یهاسلول یبرا یشگاهیآزما بین سهیمقا درشده فیتعر MTSسنجش  یبرا سامانهمشخصات  -1-بجدول 
A     

 سرم یحاو طیمح کنترل

 تغییرپایرم محدوده  مقادیر هد  

 9بیشتر از %  OD 89/8 OD 85/8- 89/8 3نهیزم پس ییایمیش کنتر 

  کادمیم   سولفا  کنتر 

 ( B -G  چاهک ،  EC)مقادیر 

 µmol/l2/99 

 

 µmol/l1/95-5/55 

 

 

  پتیپدر  تغییرپایرم

 ( B -G مها ک)چاه

OD 8/2  OD4/3-1/2 

 

 9بیشتر از % 

  کنتر تیمار  چیبدون سلو  و ه

 ( B -G مها هک)چا

OD 89/8 

 

 OD89/8-85/8 

 

 9بیشتر از % 

 2نهیزم نانوذره پس

 (  B  -Gم ها ک)چاه 

ND   

  یپتیپ نیب تغییرپایرم

 (  B -B  ،B -B مها ک)چاه

OD 9/3 

 

 OD1/3-4/3 

 

 32بیشتر از % 

 مشاهده نشود. ییایمیاز کنتر  واکنش ش یاضاف نهیزم پس چیگر ها -3

 دهند.یکار را انجا  نم نیا گرید یکه برخ یحالدر ،کنند یرا مشاهده م نهیزمپس گنا یها س شگاهیاز آزما یبرخ رای، زاستداده نشده ممقدار چیه -2

 

   سلولی سمیتپاسخ به  -دُزنماینده  یها یمنحن     6-0-ب 

 دهد. یمختلف نشان م شگاهیآزما 9را از سلولی  سمیتپاسخ  -دُز ندهینما یمنحن 5-بشکل    1-6-0-ب 

اجماع . باشد شگاهیآزماتکرار در هر  نیجاب از چند ریطور متوسط مقادبه دیهر نقطه داده با     8-6-0-ب 

از  c  شکل براساس شکل. کرد دیتول 3مونت کارلو مساز مد فنون  ویتوان از طر یپاسخ را م -دُز هام یمنحن

 .استشده دیتول 2استخراج داده از نمودارنر  افزار از و با استفاده بوده [  مرجع ]

                                                 

 - Monte Carlo modeling techniques 

 - Plot Digitizer v      
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 :راهنما

X        دُز غلات+ PS-NP  ( (μg/ml 

Y       نانومتر 558در  منسوب جاب 

 

    A  سلول روی + PS-NP تیمار یمختلف برا شگاهیآزما 5پاسخ از  -دُز یها یمنحن -0-ب شکل

 سرم یحاو طیدر مح
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 پیوست پ

 (دهنده گاهی)آ

 (IANH)پروتکل   .    RAW یسلول ردهبا استفاده از  MTSسنجش : مثال

 کلیات  1-پ 

 تدوین 2884( در سا  IANH) NanoEHS سازم یکسان یالمللنیب معاهده ویاز طر MTSسنجش پروتکل 

پروتکعل   نی. اه استمورداستفاده قرارگرفت IANH ءاعضا نیب یشگاهیآزما نیب سهیمقا هیو در مراحل اولشده 

اثعر   یابیع ارز مسپس برا وه اعما  شد       RAW یرده سلول در،  سلو  مانی زندهرشد و  نرخ یبررس مبرا

، اما مطالعه منتشر نشده نیا مهادادهکاررفته است. به 3ایرو سبا بار مثبت  رنیاستا ینانوذرا  پل سلولی سمیت

 است.ارائه شده پیوست نیدر ا ها شکل در

 آزمایشروش   8-پ 

 مبنای روش     1-8-پ 

 کلیات     1-1-8-پ 

 اثر شود. یم گاارم صحه استاندارد نیا 5-4زیربند با استفاده از        RAW مها رشد سلو  نرخو  سلامت

 نیعی تعاسعتاندارد   نیع ا 38و  5 مبعا اسعتفاده از بنعدها          RAWسعلو    سلولی سمیت منانوذرا  بر رو

 .شود یم

 مواد     8-1-8-پ

 یسلول رده     1-8-1-8-پ

شعده بعا   گعاارم  صعحه ) ویعروس  در اثر یافته تغییرشکل لوسمی موشی ابلسون ،      RAW ،اکروفاژ موشم

 ،5«اروپعایی مجموععه   از هعام سعلولی   کشت»، «1(ATCC) 2ییکاینوع آمر کشتمجموعه »، (DNA ییشناسا

    هام سلولی باید عارم از مایکوپلاسما باشد. کشت

 سنجش     8-8-1-8-پ

MTS  [ 1-(5،9-لای-2-ازو یت لیمت مد)-(لیسعولفوفن -5)-2-(لیع فن یوکسع یمت یکربوکس-1)-9- H2-

 نیلفا  فنازسومتو -PMS/[میتترازول

 ها و سرم ییایمیش یها طیمح     0-8-1-8-پ

                                                 

 - Ceria 

 - American Type Culture Collection  

 - Manassas, VA, USA; ECACC No.           
 - European Collection of Cell Cultures, Salisbury,Wiltshire SP  OJG, UK. 



1033)چاپ اول(: سال  80132 استاندارد ملی ایران شماره
   

15 

 

DMEM محیط     1-0-8-1-8-پ
3

 

 (در حرار  شده فعا  ری( )غمگاو نی)سر  جن FBS     8-0-8-1-8-پ

 نیلیس یپن     0-0-8-1-8-پ

 نیسیاسترپتوما     0-0-8-1-8-پ

 نیگلوتام-ا      5-0-8-1-8-پ

 EDTA-نیپسیتر 89/8%      6-0-8-1-8-پ

-5)-2-(لیع فن یوکسع یمت یکربوکس-1)-9-(لای-2-ازو یت لیمت مد-5،9)-MTS [1     7-0-8-1-8-پ

 [میتترازول-H2 -(لیسولفوفن

Ca ]بدون (PBS) ،نیسال بافر فسفا      2-0-8-1-8-پ
Mgو + 

  +] 

  فنو  ردبدون  DMEM     6-0-8-1-8-پ

 [  مثبت( ] ییایمی)کنتر  ش کادمیم  سولفا      13-0-8-1-8-پ

 [هذر یمنفکنتر  نانومتر( ]388تقریبا )قطر  )سریا( میسر دیاکس منانوذرا  د     11-0-8-1-8-پ

 [  ] [نانو ذره مثبت کنتر نانومتر( ] 388>، )قطر با بار مثبت رنیاستا یپلذرا   نانو     18-0-8-1-8-پ

NH -PS NP بهعر  با شعماره   ،2متحده( ات ی، اانایندی، اشری)ف زبنگهام شرکت  آزمایشگاهاز  آبدر  شدهمعلو

 یراحتعع ماطلاعععا  بععرا نیععا اسععت،فععراهم شععده L      F ، (w/v)  %38موجععودمو شععماره  38193

که محصوت  معاد  . نیستاین محصوت   دییتأدهنده  نشانو  استارائه شده استاندارد نیکننده از ا استفاده

 شوند.ممکن است استفاده دهند،  ی نشانمشابه جینتابتوانند 

 کشت سلو  مشده مناسب براهیهر آب تصف ایآب مقطر      10-0-8-1-8-پ

 )عامل ضد قارچ( B نیسیآمفوتر     10-0-8-1-8-پ

  دستگاه     0-1-8-پ 

 شود.مراجعه  9 بندبه 

 یساز آماده  0-پ 

                                                 

 - Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

 - Fishers, Indiana, US 
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 کلیات     1-0-پ 

 تحت دیمراحل با هیباشند و کل سترون دیبا رهیو غ ما شهی(، ظرو  شکشت محیط مها )به استثنا محلو  همه

مخعاطرا    اسعتاندارد مطعابو بعا   ) ( انجعا  شعود  زیسعتی ) تمینار هود کی سترون طیو در مح سترون طیشرا

 (.زیستی

 کشت محیط     8-0-پ 

 کشت معمو :برام 

 سازم شده با حرار ( )غیرفعا  (FBS) مگاو نیجنسر   %38  -

 DMEM کشت محیط %58  -

-  μg/ml388 نیسیاسترپتوما 

 (IU/ml 388) نیلیس یپن میکروگر  در میلی لیتر 98 -

- mg/ml 252 L-نیگلوتام 

- μg/ml 9/2 نیسیآمفوتر B 

توصعیه  . شعود  رهیع هفتعه ذخ  سعه از  شیبع  دینبا کشت محیط، نیگلوتام-ا  یاحتمال بیتخرپتانسیل  لیدلبه

 صعور  شعفا   گاارم بعه  انجا  برچسب زمانبرام ثبت  ،سلو  کشت محیط رشیبا توجه به زمان پا شود می

 انجا  شود.

 سلول استوک/استوککشت  یسازآماده     0-0-پ 

 سلول زدایی یخروش      1-0-0-پ 

قرار داده  خی م، رومنتقل کرده وژیفیلوله سانتر کی( را به درون FBS 38% ) کشت محیط     1-1-0-0-پ

 .خنک شود قهیدق 9مد   به دیو اجازه ده

 . بماند یباق خی یتا مقدار کم دیکنزدایی  یخ C 19° زده را در حما  آب خی مها سلو    8-1-0-0-پ

 .(افتیادامه خواهد  ،آوردن از حما  آب رونیاز ب بعدشدن  )ذوب

 .دیکن خارج پتیپ کیبا  میملا ونیراسیها را با تراش و آسپ سلو     0-1-0-0-پ

 .کنیداضافه  کشت محیط محاو ml  39وژیفیلوله سانتر کیبه وار  صور  قطرهرا بهها  سلو     0-1-0-0-پ

 کشت حیطم. و دیبچرخان قهیدق 9به مد   g  588با وژیفیرا در سانتر کشت محیطها و  سلو   5-1-0-0-پ

 را خارج کنید.
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ml  39 (FBS % 38 ) وژیفیدر لوله سانتر کشت محیط تریلیلیم 38ها را در  سلو   6-1-0-0-پ

   .دیکنتعلیو .وبارهد

 کشت محیط و دیبچرخان قهیدق 9به مد   g 588با  وژیفیرا در سانتر کشت محیطها و  سلو    7-1-0-0-پ

  کنید.خارج ا ر

 کشت محیطدر  DMSOمحاف   9-3-1-1 - و  5-3-1-1 - مراحل ی در توجهطور قابلبه دیداشته باش توجه -یادآوری

  است(.شده خارج است )یعنی رقیو شدهسلو  

کشت  فلاسک کیو به  دی( قرارده%38 FBS ) ml 9 کشت محیطها را دوباره در  سلو    2-1-0-0-پ

cm بافت
 .دیمنتقل کن 29  

 [  ها ] سلولرشد      8-0-0-پ

تعویض روز  1-2را هر  کشت محیطو  دییبشو کشت محیطبا  یبار به آرام کیها را  سلو    1-8-0-0-پ

cmفلاسک کشت بافت م( براFBS 38% ) طیمح لیتریلیم 39 از کنید.
فلاسک کشت  مبرا ml 9 ای 99  

 .دیمتر مربع استفاده کن یسانت 29بافت 

  .دیرشد ده C 19، CO   %9° مها را در دما سلو  ،پاساژقبل از     8-8-0-0-پ

  .شوند یم داده رشد فلاسک به دهیچسب صور به       RAW مهاسلو 

 اند. نکرده تجاوز یاز محل تلاق 48%  بیشتر از ها که سلو  دیحاصل کن نانیاطممیکروسکو  استریو یک  با

 

 ها سلولیا تقسیم  پاساژ     0-0-0-پ 

 .دییاتاق بشو مدمامحیط در  ایگر   طیمح  ml  9ها را با سلو     1-0-0-0-پ

 .دیاز فلاسک استخراج کن میو خراش ملا پتیرا با استفاده از پ کشت محیطها و  سلو     8-0-0-0-پ

 .دیمنتقل کن وژیفیلوله سانتر کیرا به  کشت محیطها و  سلو     0-0-0-0-پ

 .دیاضافه کن وژیفیو به لوله سانتر دییبشو کشت محیطفلاسک را با     0-0-0-0-پ

 را کشعت  محعیط و کعرده   وژیفیسانتر g 588 با قهیدق 9به مد  را  کشت محیطها و  سلو     5-0-0-0-پ

  .خارج کنید.

 .دیکن دوباره تعلیو کشت محیطها را در  سلو     6-0-0-0-پ

 کنید. میتقس 9 به 3 ای 5به  3 ها را به نسبت سلو  ،از رشد مطلوب نانیاطم مبرا    7-0-0-0-پ

 هاشیآزما یبرا کشت یساز آماده     0-0-0-پ 
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 .دیکن تعلیو cell/ml  389  ×2به غلات فنو  رد( بدون FBS 38% ) کشت محیطرا در  ها سلو 

 سلول   مانی زندهرشد و  گذاری صحه     5-0-0-پ 

 .دیکن گاارم صحهرا        RAWسلو   مرشد و ماندگار نرخ، استاندارد نیا 5-4 زیربند استفاده از با

 سلول مانی زنده یابیو ارز IANHرشد  نرخ جینتا      0-0-پ 

شعش   اسعت.  ها شیآزما زمان ویاز طر مانی زندهرشد و  نرخ، ها در سلامت سلو  یابیارز مفاکتور مهم برا دو

و دوبرابعر   ریع سعاعت تکث  25 طیدر ها  سلو  که کردند نییرا انجا  داده و تع ها شیآزما نیا IANHگروه در 

. دهنعد  معی خود را ادامعه   ریتکثبه ساعت  54در  ،استنشان داده شده 3-  شکلو همانطور که در  شوند می

 اند که هزنده ماند هاشیساعت آزما 54طی در ها  سلو  58 %  از شیب دریافتند که ها گروه شتری، بنیبر اعلاوه

  است.نشان داده شده 2- در شکل 

 

 :راهنما

X   رشد   زمان 

Y   سلو  تعداد 

 نکرد. مریساعت اندازه گ 25رشد را در  نرخ ،1 شگاهیآزما 

 

 ساعت 02ساعت و  80مختلف در  شگاهیشش آزمادر        RAW یها تعداد سلول -1-پ شکل
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 :راهنما

X   رشد   زمان 

Y   (%سلو  ) مماندگار 

 نکرد. مریگرا اندازه مانی زندهساعت  25در  ،1 شگاهیآزما

 ساعت گزارش کردند. 54ساعت و  25 برام را 58 %‌ از شیب ییها توانا شگاهیآزما اغلب

 ساعت  02ساعت و  80در        RAWسلول  یماندگار یریاندازه گ -8-پ شکل

       RAW یها سلولدر نانوذرات  سلولی سمیت یابیارز  0-پ 

 هام سلو و  ایرو سبا بار مثبت  رنیاستا یرا با نانوذرا  پل 5تما  مراحل مندرج در بند      1-0-پ 

 RAW       دیانجا  ده. 

 .دیانجا  ده 38بند مندرج در را با استفاده از روش  سلولی سمیت لیتحلو هیتجز     1-0-پ 

       RAWسلول  مانی زندهبر ذرات نانو مواجههاثر      5-پ 

 بعا سلو   مانی زندهدر کاهش یک با بار مثبت منجر به  رنیاستا یدر برابر پل       RAW مها سلو  مواجهه

، گعر یاسعت. از طعر  د  نشعان داده شعده   5- و  1- که در شعکل  گونه همان شود، میغلات و زمان  شیافزا

ش یافعزا باع  ، اما دهد یرا کاهش نم مانی زندهنانومتر(  288) ایذرا  سر با       RAW مها سلو مواجهه 

 مهعا  در داده یتوجه قابل ی، پراکندگاست. باز همنشان داده شده 9- که در شکل گونه همان ،شود می جاب

 جاب وجود دارد.
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 :راهنما

   X دزُ مواجهه ( (μg/ml 

Y   (%سلو  ) مانی زنده 

 با بار مثبت رنیاستا یپل مواجهه باساعت  6پس از        RAWسلول  مانی زنده -0-پل شک

کعاهش   مواجهعه، ز دُ شیافعزا  بعا  یکعه همگع   ندا هدگزارش کر مواجههساعت  9را پس از  جینتا شگاهیآزما هد

 ها وجود دارد. در داده یتوجه قابل ی، پراکندگحا  نیا ؛ بااند هدادسلو  را گزارش  مانی زنده

 

 :راهنما

   X دزُ مواجهه ( (μg/ml 

Y   (%سلو  ) مانی زنده 

 با بار مثبت رنیاستا یساعت قرارگرفتن در معرض پل 80پس از        RAWسلول  یمان زنده -0-پ شکل
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کعاهش   ،مواجهعه  دُز شیافعزا  بعا  یند که همگع ا هگزارش کرد مواجههساعت  25را پس از  جینتا شگاهیآزما ده

 وجود دارد.ها  در داده یتوجه قابل ی، پراکندگحا  نیا ؛ بااند دادهگزارش سلو  را  مانی زنده

 

 :راهنما

   X دزُ مواجهه ( (μg/ml 

Y   (%سلو  ) مانی زنده 

 نانومتر 833ذرات سریا  مواجهه باساعت  80پس از        RAWسلول  یمان زنده -5-پ شکل

بعا  کردنعد کعه    ها بیان گزارشدر این  گیگزارش کردند و هم مواجههساعت  25را پس از  جینتا شگاهیآزما ده

ها  در داده یتوجهقابل ی، پراکندگحا  نیا با .وجود ندارد یسلول یمان زنده در یکاهش چیه مواجهه، دُز شیافزا

 وجود دارد.

مراجععه   1-9-5 زیربنعد  در 2 آورمادیع )بعه   دندحا  کر وژیفیها و نانوذرا  را با مراحل سانتر سلو  NanoGo میت -یادآوری

بعر  ععلاوه  کعه  افتنعد ی. آنها درندو نانوذرا  داشت یرده سلول نیچند مها برا سلو  مانی زنده تر از محدود اریبس عیتوزیک  و (شود

 انحعرا  کعاهش  موجب این مراحل  نی. همچنیابد یکاهش ممراحل با این  ها شگاهیآزما نبی 18% تا  نیانگیم معیارانحرا   ،نیا

ها و نعانوذرا  باعع     سلو  حا  ب،یترت نی. بدشودمی نانوذره و رده سلو  نیبا چند شگاهیآزما کی در 58%  میانگین تا معیار

 شود و مهم است. یم سلولی سمیت جیدر نتا مریرپاییتغکاهش 
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vitro systems — Limulus Amebocyte lysate (LAL) test 

آزمون اندوتوکسین نانومواد در  -فناورم نانو، 3158: سا  35391شماره  -استاندارد ملی ایران -یادآوری

 استاندارد با استفاده از، Limulus Amebocyte Iysate  (LAL)نروش آزمو -تن هام برون سیستم

ISO      :      استتدوین شده. 

 


