
 مجمة جامعة دمشق لمعموم الأساسية
 24-11(: 2023) 4عدد  -33مجمد 

Damascus University Journal for the Basic  Sciences 
Vol 39 No.4 (2023): 11 -44 

 

 14من  1
ISSN (online): 2789-6366             
http://journal.damascusuniversity.edu.sy/index.php/index/index 

 البالغة واستنباتها Wister ratعزل خلايا الأرومة الميفية الجمدية من جمد الجرذان 
 

 3نزار عيسى أ.م.د.   2ري. أميرة أومأ.د 1نبال كبول

1
 سورية. طالب ماجستير، قسم البيولوجيا، كلية العلوم، جامعة دمشق، 
1
 أستاذ، قسم البيولوجيا، كلية العلوم، جامعة دمشق، سورية. 
أستاذ مساعد، قسم البيولوجيا، كلية العلوم، جامعة دمشق، سورية. 3

 

 

 الممخص
لأغراض بالغة  سواءً أكانت جنينية أم وحفظيا الجذعيةالخلايا  في استنباتييتم الباحثون 
 mesenchymalأصل المحمة المتوسطة Fibroblast الميفيّة عد الأرومة ت ،ةعممية وعلاجي

origin ، وحكونيا تساىم في عممية التئام الجر  في تطبيقات العلاجات الخمويّةاستُخدمت و 
 ة.ليا قدرة تجديد عاليو 
في واستنباتيا  ،جرذاً ذكراً بالغاً( 20)تمّ عزل الأرومات الميفيّة من جمد الجرذان البالغة  

وفق  CO2ضمن عمبة استنبات مطمية بالجيلاتين في حاضنة  FBS 15%و DMEM وسط
 بوساطةالأرومات الميفية  دراسة توتم ،75)رطوبة -° 37درجة حرارة  -co2%5الشروط )

لوحظت خلايا ذات استطالات وتفرعات عديدة أظيرت التصاقاً المجير المقموب حيث 
عكارة أو تموّث جرثوميّ أية وبدا وسط الاستنبات شفّافاً دون  واضحاً بقاع عمبة الاستنبات،

تم اختيار الشروط الأكثر  وخلال التجارب. أو فطريّ، وحافظ الوسط عمى المّون الورديّ 
مع بذل الجيود اليومية الحثيثة والمتواصمة لإبقاء تمك الخلايا سميمة ومحمية حتى ملاءمة 

 .تتكاثر بسيولة ويسر
 

  الأرومة الميفيّة_ جمد الجران_ الاستنبات الخموي.الكممات المفتاحية: 
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Abstract 
Researchers are interested in culture and storage of stem cells, whether 

embryonic or adult, for scientific and therapeutic purposes. The fibroblast 

are the origin of the mesenchymal cells, the fibroblast used in cellular 

therapies, because they help in wound healing and they have a high 

regeneration capacity. 

Fibroblasts were isolated from the skin of adult rats (20 adult male rats), and 

cultured in DMEM and 15% FBS medium in a gelatin-coated culture box in 

a CO2 incubator under the conditions (5% co2-temperature 37°- humidity 

(75°C).  

Were studied under inverted microscope, it was observed that cells with 

many elongations and branches showed clear adhesion to the bottom of the 

culture flask. The culture medium appeared transparent without any turbidity 

or bacterial or fungal contamination, and the medium maintained the pink 

color. 

Through the experiment, the most conditions with making daily and 

continuous efforts to keep these cells healthy and protected so that they can 

reproduce easily. 
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 :ةالمقدم
سواءً أكانت جنينية أم   in vitro في الزجاج الخلايا عزل واستنباتل ول عمى الظروف والشروط المثمىحصال ييتم الباحثون في 

 ت الدافع الرئيسن دراسة العمميات الفيزيولوجية لمخمية كانإحيث  ،(Aumari, 2012)في السائل الآزوتي لمدة طويمة  وحفظيابالغة 
 لتطوير الاستنبات الخموي.
كون المستنبت الخموي يشكل بيئة مناسبة نظراً لالطرق الرئيسية المستخدمة في الأبحاث الدراسية اليوم،  الاستنبات الخموي ىو أحد

الوراثية وغيرىا  لتقييم تأثير الأدوية المختمفة ومستحضرات التجميل والمواد الكيميائية وفي إنتاج المقاح وفي العلاج الجيني واليندسة
 . (Kheirollah et al., 2016)من الأبحاث الدراسية
الأرومة الميفية تمعب كونيا  .(Kheirollah et al., 2016) المكوّن للأدمةالضام منّسيج الأكثر أىمية ل مكوّنالتعدُّ الأرومة الميفيّة 

، (Ravikanth et al., 2011)  والصحة والمرض من خلال توزعيا ونسبتيا ضمن تيفي حال وفاعميتو النسيج الضام دوراً في تنظيم
 .(Kisiel & Klar, 2019)، تشتق من الأدمة الوسطى الجنينية (Marsh et al., 2021)خلايا ميزنشيمية  الأرومة الميفيّةكون 

أنسب  الجمد ىولكن  ،(Marsh et al., 2021) (Kheirollah et al., 2016)الجسم أماكن عديدة من  لنسيج الضّام موجود فيا
التئام الجروح عممية تمعب دوراً في دعم ، (Rittié & Fisher, 2005)الميفية  للأرومات ة التي يمكن استخداميا كمصدرالأنسج
ليا قدرة تجديد عالية كما ، (Buechler et al., 2021).(Abbasi et al., 2020) (Ichim et al., 2018)الطبيعيّة

(Nilforoushzadeh et al., 2017) (Buechler et al., 2021)المطرق خلايا  فيي لا تنُتج فقط، ، وىي عنصر أساس في الجمد
وتمعب دوراً ميمّاً في تنظيم فيزيولوجيا الجمد ، ومع أنواع الخلايا الأخرىمن جية تتواصل مع بعضيا  بل تنظميا أيضاً كما أنيا 

 .(Sorrell & Caplan, 2004) الحيويّةىندستو في و  ،جروحووفي إصلاح 
عمميات الجذب  بوساطةإلى موقع الجرح ا ؤىيتمّ استدعاحيث  سيج تُياجر الأرومات الميفيّة إلى موقع الإصابةنّ د إصابة النعف

 proliferative وفي المرحمة التكاثرية تبدأ بترسيب الكولاجين الجديد chemoattractanis  (Ichim et al., 2018)  الكيميائي

phase .مسيمة عممية شفاء الجرح 
 

 
 .هيكل الأرومة الميفيةشكل تخطيطي ل ( a: (1)الشكل 

(V Sandhu et al., 2012) 
 

 & Williams)لأول مرة مورفولوجياً من قبل فيرشو وثمّ دوفال في نياية القرن التاسع عشر ولقد تمّ وصف الأرومات الميفية 

Thornton, 2020). 
ضويّة وتبدو في مظيرىا الجانبي مغزليو الشّكل، نواتيا بي، واستطالاتيا الطّويمة والمتفرّعةبكبر حجميا وتسطّحيا  تمتازُ فيي 

جياز  Cالنوية،  B النواة، Aيوضح ىيكل الأرومة الميفية:  (a: (1)الشكل  (Ravikanth et al., 2011)متجانسة  اوسيتوبلازما ى
الشبكة البلاسمية الداخمية I ريبوزومات متعددة، H  ميتوكوندريا، Gريبوزوم، F حويصلات ناقمة،  E السيتوبلاسما، Dغولجي، 
 .(V Sandhu et al., 2012) حبيبات مفرزة Mالأنيببات الدقيقة،  Lعمميات خموية،  Kألياف الكولاجين،J الخشنة، 

b 100تكبير فية من جمد الإنسان تحت المجير ذوالأرومة المي( يوضحX (Nilforoushzadeh et al., 2017). 
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 c 200 التكبير ايوزين ذي –( الأرومة الميفية في جمد الفئران ممونة بالييماتوكسيمينX (Zhao et al., 2016) 
 

 
 

 (Nilforoushzadeh et al., 2017) .: الأرومة الميفية من جمد الإنسان(b: (1)الشكل 

 

 
 (Zhao et al., 2016)الأرومة الميفية في جمد الفئران.   (c: (1)الشكل 

 اجو صعوبات بالغة،يو من القوارض البالغة يا عزل عزل الأرومات الميفية الجنينية لدى أجنة القوارض بشكل جيد، ولكن تمت دراسة
في  يانموذجاً مفيداً لدراسة وظائف يعتمدبات الأرومة الميفية في المختبر أن استنكما  .(Seluanov et al., 2010) لمباحثين تحديا يشكلو 

 .(Rittié & Fisher, 2005)/(Kisiel & Klar, 2019)الحالات الطبيعية والمرضية ضمن شروط بيئية قابمة لمسيطرة من قبل الباحث
 Henrot)الفحوصات الوظيفيةفي البيولوجيا الجزيئية و  أبحاث في عزليا من الجمدبعد مباشرةً يمكن استخدام الأرومات الميفية كما 

et al., 2020)  تم تطبيقيا سريرياً عمى  كما ، في التطبيقات العلاجية الخموية لمرضى الحروق وجروح السكري وشيخوخة الجمدو
كونيا تمعب دوراً  ثيانيعلاج التياب المفاصل الر وفي ،  (Nilforoushzadeh et al., 2017)العديد من المرضى وأثبتت نجاحيا 

الأرومة الميفية عمى نطاق واسع استخدمت كما و  (Marsh et al., 2021) زيادة حدة الإصابة عند في الحفاظ عمى توازن المفاصل
 Culture (Rombouts et al., 2002)أسيل أنواع الخلايا التي تنمو في المستنبت  لكونيا أحدموية والجزيئية دراسات الخفي ال

إلى إجراء ىذه من الحيوانات البالغة يا واستنباتالميفيّة  اتمناسبة لعزل الأروممبسطة إيجاد طرق حديثة و  :إلى تيدف ىذه الدراسة
 العممية. راسة والاستفادة منيا في الأبحاثالد

 Materials and Methods وطرائقه:البحث  مواد
من جمد الجرذان البالغة وحفظيا في السائل يا كيفية عزل الأرومة الميفية واستنباتلفي ىذا البحث خطوات عممية نستعرض 
 الآزوتي.
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 جامعة دمشق.-كمية العموم-أجريت التجارب في مختبرات قسم عمم الحياة الحيوانية
 المواد:1) 
  استنباتوسط DMEM High Glucose  شركةEuro Clone S.P.A 

  استنباتوسط RPMI  شركةEuro Clone S.P.A 

  ّمصل جنين بقري(Fetal bovine serum) (FBS)  شركةGENAXXON  

  وسطdpbs Dulbecco´s PBS powder  شركةSimply 

 L-glutamine  شركةHY Clone 

 Pencilium – streptomycin  شركةSimply 

  0.1جيلاتين% Gelatine gepulvert  شركةSimply 

  تربسينTrypsin  شركةSimply  

  أزرق الميتمينMethylene blau    شركةMERCK 

 إيثانول Ethanol absolute 70%  شركةPanreac 

 Amphoferieins B  شركةSimply 

  الأيثرDiethyl Ether  شركةeuro lab   

 جهزة:الأ 2)

 غرفة زراعة خموية عقيمة Biohazard Safety Cabinet (class II type AZ model: js cb-900sb) brand's Korea.  

  حاضنةco2 Shellab35o2 co2 water jacketed in cubator . 

  مركزيّ(جياز تثفيل )جياز نبذ Hitachi EBA 20s bench top centrifuge. 

  الأوتوغلافجيازJSR-Model JSAC -100-Autooclave  

   حاضنة اىتزازHeidolph unimax1010  
Heidolph Inkubator1000        

  مجير مقموب موديلOptika مزوّد بكاميراOptika  .موصول بحاسوب مزودّ بـالبرامج المطموبة لمعمل 

 ضوئي  مجيرOptika. 

 بارو ني صفيحةNEUBAUER W.GERMANY BLAUBRAND   . 

 حمّام مائي Instructions  

 ميزان حسّاسSARTORIUS . 

  ّمحرّك مغناطيسيSTUART . 

  رجّاجvortex yellow line TTS2 . 

 عمبة زراعة خمويّةT25  شركةEuroClone S.P.A 

  أطباق زراعة خمويّة شركةEuroClone S.P.A. 

 خزان آزوتو  (80-ومجمدة )( 20-ة )مجمّد. 
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  ة وفق الجدول التالي:موبالأوساط المطتحضير ولقد تمّ 3) 
 

 نات الأوساط المستخدمة في دراستناو يوضح الشكل التالي مك (2)الشكل 

 اسم الشركة مكونات الوسط اسم الوسط
 (A)وسط نقل العينة

Transportation medium 

1)  RPMI 
2) Antibiotic(penicillin-streptomycin) 

 EuroClone S.P.Aشركة 
 Simplyشركة 

 (B)وسط غسل العينة
Washing medium 

Dpbs 
(Dulbecco´s PBS powder) 

 Simplyشركة 

 (C)وسط اليضم
Digestion medium 

1) Trypsin 
2) Disease 

 Simplyشركة 

 Simplyشركة 

 (D)وسط الاستنبات الخموي
 

 
Culture medium 

1) DMEM H.G 
2) L-glutamine 

3) FBS(Fetal bovine serum) 

4) Antibiotic(penicillin-streptomycin) 
5) Amphotericin B 

6) Gelatine 0.1% 

 Euro Clone S.P.Aشركة 

 GENAXXONشركة 

 Simplyشركة 

 HYCloneشركة 
 Simplyشركة 

 Simplyشركة 

 وسط الاستنبات الثانوي

Subculture 

(passage) 

1) Trypsin 
2 )( DMEM H.G+L-glutamine+FBS (Fetal 

bovine serum)+Antibiotic (penicillin-

streptomycin)+ Amphotericin B) 

3)  Gelatin 0.1% 

 Euro Clone S.P.Aشركة 

 GENAXXONشركة 

 Simplyشركة 

 HYCloneشركة 

 Simplyشركة 

 Simplyشركة 

 وسط التجميد

Freezing medium 

1) Trypsin 
2) (DMEM H.G+ L-glutamine+FBS(Fetal 

bovine serum)+Antibiotic(penicillin-

streptomycin)+Amphotericin B) 

3)Freezing medium: 

(DMEM H.G + DMSO + FBS) 

 EuroClone S.P.Aشركة 

 GENAXXONشركة 

 Simplyشركة 

 HYCloneشركة 

 Simplyشركة 

 Simplyشركة 
  Experimental Animal التجربة:حيوانات 4) 
-60)بوزن وعمر شير ونصف 20بدمشق بعدد ة ريّ اقة الذّ من ىيئة الطّ  بالغة waster Rats بيض   عمى ذكور جرذان  الحصول  تمّ 

100g)،  ّوىو حر الوصول لمغذاء  يث تم وضع كل جرذ في قفص منفردح ،ة بشكل عشوائيّ بلاستيكيّ توزيعيا في أقفاص  وتم
 والماء.

، ة مناسبةظروف صحيّ ضمن  رشت الأقفاص بنشارة الخشب،وفُ ، مل250ة لشرب الماء ذات سعة خاصّ  رالأقفاص بقواريجيزت  
درجة  27-25وبدرجة حرارة الغرفة التي تتراوح بين  ،يومي   ة ليا من نظافة وتبديل الفرش وتعقيميا بشكل  حيّ عاية الصّ الرّ  تقديم مع

ركت وتُ ، يومي   ز بشكل  مركّ عمف ت تغذية الحيوانات بكما تمّ ، سا 12/وظلامسا  12/ل بمعدّ  إضاءة وبوجود %40مئوية ورطوبة 
 بالتجربة.روف المحيطة قبل البدء لتتأقمم مع الظّ  اً يوم15ة تمك الجرذان لمدّ 

 العمل: طرائق
 :ان( تخدير الجرذ1
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آمناً لكونو خدير عن طريق الاستنشاق التّ  وتمّ ة، الأخلاقيّ العممية و  لممبادئ والقوانين وفقاً في عمميات التخدير  يثرستخدام الإا تمّ 
 ، (Miranda et al., 2011)الحيوان عمى وزن خدير زمن التّ م و ر المستخد  ة المخدّ يّ ف كمّ وتتوقّ  ،وخالياً من المضاعفات

د التأكّ  وعند (3)الشكلخدير التّ وضع الجرذ في غرفة  تمّ  ،سيجعمى النّ  جرح عمى ظير الجرذ من أجل الحصولالحداث إـبقبل البدء 
 .وسموكو الفيزيولوجيّ ة الجرذ د من صحّ تأكّ ال تمّ من العمل عند الانتياء و ة، مقل الجرذ إلى ساحة العمل المعقّ ثمن حدوثو ي

 

 
 من تصوير الباحث(.)داخل حجرة التّخدير  ذ(: الجر (3الشكل 

 النسيج:لمحصول عمى قطع  حداث جرح عمى ظير الجرذإ( 2
 تمّ اتباع الخطوات التالية:

  الأوتوغلافبـ ستخدمة يح المُ شر وتعقيم أدوات التّ  %70 بالإيثانولتحضير ساحة العمل وتعقيم جميع الأدوات المستخدمة(Escada, 

2018)  
  ّ70 والإيثانول %10يود -بالبو فيدون د  جيّ  نات الجمد وتعقيميا بشكل  خذ منيا عيّ تي أُ إزالة شعر المنطقة ال% (Siengdee et al., 2018). 
  عمى حياة الجرذ.حفاظاً  لتئام الجروحلاة الطبيعيّ  ةالفيزيولوجيّ الآلية ليتعافى بمراقبة الجرح 

 

   
مكان إزالة قطعة الجمد  دتحدي( a :(4)الشكل

 وتعقيمه.
 من تصوير الباحث()

قطعة الجمد باستخدام  ةإزال ( b :(4)الشكل
 المقص والممقط المعقّم 

 من تصوير الباحث(.)

 إحداث الجرح عمى ظهر الجرذ.( c :(4)الشكل
 من تصوير الباحث()

 
 الميفية: الأرومات عمى الحصول  3)

         تمّ اتباع الخطوات التالية:

   ّالوسط وضعيا في و  الجرذالجمد من نة أخذ عيA  ( .2)الشكل 

  الوسططباق بتري تحوي إلى أنة العيّ نقل B  مشرط. باستخدام إلى قطع صغيرة نةطيع العيّ تق، عمى الجميد( 2)الشكل 
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  15نابيب العينة إلى أنقلML  معDpbs 1000 بسرعةتثفيل ثمّ  ،سفلالأعمى والأ لىيا إوتحريك( 2)الشكل rpm  ة لمدّ و
 إلى الأنابيب. (2)الشكل Cإضافة الوسط ، ثمّ نابيبالأمن ( 2)الشكل  Dpbsالة ز ا  و  ،(Kheirollah et al., 2016)دقيقتين

 

  
(: يوضح جميع الخطوات المشتركة المطبّقة 5الشكل)

 من تصوير الباحث(.)أثناء العمل 
جميع الخطوات المشتركة  (: يوضح6الشكل )

 من تصوير الباحث(.)المطبّقة أثناء العمل 
 

  ُدقائق.10ة ة لمدّ درجة مئويّ  37عند  في حاضنة الاىتزازالأنابيب وضع ت 

  1100  بسرعة  تثفيل rpm زالة الطّ لمدّ و  افي.ة دقيقتين وا 

  ّالوسط صب D  ( 2الشكل) 1100 بسرعة تثفيل و  ،لأعمى والاسفلل العيّنة وتحريك rpm زالة الطّ لمدّ و  افي.ة دقيقتين وا 

  الاستنبات عمبةنقل الخلايا الى T25 1 لجيلاتينة امادّ ب ةمطميّ ال% (Aumari, 2012)  

  مل من وسط الاستنبات 5إكمال الحجم إلىD  (2)الشكل 

  في حاضنة  الاستنبات عمبةحضن CO2( 5وفق الشروط%co2- 75) رطوبة-° 37حرارة  درجة%.، 

 الاستنبات الأوليمن  ساعة 72بعد  تبديل وسط الاستنبات. 

 والمناقشة: النتائج
  culture of fibroblast  Primary:للأرومات الميفيّة ليّ الأوّ الاستنبات  (1

خلايا ذات استطالات  وجود لوحظو  .(200X & 400X)( مع تكبير optikaطة المجير المقموب )اسبو  لمستنبتةفحص الخلايا ا تمّ 
كما ، .(Rittié & Fisher, 2005) ةوىذا ما يتطابق مع مورفولوجيا الأرومة الميفيّ  ،ة وسيتوبلازماويّ نواة بيض عديدة تمتمك تفرعاتو 

 .(7)الشكل  الاستنباتقاع عمبة في  اً واضح اً التصاق أيضاً  ةأظيرت الأرومات الميفيّ 
 .((8الشكل عكارة أو تموّث جرثوميّ أو فطريّ، وحافظ الوسط عمى المّون الورديّ  ةوبدا وسط الاستنبات شفّافاً دون أيّ 

 

 

 من تصوير الباحث() X400ذات استطالات عديدة في اليوم الثامن من الزرع و التكبيرخلايا : يوضح الأرومة الميفية تحت المجهر ( (7لشكلا
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 .X200قطع الجمد المسحوقة نتيجة الهضم الميكانيكي والأنزيمي لقطعة الجمد في اليوم الأول من الاستنبات ذو تكبير يوضح A) ((8 الشكل
Bهجرة الخلايا وبداية الالتصاق عمى قاع عمبة الاستنبات في اليوم السادس من الاستنبات ذو تكبير  ح( يوضX200. 

C يوضح هجرة الخلايا والتصاق واضح في اليوم العاشر من الاستنبات ذو تكبير )X200. 
D  ) في اليوم الرابع عشر مما يستدعي الحاجة إلى إجراء تمرير  من سطح الطبق %75يوضح امتلاء عمبة الاستنبات وتشكيل طبقة تغطي أكثر من

 من تصوير الباحث() .X200الاستنبات ذو تكبير 

 
 of fibroblast :Subculture المّيفيّةلأرومة ل انويّ الثّ  الاستنبات( 2

تغطي أكثر من  Monolayerعمبة الاستنبات وتشكل طبقة لأ وتمعندما تنمو الأرومات الميفية في مرحمتيا التكاثرية تزداد كثافة الخلايا 
 passageالخلايا يستدعي القيام بتمرير مما ،الخلايا نمول تبعاً وذلك بعد مرور أسبوع إلى خمسة عشر يوماً  ،من سطح العمبة تقريباً  75%

 .(Rittié & Fisher, 2005) وتموتالميفية عن القاع لم يحدث تقميل لمكثافة الخموية سوف تنفصل الأرومات  نظراً لأنو إذ ،
 وفق الخطوات التالية: ل عممية التمريروتحص

  ر حديثاً إلى عمبة الاستنباتالمحضّ  تربسينالأضافةT25 بين الخلايا وقاع عمبة الاستنبات الارتباط فكّ  من أجل %0.1زبتركي. 

 2استنبات  مبتيتوزيع العيّنة عمى عT25  نكتب عمى كل عمبة استنبات جديدة  كلّ عمبة استنبات فيبمقدار نصف الكمّيّة
 .الثانوي وتاريخ الاستنبات مرات الاستنباتعدد  ورقم يبينمعمومات تتضمن: اسم الخلايا، 

  الاستنبات  مبةوضع ع، لإبطال مفعول التربسينمل 5جديدة واستكمال الحجم إلى أضافة وسط استنبات إلى كلّ عمبةT25  في
 %75)رطوبة  -° 37درجة حرارة  -co2%5)الحاضنة 

  باستخدام المجير المقموب  كل يومين ومراقبة الخلاياساعة، 48تبديل وسط الاستنبات كلoptika. (9)الشكل 
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 : خطوات الاستنبات الثانوي، )من اعداد الباحث(.(9)الشكل

 ة الخلايا:اختبار نمو وحيويّ (  3

 الخلايا:  عدد إحصاء
 NEUBAUER IMPROVED BRAND(Campbell, 2015)صفيحةباستخدام قبل إجراء الاختبارات الحيوية نقوم بعد الخلايا 

 التالية: وفق الخطواتوذلك 
 عمبة الاستنباتإلى   %0,1إضافة تربسين T25،  1100 بسرعة تثفيل ثمّ نقل المعمق إلى أنبوب تثفيل rpm ة دقيقتين لمدّ  و

زالة الطّ   افي.وا 

  لتخفيف كثافة الخلايا لتسييل العدّ  الاستنباتإضافة وسط. 

  ة ة ميكرويّ طة ماصّ اسميكرو ليتر من محمول الخلايا بو  10سحبMicropipette  مل وتمديده عدة مرات 1,5إلى أنبوب
 بإضافة كمية من وسط الاستنبات. 

  ضافة مل 1,5ميكرو ليتر من محمول الخلايا إلى أنبوب  10سحب  ,Campbell) ن أزرق الميتمينميكرو ليتر من مموّ 10وا 

 .ة الخلايالتحديد حيويّ  (2015

  صفيحة العدّ عمى  ياووضعمن المعمق ميكرو ليتر 10سحب. 

  التالية:وفق العلاقة اب عدد الخلايا حسوتم 
 

10×نسبة التمديد× مل= عدد الخلايا / عدد الخلايا
4 

 

10×2.5= في دراستنا بمغ متوسط عدد الخلايا لقد
 .خمية /مل 5

  cell viability:حيوية الخلايا

 ما الخلايا الحية فتبقى بيضاء لامعةأتحديد حيوية الخلايا باستخدام الممون الذي يمون الخلايا الميتة فقط بالمون الأزرق  تم

(Campbell, 2015).  التالية:وفق العلاقة ا حساب حيوية الخلايتم و  
 

 100(×(يعدد الخلايا الميتة/ عدد الخلايا الكم) – 1حيوية الخلايا=)
 .  %65بمغ متوسط حيوية الخلاياوقد 

   cryopreservation:بالتّجميدحفظ الخلايا ( 4
 دراستنا.أبحاث في  اللاحق للاستخدام الأرومات الميفية تجميد بعض من تمّ 
 الية:وذلك وفق الخطوات التّ  
  ّ15أنابيب تثفيل  نقل الوسط إلى، ارتباط الخلايا فكml  ، 1100 ـبسرعة تثفيلالو rpm  زالة الطّ لمدّ و  افي.ة دقيقتين وا 

  1إضافةml ّ1.5جميد إلى أنابيب التّ  محمول الخلايانقل  ، عمى الجميد إلى أنبوب التثفيل جميدمن وسط التml عمى الجميد. 
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  4حفظ أنابيب التجميد في الثلاجة بدرجة حرارة 
°
c  ة ساعة، ثمّ لمدّ  °20-دة بدرجة المجمّ  ثمّ نقل الأنابيب إلىساعات 4لمدة

لحين الاستخدام  ة أطولائل لحفظ الخلايا لمدّ الآزوت السّ خزان إلى  ساعة، وبعدىا نُقمت24ة لمدّ  °80-دة إلى المجمّ  نقميا
(Siengdee et al., 2018).  (10)الشكل 

 

 : خطوات التجميد، من اعداد الباحث.(10) الشكل
الحصول لقد كان الأبحاث الدراسية المخبرية،  في الاستفادة منياوتمت أمكن عزل واستنبات العديد من الخلايا الحيوانية في الزجاج 

من الأجنة لدى أناث من الحصول عمى عينات الجمد لعزليا  عمى عينات الجمد لعزل الأرومات الميفية من الجرذان البالغة أسيل
 .(Seluanov et al., 2010)الجرذان الحوامل

عزل الأرومات الميفيّة الجمديّة لأجنّة الفئران وزرعيا في وسط استنبات دون أي  (Kheirollah et al., 2016) 2016 في عامتمّ 
  (Kheirollah et al., 2016) صادّات حيويّة وبتكمفة بسيطة مع الحدّ الأدنى من معدّات المختبرات

ة البالغة من جمد الميفيّ ات لأروماإجراء عزل  تمّ  2010عام ففي ، أمام الباحثينيشكّل عائقاً البالغة  ةرومات الميفيّ عزل الألم يعد 
ستغرق مع إجراء بعض التعديلات: الأرومات الميفيّة الجنينيّة اطرق عزل نفس  الباحثون اتبعو  منطقة الإبطفي  البالغة الجرذان

رع استخدام وسط الزّ تمّ أطول من الوقت المستخدم في طرق عزل الأرومات الميفيّة الجنينيّة و  دقيقة (90-30)بين  الجمد وقت ىضم
DMEM/F12 بقريّ  مصل جنينيّ و FBC  وأنزيم  %15بتركيزLiberace   (Seluanov et al., 2010) 

أفضل من  بشكل لأروماتا نمتالمستخدم في الدراسة حيث  FBCمع بحثنا من خلال نسبة المصل الجنيني البقري ىذا يتوافق 
كما أننا ، (Siengdee et al., 2018)الصادات الحيوية بنسبة قميمة إلى الوسط فنا أض حيث ،يخالف بحثنانو لك، النسب الأقل

  .(Siengdee et al., 2018)المستخدم في البحث Liberaceاستخدمنا أنزيم التربسين وأنزيم الديسباز عوضاً عن أنزيم 
من العزل  ةقيعديل عمى طر التّ  بعد وفاتو وتمّ  سيويّ ة من جمد أذن الفيل الآالميفيّ  عمى عزل الأروماتدراسة جريت أُ  2018عام  

ىذا  الكولا جينازأنزيم  . واستخدامبيعيّ الطّ ركيز أضعاف التّ  ةة( إلى عشر ة والفطريّ ة )البكتيريّ ات الحيويّ ادّ مضاعفة تركيز الصّ خلال 
نزيم الديسباز وأنزيم التربسين أ نااستخدام حيثراستنا دو  (Siengdee et al., 2018)خالف دراسة مع الأبحاث الأخرى ويُ  وافقيت
 .(Henrot et al., 2020)البحث إليو    في  اتوصمو  ما يوافق ىذا يضم جيدة لمنتيجة  حصمنا عمى و 
 لتقييم نموّ  ELISAطريقة  خلال تطبيقة لمجرذان من ة الجنينيّ إدخال وسيط جديد إلى طرق عزل وزراعة الأرومات الميفيّ أيضاً  تمّ 

 نتاميلغمو اعمى اقتصرنا  دما في بحثنا فقأ (Jozefczuk et al., 2012)نتاميمو الغدة رغم وجود متعدّ  دخال عوامل نموّ إ الخلايا، وتمّ 
لخلايا والفحص ا دعدإحصاء كان من خلال فقد ، أما فيما يتعمق بتحديد نمو الخلايا نتيجة جيدة ذلك كعامل نمو وأعطى فقط 

تم تطبيق الكولاجين في الزراعة  1979في عام . و حيوية الخلايا المذكورة سابقاً من خلال حساب  تفكان تياأما حيوي ،المجيري
عمى اتصال في الجمد الأرومات الميفية نظراً لكون  (EUGENE BELL, BENGT IVARSSON, 1979)الخموية لممرة الأولى 
 .الأول النمطمع الكولاجين من 
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عند زراعة الأرومات الميفية و تأمين بنية مشابية لمجسم الحي، لتتم زراعة الأرومات الميفية عمى سطوح مطمية بالكولاجين ما  غالباً 
تكون ، بينما (Rittié & Fisher, 2005)باستطالات وليا تشعبات  عديدة وتتكاثر بشكل أبطأالأرومات  مع الكولاجين تظير 

 ،(Kheirollah et al., 2016)   متوازية ماتريكسومنتظمة في  مغزليوو ين مسطحة ولاجالأرومات الميفية المزروعة دون ك
الجيلاتين نتيجة  ىدقيقة قبل الاستنبات وأعط2حيث تمّ طمي عمبة  الاستنبات فييا لمدة ، %0.1في دراستنا تم استخدام مادة الجيلاتين 

لكن كان النمو بالنسبة  ،الجيلاتينطمييا بدون ستنبات في عمب الأرومات الميفية المستنبتة بالتصاق  الأرومات وىجرتيا مقارنة لاممتازة ل
 .(Aumari, 2012) ، وىذا يتوافق مع البحثللأرومات أبطأ حيث استغرق اكتظاظ قاع عمبة الاستنبات مدة أطول مع الجيلاتين

 :الاستنتاج
صادات حيوية بتراكيز مع  FBS15%و DMEMوسط  فيأثبتنا أن عزل الأرومات الميفيّة من جمد الجرذان البالغة واستنباتيا 

 مع تأمين عقامة تامة في العمل،  في عمبة استنبات مطمية بالجيلاتين ياستنبات، وااستخدام أنزيم التربسين وأنزيم الديسبازب، معتدلة
 .في آلية التئام الجروح الأرومات الميفيّة وفعاليتياى خصائص يحافظ عم

من خلال طريقة بسيطة وسيمة التطبيق نسبياً لعزل الأرومات الميفيّة من جمد الجرذان البالغة فائدة عممية ىذه الدراسة تقدم  
 .عمى نحو أفضلفي المستقبل ويمكن تطويرىا  العممية من أجل الأبحاثواستنباتيا 
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