


Inverted versus Upright Microscope

 المجهر القائم مقابل المقلوب
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 :المجهر القائم

أو الصفٌحة الزجاجٌة الموضوعة ٌنظر من الأعلى الى العٌنة ‒

 على المنصة

 تحت المنصةموضوعة  من مرآة الأعلىباتجاه  الضوءٌتم تسلٌط ‒



 :المجهر المقلوب

الضوء ٌقع مصدر  ‒

فوق والمكثف بالأعلى 

 المنصة

العدسات تحت المنصة ‒

 وتشٌر للأعلى

توضع العٌنة على المنصة ‒

وٌنظر للعٌنة من أسفل 

صفٌحة زجاجٌة، )الوعاء 

الذي ٌحوٌها ( وعاء الزرع

عوضاً عن النظر الى 

9 العٌنة من الأعلى



Expanded Equipment الموسعةالمعدات   
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مضخة الشفط . 1

مقٌاس الحموضة. 2

المجهر متحد البإر. 3

 مقٌاس التدفق الخلوي. 4



 :Confocal متحد البؤرالمجهر •

تقنٌة تصوٌر تهدف الى التغلب على –

العادي محدودٌة المجهر المفلور 

بشكل اغراق كامل العٌنة والتً ٌتم 
متساوي بضوء من مصدر ضوئً 

التضاد والتمٌٌز البصري فً .زٌادة –
طرٌق حذف عن الصورة المجهرٌة

فً الضوء خارج ساحة التركٌز 

العٌنات التً تفوق سماكتها المستوي 

 البإري

من بنى ثلاثٌة الأبعاد امكانٌة تشكٌل –
الصور الناتجة
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 Flowمقٌاس التدفق الخلوي •
cytometer : هو تقانة فٌزٌائٌة

، استخدام اللٌزرحٌوٌة معتمدة على 
اذ تعبر خلاٌا معلقة فً سائل أمام 

 : بهدفجهاز كشف الكترونً 

 تعداد الخلاٌا1.

 فصل الخلاٌا2.

 تقصً وجود واسمات حٌوٌة3.

ولأغراض متعددة اخرى  4.

(cell cycleالدورة الخلوٌة  ) 
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 :الجهاز بشكل روتٌنً فًٌستخدم •

الاضطرابات الصحٌة تشخٌص 1.

 خاصة فً سرطانات الدم

 العلمٌة الاساسٌة البحوث2.

و الممارسة التجارب السرٌرٌة 3.

 السرٌرٌة

13



Additional Supplies الأدوات الاضافٌة 

14

دوارق، أطباق، زجاجات، صحون )الخلاٌا أوعٌة زرع . 1

 (الحجرات متعددة

 ممصات وماصات .2

   والمحاقن الابر. 3

 مخصصة لكل فئة نفاٌةحاوٌات . 4

 زرع، مصول، وكواشف أوساط. 5

 الخلاٌا. 6



Cell Culture Laboratory

مخبر زرع الخلاٌا   

• Aseptic Work Area

• Cell Culture Hood 

Layout 

• Incubator

• Storage

• Cryogenic Storage

 

 منطقة عمل عقٌمة•

 حجٌرة زرع الخلاٌاتنسٌق /رتٌبت•

 الحاضنة•

 التخزٌن•

 التخزٌن فائق التبرٌد•
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Aseptic Work Area منطقة عمل عقٌمة       

 الخلاٌاعقٌمة مخصصة فقط لزرع  احتفظ بمنطقة عمل1.

 

ان أمكن، واذا لم ٌكن بالامكان غرفة زرع خلاٌا ٌفضل وجود . 2

 فٌمكن استخدام منطقة مخصصة لزرع الخلاٌا فً مخبر كبٌر

 

خزانة وجودة ( أقلها كلفة)أبسط طرٌقة وأكثرها اقتصادٌة . 3

 الخلاٌاحجٌرة زرع البٌولوجٌة أو السلامة 
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Cell Culture Hood Layout

حجٌرة زرع الخلاٌاتنسٌق /رتٌبت  

 :ٌجب أن تكون حجٌرة زرع الخلاٌا•

   قبل شخص واحدبما فٌه الكفاٌة لتستخدم من  كبٌرة1.

 من الداخل والخارجسهلة التنظٌف 2.

 بشكل كافً مضاءة3.

بدون الحاجة لأوضاع غٌر  مرٌحةٌمكن استخدامها بوضعٌة 4.

 ملائمة

 نظٌفة ومرتبة5.

ٌجب رشه فكل ما ٌوضع فً حجٌرة زرع الخلاٌا : معقمة6.

17 و تنشٌفه% 70بالكحول 
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ممكه )تزتيب أساسي لحجيزة سرع الخلايا للعامليه الذيه يستخذمون اليذ اليمني  

(تبذيل أماكه كل ما هو موجود علي طاولت العمل للذيه يستخذمون اليذ اليسزى



Incubator الحاضنة    

 لنمو الخلاٌاهدف الحاضنة توفٌر بٌئة مناسبة •

 

متطلبات العقامة فً الحاضنة لٌست بصرامة حجٌرة زرع •

لتجنب تلوث الخلاٌا لكن ٌجب تنظٌفها على فترات مناسبة 

 الخلاٌا المزروعة
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 :  ٌجب أن تكون الحاضنة•

 بحٌث تلبً احتٌاجات المخبر كبٌرة1.

وتحكم بالحرارة بفاصل تدوٌر هواء قسري تملك آلٌة 2.

 درجة مئوٌة ±0.2

بالتنظٌف السهل والحماٌة الستانلس ستٌل تسمح حاضنات 3.

 من التآكل خاصة بوجود هواء رطب بالحاضنة
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 أنماط الحاضنات

حاضنات جافة : هناك نمطٌن أساسٌٌن من الحاضنات•

 وحاضنات رطبة

 

 :الحاضنات الجافة•

 (أرخص)اقتصادٌة أكثر 1.

لتجنب تبخر دوارق محكمة الاغلاق ٌجب أن تزرع الخلاٌا فً 2.

 وسط الزرع

بوعاء ٌحوي ٌمكن ادخال  بعض الرطوبة عن طرٌق الاحتفاظ 3.

، لكن لا ٌسمح بالتحكم الدقٌق بالأحوال الجوٌة فً ماء فٌها
الحاضنة
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 :الحاضنات الرطبة•

 أغلى سعرا  1.

 بظروف الزرعبتحكم أكبر تسمح 2.

متعددة الحجرات أطباق أو فً صحون تستخدم لزرع خلاٌا فً 3.

 والتً تتطلب بٌئة مضبوطة أكثر

22



 التخزٌن
 :فً مخبر زرع الخلاٌا ٌجب تخصٌص أماكن لتخزٌن•

 الأوساط والكواشف: السوائل. 1

 الأدوٌة و الصادات الحٌوٌة: المركبات الكٌمٌائٌة. 2

 (مرة واحدة)أوعٌة زرع ، كفوف، ممصات : المواد المستهلكة. 3

 زجاجات الأوساط والمماصات الزجاجٌة: الزجاجٌات. 4

 ...(أجهزة )المعدات التخصٌصٌة . 5

 الخلاٌا والأنسجة. 6
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 شروط التخزٌن 

 تراعى شروط التخزٌن من حرارة وضوء حسب المادة •



 التخزٌن فائق التبرٌد

التً ٌتم زرعها بشكل   Cell linesتمٌل الخطوط الخلوٌة •

 بازٌاد اعادة الزرعلعدم ثباتٌة جٌنٌة مستمرالى التعرض 

من )من الضروري اعداد كمٌات كافٌة من الخلاٌا مبكراً –

 لحفظهم فً المخزن عالً التبرٌد( زرعات باكرة

لأن  80ºC–ولا فً  20ºC–لا ٌمكن تخزٌنها فً ثلاجات •

 تنقص عند تخزٌنهم فً هذه الدرجاتقابلٌتهم للحٌاة والنمو
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Types of Cryogenic Storage

 أنماط المخزن فائق التبرٌد

 :هناك نمطٌن من أنظمة تخزٌن النتروجٌن السائل•

، والتً تؤتً فً عبوات تخزٌن طور البخار وطور السائل•

 واسعة العنق أو ضٌقة العنق 
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 :أنظمة طور البخار•

تقلٌل خطر الانفجار 1.

 لانابٌب الخلاٌا المجمدة

ضرورٌة لتخزٌن المواد 2.

 الخطٌرة 

 

 :أنظمة طور السائل•

 ثابت أطولزمن تشغٌل 1.

أكثر اقتصادٌةبالتالً 2. 26



 :الأوعٌة ضٌقة العنق•

 أبطأمعدل تبخر النتروجٌن فٌها –

 أكثر اقتصادٌة–

 

 :الأوعٌة واسعة العنق•

 بسهولةتسمح بالوصول للعٌنات –

تخزٌن أكبرتملك قدرة –
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التلوث

تلوث المشكلة الأكثر شٌوعاً فً مخابر زرع الخلاٌا هً •

 والتً قد ٌكون لها عواقب وخٌمةالخلاٌا المزروعة 

 

 :ٌمكن تقسٌم التلوث الى فئتٌن رئٌسٌتٌن•

 كٌمٌائًتلوث –

بٌولوجًتلوث –
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Chemical Contaminants

 الملوثات الكٌمٌائٌة

 عدم نقاوة أوساط الزرع، المصول، والماء1.

 

 (من الخلاٌا) سموم داخلٌة المنشؤ2.

 

 المواد البلاستٌكٌة3.

 

المنظفات4.
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Biological Contamination

أنواع التلوث البٌولوجً الرئٌسٌة 

• Bacteria

• Yeasts

• Molds

• Viruses

• Mycoplasma

• Cross-

Contamination  
by other cell lines

30

البكتٌرٌا1.

الخمائر2.

العفن3.

الفٌروسات4.

المٌكوبلازما5.

اختلاط )التلوث بخلاٌا أخرى 6.
(الخلاٌا



ربما ٌكون من غٌر الممكن حذف التلوث بشكل كامل لكن •

 :ٌمكن خفض تكرر وخطورة وجوده عن طرٌق

 

 التلوثعمٌق لمصادر فهم 1.

 

بشكل جٌدعمل عقٌم اتباع تقنٌة . 2
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Sources of Biological Contamination

 مصادر التلوث البٌولوجً

32

الغٌر عقٌمةالأدوات 1.

أوساط الزرع والكواشف2.

والمثقلة بالاحٌاء الدقٌقةعبر الهواء المنقولة  الجزٌئات3.

غٌر نظٌفة حاضنات4.

 متسخة عمل سطوح5.



البكتٌرٌا -الجراثٌم  

مجموعة كبٌرة ومنتشرة من الأحٌاء •

 وحٌدة الخلٌةالدقٌقة 

 

 (μm)مٌكرولٌترات بقطر بضعة عادة •

من الكروي الى أشكال مختلفة تملك •
العصوي الى اللولبً
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بالاضافة )بسبب انتشارها وحجمها وسرعة نموها فالبكتٌرٌا •

فً الأكثر شٌوعا  هً الملوثات البٌولوجٌة ( للخمائر والعفن
زرع الخلاٌا
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بضعة أٌام للوسط خلال   العٌنًٌمكن كشف التلوث البكتٌري بالفحص •

 من بدء التلوث

 

 :أوساط الزرع المصابة•

 وأحٌاناً بوجود فٌلم رقٌق على السطح( مغٌمة)عكرة تبدو –

 

وسط الزرع pHفً مشعر حموضة انخفاض مفاجئ –
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Yeasts الخمائر        

وحٌدة الخلٌة حقٌقٌة أحٌاء دقٌقة •

 فً مملكة الفطورالنوى 

 

ٌتراوح حجمها من بضعة •

  40الى ( عادة)مٌكرولٌترات 
عندما ٌصبح ( نادراً )مٌكرون 

التلوث بمرحلة متقدمة
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 :فً الزروعات المخموجة بالخمائر•

 

فً حموضة الوسط فً البداٌة تغٌٌر ضئٌل جدا  هناك –
الوسطتزداد حموضة وعندما ٌصبح التلوث كبٌر عادة 

بٌضوٌة تحت المجهر، تظهر الخمٌرة بشكل جزٌئات –
جزئٌات أصغروالتً قد تبرعم أو كروٌة فردٌة، 
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 Moldsالعفن 

 

فً مملكة الفطور وحٌدة الخلٌة حقٌقٌة النوى أحٌاء دقٌقة •

 -هاٌفً-خٌوط)تدعى كخٌوط متعددة الخلاٌا والتً تنمو 
 (فطرٌة

 

نوى متطابقة الشبكة المتداخلة من الخٌوط الفطرٌة تحوي •

 مشٌجة/ أفطورة، وتدعى كمستعمرة أو جٌنٌا  

38



 :كذلك فً الزروعات المخموجة بالعفن•

 

مشابه للخمائر اذ تبقى حموضة الوسط ثابتة فً البداٌة وعندما –
الوسط بسرعةتزداد حموضة ٌصبح التلوث كبٌر عادة 

 

الزرعً عكرٌصبح الوسط  :فً مرحلة متقدمة –
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40

تحت المجهر تظهر الخٌوط الفطرٌة عادة كخٌط رفٌع ٌشبه •
بوا من الأ( أجمة)الحزمة وأحٌاناً تجمع كثٌف 

ٌمكن لأبوا  أنواع •

من العفن فً مرحلتها 

الخاملة أن تقاوم 

قاسٌة للغاٌة بٌئات 

وغٌر مرحبة، لتصبح 

نشطة عندما تتواجد 
نمو ملائمة شروط 



هً عوامل خامجة مجهرٌة تستولً • الفٌروسات

 لتتكاثر آلٌات الخلاٌا المضٌفة على 

 

تملك أصناف مختلفة من الفٌروسات •
أشكال ممٌزة

 

 to 400 20)حجمهم الصغٌر جداً •

nm )(1×10−9 m) مما ٌجعل

وازالتهم من  كشفهم بالوسط الزرعً

الكواشف التً تستخدم فً مخابر 
صعبا  زرع الخلاٌا 
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 :ٌمكن استقصاء الخمج الفٌروسً لزروع الخلاٌا بواسطة•

 المجهر الالكترونً 1.

 بطٌف من الأضدادالتلوٌن المناعً 2.

 ELISAتجارب 3.

.4PCR ببادئات فٌروسٌة مناسبة 
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، فلا ٌإثروا صارمة فً مضٌفهملمعظم الفٌروسات متطلبات •

 بزروع خلاٌا من أنواع أخرى غٌر مضٌفهم

 

صحة العاملٌن  لكن استخدام خلاٌا مخموجة قد ٌسبب خطراً على•

خاصة اذا كانت الخلاٌا المزروعة بشرٌة أو من الحٌوانات 
(الثدٌٌات كالقرود، القوارض)الرئٌسٌة 

43



Mycoplasma

 المٌكوبلازما 
هً بكتٌرٌا بسٌطة ٌنقصها جدار •

(cell wall)خلوي

أصغر كائن حً قادر على وتعتبر •

 (تضاعف) تكرٌر نفسه

 

مٌكرون ولذا  1تملك حجم أقل من •

الا فمن الصعب جدا أن ٌتم كشفها 

بعد تكاثرها بشكل كبٌر جداً مسببة 

موت )تدهور الوسط الزرعً 

 (الخلاٌا
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أحٌانا تستمر المٌكوبلازما بنمو بطئ فً وسط الزرع •

سلوك بدون أن تسبب موت الخلاٌا لكنها تغٌر من 

 :فً الوسط مثلالخلاٌا المضٌفة ( أٌض)واستقلاب 

انخفاض سرعة تكاثرها–
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Detecting Mycoplasma Contamination

 كشف التلوث بالمٌكوبلازما

 :ٌجب فحص زروع الخلاٌا بشكل دوري باستخدام•

 (  33258هوكست )تلوٌن مفلور 1.

.2ELISA 

.3PCR 

 التلوٌن المناع4ً.

 الاشعاع الذاتًتصوٌر 5.

مٌكروبٌولوجٌةمقاٌسات  6.
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Cross-Contamination

(اختلاط الخلاٌا)التلوث بخلاٌا أخرى   

 أقل شٌوعا من التلوث الجرثومً•

 

خلاٌا لكن اختلاط الخلاٌا الشدٌد لبعض الخطوط الخلوٌة مع •
( HeLaمثل خلاٌا سرطان عنق الرحم )تنمو بشكل سرٌع 

مشكلة مع  عواقب خطٌرة تشكل 
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 :ٌمكن تجنب مشكلة اختلاط الخلاٌا عن طرٌق•

 جٌدةبنوك خلاٌا ذات سمعة الحصول على الخلاٌا من 1.

 بشكل دوري  خصائص الخطوط الخلوٌة فحص 2.

 جٌدةتقنٌات عقامة تطبٌق 3.

 

 :ٌمكن تؤكٌد وجود اختلاط خلاٌا أو نفٌه عن طرٌق•

 

 بصمة الدنا–

النوويتحلٌل النمط –
48



Using Antibiotics استخدام الصادات الحٌوٌة    

فً وسط بشكل روتٌنً استخدام الصادات الحٌوٌة لا ٌجب •

 :زرع الخلاٌا لان استخدامهم بشكل دائم ٌعمل على

 

 مقاومة للصاداتتشجٌع تطور سلالات جرثومٌة 1.

والذي ٌتحول الى تلوث  باستمرار تلوث ضعٌفالسماح 2.

 الوسطكامل عندما ٌتم إزالة الصاد الحٌوي من 

وملوثات ٌخفً الاصابة الخمجٌة بالمٌكوبلازما  ربما 3.

 خفٌةأخرى 

تتداخل مع تتفاعل بعض الصادات مع الخلاٌا و قد 4.
المدروسةالعملٌات الخلوٌة  49



 شروط استخدام الصادات الحٌوٌة

50

 فقطقصٌرة الأمد أن ٌتم استخدامها لتطبٌقات 1.

 (لا خٌار غٌره)كحل أخٌر أن ٌتم استخدامها فقط 2.

 أبكر ما ٌمكنمن الوسط زرع  ازالتهاأن ٌتم 3.

فً حال تم استخدامها بشكل طوٌل الأمد، ٌجب الاحتفاظ 4.

كشاهد  موازيبشكل خالً من الصادات بوسط زرع 

 للكشف عن حدوث الأخماج الخفٌة



Cell Lines الخطوط الخلوٌة     

• Selecting the 

Appropriate Cell Line

• Acquiring Cell Lines

 

 Cellاختٌار الخط الخلوي •

Lines  المناسب 

 

 Cellشراء الخط الخلوي •

Lines
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Selecting the Appropriate Cell Line

اختٌار الخط الخلوي المناسب   

 :المناسب لمجموعة من التجاربمعاٌٌر اختٌار الخط الخلوي •

 

قٌود  ٌملك الخط الخلوي الغٌر بشري ولا ثدًٌ عادة: النوع1.

لكن بالطبع ستفرض طبٌعة التجارب سلامة حٌوٌة أقل 

 سواهااختٌار نوعٌة خلاٌا معٌنة دون 

 

   :خصائص وظٌفٌة. 2

ما الهدف من التجارب؟ مثال  خطوط خلوٌة مشتقة من الكبد  

 السمٌةأو الكلٌة ربما تكون الأنسب لدراسة اختبار 
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 (:سوٌة أم متحورة)الخلاٌا فانٌة أم مستمرة . 3

الوظائف ٌسمح بالتعبٌر عن  الفانٌةالاختٌار من الخطوط الخلوٌة –

 الصحٌحة

عادة استنساخها والمحافظة علٌها المستمرة  الخلوٌةالطرق –

 أسهل

 :عادة المتحورةالخلوٌة الخطوط 

 سرعة نمو أكبرتملك 1.

 زرع أكبر( نجاعة)كفاءة تملك 2.

 مستمرة3.

 فً وسط الزرعمصل أقل تتطلب 4.

 الجٌنًفً مظهرها من خلال التحور لتغٌر دائم لكنها خضعت 5.
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 :ما هً المتطلبات بالنسبة ل: شروط النمو والممٌزات. 4

 النموسرعة 1.

 الاشباع كثافة2.

 الاستنساخكفاءة 3.

 معلقالقدرة على النمو فً 4.

 

للتعبٌر عن بروتٌن مؤشوب بكمٌات كبٌرة ربما علٌنا : مثال

النمو فً  و القدرة علىسرٌع النمو اختٌار خط خلوي 
معلق
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باستخدام خطوط خلوٌة فانٌة، علٌنا أن نتأكد : معاٌٌر أخرى. 5

 بأنه لدٌنا كمٌة مخزون كافٌة

 

أم علٌك أن تجري موصوف بشكل جٌد هل الخط الخلوي –

 ومن صفاته بنفسكالتحقق منه 

فهل لدٌك خط خط خلوي غٌر سوي اذا كنت تستخدم –

 خلوي سوي مكافئ  ٌمكنك استخدامه كشاهد

 ؟الخلوي ثابتهل الخط –
اذا لم ٌكن ثابت فهل استنساخه و تؤمٌن مخزون مجمد كافً •

للتجارب شئ ٌمكن تحقٌقه بسهولة؟
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