
 

 میکروگرم در میلی لیتر  50 –میلی لیتر   1 –رنگ پروپیدیوم یدید 

ای برای  شناسی سلولی به طور گسترده( یک رنگ فلورسنت است که در زیستPIیا    Propidium Iodideپروپیدیوم یودید )

ی  یهاهای زنده نیست، اما به راحتی وارد سلولشود. این رنگ قادر به عبور از غشای سلولی سلولاستفاده می DNAآمیزی رنگ

 کند.  موجود در هسته پیوند برقرار می DNAو با می شود  یا تثبیت شده مرده  ، دیدهبا غشای آسیب

در    قرمزرنگ  تاست، با شدت بالا فلورسن  باز شدهت  ها در طی فرآیند تثبیهایی که غشای آنهای مرده یا سلولدر نتیجه، سلول 

مانی  اغلب به عنوان یک نشانگر برای تعیین زنده  PIدهند. به همین دلیل،  از خود نشان می  نتیجه تهییج حاصل از رنگ آبی

(  IFآمیزی  های اختصاصی دیگر )مانند رنگآمیزی( در کنار رنگcounterstain( یا به عنوان رنگ زمینه )viabilityسلول )

 های مرده مشخص شوند.شود تا ساختار سلولی کلی و سلولاستفاده می

 نانومتر( می باشد.   553تا  527محدود تهییج رنگ پروپیدیوم یدید در محدوده آبی )طول موج 

 

 PIهای کشت داده شده با  روش رنگ آمیزی سلول

 مواد لازم: 

 های کشت داده شده  سلول  .1

 PBSبافر فسفات سالین  .2

 تثبیت کننده های توصیه شدهیا  %3.7فرمالین  .3

 لیتر(میکروگرم در میلی 50) PIمحلول رنگ  .4

 (Microscope slides and coverslipsلام میکروسکوپ و لامل ) .5

 مراحل:

 سازی نمونه: آماده .1



 کنید. ها یا روی لام( آماده  های کشت داده شده را در ظروف مناسب )مانند پلیتسلول  •

 ها جدا کنید.محیط کشت را از سلول  •

 شستشو دهید.  PBSها را با سلول  •

 فیکساسیون )تثبیت(: .2

دقیقه در دمای اتاق(    20تا    10برای مدت زمان مشخص )معمولاً    % 3.7ها را با فیکساتیو مناسب، مانند فرمالین  سلول  •

ها دارند،  ژن های ایمونوفلورسانس که نیاز به حفظ آنتیآمیزی فیکس کنید. توجه داشته باشید که فرمالین برای رنگ

 کند و غشای سلولی را نفوذپذیرتر کند.  را تثبیت DNAتواند  تر است. الکل نیز میمناسب

 شستشو دهید تا بقایای فیکساتیو پاک شود.  PBSها را مجدداً با پس از فیکساسیون، سلول •

 رنگ آمیزی اصلی )در صورت نیاز(: .3

های کونژوگه شده با  بادیبا استفاده از آنتی  تآمیزی اختصاصی دیگری )مانند ایمونوفلورساناگر قصد دارید از رنگ •

ها  آمیزی اصلی، سلوللوروکروم دیگر( استفاده کنید، این مرحله را طبق پروتکل مربوطه انجام دهید. پس از اتمام رنگف

 را مجدداً شستشو دهید.

 : PIرنگ آمیزی با   .4

(  PBSسازی )مانند لیتر( را با استفاده از بافر رقیقمیکروگرم در میلی 50) PIمحلول   :PIسازی محلول کاری  آماده •

لیتر است. میکروگرم در میلی  5تا    1معمولاً بین    PIغلظت نهایی مورد نظر رقیق کنید. غلظت نهایی رایج برای  به  

برابر    50لیتر، باید آن را  میکروگرم در میلی  50لیتر از محلول  میکروگرم در میلی  1بنابراین، برای رسیدن به غلظت  

 حجم بافر مخلوط کنید(. 49را با  PIحجم از محلول  1رقیق کنید )مثلاً 

. میزانی از محلول رنگ اضافه شود که یک لایه کامل سلول لول ها بریزیدرقیق شده را روی س  PIرنگ    اعمال رنگ: •

 ها را بپوشاند. 

 دقیقه( در دمای اتاق و دور از نور انکوبه کنید.  5تا  1نمونه را برای مدت زمان کوتاه )معمولاً  انکوباسیون: •

 شستشو و مشاهده:  .5

 ها بردارید. روی سلول  را به آرامی از PIپس از اتمام زمان انکوباسیون، محلول رنگ  •

 شستشو دهید تا رنگ اضافی پاک شود. PBSها را یک بار دیگر با سلول  •

 تو نشر فلورسان  نانومتر  553تا    527در طول موج تحریک حدود    PIنمونه را زیر میکروسکوپ فلورسنت مشاهده کنید.   •

آمیزی شده است )معمولاً  رنگ  PIوسط  ها تآن  DNAهایی که  نانومتر )قرمز( قابل مشاهده است. سلول  617در حدود 

 دیده( را با فلورسانس قرمز مشاهده خواهید کرد. های مرده یا آسیبسلول 

 


