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به روش  (Rutilus kutum) سفید ماهی کلیه از اولیه سلولی کشت تهیه بهینه شرایط بررسی

 کاشتن

 

 چکیده
تکثیر  آزمایشگاهی شرایط در هابافت مختلف انواع از حاصل هایسلول که است فرایندی شامل کشت سلولی 

 ،یشناسسرطان ،شناسیسم ها،ویروس جداسازی در ماهی از سلولی یرده یتوسعه و بافت کشت .شوندمی

 سفید ماهیعدد  81تعداد  کلیه از اولیه کشت مطالعه این در .کاربرد دارد ژن بیان و سلولی فیزیولوژی

(Rutilus Kutum) انجامروش کاشتن از طریق  مترسانتی 88±8و میانگین طولی  گرم 82 ±8وزن  به 

 ،سیلینپنی) هابیوتیکآنتی همراه به L-15 کشت محیطحاوی  هایفلاکس در قطعات بافتی .گرفت

 گاوی متفاوت( و میزان سرم جنین گرادسانتیدرجه  21و  22، 28) دماییو در شرایط متفاوت ( استریپتومایسین

 کشت تهیه که داد نشان تایجن .شدند داده کشت( 2/9و  1/6) pH و در دو محدوده درصد( 21و  81، 5)

 گاوی جنین سرم درصد 21 و گرادسانتی درجه 22 دمای در خزر دریای سفید ماهی کلیه بافت از اولیه سلولی

 محاسبه درصد 99/11 سلول مهاجرت میزان همچنین و ؛شودمی انجام بهتر دیگر هایتیمار با مقایسه در

 فیدس ماهی کلیه از سلولی رده تولید به تواندمی که است شدهانجام هاسلولپاساژ از این  1تاکنون  .گردید

 .گردد منتهی نزدیک آینده در خزر دریای

 

 .دریای خزر سفید ماهی کلیه، بافت اولیه، سلولی کشت کلیدی: واژگان

 

 

 

 مقدمه

 اشتیاق ،اهمب همه آبی منشأ با زیستی فعال مواد روی بر مطالعات در اخیر هایپیشرفت و آبی هایآلودگی افزایش ،پروریآبزی در هابیماری شیوع

 ردهایکارب دلیل به ماهی سلولی کشت اهمیت این، بر علاوه ده است.کر ایجاد ماهی سلولی کشت کار به پژوهشگران میان در را توجهیقابل

 Ruiz) یشناسیروسو(،  Clem et al., 1996) یماه یمونولوژیا ی،ماه تکاملی شناسیزیست مانند هاییحوزه در ماهی سلولی هایرده بالقوه

et al., 2009 ؛Kim et al., 2012 ،)یشناسسم (Oh et al., 2001 ؛Kojima et al., 2011 ؛Bols et al., 2001 ؛Kienzler et 

al., 2012 ،)یزیولوژیف (Rode et al., 1997،)  مطالعات( سرطانSalinas et al., 2008،) یختهرترا  یکاربردها (Fan and Collodi, 

 ,Aluru and Vijayan ؛Alok et al., 2000غدد ) (،Bols et al., 2001؛ Goswami et al., 2012) یمونولوژیا مطالعات (،2002

استفاده  بر این علاوه ،(Tafalla et al., 2006) یوتکنولوژیب ،(Laing and Hansen, 2011) یکژنوم عملکرد(، Thomas, 2012؛ 2009

 ,.Castro et al؛ Holopainen et al., 2012) یکیژنت یماتتنظ ،(Maclean, 2011) یتوفیزیولوژیستحقیقات  از کشت سلول جهت
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یکی از و  ینترمهم Cyprinidaeاز خانواده  (Esmaeili et al., 2018) (8318 Kamensky) (Rutilus kutum) خزردریای  ماهی سفید

از  یاعمدهبخش  کنندهینتأمارزش غذایی،  ازلحاظو ماهیان استخوانی جزء ماهی سفید . (8961 ،خانی پور)است خزر  یایدر ماهیان، ینترباارزش

اهیان میزان صید م .شمال کشوراست یننشساحلو کسب درآمد بسیاری از مردم  ییزااشتغالعمده  از عواملجامعه و همچنین  یازموردنپروتئین 

 شدهگزارشتن  2136در استان گیلان  35میزان صید ماهی سفید دریای خزر در سال  خصوصو بهتن  2691در استان گیلان  35استخوانی در سال 

در  گونهیناو کاهش جمعیت  گونهینابا توجه به اهمیت  .، بخش آمار و اطلاعات صید(است )اداره کل شیلات، معاونت صید و بنادر و ماهی گیری

 متمقاوو  طبیعی یزیرتخمهای بین رفتن محل زیاد، وارد شدن سموم کشاورزی، خانگی و صنعتی، کاهش سطح آب دریا و از یبرداربهرهاثر 

اقتصادی و در معرض  یهاگونههای سلولی از اهمیت زیاد ایجاد رده ( و8991 ،رضوی صیاد) یاییباکترویروسی و  زاییماریبپایین در برابر عوامل 

کلیه این ماهی ارزشمند به روش کشت اولیه در محیط  یهاسلولشدیم تا با استفاده از تکثیر  بر آنو مدیریت شیلاتی،  پرورییآبزخطر در 

ان محیطی تأثیر زیادی بر بافت کلیه ماهی سموم ازآنجاکهوسی این ماهی برداریم. ویر هاییماریبآزمایشگاه بتوانیم گامی مهم جهت تشخیص 

ه از ماهیان بافت کلی منشأهای اولیه با های سلولی و کشتاستفاده از تیره است هایروسوارگان هدف اغلب  عنوانبهدارند و همچنین بافت کلیه 

 کاربرد زیادی دارد. زایماریبآبی و عوامل  هاییطمح کنندهآلودهبومی در تشخیص سریع عوامل 

 Clarias gariepinus ماهی ازسرماز کلیه با استفاده  یجادشدهاکشت اولیه  اشاره کرد: زیر موارد توانیم کلیه از یجادشدهااولیه  یهاکشتاز بین 

(Rathore et al.,2001کشت )  یماهاز اولیه rainbow trout (Stafford et al.,2001)  کپور از ماهیو همچنین (Cirrhinus 

mrigala) (Nanda et al.,2014رده )سالمون  یاز ماههای جداشده تیره :شامل موارد زیر هستنداز کلیه  یجادشدها های سلولیSalmo 

salar (ASK) (Devold et al., 2000،) (SHK-1)(Dannevig et al.,1997)، (TO) (Wergeland and Jakobsen, 1997)، (H 

fossilis) از ماهی Heteropneustes fossilis (Singh et al.,1995)، (KIK)  یقاییآفر یماهگربهاز ماهی Clarias gariepinus 

(Noga and Hartman,1977،) (BPK) از ماهی black porgy(Acanthopagrus schlegelii) (Tung et al., 1991) Chen و 

( OK) ،(Tilapia sparrmanii) یبریدهاز ماهی تیلاپیا ( TK-1) از: اندعبارتتهیه نمود که  زیر ماهیانهای از کلیه رده یزن (8319همکاران )

 ( ازEK-1) ،Grouper Banded(Epinephelus awoara) ( از ماهیBKG) Snakehead-Chana(Channa lucius،) ماهی از

خوار از ماهی کپور علف  (CIK): از اندعبارتاز کلیه  یجادشدهاهای دیگر رده ین( همچنjaponicas Anguilla)ژاپنی  یمارماه

(Ctenopharyngodon idella()Zuo et al.,1986،) (IEK از ماهی )Indian Etroplus (E. suratensis) (Sarath Babu et al., 

2012)، (SISK از باس )یاییدر (L. calcarife) (Sahul Hameed et al.,2006)، (CSK )از ماهی Snakehead murrel (Channa 

striata) (Abdul majeed et al., 2013،) (THKاز )  یلاپیاتماهی (Oreochromis niloticus) (Wen, 2016،) (YTKاز ) عنبر 

 (Lateolabrax japonicus) از ماهی باس دریایی ژاپنی (SBK) ،(Watanabe et al.,1981)(Seriola quinqueradiata) یژاپن یماه

(Watanabe et al.,1981،) (GK) از ماهی ( گروپرEpinephelus awoara) (Lai et al., 2000)، (TSHKCاز ) ماهی half-

smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis )(Zheng et al., 2012)، (SBK-2از ماهی باس دریایی ) (Watanable and 

Yoshimizu,1999). 

تولید  مکانا ژنتیکی آبزیان ایران و نیز لزوم تهیه کشت سلولی جانوران بومی برای مطالعات کاربردی، یرذخادر این مطالعه با توجه به اهمیت حفظ 

به روش تا ضمن دستیابی  پاساژ تهیه گردید 1و تا زمان تنظیم مقاله  است شدهیبررسکشت سلولی اولیه از گونه ارزشمند ماهی سفید دریای خزر 

 شدهیهتهلولی های سبانک سلولی و استفاده از تیره صورتبههای سلولی بافت مذکور، انجماد و نگهداری آن کار بتوان در آینده اقدام به تهیه تیره

 های ویروسی استفاده نمود.تشخیص بیماری ازجملهبرای مقاصد گوناگون 
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 هاروشمواد و 

از مرکز تکثیر و بازسازی ذخایر ماهیان استخوانی شهید انصاری واقع در رشت تهیه گردید و به گرم  8-2با وزن  سفید عدد بچه ماهی 811تعداد 

 ییدتأو  ، افزایش اندازهماه جهت تطابق با شرایط زندگی در محیط آزمایشگاه 2مدت انتقال داده شد و به داخلی  یهاآب پرورییآبز پژوهشکده

با توجه به سایز  Biomar شرکت ساخت هایبا استفاده از گرانول لیتری نگهداری و غذادهی روزانه 11 هاییومآکوارسلامت بچه ماهیان، در 

عدد ماهی جوان و سالم  81تعداد  سپس .وجود نداشت تلفاتی گونهیچهدر طی این مدت  انجام گرفت.روزانه  تعویض آبو  شدهانجامدهانی ماهی 

 جداسازی بافت کلیه انتخاب گردید. یبرا متریسانت 88±8و میانگین طولی  گرم 82 ±8به وزن 

همراه  Gibcoدرصد ساخت شرکت  21 یگاوسرم جنین  و از کشور آمریکا Gibco ساخت شرکت Leibovitz's L-15 (L-15) محیط کشت

تقطیر  دو باربا آب مقطر  Gibcoشرکت  ساخت( µg/ml) 8111 یسیناسترپتوما ( وIu/ml )8111 یلینسیپنو  B یسینآمفوترقارچ  با ضد

 B ،10آمفوتریسین  mg/ml 2/5،گاویدرصد سرم جنین  L-15 ،21 پودر g 16/89تهیه یک لیتر محیط کشت،  منظوربه فاده شد.دیونیزه است

بار تقطیر دیونیزه اضافه کرده و بر روی استیرر قرار داده تا حل شود و پس از حل شدن کامل،  2استرپتومایسین را به آب مقطر  سیلینیپن سییس

آمریکا و در زیر  Miliporeساخت شرکت  خلأفرآیند استریل کردن محیط کشت با استفاده از استری کاپ با فناوری وکیوم و  استریل گردید.

 گونهیچهپارافیلم بسته شد تا  یلهوسبهها درب دار ریخته و درب بطری هاییبطرها را داخل م پذیرفت پس از تهیه محیط کشت آنهود لامینار انجا

 قرار گرفت. مورداستفادهتبادل هوایی برقرار نشود. محیط کشت مذکور جهت تهیه کشت سلولی تک لایه و پاساژ 

 ;Kamalendra et al., 2010) ده و بعد از قرار دادن در آب یخ بیهوش شدهجداش گرم 81عدد بچه ماهی به وزن متوسط  81

Parameswaran et al., 2006 ) صورتبه وشوشست ،لایه موکوسی توسط گاز استریل برای حذف آلودگی موجود در کردنخشکو پس از 

در شرایط  زیر هود لامینار بافت کلیه سپس انجام گرفت.آب مقطر  در پایان دردرصد  91الکل  و درصد 5کردن در محلول وایتکس  ورغوطه

در  موردنظربافت  ازآنپساستریل شستشو گردید.  PBSبا محلول  وتبدیل  ترکوچکتوسط تیغ اسکالپل و قیچی به قطعات  و یدجدا گرداستریل 

 .قرار داده شد گرادیسانتی درجه 5در دمای  rpm 8151دور با  سانتریفیوژ شد و در دستگاه ریخته PBSحاوی محلول  فالکنداخل لوله 

 5به مدت  همراه با ضد قارچ اضافه گردید و مجدداً آمریکا کشور از Gibco شرکت ساخت Leibovitz's L-15 (L-15) کشت محیطسپس 

را به زیر هود منتقل کرده مقداری  فالکن یهالولهسانتریفیوژ شد. پس از اتمام مراحل فوق  گرادیسانتدرجه  5در دمای  rpm 8151دور دقیقه با 

تیمار  9 صورتبه، cm2 25خانه و فلاسک  22را برداشته و داخل پلیت  هابافتاستریل  پیپت ییلهوسبهمحیط کشت داخل لوله ریخته سپس 

دار  یخچالدر انکوباتور  (درصد 21و  81، 5) یگاومختلف سرم جنین  یهاغلظت( با گرادیسانتدرجه  21و  22، 28شامل )دمایی متفاوت 

(Memmert, Germany company )21که در ابتدا دماهای متفاوت را با غلظت سرم جنین گاوی  صورتینبد شد. کشت و نگهداری% 

داد تع افزایشو  هاسلولروز میزان مهاجرت  82به مدت درصد مقایسه نمودیم و  21و  81، 5بررسی کرده و سپس دمای بهینه را با مقادیر سرم 

 .(8)شکل  یدگردمحیط کشت تعویض  باریک هردو روزبررسی گردید.  هاسلول
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 .خانه کشت سلولی 22خانه و  6 هاییتپلکاشت قطعات بافتی در فلاسک و  :1شکل 

 

و محیط کشت درون ظرف  شدهمنتقلابتدا ظرف کشت به زیر هود  . سپسانجام شد هاپاساژ سلولدرصد کف فلاسک  91 پوشش حداقل پس از

موجود در ظرف که عامل محدود کردن فعالیت آنزیم تریپسین  سرم جنین گاویهای مرده و و جدا کردن سلول وشوشست منظوربهد و یتخلیه گرد

میکرو لیتر آنزیم تریپسین  PBS ،911بعد از خارج کردن  وثانیه ظرف آرام تکان داده  21درون ظرف ریخته شد و به مدت  PBS لیتریلیم 8است 

ر ب بیوتیکیآنتفاقد  ییهاولمحیط کشت  لیتریلیم 8 سپسدر معرض تماس با آنزیم باشند  هاسلول شد تا ریخته شد و اجازه داده هاسلولبر روی 

. پلت سلولی جدا شوند ظرفاز کف  کامل طوربه هاسلولتا  گرفتها ریخته تا تریپسین خنثی گردد و عملیات پیپتاژ چندین بار انجام روی سلول

 Wolf and) یدگردو به فلاسک محیط کشت جدید منتقل  درآمدهسوسپانسیون  صورتبهمحیط کشت اولیه  لیتریلیم 8حاصل در 

Quimby,1976).  وی کف ر هاسلولو میزان تقسیم سلولی و زمان و میزان سرعت رشد و پوشش کامل  هاسلولسپس فاکتورهای چسبندگی

شاخص کارایی کاشت بافت  از طریق تعیین (Moritz and Labbe,2008روش )میزان مهاجرت سلول از بافت به  شد وروزانه بررسی  صورتبه

  شد.محاسبه ( 8)رابطه 

درصد کارایی کاشت بافت :8رابطه  =
تعداد قطعات بافتی که سلول از آنها مهاجرت کرده است

تعداد کل قطعات کاشته شده
× 100 

 

 یجانت

کف فلاسک  ها در روز اول بهسلول .است یرپذامکانسلولی اولیه  های کلیه ماهی سفید با روش کشتداسازی و تکثیر سلولجنشان داد که نتایج 

در تمام  هاسلول .محیط کشت مناسب بود دهندهنشانها روند خوبی را نشان داد که از روز دوم به بعد رشد و مهاجرت سلول (2شکل )چسبیدند 

بررسی شد که نتایج نشان داد دمای  هاسلولدر طی روند مطالعات بر رشد  گرادیسانتی درجه 21و  22، 28ثر دمای ا فیبروبلاستی بودند. هاگروه

رشد  و و محیط کشت زیادی مصرف نشد بسیار کندی داشتند ها در این دما تکثیرسلول وبرای رشد مناسب نبوده است  گرادیسانتی درجه 28

ثیر ها بعد از تکسلول .کمی داشتند یمانزندهها تکثیر سریع داشته ولی سلول گرادیسانتدرجه  21در دمای  ینهمچن .نشدمشاهده  یتوجهقابل

مصرف محیط و تکثیر  دهندهشاننسریعاً محیط را اسیدی نموده که  گرادیسانتدرجه  22در دمای  کهیدرصورت .سریع شروع به ریزش کردند

بررسی شد درصد(  21و  81، 5) یگاوهای متفاوت سرم جنین غلظت گرادیسانتدرجه  22مرحله بعد با دمای بهینه  در .(2است )شکل ها سلول

اسب تکثیر من رشد وگاوی سرم جنین  درصد 21رشد کمتری مشاهده گردید ولی در غلظت  ،گاویسرم جنین  درصد 81و  5های که در غلظت
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ها سلول pH 1/6 بررسی شد که در 2/9و  1/6 در دو حالت pH و گرادیسانتدرجه  22دمای بهینه در این کشت . (5شکل ؛ 9شکل شد )دیده 

مهاجرت سلول از  میزانهمچنین  .به رشد و تکثیر ادامه دادند هاسلول pH 2/9 در یول پس از سه روز شروع به ریزش نمودند و از بین رفتند

 درصد محاسبه گردید. 99/11روز هفتم به میزان  ( دردرصد کارایی کاشت بافتشده )قطعات کاشته 

 

 
 .x 11 ییبزرگنمابا  اول ساعت 22در  (Rutilus Kutumکاشت سلول کلیه ماهی سفید دریای خزر ) :2شکل 

 

   
 ج ب الف

دهم بعد از کاشت با  در روز (Rutilus Kutumدریای خزر )های کلیه ماهی سفید و تکثیر سلول رشد :3شکل 

 .(درصد 21و  11، 5) گاویمختلف سرم جنین  یهاغلظت

 x 10 سرم جنین گاوی با بزرگنمایی،درصد 21غلظت  ، ج:x 2 ییسرم جنین گاوی با بزرگنما درصد 81غلظت ، ب: x 2سرم جنین گاوی با بزرگنمایی  درصد 5غلظت الف:  
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 (.Rutilus kuutmخزر )کلیه ماهی سفید دریای  یهاسلولدما بر تعداد  یرأثت :2شکل 

 

 
مختلف سرم جنین  یهاغلظتدر  (Rutilus kuutmخزر )کلیه ماهی سفید دریای  یهاسلولتعداد  یسهمقا :5 شکل

 .(FBS) یگاو

 

ها شد. ابتدا ظرف کشت به زیر هود منتقل شد درصد کف را پوشانده بودند( اقدام به پاساژ آن 91 حداقل هاروز )زمانی که سلول 82بعد از گذشت 

فلاسک کشت سلول اضافه شد تا  ( بهcc5هزار )درصد در  5/2 آنزیم تریپسین به میزان ازآنپسو محیط کشت درون ظرف تخلیه گردید 

ند تا ها در معرض تماس با آنزیم تریپسین قرار گرفت-از آن جدا گردند به مدت چند دقیقه سلول اندیدهچسبهای سلولی که به کف فلاسک کلونی

بر روی  بیوتیکیآنتفاقد  ییهاولمحیط کشت  لیتریلیم 81 زمان ینبعدازاشروع به جمع شدن و جدا شدن از کف ظرف کشت نمایند  هاسلول

د و پس از کامل از کف ظرف جدا شون طوربه هاسلولتا  گرددیملیات پیپتاژ چندین بار انجام تا تریپسین خنثی گردد و عم شودیمها ریخته سلول

1
81111
21111
91111
21111
51111
61111
91111
11111
31111

811111

8 2 9 2 5 6 9

ول
سل

د 
دا

تع

روز

درجه سانتیگراد21 درجه سانتیگراد22 درجه سانتیگراد28

1

21111

21111

61111

11111

811111

821111

8 2 2 5 1 81 82

ول
سل

د 
دا

تع

روز

%5سرم جنین گاوی  %81سرم جنین گاوی  %21سرم جنین گاوی 
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ه همین ب از کف توسط میکروسکوپ، پلت سلولی حاصل به فلاسک کشت جدید منتقل شدند و پاساژ صورت گرفت جداشدههای مشاهده سلول

 .است گرفتهانجامپاساژ  هشت ه،تا زمان نوشتن مقالو بعدی نیز انجام گرفت  یپاساژهاترتیب 

 

 گیرینتیجه و بحث

در این  ( کهBoles and Lee, 1991) بافتوجود دارد: جداسازی آنزیمی از بافت و روش کشت  روش دوآوردن کشت اولیه  به دستبرای 

به دلیل سرعت و سهولت و حفظ  وش کشت بافتر .قرار گرفت یموردبررسآنزیم  ( بدونRutilus kuutm) یماهاز  وش کشت بافتر مطالعه

 ,.Avella et al) شودیمروش آنزیمی ترجیح داده  بهنسبت  به سلول آسیب برساند تواندیمتعاملات سلولی و اجتناب از هضم آنزیمی که 

شود یمو کشت ایجاد  کنندیمرشد  هاسلول. پوشاندیمرا  هاسلولو تمام سطح  گرددیماضافه  یآرامبهکاشت، محیط کشت  درروش .(1994

((Wolf and Ahne, 1982. است یجادشدهاتیره سلولی با استفاده از روش کشت  ینچند. (Tong et al., 1997; Fernandez-Puentes 

et al., 1993; Bejar et al., 1997; Tong et al., 1998) 

به  Major carpهای ماهی کلیه، قلب، مغز، باله، تخمدان و سایر اندام یهاسلولکشت  بر روی (2182همکاران )و  Nandaکه  یامطالعهدر 

 86های کلیه، تک لایه سلولی کاشتن در سلول درروشانجام دادند به این نتیجه رسیدند که  روش آنزیمی ( وExplantبافت )روش کاشت  دو

ز ماهی کلیه ا یهاسلولکه از روش کاشتن بهره گرفته شد طالعه حاضر در م .پاساژ نیز پیشرفت نمود 3روز پس از کاشت ایجاد گردید و تا  81الی 

 حاضر مطابقت داشته است. بامطالعه پاساژ صورت گرفته است که تقریباً 5تشکیل تک لایه دادند و تاکنون  82 در روزسفید 

با توجه به مواد مغذی  هاکشتاین محیط  (.Fernandez et al., 1993دارد )انواع مختلفی از محیط کشت پایه برای کشت سلول ماهی وجود 

رایج  یهاکشت یطمح .(Freshney, 2000هستند )متفاوت  یتوجهقابل طوربه هاهای متعادل و ظرفیت بافر آنو محتویات آن و نوع نمک

نوع محیط . تفاوت اصلی بین این سه است MEM199، محیط کشت MEM ،Leibowitz’s L-15 یماهجهت کشت سلول  شدهاستفاده

 H-MEMدر  کهیدرحالبالاست  کربناتیب، EMEMو تغییرات در نوع و میزان اسیدهای آمینه آن است. در  هانمککشت بر اساس غلظت 

بر  ها اثرات متفاوتیمحیط کشت بنابراین این است کربناتیبحاوی سدیم پیرووات بالا و فاقد  L-15. محیط کشت استپایین  کربناتیبمیزان 

برای کشت اولیه بافت کلیه استفاده  DMEMز محیط کشت ا (2182همکاران ) و Nanda. (Freshney, 2000گذاشت )خواهند  هاسلول

صورت  در .استفاده شد L-15 کشتاین مطالعه از محیط  در استفاده شد. EMEز محیط کشت ( ا2118همکاران )و  Staford در مطالعه ند.نمود

کشت در محیط  یخوببههای ماهی سلول دار نیست. Co2انکوباتور  یجهدرنتبه محیط کشت  Co2استفاده از این محیط کشت نیاز به افزودن گاز 

85 L-  یمرشد( کنندLeibovitz, 1963) مؤثر  طوربههمچنین برخی از محققان دریافتند که این محیط  وpH  را در شرایط طبیعی محیطی

 ,.Kumar et al) های ماهی استاین محیط کشت بهترین محیط کشت برای رشد سلول و (Wolf and Qumby, 1969کند )یمحفظ 

2001, Chen et al., 2019). 

 استچرب، گلوکز و هورمون  یدهایاس، یدپپت میزان زیادی پروتئین، سرم حاوی .(Ham,1981است )سلولی  درکشتسرم یک افزودنی ضروری 

سرم همچنین آزاد جلوگیری نماید  هاییکالرادو از آسیب  محافظت کند DNAاز  شود و هایمآنز یسازفعالباعث ترویج رشد سلول و  تواندیمکه 

انواع مختلف  دهدینمغلظت سرمی بالاتر همیشه نتایج بهتری را نشان  حالینباا. (Cheng et al.,1993کند )عمل می PHیک بافر  عنوانبه

ن ای در .دهندیمرا کاهش  یازموردندیگر عوامل رشد نیز غلظت سرمی  یهامکملهای سرمی متفاوت دارند علاوه براین غلظت بهنیاز  هاسلول

و  Rathore در مطالعه نشان دادند. در خودرشد و بهترین شرایط را  ترینیعسرها که سلول استفاده شد %21به میزان  جنین گاوی ازسرممطالعه 

 85-2) یگاومتفاوت سرم جنین  یهاغلظت( از کلیه ماهی تیلاپیا از THK) یسلولدر تولید تیره  ماهی استفاده شد. ازسرم (2118همکاران )

 سرم از (Cynoglossus semilaevis) یماهکلیه  ( ازTSHKCهمچنین در تهیه تیره سلولی ) .(Wen, 2016است ) شدهاستفاده( درصد
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-2ماهی باس دریایی از غلظت  یه( ازکلSISKدر تولید تیره سلولی ) ی( ولZheng et al., 2012شد )استفاده  درصد  21جینن گاوی با غلظت 

 Acanthopagrus)کلیه ماهی  ( ازBPK) یسلولدر تهیه تیره  و (Sahul Hameed et al., 2006شد )سرم جنین گوساله استفاده  درصد 21

schlegelii) یدگرداستفاده  درصد 81با غلظت  سرم جنین گاوی (Tung et al., 1991)  یگاوکه از این تفاوت درصد در استفاده از سرم جنین 

(FBS) لیدی ها سرم ممکن است نقش کبر رشد سلول علاوه سرمی متفاوتی دارند. یهاغلظتنیاز به  هاسلولتوان نتیجه گرفت انواع مختلف می

 داشته شدمشاهده ( Acipenser sinensis) ینیچ یتاس ماههای سلولی ، همانند آنچه در مورد تیرههاآنبه بستر و تکثیر  هاسلولدر چسبیدن 

بودن کشت سلولی است. عموماً رشد خوب  آمیزیتموفقها به کف ظرف کشت اولین ضرورت . چسبیدن سلول(Zhou et al., 2008باشد )

اده های مختلف سرم استفها به کف ظرف کشت دارد که بسته به نوع ماهی و نوع سلول از غلظتلها بستگی به چسبندگی خوب سلوسلول

 .یابیمدستها گردد تا به بهترین نتیجه در چسبندگی و تکثیر سلولمی

از دما  یاگستردهدر رنج  این قابلیت را دارند که های سلولیتیره اکثر (.Bols et al.,1992است )دما یکی از فاکتورهای مهم در کشت سلول 

در این مطالعه برای کشت  .ن ماهی استآدمای کشت یک ماهی در رنج دمای بهینه رشد  ،Mann (8311)و  Wolfتحقیقات  طبق .شوندتهیه 

ها در دمای استفاده شد که سلول گرادیسانت یدرجه 21و  22، 28رنج دمایی سه از  (Rutilus kutumخزر )های کلیه ماهی سفید دریای سلول

 گرادیسانت درجه 21دما  (Clarias gariepn) ولی در کشت اولیه از کلیه ماهی بهترین چسبندگی و تکثیر را نشان دادند گرادیسانتی درجه 22

 26مانند مطالعه حاضر در دمای  است یانکپور ماهکه از خانواده  ایینهآکشت اولیه باله از ماهی کپور  در (.Rathore et al., 2001است ) بوده

 Verasper) یماهکلیه  ( ازSHK) یسلولها در تهیه تیره بهینه رشد سلول یدما .(Zhou et al., 2013گرفت )درجه انجام  91تا 

variegates )22 شدهگزارش درجه ( استWang et al., 2010.) صورت گرفت ( 8936همکاران )بررسی دیگر که توسط نوروزفشخامی و  در

اقدام به کشت اولیه  (8939)و همکاران  ینوروز انجام شد. گرادیسانتی درجه 22ایرانی در دمای  یتاس ماهدمی  یبالهکشت تک لایه از بافت 

بررسی عملکرد  منظوربه (8932همکاران )و  ینوروزفشخامنمودند.  گرادیسانتی درجه 21سلولی از ماهی آزاد دریای خزر در دمای  ییرهتو تولید 

ها به رسد این تفاوتکشت دادند به نظر می گرادیسانتی درجه 22فولیکولی تخمک تاس ماهی استرلیاد بافت تخمدان را در دمای  یهاسلول

 .استدلیل تفاوت دمای رشد و پرورش ماهیان مختلف 

سبت به ن هایماهدر های فیبرو بلاستی شکل سلول که مسئلهاین  ندو بلاستی داشتها رشد فیبرسلول ،(2182همکاران )و  Nanda مطالعهدر 

 Lakra and؛ Singh et al., 1995است )صادق در کشت بافت تعدادی از مطالعات دیگر هم  غالب هستنداپیتیالی شکل  یهاسلول

Bhonde,1996 ؛Lai et al., 2003 .)ی مواد برای اتصال و نیازها سلول توانایی ،طبیعی رشد سلولی در سلول بستگی به ماهیت سلول طوربه

و پاساژ نیز ممکن است بسته به نوع سلول  ها در طی کشتبر این، رشد و تکثیر سلول علاوه .(Part and Bergstrom,1995دارد )مغذی 

 .(Melican et al, 2005باشد )متفاوت و غلظت سرم و غیره میزان سلول  زمان کشت اولیه،

 %21با میزان  گرادیسانتدرجه  22دمای کلیه ماهی سفید،  یهاسلولاز این مطالعه، دمای بهینه برای رشد  آمدهدستبهبا توجه به نتایج  درمجموع

ین . همچنگرددیماین شرایط دمایی و غلظت سرم برای مطالعات آتی ماهی سفید دریای خزر پیشنهاد  روینازا .است pH 2/9و سرم جنین گاوی 

ه ژنتیکی آبزیان ایران و نیز لزوم تهی یرذخااهمیت حفظ  یلبه دلخارج از بدن موجود زنده و در محیط آزمایشگاهی  های کلیه درکشت سلولروش 

 وردمطالعهمکشت سلولی جانوران بومی برای مطالعات کاربردی، امکان تولید کشت سلولی اولیه از گونه ارزشمند ماهی سفید دریای خزر باید بیشتر 

ای سلولی هبانک سلولی و استفاده از تیره صورتبههای سلولی بافت مذکور، انجماد و نگهداری آن قرار گیرد تا بتوان در آینده اقدام به تهیه تیره

 .های ویروسی استفاده نمودتشخیص بیماری ازجملهبرای مقاصد گوناگون  شدهیهته
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 سپاسگزاری

 هایمارییببخش بهداشت و محترم  کارکنانداخلی کشور و  یهاآب پرورییآبزتحقیقاتی پژوهشکده  ز ریاست و معاونت محترما نویسندگان 

 را دارند. قدردانیتشکّر و  کشور کمالداخلی  یهاآبشکده آبزی پروی هپژوآبزیان 

 

 منابع
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