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  ):Acipenser persicusماهی ایرانی ( هاي بنیادي عصبی مغز تاس سلول
  مدت و ایمنوسیتوشیمی تعیین درجه حرارت بهینه، کشت طولانی

  
  3و محسن سعیدي 2رضا ایمانپور ، محمد3، کامران حیدري2علی شعبانی ،1حدیثه کشیري*

  ،، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگاناستادیار گروه شیلات1
  ،، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگاندانشیار گروه شیلات2

  ، دانشگاه علوم پزشکی گرگاناستادیار دانشکده پزشکی3
  29/4/1393 تاریخ پذیرش:؛ 21/3/1393 تاریخ دریافت:

  چکیده
ها و عوامل هاي مختلف به مواد سمی، نوترینتمغز ماهیان داراي پتانسیل بالایی در بررسی واکنشسلولی  کشت  

، شناسایی طولانی مدت از مغز تاس ماهی ایرانی بررسی امکان تهیه کشت به منظورباشند. در این تحقیق، رشد می
(لوب ، میانی لوب بویایی)( هاي جلوییبخش ،ها رشد سلول تعیین درجه حرارت بهینه بنیادي عصبی وهاي  سلول

، پنی درصد FBS 15 حاوي DMEM/F12 در محیط به طور مجزا تاس ماهی ایرانیمغز مخچه) (و عقبی بینایی) 
هاي ) قرار داده شدند. سلولدرصد CO2 5گراد، درجه سانتی 25در انکوباتور (استرپتومایسین و آمفوتریسین  -سیلین

هاي بخش ، سلولهاي مختلف مغزهاي کشت داده شده از بخش. در بین سلولشکل بودند دست آمده غالبا دوکیبه
دهند. به منظور تعیین درجه پاساژ همچنان به رشد و تکثیر خود ادامه می 9ماه و  8طی بیش از عقبی مغز پس از 

درجه  28و  25، 22، 20هاي ها در درجه حرارت، سلولمغز تاس ماهی ایرانیهاي حرارت بهینه رشد سلول
بررسی گردید. بالاترین رشد و  رایط رشدشجهت ارزیابی  در هر تیمار دمایی ها تعداد سلولگراد قرار گرفته و  سانتی

منظور حفظ ذخیره  بهگراد مشاهده گردید. درجه سانتی 25درجه حرارت در ها در شرایط آزمایشگاهی تکثیر سلول
پذیري  واکنشهاي بنیادي عصبی، منظور شناسایی سلولبهدست آمده در ازت مایع منجمد شدند. هاي بهکشتسلولی، 

ها سلول درصد 11که در این میان،  بررسی گردیدهاي حاصل از کشت بخش عقبی مغز با مارکر آنتی نستین سلول
توان از آن در  دست آمده از ناحیه عقبی مغز، می به   هاي داري بالاي کشتبا توجه به پای نشان دادند.واکنش مثبت 

  استفاده نمود.، اکوتوکسکولوژي و بیان ژن همچون شناسایی ویروسهاي تحقیقاتی مختلف  زمینه
  

  تاس ماهی ایرانی، درجه حرارت بهینه، آمفوتریسین، پاساژ کلیدي: هاي هواژ
  

  1مقدمه
دلیل  بهآبزي پروري و به تبع آن پرورش ماهی   

در این باشد. افزایش جمعیت جهان، رو به رشد می
                                                

 hadiskashiri@gau.ac.irمسئول مکاتبه: *

اهیانی ترین م ماهیان خاویاري یکی از پر ارزش، راستا
مأمن  خزردریاي  شوند. هستند که در دنیا یافت می

 روسیهها بوده وکشورهاي ایران و  اصلی این ماهی
شمار   هترین تولیدکنندگان خاویار جهان ب بزرگ
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گونه ماهی  27بیش از  آیند. درحال حاضر می
گونۀ آن در دریاي خزر و  6خاویاري وجود دارد که 

 90هاي منتهی به آن زیست نموده و بیش از  رودخانه
تاس ماهی  نمایند. درصد خاویار جهان را تأمین می

هاي مهم  یکی از گونه) Acipenser persicus( ایرانی
، در خطر این ماهیانهاي  همچون سایر گونهبوده که 

نیاز به حفظ و مراقبت  داشته وانقراض نسل قرار 
به علت خطرات مختلفی که نسل  .بیش از پیش دارد

در  این ماهیانکند، پرورش  را تهدید می این ماهیان
ها و آبگیرها مورد توجه قرار  ها، استخرها، قفس تانک

در این  .)1387(خباز و همکاران،  گرفته است
ختن عوامل مهم، محدود سایکی از اهداف ، خصوص

(همچون  بر تکثیر و پرورش ماهیثیرگذار أمنفی ت
باشد. با این میهاي ویروسی و باکتریایی)  بیماري
برخی  ،ممکن است در شرایط پرورش متراکم وجود

کننده سلامت ماهیان باشد  تهدید هاي عفونیبیماري
؛ پارامسواران و همکاران، 2005(چی و همکاران، 

هاي قابل مدیریت و ساده ، روشراستااین  ). در2006
 هاي ارزیابی در شرایط آزمایشگاهی ازهمچون سیستم

هاي سلولی آماده براي انجام ها یا ردهجمله کشت
رسد. طی  نظر میهاي دقیق و سریع ضروري بهرزیابیا

هاي مختلف مغز هاي سلولی از بخشدهه اخیر رده 4
رده سلولی حاصل (همچون مختلف  استخوانی ماهیان

)، Rachycentron canadumاز مغز ماهیان کوبیا (
 تیلاپیا )،Lates cacalifer( دریایی سیم

Oreochromis niloticus (در سراسر جهان  و غیره
انجام . )2011(لاکرا و همکاران، گزارش گردیده است 

هاي عصبی جهت تحقیقات پایه و کاربردي روي بافت
هاي مختلف فیزیولوژیکی در گونهدرك فرایندهاي 

همچون  هایی با ارزش تجاري بالاماهیان به ویژه گونه
(مولز و  از اهمیت بالایی برخوردار است سیم دریایی

هاي تکثیر شونده . پایداري سلول)2007، همکاران
هاي پایدار سلولی را مغز ماهیان، امکان تولید کشت

. )2008(سرویلیا و همکاران،  سازدفراهم می
هاي سلولی طولانی مدت ماهیان داراي  کشت

ها، کاربردهاي گوناگونی همچون شناسایی ویروس
اکوتوکسیکولوژي، تنظیم و بیان ژنتیکی و همچنین 

؛ 1991(بولز و لی،  باشند می DNAتکثیر و ترمیم 
. براي کاربردهاي مذکور و )2005بولز و همکاران، 

تولید مقادیر ، هاهمچنین سایر کاربردهاي این کشت
هاي مختلف هاي حاصل از بخشبالایی از سلول

   باشد. هاي مختلف ماهیان حایز اهمیت میگونه
دو ویژگی اساسی  هایی با هاي بنیادي، سلول سلول  

هاي مشابه  هایی با ویژگیتوانایی تقسیم و تولید سلول
(هینچ و  باشند هاي تمایز یافته می و ایجاد انواع سلول

در اغلب  هاسلولاین رسد نظر میبه. )2006، زوپانک
(کاسلین و هاي ماهیان از جمله مغز وجود دارد بافت

و ماهیان توانایی رشد بالایی در  )2008همکاران، 
ستانداران دارند که پایداري مقایسه با رشد محدود پ

توان عاملی مهم در بالاي نواحی تکثیر شونده را می
با رشد . )2006، همکاران (گراندل و این راستا دانست

ها از جمله  هاي جدید در تمامی بافت ماهی، سلول
بافت عصبی تولید شده و مغز به به رشد خود در 

 .)2006، (هینچ و زوپانک دهددوران بلوغ نیز ادامه می
هاي گذشته  طی دهههاي سلولی مغز پستانداران  کشت

(نوهاوس در بررسی مراحل تکاملی مغز و نوروژنزیز 
، )1993 ،؛ یانگ و همکاران1994 ،فدوروف و

؛ تانگ و 1992، (ورونسی نوروتوکسیکولوژي
(گرج هاي بنیادي  ، جداسازي سلول)1996همکاران، 

، واکنش به فاکتورهاي رشد )2002 ،و همکاران
هاي  و ارزیابی سیستم )1995 ،(پیچفورد و همکاران

مورد استفاده ) 2004 ،(ریزك و همکارانتحویل دارو 
هاي سلولی حاصل از  اند. علی رغم کشت قرار گرفته

هاي سلولی مغز ماهیان و  مغز پستانداران، تولید کشت
کارگیري آن در مطالعات نوروبیولوژیکی بسیار   به

ها بیشتر در مطالعات  محدود بوده و کاربرد آن
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، IPN(همچون بررسی اثر ویروس  شناسی ویروس
(سرویلیا است بوده  )و غیره 1-جداسازي آلفاویروس

هاي سلول عصبی بسیار  . لذا رده)2008 ،و همکاران
در این خصوص کمی تا به امروز گزارش شده است. 

و  سرویلیا توان به تحقیق انجام شده توسط می
) اشاره داشت که طی آن محققین 2008همکاران (

هاي مختلف مغز  هاي زنده از بخش توانستند سلول
 Dicentrarchusماهی استخوانی سیم دریایی (

labrax را در شرایط آزمایشگاهی کشت دهند که در (
هاي مختلف مغز این  هاي حاصل از بخش میان کشت

ماهی، کشت سلولی حاصل از بخش مخچه و 
پاساژ) حفظ  24تگمنتوم مغز را به مدت طولانی (

عنوان یک رده سلولی پایدار معرفی  نموده و آن را به
اصل از مغز ماهی بیمار رده سلولی حتولید  نمودند.

Epinephelus awoara و  )2003 ،(لاي و همکاران
(چی  L. calcalifer  رده سلولی حاصل از بافت مغز

هاي در  ) براي بررسی نوداویروس)2005 ،و همکاران
حال رشد و همچنین رده سلولی حاصل از مغز 

Epinephelus coicoides 2008 ،(ون و همکاران( 
هاي اثر گذار بر سیستم عصبی  براي بررسی ویروس

   اند.هایی از این مورد بودهنمونهنیز 
هاي طولانی  ها و کشت طور کلی، تولید رده به  

مدت سلولی از ماهیان مختلف از اهمیت بالایی در 
هاي  باشد. کشت سلول هاي پایه و کاربردي می بررسی

عصبی حاصل از مغز ماهیان که داراي پایداري بالا 
هاي مربوط به ترمیم عصبی  تواند در بررسی باشند می

ها داراي  قابلیت بالایی داشته باشد. همچنین این سلول
اي در مطالعات مربوط به  پتانسیل بالقوه

هاي مغز با افزایش  تغییرات سلول ها، نوروتوکسین
هاي کنترل  سن، مطالعات نوروبیولوژیکی و مکانیزم

اي در این  هیندهاي زیستی که مغز نقش عمدآکتتده فر
، (سرویلیا و همکاران باشند کند، می راستا ایفا می

سلولی   تولید کشترغم اهمیت  سفانه علیأمت. )2008

، هاي تحقیقاتی مختلف در زمینه از ماهیان و کاربرد آن
محدودي در خصوص امکان کشت  هاي بررسی
و تعیین شرایط بهینه هاي بنیادي عصبی مغز سلول

هاي سلولی ها و کشتردهکشت صورت گرفته و 
طولانی مدت کمی گزارش شده که همگی محدود به 

تهیه کشت طولانی مدت از  (همچون ماهیان استخوانی
(سرویلیا و  Dicentrarchus labrax مغز ماهی

هاي  و کشت سلولجداسازي  و )2008 ،همکاران
 Apteronotusبنیادي از نواحی مختلف مغز

leptorhinchus  بوده است.  )2006 ،زوپانک(هینچ و
گونه اطلاعاتی در خصوص امکان در این راستا، هیچ

رشد   کشت طولانی مدت و تعیین شرایط بهینه
استخوانی وجود  -هاي مغز ماهیان غضروفی سلول

هاي ندارد. لذا با در نظر گرفتن اهمیت ایجاد کشت
ماهیان، در تحقیق پایدار و همچنین اهمیت بالاي تاس

هاي جلویی، میانی و ان تهیه کشت از بخشامکحاضر 
، میزان پایداري و درجه تاس ماهی ایرانیعقبی مغز 

زمایشگاهی ها در شرایط آحرارت بهینه رشد سلول
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از این تحقیق 
می تواند زمینه مناسبی براي ورود و گسترش علوم 

  سلولی در رشته شیلات فراهم آورد.
  

  مواد و روش کار
 45( ایرانی ماهیانتاس : نگهداري تاس ماهیان ایرانی

با قرار  )1390( از کارگاه شهید مرجانی گرگان عدد)
هاي پلاستیکی حاوي اکسیژن، انتقال  گرفتن در کیسه

لیتري مرکز آبزي پروري  400و  2000هاي در تانک و
 م کشاورزي و منابع طبیعی گرگاندانشگاه علو

طی  )8و پی اچ تقریبا  5/6 :اکسیژن، 0C  1±23(دما:
نگهداري جهت انجام آزمایشات سال  2مدت تقریبا 

هاي هواي  از طریق سنگ طور دائم هوادهی بهشدند. 
هر تانک از  هر تانک صورت گرفت و آب موجود در

صورت روزانه تعویض گردید.  طریق سیفون کردن به
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یه شدند. با غذاي بیومار تغذیک بار در روز ماهیان 
وزن ماهیان مورد استفاده براي انجام مراحل مختلف 

 250و  350-400ترتیب، کشت و تعیین دماي بهینه به
  بود.  گرم

منظور  به: جداسازي و شستشوي بافت مغز
هوشی هاي بافت مغز، پس از بیآوري نمونه جمع

لیتر آب)  1گرم در 5/0(پودر گل میخک به میزان 
سر  )براي هر بار بررسیماهی  3( تاس ماهیان ایرانی

ها از بدن جدا گردید. پس از جدا نمودن مغز از آن
هاي جلویی، میانی و عقبی مغز جمجمه، بخش

و جداسازي شدند. ) 1387(بانی و همکاران، شناسایی 
طور مجزا و تحت شرایط استریل،  هاي حاصله بهنمونه

 هاي حاوي محلول نمکی متعادل هنکزدر میکروتیوب
)Bio idea .به منظور ) دو بار شستشو داده شدند

 شسته شده ، نمونه هاي بافتیهاساختن بافت همگن
هاي فالکون استریل حاوي به لولهپس از انتقال 

 -محلول نمکی متعادل هنکز، پنی سیلین
) APو آمفوتریسین () P-E ()Gibcoاسترپتومایسین (

)Gibco ()P-E/AP×2پاستور به پت ) با استفاده از پی
 ،(سرویلیا و همکاران روش مکانیکی هموژنیزه شدند

2008( .  
 EDTA )Gibco) (5-پس از افزودن تریپسین  

ها و قطعات بافتی دقیقه) جهت هضم آنزیمی، سلول
 DMEM/F12دست آمده در محیط کشت حاوي به
)Bio idea غنی شده با سرم (FBS )15 براي  )درصد

استرپتومایسین و  -، پنی سیلینتحریک رشد
جهت استریل ساختن ) P-E/AP×2آمفوتریسین (

قرار داده شدند. سپس به منظور محیط کشت 
 rpm3000 جداسازي نمونه، سانتریفیوژ در دور

. پس از دور ریختن مایع انجام شددقیقه  5مدت  به
 DMEM/F12ها با افزودن محیط کشت رویی، سلول

حالت تعلیق در  و پیپتینگ با پیپت پاستور استریل به
  .)2008 ،(سرویلیا و همکاران آمدند

سوپ سلولی حاصل از : کشت سلولی اولیه
هاي طور جداگانه در فلاسک هاي مختلف مغز به بخش

، DMEM/F12کشت استریل حاوي محیط کشت 
در انکوباتور  P-E/AP×2) و درصد FBS )15سرم 

 CO2 5گراد با درجه سانتی 25(درجه حرارت 
 4تا  3ها هر محیط کشت فلاسک) قرار گرفتند. درصد

روز یک بار تخلیه و با محیط جدید جایگزین 
ها و قطعات بافتی که به کف  سلول شدند. می

ها نچسبیده بودند با تعویض محیط کشت و  فلاسک
(هینچ و  از محیط خارج شدند PBSشستشو با 

شایان ذکر است سلول هاي کشت  .)2006، زوپانک
داده شده هر بار هنگام تعویض محیط کشت، با 

و  X 10استفاده از میکروسکوپ اینورت (بزرگنمایی 
X 40.مورد ارزیابی قرار گرفتند (  

پس از متلاقی شدن : هاي متلاقیپاساژ سلول
 هاي کشت، جهتفلاسک ها و پر نمودن کف سلول

 EDTA-استفاده از تریپسینها با سلول پاساژ سلولی،
ها کنده شده و پس از افزودن محیط از کف فلاسک

 5به مدت  rpm3000در دور  DMEM/F12رشد 
دقیقه سانتریفیوژ شدند. پس از تعلیق مجدد پلت 

و پیپتینگ،  DMEM/F12سلولی با استفاده از 
هاي حاوي هاي فالکون به فلاسکمحتویات لوله

در انکوباتور قرار داده محیط رشد مربوطه انتقال و 
  .)2008 ،(سرویلیا و همکارانشدند 

منظور تعیین درجه  به: تعیین درجه حرارت بهینه
هاي کشت داده شده از بخش حرارت بهینه، سلول

هاي کشت در فلاسک تاس ماهیمخچه مغز ماهی 
)DMEM/F12  وFBS 15 سلول  1×  106) (درصد

، 20هاي ) در درجه حرارتcm2 12در هر فلاسک 
(هینچ  گراد قرار داده شدنددرجه سانتی 28و  25، 22

. براي )2011؛ گرونو و همکاران، 2006، و زوپانک
هر درجه حرارت مورد بررسی، سه فلاسک کشت 
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سازي گردید.  آماده(سه تکرار براي هر تیمار دمایی) 
هاي چسبیده با افزودن ساعت سلول 72پس از 
جداسازي شدند. فعالیت آنزیمی  EDTA-تریپسین

 درصد FBS 15و  DMEM/F12با اضافه نمودن 
هموسیتومتر در لام ها با استفاده از متوقف و سلول

(گرونو و  شمارش شدند 9و  6، 3، 0روزهاي 
  . )2011 ،همکاران

هاي منظور انجماد و نگهداري کشت به: هاانجماد سلول
و  سرویلیا از روش مورد استفاده توسط دست آمده،به

 همکاران با اندکی تغییر استفاده شد. در این راستا،
ها پس از جدا شدن از کف فلاسک با استفاده از سلول

سانتریفیوژ  FBSو افزودن سرم  EDTA-تریپسین
و دي متیل درصد  FBS 90شدند. از محیط حاوي 

ستفاده به عنوان محیط انجماد ادرصد  10سولفوکساید 
هاي گردید. پس از انتقال محتویات به درون کرایوویال

ساعت در درجه  3ها ابتدا به مدت استریل، سلول
 24گراد، سپس به مدت درجه سانتی -20حرارت 

گراد و در درجه سانتی - 80ساعت در درجه حرارت 
  نهایت در تانک حاوي ازت مایع قرار داده شدند. 

ها جهت کرایوویال محتویات داخل: انجمادزدایی
شستشو داده شده و سپس  PBSانجمادزدایی با 

سانتریفیوژ گشتند. پس از تعلیق مجدد پلت سلولی با 
استفاده از محیط رشد مربوطه و پیپتینگ، سوپ 

هاي کشت استریل منتقل و سلولی به داخل فلاسک
 Bioها با استفاده از رنگ تریپان بلو (بازمانی سلول

idea2008، (سرویلیا و همکاران ردید) ارزیابی گ(.  
جهت شناسایی : هاي بنیادي عصبیشناسایی سلول

، تاس ماهی ایرانیهاي بنیادي عصبی مغز ماهی سلول
از روش ایمنوسیتوشیمیایی استفاده گردید. بدین 

هاي هاي حاصل از مخچه بر لاملسلولمنظور، 
قرار داده شدند.  poly-l-lysinاستریل پوشیده شده با 

ها با پارافرمالدهید از پس از فیکس نمودن سلول

PBS  .در این حاوي تریتون براي شستشو استفاده شد
به طور معمول که آنتی بادي ضد نستین تحقیق از 

 هاي بنیادي عصبی کاربرد دارد  جهت شناسایی سلول
(الکساندر و  استفاده گردید به عنوان مارکر انتخابی

حاصل از  . بدین منظور آنتی نستین)2004 ،همکاران
حاوي حاوي تریتون رقیق و در دماي  PBSدر موش 

گراد انکوبه گردید. از آنتی بادي درجه سانتی 4
عنوان آنتی بادي  به FITCخرگوش ضد موش همراه با 

ها سلولواکنش پذیري ثانویه استفاده گردید. در نهایت، 
ینورت میکروسکوپ امارکر مربوطه با استفاده از با 

  .)2008 ،(سرویلیا و همکاران فلورسنت بررسی گردید
  

  نتایج و بحث
هاي طولانی  که ایجاد کشت ها نشان داده بررسی  

مدت سلولی از ماهیان استخوانی نسبت به پستانداران 
، (سرویلیا و همکاران باشد تر می تر و سریع ساده

ایجاد . در این تحقیق نیز مشخص گردید که )2008
 تاس ماهی ایرانیهاي طولانی مدت از مغز  کشت

استخوانی  -عنوان گونه مهمی از ماهیان غضروفی به
هاي حاصله نسبت به  دلیل توانایی بالاي تکثیر کشت به

در بررسی باشد.  تر می تر و سریع پستانداران ساده
هاي  هاي بخش مشخص گردید که سلولحاضر، 

توان به  را می نیتاس ماهی ایرامختلف مغز ماهی 
هاي ماهیان استخوانی گزارش  خوبی همچون گونه

از  شده تا به امروز، در شرایط آزمایشگاهی کشت داد.
هاي چسبیده به کف  نظر مورفولوژي، سلول

هاي کشت غالبا دوکی شکل بودند (شکل  فلاسک
a,b1هاي تکثیر شونده حاصل از  ). همچنین بین سلول

تفاوت مورفولوژیکی هاي مختلف مغز نیز  بخش
هاي  خاصی مشاهده نشد. با گذشت زمان برخی سلول

چسبیده به کف، از حالت کشیده و دوکی شکل به 
و حالت چند وجهی هاي عصبی  سمت شکل سلول

  ). a, b, c2تمایل پیدا کردند (شکل 
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  .دو روز پس از کشت اولیهتاس ماهی ایرانی چسبنده مغز  کشت داده شده دوکی شکل وهاي سلول -1شکل 

 

  

  
  ها با گذشت، برخی سلولتاس ماهی ایرانیکشت داده شده از مغز هاي سلول - a-c (2شکل (

  .هاي عصبی شکل تغییر یافتندزمان به سمت سلول
  

ها به رشد و تکثیر خود ادامه دادند تا پس از  سلول  
و هفته از آغاز کشت اولیه، متلاقی  3تا  2گذشت 

و ) a, b3(شکل هاي کشت را پر کرده  کف فلاسک
شایان ذکر  ).4(شکل  آماده اولین پاساژ سلولی شدند

هاي سلولی تهیه شده در تحقیق  است اولین کشت
ایشات پس دلیل آلودگی ایجاد شده طی آزم حاضر به
هفته از دست رفتند اما در دومین تلاش  8از مدت 

 دست آمد. صورت گرفته نتیجه خوبی در این راستا به
هاي سلولی حاصل از نواحی جلویی و میانی  کشت
و  26ترتیب تا مدت حدودا  ، بهتاس ماهی ایرانیمغز 

پاساژ زنده مانده و رشد کردند اما  6و  7هفته طی  24
هاي مذکور ضعیف شده و  ت سلولپس از طی این مد

در نهایت از بین رفتند. این در حالی بود که کشت 
سلولی حاصل از بخش عقبی (مخچه) مغز رشد 

ماه از زمان  8متداومی داشته و با گذشت بیش از 
هاي  پاساژ زنده ماندند. سلول 9شروع کشت و طی 

 ندرشد و تکثیر بالایی نشان دادمذکور قابلیت 
ها را براي طولانی  توان این سلول  میکه  طوري به

هاي  ها در زمینه و از آن مدت پاساژ داده و حفظ نمود
تواند  این موضوع می. تحقیقاتی مختلف استفاده نمود

 تاس ماهی ایرانیغز گر این موضوع باشد که م بیان
استخوانی داراي ظرفیت  -عنوان یک ماهی غضروفی به

ابلیت رشد و تکثیر باشد. ق  تکثیر شوندگی بالایی می
هاي کشت داده شده در این بررسی را  بالاي سلول

 توان به فعالیت بالاي تلومراز در ماهیان نسبت داد. می
 تلومراز نام به آنزیمی بنیادي هاي سلولواقع، در  در

 DNAکوتاه شدن طول  مانع که کند می فعالیت
و همکاران  بولز .شود می تلومري پس از هر تقسیم
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را  موضوع فعالیت بالاي تلومرازي در ماهیان) 2005(
این نوع مطرح نموده و عنوان داشتند که بررسی 

منظور درك هر چه بهتر پایداري و  به فعالیت آنزیمی
تواند موضوع جالبی  هاي سلولی می بازمانی بالاي رده

 در بررسی که رويبراي تحقیقات آتی باشد. 

Apteronotus leptorhinchus  ،صورت گرفت
هاي کورپوس  از بخشهاي بنیادي حقیقی  سلول

سربلی، والوولا سربلی و تلن سفالن جداسازي گردید 
هاي آن در شرایط آزمایشگاهی مورد ارزیابی  و ویژگی

  . )2006، (هینچ و زوپانک قرار گرفت
  

 
: 10X ،b : بزرگنماییa( اند ها به کانفلوئنسی رسیده و کف فلاسک کشت را پر نموده شده. سلولمتلاقی هاي سلول -3) a,bشکل (

  اند.صورت معلق در آمدهدر اثر عمل آنزیم ها طی اولین پاساژ، سلول تاس ماهی ایرانیمغز هاي سلول -4 شکل. )40X بزرگنمایی
 

همچون  تاس ماهی ایرانیهاي مغزي  رشد سلول  
هاي دیگر در کشت به عوامل مختلفی از  سایر سلول

 جمله درجه حرارت، مواد غذایی و غیره بستگی دارد.
هاي کشت داده  گر آن بود که اگرچه سلول نتایج بیان

به قادر  گراد درجه سانتی 28و  20شده در دماهاي 

سایر دماهاي  تري نسبت به بودند اما رشد آهستهرشد 
ها در دماي  که سلول  طوري مورد بررسی نشان دادند به

که از درجه حرارت مطلوب گراد  درجه سانتی 28
ترین  پایینبالاتر است،  تاس ماهی ایرانیبراي زندگی 

  . )1(نمودار  رشد را داشتند
  

  
  

رسد دماهاي بالاتر از این حد منجر به  نظر می به  
هاي مغز تاس ماهی  سلول گشته وها  مرگ سلول

تر نسبت به دماهاي بالاتر از  در دماهاي پایینایرانی 
ها باشند. بررسی تر می هاي بهینه مقاوم درجه حرارت
هاي ماهیان استخوانی  رشد بهینه سلول نشان داده که

در شرایط آزمایشگاهی در دماهاي کمی بالاتر از دماي 
؛ 2004، (اوت دهد ها در طبیعت رخ می مطلوب آن

دست  . با توجه به نتایج به)2005بولز و همکاران، 
که درجه رسد  نظر می آمده در این تحقیق، به

ویژه  گراد (به درجه سانتی 25تا  22هاي بین  حرارت

نمودار 4-1- اثر درجه حرارت بر رشد سلول هاي حاصل از مغز تاس ماهی ایرانی 
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گراد) براي رشد  درجه سانتی 25رت درجه حرا
مناسب باشد. این در  تاس ماهی ایرانیهاي مغز  سلول

حالیست که درجه حرارت بهینه این ماهیان در طبیعت 
تر از درجه  کمی پایینگراد)  درجه سانتی 22-20(

باشد. در  دست آمده در این بررسی می حرارت به
در ) 2011همکاران ( گرونو و توسطتحقیقی که 

راستاي تعیین درجه حرارت بهینه براي کشت سلولی 
انجام  Acipenser oxyrinchusحاصل از لارو 

هاي کشت داده شده در درجه حرارت  پذیرفت، سلول
گراد بالاترین رشد را نشان دادند در  درجه سانتی 25

 18طور معمول در دماهاي بین   که این ماهی به حالی
(گرونو و  کند یگراد زندگی م درجه سانتی 23و 

و  سرویلیا . در تحقیق دیگري توسط)2011، همکاران
) درجه حرارت بهینه براي کشت 2008همکاران (

هاي بنیادي عصبی مغز سیم دریایی  سلول
)Dicentrarchus labrax 22تا  16) در محدوده 

گراد مشابه با درجه حرارت بهینه براي   درجه سانتی
  د. مدست آ ت بهرشد این ماهی استخوانی در طبیع

هاي پیشین در خصوص ماهیان  در بررسی  
ویژه   استخوانی بیان شده بود که مغز این ماهیان به

ها داراي ظرفیت تکثیر شوندگی  بخش مخچه آن
. در تحقیق )1999، (زوپانک و اوت باشد بالایی می

حاضر نیز کشت سلولی مربوط به بخش عقبی مغز 
بالاترین پایداري را نسبت به سایر  تاس ماهی ایرانی

نواحی نشان داد. در تحقیق صورت گرفته روي 
بالاي  و پایداري کفشک ماهی و سیم دریایی نیز تعداد

هاي تکثیر شونده در ناحیه مخچه مغز این  سلول
(سرویلیا و یید شده است أماهیان استخوانی ت

. محققین بیان نمودند که احتمالا )2008 ،همکاران
نواحی تکثیر شونده در هاي بنیادي عصبی از  لسلو

. )1995، (زوپانک و هورکه گیرند مغز ماهیان منشا می
ویژه بخش مخچه در ماهیان  در واقع در مغز به

هاي بنیادي وجود دارند که مسئول  استخوانی سلول

، (زوپانک و کلینت باشند نوروژنزیز در این ماهیان می
دست آمده  سلولی به. در این بررسی کشت )2003

توان بیان  قابلیت بالایی در تکثیر نشان داد لذا می
هاي بنیادي در کشت حضور  داشت که احتمالا سلول

یید این موضوع، از آنتی بادي ضد أدارند. براي ت
هاي بنیادي عصبی  عنوان یک مارکر سلول نستین به

که آنتی بادي   استفاده گردید. متاسفانه به دلیل این
ی براي این ماهیان وجود ندارد، در بررسی اختصاص

حاضر از آنتی بادي حاصل از پستانداران (آنتی نستین 
هاي  دست آمده از موش) براي شناسایی سلول  به

بنیادي عصبی استفاده گردید. در واقع تولید و توسعه 
نظر   هاي اختصاصی براي این منظور مهم به آنتی بادي

هاي ضد  بادي ي آنتیپذیر رسد زیرا معمولا واکنش می
(گرونو و باشد  هاي پستانداران پایین می پروتئین

در این تحقیق، بررسی  ).2011 ،همکاران
بادي ضد نستین  ایمنوسیتوشیمیایی با استفاده از آنتی

بادي مذکور را  ها با آنتی   مثبت برخی سلولواکنش 
هاي موجود در  سلولدرصد  11طوري که  بهنشان داد 

بادي ضد نستین واکنش نشان دادند که  کشت با آنتی
و  یانگ .باشدهاي بنیادي می دهنده وجود سلول ننشا

بادي ضد نستین را  ) بیان آنتی1993همکاران (
هاي بیان کننده این  دهنده پتانسیل بالقوه سلول نشان
هاي بنیادي عصبی عصبی  عنوان سلول بادي به آنتی

بادي ضد  بیان آنتیعنوان داشتند. بنابراین با توجه به 
هاي موجود در کشت  نستین توسط برخی سلول
هاي بنیادي  ، وجود سلولحاصل از بخش عقبی مغز

تاس دست آمده از مغز  هاي به عصبی در بین سلول
در تحقیقات پیشین یید نمود. أتوان ت را می ماهی ایرانی

بستراها در ومشخص شده که قدرت چسبندگی به س
ثیرگذار أدر پستانداران تهاي عصبی  تمایز سلول

در تحقیق صورت  .)2008، (ساها و همکاران باشد می
) نیز این موضوع 2006( هینچ و زوپانک گرفته توسط

در ماهیان استخوانی مشاهده گردید. در این راستا 
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هایی در خصوص تمایز  توان در آینده بررسی می
گذار بر  ثیرأدست آمده و عوامل ت هاي کشت به سلول

جام داد زیرا امکان تحریک یا عدم تحریک آن ان
  باشد.  هاي بالغ جهت تمایز نامشخص می نورون

  

  

  
درجه  28تا  20هاي ) در درجه حرارتAcipenser persicus( تاس ماهی ایرانیدست آمده از مغز هاي بهسلول -5) a-dشکل (
هاي رشد یافته در درجه حرارت ): سلولbگراد، (درجه سانتی 20هاي رشد یافته در درجه حرارت ): سلولa؛ (گراد (روز نهم)سانتی

 28هاي رشد یافته در درجه حرارت سلول )dگراد، (درجه سانتی 25هاي رشد یافته در درجه حرارت ): سلولcگراد، (درجه سانتی 22
  .هاي حاصل از بخش عقبی مغز با آنتی نستین واکنش مثبت سلول - 6شکل  گراد.درجه سانتی

  
  گیري کلی نتیجه

در تحقیق حاضر درجه حرارت مطلوب براي   
در شرایط  تاس ماهی ایرانیهاي مغز  رشد بهینه سلول

با در گراد تعیین گردید.  درجه سانتی 25آزمایشگاهی 
سلولی حاصل  هاي نظر گرفتن دوام و پایداري کشت

توان بیان داشت که مغز  می از مغز تاس ماهی ایرانی
ها داراي ظرفیت  آن ویژه بخش مخچه این ماهیان به

رسد که بین  نظر می باشد. به تکثیر شوندگی بالایی می
 این ماهیان و ماهیان استخوانی از نظر ظرفیت بالاي

هاي زیادي وجود داشته  تکثیر شوندگی مغز شباهت

هاي بنیادي عصبی نیز در کشت  . وجود سلولباشد
  با بهسلولی حاصل از مخچه مغز تاس ماهی ایرانی 

یید گردید. با توجه به أبادي ضد نستین ت گیري آنتی کار
توان با انجام  هاي کشت مربوطه می دوام بالاي سلول

هاي بیشتر این ذخیره سلولی ارزشمند را  بررسی
ثبت نموده و به عنوان یک رده سلولی پایدار  به

 هاي تحقیقات مختلف کاربردهاي گوناگونی در زمینه
    رسانید.
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