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Cell lines provide an important biological tool for carrying out 

investigations into physiology, virology, pharmacology, toxicology, cancer 

which can be used as a biological substitute for living animals. 

Establishment of cell cultures from endemic fish and endangered Such as 

the Caspian Sea salmon (Salmo caspius, Kessler, 1877) and Production in 

vitro models of it can be of assistance to biological studies, immunology, 

toxicology, physiology. The purpose of this study is to produce primary 

cell cultures from the kidney and gill of Caspian salmon in order to create 

cell lines from these tissues in the next stages. The aim of this study is to 
produce primary cells from the kidney and gill of Caspian salmon in order 

to create cell lines from these tissues in the next stages. 30 Caspian Sea 

salmon (Salmo caspius, Kessler, 1877) prepared and primary cell was 

produced from kidney and gill tissues through the explant culture method. 

The tissues are cultured in Leibovitz-15 medium with 20%, 10% and 5% 

fetal bovine serum at 15, 18 and 21 ºC. The growth process of cells was 

checked daily by inverted light microscope. The results showed that 

primary cells produced from Caspian Sea salmon are slow to grow and take 

a long time for cell migration from the tissue and doubling time. But they 

have a relatively good subculture and grow well up to passage 5 in L-15 

culture medium with 10% fetal bovine serum. The morphological study of 
the produced cells showed that they are a mixture of fibroblast-like and 

epithelial-like cells. Investigating the process of cell growth at different 

temperatures showed that the optimal growth for this type of cell culture is 

18 ºC. This study showed that the explant is a suitable method for 

producing primary cells from kidney tissue and gill of Caspian sea salmon, 

and the primary cells have a good ability to produce cell lines from the 

kidney and gill tissue of this species. 
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 های کلیدی:  واژه

 آبشش، 

 کشت سلولي اوليه، 

 کليه، 

    ماهي آزاد دریاي خزر

 

تواند در زمينه مختلف است که مي ها پژوهشهاي سلولي ابزار مهم زیستي براي انجام  رده
د استفاده قرار بگيرد. توليد شناختي حيوان زنده مور به عنوان یک مدل جایگزین زیست

 اندميک و در معرض خطر انقراض مانند ماهي آزاد دریاي خزرهاي سلولي از ماهيان  کشت
(Salmo caspius, Kessler, 1877 )هايو ایجاد مدل in vitro تواند کمک شایاني از آن، مي

شناسي، فيزیولوژي و ... نماید. هدف از این مطالعه  شناختي، ایمونولوژي، سم به مطالعات زیست
هاي سلولي  آبشش ماهي آزاد دریاي خزر به منظور ایجاد ردهتوليد کشت سلولي اوليه از کليه و 

تهيه شد و سلول اوليه  عدد ماهي آزاد دریاي خزر 30تعداد  .ها در مراحل بعد استاز این بافت
نظر در هاي موردانجام گرفته است. بافت بافتکليه و آبشش از طریق روش کشت ریزبافت  از

درجه  21و  18، 15در دماي  درصد 5و  10، 20جنين گاو همراه با سرم  Leibovitz-15 محيط
ها توسط ميکروسکوپ ند به منظور ارزیابي روند رشد سلولگراد کاشته و نگهداري شدسانتي

هاي اوليه توليد شده از نتایج نشان داد سلول نوري معکوس به صورت روزانه بررسي شدند.
برابر شدن  اجرت سلول از بافت و زمان دوماهي آزاد دریاي خزر، دیر رشد هستند و زمان مه

  خوبي دارند و در محيط کشت پذیري نسبتاًها قابليت پاساژست اما این سلولآن طولاني ا
 L-15 کنند. در هر دو کشت رشد مي 5به خوبي تا پاساژ  درصد 10با سرم جنين گاوي

ل دیده شد. بررسي شکل و اپيتليالي شک -هاي فيبروبلاستيجمعيت ناهمگن متشکل از سلول
 هاي این گونهرشد براي کشت سلول ها در دماي مختلف نشان داد، دماي بهينهروند رشد سلول

یک روش مناسب براي  بافتریز گراد است. این مطالعه نشان داد که کشت درجه سانتي 18
يه هاي اولهاي اوليه از بافت کليه و آبشش ماهي آزاد دریاي خزر است و سلول توليد سلول

 .توليد شده قابليت خوبي براي توليد رده سلولي از بافت کليه و آبشش این گونه دارند
 

کشت سلولی اولیه از بافت آبشش و کلیه ماهی آزاد دریاا  زا ر    (.1403) قدسی، زهره، کلباسی، محمدرضا، محبتی مبارز، اشرفاستناد: 

(Salmo caspius, Kessler, 1877) .161-173(، 1) 13، پرورش آب یانبردار  و  نشریه بهره. 

                   DOI: 10.22069/japu.2023.21252.1770 
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 مقدمه
هاي سلولي ابزار مهم زیستي براي انجام رده
توانند باشد که ميهاي مختلف ميدر زمينه ها پژوهش

شناختي حيوان زنده مورد  به عنوان جایگزین زیست
از  ماهيان هايبافت کشت (.1استفاده قرار بگيرند )

 استفاده هايروش جهات، شباهت زیادي به بسياري
(. 2پرندگان دارد ) و پستانداران بافت کشت براي شده

هاي سلولي توليد شده از ماهيان مزایاي متعددي کشت
نسبت به کشت سلولي پستانداران، از نظر سازگاري با 

تر نسبت به کمبود  ازدما، تحمل بيشطيف وسيعي 
در طي زمان  تر اکسيژن محيط، و نگهداري آسان

 .(3) طولاني دارد
اگرچه ایجاد کشت سلولي اوليه از ماهيان به نظر 

اما  شوددر زمان کوتاهي توليد مي آسان است و
رشد کم و همگني پایين مابين  مانندمشکلاتي 

هاي آلودگي بالاي بافت(، 4ي توليد شده )ها سلول
هاي استاندارد در (، عدم وجود روش5مورد استفاده )

کشت سلولي ماهي، دانش ناکافي درباره مواد مورد 
(، در 6ها )نياز کشت و شرایط فيزیولوژي رشد سلول

 توليد سلول از بافت ماهيان وجود دارد. 

کشت سلولي  in vitroهاي گيري مدلکار هب
هاي خاص در دليل امکان ارزیابي دقيق عمکرد به

شده در مقایسه با  هایي با شرایط کنترلمحيط
چنين کاهش اختلاف بين  هاي طبيعي و هم محيط

ها جهت مطالعات مختلف، مرسوم گشته است تيمار

ترین کاربرد (، در علوم شيلاتي اولين و عمومي7)
ها  هاي آنهاي سلولي ماهيان مطالعه بيماريکشت

هاي سلولي در بسياري از موارد از تيره ( و در2است )
ها  کننده آنهاي عفوني و مواد مهارعه بيماريمطال

ها در جا که پاتوژن ( و از آن9 ،8شود )استفاده مي
کنند، نياز ميزبان خاص و حتي بافت خاص رشد مي

اي  لهأهاي متنوع مسهاي سلولي از بافتبه رده

 (. 10) ناپذیر است اجتناب
هاي سلولي در زمينه کشتترین کاربرد  مهم

هاي عفوني شامل مطالعه در مورد: مکانيسم بيماري

زا و زایي، تعاملات ميزبان و عامل بيماريبيماري

هاي متفاوت از مکانيسم دفاع ميزبان است. بافت

هاي مختلفي را به عفونت در هاي متنوع، پاسخگونه

هاي سلولي گوناگون، دهند وتوليد ردهسطح سلول، مي

ها را در بافت و ارگان هدف ممکن طالعه پاتوژنم

هاي هاي اخير رده(. در طي سال11 ،9سازد ) مي

سلولي متنوعي از آبزیان توليد و گزارش شده است اما 

ها مربوط به ماهيان  ترین مطالعات توليد آن بيش

 (.12مانند کپورماهيان و آزاد ماهيان است )اقتصادي 

 ,Salmo caspius) خزر دریاي آزاد ماهي

Kessler, 1877 ) از جمله ماهيان رودکوچ و بومي

 9 از (. این زیرگونه، یکي13دریاي خزر است )

است که  (Salmo trutta) اي قهوه آلاي زیرگونه قزل

وزن  و اندازه ترینبزرگ ها بهبين تمامي زیرگونه در

این ماهي بسيار کمياب . در حال حاضر (14رسد )مي

 خزر دریاي جنوبي سواحل در عمده طور است و به

 هايرودخانه به ریزيتخم براي و دارد وجود

شود مي وارد گلستان و مازندران گيلان، هاي استان

(. ماهي آزاد دریاي خزر داراي ارزش اکولوژیکي 15)

و اقتصادي بالایي است اما جمعيت آن در طي 

در  هاي گذشته به شدت کاهش پيدا کرده است و سال

مقایسه با معيارهاي اتحادیه جهاني حفاظت از طبيعت، 

 (.13باشد )ميطور بحراني در معرض خطر  هب

هاي ایران، با توجه به بومي بودن این گونه در آب

ارزش اکولوژیکي و اقتصادي آن، تکثير و پرورش 

کمان در دریاي خزر، امکان فرار  آلاي رنگينماهي قزل

ها و اختلاط با ماهي آزاد دریاي این گونه از قفس

آلاي پرورشي به  بيماري از قزلين انتقال نچ خزر و هم

هاي  رسد، پژوهشاین گونه بومي و مهم به نظر مي

کاربردي براي بررسي و شناخت ابعاد مختلف 

شناختي آن ضروري است. از ماهي آزاد دریا  زیست

خزر تنها یک رده سلولي و از بافت باله توليد شد 

هاي جانوري و انساني مرکز است که در بانک سلول

  شودتيکي و زیستي ایران نگهداري ميذخایر ژن
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سنجي ایجاد این مطالعه به منظور امکان (.18 ،17، 16)

کشت سلولي اوليه از بافت کليه و آبشش، شناسایي و 

توسعه یک رده سلولي جدید از ماهي آزاد دریاي خزر 

 انجام شده است. 

 

 ها مواد و روش

  خزر دریاي آزاد ماهي عدد 30 :ماهی

(Salmo caspius, Kessler, 1877) به وزن ميانگين 

واقع  گرم از مرکز تحقيقات ماهيان سردآبي 50±200

در تنکابن تهيه شدند و به مرکز ملي ذخایر ژنتيکي و 

زیستي ایران منتقل و آکواریم تعبيه شده در یخچال با 

 گراد نگهداري شدند.درجه سانتي 5دماي 

ماهيان توسط پودر گل  :سازی و کشت بافت آماده

گرم در ليتر( بيهوش و با ضربه به  ميلي 100ميخک )

ها توسط ح بدن آنجمجمه نخاعي شدند. سپس سط

 1000بيوتيک ) حاوي آنتي 1محلول بافر فسفات سالين

ميکروليتر  1000سيلين تزریقي،  هزار واحد پني

درصد شستشو داده شد،  70جنتامایسين( و الکل 

وسيله قيچي و تيغ اسکالپل جدا  هبافت کليه و آبشش ب

ليتر ميلي 30شده و به لوله آزمایش درب دار حاوي 

سيلين  بيوتيک )پني فسفات سالين و آنتيمحلول بافر 

ليتر و استرپتومایسـين به  واحد در ميلي 100مقدار  به

ليتر( منتقل گردید و  رم در ميليميکروگ 100مقدار 

دقيقه بر روي شيکر قرار گرفتند، سپس  15مدت  به

محلول رویي زیر هود تخليه شد و محلول جدید بافر 

ایگزین آن شد بيوتيک ج فسفات سالين حاوي آنتي

(19   .) 

ها به زیر هود منتقل شده و در  سپس کليه و آبشش

)شرکت  L-15هاي حاوي محيط کشت دیش پتري

Gibco)  به قطعات mm
قطعه  8تقسيم شدند.  22-1

خانه  6در هر چاهک از ظرف کشت  از هر بافت

لامل ها ( گذاشته شد و بر روي بافتTPPشرکت )

 20حاوي  L-15ليتر محيط کشت ميلي 1قرار گرفت، 

                                                
1- Phosphate-buffered saline 

 درصد 5/0( و Invitrogenشرکت ) FBS درصد

penicillin–streptomycin  به هر چاهک ریخته شد

گراد منتقل گردید. درجه سانتي 18و به انکوباتور 

ظرف کشت به مدت یک هفته هر روز از نظر ميزان 

آلودگي مورد  ها از بافت کليه و آبششمهاجرت سلول

کف  درصد 70ها بررسي قرار گرفتند. زماني که سلول

ها انجام شد. چاهک را پوشاند، اولين پاساژ سلول

آنزیم  μL500ها از کف، براي جدا کردن سلول

شرکت ( )Trypsin-EDTA درصد 02/0تریپسين )

Invitrogen به هر چاهک اضافه گردید، بعد از سه )

ليتر محيط ميلي 1آنزیم،  سازي این دقيقه براي خنثي

ها اضافه شد و چندین به چاهک FBSکشت حاوي 

ها از بار عمل پپيتاژ صورت پذیرفت تا تمام سلول

( سانتریفيوژ rpm1200دقيقه ) 4مدت  کف جدا و به

ليتر محيط  ميلي 1شدند. پليت سلول تشکيل شده در 

ز اصورت سوسپانسيون درآمده و پس  کشت به

 .(19ه فلاسک کشت منتقل گردید )ها بشمارش سلول

 :(Doubling time) ها برابر شدن سلول تعیین زمان دو

 24هر چاهک پليت  عدد سلول در 50000در ابتدا 

ساعت  48)سه بار تکرار(. سپس هر  خانه کشت شد

روز  12ها صورت گرفت که تا  یکبار شمارش سلول

 48ها در هر  ميانگين تعداد سلولادامه پيدا کرد. 

ها با استفاده از ي رشد سلولنساعت محاسبه و منح

 (.20زیر محاسبه و رسم گردید ) رابطه
 

X= t log (2)/ (log Nt − log N0) 

N0 is the inoculums cell number 

Nt is the number of cells harvested at a 

given time point,  

t is the culture time in hours  
 

ثير أبه منظور ارزیابي ت: هابر رشد سلول FBSثیر أت

FBS عدد از  100000ها، تعداد بر رشد سلول
مربع کشت گردید متر سانتي 5/12 ها در فلاسک سلول

به آن  FBS درصد 20و  10، 5هایي با و محيط کشت
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روز، تعداد  7 اضافه شد )سه بار تکرار( و به مدت
ساعت شمارش گردید و منحني رشد  24ها هر  سلول
 (.21) ها ترسيم شد سلول

به منظور ارزیابي تأثير دما بر روند رشد و : اثر دما

در دماي  عدد سلول 100000ها، تعداد سلول تکثير
 5/12گراد در فلاسک درجه سانتي 22و  18 ،15

مربع کشت داده شدند )سه بار تکرار( و در متر سانتي
ها توسط روز متوالي روند رشد و تکثير سلول 10طي 

رش با استفاده از ميکروسکوپ نوري معکوس و شما
 به صورت روزانه بررسي شد. لام هماسيتومتر

براي انجام آزمون آناليز آماري از : آنالیز آماری

و آزمون طرفه  و آناليز واریانس یک SPSSافزار  نرم
درصد مورد  95چند دامنه دانکن در سطح اطمينان 

 تجزیه و تحليل قرار گرفته است.

 

 نتايج
هاي کليه، آبشش کشت سلول از بافت: کشت سلول

ماهي آزاد دریاي خزر با استفاده از روش کاشت ریز 
 ها از قطعات بافت آبشش،، ایجاد شد. سلول1بافت

کليه و مهاجرت کرده و پس از یک ماه یک لایه 

مهاجرت  سلولي در کف چاهک تشکيل دادند، تک
و براي بافت کليه  روز 5-7سلولي براي بافت آبشش 

( روز پس از کشت بافت شروع شد و 1)شکل  12-7
هاي متعددي از سلول در روز کلوني 15-20پس از 

 ها کشت شده دیده شدند. پس ازاطراف ریز بافت
هفته براي  3هفته براي بافت آبشش و حدود  2حدود 

لایه سلول در اطراف بافت  کليه تک هاي وبافت
 تشکيل دادند و به تعداد لازم براي پاساژ اول رسيدند.

هاي کليه و آبشش هاي توليد شده در بافتسلول
( با استفاده از 1ماهي آزاد دریاي خزر )شکل 

ناسي مورد شميکروسکوپ معکوس، از نظر ریخت
هاي توليد شده، در هر دو بررسي قرار گرفتند. سلول

هاي اپيتليالي و سلول بافت آبشش و کليه مخلوطي از
هاي مهاجرت فيبروبلاستي شکل بودند. اولين سلول

نموده از بافت کليه و آبشش فيبروبلاستي شکل بودند 
هاي اپيتليایي شکل دیده شدند. بعد از و سپس سلول

هاي اپيتليالي شکل بافت از تعداد سلول پاساژ از 5
ها تر جمعيت را سلول کليه کاسته شد و بيش

فيبروبلاست شکل تشکيل دادند اما در کشت بافت از 
 هاي اپيتليالي شکل غالب بودند.آبشش سلول

 

 
 ، 5های کلیه در پاساژ سلول -، شکل باز کاشت بافتروز پس  20افت کلیه ها از بمهاجرت سلول -شکل الف -1شکل 

 1.(10X)بزرگنمایی  5های آبشش در پاساژ  سلول -، شکل دروز پس از کاشت بافت 8بافت آبشش های از مهاجرت سلول -شکل ج

                                                
1- Explant 
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آبشش و کلیه ماهی های در رشد سلول FBSثیر أت

محيط کشت، مواد  برعلاوه :آزاد دریای خزر

ها نقش اساسي در سرعت، کننده و درصد آن کامل

ترین این  ها دارند. از مهمميزان و کيفيت رشد سلول

است. براي بررسي  FBSمواد سرم جنين گاوي یا 

ها، سه هاجرت و رشد سلولبر م FBSثير أميزان ت

در نظر گرفته شد. FBS  از درصد 20و  10، 5تيمار 

 20دست آمده محيط کشت حاوي  هبراساس نتایج ب

شرایط مساعدتري را براي مهاجرت  FBSاز  درصد

کند و هاي مورد آزمایش فراهم مي ها از بافت سلول

از  درصد 20ترین رشد در محيط کشت حاوي  بيش

FBS درصد 20 ها درصورت گرفت اما تعداد سلول 

FBS  درصد 10و FBS داري را نشان تفاوت معني

 10توان این مقدار را به پاساژ سوم مي نداد و بعد از

هاي  ثيري در رشد سلولأکه ت تقليل داد بدون آن درصد

 (.3و  2 هاي شکلهر دو بافت داشته باشد )

 

 
 .های آبشش ماهی آزاد دریای خزر( در رشد سلولدرصد 20و  5 ،10) FBSثیر مقادیر متفاوت أت -2شکل 

 

 
 .های کلیه ماهی آزاد دریای خزر( در رشد سلولدرصد 20و  5 ،10) FBSثیر مقادیر متفاوت أت -3شکل 
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های ماهی آزاد دریای دن سلولبرابر ش زمان دو

براي  5ها در پاساژ ولزمان دو برابر شدن سل: خزر

هاي ساعت و براي سلول 17/91کليه هاي سلول
ساعت طول  90/89آبشش ماهي آزاد دریاي خزر 

هاي برابر شدن سلول کشيد. مقایسه مابين زمان دو
کلي ماهي آزاد دریاي خزر  حاصل از آبشش و

دهنده این است که اگرچه سرعت رشد  نشان

تر است اما  هاي بافت آبشش از بافت کليه بيش سلول
 داري ندارد.با هم تفاوت معني

کشت سلولي اوليه : هاتکثیر سلول اثر دما بر رشد

ولي متفاوتي را در دماهاي مختلف شرایط تکثير سل

گراد نشان داد. دماي درجه سانتي 22و  18 ،15
درجه  18مطلوب براي رسيدن به حداکثر رشد 

گراد بود و به عنوان دماي مطلوب براي تمام  سانتي

، حال ها تا پایان کار در نظر گرفته شد. با اینآزمایش
گراد نيز مشاهده شد،  درجه سانتي 15رشد در دماي 

 ها در این دما کندتر بود وبا این تفاوت که رشد سلول
تري نياز داشتند تا به تعداد لازم  يمدت زمان طولان

 22ها در دماي براي پاساژ بعدي برسند. تکثير سلول
گراد ادامه نيافت و از روز سوم به بعد درجه سانتي

  هاي شکلها مشاهده گردید )لولکاهش تعداد س

ها توليد شده (. مقایسه بين دماها نشان داد سلول5و  4
درجه  18از هر دو بافت کليه و آبشش در دماي 

تري مقادیر تکثير و رشد بودند  گراد داراي بيشسانتي
درجه  22و  15داري با دماهاي  و تفاوت معني

 گراد نشان داد. سانتي

 

 
 .های آبشش ماهی آزاد دریای خزردر رشد سلولگراد درجه سانتی 22و  18 ،15ثیر دمای أت -4شکل 

 

 
 .های آبشش ماهی آزاد دریای خزردر رشد سلولگراد درجه سانتی 22و  18 ،15دمای ثیر أت -5شکل 
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 بحث
هاي سلولي توليد شده از ماهيان به علت تعداد رده

هاي مدل براي مطالعه ها در سيستمکاربرد مناسب آن

آوري، تغذیه، بيماري ماهيان، ایمونولوژي، زیست فن

آزمایش سميت مواد شيميایي، عوامل درماني و... به 

بافت (. کشت ریز 3سرعت در حال افزایش است )

ها از بافت یک روش متداول براي توليد سلول

ها به کار  جانوران است که در بسياري از پژوهش

رود. کارایي این روش در مطالعات مختلف براي  مي

هاي سلولي از ماهيان گزارش ها و ردهتوليد کشت

 (. 22شده است )

آنزیمي کشت هاي در این روش نسبت به روش

نخورده هستند و تحت  سلولي، قطعات بافت دست

فرآیندهاي شدید تفکيک سلولي مکانيکي یا شيميایي 

هاي سطحي نيستند. این فرآیندها بر ماکرومولکول

ها گذارند و مانع از عملکرد طبيعي آنثير ميأت

بافت براي تهيه (. از روش کشت ریز24 ،23شوند ) مي

هاي سلولي از بافت کليه و آبشش  تعداد زیادي از رده

رده  2توان به توليد ماهيان استفاده شده است که مي

 (، Salmo salar( )22سلولي از آبشش ماهي )

 یک رده سلولي از کليه ماهي باس دریایي 

(Lates calcarifer( )21 یک رده سلولي از ،) 

 ( و یک رده سلولي از 25کليه ماهي تيلاپيا )

( Acipense oxyrinchusماهي سيبري ) کليه تاس

 ماهي رده سلولي از کليه و آبشش گربه 2( 26)

(Clarias gariepinus( )27.اشاره نمود ) 

در طي کشت اوليه بافت آبشش و کليه ماهي آزاد 

هاي توليد شده در هر دو دریایي خزر، عمده سلول

الي شکل بوده هاي فيبروبلاستي و اپيتليبافت، سلول

هاي هاي اوليه تعداد سلولاست که پس از پاساژ

لي افزایش پيدا هاي اپيتليابه سلولفيبروبلاستي نسبت 

بافت و در طي پاساژهاي اوليه، نمود. در روش ریز

هاي متنوعي در طول مراحل اوليه رشد سلول سلول

دهد تا هر دو اجازه مي که این روش شود چرادیده مي

اپيتليالي و فيبروبلاستي از بافت مهاجرت  نوع سلول

اي که بر روي کشت اوليه (. در مطالعه29، 28کنند )

( و Lates calcarifer( )21) کليه ماهي باس دریایي

( صورت گرفت هر دو نوع سلول 25ماهي تيلاپيا )

چنين  گزارش شد، همفيبروبلاستي و اپيتليالي شکل 

هاي اوليه از آبشش ماهي يد سلولنتایج مطالعه، تول

رده سلولي از  2، (E. malabaricus( )30گروپر )

رده سلولي از  2(، Salmo salar( )22آبشش ماهي )

 (Clarias gariepinus) ماهي کليه و آبشش گربه

هاي اوليه حاصل از بافت آبشش  ( نشان داد، سلول27)

 و کليه داراي دو شکل فيبروبلاستي و اپيتليالي بودند،

مطالعه  هاي فوق، بادست آمده از پژوهش هکه نتایج ب

 حاضر مطابقت داشته است.

برابر شدن  مطالعه حاضر نشان داد زمان دو

ساعت و براي  17/91براي بافت کليه هاي اوليه  سلول

 90/89هاي آبشش ماهي آزاد دریاي خزر سلول

هاي صورت گرفته بر ساعت بوده است. سایر پژوهش

این نتایج بودند،  بيانگرروي خانواده آزاد ماهيان نيز 

از بافت  توليد شده رده سلوليمطالعه بر روي سه 

 RTpi-MIشامل رده  کمان آلاي رنگين روده ماهي قزل

 روز(، رده  4/4ها: )زمان دو برابر شدن سلول

RTdi-MI و روز(  3 ها:)زمان دو برابر شدن سلول

( 9/2 ها:)زمان دو برابر شدن سلول  RTgutGCرده

از بافت آبشش ماهي  RTgill-W1(، رده سلولي 31)

 ها: دن سلول)زمان دو برابر ش کمان آلاي رنگين قزل

از بافت RTL-W1 و رده سلولي  (32) روز( 10-12

برابر شدن  کمان )زمان دو آلاي رنگين کبد ماهي قزل

، رده سلولي جنين ماهي (33ساعت( ) 8/98ها:  سلول

ها: ( )زمان دو برابر شدن سلولCHSE- 214شينوک )

آلاي  از بافت گناد قزلRTG-2  رده سلولي روز(، 2/2

روز(،  6/4ها: کمان )زمان دو برابر شدن سلول رنگين

آلاي  از بافت آبشش قزل RT-Gill W1 رده سلولي

روز(،  7/3ها: کمان )زمان دو برابر شدن سلول رنگين
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آلاي  از بافت طحال قزل RTS-34stرده سلولي 

( 34( )5/3ها: کمان )زمان دو برابر شدن سلول رنگين

ها را بيش از سه روز نشان زمان دو برابر شدن سلول

هاي که نتایج حاصل از مطالعات فوق با یافته دادند

 پژوهش حاضر همخواني دارد.

هاي کشت سلولي داراي نقش  سرم در سيستم

شاي که نفوذپذیري غ اتي است، زیرا علاوه بر اینحي

 رها، عناصها، آنزیمکند، ناقل چربيسلولي را تنظيم مي

باشد. بسيار ریز و عناصر کمياب به داخل سلول مي

( به عنوان مکمل ضروري FBSاغلب سرم جنين گاو )

(. 35ها مورد نياز است )براي تکثير و اتصال سلول

FBS ها و سطح بالایي از بادي حاوي سطح پایين آنتي

هاي سلولي انساني هاي رشد است و در کشتفاکتور

صورت گسترده مورد استفاده قرار گرفته  و حيواني به

چنين فيبرونکتين موجود در سرم نقش  است، هم

ها به کف ظرف کشت و بيدن سلولمهمي در بهتر چس

 (.36 ،35کند )ها ایفا ميدر نتيجه تکثير آن

 درصد 20و  10، 5در این پژوهش از مقادیر 

FBS ها استفاده شد که با در محيط کشت سلول

رشد و  درصد 20به  درصد 5از  FBS افزایش مقدار

ها تقسيم سلولي تحریک شده و سرعت رشد سلول

در بافت ترین ميزان تکثير سلولي  افزایش یافت. بيش

حجم  درصد 20کليه و آبشش زماني محقق شد که 

اما  محيط کشت حاوي سرم جنين گاوي بوده است.

 FBS درصد 10و  FBS درصد 20 ها درتعداد سلول

داري را نشان نداد و بعد از پاساژ سوم تفاوت معني

تقليل داد، بدون  درصد 10توان این مقدار را به مي

اي بافت آبشش و کليه هثيري در رشد سلولأکه تآن

 داشته باشد.  

هاي مختلف مطالعات مختلف نشان داد غلظت

FBS هاي هاي گونهثير زیادي در رشد سلولأت

مختلف ماهيان دارد. در کشت سلولي توليد شده از 

(، ماهي Acipenser sinensis( )37ماهي چيني ) تاس

Channa striatus (38 ماهي ،)Pterophyllum 

scalare (39 ماهي )Oreochromis niloticus 

  Pangasianodon hypophthalmus( و ماهي40)
( از سرم 42) Micropterus salmoidesماهي  (41)

FBS محيط  در درصد 20 و 10، 5هاي با غلظت

دست آمده در این  هکردند. نتایج ب کشت استفاده

 5ترین ميزان رشد در غلظت  مطالعات نشان داده کم

تر از آن، مقدار بهينه و مطلوب در  و کم درصد

و حداکثر سرعت رشد در  درصد 10هاي بالاي غلظت

(. 43 ،40دست آمده است ) هب درصد 20غلظت 

محيط  در سرم درصد 20 از بيش غلظت از معمولاً

 که دارد وجود شواهدي زیرا شودنمي کشت استفاده

 رشد از است ممکن کشت محيط در زیاد سرم غلظت

دست  ه( که نتایج ب45 ،44نماید ) جلوگيري هاسلول

هاي حاصل از آمده در پژوهش حاضر با یافته

 مطالعات فوق همخواني داشتند.

ثر در رشد و تکثير ؤترین عوامل م دما یکي از مهم

دماي مناسب  ها در کشت بافت است. انتخابسلول

و دماي بهينه حيات  أبراي کشت سلول به نوع، منش

هاي (. کشت44حيوان مورد مطالعه، بستگي دارد )

سلولي توليد شده از بافت ماهيان قادر به تحمل 

توان با توجه اي هستند که ميمحدوده دمایي گسترده

ها و به محدوده دمایي مطلوب رشد و تکثير سلول

ها، دماي مناسب را تنظيم نمود. در هدف از کشت آن

که هدف از کشت سلول نگهداري طولاني در  صورتي

چه  شرایط کشت باشد در کمينه دماي بهينه و چنان

ها باشد از بيشينه دماي بهينه هدف تکثير سریع سلول

 (.46 ،44، 1توان استفاده نمود )مي

هاي آبشش و کليه دماي مناسب براي کشت سلول

درجه  15-18 پژوهشماهي آزاد دریاي خزر در این 

گراد تعيين شد. طبق نتایج کسب شده در طي سانتي

 18شرایط محيط کشت و زمان یکسان، در دماي 

درجه  22 و 15دماهاي گراد نسبت به درجه سانتي
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تري سلول از  توان به تعداد بيشگراد، مي سانتي

هاي کليه و آبشش در این گونه دست یافت.  بافت

هاي طورکلي مطالعات صورت گرفته بر روي کشت به

دهد دماي مطلوب براي رشد سلولي ماهيان نشان مي

هاي مختلف ماهيان، اندکي و تکثير سلول در گونه

(. در 46 ،1ها است )بهينه پرورش آن تر از دماي بيش

دست آمده به عنوان دماي بهينه  این مطالعه نيز دماي به

تر از  گراد( اندکي بيشدرجه سانتي 18کشت سلولي )

درجه  14-17دماي پرورش ماهي آزاد دریاي خزر )

(. با توجه به مطالعات 48 ،47گراد( است )سانتي

هاي سلولي حاصل از صورت گرفته بر روي رده

هاي مختلف آزاد ماهيان دماي مناسب براي رشد گونه

 15-20ها مابين اي سلولي این گونهو تکثير اغلب رده

 25دماي بالاي گراد گزارش شده است و درجه سانتي

ها نامناسب تشخيص داده گراد براي آندرجه سانتي

( که نتایج حاصل از این مطالعه با 50 ،49شده است )

هاي پيشين صورت گرفته، پژوهش  هاي گزارش

 خواني دارد.  هم

 

 گیري نتیجه

این مطالعه اولين گزارش از توليد کشت سلول 

اوليه از بافت کليه و آبشش ماهي آزاد دریاي خزر 

بر  in vitroاست و ابزار مفيدي را براي مطالعات 

نماید. در مجموع با روي این گونه مهم فراهم مي

توان دست آمده از این پژوهش مي هتوجه به نتایج ب

شده اغلب داراي هاي اوليه توليد بيان کرد، سلول

کندي رشد، ميزان کم تکثير به ویژه در سه هفته اول 

شناسي  پس از کاشت بافت هستند. از نظر ریخت

هاي فيبروبلاستي شکل کلي در بافت کليه سلول طور به

هاي اپيتليالي شکل غالب و در بافت آبشش سلول

رسد، روش کشت ریزبافت و محيط هستند. به نظر مي

هاي مناسبي را براي توليد کشتشرایط  L-15کشت 

 FBSآورند. مقدار بهينه سلولي از این گونه فراهم مي

هاي اوليه بافت کليه و آبشش، بالاي براي رشد سلول

 18ها در دماي است و بهترین رشد سلول درصد 10

 پذیرد.گراد صورت مي درجه سانتي

 

 تشکر و قدردانی
یاد، خانم دکتر پروانه فرزانه ریاست فقيد  از زنده

مرکز ذخایر هاي انساني و جانوري )بانک سلول

ژنتيکي و زیستي جهاد دانشگاهي(، استاد مشاور 

ارجمند در این پژوهش کمال تشکر را دارم، روحشان 

 شاد و قرین رحمت الهي باد.
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