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  هاي فولیکولی ) و دما بر کشت سلولFBSتاثیر  محیط کشت پایه، سرم جنین گاو (
  Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758 تاسماهی استرلیاد  

  

   2، محمد مازندرانی4، نگین سلامات3د بهمنیو، محم2، محمد سوداگر1*محمدرضا نوروزفشخامی
  رشت، ایران ،خزر یايدر یانتاسماه یالملل ینب یقاتموسسه تحقي، کشاورز یج، آموزش و ترویقاتتحقسازمان استادیار 1
 تکثیر و پرورش آبزیان، دانشکده شیلات و محیط زیست، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایراندانشیار گروه 2

  رشت، ایران ،خزر یايدر یانتاسماه یالملل ینب یقاتموسسه تحقي، کشاورز یج، آموزش و ترویقاتتحقسازمان  استاد3
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  30/5/95: یرشپذ یختار؛  25/2/95ارسال:  یختار
  1چکیده

و طول  گرم 729وزن ساله به  6این تحقیق پس از بیهوش نمودن یک عدد تاسماهی استرلیاد ماده پرورشی در
 ها از در لیتر)، قسمتی از تخمدان خارج شد. تخمکگرم  4/0میخک ( استفاده از پودر گل با متر وسانتی 3/47

هاي فولیکولی از طریق  لولها، س بیوتیک استریل حاوي آنتی  PBSبافر با یکدیگر جدا شدند و پس از شستشو
زیوم جدا یهاي کلسیم و من از یون عاري PBSدر  حل شده) درصد Trypsin-EDTA  )25/0ها با تیمار تخمک

درجه  22 دماي در ها بیوتیکآنتی ) وFBSدرصد سرم جنین گاو ( 20داراي L-15شدند و در محیط کشت 
لایه سلولی  زمانی که به مقدار کافی یک وازده روز،). پس از دclls/ml 106×25/1گراد کشت داده شدند (سانتی

درصد) از کف فلاسک  Trypsin-EDTA )25/0 ها با استفاده از تشکیل شد، سلولکف فلاسک کشت  روي
  هاي محیط کشت و کشت داده شدند. در این تحقیق از ها شستشو بیوتیکآنتی حاوي PBSبا  و شدند جدا

 L-15 ،DMEM/F12   وM199درجه 25 و 22، 20درصد سرم جنین گاو و دماهاي 20 و 15، 10هاي  ت، غلظ  
هاي  ولی در محیط کشت دادند خوبی را نشان تکثیر  L-15ها در محیط کشت سانتیگراد استفاده شد. سلول

درجه  22 که دماي یابند تکثیرگراد توانستند درجه سانتی 22و  20ي مشاهده نشد و در دماهايتکثیردیگر 
 20درصد به  10محیط کشت از   FBSهاي فولیکولی زمانی که مقدار سلول تکثیربود. همچنین میزان  آل ایده

                                                   
 nowruzfashkhami@yahoo.com*نویسنده مسئول: 
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بیشترین تکثیر سلولی در  مشاهده شد.  FBSدرصد 20در غلظت  تکثیر افزایش یافت. بهترین، درصد رسید
 درجه سانتیگراد بدست آمد. 22و دماي انکوباسیون  FBS درصد 20داراي  L-15محیط کشت 

  
  L-15 ولی، هاي فولیک)، سلولFBS( ، سرم جنین گاو A. ruthenus:  هاي  کلیدي واژه

  
  مقدمه

 inاز جمله پستانداران در محیط خـارج از بـدن (  داران  هاي سایر مهره هاي ماهی، مانند سلول سلول
vitro( قابل ) کشت هستندBols and Lee, 1991کـار مـورد اسـتفاده      شـبیه روش  کار بسیار ) و روش

 هاي فولیکـولی کـه تخمـک    سلول ).Wolf and Ahne, 1982( است هاي پستانداران براي کشت سلول
ثر در تکثیـر و  هاي مؤ ترشح آنزیم و نقش مهمی را درUnal et al., 2005)  اند ( نموده ماهی را احاطه 

آزمایشـگاهی   توانند تحت شـرایط مسـاعد   ) نیز میNagahama, 1994رسیدگی تخمک برعهده دارند (
سـلول ایـن    ). کشـت ;Salamat et al., 2010 Stoklosowa and Epler, 1985( کشـت داده شـوند  

هـا از   ی مستقل نظیر بسـیاري از ارگـانیزم  ک واحد حیاتکند که مانند ی ها فراهم می سلول امکان را براي
بـه تکثیـر    هاي بوجود آمـده  خود ادامه دهند، تقسیم شوند و سلول حیات ها به یا قارچ ها و باکتري جمله
یـر آنهـا را متوقـف    مناسـب تکث نظیر کمبود موادغذایی، دماي نا برخی عوامل دهند تا این که ادامه خود

شـود. در   نامیـده مـی   )Primary culture( اولیـه   به بافـت اصـلی، کشـت     هاي متعلق کند. کشت سلول
هـاي ضـعیف از بـین     سـلول  )،Passages) و متـوالی ( Subculturesهـاي مجـدد (   صورت انجام کشت

 یـات خـود ادامـه   ح ) بـه Cell lineتر و  همگن تحت عنوان رده سلولی ( قوي هاي رفت و سلول خواهند
  ). ,Freshney 2005خواهند داد (

)، تـاثیر داروهـاي   Sobhana et al., 2009هـا (  ماهیـان بـراي شناسـایی ویـروس     سـلولی  هاي رده
شناسـی و   هـاي فیزیولوژیـک و بیوشـیمیایی، سـیتوژنتیک، سـرطان      بررسـی  واکسـن،  ضدویروس، تولید

 ,.Goswami et al( )، ایمنولـوژي Kojima et al., 2011; Kienzler et al., 2012( شناسـی  سـم 
2012; Bols et al., 2001 ،(زیست  هاي محیطبررسی اثر آلاینده )Bols et al., 2005; Schirmer, 

 تري بـراي هاي غذایی نظیر اسید چرب امگا مکمل )، تولید,Bols and Lee 1991پروري ()، آبزي2006
معرض خطر انقراض و حفظ  ماهیان کمیاب و در )، حفظ ذخایرet al., 2011 Grunowغذایی ( صنایع

)، Thomas, 2012انـدوکرینولوژي (  )،,.Chen and Qin, 2011 2008; Zhou et alاي ( تنـوع گونـه  
) و ژنتیک مولکولی از جمله بررسی et al., 2006 Tafalla( )، بیوتکنولوژيJu et al., 2003کلونینگ (

-سلولی ماهی از گنـاد مـاهی قـزل    رده شود. اولین استفاده می) Holopainen et al., 2012ژن ( بیان
هـاي   افـت هـاي گذشـته کشـت ب    دهـه  ). طیWolf and Quimby, 1962تهیه شد ( کمانآلاي رنگین
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 17 بـه   گونـه مـاهی متعلـق    36 رده سـلولی از  61تعـداد   1980مختلف ماهیان توسعه یافت و تا سال 
سال  ) و تاFryer and Lennan, 1994( رده سلولی 159تعداد  1993)، تا سال ,Fent 2001خانواده (

 ,.Lakra et al( تهیـه شـد   ماهیان توسـط محققـین   هاي مختلف  رده سلولی بافت 283تعداد  2011
سـلولی   کشورهاي مختلف از جمله بانـک  هاي سلولیبانک صورت منجمد در هآنها ب ) که تعدادي از2011
 ) و بانک سـلولی Chen and Qin, 2011( )، چینCrespo et al., 2012( 2، بانک سلولی اروپا1آمریکا

  شوند.   ) نگهداري میet al., 2014 Goswami( 3هندوستان
ثیر نوع ماهیان، دراین تحقیق بررسی تأ هاي سلولی افزون کاربردهاي ردهتوجه به اهمیت روزبا 

فولیکولی تخمک تاسماهی  هاي ) بر کشت سلول4FBSسرم جنین گاو ( محیط کشت پایه، دما و غلظت
هاي مذکور  سلول آوردن بهترین شرایط براي کشت منظور بدست به )Acipenser ruthenusد (استرلیا

در نواحی معتدل اروپا ، استفاده شد عنوان ماهی مدل این تحقیق به سترلیاد که درانجام شد. تاسماهی ا
هاي خزر، سیاه، دریا هایی که به رودخانهنواحی شمالی دریاي خزر و  ) از جمله,Riede 2004و آسیا (

زیاد  غذایی آن  مراقبت کمی دارد و تنوعبه  شود. این ماهی احتیاج ریزند یافت می آزوف و بالتیک می
پروري، تولید خاویار و  آبزيوجه بسیاري از کشورها است و براي لذا مورد ت .)Holčík, 1989است (

  شود. نگهداري در آکواریوم استفاده می ماهیان زینتی براي عنوان به
  

  ها روشمواد و 
متر اسـتفاده   سانتی 47گرم و طول  729این تحقیق از یک عدد ماهی استرلیاد پرورش یافته به وزن  در

هـوش نمـوده، پـس از    گـرم در لیتـر) بی   4/0گل میخک ( استفاده از پودر شد. ابتدا ماهی مورد نظر را با
هـاي فولیکـولی بـا     ها از بافت بینابینی جدا شدند. سپس سلول مدان، تخمکخارج نمودن قسمتی از تخ

و  )Gibcoهـاي کلسـیم و منیزیـوم،     از یـون  درصد عـاري  Trypsin-EDTA  )25/0استفاده از محلول
 Nowruzfashkhamiبا کمی تغییـرات (  )Stoklosowa and Epler, 1985استوکلوزووا و ایپلر ( روش

et al., 2016( هاي فولیکولی با رنـگ تریپـان بلـو    سلول آمیزيها جدا شدند. پس از رنگ از تخمک )4/0 
اسـتفاده از لام هماسـیتومتر    هـاي زنـده بـا    هاي فولیکـولی و درصـد سـلول    درصد)، تعیین تراکم سلول

)Doyle and Griffins,19985حـاوي   مربـع  متـر سـانتی  25به یـک فلاسـک کشـت     ها )، این سلول 
 ml/g)، اسـترپتو مایسـین سـولفات (   FBSدرصد سرم جنین گـاو (  L-15 ،20محیط کشت لیتر  میلی
) 25/1×106) منتقـل شـدند (  ml/g5/2( Bآمفوتریسین  ) وml/Iu 100( Gپتاسیم  سیلین )، پنی100

                                                   
1- American Tissue Culture Collection (ATCC) 
2- European Collection of Cell Cultures (ECACC) 
3- National Repository of Fish Cell Line (NRFC) 
4- Fetal Bovin Serum 
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هـاي   زمانی که سـلول  دوازده روز یعنی داده شدند. پس از گذشت گراد قراردرجه سانتی 22و در دماي 
پـس از   ته بخش اعظم کف فلاسک کشت را اشـغال نمودنـد محـیط کشـت را خـارج نمـوده،      تکثیر یاف

) و جدا نمودن آنهـا از کـف فلاسـک کشـت بـا اسـتفاده از       PBS )×1ها با محلول بافر  شستشوي سلول
 25سوسپانسیون سلولی بدست آمده به یک فلاسـک کشـت    )،درصد Trypsin-EDTA )25/0محلول 
هـاي فولیکـولی   پس از گذشت یک هفتـه سـلول   محیط کشت تازه منتقل شدند.مربع حاوي  مترسانتی

) و جـدا نمـودن از کـف فلاسـک کشـت      PBS )×1داخل فلاسک کشت پس از شستشو با محلول بـافر  
مجدداً کشت داده شدند (ساب کالچر دوم). همچنین بررسی تاثیر نوع محیط کشت پایه، غلظـت سـرم   

)FBS( اي مختلف بر رشد و تکثیر سلول هـاي حاصـل از کشـت اولیـه     دماه موجود در محیط کشت و
)، M199 )Gibcoهـاي   منظـور بررسـی تـأثیر محـیط کشـت      هاي فولیکولی نیـز انجـام شـد. بـه     سلول

DMEM/F12 )Gibco و (L-15 )Sigmaجـدا شـده در    هـاي  هاي فولیکـولی، سـلول   ) بر تکثیر سلول
 درجـه  20نمونـه) تحـت دمـاي     9ت (جمعـاً  تکرار براي هر محـیط کش ـ  3هاي مذکور با  محیط کشت

هـاي موجـود در   عدد سلول). سـپس تعـداد سـلول    100000 سانتیگراد کشت داده شدند (در هر نمونه
منظـور بررسـی    شدند. به روز با استفاده از لام هماسیتومتر شمارش 5بطور روزانه و طی  هامحیط کشت
هـاي   سلول د در محیط کشت بر رشد و تکثیردرصد) موجو 20و 15، 10هاي مختلف سرم ( تأثیر غلظت

هاي مختلف سـرم جنـین    حاوي درصد L-15فولیکولی جدا شده در محیط کشت  هاي سلول فولیکولی،
گـراد  درجـه سـانتی   20نمونه) تحـت دمـاي    9تکرار (جمعاً  3 گروه و هر گروه  با قالب سه گوساله، در

 ـ     سلول تعدادعدد سلول).  100000کشت داده شدند (در هر نمونه  طـور   ههـاي موجـود در هـر نمونـه ب
هـاي مختلـف   ثیر دمابررسی تأ روزانه و طی پنج روز با استفاده از لام هماسیتومتر شمارش شدند. جهت

 تحت و L-15هاي فولیکولی جدا شده در محیط کشت  هاي فولیکولی نیز سلول بر تکثیر و تکثیر سلول
داد سه نمونه در هـر یـک از دماهـاي مـذکور) کشـت داده      گراد (تعدرجه سانتی 25و  22، 20دماهاي 

هاي فولیکولی روز متوالی، تعداد سلول 5عدد سلول). طی  100000نمونه  در هر نمونه، 9(جمعاً  شدند
هـا در هـر    شمارش شدند. پس از شمارش تعـداد سـلول   هماسیتومتر از لام استفاده زنده در هر نمونه با

 SPSS افـزار نـرم  اسـتفاده از  نتایج ثبت و با ها در هرگروه، عداد سلوله و مشخص شدن میانگین تنمون
 95 اطمینـان  سـطح  طرفه و آزمون چند دامنه دانکن در انجام آزمون آنالیز واریانس یک ) و20 (ویرایش

انجـام    EXCEL 2007افزاررسم نمودارها نیز با استفاده از نرم گرفت. تحلیل قرار مورد تجزیه و درصد
  شد.
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  نتایج
ند و در زیر ها جدا شد هاي فولیکولی به خوبی از تخمک ها، سلول در نتیجه تأثیر ترپسین بر تخمک

  ). 1هاي مختلف قابل مشاهده بودند (شکل  هاي انفرادي با اندازه سلول صورتمیکروسکوپ اینورت ب
  

  
مورد آزمایش   )A. ruthenus (  هاي تاسماهی استرلیاد فولیکولی جدا شده از تخمکهاي  سلول  -1شکل  

)120 ×( 
  

هـاي   سـکوپ اینـورت حـاکی از چسـبیدن سـلول     بررسی نمونه کشت داده شده با استفاده از میکرو
هـاي مـذکور، تعـدادي     هاي مذکور بود. عـلاوه بـر سـلول    تکثیر سلول فلاسک کشت و فولیکولی به کف

و همچنـین محتویـات زرده   محیط کشـت   صورت شناور در هکف فلاسک کشت بهاي جدا شده از  سلول
حاصـل از تکثیـر    هـاي  ونه کشت داده مشـاهده گردیـد. سـلول   تخمک از جمله قطرات چربی نیز در نم

هـاي کشـت داده    ). در نمونـه 2وبلاسـتی بودنـد (شـکل    هاي شبه فیبر هاي فولیکولی عمدتاً سلول سلول
ها بـه خـوبی بـه کـف      سلول لیکولی (ساب کالچر اول) نیزهاي فو ه سلولحاصل از کشت اولی هاي سلول

ها شبه فیبروبلاست بودند. در این نمونـه نیـز    یافتند. تمامی این سلول فلاسک کشت چسبیدند و تکثیر
ایـن  کشت از محـیط کشـت خـارج شـدند. در      هاي شناور مشاهده شد که در طول مدت تعدادي سلول

  ). 3نمونه محتوي زرده مشاهد نگردید (شکل 
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 )A. ruthenusتاسماهی استرلیاد ( هاي فولیکولی تخمک حاصل از کشت اولیه سلول هاي سلول  -2شکل 
)300 ×( 

 
  

  تاسماهی استرلیاد  تخمک هاي فولیکولی سلول حاصل از کشت مجدد (ساب کالچر) هاي سلول  - 3شکل 
) A. ruthenus( ) 120اول در روز سوم ×( 
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ها افزایش  هاي فولیکولی، تکثیر سلول سلول) subculture1با گذشت زمان از کشت مجدد اول (
درصد سطح کف فلاسک کشت را اشغال کردند  85ها بیش از  این سلول روز 12یافت و پس از گذشت 

  ).4(شکل 
  

  

  
  

تاسماهی  تخمک سلولهاي فولیکولیهاي تکثیر شده پس از کشت مجدد (ساب کالچر)  سلول -4شکل 
 )× 120اول در روز دوازدهم ( )A. ruthenusاسترلیاد (

  
) در روزهاي دوم و سوم نشان داد subculture2هاي کشت داده شده مجدد دوم ( نمونه بررسی

ظرف کشت نچسبیدند و این  ها به کف اکثر سلول ها، ساعت از زمان کشت سلول 48گذشت  رغم علی
کف  مذکور توانایی چسبیدن بههاي  رسید سلول می نظر کماکان ادامه یافت. به وضعیت تا روز پنجم

  داده شده نیز مشاهده نگردید.  تکثیر سلولی در نمونه کشت لذا .اند فلاسک کشت را از دست داده
هـاي فولیکـولی    آورده شده است. سلول 5ها در شکل  و تکثیر سلول رشدکشت پایه بر  محیط ثیرتأ

هـاي   ت تداوم نیافت. تعـداد سـلول  حیط کشماندند ولی تکثیر در هر سه م در هر سه محیط کشت زنده
ــت   ــیط کش ــود در مح ــلول  L-15موج ــیش از س ــاي ب ــیط  ه ــود در مح ــت موج ــا کش و  M199ي ه

DMEM/F12 ها در محیط کشت  بود. یعنی رشد و تکثیر سلول L-15هـا   محـیط کشـت   بیش از سایر
شـد و ایـن محـیط     مشـاهده  pHاز روز دوم تغییـر   DMEM/F12و  M199ي ها بود. در محیط کشت

 رشـد ، از روز دوم L-15هاي زنده کاهش یافت. اما در محیط کشت  سلولو تعداد  شدندقلیایی  ها کشت
  بررسی ادامه داشت و همواره افزایش یافت.    ها آغاز شد و در تمام طول مدت و تکثیر سلول
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 )A. ruthenus هاي فولیکولی تخمک تاسماهی استرلیاد (تاثیر نوع محیط کشت بر  تکثیر سلول - 5شکل 

  

درصد سرم جنین  20و  15، 10هنگام استفاده از   ها به ولسل: ها بر رشد و تکثیر سلول FBSتاثیر  
 20د که شسلولی زمانی مشاهده  ترین تکثیر) در محیط کشت داراي تکثیر بودند و بیشFBSگاو (

  ).6سرم مذکور بود (شکل  ،درصد حجم محیط کشت

  
 )A. ruthenusهاي فولیکولی تخمک تاسماهی استرلیاد (بر تکثیر سلول  FBSتاثیر درصد  – 6شکل 

  
گراد ادامه درجه سانتی 25ها در دماي  نتایج نشان داد تکثیر سلول ها: اثر دما بر رشد و تکثیر سلول

هـا در   سـلول تکثیـر  و  رشدمشاهده گردید. اما  ها تعداد سلولاز روز دوم به بعد همواره کاهش  نیافت و
تکثیـر  دماهـا بـراي    دهنده مناسـب بـودن ایـن    گراد ادامه یافت که نشانجه سانتیدر 22و  20دماهاي 
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گـراد  درجـه سـانتی   22ها در دماي  و تکثیر سلول رشدهاي کشت داده شده بود. همچنین میزان  سلول
  ).7گراد بود (شکل  درجه سانتی 20دماي  بیش از

  
 )A. ruthenus تاسماهی استرلیاد ( تخمک فولیکولیهاي  سلولتاثیر دما بر تکثیر  -7شکل 

  
  گیريو نتیجهبحث 

، DMEM/F12این تحقیق نشان داد از بـین سـه محـیط کشـت پایـه      بررسی نتایج کسب شده در
M199 وL-15  محیط کشت، مورد استفادهL-15   هـاي فولیکـولی تخمـک     رشد و تکثیـر سـلول  براي

ط کشت مناسب خیلی مهم است انتخاب محی تر بود. کشت دیگر مناسب محیط استرلیاد از دو تاسماهی
اسـمزي   فشـار  ،ها ویتامین معدنی، اسیدهاي آمینه، قندها، هاي نمک تکثیر،هاي فاکتور کننده زیرا تأمین

و تکثیـر   رشـد مهمـی را در زنـده مانـدن و      نقـش و  هـا اسـت   سـلول  و تکثیـر  رشدمناسب براي   pHو
القاي رسیدگی  همچنین نماید. می هاي فولیکولی و تخمک ماهیان ایفا سلول لهاز جم مختلف هاي سلول

لـذا   .قرار گیرد ثیر نوع محیط کشتتأ تحت تواند محیط کشت می ها در گنادوتروپین ثیرتخمک تحت تأ
تکثیر و رسیدگی تخمک) و تـأثیر  (روند  فیزیولوژیک وضعیت بررسی انتخاب محیط کشت مناسب براي

 در حال حاضر محیط). Webb et al., 2001( یز بسیار مهم استنگنادوتروپین بر تخمک  هاي هورمون
نوع و مقدار مواد  ها در محیط کشت تفاوت این مختلف وجود دارد.تجاري  هاي نام مختلفی با هاي کشت

هـاي مختلـف    سـلول  براي کشـت  تاکنون باشد. می ها و نمکآمینه  اسیدهاي دهنده آنها از جمله تشکیل
 ,.MEM )Singh et al., 1995; Kumar, 1998،( M199 )Galas et alهاي  از محیط کشت اهیانم

1999 Crespo et al. 2012;،( E-MEM )Fernandez et al., 1993،(DMEM/F12    
)Wang et al., 2012 ،( DMEM)Fontana et al., 1997; Ciba et  al., 2008; Grunow et 
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al., 2011 (و L-15 )Kumar et al., 2001; Lakra et al., 2011; Ting-Jun et al., 2010 (
یـان  هـاي ماه  هـاي مـذکور بـراي کشـت سـلول      محیط کشت مورد مناسب بودن در .استفاده شده است

 هاي مـاهی در محـیط کشـت    تکثیر سلولبودن میزان   دارد. برخی از محققین کم مختلفی وجود نظرات
DMEM را گزارش نمودند )Colyer and Boyle, 1985.(   ) فرنانـدز و همکـارانFernandez et al., 

 آزاد هـاي سـلولی   تکثیـر رده  و رشـد بـراي    M 199نیز گزارش نمودند استفاده از محیط کشت) 1993
 را بـراي رشـد و تکثیـر    L-15 کشـت  ققـین محـیط  امـا اغلـب مح   داشت.ن دنبال ماهیان نتایج خوبی به

 ;Kumar et al., 2001; Rougée et al., 2007( نمودنـد ماهیان مناسب گـزارش   هاي مختلف سلول
Wang et al., 2012.(  محیط کشتL-15 هاي ماهیان  ها براي کشت سلول کشت بیش از سایر محیط

محـیط کشـت در    pH بـراي حفـظ   L-15  ). محـیط کشـت  Lakra et al., 2011( استفاده شده است
طراحـی شـده    CO2 استفاده ازنیاز به  و بدون عادي جو ) در شرایط2/7-5/7فیزیولوژیک ( pHمحدوده 
آن  pH است و در نتیجه براي حفـظ  جاي بیکربنات سدیم داراي سدیم پیرواتمحیط کشت ب است. این

کپسـول   بـه  و در نتیجه دستگاه انکوباتور قابل نصـب  CO2مناسب، نیازي به استفاده از گاز  محدوده در
ییـد  ین تحقیق نیز صحت این موضوع را تأا سب شده در). نتایج کFreshney, 2005( نیست  CO2گاز 

  نمود.
درجـه   20-22ایـن تحقیـق   اي فولیکـولی تاسـماهی اسـترلیاد در   ه دماي مناسب براي کشت سلول

گـراد  درجه سانتی 22هاي مذکور در دماي  شده با کشت سلولنتایج کسب  گراد تعیین شد. طبق سانتی
مـا انـدکی از دمـاي مناسـب بـراي      دست یافت. این د سلول توان به تعداد بیشتري طی زمان یکسان می

) Holčík et al., 1989( گـراد سانتی درجه 21تا  16هاي لقاح یافته یعنی  ریزي و انکوباسیون تخم تخم
 ,.Grunow et al., 2011; Wang et alبیشتر است. چنین وضـعیتی قـبلاً در مـورد سـایر ماهیـان (     

ماهیان پرورشی نشـان داد   هاي ات انجام شده در مورد کشت سلوللعنیز گزارش شده است. مطا )2012
بـراي مـاهی   آل  در دماي انـدکی بـیش از دمـاي ایـده     هاي کشت داده شده سلول مطلوبتکثیر رشد و 
تواند مربوط به شرایط پرورش و سازش یافتن ماهی بـا   می آن دلایل یکی از. گیرد بافت انجام می دهنده 

دمـاي مناسـب    .)Bols et al. 2005; Ott et al., 2004( براي پـرورش باشـد  مورد استفاده  دماي آب
درجـه   25 دمـاي  گـراد و درجه سانتی 15-20هاي سلولی ماهیان سرد آبی  تکثیر اغلب ردهبراي رشد و 

 ,.Wolf and Mann 1980; Fernandez et alها نامناسـب گـزارش شـده اسـت (    نبراي آ گرادسانتی
 25تـا   20هاي سلولی ماهیان گرمابی در محـدوده دمـایی   تکثیر رده ترین رشد وبیش همچنین ).1993

 ,.Lai et alگـراد ( درجه سـانتی  28 )،Tong et al., 1997; Kang et al., 2003گراد (درجه سانتی
2000; Lai et al., 2003 گراد (سانتی درجه 32) وLai et al., 2003(  گردید. دماي مناسب مشاهده

 ;Hedrick et al., 1991( گـراد سـانتی  درجـه  20-25هاي مختلف تاسماهیان نیـز   لولبراي کشت س
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Fontana et al., 1997; Nowruzfashkhami et al., 2006  گـراد  سـانتی  درجـه  28) و دمـاي
نیـز بـراي    گـراد درجـه سـانتی   35 -37) گزارش شده است. دمـاي  Grunow et al., 2011( نامناسب

رغم وجود اختلاف نظـر جزئـی در مـورد     علی ).Tong et al., 1997( باشد مهلک می بسیاري از ماهیان
هـدفی کـه در    توجـه بـه  ماهیان مختلـف، با  کشت داده شده هاي تکثیر سلولآل براي رشد و  ایده دماي

دمـایی مناسـب    در محـدوده البتـه   توان از دماهـاي مختلـف   شود می هاي ماهیان دنبال می لولکشت س
 کمینه دمـاي  توان از ها در شرایط کشت باشد می تر سلول چنانچه هدف نگهداري طولانی نمود.استفاده 

آل  توان از بیشـینه دمـاي ایـده    زیاد سلول در مدت زمان کوتاه می منظور دستیابی به تعداد مطلوب و به
تـر از   یینها در دماي پـا  سلول صورت کشت این موضوع است که درمحققین بر نمود. اتفاق نظر استفاده

از  همچنین دمـاي بـالاتر   شد و یا میزان آن کم خواهد بود. مشاهده نخواهد آل، تکثیر سلولی دماي ایده
  . )Ott et al., 2004; Bols et al., 2005( ها خواهد شد آل منجربه مرگ سلول دماي ایده

حجـم   صـد در 20 هاي فولیکولی زمـانی مشـاهده گردیـد کـه     این تحقیق بیشترین تکثیر سلول در
مکملـی  تـرین   رایـج  )FCSگوساله جنینی (یا  )FBSسرم جنین گاو ( .بود کشت سرم جنین گاو محیط

گرچـه  . )Lakra et al., 2011( شـود  بـه آن اضـافه مـی   محیط کشت پایه نمودن تر  غنی است که براي
 Tocherباشد (منفی داراي اثر  هاي ماهی فیزیولوژي سلول تواند بر پستانداران می معتقدند سرم برخی

and Dick, 1990( مسمومیت آنها گردد باعث ) وBehrens et al., 2001.(  حیـاتی  سرم داراي نقـش 
مـواد معـدنی مـورد نیـاز      هـا و  ها، چربـی  هورمون جمله ها از تکثیر سلولو است زیرا داراي عوامل رشد 

 هـا، عناصـر   هـا، آنـزیم   چربـی  و ناقل کند ذیري غشاي سلولی را نیز تنظیم میپ نفوذ  ها است. سرم سلول
 باشد. همچنین سرم نقـش کلیـدي را در بهتـر چسـبیدن     می بسیار ریز و عناصر کمیاب به داخل سلول

 زیرا فیبرونکتین ).Zhou et al., 2008( کند آنها ایفا می تکثیردر نتیجه کشت و  ها به کف ظرف سلول
). Rathore et al., 2001گـردد (  ظرف کشـت مـی   هاي به کف بیدن سلولچس موجود در سرم موجب

 ضـروري اسـت. سـرم داراي فعالیـت    هـا   سـلول تکثیر یافتن  ظرف کشت برايها به کف  چسبیدن سلول
ماهیـان   هـاي مختلـف   ي کشـت سـلول  بـرا  هاي مختلف سرم جنین گـاو  تریپسین نیز است. غلظت آنتی

 هاي کشـت داده  نمودند گرچه سلولگزارش  )Lakra et al., 2011و همکاران (لاکرا  شود. استفاده می
 FBSدرصـد   20و  15، 10 دارايهـاي   کشـت  در محـیط Lates calcarifer  شده ماهی باس آسیایی

درصـد سـرم    1گـاو و   سرم جنـین درصد  25داراي  که محیط کشتزمانی خوبی بودند اما تکثیرداراي 
بـرد فـورد    و )Bejar et al., 1997بیجـار و همکـاران (   تکثیر به مقدار بیشینه خـود رسـید.  ماهی بود 

)Bradford, 1997 ( جـوزف  سرم جنین گـاو  درصد 5از ،  ) و همکـارانJoseph et al., 1998(  15از 
هاي ماهیان  سلول  براي کشت FCSدرصد  20 از) Lakra and Bonde, 1996لاکرا و بونده ( درصد و

 اظهـار داشـتند   )Bradford et al., 1994و همکـاران ( بـرد فـورد   مورد مطالعه خود استفاده نمودنـد.  
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مقـدار بیشـتري    بـه  ) بعدي احتیاجهاي مجدد کشتنسبت به پاساژهاي ( اولیه ها به هنگام کشت سلول
در محـیط   FBSدرصـد   20و  10از  )Khamiss and Hashem, 2012. خمـیس و هاشـم (  سرم دارند

 Oreochromis niloticusتیلاپیـا   مـاهی  هـاي  کشت مجـدد سـلول  کشت اولیه و بترتیب براي  کشت
هاي تخمدانی گربه ماهی  ) براي کشت سلولKumar et al., 2001کومار و همکاران ( د.دناستفاده نمو

همکـاران   پارت و استفاده کردند.در محیط کشت  FBSدرصد  10از  Clarias gariepinus  آفریقایی
)Part et al., 1993( درصـد   5کمـان از  آلاي رنگیناپی تلیال آبشش قزل هاي کشت سلول برايFBS 

 بـراي کشـت بالـه    FBSدرصـد   15 ) ازFontana et al., 1997و همکـاران ( فونتانـا   استفاده کردنـد. 
 Acipenserو تاسـماهی سـفید     Acipenser baerii ، تاسـماهی سـیبري  Huso huso  فیلمـاهی 

transmontanus  ، و همکاران (سیباCiba et al., 2008(   هـاي کلیـه تاسـماهی     براي کشـت سـلول
هـاي لارو تاسـماهی آتلانتیـک     سـلول  براي کشت )Grunow et al., 2011و همکاران (گرونو  ،سیبري

Acipenser oxyrinchus  درصد  20ازFCS  .و همکـاران (  روگـی   استفاده کردنـدRougée et al., 
 همچنین، Carassius auratus ماهی طلاییاي و کیسه شناي  ماهیچه هاي سلول کشت  براي )2007
 آمریکـایی  مـاهی  هـاي مـار   براي کشـت لکوسـیت   )Dewitte-ORR et al., 2006و همکاران (دوایت 

Anguilla rostrata ،و همکاران ( ژوZhou et al., 2008(      براي کشـت بالـه دمـی تاسـماهی چینـی 
Acipenser sinensis  درصد  20ازFBS .در محـیط کشـت    غلظت سـرم جنـین گـاو     استفاده کردند

وجـود دارد کـه غلظـت زیـاد سـرم در       درصد باشد زیرا شواهدي 20 بیش ازنباید  مورد استفاده معمولاً
 ,Freshney 2005; Chen and Qinجلـوگیري نمایـد (   هـا  ت از تکثیر سـلول محیط کشت ممکن اس

2011.(   
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