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 1483تیر تاریخ پذیرش:  1483اردیبهشت  تاریخ دریافت:

 

 چکیده

 ار رد  و روش کرار  ک ضرر  داده در م ار اد    هرای ف یرثر یت کک ر     فاده از این روش بررای کثیررر سر      و است کاربردهای آنکشت بافت،

 ( وFBSحراوی سررگ س سراین دیریررت      L-15هرای ف یرثر یت کاسر اهت اسرتریراد در اکرر  کشرت        کشرت سر      بررای د اسرازی و   نرراز 

 ف یرثر یت کشرت داده   هرای  در ه سر       طبر  نترایک ک ر     های استرویر ی بران سردی م ها و کرد  ه را ن بررست کثیرر آن ها، بر کر  آنتت

 اکرر  کشرت کردر  ن  دنر م برا ک درن       ( درP4( و پروژسرترون   E2  ترا اسرترادی    ب -T ،)71های ک ت سترون   د ه، کثیرر د ن  و ه را ن

 ، باس  ریااساا ویایاساا   Cyprinus carpio هرای ف یرثر یت کاسر اهت اسرتریراد،کع رای  یت     در ه در ار رد کشرت سر        بن نترایک ک ر   

Dicentrarchus labra    های کیر ادی از ااهرران نرررر اراهت  رار       و کشت اویرن ککCarassius auratus  ار اکا ،Oryzias latipes  اراهت ، 

 و اراهت    Acipenser persicusواروناا ، کاسر اهت اسرتریراد، کاسر اهت    Pimephales promelas کعر ر  یرا   ،  Poecilia reticulate سر پت 

 اطاییرا   اهرران بررای انمراگ   هرای ف یرثر یت و کک ر  سرایر ا     سر     برای های آزاایشگاهت سر تمچیرن  (، ک سین اینBester) دو رسن ب تر

 ن ای م  ف یرث یت فراهم ات های ها و س    کک   اطایینخ اه  ب د و اب ار خ بت را برای کاربردی افر  

 

 مهای ف یرث یت، کک  ، کاس اهت استریراد کشت اویرن، س   کلیدی:  کلمات
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 مقدمه
تکث ک    ودادن  ، یشکد از بدن یک  جکانوی یکا ه کا      بافتمودن نجدا 

 شود نام د  می 1کشت اول ه ،(In Vitro) خایج از بدندی  آنمودن ن

بک ا  اولک ب بکای موفک  شکد       (1883) 3یوکک   (.2002 ،2ف شکیی )

نمککی   محلکول ی   مدت چید یوز دی جوجه یا به جی ب ها  سلول

 متخصصک ب کشکت سکلول   اغلب  لذا، نماید نگهدای  به صویت زند 

بعکدها   .شیاسکید  می سلولتکی   کشت  هذای بی ان به عیوان و  یا

خایج نمودن  پ  از بافت، شدند چیانچه قسمتی از محقق ب متوجه

موید ن از و فاکتویها   غذایی عیاص  و مواد از بدن دی مح ط غیی از

 ه کک د و شکک ایط مسککاعد مشککابه شکک ایط    عککی     یشککد قکک ای 

داد،  خواهکد  ادامکه  تکث ک  خکود   و مه ا شود به یشد ها آن بدن ب ا 

ب ستم بکه   ها  ابتدایی ق ن بافت دی سال  ب تکی   کشتت ت بدیب

 4هکا  سکلولی   ید  جکانوی  و  ها  سلول کشت از جهان مع فی شد.

مولکولی،  ژنت   ف زیولوژ ، مهیدسی ژنت  ،ها   توان دی زم یه می

ها از جمله  ب مای  و بهداشت فایماکولوژ ، ایمیولوژ ، س توژنت  ،

هکا و غ ک      ب ولوژیک ، واکسکب   ا هک  تول د فک آوید  شیاسی،  وی وس

دایان  مهک    سای  ها  سلول مانید ن ز ها  ماهی سلول نمود. استفاد 

یوش  ککای بسک ای شک  ه    هستید و یوش کشت خایج از بدن قابل دی

 هککا  پسککتاندایان و  سککلول اسککتفاد  بکک ا  کشککت   مککوید کککای

انجکا  شکد  دی    تحق قکات  (.1882 ،5ولف و آهیکه ) است دوزیستان

 ،6استوکلوسکووا و اپلک   ) ی تخمک  ماه کان  ولفول کک  ها  لولس موید

 (2010همککایان،   و 8سلامات ;a1888 ،7همکایان پت ییو و ;1882

ت شک    تکث   یافته و بکه  دی مح ط کشتن ز  ها لولس نشان داد ایب

 هکا   سکلول  کشکت  دهیکد. بکا   مکی  ادامکه  هکا  اسکت ود د    هویمون

 هکا   هویمکون  ایتکوان تی  ک ات فصکلی مقکد     مکی حتکی   فول ککولی 

 هککا یا ب یسککی نمککود توسککط ایککب سککلول د  تول ککد شککد  اسککت ود

 (.1888 همکایان، و8هالاس)

ید ذخکای     عکی تاسکماه ان  کی     با توجه بکه ککاهش شکد   

 میاس ی کای یا  ماه ان مصیوعی و پ ویش ایب ها  اخ  ، تکث   سال

شکد.  با ذخای  ماه ان مذکوی می ب دای  پایدای از به   حفاظت و ب ا 

  اسکت ل اد  تاسکماهی  مکوید  مصیوعی تاسماه ان اول ب بای دی تکث  
Acipenser ruthenusایکب   (.2011 ،10وب و دویوشکوو ) انجا  شد

                                                           
1 Primary culture 
2 Freshney 
3Roux  
4 Cell line 
5 Wolf and Ahne 
6 Stoklosowa and Epler 
7 Petrino  
8 Salamat  
9 Galas  
10Webb and Doroshove 

بدنی کش د   و دایا 11آس پیس ید  خانواد  ت یب ماهی کوچ هونه 

 3ها     عی دی  اکوسس تم است ل اد ماد  دی ماهی(. 1)شکل است 

یسید  ها به سب بلوغ می سال زودت  از ماد  2 تا 1سالگی و ن ها  8تا 

با ف اهم شکدن   ( و ایب زمان دی مح ط پ ویشی1888، 12)هولچ  

ییز  آن  تواند کاهش یابد. دما  میاسب ب ا  تخم ش ایط مساعد می

 21تا  20ه اد است و زمانی که دما  آب به  دیجه سانتی 11تا  12

شکود. ایکب مکاهی     مکی  فمتوق ییز  آن تخم سد، به اد  سانتی دیجه

 )هولچ  ، غذایی آن زیاد است داید و تیوع احت اج به م اق ت کمی

ماه ان  و ازپ وی   آبز  ب ا بالغ است ل اد ماه ان از  ام وز (؛ 1888

 عیکوان ماه کان زییتکی و نگهکدای  دی     جوان( بکه  ،)کوچ  غ  بالغ

 ود.شک  مکی  استفاد زییتی دی جهان  و تجایت صیعت آبزیانآکواییو  

و  و غ  خانگیها  بزیگ  آکواییو  دیایب ماهی شود  توص ه می اغلب

لکذا   ،باشکد  معتدل می میا  آن که زیستگا     عی  ایب بهتوجه  با

ایکب   تخمک   شکوند.  گهکدای  ن آب لب شوی خی  و ت ج حاً آب دی

 دی ماه ان س ا  و قط  آن ماهی کمی ب ضو ، خاکست   متمایل به

انید م و (2013هال چ،  و13)چ انوواست مت   یم ل 2تا  81/1پ ویشی 

هکا    ( توسط سکلول 2002و همکایان، 14تخم  سای  ماه ان )اونال

ها  فول کولی  که سلول ایب به  توجه با .احا ه شد  است فول کولی

است ود دها  جیسی  ی ایت اط با تول ددنقش بس ای مهمی یا  تخم 

  فککی انجککا    و ازنماییککد  مککی ایفککا نهککایی تخمکک   یسکک دهی و

ا   ماد  مستلز  انتخاب مولدیب ماه ان مصیوعی آم ز تکث   موفق ت

هکا    هامت تول د ها  مح ک قادی به هویمون که پ  از تزیی  است

 دی مکوید  مطالعکات مختلکف   انجکا   لکذا  ؛ک ف کت باشکید   یس د  و با

 ها  فول کولی و ب یسی عملکک د ایکب   سلول جمله ازماه ان تخم  

یسک دهی   اسکت وی د  و  هکا   ونت اط با تول کد هویمک  دی ای ها سلول

توانکد انجکا     مکی  (In Vitro) دی ش ایط آزمایشکگاهی  نهایی تخم 

باشککد )هککون  دن ککال داشککته ماه ککان یا بکه  مصککیوعی به یکه تکث کک  

 .(15،2002چایوو

                                                           
11 Acipenseridae 
12 Holcik 
13 Chebanov  and Galich  
14 Unal  
15 Goncharov 
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 تاسماهی استرلیاد :1شکل 

 

   کارمواد و روش 

ان مختلف از جمله ماه ها  فول کولی  کشت سلولجداساز  و ب ا  

ها  استفاد  شد  ب ا  سای   یوش توان از میتاسماهی است ل اد 

، (1882و اپل ،  استوکلوسووا) کپویمعمولی جمله ماهی ماه ان از

لاز  است ماهی موید ابتدا  .استفاد  نمودبا کمی تی   ات ال ته 

به عیوان مثال هوش کیید   بی ماد ی   ازاستفاد   آزمایش یا با

قسمت سپ   .نمودهوش  بی( ppm200 )م خ  ب چه هل  یپود

پ  از ایجاد  وه دد  ضدعفونی دیصد 10اتانول  باشکمی ماهی 

 تعداد از تخمدان حاو   ی(، قسمت2 )شکل بخش شکمی ب ش دی

 باکت یایی و نمود. ب ا  جلوه    از آلودهی از بدن خایج تخم  یا

 ی  بای با از بدن یاشد    خایج ها  تخم  قایچی بهت  است ابتدا

و سه بای با  (3)شکل و ضدقایج ها   ب وت  حاو  آنتی PBS محلول

ی نظ   است پتومایس ب و یها ب وت   آنتیحاو   L-15 مح ط کشت

شستشو  Bو ی  قایچ کش نظ   آمفوت یس ب  Gس ل ب پتاس م  پیی

جدا نمود. ها  آنپ وند  دی ب ه  ند   بافت ها یا از خم ت سپ  داد،

هایی با  توان از س نگ ها می تخم  یب کای با توجه به قط ا ا  ب

دیشت بودن تخم   نمود و دی صویت ها  مختلف استفاد  حجم

 ب ا  زند شود. استفاد  دو عدد سوزن ظ یف از بهت  است 

 حاو  ی  ظ ف پت   دیها  تخم بهت  است  ها، نگهداشتب تخم 

ها  وت   ب آنتی ،(1FBS) جی یی هوساله س   ،L-15 مح ط کشت 

 یااز بافت پ وند  جدا شد    ها تخم  ق ای داد  شوند. کش و قایچ

به ی  ظ ف  ،ها ب وت   آنتی حاو  PBS حلولشستشو با م پ  از

مدت زمان  پ  از هذشت نمود ،میتقل  %22 پت   حاو  ت یپس ب

محلول  ،فول کولی از تخم  ها  سلول شدن لاز  ب ا  جدا

 واث  ت یپس ب  نمودنخیثی  و به میظوی نمود  ت یپس ب یا خایج

س   هوساله  ها تخم  حاو  ظ ف تخم  به تخ یب جلوه    از

 با استفاد  از لا ها  از شمایش تعداد سلولپ   اضافه شود. جی یی

                                                           
1 Fetal Bovine Serum 

 ها  زند  از   ی  سلولتعداد دیصد  تع  ب و 2هماس تومت 

و لا   (1888، 3زتدویل و ه یف ) آم ز  با ینگ ت یپان بلو ینگ

ح ط م دی نظ موید با ت اکمیا  ها  فول کولی سلول ،هماس تومت 

به  وها کشت داد   ب وت   آنتی جی یی و هوساله حاو  س   کشت

 میتقل ه اد سانتی دیجه 20-22 دما  انکوباتوی تیظ م شد  دی

 که با توجه به ایب ،فول کولی ها  سلول از کشت پ  ه دد. می

مذکوی ش وع  ها  سلول ،از کشتپ   اعتای سب ست و چه معمولاً

 به اعتس چهل و هشت از هذشت پ  لذانمایید،  می به تکث  

 دی ایت اط با ت ش  ها  فول کولی ب یسی عملک د سلول میظوی

 و به فواصل زمانییوز   ی چیدتوان  میها  است وی د   هویمون

 زمانمح ط کشت یا از ظ ف کشت خایج و تا  مقدای  از ظ ،نموید

نگهدای   ه اد سانتی دیجه -20دما   ها دی هویمون ه    انداز 

 د. نمو

 

 
 : ایجاد برش در بخش شکمی ماهی مورد آزمایش2شکل 

 

                                                           
2 Hemocytometer 
3 Doyle & Griffits 
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 PBSها با محلول  : شستشوی تخمک3شکل 

 

 یج و بحث انت
بکه صکویت   هکا   تخمک   بافت پ وند ؛ها از  تخم پ  از جدا ک دن 

م ک وسکوپ اییویت   کولی دی زی فول ها  سلول ( و4)شکل  انف اد 

 (.2)شکل  شوند دی ا  ف تخم  دید  میی  لایه سلولی  به صویت

 
 PBS: تخمک های جدا شده از بافت پیوندی  در محلول 4شکل 

 
 (× 666: تخمک ماهی استرلیاد )5شکل 

جدا  تاث   محلول ت یپس ب از تخم  تحتها  فول کولی  سلول

ها   صویت سلول به م ک وسکوپ اییویت از استفاد  شوند و با می

سلول فول کولی به  (. ال ته هاهی چیدA6شوند )شکل  مجزا دید  می

ه دند  می سلولی مشاهد  شکل تود    د  به هم و بهصویت چس

دیصد  ها و ز تخم ها  فول کولی جدا شد  ا تعداد سلول (.B6)شکل

 وید تاسماهیم دی اشد.ب تواند متی    می ها  فول کولی زند  سلول

106 ها  فول کولی جدا شد  تعداد سلولاست ل اد 
تع  ب شد  22/1×

 ب ست و معولاً پ  از هذشت ها زند  بودند. سلول دیصد 82 که

ها به کف ظ ف  ها  فول کولی، ایب سلول از کشت سلولچهای ساعت 

 شود و دی صویت ها آغاز می دی آن سلولی چس ید و تقس م می کشت

قایچی،  ایط کشت و عد  وجود آلودهی م ک وبی وش  مساعد بودن

شد  قسمت  فول کولی تکث   ها  پ  از هذشت دو هفته سلول

تکث  یافته به  ها  سلول وپوشانید  می کشت یا اعظم کف ظ ف

(. دی 1)شکل  شوند ت مشاهد  میها  ش ه ف   وبلاس صویت سلول

   عی  به اعمالها  سلول ایب صویت ادامه یافتب ش ایط مساعد؛

 1ها  است ود د  نظ   تستوست ون هویمونجمله ت ش  خود از 
(T ،)11- 2بتا است ادیول

 (E2و پ وژست ون )3
 (P4 )خواهید  ادامه

ها  موجود دی مح ط کشت که به  هویمونه     داد. با انداز 

توان به کم ت و  ب دای  شد  است می نمونه فواصل زمانی مشخصی

ها  فول کولی کشت  سلولذکوی توسط ها  م هویمونت ش   ک ف ت

ها  فول کولی  مطالعات انجا  شد  نشان داد سلولب د.  شد  پیداد  

 و I 4ها  هیادوت وپ بتاث   هویمون تخم  ماه ان تحت
و  5)کو  یات شوند   ه پوف ز ت ش  میکه از غد  IIهیادوت وپ ب

  است ود دها  هویمو اقدا  به تول د و ت ش  (2000همکایان، 

ها به نوبه خود  (؛ ایب هویمون1881همکایان،  و 6تایل ) نمایید می

و  7موب گ) ه دند میها  ساز ، یشد و بلوغ نهایی تخم  باعث زید 

 بستگی داید به ایبت ش  شد  ها  مقدای هویمون(. 1882 همکایان،

ب دای  شد  متعل  به کدا  م حله از یشد و  نمونهها   تخم که 

چیانچه ( باشید. 8ا پ  از م حله ویتلوژنز)پ ش و ی یس دهی

ساز  باشد؛  م حله زید ب دای  شد  متعل  به  ها  نمونه تخم 

ها خواهد بود )سلامات و  سای  هویمون ب ش از  E2م زان هویمون 

ساز  و  م حله پ  از زید متعل  به  چیانچه ( و 2010همکایان ، 

ب ش از سای   T هویمون باشد مقدای ق ل از ش وع یس دهی تخم 

 ها خواهد بود.  هویمون

                                                           
1 Testosterone 
2 Estradiol 
3 progesterone 
4 GTH I 
5 Quérat 
6 Tyler 
7 Moberg 
8 vitellogenesis 
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 ( :B: × 126×A ; 366تخمک تاسماهی استرلیاد ) سلول های فولیکولی :6شکل 

 

 
 (×126های فولیکولی تخمک تاسماهی استرلیاد )سلول های شبه فیبروبلاست حاصل از تکثیر سلول :7شکل 

 

کشککت مطالعککات مختلفککی توسککط محققکک ب دی ایت ککاط بککا   

دی تخمک    مختلکف بک     تاث   عوامکل ب یسی  و فول کولی ها  سلول

مکاهی ق مکز   از جملکه  ان ماه ک تعداد  از  دی موید in vitro ش ایط

Carassius auratus  مکککاهی کپکککوی قیکککات  وPimephales 

promelas (1882 و همکککایان، 1ماسککت  ؛ مکک 8 و 8هککا   شکککل ،)

 2002همکککایان،  و 2اه ککوایا ؛10 )شکککل latipes Oryzias داکامکک

و  3مایت ب؛ 11)شکل Poecilia reticulate ماهی هوپی  (،2010و

 ؛ هکالاس و همککایان،  12کپکوی معمکولی )شککل     (؛2006 ،همکایان

مکککاهی بکککاس دییکککایی   (،2010سکککلامات و همککککایان،  ;1888

                                                           
1 McMaster 
2 Ogiwara 
3 Martyn 

و همککایان،   4؛ ک سپو13 )شکل  Dicentrarchus labraxایوپایی

 ؛14شکککل ) Oreochromis niloticus ن ککل ت لاپ ککا  ، (2012
 و 6سککمیکووا)تاسککماهی اسککت ل اد  ، (2012و هاشککم،  5خمکک  

 هکه مکاهی دو ی   ،(2008 هونچکایوو و همککایان،   ;2008همککایان،  

و همککایان،   هونچکایو  ;2001یان، همککا  و 8مجاز  ام ک   ) 7بست 

و همکککایان،  16آذییککب ;2011همکککایان،  و 9هککایا ایشککی ;2008

 ؛12شکل)  Acipenser transmontanus تاسماهی سف د (،2013
                                                           
4 Crespo 
5 Khamis and Hashem 
6 Semenkova 
7 Bester 
8 Mojazi Amiri  
9 Ishihara 
10 Azarin 
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 baerii Acipenser تاسککماهی سکک     (،2000 و همکککایان، 1وب

 تاسککماهی ای انککی و ( 1888هونچککایو و همکککایان،  ؛ 16)شکککل

Acipenser persicus   ( 2012و همککایان،   2نکه تا ؛11 شککل; 

   انجا  شد  است.  (2013همکایان،  آذییب و

 

 
 ماهی قرمز :8شکل 

 
 پور قنات: ماهی ک9شکل  

 
 مداکا : ماهی16شکل 

 
 گوپی ماهی :11شکل 

                                                           
1 Webb 
2 Taneh 

 
 : کپور معمولی12شکل 

 
 ماهی باس دریایی اروپایی :13شکل 

 
 : تیلاپیای نیل معمولی14شکل 

 
 سفید : تاسماهی15شکل 

 
 سیبری : تاسماهی16شکل 

 
 یرانی تاسماهی ا :17شکل 
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حککاکی از انجککا  شککد  دسککت آمککد  از مطالعککات ه تککایب بککن

 زند  دی مح ط کشت، ها  فول کولی شت سلولآم ز بودن ک موفق ت

ها  موث   ا  فول کولی و ادامه ت ش  هویمونه سلول و ماندن تخم 

 فول کولی ها  لوتوسط سل( T ،E2، P4) دی یشد و یس دهی تخم 

ها  فول ککولی   سلولعملک د  همچی ببود. دی مح ط کشت تخم  

 محک ط  هکا دی  ایکب سکلول   مح ط کشت مشکابه عملکک د   تخم  دی

  بود. (In Vivo)   عی بدن 

ها  فول کولی  بی به یوش کای م بوط به کشت سلولیا با دست

 ،؛ میتشک  نشکد (  1384ماهی ق مکز )نویوزفشکخامی،   و ماهی سف د 

توسکط   )تحق ک  حاضک (   اسکت ل اد  تاسکماهی و  ماهی کپوی معمولی

ه کان  آم کز تخمک  ما   همچی ب کشت موفق کت کشویمان،  محقق ب

هکا اشکای     که دی بالا به آن مختلف از جمله تعداد  از ماه ان زییتی

ماه کان  ها  فول کولی تخم   و سلولتخم  کشت لاز  است ، شد

 بکک ش از بکک ش مان از جملککه ماه ککان زییتککی دی کشککوی  مختلککف 

 جملکه  مختلکف از  مطالعکات بکا ایکب ککای انجکا      زیک ا  ، توسکعه یابکد  

هکا    ژن نقکش نظ   ب یسکی  ژنت   و  (1)اندوک ییولوژ  ف زیولوژ 

دی  ها  موث  دی یشد و یسک دهی تخمک    مختلف ب  ت ش  هویمون

حتی خایج از فصکل تکث ک     ول سال تما  دی ، زمایشگاهیآ ش ایط

محدود شکدن اییچیک ب   ض ویت  ایب موضوعکه  باشد پذی  می امکان

ن کشکت داد با  .سازد می میتفییا خاصی از سال  مطالعاتی به مقطع

 شکککدن تعکککداد از کشکککته ،و تخمککک  فول ککککولی  هکککا  لسکککلو

خواهکد  جلکوه     مطالعات تحق قاتی  ب ا  انجا مولد ماهی  زیاد 

هکا   از جمله هویمکون و عوامل مختلف  موادمستق م ب یسی اث   و شد

 با توجه بکه ایکب   م س  خواهد شد.و تخم  فول کولی  ها  ب  سلول

هککا   و سککلول  بککا تخمککایت ککاط  دیمختلککف  انجککا  مطالعککاتککه  

یکافتب  همچی ب  و و عملی دی یفع مشکلات علمیتخم  فول کولی 

و ماه کان  مصکیوعی   تکث   ابهامات موجود دی ایت اط باب خی پاسخ 

کشکت   لکذا یوش ، خواهکد بکود  بس ای مف د به یه آن دی آیید  انجا  

 تواند خم  و تخم  کامل ماه ان مختلف میها  فول کولی ت سلول

ها  ایتقا  ک فکی و کمکی تکث ک  مصکیوعی ماه کان      کای یکی از یا 

یابی به ش ایط مطلکوب   با دستعلاو  ب  آن،  .باشدآیید   دیمختلف 

یتی، بست  میاسک ی  کشت تخم  ماه ان مختلف از جمله ماه ان زی

یابی به صفات موید نظ   میظوی دست به ختلفمها   ب ا  انتقال ژن

توانکد   اه ان زییتکی مکی  ب موضوع دی موید مف اهم خواهد شد که ای

بکه   دهیدهان ماه ان مذکوی  ب ا  پ ویش  یادیآمد اقتصاد  زیاد  

 دن ال داشته باشد.
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