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  Acipenser persicusباله دمي تاسماهي ايرانيبافت كشت 
، 1، محمود بهمني1، شهروز برادران نويري1زاده صابر محمدحسن ،2محمد پوركاظمي، *1نوروزفشخاميحمدرضا م

 2و احمد غروقي 3مرتضي دليري

  اهيان درياي خزرالمللي تاسم ينبموسسه تحقيقات ، )AREEO(سازمان تحقيقات آموزش و ترويج كشاورزي رشت،  1
  تحقيقات علوم شيلاتي كشور موسسه آموزش و ترويج كشاورزي، سازمان تحقيقات تهران، 2

  فناوري يستزپژوهشگاه ملي مهندس ژنتيك و  تهران،3

 20/3/96 :تاريخ پذيرش  15/4/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
 باله حاشيه .شد تهيهAcipenser persicus  ايراني اهيتاسم دمي باله يها تكه كشت طريق از سلولي اوليه يها رده تحقيق اين در

  PBSمحلول با بارسه، بريده سانتيمتردو  تقريباً اندازه بهرا  گرم133 وزن و سانتيمتر 23 طول به دوساله ماهي ددع يك دمي
 هابيوتيكآنتي حاويL-15  كشت محيط در و شد بريده ميليمتر 1 تقريباً يها تكه به سپس. شد داده شستشو ها بيوتيك يآنت حاوي

 كف روي بر وليس لايه كافي مقدار تشكيل از پس. شد داده كشت سانتيگراد درجه 22 دماي تحت گاو جنين رمس درصد 20 و
 )درصدTrypsin-EDTA )25/0 با تيمار طريق از و شدند شستشو هابيوتيكآنتي حاوي  PBSمحلول با هاسلول كشت، فلاسك

 5 در آنها ،ها بيوتيكآنتي اويح  PBSمحلول با ها سلول شستشوي از پس. شدند جدا فلاسك كف از فلاسك دادن تكان و
 شدند داده كشت سانتيگراد درجه 22 دماي تحت اهبيوتيكآنتي گاو، جنين سرم درصد 20 حاويL-15   كشت محيط ليترميلي

 هايسلول بين در. شد انجام كالچردومساب براي مراحل مينه مشابه سلولي، لايه يمقدار كاف تشكيل از پس). اول كالچرساب(
 كشت( كالچرساب انجام از پس ولي شد مشاهده تليالاپيشبه و فيبروبلاستشبه هايسلول بافت، هاياوليه تكه كشت از حاصل
 كالچرساب دو و اوليه كشت جهيدرنت يسلول رده توليد دو تحقيق اين در. بود بيشتر فيبروبلاست شبه هايسلول تعداد اول) مجدد
   .شد بررسي

  دمي باله بافت، كشت ،  Acipenser persicusايراني، تاسماهي:كليدي يها واژه

  Nowruzfashkhami@yahoo.com: پست الكترونيكي،  0133453721 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
از بافت جانوري يا خود موجود زنده  جداشده هايسلول

 يازموردنك ظرف كشت حاوي مواد غذايي چنانچه در ي
فاكتورهاي رشد قرارداده شوند به رشد خود  و ها سلول

 شود يماين عمل كشت بافت ناميده . ادامه خواهند داد
 استفاده يها روشخيلي شبيه  ها يماه بافت شتك ).10(

و موارد  شده براي كشت بافت پستانداران و پرندگان است
 ماهي هايسلول كشت ).61( دارد فراواني وجود كمشتر

- سلولكشت سلولي،  در). 59(اندكي آسانتر است  ظاهراً 

سلولي توليد  كشت اوليه و رده از حاصل هاي
 يجهدرنتاوليه  حاصل از كشت هايسلول). 51(شود يم

از خود موجود  جداشده )explant( بافت يها تكهكشت 
 ردنظرموحاصل از تيمار آنزيمي بافت  يهاسلولزنده و يا 

كشت مجدد و  يجهدرنت سلولي يها رده ولي آيدمي بدست
 )ها سلول(كشت اوليه بافت  حاصل از هايسلولمتوالي 
 RTG-2 عنوان رده سلولي تحت اولين .شود يم حاصل

 سلولي از رده اين. تهيه شد) 58(ولف و كويمباي توسط 
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جداسازي  جوان براي كمان ينرنگ آلايقزل ماهي گناد
 يها ردهطي پنجاه سال گذشته، . تهيه شد IPNVويروس 
تا  و ها بدست آمدزيادي از ماهي تعداد به متعلق سلولي
 دار سراسر جهانرده سلولي از ماهيان باله 283، 2011سال 

 ها براي انجامماهي هايسلول كشت .)40(تهيه شد 
 ،)62و  24(شناسي ويروس ازجملهمختلف  مطالعات
 يزيولوژيك وف يها پروسه مولكولي و سلولي بررسي
 ،12( زيست يطمح هاي يندهآلا، )8( شناسيسم هايمكانيزم

 پروري يآبز بيوتكنولوژي و رينولوژي،كاندو ،)52و  19
كنترل بيماري  ،)27( يوشيميب، )15و  7( ايمنولوژي ،)6(
) 8و  4(و ژنتيك  يشناس سرطان ،)49(راديوبيولوژي  ،)55(
- همچنين رده. گيردمي ورتص )64و  13( ذخاير فظح و

غذايي نظير اسيدهاي  هايمكمل توليد سلولي براي هاي
 ماهي اگر در هايسلول .شوند يم استفاده 3 امگا چرب
بيوتكنولوژيك توليد  پتانسيل شوند توليد وسيع مقياس

به  نياز ممكن است تكنولوژي اينلذا  دارند راغذاي ماهي 
   ).25( كاهش دهد را وحشي يها گونه صيد

. شوندكشت مي ها بافتاز ساير بهتر  ها بافتبرخي از 
 دليل بالابودن ميزان تقسيماته هاي جنين و لارو بسلول

گاهي ). 42(براي كشت هستند  ها بافت ينتر راحت ميتوزي
 يا وارد نمودن و خارج نمودن بافت از بدن بدون كشتن

 موردنظرماهي چنانچه  مهم است و به ماهي جدي آسيب
 اين باشد اهميت اقتصادي زيادي ياب و يا داراي ارزشكم
تقسيمات  باله بخاطر بافت .بيشتر است بمراتب وضوعم

 ماهي ، عدم نياز به كشتن)24(زياد  ترميم ميتوزي و قدرت
 كشت استفاده براي اغلب) 1( يبردار نمونه سهولت و )44(
 انتخاب براي كشت ها بالهباله دمي بيش از ساير . شود يم
ماهي  دمي در مورد كشت باله ).63و  34،29( شود يم

كوي  كپورماهي، )44و  Carassius auratus )11 طلايي
carpio koi Cyprinus )16( ،مخطط ماهي سيم سرSparus 

 auratus )5(، كاردينال ماهيApogon imberbis   و
 nobilis  سربزرگكپور ،)Esox lucius )2 يماه اردك

Aristichthys )43(، ماهي مداكا  Oryzias latipes)30(، 

ماهي  ،)Lates calcarifer )39 آسيايي رياييد باس
Anabarilius grahami )57(، روهو كپورماهي Labeo 

rohita )38(، توربوت ماهي Scophthalmus maximus 
 تاسماهي سفيد ،Acipenser baeriiتاسماهي سيبري  ،)18(

Acipenser transmontanus هيفيلما و Huso huso )22(، 
 تاسماهي و) Acipenser sinensis  )64تاسماهي چيني

 توجه به با .شد انجام )Acipenser mikadoi )56 نساخالي
 اقتصادي ارزشو  انبافت ماهي مختلف كشت كاربردهاي

 كشت تحقيق در اين ،ايراني براي كشورمان تاسماهي زياد
به  دستيابيبمنظور  بافت باله تاسماهي ايراني يها تكه

 اين بافت باله سلولي هاي رده و دمي بافت باله روش كشت
اقتصادي  از نظر تاسماهي ايراني. انجام شد باارزشماهي 
مهم  براي كشورمان خزر ريايد هايسايرتاسماهي بيش از
خاويار  و) درصد 60تقريباً (اعظم صيد  زيرا بخش است

 خاوياري ياناز ماه ساليانه) درصد 55 تقريباً(ي استحصال
 .باشد يم گونه ينامربوط به  كشورمان توسط خزر درياي

اين  .است تاسماهيان خانواده متعلق به ايرانيتاسماهي
 كند يمزندگي خزر  درياي ايراني سواحل در بيشتر ماهي
   ).28( باشد يم دليل به همين نيز نامگذاري آن علتلذا 

 هاو روش مواد

ول تقريبي به طساله  2 ايراني پرورشي اهيتاسميك عدد 
 جداشدهتصادفي  بطور كه گرم 133سانتيمتر و وزن  23
بافت  يها تكه براي كشت. استفاده شد مطالعه اين براي بود
 تغييرات يباكم) 22(همكاران روش فونتانا و از  باله

نمودن ماهي مورد آزمايش با  بيهوش پس از .شد استفاده
 آزمايش مورد ماهي دميحاشيه باله، )45( ميخكپودر گل
نمودن با  يضدعفون و پارچه يكبا  كردن  خشك پس از
 تقريباً به طول با يك عدد قيچي استريلدرصد،  70 اتانول

 استريل يك عدد ظرف پتري بريده شد و به سانتيمتردو 
 جيپتاسيمسيلينپني، PBSمحلول  ليترميلي 10 حاوي

)iu.ml-1, Gibco 200(، اتاسترپتومايسين سولف )Gibco 
μg.ml-1, 200( آمفوتريسين و B )μg.ml-1, Gibco 5( 
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 بافت باله از ظرف پتري خارج دقيقه 10 پس از .منتقل شد
 پتري يها ظرفدقيقه در  10 مدته ب هربار ديگر و بار2 و

قرارداده  ذكرشده هاي بيوتيك يآنت و  PBSمحلول حاوي
 حاوي پتري استريل ظرف يك سپس بافت باله را به .شد

 L-15 )Sigma( ،HEPES )mM كشت محيط ليتريليم 5/1
25،(Gibco، 10 گاو درصد سرم جنين )FBS،Gibco(، 
 ، استرپتومايسين)iu.ml-1200( جي پتاسيم سيلينپني

 انتقال )μg.ml-1 5( آمفوتريسين و) μg.ml-1200( سولفات
 كوچك يها تكه استريل به اسكالپل عدد دو يلهوس به، داده
بافت به  يها تكهانتقال  قبل از. ميليمتر بريده شد 1 ريباًتق

 بردن بالا بمنظور ،)ترمربعيمسانت 25( كشت فلاسك يك
 2/0ر مقدا شت،كفلاسك به كف ها بافتچسبندگي  ميزان

 5/1 مدته ب ،افزوده فلاسك به  گاو نينج سرم ليتر يليم
ا ت شد انتيگراد قراردادهس درجه 37ساعت در انكوباتور 

 4 همراهه ب باله بافتتكه عدد 14 سپس .خشك شود سرم
جي  پتاسيم سيلينپني اويح L-15ت كش ليتر محيطميلي

)iu.ml-1 200(، سولفات سترپتومايسينا )μg.ml-1200( و 
 10 يك پيپت توسط )B )μg.ml-1 5آمفوتريسين 

-L محيط كشت با جداره آن قبلاًدهانه گشاد كه  ليتري يليم

 شدند و منتقلت كشبه فلاسك ه بودشد خيس 15
و شد  فلاسك خارج از محيط كشتتمامي بلافاصله 
 تا سانتيگراد منتقل شد درجه 25 انكوباتور به فلاسك

 پس از. ها قرارگيرندفلاسكروي كف  بافت بر يها تكه
-L  كشت محيط ليتر يليم 5/1، ساعت 5/1 تقريباً گذشت

جي  پتاسيم لينسيپني ،گاو ينجنسرم  درصد 20حاوي15
)iu.ml-1 100(، سولفات استرپتومايسين )μg.ml-1 100( و 
 22انكوباتور  در ،افزوده )B )μg.ml-1 5/2مفوتريسين آ

 ساعت 24 گذشت پس از. سانتيگراد قرارداده شد درجه
از كف از  جداشده يها بافت .شدند بررسي هانمونه

 يحيط كشت حاوم ليتر يليم 1 ،ندخارج گرديد فلاسك
در  و اضافه شد به فلاسك دقت به وگاجنين سرم% 20

 به L-15 كشتمحيط مقداري هرروز .قرارگرفت انكوباتور
 كشت داخلمحيط مقدار طي سه روز تافلاسك اضافه شد 

 حجم از روز نيمي 5 هر. شد رسانده ليتر يليم 5فلاسك به 
 كشت جديدمحيط با كشتفلاسك كشت داخل محيط

اطراف  در ها سلول دو هفته وقتي از پس .جايگزين شد
 اندازه بهو  شدند داده شده پديدار هاي كشتباله يها تكه

 با ها سلول اشغال نمودند، فلاسك را كفكافي سطح 
 از و ها شستشو داده شدندبيوتيكآنتي حاوي  PBSمحلول
 درصد Trypsin-EDTA )25/0محلول  تيمار با طريق

 PBS در محلول شده حل ، EDTAدرصد 02/0تريپسين و 
 تكان دقيقه و 5 مدته ب )كلسيم و منيزيم هاي يون عاري از

كشت ،فلاسك. جدا شدندآن از كف  ،شتك فلاسك دادن
 از كف هاشدن سلول از جدا اطمينان كسب بمنظور

 ميكروسكوپ اينورت استفاده از با مذكور، فلاسك
)Nikon, Eclipse-Ti (پس از .بررسي قرارگرفت مورد 

 دور در دقيقه، 1600 سرعت با( ها سلول نمودن سانتريفوژ
 نمودن اثر خنثيراي و افزودن سرم ب )دقيقه 8مدت ه ب

 )اول كالچر ساب( كشت مجدد بمنظور ها سلول تريپسين،
 تركيب قبلي منتقلهمان كشت با محيط ليتر يليم 5به 

 كالچرساب( كشت مجدد بعدي براي راحلم همين. شدند
  .نجام شدا نيز )دوم

  نتايج
باله دمي كشت  يها تكهساعت اول اغلب  وچهار يستبطي 

 يها تكهدرصد . داده شده به كف ظرف كشت چسبيدند
 60سبيده به كف فلاسك در طول مدت كشت چ بافتي

شروع به  ساعت 24پس از گذشت  ها سلول. درصد بود
تكثير يافته از حاشيه بافت  هايسلول نمودند و تكثير

 كشت مهاجرت نمودندسمت محيطه رج يعني بخا طرف به
ي بافتي ها تكههاي اوليه باعث تثبيت اين سلول ).1شكل (

از  ها سلولتكثير و مهاجرت . به كف فلاسك شدند
محيط كشت ادامه  طرف بهداده شده  ي بافتي كشتها تكه

ها در روز هفتم سلول. زمان بيشتر شد باگذشتيافت و 
د و تعداد زيادي سلول پيرامون تكثير يافته بودن بخوبي
  هايشكل(دمي كشت داده شده مشاهده گرديد هاي بالهتكه
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  ).3و  2
 

 

  
   )× 120(تكثير سلول هاي باله دمي تاسماهي ايراني در محيط كشت -1شكل 

  

 
  )× 300( افت باله تاسماهي ايرانيتكثير سلول هاي  ب -2شكل 

 تكثير يافتههاي  سلول

 تكثير يافتههاي  سلول
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  )× 300(راني تكثير بافت باله تاسماهي اي-3شكل 

 هايو به نزديكي تكهش يافتند گستر يرشدهتكثهاي سلول
 از گذشت دو هفته رسيدند تا جايي كه پس بافتي مجاور

در روز . اشغال نمودند فلاسك را درصد كف 90 تقريباً
 .كشت وجود داشتند محيط سلول در چهاردهم دو نوع

ا و هدرصد سلول 80تا  70فيبروبلاست كه هاي شبهسلول
 ها راسلول كه بقيه )4شكل (تليال هاي شبيه اپيسلول
  .شدند يم شامل

  
   )×  600(سلول هاي حاصل از كشت اوليه باله دمي تاسماهي ايراني  -4شكل 

هاي حاصل از سلول(شده  هاي كشت دادهدرصد سلول 75
محيط در و چسبيدند به كف فلاسك) كالچر اولساب

هاي حاصل از سلول در بين. دكشت جديد تكثير شدن
- اپي شبه فيبروبلاست و شبه هايكالچر اول نيز سلولساب

 تكثير يافتههاي  سلول

سلول شبه فيبروبلاست

تليالسلول شبه اپي
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ها زنده سلول درصد 85و ) 5شكل (وجود داشت  تليال
 نيز كالچر دومساب هاي حاصل ازدر بين سلول. بودند
-داشت و اپي تليال وجودفيبروبلاست و شبه شبه هايسلول

 تا شش روزها سلول اين .ها زنده بودنددرصد سلول 72
 ،يافتهشكلدر روز هفتم تغيير  و دادند ادامه حيات خود به

 .نيافت ادامه روزهاي بعد در آنهاشدند و تكثير  رنگ كم
  L-15محيط كشت در هاي بافتيسلولي تكهتكثير بهترين
-درجه 22 گاو و در دماي درصد سرم جنين 20حاوي 

 و M199يها تكش بدست آمد و در محيط سانتيگراد
DMEM/F12 نشد مشاهده هيچ تكثيرسلولي .  

 
  )×  600(سلول هاي حاصل از ساب كالچر اول -5شكل 

  بحث
 2تا  1(بافتي  يها تكهدمي از در اين تحقيق براي كشت باله

 از مورداستفادهدر . بدون تيمار آنزيمي استفاده شد) متر يليم
كشت آن، بين  كردن بافت قبل از تكه تكهبراي  آنزيم

 بافت اغلب محققين ابتدا. وجود دارد نظر اختلافمحققين 
بريده، سپس بدون استفاده از آنزيم  كوچكتر يها تكه را به

 ،)30(اين كار در مورد ماهي مداكا  .را كشت دادند نهاآ
 ماهي  و )5 و Sparus aurata  )2طلاييسر ماهي سيم

mahseer طلاييTor putitora )47 (برخي از . دانجام ش
 بافت از آنزيم استفاده كردندنمودن تكه محققين براي تكه

بافت را مورد تيمار  يها تكهآنها ابتدا  برخي از .)33و  26(
را كشت دادند  جداشده هايسلول سپس قراردادندآنزيمي 

بافت نسبت به  يها تكه، استفاده از )33 و 26(

 مزايايي ايدارحاصل از تيمار آنزيمي سوسپانسيون سلولي 

بين  هايامكان تعيين واكنش سهولت كار، سرعت و نظير
 3(است  هاطبيعي و سالم ماندن سلول سلولي، حفظ شكل

ساختماني  از نظر هاي بافتتكه رود يم گمان). 46 و
در اين تحقيق ). 39(طبيعي دارد  اندام بيشتري به شباهت

يز ن آنزيمي روش هضم تكه كردن بافت باله ازبراي تكه
  .خوبي بدست نيامد آنها نتايج از كشت شد ولي استفاده

 M199 ،DMEM/F12هاي كشت عليرغم استفاده از محيط
 مناسب  L-15تكثير باله دمي فقط در محيط كشت، L-15 و

. ها تكثير سلولي مشاهده نشدكشتساير محيط بود و در
 نيز) 54 و 20( شده انجاماين موضوع باساير مطالعات 

پارامترها  نيرتريمتغكشت يكي از محيط .باشد يم سازگار
كشت چندين نوع محيط). 59(بين محققين است 

 M199و  L- 15   ،DMEM/F12، MEM ،DMEMازجمله

  سلول شبه فيبروبلاست

 

تليالسلول شبه اپي  
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 .است ها استفاده شدههاي مختلف ماهيسلولبراي كشت 
هاي سلول براي كشت DMEM/F12 كشتمحيط

 استفاده انپستانداران، پرندگان، خزندگان، دوزيستان و ماهي

-  بيكربنات يجا به L-15كشت  محيط .)59 و 3( شودمي
در  پيروات است و سديم داراي مقدار زيادي سديم

نياز به افزودن گاز  كشت محيط استفاده از اين صورت
CO2  هاي چندين ماهيسلولتكثير . يستن كشت محيط به 

 41، 39، 33( بود زيآم تيموفق كشتاين محيط با استفاده از
 اين) 50و 39، 35( محققين برخي از و به عقيده) 50و

هاي رشد سلول  كشت برايكشت بهترين محيطمحيط
  . ماهي است

موجود در  گاونيجندر اين تحقيق زماني كه مقدار سرم 
 درصد رسيد ميزان تكثيرسلولي 20به  10كشت از محيط

- هيافت و بيشترين ميزان تكثير سلولي بال افزايش بافت باله
 كشت سرمدرصد حجم محيط 20دمي زماني محقق شد كه 

تر اكثر محققين براي غني اين سرم توسط .بود گاونيجن
 شود زيرا داراي تعداد زياديكشت استفاده مينمودن محيط

و برادفورد  )5(بجار و همكاران ). 40( فاكتور رشد است
 و جوزف و) 22(درصد سرم، فونتانا و همكاران  5از ) 9(

 و) 38(درصد سرم، لاكرا و بونده 15  از) 31(كاران هم
كشت درصد سرم در محيط 20 از) 64(و همكاران  زوو
. مختلف استفاده كردند يها يماه هايسلولكشت  براي

كشت درصد سرم در محيط 20از  بيش معمولاً از غلظت
وجود دارد كه غلظت زياد  شود زيرا شواهدينمي استفاده

- ها جلورشد سلول از ممكن استت كش سرم در محيط

- سرم مي ها سلول بر رشدعلاوه). 23 و 13( گيري نمايد

 تكثير به بستر و ها سلول دنيچسبتواند نقش كليدي در 
سلولي  هايدر مورد تهيه رده آنچه نظير آنها داشته باشد،

رشد . و تحقيق حاضر مشاهده شد) 64(چيني تاسماهي
 ها به كفگي خوب سلولچسبند به بستگي ها سلول خوب

ها به كف ظرف كشت چسبيدن سلول. ظرف كشت دارد
. بودن كشت سلولي است زيآم تيموفق اولين ضرورت

كشت با  آغشته نمودن كف پلاستيكي ظرف كه ييازآنجا

كف و تكثير  ها بهسلول خوب چسبندگي فيبرونكتين باعث
كشت با بنابراين پوشاندن كف ظرف .گرددمي مناسب آنها

 هايبهتر تكه چسبيدن فيبرونكتين است به سرم كه داراي
  .)48(كند ميكشت كمك بافت به كف ظرف

خطر آلودگي ميكروبي يكي از مشكلات اصلي كشت 
استفاده از ماهيان سالم و شستشوي بافت با . سلول است
. كافي نيست ييتنها بهسازي بافت از بدن جدا اتانول قبل از

مانع  توان يمها و ضدقارچ بويتيكيآنتبااستفاده درست از 
استفاده از دز زياد اين ). 48(ميكروبي شد  بروز آلودگي

خواهد  ها سلولمواد نيز باعث تكثير كم و يا توقف تكثير 
-iu.ml(جي  سيلين پتاسيماز پني در اين تحقيق استفاده. شد

و ) μg.ml-1 200(سولفات ، استرپتومايسين)200 1
كشت براي از محيط در تركيب) B )μg.ml-1 5آمفوتريسين 

نيز از  قبلاً. بين بردن آلودگي ميكروبي مناسب بود
 ، استرپتومايسين سولفات)iu.ml-1 1000( نيليس يپن
)μg.ml-1 1000 ( و نيستاتين)mg.ml-1 5 ( بالهبراي كشت-

) μg.ml-1 1000(، از جنتامايسين )64(دمي تاسماهي چيني 
براي كشت باله دمي ماهي ) B )μg.ml-1 5/2آمفوتريسين  و

و ) iu.ml-1 1000( نيليس يپن، از )44(طلايي 
براي كشت باله ) μg.ml-1 100( استرپتومايسين سولفات

، از )22(دمي تاسماهي سيبري، تاسماهي سفيد و فيلماهي 
استرپتومايسين  ،)iu.ml-1  200(جي سديم سيلينپني

) μg.ml-1 50( Bو آمفوتريسين ) μg.ml-1 200(سولفات 
 از ضدقارچ، )48(كپورماهي روهو براي كشت باله 

)μg.ml-1 2/1 ( و جنتامايسين)μg.ml-1 50 ( براي كشت
 Oncorhynchus mykiss كمان ينرنگ يآلا قزلماهي باله

- ، استرپتومايسين)iu.ml-1 10000(جي سيلينپني ، از)17(

) mg.ml-125 ( Bو آمفوتريسين ) mg.ml-1 10(سولفات 
و بالاخره ) 5(مخطط  دريايي سرسيم براي كشت باله ماهي

-μg.ml (و استرپتومايسين ) iu.ml-1 100(سيلين از پني

  .استفاده شد) 18( وربوتت ماهيبراي كشت باله ) 1100
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- درجه 25مشخص گرديد استفاده از دماي  مطالعه ايندر 

 هايساعت براي چسبيدن تكه 2تا  5/1سانتيگراد به مدت 
درجه سانتيگراد 22كشت و دماي كف ظرف باله به فتبا

 دمي تاسماهي ايرانيباله هايسلولبراي تكثير يافتن 
طي اين تحقيق  شده انجام هايآزمايش در. مناسب بود

 درجه سانتيگراد براي كشت 25مشاهده شد دماي بيش از 
و مانع  نيست تاسماهي ايراني مناسب دميهاي بالهسلول

 برخي مطالعات هم نشان داد. شوداي باله ميهتكثير سلول
تا  20 هاي سلولي ماهيان در دمايردهبيشترين ميزان تكثير 

 35و دماي ) 53و  32(است  شده انجامسانتيگراد درجه 25
هاي سلولي براي بسياري از رده سانتيگراددرجه 37تا 

است  شده گزارشهمچنين ). 53(است  مهلك هاماهي
از ماهيان سرد آبي در  لولي بدست آمدههاي سرده اغلب

و ) 21( ابندي يمتكثير  سانتيگراد درجه 20تا  15دماي 
هاي سلول درجه سانتيگراد براي كشت 20از دماي بيش
سانتيگراد  درجه 25 آبي مناسب نيست و دماي ماهيان سرد
و  21( بازدارنده تقسيمات سلولي ماهيان مذكور يك عامل

 ماهيان هاي سلولي ميزان تكثير رده بيشترين .باشدمي) 60
 و 32( درجه سانتيگراد 25تا  20نيز در دماهاي  بياگرم
درجه  32و  )50و 37، 36( درجه سانتيگراد 28 ،)53

در اين  شده كسبنتايج  .است شده گزارش )37( سانتيگراد
دمي تاسماهي ايراني براي كشت بالهنشان داد  تحقيق

منبعي مناسب  عنوان به واندت يم آينده مناسب است و در
كشت باله اغلب . سلولي استفاده شوند هايبراي تهيه رده

و اين كار در ) 63 و 34( است شده انجام دميبالهدر مورد 

. )63و  31، 26( است شده انجام ها گونه مورد تعدادي از
و  برخوردارند آن از پتانسيل بالاي تكثير هايسلول زيرا

مذكور بدون آسيب رساندن و يا كشتن  هاز بال يبردار نمونه
  . امكانپذير است ماهي

كشت  محيط طرف بهي كه از بافت باله هايسلولاولين 
 تليالفيبروبلاست و شبه اپي هاي شبهسلولمهاجرت كردند 

تعداد ) كالچرهاساب(مراحل بعدي كشت  اما در بودند،
 ايهتليال كاهش يافتند و تعداد سلولاپيهاي شبهسلول
هاي غالب بودن تعداد سلول .بيشتر بود فيبروبلاست شبه

تليال در مورد ساير هاي شبه اپيشبه فيبروبلاست بر سلول
) 23(ني فرش). 37 و 14، 5(است  شده گزارشنيز  ماهيان

- هاي ترشح شده از پلاكتعنوان داشت برخي از پروتئين

 دارد داراي اثر وجود گاونيجندر سرم  كه هاي خون
اثر  هاي فيبروبلاست است وليميتوژني قوي بر سلول

بنابراين ). 23( تليال دارداپي هايسلول بازدارنده در تكثير
هاي شبه سلولفيبروبلاست بر شبه هايسلول باعث غالبيت

-محيط افزايش رقت .گرددكالچرها ميساب تليال دراپي

با آب مقطر بجاي محلول  هاسلول كشت يا شستشوي
PBS شبه  هايسلول باعث ليز شدن و تخريب تواند يم يزن
شبه  هايسلول تعداد غالب شدن جهيدرنتتليال و اپي

بدست آمده  نتايج). 22(در محيط كشت گردد  فيبروبلاست
حاصل  يبروبلاستفشبه  هاياين تحقيق نشان داد سلول در

بالاي  باله دمي تاسماهي ايراني داراي توانمندي از كشت
داده  توانند مجدداً با موفقيت كشتند و ميهست تكثير
  .شوند
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Abstract 
Primary cell lines were established from the culture of explants of caudal fin of Persian 
sturgeon, Acipenser persicus. The margin of the caudal fin from a two year old 
specimen (23 cm in length, and 133 g in weight) was aseptically cut (2 cm), washed 
three times with PBS containing antibiotics  and then minced into 1mm explants and 
cultured in L-15 medium complemented with antibiotics and FBS (20%) at 22°C. After 
confluent monolayer formation on the bottom of the flask, the cells were washed with 
PBS containing antibiotics and dislodged by trypsin-EDTA solution (0.25%) and 
shaking the flask. After washing the cells with PBS containing the antibiotics, they were 
cultured in 5 ml of L-15 medium, FBS (20%), antibiotics at 22 °C (first subculture). 
After a confluent monolayer formation, a similar procedure was followed for the second 
subculture. The emerging cells from explants exhibited fibroblast-like and epithelial-
like cells in primary culture but the fibroblast-like cells were seen to predominate after 
the first subculture. In the present study the establishment of cell lines from the original 
culture at two passages was investigated. 

Key words: Persian sturgeon, Acipenser persicus, tissue culture, caudal fin 


