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 چکیده

 یمارت دوی دمی ماهی سفید دریای خزر به روش کاشت با  بالههای اولیه سلولی از طریق کشت قطعاتی از  در این مطالعه رده
دمی در شرایط استریل از متر مکعب( بافت باله میلی 1قطعات )بدون آنزیم و تیمار با آنزیم تریپسین( انجام شد. بدین منظور )

 L-15و در محیط کشت  سانتی متر جدا شده 11±1گرم و میانگین طولی  12±1عدد ماهی جوان و سالم با میانگین وزن  10
(15-Leibovitz L دارای سرم جنین )درصد( و آنتی بیوتیک پنی سیلین استرپتومایسین با  20و  10) یگاوpH 8/6  2/7و 

از روز دوم بصورت پراکنده و  ها سلولگراد نگهداری گردیدند. مخلوطی از انواع درجه سانتی 24و  21کاشته شد و در دمای 
با مورفولوژی ناهمگن اپیتلیالی و شبه  ها سلولسلولی یکنواخت شامل   یهلااما  ،متصل به فلاسک کشت مشاهده گردیدند

ی ها کشتانجام شد. در  استفاده از آنزیم تریپسین باها  سلولروز تشکیل گردید. کشت مجدد  12-14فیبروبلاستی پس از 
بار پاساژ داده شدند و  21 ها سلولیی با مورفولوژی همگن اپیتلیالی تشکیل شد. تاکنون این ها سلولشامل  سلولی  یهلامجدد، تک 

 .دباش یم دریای خزراین نتایج نشاندهنده امکان تولید رده سلولی دائمی از بافت باله دمی ماهی سفید 
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 مقدمه
های موجودات مختلف تحت شرایط خاص بسیاری از سلول

قادرند در خارج از اندام و یا بافت اصلی خود به رشد و تكثیر 
توان را میها ها یا اندامهای ایزوله شده، بافتادامه دهند. سلول

ای با یک محیط حاوی مواد  در ظروف پلاستیكی یا شیشه
های تعریف مغذی و فاکتورهای رشد سلولی و درجه حرارت

ها، اندام (. کشت Bulter, 2004شده نگهداری و تكثیر نمود )
ها در شرایط آزمایشگاهی تحت عنوان کشت ها و سلولبافت

مورد های علمی شود که در بسیاری از شاخهبافت نامیده می
. کشت سلول و ( 2012et alAschner ,.) گیرداستفاده قرار می

 های سلولی ماهی به عنوان یک مدل آزمایشگاهی تولید تیره
ها، اثرات داروهای ضد ویروسی،  برای تكثیر و مطالعه ویروس

(، کنترل Rathore et al., 2007)های تجربی  تولید واکسن
 Bols) پروریوژی و آبزی(، بیوتكنولVillena, 2003) هابیماری

et al., 1992های محیط زیست (، آلاینده (Wolf and 

Quimby, 1962کاربردهای تراریخته ،) (Fan and Collodi, 

( و حفظ Hightower and Renfro, 1988) (، بیوشیمی2002
های سلولی ( مفید هستند. تیرهZhou et al., 2008) ذخایر

های غذایی  ای تولید مكملهای اولیه بر ایجاد شده توسط کشت
 اسیدهای متابولیسم و شوند. ترکیب استفاده می 3نظیر امگا 

 چرب اسیدهای و پلی( n-6) و( n-3) نشده اشباع چرب
(PUFA )مكمل شده بر تیره سلولی (AS)  ماهی سالمون

 ,Tocher and Dick) قرار گرفته است مطالعه مورد آتلانتیک

 به نسبت آنها کشت که نددار وجود خاصی های(. بافت1990
فراوان از ها باله و جنین هایسلول .است ترآسان هابافت سایر
 رفته بكار هایبافت از منبعی عنوان به شده فهرست موارد ترین
برداری آسان،  نمونه به علت باله بافت. باشندمی اولیه کشت در

 ,.Mauger et al) و عدم نیاز به کشتن ماهی ترمیم زیاد قدرت

2006; Moritz and Labbe, 2008 اغلب برای کشت )

 باله بافت از که هستند بسیاری محققان گردد.استفاده می
 سلولی استفاده تیره تهیه و سلول کشت برای مختلف ماهیان
 در باله کشت شاملمطالعات انجام شده در جهان . کنند می
 ,.Cyprinus carpio (Zhou et al ایآینه کپور ماهی مورد

 ,.Carassius auratus (Shima et al  (، ماهی طلایی2013

(، Mauger et al., 2006؛ Choresca et al., 2012؛ 1980
 Ctenopharygodon idella (Yuanan ماهی کپور علفخوار

Ly,1987ماهی شانک سرطلایی ،) Sparus aurata (Bejar 

et al., 1997کوی کپور(، ماهیCyprinus carpio koi 
(Dong et al., 2008ماهی ،)بارب کپورPuntius 

schwanenfeldi (Karunasagr et al., 1998ماهی ،) کپور 

 (، ماهیLiu et al., 2002) Aristichthys nibilisسربزرگ، 

 (، ماهیLakra et al., 1996) Labeo rohitaکپور روهو، 

 ماهی، Epinephelus coioides (Chi et al., 1999)هامور، 

 ،Pagrosomus major (Tong et al., 1998)رمز، شانک ق
 Acipenser transmontanus (Wang ،خاویاری سفیدماهی

et al., 2003)، خاویاری،  ماهیAcipenser sinensis (Zhou 

et al., 2008زردهامور( و ماهی، Epinephelus awoara 

(Lai et al., 2003 )بافت از لایه تک . همچنین کشتباشد می 
( Acipenser persicus) ایرانی تاسماهی دمی لهبا

 تیره تولید و اولیه (، کشت1396)نوروزفشخامی و همكاران، 
( Salmo trutta caspius) خزر دریای آزاد ماهی از سلولی

 شناسایی و کشت جداسازی، (،1393)نوروزی و همكاران، 
 Acipenser) ایرانی ماهی تاس مغزی عصبی بنیادی هایسلول

persicus)  ،عملكرد بررسی (،1393)کشیری و همكاران 
 Acipenser) استرلیاد ماهی تاس تخمک فولیكولی های سلول

ruthenus)  ،( و کشت سلول 1394)نوروزفشخامی و همكاران
( Epinephelus coioides) کبدی ماهی هامور معمولی

به  .( در ایران انجام شده است1396)درخشش و همكاران، 
حفظ ذخایر ژنتیكی آبزیان در ایران و نیز لزوم دلیل اهمیت 
های سلولی جانوران بومی برای مطالعات کاربردی،  تهیه کشت

امكان تولید کشت سلولی اولیه از گونه ارزشمند ماهی سفید 
 دریای خزر مورد توجه قرار گرفته است. 

های  ماهی سفید دریای خزر از خانواده کپور ماهیان یكی از گونه
ای خزر است و در بیشتر سواحل ایرانی دریای خزر بومی دری

(. این ماهی دارای 1393بذرکار و آقامعالی، ) وجود دارد
های اکولوژیک، اقتصادی و غذایی است که در سال بیش  ارزش

از نیمی از صید ماهیان استخوانی دریای خزر را بخود اختصاص 
میت و (. با توجه به اه1392یعقوب زاده و همكاران، ) دهد می

کاربردهای کشت بافت و همچنین ارزش اقتصادی و غذایی 
دمی این ماهی   های باله ماهی سفید دریای خزر در ایران، سلول

سلولی از   کشت داده شد تا بتوان در آینده اقدام به تهیه تیره
 بافت بالهی دمی ماهی مذکور اقدام نمود.

 

 کار روش و مواد
 سلولی کشت برای دمی  باله بافت آوری جمع و ماهی
 اولیه
برداری، جداسازی و کشت بافت از بالهی دمی ماهی سفید  نمونه

( سالم و ترجیحاً جوان Rutilus frisii kutumدریای خزر )
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عدد ماهی در  10در ابتدا  گرم( صورت گرفت. 12)وزن متوسط 
دقیقه در  5مخلوط آب سرد و یخ بیهوش گردیدند و به مدت 

درصد  70شدند و با الكل  ور غوطه درصد 5محلول وایتكس 
 ;Kamalendra et al., 2010) پاکسازی انجام گرفت

Parameswaran et al., 2006آب مقطر  (، در انتها بوسیله
بریده شده  دمی در شرایط استریل  استریل آبكشی گردیدند. باله
قطعه  متر مكعب میلی 1زه حدود او با قیچی استریل، به اند

اقدام به تهیه کشت سلولی اولیه به دو روش  سپس قطعه شدند،

 شد.
 

 ها مکمل و کشت محیط
( در این L-15; Gibco) Leibovitz(L-15)محیط کشت پایه 

گرم  8/23مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. برای کشت سلولی، 
( FBS) یگاوسرم جنین  درصد 10یا  20همراه با  L-15پودر 

(Gibcoب ) و ایجاد خاصیت بافری،  منظور تحریک رشد سلوله
( برای Gibco) یسیناسترپتوماسی سی پنی سیلین  10

جلوگیری از آلودگی باکتریایی ناخواسته ناشی از استریل 
به  B یپسینآمفوترگرم بر میلی لیتر  میلی 5/2نامناسب و 

بار تقطیر دیونیزه اضافه  2عنوان ضد قارچ به یک لیتر آب مقطر 
زاده و فلک، خرمی) یدگردستریل شد و پس از حل شدن کامل ا

(. فرآیند استریل کردن محیط کشت با استفاده از فیلتر 1388
در زیر هود  Miliporeمیكرون ساخت شرکت  2/0سر سرنگی 
ساخت شرکت ژال تجهیز ایران انجام پذیرفت   IIلامینار کلاس

(Kamalendra et al., 2010; Rathore et al., 2007.) 
 

 سلول کشت
ولی اولیه از قطعات بافتی جدا شده به دو روش کشت سل 

کاشت بافت تیمار بدون آنزیم تریپسین و کاشت بافت تیمار با 
 آنزیم تریپسین تهیه شد.

 

 آنزیم با تیمار بدون بافت کاشت روش به اولیه کشت تهیه
 تریپسین

قطعات بافتی پس از شستشو با محلول بافر نمكی فسفات 
(PBS( حاوی )500سیلین و پنی لیترلیمی واحد 500 

قارچ(، به  ضد گرممیلی 5/2 میكروگرم بر لیتر استرپتومایسین و
همراه  L-15در محیط کشت  rpm1050دقیقه با دور  5مدت 

ساخت شرکت  8510یخچالدار مدل ) با ضد قارچ سانتریفیوژ
Eppendorf  آلمان( گردید، پس از اتمام مراحل شستشو

فتی به زیر هود استریل منتقل فالكون های حاوی قطعات با

گردیدند و مقداری محیط کشت به ظرف مورد نظر اضافه و 
 25 سپس قطعات بافت بوسیله پیپت خارج و در فلاسک

 24و  21کاشته شد و به انكوباتور با دو دمای  متر مربعسانتی
 ,Moritz and Labbeگراد منتقل گردیدند ) درجه سانتی

2008.) 
 

 با تیمار از پس بافت کاشت روش به اولیه کشت تهیه
 تریپسین آنزیم

ی تأثیر آنزیم تریپسین بر میزان مهاجرت منظور مقایسهه ب
صورت آزمایشی در نظر ه سلولی از قطعات بافتی، این تیمار ب

دقیقه در محلول  15گرفته شد. ابتدا قطعات بافتی به مدت 
 همراه با میله مغناطیسی (Trypsin-EDTA 1X) تریپسین

(magnet) روی همزن مغناطیسی (Stirrer با سرعت کند قرار )
گرفت. شدت چرخش همزن مغناطیسی درون بطری بنحوی 

 (.Wolf and Quimby, 1976) تنظیم شد که کف ایجاد نشود
در زیر هود لامینار آنزیم تریپسین دور ریخته شد. سوسپانسیون 

 25لیتر محیط کشت در فلاسک میلی 5سلولی همراه با 
درجه  24و  21کاشته و در انكوباتور با دو دمای  متر مربعانتیس

 گراد نگهداری شد. سانتی
در دو روز اول بعد از کاشت، روزانه  مذکوردر هر دو روش 
ها به صورت کامل تعویض شد تا موکوس  محیط کشت بافت

 ،موجود که منبع اصلی آلودگی در کشت سلولی ماهی است
ها به  هفته هنگامی که سلول 2خارج گردد. پس از گذشت 
 از آنها پاساژ مجدد تهیه گردید و ،سطح پوششی کامل رسیدند

 کشت مجدد هر دو هفته یک بار تكرار شد.
 

 نگهداری و مجدد کشت
هنگامی که تک لایه سلولی کامل در کشت اولیه شكل گرفت، 

درصد  25/0) ها به مدت چند دقیقه تحت تأثیر آنزیم سلول

های  ( قرار گرفتند تا کلونیEDTAدرصد  2/0تریپسین و 
جدا گردند. بعد از طی  ،سلولی که به کف فلاسک چسبیدند

میلی لیتر محیط کشت تازه فاقد آنتی  1زمان مورد نظر 
ها ریخته شود تا اثر تریپسین خنثی گردد.  بیوتیک روی سلول

های جدا شده به دو بخش تقسیم شدند و به  سپس سلول
 24ت جدید منتقل گردیدند و در دمای فلاسک های کشت باف

 گراد انكوبه شدند. درجه سانتی
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 دما اثر
ها در ها نیز، سلولمنظور ارزیابی تأثیر دما بر روند رشد سلوله ب

گراد انكوبه شدند و در نهایت روند سانتی درجه 24و  21دمای 
صورت ه ها توسط میكروسكوپ نوری معكوس برشد سلول

 .روزانه بررسی شد
 

 نتایج
 سلولی لایه تک تشکیل

 .R) دمیی میاهی سیفید درییای خیزر       کشت سلول از بافت باله

frisii kutum تیمیار  ) یمیار تبیا دو   ( با استفاده از روش کاشیت
کاشت بافت  .شدبدون آنزیم و از تیمار با آنزیم تریپسین( ایجاد 

ی هیا  بافتساعت پس از کاشت،  48تیمار بدون آنزیم تریپسین: 
سیاعت   72شده به کف فلاسک چسبیدند. تكثیر سلولی  کاشته

روز بتیدری    8بعد از کاشت بافت باله دمی شروع شد و پیس از  
ییه  لاهیا تیک    یکلیون ها بیشتر شدند و با تكثیر سریع این  یکلون

)شیكل   یدگردسلولی در روز چهاردهم در اطراف بافت مشاهده 
1 .) 
 

 
 یها ز سلولمعکوس ا ینور یکروسکوپم تصاویر : 1شکل 

 یسلول یه: تک لاR. frisii kutum یماه یدم  مشتق شده از باله

 (x 40 یی)بزرگنما روز 7-10پس از 
Figure 1: Reverse optical microscope images of cells 

derived from caudal fin of R. frisii kutum: Single cell 

cell after 7-10 days (magnification 40 x) 

 
ی روزهای تكثیر شده از کاشت باله، در ها سلولفولوژی اکثر مور

و شامل هر دو سلول اپیتلیالی و  ابتدایی کاشت نسبتاً نا همگن 
روز  7ولیی پیس از گذشیت     ،(2بودند )شكل شبه فیبروبلاستی 

ی فیبروبلاسیتی  هیا  سیلول ی ایتلیالی بیشتر از ها سلولجمعیت 
، کشیت  14در روز  ها سلولشد. به منظور ازدیاد و خالص سازی 

مجدد انجام شد. حاصل این کشت مجدد همگن شدن جمعییت  
 بیار  21 هیا  سیلول (. این 3شكل ی اپیتلیالی شكل بود )ها سلول

بودند و مورفولوژی اپیتلییالی خیود را در طیول      شدهپاساژ داده 
 تمامی پاساژها حفظ کردند.

 

 
گن ناهم ماهیتمعکوس از  ینور یکروسکوپم تصاویر :2شکل 

 (R. frisii kutum) خزر دریای سفید ماهی یها سلول

 (x 100 یی )بزرگنما
Figure 2. Reverse optical microscope images of the 

heterogeneous nature of the R. frisii kutum 

(magnification 100 x) 

 

 
 یها معکوس از سلول ینور یکروسکوپم تصاویر :3شکل 

 (x 40  ییشده )بزرگنما پاساژ
Figure 3. Reverse optical microscope images of 

passage cells (magnification 40 x) 
 

  کاشت تیمار با آنزیم تریپسین
ها شروع به  ها در روز دوم به کف فلاسک چسبیدند و سلول بافت

ه های رشد یافته مكعبیی شیكل بودنید و بی     تكثیر نمودند. سلول
ها از نظیر   پسین در کاشت بافت سلولدلیل استفاده از آنزیم تری

هیای   مورفولوژی از همیان ابتیدا جمعییت یكنیواختی از سیلول     
ها  ، تمایز سلول7مكعبی اپیتلیالی شكل را تشكیل دادند. در روز 

(. رشد گسترده سلولی ادامه یافیت و  4شكل ) قابل مشاهده شد
تشكیل شد و پس از آن اقدام بیه   12کامل در روز   یهلایک تک 

 (.5)شكل  گردید ها سلولت مجدد کش
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 ها سلول بر  دما اثر
کشت سلولی اولیه پیوستگی و تكثیر سلولی مختلفی را در 

گراد نشان داد. دمای  ی سانتی درجه 24و  21دماهای مختلف 
گراد بود  سانتی  درجه 24مطلوب برای رسیدن به حداکثر رشد 

پایان کار در  تا ها و به عنوان دمای مطلوب برای تمام آزمایش
  درجه 21(. با این حال، رشد در دمای 6 شكل) نظر گرفته شد

ها در  با این تفاوت که رشد سلول ،گراد نیز مشاهده شد سانتی
 (.7 شكل) این دما کندتر بود

 

 
 یها معکوس از سلول ینور یکروسکوپم تصاویر : 4شکل 

 یهلا تک: (R. frisii kutum)  یماه یدم  مشتق شده از باله

 (x 100  ییروز )بزرگنما 7-10از  پس سلولی
Figure 1: Reverse optical microscope images of cells 

derived from caudal fin of R. frisii  kutum: Single cell 

cell after 7-10 days (magnification 100 x) 

 

 
 یها معکوس از سلول ینور یکروسکوپم تصاویر :5شکل 

 (R. frisii kutum) خزر یایدر یدسف یماه یباله دمشده  پاساژ

 (x 40  یی)بزرگنما
Figure 5: Reverse Optical Microscope Images of 

Passage Cells from caudal fin of R. frisii  kutum 

(magnification 40 x) 
 

 سلول رشد شرایط
 pHمتغیر دما،  3ها در حضور  پارامتر تكثیر و چسبندگی سلول

غلظت سرم جنین گاوی مورد بررسی قرار گرفت. پارامترهای  و

 2/7و  pH 8/6گراد،  سانتی  درجه 24و  21شامل دمای  مذکور
درصدی سرم جنین گاوی بود. طبق  20و  10های  و غلظت
 21های سلولی تحت شرایط دمای  های بعمل آمده کشت بررسی
دارای  درصد سرم جنین گاوی 10و  pH 8/6گراد،  سانتی  درجه

کمترین میزان رشد و چسبندگی بودند و به دلیل اسیدی شدن 
روز شروع به ریزش کرده و از بین  3ها پس از  محیط سلول

 24ها در دمای  رفتند. افزایش میزان رشد و بازماندگی سلول
درصد سرم جنین گاوی در  20و  pH 2/7گراد،  سانتی  درجه

شرایط بهینه در این طول فرآیند کشت سلول و پاساژ به عنوان 
 مطالعه در نظر گرفته شد.

 

 
 دمی باله از ها سلول تکثیر و چسبندگی بر دما تأثیر : 6 شکل

 ی درجه 24 دمای در (R. frisii kutum) خزر دریای سفید ماهی

 (x  40 بزرگنمایی) گراد سانتی
Figure 6: Temperature effect on adhesion and cell 

proliferation from caudal fin of R. frisii kutum in the 

24 ° C (magnification 40 x) 
 

 
 دمی باله از ها سلول تکثیر و چسبندگی بر دما تأثیر :7 شکل

 ی درجه 21 دمای در (R. frisii kutum) خزر دریای سفید ماهی

 (x  40 بزرگنمایی) گراد سانتی
Figure 7: Temperature effect on adhesion and cell 

proliferation from caudal fin of R. frisii kutum in the 

21 ° C (magnification 40 x) 
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 بحث
تاکنون تلاشی برای تهیه کشیت سیلول اولییه از میاهی سیفید      

( در کشیور انجیام نشیده اسیت.     R. frisii kutum) دریای خیزر 
دمی این است که دارای ظرفیت بازسیازی    مزیت استفاده از باله

  تواند به عنوان مدل خوبی بیرای توسیعه تییره    یی است و میبالا
گیری غیرکشنده بدون  نمونه ،سلولی استفاده شود. علاوه بر این

توان با استفاده از باله دمیی انجیام داد    قربانی کردن ماهی را می
(Mauger et al., 2006     در مراحیل ابتیدایی کشیت سیلولی .)

های شبه فیبروبلاستی و  اولیه، جمعیت سلولی متشكل از سلول
كه کشت سیلولی پیشیرفت   یهای اپیتلیالی بودند. همانطور سلول
 لیی و یافیت،  های شبه فیبروبلاستی کاهش تعداد سلول ،کرد می

اپیتلیالی شكل بسرعت در حال افزایش بیود   های جمعیت سلول
 نیوروزی و همكیاران    که تک لایه سلولی تشكیل شد و با یافتیه 

 .( مطابقت دارد1393)
خطر ابتلا به آلودگی باکتریایی و قارچی یكی از موانع عمیده در  

توان با اسیتفاده   باشد. این امر را می تهیه کشت سلولی اولیه می
از ماهی سالم و استفاده میثثر از آنتیی بیوتییک هیا در محییط      

 Kamalendra et al., 2010; Mauger et) کشیت رفیع کیرد   

al., 2006ز دوزهای بالای آنتی بیوتیک استفاده ا ،(. با این حال
های کشت داده شده را کنید ییا    تواند رشد و تكثیر سلول ها می

 یلینسی حتی متوقف نمایید. در ایین مطالعیه اسیتفاده از پنیی      
لیتر( واحد میلی1000) یسیناسترپتوما لیتر(،واحد میلی1000)

لیتر( در ترکیب محیط گرم بر میلیمیلی 5/2) Bو آمفوتریسین 
ی از بین بردن آلودگی باکتریایی و قارچی مناسب بود. کشت برا

و  Maugerدر مطالعییات انجییام گرفتییه در سییر تییا سییر جهییان 
(، بییرای کشییت بالییه دمییی مییاهی طلایییی از  2006) همكییاران

 B (5/2لیتیر( و آمفوتریسیین   میلیی  واحد 1000) جنتامایسین
 و همكیاران  Rathoreلیتیر( اسیتفاده کردنید.    گرم بر میلیمیلی

واحد میلیی  200) یلینس( برای کشت ماهی روهو پنی 2007)

 Bلیتر( و آمفوتریسیین  واحد میلی 200) یسیناسترپتوما لیتر(،
 Kamalendra سرانجاملیتر( استفاده نمودند و واحد میلی 50)

 Tor mahseer ( بیرای کاشیت بالیه میاهی    2010) و همكیاران 
(Tor tor از پنیییی )(،لیتیییرواحییید میلیییی 1000) یلینسییی 

 لیتر( و آمفوتریسیین میكروگرم بر میلی 1000) یسیناسترپتوما
B (5/2 استفاده نمودند.گرم بر میلیمیلی )لیتر 

ی سلولی و بافتی ماهیان از محیط کشت ها کشتدر اکثر 
1
EMEM ،2

MEM 199، محیط ( وL-15 )Leibovitz 

                                                 
1
 Eagles Minimum Essential Medium  

، نوع و ها نمکدر میزان  آنهاشود. تفاوت عمده  یماستفاده 
ی اخیر برای کشت سلول ها سالاسیدهای آمینه است. در مقدار 

استفاده شده است، زیرا این محیط  L-15ماهی بیشتر از محیط 
باشد و در کشت فاقد بیكربنات سدیم و حاوی پیروات می

به  Co2صورت استفاده از این محیط کشت نیاز به افزودن گاز 
ی ها لسلودار نیست.  Co2محیط کشت و در نتیجه انكوباتور 

کنند رشد می L-15ماهی بخوبی در محیط کشت 
(Leibovitz, 1963 همچنین برخی از محققان دریافتند که )

را در شرایط طبیعی محیطی حفظ  pHطور مثثر ه این محیط ب
( و این محیط کشت Wolf and Quimby, 1969کند )می

 Tungاست )ی ماهی ها سلولبهترین محیط کشت برای رشد 

et al., 1991; Fernandez et al., 1993a; Kumar et al., 

 Leibovitz( L-15کشت )این مطالعه از محیط  (. در2001
ی ماهی سفید دریای خزر استفاده گردید و ها سلولبرای کشت 
روز اتفاق افتاد  12 -14 ی سلولی پس از یهلاتشكیل تک 

سلولی در محیط   یهلاهایی که بر زمان تشكیل تک  یبررس
نشان داد که  ،در بین سایر محققان انجام گردید L-15کشت 

باشد.  یمی مختلف متفاوت ها گونهزمان تشكیل تک لایه در 
در  Labeo rohitaسلولی از بافت باله ماهی   یهلاتشكیل تک 

روز انجام  20( پس از 2007و همكاران ) Rathore مطالعه
 Tor  یه سلولی باله ماهیلایرفت. زمان تشكیل تک پذ

mahseer(Tor tor در )مطالعه  Kamalendra  همكاران و
بر  (2014) و همكاران Filice  مطالعهدر  .بودروز  10(، 2010)

از باله  ، تشكیل تک لایهOreochromis esculentusماهی 
ای که نوروزی و  و در مطالعهشد روز انجام  8این ماهی پس از 

 Salmo truttaخزر )ماهی آزاد دریای  بر (1393همكاران )

caspius 10( انجام دادند، تشكیل تک لایه از بافت باله پس از 
  یهلاروز انجام پذیرفت. این تفاوت در مدت زمان تشكیل تک 

ی ماهیان مورد مطالعه ها گونهتواند به دلیل تفاوت در  یمسلولی 

 باشد.
 Bols et) دما در کشت سلول ماهی یک عامل بسیار مهم است

al., 1992)توانند با طیف  های سلولی می از تیره . بسیاری
 Wolf and) ای از درجه حرارت سازگار باشند گسترده

Quimby, 1976های  (. انتخاب دمای مطلوب برای کشت سلول
 ،مثال. برای ماهی اغلب به دمای منحصربفرد ماهی نزدیک است

درجه  Turbot ،24-20های باله ماهی  دمای مطلوب سلول
ی باله ماهی ها سلولمطلوب برای رشد و دمای گراد  سانتی

                                                                       
2
 Minimum Essential Medium 
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Flounder  باشد )سانتی گراد می  درجه 20کمتر ازKang et 

al., 2003.)  در بررسی که توسط نوروزفشخامی و همكاران
دمی  ( صورت گرفت کشت تک لایه از بافت باله1396)

. شدگراد انجام  سانتی درجه 22در دمای  تاسماهی ایرانی
  ( اقدام به کشت اولیه و تولید تیره1393)نوروزی و همكاران 

سانتی گراد  درجه 20در دمای  سلولی از ماهی آزاد دریای خزر
( به منظور بررسی 1396) نوروزفشخامی و همكاران .نمودند

بافت  های فولیكولی تخمک تاس ماهی استرلیاد عملكرد سلول

 سانتی گراد کشت دادند و دمای درجه 22تخمدان را در دمای 
رسد می سانتی گراد بود که بنظر  درجه 24مطالعه مطلوب در این 

به دلیل تفاوت دمای رشد و پرورش ماهیان  ها تفاوتاین 
 .باشدمختلف 

این تحقیق اولین مطالعه در زمینه کشت سیلولی میاهی سیفید    
، تشكیل تک ها سلولباشد. رشد و تكثیر  دریای خزر در ایران می

 ختی در روش تیمار با آنزیم تریپسیین و یكنوا لایه سلولی کامل
نشان داد که  بهتر از روش تیمار بدون آنزیم تریپسین بود. نتای 

دمی این ماهی در شیرایط    امكان تهیه کشت سلولی اولیه از باله
درصید سیرم جنیین     20آزمایشگاهی در محیط کشیت حیاوی   

وجیود دارد و   گیراد  درجه سانتی 24در دمای  pH =2/7و  گاوی
 بیشیترین مییزان  دارای اشت تیمار بیا آنیزیم تریپسیین    روش ک

 باشد. چسبندگی و تكثیر می
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Abstract 

In the present study, the primary cell lines were derived from caudal fin explants of the 

Caspian Kutum (Rutilus frisii kutum), using two treatments (tissue culturing without enzyme 

and after trypsin treatment). For this purpose, pieces of caudal fin tissue (1 millimeter cubic) 

were isolated from 10 healthy young fish with an average weight of 12±1 g and a mean length 

of 11±1cm in sterile condition then were explanted in L-15 medium (Leibovitz L-15) with 

fetal bovine serum (10 and 20%) and penicillin-streptomycyne at pH 6.8 and 7.2 and kept at 

21 and 24 °C. From the second day, a mixture of various cell types was observed and attached 

to the cell culture flask, but the uniform cell layer consist of cells with heterogeneous 

epithelial morphology and fibroblast-like were appeared after 12 to 14 days. Subculture was 

performed using trypsin enzyme. In subcultures, a single cell layer consists of cells with 

homogeneous epithelial morphology was formed. So far, these cells have been passaged for 

21 times. Results indicate the possibility of producing a permanent cell line from the fin tissue 

of Rutilus frisii kutum.  
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