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 چکیده

ود و در اغل   ناخته می ش شکبد یکی از مهم ترین اندام های بدن جانوران محسوب می شود که به عنوان اندام سم زدا و پالایشگر سموم بدن 
اهی هامور معمولی نابالغ )نر و ماده عدد م 8عات توکسیکولوژیک به عنوان اندام هدف مورد استفاده قرار می گیرد. برای انجام این مطالعه، از مطال

دعفونی و پس از جدا کردن ض %70به تعداد مساوی( استفاده شد. سپس ماهی بیهوش و سر آن ها از بدن جدا شد. بدن ماهی توسط الکل اتانول 

 %20و می زان  c ° 30ی هفت ه در دم ا 2هضم شدند. سلول های کبدی به مدت  4افت کبد، به قطعات ریز تقسیم و توسط آنزیم کلاژناز تیپ ب
(FBS: Fetal bovine serumبه همراه )ITS  (Insulin- transferin- selenium) ( کش ت داده ش دند، س پس دوزه ای آل ودگیµM 

100، µM 100*2 ،µM100*3 )لول ه ا توس ط س اعت مطالع ه ش دند. مرفول وژی س  24و  12، 6، مونه ها اضافه و در زمان های ص فربه ن

ی گردید. آن الیز متیل تیازول تترازولیوم( ارزیاب: Methyl thiazolyl tetrazolium) MTTمیکروسکوپ معکوس و درصد بقا توسط سنجش 
ه بنزوآلفاپ ایرن ی ی لولی می شود و به کارگیری غلظت های پ ایین آلاین ددرصد مرگ س 50موج  القا  100µmمرفولوژی نشان داد که دوز 

 شود.وزیس میها و نکرعث لیز شدن سلولساعت اثر مهار تکثیر وابسته به دوز و زمان داشته و در دوزهای بالاتر با 24تیمار 
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ت بررسی اثرات آلاینده در موجودات آبزی به امروزه اهمی
موضوع مهمی در مطالعات زیست محیطی منجر شده است که 
اثرات بالقوه آن بر سلامت آبزیان نیز مشاهده شده است. هنگامی 
که موجود در معرض عوامل آلاینده محیطی قرار می گیرد، دچار 

در سطح  تغییرات ساختاری و عملکردی می شود. این تغییرات ابتدا
ژن و مولکول رخ می دهد و سپس با پاسخ در سطح سلول، بافت، 

 ,Hinton and Laurenاندام و کل موجود دنبال می شود )

1990; Stentiford et al., 2003; Thophon et al., 

(. به یور کلی، اولین مکانی که مواد شیمیایی و زنوبیوتیک 2003
ست. این پاسخ های ها تحت تاثیر خود قرار می دهند، سلول ا

بیولوژیک می تواند به عنوان نشانگرهای زیستی مناس  برای 
ارزیابی و سنجش وضعیت سلامت ماهی و محیط مورد استفاده 

 قرار گیرند.
 :PAHهی  دروکربن ه  ای آروماتی  ک چن  د  لق  ه ای)

Polycyclic aromatic hydrocarbons آلاین  ده ه  ایی )
الا در اکوسیس تم ه ای هستند که به جهت پایداری و مقاوم ت ب 

دریایی و دارا بودن اثرات ش دید و ی ولانی م دت ب ر روی ب دن 
 موجودات دریایی بیشترین نگرانی را ب ه خ ود اختص اا داده ان د

(Dabiri, 2013.)  در مجم  وع، ب  یش از یکص  د ترکی    از
هیدروکربن های آروماتیک چند  لقه ای شناسایی شده است ک ه 

ش ده ان د.  م در آب شیرین گزارشهم در محیط های دریایی و ه
این ترکیبات بسیار سمی و سریان زا بوده و یکی از بهترین نمونه 

دی متی ل بنزوآلف ا  12، 7های آن برای مطالعه، ترکیب اتی نظی ر  
 (MC-3) متیل کلاران تن 3، بنزوآلفاپایرن و (DMBA) آنتراسن

ز در معرفی شده است. آلاینده ی بنزوآلفاپایرن به شکل یبیعی نی 
(. Reynaud and Deschax, 2006محیط یاف ت م ی ش ود )

این آلاینده به سرعت توسط اندام های بدن موجودات، جذب شده 
یی هم ه ان واع پلاسماو قادر است به یور مستقیم از یول غشای 

و منجر ب ه ایج اد  (Esmaili Sari, 2002سلول ها عبور کرده )
 ,.Sikkema et alنک روز وس یب ب افتی در مه ره داران ش ود )

(. اکثر آلاینده ها پایداری شیمیایی بالایی در بدن موجودات 1994
(.توانایی  ,et al. Rohn; 1986Hellawell ,2004زنده دارند )

آبزیان از جمله ماهی ها در جذب مستقیم آلاینده های محیط ی و 
سریب این ترکیبات در بافت های بدن آبزیان  همچنین تجمب نسبتا

این موجودات به عنوان مدل و شاخص مناسبی برای  سب  شده تا
ارزیابی و تخمین آسی  وارد شده به سایر اندام ه ا م ورد اس تفاده 

 ,Roesijadi and Robinson, 1994; Lawق رار گیرن د )

2003; Di Giulio and Hinton, 2008; Velma and 

Tchounwon, 2010; Landis et al., 2011.)  در بیش تر
گرفت  ه توس  ط محقق  ین مختل  ل از مطالع  ات  مطالع  ات ص  ورت

هیستوپاتولوژیکی به عنوان اندام هدف در بدن جان دار ب ه منظ ور 
 Hinton andتخمین میزان آسی  وارد شده، استفاده می گردد )

Lauren, 1990; Gernhofer et al., 2001; Roy et al., 

2006; Van Dyk et al., 2007; Fernandes et al., 

در مطالعه ی  اضر نیز به منظور می زان آس ی  راین، (. بناب2008

وارد شده به سلول های بدن جان دار از باف ت کب د م اهی ه امور 
( استفاده شد. باف ت کب د از Epinephelus coioidesمعمولی )

مهم ترین و بزرگ ترین غدد گوارشی جانوران محسوب شده ک ه 
لول ه ای در فرآیند متابولیسم نقش مهم ی را ب ر عه ده دارد. س 

هستند. از مه م  (Hepatocyt) هااصلی پارانشیم کبد، هپاتوسیت
ترین ویژگی های بافت کب د توان ایی س لول ه ای پارانش یمی در 
سمیت زدایی و خنثی کردن اثر سموم و آلاین ده ه ای موج ود در 

 Benson and Schlenk, 2001; Gentenمحیط می باش د )

et al., 2009 ماهیان از خانواده س رانیده (. همچنین، این گروه از
(Serranidae)  بوده و جز ماهیان غال   و اص لی خل یج ف ارس

با توجه به اینکه، تاکنون مطالعه ای در زمین ه  محسوب می شوند.
ی کشت سلول های ماهیان دریایی در داخل کشور صورت نگرفته 
و کلیه ی مطالعات صورت گرفته در این زمینه متعلق ب ه ماهی ان 

(. لذا لزوم انج ام تحقی ق در 1387می باشد )سلامات،  آب شیرین
این زمینه بخصوا در ماهیان بومی دریایی خلیج فارس و دریای 

از مح دود مطالع ات انج ام  عمان بیش از پیش آشکار می گ ردد.
گرفته بر روی ماهی هامور معمولی در خ ار  از کش ور م ی ت وان 

و et al.  Chi (1999) ،Paraeswaran et al. (2007 )ب  ه
Wen et al. (2008 ).اشاره نمود 

به یور کلی، هدف از بررسی این مطالعه، کشت س لول ه ای 
 Epinephelusهپاتوس  یت کب  دی در م  اهی ه  امور معم  ولی)

coioides و بررسی تغییرات مرفولوژیکی ایجاد شده در سلول ها )
در زمان مواجهه با آلاین ده ی محیط ی بنزوآلفاپ ایرن در ش رایط 

گاهی می باشد، که تا به  ال در هیچ مطالعه ای ی بررس ی آزمایش
  آن انجام نگرفته است

 

 . مواد و روش2
قطع  ه م  اهی ه  امور معم  ولی  8در ای  ن مطالع  ه تع  داد 

(Epinephelus coioides پرورش  ی ) ناب  الغ و س  الم ب  ه وزن
علوم  گرم، به صورت زنده از موسسه تحقیقات 300تا  200تقریبی 

د و ششهرستان ماهشهر )استان خوزستان( گرفته شیلاتی واقب در 
کی سپس به مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزش 

ا ب ه ه )جندی شاپور( اهواز منتقل گردید. در مر له ی اول ماهی 
( Sigma USAدرص د( ) 2/0نوکسی اتاتول ف-2وسیله ی ماده )

ل بیهوش شده و سرآن ها از بدن جدا ش د. س پس ب ه ی ور کام 
 (. Wen et al., 2008ضدعفونی شدند ) %70توسط الکل اتانول 

پس از آن، محویه ی شکمی جاندار توس ط قیچ ی اس تریل 
شکافته شد و بافت کبد هر یک از ماهیان به صورت جداگانه و در 

 mlاستریل از بدن جاندار جدا و به لوله ی فالکون  "شرایط کاملا
-Phosphate  )ب  افر فس  فات س  الین PBSک  ه    اوی  50

buffered saline  ( )Sigma USA( )400  وا د در میلی لیتر
وا د در میلی لیتر استرپتومایسین( ب ود، منتق ل  400پنی سیلین و 

شد. پس از شست و شو اولیه ی نمونه ه ا در ب افر، س لول ه ای 
تقسیم شدند و  1cm کبدی با استفاده از قیچی به قطعات کوچک
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)بافر فسفات س الین( و  PBSه  اوی سپس در لوله ی فالکونی ک
دقیقه در دمای  20بود، به مدت  4آنزیم کلاژناز تیپ  %1/0شامل 

اتاق تکان داده شدند. پس از آن ب ه منظ ور خنث ی ک ردن آن زیم 
)س رم جن ین گ اوی(  FBSکلاژناز ابتدا از محیط کش ت   اوی 

(Sigma USA استفاده شد و در نهایت به منظ ور ج دا س ازی )
میک رون اس تفاده  70ول ها از یکدیگر از فیلتری با منافذ بهتر سل

بار و هر بار  2گردید. در مر له ی بعدی، پلیت های سلولی  اصل 
سانتریفوژ ش دند. در نهای ت،  rpm 1500دقیقه در دور  5به مدت 

درج  ه ی س  انتیگراد و در  30س لول ه  ا جه ت تکثی  ر در دم ای 
د. در این مطالعه، به منظ ور انکوباتور فاقد گاز کربنیک انکوبه شدن
-Leibiowitz L-15(L   کش ت س لول ه ا از مح یط کش ت

15)(Sigma USAبه همراه ) 20% FBS  سرم جنین گاوی( به(
 -پن   ی س   یلین %1( و Sigma USA)ITS  %1هم   راه 

 استرپتومایسین استفاده شد.
 و ارزی ابی (Cytotoxicity) ارزیابی سمیت سلولیبه منظور 
بر محیط کشت، هنگامی که تراکم سلول ها در کل  اثر آلاینده ها

رسید، سلول ها توسط آنزیم تریپسین جدا  %70فلاسک به بیش از 
چاهکی به  96شده و به منظور ارزیابی تست سمیت در پلیت های 

ساعت در درون  24سلول قرار داده شدند و به مدت  3×100تعداد 
داده ش ود ک ه ک ل انکوباتور قرار گرفتند تا به س لول ه ا اج ازه 

فلاسک را پر کنند. پس از ایمینان از پر شدن کل ظ رف توس ط 
جدا شده و با مح یط کش ت جدی د  L-15سلول ها، محیط کشت

میل ی لیت ر از مح یط  1جایگزین شد. محیط کشت جدید   اوی 
  )دی متی ل سولفوکس ید DMSOت ازه ب ه هم راه  L-15کشت

Dimethyl sulphoxideنوبیوتی ک در ( بود. غلظت ترکیب ات ز
DMSO  ل می شوند )در واقب دی متیل سولفوکس ید مولک ول 

کوچکی است که در چربی ها قابل  ل می باشد(. بنابراین پس از 
افزودن بر روی سلول ها به سرعت از غشا س لولی عب ور ک رده و 
وارد سلول ها می شود. به علت عدم وجود ایلاعات سم شناس ی 

ایلاع ات در رابط ه ب ا غلظ ت جاندار در کشت س لولی و فق دان 
( آلاین ده ی Inhibitory concentration: IC50کش ندگی )

بنزوآلفاپایرن در گونه ی مذکور نیاز ب ه انج ام ای ن تس ت لازم و 
ضروری به نظر م ی رس ید. ل ذا در ابت دا دامن ه ی غلظ ت ه ای 

 ;Zhou et al., 2006متف اوت ب ر اس اس مق الات موج ود )

Schirmer et al., 1998; Castano and Becerril, 

( ) داقل،  داکثر و دامنه ی متوسط( از هر یک از آلاین ده 2004
ها به صورت جداگانه به محیط کشت وارد شد و سپس میزان زنده 

 MTTاز سلول ه ا در مح یط کش ت توس ط تس ت  %50ماندن 
(. در واق  ب دوزی از دارو Mosmann, 1983محاس  به گردی  د )

از سلول  %50ارد که قادر به از بین بردن توانایی سیتوتکسیسیتی د
محسوب می ش ود. ب ه عن وان   IC50ها باشد که به عنوان دوز 

بودن د،  DMSOگروه شاهد نیز از سلول هایی که فاق د محل ول 
استفاده گردید. پس از اضافه کردن آلاینده و انکوباسیون پلیت ها، 

میکرولیت ر  100سلول های داخل هر ویال را دو بار با اس تفاده از 

PBS  میکرولیت ر از  20)بافر فسفات سالین( شس ت و ش و داده و
میکروگرم بر میل ی  5با غلظت  PBSرقیق شده با  MTTمعرف 

 4گرم به هر خانه از پلیت ها اضافه شد. سپس پلیت ها ب ه م دت 
درون انکوباتور و در تاریکی قرار گرفتن د.   C^30ساعت در دمای 
وسط آنزیم دهیدروژناز میتوکن دریایی را ت MTTسلول های زنده 

به کریستال های فورومازان تبدیل می کنند. این روش بر اس اس 
توانایی سلول های زنده در تب دیل نم ک تترازولی وم محل ول ب ه 

 Kemnitzerبنا ش ده اس ت ) (Formazun) فورمازان نامحلول

et al., 2007 وقتی این ترکی  در محیط محلول نمک ی فاق د .)
در واق ب . آماده سازی می شود، محلول زرد رنگی می دهد فنل رد

این ترکی  در میتوکندری سلول های زنده توسط آنزیم دهیدرژناز 
ا یا شده و به فرم کریستال های فورمازان غیر محل ول در س لول 

(، از یرفی سلول Mosmann, 1983های زنده رسوب می کند )
را انجام  MTTند ا یا هایی که از نظر متابولیکی فعال هستند، رو

 ,Momeniداده که به عنوان سلول زنده در نظر گرفته می شوند )

ساعت(، محیط رویی ب ه  4پس از یی مدت زمان لازم ) (.2010
آرامی تخلی ه و ب ه کریس تال ه ای فوروم ازان  اص ل محل ول 

DMSO  اضافه گردید و با استفاده از سمپلر محیط و سلول ه ا را
از وجود دانه های رس وبی در مخلوط شدند، تا خوبی با یکدیگر  به

 نمونه ها جلوگیری شود و در نهایت جذب نوری سلول های زن ده
(Optical density)   ن انومتر توس ط دس تگاه  450در یول مو

 (.Caminade et al., 2006اسپکتروفوتومتر قرائت شود )
 یت هایلازم به ذکر است که  سلول ها به تعداد لازم درون پل

، 6 خانه ای کشت داده شدند و پس از مدت زمان تیمار بن دی 24

، nM10 ،nM100،M µ1س   اعت ب   ا دوزه   ای ) 24و  12
M10µ، M100µ، mM1، mM1010-2) ( که به ترتی  برابر با ،
10-3 ،10-5،10-4 ،10-6 ،10-7 ،10-8M.م به ذک ر لاز  ( می باشند

 از %30و  IC50 ،10% ،20%اس  ت ک  ه  پ  س از تعی  ین غلظ  ت 
 د.شعمال غلظت آلاینده به هر کدام از تیمارها به صورت جداگانه ا

لازم به ذکر است که در کلیه ی مرا ل، سلول ه ا ب ه ی ور 
منظم جهت ایمینان از زنده بودن و چسبیدن به ظ رف کش ت ب ا 
اس  تفاده از میکروس  کوپ معک  وس بررس  ی و ش  مارش ش  دند 

(Romijn et al., 2006برای انجام این کار، ا .) 50بت دا می زان 
میکرولیتر از رنگ تریپان بل و  50میکرولیتر از محتویات چاهک با 

مخلوط شده و سپس با استفاده از لام نئوبار س لول ه ای زن ده و 
مرده شمارش شدند. یی فرآیند رنگ آمیزی، رنگ تریپان بل و ب ه 
داخل سلول های مرده نفوذ کرده و این سلول ه ا ب ه رن گ آب ی 

نده ماندن سلول ها از یریق فرمول زیر محاس به درآمدند. درصد ز
 شد.

اد )) تعداد کل سلول ها )زن ده  م رده(/ می انگین تع د *100
 سلول های زنده((.

 Microsoftبه منظور رسم نمودارها و جداول از ن رم اف زار 

office Excell, 2007  استفاده شد. کلیه ی داده ه ای موج ود
 5در تیمارهای مختلل( نیز با در مطالعه ی  اضر )تعداد سلول ها 
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بار تکرار و به صورت میانگین در هر گروه متغییر ارائه شد. جه ت 
-oneتجزیه و تحلیل داده ها از روش آنالیز واریانس ی ک یرف ه 

way ONOVA  و نرم افزارSPSS  اس تفاده ش د. در  17نسخه
 در نظر گرفته شد. R˂0.5تمام بررسی ها نیز سطح معنی داری 

 

 يج. نتا3
 س تت آمده در ای ن مطالع ه، می زان تمطابق با نتایج به دس

IC50 برابر با µM 100 ی گزارش شد و در مجموع اختلاف آمار
 معن  ی داری در ب  ین غلظ  ت ه  ای تح  ت مطالع  ه مش  اهده ش  د

(P˂0.05.) 

نشان داده شده، یافته های به دست  1شکل همانگونه که در 
( و Viabilityا )درصد بقنشان دهنده ی  MTTآمده از سنجش 

درصد زنده ماندن سلول ها ی تحت تیمار با آلاینده بنزوآلفاپ ایرن 
س اعت  24در غلظت های ذکر شده در قسمت بالا در مدت زمان 

، 008/39، 993/31نس  بت ب  ه گ  روه ش  اهد ب  ه ترتی    براب  ر ب  ا 
به دست آمد. مط ابق  74و  941/66، 108/65، 524/60، 895/47

اثر کشندگی سلولی آلاینده ی بنزوآلفاپایرن  با نتایج به دست آمده
ساعت وابسته به دوز و زمان می باشد و به یور  24در مدت زمان 
درص د  50از این آلاینده موج   الق ای  µM  100تقریبی غلظت

در ادام ه، س لول ه ای باف ت مرگ سلولی در سلول ها می شود. 
ین ده ساعت ب ا می زان دز آلا 24و  12، 6، 0کبدی در زمان های 

( تحت مطالعه قرار µM 100 ، µM100*2  ،µM100×3های )
گرفتند. نتایج  اصل از این بررسی با میکروسکوپ معک وس و ب ا 

(  4و  3، 2مطالع ه ش د. در )ش کل ه ای  *100میزان بزرگنمایی
 نتایج این بررسی نشان داده شده است.

( نشان داده شده اس ت. 5و 4، 3همانگونه که در )شکل های 
ه های  اوی کشت اولیه سلول های کبدی در گ روه ش اهد، نمون

دارای ساختاری یبیعی و منظم بوده و همگی به شکل سلول های 
خان ه مش اهده ش دند.  24فیبروبلاستی و چسبیده به پلیت ه ای 

سلول هایی که در معرض دوز کم آلودگی قرر داشتند، نس بت ب ه 
ان دادن د. ب ا سایر سلول ها میزان آسی  کم ت ری را از خ ود نش 

افزایش میزان دوز و زمان آلودگی، سلول ها شروع به جدا شدن از 
کل پلیت نموده و به صورت چند وجهی، دوکی، چروکی ده، گ رد، 

 شفاف و در مجموع به صورت اشکال نامنظم مشاهده شدند.
، دوره ی آسی  های س لولی مش اهده ش ده در 24در ساعت 

 µM)اره ا اپایرن در کلیه ی تیمگروه تیمار شده با آلودگی بنزوآلف
100، µM 100*2، µM100*3 به صورت تغییرات مرفولوژیکی )

قابل ملا ضه در شکل ظاهری سلول ها مش اهده ش د ک ه ای ن 
 µMار بنزوآلفاپایرن شدیدتر از تیم µM 100*3 ضایعات در تیمار

 گزارش شد.  100
 

 . بحث و نتیجه گیری4
نده ها تمایل به تجمب در کبد با توجه به اینکه، بسیاری از آلای

را دارند، از اینرو این اندام نسبت به سایر اندام ها در معرض مقادیر 
(. ب ه Health, 1995بیشتری از آلاینده های محیطی قرار دارد )

همین دلیل، مطالعه ی تاثیرات سمیت در کبد به عن وان ش اخص 
ت وضعیت سلامت ماهیان در ارتب اط ب ا مق ادیر مختل ل ترکیب ا

(. ب ه ی ور کل ی، Au, 2004زنوبیوتیک روشی معمول می باشد )
مطالعات زیادی در رابطه با ت اثیر آلاین ده ه ای محیط ی ب رروی 

 و محیط یبیعی (In vitro) جانوران آبزی در محیط آزمایشگاهی
(In vivo)  صورت گرفته است. اما در مجموع، تعداد بسیار کمی از

سلول های  آلاینده ها بر روی کشتاین مطالعات در رابطه با تاثیر 
 ;Bruschweiler et al., 1995) ماهی ان دری ایی م ی باش د

Kamer and Rinkevish, 2002 ;Xiao and Liu, 

2011; Taju et al., 2013; Abdul Majeed et al., 

2014 .) 
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 (Mنمودار میزان بقا سلول ها در غلظت های مختلف آلاینده ی بنزوآلفاپایرن ) -1 شکل
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طبیعی  شکل :A(. M 10-5) 1تصاویر میکروسکوپی از تغییرات مرفولوژیک ایجاد شده در مواجهه با بنزوآلفاپایرن در تیمار  -2شکل 

: سلول های کشت داده شده D، 12: سلول های کشت داده شده در ساعت C، 6: سلول های کشت داده شده در ساعت Bسلول ها، 

: c، (Less polyhedric) : چند وجهی شدن سلول هاb، (Cell detachment) ی جدا شده از یک مجموعه: سلول های a.24در ساعت 

: eو ( Shrinkage) : چروک شدگی، افت حجمی و جمع شدگی سلول هاd، (More fusiform) دوکی و حجیم شدن سلول ها

 μm100میکروسکوپ معکوس مقیاس برابر با:  ;( Rounded) سلول های گرد شده

 

 

 
کل طبیعی ش :A(. M 10-5*2) 2تصاویر میکروسکوپی از تغییرات مرفولوژیک ایجاد شده در مواجهه با بنزوآلفاپایرن در تیمار  -3شکل 

: سلول های کشت داده شده D، 12: سلول های کشت داده شده در ساعت C، 6: سلول های کشت داده شده در ساعت Bسلول ها، 

: چروک d: دوکی و حجیم شدن سلول ها، c: چند وجهی شدن سلول ها، bجدا شده از یک مجموعه،  : سلول هایی a.12در ساعت 

 μm100میکروسکوپ معکوس مقیاس برابر با:  ;: سلول های گرد شدهeشدگی، افت حجمی و جمع شدگی سلول ها و 
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کل طبیعی ش :A(. M 10-5*3) 3نزوآلفاپایرن در تیمار تصاویر میکروسکوپی از تغییرات مرفولوژیک ایجاد شده در مواجهه با ب -4 شکل

: سلول های کشت داده شده D، 12: سلول های کشت داده شده در ساعت C، 6: سلول های کشت داده شده در ساعت Bسلول ها، 

: چروک d: دوکی و حجیم شدن سلول ها، c: چند وجهی شدن سلول ها، b: سلول هایی جدا شده از یک مجموعه،  a.24در ساعت 

 μm100میکروسکوپ معکوس مقیاس برابر با:  ;: سلول های گرد شدهeشدگی، افت حجمی و جمع شدگی سلول ها و 

 
 

در روش کشت سلولی، به منظ ور ش مارش س لول ه ایی ک ه در 
معرض عوامل شیمیایی و داروهای سایتوتوکسیک قرار گرفته ان د، 

دامن ه ب رای  MTTاستفاده می شود. سنجش  MTTاز آزمایش 
 Bruschweilerی وسیعی از ترکیبات نظیر  آلاینده ها و سموم )

et al., 1995; Borenfreund et al., 1988 فن ول ه ا ،)
(Fent and Hunn, 1996( و  ش  ره ک  ش ه  ا )Li and 

Zhang, 2002 مورد استفاده قرار می گی رد و نت ایج  اص ل از )
جان داران این آزمایش، توسط رده های سلولی گروه های مختلل 

 ,.Laville et alنظیر  پستانداران و آبزیان نیز تایید شده اس ت )

2004; Castano and Gomez-Lechon, 2005 اخ تلاف .)
سلول ها  MTTزمان، شرایط، جنسیت و اندازه می تواند در میزان 

  (.Chae et al., 2009; Taju et al., 2014ت اثیر بگ ذارد )

Abdul Majeed et al. (2014)،  گزارش کردند که با اف زایش
میزان آلودگی، میزان این تس ت نی ز در غال   رده ه ای س لولی 
جانوران افزایش می یابد. این نت ایج توس ط س ایر آزم ایش ه ای 

نیز تایید شده است. سایر NR (Neutral red )تست سمیت نظیر 
 Abdual Majeed et al., 2013; Taju etمحققین نظی ر  )

al., 2013نتایج مشابهی دست یافتند. به گونه ایی که ب ا  ( نیز به

سلولی نیز اف زایش م ی  افزایش میزان غلظت آلاینده میزان مرگ
اختلاف معنی دار در بین غلظت های مختل ل آلاین ده یابد. وجود 

تایید کننده ی وجود اختلاف در میزان آلودگی وارد شده به س لول 
 ها است.

روه رن از گگردد، بنزوآلفاپایآلودگی که در این مطالعه استفاده 
در  هیدروکربن های آروماتیک  لقوی می باشد که با   ل ش دن
در  غشا چرب هپاتوسیت ها منجر به تغییر پذیری در س لول ه ا و

نت ایج  (.Suresh, 2009نهایت پارگی غشا در آن ها م ی ش ود )
 نشان داده شده است.  4و  3این فرآیندها در شکل های 

رت گرفته توسط محققین در زمینه ی تاثیر غال  مطالعات صو
آلاینده ها بر روی سلول ها، به دو عامل زمان قرار گیری موجود و 
دوز پاسخگویی آن ها و تاثیر همزمان این دو عامل پرداخته ش ده 

 .Abdul Majeed et al (.Weber and Janz, 2001است )
( بیان کردند که تغییرات مشاهده شده در مرفولوژی سلول 2014)

ها وابسته به دوز و زمان قرارگیری در معرض آلاین ده ه ا ب وده و 
میزان آسی  های مشاهده شده در مدت زمان و دوزه ای ب الاتر، 
بیشتر از سایر دوزها گزارش شده است. این نت ایج ب ر روی گون ه 

یبیعی نی ز تایی د ش ده  های جانورری مختلل در شرایط و محیط
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(. در مطالع ه ی  اض ر، وس عت Poletta et al., 2013اس ت )
س اعت پ س از نمون ه  6ضایعات ایجاد شده در سلول ه ا )تنه ا 

برداری( کم تر از سایر تیمارها گزارش شد. علاوه بر این، در سلول 
(( µM 100) 1های تیمار شده با کم ترین غلظت آلودگی) تیم ار 

ن ها آسی  بسیار کمی در سلول ها مش اهده ش د. در کلیه ی زما
بنابراین، در هر دو گروه از تیمارها، تغییرات قابل ملا ضه ای ی در 
شکل و ظاهر سلول ها مشاهده نشد. این در الیست که در غلظت 
های بالاتر میزان آسی  وارد شده به س لول ه ای کب دی بس یار 

 شدید تر بود.
 قیق، میه دست آمده از این تحب در مجموع، با توجه به نتایج 

دگی، توان بیان کرد که با اعمال هر دو عامل زم ان و غلظ ت آل و
 وشاهد ایجاد تغییرات مرفولوژیکی در ش کل و ظ اهر س لول ه ا 

ر وزیس دو در مواقب  ادتر آپوپت ایجاد پدیده هایی نظیر نکروزیس
ر دیشتر سلول ها بوده، به گونه ایی که با وارد کردن غلظت های ب

ل ه ا ساعت ) داکثر زمان مورد مطالعه( تعداد سلو 24مدت زمان 
ی وانایتکاهش یافته است. در مجموع، فرآیند نکروز، به دلیل عدم 

ج ه ماهیان برای باز تولید سلول ه ای کب دی جدی د و ی ا در نتی
ا در فرآیند سم زدایی بیش از  د کبد در سلول ها رخ می ده د ت 

ات دی سلول های خود را از تر کیب یی عمل سم زدایی، بافت کب
-، که به نظر م ی(Ogundiran et al., 2010سمی پاک کند )

 ده دررسد در این مطالعه، عامل دوم و افزایش ب یش از   د آلاین 
ی در سلول های کبدی منجر به ایجاد آسی  و تغییرات مرفولوژیک
 ته درسلول ها شده است. علاوه بر این، سایر مطالعات صورت گرف

ی ز غزی نندام های گوناگون در این زمینه نظیر  رده های سلولی ما
 تایید کننده ی نتایج ب ه دس ت آم ده از تحقی ق  اض رمی باش د

(Mukhopadhyay et al., 2004 .) 
در این مطالعه، به منظ ور بررس ی تع داد س لول ه ا از روش 
شمارش سلولی استفاده و به منظور انجام مقایس ه ی تیماره ا ب ا 

از محیط کشت فاقد آلاینده استفاده شد. یب ق نت ایج ب ه  یکدیگر
دست آمده از این تحقیق، با افزایش میزان غلظت آلاین ده درص د 

 Taju etکم تری از سلول ها زنده باقی ماندند. محقق ین نظی ر  

al. (2014 از این روش سلولی برای ارزیابی میزان س لول ه ای )

س لولی  DNAد شده ب ه زنده و ایجاد خسارت ناشی از آسی  وار
استفاده کرد. آن ها در گزارشات خود بیان کردند که س لول ه ایی 

غلظت بیشتری از آلودگی ق رار داش تند،  µM 100که در معرض 
سلولی شده ان د ک ه نت ایج  DNAدچار بیشترین میزان آسی  به 

این گزارشات نشان دهنده ی فرآیند غال  آپوپت وزیس نس بت ب ه 
ای بالاتر می باشد که به نظر م ی رس د در نکروزیس در غلظت ه

غلظت های بالاتر و افزایش میزان مرگ سلولی این فرآیند سلولی 
(، نی ز در تحقیق ات خ ود 2001) .Forth et al غال  می باش د.

گزارش کردند که غلظت زیاد آلودگی می توان د منج ر ب ه توق ل 
و یا منجر به شکسته شدن زنجی ره ی ب ین  DNA ،RNAسنتز 
ها شده و در نتیجه باعث ایجاد تغیی رات مرفولوژی ک جب ران  آن

ناپذیری در سلول ها شود. با توجه به اینکه آلاینده بنزوآلفاپیرن در 
ساعت( مورد مطالعه، تاثیرات و آسی   24مدت زمان بسیار کوتاه )

های بسیار شدیدی به سلول ها وارد کرده است و  برای سلول ه ا 
بور از غشای پلاسمایی س لول ه ا موج   بسیار سمی بوده و با ع

ایجاد تغییراتی در ساختار و عملکرد آن ها شده و ک اهش ک ارایی 
عملکرد بافت کبد را در پی داشته است،  پیش بینی می گردد ک ه 
در مدت زمان یولانی تر در مواجهه با ای ن گ روه از آلاین ده ه ا 

ر نهای ت شاهد خسارات جبران ناپذیری در بدن جاندار ب وده ک ه د
منجر به مرگ جاندار می گردد. همچنین، آسی  های پاتولوژی ک 
وارد شده به سلول های کبدی در نتیجه مواجهه با آلاینده، ممکن 
است مانب از فسفوریلاسیون اکسیداتیو در میتوکندری و در نتیج ه 
باعث کاهش تولید آدنوزین تری فسفات شده و به این ترتی  مهار 

داتیو در پی تماس با س موم، باع ث اف زایش فسفوریلاسیون اکسی
 (. Banaee, 2011مرگ سلولی شود )
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Abstract 
The liver is one of the most important organs of animals that know as a detoxifying and 

filtering toxin in the body and the most studies was used the target organ. In peresent study, 

hepatocytes were isolated from 8 immature grouper fish (equal to the number of male and 

female). Then, anesthetized fish and the head was separated from the body. The fish wiped 

with 70% etanol alchol. The liver was removed was cuted with scissors. Finally, the cells 

digested by collagen type 4. Then, the cells incubated in 30^C and 20% FBS+ITS during two 

weeks. The doses of pollutant (100 µM, 2*100 µM, 3*100 µM) added to samples, then were 

studied in 0, 6, 12 and 24 time. The morphological analysis exhibited that the cell death 

incubated by B[a]P polluted by concentration of 100 µm results in 50% of apoptosis cell 

death. Our finding from this study showed that using lower dosage of B[a]P during 24h 

treatment period cause inhibition of proliferation in time and dose dependent manner and 

higher doasage cause lysis and necrosis. 
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