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 چکیده

زدايي دارد. اين اندام در  داران محسوب مي شود که نقش مهمي در سم های بدن مهره ترين اندام کبد يکي از مهم

ی  رد. هدف از مطالعهگی شناسي به عنوان اندام هدف مورد استفاده قرار مي بسیاری از مطالعات فیزيولوژيک و سم

ی  ها سلولی  حاضر، بررسي تاثیر نوع هضم آنزيمي، میزان درصد سرم جنین گاوی و دمای انکوباتور در کشت اولیه

 Serranidaeی  ( از ماهیان مناطق گرمسیری، متعلق به خانوادهEpinephelus coioidesکبدی ماهي هامور معمولي )

% 07دد ماهي هامور معمولي استفاده شد. ابتدا بدن ماهي توسط الکل اتانول ع 2برای انجام اين مطالعه، از  بود.

های متفاوت  ضدعفوني و پس از جدا کردن بافت کبد، توسط قیچي به قطعات ريز تقسیم شد و با استفاده از روش

ی  ها سلول، (، تريپسین و استفاده از مواد مغذی و افزودني در محیط کشت1و  6هضم آنزيمي توسط کلاژناز )تیپ 

به سه  Lebowitz L-15هفته در محیط کشت  2ی کبدی جداسازی شده به مدت  ها سلولآن جداسازی شد. سپس 

مواد و  استفاده از( و 1و   6روش استفاده از هضم آنزيمي توسط تريپسین، هضم آنزيمي توسط کلاژناز )تیپ 

درجه  92و 97، 22، 22، 27میزان دمای انکوباتور ) ی مغذی، کشت داده شد. اثر شرايط متفاوت به لحاظها افزودني

بررسي شد. براساس نتايج به   ها سلول( بر رشد ITS%+27% و 27% و 67%، 7سانتیگراد( و میزان سرم جنین گاوی )

در مقايسه با ساير  1با استفاده از سیستم کشت هضم آنزيمي توسط آنزيم کلاژناز تیپ   ها سلولدست آمده، تعداد 

مورفولوژی فیبروبلاستي داشتند. در مجموع با بررسي حاضر، مناسب   ها سلولبیشتر بود. با همین روش، اغلب  اه روش

، سرم جنین گاوی به میزان ITSی کبدی ماهي هامور معمولي، استفاده از مواد مغذی  ها سلولترين روش برای کشت 

 تشخیص داده شده است.  C°97% و دمای انکوباتور 27

 

  Epinephelus coioidesکبدی، ماهي هامور معمولي،  سلولکشت اولیه سلول، کلیدی:  واژگان
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 مقدمه. 1

ی ها ی کشت سلولي و تکنیکها استفاده از روش

ی  کشت سلول علم جديديست که برای مطالعه

يافته و  ی جانوری در بیشتر کشورهای توسعه ها سلول

 رو بهکشورهای در حال توسعه به سرعت  برخي

ی اخیر توجه به کشت ها باشد. در سال -ش ميگستر

( ها ماهيی  در زمینه ويژه بهآبزيان )ی  سلولي در زمینه

و به نظر مي رسد که  به میزان زيادی گسترش يافته

نه چندان دور، چشم انداز اين علم در  در آينده ای

گروه آبزيان پیشرفته تر از کشت سلولي در گروه 

 Abdul Majeed et al., 2013; Taju)پستانداران شود 

et al., 2012.) 

ی  هتتا ستتلولدر متتورد روش کشتتت ستتلولي، بیشتتتر 

بته طتورکلي، کشتت     دارد وجانوران پرسلولي کتاربرد  

ی پروکتاريوتي و   ها سلولسلولي به کشت کنترل شده 

يوکتتاريوتي در شتترايط آزمايشتتگاهي و محتتیط کشتتت 

اطلاق مي گتردد. روش کشتت ستلولي آستان بتوده و      

تکرارپذيری بالايي دارد. در نتیجه تفسیر نتايج قابلیت 

حاصل از مطالعات انجام گرفته توسط آن اغلب قطعتي  

حیوانتات در شترايط   ی  تر از نتايج حاصتله از مطالعته  

آزمايشگاهي است. مهم تترين دلیتل استتفاده از ايتن     

روش بتته علتتت کتتاهش استتتفاده از جانتتداران و عتتدم 

باشتد.   شتگاهي متي  ی آزمايهتا  در محیط  ها آنآلودگي 

ضمن اينکته در ايتن روش متواد ستمي کتم تتری در       

محیط تولید متي گتردد و نتتايج بتا سترعت بیشتتر و       

(. Fent, 2001کم تتری صتورت متي گیترد )    ی  هزينه

ی تحقیقتاتي  هتا  علاوه بر اين از ايتن روش، در زمینته  

متفاوت مربوط به ماهیان استفاده فراواني مي شود. به 

ی کشتت ستلولي در   هتا  از روشعنوان مثال مي تتوان  

هتای ستلولي و مولکتولي،     مطالعات مربوط به مکانیسم

شناسي و علتومي ماننتد    فرآيندهای فیزيولوژيک و سم

 ,.Fent, 2001; Castano et alاکوتوکستیکولوژی ) 

2003; Schimer, 2006شناستي )  (، ويتتروسWolf, 

 ;Clem et al., 1996شناسي سترطان )  (، زيست1988

Bolts et al., 2001; Abdul Majeed et al., 2013; 

Taju et al., 2012; ( آثار زيستي پرتوها )،, Babich 

and Borenfreund, 1991پتروری و مطالعتات    (، آبزی

( استتفاده نمتود. در   Bols, 1991ژنتیکي و بیتان ژن ) 

ی اخیر نیز در بیشتر کشورهای توستعه يافتته،   ها سال

ست فنتووری، تولیتد   ی ماهي در زي ها سلولاستفاده از 

بادی، اينترفترون و نیتز    واکسن و داروهايي مانند آنتي

های انساني مورد توجته بستیاری از محققتین     هورمون

 Montero et al., 1996; Blos etقرار گرفتته استت )  

al., 2005; Hernandez-Garcia et al., 2014.)  

مزايتای ککتر شتده در قستمت بتالا، کشتت        “علاوه بر

بزيتان دارای مزايتای بیشتتری نستبت بته      ی آ ها سلول

ی جتانوری دارد کته بته برختي از     ها کشت ساير گروه

در قسمت زير اشاره شده است: به عنتوان مثتال:     ها آن

 92تا  27وسیع دمايي )ی  ی ماهیان در دامنه ها سلول

قادر به رشد مي باشند و مي تواننتد   (درجه سانتیگراد

زيستت محیطتي    یها به طور مستقیم در معرض نمونه

مختلف قرار بگیرنتد کته ايتن امتر بته      ی  با اسمولاريته

منجتتر بتته تستتهیل جمتتع آوری اطلاعتتات در ارزيتتابي 

بتا توجته بته اينکته      همچنین سمیت سلولي مي شود.

ی ماهي فعالیت سوخت و ساز کم تری نسبت  ها سلول

را متي تتوان     ها آنی پستانداران دارند، ها به ساير گروه

ای مدت زمان طولاني تتری نگته داری   با کمي دقت بر

 (.Wolf and Quimby, 1976نمود )

در اين مطالعه به منظور تعیین روش بهینه کشت 

ی کبدی و بررسي عوامل تاثیر گذار بر آن  ها سلول

( و FBSمثل هضم آنزيمي، درصد سرم جنین گاوی )

 Epinephelusدمای انکوباتور از ماهي هامور معمولي )

coioidesفاده شد. اين گروه از ماهیان از خانواده ( است

( و جز ماهیان غالب و Serranidaeهامورماهیان )

اصلي خلیج فارس محسوب مي شوند که غالب صید 

در منطقه را به خود اختصاص داده اند. هامور ماهیان، 

ماهیان کم تحرک بوده که در کف مناطق صخره ای، 

نابراين در و... زيست مي کنند و ب ها اعماق اقیانوس

 معرض ترکیبات زنوبیوتیک محیطي قرار دارند

(Randall, 1995.)  کبد نقش مهمي در تنظیم بافت

ی پلاسما و سم ها متابولیسم گلوکز، تولید پروتئین

 زدايي ترکیبات سمي درون و برون سلولي دارد.
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ی کبدی در  ها سلولاستفاده از کشت  بنابراين،

داده شده آشکار مي ی کشت  ها سلولمقايسه با ديگر 

ی کبدی نشان  ها سلولگردد. علاوه بر اين، کشت 

يک مدل سلولي برای تجزيه و تحلیل ی  دهنده

ی درگیر در سم زدايي و تنظیم بیان ها مکانیسم

ی مختلف جانوری و ها ی مختلف در بدن گروهها ژن

ابزاری برای اندازه گیری سمیت کبدی و متابولیسم 

ی کبدی به منظور  ها سلول ع،درواقداروها مي باشد. 

ی ها انجام ساير مطالعات نظیر ارزيابي فعالیت

اکسیداتیوی و آنتي اکسیداني امری ضروری به نظر 

 Hinton and Lauren, 1990; Gernhofer) مي رسد

et al., 2001; Roy et al., 2006; Van Dyk et al., 

2007; Fernandes et al., 2008.) 

جامعي در ی  ر، مطالعهتا کنون در داخل کشو

ی ساير ماهیان دريايي از  ها سلولکشت ی  زمینه

 جمله ماهي هامور معمولي گزارش نشده است و

کشت ی  مطالعات صورت گرفته در زمینهی  کلیه

ی آبزيان متعلق به ماهیان آب شیرين مي  ها سلول

انجام ی  باشد که از آن جمله مي توان به مطالعه

کشت ی  (، در زمینه2008) Salamatگرفته، توسط 

ی تخمدان ماهي کپور معمولي اشاره نمود.  ها سلول

بنابراين، با توجه به عدم وجود چنین مطالعاتي و 

اهمیت اين اندام از نظر فعالیت سمیت زدايي در زمان 

ی محیطي، لزوم انجام ها مواجهه با استرس آلاينده

بخصوص در ماهیان بومي ی  تحقیق در اين زمینه

يي خلیج فارس و دريای عمان امری ضروری به دريا

 نظر مي رسد.

 

 مواد و روش .2

 Ellesat et، مطابق با مقالات موجتود ) در اين مطالعه

al., 2011،)  قطعتته متتاهي هتتامور معمتتولي  2تعتتداد

(Epinephelus coioides ) بالغ و سالم به وزن تقريبي

گرم، از موسسه تحقیقات علتوم شتیلاتي    977تا  277

ع در شهرستان ماهشهر )استان خوزستان( گرفته و واق

بتته صتتورت زنتتده بتته آزمايشتتگاه تحقیقتتات ستتلولي و 

مولکولي دانشگاه علوم پزشکي )جنتدی شتاپور( اهتواز    

ی  بته وستیله   هتا  اول ماهيی  منتقل گرديد. در مرحله

درصد( بیهوش شده و به طتور  2/7) ولفنوکسي اتان-2

 Wenي شدند )% ضدعفون07کامل توسط الکل اتانول 

et al., 2008 .) 

پس از آن، بافت کبد هر يتک از ماهیتان بته صتورت     

جداگانه و در شرايط کاملا استريل از بدن جاندار جتدا  

6کتته حتتاوی  ml 27فتتاکلن ی  و بتته لولتته
PBS  بتتافر(

پني ستیلین   177فسفات نمکي( )واحد در میلي لیتر 

واحتتد در میلتتي لیتتتر استرپتومايستتین( بتتود،  177و 

در  هتا  نمونته ی  قل شد. پس از شست و شتو اولیته  منت

ی مختلتف  ها ی کبدی با استفاده از روش ها سلولبافر، 

 هضم آنزيمي، جداسازی و کشت داده شدند.  

بتا استتفاده از هضتم آنزيمتي توستط       در روش کشت

ی  در بافر، کلیته  ها ، پس از شست و شو نمونهتريپسین

cmتوسط قیچي استريل به قطعات  ها نمونه
تقسیم  26

آنتزيم   ml1شدند و سپس در لوله فالکني کته حتاوی   

بتود قترار داده شتدند. ستپس لولته فتالکون        يپسینتر

دقیقته در دمتای    27ی کبدی به مدت  ها سلولحاوی 

قطعتات بافتت هضتم    ی  اتاق تکان داده شدند تا کلیته 

،  هتا  سلولگردد. سپس به منظور جدا سازی آنزيمي از 

 L-15 2راه محتیط کشتت   ی نرم شده بته همت  ها بافت

پنتتي ستتیلین،  واحتتد در میلتتي لیتتتر  677)حتتاوی 

از طريق  گرم بر میلي لیتر استرپتومايسین(میکرو677

میکروني عبتور داده شتدند و بتدين     07فیلتر با منافذ 

طريق دستجات سلولي آسپیره شده و محیط همگنتي  

دقیقه و  0ی سلولي به مدت ها ايجاد شد. سپس پلیت

ستتانتريفوژ شتتدند. پتتس از جتتدا    rpm 6277در دور 

کردن مايع رويي و اضافه کردن محتیط کشتت عمتل    

 rpm دقیقته و در دور  2ستانتريفوژ ستلولي بته متدت     

از   هتا  سلولتکرار شد. به منظور چسبیدن بهتر  6277

  ها سلولاستفاده شد و  CaCl2میلي مولار  2/6محلول 

دقیقتته ستتانتريفوژ  9و بتته متتدت  g 37بتتا دور پتتايین 

شدند. سپس سوسپانسیون سلولي حاصل در فلاستک  

سانتي متر مربعي بته همتراه محتیط کشتتي کته       22

                                                 
2

 phosphate- buffered saline 
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ی  درجتته 97% بتتود و در دمتتای   FBS 27 حتتاوی

 سانتیگراد کشت داده شدند.

بتا استتفاده از هضتم آنزيمتي توستط      در روش کشت 

در بافر فستفات   ها نیز ابتدا نمونه (1و  6کلاژناز )تیپ 

ي بته  چه شده و سپس توسط قیشست و شو داد نمکي

cmقطعات 
تقسیم شدند. در اين مرحله بته منظتور    26

بته صتورت    1و  6از آنزيم کلاژناز تیتپ    ها سلولهضم 

 هتا  جداگانه استفاده شد، تا روند تاثیر هر کدام از آنزيم

مشتاهده گتردد. بترای انجتام ايتن        هتا  سلولدر هضم 

در دمتای  دقیقه  27به مدت  ها مرحله، هر يک از بافت

% آنزيم کلاژناز بتود، تکتان   6/7که شامل  PBSاتاق با 

داده شدند. سپس به منظور خنثي کردن آنزيم کلاژناز 

استفاده شد و بعد از  FBSابتدا از محیط کشت حاوی 

آن مطابق با روش قبلي به منظتور جتدا کتردن بهتتر     

میکترون   07از يکديگر از فیلتتری بتا منافتذ      ها سلول

بار و هر بار به  2ی سلولي حاصل ها پلیتاستفاده شد. 

ستانتريفوژ شتدند.    rpm 6277دقیقته در دور   2مدت 

ی  درجته  97جهت تکثیر در دمای   ها سلولدر نهايت، 

ستتانتیگراد و در انکوبتتاتور فاقتتد گتتاز کربنیتتک انکوبتته 

 شدند.  

پس از تعیین بهترين روش جداسازی هضم آنزيمتي،  

ل در رونتد رشتد   تغییترات حاصت  ی  به منظور مشاهده

)انستولین،   ITS ی مختلفي نظیتر ها از محلول  ها سلول

، FBS (7ی مختلتف  هتا  ترانسفرين، سلنیوم( و نستبت 

( استفاده شد و در نهايت تغییترات  ITS+27و  27، 67

روز مورد مطالعه  61در مدت زمان   ها سلولروند رشد 

 قرار گرفت.

نیتز،    ها سلولبه منظور ارزيابي تاثیر دما بر روند رشد 

ی  درجته   92و  97 ،22، 22، 27در دمتای    هتا  سلول

  هتا  ستلول سانتیگراد انکوبه شدند و در نهايت شمارش 

 ( مورد مطالعه قرار گرفت.62و  67، 2، 7در روزهای )

در پايان هر روز متورد مطالعته، شتمارش ستلولي بتا      

)نئوبتتار( انجتتام شتتد. در  استتتفاده از لام هموستتايتومر

ده بتا رنت    ی زنت  هتا  سلولابتدا درصد  ها تمامي آزمون

روش متداول در کشت سلولي،  تريپان بلو تعییین شد.

ی ستفید  ها استفاده از نواحي مربوط به شمارش گلبول

در يکتي از    هتا  ستلول است. بدين منظور، ابتتدا تعتداد   

ضترب شتد و    67777شمارش شده و به عدد  ها مربع

لیتر به دستت  در هر میلي   ها سلولبدين صورت تعداد 

ی  هتا  ستلول آمد. جهت اطمینان از شتمارش ستلولي،   

ی بیشتتری شتمارش و تقیستم بتر     هتا  موجود در خانه

ضترب   67777شد و در نهايت در عتدد   ها تعداد مربع

 ی زنده تعیین گردد. ها سلولشد تا میزان 

بتته منظتتور رستتم نمودارهتتا و جتتداول از نتترم افتتزار   

Microsoft office Excell, 2007 تفاده شتتد. استت

حاضتر )تعتداد   ی  ی موجتود در مطالعته  ها دادهی  کلیه

بار تکترار و بته    2در تیمارهای مختلف( نیز با   ها سلول

 صورت میانگین در هر گروه متغییر ارائه شد.

 

 . نتایج3

ی هتا  بهتتر، در ابتتدا روش  ی  به منظور انجام مقايسته 

مختلف هضم آنزيمي با يکديگر مقايسته شتدند تتا در    

عوامل نظیر تغییر در میزان سرم جنتین  ی  بقیه اعمال

  هتا  سلول، دمای انکوباتور و شرايط کشت (FBS)گاوی

نظر متورد بررستي   ی موردها يکسان بوده و تنها فاکتور

 قرار گیرند.

در مدت زمان قرار گیری روش کشت  9 در مقايسه

، عامل دما و میزان سرم جنین گاوی در انکوباتور

(FBSب دما ( ثابت )به ترتیC°97  و میزان سرم

%( در نظر گرفته 27جنین گاوی در محیط کشت 

 شده است.
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(Epinephelus coioides)-  استفاده از آنزيم 6روش )



 6931 بهار، 6، شماره 61دوره    مجله علوم و فنون دريايي

201 

 

( استفاده از آنزيم کلاژناز 2روش . CaCl2تريپسین + 

+ 1( استفاده از آنزيم کلاژناز تیپ 9ش رو. 6تیپ 
ITS 
 

مشاهده متي گتردد، تفتاوت     6همانگونه که در شکل 

ی شتمارش شتده در پايتان     ها سلولتعداد آشکاری در 

بتا    هتا  ستلول رشد  مشاهده نشده است. کشت، ی دوره

مغذی ی  به همراه ماده 1استفاده از آنزيم کلاژناز تیپ 

ITS شد. ضمن اينکه، در  گزارش ها بهتر از ساير روش

ی جتدا شتده از    هتا  ستلول ابتدايي نیز، تعداد ی  مرحله

( 9( و )2ی )هتا  ( کتم تتر از روش  6در روش )  ها سلول

 مي باشد.  

در روش ستوم، بیشتترين     هتا  سلولبا توجه به اينکه، 

میزان رشتد را از ختود نشتان دادنتد، از ايتن روش در      

زان سترم  مقايسات بین دماهای مختلف انکوباتور و میت 

 ( استفاده شد. FBSجنین گاوی )

در دماهتای مختلتف در     هتا  ستلول تعداد ی  مقايسهبا 

 مدت زمان قرارگیری در انکوباتور
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ی  ها ( تاثیر دماهای مختلف انکوباتور در رشد سلول2شکل 

 (Epinephelus coioides) کبدی در ماهي هامور معمولي

 

اتور تعتداد  با افتزايش دمتای انکوبت    2شکل با مطابقو 

افتزايش يافتته     هتا  آنو در نتیجته تقستیم در     ها سلول

ی کبدی در  ها سلولاست. مناسب ترين دما برای رشد 

مشتاهده شتد. در    C°97جانوری در دمای ی  اين گونه

بستیار کتم بتود و      هتا  ستلول رشد  C°27دمای پايین 

در پايان روز پتانزدهم مشتابه بتا تعتداد       ها سلولتعداد 

 در روز اول گزارش شد.  ها سلول

، هتای کشتت   هتا در محتیط   در بررسي وضعیت سلول

بته رنت  روشتن    و  توده ایمرده به صورت  ی ها سلول

انتد.   کف فلاستک جتدا شتده   ها از  ديده شد. اين سلول

در نتیجه   ها سلولافزايش مرگ سلولي و کاهش تعداد 

دمای نامناسب مشاهده شد. اين حالت در سته دمتای   

 سانتیگراد مشاهده شد. ی  درجه 22 و 22، 27
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( تاثیر تغییرات میزان سرم جنین گاوی 9شکل 

(FBS در رشد )ی کبدی در ماهي هامور  ها سلول

 (Epinephelus coioidesمعمولي)

 

مطتابق   ومختلف  FBSدر   ها سلولتعداد ی  مقايسهبا 

که میزان میزان سرم جنتین گتاوی    ، هنگامي9با شکل

(FBS در محتتیط کشتتت )متتي باشتتد، هیچگونتته  7 %

مشاهده نمي شود. امتا بتا افتزايش      ها سلولرشدی در 

  هتا  سلولمیزان اين سرم در محیط کشت، میزان رشد 

به میزان چشم گیری افزايش يافته است. علاوه بر اين 

در   هتا  ستلول افزايش قابتل تتوجهي در رشتد و تعتداد     

استتت،  ITSمحتتیط کشتتتي کتته دارای متتواد مغتتذی  

 ود.مشاهده مي ش

ی حاصل از محیط کشتي که  ها سلول، 1در شکل

( است، نشان داده FBSفاقد میزان سرم جنین گاوی )

ی گرد، روشن و عدم  ها سلولشده است. وجود 

به فلاسک و در نتیجه عبور نور   ها سلولچسبیدن 

مرگ سلولي و ی  نشان دهنده  ها آنمیکروسکوپ از 

 .باشدلوب در محیط کشت مي عدم وجود شرايط مط
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( FBS: استفاده از سرم جنین گاوی )B% در پايان روز پنجم. 67( FBS: استفاده از سرم جنین گاوی )A( 2شکل

 % در پايان روز پنجم27

 

در اثر کمبود متواد    ها ، تغییر شکل سلولA2در شکل

( در محیط کشت در FBSمغذی و سرم جنین گاوی )

  هتا  ای در ستلول روز پنجم، منجر به ايجاد حالت توده 

ی چسبیده بته فلاستک نیتز     ها شده است. تعداد سلول

نیتز از حالتت     هتا  بسیار محتدود شتده و شتکل ستلول    

، نیز در ابتتدا  B2طبیعي خود خارج شده اند. در شکل

% رشتد  27( FBSبا میزان سرم جنین گاوی )  ها سلول

روز تغییرات قابتل   2کردند و در نتیجه در مدت زمان 

هتا   نستبت بته ستاير گتروه      هتا  ستلول  توجهي در رشد

ی دوکي شکل و کشتیده نشتان    ها مشاهده شد. سلول

ی فیبروبلاستتي   هتا  ی وجتود ستلول   ها ی سلول دهنده

 غالب وچسبیده به فلاسک مي باشد. 

 

 
% FBS )67( استفاده از سرم جنین گاوی )1شکل 

  *677در پايان روز پانزدهم، میزان بزرگنمايي

نشان داده شده است در ايتن   1لهمانگونه که در شک

  هتا  از يکديگر زياد بوده و سلول  ها ی سلول حالت فاصله

حالت شش ضلعي پیدا کرده اند و بتدون رستیدن بته    

پیر شتده    ها تراکم لازم و ايجاد ارتباطات سلولي، سلول

در   هتا  و در نهايت اين روند منجر به کاهش تعتداد آن 

 پايان روز مورد مطالعه شده است.

 

 بحث و نتیجه گیری -4 

کشتتت ی  بتتا توجتته بتته کمبتتود اطلاعتتات در زمینتته 

 Epinephelusی کبدی ماهي هامور معمولي ) ها سلول

coioidesايتتن مطالعتته بتتا ستتاير  ی  ( امکتتان مقايستته

صورت گرفتته در  ی  مطالعات فراهم نیود و تنها مطالعه

( در رابطه بتا  2000و همکاران ) Laiاين زمینه، توسط 

ی از ی کبدی و کلیتوی گونته ا   ها سلولی ها ردهتولید 

ی  ( در انتدازه Epinephelus awoaraهتامور ماهیتان )  

 لاروی صورت گرفته است.

ی کلاژنتاز بترای   هتا  در مجموع، انواع متفاوتي از آنزيم

ی کبتتدی در نظتتر گرفتته متتي شتتود   هتا  ستتلولهضتم  

(Clement et al., 1986     که احتمتالا بته دلیتل نتوع ،)

ني موجتود در آن متي   یئفتي و گلیکتوپروت ساختمان با

باشد. با توجه به اينکه متاهي هتامور معمتولي، متاهي     

مقاومي مي باشد، جنس بافت کبد نیتز در ايتن گونته    

بسیار مقاوم بوده و لذا با استتفاده از آنتزيم تريپستین،    

هضم آنزيمي در اين گونه به خوبي صورت نمي گیترد.  
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رستد کته از همتان    بنابراين کاملا طبیعي به نظر متي  

ابتدای کار هضم بافتي به خوبي صورت نگیرد و تعتداد  

ی جدا شده از بافت کبد جاندار کم تر از ساير  ها سلول

روش )استتتفاده از آنتتزيم کلاژنتتاز( باشتتد. در ستتاير    

مطالعتتات صتتورت گرفتتته توستتط محقیقتتین ديگتتر    

( در متاهي کتاد و   2010و همکتاران )  Softelandنظیر

Zhou  ماهي تیلاپیا نیتز  ی  ( در گونه2006)و همکاران

آنتتزيم کلاژنتتاز ی  از روش هضتتم آنزيمتتي بتته وستتیله 

 استفاده شده است.

ی  ی سلولي ماهیان گرمستیری در دامنته  ها غالب رده

ستانتیگراد رشتد متي کننتد     ی  درجه 92تا  27دمايي 

(Wen et al., 2008  ايتن دامنته .)  دمتايي در ستاير   ی

 Lu etکپتور علفختوار )  ی جانوری نظیر: ماهي ها گونه

al., 1990    و لاک پشت سبز نیز گتزارش شتده استت )

(Koment and Haines, 1982 بتتا توجتته بتته ايتتن .)

ی  حاضتتر نیتتز دامنتتهی  دمتتايي، در مطالعتتهی  دامنتته

ستانتیگراد در نظتر   ی  درجته  97تتا   27تغییرات بین 

ی  درجته  97گرفته شد، که به نظتر متي رستد دمتای     

ی کبتدی  هتا  بترای رشتد ستول    سانتیگراد بهترين دما

ی کبدی نسبت به تغییرات  ها سلولمحسوب مي شود. 

دمايي بسیار حساس بوده و تغییرات قابل توجهي را از 

لحاظ میزان رشد و تقسیم سلولي از ختود نشتان داده   

و همکتاران   Laiصورت گرفته توسط ی  اند. در مطالعه

( از Epinephelus awoaraمتاهي) ی  ( در گونه2000)

 92تتا   22دمايي مناسب بتین  ی  امور ماهیان، دامنهه

 سانتیگراد گزارش شده است. ی  درجه

( و 1984و همکتتاران ) Jeffersonمحققینتتي نظیتتر:  

Fraslin ( معتقد هستند که استفاده 1985و همکاران )

نقش  ها از مواد افزودني نظیر انسولین و گلوکوپروتئین

ی کبدی ايفا  ها سلولی خاص در ها مهمي در بیان ژن

مي کند. اين مواد هنگامي کته بتا متواد مغتذی ديگتر      

نظیر: سلنیوم ترکیب مي شوند، نقش مهمي در رشتد  

ی کبدی دارند. هم چنین، مطابق با گزارشات  ها سلول

موجود با افزودن مواد مغتذی نظیتر انستولین، میتزان     

در متاهي    هتا  ستلول و در نهايت تعداد   ها سلولتقسیم 

ین کمان نسبت به عدم استتفاده از ايتن   قزل آلای رنگ

 Babich and% افتتزايش يافتتته استتت )27متتاده، تتتا 

Borenfend, 1987   که اين موضوع احتمالا بته دلیتل )

ی کبدی متاهي متي    ها سلول mRNAافزايش فعالیت 

 mRNAباشتتد کتته کمتتي بیشتتتر از میتتزان فعالیتتت   

ی ساير جانوران نظیر متوش استت کته باعت       ها سلول

ی کبتدی   هتا  ستلول مهمي در میزان رشتد  شده نقش 

 ماهي ايفا کند.

حاضر نشتان داده شتد کته عتدم وجتود      ی  در مطالعه

FBS  به کف فلاستک    ها سلولمانع از رشد و چسیدن

در   هتا  ستلول رشد  FBSمي شود. اما با افزايش میزان 

افزايش مدت زمان مورد مطالعه به میزان قابل توجهي 

 Kocalرت گرفته توستط  مطابق با تحقیقات صويافت. 

(، بیان شتده استت کته استتفاده از     1985و همکاران )

ساير مواد مغذی نظیر سرم ماهي نیز منجر به افزايش 

ی  در کشتت اولیته    هتا  ستلول میزان چسبندگي و رشد 

ی ماهي مي گردد. اين روند به صتورت کتاملا    ها سلول

ی کبتدی متاهي نشتان داده شتده      هتا  سلولواضح در 

روز پتس   2ی کبدی  ها سلولايط مطلوب، در شر است.

از قرار گرفتن در محیط کشت، شروع به رشد و ايجتاد  

ی فیبروبلاستت و چستبیده بته فلاستک متي       ها سلول

% ستتطح 27روز بتتیش از  62کننتتد و در متتدت زمتتان 

سلول را احاطه مي کنند، که مطابق با نتايج به دستت  

ستط  حاضر مي باشد. ايتن نتتايج تو  ی  آمده در مطالعه

(، نیتز  2000) Salvo and Malucelliمحققیني نظیتر:  

در مجموع، با توجه به نتايج به دست تايید شده است. 

آمده از اين مطالعته، مناستب تترين دمتا بترای رشتد       

ستانتیگراد و  ی  درجته  97ی کبدی در دمتای   ها سلول

به دست آمتد کته    ITS% 6به همراه  FBS% 27میزان 

رفته در گت بعدی صورت پیشنهاد مي گردد در مطالعا

 رابطه با اين گونه مورد استفاده قرار بگیرد.

 

 سپاسگزاری

آزمايشتتگاه مرکتتز تحقیقتتات پرستتنل مستتئولین و از 

 جندی شتاپور  سلولي و مولکولي دانشگاه علوم پزشکي

بابت همکاری موثر آقای مهندس صارمي  ويژه به اهواز،
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در انجام فعالیت هتای آزمايشتگاهي در زمینته کشتت     

 .گردد قدرداني ميتشکر و سلول، 
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Abstract 
Liver is one of the most important organs in vertebrates that have important roles in 

detoxifying. This organ was used as a target organ in many physiological and toxicological 

aspects. The main purpose of the present study was developing appropriate methodology for 

the primary cultivation of hepatic cells from orange-spotted Grouper, Epinephelus coioides, a 

subtropical fish species of the family Serranidae. In present study, hepatocytes were isolated 

from five grouper individuals. Initially, the fish wiped with 70% ethanol. Liver were removed 

and cut into small pieces with scissors and hepatocytes were disconnected using different 

enzymatic digestion with collagenase (Type 1 and 4) and trypsin and additional nutrient 

materials in culturing mediums. Then, cells were cultured for 2 weeks in Lebowitz L-15 under 

3 methods: 1. Using enzymatic digestion by trypsin, 2. Using enzymatic digestion by 

collagenase (type 1 and 4) and 3. Using nutrients and additives was cultured. Finally, effects 

of different incubation temperature (20, 25, 28, 30 and 32 degree of Celsius) and Bovine 

serum content (0, 10 and 20% and 20%+ITS) on cell growth were estimated. According to the 

results, digestion by collagenase type 4, resulted in more cell colonization and growth in 

comparison with other methods. At the same method, cells showed fibroblastic morphology. 

In conclusion, the best culture method for primary hepatocyte from orange-spotted Grouper, 

Epinephelus coioides, was using ITS+20%FBS under 30 degree of Celsius incubation 

temprature.                                                                                                                    
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Fig1. Using of different methods for hepatocyte culture from Orange-spotted Grouper, Epinephelus 

coioides. 

Fig2. Effects of different incubation temperatures on hepatocytes growth in Orange-spotted Grouper, 

Epinephelus coioides. 

Fig3. Effects of different FBS on hepatocytes growth in Orange-spotted Grouper, Epinephelus 

coioides. 

Fig4. Hepatocytes in culture medium without FBS after 15days cell culture period. 

Fig5. Hepatocytes in culture medium after 5days cell culture period: A. With 10%FBS. B. With 

20%FBS. 
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