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Abstract 
 

Background and purpose: The most common serum used in culture media is fetal bovine serum 

(FBS). Given that FBS is costly, this study aimed at evaluating the hydatid cyst fluid (HCF) as a 

substitute for FBS in culture medium of fibroblast cells isolated from rat. 

Materials and methods: In this experimental study, skin dermal area from inguinal and abdomen 

of rat were used for fibroblast preparation. Fibroblasts cells were isolated using trypsin enzyme and then 

were cultured in RPMI medium (including 20% FBS). After sufficient cell growth, they were isolated and 

cultured in 24-well microtiter plate in three successive concentrations as follows: pure RPMI and RPMI 

medium supplemented with 10% and 20% FBS as control groups, and RPMI medium supplemented with 

10% and 20% HCF. Then survival rate and proliferation level were checked in three successive days using 

invert microscope (morphology evaluation) and trypan blue 0.4% as vital dye (quantitative evaluation), 

respectively. 

Results: Proliferation and growth of fibroblast cells in RPMI medium supplemented with 10% and 

20% FBS concentrations were normal during the three days with 95% survival rate. In contrast, fibroblast 

cells in RPMI medium supplemented with 10% and 20% HCF concentrations were converted from 

normal to spherical form over the three days and 80 % of them were alive. 

Conclusion: The results indicated that we can apply HCF as an alternative for FBS up to 72h in 

RPMI medium. It can also be used as transport or short maintenance media for fibroblast cells. 
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  اي مايع كيست هيداتيك با سرم جنين گاو  ارزيابي مقايسه
  در محيط كشت سلول فيبروبلاست موش صحرايي

 
        1مهدي فخار

        2ميرزايي منصوره 
        3عليرضا رفيعي
        4صابر آرمات

  4ميلاد مجتهديان
  چكيده

 با توجه بـه . باشد سرم جنين گاو ميكشت،  در محيط   ها    متداولترين سرم مصرفي براي رشد بهتر سلول       :سابقه و هدف    
هـاي    مايع كيست هيداتيك به عنوان جايگزين سرم جنين گـاو در محـيط             اين سرم، اين مطالعه با هدف ارزيابي      گران  قيمت  

  .انجام شدكشت سلول فيبروبلاست جدا شده از موش صحرايي 
 مـوش  يه درم پوسـت ناحيـه كـشاله ران و شـكم           هاي فيبروبلاست، ناح    سلول ازدر اين تحقيق تجربي      :ها مواد و روش  

 RPMIها جدا شـده و در محـيط پايـه        درصد از ساير سلول    25/0 ها توسط آنزيم تريپسين    فيبروبلاست. صحرايي استفاده شد  
هـا را جـدا نمـوده و در         نآهـا،    پس از رشد و تكثير كافي سـلول       . كشت داده شدند  ) FBS( سرم جنين گاو      درصد 20حاوي  
 PRMI خالص و محيط كشت      PRMIترتيب حاوي محيط كشت      هصورت سه رقت متوالي ب     هاي ب   خانه 24پليت  هاي   چاهك
 مـايع كيـست هيـداتيك       درصد 20 و   10 حاوي PRMIعنوان شاهد و محيط كشت       ه سرم جنين گاو ب     درصد 20و   10 حاوي

وز متـوالي بـه ترتيـب بـا اسـتفاده از            هاي فيبروبلاسـت تـا سـه ر        سپس ميزان تكثير و بقاء سلول     . گوسفندي كشت داده شدند   
  .گرفتمورد بررسي قرار) ارزيابي كمي( درصد 4/0و رنگ حياتي تريپان بلو ) بررسي مورفولوژي(ميكروسكوپ معكوس

 درصد سرم جنين گاو طي سه روز 20 و   10هاي    با غلظت  RPMIهاي كشت    هاي فيبروبلاست در محيط    سلول :ها يافته
هـاي كـشت حـاوي مـايع      هاي فيبروبلاست در محيط در مقابل، سلول. درصد بود95 و ميزان بقاء رشد و تكثير طبيعي داشتند    
هـا طـي سـه روز      درصد آن80 درصد، از حالت دوكي به شكل گرد تبديل شدند و 20 و 10هاي   كيست هيداتيك با غلظت   

  .متوالي زنده بودند
ست هيداتيك به عنوان جايگزين براي سـرم جنـين گـاو در    ساعت از مايع كي72تا  توان  مينتايج نشان داد كه  :استنتاج
 .هاي فيبروبلاست استفاده نمود  نگهداري كوتاه مدت سلولبراي) انتقال( و يا به عنوان محيط ترانسپورت RPMIمحيط كشت 

  
   مايع كيست هيداتيك، سرم جنين گاو، موش صحرايي،هاي فيبروبلاست، محيط كشت سلول :هاي كليدي هواژ

  

  مقدمه
هـاي كـشت سـلول       يكـي از محـيط     در حال حاضـر   
باشد كه بـه عنـوان     ميRPMI 1640متداول، محيط مايع 

معمـولاً  . محيط پايه در زمينه كشت سلولي مطـرح اسـت         
  ط، ـن محيـودن ايـر نمـت ا و غنيـه ولـد بهتر سلـبراي رش

 
يقات و فناوري دانشگاه علوم پزشكي مازندران تامين شده است كه توسط معاونت تحقاست 88 -37 اين مقاله حاصل طرح تحقيقاتي شماره.  
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  دانشكده پزشكي ساري، دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،ولي تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكمركز انگل شناسي و قارچ شناسي، گروه. 1
  ، دانشگاه علوم پزشكي مازندرانبيمارستان بوعلي، پاتولوژي بخش .2
  دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي ،ايمونولوژي و باكتري شناسي گروه .3
  دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،كميته تحقيقات دانشجويي .4
26/6/90:          تاريخ تصويب19/5/90:    تاريخ ارجاع جهت اصلاحات         12/4/90  : ريافت  تاريخ د  
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درصد استفاده   30تا   10 حيواني با غلظت نهايي      هاي سرم
ترين سـرم مـصرفي، سـرم        در اين ميان، متداول   . گردد مي

 كه )1،2(باشد مي) FBS: Fetal Bovine Serum(گاو جنين
 از  .ستفاده از اين سرم مشكلاتي به همراه خواهد داشـت         ا

تـوان بـه فـراهم آوردن امكانـات و           مياين مشكلات   جمله  
جهت تهيه سرم و هزينه بر بودن آن، تغييـر           تجهيزات وسيع 

 اثــر تغييــرات ژنتيكــي گاوهــاي مــورد  محتــوي ســرم در
هـاي   تفاده از غلظـت سوي ديگر اس ـاز . استفاده اشاره نمود  

هــا اثــرات  كــشت بــراي ســلول بـالاي ايــن ســرم در محــيط 
 FBS هزينــه بــسيار بــالاي همچنــين. )1-4(توكــسيك دارد

يكي ديگر از عوامل تاثيرگـذار جهـت يـافتن جـايگزين            
  .باشد مناسب براي آن مي

تخـم مـرغ، عـصاره     علاوه بر سرم جنين گـاو، زرده      
نـسان، مـايع داخـل      پلاكتي انسان، سرم انسان، پلاسماي ا     

  سرم موش صحرايي و سرم اسـب از        ،چشم گاو، سرم مرغ   
در مطالعـات   هاي محيط كشت هستند كـه        جمله افزودني 

  .)5-13(اند مقايسه شدهسرم جنين گاو با مختلف 
انسان و حيواناتي از قبيل گاو و       (از ادرار پستانداران    

هاي مختلف كـشت مـايع بـه منظـور           در محيط  )گوسفند
ها استفاده شده است كه البته كـاربرد ادرار     آن سازي غني

هـا بـه     داراي محدوديت بوده و تاثير كمي در رشد سلول        
 شيرگاو، گوسـفند و بـز نيـز         ضمناً. )14(همراه داشته است  

هــاي كــشت مــايع و  بــه عنــوان محــرك رشــد در محــيط
 هاي ليـشمانيا   كشت انگل  جهتجمله   هاي حيواني از   سلول

تايج نسبتاً مطلوبي به همراه داشـته       استفاده شده است كه ن    
ــ .)15(اســت طــور كلــي اغلــب مطالعــات محققــين در  ه ب

هاي كشت  خصوص جايگزيني سرم جنين گاو در محيط      
 و با   )16(هاي ليشمانيا و تريپانوزوم انجام گرفته است       انگل

اي در  جــستجو در منــابع موجــود و در دســترس، مطالعــه
 نوان جايگزيني عه  خصوص كاربرد مايع كيست هيداتيك ب     

. هاي كـشت سـلول يافـت نـشد         سرم جنين گاو در محيط    
  در بكـارگيري   نويـسندگان تنها مطالعـه موجـود بررسـي        

مايع كيست هيـداتيك گوسـفندي بـه عنـوان جـايگزين            
  .)17(باشد هاي ليشمانيا مي سرم جنين گاو در كشت انگل

مايع كيست هيداتيك مايع زلالي با وزن مخصوص        
املاح موجـود   . است 4/7  تا 2/7يديته  ، اس 1175 تا   1007

... در اين مايع شامل سديم، كلر، منيزيم، كلسيم، فسفر و    
هـاي اصـلي آن را آلبـومين و گلبـولين            پروتئين. باشد مي

در مطالعات مختلف بين تركيبات مـايع       . دهند تشكيل مي 
كيست هيداتيك و سرم تشابهات زيـادي گـزارش شـده           

  .)18 -20(است
تن مباحث سلامتي و حقوق حيوانـات       با در نظر گرف   

مطرح است ضرورت   ) FBS( گاو كه در توليد سرم جنين    
استفاده از يك ماده جايگزين يا كاهش دهنـده مـصرف           

FBS  هـاي   جا كه تا كنون تلاش     از آن . گردد  احساس مي
زيادي توسـط محققـين مختلـف در زمينـه حـذف مـواد              

 آن   نتيجـه  ،حيواني از محيط كشت سـلولي انجـام گرفتـه         
 اما هر كدام    .ايي بوده است  يهاي كاملاً شيم    معرفي محيط 

با توجه بـه    . ها به دلايل مختلفي نافرجام مانده است       از آن 
بر آن شديم   مزاياي مايع كيست هيداتيك و تجربه قبلي،        

هــاي  كــاربرد ايــن مــايع را در محــيط كــشت ســلول     
  .عنوان يك مدل مناسب ارزيابي كنيم هفيبروبلاست ب

ــدف مطال ــست    ه ــايع كي ــتفاده از م ــر، اس ــه حاض ع
كــه بــه فراوانــي و بــه آســاني در (هيــداتيك گوســفندي 

ــر    ــز در ب ــداني ني ــه چن كــشور در دســترس اســت و هزين
به عنوان يك نـوآوري جديـد در زمينـه          ) نخواهد داشت 

ــتا از ســلول .باشــد كــشت ســلول مــي  ــن راس ــاي   در اي ه
 هـاي  ده شد تا جنبـه    اعنوان يك مدل استف   ه  فيبروبلاست ب 

  .گيردمختلف كاربرد آن مورد ارزيابي قرار 
  

  مواد و روش ها
در ايـن  . مطالعه بـه روش تجربـي انجـام گرفـت      اين

ــوش     ــشاله ران م ــكم و ك ــه درم ش ــت ناحي ــق پوس تحقي
 گـرم تحـت شـرايط       120 با وزن تقريبي  ) رت(صحرايي  

 حـاوي   RPMIكاملاً اسـتريل برداشـته شـد و در محـيط            
رپتومايـسين و فـونژيزون بـه       سيلين، است  پني(بيوتيك   آنتي

) ه با محـيط كـشت سـلول       ميزان ده برابر غلظت در مقايس     
تمـام  . سپس بـه اطـاق كـشت منتقـل گرديـد          قرار داده و    



 
               مهدي فخار و همكاران                هشي   پژو  
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مراحل جداسازي بافت همبند از پوسـت مـورد نظـر زيـر      
هــا و وســايل  لامينــار و بــا اســتفاده از مــواد، معــرف ودهــ

  .استريل انجام گرفت
نمونه تهيـه   ،  فيبروبلاست هاي براي جداسازي سلول  

 حـــاوي RPMIشـــده از پوســـت مـــوش، از محـــيط    
 ديگـري حـاوي     RPMIبيوتيك خارج و بـا محـيط         آنتي
با تريپـسينه كـردن توسـط       . بيوتيك شستشو داده شد    آنتي
 درصد، اپيدرم طـي چنـد مرحلـه از          0 /25 تريپسين آنزيم

 1درم جدا گرديـد و سـپس درم بـه قطعـات كـوچكتر از       
در  ،)Explantaion(م و بـا روش كاشـت        متـر تقـسي    ميلي
گـاه   آن. ليتري كـشت داده شـد     ميلي 50هاي كشت    پليت

 دي  درصـــد5 درجـــه ســـانتيگراد بـــا 37در انكوبـــاتور 
:  سپس محيط كشت كامل شامل     . شد انكوبهاكسيدكربن  

 درصـد سـرم جنـين گـاوي،         20 بـا    RPMIمحيط كشت   
ــي ــيلين  پن ــدار  س ــه مق ــي  100ب ــر ميل ــد در ه ــر،   واح ليت

ليتر و   ميكروگرم در هر ميلي100 به مقدار سترپتومايسينا
ليتر به محيط     ميكروگرم در هر ميلي    1  به مقدار  فونژيزون

هـاي كـشت داده      پس از آن سـلول    . كشت اضافه گرديد  
شده، سه روز يكبار تغذيه شـدند، در زمـاني كـه بـه هـم                

تريپسينه كردن كوتـاه    ها صورت گرفت با      پيوستگي كلني 
 جدا شـده و پـس از        ها ها از ساير سلول    وبلاستمدت، فيبر 

ــسيون و ســانتريفوژ، فيبروبلاســت  هــا جمــع  تهيــه سوسپان
  .اي كشت داده شدند  خانه24هاي  آوري و در پليت

  
  : فيبروبلاستهاي سلولكشت ارزيابي كمي و كيفي 

 انجـام صورت سه تـايي     ه  در اين مطالعه هر غلظت ب     
جهـت  گرديـد،    چاهك اسـتفاده     15و در مجموع از      شد

 ،RPMIمحــيط   چاهــك كــشت حــاوي 3گــروه شــاهد 
 درصـد   10 بـه همـراه      RPMI چاهـك حـاوي      3خالص،  

 20 بـه همـراه      RPMI  چاهـك حـاوي    3سرم جنين گاو،    
 چاهـك   3درصد سرم جنين گـاو و بـراي گـروه مـورد،             

 درصد مايع كيست هيداتيك     10 به همراه    RPMIحاوي  
ايع  درصــد مــ20 بــه همــراه RPMI  چاهــك حــاوي3و 

 سـپس بـه هـر چاهـك         .كيست هيداتيك انتخاب شـدند    

 سلول در   400000(سي   تعداد مشخصي سلول در هر سي     
 كه به وسيله لام نئوبار شـمارش شـد اضـافه            ،)هر چاهك 

هـا،   سپس به منظور ارزيابي كمي و كيفي سـلول         .گرديد
ميزان رشد و بقاء به ترتيب بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ             

و رنگ حياتي تريپان بلـو      ) ژيبررسي مورفولو (معكوس  
  .مورد بررسي قرار گرفت ) ارزيابي كمي( درصد 4/0

  

 Hydatid Cyst (هيـداتيك  كيـست  مـايع  سـازي  آمـاده 

Fluid: HCF: (   
مايع كيست هيداتيك از ريـه و يـا كبـد گوسـفندان       

  هــاي  آلـوده بـه كيــست هيـداتيك بـا اســتفاده از سـرنگ     
ريفوژ در دستگاه   آوري و پس از سانت     ليتري جمع   ميلي 20

 ،)5000 دقيقـه و در دور       10به مدت   (دار   سانتريفوژ يخچال 
برداشـته و  ) هيـداتيك  كيـست  مايع عنوانه ب(مايع رويي 

هاي جداگانه ريخته و تا انجـام مراحـل بعـدي در        در لوله 
به منظور استريل نمودن مايع     .  نگهداري شدند  -20فريزر  
، از فيلتـر    هـاي كـشت     قبل از اسـتفاده در محـيط       ،كيست

ــور    22/0 ــه منظ ــين ب ــد و همچن ــتفاده گردي ــرون اس  ميك
 درجــه 56غيرفعــال نمــودن كمپلمــان، مــايع كيــست در  

  .)17( دقيقه انكوبه شد30سانتيگراد به مدت 
  

  يافته ها
هـاي    گروه تيمار شـده از سـلول       5ر  ضدر مطالعه حا  

هـاي حـاوي محـيط كـشت بـه           فلاسـك  فيبروبلاست در 
 سـاعت بعـد از كاشـته        72 و   48 ،24هاي   ترتيب در زمان  

هـاي مـورد     تظها و اضافه كردن محيط با غل       شدن سلول 
سپس ميزان تكثير و رشد     . مورد بررسي قرار گرفت   ،  نظر

ميـزان تكثيـر و   . ندشـد ها تا سه روز متوالي ارزيابي    سلول
 گـروه تحـت بررسـي بـه ترتيـب زيـر           5ها در    رشد سلول 

  .بودند
كـه  بـود   + RPMI  درصدده FBS شامل گروه اول

طـور ميـانگين بـه      ه   ب  تعداد سلول   ساعت كشت  24بعد از   
 470000  بـه   سـاعت  48يافت و بعـد از       افزايش   400000

  .رسيد عدد 560000  به ساعت72عدد و بعد از 
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بعـد   + RPMI  درصـد بيست FBS شامل گروه دوم
طور ميـانگين   ه   ب  تعداد سلول   ساعت كشت  24كه بعد از    

 482000  به  ساعت 48و بعد از     يافت افزايش   400000به  
  .رسيد عدد 760000 به  ساعت72 و بعد از عدد

 24كـه بعـد از      بود   خالص   RPMI شامل گروه سوم 
 افزايش داشت   400000طور ميانگين به    ه  ساعت كشت ب  

  سـاعت 72 و بعـد از    عدد 410000  به  ساعت 48و بعد از    
  .رسيد عدد 415000 به

بـود   + RPMI  ده درصـد HCF شـامل  گروه چهارم
طور ميـانگين   ه  بتعداد سلول    ساعت كشت    24كه بعد از    

 420000  به  ساعت 48 و بعد از     يافت افزايش   400000به  
  .رسيد عدد 540000  به ساعت72 و بعد از عدد

بـود   + RPMI  درصدبيست HCF شامل گروه پنجم
طور ميـانگين بـه      هب  سلول تعداد ساعت كشت    24 بعد از كه  

 420000  بـه   سـاعت  48بعـد از     و   يافـت   افزايش 400000
نمـودار   (رسـيد  عدد   544000 به    ساعت 72د و بعد از     دع

  ).1شماره 
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 هـاي  محـيط  هاي فيبروبلاست در رشد سلول ميزان : 1 نمودارشماره

  زمان اساس بر مختلف
  

هـاي   زمـان  هـاي فيبروبلاسـت در   روند رشد سـلول 
طـي   ، در نشان داد كهمحيط كشت مختلف براساس نوع

طـور يكـسان بـراي تمـام        ه   فاز تاخيري ب ـ   ،اعت اول  س 24
 سـاعت فـاز     72تـا    48پس از آن درطي     . ها رخ داد   گروه

در محـيط كـشت     لگاريتمي رشد اتفاق افتاد، ايـن رونـد         
RPMI ــا غلظــت ــاي   ب ــست  20 و 10ه ــايع كي  درصــد م

ــداتي ــا هي ــسه ب  حــاوي RPMIمحــيط كــشت ك در مقاي
تـر و    سته، آه ـ  سرم جنين گاو    درصد 20 و   10هاي   غلظت
 خـالص   RPMIمحيط كـشت     مشابه روند رشد در      تقريباً
 ساعت ادامـه يافـت امـا پـس از آن            72روند رشد تا    . بود

) (Plateauهاي فيبروبلاست وارد فاز سـكون        رشد سلول 
  ).2 نمودار شماره( شدند
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هـاي   زمـان  هاي فيبروبلاسـت در  منحني رشد سلول : 2 نمودارشماره
  كشت حيطم مختلف براساس نوع

  
هـــاي  ، ســـلول)مورفولـــوژي(در ارزيـــابي كيفـــي 

 و 10هـاي    با غلظت RPMIفيبروبلاست در محيط كشت     
 رشد و تكثير طبيعـي داشـته و         ، سرم جنين گاو    درصد 20

  نهايتـاً  .ندشـد بعد از يك هفته براي پاسـاژ مجـدد آمـاده            
خالص بـه صـورت خفتـه و از          RPMIها در محيط     سلول

هـاي سيتوپلاسـمي      با استطاله  حالت دوكي كشيده همراه   
در محـيط كـشت     . شـدند به شكل دوكي كوچك ظاهر      

  درصد 20 و   10هاي    با غلظت  كحاوي مايع كيست هيداتي   
  .ها از حالت دوكي به شكل گرد تبديل شدند سلول

 فيبروبلاسـت هـاي    سلول) ميزان بقاء (در ارزيابي كمي    
 درصـد   20 و   10هـاي     با غلظـت   RPMIدر محيط كشت    

درصـد طـي سـه روز متـوالي          80ك،  ست هيداتي مايع كي 
ــد  ــده بودن ــلول   . زن ــر س ــد و تكثي ــري رش ــا پيگي ــاي  ب ه

  فيبروبلاست در طـي يـك هفتـه، مـشخص شـد بـيش از               
در مقابـل،   . ها زنـده هـستند     سلول)  درصد 54(درصد   50

 محيط كشت حاوي در فيبروبلاستهاي  ميزان بقاء سلول
 درصـد   95 سرم جنـين گـاو،        درصد 20 و   10هاي   غلظت

  هـا در طـي يـك       بود و در پيگيري سلول    ) ال شرايط ايده (



 
               مهدي فخار و همكاران                هشي   پژو  
  

217  1390بهمن  ، 86 ، شماره بيست و يكم دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

  

  .ها زنده بودند سلول)  درصد84(درصد  80هفته بيش از 
  

  بحث
هــاي  ، بــر اســاس جــستجو در بانــكمطالعــه حاضــر

اطلاعاتي معتبر و در دسترس براي نخستين بار در دنيا، به           
ــلول   ــر روي س ــداتيك ب ــست هي ــايع كي ــابي م ــاي  ارزي ه

تنها مطالعـه موجـود، بررسـي    . ت پرداخته است  فيبروبلاس
 بـر روي    HCF مقاله در زمينه كـاربرد       قبلي نويسنده گان  
 كه نتايج آن نشان داد، استفاده       )17(باشد انگل ليشمانيا مي  

 با غلظت ده درصد جايگزين مناسبي براي سـرم          HCFاز  
عـصاره  در محيط كـشت مـايع شـامل         ) FBS( جنين گاو 

باشـد و در مقايـسه بـا     ليشمانيا ميمغز و قلب حاوي انگل   
FBS             سـاعت   72 باعث تحريك رشـد و تكثيـر انگـل تـا 
تـوان از    ، مـي   كـه  هاي تحقيق مـا نـشان داد       يافته .بودشده  

عنوان جايگزين سرم    همايع كيست هيداتيك گوسفندي ب    
هـاي    حـاوي سـلول    RPMIجنين گاو در محـيط كـشت        

اسـتفاده از   ل  دنبا ه كه ب  طوري   به فيبروبلاست استفاده نمود  
هاي فيبروبلاست طـي      درصد سلول  80اين محيط كشت    

  .سه روز متوالي به رشد خود ادامه داده و زنده مانند
تـوان بـه    از مزاياي كاربرد مايع كيست هيداتيك مي    

در دسترس بـودن، مقـرون بـه صـرفه بـودن و توكـسيك         
نبودن، اخلاقي بودن، عدم نياز به امكانـات وسـيع جهـت            

بـا  . آن اشـاره نمـود    كارآمـدي    ذي بـودن و   تهيه آن، مغ ـ  
كه ايرا ن جزء مناطق هايپر آندميك بيمـاري          توجه به اين  

هـاي   داماغلـب  كيست هيداتيك مي باشـد و بيمـاري در         
 لـذا مـايع كيـست بـه         ،)18-20(ايران شـيوع فراوانـي دارد     

هـاي   راحتي در دسترس است و با مراجعـه بـه كـشتارگاه           
ر فراوانـي از آن را بـدون        تـوان مقـدا    دام در هر شهر مـي     
  .اي تهيه نمود پرداخت هيچ هزينه

ــه يافتــه  ــا توجــه ب ــ ب   دســت آمــده از تحقيــق  ههــاي ب
رفـت   طور كه انتظـار مـي      ساعت همان  48حاضر، در طي    
ــا تعــداد ســلول ــه + RPMI درصــد بيــست FBS در ه  ب

   كـه در مقايـسه بـا      )  عـدد  482000( بيشترين مقدار رسيد  
HCF بيــست درصــد RPMI + 420000ه بــه تعــداد كــ 

 72ايـن مطلـب در      . رسيد تفاوت چنـداني نداشـته اسـت       
كند بـدين ترتيـب كـه       ساعت بعد از مطالعه نيز صدق مي      

   + RPMI درصـد  بيـست  FBSهـا در محـيط    تعداد سلول
ــه  ــدادبـــ ــيط   760000تعـــ ــا در محـــ ــيد و امـــ    رســـ
FBS درصد بيست RPMI + افـزايش  544000تعـداد   به 

ــا غ   در FBS درصــدي 20لظــت يافــت كــه در مقايــسه ب
محيط كشت و وجود فاكتورهـاي رشـد موجـود در آن،            

ميـزان  (در ارزيـابي كمـي      . چـشمگير نيـست   اين تفـاوت    
 بـا   RPMIفيبروبلاست در محيط كـشت      هاي   سلول) بقاء

 درصد 80ك،   درصد مايع كيست هيداتي    20 و 10هاي   غلظت
طي سه روز متـوالي زنـده بودنـد امـا بـا پيگيـري رشـد و            

هاي فيبروبلاست در طي يك هفته، مشخص        سلولتكثير  
  .ها زنده هستند سلول)  درصد54(درصد  50شد تقربيا 

ــلول   ــداد ســـ ــين تعـــ ــيط   همچنـــ ــا در محـــ   هـــ
FBS ده درصــــد RPMI + ــاعت 72 و 48 بعــــد از  ســ

ــ  رســيدند كــه در 540000  و420000ترتيــب بــه رقــم  هب
 كه بعـد از  + RPMI درصد بيست FBS محيط مقايسه با

ــ 72و  48 ــم   هســاعت ب ــه رق ــب ب  560000 و 470000ترتي
در بررسـي  . شـود  تفاوت زيادي مشاهده نمي كه   رسيدند،

 و 10هـاي   با غلظـت  هيداتيك كيست مايع ما، زماني كه
هـاي   رشد سـلول   برايRPMI همراه محيط درصد به 20

به ترتيـب   ساعت 72 از بعد گرديد، فيبروبلاست استفاده
كـه ايـن    شـد  مارشش ـ سلول 544000 و 540000تعداد 
 هاي شـمارش شـده در محـيط        از تعداد سلول   بيشتر تعداد

RPMI لـذا  . بـود  سـاعت  72 از بعـد ) 415000(  خـالص
 حـــاوي HCFتـــوان نتيجـــه گرفـــت كـــه  حـــداقل مـــي

ــك      ــبب تحري ــه س ــوده ك ــد ب ــب رش ــاي مناس فاكتوره
ــر ســلول  مكانيــسم هــاي فيبروبلاســت  هــاي رشــد و تكثي

  .شوند مي
غلظـت   ان كردند كه ميـزان  بي)17(فخار و همكاران 

 انگـل ليـشمانيا   رشـد  رونـد  در نيز هيداتيك كيست مايع
 هيداتيك كيست مايع از درصد غلظت ده دارد و اهميت

در . شـود  مـي  انگـل  رشـد بيـشتر   باعـث  كشت محيط در
از  درصـد   غلظـت ده )12(مطالعه مشابه ديگري در ايـران  



  محيط كشت سلولمايع كيست هيداتيك به عنوان  
 

218  1390بهمن  ، 86 ، شماره بيست و يكم دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

هـاي انگـل    سرم مرغ باعث افزايش رشـد پروماسـتيگوت       
عنوان جايگزين مناسبي براي    ه  ليشمانيا شده و سرم مرغ ب     

FBSــيط ــشت   در مح ــت و   RPMIك ــده اس ــي ش  معرف
توصيه شده از سرم مرغ بـه منظـور كـشت اوليـه و حتـي                

  .كشت انبوه انگل استفاده گردد
مختلــف بــين تركيبــات مــايع كيــست  در مطالعــات 

. )20(هيداتيك و سرم تشابهات زيادي گزارش شده است       
بنابراين ممكن است تركيبات و عوامل رشـد موجـود در           

 بـا   اين مايع مشابه عوامل رشد سـرمي بـوده و يـا احتمـالاً             
واجــد يــا فاقــد (توجــه بــه تنــوع ميزبــان و نــوع كيــست  

برخــي از عوامــل . باشــد متفــاوت مــي) پروتواســكولكس
 مختلـف شـامل     در مطالعـات  رشد سرمي گـزارش شـده       

عامــل رشــد   نــسوليني،عوامــل رشــد شــبه ا   انــسولين،
ــي ــالي، اپـ ــي،  تليـ ــد پلاكتـ ــل رشـ ــسفرين و  عوامـ ترانـ

  .)21،22(باشند  ميCسوماتومدين 
  بـراي گلستاني و همكاران با بررسي مواد جـايگزين    

FBS از قبيــل ســرم گــروه خــوني AB انــساني و عــصاره 
   و اثـــر FBSپلاكتـــي و مخلـــوط آن دو در مقايـــسه بـــا 

 دريافتنـد   ،بريـدوماي هاي سلولي هي   ها بر رشد دودمان    آن
   اثر شديدي بر رشـد سـلول در فـاز تكثيـر دارد              FBS كه

اما داراي فـاز ثابـت كوتـاه و فـاز مـرگ سـريع اسـت و                  
لذا جهت  . كمترين اثر در مرحله ثبات منحني رشد است       

ــلول  ــر س ــه     تكثي ــب ب ــايين مناس ــمارش پ ــا در ش ــر  ه نظ
 كه با نتـايج مطالـه مـا مطابقـت دارد و نـشان         )11(رسد مي
 براي كشت تعداد سلول كمتر مانند كلـون         FBSدهد   مي

بنابراين ممكن است جهـت كـشت       . نمودن مناسب است  
هاي پيوسته كشت كه مدت زمـان زنـده          سلول در سيستم  

هـاي زنـده اهميـت بيـشتري دارنـد           بودن و تعـداد سـلول     
  .مناسب باشد

 در مقــادير مناســب داراي HCFامــا در مطالعــه مــا، 
 بوده و اثر چنداني بـر       FBS به    نسبت يكمترتكثير  شيب  

مرحله ثبات نداشته و سبب افزايش شـيب مـرگ منحنـي     
بنابراين ممكن است جهـت كـشت   . ديها گرد  رشد سلول 

هاي نـا پيوسـته كـشت كـه مـدت زمـان              سلول در سيستم  

 ،هاي زنده اهميت كمتري دارند   زنده بودن و تعداد سلول    
شت تعداد   براي ك  HCFتوان از    بنابراين مي  .مناسب باشد 

كافي سـلول و حفـظ و نگهـداري كوتـاه مـدت و يـا بـه                
 ضـمناً . هـا اسـتفاده نمـود      منظور انتقال و جابجايي سـلول     

انــساني و  ABگلــستاني و همكــاران ســرم گــروه خــوني 
 هاي عنوان جايگزين هعصاره پلاكتي و يا مخلوط آن دو را ب

هاي هيبريدومايي موش   براي دودمان  FBSكامل يا نسبي    
  .)11( نمودندمعرفي

رشد و تكثير سلول هاي فيبروبلاسـت     ما،   در بررسي 
ــه مــدت  ــه هــر ب ــروز يــك هفت ــوالي توســط طــور ه ب مت

ميكروســكوپ معكــوس مــورد ارزيــابي و مــشاهده قــرار 
 RPMIهاي فيبروبلاست در محيط كـشت        سلول. گرفت

 درصد رشد و تكثير طبيعي داشـته        20 و   10هاي   با غلظت 
. يدنـد دگرآمـاده   پاسـاژ مجـدد     و بعد از يك هفته بـراي        

خالص بـه صـورت خفتـه و از          RPMIها در محيط     سلول
هـاي سيتوپلاسـمي     حالت دوكي كشيده همراه با استطاله     

به شـكل دوكـي كوچـك ظـاهر گرديدنـد و در محـيط               
 و  10هـاي     با غلظـت   ككشت حاوي مايع كيست هيداتي    

ها به شكل گرد و غير فعال ظاهر شـدند            درصد سلول  20
  .ده بودندولي زن
 رسد تغييرات مورفولوژي ايجـاد شـده در        نظر مي ه  ب
 20 و 10هاي   با غلظت در مواجهه هاي فيبروبلاست  سلول
ساعت ناشي از استرس و كاهش      72در طي    HCF درصد

ه  ب ـ ها در طي يك هفته احتمـالاً       قابل توجه ميزان بقاء آن    
هاي آپوپتوز و عوامل خارج سـلولي مـوثر    دنبال مكانيسم 

هـا،   هـا، اندوتوكـسين    ها، هورمون   مانند سايتوكاين  در آن 
البتـه مـشخص شـدن ايـن     . نيتريك اكـسيد و غيـره باشـد      

مطلب با تاييد شـواهد مولكـولي و سـيتولوژي و بررسـي             
پـذير خواهـد بـود و پيـشنهاد          ماركرهاي آپوپتـوز امكـان    

گردد در آينده با ارزيـابي رونـد احتمـالي آپوپتـوز و              مي
هـاي فيبروبلاسـت      بـر روي سـلول     فاكتورهاي ميتوژنيك 

مواجهــه شــده بــا مــايع كيــست هيــداتيك مطالعــات       
 همچنين بررسي سـميت سـلولي     . اي انجام پذيرد   گسترده

)Toxicity (       احتمالي مايع كيست هيداتيك در مواجهه با
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هاي مختلف سلولي با استفاده از روش رنگ سـنجي           تيره
MTT Assayگردد  نيز توصيه مي.  

 طي يك مطالعـه     2011در سال   ان  مختاري و همكار  
In vitro  فوسـيت انـسان در   نهـاي ل   در يافتند، كـه سـلول

 .شـوند  مواجهه با مايع كيست هيداتيك دچار آپوپتوز مي 
عنوان يـك مكانيـسم احتمـالي انگـل     ه ها آپوپتوز را ب    آن

در مقابلــه بــا ) عامــل كيــست هيــداتيك(اكينوكوكــوس 
ــاً  ــان و رشــد و نهايت ــاعي ميزب ــستم دف ــست  سي ايجــاد كي

  .)23(اند هيداتيك معرفي نموده
Benjaminو  Kanan ــال ــايع  2006 در س ــرات م  اث

هـاي دنـدرتيك و توليـد     كيست هيداتيك بر تمايز سلول   
بـه منظـور شـناخت      را  هاي كشت    ها در محيط   سايتوكاين

هاي پاسخ سيستم ايمني در بيماري كيست        بيشتر مكانيسم 
شخص شـده اسـت      م ـ .مورد بررسي قرار دادند   اتيك  دهي

هاي موجود در مـايع كيـست گـاوي          مقادير اندوتوكسين 
 باشــد اختلالــي در pg/ml100 كمتــر از ي كــهدر صــورت

كند و اين مايع باعث تغييرات در توليـد   كشت ايجاد نمي  
ــ ســايتوكاين   اي باعــث توليــد طــور فزاينــده ههــا شــده و ب

PGE2 ، IL-6  و IL-12 ــيت ــط مونوس ــون    توس ــاي خ ه
. شـود   مـي  IL-4/GM-CSF شـده در     اده د محيطي كشت 

توانـد    مي PGE2كه آزاد شدن     ها اذعان نمودند    آن ضمناً
در . )24(را حين كشت سلول تغييـر دهـد        ها فنوتيپ سلول 

ــه ــد    Macintyre مطالع ــا بررســي تولي ــز ب ــاران ني و همك
هـاي مختلـف     ها بـر رشـد تيـره       ها و اثرات آن    سايتوكاين

فتند كـه ايـن مـايع بـا          دريا HCFلوكوسيتي در مواجهه با     
 هـاي   سـلول  هاي مختلـف مـانع از ورود       توليد سايتوكاين 

T cell از نوع D10  به فازs25(شود  چرخه سلولي مي(.  
  شـود جهـت دسـتيابي بـه نتـايج           در پايان پيشنهاد مي   

  

هـاي   تـر در ايـن مـورد و اسـتفاده بهينـه از سـرمايه             ارزنده
امـه داده و    تـري اد   كشور، اين مطالعـه را بـا طيـف وسـيع          

 بتوانيم با ايجاد تغييرات اساسي درآن و آناليز كمي و كيفي،
آن را در اختيار محققين كشور و حتي سـاير كـشورهاي            
 منطقه و يا كشورهايي كه دسترسي به سرم جنين گاو وجود   

  .ندارد يا تهيه آن مشكل و پرهزينه است قرار دهيم
 بـه   با توجـه  گيري كرد كه،      توان نتيجه   در نهايت مي  

ــد رشــد ســلول  ــاء و رون ــزان بق   هــاي فيبروبلاســت در  مي
 حـاوي مـايع كيـست هيـداتيك بـا           RPMIمحيط كشت   

 درصد و مشابه بودن چنين وضـعيتي        20 و   10هاي   غلظت
 RPMIهـاي فيبروبلاسـت در محـيط كـشت          براي سـلول  

خالص و از سـوي ديگـر دسترسـي آسـان و ارزان بـودن              
ع كيست هيـداتيك  توان از ماي مايع كيست هيداتيك، مي 

مـدت   هبه عنوان جايگزين مناسبي براي سرم جنين گاو ب ـ        
.  اســتفاده نمــود RPMI ســاعت در محــيط كــشت   72

تواند به عنوان محـيط      همچنين مايع كيست هيداتيك مي    
 طــولاني در  نگهــداري نــسبتاًبــراي) انتقــال(ترانــسپورت 

هـاي   شرايط آزمايشگاهي با كمترين هزينـه بـراي سـلول         
 اين امر اميد بخـش آن اسـت         .ت استفاده گردد  فيبروبلاس

به دليـل   ( بودن   كه با توجه به بسيار پرهزينه و غيراخلاقي       
تهيـه سـرم جنـين گـاو، مـايع          ) سزارين اجباري يك گاو   

  .كيست هيداتيك بسيار مقرون به صرفه خواهد بود
  

  سپاسگزاري
 88-37اين مطالعه حاصل بخشي از طرح تحقيقاتي        

وسـيله از   بـدين  .باشـد  مي مازندران  دانشگاه علوم پزشكي  
ــاوري   ــات و فن ــت تحقيق ــوم پزشــكي معاون ــشگاه عل  دان

  .نماييم هاي مالي تشكر مي بخاطر تامين هزينهمازندران 
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