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چکید ه 

ویروس ها از عوامل ایجادكننده خسارات هنگفت در پرورش آبزیان می باشند. انواع کشت  های سلولی از جمله کشت های اولیه، روش های 
مناسبی برای تشخیص و جداسازی ویروس ها می باشند. از آنجاکه دسترسی به تیره های سلولی به ویژه در خصوص ماهیان براحتی سایر 
گونه ها نمی باشد و نیز برای تمام ماهیان هنوز تیره سلولی ایجاد نگردیده است،  لذا در این تحقیق اقدام به تهیه و استاندارد نمودن کشت 
سلولی اولیه ماهی گردید. نمونه هایی از اندام های داخلی ماهی قرمز )Carassius auratus( شامل کلیه، کبد، عضلات و تخمدان و نیز از 
اندام های خارجی شامل باله ها، بافت همبند قسمت پوزه و آبشش ها، تهیه و بر طبق دستورالعمل های استاندارد آماده گردیدند. جهت تهیه 
كشت سلولی اولیه ماهی از روش های هضم آنزیمی كوتاه مدت، طولانی مدت، روش نشا كاری بافت های ریز شده و روش معمولی استفاده 
گردید. از محیط كشت EMEM غنی شده با سرم جنین گاو در درجه حرارت  25 درجه سانتی گراد استفاده گردید. سلول های بدست آمده 
از روش های مختلف، رشد مناسبی داشته و به سطح پوششی كامل رسیدند و از آن ها چندین پاساژ متوالی تهیه گردید. بهترین نتیجه، از 
اندام های تخمدان و عضلات و روش هضم آنزیمی طولانی مدت با آنزیم تریپسین بدست آمد. با بکارگیری نتایج این تحقیق می توان در 

مواقع لزوم نسبت به تهیه کشت سلولی اولیه جهت جدا سازی ویروس ها و تشخیص بیماری های ویروسی ماهیان در کشور اقدام نمود. 
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The viruses cause heavy losses in fish farming. Types of cell cultures, including primary cultures are appropriate tools 
to diagnosis and isolation the viruses. In this study with regard to the appropriate cell lines, especially for fish is not pos-
sible, or there are no suitable cells for all fish species was provided, the preparation and standardization of fish primary  
cell culture were done. Some samples from goldfish (Carassius auratus) internal organs including the kidney, liver, 
muscles, ovary and external organs including fins, snout connective tissue and gills collected and prepared according 
to standard procedures. The methods were used include: Enzymatic disaggregated by short and long time trypsiniza-
tion and without enzyme, by planting minced tissues and ordinary method. The EMEM enriched by FBS was used 
for growing cells in 25oC incubation. The cells had suitable growth and reached to complete confluency and several 
subcultures obtained from them. The best result obtained from long time trypsinization of ovaries and muscles. Using 
the instructions provided in this study can be taken to prepare the primary cell culture for virus isolation and diagnosis 
of fish viral diseases in the country.
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مقدمه
لاین  یا  و   (Primary( اولیه  بصورت  چه  آبزیان  سلولی  كشت های 
)Line)، كاربرد گسترده و فراوانی در جداسازی، شناسایی و طبقه بندی 
ویروس های آبزیان دارند. ویروس ها از مهم ترین عوامل بروز بیماری ها 
محسوب  آبزی پروری  صنعت  در  هنگفت  اقتصادی  خسارات  ایجاد  و 
ازدیاد  و  تكثیر  برای  همچنین  آبزیان  سلولی  كشت های  می شوند. 
ویروس های مورد نیاز در مطالعات مولكولی و تحقیقات بیوفیزیك كه 
یا  و  زنده  ویروسی  واكسن های  تولید  یا  و  آنتی سرم ها  تهیه  منظور  به 
كشته انجام می شوند كاربرد ویژهای دارند )۷، ۱۳(. كشت های سلولی، 
خصوصاً كشت اولیه، بعنوان مدل تجربی و آموزشی جهت تحقیقات پایه 
درون ریز،  غدد  سم شناسی،  ژنتیك،  سلولی،  فیزیولوژی  در  مقایسه ای  و 
پاتوژن- میزبان و سایر موارد كاربرد دارد.  مواد سرطان زا، واكنش های 
كشت های سلولی اولیه، همچنین در تحقیقات كروموزومی )كاریوتایپ، 
مهم ترین  دارند.  گسترده ای  استفاده  غیر طبیعی(  حالات  و  مورفولوژی 
تیره های  به  دسترسی  امكان  كه  هنگامیست  اولیه  كشت های  كاربرد 

سلولی مورد نیاز فراهم نباشد )4، ۷، ۱۳، ۱5(.
تیره های  تولید  برای  مقدمه ای  همچنین  اولیه  سلولی  كشت های 
سلولی می باشند. اولین گزارش در مورد نگه داری سلول های ماهیان، در 
مورد سلول های جنینی ماهی قزل آلا در سال ۱۹۱4 می باشد كه تنها بمدت 
قورباغه  لنف  حاوی   (Ringer( رینگر  محلول  از  محیطی  در  ساعت   24

نگه داری شد. پیشرفت های مهم در این زمینه از سال ۱۹4۹ همزمان با 
آنتی بیوتیك ها در محیط های كشت، حاصل گردید. در سال  از  استفاده 
ماهی،  بافت های  به   (Trypsinization( تریپسین  اضافه کردن  با   ۱۹58
روشی معرفی گردید كه برای اولین بار منجر به تهیه كشت یك لایه از 
سلولهای ماهیان گردید )۱۱، ۱۶(. ولف و کویمبی در سال ۱۹۷۶ اولین 
آبزیان را منتشر  بافت های  گزارش جامع در مورد كشت های سلولی و 
کتابی  بافتی،  كشت های  تمام  برای  جامع  منبع  مهم ترین   .)۱۶( نمودند 
تحت عنوان "روش های كشت بافت و كاربردهای آن" است كه توسط 
این كتاب حاوی توضیح  کراس و پترسون در سال ۱۹۷۳ منتشر گردید. 
دریایی  ماهیان  بافت های  به  تریپسین  اضافه کردن  روش  از  مختصری 
است كه بوسیله سیگل و بیزلی در سال ۱۹۷۳ انجام گرفت )۱۶(. تهیه 
كشت سلولی اولیه ماهی قرمز نیز توسط مکنزی و استفنسون در سال 
۱۹۷۳ انجام گرفته است )۱۶(. در مورد محیط های كشت سلولی و نیز 
توسط  توضیحات مختصری  ماهیان،  نیاز  مورد  فیزیولوژی  محلول سرم 
ولف و کویمبی در سال ۱۹۷۶ منتشر گردیده است )۱۶(. برای تهیه كشت 
سلولی اولیه ماهیان، استفاده از ماهیان سالم بدون هیچگونه عارضه در 
سطح خارجی آنها توصیه شده است. انتخاب ماهیان از كارگاه هایی كه 
از نظر سلامت و تاریخچه ژنتیكی وضعیت مناسبی داشته باشند ضروری 
می توان  ولی  بوده  ایده آل  آزمایشگاه،  به  زنده  ماهی  انتقال  می باشد. 
در صورت نیاز، ماهی از آب گرفته را در كنار یخ سریعاً به آزمایشگاه 
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سلولی،  كشت  تهیه  برای  كه  ماهیانی  بیشتر،  احتیاط  برای  كرد.  منتقل 
انتخاب می گردند بمدت یك یا چند روز از غذا گرفته شوند تا در هنگام 
كالبد گشایی، احتمال خروج غذا و مدفوع و ایجاد آلودگی به حداقل میزان 
كاهش پیدا كند )۳، ۱2(. تنوع بافت های گوناگون برای تهیه كشت اولیه، 
زیاد بوده ولی بافت های جنینی و گنادها بیشترین تعداد سلول های فعال 
با قابلیت تقسیم مناسب را داشته و نتایج موفقیت آمیزی در كشت های 
دارا  را  زمان  كمترین  در  مناسب  پوششی  سطح  به  رسیدن  و  لایه  تک 
می باشند. تخمدان ها در تمام مراحل تكاملی به استثنای مرحله بلافاصله 
پس از تخم ریزی، توصیه می گردند. از آنجا كه تخم ها رشدشان متوقف 
نمی شود، بر  این اساس قبل از كشت بایستی آنها را از تخمدان های رسیده 
)Snout) و  پوزه  كبد،  قلب،  كلیه،  اینحال  با   .)۱8( كامل، جدا نمود  یا  و 
كیسه شنا نیز برای این كار مناسب می باشند. باله ها، عضلات، طحال و 
هیپوفیز نیز بطور موفقیت آمیزی استفاده می شوند. علاوه بر این، كشت 
اولیه تک لایه از سلول های لكوسیت ماهیان تهیه شده است. سلول های 
بدست آمده از باله ها و طحال، از نظر شكل، فیبروبلاستیك بوده، دوكی و 
كشیده هستند و سلول های حاصل از پوزه و كلیه به شكل اپی تلوئیدی یا 
چند وجهی می باشند. سلول های عضلات، چند وجهی و كشیده می باشند. 
رشد سلول های باله و پوزه بهتر و راحت تر از سلول های كلیه، طحال و 
قلب می باشد. بطور كلی استفاده از اندام های خارجی، توصیه می گردد 
مراحل  در  استثناء،  مورد  چند  بجز  بالاست.  آنها  آلودگی  احتمال  ولی 
با  اختلاف چندانی  تكثیر سلول ها، كشت های سلولی ماهیان  ابتدایی و 
اختصاصی  روش های   .)۱۷  ،۱4  ،۱2  ،۹  ،5  ،۳( ندارند  عالی  مهره داران 
متعددی برای تهیه كشت های سلولی اولیه تک لایه ماهیان وجود دارد 

كه عبارتند از:  
بافت های   (Enzymatic disaggregation( آنزیمی  هضم  روش   -

ریز شده )Minced tissues) )تریپسینه كردن بافت(
از  استفاده  بدون  شده  ریز  بافت های   (Planting( نشاكاری  روش   -

آنزیم
- روش معمولی بافت های ریز شده بدون استفاده از آنزیم )۱۶(

از آنجا که دسترسی به تیره های سلولی به ویژه در خصوص ماهیان 
براحتی سایر گونه ها نمی باشد و نیز برای تمام ماهیان هنوز تیره سلولی 
این  در  شده  ارائه  های  روش  از  استفاده  با  لذا  است،  نگردیده  ایجاد 
تحقیق، می توان در مواقع لزوم نسبت به تهیه کشت سلولی اولیه هر 
گونه ماهی جهت جدا سازی ویروس ها و تشخیص بیماری های ویروسی 

ماهیان اقدام نمود.

مواد و روش  ها
ماهی و انتخاب نمونه

كه  گرم   25-۳5 وزنی  محدوده  در  سالم  قرمز  ماهی  قطعه  سه 
هیچگونه ضایعه ای در سطح بدن نداشته و در مرحله سنی قبل از بلوغ 
قرار داشتند انتخاب و در آكواریوم با اكسیژن دهی مناسب در آب 2۳-25 
درجه سانتی گراد نگه داری شدند. غذا دهی به آن ها از دو الی سه روز 
قبل از شروع كار قطع گردید. در آزمایش لام مرطوب كه از سطح پوست 
و آبشش های آن ها تهیه گردید، هیچ نوع انگل خارجی مشاهده نشد. 
ماهیان را با غوطه ور کردن در آب حاوی دز کشنده )ppm 5۰۰( بیهوش 

کننده گل گیاه میخک به روش انسانی كشته و سپس جهت نمونه برداری 
در  نمودن  غوطه ور  طریق  از  را  آن ها  بدن  سطح  داخلی،  اندام های  از 
پنج  الی  سه  بمدت   5۰۰  ppm غلظت  با  هیپوكلرید سدیم  خنك  محلول 
دقیقه انداخته و بعد از چند بار آبكشی با آب استریل، آنها را در اتانول 
۷۰ درصد غوطه ور نموده و پس از كالبد گشایی اندام های داخلی )كلیه، 
 (Petri dishes( بطور جداگانه در ظروف کشت ،)كبد، عضلات و تخمدان
استریل قرار داده شدند. برای نمونه برداری از اندام های خارجی )باله ها 
و پوزه( بدون ضد عفونی كردن سطح بدن ماهی، آن ها را بریده و سپس 
 5۰۰ µ g/mL ،2۰۰ جنتامایسین µ g/mL در محلول آنتی بیوتیكی )حاوی
باسیتراسین(   ۱۰۰  IU/mL و  نئومایسین   5۰۰  µ g/mL ،B پلی میكسین 
آبشش ها،  كردن  ضد عفونی  جهت  شدند.  غوطه ور  ساعت  یك  بمدت 
ابتدا آنها را دو مرتبه با محلول نمکی عاری از كلسیم و منیزیم آبكشی 
4۰۰ پنی سیلین،  IU/mL  كرده و بعد بمدت24ساعت در محلول حاوی 

µ g/mL 4۰۰ استرپتومایسین و µ g/mL  ۱۰ آمفوتریسین B بر روی همزن 
مغناطیسی غوطه ور گردیدند. سپس بافت های فوق الذكر در اندازه های 

یک الی دو میلی متر، ریز شدند )۱، ۶، 8، ۱5(.

روش هضم آنزیمی 
در روش تریپسینه کردن كوتاه مدت، قطعات بافتی به میزان ۱:۱۰ 
)یک گرم بافت و ۱۰ میلی لیتر محلول( در سه نوبت ۱5-۱۰ دقیقه ای 
تهیه شده در   (Fluka, Biochemika( ۰/25 درصد  تریپسین  به محلول 
همزن  روی  بر  و  گردیده  اضافه   (PBS( سالین  بافر  فسفات  محلول 
سلولی  سوسپانسیون  سپس  و  داده  قرار  كند  سرعت  با  مغناطیسی 
رسوب  گردید.  سانتریفوژ   2۰۰  g در  دقیقه   ۱۰ بمدت  شده  برداشت 
EMEM محیط  و  منتقل  سلول  كشت  فلاسك  به  آمده  بدست   سلولی 

 pH=  ۷/2-۷/4 در   (Eagle’s Minimum Essential Medium, GIPCO(
اضافه  آن  به   )Fetal Bovine Serum, GIPCO(  FBS درصد  ۱5 حاوی 
شده،  جمع آوری  سلول های  تعداد  و  وضعیت  بررسی  جهت  گردید. 
سوسپانسیون سلولی را با رنگ تریپان بلو ۰/5درصد رنگ آمیزی و توسط 
لام هموسایتومتر شمارش و در صورت مناسب بودن تعداد، فلاسك های 
و  منتقل  سانتی گراد  درجه    25 معمولی  انكوباتور  به  سلولی  كشت 
هنگامی كه سلول ها به سطح پوششی كامل رسیدند، از آن ها پاساژ مجدد 
میزان  به  بافتی  قطعات  كردن طولانی مدت،  تریپسینه  در  گردید.  تهیه 
۱:5۰ )یک گرم بافت و 5۰ میلی لیتر محلول( در محلول تریپسین ۰/25 
درصد و بر روی همزن مغناطیسی در درجه حرارت  4 درجه سانتی گراد 
و با سرعت كند بمدت ۱8ساعت قرار گرفته و همانند روش قبل سلول ها 

برداشت گردید. 

روش نشاكاری بافت های ریز شده بدون استفاده از آنزیم
كشت  فلاسك  داخل  در  را  شده  تهیه  بافتی  قطعات  روش  این  در 
سلول ریخته و بوسیله پیپت پاستور نوك خمیده ای، در فواصل تقریبی 
چسبندگی،  ایجاد  منظور  به  و  داده  قرار  یكدیگر  از  ۱/5-۱سانتی متر 
انكوباتور 25 درجه سانتی گراد قرار داده و سپس  بمدت یك ساعت در 
حجم مناسبی از محیط به آنها اضافه گردید. از آنجا كه قطعات بافتی 
برای چسبندگی كامل و شروع رشد از لبه ها حدوداً به دو الی سه روز 

تهیه کشت سلولی اولیه ماهی
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و  نموده  ممانعت  جابجایی  هر گونه  از  مدت  این  دارند، طی  نیاز  زمان 
هنگامی كه سلول های رشد یافته از لبه قطعات بافتی، تمام سطح فلاسك 
را پر نمودند، اقدام به كندن قطعات بافتی )با ایجاد ضربه مكانیكی و یا 
نوك پیپت( كرده و سپس محیط كشت جدید به آنها اضافه نموده و پس 
از پر شدن كامل سطح فلاسك که حدوداً ۱2- ۱۰ روز طول می کشید، 

مجدداً پاساژ داده شدند )۱۶(.

روش معمولی
در روش معمولی قطعات بافتی را در داخل فلاسك ریخته و بلافاصله 
حجم مناسبی از محیط كشت EMEM به آنها اضافه گردید. بقیه مراحل 

شبیه روش نشاكاری بافتی بود )۱۶(.

نتایج  
نتایج حاصل از روش هضم آنزیمی

بر  طولانی مدت،  و  كوتاه مدت  كردن  تریپسینه  روش  دو  هر  در 
در حال تقسیم  و  رشد یافته  سلول های  میکروسکوپی،  مشاهدات  اساس 
متحرک  و  بوده  چسبیده  سطح  به  که  کشت سلول  فلاسک  در  زنده  و 
روی  بر  که  مرده  سلول های  اندک  بسیار  تعداد  مشاهده  و  نمی باشند 
تریپسینه  به ویژه در روش  نتایج کشت  محیط کشت شناور می باشند، 
كردن طولانی مدت عالی بود. سلول های رشد یافته در هر دو روش پس 
پاساژ مجدد  آن ها  از  و  کامل رسیدند  پوششی  به سطح  روز  از ۱۰-۱2 
تهیه گردید. هم چنین در مشاهدات میکروسکوپی، نتایج بدست آمده از 
اندام های تخمدان و عضلات، بهتر از دیگر اندام ها بود )شکل های ۱-۳(. 
تعداد سلول های زنده در هر میلی لیتر سوسپانسیون سلولی، مدت زمان 
در  آمده  بعمل  پاساژهای  کل  تعداد  و  کامل  پوششی  به سطح  رسیدن 
روش های هضم آنزیمی کوتاه مدت و طولانی مدت در جدول -۱ آمده 

است.
در  معمولی:  روش  و  ریز شده  بافت های  نشاكاری  از  حاصل  نتایج 
هر دو روش، سلول های رشد یافته از لبه قطعات بافتی وضعیت خوبی 
حال  در  و  یافته  رشد  سلول های  وضعیت  و  رشد  مقدار  ولی  داشتند، 
تقسیم، میزان سلول های شناور مرده و زمان کامل شدن سطح پوششی 
در فلاسک کشت سلول در روش نشاكاری بافتی، بهتر از روش معمولی 

بود )شکل های 4-۶(.

بحث و نتیجه گیری
در  گسترده ای  استفاده  اولیه  كشت های  بویژه  سلولی  كشت های 
بیماری های  تشخیص  نیز  و  شناسی  ویروس  ویژه  به  بیولوژی  تحقیقات 
شناسایی  در  استفاده  مورد  سرولوژی  تكنیك های  در  دارند.  ویروسی 
سرم خنثی سازی  آزمایش  مانند  ماهیان،  ویروس های  ردیابی   و 
 ،(Immunofluorescence( و روش ایمونوفلورسانس (Serum Neutralization(
كشت های   .)۱8  ،۱۱  ،۱۰  ،2( می گردد  استفاده  سلولی  كشت های  از 
سلولی آبزیان برای تكثیر و ازدیاد ویروس های مورد نیاز جهت مطالعات 
واكسن های  در  نیاز  مورد  آنتی سرم های  تهیه  و  بیوفیزیك  و  مولكولی 
از  استفاده  دارند.  فراوانی  كاربرد  ماهیان  زنده  و  كشته  ویروسی 
نیز در حال گسترش  كشت های سلولی ماهیان در مطالعات سم شناسی 

می باشد )۱۶(. 
كشت های اولیه سلول های ماهیان استفاده گسترده ای در مطالعات 
كروموزومی از لحاظ تعداد و مورفولوژی آن ها دارد. در اكثر كشت های 

EBM ،EMEM سلولی و بافتی ماهیان از محیط كشت
 Leibovitz L-15 محیط  نیز  و   ۱۹۹ محیط   ،(Eagle’s Basal Medium(
می گردد  استفاده  آن  از  مكرراً  كه  محیطی  ولی  می گردد،  استفاده 
بوده  وابسته  محیط  بافرهای  اجزاء  به  محیط    pH می باشد.   EMEM
اولیه   pH و بر اساس كاربردهای گوناگون محیط، تنظیم می گردد. برای 
برای  بهترین درجه حرارت  محیط، محدوده ۷/4-۷/2 مناسب می باشد. 
 رشد سلول های ماهی قرمز 25 درجه سانتی گراد و محدوده حرارتی آن

28-22 درجه سانتی گراد می باشد. جهت غنی  سازی محیط كشت، معمولاً 
از سرم گاو به میزان 2۰-۱۰ درصد استفاده می گردد. برای كشت سلولی 
اولیه ماهیان، سرم جنین گاو )FBS) به میزان ۱5 درصد توصیه می شود. 
در این تحقیق محیط EMEM با pH=۷/2-۷/4 كه با FBS )۱5 درصد( 
غنی شده بود استفاده گردید. درجه حرارت انكوباسیون نیز 25 درجه 
روش های  ماهیان  اولیه  سلولی  كشت های  تهیه  جهت  بود.  سانتی گراد 
مختلفی نظیر روش هضم آنزیمی، بدون هضم آنزیم و از طریق نشاكاری 
مزایای  از  است.  توصیه شده  معمولی  روش  نیز  و  ریز شده  بافت های 
روش هضم آنزیمی می توان به بدست آمدن تعداد بیشتری از سلول ها 
اشاره کرد ولی اثرات تخریبی آنزیم تریپسین بر روی سلول های بدست 
آمده از معایب این روش می باشد. در روش نشاکاری بافت های ریز شده 

طولانی مدتکوتاه مدتنوع روش هضم آنزیمی

500000 عدد400000 عددتعداد سلول های زنده در هر میلی لیتر سوسپانسیون سلولی 

10 روز12 روزمدت زمان رسیدن به سطح پوششی کامل

پنج مرتبهچهار مرتبهتعداد کل پاساژهای بعمل آمده

جدول 1- تعداد سلول های زنده، مدت زمان رسیدن به سطح پوششی کامل و تعداد کل پاساژهای بعمل آمده در روش های هضم آنزیمی کوتاه 

مدت و طولانی مدت



166

شکل 1- سلول های بدست آمده از بافت عضلات در روش تریپسینه كردن طولانی مدت بعد از 48 ساعت از کشت اولیه

)بزرگنمایی= 25 ×(

شکل 2- سلول های بدست آمده از بافت كبد در روش تریپسینه كردن طولانی مدت بعد از هفت روز از کشت اولیه كه به سطح 

پوششی كامل رسیده اند. )بزرگنمایی= 25 ×( 

تهیه کشت سلولی اولیه ماهی
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شکل 3- سلول های به دست آمده از بافت كبد در روش تریپسینه كردن كوتاه مدت بعد از پنج روز از کشت اولیه 

)بزرگنمایی= 25 ×(

شکل4- سلول های رشد یافته از لبه قطعه بافت باله )توده سیاه رنگ( در روش نشاكاری بافت های ریز شده بعد از 72 ساعت 

)بزرگنمایی= 25 ×(
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شکل 5- سلول های بافت همبند ناحیه پوزه در روش نشاكاری بافت های ریز شده كه بعد از كندن قطعات بافتی رشد یافته و به سطح پوششی كامل 

رسیده اند. )بزرگنمایی= 25 ×(

شکل6- سلول های بافت همبند ناحیه پوزه در روش معمولی بعد از 24 ساعت )بزرگنمایی= 25 ×(

تهیه کشت سلولی اولیه ماهیتهیه کشت سلولی اولیه ماهی
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به آنزیم هضم کننده نیازی نداشته و اثرات تخریبی بر روی سلول ها در 
کمترین میزان می باشد ولی انجام این روش براحتی سایر روش ها نمی باشد 
و به زمان بیشتری برای رسیدن به سطح پوششی کامل نیاز است. انجام 
روش معمولی، در مقایسه با روش نشاکاری، ساده تر بوده ولی بدلیل 
عدم اختصاص زمان مناسب جهت چسبندگی بافت به سطح فلاسک و 
ایده آلی حاصل نمی گردد )۱۶(. از  نتایج  شناور ماندن در محیط کشت، 
مزایای روش نشاكاری بافت های ریز شده می توان به ساده بودن و به 
زمان كمتر نیاز داشتن آن، اشاره كرد. جزئیات كامل تر در دستورالعملی 
 .)۱۶( دارد  وجود  گردیده  منتشر   )۱۹۷۶( کویمبی  و  ولف  توسط  كه 
تهیه كشت های  برای  را  استانداردی  دستورالعمل   )۱۹۷4( بچمن  و  آن 
رنگین كمان  قزل آلای  و  كپور  ماهی  شده  تریپسینه  بافت های  از  اولیه 
ارائه نمودند )۱۶(. جهت هضم بیشتر، معمولاً از آنزیم تریپسین استفاده 
می گردد. غلظت نهایی آن ۰/25 درصد توصیه شده است. از آنزیم های 
از  نیز  و  دارند  لوزالمعده ای  )Proteolytic) دیگر كه منشاء  پروتئولیتیك 
آنزیم كولاژناز )Collagenase) یا آنزیم پروناز )Pronase) با منشا باکتری 
نیز می توان استفاده كرد. پروناز در غلظت ۰/۱ درصد توصیه شده ولی 
بسیار گران تر از تریپسین می باشد و از این جهت بطور گسترده استفاده 
نمی گردد. هضم می تواند در شرایط سكون با مقداری جابجایی بصورت 
مغناطیسی  دستگاه  با  دائمی  همزدن  ولی  گیرد  صورت  دستی  همزدن 
مطلوب  تراكم  می شود.  داده  ترجیح  نكند  كف  ایجاد  اینكه  شرط  به 
اولیه  كشت های  در  میلی لیتر(  هر  در  سلول  تعداد  )بر اساس  سلول ها 
ماهی در محدوده ۱۰5 × )۱۰-4( می باشد )۱۶(. در این تحقیق تعداد 
سلول های زنده در روش هضم آنزیمی پس از شمارش، در این محدوده 
قرار داشت. با استفاده از نتایج این تحقیق که برای اولین بار در کشور 
صورت گرفته است، مشخص گردید که روش هضم آنزیمی طولانی مدت 
با آنزیم تریپسین و استفاده از اندام های تخمدان و عضلات جهت تهیه 
کشت سلولی اولیه از ماهی مناسب تر می باشد. از آنجاکه ماهی قرمز در 
محدوده درجه حرارت مابین ماهیان گرم آبی و سرد آبی زیست می کند، 
استفاده نمود )4(.  نیز  برای سایر ماهی ها  از کشت سلولی آن می توان 
جهت ذخیره و نگه داری طولانی مدت سلول های تهیه شده، می توان 
به  استاندارد نسبت  از دستورالعمل های  استفاده  با  اولیه  پاساژهای  در 
انجماد و نگه داری در تانک ازت مایع اقدام و در مواقع لزوم آن ها را به 
سلول های آماده رشد تبدیل نمود. با استفاده از روش های ارائه شده در 
این تحقیق می توان در مواقع لزوم نسبت به تهیه کشت سلولی اولیه هر 
گونه ماهی جهت جدا سازی ویروس ها و تشخیص بیماری های ویروسی 

ماهیان در کشور اقدام نمود. 
تشکر و قدردانی 

نویسنده این مقاله مراتب قدردانی خود را از پرسنل بخش تحقیقات 
رازی  سازی  و سرم  واکسن  تحقیقات  موسسه  دام،  ویروسی  بیماریهای 

بخاطر همکاری صمیمانه در انجام این تحقیق اعلام می دارد.
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