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 � ���
 ���� ����� ��� �� �������

����� �� �������� ��  �� �!"# �� �� ��� $���

��%���&�' (�"
����� ��� )�*�
 � $��+,

����� ��� (���& -�.# �� $����� ��� )0.($��

3.& ����.� -�&� �� �� $��������4 ���
 �� ���5

����� -���)6���7 ��� ����� �� -' �� )��� $��+,

����� �� ��� ��� ��� �#�
 $6��"� ���)8 )��� ��

)+,�� ��,�� �� )9.(�� ��������� -���' ��� ���

-�!�  �� �� ����+�� ������� ����� ����

$& ��, )9�:.(����� ;��6�$& �� �� <� �� -��


���� =��� 3��>
 3� �� �?@& �"�A �� �� �)+�

���������� =��*�� ��� � (��)& �"�6 �� )�B�!C�� ���

��� (��)& ���)��������&�6 ��� (����� �����

�)�B�!7�6' )aneuploid(���D���7 �� )+���

$& E"F
 �� ���)F&�6)+��"6 .����� ��� G�HI ��

)6��)6 $J��6D )9($& �@��6 �� ��� )+6��
 (��)& ��K

�6 � )+��� ��J
 � ),� �� $L��6� M��)�7 -' �@�

�������� ��N �� �%"��6 ��� .�� $��	"# �� -�!�

����� $& OPK� �� ����& ����� <� �� $%"� �� ��,

��4�5 Q��+& )8�� )6� ):(-�!� ��� ���� ����

 �� $��	"# �� $C�
�+4 � $���6D ;�+
 -)6��� EA�)8

����� $& ��4�5 ���� ����, .-�!� ���& ����� )��� �

-�!� �� ��� ���,�E�6 -��� �%"� ���� �)	� ���

��� �� $"6 ��"R
 �� �), -�!� ��� )+� .�� ������

����� �� �� � )+��� -D���� $C�
�+4 �S6 �� ���

 -�!� �� $�8 � ��� $
�T ��U <� ��� $��5

���� $7 ��� ��$"6 $7��� VW8 ��6' -��
 .���6

��� �%��-�!� �� ��������� ���
 (?!��& �� ��

$& 3� ��)	
 <�D�*��?�4��X ���& <� ��� � ),��

��� .-�!� �� Y��,� ��� -��H# ���� ��� �� ����

��Z <
 ��X �� $U�[\� ��� �), Y�	4 � ���

�� ���)6 ���
 $��6��
��W]
 ��Z -��+L ������� �)++�

$&��, .-�!� ���� ����� -���  �� ��	�& ��� ��)

 �� �� �A� ��.
  �� �� ���� ��#� �7 ���

$& ������� ��S+& ��)� �� ��� ������� ��, .���

�A� ��.
 ������  �� ����� �� $*���& ��� � ��

����� ���
�A� ���
Z�� �� ��#�& ��� ������ ��

����� ��)	
 ��  �� ��� �A� ������+� =��� $���

�� )+^ V�_ �� �� ���� $%����6$& `���
 �����5.

a�� � �3�
 J��

	2!�� ��J��:�������� �*���5 ��!� BKa)&b���

� ����� (�� ���� ���� (�Vero )$*�!� <6��

�����6� �����7 (c�F& ��DMEM 2$+X �� �),d

)6), ���� ��� (�� )U��.c�F& �� ��S+& ��)�

����� ��������&��+# �� )ef&�!$* �� (�5���($+7 =-

��!��)0ff ���* �� )8��(�����&��7���� �)ef

&�!$* �� (�5���(), �4�g� .$� �S!XG�+��� 3�)�

 ���� ��� c�F&e)U����)���� ���� �� ��#�&

 �� ��� c�F& � )���5 3�S+
 ��
����6� ���5 ��4

 E����� �H& ���4 ��!�4),):h0.(

��������BK  ��� c�F& �� �)��� �� DMEM 

 �� ���� �� ����� ��� � )6), ���� G��L ���

), (�@6� i��� ):.(�����  ��", ���� (Z �� ��

 ), ������� ���)6����  �� � ����j6)k�e.(����

����� ��"@6� l�!\& �� ��DMSO3�S!X �� (�� �

0f �� )U��DMSO ), ������� .����� ?��4 ���

�*�* -��� �),� ����� ��� �?��4 �dfh�#��

 
1 Bovine Kidney 
2 Dulbecco’s Modified Minimum Essential Medium  
3 Dimethyl sulfoxide 
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$�6�� )6), ���).%6 `��& G�� <6�
 � ���5.

��)�� ) \C.��:����� ���
 ���� m7�� ���

 <� n�
 m�!C"��)-���� �*�?��h��)& ����
 (�

�� n�
 �?6Z��6'���7 )-���� �*�?��h� ����� ����& 

(������ ���� (����� o�Z <
 �� ���BK �������

),.���S+& ��)����� �� ��0/fMOI=4��

����� �� $���df�)6�,�7 �� <�P4 qr� )U��

<� -), ��C� �� m7 � )���5 �4�g� )6��� �L��

����� ��� �� sW# �)�6 sW# $����� t�!	
 ��

 c�F& � u���DMEM E���
 �� m7 � ), �4�g� 

CPEv-�?�& ��wf)U�� �����`"# �� �� � ���'

 �?��4dfh�6�� �#��$)6), ���).%6 ���5.����


�x��
 �� �� n�
 �?6Z��6'���7 ����� ��#� )�

��.� �� ��7�����"� t�!	
 �� ���5��5y���� ?&�A

k/f), ������� ?�6 �)+� �y��� )U�� )z.(

I��J(��7:� ���� ������ �� -�!� -���' ��� ���

 ), ��.
 Z�� ����� �A� �� $*�!� -���6�C��� =V)�

 ��)++� ��W]
 ��Z ��� �� ����7 ����>& �� )feeder 

layer()6), ���� ��� .!� mC��$6�� EU�8 ���

����� ),� �
 ), ���� Y�>�6� ��5�?� V��_ �� �� ��

����� �� $+%"� ��� <� ���.6)�' EU�8 �� .����

��W]
 ��Z ��.
 ����� ���� -�!� �� EHA �)++� ���

Vero ��!7����& -��� ���9k�6�� ��)	
 �� ��0fe

$!�& �� Y�!� ���* �� mC� =), ���� ���

�����&���& c)0f$!�& �� (�5����& ���* �I� -�&� �

$��:�L�� (��������Vero  ��X)6), Y�	4 )0fh

d.(-�!� ���� �A� �� ������� �� ���� �� $*���& ���

����� t�!	
 ���BK EU��4 �� 03����%* � ��.
 

mC�)�A�9e/f$!�& �� Y�!� ���* �e/f�� Y�!�

$!�& ���* (<��^ -��� ��!7����& ���9k�6�� ��

 
4 Multiplicity of infection 
5 Cytopathic effect 

)6), ���� ���.!� ��._ �� m7��,���� ���� =$6

�>!8 �� $+!�{+�6�!� ���|):�z(��Z VW8 =

��W]
 c��
 �)++�EDTA f9/f)U�� )00(�

!� �,�����<"� �� $6$7�6 �����7 �7 �), }�

 ), �������):.(Y�!� �������� � ���
 ���� =��

!��$6<��^ �� �), �,���� ��� ��!7����& ���

~z �6��), ���� ��� ��=E���
 �� )	� mC�

��!7����& �� ��
�
 �� E&�� ��Z�6�& ���9k�6�� ��

 �z�6�� � �����.6 �� <�P4 ��9e6���$��&

), ���� Y�>�6� $	��& .!� <��$A��
� ��K �� $6

), ���� ���
 � s�\�6� )BK-C(���
 )6�� mC� �

����� ��� �� �� n�
 �?6Z��6'���7 � m7�� ���

-'����� �� ����>& ���� �� ����& ���)BK-O(�����

), ��4�5.

����J q� R��.:n��
����� ��.
 ���� ����� �� ���

BK$�!� �� =�S!X �� ���0ff ���& �� (�5�

$!�& ���*), ������� ):�0dh09(.<�6�
�C�� Y�!F&

 ��KCl �S!X �� � ��.
de�!�& �Z�& ����4�5 ���

),.

P . QC�R9 7 Q�)� ��)�� ) \C. +��b 	���,


	2!�� (�� )1 	7 P . 3$%O�&%M3��� � K� (��BK-

C�BK-O:

����� ���BK-O �BK-C � Y�!� ��)	
 �S6 �� ��

P������ �& �� �� ����& ��	g� �� �� �� ��

$& )6���=)6), s�\�6� .����� ��� �� �� =�)��� �� ��

3� ��K-' �� � )6), �+��C��
 -�&������ t�!	
 �� ��

)&' ��)� $����+�� .�����  ��", ��)	
 � (�@6� ��

����� �� � )&' ��)� ��� �� �� �� ����& ���

<�P4 ���9e$�6�� ��& )6), `���
 )�)# $	��& .

�),  ��", ����� ��)	
 ���8 <�P4 �� ��z

6 cloning rings 
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$!�& ����� ��� c�F& �� ���*d)U�� ��\�� (��

), .��� c�F& 3@8 <�P4 �� �� ���� -' ;�6 �

c���, <�P4 �� �� ���� � ��� �), ��.
 -���� ?�6

����� ),� ���� $6���� �P&��), ��4�5 �S6 �� �� .

�� m7w����� ��� �� �L�� �� Y�[
� -��&� c>4 ��

)6��� ��4�� �� qr� �c�F& -��� u��� �� m7

<�P4 �� �� ���=�� ����& � ��	& -�?�&

 n�
 m�!C"�� m7�� �����0)#�� <�P4 �� ��

), q�>!
 Y�!�.G)& <��� ����� sW# �L��

����� qr� ), ��4�5 �S6 �� <�P4 �� �� ���� �� .

m7<� -), ��C� �� �� qr� =sW# -�&� �L��

�� <�P4 �� CMF-PBS�), ���� ����, .���)@& 

z$!�& �� �)6��).%6 (�� ���8 ��� c�F& ���*

<�P4), ���?4� �� .�L�� -��+L �� (�%+� ��� ��

 �� <�P4 �� -��� �� �), ���?4� c�F& �� ��U

 ��)>&9$!�& �6�"6 ���* *�* �� � )���5 ���5����

`"# �6�5�)#), ���' .���)@&9$!�& c�F& ���*

)#�� E����� ��� (��)9)U�� (<�P4 ����

), ���?4� .�6�"6 �!U�4 �� (�� � Y�� ���k�L��

�6�"6 � q�>!
 �� m7 �!U�4 �� (�)� �� )	� ���w

�?��4 �� � ��.
 �L��dfh� ), ���� Y�>�6� �#��

efTCID��6�"6��K �� �� ���)6� -�&?"�), ���5 

)0w.(�6�"6 (�%+� E���
 ��	g� ���5CPE ��

<�P4 ���	& �� ��0+=9+=:+�k+)���5 �HI.

	2��� ��

-�!� �� l���& i���6����� ���� ���BK Y�)# ��

 ���",0�� $��	g� ��9e/f<��^ �� �� �����

 �� �,W5 �� )	� ��=��� �), ���� -��6 ���� ��#�

 
7 Calcium Magnesium Free - Phosphate Buffered Saline  
8 %50 Tissue Culture Infectious Dose 

��� 3��?6�7 ��� �� � ����� ��.^ � ���� �� ��

��)	
 ehk0f ��� �)��� �����.

6���;:	2!�� ) \C. � ZY�(��BK

I��J 4�5��(��7 

)&< ��� 9e/f����� 

80% ��� 90����� 

8�� ��� 9k����� 

8����� ��� ez����� 

8���3�� ��� zw ����� 

8��$ 7 ��� w9����� 

8����0X ��� 0f9����� 

8��$%�� ��� 104-5����� 

4��0X � �� 1 ��� 
 �� �� $6�!N �,����

�)++N ��W]
 ��Z VW8 

-�"���K $& �)���& Y�)# �� �N��,=�����

 ��Z VW8  �� �� $6�!N �,���� (��.^ � ����

��W]
 �� -' �� EU�8 i���6 �N ), (�@6� �)++N 

EJ, 0$& �)����,.

i�#;:����/ 	�^c. 	�O (�� 	2���) \�. I��/ 

-�&� �� <� n�
 m�!C"�� m7�� ����� ���L

Y�!� �� q�>!
� ����& ��� -�!��), efTCID=

w/0fd � )���5 �H��F&MOI ��� �� �), �������

 ��� �� ����� ���
 G�)A $������ ���� t�>F


�����O�4 ��� )BK-C �BK-O ( �� �����9/f

&), �H��F .-�"�����K E�, ��9$& �)���& ��,

 ����� ���
<� n�
 m�!C"�� m7�� ��:9
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)2J�S��< ��3��9-
 I3��C9� �� L�. I��J K� "1����3 �BK ��)13)1PIV-3 �HSV-1 /=;

$& ��� u�� �� $��� �6��L �� )	� �L�� � )�� 

$*�!� ���\
 ��I' -' �A�	�&)CPE (Y�!� �� ��

$& �)���&��,.

i�#=:"L��7 ��)U. ��rM)CPE (6��7 �� �3 "#�% ��

 ��)�� ) \C. 7 Q�)�K� P . QC�R9 

���", ����"60���
 G�)A ����>& ���L $������ �

�����)�*�
 m�!C"�� m7�� �������� �� �), ���

BK-C �BK-O �), ��T $6�&� EU��4 �� 

)�L�� q�>!
 �� )	� �!�\& ��� ($& -��6 �� )��

)����"60.(

�3��9%;:P . QC�R9 7 Q�)� ��)�� ) \C. +��b 	���,


K� 	2!�� �� (�� BK-O  �BK-C .) \C. 	 L�3 +�'�7 ��

��)�� g,� i1�b ��J g -
 �� ����
 ��# s ,�. (��

 �'�7 �3 :��2�� I�3� I��%;nk�-
 ���� 	J �Z1 	1 

)eclipse period("
 4�9. ��)�� ��# ��3� ���� (��

"
 g -
 �%�# .	2!�� i
�J ��)U. �. �%�� T�3 g7�. ��

��)�� 3�3 �� ��3� 	
)"7 �'�7 �'�7 ��0X� �#�. 4���

�%�&' �3�Z1 ("
 "� "L�$% ) 7 �3��9% IM �3 Q� ���J.

�L��� q�>!
 �� EHA �� n�
 �?6Z��6'���7 ����� ��

Y�!� V)� ���efTCID z/0fd � ), �H��F&

MOI ��� �� ����� ���
 G�)A $������ ����

����� ���BK-C �BK-O ��,�� �S6 �� �� 0fz 

�����$!�& �� ��� �� �� ��� ����� ���*k�H��F&

,�).

����� ���L ���7 ���'�� �), )�*�
 �?6Z��6

����� ���BK-C �BK-O ��T $6�&� EU��4 ��

 ���", ����"6 �� �L�� �� �),9�), ���� -��6

��� )����"69.(

�3��9%=:3��� ��)�� ) \C. +��b 	���,
M. 3$%O�&% P 

	2!�� �� 	7 (�� BK-O �BK-C . �����
 	J ��[%�9�

"
 ��)�� g,� ) \C. 	 L�3 +�'�7 �� ��# ��# s ,�. (��

 �3 ��5%M :��2�� I�3� I��% i1�b ��J g -
 �� ����


 �'�7;nk�-
 ���� 	J �Z1 	1 )eclipse period(4�9.

��)�� ��# "
 �%�# "
 g -
 ��3� ���� (��.

U. �. �%�� T�3	2!�� i
�J ��) ��)�� g7�. �� 	
3�3 ��

 ��3�)"7 �'�7 4��� ("L�$% ) 7 �3��9% IM �3 Q� 	J

"
 "� ��J.

q� R��.����J:���", �������"6:�k��
�
 ��

����� (���&��� ��)	
 ���BK -�!� �� EHA �� ����

-�!� �� )	� �$& -��6 (�� D���7 �� ����)�� 

)����"6������", :�k(

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

== /���9# 8���3�� 6�7 ���� ��;/���)0#;>AA 

�3��9%>:	2!�� P��.����J (��BK(��7 I��J �3 iVb.

�3��9%G:	2!�� P��.����J (��BK�3 �Z1 4�7 l�7�� ��

(��7 I��J 

$& �)���& �N��r6�"�Y�!� ��,-�!N ��� �),

Y�!� �� �H�6 ���+%"� $C��
����N ��%*� ���

$& -��6 ����&)+��.

t-1 

$5��� ����� ����)& ��� (�)���&�6(=G�HI ��,�)6

-' �� $���6D�����):�0w.(����� ��� ��K �� ���

���
 � ),� (��)& $&)+��� �� $L��6� �@��6 �� �

�����$& ��#�� ��� �� �%"��6 ���)�' .�� �#�
 ��

����� �
 ��� (�Z $6�%"��6 ��� ��� �� $6���� ���

�������� �	*�r& ���� � )�*�
 �� �������� ���& �

���5 ���A .-�!� ��� ��� ����� ����$& �)�&�6 ����,.

����� -��� -�!� ���� t�>F
 ��� �� ���BK ��Z

��W]
� �)++� �), ��4�5 ��� .����� �� ��Z ��� ���

��X �), Y�	4Vero $	�HK c���, �� �� ), ��.


���N����� �
 )6���A�� $*�!� ),� ������N�4 � �� 

�!"#PDGF�,β�TGFαa� �� =)+N )�*�
 ��

�Z�"�8� -�!� ),� � Y�[
� �� M>6 $*�!� )�)# ���

&b$& ���� �I )+��"6)99h0~(.

����� ���& ��BK��
����� ��%6��& =�), ��.
 ���

 Y�.@& D���7 ��)����ef$&���&��� }P7 (:/ke

�� ����� ���	& V��F6� ��z/9�@��6 �� �� ��� �+&��2n 

�� �����kfhe:��� ��)&' .(�� D���7 n��
�����

����� ���BK ����^�� ���	& V��F6� �), -�!�

����� ��� �� �H�6 $& -��6 ��� ����& ��� ���-

-' ��%6��& �� ���K:/k:����� -' ���	& V��F6� �

��0/0)kdhk9=2n(��� .-�"� �)���& �� ��K

$& 	& V��F6� ��)>& ��,-�!� �� m7 ��� ��"� ����

�), $& ������+� =��� ����� �� �� �4�5 �@��6 -��


-�!� �� m7 ���	& V��F6� ��)>& �� -), ����

����� �� �D�*����� ��F* �� ������ $��)�� ��

)&' )���� ��#��.

o���� �� �� ����� ��J
 �N ��� -��6 �g�8 �	*�r&

-�!� � ����&��� ��W7 -��&� �), VP���� �

$+	& m7�� ����� ��J
 �� EU�8 ���L ��� ����

����� ��� �� <� n�
 m�!C"��)�6 �)���& ��.��

��� �� �� n�
 �?6Z��6'���7 ����� ���L $����

����� �
 ����� ���L ��kf�)+��?4� )6�� �L�� �� ��

$& -��6)��=�L�� �� �&�kf�
ez���L q�>!
 �� )	�

�6 ��������H ��� ���I .����"6 �� �#�
 ��9���

$& l�H+��� �6�5 ����� ��U -�&� �� �N ��,

����� qr� �� ���6��
 ���"N �?6Z��6'���7 ���BK-O 

9 Platelet-Derived Growth Factor 
10 Transforming growth factor alpha 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

)2J�S��< ��3��9-
 I3��C9� �� L�. I��J K� "1����3 �BK ��)13)1PIV-3 �HSV-1 /=>

�� �N ��� �?�^ -' VP��� ��� � )��� Y�[
�

����� ���BK-C ���� �� ��� .-��6 ��+y"�

$& ����� �� �N )�� ���BK-O �� ������ ���L

����� �� �H�6 ����� ���BK-C �)&' ��� �� 

��� .����� ���L ��� VP��� n�
 �?6Z��6'���7 ���

�� �), )�*�
 ��BK-C  �BK-O -�&�' ���+��


��� ����+	& .�� ���� ��)	
 �� ����� Y�[
� 3X� $!L

����� ���BK-C �� n�
 �?6Z��6'���7 ����� ���L 

�� ��"� ��� ��� ��BK-O $&$& �S6 �� �W* =),�� -

-�!� $K �� Y�!� )�� ���� ��� �� �� $
��U ����

-�!� Y�!� �� ����� ���L �4� �� �@+& �� �),

��� �)���5.

%3���b � )C�."

��N� ��A' s�+# �� �!��� ��)� �� $�&)� &b���

� ��N�� (��
 ��F* �� ���� ����xY�!� ��&BK 

�J�
 �$& $6���)A��,.

References: __________________________________________________________ 

1. Freshney RI. Culture of Animal Cells. New 
York: Willey-Liss, 1994, 161-74. 

2. Morgan SJ, Darling CD. Animal cell culture. 
London: Bios Scientific Publishers, 1993, 79-91. 

3. Cann A. Virus Culture: A Practical 
Approach. New York: IRL-Press, 1999, 1-31. 

4. Davis JM. Basic cell culture: A Practical 
Approach. New York: IRL-Press, 1994, 233-41. 

5. Paul J. Cell and tissue culture. London: 
Churchil-Livingstone, 1975, 354-85. 

6. Isenberg HD. Clinical Microbiology 
Procedures Handbook. vol 2. USA: ASM 
Press, 1990, 1-5. 

7. Grigoreiv VG, Grigorieva T, Moerman EJ, et 
al. Senescent Fibroblast as Feeder cells for 
lymphoid cell cloning. Anal Biochem 1995; 
236:250-4. 

8. Butche RN, McCullough KC, Bryand J. 
Mitomycin C- Treated 3T3/B (3T3/A31) cell 
feeder layers in hybridoma technology. J 
Immunol Methods 1988; 107:245-51. 

9. Coller HA, Coller BS. Poisson statical 
Analysis of repetitive subcloning by the 
limiting dilution technique as a way of 
assessing hybridoma monoclonality. Methods 
Enzymol 1986; 121: 412-7. 

10. Martin G, Evans MJ. Differentiation of 
clonal lines of Teratocarcinoma cells: 
Formation of embryoid bodies In Vitro. Proc 
Natl Acad Sci 1975;  72: 1441-5. 

11. Sabatini LM, Allen-Hoffmann BL, Warner 
TF, et al. Serial cultivation of epithelial cells 
from human and macaque salivary glands. In 
Vitro Cell Dev Biol 1991;27A: 939-48. 
12. Worten RG, Duff C. Karyotyping. Methods 

Enzymol 1979; 58: 322-8. 
13. Saha SN. Studies on morphology karyology 

and growth pattern of PK-15 cell line. Indian 

Vet J 1987:447-51. 
14. Saha SN, Rao BU. Comparative studies on 

two cell lines of IB-RS-2. Indian Vet J 1984; 
61:817-20. 

15. Saha SN, Sen AK. Studies selection of 
suitable cell system for adaptation, titration 
and plaque assay of Foot and Mouth Disease 
Virus Type A. Indian Vet J 1987; 64:541-5. 

16. Schramayr S, Caporossi D, Mal I., et al. 
Chromosomal Damage Induced by Human 
Adenovirus type 12 requires expression of the 
E1B 55-Kilodalton Viral protein. J Virol 
1990; 64:2090-5. 

17. Specter S, Hodinka RL, Young SA. Clinical 
Virology Manual. Washington DC: ASM 
Press; 2000. 

18. Bosque P, Prusiner S. Culture cell sublines 
highly susceptibles to prion infection. J Virol 
2000; 74:4377-86. 

19. Richmon Virginia, Coculture cells that 
express LIF enhance mouse blastocyst in 
vitro. J Assist Reprod Genet 1995; 12:153-6. 

20. Aline P, Taupin J, Mayer G, et al. Human 
interleukin for DA cells of leukemia 
inhibitory factor is released by Vero cells in 
human embryo coculture. Fertil Steril 1991; 
62:648-50. 

21. Carngier JA, Morgan JJ, Mc Diarmid N, et 
al. Influence of protein supplements on the 
secretion of leukemia inhibitory mitomycin-
pretreated vero cells: possible application to 
the in vitro production of bovine blastocyts 
with high cryotolerance. J Reprod Fertil 1999; 
117: 41-8. 

22. Jian-Loung H, Yu H, Yieh-loong T, et al. 
Cytokines and growth factors secreted by vero 
cells destined for embryo cocultures. Tzu Chi 
Med J 1998; 10:175-80. 

www.SID.ir


