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جاي سرم جنين ه بررسي امكان استفاده از سرم گاو،گوسفند و موش ب
  در كشت انگل ليشمانيا ماژور)FCS(گوساله
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  چكيده
و لزوم استفاده از سرم جنين  با توجه به شيوع بيماري ليشمانيوز و نظر به اهميت كشت انگل در تحقيقات مربوط به انگل ليشمانيا : :سابقه و هدف

در محيط كشت و نيز باتوجه به وجود مشكلاتي از قبيل قيمت بالا و احتمال آلودگي هاي ويروسي و نيز اينكه امكان تهيه اين محصول  )FCS( گاوي
ان استفاده از سرم گاو ،سرم گوسفند و سرم فعلا در كشور ما مشكل بوده و واردات اينگونه مواد نيز خالي از اشكال نمي باشد، لذا در مطالعه حاضر امك

 . در محيط كشت به عنوان مكمل مورد بررسي و مقايسه قرار گرفتFCS  و امكان جايگزيني آن با   L.majerموش در كشت انگل 

 شامل ترتيبه فلاسك ب 5انگل ليشمانيا ازموسسه واكسن و سرم سازي رازي تهيه و در . تحقيق به روش تجربي انجام گرفت :بررسي روش
 DMEMسرم گاو، فلاسك حاوي محيط %  10و DMEMسرم جنين گوساله، فلاسك حاوي محيط % 10و DMEMفلاسك حاوي محيط 

ميليون 1به تنهايي، تعداد  DMEMسرم موش و فلاسك حاوي محيط %10و  DMEMفلاسك حاوي محيط  ،سرم گوسفند% 10و
  .ها شمارش و با يكديگر مقايسه شدندتعداد انگل  24و 21، 11، 9، 7، 4، 2در روزهاي   سپس.  پروماستيگوت ليشمانيا ماژور اضافه گرديد

همچنين . سرم موش نسبت به ساير محيط ها بيشتر بود%  10پس از كشت در محيط حاوي  4و  2رشد انگل در روز هاي  :هايافته
انگل ليشمانيا ماژور وجود داشت، در حالي كه در ساير  پس از كشت امكان زنده ماندن 24سرم گوسفند تا روز % 10محيط حاوي  در

  .انگلي وجود نداشت 24ها در روز فلاسك
ها مورد نظر باشد، محيط حاوي سرم موش بهتر از سايرمحيط 7رسد كه اگر تعداد انگل براي روزهاي كمتر از به نظر مي :گيرينتيجه

انجام  ضمندر . تر استها مناسبحاوي سرم گوسفند نسبت به ساير محيط است، اما اگر تداوم و بقاي انگل مورد نظر باشد محيط
  . شودتحقيقات بيشتر توصيه مي

   .سرم موش، سرم گوسفند، سرم جنين گوساله، كشت ليشمانيا :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هاي زئونوز انگلي است كه توسـط تـك   ليشمانيوز يكي از بيماري

 ،در حـال حاضـر  ). 1- 5(گـردد  اد مياي به نام ليشمانيا ايجياخته
                                                 

   حسين رضوان، لي سينا، دانشكده پيرادامپزشكيهمدان، دانشگاه بوع: مسئولنويسنده آدرس 
)e-mail: hrezvan@gmail.com(   

  17/7/1392: تاريخ دريافت مقاله
  22/4/1393 :تاريخ پذيرش مقاله

بيمـاري   6سازمان جهاني بهداشت بيماري ليشمانيوز را در رديف 
). 6- 8( مهم انگلي مناطق گرمسـيري دنيـا معرفـي نمـوده اسـت     

ليشمانيا يك انگل داخل سلولي اجباري از خانواده تريپانوزوماتيده 
  مرحلـه   ؛كـه در سـيكل زنـدگي آن دو مرحلـه وجـود دارد     است 
دار ياپروماستيگوت كه در محيط كشت و درون بـدن پشـه   تاژك

وجود دارد و مرحله بدون تاژك ) به عنوان ناقل بيولوژيكي(خاكي 
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هاي بيگانه خوار يا اماستيگوت كه در بدن مهره داران درون سلول
  ).9- 11(شود اي يافت ميتك هسته

نگل از ملزومات اوليه جهت انجام تحقيقات ليشمانيا، كشت انبوه ا
- امر شامل محيطهاي مورد استفاده جهت اين باشد كه محيطمي

تـرين  مـاده   و متداول) 11(است هاي مايع هاي دوفازي و محيط
مغذي مصرفي جهت كشـت انگـل و تحريـك تقسـيم سـلول در      

بخشـي از باقيمانـده    FCS ).10(اسـت   FCS ،هـاي مـايع  محيط
رايند تبـديل  پروتئين پلاسماي خون پس از انعقاد است كه طي ف

دسـت  ه ب  فيبرينوژن به فيبرين از خون جنين گاوهاي كشتارگاه
اين ماده به طور گسترده به عنوان ماده مكمـل   .)12،13(آيد مي

هــاي يوكــاريوتي از جملــه انگــل در كشــت آزمايشــگاهي ســلول
ويژگي مهم سرم جنين گاوي، داشتن سطح  .ليشمانيا كاربرد دارد

باشد كـه  بودن بيشتر فاكتورهاي رشد ميپايين آنتي بادي و دارا 
هاي مختلـف ضـروري نمـوده    استفاده از آن را براي كشت سلول

اين ماده معمولا توسط شـركت هـاي تجـاري در     .)12،13(است 
 ـ ،رسـد فروش مـي ه سطح بسيار گسترده تهيه و ب كـه   طـوري ه ب
 ليتـر در سرتاسـر   700000،  2008فروش اين محصول در سال 

  ).12،13(ه شده است دنيا تخمين زد
هـاي مطـرح در توليـد سـرم جنـين      با توجه به وجود محدوديت

گوساله و مشكلات در واردات و قيمت بالاي اين محصـول و نيـز   
احتمال آلودگي هاي ويروسي آن ضرورت اسـتفاده از يـك مـاده    

 گـردد احسـاس مـي   FCSجايگزين يـا كـاهش دهنـده مصـرف     
اوي انواع مختلفي از مـواد  كه سرم ح يياز آنجا). 10،11،14،15(

هـا و سـاير مـواد    ويتـامين  ها ، فاكتورهاي رشـد، از قبيل هورمون
تر ومقرون بـه  آسان FCSباشد و تهيه آن در مقايسه با مغذي مي

در مطالعه حاضر امكان استفاده از سرم گوسفند،  .باشدمي ترصرفه
و   L.majerهاي سرم گاو و سرم موش براي كشت پروماستيگوت

بـه عنـوان    DMEMدر محيط  FCSامكان جايگزيني اين مواد با 
   . مقايسه قرار گرفت مكمل مناسب مورد بررسي و

  
  مواد و روشها

انگل ليشـمانيا مـاژور از    .تحقيق به روش تجربي انجام پذيرفت
بخش تك ياخته شناسي، موسسه واكسن و سـرم سـازي رازي   

  .كرج تهيه گرديد
م پزشـكي همـدان تهيـه و در    از دانشگاه علو BALB/Cموش 

بخش حيوانات آزمايشگاهي دانشكده پيرادامپزشـكي دانشـگاه   
ــات     ــرورش حيوان ــتانداردهاي پ ــا اس ــابق ب ــينا مط ــوعلي س ب

  . آزمايشگاهي رشد و پرورش داده شد

 ـ مـوش  گيري، هر يـك از ابتدا به منظور خون وسـيله  ه هـا را ب
وسيله ه باستنشاق دي اتيل اتر بيهوش و به پشت خوابانيده و 

ضمن ايجاد مكش درجه  30سرنگ از ناحيه زير جناق با زاويه 
. ميلي ليتر خون از قلب آن ها اخذ گرديـد  1حدود در سرنگ، 

 10دور در دقيقه به مدت  3000نمونه خون اخذ شده در دور 
 20 دقيقه سانتريفيوژ شده و سرم آن جدا و در فريـزر  منفـي  

قبـل از  . نگـه داري گرديـد  درجه سانتي گراد تا زمان استفاده 
 ميكـرون اسـتريل شـده و    22/0استفاده، سرم به وسيله فيلتر 

دقيقـه در   60جهت غير فعال شدن اجزائ كمپلمان  به مدت 
 . درجه سانتي گراد قرار گرفت  60بن ماري 

هـاي  گيـري از دام با خون ،هاي  گاو و گوسفندبراي نمونه سرم
ان تهيه و در لوله آزمـايش  آماده براي كشتار در كشتارگاه همد

اســتريل  بــه آزمايشــگاه تحقيقــاتي دانشــكده پيرادامپزشــكي 
دور بـه   3000هاي اخذ شده در دور نمونه خون. منتقل گرديد

دقيقه سانتريفيوژ شده و سرم آنها استخراج و در فريزر  4مدت 
  .تا زمان استفاده نگه داري گرديد 20منفي 

ميكـرون   22/0به وسيله فيلتر  هاي سرمقبل از استفاده، نمونه
استريل شده و جهت غير فعال شدن اجزا كمپلمان، بـه مـدت   

  .درجه سانتي گراد قرار گرفت 60دقيقه در بن ماري  60
پروماسـتيگوت هـاي ليشـمانيا     ،تهيه و آماده سازي انگلبراي 

) DMEM)Bio Idea Group ميجـر  ابتـدا در محـيط كشـت     
كمپلمـان آن   قـبلا    كه) FCS )Bio Idea Group% 10حاوي 

 Bio Idea( پنـي سـيلين  Iu⁄ml 100غير فعال گرديـده بـود و   

Group (و  µg100   اسـترپتو مايسـين )Bio Idea Group(  در
 ـ درجه سانتي گراد 25 دماي  .صـورت انبـوه كشـت گرديـد    ه ب

هايي كـه در  با استفاده از لام نئوبار تعداد پروماستيگوتسپس 
ابت رشد رسـيدند، شـمارش و   به فاز ث DMEM محيط كشت 

فلاسك به صـورت   5سلول جدا گرديد و به  ml106×1 / تعداد
  :زير اضافه گرديد

پنـي سـيلين و   Iu⁄ml 100و    DMEMفلاسك حاوي محـيط  
µg 100  فلاسـك  ، سرم جنين گوسـاله % 10استرپتومايسين و

 µg 100پني سـيلين  و   Iu⁄ml100 و  DMEM حاوي محيط
ــاو% 10استرپتومايســين و   فلاســك حــاوي محــيط ، ســرم گ

DMEM  و Iu⁄ml 100 ــيلين  و ــي ســــ  µg 100 پنــــ
 فلاسـك حـاوي محـيط   ، سرم گوسفند% 10استرپتومايسين و 

DMEM  وIu⁄ml100  ــيلين  و ــي ســــــ  µg  100 پنــــــ
فلاسـك حـاوي محــيط   ، سـرم مـوش  % 10استرپتومايسـين و  

DMEM  وIu⁄ml100 و  پني سيلينµg 100 استرپتومايسين. 

نگهداري  درجه سانتي گراد 25در دماي   هاسپس همه كشت
 . قرار داده شد
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روز تعداد انگل در هر يك از  24و  21، 11، 9، 7، 4، 2پس از 
ها به طور جداگانه بـا اسـتفاده از لام نئوبـار شـمارش و     كشت
   .دست آمده با يكديگر مقايسه شدنده نتايج ب

  
  هايافته

در فاز ثابت انگل  ميليون پروماستيگوت 1در اين مطالعه تعداد 
%  10حاوي به ترتيـب   DMEMليشمانيا ماژور در محيط هاي

FCS ،10  % ،و  سـرم گوسـفند  % 10سرم گاو، % 10سرم موش
DMEM به تنهايي كشت گرديد. 

پـس از   24و 21، 11، 9، 7، 4، 2هـا  در روزهـاي   تعداد انگـل 
هاي حاوي مواد مغذي متفاوت شـمارش  كشت انگل در محيط

هـا در  ميزان افـزايش تعـداد انگـل   . ر مقايسه گرديدو با يكديگ
  .  اندبا يكديگر مقايسه گرديده 1نمودار 

  

  
حـاوي   DMEMميليون پروماستيگوت انگل در محيط  1تعداد . 1نمودار 

سـرم مـوش و   %10سرم گوسفند،  %10سرم گاو،FCS ،10%%10به ترتيب 
DMEM     انگـل در   به تنهايي كشت داده شـد و توسـط لام نئوبـار تعـداد

و  21، 11، 9، 7، 4، 2ها به صورت مجزا از هم در روزهـاي  هريك از محيط
  .بعد از كشت شمارش و با يكديگر مقايسه گرديد 24

  
  بحث

 4و  2كه رشد انگل در روزهاي  نتايج مطالعه حاضر نشان داد 
سرم موش نسبت به ساير %  10پس از كشت در محيط حاوي 

نيـز محـيط    24ر بقاي انگل تا روز محيط ها بيشتر بود و از نظ
 .  سرم گوسفند بهترين محيط بوده است%  10حاوي 

هـاي خـاص در توليـد    در سال هاي اخير باتوجه به محدوديت
در FCS  سرم جنين گوساله، مطالعات زيادي جهت جـايگزيني 

 ،1957در سال  .ها باساير مواد صورت گرفته استكشت سلول
 ـ دون اسـتفاده از سـرم حيـواني    يك محيط كاملا شيميايي و ب

هاي ليشمانيا تارنتولا در آن ساخته شد، اما فقط پروماستيگوت
انـد كـه   همچنين مطالعات ديگر نشـان داده ). 10(كشت يافت 

برابر سرعت  10تواند تا ادرار انساني مي% 5محيط غني شده با 
از . )16(هاي انگل ليشمانيا را افزايش دهد رشد پروماستيگوت

يگر ساير مطالعات نشان داده است كـه سـرم حيوانـات    طرف د
ها، عوامل مختلف حاوي انواع گوناگوني از مواد از قبيل هورمون

). 17(ها و مواد مغـذي ديگـر اسـت    ها، پرونئينرشد، ويتامين
نشان داد كه رشـد   1390مطالعات نصيري و همكاران در سال 

 RPMI1640هاي انگل ليشمانيا ماژور در محيط پروماستيگوت
 FCS% 10سرم مرغ و محيط غني شـده بـا   % 10غني شده با 

زرده تخم مرغ، عصاره پلاكتـي انسـان،   ). 18(تقريبا برابر است 
سرم انسان، پلاسماي انسان، مايع داخل چشم گاو، سرم موش 

و سرم اسب از جمله  موادي هستند كه تا بـه  ) رات (صحرايي 
   .)19-24 ،15( مقايسه شده اند FCSحال با 

در اين مطالعه نيز استفاده از سرم موش، سرم گوسفند و سـرم  
در كشـت انگـل ليشـمانيا مـاژور      FCSگاو به عنوان جايگزين 

 3-2نتايج حاصل، يك رشد . مورد بررسي و مقايسه قرار گرفت
سرم موش سـوري در  % 10برابري انگل در محيط غني شده با 

به محيط حـاوي   نسبت) 1نمودار (روزهاي اوليه پس از كشت 
10 %FCS ـرا نشان داده و ثابت نمود كه اين سرم مي  ه تواند ب

هاي كشت عنوان غني كننده، در صورت اضافه شدن به محيط
البتـه  . پايه ، محيط مناسـبي بـراي رشـد انگـل فـراهم نمايـد      

تحقيقات صورت گرفتـه در زمينـه تركيبـات شـيميايي سـرم      
وكز و كلسترول در دهد كه سطح گلحيوانات مختلف نشان مي

). 25-28(سرم موش نسبت به سرم گاو وگوسفند بالاتر اسـت  
همچنين سطح بعضي مواد معدني نظير پتاسيم و فسفر نيز در 
سرم موش نسبت به سرم گاو و گوسفند در سطح بالاتري قرار 

  ). 25،26،28(دارند 
با توجه به اين مطلب و  نيز نتايج بدست آمده در اين مطالعـه  

تواند رسد بالا بودن سطح اين مواد در سرم موش مير ميبه نظ
  . محرك رشد سريع انگل در محيط غني شده با اين سرم باشد

همچنين نتايج اين مطالعه نشان داد سرم گوسفند داراي شيب 
ها بوده و باعث طولاني شدن كمتر تكثير نسبت به ساير محيط

دد، لـذا  گـر مرحله ثبات و كاهش شيب مرحله مرگ انگل مـي 
مطالعات . قابليت خوبي براي نگه داري طولاني مدت انگل دارد

صورت گرفته نشان داده است كـه سـطح كلسـترول در سـرم     
تر بوده و از نظـر سـاير مـواد    گوسفند نسبت به سرم گاو پايين

  ).25-28(باشد پتاسيم تقريبا برابر مي و نظير گلوكز، سديم
زمينـه نشـان داده   همچنين تحقيقات صـورت گرفتـه در ايـن    

است كه كلسترول نقش حيـاتي در عملكـرد سـلول ليشـمانيا     
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دونوواني داشته و كاهش آن موجب كاهش عفونت زايي انگـل  
  ).29( شودمي

اين مطالعه و سـاير تحقيقـات    با توجه به نتايج بدست آمده از
صورت گرفته، پايين بودن سطح كلسـترول در سـرم گوسـفند    

عدم رشد مناسب انگل در محيط غنـي  تواند يكي از دلايل مي
البتـه مطالعـات نشـان داده كـه سـطح      . شده با اين ماده باشد

كلسترول و گلوكز در سرم گاو بيشتر از سرم گوسفند و كمتـر  
نتايج شمارش انگل در مطالعه ما ). 25،26( از سرم موش است

دهد كه رشد انگل در محيط حـاوي سـرم گـاو از    نيز نشان مي
تر و نسبت بـه محـيط حـاوي    م موش ضعيفمحيط حاوي سر

  .)1نمودار ( باشد سرم گوسفند بهتر مي
هـاي  در نهايت با توجه به تفـاوت ميـزان رشـد پروماسـتيگوت    

توان هاي مختلف ميليشمانيا ميجر در محيط مايع حاوي سرم
تري براي رشـد  نتيجه گرفت كه سرم موش، حاوي مواد مغذي

دسترسي راحت به مـوش سـوري    لذا با توجه به. باشدانگل مي

 ـ سرم اين حيوان مي در مراكز تحقيقاتي و دانشگاهي، ه توانـد ب
در . مورد استفاده قـرار گيـرد   خوبي جهت كشت انبوه ليشمانيا

  .شودنهايت انجام تحقيقات بيشتر در اين زمينه توصيه مي
  

  تشكر و قدرداني
بدين وسيله از جناب آقاي دكتـر زلفـي گـل رياسـت محتـرم      

از همكاري صميمانه مدير محتـرم دفتـر    نشگاه بوعلي سينا،دا
استعدادهاي درخشان دانشگاه بوعلي سينا جناب آقـاي دكتـر   
فيضي، رياست محترم دانشكده پيرادامپزشكي دانشگاه بـوعلي  
سينا جناب آقـاي دكتـر محمـدزاده  و سـركار خـانم اعظمـي       

شكي كارشناس محترم آزمايشگاه تحقيقاتي دانشكده پيرادامپز
، دانشگاه بوعلي سينا كه در اجراي اين طرح مارا ياري نمودنـد 

  .گرددتشكر و قدرداني مي
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