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برای اولین بار میزان حساسیت کشت سلولی اولیه از باله دمی ماهی سفید دریا ی خزر به  مطالعهدر این 

 ترین ماهی تجاری در جنوب این حوضه، به ویروس ویرمی بهاره کپورعنوان گونه بومی شاخص و نیز مهم

(SVCV،) ( عامل عفونی حاد، خونریزی دهنده و مسری به صورت درون آزمایشگاهیIn vitro مورد سنجش )

با استفاده از روش کشت بافت و سفید  از باله دمی بچه ماهیانکشت سلولی اولیه بدین منظور، . قرار گرفت

ویرمی بهاره کپور، ویروس پس از تکثیر آزمایشگاهی سویه استاندارد ویروس  .انجام شد با آنزیم تریپسینتیمار 

پس از پنج خانه حاوی تک لایه سلولی باله ماهی سفید  96های یتپلهای مختلف، در شش تکرار به در رقت
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کار گرفته شد. ایجاد آثار آسیب سلولی در کشت سلولی اولیه باله دمی ه تشخیص ماهیت ویروس ب برای

روی کشت سلولی باله  SVCVژن و نیز حضور آنتی EPCهمزمان با مشاهده این آثار تخریب سلول در رده 
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مقدمه

( Rutilus kutum) ماهی سفید دریای خزر

( نیز Caspian Kutumکه با نام کوتوم خزری )

 کپورماهیان متعلق به خانوادهشود، شناخته می

(Cyprinidae)  ترین ماهی تجاری مهمبوده و

ای که در به گونه ،در جنوب دریای خزر است

گزارش سالانه سازمان شیلات ایران ، رتبه اول 

ذخایر  بازسازیبرای  بچه ماهیتولید و رهاسازی 

Iranian Fisheries) کسب کرده استرا   

Organization, 2019) با توجه به گستردگی .

، در این منطقهکپورماهیان  خانواده شپراکن

درصد  60 بیش از خزر یایدر دیسف یماه

های در آبرا استخوانی  انماهی ترکیب صید

در واحد  دیص زانیم نیشتریب وشمال ایران 

 )عبدلی و دهدبه خود اختصاص میرا تلاش 

علاوه بر  .(Fazli et al., 2012؛ 1387نادری، 

 R. kutum این، طبق نتایج یک پایش بلند مدت

 16در طول صید  ای با بیشترین فراوانیگونه

به عنوان گونه شاخص در نیز و  پره سال صید

 Fazli) شودمیاکوسیستم دریای خزر شناخته 

and Parafkandeh Haghighy, 2016) . با

به دلیل عوامل متعددی شامل صید  ین وجود،ا

رویه، افزایش آلودگی دریا بویژه آلودگی بی

رداری بیش از حد از بو بهره یپلاستیکمیکرو

، ذخایر ماهی سفید دریاها و رسوبات ماسه

در سراسر محدوده بومی خود در جنوب  یخزر

با کاهش روزافزون و چشمگیری دریای خزر 

 ,.Emadi, 1979; Abadi et al) مواجه است

2021). 

علل  گریها، از دروسیو ژهیبو ،یعوامل عفون

 یماه یهاگونه انیدر م تیعمده کاهش جمع

ای با توجه به اهمیت تجاری و تغذیههستند. 

 تیاهمگونه ارزشمند ماهی سفید دریای خزر، 

از هر  شیگونه ب نیدر ا یروسیو تیساسدرک ح

 . شودیآشکار م یگریزمان د

 Spring) کپور هویرمی بهار ویروس

Viremia of Carp Virus: SVCV ) به عنوان

ای به نام ویرمی بهاره کپور، عامل بیماری کشنده

 خانوادهاز  Vesiculovirus سمتعلق به جن

Rhabdoviridae تمامی اعضای خانواده  .است

 Cyprinus carpio گونهبویژه کپورماهیان، 

های حساس و )کپور معمولی(، در شمار گونه

پذیر نسبت به ویروس ویرمی بهاره کپور آسیب

. علاوه بر این، (Ahne et al., 2002) قرار دارند

 هایمطالعات اخیر انجام شده توسط آزمایش

(، ماهی سفید دریای خزر را In vivoتنی )درون

این ویروس معرفی  به عنوان میزبانی جدید برای

 Ghasemi et al., 2014; Zamani) اندکرده

et al., 2014)ویرمی بیماری ،. به طور معمول 
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 گراد،سانتی درجه 20 زیر دمای در کپور بهاره

این گونه  میر و موجب مرگ بهار در فصل بویژه

ماهیان رو  در ظاهری میعلا .شودمی از ماهیان

 شامل شوندمی صید راحتی به که به مرگ

 رنگ هایآبشش پوست، در هاییخونریزی

 آماس و احتباس مایع در ناحیه شکمی پریده،

 بردارینمونه و کالبدشکافی که متعاقبا است

 آزمایشگاهی هایبررسی برای ماهی از بیشتر

 ;Petty et al., 2002)یابد ضرورت می دیگر

Ashraf et al., 2016). 

بافت، به عنوان ابزاری کارآمد  کشت سلول و

بویژه شناسی مطالعات زیستهای در انواع زمینه

گیرد که مورد استفاده قرار می شناسیدر ویروس

استفاده با توجه به پیشرفت تکنولوژی بر اهمیت 

 .شودمیروز افزوده از آنها روزبه

در این مهم عدم قربانی شدن تعداد زیادی 

 مطالعاتاز موجودات زنده، برخلاف آنچه که در 

و نیز ایجاد ارتباط  شودانجام می تنیدرون

واسطه میان علت و معمول )میزبان مستقیم و بی

عوامل  دیگر( و حذف مطالعهو ویروس در این 

ثیرگذار و برهم زننده احتمالی ات یفیزیولوژیک

از جمله مزایایی است که مکانسیم مورد نظر، 

های کشت را به استفاده از روش ژوهشگرانپ

 Gardell et) کندسلولی و بافتی ترغیب می

al., 2014). 

به همین ترتیب با توجه به اهمیت حفاظت 

های آبزی به عنوان ذخایر مهم زیستی و از گونه

های کشت سلول و اقتصادی، استفاده از روش

ماهیان  بویژههای آبزیان و بافت در انواع گونه

ای بومی و یا تحت خطر انقراض جایگاه ویژه

یابد. علاوه بر کاربرد این تکنیک در ارزیابی می

ثیرگذار بر فیزیولوژی ماهیان، در علم ات عوامل

 یاز کشت سلولشناسی ماهیان نیز ویروس

 یهاروسیو ریتکث یبرا ف آنمختل یهابافت

 یاشود. به گونهیاستفاده م یزا در ماهیماریب

 کیارائه  لیپتانس یشگاهیروش آزما نیکه ا

 یجداساز یرا براپژوهشگران مناسب به  ستمیس

حساسیت )زا عوامل بیماری ییکارا شیو آزما

 هایدیگر شاخص نیز ( وویروسی در این مطالعه

 یهاگونه یپروریآبز تیریمرتبط با مد یطیمح

. از این (Lakra et al., 2011)ست ا دارا یماه

مورد  یکشت سلول ییکارا یابیدر صورت ارز رو،

    ینیگزیتوان از آن به عنوان جایمطالعه، م

 رداستاندا یسلول یهارده یدر کشور برا یبوم

 Epithelioma Papulosum، همچون دیگر

Cyprini (EPC )تیمز نیهمچن. کرد استفاده 

نسبت به روش  یشگاهیروش درون آزما گرید

کنش تر برهمقیمطالعه دق تیقابل ،یتندرون

 قیدق زانیبه م یابیو دست زبانیو م روسیو
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از کشت  تریلیلیهر م در یعفون مقدارمتوسط 

 .است( mL/50TCID) بافت

، اولین تلاش اضرح که پژوهش با نظر به این

دریای خزر برای بررسی حساسیت ماهی سفید 

 به صورت کپور هویرمی بهاربه ویروس  نسبت

In vitro  بر روی کشت سلولی اولیه از باله دمی

امید است  ،این گونه ارزشمند دریای خزر است

 نتایج این مطالعه درک ما را از این موضوع

توسعه  ، درو به نوبه خود افزایش داده

 .دهد یاری پروری پایدارآبزی

 

 هاروش و مواد

 انیماه یهانمونه ینگهدار

دریای  سفید بچه ماهیقطعه  100تعداد 

 یبا میانگین وزن (Rutilus kutum)خزر 

 ذخایر تکثیر و بازسازی مرکز از گرم 005/0±2

 ، گیلان(رشت) انصاری شهید استخوانی ماهیان

 آزمایشگاه بهتهیه و  زندهبه صورت 

های پروری آبشناسی پژوهشکده آبزیویروس

به مدت شدند. بچه ماهیان  منتقلداخلی کشور 

گراد در درجه سانتی 20دمای  با روز در آب 20

ماهی در هر  10با تراکم دارای هواده  آکواریوم

( Adaptationبه منظور انطباق ) لیتر، 10

 14چرخه ثابت  دوره نوری در دند.شنگهداری 

. ساعت تاریکی حفظ شد 10 -ساعت روشنایی

بچه ماهیان روزانه با غذای تجاری همچنین 

تغذیه شده و ، فرانسه( BioMar) ماهی

، درصد آب 30ها روزانه با سیفون آکواریوم

برداری از ماهی برای نمونه. شدندمی پاکسازی

باله دمی بر اساس  از اولیهکشت سلولی تهیه 

های اخلاقی شناخته شده بین العمل دستور

 .(Volpato et al., 2007) دالمللی انجام ش

 

 سلولی اولیه  کشت 

در این مطالعه از کشت سلولی اولیه باله دمی 

سفید دریای خزر تا پنج پاساژ که در ماهی 

شناسی آبزیان پژوهشکده آزمایشگاه ویروس

تهیه شده بود،  های داخلی کشورپروری آبآبزی

بچه  .(Hadifar et al., 2019) دش استفاده

شدند.  هوشیب و یخ در محلول آب سرد ماهیان

 هم دما شده با محیط، عاتیبا ما یبعد مراحل

شست و شو و  زنمونه،یر هیانجام شد. قبل از ته

در چهار مرحله انجام  یسطح بدن ماه یضدعفون

 5وری ماهیان به ترتیب به مدت غوطهشد: 

 15درصد،  05/0 میسد تیپوکلریبا ه قهیدق

 15درصد و سپس به مدت  70در الکل  هیثان

 تیتکرار و در نها ذکر شده، در آب. مراحل هیثان

 به منظور زیر هود لامینار مرحله چهارم

 .انجام شددرصد  70با الکل  یضدعفون
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 کیو توسط  هجدا شد انیبچه ماه یباله دم

 1-2 یهازنمونهیر به صورت یجراح یچاقو

 در یباله دم یها. بافتدشخرد  یمتر مکعبیلیم

محلول  یحاو لیاستر یپترظرف  کی

برای شدند و  ینگهدار EDTA 1X -نیپسیتر

تاثیر بیشتر آنزیم و جداسازی مکانیکی به مدت 

قرار داده  یسیهمزن مغناطدقیقه بر روی  15

لیتر میلی 5 ن،یپسیشدن تر رفعالیغبرای  .شد

 L-15 (Leibovitz's L‐15 کشت طیمح

Medium)  ی گاو نیدرصد سرم جن 15همراه با

(FBSب )پتیاز پ ستفادهبا ا کیوتیبیدون آنت 

Conicalی )به داخل لوله مخروط لیاستر  

Tube) 15 سپس با  اضافه شد. لیتریمیلی

درجه  5 یدر دما قهیدور در دق 1100سرعت 

، 5810) وژیفیسانتر قهیدق 5گراد به مدت یسانت

Eppendorf )ییرو عیماس پ. سشد، آلمان 

 L-15کشت  طیمحلیتر میلی کیو  دشخارج 

معلق  تا دوباره اضافه شدبه دست آمده به پلت 

 یهادر فلاسک ،یسلول ونیسوسپانس د.وش

 5 یحاوی متر مربعیسانت 25 یکشت سلول

درصد  15همراه با  L-15 کشت طیمحلیتر میلی

د در حوا 50) کیوتیبیآنت، یگاو نیسرم جن

لیتر میلیر د کروگرمیم 5 و نیلیسیپن لیترمیلی

 B نیپسیآمفوتر( و ضدقارچ نیسیاسترپتوما

پس . قرار داده شد( لیترمیلیر د کروگرمیم 5/2)

قطعات بافت به سطح فلاسک  از مدتی

درجه  28 یها در دما. فلاسکچسبیدند

ساعت انکوبه شدند.  24گراد به مدت یسانت

قرار گرفتند و  یروزانه مورد بررسها فلاسک

ساعت  48 یدر فاصله زمانکشت  طیحاز م یمین

 شد.می ضیتعو

 

 EPCتیره سلولی  نگهداری و تکثیر

 EPCدر این مطالعه از رده سلولی 

(Epithelioma Papulosum Cyprini) تیره ،

سلولی پیشنهادی سازمان جهانی بهداشت 

به منظور تکثیر و تیتراسیون ویروس  جانوران

که یک استفاده شد ( SVCV) ویرمی بهاره کپور

تیره سلولی اپیتلیالی است و از آزمایشگاه مرجع 

شناسی آبزیان اتحادیه اروپا واقع در ویروس

            دانمارک تهیه شد. به منظور تهیه کشت

متر سانتی 25ی هافلاسکسلولی تک لایه، از 

از  هاسلولاستفاده شد. پس از انتقال مربعی 

               جدیدهای فلاسکقدیمی به های فلاسک

             محیط آماده شده و یلیترمیلی 20-15

 نیدرصد سرم جن 10همراه با  EMEMاستریل 

لیتر د در میلیحوا 50) کیوتیبیآنت و یگاو

 تریلیلیر مد کروگرمیم 5و  نیلیسیپن

به  به همراه آب دیونیزه (نیسیاسترپتوما

تر در افزوده شد )این رده سلولی پیشها فلاسک
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تر و به محیط ارزان L-15آزمایشگاه از محیط 

آداپته )منطبق( شده  EMEMتر در دسترس

همانند آنچه که برای دیگر بود(.  مواد مصرفی 

های باله دمی ماهی سفید ذکر شد، کشت سلول

ساعت  24به مدت ها فلاسکد. سپس شاستفاده 

در انکوباتور گراد درجه سانتی 28 در دمای

پس از این مدت رشد  .دشگذاری ادار گرمیخچال

  و تشکیل تک لایه، زیر میکروسکوپ هاسلول

، Inverted Microscope ،TS100 ) معکوس

Nikonقرار گرفت. پسمورد بررسی ن( پ، ژا        

          ،هاسلولاز کسب اطمینان از رشد مناسب 

گراد درجه سانتی 15 در دمایها فلاسکهمه 

 دند.شنگهداری 

 

 تکثیر آزمایشگاهی ویروس

در این مطالعه از سویه استاندارد ویروس 

با شماره  70/56ویرمی بهاره کپور، سویه شماره 

 ,.1/37505Z (Stone et al(30Sثبت ژن )

های یماریب( که از آزمایشگاه مرجع 2003

ماهیان اتحادیه اروپا واقع در کشور دانمارک 

د. به منظور تکثیر ویروس، شتهیه شد، استفاده 

پس از ذوب کردن ویال حاوی نمونه لیوفیلیزه 

SVCV  با استفاده از آب مقطر استریل، محلول

ی سرنگر فیلترهای س ازآماده ویروسی با استفاده 

 5/1-2فیلتر شد و به میزان میکرومتری  45/0

د ی رشهاسلولحاوی های فلاسکبه لیتر میلی

در ها فلاسکد. تمامی شاضافه  EPCیافته 

و  ندگذاری شداگرمگراد درجه سانتی 15 دمای

مشاهده آثار آسیب  برایبه مدت هفت روز 

 سلولی مورد بررسی قرار گرفتند.

 

 تلقیح ویروس 

 96کشت سلولی  یتپلسازی آماده برای

و باله  EPCی هاسلولسازی آمادهخانه، پس از 

، محیط متر مربعیسانتی 25های فلاسکدر 

با استفاده از ها فلاسککشت موجود در 

د. شهای استریل یکبار مصرف خارج پیپت

به  EDTAتریپسین حاوی لیتر میلی 5 سپس

از کف فلاسک، به هر  هاسلولمنظور جداسازی 

فلاسک اضافه شد و پس از چند دقیقه تریپسین 

د. در مرحله شخارج ها فلاسکاز  EDTAحاوی 

 EMEMمحیط کشت لیتر میلیبعد حدود 

افزوده شد. پس ها فلاسکحاوی بافر تریس به 

از چندین بار مخلوط کردن محیط کشت با 

به ها فلاسکبه کمک پیپت، محتوی  هاسلول

به هر یک از . خانه انتقال یافت 96 یتپل

میکرولیتر  150 خانه 96های یتپلی هاخانه

افزوده شد.  EPCی هاسلولمحیط کشت حاوی 

پس از بستن درب، در یک محفظه مرطوب یت پل

گراد درجه سانتی 28 قرار داده شد و در دمای
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گذاری شد. پس از این اساعت گرم 24به مدت 

مورد  هاسلولاز لحاظ نحوه رشد  یتپلمدت 

بررسی قرار گرفت. مراحل تلقیح ویروس به 

با رعایت اصول ایمنی زیستی  EPCی هاسلول

انجام  IIو در زیر هود میکروبیولوژی کلاس 

 پذیرفت.

 

 تیتراسیون ویروس 

به منظور تیتراسیون ویروس، ویروس 

د. به شسازی استاندارد به روش سریالی رقیق

خانه خالی، نمونه  96منظور در یک پلیت این 

سازی شده با استفاده از محیط ویروس خالص

EMEM  1/0به صورت سریالی و با ضریب رقت 

ی هانمونهد. سپس شرقیق   10-7تا  10-0از 

خانه  96های یتپلرقیق شده در شش تکرار به 

حاوی کشت سلولی باله دمی ماهی سفید تلقیح 

های ی تاییدی، نمونهدند. به منظور ارزیابش

های یاد شده روی تیره ویروسی با همان رقت

نیز تلقیح شدند.  EPC سلولی استاندارد

د، حجم تلقیح شتر نیز اشاره که پیش طورهمان

میکرولیتر  20خانه  96نمونه به هر خانه از پلیت 

ی تلقیح نشده نیز در هر هاخانه. در ضمن بود

منفی در نظر گرفته شدند.  شاهدرقت به عنوان 

پلیت تیتراسیون پس از تلقیح در یک محفظه 

درجه  15 مرطوب قرار داده شد و به دمای

ی تلقیح هاخانهانتقال یافت. تمامی گراد سانتی

شده به مدت هفت روز و به صورت روزانه از نظر 

 ندبروز آثار آسیب سلولی مورد بررسی قرار گرفت

پایان روز هفتم  د. درشثبت  هاو نتایج آن

 Reedتیتراسیون ویروس طبق روش پیشنهادی 

( انجام پذیرفت و تیتر 1938) Muenchو 

50TCID ( The Median ویروسی به صورت

Tissue Culture Infectious Dose)  در

در  50TCIDتعیین  براید. شبیان  لیترمیلی

تعداد موارد بروز آثار آسیب سلولی در لیتر، میلی

خانه  96ی ویروسی در پلیت هارقتهر یک از 

 د.شبررسی و به صورت درصد بیان 

 

 مشاهدات میکروسکوپی 

          آثار تغییرات ریختی وروز،  7به مدت 

( Cytopathic Effect: CPE)آسیب سلولی 

 گرادیدرجه سانت 28 یکه در دما ییهاسلول

انکوبه شده بودند، روزانه با استفاده از 

، TS100) فلورسانس معکوس کروسکوپیم

Nikonشده با  حیمشاهده شد. سلول تلقن( پ، ژا

با  معکوس کروسکوپیبا استفاده از م روسیو

آلوده ریغ یهالبا سلوهای مختلف ییبزرگنما

با استفاده از  ریشد و تصاو سهی( مقایمنف شاهد)

ثبت  (نپژا، D-70 ،Nikonدیجیتال ) نیدورب

 شد.
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ها یتپلدر صورت مشاهده آسیب سلولی، 

انجام آزمایش  وتشخیص ماهیت ویروس  برای

به روش غیرمستقیم فلورسانس بادی آنتی

(Immunofluorescence Antibody Test: 

IFAT ).مورد استفاده قرار گرفتند 

 

بادی آزمایش آنتی استفاده از تجزیه و تحلیل با

 غیرمستقیم فلورسانس 

آزمایش از یید حساسیت ویروسی، ابرای ت

بادی ایمونوفلورسانس برای رده سلولی آنتی

EPC  و نیز کشت سلولی اولیه باله دمی ماهی

 و همکاران Qin مشابه روشی که توسطسفید، 

د. محلول ش، استفاده بود هتوصیف شد( 2006)

 SVCV (Pab Antiضد  کلونالبادی پلیآنتی

SVCV– F77)  با  1: 100به نسبتPBS              

روی تک لایه سلولی که قبلا ر رقیق شد و ب

                  قرار داده ،ویروس مذکور تلقیح شده بود

 IgG یمونوگلوبولیناهای ضدیبادآنتی شد.

ین فلوئورسخرگوشی کونژوگه شده با 

روی ر ( ب، ایرانRazi Biotechیانات )سایزوتیو

ها پلیتسپس  .تک لایه سلولی قرار داده شد

 پس از قرارگیری در محفظه مرطوبی با دمای

            ودقیقه  30گراد به مدت درجه سانتی 37

در زیر میکروسکوپ معکوس سپس شستشو، 

 .مشاهده شدند فلورسانس

 نتایج

و کشت سلولی باله ماهی  EPCرده سلولی 

 SVCV سفید قبل و بعد از تلقیح

نمونه ویروسی خالص شده در  حیتلق

ر روی تیره سلولی استاندارد ب های مختلفرقت

EPC آثار موجب بروز  در طول دوره هفت روزه

 شاهدشد که به عنوان ( CPEآسیب سلولی )

 مثبت در مقایسه با سلول باله دمی استفاده شد

 شاهددر  این در حالی است که ب(. -1)شکل 

هیچگونه آسیب  EPCمنفی کشت سلولی 

نمونه تلقیح اما  ج(. -1)شکل  دیده نشد سلولی

 به های مختلفویروسی خالص شده در رقت

اولیه از ماهی سفید  یکشت سلولپاساژ پنجم از 

 الیتلیاپ ی شبههاسلول یحاو دریای خزر )که

 دوممنجر به بروز آثار آسیب سلولی از روز بود( 

های سلولی د. آسیبشتا هفتم پس از تلقیح 

ها و بروز مشاهده شده شامل گرد شدن سلول

ی آلوده هادر تمامی نمونهلیزهای سلولی کانونی 

اساس این . بر د( -1)شکل بود  SVCVبه 

روی کشت سلولی اولیه  SVCVاسیون تیتر

سلولی تیره  آن باحساسیت د و شمحاسبه 

 CPE هنگامی که. مقایسه شد EPC استاندارد

لیتر میلی 50TCID  تیتر به صورت د،شمشاهده 

این حساسیت در  ی کهترتیب انهمبه  ،بیان شد

کشت سلولی  مشاهده شد، EPC رده سلولی
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 دادنشان  SVCV حساسیت مطلوبی بهاولیه نیز 

 عدد تیتراسیون EPCبرای رده که  به طوری

و نیز برای کشت اولیه باله دمی ماهی  4×910

 دست آمد.ه ب 4×710 دسفی

 

    

    

تصویر ( الف و باله دمی ماهی سفید. EPCهای بر روی سلول SVCVآثار آسیب سلولی ناشی از : 1 شکل

آثار تخریب سلولی ( منفی در روز هفتم. ب شاهدبه عنوان  EPCرده سلولی میکروسکوپ نوری معکوس از 

پاساژ پنجم. ر در باله دمی ماهی سفید دریای خز (پس از روز هفتم. ج EPCدر رده سلولی  SVCVتوسط 

سازی شده به کشت سلولی اولیه پس از تلقیح نمونه ویروسی خالص SVCVها توسط آثار تخریب سلول (د

 تصاویر بزرگتر .ها با فلش در هر دو گروه مشخص شده استنمای چاهک مانند در اثر تخریب سلول .باله دمی

 .استه تهیه شد 100X با عدسی شیئی و تصاویر کوچکتر 40X با عدسی شیئی
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غیرمستقیم فلورسانس بادی آزمایش آنتی

(IFAT) 

نتایج این آزمایش روی کشت سلولی اولیه 

باله دمی ماهی سفید آلوده به ویروس مورد نظر، 

را به صورت  SVCV ژنحضور آنتی به وضوح

 -2)شکل داد نقاط سبز رنگ درخشان نشان 

ژن الف(. در نتیجه با مشاهده حضور آنتی

SVCV  در تیره سلولیEPC  ب(  -2)شکل

های جداسازی شده به ماهیت ویروستوان می

را در  عنوان عامل ایجاد بیماری و بروز تلفات

های باله ماهی سفید نمونه تکثیر یافته از سلول

 شاهداین در حالی است که در نمونه  .کردیید ات

کشت سلولی اولیه سالم باله دمی منفی که روی 

ج( و نیز تیره سلولی  -2ماهی سفید )شکل 

EPC  د( پس از تلقیح محلول  -2)شکل

)در عدم  SVCVضد مونوکلونالبادی آنتی

حضور  ( انجام شد،SVCVحضور ویروس 

 .ها مشاهده نشدژنآنتی

 

      

         

باله دمی ماهی سفید دریای خزر  و  غیرمستقیم بر روی کشت سلولی فلورسانس بادیآزمایش آنتی :2شکل 

باله دمی ماهی سفید دریای خزر  کشت سلولیبادی در آنتی-ژن. الف( بروز واکنش آنتیEPCرده سلولی 
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نقاط . SVCVپس از تلقیح  EPC کشت سلولیبادی در آنتی-ژنبروز واکنش آنتی . ب(SVCVپس از تلقیح 

و تصاویر کوچکتر  100Xاست )تصاویر بزرگتر با عدسی شیئی ژن ویروس آنتی درخشان نشان دهنده حضور

بر روی در گروه شاهد منفی  غیرمستقیم فلورسانس بادیآزمایش آنتیج(  (.200Xبا عدسی شیئی 

 غیرمستقیمفلورسانس بادی آزمایش آنتیباله دمی ماهی سفید دریای خزر. د(  کشت سلولیهای سالم سلول

نقاط درخشان . عدم حضور SVCVضد مونوکلونالبادی پس از تلقیح محلول آنتی EPCبر روی رده سلولی 

(. 100Xاست )عدسی شیئی ژن ویروس حضور آنتیعدم نشان دهنده 

 

 بحث

در مطالعه حاضر، با استفاده از کشت سلولی 

دریای باله دمی ماهی سفید اولیه تولید شده از 

 در مطالعات پیشین (Rutilus kutum) خزر

(Hadifar et al., 2019 ) که به عنوان اولین

کشت سلولی تولید شده از ماهیان بومی دریای 

شود، حساسیت ویروسی نسبت خزر شناخته می

( از طریق SVCVبه ویروس ویرمی بهاره کپور )

( تحت In vitroمطالعات درون آزمایشگاهی )

 گرفته است. سنجش قرار

هضم آنزیمی، کشت چند ریزنمونه )بافت 

های بافتی که ها و تکهخرد شده( و کشت سلول

مکانیکی ساده به دست  هایاستفاده از روشبا 

توان در آیند، سه روش کلی هستند که میمی

های ماهی استفاده ها و بافتکشت اولیه سلول

      با توجه به .(Wolf and Ahne, 1982) کرد

ایسه با در مقها ریزنمونه کشت که نکتهاین 

های به دست آمده با استفاده از کشت

از نظر ساختاری  ،های سلولیسوسپانسیون

                 تنیدرون هایقرابت بیشتری به آزمایش

(In vivo دارد )(Sobhana et al., 2009)،              

تولید کشت سلولی اولیه  اضر برایحدر مطالعه 

                 شده جداسازیبافتی ریزنمونه  کشت از روش

                              ششد. رو استفاده های باله دمیاز نمونه

 ی دیگرهاریزنمونه نسبت به تکنیک کشت

مانند سرعت، سهولت، حفظ  بسیاریمزایای 

های سلولی و اجتناب از هضم آنزیمی برهمکنش

 ،یب برساندسلول آسغشای تواند به سطح که می

 Avella et al., 1994; Freshney and)دارد 

Freshney, 2004.) 

ترین شرایط رشدی برای رده سلولی آلایده

ها، در نتیجه ماهی ویژهجانوران خونسرد ب

               غنی شده با  L-15 استفاده از محیط کشت

 ,Leibovitz)آید به دست میسرم جنین گاوی 

 مطالعه( که از رشد کشت سلولی اولیه در 1963

، اما در کندمیحاضر نیز به خوبی پشتیبانی 

بودن محیط در دسترس ادامه به دلیل ارزان و 

در طول زمان،  L-15نسبت به  EMEMکشت 
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ط جدید در این مطالعه، این کشت سلول به محی

 آداپته )منطبق( شد.

های حساس در ها و سلولتعامل بین ویروس

کشت بافت اغلب منجر به تغییرات سلولی 

 (CPE) توپاتیکایشود که به عنوان اثرات سمی

شامل  هااثرات و آسیب این. شودشناخته می

و فیزیولوژیکی است که منجر  ریختیتغییرات 

توقف یا تحریک  سلولی ومتابولیسم تغییر به 

اثر  نیا. همچنین شودی میتکثیر سلول

توسط  یبه ربودن منابع سلول کیتوپاتیس

نسبت  یروسیو یازهایبرآوردن ن یبرا هاروسیو

سلول منجر به  -روسیشود. تعامل ویداده م

 یسلول مرگ گرینکروز، آپوپتوز، و احتمالا انواع د

در  (.Pereira, 1962; Agol, 2012) شودیم

 (CPE) مطالعه حاضر نیز اثرات آسیب سلولی

در طی پایش هفت روزه و در پایان روز هفتم به 

 بل مشاهده بود و طبق نتایج این آزمون،وضوح قا

کشت سلولی مورد مطالعه، نسبت به ویروس 

حساس شناخته ( SVCV)ویرمی بهاره کپور 

 شد.

در رده  SVCV ناشی از CPE یدر نتیجه

به صورت  هاسلول شکل ،EPC سلولی

های انگور مانند ای، خوشههای گرد و دانهسلول

شامل م سیتوپلاس)Syncytium به شکل  و

(های پلاک مانند تغییر یافت تعداد زیادی هسته

که فاصله تجمعات سلولی از یکدیگر نمای 

کرد چاهک مانند را در زیر میکروسکوپ ایجاد 

ها، تشکیل که با انقباض و تجمع سلول

 تک لایههای شفاف و بزرگ و جدا شدن پلاک

مجموعه این تغییرات . شودسلولی مشخص می

مشاهده شده درکشت سلولی باله دمی  ریختی

 شناسیریختماهی سفید به دلیل تفاوت در 

ها ها با یکدیگر )بیشتر بودن ابعاد سلولسلولی

، نددر باله دمی ماهی سفید(، بسیار متفاوت بود

ها از تجمعات سلولی کمتر بود و نیز سلول

 . بودندیکدیگر فاصله بیشتری گرفته 

 زاییتعفون روس،یو کی تیخاص نیترمهم

میزان دقیق  یریگاندازه یآن است. برا

های ی یک رده سلولی نسبت به گونهریپذعفونت

 روسیو ریتکث توانیم ،هامتفاوتی از ویروس

تا  کرد یریگاندازه یسلولرده را در  مورد نظر

استوک مشخص از  کی یبرا معین تریتیک 

به عنوان تعداد  تریت کیبه دست آورد. ویروس 

در واحد  یعفون یروسیو یاز واحدها ینیمع

 یعفون دواح کیو  شودیم فیحجم تعر

 است که اثرات یروسیمقدار و نیترکوچک

. متوسط کندیم جادیا یصیقابل تشختخریبی 

به عنوان  (50TCID(کشت بافت  یعفون مقدار

آلوده  یبراشود که تعریف می روسیوقتی از ر

 ازیمورد ن یکشت سلول کیدرصد از  50کردن 
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برای  50TCIDمیزان  (. ,.2021Lei et al)است 

ویروس ویرمی بهاره کپور روی رده سلولی تولید 

ه بلیتر در میلی 4×710شده از باله ماهی سفید،  

رده دست آمد. که در مقایسه با تیتر آن روی 

لیتر در میلی 4×910که به میزان  EPCسلولی 

دلیل این امر   ارزیابی شد، اندکی کمتر است.

ممکن است این باشد که کشت سلولی مشتق 

شده از باله دمی در برابر تهاجم رابدوویروس 

دهد و نیز میزانی مقاومت از خود نشان می

 هایویژگیممکن است به سبب تفاوت در 

های باله با فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی سلول

 لعاتامطدر  چنانکه ،های احشایی باشدسلول

های اخیر که تیتر ویرمی بهار کپور روی رده

های ماهیان سلولی تولید شده از انواع گونه

آزموده شد، به ترتیب روی رده سلولی قلب گونه 

Micropterus salmoides 69/710 برابر با 

50TCID لیتر در میلی(2022Zeng et al.,  ،)

 Epinephelusروی رده سلولی پوست گونه 

akaara 50 510 برابر باTCID لیتر در میلی

(Lei et al., 2012)  رده سلولی باله دمی و روی

 5/810 با برابر Carassius auratus گونه

50TCID لیتر در میلی(2011Yan et al., ب ) ه

 دست آمد.

که مطالعات حساسیت کشت  با توجه به این 

ماهی منحصر به فرد   سلولی به ویروس در گونه

برای اولین بار در دنیا مورد  خزردریای سفید 

بررسی قرار گرفته است، مطالعات بیشتر بر روی 

تواند های مختلف از این گونه، میانواع بافت

همچنان که تلاش برای تولید  ،راهگشا باشد

کشت سلولی اولیه از بافت کلیه همین گونه 

(. 1398، کارانو هم قربانکنی) انجام شده است

های ترنسکریپتوم که بررسیانجام  بویژه

توانند تاثیرات و تغییرات مختص به هر بافت می

اطلاعات در پاسخ به ویروس را سنجیده و 

 SVCV بیشتری برای درک روابط پیچیده بین

 Wang et) قرار دهنددر اختیار را و میزبان آن 

al., 2017.) 

 ایمونوفلورسانس بادیآنتی سنجش

(IFAT) شناسی یک روش استاندارد ویروس

ها از طریق بادیبرای شناسایی حضور آنتی

های ژنتوانایی خاص آنها در واکنش با آنتی

های آلوده است. ویروسی بیان شده در سلول

فلورسانس غیرمستقیم به طور سنجش ایمونو

ییدی در اگسترده به عنوان یک سنجش ت

 استفاده های ویروسیانواع بیماری تشخیص

 زمونآ کی روش نیکه ا ییاز آنجا. شودمی

 زای دیگرعوامل بیماریاست، وجود  اختصاصی

 یتخصص فن ت،یدر نها. دهدینم صیرا تشخ

است.  ازیمورد ن IFA یهاسنجش ریتفس یبرا

فلورسانس آشنا باشد و  یبا الگو دیخواننده با
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از را  یروسیفلورسانس و صیتشخ ییتوانا

داشته  یاختصاصریفلورسانس غ ای نهیزمپس

در مطالعه حاضر نیز  .(Kennedy, 2005) باشد

یید حساسیت رده سلولی به ات به منظور آزمون

بادی ایمونوفلورسانس ویروس، سنجش آنتی

یید امورد استفاده قرار گرفت که نتایج آزمون ت

حساسیت کشت سلولی اولیه تولید شده  کننده

از باله دمی ماهی سفید دریای خزر به ویروس 

که نقاط سبز  به طوری بود، ویرمی بهاره کپور

درخشان به وضوح با میکروسکوپ فلورسانس 

 قابل مشاهده بود.

در این مطالعه برای اولین بار به در مجموع، 

 ماهیحساسیت کشت سلولی اولیه بررسی 

پرداخته  SVCV نسبت به دریای خزرسفید 

 اینتایج پایه شد. این مطالعه به عنوان یکی از

بعدی در  ترگستردهانجام مطالعات  برایمهم 

در ماهی سفید و  SVCV زاییعفونتشناسایی 

است.  کپورماهیانخانواده دیگر اعضای همچنین 

اهگشایی در همچنین نتایج پژوهش حاضر ر

های موثر علیه ویرمی بهاره طراحی واکسن برای

راهکارهای کارگیری هو ب در ایران کپور

کشت این به علاوه  است. پیشگیرانه و درمانی

در صورت  سلولی از ماهی سفید دریای خزر،

 حوزه بیشتر درهای ژوهشپدرخواست برای 

قابل استفاده خواهد بود. آبزیانبیوتکنولوژی 
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Abstract  

In this in vitro study the susceptibility of primary caudal fin cells of Caspian 

Whitefish (Rutilus kutum)- as the mast commercial endemic fish in the southern 

Caspian Sea- was examined to the spring viremia of carp virus (SVCV), the acute 

infectious, hemorrhagic and contagious agent. For this purpose, the primary cell 

culture was established from the caudal fin of fingerlings, using tissue explant 

technique and trypsinization of minced tissues. After the propagation of SVCV’s 

standard strain, the different dilutions of virus, in six replicates, were inoculated 

to 96-well plates which was contained primary caudal fin monolayer of cells after 

5 passages, and the EPC cell line. In order to evaluation of virus characterization, 

an indirect immunofluorescent antibody test was hired. The clearly observable 

cytopathic effects and emergence of SVCV antigens as light fluorescence spots 

in both primary culture of caudal fin cells and the EPC cell line, highly confirmed 

the susceptibility of caudal fin primary cells to the SVCV. 

Key words: Indirect Immunofluorescent Antibody Test, Cytopathic Effect, 

Primary Cell Culture, Rutilus kutum, Rhabdovirus carpio. 
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