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  چكيده:
شود و بستگي به محل قرار گرفتن آنها در بدن فيبروبلاست جزء اصلي بافت پيوندي محسوب ميشود كه تقريبا در همه جاي بدن يافت مي  مقدمه:

فيبروبلاست پوستي نوزاد  يهاسلول ، تهيهسازياز طريق نوآوري و بوميروش سازي سادهعلاوه بر  ،هدف اين طرح شكل و اعمال متفاوتي دارند.
  مطالعات بعدي بود. دراستفاده  منظورموش به

ي هاسلول سپس. استريل شدند كشته و 70%وزه زير هود بيولوژي و با ابزار استريل در الكل يك تا دو رسوري  ابتدا نوزادهاي موش روش كار: 
ها از محيط اوليه به يك محيط تازه منتقل سلولتر، رشد بيش براي درصد جداسازي و كشت داده شد. 1/0فيبروبلاست پوستي و با استفاده از تريپسين 

 .جام شدها انشدند و اولين پاساژ سلولي بر روي آن

شده در روزهاي مختلف از لحاظ ميزان رشد و مورفولوژي توسط ميكروسكوپ فلوئورسنت مورد بررسي فيبروبلاست كشت داده يهاسلول يافته ها:
با مورفولوژي  هستك با سيتوپلاسمي منشعب مشاهده شد كه 2-1 داراي داربيضي مايل به دوكي شكل لكه هسته روشن و يي باهاسلول، قرار گرفتند

  گونه كدورت و يا آلودگي ميكروبي يا قارچي مشاهده نشد.ي فيبروبلاست تطابق دارند. محيط كشت شفاف و هيچهاسلول
 ،انتخابي بيوتيك و ضد قارچ روشبدون استفاده از آنتي و استريل بودن شرايط اندكحاضر، سادگي، هزينه  مطالعه نتايج به توجه با گيري:نتيجه
  .سازديم منطقي ها در مطالعات مختلفبراي جداسازي و كشت سلول آن را از استفاده

  
  كشت سلولي،  فيبروبلاست، موش واژگان كليدي:

  
  مقدمه:

كه  استسلول فيبروبلاست يكي از اجزاي مهم بافت همبند 
فيبروبلاست  يها. سلولشوديدر همه جاي بدن يافت م تقريباً

عملكردي و مورفولوژي گوناگوني  يهابر اساس مكانشان، نقش
پوست يك عضو هميشه در حال تغيير است كه شامل  .]1[دارند 
ساختار متفاوت است. پوست با يافته و بسيار تخصص يهاسلول

دروني بدن را از محيط  يهااندام ،عنوان يك سد حفاظتيبه
داشتن درجه حرارت و در ايجاد و ثابت نگاه كردهخارجي حفاظت 

قش مهمي دارد. پوست اطلاعات حسي را از نمناسب بدن 
در سيستم ايمني بدن  مهميآوري و نقش فعال و محيط جمع

طوركلي پوست از . به]2[كند يبازي م هايماريدر مقابل ب انسان
كه به آن روپوست يا بشره  شده است، اپيدرمسه لايه تشكيل

نيز لايه بيروني پوست است. درم كه به آن جِلد  و هم ميگويند
لايه پوست است. بافت زير جلدي  ترينيمضخ شود ويگفته م

لايه پوست است  ترينيداخل شود وينيز خوانده م هيپودرم كه
 يهاشده و محل عبور رگكه از چربي و بافت همبند تشكيل

اين لايه،  مهمتر و اعصاب است. يكي از وظايف خوني بزرگ
ين لايه در تنظيم دماي خود پوست و بدن است. ضخامت ا

. ]2[نواحي مختلف بدن و از فردي به فرد ديگر متغير است 
فيبروبلاست هاي پوستي بافت همبند پوست را ساخته و آن را 

ها با توليد كلاژن، فيبرونكتين، . اين سلول]3[دهند يسازمان م
 يهارشد نقش مهمي در بهبود زخم يسيتوكاين ها و فاكتورها

كنند يتوموري ايفا م يهاسلولبدن و همچنين تغذيه كردن 
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در تحقيقات بيولوژي  پوستي 	فيبروبلاست يها. سلول]4-8[
 يامثال در مطالعهعنوان. بهكننديم بازيمتنوعي  يهانقش

 براي پوستي 	فيبروبلاست يهامنيره گلپور و همكاران از سلول
. در مطالعه ديگري ]9[كردند  استفاده هوازييب گليكوليز بررسي
 براي را پوستي 	فيبروبلاست يهاو همكاران سلول مانيشا
. علاوه ]10[به كار گرفتند  توموري يهاسلول پيشرفت بررسي
ها براي بررسي فرايندهاي مربوط محققان از اين سلول ،بر اين

 يهاسلولاز  علاوه،به .]11[كنند يبه ترميم زخم استفاده م
كننده براي كشت عنوان تغذيهفيبروبلاست جنين موش به

كننده عنوان سلول تغذيهبه و همچنينبنيادي جنين  يهاسلول
بنيادي جنيني  يهاسلول هاييهبراي كشت و نگهداري لا

اين . گيرنديآمده از انسان و موش مورد استفاده قرار مدستبه
مواد غذايي و ها يك مخلوط پيچيده اما ناشناخته از سلول

بنيادي  يهاسلول مدتيسوبسترا براي تكثير و رشد طولان
در حال  .]12[كنند يجنيني چند استعدادي تمايز نيافته فراهم م

هاي فيبرو بلاست جنين موش و سلول يهاسلول حاضر
عنوان طورمعمول بهگاه انسان بهفيبروبلاست پوست ختنه

حالت چند استعدادي كننده براي نگهداري تغذيه يهاسلول
 يهااما كارايي سلول ،]13[شوند يبنيادي استفاده م يهاسلول

بنيادي جنيني  يهافيبروبلاست جنين موش در حفظ سلول
از  بيشتر، Aبه دليل ترشح مقدار كمتر اكتين انساني تمايز نيافته 

. كشت ]14[استگاه انساني فيبروبلاست پوست ختنه يهاسلول
كه  روديكار مه زماني ب و استبافت يك اصطلاح كلي 

را از يك حيوان يا گياه برداشته  ييهايا اندام ها وها، بافتسلول
منتقل براي رشد بهتر ها را به يك محيط مصنوعي مساعد و آن

يا  اييشهاز يك ظرف كشت ش . اين محيط معمولاًكننديم
امل يك محيط مايع يا ش وشده است پلاستيكي مناسب تشكيل

رشد  كه مواد مغذي ضروري براي زنده ماندن و استنيمه جامد 
اندام يا قطعاتي از يك كه كل . هنگامي]15[كند يرا فراهم م

زماني و كشت اندام به آن  ،گيردياندام سالم موردمطالعه قرار م
و شود از يك اندام برداشته مي ييهاها از تكهكه سلول

آماده كشت و مطالعه  مجاور قطع و يهاسلول ارتباطشان با
. كشت سلولي يكي ]15د[گوينميكشت سلولي  آنبه  شوند،يم

 بوده واز ابزار اصلي مورد استفاده در زندگي علمي امروز 
كشت  .كنديمتنوعي را در تحقيقات بيولوژي ايفا م يهانقش

مناسب براي مطالعه فرايندهاي مختلفي از قبيل  يسلولي محيط
 يهابررسي اثر داروها و مواد آرايشي و شيميايي روي سلول

مختلف، بررسي فرايندهاي مربوط به پيري و همچنين 
. با استفاده از كشت ]15[است فرايندهاي مربوط به تغذيه 

به  طبيعي يهاهاي تبديل سلولسازوكار توانيسلولي م
رطاني را مطالعه كرد و بدين ترتيب روش و س يهاسلول

داروهاي مناسب براي مقابله با انواع مختلف سرطان را پيدا كرد. 
جنيني را  يهاسلول توانيبا استفاده از كشت سلولي مهمچنين 

سلامت جنين  بدين ترتيب و كشت داد ،از زنان باردار جدا كرده
كشت  ،اين بر درون بدن مادر را مورد بررسي قرار داد. علاوه

درماني و توليد واكسن مورد سلولي در مهندسي ژنتيك، ژن
كشت شكل،  . كشت سلولي به سه]15[گيرد ياستفاده قرار م

 .شوديانجام م اوليه، كشت دوم يا پاساژ سلولي و خريدن سلول
در محيط كشت  ها از ارگان جدا شدند وكه سلولهنگامي

تر محيط متصل شده، تقسيم ها به بسمناسب قرار گرفتند، سلول
اين  .گويندكه به اين نوع كشت، كشت اوليه مي كننديرشد م و

 -2نمونه  يزركشت -1: شوديصورت انجام م فرايند به دو
ها در ظرف كشت اوليه رشد كه سلولهنگامي تجزيه آنزيماتيك.

در اين  ،دسترس را پر كردندو همه جاي بستر كشت قابل كردند
را براي ادامه رشد براي دومين بار كشت داد.  هاهنگام بايد آن

آرامي از بستر به كمك ها بهبرداشتن سلول اب معمولاً روشاين 
كه به اين فرايند كشت دادن فرعي  شوديآنزيم انجام م

سلولي  يهاراه براي به دست آوردن كشتگويند. يكمي
شده از ي آمادهسلول يهاخريدن يا قرض گرفتن كشت

 the Coriell Institute forا يو  ATCC از جمله ييهاسازمان

Medical Research  كشت سلولي كه به دليل اين .]15[است
نسبت تر است، يكنزد (در داخل بدن) In vivoبه شرائط اوليه 

كمك بزرگي به  توانديمبوده و تر ارزش ديگر با يهابه روش
كشت سلولي در زندگي  توجه به اهميتبا  ]16[كند محققان

روش كشت سازي ساده ، مطالعه حاضر با هدفعلمي امروز
كشت همچنين و آن سازي از طريق نوآوري و يا بوميسلولي 
براي  استفادهقابلفيبروبلاست پوستي نوزاد موش  يهاسلول

 .باشديمطالعات بعدي م

  
  روش كار:
  ازيمواد موردن

–T، فلاسكT-25شامل: فلاسكدر اين طرح مواد مورد استفاده 

منجمد،  cm10 ،6-Well dishes ،FBSپتري ديش  ،75
 DMEM )Dulbecco Modified Eagleتريپسين، محيط كشت 

Medium(، لام و لامل، بافر  ،%100 اتانولPBS )Phosphate-

buffered saline ( 50و  15، لوله فالكون در دو حجم 
  .بودندمتري ميلي

  
  :ها موشتهيه 

اين پروژه از نوزاد موش يك تا دو روزه نژاد سوري  در اجراي
ها از مركز تكثير و نگهداري حيوانات استفاده شد. اين موش
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شاپور اهواز كه تحت آزمايشگاهي دانشگاه علوم پزشكي جندي
  ، تهيه شدند.شدنديشرايط مناسب نور و تاريكي نگهداري م

  
فيبروبلاست  يهاجداسازي و كشت اوليه سلول

  پوستي:
جمله ست جراحي و  ابتدا تمام وسايل از ،قبل از شروع كار
 121توسط اتوكلاو در دماي  غيره و فسفات ظروف كشت و بافر

همچنين محيط  .استريل شدند يدگراد و فشار شددرجه سانتي
 مراحلاستريل شد. اشعه ماورابنفش و  %70كار توسط الكل 

فيبروبلاست پوستي به  يهاجداسازي و كشت اوليه سلول
  :از اندترتيب عبارت

با ابزار استريل  وسيلهبهابتدا نوزادهاي موش زير هود بيولوژي و 
سپس با كمك پنس قطعات  شدند و جدا نمودن سر كشته
 dPBSها جدا و به پتري ديش حاوي كوچكي از پوست آن

)Dulbecco's Phosphate Buffered Saline ( روي يخ منتقل
ها با استفاده از اسكالپل به ذرات ريزتر شد. قطعات پوست موش

متري منتقل ميلي 15به لوله فالكون  dPBSخردشده و همراه با 
شستشو و بيشتر خرد شدن اين  براي بالا و پايين كردن شد. از

شدن قطعات با كمك  يننشقطعات استفاده شد و پس از ته
از  dPBSدقيقه،  2به مدت  rpm 1000دور سانتريفوژ در 

ها سلولبه درصد  1/0شده و تريپسين فالكون تخليه يهالوله
دقيقه در انكوباتور شيكردار در  10ها به مدت لولهشد. اضافه 
 در دور و پس از آنگراد قرار داده شدند درجه سانتي 37دماي 

rpm1100  از  دقيقه سانتريفوژ شده و تريپسين 2و به مدت
 برايدرصد  FBS 10ها تخليه شد. از محيط كشت حاوي لوله

به اين صورت كه حجمي  .خنثي كردن تريپسين استفاده شد
شده و فالكون اضافه يهامحيط كشت به لولهاز معادل تريپسين 

 rpm 1100ها سانتريفوژ در دور سلول بالا و پايين كردن پس از

محيط كشت حاوي سپس  .دقيقه انجام شد 2و به مدت 
محيط كشت  يهابه سلول و بار ديگرها تخليه تريپسين از لوله

ها به فلاسك هاي كشت حاوي محيط كشت شده و سلولاضافه
گراد درجه سانتي 37ند. فلاسك هاي كشت در محيط شدمنتقل 

ساعت بعد  72درصد رطوبت انكوبه شدند. 95و  CO2درصد  5با 
ها محيط كشت آن ،بلاستفيبرو يهااز كشت اوليه سلول

ها در تمامي مراحل كشت با مورفولوژي سلول .تعويض شد
  د.شبررسي  (Olympus)ميكروسكوپ فلوئورسنت 

 ياخلاق دانشگاه علوم پزشك يتهمطالعه توسط كم ينا انجام
 اخلاقي شناسه باو  ييدشاپور اهواز مورد تا يجند

IR.AJUMS.REC.1395.127 گرديد تصويب.  

  فيبروبلاست پوستي: يهاسلول كشت ثانويه
رشد بيشتر  برايشده فيبروبلاست پوستي كشت داده يهاسلول

از محيط اوليه به يك محيط تازه منتقل شدند و اولين پاساژ 
 98 سلولي تراكم و رسيدنسلولي يك هفته پس از كشت اوليه 
ها انجام شد. قبل از شروع درصد به شرح زير بر روي اين سلول

توسط  غيره تمام وسايل ازجمله ظروف كشت و بافرها و ،كار
استريل  يدگراد و فشار شددرجه سانتي 121اتوكلاو در دماي 

سپس . شداستريل  %70همچنين محيط كار توسط الكل  .شدند
ها با استفاده از بافر سلول محيط كشت فلاسك ها تخليه و

dPBS ها  به فلاسك بعد از اين مرحله، د.شستشو داده شدن
 تكان دادهآرامي بهفلاسك ها درصد اضافه و  1/0تريپسين 

خنثي كردن  برايشدند. پس از اضافه كردن محيط كشت 
 در دور وفالكون منتقل  يهاتريپسين، محتويات به لوله

rpm1100  مايع رويي از  شدند.يفوژ نتردقيقه سا 2به مدت
 بار ديگرجهت اطمينان كامل از حذف تريپسين و ها خارج لوله
شستشو داده شدند. براي شمارش   DMEM + FBS 10%با 

) از يترل يكروم 10ها پس از پيپت كردن، يك قطره (تعداد سلول
آن  يشد و لامل بر رو اضافهلام نئوبار به سوسپانسيون سلولي 

شمارش شد. براي  RBCها در ناحيه قرار گرفت. تعداد سلول
از شمارش در ضريب رقت  ها، عدد حاصلين تعداد كل سلوليتع

ضرب شد. با توجه به تعداد  104سوسپانسيون سلولي و عدد 
ها در تعداد ها و ظرفيت فلاسك هاي كشت سلولسلول

گراد درجه سانتي 37متناسبي از فلاسك ها كشت و در محيط 
  ند.شددرصد رطوبت انكوبه  95و  CO2درصد  5با 
  

  يافته ها:
شده در روزهاي مختلف از فيبروبلاست كشت داده يهاسلول

لحاظ ميزان رشد و مورفولوژي توسط ميكروسكوپ فلوئورسنت 
(Olympus)  مورد بررسي قرار گرفتند. در  40و 10با بزرگنمايي

فيبروبلاست حاصل از  يهامورفولوژي سلول 3و  2، 1شكل 
 شده است. درمختلف نشان داده يهازماندر اولين پاساژ سلولي 

بيضي مايل به دوكي شكل  هسته روشن و يي باهاسلولنهايت 
هستك با سيتوپلاسمي منشعب مشاهده شد  2- 1 داراي دارلكه
 ظاهر ي فيبروبلاست تطابق دارند.هاسلولبا مورفولوژي  كه

گونه كدورت، آلودگي محيط كشت شفاف بوده و در آن هيچ
 ميكروبي يا قارچي مشاهده نشد.
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A                                                                    B 
  فبيروبلاست نيم ساعت پس از اولين پاساژ سلولي يها: سلول1شكل 

)Aفيبروبلاست با تراكم كمتر ( يها): سلولBفيبروبلاست با تراكم بيشتر يها): سلول  
  
  
  
  

   
 
 

A                                                     B  
  فبيروبلاست يك روز پس از اولين پاساژ سلولي يها: سلول2شكل 

)A :(بيشتر تراكم با فيبروبلاست هايسلول )B :(كمتر تراكم با فيبروبلاست هايسلول  
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B                                    A  

  
  

                                        C                                                                                  D  
  فبيروبلاست دو روز پس از اولين پاساژ سلولي يها: سلول3شكل 

)A,Bفيبروبلاست با تراكم كمتر ( يها): سلولCفيبروبلاست با تراكم بيشتر يها): سلول  
)Dفيبروبلاست با تراكم بيشتر يها): محيط فرش شده توسط سلول  

  
  بحث:

كشت هاي جانداران در محيط خارج از بدن قابلبسياري از سلول
 متداول وي هاروش كشت سلولي يكي ازداري هستند. و نگه

خصوص در ي بهاصلي مورد استفاده در زندگي علمي امروز
است. از آنجا كه فيبروبلاست پوستي  تحقيقات علوم پزشكي

 يهاتلاشدهد، بنابراين يماولين لايه دفاعي جلدي را تشكيل 
 فيبروبلاست پوست يهاسلول كشت و جداسازي براي متعددي

كه هر كدام مزايا و معايبي  است گرفته صورت موش و جوندگان
هزينه و قابل انجام با دارند. در اين مطالعه با روشي ساده، كم

هاي پوستي جنين حداقل امكانات آزمايشگاهي فيبروبلاست

بيوتيك موش جداسازي و در محيط كشت فاقد هر نوع آنتي
گذاري شود كه بدون دخالت كشت داده شد. اگر روشي پايه

گر در فرايندهاي سلولي خود از عوامل مداخله ها كهبيوتيكآنتي
سيستم  توانديمهستند، مدل سلولي از فيبروبلاست فراهم شود، 

تنظيم چرخه  همچونبراي تحقيقات بيولوژي مختلف  يمناسب
بوده و منجر به مطالعه  آپوپتوزيسو  DNAسلولي، بازسازي 

مبند مربوط به تنظيم توليد بافت ه مولكوليهاي ساز وكار بهتر
ل . در سا]3[شود پوستي  هاييماريپاتولوژي ب نيزپوست و 

و همكاران يك روش بهينه براي جدا  جي جوسفسيزوك 2012
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فيبروبلاست جنين موش فراهم  يهاكردن و كشت سلول
هاي فيبروبلاست ها در اين پروتكل براي كشت سلولآن .كردند

ئه ارا Conditioned Medium يك محيط كشت جديد به نام
رشد مناسب  و براياز روش اليزا آن و براي ارزيابي  دادند
 از جملهفيبروبلاست از عوامل رشد متعددي  يهاسلول

و و سلونو 2010. همچنين در سال ]17[ند گلوتامين استفاده كرد
 يهاهمكاران يك پروتكل براي جداسازي و كشت سلول

ها در آن .فيبروبلاست پوست و شش جوندگان بالغ فراهم كردند
 از ي فيبروبلاستهاسلولبررسي قادر به جداسازي و كشت اين 

موش و رت هاي آزمايشگاهي تا جوندگان وحشي از قبيل سگ 
. يكي از مزاياي روش ]16[شدند و سنجاب  يغيتآبي، جوجه

 آمده بيشتر به شرايطدستبه يهااين است كه سلوليادشده 
 2005ران نيز در سال خو و همكاجي. هستندنزديك  داخل بدن

هاي فيبروبلاست پروتكل جديدي ارائه دادند. جهت كشت سلول
شده در مطالعه حاضر، در اين پروتكل برخلاف پروتكل ارائه

مرحله كشت اوليه سلولي در زمان انكوباسيون تعداد و مدت
و همكاران  در مطالعه ديگري كه توسط مارك .]18[ تر بودبيش

د نيز تعداد مراحل كشت اوليه سلولي انجام ش 2002در سال 
 ،سالم و مناسب يهادست آوردن سلوله براي بتر بوده و بيش
 جلوگيري از آلودگي استفاده برايسيلين و استرپتومايسين از پني
بيوتيك و ضد قارچ استفاده از آنتياز آنجايي كه . ]19[است  شده

 مطالعه حاضردر  ،باعث اختلال در نتايج تحقيقات شود توانديم
فيبروبلاست از پوست نوزاد  يهاسلول ،يبلبرخلاف مطالعات ق

بيوتيك يك تا دو روزه در شرايط استريل و بدون استفاده از آنتي
آمده از اين مطالعه نشان دستنتايج به سازي شد.و ضد قارچ جدا

شده فاقد  فيبروبلاست پوستي كشت داده يهاكه سلول داد
و در پايان كار اثري از آلودگي باكتريايي و  بودههرگونه آلودگي 

بيوتيك و ضد آنتي به دليل عدم استفاده ازقارچي ديده نشد. 
فيبروبلاست ها  يهاقارچ در اين روش، اختلالي در كشت سلول

علاوه بر كاهش مراحل مزاياي اين روش ديگر . از شدمشاهده ن
 مچونهاز عوامل رشد صرفه بودن، عدم استفاده  كشت و به
 .است گلوتامين

  
 گيري:نتيجه

براي پيشنهادي روش  از حاضر، استفاده پژوهش نتايج به توجه با
صرف  به نياز سادگي، عدمبه دليل ها جداسازي و كشت سلول

بيوتيك و بدون استفاده از آنتي هزينه زياد و استريل بودن شرايط
  .رسديمبه نظر  منطقي آتيضد قارچ در مطالعات 

  
 :منافعتعارض 

  .نشده است گونه تعارض منافع توسط نويسندگان بيانهيچ
  

 :قدردانيتشكر و 

با حمايت  واستخراج  )CMRC-82طرح تحقيقاتي ( ازاين مقاله 
مالي معاونت توسعه پژوهش و فناوري تحقيقات دانشگاه علوم 

شاپور اهواز در گروه بيوشيمي باليني دانشكده پزشكي جندي
پزشكي و مركز تحقيقات سلولي و ملكولي دانشگاه علوم 

  است. شده شاپور اهواز انجام پزشكي جندي
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Abstract  

Introduction: 
Fibroblasts are an important component of connective tissue found almost everywhere in the body. 
Fibroblasts have different functions and morphologies based on their location. This project aimed to 
simplify isolating newborn mouse skin fibroblasts for use in future studies. 
Methods & Materials:  
First, Balb/c neonate mice of one to two days old were slaughtered under laminar hood using 
sterilized tools. Then, skin fibroblasts were isolated using trypsin 1% and cultured. Finally, the cells 
were transferred to a new growth medium for the first passage. 
Results: 
Fibroblasts were evaluated in different days in terms of growth and morphology by a fluorescent 
microscope. Cells with clear oval or spindle-shaped nucleus with one or two nuclei were observed, 
which correspond with fibroblast morphology. The culture media were clear and showed no opacity 
or microbial or fungal contamination. 
Conclusion: 
Based on the results, it is logical to use this method because it is simple, inexpensive and sterile, so it 
does not require antibiotics and antifungal treatment. 
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