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 دهیکچ
شوند.   های تکوینی و دارویی محسوب می  ای در آموزش های درون آزمایشگاهی فوق العاده  ماکیان مدلهای بنیادی   سلول

عنوان فناوری ارزشمندی در صنعت طیور    توانند به  های بالایی در خودنوزایی و تمایز بوده و می  ها دارای ظرفیت  این سلول

های فیبروبلاست جنین جوجه و بلدرچین با   کشت و مقایسه سلولمورد توجه قرار گیرند. هدف از این پژوهش استحصال، 

های مختلف پاساژ بود. در این   ( و میزان بقای سلولی در طول دورهPDTدرنظر گرفتن زمان دوبرابر شدن تعداد سلولی )

 DMEM های لقاح یافته جدا و در محیط کشت  های فیبروبلاست با روش هضم آنزیمی از تخم  پژوهش تجربی، سلول

ها و بقای سلولی با   برای پاساژهای مختلف کشت شدند. زمان دو برابر شدن تعداد سلول FBSدرصد سرم 11محتوی 

ها نشان داد که هر دو نوع سلول در محیط کشت   بررسی گردید. داده MTTآمیزی تریپان بلو و تست  استفاده از رنگ

DMEM  درصد سرم 11محتویFBS  ای حداکثر تکثیر بودند. براساس نتایج ما درجه دار  83و در دمایPDT  برای هر

 PDTساعت در طول پاساژهای اول تا سوم محاسبه گردید، اما در طی پاساژهای چهارم تا ششم  11±2دونوع سلول حدود 

 ساعت محاسبه گردید 81±2های فیبروبلاست بلدرچین   ساعت و برای سلول 23±2های فیبروبلاست جوجه به   برای سلول

(p<0.05) ؛ همچنین نتایج تست بقای سلولی مطابق با نتایجPDT های   بود. این پژوهش توانایی خودنوزایی و بقای سلول

ها در   کند و استفاده ازین سلول  های بنیادی ماکیان را توصیف می  عنوان منبعی جدید از سلول  فیبروبلاست بلدرچین به

 .کند  می کاربردهای فناوردی در آینده را پیشنهاد
 

 .های بنیادی ماکیان، سرعت رشد، بقای سلولی، بلدرچین  سلول :ها  کلیدواژه

 

 مقدمه
های بنیادی برکسی پوشیده   امروزه اهمیت پژوهش در مورد سلول

های بنیادی در موارد مختلفی   نیست. از نظر کاربردی سلول

اهمیت دارند از جمله در مطالعات بنیادی و تولید دانش، در تولید 
تر در   و بررسی اثربخشی داروهای جدید و از همه مهم

مند در جایگزین کردن عنوان ابزاری ارزش   درمانی به  سلول
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. علاوه ]2, 1[ های آسیب دیده و از دست رفته کاربرد دارند  سلول
توان به   های بنیادی در مطالعات انسانی می  بر اهمیت سلول

ای ارزشمند علوم سلولی در سایر مطالعات حیوانی و در کاربرده
, 3[ طور ویژه به اهمیت آن در مطالعات ماکیان اشاره کرد  اینجا به

. در دنیای پرندگان جنین جوجه به عنوان مدلی مناسب و بهینه ]4
تکوین، مورد توجه بوده و در بسیاری از مطالعات فیزیولوژی، 

های اخیر   بیوشیمی و فارماکولوژی کاربرد دارد، همچنین در سال
بلدرچین به عنوان طیوری با ویژگی های ارزشمند مورد توجه قرار 

بلدرچین به عنوان یک مدل برای  1691گرفته است. در سال 
مطالعات آزمایشگاهی مطرح بود اما به تدریج برای تولید گوشت 

رفت و پرورش آن گسترش یافت. پرورش و تخم مورد توجه قرار گ
ی گذشته آغاز شده و با توجه به  بلدرچین در ایران از دو دهه

و هوای   شرایط اقلیمی کشور و سازگاری خوب بلدرچین به آب
تر آن نسبت به سایر طیور، تمایل برای پرورش   گرم و پرورش آسان

توجه به که    ، همچنین با]7-5[ این پرنده در حال افزایش است
های زیادی به   جنین پرندگان در مراحل تکوینی شباهت

پستانداران دارند گاهی به عنوان مطالعات تکمیلی مورد توجه قرار 
زمان با توسعه فناوری تولید   اند؛ به عنوان نمونه هم گرفته

های تراریخت   د جوجهپستانداران تراریخت، این فناوری در تولی
های مختلفی   . امروزه روش]8, 5[ رشد قابل توجهی داشته است
گردد   پرندگان تراریخت استفاده میبر پایه علوم سلولی در تولید 

های بنیادی جنین و زایای اولیه   توان به بلاستودرم، سلول  که می
های سیستم ایمنی و مقاومت   اشاره داشت. به علاوه در بررسی

ی واکسن و بررسی   های مختلف، تهیه  طیور در برابر بیماری
های   یشهای انفولانزا و پا  های متنوع از جمله ویروس  ویروس

توانند کاربردهای با ارزشی   های بنیادی می  مولکولی درگیر، سلول
. به علاوه جنین جوجه و برخی ماکیان و ]11, 6[ داشته باشند

سهولت کشت داد    توان به  ا را میه  های بنیادی حاصل از آن  سلول
های دارویی و بیوشیمیایی هموار   که راه را برای بسیاری از پژوهش

رسی آسان به   ساخته است. در شرایط کشت آزمایشگاهی دست
شود و همچنین   یک منبع سلولی از ارکان اصلی محسوب می

ها از سایر ارکان به   قدرت بقا، سرعت تکثیر و حفظ حیات سلول
یابی به منابع سلولی آسان، به   ؛ لذا دست]11[ آیند  حساب می

ی، بدون تومورزایی و صرفه اقتصادی، به دور از مشکلات اخلاق
با قدرت تکثیر بالا بسیار ارزشمند است. جنین پرندگانی مانند 

های شبه فیبروبلاستی با   جوجه و یا بلدرچین حاوی سلول
خاصیت چسبندگی، قدرت تکثیرمناسب و در دسترس بوده که 

. با توجه به ]12[ دهند  های مزانشیمی را نشان می  خواص سلول
مندی   های پرندگان و کاربرد و علاقه  اهمیت کشت سلول

های مختلف، در این   ها در زمینه  پژوهشگران در کاربرد این سلول
پژوهش به بررسی و مقایسه روش جداسازی و سرعت تکثیر و 

سلولی مختلف از جنین جوجه و بلدرچین حفظ حیات دو منبع 
   پرداخته شده است.

 
 مواد و روش کار

جنینی و تخم بلدرچین  11در پژوهش حاضر از تخم مرغ در روز 
جنینی استفاده شد که در دستگاه جوجه کشی با دمای  7در روز 

ها به   مرغ  داری شدند. در روزهای ذکر شده تخم  درجه نگه 38
منتقل شده و پس از ضدعفونی در هود اتاق کشت سلول 

ها از تخم   ها خارج شدند. جنین  آزمایشگاهی شکسته و جنین
ها جدا   های داخلی آن  همراه ارگان  های جنینی به  خارج و اندام

منظور   شدند. هضم مکانیکی با تیغه اسکالپل انجام گرفت. به
تریپسین  دقیقه در 15-21مدت   ها به  ی جنین  هضم آنزیمی لاشه

(Gibco, USAغوطه )   ور و انکوبه شدند. سپس محتویات لوله
دست آمده در   از صافی استریل عبور داده شد و سوپ جنین به

 DMEMمحتوی محیط کشت  (SPL, Korea)فلاسک 
(Gibco, USA حاوی )سرم جنین گاوی))11 %Gibco, 

USA )FBS,  .ریخته شده و فلاسک به انکوباتور منتقل شد )
ها روزانه با میکروسکوپ اینورت از نظر رشد، تقسیم   سکفلا

سلولی، تراکم پدید آمده، مورفولوژی سلولی و همچنین کنترل 
ها تا   آلودگی باکتریایی و قارچی مورد بازدید قرار گرفتند. سلول

ها برای پاساژ با استفاده از آنزیم   پاساژ ششم کشت شدند و سلول
دند.  برای بررسی بقای سلولی، ( جدا شGibco, USAترپسین )

خانه  69( SPLدر هر پلیت )کره،  1× 114ها با تعداد   سلول
انجام کشت و بقای سلولی در روز دوم در پاساژهای اول تا پنجم 

 MTT (Gibco, USA)شد. برای انجام این تست، محلول 
 در تاریکی تهیه شد MTTلیتر پودر   گرم بر میلی  میلی 5/1حاوی 

 عنوان استوک اصلی(، سپس محلول را با محیط کشت  )به
DMEM قسمت  1قسمت محیط کشت و  6) 6:1به نسبت

لیتر از   میکرو 111( ترکیب کرده و در هر چاهک MTTمحلول
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ساعت انکوبه شد.  3-4مدت   محلول مذکور اضافه و پلیت به
 111ها را تخلیه کرده و در هر چاهک   پس از آن، مجددا چاهک

که برای حل کردن رسوبات است اضافه شد  DMSOلیتر   رومیک
بار  1دقیقه انکوبه شد، سپس محتویات هر چاهک  15مدت   و به

و در نهایت جذب هر چاهک با  به آرامی با سمپلر پیپتاژ شد
نانومتر  571( و طول موج FAX Stat, USAاستفاده از الایزا )

ها با   سلول خوانده شد، همچنین سنجش قابلیت حیات و رشد
شود از آن جمله روش تریپان بلو   های مختلفی انجام می  روش

(Sigma, USA است که روشی آسان برای ارزیابی )
هاست.   ها و در نتیجه تکثیر یا مرگ آن  پارچگی غشای سلول  یک

های غیر الکترولیت را   ی ورود رنگ  های زنده اجازه  غشای سلول
های مرده به خوبی رنگ   ا سلولدهد، ام  به درون سلول نمی

های   ی سلولی در پلیت  گیرند. برای انجام این تست هر دو رده  می
شدند و برای شش پاساژ )روز دوم بعد از هر خانه کشت داده  24

ها با این روش سنجیده شد به این   رشد و تعداد سلولپاساژ( میزان 
ها   لصورت که پس از گذشت زمان مورد نظر محیط رویی سلو

خارج، با تریپسین از کف پلیت جدا شدند. سپس از سوسپانسیون 
میکرولیتر رنگ  51میکرولیتر برداشته با  51سلولی هر گروه 

میکرولیتر از  11دقیقه،  1% ترکیب و بعد از گذشت 4تریپان بلو 
 مخلوط روی لام نئوبار ریخته و زیر میکروسکوپ اینورت

(Biorad, USAشمارش سلولی انجا )های مرده و   م شد. سلول
شوند،   های زنده شفاف دیده می  آپوپتوز یافته به رنگ آبی، و سلول

سپس به کمک فرمول زیر درصد فعالیت حیاتی مورد محاسبه 
 قرار گرفت.

 =  رشد
ها  سلول  زنده تعداد 

ها  سلول تعداد کل        

به منظور بررسی و مقایسه سرعت رشد دو نوع سلول، زمان 
ها با استفاده از فرمول زیر ارزیابی شد. در   دو برابر شدن این سلول

تعداد  N0ها،   تعداد دوبرابر شدن جمعیت سلول PDTاین رابطه 
ها در پایان کشت و   تعداد سلول Nها در زمان شروع کشت،   سلول

CT مدت زمان دوره کشت است. 
 

 
های آماری   و آزمون SPSS(Ver.16) افزار  نتایج با نرم

ANOVA  وTukey به صورت (Mean±SEM .ارزیابی شد )

انجام گرفت و  Excel 2016افزار   رسم نمودارها در نرم
 دار در نظر گرفته شد.  معنیp < 15/1هایی با   تفاوت
 
 نتایج

دوکی، قدرت نتایج نشان داد که هر دو نوع سلول دارای شکل 
ای که   های استحصال شده  چسبندگی و توانایی تقسیم هستند. سلول

به فلاسک کشت ریخته شدند به صورت شناور، گرد و شفاف بوده 
ساعت طول کشید تا به  9تا 4و در هر دو نوع سلول در کشت اولیه

کف فلاسک چسبیده و شروع به تغییر شکل و کشیده شدن کردند و 
ساعت کاملا  12سلول احاطه گردید که بعد از  تمام کف فلاسک با

به کف فلاسک چسبیده و به طور تیپیک دوکی شکل شده بودند. 
های فیبروبلاست جنین جوجه و هم   بعد از پاساژ اول هم در سلول

های سلولی ایجاد و شروع به رشد و گسترش   جنین بلدرچین کلونی
ساعت کف  48تا  24کردند و در هر دونوع سلول پس از گذشت 

% پر شد، همچنین در پاساژ سوم کلیه 81فلاسک تا بالای 
نواخت و کاملا   ها کاملا یک  های سلولی برطرف و سلول  ناخالصی

دوکی شدند و به علاوه ظرافت، میزان کشیدگی و باریک شدن بدنه 
های فیبروبلاست جنین بلدرچین نسبت به جنین جوجه   سلول
 (.1کل تر بود )ش  تر و مشخص  بیش

براساس نتایج به دست آمده زمان دو برابر شدن  همچنین
های فیبروبلاست جنین جوجه و بلدرچین در پاساژهای اول   سلول

ساعت بود که سرعت رشد بعد از پاساژ سوم  2±19تا سوم حدود 
گیری در هر دونوع سلول کاهش یافته به طوری که   به طور چشم

جوجه در پاساژهای چهارم تا های فیبروبلاست جنین   در سلول
های   و در مورد زمان دوبرابر شدن سلول 28±2ششم حدود 

(. p≤0/05افزایش یافت ) 39±2فیبروبلاست جنین بلدرچین به 
ها همچنین نشان داد که در پاساژهای بالاتر سرعت رشد   این یافته

های فیبروبلاست جنین بلدرچین به طور معنی داری نسبت   سلول
بقای  های فیبروبلاست جنین جوجه کاهش یافت، بعلاوه  به سلول

تا پاساژ پنجم )دو روز بعد از هر پاساژ(  MTTسلولی با تست 
داری از پاساژ اول تا سوم   بررسی گردید. هیچ گونه اختلاف معنی

های جوجه و بلدرچین   در بقای سلولی بین دو سلول فیبروبلاست
داری   ف معنیوجود نداشت، اما در هر دو سلول اختلا

(p≤0/05 بین بقای سلولی در پاساژ چهارم و پنجم دیده شد و )
بقای سلولی در روز دوم از سلولی پاساژ سوم تا پنجم بشدت 
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داری در   کاهش یافت، همچنین بعد از پاساژ سوم اختلاف معنی
های جوجه و بلدرچین   های فیبروبلاست  بقای سلولی بین سلول

 (.2وجود داشت )شکل 
ها با رنگ   برای بررسی میزان تکثیر و رشد سلولی، سلول

تریپان بلو رنگ آمیزی و در هر پاساژ با لام نئوبار شمارش شدند و 

ها در تایید نتایج حاصل از بقای سلولی بوده   نتایج این شمارش
داری در تعداد  که در پاساژهای اول تا سوم تفاوت معنی  طوری  به

همچنین در مقایسه با دو نوع سلول نبوده ها در پاساژها و   سلول
داری   ولی طی پاساژهای چهارم تا ششم به شدت و به طور معنی

 (.1کاهش یافت )جدول 
 

 
مراحل استخراج حنین از تخم و آماده سازی برای استحصال  -های فیبروبلاست جنینی جوجه و بلدرچین با میکروسکوپ اینورت. الف  مشاهده مورفولوژی سلول -1شکل

ها کاملا   اساژ سوم که سلولهای فیبروبلاست جنینی جوجه و بلدرچین در پ  سلول -های فیبروبلاست جنینی جوجه و بلدرچین در پاساژ اول ج  سلول -سلولی ب
 X21شود. )تصاویر با عدسی   تر دیده می  تر و مشخص  های فیبروبلاست جنین بلدرچین نسبت به جنین جوجه بیش  نواخت و دوکی شکل بوده و میزان کشیدگی سلول  یک

 گرفته شده است(.
 

 
فیبروبلاست جنین جوجه و بلدرچین در پاساژهای اول تا پنجم)دو روز بعد از هر پاساژ( بر های   . میزان بقای سلولMTTنمودار بررسی بقای سلولی با روش  -2شکل 
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 بحث
امروزه با توجه به اهمیت پرورش و بهبود روند زندگی در تولید، 

داری، بهداشت و تغذیه طیور که خوراک غالب جامعه   ازدیاد، نگه
دهند و با توجه به نقش طیور در اقتصاد کشور، هر   را تشکیل می

پژوهش علمی در این زمینه بسیار ارزشمند و قابل توجه است. در 
یبروبلاست جنین جوجه و بلدرچین با های ف  این پژوهش سلول

روش آنزیمی استحصال و کشت شدند و مورفولوژی، روند 
گونه که   ها باهم مقایسه گردید. همان  تکثیر، بقا و سرعت رشد آن

نتایج این پژوهش نشان داد سرعت رشد و تکثیر در طی 
داری بین دو نوع سلول نشان نداد اما   پاساژهای اولیه تفاوت معنی

ی پاساژهای چهارم تا ششم سرعت تکثیر و بقای سلولی درط
داری کاهش یافت و همچنین در پاساژهای بالا با   طور معنی  به

های فیبروبلاست جنین بلدرچین رشد   داری سلول  تفاوت معنی
های فیبروبلاست جنین جوجه نشان   کندتری نسبت به سلول

ها ظاهر کشیده   دادند، همچنین از نظر موفولوژی هر دو نوع سلول
های فیبروبلاست جنین بلدرچین   و دوکی داشته اگرچه سلول

علاوه ارزیابی زمان دوبرابر شدن تعداد   تر داشت. به  شکلی کشیده
داری   سلولی نشان داد که طی پاساژهای اول تا سوم تفاوت معنی

های فیبروبلاست جنین   دیده نشد ولی در چهارم تا ششم سلول
های   تری نسبت به سلول  داری با سرعت بیش  معنیجوجه به طور 

ساعت  28فیبروبلاست جنین بلدرچین بوده به طوری که در طی 
های   ها دوبرابر شده درحالی که در سلول  یک بار تعداد این سلول

 ساعت بود.  39فیبروبلاست جنین بلدرچین این زمان 
مانند های مناسب و در دسترس بودن ماکیانی   امروزه ویژگی

های تکاملی   ها به عنوان مدل  جوجه و بلدرچین سبب انتخاب آن
هایی مانند ایجاد   یا ژنتیکی گردیده است. با توجه به آن که فناوری

های ژنتیکی انقلابی را در   کاری  موجودات تراریخت و دست
. لذا مطالعات سلولی ]14, 13[ ایجاد کرده است صنعت پرندگان

و مولکولی در زمینه طیوری مانند مرغ و بلدرچین بسیار ضروری 
های حیوانی   که این پرندگان مدل  است، همچنین به دلیل این

هایی برای   های انسانی و مدل  ای مطالعات بیماریمناسبی بر
های غذایی و تهیه واکسن هستند،   های دارویی و جیره  پژوهش

طی  2113، به عنوان مثال در سال ]7, 3[ بسیار سودمند است
های فیبروبلاست و   و همکاران سلول Abdolmalekiپژوهشی 

کبدی جوجه را استحصال کرده و به بررسی تاثیرات وانادیوم بر 

و همکاران  Morin، همچنین ]15[ ها پرداختند  تکثیر و بقای آن
های فیبروبلاست جنین جوجه را استحصال   سلول 2117در سال 

و کشت دادند و به بررسی تاثیرات کریسپر در مطالعات ژنتیکی 
و همکاران در سال  Li. بعلاوه ]19[ ها پرداختند  در این سلول

های فیبروبلاست جنین جوجه به عنوان مدل   از سلول 2117
ها در برابر   های پروتئوم این سلول  مناسبی برای بررسی پاسخ

و  Shittuهمچنین  ،]17[ های آنفولونزا استفاده کردند  ویروس
های فیبروبلاست   با روش آنزیمی سلول 2119همکاران در سال 

های   ی جدیدی از سلول  جنین جوجه را استخراج ن و سپس رده
های مناسبی بود و   پرتوان القا شونده تولید کردند که دارای ویژگی

ترین   که از مهم-برای تولید واکسن و مطالعات بیماری نیوکاسل 
 مورد استفاده قرار دادند -ه به طیور استهای آسیب زنند  بیماری

]18[. 
های   های موجود بیان ژن  در این پژوهش به دلیل محدودیت

ها بررسی و مقایسه نگردید لذا پیشنهاد   پرتوانی در این سلول
های بیان ژنی و   شود برای تکمیل پژوهش انجام شده پژوهش  می

ها انجام   ها و مقایسه با سایر سلول  بررسی کاریوتایپ در این سلول
همچنین به دلیل نرم بودن بافت جنینی این پرندگان توصیه گیرد، 

تر برای استحصال این   های غیر آنزیمی و ساده  شود روش  می
 ها بررسی گردد.  سلول
 

 قدردانی و تشکر
تامین گردیده است.  1366ی سال   هزینه این پژوهش از پژوهانه

معاونت نویسندگان این مقاله کمال تشکر و قدردانی خود را از 
 دارند.  پژوهشی و فناوری دانشگاه شهید چمران اهواز اعلام می
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Abstract 
The avian stem cells are excellent in vitro model for development and pharmacology 

educations. These cells have the potential for self-renewal and differentiation and can be 

considered as a valuable technology in the poultry industry. The purpose of this study was the 

derivation, culture, and comparison of chicken fibroblast cells to quail cells, regarding cell 

doubling time and the rate of cell viability during various cell passages. In this experimental 

study, fertilized eggs were obtained and fibroblasts were isolated with an enzymatic digestion 

method and of cultured in DMEM medium including 10% FBS for various passages. 

Population doubling time (PDT) and cell viability were evaluated by trypan blue staining and 

MTT assay. Data indicated that both cells had a maximum proliferation when cultured in a 

DMEM containing 10% FBS at 38 C
˚
. Based on our results, PDT was measured 16±2 h for 

both two cells during the first o third passages. But, the population of the chicken fibroblasts 

was doubled in number each 28±2 h, while this value was 36±2.1 h for quail cell population 

(p<0.05) during the third to sixth passages. Also, cell viability results were according to PDT 

results. This study demonstrated a potential of self-renewal and cell viability of quail 

fibroblast cells as a new avian cell source and suggested to use of these cells in future 

manufacturing applications. 
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