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بررسی تغییرات زمان دو برابر شدن، نرخ ویژه رشد و ضریب تزاید سلول کلیه 
 محیط کشت  میزان مکمل های غذایی موجود درنوزاد همستر با تغییر 

 با روش تاگوچی

 

  ،2،همایون مهروانی3،مهدی ارجمند2، سید محمود عظیمی1رضا گل حسینی, 1*محمود حسنی 

 4و3شهریار سالمی پاریزی

 روه مهندسی شیمی ، دانشکده مهندسی ، دانشگاه کاشاناستادیار گ -1

 ایران. -کرج سازمان تحقیق آموزش و ترویج کشاورزی ،واکسن و سرم سازی رازی تحقیقاتی  موسسهبخش تب برفکی ،  استادیار  -2

 تهران ،ایران دانشیار گروه مهندسی شیمی ، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران جنوب، -3

 ایران ی شیمی ،  عضو باشگاه پژهشگران و نخبگان دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران جنوب، تهران،دانشجوی دکتری مهندس -4

 22/12/1331: پذیرش تاریخ  14/5/1331: دریافت تاریخ

 چکیده:

یط کشت کشت سلول برای تولیدات بیولوژیکی و دارویی علی الخصوص دارو های دامی اهمیت ویژه ای دارد این تحقیق)کشت سلول( در شرا
برای بهینه سازی مکمل های غذایی موجود در محیط کشت از روش های متفاوتی مانند تغییر تک پارامترو ثابت نگه  سوسپانسیون ، انجام شده است.

ش به روش آزمای طراحی داشتن مابقی پارامترها)فاکتوریل( استفاده میشود که بسیار زمان برو دارای خطای بالائی میشود. در این مقاله از روش
حی تاگوچی استفاده شده که نسبت به روشهای دیگر دقت بالاتر ،زمان کمتر و تعداد آزمایش کمتری انجام میشود. . با استفاده از این روش طرا

و نرخ ویژه  .با توجه به تعداد سلول نهایی،  ضریب تزاید و زمان دو برابر شدنآزمایش سعی بر بهینه سازی محیط کشت مورد استفاده در پژوهش شد
 Baby Hamster)کلیه نوزاد همستر رشد هر آزمایش محاسبه گردید و در باره اهمیت هرکدام از مکمل های غذایی و اثر آن ها بر روی سلول

Kidney) حاصل  اعمال نظر شده است.هرچه تعداد سلول نهایی بیشتر باشد در نتیجه زمان دو برابر شدن کمتر  و نرخ ویژه رشد بیشتر می شود،که
هدف از  این تحقیق بررسی  بر روی تاثیر مکمل های غذایی مختلف موجود . تمامی این ها باعث می شود کشت سلول بهره وری بیشتری داشته باشد

متمرکز شده است. در فرآیند کشت سلول نتایج بدست آمده نشان دهنده بهبود (BHK)کلیه نوزاد همستر در محیط کشت بر رشد و تکثیر سلول
موجب تولید بیشتر و با کیفیت بالاتر  داروهای  ( BHKدر این پژوهش سلول  )ها شد. افزایش تعداد سلول به صورت کلی د و تکثیر سلولرش

ترین تاثیر مثبت بر روی ضریب تزاید ، زمان دو برابر شدن و نرخ %( بیش11در این روش ) محیط کشت  درمیزان سرم اضافه شده بیولوژیک می شود.
گرم در هر لیتر( تاثیری بر روی ضریب تزاید ، زمان دو برابر شدن و نرخ ویژه رشد  12رشد را دارد و هم چنین افزایش میزان اسید های آمینه) ویژه

 ندارد. 
 

 کلمات کلیدی:زمان دو برابر شدن،نرخ ویژه رشد، کلیه نوزاد همستر، تاگوچی،محیط کشت
 ی نویسنده مسئول : محمود حسن 

    12232223121 تلفن –دانشگاه کاشان  –دانشکده مهندسی  –گروه مهندسی شیمی  آدرس:
 mahmoudhasani2000@gmail.com پست الکترونیک:
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 مقدمه:

کشت سلول و بافت که از اوایل قرن بیستم ابداع شده 

تکثیر و  ،رشد منظور به مصنوعی فرایند یکاست 

به منظور بررسی و پژوهش بر روی  ها سلول نگهداری

 (.2 ,1)رفتار سلول های جانوری است

کشت سلول به صورت عمده در علوم زیستی مثل تکثیر 

ها، هورمون تولید ،بیماریتشخیص تولیدواکسن، ویروس،

ولوژیکی و دارویی ، تحقیقات مطالعات فیزیولوژیکی و بی

 پروتئین تولیدی مثل بیولوژی سلول، ای و کاربردپایه 

 ،تحقیقات سرطان و تولید دارو ها وژن درمانی و نوترکیب

  (.3,4)بسیاری ازجنبه های دیگر کاربرد دارد

سلول های مورد استفاده در کشت سلول به چند زیر 

سلول های پرایمری به  . مجموعه تقسیم بندی می شوند

بافت جاندار گرفته از  به طور مستقیمعنوان دسته اول که 

می شوند و دسته دوم که سلول های لاین هستنند و تحت 

صورت نا محدود  شرایط ازمایشگاهی به هر میزان و به

 (.2, 5) کشت داده می شوند

بیشتر در تولیدات محصولات دامی که مهم  BHKسلول 

تولید واکسن تب برفکی و هاری است مورد  آنهاترین 

چنین در تولید پروتئین های  هم.  گیرد استفاده قرار می

و تولید  DNA، برای استخراج IIIVترکیب مثل فاکتور نو

 Japanese)ویروس انسفالیت ژاپنیELISAآنتی ژن 

Encephalitis –JE) (.3-2)مورد استفاده قرار گرفته است 

توسعه سیستم های کشت سوسپانسیون در بسیاری از 

ن و بازدهی آت موارد اجازه بالا بردن تعداد سلول و غلظ

یح در مقیاس قچنین شرایط تل هم . حجمی را می دهد

بخشیده و تر و ترکیب محیط کشت را بهبود  های بزرگ

 (. 11)تسهیل می کند 

یک محیط کشت کلی ترکیبی از اسید های امینه ضروری 

و غیر ضروری،ویتامین،نمک های معدنی،گلوکز و سرم 

ی توان در محیط کشت بدون سرم به سختی م . است

 .(12 ,11)سلول ها را زنده نگه داشت

 یرسرم به صورت کلی یک ماده پیچیده حاوی مقاد

زیادی ازترکیبات بهبود دهنده و محدود کننده رشد، 

 ویتامین، پروتئین، مینه،آلبومین، اسید های آ

 . عناصر کمیاب است لیپید، مواد معدنی و کربوهیدرات،

 از: ندعبارت ترین نقش های سرم در کشت سلول مهم

 تامین هورمون های تحریک کننده رشد و تکثیر سلول ،

 جا به جایی پروتئین های معدنی و عناصر کمیاب و 

و  pH حفظ چسبنده و گسترنده ، یفاکتور ها لیپید ها،

هدف از  (. 15 -13) مقاومت در مقابل مواد سمی است

این تحقیق بررسی  بر روی تاثیر مکمل های غذایی 

 جود در محیط کشت بر رشد و تکثیر سلولمختلف مو

متمرکز شده است..میزان سرم (BHK)کلیه نوزاد همستر

%( بیشترین 11اضافه شده در محیط کشت  در این روش )

تاثیر مثبت بر روی ضریب تزاید ، زمان دو برابر شدن و 

نرخ ویژه رشد را دارد و هم چنین افزایش میزان اسید های 

تر( تاثیری بر روی ضریب تزاید ، گرم در هر لی 12آمینه)

 زمان دو برابر شدن و نرخ ویژه رشد ندارد. 

 :هامواد و روش 

 تهیه سلول و محیط کشت:

ابتدا سلول کلیه نوزاد همستر که از بخش تب برفکی 

کرج تهیه  رازی سرم سازیو واکسن  تحقیقاتی موسسه

شده را در فلاسک های کشت سلول با محیط کشت 

و  MEM  ((Minimum essential mediaبهبود یافته

 10% گلایکول اتیلن  مار شده با پلییگاوی ت میزان سرم

شرکت ) MEMمحیط کشت  .داده می شود کشت 
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  و سرم گاوی که با  (M8028با شماره کاتالوگ  سیگما

PEG  تحقیقاتی موسسهتیمار شده از بخش تب برفکی 

 سلول زمانی که . شد هتهی کرج                   رازی سرم سازیو واکسن 

% 31بیش از  تقریبادرآمد و کامل تک لایه به صورت

می  ح ظرف کشت)فلاسک کشت سلول( را پوشاندوسط

 . به کشت سوسپانسیون انتقال داده شود بایست سلول ها

 کمک به سلول درون فلاسک روی محیط بدین منظور

فلاسک  به  تریپسین .می شود  تخلیه      پیپت

 تریپسین دقیقه 1-2 از بعد می شود . اضافه سلولحاوی 

 شده وفلاسک حاوی سلول کشت داده شده  تخلیه اضافی

 از بعد .قرار داده شد درجه سانتی گراد 32 گرم خانه در

 با م خانه خارج کرده و رفلاسک را از گ دقیقه 4-3

 فلاسک سطح به چسبیده های سلول زدن ضربه از استفاده

 به کشت محیط لیتر میلی 5 سپس و جدا سطح روی از را

 میشود انجام پیپتینگ و کرده اضافه سلول حاوی فلاسک

ا به ظروف سلول ها ر .جداشوند هم از ها سلول تمام تا

که حاوی محیط کشت و سرم به میزان  کشت جدید

 . میشود داده توسط پیپت انتقالمی باشد مشخص 

تحقیق دارای همزن و راکتور مورد استفاده در این بیو

یشات در شرایط دمایی تمامی آزما ه ومنافذ تبادل هوا بود

و دور  5%با دی اکسید کربن   و  گراد  سانتی  درجه  32              

تمامی سلول ها .  دور بر دقیقه انجام گرفت 125ن زهم

مایشات موردنظر دو الی سه پاساژ را در زقبل از انجام آ

و سپس  میایی ذکر شده طی نمودندشرایط فیزیکی و شی

 .وارد مرحله انجام تحقیقات شدند 

 سلول: و حیات  شمارش

 سلول های حذف و زنده سلول هایشمارش  منظور به

 و هموسیتومتر با لامبلو  آمیزی تریپان  روش رنگ از مرده

 قادر مرده سلول های گردید .استفاده  نئوبار تقسیم بندی

 وارد آبی تیره رنگ و نیستند نگر این ورود از ممانعت به

.  می آورد در آبی رنگ به را ها آن و شده سیتوپلاسم

 تریپان بلو رنگ و سلولی سوسپانسیون از مساوی حجم

 خوب و کرده اضافه آزمایش لوله یک به را  

 روی را مذکور سوسپانسیون از مقداری.  کنندمی مخلوط

 میکروسکوپ کمک با و داده قرار مناسب نئوبار لام

مطابق با پروتکل  مربع یک داخل سلول های نوری

 شمارش شمارش سلول توسط لام نئوبار و رنگ تریپان بلو

 11111داد سلول شمارش شده را در عددتع. می شود 

ضرب کرده تا تعداد سلول های موجود در هر میلی لیتر 

سلول با  برای بررسی حیات یا مرگ . دآیبه دست 

زمان با شمارش سلول ها  بار و هماز لام نئو استفاده

وضعیت سلول های مرده را نیز می بایست مورد بررسی 

سلول های رنگ شده حکایت از سول های مرده  . قرارداد

و سلول های سفید رنگ یا رنگ نشده به معنای سلول 

به منظور محاسبه حیات سلول ها تعداد  . های زنده اند

بر تعداد سلول کل یا همان  سلول های زنده را تقسیم

  .شود تعداد سلول زنده و مرده می  تجمیع

 تاگوچی: مایش به روشطراحی آز

به منظور بررسی شرایط موثر بر روی رشد و تکثیر سلول 

بدین   کلیه نوزاد همستر از روش تاگوچی استفاده گردید.

متغیر ،گلوکز ،گلوتامین،پروتئین شش صورت که 

  آمینه و سرم گاوی در چهار سطح،ویتامین ،اسید های 

گرفته شد . در این پژوهش هر آزمایش دو بار مدنظر قرار 

  تکرار شد که میانگین آنها در جدول قرارداده شده

 (.1جدول )است.
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 سطح و با استفاده از نرم افزار تاگوچی 4با توجه به  طراحی آزمایشات جهت ارزیابی متغیرها  -1جدول شماره 

شماره 

مایشاتآز  

 متغیر ها و سطوح

سرم گاوی تیمار 

شده با پلی اتیلن 

 گلایکول

 (g/l)گلوتامین (g/l)گلوکز (%حجمی)

مجموعه 

پروتئین ها 

(g/l) 

مجموعه 

ویتامین  

 (g/l)ها

مجموعه اسید های آمینه   ضروری 

(g/l) 

1 1/11 1/11 1/25 1/32 1/51 1/51 

2 1/11 2/11 51/1  51/3  3/11 3/11 

3 1/11 4/11 25/1  11/2  2/11 2/11 

4 1/11 2/11 11/1  12/11  12/11 11/12  

5 2/11 1/11 25/1  51/3  3/11 11/2  

2 2/11 2/11 51/1  32/1  1/51 11/12  

2 2/11 4/11 25/1  12/11  12/11 51/1  

1 2/11 2/11 11/1  11/2  2/11 11/3  

3 5/11 1/11 51/1  11/2  12/11 51/1  

11 5/11 2/11 25/1  12/11  2/11 11/3  

11 5/11 4/11 11/1  32/1  3/11 11/2  

12 5/11 2/11 25/1  51/3  1/51 11/12  

13 11/11 1/11 1/51 12/11  2/11 11/2  

14 11/11 2/11 1/25 11/2  12/11 11/12  

15 11/11 4/11 11/1  51/3  1/51 51/1  

12 11/11 2/11 25/1  32/1  3/11 11/3  

12 1/11 1/11 1/11 32/1  12/11 11/3  

11 1/11 2/11 1/25 51/3  2/11 51/1  

13 1/11 4/11 1/51 11/2  3/11 11/12  

21 1/11 2/11 1/25 12/11  1/51 11/2  

21 2/11 1/11 1/11 51/3  2/11 11/12  

22 2/11 2/11 1/25 32/1  12/11 11/3  

23 2/11 4/11 1/51 12/11  1/51 11/3  

24 2/11 2/11 1/25 2/11 3/11 51/1  

25 5/11 1/11 1/25 2/11 1/51 11/3  

22 5/11 2/11 1/11 11/12 3/11 51/1  

22 5/11 4/11 1/25 1/32 2/11 11/12  

21 5/11 2/11 1/51 3/51 12/11 11/2  

23 11/11 1/11 1/25 12/11  3/11 11/12  

31 11/11 2/11 1/11 11/2  1/51 11/2  

31 11/11 4/11 1/25 51/3  12/11 11/3  

32 11/11 2/11 1/51 32/1  11/2  51/1  
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و  محاسبه ضریب تزاید و زمان دو برابر شدن

 :نرخ ویژه رشد

برای محاسبه ضریب تزاید به تعداد سلول در شروع کشت 

که با استفاده از رابطه زیر به  استو در انتهای کشت نیاز 

 : دست می آید

 ضریب تزاید =

رابر شدن نیز به تعداد سلول در برای محاسبه زمان دو ب

و از طریق رابطه زیر مقدار  استابتدا و انتها کشت  نیاز 

 آید :به دست می  آن

 
برای محاسبه نرخ ویژه رشد نیز به تعداد سلول در ابتدا و 

آن به  و از طریق رابطه زیر مقداراست انتها کشت  نیاز 

 :دست می آید 

 
 

 

 

 

 

 : که در این رابطه

 تعداد نهایی سلول  

 تعداد سلول در اغاز 

 زمان انتهای کشت   

 . (13)زمان شروع کشت  

 :نتایج

کلیه نوزاد همستر با به منظور بررسی وضعیت کشت سلول 

روش تاگوچی به منظور  بهاستفاده از طراحی آزمایش 

غذایی موجود در محیط بررسی تاثیر مکمل های مختلف 

مایشات پیشنهادی توسط روش تاگوچی انجام زکشت آ

،  24نتایج حاصل شامل تعداد سلول نهایی پس از  . گرفت

پس از به  . ساعت پس از شروع کشت است 22و 41

دست آوردن تعداد سلول نهایی با استفاده از روابط ذکر 

شد شده ،ضریب تزاید و زمان دو برابر شدن و نرخ ویژه ر

نتایج تعداد سلول های به صورت جدول  . به دست آمد

تعداد سلول اولیه در .در ذیل ارائه شده است 2شماره 

 سلول در هر میلی لیتر بود. 351111فرایند کشت سلول 
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 تعداد سلول  درمحیط کشت به ازای ساعت های مختلف نمونه گیری -2جدول شماره 

کشت پس از شروع ساعت  24 آزمایش هشمار

 

کشت ساعت پس از شروع  44

 

 کشتساعت پس از شروع  22

 
1 44/0 44/0 44/0 

2 22/0 42/0 42/0 

3 34/0 44/0 22/0 

4 34/0 22/0 24/0 

2 25/0 54/0 33/0 

4 42/0 12/0 10/0 

2 42/0 24/0 40/0 

4 24/0 22/1 24/1 

5 42/0 44/0 42/0 

10 40/0 43/0 42/0 

11 41/0 45/0 20/0 

12 24/0 22/0 15/0 

13 33/0 04/1 10/1 

14 21/0 52/0 24/0 

12 24/0 21/0 42/0 

14 21/0 22/1 03/1 

12 32/0 33/0 42/0 

14 24/0 24/0 34/0 

15 30/0 23/0 32/0 

20 35/0 22/0 44/0 

21 40/0 42/0 23/0 

22 44/0 45/0 42/0 

23 31/0 21/0 43/0 

24 42/0 34/0 22/0 

22 44/0 51/0 45/0 

24 42/0 22/0 20/0 

22 43/0 42/0 54/0 

24 24/0 41/0 42/0 

25 23/0 23/0 41/0 

30 25/0 40/0 34/0 

31 20/0 22/0 45/0 

32 35/0 42/0 43/0 
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زمان دو برابر شدن و نرخ  ، به منظور محاسبه ضریب تزاید

است که تعداد سلول ابتدای بازه زمانی  لازمویژه رشد 

پس از به  مورد نظر و انتهای آن مشخص شده باشند.

و با محاسباتی صورت گرفته  دست آوردن این مقادیر

 24مشخص گردید که بالاترین میزان ضریب تزاید در 

 می باشد. 21و  11، 1ه شماره آزمایش ساعت مربوط به س

ساعت پس از شروع کشت در سه  41همین پارامتر در 

 دارای بالاترین مقادیر می باشد. 12و  1، 5شماره آزمایش 

نیز دارای بالاترین مقدار  12و  13،  1سه شماره آزمایش 

 آزمایش صورت گرفته  32ضریب تزاید در میان تمام 

 1ن آن ها کمتر از اایی که میزضریب تزاید ه . می باشند

زمان مورد  یبدین معناست که تعداد سلول در انتها باشد ،

سلول در هر  351111نظر کمتر از مقدار اولیه یا همان 

 (1)نمودار شماره  . میلی لیتر است

1 11

1 21

1 41

1 21

1 11

1 11

1 21

1 41

1 2 3 4 5 2 2 1 3 11 11 12 13 14 15 12 12 11 13 21 21 22 23 24 25 22 22 21 23 31 31 32

د
زای

ب ت
ری
ض

شماره آزمایش

ضریب تزاید در ساعات مختلف پس از شروع کشت

  ساعت 24

  شروع از پس

کشت

ساعت  41

پس از شروع 

کشت

ساعت  22

پس از شروع 

کشت

 ای ساعت های مختلف نمونه گیریبه ازمیزان ضریب تزاید  در سلول کلیه نوزاد همستر -1نمودار شماره

 

زمان دو برابر شدن بدین معنا است که مدت زمانی که 

در حقیقت  جمعیت سلول ها دو برابر جمعیت اولیه شود .

 منظور از جمعیت سلول ها تعداد سلول های زنده 

هرچه این زمان کمتر باشد تعداد سلول نهایی در  می باشد.

 .خداد دلخواه می باشدو این ر بازه مشخص بیشتر می شود

زمان  نساعت اول بیشتری 24در بررسی صورت گرفته در 

نکته  . می باشد 3دو برابر شدن مربوط به آزمایش شماره 

طور که ذکر شد  همان ،است  آن اج قابل ذکر در این
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برای محاسبه زمان دو برابر شدن نیاز به تعداد سلول نهایی 

ده از این تعریف هر گاه . با استفا و تعداد سلول اولیه است

سلول نهایی در انتهای بازه زمانی موردنظر کمتر  دکه تعدا

زمان دو برابر شدن با  مقدار از تعداد سلول اولیه شود ،

ساعت  41هم چنین در  . عدد صفر گزارش شده است

زمان دو برابر شدن ترین میزان  پس از شروع کشت بیش

شماره  . می باشد 32و  31، 3به سه شماره آزمایشمربوط 

ساعت  41ساعت پس از شروع کشت و  24در  3آزمایش 

بالایی  نشد برابراز شروع کشت دارای زمان دو  سپ

نیز دارای بیشترین 31و  23،  11سه شماره آزمایش   است.

ساعت پس از شروع کشت را  22زمان دو برابر شدن در 

 (2.) نمودار شماره  دارا هستنند

 

1 11

211 11

411 11

211 11

111 11

1111 11

1211 11

1 2 3 4 5 2 2 1 3 11 11 12 13 14 15 12 12 11 13 21 21 22 23 24 25 22 22 21 23 31 31 32

ت
اع
 س
ب

حس
ر 
ن ب

د
 ش
بر
را
و ب
 د
ن
ما
ز

شماره آزمایش

ساعت پس از شروع کشت 22و  24،44میزان زمان دو برابر شدن پس از 

زمان دو برابر شدن  

ساعت از  24پس از 

شروع کشت

زمان دو برابر شدن  

ساعت از  41پس از 

شروع کشت

زمان دو برابر شدن  

ساعت از  22پس از 

شروع کشت

 میزان زمان دو برابر شدن سلول کلیه نوزاد همستر و به ازای ساعت های مختلف نمونه گیری-2نمودار شماره                                      

نرخ ویژه رشد پارامتری است که نشان دهنده سرعت رشد 

و تکثیر سلول ها است و پر واضح است که هرچه میزان 

به صورت  . ، برای فرایند مطلوب تر است آن بیشتر باشد

نرخ ویژه رشد می بایست پایین تر  ،ساعت اول 24عام در 

ساعت سوم پس از شروع کشت  24ساعت دوم و 24از 

حیط جدید دلیل این امر نیاز سلول به تطابق با م . باشد

کشت  ایندچند ساعت در فر است و به همین دلیل گاهی

ترین نرخ ویژه رشد به  شبی .شود صرف این موضوع می 

صورت کلی و در میان تمام آزمایشات صورت گرفته و 

و  1زمانی مربوط به شماره آزمایش های ه در هر سه باز

ساعت پس از شروع  41است که هر دوی آن ها در  12

 نمودار  بوده اند) بالایی کشت دارای نرخ ویژه رشد

  . (3شماره 
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1 11

1 11

1 11

1 12

1 12

1 13

1 13

1 2 3 4 5 2 2 1 3 11 11 12 13 14 15 12 12 11 13 21 21 22 23 24 25 22 22 21 23 31 31 32

ب 
حس

ر 
د ب

رش
ه 
یژ
 و
خ
نر

1 /
ت

اع
س

شماره آ مایش

ساعت پس از شروع کشت 22و  44،  24نرخ ویژه رشد پس از

نرخ ویژه رشد پس 

ساعت از  24از 

شروع کشت

نرخ ویژه رشد پس 

ساعت از  41از 

شروع کشت

نرخ ویژه رشد پس 

ساعت از  22از 

شروع کشت

 

 نرخ ویژه رشد سلول کلیه نوزاد همستر به ازای ساعت های مختلف نمونه گیری-3ودار شمارهنم
ان دو برابر ن ضریب تزاید و نرخ ویژه رشد بالاتر بوده و میزان زممیزان زمان دوبرابر شدن، ضریب تزاید و نرخ ویژه رشد سه پارامتری هستنند که همگی به تعداد سلول اولیه و نهایی وابسته اند.هرچه میزا

ساعت اول کشت به صورت کلی دارای کمترین میزان در میان سه بازه زمانی مختلف است و بیشترین  24شدن کمتر باشد حاکی از آن است که فرایند کشت ما بهتر صورت گرفته است. ضریب تزاید در 

اعت پس از شروع کشت رخ می دهد.هم چنین بیشترین نرخ ویژه رشد نیز هم چنین وضعیتی را داراست.بر س 41ساعت پس از شروع کشت تا  24ساعت دوم یعنی حدفاصل  24آن به صورت عمومی در 

ساعت اول کشت می باشد 24ساعت پس از شروع کشت و هم چنین  22ساعت پس از شروع کشت تا  41ساعت سوم یا همان حد فاصل  24خلاف این دو بیش ترین زمان دوبرابر شدن مربوط به 

 

نتایج بالا که مقایسه محیط کشت بهینه سازی  بر اساس

شده توسط طراحی آزمایش به روش تاگوچی و نمونه 

شاهد است ، ضریب تزاید ، زمان دو برابر شدن و نرخ 

 ویژه رشد در جدولی به شرح ذیل مشخص می گردد.

 (4و  3)جدول شماره 

بر اساس نتایج حاصل از آزمایشات و محاسبات صورت 

 پارامتر های مورد بررسی قرار گرفته و در  گرفته در تمامی

 

تمامی زمان ها ، محیط کشت بهینه سازی شده توسط 

به محیط کشت  طراحی آزمایش برتری مناسبی نسبت

شاهد دارد.بالاترین ضریب تزاید  در هر دو نمونه مربوط 

ساعت پس از شروع کشت می باشد.هم چنین کم  22به 

ترین زمان دو برابر شدن و بیش ترین نرخ ویژه رشد در 

 ساعت اول کشت می باشد. 24هر دو نمونه مربوط به 

 (5) جدول شماره 
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 کشت بهینه سازی شده توسط طراحی آزمایش به روش تاگوچیترکیب محیط -3جدول شماره 

مجموعه اسید 

های آمینه   

ضروری )گرم 

 در لیتر(

مجموعه 

ویتامین  ها 

 )گرم در لیتر(

مجموعه 

پروتئین ها 

 )گرم در لیتر(

گلوتامین )گرم در 

 لیتر(

گلوکز )گرم در 

 لیتر(

سرم گاوی تیمار 

شده با پلی اتیلن 

گلایکول 

 )حجمی%(

حیط نام م

 کشت

 بهینه سازی شده 11/11 11/2 51/1 11/2 11/12 11/2

 آزمایش پیشنهادی توسط تاگوچی می باشد که به صورت بالا مشخص گردیده است. 32محیط کشت ذکر شده به عنوان محیط کشت بهینه سازی شده در حقیقت بر گرفته از نتایج به دست آمده در 

 

 شت بهینه سازی شده و شاهد  به ازای ساعت های مختلف نمونه گیریتعداد سلول  درمحیط ک -4جدول شماره 

کشت ساعت پس از شروع  24 آزمایش هشمار

 

کشت ساعت پس از شروع  44

 

کشت ساعت پس از شروع  22

 

 42/1 32/1 33/1 بهینه سازی شده

 21/1 11/1 11/1 (MEMشاهد)

داد  سلول در محیط کشت بهینه سازی عصورت گرفته بین محیط کشت متداول یا همان شاهد و محیط کشت بهینه سازی شده توسط روش تاگوچی مشاهده می شود در هر سه بازه زمانی ت بر اساس مقایسه

 .شده بیش از نمونه شاهد است و این خود نشان از موفقیت روش و محیط کشت جدید دارد 

 

 ید،نرخ ویژه رشد و زمان دو برابر شدن در محیط کشت بهینه سازی شده و شاهد به ازای ساعت های مختلف نمونه گیریضریب تزا-2جدول شماره 

ساعت پس از  پارامتر

 شروع کشت

 شاهد بهینه سازی شده

 11/2 13/2 24 ضریب تزاید

41 22/3 14/3 

22 12/4 32/3 

 11/24 11/12 24 زمان دو برابر شدن

41 12/25 15/23 

22 34/34 12/41 

 123/1 144/1 24 نرخ ویژه رشد

41 121/1 124/1 

22 121/1 112/1 

 

 

 بحث:

به  2بر اساس نتایج به دست آمده که در جدول شماره 

صورت خلاصه نمایش داده شده است ، سه شماره 

 22دارای بیشترین تعداد سلول در  12و  13، 1آزمایش 

نقطه پایانی فرایند  ساعت پس از شروع کشت یا همان

 41کشت هستند.هم چنین همین سه شماره آزمایش در 

ساعت پس از شروع کشت سلول دارای بیشترین تعداد 

اولین موردی که می توان به آن اشاره کرد  سلول هستنند.

ساعت نسبت به تعداد سلول  41افت تعداد سلول در پایان 

داد ت تعققیساعت از شروع کشت است.درح 22یان در پا

ساعت پس از شروع کشت به صورت نسبی  41سلول در 
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ساعت از شروع کشت است.در دو شماره  22بیش از 

% است. 11میزان سرم تیمار شده برابر با  12و  13آزمایش 

سرم ها به دلیل حاوی مواد معدنی ، فاکتور های رشد و 

هورمون های متعدد برای رشد و تکثیر سلول بسیار مناسب 

نین میزان پروتئین آن ها نیز بسیار بالاست و هستنند.هم چ

از طرفی دیگر مقادیر زیادی ویتامین در خود دارا هستنند. 

به همین دلیل افزایش میزان آن ها تا مقداری قابل مشخص 

می تواند باعث بهبود رشد و تکثیر سلول ها شود.در دو 

میزان گلوکز موجود در محیط  12و  1آزمایش شماره 

گرم در هر لیتر است.افزایش میزان  2ا کشت برابر ب

گلوکز می تواند باعث افزایش لاکتات در فرایند کشت 

سلول شود. وظیفه اصلی گلوکز تامین انرژی سلول ها 

برای رشد و تکثیر و حیات است.هر چه سلول ها فعالیت 

بیشتری داشته باشند در حقیقت احتیاج بیشتری به گلوکز 

 ند کشت سلول است پیدا که منبع اصلی کربن در فرای

برابر  13و  1میزان ویتامین در آزمایشات شماره  می کنند.

گرم در هر لیتر است.عمده تاثیر ویتامین ها در فرایند  2با 

تکیر سلولی است و در هنگام تکثیر هست که میزان آن ها 

 اهمیت پیدا می کند.میزان اسید های آمینه موجود در دو

گرم در هر لیتر است.  2ابر با بر 12و  1شماره آزمایش 

اسید های آمینه در تمامی فرایند های رشد و تکثیر سلول 

حضور فعال دارند .به همین دلیل وجود آن ها در محیط 

کشت الزامی است.نکته مهم در این است که در این 

پژوهش ار اسید های آمینه ضروری استفاده شده است و 

قرار گرفته  میزان آنها در محیط کشت مورد بررسی

میزان اسید های آمینه می تواند باعث افزایش  یناست.ازا

 آمونیوم و لاکتات در محیط کشت شود.

از مهم ضریب تزاید ، نرخ ویژه رشد و زمان دو برابر شدن 

ترین پارامتر های سینتیک رشد سلول ها است.بررسی هر 

کدام از آن ها می تواند نشان دهنده رشد و تکثیر و بیانگر 

 ضعیت سلولی باشد.بر اساس آن که هر کدام از و

چه تاثیری بر روی تعداد سلول نهایی و مکمل های غذایی 

در نتیجه بر روی ضریب تزاید ، زمان دو برابر شدن و نرخ 

وضعیت بهینه محیط میتوان  ویژه رشد می گذارند ، 

به دست با طراحی آزمایش به روش تاگوچی کشت را 

فزودن مجموعه پروتئین ها به محیط بر این اساس ا.آورد. 

به دو صورت در این پژوهش مشخص ه کشت ک

است)خود پارامتر پروتئین و پروتئین موجود در سرم 

گاوی( تاثیر مثبت بر روی رشد و تکثیر سلول ها دارد و 

می تواند باعث کاهش زمان دو برابر شدن شود.نتیجه این 

که  (12) پژوهش با نتیجه پژوهش دوامی و همکاران

بررسی اثر افزودن پپتون )نوعی پروتئین( به محیط کشت 

  پژوهش است همسو بوده و در هردو CHOسلول 

آزمایش پروتئین ها موثر در فرایند کشت سلول بوده اند.

همین طور  ساعت پس از شروع کشت و 24در  3 شماره

ساعت پس از شروع کشت دارای زمان دو برابر  41 در

این نشانه آن است که شرایط کشت شدن بالایی است که 

در محیط کشت مرتبط با این  شماره آزمایش مطلوب 

ان سرم نیست که این می تواند ناشی از پایین بودن میز

در تحقیقات فنگ و همکاران .% حجمی ( باشد 1)برابر با

م در فرایند رشد که به بررسی اثر سرم و جایگزین های سر

که ص گردید مشخ، ص داشته طولانی مدت اختصا

حضور سرم تاثیر به سزایی در رشد و تکثیر سلول ها دارد 

و این که آیا می توان جایگزینی برای سرم ها پیدا کرد، 

 (. 12به تحقیقات و مطالعات بیشتر دارد )هم چنان نیاز 

در هر سه بازه زمانی مربوط به  بیش ترین نرخ ویژه رشد

در بین این است. نکته مهم  12و  1شماره آزمایش های 

دو محیط برابر بودن میزان گلوتامین و اسید های آمینه 
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گرم در هر لیتر و  1میزان گلوتامین برابر با  ضروری است.

گرم در هر لیتر  3میزان اسید های آمینه ضروری برابر با 

. هرچه میزان گلوتامین در محیط کشت کاهش یابد  است

ت و آمونیوم ( ، به نسبت میزان متابولیت های مضر )لاکتا

در محیط کشت کاهش می یابد.در این پژوهش نیز محیط 

محیط  نسبت بهکشت بهینه شده دارای گلوتامین کمتری 

کشت شاهد است. لی و همکاران در پژوهشی با کاهش 

میزان گلوتامین در طول فرایند کشت نیمه پیوسته توانستند 

  (.11)را بهبود بخشند  HEK-293 شرایط کشت سلول

 جه گیری:نتی

کشت سلول از مهم ترین تکنیک های مورد استفاده در 

سلول و درصد ی فرایند های بیولوژیک است و تعداد بالا

حیات بالای آن همواره برای محققین و صنعت گران 

مرتبط با این تکنیک از اهمیت خاصی برخوردار بوده 

 تفاده از محیط اسدر این پژوهش سعی شد با  . است

ف و به دست آوردن ضریب تزاید ،زمان کشت های مختل

،که هر سه از مهم ترین دو برابر شدن و نرخ ویژه رشد 

اند،  یپارامتر های بررسی سینتیکی فرایند کشت سلول

بهترین شرایط ممکن برای کشت سلول کلیه نوزاد همستر 

بر اساس . در شرایط کشت سوسپانسیون به دست آید

دارای 12و 13،  1نتایج حاصل شده آزمایشات شماره 

ساعت از شروع کشت یا  22لاترین تعداد سلول پس از اب

بر این اساس آزمایشات  .همان انتهای فرایند کشت بودند

دارای بهترین بازده یعنی ،بالاترین ضریب تزاید و  فوق 

ساعت  41نرخ ویژه رشد و کمترین زمان دوبرابر شدن در 

ت در روز پس از شروع کشت یا همان انتهای فرایند کش

 دوم است.
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Abstract 

Cell culture is one of the most commonly used techniques in the production of biological 

products. Many physical and chemical parameters factors may affect cell growth and 

proliferation. This research (cell culture) has been conducted under conditions of suspension 

culture. To optimize the nutritional supplements available in the culture medium, different 

methods are used, such as factor, which takes a long time and has a high error. This study Using 

the experimental design and Taguchi method, which is more accurate, shorter, and has fewer 

tests than other methods. . Using this method of experimental design, an attempt was made to 

optimize the culture medium used in the research. According to the number of final cells, 

multiplication factor, doubling time and the specific growth rate of each experiment were 

calculated, and the importance of each of the supplements Food and its effect on the baby 

hamsters kidney's (BHK) has been considered. The higher the number of ultimate cells, the more 

time it doubles and the special rate of growth increases, which results in all of these causes cell 

cultures More productive. The amount of serum added in the culture medium in this method 

(10%) has the most positive effect on the growth rate, doubling time and specific growth rate. 

Also, increasing the amount of amino acids (12 gr/li) has no effect on the growth rate, doubling 

time and specific growth rate. 
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