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چكید ه 
در این تحقیق به منظور تهیه کشــت سلولي اولیه زنبور عســل، نمونه هایي از مرحله لاروي و شفیرگي زنبور عسل تهیه و بر 
طبق دستورالعمل هاي استاندارد آماده گردیدند. جهت تهیه کشــت اولیه از روش هاي هضم آنزیمي کوتاه مدت )سه مرحله 10 
دقیقه ای(، هضم آنزیمي طولاني مدت )18 ســاعته( و روش نشاکاري بافت هاي ریز شده استفاده گردید. جهت رشد سلول هاي 
 بدســت آمده در روش هاي مختلف، از محیط کشت Grac'e غني شده با ســرم جنین گاو )FBS( به مقدار 15% در درجه حرارت 
oC 28 استفاده گردید. سلول هاي بدست آمده در  روش هاي مختلف، از نظر تعداد و میزان رشد سلول های زنده وضعیت مناسبي 
داشته و بعد از 5-2 هفته به سطح پوششي کامل رســیدند و از آن ها چندین پاساژ متوالي تهیه گردید. در روش هضم آنزیمی 
بهترین نتیجه، از روش تریپسینه کردن طولانی مدت مرحله شفیرگی بدست آمد. نتایج روش نشاکاري بافت هاي ریز شده در هر 

دو مرحله لاروی و شفیرگی مشابه و آن ها نیز از نظر تعداد و میزان رشد سلول های زنده وضعیت مناسبي داشتند.

کلمات کلیدی: کشت سلولي اولیه، زنبور عسل، هضم آنزيمی، نشاکاری بافت های ريز شده
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In this study, in order to preparation of  primary cell culture of honey bees, some samples  were collected  from larval 
and pupal honey bee and were prepared according to standard guidelines. For  preparing of  primary culture, the  short-
time  enzymatic disaggregation (three-phase, 10 min), long-time (18 h) and planting minced tissues methods were used. 
For growth of  obtained cells in various methods, the Grac'e medium enriched with fetal bovine serum (FBS) to a value 
of 15% was used in the temperature 28oC. Cells obtained in various methods, had good status  in number and rate of 
growth of living cells and  have reached in full confluency  after 2-5 weeks and  several successive subcultures were 
prepared. In enzymatic disaggregation method the best result was obtained from long-time trypsinization of  pupa stage. 
The result of planting minced tissues method in the larval and pupal stages were similar and both were great.
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مقدمه
کشــت هاي ســلولي چه بصورت اولیه1 و يا لاين2، کاربرد گســترده و 
فراواني در جداســازي، شناسايي و طبقه بندي ويروس ها دارند. ويروس ها از 
مهم ترين عوامل بروز بیماري ها و ايجاد خسارات اقتصادي هنگفت محسوب 
مي شــوند. کشــت هاي ســلولي همچنین براي تکثیر و ازدياد ويروس هاي 
 مــورد نیاز در مطالعات مولکولي و تحقیقــات بیوفیزيک که به منظور تهیه

آنتي ســرم ها و يا تولید واکسن هاي ويروسي زنده و يا کشته انجام مي شوند 
کاربرد ويژه اي دارند )12، 13(. کشــت هاي ســلولي، خصوصاً کشت اولیه، 
بعنوان مدل تجربي و آموزشي جهت تحقیقات پايه و مقايسه اي در فیزيولوژي 
ســلولي، ژنتیک، سم شناســي، غدد درون ريز، مواد سرطان زا، واکنش هاي  
پاتوژن- میزبان و ... کاربرد دارند. کشــت هاي ســلولي اولیه، همچنین در 
تحقیقات کروموزومي )کاريوتايپ، مورفولوژي و حالات غیر طبیعي( و اخیراً 
در مورد اثرات شــیمیايی بیان3 ژن ها و پروتئین ها در ســلول ها با استفاده 
از تکنولوژی های نوين نظیر ژنومیکس4 يا ترانس کريپتومیکس5 اســتفاده 
گسترده اي دارند. مهم ترين کاربرد کشت هاي اولیه هنگامي است که امکان 
دسترســي به تیره هاي ســلولي مورد نیاز فراهم نباشد. کشت هاي سلولي 
اولیه همچنین مقدمه اي براي تولید تیره هاي سلولي مي باشند. در آغاز قرن 
بیســتم میلادی، موضوع جديدی در تحقیقات بیولوژی شکل گرفت و آنهم 
کشــت ها و پیوندهای بافتی بود. متعاقب آن، کشــت سلول های پرايمری و 
بدنبال آن کشــت های لاين دائمی و فناناپذير، بیولوژی سلول را وارد عرصه 
جديدی کرد. کارهای اولیه بر روی بی مهره گان و حشــرات بالدار6 صورت 
گرفت. در ابتدا بافت عضلانی حشــرات فوق بیرون آورده شده و کشت داده 
می شدند. پیشرفت هاي مهم در اين زمینه از سال 1949 همزمان با استفاده 

از آنتي بیوتیک ها در محیط هاي کشــت، حاصــل گرديد )4، 12، 13(. در 
سال 1958 با استفاده از تريپسینه کردن7 بافت، تکنیکي معرفي گرديد که 
براي اولین بار منجر به تهیه کشــت يک لايه از سلول هاي ماهیان گرديد. 
Wolf و Quimby در ســال 1969 اولین گزارش جامع در مورد کشت هاي 
ســلولي و بافت هاي آبزيان را منتشــر نمودند. مهم ترين منبع جامع براي 
تمام کشــت هاي بافتي، متني اســت تحت عنوان "روش هاي کشت بافت 
و کاربردهاي آن" که توســط Kruse و Patterson در ســال 1973 منتشر 
گرديد. اين کتاب حاوي توضیح مختصري از تريپسینه کردن بافت ها است 
که بوسیله Sigel و Beasley در سال 1973 انجام گرفت. تحقیقات در اين 
زمینه ادامه يافت تا جائی که سلول های لاين بی مهره گان و مهره داران جهت 
رشــد دائمی بوجود آمدند و بســیاری از آن ها بصورت تجارتی امروزه قابل 

دسترسی می باشند )4(.
بطــور کلی تنوع بافت هاي گوناگون براي تهیه کشــت اولیه، زياد بوده 
ولي بافت هاي جنیني و گنادها بیشــترين تعداد سلول هاي فعال با قابلیت 
تقسیم مناسب را داشــته و نتايج موفقیت آمیزي در کشت هاي يک لايه و 
رسیدن به سطح پوششي مناســب در کمترين زمان را دارا مي باشند )12، 
13(. روش هاي اختصاصي متعددي براي تهیه کشت هاي سلولي اولیه وجود 

دارد که عبارتند از: )12، 13(
 - روش هضم آنزيمي8 بافت هاي ريز شده9)تريپسینه کردن بافت(

- روش نشاکاري10 بافت هاي ريز شده بدون استفاده از آنزيم
در مورد حشــرات، کشت ســلولی اولیه کاربرد فراوانی در تحقیقات و 
تشخیص بیماري های ويروسی دارد، خصوصاً در مورد گونه هايی از جانداران 
نظیر زنبور عســل که تاکنون تیره ســلولی از آن ها تهیه نشــده است اما 
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تلاش هايی در زمینه تهیه کشــت پرايمری و نیز تیره های ســلولی غیردائم 
زنبور عسل آن هم فقط برای تعداد کمی پاساژ11 انجام گرفته و در اين زمینه 
موفقیت هايی نیز حاصل شــده است )Lynn، 2001؛ Bergem و همکاران، 
2008؛ Chan و همکاران، 2010؛ Hunter، 2010 و Poppinga و همکاران، 
2012(. Kitagishi و همکاران )2011( تلاش هايی برای تولید ســلول های 
جنینی زنبور عســل که دائمی باشــند را از طريق انتقال ژن به سلول های 
سرطانی C-myc Proto انسان انجام دادند. گرچه ممکن است به اولین تیره 
ســلولی دائمی زنبور عسل منجر شــود اما ماهیت آنها ناشی از بیان ژن در 
سلول های انسانی خواهد بود. از اين رو تلاش جهت تهیه سلول های دائمی 
از خود زنبور عسل همچنان ادامه دارد )4، 8، 15(. در زمینه کشت سلولي 
زنبور عسل تحقیقات در اغلب کشورها بسیار محدود مي باشد ولي محققان 
زيادي در زمینه کشت سلولي ساير حشرات فعالیت نموده و به نتايج خوبي 
دســت پیدا کرده اند. در زمینه کشــت بافت و ســلول های حشرات بالدار، 
پیشــرفت هايی توســط 1971( Giauffret(، Kaatz و همکاران )1985(،  
1986( Greny(، Ferkovich و همــکاران )1994( و Rocher و همــکاران 
)2004( گزارشــاتی وجود دارد. Kolokol’tsova و همکاران )1995( موفق 
 )2003( Eide .)6( به تهیه کشت اولیه پروانه از راسته پولک بالان12 شدند
از ســلول هاي جنیني مگس خانگي، تیره سلولي تهیه نمود )Tolbert .)2 و 
Oland )1990( از سلول هاي عصبي حشره بید (Mandura sexata) کشت 

سلولي اولیه تهیه نمودند )4، 11(.
لیستی از سلول های هترولوگ که برای پاتوژن های زنبور عسل می توانند 
مورد استفاده قرار گیرند توســط Gisder و همکاران )2011( منتشر شده 
اســت. بعنوان مثال تیره ســلولی IPL-LD65Y يک لاين سلولی دائمی از 
پولک بالان می باشــد که از پروانه کرم ابريشــم (Lymantria dispar) تهیه 
شــده که به عفونت های میکروســپوريديايی بیماری زای زنبور عسل شامل

Nosema apis و Nosema ceranae حســاس می باشــد و می تواند کامل 
کننده چرخه زندگی گونه های نوزما در کشت سلول باشد. تیره های سلولی 
 ،(Mamestra brassicae) از حشــره بید کلم MB-L11 03 و-MB ،MB-L2
 ،(Drosophila melanogaster) 2 از مگس سرکه-Schneider تیره ســلولی
 ،Spodoptera frugiperda از   158-sf و   ،21-sf  ،9-sf ســلولی  تیره هــای 
تیــره ســلولی SPC-BM-36  از Bombyx mori و تیره ســلولی Tn-368 از 
Trichoplusia ni تهیه شده است. در زمینه کشت سلولي زنبور عسل چند 
گزارش در مورد کشت نرون هاي مغزي شفیره13 زنبور عسل وجود دارد )3، 
10 ،7(. Jirasripongpun و همکاران )2003( تحقیقي در مورد تهیه کشت 
اولیه لارو زنبور عســل انجام دادند. هــدف اصلی در آن ها تکمیل مطالعات 
سیســتم بويايی حشرات با استفاده از اطلاعات حاصل از کشت های سلولی 
در شرايط آزمايشگاهی بود )4، 5(. اخیراً انواع متعددی از سلول های بدست 
آمده از شــفیره و مغز زنبورهای بالغ و نیز سلول های دستگاه گوارش برای 
اين منظور توســط Mockel و همــکاران )Poppinga ،)2009 و همکاران 
)2012( تهیه گرديد. گرچه ســلول های پرايمری در بسیاری از موضوعات 
مفید می باشند ولی محدوديت هايی نیز در آنها وجود دارد. اکثر سلول های 
پرايمــری بــرای دوره زمانی محــدودی باقی مانده و وقتی از آنها کشــت 
مجدد14 تهیه می شود، بعنوان سلول های غیردائم عمل کرده و بعد از چند 
نوبت از بین می روند. در طی اين پاســاژها، اکثر سلول ها جهت عادت پیدا 
کردن به شرايط محیطی مصنوعی، تغییرات ماهیتی پیدا کرده و مشکلاتی 

را در تکثیر و ادامه رشــد آن ها ايجاد می گــردد )Bergem .)4 و همکاران 
)2006( موفق به نگه داري طولاني مدت ســلول هاي جنیني زنبور عســل 

گرديدند )1(. 
با توجه به رشد چشمگیر پرورش زنبور عسل در ايران، ارائه روش هايي 
که در جهت تشــخیص بیماري هاي عفوني، بخصوص عوامل ويروســي که 
خســارات قابل توجهي ببار مي آورند بیش از پیش احســاس مي گردد )9(. 
با تهیه کشــت اولیه که اهمیت زيادي در تحقیقات و تشخیص بیماري هاي 
ويروسي دارد، امکان تهیه تیره سلولي از اين حشره نیز فراهم مي گردد. اين 
تحقیق اولین مطالعه در زمینه کشت سلولی زنبور عسل در ايران می باشد. 
از آنجائي که گزارشاتی از تشــخیص بیماري های ويروسی مهم زنبور عسل 
در ايران وجود دارد، با توجه به تفاوت هاي کشــت ســلولي زنبور عســل با 
حیوانات خونگرم، با نتايج بدســت آمده از اين تحقیق، امکان تهیه کشــت 
ســلولي زنبور در مواقع لزوم فراهم گرديده و امکان جداسازی ويروس های 
مورد نظر و زمینه مناسب برای تهیه سلول های لاين اين حشره سودمند در 

کشور فراهم شده است.

مواد و روش کار
انتخاب نمونه

در ايــن تحقیق که در بهار 1393 صورت گرفت از مرحله لاروي زنبور 
عســل در سنین 7-5 روزگي و نیز از مرحله شــفیرگي در سنین 12-15 
روزگي بر طبق دســتورالعمل Human و همــکاران )2013( چندين نمونه 
از يــک کلنی زنبور در اســتان البرز  تهیه گرديد )شــکل -1( )4(. از نظر 
ظاهری لاروها و شــفیره ها کاملًا ســالم بوده و با مشاهده در زير لوپ هیچ 
نوع انگل خارجي در ســطح بدن آنها مشــاهده نشد. بعد از کشتن زنبورها 
توســط کلروفرم، جهت ضدعفونی کردن ســطح بدن، ابتــدا آنها را بمدت 
5-3 دقیقــه در اتانول 70% قرار داده و پس از ســه مرتبه آبکشــی با آب 
اســتريل، لاروها را بطور کامل ولی شفیره ها را پس از خارج نمودن دستگاه 

شكل1- لارو)سمت راست( و  شفیره )سمت چپ( زنبور عسل مورد استفاده در 
تهیه کشت سلولی پرایمری

تهیه کشت سلولی اولیه  زنبور عسل ...
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گوارش، با قیچی استريل، در اندازه هاي 2-1 میلي متر، ريز ريز نموده، بعد 
 از ســه مرتبه شستشو با محلول PBS15 سرد، بمدت يک ساعت در محلول
500  gµ/ml جنتامايســین،   200  gµ/ml )حــاوي  بیوتیکــي   آنتــي 

پلي میکســین- B، gµ/ml 500 نئومايســین و  IU/ml 100باسیتراسین( 
غوطه ور شــدند. سپس اقدام به تهیه کشت سلولي اولیه به روش هاي هضم 
آنزيمي )با دو روش تريپســینه کردن کوتاه مدت و طولاني مدت( و روش 

نشاکاري بافت هاي ريز شده16 گرديد )4(.

روش هضم آنزیمي
در تريپسینه کردن کوتاه مدت، قطعات بافتي به میزان 1:10 )يک گرم 
بافت و 10 میلی لیتر محلول تريپسین( در سه نوبت 10 دقیقه اي در محلول 
تريپســین %0/25 (Fluka, Biochemika) و بر روي همزن مغناطیســي با 
سرعت کند قرار گرفته و در هر نوبت، سوسپانسیون سلولي برداشت شده  و 
 FBS17  جهت خنثی شدن فعالیت تريپسین باقیمانده، به میزان 10% به آن
 200g  اضافه گرديد )4، 5، 12، 13(. سپس بمدت 10 دقیقه در (GIPCO)
سانتريفوژ شد. رسوب ســلولي بدست آمده به فلاسک کشت سلول منتقل 
و محیط مخصوص حشرات )Grac'e Insect Medium, GIPCO) غنی شده 
با FBS )به میزان 15%( به آن اضافه گرديد. جهت بررسي وضعیت و تعداد 
سلول هاي جمع آوري شده، سوسپانســیون سلولي را با رنگ تريپان بلو18 
0/5% به نســبت 50:50 مخلوط کرده و توسط لام هموسايتومتر شمارش، 
که در صورت مناســب بودن تعداد، فلاسک هاي کشت سلولي به انکوباتور  
oC 28 منتقل گرديدند. برای خارج کردن ســلول های مرده هر هفته نیمی 
از محیط کشت داخل فلاسک را با محیط جديد تعويض نموده و هنگامي که 
سلول ها به سطح پوششي کامل رسیدند از آن ها پاساژ مجدد تهیه گرديد و 

اين کار با دادن پاساژهای مکرر ادامه يافت )4، 5، 12، 13(.
در تريپســینه کردن طولاني مدت، قطعات بافتي به میزان 1:50 )يک 
گرم بافت و 50 میلی لیتر محلول تريپســین( در محلول تريپسین %0/25  
و بر روي همزن مغناطیسي در درجه حرارت  oC 4 و با سرعت کند بمدت 
18 ســاعت قرار گرفته و همانند روش قبل سلول ها برداشت گرديد )4، 5، 

.)13 ،12

روش نشاکاري بافت هاي ریز شده
در روش نشــاکاري بافت هاي ريز شــده، قطعات بافتــي در اندازه های 
تقريبی mm3 1 را در داخل فلاســک کشت ســلول ريخته و بوسیله پیپت 

پاستور نوک خمیده اي، در فواصل تقريبي 1/5-1 سانتي متر از يکديگر قرار 
 28 oC داده و به منظور ايجاد چســبندگي، بمدت يک ساعت در انکوباتور
 25 cm2 قرار داده و ســپس حجم مناسبي )برای فلاســک کشت سلول
مقدار  ml 10( از محیط Grac'e غنی شــده بــا FBS )به میزان 15%( به 
آن اضافه گرديد. از آنجا که قطعات بافتي براي چســبندگي کامل و شروع 
رشد از لبه ها، حدوداً به 3-2 روز زمان نیاز دارند، طي اين مدت از هر گونه 
جابجايي ممانعت نموده و هنگامي که ســلول هاي رشد يافته از لبه قطعات 
بافتي، تمام ســطح فلاسک را پر نمودند، پس از تخلیه کامل محیط کشت، 
اقدام به کندن قطعات بافتي )با ايجاد ضربه مکانیکي و يا نوک پیپت( کرده 
و ســپس محیط کشت جديد به آن ها اضافه نموده و پس از پر شدن سطح 
بافت برداشــته شده از سلول های رشــد يافته و کامل شدن سطح پوششی 

کف فلاسک کشت سلول، اقدام به پاساژ سلولی گرديد )4، 5، 12، 13(.

نتایج
روش هضم آنزیمی

تعداد ســلول های زنده در هر میلی لیتر سوسپانســیون سلولی، مدت 
زمان رســیدن به سطح پوششــی کامل و تعداد کل پاساژهای بعمل آمده 
مراحل لاروی و شــفیرگی در روش های هضم آنزيمی کوتاه مدت و طولانی 

مدت در جدول 1 آمده است. 
ســلول هاي در حال رشد بدســت آمده از مرحله لاروی و شفیرگی در 
روش های تريپســینه کردن کوتاه مدت و طولاني مدت در شکل های 2 الی 

4 نشان داده شده است.

نشاکاري بافت هاي ریز شده
در نمونه های تهیه شــده از مرحله لاروی و شــفیرگی، تداوم تکثیر و 
زياد شدن ســلول هاي رشد يافته از لبه قطعات بافتي مشاهده گرديد. پس 
از کندن قطعات بافتی، که حدوداً 7-5 روز پس از نشــاکاری آن ها صورت 
می گرفت، جای خالی قطعات کنده شــده  بعــد از حدوداً يک هفته، بطور 

کامل با سلول های جديد پر شدند )شکل های 5 الی 7(. 

بحث
استفاده عمده کشــت هاي سلولي بويژه کشــت هاي اولیه در ويروس 
شناسي مي باشــد. همچنین کشــت هاي سلولي استفاده گســترده اي در 
تحقیقات و تشخیص بیماري هاي ويروسي دارند. در تکنیک هاي سرولوژي 

جدول 1- تعداد سلول های زنده، مدت زمان رسیدن به سطح پوششی کامل و تعداد کل پاساژهای بعمل آمده مراحل لاروی و شفیرگی در روش های هضم 
آنزیمی کوتاه مدت و طولانی مدت

نوع روش هضم آنزيمی
مرحله شفیرگیمرحله لاروی

طولانی مدتکوتاه مدتطولانی مدتکوتاه مدت

400000500000650000800000تعداد سلول های زنده در هر میلی لیتر سوسپانسیون سلولی 

4-2 هفته4-3 هفته4-3 هفته5-4 هفتهمدت زمان رسیدن به سطح پوششی کامل

3445تعداد کل پاساژهای بعمل آمده
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شكل2- سلول هاي در حال رشد بدست آمده از مرحله لاروی در روش تریپسینه کردن کوتاه 
 .)40 x:مدت بعد از گذشت 27 ساعت )بزرگنمایی

شكل3- سلول هاي در حال رشد بدست آمده از مرحله لاروی در روش تریپسینه کردن طولاني 
.)40 x:مدت بعد از گذشت 27 ساعت )بزرگنمایی

تهیه کشت سلولی اولیه  زنبور عسل ...
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شكل4- سلول هاي رشد یافته، بدست آمده از مرحله شفیرگی در روش تریپسینه کردن طولانی 
.)100 x:مدت بعد از گذشت 02 روز که به سطح پوششي تقریباً کامل رسیده اند )بزرگنمایی

شكل5- سلول های رشد یافته از لبه قطعات بافتي )با فلش مشخص شده اند( در روش نشاکاری 
.)40 x:بافت های ریز شده،  بعد از گذشت 27 ساعت )بزرگنمایی
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شكل 6- سلول هاي رشد یافته از لبه قطعات بافتی )با فلش مشخص شده اند( کاشته شده در 
.)40 x:روش نشاکاری بافت های ریز شده، بعد از گذشت 27 ساعت )بزرگنمایی

شكل 7- سلول هاي رشد یافته از لبه قطعات بافتی کاشته شده )با فلش مشخص شده اند( در 
.)40 x:روش نشاکاری بافت های ریز شده، بعد از گذشت 5 روز )بزرگنمایی
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مورد اســتفاده در شناسايي و رديابي ويروس ها، مانند آزمايش خنثي سازي 
ســرم19 و تکنیک ايمنوفلورسانس20، از کشت هاي سلولي استفاده مي گردد 

.)13 ،12 ،5 ،4(
کشــت هاي ســلولي براي تکثیر و ازدياد ويروس هاي مورد نیاز جهت 
مطالعات مولکولي و بیوفیزيک و تهیه آنتي سرم هاي مورد نیاز در واکسن هاي 
ويروســي کشــته و زنده کاربرد فراواني دارند. استفاده از کشت هاي سلولي 
در مطالعات سم شناســي نیز در حال گســترش مي باشد. کشت هاي اولیه 
استفاده گســترده اي در مطالعات کروموزومي از لحاظ تعداد و مورفولوژي 
آن ها دارد. در اکثر کشــت هاي ســلولي و بافتي حیوانات از محیط کشــت

EBM ،EMEM21 22، محیط 199 و نیز محیط Leibovitz L-15 اســتفاده 

مي گردد، ولي محیطي که برای کشت سلول های حشرات استفاده می گردد، 
محیط Grac'e مي باشــد. pH محیط به اجزاء بافرهاي محیط وابســته بوده 
و بر اســاس کاربردهاي گوناگون محیط، تنظیــم مي گردد. براي pH اولیه 
محیط، محدوده 7/4-7/2 مناســب مي باشــد. بهترين درجه حرارت براي 
رشــد سلول هاي حشــره ای مانند زنبور عســل oC 28 و محدوده حرارتي 
آن oC  30-25 مي باشــد. جهت غني ســازي محیط کشت، معمولاً از سرم 
به میزان 20-10% اســتفاده  مي گردد. براي کشت های سلولي اولیه، سرم 
جنین گاو  به میزان 15% توصیه مي شود. در مراحل مختلف چرخه زندگی 
زنبور عســل از تخــم تا مرحله بلوغ و از بافت های مختلف می توان کشــت 
ســلولی پرايمری تهیه کرد. از مغــز زنبور عســل، Goldberg و همکاران 
)1999(، از آنتن ها )شــاخک ها(، Barbarn و همکاران )2008(، از جنین، 
 Sorescu ،)1988( VanSteenkiste ،از همولنف ،)و همکاران )2010 Chan
و همکاران )2003(، از ســلول های چربــی، Kaatz و همکاران )1985( و 
 Rocher ،)2003( و همکاران Sorescu ،از لارو 9-4 روزه ،)2010(  Hunter
و همــکاران )2004( و Hunter )2010( گزارشــات موفقیت آمیزی وجود 

دارد )4(.
 در اين تحقیق محیط Grac'e  با pH=7/2-7/4 که با FBS )15 %( غني 
شده بود اســتفاده گرديد. درجه حرارت انکوباسیون نیز oC 28 بود. جهت 
تهیه کشــت هاي سلولي اولیه روش هاي مختلفي نظیر روش هضم آنزيمي، 
بدون هضم آنزيم و از طريق نشاکاري بافت هاي ريز شده توصیه شده است 
)4، 5، 12، 13(. از مزاياي روش نشــاکاري بافت هاي ريز شــده مي توان به 
ساده بودن و به زمان کمتري نیاز داشتن آن اشاره کرد. جزئیات کامل تر در 
دستورالعملي که توســط Wolf و Quimby )1976( منتشر گرديده وجود 
دارد )14(. Ahne و Bachmann )1974( دستورالعمل استانداردي را براي 
تهیه کشت هاي اولیه از بافت هاي تريپسینه شده ماهیان ارائه نمودند )14(. 
جهت هضم بیشــتر، معمولاً از آنزيم تريپســین اســتفاده مي گردد. غلظت 
نهايي آن 0/25% توصیه مي گــردد. از آنزيم هاي پروتئولیتیک23 ديگر که 
منشــاء پانکرآســي دارند و نیز از آنزيم کولاژناز24 يا آنزيم با منشاء باکتري 
پروناز25 نیز مي توان اســتفاده کرد. پروناز در غلظت 0/1% توصیه شده ولي 
بســیار گران تر از تريپسین مي باشــد و از اين جهت بطور گسترده استفاده 
 1 mg/ml و همکاران )2013( از آنزيم کولاژناز به میزان Human .نمي گردد
تهیه شــده در محلول رينگر عاری از کلســیم جهت هضم آنزيمی استفاده 
کرد. Poppinga و همکاران )2012( از مخلوط آنزيم های تريپسین %0/05  
و کولاژناز 0/5% جهت هضم آنزيمی استفاده نمودند )4(. هضم، مي تواند در 
شرايط سکون با مقداري جابجايي بصورت همزدن دستي صورت گیرد ولي 

همزدن دائمي با دستگاه مغناطیسي به شرط اينکه ايجاد کف نکند ترجیح 
داده مي شود. دانسیته )تراکم( مطلوب سلول ها )بر اساس تعداد سلول در هر 
میلي لیتر( در کشت هاي اولیه در محدوده 1000000-400000 مي باشد 
)12، 13، 14(. در اين تحقیق تعداد سلول هاي زنده پس از شمارش، در اين 
محدوده قرار داشت. تعداد ســلول های زنده و مدت زمان رسیدن به سطح 
پوششی کامل و تعداد پاســاژ متوالی در اين تحقیق مطلوب و با گزارشات 
ســاير محققین خصوصاً با نتايج Genersch و همــکاران )2013( مطابقت 
دارد. اين تحقیق اولین مطالعه در زمینه کشت سلولی زنبور عسل در ايران 
می باشد. از آنجائي که گزارشاتی از بیماري های ويروسی مهم زنبور عسل در 
ايران وجود دارد، با توجه به تفاوت هاي کشت سلولي زنبور عسل با حیوانات 
خونگرم، با نتايج بدست آمده از اين تحقیق، امکان تهیه کشت سلولي زنبور 
در مواقع لزوم فراهم گرديده و امکان جداســازی ويروس های مورد نظر در 

کشور فراهم شده است.

پاورقي ها
1-Primary
2-Line
3- Expression
4- Genomics
5- Transcriptomics
6- Hymenoptera
7-Trypsinization
8- Enzymatic disaggregation
9- Minced tissues
10- Planting
11-Passage
12- Lepidoptera
13- Pupa
14- Subculture
15-Phosphate Buffer Saline
16- Planting Minced Tissues
17-Fetal Bovine Serum
18- Trypan blue
19-Serum Neutralization
20-Immunofluorescence
21-Eagle’s Minimum Essential Medium
22- Eagle’s Basal Medium
23-Proteolytic
24-Collagenase
25-Pronase
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