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 چکیده

در حال گسترش  يا تحويل ژن، های نوترکيبپروتئين ،های زيستيکشهای سلولي حشرات برای توليد آفتاستفاده از رده

چندين  هدف از تحقيق حاضر، تهيه بنابراينکند، آوری کمک ميتر کردن اين فنهای سلولي جديد به غنيتوليد رده لذا است.

آرد ای پره مديترانهشب، Helicoverpa armigera (Hubner)ه پنبه زلاروهای کرم غو خوني هایسلولکشت اوليه از 

)Zeller(kuehniella  Anagasta خوار رز و زنبور برگ(Gmelin) Arge ochropus در محيط  خوني هایسلول. باشدمي

-نگهسلسيوس درجه  28درصد سرم جنيني گاوی در دمای  20و  15، 10، 5، 0های مختلف غلظتحاوی  EX-cell 400کشت 

زماني که که نتايج نشان داد کشت سلولي حشرات انتخاب شدند.  های پيشينپژوهشاساس  های سرم جنيني برغلظت داری شدند.

کرم غوزه در لارو  خوني هایسلولرشد بيشينه  هيچ رشد سلولي مشاهده نشد. محيط کشت حذف شد، سرم جنيني گاوی از

رشد سلولي در  يافزايش ،درصد 20به  سرم جنيني گاوی با افزايش درصد سرم جنيني گاوی مشاهده شد. 15حاوی محيط کشت 

درصد سرم جنيني گاوی مشاهده  10آرد در محيط کشت با  ایپره مديترانهشب رولا خوني هایسلولرشد بيشينه  .مشاهده نشد

، غلظت سرم جنيني گاویبا افزايش کاهش يافت. داری طور معنيبهدرصد  20و  15سرم جنيني گاوی  ها درشد. رشد اين سلول

برای  غلظت سرم جنيني گاوی مورد نياز در نتيجه، پژوهش حاضر، حداقلافزايش يافت.  نيز A. ochropus خوني هایسلولرشد 

  نشان داد. در محيط کشت سلولي را های حشراترشد سلول بيشينه
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 مقدمه

های يک کشت سلول شامل حفظ و پرورش سلول

صورت زنده و فعال به 1آزمايشگاهيموجود زنده در محيط 

است. اگر برخي از مواد مغذی و عوامل رشدی در اختيار 

ها قادر خواهند وند، سلولهای جانوری قرار داده شسلول

به مدت بسيار بيولوژيک عنوان يک واحد منفرد بود به

قابليت تکثير، متابوليسم و پاسخ به  زيادی زنده مانده و

 ,.Matindoost et al) ا باشندهای محيطي را دارمحرک

های مختلف بسته های سلولي حشرات از بافترده(. 2008

ها شامل ترين آنمشوند که مهبه هدف محقق مشتق مي

ی مختلف از هاو بافت و بافت چربيجنين، تخمدان 

های سلولي توسعه باشد. در ميان ردهمي لاروهای نئونات

های خوني کم های سلولي حاصل از سلوليافته، تعداد رده

ها راحت بوده و آوری اين سلولاست. هر چند جمع

های های خوني در مقايسه با بافتهای حاصل از سلولکشت

تند هس از يکنواختي کمتری برخوردارتخمدان يا جنين 

(Mitsuhashi and Shozawa, 1985) .ها فيزيولوژيست

های ديگر انواع سلولي، شامل کشت از کشت بافت چربي و

عصبي، برای مطالعه مسيرهای سيگنال سلولي استفاده سلول 

، کشت طور مثاله. ب(Arif and Pavlik, 2012)کنند مي

)يکي از   Tollهایگيرندهسازوکار در بررسي  سلول

ايمني های سامانهدر زا( بيماری عامل شناسايي هایپذيرنده

و در  (Lemaitre and Hoffmann, 2007) حشره مدل

سلولي از اندام هماتوپوئتيک  بررسي منشا و تشکيل خوشه

(Mangalika et al., 2010) اين . همچنيننقش دارد ،

های موثر در آن و مولکول هامطالعه حرکت سلولدر  روش

 Meigen Drosophila melanogasterمگس سرکه  در

(Evans and Wood, 2014)  و بررسي عملکرد

استفاده شده  Stanly and Kim, 2014)) ايکوزانوئيدها

ها کشاز آفتبرخي شناسان برای ارزيابي سميت است. سم

های های مقدماتي از سلولو مواد شيميايي در آزمايش

از نظر زمان  کنند که اين همکشت شده حشرات استفاده مي

تر از پرورش خود ز نظر هزينه بسيار مقرون به صرفهو هم ا

                                                           
1. in vitro 

. مطالعه  (Wen et al., 2015)حشره برآورد شده است

با  ،شوندهای گياهي که توسط حشرات منتقل ميويروس

 استفاده از کشت سلول حشرات بسيار حائز اهميت است.

با ( Yuanyuan et al., 2013يوآن و همکاران )يوآن

برنج توانستند  یاقهوه یزنجره يسلول نياستفاده از لا

 ینوار روسيو ريتکث یو نحوه کيژنت ،ينيپروتئ یساختارها

 انيگر، بمداخله RNAبا استفاده از  و کنند يبرنج را بررس

 ؛خاموش کردند يسلول نيلا نيرا در ا NS3 نيژن پروتئ

و  ريتکثدر  نيپروتئ نينشان داد که ا نتايج اين مطالعه

های کشتوليد آفت. نقش دارد روسيو نيا يآلودگ

 ،کاربرد کشت سلول حشرات را دو چندان کرد ،زيستي

زيرا اين امکان را به محققين و توليدکنندگان تجاری داد که 

ها که هايي همچون ويروسبتوانند به توليد ميکروارگانيسم

 ،ها در خارج از محيط غير زنده ممکن نيستازدياد آن

 درها سازی آنو خالصازدياد  ،ديگر از طرف .بپردازند

بر هزينه و برخود لاروهای حشرات کاری دشوار، زمان

امکان آلودگي لاروها به ساير علاوه به ،بوده

رو  وجود دارد، از ايننيز ها در حين تکثير ميکروارگانيسم

کشت سلولي، تکثير خالصي از ويروس را نويد داد 

(Ranga Rao et al., 2015; Chaeychomsri, 2017). 

يک لاين بايست ميها، برای توليد موفق باکلوويروس

سلولي انتخاب شود که توان توليد بالا، زمان دو برابر شدن 

را  2OB/cell 300ساعت و عملکرد حداقل  2۴کمتر از 

شده، اين های سلولي شناختهاد کمي از لاينتعد .داشته باشد

های سلولي ديگر با لاينضروری است  دارند و را قابليت

 .(Raid et al., 2014)د ناين قابليت شناسايي شو

 کشت شرايط آزمايشگاهي، محيط در هاسلول رشد برای

 تربيش. کند تقليد زنده موجود بدن درون شرايط از بايد

 رشد تنهاييبه توانندنمي سلولي کشت پايه هایمحيط

-سرم با پايه هایمحيط اينبنابر و کنند حمايت را هاسلول

 محيط اصلي عملکردتعيين در . شوندمي غني حيواني های

 محيط pH ها،سلول بودن زنده درصد اسمولاليته، کشت،

 تکثير و رشد برای لازم انرژی و غذايي مواد نگهداری، برای

                                                           
2. occlusion body/  cell 
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 بهبوددر  خاصي اهميت سرم .هستند ضروری هاسلول

 کردن اضافه. (Davis, 1994) دارد هاسلول رشد شرايط

 تمايز و تکثير نگهداری، برای سلولي کشت محيط به سرم

 ضروری شرايط آزمايشگاهي در حيواني و انساني هایسلول

 ها،هورمون رشد، عوامل از سرشار حيواني سرم. است

 ديگری ناشناخته مواد و ضروری عناصر حامل، هایپروتئين

 بسيار تکثير و حيات قدرت هاسلول ،آن حضور در که است

 در حيواني سرم که شرايطي در. کنندمي پيدا تریبيش

 زيستايي ميزان ،باشد نداشته وجود سلول نگهداری محيط

 در که سرمي ترينرايج. يابدمي کاهش گيریچشم طوربه

 1گاوی جنين سرم شود،مي استفاده سلولي کشت محيط

 هب نسبت تریبيش رشد عوامل و بوده ترغني است، زيرا

 است کمي گاماگلوبولين حاوی و دارد هاسرم ساير

(Ferruzza et al., 2013; Van der Valk et al., 

 کشت محيط از سرم حذف که مشکلاتي جمله از(. 2010

 حاوی سرم: برد نام را موارد اين توانمي آوردمي وجودبه

 املاح، شامل مفيد و ضروری عوامل از مختلفي انواع

 سلول رشد برای همگي که است هامونهور و هاويتامين

-کنندهخنثي از انواعي حاویهمچنين سرم . هستند ضروری

 کردن تريپسينه هنگام در ويژهبه که است پروتئاز های

 برشي نيروهای برابر در را هاسلول است، مؤثر هاسلول

 طوربه سوسپانسيون کشت در همزن توسط شده اعمال

 به اتصال توانايي کند،مي محافظت حدی تا غيراختصاصي

 دسترس از هاآن حذف موجبو  داشته را سمي مواد برخي

 سرم معايب از مواردی مزايا، اين کنار در. شودمي هاسلول

 کار دستور در سرم حذفگاه  که است شده باعث نيز

 از حاصل هایفراورده هایتوليدکننده از و برخي محققين

 سرم انواع هایصيتخصو تفاوت مانند ،بگيرد قرار سلول

 نگهداری خاص شرايط جغرافيايي، مختلف منابع از شدهتهيه

از طرف . (Merten et al., 1994, 1999) نقل و حمل و

 امکان و باشد آلودگي عوامل از يکي تواندمي سرم ،ديگر

 ويروس، نظير ناشناخته و شده شناخته مضر عوامل وجود

 برای بنابراين ،دارد وجود سرم در مايکوپلاسما و پريون

                                                           
1.  Fetal Bovine Serum (FBS) 

 بايد از آلودگي اجتناب منظوربه و دارويي محصولات توليد

 سرم از استفاده. شود استفاده سرم فاقد کشت هایمحيط از

 به مربوط مخارج افزايش باعث بلکه است، برهزينه تنها نه

 و شودمي نيز نهايي محصول از سرم هایپروتئين جداسازی

 را کشت نهايي و صليا محصول سازیخالص و استخراج

 امروزه .(Aghili and Zarkesh, 2016) کندمي مشکل

 به نياز که خاصي تجاری هایکشت محيط از استفاده

کنند، يا از مقدار کمتری استفاده مي ندارند سرم افزودن

 رده هر برای اختصاصي طوربه تواندمي که است شده رايج

 شود. استفاده سلولي

 محيط در سرم ميزان تاثير ررسيب حاضر مطالعه از هدف

 armigera .H ،kuehniella .E خوني هایسلول کشت

 منظوربه هاسلول زيستايي و مورفولوژی بر ochropus .Aو

-مي سرم کمتر با هاييمحيط در هاسلول کشت برای تلاش

 .باشد

 

 هامواد و روش

  حشرات پرورش و آوریجمع
سسه تحقيقات توتون ی پنبه از مزارع توتون موکرم غوزه

در   (N 49°31'40.7"E"19.6'16°37)در رشتواقع 

به آزمايشگاه منتقل لاروها و  آوریجمعاوايل فصل تابستان 

های رشد، در در اتاقکها لارومنظور پرورش بهينه، شد. به

و  درصد 70رطوبت نسبي  ،ی سلسيوسدرجه 25 ± 5دمای 

پرورش  ساعت،روشنايي( : تاريکي) 16: 8در شرايط نوری 

داده شدند. از رژيم غذايي مصنوعي برای پرورش لاروها 

ی اين غذا بدين استفاده شد که مواد مورد نياز برای تهيه

ی گرم پودر جوانه 30بلبلي، گرم لوبيا چشم 20۴شرح است: 

گرم  5/3سوربيک،  گرم اسيد 3/1گرم مخمر،  30گندم، 

ليتر فرمالين، ليمي 7/2ليتر روغن، ميلي ۴ اسيدآسکوربيک،

 Shorey andليتر آب مقطر )ميلي 600گرم آگار و  1۴

Hale, 1965.)  شد و از لاروهای  انجامنسل  5تا پرورش

 استفاده شد.گيری برای خونآخر  ينسن

از  ،E. kuehniella آرد،ای پره مديترانهشب ليهاو کلني

موسسه تحقيقات علمي  ميورينسکتاا در دموجو یهاورشپر

 N"20.2'12°37)نعتي واقع در رشتو ص
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49°38'48.5"E)  آرد يياغذ يمرژ روی آرد بيد. شد تهيه 

( مگند سسبو مگر 25 و م آردگر 75 نسبت با) مگند

 که ترتيب بدين(. Yazdanian, 2000) شدداده  ورشپر

 در مترتيسه سان عتفاار به هشد تهيه مگند سسبو و آرد

 ارمقد پسس و شد يختهر شيورپر پلاستيکي وفظر

 یدهما سطح در آرد بيد یهشد آوریجمع تخم مگر2/0

 آرد بيدورش پر. شد پخش ،فظر هر در دموجو يياغذ

 گياهپزشکي وهگر همايشگادرآز قعوا شدر یهاقکاتا خلدا

س، سلسيوی درجه 25± 1 ماييد يطاشر در گيلان هنشگادا

 ساعت 1۴ رینو یدوره و صددر 65±5 ،نسبي طوبتر

 .شد منجاا يکيرتا ساعت10و شنايي رو

های زنبور حاوی تخمگياهان رز های سرشاخه

يلان از محوطه دانشگاه گ ،A. ocropusخوار رز برگ

(37°12'00.5"N 49°38'58.8"E) آوری و به جمع

 آزمايشگاه منتقل شد. پس از تفريخ، پرورش لاروها در

 70±10درجه سلسيوس و رطوبت نسبي  2۴±2 دمای ثابت

 )روشنايي: تاريکي( ساعت، 16: 8شرايط نوری درصد در 

ها از ظروف پلاستيکي برای پرورش لاروانجام شد. 

 ،استفاده شدمتر سانتي 18×15×7دار شفاف با ابعاد پوشدر

ه گانزا تعبيه شدتوری ار ،ها جهت تهويهآن پوشکه روی در

ف شفيرگي و شفيرگي در اين ظرومراحل لاروی، پيشبود. 

های پس از ظهور به قفسات کامل حشرسپری شد. 

 .گل رز منتقل شدند بريده هایريزی حاوی شاخهتخم

 های حشراتکشت اولیه سلول

 سازی کشت اولیهآماده

اساس عرض  )بر آخر ينبرای اين آزمايش لاروهای سن

و زنبور  آرد ایپره مديترانهشبکرم غوزه پنبه،  کپسول سر(

 %70اتانول ن لاروها با سطح بدانتخاب شدند،  خوار رزبرگ

داده ضدعفوني شد و سپس روی کاغذ صافي استريل قرار 

يکي از پاهای شکمي  ،همولنفخارج کردن  به منظور. شد

ميکروليتر  500و  به کمک قيچي کوچک استريل بريده شد

پره لارو، از شب 30خوار رز )از زنبور برگهمولنف 

لارو  10دود لارو و از کرم غوزه ح 50ای آرد مديترانه

 1ليتر محلول کالسنميلي 5/1به ظرفي حاوی استفاده شد( 

 دقيقه در 5شده به مدت چکانده شد. همولنف رقيق

×g1000 فلاسک داخل ها به نشين سلولسانتريفيوژ شد، ته

Erlenmeyer flask (200 ml)  ليتر ميلي 5منتقل و

-بيشهای درون فلاسک اضافه شد. محلول کالسن به سلول

 اول دقيقه 20های خوني به کف فلاسک در طي سلولتر 

به کف ظرف با تغيير محلول  چسبيدههای . سلولچسبيدند

در نهايت با محيط کشت شدند و شسته  مرتبه 3کالسن 
(EX-Cell® 420 serum-free medium, Sigma-

Aldrich) Ex-Cell 400 .محيط کشت  جايگزين شدند

درصد و محلول  20و  15 ،10، 5، 0حاوی سرم جنين گاوی 

عنوان استوک ليتر بهميلي 20درصد، به حجم  1ضد باکتری 

درصد  5با  طور مثال برای تهيه محيط کشت)به شدآماده 

ليتر محيط کشت که حاوی ميلي 20ليتر سرم به ميلي 1سرم، 

 شد(. تمامليتر محلول ضد باکتری بود، اضافه ميميلي 2/0

درجه سلسيوس نگهداری  28های اوليه در دمای کشت

های اوليه، محيط هر فلاسک با شدند. پس از استقرار کشت

 5های معلق حذف و در فلاسک ديگر قرار گرفت. سلول

های محيط کشت جديد از استوک به فلاسک ليترميلي

-Yasunaga) های چسبيده اضافه شدلايه سلولحاوی تک

Aoki et al., 2004.) 

 های خونیلکشت اولیه سلو انتقال

ها پس از ايجاد حالت تک لايه سلولي، وقتي که سلول

های ها با روش، سلولدرصد سطح فلاسک را پوشاندند 90

داده شدند. برای پاساژ دادن کشت اوليه، در  مختلف انتقال

به صورت  و هايي که به ظرف کشت نچسبيدهمورد سلول

در محيط بودند، با پيپت کردن محيط، يک  معلق

آمد که با تقسيم آن دست ه ن يکنواخت سلولي بپانسيوسوس

به  ،به دو فلاسک و سپس اضافه کردن محيط کشت تازه

های چسبيده به سلول. ابتدا، داده شدند ها انتقالفلاسک

شسته  pH 7مولار ميلي 50فلاسک با استفاده از بافر فسفات 

به  درصدEDTA 25/0 -شدند، سپس محلول تريپسين

در  به مدت سه دقيقه شد. سپس فلاسک محيط اضافه

ز قرار گرفت. پس ا درجه سلسيوس 28دمای  انکوباتور

                                                           
1. Carlson 
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اطمينان بررسي ظروف با ميکروسکوپ معکوس، به منظور 

ها جهت خنثي کردن آنزيم از آزادسازی همه سلول

به سوسپانسيون سلول  FBSتريپسين، محيط کشت حاوی 

ن حذف و با اضافه اضافه و سانتريفيوژ شد. سپس مايع رونشي

رسوب سلولي به حالت  ،کردن محيط کشت تازه

آمد. اين سوسپانسيون سلولي به ظروف  سوسپانسيون در

 .(Söderhäll and Cerenius, 1992) انتقال يافتندجديد 

 های رده سلولیارزیابی ویژگی

 شمارش سلول 

ها با آميزی آنبرای تعيين تعداد سلول زنده از رنگ 

بلو استفاده شد. در اين حالت سوسپانسيون رنگ تريپان 

با رنگ تريپان بلو مخلوط کرده و  1:1سلولي را به نسبت 

های زنده نگرفته که معرف سلولهای رنگسپس سلول

غشای ناتراوا نسبت به رنگ که های زنده )سلولهستند 

های مرده که هيچ انتخابي رنگ و سلولبي د،تريپان بلو دارن

ها نگ ندارند و رنگ وارد سيتوپلاسم آنبرای ورود به ر

 Jason) شوندشود به رنگ آبي مايل به بنفش ديده ميمي

Fan, 2016)،)  در زير لام نئوبار در مساحت يک ميلي متر

تکرار انجام شد و در  3مربع شمارش شدند. اين عمل با 

دست ه ليتر( بنهايت تراکم سلول )تعداد سلول در هر ميلي

-Phase) اختلاف فازبا ميکروسکوپ  هانمونه آمد.

Contrast مدل )Olympus BH2  مورد بررسي قرار

 گرفتند و تصاوير لازم تهيه شد.

تعیین منحنی رشد و زمان مضاعف شدن جمعیت 

 سلولی

های معلق انجام شد. تعيين منحني رشد با استفاده از سلول

 2۴سوسپانسيون سلولي تهيه و سپس به هر خانه يک ظرف 

 باليتر وارد شد و در انکوباتور سلول/ ميلي 1×510 ،ایخانه

های سه نگهداری شدند. سلول سلسيوسدرجه  27± 2دمای 

عنوان عدد ها بهشدند و ميانگين آنمارش ميروزانه ش خانه

گرفت و ها بعد از يک روز رشد قرار ولمبنا برای تعداد سل

 ,Mitsuhashi) شدين ترتيب منحني رشد سلول تنظيم به ا

 تکرار 3تيمار و  5 از از حشرات کدام برای هر (.2002

 استفاده شد.

 

 تجزیه و تحلیل آماری

تصادفي انجام شد.  ملاها در قالب طرح کاهمه آزمايش

 SASی افزارها با استفاده از برنامه نرمداده و تحليل تجزيه

(SAS Institute, 1997و مقايسه )ها با استفاده ی ميانگين

 انجام شد. درصد  5مون توکي در سطح احتمال از آز

 

 نتایج و بحث

 گونههيچ ،سرم جنيني گاویمحيط کشت فاقد  هر سهدر 

از گذشت يک پس و  (1)جدول  مشاهده نشدرشد سلولي 

دون بو تعدادی نيز  ندبين رفت ها ازهفته تعدادی از کشت

 رتبه صو ريخت شناسيها بر اساس تغيير باقي ماند. سلول

-لولشدند. سه، مرده يا در حال مردن در نظر گرفته ميزند

داشتند، در  phase-brightحاشيه صاف و های زنده، 

واجد  ،های در حال مرگکه سيتوپلاسم سلولحالي

ت صورنوله بود که در زير ميکروسکوپ بههای گراواکوئل

لاسک فهای مرده از ته شد. سلولدار و تيره ديده ميدانه

 د. بلافاصله بعد از ريختن کشت اوليه درشدنکنده مي

های منفرد ها شامل تجمعات سلولي و سلولظرف، کشت

-يتکثير مبه صورت فعال هايي که بر سلول. علاوهندبود

های شده، تودهرانولهکرده و گ آماسهای شدند، سلول

 محيط درنيز های مرده سلولي کوچک و بقايای سلول

 کشت وجود داشتند.

 پلاسماتوسيت، پروهموسيت، خوني سلول پنج نوع

در همولنف لارو  اسفرولوسيت و اونوسيتوئيد گرانولوسيت،

H. armigera شده است ) شناساييBaghban et al., 

های (، که پس از استقرار کشت اوليه، همه اين سلول2015

 از دهستفاا با هارتيما ميانگين مقايسهخوني مشاهده شدند. 

آمده  1در جدول  صددر 95 لحتماا سطح در توکي نموآز

های خوني ، سلولهارتيما ميانگينمقايسه  به توجه با .است

H. armigera 400محيط کشت در  Ex-cell 15 حاوی 

 رشد سلولي را ميزان ترينبيش درصد سرم جنيني گاوی

متر مکعب خون سلول در ميلي 8/1 ±02/0×610داشتند و به 

نشان داد، با افزايش غلظت  رسيد ولي نتايج تجزيه واريانس

داری تعداد طور معنيدرصد به 20به سرم جنيني گاوی

سلول در 1±۴/0×610های خوني کاهش يافت و به سلول
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روز  12و  6، 3های در زمان  Ex-cell 400حشرات در محيط های خونيرشد سلول خطای معيار( ±)مقايسه ميانگين  -1جدول 

 وی بعد از افزودن سرم جنيني گا
Table 1. Mean comparison (± SE) based on growth of insect hemocytes in Ex-cell 400 medium 

supplemented with FBS after 0, 3, 6, 9, 12 days 
  Days after treatment 

 FBS 

concentration 

3 6 9 12 

Helicoverpa armigera 0 0.5±0.001c 0.7±0.004c 0.4±0.001c 0.1±0.001c 

 5 3.0±0.021bc 4.5±0.001b 7.5±0.002b 8.5±0.004b 

 10 5.0±0.003ab 9.5±0.009a 10.7±0.001b 13.0±0.015ab 

 15 7.2±0.007a 12±0.014a 16.0±0.004a 18.0±0.007a 

 20 6.0±0.018a 10±0.006a 11.5±0.017ab 10.0±0.007b 

Anagasta kuehniella 0 0.4±0.001b 0.6±0.004a 0.8±0.001c 0.9±0.002d 

 5 6.0±0.003a 9.0±0.021a 11.0±0.009b 15.0±0.007c 

 10 9.0±0.004a 13.5±0.005a 17.0±0.009a 22.0±0.014a 

 15 8.5±0.001a 13±0.006a 15.5±0.013ab 19±0.007ab 

 20 7.0±0.003a 11±0.004a 14.0±0.009ab 16±0.012bc 

Arge ochropus 0 0.3±0.001b 0.7±0.004e 0.5±0.004e 0.3±0.018c 

 5 2.0±0.006ab 2.5±0.001d 3.7±0.008d 5.0±0.008b 

 10 2.8±0.001ab 3.6±0.007c 4.5±0.003c 6.0±0.001b 

 15 4.0±0.007a 4.5±0.011b 5.5±0.009b 7.5±.007ab 

 20 5.0±0.009a 6.6±0.007a 7.6±0.018a 9.2±0.007a 

*The means followed by the same letter(s) in each column were not significantly different at P < 0.05 (Tukey 

test). 

 

)=e t,df , 35.85F=4 ,5 , متر مکعب خون رسيدميلي

p<0.0007) و زنده هایسلول تعداد .(2و  1 های)شکل 

در محيط کشت با  کامل پوششي سطح به رسيدن زمان مدت

 ساير هایگزارش با و مطلوب تحقيق اين درصد سرم در 15

 Lua et al., 2002; Pedrini et)دارد مطابقت محققين

al., 2011) .در کشت اوليه سلولين در حالي است که ا-

  Spodoptera frugiperda IPLB Sf21AEهای

درصد،  20 تاافزايش غلظت سرم جنيني گاوی از صفر 

 ,.Maranga et al)شد  هاسلول باعث افزايش زيستايي

بافت تخمدان  هایاز کشت سلول ،هاگزارش طبق. (2002

ا سرم ب 1در محيط کشت گريس H. armigera یشفيره

 .H درصد برای اهداف مختلف از جمله تکثير 10

polyhedrosis virus nuclear armigera

)NPVearH( شوداستفاده مي Chaeychomsri, (

2017).  

                                                           
1.  Grace 

زنده  هایسلول ، تعدادهارتيما ميانگينمقايسه  به توجه با

 سلولي، سوسپانسيون ليترميلي هر ای آرد درپره مديترانهشب

 کل تعداد و کامل پوششي سطح به نرسيد زمان مدت

 10در محيط کشت با سرم جنيني  آمده عملبه پاساژهای

های ترين ميزان خود رسيده و تعداد سلولدرصد به بيش

-سلول در ميلي 2/2  ±00۴/0× 610روز به  12زنده بعد از 

نتايج تجزيه واريانس  (.1متر مکعب خون رسيد )جدول 

 20و  15جنيني به  سرم نشان داد که با افزايش غلظت

کاهش يافت  داریطور معنيها بهدرصد، تعداد سلول

)0.0005<p, 5, 4= t, e , df41.94F=( و  3های )شکل

۴.) 
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( بدون aهای مختلف سرم جنيني گاوی، حاوی غلظت  Ex-cell  400های خوني کرم غوزه پنبه در محيطرشد سلول -1شکل 

 ميکرومتر است 20. مقياس درصد بعد از گذشت ده روز e )20و  b )5 ،c )10 ،d )15سرم، 

Figure 1. Growth of hemocytes of Helicoverpa armigera in Ex-cell 400 medium supplemented with 

a) 0, b) 5, c) 10, d) 15 and e) 20% FBS 10 days after treatment. The scale bar is 20 μm 

 
 20و  15، 10، 5، 0های حاوی غلظتEx-cell  ۴00های خوني لارو کرم غوزه پنبه در محيط کشتمنحني رشد سلول –2شکل 

 درصد سرم جنيني گاوی
Figure 2. Growth curves of hemocytes of Helicoverpa armigera in Ex-cell 400 medium supplemented 

with 0, 5, 10, 15 and 20% FBS 
 

      
( b( بدون سرم، aهای مختلف سرم جنيني گاوی ای آرد در محيط حاوی غلظتپره مديترانههای خوني شبرشد سلول –3شکل 

5 ،c )10 ،d )15  وe )20  ميکرومتر است. 20درصد بعد از گذشت ده روز . مقياس 

Figure 3. Growth of hemocytes of Anagasta kuehniella in Ex-cell medium supplemented with a) 0, b) 

5, c) 10, d) 15 and e) 20% FBS after 10 days. The scale bar is 20 μm 

 

e d c b a 

e d c b a 
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، 10، 5، 0های لظتحاوی غEx-cell   400ای آرد در محيط کشتپره مديترانههای خوني لارو شبمنحني رشد سلول –۴شکل 

 درصد سرم جنيني گاوی 20و  15
Figure 4. Growth curves of hemocytes of Anagasta kuehniella in Ex-cell 400 medium supplemented 

with 0, 5, 10, 15 and 20% FBS 
 

 خوني سلول نوعپنج  پس از استقرار کشت اوليه،

يتوئيد و ساونو گرانولوسيت، پلاسماتوسيت، پروهموسيت،

پلاسماتوسيت شامل دو سلول شبه و هااسفرولوسيت

 ,.Ghasemi et al) ندشد شناساييورميسيت و پودوسيت 

ترين تراکم ها بيشها و گرانولوسيت. پلاسماتوسيت(2015

پژوهش حاضر با نتايج سلولي را در محيط کشت داشتند. 

ا هآن (.Lynn et al., 2004) مطابقت داردلين و همکاران 

پره شبهای جنيني سلولرشد و زيستايي  که گزارش کردند

-درصد سرم جنيني گاوی در محيط 10با آرد  ایمديترانه

های بعد از کشت درصد سرم در محيط 5و های کشت اوليه 

ها قادر به تکثير انواعي از باکلوويروساوليه، مطلوب است و 

، Autographa californica MNPV از جمله

MNPV falcifera Anagrapha، Anticarsa 

MNPV gemmatalis ، Galleria mellonella

MNPV ،SNPVarmigera  H. ،SNPV H. zea ،

MNPV Lymantria dispar ،Plutella xylostella 

MNPV  وMNPVRachoplusia ou   .هستند 

لارو سن  خوني هایسلول پس از استقرار کشت اوليه

سلول ، چهار نوع A. ochropusخوار رز آخر زنبور برگ

ها عبارت بودند از اين سلولد. دنقابل تشخيص بو خوني

و  هاهموسيتها، پروها، گرانولوسيتپلاسماتوسيت

  (Khosravi et al., 2015)انوسيتوئيدها 

ترين رشد را خوار رز بيشکرم برگ های خونيسلول

درصد  20با  EX-cell 400 در محيط کشتروز  12بعد از 

-در ميليسلول  2/9   ±007/0× 510و به  داشته سرم جنيني

غلظت سرم جنيني و با افزايش  ندمتر مکعب خون رسيد

 .A هایسلول خونيرشد  ،درصد 20از صفر تا  گاوی

chropuso افزايش يافت داریطور معنيبه  df ,55.92F=(

)0.0002<p, 5, 4= t, e در . (1 )جدول (6و  5 های)شکل

با افزايش غلظت سرم ا تحقيق حاضر، پژوهشي ديگر مشابه ب

، درصد در محيط کشت گريس 10تا  1ز جنيني گاوی ا

 Anticarsia gemmatalisهای تعداد و زيستايي سلول

Hübner حيواني سرم يافت. توجهي افزايشطور قابلبه 

 حامل، هایپروتئين ها،هورمون رشد، فاکتورهای از سرشار

 حضور در که است يگرید ناشناخته مواد و ضروری عناصر

-مي پيدا تریبيش بسيار تکثير و حيات قدرت هاسلول آن

متين دوست و همچنين  (Gómez et al., 2018). کنند

ترين رشد بيشاند، گزارش کرده 1385سال همکاران در 
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در محيط  .Bombyx mori L کرم ابريشم های جنينيسلول

TC-100  مشاهده شد سرم درصد  20غلظت در

(Matindoost et al., 2008).  

 حالت به هاسلول اين کشت توانايي جمله از هاييويژگي

 قابليت چسبيده، حالت جای به بالا تراکم در سوسپانسيون

 DNA بيان و ورود اجازه که ایگونه به ژنتيکي اصلاحات

 بيان را خارجي پروتئين زيادی ميزان به و داده را خارجي

لي حشرات است. از مزايای کند، از مزايای کشت سلومي

 انجام و گليکوزيله صورت به پروتئين توليد ديگر، قابليت

 ايمن پروتئين، زيستي فعاليت برای ترجمه از پس اصلاحات

 به ایاضافه سمي ماده هيچ که ایگونه به هاسلول بودن

 به را حشرات هایسلول شود،نمي اضافه شده توليد پروتئين

 های نوترکيبپروتئين ای توليدبر مناسب سلولي رده يک

 ;Drugmand et al., 2012) است کرده تبديل انساني

Wagner et al., 2014). 

 

     
های مختلف سرم جنيني گاوی حاوی غلظت  Ex-cell 400خوار رز در محيط کشت های خوني زنبور برگرشد سلول –5شکل 

a ،بدون سرم )b )5 ،c )10 ،d )15  وe )20  ميکرومتر است. 20درصد بعد از گذشت ده روز تيمار. مقياس 
Figure 5. Growth of hemocytes of Arge ochropus in Ex-cell 400 medium supplemented with a) 0, b) 

5, c) 10, d) 15 and e) 20% FBS 10 days after treatment. The scale bar is 20 μm 

 

 
، 10، 5، 0های حاوی غلظتEx-cell   400خوار رز در محيط کشتهای خوني لاروی زنبور برگمنحني رشد سلول –6شکل 

 درصد سرم جنيني گاوی 20و  15
Figure 6. Growth curves of hemocytes of Arge ochropus in Ex-cell 400 medium supplemented with 

0, 5, 10, 15 and 20% FBS 

e d c b a 
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 ،توليد هایهزينه کاهش و پروتئيني محصول افزايش

 باشدمي نوترکيب پروتئين توليد آوریفن اصلي هدف

(Yoon and Hong, 2006). کشت سلولي  ،اينبر  علاوه

تواند به شناخت و بررسي هر چه شناسي ميدر علم حشره

. (Evans and Wood, 2014) بهتر حشرات بيانجامد

های ربردهای زيادی در زمينهکشت سلول حشرات کا

شناسي تکاملي و فيزيولوژی، بيوشيمي، ژنتيک، زيست

 .) t aleHarrison ,.2018(شناسي حشرات دارد آسيب

 تمايز و تکثير نگهداری، ( برایFBS) سرم جنيني گاوی

 FBS. است لازم کشت محيط در حشرات هایسلول

 يباتترک حاوی و است مختلف عوامل از ایپيچيده مخلوط

 ضروری، عناصر ويتامين، پروتئين، رشد، عوامل نظير زيادی

 و رشد برای که باشدمي غيره و چسبندگي عوامل هورمون،

 ,.Rezaei et al) هستند ضروری هاسلول نگهداری

 دليل چندين به سرم از استفاده، وجوداين  با ولي ،(2013

 در مداخله بالا، هزينه به توانمي که است برانگيزچالش

 هایآلودگي امکان و نوترکيب محصولات سازیخالص

 . (Liu and Chang, 2006) کرد اشاره غيره و ويروسي

-های اوليه سلولی کشتشود که برای تهيهپيشنهاد مي

دست آمده در اين هی بهاخوني اين حشرات از غلظت های

ها در کشت اوليه هنوز استفاده شود. زيرا اين سلول پژوهش

و بسيار  هط آزمايشگاهي ايجاد شده، عادت نکردبه شراي

ی محيط حساس هستند. بديهي است که در اين حالت تهيه

خوني  هاتر به رشد و زيستايي سلولکشت هر چه غني

کمک خواهد کرد. البته بعد از رسيدن به بستر سلولي تک 

ها را به مقدار کم سرم ای مناسب، بهتر است سلوللايه

تر صرفه باشد و مهمبرد آن در آزمايشگاه بهعادت داد تا کار

تر که کشت ويروس در محيط دارای سرم کم، بيشاين

 تر خواهد بود.شود و عيار ويروس توليد شده بيشعملي مي

 هایيافته، تعداد ردههای سلولي توسعهدر ميان رده

 ههر چند ککم است، های خوني حشرات حاصل از سلول

با توجه به اهميت  راحت است. هاآوری اين سلولجمع

کشت سلول حشرات در مطالعات پايه و کاربردی و از 

جا که تاکنون اين دانش فني در ايران چندان به کار آن

شود تا به گرفته نشده است، ضرورت آن احساس مي

 دليلفناوری تهيه و توليد کشت سلول حشرات توجه شود. به

در اين پژوهش سعي  ،سرم از استفاده معايب و هزينه بالای

-ترين رشد سلولشده است، ميزان حداقل سرم برای بيش

  حشرات تعيين شود. محيط کشتدر  خوني های
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Abstract 

The use of insect cell lines for producing bio-pesticides, recombinant protein expression or gene 

delivery is increasing. Hence, the establishment of new cell lines will help to enrich this technology. 

Therefore, the purpose of this research is preparation of several primary cultures initiated from 

hemocytes of Helicoverpa armigera (Hubner), Anagasta kuehniella (Zeller) and Arge ochropus 

(Gmelin). The cultures were incubated in EX-cell 400 medium supplemented with 0, 5, 10, 15 and 

20% concentrations of fetal bovine serum (FBS) at 28ºC. The concentrations of FBS were chosen on 

the basis of previous research. Results showed no growth in any of the cell lines when FBS was 

omitted from the medium. Maximal growth of H. armigera hemocytes was obtained with 15% FBS. 

There was no further increase in growth as FBS concentration was increased to 20%, Maximal growth 

of A. kuehniella hemocytes was obtained at 10% FBS. The growth of these cells was significantly 

lower at 15 and 20% FBS. As the fetal bovine serum concentration increased, A. ochropus hemocytes 

growth increased.  In conclusion, the current investigation demonstrated the lowest concentration of 

FBS required for maximal growth of insect cells in vitro. 

 

Key words: Arge ochropus, Anagasta kuehniella, Helicoverpa armigera, Fetal bovine serum, Insect 

cell culture 
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