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Abstract 
Aim and Background: From the perspective of biology The genus Leishmania belongs to 
Tripanozomatite tribe flagellate Parasits. Leishmania is in the form of promastigotes and amastigotes. 
In culture, In the form of promastigotes and intra-macrophage is in the form of amastigotes. The aim 
of this study was to investigate the survival of L.tropica parasites in culture . 

Materials and Methods: In this study, the Possibility of growth in NNN and RPMI1640  culture  
Reviewed . In the laboratory, Conditions were provided that  L.tropica  protighotites  transformed into 
amastigotes that live in the host cell. Growth of L.tropica  was investigated in comparison with other 
types of leishmaniasis, such as L. major. L.tropica was kept at 25-26°C in a conventional incubator. 
L.tropica culture culture was performed in RPMI1640 culture. Contamination of L.tropica was done 
on J774A-1 cells. The J774A-1 cell was maintained in RPMI1640 medium. Cells were stored at 37°C 
in a CO2-encoded incubator. 

Results: L.tropica After infecting was observed on the J774A-1 macrophage cell line. compared to 
L.major, Which takes more time to show its performance, L.tropica is the power of survival for a long 
time Inside it. It was also observed that L.tropica was only stored and not proliferated in NNN 
medium. 

Conclusion: The results indicate that L.tropica protighotites, in laboratory environment Became 
amastigotes Which host cells have the power of survival for a long time. 

Keywords: Proliferation and growth, L. tropica, J774A-1 
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 موشی J774A-1در رده سلولی لیشمانیاتروپیکا تکثیر مطالعه و بررسی
 2 ، رامتین حدیقی*1 آباد، سعید ذاکر بستان1 زهرا مرادی

  ، ايرانپرند، دانشگاه آزاد اسلامي، پرندواحد دانشکره علوم زيستي، گروه زيست شناسي،  .1
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 چکیده
لیشمانیا به دو . تعلق دارد1آ دارخانواده تريپانوزوماتیدههای تاژکجنس لیشمانیا از نظرزيست شناسي به انگل :سابقه و هدف

در اين . استفرم آماستیگوت فرم پروماستیگوت و داخل ماکروفاژ بهدر محیط کشت به .آماستیگوت استفرم پروماستیگوت و 
 .در محیط کشت سلول است (L.tropica) لیشمانیاتروپیکا هایماندن انگل پژوهش هدف بررسي زنده

 بررسي RPMI1640وNovy-MacNeal-Nicolli  (N.N.N  ) در محیط کشتامکان رشد  در اين مطالعه :هامواد و روش
-هايي که در سلول میزبان زنده به آماستیگوت لیشمانیاتروپیکا، هایپروماستیگوت کهدر آزمايشگاه شرايطي فراهم شد  .گرديد
لیشمانیاتروپیکا  .گرديدبررسي  لیشمانیا ماژور مقايسه با انواع لیشمانیاهای ديگر مانند در، لیشمانیاتروپیکا رشد .تبديل شدند ماندند

انجام  RPMI1640در محیط کشت  لیشمانیاتروپیکاکشت  .گراد در انکوباتور معمولي نگهداری شددرجه سانتي 22 -22در دمای 
. نگهداری شد RPMI1640 در محیط کشت J774A-1سلول . انجام شد J774A-1بر روی سلول  لیشمانیاتروپیکاسازی آلوده. شد

 .دار نگهداری شدند CO2 گراد در انکوباتوردرجه سانتي 73ها در سلول
که  لیشمانیاماژوردر مقايسه با . مشاهده شد J774A-1 ماکروفاژی ر روی سلولبسازی بعد از آلوده لیشمانیاتروپیکا :هایافته

در داخل اين سلول قدرت زنده ماندن برای زمان طولاني را  لیشمانیاتروپیکا ان دهد، تری نیاز دارد تا عملکرد خود را نشزمان بیش
 .شودو تکثیر نمي شودفقط نگهداری مي N.N.Nدر محیط کشت  کایتروپایشمانیلچنین مشاهده شد هم .دارد

 هاييبه آماستیگوت، در شرايط آزمايشگاه کایتروپایشمانیل هایپروماستیگوتها در اين تحقیق نشان داد يافته :گیرینتیجه
 .ددارن را طولاني زمان برای ماندن زنده قدرت میزبان هایدرسلول شدندکه تبديل

 J774A-1،  کایتروپایشمانیلتکثیر و رشد،  :های کلیدیواژه

 
 همقدم

های انگلي در ايران  ترين بیماری لیشمانیوز جلدی يکي از مهم
لحاظ مداخله در محیط با است که کنترل اين بیماری به

 زيادی دارد  اهداف کاهش ناقل و مخزن حیواني بیماری هزينه
-ياخته است که توانايي آلوده لیشمانیازيس انگلي تک (.1)

اين انگل با . سازی انسان و چندين گونه از پستانداران را دارد
ها در  شود، که میکروارگانیسم مي پشه خاکي آلوده انتقال داده

 (.2) (پروماستیگوت)ها است آننیش 

                                                           
1. Trypanosomatidea 

 :مسئول سندهینو
گروه زيست شناسي، دانشکده علوم زيستي، واحد پرند، دانشگاه آزاد 

 اسلامي
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دوره 9 - شماره -36 پائیز 1398

 موشی J774A-1در رده سلولی لیشمانیاتروپیکا تکثیر مطالعه و بررسی
 2 ، رامتین حدیقی*1 آباد، سعید ذاکر بستان1 زهرا مرادی

  ، ايرانپرند، دانشگاه آزاد اسلامي، پرندواحد دانشکره علوم زيستي، گروه زيست شناسي،  .1
 ايران، تهران، ايرانگروه انگل شناسي، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکي  .2

 

 چکیده
لیشمانیا به دو . تعلق دارد1آ دارخانواده تريپانوزوماتیدههای تاژکجنس لیشمانیا از نظرزيست شناسي به انگل :سابقه و هدف

در اين . استفرم آماستیگوت فرم پروماستیگوت و داخل ماکروفاژ بهدر محیط کشت به .آماستیگوت استفرم پروماستیگوت و 
 .در محیط کشت سلول است (L.tropica) لیشمانیاتروپیکا هایماندن انگل پژوهش هدف بررسي زنده

 بررسي RPMI1640وNovy-MacNeal-Nicolli  (N.N.N  ) در محیط کشتامکان رشد  در اين مطالعه :هامواد و روش
-هايي که در سلول میزبان زنده به آماستیگوت لیشمانیاتروپیکا، هایپروماستیگوت کهدر آزمايشگاه شرايطي فراهم شد  .گرديد
لیشمانیاتروپیکا  .گرديدبررسي  لیشمانیا ماژور مقايسه با انواع لیشمانیاهای ديگر مانند در، لیشمانیاتروپیکا رشد .تبديل شدند ماندند

انجام  RPMI1640در محیط کشت  لیشمانیاتروپیکاکشت  .گراد در انکوباتور معمولي نگهداری شددرجه سانتي 22 -22در دمای 
. نگهداری شد RPMI1640 در محیط کشت J774A-1سلول . انجام شد J774A-1بر روی سلول  لیشمانیاتروپیکاسازی آلوده. شد

 .دار نگهداری شدند CO2 گراد در انکوباتوردرجه سانتي 73ها در سلول
که  لیشمانیاماژوردر مقايسه با . مشاهده شد J774A-1 ماکروفاژی ر روی سلولبسازی بعد از آلوده لیشمانیاتروپیکا :هایافته

در داخل اين سلول قدرت زنده ماندن برای زمان طولاني را  لیشمانیاتروپیکا ان دهد، تری نیاز دارد تا عملکرد خود را نشزمان بیش
 .شودو تکثیر نمي شودفقط نگهداری مي N.N.Nدر محیط کشت  کایتروپایشمانیلچنین مشاهده شد هم .دارد

 هاييبه آماستیگوت، در شرايط آزمايشگاه کایتروپایشمانیل هایپروماستیگوتها در اين تحقیق نشان داد يافته :گیرینتیجه
 .ددارن را طولاني زمان برای ماندن زنده قدرت میزبان هایدرسلول شدندکه تبديل

 J774A-1،  کایتروپایشمانیلتکثیر و رشد،  :های کلیدیواژه

 
 همقدم

های انگلي در ايران  ترين بیماری لیشمانیوز جلدی يکي از مهم
لحاظ مداخله در محیط با است که کنترل اين بیماری به

 زيادی دارد  اهداف کاهش ناقل و مخزن حیواني بیماری هزينه
-ياخته است که توانايي آلوده لیشمانیازيس انگلي تک (.1)

اين انگل با . سازی انسان و چندين گونه از پستانداران را دارد
ها در  شود، که میکروارگانیسم مي پشه خاکي آلوده انتقال داده

 (.2) (پروماستیگوت)ها است آننیش 

                                                           
1. Trypanosomatidea 

 :مسئول سندهینو
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

 

ها با  بعد از ايجاد زخم درون پوست میزبان، پروماستیگوت
در سلول ) شوند مي ای فرا گرفته هستههای تک فاگوسیت

ماکروفاژهای . شوند ها تبديل به آماستیگوت مي، آن(میزبان
ها  گیرند، آماستیگوتقرار مي انگلي وقتي در میزبان آلوده

دوباره به پروماستیگوت در دستگاه گوارش قرباني تبديل 
تواند  سادگي ميپروماستیگوت اندامي است که به .شوند مي

 (.2) در آزمايشگاه رشد کند

های انجام شده با هدف بررسي زنده ماندن انگل مطالعه
های در محیط کشت برای بررسي و مطالعه لیشمانیاتروپیکا

های کشت توان در محیطرشد انگل را مي. آزمايشگاهي است
 لیشمانیاتروپیکاها رشد در اين مطالعه. مختلف بررسي کرد

ر در مقايسه با انواع لیشمانیاهای ديگر مانند لیشمانیا ماژو
((L.major (.12) شودبررسي مي 

 (Novy - Mac-Neal and Nicolle) محیط کشت

N.N.N خصوص برای بخش را بهتايج بسیار رضايتن
-ها بهمطالعه (.1) دهدنمي کایتروپایشمانیل  جداسازی اولیه

آوردن رشد فراوان در سطح جامد انجام دستمنظور به
در محیط  کایتروپایشمانیلهای  پروماستیگوت. اندگرفته

گراد و درجه سانتي 73در دمای  RPMI-1640کشت 
4۹3PH= آمیزی با روش رنگ(. 7،4) شودداده مي کشت

 .شودگیمسا انجام مي

Rogers (1/94 )اولین بار ثابت کرد که لیشمانیا دونوواني 

(L.donovani) صورت گرد در بدن انسان در طحال به
سديم سیترات برای چند دار است و با حل کردن در  تاژک

  Nicolle(./2)شود روز در دمای آزمايشگاه نگه داشته مي

را در محیط   L.infantum)) لیشمانیا اينفنتوم( 1/91)
کشت داد و نشان داد که شناسايي کشت  N.N.N کشت

Manceaux  (1/11 ) و Nicolle. پذير بودفرعي امکان
توان در  چنین مي را هم کایتروپایشمانیلمشاهده کردند که  

در سطح جامدی که تازه بود و سطح  N.N.Nمحیط کشت 
صورت روز به 2يا 4در پايان . آن خشک نبود کشت داد

تر از سر های شفاف، کوچک کوچک، گرد، صاف و کلني
های گردی از لیشمانیا  چنین کلني. سنجاق گسترش يافتند

 (.4) فراوان هستند

نشان  /1/1رانش در سال و همکا  Esterreهایمطالعه
های خوني انسان با رشد عامل ای بین گروه دادند که رابطه

 (. 2) لیشمانیوز جلدی آمريکايي وجود ندارد

و همکارانش نشان داد که تغییر مواد  Guptaهای مطالعه
تشکیل دهنده محیط کشت لیشمن و شرايط نگهداری 

رابطه  ها با رشد پروماستیگوت لیشمانیوز جلدیمحیط کشت
 (.1) دارد

 Evansاز سرم خون جنین گاوی  1/12در سال(ECS )
يید شده أسوش ت 12ها  غیر فعال برای کشت پروماستیگوت

سازمان بهداشت جهاني استفاده نمود و نشان داد که افزودن 
ECS  فعال يا غیر فعال در رشد پروماستیگوت تفاوت ايجاد
 (.2) کندنمي

وجود تک ياخته   Cuninghamنخستین بار، 1112در سال 
، 1/99سال  های جلدی گزارش کرد و درانگلي را از زخم

برای  1/94در سال . گذاری شدنام ( leishman)لیشمن 
موفق به کشت انگل و مشاهده فرم  Rogersاولین بار 

در . دار آن در محیط کشت حاوی خون خرگوش گرديدتاژک
به  Novy ,Mac-Neal and Nicolleتوسط  1/91سال 

-معروف شد و امروزه در اکثر آزمايشگاه N.N.Nنام محیط 

 .(1)گیرد تحقیقاتي مورد استفاده قرار مي های

 مواد تغییر که داد و همکارانش نشان Guptaهای مطالعه

 نگهداری شرايط و لیشمن کشت محیط دهنده تشکیل
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 جلدی لیشمانیوز پروماستیگوت رشد با هاکشت محیط

 (.1)دارد رابطه

لیشمانیاتروپیکا در مقايسه با تکثیر تکثیر  اين پژوهش
هدف اصلي در اين پژوهش  .بررسي نمود لیشمانیا ماژور

های مختلف کشت و داخل در محیط کایتروپایشمانیلتکثیر 
 کایتروپایشمانیلتکثیر . ايجاد شده است تغییرهایماکروفاژ و 
سازی و آلوده RPMI1640 و  N.N.Nهای کشت در محیط

 . موشي انجام شد J774A1در سلول ماکروفاژی 

 روش کار
 کایتروپایشمانیلمنظور مطالعه اثر که به تجربي تحقیق اين

در مقايسه با لیشمانیا ماژور بر روی سلول ماکروفاژی 
J774A-1 های مورد نمونه .در شرايط آزمايشگاهي انجام شد

 روشبه لیشمانیا انگل آماستیگوت به آلودگي نظر از مطالعه
 .شدند آمیزیرنگ گیمسا

 MRHO/IR/75/ER))لیشمانیا ماژور سويه استاندارد انگل 

 لیشمانیاتروپیکا، انگلسويه استاندارد  و
MHOM/AF/88/KK27))  از انستیتو پاستور ايران تهیه

-Novy های استاندارد در محیط کشتسويهشد، 

MacNeal-Nicolli  (N.N.N  )مخصوص های داخل لوله
ها قابل مشاهده با اين لوله. کشت نگهداری شدند

بار اين هر دو تا سه روز يک. میکروسکوپ معکوس بودند
ها به حد قابل ها بررسي شدند و هرگاه تعداد انگلمحیط

پاساژ برای تازه . فاز مايع اضافه شد دوبارهتوجهي رسیدند، 
محیط کشت  ml 1همراه شدن محیط کشت به

RPMI1640 بدون FBSهر زمان نیازبه انگل بود  .انجام شد
 اين محیط برداشته شد و پس از سانتريفیوژ با دور از

يابي به دلیل دستبه. به فلاسک منتقل شد 2999 -7999
 های قرمز، کشت انگل در محیطهای فاقد آگار و گلبولانگل

RPMI1640 سرم جنین گاوی. انجام شد FBS 19 % تا
سازی محیط کشت مورد استفاده قرار  منظور غنيبه% 29

 .گرفت

هر  و نگهداری گرادسانتي درجه 22دمای در کشت هایلوله
 اشکال کههنگامي. گرفتند قرار بررسي مورد روز

 (Stationary phase) ايستايي مرحله به پروماستیگوت
-انگل و نموده سانتريفیوژ را کشت هایلوله محتوی رسیدند

 Phosphate) بافر با بار چند را شده داده رسوب های

buffered saline) PBS و سپس داده شو و شست استريل 
 هاانگل نئوبار از لام استفاده با و افزوده آن بهPBS  مقداری

 .شدند محاسبه و شمارش حجم واحد در

 کشت سلول
از  ml29 داخل فلاسک J774A-1های رده سلولي سلول

که اين رده سلولي دلیل اينبه. انستیتو پاستور خريداری شد
های چسبنده بود در زمان مشاهده با از نوع سلول

 صورت چسبیده در کف فلاسکمیکروسکوپ معکوس به
بعد از خارج نمودن مايع رويي و شستشو با . ديده شد

و اضافه نمودن تريپسین و با گذشت  Pbsمحلولي با نام 
. ها به فلاسک جديد انتقال داده شدنددقیقه، سلول 7زمان 

دلیل به. نمايیمسپس محیط کشت کامل را اضافه مي
اختلاف دمای داخل يخچال و فلاسک حاوی سلول، قبل از 

مدت چند به اضافه نمودن محیط کشت به سلول، محیط
با  کمابیشدار  قرار داده شد تا  Co2دقیقه داخل انکوباتور 
اقدام از ايجاد شوک سلولي  با اين. فلاسک هم دما شود

پس از اضافه نمودن محیط کشت ، ابتدا . جلوگیری شد
مشاهده شد،  ها در زير میکروسکوپ معکوسوضعیت سلول

طور روزانه دار قرار داده شد و به Co2بعد داخل انکوباتور 
 . ها مورد بررسي کامل قرار گرفتوضعیت سلول

يکبار محیط درون ساعت  41تا  24باتوجه به رشد سلول هر 
ها در اثر تکثیر، محتوی مقداری سلول. فلاسک تعويض شد

اين . مواد سمي و دفعي بودند که سبب زرد شدن محیط شد
. کنندمحیط را کم کرده و محیط را اسیدی مي PHمواد 

بنابراين برای ادامه رشد سلول، اين مواد از فلاسک خارج 
 نبايد خارج شودلازم به ذکر است، تمام محیط کشت . شدند
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ml  2-1 دلیل دارا بودن فاکتورهای رشدی که محیط به
 .سلول تولید کرده بايد در فلاسک باقي بماند

 سازی ماکروفاژ با پروماستیگوتمرحله آلوده
گراد قرار درجه سانتي 73 دار CO 2ها درون انکوباتور پلیت

 چسبندميماکروفاژها به لامل % 29-29%حدود . داده شدند
ساعت پس از کشت سلول  24 (.ماکروفاژ  194حدود )

 ها را از انکوباتور خارج نموده، سپس مرحله اضافهپلیت
انگل اضافه شد  19ماکروفاژ  1ازای هر کردن انگل، که به

در ادامه در (. انگل اضافه شود 192سلول بايد  194ازای به)
و انگل  ماژور لیشمانیا دو پلیت جداگانه، انگل

ها درون انکوباتور قرار داده پلیت. اضافه شد لیشمانیاتروپیکا
 .شدند

 آمیزی ماکروفاژهارنگ
در . مقداری سلول حاوی انگل از سطح پلیت برداشته شد

در مرحله بعد . ابتدا اين نمونه،  با الکل متیلیک ثابت شد
( با آب رقیق شده 299به  1به نسبت ) محلول رنگ گیمسا 

. دقیقه در آن قرار داده شد 29مدت ها بهلاماضافه نموده ، 
آرامي ها در زير جريان آب شیر بهبعد از اين مدت لام

ها آماده مطالعه شدن، لاماز خشکپس. شستشو شد
 .میکروسکوپي بودند

 ها در ماکروفاژهامشاهده آماستیگوت

روز انجام شد و  21تهیه گسترش و رنگ آمیزی به مدت 
. در داخل ماکروفاژها بررسي شد هاوجود آماستیگوت

تر از يک است در کم لیشمانیا ماژورماکروفاژهايي که دارای 
 اما ماکروفاژهای آلوده شده با .رونداز بین ميهفته 

 .ماندهفته باقي 7 حدودمدت به لیشمانیاتروپیکا
. در زير میکروسکوپ مشاهده شد 49نمايي ها با بزرگنمونه

به . برابر سلول است 19تعداد انگل اضافه شده به سلول 
 لیشمانیاتروپیکابا منظور مقايسه به لیشمانیا ماژورپلیت دوم 
 .اضافه شد

 نتایج
 نتایج نگهداری انگل در محیط کشت

محیط  در لیشمانیاتروپیکا نتايج بررسي چگونگي رشد انگل
 فقط برای نشان داد که اين محیط کشت NNN کشت

  .است لیشمانیا تروپیکا نگهداری انگل

در اين پژوهش پس از اضافه نمودن محیط 
و  لیشمانیا ماژورو  کایتروپایشمانیلبه    RPMI1640کشت

گراد، درجه سانتي 22ها به انکوباتور معمولي انتقال فلاسک
برروی لام نئوبار طور روزانه با فرمالین و شمارش انگل به

ابتدا منحني، رشد  ،1های جدول طبق داده .انجام شد
سپس وارد فاز لگاريتمي و در روزهای . خیری را نشان دادأت

ها دارای بعد انگل از روز چهارم به. پاياني وارد فاز ثابت شد
منحني . اين قابلیت بودند که به ماکروفاژ اضافه شوند

 .مشخص شده است 2و  1شمارش روزانه در نمودار 
 

 لیشمانیا ماژور و لیشمانیاتروپیکا شمارش روزانه -1 جدول
  روز هفتم روز ششم روز پنجم روز چهارم روز سوم روزدوم روز اول روز

شمارش روزانه 
 لیشمانیا ماژور

192×31۹1  192 ×1۹1  192 ×1۹2  192 ×2۹2  192×7۹2  192×71۹2  192 ×2۹2  

شمارش روزانه 
 لیشمانیا تروپیکا

192×31۹9  192×32۹9  192×/۹9  192×11۹1  192×2۹1  192×12۹1  192×1۹1   
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 لیشمانیا ماژورروزانه منحني شمارش  -1 نمودار

 

 لیشمانیا تروپیکامنحني شمارش روزانه  -2 نمودار

ماکروفاژ با سازی نتایج آلوده
 پروماستیگوت

های انگل پروماستیگوتشود مشاهده مي 2در جدول 
در داخل . شد روز اول وارد ماکروفاژ لیشمانیا ماژور در

ماکروفاژ فرم پروماستیگوت به فرم آماستیگوت تبديل 
ها تا روز چهارم به تعداد آماستیگوت(. 1 شکل)شد 

ها آماستیگوتحداکثر تعداد رسید و در روز پنجم 
سازی ماکروفاژهای ماکروفاژ را پاره نموده و به آلوده

 .ديگر پرداختند

 

 J774A-1اژی داخل سلول ماکروف لیشمانیا ماژورروند تکثیر . 2جدول

 لیشمانیا ماژورتکثیر انگل  روز

 ها در حال وارد شدن به ماکروفاژپروماستیگوت روز اول

 در داخل ماکروفاژها وجود آماستیگوت روز دوم و سوم

 ها داخل ماکروفاژافزايش تعداد آماستیگوت روز چهارم

 پاره شدن ماکروفاژ و خروج انگل از ماکرو فاژ روز پنجم
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سلول به : J774A-1انگل لیشمانیا ماژور داخل سلول  -1 شکل

رنگ صورتي نشان داده شده که انگل در داخل آن با رنگ بنفش 
 .است توسط پیکان مشخص شده

در  لیشمانیاتروپیکاهای پروماستیگوت( 7جدول )طبق 
ها در روز دوم انگل. روز اول هنوز داخل سلول نشده

در روز سوم انگل . درحال داخل شدن به سلول بودند
از روز ششم تا روز دوازدهم . است داخل سلول شده
آرامي در سلول در حال افزايش ها به تعداد آماستیگوت

روزهای سیزدهم و چهاردهم (. 2شکل )بودند 
. های ماکروفاژ نزديک شدندها به کنارهآماستیگوت

ها در حال خروج از سلول بودند روزهفدهم آماستیگوت
ها از سلول و روز هجدهم سلول پاره شده و آماستیگوت

 .خارج شدند

در داخل در داخل  لیشمانیاتروپیکا روند تکثیر انگل -7جدول 
 J774A-1 سلول ماکروفاژی 

 لیشمانیا تروپیکاتکثیر انگل  روز

 .اندها وارد ماکروفاژ نشدههنوز پروماستیگوت روز اول

 ها در حال داخل شدن به ماکروفاژپروماستیگوت روز دوم

 ها در داخل ماکروفاژحضور آماستیگوت روز سوم

 ها در داخل ماکروفاژافزايش تعداد آماستیگوت روزهای چهارم تا دوازدهم

 های ماکروفاژها به کنارهنزديک شدن آماستیگوت روزهای سیزدهم  وچهاردهم

 ها در دهانه پاره شده ماکروفاژقرار گیری آماستیگوت روز های پانزدهم و شانزدهم

 پاره شدن ماکروفاؤ و خروج انگل روزهای هفدهم و هجدهم

 
سلول به :  J774A-1داخل سلول  تروپیکاایشمانینگل لا -2 شکل

با رنگ بنفش آن نشان داده شده که انگل در داخل  يرنگ صورت
 .است مشخص شده کانیتوسط پ

با  درمقايسه لیشمانیاتروپیکاشد اين ترتیب مشاهده به
ترين نیاز دارد تا در محیط لیشمانیا ماژور زمان بیش

کشت عملکرد خود را نشان دهد و از سلول خارج و 
 .های ديگر شودسازی سلولباعث آلوده

 بحث
محیط کشت  های لیشمانیا درگونه کشت استاندارد شده
آوردن مقادير زيادی انگل جهت دستروش مفیدی برای به

کشت انگل در راستای ارتقاء . استاهداف گوناگون پژوهشي 
چنین تشخیص آگاهي از ارتباطات بین انگل و میزبان و هم

 (.2) ثراستؤخصوصیات زيستي انگل م

آوردن دستاز اهداف اولیه محققین از کشت انگل، به يکي
ني مدت آنهای مختلف انگلي وحفظ طولامقادير زياد گونه

 (.3)است ها 

: های مورد استفاده برای کشت انگل لیشمانیا شاملمحیط
، محیط کشت دو فازی استمحیط دوفازی و محیط مايع 

آگار، نمک و خون خرگوش و فاز مايع آن  ؛شامل فاز جامد
های پروماستیگوت تمام گونه. استمعمولا سرم فیزيولوژی 

های مايع کشت صورت اگزنیک در محیطتواند بهلیشمانیا مي
 به محیط آزمايشگاهدر پروماستیگوت کشت .داده شوند

 تحقیقات گذشته هایسال در لذا پذيراستانجام آساني
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 گرفته انجام لیشمانیوز روی که داریدامنه و زياد بسیار
 شده داده کشت هایازپروماستیگوت استفاده با همگي

 فرم که جاآن از ولي ،(/،1) ده استبودرمحیط آزمايشگاه 
 و رشد خاکي پشه بدن در که است فرمي پروماستیگوت،

 در که است انگل از شکلي فرم آماستیگوت، و يابدمي تکثیر
 ايجاد بیماری و شده مستقر دارمهره میزبان بدن روی زخم
مورد  در تحقیقات نتیجه تواننمي راحتيکند، بهمي

اين . (/) داد تعمیم آماستیگوت فرمبه را پروماستیگوت
 ازنظر آماستیگوت هایتفاوت و هاشباهت يافتن با مسئله

 پروماستیگوت فرم با سطحي هایپروتئین مثل خصوصیاتي
بین دو هفته تا دو ماه  لمعموطور به. است بوده بررسي قابل

های غني زمان لازم است تا انگل بتواند در يکي از محیط
مايع حاوی سرم حیواني يعني سرم جنین گوساله و آلبومین 

. انسان با درصدهای مختلف عادت به رشد نمايد ريا ادرا
ي در تغییرهايتر شدن زمان رشد و پاساژهای متوالي طولاني
آورد، در ضمن کاهش تعداد انگل يکي از وجود ميبهانگل 

محیط مناسبي جهت  2992در سال . استاين مشکلات 
، کلرور سديم، %3با استفاده از آگار  لیشمانیا اينفنتومکشت 

 معرفي شد سرم جنین گوساله% 2و  RPMIخون خرگوش، 

کشت پروماستیگوت در محیط مايع يک الي دو ماه (. 19)
طور مرتب بايد به انگل محیط کشت مايع بهکشد و طول مي

تناوب اين کار باعث آلودگي محیط کشت با . اضافه شود
هزينه و تهیه . شودهای ديگر انگل ميمیکروب، قارچ و گونه

کشت . سرم حیواني از جمله سرم جنین گوساله گران است
های بیوشیمیايي، انبوه انگل لیشمانیا جهت مطالعه

-مطالعهشناسي يک ضرورت است، در اين فیزيولوژی و ايمن
دار و اساسي در محیط جامد خون تغییرهایسعي شد با  ها

قیمت که انگل به قیمت، محیط جامد ارزانحذف مواد گران
 .خوبي در آن رشد يابد تهیه گردد

-Novyط یمح آشنا، دو فازی هایمحیط جمله از
MacNeal-Nicolli  (N.N.N  )تريناز رايج يکي که است 

 به لیشمانیا جداسازی اولیه جهت انگل کشت هایمحیط
 فازی تک هایمحیط در اصلي مشکل (.11) آيديم حساب

 (Fetal calf serum گوساله  جنین سرم افزودني ماده تهیه
 تقسیم تحريک جهت مکمل عنوانبه که است FCS) يا

  .شودمي اضافه محیط به انگل رشد و ياخته

کاربردهای مختلفي در کشت  RPMI1640 محیط کشت
 اين محیط کشت با های پستانداران دارد،سلول

شود تا برای هر کاربردی های متنوع تولید ميفرمولاسیون
 های دارای گلوتامکسدر فرمت PRMI1640 .مناسب باشد

(GlutaMAX TM) ، دارایL-glutamine دارای معرف ،
 فنول رد در بافر و نیز فاقد (phenol red) فنول رد
HEPES فرموله شده است.  

 هایپروماستیگوتبر روی  Charlesو  Dalit هایمطالعه
 هایدر مرحله متاسیکلیک به موش که لیشمانیاتروپیکا

مطالعه، انگل  صحرايي تزريق شدند، نشان داد که در انتهای
-بار انگلي در مقايسه با مکان .ها يافت شددر طحال موش

 (.12) تر در طحال بودبرابر بیش 49 حدود های تلقیح تا

Talari A, VakiliZ, Saffari M.(2008)  بر روی
 درمحیطلیشمانیا ماژور و لیشمانیاتروپیکا  هایتپروماستیگو

گانه خون های هشتکشت محتوی خون خرگوش و محیط
 يهايآزمايش تکرار19های گاو، بز وگوسفند باانسان و محیط

سازگاری با محیط و حداکثر و حداقل زمان . انجام دادند
به تعداد انگل رشد بر مبنای کاهش تعداد انگل فعال نسبت

سرعت زمان سازگاری . در زمان کشت محاسبه گرديد
. دروز بو 7تا  1ها باهم مساوی و بینپروماستیگوت در محیط

 های محتوی خون گاو وگروهسرعت رشد انگل در محیط
 .و مفیدی داردانسان وضعیت مناسب ¯B خوني

Nsiri, et( 20011) های نشان داد که رشد پروماستیگوت
% 11 شده با غنيRPMI1640 درمحیط لیشمانیا ماژور انگل

برابر  کمابیش FCS% 11 سرم مرغ و محیط غني شده با
 مرغ، عصاره پلاکتي انسان، سرم انسان،زرده تخم (.17) است

موش صحرايي و پلاسمای انسان، مايع داخل چشم گاو، سرم 
 FCS سرم اسب از جمله موادی هستند که تا به حال با

دراين مطالعه نیز استفاده ازسرم (. 14-11) اندهشد مقايسه
در   FCSعنوان جايگزينموش، سرم گوسفند و سرم گاو به

 

ورد بررسي و مقايسه ل لیشمانیا ماژور مورد کشت انگ
 برابری انگل در 2 -7 نتايج حاصل، يک رشد. قرارگرفت

سرم موش سوری در روزهای اولیه  %19 محیط غني شده با
نشان داده و  FCE  19%حاوی به محیطپس از کشت نسبت

کننده، عنوان غنيتواند بهثابت نمود که اين سرم مي
های کشت پايه، محیط درصورت اضافه شدن به محیط

البته تحقیقات صورت . مناسبي برای رشد انگل فراهم نمايد
شیمیايي سرم حیوانات مختلف  هایترکیبگرفته در زمینه 

دهد که سطح گلوکز و کلسترول در سرم موش نشان مي
چنین سطح هم .نسبت به سرم گاو و گوسفند بالاتراست

در سرم موش بعضي مواد معدني نظیر پتاسیم و فسفر نیز 
 دارندنسبت به سرم گاو وگوسفند در سطح بالاتری قرار

دست آمده در اين باتوجه به اين مطلب و نیز نتايج به(. 13)
رسد بالا بودن سطح اين مواد در سرم نظر ميمطالعه به
تواند محرک رشد سريع انگل در محیط غني شده موش مي

نشان داد سرم  چنین نتايج اين مطالعههم. با اين سرم باشد
ها به ساير محیطتر تکثیر نسبتگوسفند دارای شیب کم

بوده و باعث طولاني شدن مرحله ثبات وکاهش شیب مرحله 
داری طولاني گردد، لذا قابلیت خوبي برای نگهمرگ انگل مي

های صورت گرفته نشان داده است مطالعه. مدت انگل دارد
سرم گاو  بهکه سطح کلسترول در سرم گوسفند نسبت

تر بوده و از نظر ساير مواد نظیرگلوکز، سديم و پتاسیم پايین
چنین تحقیقات صورت هم( 29،/1)است  برابر کمابیش

گرفته در اين زمینه نشان داده است که کلسترول نقش 
داشته و کاهش  لیشمانیا دونوواني حیاتي در عملکرد سلول 
 (.29) شودمي زايي انگلآن موجب کاهش عفونت

Milena وJan   را به  لیشمانیاتروپیکا، 2997در سال
 پشهتوسط نیش  BALB/C هایهمسترهای طلايي و موش

ت کلني رصوبهP.sergenti  .انتقال دادند P.sergenti خاکي
 BALB/Cهای در آزمايشگاه توسط خون همسترها و موش

های همستر مورد آزمايش قرار گرفتند، پشه 2. تغذيه شدند
پرورش يافته در آزمايشگاه در هنگام تغذيه از خون خاکي 

بعد از يک ماه . انتقال دادند را لیشمانیاتروپیکا همسترها
ضايعات . ديده شد همستر 2آلودگي، چندين ضايعه در 

ها آزمايش آن. زخمي نداشتند و برای همیشه باقي ماندند

موش  7در . انجام دادند BALB/C موش 4ديگری برروی 
ماه  1موش پس از  1در . ماه ضايعات ديده شدند 2پس از 

ماه  2ضايعه در دم ظاهر شد، اما اين ضايعه کوچک پس از 
به  لیشمانیاتروپیکا در اين آزمايش انتقال. ناپديد شد

 توسط نیش پشه BALB/C هایهمسترهای طلايي و موش
P.sergenti  که میزبان اصلي است، مورد بررسي قرار گرفت

های خاکي توانايي انتقال انگل داد، همه پشه که نتايج نشان
طور مستقیم با توانايي را نداشتند، بنابراين انتقال انگل به

خوردن خون میزبان مرتبط نیست و زمان و هزينه زيادی 
 (.21) صرف اين آزمايش شد

و همکاران رفتار فاگوسیتیک پويا  Kovariهای مطالعه
تحقیقات نشان داد  اين. را نشان داد J774A-1سلول رده 

که گسترش فاگوسیتیک در مراحل مختلف و با يک دوره 
مدت زمان پخش و مناطق . دهدرخ مي متمايز انقباض
سطح است،  opsonin مستقل از تراکم ،تماس حداکثر

ثیر أبر روی احتمال گسترش سلول ت opsonin اگرچه تراکم
ايي کند که پوياين امر اين ايده را تقويت مي .گذاردمي

های سیتو اسکلتي توسط فعالیت هعمدطور بهفاگوسیتوزی 
 (.22) شودانجام مي

-در محیط لیشمانیاتروپیکا ، تکثیرما نتايج حاصل از پژوهش
شده  ايجاد تغییرهایهای مختلف کشت و داخل ماکروفاژ و 

های گذشته برای طبق مطالعه لیشمانیا تروپیکا. را نشان داد
نیاز  BALB/C مانند همسترو موشتکثیر به موجود زنده 

زمان طولاني، استفاده از دلیل صرف هزينه بالا و دارد، اما به
هدف اصلي در  بنابراين .صرفه نیستموجود زنده مقرون به

های مختلف در محیط کایتروپایشمانیل کشتاين پژوهش، 
و محیط کشت  RPMI1640کشت مانند محیط کشت 

NNN  و تکثیر داخل سلول ماکروفاژیJ774A-1  در
دلیل صرف موجود زنده بهآزمايشگاه و بدون نیاز به  شرايط

ايجاد شده در  تغییرهایو  استزمان طولاني هزينه بالا و 
در حقیقت اين انگل، با مکانیزم . اين زمینه بررسي شد

هايي که بسیاری از دفاعي سلول روبرو است و مواد و آنزيم
که دلیل اين .اثرندبرند براين انگل بيها را از بین ميبمیکرو
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کننده، عنوان غنيتواند بهثابت نمود که اين سرم مي
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

در محیط ماکروفاژ با اين همه مواد ضد میکروبي، 
انگل : ماندن دارد اين است کهتوانايي زنده  کایتروپایشمانیل

به و ايجاد بار منفي بسیار زياد نسبت LPGعلت داشتن به
انگل مواد که های مختلف مقاوم است و ديگر ايناثر آنزيم

 و( EF)های لیزوزوم شبیه عامل ترشحيبازدارنده آنزيم

LPGدر محیط کشت لیشمانیاتروپیکا(. 27) کندترشح مي 
N.N.N شود و توانايي تکثیر در اين فقط نگهداری مي

قدرت  لیشمانیاتروپیکا هایپروماستیگوت .محیط را ندارد
دارند و در زنده ماندن برای زمان طولاني در ماکروفاژ را 

تری نیاز دارند تا عملکرد زمان بیش لیشمانیا ماژور مقايسه با
سازی باعث آلودهو خود را نشان دهند و از سلول خارج 

اين انگل در محیط کشت به شکل . های ديگر شوندسلول
-که وارد ماکروفاژ مي، زمانياست( دارتاژک)پروماستیگوت 

دهد و به از دست ميشود تغییر شکل داده و تاژک خود را 
 .شودشکل آماستیگوت تبديل مي

 رشد جهت ماکروفاژ هایسلول از مطالعه اين در علاوهبه
 رشد از الگويي شده، ايجاد شرايط تا گرديد استفاده انگل
 .باشد میزبان سلول داخل در يا و In vitro صورتبه انگل

 و شده داده کشت ماکروفاژهای میکروسکوپي مشاهده
 گرنمايان سلولي خارج و داخل هایآماستیگوت تشخیص
 . بود رشد شرايط بودن مطلوب

-که پروماستیگوتدر آزمايشگاه شرايطي فراهم شد بنابراين 
هايي تبديل شدند که به آماستیگوت ،لیشمانیاتروپیکاهای 

های میزبان قدرت زنده ماندن برای زمان طولاني را در سلول
قابل توجه برای محققیني که  تواندو نتايج حاصل، مي دارند

مشغول  لیشمانیاتروپیکادرخصوص ا درنقاط مختلف دنی
 .مطالعه هستند، باشد

 گیرینتیجه
های کشت از نقطه  کشت عامل لیشمانیوز جلدی در محیط

نظر شیمیايي، بیولوژيکي، ايمنولوژيکي و شیمیوتراپي از 
گرچه در چرخه زندگي تک . استای برخوردار  اهمیت ويژه

شود يکي فرم لیشمانیائي در  ياخته لیشمانیا دو فرم ظاهر مي

دار  های انسان و حیوانات مهره درون لکوسیت
(promastigote )نمايد و  که در بدن پشه خاکي رشد مي

 .پذير استامکان لیشمانیاتروپیکاکشت هر دوفرم تک ياخته 

 در لیشمانیا ماژوردرنتیجه اين کار پژوهشي ديده شد 
قدرت تکثیر بالايي  RPMI1640و  NNNهای کشت محیط

تکثیر  N.N.Nدر محیط کشت  لیشمانیاتروپیکااما . دارد
های پروماستیگوت. شودشود، فقط نگهداری مينمي

قدرت زنده ماندن برای زمان طولاني در  لیشمانیاتروپیکا
-زمان بیش ماژورلیشمانیا ماکروفاژ را دارند و در مقايسه با 

تری نیاز دارد تا عملکرد خود را نشان دهد و از سلول خارج 
در بنابراين . های ديگر شودسازی سلولو باعث آلوده

 هایکه پروماستیگوتآزمايشگاه شرايطي فراهم شد 
هايي تبديل شدند که در ، به آماستیگوتلیشمانیاتروپیکا

زمان طولاني را های میزبان قدرت زنده ماندن برای سلول
 .دارند

 سپاسگزاری
از کلیه همکاران و مسئولین آزمايشگاه مسعود که امکانات 
لازم را جهت انجام آزمايشات در اختیار ما قرار دادند، 

  .گرددقدرداني مي
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