
مقدمه
با وجود فراواني رده هاي سلولي در دسترس، امروزه حدود 70% 
پروتئين هاي درماني نوتركيب توسط سلول هاي تخمدان همستر 
چينی )CHO( ساخته می شوند. ويژگي هايي از جمله توانايي 
كشت اين سلول ها به حالت سوسپانسيون در تراكم بالا به جاي 
اجازه  كه  اي  گونه  به  ژنتيكي  اصلاحات  قابليت  حالت چسبيده، 
پروتئين  زيادي  ميزان  به  و  داده  را  DNA خارجي  بيان  و  ورود 
خارجي را بيان كند، قابليت توليد پروتئين به صورت گليكوزيله و 
انجام اصلاحات پس از ترجمه مناسب برای فعاليت زيستي پروتئين، 
ايمن بودن سلول ها به گونه اي كه هيچ ماده سمي اضافه اي به 
پروتئين توليد شده اضافه نمي كند، سلول هاي CHO را به يك 
رده سلولي مناسب براي توليد پروتئين هاي نوتركيب انساني به 
ويژه با كاربردهاي باليني تبديل كرده است. سلول هاي تخمدان 
همستر چينی )CHO( در زمان كوتاهي خود را با شرايط محيط 

كشت سازگار مي كنند و داراي زمان نسل و نيمه عمر كوتاهي 
هستند. از طرف ديگر در يك مطالعه در سال ۱۹۸۹، مشخص شد 
كه ۴۴ ويروس بيماري زاي انسان از جمله آنفلونزا، HIV، پوليو، 
هرپس و سرخك قابليت همانند سازي در اين رده سلولي را ندارند. 
جهاني  بهداشت  سازمان  ايمني  آزمايش های  قابل ذكر است كه 
بدون  را  سلولي  رده  اين  توسط  شده  توليد  درماني  پروتئين هاي 
هيچ مشكلي تاييد می كند )۸،2(. افزايش محصول پروتئيني و 
كاهش هزينه هاي توليد هدف اصلي در زمينه بيوتكنولوژي توليد 
پروتئين نوتركيب مي باشد )۱۸(. برای رشد سلول ها در محيط 
آزمايشگاهی، شرايط كشت بايد از شرايط درون بدن موجود زنده 
به  توانند  نمی  سلولی  كشت  پايه  های  محيط  اكثر  كند.  تقليد 
تنهايی رشد سلول ها را حمايت كنند و بنابراين محيط های پايه 
با سرم های حيوانی غنی می شوند. عمل كرد اصلی محيط كشت 
 سلولی برای نگهداری pH، اسمولاليته، درصد زنده بودن سلول ها

 ، مواد غذايی و انرژی لازم برای رشد و تكثير سلول ها ضروری هستند. 
در ميان مواد مورد نياز سلول ها برای بهبود شرايط رشد سلول ها، سرم 
 اهميت خاصی دارد. اما امروزه تلاش می شود محيط های فاقد سرم

های  محيط  شود.  سرم  حاوی  های  محيط  جايگزين   )SFM(  
زيادی  مزايای  سرم  دارای  های  محيط  به  نسبت  سرم  فاقد 
برای  سلولی  كشت  محيط  به  سرم  كردن  اضافه   .)۴( هستند 
انسانی و حيوانی در شرايط  تمايز سلول های  و  تكثير  نگهداری، 

بررسي اثرات سرم جنين گاوی بر مورفولوژی، زیستایی سلول ها و ميزان توليد هورمون رشد 
CHOانساني نوتركيب در مقایسه با محيط فاقد سرم در سلول هاي

زهرا سادات عقيلی 1 ،سيد حميد زركش اصفهانی 1*
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چکيده
سابقه و هدف: برای توليد پروتئين نوتركيب به خصوص در زمينه درمانی در سلول های يوكاريوت، استفاده از محيط فاقد سرم به جای 

محيط كشت حاوی سرم جنين گاوی )FBS( ترجيح داده می شود.
مواد و روش ها: سلول های CHO توليد كننده پروتئين نو تركيب به داخل محيط كشت سلولی با غلظت های مختلفی از FBS و محيط 

فاقد سرم اضافه شدند سپس مورفولوژی، زيستايی و توليد پروتئين نوتركيب سلول های CHO بررسی گرديد.
یافته ها: سلول های CHO مورفولوژی متفاوتی در محيط كشت فاقد سرم نشان می دهند اما اين سلول ها در توليد پروتئين و زيستايی 

سلول ها تفاوت قابل توجهی نشان نمی دهند. 
نتيجه گيری: از محيط فاقد سرم برای توليد پروتئين نوتركيب توسط سلول های CHOبه طور موفقيت آميزی می توان استفاده نمود و 

جايگزين مناسبی برای محيط كشت حاوی سرم هستند.
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۶۶

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره ششم شماره بیست و چهار - بررسي اثرات سرم ...

فاكتورهاي  از  سرشار  حيواني  سرم  است.  ضروری  آزمايشگاهی 
مواد  و  ضروری  عناصر  حامل،  های  پروتئين  ها،  هورمون  رشد، 
ناشناخته ديگري است كه در حضور آن سلول ها قدرت حيات و 
تكثير بسيار بيشتري پيدا مي كنند. در شرايطي كه سرم حيواني 
زيستايی ميزان  باشد  نداشته  حضور  سلول  نگهداري  محيط   در 

 به طور چشم گيري كاهش مي يابد. رايج ترين سرمی كه در محيط 
كشت سلولی استفاده می شود سرم جنين گاوی يا FBS است، 
زيرا غنيتر بوده و فاكتورهای رشد بيش تری نسبت به ساير سرم 
ها دارد و حاوی گاماگلوبولين كمی است )5، ۱۴، ۱۶(. از جمله 
مشكلاتی كه حذف سرم از محيط كشت به وجود می آورد می توان 
اين موارد را نام برد: همان طور كه گفته شد سرم حاوی انواع مختلفی 
از فاكتورهای ضروری و مفيد شامل املاح، ويتامين ها و هورمون 
ها است كه همگی برای رشد سلول ضروری هستند. حاوی انواعی 
از خنثی كننده های پروتئاز است كه به ويژه در هنگام تريپسينه 
كردن سلول ها مؤثر است، سلول ها را در برابر نيروهای برشی اعمال 
شده توسط همزن در كشت سوسپانسيون به طور غيراختصاصی 
تاحدی محافظت می كند، توانايی اتصال به برخی مواد سمی را 
داشته موجب حذف آن ها از دسترس سلول ها می گردد. در كنار 
اين مزايا، مواردی از معايب سرم نيز باعث شده است حذف سرم در 
دستور كار محققين و برخی از توليد كننده های فراورده های حاصل 
از سلول قرار بگيرد مانند تفاوت خصوصيات انواع سرم تهيه شده از 
منابع مختلف جغرافيايی، شرايط خاص نگهداری و حمل ونقل )۱2، 
۱3(. هم چنين تخمين زده می شود كه حدود 500000 ليتر سرم 
ساليانه توليد می شود )7( كه برای اين منظور بيش از ۱000000 
جنين گاو ساليانه بايد كشته شوند )۹( و هم چنين به علت افزايش 
توسعه و استفاده از روش های آزمايشگاهی مثل لقاح آزمايشگاهی، 
كلونينگ، تست های سميت و ايجاد حيوانات دست كاری شده، 
انتظار می رود در سال های آينده استفاده از سرم افزايش پيدا كند 
)۱7(. سلول هايي كه در محيط هاي حاوي سرم حيواني كشت و 
نگهداري مي شوند را نمي توان به راحتي مورد استفاده قرار داد زيرا 
 سرم با منشاء حيواني به عنوان يك ماده آنتيژنيك غير گونه ای

 برای سيستم ايمني انسان مي باشد و منجر به ايجاد واكنش هاي 
شديد ايمونولوژيك مي گردد )۱۴(. از سوي ديگر حضور سرم در 
Neu�( انسانی  غير  سياليك  اسيد  ايجاد  باعث  ها  سلول  طمحي 
آنتي  عنوان  به  ماده  اين  و  شود  مي  ها  سلول  سطح  در   )5Gc
ژن منجر به توليد آنتيبادي هايي مي گردد كه مي توانند منجر 
به تحريك سيستم كمپلمان شوند )۱۱(. علاوه بر اين، سرم می 
تواند يكی از عوامل آلودگی باشد و امكان وجود عوامل مضر شناخته 
شده و ناشناخته نظير ويروس، پريون و مايكوپلاسما در سرم وجود 
دارد، بنابراين برای توليد محصولات دارويی و به منظور اجتناب از 

آلودگی بايد از محيط های كشت فاقد سرم استفاده گردد. استفاده 
از سرم نه تنها هزينه بر است، بلكه باعث افزايش مخارج مربوط 
به جداسازی پروتئين های سرم از محصول نهايی نيز می شود و 
استخراج و خالص سازی محصول اصلی و نهايی كشت را مشكل می 
كند .امروزه استفاده از محيط كشت های تجاری خاصی كه نياز به 
افزودن سرم ندارند رايج شده است كه می تواند به طور اختصاصی 
برای هر رده سلولی استفاده شود. اين محيط ها برای كشت سلول 
هايی كه محصولات ترشحی آن ها كاربرد بالينی دارد مثل توليد 
آنتی بادی های مونوكلونال و پروتئين های نوتركيب با كاربرد درمانی 
استفاده می شوند )5 ، 3(. فلوسيتومتری تكنيكی است كه چندين 
ويژگی فيزيكی ذره های خاص )به طور معمول سلول ها( را همان 
طور كه در جريان مايع در حال حركت هستند، از طريق يك پرتو 
نوری )ليزر( نخست اندازه گيری و سپس تجزيه و تحليل می كند. 
در طی سال های اخير كاربردهای فلوسيتومتری در تمام شاخه های 
علم زيست شناسی گسترده شده است. بيش ترين رشد در استفاده 
از فلوسيتومتری در زمينه كارهای بالينی بوده است. فلوسيتومترها 
علاوه بر كاربرد بسيار زياد در علوم پايه و كارهای تحقيقی، امروزه 
برای اندازه گيری های روتين در ايمونولوژی، هماتولوژی و به ميزان 
كم تری در پاتولوژی نيز استفاده می شوند. چندين رنگ فلورسنت 
ها  رنگ  اين  دارند.  را   DNA به  اتصال  قابليت  كه  دارند  وجود 
خاصيت فلورسانس ضعيفی در محلول های آبی دارند، اما هنگامی 
كه به DNA متصل می شوند، خاصيت فلورسانس قوی پيدا می 
 كنند. رنگ عمده ای كه كاربرد گسترده ای دارد پروپيديوم يديد

 )PI( است. PI در بين زنجيره های دو رشته ای اسيدنوكلئيك قرار 
ميگيرد و توسط ليزر آرگون در طول موج nm ۴۸۸ تحريك می 
شود و نور فلورسانس قرمز را از خود پراكنده می سازد؛ و چون از ورود 
اين رنگ توسط سلول های زنده به داخل جلوگيری می شود، يك 
راه تشخيص سلول های زنده از مرده )زيستايی سلول ها(، استفاده 

از همين رنگ است )۱(.
 CHO های  سلول  كشت  تاثير  بررسی  حاضر  مطالعه  از  هدف   
در  سرم  ميزان  كاهش  تاثير  چنين  هم  و  سرم  فاقد  محيط  در 
و زيستايی نوتركيب، مورفولوژی  پروتئين  توليد  بر   محيط كشت 

 سلول ها به منظور تلاش برای كشت سلول ها در محيط فاقد سرم 
می باشد. 

مواد و روش ها
كشـت سـلولی: در ايـن مطالعـه تجربـي به منظـور بررسـی تاثيـر 
ميـزان  و  زيسـتايی5  مورفولـوژی،  بـر  كشـت  محيـط  در  سـرم 
همسـتر  تخمـدان  هـای  سـلول  از  نوتركيـب،  پروتئيـن  توليـد 
pSeqTaq/GHWT پلاسـميد  توسـط  كـه   )CHO(  چينـی 

سـايتومگالوويروس  پروموتـور  كنتـرل  تحـت   hGH ژن  حـاوی   
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۶7

)CMV( ترانسـفكت شـده بـود اسـتفاده شـد. بـه منظـور رشـد 
Dulbecco’s Modifica�  و نگهـداری سـلول هـا، از محيـط
DMEM/(  tion of Eagle’s Medium/Hams F12

 ۱0 حـاوی  آمريـكا(   ،GIBCO شـركت  )از   )Ham’s F12
شـركت  )از   )Fetal Bovine Serum  (  FBS سـرم  درصـد 
GIBCO، آمريـكا(، ۱ درصـد مخلـوط آنتی بيوتيك پنيسـيلين-

استرپتومايسـين )Sigma، آمريكا( و در شـرايط 5 درصد CO2 و 
دمـای 37 درجـه سـانتي گراد و رطوبـت قرار داده شـدند. به منظور 
كنتـرل شـرايط كشـت سـلولی و توليـد پروتئيـن در سـلول هـای 
نوتركيـب از سـلول هـای CHO فاقـد هرگونه پلاسـميد اسـتفاده 
شـد كه در اينجا به منظور تمايز از سـلول هایCHO ترانسـفكت 
nCHO بـه صـورت pSeqTaq/GHWT شـده بـا پلاسـميد 

 نشان داده می شوند.
همان طور كه در گذشته بحث شد، به دليل اختلال هايی كه استفاده 
از سرم در محيط كشت سلولی ايجاد می شود، در اين تحقيق تلاش 
شد سرم از محيط كشت سلولی حذف شود، به همين منظور تأثير 
حضور سرم در محيط كشت سلولی بر مورفولوژی، رشد سلول و 

توليد GH بررسی شد.
DMEM/ در كليه مراحل اين تحقيق، كشت سلول ها در محيط

Ham’s F12 حاوی %۱0 سرم به عنوان حالت كنترل در نظر 
گرفته می شود و ساير شرايط با آن مورد مقايسه قرار ميگيرد.

كاهش ميزان سرم محيط كشت
در اين روش ابتدا كشت سلول ها در محيط كشت حاوی ۱0% 
سرم شروع شد و در هر مرحله بعد از هر پاساژ اين ميزان به نصف 
كاهش يافت تا به مقدار %25/۱ در محيط كشت رسيد. به همين 
 DMEM/Ham’s F12 منظور بعد از رشد سلول ها در محيط
 DMEM/Ham’s F12 حاوی %۱0 سرم سلول ها به محيط
حاوی %5 سرم انتقال داده شدند. بعد از رشد و سازگار شدن سلول 
 DMEM/Ham’s ها به اين محيط، انتقال سلول ها به محيط
F12 حاوی %5/2 سرم انجام گرفت و در نهايت با رشد و سازگار 
شدن سلول ها به محيط حاوی %5/2 سرم، سلول ها به محيط 
DMEM/Ham’s F12 حاوی %25/۱ سرم انتقال پيدا كردند 
و در هر مرحله ميزان توليد پروتئين نوتركيب rhGH، مورفولوژی 
سلول ها و تاثير سرم بر ميزان چسبندگی آن ها و زيستايی سلول 

ها بررسی شد.
آزمايش در فلاسك كشت سلولی T�25 و با تكرار سه تايی انجام 
شد. برای انجام اين آزمايش بعد از شمارش سلول ها، به هر فلاسك 
Cell/ml105 ×2 حاوی محيط كشت مورد نظر اضافه شد و در 

انكوباتور با شرايط %5 دی اكسيد كربن، دمایC°37 و حاوی رطوبت 
قرار داده شد تا سلول ها در اين شرايط رشد كنند سپس سلول ها 

پاساژ داده شده و به محيط جديد منتقل شدند. در هر مرحله محيط 
 rhGH رويی سلول ها برداشت شد و به منظور بررسی ميزان توليد
در دمای ۸0- درجه سانتي گراد قرار داده شد. در هر مرحله سلول 
ها 2-3 بار پاساژ داده شدند و زمانی كه به محيط جديد با درصد 
سرم كم تر منتقل می شدند درصورتی كه سلول ها با محيط جديد 
سازگاری نشان نمی دادند به محيط كشت مرحله قبل منتقل می 

شدند.
انتقال مستقيم سلول ها به محيط فاقد سرم

در مرحله بعد سلول ها بعد از رشد در محيط حاوی %۱0 سرم 
تعدادی از سلول ها به طور مستقيم به محيط SFM و تعدادی به 
محيط DMEM/Ham’s F12 فاقد سرم و تعدادی به محيط 
DMEM/Ham’s F12 حاوی %۱0 سرم منتقل شدند و ميزان 
و  بررسی  ها  سلول  زيستايی  و   rhGH نوتركيب  پروتئين  توليد 

مقايسه شدند.
اين آزمايش در فلاسك كشت سلولی T�25 و با تكرار سه تايی 
انجام شد. برای انجام اين آزمايش بعد از شمارش سلول ها، به هر 
فلاسك Cell/ml ۱05×2 حاوی محيط كشت مورد نظر اضافه شد 
با شرايط %5 دی اكسيد كربن، دمای C° 37 و  انكوباتور  و در 
حاوی رطوبت قرار داده شد تا سلول ها در اين شرايط رشد كنند. 
به منظور بررسی رشد سلول ها در محيط فاقد سرم، از محيط فاقد 
 )SFM4CHO DPM(SH30518); Hyclone( SFM سرم
 )Pluronic�F68( پلورونيك ، )آمريكا ،Sigma( حاوی گلوتامكس
)Sigma، آمريكا( و سديم بی كربنات )Merck، آلمان( استفاده 

شد.
بررسی غلظت rhGH توليد شده به روش الایزا

 CHO به منظور بررسی توليد هورمون رشد انسانی در سلول های
اختصاصی  از روش  با درصد های مختلف سرم  در محيط كشت 
پليت  چاهك  به هر  منظور  اين  برای  شد.  استفاده  الايزا  ساندويچ 
۹۶ خانه الايزا آنتی بادی اوليه بر ضد هورمون رشد اضافه شد و 
پليت الايزا به مدت يك شبانه روز در دمای ۴ درجه سانتي گراد 
انكوبه شد. پس از سه بار شستشو با بافر PBS�T )از شركت سيتو 
متين ژن، ايران( پليت به صورت شبانه بلاكه شد و دوباره پس از 3 
مرتبه شستشو با بافر PBS�T غلظت های استاندارد با استفاده از 
هورمون رشد تجاری در PBS )از شركت سيتو متين ژن، ايران( 
تهيه شدند و همراه با نمونه های پروتئين به صورت دوتايی به چاهك 
ها اضافه و به مدت دو ساعت در دمای اتاق قرار داده شدند. سپس 
آنتی بادی ثانويه ضد GH نشاندار با بيوتين به هر چاهك اضافه شد. 
پس از يك ساعت انكوباسيون در دمای اتاق و سه مرحله شستشو 
با بافر HRP�Streptavidin،PBS�T به هر چاهك اضافه شد و 
به مدت يك ساعت در دمای اتاق قرار داده شد. پس از شستشو، ۱00 
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ميكروليتر TMB )از شركت سيتو متين ژن، ايران( به هر چاهك 
اضافه و زمانی كه تغيير رنگ مناسبی ايجاد شد، محلول متوقف 
كننده )از شركت سيتو متين ژن، ايران( به هر چاهك اضافه و جذب 

آن در طول موج ۴50 نانومتر خوانده شد.
بررسي تاثير سرم بر ميزان زیستایی سلول ها

به منظور تعيين اثر و مقايسه محيط فاقد سرم SFM و محيط 
كشت كامل DMEM/Ham’s F12 حاوی %۱0 سرم بر ميزان 
زيستايی سلول ها و مرگ و مير سلول ها، پس از كشت سلول های 
 CHO در هر دو نوع محيط با روش رنگ آميزي با پروپيديوم يودايد

 )PI( و به كمك دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفتند. 
آزمايش كشت سلول های CHO/GHWT در  اين  انجام  برای 
 DMEM/Ham’s در دو نوع محيط كشت T�25 فلاسك های
به  انجام شد.  فاقد سرم  و محيط   FBSحاوی %۱0 سرم F12
همين منظور سلول ها به مدت 3 روز در انكوباتور قرار داده شدند 
سپس شستشوي سلول ها با PBS، تريپسينه كردن سلول ها توسط 
Trypsin/EDTA ) از شركت سيتو متين ژن، ايران( و سانتريفوژ 
به ترتيب انجام گرفت و پلاك سلولي در ۱ ميلي ليتر PBS حل 
شد. μlit 5 از محلول PI 5 mg/ml به μlit ۱00 از سوسپانسيون 
 C° سلولي افزوده شد و انكوباسيون به مدت ۱0 دقيقه در دماي
37 انجام گرفت.2 ميلي ليتر PBS به هر لوله اضافه شد و سلول 
 ۶00 g ها به طور كامل مخلوط شدند. لوله ها به مدت ۶ دقيقه در
سانتريفوژ شدند و محيط رويي حذف و پلاك سلولي در ۱ ميلي ليتر 
PBS حل شد و در نهايت نتايج به كمك دستگاه فلوسايتومتري 

خوانده شد.
یافته ها

rhGH بررسی تاثير ميزان سرم محيط كشت بر توليد
همان طور كه در شكل ۱ نشان داده شده است با بررسی تاثير غلظت 
 CHO در محيط كشت بر توليد پروتئين توسط سلول های FBS
مشخص شد ميزان توليد rhGH با درصد سرم در محيط كشت 
ارتباط مستقيم دارد و با كاهش ميزان سرم محيط كشت ميزان 

توليد rhGH نيز كاهش يافت.

شكل ۱- نمودار مقايسه ميزان rhGH توليد شده در محيط حاوی غلظت 

مختلف سرم: با كاهش درصد سرم ميزان توليد نيز كاهش يافته است.
بررسی تاثير كاهش سرم محيط كشت بر مورفولوژی و ميزان 

چسبندگی سلول ها
با بررسی تاثير ميزان سرم در محيط كشت مشاهده شد با كاهش 
ها  سلول  و  يافته  كاهش  ها  سلول  رشد  كشت،  محيط  در  سرم 
ای توده  حالت  تشكيل  و  پليت  سطح  از  شدن  جدا  به   تمايل 

پيدا می كنند. شكل 2 و شكل 3 مراحل رشد سلول ها در  را   
محيط كامل حاوی %۱0 سرم را با محيط هايی كه ميزان سرم 
در آن ها كاهش يافته مورد مقايسه قرار می دهند. قسمت )الف( 
از شكل 2 مربوط به سلول هايی است كه در محيط كامل حاوی 
%۱0 سرم رشد يافته اند و همان طور كه مشاهده می شود زمانی 
كه تراكم سلولی به حداكثر خود رسيد سلول ها تمام سطح پليت را 
می پوشانند و به علت ممانعت تماسی بين سلول ها و كاهش مواد 
غذايی، مرگ سلولی اتفاق می افتد و سلول ها تك تك از سطح 
پليت جدا می شوند كه اين سلول ها سلول هايی هستند كه مرده 
اند. شكل 3 مربوط به سلول هايی است كه در محيط هايی كه ميزان 
سرم در آن ها كاهش يافته رشد نموده اند. در اين حالت زمانی كه 
تراكم سلولی به %۸0-70 می رسد سلول ها شروع به جمع شدن 
می كنند و تشكيل حالت توده ای می دهند. اين حالت ادامه پيدا 
می كند تا زمانی كه سلول ها به طور كامل از سطح پليت جدا شوند 
كه در اين حالت سلول ها زنده اند اما درصد زنده بودن آن ها در 
مقايسه با سلول هايی كه در محيط كامل حاوی %۱0 سرم هستند 

كاهش پيدا می كند. 

شكل 2- مورفولوژی سلول ها در محيط كشت حاوی %۱0 سرم )حالت 
كنترل(: بعد از رشد كامل سلول ها و پر شدن سطح فلاسك سلول هايی كه به 
علت ممانعت تماسی و كمبود مواد غذايی و توليد مواد سمی ميميرند از سطح 

پليت جدا می شوند. الف( زمانی كه تراكم سلولی به حداكثر نرسيده و ب( زمانی 

كه سطح پليت كشت سلولی پر شده و مرگ سلولی رخ داده است.
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شكل 3. سلول های رشد كرده در محيط كشت هايی كه سرم آن ها كاهش 
يافته: در محيط كشت DMEM/Ham’s F12 كه مقدار سرم آن ها كاهش 
يافته سلول ها تمايل دارند از سطح پليت جدا شده و ميزان چسبندگی آن ها 

به فلاسك كاهش يافته است. شكل الف تا د مراحل رشد سلول ها در فلاسك و 
جدا شدن آن ها و ايجاد حالت clump در محيط با سرم كاهش يافته را نشان 

می دهد.

بررسی ميزان توليد rhGH در محيط كشت های مختلف به 
روش الایزا

DMEM/ به منظور مقايسه تاثير ميزان سرم در محيط كشت
 SFM و مقايسه با محيط فاقد سرم rhGH بر توليد Ham’s F12
تست الايزا انجام شد. همان طور كه در شكل ۴ مشاهده می شود 
ميزان توليد rhGH در محيط DMEM/Ham’s F12 فاقد سرم 
 ۱0% حاوی   DMEM/Ham’s F12 محيط كشت  به  نسبت 
سرم كاهش زيادی داشت است اما در محيط فاقد سرم SFM ميزان 
توليد پروتئين نوتركيب rhGH كم تر اما نزديك به محيط كشت 

DMEM/Ham’s F12 حاوی %۱0 سرم می باشد.

شكل ۴- نمودار نتايج سازگاری مستقيم سلول ها به محيط SFM؛ ۱( سلول 

های رشد كرده در محيط DMEM/Ham’s F12، حاوی %۱0 سرم، 

2. انتقال مستقيم سلول ها به محيط SFM ، 3. انتقال سلول ها به محيط 

DMEM/Ham’s F12 فاقد سرم                                                              

بررسی تأثير محيط كشت SFM بر ميزان زيستايی سلول ها و 

مقايسه با محيط كشت حاوی سرم به روش فلوسايتومتری تعيين اثر 
 DMEM/Ham’s و محيط كشت كامل SFM محيط فاقد سرم
F12 حاوی %۱0 سرم بر ميزان زيستايی سلول ها و مرگ و مير 
سلول ها، پس از كشت سلول های CHO در هر دو نوع محيط 
با روش رنگ آميزي با پروپيديوم يدايد )PI( و به كمك دستگاه 
فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفت. همان طور كه در شكل 5 
مشاهده می شود ميزان زيستايی سلول های رشد كرده در محيط 
روز،  سه  مدت  به  سرم   ۱0% حاوی   DMEM/Ham’s F12
%۸2/۹۸ می باشد و طبق شكل ۶ ميزان زيستايی سلول های رشد 
كرده در محيط SFM %7/۸۸ است. سلول های رشد كرده در 
 FL2 حاوی %۱0 سرم ميزان DMEM/Ham’s F12 محيط
بيش تری در مقايسه با سلول های رشد كرده در محيط SFM دارند 
DMEM/ كه نشان دهنده زيستايی بيش تر سلول ها در محيط

Ham’s F12 حاوی %۱0 سرم دارد. با اين حال به اين علت كه 
ميزان زيستايی سلول ها در محيط SFM بالای %۸0 است اين 

ميزان قابل قبول است.
بحث:

سرم برای نگهداری، تكثير و تمايز سلول های انسانی و حيوانی در 
محيط كشت لازم است. FBS مخلوط پيچيده ای از فاكتورهای 
مختلف است و حاوی تركيبات زيادی مثل فاكتورهای رشد، پروتئين، 
ويتامين، عناصر ضروری، هورمون، فاكتورهای چسبندگی و غيره می 
باشد كه برای رشد و نگهداری سلول ها ضروری است )۱5(. ولی با 
اين وجود استفاده از سرم به چندين دليل چالش برانگيز است كه از 
آن جمله می توان به هزينه بالا، مداخله در خالص سازی محصولات 
نوتركيب و امكان آلودگی های ويروسی و غيره اشاره كرد )۱0(. به 
همين دليل به منظور حذف سرم از محيط كشت، در اين تحقيق 
سعی بر اين بوده است تاثير سرم و حذف آن در محيط كشت بر 
ميزان توليد پروتئين rhGH بود به صورتی كه سلول ها در محيط 
DMEM/Ham’s F12 حاوی FBS ۱0% بيش ترين ميزان 
 DMEM/Ham’sرا داشتند و در محيط rhGH توليد پروتئين
F12 فاقد سرم ميزان توليد rhGH به ميزان زيادی كاهش يافت. 
اما در محيط تجاری فاقد سرم SFM ميزان توليد rhGH به ميزان 
حاوی   DMEM/Ham’s F12 محيط  در  پروتئين  اين  توليد 
FBS ۱0% نزديك بودكه نشان می دهد محيط SFM جايگزين 
می  DMEM/Ham’s F12 حاوی سرم  برای محيط  مناسبی 
باشد. هم چنين در پژوهشی مشابه در سال 20۱3 توسط رضايی و 
همكاران تأثير حضور سرم در محيط كشت بر توليد rhGH بررسی 
و تأثير آن در افزايش توليد rhGH اثبات گرديد )۱5(. در مطالعه 
ای در سال 200۹، تاثير ميزان سرم محيط كشت بر رشد سلول 
هایHeLa S3 و متابوليسم آن ها مورد بررسی قرار گرفت. افزايش 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
95

.6
.2

4.
10

.9
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-0
5-

25
 ]

 

                               5 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1395.6.24.10.9
https://ncmbjpiau.ir/article-1-896-fa.html


70

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره ششم شماره بیست و چهار - بررسي اثرات سرم ...

غلظت سرم از 5 تا 20 درصد در محيط كشت Ham’s F12 باعث 
افزايش زيستايی سلول ها شد. به عبارت ديگر ميزان 5 تا 20 درصد 
سرم در محيط كشت باعث افزايش مصرف گلوكز و توليد لاكتات 

می شود )۶(.

شكل 5- دياگرام حاصل از رنگ آميزي سلول های CHO با PI؛ نشان 

دهندهي درصد سلول هاي مرده نسبت به كل سلول ها در محيط كشت 

DMEM/Ham’s F12 حاوی %۱0 سرم. دياگرام نشان می دهد 

%۸2/۹۸ از سلول ها زنده اند.

شكل ۶- نمودار حاصل از رنگ آميزي سلول های CHO با PI؛ نشان دهندهي 

درصد سلول هاي مرده نسبت به كل سلول ها در محيط كشت SFM. دياگرام 

نشان می دهد %7۴/۸۸ از سلول ها زنده اند.

به منظور بررسي محيط كشت SFM بر روي توانايي زنده ماندن 
سلول هاي CHO و مقايسه با محيط كشت حاوی سرم، اين سلول 
ها با PI مجاور شدند. PI از جمله رنگ هاي فلورسنت معمولي 
است كه به منظور بررسي زيستايي سلول به كار مي رود. در صورت 
مرگ سلول، PI به DNA آن متصل شده و باعث افزايش توليد 
نور فلورسنت قرمز و در نتيجه افزايش ميزان FL2 در نتايج خوانده 
شده با دستگاه فلوسايتومتري می شود.كه نتايج حاكی از كاهش 
محيط به  نسبت   SFM محيط  در  ها  سلول  بودن  زنده  درصد 
DMEM/Ham’s حاوی FBS ۱0% بود. سرم حيواني سرشار 
از فاكتورهاي رشد، هورمون ها، پروتئين های حامل، عناصر ضروری 
و مواد ناشناخته ديگري است كه در حضور آن سلول ها قدرت حيات 
و تكثير بسيار بيشتري پيدا مي كنند، در شرايطي كه سرم حيواني 
در محيط نگهداري سلول حضور نداشته باشد درصد زنده ماندن۱ 
به طور چشم گيري كاهش مي يابد )۱3(. ميزان زيستايی سلول 
ها در محيط DMEM/Ham’s F12DMEM�F12 فاقد سرم 
1- Viability

 SFM اما در محيط فاقد سرم كاهش چشم گيری نشان ميداد 
كاهش كم تری در ميزان زيستايی سلول ها نشان می دهد. هم 
چنين در اين تحقيق با بررسی تأثير سرم بر ميزان رشد و مورفولوژی 
DMEM/ سلول ها مشاهده شد هر اندازه ميزان سرم در محيط

Ham’s F12 كاهش پيدا می كند ميزان رشد سلول ها نيز كاهش 
يافته و به آهستگی صورت ميگيرد. زمانی كه سرم به مقدار 25/۱% 
رسيد رشد سلول ها به ميزان چشم گيری كاهش يافت و با كاهش 
سرم به كم تر از اين ميزان رشد سلول ها به طور كامل متوقف شد. 
از نظر مورفولوژی سلول ها، در محيط كشت هايی كه سرم آن ها 
كاهش يافته بود پس از چند روز، به تدريج سلول ها تمايل پيدا می 
كردند از سطح فلاسك جدا شوند و حالت توده ای پيدا می كردند كه 
در اين حالت با بررسی توسط رنگاميزی تريپان بلو و فلوسايتومتری 
اند )داده ها نشان داده نشده است(.  مشخص شد سلول ها زنده 
سلول هايی است كه در محيط كامل حاوی %۱0 سرم رشد يافته 
اند در طی مراحل رشد تمام سطح پليت را پوشانده و زمانی كه تراكم 
سلولی به حداكثر خود رسيد به علت ممانعت تماسی بين سلول ها و 
كاهش مواد غذايی، مرگ سلولی اتفاق می افتد و سلول ها تك تك 
از سطح پليت جدا می شوند. با توجه به اين مطلب كه سرم مخلوط 
بسيار پيچيده ای از تركيبات مختلف از جمله فاكتورهای چسبندگی، 
پپتيدها، مواد غذايی ضروری و هورمون ها می باشد كه برای كشت 
و تكثير سلول ها ضروری می باشد و نتيجه كاهش سرم در محيط 
كشت باعث كاهش اين فاكتورها از جمله فاكتور چسبندگی خواهد 
شد كه علت جدا شدن سلول ها در محيط كشت هايی كه سرم آن 

ها كاهش يافته را توجيه می كند. 
نتيجه گيری

به دليل اختلال هايی كه استفاده از سرم در محيط كشت سلولی 
ايجاد می كند به منظور حذف سرم از محيط كشت سلول های

CHO، برای توليد محصولات دارويی و به منظور اجتناب از آلودگی 
 SFM در اين مطالعه سعی شد از محيط های كشت فاقد سرم
 ،rhGH استفاده گردد و تاثير آن بر ميزان توليد پروتئين نوتركيب
مورفولوژی سلول ها و زيستايی سلول ها بررسی گردد. نتايج حاصل 
از اين پژوهش نشان دهنده اين مطلب بود كه محيط های كشت 
فاقد سرم SFM جايگزين مناسبی برای محيط كشت حاوی سرم 
 FBS در مقايسه با محيط كشت حاوی SFM می باشند. در محيط
با وجود اينكه سلول های CHO تمايل به جدا شدن از سطح پليت 
را از خود نشان می دهند اما از نظر زيستايی و ميزان توليد پروتئين 
نوتركيب rhGH تفاوت قابل توجهی نشان نمی دهند. از اين رو 
برای توليد پروتئين های نوتركيب دارويی، محيط كشت SFM برای 
سلول های جانوری، گزينه مناسبی برای جايگزينی با محيط كشت 

حاوی سرم می باشند.
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سپاسگزاري
مطالعه علمی پژوهشی حاضر حاصل پايان نامه خانم زهرا سادات 
عقيلی در رشته بيوتكنولوژی ميكروبی در مقطع كارشناسی ارشد به 
راهنمايی جناب آقای دكتر سيد حميد زركش اصفهانی می باشد كه 

با حمايت دانشگاه اصفهان اجرا شده است.
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