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  چکيده

   شـامل  (microcarrier)رشـد روي فيبراسـل ديـسک، و سـه نـوع ريـز حامـل        بـراي  Veroدر اين مطالعـه توانـايي سـلول     :ينه و هدفزم
ــا حجــم   و ســيگما ســولوهيل در فلاســک٣- و ســيتودکس1-ســيتودکس    ســرم دارليتــر حــاوي محــيط کــشت  ميلــي٥٠٠هــاي همــزن دار ب

 Fetal Calf Serum (FCS))۱۰% (DMEM+ بدون سرممحيط کشت و  (VP-SFM) ي  سـويه تكثيـر  سـپس  . مورد مقايسه قرار گرفـت 
  .شد  و مقايسه بررسيهاي رشد يافته در شرايط فوق به منظور توليد واکسن هاري در سلول PV (Pasteur Virus) فيکس ويروس هاري

 ثابت ي  شد و فاز توليد ويروس در سامانه استفاده(Stepwise Perfusion) تعويض گامي محيط کشت ي  در فاز رشد از سامانه:روش بررسي
(Batch) با استفاده از  Bovine Serum (BSA) Albumin٢/۰%+ ١٩٩ Mعنوان محيط سرم دار و  بهVP-SFM  به عنوان محيط فاقد سـرم 
ها يکسان و   کشت در آزمايش تلقيح شده به محيطي  و تعداد سلول اوليه)متر مربع سانتي(مقدار ريز حامل استفاده شده بر حسب سطح    . انجام شد 

  . تعيين گرديدcells/cm2 ۱۲۵۰۰ و cm2۱۲۰۰۰  به ترتيب برابر
دست آمد  هدر روز نهم ب ١/٧±٧/٠*١٠٦ cells/cm برابر با   DMEMبيشترين تعداد سلول با استفاده از فيبراسل ديسک در محيط کشت             :ها يافته

بيـشترين  . حاصل شد ٩١/٢±٢/٠*cells/cm١٠٦   برابر باVP-SFM در محيط کشت ٣-س با استفاده از سيتودکسلول که کمترين تعداد در حالي
 حاوي فيبراسل ديسک و VP-SFMدر محيط کشت  ۴/۴±١٨/٥٥*١٠٦ Fluorescent Focus Unit (FFU)/mlتيتر ويروس هاري برابر با 

  .حاصل شد ٦٦/٣±٤/٠*١٠٦ FFU/ml  برابر ٣- حاوي سيتودکسM199کمترين تيتر در محيط 
 براي رشد سلول و DMEMها را حمايت کرد و استفاده از  ها فيبراسل ديسک بهتر از انواع ريز حامل رشد سلول  در مجموع آزمايش:گيري نتيجه

 VP-SFMآوري شـده از   هـاي جمـع   واکسن تجربي تهيه شـده بـا ويـروس   .  براي توليد ويروس نتايج بهتري را نشان داد       VP-SFMاستفاده از   
با توجه به نتايج اين تحقيق و امکان توليد و روش ساده استفاده از فيبراسـل ديـسک،   . داشت IU٧٥/٢   قابل قبول معادل(Potency)زايي  ايمني

  .گردد  تکثير ويروس هاري توصيه ميه منظور ب وVeroاين حامل براي کشت سلول 
  ، هاريVeroريزحامل، سيتودکس، فيبراسل ديسک،  : کليديواژگان
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   دکتراي دامپزشکي، استاديار انستيتو پاستور ايران -٢
 يدي و تحقيقاتيلانستيتو پاستور ايران، مجتمع تواستاديار هاي بيولوژيک،   دکتراي تخصصي فرآورده-٣
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  مقدمه
و  اسـت  يستم اعصاب مرکـز ي س يروسيت و عفون،  ياره     

 ـ بـروز علا   در صورت ده  يشخص هار گز    يمـار ي ب ي  هي ـم اول ي
 ۵۵ش از   يبمرگ  انه با   يسال يهار. محکوم به مرگ خواهد بود    

 ـدر سراسر دن  انسان    مرگ هزار  ـ  يک ـيا  ي  مهـم   يهـا  ي از نگران
 ـو  در حال توسـعه اسـت    يکشورها  يا، اروپـا يجـز اسـترال   ه ب

همچنان  نقاطر ي، در ساي شمال يکايقا و آمر  ي شمال آفر  ،يغرب
ق گـزارش   ي ـط. ک است يران اندم ي در ا  يهار. ردي گ ي م يقربان
 ـتو پاستور اي انست۲۰۰۹ سال مـورد مـرگ    WHO، ۲ران بـه  ي

 ـمـرگ ح  مورد   ۳۰۰ ش از يبانسان و      از ير از هـا   يناش ـوان  ي
در . )۱-۳(شـده اسـت   گـزارش  در آن سـال  شتر اسـتان هـا    يب

 جهـت کنتـرل،     ي منظم آموزش ـ  يها  از کشورها برنامه   ياريبس
 کـشورها   يبرخ ـ. برقرار است  يع هار ي و درمان سر   يريشگيپ

روس در بافـت  ي با کشت ويبه روش سنت   يد واکسن هار  يتول
اگرچـه   ؛اند ها ادامه داده   سال يبرارا  ن جوجه   ي جن اي و   يعصب

 يتواننـد بـرا    ي م ـ هـا  واکسنن نوع از    يد، ا ي جد يها افتهيطبق  
 ـ پر ،يروسي و  با عوامل  يقوه خطر آلودگ  مصرف کننده بال   ، وني

 را بـه همـراه داشـته باشـند    ت  يجـاد حـساس   يو ا  کوپلاسمايما
 کوچـک و بـزرگ،    يهـا  ان گذشـته، شـرکت    ي سال ي ط .)۵و۶(

 ـتغها  وراکتوريد واکسن را از تخم مرغ به ب       ي تول ي  هيرو  ر داده يي
ن ين جنيگزيرا جا MRC5و  Vero چون ييها و کشت سلول

 ـ تول يارواکـسن ه ـ  . )۶-۸( اند نموده يبافت عصب و  جوجه   د ي
د ي ـمن و موثرتر از انـواع تول      ي ا Veroشده با استفاده از سلول      

د شده با استفاده ي از انواع تول ، بوده ي عصب يها  بافت يشده رو 
 ـپلوي ديهـا  از سـلول   ـنظ يد انـسان يي تــر  ي اقتـصاد MRC5ر ي

ک ســلول وابــسته بــه اتــصال يــ Vero .)۱۳-۱۶ (باشــند يمــ
(Anchorage-Dependent Cell)ـ تکثيباشد کـه بـرا   ي م  ر ي

ز حامل  يرا  ي مانند فلاسک     مناسب يبه سطح دن  يچسبازمند  ين
(Microcarrier) جـاد  يا ي بـرا  ييهـا  اگرچه تلاش  )۹( است

 ـ ن  شـناور  يانواع تک سـلول     ـر .)۱۷(سـت   انجـام شـده ا    زي ز ي
 را در   يعي سطح وس ـ  ش نسبت سطح به حجم،    يها با افزا   حامل

هـا    رشـد سـلول  يوراکتور برايا بي ط کشتيمح از   يحجم کم 
 تـا  يا فـراورده سـلول  ي که توده سلول يبه نحو  کنند يفراهم م 

ش ي غلطـان افـزا    يها ده برابر قابل حصول در فلاسک     ش از   يب
 ـراستفاده از انـواع   .)۱۸-۴۲( ابدي يم  کـشت  يبـرا ز حامـل  ي

 و  چنــد دهــه داردي قــدمتVeroر يــ چــسبان نظيهــا ســلول
و کشت سلول ج در ي رايها ز حاملير از انواع يکيتودکس يس
 ـبراسـل د يف  ـ (New Brunswick Scientific)سک ي  ـه دلب ل ي

 دار  خلل و فرجدرشت حامل  و ساختار آن،يمتر يلي م ي  اندازه
 يبرخ ـ. گذرد يم آن يک دهه از معرفيحدود  ،گشتهمحسوب  

ق در جدول   ين تحق ياستفاده شده در ا    يحاملها يها يژگياز و 
 ـبراسـل د ينکـه ف ي با توجه بـه ا .شود يده مي د۱ ي  شماره سک ي

 مـورد  يروس هاريد و ي تول يق برا ين تحق ي در ا  رن با ي اول يبرا
ش يها يژگيواز  گر  ي د يبرخبه   در اينجا ،  رديگ ي قرار م  يابيارز

ط يادتر در واحد حجم کمتر مح ـ     ي ز جاد سطح ي ا شود ياشاره م 
 قابـل اسـتفاده در  سک  يدبراسل  يف گرم   ۱۰ که   يکشت به نحو  

 يط کـشت اسـت و سـطح       يمح ـاز  تـر   يل يلي م ۵۰۰ ک حجم ي
سه يکند که قابل مقا يجاد ميمتر مربع ا ي سانتcm2  ۱۲۰۰۰برابر

کـه مقـدار مــصرف    يتودکس در حـال ي گـرم س ـ ۲/۵اسـت بـا   
 يهـا  سـلول . تـر اسـت   يدر ل  گـرم    ۳طور معمول    هتودکس ب يس

 يهـا  حامل زيرسطح  نسبت به   ها   سکياف د يده درون ال  يچسب
 از ي ناش ـ (Shear Force)ي برشيروهايدر برابر نبهتر شناور 
 ـ ر يها  از برخورد دانه   يا صدمات ناش  يو  همزن   بـه  ز حامـل  ي

 ـ هژن ب يط کشت و اکس   ي مح .شوند يمحافظت م گر  يکدي  يراحت
. هستندان  يجرقادر به   کم شده    مترا يها سکي د يدر تمام فضا  

 ـ  يا فـراورده سـلول را م ـ     ي ـط کشت و    يمح  ـ هتـوان ب  از يراحت
در  عمومـا  .)۱۹و۲۰( ها جدا نمود   سکي متصل به د   يها سلول

 از ،از کــشت ســلول  حاصــليروســي ويهــا  واکــسني هيــته
 ] [Fetal Calf Serum (FCS) ر انواع سرمي نظيواني حيها فراورده

فرد اسـت    به حصرمنويژگي   يسرم دارا . )۲۱ (شود ياستفاده م 
 نمونـه   يبـرا . سازد يط کشت مشکل م   يکه حذف آن را از مح     

ــام بــرد حــاويــتــوان ا يمــ  از ي انــواع مختلفــين مــوارد را ن



  زاده و همكاران سيد مهدي حسن
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ــ و مفي ضــروريفاکتورهــا ــاميد شــامل امــلاح، وي   هــا و  نيت
  

  . هستندي رشد سلول ضروري برايها است که همگ هورمون
  

  قيتحقن يدر اشده حامل استفاده زيرمشخصات انواع . ۱جدول 

  محيط   سازندهي كارخانه
 )متر مربع در گرم سانتي(

تراكم استفاده شده 
 )گرم  ميلي۵۰۰گرم در (

  حامل  اندازه به نوع و داده

GE Healthcare, Sweden 
Cat# 17-0448-01, 

۴۴۰۰ ۷۲/۲  
190 µm spherical, non-
porous dextran matrix, 

positively charged, 
hydrophilic 

Cytodex-1 
 

GE Healthcare, Sweden 
Cat# 17-0485-01 

۲۷۰۰ ۴۴/۴  
175 µm spherical, non-
porous DEAE-dextran 

beads coated with 
denatured porcine-skin 

collagen 

Cytodex-3 

Sigma, Cat# Z378674 ۳۶۰ ۱۵ 
125-212 μm, spherical, 
non-porous porcine 
collagen coated 
polystyrene beads,  

Sigma Solohill 

New Brunswick 
scientific, Edison,NJ 

(USA) 
Cat# M1292-0088  

۱۲۰۰ ۱۰ 
6 mm porous disks, 

non-woven, polystyrene-
polypropylene fabric. 

FibraCel disk 

  
 ـاست    پروتئاز يها ه کنند ي از خنث  يانواع يحاو ژه در ي ـو هکه ب

در برابر  را  ها   سلول. موثر است ها   نه کردن سلول  يپسيهنگام تر 
 يراختصاصيطور غ  ه ب  اعمال شده توسط همزن    ي برش يروهاين

 ي مواد سـم يبه برخ اتصال   ييتوانا .کند ي محافظت م  يتا حد 
در . گردد يها م  ها از دسترس سلول     موجب حذف آن   ،را داشته 

اسـت  ز باعـث شـده      يب سرم ن  ي از معا  يا، موارد ين مزا يکنار ا 
 يها د کنندهي از تولين و برخ ي در دستور کار محقق    سرمحذف  

رد ماننــد تفــاوت يــســلول قــرار بگ حاصــل از يهــا فــراورده
 ـ منابع مختلف جغراف ه شده از  ي ته سرمات انواع   يخصوص  ،يياي

 ـناشـناخته نظ شـناخته شـده و   د عوامـل مـضر     امکان وجـو   ر ي
 ـ تحم ،کوپلاسـما يون و ما  يروس، پر يو  يل مراحـل جداسـاز    ي
  و حمـل و يط خاص نگهـدار  ي شرا وص فراورده   يهت تخل ج

 بـدون   يهـا  ط کـشت  ي از مح  ياديانواع ز  ).۱۳و ۲۱-۲۵( نقل
 در دسـترس  يصورت تجـار  هب (Serum Free Media)سرم 
 يسـلول  ي  هـر رده ي بـرا يطور اختـصاص  هتواند ب  يکه م  است

 کيــ GIBCO محـصول شــرکت  VP-SFM .اسـتفاده شــود 
 ـ نظييها سلولرشد  ي برابو مناس محيط كشت بدون سرم  ر ي

Vero ،CHOو BHK-21 ــرا ــ توليو مناســب ب ــد وي روس ي
 گر در استفاده ازيت ديک محدوديبه هر حال  .)۱۰و۲۵( است

 موجود در سطح    يها شتر سلول يت ب يط بدون سرم حساس   يمح
 ريـز   از برخـورد ي ناشيکي مکان يها ز حامل نسبت به فشار    ير

رسـد   يبـه نظـر م ـ     کـه  ي اسـت در حـال     بـه يكـديگر    ها حامل
قـرار   ريتحـت تـاث    سک کمتـر  يبراسل د ي متصل به ف   يها سلول

 ـ از چنـد دهـه   اگرچـه   ).۱۰و۲۹(داشته باشـند     ن يسـاخت اول
 با استفاده از نخاع خرگـوش آلـوده         ي هار  ضد ي انسان واکسن

 از  يو امروزه انواع   گذرد يم )۱۸۸۵( پاستور   ييتوسط لو شده  
 ـنکـشت سـلول     از   بـا اسـتفاده   ه شده   ي معتبر ته  يها واکسن ز ي

 ـ ي هـار  از آنجـا کـه    ،  موجود اسـت     و ياجتمـاع  چـالش    کي
،  مانده است  يباقدر حال توسعه     يکشورهاشتر  يبدر   يبهداشت

مناسـب  ت يفيبا کانساني  يهارواكسن  د  يق در جهت تول   يتحق
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 يي کشورهادرن يا نوي و ي سنت يها با استفاده از روش   و ارزان   
در حال انجـام    برزيل   تونس، پاكستان، هند،  چين، تايلند،  رينظ

عنوان كشوري آلوده به هـاري تـاكنون         ايران به  .)۱و۲۶(است  
بوده است و تا امروز تحقيـق بنيـادي         واكسن   نيدار ا يخرتنها  

اسـتفاده از    در مورد    يگزارش.  انجام نشده است   آنبراي توليد   
 يروس هاريد ويتولبراسل جهت يفافته بر ي رشد Veroسلول  

 بـه   يروس هار يد و يتولق  ين تحق يادر  .  است دهيبه چاپ نرس  
شگاه بـا  ي در حد آزمايه هاري عل يمنظور ساخت واکسن انسان   

 ـبراسـل د  يف يافته رو ي رشد   Veroاستفاده از سلول     سک بـه   ي
 ـارزمورد گر يد حاملد و سه نوع    يک بستر جد  يعنوان   و  يابي

سـاز آغـاز     زمينـه  حاصـله ج  ينتـا د  يشـا  تا   گرفت قرار   سهيمقا
  .باشدن واکسن ياصنعتي د ي توليشتر برايبتحقيقات 

  
  بررسيروش 

از  ۱۴۰  پاسـاژ ي  بـا شـماره   Veroسـلول  :ي سلولي  رده    
 ي پاسـاژ بانـک کـار      ۱۰ يط ـ. ه شد يتو پاستور فرانسه ته   يانست

ط کـشت   ي اسـتفاده از مح ـ    يبرا. دي آماده گرد  (WCB)سلول  
 ـن VP-SFMط يمح ـسلول آداپته شده بـه  بانک  بدون سرم     زي

  .اد شدجيا
 PV (Pasteur Virus) هي سويروس هاريو :روسي وي هيسو

شده  تيتثب روسيک و ي PV .ه شد ي ته رانياتو پاستور   ياز انست 
(fixed)   يد واکسن هاري تولي برا منتخب يها هي از سو  يکيو 

  .)۲۷ (باشد ي مي و دامي مصارف انسانيبرا
 DMEM, M199, VP-SFM کـشت  يها طيمح :ط کشتيمح

ن ي و سـرم آلبـوم  FCS. شد يداري خر Invitrogenاز شرکت
هـا از   ر مواد و معـرف ي و سا  Gibco از شرکت    (BSA) يگاو

  .دي گردهيتهگما يس
-Cytodex-1  (cat# 17-0448: انواع حامل هايآماده ساز

ــرکت Cytodex-3 (cat# 17-0485-01)و  (01   از شـــ
GE-Healthcare،Sigma Solohill  (cat# z378674)  از

از  FibraCel disk (cat# M1292-0088.) و  Sigmaشـرکت 

 يداري ـخر New Brunswick Scientific (NBS)شـرکت  
. شــد ســازنده آمــاده ي کارخانــهشــد و مطــابق دســتورالعمل 

بـدون   (PBS)  فـسفات تودکس قبـل از اسـتفاده، در بـافر   يس ـ
 ـ سـاعت خ ۶وم بـه مـدت    يزيمن ميکلس سانده شـد و پـس از   ي

   همـــزن دارفلاســک  بــه  PBSه يـ ـاتــوکلاو شــدن و تخل  
(Spinner Flask) ــاو ــيح ــافه گردي مح ــشت اض ــط ک   . دي

 ساعت در آب    ۲پس از قرار گرفتن به مدت       ل  يگما سولوه يس
گـرم  ط کـشت  ي به مح ـPBS پس از اتوکلاو شدن در      و مقطر

ــبراســل ديف. اضــافه شــد ــدا در فلاســکي  دار  همــزنسک ابت
(Spinner Basket, NBS. cat# M1222-9991)  يحـاو PBS 

  .دي گردPBSن يگزيط کشت جايل شد و سپس محيراست
  :SFMط  يسـلول بـه مح ـ     (Adaptation) يريازش پـذ  س
 کـه  (sequential) يون متوالين منظور از روش آداپتاسي ا يبرا

ابتـدا  .  استفاده شد  ،شود يه م ي توص Invitrogenتوسط شرکت   
 ـز به سرعت    ي سلول از حالت فر    يک آمپول حاو  ي  يـي خ زدا ي

ط ي محــيحـاو  ) متـر يسـانت ۲۵( وچـک شـد و در فلاسـک ک  
ــاتورFBS(10%)  DMEM+کــشت ي  درجــه ۳۷  در انکوب
 روز قرار گرفـت     ۴تا۳ يبرا درصد   CO2 ۵ يحاوگراد    سانتي

. جـاد شـد   يتمـام سـطح فلاسـک ا      در  کامـل    يسلول ي  هيتا لا 
نه يپـس ي رشد بـه روش اسـتاندارد تر       يتميها در فاز لگار    سلول

  درصـد  ۷۵ يسک حـاو  به فلا  سلول   ۵/۳*۱۰۵شدند و تعداد    
 منتقل شد VP-SFM  از درصد۲۵ سرم و ي حاو DMEMاز

 تک ي هيل لايپس از تشک. ها در انکوباتور قرار گرفتند و سلول 
نه شدند و مراحل فوق در يپسيها تر  سلول کامل، مجدداً  يسلول
ط يمح ـ  درصـد  ۵۰دار و    سـرم ط  ي مح  درصد ۵۰ يط حاو يمح

ن بـه کـشت سـلول در    دين کار تا رسيا. بدون سرم تکرار شد   
در  سـلول  ۳*۱۰۶بدون سرم و حـصول غلظـت     " ط کاملا يمح
 زنـده باشـند   يي نهـا  يها  درصد سلول  ۹۰ش از   ي که ب  يطيشرا

 ـ تکث آداپته شده پـس از چنـد       يها از سلول . افتيادامه   ر، بـه  ي
 يبانـک کـار   شرح داده شده است  Rourou که توسطيروش

 ـ در ا  .ه شد ي ته سلول  ـ تکث يهـا  مرحلـه سـلول   ن  ي افتـه در   ير  ي
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 ـ هـر و   در ۲*۱۰۶ط بدون سرم بـه تعـداد        يشرا   طي مح ـ ال در ي
VP-SFMــاو ــد۱۰ (ي ح ــ و متDMSO)  درص ــلولوز ي   ل س

ــد۱/۰( ــدمات ف ) درص ــاهش ص ــور ک ــه منظ ــيزيب ــفر يک   زي
   ).۲۸ (شدند

 ـر يهـا رو    رشـد سـلول    يبـرا  :ها در فلاسک   رشد سلول  ز ي
 ـي م۵۰۰ نر فلاسـک ي از اسـپ  هـا  حامل  رشـد  ي و بـرا يتـر يل يل
ــل ــا رو ولس ــل دي فيه ــبراس ــپسک از ي ــسکت ياس  ۵۰۰نر ب

  کوچـک  هـا در فلاسـک     ابتـدا سـلول   .  استفاده شد  يتريل يليم
 )متـر  ي سـانت  ۷۵(  متوسـط  کشت شدند و سـپس در فلاسـک       

 سـلول   يد کشت به دفعات لازم انجام شد تا تعداد کـاف          يتجد
ها  ح به فلاسکي تلقي برا)متر مربع  سلول در سانتي۲۵/۱*۱۰۴(

 بـه عنـوان   VP-SFM+ 4mM l-glutamineاز . دآماده گـرد 
 FCS  درصد ۱۰ ي دارا DMEMط کشت فاقد سرم و از       يمح

 ي حـاو يهـا  فلاسـک .  سرم استفاده شديط دارايبه عنوان مح  
ــ ــشتيمح ــل  ،)=۲/۷pH (ط ک ــاتور و حام ــه انکوب ــلول ب   س
 منتقـل   درصـد CO2  درصـد  ۵ ي دارا گـراد   ي سانتي    درجه ۳۷

   و پـس از rpm۳۰ سـرعت  ا با کر در ابتديکه ش يشده در حال
 ي از سـامانه  در فـاز رشـد   .م شـد ي تنظ ـrpm۴۵  ساعت با ۶

اسـتفاده   (Stepwise Perfusion)ط کشت ي محيض گاميتعو
ط کشت مـصرف شـده   ياز مح درصد ۷۰که در آن روزانه   شد  

 ـدر ا. گـردد  يض م ـيط کشت تازه تعـو    يبا مح  ق هـر  ي ـن تحقي
 ـ) ۲جدول(ش  يآزما  (Duplicate)بـار تکـرار    کي ـصـورت    هب

  .انجام شد
ــردار نمونــه ــدازه جهــت شــمارش ســلول :يب   يريــگ هــا و ان

pHــ و متابول ــه  تي ــا روزان ــي م۵ه ــيل يل ــر از مح ــشتيت   ط ک
ــاو ــر يح ــل ي ــرا ز حام ــت ش ــپتيتح ــهيط آس   ي ک در لول
  براســليف از يبــردار  نمونــهيبــرا.  شــديآور ش جمــعيآزمــا

  هک و بـا اسـتفاد     يط آسپت ينر بسکت، در شرا   ياسپسک درون   يد
ط يتـر مح ـ يل يلي م۵سک و ي عدد د  ۱۰ک پنس بلند روزانه     ياز  

ــشت در  ــکـ ــا يـ ــه آزمـ ــعشيک لولـ ــ گرديآور  جمـ   .ديـ
ط يمح ـنمونـه   : هـا  ها و شمارش سلول    تي متابول يريگ اندازه

وم يغلظت گلوکز، لاکتات و آمون ، pHيريگ  اندازهيشت براک
سـاخت شـرکت    يها تياز ک. ديصورت روزانه استفاده گرد    هب

Biovision گلـوکز يري ـگ  اندازهيبرا (Cat # k606-100) و 
 ـآمون يري ـگ انـدازه  ي و برا(Cat# k627-100)لاکتات  وم از ي

 يبـرا . داسـتفاده ش ـ  (Cat# AA0100)گما يسساخت ت يک
هـا سـه     سکي و د  ها ز حامل ير متصل ابتدا    يها شمارش سلول 

 ـه شد ومحلول کر   ي شسته شدند، بافر تخل    PBSمرتبه با    ستال ي
 ۱/۰( X-100تون ي و تر) مول ۱/۰(ک  يتريد س ي اس يووله حا يو

هـا بـه      نمونه ينگهدار پس از . ها اضافه شد    داخل لوله  )درصد
ها  سلولگراد،   ي سانت ي   درجه ۳۷حمام آب   قه در   ي دق ۳۰مدت  

تومتر يلام هموس ـاسـتفاده از  بـا  هـا    سـلول  ي   هـسته  ،ز شـده  يل
 هـا  حامـل انگر تعـداد سـلول متـصل بـه     يبد که يشمارش گرد 

 ـ  (Specific Growth Rate) رشـد  ينـرخ اختـصاص   .باشـد  يم
  :)۳۰ (شدر محاسبه يتوسط معادله ز

  
  

 رشد بر حسب ي نرخ اختصاصي  نشان دهندهµ ن فرموليادر 
ــاعت  ــدهX، (h-1)س ــشان دهن ــان  ي  ن ــلول در زم ــت س  غلظ

 ـ ي   نشان دهنده  t و   يبردار نمونه  ين دو نمونـه بـردار  ي زمـان ب
، هـا  حامـل  يهـا رو   تصال سـلول  ت ا يش وضع ي پا يبرا .است

 ـر يحاوکشت  ط  يک قطره از مح   يروزانه    لام  ي رو ز حامـل  ي
 (Inverted)کروسـکپ   يتوسط م  x۱۰۰ ييساده با درشت نما   

 يده ونسبت سـطح خـال  ي چسب يها  شد و نسبت سلول    يبررس
ن زده ي تخم ـيصـورت چـشم   هبز حامل ير عدد ۱۰۰مانده در  

  ).۲۶ (شد
پس از قرار گرفتن  : آلودهيها  سلوليابيارزروس و يح ويتلق

 ؛ه شديتخلط کشت ي رشد، محيتميها در اواخر فاز لگار    سلول
روس شسته شدند سپس يد ويط توليها دو مرتبه با مح     و سلول 

 ـ و يط کشت حـاو   يمح  يـي زا  بـا غلظـت عفونـت      PV روسي
(Multiplicity of Infection)۳/۰  برابر MOI=  به هر فلاسک

روس متـصل   ي آلوده به و   يها  سلول يابي ارز يبرا .افتيانتقال  
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ر سـه  ي ـکروکري م يط حـاو  يتر از مح ـ  يل يليک م ي،  زحامليربه  
ها با اسـتفاده از محلـول     سپس سلول شسته شد  PBSمرتبه با   

نکـه توسـط   آن از حامل جدا شدند و پس از        يپسياستاندارد تر 
 لام قرار گرفت و يک قطره از آن روي  شسته شدند PBSبافر  
سـپس گـسترش در محلـول       . خشک شـد  نار  ير هود لام  يزدر  

  قــه قــرار گرفــت ي دق۳۰ خنــک بــه مــدت  درصــد۸۰اســتن 
ــا  ــول.شــدندثابــت  لام يروهــا  ســلولت ــا محل    ســطح لام ب

 بـه مـدت     يد هـار  ين ضد نوکلئوکپس  يمونوگلوبولين ا يفلورسئ
پ فلورسـنت  وسـک وکريک ساعت رنگ شـد و سـپس بـا م         ي

  ).۲۶ ( شديبررس
ــيت ــون ويتراس ــاري ــت :يروس ه ــ وغلظ ــاري ــه يروس ه    ب

 Modified Rffit (Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test) روش

 ـ يري ـگ اندازه  FFU/ml (Fluorescent Focus Units) صـورت  ه شـد و ب
 يين روش بــر اســاس توانــايــا ).۲۹، ۳۰و۴۳(د گــزارش شــ

 کشت  يروس در آلوده ساز   ي و ي مختلف نمونه حاو   يها رقت
ت ي ـکرو پل ي در م  BHK-21 ک سلول حساس مانند   يه  يتک لا 
ن کنژوگه ضد   يبونوکلئوپروتئي ر يپس از اضافه شدن آنت    . است
 يهـا  سـلول  درخشان   تجمعواحد  تعداد  چاهک،   به هر    يهار

نورت قابل شمارش اسـت،   يکروسکپ ا ي که با م   (FFU)آلوده  
 ـ نـرخ تول ي  محاسبهيبرا .باشد يروس م يانگر غلظت و  ينما د ي
  : دشر استفاده يروس از فرمول زيو

  
  

 (Overall Virus Productivity) روسيد وي نرخ تولP:معادله ن يادر 
تعداد سـلول   :  Xiروس،  ي غلظت و  FFU/ml/hr، :Cبر حسب   

ــوده شــدن،  د يــان توليــدر پاتعــداد ســلول :  Xeدر هنگــام آل
 برحـسب سـاعت      سـلول  يمـدت زمـان آلـودگ     : Ipروس،  يو
   .باشد يم

ط يمح :ي واکسن هار(Potency) ييزا يمنيا توان يريگ اندازه
کـرون بـا    يم ۴۵/۰لتر  يروس پس از عبور از ف     ي و يکشت حاو 

 ـرفعـال گرد  ي غ (1:4000)ولاکتون  ياستفاده از بتا پروپ    د و بـه    ي

 NIH (National Institute of Health)بـه روش   يعنوان واکسن تجرب
 يهـا  موشابتدا  روش   ني در ا  .)۳۱ ( قرار گرفت  يابيمورد ارز 

 و  صفر  در صفاق در دو نوبت     ياکسن تجرب ق و يبا تزر  يسور
کـه   CVS ي  هيروس سو ي و  شدند و سپس   يمن ساز ياروز   ۷
 (Challenge Virus Standard)روس استاندارد چالش بر يو
 ـتزرمن شـده   ي ا يها موش (Cerebral) مغز داخلباشد   يم ق ي

 ـ مـورد تا  يخارجاز واکسن    کنترل   يبراهمزمان و    .ديگرد د يي
 ـياان  تو .ز استفاده شد  ين  ـ   يـي زا يمن صـورت واحـد     هواکـسن ب
  .ديگردگزارش  (IU) يقيتزر دوز در يالملل نيب

  
  ها يافته
 تعـداد سـلول، غلظـت    )۲ جـدول (ش مجـزا  ي آزما ۸ يط     

روس و تعداد سلول پـس از  ي وتعدادوم، يگلوکز، لاکتات، آمون  
  .شدش يصورت روزانه پا ه بيآلودگ

 بـه   دادتـر رخ     عيربراسل س ـ يها به ف   اتصال سلول  :رشد سلول 
 تا ۲۵ ي زماني  ها در فاصله   سلول درصد   ۹۵ش از   يب که   ينحو
براسل متصل ياف ف ي به ال  ،د شده يط کشت ناپد  ي از مح  قهيدق ۴۵

 ـن اتـصال    يش بـرا  ين گـرا  يکمتر. شدند ز مربـوط اسـت بـه       ي
ــو۳-تودکس يســ ــه نح ــس از ي ب ــه پ ــدود۱۰ ک ــاعت ح    س
ج نـشان  ينتـا  (متصل شدند ها   ز حامل يبه ر ها    سلول  درصد ۸۰

 ـب ۱با توجه به شکل      .)داده نشده است   تعـداد سـلول    ن  يشتري
 DMEM يدر فلاسک حاوليتر   سلول در ميلي۱/۷*۱۰۶ معادل

ــرم ف۱۰ و ــبراســل دي گ ــمي  )=SGR ۰۱۵/۰ (سک در روز نه
 ـ   يکه کمتر  يحاصل شده است در حال     دسـت   هن تعداد سـلول ب

تـر  م  سـلول در ميلـي     SGR=( ۱۰۶*۹۱/۲ ۰۱۶/۰( برابـر آمده  
ــه فلاســک حــاو مربــوط اســت  گــرم ۷۵/۲ و VP-SFM يب

گما ي متـصل بـه س ـ     يهـا   سـلول  . در روز شـشم    ۳-تودکسيس
 ۰۱۷/۰ (ن غلظت خود برابريشتري به بچهارمدر روز   ليسولوه

SGR=( ۱۰۶*۳۵/۲ ي تهيدانـس  ۲نمـودار   به   هبا توج  .ندديرس 
  ط کـشت بـدون سـرم      يبـه مح ـ  افته  يسازش   يها سلول يينها

(VP-SFM) باشد يم سرم يداراط يسه با محياما قابل مقار کمت.  
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گلوکز  ارزيابي مقدار مصرف و) ۲مطابق جدول ( حامل انواع روي يافته رشدVero  (x 10,000) لسلو ي دانسيته :۱ نمودار
 .۲ جدول مطابق جداگانه آزمايش ۸  در)x10mM (آمونيوم لاکتات و توليد

 ـ د ۲ نمـودار  در   :ي سـلول  يهـا  تيمتابول شيپا  ـ ي    شـود  يده م
 ـيم ۵۵/۷۸ برابـر بـا   ين مقدار گلوکز مصرف   يشتريبکه   مـول   يل

ن ي در ا. استDMEMسک و يبراسل دياز فاستفاده مربوط به 
 يي و مقـدار نهـا  ۷۸/۱۲ لاکتـات برابـر   ييش مقـدار نهـا    يآزما

دهـد   ينشان م مختلف  ج  ي نتا .دوب مول   يليم ۳۷/۰وم برابر   يآمون
 غلظـت گلـوکز     (VP-SFM)ط کشت فاقـد سـرم       يکه در مح  

د شده يوم توليشتر وغلظت آمونيد شده بي و لاکتات توليمصرف
  . است هدوب کمتر 

  

 
  

 
  

 دو روز پس    ها  سلول يپوکروسکي م ي  مشاهده :روسيد و يتول
ها آلوده  سلولدرصد  ۷۰ از شيد که ب نشان داروسيح وياز تلق

 ـوها مقـدار     در تمام آزمون  . هستند  روز سـوم بـه      يروس ط ـ ي
 ـ بد ويرســحـداکثر غلظـت     معــادلروس ي ـون غلظــت يشتري

FFU/ml ۱۰۶*۱۸/۵۵ و FFU/cell/hr ۱۸۶/۰ ۲ش يدر آزما 
 ـبراسـل د  يبا اسـتفاده از ف    ) ۲ جدول(   ط کـشت  يسک در مح ـ  ي

VP-SFMازبا استفاده  ۱ش يماکه در آز ي حاصل شد در حال 

BSA%۲/۰+۱۹۹M ــغلظــت و ــر ،داشــتهروس کــاهش ي  براب
FFU/ml ۱۰۶*۷۳/۲۵ و   FFU/cell/hr۰۸/۰  در مجموع .دوب 

 VP-SFMط  يدست آمده در مح    هروس ب يغلظت و ها   شيآزما
 ،۲ جـدول با توجه به    . )۲ نمودار ( بود ۱۹۹M طيشتر از مح  يب

 ـنـرخ تول ن  ي کمتـر  ط مـشابه،  يدر شرا   ـود ي مربـوط بـه   روس ي

ــه ســيهــا ســلول  (FFU/cell/hr ۳-تودکسي متــصل شــده ب
 مقدار سطح کمتـر    ي  واسطه هکه ب (ل  يگما سولوه يو س  )۰۲۱/۰

 .) بـود  بـوده اسـت    زين سلولاز   يحامل تعداد کمتر   ها شد يمه
روس نـشان  يبا وآلوده شدن ها سه روز پس از      شمارش سلول 

 ـ کـه ب   )۲ جدول (داد   ـنـرخ مـرگ و م     ن  يشتري    يهـا  سـلول ر  ي
 ـر يفلاسـک حـاو  مربوط به   روس  يبه و آلوده   هـا و   ز حامـل ي
براسـل  يف يفلاسـک حـاو   ش مربـوط بـه      ن مقدار کـاه   يکمتر

   .بود سکيد
ط يمح  (Potency test):واکسن ييزا يمنيا توان يريگ اندازه

 يدر روز سوم پس از آلودگ  روس  يو ي حاو VP-SFMکشت  
ــبراســل دي فيحــاوفلاســک از  ــه روش سک ي ــورد NIHب  م
  .شدن ييتع آن يبرا IU۷۵/۲  ييزا يمني و ا گرفت قراريابيارز

  
  
  
  
  



 Veroتكثير ويروس هاري در سلول 

 

  ٩۱، فروردين و ارديبهشت ٧٨ي  ، شماره٢٠ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره لهمج

72 

    

  يروس هاريد وير آن بر رشد سلول و تولي و تاثها شيط کشت استفاده شده در آزماينوع حامل و مح: ۲ جدول
 

  ۸  ۷  ۶  ۵  ۴  ۳  ۲  ۱ زمونآ
  Fibra cel disk Sigma Solohill  Cytodex-1  Cytodex-1 نوع حامل

 VP-SFM DMEM VP-SFM DMEM VP-SFM DMEM VP-SFM DMEM محيط کشت سلول

 VP-SFM M١٩٩ VP-SFM M١٩٩ VP-SFM M١٩٩ VP-SFM M١٩٩ محيط توليد ويروس

٩١/٦*١٠٦ تعداد سلول در ميلي متر  ١/٧*١٠٦  ٠٣/٢*١٠٦  ٣٥/٢*١٠٦  ٧٢/٣*١٠٦  ٨٢/٤*١٠٦  ٩١/٢*١٠٦  ١٥/٣*١٠٦  

٢٨٨*١٠٣ تعداد سلول در سانتي متر مربع  ٢٩٦*١٠٣  ١٦٢*١٠٣  ٢١٩*١٠٣  ١٥٥*١٠٣  ٢٠١*١٠٣  ١٢١*١٠٣  ١٣١*١٠٣  

٠١٣/٠ (h-1) نرخ اختصاصي رشد  ٠١٥/٠  ٠٢٣/٠  ٠٢٩/٠  ٠١٥/٠  ٠١٧/٠  ٠١٦/٠  ٠١٦/٠  

٥٥/٧٨ گلوکز مصرف شده  ٢٣/٧٥  ١٥/٣٨  ٢٦/٣٤  ٥٤/٤٨  ١٨/٤١  ١٣/٢٤  ١٧/٢١  

١/١٦ لاکتات  ٢٨/١٢  ١٢/٨  ٨٣/٧  ٧٦/١٤  ٢/١١  ٠٨/٤  ٧٨/٣  

٢٩/٠ آمونيوم  ٣٧/٠  ٣٦/٠  ٤٣/٠  ٢٩/٠  ٥١/٠  ١٦/٠  ١٩/٠  

١٨/٥٥ (FFU/ml)ليتر  ويروس در ميلي  ٧٣/٢٥  ٦٥/١٢  ٨٧/٢  ٨٣/١٤  ٣٦/٥  ١٥/٩  ٦٦/٣  

١٨/٠ نرخ توليد ويروس  ٧٩/٠  ١٠١/٠  ٠٢١/٠  ٠٨٩/٠  ٠٣٦/٠  ٠٥١/٠  ٠٢١/٠  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

) D( و VP-SFM )C ( کشت طيمح در يهار روسيو ديتول و VP-SFM) B(و  DMEM) A( طيمح در Vero سلول رشد يمنحن :۲نمودار 
M199 سک يبراسل دي في حاويتريل يليم ۵۰۰ دار همزن فلاسک در(A)ل يگما سولوهي، س(B)۳- تودکسي، س (C) ۱- تودکسي، س (D).  
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  بحث
 با استفاده از کـشت سـلول   يروسي و يها د واکسن يدر تول      

 ـبا يکه م فاز رشد سلول . دارد دوجو يدو فاز اصل   ست در آن ي
 ـولوژي ب يهـا  يژگيها با حفظ و    سلول ش بـه   ي خـو  يع ـيک طب ي

 ـ آلـوده شـدن بـا و       يحداکثر تعداد ممکن برسند و برا      روس ي
 ـر و ي فاز تکث   و آماده شوند  هـا ضـمن    روس کـه در آن سـلول  ي

روس يشوند تا و   يروس آلوده م  ي زنده ماندن با و    يت برا يحما
 و حفـظ    ها در فاز رشد    لشتر سلو ير ب ين تکث يبنابرا. ابدير  يتکث

روس ي ـت و ش غلظ ـ ي موجب افزا  يها در فاز آلودگ    بهتر سلول 
 و  Batchدر سـامانه  .)۳۲و۳۳ (د خواهد شديدر فاز تول يهار

 يج مواد مغـذ يتدر هها ب  رشد سلولي واسطه ه بFed Batchا ي
 ـ متابول ،افتـه يکاهش    ـهـا نظ   تي وم انباشـته  ي ـر لاکتـات و آمون   ي

در گـردد   يها م تر رشد سلول   عيسرشوند که موجب توقف      يم
ط ي محيض گامي کشت تعوي مطالعه از سامانه ن  يکه در ا   يحال

ــد (Stepwise Perfusion)کــشت ــتفاده ش ــام  و اس  در تم
و غلظـت   گرم در ليتر    ۳ تا   ۲  حد ها غلظت گلوکز در    شيآزما

 سـلول  ي بـرا يتر از حد سم    نييوم در سطح پا   يلاکتات و آمون  
لاکتات در غلظـت      ونت و شيگر   زارشطبق گ . نگه داشته شد  

 ـ اسـت و ا ي سـلول سـم  يبرامول   ميلي۳۰ تا ۲۰شتر از   يب ن ي
ته يش اسـمولار ي و افـزا pH از کـاهش   يناش ـ" ت عمومـا  يسم
 ۲ از ز در غلظت کمتريوم نيمقدار آمون. )۸( ط کشت استيمح
ه يط مطلـوب توص ـ يها در شرا  حفظ سلول ي برا مول   ميلي ۳تا  
سـلول  كوئـسني،     طبق مطالعات  گري د از طرف . )۳۴( گردد يم

Vero   ـ ب تم ـ مقاو ها ر سلول ي نسبت به سا  ش ي بـه افـزا    يشتري
 ـ مقـدار ا وم دارد وي ـغلظت لاکتات و آمون   هـا در   تي ـن متابولي

SFM ن کشت سلوليح Vero۳۴( رسـد  ي نمي به حد سم( .
 درصد  ۷۰ ط کشت با نرخ   ي مح يض گام ي تعو ي  اگرچه سامانه 

 ـ و متابول  داشـتن غلظـت گلـوکز      موجب نگه  هـا در سـطح      تي
 ـبـه دل  ز  ي را ن  يشترينه ب ي هز ي ول ؛گردد يممطلوب   ل مـصرف  ي

 اسـتفاده از  نيبنـابرا خواهد داشت و  يدر پط کشت  يشتر مح يب

ــا روش ــردش مجــدد محـ ـ يــگــر نظي ديه ط کــشت ير گ
(Recirculation) ط کـشت مـصرف شـده بـا     ي که در آن مح ـ

د ار دارز مورد توجـه قـر   ي ن ،گردد ي م ط کشت تازه مخلوط   يمح
 ـبراسـل د ي و ف  ۳-تودکسي، س ـ ۱-تودکسيمقدار س  .)۳۰( سک ي

ــاســتفاده شــده در ا ــاي ــر يهــا مــساحت شين آزم  ۱۲۰۰۰ براب
ط کشت فراهم کردنـد  ي مح ازتريل يلي م ۵۰۰متر مربع در     يسانت

ــهيگما ســولوهيو ســ ــدل ل ب ــه ســطحي ــسبت کمتــر وزن ب    ل ن
ازنده  شرکت س ـي هيتوص  و با توجه به)متر  گرم بر سانتي  ۳۸۰(

 ها شين آزماي در ا،تريگرم در ل ۳۰تا۲۰به مصرف آن در مقدار      
. اسـتفاده شـده اسـت     متر مربع    سانتي ۵۴۰۰ با مساحت معادل  

 يهـا  شيهـا در آزمـا     ج مربوط بـه رشـد سـلول       ي نتا ي  سهيمقا
دار  ط سـرم يهـا در مح ـ    دهد که رشـد سـلول      ينشان م مختلف  

DMEM    نسبت بهVP-SFM ـاقابـل مق   اما   ،شتري ب يکم  سه ي
 يازهـا ين ني در تـأم VP-SFM تـوان  ي هستند که نشان دهنده 

 ـ .)۲۹( باشـد  ي در فقدان سـرم م ـ Veroسلول   رشـد  ن يهمچن
بـوده   ۱-تودکسيتـر از س ـ    في ضع ۳-تودکسي س يها رو  سلول

هـا بـه     از سرعت کمتر اتـصال سـلول       يتواند ناش  ياست که م  
 ـز در گزارش خود به ا     ينرورو  .  باشد ۳-تودکسيس ن مطلـب   ي

و  ۱-تودکسي ســي روVeroکــرده اســت کــه اتــصال ره اشــا
 ـ به ترت  ۳-تودکسيس  سـاعت رخ    ۱۳ و   ۶ب در مـدت زمـان       ي
ل، يگما سـولوه ي با س۱-تودکسي سي سهيدر مقا. )۳۶( دهد يم

  يل کمــيگما ســولوهي ســلول در واحــد ســطح ســي تهيدانــس
 اما با توجه به عـدم امکـان اسـتفاده از مقـدار              ؛باشد يمشتر  يب
ط ي سلول در واحد حجم محي تهيز حامل، دانسيرن يشتر از ا يب

جه گرفت که يتوان نت  ين م يدهد و بنابرا   يکشت کاهش نشان م   
 ـدو ر  بهتـر از     ۱-تودکسيس گـر موجبـات رشـد      يز حامـل د   ي

 ـبراسل ديج مربوط به فينتا. ها را فراهم کرده است    سلول سک ي
نـسبت  طور قابل توجه     هها ب  ش رشد سلول  ي افزا ي  نشان دهنده 

، ۱-تودکسي کـه نـسبت بـه س ـ       يها است به نحو    ز حامل يبه ر 
و در واحـد   ۲۷/۰ تا log۲/۰   سلول در واحد حجمي تهيدانس
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کـه   يش داشـته اسـت در حـال       يافـزا  ۲۵/۰ تا   log ۱۸/۰سطح  
 رشـد   ينـرخ اختـصاص   کـشت   تر بـودن زمـان       يل طولان يدل به

. )۲جــدول ( داشــته اســت۱-تودکسي نــسبت بــه ســيکمتــر
کـه از  رورو  يهـا  افتهيق با ين تحقي از اج حاصلي نتا ي  سهيمقا
 يدار حـاو   در فلاسـک همـزن    ) گرم در ليتـر    ۲( ۱-تودکسيس

 سلول ۲۱۵*۱۰۳(  استفاده کرده استVP-SFMتر يل يلي م۲۰۰
 ـ متـر     سلول در ميلـي   ) ۸۹/۱*۱۰۶متر و     در ميلي  ن در يو همچن

 ) گـرم در ليتـر  ۳( ۱-تودکسيکه از س ترابلسيج  يسه با نتا  يمقا
 يا بـر MEM +10% FCS تري ليلي م۲۰۰ ي حاودر فلاسک

 متر   سلول در ميلي   ۲۱۲*۱۰۳( کشت سلول استفاده کرده است    
دهد که اسـتفاده   ي م نشان)متر  سلول در ميلي  ۸/۲*۱۰۶ و   مربع

بـه   در واحد حجـم اگرچـه        ۱-تودکسي از س  يشترياز مقدار ب  
 ي  تهيش دانـس  يموجب افـزا  ط کشت   ي مح يض گام يکمک تعو 

گـر موجـب   ياما از طـرف د  ؛شده استجم سلول در واحد ح   
 و اســت دهيــگرد ســلول در واحــد ســطح ي تهيکـاهش دانــس 

تمـام  ن  يرغم تأم  يز حامل عل  يش غلظت ر  ين امکان افزا  يبنابرا
 بودخواهد صورت محدود ممکن  هتنها بط مطلوب کشت يشرا

 ـ از دلا  يک ـين صورت   يکه در ا   توانـد   يم ـکـاهش سـلول     ل  ي
 شناور يها ز حاملي برخورد ر ازي ناشيش صدمات سلوليافزا
 که البته دهد يشتر رخ مي در غلظت بالاتر ب   گر باشد که  يکديبه  

ز وجـود   ي ـط کـشت ن   يشتر شرا يکنترل ب  وراکتور با امکان  يدر ب 
 ـ يته سـلول  يدانـس  .)۲۹و۳۰(خواهد داشـت     دسـت آمـده از    ه ب

 ب برابر بـا   ي به ترت  VP-SFM و   DMEMسک در   يبراسل د يف
سه اسـت  يقابل مقا )متر ول در ميلي سل۲۸۸*۱۰۳ و  ۲۹۶*۱۰۳(

 ۳۲۵*۱۰۳برابـر بـا    ترابلـسي   شده توسط   گزارش   ي  تهيدانسبا  
 گرم در ۳ (۱-تودکسيبا استفاده از سمربع  متر   سلول در سانتي  

 کـشت   ي   در سامانه  MEM ي حاو يتري ل ۲وراکتور  ي در ب  )ليتر
 ي  تهيدانـس شتر اسـت از     يو ب  (Recirculation)گردش مجدد   

ــراتوســطگــزارش شــده  ــدونكا و پري ــر  من و  ۱۱۳*۱۰۳ براب
 ۱۰ و۲ب با استفاده از  يترت که به متر     سلول در سانتي   ۱۳۶*۱۰۳

 perfusion کــشت ي  در ســامانه۱-تودکسي ســگــرم در ليتــر

 ي سـلول  ي  تهيح دانـس  يدر توض ـ  .)۲۹ و۳۷( دست آمده است   هب
 ـد بـه ا   يسک با يبراسل د يفا استفاده از    افته ب يش  يافزا ن نکتـه   ي

 ـ يا واسطه ساختمان رشته   هن حامل ب  ي کرد که ا   اشاره بافـت   ي ب
شـود کـه     ي خلل و فرج محسوب م ـ     يک درشت حامل دارا   ي

  و رنديقرار بگ ها   ن رشته ي در ب  يراحت هها ب  سلولگردد   يباعث م 
. نـد ي حاصل از همزن رشـد نما     ي برش يروهاير ن يبه دور از تاث   
 گردد کـه صـدمات     يها در فلاسک باعث م     سکيثابت بودن د  

 به حداقل برسـد   ز  ينها    از برخورد سلول   ي ناش ي سلول يکيزيف
کنـد تـا    يط کـشت کمـک م ـ  ي مح ـيض گام ينکه تعو يضمن ا 

گـزارش   يوكوميزو .ابنديها در حد نا مطلوب تجمع ن       تيمتابول
ــه ر   ــت ک ــرده اس ــک ــلي ــا ز حام ــرج  ي دارايه ــل و ف  خل

(Macroporous)    با سـطح صـاف      يها ز حامل ي بهتر از انواع ر 
در برابـر   را  هـا    سـلول  )ليگما سـولوه  يودکس و س ـ  تير س ينظ(

 صدمات .)۳۸( کنند يحفظ م ي برشيروهاين از يصدمات ناش
ط کـشت فاقـد سـرم       ي در مح  ي برش يروهاي از ن  ي ناش يکيزيف

گر يت دين مزيشتر است و بنابرا  يب سرم   يط دارا ينسبت به مح  
ط فاقد ي از آن در مح  يريگ تواند امکان بهره   يسک م يبراسل د يف

بـه    باشـد سـلول  از  يبـالاتر  ي  تهيدانس به   يابيدست جهت   سرم
 ـ  ي  تهيتفاوت دانس جهت است که    ن  يهم دسـت آمـده     ه سلول ب
 سـرم و  يحـاو ط کشت  يدر دو نوع مح   سک  يبراسل د ي ف يرو

داده زحامل نشان ي را نسبت به انواع ريتفاوت کمترفاقد سرم   
 ۳تاVP-SFM ۲ط يدر محدست آمده  هبروس يغلظت و .است
  و رورو که با گـزارش  بوده استM199ط  يشتر از مح  يببرابر  

د يــ تولي بـرا MDSS2 و  VP-SFMب ازيــکـه بـه ترت  مـرتن  
 غلظت. )۲۲و۲۵(  مطابقت دارد،اند  استفاده کردهيروس هاريو
 VP-SFM براسـل در يدسـت آمـده بـا اسـتفاده از ف      هروس ب يو

رورو ج يباشد که نسبت به نتا يم FFU/ml ۱۰۶*۱۸/۵۵معادل 
ل ي ـن دل يتـر  مهـم . )۲۹و۳۰( دهـد  يش نشان م  يافزابلسي  تراو  

نـسبت بـه    سک  يبراسل د يروس حاصل از ف   ي غلظت و  شيافزا
 ـر ر يسا  ـ ب ي  تهيدانـس  از   يتـوان ناش ـ   يهـا را م ـ    ز حامـل  ي شتر ي

 ـ آلـوده و امن    يها سلول  ـ  شتر آني ـت بي  ـالن يهـا در ب اف درون ي
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   تـر  کـه حـساس  ( آلـوده  يهـا  که سـلول  ها دانست چرا  سکيد
مرگ  شتر در خطريها ب حامل زي متصل بر سطح ر)اشندب يم زين

 و  باشـند  يگر م ـ يکـد يها به    حامل زي ر  از برخورد  ير ناش يو م 
 ـبراسـل د  يش با ف  يروس در آزما  يد و ينرخ تول ن  يبنابرا سک و  ي

M199   از ثبـات  يهـا اسـت کـه ناش ـ    شير آزمـا  ي بالاتر از سا   
 ـها در پنـاه د     سلول شتريب  ـتحق. باشـد  يهـا م ـ   سکي   ق جهـت  ي

 ـبراسل ديتفاده از فاس  و بـه   Vero کـشت سـلول  يسک بـرا ي
 ـ ي بـرا  يروس هار يد و يمنظور تول    مطالعـه ن ي ـن بـار در ا    ي اول

 ـ امـا اسـتفاده از ا      ؛قـرار گرفتـه اسـت      مورد بحـث      حامـل  ني
 ـ تول يبـرا  CHO کشت سلول    يبرا" قبلا  ـد و ي    يروس هـار  ي

ــده ــتفاده شـ ــا اسـ ــاج يو نتـ ــتفاده از  تبخشيرضـ ــر از اسـ   تـ
ــواع ر يد ــر ان ــگ ــلز ي ــت  در حام ــته اس ــر داش   .)۳۹و۴۰( ب

بافــت  ي بــيا از صــفحات رشــته موشــديرليوگلو گونيهمچنــ
(NWPF) ــدار ــه مق ــرم در۵ ب ــر   گ ــاويدر بليت ــور ح   يوراکت
% FBS ۱۰ MEM+سلول  کشت يبراBHK  د يتولبه منظور

برابـر بــا   ي سـلول ي تهي اسـتفاده کـرد و دانـس   يروس هـار ي ـو
 ـو وليتر    سلول در ميلي   ۲/۲*۱۰۷  ـ روسي  FFU/ml ا غلظـت ب
 ـ تول ين حامل را برا   يدست آورد و استفاده از ا      هرا ب  ۲*۱۰۵   د ي

 ـتر از انـواع ر      مطلوب يروس هار يو   .)۴۱( دانـست ز حامـل   ي
  

  گيري نتيجه
 ـ ا يهـا  افتهي با توجه به          اسـتفاده از    يق و سـادگ   ي ـن تحق ي

تر آن نـسبت بـه    ار سادهيد بسيز امکان تول يسک و ن  يبراسل د يف
مـه  يم ن حج ـهـا در     ق جهـت اسـتفاده از آن      يتحق ها ز حامل ير

 ـول ت يبـرا  Veroر سلول   ي تکث ي برا يصنعت  يهـار د واکـسن    ي
تو ي انـست  يق در بخش رفرانس هـار     ين تحق يا .گردد يه م يتوص

  . ران انجام شده استيپاستور ا
  

  ر و تشکريتقد
ن تمـام  ي تـأم يران بـرا يتو پاستور ا  ياست محترم انست  ياز ر      
 ـتو پاستور ا  ي انست يکاران بخش هار  ها، از هم   نهيهز  يران بـرا  ي

كالل   هلادکتر خانماز ن طرح و ي ايمانه در اجراي صميهمراه
)Hela Kallel(ــراي و همکــاران از انــست  يتو پاســتور تــونس ب

 ـ   يکي تکن يها  و آموزش  يشگاهيامکانات آزما  عمـل   ه تـشکر ب
  .ديآ يم
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Background and Objectives: In this study, capability of Vero cells for growth on FibraCel disks were 

compared on 3 kinds of microcarriers including Cytodex-1, Cutodex-3, and Sigma Solohill in 500 ml Spinner 

flasks in both serum contained medium (DMEM+10% Fetal Calf Serum, FCS) and serum-free medium (VP-

SFM). The propagation of fixed PV (Pasteur Virus) strain of rabies in Vero cells, for production of rabies 

vaccine, grown under the above conditions were studied and compared.  

Materials and Methods: Stepwise perfusion mode in growth phase and batch mode were applied in the virus 

production step by the use of M199 +0.2% Bovine Serum Albumin (BSA) and VP-SFM as serum containing 

and serum-free media, respectively. The available surface area provided by the carriers, and primary cell 

density in the experiments were assumed the same (about 12,000 cm2 and 12,500 cells/cm2, respectively). 

Results: The highest cell density was achieved on FibraCel disks in DMEM equal to 7.1 ±0.7×106 cells /ml on 

day 9, while the lowest cell density was obtianed on Cytodex-3 in VP-SFM equal to 2.91 ±0.2×106 cells/ml.  

The highest virus titer (55.18 ±4.4×106 Fluorescent Focus Unit,FFU/ml) was gained in VP-SFM containing 

FibraCel disks, and the lowest titer (3.66 ±0.4 ×106 FFU/ml) was resulted on Cytodex-3 in M199.  

Conclusion: In these experiments, FibraCel disks supported the growth of Vero cells better than the 

microcarriers, and the use of DMEM for propagation of Vero cells and VP-SFM for proliferation of rabies 

virus showed better results. The experimental vaccine prepared by collected virus from VP-SFM has an 

acceptable potency of 2.75 IU. Based on these results and to the relative ease for making FibraCel disks, we 

recommend the use of this carrier for propagation of Vero cells and production of rabies virus.  
 

Keywords: Microcarrier, Cytodex, Fibracel disk, Vero, Rabies 


