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  چكيده

طور اين سلولها ب. باشند می ويژه ترشح هورمون پرولاکتين و هورمون رشد GH3/B6و زير کلون آن GH3 هيپوفيز موش صحرايي تحت عنوان  یدودمان سلول
 Ham’s F12 اين سلولها، یمحيط کشت مـورد استفاده برا. روندی بکار م“in vitro” ترشح پرولاکتين به صورتی اثر مواد مختلف روی بررسیگسترده برا

 دارد یده بستگ ساعت است که به کيفيت سرم مورد استفا۵۲ تا ۳۰زمان دو برابر شدن سلولها. باشدیسرم اسب م % ۱۵سرم جنين گاو و  % ۵/۲ یحــاو
انکوبه . باشدی کوتاه مدت میاهها در انکوباسيون از عوامل افزايش دهنده مقدار ترشح پرولاکتين در اين سلولیاند که اسيد پکتيک يکمطالعات نشان داده

اسيد .  به خود گرفتندی کرده و حالت ترشحها شروع به گرد و برجسته شدن دقيقه شکل سلولها را تغيير داده، سلول۳۰کردن سلولها با اسيد پکتيک به مدت 
ها  سلولیکند و باعث ايجاد شرايط نامطلوب برای میيدمحلول اسيد پکتيک، محيط کشت را اس. ها نسبت به نمونه شاهد نداشت در تعداد سلولیپکتيک تاثير

ها تغيير کرد و رشد  سلولی به مرور زمان شکل ظاهریتفاده شد ول اسpH ثبات ی به عنوان بافر براHepes ی رفع اين مشکل از محيط کشت حاویبرا. شودیم
ها به دليل تشکيل هيدروژن پر اين تغيير وضعيت سلول.  زنده کاهش پيدا کردیهاها گرد شدند، غشاء آنها گرانوله شد و درصد سلولسلول. آنها کاهش يافت

 بر ی استفاده گرديد که تاثيرNaOH نمودن اسيديته اسيد پکتيک از محلول ی کشت و خنث محيطpH ماندن مقدار ی طبيعیبرا. باشدی مHepesاکسيد توسط 
  . ثابت شد۲/۷ در حد pHها نداشت و بدينوسيله سلول

  

  .اسيد پکتيک‚  پرولاکتين ،ی دودمان سلولGH3/B6 cells :های کليدیواژه

  
  :مقدمه

پوفيز  کـه از سلولهای توموری هيGH3/B6دودمان سلولی کلون شده 
موش صحرايي بـدست آمـده است، هـورمـون پــرولاکـتين را سـنتز و 

 اين (Tashjian et al. 1968, Tashjian et al. 1970). کند مـیترشـح 
سـلولها، مقدار زيادی از خصوصيات سلولهای نرمال هيپوفيز را حفظ 
کرده و برای مطالعه فاکتورهای تنظيم کننده که بر عمل سـلولهای 

بيشتر اين . اند آوردهل هيپوفيز مؤثرهستنـد، مدل مناسبی به وجود نرما
های تعدادی از اين فاکـتور. شـوند میفاکتورها از هيپوتالامـوس آزاد 

تنظيم کننده دارای نقـش تحـريکی بر ترشح پرولاکتين وتـعدادی 
 به هـورمون تـوان مياز فـاکتورهای تحريکی . انددارای نقش مهاری

، (VIP)ای فعال کننده رگها ، پپتيد روده(TRH)ه تيروتروپين آزاد کنند
  . و استروژن اشاره کرد(EGF)فاکتور محرک رشد اپيدرمی

 (Heany et al. 2004, Heany et al. 2002, 
 de Carvalho et al. 2002, Mallo et al. 1995, Avery et al. 1992, 

Ishihara et al. 1991 .(توان به دوپامين یو از فاکتورهای مهاری م
(DA)وعوامل آگونيست آن، سوماتوستاتين (SS)پرولين‐ هيستيديل  و ‐
 (Ben-Jonathan et al. 2001 اشاره کرد (HPDP)کتو پيپرازين دی

Meucci et al. 1992, Martinez & weiner 1992.(  
 نسبت به تغيير شرايط کشت بسيار حساس GH3/B6سلولهای 

يط نامطلوب برای رشد اين سلولها باعث به وجود آمدن شرا. باشند می
- تغيير در زمان دو برابر شدن وتاثير بر ترشح هورمون توسط آنها می

  . گردد
شـده  دهـد كـه عصـاره حـل تحقيقــات انجام شـده نشـان مي

گيـاهـان شيـرزا، ترشـح پـرولاكتين را از هيپـوفيز قـدامي تحريـك 
ها نشـان داده كـه اين  ررسـيب. (Sawadogo et al. 1988)كـند  مي

 پرتئوليتيك تجزيه نشـده، در اتانـول حـل هـاي آنـزيممـواد توسـط 
 با اسـتفاده از .باشـند شـوند و از جنـس پـلي سـاكـاريد مي نمي

روشهاي مخـتلف كـروماتوگرافـي و تكـنيكـهاي پيشـرفته جـداسازي 
ر اغلب موارد از نشان داده شده است كه بخش موثر اين تركيبـات د

اند كه تزريق مطالعات ديگر نشان داده. باشند ها ميمشتقات پكتين
اهي ترشح پرولاكتين و داخل وريدي اسيد پكتيك به حيوانات آزمايشگ

 ”in vitro“ اين مواد تحت شرايط .كند را تحريك ميهورمون رشد 
  شوند از بافت هيپوفيز مـوش می PRLباعث افزايش ترشح

Sawadogo et al. 1988, Sepehri et al. 1989) 
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(Sepehri et al. 1990, Sepehri et al. 1992.  
محيط  اثرتغيير کيفيت سرم ،استفاده از اين تحقيق به بررسيدر 

   محيطpH به عنوان بافر برای تنظيم  Hepesکشت حاوی
 (Bowman et al. 1985) همراه با اسيد پكتيك و تاثير اسيد پکتيک بر

 به GH3/B6 تعداد سلول و مقدار کل پروتئين در سلولهاي مورفولوژی،
  . پرداخته شده است”in vitro“صورت 

 
  مواد و روش کار

  :با سرم های مختلف GH3/B6های کشت سلول
 حاوی سرم جنين گاو F12 Ham’sدرمحيط کشت GH3/B6 های سلول

سرم اسب مورد استفاده . کشت داده شدند% ١٥و سرم اسب % ٥/٢
 و دانشکده دامپزشکی  Gibco ،HIMEDIAولها از شرکتهای برای سل

ير و شکل دانشگاه تهران تهيه گرديد و اثرات آنها به روی رشد، تکث
  .ظاهری سلولها بررسی شد

  
  :Hepesبا محيط كشت حاوي  GH3/B6های کشت سلول

براي اثر دادن اسيد پكتيك بر روي سلولها بايد اسيد پكتيك در محيط 
 pHپكتيك باعث كاهش  پس از حل شدن، اسيد. كشت حل شود

باشد كه كاملاً  مي٣گيري شده، در حدود اندازه pH .گرددمحيط مي
، اسيد پكتيك به pHدر ضمن در اين . براي سلولها نامناسب است

در ابتدا براي حل اين مشكل از . گرددخوبي در محيط كشت حل نمي
 به عنوان بافر پس Hepes . استفاده گرديدHepesمحيط كشت حاوي 

.  شد٢/٧ محيط در حدود pHاز حل شدن اسيد پكتيك باعث حفظ 
 از شرکت Hepes حاوی F12 s’Ham ، محيط Hepesبرای بررسی اثر 

HIMEDIAتهيه گرديد و سلولها در اين محيط کشت داده شدند  .
 روی شکل ظاهری سلولها بررسی شد و سپس برای مطالعه  Hepesاثر
.  سلولهای زنده، محيط كشت سلولها جمع آوری شدآن بر درصد اثر

پس از آن با .  استريل شستشو داده شدندPBSها با سپس سلول
پس از . درون انكوباتور قرار گرفتند% ٠٣/٠ EDTAو % ٢٥/٠تريپسين 

، به آنها محيط كشت EDTAجدا شدن سلولها، هم حجم تريپسين 
 سلولها به نسبت يک .توام با سرم اضافه شد و سپس سانتريفوژ شدند

كند مخلوط شده به نه با رنگ تريپان بلو كه در سلولهاي مرده نفوذ مي
 ضرب ١٠٠و بعد از دو الي سه دقيقه شمارش انجام شده و در عدد 

  .گرديد
  

  : TRHپكتيك و  اسيدبا محيط كشت حاوي GH3/B6های کشت سلول
 ٦ پليتهاي  در سلول٥*١٠٤برای مشاهده اثر اسيد پکتيک بر سلولها، 

 C روز در انكوباتور ٦ محيط كشت ريخته شد و به مدت حاویاي  خانه
 روز در .گرديددر روز سوم محيط كشت سلولها تعويض  . قرار گرفت٣٧ْ

 محيط كشت حاوي ، محيط رويي سلولها برداشته و به سلولهاششم
 يك خانه به عنوان شاهد آزمايش، يك . شداضافه  TRHپكتيك و اسيد

پــكتيك بـا   و دوخانه بــراي اسيد50nM غلظت با TRHراي خانه ب
   در نظر گرفته شد١٠٠ µg/ml و ٥/٢ µg/ml غلظتهاي

)Sepehri et al. 2000( . سلولها توسط  ، دقيقه٣٠پس از گذشت زمان
سپس .  بررسی شده و از آنها عکس گرفته شدInvertميکروسکوپ 

 Lowryتوسط روش ها ها شمارش شده و مقدار پروتئين آنسلول
  .گيری گرديداندازه

  

 نتايج
  :GH3/B6های های مختلف بر رشد سلولاثر سرم
 از نظر ظاهري كاملاً داراي Gibcoهای تغذيه شده با سرم شركت سلول

 وضعيت سلولها پس از زمان كوتاهي ١ شکلدر . وضعيت مساعد بودند
سلولها را  ٢ شکل. كه از كشت آنها گذشته است، نشان داده شده است

و در حال تکثير وتقسيم  پس از اينكه كاملاً به سطح فلاسك چسبيده
  .انددهد، سلولها کشيده و گسترده نشان مي هستند

  

  
  

های اول پس از  در محيط کشت در روزGH3/B6های شکل سلول ‐۱شکل 
  .۳۲xبزرگنمايی. کشت

  

  
  

 . پس از چسبيدن به کف فلاسکGH3/B6شکل سلولهای  ‐۲شکل 
 .۳۲xبزرگنمايی



  GH3/B6                                                          15 ي بقا و عملكرد دودمان سلول،ياثر اسيد پكتيك بر مورفولوژ

سرم دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران باعث افـزايش زمان دو برابر 
شـدن سلولها در ابتـداي كار و سپس باعث توقف رشد سلولها و تغيير 

سلولـها از سطوحي كه به آن چسبيده بودند . شكل ظاهري آنها شد
  ).٣ شکل(جدا شده و معلق گرديـدند 

  

  
  

 در محيط کشت حاوی سرم تهيه GH3/B6ای شکل سلوله  تغيير‐۳شکل 
  .۳۲xبزرگنمايی. شده ازدانشکده دامپزشکی

  

 سلولها به وضعيت مطلوب بازگشتند و HIMEDIAدر سرم شركت 
اين بررسي ها نشان . رشد و شكل ظاهري آنها به حالت طبيعی برگشت

 به كيفيت سرم مورد استفاده GH3/B6دهنده حساس بودن سلولهاي 
  .ستبراي آنها ا

  

  :های زندهبر رشد و درصد سلولHepes بررسی اثر 
Hepesواکوئل. شودها و كاهش رشد آنها می باعث تغيير شکل سلول -

 شوند،های درون سلولی شروع به تشکيل کرده و سـلولها كاملاً گرد می

گردد و می غشاء آنها گرانوله و تقسـيم و تکثير سـلولها كاملاً متوقف
  ).٤ شکل(شود  میغشاء سلولها پاره

  

  :GH3/B6های  بر مورفولوژی و درصد بقا سلولTRHاثر اسيد پكتيك و 
، )nM٥٠غلظت  (TRHهای حاوي پس از بررسی شکل نمونه

مشاهده شد که تعدادي از سلولها هنوز كاملاً مسطح هستند و تعدادي 
همانطور . کنندبراي وارد شدن به فاز ترشحي شروع به جمع شدن می

کنيد تقسيم و تکثير در اين سلولها ديده  مشاهده می٦ شکلکه در 
  .شودمی

 سلولها براي ٥/٢ µg/mlهاي حاوي اسيد پكتيك با غلظت در نمونه
انـد و وارد شدن بــه فــــاز تــرشحـي كاملاً خــود را جمـع نموده

  ).٧ شکل(شوند ديـگر بـه صورت مسـطح ديــده نمي
 نيز، سلولها ١٠٠ µg/mlكتيك با غلظت هاي حاوي اسيد پدر نمونه

 آنها تغييرمی کند بدين ترتيب که شکلوارد فاز ترشحي می شوند و 
 ).٨ شکل(كاملاً برجسـته شده و به صورت مسطح ديده نمی شوند 

  

  

  
  

ها گرد سلول. Hepes در محيط کشت حاوی GH3/B6 شکل سلولهای ‐۴شکل 
  .۳۲xنمايی بزرگ. شودها گرانوله میشده و غشاء آن

  

های کشت داده شده در محيط حاوی درصد سلولهای زنده برای نمونه
Hepes تعيين شد که نسبت به گروه کنترل، درصد سلولهای زنده به 

  ).٥ شکل(دار کاهش داشت طور معنی

  
حاوي Hams’F12  درصد سلولهای زنده کشت داده شده در محيط‐۵شکل 
Hepes) ۳نمونه حاوی ‐۲ه شاهد  نمون‐۱: شامل.) بار تکرار Hepes . درصد
  (P≤0.05).های زنده به طور معنی دار کاهش داشتسلول

  

  
در اين شکل TRH. در محيط کشت حاوي  GH3/B6شکل سلولهاي  ‐۶شکل 

هايی که وارد فاز ترشحی شده و تغيير شکل سلول های نرمال و سلول
  .۳۲xبزرگنمايی . گردداند، مشاهده میداده
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 در محيط کشت حاوي اسيد پکتيک با GH3/B6شکل سلولهاي  ‐۷شکل 
. اندسلولها تغيير شکل داده و وارد فاز ترشحی شده. µg/ml۵/۲ غلظت 

  .۳۲xبزرگنمايی
  

  
  

 در محيط کشت حاوي اسيد پکتيک با GH3/B6 شکل سلولهاي ‐۸شکل 
  .۳۲xبزرگنمايی. اندسلولها وزيکوله و ترشحی شده. µg/ml۱۰۰ غلظت 

  
، اسيد پكتيـك )nM٥٠غلظت  (TRHهای مورد مطالعه حاوي  نمونهدر

 تغييرات ١٠٠ µg/ml و اسـيد پكتيـك با غلظت ٥/٢ µg/mlبـا غلظت 
چشمگيري در كاهش يا افزايش در صد سلولهای زنده مشاهده نشد 

   ).٩ شکل(
  

تعداد سلول و مقدار پروتئين کل   برTRHبررسی اثر اسيدپکتيک و 
  :هاسلو

غلظت  (TRHهای حاوی های شمارش شده در نمونهتعداد سلول
nMهای و اسيد پکتيک با غلظت) ٥٠µg/ml بعد از شش ٥/٢‐ ١٠٠ 

  دهدداری را نشان نمیروز، نسبت به نمونه شاهد تغيير معنی
  ).١٠شکل(

مقـدار پـروتئين انـدازه گيـری شده در نمونـه حـاوی اسـيد 
غلظت  (TRH و نمونه حاوی ٥/٢‐ ١٠٠ µg/mlپکتيـک با غلظت 

nM١١ شکل( کاهش معنی داری نشان نداد) ٥٠.(  
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: شامل)  بار تکرار2(های شمارش شده بعد از شش روز تعداد سلول ‐۱۰شکل 

 اسيد پكتيك ‐nM۵۰( ،۳غلظت  (TRH نمونه حاوی ‐۲ نمونه شاهد ‐۱
-نی تغييرات مع.)µg/ml ۱۰۰غلظت ( اسيد پكتيك ‐۴) µg/ml ۵/۲غلظت (

  . داری در كاهش يا افزايش تعداد سلولهای مشاهده نشد
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   نمونه شاهد‐۱: هایگيری شده در نمونهمقايسه پروتئين اندازه ‐۱۱شکل 

) µg/ml ۵/۲غلظت ( اسيد پكتيك ‐۳، )nM۵۰غلظت  (TRH نمونه حاوی ‐۲
های  کاهش مقدار پروتئين در محيط.)µg/ml ۱۰۰غلظت ( اسيد پكتيك ‐۴

 .باشددار نمید پکتيک معنیحاوی اسي

  
  بحث

مهار كننده  يا عوامل مختلفي از جمله هورمونهاي آزاد كننده و
يا هورمونهاي بافتهاي هـدف غده هيپوفيز بر ترشـح  هيپوتالاموسي و

 در تـوان ميگذارند و تاثير اين عوامل را هورمونهـاي هيپوفيـز اثر می
فتي يا كشت اوليه سلولهاي از طريق انكوباسيون با”in vitro“ شرايط

البته در نتايج . هيپوفيزي جدا شده از يكديگر مورد مطالعه قرار داد
حاصل از اين آزمايشها به خاطر وجود تنوع سلولي هيپوفيز ابهاماتي 

های هورمونسلولهاي مختلفي در هيپوفيز ترشح . وجود دارد
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و هورمونهاي ها پرولاكتين، سوماتوتروپين، تيروتروپين، گنادوتروپين
  .گروه پرواپيوملانوكورتين را به عهده دارند

های لاکتوتروپ خالص از هيپوفيز نظر به اينکه بدست آوردن سلول
  ها ازقدامی بسيار مشکل است بنابراين برای مطالعه اين سلول

های سلولي كلون شده كه توانايي ترشح هورمونهاي هيپـوفيزي دودمان
باعث  هاي سلولي كلون شدهندودما.  گـرديدرا دارا هـستند، اسـتفاده

توان آنها را به مقادير  شوند و ميتوليد جمعيت يكنواختي از سلولها مي
  .زياد تكثير نمود

آن  شده از كلـون تـهيهصحرايی و   مـوشGH3سلوليدودمـان
GH3/B6كنند هورمـون پرولاكـتين را ترشـح مـي  

(Bancroft & Tashjian 1971).  
 TRHوامل تنظيم كننده ترشح پرولاكتين توسط هيپوفيز يكي از ع

 بر TRH مطالعات مختلف نيز بر روي تاثير .باشد هيپوتالاموسي مي
 GH3/B6 تكثير سلولي و ترشح پرولاكتين توسط سلولهای

 داراي TRHدهد كه هيپوفيزموش صحرايي صورت گرفته و نشان مي
باشد سلولها مياثر تحريكي به روي ترشح پرولاكتين توسط اين 

(Brunet et al. 1981).  
های حاوی های کشت داده شده در محيطبررسی مورفولوژی سلول

TRH به عنوان عامل محرک ترشح پرولاکتين نشان دهنده وارد شدن 
های انکوبه شده مقايسه مورفولوژی سلول .ها به فاز ترشحی بودسلول

نيز باعث وارد شدن  و اسيد پکتيک نشان داد که اسيد پکتيک TRHبا 
ها به فاز ترشحی شده و به عنوان يکی از عوامل محرک ترشح سلول

توان تأثير اين دو غلظت مختلف بر البته نمی .باشدپرولاکتين می

های مختلف اسيد برای بررسی اثر غلظت. ها را از هم تفکيک کردنمونه
  .توان از ميکروسکوپ الکترونی استفاده نمودپکتيک می

ی درصد سلولهای زنده کشت داده شده در محيطهای حاوی بررس
TRH و اسيد پکتيک نشان دهنده بی ضرر بودن اين مواد برای سلولها 
 و اسيد پکتيک TRHهای حاوی عدم تغيير تعداد سلول در نمونه .است

نسبت به نمونه شاهد نشان دهنده عدم تأثير اين مواد در کوتاه مدت بر 
  .دباشها میتعداد سلول

 دو GH3/B6های برای تعيين نحوه عمل اسيد پکتيک بر سلول
های آينده آن را مد توان تصور کرد که بايد در پژوهشمکانيسم را می

هايی برای اسيد پکتيک در اين يکی احتمال وجود گيرنده. نظر قرار داد
های ترشحی ها و ديگری مکانيسم تحريک مستقيم روی گرانولسلول

ن که باعث آزاد شدن آن و بالا رفتن مقدار پرولاکتين حاوی پرولاکتي
  .شوددر محيط کشت می

 
  تشکر و قدردانی

از معاون محترم و شورای پژوهشی پرديس علوم و معاون محترم و 
شورای پژوهشی دانشگاه تهران به دليل کمک مالی و پشتيبانی از 

نيل از سرکار خانم دا .شودپژوهش در دانشگاه تهران قدردانی می
 برای اهداء سلولها به آزمايشگاه فيزيولوژی Danielle gourdjiگرجی 

از جناب آقای مهندس قباديان که  .شودجانوری سپاس و قدردانی می
با اهداء برخی از وسايل آزمايشگاهی به پيشرفت اين پژوهش کمک 

  .شودنموده اند، تشکر و قدردانی می
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